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摘   要：【目的】通过炎症应答系统筛选，发现非洲猪瘟病毒(African swine fever virus, ASFV) 
C717R 蛋白可诱导炎症反应，本研究旨在首次鉴定 C717R 蛋白功能，通过构建 C717R 重组慢病

毒并感染 BALB/c 小鼠，探究其对炎症应答产生的影响。【方法】通过炎症小体表达系统筛选出诱

导炎症应答的 C717R 蛋白，并构建 C717R 重组慢病毒。利用 C717R 重组慢病毒感染小鼠，使 C717R
在小鼠组织中表达。经实时荧光定量、蛋白质免疫印迹等方法检测 C717R 慢病毒包装、蛋白表达

以及促炎细胞因子 TNF-α、IL-1β、IL-6、IFN-β 的变化。【结果】C717R 蛋白在小鼠组织中正常表

达。酶联免疫吸附测定(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)检测发现，表达 C717R 蛋白的

小鼠，血清中促炎细胞因子 TNF-α、IL-1β、IL-6、IFN-β 及 IFN-γ 分泌水平显著升高。实时荧光
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定量检测表达 C717R 蛋白的小鼠组织证实，C717R、TNF-α、IL-1β、IL-6 的 mRNA 转录水平显

著上调；蛋白质免疫印迹证实，C717R 可诱导小鼠不同组织 caspase-1 和 IL-1β 的成熟。组织病理

切片结果显示，表达 C717R 蛋白的 BALB/c 小鼠和对照组和相比，肝脏、心脏、肺脏等器官炎性

细胞浸润程度较对照组更严重。【结论】ASFV 的 C717R 蛋白表达诱导 BALB/c 小鼠产生炎症应

答，为鉴定和阐明 C717R 蛋白介导的促炎新机制提供了重要依据。 

关键词：非洲猪瘟病毒；炎症；C717R 
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Abstract: [Objective] By screening the inflammatory response system, we discovered that the 
African swine fever virus (ASFV) protein C717R induced an inflammatory response. This 
study aims to reveal the function of C717R protein by constructing recombinant 
C717R-lentivirus and observing the recombinant-induced inflammatory response in BALB/c 
mice. [Methods] C717R was screened out by the inflammasome expression system and used to 
construct the recombinant C717R-lentivirus. Mice were infected with the recombinant 
C717R-lentivirus to enable the expression of C717R in mouse tissue. Quantitative real-time 
PCR, western blotting, and enzyme-linked immunosorbent assay were employed to examine the 
package of C717R-lentivirus, protein expression, and the serum levels of pro-inflammatory 
cytokines including tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin-1 beta (IL-1β), IL-6, and 
interferon-beta (IFN-β), respectively. [Results] C717R protein was normally expressed in 
mouse tissue. The serum levels of TNF-α, IL-1β, IL-6, IFN-γ, and IFN-β were elevated in the 
expression of C717R protein in mice. The mRNA levels of C717R, TNF-α, IL-1β, and IL-6 
were significantly up-regulated in the expression of C717R protein in mice. Western blotting 
demonstrated that expression of C717R protein induced the caspase-1 and IL-1β in different 
tissues. The lesions in the liver, heart, lungs, and other organs of BALB/c mice expressing 
C717R protein were severer than those in the control mice. [Conclusion] The expression of 
C717R protein induced an inflammatory response in BALB/c mice. The findings provide a 
basis for deciphering the mechanism of C717R protein-mediated inflammation.  
Keywords: African swine fever virus; inflammation; C717R 
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非洲猪瘟(African swine fever, ASF)是由

