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摘 要：【目的】探究非洲猪瘟病毒(African swine fever virus, ASFV)蛋白 E423R 诱导细胞自噬的

功能。【方法】通过高内涵分析系统量化分析 pCMV-Myc-E423R 转染自噬报告细胞 HeLa-DifluoTM 

hLC3 后的 RFP-LC3 荧光斑点数，评估自噬通量；利用 Western blotting 分析 HeLa 细胞中自噬关

键蛋白 LC3-Ⅱ、SQSTM1/p62 的表达水平；采用激光共聚焦技术观察自噬体与溶酶体的共定位情

况；通过 Western blotting 检测 E423R 蛋白与 LC3-Ⅱ表达的剂量依赖效应以及对 AKT/mTOR/ULK1

信号通路的调控作用。【结果】高内涵细胞分析实验显示，表达 E423R 蛋白的报告细胞中 RFP-LC3

荧光斑点明显增多，表明 E423R 蛋白可以诱导自噬发生活化；Western blotting 分析证实，E423R

蛋白表达促使 LC3-Ⅱ/β-actin 显著升高，p62 的表达水平显著下调；共聚焦结果显示 E423R 蛋白可

增强 GFP-LC3 的表达，促使 GFP-LC3 与 Lyso-Tracker Red 荧光共定位明显增多，诱导自噬体与溶

酶体融合；同时，E423R 蛋白表达水平与 HeLa 细胞中的 LC3-Ⅱ表达水平呈正相关，E423R 蛋白能下

调 mTOR 信号通路中 p-AKT、p-mTOR、p-ULK1 (Ser757)的表达。【结论】本研究揭示了 ASFV 

E423R 蛋白通过 AKT/mTOR/ULK1 信号通路诱导完整的细胞自噬过程，E423R 与 LC3-Ⅱ的表达呈

一定程度的剂量依赖效应，为深入研究自噬在 ASFV 感染与致病机制中的功能奠定了基础。
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Abstract: [Objective] To explore the autophagy induced by the African swine fever virus (ASFV) 
protein E423R. [Methods] The RFP-LC3 fluorescent spots following the transfection of HeLa-
DifluoTM hLC3 cells with pCMV-Myc-E423R was quantified by the High-Content Analysis 
System, and the autophagic flux was assessed. The expression levels of key autophagy proteins, 
LC3- Ⅱ and SQSTM1/p62, in HeLa cells were analyzed via Western blotting. Co-localization of 
autophagosomes and lysosomes was examined by laser confocal microscopy. Additionally, Western 
blotting was employed to investigate the dose-dependent effect of E423R on LC3-Ⅱ expression and 
the regulatory effect of E423R on the AKT/mTOR/ULK1 signaling pathway. [Results] The High-
Content Analysis System demonstrated a significant increase in RFP-LC3 fluorescence spots in the 
reporter cells expressing E423R, suggesting that E423R induced the activation of autophagy. 
Western blotting further confirmed that the expression of E423R significantly elevated the LC3-Ⅱ/
β -actin ratio while decreasing the expression level of p62. Confocal microscopy results indicated 
that E423R enhanced the expression of GFP-LC3, promoted the co-localization of GFP-LC3 with 
Lyso-Tracker Red, and facilitated the fusion of autophagosomes and lysosomes. Additionally, the 
expression level of E423R exhibited a positive correlation with the expression level of LC3-Ⅱ in 
HeLa cells. Furthermore, E423R down-regulated the expression of p-AKT, p-mTOR, and p-ULK1 
(Ser757) in the mTOR signaling pathway. [Conclusion] This study demonstrates that the ASFV 
E423R protein induces complete autophagy via the AKT/mTOR/ULK1 signaling pathway, 
exhibiting a dose-dependent effect on LC3-Ⅱ expression to a certain degree. These findings provide 
a foundation for further investigation into the infection and pathogenic mechanisms of ASFV.
Keywords: African swine fever virus (ASFV); E423R; autophagy; AKT/mTOR/ULK1 signaling 
pathway

