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I 

摘  要 

马传染性贫血病毒(Equine infectious anemia virus, EIAV)可引起马属动物的急性、烈性传染病，

患病马表现为发热、黄疸、贫血等，剖检发现脾脏细胞大量死亡。EIAV 相关致病机制研究众多，

但却缺少与细胞天然免疫相关的深入研究。RIG-I 与 MDA5 作为细胞内识别外源性双链

RNA(dsRNA)的感受器，可以将信号转导给 MAVS 等下游信号分子，进而激活 I 型干扰素抵抗病

毒。 

探究 EIAV 是否影响 MAVS 介导的 I 型干扰素的激活，使用 IFN-β 启动子报告系统证实 EIAV

可下调 eqMAVS 的表达并抑制 IFN 生成。为确认 EIAV 是通过直接作用于 eqMAVS 发挥作用，本

研究在 HEK293T 细胞中转染 eqMAVS 与不同剂量的 EIAV 感染性克隆质粒 CMV3-8，发现 EIAV

可下调 eqMAVS 的蛋白表达且呈现剂量依赖性，随着共转染时间增长，下调现象更显著。为了验

证 EIAV 也下调马属动物细胞内源性 eqMAVS，本研究制备了 eqMAVS 鼠单克隆抗体，可检测马

属动物细胞 NBL-6 以及 eMDM 的内源性 eqMAVS。应用该抗体我们证实了 EIAV 确实下调马属

动物细胞内源性 eqMAVS。为筛选与 eqMAVS 相互作用的 EIAV 蛋白，本研究利用实验室已构建

的 5 种 EIAV 蛋白真核表达质粒与 eqMAVS 真核表达质粒共转染 HEK293T 细胞 Western blot 检

测发现 EIAV Gag 蛋白可显著下调 eqMAVS 蛋白的表达水平。经荧光定量 PCR 实验验证 EIAV 

Gag 不影响 eqMAVS 的 mRNA 水平。经激光共聚焦实验分析不同转染时间点 eqMAVS 与 EIAV 

Gag 在细胞内的定位情况，发现 eqMAVS 早期与 EIAV Gag 在细胞内定位相同，均弥散于胞质中，

而随着时间增加逐渐在线粒体上聚集不再与 EIAV Gag 显著共定位。使用邻位连接方法与免疫共

沉淀技术证实两者发生相互作用。进一步探索 EIAV Gag 是如何发挥功能，发现蛋白酶体抑制剂

MG132 可恢复 eqMAVS 的表达，而 EIAV Gag 可增加 eqMAVS 的泛素化水平，证实 EIAV Gag 是

通过蛋白酶体途径降解 eqMAVS。克隆表达文献中常见的 E3 泛素连接酶，发现 MUL1 可促进

EIAV Gag 降解 eqMAVS，且能够与 EIAV Gag 发生免疫共沉淀。进一步分析 EIAV Gag 介导降解

的主要功能域，发现 P15 与 P26 可以与 eqMAVS 互作且降解 eqMAVS 蛋白的表达。 

综上所述，本研究首次发现 EIAV 可下调 MAVS 介导的 IFN-β 的激活，成功制备了 eqMAVS

单克隆抗体验证 EIAV 降解内源性 eqMAVS。进一步筛选到与 eqMAVS 互作的 EIAV Gag 蛋白，

并发现其招募 E3 泛素连接酶 MUL1 经泛素-蛋白酶体途径降解 eqMAVS 蛋白。本研究为探索内

源性 eqMAVS 变化提供了有效的生物学工具，拓展了慢病毒家族成员对 MAVS 蛋白的调控研究，

并为进一步研究 EIAV 和 RIG-I-MAVS 信号通路奠定了重要基础，为深入探索 EIAV 引发持续性

感染的机制提供了新的研究方向。 

关键词：马传染性贫血病毒，Gag，线粒体抗病毒信号蛋白，蛋白酶体降解途径 
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Abstract 

EIAV can cause acute and severe infectious diseases in equine animals, and the affected horses show 

fever, jaundice, anemia. A large number of spleen cells were found in necropsy. Many studies have been 

conducted on the pathogenesis of EIAV-related diseases, but lacking further research on the cellular innate 

immunity. RIG-I and MDA5 act as receptors for the recognition of exogenous double strands (dsRNA) in 

cells, and transduce signals to downstream signaling molecules such as MAVS to activate type I 

interferon(IFN) against viruses. 

To investigate whether EIAV affects MAVS mediated IFN activation, and IFN-β promoter system 

was used to confirm that EIAV can regulate the expression of eqMAVS and inhibits the production of IFN. 

To confirm the role of EIAV direct on eqMAVS expression, we transfected eqMAVS with different doses 

of EIAV-infected clone plasmid CMV3-8 in HEK293T cells. Then, we found that EIAV regulated the 

protein expression of eqMAVS in a dose-dependent manner with co-transfection time significantly. To 

verify that EIAV also down-regulates endogenous eqMAVS in equine cells, mouse monoclonal antibodies 

against eqMAVS were prepared in this study, which can detect endogenous eqMAVS in equine cells NBL-

6 and eMDM. Using this antibody, we confirmed that EIAV indeed down-regulates endogenous eqMAVS 

in equine cells. In order to screen out EIAV proteins that interact with MAVS, five EIAV protein plasmids 

expressing in HEK293T cells along with the eqMAVS expression constructs. Western blot showed that 

EIAV Gag could significantly down-regulate the expression of eqMAVS. Fluorescence quantitative assay 

confirmed that EIAV Gag did not affect the mRNA level of eqMAVS. The localization of eqMAVS and 

EIAV Gag in cells at different transfection time points was analyzed by laser confocal experiments. It was 

found that eqMAVS and EIAV Gag had the same intracellular localization in the early stage, and were 

dispersed in the cytoplasm, but gradually accumulated in mitochondria over time, and no significant co-

localization with EIAV Gag was found. The interaction between the two proteins was farther confirmed 

by PLA and immunoprecipitation. We further explored how EIAV Gag functions, and found that the 

proteasome inhibitor MG132 could restore the expression of eqMAVS, while EIAV Gag could increase 

the ubiquitin level of eqMAVS, which confirmed that EIAV Gag degrades eqMAVS through the 

proteasome pathway. Several E3 ubiquitin ligase was cloned and expressed, and it was found that MUL1 

could promote the degradation of eqMAVS by EIAV Gag, and could induce co-immunoprecipitation with 

EIAV Gag. Further analysis of the main functional domains of EIAV Gag mediated degradation revealed 

that P15 and P26 could interact with eqMAVS and degrade eqMAVS protein. 

To our knowledge, the study show that EIAV can regulate MAVS mediated activation of IFN-β and 

we also produce monoclonal antibodies against eqMAVS to validate the degradation of endogenous 

eqMAVS by EIAV successfully. The EIAV Gag protein interacting with eqMAVS was further screened. 

We also found that it recruited the E3 ubiquitin ligase MUL1 to degrade eqMAVS through the ubiquitin-

proteasome pathway. This research provides an effective biological tool for the exploration of endogenous 

eqMAVS changes, expands the research on the regulation of MAVS proteins by lentiviral family members, 

and lays an important foundation for the further study of the signaling pathways of EIAV and RIG-I-
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MAVS, and provides a new research direction for the further exploration of the mechanism of persistent 

infection induced by EIAV. 

Keywords: Equine infectious anemia virus, Gag, MAVS, Proteasome degradation pathway 
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主要符号对照表 

英文缩写 英文全称 中文名称 

CA Capsid 衣壳蛋白 

DU Deoxyuridine triphosphatase dUTPase 

EIA Equine infectious anemia 马传染性贫血病 

EIAV Equine infectious anemia virus 马传染性贫血病毒 

HIV Human immunodeficiency virus 人类免疫缺陷病毒 

IN Integrase 整合酶 

IRF3 Interferon regulatory factor 干扰素调节因子 3 

LGP2 Laboratory of genetics and physiology 2 遗传学和生理学蛋白质 2 

LTR Long terminal repeats 长末端重复序列 

MA Matrix 基质蛋白 

MAM Mitochondria-associated endoplasmic 

reticulum membrane 

线粒体相关的内质网膜结构 

MAVS Mitochondrial antiviral signaling protein 线粒体抗病毒蛋白 

MDA5 Melanoma differentiation-associated gene 

5 

黑素瘤分化相关基因 5 

MHR Major homology region 主要同源区 

NC Nucleocapsid 核衣壳蛋白 

NES Nuclear export signal 核输出信号域 

NF-κB Nuclear factor kappa-B 核转录因子-κB 

NLS Nuclear location signal 核定位信号域 

ORF Open reading frame 开放阅读框 

PLK1 Serine/threonine Polo-like kinase1 丝氨酸/苏氨酸 Polo 样激酶 I 

PR Protease 蛋白酶 

PRR Proline-rich domain 富含脯氨酸的区域 

RBD RNA-binding domain RNA 结合结构域 

RD Repressor domain C 端阻遏物结构域 

RIG-I Retinoic acid-inducible gene I 视黄酸诱导基因 I 

RLRs RIG-I-like receptors 维甲酸诱导基因 I 样受体 

RT Reverse transcriptase 反转录酶 

SU surface glycoprotein 表面糖蛋白 

TM Transmembrane glycoprotein 跨膜糖蛋白 

UTR Untranslated region 非翻译区 
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第一章  绪论 

1.1 马传染性贫血病毒概述 

由马传染性贫血病毒(Equine Infectious Anemia Vrius, EIAV)引起的马传染性贫血病(Equine 

Infectious Anemia, EIA)，是马属动物的一种以持续性感染、贫血和发热类型以滞留热与间歇热为

主的反复发热为特征的传染病(CARPENTER et al., 1987)。这种周期性发热以一定时间为间隔。反

复出现，随着疾病的进程。发热程度越来越弱，间隔越来越长，最终表现为隐性感染终身带毒。

该临床症状与此病毒的特性有关(KAISER et al., 2009)。 

EIAV 属于逆转录病毒科慢病毒属，慢病毒可在宿主体内持续的潜伏感染，是由于其复制过

程会经历一段 DNA 中间体，病毒 RNA 通过反转录合成双股 DNA 形式的前病毒基因，之后整合

于宿主细胞的基因组中。以前病毒序列为模版利用宿主细胞的聚合酶，转录出新的病毒 RNA，翻

译为病毒蛋白进而组装病毒粒子并释放。这样，病毒基因组的存在时间与宿主细胞的寿命息息相

关(SELLON et al., 1994)。 

1.2 EIAV 病毒粒子及基因结构 

根据美国 R.C.Montelaro 教授等所构建的 EIAV 病毒粒子模式图片见图 1-1(SALINOVICH and 

MONTELARO, 1986)，以及病毒的电镜照片图 1-2 可知，病毒粒子的直径约 100 nm，含一个锥型

核心，再由脂质囊膜包裹。囊膜(Envelope, Env)中分别含有跨膜糖蛋白(Transmembrane glycoprotein, 

TM)gp45 和高度糖基化的表面糖蛋白(Surface glycoprotein, SU)gp90。囊膜上的一种微小组分是脂

酰化蛋白基质蛋白(Matrix protein, MA)P15，在脂质双分子层下构成基质。病毒核心还包括衣壳蛋

白(Capsid protein, CA)P26、核衣壳蛋白(Nucleocapsid protein, NC)P11、P9。P26 是数量最多的结构

蛋白，构成病毒核衣壳主体，其中 P9 为酸性蛋白，P11 为强碱性蛋白。以下是关于 EIAV 编码的

各个结构蛋白以及附属蛋白(GONDA et al., 1978)。 

图 1-1 EIAV 结构模式图(LERIUX et al, 2004)        图 1-2 EIAV 电镜图(SALINOVICH,1986) 

Fig.1-1 Model of an EIAV particle                     Fig.1-2 SEM images of EIAV 
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1.2.1 EIAV gag 基因及其编码蛋白 