非洲猪瘟病毒(African swine fever virus, ASFV)
感染家猪引起的高度传染性疫病，被认为是危

害严重的传染病之一，强毒株感染家猪可导致

其死亡率高达 100%。ASF 首次于肯尼亚被发

现，目前正在欧洲、非洲和亚洲大肆流行，因

没有经商业批准的疫苗和特效药，对世界养猪

业造成了巨大的威胁[4]。自我国 2018 年首次于

辽宁发现 ASF 以来，已有超亿头生猪因疫情被

扑杀，经济损失高达上千亿元。ASFV 强毒株

感染家猪后，其主要病理表现有肺水肿、斑点

皮肤、紫绀、血小板减少、淋巴细胞减少和出

血性病变[1-2]。 
ASFV 是直径约 220 nm 的双链 DNA 病毒，

其结构包含类核、核壳、内脂膜、衣壳和外脂

膜[2,5]。ASFV 基因组可编码 150‒200 种蛋白，

且大部分功能仍未知。ASFV 感染家猪诱发强烈

的炎症应答和细胞因子“风暴”，但其机制仍不清

楚。深入了解 ASFV 调控宿主炎症应答机制至关

重要[6]。 
核因子 κB (NF-κB)和核苷酸寡聚化结构域

样 受 体 热 蛋 白 结 构 域 相 关 蛋 白 3 
(nucleotide-binding oligomerization domain-like 
receptor protein 3, NLRP3)炎症小体是产生细胞

因子的 2 种关键复合体[7-8]。目前，研究较多的

是ASFV通过这 2个复合体抑制炎症应答机制解

析，如 ASFV 的 pF317L 蛋白通过破坏 NF-κB 活

性而抑制 NF-κB 通路的激活[3]。pH240R 通过自

噬介导的 NEMO 溶酶体降解抑制 NF-κB 活化，

导致 pro-IL-1β 转录减少。此外，pH240R 与

NLRP3 相互作用抑制其寡聚化，导致 IL-1β 表

达降低[9]。尽管 ASFV 调控炎症应答机制的研究

不断深入，但 ASFV 参与诱导炎症应答的机制鲜

有报道。 
为了探究 ASFV 感染宿主诱导炎症应答的

分子机制，本研究通过对 ASFV 基因组编码的

186 个蛋白进行系统筛选，发现 C717R 具有诱

导炎症发生的功能。C717R 蛋白功能至今未被

阐述，为证实 C717R 具有诱导炎症应答的功能，

本研究通过构建和包装 LV-C717R 慢病毒，使用

该慢病毒感染 HEK-293T 细胞和 BALB/c 小鼠，

进而探究其生物学功能。本研究为探索 C717R
蛋白诱发炎症应答新功能提供理论基础，以期为

进一步揭示 ASFV 感染机体引发宿主炎症应答

的分子机制提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  试验动物、细胞和病毒 

非 洲 猪 瘟 基 因 II 型 野 生 毒 株 ASFV 
CN/GS/2018 由兰州兽医研究所 P3 实验室分离

并保存。BALB/c 小鼠由兰州兽医研究所动物实

验中心提供，所有动物试验流程均经中国农业科

学院兰州兽医研究所动物关爱与使用委员会审

查 通 过 ( 审 批 编 号 ： LVRIAEC-2022-053) 。
HEK-293T 细胞、BMDM 细胞、慢病毒空载体

以及包装质粒保存于兰州兽医研究所口蹄疫与

新发病流行病学团队。 
1.1.2  试剂 

细胞培养基 DMEM、胎牛血清、胰酶均购

自 Gibco 公司。聚偏二氟乙烯(polyvinylidene 
fluoride, PVDF)膜、抗体稀释液、放射免疫沉淀

法缓冲液(radioimmunoprecipitation assay buffer, 
也可称为 RIPA 裂解液 )、磷酸缓冲盐溶液

(phosphate buffer saline, PBS)、蛋白预染 Marker、
化学发光底物 (electrochemiluminescence, ECL)
显色剂均购自上海碧云天生物技术有限公司。质

粒大提取试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒购自

Promega 生物科技有限公司。辣根过氧化物酶标

记的山羊抗小鼠 IgG 购于中杉金桥公司。小鼠
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IL-1β、IL-6、TNF-α、IFN-β 以及 IFN-γ 细胞因

子 酶 联 免 疫 吸 附 测 定 (enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)检测试剂盒购自北

