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摘  要: 多数病毒家族利用胞吞作为入侵宿主细胞的途径。胞吞既可以介导病毒内化, 也可以将病

毒运输到复制位点。已知的胞吞途径包括: 网格蛋白依赖型内吞、小窝蛋白依赖型内吞、巨胞饮和

网格蛋白、小窝蛋白非依赖型内吞。随着对胞吞过程中各组分结构和功能了解的日趋深入, 研究胞

吞过程以及病毒入侵过程的手段也变得更有效, 特异性更高。目前, 化学抑制剂的使用仍十分普遍, 

但该方法常非特异性地阻断细胞某些功能。一些分子抑制方法, 如过表达显性负突变体和 siRNA 技

术等, 因其对单一途径的特异性阻断, 使得应用分子型抑制剂逐渐取代了化学抑制剂。本文主要分

析了研究病毒入侵途径时所使用的实验方法, 并列举了一些实例。 
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Abstract: Numerous virus families utilize endocytosis to infect host cells, mediating virus internalization as 

well as trafficking to the site of replication. The endocytic pathways utilized include clathrin-mediated en-

docytosis, caveolae, macropinocytosis and non-clathrin, non-caveolae pathways. The tools to study endocy-

tosis and, consequently, virus entry are becoming more effective and specific as the amount of information 

on endocytic component structure and function increases. Now, the use of inhibitory drugs, although still 

quite common, often leads to non-specific disruptions in the cell. Molecular inhibitors in the form of domi-

nant–negative proteins and siRNA have surpassed the use of chemical inhibitors in terms of specificity to in-

dividual pathways. This review focuses on the experimental approaches taken to examine virus entry and 

provides some examples on a variety of virus families. 
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近年来, SARS、甲型流感 H5N1、H1N1 亚型等

病毒性传染病对人类健康形成了巨大的威胁, 进一

步深入了解病毒性病原体感染的分子机制是认识、

控制及预防病毒性传染病的重要途径。作为一种专

性细胞内寄生物, 每种病毒都拥有一套入侵靶细胞

并起始复制的方式。病毒入胞通常由靶细胞表面的

特异分子介导, 该分子作为病毒受体参与病毒的识

别与结合等过程。对于动物细胞, 病毒主要通过 2

种方式完成这一过程 : 一种是直接穿过细胞质膜 ; 