EIAV gag基因的组成与人免疫缺陷病毒(Human immunodeficiency virus, HIV)最为相似，编

码 EIAV 的前体蛋白 P55，后会经病毒自身编码的蛋白酶将其裂解为 P15、P26、P11 和 P9，裂解

位点见图 1-3(STEPHENS et al., 1986)。为了研究 EIAV 的结构组成 Oroszlan 等人制备了针对 Gag

及其裂解后成熟蛋白的高滴度兔多克隆血清。这些血清用于推测的病毒 Gag 的前体蛋白和成熟蛋

白组成，后发现 Gag 前体蛋白会被裂解为 49 kDa、40 kDa 和 35 kDa 等多种不同大小的成熟蛋白

组合(HENDERSON et al., 1987)。而由 Gag 前体蛋白裂解的成熟蛋白对于逆转录病毒组装和萌芽

至关重要：P15 能够靶向病毒组装位点并促进病毒基因组与胞质膜的结合；P26 可介导自身相互

作用，在病毒装配过程中以有序的方式进行寡聚以确保病毒颗粒的形态；P11 包含一个 RNA 结

合域，可以对病毒基因组进行包装并促进自身的寡聚化(BIENIASZ, 2009)。其他方面，HIV-1 Gag

蛋白的组装主要发生在胞质膜上，由 N 端肉豆蔻酰化的 P15 蛋白介导，而其肉豆蔻化对于促进病

毒成分锚定在胞质膜上进行组装必不可少。进一步发现，对其肉豆蔻化基序中保守的碱性氨基酸

残基进行突变后，会导致病毒成分靶向胞质膜的效率降低，减少病毒的生成(SAAD et al., 2007)。

EIAV 的 P26 蛋白与 HIV 对应的蛋白同源性最高，其中两者都包含一个 20 个氨基酸残基的主要

同源区(Major homology region, MHR)，该区域对病毒前体蛋白经历完全裂解到成熟阶段十分重要

(COOK et al., 2013)。P11 是一类多功能碱性蛋白，它们包含两个长度可变的锌指结合基序

(CX2CX4HX4C)，并在病毒的 RNA 包装和感染中起着至关重要的作用(AMODEO et al., 2006)。

EIAV P9 包含一个 YPDL L 结构域，此结构域可与内吞小体分选转运复合体(the endosomal sorting 

complex required for transport, ESCRT)途径建立联系，对病毒萌芽后期的释放至关重要(CHEN et al., 

2005)。另一方面，P9 作为最小的成熟蛋白是 SUMO 化的主要目标，研究人员对 P9 的 K30 位点

进行突变后可消除其 SUMO 化修饰(WANG et al., 2017)。 

图 1-3 EIAV Gag 蛋白裂解位点(HENDERSON et al,1987) 

Fig.1-3 Proteolytic cleavage sites in EIAV Gag 

1.2.2 EIAV pol 基因 

EIAV pol基因与 gag基因的开放阅读框存在一定程度的重合，所以 Gag-Pol 多蛋白的合成需

要核糖体向-1 方向上移码读取 gag 基因 C 端 251 个碱基来翻译 Pol 蛋白，该部分包含了 P11 部分

基因及 P9 全部基因。一般认为，RNA 病毒的核糖体移码机制都需要特定的序列及茎环结构，有

文献报道人为破坏 HIV 的茎环结构后，会降低移码的效率(STAPLE and BUTCHER, 2003)。EIAV 

pol基因编码 EIAV 所有的酶，包括逆转录酶(Reverse transcriptase, RT)P66、蛋白酶(Protease, PR)P12、

dUTPase(Deoxyuridine triphosphatase, DU)和整合酶(Integrase, IN)P30(CHEN and MONTELARO, 

2003; DULUDE et al., 2002)。研究人员使用亲和层析法纯化逆转录酶时，发现存在两个同时具备

逆转录酶与 RNase H 双重活性的大小不同的蛋白，分别是 66 kDa 与 51 kDa，这表明 66 kDa 蛋白
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的降解产生 51 kDa 蛋白。在一定程度上丰富了 EIAV 蛋白裂解的多样性(DEVICO et al., 1991)。突

变慢病毒属 HIV-1、HIV-2 及 EIAV 逆转录酶的 N 段与 C 段区域都能够在非常大程度上影响逆转

录酶的 DNA 聚合酶活性(SHAHARABANY et al., 1993)。EIAV 与 HIV-1 蛋白酶包含 30 个相同的

氨基酸，11 个相似的氨基酸，它们主要集中在底物结合区和底物作用区(CHIU et al., 1985)。EIAV

蛋白酶的主要作用为裂解病毒的前体蛋白，裂解位点是锌指结构中第一个半胱氨酸残基的 C 端。

而 EIAV dUTPase 在基因结构上位于 RNase H 和整合酶之间，有数据表明缺乏 dUTPase 的 EIAV

在原代马巨噬细胞上的复制水平很低，仅为野毒株的 1%(LICHTENSTEIN et al., 1995; SHAO et al., 

1997)。EIAV 编码的整合酶是慢病毒属成员中最小的(KAWAKAMI et al., 1987)。科研人员于 1996

年首次在体外纯化了多组氨酸融合表达的整合酶，并验证其与 HIV 的整合酶具有相似的生化特

性，这也为进一步研究 EIAV 整合酶功能提供了基础(ENGELMAN, 1996)。 

1.2.3 EIAV env 基因及其编码蛋白 

EIAV env基因编码含 862 个氨基酸残基的 Env 前体蛋白，裂解后形成含有 12 个 N 糖基化位

点的 gp90 和仅含有 4 个 N 糖基化位点的 gp45(TALLMADGE et al., 2008)。一般情况下，病毒通

过病毒颗粒表面的蛋白与细胞受体相结合，而慢病毒的 Env 糖蛋白暴露在病毒颗粒表面形成突

起，其具有重要的生物学功能包括对识别细胞表面病毒相关膜受体、介导病毒-细胞膜融合和病毒

的中和作用。而 Env 蛋白的糖侧链则可以帮助病毒完成自身折叠与免疫逃逸(EDMONSON et al., 

1998)。针对猴免疫缺陷病毒 Env 蛋白的 N 糖基化研究也表示，随着糖基化数量的增加，病毒毒

力增强(EDMONSON et al., 1998)。EIAV env 基因高度变异性是慢病毒共同的特征，不同毒株 gp90

的糖基化位点数量差异较大，但普遍在 13-19 个左右(WANG et al., 2011)。而 gp90 的高度变异性

还直接体现在序列差异上，有研究表明，EIAVUK 的弱毒株 gp90 与强毒株 gp90 之间有 30 个氨基

酸差异，并且都集中分布在 V3 高变区(PAYNE et al., 2004)。由于其变异程度高所以针对 Env 蛋

白的抗体制备一直是一个难题，通过分析平行感染的 13 个分离株，发现 Env 蛋白序列没有明显

的进化模式。继而根据 gp90 或 gp45 上的保守表位研发针对 Env 糖蛋白的中和抗体，得到的单克

隆抗体却无法中和 EIAV 感染(HUSSAIN et al., 1987)。当针对 EIAV 疫苗研发及中和抗体制备均陷

入困局时，沈荣显院士通过在驴白细胞培养物上对 EIAV 驴强毒长期连续传代，成功培育出了

EIAV 弱毒疫苗(MA et al., 2011)。对传代过程中三株重要毒株的 env 基因进行测序分析，发现疫苗

毒株 Env 蛋白的 V4 区域第 236 位氨基酸的缺失突变导致一个 N-糖基化位点的丧失，而该位点对

毒力转变至关重要，也印证了 EIAV Env 蛋白糖基化与致病性密切相关(LIU et al., 2019)。 

1.2.4 EIAV 附属基因及其编码蛋白 

反式激活蛋白(Trans-activator of transcription, Tat)是调控慢病毒转录的 RNA 早期结合蛋白

(BAYER et al., 1995)。EIAV Tat 蛋白第一外显子的起始密码子为 CUG 而非 AUG 处启动翻译，其

在转录延伸水平上激活宿主 RNA 聚合酶 II 并介导病毒的复制，其对病毒复制必不可少(DERSE et 

al., 1990)。Tat 蛋白也可通过结合长末端重复序列(Long terminal repeats，LTR)上的 Tat 激活域(Tat 

activating region, TAR)招募多种细胞因子，起始病毒 RNA 的转录翻译。科研人员发现使用亲和层

析法纯化与 Tat 蛋白结合的细胞核提取物，其中包括细胞周期蛋白 T1、Tat 特殊因子 1、细胞周期
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蛋白依赖性激酶 9 和至少三种未鉴定的宿主蛋白质(SUNE et al., 2000)。 

不同毒株的 S2 差异较大，编码氨基酸数量在 65-68 个之间，蛋白约 7.2 kDa。EIAVLN40 在感

染马体 150 d 后 S2 存在 10 个稳定的氨基酸突变，突变率为 14.7%(WANG et al., 2014)。而 2003

年 Li 等人将 EIAVUK 的 S2 基因缺失，进一步制备的减毒活疫苗，免疫马体 6 个月可表现出一定

的保护力，这表明 S2 能调节宿主的免疫反应(LI et al., 2003)。且有研究表明 S2 蛋白的表达对于

小马驹感染 EIAV 至关重要，将其突变后小马驹在感染后基本检测不到病毒血症(FAGERNESS et 

al., 2006)。Covaleda 等人的研究也进一步表明病毒感染巨噬细胞后 S2 可增强促炎性细胞因子和

趋化因子的表达(COVALEDA et al., 2010)。最新关于 S2 功能的研究是发现其与 HIV 的 Nef 类似，

可以与宿主限制因子 SERINC5 和 SERINC3 相互作用，将其从病毒粒子中排除(CHANDE et al., 

2016)。 

Rev 蛋白包含两部分 RNA 结合结构域，两者之间间隔 79 个氨基酸残基。Rev 含有 3 个功能

域，分别是 RNA 结合结构域(RNA-binding domain, RBD)、核输出信号域(Nuclear export signal, NES)

和核定位信号域(Nuclear location signal, NLS)(UMUNNAKWE et al., 2014)。慢病毒的 Rev 蛋白主

要功能是剪切病毒 mRNA 促进核输出。EIAV Rev 与 HIV-1 Rev 具有同源性，HIV-1 Rev 与细胞核

结合并结合其同源序列，随后沿病毒 RNA 寡聚，并结合细胞核孔转运蛋白 Crm1 转运 RNA-蛋白

质复合物至细胞质(POLLARD and MALIM, 1998)。最近关于 Rev 蛋白的研究发现其新功能，EIAV

还可以通过 Rev 介导 SAMHD1 的降解来抵消 SAMHD1 的限制，逃避宿主细胞的天然免疫反应，

也揭示了 EIAV 附属蛋白的多种功能(REN et al., 2020a)。 

1.3 慢病毒相关天然免疫限制因子的研究进展 

慢病毒基因组所编码的蛋白较少，需要借助宿主细胞蛋白来进行自我复制，而宿主细胞也根

据其特性编码多种蛋白调控病毒复制周期，限制其生成，这类能够限制病毒复制的宿主蛋白被称

为天然免疫限制因子。第一个被发现具有抗 HIV 病毒活性的细胞蛋白质是 APOBEC3G，该蛋白

可以通过包裹进病毒粒子中，在新一轮感染复制过程中引起逆转录得到的病毒 DNA 胞嘧啶突变

为尿嘧啶，进而被宿主细胞的 DNA 甲基化酶识别后降解，从而达到抑制病毒复制的效果，而 HIV 

Vif 蛋白则可以拮抗 APOBEC3G(KREMER and SCHNIERLE, 2005)。除 APOBEC3G 外，目前针

对 HIV-1 研究较多的限制因子有 TRIM5α(STREMLAU et al., 2004)、SAMHD1(LAGUETTE et al., 

2011)、MX2(GOUJON et al., 2013)、Tetherin 等(COLOMER-LLUCH et al., 2018)。其中宿主限制因

子 Tetherin 通过在细胞表面表达来抑制病毒粒子的释放，而 HIV-1 辅助蛋白 Vpu 则可拮抗其功能

(NEIL et al., 2008)。另外 HIV-1 Vpu 还可以通过负调控线粒体抗病毒蛋白(Mitochondrial antiviral 

signaling protein, MAVS)强烈拮抗干扰素的生成(SANCHEZ et al., 2015)。 

1.4 MAVS 在抗病毒先天性免疫中的作用 

通过模式识别受体先天性免疫细胞可识别病原体相关分子模式，并激活细胞内的抗病毒免疫

应答信号传导途径(AKIRA et al., 2006)。细胞内的模式识别受体包括位于细胞内的维甲酸诱导基

因 I 样受体(RIG-I-like receptors, RLRs)和细胞膜上的 Toll 样受体(Toll-like receptors, TLRs)。两种

RNA 识别受体，它们均可在识别病毒 RNA 后启动机体抗病毒免疫反应。RLRs 识别外源性 RNA
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后，磷酸化位于线粒体上的信号接头分子 MAVS，并促进干扰素调节因子 3(Interferon regulatory 

factor, IRF3)的激活以及 I 型干扰素的表达(TAKEUCHI and AKIRA, 2010)。RLRs 介导的信号通路

在抗病毒感染和维持免疫系统稳态中发挥着重要的作用；异常活化与多种自身免疫紊乱疾病密切

相关。因此，RLRs 的活化应受到严密的调控，在保证迅速有效的清除入侵病毒的同时避免机体

自身损伤。 

RLRs 家族有 3 个成员：视黄酸诱导基因 I(Retinoic acid-inducible gene I, RIG-I)，黑素瘤分化

相关基因 5(Melanoma differentiation-associated gene 5, MDA5) 和遗传学和生理学蛋白质

2(Laboratory of genetics and physiology 2, LGP2)(LOO and GALE, 2011)。RIG-I 和 MDA5 是典型的