非洲猪瘟(African swine fever, ASF)是由非洲

猪瘟病毒(African swine fever virus, ASFV)感染引

起的一种急性、出血性传染病。患病家猪和野

猪表现出高热、皮肤及内脏器官出血性病变等

症状。由于尚无有效的疫苗和特效治疗药物，

非洲猪瘟疫情难以控制，严重影响着我国乃至全

球养猪业的运营与发展[1-2]。ASFV 是一种包膜、

胞质的双链 DNA 病毒，基因组为 170−193 kb，
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编码 68 种结构蛋白和 100 多种非结构蛋白[3]，

参与调节病毒复制、装配、蛋白质修饰以及与

宿主细胞的交互作用等多个过程[4-5]。例如：

p150、p37、p14、p34、p35 和 p15 是病毒粒子

核衣壳的主要成分，参与病毒装配[6]；CD2v 使

红细胞吸附到被感染的细胞表面，促进病毒进

一步感染[7]；p30 是一种早期膜蛋白，能够诱导

机体发生快速且强烈的免疫应答，被视为 ASFV

感染早期的检测标志[8]。然而，ASFV 编码的大

多数蛋白的功能仍然未知。

自噬对维持细胞稳态至关重要。细胞能够

通过自噬清除入侵的病原体，从而抵抗病毒感

染[9-11]。研究显示，ASFV 可以参与调节宿主细

胞自噬[12]。其中，ASFV E199L 蛋白可通过与

PYCR2 相互作用，降低 PYCR2 的表达，诱导

细胞自噬[13]；ASFV K205R 蛋白通过诱导内质

网应激激活自噬通路[14]；ASFV p17 蛋白与宿主

胞内蛋白 TOMM70 结合，促进线粒体自噬受体

SQSTM1 与 TOMM70 的结合，从而诱导线粒体

自噬[15]。然而，ASFV 致病机制复杂，编码蛋白

众多，其与自噬的关系仍未被完全阐明。

ASFV E423R 蛋白是一种未表征蛋白，由

Cackett 等[16]通过高通量测序手段发现，其在

ASFV 复制周期后期表达。Rodríguez 等[17]通过

氨基酸序列比对发现，E423R 蛋白可能与双组

分信号传导蛋白组氨酸激酶相关，参与调控

DpiA 等转录调控蛋白的磷酸化。目前有关

ASFV E423R 蛋白的相关研究报道非常少。为了

探究 E423R 与细胞自噬的关系，本研究通过高

内涵细胞分析技术，分析 ASFV E423R 蛋白对

自噬体形成的影响；使用 Western blotting 检测

自噬关键蛋白 LC3-Ⅱ、p62 的表达；利用激光共

聚焦技术观察 E423R 表达下自噬小体与溶酶体

的共定位；通过 Western blotting 探索 E423R 蛋

白与 LC3- Ⅱ 是否存在剂量依赖效应，以及

E423R 参与细胞自噬的具体通路，以期为深入

研究 ASFV 病毒蛋白调节细胞自噬的机制提供

理论依据。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　细胞和质粒

HeLa 细胞、HeLa-DifluoTM hLC3 自噬报告

细胞系均由本实验室保存，使用含 10% 胎牛血

清(fetal bovine serum, FBS)的 DMEM 培养基进

行培养。其中，HeLa-DifluoTM hLC3 自噬报告细

胞系在含有 100 µg/mL ZeocinTM 的生长培养基中

进行培养和细胞传代。pCMV-Myc 载体由本实

验室保存。

1.2　主要试剂

无内毒素质粒小提中量试剂盒，Tiangen 公

司；细胞培养基 DMEM、胎牛血清、胰酶、

Opti-MEM ( 转 染 用 培 养 基)， Gibco 公 司 ；

Lip2000 Transfection Reagent， Biosharp 公 司 ；

180 kDa Prestained Protein Marker、180 kDa Plus 

Prestained Protein Marker，Vazyme 公司；SDS-

PAGE 蛋白上样缓冲液(5×)、Myc 抗体(小鼠单

抗)、β-Actin Mouse Monoclonal Antibody、mTOR 

Rabbit Monoclonal Antibody、 山 羊 抗 兔 Alexa 

Fluor 488、山羊抗小鼠 DyLight 405 抗体，上海

碧云天生物技术股份有限公司；LC3 Polyclonal 

Antibody， 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 ；

SQSTM1/p62 Recombinant Rabbit Monoclonal 

Antibody、 AKT1/2/3 Recombinant Rabbit 

Monoclonal Antibody、 Phospho-AKT (S473) 

