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CAPE对HUVEC中寨卡病毒复制的影响*
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523808;2.南方医科大学公共卫生学院)

【摘要】 目的 研究NF-κB抑制剂CAPE对寨卡病毒感染 HUVEC细胞中复制的影响。 方法 对 HUVEC细胞进

行不同浓度CAPE预处理后用不同 MOI的寨卡病毒感染,在不同时间点测量其细胞存活率,收集细胞总RNA和蛋白,

采用CCK-8法检测CAPE对 HUVEC细胞的毒性作用,采用免疫荧光法检验p65入核情况,应用实时荧光定量PCR检

测ZIKV
 

E和NF-κB在 mRNA水平的相对表达量,应用 Western
 

blot检测蛋白表达。 结果 HUVEC细胞在0~10
 

μmol/L
 

CAPE作用下存活率均>85%。寨卡病毒感染具有时间依赖性增加NF-κB和ZIKV
 

E的 mRNA表达;但 HU-
VEC细胞经过CAPE预处理后再感染寨卡病毒,显著抑制细胞内寨卡病毒的 mRNA表达,及NF-κB的 mRNA和蛋白

表达。MOI为0.1的寨卡病毒感染48
 

h时,5
 

μmol/L
 

CAPE抑制了细胞内寨卡病毒90%的 mRNA表达,10
 

μmol/L
 

CAPE抑制了细胞内寨卡病毒96%的 mRNA表达;MOI为0.1的寨卡病毒感染72
 

h时,5
 

μmol/L
 

CAPE抑制了细胞

内寨卡病毒80%的 mRNA表达,10
 

μmol/L
 

CAPE抑制了细胞内寨卡病毒90%的 mRNA表达。CAPE可以提高15%
以上的 HUVEC细胞存活率。 结论 CAPE具有强抗寨卡病毒复制作用,其机制与抑制NF-κB的激活有关。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

CAPE,an
 

inhibitor
 

of
 

NF-κB,on
 

Zika
 

virus(ZIKV)
 

replication
 

in
 

HUVEC
 

cells. Methods HUVEC
 

cells
 

were
 

pre-incubated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

CAPE,and
 

infected
 

with
 

Zi-
ka

 

virus
 

with
 

different
 

MOIs.
 

Then
 

cellular
 

survival
 

rates
 

were
 

measured,and
 

total
 

RNA
 

and
 

protein
 

were
 

collected
 

at
 

different
 

time
 

points.
 

The
 

toxicity
 

of
 

CAPE
 

on
 

HUVEC
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

assay.
 

The
 

extent
 

of
 

p65
 

nuclear
 

entry
 

was
 

examined
 

by
 

immunofluorescenc
 

method.
 

The
 

relative
 

expression
 

of
 

ZIKV
 

E
 

and
 

NF-κB
 

at
 

the
 

mRNA
 

level
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

PCR,while
 

the
 

protein
 

level
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting
 

assay. Results The
 

survival
 

rates
 

of
 

HUVEC
 

cells
 

with
 

0-10
 

μmol/L
 

CAPE
 

treatment
 

were
 

greater
 

than
 

85%.
 

With
 

Zika
 

virus
 

infection,the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

and
 

ZIKV
 

E
 

increased
 

in
 

a
 

time-dependent
 

manner.
 

However,when
 

HUVEC
 

cells
 

were
 

pretreated
 

with
 

CAPE
 

and
 

then
 

infected
 

with
 

Zika
 

virus,it
 

can
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

Zika
 

virus
 

and
 

NF-
 

κ
 

B
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression.
 

intracellular
 

RNA
 

of
 

ZIKV,mRNA
 

and
 

expression
 

of
 

NF-κB
 

was
 

inhibited
 

in
 

HUVEC
 

cells
 

with
 

CAPE
 

pre-treatment.
 

ZIKV
 

with
 

MOI
 

0.1
 

infected
 

for
 

48
 

h,5
 

μmol/L
 

CAPE
 

inhibited
 

90%
 

of
 

the
 

mRNA
 

ex-

pression
 

of
 

intracellular
 

ZIKV,and
 

10
 

μmol/L
 

CAPE
 

inhibited
 

96%
 

of
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

intracellular
 

ZIKV.
 

