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摘要：【目的】通过高通量测序的方法获得 PCV2 感染 3D4/21 细胞的 miRNAs 表达谱，并探讨 miRNA-98

在 PCV2 复制中的作用。【方法】本研究以猪肺泡巨噬细胞系 3D4/21 细胞为细胞模型，对 PCV2 感染过

程中的 3D4/21 细胞进行 miRNAs 差异表达分析，筛选与病毒复制相关的特异性 miRNAs，并探讨其在

PCV2 复制中的作用。【结果】经高通量测序，获得 PCV2 感染 3D4/21 细胞的 miRNAs 表达谱，结合实

验室前期研究筛选获得 miRNA-98。实验表明，miRNA-98 的表达量随 PCV2 感染时间的延长而持续升

高，其变化趋势与 Cap 蛋白表达变化基本一致，由此推测 miRNA-98 与 PCV2 复制正相关。过表达

miRNA-98 可显著上调 Cap 蛋白的表达量和 PCV2 的复制。进一步的研究表明，miRNA-98 参与调节宿

主免疫相关细胞因子的表达和 PCV2 的复制。【结论】miRNA-98 可通过调节免疫相关细胞因子的表达

调控宿主免疫功能，帮助 PCV2 逃逸宿主免疫，促进 PCV2 在 3D4/21 细胞中的复制。这些发现不仅为

深入了解 PCV2 与宿主之间的关系提供了新视角，还有望为猪圆环病毒相关疾病的防控提供新的抗病毒

策略。 
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猪圆环病毒 2 型(porcine circovirus type 2，

PCV2)被认为是流行于全球的猪圆环病毒相关疾

病(porcine circovirus-associated diseases，PCVAD)

的主要致病病原，给全世界的养猪业带来了严重

的经济损失[1]。PCV2 是单链环状 DNA 病毒，属

于 圆 环 病 毒 科 (Circoviridae) 的 圆 环 病 毒 属

(Circovirus) ， 主 要 包 含 5 个 开 放 阅 读 框 (open 

reading frames，ORFs)。ORF1 相对保守，编码病

毒 DNA 复制必需蛋白 Rep 和 Rep[2]；ORF2 具有

较高的突变率，编码唯一的结构蛋白，即 Cap 蛋
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白[1,3]；ORF3 编码病毒复制非必需蛋白，参与调

