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基于转录组学的生脉饮抗登革1型病毒作用机制研究*
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【摘要】 目的 基于转录组学分析生脉饮抗登革1型病毒(DENV-1)的作用及其机制。 方法 采用3-(4,5-二甲基噻

唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐(MTT)法和细胞凋亡检测试剂盒检测生脉饮对C6/36、293、LO2、HBMEC和 AC16细胞

的增殖、凋亡及毒性作用,使用C6/36细胞验证生脉饮对DENV-1的抑制作用。将LO2细胞分为4组,包括正常对照

组、DENV-1感染组、利巴韦林处理组和生脉饮处理组,处理24
 

h后,收集细胞进行转录组测序,检测不同组之间的差异

基因,并进行GO和KEGG富集分析。 结果 MTT结果显示生脉饮对不同细胞的半抑制浓度为17.5
 

mg/mL,4
 

mg/

mL生脉饮对C6/36、293、LO2、HBMEC和AC16细胞的细胞凋亡无显著影响。转录组测序筛选到正常组与DENV-1
组差异基因3

 

995个,生脉饮组和DENV-1组差异基因3
 

228个。生脉饮通过影响细胞周期、DNA复制、蛋白翻译、病毒

转录等生物过程,以及调节p53、FoxO等信号通路,从而抑制DENV-1感染细胞。 结论 通过转录组测序分析表明,

生脉饮通过调节多条信号通路抑制DENV-1感染细胞。
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【Abstract】 Objective Analysis
 

of
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

Shengmaiyin
 

against
 

Dengue
 

virus
 

type
 

1
 

(DENV-1)
 

and
 

investigation
 

of
 

the
 

underlying
 

mechanisms
 

by
 

transcriptome
 

analysis. Methods Cell
 

proliferation,apoptosis
 

and
 

cytotoxicity
 

of
 

Shengmaiyin
 

on
 

C6/36,293,LO2,HBMEC
 

as
 

well
 

as
 

AC16
 

cells
 

were
 

determined
 

by
 

3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium

 

bromide(MTT)assay
 

and
 

cell
 

apoptosis
 

analysis
 

kit.
 

C6/36
 

cells
 

verify
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

Shengmaiyin
 

on
 

DENV-1.
 

To
 

further
 

verify
 

its
 

inhibitory
 

effect,the
 

LO2
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

groups,the
 

control,viral
 

infection,ribavirin-treated
 

and
 

Shengmaiying-treated
 

groups.
 

After
 

24
 

hours
 

of
 

treatment,the
 

cells
 

were
 

harvested
 

for
 

transcriptome
 

sequencing
 

to
 

detect
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

between
 

the
 

different
 

groups,

followed
 

by
 

GO/KEGG
 

enrichment
 

analysis. Results MTT
 

Results
 

showed
 

that
 

the
 

half
 

inhibitory
 

concentration
 

of
 

Shengmaiyin
 

on
 

various
 

cells
 

is
 

about
 

17.5
 

mg/mL.
 

No
 

significant
 

effect
 

on
 

apoptosis
 

was
 

observed
 

in
 

these
 

cell
 

lines
 

when
 

4
 

mg/mL
 

Shengmaiyin
 

was
 

applied.
 

Transcriptome
 

sequencing
 

identified
 

3
 

995
 

differential
 

genes
 

between
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

DENV-1
 

group,and
 

3
 

228
 

differential
 

genes
 

between
 

the
 

Shengmaiyin
 

group
 

and
 

the
 

DENV-1
 

group.
 

After
 

careful
 

analysis
 

of
 

these
 

genes,found
 

that
 

Shengmaiyin
 

inhibits
 

dengue
 

virus
 

infection
 

of
 

cells
 

by
 

affecting
 

biological
 

processes
 

such
 

as
 

cell
 

cycle,DNA
 

replication,protein
 

translation
 

and
 

viral
 

transcription,and
 

by
 

regulating
 

signalling
 

pathways
 

such
 

as
 

p53
 

and
 

FoxO. Conclusion Transcriptome
 

analysis
 

showed
 

that
 

Shengmaiyin
 

inhibited
 

DENV-1
 

infected
 

cells
 

by
 

regulating
 

multiple
 

signaling
 

pathways.
【Keywords】 Shengmaiyin;dengue

 

fever;Dengue
 

virus
 

type
 

1;transcriptome
 

sequencing;singal
 

pathway***
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  登革热是由登革病毒感染引起的虫媒传染病,其
传播媒介为埃及伊蚊和白纹伊蚊,主要在热带和亚热