ZIKV
 

with
 

MOI
 

0.1
 

infected
 

for
 

72
 

h,5
 

μmol/L
 

CAPE
 

inhibited
 

90%
 

of
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

intracellular
 

ZIKV,and
 

10
 

μmol/L
 

CAPE
 

inhibited
 

96%
 

of
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

intracellular
 

ZIKV.
 

As
 

a
 

result,CAPE
 

pre-treatment
 

can
 

improve
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

HUVEC
 

cell
 

by
 

more
 

than
 

15%. Conclusion CAPE
 

has
 

a
 

strong
 

anti-Zika
 

replication
 

effect,and
 

the
 

mechanism
 

is
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

NF-κB
 

activation.
【Key

 

words】 Zika
 

Virus;CAPE;NF-κB;Virus
 

Replication

*** 寨卡病毒(Zika
 

virus,ZIKV)是一种节肢动物传

播的虫媒病毒,属于黄病毒属黄病毒科。1947年该病

毒首次从发热恒河猴中分离,1954年在尼日利亚
 

(非
洲)

 

首次描述了人类
 

ZIKV
 

感染[1-2]。2016年2月,世
界卫生组织宣布寨卡疫情为国际关注的突发公共卫生

事件,截至2019年7月,全球有87个国家和地区记录
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了ZIKV的本土蚊媒传播[3]。人感染ZIKV多无症状

或轻度头痛、发烧、皮疹、非化脓性结膜炎以及关节和

肌肉疼痛等症状,但其嗜神经性可能引起胎儿小头畸

形、格林巴利综合征等严重的神经系统疾病[4-5]。目

前,暂无有效的疫苗治疗,亟待研发有效药物用于临床

应用[6-7]。

NF-κB(Nuclear
 

factor
 

kappa-light-chain-enhan-
cer

 

of
 

activated
 

B
 

cells)是一种与DNA转录、细胞因

子产生和细胞存活有关的蛋白复合物。经典的 NF-
κB通路包括IKKα、IKKβ、p50和p60,但非经典的

NF-κB通路也参与 MDA5/RIG-i通路,通过激活IFN
刺激应答元件(ISRE)和IFN刺激基因(ISGs)产生Ⅰ
型IFN,保护宿主细胞免受病毒侵袭[8]。NF-κB在病

原体感染的免疫反应中起重要作用,是抵抗病毒感染

的免疫应答中的关键因素之一,其失调参与了病毒感

染的癌症、慢性炎症性疾病和病理发展,并诱导促炎细

胞因 子、趋 化 因 子、粘 附 分 子、基 质 金 属 蛋 白 酶
 

(MMP)、环氧合酶2(COX2)和诱导型一氧化氮合酶

(iNOS)的 转 录[9-10]。ZIKV 感 染 Muller细 胞 后,

ERK、p38MAPK、NF-κB、JAK/STAT3等多种炎症信

号通路被激活,产生许多炎症因子,其中 NF-κB参与

炎症小体激活、自噬和细胞死亡之间的交互作用[11-13]。
咖啡酸苯乙酯(Caffeic

 