另一种是通过形成细胞内颗粒的方式, 即利用胞吞

作用入胞。后一种方式可以为病毒的产出性感染

(Productive infection)提供许多益处: 对于不要求低

pH 环境的病毒来说, 内吞小体(Endosomes)可以为

病毒提供方便快捷的运输载体, 使病毒顺利通过拥

挤的细胞质; 对于需要低 pH 环境的病毒, 内吞小体

内的低 pH 环境可以触发病毒表面蛋白的构象改变, 

从而促进病毒穿透细胞质膜并完成脱壳。内吞小体

中的病毒必须调节内吞小体的 pH 值以激活构象 , 

否则会被送入溶酶体中降解[1]。病毒也经常利用胞

吞作用定位于细胞内特殊位置以达到成功感染的目

的。例如, 对于核内复制病毒, 内吞小体可以将病毒

运输到核孔附近, 为病毒进入核质内做好准备[2]。对

病毒入胞机制研究的不断深入, 不仅可以使我们更

好地理解、认识病毒的致病性, 而且可以使我们针

对病毒生命周期中新的药物靶点设计抗病毒药物、

研制疫苗等 , 从而起到对病毒感染的预防和治疗

作用。 

本文简要概述了病毒利用胞吞途径入侵宿主细

胞的一些研究进展, 包括一些经典途径以及近期发

现的动物病毒入侵宿主细胞的非经典途径, 并概述

了研究内吞途径的多种方法。 

1  网格蛋白(Clathrin)依赖型内吞作用 

网格蛋白在许多病毒的内化过程中扮演重要角

色。目前, 对网格蛋白依赖型入胞的机制研究得较

为清楚。细胞膜上的多种受体通过该途径摄取胞外

大分子 , 其中最典型的是转铁蛋白受体 , 因此 , 可

以利用转铁蛋白作为标志分子研究网格蛋白依赖型

内吞作用。简单的说, 披网格蛋白小泡是由网格蛋

白包被, 里面为衔接蛋白(Adaptor)。披网格蛋白小

泡存在于所有具核的细胞中, 它们是蛋白质和脂类

从质膜运到胞内的方式, 也是蛋白质和脂类从反式

高尔基网状物(Trans-Golgi network, TGN)到核内体

的载体[3]。网格蛋白小泡从质膜上分离需要发动蛋

白 (Dynamin)、肌动蛋白 (Actin)和它们的配体 , 如

Intersectin 、 Syndapin 、 Neuronal Wiskott-Aldrich 

syndrome protein (N-WASP)和 Cortactin 的共同参与[4]。 

病毒依赖网格蛋白入胞这一过程可概括为: 膜

受体识别病毒上的受体配体并与之结合, 形成受体-

配体复合物 , 配体与受体结合激活某些蛋白激酶 , 

使膜受体分子上特定基序被磷酸化, 这些基序被称

为入胞基序(Motif)[5]。入胞基序的磷酸化使膜受体

分子构象发生改变, 暴露了受体上与适配子蛋白的

结合部位——信号序列。受体的信号序列直接或间

接地与一种适配子蛋白——接合素-2(Adaptor pro-

tein, AP-2)结合, 形成接合素-2-受体复合物, 接合素

-2 又能结合网格蛋白, 从而使受体-配体复合物向衣

被凹陷处集中。衣被凹陷的胞浆侧富含网格蛋白 ; 

衣被凹陷进一步向胞浆侧凹入, 当接合素-2 受体复

合物与网格蛋白相互作用, 使胞膜内陷处呈现囊泡

状时, 一种名为发动蛋白(Dynamin)的 GTP 酶与接

合素-2 发生作用, 发动蛋白能在囊泡与胞膜连接的

颈部形成一个环状结构, 通过水解 GTP 改变自身构

象, 使环状结构收缩, 实现囊泡与胞膜的脱离[7]。网

格蛋白依赖型入胞对许多包膜病毒的内化起重要作

用, 其中包括 Semliki Forest virus[8]、VSV[9]和 Junin 

virus[10]等(图 1)。 

最初, 阻断网格蛋白依赖型入胞主要通过 3 种

方法: 低 pH 休克法、钾缺乏和用化学抑制剂处理细

胞[6]。钾缺乏和低渗休克, 曾被用来研究网格蛋白在

人类鼻病毒感染中的作用, 这类方法可能特异性高

一些。化学抑制剂包括布雷菲德菌素 A(BFA)[5]、哌

酮头孢菌素(CPZ)和氯丙嗪(Chlorpromazine)[11]。哌

酮头孢菌素(CPZ)能引起网格蛋白网络在胞内体膜

上的装配 , 但同时阻止内陷小窝在细胞表面的装

配。在研究 Junin arenavirus 入胞时, 用病毒感染 CPZ

处理过的细胞, 其感染率降低了 90%以上[12]。氯丙嗪

是目前研究病毒入胞过程使用较广泛的一种化学抑

制剂。在研究 Polyomavirus JC virus[13]、Picornavirus 

parechovirus type 1[14]和 HPV16[15]等多种病毒的入

胞途径时 , 都曾用氯丙嗪阻断网格蛋白依赖型入

胞。但是, 用化学抑制剂处理细胞可能特异性较差。 
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图 1  病毒借助胞吞作用入侵宿主细胞的主要途径[6] 
Fig. 1  Summary of the major routes of endocytosis used by viruses[6] 

