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摘 要：口蹄疫(foot-and-mouth disease, FMD)是由口蹄疫病毒(foot-and-mouth disease virus, FMDV)

感染偶蹄动物引起的一种烈性动物传染病。FMDV 是一种单股正链无囊膜 RNA 病毒，具有二十

面体对称结构。FMDV 入侵宿主后会引起宿主的先天性免疫和适应性免疫反应，而 FMDV 已经

进化出多种途径来逃避免疫。FMDV 的感染致病机制复杂，目前对于参与调控病毒感染复制的宿

主因子的认知仍然非常有限。宿主线粒体通道蛋白 (voltage dependent anion-selective channel 2, 

VDAC2)是一种线粒体通道蛋白，目前关于 VDAC2 对 FMDV 复制调控的具体机制尚不清楚。【目

的】确证 VDAC2 与 FMDV 之间的调控作用，并揭示 VDAC2 抑制 FMDV 复制的分子机制。【方

法】通过间接免疫荧光方法确定 VDAC2 在细胞内的定位；利用 Western blotting 以及荧光定量

PCR 方法检测 FMDV 对 VDAC2 蛋白水平和转录水平的影响；在 BHK-21 细胞上利用病毒滴度测

定法检测过表达 VDAC2 对 FMDV 复制的影响；利用 qPCR 方法检测上调或下调 VDAC2 后

FMDV 感染对细胞内 IL-1β、 ISG15、OAS1、mtDNA 和 gDNA 水平的影响。【结果】结果显示

VDAC2 亚细胞定位于细胞质中；FMDV 感染可以降低 VDAC2 的表达；过表达 VDAC2 显著抑制

FMDV 的复制，并呈现剂量依赖关系；干扰 VDAC2 能够促进 FMDV 的复制；过表达 VDAC2 可
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增强 FMDV 诱导的 IFN-Ⅰ反应；干扰 VDAC2 可抑制 FMDV 诱导的 IFN-Ⅰ反应；过表达 VDAC2 可

以促进 mtDNA 的释放。【结论】本研究表明 FMDV 感染可以下调 VDAC2 的转录与蛋白表达，而

VDAC2 可通过调节 mtDNA 的释放促进 IL-1β、ISG15 和 OAS1 等抗病毒因子的表达，从而发挥

抗病毒作用。当 FMDV 入侵宿主细胞时，宿主细胞可以通过 VDAC2 增强 IFN-Ⅰ反应，对病毒复

制进行调控，发挥抗病毒作用。

关键词：口蹄疫病毒；VDAC2 蛋白；IFN 应答
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Abstract: Foot-and-mouth disease (FMD) is a highly contagious disease caused by foot-and-mouth 
disease virus (FMDV) in cloven-hoofed animals. FMDV is a single-stranded positive-sense non-
enveloped RNA virus with icosahedral symmetry. FMDV can cause innate and adaptive immunity 
of the host, and it has evolved a variety of immune escape ways. The FMDV infection is a 
complicated process involving various host proteins. However, the related mechanisms remain 
largely unknown. Voltage dependent anion-selective channel 2 (VDAC2) is a mitochondrial 
channel protein, and the specific mechanism by which VDAC2 regulates FMDV replication 
remains unclear. [Objective] To confirm the regulatory effects between VDAC2 and FMDV and 
reveal the molecular mechanism by which VDAC2 inhibits FMDV replication. [Methods] The 
subcellular localization of VDAC2 was determined by the indirect immunofluorescence assay. The 
effects of FMDV on the translation and transcription levels of VDAC2 were determined by Western 
blotting and qPCR, respectively. The effect of VDAC2 overexpression on FMDV replication in 
BHK-21 cells was measured based on the virus titer. The effects of VDAC2 overexpression and 
knockdown on the levels of IL-1β, ISG15, OAS1, mtDNA, and gDNA during FMDV infection 
were evaluated by qPCR. [Results] VDAC2 was localized in the cytoplasm. FMDV infection 
down-regulated the expression of VDAC2. The overexpression of VDAC2 inhibited FMDV 
replication in a dose-dependent manner, while the knockdown of VDAC2 promoted FMDV 
replication. The overexpression of VDAC2 enhanced FMDV-induced interferon-I (IFN-I) response, 
while the knockdown of VDAC2 inhibited FMDV-induced IFN-I response. In addition, the 
overexpression of VDAC2 increased the release of mtDNA. [Conclusion] FMDV infection can 
downregulate the transcription and translation of VDAC2, as VDAC2 can exert antiviral effects by 
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regulating mtDNA release and promoting the expression of antiviral factors such as IL-1β, ISG15, 
and OAS1. This study indicates that upon FMDV infection, host cells can regulate the virus 
replication by enhancing IFN-I response via VDAC2 to exert antiviral effects.
Keywords: foot-and-mouth disease virus (FMDV); voltage dependent anion-selective channel 2 
(VDAC2); interferon (IFN) response