acid
 

phenethyl
 

ester,CAPE)是
蜜蜂蜂巢制备的蜂胶中的一种活性成分,具有与黄酮

类化合物相似的结构,具有多功能特性,包括抗炎、抗
病毒、抗癌和免疫调节活性,而且还抑制内源性和病毒

蛋白的酶活性和NF-κB的转录活性[14]。目前,NF-κB
在许多炎症疾病中和病毒感染中扮演重要角色,本研

究拟探讨NF-κB的抑制剂CAPE在寨卡病毒复制中

所起到的作用,为抗寨卡病毒药物筛选和治疗提供新

思路。

材料与方法

1 材料

1.1 细 胞 和 病 毒 株 人脐静脉内皮细胞(Human
 

Umbilical
 

Vein
 

Endothelial
 

Cells,HUVEC)为本实验

室保存,寨卡病毒株Z16006为广东省疾病预防控制

中心柯昌文提供。

1.2 主要试剂及器材 DMEM高糖培养基和胎牛血

清购 自 美 国 Gibco公 司;逆 转 录 试 剂 盒 和 SYBR
 

Green酶购自宝生物工程有限公司;Taqman探针法

实时荧光定量试剂盒购自德国DBI公司;DMSO购自

美国 MP公司;细胞裂解液、快速制胶试剂盒、PMSF
购自西安晶彩生物科技有限公司;PVDF膜购自美国

Bio-Rad公司;异丙醇、无水乙醇购自广州捷倍斯生物

科技有限公司;BCA试剂盒、鼠二抗、兔二抗及显影剂

购自美国Bioworld公司;CCK-8试剂盒购自日本同仁

公司;p65抗体、p-p65抗体购自美国CST公司;鼠抗

人β-actin抗体购自Proteintech公司(中国)。

2 方法

2.1 细 胞 培 养 HUVEC 用含10%胎 牛 血 清 的

DMEM培养基培养,细胞均培养于37
 

℃,5%CO2 细

胞培养箱中。

2.2 CCK-8法检测CAPE的细胞毒性 将 HUVEC
接种于96孔板,加入100

 

μL完全培养基培养,12~16
 

h后每孔加入100
 

μl完全培养基稀释的梯度浓度

CAPE;到检测时间前2
 

h加入1/10体积的CCK-8溶

液,混匀,继续培养2~4
 

h,用酶标仪检测各孔 A450
值。将HUVEC接种96孔板,12~16

 

h后每孔加入5
 

μmol/L,10
 

μmol/L浓度CAPE预处理6
 

h,再以寨卡

病毒 MOI为1,10感染,每24
 

h更换一次药物培养

基,在48
 

h和72
 

h加入CCK-8试剂,最后在酶标仪检

测A450 值。

2.3 免疫荧光 将 HUVEC接种于激光共聚焦皿,

12~16
 

h后每孔加入10
 

μmol/L浓度CAPE预处理6
 

h,再以寨卡病毒 MOI为1感染,每24
 

h更换一次药

物培养基,48
 

h后用甲醛固定,用Triton-100穿孔后

封闭,用p65一抗孵育和红色荧光二抗染色,抗体染色

完成后孵育DAPI染液,最后用抗荧光淬灭封片剂封

片,共聚焦显微镜拍摄。

2.4 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测 目 的 基 因 表 达 将

HUVEC铺于12孔板中,12~16
 

h后每孔加入5
 

μmol/L,10
 

μmol/L浓度CAPE预处理6
 

h,再以寨卡

病毒 MOI为0.1,1感染,每24
 

h更换一次药物培养

基,培养48
 

h和72
 

h结束后收集细胞,用Trizol法提

取总 RNA,根据说明书进 行 逆 转 录 反 应,Taqman
 

Probe法检测寨卡病毒的 mRNA 表达水平,SYBR
 

Green法检测GAPDH和其他基因的 mRNA表达水

平,结果用2
 

-ΔΔCt计算各目的基因相对于GAPDH 增

加或减少的倍数。引物及探针序列如表1。

表
 

1 引物和探针

Table
 

1 Primers
 

and
 

probe
 

sequences
引物及探针

Primer
 

and
 

probe
序列(5􀆳-3􀆳)

Sequence(5􀆳-3􀆳)

ZIKV
 

E基因F CVGACATGGCTTCGGACAGY
ZIKV

 

E基因R CCCARCCTCTGTCCACYAAYG
ZIKV

 

E基因探针 AGGTGAAGCCTACCTTGACAAGCARTCA
GAPDH-F GTCAAGGCTGAGAACGGGAA
GAPDH-R AAATGAGCCCCAGCCTTCTC
NF-κB-F GTTCACAGACCTGGCATCCG
NF-κB-R AGCATGGGCTCAGTTGTGTG

2.5 Western
 

blot检测目的蛋白表达 将 HUVEC
分别铺于6孔板中,12~16

 

h后每孔加入5
 

μmol/L,
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10
 

μmol/L浓度 CAPE预处理6
 

h,再以寨卡病毒

MOI为0.1,1感染,每24
 

h更换一次药物培养基,培
养48

 

h收蛋白。用细胞裂解混合液(含10%
 

PMSF)
裂解细胞,于4

 

