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【摘要】  目的　探讨肠道病毒71型（EV71）对人神经胶质瘤U251细胞线粒体动力学的影响。方法　采用非洲绿猴肾

细胞Vero对EV71进行增殖，用Reed-Muench公式计算病毒液的50%细胞感染剂量（50% tissue culture infective dose，

TCID50)；将EV71接种于U251细胞，光学显微镜下观察细胞形态，激光共聚焦显微镜下观察线粒体形态，透射电镜观察线粒

体超微结构的改变；Western blot检测线粒体分裂蛋白Drp1、p-Drp1(S637)和融合蛋白Opa1的表达水平；ATP试剂盒检测线

粒体ATP水平；MitoSOX染色检测线粒体超氧化物水平。结果　EV71的TCID50为10－5.4/ 0.1 mL； EV71感染U251细胞

24 h、48 h后细胞明显出现皱缩、变圆或死亡。激光共聚焦显微镜和透射电镜结果显示，EV71感染后细胞线粒体明显延

长，线粒体嵴模糊不清；Western bolt结果显示，EV71感染U251细胞24 h和48 h后，Drp1、Opa1表达降低，而p-Drp1（S637）在

48 h表达升高，且差异有统计学意义（P<0.05）。EV71感染48 h后，与未感染EV71的U251细胞相比，线粒体ATP生成减少，

线粒体超氧化物水平升高（P<0.05）。结论　EV71感染U251细胞后，能引起线粒体形态及动力学改变，进而导致线粒体功

能的变化，这可能是其引起神经系统功能紊乱的机制之一。
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【Abstract】   Objective　To investigate the effects of enterovirus 71 (EV71) on mitochondrial dynamics in human
Glioma U251 cells. Methods　The EV71 was replicated in Vero cells and the 50% tissue culture infective dose (TCID50)
was calculated based on the Reed-Muench formula. After the U251 cells were infected with EV71, the cellular morphology
was  assessed  through  the  light  microscope.  The  mitochondrial  morphology  was  detected  by  MitoTracker  Deep  Red
staining  under  laser  confocal  microscopy  and  the  mitochondrial  ultrastructure  was  visualized  by  transmission  electron
microscopy. The expressions of mitochondrial fission proteins Drp1, p-Drp1 and fusion protein Opa1 were examined by
Western  blot.  The  level  of  ATP  was  measured  by  a  commercial  ATP  assay  kit.  The  generation  of  mitochondrial
superoxide  was  detected  by  MitoSOX  staining. Results　The  TCID50 of  EV71  was  10－5.4/0.1  mL.  Twenty-four  or  48  h
after EV71 infection, the U251 cells appeared shrunken, round and dead. The laser confocal microscopy and transmission
electron  microscopy  images  showed  that  the  EV71  infection  induced  mitochondrial  elongation  and  cristae  damage.
Moreover,  Western  blot  analysis  demonstrated  that  the  protein  expressions  of  Drp1  and  Opa1  were  downregulated  at
both 24 and 48 h after  EV71 infection in U251 cells,  companied with a  significant  increase in Drp1 phosphorylation at
48 h after infection (P<0.05). In addition, a decreased ATP level and elevated mitochondrial superoxide generation were
observed  in  the  EV71  infected  group,  as  compared  to  the  control  group. Conclusion　Our  study  demonstrated  that
infection  with  EV71  led  to  changes  of  mitochondrial  morphology  and  dynamics  in  U251  cells,  which  may  impair
mitochondrial function and contribute to nervous system dysfunction.
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肠道病毒71型（enterovirus 71，EV71）是儿童手足口

