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摘   要：【背景】牛病毒性腹泻病毒(bovine viral diarrhea virus，BVDV)是致犊牛腹泻的重要病

原之一，而目前 BVDV 与宿主因子互作机理研究较少，成为限制 BVDV 防控的重要原因。【目的】

探明囊泡相关膜蛋白 A (vesicle-associated membrane protein A，VAPA)对 BVDV 复制的影响。【方法】

根据 GenBank 中 VAPA 基因，使用 Benchling 和 CHOPCHOP 等平台设计靶向 VAPA 的向导 RNA 

(small guide RNA，sgRNA)，融合后克隆至慢病毒 lentiCRISPR v2 载体中，包装慢病毒后感染牛肾

细胞(Madin-Darby bovine kidney，MDBK)，使用嘌呤霉素连续筛选 5 代，使用 Western Blot 检测

VAPA 蛋白敲除(knockout，KO)情况；BVDV 感染 VAPA KO 细胞不同时间后，收集细胞提取总 RNA，

并将等质量的 RNA 反转录成 cDNA，使用实时荧光定量 PCR (real-time quantitative PCR，RT-qPCR)

和免疫荧光分析(immunofluorescence assay，IFA)分别检测 BVDV 5′-非翻译区(untranslated region，

UTR) mRNA 水平和双链 RNA (double strand RNA，dsRNA)积累水平，于 BVDV 感染后不同时间

观察致细胞病变(cytopathic effect，CPE)情况，并收集子代病毒液，使用 Reed-Muench 法计算子代

病毒滴度变化。接种等量 VAPA KO 和乱码序列对照 scramble 细胞后不同时间进行活细胞计数，检

测 VAPA KO 是否影响细胞活性。【结果】慢病毒感染后使用嘌呤霉素筛选，Western Blot 检测 VAPA

蛋白明显降低，成功获得 VAPA KO 细胞；与对照 scramble 细胞相比，BVDV 感染 VAPA KO 细胞

后 5′-UTR mRNA 水平和 dsRNA 积累量均显著性降低，BVDV 感染造成的 CPE 明显推迟并减轻，

子代病毒滴度在 12 h 和 36 h 显著下降，在 48 h 极显著下降；与 scramble 细胞相比，VAPA KO 细



 
636 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

胞活性未受影响。【结论】VAPA KO 后显著性抑制 BVDV 复制，为 BVDV 防控新技术的建立提供

重要靶标。 

关键词：囊泡相关膜蛋白 A；牛病毒性腹泻病毒；复制水平；双链 RNA；病毒滴度  
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Abstract: [Background] Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is among the important pathogens of calf 

diarrhea. However, there are few studies on the interaction mechanism between BVDV and host factors, 

which impedes the prevention and control of BVDV. [Objective] This study aims to explore the effect 

of vesicle-associated membrane protein A (VAPA) on BVDV replication. [Methods] According to the 

information of VAPA gene in GenBank, we designed the small guide RNA (sgRNA) targeting VAPA 

using Benchling and CHOPCHOP, cloned it to lentiCRISPR v2 vector, and then packed the lentivirus. 

Afterward, Madin-Darby bovine kidney (MDBK) cells were transfected with the lentivirus, followed by 

puromycin screening for 5 generations and detection of VAPA knockout (KO) by Western Blot. Total 

RNA was extracted from VAPA KO cells at different time after BVDV infection and then 

reverse-transcribed into cDNA. Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) and immunofluorescence assay 

(IFA) were used to detect the 5′-untranslated region (UTR) mRNA level and the accumulation of 

double strand RNA (dsRNA) of BVDV, respectively. Cytopathic effect (CPE) was observed at 

different time after BVDV infection. Progeny virus titer was calculated with the Reed-Muench 

method. The same number of VAPA KO and scramble control cells were inoculated and then the living 

cells were counted at different time after virus infection to detect whether VAPA KO affected the cell 

viability. [Results] After lentivirus infection and puromycin screening, the results of Western Blot 

showed that VAPA protein was significantly decreased and thus VAPA KO cells were successfully 

established. The 5′-UTR mRNA level and dsRNA accumulation in VAPA KO cells infected with 

BVDV were significantly reduced compared with those of the scramble control cells. The CPE caused 

by BVDV infection was significantly delayed and attenuated and the titer of progeny virus decreased 

significantly at 12 h and 36 h and highly significantly at 48 h. The viability of VAPA KO cells was not 

affected compared with that of the scramble control cells. [Conclusion] VAPA KO can significantly 

inhibit BVDV replication. Therefore, this study provides an important target for the prevention and 

control of BVDV. 