模式识别受体，而 LGP2 被认为是两者的信号转导调节器(YONEYAMA et al., 2005)。RIG-I 和

MDA5 识别病毒 RNA 后，MAVS 相互作用，从而诱导 IRF3/7 和核转录因子-κB(Nuclear factor 

kappa-B, NF-κB)，最终导致的多种炎性因子的表达(XU et al., 2005)。在结构上，RIG-1 和 MDA5

的 N 端都包含两个具有 RNA 解旋酶活性的半胱氨酸天冬氨酸酶激活和募集结构域(Caspase 

activation and recruitment domains, CARD)，CARD 域两端分别是含 DExD/H 盒子的 ATP 酶结构域

和阻遏物结构域(Repressor domain, RD)，其中 RD 在正常生理条件下抑制 RIG-I 和 MDA5 激活

(SAITO et al., 2007; YONEYAMA et al., 2004)。LGP2 与 RIG-I 和 MDA5 的不同之处在于它缺少

CARD和RD结构域。RIG-I优先识别病毒复制过程中产生的含5'-ppp的RNA序列与poly(U/UC)，

且更倾向于识别平末端 RNA 序列(HORNUNG et al., 2006)。而 MDA5 更倾向于识别长链病毒 RNA

和 poly(I:C)(KATO et al., 2008)。RIG-I 与 MAVS 的相互作用启动了一系列复杂的级联反应，以驱

动下游信号传导，如图 1-4 所示(BELGNAOUI et al., 2011)。 

图 1-4 RIG-I 信号通路的示意图(BELGNAOUI et al., 2011) 

Fig.1-4 Schematic representation of the RIG-I signaling pathway 
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MAVS 编码 540 个氨基酸(如图 1-5 所示)，其主要定位于线粒体外膜、过氧化物酶和线粒体

相关的内质网膜结构(Mitochondria-associated endoplasmic reticulum membrane, MAM)(BENDER et 

al., 2015; HORNER et al., 2011)。MAVS 包含三个功能域：N 端 CARD、中间富含脯氨酸的区域

(Proline-rich domain, PRR)和 C 端跨膜域(Transmembrane domain, TM)。RIG-I 和 MDA5 中存在与

MAVS 相似的 CARD 域结合，从而诱导 MAVS 激活(MEYLAN et al., 2005)。MAVS 的 TM 域确保

MAVS 定位于线粒体外膜发挥功能(LIU et al., 2013)，而 PRR 域与肿瘤坏死因子受体相关因子家

族成员(Tumor necrosis factor receptor-as ociated factors, TRAFs)结合以促进下游信号转导。RIG-I 和

MDA5 结合病毒 dsRNA 后，发生构象变化，暴露出它们的 N 端 CARD 域，并通过 CARD 形成

四聚体(PEISLEY et al., 2014)，并招募多种 E3 泛素连接酶进行 K63-多聚泛素化修饰(OSHIUMI et 

al., 2010)。随后 MAVS 的 CARD 域相互结合迅速形成病毒样寡聚体，该寡聚过程对于 MAVS 发

挥生物学功能至关重要(HOU et al., 2011)。接下来，MAVS 通过其 PRR 域与 TRAFs 结合，促进

TBK1 复合物的激活，TBK1 复合物促进 TRAF3 与 TRAF7 的磷酸化和二聚化，然后易位至细胞

核与 IFN 刺激的响应元件结合并诱导靶基因的转录(FANG et al., 2017)。另一方面，MAVS 通过其

PRR 域与 TRAF2 等的结合则形成 TRAF6 和 IKK 复合物，激活 NF-κB，诱导炎性细胞因子的转

录(KAWAI and AKIRA, 2009)。因此，MAVS 介导的这两种信号通路在抗病毒先天免疫中起着至

关重要的作用(VAZQUEZ and HORNER, 2015)。 

图 1-5 MAVS 结构模式图(VAZQUEZ and HORNER, 2015) 

Fig.1-5 Schematic representation of MAVS 

1.4.1 MAVS 的转录后调控 

MAVS 的 mRNA 是多顺反子结构，编码六种同工型，包括全长和五个缺失 CARD 域的蛋白

(分别为 FL MAVS 和 MAVS-M142/303/358/367/449)(QI et al., 2017)。在正常生理条件下，MAVS

的截短同工型与 FL MAVS 结合会抑制其自发性寡聚，已形成的寡聚体会被线粒体自噬降解，从

而维持免疫稳态。但病毒感染期间，MAVS-M142 不能阻止 FL MAVS 的聚集，但可以阻止其与

TRAFs 的结合。也可通过 5'非翻译区(Untranslated region, UTR)的上游开放阅读框(Open reading 

frame, ORF)来实现 MAVS 和 MAVS-M142 的调控。核糖体跳过 FL MAVS 的起始位置而启动

MAVS-M142 的翻译。因此，在一定程度上 MAVS 通过多种同工型比例决定了 MAVS 信号转导的

结果(BRUBAKER et al., 2014)。另一方面，MAVS 的 3'UTR 中存在三个富含 A-U 的元件，其能够

介导人 R 抗原与之结合，这会破坏 MAVS 的 mRNA 稳定性并使得 MAVS 蛋白表达在正常生理条

件下维持低水平。除此以外 MAVS 的 3'UTR 中还含有四个 miR-27a 结合位点，miR-27a 的上调即

抑制 MAVS 的表达(XU et al., 2019)。 
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1.4.2 MAVS 的翻译后调控 

病毒感染会引发线粒体外膜上 MAVS 发生 K63 多聚泛素化，进而诱导其寡聚。目前，已知

E3 泛素连接酶 TRIM31 是的 MAVS 寡聚化激活诱导蛋白。当缺乏 RIG-I 或无病毒感染时，TRIM31

介导的 MAVS 寡聚不能发生，因此认为，病毒感染后激活宿主蛋白 TRIM31 介导的 MAVS 寡聚

化需要 RIG-I 参与(LIU et al., 2017a)。另外，E3 泛素连接酶 TRIM21 对 MAVS 进行 K27 多聚泛素

化以促进天然免疫反应。病毒感染后上调 TRIM21 的表达，促进 TBK1 募集至 MAVS 处并增强下

游信号传导(XUE et al., 2018)。众所周知，MAVS 的 K48 多聚泛素化会促进其降解，那么抑制

MAVS K48 多聚泛素化的蛋白质即可正向调节 RLR 信号通路的传导。例如，病毒感染后上调内

源蛋白质亲环素 A，其能够与 TRIM25 竞争结合 MAVS 从而有效地抑制 TRIM25 介导的 MAVS

降解(LIU et al., 2017b)。而泛素化是一个可逆的过程，病毒感染还会上调卵巢肿瘤家族去泛素酶 4

的表达，去除 MAVS 的 K48 多聚泛素链，从而降低其降解水平(LIUYU et al., 2019)。所以，在病

毒感染过程中宿主细胞已发展出一套维持 MAVS 水平的机制，以确保抗病毒免疫信号的正确传

导。 

目前研究最多的是 MAVS 的翻译后负调控（如图 1-6 所示）。许多 E3 泛素连接酶可介导 MAVS 

K48 多聚泛素化。此外，越来越多的证据表明，各种衔接子蛋白与 MAVS 的结合可调节其泛素介

导的蛋白酶体降解效应。例如，PCBP2 蛋白能够与 MAVS 的 TM 域结合，并招募 E3 泛素连接酶

AIP4。病毒感染后上调 PCBP2 的表达并进一步促进 AIP4 介导的 MAVS K48 多聚泛素化，从而

促进 MAVS 降解(YOU et al., 2009)。TAX1BP1 蛋白也能够与 MAVS 的 CARD 域结合并招募

AIP4(CHOI et al., 2017)。在正常生理条件下，与 PCBP2 高度同源的 PCBP1 也承担了类似的角色，

由于 PCBP1 介导的降解促使 MAVS 表达维持在低水平，避免了过度传导免疫信号(ZHOU et al., 

2012)。E3 泛素连接酶 SMURF1 介导 MAVS 的 K48 多聚泛素化降解受两个衔接蛋白 OTUD1 和

NDFIP1 的正调控。OTUD1 与 SMURF1 相互作用，消除 SMURF1 的 K48 多聚泛素链，防止其自

身降解，并上调其蛋白质水平。而 NDFIP1 与 MAVS 结合后将 SMURF1 招募到 MAVS 附近，增

强了 SMURF1 自身的泛素化水平和酶活性(WANG et al., 2012; ZHANG et al., 2018)。与 MAVS 降

解相关的 E3 泛素连接酶种类众多，可将其作为病毒感染治疗的靶标。 

据报道在病毒感染期间可以通过调控磷酸化和去磷酸化控制 MAVS 的活化(REN et al., 2020b)。

丝氨酸/苏氨酸 Polo 样激酶 1(Serine/threonine Polo-like kinase1, PLK1)通过与 MAVS 相互作用，破

坏 MAVS 与 TRAF3 的复合物形成，进一步抑制干扰素的产生(OSHIUMI et al., 2016; VITOUR et 

al., 2009)。水疱性口炎病毒诱导酪氨酸激酶 c-Abl 与磷酸化的 MAVS 相互作用，减弱 MAVS 的激

活和干扰素的产生(SONG et al., 2010)。后来研究发现 c-Abl 激酶能够使 MAVS 磷酸化并增加 LC3

与其相互作用，影响小胶质细胞的活化(CHENG et al., 2017)。另一方面病毒感染可以诱导 MAVS

第 9 位酪氨酸的磷酸化，从而促进 MAVS/TRAF3/TRAF6 复合物的形成以及 RLR 信号通路的激

活(WEN et al., 2012)。而在病毒感染后 MAVSC 末端富含丝氨酸的结构域可以直接被 TBK1 磷酸

化，从而募集 IRF3 并促进 IRF3 的磷酸化和 TBK1 的激活(LIU et al., 2015)。机体为保证磷酸化维

持在正常水平，可通过调节磷酸酶的活化对其降解。据报道，PPM1A 可直接去除 MAVS 的磷酸
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化，或使 TBK1 去磷酸化，从而抑制 MAVS 介导的抗病毒免疫反应(XIANG et al., 2016)。 

图 1-6 MAVS 在抗病毒免疫反应中的翻译后调控((REN et al., 2020) 

Fig.1-6 Post-translational modifications of MAVS activity antiviral immunity. 

1.4.3 病毒蛋白与 MAVS 的相互作用 

许多病毒都可以通过自身编码的蛋白质酶直接切割 MAVS，从而抑制 RLR 信号传导（如图

1-7 所示）。2005 年首次报道了丙型肝炎病毒丝氨酸蛋白酶 NS3/4A 与 MAVS 共定位并将其切割。

NS3/4A 切割位点是 MAVS 第 508 处的半胱氨酸残基，可将 MAVS 的 N 末端从线粒体中移除，减

少下游信号传导，以实现持续的病毒感染(LI et al., 2005)。小 RNA 病毒科可通过编码半胱氨酸蛋

白酶 3C，该蛋白酶针对 MAVS 第 148 处的谷氨酰胺残基，裂解 MAVS 并抑制其活性。且 B3 型

柯萨奇病毒还包含第二个裂解 MAVS 的蛋白酶 2A，两个病毒蛋白协同作用于 MAVS，彻底抑制

干扰素表达(MUKHERJEE et al., 2011; PANG et al., 2017)。类似的，猪繁殖和呼吸综合症病毒也产

生 3C 样丝氨酸蛋白酶，并在 MAVS 第 268 位谷氨酸残基处切割(DONG et al., 2015)。甲型肝炎病

毒编码蛋白酶 3ABC 能够切割 MAVS，但从蝙蝠体内分离到的病毒在第 463 位谷氨酸处切割，而

从人体内分离到的病毒却在第 427 位谷氨酰胺处切割。这突显了病毒跨物种干扰细胞内信号传导

的不同，可能有利于促进甲型肝炎病毒的跨物种传播(FENG et al., 2019)。 

除了直接切割外，一些病毒蛋白还可以诱导 MAVS 经蛋白酶体降解。例如，乙型肝炎病毒蛋

白 X 与 MAVS 结合并促进其第 136 位赖氨酸的泛素化，导致 MAVS 经蛋白酶体降解(WEI et al., 

2010)。冠状病毒编码的 ORF-9b，可通过 PCBP2–AIP4 轴催化 MAVS 的 K48 多聚泛素化降解。
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ORF-9b 还导致线粒体分裂蛋白降解并减少干扰素信号传导，这表明 ORF-9b 也通过操纵线粒体