带地区流行[1]。近20年来,登革热在世界各地发生过

多次大流行,全球每年约有4亿例登革热病例和2.2
万例死亡[2-3]。登革病毒是一种黄病毒,根据抗原性不

同分为4种血清型(DENV-1、DENV-2、DENV-3和

DENV-4),4种血清型均可感染人。登革病毒感染可

导致多种临床症状,从轻度发热到重症登革[4]。
生脉饮源于《景岳全书》引《医录》方,由红参、麦冬

和五味子组成,为著名中医古方。近代在其组方、配伍

变化基础上,采用现代技术,制成注射液、口服液等剂

型,临床应用范围增大,且疗效明显[5]。生脉饮主要的

药理作用有:益气复脉、养阴生津,改善心脏功能,保护

心肌细胞和抗心律失常;抗休克作用;有广泛的免疫药

理活性,能显著增强和调节机体免疫功能;并有较好的

抗炎作用[6-7],登革热诊疗指南(2014年第2版)在中

医药辨证论治方案中指出恢复期可使用竹叶石膏汤合

生脉饮药方[8],但是生脉饮对登革热的治疗作用及其

具体的药物分子机制尚不明确。
本文通过生脉饮处理感染登革1型病毒的C6/36

细胞,发现其对登革1型病毒具有明显抑制作用。进

一步使用转录组学技术,探索生脉饮治疗登革热的作

用机制,为后续研究奠定基础。

材料与方法

1 试剂

DENV-1(广东省热带病研究重点实验室BSL-3
实验室)、红参(康美药业股份有限公司);麦冬(康美药

业股份有限公司);五味子(康美药业股份有限公司);
利巴韦林颗粒(四川百利药业有限责任公司);C6/36
细胞(广东省热带病研究重点实验室BSL-3实验室)、

HBMEC细胞、LO2细胞、293细胞、AC16细胞(北纳

生物科技有限公司);RPMI-1640培养基、胎牛血清、
青霉素/链霉素、DPBS、0.25%胰蛋白酶(赛默飞世尔

科技(中国)有限公司);MTT检测试剂盒(翌圣生物

科技有限公司);细胞凋亡检测试剂盒(全式金生物技

术股份有限公司)。

2 方法

2.1 药物制备 生脉饮制备:红参100
 

g,麦冬200
 

g,
五味子100

 

g,研磨机磨成粉状,用65%乙醇剂,浸渍

24
 

h后进行渗漉,收集渗漉液约4
 

500
 

mL,旋蒸浓缩

至稠液后,冷冻干燥机中冷冻干燥24
 

h使其形成干

粉,使用无菌蒸馏水溶解成400
 

mg/mL储液,-20
 

℃
保存。利巴韦林颗粒,四川百利药业有限责任公司,使
用无菌蒸馏水溶解,浓度为100

 

mg/mL,-20
 

℃保

存。

2.2 细胞培养 C6/36细胞生长于含10%胎牛血

清、100
 

IU/mL 青 霉 素 和 100
 

mg/mL 链 霉 素 的

RPMI-1640培养基中,于28
 

℃、5%CO2 的培养箱中

培养,待细胞进入对数生长期,用移液枪将细胞吹打下

来传代。LO2细胞、293细胞、HBMEC细胞和 AC16
细胞生长于含10%胎牛血清、100

 

IU/mL青霉素和

100
 

mg/mL链霉素的 DMEM 培养基中,于
 

37
 

℃、

5%CO2 的培养箱中培养,待细胞进入对数生长期,用

0.25%胰酶消化传代。

2.3 病毒扩增培养 DENV-1株加入到单层铺满的

C6/36细胞中,在37
 

℃、5%CO2 培养箱中孵育1
 

h,随
后加入含10%胎牛血清的1640培养基继续培养,约4

 