Keywords: vesicle-associated membrane protein A (VAPA); bovine viral diarrhea virus; replication 
level; double strand RNA; virus titer 
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牛病毒性腹泻病毒 (bovine viral diarrhea 

virus，BVDV)属于黄病毒科(Flaviviridae)瘟病毒

属(Pestivirus)，BVDV 颗粒呈球形，外被囊膜，

为对称二十面体。BVDV 是一种单股、正链、

RNA 病毒，主要感染牛、羊和猪等家畜及鹿、

羚羊、骆驼和野猪等野生动物[1]。BVDV 感染幼

畜常造成腹泻、急性或慢性黏膜病、病毒血症、

免疫耐受和持续性感染、免疫抑制、繁殖障碍等

症状，BVDV 感染早期妊娠母牛常造成死胎、

流产、产木乃伊胎和畸形胎等，出生的犊牛再次

感染同种 BVDV 后导致严重的腹泻黏膜病，致

死率高达 100%[2]。BVDV 呈全球流行趋势，我

国 BVDV 感染率远远高于亚洲多数国家和欧美

国家，是严重危害我国养殖业的传染病之一[3]。

另外，BVDV 还常污染牛源生物制品，如血清、

冻精、胚胎、疫苗等，导致畜牧业生产及其相关

商业领域的严重经济损失[4]。 

囊泡相关膜蛋白(vesicle-associated membrane 

protein，VAMP)是一种约 13 kDa 的蛋白质，主

要位于突触小泡(synaptic vesicle)、致密核心颗粒

(dense core granules)、突触样的微囊泡(synaptic- 

like microvesicles)等部位[5]。VAMP 包括囊泡相

关膜蛋白 A (vesicle-associated membrane protein 

A，VAPA)和囊泡相关膜蛋白 B (VAPB)等，其中

VAPA 也称为 VAP-33，是一种 II 型膜蛋白，位

于质膜和细胞内囊泡中，具有面向细胞质的大的

N 末端结构域和一个小的 4-氨基酸 C 末端[6]。

VAPA 主要参与内质网和其他细胞器之间紧密

连接的脂质双层的形成，也可能与细胞骨架有 

关[7-8]。VAPA 在囊泡运输、膜融合、蛋白质复合

物组装和细胞运动中发挥作用。研究报道称，

VAPA 通过激活 MAPK 信号通路参与多种生物过

程的调控，包括致癌基因的激活和肿瘤的发生[9]。 

本实验室前期使用邻近生物素化蛋白标记

技术获取与 BVDV 离子通道蛋白 p7 互作的蛋

白，通过质谱鉴定及免疫共沉淀验证发现 VAPA

与 BVDV p7 相互作用，BVDV p7 属于病毒孔蛋

白(Viroporin)家族，在脂质双分子层膜上形成通

道蛋白且具有离子通道的活性，在病毒复制周期

中起关键作用[10]。然而 VAPA 是否也参与 BVDV

复制过程尚不清楚。本研究通过 CRISPR/Cas9

敲除 VAPA，BVDV 感染不同时间后结合实时

荧光定量 PCR (real-time quantitative PCR，

RT-qPCR) 、 免 疫 荧 光 法 (immunofluorescence 

assay，IFA)、致细胞病变效应(cytopathic effect，

CPE)和病毒滴度等方法检测 BVDV 复制情况，

探究 VAPA 影响 BVDV 复制的作用，为 BVDV

防控新方法的建立提供新的靶点。 

1  材料与方法 

1.1  细胞和病毒 
HEK-293T 和 MDBK 细胞，中国科学院上

海生命科学研究院细胞资源中心；大肠杆菌感受

态细胞 Stbl3，北京博迈德基因技术有限公司；

BVDV毒株 TC由新疆农业大学传染病实验室冉

多良教师惠赠[11]。 

1.2  主要试剂和仪器 
lentiCRISPR v2、pSPAX2 和 2 μg pMD2.G

载体，Addgene 公司；兔抗 dsRNA 单克隆抗体

J2，SCICONS 公司；CoraLite488-conjugated Goat 

Anti-Rabbit IgG(H+L)、兔抗 VAPA 多克隆抗体

和 HRP 标记驴抗兔 IgG(H+L)抗体，Proteintech

公司；Trypsin 消化液、孕马血清 HS、ECL 显色

试剂盒、嘌呤霉素、聚凝胺、明胶、T4 DNA 

Ligase、TRIzol 细胞裂解液和 DNase/RNase-free 

ddH2O，Thermo Fisher Scientific 公司；cDNA 第

一条链合成试剂盒和SYBR Green荧光定量PCR

试剂盒，Qiagen 公司；BsmB I，NEB 公司；聚

醚酰亚胺(polyetherimide，PEI)，上海起发实验

试剂有限公司；Tris-HCl-吐温-20 缓冲液 TBST、
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小牛血清白蛋白 BSA、山羊血清、BCA 蛋白定

量试剂盒、Western 细胞裂解液和苯甲基磺酰氟

(phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF)，上海碧

云天生物技术有限公司；DNA 凝胶回收试剂盒，

天根生化科技(北京)有限公司。 

NanoDrop 2000 微量核酸测定仪，Thermo 

Fisher Scientific 公司；低温离心机，Eppendorf

公司；实时荧光定量 PCR 仪，ABI 公司。 

1.3  sgRNA 设计及合链 
根据 GenBank 数据库中 VAPA 基因(gene 

ID：516024)序列，使用 Benchling (www.benchling. 

com)和 CHOPCHOP (V3，www.chopchop.cbu.uib. 

no)设计靶向 VAPA 基因的 sgRNA 和乱码序列对

照 scramble sgRNA，sgRNA 序列见表 1，由苏

州金唯智生物科技有限公司合成引物。将

sgRNA-F 和 sgRNA-R 稀释至 100 μmol/L 后各取

10 μL 混匀后进行融合，反应条件：37 °C 30 min；

95 °C 5 min；以 5 °C/min 速度降至 25 °C。 

1.4  构建慢病毒载体 
使用 BsmB I 酶切 lentiCRISPR v2 载体，PCR

反应体系：lentiCRISPR v2 3.0 μg、10×NEB 3.1 

buffer 3.0 μL、BsmB I (10 U/μL) 1.0 μL、ddH2O

补足至 30.0 μL；PCR 反应条件：55 °C 孵育 3 h、

85 °C 孵育 5 s。酶切反应完成后使用 1%琼脂糖

凝胶电泳检测，使用 DNA 凝胶回收试剂盒并参

照试剂盒说明书回收 12 000 bp lentiCRISPR v2

载体片段。使用 T4 DNA Ligase连接 lentiCRISPR 

v2 与 sgRNA，连接体系为：T4 DNA Ligase 

 
表 1  sgRNA 的序列信息 
Figure 1  Information of sgRNA sequences 

Name Sequence (5′→3′) 

VAPA sgRNA F: CACCGGAAGAGAACCGGCTCCTGA 

R: AAACTCAGGAGCCGGTTCTCTTCC 

Scramble 

sgRNA 

F: CACCGCACTACCAGAGCTAACTCA 

R: AAACTGAGTTAGCTCTGGTAGTGC 

(400 U/μL) 1.0 μL，sgRNA 2.0 μL，lentiCRISPR 

v2 50.0 ng，10×Ligase buffer 2.0 μL，ddH2O 补

足至 20.0 μL，连接条件为 16 °C 孵育过夜。次

日将连接产物转化至 50 μL 大肠杆菌感受态细胞

Stbl3，涂布至氨苄青霉素(终浓度为 100 μg/mL)

