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摘要： 为研究猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 感染细胞后， 细胞糖酵解的变化及其对 ＰＥＤＶ 复制的影响， 本试验通过实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＰＥＤＶ 感染猪小肠上皮细胞 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 后 ３６ ｈ 糖酵解相关酶己糖激酶 ２ （ＨＫ２） 的表达水平， 然后通过添加糖酵解抑制剂 ２－脱氧－Ｄ－葡萄

糖 （２－ＤＧ） 来进一步验证细胞糖酵解对 ＰＥＤＶ 复制的影响， 最后检测了正常浓度葡萄糖 （５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 和高浓度葡萄糖 （１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和

２２􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 培养条件下 ＰＥＤＶ 复制情况来探究葡萄糖浓度对 ＰＥＤＶ 复制的影响。 结果表明， ＰＥＤＶ 感染显著增加糖酵解限速酶 ＨＫ２ 的表达，
ＰＥＤＶ 感染可增强 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞的糖酵解， 细胞糖酵解水平增强有利于 ＰＥＤＶ 的复制。 在一定范围内提高葡萄糖浓度可促进 ＰＥＤＶ 复制。 研究结

果为初步阐明 ＰＥＤＶ 感染机制以及冠状病毒病的综合防控提供了理论依据。
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主要表现为急性水样腹泻、 呕吐和死亡， 对新生仔猪

的致 死 率 较 高［１－３］。 其 病 原 猪 流 行 性 腹 泻 病 毒

（ＰＥＤＶ） 是单股正链 ＲＮＡ 病毒， 属于套式病毒目冠

状病毒科 α 冠状病毒属［４］。 病毒属胞内寄生物， 依

靠宿主细胞代谢来完成其复制。 病毒感染可诱导宿主

细胞代谢途径发生显著的变化， 主要包括中心碳代

谢、 脂肪酸合成和谷氨酰胺分解代谢等［５］。 尽管病

毒诱导的细胞代谢变化在某种程度上存在相似之处，
但每种病毒可能需要其独特的代谢变化才能完成其生
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命周期［５］。 例如， 甲型流感病毒 Ｈ１Ｎ１、 登革热病毒

（ＤＥＮＶ）、 诺如病毒 （ＮＶ） 和卡波西肉瘤疱疹病毒

（ＫＳＨＶ） 主要诱导糖酵解变化［６－９］； 而丙型肝炎病毒

（ＨＣＶ） 和痘苗病毒 （ＶＡＣＶ） 主要激活谷氨酰胺分

解代谢变化［８，１０］。 据报道， 某些冠状病毒如新型冠状

病毒 （ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２） 可通过增强宿主细胞的糖酵解

来促进自身复制［１１－１２］， 但 ＰＥＤＶ 感染对细胞代谢的

影响则报道较少。 本研究拟检测 ＰＥＤＶ 感染对细胞糖

酵解的影响， 并验证糖酵解变化对 ＰＥＤＶ 复制的影

响， 研究结果将有助于阐明 ＰＥＤＶ 的感染机制， 并为

冠状病毒病的综合防控提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

猪小肠上皮细胞 ＩＰＥＣ － Ｊ２ 和 ＰＥＤＶ 流行毒株

ＹＣ２０１４［１３］ （ＧｅｎＢａｎｋ： ＫＵ２５２６４９􀆰 １） 均由本实验室

保存。 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白单克隆抗体由本实验室制备并保

存， 糖酵解抑制剂 ２－脱氧－Ｄ－葡萄糖 （２－ＤＧ） 购自

美国 ＭＣＥ 公司， ＤＭＥＭ ／ Ｆ－１２ 培养基及胎牛血清购

自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， ＲＩＰＡ 裂解液、 蛋白酶抑制剂

ＰＭＳＦ 购自上海碧云天生物技术有限公司， 己糖激酶

２ （ＨＫ２） 抗体购自武汉爱博泰克生物科技有限公

司， 鼠抗 β－ａｃｔｉｎ 单克隆抗体购自北京全式金生物技

术有限公司。
１􀆰 ２　 ＰＥＤＶ 感染后细胞糖酵解的变化

１􀆰 ２􀆰 １　 病毒的细胞感染

ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞在 １２ 孔板中培养约 ２４ ｈ 长成单层

细胞， 以感染复数 （ＭＯＩ） 为 １ 将 ＰＥＤＶ ＹＣ２０１４ 毒

株感染细胞， 孵育 １ ｈ 后弃去病毒液并加入维持液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）

ＰＥＤＶ 感染 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞后 ３６ ｈ 将细胞板置于

超低温冰箱， 反复冻融 ３ 次， 收取细胞裂解液。 用

ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞裂解液总 ＲＮＡ， 然后用试剂盒将

其反转录为 ｃＤＮＡ。 将 ｃＤＮＡ 稀释至合适浓度后作为

模板， ｑＰＣＲ 检测糖酵解关键酶 ＨＫ２ 基因的 ｍＲＮＡ
量， 以 β－ａｃｔｉｎ 为内参基因。 ｑＰＣＲ 反应条件： ９５ ℃
预变性 ３０ ｓ； ９５ ℃ 变性 １０ ｓ， ６０ ℃ 退火延伸 ３０ ｓ，
共计 ４０ 个循环。 每个样本设 ３ 个重复。 ｑＰＣＲ 所用引