口蹄疫(foot-and-mouth disease, FMD)是由口

蹄疫病毒(foot-and-mouth disease virus, FMDV)引

起的一种高度传染性偶蹄动物疾病。FMDV 感

染会引起口腔、鼻腔和足部的水疱病变，并伴

随发烧、流涎和跛行等症状[1-2]。口蹄疫的流行

会对国家经济和贸易带来严重影响，尽管接种

灭活疫苗对口蹄疫的流行起到了一定的控制作

用，但疫病流行的风险仍然存在[3]。FMDV 是一

种单股正链 RNA 病毒，具有二十面体对称的无

包膜结构[4]。由于 RNA 复制的稳定性较差，基

因组突变率较高，FMDV 有 7 种不同的血清型，

分 别 为 A、 O、 C、 Asia1、 SAT1、 SAT2 和

SAT3，血清型的多样性导致疫苗免疫缺乏交叉

保护[5]。FMDV 的基因组长度约为 8 kb，其中开

放阅读框(open reading frame, ORF)包含 4 种结构

蛋白(分别为 VP1、VP2、VP3 和 VP4)以及编码

11 种非结构蛋白的序列[6]。

线粒体在细胞信号传导、细胞衰老、细胞

增殖、疾病和细胞死亡中起着至关重要的作用。

电压依赖性阴离子通道(voltage dependent anion-

selective channel, VDAC)是线粒体外膜上的一类

孔蛋白，在线粒体代谢中发挥着关键作用[7]。据

报道，VDACs 参与多种病理反应过程，这可能

是由于 VDACs 功能紊乱导致细胞质和线粒体之

间的物质代谢障碍以及细胞凋亡调节异常所

致[8]。 VDACs 家 族 有 3 种 亚 型 ， 分 别 是

VDAC1、VDAC2 和 VDAC3，其中 VDAC2 存

在主要的结构差异，其 N 端区域比 VDAC1 和

VDAC3 延伸了 12 个氨基酸[9]。VDACs 通道的

关闭可导致代谢物交换停止。VDACs 可以与

Bcl-2 家族蛋白相互作用，调节细胞凋亡的发

生，VDAC2 通过与 BAK 相互作用调控 BAK 依

赖的细胞凋亡，缺失 VDAC2 可增强 BAK 寡聚

化，促进细胞凋亡；而过表达 VDAC2 能够抑制

BAK 激活，进而抑制线粒体凋亡的发生[10]。

VDAC2 是一种对 FMDV 复制具有显著调

控作用的线粒体通道蛋白。为探究宿主 VDAC2

蛋白对 FMDV 复制的影响及其在 FMDV 感染期

间的功能，本研究利用过表达和 RNA 干扰等方

法，探讨了 VDAC2 对 FMDV 诱导的 I 型干扰

素反应的影响，以期为宿主抗 FMDV 感染机制

的阐明提供新的理论依据。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　细胞和病毒

PK-15 和 BHK-21 细胞由中国农业科学院兰

州兽医研究所口蹄疫与新发病流行病学实验室

提供。细胞在含有 5% CO2、37 ℃恒温培养箱内

静置培养。口蹄疫 O/BY/CHA/2010 毒株由中国

农业科学院兰州兽医研究所统一保存提供。

1.2　主要试剂和仪器

小鼠抗 HA 单克隆抗体和鼠抗 β-actin 单克

隆抗体，Sigma-Aldrich 公司；山羊抗小鼠 IgG

的辣根过氧化物酶偶联二抗和山羊抗兔 IgG 的

辣根过氧化物酶偶联二抗，武汉博士德生物工

程有限公司；VDAC2、STAT1、p-STAT1 和针

对 cGAS (环状 GMP-AMP 合酶)的兔源多克隆抗

体，ABclonal 公司；VDAC2 表达质粒，苏州金

唯智生物科技有限公司构建；针对 FMDV 的