控 PCV2 毒力和 PCV2 介导的细胞凋亡[4]；ORF4

能够抑制天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶活性和

调节感染过程中 CD4+和 CD8+ T 淋巴细胞的数量，

与凋亡抑制有关[5]；ORF5 能够影响细胞周期，诱

导细胞内质网应激、细胞自噬和促进病毒复制[6]。 

MicroRNAs (miRNAs)是一种长约 23 个核苷

酸、保守的内源性非编码单链 RNA，参与调节基

因表达[7]。研究表明，miRNAs 能够与 mRNA 的

3UTR (untranslated region，UTR)结合，通过降解

靶基因 mRNA 或抑制翻译，在转录后水平调节病

毒或宿主基因的表达，调控一系列基本的细胞事

件，从而调节病毒复制[7–9]。Hong 等[10]在 PCV2

感染的 PK15 细胞中鉴定出 51 个 ORF1 参与调控

的 miRNAs、74 个 ORF2 参与调控的 miRNAs 和

32 个 ORF3 参 与 调 控 的 miRNAs， 其 中 一 些

miRNAs 参与转录后翻译的调控并可激活 MAPK

信号通路。在 PCV2 感染的过程中，纵隔淋巴结

中 miRNA-126-3p、miRNA-126-5p、 let-7d-3p、

miRNA-129a 和 let-7b-3p 表 达 上 调 ， 而

miRNA-193a-5p、miRNA-574-5p 和 miRNA-34a

表达下调，这些 miRNAs 可能通过免疫系统相关

途径参与调节 PCV2 的发病机制[11]。然而，深度

测序数据表明，PCV2 基因组在体内亚临床感染中

并不编码 miRNAs[12]。 

猪肺泡巨噬细胞(porcine alveolar macrophage，

PAM)不仅是 PCV2 感染猪的靶细胞之一，而且是

猪肺脏重要的防御和免疫细胞。PCV2 感染 PAM

后，可以不引起细胞凋亡，逃避细胞免疫识别引

起免疫抑制。研究表明，病毒可通过 miRNAs 干

扰宿主细胞的病毒抗原递呈、免疫细胞激活等正

常免疫过程，逃避免疫监视。因此，我们设想 PCV2

感染后可能会通过 miRNAs 调控 PAM 免疫功能，

帮助其实现免疫逃逸，引起免疫抑制。本研究以

猪肺泡巨噬细胞系 3D4/21 细胞作为细胞模型，借

助高通量测序筛选得到 PCV2 感染 3D4/21 细胞过

程中高表达的 miRNAs，通过定量 PCR 验证其在

PCV2 感染 3D4/21 细胞中的表达量，并进一步探

讨其在 PCV2 体外复制中的作用。 

1  材料和方法 

1.1  细胞和病毒 

3D4/21 细 胞 和 PCV2 2010AHCY 株 [13] 

(GenBank accession No：KX828581)均由遵义医科

大学微生物学教研室保存。 

1.2  试剂 

DMEM 培养基、胎牛血清(FBS)、转染试剂

(LipofectamineTM 2000)、anti-β-actin 抗体和 FITC

标记的羊抗鼠二抗均购自赛默飞世尔科技(中国)