物见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

ＰＥＤＶ 感染 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞后 ３６ ｈ， 细胞用 ＰＢＳ 清

洗 ３ 次， 每孔加入 １００ μＬ 蛋白裂解液， 冰上作用

１５ ｍｉｎ 充分裂解细胞。 将细胞样品刮下并收集到

１􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 在 ４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心后吸取

上清液， 使用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 蛋白经 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 后转印至 ＰＶＤＦ 膜。 转印后， 用 ５％脱脂乳封

闭 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次。 将 ＰＶＤＦ 膜分别置于脱脂乳

稀释的 ＰＥＤＶ Ｎ 抗体、 ＨＫ２ 抗体中 ４ ℃过夜进行孵

育。 然后 ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 将 ＰＶＤＦ 膜分别置于羊抗

鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ 或羊抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ 中， 室温孵育 １ ｈ，
ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次后加入 ＥＣＬ 显色液， 用化学发光成像

仪进行拍照。

表 １　 引物信息

目的基因 引物序列 （５′－３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＰＥＤＶ－Ｎ
Ｆ： ＧＴＧＧＣＴＧＣＣＧＴＣＡＡＧＧＡＴＴ
Ｒ： ＧＣＣＧＡＡＧＴＧＧＣＴＣＴＧＧＡＴＴＴ

１４４

ＨＫ２
Ｆ： ＡＴＣＣＧＣＴＴＣＣＴＣＣＧＣＴＣＴ
Ｒ： ＣＣＡＣＣＴＴＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＧ

１６２

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣ
Ｒ： ＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＣＧＡＣＧＴ

１１４

１􀆰 ３　 糖酵解抑制剂对病毒复制的影响

为了研究糖酵解对 ＰＥＤＶ 复制的影响， 本试验检

测了糖酵解抑制剂 ２－ＤＧ 对 ＰＥＤＶ 复制的影响。 ＩＰＥＣ－
Ｊ２ 细胞在 １２ 孔板中培养 ２４ ｈ， 加入含有 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
２－ＤＧ 的培养基， 预处理 ２ ｈ 后弃去培养基， 以 ＭＯＩ
为 １ 将 ＰＥＤＶ ＹＣ２０１４ 毒株感染细胞， 孵育 １ ｈ 后弃

去病毒液， 然后加入含有 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ２－ＤＧ 的维持

液。 在感染后 ３６ ｈ 收取样品， 通过 ｑＰＣＲ 以及

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测病毒复制的变化。
１􀆰 ４　 不同葡萄糖浓度对病毒复制的影响

为探究葡萄糖浓度适度升高是否有利于 ＰＥＤＶ 的

复制， 本试验检测了正常浓度 （５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 和高

浓度 （１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 ２２􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 葡萄糖条件下

ＰＥＤＶ 复制的情况。 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞在 １２ 孔板中培养

２４ ｈ， 以 ＭＯＩ 为 １ 将 ＰＥＤＶ ＹＣ２０１４ 毒株感染细胞，
孵育 １ ｈ 后弃去病毒液并加入含有正常浓度和高浓度

葡萄糖的维持液进行培养。 于感染后 ３６ ｈ 收取样品，
通过 ｑＰＣＲ 以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测病毒复制变化。
１􀆰 ５　 统计分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 分析所有数据。 组间的

差异如下所示： Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 和

Ｐ＜０􀆰 ００１ 表示差异极显著。

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＥＤＶ 感染增强 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞糖酵解

实验室前期的非靶向代谢组学数据显示， 与对照

组 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞样品相比， ＰＥＤＶ 感染的 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细

胞中糖酵解产物乳酸的含量显著增加， 并且通过乳酸

含量检测试剂盒验证了该结果。 为了确定 ＰＥＤＶ 感染

后 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞中糖酵解的变化， 收取 ＰＥＤＶ 感染
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后 ３６ ｈ 的 ＩＰＥＣ － Ｊ２ 细胞样品， 通过 ｑＰＣＲ 检测了

ＨＫ２ 的转录水平。 结果如图 １Ａ 显示， 与对照组

ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞样品相比， ＰＥＤＶ 感染显著增强了 ＨＫ２
的转录 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ＰＥＤＶ 感

染组和对照组的糖酵解限速酶 ＨＫ２ 的表达， 结果如

图 １Ｂ 所示， 与对照组 ＩＰＥＣ － Ｊ２ 细胞样品相比，
ＰＥＤＶ 感染显著增加 ＨＫ２ 的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明