抗性的 LB 固体培养基上，37 °C 培养过夜；次

日挑取单克隆菌落，经扩大培养后送至苏州金

唯智生物科技有限公司测序鉴定，构建成

lentiCRISPR v2-VAPA sgRNA/scramble 质粒。 

1.5  慢病毒包装和感染 
将 HEK-293T 细胞接种至 0.1%明胶包被的

6 cm 细胞培养皿中，待细胞密度到 90%时转染

质粒。分别取 200 μL dulbecco 改良 eagle 培养基

(dulbecco’s modified eagle medium，DMEM)、   

4 μg lentiCRISPR v2-VAPA sgRNA/scramble 质

粒、4 μg pSPAX2 和 2 μg pMD2.G，振荡混匀后

加入 1 mg/mL 的 PEI 50 μL，振荡混匀后静置  

10 min；弃去细胞培养液，加入 2 mL DMEM 和

上述混合液，转移至细胞培养箱中孵育 4 h 后更

换成正常细胞培养液，转染 48 h 后收集慢病毒

悬液，使用 0.45 μm 滤器过滤后获得 VAPA 

sgRNA 和 scramble 慢病毒。 

将约 5×105 个 MDBK 细胞接种至 6 cm 细胞

培养皿，加入 2 mL 正常细胞培养液、2 mL 慢病

毒悬液和 4 μL 的 8 mg/mL 聚凝胺；置于细胞培

养箱中孵育 18 h 后换液；继续培养 48 h 后使用

嘌呤霉素(终浓度 3 mg/mL)连续筛选 5 代次，获

得阳性细胞。 

1.6  Western Blot 检测 VAPA KO 情况 
取 5×105 个阳性细胞，弃掉细胞培养液，加

入 500 μL Western 细胞裂解液和 PMSF (终浓度  

1 mmol/L)，冰浴 10 min 后使用细胞刮刮取细胞，

转移至离心管中 12 000 r/min、4 °C 离心 10 min

收集上清，并使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋

白浓度。取 80 μg 总蛋白进行 SDS-PAGE 操作，
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120 V 电泳 2 h，400 mA 将蛋白转印至醋酸纤维

