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摘要： 旨在研究豌豆活性肽对猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 复制的体外抑制作用。 合成豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ， 采用 ＣＣＫ－８ 试验测定该豌

豆活性肽在 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０、 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下对 Ｖｅｒｏ 细胞的毒性， 将只含 ＤＭＥＭ 培养基、 不含 Ｖｅｒｏ 细胞的样品设置为空白对照组， 将含

ＤＭＥＭ 培养基和 Ｖｅｒｏ 细胞的样品设置为未添加豌豆活性肽组， 将含有 Ｖｅｒｏ 细胞和豌豆活性肽的样品设置为添加豌豆活性肽组， 通过病毒拷贝数、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 半数组织培养感染量 （ＴＣＩＤ５０） 测定该豌豆活性肽对 ＰＥＤＶ 在 Ｖｅｒｏ 细胞中复制的抑制作用， 进一步采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析该豌豆活

性肽对 ＰＥＤＶ 生命周期的作用。 结果： 与对照组相比， 该豌豆活性肽在 １２􀆰 ５～２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内对 Ｖｅｒｏ 细胞活性无显著性影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；
２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 豌豆活性肽处理 Ｖｅｒｏ 细胞后， ＰＥＤＶ 感染细胞病毒拷贝数、 Ｎ 蛋白灰度值和 ＴＣＩＤ５０值均显著低于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

表明， 该豌豆活性肽可以促进 ＰＥＤＶ 吸附和入侵到 Ｖｅｒｏ 细胞 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而抑制作用主要发生在病毒复制阶段 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 对于病毒释放无显著

作用。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析表明， 该活性肽主要通过抑制内质网氧化还原酶 （ＥＲＯ１ａ） 表达抑制 ＰＥＤＶ 复制。 本研究为新型抗 ＰＥＤＶ 小分子的研制提

供了思路。
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ｓｔｕｄｙ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ｈｅｌｐｆｕｌ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｒｕｇｓ ａｇａｉｎｓｔ ＰＥＤＶ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｓｏｙｂｅａｎ ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｓ； ａｎｔｉ－ｖｉｒｕｓ； ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ； ｉｎｖａｓｉｏｎ； ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

　 　 猪流行性腹泻 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ， ＰＥＤ）
是由猪流行性腹泻病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉ⁃
ｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 感染引起的一种猪消化道传染病， 主要

感染 １ 周龄以内的哺乳仔猪， 临床主要表现为呕吐、
水样腹泻和脱水， 死亡率最高可达到 １００％［１－４］， 是

一种严重威胁养猪业健康发展的烈性传染病［５－６］。
２０１０ 年底， 变异 ＰＥＤＶ 引起的仔猪腹泻在我国大规

模暴发， 死亡率在 ５０％ ～ １００％， 经济损失约数十亿

元， 严重打击了我国生猪养殖业［７－８］。 韩国、 日本、
泰国、 越南等亚洲国家以及美国之后也相继报道了

ＰＥＤＶ 变异毒株导致的仔猪腹泻的病例， 表明 ＰＥＤ
已呈现全球性流行。 ＰＥＤＶ 基因组不断重组变异， 中

和抗体无法有效中和病毒， 是 ＰＥＤＶ 持续感染的主要

原因。 时至今日， ＰＥＤ 仍然是威胁养猪业健康发展

的重要疫病之一。
ＰＥＤＶ 属于冠状病毒科 （Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｉｄａｅ）、 α 冠状

病毒属 （Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ）， 基因组约 ２８ ｋｂ， 包括 ７ 个开

放阅读框 （ＯＲＦｓ）， 分别编码 ＯＲＦ１、 Ｓ、 ＯＲＦ３、 Ｅ、
Ｍ 和 Ｎ 蛋白［９－１０］。 其中 ＯＲＦ１ 在蛋白翻译过程中经过

移码产生 ＯＲＦ１ａ 和 ＯＲＦ１ｂ 编码 ２ 个多聚大蛋白， 约

占 ＰＥＤＶ 基因组全长的 ２ ／ ３， 经病毒编码的木瓜蛋白

酶和 ３Ｃ 蛋白酶切割形成 １６ 个非结构蛋白 （ ｎｓｐ），
分别为 ｎｓｐ１ ～ ｎｓｐ１６， 参与病毒基因组的复制、 转录

和病毒粒子组装等生命活动。 ＰＥＤＶ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞，
激活活性氧 （ＲＯＳ） 产生促进病毒复制［１１］， 提示抑