VP1 和 3D 抗体由本实验室制备；ECL 显色剂、

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody 和 AlexaFluorTm 594，

ThermoFisher Scientific 公司；EDTA 胰酶溶液、

DMEM 培养基和胎牛血清 (fetal bovine serum, 
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FBS)，Gibco 公司；PBS 溶液，上海碧云天生物

技术股份有限公司；蛋白 marker，TaKaRa 公

司；转染试剂 JetPRIME，Polyplus-transfection

公司；RNA 抽提试剂 TRIzol，Invitrogen 公司；

qRT SuperMix 反转录试剂和 SYBR Mix，南京

诺唯赞生物科技股份有限公司；4′,6-二脒基-2-苯

基吲哚(4′,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI)荧光

染料，Beyotime 公司。

激光共聚焦显微镜，Leica 公司。

1.3　细胞转染

细胞转染使用 JetPRIME 转染试剂，在实验

之前将消化混匀后的细胞加入所需的孔板内，

并在 5% CO2、37 ℃恒温培养箱内静置培养。待

细胞密度达到 70%−80% 时进行转染，取 1.5 mL

无 RNase 离心管，加入转染缓冲液，按说明书

比例先后加入各组分，用移液枪吹吸混匀后静

置 10 min。将细胞孔板从培养箱中取出，在生

物安全柜内使用真空泵吸去培养基，加入新的

培养基，然后将质粒和转染试剂的混合物缓慢

加入培养基中，水平前后缓慢摇晃孔板，使转

染试剂均匀分布后，再将其放回 5% CO2、37 ℃

恒温培养箱中继续培养。转染 12 h 后，弃去旧

培养基，加入新的完全培养基，继续培养 12 h

后收取细胞样品并进行相应处理。

1.4　siRNA 干扰实验

VDAC2 的特异性 siRNA 序列由北京擎科生

物科技股份有限公司合成(表 1)。将消化好的

PK-15 细胞均匀铺于 12 孔板内，待细胞密度达

到 70%−80% 时，将 VDAC2 特异性 siRNA 转染

到 PK-15 细胞中，干扰 48 h 后按照病毒感染复

数(multiplicity of infection, MOI)=0.1 感染 FMDV，

12 h 后弃去上清，收集细胞，对 VDAC2 和 FMDV 

mRNA 的表达水平差异进行分析。

1.5　蛋白免疫印记试验(Western blotting)

收集细胞样品，金属浴 100 ℃加热 12 min

进行蛋白变性，随后 12 000 r/min 离心 5 min。

将样品和蛋白 marker 分别加入蛋白胶梳孔中，

调节电压为 80 V，运行 30 min。待 SDS loading 

buffer 形成整齐的线性且离开上层胶后，将电压

调整至 120 V，继续运行以分离蛋白，直至目的

条带清晰分离为止。在 100 V 恒压下，于冰水

混合物中进行 1 h 的转膜操作。室温下封闭 1 h，

用 TBST 洗涤 3 次。一抗(1:2 000 稀释)在 4 ℃、

50 r/min 孵育过夜，随后用 TBST 洗涤 3 次。二

抗(1:5 000 稀释)在室温下 50 r/min 孵育 1 h，之后

用 TBST 洗涤 3 次，最后用 ECL 化学发光显色

液进行显色。

1.6　间接免疫荧光(indirect fluorescence 

assay, IFA)