膜上，5%脱脂奶粉常温封闭 1 h，兔抗 VAPA 多

克隆抗体(1:1 000 稀释) 4 °C 孵育过夜，TBST 缓

冲液洗涤后加入 HRP 标记驴抗兔 IgG(H+L)抗体

(1:5 000 稀释)，常温下孵育 1 h 后使用 ECL 显

色试剂盒进行显色曝光。 

1.7  RT-qPCR 检测 BVDV mRNA 水平变化 

分别接种 5×105 个 scramble 和 VAPA KO 细

胞至 6 cm 细胞培养皿中，待细胞密度达到 70%

时，加入 10 000 TCID50 BVDV 孵育 2 h 后更换

培养液为含 5% HS 的细胞培养液，此时记为

BVDV 感染 0 h；于 BVDV 感染后 12、24、36

和 48 h 时收集细胞及培养液，加入等体积的

TRIzol 细胞裂解液振荡混匀后提取总 RNA，使

用 NanoDrop 2000 微量核酸测定仪测定总 RNA

浓度，取 500 ng RNA 反转录成 cDNA，按照

SYBR Green 荧光定量 PCR 试剂盒说明书进行

RT-qPCR 检测 BVDV 5′-UTR mRNA 水平，具体

的 RT-qPCR 引物、标准曲线参照田瑞鑫等[12]报道。 

1.8  免疫荧光检测 BVDV dsRNA 积累量 

分别接种 5×104 个 scramble 和 VAPA KO 细

胞至铺有细胞爬片的 24 孔细胞培养板中，待细

胞密度达到 70%时，加入 10 000 TCID50 BVDV

孵育 2 h 后更换培养液；分别于感染后 12、24、

36、48 h 时弃掉培养液，加入 4%多聚甲醛固定

30 min，使用 0.5% Triton X-100 处理 30 min；加

入封闭液(1% BSA、0.5% Triton X-100、1%山羊

血清)封闭 1 h；加入兔抗 dsRNA 单克隆抗体 J2

稀释液(1:1 200 稀释)，4 °C 孵育过夜；使用 TBST

洗涤后，加入二抗 CoraLite488-conjugated Goat 

Anti-Rabbit IgG(H+L) (1:200 稀释)，室温孵育   

1 h；使用抗荧光淬灭剂 PVP 封片液封片，使用

激光共聚焦显微镜观察绿色荧光数量及分布并

拍照记录。 

1.9  BVDV 感染细胞 CPE 变化检测 
分别接种相同数量的 scramble 和 VAPA KO

细胞至 6 孔板中，当细胞密度达到 70%时弃去

细胞培养液，加入 10 000 TCID50 BVDV 感染细

胞 2 h 后，更换含 5% HS 的细胞培养液继续培

养，于病毒感染 12、24、36 和 48 h 时使用倒置

显微镜观察细胞形态和 CPE 情况。 

1.10  BVDV TCID50 测定 

细胞接种、病毒感染等同 1.8，分别于病毒

感染后 12、24、36、48 h 反复冻融后 8 000 r/min

离心 5 min 收集病毒悬液；将 MDBK 细胞接种

于 96 孔细胞培养板中，待细胞密度约 70%接种

10 倍梯度稀释的 BVDV 病毒液(100–10−8)，每个

稀释梯度做 8 个重复，设立正常细胞为阴性对

照；接毒孵育 2 h后弃掉病毒液，每孔加入 100 μL

含 5% HS 的细胞培养液，培养 6 d 后观察 CPE

情况，统计 CPE 孔，使用 Reed-Muench 法计   

算 TCID50
[13]。 

1.11  细胞活性检测 
分别接种 2×105 个 VAPA KO 和 scramble 细

胞至 6 孔细胞培养板中，加入等量的细胞培养液

后继续培养，分别于 12、24、36、48 和 72 h 弃

掉培养液，加入 Trypsin 消化液孵育 2 min 后转

移至离心管中，1 000 r/min 离心 5 min 后经稀释

加入台盼蓝溶液染色，使用细胞计数板进行活细

胞计数，每个时间点平行重复 4 个孔。 

1.12  数据统计 
使用 SPSS 19.0 对试验数据进行独立样本

的 t 检验分析，结果以平均值±标准误表示，

P<0.05 表示数据差异显著，P<0.01 表示数据差