有限公司；血液/细胞/组织基因组 DNA 提取试剂

盒、总 RNA 提取试剂盒、快速 SDS-PAGE 凝胶制

备试剂盒、脱脂奶粉和 ECL 化学发光检测试剂盒

均购自北京庄盟国际生物基因科技有限公司；

PrimeScriptTM RT Master Mix 和 TB Green® Premix 

Ex TaqTM 均购自 TaKaRa 公司；miRcute miRNA 提

取分离试剂盒、miRcute miRNA cDNA 第一链合

成试剂盒和 miRcute miRNA 荧光定量检测试剂盒

均购自天根生化科技(北京)有限公司；PVDF 膜购

自 Milipore 公司；RIPA 裂解液和 DAPI 染色液均

购 自 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ； miRNA 

mimic 和 inhibitor 由广州锐博生物技术有限公司

合成；PCV2 Cap 蛋白单克隆抗体由江苏省农业科

学院兽医研究所制备和馈赠[14]；HRP 标记的羊抗

鼠二抗和 HRP 标记的羊抗兔二抗均购自上海雅酶

生物科技有限公司。 
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1.3  转染 

取处在对数生长期的 3D4/21 细胞 1×105 个，

接种于六孔板培养，置于 5% CO2 的 37 °C 细胞培

养箱中培养至长满单层细胞。按照 LipofectamineTM 

2000 转染试剂盒说明书，分别将 60 nmol/L 的

miRNA-98 mimic 、 miRNA-98 inhibitor 、 mimic 

control 和 inhibitor control 转染 3D4/21 细胞。 

1.4  实时荧光定量 PCR 

按照 miRcute miRNA 提取分离试剂盒说明书

提取细胞总 miRNA，随后，按照 miRcute miRNA 

cDNA 第一链合成试剂盒和 miRcute miRNA 荧光

定 量 检 测 试 剂 盒 的 要 求 进 行 cDNA 的 合 成 和

miRNA-98 实时荧光定量 PCR 的扩增。该实验设

定 3 个重复孔，以 U6 为内参，实验重复 3 次，以

2–△△Ct 法计算 miRNA-98 的表达量。 

按照血液/细胞/组织基因组 DNA 提取试剂盒

和总 RNA 提取试剂盒说明书提取细胞总 DNA 和

总 RNA，随后参照 Wang 等[13]建立的方法测定

PCV2 的病毒载量和细胞因子表达量。 

1.5  Western blotting 实验 

以 RIPA 裂解液裂解细胞，进行细胞总蛋白的

提取，随后，使用 BCA 法测定蛋白含量。每个样

品取 30 μg 蛋白进行 SDS-PAGE、转膜、5%脱脂

奶粉封闭 1 h、一抗 4 °C 孵育过夜、二抗室温孵育

1 h 以及 ECL 化学发光后的显影分析。该实验以

β-actin 作为内参。 

1.6  间接免疫荧光检测 

将 60 nmol/L 的 miRNA-98 mimic 和 mimic 

control 分别转染 3D4/21 细胞，24 h 后接种 PCV2 

2010AHCY (MOI=1)，感染后 36 h，PBS 洗涤 2

次，加入 4%多聚甲醛，4 °C 固定 30 min；PBS

洗涤 2 次，加入含 0.5% BSA (牛血清白蛋白)的

PBS，置于室温孵育封闭 30 min；PBS 洗涤 3 次，

加入针对 PCV2 Cap 蛋白的单克隆抗体，37 °C 孵

育 2 h；PBS 洗涤 5 次，加入 FITC 标记的羊抗鼠

二抗，37 °C 室温避光孵育 1 h；PBS 洗涤 5 次后，

DAPI 避光室温下染色 10 min；PBS 洗涤 5 次后，

倒置荧光显微镜下观察并拍照。   

2  结果和分析 

2.1  miRNA 的筛选 

收集 0 h 未经处理的空白细胞(Mock)、PCV2

感染后 4 h、36 h 和 48 h 的样本及相应时间点的

mock 细胞样本(每个时间点 3 个生物学重复)，提

取细胞 miRNA 进行高通量测序。筛选差异表达的

特异性 miRNAs 的原则为：A：表达水平变化倍数

(fold change)>2；B：比较相应时间点 mock 和 PCV2

感染细胞间的 miRNAs 表达谱，找出同一时间点

两组间表达差异显著的 miRNAs；C：优先选择已

报道与病毒复制相关的 miRNAs；D：选择与 PCV2

复制变化趋势相一致的 miRNAs。基于图 1 的初步

筛选结果以及前期研究结果，最终确定了在 PCV2

感染后表达上调的 miRNA-98 作为本文研究对象。 

2.2  miRNA-98 的验证 

为了鉴定 PCV2 感染 3D4/21 细胞中 miRNA-98

表达丰度的变化，初步探索其变化与 PCV2 感染之

间的关系，本研究利用 Western blotting 和实时荧光

定量 PCR 分别检测 PCV2 Cap 蛋白和 miRNA-98

在 PCV2 感染 3D4/21 细胞后不同时间点的表达量。

由图 2-A[13]可知，PCV2 感染 3D4/21 后 Cap 蛋白的

表达量呈波动性变化，约在 36 h 达到最大值。如

图 2-B，miRNA-98 的表达量随 PCV2 感染时间的

延长而持续升高，其变化趋势与 Cap 蛋白变化基本

一致。由此推测，miRNA-98 可能促进病毒的复制。 
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图 1.  PCV2 感染 3D4/21 细胞 miRNAs 的表达 

Figure 1.  miRNAs profiles differentiate the 3D4/21 cells with PCV2 infection from the 3D4/21 cells with no viral 
infection (Mock). Both down-regulated (green) and up-regulated (red) miRNAs were identified in 3D4/21 cells. 

 

图 2.  PCV2 感染 3D4/21 细胞后不同时间点 PCV2 ORF2 和 miRNA-98 的表达 

Figure 2.  The expression of ORF2 of PCV2 and miRNA-98 in PCV2 infected 3D4/21 cells. A: Western blotting 
analysis of the expression of ORF2 during the course of PCV2 infection; B: Quantitative PCR expression of 
miRNA-98 during the course of PCV2 infection. The fold change from the qRT-PCR was determined using the 
2–△△Ct method and miRNA expression values were normalized against the U6 endogenous control. The value 
expressed by each bar represents the mean±SD (n=3). 
 