Recombinant Rabbit Monoclonal Antibody、

Anti-ULK1 Recombinant Rabbit Monoclonal 

Antibody、 Phospho-mTOR (S2448) Mouse 

Monoclonal Antibody，杭州华安生物技术有限公

司；Goat Anti Rabbit IgG HRP、Goat Anti Mouse 

IgG HRP， ABclone 公 司 ； ULK1 (Phospho 

Ser757) Rabbit Polyclonal Antibody，苏州博特龙

免疫技术有限公司。
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1.3　 ASFV E423R、 ASFV E199L、

ASFV DP238L 真核表达质粒的构建及

表达

ASFV E423R 基 因 (GenBank 登 录 号 为

AAA65355.1)、ASFV E199L 基因(GenBank 登录

号为 AAA65358.1)、ASFV DP238L 基因(GenBank

登录号为 AAA65373.1)均由生工生物工程(上海)

股份有限公司合成，并插入到 pCMV-Myc 表达

载体的 EcoR Ⅰ和 Eag Ⅰ酶切位点之间。将 pCMV-

Myc、 pCMV-Myc-E423R、 pCMV-Myc-E199L、

pCMV-Myc-DP238L 分别转染至 HeLa 细胞，

24 h 后使用 Western 及 IP 细胞裂解液裂解细胞，

收集总蛋白。使用 Myc 抗体(小鼠单抗)作为一

抗，通过 Western blotting 检测 E423R、E199L、

DP238L 蛋白的表达情况。

1.4　E423R 蛋白对自噬体形成的影响

将自噬报告细胞 HeLa-Difluo™ hLC3 接种于

96 孔板，37 ℃、5% CO2 培养过夜。待细胞生

长至 70% 后，转染 200 ng pCMV-Myc-E423R，

24 h 后使用 1:1 混匀的甲醇:丙酮进行固定，PBS

清洗 3 遍，加入 DAPI 荧光染料 37 ℃避光标记

8 min。设置如下对照：Mock 组(空白对照，不

进行质粒转染、Rapamycin 处理)，EV 组(阴性

对照，200 ng pCMV-Myc 转染)，Rapamycin 组

(阳性对照，使用 25 μmol/L Rapamycin 处理细

胞，2 h 后再进行固定等后续操作)，E199L 组

(阳性对照，使用 pCMV-Myc-E199L 质粒进行转

染)，DP238L 组 (无关对照，使用 pCMV-Myc-

DP238L 质粒进行转染）。使用 Operetta CLS 高

内涵细胞成像仪 HCA 进行自噬体与荧光共定位

观察。

1.5　E423R 蛋白对自噬关键蛋白 LC3、

SQSTM1/p62 表达的影响

为了评价 E423R 蛋白对自噬关键蛋白 LC3、

SQSTM1/p62 的影响，将 HeLa 细胞接种于 24 孔

培养板，进行如下处理：分别使用 800 ng 

pCMV-Myc、 pCMV-Myc-E423R、 pCMV-Myc-

E199L 转染 HeLa 细胞。收样前 2 h 更换含

25 μmol/L 雷帕霉素或 100 nmol/L 巴佛洛霉素

A1 的 DMEM，继续培养至 24 h，收取总蛋白。

通过 Western blotting 检测 LC3、 SQSTM1/p62

的表达水平。

1.6　E423R 蛋白对自噬流的影响

为了进一步探究 E423R 蛋白对自噬过程的

影响，将 HeLa 细胞接种于放有细胞爬片的 24 孔

板中，于 37 ℃、5% CO2 培养过夜。使用 800 ng 

pCMV-Myc-E423R 进行转染，24 h 后加入 PBS

清洗细胞。使用 37 ℃预热的 4% 多聚甲醛，室温

固定 15−20 min，PBS 清洗，加入 0.5% Triton 

X-100 400 μL 常温破膜 20 min。将细胞在含 5% 

BSA 的 PBS 中 37 ℃封闭 2 h，依次孵育 LC3 

Polyclonal Antibody、Myc 抗体(小鼠单抗)，置于

4 ℃、40 r/min 的水平摇床上过夜。PBS 清洗

4 次，每次 5 min，加入山羊抗兔 Alexa Fluor 