 
例如, BFA 以分泌途径中的 ADP 核糖基化因子 GTP

酶交换因子为靶点; 氯丙嗪则以多种细胞内酶和受

体为靶点, 这可能会改变胞浆特性。所以, 化学抑制

剂可能对细胞产生多重效应。例如, 曾有研究者用

氯丙嗪阻断网格蛋白依赖型入胞来研究 HPV16 的

入胞, 实验证明 HPV16 为网格蛋白依赖型入胞。但

近 期 , 研 究 者 又 用 构 建 显 性 负 突 变 体 (Dominant– 

negative mutant versions)的实验方法证明 HPV16 的

入胞是非网格蛋白依赖型的[16]。所以, 用化学抑制

剂处理细胞可以一定程度上达到特异性阻断某一入

胞途径的目的, 但应用此方法研究病毒入胞途径时

需要谨慎, 应做好实验设计。 

构建细胞内蛋白的显性负突变体为研究分析特

定胞吞途径提供了一个更为特异的方法。显性负突

变体既可由胞吞途径中的结构蛋白获得, 如发动蛋

白(Dynamin)和小窝蛋白(Caveolin), 也可由胞吞途

径中起调节作用的蛋白获得, 主要的如小的 GTP 酶

类和激酶类。当过表达这种显性负突变蛋白时, 它

具有显性阻断完整野生型蛋白质功能的能力。这种

方法广泛用于研究细胞中 GTP 酶类的功能[17]。显性

负突变体可以隔离效应器和起调节作用的分子, 有

效关闭内源性野生蛋白的功能。此方法的不足之处

是: 由于细胞中各个分子的相互作用呈现网络结构, 

所以过表达显性负突变体可能会对后续分子间相互

作用产生间接的抑制作用。 

研究病毒入胞的过程中, 常常应用构建显性负

突变体的方法分析发动蛋白所起的作用。发动蛋白

是一种与披网格蛋白小泡释放有关的 GTP 酶类。发

动蛋白的显性负突变体 Dynamin K44A 对于研究病

毒入胞过程十分有益。应用这种分子抑制剂研究病

毒入胞的第 1 篇报道是关于牛败血病病毒, Sindbis

病毒和鼻病毒[18]。随后, 对鼻病毒入胞过程的研究

证 实 了 这 一 显 性 负 突 变 体 的 作 用 [19] 。 但 是 认 为

Dynamin K44A 的作用是改变胞内体的 pH 值。 

由于发动蛋白具有多效性, 研究者还需要寻找

针对网格蛋白依赖型入胞更为特异的分子抑制剂。

其中一个例子是 Eps15 蛋白, 它具有多个结合位点, 

既能与衣被凹陷处胞膜上的受体结合, 又能与衔接
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蛋白 AP-2 相互作用, 而 AP-2 是参与网格蛋白包被

小泡内化的。缺失 Eps15 的 EH 结构域可以改造出

Eps15 蛋白的显性负突变体, 该突变体可以阻止网

格蛋白包被小泡的装配[20], 也可以阻止网格蛋白依

赖型入胞作用的分子标志物——转铁蛋白的内化。

其他的一些抑制网格蛋白依赖型入胞的方法还包

括 : 过表达网格蛋白的中心结构域 (Hub domain), 

该方法可以抑制网格蛋白包被小泡的正常装配 [19]; 

