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摘   要：猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)是一种能引起严重腹泻、脱水

的肠道病毒，PEDV 的广泛流行对生猪养殖产业造成巨大经济损失，目前仍无有效的预防和治疗

手段。Nsp8 是一种参与 PEDV 复制的重要非结构蛋白，其存在相互作用的宿主蛋白尚不清楚。【目

的】筛选与 PEDV Nsp8 互作宿主蛋白，初步探究互作宿主蛋白对 PEDV 复制的影响，为寻找 PEDV
新的关键性治疗靶点提供理论基础。【方法】利用真核表达载体 pcDNA3.1(+)成功构建 PEDV Nsp8
真核表达质粒，通过免疫共沉淀、质谱分析及激光共聚焦等技术筛选能够与其相互作用的宿主蛋

白，进一步在 LLC-PK 细胞中通过过表达、敲低等方法探究互作宿主蛋白对 PEDV 复制的影响。

【结果】质谱检测筛选到 Nsp8 潜在互作宿主蛋白 36 个，验证了宿主蛋白热休克蛋白成员 8 (heat 
shock protein member 8, HSPA8)与 Nsp8 相互作用，在 LLC-PK 细胞中过表达 HSPA8 能够剂量依

赖性抑制 Nsp8 蛋白过表达，而且在蛋白质和转录水平显著剂量依赖性抑制 PEDV 复制；干扰内

源性 HSPA8 表达能够显著促进 PEDV 复制，TCID50 和间接免疫荧光试验检测 (indirect 
immunofluorescent assay, IFA)结果进一步证明了 HSPA8 抑制 PEDV 复制。【结论】本研究筛选出

PEDV Nsp8 的互作宿主蛋白 HSPA8，并且证明 HSPA8 能显著抑制 PEDV 复制，为设计以 HSPA8
为靶点的预防或治疗药物提供新思路。 
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Abstract: Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) is an enterovirus that can cause severe 
diarrhea and dehydration. The widespread epidemic of PEDV has caused huge economic losses 
to the pig breeding industry, which, however, lacks effective means for prevention and treatment. 
Nsp8 is an important non-structural protein involved in the replication of PEDV, while the host 
proteins interacting with Nsp8 remains unclear. [Objective] To screen the host proteins 
interacting with PEDV Nsp8 and explore the effects of the host proteins on the replication of 
PEDV, so as to provide a theoretical basis for discovering new key functional receptors or 
therapeutic targets of PEDV. [Methods] The eukaryotic expression plasmid of PEDV Nsp8 was 
successfully constructed with the eukaryotic expression vector pcDNA3.1(+). The host proteins 
interacting with PEDV Nsp8 were screened by co-immunoprecipitation, mass spectrometry, and 
laser confocal microscopy. The effects of the host proteins on PEDV replication were explored 
by overexpression and knockdown in LLC-PK cells. [Results] Thirty-six potential host proteins 
interacting with Nsp8 were screened by mass spectrometry, and the interaction between heat 
shock protein member 8 (HSPA8) and Nsp8 was verified. The overexpression of HSPA8 in 
LLC-PK cells inhibited the overexpression of Nsp8 in a dose-dependent manner. Meanwhile, it 
significantly inhibited the replication of PEDV in a dose-dependent manner at the protein and 
transcriptional levels. Interfering with endogenous HSPA8 expression significantly promoted the 
replication of PEDV. The 50% tissue culture infectious dose (TCID50) and indirect 
immunofluorescence further proved that HSPA8 inhibited PEDV replication. [Conclusion] This 
study screened out the host protein HSPA8 interacting with PEDV Nsp8 and proved that HSPA8 
could significantly inhibit PEDV replication, which provided a new idea for the design of 
HSPA8-targeted drugs for the prevention or treatment of PEDV.  
Keywords: porcine epidemic diarrhea virus; Nsp8; co-immunoprecipitation; HSPA8 
 
 

猪流行性腹泻 (porcine epidemic diarrhea, 
PED)是由猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic 
diarrhea virus, PEDV)引起的一种高度接触性肠

道传染病，可导致仔猪急性水样腹泻、脱水、呕

吐、消瘦和精神萎靡等症状，对全球的生猪产业

造成了严重的经济损失。PEDV 可感染各个年龄

段的猪群，成年猪和母猪呈一过性感染，而仔猪

感染率和死亡率可达 80%−100%[1]。自 1971 年
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首次在英国发现和报道 PED 以来，比利时、匈

