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摘   要：【目的】鉴定能够调控猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea virus，PEDV)复制的

关键宿主蛋白。【方法】利用 LC-MS/MS 技术结合串联质谱标签(tandem mass tag，TMT)，分析

PEDV 感染 Vero 细胞 36 h 后和未感染组的蛋白组学差异。鉴定筛选了 114 个显著差异表达蛋白，

其中宿主胚胎干细胞特异性 5-羟甲基胞嘧啶结合蛋白 (5-hydroxymethylcytosine binding, ES 
cell-specific protein，HMCES)显著上调。进一步构建 HMCES 真核表达质粒，通过蛋白免疫印迹

和实时荧光定量 PCR 检测过表达 HMCES 对 PEDV 复制的影响；合成针对 HMCES 基因的特异性

siRNA，利用 Western blotting 和 RT-qPCR 检测 siRNA 对 HMCES 表达的干扰效果及 HMCES 被干

扰后对 PEDV 复制的影响。【结果】过表达 HMCES 能显著促进 PEDV 在 Vero 细胞中复制，并且

复制水平随着 HMCES 的剂量递增呈现剂量依赖式增加；siRNA-341 下调内源性 HMCES 表达进

而抑制 PEDV 复制。【结论】HMCES 促进 PEDV 复制，本研究为进一步探究 HMCES 在抗 PEDV
免疫应答中的作用及机制提供了参考依据。 

关键词：HMCES；猪流行性腹泻病毒；病毒复制；Vero 细胞  
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Abstract: [Objective] To identify the key host protein that can regulate the replication of porcine 
epidemic diarrhea virus (PEDV). [Methods] We used liquid chromatography with tandem mass 
spectrometry (LC-MS/MS) technology combined with tandem mass tag (TMT) to analyze the 
proteomic differences between PEDV-infected Vero cells and the uninfected group at 36 h post 
inoculation. A total of 114 significantly differentially expressed proteins were identified, of which 
5-hydroxymethylcytosine binding, ES cell-specific protein (HMCES) was significantly up-regulated. 
The eukaryotic expression plasmid of HMCES was further constructed, and the effect of HMCES 
overexpression on PEDV replication was examined by Western blotting and real-time fluorescent 
quantitative PCR. The specific siRNA against HMCES gene was synthesized, and Western blotting and 
RT-qPCR were employed to detect the effect of siRNA on HMCES expression and the effect of 
interfered HMCES on PEDV replication. [Results] Overexpression of HMCES significantly promoted 
PEDV replication in Vero cells, and the level of replication increased in a dose-dependent manner. 
siRNA-341 down-regulated the expression of endogenous HMCES to inhibit PEDV replication. 
[Conclusion] HMCES promotes PEDV replication in Vero cells. This study provides a reference for 
further exploring the role and mechanism of HMCES in the anti-PEDV immune response. 

Keywords: HMCES; porcine epidemic diarrhea virus; virus replication; Vero cells 
 

猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea 
virus，PEDV)引起的猪流行性腹泻病 (porcine 
epidemic diarrhea，PED)是当前一种流行性广、

对仔猪高致死率的接触性猪肠道传染病[1]。患

病猪的临床症状主要为呕吐、腹泻、食欲不振、

精神萎靡、严重脱水等，病理特征表现为肠上

皮细胞坏死、肠绒毛萎缩、部分肠段发生炎症

反应等[1–3]。20 世纪 70 年代 PED 首次出现于英

格兰农场，当时称之为流行性病毒样腹泻

(EVD)[4–5]。2010 年，亚洲出现了 PEDV 高致病

性变异毒株，短期内给中国、泰国、越南等国

家造成了严重的经济损失[6–7]，目前，PEDV 仍

在全球各地广泛流行和传播，对全球生猪养殖

业造成重大危害。 
PEDV 的复制是病毒与宿主因子相互作用

的博弈过程，在这个过程中宿主因子对 PEDV
感染、致病、传播等生物学特性发挥重要影   
响[8–10]。近年来，随着 PED 的不断暴发，国内

外对 PEDV 与宿主因子相互作用的研究不断加

强。Kaewborisuth 等[11]的研究表明，PEDV 辅

助蛋白 ORF3 可以和液泡蛋白分选相关蛋白 36 
(VPS36)相互作用影响病毒自身的复制，过表达

VPS36 蛋白时，ORF3 蛋白表达下调进而抑制

PEDV 复制，干扰内源性 VPS36 基因时，显著
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增强 PEDV 增殖。Kong 等[12]利用免疫共沉淀和