形态来促进病毒逃逸(SHI et al., 2014)。同时轮状病毒也通过多种机制来降解 RLR 信号传导蛋白。

其中 VP3 可诱导 MAVS 第 188-193 位的磷酸化，从而导致 K48 多聚泛素化并经蛋白酶体降解

(DING et al., 2018)。而 NSP1 具有 E3 泛素连接酶样活性，可以结合 MAVS 的 CARD 域或 TM 域，

促进 MAVS 经蛋白酶体降解(NANDI et al., 2014)。 

甲型流感病毒是最常见的 RNA 病毒，由于其变异性和高致病性，已引起全球范围的大流行。

H5N1 亚型流感病毒编码的 PB1-F2 和 PB2Δ 蛋白，它们在 MAVS 介导的抗病毒先天免疫中起相

反的作用。PB1-F2 与 MAVS 的 TM 域结合降低线粒体膜电位并破坏 MAVS 的信号传导(VARGA 

et al., 2012)，而 PB2Δ 直接与 MAVS 相互作用以促进 I 型干扰素的信号传导，从而抑制病毒复制

(BOERGELING et al., 2015)。此外，NS1 蛋白通过去除 TRAF3 上的 K63 多聚泛素链来抑制 TRAF3-

MAVS 相互作用，从而负面调控机体的抗病毒免疫反应(QIAN et al., 2017)。且病毒上调 miRNA-

125a 和 miRNA-125b 的表达，并促进其与 MAVS 的 3'UTR 结合并抑制其翻译，在转录后水平上

抑制 MAVS 的表达(HSU et al., 2017)。此外，其 M2 蛋白可诱导钙离子依赖性活性氧的产生，从

而增强 MAVS 的寡聚化(WANG et al., 2019)。所以，病毒多个蛋白可以通过直接或间接途径抑制

RLR 信号转导通路蛋白来阻断 MAVS 介导的信号传导。 

图 1-7 病毒蛋白负调控 MAVS 信号转导示意图(REN et al., 2020) 

Fig.1-7 Schematic representation of negative regulation of MAVS signaling by viral proteins. 
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1.5 本研究的目的与意义 

EIAV 是 RNA 病毒，且引发持续性感染，但机制尚未探究清楚。之前的研究表明病毒感染后，

宿主细胞识别病毒 RNA 的感受器 RIG-I/MDA5 磷酸化后将信号传递给线粒体上的信号转导蛋白

MAVS 再继续将抗病毒信号向下传递，增加 IFN 的产生，以抑制病毒复制。目前已发现很多 RNA

病毒与 DNA 病毒均能够通过与 MAVS 相互作用阻断 RIG-I 信号通路的传导，以抵抗细胞的先天

性免疫反应。EIAV 感染细胞后释放的病毒基因组 RNA 理应被细胞内感受器 RIG-I/MDA5 识别，

而 EIAV 又会怎样应对细胞内的天然免疫反应，能否调控 RIG-I-MAVS 信号通路。由于没有针对

此部分的研究，因此，通过研究 EIAV 与 RIG-I 信号通路，不仅可以促进对 EIAV 致病机制的认

识，更有利于更新 EIAV 调控细胞信号通路的靶点信息，对慢病毒调控先天性免疫反应具有重要

的科学参考价值。 
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第二章 EIAV 负调控 eqMAVS 的表达 

为了探究 EIAV 是否通过下调 eqMAVS 介导的干扰素激活而助于自身复制。前期在 HEK293T

细胞中发现共转染 EIAV 感染性克隆质粒 CMV3-8 可下调 eqMAVS 的蛋白表达。本研究制备了

eqMAVS 鼠单克隆抗体，并用于检测 EIAV 感染马属动物细胞后内源性 eqMAVS 的表达情况，并

进一步筛选下调 eqMAVS 表达的 EIAV 蛋白。 

2.1 实验材料 

2.1.1 试验所用质粒菌株细胞及动物 

原核表达载体 pET-32a、pGEX-6p-1 和真核表达载体 VR1012、pcDNA3.1 以及 EIAV 感染性

克隆质粒 CMV3-8 由本实验室提供；IgK-IFN-Luc 和 pRL-TK 购买自淼灵生物公司；DH5α 和

TSsetta(DE3)感受肽细胞购买自哈尔滨擎科有限公司；HEK293T 细胞、HEK293T-ELR1 细胞、马

胎皮肤细胞 NBL-6、马外周血单核巨噬细胞 eMDM 和 SP2/0 细胞均由本实验室提供；BALB/c 小

鼠(6 周龄)购买自辽宁长生生物技术股份有限公司。 

2.1.2 试验所用试剂及培养液配置 

表 2-1 主要试剂 

Table 2-1 The reagents used in this research 

试剂 公司 

Simple P 总 RNA 提取试剂盒 博日科技有限公司 

TRIzol™ Reagent  Thermo 

核酸限制性内切酶 Thermo 

反转录试剂盒 Takara 

考马斯亮蓝 R250 索莱宝 

TRIS VWR Life Science 

Triton X-100 Sigma 

KOD 高保真酶 TOYOBO 

琼脂糖 擎科 

胶回收试剂盒、DNA 小提试剂盒 诺唯赞 

T4 DNA 连接酶 NEB 

2×Taq PCR StarMix GenStar 

氨苄青霉素、卡那霉素 Biosharp 

IPTG 诱导剂 

Sigma 
Tween 20 

弗氏佐剂、HAT、HT、PEG1450 细胞融合剂 

DMEM 和 RIMP 细胞培养基 

蛋白电泳液和预制胶、High Affinity Ni-Charged Resin FF Genscript 



中国农业科学院硕士学位论文                                       第二章 EIAV 负调控 eqMAVS 的表达 

12 

表 2-1(续) 

试剂 公司 

盐酸胍 Adamas-beta 

DTT 碧云天 

新生牛血清 Ausbian 

胎牛血清(FBS) Wesent 

HiTrap Protein L HP GE Healthcare 

抗体亚型鉴定试剂盒 Southern Biotech 

ELISA 底物单组份显色液 北京博奥龙 

Clone Easy 北京博奥龙 

脂质体 Polyjet 转染试剂 SignaGen Laboratories 

变性蛋白电泳液及及 金斯瑞 

NC 膜 Millipore 

Skim milk BD 

DMEM-high Glucose Sigma 

双抗青霉素链霉素 碧云天 

抗 flag 鼠单抗和抗 HA 鼠单抗 Sigma 

抗 β-actin 鼠单抗体 Sigma 

BeyoGold™ His-tag Purification Resin 碧云天 

2.1.3 主要仪器 

表 2-2 主要仪器 

Table 2-2 The instruments used in this research 

仪器 公司 

PCR 仪(Sure Cycler 8800) Agilent Technologie 

凝胶成像分析系统 伯乐 

伯乐蛋白电泳仪(165-8004) 伯乐公司 

快速湿转转膜仪 金斯瑞公司 

恒温振荡器 CRYSTAL SYSTEMS 

掌上离心机(5424) Eppendorf 

超纯水仪(GENPURE PRO) Thermo 

台式 pH 计(S210-B) METTLER TOLEDO 

核酸电泳仪(MP-300V) Major Science 

酶标仪(ELx800) Bio Tek 

水平摇床(SYC-2102) CRYSTAL 

高速离心机(CR21GⅡ) Hi TACHI 

微孔板化学发光检测仪 Berthold 
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表 2-2(续) 

仪器 公司 

恒温培养箱 上海一恒科技 

可见光分光光度计 Berthold Detection systems GmbH 

Odyssey CTL LI-COR 

2.2 实验方法 

2.2.1 细胞培养 

HEK293T 细胞与马胎皮肤细胞 NBL-6 采用含 1%青链霉素双抗溶液与 10% FBS 的高糖

DMEM 培养基，置于 37℃、5% CO2 含水碟的培养箱环境中。 

马外周血单核巨噬细胞(Equine Monocyte Derived Macrophages, eMDM)的分离培养：将新鲜

马血经锥形瓶侧壁缓慢倒入瓶中，静置 30 min，取上层血清置于离心管中 1 000 rpm 5 min 离心，

弃上清，用不含双抗的 RPMI 培养液重悬后 1 000 rpm 离心 5 min，重复洗 2 次，弃上清后用 30%

马血清、30%新生牛血清、1%双抗与 39% RPMI 1640 将细胞重悬，铺到 25 cm2 细胞瓶。 

2.2.2 目的基因的扩增及重组质粒的构建 

RNA 的提取与反转录：将 eMDM 或 HEK293T 细胞弃掉上清，按照 Trizol-氯仿法提取细胞

总 RNA，再按照 Takara 反转录试剂盒说明书进行反转录。目的基因的扩增：以马 cDNA 为模版，

用 eqMAVS-F和 eqMAVS-R引物与TOYOBO KOD酶试剂盒扩增马MAVS(equine MAVS, eqMAVS)

全长基因，以人 cDNA 为模版，用 huMAVS-F 和 huMAVS-R 引物与 TOYOBO KOD 酶试剂盒扩

增人 MAVS(human MAVS, huMAVS)全长基因。并分别以 infusion 的方法连接到以 pcDNA3.1-F 与

pcDNA3.1-R 为引物扩增的 pcDAN3.1 线性化载体上，测序成功后进行小提质粒。 

继续用 eqMAVS ΔTM-F 与 eqMAVS ΔTM-R 扩增不含跨膜区域的 eqMAVS 序列(eqMAVS 

ΔTM)或用 eqMAVS up-F 与 eqMAVS up-R 扩增上段 eqMAVS 序列(eqMAVS up)，并通过 infusion

酶分别连接到经 BamH I 与 Not I 双酶切的 pET-32a 线性化载体与 pGEX-6p-1 线性化载体上。同

样以 eqMAVS down-F 与 eqMAVS down-R 扩增下段 eqMAVS 序列(eqMAVS down)，并通过 infusion

酶分别连接到经 BamH I 与 Not I 双酶切的 pGEX-6p-1 线性化载体上。参照相关试剂说明书进行

酶切、连接、转化与鉴定。测序成功的质粒分别命名为于-20℃保存。 

2.2.3 重组蛋白的表达及纯化 

将重组质粒 pET32a-eqMAVSΔTM-his、pET32a-eqMAVS up-his 以及 pGEX-6p-1-eqMAVS Δ

TM-GST、pGEX-6p-1-eqMAVS up-GST、pGEX-6p-1-eqMAVS down-GST 分别转化入 TSsetta(DE3)

原核表达菌中，挑菌培养至 OD600 nm 为 0.6~0.8 时，按 1.0 mM 加入 IPTG 诱导剂，诱导 12 h，

诱导温度为：25℃，37℃。取 2 mL 菌液 10 000 rpm 离心 1 min，弃上清，用 1.5 mL PBS 重悬，

超声碎菌。将超声后的菌液 10 000 rpm 离心 10 min，分离上清和沉淀，沉淀用 1.5 mL PBS 重悬，

上清和沉淀分别取样 80 μL 煮样后进行 SDS-PAGE 蛋白电泳，随后用考马斯亮蓝染色液染色 15 
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min，用脱色液脱色 10 min 分析蛋白表达情况。 

按 BeyoGold™ His-tag Purification Resin 说明书纯化 eqMAVS ΔTM-his 蛋白，及按 BeyoGold™ 

GST-tag Purification Resin 说明书纯化 eqMAVS ΔTM-GST 蛋白，将含目的条带的洗脱液测浓度后，

按 1 mL/管分装-80℃冻存。 

2.2.4 动物免疫及血清抗体效价检测 

6 周龄 BALB/c 小鼠取 0.5 mL 浓度为 1 mg/mL 纯化的 eqMAVSΔTM-his 蛋白与 0.5 mL Quick 

Antibody-Mouse5W 佐剂充分混匀后，分装 0.2 mL 于 1 mL 注射器免疫 4 只小鼠，免疫方式为腿

部肌肉注射。每次免疫间隔 2 周，第 3 次免疫后 1 周断尾采血用间接 ELISA 检测血清抗体效价。 

杂交瘤细胞融合与铺板技术详见《抗体制备与使用实验指南》(张权庚, 2010)。 

2.2.5 抗体亚型鉴定 

按照实验指南进行阳性细胞筛选后，对扩大培养起来的阳性杂交瘤细胞进行抗体亚型鉴定，

取细胞上清液按照 SBA Clonotyping System-HRP(Southern Biotech)说明书操作。 

2.2.6 小鼠腹水抗体的纯化 

取适量 BALB/C 小鼠，按 500 μL/只腹腔注射弗氏不完全佐剂，3 d 后按 1×106个单克隆细胞

注射到小鼠腹腔，7-10 d 后抽取腹水，腹水先经 10 000 rpm 离心 15 min 后，抽取上清用 0.45 μm

过滤器过滤，纯化按照 HiTrap Protein L HP 说明书进行，具体操作方法如下：吸取 5 倍柱体积

Binding buffer，连接柱子，弃滤液，重复一次；吸取过滤后的腹水 5 mL，连接柱子，滤液再次过

滤，滤液留样；吸取 5 mL Binding buffer 洗柱子，用 Elution buffer 洗脱柱子，滤液留样；20%乙

醇的 PBS 保存柱子。 

2.2.7 抗体效价 

将纯化的抗体用 PBS 稀释后分装冻存于-80℃。用纯化的 MAVSΔTM-GST 蛋白按 50 ng/孔包

被 ELISA 板，按照间接 ELISA 操作方法分析按 1:50 进行 2 倍比稀释的抗体的效价，当样品孔与

对照孔吸光值比例大于 2.1 时，确定为阳性。 

2.2.8 细胞转染 

本研究按照脂质体 Polyjet 转染说明书进行操作，转染后 6-8 h，每孔加入 2 mL 新的培养液。 

2.2.9 细胞感染 

本研究使用的细胞感染操作为：马胎皮肤细胞 NBL-6 均匀铺在六孔板中，经 37℃、5% CO2

的培养箱中培养 16 h 左右，待细胞生长到 70%密度时进行感染。弃掉细胞培养上清，后按照 0.5 

mL、1 mL、1.5 mL、2 mL 加入之前收集的 CMV3-8 毒，对照组加入无血清 DMEM，置于 37℃

温箱中培养半小时后，加入 2 mL 新的细胞培养液。12 h 后弃掉培养液，再加入新的培养液。 
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2.2.10 双荧光素酶报告基因的检测 