将 0.01% (100 μg/mL)的多聚赖氨酸溶液加

入共聚焦小皿中，在 5% CO2、37 ℃培养箱中

包被 30 min。铺 PK-15 细胞，待细胞生长至

60%−80% 时进行转染，随后置于培养箱中继续

培养 24 h 后处理样品。弃去培养基，用 PBS 清

洗；使用提前冷却备用的 4% 多聚甲醛固定    

30 min，再用 PBS 清洗；在室温条件下用 0.2% 

Triton X-100 通透 15 min，随后用 PBS 清洗；用

5% BSA 在室温下封闭 1 h，再用 PBS 清洗        

1 次；加入一抗(用 5% BSA 稀释)，在 4 ℃孵育

过夜；用 PBST 洗涤 3 次，加入荧光二抗 (用

5% BSA 稀释)，在避光条件下孵育 1 h，随后用

PBST 洗涤 3 次；用 DAPI 在避光条件下染色

10 min，最后用 PBS 清洗。在避光条件下，使

用激光共聚焦显微镜进行观察并拍照。

1.7　实时荧光定量 PCR (qPCR)

采用 TRIzol 法提取 PK-15 细胞总 RNA。弃

去细胞孔板内的培养液，用 PBS 漂洗后在通风

表1　靶向VDAC2的siRNA序列

Table 1　siRNAs targeting the VDAC2 gene

Name of 
siRNAs

si-VDAC2-1

si-VDAC2-2

Primer sequences (5′→3′)

Sense: GGUUCAUCUAAUACAGACA
Antisense: UGUCUGUAUUAGAUGAACC

Sense: GAUCUUGACACUUCAGUAA
Antisense: UUACUGAAGUGUCAAGAUC
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橱内加入 500 μL TRIzol (12 孔板/孔)，室温裂

解 5 min。反复吹打以促使细胞脱落，将裂解

液转移至 RNase-free 离心管，室温静置 5 min。

按体积比 5:1 加入氯仿 (100 μL)，涡旋振荡

至 溶 液呈均质粉红色， 4 ℃静置 5 min。在

4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min，分离水相与有

机相。吸取 200 μL 上层水相至新的离心管，加

入等体积异丙醇，轻柔混匀后置于−40 ℃静置

30 min。在 4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min，收

集 RNA 沉淀，弃上清，加入 1 mL 预冷 75% 乙

醇洗涤沉淀，在 4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min。

彻底吸弃乙醇，室温干燥沉淀至半透明状。加

入 20 μL DEPC 水溶解 RNA，冰上暂存，测定

浓度后置于−80 ℃冻存。使用 qRT SuperMix 反

转录试剂对提取的细胞总 RNA 进行反转录为

cDNA。反应体系 (10 μL)：RNA 2 μL，RNase-

free ddH2O 6 μL，5×PrimerScript RT Master Mix 

2 μL。反应条件：50 ℃ 15 min，85 ℃ 10 s，

4 ℃保存。

使用 SYBR Green Master Mix 进行 qPCR。

反应体系：上、下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，

SYBR Premix 5 μL， cDNA 1 μL， DEPC 水     

3 μL。反应条件： 95 ℃ 5 min； 95 ℃ 10 s，

60 ℃ 30 s，进行 40 个循环； 60 ℃ 1 min，

95 ℃ 15 s，4 ℃保存。目的基因相对表达量使

用 2⁻ΔΔCt 公式进行计算。本研究所用引物如表

2 所示。

1.8　病毒滴度测定(TCID50)

