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　 　 摘要:　 为明确整合素 αｖβ１ 在猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)侵染过程中的作用ꎬ通过对整合素 αｖβ１ 在 Ｖｅｒｏ 细

胞表面的过表达和抑制反应ꎬ检测 ＰＥＤＶ 在侵染过程中的病毒载量和蛋白质表达量的变化ꎮ 结果显示ꎬＶｅｒｏ 细胞

表面整合素 αｖβ１ 的过表达使病毒载量和蛋白质表达量升高ꎬＶｅｒｏ 细胞表面整合素 αｖβ１ 基因的沉默使病毒载量和

蛋白质表达量显著降低ꎮ 整合素 αｖβ１ 可促进 ＰＥＤＶ 侵染 Ｖｅｒｏ 细胞ꎮ
关键词:　 整合素 αｖβ１ꎻ ＰＥＤＶꎻ 侵染ꎻ Ｖｅｒｏ 细胞
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Ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖβ１ ｆｏｒ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＰＥＤＶ) ｉｎｆｅｃ￣
ｔｉｏｎ ｉｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ

ＹＵＡＮ Ｄｏｎｇ￣ｗｅｉꎬ　 ＷＡＮＧ Ｙｉꎬ　 ＬＵＡＮ Ｇｕａｎｇ￣ｙｕꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｘｕ
(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｂａｙｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｄａｑｉｎｇ １６３３１９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ: 　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｗｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ
(ＰＥＤＶ) ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖβ１ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｃｌｅａｒｅｄ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎｔｅ￣
ｇｒｉｎ αｖβ１ ｉｎ ｔｈｅ ＰＥＤＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ｗｈｉｃｈ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖβ１ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅ￣
ｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖβ１ ｇｅｎｅ. Ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖβ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＰＥＤＶ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖβ１ꎻ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＰＥＤＶ)ꎻ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎻ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ

　 　 猪流行性腹泻病毒( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ
ｖｉｒｕｓꎬ ＰＥＤＶ)是猪流行性腹泻病(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ￣
ｄｉａｒｒｈｅａꎬ ＰＥＤ)的病原ꎬ易感群体涉及不同年龄和不

同品系猪ꎬ尤其以引起哺乳仔猪出现水样腹泻、呕

吐、脱水甚至死亡为主要特征[１]ꎮ ＰＥＤ 是有季节变

化且有地方流行趋势的猪消化道传染性疾病ꎬ上世

纪 ７０ 年代初期在英格兰被发现ꎬ目前已传播至全球

３６ 个国家ꎬ遍布欧洲、亚洲、美洲ꎬ已经成为制约养

猪业发展的重要肠道传染病ꎬ给养猪业造成巨大的

经济损失[２]ꎮ
ＰＥＤＶ 为具有囊膜结构的 ＲＮＡ 冠状病毒ꎬ是尼

多病毒目 ( Ｎｉｄｏｖｉｒａｌｅｓ) 下冠状病毒科 ( Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉ￣
ｄａｅ)成员ꎬ基因组大小约为 ２８ ｋｂꎬ由 ５′和 ３′非翻译

区(ＵＴＲ)以及 ７ 个开放阅读框组成ꎬ编码 ４ 个结构

蛋白及 ３ 个非结构蛋白ꎬ排列顺序为 ５′ＵＴＲ￣ＯＲＦ１ａ￣
ＯＲＦ１ｂ￣纤突糖蛋白基因(Ｓ)￣ＯＲＦ３￣小包膜蛋白基因

２２４



(Ｅ)￣膜糖蛋白基因 (Ｍ)￣核衣壳蛋白基因 (Ｎ)￣３′
ＵＴＲ[３]ꎮ ＰＥＤＶ 感染宿主细胞的过程十分复杂ꎬ主
要通过病毒表面纤突糖蛋白与宿主细胞表面膜蛋白