GST-pulldown 技术发现了一种 BST2 抑制病毒增

殖的新途径： BST2 通过 BST2-MARCHF8- 
CALCOCO2-自噬小体途径降解病毒核衣壳 N
蛋白，进而抑制 PEDV 的增殖。上述研究思路

为宿主蛋白与病毒互作研究指明了方向。PEDV
感染宿主细胞后，其结构蛋白和非结构蛋白与

宿主细胞相关因子发生极其复杂的相互作用，

进而调控 PEDV 的复制、转录和翻译[13–15]。N
蛋白是 PEDV 的一个磷酸化结构蛋白，是 PEDV
感染宿主细胞后表达含量最高的病毒蛋白，在

病毒基因组稳定性与生存力方面起到重要作

用，因此，在研究 PEDV 的与宿主蛋白互作时，

N蛋白表达量变化代表了PEDV的增殖情况[16–18]。 
胚胎干细胞特异性 5-羟甲基胞嘧啶结合蛋

白 (5-hydroxymethylcytosine binding，ES cell- 
specific protein，HMCES)能够识别 5-羟甲基胞

嘧啶(5hmC)，并且通过结合 5hmC 从而招募下

游蛋白发挥功能，最终将 5mC 转换为普通的胞

嘧啶[19]。HMCES 是具有 SOS 响应相关肽酶结

构域(SOS response-associated peptidase，SRAP)
的超家族成员之一，并且是唯一一个具有该结

构域的高度保守的哺乳动物蛋白质[20–21]，该结构

域具有肽酶活性，能通过自剪切来调控下游信

号，这种特异性有助于自身作为一个分子开关

来执行相应的生理功能[22]。HMCES 蛋白在生

命的所有领域都是进化保守的，生化特性与大

肠杆菌同源，在某些细菌中高度保守[23]。此外，

HMCES 作为一种古老的 DNA 损伤识别蛋白，

通过促进双链 DNA (double-stranded DNA，

dsDNA)基本碱基位点的无错误修复来维持基

因组的完整性[22]。HMCES 缺陷细胞对电离辐

射、紫外线和一些烷化剂(如甲基磺酸盐)等非常

敏感，而这些因素都可以造成 DNA 碱基位点损

伤，HMCES 则在此时发挥至关重要的作用来避

免碱基损伤造成基因组信息的丢失[22]。 
目前，HMCES 的相关研究主要报道了关于

DNA 损伤修复及肿瘤方面，而在病毒感染方面

的报道较少，HMCES 在 PEDV 增殖过程中是否

具有调控作用尚未可知。本研究应用 LC-MS/MS
结合 TMT 标签技术，分析 PEDV 感染 Vero 细

胞 36 h 后和未感染组的蛋白组学差异，鉴定筛选

出具有显著表达差异的 HMCES，研究 HMCES
在 PEDV 复制中的调控作用，以期为探究 PEDV
在宿主细胞中的复制机制提供参考依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  细胞、病毒、载体、抗体 

非 洲 绿 猴 肾 细 胞 (Vero 细 胞 ) 、 PEDV 
CH/HNPJ/2017(GIIb)毒株 [24]和真核表达载体

pcDNA3.1(+)由兰州兽医研究所口蹄疫防控技

术创新团队保存；鼠抗 HA 标签单克隆抗体购

自 Abmart 公司；兔抗 β-actin 单克隆抗体、HRP
标记山羊抗兔 IgG 和 HRP 标记山羊抗小鼠 IgG
购自北京中杉金桥生物技术有限公司的产品。 
1.1.2  主要试剂 

普通小量质粒提取试剂盒、去内毒素质粒

提取试剂盒、胶回收试剂盒均购自 OMEGA 公

司；二硫苏糖醇、碘代乙酰胺、尿素和三已基

碳酸氢铵(TEAB)购自 Sigma 公司；Strata X C18 
购自 Phenomenex 公司；TMT 标记试剂盒购自 
Thermo 公司；限制性核酸内切酶 XbaⅠ、NotⅠ
及 T4 DNA Ligase 购自 NEB 公司；高 GC PCR 
扩增试剂盒、AMV 第一链 cDNA 合成试剂盒购

