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摘   要：猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)导致仔猪和育肥猪发生急性肠道传

染病，是危害养猪业最重要的病原体之一。目前发现 PEDV 能够编码至少 16 个非结构蛋白，其中 nsp9
能够结合至单链 RNA 中，但是其功能机制还不清楚。本研究通过免疫沉淀联合蛋白质谱分析，筛选出

潜在的与 PEDV nsp9 宿主互作蛋白。通过进一步免疫共沉淀(co-immunoprecipitation, Co-IP)和激光共聚

焦技术确认了 nsp9 与热休克蛋白 HSPA8、Toll 相互作用蛋白 Tollip、热休克蛋白 HSPA9、线粒体外膜

蛋白 TOMM70 互作。其中，过表达 HSPA8 使 nsp9 的表达量先上调而后下调，并促进 PEDV 的增殖；

过表达 Tollip 使 nsp9 的表达量显著上调，并抑制 PEDV 的增殖；过表达 TOMM70 使 nsp9 的表达量显

著下调，但对 PEDV 的增殖无明显影响；过表达 HSPA9 对 nsp9 的表达以及 PEDV 的增殖均无明显影

响。该研究为探索 nsp9 互作蛋白在 PEDV 感染过程中的功能提供了重要信息。 
关键词：猪流行性腹泻病毒；非结构蛋白 9；免疫沉淀技术；质谱技术；互作蛋白 
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acute intestinal infectious diseases in both piglets and fattening pigs. The virus encodes at least 16 
non-structural proteins, including nsp9, which has been shown to bind to single-stranded RNA. 
However, its function and mechanism remain unclear. In this study, we aimed to identify potential 
host proteins that interact with PEDV nsp9 using immunoprecipitation combined with mass 
spectrometry. The interactions were then confirmed by co-immunoprecipitation (Co-IP) and 
confocal laser scanning fluorescence techniques. The results showed that nsp9 interacts with 
HSPA8, Tollip, HSPA9 and TOMM70. Among them, overexpression of HSPA8 resulted in caused 
first upregulated and then down-regulated expression of nsp9, and promoted the proliferation of 
PEDV. Overexpression of Tollip significantly upregulated the expression of nsp9 and inhibited the 
proliferation of PEDV. Overexpression of TOMM70 significantly reduced the expression of nsp9, 
but did not show significant effect on the proliferation of PEDV. Overexpression of HSPA9 did not 
show significant effect on the expression of nsp9 and the proliferation of PEDV. These findings may 
facilitate further investigating the role of nsp9-interacting proteins in PEDV infection. 
Keywords: porcine epidemic diarrhea virus; non-structural protein 9; immunoprecipitation; mass 
spectrometry; interacting proteins 

 
猪流行性腹泻 (porcine epidemic diarrhea, 

PED)是由猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic 
diarrhea virus, PEDV)引起的猪接触性肠道传染

病，特征为呕吐、腹泻、脱水，临床症状与猪传

染性胃肠炎极为相似[1]。猪流行性腹泻于 1971 年

首发于英国，自 20 世纪 80 年代以来陆续在我国

暴发[2]。该病多发生在每年 12 月份至翌年 1–2 月

份，也有夏季发病的报道[3]，可发生于任何年龄的

猪，未断奶仔猪症状最重，死亡率高达 100%[4]。 
PEDV 是 PED 的病原体，属于套式病毒目，

冠状病毒科，甲型(α)冠状病毒属(Alphacoronavirus)，
是一种单股正链 RNA 病毒，基因组全长约为 28 kb，
由 4 种结构蛋白 S 蛋白(刺突蛋白)、M 蛋白(膜
蛋白)、E 蛋白(包膜蛋白)和 N 蛋白(核衣壳蛋白)，
16 种非结构蛋白(nsp1–nsp16)和辅助蛋白开放