异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  酶切载体 lentiCRISPR v2 结果 
使用限制性内切酶 BsmB I 酶切载体
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lentiCRISPR v2，结果如图 1 所示，lentiCRISPR 

v2酶切后出现2个DNA片段，大小约为12 987 bp

和 1 886 bp，与预期结果一致。 

2.2  Western Blot 鉴定 VAPA KO 细胞 
包装慢病毒后感染 MDBK 细胞，于感染后

使用嘌呤霉素连续筛选 5 代次，获得阳性细胞，

Western Blot 检测 VAPA 蛋白的敲除情况。结果

如图 2 所示，与对照 scramble 相比，VAPA KO

细胞中的 VAPA 蛋白表达量显著性降低，表明成

功获得 VAPA KO 细胞。 

2.3  RT-qPCR 检测 BVDV mRNA 表达情况 
BVDV 感染 scramble 和 VAPA KO 细胞不同 

 

 
 
图 1  lentiCRISPR v2 载体酶切结果    
Figure 1  Digestion of lentiCRISPR v2 vector. M: 
DL2000 DNA marker; 1: Digested lentiCRISPR v2 
vector. 

 

 
 
图 2  Western Blot 检测 VAPA 表达情况 
Figure 2  Determine of VAPA expression levels by 
Western Blot. 

时间，提取总 RNA 并反转录成 cDNA，RT-qPCR

检测 BVDV mRNA 表达情况。结果如图 3 所示，

与对照 scramble 相比，BVDV 感染 VAPA KO

细胞 12、24、36、48 h 后 BVDV 5′-UTR mRNA

极显著下降，并且在感染 VAPA KO 细胞 24 h

后 BVDV mRNA 表达水平趋于稳定。 

2.4  免疫荧光检测 BVDV dsRNA 含量变化 

BVDV 感染 VAPA KO 和 scramble 细胞不同

时间后，使用抗 dsRNA 抗体进行免疫荧光染色

检测 BVDV dsRNA 含量变化。结果如图 4 所示，

与对照 scramble 相比，BVDV 感染 VAPA KO

细胞 12、24、36 和 48 h 时，细胞中绿色荧光标

记的 dsRNA 量明显减少，表明敲除 VAPA 可抑

制 BVDV dsRNA 含量的积累。 

2.5  BVDV 感染后 CPE 情况检测 

BVDV 感染 scramble 和 VAPA KO 细胞，

分别于感染后 12、24、36 和 48 h 使用倒置显微

镜观察 CPE 变化。结果如图 5 所示，BVDV 感

染 scramble 细胞 24 h 后细胞形态开始发生明显

变化，细胞内出现小的空斑，细胞变圆、皱缩、

聚集、死亡并开始脱落，感染 48 h 后细胞数量

明显减少，出现明显 CPE 现象；相较于对照

scramble 细胞，BVDV 感染 VAPA KO 细胞相同 

 

 
 
图 3  RT-qPCR 检测 BVDV 5′-UTR mRNA 水平 
Figure 3  Detection of BVDV 5′-UTR mRNA levels 
by RT-qPCR. **: P<0.01. 
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图 4  免疫荧光染色检测 BVDV dsRNA 积累水平 
Figure 4  Detection of BVDV dsRNA accumulation by immunofluorescence staining. 

 

 
 
图 5  BVDV 感染不同时间时 CPE 情况检测 
Figure 5  Detection of CPE at different time intervals post-infection with BVDV. 