将 HEK293T 细胞铺至 12 孔板中，待细胞汇合达 70-80%时，每孔转染 5 ng pRL-TK 质粒、

100 ng 荧光素酶报告基因质粒及其它共转质粒，用 pcDNA3.1 空载补齐 DNA 总量，按照 2.2.7 方

法转染至 12 孔板中。24 h 后，参照 Promega 双荧光素酶报告基因检测试剂盒说明书裂解细胞，

用微孔板化学发光检测仪检测 Firefly 和 Renilla 的荧光值，两者比值即为报告基因的活性值。 

2.2.11 Western blot 

将样品加入变性蛋白预制胶中，按照快速湿转依将蛋白转入 NC 膜，5%的脱脂乳封闭 1 h，

换入含一抗的 5%的脱脂乳中室温孵育 2 h，TBST 洗 3 次，每次 10 min，再加入到含二抗的 5%

脱脂乳中室温避光孵育 1 h，TBST 洗 3 次，每次 10 min，将膜放置于 odyssey 红外扫膜仪中扫描。 

2.3 实验结果 

2.3.1 目的基因扩增及重组质粒构建 

从马 cDNA 为模版下表基因引物成功扩增出全长 eqMAVS 基因如图 2-1A。从 HEK293T 细

胞提取的 RNA 扩增出全长 huMAVS 如图 2-1B 所示。载体 pcDNA3.1 经扩增后如图 2-1C 所示，

pGEX-6p-1 经 BamH I 与 Not I 酶切后如图 2-1D 所示，载体 pET-32a 经 BamH I 与 Not I 酶切后如

图 2-1E 所示。继续从 eqMAVS 全长基因中扩增出 eqMAVS ΔTM 和 eqMAVS up 与 eqMAVS down

基因如图 2-1F，菌液鉴定全为阳性如图 2-1G。经 infusion 酶连接到不同载体上后，进行菌液鉴定

也可以看到与目的片段大小相同的条带，进行测序也与预期的序列相同，将其命名为 pcDNA3.1-

eqMAVS-flag、pcDNA3.1-huMAVS-HA、pET-32a-eqMAVS ΔTM-his、pET-32a-eqMAVS up-his 与

pGEX-6p-1-eqMAVS ΔTM-GST、pGEX-6p-1-eqMAVS up-GST、pGEX-6p-1-eqMAVS down-GST。 

表 2-3 质粒构建所需引物 

Table 2-3 Primers used for construction of plasmids 

Primer name Primer sequences(5’-3’) Products 

eqMAVS-F ATGACGGTTGCCGAGGAC 
1590bp 

eqMAVS-R CTGGAGCAGGCGCCTACGG 

huMAVS-F ATGCCGTTTGCTGAAGACA 
1620bp 

huMAVS-R GTGCAGACGCCGCCGGTA 

pcDNA3.1-F TACCCCTACGACGTGCCC 
5385bp 

pcDNA3.1-R CATAAGCTTAAGTTTAAACG 

eqMAVS ΔTM-F CGCGGATCCGCGATGACCGTGGCCGAG 
1506bp 

eqMAVS ΔTM-R CGCGCGGCCGCCCCAGGCACGGTCCAGCCG 

eqMAVS up-F CGCGGATCCGCGATGACCGTGGCCGAG 
696bp 

eqMAVS up-R CGCGCGGCCGCCCCGGTGGACCTGGCCAGGGGCT 

eqMAVS down-GST-F CCCGGATCCCGCTCTCGCCTGCCTGGCCCTCC 
708bp 

eqMAVS down-GST-R CGCGCGGCCGCCCCGCTAGGGTCCTCGGCGACGT 
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A: eqMAVS 基因扩增; B: huMAVS 基因扩增; C: pcDNA3.1 载体扩增; D: 酶切 pGEX-6p-1 载体; 

E: 酶切 pET-32a 载体; F: eqMAVS 分段基因扩增(eqMAVS up 为上段基因；eqMAVS down 为下段基因；eqMAVS 

ΔTM 为缺失跨膜结构域的基因); G: eqMAVS 分段基因连接质粒菌液鉴定。 

A: Amplification of eqMAVS; B: Amplification of huMAVS; C: Enzyme-digested production of pGEX-6p-1 vector;  

D: Enzyme-digested production of pET-32a vector; E: Amplification of eqMAVS segmented gene; 

F: Identification of eqMAVS segmented gene. 

图 2-1 质粒构建及鉴定 

Fig.2-1 Plasmid construction and identification 

2.3.2 EIAV 负调控 eqMAVS 在 HEK293T 中的瞬时表达 

在探究 EIAV 是否影响 MAVS 介导的Ⅰ型干扰素 IFN 的产生，经双荧光素酶报告系统检测发

现 CMV3-8 均显著抑制 eqMAVS 介导的 IFN-β 启动子的激活，eqMAVS 也在一定程度上能够激活

人 IFN-β 启动子(图 2-2A)。这些研究结果提示，这说明了 eqMAVS 在介导人Ⅰ型干扰素 IFN 的产

生过程中与 huMAVS 的作用相同。因此，本研究选用 eqMAVS 在后续实验中进一步探究 EIAV 影

响 MAVS 介导的Ⅰ型干扰素 IFN 产生的作用机制。验证 EIAV 通过影响 RIG-I-MAVS 信号通路以

限制细胞产生干扰素是否呈现剂量依赖性，结果如图 2-2B 所示，eqMAVS 的蛋白表达量随 CMV3-

8 质粒转染剂量的增加而减少，这也提示我们 EIAV 能够影响 eqMAVS 的表达。 

进而为验证 EIAV 能够持续影响 eqMAVS 表达，并非一过性的负调控，我们探究了不同时间

点 EIAV 对 eqMAVS 的影响。结果如图 2-2C 所示，eqMAVS 与 Vector 质粒共转时表达量随转染

时间的增加而增加，但与 CMV3-8 质粒共转染时表达量显著受到影响，表明 eqMAVS 表达受到

EIAV 的负调控。那么 EIAV 是在病毒早期感染过程中就影响 MAVS 的表达，还是在晚期大量表

达蛋白时影响呢？由图 2-2D 可知，在感染 12 h 时，eqMAVS 的蛋白表达量与对照组存在显著差

异，这也进一步证实了 EIAV 感染细胞早期就会负调控 eqMAVS 的表达。 
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A: CMV3-8 抑制 eqMAVS 介导的 IFN-β 启动子活性；B: CMV3-8 负调控 eqMAVS 蛋白表达呈现剂量依赖性； 

C: 不同时间点 CMV3-8 负调控 eqMAVS；D: CMV3-8 毒感染瞬时表达 eqMAVS-flag 的 HEK293T-ELR1 细胞。 

A: CMV3-8 suppresses eqMAVS induced IFN-β reporter activities;B: CMV3-8 negatively regulated of the expression of 

eqMAVS by dose-dependent;C: CMV3-8 negatively regulated eqMAVS at different time points;D: HEK293T-ELR1 cells 

expressing eqMAVS-flag were infected with CMV3-8 virus. 

图2-2 EIAV负调控eqMAVS的表达 

Fig.2-2 EIAV negatively regulated the expression of eqMAVS 

2.3.3 重组蛋白表达及纯化 

结果如图所示，诱导的 5 种菌在 25℃和 37℃时都能够在上清中表达，而 25℃诱导条件下沉

淀中的蛋白表达量较少，故而选择 25℃为诱导温度。各个截短长度的 eqMAVS 都能给表达，为

获得针对更多抗原表位的抗体，故而选用较大的蛋白 eqMAVS ΔTM-his 与 eqMAVS ΔTM-GST 进

行纯化。将表达 pET32a-eqMAVS ΔTM-his 与 pGEX-6p-1-eqMAVS ΔTM-GST 质粒的菌液接到 250 
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mL 含 Amp 的培养基中扩大培养，并按照 2.2.2 所示方法分别纯化蛋白。经纯化得到 eqMAVS 

ΔTM-his 蛋白 7 mg 与 eqMAVS ΔTM-GST 蛋白 6 mg，将 eqMAVS ΔTM-his 蛋白用于动物免疫，

eqMAVS ΔTM-GST 蛋白用于间接 ELISA 检测。 

A: 1、11: eqMAVS up-his超声后上清; 2、12: eqMAVS ΔTM-his超声后上清;3、13: eqMAVS up-GST超声后上清; 

4、14: eqMAVS down-GST超声后上清;5、15: eqMAVSΔTM-GST超声后上清；6、16: eqMAVS up-his超声后沉

淀;7、17: eqMAVS ΔTM-his超声后沉淀; 8、18: eqMAVS up-GST超声后沉淀;9、19: eqMAVS down-GST超声后沉

淀；10、20: eqMAVS ΔTM-GST超声后沉淀;B: 1: eqMAVS ΔTM-GST超声后流穿液; 2-4: eqMAVS ΔTM-GST洗涤

液;5-13: eqMAVS ΔTM-GST纯化的蛋白；14: eqMAVS ΔTM-GST菌液;C: 1: eqMAVS ΔTM-his超声后流穿液; 2-4: 

eqMAVS ΔTM-his洗涤液;5-12: eqMAVS ΔTM-his纯化的蛋白；13: eqMAVS ΔTM-his菌液。 

A: 1-20: Supernatant and precipitate of eqMAVS, respectively;B: 1-14: Bacterial fluid, supernatant, precipitate and 

purified protein of eqMAVS ΔTM-GST;C: 1-13: Bacterial fluid, supernatant, precipitate and purified protein of eqMAVS 

ΔTM-his. 

图2-3 目的蛋白表达及纯化 

Fig.2-3 Expression and purification of target proteins 
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2.3.4 血清抗体效价检测 

4 只小鼠取第 3 次免疫 1 周后的血清，用间接 ELISA 方法检测血清中的抗体效价水平。结果

如图 2-4 所示，1#小鼠的 eqMAVS 的血清抗体效价最高可以达到 2.56×104。 

图 2-4 eqMAVS 血清抗体效价检测 

Fig.2-4 Detection of serum antibody titer 

2.3.5 杂交瘤细胞的筛选和抗体亚型鉴定 

加强免疫小鼠一周后，取1#小鼠脾脏与SP2/0细胞融合，经3次杂交瘤细胞筛选，共筛选2株能

分泌eqMAVS单克隆抗体的杂交瘤细胞，抗体亚型鉴定均为IgM亚型。取4E9杂交瘤细胞株得细胞

培养上清检测内源性eqMAVS蛋白表达(见图2-5B)，并选取其作为腹水纯化的候选杂交瘤细胞。 

 

A: eqMAVS杂交瘤细胞抗体亚型鉴定； 

B: eqMAVS杂交瘤细胞株4E9上清有效性检测。 

A: Identification of antibody subtypes of eqMAVS hybridoma cells; 

B: Efficacy detection of supernatant of eqMAVS hybridoma cell 4E9. 

图 2-5 抗体亚型鉴定及有效性检测 

Fig.2-5 Identification of antibody subtypes and validity test 

2.3.6 抗体纯化及效价检测 

将收集的 eqMAVS 单克隆细胞株小鼠腹水经 2.2.5 所示方法纯化 5 mL，共获得 3.5 mg 单克
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隆抗体，1 mg/mL 抗体的效价可达 2×105。 

 

A: eqMAVS抗体纯化；B: eqMAVS抗体效价检测。 

A: eqMAVS antibody purification; B: eqMAVS antibody titer detection. 

图 2-6 抗体纯化及抗体效价检测 

Fig.2-6 Antibody purification and antibody titer detection 

2.3.7 抗体反应性检测 

对获得的eqMAVS鼠单克隆抗体按照不同比例(1:500、1:1 000、1:2 000)进行稀释，用于目的

基因的内源性检测，以确定抗体的反应性。结果如图2-7B所示，在所有设立的抗体稀释度内，可

以检测到HEK293T瞬时表达的eqMAVS蛋白。同时，马胎皮肤细胞NBL-6以及马外周血单核巨噬

细胞EMDM内也可以检测到内源性eqMAVS特异性条带，而HEK293T细胞中未检测到大小相同的

特异性条带。 

A: eqMAVS单抗检测内源性eqMAVS蛋白；B: eqMAVS单抗检测HEK293T细胞过表达的eqMAVS蛋白。 

A: Detection of endogenous eqMAVS protein by eqMAVS monoclonal antibody;B: Detection of overexpressed eqMAVS 

protein by eqMAVS monoclonal antibody. 