自上海生工生物工程股份有限公司；One Step 
TB Green® PrimeScript™ RT-PCR KitⅡ、大肠杆

菌 DH5α 感受态细胞购自 TaKaRa 公司；Quick 
Start Bradford 1×Dye Reagent 购自伯乐生命医

学 产 品 ( 上 海 ) 有 限 公 司 (Bio-Rad) ； Protein 
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Marker 购自上海雅酶生物科技有限公司；4×
蛋白上样缓冲液购自上海碧云天生物科技有限

公司；DMEM 高糖培养基、Opti-MEM 培养基、

0.25%胰酶溶液购自 Gibco 公司；胎牛血清(FBS)
购自 Biological Industries 公司；脂质体转染试

剂 Lipofectamine 3000 购自 Invitrogen 公司；

siRNA 由上海生工生物工程股份有限公司合成。 

1.2  质谱样品制备与数据分析 
样品制备与质谱流程：(1) 以病毒感染复数

MOI 为 0.5 的 PEDV CH/HNPJ/2017(GIIb)毒株

感染生长状态良好的 Vero 细胞，同时正常 Vero
细胞作为对照，36 h 后收集细胞样品，裂解细

胞提取细胞总蛋白并定量；(2) 在蛋白溶液中依

次加入二硫苏糖醇、碘代乙酰胺降低样品中尿

素含量，以 1:50 质量比(胰酶:蛋白) 37 ℃温箱

酶解过夜；再以 1:100 质量比(胰酶:蛋白) 37 °C
酶解 4 h；(3) 胰酶酶解后的肽段采用 Strata X 
C18 进行除盐冷冻干燥，并以 0.5 mol/L TEAB 
溶解肽段；根据 TMT 试剂盒说明书操作标记肽

