
分类号：                                                                                                                   密级： 
 

 

 

 

HUAZHONG AGRICULTURAL UNIVERSITY 

博 士 学 位 论 文  
DOCTOR’S DEGREE DISSERTATION 

狂犬病病毒基质蛋白挟持自噬小体 
帮助病毒出芽的机制研究 

The matrix protein of rabies virus hijacks autophagosome  
to facilitate efficient virus budding 

 

研 究 生: 袁悦铭 
CANDIDATE： YUAN YUEMING 
  
学    号: 

2019302010079 STUDENT 
NO.： 

  
专    业: 预防兽医学 
MAJOR： PREVENTIVE VETERINARY 

MEDICINE 
  

导    师: 
SUPERVISOR
：      

赵  凌        教授 
PROFESSOR   ZHAO LING 

  

 

 
中国 武汉 

WUHAN，CHINA 
二○二四年六月 

JUNE，2024 
 



 

 

华中农业大学博士学位论文 
 

狂犬病病毒基质蛋白挟持自噬小体帮助病毒出芽 

的机制研究 

The matrix protein of rabies virus hijacks autophagosome  

to facilitate efficient virus budding 

 
博士研究生 ： 袁悦铭 

学 号 ： 2019302010079 

指 导 教 师 ： 赵 凌 教 授 

指 导 小 组 ： 傅振芳 教 授 

  彭贵青 教 授 

  曹 罡 教 授 

  崔 旻 教 授 

  周 明 副 教 授 

 

 

专业：预防兽医学 研究方向： 动物病毒学 

获得学位名称：农学博士 获得学位时间：2024 年 6 月 

 

华中农业大学动物医学院 

二〇二四年六月 
  



 

 

 

 
 
 

本课题由 
 
 

国家重点研发计划 
（2022YFD1800100） 

 
 

项目资助    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



目  录 

第一章 文献综述 ...................................................................................... 1 

1.1 狂犬病病毒简介 ............................................................................... 1 

1.1.1 狂犬病病毒分类及其宿主 ......................................................... 1 

1.1.2 狂犬病病毒病原学 ..................................................................... 2 

1.1.3 狂犬病病毒的生命周期 ............................................................. 5 

1.1.4 狂犬病病毒的入侵和扩散 ......................................................... 6 

1.2 自噬 ................................................................................................... 7 

1.2.1 自噬简介及分类 ......................................................................... 7 

1.2.2 自噬发生步骤 ............................................................................. 8 

1.2.3 自噬调控病毒生命周期的简介与分类 .................................. 14 

1.3 Nedd4 简介 ..................................................................................... 19 

1.3.1 Nedd4 的功能 ........................................................................... 19 

1.4 Myo1c 简介 ..................................................................................... 22 

1.5 研究目的与意义 ............................................................................. 23 

第二章 材料与方法 ................................................................................ 24 

2.1 实验材料 ......................................................................................... 24 

2.1.1 细胞、毒株、质粒和感受态菌种 ........................................... 24 

2.1.2 实验试剂、抗体和动物 ........................................................... 24 

2.1.3 实验仪器 ................................................................................... 26 

2.2 实验方法 ......................................................................................... 27 

2.2.1 感染性克隆空质粒的构建 ....................................................... 27 

2.2.2 细胞的复苏与传代 ................................................................... 27 

2.2.3 重组 RABV 的拯救 .................................................................. 28 

2.2.4 重组 RABV 的扩大 .................................................................. 28 

2.2.5 病毒的滴度测定 ....................................................................... 29 

2.2.6 Western blot ................................................................................ 30 

2.2.7 间接免疫荧光 ........................................................................... 30 

2.2.8 透射电子显微镜观察类病毒颗粒(VLP)或病毒 .................... 31 

2.2.9 免疫共沉淀 ............................................................................... 31 

2.2.10 GST pull-down ......................................................................... 32 

2.2.11 siRNA ....................................................................................... 32 

2.2.12 荧光定量 PCR ........................................................................ 33 

2.2.13 狂犬病病毒 VLP 的纯化和验证 ........................................... 34 

2.2.14 病毒的多步生长曲线测定 ..................................................... 34 



2.2.15 小鼠攻毒实验 ......................................................................... 34 

2.2.16 小鼠脑切片制作 ..................................................................... 35 

2.2.17 免疫组化 ................................................................................. 35 

2.2.18 HE 染色 ................................................................................... 35 

2.2.19 小鼠脑组织 c DNA 的获取 ................................................... 36 

2.2.20 数据分析 ................................................................................. 36 

第三章 结果............................................................................................. 37 

3.1 狂犬病病毒的感染引起细胞 LC3-II 水平升高 ........................... 37 

3.2 狂犬病病毒的感染引起 GFP-LC3 点状聚集.............................. 37 

3.3 狂犬病病毒的感染引起内源性 LC3 的点状聚集 ...................... 38 

3.4 狂犬病病毒的感染引起自噬小体的累积 .................................... 38 

3.5 狂犬病病毒的复制受到细胞自噬水平的调控 ............................ 39 

3.6 狂犬病病毒的 M 蛋白和 P 蛋白均可以引起自噬 ...................... 40 

3.7 M 蛋白引起细胞中自噬小体的累积 ............................................. 41 

3.8 M 蛋白可以在 SK-N-SH 细胞中引起自噬 ................................ 41 

3.9 M 蛋白与 LC3 存在互作且互作水平与 M 蛋白的泛素化相关 . 42 

3.10 无法被泛素化的突变 M 蛋白引起自噬的水平降低 ................. 44 

3.11 Nedd4 与 M 蛋白直接互作并可以泛素化 M 蛋白 ................ 46 

3.12 Nedd4 调控 M 蛋白或狂犬病病毒感染引起的自噬 ................. 48 

3.13 不与 Nedd4 互作的 M 突变蛋白无法引起自噬 ....................... 49 

3.14 Nedd4 调控 M 与 LC3 的互作 ................................................ 51 

3.15 Nedd4 在 M 蛋白存在时结合内源性 LC3 的能力增强 ........ 51 

3.16 鼠源 Nedd4 的第 2 个 LIR 基序可以结合内源性 LC3 ...... 52 

3.17 鼠源 Nedd4 的第 2、3 个 LIR 基序均可以在 M 蛋白的存在

下结合 LC3 ......................................................................................... 53 

3.18 LIR 基序突变的 Nedd4 介导 M 引起自噬的能力减弱 ......... 54 

3.19 M 蛋白及狂犬病病毒感染引起的自噬均为不完全自噬 ........... 55 

3.20 M 蛋白刺激产生的自噬体不会被溶酶体降解 ........................... 57 

3.21 M 蛋白引起的细胞自噬流不完整 ............................................... 57 

3.22 M 蛋白阻止自噬小体与溶酶体的融合 ....................................... 58 

3.23 M 蛋白与 Myo1c 存在互作 .......................................................... 59 

3.24 Myo1c 参与调控自噬 ................................................................... 60 

3.25 Myo1c 的过表达可回复 M 蛋白对细胞自噬的影响 ................. 61 

3.26 M 蛋白可以破坏细胞 F-actin 的网络结构 .............................. 61 

3.27 M 蛋白阻碍 Myo1c 与内源性 actin 的结合 ........................... 62 

3.28 M 蛋白引起的自噬可以增加狂犬病病毒 VLP 的产出 ............. 63 

3.29 M 蛋白引起的自噬可以增加狂犬病病毒 VLP 的出芽 ............. 64 

3.30 M 蛋白引起的自噬促进狂犬病病毒 VLP 向细胞膜迁移的能力



 .............................................................................................................. 64 

3.31 抑制 M 蛋白引起的自噬可以降低狂犬病病毒 VLP 的产出效率

 .............................................................................................................. 65 

3.32 抑制 M 蛋白引起的自噬可以降低狂犬病病毒的复制速率 ..... 66 

3.33 重组狂犬病病毒 r RABV-M-APx Y 的扩散速率下降 ............ 67 

3.34 重组狂犬病病毒 r RABV-M-APx Y 的复制速率下降 ............ 68 

3.35 重组狂犬病病毒 r RABV-M-APx Y 引起自噬的水平下降 .... 68 

3.36 重组狂犬病病毒 r RABV-M-APx Y 的致病性降低 ................ 69 

3.37 重组狂犬病病毒 r RABV-M-APx Y 在小鼠脑内的病毒载量下

降 .......................................................................................................... 70 

3.38 重组狂犬病病毒 r RABV-M-APx Y 在小鼠脑内造成的病理变

化较少 .................................................................................................. 72 

3.39 不同丽沙病毒 M 蛋白的 PPx Y 结构域和可泛素化位点均保守

 .............................................................................................................. 73 

3.40 丽沙病毒的 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白均可引起自噬 ... 73 

3.41 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白均引起不完全自噬 .................. 74 

3.42 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白与 Nedd4 及 LC3 互作 ......... 76 

3.43 Nedd4 介导着 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白与 LC3 的互作

 .............................................................................................................. 76 

3.44 Nedd4 调控 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白引起的自噬 ....... 77 

第四章 讨论............................................................................................. 79 

4.1 狂犬病病毒的出芽机制................................................................. 79 

4.2 狂犬病病毒基质蛋白促进自噬的条件 ........................................ 79 

4.3 狂犬病病毒基质蛋白阻止完全自噬发生的条件 ........................ 81 

4.4 狂犬病病毒基质蛋白通过自噬调控病毒出芽 ............................ 81 

第五章 结论............................................................................................. 83 

参考文献 ................................................................................................... 84 



狂犬病病毒基质蛋白挟持自噬小体帮助病毒出芽的机制研究 

  i 

摘  要 

丽沙病毒属（Lyssavirus）的病毒均可引起致命的人兽共患病。据世界卫生

组织 WHO 统计，其属内的狂犬病病毒（Rabies virus, RABV）每年在全球导致

约 59000 人死亡，我国是狂犬病高发国家之一。狂犬病病毒具有神经嗜性且可

在中枢神经系统中进行大量复制导致宿主死亡，目前对于狂犬病病毒在中枢神

经系统中的生命周期，尤其是病毒的出芽机制方面尚不清楚。 

有研究表明狂犬病病毒的基质蛋白 M 中均存在一个保守的 PPxY 基序，其

是病毒出芽的必要条件，但 PPxY 基序影响病毒出芽的机制仍不明晰。在本研

究中，我们以丽沙病毒属的代表 RABV 为研究对象，深入解析了 RABV 与部分

其他丽沙病毒 M 蛋白的 PPxY 基序影响病毒出芽的机制。主要取得了如下结果： 

首先使用激光共聚焦和免疫印迹实验确认 RABV 的感染可以引起细胞自噬，

并进一步对 RABV 各个结构蛋白对自噬的影响进行分析，发现 RABV 的 P 蛋白

和 M 蛋白均可以引起自噬发生。通过免疫共沉淀实验确定了 RABV 的 M 蛋白

（RABV-M）通过其 PPxY 基序与 E3 泛素连接酶 Nedd4 发生互作，且 M 蛋白

的第 60 位氨基酸赖氨酸（K）可以被 Nedd4 进行泛素化修饰。同时，在与泛素

化的 RABV-M 结合后，Nedd4 可以暴露出更多的 LC3 互作区域来结合 LC3，从

而使得 RABV-M 对自噬的诱导能力增强。 

我们进一步通过激光共聚焦和免疫印迹实验发现 RABV-M 可以阻止自噬体

与溶酶体的融合。为了阐明该机制，我们利用质谱鉴定出 Myo1c 可以与

RABV-M 互作，免疫共沉淀实验证明 RABV-M 可以通过和 Myo1c 互作来竞争

性抑制 Myo1c 与骨架蛋白的互作，Myo1c 与骨架蛋白的互作被扰乱会导致细胞

骨架网络的破坏，最终使得自噬体无法和溶酶体融合。为了阐明 RABV-M 引起

的不完全自噬与病毒生命周期间的关系，通过激光共聚焦、透射电镜与免疫印

迹实验证明了 RABV-M 引起的不完全自噬有利于 RABV 的类病毒颗粒的出芽。

此外，我们进一步构建和拯救了重组狂犬病病毒 rRABV-M-APxY，该病毒中的

M 蛋白被替换为无法引起自噬的突变 M 蛋白。通过激光共聚焦等实验证明了该

重组病毒引起自噬的水平和出芽的效率均与亲本毒株 rRABV 相比发生显著的
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下降，该重组病毒的复制速率和对小鼠的致病性相较于亲本株也发生了显著的

降低。 

丽沙病毒属的病毒的基质蛋白 M 的氨基酸序列极为保守，为了研究上述机

制是否适用于丽沙病毒属的其他病毒，我们进一步对澳大利亚蝙蝠丽沙病毒的

M 蛋白（ABLV-M）和欧洲蝙蝠丽沙病毒 1 型的 M 蛋白（EBLV-M）引起自噬

发生的机制进行了实验并证明 ABLV-M 和 EBLV-M 均通过与 Nedd4 互作来引起

细胞自噬，这与 RABV-M 引起自噬的机制相一致。 

总之，我们的研究发现了具有 PPxY 基序的狂犬病病毒可以利用宿主的自

噬系统来实现高效的病毒出芽，该机制的发现将为抗狂犬病病毒的药物研发奠

定基础，并为针对具有 PPxY 基序的病毒的出芽机制研究提供借鉴。 

 

关键词：狂犬病病毒；丽沙病毒；基质蛋白；自噬；Nedd4；Myo1c；F-actin；

病毒出芽
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Abstract 

All viruses in the genus Lyssavirus can cause highly fatal zoonotic diseases. 

According to the World Health Organization (WHO), its sister virus, rabies virus 

(RABV), causes approximately 59,000 human deaths worldwide each year, and China 

is one of the countries with a high incidence of rabies. RABV is neurotropic and can 

replicate rapidly in the brain to destroy the host central nervous system. To date, our 

understanding of the life cycle of RABV in the brain is still incomplete, particularly 

the viral egress process in neurons. So, it is important to study the life cycle of RABV 

in neuronal cells to provide a theoretical basis for the development of anti-RABV 

drugs. 

It has been shown that a conserved PPxY motif exists in Rhabdovirus. 

Researchers have found that the PPxY motif is necessary for virus budding, but 

studies on the mechanism of how the PPxY motif affects virus budding are still 

incomplete. In this study, we investigated the mechanism by which the PPxY motif of 

RABV matrix protein affects viral egress, and verified the mechanism on some M 

proteins of lyssaviruses. 

First, we confirmed that RABV infection can induce cellular autophagy using 

confocal and immunoblotting (WB), and then we analyzed the effect of each 

structural protein of RABV on autophagy, and we found that both P and M protein of 

RABV can induce autophagy. Since the mechanism of autophagy induced by RABV 

P protein has been well studied, we chose RABV M protein for the follow-up study. 

Using co-immunoprecipitation, we found that the PPxY motif of RABV-M could 

interact with the E3 ubiquitin ligase Nedd4 and that amino acid 60 on RABV-M could 

be ubiquitinated by Nedd4. We also found that after binding to ubiquitinated RABV-

M, Nedd4 could expose more LC3 interacting region (LIR motif) to bind LC3, which 

led to enhanced induction of autophagy by RABV-M. 

We then found that RABV-M could prevent the fusion of autophagosomes with 

lysosomes by using confocal analysis and WB. To elucidate this mechanism, we used 

mass spectrometry to analyze the RABV-M-interacting proteins, we identified Myo1c 
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that can interact with RABV-M, and found that RABV-M could competitively inhibit 

the interaction of Myo1c with skeletal proteins by interacting with Myo1c, and that 

disruption of the interaction of Myo1c with skeletal proteins would lead to the 

disruption of the F-actin network. Ultimately, this prevents autophagosomes from 

fusing with lysosomes. To elucidate the relationship between RABV-M-induced 

incomplete autophagy and the RABV life cycle, we used confocal, transmission 

electron microscopy, and WB experiments to demonstrate that RABV-M-induced 

incomplete autophagy facilitates the budding of RABV VLPs. To validate these 

mechanisms, we identified at the viral level, we constructed a recombinant rabies 

virus with the M protein replaced by a point mutant M protein that does not induce 

autophagy, named rRABV-M-APxY. Our further experiments demonstrated that the 

recombinant virus induced a significant decrease in the level of autophagy and the 

efficiency of budding compared to the parental strain rRABV. The replication rate and 

pathogenicity of the recombinant virus rRABV-M-APxY in mice were also 

significantly reduced. 

To extend the mechanism of RABV-M on autophagy induction to all 

lyssaviruses, we selected the M protein of Australian bat lyssavirus (ABLV-M) and 

European bat lyssavirus type 1 (EBLV-M) after confirming that lyssavirus M proteins 

share the conserved PPxY motif and ubiquitination sites. We found that both ABLV-

M and EBLV-M interact with Nedd4 to induce cellular autophagy, which is consistent 

with our findings for RABV-M. In conclusion, our study revealed an interesting and 

novel mechanism by which RABV achieve efficient virus budding by exploiting the 

host autophagy system, and this mechanism has important implications for the 

development of potent drugs against these deadly viruses. 

 

Keywords: Rabies virus; Lyssavirus; Matrix protein; Autophagy; Nedd4; Myo1c;  

F-actin; Viral budding
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缩略语表（Abbreviation） 

英文缩写 英文全称 中文全称 

ABLV Australian bat lyssavirus 澳大利亚蝙蝠丽沙病毒 

ATG autophagy-related gene 自噬相关基因 

ARAV Aravan virus Aravan 丽沙病毒 

aa Amino acid 氨基酸 

BBLV Bokeloh bat lyssavirus Bokeloh 蝙蝠丽沙病毒 

CNS Central nervous system 中枢神经系统 

CVS Challenge virus standard 标准攻毒株 

DUVV Duvenhage virus Duvenhage 丽沙病毒 

DENV Dengue virus 登革热病毒 

DEPC Diethypyrocarbonate 焦磷酸二乙酯 

DMEM Dulbecco's modified egle's medium DMEM 培养基 

EBLV-1 European bat lyssavirus 1 欧洲蝙蝠 1 型丽沙病毒 

EBLV-2 European bat lyssavirus 2 欧洲蝙蝠 2 型丽沙病毒 

EBV Epstein-Barr virus EB 病毒 

EBOV Ebloa virus 埃博拉病毒 

ESCRT Endosomal sorting complex required 

for transport 

运输所需的核内体分拣复

合体 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

FFU Fluorescence focus units 荧光病毒灶单位 

FITC Fluorescein isothiocyanate 异硫氰酸荧光素 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

三磷酸甘油醛脱氢酶 

GBLV Gannoruwa bat lyssavirus Gannoruwa 蝙蝠丽沙病毒 

GRB10 Growth factor receptor-bound protein 

10 

生长因子受体结合蛋白 10 

G Glycoprotein 糖蛋白 

g Gravity unit 重力单位 
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英文缩写 英文全称 中文全称 

g/mg/μg Gram/milligram/microgram 克/毫克/微克 

HBV Hepatitis B virus 乙型肝炎病毒 

HHV-8 Human herpesvirus-8 人类疱疹病毒 8 型 

HSV-1 Herpes simplex virus type 1 单纯疱疹病毒 1 型 

HCMV Human cytomegalovirus 人类巨细胞病毒 

HPIV3 Human Parainfluenza virus type 3 人副流感病毒 3 型 

IAV Influenza A virus 甲型流感病毒 

IFN Interferon 干扰素 

IGF1R Insulin Like Growth Factor 1 Receptor 胰岛素样生长因子 1 受体 

IgG Immunoglobulin G 免疫球蛋白 G 

IFN Interferon 干扰素 

IKOV Ikoma lyssavirus Ikoma 丽沙病毒 

IRKV Irkut virus Irkut 丽沙病毒 

L/mL/μL Liter/milliliter/microliter 升/毫升/微升 

LAMP1 Lysosomal associated membrane 

protein 1 

溶酶体关联膜蛋白 1 

LAPTM5 Lysosomal-associated protein 

transmembrane 5 

溶酶体相关跨膜蛋白 5 

LBV Lagos bat virus Lagos 蝙蝠丽沙病毒 

LLEBV Lleida bat lyssavirus Lleida 蝙蝠丽沙病毒 

M Matrix protein 基质蛋白 

M/mM/μM Mole/millimole/micromole 摩尔/毫摩尔/微摩尔 

MAVS Mitochondrial antiviral signaling 

protein 

线粒体抗病毒信号蛋白 

MOKV Mokola virus 莫科拉丽沙病毒 

MOI Multiplicity of infection 感染复数 

mAb Monoclonal antibody 单克隆抗体 

mRNA Messenger ribonucleic acid 信使核糖核酸 

mGluR2 Metabotropic glutamate receptor 代谢型谷氨酸受体亚型 2 
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英文缩写 英文全称 中文全称 

subtype 2 

MVB Multivesicular body 多泡体 

Myo1c Myosin IC 肌球蛋白 1c 

N Nucleprotein 核蛋白 

nAchR Acetylcholine receptor subunit alpha α 亚型乙酰胆碱受体 

NB Negri body 内基氏小体 

NCAM Neural cell adhesion molecule 神经细胞粘附分子 

Nedd4 Neuronally expressed developmentally 

downregulated 4 

神经前体细胞表达的发育

下调蛋白 4 

NF-κB Nuclear factor-kappa B 核因子 κB 

pAb Polyclonal antibody 多克隆抗体 

P Phosphoprotein 磷酸化蛋白 

PAMP Pathogen-associated molecular pattern 病原体相关分子模式 

p75NTR P75 neurotrophin receptor p75 神经营养因子受体 

PAS Pre-autophagosomal structure 自噬前体结构 

PBS Phosphate buffer （buffered） saline 磷酸盐缓冲液 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

PI4P Phosphatidylinositol-4-phosphate 磷脂酰肌醇-4-磷酸 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 磷脂酰肌醇 3-激酶 

PRR Pattern recognition receptor 模式识别受体 

PVDF Polyvinylidene fluoride 聚偏二氟乙烯 

qPCR Quantitative real-time PCR 实时荧光定量 PCR 

RABV Rabies virus 狂犬病病毒 

RdRp RNA-dependent RNA polymerase RNA 依赖性 RNA 聚合酶 

RIG-I Cytoplasmic retinoic acid-inducible 

gene I 

视黄酸诱导基因 I 

RIPK1 Receptor-interacting protein kinase 1 受体相互作用丝氨酸苏氨

酸激酶 1 

RNP Ribonucleoprotein 核糖核蛋白体 
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英文缩写 英文全称 中文全称 

ROS Reactive oxygen species 活性氧 

RVFV Rift Valley fever virus 裂谷热病毒 

s/min/h Second/minute/hour 秒/分/小时 

SD Standard deviation 标准差 

SDS-PAGE Sodium dodecylsulphate 

polyacrylamide gel electrophoresis 

十二烷基磺酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳 

SE Standard error 标准误差 

SHBRV Silver-haired bat rabies virus 银发蝙蝠狂犬病毒 

SHIBV Shimoni bat virus Shimoni 蝙蝠丽沙病毒 

SINV Sindbis virus 辛德比斯病毒 

siRNA Small interfering RNA 小干扰 RNA 

SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive 

factor-attachment protein receptor 

可溶性 N-乙基马来酰亚

胺敏感因子附着蛋白受体 

SG Stress granule 应激颗粒 

TBST Tris Buffered saline Tween 洗膜缓冲液 

TEM Transmission electron microscope 透射电镜 

TLR7 Toll Like Receptor 7 Toll 样受体 7 

VSV Vesicular stomatitis virus 水泡性口炎病毒 

WB Western blot 免疫印迹 

WCBV West Caucasian bat virus 西高加索蝙蝠丽沙病毒 

WT Wild type 野生型 

ZIKV Zika virus 寨卡病毒 
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第一章 文献综述 

1.1 狂犬病病毒简介 

1.1.1 狂犬病病毒分类及其宿主 

引起狂犬病的病原体均属于弹状病毒科（Rhabdoviridae）的丽沙病毒属

（Lyssavirus）。在所有的丽沙病毒中，研究最为深入的是狂犬病病毒 Rabies 

virus（RABV）。根据对现有的各种丽沙病毒在遗传构成，血清学交叉反应性

和所引起病症的差异的资料进行分析，研究者们认为丽沙病毒至少可以分为两

个遗传谱系（Phylogroup）（图 1-1），其中遗传谱系 1 型包括 Aravan 丽沙病

毒（ARAV），澳大利亚蝙蝠丽沙病毒（ABLV），Bokeloh 蝙蝠丽沙病毒

（BBLV），Duvenhage 丽沙病毒（DUVV），欧洲蝙蝠 1 型丽沙病毒（EBLV-

1），欧洲蝙蝠 2 型丽沙病毒（EBLV-2），Irkut 丽沙病毒（IRKV），Khujand

丽沙病毒（KHUV），以及狂犬病病毒 RABV。遗传谱系 2 型包括 Lagos 蝙蝠

丽沙病毒（LBV），莫科拉丽沙病毒（MOKV），以及 Shimoni 蝙蝠丽沙病毒

（SHIBV）。另有某些病毒由于研究资料的不足未被分类，比如 Ikoma 丽沙病

毒（ IKOV），西高加索蝙蝠丽沙病毒（WCBV），Lleida 蝙蝠丽沙病毒

（LLEBV），以及 Gannoruwa 蝙蝠丽沙病毒（GBLV）(Fisher et al. 2018)。 

 
图 1-1 丽沙病毒分类 (Fisher et al. 2018) 

Fig. 1-1 Classification of lyssavirus (Fisher et al. 2018) 
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大多数丽沙病毒的宿主均为蝙蝠，少数几种丽沙病毒比如 EBLV-1 和

EBLV-2 的贮存宿主的蝙蝠种类及其地理分布已经有了完善的记录，而更多种类

的丽沙病毒的宿主信息则由于对应分离株的数量的稀缺而不够完善(Banyard et 

al. 2017)。针对 RABV 的记录是如此完善则是因为 RABV 的宿主主要是无法飞

行的食肉动物（食谱中 50-70%为肉类的动物），比如狗、狐狸、浣熊、猫科动

物和臭鼬(Fooks et al. 2014)，来源于这些动物的分离株易于被分离并记录。同

样的，RABV 的蝙蝠类宿主因为分离株数量的稀缺而缺少记录。对于丽沙病毒

属的所有病毒来说，其引起的人类等大型哺乳动物如牛和马的狂犬病均属于病

毒跨物种传播或病毒溢出（病毒溢出即病毒可以感染新的物种）(Fooks et al. 