ＰＥＤＶ 感染增强了 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞的糖酵解。

Ａ． ＨＫ２ 基因转录水平； Ｂ． ＨＫ２ 蛋白表达水平； Ｍｏｃｋ 为未感染 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞样品； ∗ Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１， 下同。

图 １　 ＰＥＤＶ 感染对 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞 ＨＫ２ 的影响

２􀆰 ２　 糖酵解抑制剂对 ＰＥＤＶ 复制的影响

本研究进一步检测了使用糖酵解抑制剂来抑制糖

酵解是否会对 ＰＥＤＶ 的复制产生影响。 己糖激酶是糖

酵解途径中的关键酶， ２－ＤＧ 是一种葡萄糖类似物，
可竞争性抑制己糖激酶以抑制糖酵解。 使用 ｑＰＣＲ 检

测对照组与 ２－ＤＧ 处理组 ＰＥＤＶ Ｎ 基因的转录水平，
结果如图 ２Ａ 所示， 与对照组 ＰＥＤＶ 感染的 ＩＰＥＣ－Ｊ２
细胞相比， ２－ＤＧ 处理显著抑制了 ＰＥＤＶ Ｎ 基因的转

录 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测对照组和 ２－
ＤＧ 处理组的 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白表达水平， 结果如图 ２Ｂ
所示， 与对照组 ＰＥＤＶ 感染的 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞相比，
２－ＤＧ 处理显著降低了 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白的表达水平 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 即 ＰＥＤＶ 复制受到了抑制。 上述结果表明，
糖酵解是 ＰＥＤＶ 复制过程中所需的关键代谢途径

之一。

Ａ． ＰＥＤＶ Ｎ 基因转录水平； Ｂ． ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白表达水平； Ｃｏｎｔｒｏｌ 为 ＰＥＤＶ 感染 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞 ３６ ｈ 后收取的细胞样品； ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 糖酵解抑制剂 ２－ＤＧ 对 ＰＥＤＶ 复制的影响

２􀆰 ３　 不同葡萄糖浓度对 ＰＥＤＶ 复制的影响

由于前期研究发现 ＰＥＤＶ 感染会导致培养基中葡

萄糖消耗增加， 本试验探究了在细胞维持液中适度增

加葡萄糖浓度是否可促进 ＰＥＤＶ 的复制。 在病毒感染

后使 用 含 有 正 常 浓 度 （ ５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ） 和 高 浓 度

（１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 ２２􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 葡萄糖的维持液进

行培养， ３６ ｈ 后提取细胞蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，
结果如图 ３ 所示， 高浓度葡萄糖条件下病毒复制显著

增加。
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图 ３　 不同葡萄糖浓度对 ＰＥＤＶ 复制的影响

３　 讨论

病毒需要依赖细胞代谢来为病毒复制提供能量和

生物大分子。 许多病毒可增强细胞糖酵解， 如人巨细

胞病毒 （ＨＣＭＶ） 和 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 感染可激活细胞

糖酵解， 而抑制细胞糖酵解可抑制 ＨＣＭＶ 和 ＳＡＲＳ－
ＣｏＶ－２ 的复制［１１，１４－１６］。 糖酵解可促进细胞脂质的生

物合成， 从而促进病毒的复制［１７］。 ＤＥＮＶ 感染可激

活糖酵解促进脂质的生物合成［１８］。 ＨＣＭＶ 通过糖酵

解为脂肪酸合酶 （ＦＡＳ） 的生物合成提供原料［１９－２０］。
本实验室在前期的代谢组学研究中发现， ＰＥＤＶ 感染

ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞后 ３６ ｈ， 细胞中乳酸的量显著升高。 由

于乳酸是细胞糖酵解的产物， 乳酸浓度的升高可反映

细胞糖酵解的增强。 ＨＫ２ 是糖酵解过程中的第一个

限速酶， 是糖酵解的关键代谢酶之一［２１－２２］。 本研究

结果表明， ＰＥＤＶ 感染导致 ＨＫ２ 表达水平的升高，
而抑制细胞糖酵解后， ＰＥＤＶ 的复制也受到了抑制。
可见， 适度抑制细胞糖酵解有利于防控 ＰＥＤＶ 感染。

病毒感染对细胞糖酵解的调控机制各不相同。 腺

病毒通过其 Ｅ４ＯＲＦ１ 蛋白与上皮细胞中的转录因子

Ｍｙｃ 结合， 激活糖酵解相关基因， 使糖酵解相关酶的

表达量升高， 最终使糖酵解增强［２３］。 甲病毒可通过

其非结构蛋白 ３ （Ｎｓｐ３） 中的 ＹＸＸＭ 基序激活 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路， 从而增强细胞糖酵解［２４］。 ＳＡＲＳ －
ＣｏＶ－ ２ 的非结构蛋白 ６ （Ｎｓｐ６） 与宿主细胞中的

ＭＧＡ ／ ＭＡＸ 复合物相互作用从而介导糖酵解的增

强［２５］。 ＰＥＤＶ 感染通过何种途径来增强宿主细胞的

糖酵解有待进一步研究。
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