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摘要：目的  探究2型登革病毒 （DENV-2）感染人脐静脉内皮细胞（HUVECs）对细胞自噬的影响及黄芩苷（BA）抗DENV-2感染

的具体作用机制。方法  HUVECs体外培养，设置对照组：HUVECs正常培养；DENV-2感染组：HUVECs+DENV-2；黄芩苷组：

HUVECs+DENV-2+BA。用DENV-2感染HUVECs通过透射电镜观察自噬；Western blotting检测细胞自噬相关蛋白LC3、P62

的表达，采用溶酶体红色荧光探针染色法观察DENV-2感染后HUVECs内溶酶体的 pH变化；蛋白质组学筛查DENV-2感染

HUVECs后差异蛋白的表达情况；使用CCK-8法测定黄芩苷对HUVECs活性的影响； RT-qPCR检测细胞内病毒RNA的复制情

况；检测病毒NS1蛋白的表达情况；通过透射电镜观察细胞自噬；采用Lyso-Tracker Red染色法观察黄芩苷对DENV-2感染后

HUVECs内溶酶体酸化的影响；检测细胞自噬相关蛋白ATG5、Beclin-1、LC3、P62的表达，自噬小体和溶酶体融合的关键蛋白

STX17、SNAP29、VAMP8表达情况及 PI3K/AKT信号通路相关蛋白的表达。结果 DENV-2感染可诱导细胞自噬小体的形

成；DENV-2感染后LC3 Ⅱ/LC3 I表达逐渐增高，48 h达到峰值（P<0.05）；p62表达水平在感染前中期无明显变化，48 h后降

低（P<0.05）；Lysotracker red染色结果显示DENV-2感染组红色亮点较多，且染色明亮。CCK-8结果显示50 μg/mL被视为黄芩

苷对HUVECs细胞的最大无毒剂量。RT-qPCR结果显示随着黄芩苷浓度增加药物对病毒的抑制作用增强。黄芩苷可降低

DENV-2 NS1蛋白的表达（P<0.001）。与DENV-2组相比，经过黄芩苷（50 μg/mL）处理后，自噬减少，加入黄芩苷后抑制溶酶体酸

化。黄芩苷组48 h LC3 II/LC3 I比值降低（P<0.05），48 h时p62表达增加（P<0.05）。经过黄芩苷处理后DENV-2诱导的自噬相

关蛋白Beclin-1、ATG 5、STX17、SNAP29和VAMP8的表达下调（P<0.01）。蛋白组学结果显示PI3K-AKT通路在DENV的发病

机制中可能发挥重要作用。加入PI3K抑制剂（LY294002）后，DENV-2的RNA表达水平降低，各组p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT、

