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摘   要：为了筛选和鉴定与猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)非结构蛋白

15 (non-structural protein 15, Nsp15)互作的关键宿主蛋白，通过 IP/pull-down beads 结合质谱技术筛

选、鉴定与 PEDV 非结构蛋白 Nsp15 互作的宿主蛋白，并利用免疫共沉淀(co-immunoprecipitation)、
激光共聚焦验证其互作关系，最后应用 Western blotting 和实时荧光定量多聚核苷酸链式反应

(real-time quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR)初步明确宿主蛋白 SLC25a3 与 PEDV 之

间的作用关系。本研究成功构建了 Nsp15 重组真核表达载体 pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp15，并筛选出

与 PEDV Nsp15 互作的宿主蛋白 SLC25a3。免疫共沉淀及激光共聚焦结果显示 PEDV Nsp15 与宿

主蛋白 SLC25a3 存在互作关系。宿主蛋白 SLC25a3 能够显著抑制 PEDV 复制且呈现剂量依赖性。

本研究为进一步探究 SLC25a3 在抗 PEDV 免疫应答中的作用及机制提供了参考。 
关键词：猪流行性腹泻；非结构蛋白；蛋白互作；病毒复制 
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Abstract: To screen and identify the key host proteins interacting with the non-structural 
protein 15 (Nsp15) of porcine epidemic diarrhea virus (PEDV). The IP/pull-down assay and 
mass spectrometry were employed to screen and identify the host proteins interacting with 
Nsp15. The interaction between the host protein and Nsp15 was studied by co-immunoprecipitation 
and laser scanning confocal microscopy. Finally, Western blotting and RT-qPCR were employed 
to examine the interaction between SLC25a3 and PEDV. The recombinant eukaryotic expression 
vector pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp15 was successfully constructed, and the host protein SLC25a3 
interacting with PEDV Nsp15 was screened out. An interaction existed between SLC25a3 and 
Nsp15, and SLC25a3 significantly inhibited PEDV replication in a dose-dependent manner. 
SLC25a3 inhibits PEDV replication. The results of this study provide a basis for deciphering the 
role and mechanism of SLC25a3 in the host immune response to PEDV infection. 
Keywords: porcine epidemic diarrhea; non-structural proteins; protein-protein interaction; virus 
replication 

 
 

猪流行性腹泻 (porcine epidemic diarrhea, 
PED) 的 病 原 为 猪 流 行 性 腹 泻 病 毒 (porcine 
epidemic diarrhea virus, PEDV)，其临床症状为

呕吐、腹泻、脱水。患病猪的病理变化及症状

与猪传染性胃肠炎(transmissible gastroenteritis 
of swine, TGE)相似[1-2]。各种发育阶段的猪都能

感染 PED，其中哺乳仔猪受害最为严重，仔猪

病死率高达 100%[3]。PED 于 1971 年在英国被首

次发现，20 世纪 80 年代初在我国陆续出现，多发

生在每年 12 月至翌年 1−2 月，夏季也有病例出现，

严重危害我国生猪养殖业的健康发展[4-5]。 
PEDV 基因组大小约为 28 kb，可编码纤突

蛋白(spike, S)、膜蛋白(membrane, M)、衣壳蛋

白(nucleocapsid, N)和囊膜蛋白(envelope, E)这  
4 个结构蛋白、Nsp1−Nsp16 等 16 个非结构蛋白和

辅助性蛋白 ORF3[6]。非结构蛋白 Nsp15 是一个包

含 339 个氨基酸的多肽，是一种核糖核酸内切酶，

由主蛋白酶 Nsp5 在 pp1ab 位点 6139NLQ↓GLE6144

和 6478QLQ↓ASE9483 裂解而成，参与病毒复制，

并协助病毒逃避宿主的抗病毒防御机制。有研

究发现 PEDV Nsp15 能够抑制宿主细胞干扰素

(interferon, IFN)和应激颗粒的产生，从而拮抗宿

主天然免疫应答[7]。 
N 蛋白是一种碱性磷蛋白，包含多个潜在

的磷酸化位点，能够与病毒 RNA 结合，是 PEDV
感染早期诊断的靶点。PEDV 病毒感染宿主细
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胞后，病毒蛋白中表达量最高的是 N 蛋白，在