℃、14
 

000
 

r/min离心10
 

min,吸取上

清液,BCA法测定蛋白浓度后进行SDS-PAGE电泳,
转膜后,用5%脱脂奶粉封闭2

 

h;加入稀释的一抗4
 

℃孵 育 过 夜,TBST 洗 膜3次,每 次10
 

min;加 入

2.5%脱脂奶粉稀释的二抗室温孵育1
 

h,TBST洗膜

3次后进行显影。

2.6 统计学分析 计量资料采用spss单因素方差分

析,方差齐时采用LSD最小显著性差异方法,方差不

齐时采用多重比较调节邦弗伦尼法,P<0.05为差异

具有统计学意义,用GraphPad
 

Prism
 

5作图。

结 果

1 CAPE的细胞毒性

将HUVEC接种于96孔板,设置CAPE浓度梯

度0、2.5、5、7.5、10、15、20、25
 

μmol/L,培养时间48
 

h
和72

 

h,用CCK-8法测定细胞毒性,结果见图1。当

CAPE的浓度范围为0-10
 

μmol/L,48
 

h
 

HUVEC细

胞存活率>97%,72
 

h
 

HUVEC细胞存活率>85%。
因此,本研究中对HUVEC进行预处理的CAPE浓度

为5
 

μmol/L和10
 

μmol/L。

图
 

1 CAPE对HUVEC细胞的毒性

Fig.1 The
 

toxicity
 

of
 

CAPE
 

to
 

HUVEC
 

cells

2 不同浓度CAPE作用下寨卡病毒对 HUVEC的不

同时间细胞存活率影响

将HUVEC接种于96孔板,经过5
 

μmol/L和10
 

μmol/L的 CAPE预处理 HUVEC后,以寨卡病毒

MOI为1,10感染,每24
 

h更换一次药物培养基,48
 

h
和72

 

h的 HUVEC细胞存活率结果见图2。随着寨

卡病毒 MOI的增大,细胞存活率逐渐降低,48
 

h
 

HU-
VEC细胞存活率分别为75%,67%(F=36.7,P=

0.000);72
 

h
 

HUVEC细胞存活率分别为46%,22%
(F=851.1,P=0.000)。寨卡病毒感染48

 

h后,MOI
为10时,5

 

μmol/L和10
 

μmol/L
 

CAPE预处理后,

HUVEC细胞存活率提高了9%和16%(F=7.2,P
分别为0.03和0.000)。72

 

h时,在寨卡病毒 MOI为

1时,5
 

μmol/L和10
 

μmol/L
 

CAPE处理后感染寨卡

病毒组都提高了将近20%的 HUVEC细胞存活率(F
=66.6,P=0.000),当寨卡病毒 MOI为10时,5

 

μmol/L和10
 

μmol/L
 

CAPE处理后感染寨卡病毒组

分别提高了15%和22%的HUVEC细胞存活率(F=
66.6,P=0.000),这种保护作用具有浓度依赖性,差
异均有统计学意义。

A 48
 

h B 72
 

h

图
 

2 CAPE对感染寨卡病毒的HUVEC细胞
存活率影响

Fig.2 The
 

effect
 

of
 

CAPE
 

on
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

HUVEC
 

infected
with

 

Zika
 

virus

3 CAPE抑制寨卡病毒引起NF-κB中p65的入核

将HUVEC接种于激光共聚焦皿,12~16
 

h后用

10
 

μmol/L的CAPE预处理 HUVEC后,然后以寨卡

病毒 MOI为1感染,每24
 

h更换一次药物培养基,分
组为对照组,MOI1的病毒组,10

 

μmol/L
 

CAPE的药

物组,10
 

μmol/L
 

CAPE处理后 MOI1的病毒组,48
 

h
拍照观察细胞核内/核外p65情况,结果见图3A、图
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3B、图3C、图3D、图3E。p65主要存在于细胞质中,当
寨卡病毒MOI为1时,相比于对照组,可见核内/核外

p65明显增加,分别增加了6.6倍(F=38.8,P=
0.000),表明寨卡病毒通过p65的入核激活了NF-κB,
差异具有统计学意义。而当寨卡病毒MOI为1时,经
过10