制 ＲＯＳ 产生可能抑制 ＰＥＤＶ 复制。
豌豆 （Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ．） 具有较高的经济价值，

富含膳食纤维、 胰蛋白酶抑制剂、 酚类化合物和植物

凝集素， 可以用作粮食生产、 食品加工和饲料等多种

用途［１２］。 将豌豆蛋白经过蛋白酶水解、 纯化即可得

到豌豆活性肽。 豌豆活性肽具有多种生物学功能， 比

如降血脂［１３］、 抗氧化［１４ ］、 抗炎症［ １５］ 等。 然而关于

豌豆活性肽对于 ＰＥＤＶ 复制的作用尚未见报道。 此

前， 潘芬［１６］通过碱性蛋白酶和胰蛋白酶水解， 超滤

膜分离和分子筛层析等技术分离纯化得到豌豆活性肽

ＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ， 并验证了该活性肽具有抗肿瘤活

性。 本团队前期研究发现， 豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴ⁃
ＰＶＲＤＧＦＫ 可以通过缓解氧化应激减轻铅对大鼠肾细

胞 （ＰＣ１２） 的损伤［１７］， 证明了豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴ⁃
ＰＶＲＤＧＦＫ 具有抗氧化的能力。 因此， 本研究旨在研

究豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 在 Ｖｅｒｏ 细胞层面对

于 ＰＥＤＶ 复制的影响， 探究该豌豆活性肽对于 ＰＥＤＶ
生命周期， 包括吸附细胞、 入侵细胞、 细胞内复制和

细胞内释放的作用， 并对该豌豆活性肽抑制 ＰＥＤＶ 复

制的分子机制进行了初步探索， 从而为新型抗病毒小

分子药物的研发奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

Ｖｅｒｏ 细胞， ＰＥＤＶ Ｇ２ｂ 亚型毒株 ＣＨ－Ｈｕｂｅｉ－２０１６
（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＫＹ９２８０６５）， Ｇ１ 型毒株 ＣＶ７７７
（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＡＦ３５３５１１）， 由河南省农业科学

院动物疫病防控研究所保存； 本研究使用的豌豆活性

肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 根据参考文献 ［１６］ 设计并由

吉尔生化 （上海） 有限公司合成， 纯度 ９５％以上，
使用超纯水稀释成 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ０􀆰 ２２ μｍ 滤器过滤后，
－２０ ℃保存备用。

胎牛血清 （ ＦＢＳ）， 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＤＭＥＭ 高

糖培养基、 胰酶、 蛋白质量标准品， 购自北京索莱宝

生物科技有限公司； ＣＣＫ－８ 试剂盒、 ＥＣＬ 超敏发光

液， 购自上海碧云天生物公司； 抗 ＰＥＤＶ－Ｎ 蛋白鼠

源单克隆抗体， 由河南省农业科学院动物疫病防控研

究所保存； 兔抗内质网氧化还原酶 ＥＲＯ１ａ 抗体、 兔

抗 ＧＡＰＤＨ 抗体、 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记羊抗

兔 ＩｇＧ、 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ， 购自武汉三鹰生物科

技有限公司； ＲＮＡ 提取试剂盒 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ ｖｉｒａｌ
ＲＮＡ ／ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 反转录试剂盒、 荧光定量

ＰＣＲ 酶， 购自宝生物工程有限公司； 乙酰半胱氨酸

（ＮＡＣ） 购自于 ＭＣＥ 公司。
１􀆰 ２　 豌豆活性肽的细胞活性检测

　 　 将生长状态良好的 Ｖｅｒｏ 细胞按照 １０５ ／孔接种至

９６ 孔板， 于 ３７ ℃， ５％ ＣＯ２培养至 ８０％融合度左右，
使用培养基将豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 稀释到