将 BHK-21 细胞铺于 96 孔板中，用含 1%

血清的 DMEM 培养基对 FMDV 上清进行梯度

稀释。感染 72 h 后，在显微镜下观察每列细胞

中产生细胞病变效应(cytopathic effect, CPE)的细

胞孔数量，计算 TCID50 值。进行 3 次生物学重

复观察测量，最后取其平均值作为最终的病毒

效价。

1.9　IP-cGAS 检测 mtDNA

将 PK-15 细胞铺于 6 孔板中，空白对照组

和实验组分别以 MOI=0.1 接毒 8−10 h 后，用

PBS 洗 1 次。每孔加入 300 μL 含蛋白酶抑制剂的

裂解液，冰上裂解 15 min，随后以 12 000 r/min

离心 15 min。在 1.5 mL 离心管中加入 10 μL 

protein G，用 lysis buffer 洗涤 2 次，8 000 r/min

离心 30 s。将上清液加入离心管中，每管加入

0.4 μL cGAS 抗体。在 4 ℃旋转混匀仪上孵育

4−6 h，用 lysis buffer 洗涤 2 次，加入 50 μL 

DEPC 水， 37 ℃静置 10−30 min。每管加入

50−100 ng EGFP 质粒，用枪尖研磨底部 beads，

提取上清液保存或进行 qPCR 实验。检测

mtDNA、gDNA (GAPDH)和 EGFP 引物。其中，

EGFP 作为内参，gDNA (GAPDH)表示总 DNA

含量，mtDNA 表示释放的线粒体 DNA 量。在

gDNA 含量一致的情况下，比较 mtDNA 的

变化。

1.10　统计学分析

统计分析结果均以 mean±SD 表示，每组实

验至少进行 3 次生物学重复。使用 GraphPad 

Prism 8.0 进行 t 检验分析，对数据均值之间的统

计差异进行分析，其中：*表示 P<0.05；**表示

P<0.01； *** 表 示 P<0.001； **** 表 示 P<

0.000 1。

表2　本研究所用引物

Table 2　The primers used in this study

Gene

FMDV

VDAC2

IL-1β

ISG15

OAS1

GAPDH

Primer sequences (5′→3′)

Forward: TTCGGCCTTTGATGCTAACCACTG
Reverse: GCATCCCGCCCTAACAACAAT

Forward: TCAAGTCTTCTTACAAGAGGGA
Reverse: TCAAAGGTCATCTGGTACCCAG

Forward: AGCGACATGGAGAAGCGATTT
Reverse: TTCTGCTTGAGAGGTGCTGATG

Forward: GATCGGTGTGCCTGCCTTC
Reverse: CGTTGCTGCGACCCTTGT

Forward: AAGCATCAGAAGCTTTGCATCTT
Reverse: CAGGCCTGGGTTTCTTGAGTT

Forward: ACATGGCCTCCAAGGAGTAAGA
Reverse: GATCGAGTTGGGGCTGTGACT
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2　结果与分析　结果与分析