p-mTOR/mTOR蛋白相对表达水平的蛋白表达水平降低（P<0.01）。用黄芩苷处理后，DENV-2感染组PI3K、AKT的mRNA表达

水平均显著降低（P<0.05），而mTOR mRNA表达无明显变化。DENV-2感染组上调的 p-PI3K、p-AKT的蛋白表达水平均降

低（P<0.05），而p-mTOR表达无明显变化。DENV-2诱导的LC3、P62蛋白表达降低（P<0.05）；在黄芩苷治疗组中也抑制了病毒

诱导的自噬。结论  DENV-2感染可促进HUVECs细胞自噬的发生，黄芩苷可抑制DENV-2的RNA和NS1蛋白的表达，可能通

过抑制自噬发生及自噬体和溶酶体融合，降低DENV-2诱导的自噬，其作用机制可能是通过PI3K/AKT信号通路调控。
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Baicalin suppresses type 2 dengue virus-induced autophagy of human umbilical vein 
endothelial cells by inhibiting the PI3K/AKT pathway
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Abstract: Objective  To investigate the effect of type 2 dengue virus (DENV-2) infection on autophagy in human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) and the mechanism mediating the inhibitory effect of baicalin against DENV-2 infection. Methods 
Cultured HUVECs with DENV-2 infection were treated with different concentrations of baicalin, and the changes in autophagy 
of the cells were detected using transmission electron microscopy. Lyso Tracker Red staining was used to examine pH changes 
in the lysosomes of the cells, and the expressions of ATG5, beclin-1, LC3, P62, STX17, SNAP29, VAMP8, and PI3K/AKT 
signaling pathway-related proteins were detected by Western blotting. DENV-2 replication in the cells were evaluated using RT-
qPCR. The differentially expressed proteins in DENV-2-infected HUVECs were identified by proteomics screening. Results 
Treatment with baicalin did not significantly affect the viability of cultured HUVECs. Proteomic studies suggested that the 
PI3K-AKT pathway played an important role in mediating cell injury induced by DENV-2 infection. The results of RT-qPCR 
demonstrated that baicalin dose-dependently inhibited DENV-2 replication in HUVECs and produced the strongest inhibitory 
effect at the concentration of 50 μg/mL. Transmission electron microscopy, Lyso Tracker Red staining, RT-qPCR, and Western 
blotting all showed significant inhibitory effect of baicalin on DENV-2-induced autophagy in HUVECs. DENV-2 infection of 
HUVECs caused increased cellular expressions of LC3 and P62 proteins, which were significantly lowered by treatment with 
LY294002 (a PI3K inhibitor). Conclusion Baicalin inhibits DENV-2 replication in HUVECs and suppresses DENV-2-induced cell 
autophagy by inhibiting the PI3K/AKT signaling pathway.
Keywords: dengue virus; baicalin; autophagy; PI3K/AKT signaling; human umbilical vein endothelial cells

登革热（DF）是最常见的蚊媒病毒性传染病之一［1］，

目前在128个热带和亚热带国家流行［2］。该病由登革热

病毒（DENV）引起，临床表现广泛，从导致急性发热的
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DF到危及生命的登革出血热或登革休克综合征［3］。登