及碳水化合物分子的结合ꎬ促进病毒感染[４]ꎮ 猪氨

基肽酶 Ｎ(ｐＡＰＮ)曾被报道是 ＰＥＤＶ 的细胞受体参

与病毒感染ꎬ开启了 ＰＥＤＶ 侵入机理的深入研

究[５￣９]ꎮ 然而ꎬ在后续试验中证实ꎬ在表达 ｐＡＰＮ 的

猪睾丸细胞(ＳＴ)中并不能形成 ＰＥＤＶ 的感染ꎬ而对

ＰＥＤＶ 易感的非洲绿猴肾细胞(Ｖｅｒｏ 细胞)又不依

赖于氨基肽酶 Ｎ 的表达[１０￣１３]ꎮ 因此ꎬ ｐＡＰＮ 不是

ＰＥＤＶ 感染宿主细胞必须存在的蛋白质ꎬ作为病毒

感染宿主细胞受体的理论尚未完全确证ꎬ正处在探

索阶段ꎬＰＥＤＶ 的侵入机制仍不清楚ꎮ 另外ꎬ大量研

究结果显示ꎬ病毒感染宿主细胞并非依赖一种受体ꎬ
大多病毒都可利用多种受体蛋白质ꎬ包括冠状病毒

成员在内许多囊膜病毒ꎬ存在多个细胞感染受体或

细胞感染相关蛋白质ꎮ 在 ＰＥＤＶ 同科的病毒中ꎬ猪
传染性胃肠炎病毒、ＳＡＲＳ 冠状病毒、人冠状病毒

２２９Ｅ、鼠冠状病毒和禽传染性支气管炎病毒都存在

多个细胞感染受体的情况[１４￣１７]ꎮ
整合素( Ｉｎｔｅｇｒｉｎ)是一种异源二聚体跨膜蛋白

质ꎬ广泛分布于大多数哺乳动物细胞表面ꎬ可以作为

多种病毒(如:人类疱疹病毒、猪瘟病毒、腺病毒、口
蹄疫病毒、轮状病毒、狂犬病毒等)感染受体或辅助

受体ꎬ促进病毒感染宿主细胞[１８]ꎮ 本实验室前期研

究结果显示ꎬ整合素 αｖβ３ 能增强 ＰＥＤＶ 对非敏感细

胞 ＣＨＯ 的黏附ꎬ在 ＰＥＤＶ 感染后表达水平明显上

调ꎻ整合素 αｖβ３ 增强了 ＰＥＤＶ 在 Ｖｅｒｏ 细胞和 ＩＥＣｓ
中的复制[１９￣２０]ꎮ 有研究者报道ꎬ细胞表面蛋白整合

素 αｖβ１ 在多种病毒侵染细胞过程中具有促进作

用[２１￣２３]ꎬ而且其与整合素 αｖβ３ 为同家族成员ꎬ可识

别 ＰＥＤＶ Ｓ 蛋白 ＲＬＤ 配体识别序列ꎮ 那么ꎬ整合素

αｖβ１ 是否也与 ＰＥＤＶ 感染相关呢? 本研究通过对

整合素 αｖβ１ 在 Ｖｅｒｏ 细胞表面的过表达和抑制反

应ꎬ探索整合素 αｖβ１ 在 ＰＥＤＶ 侵染 Ｖｅｒｏ 细胞过程

中的作用ꎬ为 ＰＥＤＶ 侵入宿主细胞机制的研究和预

防策略的设计奠定基础并指出新的研究方向ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

ＰＥＤＶ 标准毒株 ＣＶ７７７(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ.
ＡＦ３５３５１１.１)、ＨＡ 标记的真核质粒(ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ)、

表达整合素 αｖ 的真核质粒(ｐＣＡＧＧＳ￣αｖ)、表达整

合素 β１ 的真核质粒(ｐＣＡＧＧＳ￣β１)均为前期实验制

备并保存ꎬ整合素 αｖ、整合素 β１、ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白抗体

也为本实验室制备和保存ꎬ非洲绿猴肾细胞(Ｖｅｒｏ)
由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所馈赠ꎮ
１.２　 试剂

本试验所用到的主要试剂见表 １ꎮ

表 １　 主要使用试剂

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅａｇｅｎｔｓ ｍａｉｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

试剂名称　 　 　 　 公司　 　 　

病毒 ＲＮＡ 提取试剂盒 海基生物科技有限公司

Ａｔｔｒａｃｔｅｎｅ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ
转染试剂盒

Ｑｉａｇｅｎ 公司

ＢＣＡ 蛋白质浓度检测试剂盒 上海碧云天生物技术研究所

ＲＩＰＡ 细胞裂解液 上海碧云天生物技术研究所

反转录试剂盒 大连 ＴａＫａＲａ 公司

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ
检测试剂盒

大连 ＴａＫａＲａ 公司

ＥＣＬ 发光试剂 上海爱必信生物科技有限公司

ＨＲＰ 标记二抗(ＩｇＧ) Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司

１.３　 ｓｉＲＮＡ 设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中非洲绿猴整合素 αｖ 及整合素