京华博德亿生物技术有限公司。IL-1β、caspase-1
单抗均购自上海优宁维科技股份有限公司。

Flag、β-actin 等单抗均购自西格马奥德里奇(上
海)贸易有限公司。反转录试剂盒、TB Green 均

购自上海百赛科技股份有限公司。2×Taq Master 
Mix 酶、T4 DNA 连接酶、Xho I 和 EcoR I 酶、

DH5α 均购自北京索莱宝科技有限公司。 

1.2  构建 C717R 慢病毒过表达质粒 
1.2.1  C717R 蛋白生物学分析 

将测序正确的 C717R 蛋白核苷酸序列通过软

件翻译为氨基酸序列进行生物学信息分析，利用

npsa-prabi (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa 
automat.pl)预测蛋白二级结构；利用 SWISS- 
MODEL (https://swissmodel.expasy.org/interactive)
进行蛋白质三级结构预测。 

1.2.2  引物合成 
参考 GenBank 中 C717R 基因序列(登录号：

MN172368.1)设计扩增引物，上下游分别添加

Xho I 和 EcoR I 酶切位点，并由生工生物工程(上

海)有限公司合成引物，见表 1。 

1.2.3  基因扩增  
ASFV CN/GS/2018 感染 BMDM 细胞 24 h

后，收集已接毒的细胞提取其病毒 DNA。以

ASFV 的 DNA 为模板，利用 C717R 的上下游引

物扩增 C717R 基因。PCR 反应体系为 20 μL：

双蒸水 8 μL，上、下游引物各 0.5 μL，DNA 模

板 1 μL，2×Taq Master Mix 酶 10 μL。扩增 PCR

反应程序：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 15 s，
72 ℃ 70 s，35 次循环；72 ℃ 5 min。PCR 扩增产

物经 1%核酸凝胶电泳分析并纯化回收 C717R 基

因的编码序列(coding sequence, CDS)扩增片段。 
1.2.4  慢病毒过表达质粒构建 

应用Xho I和EcoR I分别双酶切过表达慢病

毒空载体及 C717R 基因的 CDS，1%核酸凝胶电

泳检测并回收酶切产物，T4 DNA 连接酶 16 ℃

过夜连接 C717R 基因和慢病毒空载体 pHBLV- 

CMV-MCS-3Flag-EF1-T2A-Zsgreen-Puro。将连

接产物通过 DH5α 转化，挑取单克隆菌落，利用

含有氨苄抗性的 LB 液体培养基培养，采用

Promega 质粒提取试剂盒提取重组质粒，经酶

切鉴定，并送样西安擎科泽西生物科技有限责

任公司测序鉴定。将慢病毒空载体质粒命名为

LV-EV ， 重 组 C717R 慢 病 毒 质 粒 命 名 为

LV-C717R。酶切体系为 20 μL：空载体或 C717R

基因 3 μL，Xho I 2 μL，EcoR I 2 μL，buffer     

2 μL，H2O 11 μL。连接体系为 10 μL：载体 2 μL，

C717R 基因 1 μL，T4 连接酶 1 μL，10×H buffer 

1 μL，H2O 5 μL，于 16 ℃过夜连接。 
1.2.5  慢病毒包装及滴度测定 

应用无内毒素大提质粒试剂盒提取质粒

LV-C717R、 LV-EV 及慢病毒包装辅助质粒

pMD2G、PSPAX-2。将 LV-717R 质粒或 LV-EV

质粒分别与包装辅助质粒共同转染 HEK-293T

细胞。于 48 h 和 72 h 收集细胞培养液上清，通

过超速离心浓缩病毒，细胞制样用于 Western 

blotting 验证。 
 
表 1  PCR 扩增 C717R 基因的引物序列 
Table 1  Primer sequences of C717R gene for PCR amplification 
Primer names Primer sequences (5'→3') Length (bp) 
C717R-F CCGCTCGAGATGACAAAATTAGCCCAATGGATGTT 2 171 

 C717R-R CGGAATTCTTACAAATTTTCATTAGCAAGACTGCTC 
The underline is the restriction site sequence of Xho I and EcoR I. 