2014) 

1.1.2 狂犬病病毒病原学 

包括狂犬病病毒在内的丽沙病毒均为单股负链 RNA 病毒，其病毒粒子被

来源于细胞的囊膜所包裹且整个病毒粒子呈子弹样结构，病毒粒子长约 200 纳

米，宽约 80 纳米（图 1-2）。其 RNA 基因组的长度在 11000 个碱基左右，其

基因共编码 5 个结构蛋白，分子量从大到小依次是：RNA 聚合酶蛋白（RNA 

polymerase，L），糖蛋白（Glycoprotein，G），核蛋白（Nucleprotein，N），

磷酸化蛋白（Phosphoprotein，P），以及基质蛋白（Matrix protein，M）。其

中基质蛋白 M，糖蛋白 G 与囊膜一起组成病毒的衣壳。核蛋白 N，磷酸化蛋白

P 及 RNA 聚合酶蛋白 L 组成核糖核蛋白体（Ribonucleoprotein，RNP）

(Blanchard 2004)。 

 
图 1-2 丽沙病毒的结构 (Blanchard. 2004) 

Fig. 1-2 The structure of lyssavirus (Blanchard. 2004) 
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1.1.2.1 狂犬病病毒基质蛋白的生物学功能 

狂犬病病毒的基质蛋白 M 由 202 个氨基酸组成，其在病毒的复制过程中发

挥着多种功能。其中最为核心的功能就是促进狂犬病病毒的出芽(Okumura et al. 

2011)。基质蛋白 M 上具有的 PPxY 结构域也被称为晚期出芽结构域，PPxY 结

构域的突变会导致病毒的复制速率显著降低(Wirblich et al. 2008)。PPxY 结构域

会使得基质蛋白 M 与宿主细胞中的含有 WW 结构域的 Nedd4 家族蛋白互作

(Harty et al. 1999)，且 Nedd4 家族蛋白已被证明参与了某些病毒的结构蛋白泛

素化或出芽(Harty et al. 1999; Taylor et al. 2007; Votteler et al. 2013; Wirblich et al. 

2008)。有研究表明，弹状病毒的出芽并不依赖宿主蛋白 TSG101 和 VPS4A 这

两个可以与基质蛋白 PPxY 结构域互作并参与囊泡运输的宿主蛋白(Irie et al. 

2004)，暗示有其他蛋白参与了弹状病毒的出芽过程。 

基质蛋白 M 同时也负责着桥接病毒衣壳与核衣壳来维持病毒粒子结构的稳

定性，并通过促进病毒 RNP 聚合来调控病毒基因组的转录与复制速率

(Komarova et al. 2007; Liu et al. 2021; Luo et al. 2019)。在先天性免疫上，有报道

指出 RABV 的基质蛋白 M 可以与 RelAp43 互作来抑制 NF-κB 通路的激活，并

且也可以协同磷酸化蛋白 P 来促进病毒对 JAK-STAT 通路的抑制，RABV 街毒

株的基质蛋白 M 还可以通过减少应激颗粒（stress granule，SG）的形成来降低

RIG-I 通路的激活，以上作用均会使得细胞的炎症通路和干扰素通路被抑制进

而利于病毒复制(Ben Khalifa et al. 2016; Besson et al. 2017; Kojima et al. 2022; 

Sonthonnax et al. 2019)。亦有研究表明 RABV 的基质蛋白 M 在诱导 RABV 感染

细胞所发生的自噬上发挥了作用，但其分子机制及对病毒复制的影响未被解析

完全(Peng et al. 2016)。 

1.1.2.2 狂犬病病毒核蛋白的生物学功能 

狂犬病病毒的 N 蛋白由 450 个氨基酸组成，其中某些毒株的 N 蛋白由 451

个氨基酸组成。N 蛋白的氨基酸序列的保守性较高，其在病毒复制过程中发挥

的主要功能即构建病毒复制的理想环境，N 蛋白通过与 P 蛋白的 C 端结构域结

合形成内基氏小体的外壳(Nevers et al. 2022)。N 蛋白在病毒复制阶段可以作为
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病毒基因组 RNA 的平台以保证病毒基因组 RNA 的顺利转录(Schoehn et al. 

2001)，当 N 蛋白没有与病毒基因组 RNA 结合时，N 蛋白通过与 P 蛋白的 N 端

结构域结合形成 N0-P 复合体来保证自身的可溶性(Albertini et al. 2011; Mavrakis 

et al. 2006)。 

1.1.2.3 狂犬病病毒磷酸化蛋白的生物学功能 

狂犬病病毒的磷酸化蛋白 P 具有高度亲水性，由 297 个氨基酸组成，少部

分会存在几个氨基酸的长度差异，P 蛋白在病毒的复制过程中发挥着多种功能。

其中最为核心的功能有两个，一是与 N 蛋白和 L 蛋白一起组装成病毒的复制工

厂：内基氏小体（Negri body）的外壳(Chenik et al. 1994)。内基氏小体是具有

液-液相分离性质的亚细胞器结构，其中 P 蛋白的超变区结构域和二聚化结构域

对于内基氏小体的形成极为关键(Nikolic et al. 2017)。在内基氏小体中，如果没

有 P 蛋白去结合并稳定 L 蛋白的构象，L 蛋白则无法行使其 RNA 聚合酶功能

(Jacob et al. 2001)。二是抑制宿主细胞中的先天性免疫反应。狂犬病病毒的 P 蛋

白均有一定程度抑制 IFN 产生的能力，先前有研究表明 RABV 的 P 蛋白的第

176-186 位氨基酸在抑制 RIG-I 通路激活上起到了关键作用(Brzózka et al. 2005; 

Rieder et al. 2011)。最近的研究则揭示了狂犬病病毒的 P 蛋白抑制 RIG-I通路的

主要原因在于其可以与 IKKe 结合阻断 RIG-I 下游通路的激活，而不同狂犬病

病毒 P 蛋白抑制 RIG-I 通路的强度不一致与 P 蛋白的第 179 位氨基酸有关(Wang 

et al. 2022)。 

1.1.2.4 狂犬病病毒糖蛋白的生物学功能 

狂犬病病毒的糖蛋白 G 是狂犬病病毒 5 个结构蛋白中研究最为深入的，因

为 G 蛋白是最重要的毒力蛋白，其专职于细胞入侵但还具有其余功能如调控细

胞免疫反应(Préhaud et al. 2003)。大部分丽沙病毒的 G 蛋白由 524 个氨基酸组

成，存在例外如 Mokola 丽沙病毒的 G 蛋白由 522 个氨基酸组成。狂犬病病毒

的 G 蛋白以三聚体的形式存在于病毒囊膜之上，RABV-G 蛋白三聚体的结构已

经通过冷冻电镜得到解析(Ng et al. 2022)。G 蛋白的三聚体结构与其侵入细胞所

用细胞受体存在直接联系，现在可以确认的 RABV 侵入细胞所使用的受体至少

包括以下四种：α 亚型乙酰胆碱受体（acetylcholine receptor subunit alpha，
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nAchR/CHRNA1）(Lentz et al. 1983)，神经细胞粘附分子（neural cell adhesion 

molecule，NCAM） (Thoulouze et al. 1998)，p75 神经营养因子受体（p75 

neurotrophin receptor，p75NTR）(Tuffereau et al. 1998)，以及最新发现的代谢型

谷氨酸受体亚型 2（metabotropic glutamate receptor subtype 2，mGluR2）(Wang 

et al. 2018)。可以推测出狂犬病病毒 G 蛋白所使用的侵入细胞的受体也是多种

类的。 

1.1.2.5 狂犬病病毒聚合酶蛋白的生物学功能 

狂犬病病毒的聚合酶蛋白 L 是狂犬病病毒 5 个结构蛋白中最大的，由 2127

个碱基组成。L 蛋白结构核心由 RNA 依赖性 RNA 聚合酶（RdRp）结构域和拥

有多核苷酸转移酶活性的盖状结构域构成。RNA 聚合酶蛋白顾名思义，可在狂

犬病病毒复制过程中对病毒基因组 RNA 进行转录及复制。并且 L 蛋白还可在

病毒的转录本的 5′端加帽来防止病毒转录本被降解。加帽的机制有两种，一

是利用 L 蛋白的内切酶功能从宿主细胞中已经加帽的 RNA 中偷取，二是利用

加帽酶和甲基转移酶从头合成帽子结构(Ogino et al. 2019)。另外，除了直接参

与 RNA 的复制与转录，L 蛋白还可能与病毒的致病性或者免疫原性有关，比如

研究者发现 RABV 的 L 蛋白的甲基转移酶区域的第 1685 位氨基酸和第 1829 位

氨基酸与 RABV 对 1 型 IFN 的敏感性相关，但是其详细机制还未被解析(Tian et 

al. 2016)。 

1.1.3 狂犬病病毒的生命周期 

狂犬病病毒的生长周期如图 1-3 所示(Fisher et al. 2018)。第一步，狂犬病病

毒通过其糖蛋白 G 与神经细胞表面的某些受体结合，然后通过内吞作用进入细

胞。第二步，病毒囊膜与细胞内体膜相融合并将病毒基因组释放入胞浆中。第

三步，病毒 RNA 被病毒 RNP 识别并转录，首先转录出短的不加帽的 leader 

RNA，再转录出 5’端加帽，3’端加 poly A 尾的长的 mRNA。第四步，长的

mRNA 依此翻译出病毒的核蛋白 N，磷酸化蛋白 P，基质蛋白 M，糖蛋白 G 以

及聚合酶蛋白 L。第五步，病毒 RNP 对病毒 RNA 进行复制生成互补的正义

RNA，正义 RNA 被作为模板再复制出病毒 RNA。第六步，病毒 RNA 及病毒

蛋白被组装成病毒粒子并出芽开始新一轮的感染。 
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图 1-3 狂犬病病毒的复制周期 (Fisher et al. 2018) 
Fig. 1-3 Rabies virus life cycle (Fisher et al. 2018) 

1.1.4 狂犬病病毒的入侵和扩散 

狂犬病病毒感染宿主的最主要的方式是通过被感染动物的撕咬或舔舐行为，

即含有病毒粒子的唾液与宿主的开放性创口相接触。在绝大部分情况下，狂犬

病病毒会首先接触到宿主的肌肉组织（图 1-4）(Scott et al. 2021)，已有证据表

明 RABV 在肌肉细胞中会少量的复制并通过烟碱样乙酰胆碱受体进行细胞间的

扩散(Lafon 2005)，这样的感染会使得病毒在肌肉组织中停留较长时间(Charlton 

et al. 1997)，并最终在病毒感染神经肌肉接头处的运动终板后开始进行病毒的

逆向神经运输。在少部分情况下，过深的创口会使得狂犬病病毒直接接触到神

经组织，这会使得病程显著缩短。RABV 从外周神经系统（peripheral nervous 

system，PNS）到中枢神经系统（central nervous system，CNS）的逆向轴突运

输是微管依赖性的(Lycke et al. 1987; Tsiang et al. 1991)， RABV 的 M 蛋白可能

参与调节微管蛋白的聚合并促进自身在神经细胞中的复制(Zan et al. 2017)。 

RABV 在逆轴突运输过程中需要 p75 神经营养因子受体（p75NTR）来加快

它的移动速度，p75NTR 的存在可以使得 RABV 更快的进入 CNS(Gluska et al. 
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2014)。RABV 的聚合酶蛋白 L 也可能参与并加快了 RABV 的逆向运输效率

(Bauer et al. 2015)。RABV 利用其在细胞轴突上的逆向运输及跨突触运输抵达

CNS(Kelly et al. 2000; Ugolini 2011)。在 RABV 抵达 CNS 后会利用谷氨酸受体 2

型这种在整个 CNS 中丰度极高的受体来继续进行逆向运输并抵达脑干然后扩散

至其余脑组织(Wang et al. 2018)。在脑组织中的 RABV 会进行大量的扩增，之

后 RABV 会沿着终端轴突顺向扩散到唾液腺(Charlton et al. 1983)。RABV 将在

唾液腺中继续复制并随着唾液感染下一个宿主，此时的宿主的非神经性细胞及

器官都可能存在 RABV(Potratz et al. 2020)。 

 

图 1-4 狂犬病病毒的入侵和扩散 (Scott and Nel. 2021) 
Fig. 1-4 The invasion and spread of RABV (Scott and Nel. 2021) 

1.2 自噬 

1.2.1 自噬简介及分类 

自噬是真核细胞中一个保守的降解蛋白质的生理过程，在维持细胞稳态方

面发挥着不可或缺的作用(Antonioli et al. 2017; Gatica et al. 2018)。在过去几十

年的研究中，研究者们已经确定自噬与先天性免疫反应、炎症反应和神经退行

性变化间存在紧密关联(Cadwell 2016; Clarke et al. 2019; Deretic et al. 2013; 

Menzies et al. 2017; Paludan et al. 2021)。 

真核细胞中的自噬可以分为巨自噬和微自噬，巨自噬于 20 世纪 60 年代在

哺乳动物细胞中被首次发现，对其进行深入研究则是在 20 世纪 90 年代于酵母

中观察到巨自噬现象之后。科学家在酵母中鉴定出了一系列重要的自噬相关基

因（autophagy-related gene，ATG），推动了该领域的快速发展 (Nakatogawa 

2020)。微自噬于 20 世纪 80 年代被首次发现并于 90 年代开始进行研究(Schuck 

2020)。如图 1-5 所示，在巨自噬过程中，自噬体负责将需要降解的蛋白运送至
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溶酶体然后降解。而在微自噬过程中，细胞组分直接被溶酶体降解。现有研究

基本集中于巨自噬，这可能与巨自噬现象的尺度更易于被显微镜观测到有关，

而针对微自噬的研究于近些年来成像系统的极限分辨率的愈发缩小化才得到较

为细致的研究。因此在研究中若无特殊说明，自噬指代的均为巨自噬。自噬是

真核细胞中一个保守的降解蛋白质的生理过程，在维持细胞稳态方面发挥着不

可或缺的作用（Antonioli, Di Rienzo et al., 2017, Gatica, Lahiri et al., 2018）。 

 
图 1-5 巨自噬与微自噬 (Schuck. 2020) 

Fig. 1-5 Macroautophagy and microautophagy (Schuck. 2020) 

1.2.2 自噬发生步骤 

1.2.2.1 自噬起始 

自噬发生的核心部件是 ULK 复合物，其由支架蛋白 FIP200、ATG13、

ATG101 和丝氨酸/苏氨酸激酶 ULK1 或 ULK2 组成。它的活性主要被雷帕霉素

复合物 1（mTORC1）抑制。在饥饿（细胞营养匮乏）的条件下，mTORC1 会

失活然后导致内质网膜附近的 ULK 复合物组装并激活，ULK 复合物接着招募

下游的 ATG 蛋白以启动自噬体的形成（图 1-6）。在酵母细胞中，与

ULK1/ULK2 同源的 Atg1 复合物会形成类似 ULK 复合物的结构，该结构被称
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为自噬前体结构（pre-autophagosomal structure，PAS）。PAS 的结构复杂程度

高于 Atg1 复合物，其中 Atg13 将 Atg1 复合物与 Atg17-Atg29-Atg31 亚复合物连

接在一起(Fujioka et al. 2014; Yamamoto et al. 2016)。PAS 具有液-液相分离的结

构，它由 Atg1、Atg13 和 Atg17 之间的多价相互作用驱动形成(Yamamoto et al. 

2016)，并提供了一个能使 Atg1 激酶发生自激活的环境(Fujioka et al. 2020)。

ULK/Atg1 复合物的组装是启动巨噬细胞的关键步骤。 

除了饥饿诱导的 ULK/Atg1 复合物组装，ULK/Atg1 复合物的组装也可由自

噬货物蛋白驱动（图 1-6）。可溶性蛋白 SQSTM1（p62）与泛素化的自噬货物

蛋白形成液态聚集体，并与 FIP200 相互作用以招募 ULK 复合物(Turco et al. 

2019)。而在 Parkin 依赖性的线粒体自噬及对沙门氏菌的选择性降解过程中，另

一个可溶性蛋白 NDP52 会定位到泛素化的线粒体或入侵细胞的沙门氏菌上，并

通过与 FIP200 相互作用招募 ULK 复合物(Ravenhill et al. 2019; Vargas et al. 

2019)。TAX1BP1 也可以招募 FIP200 到 SQSTM1 形成的液态凝集体中(Turco et 

al. 2021)。不依赖泛素化的选择性自噬的起始同样 ULK 复合物相关：如内质网

自噬受体 CCPG1 与 FIP200 的 Claw 结构域互作来招募 ULK 复合物(Smith et al. 

2018; Zhou et al. 2021)。 

ULK 复合物组装完成后会招募 ATG9 囊泡，这一步是自噬体形成的关键

(Sawa-Makarska et al. 2020)，ATG9 囊泡的招募由 ATG13-ATG101 亚复合物的

HORMA 结构域和 ATG9A 的 C 端区域之间的相互作用调控(Ren et al. 2023)。在

Parkin 依赖性的线粒体自噬过程中，ATG9 囊泡通过与定位在被泛素化的线粒体

上的自噬受体 OPTN 相互作用而被招募(Yamano et al. 2020)。在酵母细胞中，

Atg9 囊泡通过两种途径被招募：一种是在饥饿诱导的自噬过程中与 Atg13 的

HORMA 结构域相互作用而被招募，另一种则是在选择性自噬过程中通过货物

适配蛋白 Atg11 相互作用而被招募(Coudevylle et al. 2022)。 
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图 1-6 自噬起始 (Yamamoto et al. 2016) 
Fig. 1-6 Autophagy initiation (Yamamoto et al. 2016) 

1.2.2.2 自噬泡的膜伸长 

自噬泡的膜伸长的步骤如图 1-7 所示。ULK 复合物首先招募 III 类磷脂酰肌

醇 3-激酶复合物 I（PI3KC3-C1），PI3KC3-C1 复合物在自噬泡相关结构的膜上

负责生成磷脂酰肌醇 3-磷酸（PI3P）用于自噬泡膜的延长。PI3KC3-C1 由五个

亚单位组成：包括 VPS34、VPS15、Beclin1（酵母细胞中则是 Vps30）、

ATG14 和 NRBF2（酵母细胞中则是 Atg38）。PI3KC3-C1 通过 ATG14、

Beclin1 和 VPS34 与膜结合发生重构，之后 VPS34 开始产生 PI3P(Baskaran et al. 

2014; Hurley et al. 2017)。 

重构后的 PI3KC3-C1 通过其 β 螺旋桨样结构结合多磷酸肌苷（PROPPIN）

家族蛋白（包括哺乳动物中的 WIPI 以及酵母细胞中的 Atg18、Atg21 和 Hsv2）

并进一步招募 ATG2。ATG2 可能通过与 WIPI3 或 WIPI4 的相互作用被引导到

富含 PI3P 的自噬泡的膜上(Ren et al. 2020; Zheng et al. 2017)。之后 ATG2 会形

成一个杆状结构，其 N 端最末端附着在内质网膜上，其 C 端最末端附着在自噬

泡的膜上(Chowdhury et al. 2018; Zheng et al. 2017)。体外研究表明，磷脂通过

ATG2 的疏水腔进行转移，该转移过程发生在内质网与吞噬泡间(Maeda et al. 
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2019; Osawa et al. 2019; Valverde et al. 2019)。但是调节及驱动磷脂转移的机制

仍有待阐明。 

哺乳动物中有四种 PROPPIN 家族蛋白（WIPI1-4），在四种同源蛋白中，

WIPI2 的功能占主导地位，因为只有 WIPI2 的缺失会显著抑制自噬(Dooley et al. 

2014)。WIPI2 与 ATG16L1 结合形成的复合物是 ATG12-ATG5-ATG16L1 复合物

的一个组成部分，ATG12-ATG5-ATG16L1 复合物具有类似 E3 连接酶的活性，

可以促进 ATG8（在哺乳动物中又名 LC3 或者 GABARAP，以下统称 ATG8）

的脂质化。由于 ATG2 有一个 LC3 互作区域（LC3-interacting region，LIR）

(Bozic et al. 2020)，ATG8 可以进一步招募 ATG2。 

在 ATG2 将脂质转移到自噬泡膜的外层后，ATG9 会形成一个三聚体并在

内外层之间进行磷脂的转移(Ghanbarpour et al. 2021; Maeda et al. 2020; Matoba et 

al. 2020)。还有两种酶是内质网膜来源的自噬体形成所必需的：VMP1 和

TMEM41B(Ghanbarpour et al. 2021; Huang et al. 2021; Li et al. 2021)。这两个蛋

白都是多次跨膜蛋白并有一个保守的 DedA 结构域(Mesdaghi et al. 2020; Okawa 

et al. 2021)。由于 ATG2A 与 ATG9， VMP1 和 TMEM41B 均可发生相互作用

(Ghanbarpour et al. 2021)，VMP1/TMEM41B-ATG2-ATG9 可被视作一个专职脂

质转移的结构单元，这些结构单元可以平衡由脂质转移所导致的内质网膜上磷

脂密度的不平衡。酵母细胞中的 Tvp38 蛋白类似于哺乳动物细胞中 TMEM41B，

但 Tvp38 不是酵母细胞中的自噬体形成所必需的蛋白(Okawa et al. 2021)。 

ATG8 和 ATG12 这两个类泛素的连接系统在酵母细胞的自噬体形成中发挥

作用。ATG8 和 ATG12 会与类似 E1 连接酶的 ATG7 和类似 E2 连接酶的 ATG3，

ATG10 相配合，分别与磷脂酰乙醇胺和 ATG5 结合，所形成的 ATG12-ATG5-

ATG16（L1）复合物具有类似 E3 连接酶的活性，可用于连接磷脂酰乙醇胺和

ATG8。虽然 ATG 连接系统对酵母细胞中的自噬体形成至关重要，但在哺乳动

物细胞中这些系统的缺少对自噬体的生成没有影响(Fujita et al. 2008; Sou et al. 