也可以过表达 AP-2 的 µ2 亚基, 该方法可以特异性

抑制识别 YXXΦ 基序信号序列的 AP-2 介导的内吞, 

但并不抑制识别二亮氨酸“DΠExxxLL”信号序列介

导的内吞[21]。在这些特异性抑制网格蛋白和 AP-2

的方法中, 较常用的是 Eps15 蛋白的显性负突变体。

研究乳头瘤病毒(Papillomavirus Type 16)入胞途径

所用的方法就是过表达 Eps15 的显性负突变体, 然

后根据细胞摄入转铁蛋白的效率来评价 Eps15 显性

负突变的功能。研究者构建了 2 种不同的 Eps15 显

性负突变体, 这 2 种突变体都是与 GFP 融合的。一

种突变体为 ED95/295, 该突变体部分缺失 DI 结构

域; 而另一种突变体缺失大段的 N 末端, 只留下 C

末端的 DIII 结构域。与以前的结果相似, 过表达这

两种突变体都能有效地阻断网格蛋白依赖的转铁蛋

白的内吞。而 HPV16 的入胞并不因细胞过表达这两

种突变体而受到影响, 也就是说, HPV16 的入胞是

不依赖网格蛋白的[15]。 

研究者期望可以发现更多有助于研究病毒入胞

机制的分子抑制剂。上文提到的特异性抑制网格蛋

白依赖型入胞的各种方法中, 因过表达显性负突变

蛋白而被抑制的胞吞作用可能会通过不依赖网格蛋

白的其他胞吞途径得到补偿。因此, 采用这一方法

时也需要谨慎, 并且应该在尽可能短的时间内完成

实验。另一点值得注意的是, 对发动蛋白功能的阻

断可能会妨碍细胞表面病毒受体的功能, 结果导致

吸附的病毒量增多[22。 

2  膜穴样凹陷(Caveolae)依赖型内吞作用 

最近 , 膜穴样凹陷 (Caveolae)介导的内吞成为

病毒入胞的另外一条重要途径。Caveolae 是细胞表

面特异性内陷结构, 小窝蛋白(Caveolin)是 Caveolae

的表面标记蛋白, 是许多信号分子的支架蛋白和负

性调节蛋白, 属于高度保守的完整膜蛋白家族[23]。

目前已确定的小窝蛋白家族成员有: Caveolin-1α、

Caveolin-1β、Caveolin-2 和 Caveolin-3。Caveolins

二聚体相互作用促进 Caveolae 烧瓶状结构的形成。

Caveolae 主要由胆固醇和神经鞘脂类构成。它的蛋

白质分为结构蛋白和功能蛋白两种。结构蛋白包括

Caveolins、Flotillins、Cavatellins。Caveolins 通过脚

手 架 结 构 域 直 接 锚 定 到 胞 膜 上 , 有 利 于 稳 定

Caveolins 二聚体。功能蛋白包括 G 蛋白偶联受体、

生长因子受体、受体酪氨酸激酶、蛋白激酶 C(Protein 

kinase C, PKC)、一氧化氮合酶(Nitric oxide synthase, 

NOS)、腺苷酸环化酶、磷脂酶 D、G2 蛋白、Ras

和 MEK/ERK 等[24]。Caveolae/Caveolins 的生理功能

主要表现在维持细胞胆固醇进出平衡、调节 NOS 的

功能、辅助脂质小滴的形成、参与细胞增殖、迁移

和信号传递等[2426]。此外, Caveolae/Caveolins 还介

导激素、毒素和病原体(包括细菌和病毒)等许多物

质的内吞。 

病毒首先吸附于易感细胞。吸附主要是通过病

毒的包膜或无包膜病毒衣壳表面的配体与细胞表面

的特异性受体结合。对于依赖 Caveolae 入胞的病毒, 

一般在易感细胞 Caveolae 内富含它们的受体。许多

肠道病毒如 Group B coxsackieviruses (CVBs), 首先

结 合 到 衰 减 加 速 蛋 白 (Decay-accelerating factor, 

DAF) —— 一种糖基化磷脂酰肌醇锚定蛋白, 病毒

与 DAF 结合促使 DAF 聚集成簇, 进而诱发两种激

酶的活化, 其中一种为 Fyn 激酶, 活化后的 Fyn 能使

Caveolin-1 磷酸化, 然后病毒由 Caveolae 介导侵入

细胞[27]。病毒转移到 Caveolae 后触发一系列信号转

导, 从而诱发 Caveolae 的内陷、内吞小泡的形成和

脱离。Caveolin 小泡脱离细胞膜时, 一种小分子 GTP

结 合 蛋 白 DynaminII 被 招 募 到 Caveolae 处 , 在

Caveolae 颈部装配成环, Dynamin II 水解 GTP, 引起

颈部缢缩, 最终脱离质膜形成 Caveola 囊泡(图 1)。 

Caveolae 依赖型入胞被认为是病毒入胞的某种

特 殊 方 式 , 无 包 膜 病 毒 如 SV40[2829], Picornavi-

ruses[27,30]和 Polyoma-virus[31]都采用这种方式入胞。

对多瘤病毒属 Simian virus 40(SV40)的研究表明 : 