革热病毒属于黄病毒科黄病毒属，是一种正链RNA病

毒，病毒基因组的长度约为10.7 kb，编码一个开放的阅

读框，可转化为3种结构蛋白（C、pr M、E）和7种非结构

蛋白（NS1、NS2A、NS2B、NS3、NS4A、NS4B和NS5）［4］。

DENV有4种不同的血清型（DENV-1、2、3和4），人群普

遍易感，其中DENV-2流传最为广泛［5，6］。近几十年来，

DF的发病率急剧上升［7］。据世界卫生组织估计，全球每

年有100亿~400亿例感染病例，全球近一半的人口面临

感染风险［8］。DF的发病机制尚不清楚，目前尚无针对该

病的特效治疗药物［9］。

近年来，许多研究人员将重点放在植物及其衍生物

上，以开发新的抗病毒药物。黄芩苷（BA）是一种从黄

芩根中分离得到的天然黄酮类化合物，具有抗病毒、抑

菌、抗肿瘤和抗氧化作用［10， 11］。研究表明黄芩苷对

DENV-2具有较好的抗病毒活性，包括预防、抗吸附、抑

制细胞内的病毒复制和直接杀灭细胞外的病毒颗粒，并

影响DENV与宿主细胞的病毒附着［10， 12］。然而，黄芩苷

的确切作用机制尚不清楚，一定程度上限制了该药的应

用，故需要进行深入的研究［13］。

自噬是一种依赖溶酶体的细胞降解程序，可响应各

种环境和细胞应激，有助于细胞处理各种有害或过剩的

细胞内容物，如蛋白质聚集体、功能失调/寿命长的细胞

器、细胞内病原体和储存的营养物质（糖原和脂滴）

等［14］。研究表明，已知DENV可诱导自噬，有益于病毒

复制［15-17］。PI3K抑制剂可减少自噬体形成和DENV复

制［15， 18］。因此，靶向PI3K/AKT可作为一种有前途的抗

登革热治疗。据报道，黄芩苷通过PI3K/AKT信号通路

调节自噬［19， 20］。但目前未见黄芩苷参与调控PI3K/AKT

信号通路与DENV-2感染之间关系的报道。本研究拟

在分析黄芩苷对DENV-2抑制作用的基础上，进一步探

究黄芩苷对宿主细胞自噬的影响及PI3K/AKT信号通

路的调控作用，明晰黄芩苷抗DENV-2感染的作用机

制，为黄芩苷在DENV-2临床上的应用及相关靶点药物

的研究提供理论依据。

1  材料和方法

1.1  材料

人皮静脉内皮细胞（HUVECs）（Scien cell）。C6/36

细胞和DENV NGC毒株由本实验室于液氮保存。黄芩

苷（北京索莱宝科技有限公司），ECM培养基（Scien cell）。

Lyso-Tracker Red（溶酶体红色荧光探针）（碧云天生物

科技），Real time PCR仪器（Thermo quantstudio 3），酶标

仪（Bio-RAD），超微量紫外可见分光光度计（Thermo）。

1.2  方法

1.2.1  细胞和病毒的培养   HUVECs和C6/26细胞复苏

后分别加入 ECM 完全培养基（10% FBS+1% PS+1% 

ECGS+88% ECM 培养基）和 1640 完全培养基（10% 

FBS+1% PS+89% 1640 培养基），放入 37 ℃和 28 ℃，

5% CO2培养。待细胞生长至90%融合度时，加入适量

0.25% 胰蛋白酶（含 0.02% EDTA）消化，1000 r/min，

5 min收集细胞，重悬后在培养箱中继续培养。

1.2.2  DENV-2的扩增   待C6/36细胞长成90%左右融

合。弃去原培养液加入 DENV-2 毒液 500 μL，置于

28 ℃、5% CO2培养箱中培养2 h，摇晃1次/30 min，吸弃

毒液后用Hanks液洗涤3次，加入5 mL 2% 1640维持液

（2% FBS， 1% P/S）置于37 ℃、5% CO2培养箱中继续培

养，每天观察细胞病变情况，出现明显细胞病变现象（空

泡、拉丝、融合）时，收集毒液。于液氮中保存。

1.2.3  DENV-2的毒力测定   向C6/36细胞中加入适量

不同浓度的病毒液（10-3~10-10），每个浓度设置8个复孔，

37 ℃，5% CO2培养箱中孵育2 h，弃上清，Hanks液洗涤3

次，每孔添加200 μL 2%维持液继续培养，每天观察并

记录细胞病变情况。利用Reed-Muench法计算DENV-2

对 C6/36 细胞的毒力，具体公式：距离比例=（高于

50% 病变率的百分数-50%）/（高于 50%病变率的百分

数-低于 50% 病变率的百分数）。LgTCID50=距离比

例×稀释度对数之间的差+高于50%病变率的稀释度的

对数。

1.2.4  CCK-8法测黄芩苷对HUVEC细胞活性影响   将

HUVECs 细胞按 2×104/孔接种于 96 孔板中，于 37 ℃ 

5% CO2中培养。待细胞长至80%~90%融合时，弃去原

培养基，加入不同浓度的黄芩苷（6.25、12.5、25、50、100、

200 μg/mL），每个浓度设置3个复孔，并设置空白对照

组。培养48 h后吸弃原培养基，PBS清洗2遍。每孔加

入10 μL CCK-8溶液和100 μL 2% ECM完全培养基，

37 ℃培养基2 h后，用酶标仪检测450 nm处A值，取3孔

均值计算细胞存活率（%）。

细胞存活率（%）=（A药物处理组-A空白对照组）/（A无药物处理组-A空白对照组）  

×100%

1.2.5  RT-qPCR检测细胞中mRNA表达水平   Trizol法

提取细胞RNA，采取染料法进行RT-qPCR检测，反应体

系（20 μL）：2× ChamQ SYBR qPCR Master Mix 4 μL，

上、下游引物各 0.4 μL，50× ROX Reference Dye 1 

0.4 μL，cDNA 1 μL，ddH2O 7.8 μL。反应条件：95 ℃预

变性 30 s；95 ℃，10 s，60 ℃，30 s，共 40个循环。随后

95 ℃反应15 s、60 ℃反应60 s，95 ℃反应15 s绘制熔解

曲线。以上所有体系分析均设置 3个重复，结果采用

2-ΔΔCt方法进行数据处理。DENV-2引物序列上游序列为

5'-GATGTAGACCTCGGAAGCGG-3'，下游序列为 5'- 

TCGGTTCTTGGGTTCTCGTG-3'；PI3K 引物序列上

游序列为 5'-CGGTGACTGTGTGGGACTTATTGAG-
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3'，下游序列为5'- TGTAGTGTGTGGCTGTTGAACT

GC-3'；AKT 引物序列上游序列为 5'-GCAGGATGT 

GGACCAACGTGAG-3'，下游序列为 5'-GCAGGCAG 

CGGATGATGAAGG-3'；mTOR引物序列上游序列为

5'-GCCGAGAGCACCGAGAACAG-3'，下游序列为 5'