段；(4) 标记过的肽段用高 pH 反向高效液相色

谱仪(high-performance liquid chromatographer，
HPLC)分级，采用 Agilent 300Extend C18 色谱

柱；(5) HPLC 分级后的肽段利用液相色谱流动

相 [0.1% (V/V) 甲 酸 水 溶 液 ] 溶 解 后 使 用

EASY-nLC 1000 超高液相系统进行分离，通过

一级、二级质谱扫描获得数据。 
数据分析：(1) 二级质谱数据通过 Maxquant 

(v1.5.2.8)进行分析并检索 UniProt chlorocebus 
数据库，确定 PEDV 感染 Vero 细胞后的差异表

达蛋白(DEPs)；(2) 根据蛋白质丰度水平对蛋白

进行定量后，以 P-value 值小于 0.05 且差异倍

数(fold change)≥1.2 为标准，即认定为是差异

显著蛋白；(3) 对鉴定出的差异蛋白进行 gene 
ontology (GO)注释分析，对细胞组分、分子功

能和生物进程 3 个方面进行注释。质谱样品   

6 次重复，送往杭州景杰生物科技股份有限公

司进行分析。 

1.3  引物设计与合成 
根据 GenBank 数据库中已公布的猴源

HMCES 基因序列(XM_007985398.1)设计特异

性 PCR 扩增引物，上游引物添加 XbaⅠ酶切位

点和 HA 标签序列，下游引物添加 NotⅠ酶切位

点；设计 PEDV CH/HNPJ/2017(GIIb)毒株 N 基

因 RT-qPCR 引物、主要差异基因 HMCES、

SOD2、TGFB2、RASA2、TIMM29、IFT57、NCK2

和 CCNT1 RT-qPCR 引物、内参基因 β-actin 

RT-qPCR 引物；针对 HMCES 基因序列设计 3

对特异性 siRNA 干扰序列。上述引物序列均由

上海生工生物工程股份有限公司合成，相关序

列信息见表 1。 

1.4  重组质粒构建 
提取 Vero 细胞总 RNA，经反转录生成

cDNA 为 PCR 扩增模板，利用特异性引物扩增

HMCES 基因，克隆至 pcDNA3.1(+)真核表达载

体中，构建真核表达质粒 HA-HMCES-pcDNA3.1。

用 XbaⅠ和 NotⅠ进行双酶切鉴定，并送生工生

物工程(上海)股份有限公司测序验证，测序正确

质粒命名为 HA-HMCES-pcDNA3.1。 

1.5  过表达 HMCES 对 PEDV 复制的影响 
依据 Lipofectamine3000 操作说明将 2.5 μg

去内毒素质粒 HA-HMCES-pcDNA 3.1 转染至

Vero 细胞，于 37 °C、5% CO2 培养箱中继续培养

36 h 后，以 MOI=0.5 接种 PEDV CH/HNPJ/2017 

(GIIb)毒株。分别于病毒感染后 0、6、12、24、

36 h 各收集 2 份细胞样品。其中一份样品超声

处理后，采用 Bradford 法进行蛋白定量。裂解

细胞样品与 4×蛋白上样缓冲液按照 3:1 混匀后，

煮沸 10 min 后经 10% SDS-PAGE 电泳，转移至

NC 膜上，然后分别用鼠源抗 N 蛋白单抗(1: 5 000 
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表 1  本研究所用引物序列信息 
Table 1  Primer sequences information used in this study 
Primer Sense (5ʹ→3ʹ) Antisense (5ʹ→3ʹ) 
HMCES ATTTGCGGCCGCGCCACCATGGGCTACCCATACGAC

GTCCCAGACTACGCTATGTGTGGGCGAACATCCTG 
GCTCTAGATCACTGGCTGTAAGGACGCTT 

RT-PEDV-N TCGTAACCAGTCCAAGAACAGAAACC CATCCTTGACAGCAGCCACCAG 
RT-β-actin TGGTGGGCATGGGTCAGAAGG ATGGGGTACTTCAGGGTGAGGATG 
RT-HMCES GTTCTCACGAGAGCTTGCGC ACTGGGCTGTTGGACTGAGG 
RT-SOD2 GTCACCGAGGAGAAGTACCAGGAG TCCACCACCATTAGGGCTGAGG 
RT-TGFB2 ATTGCTGCCTACGTCCGCTTTAC CCTGCTGTGCTGAGTGTCTGAAC 
RT-RASA2 TCCAGGTGGAAGAGGAGGACATTG GCAAGTACCAGGCTTGATGAGAGG 
RT-TIMM29 CTGCGACATCAACGACGACG CGTTGGTCTCGGAATGCAGC 
RT-IFT57 CAACAGGGAAACGGAGGAGTAACG ATCTTCACCAAAGGAGCACCATCAG 
RT-NCK2 GACCGCATCTACGACCTCAACATC CTTCACCAGGGACAGCTCATCTTC 
RT-CCNT1 ATCATCCAGCCAAGATTGCCAAGAG CTGAGCCATTGTAGGAAGTGAAGGG 
NC siRNA UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ACGUGACACGUUCGGAGAATT 
HMCES-737 GGGAGAAAGUCUGGGACAATT UUGUCCCAGACUUUCUCCCTT 
HMCES-341 GGAGAGACCCUGAUAAGUATT UACUUAUCAGGGUCUCUCCTT 
HMCES-1012 GUGAACAACUCGCGAAACATT UGUUUCGCGAGUUGUUCACTT 

 
稀释)、鼠源抗 HA 标签一抗(1:5 000 稀释)和兔

源 β-actin 单抗(1:2 000 稀释)，HRP 标记山羊抗

小鼠 IgG 二抗(1:5 000 稀释)和 HRP 标记山羊抗

兔 IgG 二抗(1:5 000 稀释)，Western blotting 检

测 HMCES 和 PEDV N 蛋白水平变化；另一份样品

用于 RT-qPCR，检测 PEDV N mRNA 水平变化，

均以基因 β-actin 作为内参。RT-qPCR 反应体系：

2×One Step TB Green RT-PCR Buffer 12.5 μL，上、

下游引物各 1 μL，模板 RNA 2 μL，RNase Free 
ddH2O 7.5 μL。反应条件：第一步反应，42 °C 5 min，
95 °C 10 s；第二步反应，95 °C 5 s，60 °C 30 s，共