阅读框 3 (open reading frame, ORF3)蛋白构成[5]。

非结构蛋白 9 (non-structural protein 9, nsp9)是冠

状病毒复制的必需 RNA 结合蛋白，在冠状病毒

家族中高度保守。在感染过程中，nsp9 蛋白结

合核苷酸以及其他蛋白的能力对 PEDV 复制复

合体的形成是必需的[6-7]，然而，nsp9 的二聚化

和核酸结合机制仍然不清楚。同时，对于 nsp9

调控宿主细胞生命活动的分子机制未见报道，因

此，筛选出与 PEDV nsp9 互作的宿主蛋白，明

确其对 PEDV 复制的影响，可为进一步阐明 nsp9
的功能机制提供基础信息。 

本研究首次通过免疫沉淀与质谱技术联用的

方式，筛选到与 PEDV nsp9 存在潜在的互作的宿

主蛋白，并通过免疫共沉淀(co-immunoprecipitation, 
Co-IP)和共定位观察实验明确了 HSPA8、Tollip、
HSPA9和 TOMM70为 PEDV nsp9的互作宿主蛋

白，最后通过病毒滴度测定法明确上述 4 种互作

宿主蛋白对病毒复制的影响，为后续探究 PEDV
胞内复制机制提供了参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料及主要试剂 

HEK293T、VERO 购自 ATCC 并由本实验

室传代并保种；PEDV CV777 毒株由本实验室分

离并保存；PEDV M 蛋白单克隆抗体由本实验室

筛选制备；pCMV-N-Flag、pCMV-Flag-C、pCMV- 
N-Myc、pCMV-Flag-HSPA8、pCMV-Myc-HSPA9、
pCMV-Myc-TOMM70、pEGFP-GABARAPL2 和

pEGFP-C3-TOMM70 载体由本实验室保存；PCR
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试剂盒(P212-03)、T4 DNA 连接酶(C301-01)购自

诺唯赞生物技术有限公司；琼脂粉(hx1002)购自

Xbio 公司；核酸切胶回收试剂盒(AP-GX-250)、
PCR 清洁回收试剂盒(AP-PCR-50)购自杭州新景

生物公司；DNA marker (3582Q)、限制性核酸内

切酶(1605)购自 TaKaRa 公司；胰酶和 DMEM 培

养基购自 Gbico 公司；Flag (0912-1)、Myc 
(R1208-1)、β-actin (M1210-2)和 GFP 标签兔抗体

(ET1602-7)购自杭州华安生物技术有限公司；

HRP 标记的羊抗鼠 /兔 IgG、 FITC 羊抗鼠

(172-1806)、FITC 羊抗兔(172-1506)购自 KPL；

A546 驴抗兔(A10040)、A546 驴抗兔(A10036)购
自 Invitrogen；胎牛血清(04-001-1ACS)购自 BI；
免疫印迹显色液购自 Bio-best；Protein A/G 
PLUS-Agarose (SC-2003) 、 硝 酸 纤 维 素

(nitrocellulose, NC)膜、NP40 (P0013F)和 4×蛋白

上样缓冲液 (P1016)购自杭州言远科技有限公

司；异丙醇、三氯甲烷、乙醇等有机化学试剂购

自浙大物资中心。 
1.2  重组质粒的构建 

根据 NCBI 网站公布的 PEDV GD/HZ/2016
基因组序列(GenBank 登录号：OP191700.1)提取

PEDV CV777 毒株的 RNA，以反转录后的 cDNA
为模板扩增 PEDV nsp9 基因，将 nsp9 基因克隆

至 pCMV-Flag-C (pC-Flag)、pCMV-N-Myc (pN-Myc)
载体中，构建 pCMV-nsp9-Flag (pFlag-nsp9)、

pCMV-Myc-nsp9 (pMyc-nsp9)真核表达质粒，具

体引物序列详见表 1。提取猪肾细胞总 RNA，

以反转录获得 cDNA 作为模板，利用猪源 Tollip
基因上下游引物扩增 Tollip 基因，并克隆至

pCMV-N-Flag (pN-Flag)、pCMV-N-Myc (pN-Myc)
载体中，构建真核表达质粒 pCMV-Flag-Tollip 
(pFlag-Tollip)、pCMV- Myc-Tollip (pMyc-Tollip)，
经测序验证正确，具体引物序列详见表 1。 