-ACAAGGAGATGGAACGGAAGAAGC-3'；β -actin

引物序列上游序列为 5'-CCTTCCTGGGCATGGA 

GTC-3'，下游序列为 5'-TGATCTTCATTGTGCTGG 

GTG-3'。

1.2.6  透射电镜检测自噬小体   使用黄芩苷处理

DENV-2 感染的 HUVECs，0.25% 胰酶消化细胞，

1000 r/min 离心5 min后收集细胞沉淀。加入3%戊二

醛预固定细胞后，加入1%四氧化锇再固定，使用丙酮按

浓 度 梯 度（30%→50%→70%→80%→90%→95%→
100%（100%浓度3次））逐级脱水。并利用Epon812包

埋后采用超薄切片机制备大约 60~90 nm 的超薄切

片、展片。醋酸铀染色10~15 min，柠檬酸铅室温染色

1~2 min，最后透射电镜拍摄自噬小体。

1.2.7  Western blotting 检测细胞中相关蛋白表达水平   

使用裂解液提取细胞总蛋白，经SDS-PAGE电泳分离蛋

白后转至PVDF膜上，5% BSA室温封闭2 h，加入一抗

4 ℃孵育过夜，1×TBST洗膜；加入辣根过氧化物酶标记

的二抗（1∶8000）室温孵育2 h，1×TBST洗膜，用ECL发

光液显影。使用 Image-J软件分析灰度，计算蛋白的相

对表达量。

1.2.8  Lyso-Tracker Red检测细胞溶酶体   将HUVECs

以4.5×105/孔接种于六孔板，感染DENV-2后加入黄芩

苷处理。以 1 mL/孔加入 Lyso-Tracker Red 工作液

（Lyso-Tracker Red：培养液=1：13333）37 ℃孵育1 h，去

除 Lyso-Tracker Red 工 作 液 ，加 入 1 mL 稀 释 的

Hoechst33342染色液（Hoechst 33342 染色液：培养基=

1∶100），37 ℃孵育10 min，吸除培养基，PBS洗2遍，加

入新鲜培养基，倒置荧光显微镜观察溶酶体。

1.2.9  样品质谱分析   将感染后的细胞裂解，提取总蛋

白，采用串联质谱标签（TMT）标记联合液相色谱-串联

质谱技术（LC-MS/MS）进行蛋白质组学分析，鉴定

DENV-2干预的差异蛋白并进行KEGG富集分析。

1.3  统计学分析

利用GraphPad Prism Version 9.0版本对实验数据

进行分析，所有实验均独立重复3次。组间差异通过单

因素方差分析进行比较，两组间差异通过 t检验进行比

较，结果以均数±标准差表示，以P<0.05表示差异有统

计学意义。

2  结果

2.1  DENV-2的感染及病毒滴度测定

DENV-2感染C6/36细胞后利用倒置显微镜拍摄

其病变现象，可见C6/36细胞出现明显的细胞空泡、融

合等病变现象（图 1）。根据 Reed-Muench 法计算

DENV-2对 C6/36细胞的毒力，结果为 TCID50=10-6.67/

0.1 mL，即将 DENV-2稀释 106，接种 100 μL可使 50%

的细胞发生病变（表1）。

2.2  DENV-2的感染增加HUVECs自噬水平

采用 DENV-2 感染 HUVECs 12、24、36、48 h 后

Western blotting检测自噬标志性蛋白LC3、P62的表达

变化（图2），从12 h DENV-2的LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ水平逐渐

升高，48 h达到峰值；与空白组相比，48 h DENV-2组

LC3-Ⅱ表达显著增加（P<0.01）；DENV-2组HUVECs

内P62蛋白表达逐渐降低，48 h DENV-2组P62表达显

著降低（P<0.05）。

2.3  透 射 电 子 显 微 镜 观 察 DENV-2 的 感 染 促 进

HUVECs自噬发生

采用DENV-2感染HUVECs 48 h后，透射电子显

微镜结果提示，与空白组相比，DENV-2 感染组有较

多自噬发生，可以观察到更多的自噬体和自噬溶酶

体（图3）。

Control                                                                       DENV-2

A B

图1　DENV-2感染C6/36细胞病变图
Fig. 1　Pathological changes of C6/36 cells infected by DENV-2 (Original magnification: ×100). A: 
Blank control cells. B: DENV-2-infected cells.
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2.4  倒置荧光显微镜检测DENV-2感染HUVECs后溶