2008; Uemura et al. 2014)。在哺乳动物细胞中，ATG 连接系统与自噬体和溶酶

体的融合或者是自噬体内层膜的降解有关(Nguyen et al. 2016; Tsuboyama et al. 

2016)。 
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图 1-7 自噬泡的膜伸长 (Yamamoto et al. 2016) 
Fig. 1-7 Autophagic membrane elongation (Yamamoto et al. 2016) 

1.2.2.3 自噬货物蛋白的识别 

由于自噬体吞噬了部分细胞质，大多数自噬体内的可溶性物质是非选择性

被纳入自噬体的。然而，自噬体也能选择性地识别各种“货物”，包括受损的

细胞器、细胞内细菌、病毒和某些蛋白质(Lamark et al. 2021)。 

除了在自噬泡膜伸长中起到关键作用外，ATG8 在选择性自噬中的货物识

别方面也具有重要功能。ATG8 直接与货物蛋白或自噬受体中的 LIR 基序（或

酵母细胞中的 Atg8-interacting 基序）相互作用，自噬受体上 LIR 基序以"W/F/Y 

xx L/I/V"基序为特征(Birgisdottir Å et al. 2013)，这些自噬受体可被分为泛素依

赖型和非泛素依赖型（图 1-8）。可识别被泛素货物蛋白的自噬受体包括

SQSTM1、NBR1、NDP52、OPTN、TAX1BP1 和 TOLLIP(Lamark et al. 2021)。

这些自噬受体通过 LIR 与 LC3 结合并与自噬体相连，并可通过泛素结合域招募

泛素化后的靶蛋白(Fracchiolla et al. 2017) 。LIR 基序除了参与货物识别功能外

还用于招募一些核心自噬组分，包括 FIP200、ULK1 和 ATG13(Alemu et al. 

2012)，以及在自噬过程中起到连接作用的组分 PLEKHM1 和 EPG5(McEwan et 

al. 2015; Wang et al. 2016)。 
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非泛素依赖型的自噬受体包括与细胞器结合的内质网自噬受体（比如

CCPG1、TEX264、FAM134B、SEC62、RTN3L 和 ATL3）和线粒体自噬受体

（如 BNIP3、BNIP3L/NIX、FUNDC1、FKBP8 和 BCL2L13），以及含有 LIR

基序的可溶性蛋白如 CALCOCO1(Lamark et al. 2021)。 

 

图 1-8 自噬货物的识别 (Yamamoto et al. 2016) 
Fig. 1-8 Auophagy-related cargo recognition (Yamamoto et al. 2016) 

1.2.2.4 自噬泡的封闭 

自噬泡的封闭是由吞噬体膜向自噬体外膜和内膜的膜裂变所介导的，这在

拓扑学上与多泡体中的腔内囊泡形成的膜裂解和质膜上的病毒出芽是相同的。

与这两个过程一样，运输所需的内体分拣复合物（endosomal sorting complex 

required for transport，ESCRT）复合物在自噬体封闭中起到关键作用(Takahashi 

et al. 2018; Zhen et al. 2020; Zhou et al. 2019)。在哺乳动物细胞中，研究者仍不

知道 ESCRT 复合物是如何定位到吞噬体膜的开放边缘的。在酵母细胞中，

Atg17 和 Snf7（ESCRT-III 系统组分之一）与 Rab5 的相互作用可能是 ESCRT 复

合物被招募到吞噬体膜的开放边缘的关键(Zhou et al. 2019)。 

1.2.2.5 自噬溶酶体的形成 

吞噬泡的膜封闭完成意味着自噬体的完全形成，自噬体接下来会与溶酶体

融合形成自噬溶酶体。在哺乳动物细胞中，自噬体与溶酶体的融合是由可溶性

N-乙基马来酰亚胺敏感因子附着蛋白受体（SNARE）蛋白 STX17 和 YKT6 介

导的，它们在吞噬泡的膜封闭前被招募到自噬体中从而防止未封闭的自噬泡和
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溶酶体发生过早的融合(Itakura et al. 2012; Matsui et al. 2018)。研究者并未观察

到 STX17 和 YKT6 的介导自噬体和溶酶体融合的功能存在差异性，很可能两者

功能是相同的。UVRAG 和 ATG14 也被发现参与调控了自噬体与溶酶体的融合

(Diao et al. 2015; Liang et al. 2008)。而且，贯穿自噬全程的 ATG8 也可能参与了

自噬体和溶酶体的融合过程，因为位于自噬体膜上的 ATG8 可以招募磷脂酰肌

醇-4-激酶 IIα 并利用该酶生成磷脂酰肌醇-4-磷酸（PI4P），而 PI4P 可以促进自

噬体和溶酶体的融合(Wang et al. 2015)。在酵母细胞中，STX17 是缺失的，发

挥介导自噬体和溶酶体融合的功能的只有 YKT6(Bas et al. 2018; Gao et al. 2018)。 

一些可以影响细胞肌动蛋白骨架的蛋白质在溶酶体与自噬体的融合中也发

挥了作用。有研究表明微管系统可能是自噬体运输至溶酶体附近及自噬溶酶体

形成的必要条件，但其机制仍未被完全解析(Fass et al. 2006; Kimura et al. 2008; 

Köchl et al. 2006)。有证据表明肌动蛋白的核化可能是介导自噬体与溶酶体融合

的必要条件，在选择性自噬过程中，组蛋白去乙酰化酶 6（HDAC6）介导的 F-

actin 重塑是自噬体与溶酶体融合的必要条件(Lee et al. 2010)。HDAC6 与泛素化

的蛋白质聚集物结合并启动皮层肌动蛋白依赖性的 F-actin 重塑机制，在泛素化

的蛋白质聚集物处新形成的 F-actin 会介导自噬体与溶酶体融合形成自噬溶酶体

(Lee et al. 2010)。在自噬体的外膜与溶酶体膜开始接触后，溶酶体内的具有降

解作用的酶便会逐步释放至自噬溶酶体当中(Stanley et al. 2014)，最后对自噬溶

酶体中的蛋白质进行降解处理。 

1.2.3 自噬调控病毒生命周期的简介与分类 

除了维持细胞稳态的作用外，因为自噬具有降解蛋白质的能力，自噬在病

毒生存周期中也发挥着重要作用，已被报道多次的如宿主细胞利用选择性自噬

对病毒蛋白实现靶向性地降解(Deretic 2011; Keller et al. 2020; Orvedahl et al. 

2009)。但是，在宿主和病原体的军备竞赛中，许多类型的病毒也已经进化出不

同的机制来利用宿主的自噬系统来促进自身的复制(Mao et al. 2019)。例如，人

副流感病毒 3 型（human Parainfluenza virus type 3，HPIV3）的磷酸化蛋白与

SNAP29 结合并抑制其与 STX17 的相互作用，从而阻止这两种宿主蛋白介导的

自噬体与溶酶体的融合，并最终增加从细胞中释放的病毒粒子数量(Ding et al. 

2014)。人类巨细胞病毒（human cytomegalovirus，HCMV）的包膜蛋白 pp28
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（又名 pUL99）与自噬启动丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 ULK1 相互作用来促进胞外

病毒粒子的产出(König et al. 2021)。这些研究说明了自噬这个细胞生理过程在

对抗病毒感染上表现出的两面性，即存在抑制病毒复制的自噬和促进病毒复制

的自噬。 

1.2.3.1 抗病毒自噬 

自噬可以作为细胞固有的抗病毒手段之一发挥作用。甲病毒属的辛德比斯

病毒（Sindbis Virus，SINV）在感染小鼠后，小鼠脑组织中的 Beclin1 蛋白表达

上升并可能通过自噬来降低神经元中的病毒粒子数量来减轻小鼠脑炎的强度

(Liang et al. 1998)。进一步的研究揭示了自噬相关基因 ATG5 的功能缺失会增加

小鼠的中枢神经系统对 SINV 的易感性，体外研究则发现 SINV 的衣壳蛋白可

以与 p62 相互作用，p62 基因敲除会使得病毒衣壳蛋白不再与自噬体共定位并

使得病毒诱导的细胞死亡水平上升(Orvedahl et al. 2010)，说明 p62 通过与 SINV

的衣壳蛋白互作来引导其通过自噬降解最终促进 SINV 感染的神经元细胞的存

活。 

疱疹病毒属的单纯疱疹病毒 1 型（herpes simplex virus type 1，HSV-1）编

码的病毒蛋白 ICP34.5 可以直接与 Beclin1 互作来抑制自噬发生进而产生更强的

神经毒性(Orvedahl et al. 2007)。ICP34.5 蛋白的第 68 到 87 位氨基酸缺失的突变

HSV-1 在小鼠原代神经元上引起自噬体数量增加，且该突变毒在小鼠脑组织中

的复制速率降低，引起的脑炎也没有达到亲本毒感染所导致的脑炎的强度

(Smith et al. 1978; Tallóczy et al. 2006)。这意味着在中枢神经系统中，自噬对于

限制 HSV-1 感染是非常重要的。进一步的研究发现 HSV-1 的核衣壳蛋白在其转

移至胞浆中时会被自噬体捕获并降解，该过程由范可尼贫血（Fanconi anemia，

FA）通路基因所调控(Sumpter et al. 2016)。 

在水泡性口炎病毒（Vesicular Stomatitis Virus，VSV）的果蝇感染模型中，

研究者发现 VSV 的糖蛋白 G 可以作为病原体相关分子模式（pathogen-

associated molecular patterns ， PAMP ）被细胞的模式识别受体（ pattern 

recognition receptor，PRR）Toll 样受体 7（Toll Like Receptor 7，TLR7）识别然

后启动细胞自主反应进而激活自噬，进而使得 VSV 的复制水平降低，抑制自噬

则会导致 VSV 复制水平和对果蝇的致病性上升。该反应由感应细胞营养供应的
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磷脂酰肌醇 3-激酶（Phosphoinositide 3-kinase，PI3K） -Akt 信号通路调控

(Shelly et al. 2009)。 

在裂谷热病毒（Rift Valley fever virus，RVFV）的苍蝇感染模型中，研究者

发现 TLR7 同样可以通过激活自噬来限制 RVFV 复制。哺乳动物的 Toll 样受体

适配蛋白 MyD88 是激活抗 RVFV 自噬的必要条件，缺少该基因会使得 RVFV

感染无法引起自噬，RVFV 的复制速率上升。在小鼠和人类细胞中，RVFV 感

染也会激活自噬，且 RVFV 的复制速率在自噬相关基因 ATG5 的敲除情况下上

升(Moy et al. 2014)。 

在奥赛病毒（Orsay virus）的线虫感染模型中，研究者发现奥赛病毒的感

染会导致泛素连接酶适配蛋白 F-box 及某些参与泛素化修饰介导的蛋白水解过

程的基因的上调与富集，这会使得病毒蛋白被蛋白酶体降解或者通过自噬最终

被降解，最终降低线虫体内的病毒滴度(Bakowski et al. 2014)。 

乙型肝炎病毒（Hepatitis B virus，HBV）的 Hbc 病毒蛋白可以与半乳糖凝

集素 9（GAL9）蛋白互作，同时 GBL9 通过与抗病毒蛋白 viperin 互作来生成

三者共定位的胞内聚集物，该聚集物可以增强 RNF13 的自泛素化，进而招募

p62 并形成 LC3 阳性自噬体，最终 Hbc 蛋白会通过自噬途径降解。由于 GAL9

和 viperin 均为 1 型干扰素刺激基因，因此该机制也说明宿主细胞可以通过联合

先天性免疫和自噬系统来对抗病毒感染(Miyakawa et al. 2022)。 

在甲型流感病毒（Influenza A virus，IAV）的小鼠感染模型中，研究者发

现自噬相关 16 样蛋白 1（ATG16L1）的 WD 结构域和连接结构域缺失的小鼠可

以通过 ATG16L1 介导的非典型自噬来降低 IAV 对小鼠的致死率。而非典型自

噬功能缺失的小鼠对低致病性 IAV 的敏感性提升，病毒在整个肺部的复制加上

由浆细胞树突状细胞介导的细胞因子增长，最终导致肺部的炎症因子风暴，小

鼠死亡率上升(Fletcher et al. 2018; Wang et al. 2021b)。线粒体自噬在 IAV 感染中

也发挥着重要作用，Ripk2 基因敲除细胞的线粒体自噬发生缺陷，导致线粒体

损伤并产生更多的超氧化物，最终导致 NLRP3 炎症小体的强烈激活及 IL-18 的

增产，这可能是 Ripk2 基因敲除的小鼠对 IAV 感染的敏感性提高的原因(Lupfer 

et al. 2013)。同时，IAV 的 M2 蛋白与线粒体抗病毒信号蛋白（mitochondrial 

antiviral signaling protein，MAVS）互作，且 M2 蛋白刺激了线粒体的活性氧
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（Reactive oxygen species，ROS）的产生，最终使得 MAVS 信号通路激活，I

型干扰素增产并发挥抑制 IAV 复制的作用(Wang et al. 2019)。 

人类免疫缺陷病毒 HIV 在感染的早期阶段可以进入中枢神经系统并导致神

经功能紊乱，包括神经变性和神经认知功能障碍，这些神经功能紊乱与神经元

的线粒体自噬紧密相关。HIV 的 gp120 病毒蛋白引起了线粒体动态平衡的改变，

并诱导线粒体在细胞核周围聚集及 dynamin 相关蛋白 1（DRP1）的线粒体转位

现象发生，这使得神经元线粒体发生破碎。另外，gp120 蛋白增强了 LC3B 蛋

白的表达，并诱导 p62 选择性地招募到受损线粒体，最终使得线粒体自噬发生，

但是 gp120 引起的线粒体自噬属于不完全自噬，因为包含线粒体的自噬体与溶

酶体的融合被阻止，这会导致线粒体自噬不完全使得神经元功能紊乱。但是，

这同样使得神经元的 NLRP3 信号通路不会强烈激活，避免了过强的炎症对中

枢神经系统的进一步损害(Teodorof-Diedrich et al. 2018; Thangaraj et al. 2018)。 

1.2.3.2 促病毒自噬 

多种病毒在与宿主自噬系统的协同进化中演变得到了利用自噬系统保障自

身生存的能力。比如流感病毒 IAV 感染可以通过引起线粒体自噬来促进自身复

制，IAV 的 PB1-F2 蛋白与线粒体上的 TUFM 蛋白互作进而引起自噬体形成，

最终导致线粒体自噬的发生，这使得位于线粒体的 MAVS 信号通路的激活水平

降低，IAV 可以更好的复制(Kuo et al. 2017; Wang et al. 2021a)。类似的，有研究

者发现 IAV 的 PB1 蛋白可以与自噬受体蛋白 NBR1 互作，然后将泛素化的

MAVS 运送到自噬体中通过自噬途径降解。这同样使得 RIG-I-MAVS 介导的先

天性免疫信号通路激活程度下降，最终同样促进了 IAV 病毒感染(Zeng et al. 

2021)。 

人类疱疹病毒 8 型（human herpesvirus-8，HHV-8）编码的病毒干扰素调节

因子 1（vIRF-1）通过激活线粒体自噬来清除线粒体来促进病毒复制。干扰

vIRF-1 的表达会抑制 HHV-8 复制引起的线粒体自噬并使得线粒体数量增加。此

外，vIRF-1 可以直接与线粒体自噬受体 NIX 结合来激活 NIX 介导的线粒体自

噬发生，对线粒体自噬进行抑制可以降低 HHV-8 的复制速率(Vo et al. 2019)。 

EB 病毒（Epstein-Barr virus，EBV）编码的病毒蛋白 BHRF1 可以改变线粒

体稳态并刺激 DNM1L/Drp1 介导的线粒体自噬发生。BHRF1 的表达使得线粒
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体网络重组并在细胞核周围聚集，然后通过和 Beclin1 互作来引起完整的线粒

体自噬发生，大量线粒体被溶酶体降解直接导致了 RIG-I-MAVS 介导的先天性

免疫信号通路激活程度下降，最终促进了 EBV 的复制(Vilmen et al. 2021)。 

HPIV3 的基质蛋白 M 可以与线粒体上的 TUFM 蛋白互作进而引起线粒体

自噬，该过程不依赖于经典的 Parkin-PINK1 线粒体自噬通路，而是通过泛素化

的 HPIV3 的 M 蛋白与 LC3 的直接互作引起自噬发生，M 蛋白在此过程中发挥

了自噬受体的功能来进行 LC3 的招募。最终 M 蛋白引起相当数量的线粒体通

过线粒体自噬被溶酶体降解，使得 MAVS 介导的先天性免疫信号通路激活程度

下降，HPIV3 复制水平上升 (Ding et al. 2017)。研究者同样发现新冠病毒

（SARS-CoV-2）的基质蛋白 M 也可引起线粒体自噬，SARS-CoV-2 的 M 蛋白

上具有 LIR 基序用于直接结合 LC3，因此其可作为自噬受体蛋白桥接 LC3 来引

起自噬发生。与 HPIV3 的 M 蛋白类似，SARS-CoV-2 的 M 蛋白引起的线粒体

自噬也使得 MAVS 介导的 I 型干扰素信号通路激活程度下降，I 型干扰素产生

受阻，最终有利于 SARS-CoV-2 的复制(Hui et al. 2021)。这说明不同种类病毒

的蛋白均可靶向线粒体来阻碍先天性免疫通路的激活，反映出在某些功能上病

毒进化的趋同性。 

寨卡病毒（Zika virus，ZIKV）和登革热病毒（Dengue virus，DENV）利

用内质网膜作为病毒复制工厂的囊膜来源，它们进化出了调节内质网自噬来促

进病毒复制的机制。DENV 和 ZIKV 的 NS3 蛋白会导致 FAM134B 的降解，导

致内质网形成和自噬体形成受阻进而促进病毒复制(Lennemann et al. 2017)。研

究者还发现宿主细胞的 BPIFB3（BPI fold-containing family B member 3）可以

通过蛋白酶体降解 FAM134B 来协同 DENV 和 ZIKV 的 NS3 蛋白来调控内质网

自噬来促进病毒复制(Evans et al. 2020)。FAM134B 也通过内质网自噬调控了埃

博拉病毒（Ebloa virus，EBOV）的复制，FAM134B 基因的敲除会提高 EBOV

的病毒复制水平(Chiramel et al. 2016)。 

小鼠疱疹病毒 1 型（Murid herpesvirus 1）的 M45 蛋白可以通过独特的聚集

体自噬来逃逸宿主细胞的先天性免疫反应。M45 可以诱导 NEMO 和受体相互作

用丝氨酸苏氨酸激酶 1（Receptor-interacting protein kinase 1，RIPK1）聚集成大

的不溶性蛋白，随后通过招募 VPS26B 和 TBC1D5 蛋白引起细胞自噬将不溶性

蛋白聚合物降解，以此来削弱宿主细胞先天性免疫。此外，有研究表明 HSV-1
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的 ICP6 蛋白也可抑制先天性免疫，其诱导 RIPK1 聚集和降解的方式与小鼠疱

疹病毒 1 型的 M45 蛋白的作用方式类似(Muscolino et al. 2020)。 

1.3 Nedd4 简介 

Nedd4 中文名为神经前体细胞表达的发育下调蛋白 4（Neuronally expressed 

developmentally downregulated 4），是多结构域蛋白(Rotin et al. 2009)，如图 1-

9 所示，其包含四个用于和 PPxY 结构域互作的 WW 结构域(Kanelis et al. 2001; 

Staub et al. 1996)。一个 N 端的 C2 结构域，其负责与磷脂结合介导蛋白定位至

浆膜，内体以及多泡体上（multivesicular body，MVB）(Dunn et al. 2004; Plant 

et al. 2000)。一个 C 端的 HECT 结构域，其具有的催化性的半胱氨酸（C）负责

接受从 E2 泛素酶上转移来的泛素(Sudol 1996)。 

 

图 1-9 Nedd4 的结构 (Rotin and Kumar. 2009) 
Fig. 1-9 The structure of Nedd4 (Rotin and Kumar. 2009) 

Nedd4 属于 HECT 型 E3 泛素连接酶。HECT 型 E3 泛素连接酶作为 E2 酶的

泛素的接受者，其先将泛素连接至自身，再将泛素转移至底物蛋白上的某个赖

氨酸（K）残基上来完成底物蛋白的泛素化修饰过程(Rotin et al. 2009)。Nedd4

在哺乳动物组织中广泛表达，并在许多生理过程中具有重要作用，比如促进细

胞生长和调节细胞内的蛋白质运输(Cao et al. 2008; Pak et al. 2006; Saksena et al. 

2007) 

1.3.1 Nedd4 的功能 

1.3.1.1 Nedd4 调控细胞增殖 

Nedd4 在哺乳动物体内所有组织中均有表达。Nedd4 基因敲除的小鼠的体

型变小且死亡率上升，且小鼠的胚胎成纤维细胞的有丝分裂活性下降，这说明

Nedd4 在细胞增殖和动物成长上发挥着正向调节的作用 (Cao et al. 2008; 

Fouladkou et al. 2008)。Nedd4 基因敲除的小鼠胚胎的生长速度减缓的原因是细

胞表面胰岛素样生长因子 1 受体（Insulin Like Growth Factor 1 Receptor，IGF1R）

的丰度下降从而降低了 IGF1 信号强度(Cao et al. 2008)。同时，有报道称生长因
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子受体结合蛋白 10（growth factor receptor-bound protein 10，GRB10）这个

IGF1 和胰岛素信号通路的负调控因子也可与 Nedd4 直接结合(Morrione et al. 

1999)。因此，在 Nedd4 基因敲除的小鼠的胚胎成纤维细胞中再敲低 GRB10 可

以将细胞表面 IGF1R 的丰度回复至正常水平，而 Nedd4 基因敲除所导致的小鼠

死亡率上升可以通过破坏小鼠的 GRB10 等位基因来使得小鼠死亡率回复至正

常水平(Cao et al. 2008)。 

1.3.1.2 Nedd4 调控离子通道降解及囊泡运输 

在哺乳动物体内，细胞的内吞作用和对众多跨膜蛋白的分拣功能与 Nedd4

相关，Nedd4 可以与上皮细胞钠离子通道（ENaC）的 PY 基序互作，进而将

ENaC 泛素化并使得其通过内吞作用进入囊泡并随之降解(Harvey et al. 2001; 

Kamynina et al. 2001; Lu et al. 2007; Staub et al. 1996)，这使得上皮细胞中的钠离

子含量不会过高并对机体中盐分和液体的平衡起到了维持稳定的作用。 

Nedd4 调控着某些跨膜蛋白比如溶酶体相关跨膜蛋白 5（ lysosomal-

associated protein transmembrane 5，LAPTM5）的从高尔基体运输到溶酶体的运

输(Pak et al. 2006)。细胞中对货物蛋白的囊泡运输经常涉及到细胞的转运必需

内体分选复合体（ESCRT）系统，其中有许多组分蛋白拥有识别泛素的结构域，

Nedd4 也参与了 ESCRT 系统中对某些货物蛋白的泛素化修饰(Saksena et al. 