１２􀆰 ５、 ２５、 ５０、 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ， 并接种细胞培养

２４ ｈ， 弃去培养基， 加入含 １０％ ＣＣＫ － ８ 溶液的

ＤＭＥＭ 培养基， ３７ ℃培养 １ ｈ 后， 使用酶标仪于波

长 ４５０ ｎｍ 读取吸光值 （Ａ）， 计算细胞活性。
细胞活性 ＝ （ Ａ加肽 － Ａ空白 ） ／ （ Ａ未加肽 － Ａ空白 ） ×

１００％， 其中， Ａ加肽表示含有细胞、 ＣＣＫ－８ 溶液和豌

豆活性肽孔的吸光度； Ａ空白表示含有培养基和 ＣＣＫ－
８ 溶液而没有细胞孔的吸光度； Ａ未加肽表示含有细胞、
ＣＣＫ－８ 溶液而没有豌豆活性肽孔的吸光度。
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１􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将状态良好的 Ｖｅｒｏ 细胞按照 ３×１０５ ／孔平铺到 ２４
孔细胞板中， 待细胞融合度达到 ８０％的时候加入终

浓度为 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ。
培养 ２４ ｈ 后分别加入感染比 （ＭＯＩ） 为 ０􀆰 １ 的 ＰＥＤＶ
Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 毒株和 ＣＶ ７７７ 毒株， 接毒后 １８ ｈ 收取细

胞。 使用 ＲＩＰＡ 裂解液于冰上裂解细胞 ３０ ｍｉｎ， 加入

适量 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， 于沸水中煮 １０ ｍｉｎ。 然后使用

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离蛋白并转印至 ＰＶＤＦ 膜， ５０ ｇ ／ Ｌ 的脱

脂奶粉于 ３７ ℃温箱中封闭 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗 ３ 次后加入

相应的抗体， ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗 ３ 次， 加入

ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠、 山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体孵育 ２ ｈ，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后使用 ＥＣＬ 超敏发光液进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测。
１􀆰 ４　 半数组织培养感染量 （ＴＣＩＤ５０） 检测

取状态良好的 Ｖｅｒｏ 细胞按照 １０５ ／孔平铺至 ９６ 孔

板， ＰＢＳ 洗涤细胞后， 将阴性对照组 （ＮＣ）、 豌豆活

性肽处理后 ＰＥＤＶ 感染组 （加肽组）、 ＰＥＤＶ 感染组

（未加肽组） 的样品进行 １０ 倍倍比稀释后加入培养

板中， 每组 ８ 个重复。 ３７ ℃培养 １ ｈ 后， 弃去病毒

液， 加入含 ２％ 胰酶的 ＤＭＥＭ 继续培养 ５～７ ｄ， 每天

观察病变， 采用 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＴＣＩＤ５０。
１􀆰 ５　 病毒拷贝数检测

取状态良好 Ｖｅｒｏ 细胞按照 ３×１０５ ／孔平铺 ２４ 孔

板， ３７ ℃培养 １２ ｈ 后用无菌 ＰＢＳ 洗细胞 ３ 次， 加入

豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 至终浓度 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ，
培养 ２４ ｈ 后分别加入 ０􀆰 １ ＭＯＩ 的 ＰＥＤＶ Ｈｕｂｅｉ－２０１６
毒株和 ＣＶ７７７ 毒株， １８ ｈ 后收获细胞， 提取 ＲＮＡ 后

取 １ μｇ 进行反转录， 病毒拷贝数按照 Ｘｕ 等［１８］ 方法

进行。
１􀆰 ６　 豌豆活性肽对 ＰＥＤＶ 生命周期的作用

　 　 取状态良好 Ｖｅｒｏ 细胞按照 ３×１０５ ／孔平铺 ２４ 孔

板， ３７ ℃培养至细胞融合度 ９０％的时候用无菌 ＰＢＳ
洗细胞 ３ 次， 将 ０􀆰 １ ＭＯＩ 的 Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 毒株与 ２００
μｍｏｌ ／ Ｌ 豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 共同加入到细