病的主要病因，部分患儿累及中枢神经系统，引起脑干脑

炎、无菌性脑膜炎和急性弛缓性麻痹等多种神经系统并

发症。自1997年以来，EV71曾多次在亚太地区大规模爆

发，近年来，重症手足口病的发病率、死亡率不断增加，对

儿童的健康构成了巨大威胁[1-5]。线粒体是细胞的能量工

厂，对维持钙稳态、活性氧的产生和调节、细胞凋亡等有

重要的作用。同时线粒体也是高度动态的细胞器，不断

地融合和分裂对维持线粒体的正常形态和功能十分重

要。研究发现线粒体动力学平衡对神经元的稳态尤为重

要，分裂和融合蛋白的异常改变，可导致周围神经病变和

神经系统发育受损[6]。诸多研究报道，线粒体动力学异常

与神经退行性疾病（如阿尔茨海默病、帕金森病、亨延顿

 * 国家自然科学基金项目（No. 81960372）、贵州省教育厅建设项目（黔教合

KY字[2015]331）、贵州省遵义市科技计划项目（遵市科合社字[2018]34号）资助

△ 通信作者，E-mail：wanghuan928@163.com

四  川  大  学  学  报（  医  学  版  ）
J  Sichuan  Univ  ( Med Sci Edi )