酶体功能升高

倒置荧光显微镜结果提示，Control 组细胞质中

颜色黯淡，红色亮点少，而 DENV-2 感染组红色亮点

较多，且染色明亮（图4）。

2.5  不同浓度黄芩苷对HUVECs细胞活性的影响

利用CCK8法检测黄芩苷对HUVECs细胞活性的

影响，结果显示，黄芩苷对HUVECs的半数毒性浓度

（TCID50）为118.5 μg/mL。黄芩苷在稀释至50 μg/mL

时，HUVECs细胞存活率为（89±5.62）%，且随着浓度降

低，黄芩苷对HUVECs细胞活性无明显影响，而100 μg/mL

和200 μg/mL浓度对HUVECs细胞活性具有明显抑制

作用（图 5）。因此 50 μg/mL 浓度被视为黄芩苷对

HUVECs细胞的最大无毒剂量。故黄芩苷浓度设置为

6.25、12.5、25、50 μg/mL。

2.6  黄芩苷降低DENV-2感染HUVECs细胞的DENV 

RNA表达

通过测定DENV-2 RNA的相对表达量确定黄芩

苷最佳使用浓度。结果表示，使用黄芩苷处理DENV-2

感染的HUVECs，使DENV基因拷贝数量降低，呈剂量依

赖性。黄芩苷浓度为 6.25、12.5、25 μg/mL 时 DENV-2 

RNA 相对表达量分别为 0.84±0.06、0.57±0.06、0.49±

0.02，差异具有统计学意义（P<0.05）。其中黄芩苷

50 μg/mL组抑制效果最为显著，与DENV-2组相比，黄

芩苷处理后DENV-2 RNA相对表达为0.39±0.05，差异具

有统计学意义（P<0.001，图6）。黄芩苷50 μg/mL浓度时

效果最佳。

2.7  黄芩苷抑制DENV-2 NS1蛋白表达

用DENV-2处理HUVECs细胞后，加入50 μg/mL的

黄芩苷进行处理，Western blotting检测NS1蛋白的表达

表1　DENV-2病毒滴度结果统计表
Tab.1　Virulence of DENV-2 virus at different titers in C6/36 cells

Dilution of virus solution

10-3
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10-6
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Number of CPE occurrences

8

8

8

8
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0

0

No CPE count

0

0

0

0
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8

8

Total number

Number of CPE holes
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% of CPE holes present

100

100

100

100

25

0

0

0

A
DENV-2       -       +        -       +        -       +       -        +

12 h             24 h           36 h           48 h

P62

LC3I
LC3II

GAPDH

62 000

14 000
16 000

36 000

Mr

Control
DENV-2

**B

12                 24                 36                 48
Infection time (h)

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f 

L
C

3I
I/

L
C

3I
 p

ro
te

in

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Control
DENV-2

 * 

C

12                24                36                 48
Infection time (h)

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f 

P
62

/G
A

P
D

H
 p

ro
te

in

图2　DENV-2感染HUVECs可促进细胞自噬
Fig.2　Western blots (A) and quantitative analysis (B-
C) of protein expressions of LC3 and P62 in 
HUVECs infected by DENV-2. *P<0.05, **P<0.01 vs 
Control group.
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水平。结果显示，与DENV-2组相比，加入黄芩苷后NS1蛋

白表达显著降低，差异具有统计学意义（P<0.001，图7）。

2.8  黄芩苷抑制DENV-2诱导的自噬发生

透射电子显微镜结果显示，与空白组相比，DENV-2

感染组有较多自噬发生，而经过黄芩苷处理后自噬发生

减少（图8D）。Western blotting检测LC3、P62的表达变

化显示，48 h时与空白组相比，DENV-2组LC3II/LC3I

比值显著增加（P<0.01，图8A、B）。经过黄芩苷处理后，

与 DENV-2 组相比，48 h LC3II/LC3I 比值显著降低

（P<0.05）。p62表达量的检测结果显示，在12、24、36、48 h 

时，与空白组相比，DENV-2组的表达量均显著降低，

其中黄芩苷处理后 p62 表达与 DENV-2 组相比均显
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图3　DENV-2感染HUVECs诱导细胞自噬的发生
Fig.3　DENV-2 infection induces autophagy in HUVECs (×15000, n=3). A, B: Control 
group. C, D: DENV-2 group.
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图4　DENV-2感染HUVECs后溶酶体的功能增强
Fig.4　DENV-2 infection enhances lysosomal function in HUVECs (Lyso-tracker Red staining, ×400, n=3).
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图5　黄芩苷对HUVECs细胞活性的影响
Fig.5　Effect of Baicalin on viability of HUVECs cells (n=3).
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著增加，其中 24、48 h差异具有统计学意义（P<0.05，