 

 

 

尚小粉等 | 微生物学报, 2023, 63(11) 4189 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

滴度测定：将生长状态良好的 HEK-293T 细

胞消化计数后稀释至 1×105/mL，加入 96 孔板，

100 μL/孔(1×104 个细胞)。于 37 ℃温箱、5% CO2

培养箱中培养过夜。第 1 天将 LV-C717R 和

LV-EV 慢病毒在 EP 管中做 10 倍梯度稀释，连

续 6 个稀释度。把稀释好的病毒和细胞孵育过

夜。第 2 天吸出病毒悬液，换新的培养基。第

4 天在荧光显微镜下观察结果，对荧光比例合适

(10%‒30%之间)的孔进行细胞计数，并计算滴度。 
滴度(TU/mL)=细胞数×荧光百分比×103/病

毒原液体积(μL)。 
1.3  慢病毒感染细胞 

将细胞铺板于 24 孔板，待细胞长至 70%，

弃掉原有培养基，加入 250 μL 新鲜培养基并加

入病毒悬液，4 h 后补充 250 μL 培养液。感染后

24 h，弃掉含病毒的培养基，更换新鲜培养基于

细胞培养箱培养。病毒感染 48 h 后，收集细胞

制样检测 C717R 表达及促炎细胞因子表达。 
1.4  慢病毒感染 BALB/c 小鼠 

将 32 只 BALB/c 小鼠随机分 4 组(空白、

PBS、LV-EV、LV-C717R)，每组 8 只，将 PBS、
LV-EV 和 LV-C717R 分别于小鼠尾静脉注射，注

射 2 次，每次分别注射 5×107 TU/mL LV-EV、

LV-C717R 慢病毒悬液，每次间隔 3 d，第 7 天眼

球采血并采集小鼠实质器官心脏、肝脏、脾脏、

肺脏和肾脏。 
1.5  ELISA 检测血清中细胞因子的分泌水平 

将采集的小鼠血液于室温放置 2 h 后于 4 ℃
过夜，2 000 r/min 离心 15 min，收集上清用于

ELISA 检测小鼠血清中促炎细胞因子 TNF-α、
IL-1β、IL-6、IFN-β 以及 IFN-γ。 
1.6  qRT-PCR 检测各组织促炎细胞因子和

C717R 的 mRNA 转录水平 
采集各组小鼠心脏、肝脏、脾脏、肺脏和肾

脏，各取 1 g 应用匀浆机研磨组织，用 TRIzol
总 RNA提取试剂提取小鼠不同组织mRNA并将

其反转录为 cDNA，qRT-PCR 检测 C717R 及促

炎细胞因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 的 mRNA 转录

水平。 

1.7  Western blotting检测组织内 C717R以

及促炎细胞因子表达水平 
将各组织称取 1 g 置于 2 mL 离心管内，加

入 800 μL RIPA 裂解液提取组织总蛋白，利用蛋

白质定量试剂盒 BCA 法(bicinchoninic acid assay, 
BCA)检测组织蛋白浓度，取 100 μg 蛋白制样并

进行 SDS-PAGE，转膜于 PVDF 膜，5%脱脂奶

粉封闭 2 h 后，4 ℃过夜孵育抗体，用等渗缓冲

盐溶液(TBS with Tween-20, TBST)洗涤 3 次后孵

育抗体，洗涤 3 次后应用 ECL 发光底物试剂盒

进行显影及曝光。 

1.8  组织病理切片分析 
各组织经福尔马林浸润后，脱水浸蜡、包埋、

切片、HE 染色制备病理切片，观察各组织的病

理变化。 

1.9  统计学方法 
将试验所得数据通过 GraphPad Prism 8 软

件来进行统计学分析，统计学差异用 P 值表示，

*P<0.05 时 表 示 差 异 显 著 ； **P<0.01 和

***P<0.001 时表示统计学差异极显著。 

2  结果与分析 
2.1  C717R 蛋白生物学信息分析 

通过 NLRP3 炎性小体表达系统分别与

ASFV 基因组编码的不同蛋白进行共同表达，用

ELISA 检测培养上清中 IL-1β 的分泌，对 ASFV
基因组编码的蛋白进行筛选，发现 C717R 具有

诱导炎症发生的功能(图 1A)。C717R 蛋白结构

分析如图 1B 所示，C717R 蛋白二级结构中 α 螺

旋占 47.84%，扩展链占 18.83%，β 转角占 5.72%，

无规卷曲占 27.62%，为后期蛋白纯化提供参

考。将 C717R 蛋白氨基酸序列提交至 SWISS- 
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图 1  C717R 蛋白二、三级结构预测 