牙利、法国、德国、日本和韩国等多个国家相继

出现 PED 的流行[2]。1986 年我国首次报道了

PED，呈现零星散发状态[3]。然而 2010 年末，

以各年龄猪高发病率和新生仔猪高死亡率为特

征的 PED 疫情在我国大范围暴发，造成了巨大

的经济损失[4]。2013 年 4 月，一种强毒力 PEDV
变异株席卷美国，随后加拿大、墨西哥、哥伦比

亚、日本、韩国和菲律宾等许多国家也相继暴发

了 PED 疫情[5]。至此，PED 已在全球大部分国

家暴发和流行，并且呈现常年高发和逐步扩大蔓

延的趋势。 
PEDV 是一种有囊膜的单股、正链 RNA 病

毒，基因组全长约为 28 kb，属于套式病毒目

(Nidovirales)冠状病毒科(Coronaviridae) α 冠状

病毒属(Alphacoronavirus)成员[6]。PEDV 除编码

4 种结构蛋白(刺突蛋白 S、膜蛋白 M、包膜蛋白

E 和核衣壳蛋白 N)外，开放阅读框 3 (open 
reading frame, ORF3)、ORF1a 及 ORF1b 还编码

辅 助 性 蛋 白 ORF3 和 16 种 非 结 构 蛋 白

(Nsp1–Nsp16)[7]。PEDV 非结构蛋白在病毒复制

的过程中发挥重要作用。冠状病毒中 Nsp8 是非

常保守的蛋白，研究表明，NSP8 能够与 RNA
模板上 5′-(G/U)CC-3′结合来启动互补寡聚核苷

酸的合成，被认为具有次级的 RdRp 活性，在病

毒基因组的转录和复制过程中为 NSP12 提供

RNA 引物[8]。Nsp8 会与 Nsp7 形成十六聚体超

级复合物的晶体结构，这种独特的空圆柱体结构

由 Nsp8 组成，Nsp7 将其固定在一起，该复合物

可能具有调控病毒复制的功能[9-10]。进一步研究

发现 SARS-CoV 的 RNA 聚合酶(Nsp12)需要与

Nsp8 和 Nsp9 结合，才能激活其复制 RNA 的能

力[11]。除了参与病毒复制以外，在 SARS-CoV-2
的研究中发现 Nsp8 是一种不完全线粒体自噬诱

导剂，它可以通过阻止自噬体和溶酶体的融合，

导致自噬体增加，通过损伤线粒体和诱导自身或

线粒体自噬[12]。上述研究表明，Nsp8 在冠状病

毒的复制周期中具有重要作用，而目前关于

PEDV Nsp8 的相关研究报道非常少，因此，筛

选与 PEDV Nsp8 互作的宿主蛋白对了解 PEDV
与宿主细胞的相互作用具有重要的意义。 

本研究利用免疫共沉淀和质谱分析技术筛

选到与 PEDV 非结构蛋白 Nsp8 潜在的互作宿主

蛋白 HSPA8，HSPA8 是热休克蛋白 70 家族中一

种组成型表达的蛋白质(也称 HSC70)，参与多种

细胞活动，如蛋白质的折叠与运输、抗原的处理

与呈递、内吞和自噬等，此外 HSPA8 还参与调

解各种病毒的生命周期，如介导某些病毒的附

着、内吞、穿透、转录、复制、组装和出芽等[13]。

宿主细胞在受到病原感染时，HSPA8 可易位到

细胞膜上并作为受体或共受体参与病毒侵袭[14]。

通过免疫共沉淀和激光共聚焦明确了 Nsp8 与

HSPA8 的互作关系，进一步在 LLC-PK 细胞上

验证 HSPA8 在 PEDV 复制过程中的调控作用，

为研究宿主蛋白与 PEDV 相互作用及机理提供

参考依据。 

1  材料与方法 
1.1  病毒、细胞和主要试剂 

LLC-PK、Vero 细胞购自美国模式培养物集

存库(American type culture collection, ATCC)，并

由本实验室保存；抗 PEDV N 蛋白单克隆抗体由

本 实 验 室 制 备 并 保 存 ； PEDV 毒 株

CH/HBXT/2018 (GenBank 登录号为 MH816969)
由本实验室分离鉴定并保存；pcDNA3.1(+)载体

由本实验室保存；Promega-AMV 反转录试剂盒

购自 Promega 公司；Endo-Free Plasmid Midi Kit
购自 Omega Bio-tek 公司；限制性内切酶 BamH Ⅰ 
和 Xho Ⅰ、T4 连接酶均购自 NEB 公司；One Step 
TB Green® PrimeScriptTM RT-PCR Kit II 、
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PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase 和 RNAios 
Plus 均购自 TaKaRa 公司；Protein A+G Agarose、
NP-40 细胞裂解液、PMSF 和 Lipofectamine 
8000TM 转染试剂均购自上海碧云天生物技术股

份有限公司；MEM 培养基、DMEM 培养基、胎

牛血清和胰酶均购自 ThermoFisher Scientific 公

司 ； Flag 、 HA-Tag (26D11) mAb 和 Hsc70 
Antibody 均 购 自 Abmart 公 司 ； Mouse 
Anti-β-actin mAb、HRP 标记山羊抗小鼠抗体、