病毒与内源性小窝蛋白(Caveolin)共存; 利用绿色荧

光蛋白(GFP)标签的 Caveolin-1 和电视显微镜检查

技术, 观察到病毒从 Caveolae 直接到达内质网[32]。

与网格蛋白依赖型入胞相比: 小窝蛋白依赖型入胞
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的速度慢, 形成的囊泡不发生酸化; 蛋白质磷酸酶

抑制剂能促进入胞; 而胆固醇抽提剂和 Ca2+、磷脂

依 赖 的 蛋 白 激 酶 (PKC) 的 激 活 剂 则 抑 制 入 胞 ; 

Caveolae 依赖型内吞不是组成型表达的过程, 它只

在某种细胞刺激下才会发生[33]。 

Caveolae 依赖型入胞需要保持 Caveolae 的完整

性, 即 Caveolae 中存在胆固醇。所以, 用胆固醇抽

提剂——制霉菌素(Nystatin)、非律平(Filipin)、孕酮

(Progesterone)和甲基-β-环糊精(Methyl-β-cyclodextrin, 

MβCD)处理易感细胞 , 病毒的感染数量会明显降

低。这些化学抑制剂可以分离胆固醇, 而胆固醇是

Caveolae 形成过程中脂筏的主要成分。甲基-β-环糊

精被证明可以移除细胞膜上的胆固醇[3435]。制菌霉

素、孕酮和非律平可以特异地结合于细胞膜上胆固

醇富集区域, 并分解胆固醇, 同时也可以干扰胆固

醇的合成。但是, 现已发现甲基-β-环糊精对细胞有

一些副作用 , 它能够影响病毒入胞后的下游事件 , 

例如抑制钙通道[36]。但是这些化学抑制剂对网格蛋

白依赖型内吞都不起作用[37]。Caveolae 依赖型内吞

还需要酪氨酸激酶的活化。活化的酪氨酸激酶可以

磷酸化 Caveolae 中的有关蛋白质以及微丝微管蛋白

等, 从而启动一系列的信号转导、微丝微管的解聚

和装配, 诱发内吞 [15]。所以, 一些可以抑制酪氨酸

激酶活性和抑制肌动蛋白、微管、微丝等装配的化

学抑制剂, 也可以用来研究 Caveolin 依赖型内吞。

例如, STI571(Abl 激酶特异性抑制剂)、Genistein(酪

氨酸激酶非特异性抑制剂)、PP2(Src 家族激酶特异

性抑制剂)等[27,38]。 

Caveolins 是细胞质膜微囊形成过程中最具特征

的蛋白。Caveolins 要行使其功能需要完整的 N 末端。

删除 Caveolin-3 的 N 末端序列可以构建出该蛋白的

显性负突变体。实验证明, 过表达这种显性负突变

体可以阻止 SV40[39]和 Echovirus-1[40]入胞。在对

SV40 和 HPV31 入胞机制的研究中, 在 Caveolin-1

的 N 末端加上 GFP 标签可以达到相似的效果, 而与

C 末端融合的嵌合蛋白得到的仍是野生型蛋白[15]。

在对旧大陆沙粒病毒(Old World arenaviruses)[38]和

Coxsackievirus[27]入胞机制的研究中, 研究者构建出

带 GFP 标 签 的 Caveolin-1 的 显 性 负 突 变 体

Cav-1Y14F, 该显性负突变体将 Caveolin-1 的 Tyr14

突变成苯丙氨酸。因此, Y14 位酪氨酸残基不能被磷

酸化, 也就缺失了 Caveolin-1 的部分功能。 

Fluorescent CTxB conjugate 是 已 确 立 的

Caveolin 依赖型内吞的标志分子, 它可以用来验证