 2020，51（2）: 159 − 164  



病、肌萎缩侧索硬化等）的发生发展密切相关。其中由

Drp1介导的线粒体过度分裂，导致线粒体动力学失衡、

功能障碍，引起神经元损伤，可能是神经退行性疾病的发

病机制之一[7-10]。在病毒致病过程中，由于细胞生理状态

改变而出现钙离子代谢失调、内质网应激、氧化应激和

缺氧等，这些情况都能影响线粒体动力学。目前关于

EV71引起严重中枢神经系统并发症的机制尚不清楚，线

粒体动力学与EV71感染的相关研究也未见报道，因此，

本研究拟以人神经胶质瘤细胞为研究模型，探讨EV71感

染对神经细胞线粒体动力学影响，旨在为EV71引起神经

系统发病机制提供理论基础。

1     材料与方法

1.1    材料

EV71病毒株（BrCr株）购自ATCC公司；U251细胞和

Vero细胞均为本实验室保存；EV71-VP1鼠单克隆抗体购

自Abnova公司，线粒体分裂蛋白Drp1、线粒体融合蛋白

Opa1、磷酸化的线粒体分裂蛋白p-Drp1（S637）、β-actin、

HRP标记的山羊抗兔IgG和马抗小鼠IgG等抗体均购自

Cell Signaling Technology公司，ATP试剂盒购自碧云天公

司， M i t o S O X 购自上海翊圣生物科技有限公司，

MitoTracker® Deep Red FM购自Invitrogen公司。

1.2    方法

1.2.1    细胞培养与病毒感染剂量测定　U251细胞和

Vero细胞分别用含有10%的胎牛血清、100 IU/mL青霉素、

100 μg/mL链霉素的DMEM和DMEM F-12完全培养基，于

37 ℃、体积分数5% CO2培养箱内培养。采用Vero细胞对

EV71进行增殖，取对数生长期的Vero细胞，胰蛋白酶消

化，按5×104/mL接种于96孔板中，每孔100 μL，待细胞长满

单层，弃去培养液，PBS清洗，将EV71病毒原液用DMEM

F-12培养基依次10倍稀释（10−1~10−10），每个稀释度接种

8个孔，另设16孔作空白对照，只加完全培养基，每孔

0.1 mL。置于37 ℃，体积分数5% CO2培养箱中培养，每日

观察并记录细胞病变效应（CPE），连续72 h，用Reed-

Muench公式计算病毒液的50%细胞感染剂量（50% tissue

culture infective dose，TCID50)[11]。TCID50= CPE >50%病

毒稀释度+（CPE>50%的百分数−50）/（CPE >50%的百分数−

CPE <  50%的百分数）。根据TCID 5 0计算感染复数

（MOI）。MOI=0.7×TCID50×病毒液体积/总细胞数。公

式中病毒液体积单位为mL。

1.2.2    激光共聚焦显微镜检测线粒体形态　取对数生长

期的U 2 5 1细胞，以 1 × 1 0 5 /孔接种于P e t r i皿中，以

MOI=0.1的EV71感染48 h（感染组），同时设含U251细胞

的阴性DMEM培养基为对照组。用预热的DMEM培养基

清洗细胞，取适量预热的200 nmol/L MitoTracker® Deep

Red FM工作液覆盖皿中细胞，37 ℃避光孵育20 min。用预

热的无血清培养基清洗6次，共聚焦显微镜下观察拍照。

1.2.3    透射电镜观察线粒体形态　取对数生长期U251细

胞，接种于直径100 mm的培养皿中，每皿接种3×107个细

胞。以MOI=0.1的EV71感染细胞48 h（感染组），同时设

含U251细胞的阴性DMEM培养基为对照组。收集消化

细胞于离心管中，1 000 r/min离心5 min，弃上清，沿管壁

缓缓加入2.5%戊二醛4 ℃固定过夜，0.01 mol/L PBS清洗

3次；1%的锇酸固定2 h，0.01 mol/L PBS清洗3次，梯度丙

酮脱水，Epon812包埋， 超薄切片， 醋酸铀染色 5 min，

流水洗 2 min，柠檬酸铅染色5 min， 流水洗 2 min。电镜

下观察细胞内线粒体形态并采集图像。

1.2.4    Western blot检测线粒体动力学蛋白　取对数生

长期U251细胞，接种于6孔板中，细胞接种密度为5×105/

孔，待细胞生长80%以上时，弃掉培养液，用无菌PBS清洗

3次。以MOI=0.1的EV71感染U251细胞（感染组），同时

设含U251细胞的阴性DMEM培养基为对照组），37 ℃，体

积分数5% CO2，6孔板中静止吸附2 h，期间摇晃培养板

1～2次；吸去病毒液，每孔加入2  m L含胎牛血清的

DMEM维持液，37 ℃，体积分数5% CO2培养。病毒感染

24 h和48 h后，分别用RIPA裂解液提取两组细胞总蛋白，

用BCA法测蛋白浓度后于SDS-PAGE上电泳分离，上样量

为40 μg，然后转印至PVDF膜上；BSA室温封闭2 h后，一抗

〔 VP1、Drp1、p-Drp1（S637）和Opa1（1︰1 000），内参β-actin（1︰

5 000）〕4 ℃孵育过夜，TBST 5 min×5次；相应二抗（1︰

1 500）室温孵育2 h，TBST 5 min×5次；用增强型ECL化学

液发光，凝胶成像系统曝光。VP1蛋白是EV71重要的衣

壳蛋白，具有抗原特异性，所以使用VP1作为抗原，对

EV71感染进行鉴别诊断。用Image J软件扫描并计算

Drp1、p-Drp1（S637）、Opa1与β-actin的灰度值的比值，以

反映线粒体动力学蛋白的相对表达水平。

1.2.5    线粒体ATP测定　取对数生长期U251细胞，接种

于6孔板中，细胞接种密度为5×105/孔，待细胞生长80%以

上时，弃掉培养液，用无菌PBS清洗3次。以MOI=0.1的

EV71感染U251细胞（感染组），同时设阴性DMEM培养基

为对照组。病毒感染24 h和48 h后，分别用ATP裂解液裂

解两组细胞，4 ℃  12 000×g离心5 min，取上清，按照

ATP试剂盒说明书进行测定。

1.2.6    MitoSOX检测线粒体超氧化物水平　线粒体超氧

化物的产生被认为是线粒体氧化应激的一种直接的指示

剂，可反映细胞内活性氧水平。取对数生长期的U251细
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胞，以1×105/孔接种于Petri皿中，以MOI=0.1的EV71感染