HRP 标记山羊抗兔抗体和 488 标记山羊抗小鼠

IgG (H+L)均购自北京中杉金桥生物技术有限公

司；山羊抗兔 IgG H&L 购自 Abcam 公司。 

1.2  PEDV Nsp8 真核表达质粒的构建及

表达 
根据 PEDV 毒株 CH/HBXT/2018 (GenBank

登录号为 MH816969)序列，使用 SnapGene 软件

设计扩增 Nsp8 基因(582 bp)的特异性引物(表
1)，用 RNAios Plus 提取病毒 RNA，Promega- 
AMV 反转录试剂盒将 RNA 反转为 cDNA。反转

录反应体系：AMV RT 5×Buffer 5 μL，dNTP Mix 
(10 mmol/L) 3 μL，Oligo dT (0.5 μg/μL) 2 μL，

ddH2O 7 μL，RNA 7 μL，AMV 反转录酶(10 U/μL) 
0.5 μL，RNA 酶抑制剂(40 U/μL) 0.5 μL。反转录

反应条件：42 ℃ 1 h，以 cDNA 为模板，使用

PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase 对 Nsp8 上、

下游特异性引物进行 PCR 扩增。PCR 反应体系

(50 μL)：5×PrimeSTAR GXL Buffer 10 μL，dNTP 
Mix (2.5 mmol/L) 4 μL，正、反向引物(10 μmol/L)
各 2 μL，PrimeSTAR GXL DNA Polymerase   
(1.2 U/μL) 1 μL，cDNA 2 μL，ddH2O 29 μL。PCR
反应程序：98 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 15 s，
68 ℃ 1 min，30 个循环；68 ℃ 10 min。将扩增

出的 PEDV Nsp8 目的基因用 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ双
酶切，回收酶切产物，通过 T4 连接酶连接至

pcDNA3.1(+)载体(5 428 bp)，克隆后提取质粒送

至生工生物工程(上海)股份有限公司测序，将构

建成功的真核表达质粒标记为 pcDNA3.1(+)- 
Flag-Nsp8 (6 020 bp)。将 pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8
与 pcDNA3.1(+)分别转染至 LLC-PK 细胞，24 h
后收取细胞样品进行 Western blotting 验证其过

表达情况。 

1.3  免疫共沉淀 
将 LLC-PK 细胞均匀铺至两个 100 mm 细胞

培养皿中，待细胞贴壁良好且密度达到 80%以

上时，用 Lipofectamine 8000TM 转染试剂(1.5 μg
质粒/2 μL)分别转染 pcDNA3.1(+)空载体质粒和

pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 质粒各 10 μg。转染 24 h
后用 1×PBS 将细胞清洗 3 次，各加入 1 mL 的

NP-40 细胞裂解液和 10 μL PMSF (蛋白酶抑制

剂)，4 ℃、30 r/min 裂解 2 h 后，收集细胞样

品，12 000 r/min 离心 5 min，弃黏稠状细胞沉

淀物。取 45 μL 上清至一新离心管，加入 15 μL 
 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primer used in this study 
Primer names Sequences (5′→3′) 
Nsp8 Forward: 

CGCGGATCCGCCACCATGGATTACAAGGACGATGACGATAAGGTGGCTTCTACCTACGTGGGC 
Reverse: CGGCTCGAGTCACTGCAGCTTCACGATCCTCTC 

HSPA8 Forward: CGCGGATCCGCCACCATGGCAGCACTAACTGCAGCATTT 
Reverse: CGGCTCGAGTCAGGCATAGTCAGGCACATCGTAGGGGTAGTCCACTTCTTCGATGGTAGG 

PEDV N Forward: ACTACCTCGGAACAGGACCTCA 
Reverse: AGACGCCTTTCTGACACCCA 

GAPDH Forward: ACATGGCCTCCAAGGAGTAAGA 
Reverse: GATCGAGTTGGGGCTGTGACT 
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4×蛋白上样缓冲液作为 Input 样品，在剩余上清

中各加入 3 μL Flag 抗体，过夜孵育。孵育结束

后，加入 50 μL 混匀的 Protein A+G Agarose，再次

孵育4 h。1 500 r/min离心3 min弃掉上清，加入1 mL
预冷 1×PBS，4 ℃摇床 35 r/min 洗涤 5 min，         
1 500 r/min 离心 3 min，重复 3 次，洗涤完吸尽