维持病毒基因组的稳定性与生存力方面起到重

要作用，因此本研究以 N 蛋白的表达水平来代

表 PEDV 的增殖水平。 
溶质载体 25 家族成员 3 (solute carrier 

family 25 member 3, SLC25a3)在细胞中发挥着

重要的功能，它编码一种内膜蛋白，分子量约

为 34 kDa。SLC25a3 广泛存在于多个组织和器

官中，参与许多重要的生理过程[8]。近年来，研

究人员还发现 SLC25a3 在肿瘤中的表达与肿瘤发

展和治疗反应密切相关，SLC25a3 已经成为治疗

癌症的抗体药物和小分子化合物的潜在靶点[8]。

通过调控 SLC25a3 的表达和功能，可以有效干预

肿瘤细胞的代谢途径，抑制其生长和扩散[9]。 
目前，SLC25a3 在病毒感染方面的相关研

究较少，SLC25a3 在病毒中的作用机制及功能

尚不明晰，本研究应用 IP/pull-down 结合质谱

技术，筛选并鉴定出能够显著抑制 PEDV 复制

的 SLC25a3，以期为探究 PEDV 在宿主细胞中

的复制机制提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  质粒、菌株、细胞及病毒 

pcDNA3.1(+)载体、大肠杆菌 DH5α、猪肾上

皮细胞(LLC-PK)、人肾上皮细胞(HEK-293T)、非

洲绿猴肾细胞(Vero)及 PEDV 毒株 CH/HBXT/ 
2018 (GenBank 登录号：MH816969)均由本实验

室保存。 

1.2  试剂及耗材 
GoScriptTM 反转录试剂购自普洛麦格 (北

京)生物技术有限公司。EndoFree Plasmid Midi 
Kit 购自 Omega Bio-Tik 公司；限制性内切酶

BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ、T4 DNA 连接酶均购自 New 
England Biolabs 公司。One Step PrimeScriptTM 

RT-PCR Kit、PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase
均购自宝日医(北京)生物技术有限公司。MEM
培养基、DMEM 培养基、胎牛血清和胰酶均购

自赛默飞世尔科技公司。Flag 和 Myc 抗体均购

自艾比玛特生物医疗(上海)有限公司。β-actin、
辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)
标记山羊抗小鼠抗体、HRP 标记山羊抗兔抗体

和 488 标记山羊抗小鼠 IgG H&L 均购自北京中

杉金桥生物技术有限公司。山羊抗兔 IgG H&L
购自艾博抗(上海)贸易有限公司。 

1.3  引物设计与合成 
本 研 究 以 PEDV 毒 株 CH/HBXT/2018 

(GenBank 登录号：MH816969)序列和 Sus scrofa
源的 SLC25a3 基因序列 (GenBank 登录号：

NM_001164512.2)作为参考，利用 SnapGeneTM 

1.1.3 软件设计出特异性的 Nsp15、SLC25a3 上

游和下游引物，引物序列见表 1，引物由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.4  真核表达载体构建及表达 
提取 PEDV 感染 LLC-PK 细胞的总 RNA，

按照反转录 Promega GoScriptTM 系统说明书操

作得到 cDNA，以 cDNA 为模板，进行 PCR 扩 

 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequences (5ʹ→3ʹ) Product size (bp) 
Nsp15-F CCGGATCCGCCACCATGGATTACAAGGACGATGAC 1 017 
Nsp15-R CCCTCGAGAACATCGCCTTCAACGTGGTGAAG  
SLC25a3-F CGCTCGAGGCCACCATGTTCTCGTCCGTGGCGCAC 1 086 
SLC25a3-R CCGGATCCCTGAGTGTACCCAAGCTTCTTCTTC  
The sequences in bold are BamH I and Xho I restriction sites. 

 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4536 

增。PCR 反应体系：5×PrimeSTAR GXL Buffer 
1mmol/L，dNTP Mix 200 μmol/L，上游引物

0.3μmol/L，下游引物 0.3 μmol/L，cDNA 5 μL，

ddH2O 25 μL，PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 
1.25 U，共 50 μL。反应程序为：98 ℃预变性

3min；95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 40 s ，68 ℃
延伸 1 min，34 个循环；68 ℃再延伸 5 min。回