图8C）。

2.9  黄芩苷抑制DENV-2诱导的自噬通量

        倒置荧光显微镜结果提示，与空白组相比，DENV-

2感染组红色亮点较多，且染色明亮，而加入黄芩苷后红

色亮点明显减少，颜色较暗（图9）。

2.10  黄芩苷抑制DENV-2诱导的自噬通量

Western blotting结果显示，与空白组相比，DENV-

2感染后可上调自噬相关蛋白Beclin-1、ATG 5、STX17、

SNAP29 和 VAMP8 的表达，差异有统计学意义（P<

0.01）；与DENV-2组相比，经过黄芩苷处理后均能下调

自噬相关蛋白 Beclin-1、ATG 5、STX17、SNAP29 和

VAMP8的表达，差异有统计学意义（P<0.01，图10）。

2.11  DENV-2感染HUVECs后差异蛋白分析

将空白组与DENV组（DENV-2感染HUVECs）的

样本进行蛋白质组学筛查，运用Human数据库进行检

索二级质谱数据，共鉴定出5178种蛋白质，表达具有显

著差异的蛋白质有962种。共489个蛋白表达下调（图

11A）。将得到的数据进行KEGG通路分析（图11B），富

集到24条信号通路，即PI3K-AKT信号通路、P53信号通

路、TNF信号通路、ECM受体相互作用等通路。其中

PI3K-AKT信号通路上富集的差异蛋白最多，为18个。

2.12  DENV-2 的复制依赖于 PI3K/AKT 信号通路的

调节

与DENV-2感染组相比，经LY294002处理后，细

胞DENV-2的 RNA表达水平显著降低，差异具有统计

学意义（P<0.001，图12）。

2.13  黄芩苷调控DENV-2感染HUVECs细胞中PI3K/

AKT的表达

RT-qPCR 结果显示，DENV-2 感染会提高细胞

PI3K、AKT的mRNA表达水平（P<0.05），用黄芩苷处

理后，PI3K、AKT的mRNA表达水平均显著降低（P<

0.01），而p-mTOR/mTOR表达无明显变化，差异无统计

学意义（图 13A）。 Western blotting 结果显示（图

13B~E），与空白对照组相比，p-PI3K/PI3K、p-AKT/

AKT蛋白相对表达水平升高（P<0.01），用黄芩苷处理后，

p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT蛋白相对表达水平降低（P<

0.05）。而p-mTOR/mTOR表达变化不明显。

2.14  黄芩苷下调DENV-2感染HUVECs细胞中PI3K/

AKT的表达

Western blotting结果显示（图14A），与空白对照组

相比，DENV-2感染组 p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT蛋白

相对表达水平升高（P<0.01），用黄芩苷处理后，p-PI3K/

PI3K、p-AKT/AKT蛋白相对表达水平降低（P<0.01）。

而 p-mTOR/mTOR表达无明显变化，差异无统计学意

义。加入LY294002后各组p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT、

p-mTOR/mTOR 蛋白相对表达水平降低（P<0.01，  

图 14D）。

2.15  黄芩苷通过下调PI3K/AKT通路抑制DENV-2诱

导的自噬

Western blotting 结果显示，与 DENV-2 感染组相

比，加入 LY294002 下调了 DENV-2 诱导的 LC3Ⅱ/

LC3Ⅰ的表达，上调了P62的表达（P<0.001）。与加入

LY294002结果一致，用黄芩苷处理后，下调了DENV-2

诱导的LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的表达，并使P62表达水平增加（P

<0.01）。 与 DENV-2+BA 组 相 比 ，DENV+BA+

LY294002组明显抑制了LC3Ⅱ的表达水平，增加了P62

的表达，抑制效果更加显著（P<0.01，图15）。
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图9　黄芩苷抑制DENV-2感染HUVECs后溶酶体的酸化
Fig.9　Baicalin inhibits lysosomal acidification in DENV-2-infected HUVECs (×400, n=3).
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3  讨论

近年来登革热的发病率急剧增加。研究表明，全球

DENV感染的年发病估计为3.9亿例。在39亿DENV

感染风险人群中，其中疾病负担主要集中在亚洲，约占

疾病负担的70%［21］。目前尚无DF的可行治疗方法［22］。

因此，开发一种新型抗病毒药物以有效对抗DENV感染

是迫切且不可或缺的需求。

DENV感染人体的发病机制非常复杂，其发病机制

A B

图11　DENV-2感染后HUEVCs蛋白质组学分析
Fig.11　Proteomic analysis of HUEVCs with DENV-2 infection. A: Heat map of differential proteins in healthy adults and patients 
with bronchial asthma. B: KEGG signaling pathways enrichment analysis.
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图10  黄芩苷抑制DENV-2感染HUVECs后自噬相关蛋白水平
Fig.10 Baicalin inhibits expressions of autophagy-related proteins in HUVECs infected with DENV-2. A: Western blotting of 
Beclin-1, ATG 5, STX17, SNAP29 and VAMP8 proteins. B-F: Relative expression levels of Beclin-1, ATG 5, STX17, SNAP29 and 
VAMP8 proteins. **P<0.01, ****P<0.001. #P<0.05, ###P<0.01, ####P<0.001 (n=3).