1.3  细胞样品制备  
将 HEK293T 细胞铺至 2 个细胞培养皿中，

待密度生长到 80%，分别转染 pCMV-Flag-C 

(pC-Flag)和 pCMV-nsp9-Flag (pFlag-nsp9)质粒至

两组细胞中，并于 48 h 后收集细胞备用。 

1.4  免疫沉淀  
取 1.3 步骤的 2 组细胞，加入 1 600 μL NP40

裂解(含 1%苯甲基磺酰氟(phenylmethylsulfonyl 

fluoride, PMSF)，4 ℃裂解 1 h， 12 000 r/min 离

心 10 min，取上清加入 40 μL protein A/G 4 ℃孵

育 1 h，1 000 r/min 离心 5 min，弃 protein A/G，

取 60 μL 上清为 Input，剩余上清加入 20 μL 抗 Flag

琼脂糖凝珠，4 ℃孵育 4 h。1 000 r/min 离心 5 min，

弃上清，收集琼脂糖凝珠。用 NP40 裂解液将凝珠

洗涤 5 次，用 60 μL 强裂解液(5% SDS+1% Triton)

重悬，加入 4×蛋白上样缓冲液；100 ℃煮 15 min，

12 000 r/min 离心 10 min。 
 

表 1  本研究所使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers Sequence (5ʹ→3ʹ) 
Flag-nsp9-F-1 CAGGCCCGAATTCGGCGTACGGCCACCATGGATTACAAGGATGACGACGA 
Flag-nsp9-F-2 GATTACAAGGATGACGACGATAAGGACTATAAGGACGATGATFACA 
Flag-nsp9-F-3 TATAAGGACGATGATGACAAGGACTACAAAGATGATGACGATAAAAATAATGAGATTATTCCT 
Flag-nsp9-R GTAGTCGCCGGTACCTCGCTGCAAGCGTACAGTGGCACCT 
Myc-nsp9-F GCGAATTCGGAATAATGAGATTATTCCTGGTAA 
Myc-nsp9-R GCGGTACCCTGCAAGCGTACAGTGGCACCTA 
Tollip-F GCGAATTCGGATGGGCGACCACCGTCAGCAC 
Tollip-R GCGGTACCCTAGGACTCCTCGCCCATCTGG 
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1.5  Western blotting 检测  
取 1.4 制备的 IP 样品 10 μL 进行 SDS-PAGE，

蛋白条带转印至孔径 0.45 μm 的 NC 膜上，脱脂

奶室温封闭 1 h，用 PBST 漂洗 3 次，每次置于室

温水平摇床 5 min，一抗孵育:Flag 抗体(1:1 000)，
4 ℃摇床过夜，用 PBST 漂洗 3 次，每次置于室

温水平摇床 5 min，二抗孵育 :HRP-羊抗鼠   
(1:5 000)，37 ℃摇床孵育 1 h，用 PBST 漂洗干

净，置于室温水平摇床 5 min，重复 3 次，置于

化学发光成像仪中显色。 

1.6  SDS-PAGE 及银染  
SDS-PAGE 结束，将蛋白胶放入平皿中，用

ddH2O 漂洗，加入固定液(无水乙醇 0.4 L，冰乙

酸 0.1 L，双蒸水 0.5 L)室温固定 2 h；用 ddH2O
淋洗干净；加入敏化液(Na2S2O3 3.14 g，无水乙

酸钠 6.8 g，无水乙醇 0.3 L，ddH2O 定容至 1 L)
室温敏化 30 min；用 ddH2O 冲洗，每次置于室

温水平摇床 5 min，重复 3 次；避光，加入银染

液(AgNO3 2.5 g，甲醛 100 μL，ddH2O 定容至 1 L)
室温银染 30 min，避光用 ddH2O 冲洗 2 次，每

次 5 min；避光加入显色液(Na2S2O3 0.031 4 g，
甲醛 0.4 mL，无水 Na2CO3 25 g，ddH2O 定容至

1 L)显色，待大部分蛋白条带显出之后加入终止

液(5%冰醋酸)终止显色。 

1.7  质谱鉴定  
将 30、50、70 kDa 特异性蛋白条带送至上

海中科新生命生物科技有限公司进行质谱鉴定。  

1.8  免疫共沉淀鉴定蛋白互作  
将 HEK293T 细胞用胰酶消化并 1:3 铺至   

6 孔板，待单层细胞长至 80%密度，分别将 pCMV- 
Myc-nsp9 (pMyc-nsp9) 和 pCMV-Flag-HSPA8 
(pFlag-HSPA8) 、 pCMV-Myc-nsp9 (pMyc-nsp9)
和 pCMV-Flag-Tollip (pFlag-Tollip)、pCMV-nsp9- 
Flag (pFlag-nsp9)和 pCMV-Myc-TOMM70 (pMyc- 