Figure 1  Prediction of secondary and 3D structures of C717R protein. A: Inflammasome expression system 
screening proteins. B: C717R protein secondary structure prediction. C: C717R protein 3D structure prediction.  
 
MODEL 进行三级结构预测，结果表明，预测

的 C717R 三级结构与丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

结构同源性为 17.35% (图 1C)。依据筛选结果，

C717R 蛋白可能利用其激酶活性磷酸化宿主蛋

白而发挥作用。 

2.2  慢病毒过表达质粒构建 
结果如图 2 泳道 1 所示，通过 PCR 扩增获得

含 C717R 基因的 CDS 片段，其大小为 2 154 bp，
大小与预期一致。将 C717R 的 CDS 和慢病毒空

载体 LV-EV 分别同时进行 Xho I 和 EcoR I 酶切，

然后连接酶切后的 PCR 产物和空载体，转化后

提取重组质粒经双酶切鉴定，结果如图 2 第 3 泳

道显示，C717R 基因成功插入慢病毒空载体 

 
 

图 2  LV-C717R 质粒的构建 
Figure 2  The plasmid LV-C717R was constructed. 
M: DNA marker; 1: PCR product of C717R gene; 2: 
Enzvmes digested empty plasmid of LV-EV; 3: 
LV-C717R enzvme digestion; 4: The plasmid 
LV-C717R.  
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LV-EV，即得到了 LV-C717R 重组慢病毒过表达

载体质粒。阳性质粒送华大基因测序，显示该质

粒成功被构建。 

2.3  C717R 慢病毒包装和鉴定 
如图 3A所示，包装后的 LV-C717R和 LV-EV

慢病毒感染 HEK-293T 细胞后都产生绿色荧光，证

实慢病毒成功包装。LV-EV 慢病毒和 LV-C717R 慢

病毒滴度分别为9.24×108 TU/mL和7.79×108 TU/mL。
由于 LV-C717R 带有 Flag 标签，利用慢病毒感

染 HEK-293T 细胞，其感染复数(multiplicity of 
infection, MOI)=2，细胞总蛋白通过 Flag 抗体检

测发现，在 79 kDa 的位置出现 C717R 蛋白特异

性条带(图 3B)，结果说明 LV-C717R 慢病毒能够

正常表达 C717R 蛋白。 

2.4  慢病毒感染细胞 
为进一步验证 C717R 蛋白调控炎症应答功能，

LV-EV 慢病毒及 LV-C717R 慢病毒感染细胞。用

Western blotting检测C717R蛋白及促炎细胞因子表

达，结果如图 4 所示，LV-C717R 慢病毒成功感染

细胞，相对于对照组(空白对照组、LV-EV 慢病毒)，
LV-C717R 慢病毒感染 HEK-293T 细胞后，促炎性

细胞因子 IL-1β 和 caspase-1 表达水平均显著上调。 
 

 
 

图 3  C717R 慢病毒包装和表达鉴定 
Figure 3  Packaging and identification of recombination C717R lentivirus. A: The results of green fluorescent 
protein expression in HEK-293T cell 72 h after transfection with overexpression vector. TRANS: White light inferior 
visual field; GFP: Green fluorescent lower field of vision; Merge: White light and green fluorescence overlapping 
field; Mock: Blank controller; LV-EV: Empty vector recombinant lentivirus group; LV-C717R: C717R recombinant 
lentivirus group. B: The expression of C717R recombinant lentivirus was verified by Western blotting. 
 