··1279



J South Med Univ, 2024, 44(7): 1272-1283 http://www.j-smu.com

与多种病毒和宿主因素有关［23］。DENV感染可激活先

天免疫应答使机体产生抗病毒效应，激活的先天免疫途

径包括 I型干扰素、补体、细胞凋亡和自噬等［24］。DENV

感染会诱导自噬，从而增强病毒复制和囊泡释放，从而

逃避免疫系统的监视［25］。本研究使用 DENV-2 感染

HUVECs后经透射电子显微镜可观察到细胞内有较多

的自噬小体形成，且Western blotting结果显示，与空白

组相比，DENV-2感染组细胞LC3Ⅱ表达水平从12 h开

始逐渐升高，48 h达到峰值，P62蛋白感染早期无明显差

变化，48 h表达水平降低；Lyso-Tracker Red的染色结果

显示，DENV-2感染后HUVECs的溶酶体可正常酸化，

这表明DENV-2感染可以诱导HUVECs细胞自噬的发

生。了解DENV-2对不同细胞株的影响，有助于进一步

探究DENV的发病机制。

黄芩苷是从中药材黄芩的干燥根中分离得到的具

有生物活性的黄酮苷之一，具有抗病毒特性［11］。近年

来，人们广泛研究黄芩苷的抗病毒活性，探索其分子作

用机制。黄芩苷处理的Vero细胞的细胞培养上清液中

的 ZIKV RNA 水平降低了 50%，黄芩苷主要作用于

ZIKV生命周期的初始阶段［26］。黄芩苷对DENV体外

复制具有抗登革热活性，黄芩苷可直接杀灭游离DENV

颗粒，降低其感染性；影响DENV与宿主细胞的病毒附

着步骤，并干扰DENV感染的Vero细胞内病毒复制，但

是其靶向的分子和细胞内途径尚未明确［10］。血管内皮

细胞是DENV感染中的第一道屏障，感染后VEC的结

构破坏是导致血管内皮屏障功能改变的重要原因［27，28］。

本研究在DENV-2感染的HUVECs细胞模型上证明，

黄芩苷可抑制HUVECs内的DENV-2 RNA复制，其抑

制程度与黄芩苷浓度呈剂量依赖性，故黄芩苷浓度为

50 μg/mL 时效果最为显著。DENV-2 非结构蛋白 1

（NS1）在病毒RNA复制中起重要作用，NS1的表达水
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图13　黄芩苷抑制DENV-2诱导的PI3K/AKT信号通路的表达量
Fig.13　Baicalin inhibits the expression level of PI3K/AKT signaling pathway in DENV-2-infected HUVECs. A: Baicalin 
reduces the relative expressions of PI3K, AKT and mTOR mRNA in DENV-2-infected HUVECs. B: Baicalin inhibits the 
expression levels of PI3K/AKT signaling pathway-related proteins in DENV-2-infected HUVECs. C: Ratio of p-PI3K/
PI3K protein expression. D: Ratio of p-AKT/AKT protein expression. E: Relative expressions of p-mTOR/mTOR 
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平可用于表示细胞内DENV-2复制的水平［29］。黄芩苷