TOMM70) 、 pCMV-nsp9-Flag (pFlag-nsp9) 和

pCMV-Myc-HSPA9 (pMyc-HSPA9)、pCMV-nsp9- 
Flag (pFlag-nsp9) 和 pEGFP-C3-GABARAPL2 
(pGFP-GABARAPL2)共同转染 HEK293T 细胞，

每组样品至少设置 2 个孔，并且设置阴性对照，

36 h 收取样品，进行 Co-IP 和 Western blotting
分析。 

1.9  激光共聚焦显微镜实验 
将 HEK293T 细胞铺至共聚焦小皿中，待密

度生长至约 40%，将 pCMV-Myc-nsp9 (pMyc- 
nsp9) 和 pCMV-Flag-HSPA8 (pFlag-HSPA8) 、
pCMV-Myc-nsp9 (pMyc-nsp9) 和 pCMV-Flag- 
Tollip (pFlag-Tollip)、 pCMV-nsp9-Flag (pFlag- 
nsp9) 和 pCMV-Myc-HSPA9 (pMyc-HSPA9) 、
pCMV-nsp9-Flag (pFlag-nsp9) 和 pCMV-Myc- 
TOMM70 (pMyc-TOMM70) 、 pCMV-nsp9-Flag 
(pFlag-nsp9)和 pEGFP-C3-GABARAPL2 (pGFP- 
GABARAPL2)质粒共转染 HEK293T 细胞，将

pCMV-Flag-C 、 pCMV-nsp9-Flag 分 别 与

pCMV-Myc-HSPA9 、 pEGFP-C3-GABARAPL2
共同转染细胞。转染 48 h 后加入 4%多聚甲醛  
室温固定 10 min；0.1% TritonX-100 室温透化  
10 min；5%脱脂奶，37 ℃封闭 30 min；抗 Flag、
Myc 抗体用 5%脱脂奶 1:300 稀释，将中心小孔

覆盖完全，37 ℃孵育 2 h；FITC 羊抗鼠和 A546
驴抗兔二抗均按 1:500 稀释混匀，将中心小孔覆

盖完全，37 ℃避光孵育 1 h；用 DAPI 染核，共

聚焦显微镜观察、拍照。  

1.10  梯度过表达互作宿主蛋白对 nsp9 表

达的影响 
HEK293T 细胞传代铺于十二孔板中，待细

胞密度约 70%，分别将从低到高不同浓度梯度

的 pCMV-nsp9-Flag (pFlag-nsp9)和 pCMV-Myc- 
TOMM70 (pMyc-TOMM70)、pCMV-nsp9-Flag 
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(pFlag-nsp9) 和 pCMV-Myc-HSPA9 (pMyc- 
HSPA9) 、 pCMV-Myc-nsp9 (pMyc-nsp9) 和

pCMV-Flag-HSPA8 (pFlag-HSPA8) 、 pCMV- 
nsp9-Flag (pFlag-nsp9) 和 pCMV-Myc-Tollip 
(pMyc-Tollip)共同转染细胞，其余不足量的质

粒由对应空载补齐。待转染 24 h 后，将细胞用

90 μL 强裂解液(5% SDS+1% Triton)、30 μL 4×
蛋白上样液重悬；100 ℃煮 15 min，12 000 r/min
离心 10 min，进行 Western blotting 分析。 

1.11  过表达互作宿主蛋白对PEDV M蛋白

表达水平的影响 
将 VERO 细胞传代并铺于十二孔板中，待

细胞密度约 70%，分别将 pCMV-Myc-TOMM70 
(pMyc-TOMM70)、pCMV-Myc-HSPA9 (pMyc- 
HSPA9)、pCMV-Flag-HSPA8 (pFlag-HSPA8)和
pCMV-Myc-Tollip (pMyc-Tollip)与 nsp9 真核表

达质粒共同转染细胞，同时将对应的 pCMV- 
Flag-N (pN-Flag)、pCMV-Myc-N (pN-Myc)空载

转染至细胞中作为对照组。待转染 24 h 后，采

用 1 原液感染复数(multiplicity of infection, MOI)
的 PEDV 感染转染后的 VERO 细胞，待接毒 24 h
后，对样品进行处理。将细胞用 90 μL 强裂解