收 PCR 产物，将扩增出的目的基因进行双酶切

(BamH Ⅰ、Xho Ⅰ)后分别连接至 pCDNA3.1(+)，   
后利用 EndoFree Plasmid Midi Kit 提取质粒，将

质粒进行双酶切鉴定后，筛选正确的阳性质粒

送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序，测

序正确后将其分别命名为 pcDNA3.1(+)-Flag- 
Nsp15 和 pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3。分别转染

pCDNA3.1(+)质粒和 pCDNA3.1(+)-Flag-Nsp15质

粒至 LLC-PK 细胞中，24 h 后收取细胞样品进行

Western blotting 验证。 

1.5  免疫沉淀 
将构建好的质粒转染至 LLC-PK 细胞中，

37 ℃ CO2 培养箱培养 24 h 后取出，用 4 ℃预冷

的 1×PBS 洗 3 次，后加入 300 μL NP40 裂解液

冰上裂解 1 h，裂解完成后 12 000 r/min 离心

4min，取上清 45 μL 至新离心管作为 Input 样
品；取 10 μL 上清利用 BCA 法检测目的蛋白浓

度，并将样品浓度定量至 1 μg/μL，共 1 mL 体

系；每个样品加入 10 μL PMSF (蛋白酶抑制剂)，
3 μL Flag 抗体，4 ℃摇床过夜。过夜后加入

40−50 μL Protein(A+G)，4 ℃摇床孵育 4 h；
1500r/min 离心 3 min 后加入 1 mL 预冷的

1×PBS，4 ℃摇床洗 5 min，重复 3 次。第 3 次弃

上清后按体积加入 4×Loading Buffer 制备 IP 样

品，后进行 Western blotting 验证。 

1.6  Western blotting 检测 
取 IP 和 Input 样品进行 SDS-PAGE，将胶

体中的蛋白转移至硝酸纤维素膜(nitrocellulose, 

NC)上，用含 5%脱脂奶粉的 TBST 在室温封闭

1h。TBST 洗下多余的封闭液，加入 Flag 抗体

(1:5000) 4 ℃过夜孵育。孵育结束后，用 TBST 漂

洗 3 次，每次 10 min，弃掉漂洗液，加入 HRP-
山羊抗小鼠抗体(1:8 000)室温孵育 1 h。漂洗

3 次，每次 10 min，弃掉漂洗液，加入超敏增强

化学发光液(enhanced chemiluminescence, ECL)，
使用 Tanon 5200 仪器观察结果。 

1.7  银染 
根据碧云天快速银染试剂盒进行银染操

作：SDS-PAGE 结束后，将凝胶取出放入约

100mL 的固定液中，固定 10 min 以上。弃固定

液，加入 100 mL 30%乙醇，在摇床上室温摇动

10 min 进行洗涤。使用 200 mL ddH2O 进行洗

涤，100 mL 银染增敏液(1×)室温摇动 2 min 进

行增敏，增敏结束后进行 2 次水洗。弃水加入

100 mL 的银溶液(1×)室温摇动 10 min。弃原有

溶液再次进行水洗，加入 100 mL 银染显色液进

行显色，直至显示出较为理想的蛋白条带。弃

银染显色液，加入 100 mL 银染终止液(1×)，室

温摇床摇动 10 min。终止结束，弃去银染终止

液后再次进行水洗，采用 ddH2O 保存。 

1.8  PEDV Nsp15 互作蛋白 LC-MS/MS 蛋

白分析 
取免疫沉淀样品 20 μL，进行 SDS-PAGE，

待样品电泳进入分离胶将目的胶条切下转移至

新的 1.5 mL 离心管中，−20 ℃保存。互作蛋白

的 LC-MS/MS 蛋白分析委托上海鹿明生物科技

有限公司基于 UltiMate 3000 RSLCnano 超高效

液相串联 Q Exactive Plus 高分辨质谱仪的技术

平台，结合搜库 UniProt 软件，对不同实验组样

本进行蛋白定性(或相对定量)分析。 

1.9  免疫荧光共聚焦实验 
Vero细胞转染 pCDNA3.1(+)-Flag-Nsp15 和

pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3。弃掉培养基，1×PBS
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洗 3 次。加入固定剂 4%多聚甲醛，固定 60 min。
加入 0.25% Triton-100于室温条件下作用 10 min，
1×PBS 洗 3 次。加入 5% BSA 封闭 60 min，PBS
洗 3 次。加入以 1:2 000 稀释的鼠源 Myc 抗体