488、山羊抗小鼠 DyLight 405 37 ℃孵育 2 h，

PBS 清洗 4 次，每次 5 min，加入甘油、指甲油

封片。设置如下对照：Mock 组(空白对照，不进

行质粒转染、Rapamycin 处理)，EV 组(阴性对照，

使用 800 ng pCMV-Myc 转染)，EV+Rapamycin 组

(阳性对照，使用 800 ng pCMV-Myc 进行转染)，

22 h 后使用 25 μmol/L 雷帕霉素处理 2 h 再进行

固定等后续操作。

1.7　E423R 蛋白诱导自噬剂量依赖效应

探究

为了检测 E423R 与 LC3-Ⅱ蛋白之间是否存

在剂量依赖效应，使用 24 孔板接种 HeLa 细胞，

分别将 600 ng pCMV-Myc 转染 HeLa 细胞作为

对照组，将 200、 400、 600、 800、 1 000 ng 

pCMV-Myc-E423R 转染到 HeLa 细胞，24 h 后收

取总蛋白。使用 Myc 抗体 (小鼠单抗)、LC3 

Polyclonal Antibody 作为一抗，通过 Western 

blotting 检测 E423R、LC3 的表达水平。
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1.8　E423R 蛋白对 AKT/mTOR/ULK1

信号通路的调控作用

为了探究 E423R 蛋白诱导细胞自噬所涉及

的信号通路，使用 24 孔板接种 HeLa 细胞，将

pCMV-Myc-E423R 分别以 200、400、600、800、

1 000 ng 的剂量转染到 HeLa 细胞；同时设立对

照组，将 pCMV-Myc 以 600 ng 的剂量转染到

HeLa 细胞。24 h 后，进行裂解、收样。使用

AKT1/2/3 Recombinant Rabbit Monoclonal 

Antibody、 Phospho-AKT (S473) Recombinant 

Rabbit Monoclonal Antibody、 mTOR Rabbit 

Monoclonal Antibody、 Phospho-mTOR (S2448) 

Mouse Monoclonal Antibody、 Anti-ULK1 

Recombinant Rabbit Monoclonal Antibody、

ULK1 (Phospho Ser757) Rabbit Polyclonal 

Antibody 作为一抗，通过 Western blotting 检测

AKT、p-AKT、mTOR、p-mTOR、ULK1 等蛋

白的表达水平。

1.9　统计学分析

将试验所得数据通过 GraphPad Prism 8 软件

进行 t 检验分析，统计学差异用 P 值表示，*：

P<0.05；**：P<0.01，***：P<0.001。所有涉及

统计学分析的数据至少重复 3 次。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　E423R、E199L、DP238L蛋白表达的

鉴定

为 检 测 pCMV-Myc-E423R、 pCMV-Myc-

E199L、pCMV-Myc-DP238L 质粒是否表达，分

别 将 pCMV-Myc-E423R、 pCMV-Myc-E199L、

pCMV-Myc-DP238L 质粒转染 HeLa 细胞，24 h

后收取总蛋白，以 Myc 抗体(小鼠单抗)作为一

抗进行 Western blotting。结果如图 1 所示，

pCMV-Myc-E423R 转染组在 48 kDa 左右有明显

可见的条带(图 1A)，pCMV-Myc-E199L 转染组

在 22 kDa 左右有明显可见的条带 ( 图 1B)，

图1　E423R、E199L、DP238L蛋白表达的鉴定

Figure 1　Identification of expression of E423R, E199L and DP238L proteins. A: Western blotting was used to 

detect the expression of E423R protein (Lane M: 180 kDa Prestained Protein Marker; Lane 1: pCMV-Myc; Lane 