液(5% SDS+1% Triton)重悬，加入 4×蛋白上样

液 30 μL；100 ℃煮沸变性 15 min，12 000 r/min
离心 5 min，进行 Western blotting 分析。 

1.12  过表达互作宿主蛋白对 PEDV 增殖的

影响 
将 VERO 细胞传代并铺于十二孔板中，待

细胞密度约 70%，分别将 pCMV-Myc-TOMM70 
(pMyc-TOMM70)、pCMV-Myc-HSPA9 (pMyc- 
HSPA9)、pCMV-Flag-HSPA8 (pFlag-HSPA8)和
pCMV-Myc-Tollip (pMyc-Tollip)与 nsp9 真核表

达质粒共同转染细胞，同时将对应的 pCMV- 
Flag-N (pN-Flag)、pCMV-Myc-N (pN-Myc)空载

转染至细胞中作为对照组。待转染 24 h 后，采

用 1 MOI 的 PEDV 感染转染后的 VERO 细胞， 
待接毒 24 h，收集细胞并反复冻融 3 次后，进行

病毒滴度的测定：提前铺好一个 96 孔板 VERO

细胞，待细胞密度达到 80%，弃上清，每一列

加入 10 倍倍比稀释的病毒液，从第 1 列到第   
11 列记为 10−1–10−11，最后一列为阴性对照。接

毒后 60 h 细胞开始脱落，在安全柜中吸除带有

病毒液的上清，加入固定液在–20 ℃冰箱中固定 

30 min，固定液的配方为甲醇:丙酮=1:1；在固定

30 min 后，倒置 96 孔板轻拍弃去固定液，然后

将样品在通风橱中风干；风干后向 96 孔板中加

入封闭液(5%脱脂奶)，接着在 37 ℃摇床上封闭

30 min ； 封 闭 结 束 后 弃 上 清 ， 加 入 PBS       

100 μL/孔，然后置于 37 ℃摇床上 5 min，重复   

3 次；清洗结束弃上清，之后按 1:1 000 的比例

向 96 孔板中每孔加入 100 μL 脱脂奶和 PEDV-M

蛋白单抗 0.1 μL，置于 37 ℃摇床孵育 2 h；一抗

孵育结束后，同上方法用 PBS 洗 3 次；之后在

避光环境下按 1:500 的比例向 96 孔板中每孔加

入 100 μL 脱脂奶和 FITC-YKS 二抗 0.2 μL，置

于 37 ℃摇床上孵育 30 min；二抗孵育结束后用

PBS 洗 3 次，每次 5 min。将 96 孔板置于荧光显

微镜下观察，用 Reed-Muench 法计算病毒滴度。 

2  结果与分析  
2.1  真核表达载体的构建及表达  

将 PCR 扩增成功后的 PEDV nsp9 基因分别

连接至 pCMV-Flag-C (pC-Flag)、pCMV-N-Myc 

(pN-Myc) 载 体 中 ， Tollip 基 因 分 别 连 接 至

pCMV-N-Flag (pN-Flag) 和 pCMV-N-Myc 

(pN-Myc)载体中，经测序后序列比对成功。将构

建 好 的 PEDV nsp9 和 Tollip 载 体 转 染 至

HEK293T，进行 Western blotting 验证，nsp9 和

Tollip 成功表达(图 1)。 
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2.2  免疫沉淀产物检测  
利用制备的免疫沉淀 Input 和 IP 样品进行

Western blotting 检测，结果发现都能在 15 kDa
处检验到 nsp9-Flag的 2条蛋白条带，说明抗 Flag

琼脂糖凝珠已结合了 nsp9-Flag 蛋白(图 2A)。将

样品进行 SDS-PAGE 和银染等实验操作，结果

显示，在 PEDV nsp9 质粒转染组中，检测到条

带位置约 30、50、70 kDa 的特异性条带(图 2B)。 
 

 
 

图 1  Nsp9-Flag (A)、Myc-nsp9 (B)、Flag-Tollip (C)和 Myc-Tollip (D)重组质粒表达验证   C-Flag：
pCMV-Flag-C；N-Myc：pCMV-N-Myc 
Figure 1  Nsp9-Flag (A), Myc-nsp9 (B), Flag-Tollip (C) and Myc-Tollip (D) eukaryotic expression plasmid 
expression verification. C-Flag: pCMV-Flag-C; N-Myc: pCMV-N-Myc. 