2007)。 

1.3.1.3 Nedd4 调控病毒出芽 

某些病毒的蛋白上有着病毒出芽相关基序，这些带有病毒出芽基序的病毒

蛋白通常与参与宿主细胞内 ESCRT 系统的蛋白互作来挟持细胞自身囊泡运输

系统以完成病毒出芽的目的(Morita et al. 2004)。例如逆转录病毒的 Gag 蛋白，

埃博拉病毒和马尔堡病毒的 VP40 蛋白，弹状病毒科病毒的 M 蛋白，拉萨热病

毒和淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒的 Z 蛋白，它们均具有可与 Nedd4 及其家族

蛋白的 WW 结构域互作的病毒出芽基序。这样的互作可以促进这些病毒蛋白被

泛素化进而被 ESCRT 系统识别为货物蛋白，使得这些病毒蛋白可以进入多泡

体并最终利用囊泡运输系统出芽(Morita et al. 2004)。另外，近些年有研究表明

干扰素刺激基因 15（ISG15）可以与 Nedd4 结合并抑制其发挥泛素连接酶的活
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性，这会导致与 Nedd4 结合的埃博拉病毒的 VP40 蛋白无法被泛素化，进而抑

制其出芽(Malakhova et al. 2008; Okumura et al. 2008)。 

1.3.1.4 Nedd4 与疾病 

有研究指出，Nedd4 对肿瘤抑制蛋白 PTEN 存在影响因而具有致癌作用

(Wang et al. 2007)。虽然 Nedd4 介导的 PTEN 的多泛素化可以使 PTEN 被蛋白酶

体降解，Nedd4 介导的单泛素化则会引导 PTEN 入核，进而使得 PTEN 无法被

降解且可以发挥染色体完整性的功能(Trotman et al. 2007)。但是这些结论无法

在体内实验中得到证明，因为在 Nedd4 基因敲除的小鼠细胞中未检测到 PTEN

蛋白水平的改变以及其核转移现象(Cao et al. 2008; Fouladkou et al. 2008; Yang et 

al. 2008)。而且在培养细胞中进行 Nedd4 基因的敲低也不影响 PTEN 的水平，

这意味着 Nedd4 并不会在 PTEN 上发挥其 E3 泛素连接酶功能(Fouladkou et al. 

2008)。Nedd4 敲除的小鼠胚胎除了生长迟缓这一现象外，还会出现心脏缺陷及

出血问题，这表明 Nedd4 可能也在心脏发育中发挥作用(Cao et al. 2008)。 

Nedd4 在 T 细胞功能上也有作用，Nedd4 基因敲除的 T 细胞发育正常但是

增殖速度和 IL-2 的产生水平均有降低，这意味着 Nedd4 可以促进 T 细胞的活化。

该功能可能与另一种 E3 泛素连接酶：Cbl 原癌基因 B（CBLB）有关，因为

CBLB 基因在 Nedd4 敲除的 T 细胞中的表达水平是显著上升的(Yang et al. 2008)。 

1.3.1.5 Nedd4 与自噬 

有研究表明 Nedd4 相互作用并参与了自噬体的形成(Sun et al. 2017)。Nedd4

通过 C2 和 WW 结构域之间的一个保守的 LIR 与 LC3 结合。在细胞中敲除

Nedd4 基因后后，饥饿处理或雷帕霉素诱导的自噬发生会受到影响，且使得

LC3 点状聚集与内质网共定位。此外，SQSTM1（即 p62）可被 Nedd4 泛素化，

这同样暗示着 Nedd4 参与了细胞自噬。另一批研究者纯化得到了 Nedd4 与 LC3

的共结晶并解析了其结构(Qiu et al. 2017)，确定了 Nedd4 可通过其第二个 LIR

与 LC3 直接互作，将 Nedd4 的第二个 LIR 突变后 Nedd4 便无法再与 LC3 互作。

更有趣的是， Nedd4 与 LC3 的结合可以增强细胞中 Nedd4 的泛素连接酶活性。

这些结果暗示着 Nedd4 可能广泛且深入的参与了细胞自噬过程。 
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1.4 Myo1c 简介 

Myo1c，中文名称为肌球蛋白 1c（Myosin IC），在一系列细胞运动相关生

理活动中均发挥着重要作用。Myo1c 参与脂阀的运输以及整合素介导的细胞迁

移相关通路的调节(Arif et al. 2011; Brandstaetter et al. 2012)。它在耳毛细胞静纤

毛的适应性应答中起关键作用(Batters et al. 2004; Gillespie et al. 2004)。Myo1c

基因突变会导致人类的听力损失(Zadro et al. 2009)。Myo1c 对脂肪细胞和骨骼

肌中的胰岛素刺激引起的葡萄糖摄取极为重要(Bose et al. 2002; Bose et al. 2004; 

Toyoda et al. 2011)。在胰岛素刺激下，葡萄糖转运体 4（GLUT4）从细胞内的

GLUT4 储存泡中转运到质膜上，在质膜上整合并促进葡萄糖的转运。GLUT4

的胞吐需要 Myo1c 与小 GTP 酶 RalA 和胞吐复合体组分 Sec5 以 Ca2+/钙调蛋白

依赖的方式进行结合，从而将 GLUT4 储存泡与质膜相连(Chen et al. 2007)。 

在胰岛素刺激下，Myo1c 的第 701 位的丝氨酸被 Ca2+/钙调蛋白依赖激酶 II

（CaMKII）磷酸化，磷酸化的 Myo1c 会与 14-3-3 蛋白相互作用，破坏该相互

作用会使脂肪细胞在胰岛素刺激下的葡萄糖摄取受到影响(Yip et al. 2008)。 

Myo1c 的稳态 ATP 酶活性在不同的 Ca2+浓度下保持不变，而 ATP 酶作用

过程中的单个速率常数受到 Ca2+浓度的调节。例如，在高 Ca2+浓度下，弱或非

肌动蛋白结合状态的 Myo1c 寿命会增加(Adamek et al. 2008)。因此推测 Ca2+浓

度的变化会影响 Myo1c 的 ATP 酶作用过程中 Myo1c 与丝状肌动蛋白（F-actin）

保持强互作的时长。 

有研究发现 Myo1c 的缺少会导致细胞内胆固醇的增加及定位变化，同时会

阻碍溶酶体和自噬体的融合进而使得自噬体数量增加(Brandstaetter et al. 2014)。

另有研究发现敲低 Myo1c 会减少 Myo1c 及 F-actin 与 LC3 或者溶酶体关联膜蛋

白 1（lysosomal associated membrane protein 1，LAMP1）的共定位现象，暗示

着 Myo1c 可能通过 F-actin 网络来影响溶酶体和自噬体的融合(Zhang et al. 2019)。 
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1.5 研究目的与意义 

研究目的：随着近些年对各种病毒出芽机制的深入研究，研究者们发现了

一系列与病毒出芽相关的蛋白及其上面的特征性基序或者结构域。其中，存在

于丽沙病毒等多种病毒上的 PPxY 基序被确定与病毒出芽密切相关，但详尽的

分子机制却仍未被报道。本课题旨在揭示狂犬病病毒 RABV 的 M 蛋白通过其

PPxY 基序引起自噬来促进病毒出芽的机制，并确定其对 RABV 致病性的影响。 

研究意义：本课题重点研究丽沙病毒属的狂犬病病毒 RABV 如何通过其基

质蛋白 M 引起细胞自噬并促进病毒出芽，并将 RABV-M 上发现的机制延伸至

丽沙病毒属病毒的 M 蛋白，为解析狂犬病病毒的致病机制提供了新的思路，并

为抗狂犬病病毒的小分子药物研发奠定了理论基础。 
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第二章 材料与方法 

2.1 实验材料 

2.1.1 细胞、毒株、质粒和感受态菌种 

小鼠神经母细胞瘤 N2a 细胞，人类神经母细胞瘤 SK-N-SH 细胞，人胚胎肾

细胞 HEK-293T，BSR 细胞（仓鼠肾细胞 BHK-21 的一个单克隆细胞系），所

有细胞均在含有 10%胎牛血清（Fetal bovine serum，FBS）的 DMEM 培养基中

培养。 

实验室致弱毒株 CVS-B2c（RABV）由标准攻毒株 CVS-24 在 BHK-21 细胞

中连续传代得到，由本实验室扩增并保存。亲本毒 rCVS-B2c（rRABV）由本

实验室通过转染基因组质粒及辅助质粒到 N2a 细胞拯救得到，由本实验室扩增

并保存。 

pcDNA3.1-CVS，pcDNA3.1-N，pcDNA3.1-P，pcDNA3.1-G，pcDNA3.1-L，

pCAGGS，pCAGGS-FLAG，pCAGGS-HA 均由实验室保存。pGEX-6P-1 由华

中农业大学彭贵青教授惠赠。GFP-LC3 由华中农业大学周红波教授惠赠。

mCherry-GFP-LC3 和 HA-Ub 由武汉大学陈明周教授惠赠。 

分子克隆实验中所用感受态为大肠杆菌 XL-10 菌株，蛋白原核表达实验中

所用感受态为 BL21 菌株，均由实验室制备。 

2.1.2 实验试剂、抗体和动物 

胎牛血清 FBS 购自美国 Gibco 公司。 

细胞培养基 DMEM 和青霉素和链霉素（100×）购自美国 Sigma 公司。 

反转录试剂 HiScript®II Q RT SuperMix 及荧光定量试剂 SYBR GREEN 购自

南京 Vazyme 公司。 

蛋白酶抑制剂 Cocktail 购自美国 Roche 公司。 

裂解液 RIPA（强）购自武汉碧云天公司。 

PVDF 膜购自美国 Bio-rad 公司。 



狂犬病病毒基质蛋白挟持自噬小体帮助病毒出芽的机制研究 

  25 

辣根过氧化氢酶（Horseradish Peroxidase, HRP）标记的山羊抗小鼠 IgG 购

自于博士德生物技术有限公司。HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG2a、IgG2b、IgG3

和 IgG1 购自于北京博奥龙免疫技术有限公司。 

TMB 显色液底物购自于北京碧云天生物技术有限公司。 

Rapamycin （ GC15031 ） , PYZD-4409 （ GC17801 ） , Chloroquine

（GC19549）, 3-Methyladenine（GC10710）,和 Heclin（GC40877）均购买自

Glpbio 公司。 

针对 FLAG-tag（M185-3L）, HA-tag（M180-3）, GAPDH（M171-3）,和 β-

actin（M177-3）的鼠单抗均购买自 Medical & Biological Laboratories 公司。针

对 HA-tag（51064-2-AP）的兔多抗购买自 ProteinTech 公司。针对 Myo1c 

（PA5-93297）的兔多抗购买自 Invitrogen 公司。针对 Nedd4（21698-1-AP）的

兔多抗购买自 ProteinTech 公司。针对 LC3 （ A19665 ） , SQSTM1/p62

（A19700）, GFP（AE012）,和 GST（AE001）的兔源抗体均购买自 ABclonal 

Technology 公司。针对 CVS-B2c 毒株的 N 蛋白和 P 蛋白的鼠单抗和针对 G 蛋

白的鼠多抗由实验室制备。针对 M 蛋白的鼠单抗由南京农业大学粟硕教授惠赠。 

6 周龄雌性 C57BL/6 小鼠购自中国武汉的湖北省疾病预防控制中心。动物

实验伦理号为：HZAU-MO-2021-0063。  



华中农业大学 2024届博士研究生学位论文 

  26 

2.1.3 实验仪器 

表 2-1 实验仪器的名称、厂商及型号 
Table. 2-1 Name, manufacturer and model number of the laboratory apparatus 

仪器名称 产商 型号 

生物安全柜 美国 LABCONCO 公司 Nu-440 

CO2细胞培养箱 日本 SANYO 公司 MCO－20AIC 

高速冷冻离心机 德国 Eppendorf 公司 5810R 

超速冷冻离心机 美国 Beckman 公司 Optima XE 

冰冻切片机 德国 Leica 公司 CM 1520 

生物光学显微镜 日本 Nikon 公司 Nikon80i 

荧光倒置显微镜 日本 OLYMPUS 公司 IX51 

-80 ℃超低温冰箱 海尔公司 DW-86L626 

超净纯水仪 美国 Milipore 公司 Milli-Q® IQ7000 

水浴锅 上海精宏公司 DK-8D 

PCR 仪 美国 AppliedBiosystems 公司 Veriti 96 Well Thermal Cycler 

制冰机 美国 Scotsman 公司 AF-103 

电泳仪 美国 Bio-rad 公司 Powerpac Basic 

共聚焦显微镜 德国卡尔蔡司公司 LSM880 

透射电镜 日本 HITACHI 公司 H-7650 

分光光度计 美国 Thermo Scientific 公司 NanoDrop One 

荧光定量 PCR 仪 美国 Bio-rad 公司 T100 

化学发光成像系统 美国 GE 公司 Amersham Imager 600 
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2.2 实验方法 

2.2.1 感染性克隆空质粒的构建 

(1) 将感染性克隆空质粒 rRABV 使用 BlpI 和 PacI 双酶切， 55 ℃水浴反应 3 h。

将反应产物进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳，使用凝胶回收试剂盒回收酶切产物，

测定酶切产物的浓度及纯度。 

(2) 酶切后的 rRABV 与 M 基因序列突变的片段进行连接，反应体系充分混匀

后，16 ℃水浴连接过夜得到连接产物。 

(3) 连接产物的转化：取出 XL-10 感受态细胞，置于冰上约 5 分钟待其解冻。

将连接产物加入到感受态细胞中，轻轻吹打混匀。冰上放置 20 分钟，42 ℃

水浴热激 90 秒，置于冰上 2 分钟，加入 600 µl 无抗生素的液体 LB 培养基，

37 ℃振荡培养约 1 h，4000 rpm 离心 5 分钟，弃掉部分上清，留下约 100 µl

培养基，重悬菌体。将 100 µl 重悬菌体加入到含有博来霉素的固体 LB 平

板，用无菌三角棒将菌液涂匀整个平板。37 ℃恒温培养箱培养 12 h，待长

出菌落后，通过菌落 PCR 鉴定阳性菌落；用灭菌枪头挑取阳性单菌落，加

到博来霉素抗性液体 LB 培养基中，37 ℃避光振荡培养 12 h。 

(4) 将质粒从扩大的菌液中提取出来，使用质粒小量提取试剂盒（OMEGA）提

取质粒，步骤参考说明书。质粒送武汉擎科生物公司测序，确认序列是否

正确。 

2.2.2 细胞的复苏与传代 

(1) 从液氮中取出冻存的细胞，快速放置于 37 ℃水浴锅中，振荡融化 2 至 3 分

钟，1500 rpm 水平离心 10 分钟，在细胞超净台中弃掉冻存液。当细胞汇合

度达到 80%时，将保存的 P1 代毒取出 100 μl 接种。 

(2) 加入 DMEM 培养基+10% FBS 1 ml，充分吹打混匀后，转入 T25 细胞培养

瓶中，加入 4 ml 含 10% FBS 的 DMEM 培养基，于 37 ℃、5% CO2 细胞培

养箱中培养。 

(3) 待细胞刚长满细胞瓶底部时，传代细胞；在细胞超净台中打开细胞瓶，弃

除培养基，加入 37 ℃预热的 PBS 缓冲液清洗细胞并弃掉。 
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(4) 加入 37 ℃预热的胰酶 1 ml，来回轻轻晃动细胞瓶，使所有细胞充分接触胰

酶，弃除胰酶，放入 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中消化 2 分钟。 

(5) 轻轻振荡细胞瓶，当细胞开始脱落瓶底时，加入 6 ml DMEM 培养基+10% 

FBS 终止消化，用移液管轻轻吹下瓶底细胞，反复轻轻吹打，使细胞充分

吹散。 

(6) 吸取 1 ml 细胞悬液到 T25 细胞培养瓶中，补加 DMEM 培养基+10% FBS 4 

ml，充分混匀后，置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养。 

2.2.3 重组 RABV 的拯救 

(1) 将 N2a 细胞铺板 6 孔板，约 3~4×105 个细胞/孔，使 24 小时后细胞底部汇

合度达到 70%-80%。 

(2) 取出 6 孔板，用 2 ml 37 ℃预热的 PBS 清洗细胞 1 次。 

(3) JetPrime 转染试剂 15 μl、RABV 感染性克隆 2.0 µg、辅助质粒 pCDNA3.1-N 

0.5 μg、pCDNA3.1-P 0.25 μg、pCDNA3.1-G 0.15 μg、pCDNA3.1-L 0.1 μg 充

分混匀于 JetPrime buffer 后转染 N2a 细胞，37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中孵

育 5 小时。 

(4) 弃除上层培养液后，加入 2 ml DMEM 培养基+2% FBS，于 34 ℃、5% CO2

细胞培养箱中培养。 

(5) 转染后第 3 d，弃除培养基，加入 2 ml 新鲜的 DMEM+2% FBS。 

(6) 转染后第 5 d，收集培养基上清，4 ℃ 12000 rpm 离心 20 分钟后，将培养基

上清分装，-80 ℃贮存。 

2.2.4 重组 RABV 的扩大 

(1) 将 BSR 细胞传代 T75 或 T225 细胞瓶，待细胞汇合度达到 70%-80%后，以

MOI=0.01 的剂量分别接种各重组 RABVs，感染作用 1 小时后，更换

DMEM+2% FBS 15 ml，于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养。 

(2) 感染第 4 d 后，收获培养基上清，6000 rpm 离心 20 分钟以去除细胞残渣，

将离心后的上清转到新的 50 ml EP 管中。 

(3) 将离心后上清分装 1.5 ml EP 管，标明批次，取出三支测定 RABV 毒价，其

余于-80 ℃中贮存。 
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2.2.5 病毒的滴度测定 

(1) 取 8 支无菌 1.5 ml EP 管，排布在 EP 管架上，每管加入 900 µl DMEM+10% 

FBS 的细胞培养液。 

(2) 将 100 µl 病毒原液加到第一支 EP 管中，用吸管吹打 10 次，直到混匀；吸

取 100 µl 到下一个 EP 管，用吸管吹打 10 次，如此反复梯度稀释，直到第

八管。 

(3) 取出 96 孔细胞培养板，以 4 行 8 列为一个测试区，每个区域均为 4×8 孔。 

(4) 在第一列中加入 100 µl 10-1稀释后病毒液，在第二列中加入 100 µl 10-2稀释

后的病毒液，在第三列中加入 100 µl 10-3 稀释后的病毒液，依次类推，直

到第八列，每个稀释度加 4 个孔。该过程全程在冰上操作，病毒液一旦加

完，要尽快加入 BSR 细胞。 

(5) 将约 2×104个 BSR 细胞（100 µl）加到每个孔中，于 37 ℃、5% CO2细胞培

养箱中培养。 

(6) 第 3 d 后，取出 96 孔细胞板，弃除培养基上清，用 PBS 洗涤 2 次，5 分钟/

次，将残留 PBS 彻底弃除后，用 80%冰冷的丙酮固定细胞 30 分钟，用

PBS 洗涤 2 次，5 分钟/次。 

(7) 用 FITC 偶联的抗 RABV-N 单克隆抗体对细胞染色，50 µl/孔，在室温避光

条件下孵育 1 小时后，用 PBS 洗涤 3 次，要尽快拿到显微镜下观察。 

(8) 通过 Olympus IX51 荧光显微镜计数抗原阳性荧光斑点。 

(9) 阳性判断标准：该染色过程为细胞质染色，能够看到细胞轮廓。只要有一

个区域发现特异性染色，该孔即判为阳性。杂质染色是没有细胞形态的亮

点，为阴性孔。 

(10) 病毒滴度依照 Reed-muench 法计算为每毫升荧光焦点单位（Fluorescent 

focus units per milliliter，FFU/ml）。病毒毒价计算如下：计算公式为：Lg

（FFU）=X0-d/2+d*（n0+n1+…+nk）/N+1。X0 表示 100%被感染的稀释倍

数的对数值，d 表示稀释倍数的对数值，n 表示 100%被感染到 100%未被感

染的稀释度阳性孔数，N 表示不同稀释度的重复孔数。  
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2.2.6 Western blot 

(1) 转染各质粒的 N2a 和 SK-N-SH 细胞在转染后 36 小时开始收样，在补充有

蛋白酶抑制剂 Cocktail 的 RIPA（强）裂解液中裂解 30 分钟，收集的细胞裂

解液离心去除细胞碎片。 

(2) 按照说明书要求对收集的细胞裂解液进行 BCA 蛋白浓度测定后进行调平。 

(3) 配置 12-14%的 SDS-PAGE 胶。 

(4) 每孔加入样品后在 SDS-PAGE 胶中电泳。 

(5) 电泳结束后去除凝胶，湿转至 PVDF 膜。 

(6) 转好的膜放置在含有 5%脱脂奶粉的 TBST 中室温封闭 1 至 3 小时。 

(7) 封闭完成的膜进行一抗的 4°过夜孵育。 

(8) TBST 洗膜 3 遍后加入 HRP 标记的对应的二抗，室温孵育 1h。 

(9) TBST 洗膜 3 遍，然后用 ECL 化学发光底物显色，于化学发光成像系统中

成像并拍照。最后使用 ImageJ 软件对蛋白条带的灰度值进行计算。 

2.2.7 间接免疫荧光 

用 GFP-LC3 质粒和 pCAGGS 载体、FLAG-RABV-N、RABV-P-FLAG、

RABV-M-FLAG、RABV-G-FLAG 或 RABV-M-FLAG 的突变体共同转染 N2a 和

SK-SH 细胞 36 小时，用 PBS 洗三次，用 4%多聚甲醛在室温下固定 30 分钟，

再用 PBS 洗三次。然后用 0.1%的 Triton X-100 对细胞进行透化。 1% Triton X-

100，然后用 10%山羊血清阻断，用 PBS 稀释 2 小时，用抗 FLAG 抗体进行一

抗的 4 ℃过夜孵育，然后用山羊抗小鼠 IgG DylightTM 594 连接的抗体作为第

二抗体在室温下处理 1 小时。细胞核用 4, 6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）在室

温下染色 10 分钟。细胞再用 PBS 清洗三次，然后用 Zeiss LSM 880 共聚焦显微

镜在油镜下成像。利用 1024x1024 像素的分辨率，平均 2 张图片的数量来获取

所有的共聚焦图像。 

为了对活细胞中的细胞核进行染色，用 Hoechst 33342 在 37 ℃，含有 5%

的二氧化碳培养箱中处理 N2a 细胞 15 分钟。然后在 Zeiss LSM 880 下对染色和

活细胞进行成像。 

       为了在 RABV-M 或其突变体表达时对内源性 Nedd4 进行染色，将 N2a 细胞
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分别转染 RABV-M-FLAG 和其突变体 36 小时，然后用针对 Nedd4 和 FLAG-tag