也降低了HUVECs内的DENV-2 NS1蛋白的表达。这

为开发有效的抗DENV病毒药物提供了新的参考，进一

步拓宽了黄芩苷在抗病毒方面的应用。

黄芩苷通过下调mTOR来阻碍自噬体的形成并抑

制了H3N2诱导的细胞自噬，导致病毒复制减少［30］。用

黄芩苷处理的CHIKV感染细胞中感染相关自噬的下调

可能会最终限制病毒的复制［31］。有研究表明，CVB3感

染后可诱导宿主细胞形成大量的自噬体，而黄芩苷可通

过降低细胞脂类代谢，减少病毒感染后自噬体形成，从

而干扰病毒复制，继而减少病毒对细胞的破坏［32］。溶酶

体是在自噬流结束时降解的酸性细胞器。溶酶体缺陷

干扰自噬底物的降解，导致自噬体的积累［33， 34］。本研究

发现，透射电子显微镜结果显示与DENV-2感染组相

比，黄芩苷处理48 h后细胞内仅可见少量自噬小体、自

噬溶酶体，细胞内LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达水平降低，说明黄

芩苷可以抑制DENV诱导的HUVECs细胞自噬发生。

并且LC3Ⅱ降低的同时伴随着P62的升高，同时Lyso-

Tracker Red的染色结果显示，加入黄芩苷后溶酶体酸

化异常，提示黄芩苷可能使DENV诱导的细胞自噬通量

受损。研究表明，可溶性N-乙基马来酰亚胺敏感因子

附着蛋白受体是介导自噬体和溶酶体融合的关键。
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图14  黄芩苷抑制DENV-2诱导的PI3K/AKT信号通路
的表达量
Fig.14  Baicalin inhibits the expression level of PI3K/AKT 
signaling pathway-related proteins in DENV-2-infected 
HUVECs. A: Western blotting of the proteins. B: Ratio of 
p-PI3K/PI3K protein expression. C: Relative expressions 
of p-mTOR/mTOR protein. D, E: Western blotting of p-
AKT/AKT protein expressions. ****P<0.001 vs Control 
group. ###P<0.01, ####P<0.001 vs DENV-2 group (n=3).
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STX17（定位于自噬体）结合SNAP29（定位于核内体）

和VAMP8（定位于溶酶体）形成SNARE复合物促进自

噬体和溶酶体的融合［35］。本实验发现黄芩苷能下调

DENV-2 诱 导 的 自 噬 相 关 蛋 白 Beclin-1、ATG 5、

STX17、SNAP29和VAMP8的表达。推测黄芩苷可能

通过SNAREs复合体通路，抑制自噬体和溶酶体融合，

从而阻断了DENV-2诱导的细胞自噬。

通 过 对 空 白 组 与 DENV 组（DENV-2 感 染

HUVECs）的样本进行蛋白质组学筛查，将得到的数据

进行KEGG通路分析，其中PI3K-AKT信号通路上富集

的差异蛋白最多。PI3K（磷脂酰肌醇激酶）是由调节亚

基 p85和催化亚基 p110组成的二聚体［36］。PI3K/AKT

通路是一条经典的通路，它能够整合来自细胞环境的其

他信号通路，最终调节细胞自噬反应［37］。据报道，

DENV触发PI3K/AKT通路，抑制 caspase介导的细胞

凋亡，以维持受感染细胞的存活，用LY294002（PI3K抑

制剂）治疗，加速病毒诱导的细胞凋亡［38］。同时可减少

自噬体形成和DENV复制［15， 18］。本研究使用DENV-2

感染HUVECs并加入LY294002后，病毒RNA复制显

著减少，与上述文献报道一致。研究表明，黄芩苷通过

PI3K/AKT信号通路调节自噬［19， 39］。本研究发现，加入

LY294002后DENV-2感染的HUVECs细胞中p-PI3K、

p-AKT表达水平降低。与DENV-2感染组相比，加入黄

芩苷后 DENV-2 感染的 HUVECs 细胞中 p-PI3K、p-

AKT表达水平降低，p-mTOR表达水平无明显变化。与

加入抑制剂结果一致。进一步研究发现，加入

LY294002后DENV-2感染的HUVECs细胞中LC3表

达下降，P62表达升高。加入黄芩苷后与抑制剂结果一

致，并且DENV-2+BA+抑制剂组对自噬的抑制作用更

强。结果表明 DENV-2 感染 HUVECs 细胞可诱导

PI3K/Akt依赖性自噬发生。因此，我们推测黄芩苷可

能是通过抑制DENV诱导的PI3K/Akt信号通路，调控

自噬流，从而抑制DENV的增殖。

综上所述，本研究证实了黄芩苷可抑制DENV-2 

RNA的表达和NS1蛋白的表达，黄芩苷下调DENV-2

诱导的HUVECs细胞自噬的发生，阻断自噬流，其作用

机制可能是通过调控PI3K/AKT信号通路，发挥抗登革

病毒的作用。进一步揭示了黄芩苷在体外抗DENV的

作用机制，这为黄芩苷应用于临床及生活中防治DENV

感染提供了实验依据，也为防控DENV有效抗病毒药物

的研发提供了参考。
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