细胞内 Caveolin 蛋白水平的降低或突变是否会导致

Caveolin 依赖型内吞作用的功能障碍。与对照细胞

相 比 , 在 去 除 Caveolin 的 细 胞 周 围 吸 附 同 等 量

CTxB 的情况下, 将细胞在 37°C 孵育 30 min 后, 即

允许细胞进行胞吞作用, 对照细胞摄入 CTxB, 而去

除 Caveolin 的细胞内没有检测到 CTxB。这样可以

证明依赖 Caveolin 的胞吞作用是否被抑制[41]。 

在研究 PICV 的入胞是否是由 Caveolin 介导时, 

研究者选择了 Human hepatoma 7 (Huh7) cells 作为

研究对象, 因为这种细胞天然缺乏功能性小窝蛋白, 

这就为研究提供了方便[4243]。 

3  巨胞饮(Macropinocytosis) 

巨胞饮是一种非特异的内吞形式, 它不依赖于

配体结合于特异性受体 , 而是在某些因素刺激下 , 

细胞膜皱褶形成大且不规则的原始内吞小泡, 这些

原始内吞小泡被称为巨胞饮体。它为非选择性地内

吞细胞外营养物质和液相大分子提供了一条有效途

径。细胞膜皱褶的形成最初是由肌动蛋白驱使的 , 

与吞噬作用相似, 巨胞饮常发生在专性免疫细胞中

参与免疫反应, 如中性白细胞和吞噬细胞。细胞膜

皱褶和巨胞饮体的形成对细胞质酸化非常敏感。在

巨噬细胞中, 巨胞饮体向细胞中心移动, 由脱水而

变小, 酸化。在其短暂的存在期, 它们从早期胞内体

样的细胞器(Early-endosome-like organelle)转变成晚

期胞内体样的细胞器(Late-endosome-like organelle), 

然后与溶酶体完全融合[44]。这就为某些病原菌通过

巨胞饮入侵宿主细胞提供了可能途径(图 1)。 

巨胞饮体的形成主要在细胞膜皱褶部位, 可受

如 PI3 激酶、Rho 蛋白家族的成员之一 Rac、P21-

活化的激酶(P21-activated kinases, PAKs)、肌球蛋

白、WASP 相互作用蛋白(WASP-interacting protein, 

WIP)和胆固醇等调节[45]。巨胞饮的形成存在 2 种机

制。一种是磷脂酰肌醇(PI)3 激酶(PI3K)依赖的细胞

膜环形皱褶关闭形成巨胞饮体, 另一种是 PI3K 非依

赖的, 肌球蛋白 II 依赖的细胞膜皱褶关闭形成巨胞

饮 体 。 所 以 PI 激 酶 的 抑 制 剂 , 如 渥 曼 青 霉 素

(Wortmannin)和 LY294002[4647]可以用来阻断巨胞
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饮。而肌球蛋白在巨胞饮中参与了细胞运动, 所以

细胞松弛素类药物也常被用做巨胞饮的抑制剂, 特

别是细胞松弛素 D[48]。Rho 蛋白家族的小 GTPases

可以调节肌动蛋白的重排, Rho 蛋白家族小 GTPases

的活性也可以调节巨胞饮的过程, 所以 Rho 蛋白家

族小 GTPases 的抑制剂如毒素 B 和阿米洛利也可以

用来抑制巨胞饮的过程, 其中阿米洛利的作用是抑

制 Na+/H+交换。 

近几年出现了一些抑制巨胞饮的分子生物学手

段, 如以 ARF-和 Rho 家族蛋白 GTPases 为靶点。过

表达 ARF6 可以使其“锁定”在 GTP 结合的形式[49]。

而过表达 Rho 家族蛋白 GTPases 的显性负突变体[47]