胞中， 置于 ４ ℃ 吸附 １ ｈ 后弃去病毒液， ＰＢＳ 缓慢清

洗细胞 １ 遍， 加入维持液 ３７ ℃继续培养 １８ ｈ， 加入

适量 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 检测豌豆活性

肽对于 ＰＥＤＶ 吸附到细胞的作用； 将 ０􀆰 １ ＭＯＩ ＰＥＤＶ
Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 毒株加入到细胞中， 置于 ４ ℃ 吸附 １ ｈ
后， 弃去病毒液， ＰＢＳ 洗 １ 遍， 加入含有 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ
豌豆 活 性 肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 的 ＤＭＥＭ 培 养 基，
３７ ℃培养 １ ｈ 后用无菌 ＰＢＳ 清洗细胞， 加入维持液

于 ３７ ℃继续培养 １８ ｈ， 加入适量 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 检测豌豆活性肽对于 ＰＥＤＶ 入侵到细胞

内部的作用； 将 ０􀆰 １ ＭＯＩ ＰＥＤＶ Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 毒株加

入到 Ｖｅｒｏ 细胞， ３７ ℃ 吸附 １ ｈ 后， ＰＢＳ 清洗细胞 １
遍， 加入含有豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 的培养基

于 ３７ ℃继续培养 １８ ｈ， 加入适量 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 检测豌豆活性肽对于 ＰＥＤＶ 在细胞内的

复制作用， 同时取细胞上清液， 采用 ＴＣＩＤ５０测定豌豆

活性肽对于病毒释放的作用。
１􀆰 ７　 豌豆活性肽对细胞氧化应激相关指标及 ＰＥＤＶ
复制的影响

　 　 取状态良好 Ｖｅｒｏ 细胞按照 ３×１０５ ／孔平铺 ２４ 孔

板， ３７ ℃培养 １２ ｈ 后用无菌 ＰＢＳ 洗细胞 ３ 次， 加入

０􀆰 １ ＭＯＩ 的 ＰＥＤＶ Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 毒株， ３７ ℃ 吸附 １ ｈ
后， ＰＢＳ 洗细胞 １ 次； 加入含有 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 豌豆活

性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 的培养基于 ３７ ℃ 继续培养

１８ ｈ， 弃去培养基， ＰＢＳ 洗细胞 １ 次； 加入适量

Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 检测细胞 ＥＲＯ１ａ 蛋

白和 ＰＥＤＶ Ｎ 蛋白表达情况， 推测豌豆活性肽是否可

能通过抑制氧化应激抑制 ＰＥＤＶ 复制。
１􀆰 ８　 数据统计和分析

每组数据均设定 ３ 组平行。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分

析 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果灰度值， 数值以 “平均值±标准

差” 表示。 采用单因素方差分析比较多组间的差异，
用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 分析作图。

２　 结果

２􀆰 １　 豌豆活性肽对 Ｖｅｒｏ 细胞活性检测

　 　 结果显示 （图 １）， １２􀆰 ５ ～ ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的豌豆活

性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 对于 Ｖｅｒｏ 细胞没有明显毒性

作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 细胞活力都在 ９０％以上， 故选择

２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 进行后续试验。

图 １　 ＣＣＫ－８ 检测细胞活性

２􀆰 ２　 豌豆活性肽对 ＰＥＤＶ在 Ｖｅｒｏ 细胞中复制的影响

　 　 由图 ２ 可知， 孵育豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ
后， 能显著抑制 ＰＥＤＶ Ｈｕｂｅｉ － ２０１６ 毒株和 ＰＥＤＶ
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ＣＶ７７７ 毒株 Ｎ 蛋白的表达水平， 差异极显著 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）， 证明该豌豆活性肽能够抑制 ＰＥＤＶ 复制。
２􀆰 ３　 ＴＣＩＤ５０检测