及兔源 Flag 抗体，4 ℃过夜孵育。PBS 缓冲液

洗 3 次，避光条件下加入 1:2 000 的 488 标记的

山羊抗小鼠 IgG(H+L)及 594 标记的 IgG(H+L)，
37 ℃孵育 60 min。PBS 缓冲液洗 3 次，避光加

入 2 滴 4′,6-二脒基-2-苯基吲哚(4′,6-diamidino- 
2-phenylindole, DAPI) (用 PBS 稀释)，室温静置

5min，PBS 洗 3 次，在激光共聚焦显微镜下观察。 

1.10  实时荧光定量 PCR  
提取细胞样品 RNA，按照 Prime Script™ One 

Step RT-PCR Kit Ver.2 试剂盒操作说明加入试

剂，RT-qPCR 反应体系：2×One Step TB Green 
RT-PCR Buffer 2.5 μmol/L，上、下游引物各

0.4μmol/L，模板 RNA 0.5 μmol/L，H2O 7.5 μL。

反应条件：42 °C 5 min；95 °C 10 s；95 °C 5 s，
60 °C 30 s，40 个循环。每个待测样本设置 2 个

重复。使用 C1000TM Thermal Cycler 仪器对 PCR
样品进行分析。 

1.11  半数组织培养感染剂量(tissue culture 
infective dose, TCID50)测定 

将病毒液室温融化，3 500 r/min 离心 2min，
取上清。用 DMEM 培养基(胰酶浓度 20μg/mL)
将病毒进行连续 10 倍稀释。用排枪吸去细胞铺

满 80%左右的 96 孔板中的培养液，PBS 洗 2 次，

再用维持培养基洗 1 次，每个稀释度取 100 μL
加入 96 孔板，每个稀释度设 8 个重复。补加

100 μL 维持培养基至终体积为 200 μL。空白对

照为 200 μL 维持培养基，置于 37 ℃培养，每

日记录细胞病变孔数。用 Reed-Muench 两氏法

计算结果。 

1.12  SLC25a3 对 PEDV 复制的影响 
将 pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3 转染 LLC-PK

细胞，24 h 后将 PEDV (HBXT-P100)毒株以

MOI=0.1 感染细胞。 
感染后的 0、6、12 和 24 h 收取细胞样品

及上清；将 0.2、0.5、1.0、和 1.5 μg 这 4 个不

同梯度浓度的 pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3 质粒

分别进行转染。将 3 条 SLC25a3 的 siRNA 引物

(表 2)以 120 pmol 剂量转染至 LLC-PK 细胞，

24 h 后收取细胞样品，Western blotting 检测是否

有干扰作用。随后将具有干扰效果的 siRNA 进

行转染。 
收集的细胞样品利用 Western blotting 检测

PEDV N 蛋白的表达水平，RT-qPCR 检测 PEDV 
mRNA 水平，收集细胞上清液进行 TCID50 检测

病毒滴度。分别探究过表达 SLC25a3、梯度过

表达 SLC25a3 以及敲低内源性 SLC25a3 对

PEDV 复制的影响。RT-qPCR 反应体系及反应

条件参考 1.11。 

2  结果与分析 
2.1  PEDV Nsp15、SLC25a3 真核表达载

体的构建 
以 PEDV 感染的 LLC-PK 细胞总 RNA 为模

板，反转录后进行 PCR 扩增，2%的核酸胶电泳

结果显示，可观察到清晰的 1 017 bp 的 PEDV 
Nsp15 目的条带(图 1A)及 1 086 bp 的 SLC25a3  

 

表 2  SLC25a3 干扰 RNA 序列 
Table 2  The sequences of SLC25a3 short interfering RNAs (siRNAs) 
Name Sense (5ʹ→3ʹ) Antisense (5ʹ→3ʹ) 
SLC25a3-667 GCUCCUAUGGAAGCUGCUATT UAGCAGCUUCCAUAGGAGCTT 
SLC25a3-706 CCAGGUUAUGCCAACACUUTT AAGUGUUGGCAUAACCUGGTT 
SLC25a3-973 CCUGCUGAUUCUGUGGUAUTT AUACCACAGAAUCAGCAGGTT 
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目的条带(图 1B)，均与预期大小相符，表明成

功克隆出 Nsp15、SLC25a3 这 2 个基因。使用限

制性内切酶 BamH Ⅰ、Xho Ⅰ分别对 pcDNA3.1(+)- 
Flag-Nsp15 和 pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3 进行 
双酶切鉴定(图 1C、1D)，核酸电泳结果显示大