d即出现明显细胞病变效应,随后反复冻融3次后收

集上清液即为病毒液。

2.4 MTT检测 将处在对数生长期的C6/36细胞、

HBMEC细胞、AC16细胞、293细胞和LO2细胞铺到

96孔板中,细胞密度为5
 

000个细胞/孔。第二天分别

加入1、2、4、8、16、32
 

mg/mL生脉饮溶液,对照组加

入完全培养基,继续培养24
 

h后,按 MTT试剂盒说

明书操作,使用酶标仪检测450
 

mm处的吸光值。

2.5 细胞凋亡 将处在对数生长期的C6/36细胞、

HBMEC细胞、AC16细胞、293细胞和LO2细胞铺到

6孔板中,细胞密度为1×106 个细胞/孔。第二天分

别加入4
 

mg/mL生脉饮溶液,对照组加入新鲜完全

培养基,继续培养24
 

h后,按细胞凋亡检测试剂盒说

明书操作,使用流式细胞仪检测。

2.6 生脉饮对DENV-1感染 C6/36细胞的影响将

处在对数生长期的C6/36细胞铺到6孔板中,细胞密

度为1×106 个细胞/孔,将处在对数生长期的C6/36
细胞铺到6孔板中,共4组,每组铺3个孔,细胞密度

为1×106 个 细 胞/孔。第 二 天 分 别 加 入 DMEM、

DMEM
 

+
 

DENV-1、DMEM
 

+
 

DENV-1+100
 

μg/

mL利巴韦林溶液、DMEM
 

+
 

DENV-1
 

+
 

4
 

mg/mL
生脉饮溶液,继续培养约96

 

h后,显微镜下观察每孔

细胞病变效应。

2.7 转录组测序 将处在对数生长期的LO2细胞铺

到6孔板中,共4组,每组铺3个孔,细胞密度为1×
106 个细胞/孔。第二天分别加入DMEM、DMEM

 

+
 

DENV-1、DMEM
 

+
 

DENV-1
 

+
 

1
 

mg/mL利巴韦林

溶液,DMEM
 

+
 

DENV-1
 

+
 

4
 

mg/mL生脉饮溶液,
继续培养24

 

h,用DPBS洗三遍后,使用细胞刮收集细

胞沉淀,送华大基因股份有限公司进行转录组测序,进
行差异基因筛选,GO功能富集和KEGG信号通路分

析。

2.8 统计学方法 采用SPSS
 

23.0进行统计学分析,
实验数据用均数±标准差(x±s)描述,多组间比较采
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用单因素方差分析,进一步进行组间两两比较时采用

Dunnett-t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 生脉饮对细胞增殖和细胞凋亡的影响

对五种不同的细胞系 C6/36细胞、HBMEC细

胞、AC16细胞、293细胞和LO2细胞加入4
 

mg/mL
生脉饮,孵育24

 

h后进行细胞凋亡检测。结果显示,
生脉饮对细胞凋亡率无明显影响(P<0.05)(图1A)。
使用不同浓度生脉饮处理 LO2细胞,24

 

h后进行

MTT检测,结果显示,生脉饮在LO2细胞中的IC50
值为17.5

 

mg(图1B)。

  A C6/36、HBMEC、AC16、293和LO2细胞的细胞凋亡检测 B
 LO2细胞的 MTT检测 C C6/36细胞对照组,DENV-1处理组,
同时加入DENV-1和利巴韦林(RBV)处理组和同时加入DENV-1和生

脉饮(SMY)处理组的病毒空斑实验

图
 

1 生脉饮抗登革1型病毒的作用

A Apoptosis
 

detection
 

of
 

C6/36,293,HBMEC,AC16
 

and
 

LO2
 

cells B MTT
 

detection
 

of
 

LO2
 

cells C The
 

cytopathic
 

effect
 

assay
 

was
 

performed
 

in
 

C6/36
 

cell
 

control
 

group,DENV-1
 

infected
 

group,
DENV-1

 

and
 

Ribavirin
 

(RBV)
 

treatment
 

group
 

and
 

DENV-1
 

and
 

Shengmaiyin(SMY)treatment
 

group
Fig.1 The

 

effect
 

of
 

Shengmaiyin
 

against
 

DENV-1

2 生脉饮对DENV-1感染C6/36细胞的影响

DENV-1感染组细胞出现明显致细胞病变效应,
利巴林伟和生脉饮处理组均未观察到明显的致细胞病

变效应,表明生脉饮能抑制 DENV-1感染细胞(图

1C)。

3 差异基因表达水平分析

为了阐明生脉饮对DENV-1的作用机制,对四组

不同处理的LO2细胞进行转录组测序。正常对照组

和DENV-1组相比较,共有3
 

995个差异基因,其中上

调基因1
 

786个,下调基因2
 

209个。利巴韦林组和

DENV-1组相比较,共有10
 

232个差异基因,其中上

调基因5
 

138个,下调基因5
 

094个。生脉饮组和

DENV-1组相比较,共有3
 

288个差异基因,其中上调

基因1
 

505个,下调基因1
 

733个(图2A)。通过组与

组之间进行两两比较,正常对照组和DENV-1组vs
利巴韦林组和DENV-1组共有3

 