2.1　VDAC2 的定位

为 了 验 证 VDAC2 的 亚 细 胞 定 位 ， 将

pcDNA-HA-VDAC2 真核表达质粒转染至生长密

度为 70%−80% 的 BHK-21 细胞中，转染 24 h 后

进行观察。结果如图 1 所示，红色为 HA-

VDAC2，蓝色为细胞核，VDAC2 主要定位于细

胞质中。

2.2　FMDV 感染调控 VDAC2 的表达

为了研究 FMDV 感染对 VDAC2 表达的影

响，设计了 0、2、4、8、12 h 的时间点。当待

PK-15 细胞生长至单层时，以 MOI=0.1 进行感

染，分别在 5 个细胞孔中进行 Western blotting

和 12 h 时间点的 qPCR 实验。结果显示 ，

FMDV 感染会导致 VDAC2 的蛋白表达水平和

转录水平呈下降趋势 ( 图 2A、 2B)。这表明

FMDV 感染可以降低 VDAC2 的表达水平。

2.3　过表达 VDAC2 抑制 FMDV 的复制

为了验证过表达 VDAC2 对 FMDV 复制的

影响，将 PK-15 细胞转染不同剂量的 VDAC2 表

达质粒(0、250、500 ng)，转染 24 h 后以 MOI=

0.1 感染 FMDV，12 h 后分别收集细胞和上清进

行实验。结果表明，随着 VDAC2 表达量的增

加，FMDV 的蛋白水平和 mRNA 水平显著降低

(图 3A、3B)。对收集的上清进行滴度测定，

TCID50 结果显示过表达 VDAC2 能抑制 FMDV

的复制，并呈现剂量依赖关系(图 3C)。

图1　pcDNA-HA-VDAC2质粒的细胞定位

Figure 1　The subcellular localization of VDAC2. A: Subcellular localization of HA-VDAC2; B: DAPI staining 

of the nucleus; C: Merge staining of the nucleus and cytoplasm.

图2　FMDV感染调控内源蛋白VDAC2的表达

Figure 2　FMDV infection decreased the expression of endogenous VDAC2. A: VDAC2 protein levels were 

detected after FMDV infection; B: VDAC2 mRNA level was detected after FMDV infection. NC: Negative 

control. *: Significant difference (P<0.05).
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2.4　干扰 VDAC2 促进 FMDV 的复制

对合成的 2 对猪源 VDAC2 特异性 siRNA

进行 mRNA 水平的筛选，选择干扰效率较高的

siRNA 进行后续实验。PK-15 细胞转染 VDAC2

的 siRNA 和空白对照 48 h 后，以 MOI=0.1 感染

FMDV 12 h，收集细胞样品进行检测。结果显

示 ， si-VDAC2-2 的 干 扰 效 率 较 高 ( 图 4A)。

VDAC2 siRNA 的转染导致 FMDV VP1 蛋白水

平和 mRNA 水平升高(图 4B、4C)，同时 VDAC2

的表达量降低(图 4D)，表明干扰 VDAC2 能够

促进 FMDV 的复制。

2.5　过表达 VDAC2 促进 FMDV 诱导的

IFN-I 反应

为探究过表达 VDAC2 抑制 FMDV 复制的

分子机制，将 VDAC2 质粒转染至 PK-15 细胞

24 h 后，以 MOI=0.1 感染 12 h。通过 qPCR 实

图4　下调VDAC2促进FMDV的复制

Figure 4　Downregulation of VDAC2 expression promotes FMDV replication. A: Detection of silence ratio of 

VDAC2 siRNA; B: FMDV protein levels were detected after downregulation of VDAC2 expression; C: FMDV 

VP1 mRNA levels were detected after downregulation of VDAC2 expression; D: VDAC2 mRNA levels were 

detected after downregulation of VDAC2 expression. NC: Negative control. *: P<0.05; ***: P<0.001.

图3　过表达VDAC2抑制FMDV的复制

Figure 3　Overexpression of VDAC2 suppressed FMDV replication. A: FMDV protein levels were detected in 

VDAC2 overexpressing cells after FMDV infection; B: FMDV VP1 mRNA levels were detected in VDAC2 

overexpressing cells; C: Determination of viral titers using BHK-21 cells. *: P<0.05; **: P<0.01.
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验检测 IL-1β、ISG15 和 OAS1 的 mRNA 水平。