40 个循环。每个待测样本设置 3 个重复。 
为了更加直观地体现 HMCES 对 PEDV 复

制的过程性影响，于 Vero 细胞转染 HMCES 质

粒 36 h 后，感染 MOI=0.5 PEDV，病毒感染后

24、27、30、33、36 h 收集样品，运用 WB 和

RT-qPCR 方法分别检测 PEDV N 蛋白水平和

mRNA 水平的变化，具体操作流程同上，每个

待测样本设置 3 个重复。 

1.6  不同 HMCES 表达量对 PEDV 复制的

影响 
将质粒 HA-HMCES-pcDNA 3.1 以 0、0.5、

1.5、3.0 μg 不同剂量转染至 Vero 细胞，转染后

36 h，以 MOI=0.5 接种 PEDV CH/HNPJ/2017 

(GIIb)毒株。分别于病毒感染后 36 h 各收集    

2 份细胞样品。其中 1 份样品进行 Western 

blotting 检测 PEDV N 蛋白水平变化，另一份样

品用于 RT-qPCR，检测 PEDV N 转录水平变化，

均以基因 β-actin 作为内参，具体参考 1.5。 

1.7  干扰内源性 HMCES 表达对 PEDV 复

制的影响 
将 20 pmol/μL 的 3 条针对宿主基因 

HMCES 设计的 siRNA 及一条 NC siRNA 按照

Lipofectamine 3000 操作说明分别转染至 Vero
细胞，干扰内源性基因 HMCES 24 h 后，以

MOI=0.5 的 PEDV CH/HNPJ/2017(GIIb)毒株感

染 Vero 细胞，在感染后 0、6、12、24、36 h
各收集 2 份细胞样品，分别检测 PEDV N 蛋白
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水平变化和 mRNA 水平变化，均以 β-actin 作为

内参基因，具体参考 1.5。 

1.8  数据处理 
所有试验重复 3 次，应用 Graphpad 软件通

过 Student’s t 检验和方差进行分析，ns: P>0.05
表示数据无显著差异性，*: P<0.05 表示数据具

有统计学意义，**: P<0.01 表示数据具有显著

性差异，***: P<0.001 表示数据具有极显著性

差异。 

2  结果与分析 
2.1  差异表达蛋白的表征 

通过蛋白质组学定量分析和数据库检索并

根据差异表达蛋白 (DEPs) 的差异倍数 (fold 
change)变化≥1.2 及 P-value<0.05 的标准，在

PEDV 感染 Vero 细胞 36 h 后和未感染中鉴定出

114 个 DEPs，包括 18 个上调蛋白和 96 个下调

蛋白(图 1)。应用 GO 和 Uniprot 数据库分析 
DEPs 的生物学过程、细胞成分、分子功能和亚

细胞定位。PEDV 感染 Vero 细胞中 18 个显著

上调蛋白主要定位于细胞核(38.89%)、细胞质

(27.78%)、细胞外(16.67%)和线粒体(5.56%)(图
2A)；而感染细胞中 96 个显著下调蛋白主要定

位于细胞核(42.71%)、质膜 (14.58%)、细胞质

(10.42%)和线粒体(9.38%)(图 2B)。114 个差异

蛋白功能聚类分析结果显示，差异蛋白质主要

参与细胞、单细胞个体、代谢过程、刺激应答

等生物学过程；细胞成分注释表明，差异蛋白

主要定位于细胞、细胞器、细胞膜、分子复合

物及胞外区；分子功能注释表明，差异蛋白主

要参与整合、催化活性、运输活动、核酸转录、

结构分子活动、分子功能调控等。表 2 所示为

18 个上调蛋白及个别下调蛋白信息。图 3 为部

分主要差异表达蛋白体外 RT-qPCR 验证。 
 
 

 
 
 

图 1  鉴定差异表达蛋白 
Figure 1  Identification of differently expressed proteins. A: distribution of differently expressed proteins on 
different groups; B: quantitative volcanic map of differently expressed proteins (blue dots show 
down-regulated proteins, red dots show up-regulated proteins, and grey dots show proteins with no 
statistically significant difference between the control and test group). 
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图 2  差异表达蛋白亚细胞定位分析和 GO 富集分析 
Figure 2  The analysis of subcellular localization and gene ontology enrichment of differentially expressed 
proteins. A: significantly up-regulated protein subcellular localization; B: significantly down-regulated 
protein subcellular localization; C: the annotation of differentially expressed protein using gene ontology. 
 