小均与预期大小一致，且测序结果相同。表明重

组质粒 pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp15 和 pcDNA3.1(+)- 
Myc-SLC25a3 构建成功。 

2.2  重组质粒的表达 
鉴定正确的重组质粒 pcDNA3.1(+)-Flag- 

Nsp15 和 pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3 分别转染

LLC-PK 进行 Western blotting 检测，结果显示，

Nsp15 和 SLC25a3 蛋白大小约为 38 kDa 和

34kDa，与预期大小相符。在 Vero 细胞中重复

实验，发现重组质粒 PCDNA3.1(+)-Flag-Nsp15 
(图 2A、2B)和 pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3  

 

 
 

图 1  PEDV Nsp15 基因及 SLC25a3 基因 PCR 扩增(A, B)和双酶切鉴定(C, D) 
Figure 1  Identification of PEDV Nsp15 gene and SLC25a3 gene by PCR amplification (A, B) and double 
digestion (C, D). 

 

 
 

图 2  过表达重组质粒 pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp15 (A, B)和 pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3 (C, D)的
Western blotting 鉴定 
Figure 2  Over expression of recombinant plasmids pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp15 (A, B) and pcDNA3.1(+)- 
Myc-SLC25a3 and Western blotting identification (C, D). 
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(图 2C、2D)在 LLC-PK 细胞和 Vero 细胞中均

能够稳定表达。 

2.3  PEDV NSP15 互作蛋白的 LC-MS/MS
分析 

免疫共沉淀结果显示，条带中的重链、轻

链并无明显干扰，表明成功沉淀潜在互作蛋白

(图 3A)，为检测凝胶中蛋白质进行银染实验，

实验组与对照组存在显著差异(图 3B)，证明存

在结合 PEDV Nsp15 的潜在互作蛋白。根据质

谱结果(表 3)共鉴定出 27 个与 PEDV Nsp15 潜

在互作的宿主蛋白，基于肽段覆盖率、假阳性

率、肽段覆盖率等数据参考可信度进行筛选， 
 

 
 

图 3  PEDV Nsp15 互作蛋白的 LC-MS/MS 结果分析    A：免疫共沉淀 . B：银染检测 . C：总离子

流图 
Figure 3  LC-MS/MS analysis of PEDV Nsp15 interacting proteins. A: Immunoprecipitation. B: Silver 
staining results. C: Total ion current plot. “→” represents significant difference bands.  
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表 3  PEDV Nsp15 的互作蛋白部分信息 
Table 3  Information on the interacting proteins of PEDV Nsp15 
Gene symbol Accession (UniProt) Coverage Unique peptides Aa numbers Mw (kDa) pI Peptides 
SLC25a3 A0A5G2QMB3 4 1 323 34.0 9.2 1 
ACTG1 A0A287A5G1 12 4 378 42.0 5.5 4 
HSPA9 F1RGJ3 4 2 644 70.1 5.6 2 

 
选取 SLC25a3 进行免疫共沉淀验证。 

2.4  PEDV Nsp15 与 SLC25a3 免疫共沉淀

验证 
通过免疫共沉淀验证 PEDV Nsp15 与宿主

蛋白 SLC25a3之间的互作关系，Western blotting
结果显示，在 Input 组中，Nsp15 与 SLC25a3 均稳

定表达且与目的条带大小与预期相符。IP 实验组

表明，诱饵蛋白 Nsp15 成功将目的蛋白 SLC25a3
沉淀下来，如图 4 所示，PEDV Nsp15 能够与

SLC25a3 共沉淀，说明两者存在互作关系。 

2.5  PEDV NSP15与SLC25a3细胞内共定位 
为进一步验证 SLC25a3 与 PEDV Nsp15 存

在互作关系，进行细胞内共定位实验。重组质

粒 PCDNA3.1(+)-Flag-Nsp15 和 PCDNA3.1(+)- 
Myc-SLC25a3 转染 Vero 细胞 24 h，染色后使用

激光共聚焦显微镜检测，结果表明两种不同荧

光标记的宿主蛋白 SLC25a3 和病毒蛋白 Nsp15 在

空间内重叠，处于同一区域。表明 SLC25a3 与

Nsp15 在细胞内存在共定位关系(图 5)。 
 

 
 

图 4  PEDV Nsp15 与 SLC25a3 互作鉴定 
Figure 4  Interaction between PEDV NSP15 and 
SLC25a3 identified by co-inmunoprecipitation 
(CO-IP). 