U251细胞48 h（感染组），同时设含U251细胞的阴性

DMEM培养基为对照组。用预热的DMEM培养基轻轻清

洗细胞，然后将预热的5 μmol/L的MitoSOX Red工作液覆

盖皿中细胞，37 ℃避光孵育35 min。用预热的无血清培

养基快速清洗6次，共聚焦显微镜下观察拍照。实验重复

3次，每组选取10张图片，每张图片随机选取5个细胞，用

Leica Microsystems LAS AF图像分析软件，以红色荧光强

度作为反映线粒体超氧化物的指标。

x̄1.2.7    统计学方法　计量资料采用 ±s表示。两组间比

较采用独立样本t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2     结果

2.1    TCID50测定结果

EV71的TCID50测定结果为10−5.4/0.1 mL，即将病毒悬

液作105.4倍稀释，可使50%细胞发生病变。

2.2    EV71对U251细胞形态的影响

光镜下可见，与对照组相比，EV71感染U251细胞

24 h后，细胞开始出现变圆、皱缩、细胞间隙增大、从瓶

壁脱落等典型的细胞病变效应（CPE）现象，在48 h时现象

更为明显（图1）。

2.3    EV71对U251细胞线粒体形态的影响

结果显示：在共聚焦显微镜下观察，对照组线粒体呈

片段状或点状，感染组线粒体呈线状，明显延长（图2A）。

在透射电镜下，对照组线粒体结构清晰完整，嵴密集；感

染组线粒体肿胀、明显延长、嵴模糊不清、排列紊乱（图2B

和图2C中箭头所示）。结果提示：EV71感染U251细胞可

使线粒体形态发生延长。

2.4    EV71对U251细胞线粒体动力学蛋白的影响

EV71感染U251细胞24 h、48 h后，Western blot结果

显示（图3），与对照组相比，感染组均可见VP1蛋白的特异

性表达，表明EV71能成功感染U251细胞；Drp1、Opa1表

达均降低，p-Drp1（S637）在48 h表达升高，与对照组相比，

差异有统计学意义（P<0.05）。

2.5    EV71对U251细胞线粒体ATP的影响

EV71感染U251细胞24 h和48 h后，与对照组相比，感

染组ATP水平降低，差异有统计学意义（P<0.05）（图4）。

提示EV71感染可导致细胞内线粒体ATP合成下降。
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图 1  光学显微镜下观察EV71对U251细胞形态的影响

Fig 1  The effect of EV71 on morphology of U251 cells under the optical
microscope
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图 2  激光共聚焦显微镜（A）和透射电子显微镜（B、C）观察EV71对

U251细胞线粒体形态的影响

Fig 2  The  ef fects  of  EV71 on mitochondrial  morphology  and
ultrastructure of U251 cells observed by laser confocal microscopy
(A) and transmission electron microscopy  (B, C)

A: Mitochondria were stained with MitoTracker; B, C: Mitochondrial

ultrastructure was visualized by transmission electron microscopy (red arrows

indicate mitochondria); C: The zoomed-in image of figure B
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2.6    EV71对U251细胞线粒体超氧化物水平的影响