 

 
 

图 2  免疫沉淀 Western blotting (A)、SDS-PAGE 和银染分析(B)   C-Flag：pCMV-Flag-C 
Figure 2  Western blotting (A), SDS-PAGE and silver staining assays (B) of immunoprecipitated products. 
C-Flag: pCMV-Flag-C. 
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2.3  与 nsp9 潜在互作蛋白的质谱鉴定  
取 PEDV nsp9 的免疫沉淀样品进行质谱分

析，根据肽段覆盖率，筛选出与 PEDV nsp9 存

在潜在互作的 5 个宿主蛋白：热休克蛋白家族成

员 8 蛋白(HSPA8)、Toll 相互作用蛋白(Tollip)、
热休克蛋白 9 (HSPA9) 、线粒体外膜蛋白

(TOMM70)和 GABA A 型受体相关蛋白 2 
(GABARAPL2) (表 2)。 

2.4  互作蛋白的免疫共沉淀验证  
分别用抗 Flag 琼脂糖凝珠/抗 Myc 磁珠进行

Co-IP 实验，验证 PEDV nsp9 与宿主蛋白 HSPA8、
Tollip、HSPA9、TOMM70 和 GABARAPL2 之间

的相互作用，如图 3 所示，在空白对照组成立的

前提下，PEDV nsp9 蛋白与 HSPA8、Tollip、
HSPA9 和 TOMM70 蛋白存在相互作用，但是与

GABARAPL2 蛋白没有互作现象。  
 
表 2  筛选通过质谱鉴定的潜在 nsp9 相互作用宿主蛋白  
Table 2  Identification of PEDV nsp9 interacting host proteins by IP-mass spectrometry 
Protein ID Gene name Unique peptide Cover percent (%) Mass (Da) Score 
P11142 HSPA8 37 49.38 70 897.24 44.62 
D6RCD7 HSPA9 24 33.58 73 679.65 64.49 
P60520 GABARAPL2 2 10.26 13 666.68 20.54 
Q6FIE9 Tollip 6 5.11 30 281.50 28.31 
O94826 TOMM70 4 2.63 67 454.07 36.54 

 

 
 

图 3  PEDV nsp9 与宿主蛋白 HSPA8 (A)、Tollip (B)、HSPA9 (C)、TOMM70 (D)和 GABARAPL2 (E)
互作鉴定 
Figure 3  Identification of the interaction between PEDV nsp9 and host proteins HSPA8 (A), Tollip (B), 
HSPA9 (C), TOMM70 (D) and GABARAPL2 (E). 
 
 



 
 

施朱桂 等/猪流行性腹泻病毒非结构蛋白 nsp 9 互作宿主蛋白对病毒复制的影响 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4831 

 

2.5  nsp9 和 HSPA8 、 Tollip 、 HSPA9 、

TOMM70、GABARAPL2 细胞内共定位 
将 pMyc-nsp9 分 别 与 pFlag-HSPA8 、

pFlag-Tollip 、 pGFP-TOMM70 质 粒 共 转 染

HEK293T 细 胞 ， 将 pnsp9-Flag 分 别 与

pMyc-HSPA9、pGFP-GABARAPL2 质粒共转染

HEK293T 细胞，转染后对样品进行处理，如图 

4 所示，nsp9 主要分布在细胞质中，HSPA8、
Tollip、HSPA9、TOMM70 与 nsp9 在细胞质存在

共定位现象，与免疫共沉淀结果一致，进一步说

明 HSPA8、Tollip、HSPA9、TOMM70 与 nsp9
存在相互作用，而 GABARAPL2 与 nsp9 不存在

共定位现象，结合免疫共沉淀实验结果，说明二

者之间不存在相互作用。 
 

 
 

图 4  激光共聚焦分别观察 HSPA8 (A)、Tollip (B)、HSPA9 (C)、TOMM70 (D)和 GABARAPL2 (E)与
nsp9 共定位 
Figure 4  Observation of colocalization between PEDV nsp9 and its binding proteins HSPA8 (A), Tollip (B), 
HSPA9 (C), TOMM70 (D), and GABARAPL2 (E) by confocal laser scanning microscopes. 
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2.6  梯度过表达 HSPA8、Tollip、HSPA9、
TOMM70 对 nsp9 表达的影响 