的抗体，然后用 Alexa FluorTM 488 山羊抗兔 IgG 和山羊抗鼠 IgG DylightTM 

594 连接的抗体作为二抗进行孵育。 

        为了对溶酶体进行染色，在培养基中加入 50 nM Lyso-Tracker Red。15 分

钟后除去培养基，用 PBS 冲洗活细胞 3 次。然后在 Zeiss LSM 880 下对被染色

的活细胞进行成像。 

        为了观察自噬流，将 N2a 细胞与 mCherry-GFP-LC3 质粒和 pCAGGS 载体

或 RABV-M-FLAG 共转染 36 小时，然后在 Zeiss LSM 880 下成像。 

        对于 N2a 细胞中 F-actin 的染色，使用 phalloidin-Alexa Fluor 594 作为二抗，

在室温下处理细胞 1 小时。 

        为了分析 RABV-G 和 RABV-M 的亚细胞定位。将 N2a 细胞与 RABV-G-HA

和 RABV-M-FLAG，或 RABV-M-FLAG 的突变体共转染 36 小时，或与 RABV-

G-HA 和 RABV-M-FLAG 共转染 12 小时，然后用 3-MA（1mM）处理 24 小时。

细胞用抗 FLAG 和抗 HA 抗体进行一抗孵育，然后用 Alexa FluorTM 488 山羊抗

兔 IgG 和山羊抗鼠 IgG DylightTM 594 连接的抗体作为二抗进行孵育。 

        为了获得感染或转染的 N2a 细胞的三维图像，利用 1024x1024 像素的分辨

率，1 微米的 Z-堆栈间隔来获得所需的细胞体积，并将所得的 Z-堆栈导入 ZEN

软件（2.3 版本），利用采集参数获得渲染的三维体积。 

2.2.8 透射电子显微镜观察类病毒颗粒（VLP）或病毒 

用指定的质粒转染 N2a 细胞，或用 RABV 感染 N2a，然后在转染 36 小时

和感染后 24 小时开始样品处理，首先在室温下用 2.5%戊二醛在 0.1M 磷酸钠缓

冲液（pH 7.4）中固定细胞 4 小时。然后用 1%的四氧化锇固定细胞，用分级的

乙醇逐步脱水，并嵌入环氧树脂（Sigma）。使用切片机获得 60 纳米到 80 纳米

大小的超薄切片，然后用醋酸铀和柠檬酸铅染色。用 H-7650 透射电子显微镜

（日立公司，日本）拍摄图像。 

2.2.9 免疫共沉淀 

为了进行共同免疫沉淀试验，N2a 细胞与表达不同目标蛋白的哺乳动物表

达载体 pCAGGS 共同转染。在转染后 36 小时，用 RIPA 缓冲液（P0013，
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Beyotime）和蛋白酶抑制剂鸡尾酒（Roche）在冰上裂解细胞 30 分钟。将细胞

裂解液在 12,000 rpm 和 4 ℃下离心 10 分钟，并将上清液转移到一个新的试管

中，用 rProtein A/G MagPoly Beads（SM01505，Smart-lifesciences，中国）在 4  

℃下预处理 1 小时以去除磁珠上的非特异性结合蛋白。将预处理过的上清液与

针对 FLAG 或 HA 的 mAbs 在 4 ℃下进一步孵育过夜，然后加入用 PBS 洗过的

新鲜磁珠，在 4 ℃下旋转孵育 3 小时。然后用冰冷的 PBS 洗涤 5 次，用 4×

SDS-PAGE 加载缓冲液煮沸洗脱结合的蛋白质，用指定的抗体进行 Western 印

迹分析。 

2.2.10 GST pull-down 

在 BL21 细胞中表达 GST 或 GST-RABV-M（GST-M），用 ProFound GST

下拉蛋白-蛋白相互作用试剂盒（Pierce）提供的裂解缓冲液处理，并在室温下

孵育 30 分钟。在 13,000 rpm 下离心 30 分钟后，将等量的上清液与 293T 细胞

裂解液中的 HA-Nedd4 或 GFP-LC3 混合。根据制造商的协议，用 ProFound 

GST 下拉蛋白-蛋白相互作用试剂盒进行 GST 下拉试验。 

在真核细胞中进行 GST 下拉试验时，在 293T 细胞中表达 GST、GST-M 和

GFP-LC3，48 小时后，收获细胞，用 10 mL PBS 重悬，并通过超声处理 15 分

钟裂解。在 4 ℃下以 10,000 rpm 离心 10 分钟后收集上清液，然后加入 GST 亲

和柱中，在 4 ℃下旋转孵育 20 分钟。用含有 147 nM NaCl 的 PBS 和含有 500 

nM NaCl 的 PBS 交替洗涤该柱。将等量的 GFP-LC3 细胞裂解液加入亲和柱中，

在 4 ℃下旋转孵育 1 小时，用含 147 nM NaCl 的 PBS 和含 500 nM NaCl 的 PBS

交替洗涤。纯化的蛋白用 10 mM 还原谷胱甘肽洗脱，用 SDS-PAGE 分离，并

进行 Western blot 检测。 

2.2.11 siRNA 

小鼠 Nedd4 特异性和小鼠 Myo1c 特异性 siRNA 是由 GenePharma（中国上

海）设计和合成的，其序列如表 2-2 所示。小鼠 ATG5 特异性 siRNA 和阴性对

照（NC）siRNA 均购自 GenePharma。为了敲除目标基因，根据制造商的说明，

将最终浓度为 50nM 的 siRNA 转染到 N2a 细胞。 
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siRNAs  Sequence （5'-3'） 

Nedd4 No. 1 CCAAGAAGUCACAAAUCAATT 

Nedd4 No. 2 GCAGCUUGCAGACCUGUAUTT 

Nedd4 No. 3 CCAAUGACCUGGGACCCUUTT 

Myo1c No. 1 CCGGGAGAACCUCAUUUAUTT 

Myo1c No. 2 GGAAGGCGCUGUCCGUCAUTT 

Myo1c No. 3 CCUUGAACAGGCGGCAUAUTT 

 

2.2.12 荧光定量 PCR  

用 Nedd4 或 Myo1c 的 siRNA 转染 N2a 细胞，收集 RNA 进行分离。收集雌

性 C57BL/6 小鼠（6 周龄，n = 15）的脑组织，用 25μL 的 rRABV 或 rRABV-M-

APxY（200FFU）进行颅内（i.c）接种。使用 TRIzol（Invitrogen）对脑组织和

细胞进行 RNA 分离。用 TURBO DNA-free™试剂盒（Invitrogen, AM1907）按

照制造商的说明消除基因组 DNA。使用 NanoDrop 2000（Thermo Scientific）评

估 RNA 质量。使用 ReverTra Ace qPCR RT MasterMix（Toyobo，FSQ-201）或

First-Strand cDNA Synthesis Kit（Toyobo，FSK-101）合成 cDNA，使用 SYBR 

Green Supermix（Bio-Rad，172-5124）进行 qPCR。qPCR 所使用的引物对如表

2-3 所示。 

        为了量化 RABV-N 的 mRNA 水平，使用 AMV 逆转录酶 XL（TAKARA，

Kusatsu，日本）和 RABV-N 基因的特异引物转录总 RNA。从连续稀释的携带

RABV-N 基因的质粒中生成标准曲线，并将 RABV-N mRNA 的拷贝数归一到 1

毫克的总 RNA。 

表 2-3 qPCR 所用引物 
Table.2-3 Primers for qPCR 

Primer  Sequence （5'-3'） 

RABV-N-F ACACCGCAACTACAAGACA 

RABV-N-R ATGGTACTCCAGTTGGCACA 

β-actin-F AGGTGACAGCATTGCTTCTG 

β-actin-R GCTGCCTCAACACCTCAAC 

Nedd4-F TCGGAGGACGAGGTATGGG 

表 2-2 针对 Nedd4 和 Myo1c 的 siRNAs 
Table.2-2 Nedd4 and Myo1c specific siRNAs 
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Nedd4-R GGTACGGATCAGCAGTGAACA 

Myo1c-F ATGGAGAGCGCCTTGACTG 

Myo1c-R TCGGTAGGGATTGACAGAGAC 

 

2.2.13 狂犬病病毒 VLP 的纯化和验证 

用 pCAGGS-RABV-G 和 pCAGGS-RABV-M 或其突变体以 6：1 的摩尔比转

染 N2a 或 SK-N-SH 细胞。在转染后 48 小时收获培养上清液。收获的上清液首

先在 2000g（4 ℃，30 分钟）下离心以去除细胞碎片，然后在 25000g（4 ℃，3

小时）下通超速离心进行浓缩纯化。纯化的 VLPs 在 4 ℃下重悬于 PBS 中过夜，

并通过 Western 印迹进行分析。 

2.2.14 病毒的多步生长曲线测定 

(1) 将 BSR 或 N2a 细胞铺板 24 孔板，待细胞汇合度达 70%-80%时，弃除培养

基上清，用 PBS 洗涤 2 次。 

(2) 将 rRABV 和 rRABV-M-APxY 分别以 MOI=0.01 的剂量感染 BSR 或 N2a 细

胞，每种重组病毒设立 3 个重复，感染 1 小时后，更换 DMEM+2% FBS 15 

ml，于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养。 

(3) 在感染后的第 1，2，3，4 和 5 天，收集培养基上清，6000 rpm 离心 20 分

钟以去除细胞残渣，将离心后的上清转到新的 1.5 ml EP 管中。 

(4) 采用上述病毒滴定的方法测定感染不同天数的 rRABV 和 rRABV-M-APxY

毒价，并绘制多步生长曲线。 

2.2.15 小鼠攻毒实验 

6 周龄雌性 C57BL/6 小鼠随机分成 2 组，每组 30 只，分别用 25μL 的

rRABV 或 rRABV-M-APxY （200 FFU）进行颅内注射。每组 10 只小鼠每天监

测小鼠的体重和死亡率的变化。检测时间为 20 天。每组各取 5 只小鼠在攻毒 6

天后用二氧化碳安乐死，然后用 PBS 进行心内灌注，再收获它们的脑组织进行

组织病理学和免疫组织化学研究。在攻毒的 2，4，6 天分别取每组 5 只小鼠，

用二氧化碳进行安乐死，然后用 PBS 进行心内灌注，再收获它们的脑组织进行

狂犬病病毒的绝对定量实验。 



狂犬病病毒基质蛋白挟持自噬小体帮助病毒出芽的机制研究 

  35 

2.2.16 小鼠脑切片制作 

(1) 用 rRABV 或 rRABV-M-APxY 对各组雌性 C57BL/6 小鼠进行鼻内攻毒。感

染后 6 天，用二氧化碳对小鼠进行安乐死。 

(2) 将小鼠固定，打开胸腔，在肺部剪开一个切口，然后对心脏进行至少 20 ml 

PBS 的灌注，然后再灌注 20 ml 的 4%的多聚甲醛固定液。 

(3) 剥离小鼠脑组织并在 4 ℃固定 2 天。 

(4) 将脑组织放置在 30%蔗糖中脱水至少 24 小时，然后进行石蜡包埋并在切片

机上切出厚度 4μm 的切片。 

2.2.17 免疫组化 

(1) 小鼠脑切片常规脱蜡并水化。 

(2) 3% H2O2室温灭活内源性酶 5 到 10 分钟，蒸馏水清洗切片。 

(3) 在 0.01M 的枸橼酸钠盐缓冲液中进行抗原修复，PBS 清洗切片。 

(4) 5% BSA 封闭液室温封闭 30 分钟。 

(5) 抗 RABV-P 的鼠源单抗作为一抗，在 4 ℃孵育过夜。 

(6) PBS 清洗切片，用偶联 HRP 的抗小鼠二抗在 37 ℃孵育 30 分钟。 

(7) PBS 清洗切片，DAB 室温显色。 

(8) 苏木素复染，脱水，透明，封片。 

(9) 显微镜进行观察拍照。 

2.2.18 HE 染色 

(1) 小鼠脑切片常规脱蜡并使用逐级降浓度的酒精水化。 

(2) 切片用苏木素染色 5 分钟，用蒸馏水冲洗至灰蓝色，1%盐酸处理数秒后再

用蒸馏水冲洗。 

(3) 切片用伊红染色 3 分钟，用逐级升浓度的酒精脱水并用二甲苯透明化。 

(4) 用中性树胶封片后在显微镜下观察并拍照。 
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2.2.19 小鼠脑组织 cDNA 的获取 

(1) 将小鼠以颈椎脱臼方式处死，获取脑组织（约 100 mg），置于 1.5 ml EP 管

中，加入 1 ml Trizol 试剂及小钢珠，利用组织匀浆仪打碎脑组织，室温静

置 5 分钟，1000 rpm 离心 5 分钟，将上清转到新的 EP 管中。 

(2) 加入氯仿 200 µl，充分混匀后，冰上静置 10 分钟。 

(3) 4 ℃ 12000 rpm 离心 15 分钟，此时溶液分为三层，吸取上清液 450 µl 至新

的无 RNA 酶的 EP 管中，加入异丙醇 550 µl，充分混匀，室温静置 10 分钟。 

(4) 4 ℃ 12000 rpm 离心 5 分钟，充分弃掉上清，加入 75%无水乙醇（溶于

DEPC 水），室温静置 5 分钟。 

(5) 4 ℃ 7500 rpm 离心 5 分钟，弃去上清，在超净台中自然干燥 10 分钟，加入

50 µl DEPC 水，充分溶解白色晶体，使用紫外分光光度计测定 RNA 浓度。 

(6) 将提取的总 RNA 用 DEPC 水稀释到 200 ng/µl，使用 AMV 反转录酶，将提

取的脑组织的总 RNA 反转录获得 cDNA，将 cDNA 样品于-20 ℃贮存。 

2.2.20 数据分析 

本课题所涉及的数据处理和分析采用 GraphPad Prism 8.0 软件（GraphPad 

software，Inc, CA）。数据的差异分析选用的方法是 Student’s t test。间接免疫

荧光的平均荧光密度由 Image J 软件分析。小鼠脑组织免疫组化图片使用 Image 

J 软件的 IHC profile 插件进行阳性信号分析。生存曲线的分析，采用 log-rank 

（Mantel-Cox）检验。所有体内外实验设置至少 3 个重复样品，体外实验误差

棒（Error bars）代表标准差（standard deviation, SD）；体内实验误差棒代表标

准误差（standard error, SE），所有分析中差异的显著性表示方法为：*，

p<0.05；**，p<0.01；***，p<0.001。 
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第三章 结果 

3.1 狂犬病病毒的感染引起细胞 LC3-II 水平升高 

为了探究自噬在狂犬病病毒感染中发挥了何种功能。首先需要知道狂犬病

病毒感染细胞后是否有自噬现象的出现。通过免疫印迹（western blotting，WB）

来检测被 RABV（选择 CVS-B2c 毒株，以下统称为 RABV）感染的小鼠神经母

细胞瘤细胞 N2a 中的内源性 LC3-II 的蛋白水平。LC3 蛋白有两种存在形式，

LC3-I 和 LC3-II，自噬发生时 LC3-I 会被切割加工转变成 LC3-II，因此 LC3-II

蛋白的量可以用来衡量细胞的自噬水平。LC3-II 和内参蛋白的量的比较则是鉴

定自噬水平的经典指标之一。WB 结果显示以 0.01 感染复数（Multiplicity of 

infection，MOI）的 RABV 病毒剂量感染的 N2a 细胞在感染后 24 小时开始出现

较为显著的 LC3-II 蛋白水平的增强，且感染后 36 小时仍保持着该表型，LC3-

II/GAPDH 比值则随着时间增长而升高（图 3-1），这暗示着 RABV 感染增强了

细胞的自噬水平。 

 

图 3-1 RABV 感染 N2a 细胞后对 LC3 水平的影响（n=3） 
Fig. 3-1 Effect of RABV infection of N2a cells on LC3 levels (n=3) 

3.2 狂犬病病毒的感染引起 GFP-LC3 点状聚集 

为了更直观的确定狂犬病病毒感染对自噬的影响，将 GFP-LC3 真核表达质

粒转染进细胞中，表达的 GFP-LC3 在自噬发生时被招募到自噬体膜上会发生点

状聚集，这一现象可被荧光显微镜观察到，对拍摄到的荧光图片中点状聚集的

计数可以部分反映出细胞自噬水平的强弱。对转染了 GFP-LC3 质粒的 N2a 细

胞进行 MOI=0.01 的 RABV 的感染，并使用激光共聚焦显微镜对染毒 36 小时的

活细胞进行了观察并照相，然后将得到的多层共聚焦图片进行了 3D 重构，最
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终得到的 3D 图片如图 3-2 所示，RABV 感染组的细胞中呈现大量的 GFP-LC3

点状聚集，这说明在 RABV 感染下，细胞自噬小体累积数量上升。 

 

图 3-2 RABV 感染 N2a 细胞后对 GFP-LC3 的影响（标尺=10 μm，n=50） 
Fig. 3-2 Effect of RABV infection of N2a cells on GFP-LC3 (Scale bar=10 μm, n=50)  

3.3 狂犬病病毒的感染引起内源性 LC3 的点状聚集 

同时，对 MOI=0.01 的 RABV 感染 36 小时后的 N2a 细胞中的内源性 LC3

和 RABV 的 N 蛋白进行成像，并对多层的共聚焦图片进行 3D 重构。最终得到

的 3D 图片如图 3-3 所示， RABV 感染的 N2a 细胞中呈现大量内源性 LC3 的块

状聚集，而未感染（Mock 组）细胞中的内源性 LC3 呈散点状分布。这一结果

说明 RABV 的感染可以诱发细胞自噬小体的累积。 

 

图 3-3 RABV 感染 N2a 细胞后对内源性 LC3 的影响（标尺=10 μm，n=50） 
Fig. 3-3 Effect of RABV infection of N2a cells on endogenous LC3 (Scale bar=10 μm, n=50) 

3.4 狂犬病病毒的感染引起自噬小体的累积 

接下来，对 MOI=0.01 的 RABV 感染 36 小时后的 N2a 细胞使用透射电子

显微镜（Transmission electron microscope，TEM）进行观察，拍摄得到的图片

如图 3-4 所示，白色箭头指示 RABV 病毒粒子，白框指示进一步放大的区域。
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RABV 感染的 N2a 细胞中呈现出大量单层膜或者双层膜的自噬小体结构。该结

果同样暗示着 RABV 的感染可以诱发细胞自噬小体的累积。 

 
图 3-4 RABV 感染 N2a 细胞后对细胞内自噬小体的影响（标尺=1 μm，n=10） 

Fig. 3-4 Effect of RABV infection of N2a cells on cellular autophagosomes (Scale bar=1 μm, 
n=10) 

3.5 狂犬病病毒的复制受到细胞自噬水平的调控 

为了研究自噬对于 RABV 复制周期的影响，我们使用透射电子显微镜观察

了在自噬抑制剂 3-MA 处理下感染 RABV 的 N2a 细胞。结果如图 3-5 所示，白

色箭头指示 RABV 病毒粒子，白框指示进一步放大的区域。自噬抑制剂 3-MA

处理下的 RABV 大部分聚集在细胞质中，而空白处理组中大多数病毒颗粒集中

在细胞膜外。该结果说明狂犬病病毒的复制确实受到细胞自噬水平的调控，且

暗示着 RABV 的出芽可能受到细胞自噬过程的影响。 

 

图 3-5 细胞自噬水平对于 RABV 分布的影响（标尺=1 μm） 
Fig. 3-5 Effect of cellular autophagy levels on RABV distribution (Scale bar=1 μm) 
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3.6 狂犬病病毒的 M 蛋白和 P 蛋白均可以引起自噬 

接下来为了确认引起细胞自噬的是 RABV 的哪一个结构蛋白，将 RABV 的

4 个结构蛋白：N，P，M 和 G 构建进真核表达质粒载体 pCAGGS 中并分别将

这些病毒蛋白表达质粒转染进 N2a 细胞中。WB 结果如图 3-6 A 所示，显示出 P

蛋白和 M 蛋白的过表达均可以显著增加细胞内 LC3-II 的水平并使得 LC3-

II/GAPDH 的比值上升。进一步我们分别将这些病毒蛋白表达质粒和 GFP-LC3

表达质粒共转染进 N2a 细胞并使用激光共聚焦显微镜进行观察，得到的图片如

图 3-6 B 所示， P 蛋白和 M 蛋白的过表达均可以引起 GFP-LC3 的点状聚集，且

M 蛋白过表达引起 GFP-LC3 点状聚集的现象更为明显。另外我们发现 GFP-

LC3 的点状聚集和 M 蛋白存在着共定位现象，而该现象并未在 P 蛋白过表达组

中出现。该结果暗示着 M 蛋白可能直接参与了细胞自噬的发生。 

 

图 3-6 RABV 各结构蛋白对自噬的影响 
Fig. 3-6 Effect of RABV structural proteins on autophagy 
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A：RABV 各结构蛋白对细胞内源性 LC3 水平的影响（n=3） 

A: Effect of each structural protein of RABV on the level of endogenous LC3 in cells (n=3) 

B：RABV 各结构蛋白对 GFP-LC3 的影响（标尺=5 μm，n=50） 

B: Effect of each structural protein of RABV on GFP-LC3 (Sacle bar=5 μm, n=50) 

3.7 M 蛋白引起细胞中自噬小体的累积 

接下来，对转染了 pCAGGS-RABV-M 的 N2a 细胞使用透射电子显微镜进

行观察，拍摄得到的图片如图 3-7 所示， 过表达 M 蛋白组的 N2a 细胞中呈现出

大量单层膜或者双层膜的自噬小体结构。该结果暗示着 RABV 的 M 蛋白可以

引起细胞自噬小体的累积。 

 

图 3-7 RABV 的 M 蛋白对于细胞自噬小体的影响（标尺=1 μm，n=10） 
Fig. 3-7 Effects of RABV-M protein on cellular autophagosomes (Scale bar=1 μm, n=10) 

3.8 M 蛋白可以在 SK-N-SH 细胞中引起自噬 

由于 RABV 的 P 蛋白引起自噬发生的机制已经被探索过(Liu et al. 2017)，

且 M 蛋白存在和 GFP-LC3 共定位的现象，因此选择了 M 蛋白进行进一步研究。

同时为了防止细胞特异性影响，使用人类神经母细胞瘤细胞 SK-N-SH 并检测了

其在 M 蛋白过表达或在雷帕霉素（Rapamycin）这一经典的自噬刺激物处理下

（1 μM，24 h）的自噬水平的变化。WB 结果如图 3-8 A 所示，M 蛋白过表达

或者 Rapamycin 刺激的 SK-N-SH 细胞的 LC3-II 蛋白水平及 LC3-II/GAPDH 比

值显著增加。进一步我们将 M 蛋白表达质粒和 GFP-LC3 表达质粒共转染进

SK-N-SH 细胞并使用激光共聚焦显微镜进行观察，得到的图片如图 3-8 B 所示，

M 蛋白的过表达可以引起 GFP-LC3 的点状聚集，作为阳性对照的 Rapamycin 处

理组同样呈现出大量 GFP-LC3 点状聚集现象，且 M 蛋白过表达组的图片显示
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GFP-LC3 的点状聚集和 M 蛋白存在着共定位现象，和在 N2a 细胞中观察到的

现象一致（图 3-6 B）。综合上述结果我们可以得出 RABV 的 M 蛋白的单独过

表达可以引起细胞的自噬发生。 

 

图 3-8 RABV 的 M 蛋白对 SK-N-SH 细胞的自噬的影响 
Fig. 3-8 Effect of the M protein of RABV on autophagy in SK-N-SH cells 

A：M 蛋白对 SK-N-SH 细胞内源性 LC3 水平的影响（n=3） 

A: Effect of M protein on endogenous LC3 levels in SK-N-SH cells (n=3) 

B：M 蛋白对 SK-N-SH 细胞中 GFP-LC3 的影响（标尺=10 μm，n=50） 

B: Effect of M protein on GFP-LC3 in SK-N-SH cells (Sacle bar=10 μm, n=50) 