2: pCMV-Myc-E423R); B: Western blotting was used to detect the expression of E199L protein (Lane M: 180 kDa 

Plus Prestained Protein Marker; Lane 1: pCMV-Myc; Lane 2: pCMV-Myc-E199L); C: Western blotting was used 

to detect the expression of DP238L protein (Lane M: 180 kDa Prestained Protein Marker; Lane 1: pCMV-Myc; 

Lane 2: pCMV-Myc-DP238L).
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pCMV-Myc-DP238L 转染组在 27 kDa 左右有明

显可见的条带(图 1C)，与预期结果一致，而空

载体转染组未见条带，表明 E423R、E199L、

DP238L 蛋白在真核细胞中成功表达。

2.2　E423R 蛋白诱导自噬体形成

通过高内涵实验探究 E423R 蛋白对细胞自

噬的影响。HeLa-DifluoTM hLC3 细胞是来源于

HeLa 细胞系的自噬报告细胞，能够表达融合蛋

白 RFP::GFP::LC3，通过检测双荧光或单荧光红

色 LC3 斑点实时监测自噬通量。在自噬早期，

RFP 和 GFP 信号都被检测到。随着自噬体与溶

酶体的融合，GFP 荧光减弱，只留下可见的

RFP 荧光。一般通过 RFP-GFP 阳性细胞的荧

光斑点百分比或 RFP 阳性细胞的荧光斑点

百分比评估自噬通量。如图 2A 所示，未处理

组(Mock)、空载体组(EV)与 pCMV-Myc-DP238L

转染组(DP238L)中的自噬活性处于较低水平，

GFP-LC3、RFP-LC3 融合蛋白在胞质中主要呈

弥散分布；而在雷帕霉素刺激组(Rapamycin)、

pCMV-Myc-E199L 转染组(E199L)和 pCMV-Myc-

E423R 转染组(E423R)中，GFP-LC3、RFP-LC3

融合蛋白积聚在自噬体膜上，形成明亮的红、

绿荧光斑点。通过高内涵分析系统对 HeLa-

DifluoTM hLC3 的 RFP-LC3 荧光斑点数进行量化

分析(图 2B)，与 EV 组相比，E423R 组中 RFP-LC3

荧光斑点明显增多 (P<0.05)。上述结果表明，

E423R 蛋白能够诱导自噬过程起始，促进早期

自噬体的形成。

2.3　E423R 蛋白诱导完整的细胞自噬

过程

为检测 E423R 蛋白对细胞自噬的促进作用，

采 用 Western blotting 分 析 检 测 pCMV-Myc-

E423R 转染后 HeLa 细胞中 LC3-Ⅱ、p62 的表达

水平。如图 3A 所示，与空白对照组(Mock)和空

载体组(EV)相比，pCMV-Myc-E423R 转染及阳

性对照 pCMV-Myc-E199L 转染的细胞中 LC3-Ⅱ

水平均升高；使用 ImageJ 对 LC3 表达量进行灰

度分析，与空载体组相比，pCMV-Myc-E423R

转染后 LC3-Ⅱ/β-actin 显著升高(P<0.05) (图 3B)。

自噬体的累积可能是由于自噬诱导或自噬流的

阻断。为测定 E423R 蛋白诱导的自噬过程是

否完整，进一步检测 p62 的表达水平，与空载

体组相比，在转染 24 h 后 p62 表达水平降低

(图 3A)；使用 ImageJ 对 p62 表达量进行灰度分

析，与空载体组相比，pCMV-Myc-E423R 转染

后 p62/β-actin 显著降低(P<0.05) (图 3C)。为进

一步确定 E423R 蛋白是否影响自噬通量，使用

巴佛洛霉素 A1 处理 pCMV-Myc-E423R 转染的

细胞。结果显示，与未刺激组相比，添加巴佛

洛霉素 A1 的刺激组诱导的 LC3-Ⅱ积累更多，并

且未引起 p62 降解(图 3D)。同时灰度分析表明，

与未刺激组相比，添加巴佛洛霉素 A1 的刺激组

的 LC3-Ⅱ/β-actin (图 3E)与 p62/β-actin (图 3F)均

上升。因此，E423R 蛋白能够促进完整的细胞

自噬过程。

2.4　E423R 蛋白诱导自噬体与溶酶体在

HeLa 细胞中的共定位

为进一步证实 E423R 蛋白诱导自噬过程的

完整性，通过激光共聚焦显微镜观察 E423R 蛋

白诱导细胞产生自噬体积累以及自噬小体与溶

酶体的共定位情况。利用 pCMV-Myc-E423R 转

染 HeLa 细胞，Lyso-Tracker Red 染料标记细胞