见图5，经Leica Microsystems LAS AF图像分析软件

量化荧光强度数值：对照组（66.807 8±10.788 6），感染组

（119.784 2±12.870 3），感染组超氧化物水平明显增加，且

差异有统计学意义（P<0.01）。提示EV71可诱导细胞内线

粒体活性氧的产生。

3     讨论

诸多研究报道，线粒体动力学的异常是一些疾病的

致病因素，包括中枢神经系统和外周神经系统疾病[12-13]，

尤其在神经退行性疾病中研究较多[14-15]。近年来，病毒感

染过程中线粒体动力学的变化日益受到关注，BARBIER

等[16]研究报道，登革热病毒感染Huh7细胞后可抑制Drp1

的诱导的线粒体分裂，促进病毒复制。KECK等[17]发现委

内瑞拉马脑炎病毒感染恶性胶质瘤细胞后，可促进Drp1

介导的线粒体分裂，从而诱导细胞凋亡。KIM等[18]研究发

现HCV感染Huh 7细胞可刺激Drp1的表达，导致线粒体

分裂增加；而后YOU等[19]研究表明HCV感染原代肝细胞

后，其线粒体ATP合成减少，膜电位降低。HIV感染

HPNs细胞后，可诱导Drp1易位，加速线粒体分裂，膜电位

降低[20]。

虽然病毒与线粒体动力学相关研究逐渐兴起，但目

前关于引起神经性疾病的病毒和线粒体动力学的研究却

少见。有文献报道，线粒体过度分裂或融合可以导致神

经元突触功能障碍和死亡[21-22]。那么嗜神经性病毒是否

通过影响线粒体动力学从而损伤神经细胞呢？我们的研

究发现：EV71可使线粒体形态发生延长，降低Drp1、

Opa1表达，升高p-Drp1（S637）的表达，并且增加线粒体

ROS的产生，降低ATP的生成。但有趣的是，Opa1是调节

线粒体内膜融合的重要蛋白，但在本实验结果中，线粒体
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图 3  各组中Drp1、p-Drp1、Opa1蛋白的表达

Fig 3   The expressions of Drp1, p-Drp1 and Opa1 detected by Western blot analysis

A: Electrophoretogram; B: Drp1; C: p-Drp1; D: Opa1.*P<0.05, **P<0.01
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图 4  EV71对U251细胞线粒体ATP的影响

Fig 4  The effect of EV71 infection on mitochondrial ATP levels in U251
cells

*P<0.05
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图 5  MitoSOX染色检测EV71对U251细胞线粒体超氧化物水平的影响

Fig 5  The effect of EV71 infection on mitochondrial superoxide levels in
U251 cells detected by MitoSOX staining
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形态延长，Opa1蛋白表达却降低，与文献报道相反[23-24]。

究其原因，我们认为主要有2个方面：一是在线粒体的分

裂融合动态平衡中，线粒体分裂减少或融合增加均能导

致线粒体延长。我们发现EV71感染U251细胞后Drp1减

少，p-Drp1（S637）升高，这可能是线粒体分裂减少而致其

延长的原因之一。二是Opa1分子存在多种剪切体形式，

形成多种亚型，在不同的细胞中表达和作用也不相同。

其中受YME1L和OMA1蛋白酶在不同位点的剪切，生成

Opa1短蛋白（S亚型）和长蛋白（L亚型），S亚型主要诱导线

粒体分裂，L亚型主要介导线粒体融合[25-26]。这表明Opa1

在不同的环境刺激下，激活不同切割蛋白酶生成的蛋白

会产生相反结果。本研究结果发现Opa1表达降低，可能

是EV71感染过程中S亚型Opa1的表达减少，诱导线粒体

分裂的能力减弱，因此导致线粒体延长。

线粒体动力学的改变总伴随线粒体功能障碍，干预

线粒体动力学平衡，有望改善线粒体的形态和功能[27-28]。

WANG等[29]研究报道，使用Mdivi-1可抑制阿尔茨海默病

小鼠神经元线粒体的过度分裂，改善线粒体膜电位和ATP

水平，减少淀粉样蛋白的病理改变。RANA等[30]研究发现

诱导中年期果蝇的Drp1过表达7 d后，可改善线粒体功

能，提高ATP的产生，降低ROS的水平，延长果蝇的寿命。

那么，干预线粒体融合和分裂的过程，是否会改善EV71

感染U251细胞线粒体形态和功能，从而减轻细胞的损伤

呢？这有待于进一步研究，以期为EV71所致神经性疾病

的治疗靶点的开发提供新思路。

综上所述，本研究结果表明，EV71感染人神经胶质

瘤U251细胞可使线粒体延长，线粒体动力学失衡，线粒体

功能障碍，从而导致细胞损伤，这可能是EV71引发中枢

神经病变的机制之一。
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