上清，重新加入 60 μL 1×PBS 稀释，加入 20 μL  
4×蛋白上样缓冲液，将该样品作为 IP 样品。最

后将 Input 样品和 IP 样品于沸水中变性 10 min。 

1.4  Western blotting 检测 
取 IP 和 Input 样品进行 SDS-PAGE，将胶体

中的蛋白转移至 NC 膜上，用 5%脱脂奶粉室温

封闭 1 h，TBST 洗下多余的脱脂乳，加入 Flag
抗体(1:5 000)过夜孵育。孵育结束后，用 TBST
漂洗 3 次，每次 10 min，弃掉漂洗液，加入 HRP
标记山羊抗小鼠抗体(1:8 000)孵育 1 h，再次漂

洗 3 次，每次 10 min，弃掉漂洗液，通过 ECL
化学发光液指示，使用曝光仪观察结果。 

1.5  PEDV Nsp8 质谱鉴定 
将鉴定正确的、大小约为 23 kDa (Nsp8)的

样品送至武汉金开瑞生物工程有限公司进行质

谱分析。 

1.6  HSPA8 表达载体的构建及表达 
根据猪源 HSPA8 (UniProt 序列号为：

A0A286ZPN4_PIG)的基因序列设计特异性引物

(表 1)，并添加 HA 作为标签抗体。提取 LLC-PK
细胞 RNA，将其反转录为 cDNA，以 cDNA 为模

板，HSPA8-F 和 HSPA8-R 为引物扩增出 HSPA8
目的基因(2 121 bp)，用 T4 DNA 连接酶将 BamH Ⅰ
和 Xho Ⅰ双酶切后的 HSPA8 目的基因连接至

pcDNA3.1(+)载体，克隆后提取质粒送至生工生

物工程(上海)股份有限公司测序，构建成功的真

核表达载体记为pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 (7 493 bp)。
将 pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 与 pcDNA3.1(+)分别

转染至 LLC-PK 细胞中，24 h 后收取细胞样品进

行 Western blotting 验证其过表达情况。 

1.7  间 接 免 疫 荧 光 试 验 检 测 (indirect 
immunofluorescent assay, IFA)验证 Nsp8 和

HSPA8 表达 
将 LLC-PK 细胞铺至 35 mm 细胞培养皿中，

待其生长至 75%后，分别转染 pcDNA3.1(+)-Flag- 
Nsp8、pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 与 pcDNA3.1(+)，
转染后 24 h 后弃掉培养基，用 1 mL 1×PBS 洗涤

3 次，随后加入 1 mL 4%多聚甲醛放置于 4 ℃冰

箱固定 60 min，弃掉固定液，加入 1 mL 0.25% 
TritonX-100 室温条件下作用 10 min，2 mL 
1×PBS 在微量振荡器上清洗 3 次，每次 3 min，
加入1 mL 5%牛血清白蛋白(bovine serum albumin, 
BSA)室温封闭 60 min，2 mL 1×PBS 洗涤 3 次，

加入 3% BSA 稀释的 Flag 抗体(1:1 000)和 HA 抗

体(1:1 000)室温孵育 1 h，2 mL 1×PBS 洗涤 3 次

后用 488 标记山羊抗小鼠 IgG (H+L)指示目的蛋

白，4′,6-二脒基 -2-苯基吲哚 (4′,6-diamidino-2- 
phenylindole)指示细胞核后在荧光显微镜下观察。 

1.8  免疫共沉淀验证 Nsp8 与 HSPA8 相互

作用 
将 Vero 细胞铺至 100 mm 细胞培养皿中，待其

生长至 80%后，共同转染 pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8
与pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8，设置共转pcDNA3.1(+)- 
HA-HSPA8 和 pcDNA3.1(+)为对照组，通过免疫

共沉淀和 Western blotting 检测进行验证。 

1.9  激光共聚焦验证 Nsp8 与 HSPA8 共定位 
将 Vero 细胞铺至共聚焦细胞培养皿中，用

pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 和 pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8
质粒共同转染至 Vero 细胞，同时以单独转染

pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 和 pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8
质粒作为对照，样品制备方法参考 1.7，用 488 标

记山羊抗小鼠 IgG (H+L)和山羊抗兔 IgG H&L
指示目的蛋白，DAPI 指示细胞核后在激光共聚

焦显微镜下观察。 
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1.10  HSPA8 对 PEDV Nsp8 过表达的影响 
将0、1、2和 3 μg的 pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8

质粒分别与 2 μg pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 质粒共

转染至 LLC-PK 细胞中，24 h 后收取细胞样品进

行 Western blotting 检测分析。 

1.11  HSPA8 过表达对 PEDV 复制的影响 
采用 2 μg pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 质粒和 

2 μg pcDNA3.1(+)质粒分别转染 LLC-PK 细胞，

24 h 后将 PEDV 以 MOI=0.1 感染细胞。Western 

blotting 检测：分别在 PEDV 感染后的 0、24 和

36 h 收取细胞样品进行 Western blotting 检测

PEDV N 蛋白水平变化；RT-qPCR 检测：取 PEDV
感染后的 24 h 和 36 h 细胞样品，加入 1 mL 

RNAios Plus 提取 RNA，通过 One Step TB 

Green® PrimeScriptTM RT-PCR Kit II 试剂盒检测

PEDV N 基因转录水平变化，PEDV N 和内参基

因 GAPDH 引物见表 1，每个待测样本设置 3 个

重复。RT-qPCR 反应体系：12.5 μL 2×One Step 

TB Green RT-PCR Buffer 4，1 μL PrimeScript 1 

Step Enzyme Mix 2，上、下游引物(0.4 μmol/L)