结果显示，IL-1β、ISG15 和 OAS1 的 mRNA 水

平显著提高(图 5)。这表明过表达 VDAC2 可以

增强 FMDV 诱导的 IFN-I 反应。

2.6　干扰 VDAC2 抑制 FMDV 诱导的

IFN-I 反应

为探究干扰 VDAC2 促进 FMDV 复制的分

子机制，设置实验组和对照组，在 PK-15 细胞

中分别转染 siRNA 和空白对照 siRNA 24 h 后，

以 MOI=0.1 感染 12 h，检测 mRNA 水平。通过

qPCR 实 验 检 测 IL-1β、 ISG15 和 OAS1 的

mRNA 水 平 。 结 果 显 示 ， IL-1β、 ISG15 和

OAS1 的 mRNA 水平显著降低(图 6)。这表明干

扰 VDAC2 可 以 抑 制 FMDV 诱 导 的 IFN-I

反应。

2.7　 过 表 达 VDAC2 对 mtDNA 和

gDNA 的影响

线粒体损伤或功能障碍会导致 mtDNA 释放

到细胞质中，并被 cGAS 识别。本研究中通过

IP-cGAS 对过表达样品进行处理，以 EGFP 为内

参，检测了过表达 VDAC2 后 FMDV 对 mtDNA

释放的影响。结果显示，FMDV 感染过表达

VDAC2 的细胞后，显著促进了 mtDNA 的释放，

但不影响基因组 DNA (gDNA)的释放 (图 7A、

7B)。这一结果与过表达 VDAC2 能够增强

FMDV 诱导的 IFN-I 反应相呼应。

2.8　过表达 VDAC2 后对 STAT1 磷酸化

蛋白水平的检测

通过 Western blotting 技术检测了过表达

VDAC2 后 FMDV 感染细胞中 STAT1 及其磷酸

图5　过表达VDAC2促进FMDV诱导的IFN-Ⅰ反应

Figure 5　Overexpression of VDAC2 promoted IFN-I response induced by FMDV. A: The mRNA level of IL-1β 

was detected by qPCR; B: The mRNA level of ISG15 was detected by qPCR; C: The mRNA level of OAS1 was 

detected by qPCR. **: P<0.01; ****: P<0.000 1.

图6　下调VDAC2抑制FMDV诱导的IFN-Ⅰ反应

Figure 6　Downregulation of VDAC2 inhibited IFN-I response induced by FMDV. A: The mRNA level of IL-1β 

was detected by qPCR; B: The mRNA level of ISG15 was detected by qPCR; C: The mRNA level of OAS1 was 

detected by qPCR. **: P<0.01; ****: P<0.000 1.
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化形式(p-STAT1)的表达水平。实验结果表明，