 
图 4  Western blotting 检测 C717R 及细胞因子表

达水平 
Figure 4  The expression levels of C717R and 
cytokines were detected by Western blotting.  

2.5  ELISA 检测小鼠血清细胞因子的分泌水平 
PBS、LV-EV 慢病毒及 LV-C717R 慢病毒分

别感染小鼠后，ELISA 检测小鼠血清促炎细胞因

子，结果如图 5 所示，空白对照组、PBS 对照组、

LV-EV 慢病毒处理组的小鼠之间，TNF-α、IL-1β、
IL-6 和 IFN-γ 的分泌水平没有显著变化。相对于

对照组(空白对照组、PBS 对照组和 LV-EV 慢病

毒)，LV-C717R 慢病毒感染小鼠后，小鼠血清中

的促炎性细胞因子 TNF-α、IL-1β、IFN-β、IL-6
和 IFN-γ 分泌均显著上调。以上结果显示，C717R
蛋白能够诱导促炎因子的表达分泌上调。 
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图 5  ELISA 检测细胞因子分泌水平 
Figure 5  Cytokine secretion levels were detected by ELISA. A: Serum TNF-α secretion was detected by 
ELISA. B: Serum IL-1β secretion was detected by ELISA. C: Serum IL-6 secretion was detected by ELISA. D: 
Serum IFN-β secretion was detected by ELISA. E: Serum IFN-γ secretion was detected by ELISA. ns: No 
significance, P>0.1; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001.  
 

2.6  qRT-PCR检测各组织mRNA转录水平 
为确认 C717R 蛋白表达对动物机体炎症应

答的影响，将空白组、PBS、LV-EV 慢病毒以及

LV-C717R 慢病毒处理的小鼠分别随机取 3 只，

采集小鼠心、肝、脾、肺和肾，提取小鼠各组织

的 RNA，检测 C717R 以及促炎细胞因子(TNF-α、
IL-1β 和 IL-6)的转录水平。结果如图 6A 所示，

相较于对照组(空白组、PBS 和 LV-EV 慢病毒)， 

 
图 6  qRT-PCR 检测 C717R 及细胞因子 mRNA 转录水平 
Figure 6  mRNA transcription levels of C717R and cytokines were detected by qRT-PCR. A: The mRNA level 
of C717R transcription was detected by qRT-PCR. B: The mRNA level of TNF-α transcription was detected by 
qRT-PCR. C: The mRNA level of IL-1β transcription was detected by qRT-PCR. D: The mRNA level of IL-6 
transcription was detected by qRT-PCR. ns: No significance, P>0.1; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001.  
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LV-C717R 慢病毒感染小鼠，C717R 在采集的各

种脏器中均有表达，在心脏和肺脏组织表达尤为

明显。试验组小鼠心、肺组织中，细胞因子

TNF-α、IL-1β 和 IL-6 转录水平显著升高(图
6B‒6D)。上述结果说明 C717R 的表达能诱导小

鼠促炎细胞因子的转录。 

2.7  Western blotting 检测组织内各蛋白表

达水平 
为了进一步证实 C717R 诱导炎症应答的功

能，采集小鼠心、肝、脾、肺和肾组织进行蛋白

检测。结果如图 7 所示，与对照组和空白组相比，

LV-C717R 慢病毒感染小鼠，Flag-C717R 蛋白在

心、肝、脾、肺和肾组织中明显表达，且 C717R
表达可诱导小鼠各组织 IL-1β 和 caspase-1 的蛋

白成熟体表达显著上调。上述结果证实 C717R
的过表达能够诱导炎性细胞因子表达升高。 

2.8  病理组织切片分析 
为确认 C717R 诱导炎症应答对机体组织炎

性浸润的影响，采集小鼠组织制备切片并 HE 染

色观察各组织炎性浸润情况。结果如图 8 所示， 
 

 
 

图 7  Western blotting 检测 C717R 及细胞因子表达水平 
Figure 7  The expression levels of C717R and cytokines were detected by Western blotting.  
 