的酸性溶酶体，在激光共聚焦显微镜下观察自

噬体和 Lyso-Tracker Red 在细胞中的共定位。结

果如图 4A 所示，在 pCMV-Myc-E423R 转染组

(E423R)中能够观察到自噬小体与溶酶体在细胞

质内共定位，说明 E423R 蛋白能够诱导自噬小

体与溶酶体融合。利用 ImageJ 软件进行统计分

析，pCMV-Myc-E423R 转染组(E423R)中，LC3

荧光斑点(图 4B)、自噬体与 Lyso-Tracker Red 的

共定位(图 4C)与空载体组 EV 相比均明显增加

(P<0.01、P<0.001)。以上结果表明，E423R 蛋

白能够诱导自噬体与酸性溶酶体融合，进一步
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图2　E423R蛋白诱导自噬体形成

Figure 2　 E423R protein promotes the formation of autophagosomes. A: The impact of E423R protein on 

autophagosome formation was assessed using High-Content Analysis System; B: Quantitative analysis of High-

Content Analysis results. Mock: Blank control; Rapamycin: 25 μmol/L rapamycin stimulation; EV: pCMV-Myc; 

DP238L: pCMV-Myc-DP238L; E199L: pCMV-Myc-E199L; E423R: pCMV-Myc-E423R. *: P<0.05.
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验证了 E423R 蛋白诱导的自噬在 HeLa 细胞中

是一个完整的过程。

2.5　 E423R 蛋白诱导自噬关键蛋白

LC3-Ⅱ表达并呈剂量依赖

为检测 E423R 蛋白对细胞内自噬关键蛋白

LC3- Ⅱ的促进作用，将 200− 1 000 ng pCMV-

Myc-E423R 或 pCMV-Myc (EV 组)分别转染到

HeLa 细胞中，24 h 后通过 Western blotting 测定

LC3-Ⅱ表达水平。如图 5A、5B 所示，在检测范

围内 E423R 表达量越高，LC3-Ⅱ表达量越多。

结果表明，E423R 蛋白能够激活自噬过程，并

且与 LC3-Ⅱ呈现剂量依赖性。

2.6　 E423R 蛋 白 通 过 AKT/mTOR/

ULK1 信号通路激活自噬

在自噬通路中存在许多关键蛋白，这些蛋

白通过相互作用对自噬进行调控。根据 Western 

blotting 结果观察到，使用 200−1 000 ng pCMV-

Myc-E423R 转染时，随着转染剂量升高，磷酸

化的 AKT 和 mTOR 逐渐降低 (图 6)，p-ULK1 

(Ser757)的磷酸化逐渐减少，表明 E423R 蛋白激

活了 ULK1，上调自噬信号通路。这一结果表明

AKT/mTOR/ULK1 通路受到 E423R 蛋白的抑

图3　ASFV E423R蛋白诱导完整的细胞自噬过程

Figure 3　Complete autophagy induced by ASFV E423R protein. A: Western blotting was used to detect the 

effect of E423R protein on the expression of autophagy-related proteins LC3 and p62; B: The gray values of the 

protein LC3-Ⅱ; C: The gray values of the protein p62; D: Western blotting was employed to assess the autophagic 

function of E423R in response to stimulation by bafilomycin A1; E: The gray values of LC3- Ⅱ stimulated by 

bafilomycin A1; F: The gray values of p62 stimulated by bafilomycin A1. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001.
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图4　E423R蛋白诱导自噬体与溶酶体在HeLa细胞中的共定位