各 1 μL，模板 RNA 2 μL，RNase Free dH2O    

7.5 μL。RT-qPCR 反应条件：42 ℃ 5 min，95 ℃ 
10 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40 个循环。TCID50

检测：将 24 h 和 36 h 细胞样品及上清收集反复

冻融 3 次后进行 TCID50 测定，将 Vero 细胞铺

至 96 孔板，待生长至 80%左右，用无菌 1×PBS

洗涤 3 遍后，用 1:1 000 胰蛋白酶稀释的无血清

MEM 培养基将冻融后的样品稀释至 10–1–10–9，

将稀释好的样品加入 96 孔板中，每孔 100 μL，

每个稀释浓度 8 个重复，阴性对照只加含胰蛋

白酶的无血清 MEM 培养基，观察病变状况并

记录，根据 Reed-Muench 法计算 TCID50。IFA

检测：通过间接免疫荧光检测 24 h 和 36 h 细胞

样品中 PEDV 复制情况，具体实验步骤参考

1.7。 

1.12  不同剂量 HSPA8 过表达对 PEDV 复

制的影响 
将0、1、2和 3 μg的 pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8

质粒分别转染至 LLC-PK 细胞中，24 h 后将

PEDV 以 MOI=0.1 感染细胞，PEDV 感染后 24 h

收取细胞样品进行 Western blotting 检测 PEDV 

N 水平蛋白变化。按照上述实验操作，将 0、1、

2 和 3 μg 的 pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 质粒分别

转染至 LLC-PK 细胞中，24 h 后将 PEDV 以

MOI=0.1 感染细胞，PEDV 感染后 24 h 收取细

胞样品进行 RT-qPCR 检测 PEDV N 转录水平变

化。RT-qPCR 反应体系及反应条件参考 1.11。 

1.13  干扰内源性 HSPA8 对 PEDV 复制的

影响 
将 3 条浓度为 20 pmol/μL 的 HSPA8 的

siRNA 引物 (表 2)以 120 pmol 剂量转染至

LLC-PK 细胞，48 h 后收取细胞样品，Western 
blotting 检测是否有干扰作用。随后将具有干扰

效果的 siRNA 转染 PK 细胞，48 h 后将 PEDV
以 MOI=0.1 感染细胞，分别在 PEDV 感染后 24 h
和 36 h 通过 Western blotting、RT-qPCR、TCID50

和间接免疫荧光检测 PEDV 复制情况，具体实

验步骤参考 1.11。 
 

表 2  HSPA8 干扰 RNA 序列 
Table 2  The sequences of HSPA8 short interfering RNAs (siRNAs) 
Name Sense (5′→3′) Antisense (5′→3′) 

siRNA-1 CGAUGAGGCUGUUGCUUAUTT AUAAGCAACAGCCUCAUCGTT 
siRNA-2 GGAAAGGAGAACAAGAUUATT UAAUCUUGUUCUCCUUUCCTT 
siRNA-3 GGUAUGUUUCUGUACUGUATT UACAGUACAGAAACAUACCTT 
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1.14  数据处理 
涉及统计学分析的数据进行至少 3 次重复

试验，通过 GraphPad Prism 8 软件对数据进行   
t 检验和方差分析。 

2  结果与分析 
2.1  目的基因的扩增和重组质粒的鉴定 

琼脂糖凝胶电泳结果显示，PCR 后获得大

小约为 648 bp 和 2 121 bp 的条带，与目的基因

PEDV-Nsp8 和猪源 HSPA8 相符(图 1A、1B)，克

隆至 pcDNA3.1(+)载体后经 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶

切后分别得到 5 372 bp 和 648 bp 及 5 372 bp 和  
2 121 bp 的条带，经测序验证后与目的条带符

合，说明重组质粒 pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 和

pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 构建成功(图 2A、2B)。 
 

 
 

图 1  PEDV Nsp8 基因(A)及猪源 HSPA8 基因(B) 
PCR 扩增 
Figure 1  PEDV Nsp8 (A) and HSPA8 (B) from 
swine were amplified by PCR. M: DL2000 DNA 
Marker; 1: PEDV-Nsp8; 2: HSPA8. 

 

 
 

图 2  重 组 质 粒 pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 和

pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 的酶切鉴定 
Figure 2  The recombinant plasmids pcDNA3.1(+)- 
Flag-Nsp8 (A) and pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 (B) 
were identified by enzyme digestion. M: DL5000 
DNA Marker; 1: pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8; 2: 
pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8. 