 
 

2.3  miRNA-98 对 PCV2 复制的影响 

为探讨 miRNA-98 在 PCV2 复制过程中的作

用 ， 委 托 广 州 锐 博 生 物 技 术 有 限 公 司 合 成

miRNA-98 mimic 和 miRNA-98 inhibitor，分别转
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染 3D4/21 细胞后感染 PCV2 2010AHCY，设定转

染 mimic control 或 inhibitor control 后感染 PCV2 

2010AHCY 的细胞作为对照，同时设定未经处理

的空白细胞(mock)作为阴性对照。由图 3-A 和 3-B

可知，相对于 mimic control，miRNA-98 过表达能

够显著促进 PCV2 的复制，PCV2 的拷贝数在感染

48 时增加约 8 倍，miRNA-98 inhibitor 抑制内源性

miRNA-98 的表达则显著抑制了 PCV2 的复制。为

了进一步确定 miRNA-98 对 PCV2 复制过程的影

响，本文设计了免疫荧光实验，观察 miRNA-98

过表达对 PCV2 Cap 蛋白表达的作用。如图 3-C

所示，与 mimic control 相比，miRNA-98 过表达

的细胞中可观察到更多针对 PCV2 Cap 蛋白的特

异性绿色荧光。这一结果与上述病毒载量检测结

果一致，表明 miRNA-98 过表达能够显著促进

PCV2 的复制。 

Western blotting 检测结果显示(图 3-D)，mimic 

control 组、inhibitor control 组和 2010AHCY 组几

乎无差异，这也表明转染并未对 PCV2 的感染产生

影响。miRNA-98 mimic 转染后过表达 miRNA-98

增强了 Cap 蛋白的表达，相反，miRNA-98 inhibitor

抑制了 Cap 蛋白的表达。这一结果与病毒载量和免

疫荧光结果一致，进一步证实 miRNA-98 能够促进

PCV2 的复制，上调 Cap 蛋白表达水平。 

 

图 3.  miRNA-98 对 PCV2 复制的作用 

Figure 3.  The effect of miRNA-98 on the replication of PCV2. A, B: Quantitative PCR expression of PCV2. The 
copies of PCV2 were measured by qRT-PCR. Data are present the mean±SD (n=3). Statistical significance was 
analyzed by t-test. Significance compared to mimic control or inhibitor control. **: P<0.01. C: 3D4/21 cells 
transfected with miRNA-98 mimic or mimic control were infected with PCV2, then detected by 
immunofluorescence assay using a monoclonal antibody against the PCV2 Cap protein. D: Western blotting 
analysis of the expression of Cap during the course of PCV2 infection. 
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2.4  miRNA-98 对宿主免疫相关细胞因子的调节

作用 

为了探讨 miRNA-98 是否参与调节宿主免疫

相关细胞因子的表达，本文将 3D4/21 细胞分别转

染 miRNA-98 mimic 及 mimic control，随后，感染

PCV2 2010AHCY 株(MOI=1)。感染后 36 h，应用

qRT-PCR 检测与细胞凋亡、炎症、细胞周期和抗

病毒功能相关细胞因子的 mRNA[13,15]表达水平，

引物参考 Wang 等建立的实验方法[13]。如图 4 所

示，PCV2 感染显著上调 Apaf-2 (apoptotic protease 

activating factor 2，凋亡蛋白酶活化因子 2)的表达，

miRNA-98 过表达则显著下调 Apaf-2 的表达。与

mimic control 相比，miRNA-98 过表达能够上调

IL-1β (human interleukin-1 beta，人白细胞介素 

 

图 4.  miRNA-98 对 PCV2 感染 3D4/21 过程中细胞因

子表达的影响 

Figure 4.  Effect of miRNA-98 on cytokines 
expression in 3D4/21 cells infected with PCV2. The 
relative abundance of 15 mRNAs of cytokines which 
related to apoptosis, cell cycle or antiviral function 
were measured by qRT-PCR. The fold change from the 
qRT-PCR was determined using the 2–△△Ct method and 
miRNA expression values were normalized against the 
beta-actin control. The value expressed by each bar 
represents the mean±SD (n=3). 