Figure 4　E423R protein induces autophagosome-lysosomal colocalization in HeLa cells. A: The acid lysosomes 

were stained with Lyso-Tracker Red, and the HeLa cells were immunolabeled with LC3 (green fluorescence) and 

ASFV recombinant plasmid (blue fluorescence) after transfection for 24 h; B: LC3 spots were counted using 

ImageJ software; C: Autophagosomes and lysosomes colocalization were counted using ImageJ software. Scale: 

50 μm. **: P<0.01. ***: P<0.001.
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制，并且在检测浓度范围内具有剂量依赖性。

综上所述，E423R 蛋白通过 AKT/mTOR/ULK1

信号通路激活了自噬。

3　讨论与结论　讨论与结论

自噬是一种高度保守的分解代谢过程，通

常被认为是细胞的一种保护机制。自噬体与溶

酶体融合形成自噬溶酶体，导致被吞噬的成分

降解并产生营养物质[18]。病毒与细胞自噬之间

存在复杂的相关性。一方面，自噬可以用来降

解病毒颗粒；另一方面，一些病毒阻断自噬降

解，甚至通过促进细胞自噬进行复制[19]。研究

显示，ASFV 可以调节宿主细胞自噬，但是关于

ASFV 与宿主细胞自噬的关系仍未完全阐明[12]。

图5　E423R蛋白诱导自噬关键蛋白LC3-Ⅱ表达并呈剂量依赖性

Figure 5　E423R protein can induce the expression of LC3-Ⅱ in a dose-dependent manner. A: Western blotting 

was used to detect the effect of gradient overexpression of LC3-Ⅱ on the expression of E423R in HeLa cells; B: 

Grayscale analysis of Western blotting results.

图6　E423R蛋白通过AKT/mTOR/ULK1信号通路激活自噬

Figure 6　E423R protein activates autophagy through the AKT/mTOR/ULK1 signaling pathway.
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因此，解析 ASFV 蛋白与宿主细胞自噬之间的