表 2  部分差异表达蛋白 
Table 2  Partial differentially expressed proteins 
Protein IDs Name Unique peptides Sequence coverage/% Regulated type Fold change 
A0A0D9RFM5 RASA2 6 8.8 Up 2.0 
A0A0D9RY56 PIEZO2 1 0.4 Up 1.3 
A0A0D9REJ8 LMCD1 6 12.9 Up 1.3 
A0A0D9RYZ3 CYP3A5 22 39.0 Up 1.3 
A0A0D9RRZ5 ATP5ME 2 27.5 Up 2.0 
A0A0D9RJI9 SOD2 9 44.6 Up 1.3 
A0A0D9SCL7 HIST1H1C 3 35.2 Up 1.3 
A0A0D9RP10 SEMA7A 10 23.4 Up 1.3 
A0A0D9RT60 TGFB2 2 5.8 Up 1.3 
A0A0D9QZG4 NFKB2 11 14.9 Up 1.3 
A0A0D9REI1 CFLAR 2 4.4 Up 1.2 
A0A0D9RZJ3 SERPINE1 9 28.6 Up 1.2 
A0A0D9R9E7 HMCES 3 8.2 Up 1.2 
A0A0D9R6K3 PYROXD1 1 3.6 Up 1.2 
A0A0D9SCL0 N/A 1 25.0 Up 1.2 
A0A0D9RD19 FOSL2 1 3.7 Up 1.2 
A0A0D9RTU6 PBK 2 7.5 Up 1.2 
A0A0D9QWA0 N/A 3 7.6 Up 1.2 
A0A0D9RNK3 IFT52 2 6.8 Down 2.0 
A0A0D9RRZ5 ATP5ME 2 27.5 Down 2.0 
A0A0D9S8X6 VWA1 1 3.0 Down 1.5 
A0A0D9RNK3 IFT52 2 6.8 Down 1.5 
A0A0D9S404 CADM3 10 33.0 Down 1.3 
A0A0D9RT60 CCNT1 2 2.3 Down 1.3 
A0A0D9RWX0 NCK2 2 6.8 Down 1.3 
A0A0D9R1X4 IFT57 1 2.6 Down 1.2 
A0A0D9RI15 STAT4 5 6.4 Down 1.2 
A0A0D9R3J3 TIMM29 2 8.1 Down 1.2 
N/A is a protein with unknown function. 
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图 3  主要差异表达蛋白 RT-qPCR 验证 
Figure 3  Verification of major differentially 
expressed proteins by RT-qPCR. 
 

2.2  过表达 HMCES 促进 PEDV 复制 
在 Vero 细胞中过表达 HMCES 后，再感染

PEDV，然后收集细胞样品检测 PEDV N 蛋白水

平和转录水平变化。Western blotting 结果显示，

与对照组相比，试验组 HMCES 蛋白的表达水

平随着时间延长而递增(图 4A)；在 PEDV 感染

后的 36 h 时，试验组 PEDV N 蛋白表达水平明

显高于对照组(图 4A)，灰度分析表明差异显著

(图 4B)；RT-qPCR 结果表明，过表达 HMCES，
PEDV N 基因转录水平明显增加，与对照组相

比，差异显著(图 4C)。为了进一步验证该结论，

将 24–36 h 区间进行更为细致的划分。分别在

病毒感染后的 24、27、30、33、36 h 获取细胞

蛋白样品和 RNA 样品，Western blotting 及

RT-qPCR 验证 HMCES 对 PEDV 复制的影响。

Western blotting 结果显示，与对照组相比，试

验组 PEDV N 蛋白表达水平随时间递增而显著

高于对照组(图 5A–B)；RT-qPCR 结果显示，与

对照组相比，试验组 PEDV N mRNA 水平显著

升高 (图 5C)。该结果进一步证明了过表达

HMCES 可显著促进 PEDV 的增殖。 
 

 
图 4  HMCES 过表达促进 PEDV 复制 
Figure 4  HMCES overexpression promotes PEDV replication. A: effect of HMCES overexpression on the 
expression of PEDV N protein levels were detected by Western blotting; B: the histogram of HMCES protein; 
C: effect of HMCES overexpression on the expression of PEDV N mRNA levels were detected by RT-qPCR. 
ns: P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 5  24–36 h 过表达 HMCES 对 PEDV 复制的影响 
Figure 5  The effect of 24–36 h overexpression of HMCES on PEDV replication. A: effect of HMCES 
overexpression on the expression of PEDV N protein levels were detected by Western blotting at 24–36 h 
post-infection; B: the histogram of PEDV N protein; C: effect of HMCES overexpression on the expression 
of PEDV N mRNA levels were detected by RT-qPCR at 24–36 h. ns: P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001. 
 