1β) 、 LAMP2 (lysosomal-associated membrane 

protein 2，溶酶体关联膜蛋白 2)、IFNβ(interferon β，

干扰素 β)、BCL2L2 (B-cell CLL/Lymphoma 2 like 

protein 2，B-细胞淋巴瘤因子 2 样蛋白 2)、MAPK 

(mitogen-activated protein kinase，丝裂原活化蛋白

激酶)、SKP2 (S 期激酶相关蛋白 2)和 CyclinA (细

胞周期素 A)的表达；相反，miRNA-98 过表达能

够下调 TRAM1 (translocation associated membrane 

protein 1 ， 易 位 关 联 膜 蛋 白 1) 、 IL-8 (human 

interleukin-8，人白细胞介素 8)等的表达。这些结

果表明，miR-98 参与调节宿主免疫相关细胞因子

的表达，在宿主免疫应答中发挥作用，调节病毒

的复制。 

3  讨论 

miRNAs 能够通过与宿主和病毒的靶 mRNA

结合，从而调节宿主细胞功能、影响病毒 RNA 功

能、限制病毒复制，甚至灭活病毒[8,15–16]。研究证

实，在 PCV2 体内感染过程中，一系列 miRNAs

参与调控宿主免疫系统和 PCV2 发病机制，然而，

深度测序揭示 PCV2 在体内亚临床感染时，其基

因组本身并不编码任何 miRNAs[10–12,17]。研究表

明，miRNA-139-5p 和 let-7e 能够分别调控与 PCV2

病毒编码蛋白相互作用的锌指蛋白 265(zinc finger 

protein 265，ZNF265)和 G 蛋白信号调节子 16 

(regulator of G-protein 16，RGS16)的表达[10–11]。李

等[18]使用茎环定量 PCR 检测比较了 PCV2 感染组

和对照组之间多个热点 miRNAs 的差异表达水平，

并结合蛋白质组学构建了差异 miRNA 和 mRNA

的互作网络。综上所述，miRNAs 在 PCV2 感染过

程中发挥着重要作用，为进一步探讨 miRNAs 在

细胞和病毒生命周期中的作用奠定了基础。为深
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入了解 miRNAs 在 PCV2 感染猪肺泡巨噬细胞中

的作用，本文对 PCV2 感染 3D4/21 细胞不同时间

点的细胞和空白对照组细胞进行 miRNAs 的高通

量测序和生物信息学分析，筛选获得 PCV2 感染

过程中高表达的 miRNA-98。 

miRNA-98 是 Let-7 家族的成员之一，已被证

实与多种癌症正相关。有研究表明，miRNA-98

能够负调控高迁移率族蛋白 2(high mobility group 

AT-hook 2，HMGA2)癌基因的表达[19]，调控结直

肠癌细胞增殖、侵袭和上皮间质转化。研究证实，

miRNA-98 过表达能够靶向调控 N-RAS 抑制鼻咽

癌 CNE-1 细胞的增殖和迁移[20]。miRNA-98 亦可

通过调控 ABCC5 和 ABCC10 影响药物的敏感性。

本研究中，miRNA-98 的表达量随 PCV2 感染时间

的延长而持续升高，其变化趋势与 Cap 蛋白变化

基本一致。病毒载量结果表明，过表达 miRNA-98

能够显著增强 PCV2 的复制能力；抑制 miRNA-98

的表达，能够显著抑制 PCV2 的复制。PCV2 Cap

蛋白能够通过接触宿主细胞表面受体进入细胞，

还能影响病毒的装配或结构稳定[21–22]。本研究中

的 免 疫 荧 光 和 Western blotting 结 果 证 实 ，

miRNA-98 能够促进 PCV2 Cap 蛋白的表达，这也

暗示 miRNA-98 可能通过影响 PCV2 的组装，促

进病毒增殖。 

炎症反应是机体的一种免疫防御反应，是病

原微生物侵犯机体后，机体的一种自我保护反应[23]。

PCV2 感染影响机体免疫系统功能的发挥，抑制促

炎症细胞因子和抗病毒细胞因子等的分泌，造成

免疫抑制。IL-1β、IL-8 和 IL-6 是宿主重要的促炎

症细胞因子，IFNα 和 IFNβ 是宿主产生的具有抗

病毒作用的重要细胞因子。miRNA-98 过表达后，

IL-8 表达略有下调、IL-6 表达变化不明显、细胞

因子 IL-1β、IFNα 和 IFNβ 的表达略有上调，这也 

表明宿主细胞保留着较低水平的促炎和抗病毒作

用。PCV2 感染后凋亡蛋白酶活化因子 2(Apaf-2)