β１ 序列ꎬ由上海吉玛制药技术有限公司合成干扰序

列 ｓｉＲＮＡ￣ｍｉαｖ、 ｓｉＲＮＡ￣ｍｉβ１、 ｓｉＲＮＡ￣ＮＣꎮ ｓｉＲＮＡ￣
ｍｉαｖ 序列用 ｓｉＲＮＡ Ａ、ｓｉＲＮＡ Ｂ、ｓｉＲＮＡ Ｃ 表示ꎬｓｉＲ￣
ＮＡ￣ｍｉβ１ 序列用 ｓｉＲＮＡ １、ｓｉＲＮＡ ２、ｓｉＲＮＡ ３ 表示ꎬ
ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 为试验阴性对照ꎮ ｓｉＲＮＡ 序列见表 ２ꎮ

表 ２　 ｓｉＲＮＡ 干扰分子序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

序列名称 序列(５′→３′)

ｓｉＲＮＡ １ ＧＣＵＣＡＡＧＣＣＡＧＡＧＧＡＵＡＵＵＴＴ

ｓｉＲＮＡ ２ ＣＣＡＡＧＵＧＵＣＡＵＧＡＡＧＧＡＡＡＴＴ

ｓｉＲＮＡ ３ ＧＣＡＡＣＧＧＡＣＡＧＡＵＣＵＧＵＡＡＴＴ

ｓｉＲＮＡ Ａ ＣＣＣＵＣＵＧＡＣＡＵＵＧＡＵＵＧＵＵＴＴ

ｓｉＲＮＡ Ｂ ＧＣＡＡＣＡＧＧＣＡＡＵＡＧＡＧＡＵＵＴＴ

ｓｉＲＮＡ Ｃ ＧＣＧＡＵＣＡＧＡＵＧＧＣＵＧＣＡＵＡＴＴ

ｓｉＲＮＡ ＮＣ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

１.４　 细胞培养和转染

常规方法复苏 Ｖｅｒｏ 细胞后用含胎牛血清的

ＤＭＥＭ 细胞培养基ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２恒温环境下培

３２４原冬伟等:整合素 αｖβ１ 在猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)侵染 Ｖｅｒｏ 细胞过程中的作用



养及传代ꎮ 转染前 １ ｄꎬ将传代 Ｖｅｒｏ 细胞接种于 ６
孔板ꎬ次日细胞生长至７０％~ ８０％融合度时进行转

染ꎮ 按 Ａｔｔｒａｃｔｅｎｅ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ(Ｑｉａｇｅｎ)转染

说明书进行转染ꎮ 分别加入待转染真核重组质粒或

ｓｉＲＮＡ 序列(１００ ｍｇ / Ｌ)ꎮ 转染结束后在 ３７ ℃、５％
ＣＯ２恒温环境下继续培养ꎬ间隔 ６ ｈ 后换含胎牛血清

的 ＤＭＥＭ 细胞培养液继续培养２４~ ４８ ｈ 收取样品ꎮ
每组试验都加设对照ꎮ
１.５　 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

ＲＮＡ 样品提取严格遵照病毒 ＲＮＡ 提取试剂盒

所述步骤执行ꎬ获得样品 ＲＮＡ 经测定浓度后用于反

转录或－４０ ℃保存ꎮ 样品 ＲＮＡ 反转录制备 ｃＤＮＡꎬ
反应体系参照试剂盒说明书ꎮ 制备的 ｃＤＮＡ 于

－４０ ℃保存备用ꎮ
１.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ

针对 ＧｅｎＢａｎｋ 中整合素 αｖ、整合素 β１、ＰＥＤＶ
ＯＲＦ３ 序列及 β￣ａｃｔｉｎ 序列信息ꎬ设计荧光定量 ＰＣＲ
引物(表 ３)ꎬ引物由哈尔滨睿博兴科生物技术有限

公司合成ꎮ 按 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

试剂盒提供的反应体系ꎬ分别添加上、下游引物ꎮ 配

制好的反应液在避光、低温条件下混匀、分装、离心

后ꎬ放置于 ＡＢＩ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ３ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测仪中ꎮ
反应程序为:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５５~ ６０ ℃ (根
据引物 Ｔｍ值选择退火温度)３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循

环ꎮ 检测完成后ꎬ读取 Ｃ ｔ值ꎬ并对数据进行分析ꎮ

表 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 所使用引物

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

序列名称　 　 　 　 　 序列(５′→３′) 　 　 　 　