2.3  PEDV 对 HMCES 蛋白的剂量依赖性

研究 
将 0、0.5、1.5、3.0 μg 质粒 HA-HMCES- 

pcDNA 3.1 转染至 Vero 细胞，转染 36 h 后，以

MOI=0.5 的 PEDV 感染细胞，在感染后 36 h 收

集细胞样品，分别进行 Western blotting 和

RT-qPCR 检测。Western blotting 结果显示，使

用不同量的 HMCES 转染细胞，HMCES 表达量

具有显著规律(图 6A)；灰度分析表明，不同量

HMCES 作用下，PEDV N 蛋白表达量差异显著

(图 6B)；并且与对照组相比，试验组 PEDV N
蛋白表达水平随着 HMCES 转染剂量的增加而

显著升高(图 6C)；在 mRNA 水平，PEDV N 基

因表达量随着 HMCES 的剂量递增呈现剂量依

赖式增加(图 6D)。 

2.4  干扰内源性 HMCES 表达对 PEDV 复

制的影响 
将合成的 siRNA (341、737、1012)和对照

NC siRNA 分别转染 Vero 细胞，24 h 后以

MOI=0.5 的 PEDV 感染细胞，于接毒感染后 0、6、
12、24、36 h 分析病毒复制情况来检测干扰效

果。Western blotting 结果显示，只有 siRNA-341
具有特异性干扰效果(图 7A)，对 siRNA-341 干

扰组的蛋白条带进行灰度分析后发现，干扰内 
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图 6  剂量梯度过表达 HMCES 36 h 对 PEDV 复制的影响 
Figure 6  Effect of dose gradient overexpression of HMCES on PEDV replication in 36 hours. A: the effect 
of dose gradient overexpression of HMCES on PEDV N protein level were detected by Western blotting at  
36 hours; B, C: the histogram of PEDV N protein; D: the effect of dose gradient overexpression of HMCES 
on PEDV N mRNA level were detected by RT-qPCR at 36 hours. Columns with different letters are 
significantly different (P<0.05), columns with same letters are no significantly different (P>0.05). ns: P>0.05; 
*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 
源性 HMCES 基因表达后 PEDV N 蛋白的表达

水平在 36 h 时显著低于对照组 (图 7B)；
RT-qPCR 结果显示，siRNA341 可以沉默内源性

HMCES 基因的表达进而抑制 PEDV 在 Vero 细

胞中复制(图 7C)。 

3  讨论 
病毒感染可引起宿主细胞内相关蛋白质表

达水平发生变化，进而影响宿主生理功能与病

毒活性，而蛋白质组学技术有利于深入揭示病

毒与宿主之间互作关系及致病机理，现已成为

一种广泛的病毒-宿主研究手段[25–26]。本研究基

于 LC-MS/MS 和 TMT 蛋白组学技术研究 PEDV
感染 Vero 细胞后对蛋白表达影响与相互作用，

以其中的上调蛋白 HMCES 为研究对象，展开

相关研究。此前，HMCES 相关研究集中于 DNA
修复与肿瘤方面，在病毒方面鲜有报道。

Viktorovskaya 等[27]首次证明了 HMCES 参与病

毒感染，利用 qTUX-MS 技术检测与登革热病

毒(Dengue virus，DENV)相关的宿主因子时发

现，HMCES 是 DENV 增殖所必需的，当敲低

宿主 HMCES 基因表达时，细胞活力并不受影

响，但 DENV 复制水平被显著抑制。本研究结

果显示，过表达 HMCES，PEDV 复制加强，且 
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图 7  干扰 HMCES 抑制 PEDV 复制 
Figure 7  HMCES knockdown inhibits PEDV replication. A: effect of HMCES knockdown on the 
expression of PEDV N protein levels were detected by Western blotting; B: the histogram of PEDV N protein; 
C: effect of HMCES knockdown on the expression of PEDV N mRNA levels were detected by RT-qPCR. ns: 
P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 
与 HMCES 剂量存在正相关性；干扰内源性

HMCES 基因表达可显著抑制 PEDV 复制。该结

果与 HMCES 影响 DENV 作用相似，也是首次

证明了 HMCES 正调控 PEDV 在 Vero 细胞中复

制。 
Viktorovskaya 等[27]采用 qTUX-MS 技术所

鉴定的细胞蛋白是 hnRNP，包括一大类 RNA 
结合蛋白，这些蛋白定位于细胞核或在细胞核

和细胞质之间穿梭，以便在 RNA 代谢中执行多

种功能，从转录到 RNA 转换，更重要的是，这

些蛋白中绝大多数在病毒感染或在调节抗病毒

的宿主机制中扮演重要角色[28–29]。HMCES 是

一类 DNA 识别蛋白，具有肽酶活性[22]，干扰

内源性 HMCES 基因的表达均导致 RNA 病毒- 
DENV 和 PEDV RNA 减少，说明 HMCES 很可

能在病毒翻译、复制或从翻译到复制的转换过

程中发挥重要作用。值得注意的是，此次研究

结果显示，HMCES 促进 PEDV 的复制，但组

学结果表明 PEDV 感染 Vero 细胞宿主蛋白

HMCES 差异倍数较小，仅为 1.2，造成这一差

异的原因可能不仅与 HMCES 自身肽酶活性自

剪切功能[22]有关，而且与 PEDV 感染时间长短
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有关。病毒感染 36 h 时，HMCES 对 PEDV 的