 
 

图 8  C717R 诱导小鼠病理组织炎症浸润(×20) 
Figure 8  C717R induced inflammatory injury in mouse pathological tissue (×20). A‒E: Heart, liver, spleen, 
lung and kidney of mice in the Mock group from top to bottom. F‒J: Heart, liver, spleen, lung and kidney of 
mice in the PBS group from top to bottom. K‒O: Heart, liver, spleen, lung and kidney of mice infected with 
LV-EV lentivirus from top to bottom. P‒T: Heart, liver, spleen, lung and kidney of mice infected with C717R 
lentivirus from top to bottom.  
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与对照组(空白组、PBS 和 LV-EV 慢病毒)相比，

C717R 重组慢病毒感染小鼠的心脏组织可见多

处心肌纤维轻度水样变性，细胞肿胀，胞质疏松

淡染(黑色箭头，图 8P)；肝组织中广泛可见中央

静脉周围有肝细胞轻度水样变性，细胞肿胀，胞

质疏松淡染(黑色箭头，图 8Q)；脾脏组织可见

白髓数量减少，体积减小，淋巴细胞减少，红髓

中可见多量中性粒细胞浸润(蓝色箭头)，可见少

量多核巨细胞(绿色箭头)，大面积髓外造血灶(黄
色箭头，图 8R）；肺脏伴有炎性细胞浸润以及肺

泡壁增厚(黑色箭头，图 8S)。肾脏组织可见多量

肾小管上皮细胞水样变性，胞质疏松淡染(黑色

箭头，图 8T)。在 LV-EV 慢病毒感染的小鼠组织

中，发现其肺组织存在些许炎性细胞浸润(图
8N)。以上结果说明 C717R 能够引发小鼠组织发

生炎性浸润。 

3  讨论与结论 
病毒感染机体引发机体天然免疫应答，炎症

应答是天然免疫的关键组成部分[10-11]。ASFV 强

毒株感染家猪诱导细胞因子“风暴”和组织器官

病理损伤，表现为促炎细胞因子急剧增加、多器

官衰竭坏死，但其分子机制仍不清楚。由于

ASFV 基因组庞大，且大部分蛋白功能未知，其

蛋白参与诱导炎症应答的研究势在必行[12]。前

期的研究主要为 ASFV 抑制炎症应答功能的探

讨，尤其是 ASFV 对 NF-κB 通路和 NLRP3 炎症

小体通路的抑制功能。ASFV 调控炎症应答的研

究不断深入，但目前 ASFV 诱导炎症的分子机制

报道较少。 
由于 ASFV 基因组庞大，且大部分蛋白功能

未知，为了系统和深入地了解 ASFV 参与调控炎

症应答的分子机制，本研究首次发现 C717R 蛋

白能够诱导炎症的发生。经共聚焦定位，发现该

蛋白是胞质蛋白。同时，通过对 C717R 的二级

结构进行预测，结果显示其结构大部分为 α 螺旋

和无规则卷曲。由于蛋白质与蛋白质互作的界面

主要以 α 螺旋为主，因此，推测 C717R 可能参

与较多的蛋白质相互作用。故推测 C717R 可能

通过其激酶活性参与调控炎症应答。 
促炎细胞因子的高表达能够诱导细胞或组

织损伤，TNF-α、IL-1β 和 IL-6 等细胞因子在细

胞 因 子 “ 风 暴 ” 产 生 中 起 到 重 要 的 作 用 。

LV-C717R 慢病毒感染 BALB/c 小鼠，ELISA 检

测外周血清中不同促炎因子 TNF-α、IL-1β、IL-6、
IFN-γ 和 IFN-β 发现其显著上调。组织 qRT-PCR
检测显示，C717R 在心脏和肺组织表达尤为显