193个差异基因。正

常对照组和DENV-1组vs生脉饮组和DENV-1组共

有1
 

814个差异基因。其中三组共有1
 

497个差异基

因(图2B)。进一步筛选与DENV-1组相比,生脉组和

正常对照组表达量趋势相同的基因做热图分析,共有

上调基因637个,下调基因1
 

090个。可见生脉饮可

以使DENV-1导致的基因异常表达恢复正常。此外,
利巴韦林组的这些基因大部分处于过度上调或下调的

状态,少部分DENV-1组表达量异常的基因未发生改

变(图2C)。

  A 韦恩图显示DENV-1处理的LO2细胞组(LO2_V)与LO2细
胞对照组(LO2),同时加入DENV-1和生脉饮处理的LO2细胞组(LO2
_SMY)以及同时加入DENV-1和利巴韦林处理的LO2细胞组(LO2_
RBV)之间的差异基因数量统计 B LO2和LO2_V、LO2_SMY和

LO2_V以及LO2_RBV和LO2_V三个组上调和下调基因数量 C 
LO2、LO2_V、LO2_SMY和LO2_RBV四个组的差异基因热图

图
 

2 生脉饮抗DENV-1的差异基因分析

A  Venn
 

diagram
 

illustrating
 

the
 

number
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

with
 

shared
 

and
 

unique
 

expression
 

between
 

LO2,LO2_
SMY

 

and
 

LO2_RBV
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

LO2_V
 

group B 
Changes

 

in
 

gene
 

expression
 

profile.
 

The
 

numbers
 

of
 

up-
 

and
 

down-
regulated

 

genes
 

between
 

LO2
 

and
 

LO2_V,LO2_SMY
 

and
 

LO2_V,LO2
_RBV

 

and
 

LO2_V
 

are
 

summarized C Heat
 

maps
 

of
 

LO2,LO2_V,
LO2_SMY

 

and
 

LO2_RBV
 

groups.
Fig.2 Differential

 

genes
 

analysis
 

of
 

Shengmaiyin
 

against
 

DENV-1

4 差异基因KEGG通路富集分析

对差异基因进行KEGG通路富集分析,正常对照

组和DENV-1组相比较,主要富集在细胞周期、细胞

凋亡、p53信号通路、mTOR信号通路、胰岛素抵抗和

细胞黏着等信号通路上(图3A)。生脉饮组和DENV-
1组相比较,主要富集在细胞周期、p53信号通路、

PI3K-Akt信号通路、FoxO信号通路和胰岛素抵抗等

信号通路上(图3B)。利巴韦林组和DENV-1组相比

较,主要富集在细胞周期、免疫、RNA降解、病毒感染

和细菌感染等信号通路上(图3C)。
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  (A)LO2和LO2_V、(B)LO2_SMY和LO2_V以及(C)LO2_RBV
和LO2_V之间的两两KEGG通路富集分析

图
 

3 差异基因KEGG富集分析

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

deferentially
 

expressed
 

genes
 

between
 

LO2
 

and
 

LO2_V(A),LO2_SMY
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5 差异基因GO注释分类

对差异基因进行 GO 注释分类,正常对照组和

DENV-1组相比较,共有细胞组分17个,分子功能14
个,生物学过程29个,其中生物学过程主要集中在细

胞过程,代谢过程,生物调控,生物过程调控和刺激反

应(图4A)。生脉饮组和DENV-1组相比较,共有细

胞组分18个,分子功能14个,生物学过程28个(图

4B)。利巴韦林组和DENV-1组相比较,共有细胞组

分18个,分子功能14个,生物学过程30个(图4C)。
三个组GO注释分类的生物学过程均集中在细胞过

程、生物调节、代谢过程、生物过程调节和刺激反应。

  (A)LO2和LO2_V、(B)LO2_SMY和LO2_V以及(C)LO2_RBV
和LO2_V之间的两两GO注释分类
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6 差异基因GO富集分析