 
时间后 CPE 出现时间明显延迟，CPE 现象明显

减弱，表明 VAPA KO 抑制 BVDV 在细胞内复

制，减轻 BVDV 造成的 CPE 情况。 

2.6  BVDV 感染后病毒滴度测定 

于 BVDV 感染 scramble 和 VAPA KO 细胞

后不同时间收集病毒液，使用 Reed-Muench 法

测定子代病毒 TCID50。结果见图 6 所示，与对

照 scramble 细胞相比，BVDV 感染 VAPA KO

细胞 12 h 和 36 h 时子代病毒滴度显著下降，

48 h 时极显著下降，表明敲除 VAPA 基因减少

了子代病毒颗粒的形成与释放，抑制了 BVDV

胞内复制。 
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图 6  BVDV 感染不同时间后子代病毒滴度测定 
Figure 6  Detection of progeny virus titer at 
different time intervals post-infection with BVDV. *: 
P<0.05; **: P<0.01. 
 

2.7  VAPA 敲除对细胞活性的影响 
为检测 VAPA 敲除是否影响细胞活性，分别

接种等量的 VAPA KO 和 scramble 细胞，待接种

后不同时间点进行活细胞计数。结果如图 7 所示，

与 scramble 对照相比，VAPA KO 细胞的活细胞

数量未出现明显变化，仅在接种 36 h 时 VAPA KO

活细胞数量显著高于 scramble 细胞，表明 VAPA

敲除未影响细胞活性。 

 

 
 

图 7  细胞活性检测 
Figure 7  Detection of cell viability. *: P<0.05. 

3  讨论与结论 

病毒是一种严格的细胞内寄生、无完整细

胞结构的微生物，主要依赖于宿主细胞代谢系

统完成其生命周期[14]。病毒侵入宿主细胞的方

式包括注射式侵入、膜融合和细胞内吞等方

式，其中囊膜病毒多采用膜融合或细胞内吞等

途径侵入宿主细胞[15]。囊膜病毒释放也依赖于

囊泡转运其核衣壳组分至宿主细胞膜，以出芽

方式包裹宿主细胞膜和病毒囊膜蛋白，形成子

代囊膜病毒 [16]。VAPA 是一种囊泡相关膜蛋

白，主要存在于突触小泡、致密核心颗粒和突

触样的微囊泡等部位。研究报道将 VAPA 定义

成内质网蛋白，在自噬体发生过程中起重要作

用[17]。然而关于 VAPA 是否影响病毒复制的研

究报道较少。基于课题组前期研究发现 VAPA

与BVDV p7蛋白互作，可能参与 p7蛋白成熟转

运至细胞膜形成离子孔道[10]，本研究着重研究

VAPA如何调控 BVDV复制，结果发现 VAPA敲

除后影响 BVDV 5′-UTR mRNA水平和 dsRNA积

累量，减弱 BVDV 感染造成的 CPE，降低子代

病毒滴度，进而表明 VAPA 敲除直接影响

BVDV 复制。然而 VAPA 是否会参与 p7 蛋白形

成离子孔道尚不清楚，亟待研究探索。本研究

的理论成果将为该机制研究提供重要的参考依

据。VAPA 主要参与突触小泡、致密核心颗

粒、突触样的微囊泡等形成、成熟和循环等途

径，在细胞新陈代谢等中发挥重要作用，而

VAPA 敲除是否通过影响细胞活性造成细胞死

亡或凋亡，进而减少细胞数量等方式影响

BVDV 复制。本研究发现 VAPA 敲除未影响细

胞活性，表明 VAPA 敲除并不是通过改变细胞

活性而抑制 BVDV 复制，具体的分子机制尚不

清楚，亟待阐明，该研究成果将为防控 BVDV

提供重要依据和作用靶点。 
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囊膜相关蛋白包括 VAPA、VAPB 和 VAMP3

等，其中 VAMP3 在胡新艳[18]研究报道中捕获

到该蛋白能与紧密连接蛋白 occludin 互作，进

而有利于 BVDV 吸附和内化等，促进 BVDV 复

制。结合胡新艳对 VAPA 和 VAMP3 调控 BVDV

复制的研究结果，可以推测囊膜相关蛋白家族

成员在 BVDV 复制过程中起到非常关键的作

用，可能参与 BVDV 侵入宿主细胞形成内体，

也可能参与 BVDV 包装、成熟和释放过程中囊

泡转运。 
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