2.2  重组质粒的表达和鉴定 
鉴定正确的重组质粒 pcDNA3.1(+)-Flag- 

Nsp8 和 pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 转染 LLC-PK

细胞，Western blotting 分析可见大小约为 23 kDa 

(图 3A)和 77 kDa (图 3B)的条带，因重组质粒所

表达的蛋白携带有标签蛋白，其真实大小应减去

所携带标签蛋白的大小(Flag 标签约 1 kDa，HA 标

签约 1.1 kDa)，所以 Nsp8 蛋白大小约为 22 kDa，

HSPA8 蛋白大小约为 76 kDa，与预期大小相符；

IFA 结果显示，与对照组相比，转染 pcDNA3.1(+)- 

Flag-Nsp8 和 pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 实验组有

明显绿色荧光(图 3C、3D)，表明 Nsp8 与 HSPA8

蛋白在 LLC-PK 细胞内表达，Western blotting 和

IFA 结果共同验证了重组质粒 pcDNA3.1(+)- 

Flag-Nsp8和pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8可在LLC-PK

细胞中表达。 

2.3  质谱筛选与 PEDV Nsp8 潜在互作的宿

主蛋白 
PEDV Nsp8 的免疫沉淀根据质谱结果的肽

段覆盖率，共筛选出 36 个潜在的互作宿主蛋白，

选取热休克蛋白成员 8 蛋白(HSPA8)、转录因子

AP-2δ (transcription factor AP-2 delta, TFAP2D)和

蛋白名称异质核糖核蛋白 M (heterogeneous 

nuclear ribonucleoprotein M, HNRNPM)这 3 个宿

主蛋白进行免疫共沉淀(表 3)。 

2.4  HSPA8 与 PEDV Nsp8 的免疫共沉淀

验证 
免疫共沉淀实验验证 PEDV Nsp8 蛋白与上

述 3 个潜在宿主蛋白互作结果表明，HSPA8 与

PEDV Nsp8 互作，其余 2 个蛋白无互作现象。

在 HSPA8 与 PEDV Nsp8 互作实验中 HSPA8 与

Nsp8 均表达良好，相较于对照组，HSPA8 成

功与 Nsp8 共沉淀，说明相互之间存在互作关

系(图 4)。 
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图 3  重组质粒 pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 和 pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 过表达 
Figure 3  Overexpression of recombinant plasmids pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 and pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8. 
A: Overexpression of PEDV Nsp8. M: Protein molecular quality standard; 1: pcDNA3.1(+); 2: 
pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8. B: Overexpression of HSPA8. M: Protein molecular quality standard; 1: 
pcDNA3.1(+); 2: pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8. C: pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 expression in LLC-PK cells was 
verified by IFA, Vector: The empty plasmid transfected with qcDNA3.1(+) was used as the control group. D: 
pcDNA3.1(+)-HA-HSPA8 expression in LLC-PK cells was verified by IFA, Vector: The empty plasmid 
transfected with qcDNA3.1(+) was used as the control group. 
 

表 3  质谱鉴定筛选出的潜在互作宿主蛋白 
Table 3  Identification of interacting host protein by mass spectrometry 
Protein ID Gene name Unique peptide Coverage (%) Mass (Da) Score 
A0A286ZPN4 HSPA8 2 12 68 190 79 
A0A4X1V0Q4 TFAP2D 2  1 50 147 34 
A0A286ZJK2 HNRNPM 5  6 72 326 28 

 

 
 

图 4  PEDV Nsp8 与宿主蛋白 HSPA8 互作鉴定 
Figure 4  Identification of the interaction between 
PEDV Nsp8 and host protein HSPA8. 

2.5  HSPA8 与 PEDV Nsp8 细胞内共定位 
pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8 和 pcDNA3.1(+)-HA- 

HSPA8 质粒共同转染至 Vero 细胞后对样品进行

处理，在激光共聚焦显微镜下可观察到 PEDV 
Nsp8 和 HSPA8 在细胞质内共定位，说明 PEDV 
Nsp8 和 HSPA8 存在互作关系(图 5)。 
2.6  过表达 HSPA8 剂量依赖性抑制 PEDV 
Nsp8 表达 

将0、0.5、1.0、2.0和3.0 μg的pcDNA3.1(+)-HA- 
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HSPA8 质粒分别与 2 μg pcDNA3.1(+)-Flag-Nsp8
质粒共转染至 LLC-PK 细胞后，Western blotting
结果显示：随着 HSPA8 表达量的增加，PEDV Nsp8

表达量逐渐降低(图 6A)，使用 Image J (NIH)对
Western blotting 结果灰度分析，结果表明过表达

HSPA8 剂量依赖性抑制 PEDV Nsp8 表达(图 6B)。 
 

 
 

图 5  HSPA8 与 PEDV-Nsp8 在 Vero 细胞内共定位 
Figure 5  Colocalization of HSPA8 and PEDV Nsp8 in Vero cells. 
 