图2-7 抗体鉴定 

Fig.2-7 Antibody identification 
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2.3.8 EIAV 负调控内源性 eqMAVS 的表达 

将 EIAV CMV3-8 毒梯度感染马胎皮肤细胞 NBL-6，感染 48 h 后，收样进行 Western blot 检

测。以小鼠 eqMAVS 鼠单克隆抗体按照 1：1 000 稀释后作为一抗孵育，结果如图 2-8，可知随着

CMV3-8 毒感染剂量的增加，NBL-6 细胞中内源性 eqMAVS 的表达量随之降低。可证实 EIAV 感

染马属动物细胞后负调控 eqMAVS 的表达且呈现剂量依赖性。 

图 2-8 EIAV 负调控内源性 eqMAVS 的表达 

Fig.2-8 EIAV negatively regulated the expression of endogenous eqMAVS 

2.3.9 筛选负调控 eqMAVS 表达的 EIAV 蛋白 

将本实验保存的 EIAV 蛋白真核表达质粒与 eqMAVS 真核表达质粒共转 HEK293T 细胞，进

行Western blot检测。瞬时转染 pcDNA3.1-eqMAVS-flag与EIAV蛋白表达质粒(VR1012-EIAV gag、

pcDNA3.1-EIAV env-HA、pcDNA3.1-EIAV tat-GFP、pcDNA3.1-EIAV S2-HA、pcDNA3.1-EIAV rev-

HA)，24h 后检测 eqMAVS-flag 的蛋白表达情况。如图 2-9A 所示，可知 EIAV Gag 可以在不影响

内参对照蛋白表达量的前提下，减少 eqMAVS-flag 的蛋白表达，故而将继续研究 EIAV Gag 对

eqMAVS 的降解现象。 

将 VR1012-gag、pcDNA3.1-eqMAVS-flag、IFN-β 报告基因质粒与 TK 质粒共转染至 HEK293T

细胞中，24 h 后，经双荧光素酶报告系统检测发现 EIAV Gag 能够显著抑制 MAVS 介导的 IFN-β

启动子的激活(图 2-9B)。这些结果提示，EIAV Gag 蛋白负调控 MAVS 进而影响其介导的Ⅰ型干扰

素 IFN 产生机制。 

  



中国农业科学院硕士学位论文                                       第二章 EIAV 负调控 eqMAVS 的表达 

22 

A: EIAV Gag 特异性降解 eqMAVS 蛋白; 

B: EIAV Gag 抑制 eqMAVS 介导的 IFN-β 启动子活性。 

A: EIAV Gag degraded eqMAVS specifically; 

B: EIAV Gag suppresses eqMAVS induced IFN-β reporter activities. 

图 2-9 EIAV Gag 负调控 eqMAVS 的表达 

Fig.2-9 EIAV Gag negatively regulates the expression of eqMAVS 

2.4 小结 

(1) 获得2株eqMAVS单抗细胞株，纯化得到1株eqMAVS单抗(4E9)，抗体总量分别为3.5 mg，

效价均可达2×105，且该抗体可以特异性识别马内源性eqMAVS蛋白，具有良好的反应性和特异性。 

(2) 通过eqMAVS鼠单克隆抗体检测到EIAV可负调控马内源性eqMAVS蛋白的表达，且呈现剂

量依赖性。 

(3) 进一步筛选到EIAV Gag蛋白可负调控eqMAVS蛋白的表达，且能够负调控eqMAVS介导的

IFN-β启动子的激活。 
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第三章 EIAV Gag 降解 eqMAVS 的机制研究 

3.1 实验材料 

3.1.1 质粒、菌株及细胞 

质粒 pCMV-Ub-HA 质粒由哈尔滨兽医研究所黄丽老师提供；其他参照 2.1.1。 

3.1.2 主要试剂 

质粒构建、细胞转染及蛋白表达所需试剂参见表 2-1。其他所需试剂参见表 3-1。 

表 3-1 主要试剂 

Table 3-1 The reagents used in this research 

试剂 公司 

DyLightTM 800 羊抗鼠 IgG 二抗 

DyLightTM 680 羊抗兔 IgG 二抗 
KPL 

抗鼠 flag 单抗和抗兔 HA 单抗、 
Sigma 

抗兔 β-actin 多抗、FLAG beads 磁珠  

新生牛血清(FBS) Wisent 

Luciferase Assay System with Reporter Lysis 

Buffer 
Promega 

MG132、CQ MCE 

DMSO Thermo Scientific 

抗荧光淬灭封片液(含 DAPI) 碧云天 

DMEM, High Glucose Sigma 

Alexa Fluor® 488 驴抗鼠 IgG (H+L) 
Invitrogen 

Alexa Fluor® 647 驴抗大鼠 IgG (H+L) 

Anti-rabbit IgG (H+L) DyLight 800-labeled KPL 

免疫组织固定液 碧云天 

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor ® 

568)  
Abcam 

3.1.3 主要仪器 

质粒构建、细胞转染及蛋白表达所需仪器见表 2-2。 

3.2 实验方法 

3.2.1 引物设计及质粒构建与表达 

构建 EIAV P11-HA、EIAV P15-HA、EIAV P26-HA、pcDNA3.1-MUL1-HA、pcDNA3.1-ITCH-
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HA、pcDNA3.1-SMURF1-HA、pcDNA3.1-MARCH5-HA 质粒。载体 pcDNA3.1 引物序列参见

表 2-1，其余参见表 3-2。 

表 3-2 真核表达质粒构建所需引物 

Table 3-2 Primers used for construction of eukaryotic plasmids 

Primer name Primer sequences(5’-3’) Products 

EIAV P11-F GTCGACGCCACCATGCTGGCCAAGGCCCTG 
246bp 

EIAV P11-R CACGTCGTAGGGGTAGAAGGTCTGCTTCTG 

EIAV P15-F GTCGACGCCACCATGGGCGACTCCCTGACC 
378bp 

EIAV P15-R CACGTCGTAGGGGTAGTACTCCTCCATGGGCT 

EIAV P26-F GTCGACGCCACCATGCCCATCATGATCGAC 
687bp 

EIAV P26-R CACGTCGTAGGGGTACAGGGCCTTGGCCAG 

VR1012-HA-F CCCTACGACGTGCCCGATTACGCCTGATGAGATATCGCGGCCGC 
4875bp 

VR1012-HA-R CATGGTGGCGTCGACGACGGTGACTG 

MUL1-F CTTAAGCTTGCCACCATGGAGAGCGGAGGG 
1086bp 

MUL1-R CACGTCGTAGGGGTAGCTGTTGTACAGGGG 

SMURF1-F CTTAAGCTTGCCACCATGTCGAACCCCGGG 
2301bp 

SMURF1-R CACGTCGTAGGGGTACTCCACGGCAAAGC 

MARCH5-F TTTAAACTTAAGCTTATGCCGGACCAAGCT 
975bp 

MARCH5-R CACGTCGTAGGGGTATGCTTCTTCTTGCTC 

ITCH-F TTTAAACTTAAGCTTATGTCTGACAGTGGA 
2616bp 

ITCH-R CACGTCGTAGGGGTACTCTTGTCCAAATCC 

将构建成功的 pcDNA3.1-MUL1-HA、pcDNA3.1-MARCH5-HA、pcDNA3.1-SMURF1-HA、

pcDNA3.1-ITCH-HA 和 VR1012-P11-HA、VR1012-P15-HA、VR1012-P26-HA 质粒分别转染到

HEK293T 细胞中，验证其表达，转染方法参照 2.2.3。 

3.2.2 细胞 RNA 提取及反转录 

将培养的 HEK293T 细胞弃掉上清，用 1 mL PBS 将细胞吹下，3 000 rpm 离心 2 min 收集细

胞后按照 Simple P 总 RNA 提取试剂盒说明书提取细胞 RNA，经紫外分光光度计测 RNA 浓度后，

取 1 μgRNA 按照 Takara 反转录试剂盒说明书进行反转录。 

3.2.3 荧光定量检测 

将反转录的 cDNA 用 TB Green® Premix Ex Taq™ II 进行 qPCR(RT-PCR)试验。反应体系如下：

TB Green Premix Ex Taq II 10 µL，Forward/ Reverse Primer (10 mM) 1 µL，无菌水 6 µL，cDNA 2 

µL。混匀后将样品置于 Aligent Mx 3005P 荧光定量 PCR 仪中，用 2 步法 PCR 扩增反应收集信号，

通过溶解曲线分析扩增产物的特异性，具体程序如下：95 ℃ 10 min；95 ℃ 30s，60 ℃ 60 s，40 

cycles；95 ℃ 60 s，55 ℃ 30 s，95 ℃ 30 s 持续。反应结束后使用 ΔΔCt 法对数据进行分析。用于

本研究中的荧光定量 PCR 引物序列如下表所示： 
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表 3-3 本研究使用的 qPCR 引物序列 

Table 3-3 The primers used for qPCR in this study. 

Gene name primers Sequence(5’-3’) 

Equine MAVS 
eqMAVS-F AGCACCACAGCAACTTCTCCA 

eqMAVS-R ACCCAGCCGTTTCTCCTTCT 

Human GAPDH 
huGAPDH-F ATCATCAGCAATGCCTCC 

huGAPDH-R CATCACGCCACAGTTTCC 

EIAV Gag 
EIAV Gag-F CGATGCCAAATCCTCCATTAG 

EIAV Gag-R CTGATCAAAAGCAGGTTCCATCT 

3.2.4 Western blot 

参见 2.2.2，在本章实验中细胞裂解液中加入蛋白酶体抑制剂。 

3.2.5 免疫共沉淀 

使用一个 25 cm2 细胞培养瓶作为一个样品，转染 24 h 后弃细胞上清，用 PBS 洗涤两遍后，

加入含蛋白酶抑制剂的 lysis buffer 裂解细胞，复孔合在一个 EP 管中，12 000 rpm 4℃离心 5 min，

取 60 µL 上清与 15 µL 5×SDS loading buffer 制成 input 样品，剩余细胞裂解液与 30 µL Flag-beads

混合置于 4 ℃旋转混匀仪上，过夜结合；瞬离后，将 EP 管置于磁力架上，弃掉液体并用 PBS 洗

涤 Beads 5 次，弃尽液体，只留 Beads，加入的 75 µL 1×SDS loading buffer 制成 IP 样品。 

3.2.6 激光共聚焦检测实验 

HEK29T 细胞于爬片小皿中培养 15 h 后转染质粒，转染 6 h 后更换培养液，不同时间点弃掉

上清，用 PBS 洗细胞 3 次；加入 500 μL/孔免疫染色固定液室温固定细胞 15-30 min，弃固定液，

PBS 洗 3 次；用含 0.1% TritonX-100 的 PBS 室温透膜 20 min，PBS 洗细胞 3 遍；用含 5%脱脂乳

的 PBS 室温封闭 1 h；一抗 200 μL /孔(按照 1：200 用 5％脱脂乳稀释抗体原液)，4℃过夜，PBS

洗涤细胞 3 次；二抗 200 μL/孔(按照 1：500 用 5％脱脂乳稀释抗体原液)避光孵育 1 h，PBS 洗细

胞 3 次；弃尽 PBS，在爬片中央加入含淬灭剂的 DAPI 染色液 4 滴，避光孵育 5 min，倒置在涂

有松节油的 63 倍物镜上，进行共聚焦拍照取像。 

3.2.7 邻位连接技术(PLA) 

HEK29T 细胞于 thermo 小孔径皿中培养 15 h 后转染质粒，转染 6 h 后更换培养液，转染 24 

h 后弃掉上清，用 PBS 洗细胞 3 次；加入 200 μL/孔免疫染色固定液室温固定细胞 15 min，弃固

定液，PBS 洗 3 次；用含 0.1% TritonX-100 的 PBS 室温透膜 20 min，PBS 洗细胞 3 遍；加入 40 

μL Blocking Solution 37℃封闭 1 h；弃掉液体，加入 40 μL 一抗(按照 1：100 用 Duolink Antibody 

Diluent 稀释抗体原液)，4℃过夜，1×Wash A 洗涤细胞 3 次，每次 5 min；探针 40 µl/孔(用 24 μL 

Antibody Diluent 稀释 8 μL PLA probe MINUS 与 8 μL PLA probe PLUS)37℃孵育 1 h，1×Wash A

洗涤细胞 3 次，每次 5 min；再加入 40 μL 连接 Buffer(按照 1：5 用 ddH2O 释 5×Ligation Buffer，
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取 39 μL 与 1 μL Ligase 混合)，37℃孵育 30 min，1×Wash A 洗涤细胞 3 次，每次 5 min；加入 40 

μL 连接 Buffer(按照 1：5 用 ddH2O 稀释 5×Ligation Buffer，取 39 μL 1×Ligation Buffer 与 1 μL 

Ligase 混合)，37℃孵育 30 min，1×Wash A 洗涤细胞 3 次；加入 40 μL 扩增 Buffer(按照 1：5 用

ddH2O 稀释 5×Amplification Buffer，取 39.5 μL 1×Amplification Buffer 与 0.5 μL Polymerase 混合)，