和依赖 Rac 的激酶 PAK1 的自抑区[50]都可以阻断巨

胞饮过程。但是, 这些方法都没有应用于病毒入胞

的研究, 而且这些方法的有效性及特异性还有待于

检验。目前, 基于光学或电子显微镜对细胞膜皱褶

处的病毒颗粒或大且不规则的原始内吞小泡进行观

察的传统方法仍是研究病毒通过巨胞饮入胞的较好

方法。 

4  网格蛋白和小窝蛋白非依赖型内吞 

在受激的细胞中, 除了已经建立的网格蛋白依

赖型、小窝蛋白依赖型和巨胞饮的内吞途径, 人们

还发现了网格蛋白和小窝蛋白非依赖的入胞途径。

Marsh 等基于电镜技术观察到某些病毒能够以无包

膜颗粒(Non-coated vesicles)的形式入胞(例如, 流感

病毒和仙台病毒)[51], 但由于当时缺乏明确的证据

和对这一途径分子标记 , 并没有得出一个明确的

结论。 

近期的一些报道开始阐明网格蛋白和小窝蛋白

非依赖的内吞途径。这条途径与质膜上抗胆固醇抽

提剂的微小区域密切相关。白细胞介素-2(IL-2)受体

可能是这一途径最具特征的标记分子。在不表达小

窝蛋白的 T 细胞中, 通过过表达显性负突变体的方

法可以看到 IL-2Rβ 的摄取以及传递到次级内体和

溶酶体的过程并不依赖于网格蛋白。最近研究表明: 