3.9 M 蛋白与 LC3 存在互作且互作水平与 M 蛋白的泛素化相关 

共聚焦显微镜观察到 GFP-LC3 的点状聚集和 M 蛋白存在共定位现象，这

暗示着 M 蛋白可能和自噬小体上的蛋白存在互作。于是在 N2a 细胞中进行了

GFP-LC3 和 M-FLAG 的过表达，并用免疫共沉淀实验证明了 GFP-LC3 与 M-

FLAG 存在相互作用（图 3-9 A）。考虑到泛素化修饰在自噬发生中发挥的重要

作用，且已有研究确认狂犬病病毒的 M 蛋白的第 60 位氨基酸可以被泛素化修

饰(Cai et al. 2020)，接下来我们探究了 M 蛋白的泛素化修饰是否影响到 LC3 和

M 的互作。为了排除可能存在的 GFP 对互作的影响，我们构建了 HA-LC3 的表

达质粒并用于接下来一系列的免疫共沉淀实验中。首先使用了 E1 泛素酶抑制
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剂：PYZD-4409 去处理转染了 HA-LC3 表达质粒和 M-FLAG 表达质粒的 N2a

细胞，免疫共沉淀结果显示在泛素激活酶 E1 被抑制时，HA-LC3 与 M-FLAG

的互作水平下降但未完全消失（图 3-9 B）。 

接着构建了 M 蛋白第 60 位赖氨酸突变成精氨酸的表达质粒 M-K60R-

FLAG 并确认了 M 蛋白第 60 位氨基酸突变后会导致 M 蛋白被泛素化水平的显

著降低（图 3-9 C），这说明 M 蛋白的第 60 位氨基酸确实可被泛素化修饰。接

着我们将 M-K60R-FLAG 和 HA-LC3 共表达在 N2a 细胞中，免疫共沉淀结果显

示 M-K60R-FLAG 与 HA-LC3 的互作水平下降但未完全消失（图 3-9 D），这

与我们使用 E1 泛素酶抑制剂得到的结果相一致。上述结果说明 M 蛋白的泛素

化水平影响到了 M 蛋白与 LC3 的互作。 

 

图 3-9 M 蛋白及不被泛素化的 M 蛋白与 LC3 的互作 
Fig. 3-9 Interaction of M protein and M protein that are not ubiquitinated with LC3 

A：M 蛋白与 GFP-LC3 的互作 

A: Interaction of M protein with GFP-LC3 

B：PYZD-4409 处理下 M 蛋白与 HA-LC3 的互作水平 

B: Interaction levels of M protein and HA-LC3 under PYZD-4409 treatment 

C：M-K60R 突变体的泛素化水平 

C: Levels of ubiquitination in the M-K60R mutant 

D：M-K60R 蛋白与 HA-LC3 的互作水平 

D: Interaction levels of M-K60R protein and HA-LC3 
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3.10 无法被泛素化的突变 M 蛋白引起自噬的水平降低 

上述研究结果发现 LC3 与 M-K60R 的互作水平相较于野生型 M 来说发生

了明显的下降（图 3-9 D）。为了探究 M 和 LC3 的互作对自噬发生的影响，进

而检测并比较了 M-K60R 和 M 的表达对自噬的影响。如图 3-10 A 所示，WB 结

果显示表达 M 蛋白或 M-K60R 蛋白的 N2a 细胞的 LC3-II 蛋白水平及 LC3-

II/GAPDH 比值均比空白对照组显著上升，且野生型 M 蛋白上调 LC3-II 的水平

及 LC3-II/GAPDH 比值高于 M-K60R 蛋白。接着将 M 和 M-K60R 蛋白表达质粒

与 GFP-LC3 表达质粒共转染进 N2a 细胞并使用激光共聚焦显微镜进行观察，

如图 3-10 B 所示， M 蛋白的过表达可以引起 GFP-LC3 的点状聚集，而 M-

K60R 引起的 GFP-LC3 的点状聚集现象显著弱于野生型 M，同时我们可以观察

到 M 与 LC3 存在明显的共定位现象而 M-K60R 不存在该现象。以上结果说明

在 N2a 细胞中，M-K60R 引起细胞自噬发生的能力相较于 M 来说发生了显著的

下降。 

为了防止细胞特异性影响，接着使用 SK-N-SH 细胞并检测了其在 M 蛋白

或 M-K60R 蛋白过表达下的自噬水平的变化。如图 3-10 C 所示，WB 结果显示

表达 M 蛋白或 M-K60R 蛋白的 SK-N-SH 细胞的 LC3-II 蛋白水平及 LC3-

II/GAPDH 比值均比空白对照组显著上升，且野生型 M 蛋白上调 LC3-II 的水平

及 LC3-II/GAPDH 比值高于 M-K60R 蛋白。进一步我们将 M 和 M-K60R 蛋白表

达质粒与 GFP-LC3 表达质粒共转染进 SK-N-SH 细胞并使用激光共聚焦显微镜

进行观察，如图 3-10 D 所示， M 蛋白的过表达可以引起 GFP-LC3 的点状聚集，

而 M-K60R 引起的 GFP-LC3 的点状聚集现象显著弱于野生型 M。综合以上结

果我们可以得出 M-K60R 引起细胞自噬发生的能力相较于 M 来说发生了减弱，

该现象与 M-K60R 与 LC3 的互作水平的降低相关。 
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图 3-10 M 蛋白及 M-K60R 突变体蛋白引起的自噬水平 
Fig. 3-10 Levels of autophagy induced by M protein and M-K60R protein 

A：N2a 细胞中 M 蛋白及 M-K60R 突变体蛋白引起的自噬水平（n=3） 

A: Levels of autophagy induced by M protein and M-K60R protein in N2a cells (n=3) 

B：N2a 细胞中 M 蛋白及 M-K60R 突变体蛋白对 GFP-LC3 的影响（标尺=5 μm，n=50） 

B: Effect of M protein and M-K60R protein on GFP-LC3 in N2a cells (Scale bar=5 μm, n=50) 

C：SK-N-SH 细胞中 M 蛋白及 M-K60R 突变体蛋白引起的自噬水平（n=3） 

C: Levels of autophagy induced by M protein and M-K60R protein in SK-N-SH cells (n=3) 

D：SK-N-SH 细胞中 M 蛋白及 M-K60R 突变体蛋白对 GFP-LC3 的影响（标尺=10 μm，n=50） 

D: Effect of M protein and M-K60R protein on GFP-LC3 in SK-N-SH cells (Scale bar=10 μm, n=50) 
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3.11 Nedd4 与 M 蛋白直接互作并可以泛素化 M 蛋白 

考虑到 M 蛋白的泛素化修饰也影响到 M 蛋白所引起的自噬水平。接下来

我们想探究是哪个蛋白发挥了泛素化 M 蛋白的作用。已经有报道指出 RABV-

M 的 PPxY 结构域可以和含有 WW 结构域的酵母中的 Nedd4 蛋白互作(Harty et 

al. 2001)。为了探究 Nedd4 是否可以泛素化 M 蛋白。首先将 N 端带有 HA-tag

的 Nedd4 构建进真核表达载体 pCAGGS 中，然后将 HA-Nedd4 质粒转染进 N2a

细胞，细胞裂解液与原核表达并纯化的 GST 及 GST-M 进行混合孵育，原核

GST pull-down 的结果显示 GST-M 与 Nedd4 直接互作（图 3-11 A）。 

接着我们将 M 蛋白的 PPxY 结构域突变为 APxY 并构建进真核表达载体，

命名为 M-APxY-FLAG，PPxY 结构域中的第一位脯氨酸突变为丙氨酸已被证明

可以破坏掉 PPxY 结构域和 WW 结构域的互作(Harty et al. 1999)。在 N2a 中进

行了 HA-Nedd4 和 M-FLAG，M-K60R-FLAG，M-APxY-FLAG 的过表达并使用

免疫共沉淀确认了 M-APxY-FLAG 不再与 Nedd4 互作（图 3-11 B）。同时，在

N2a 中进行了 HA-Nedd4 和 M-FLAG，M-K60R-FLAG，M-APxY-FLAG 的过表

达并使用 Nedd4 多抗定位了 N2a 细胞的内源性 Nedd4，然后在激光共聚焦显微

镜下观察，结果显示 M-FLAG 和 M-K60R-FLAG 与内源性 Nedd4 存在明显的共

定位现象，而 M-APxY-FLAG 组中则没有发现该现象（图 3-11 C）。    

为了确认 Nedd4 是否发挥了泛素化 M 蛋白的作用，使用合成的 siRNA 对

N2a 细胞中的 Nedd4 进行了敲低，在使用荧光定量 PCR（qPCR）和 WB 实验

确定了针对 Nedd4 的 siRNA 的有效性后，选择了第 2 号 RNAi 引物对（No. 2）

进行后续的实验（图 3-11 D）。在敲低 Nedd4 的 N2a 中检测了 M 蛋白的泛素

化水平，免疫共沉淀结果显示 M 蛋白的泛素化水平在 Nedd4 敲低的情况下发生

的明显的下降（图 3-11 E）。这些结果暗示着 Nedd4 与 M 蛋白的 PPxY 结构域

存在相互作用且 N2a 细胞中的 Nedd4 具备泛素化 M 蛋白的功能。 
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图 3-11 Nedd4 与 M 蛋白的互作及 Nedd4 对 M 蛋白的泛素化修饰 
Fig. 3-11 Interaction of Nedd4 with M protein and ubiquitination modification of M 

protein by Nedd4 
A：大肠杆菌表达并纯化的 GST 及 GST-M 与 HA-Nedd4 的互作 

A: Interaction of GST and GST-M expressed and purified by Escherichia coli with HA-Nedd4 

B：M 野生型，M-APxY 突变体，M-K60R 突变体与 HA-Nedd4 的互作水平 

B: Interaction levels of M wild type, M-APxY mutant, M-K60R mutant and HA-Nedd4 

C：M 野生型，M-APxY 突变体，M-K60R 突变体与内源性 Nedd4 的共定位（标尺=5 μm，n=30） 

C: Co-localization levels of M wild type, M-APxY mutant, M-K60R mutant and endogenous Nedd4 (Scale 

bar=5 μm, n=30) 

D：针对 Nedd4 的 siRNAs 的作用效率（n=3） 

D: Efficiency of siRNAs targeting Nedd4 (n=3) 

E：Nedd4 敲低下 M 蛋白的泛素化水平 

E: Ubiquitination levels of M protein under Nedd4 knockdown  
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3.12 Nedd4 调控 M 蛋白或狂犬病病毒感染引起的自噬 

接着探究了 Nedd4 对 M 蛋白及 RABV 感染所引起的细胞自噬的影响。在

Nedd4 敲低的情况下，WB 结果显示 M 蛋白不再可以引起 LC3-II 蛋白水平上升

（图 3-12 A）。在 Nedd4 敲低的情况下对 N2a 进行了 MOI=0.01 的 RABV 的感

染并在感染后 24 小时收蛋白样，WB 结果显示在 Nedd4 敲低情况下，RABV 的

感染不再使得 LC3-II 蛋白水平上升（图 3-12 B）。这些高度一致的结果暗示着

Nedd4 蛋白在 M 蛋白及 RABV 感染过程中所引起的细胞自噬中发挥着关键作用。 

 

图 3-12 Nedd4 敲低对 M 蛋白或 RABV 感染所引起的自噬的影响 
Fig. 3-12 Effect of Nedd4 knockdown on autophagy induced by M protein or RABV 

infection 
A：Nedd4 敲低对 M 蛋白引起的自噬水平的影响（n=3） 

A: Effect of Nedd4 knockdown on the level of M protein-induced autophagy (n=3) 

B：Nedd4 敲低对 RABV 感染引起的自噬水平的影响（n=3） 

B: Effect of Nedd4 knockdown on the level of autophagy induced by RABV infection (n=3)  
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3.13 不与 Nedd4 互作的 M 突变蛋白无法引起自噬 

由于 M-APxY 丧失了与 Nedd4 的相互作用，接下来对 M-APxY 在细胞自噬

发生上的影响进行了一系列实验。首先在 N2a 细胞中进行了 HA-LC3 和 M-

FLAG 及其突变体的过表达，使用免疫共沉淀检测 M-FLAG 及其突变体与 HA-

LC3 互作的水平（图 3-13 A），结果显示野生型 M 与 LC3 的互作最强，M-

K60R 与 LC3 的互作减弱，而 M-APxY 与 LC3 的互作基本消失。接着在 N2a细

胞中进行了 M-FLAG 及 M-APxY-FLAG 的过表达并检测了它们对自噬的影响。

WB 结果显示表达 M 蛋白的 N2a 细胞的 LC3-II蛋白水平及 LC3-II/GAPDH 比值

相比于空白对照组显著上升，且 M-APxY 蛋白无法上调 LC3-II 的水平，其

LC3-II/GAPDH 比值与空白对照组一致（图 3-13 B）。 

同时，为了防止细胞特异性影响，我们也在 SK-N-SH 细胞中进行了 M-

FLAG 及 M-APxY-FLAG 的过表达并检测了它们对自噬的影响。WB 结果显示

表达 M 蛋白的 SK-N-SH 细胞的 LC3-II 蛋白水平及 LC3-II/GAPDH 比值相比于

空白对照组显著上升，且 M-APxY 蛋白无法上调 LC3-II 的水平，其 LC3-

II/GAPDH 比值与空白对照组一致（图 3-13 C）。接着将 M 和 M-APxY 蛋白表

达质粒与 GFP-LC3 表达质粒共转染进 SK-N-SH 细胞，然后使用激光共聚焦显

微镜进行观察，图片结果显示 M 蛋白的过表达可以引起 GFP-LC3 的点状聚集，

而 M-APxY 不引起 GFP-LC3 的点状聚集现象（图 3-13 D）。上述结果说明 M-

APxY 无法与 LC3 互作，无法引起细胞自噬。 
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图 3-13 不与 Nedd4 互作的 M-APxY 突变体对自噬的影响 
Fig. 3-13 Effect of M-APxY mutants that do not interact with Nedd4 on autophagy 

A：M 野生型，M-APxY 突变体，M-K60R 突变体与 HA-LC3 的互作水平（n=3） 

A: Interaction levels of M wild type, M-APxY mutant, M-K60R mutant and HA-LC3 (n=3) 

B：N2a 细胞中 M-APxY 突变体引起的自噬水平（n=3） 

B Levels of autophagy induced by M-APxY mutant in N2a cells (n=3) 

C：SK-N-SH 细胞中 M-APxY突变体引起的自噬水平（n=3） 

C: Levels of autophagy induced by M-APxY mutants in SK-N-SH cells (n=3) 

D：SK-N-SH 细胞中 M-APxY突变体对 GFP-LC3 的影响（标尺=10 μm，n=50） 

D: Effect of M-APxY mutant on GFP-LC3 in SK-N-SH cells (Scale bar=10 μm, n=50) 
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3.14 Nedd4 调控 M 与 LC3 的互作 

上述研究结果表明 M 和 M-K60R 均可以引起自噬的发生，且 M-K60R 引起

的自噬水平弱于野生型 M，而 M-APxY 则无法引起自噬发生。这与免疫共沉淀

结果相一致，即 M-K60R 和 LC3 的互作弱于野生型 M 和 LC3，而 M-APxY 则

不再与 LC3 互作。由于 Nedd4 在 M 所引起的细胞自噬上发挥关键作用，且

Nedd4 不与 M-APxY 互作而保留了与野生型 M 和 M-K60R 互作的能力。这些结

果让我们推测 Nedd4 可能介导了 M 蛋白和 LC3 的互作并引起自噬发生。于是

我们在 Nedd4 敲低情况下检测了 M-FLAG 和 HA-LC3 的互作水平。如图 3-14

所示，免疫共沉淀结果显示在 Nedd4 敲低后 M-FLAG 无法和 HA-LC3 互作。这

暗示着 Nedd4 直接参与了 M 和 LC3 的互作，由于已经证明 M 和 LC3 的互作是

间接的，所以 Nedd4 可能承担着 M 和 LC3 互作中的桥梁作用。 

 

图 3-14 Nedd4 敲低对 M 蛋白与 HA-LC3 的互作的影响 
Fig. 3-14 Effect of Nedd4 knockdown on the interaction of M protein with HA-LC3 

3.15 Nedd4 在 M 蛋白存在时结合内源性 LC3 的能力增强 

已有报道证明人源 Nedd4 本体具有可工作的 LC3 结合结构域（LC3-

interacting region，LIR）。为了确认针对 M 蛋白研究中的鼠源 Nedd4 是否也发

挥着结合 LC3 的作用。首先将 HA-Nedd4 表达质粒转染进 N2a 细胞中并测试了

其在 M-FLAG 表达或不表达情况下结合内源性 LC3 的水平。如图 3-15 所示，

免疫共沉淀的结果显示 HA-Nedd4 本体可以结合部分的内源性 LC3，且在 M-

FLAG 存在时，HA-Nedd4 结合内源性 LC3 的能力得到了明显的提升。这暗示

着 Nedd4 在 M-FLAG 存在情况下可以结合更多的 LC3。 
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图 3-15 M 蛋白对 Nedd4 结合内源性 LC3 的影响 
Fig. 3-15 Effect of M protein on Nedd4 binding to endogenous LC3  

3.16 鼠源 Nedd4 的第 2 个 LIR 基序可以结合内源性 LC3 

人源和鼠源的 Nedd4 的预测 LIR 及其周围的氨基酸序列高度一致（图 3-16 

A）。且已有报道证明人源 Nedd4 的第 2 号 LIR（LIR-2）具有结合 LC3 的功能

(Qiu et al. 2017)。为了确认鼠源 Nedd4 中发挥 LIR 功能的区域，将预测出的各

个 LIR 基序的第一位色氨酸突变成丙氨酸使其失去结合 LC3 的能力，并将其 N

端加上 HA-tag 并构建进真核表达载体 pCAGGS 中（HA-Nedd4-LIRm-1, HA-

Nedd4-LIRm-2, HA-Nedd4-LIRm-3, HA-Nedd4-LIRm-4）。接着将这些 Nedd4 突

变体质粒和野生型 Nedd4 质粒（HA-Nedd4-WT）转染进 N2a 细胞并测试了这

些 Nedd4 突变体结合内源性 LC3 的能力，如图 3-16 B 所示，免疫共沉淀结果

显示仅有 HA-Nedd4-LIRm-2 失去和内源性 LC3 互作的能力，这说明鼠源

Nedd4 的第 2 个 LIR 基序有着结合 LC3 的作用，这与人源 Nedd4 的第 2 个 LIR

基序可结合 LC3 的报道相一致(Qiu et al. 2017)。 
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图 3-16 鼠源 Nedd4 的各个 LIR 基序与 LC3 的结合能力 

Fig. 3-16 Binding ability of individual LIR motifs of murine-derived Nedd4 to LC3  
A：人源 Nedd4 和鼠源 Nedd4 的氨基酸序列比对 

A: Amino acid sequence comparison of human Nedd4 and mouse Nedd4 

B：鼠源 Nedd4 的各个 LIR 突变体结合内源性 LC3 的水平 

B: Interaction levels between individual LIR mutants of mouse Nedd4 and endogenous LC3 

3.17 鼠源 Nedd4 的第 2、3 个 LIR 基序均可以在 M 蛋白的存在下结

合 LC3  

已有结果表明鼠源 Nedd4 可以在 M-FLAG 存在情况下结合更多的 LC3（图

3-15），这说明可能在 M 存在情况下有别的 LIR 基序参与结合 LC3。为了探究

是否有别的 LIR 基序参与到 Nedd4 和 LC3 的互作之中，首先在 M-FLAG 表达

的 N2a 细胞中检测了 HA-Nedd4 及其 4 个 LIR 基序突变体结合内源性 LC3 的水

平，如图 3-17 A 所示，免疫共沉淀结果显示 HA-Nedd4-LIRm-2 和 HA-Nedd4-

LIRm-3 结合 LC3 的能力相较于 HA-Nedd4 野生型，HA-Nedd4-LIRm-1，和

HA-Nedd4-LIRm-4 均有削弱。这暗示着鼠源 Nedd4 的第 2，3 号 LIR 基序都参

与了 M 表达情况下与 LC3 的互作。接着在 M-K60R-FLAG 或 M-APxY-FLAG

表达的 N2a 细胞中检测了 HA-Nedd4 及其 4 个 LIR 基序突变体结合内源性 LC3
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的水平，如图 3-17 B 和 3-17 C 所示，免疫共沉淀结果显示仅有 HA-Nedd4-

LIRm-2 与 LC3 互作的能力得到了削弱，这说明在无法被泛素化的 M 存在的情

况下，鼠源 Nedd4 的 2 号 LIR 基序承担着和 LC3 互作的功能。以上结果暗示着

只有野生型 M 存在时，才可以使 Nedd4 的第 2，3 号 LIR 基序发挥功能，使得

Nedd4 结合 LC3 的能力增强。 

 

图 3-17 M 及其突变体存在下对各个 Nedd4 的 LIR 基序结合 LC3 的影响 
Fig. 3-17 Effect of M and its mutants on LIR motif-binding LC3 of Nedd4 

A：M 野生型存在下对各个 Nedd4 的 LIR 基序结合 LC3 的影响 

A: Effect of M wild type on LIR motif-binding LC3 of Nedd4 

B：M-K60R 突变体存在下对各个 Nedd4 的 LIR 基序结合 LC3 的影响 

B: Effect of M-K60R mutant on LIR motif-binding LC3 of Nedd4 

C：M-APxY 突变体存在下对各个 Nedd4 的 LIR 基序结合 LC3 的影响 

C: Effect of M-APxY mutant on LIR motif-binding LC3 of Nedd4 

3.18 LIR 基序突变的 Nedd4 介导 M 引起自噬的能力减弱 

接着继续探究了这些 Nedd4 的 LIR 基序突变体对于 M 所引起的细胞自噬

的影响，首先在 N2a 细胞的本体 Nedd4 敲低的前提下分别进行了各个 LIR 基序

突变体的 Nedd4 的回补，再检测 M-FLAG 所引起的细胞自噬的水平的变化。如

图 3-18 所示，WB 结果显示 HA-Nedd4-LIRm-2 的回补和 HA-Nedd4-LIRm-3 回
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补均使得 M 引起 LC3-II 表达量上升的能力明显削弱，且 LC3-II/GAPDH 的比

值也显著降低。这些结果说明 Nedd4 的第 2，3 号 LIR 基序参与了 M 蛋白引起

的细胞自噬发生。综合以上结果我们可以推测出 Nedd4 在野生型 M 存在时会暴

露出一个新的 LIR 基序来结合 LC3，即 Nedd4 的第 2，3 号 LIR 基序均参与结

合 LC3，最终使得细胞自噬水平上升。 

 

图 3-18 LIR 基序突变的 Nedd4 对 M 蛋白引起的自噬的影响（n=3） 
Fig. 3-18 Effect of LIR motif mutations in Nedd4 on M protein-induced autophagy (n=3) 