 

 
 

图 6  过表达 HSPA8 剂量依赖性抑制 PEDV Nsp8 表达 
Figure 6  Overexpression of HSPA8 inhibited PEDV Nsp8 expression. A: Western blotting was used to detect 
the effect of gradient overexpression of HSPA8 on the expression of Nsp8 in LLC-PK cells. B. Grayscale 
analysis of Western blotting results. In different treatment groups, there was no significant difference in the 
same lowercase letters (P>0.05), there was a very significant difference in the different uppercase letters 
(P≤0.01), and there was a significant difference between the different lowercase letters and the same uppercase 
letters (0.05≥P>0.01). 
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2.7  过表达 HSPA8 抑制 PEDV 复制 
在 LLC-PK 细胞中过表达 HSPA8 蛋白，接

种 PEDV 后 0、24 和 36 h 的细胞样品 Western 
blotting 结果显示，与只接种 PEDV 组相比，在

24 h 和 36 h，过表达 HSPA8 降低 PEDV N 蛋白

表达量 ( 图 7A)； RT-qPCR 结果显示过表达

HSPA8，PEDV N 基因转录水平明显降低，与细

胞对照组相比，差异显著(图 7B)；对感染 PEDV 
24 h 和 36 h 的细胞样品及上清进行 TCID50 测定

(图 7C)，结果表明 HSPA8 过表达显著抑制 PEDV
复制；IFA 检测结果显示，在感染 PEDV 24 h 和

36 h 后，过表达 HSPA8 实验组 PEDV 复制效率

均低于对照组(图 7D)。 

2.8  HSPA8 剂量依赖性抑制 PEDV 复制 
0、1、2 和 3 μg 的 HSPA8 转染 LLC-PK 24 h

后接种 MOI=0.1 的 PEDV 病毒，24 h 收取细胞样

品进行 Western blotting 分析 PEDV N 蛋白水平变

化，表明随着 HSPA8 转染剂量的增加 PEDV N 蛋

白的表达量呈明显的降低趋势(图 8A)；RT-qPCR
结果表明，PEDV N mRNA 水平随着 HSPA8 剂量

的增加呈剂量依赖性降低(图 8B)，上述结果表明，

HSPA8 过表达剂量依赖性抑制 PEDV 复制。 
 

 
 

图 7  过表达 HSPA8 抑制 PEDV 病毒复制 
Figure 7  Overexpression of HSPA8 inhibits PEDV virus replication. After 24 h of transfection with HSPA8, 
LLC-PK cells were infected with PEDV (MOI=0.1). Cell samples were collected at 24 h and 36 h, and the 
effect of knockdown of endogenous HSPA8 on PEDV replication was observed by Western blotting (A), 
RT-qPCR (B), TCID50 detection (C) and IFA detection (D). Vector: The empty plasmid transfected with 
qcDNA3.1(+) was used as the control group. ns: P>0.05; ***: P<0.001. 



 

 

 

3942 TU Yun et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2024, 64(10) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 
图 8  过表达 HSPA8 剂量依赖性抑制 PEDV 复制 
Figure 8  Overexpression of HSPA8 inhibited PEDV replication in a dose-dependent manner. A: Western 
blotting was used to analyze the effect of different doses of HSPA8 on the expression level of PEDV N protein. 
B: RT-qPCR was used to detect the effect of different doses of HSPA8 on the transcription level of PEDV N 
gene. In different treatment groups, there was no significant difference in the same lowercase letters (P>0.05), 
there was a very significant difference in the different uppercase letters (P≤0.01), and there was a significant 
difference between the different lowercase letters and the same uppercase letters (0.05≥P>0.01). 
 

2.9  干扰内源性 HSPA8 促进 PEDV 复制 
合成的 3 条干扰 RNA (siRNA-1、siRNA-2

和 siRNA-3)转染 LLC-PK 细胞，48 h 后 Western 

blotting 检测干扰效果，结果显示 siRNA-3 具有

明显的特异性干扰效果(图 9A)。将 siRNA-3 转

染LLC-PK细胞，48 h后接种PEDV病毒(MOI=0.1)， 

 
图 9  siRNA 敲低性 HSPA8 的表达水平对 PEDV 复制的影响 
Figure 9  The effect of siRNA knockdown of endogenous HSPA8 expression on PEDV replication. A: Three 
siRNAs and siRNA-NC were transfected into LLC-PK cells, and the expression of HSPA8 was analyzed by Western 
blotting after 48 h. After 48 h of transfection with siRNA-3, LLC-PK cells were infected with PEDV (MOI=0.1). 
Cell samples were collected at 24 h and 36 h, and the effect of knock down of endogenous HSPA8 on PEDV 
replication was observed by Western blotting (B), RT-qPCR (C), TCID50 detection (D) and IFA detection (E). NC: 
Negative control. ***: P<0.001. 