复制效率最为显著；在 24–36 h 区间时，HMCES
对 PEDV 的复制效率逐渐加强，猜测在该过程

中由于 HMCES 的自我剪切功能导致其差异倍

数变小，但具体的作用机制仍有待进一步研究。

此外，在许多类似的宿主蛋白与病毒互作研究

中，感染前后差异倍数较大的宿主蛋白不一定

在后续验证过程中得到确认，因为生物信息学

分析只是一个初步的结论，存在一定比例的误

差，并不能反映百分之百真实结果，因此还需

要后续蛋白质免疫印迹试验进一步验证。 
自噬被认为是 RNA 病毒复制的平台，例如

猪瘟病毒 (CSFV)、猪繁殖与呼吸综合征病毒

(PRRSV)和轮状病毒(RV)，利用细胞膜用于复

制的自噬体样囊泡来进行病毒自我复制[30–32]。

2017 年，Guo 等[33]首次通过使用自噬调节剂和

RNA 干扰证实 Vero 细胞自噬有益于 PEDV 复

制；此外，自噬可能与炎性细胞因子的表达有

关，并且在 PEDV 感染期间与 NF-κB 信号通路

具有正反馈回路。Lin 等 [34]研究发现，PEDV 
nsp6 和 ORF3 在 IPEC-J2 细胞中主要通过 PI3K/ 
Akt/mTOR 信号通路诱导自噬，加速了 PEDV
的感染及发病速率。在该研究中，HMCES 促进

PEDV 复制的机制中是否其本身参与了诱导自

噬发生？这一问题仍然需要进一步深究。 
此外，研究发现 HMCES 在大多数肿瘤组

织中表达水平很高，包括肝癌、宫颈癌、肺鳞

癌、胰腺腺癌、淋巴癌、胸腺癌和葡萄膜黑色

素瘤等[35]，HMCES 在这些肿瘤组织异常高表

达提示，HMCES 可能是一个潜在的肿瘤标志 
物[36]，这些研究拉近了宿主 HMCES 与病毒的

关系。已有间接研究表明，HMCES 借助自身特

殊结构与病毒存在微妙联系，HMCES 基因结构

除了 SRAP 结构域外，在其羧基端延伸序列中

含有 3 个串联的 PCNA 结合肽段基序，可以介

导 HMCES 与增殖细胞核抗原(proliferating cell 
nuclear antigen，PCNA)或其他 DNA 修复蛋白

的结合，并发挥氨基端自剪切蛋白酶的自主抑

制功能[37]。Feng 等[38]在研究肝癌肿瘤发生过程

时发现，增殖细胞核抗原 PCNA 极有可能发挥

重要作用，结果显示，过表达 PCNA 显著上调

乙型肝炎病毒(HBV)在 HepaRG 细胞和 HepG2- 
NTCP 细胞中复制，进而促进肝癌肿瘤生长；

沉默内源性 PCNA基因表达显著下调 HBV的复

制从而抑制肝癌肿瘤生长。结合 HMCES 与

PCNA 结构特点，PCNA 在调控 HBV 增殖进而

控制肿瘤生长过程中 HMCES 是否发挥作用及

直接参与调控病毒增殖，目前没有文献支撑，

需要进一步验证。但本研究结果表明，宿主

HMCES 参与了 PEDV 复制过程，但二者具体

相互作用机制模式仍需要利用免疫共沉淀、蛋

白抑制剂增补或相应信号通路关键因子检测等

各种措施，在蛋白水平与转录水平进一步深入

研究。 
本研究首次开启了 HMCES 与 PEDV 研究

之旅，HMCES 可能是 PEDV 复制的正调控因

子，过表达 HMCES 可以促进 PEDV 的复制，

存在剂量依赖正向效应。相反，干扰 Vero 细胞

内源性 HMCES 基因的表达后可以显著抑制

PEDV 的复制。这一研究结果为深入研究宿主与

病毒互作奠定了基础，同时提示宿主 HMCES 可

能作为促进 PEDV 复制的潜在靶点发挥作用。 
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