将 pFlag-HSPA8、pMyc-Tollip、pMyc-HSPA9

和 pMyc-TOMM70 质粒按梯度递增与 nsp9 共转

染 HEK293T 细胞，转染后 24 h 对样品进行处理，

如图 5 所示，过表达 HSPA8 组与对照组相比细

胞内 nsp9 的表达量先上调而后下调，Tollip 组与

对照组相比细胞内 nsp9 的表达量显著上调，过

表达 HSPA9 组与对照组相比细胞内 nsp9 的表达

无明显影响，过表达 TOMM70 组与对照组相比

细胞内 nsp9 的表达量显著下调。 

2.7  过表达 HSPA8 、 Tollip 、 HSPA9、
TOMM70 对 PEDV M 蛋白表达水平的影响 

将 pFlag-HSPA8、pMyc-Tollip、pMyc-HSPA9

和 pMyc-TOMM70 质粒转染 VERO 细胞，转染

后 24 h，用 PEDV 进行感染，感染 24 h 后对样

品进行处理，如图 6 所示，过表达 HSPA8 后，

PEDV M 蛋白的表达量显著上调；过表达 Tollip

后，PEDV M 蛋白的表达量显著下调；过表达

HSPA9/TOMM70 后，PEDV M 蛋白的表达量无

明显变化。 

2.8  过表达 HSPA8、 Tollip、 HSPA9、
TOMM70 对 PEDV 增殖的影响 

将 pFlag-HSPA8、pMyc-Tollip、pMyc-HSPA9

和 pMyc-TOMM70 质粒转染 VERO 细胞，转染

后 24 h 感染 PEDV，24 h 后进行病毒滴度的测

定，如图 7 所示，过表达 HSPA8 后，病毒滴度

显著上调；过表达 Tollip 后，病毒滴度显著下调；

过表达 HSPA9 和 TOMM70 后，病毒滴度未见明

显差异。 
 
 

 
 
 

图 5  HSPA8 (A)、Tollip (B)、HSPA9 (C)和 TOMM70 (D)以剂量依赖性影响细胞内 nsp9 的表达水平 
Figure 5  HSPA8 (A), Tollip (B), HSPA9 (C), and TOMM70 (D) effects on level of nsp9 in a dose-dependent 
manner. 
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图 6  过表达 HSPA8 (A)、Tollip (B)、HSPA9 (C)和 TOMM70 (D)对 PEDV M 蛋白表达水平的影响   
N-Flag：pCMV-N-Flag；N-Myc：pCMV-N-Myc 
Figure 6  Effects of overexpression of HSPA8 (A), Tollip (B), HSPA9 (C), and TOMM70 (D) on the 
expression level of PEDV M protein. N-Flag: pCMV-N-Flag; N-Myc: pCMV-N-Myc. ns: Not significant; *: 
Significant (P<0.05); **: Very significant (P<0.01). 
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图 7  过表达 HSPA8 (A)、Tollip (B)、HSPA9 (C)和 TOMM70 (D)对 PEDV 增殖的影响   N-Flag：
pCMV-N-Flag；N-Myc：pCMV-N-Myc 
Figure 7  Effects of overexpression of HSPA8 (A), Tollip (B), HSPA9 (C), and TOMM70 (D) on PEDV virus 
titers. N-Flag: pCMV-N-Flag; N-Myc: pCMV-N-Myc. ns: Not significant; *: Significant (P<0.05). 
 