关系能够为开发新的抗病毒药物提供可能的靶

点线索，为深入研究 ASFV 感染的机制提供理

论依据。

ASFV 与自噬之间存在复杂的相互作用，在

ASFV 感染过程中自噬很可能发挥抗病毒作用，

然而自噬与 ASFV 感染之间的研究仍然不足。

ASFV E423R 蛋白是一种未表征蛋白，在 ASFV

复制周期的后期表达[16]。在本研究中，着重关

注 ASFV E423R 蛋白对细胞自噬的调控作用。

鉴定完整的自噬发生过程通常包括 3 个指标：

LC3 荧光斑点的形成、LC3-Ⅱ的积累和 p62 的降

解[20-21]。因此，本研究通过高内涵分析系统对

HeLa-DifluoTM hLC3 细胞中 RFP-LC3 荧光斑点

数进行量化分析。高内涵分析技术是一种结合

了自动化细胞成像和复杂图像分析的高通量筛

选技术，它兼顾了直观与批量统计分析的优点，

能够通过自动化细胞成像的方法对多孔板每一

个孔的细胞进行单细胞水平状态和总体趋势的

分析，常用于细胞的自噬水平评估，通过 RFP-

LC3、GFP-LC3 荧光斑点积聚判断细胞自噬水

平[22]。Zhou 等[23]通过高内涵分析技术对肠炎沙

门菌菌株 Z11 的转座子突变文库进行筛选，发

现 RfbD 基因对自噬有影响。Gao 等[24]通过对

107 个 LSCC 组 织 和 成 对 的 癌 旁 正 常 黏 膜

(adjacent normal mucosal, ANM)组织进行高内涵

筛选，鉴定出抑制自噬的 circRNA circPARD3。

同样地，本研究通过高内涵细胞分析实验评估

HeLa-DifluoTM hLC3 细 胞 的 自 噬 水 平 。 当

E423R 蛋白表达时，HeLa-DifluoTM hLC3 细胞

中出现了大量的 RFP、GFP 斑点，并且与空载

体组相比，RFP 斑点明显增多，说明 E423R 蛋

白的存在使得 LC3 融合蛋白在自噬体上发生积

聚，促进自噬的起始过程。通过 Western blotting

实验探究 E423R 蛋白诱导自噬过程的完整性，

结果显示 pCMV-Myc-E423R 真核表达质粒转染

24 h 后，LC3-Ⅱ的表达量显著升高，p62 降解，

并且随着 E423R 转染剂量增加，LC3-Ⅱ的表达

量增加，呈正相关。同时，通过共聚焦显微镜

观察到 LC3 荧光斑点的形成以及与酸性溶酶体

共定位。这些观察结果证实，ASFV E423R 蛋白

诱导自噬体形成，并与自噬溶酶体融合。因此，

E423R 能够诱导 HeLa 细胞内完整的自噬过程。

与本研究结果一致，ASFV E199L 也是病毒

的一种晚期表达蛋白，它可以通过与 PYCR2 相

互作用，诱导 HEK293T 细胞完整的自噬发生过

程[13,25]；ASFV K205R 蛋白激活内质网应激，引

发机体促炎反应，进而激活自噬，促进抗病毒

免疫[14]；ASFV p17 蛋白通过促进 p62 与 TOMM70

的相互作用促进线粒体自噬[15]。然而 ASFV 也

存在抑制自噬的蛋白，如 ASFV A179L 通过与

Beclin1 BH3 结构域相互作用抑制自噬，从而操

纵细胞凋亡控制感染[26-28]。

AKT/mTOR/ULK1 作为经典自噬通路，参

与调控多种病毒感染过程。正常状态下，AKT、

mTOR 蛋白抑制自噬，当自噬激活，AKT、

mTOR 蛋白去磷酸化，下游的 ULK1 通过改变

磷酸化位点募集 ATG 家族蛋白，促使自噬体形

成[29-30]。与 ASFV 同属于 DNA 病毒的人乳头瘤

病毒(human papilloma viruses, HPV)通过表皮生

长 因 子 受 体 (epidermal growth factor receptor, 

EGFR)和 PKB/AKT 相互作用，导致 mTOR 发生

磷酸化[31]。有研究证实，ASFV 感染能够激活

mTOR， 抑 制 自 噬 相 关 基 因 Atg2A、 Atg9A、

Atg101、Atg4B、Atg7 的表达[32]。ASFV K205R

通过抑制 AKT、mTOR 磷酸化从而激活 ULK1，

激活自噬[14]。本研究结果也同样表明，E423R

蛋白通过影响 AKT/mTOR/ULK1 信号通路调节

细胞自噬。E423R 蛋白能够诱导 HeLa 细胞自

噬，并通过 AKT/mTOR/ULK1 信号通路增强细

胞自噬的发生。

综 上 所 述 ， 本 研 究 通 过 高 内 涵 分 析 、

Western blotting、激光共聚焦技术，证实了

ASFV E423R 蛋白具有诱导 HeLa 细胞自噬的功

能。进一步地，Western blotting 分析显示，随着

E423R 蛋白表达量上升，LC3-Ⅱ表达量也逐渐上
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升，E423R 与 LC3-Ⅱ之间具有剂量依赖效应。

然而，E423R 通过下调 AKT、mTOR 的磷酸化

水平从而调控 ULK1，诱导完整的自噬发生过

程。本研究丰富了 ASFV E423R 蛋白的自噬功

能，为研究 ASFV 与自噬的关系提供了有意义

的参考，为开发新的抗病毒药物提供理论基础。
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