IL-2Rβ 的入胞需要 Rac1 (Ras-related C3 botulinum 

toxin substrate 1) 的 参 与 , 它 的 下 游 靶 点 是

p21-activated kinases (Paks)。应用 RNA 干涉技术, 研

究者发现 Pak1 和 Pak2 在 IL-2Rβ 的入胞过程中都发

挥了作用, 这是与网格蛋白依赖型入胞不同的。同

时, 皮层蛋白和发动蛋白也参与了该过程[4,52]。运用

带 GFP 标签的 PI 锚定蛋白对另一条网格蛋白和小

窝蛋白非依赖型入胞途径进行研究。这种对胆固醇

敏感的入胞途径可以将胞外物质直接递送到高尔基

体, 绕过网格蛋白和早期内涵体的作用 [53](图 1)。

Old World arenavirus lymphocytic choriomeningitis 
virus (LCMV)的入胞是网格蛋白和小窝蛋白非依赖

型的, 也不需要发动蛋白和肌动蛋白的参与。LCMV

的入胞仅依赖于胆固醇[38]。 

特殊配体可以不依赖网格蛋白入胞, 这一过程

很可能与网格蛋白介导的内吞是同时发生的。总的

来说, 非网格蛋白依赖的入胞途径只有在网格蛋白

的功能被特异抑制后才能观察到, 这一现象是在研

究脂质类似物的摄取过程发现的[54]。 

结合新的技术手段和工具可以在分子水平上对

病毒入胞过程进行分析, 具有更高特异性的分子抑

制技术和 siRNA 技术, 正逐步取代化学抑制剂法。

RNA 干涉(RNA interference)——这一技术的应用将

会 使 这 一 研 究 领 域 飞 速 发 展 。 研 究 表 明 , 将 与

mRNA 对应的正义 RNA 和反义 RNA 组成的双链

RNA(dsRNA)导入细胞, 可以使 mRNA 发生特异性

的降解 , 从而抑制其翻译或触发降解机制导致其

丰 度 下 降 , 产 生 如 同 目 的 基 因 突 变 的 缺 陷 表 型 , 

导致其相应的基因沉默 , 并且这种效应可以传递

到 子 代 细 胞 中 。 这 种 转 录 后 基 因 沉 默 机 制

(Post-transcriptional gene silencing, PTGS) 被 称 为

RNA 干扰(RNAi)。这一技术可以使研究者针对内吞

途径中的特异分子进行干扰, 从而为特异性研究单

一的内吞途径提供了可能。为了阐明 Chlamydia 衣

原体属的入胞基理, 对可能参与衣原体入胞的 4 种

内吞途径都进行了独立分析。RNA 干扰技术被用来

特异地削弱这些内吞途径中研究较成熟的 9 种标记

基因(Signature genes): (1) 网格蛋白介导的内吞[网

格 蛋 白 重 链 (Clathrin heavy chain) 、 发 动 蛋 白

-2(dynamin-2)、Hsc70、Arp2 和 Cortactin]; (2) 小窝

蛋白介导的内吞(Caveolin-1); (3) 吞噬作用(RhoA、

dynamin-2、Rac1 和 Arp2); (4) 巨胞饮(Pak1、Rac1

和 Arp2)。研究表明, C. trachomatis 的入胞依赖于功

能性网格蛋白介导的内吞过程 , 而在这一过程中 , 

小窝蛋白介导的内吞, 吞噬作用和巨胞饮在这一过

程中不起作用[41]。 
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应用特异地针对单一细胞功能起作用的分子工

具, 我们可以研究特定的胞吞途径。尽管如此, 这些

技术仍存在一定的歧义和不确定性, 所以选择方法

时仍需谨慎, 应做好实验设计。另外, 细胞途径存在

许多可变性, 这也使病毒在直接入胞途径被阻断的

情况下, 可能通过非直接的其他途径入胞。而且, 一

种病毒也有可能正是通过多种方式入胞的。研究病

毒 入 胞 的 其 他 技 术 手 段 还 有 实 时 单 分 子 成 像 (In 

real-time single molecule imaging)技术, 这项技术可

以实时监控病毒的侵染以及其后的病毒运输过程 , 

它可以排除一些非特异因素, 使对病毒入胞的研究

和亚细胞结构上的病毒运输精确度更高。 

目前, 病毒感染已成为危害公众健康的重要传

染性疾病。今年爆发的 EV71 和 H1N1 流行病对全

球影响极大, H5N1 也频繁感染人类。由于流感病毒

本身基因组特点, 重组和重配现象时有发生, 使人

畜共患疾病成为公众健康的严重威胁者。H5N1 及

H1N1 进入宿主细胞依赖于病毒囊膜与细胞膜的融

合。HA 在病毒吸附及穿膜过程中起关键作用。H5N1

及 H1N1 突破种属屏障感染人的机理非常复杂。可

以从病毒与宿主细胞相互作用的层面上加以说明。

禽 /猪流感病毒如果能在人群中稳定存在并流行开

来, 必须获得与人呼吸道上皮细胞病毒受体良好的

亲和力。最先可能的屏障是宿主细胞上缺乏合适的

受体, 因此一个来自于其他物种的病毒其 HA 不能

与该宿主细胞相粘接。但由于猪上皮细胞具有唾液

酸-a-2,6 半乳糖苷(SAa-2,6-Gal)和 SAa-2,3-Gal 受体

位点, 人流感病毒可与前者结合, 而禽流感病毒与

后者结合, 当 2 个或 2 个以上流感病毒同时感染一

个猪体细胞时, 在增殖过程中不同病毒的基因组片

段可以随机重新组合, 产生新的流感病毒亚型, 猪

也就成为毒株间基因重组的活载体[5556]。所以, 深

入研究病毒的感染特性, 对于认识病毒如何识别宿

主细胞表面特异受体, 以及研究病毒如何起始入胞

等过程就显得尤为重要。 

随着对病毒入胞机制研究的深入, 研究方法也

变得更精确和严谨。病毒入胞机制是复杂的, 随着

人们对这一过程认识的逐步深化, 也势必会遇到一

些新问题。但是, 随着现代分子生物学的日臻完善, 

尤其是新技术的不断涌现, 对病毒保守的蛋白空间

结构以及在入胞过程中这些空间结构的变化认识也

会逐步加深, 会有更多的抑制病毒入胞的药物被开

发出来。人们对病毒的致病机制的认识以及对病毒

性传染病的防治也将会取得突破性进展。 
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