3.19 M 蛋白及狂犬病病毒感染引起的自噬均为不完全自噬 

在阐明 M 蛋白可以通过和 Nedd4 互作来引起细胞自噬发生这一机制后，我

们继续探究 M 蛋白所引起的细胞自噬最终走向的是完全自噬还是不完全自噬。

首先使用溶酶体追踪试剂 LysoTracker Red 标记活细胞中的溶酶体，并用共聚焦

显微镜观察表达 M-FLAG 和 GFP-LC3 的 N2a 细胞，图片结果显示完全自噬刺

激剂：Rapamycin 处理的 N2a 细胞中的 GFP-LC3 的点状聚集和 LysoTracker Red

存在明显的共定位，而表达 M-FLAG 组的 N2a 细胞中的 GFP-LC3 的点状聚集

则不与 LysoTracker Red 共定位（图 3-19 A）。同时使用共聚焦显微镜观察

RABV 感染后的表达 GFP-LC3 的 N2a 细胞，结果发现 RABV 感染组的 N2a 细

胞中的 GFP-LC3 的点状聚集不与 LysoTracker Red 共定位（图 3-19 B）。更进

一步的，在 M-FLAG 过表达的 N2a 细胞上使用 Rapamycin 进行刺激，再在共聚

焦显微镜下观察 GFP-LC3 的点状聚集和溶酶体的共定位水平的变化。如图 3-19 

C 所示， M-FLAG 组的 Rapamycin 刺激下的 GFP-LC3 的点状聚集和溶酶体的

共定位水平明显弱于空白对照组。上述结果暗示着 M 的表达和 RABV 感染所

引起的细胞自噬是不完全自噬，因为产生的自噬小体不会与溶酶体融合。 
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图 3-19 M 蛋白及 RABV 感染引起的 GFP-LC3 点状聚集和溶酶体的共定位关系 
Fig. 3-19 Co-localization of GFP-LC3 punctate aggregation and lysosomes induced by M 

protein and RABV infection 
A：M 蛋白表达或 Rapamycin 刺激下的 GFP-LC3 点状聚集和溶酶体的共定位（标尺=10 μm，n=50） 

A: Co-localization of GFP-LC3 punctate aggregation and lysosomes in the presence of M protein or Rapamycin 

stimulation (Scale bar=10 μm, n=50) 

B：RABV 感染下的 GFP-LC3 点状聚集和溶酶体的共定位（标尺=10 μm，n=50） 

B: Co-localization of GFP-LC3 punctate aggregation and lysosomes under RABV infection (Scale bar=10 μm, 

n=50) 

C：Rapamycin 刺激下的 M 蛋白引起的 GFP-LC3 点状聚集和溶酶体的共定位（标尺=5 μm，n=50） 

C: Co-localization of GFP-LC3 punctate aggregation and lysosomes induced by M protein under the treatment of 

Rapamycin (Scale bar=5 μm, n=50) 



狂犬病病毒基质蛋白挟持自噬小体帮助病毒出芽的机制研究 

  57 

3.20 M 蛋白刺激产生的自噬体不会被溶酶体降解 

接下来，分别使用溶酶体酸化抑制剂氯喹（Chloroquine，CQ；2 μM 处理

24 h）和溶酶体自噬小体结合抑制剂巴佛洛霉素 A1（Bafilomycin A1，Baf-A1；

10 nM 处理 24 h）来处理过表达 M 的 N2a 细胞，WB 结果如图 3-20 A 和 3-20 B

所示，CQ 处理组或 Baf-A1 处理组的 M 过表达的细胞的 LC3-II 的水平和空白

处理组的 M 过表达的细胞的 LC3-II 的水平相一致，这暗示着 M 的表达可以阻

止自噬小体被溶酶体降解。 

 

图 3-20 CQ 处理或 Baf-A1 处理下 M 蛋白引起的自噬的变化 
Fig. 3-20 Changes in autophagy induced by M protein under CQ or Baf-A1 treatment 

A：CQ 处理下 M 蛋白引起的自噬的变化（n=3） 

A: Changes in autophagy induced by M protein under CQ treatment (n=3) 

B：Baf-A1 处理下 RABV 感染引起的自噬的变化（n=3） 

B: Changes in autophagy induced by RABV infection under Baf-A1 treatment (n=3) 

3.21 M 蛋白引起的细胞自噬流不完整 

正常情况下 SQSTM1（p62）与 LC3 结合并在自噬溶酶体中被降解。对转

染 M-FLAG 质粒不同时间的 N2a 细胞中的 p62 和 LC3 蛋白水平进行了分析，

如图 3-21，WB 结果显示随着转染时间的增加，M-FLAG 蛋白的表达量逐渐增

加，LC3-II 蛋白的水平也逐渐增加，这说明细胞自噬水平在随着 M-FLAG 的表
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达逐渐上升，但是 p62 蛋白的水平随着转染时间的增加基本没有变化，这暗示

着 M 蛋白引起的细胞自噬流不完整，说明 M 蛋白可能阻止了自噬小体被降解。 

 

图 3-21 M 蛋白引起的 p62 蛋白水平的变化（n=3） 
Fig. 3-21 Changes in p62 protein levels induced by M protein (n=3) 

3.22 M 蛋白阻止自噬小体与溶酶体的融合 

为了进一步确认 M 蛋白阻止了自噬小体与溶酶体的融合，我们使用了一个

串联的自噬报告质粒 mCherry-GFP-LC3 来进行实验。该串联自噬报告质粒的

GFP 蛋白在酸性 pH 环境下会被降解，而 mCherry 蛋白由于对酸性 pH 环境不敏

感则不会降解。因此，当自噬小体与溶酶体融合后，GFP 的绿色荧光强度将会

极大的降低，而 mCherry 的红色荧光强度则不会发生改变，这会导致两者

merge 出的黄色荧光强度的降低。而当自噬小体不与溶酶体融合时，GFP 的绿

色荧光强度不会降低，其会与 mCherry 的红色荧光 merge 成大量的黄色荧光信

号。我们对共转染 mCherry-GFP-LC3 和 M-FLAG 质粒的 N2a 细胞进行了共聚

焦显微镜的检测。如图 3-22 所示，在 M-FLAG 表达的细胞中，有黄色荧光信

号的存在，表明自噬小体没有与溶酶体融合。而在空白对照组的细胞中，绿色

荧光信号被极大程度的削弱，黄色荧光信号极少，但仍可检测到大量红色荧光

信号。上述结果表明 M 蛋白确实可以阻止自噬小体与溶酶体的融合。 
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图 3-22 M 蛋白引起的 mCherry-LC3 与 GFP-LC3 的共定位（标尺=5 μm，n=50） 
Fig. 3-22 M protein-induced co-localization of mCherry-LC3 with GFP-LC3 (Scale bar=5 

μm, n=50) 

3.23 M 蛋白与 Myo1c 存在互作 

在确认 M 蛋白可以阻碍自噬小体和溶酶体的融合后，我们接着探究了 M

蛋白阻碍自噬小体和溶酶体融合的具体机制。首先以 M-FLAG 为诱饵蛋白去钓

取 N2a 细胞中与 M-FLAG 互作的蛋白，然后使用质谱对这些蛋白进行鉴定。我

们发现了 N2a 细胞中的 Myo1c 这一蛋白可以与 M 蛋白相互作用（图 3-23 A）。

Myo1c 是一种基于肌动蛋白的慢速单体运动蛋白，其可将富含磷脂的膜货物与

肌动蛋白细胞骨架连接起来。为了确认 Myo1c 与 M 蛋白的相互作用，在 N2a

细胞中过表达 M-FLAG 并使用免疫共沉淀实验证明了 M-FLAG 可以与内源性

的 Myo1c 互作（图 3-23 B）。 

 

图 3-23 M 蛋白与 Myo1c 的互作 
Fig. 3-23 Interaction of M protein with Myo1c 
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A：M 蛋白的银染 

A: Silver staining of M protein 

B：M 蛋白与内源性 Myo1c 的互作 

B: Interaction of M proteins with endogenous Myo1c 

3.24 Myo1c 参与调控自噬 

有报道指出 Myo1c 通过调控细胞 F-actin 网络来调节自噬小体和溶酶体的

融合(Zhang et al. 2019)。因此首先研究了 Myo1c 对 N2a 细胞中的自噬的影响。

我们使用合成的 siRNA 技术对 N2a 细胞中的 Myo1c 进行了敲低，并使用 qPCR

和 WB 实验确定了针对 Myo1c 的 siRNA 的有效性并选择了第 2 号 RNAi 引物对

（No. 2）进行后续的实验（图 3-24 A）。接着使用共聚焦显微镜观察敲低了

Myo1c 的细胞并发现 Myo1c 的敲低可以引起 GFP-LC3 的点状聚集，且这些点

状聚集不与溶酶体共定位（图 3-24 B），暗示着 Myo1c 敲低所引起的细胞自噬

是不完全自噬。以上结果说明 Myo1c 参与调控了细胞中的自噬。 

 

图 3-24 Myo1c 敲低对自噬的影响 
Fig. 3-24 Effect of Myo1c knockdown on autophagy 
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A：针对 Myo1c 的 siRNAs 的作用效率（n=3） 

A: Efficiency of siRNAs targeting Myo1c (n=3) 

B：Myo1c 敲低对 GFP-LC3 点状聚集及其与溶酶体共定位的影响（标尺=5 μm，n=50） 

B: Effect of Myo1c knockdown on GFP-LC3 punctate aggregation and its co-localization with lysosomes 

(Scale bar=5 μm, n=50) 

3.25 Myo1c 的过表达可回复 M 蛋白对细胞自噬的影响 

为了确认 Myo1c 对于 M 所引起的自噬的影响。将鼠源的 Myo1c 的 N 端加

入 HA-tag 并构建进真核表达载体 pCAGGS 中，然后将不同摩尔质量的 HA-

Myo1c 质粒和 M-FLAG 质粒共转染进 N2a 细胞并检测细胞的自噬水平的变化，

如图 3-25 所示，WB 结果显示随着 HA-Myo1c 蛋白表达量的升高，M-FLAG 所

引起的 LC3-II 的表达水平逐渐降低，这个结果说明在 M 蛋白表达的前提下， 

Myo1c 的表达可以使得 M 蛋白影响细胞自噬水平的能力降低。 

 
图 3-25 Myo1c 表达对 M 引起的自噬的影响（n=3） 

Fig. 3-25 Effect of Myo1c expression on M-induced autophagy (n=3) 

3.26 M 蛋白可以破坏细胞 F-actin 的网络结构 

接着我们继续探究了 M 蛋白对于细胞中的 F-actin 网络的影响。使用共聚

焦显微镜观察表达了 M 蛋白的 N2a 细胞中的 F-actin，我们将多层的共聚焦图

片进行 3D 重构，如图 3-26 所示， M 蛋白的表达可以改变 N2a 细胞中 F-actin

的线性分布，这属于 F-actin 网络被破坏的特征现象(Lee et al. 2010)。上述结果

说明 M 蛋白可以破坏细胞中的 F-actin 网络。 
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图 3-26 M 蛋白表达 F-actin 的影响（标尺=10 μm） 
Fig. 3-26 Effect of M protein expression on the F-actin network (Scale bar=10 μm) 

3.27 M 蛋白阻碍 Myo1c 与内源性 actin 的结合 

在确认 M 蛋白的表达可以破坏细胞内 F-actin 网络后，我们推测 M 蛋白可

能通过和 Myo1c 互作来阻碍细胞 F-actin 网络的搭建。因此接着探究了 M 蛋白

是否阻碍了 Myo1c 和 F-actin 的构成单位之一：β-actin 之间的相互作用。在表

达 M 蛋白和 Myo1c 蛋白的 N2a 细胞中检测了与 Myo1c 互作的内源性 β-actin 的

蛋白水平。如图 3-27 所示，免疫共沉淀结果显示在 M-FLAG 表达时，与 HA-

Myo1c 互作的内源性 β-actin 相较于对照组发生了明显的减少，这说明 M-FLAG

阻碍了 Myo1c 结合内源性 β-actin，综合以上结果，我们可以推测 M 蛋白可以

通过阻碍 Myo1c 结合内源性 β-actin 来破坏 F-actin 网络，最终使得自噬小体无

法与溶酶体融合。 

 

图 3-27 M 蛋白对 Myo1c 与 β-actin 互作的影响 
Fig. 3-27 Effect of M protein on the interaction between Myo1c and β-actin 



狂犬病病毒基质蛋白挟持自噬小体帮助病毒出芽的机制研究 

  63 

3.28 M 蛋白引起的自噬可以增加狂犬病病毒 VLP 的产出 

已有报道证明不完全自噬可以促进某些病毒的出芽，由于狂犬病病毒的 M

蛋白专职于病毒出芽，因此接下来继续探究狂犬病病毒的 M 蛋白引起的不完全

自噬对于病毒出芽的影响。首先使用 RABV 的病毒类似颗粒（VLP）实验来模

拟自然状态下 RABV 出芽的过程。分别在 N2a 细胞中进行了野生型 M 蛋白及

其突变体（M-K60R 和 M-APxY）和 G 蛋白的共表达，或者使用自噬发生的抑

制剂 3-MA 去处理共表达 M 蛋白和 G 蛋白的 N2a 细胞，然后收集细胞上清并

超离得到 RABV 的 VLP，最终通过 WB 检测不同条件下产出 VLP 的水平。如

图 3-28 所示，WB 结果显示：各个组的细胞本体所表达的 M 蛋白或其突变体及

G 蛋白的水平均未发生显著改变，说明自噬本身不影响各病毒蛋白的表达水平，

但是针对 VLP 组分的结果显示自噬抑制剂 3-MA 的处理可以减少 M 蛋白和 G

蛋白形成 VLP 的水平，自噬刺激功能受到影响的 M 突变体蛋白和 G 蛋白形成

VLP 的水平也发生了明显的削弱。以上结果暗示着自噬的发生可以增加 RABV

的 VLP 产出效率。 

 

图 3-28 M 突变体及自噬对 RABV VLPs 的影响 
Fig. 3-28 Effect of M mutants and autophagy on RABV VLPs production 

A：在 N2a 细胞中，M 突变体及自噬对 RABV VLPs 的影响 

A: Effect of M mutants and autophagy on RABV VLPs production in N2a cells 
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3.29 M 蛋白引起的自噬可以增加狂犬病病毒 VLP 的出芽 

接着使用透射电子显微镜观察野生型 M 蛋白和 G 蛋白的共表达的 N2a 细

胞，或是抑制剂 3-MA 处理的共表达 M 蛋白和 G 蛋白的 N2a 细胞。如图 3-29

所示，在 M 蛋白和 G 蛋白共表达情况下，细胞膜上有大量的 RABV 的 VLP 出

现，说明 RABV 的 VLP 的大量出芽，但是在 M 蛋白与 G 蛋白共表达且使用自

噬抑制剂 3-MA 处理的细胞的 N2a 细胞膜上没有大量的 VLP 出现，以上结果进

一步暗示了自噬可以增加 RABV 的 VLP 的出芽效率。 

 

图 3-29 透射电镜观察细胞自噬对 RABV VLPs 的影响（标尺=2 μm） 
Fig. 3-29 Transmission electron microscopic observation of the effect of cellular 

autophagy on RABV VLPs (Scale bar=2 μm)  

3.30 M 蛋白引起的自噬促进狂犬病病毒 VLP 向细胞膜迁移的能力 

为了进一步确认 M 蛋白引起的自噬对病毒出芽的影响，使用了共聚焦显微

镜去观察表达在 N2a 细胞中的 M 蛋白及其突变体与 G 蛋白的细胞定位情况，

以及自噬抑制剂 3-MA 处理下 M 蛋白与 G 蛋白的细胞定位情况。自然状态下，

RABV 的 VLP 会迁移至胞膜然后出芽，这意味着正常状态下我们将观察到 M

蛋白和 G 蛋白在细胞膜上的明显的共定位现象。结果正如所推测的，正常状态

下的 M-FLAG 和 G-HA 在细胞膜上共定位，但 M-APxY-FLAG 和 M-K60R-

FLAG 均不与 G-HA 在细胞膜上共定位，3-MA 处理的细胞中的 M-FLAG 和 G-

HA 也未在细胞膜上共定位（图 3-30）。以上结果暗示着 M 蛋白所引起的自噬
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的发生可以促进病毒 VLP 向胞膜迁移的能力，进一步确认了 M 蛋白引起的自

噬影响了病毒 VLP 的出芽。 

 
图 3-30 共聚焦显微镜观察 M 突变体及自噬对 M 蛋白和 G 蛋白亚细胞定位的影响 

（标尺=10 μm） 
Fig. 3-30 Confocal microscopic observation of the effect of M mutants and autophagy 

on the subcellular localization of M and G proteins (Scale bar=10 μm) 

3.31 抑制 M 蛋白引起的自噬可以降低狂犬病病毒 VLP 的产出效率 

为了进一步确认自噬直接影响到 RABV 的 VLP 的产生，我们在 Nedd4 或

ATG5（自噬发生的关键基因之一）敲低的条件下检测病毒 VLP 的产出水平的

变化。如图 3-31 所示，WB 结果显示 Nedd4 或 ATG5 被敲低时，N2a 细胞中病

毒 VLP 的产出水平会发生明显的下降。综合以上结果，我们可以得出结论：抑

制自噬会削弱 RABV 的 VLP 的出芽，而诱导自噬发生有利于 RABV 的 VLP 的

出芽。 
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图 3-31 抑制细胞自噬水平对 RABV VLPs 的影响 
Fig. 3-31 Effect of inhibiting cellular autophagy on RABV VLPs production 

3.32 抑制 M 蛋白引起的自噬可以降低狂犬病病毒的复制速率 

接着分别使用了 Nedd4 泛素连接酶的活性抑制剂 Heclin（5 μM，24 h）

(Mund et al. 2014)，自噬抑制剂 3-MA（1 mM，24 h），或是针对 Nedd4 的

siRNA 来处理被 RABV 感染（MOI=0.01）的 N2a 细胞，然后在不同时间点收

集细胞上清并检测其中的病毒滴度。如图 3-32 的 A 至 C 图所示，3-MA，

Heclin，或是 Nedd4 siRNA 的处理均可以使得病毒滴度发生 10 倍左右的降低。

这些结果说明，针对 M 蛋白所引起的自噬进行抑制或对细胞本体自噬进行抑制

均不利于病毒的复制，佐证了我们得到的抑制自噬不利于病毒 VLP 产生，而刺

激自噬发生有利于病毒 VLP 产生这一结果。 

 

 图 3-32 抑制 M 蛋白引起的自噬对 RABV 复制的影响 
Fig. 3-32 Effects of inhibition of M protein-induced autophagy on RABV replication 
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A：3-MA 处理对 RABV 复制的影响（n=3） 

A: Effect of 3-MA treatment on RABV Replication (n=3) 

B：Heclin 处理对 RABV 复制的影响（n=3） 

B: Effect of Heclin treatment on RABV Replication (n=3) 

C：Nedd4 敲低对 RABV 复制的影响（n=3） 

C: Effect of Nedd4 knockdown on RABV Replication (n=3) 

3.33 重组狂犬病病毒 rRABV-M-APxY 的扩散速率下降 

为了在病毒层面上探究 M 所引起的自噬对于病毒复制的影响。将 M 基因

的第 35 位脯氨酸突变为丙氨酸，并替换掉 RABV 原始骨架的 M 基因，最终拯

救出了 M 基因的 PPxY 结构域突变成 APxY 的突变 RABV，命名为 rRABV-M-

APxY（图 3-33 A）。为了确认突变病毒的成功拯救并同时观察病毒的复制效

率，在 N2a 细胞上进行 MOI=0.001 剂量的病毒感染后用低熔点琼脂糖替换掉细

胞培养液，这会使得病毒粒子无法通过细胞培养液快速扩散，保证了病毒只能

通过细胞膜进行扩散，最终形成的病毒斑可以显示出病毒粒子的扩散速度。在

病毒感染 36 小时后，使用 RABV-P 单抗对病毒粒子进行染色后在荧光显微镜下

观察，得到的图片结果显示 rRABV-M-APxY 确实被成功拯救，且其形成的病

毒荧光斑相较于亲本毒株 rRABV 来说有了明显的缩小（图 3-33 B），这暗示

着 rRABV-M-APxY 的复制速率受到了削弱。 

 图 3-33 RABV 突变株 rRABV-M-APxY 的扩散速率 
Fig. 3-33 Diffusion rate of the RABV mutant strain rRABV-M-APxY 
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A：亲本株 rRABV 及突变株 rRABV-M-APxY 的模式图 

A: Schematic diagram of parental strain rRABV and mutant strain rRABV-M-APxY 

B：亲本株 rRABV 及突变株 rRABV-M-APxY 在 N2a 细胞上的扩散速率（标尺=200 μm，n=3） 

B: Diffusion rates on N2a cells of parental strain rRABV and mutant strain rRABV-M-APxY (Scale bar=200 

μm, n=3) 

3.34 重组狂犬病病毒 rRABV-M-APxY 的复制速率下降 

为了进一步确定 rRABV-M-APxY 的复制速率的变化，在 RABV 易感细胞

N2a 和 BSR 上分别进行 MOI=0.01 的剂量的病毒感染，然后并在不同时间点收

取细胞上清以获得 rRABV-M-APxY 和 rRABV 的多步生长曲线。结果如图 3-34 

A 和 3-34 B 所示，不同时间点的细胞上清中的病毒滴度结果显示随着时间增长，

rRABV-M-APxY 和 rRABV 的病毒滴度均有先增加再稳定后降低的趋势，说明

两种病毒均可在这两种细胞中进行复制。同时发现每个时间点的 rRABV-M-

APxY 的滴度都显著小于亲本毒株 rRABV，说明 rRABV-M-APxY 的复制速率

确实发生了显著的降低。 

 
图 3-34 RABV 突变株 rRABV-M-APxY 的复制速率 

Fig. 3-34 Replication rate of the RABV mutant strain rRABV-M-APxY  
A：亲本株 rRABV 及突变株 rRABV-M-APxY 在 N2a 细胞上的复制速率（n=3） 

A: Replication rates of parental strain rRABV and mutant strain rRABV-M-APxY on N2a cells (n=3) 

B：亲本株 rRABV 及突变株 rRABV-M-APxY 在 BSR 细胞上的复制速率（n=3） 

B: Replication rates of parental strain rRABV and mutant strain rRABV-M-APxY on BSR cells (n=3) 

3.35 重组狂犬病病毒 rRABV-M-APxY 引起自噬的水平下降 

由于已经证明了 M-APxY 蛋白无法引起细胞自噬，因此接下来我们探究了

rRABV-M-APxY 突变毒是否可以引起自噬，由于 rRABV-M-APxY 的复制效率

显著低于亲本毒株 rRABV，选择用共聚焦显微镜观察 GFP-LC3 的点状聚集现
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象，以此来判断 rRABV-M-APxY 感染细胞时引起的自噬水平变化。分别将亲

本毒 rRABV 和突变毒 rRABV-M-APxY 以 MOI=1 的剂量去感染表达 GFP-LC3

的 N2a 细胞，在感染后 24 小时开始处理并在共聚焦显微镜下观察活细胞。如

图 3-35 所示， rRABV 感染的 N2a 细胞中有明显的 GFP-LC3 点状聚集现象，但

是 rRABV-M-APxY 感染的细胞中的 GFP-LC3 点状聚集现象明显弱于 rRABV 感

染组，该结果暗示着 rRABV-M-APxY 引起细胞自噬的能力发生了显著的削弱。 

 

图 3-35 RABV 突变株 rRABV-M-APxY 对 GFP-LC3 的影响（标尺=5 μm，n=50） 
Fig. 3-32 Effect of the RABV mutant strain rRABV-M-APxY on GFP-LC3 (Scale 

bar=5 μm, n=50) 

3.36 重组狂犬病病毒 rRABV-M-APxY 的致病性降低 

接下来为了确定 rRABV-M-APxY 突变毒的致病性，我们进行了动物攻毒

实验。为了保证脑内的初始病毒量一致，对小鼠使用颅内注射的方式分别进行

rRABV 和 rRABV-M-APxY 的攻毒，然后记录攻毒后小鼠的每天的体重变化并

绘制生存曲线。小鼠生存曲线的结果如图 3-36 A 所示，脑内注射 rRABV-M-

APxY 突变毒的小鼠的生存率达到了 50%，而脑内注射 rRABV 亲本毒的小鼠的

生存率则是 0%，该结果说明颅内注射 rRABV-M-APxY 的小鼠致死率会发生显

著的降低。相一致的，小鼠每天的体重变化结果显示颅内注射 rRABV-M-APxY

的小鼠的体重变化幅度明显小于颅内注射 rRABV 的小鼠（图 3-36 B）。上述

结果说明 rRABV-M-APxY 突变毒的致病性相较于亲本毒 rRABV 发生了明显的

降低。 
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图 3-36 RABV 突变株 rRABV-M-APxY 的致病性 
Fig. 3-36 Pathogenicity of the RABV mutant strain rRABV-M-APxY 