37℃避光孵育 100 min，1×Wash B 洗涤细胞 2 次，每次 10 min，0.01×Wash B 浸泡细胞 1 min 后

弃掉液体；在爬片中央加入含淬灭剂的 DAPI 染色液 2 滴，避光孵育 5 min，倒置在涂有松节油

的 63 倍物镜上，进行共聚焦拍照取像。 

3.2.8 药物处理实验 

HEK29T细胞转染22 h后每孔加入2 μL10 mM MG132或10 mM CQ对照组加入2 μL DMSO；

放入细胞培养箱中继续培养 2 h 后弃掉上清，每孔加入 150 μL 含蛋白酶体抑制剂的细胞裂解液，

4℃裂解 10 min 后， 转移至 EP 管中，12 000 rpm 4℃离心 5 min，取 80 µL 上清与 20 µL 5×SDS 

loading buffer 混匀制成样品，95℃煮样 5 min。 

3.2.9 统计学分析 

本研究中所有数据均采用 GraphPad prism7 软件通过 Student’s t 检验和方差分析进行数据分

析。P<0.05 的实验数据认为具有统计学意义。 

3.3 实验结果 

3.3.1 EIAV Gag 负调控 eqMAVS 呈现剂量依赖性 

将pcDNA3.1-eqMAVS-flag质粒与不同剂量的VR1012-EIAV gag质粒共转入HEK293T细胞，

用 VR1012-HA 质粒补足 DNA 差异。结果如图 3-1A 显示，随着 VR1012-EIAV gag 转染剂量增

加，eqMAVS 的表达量呈现剂量依赖性减少。 

通过荧光定量的方式研究 EIAV Gag 负调控 eqMAVS 的表达是否影响 eqMAVS 的 mRNA 水

平。首先在 HEK293T 细胞中转染 pcDNA3.1-eqMAVS-flag、VR1012-EIAV Gag 或 Vector，设立三

个重复组，转染后 0 h、6 h、12 h、24 h 按照 simple P 总 RNA 提取试剂盒的方法提取细胞总 RNA

后反转录为 cDNA，使用设计的荧光定量引物对其进行检测。使用相对荧光定量法以 ΔΔCt 法计

算组间差异。如图 3-1B 显示所有检测时间点，共染 Vector 对照组中的 eqMAVS 的 mRNA 与共转

VR1012-EIAV Gag 实验组无显著差异，故而排除 EIAV Gag 导致 eqMAVS 的 mRNA 水平降低而

降低 eqMAVS 蛋白表达量。 

结果图 3-1C 显示，随着 HIV Gag 蛋白表达量的增加，huMAVS 的表达量并未降低，说明 HIV 

Gag 蛋白并不降解 huMAVS。 
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A: EIAV Gag 负调控 eqMAVS 呈现剂量依赖性;B: EIAV Gag 不影响 eqMAVS 的 mRNA 水平; 

C: HIV Gag 不负调控 huMAVS 蛋白表达。 

A: EIAV Gag degraded eqMAVS in a dose-dependent manner;B: EIAV Gag did not affect the mRNA level of eqMAVS; 

C: EIAV Gag did not regulate the expression of eqMAVS protein. 

图 3-1 EIAV Gag 负调控 eqMAVS 呈现剂量依赖性 

Fig.3-1 EIAV Gag degraded eqMAVS in a dose-dependent manner 

3.3.2 EIAV Gag 与 eqMAVS 在细胞中相互作用 

3.3.2.1 激光共聚焦检测 EIAV Gag 与 eqMAVS 共定位 

激光共聚焦成像可知在转染 6 h 时 eqMAVS 在胞质内弥散性分布，与 EIAV Gag 的细胞定位

相同，而转染 12 h 时，eqMAVS 已经有部分蛋白定位于线粒体上，此时 EIAV Gag 仍然定位于胞

质中，故而存在非共定位情况。当转染 24 h，eqMAVS 蛋白基本都定位于线粒体上，与 EIAV Gag

不再共定位。 

图 3-2 检测转染 EIAV Gag 与 eqMAVS 后细胞内定位 

Fig.3-2Detection of EIAV Gag and eqMAVS intracellular locating after transfection 
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3.3.2.2 PLA 检测 EIAV Gag 与 eqMAVS 共定位 

如图所示，HEK293T 细胞转染 pcDNA3.1-eqMAVS-flag 与 VR1012-EIAV Gag 质粒 24 h 后，

共聚焦显微镜下观察到特异性红色荧光斑点，进一步证明两者发生相互作用。 

图 3-3 EIAV Gag 与 eqMAVS 蛋白 PLA 实验 

Fig.3-3 PLA test for EIAV Gag and eqMAVS proteins 

3.3.2.3 免疫共沉淀检测 EIAV Gag 与 eqMAVS 相互作用 

使用免疫共沉淀技术检测在 HEK293T 细胞中转染 VR1012-EIAV Gag-HA 与 pcDNA3.1-

eqMAVS-flag 质粒时，Western blot 结果显示 eqMAVS 存在时可以将 EIAV Gag 共沉淀下来，而对

照组 EIAV Gag 不存在如图 3-4A。在 HEK293T 细胞中转染 VR1012-EIAV Gag-flag 与 pcDNA3.1-

eqMAVS-HA 质粒，进一步证明 eqMAVS 可以与 EIAV Gag 相互作用如图 3-4B。 

A-B: EIAV Gag 与 eqMAVS 的 Co-IP 实验 

A-B: Co-IP test for EIAV Gag and eqMAVS 

图 3-4 EIAV Gag 与 eqMAVS 蛋白 Co-IP 实验 

Fig.3-4 Co-IP test for EIAV Gag and eqMAVS 
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3.3.3 EIAV Gag 通过泛素-蛋白酶体途径降解 eqMAVS  

3.3.3.1 EIAV Gag 通过蛋白酶体途径降解 eqMAVS 

HEK293T 细胞中共转 VR1012-EIAV gag 与 pcDNA3.1-eqMAVS-flag 后，使用蛋白酶体抑制

剂 MG132、自噬抑制剂 CQ 以及对照 DMSO 处理细胞 2 h，经 Western blot 检测可知 MG132 处

理组与 DMSO 处理组相比，eqMAVS 的降解现象有所恢复，而 CQ 处理组并没有显著差异。故而

认为 EIAV Gag 通过蛋白酶体途径降解 eqMAVS。 

图 3-5 检测 EIAV Gag 降解 eqMAVS 的途径 

Fig.3-5 EIAV Gag promotes proteasomal degradation of eqMAVS 

3.3.3.2 EIAV Gag 影响 eqMAVS 的泛素化水平 

在 HEK293T 细胞中转染 pcDNA3.1-eqMAVS-flag、Ub-HA、VR1012-EIAV Gag，分别用 DMSO

与 MG132 处理后进行免疫共沉淀。以 flag beads 做 IP，以 HA 抗体检测泛素水平可知，与 DMSO

处理组相比，MG132 处理后 eqMAVS 的泛素水平显著升高这可能与 MG132 阻断正常 eqMAVS

的泛素化而致使整体泛素水平有所上升。而 MG132 处理下转染 EIAV Gag 的确影响了 eqMAVS

的泛素化水平，这对 EIAV Gag 降解 eqMAVS 提供了新的研究方向。 

图 3-6 EIAV Gag 增加 eqMAVS 的泛素化 

Fig.3-6 EIAV Gag promotes ubiquitination of eqMAVS 
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3.3.4 E3 泛素连接酶 MUL1 参与 EIAV Gag 降解 eqMAVS 

3.3.4.1 E3 泛素连接酶 MUL1 影响 EIAV Gag 降解 eqMAVS 

前期查阅文献可知有多种 E3 泛素连接酶能够与 MAVS 相互作用，并增加其 K48 多聚泛素

化，而 K48 泛素化通常会促进 MAVS 被蛋白酶体降解。筛选几种常发挥作用的 E3 泛素连接酶进

行克隆表达，如 MUL1、SMURF1、MARCH5 等。经 Western blot 检测其能够在 HEK293T 细胞

表达后，将能够表达的 pcDNA3.1-MUL1-HA、pcDNA3.1-SMURF1-HA、pcDNA3.1-MARCH5-HA、

pcDNA3.1-ITCH-HA 与 pcDNA3.1-eqMAVS-flag 和 VR1012-EIAV Gag 共转染 HEK293T 细胞，24 

h 后 Western blot 检测 eqMAVS 的蛋白表达情况。由图 3-6 可知，MUL1 促进了 EIAV Gag 对

eqMAVS 的降解现象。 

图 3-7 MUL1 有助于 EIAV Gag 降解 eqMAVS 

Fig.3-7 MUL1 promoted EIAV Gag degrading eqMAVS 

3.3.4.2 E3 泛素连接酶 MUL1 影响 EIAV Gag 细胞内定位并与其互作 

为进一步探索 MUL1 在 EIAV Gag 降解 eqMAVS 反应中发挥的作用，有文献报道 MUL1 能

够与 huMAVS 相互作用，而 eqMAVS 在氨基酸序列上与 huMAVS 存在较大差异，故而检验 MUL1

是否能够与 eqMAVS 互作。将 pcDNA3.1-MUL1-HA 与 pcDNA3.1-eqMAVS-flag 共转染 HEK293T

细胞 24 h 后，进行免疫共沉淀试验。如图 3-7A 所示，eqMAVS 的确能够与 MUL1 发挥相互作用。

而 EIAV Gag 与 MUL1 的关系还未知，我们在 HEK293T 细胞中分别转染 pcDNA3.1-MUL1-HA 或

VR1012-EIAV Gag 或两者共转染或两者与 pcDNA3.1-eqMAVS-flag 共转染，发现 EIAV Gag 与

MUL1 共表达后，EIAV Gag 与 MUL1 在胞内的分布情况与单独表达时有所差异。如图 3-7B 所

示，单独表达 EIAV Gag 时，Gag 在胞质中弥散性分布，而与 MUL1 共表达时，在线粒体上形成

点状聚集，并与 MUL1 存在共定位情况。当 EIAV Gag、MUL1 与 eqMAVS 在细胞内共表达时，

存在共定位情况。进一步研究 MUL1 是否与 EIAV Gag 存在直接相互作用，在 HEK293T 细胞中

转染 pcDNA3.1-MUL1-HA 与 VR1012-EIAV Gag-flag，24 h 收样做免疫共沉淀检测。图 3-7C 可

知，EIAV Gag 能够与 MUL1 发生相互作用。 
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A: eqMAVS 与 MUL1 的 Co-IP 试验;B: MUL1 影响 EIAV Gag 的细胞内定位;C: EIAV Gag 与 MUL1 的 Co-IP 试验。 

A: Co-IP test of eqMAVS and MUL1;B: MUL1 affected intracellular localization of EIAV Gag;C: Co-IP test of EIAV Gag and MUL1. 

图 3-8 MUL1 与 EIAV Gag 相互作用 

Fig.3-8 MUL1 interacted with EIAV Gag 
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3.3.5 EIAV Gag 成熟蛋白降解 eqMAVS 

为了研究 Gag 蛋白降解 eqMAVS 的关键功能域，构建了 VR1012-P15-HA、VR1012-P26-HA、

VR1012-P11-HA、VR1012-P15-P26-HA 的真核表达质粒，经菌液鉴定后送测序，序列正确的质粒

进行质粒提取。 

A: EIAV Gag 成熟蛋白 P26、P15 基因扩增及 VR1012 载体序列扩增; 

B: EIAV Gag 成熟蛋白 P11 基因序列扩增; 

C:EIAV Gag 成熟蛋白 P15、P26 连接 VR1012 质粒菌液鉴定; 

D:EIAV Gag 成熟蛋白 P11 连接 VR1012 质粒菌液鉴定。 

A: The P26 and P15 genes of EIAV Gag mature proteins were amplified and the VR1012 vector sequence was amplified; 

B: HIV Gag degraded huMAVS; 

C: EIAV Gag did not affect the mRNA level of eqMAVS. 