对差异基因进行GO生物过程富集分析,正常对

照组和DENV-1组相比较,主要富集细胞周期、DNA
复制、DNA损伤、蛋白翻译、病毒转录和病毒进程等

(图5A)。生脉饮组和DENV-1组相比较,主要富集

在细胞周期、DNA复制、DNA损伤、蛋白翻译、病毒转

录和病毒进程等(图5B)。利巴韦林组和DENV-1组

相比较,主要富集在细胞周期、DNA复制、蛋白转运、
蛋白泛素化和病毒进程等(图5C)。

讨 论

登革热是传播速度较快的蚊媒传染病,其发病率

随着全球变暖、经济贸易和旅游业发展等多种因素而

增加[9],在过去50年中,全球登革热的发病率增加了

30倍[10]。2014年和2019年我国发生了两次登革热

大爆发,病例数分别为46
 

033和22
 

599例[11-12]。登革
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热依然是全球重大的公共卫生问题[13]。

  (A)LO2和LO2_V、(B)LO2_SMY和LO2_V以及(C)LO2_RBV
 

和LO2_V之间的两两GO生物过程通路富集分析
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目前依然没有应用于临床的特效抗登革病毒药

物,登革热的治疗方法主要为对症治疗(降温治疗、液
体疗法、止血治疗等)[14]。登革热的西医治疗方法主

要有激素治疗和抗病毒药物治疗,但西药治疗局限性

较大也存在很多副作用,例如使用糖皮质激素时要配

合胃酸分泌抑制剂或胃黏膜保护剂以减少消化道黏膜

的损伤;目前的抗病毒药物如利巴韦林和干扰素等的

疗效也存在局限性[15];使用阿司匹林、布洛芬或其他

的非甾体类抗炎剂降温可能诱发消化道出血;阿司匹

林还可引起Reye综合征[16]。
而中医药在防治传染病方面有其独特优势[17]。

登革热在中医学可归类于“温疫”范畴[18]。中医学认

为,登革热发生的内在因素乃正气不足,抗邪力低下,
复感疫疠毒邪而致。登革热病机为疫毒内侵,毒盛致

热,热毒壅盛,迫血妄行,毒疫交结,津液、气血耗伤,导
致心、肝、肾、脑、胃肠等脏腑功能失常或实质性损害,
而出现系列病证[19]。中医长期参与登革热治疗研究,
张沛等人对对照组予以西医常规治疗,观察组在此基

础上联合清瘟败毒饮加减及血必净注射液治疗,临床

观察发现,在缩短退热时间、缓解症状、提升白细胞、血
小板计数、缓解肝脏损害等方面,中西医结合治疗登革

热的临床疗效优于单纯西医治疗[20]。梁伟波等[21]对

广州地区257例登革热病例临床分析发现,结合中医

药干预,预后良好。还有研究报道表明中药能有效提

高登革热患者的临床疗效,增加患者的白细胞和淋巴

细胞计数,改善其临床症状和体征[22]。生脉饮在治疗

急性病毒性心肌炎可使患者的临床症状明显改善,有
较好的临床效果[23]。使用高浓度生脉饮抗柯萨奇病

毒作用较强,在低浓度时也能增强细胞抗病毒作用及

减轻已感染细胞的病变[24]。上述研究表明,中医药在

治疗登革热以及生脉饮在抗炎和抗病毒方面有重要作

用。本研究表明,生脉饮能明显抑制DENV-1在C6/

36细胞中复制,通过转录组测序研究发现,生脉饮可

通过抑制病毒转录、翻译等过程发挥抗 DENV-1作

用。
不同于西药作用于某一疾病的单个靶基因和作用

途径,中医学根据中药性能不同,有选择的将多种药物

结合在一起使用,达到增效或抵消副作用的目的,由于

其复杂的化合物和这些物质之间可能的相互作用,可
以作用于多个靶基因和信号通路[25-26]。本研究通过转

录组分析发现生脉饮通过p53信号通路、PI3K-Akt信

号通路、FoxO信号通路和胰岛素抵抗等多条信号通

路发挥抗作用。此外,本研究发现利巴韦林作为抗病

毒药物,虽然在治疗登革热方面有疗效,但是它也会导

致大量无关的基因、信号通路和细胞活动发生变化。
综上所述,本研究发现生脉饮通过抑制病毒转录

翻译等基因的表达以及干预PI3K-Akt等多条信号通

路,发挥抗DENV-1感染的作用,为进一步深入探索

生脉饮治疗登革热的分子机制奠定了基础。
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