VDAC2 的过表达显著增强了 STAT1 的磷酸化水

平(p-STAT1)，提示其可能通过激活 JAK-STAT

信号通路的关键节点促进宿主的抗病毒反应，

功能实验证实 VDAC2 介导的 STAT1 磷酸化增

强能够有效抑制 FMDV 在细胞内的复制(图 8)。

3　讨论　讨论

口蹄疫是一种极具传染性的动物传染病，

其流行对养殖业造成了严重的危害，并导致了

巨大的经济损失。口蹄疫病毒具有高度变异性，

这使得疫情反复发生，给动物养殖、贸易出口

以及疫病防控带来了极为严峻的挑战。FMDV

能够快速突破宿主的天然免疫系统，并借助宿

主细胞内的机制进行快速复制，其发病机制极

为复杂。病毒与宿主免疫系统之间复杂的作用

关系决定了病毒能否被宿主细胞清除。宿主主

要通过先天性免疫和适应性免疫来对抗病毒感

染，其中 I 型干扰素的作用以及中和抗体的产生

发挥着极为重要的作用[11-12]。如果宿主无法及

时清除病毒，病毒就可能在机体内形成持续性

感染。在一定条件下，病毒可能再次排毒，从

而引发新的疫情。为了对抗宿主的抗病毒应答，

FMDV 可以通过多种途径进行免疫逃避。因此

深入了解宿主与病毒之间的相互作用机制对于

口蹄疫的防控具有重要的指导意义。

VDAC2 作为线粒体的通道蛋白，广泛分布

于真核生物线粒体外膜。当细胞处于应激状态

时，线粒体外膜的通透性会发生改变，最终导

致细胞凋亡的发生，在细胞命运的决定中起着

关键作用。当病毒入侵时，已有研究发现

VDAC2 可以通过多种途径增强病毒感染。这些

途径包括介导病毒进入宿主细胞、为病毒提供

能量供应、增强病毒复制、通过结合或激活其

他类型的蛋白质减少细胞凋亡，以及有助于抑

制抗病毒免疫信号的有丝分裂诱导[13-14]。已有

报道 VDAC2 在细胞自噬中发挥重要作用，当

VDAC2 基因缺失时细胞自噬更容易发生。然

而，VDAC2 在病毒与宿主相互作用中的具体机

制尚未完全明确。在 VDACs 家族中，关于

VDAC2 的研究报道相对较少。已有研究报道过

表 达 VDAC2 抑 制 牛 流 行 热 病 毒 (bovine 

图7　过表达VDAC2促进mtDNA的释放

Figure 7　Overexpression of VDAC2 promotes mtDNA release. A: Detection of mtDNA levels; B: Detection of 

gDNA levels. ns: No significant difference (P>0.05); *: Significant difference (P<0.05).

图8　过表达VDAC2促进p-STAT1的表达

Figure 8　 Overexpression of VDAC2 promotes the 

expression of p-STAT1.
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ephemeral fever virus, BEFV)诱导的 I 型干扰素的

表达，而干扰 VDAC2 则促进 BEFV 诱导的 I 型

干扰素的表达，表明 VDAC2 抑制 BEFV 诱导的

I 型干扰素反应。在传染性法氏囊病病毒

(infectious bursal disease virus, IBDV)的感染过程

中 ， 受 体 激 活 的 蛋 白 C 激 酶 1 (receptor of 

activated protein C kinase 1, RACK1)与 VDAC2

和 IBDV 的非结构蛋白 VP5 相互作用形成复合

物，抑制细胞凋亡，促进 IBDV 病毒的复制。在

VDAC 的 3 种亚型中，宿主蛋白 VDAC1 与

FMDV 的 3Dpol 蛋白发生互作，进而抑制 3Dpol

蛋白的表达，对口蹄疫病毒的复制具有抑制作

用。目前关于 VDAC2 与 FMDV 之间关系的研

究尚未见报道。然而，已有研究表明 VDAC2 在

病毒的免疫逃避中可能起到一定作用。

已有文献报道，FMDV 感染可以在细胞内

引发 mtDNA 的释放。释放的 mtDNA 能够与

cGAS 结合，并激活 cGAS 介导的抗病毒免疫应

答[15]。本研究通过在 PK-15 细胞中过表达

VDAC2 后进行病毒感染实验，发现 VDAC2 可

以通过诱导大量 mtDNA 的释放，从而启动免疫

系统对抗病毒感染。STAT1 的磷酸化是 JAK-

STAT 信号通路的核心调控因子，其通过级联反

应将胞外信号(如干扰素、细胞因子)传递至细胞

核内，激活抗病毒及免疫调控基因的表达。本

研究通过检测过表达 VDAC2 后 FMDV 感染细

胞的 STAT1 磷酸化水平，发现 VDAC2 介导的

STAT1 磷酸化增强能够有效抑制 FMDV 在细胞

内的复制。这些发现揭示了 VDAC2 在 FMDV

感染过程中可能的调控机制。

4　结论　结论

本研究结果显示，在 PK-15 细胞中 FMDV

感染可以显著调控内源 VDAC2 的表达。这一结

果表明 VDAC2 与 FMDV 之间存在必然的联系，

并且 VDAC2 在 FMDV 感染后发挥着重要的抗

病毒作用。本研究的发现为进一步理解 VDAC2

在 FMDV 感染中的作用机制提供了新的视角。

通过深入研究 VDAC2 与 FMDV 之间的相互作

用，有望为开发新的口蹄疫防控策略提供理论

依据。未来的研究可以进一步探索如何通过调

节 VDAC2 的功能来增强宿主的抗病毒能力。此

外，还可以研究 VDAC2 与其他免疫相关分子之

间的协同作用，为口蹄疫的防控提供更全面的

解决方案。总之，本研究为揭示 VDAC2 在 FMDV

感染中的作用奠定了基础。
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