 

 
 

图 5  激光共聚焦实验观察 PEDV Nsp15 与 SLC25a3 共定位   比例尺=50 μm 
Figure 5  Observation of the colocalization between PEDV Nsp15 and SLC25a3 under a laser confocal 
microscope. Scale bar=50 μm. 
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2.6  SLC25a3 抑制 PEDV 的复制 
转染 pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3 至 LLC-PK

细胞后接种 PEDV，Western blotting 结果显示，

SLC25a3 过表达使 PEDV N 蛋白表达量明显降

低(图 6A)。从 RT-qPCR 结果可以看出过表达

SLC25a3，PEDV N 转录水平明显降低，与细胞

对照组相比，差异显著(P<0.01) (图 6B)，其转

录水平趋势与病毒滴度(图 6D)一致，证明过表

达 SLC25a3 能够抑制 PEDV 复制。 

2.7  干扰内源性 SLC25a3 基因促进 PEDV
复制 

三条干扰 RNA 转染 24 h 后接种 PEDV 

(MOI=0.1)，Western blotting (图 7A)及 RT-qPCR 
(图 7B)结果显示，相较于对照组，实验组

SLC25a3-667、SLC25a3-973 表达水平明显下降，

同时 PEDV N 蛋白、mRNA 表达水平及病毒滴度

水平显著提高(图 7D)。进一步表明 SLC25a3 能够

显著抑制 PEDV 复制，其中 SLC25a3-706 存在

特异性干扰效果，对病毒复制并无显著影响。 

2.8  剂量依赖性实验 
分别使用 0.2、0.5、1.0 和 1.5 μg 的

pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3 转染 LLC-PK 细

胞，24 h 后接种 PEDV 病毒(MOI=0.1)，感染

24 h 后收取细胞样品。Western blotting 结果显 
 

 
 

图 6  SLC25a3 抑制 PEDV 病毒复制   A：Western blotting 检测. B：RT-qPCR 检测. C：灰度分析. D：

病毒滴度检测 
Figure 6  SLC25a3 inhibits PEDV virus replication. A: Western blotting to analyze the effect of 
overexpression of SLC25a3 on the expression level of PEDV N protein. B: RT-qPCR to detect the effect of 
overexpression of SLC25a3 on the level of PEDV N mRNA. C: Grayscale analysis of PEDV N protein. D: 
TCID50 was used to detect cell supernatant virus titer. ns: P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01; PE-N: PEDV N 
protein. 
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图 7  siRNA 敲低 SLC25a3 促进 PEDV 复制   A：Western blotting 检测. B：RT-qPCR 检测. C：灰度

分析. D：病毒滴度检测 
Figure 7  siRNA knockdown SLC25a3 promotes PEDV replication. A: Western blotting analysis of the 
effect of knocking down the expression of endogenous SLC25a3 on PEDV replication; 1: SLC25a3-667; 2: 
SLC25a3-706; 3: SLC25a3-973; 4: pcDNA3.1(+)-Myc-SLC25a3. B: RT-qPCR to analyze the effect of 
knocking down the expression of endogenous SLC25a3 on PEDV replication. C: Grayscale analysis of PEDV 
N protein. D: TCID50 to detect cell supernatant virus titer. ns: P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01; PE-N: PEDV 
N protein. 

 
示，随着 SLC25a3 转染剂量的增加，PEDV N
蛋白的表达量明显降低(图 8A)。同时 RT-qPCR
检测结果表明，PEDV N 基因的表达量随着

SLC25a3 剂量的增加呈剂量依赖性降低(图 8B)，
TCID50结果的趋势与 Western blotting、RT-qPCR
的结果一致，能够相互印证(图 8D)。 

3  讨论与结论 
PEDV 是引起仔猪严重腹泻的主要病原体

之一，目前并无特异性药物可治疗，且 PEDV
感染的致病机制尚未完全阐明，因此有必要对

其致病分子机制进行研究，从而有效地预防和

治疗由 PEDV 引起的猪流行性腹泻疾病。Nsp15
作为 PEDV 的核糖核酸内切酶(EndoU)发挥作

用，对病毒复制和逃避宿主的抗病毒防御机制

至关重要[10]。Nsp15 具有独特的酶活性(Nendo 
U)并可以作为潜在的抗病毒药物靶点，因此受

到广泛关注[11]。本研究筛选鉴定了 Nsp15 的互 
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图 8  SLC25a3 抑制 PEDV 病毒复制呈剂量依赖性   A：Western blotting 检测. B：RT-qPCR 检测. C：