β１￣Ｆ ＧＣＧＡＡＧＣＣＡＧＣＡＡＣＧＧＡＣＡＧ

β１￣Ｒ ＣＡＡＧＧＣＡＧＧＴＣＴＧＡＣＡＣＡＴＣＴＣＡＣ

αｖ￣Ｆ ＴＴＡＧＣＡＡＣＴＣＧＧＡＣＴＧＣＡＣＡＡ

αｖ￣Ｒ ＴＧＣＴＧＣＴＣＴＴＧＧＡＡＣＴＣＣＴＧ

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＡＧＧＣＴＣＴＣＴＴＣＣＡＡＣＣＴＴＣＣＴＴ

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＣＧＴＡＣＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧＴＣＣＡ

ＰＥＤＶ￣Ｆ ＧＣＡＣＴＴＡＴＴＧＧＣＡＧＧＣＴＴＴＧＴ

ＰＥＤＶ￣Ｒ ＣＣＡＴＴＧＡＧＡＡＡＡＧＡＡＡＧＴＧＴＣＧＴＡＧ

１.７　 免疫印迹分析

首先将完成转染试验的各组 Ｖｅｒｏ 细胞按试验

要求回收ꎬ分别加入 ＲＩＰＡ 细胞裂解液ꎬ在冰浴中裂

解 ３０ ｍｉｎꎬ提取细胞中总蛋白质ꎮ 用 ＢＣＡ 法测定蛋

白质浓度后加入上样缓冲液ꎬ沸水中加热使蛋白质

变性ꎬ然后取等量蛋白质样品进行 ＳＤＳ 凝胶电泳ꎮ
蛋白质凝胶电转仪上转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬＰＢＳ 清洗

后用 ５％脱脂乳室温下封闭 ２ ｈꎬ分别加入一抗(整
合素 αｖ、整合素 β１、ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白抗体)、二抗(ＨＲＰ
标记的抗兔、抗鼠 ＩｇＧ)ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎮ 最后加入

ＥＣＬ 显色成像ꎬ使用凝胶成像系统拍照ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ
为内参ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件测定蛋白质条带

灰度值ꎬ计算并比较各试验组细胞样品中所含蛋白

质相对表达水平ꎮ
１.８　 数据分析

使用 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件ꎬ计量数值均以平均值±标
准差表示ꎬ两组数据间比较采用 ｔ 检验ꎬ多组间差异

比较采用单因素方差分析ꎬ两两组间差异比较采用

ＳＮＫ ｑ 检验ꎬ各试验独立重复 ３ 次ꎬ以Ｐ<０􀆰 ０５、Ｐ<
０􀆰 ０１ 表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结 果

２.１　 整合素 αｖβ１ 在 Ｖｅｒｏ 细胞中的过表达

为明确整合素 αｖβ１ 对 ＰＥＤＶ 侵染 Ｖｅｒｏ 细胞的

影响ꎬ我们将质粒 ｐＣＡＧＧＳ￣αｖ、ｐＣＡＧＧＳ￣β１ 利用细

胞转染的方法共转染在 Ｖｅｒｏ 细胞中ꎬ同时转染空质

粒 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ 作为对照组ꎮ 然后利用荧光定量

ＰＣＲ 方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术对 Ｖｅｒｏ 细胞表面整合

素 αｖβ１ 的表达情况进行检测ꎮ 结果显示ꎬ整合素

αｖβ１ 转染组与对照组相比较ꎬ整合素 αｖ 和整合素

β１ ｍＲＮＡ 表达水平均极显著升高(图 １)ꎻ整合素

αｖβ１ 转染组蛋白质表达结果与整合素 αｖ 和整合素

β１ ｍＲＮＡ 表达水平一致ꎬ在整合素 αｖβ１ 转染组蛋

白质表达增强ꎬ灰度分析结果显示蛋白质表达水平

与对照组差异显著或极显著(图 ２)ꎮ 所得结果表明

整合素 αｖβ１ 在 Ｖｅｒｏ 细胞中过表达成功ꎮ
２.２　 过表达整合素 αｖβ１ 对 ＰＥＤＶ 侵染 ｖｅｒｏ 细胞

的影响

　 　 将共转染整合素 αｖβ１ 的 Ｖｅｒｏ 细胞接种 ＰＥＤＶꎬ
３７ ℃孵育 ６ ｈ 后洗涤更换培养基ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２下继

续培养ꎬ分别于接种后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 收取样品ꎬ荧光定

量 ＰＣＲ 检测 ＰＥＤＶ ＯＲＦ３ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 技术检测 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白质表达水平ꎮ 试验过程