图 3-9 EIAV Gag 成熟蛋白基因扩增 

Fig.3-9 EIAV Gag mature proteins were amplified 

将 pcDNA3.1-eqMAVS-flag 质粒分别与 VR1012-HA、VR1012-P15-HA、VR1012-P26-HA、

VR1012-P11-HA、VR1012-EIAV Gag-HA、VR1012-P15-P26-HA 质粒共转入 HEK293T 细胞，转

染 24 h 后，经 Western blot 检测 eqMAVS 的蛋白表达量。图 3-9 显示与对照组相比，P15 与 P26

单独表达时即能够降解 eqMAVS 蛋白，且能够与 eqMAVS 发生免疫共沉淀，而 P15 与 eqMAVS

的互作水平要高于 P26。两者融合蛋白 P15-P26 也能够降解 eqMAVS，且与 eqMAVS 的互作水平

高于 P26 单独表达。Co-IP 实验可知 P11 不能与 eqMAVS 蛋白直接相互作用，且 P11 也不降解

eqMAVS，结果相互照应。 
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图 3-10 检测 EIAV Gag 成熟蛋白降解 eqMAVS 及免疫共沉淀试验 

Fig.3-10 EIAV Gag maturate proteins degradated of eqMAVS and Co-IP test 

3.4 小结 

(1) EIAV Gag 负调控 eqMAVS 蛋白的表达呈现剂量依赖性，但不影响 eqMAVS 的 mRNA 水

平，排除 EIAV Gag 通过转录后调控 eqMAVS 蛋白的表达。 

(2) EIAV Gag 与 eqMAVS 蛋白在细胞内共定位，经 PLA 与免疫共沉淀试验证实两者能够相

互作用。 

(3) EIAV Gag 蛋白通过增加 eqMAVS 的泛素化水平，同时依赖泛素-蛋白酶体途径降解
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eqMAVS 蛋白。 

(4) E3 泛素连接酶 MUL1 能够促进 EIAV Gag 对 eqMAVS 的降解，并能够与 EIAV Gag 互作，

且影响 EIAV Gag 蛋白在胞质内的分布情况。 

(5) EIAV Gag 成熟蛋白 P15 与 P26 能够发挥降解 eqMAVS 的作用并能够与 eqMAVS 相互作

用，而 P11 不能降解 eqMAVS，进一步确认了 EIAV Gag 发挥作用的主要功能域。 
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第四章 全文讨论 

EIAV 作为慢病毒属成员之一，对该病毒的研究意义不仅仅局限在病毒本身，也为 HIV 疫苗

的制备提供了参考意义。在一定程度上 EIAV 并没有造成完全的免疫缺陷，这也是它与 HIV 的致

病性差距。但 EIAV 是慢病毒属基因结构最简单的成员，全长只有 8.2kb，不同毒株间 Env 蛋白突

变率高，这也与 HIV 相同，那么能否通过研究 EIAV 与宿主细胞相互作用逃避先天性免疫的机制，

进一步丰富慢病毒属成员引发持续性感染的内容(王雪峰, 2011)。 

针对病毒等病原体的先天免疫应答异常激活会引起“细胞因子风暴”，这有时可以为病毒提供

复制优势，从而促进病毒的复制进程。RLRs 识别感染过程中产生的病毒 RNA，并通过 MAVS 蛋

白介导 I 型干扰素的产生。而 EIAV 与 RLRs 有着怎样的关系目前研究较少，所以本研究首先将

重点放在细胞内识别外源 RNA 的 RIG-I-MAVS 信号通路。目前针对该信号通路的广泛研究已经

解决了我们的一些疑问，对此也逐渐揭示了线粒体在细胞信号转导中的中心枢纽作用。线粒体进

行细胞内通讯的四个主要机制包括释放细胞色素 c 诱导细胞死亡(HUTTEMANN et al., 2012)、激

活 AMP 蛋白激酶以控制线粒体分裂和融合(YOULE and VAN DER BLIEK, 2012)、产生并释放活

性氧到细胞中激活转录因子以及释放线粒体 DNA 来激活免疫应答(ANGAJALA et al., 2018)。而

线粒体上的 Bcl-2 死亡受体家族成员或线粒体应激而诱导线粒体外膜上的孔形成可作为细胞凋亡

的触发因素等(CZABOTAR et al., 2014)。而我们实验室的前期研究显示 EIAV 感染巨噬细胞后会

引发内源性细胞凋亡的增加(DU et al., 2019)，这也让我们联想到线粒体相关蛋白是否也受到了病

毒的调控。目前针对 RIG-I-MAVS 通路的研究很多都涉及到接头蛋白 MAVS，且已经证实多种病

毒蛋白能够靶向 MAVS，从而破坏 RIG-I 信号的传导。那么 MAVS 蛋白是否受到 EIAV 的调控也

是本文关注的问题。 

首先为确认 EIAV 与 RLRs 相关分子反应，本研究利用 IFN-Luc 报告质粒证明 EIAV 的确能

够下调 eqMAVS 介导的 IFN-β启动子激活，且观察到 eqMAVS 的蛋白表达量受到了 CMV3-8 的

下调。进一步将 eqMAVS 与不同剂量的 CMV3-8 共转染，验证 eqMAVS 的蛋白表达量受到 EIAV

的调控。利用本实验室稳定表达 EIAV 受体 ELR1 的 HEK293T 细胞系证实 EIAV 病毒感染

HEK293T-ELR1 细胞系 12 h 后，eqMAVS 在 HEK293T 过表达的蛋白量显著下调。在 HEK293T

细胞系内确认了该现象后，本研究为了进一步探索 EIAV 感染马属动物细胞后，内源性 eqMAVS

蛋白表达是否受到病毒影响，故而要得到识别马内源性 eqMAVS 的抗体。但对比 eqMAVS 与

huMAVS 核苷酸序列以及氨基酸序列后，确认两者的差异较大，且购买多家 huMAVS 抗体均不能

够识别 eqMAVS，所以本研究制备了 eqMAVS 鼠单克隆抗体，以解决本研究最根本的问题。在纯

化 eqMAVS 原核表达蛋白时遇到一个很大的问题，全长蛋白不能在上清中表达，即使变性纯化后，

也不能良好的复性。进一步分析可能是 eqMAVS 结构上的跨膜区对其原核表达的影响较大，故而

采取截短突变体 eqMAVS ΔTM 的形式进行蛋白表达纯化。与之前购买的 huMAVS 抗体相比，

huMAVS大部分为兔多抗，特异性并不是很好，且稀释倍数较低，消耗性大。而本文制备的 eqMAVS

鼠单克隆抗体(细胞株 4E9)虽然抗体类型是 lgM 但特异性较好，稀释倍数也比 huMAVS 抗体高。

而用该抗体检测 HEK293T 细胞中过表达 eqMAVS 时出现多条带现象，可能是由于 pcDNA3.1-

eqMAVS-flag 在过表达过程中启动子活性强，不止从第一个起始密码子处启动表达，还启动了多

个同功异构体的表达，而抗体特异性强，所以检测到多条带。经制备的 eqMAVS 鼠单抗检测不同
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剂量 EIAV 感染后马属动物细胞 NBL-6 中 eqMAVS 的表达情况，可知 eqMAVS 的蛋白表达随

EIAV 感染剂量的增加而减少。这也证实了我们的猜想，EIAV 感染细胞后在胞质内释放病毒 RNA，

难免被 RLR 识别触发先天性免疫反应，而病毒自身也能够通过锚定 eqMAVS 对抗细胞先天性免

疫反应。通过筛选，得知是 EIAV 的结构蛋白 Gag 下调了 eqMAVS 的蛋白表达量。 

为了进一步研究EIAV Gag蛋白降解 eqMAVS的机制，通过本实验室已有的 IFN-β报告系统，

在 HEK293T 中转染 EIAV Gag 后，能够显著下调 eqMAVS 介导的 IFN 启动子激活，也验证了以

上猜想。前期研究表明细胞内表达的EIAV Gag定位于胞质中，弥散性分布，而有研究表明 huMAVS

是定位于线粒体与过氧化物酶体上，而 eqMAVS 定位情况还没有细致的研究。且 MAVS 并非线

粒体生成蛋白，而是通过在内质网中加工后由 N 端线粒体定位信号锚定在线粒体外膜上，故而在

转染 eqMAVS 后 6 h、12 h、24 h 不同时间点探索 EIAV Gag 与 eqMAVS 的定位情况。本研究通过

激光共聚焦技术分析 eqMAVS 在转染后 6 h 能够在胞质中弥散性分布，而转染后 12 h 则开始于线

粒体上呈现点状定位的情况，继续延长时间至 24 h 可以观察到 eqMAVS 与线粒体外膜蛋白 Tom20

出现明显的共定位情况，表明 eqMAVS 已经被定位到线粒体外膜上。通过免疫共沉淀试验与 PLA

实验进一步验证了 EIAV Gag 与 eqMAVS 存在相互作用。进一步研究 EIAV Gag 发挥作用的关键

功能域时，联想到 EIAV Gag 会被病毒蛋白酶裂解成为几个成熟蛋白，故而构建 EIAV Gag 成熟蛋

白的真核表达质粒，并证明 P15 与 P26 能够降解 eqMAVS 并与之发生相互作用。 

为进一步研究 EIAV Gag 降解 eqMAVS 的机制，本研究使用了蛋白酶体抑制剂 MG132 以及

自噬抑制剂 CQ 阻碍细胞降解蛋白的通路，是否会影响 Gag 的作用。当加入 MG132 后，EIAV Gag

降解 eqMAVS 的现象相对于对照组减弱，而加入 CQ 后，EIAV Gag 依旧能够降解 eqMAVS，说

明 EIAV Gag 通过蛋白酶体途径降解 eqMAVS。当加入 CQ 后 eqMAVS 的表达更少，对此的理解

为 CQ 药物加入后培养液的颜色发生变化，该药物可能导致培养液中 pH 值发生变化，而影响最

后一段时间蛋白的表达量。而细胞对需要降解的蛋白进行泛素化修饰，以便蛋白酶体识别泛素链

信号对其降解。所以，本研究探究了 EIAV Gag 蛋白是否影响 eqMAVS 的泛素化水平。经检验与

EIAV Gag 共转染时 eqMAVS 的泛素化水平升高，而 eqMAVS 的泛素化本底值较高可能与该过表

达蛋白本身就发生繁琐的泛素化激活与降解有关。 

参考 MAVS 经蛋白酶体降解关联的 E3 泛素连接酶相关文献，克隆表达了多个基因，并筛选

到线粒体定位的 MUL1 蛋白能够显著影响 EIAV Gag 对 eqMAVS 的降解水平。查阅文献可知，该

蛋白的过度激活会负调控细胞的先天性免疫活动，这也与本实验的结果相符。在过表达 MUL1 的

情况下，增加了 EIAV Gag 负调控 MAVS 介导的 RLR 信号通路。因人与马的 MUL1 蛋白在氨基

酸序列上差异极小，而 eqMAVS 与 huMAVS 差异较大，通过免疫共沉淀试验验证了 eqMAVS 与

huMAVS 都能与 MUL1 发生免疫共沉淀。而 EIAV Gag 是否与 MUL1 的关联，这一点也通过激光

共聚焦得到解答。单独表达 EIAV Gag 蛋白时，其在胞质内弥散性分布，而与 MUL1 蛋白共同表

达时，却发生了点状聚集，进一步分析该聚集位点为线粒体周围，且 MUL1 蛋白也呈现聚集状态。

进而促使 EIAV Gag 与 eqMAVS 的共定位现象也更显著。通过免疫共沉淀试验本研究也证实了

EIAV Gag 能够与 MUL1 发生直接相互作用。而对于三者是否发生相互作用，对于该猜想只做过

一次在 HEK293T 细胞中过表达此三种蛋白，以 eqMAVS 与磁珠反应，沉淀的蛋白中检测到了

MUL1 与 Gag，但对于是否形成三元复合物还需继续验证，目前还不能下此结论。推测 EIAV Gag

的加入应该影响了 eqMAVS 与 MUL1 的结合，才增加了 eqMAVS 的泛素化水平，某一时间点应
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该存在三元复合物的形式，还需继续探索。 

为了进一步验证 MUL1 在 EIAV Gag 降解 eqMAVS 的过程中是否起到决定性作用，故而准备

构建 mul1 基因敲除的 HEK293T 细胞系，验证该猜想。并进一步验证 mul1 基因在 EIAV 复制等

方面的功能，以及使用 siRNA 敲低 EIAV 靶细胞马外周血单核巨噬细胞后，EIAV 感染是否受到

影响等。 

综上所述，经过制备 eqMAVS 单克隆抗体以确认 EIAV 降解 eqMAVS 的现象，并使用 Western 

blot、激光共聚焦、免疫共沉淀等研究方法深入探索 EIAV Gag 蛋白降解 eqMAVS 的机制，为 EIAV

能够调控先天性免疫反应有助于其持续性感染提供了参考。
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第五章 全文结论 

1.成功制备抗 eqMAVS 鼠单克隆抗体，其能够特异性识别马属动物细胞内源性 eqMAVS 以及

HEK293T 过表达的 eqMAVS 蛋白。 

2. EIAV 感染 NBL-6 细胞后，内源性 eqMAVS 蛋白表达减少，且 CMV3-8 抑制 MAVS 介导的 IFN

启动子激活，证实 EIAV 可以负调控 eqMAVS。 

3.EIAV Gag 蛋白能够通过泛素-蛋白酶体途径负调控 eqMAVS 的表达，不影响其 mRNA 水平，证

实 EIAV 是通过调控 eqMAVS 的翻译后修饰来影响 RLR 信号通路的传导。 

4.EIAV Gag、eqMAVS、MUL1 两两之间都能够发生免疫共沉淀，且过表达 MUL1 与 EIAV Gag 会

影响两者定位情况，进一步验证了 MUL1 参与了 EIAV Gag 降解 eqMAVS。 
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