 

 

 

涂赟 等 | 微生物学报, 2024, 64(10) 3943 

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

 

0、24 和 36 h 的 Western blotting 结果显示干扰

内源性 HSPA8 后，PEDV N 的蛋白表达水平显

著升高(图 9B)，RT-qPCR 结果显示 PEDV N 的

mRNA 水平显著升高(图 9C)；对感染 PEDV 24 h
和 36 h 的细胞样品及上清进行 TCID50 测定(图
9D)，结果表明干扰 HSPA8 显著促进 PEDV 复

制；IFA 检测结果显示，在感染 PEDV 24 h 和

36 h 后干扰 HSPA8 实验组 PEDV 复制效率均高

于对照组(图 9E)。 

3  讨论与结论 
病毒与宿主细胞之间的相互作用一般是通

过病毒蛋白与宿主蛋白间的相互作用[15]。PEDV
在侵入宿主细胞后也一定会与宿主细胞发生相

互作用，已有的研究显示 PEDV M 蛋白能够与

S100A11 和 PPID 相互作用，并且这两种互作蛋

白参与下调感染细胞中的病毒复制[16]；PEDV N
蛋白与 TARDBP 相互作用，TARDBP 通过蛋白

酶体和自噬降解途径降解 N 蛋白，有效抑制

PEDV 病毒的复制，并通过上调 MyD8 的Ⅰ型干

扰素的信号转导[17]；PEDV N 蛋白与 Sp1 相互作

用并干扰其与启动子区的结合，从而抑制

HDAC1 的表达实现免疫逃避 [18]。虽然关于

PEDV 与宿主细胞的相互作用已有较多研究报

道，但关于 Nsp8 蛋白与其他宿主蛋白之间的相

互作用尚不清楚。因此，本研究筛选了能够与

PEDV 非结构蛋白 Nsp8 相互作用的宿主蛋白，

为后续进一步阐明非结构蛋白 Nsp8 在 PEDV 复

制中的重要作用提供新的思路和依据。 
前期研究发现，猪传染性胃肠炎病毒

(transmissible gastroenteritis virus, TGEV) M 蛋

白能够协同 HSPA8/HSC70，通过网格蛋白

(clathrin)介导的内吞途径完成病毒的细胞内化

过程[19]。此外，HSPA8 蛋白参与调节病毒的基

因组复制，小鼠潜伏相关核抗原(murine mouse 

latent associated nuclear antigen, mLANA)是小鼠

γ 疱疹病毒 68 (murine gammaherpesvirus 68, 
gammaHV68)的一种与病毒复制相关的蛋白，

MHV68 感染的 3T12 成纤维细胞中，mLANA 直

接与 HSPA8 相互作用，并将其募集至细胞核中

积累，这有助于形成病毒复制复合物，进而促进

病毒 DNA 复制[20]。因此，HSPA8 能够参与对病

毒的调控且在不同的病毒中具有不同的机制。本

研究结果同样也表明，宿主蛋白 HSPA8 与 PEDV
非结构蛋白 NSP8 存在相互作用，能够调控

PEDV 复制并呈现剂量依赖性。 
分子伴侣介导的自噬 (chaperone-mediated 

autophagy, CMA)是一种选择性降解具有某种共有

氨基酸基序(KFERQ)的蛋白，HSPA8 选择性结合

具有这种序列的底物，并运输底物与受体溶酶体

相关膜蛋白 A2 相结合(LAMP2A)以启动降解[21]。

研究发现，Htt-552 蛋白与 CMA 的组成蛋白

HSPA8 和 LAMP2A 相互作用，通过过表达以及干

扰的方法改变 LAMP-2A 和 HSPA8 在细胞中的表

达含量改变CMA的水平，在CMA激活时，Htt-552
的蓄积减少，抑制 CMA 活性则 Htt-552 蓄积增  
多[22]。在本研究中发现 HSPA8 过表达剂量依赖性

抑制 Nsp8 的过表达，二者之间存在互作关系，因

此有理由怀疑 Nsp8 存在 KFERQ 序列，被 CMA
途径所自噬降解，这有待后续试验验证。 

本研究结果表明，在 LLC-PK 细胞中过表达

HSPA8，可显著抑制 PEDV 的复制。进一步地，

利用 siRNA 敲低 HSPA8 的表达水平，PEDV 的

复制显著增加，表明宿主蛋白 HSPA8 通过与

PEDV Nsp8 相互作用抑制 PEDV 的复制，但详

细作用机制仍需进一步地深入研究。 
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