中将 ＨＡ 标记的转染组设为试验对照ꎮ 结果显示ꎬ在
病毒感染 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬ试验组 ＰＥＤＶ ＯＲＦ３ ｍＲＮＡ
表达水平极显著升高(图 ３)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测

结果显示ꎬ在病毒感染 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬ试验组蛋白质
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Ａ:Ｖｅｒｏ 细胞中整合素 αｖ 在整合素 αｖβ１ 转染组(αｖβ１)和空质

粒转染组(ＨＡ)的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＢ:Ｖｅｒｏ 细胞中整合素 β１ 在

整合素 αｖβ１ 转染组(αｖβ１)和空质粒转染组(ＨＡ)的 ｍＲＮＡ 表

达水平ꎮ 空质粒转染组(ＨＡ)为对照组ꎮ ∗∗表示差异极显著

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 １　 整合素 αｖβ１ 转染 Ｖｅｒｏ 细胞后荧光定量 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖβ１ ｉｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

Ａ:Ｖｅｒｏ 细胞中整合素 αｖ 在整合素 αｖβ１ 转染组(αｖβ１)和空质

粒转染组(ＨＡ)的蛋白质表达水平ꎻＢ:Ｖｅｒｏ 细胞中整合素 β１ 在

整合素 αｖβ１ 转染组(αｖβ１)和空质粒转染组(ＨＡ)的蛋白质表

达水平ꎮ 空质粒转染组(ＨＡ)为对照组ꎮ ∗表示差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ２　 整合素 αｖβ１ 转染 Ｖｅｒｏ 细胞后整合素蛋白质表达结果

Ｆｉｇ.２ 　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖβ１ ｉｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

表达条带明显增强ꎬ灰度分析结果显示试验组 ＰＥＤＶ
Ｎ 蛋白质表达水平随感染时间延长而升高且与对照

组相比呈显著差异(图 ４)ꎮ 所得结果表明ꎬ整合素

αｖβ１ 的过表达能够促进 ＰＥＤＶ 侵染ꎬ使 ＰＥＤＶ 在 Ｖｅ￣
ｒｏ 细胞内的含量明显增加ꎮ

ＨＡ 为空质粒转染对照组ꎬαｖβ１ 为整合素 αｖβ１ 转染组ꎮ∗∗ 表示

差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ３　 Ｖｅｒｏ 细胞接种 ＰＥＤＶ ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后 ＰＥＤＶ ＯＲＦ３ 荧光

定量 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯＲＦ３ ｇｅｎｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒ￣
ｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ (ＰＥＤＶ) ｉｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ａｔ ２４ ｈ ａｎｄ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ａ:ＰＥＤＶ 接种 ２４ ｈ 后共转染整合素 αｖβ１ 的 Ｖｅｒｏ 细胞中 ＰＥＤＶ
Ｎ 蛋白质表达ꎻＢ:ＰＥＤＶ 接种 ４８ ｈ 后共转染整合素 αｖβ１ 的 Ｖｅｒｏ
细胞中 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白质表达ꎻＣ:ＰＥＤＶ 接种 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后共转

染整合素 αｖβ１ 的 Ｖｅｒｏ 细胞中 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白质表达灰度值分析ꎮ
ＨＡ 为空质粒转染对照组ꎬαｖβ１ 为整合素 αｖβ１ 转染组ꎮ ∗表示

差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ４　 Ｖｅｒｏ 细胞接种 ＰＥＤＶ ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白检测

结果

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｎ ｏｆ ＰＥＤＶ ｉｎ Ｖｅｒｏ
ｃｅｌｌｓ ａｔ ２４ ｈ ａｎｄ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

２.３　 ｓｉＲＮＡ 转染对整合素 αｖβ１ 在 Ｖｅｒｏ 细胞中表

达的影响

　 　 分别将整合素 αｖ 和整合素 β１ 的特异性 ｓｉＲＮＡ
及阴性对照转染至 Ｖｅｒｏ 细胞ꎬ利用荧光定量 ＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ｓｉＲＮＡ 干扰效果ꎮ 整合素

αｖ 和整合素 β１ ｍＲＮＡ 表达水平检测结果(图 ５)显
示ꎬ与 ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 对照组相比ꎬ靶向 αｖ 的 ｓｉＲＮＡ Ａ、
ｓｉＲＮＡ Ｂ、ｓｉＲＮＡ Ｃ 组整合素 αｖ 的 ｍＲＮＡ 水平极显