著。检测不同组织促炎细胞因子 mRNA 转录水

平，发现对应心脏和肺组织的 TNF-α、IL-1β、
IL-6 和 IFN-β 等促炎细胞因子显著性上升，而这

些促炎因子的转录均与 NF-κB 的活化相关，这

说明 C717R 的高表达可能诱导 NF-κB 的活化，

具体表型和机制需要进一步的证实。 
IL-1β 是重要的早期促炎介质，主要在损伤

或者免疫应答的部位产生，以协调机体的多种活

动，包括募集细胞到感染或损伤部位、宿主睡眠、

食欲和体温的调节。同时，IL-1β 诱导其他细胞

因子如 TNF-α、IL-17 等表达，激活抗原递呈细

胞等天然免疫细胞，它的产生在很大程度上有利

于研究宿主的抗病毒机制[6]。ASFV 感染动物后，

导致动物嗜睡，体温升高、IL-1β 表达上调，因

此，推测 IL-1β 在 ASFV 诱导的炎症应答中起到

重要的作用。 
病毒感染机体后，刺激 pro-IL-1β 转录表达，

ASFV 感 染 机 体 激 活 炎 症 小 体 并 募 集

pro-caspase-1 使其形成熟 caspase-1，caspase-1
剪切 pro-IL-1β 使其成为成熟的功能性 IL-1β。在
本研究中，Western blotting 检测 C717R 重组慢

病毒感染小鼠组织，发现 LV-C717R 慢病毒可促

进成熟的 caspase-1 和 IL-1β 表达。这说明 C717R
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可能激活炎症小体，如 NLRP3，进而诱导 IL-1β
的成熟和产生。Caspase-1 的活化与细胞炎性死

亡相关，因此推测 C717R 蛋白可能也参与了细

胞焦亡等细胞炎性死亡的发生。上述问题仍需进

一步研究证实。 
细胞因子“风暴”导致的临床病症包括发热、

肝脏和脾脏肿大、败血症和高铁蛋白症[13-14]。同

时，细胞炎性死亡可能诱发机体组织病理损伤。

研究表明，细胞因子和死亡机制有着错综复杂的

联系，并形成正反馈循环，即细胞因子释放会导

致炎性细胞死亡，从而促进通过膜孔和细胞裂解

进一步释放致病细胞因子，最终造成宿主组织和

器官严重的、危及生命的损伤[10,15]。ASFV 感染

的动物组织病变主要包括脾肿大、肺水肿和扩大

的门脉淋巴结出血、肾脏和心外膜上的点状出血

以及膀胱黏膜上的点状和瘀血性出血，其机制仍

不清楚[16]。本研究将重组 C717R 慢病毒感染的

小鼠脏器制备各病理切片，发现各组织中性粒细

胞均有不同程度的增多。说明 C717R 表达可能

促进了机体组织免疫细胞浸润，推测 C717R 可

能参与了细胞炎性死亡介导的组织病理损伤，后

期将进行进一步证实。 
由于 ASFV 的易感动物为家猪，利用 C717R

基因敲除毒株感染家猪能更加直观地观察

C717R 的功能，但本研究的局限于在于 C717R
基因的缺失，可能导致 C717R 敲除毒株的致死，

因而试验中未能利用 C717R 缺失的 ASFV 毒株

进行蛋白功能研究。同时，慢病毒对大型动物的

感染模型建立困难，因此，本课题组前期利用在

生物医学研究中使用最广泛的模式动物小鼠作

为研究对象，通过 C717R 蛋白在小鼠体内过表

达初步鉴定 C717R 蛋白的功能。然而小鼠和家

猪在免疫学、遗传学、生理学以及代谢等研究领

域存在不同，故使用试验小鼠来进行研究具有一

定程度的弊端。目前本课题组正在利用 IPTG 诱

导等方法攻克该难关，后续将开展以易感动物为

基础的进一步研究。 
ASFV 感染机体诱导强烈的炎症反应，导致

感染猪炎症的病变和死亡，探索 ASFV 基因功能

鉴定以及 ASFV 诱导炎症应答的分子机制对于

ASF 的防控和疫苗创制具有重要意义。本研究

首次证实 C717R 具有诱导炎症应答并促进

caspase-1 介导的 IL-1β 的成熟的生物学功能，该

研究为进一步探究 C717R 蛋白的诱导免疫应答

的分子机制以及 ASFV 感染引发炎性病理损伤

机制提供了线索。 
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