 

μmol/L
 

CAPE预处理后再感染寨卡病毒,核
内/核外P65降低了4倍(F=13.6,P=0.000),表明

CAPE是通过抑制p65入核来抑制NF-κB的激活,差
异均有统计学意义。

  A 对照组 B MOI=1的病毒组 C 10
 

μmol/L
 

CAPE的药
物组 D 10

 

μmol/L
 

CAPE处理后 MOI1的病毒组 E CAPE对

ZIKV诱导p65入核情况
图

 

3 CAPE抑制寨卡病毒引起NF-κB中p65的入核

A Control
 

group B Virus
 

MOI=1
 

group C Drug
 

group
 

of
 

10
 

μmol/L
 

CAPE D Virus
 

MOI=1
 

group
 

after
 

treatment
 

with
 

10
 

μmol/L
 

CAPE E ZIKV-induced
 

p65
 

nuclear
 

entry
 

by
 

CAPE
Fig.3 CAPE

 

inhibits
 

Zika
 

virus-induced
 

nuclear
 

entry
of

 

p65
 

in
 

NF-κB

4 CAPE对寨卡病毒感染的 HUVEC中ZIKV
 

E和

NF-κB的mRNA表达

将 HUVEC接种于12孔板,12~16
 

h后用5
 

μmol/L和10
 

μmol/L的CAPE预处理 HUVEC,然
后以寨卡病毒 MOI为0.1,1感染,每24

 

h更换一次

药物培养基,48
 

h和72
 

h收样后用荧光定量PCR检

测ZIKV
 

E(图4A)和NF-κB(图4B)的表达情况。48
 

h在寨卡病毒MOI为0.1时,5
 

μmol/L和10
 

μmol/L
的CAPE处理后感染病毒组是病毒组的10%和4%
(F=24.5,P 为0.002和0.001);MOI为1时,仅为

20%和7%(F 值24.5,P 值均为0.000);72
 

h寨卡病

毒 MOI为0.1时,CAPE处理后感染病毒组分别是病

毒组的20%和10%(F=67.8,P=0.000);MOI为1
时,仅为30%和10%(F=67.8,P=0.000),CAPE具

有浓度依赖性显著抑制寨卡病毒的复制,差异均有统

计学意义。48
 

h当寨卡病毒 MOI为1时,NF-κB增

加了2.3倍(F=33.5,P=0.000),但是10
 

μmol/lL
的CAPE处理后感染病毒组是病毒 MOI为0.1组的

40%倍(F=20.7,P=0.000);5
 

μmol/lL和10
 

μmol/

lL
 

的CAPE处理后感染病毒组是病毒 MOI为1组的

40%和30%倍(F=20.7,P=0.000);72
 

h寨卡病毒

MOI为0.1和1时,NF-κB增加了2.8和4倍(F=
29.6,P 分别为0.007和0.000),但5

 

μmol/lL和10
 

μmol/lL的CAPE处理感染病毒组是同为病毒 MOI
为0.1组的30%和30%倍(F=11.9,P=0.000),是
病毒 MOI为1组的40%和30%倍(F=11.9,P=
0.000),表明ZIKV激活了NF-κB,CAPE具有浓度依

赖性抑制了其激活,差异均有统计学意义。

A ZIKV
 

mRNA B NF-κB
 

mRNA
图

 

4 CAPE对感染寨卡病毒的HUVEC中ZIKV
 

E和

NF-κB
 

的 mRNA表达影响

Fig.4 The
 

effect
 

of
 

CAPE
 

on
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

ZIKV
 

E
and

 

NF-κB
 

in
 

HUVEC
 

infected
 

with
 

ZIKV

5 CAPE作用下对寨卡病毒感染的 HUVEC中 NF-
κB相关蛋白表达量变化

将 HUVEC 接 种 于6孔 板,12~16
 

h后 用5
 

μmol/L和10
 

μmol/L的CAPE预处理 HUVEC,然
后以寨卡病毒 MOI为0.1,1感染,每24

 

h更换一次

药物培养基,48
 

h收蛋白进行SDS-PAGE电泳(图
5)。随着病毒 MOI的增加,p-p65蛋白条带有明显的

增强,但在CAPE预处理作用下,具有浓度依赖性明

显减弱P-P65蛋白条带。p65蛋白未发现明显趋势。
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图
 