3  讨论与结论 
猪流行性腹泻病毒(PEDV)自 20 世纪 70 年

代出现以来，在世界大部分地区流行。它感染小

肠和肠道绒毛细胞，迅速扩散，引起以呕吐、腹

泻、脱水为特征的传染性肠道疾病，导致新生仔

猪死亡率高，给养猪业造成巨大经济损失。研究

病毒结构/非结构蛋白与宿主蛋白之间的联系有

利于解析 PEDV 致病分子机制。有研究表明，

PEDV N 蛋 白 通 过 与 TANK 结 合 激 酶 1 

(TANK-binding kinase 1, TBK1)直接相互作用抑

制干扰素调节因子 3 (interferon regulator factor 3, 

IRF3)的激活和 I 型 IFN 的产生[8]；nsp1 通过阻

断 IRF1 的核转运，导致过氧化物酶体减少，从

而抑制 IRF1 介导的Ⅲ型 IFNs 的产生[9]；nsp5 通

过切割核转录因子 κB (nuclear transcription factor 

kappa B, NF-κB) 基本调节器 (NF-κB essential 
modulator, NEMO)来破坏 I 型 IFN 信号[10]。另外，

冠 状 病 毒 的 nsp6 被 认 为 参 与 双 膜 囊 泡

(double-membrane vesicles, DMV)形成的病毒蛋

白[11-12]。围绕非结构蛋白的研究，为进一步挖掘

病毒与宿主蛋白相互作用机制、解析病毒逃逸宿

主免疫反应机制提供信息。 
本研究通过免疫共沉淀技术和质谱联用的

方法，初步筛选出与 nsp9 有潜在相互作用的宿

主蛋白 HSPA8、Tollip、HSPA9、TOMM70 和

GABARAPL2。Co-IP 和 IFA 实验结果表明 PEDV 
nsp9 蛋白与 HSPA8、Tollip、HSPA9 和 TOMM70
相互作用，而与 GABARAPL2 没有互作。HSPA8
作为分子伴侣在蛋白质质量控制系统中起着重

要作用，它作为蛋白质折叠催化剂，确保错误折

叠蛋白进行重新折叠，并控制该蛋白质的后续降
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解过程[13]。HSPA8 参与主要组织相容性复合体Ⅱ
类(main histocompatibility complexes are class II, 
MHCII)分子向 CD4+ T 细胞呈递抗原肽[14]。它还

作为腺苷 5ʹ-三磷酸酶(triphosphatase, ATPase)在
细胞内膜成分运输过程中分解网格蛋白包被的

囊泡[15]。此外，HSPA8 在自噬中起着关键作用，

尤其是在分子伴侣介导的自噬(chaperone-mediated 
autophagy, CMA)过程中，与含有特定 KFERQ 基

序的蛋白与溶酶体相关膜蛋白 2A (lysosomal 
associated membrane protein 2A, LAMP2A)相结

合发挥分子伴侣介导的自噬作用[16-17]。本研究发

现过表达 HSPA8 条件下，nsp9 表达水平先上调

而后下调。原因可能是 HSPA8 在低表达量时可

能起到热休克蛋白的功能，维持 nsp9 结构的稳

定；随着 HSPA8 表达量的增加，细胞内质网压

力也增大，此时 HSPA8 可能启动分子伴侣介导

的自噬降解 nsp9。Tollip (Toll 相互作用蛋白)是
核内体隔室的重要协调因子，与 Mybl 膜运输蛋

白 靶 标 蛋 白  (target of myb1 membrane 
trafficking protein, Tom1)相互作用以调节货物运

输[18]。Tollip 与阿尔茨海默病模型中的自噬功能

障碍有关 [19]。Tollip 与线粒体外膜转位酶 20 
(translocase of outer mitochondrial membrane 20, 
TOMM20)存在互作并且协助线粒体衍生囊泡的

转运[20]。此外，Tollip 通过自噬直接清除亨廷顿

病相关的 polyQ 聚集物 [21]。实验发现过表达

Tollip 能够抑制 PEDV 的复制，推测该蛋白可能

是通过选择性自噬途径来实现对 PEDV 复制的

抑制。HSPA9 作为热休克蛋白 70 基因家族的成

员，主要定位于线粒体，但也存在于内质网、质

膜和细胞质囊泡中，在细胞增殖、应激反应和线

粒体维持中发挥作用[22]。TOMM70 是 TOM 复

合物成员之一，附着在 TOM20 等其他 TOM 蛋

白上，TOMM70 作为受体在 HSP70 和 HSP90
的帮助下运输多跨疏水载体蛋白[23-24]。TOMM70

还与 SARS-CoV-2 辅助蛋白 Orf9b 存在相互作用

使 IFN-Ⅰ表达降低，并使 HSP90 和伴侣相关蛋白

的募集受到抑制[25]。本研究首次筛选到与 PEDV 
nsp9 相互作用的宿主蛋白 HSPA8、Tollip、HSPA9
和 TOMM70，并且初步探究了筛选出的互作蛋

白对 nsp9 表达以及 PEDV 复制的影响，为进一

步解析冠状病毒 nsp9 的生物学效应提供信息，

为在 PEDV 感染过程中发挥先天免疫作用以及

自噬等机制的研究提供新的思路。 
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