著下降ꎬ靶向 β１ 的 ｓｉＲＮＡ １、ｓｉＲＮＡ ２、ｓｉＲＮＡ ３ 组整

５２４原冬伟等:整合素 αｖβ１ 在猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)侵染 Ｖｅｒｏ 细胞过程中的作用



合素 β１ 的 ｍＲＮＡ 水平极显著下降ꎮ 整合素 αｖ 和

整合素 β１ 蛋白质表达水平检测结果(图 ６)显示ꎬ与
ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 对照组相比ꎬ靶向 αｖ 的 ｓｉＲＮＡ Ａ、ｓｉＲＮＡ
Ｂ、ｓｉＲＮＡ Ｃ 组整合素 αｖ 蛋白质水平均显著降低ꎬ靶
向整合素 β１ 的 ｓｉＲＮＡ １、ｓｉＲＮＡ ２、ｓｉＲＮＡ ３ 组 β１ 蛋

白质水平均极显著降低ꎮ 以上结果表明本研究所设

计的 ｓｉＲＮＡ 对整合素 αｖ 和整合素 β１ 在 Ｖｅｒｏ 细胞

表面的干扰效果明显ꎮ

Ａ:ｓｉＲＮＡ Ａ、ｓｉＲＮＡ Ｂ、ｓｉＲＮＡ Ｃ 干扰后 Ｖｅｒｏ 细胞中整合素 αｖ 的

ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＢ:ｓｉＲＮＡ １、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ ３ 干扰后 Ｖｅｒｏ 细胞

中整合素 β１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ ｓｉＲＮＡ ＮＣ 为阴性对照ꎮ ａ:
ｓｉＲＮＡ Ａꎻｂ:ｓｉＲＮＡ Ｂꎻｃ:ｓｉＲＮＡ Ｃꎻｄ:ｓｉＲＮＡ ＮＣꎻｅ:ｓｉＲＮＡ１ꎻｆ:ｓｉＲ￣
ＮＡ２ꎻｇ:ｓｉＲＮＡ３ꎮ ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ５　 ｓｉＲＮＡ 干扰后整合素 αｖ 和整合素 β１ 荧光定量 ＰＣＲ 检测

结果

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１ ａｆ￣
ｔｅｒ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

２.４　 整合素 αｖβ１ ｓｉＲＮＡ 干扰后对 ＰＥＤＶ 侵染 ｖｅ￣
ｒｏ 细胞的影响

　 　 为确定降低细胞表面整合素 αｖβ１ 的表达对

ＰＥＤＶ 侵染 Ｖｅｒｏ 细胞的影响ꎬ利用干扰效果较好的

ｓｉＲＮＡ 分别下调 Ｖｅｒｏ 细胞表面的整合素 αｖ 和整合

素 β１ 的表达ꎬ然后感染 ＰＥＤＶꎬ通过荧光定量 ＰＣＲ
检测 ＰＥＤＶ 感染的 Ｖｅｒｏ 细胞整合素 αｖ、整合素 β１
以及 ＰＥＤＶ 感染后 ＰＥＤＶ ＯＲＦ３ 基因 ｍＲＮＡ 水平ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ｓｉＲＮＡ 干扰后感染 ＰＥＤＶ 的

Ｖｅｒｏ 细胞中整合素 αｖ、整合素 β１ 以及 ＰＥＤＶ 感染

后 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白质表达水平ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 检测

结果(图 ７)显示ꎬ与 ｓｉＲＮＡ ＮＣ 对照组相比ꎬ试验组

整合素 αｖ、整合素 β１ 以及病毒感染后 ＰＥＤＶ ＯＲＦ３
基因 ｍＲＮＡ 表达水平均降低且差异极显著ꎮ Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测结果(图 ８)显示ꎬｓｉＲＮＡ 干扰试验

组整合素 αｖ、整合素 β１ 以及病毒感染后 ＰＥＤＶ Ｎ
蛋白质表达水平与 ｓｉＲＮＡ ＮＣ 对照组相比较均明显

Ａ:ｓｉＲＮＡ Ａ、ｓｉＲＮＡ Ｂ、ｓｉＲＮＡ Ｃ 干扰后 Ｖｅｒｏ 细胞中整合素 αｖ 的

蛋白质表达水平ꎻＢ: ｓｉＲＮＡ １、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ ３ 干扰后 Ｖｅｒｏ 细