高表达，而 miRNA-98 的过表达则可以显著降低

Apaf-2 的表达；B-细胞淋巴瘤因子 2 样蛋白

2(BCL2L2)是细胞凋亡信号转导的主要调节物，能

够抑制细胞凋亡，miRNA-98 过表达能够显著上调

BCL2L2 的表达；因此，推测 miRNA-98 过表达能

够抑制 3D4/21 细胞的凋亡。CyclinA 作为细胞周

期蛋白家族的一员，控制着细胞 DNA 合成的起

始，是调控细胞周期 S 期和 G2/M 期的关键蛋白。

miRNA-98 过表达上调 CyclinA 的表达，可能改变

3D4/21 细胞原有的细胞周期，使其更有利于 PCV2

的生存和复制。溶酶体关联膜蛋白 2 (LAMP2)可

用于监测自噬体与溶酶体的融合，miRNA-98 过表

达 能 够 显 著 上 调 LAMP2 的 表 达 ， 这 也 暗 示

miRNA-98 可能参与调控细胞自噬。与对照组相

比，miRNA-98 过表达后，参与调控 TLR (Toll-like 

receptors，Toll 样受体)信号通路的易位关联膜蛋

白(TRAM1)表达显著下调，这也显示 miRNA-98

可能参与调控 TLR 免疫，帮助 PCV2 逃逸宿主免

疫监视。综上，miRNA-98 可能参与调节 TLR 免

疫、细胞凋亡、细胞周期和细胞自噬等，从而调

控 PCV2 在 3D4/21 细胞上的生命周期，促进 PCV2

的复制，在病毒的感染过程中具有重要的调节作

用。这些发现不仅为研究 PCV2 和宿主之间的关

系提供了新的思路，也为 PCVAD 的防控提供了新

策略。 
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miRNA-98 enhances the replication of porcine circovirus type 2 
in 3D4/21 cells 

Xiaomin Wang1,2*, Xianglan Xu2, Peng Xu1, Xingkai Wang1, Lulu Hui1, Hongjie Fan3, 
Kongwang He2* 
1 Department of Microbiology, Zunyi Medical University, Zunyi 563000, Guizhou Province, China 
2 Institute of Veterinary Medicine, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing 210014, Jiangsu Province, China 
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Abstract: [Objective] This study aims to obtain the miRNAs gene expression profiling of 3D4/21 cells infected 

with porcine circovirus type 2 (PCV2) and to explore the role of miRNA-98 in the replication of PCV2. [Methods] 

We used the porcine alveolar macrophage cell lines, 3D4/21 cells, as a cell model to analyze the different miRNAs 

of 3D4/21 cells infected or uninfected with PCV2. Combined with the results of bioinformatics and experiments, 

we screened the specific miRNAs related to virus replication and studied the role of miRNA-98 in PCV2 

replication. [Results] Differential expression of miRNAs in the process of PCV2 infection was got by 

high-throughput sequencing technology and evaluated by qRT-RCR and preliminary study. The expression of 

miRNA-98 increased with the prolongation of PCV2 infection time, and the change trend of miRNA-98 was 

basically same as that of cap protein of PCV2. These results indicated that a significantly positive correlation 

between miRNA-98 expression and PCV2 replication. Overexpression of miRNA-98 significantly enhanced PCV2 

replication and the expression of Cap. Further evidence supports a link between infection and the host immune 

regulatory cytokines, which is regulated by miRNA-98. [Conclusion] Overall, miRNA-98 can help PCV2 escape 

from immune surveillance by regulating the host immune system and enhance PCV2 replication. These results not 

only supply new insights about relationship between PCV2 infection and host but also provide a potential target for 

antiviral therapy against PCVAD (porcine circovirus-associated diseases). 

Keywords: porcine circovirus type 2, microRNA-98, replication 
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