5 CAPE作用下对感染寨卡病毒的HUVEC中NF-κB的表达影响

Fig.5 The
 

effect
 

of
 

CAPEon
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

NF-κB
in

 

HUVEC
 

infected
 

with
 

ZIKV

讨 论

目前,艾滋病病毒(HIV-1)、人类嗜 T细胞病毒

(HTLV-1)、乙型肝炎病毒
 

(HBV)、丙型肝炎病毒

(HCV)、EB病毒(EBV)
 

和流感病毒都可激活NF-κB
促进病毒复制,防止病毒诱导的细胞凋亡,并介导对入

侵病原体的免疫反应[15]。NF-κB在多种炎症性疾病

的炎症反应和病毒复制起关键作用,靶向NF-κB信号

通路代表了一种有吸引力的抗炎和抗病毒治疗方

法[16]。免疫荧光实验和荧光定量实验都表明CAPE
是一种NF-κB高效的抑制剂,主要通过阻碍了p65的

核异位,从而抑制 NF-κB信号通路,影响病毒复制所

需要的酶或蛋白,最终具有浓度依赖性显著抑制病毒

复制,这与 Gao等[17]的研究结果相一致。在黄病毒

中,登革病毒和日本脑炎病毒都可导致 NF-κB激活,
缺乏NF-κB激活的细胞中,日本脑炎病毒诱导的I型

IFN产生显着减少[18-19]。表明 NF-
 

κB可能还介导I
型IFN

 

产生从而起到抗病毒作用。NF-
 

κB的抑制剂

CAPE具有抑制HIV-1整合酶活性,从而起到抗HIV
病毒作用;对COVID

 

3CL-蛋白酶的活性位点结合阻

断酶活性从而抑制病毒复制[20-21]。总而言之,ZIKV
激活NF-κB途径的方式以及其蛋白在NF-

 

κB激活过

程中的参与方式目前尚不清楚,CAPE应用在黄病毒

方面的研究较少,因此探究其对寨卡病毒复制的影响

是有必要的。
寨卡病毒感染宿主后激活先天免疫反应,宿主免

疫系统会通过IFN和细胞因子激活NF-κB,随后生成

促炎细胞因子。而先天免疫反应的一个基本组成部分

是促炎细胞因子IL-1β的产生和释放,但核因子 NF-
κB调节Pro-IL-1β

 

mRNA的转录[22]。CCK-8结果显

示,CAPE浓度为5
 

μmol/L和10
 

μmol/L预处理过

后,再以ZIKV
 

MOI为1和10感染,HUVEC细胞病

变反应得到显著减轻,具有浓度依赖性提高了将近

20%的 HUVEC细胞存活率。这可能是因为CAPE
抑制了病毒复制和促炎症因子释放引起的细胞死亡。
在荧光定量和蛋白免疫印迹试验结果显示 NF-κB转

录和蛋白表达水平上调,表明ZIKV通过影响p-p65
蛋白转录和表达增强自身复制或逃离宿主免疫反应。

寨卡病毒对人群的健康仍具有较大的威胁并会产

生严重的疾病负担,而病毒复制带来的炎症在其中起

着重要作用,本研究得出NF-κB可能是抗炎和抗病毒

治疗中的有希望的靶点,为今后更好地了解NF-κB在

ZIKV感染复制和发病机制中的作用打下了基础。
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程度的的正相关作用,且作用趋势相同,均在4
 

h时表

达量达到最大值,其中可能由于alpha毒素作为A型

Cp菌主要的毒素,所以 KdpD/E系统对其调控作用

相对要加突出。以上表明 KdpD/E双组份信号系统

对A型产气荚膜梭菌主要毒素基因的表达具有一定

的调控作用。建议在此基础上构建A型Cp菌kdpD/

E基因缺失菌株,进一步了解KdpD/E双组份信号系

统对Cp菌的调控机制,从而为A型Cp菌新型活苗的

研究提供理论支撑。
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