胞中整合素 β１ 的蛋白质表达水平ꎮ ｓｉＲＮＡ ＮＣ 为阴性对照ꎮ ａ:
ｓｉＲＮＡ Ａꎻｂ:ｓｉＲＮＡ Ｂꎻｃ:ｓｉＲＮＡ Ｃꎻｄ:ｓｉＲＮＡ ＮＣꎻｅ:ｓｉＲＮＡ １ꎻｆ:ｓｉＲ￣
ＮＡ ２ꎻｇ:ｓｉＲＮＡ ３ꎮ ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ６　 ｓｉＲＮＡ 干扰后整合素 αｖ 和整合素 β１ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检

测结果

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１
ａｆｔｅｒ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

降低且差异极显著ꎮ 上述结果表明ꎬ整合素 αｖβ１ 被

干扰表达后可降低 ＰＥＤＶ 对 Ｖｅｒｏ 细胞的侵染ꎮ

Ａ:Ｖｅｒｏ 细胞中 ｓｉＲＮＡ 干扰后整合素 αｖ、整合素 β１ 的 ｍＲＮＡ 表

达水平ꎻＢ:ＰＥＤＶ 感染 ｓｉＲＮＡ 干扰后 Ｖｅｒｏ 细胞中 ＰＥＤＶ ＯＲＦ３
的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ ｓｉＲＮＡ ＮＣ 为阴性对照ꎮ ａ:ｓｉＲＮＡ￣ｍｉαｖꎻｂ:
ｓｉＲＮＡ￣ｍｉβ１ꎻｃ:ｓｉＲＮＡ￣ＮＣꎻｄ:ｓｉＲＮＡ￣ｍｉαｖβ１ꎮ ∗∗表示差异极显

著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ７　 ｓｉＲＮＡ 干扰后整合素 αｖ、整合素 β１ 以及 ＰＥＤＶ ＯＲＦ３ 荧

光定量 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｔｈｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖꎬ ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１ ａｎｄ
ＰＥＤＶ ＯＲＦ３ ａｆｔｅｒ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

３　 讨 论

ＰＥＤ 是 ＰＥＤＶ 感染后引起的一种猪急性、流行
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ａ:ｓｉＲＮＡ αｖβ１ꎻｂ:ｓｉＲＮＡ ＮＣꎮ Ａ:ｓｉＲＮＡ 干扰后 Ｖｅｒｏ 细胞中整合素 αｖ 的蛋白质表达水平ꎻＢ:ｓｉＲＮＡ 干扰后 Ｖｅｒｏ 细胞中整合素 β１ 的蛋白质

表达水平ꎻＣ:ＰＥＤＶ 感染 ｓｉＲＮＡ 干扰后 Ｖｅｒｏ 细胞中 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白质表达水平ꎮ ｓｉＲＮＡ ＮＣ 为阴性对照ꎮ ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ８　 ｓｉＲＮＡ 干扰后整合素 αｖ、整合素 β１、ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

Ｆｉｇ.８　 Ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αｖꎬ ｉｎｔｅｇｒｉｎ β１ ａｎｄ ＰＥＤＶ Ｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