A：亲本株 rRABV 及突变株 rRABV-M-APxY 对小鼠的致死率（n=10） 

A: Survival rates in mice infected with parental strain rRABV or mutant strain rRABV-M-APxY (n=10) 

B：感染亲本株 rRABV 或突变株 rRABV-M-APxY 的小鼠的体重变化（n=10）   

B: Body weight changes in mice infected with parental strain rRABV or mutant strain rRABV-M-APxY 

(n=10) 

3.37 重组狂犬病病毒 rRABV-M-APxY 在小鼠脑内的病毒载量下降 

病毒的致病性一般与其在宿主内的载量呈正向关系，因此接着对感染

rRABV 和 rRABV-M-APxY 的小鼠的脑组织进行了病毒定量检测。首先使用了

qPCR 来衡量感染 rRABV 和 rRABV-M-APxY 的不同脑区中病毒载量，结果如

图 3-37 A 所示，感染 rRABV 的小鼠的嗅球，小脑，大脑皮层和脑干内的病毒

N 蛋白的 mRNA 水平均显著高于感染 rRABV-M-APxY 的小鼠的各个脑区，暗

示着这些脑区中的 rRABV 复制速率显著高于 rRABV-M-APxY。然后使用了免

疫组化（IHC）来对感染 rRABV 和 rRABV-M-APxY 的小鼠的脑组织切片进行

RABV-P 蛋白的染色，结果如图 3-37 B 所示，感染 rRABV 的小鼠的嗅球，小

脑，大脑皮层和脑干内的病毒 P 蛋白水平均显著高于感染 rRABV-M-APxY 的

小鼠的各个脑区，暗示着这些脑区中的 rRABV 病毒数量显著高于 rRABV-M-

APxY 病毒数量。上述结果说明突变毒 rRABV-M-APxY 在小鼠脑内的病毒载量

显著低于亲本毒 rRABV。 
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图 3-37 rRABV-M-APxY 在小鼠脑内的病毒载量 

Fig. 3-37 Viral load of the RABV mutant strain rRABV-M-APxY in the mouse brain 
A：qPCR 检测感染亲本株 rRABV 或突变株 rRABV-M-APxY 在小鼠嗅球、小脑、大脑及脑干中的

病毒载量（n=5） 

A: Detection of viral load of parental rRABV and mutant rRABV-M-APxY in mouse olfactory bulb, 

cerebellum, brain and brainstem by qPCR (n=5) 

B：免疫组化检测感染亲本株 rRABV 或突变株 rRABV-M-APxY 的小鼠的嗅球、小脑、大脑及脑干中

的病毒载量（标尺=100 μm，n=5） 

B: Detection of viral load of parental rRABV and mutant rRABV-M-APxY in mouse olfactory bulb, 

cerebellum, brain and brainstem by IHC (Scale bar=100 μm, n=5) 
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3.38 重组狂犬病病毒 rRABV-M-APxY 在小鼠脑内造成的病理变化

较少 

接着我们使用了苏木精-伊红（HE）染色法对感染 rRABV 和 rRABV-M-

APxY 的小鼠的脑组织切片进行了染色，HE 染色可以用来观察脑组织的病理变

化。如图 3-38 所示，在 rRABV 感染的小鼠的大脑皮层中存在血管袖套

（vascular cuff）现象，在海马区中存在神经元胶质结节（glia nodule）和神经

胶质增生（gliosis）现象，在延脑中存在神经元胶质结节现象，在小脑中存在

神经元胶质结节和神经元胶质增生现象。这些现象表征着感染 rRABV 的小鼠

的脑组织出现了病理变化。而在感染 rRABV-M-APxY 小鼠的脑组织切片中，

我们则很少观察到这些现象的存在。HE 染色的结果说明 rRABV-M-APxY 感染

对小鼠脑组织的破坏的程度轻于 rRABV 感染，这与之前的脑内病毒载量结果

和病毒对小鼠致死率结果是一致的。 

 

图 3-38 rRABV 及 rRABV-M-APxY 在小鼠脑内的造成的病理变化（标尺=50 μm） 
Fig. 3-38 Pathological changes caused by rRABV and rRABV-M-APxY in the mouse 

brain (Scale bar=50 μm) 
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3.39 不同丽沙病毒 M 蛋白的 PPxY 结构域和可泛素化位点均保守 

M 蛋白的 PPxY 结构域和第 60 位可被泛素化的赖氨酸在丽沙病毒中是极为

保守的，通过对 Ikoma lyssavirus（IKOV），Lleida bat lyssavirus（LLEBV），

Duvenhage virus（DUVV），Irkut virus（IRKV），European bat lyssavirus 1

（EBLV-1），European bat lyssavirus 2（EBLV-2），Australian bat lyssavirus

（ABLV），Aravan virus（ARAV），Bokeloh bat lyssavirus（BBLV），rabies 

virus strain SAD-B19（SAD），rabies virus strain CVS-11（CVS），rabies virus 

strain SHBRV-18（SHBRV），West Caucasian bat virus（WCBV），Mokola 

virus（MOKV），Shimoni bat virus（SHIBV），以及 Lagos bat virus（LBV）

这些丽沙病毒的氨基酸序列进行了比对并标注了它们的 PPxY 结构域和第 60 位

氨基酸。序列比对结果如图 3-39 所示，丽沙病毒属中各病毒的 PPxY 结构域和

第 60 位氨基酸确实是保守的，暗示着丽沙病毒的 M 蛋白可能有促进细胞自噬

发生的能力。 

 

图 3-39 不同丽沙病毒的 M 蛋白前 60 位氨基酸的序列比对 
Fig. 3-39 Sequence comparison of the first 60 amino acids of M proteins of different 

lyssaviruses 

3.40 丽沙病毒的 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白均可引起自噬 

由于近年来 ABLV 和 EBLV-1 被报道在澳大利亚和欧洲地区引起了人类的

狂犬病。于是我们选择了 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白去探究它们是否和 RABV

的 M 蛋白一样具有促进细胞自噬的能力。首先将 ABLV-M 和 EBLV-1-M 构建进

真核表达载体中（ABLV-M-FLAG 和 EBLV-M-FLAG），然后分别将这些病毒
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蛋白表达质粒转染进 N2a 细胞中。WB 结果显示 EBLV-M-FLAG 和 ABLV-M-

FLAG 的表达均可以显著增加细胞内 LC3-II 的水平并使得 LC3-II/GAPDH 的比

值上升（图 3-40 A）。进一步分别将这些病毒蛋白表达质粒和 GFP-LC3 表达质

粒共转染进 N2a 细胞并使用激光共聚焦显微镜进行观察，得到的图片显示

EBLV-M-FLAG 和 ABLV-M-FLAG 的表达均可以引起明显的 GFP-LC3 的点状聚

集现象（图 3-40 B）。这些结果暗示着 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白可以引起细

胞自噬的发生。 

 
图 3-40 ABLV-M 和 EBLV-M 对细胞自噬的影响 

Fig 3-40. Effects of ABLV-M and EBLV-M on autophagy  
A：ABLV-M 和 EBLV-M 引起自噬的水平（n=3） 

A: Levels of autophagy induced by ABLV-M and EBLV-M  (n=3) 

B：ABLV-M 和 EBLV-M 对 GFP-LC3 的影响（标尺=5 μm，n=50） 

B: Effect of ABLV-M and EBLV-M on GFP-LC3 (Scale bar=5 μm, n=50) 

3.41 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白均引起不完全自噬 

在发现 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白均可以引起自噬发生后，我们继续探究

了这些 M 蛋白所引起的细胞自噬是否也与 RABV-M 一样属于不完全自噬。使

用溶酶体追踪试剂 LysoTracker Red 标记活细胞中的溶酶体，并用共聚焦显微镜

观察共表达 ABLV-M-FLAG 和 GFP-LC3，或是 EBLV-M-FLAG 和 GFP-LC3 的



狂犬病病毒基质蛋白挟持自噬小体帮助病毒出芽的机制研究 

  75 

N2a 细胞，图片结果 3-41 A 显示表达 EBLV-M-FLAG 或是 ABLV-M-FLAG 的

N2a 细胞中的 GFP-LC3 的点状聚集不与 LysoTracker Red 共定位，说明 ABLV

和 EBLV-1 的 M 蛋白引起的自噬小体不与溶酶体结合。 

更进一步的，在 EBLV-M-FLAG 或 ABLV-M-FLAG 过表达的 N2a 细胞上使

用 Rapamycin 进行刺激，再在共聚焦显微镜下观察 GFP-LC3 的点状聚集和溶酶

体的共定位水平的变化。图片结果 3-41 B 显示 EBLV-M-FLAG 或 ABLV-M-

FLAG 表达组的 Rapamycin 刺激下的 GFP-LC3 的点状聚集和溶酶体的共定位水

平明显弱于空白对照组。综合以上结果，可以得出 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白

所引起的自噬小体不与溶酶体融合，即 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白引起的是不

完全自噬。 

 

图 3-41 ABLV-M 和 EBLV-M 对 GFP-LC3 点状聚集和溶酶体的共定位的影响 
Fig 3-41. Effects of ABLV-M and EBLV-M on GFP-LC3 punctate aggregation and co-localization of 

lysosomes  
A：ABLV-M 和 EBLV-M 引起的 GFP-LC3 点状聚集和溶酶体的共定位（标尺=5 μm，n=50）  

A: ABLV-M and EBLV-M-induced GFP-LC3 punctate aggregation and co-localization of lysosomes (Scale 

bar=5 μm, n=50)   
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B：在 Rapamycin 刺激下的 ABLV-M 和 EBLV-M 引起的 GFP-LC3 点状聚集和溶酶体的共定位（标尺

=5 μm，n=50） 

B: Co-localization of GFP-LC3 punctate aggregation and lysosomes induced by ABLV-M and EBLV-M 

under the treatment of Rapamycin (Scale bar=5 μm, n=50) 

3.42 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白与 Nedd4 及 LC3 互作 

在确认 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白均可以引起不完全自噬后，我们想探究

ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白是否与 RABV-M 蛋白通过 Nedd4 介导引起自噬发生，

我们首先将 HA-Nedd4 质粒和 ABLV-M-FLAG 或 EBLV-M-FLAG 质粒共转染进

N2a 细胞，然后检测 ABLV-M-FLAG 或 EBLV-M-FLAG 是否可以与 HA-Nedd4

互作。如图 3-42 A 所示，免疫共沉淀结果确认了 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白与

HA-Nedd4 的相互作用。接着将 HA-LC3 质粒和 ABLV-M-FLAG 或 EBLV-M-

FLAG 质粒共转染进 N2a 细胞，然后检测 ABLV-M-FLAG 或 EBLV-M-FLAG 是

否可以与 HA-LC3 互作。如图 3-42 B 所示，免疫共沉淀结果确认了 ABLV 和

EBLV-1 的 M 蛋白均可与 HA-LC3 相互作用。上述结果暗示着 ABLV 和 EBLV-1

的 M 蛋白可能与 RABV-M 一样，均通过 Nedd4 来引起自噬的发生。 

 

图 3-42 ABLV-M 和 EBLV-M 与 HA-Nedd4 以及 HA-LC3 的互作 
Fig 3-42. Interaction of ABLV-M and EBLV-M with HA-Nedd4 and HA-LC3  

A：ABLV-M 和 EBLV-M 与 HA-Nedd4 的互作  

A: Interaction of ABLV-M and EBLV-M with HA-Nedd4   

B：ABLV-M 和 EBLV-M 与 HA-LC3 的互作 

B: Interaction of ABLV-M and EBLV-M with HA-LC3 

3.43 Nedd4 介导着 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白与 LC3 的互作 

为了进一步确认 Nedd4 介导了 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白与 LC3 的互作并

引起自噬发生。在 Nedd4 敲低情况下检测了 ABLV-M-FLAG 或 EBLV-M-FLAG

与 HA-LC3 的互作水平。如图 3-43 所示，免疫共沉淀结果显示在 Nedd4 敲低后
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ABLV-M-FLAG 和 EBLV-M-FLAG 均无法再与 HA-LC3 互作。这暗示着 Nedd4

直接参与了 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白和 LC3 的互作，且 Nedd4 可能承担着

ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白和 LC3 互作中的桥梁作用。 

 

图 3-43 Nedd4 敲低对 ABLV-M 和 EBLV-M 与 HA-LC3 互作的影响 
Fig 3-43. Effect of Nedd4 knockdown on ABLV-M and EBLV-M interactions with HA-LC3 

3.44 Nedd4 调控 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白引起的自噬 

接着我们探究了 Nedd4 对 ABLV 和 EBLV-1 的 M 蛋白所引起的细胞自噬的

影响。在 Nedd4 敲低的情况下，WB 结果显示 ABLV-M-FLAG 和 EBLV-M-

FLAG 均不可引起 LC3-II 蛋白水平上升，其 LC3-II/GAPDH 比值也在 Nedd4 被

敲低后回复至对照组水平（图 3-44 A 和 3-44 B）。这些与 RABV-M 引起细胞

自噬的类似实验的高度一致的结果暗示着 Nedd4 蛋白同样在 ABLV 和 EBLV-1

的 M 蛋白引起的细胞自噬中发挥着关键作用。 
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图 3-44 Nedd4 敲低对 ABLV-M 及 EBLV-M 引起的自噬的影响 
Fig 3-44. Effect of Nedd4 knockdown on ABLV-M and EBLV-M-induced autophagy  

A：Nedd4 敲低对 ABLV-M 引起的自噬的影响（n=3） 

A: Effect of Nedd4 knockdown on ABLV-M-induced autophagy (n=3) 

B：Nedd4 敲低对 EBLV-M 引起的自噬的影响（n=3） 

B: Effect of Nedd4 knockdown on EBLV-M-induced autophagy (n=3)  
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第四章 讨论 

4.1 狂犬病病毒的出芽机制 

在本研究中发现丽沙病毒属狂犬病病毒的基质蛋白（RABV-M）利用其

PPxY 基序与 E3 泛素蛋白连接酶 Nedd4 相互作用。而 Nedd4 通过其 LC3 结合

基序（LIR）招募 LC3。本研究发现 Nedd4 在与可被泛素化的 RABV-M 结合后

会多暴露一个 LIR 导致自噬增强。此外，还发现 RABV-M 通过与 Myo1c 相互

作用阻碍自噬体和溶酶体的融合，并促进病毒通过自噬体出芽（图 4）。在 M

蛋白的 PPxY 基序或被泛素化位点上进行突变的 RABV-M 显示出自噬小体的形

成减少，细胞外病毒样颗粒的产生减少。同样的，在 PPxY 基序上进行点突变

的重组 RABV 在体外和体内都表现出不能刺激自噬发生和降低病毒复制效率。

更重要的是，我们发现所有丽沙病毒的 M 蛋白可能都有相同的机制，即通过劫

持 Nedd4 诱导自噬发生并最终促进病毒出芽。 

 
图 4 RABV 挟持自噬小体帮助病毒出芽的模式图 

Fig.4 The schematic diagram of RABV-induced incomplete autophagy and viral egress 

4.2 狂犬病病毒基质蛋白促进自噬的条件 

病毒的出芽与基质蛋白的 PPxY 晚期出芽结构域密切相关，该结构域突变

的重组 RABV 及水疱性口炎病毒 VSV 的复制效率会发生明显的下降(Jayakar et 

al. 2000; Wirblich et al. 2008)。尽管已经发现 PPxY 结构域与病毒的出芽紧密相

关，但其机制还未被揭示。另外有研究表明，宿主蛋白 TGS101 和 VPS4A 虽然
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可以与弹状病毒的基质蛋白 M 相互作用，但并不影响弹状病毒的出芽过程(Irie 

et al. 2004)，这意味着存在其他蛋白参与调控弹状病毒的出芽。有报道称

RABV 诱导的自噬促进了病毒的复制，且 RABV 街毒株的 M 蛋白可能负责进

行自噬的诱导，但 M 蛋白刺激自噬发生的机制未被解析完全(Peng et al. 2016)。

作为 HECT 型 E3 泛素连接酶中的重要一员，Nedd4 已被报道可通过与其 WW

结构域与病毒基质蛋白进行相互作用并参与病毒的出芽过程(Kikonyogo et al. 

2001; Segura-Morales et al. 2005; Yasuda et al. 2003)。Nedd4 与病毒基质蛋白的互

作促进了病毒基质蛋白的泛素化和病毒基质蛋白被 ESCRT 系统的识别从而使

其进入多泡体中 (Kikonyogo et al. 2001)，随后再通过囊泡运输出芽。最近的一

项研究解析了 Nedd4 与 LC3 互作的晶体结构(Qiu et al. 2017)，则更加表明了

Nedd4 与自噬之间存在紧密的联系。 

有研究表明 Nedd4 可以引起某些具有 PPxY 结构域的病毒蛋白的泛素化

(Vana et al. 2004)。本研究的实验结果同样揭示了 Nedd4 可以引起 RABV-M 的

泛素化，且 RABV-M 被泛素化的关键氨基酸位点位于其第 60 位赖氨酸。将第

60 位氨基酸进行突变后得到的 M 突变体：RABV-M-K60R 仍然保留着与 Nedd4

的相互作用，但是 RABV-M-K60R 诱导的自噬水平明显弱于 RABV-M 诱导的自

噬水平。这些结果说明除了 RABV-M 和 Nedd4 之间的直接相互作用外，

RABV-M 的泛素化也是其诱导自噬水平的关键。这一有趣的现象表明，RABV-

M 和 Nedd4 之间的相互作用决定了 M 蛋白是否能够引起自噬，且 RABV-M 的

泛素化与否则影响到了 M 蛋白所引起的自噬水平。 

为了进一步探究 Nedd4 如何影响 RABV-M 所引发的自噬，本研究检测了

RABV-M 存在时 Nedd4 拉下的 LC3 的水平，发现在 RABV-M 存在时，Nedd4

拉下的内源性 LC3 会出现增加，表明 Nedd4 与泛素化的 RABV-M 相互作用时，

Nedd4 可能会暴露出更多的 LIR 用于结合 LC3。为了进一步验证 Nedd4 在 M 存

在时是否会发生构象上的变化，首先使用了荧光共振能量转移（fluorescence 

resonance energy transfer, FRET）技术在 Nedd4 前后分别插入 CYP 和 YFP 荧光

蛋白，然后再将其与 M 蛋白及其突变体进行共表达，然后测量 CFP 和 YFP 的

荧光共振能量转移效率。如果 Nedd4 在结合 RABV-M 后发生了四级结构的变化，

将会导致位于 Nedd4 的 N 端的 CFP 和位于 Nedd4 的 C 端的 YFP 的空间聚集发

生改变，这一改变所导致的荧光变化会被记录到。可惜的是，构建出的 N 端偶
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联 CFP，C 端偶联 YFP 的 Nedd4 的分子量偏大（超过 160 Kda）且在 N2a 中的

表达效率较低，因此最终得到的结果不足以说明 Nedd4 的结构在 M 蛋白存在下

发生了改变。未来我们应该尝试用共结晶的方法取得 Nedd4 与 M 蛋白的晶体并

解析其结构，最终来证明 M 是否导致了 Nedd4 的第三个 LIR 基序的暴露。 

4.3 狂犬病病毒基质蛋白阻止完全自噬发生的条件 

自噬流的最后一步是自噬体和溶酶体的融合及自噬溶酶体的形成，许多细

胞蛋白如 UVRAG 和 ATG14 参与调控该过程(Diao et al. 2015; Liang et al. 2008)，

其中骨架蛋白对自噬体和溶酶体融合的影响也有报道，如微管蛋白直接参与自

噬体和溶酶体的融合(Kimura et al. 2008)。自噬体和溶酶体的融合最终会导致病

毒蛋白的降解，因此某些病毒进化出了干扰自噬溶酶体最终形成的策略。比如

IAV 的 M2 蛋白可以通过与 Beclin-1 的相互作用阻止自噬体和溶酶体之间的融

合(Gannagé et al. 2009)。HPIV-3 的磷酸化蛋白 P 通过与 SNAP29 的相互作用抑

制自噬体与溶酶体的融合从而引起自噬体的积累(Ding et al. 2014)。通过分析以

RABV-M-FLAG 所拉下的蛋白的质谱数据，我们发现了 Myo1c 蛋白可与

RABV-M 相互作用。之前的研究证明了丧失功能的 Myo1c 会导致自噬泡和溶酶

体的融合失败(Brandstaetter et al. 2014)。我们的实验结果证明了 RABV-M 通过

阻断 Myo1c 和 β-actin 之间的相互作用破坏细胞 F-actin 网络，并最终阻止自噬

体和溶酶体的融合。细胞骨架的破坏会影响多种细胞生理过程，RABV 对神经

元骨架的破坏已有报道，但 RABV 破坏神经元细胞骨架的具体机制尚未完全阐

明(Sundaramoorthy et al. 2020)。RABV-M 所引起的神经元细胞骨架破坏的后果

是多样的，其是否与 RABV 感染所导致的神经退行性变化相关还需要进一步的

探究。 

4.4 狂犬病病毒基质蛋白通过自噬调控病毒出芽 

为了证实 RABV-M 诱导的不完全自噬对细胞外病毒产量的影响。我们应用

狂犬病病毒 VLP 实验(Kang et al. 2015; Liu et al. 2021)来评估自噬对 RABV 出芽

的影响。结果证明：使用自噬抑制剂处理或者表达 RABV-M 的自噬相关的突变

体均可以减少细胞培养上清液中的 VLP 产量。共聚焦显微镜拍摄的照片进一步

表明，自噬抑制剂和 RABV-M 的自噬相关的突变体的表达将导致 M 蛋白无法
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迁移到细胞膜上。诱发自噬则会增加 RABV VLP 的产出。以上结果说明，特异

性靶向狂犬病病毒的 PPxY 基序的小分子药物将对狂犬病病毒的出芽产生极显

著的抑制效果。科学家们已经研发出了专职与 PPxY 基序互作的小分子化合物

(Han et al. 2021)，我们的研究侧面暗示了这些化合物在抑制狂犬病病毒感染上

可能会有较好的效果。由于不存在针对狂犬病病毒的特效药物，且 PPxY 基序

在人类蛋白中未被发现。因此针对 PPxY 基序的小分子化合物研发将有可能诞

生出首个针对狂犬病病毒感染的特效药物，这在 RABV 频发的发展中国家中具

有极高的经济和社会价值。 
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第五章 结论 

(1) 狂犬病病毒感染和其基质蛋白的表达可以引起细胞自噬，且均由 Nedd4 介

导，Nedd4 在基质蛋白引起的自噬中充当自噬受体的角色用以桥接基质蛋

白和 LC3； 

(2) 基质蛋白通过和 Myo1c 互作来引起细胞骨架 F-actin 紊乱，进而阻碍溶酶体

和自噬小体的融合，使得病毒基质蛋白引起的自噬体累积且不被溶酶体降

解； 

(3) 抑制细胞自噬会显著降低狂犬病病毒 VLP 的膜迁移和出芽效率，替换为无

法引起自噬的基质蛋白的重组狂犬病病毒的的出芽速率明显降低，其对小

鼠的致病性也显著降低； 

(4) 丽沙病毒属的澳洲蝙蝠株和欧洲蝙蝠株丽沙病毒的基质蛋白也通过 Nedd4

来引起自噬发生。 
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