灰度分析. D：病毒滴度检测 
Figure 8  SLC25a3 inhibited PEDV replication in a dose-dependent manner. A: Western blotting to analyze 
the effect of different doses of SLC25a3 on the expression level of PEDV N protein. B: RT-qPCR to detect 
the effect of different doses of SLC25a3 on the transcription level of PEDV N gene. C: Grayscale analysis of 
PEDV N protein. D: TCID50 to detect cell supernatant virus titer. ns: P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01; PE-N: 
PEDV N protein; NC: Blank control. 

 
作蛋白，初步研究了 PEDV Nsp15 及其互作蛋

白 SLC25a3 的功能，对于揭示病毒的致病机理，

进行抗病毒药物的研发具有重要的意义。 
细胞中各种基本功能的发挥主要通过蛋白

间相互作用完成[9]。随着蛋白互作研究的深入，

研究方法也日趋成熟，常用的有酵母双杂交技

术、免疫共沉淀技术、pull-down 技术等[12]。冠

状病毒的发病机制与病毒和宿主蛋白之间的相

互作用有关，病毒和宿主蛋白间的相互作用可

以帮助预防及控制由病原体引起的疾病[13-14]。

有研究表明，PEDV N 蛋白与 TAR DNA 结合蛋

白 (transactive response DNA-binding protein, 
TARDBP)相互作用，TARDBP 通过蛋白酶体和

自噬降解途径降解 N 蛋白，有效抑制 PEDV 病

毒的复制[15-16]；PEDV N 蛋白也可与 Sp1 相互作

用并干扰其与启动子区的结合，从而抑制

HDAC1 的表达来实现免疫逃避[17]。PEDV Nsp15
通过其 EndoU 活性，可直接降解 TANK 结合激

酶 1 (TANK-building kinase 1, TBK1)和干扰素

调节因子(interferon regulatory factor 3, IRF3)的
mRNA，抑制 IFN 产生并限制 IFN 刺激基因(IFN 
stimulates genes, ISG)进行诱导，这一研究结果

证实了 PEDV Nsp15 能够通过降解 TBK1 和

IRF3 的 RNA 来破坏 IFN 反应[18]。本研究筛选

出与 PEDV Nsp15 存在互作关系的宿主蛋白，

为后续进一步阐明非结构蛋白 Nsp15 在 PEDV
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复制中的重要作用提供新的思路。 
溶质载体(solute carrier, SLC)是一组膜转

运蛋白，溶质载体超家族是仅次于 G 蛋白偶联

受体后的第二大膜蛋白家族[19]，膜转运蛋白在

身体各种器官的上皮细胞中广泛表达，包括肝、

肠、肾和具有屏障功能的器官等。SLC25 转运

蛋白家族的成员是最大的溶质载体群，也称为

线粒体载体，由于线粒体载体是核编码蛋白，

因此必须将其导入线粒体内膜[20]。与正常细胞

相比，癌细胞的线粒体跨膜电位显著增加，并

且癌细胞内大多数转运蛋白形态、功能发生改

变[21]。SLC25 家族的成员被确定为各种癌症的潜

在生物标志物，Zhou 等[22]发现抑制 SLC25A10
等载体的表达可以重新调控细胞代谢，抑制细

胞生长，增加传统抗癌药物的敏感性。但目前

SLC25a3 在参与病毒调控中发挥的作用以及机

制并不清楚。本研究结果表明宿主蛋白 SLC25a3
与 PEDV 非结构蛋白 Nsp15 存在相互作用，且

能够呈剂量依赖性抑制 PEDV 复制，之后还需

进一步探究宿主蛋白发挥功能的途径和机制。

根据 Wu 等[14]的研究，推测 SLC25a3 可能通过

IFN 信号通路和代谢途径来抑制发挥抗 PEDV
作用。 

综上所述，本研究以 PEDV Nsp15 为研究

对象，筛选并鉴定出了与其存在互作关系的宿

主 蛋 白 SLC25a3 ； 实 验 结 果 表 明 过 表 达

SLC25a3 可呈剂量依赖性抑制 PEDV，为预防

猪流行性腹泻病毒和抗病毒药物的研发提供了

新的思路。 
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