性消化道传染病ꎮ ＰＥＤＶ 靶向感染小肠绒毛上皮细

胞ꎬ造成小肠绒毛萎缩、上皮细胞变性坏死脱落ꎬ肠
黏膜充血、肿胀ꎬ吸收不良和严重腹泻ꎮ 自 ２０１０ 年

１０ 月 ＰＥＤ 在中国大面积暴发以来ꎬ２０１３ 年以后美

国、加拿大、墨西哥等北美国家ꎬ韩国、日本等亚洲国

家及中国台湾地区也相继暴发 ＰＥＤꎬ目前已经席卷

亚洲、欧洲、美洲的大部分地区ꎬ给世界主要生猪养

殖地区和国家带来严重的经济损失[１]ꎮ
阐明 ＰＥＤＶ 侵染宿主细胞的机制是预防 ＰＥＤ

发生的重要基础性研究ꎮ ＰＥＤＶ 感染宿主细胞的过

程十分复杂ꎬ主要通过病毒表面纤突糖蛋白与宿主

细胞表面膜蛋白及碳水化合物分子的结合ꎬ促进病

毒感染[４]ꎮ ｐＡＰＮ 曾被报道是 ＰＥＤＶ 感染宿主细胞

的受体并开展了大量病毒侵入机制的研究ꎬ但随后

ｐＡＰＮ 又被证实只是一种与病毒感染相关的宿主蛋

白质[９]ꎮ 目前认为病毒感染并非依赖一种受体蛋

白质ꎬ而是利用位于细胞表面的多个受体蛋白质ꎬ才
能完成病毒感染过程ꎮ 整合素是一种广泛分布于哺

乳动物细胞表面的黏附分子ꎬ在多种病毒感染宿主

细胞的过程中都起到促进或辅助作用ꎬ如:整合素

α２β１ 与艾柯病毒 １(ＥＶ１)的感染有关[２４]ꎬ整合素

α５β１、αｖβ３、αｖβ６ 都可在 ＦＭＤＶ 感染过程中起到促

进作用[２５]ꎬ 整合素 αｖβ３ 可促进日本脑炎病毒

(ＪＥＶ)的感染[２６]ꎮ 整合素 β１ 可以与 α 亚基结合ꎬ
广泛分布于许多哺乳动物细胞中ꎬ介导病毒感染细

胞[１８ꎬ ２７]ꎮ 本实验室前期研究发现ꎬＰＥＤＶ 感染 Ｖｅｒｏ
细胞差异表达蛋白质筛选结果显示整合素 αｖβ１ 和

整合素 αｖβ３ 与病毒感染有关ꎬ且与整合素 αｖβ１ 同

源的整合素 αｖβ３ 已被证明可促进 ＰＥＤＶ 感染细

胞[１９￣ ２０]ꎮ 整合素 αｖβ１ 在 ＰＥＤＶ 主要侵染的仔猪小

肠绒毛上皮细胞中存在[２３]ꎬ同时在 ＰＥＤＶ 高度敏感

的 Ｖｅｒｏ 细胞中也存在ꎮ 本研究在 Ｖｅｒｏ 细胞上通过

过表达和抑制整合素 αｖβ１ 的表达来阐明 ＰＥＤＶ 在

侵染 Ｖｅｒｏ 细胞过程中所受整合素 αｖβ１ 的影响ꎮ 试

验结果显示ꎬ在 Ｖｅｒｏ 细胞中过表达 αｖβ１ 后ꎬＰＥＤＶ
的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达水平均出现显著上调ꎬ证明

整合素 αｖβ１ 能够促进 ＰＥＤＶ 侵染细胞ꎬ使 ＰＥＤＶ 在

Ｖｅｒｏ 细胞内的含量明显增加ꎮ ＲＮＡ 干扰技术

(ＲＮＡｉ)是一种基因沉默技术ꎬ是通过导入与内源性

ｍＲＮＡ 同源的双链 ＲＮＡꎬ来诱发同源靶 ｍＲＮＡ 高

效、特异性地降解ꎬ从而导致靶基因沉默且表达下降

的现象[２８￣２９]ꎮ 本研究通过 ｓｉＲＮＡ 干扰试验反向验

证整合素 αｖβ１ 与 ＰＥＤＶ 侵染细胞的关系ꎮ 由于

ＲＮＡｉ 技术存在不同位点效应ꎬ相应的序列抑制 ｍＲ￣
ＮＡ 降解效率会有差异ꎬ甚至有些序列根本起不到

抑制的作用ꎮ 因此本研究分别设计 ３ 个整合素 αｖ
与整合素 β１ 基因的 ｓｉＲＮＡ 序列ꎬ通过检测转染后

Ｖｅｒｏ 细胞各基因蛋白质及核酸水平的变化ꎬ筛选出

最佳 ｓｉＲＮＡ 序列ꎮ 利用最佳 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｖｅｒｏ 细胞

表面整合素 αｖβ１ꎬ结果显示在被干扰的 Ｖｅｒｏ 细胞

感染 ＰＥＤＶ ４８ ｈ 后ꎬＰＥＤＶ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白质表达

水平均出现显著下调ꎬ说明整合素 αｖβ１ 的干扰可降

低 ＰＥＤＶ 对 Ｖｅｒｏ 细胞的侵染ꎮ 综上所述ꎬ整合素

αｖβ１ 能够促进 ＰＥＤＶ 侵染 Ｖｅｒｏ 细胞ꎬ由于整合素

αｖβ１ 是位于细胞表面的蛋白质ꎬ因此整合素 αｖβ１
是否可能作为一种受体蛋白与 ＰＥＤＶ 的 Ｓ 蛋白相结

合ꎬ在病毒的黏附、内化过程中起到促进作用有待继

续研究ꎮ 本研究所获结果为 ＰＥＤＶ 侵入机制的解析

和抗病毒策略设计提供了新的研究方向和理论基

础ꎮ

７２４原冬伟等:整合素 αｖβ１ 在猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)侵染 Ｖｅｒｏ 细胞过程中的作用
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