由图 ３ 可知， 与未添加豌豆活性肽组相比， 添加

豌豆活性肽组显著降低 ＰＥＤＶ Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 和 ＣＶ７７７
病毒滴度， 差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。

注： ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， 下同。

图 ２　 豌豆活性肽对 ＰＥＤＶ Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 毒株 （Ａ） 和 ＣＶ７７７ 毒株 （Ｂ） Ｎ 蛋白表达的影响

图 ３　 豌豆活性肽对 ＰＥＤＶ Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 毒株 （Ａ） 和 ＣＶ７７７ 毒株 （Ｂ） 滴度的影响

２􀆰 ４　 病毒拷贝数检测

图 ４ 结果表明， 与未添加豌豆活性肽组相比， 添

加豌豆活性肽组显著降低 ＰＥＤＶ Ｈｕｂｅｉ － ２０１６ 和

ＣＶ７７７ 拷贝数， 差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。

图 ４　 豌豆活性肽对 ＰＥＤＶ Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 毒株 （Ａ） 和 ＣＶ７７７ 毒株 （Ｂ） 拷贝数的影响
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２􀆰 ５　 豌豆活性肽对 ＰＥＤＶ 生命周期的作用

　 　 通过时间过程分析试验测定豌豆活性肽对于

ＰＥＤＶ 生命周期不同阶段的作用， 如图 ５ 所示。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明， 豌豆活性肽可以显著促进

ＰＥＤＶ ｈｕｂｅｉ－２０１６ 毒株吸附和入侵到 Ｖｅｒｏ 细胞 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 但是显著抑制病毒在细胞内的复制 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５） （图 ６）， 而对于病毒的释放无显著影响 （图
７）。

图 ５　 时间过程分析试验示意

１􀆰 吸附时肽与 ＰＥＤＶ 共孵育； ２􀆰 吸附时未孵育肽； ３􀆰 入侵时肽

与 ＰＥＤＶ 共孵育； ４􀆰 入侵时未孵育肽； ５􀆰 复制时肽与 ＰＥＤＶ 共孵育；

６􀆰 复制时肽未孵育肽； ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， 下同。

图 ６　 豌豆活性肽对 ＰＥＤＶ 吸附、 入侵和复制的作用

图 ７　 豌豆活性肽对 ＰＥＤＶ 释放的作用

２􀆰 ６　 豌豆活性肽对细胞 ＥＲＯ１ａ 和病毒 Ｎ 蛋白表达

的影响

　 　 将 ＮＡＣ、 豌豆活性肽与 ＰＥＤＶ 采用不同的孵育

方式孵育后 （图 ８）， 提取活性肽处理过的细胞蛋白

样本， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＲＯ１ａ 和 Ｎ 蛋白的表

达。 与阴性对照处理组相比， ＰＥＤＶ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞

上调 ＥＲＯ１ａ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 豌豆活性肽显著

抑制 ＰＥＤＶ 引起的 ＥＲＯ１ａ 上调以及 Ｎ 蛋白的表达

（Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 ９）， 这与 ＮＡＣ 处理组结果一致。 结

果表明， 豌豆活性肽可能通过抑制活性氧 （ＲＯＳ） 的

产生抑制 ＰＥＤＶ 的复制。

注： ＋表示添加， －表示未添加。

图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测豌豆活性肽与 ＰＥＤＶ 共孵育细胞中

病毒 Ｎ 蛋白和宿主 ＥＲＯ１ａ 蛋白的表达

１􀆰 阴性对照； ２􀆰 ＰＥＤＶ 与 ＮＡＣ 共孵育； ３􀆰 ＰＥＤＶ 与豌豆活性肽

共孵育； ４􀆰 ＰＥＤＶ； ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 ＥＲＯ１ａ （Ａ） 和 Ｎ （Ｂ） 蛋白相对表达量
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３　 讨论

Ｇ１ 经典型 ＰＥＤＶ 毒株和 Ｇ２ 变异型 ＰＥＤＶ 毒株序

列之间存在显著变异［１９］， 这种差异可能会导致抗原

性变化， 基于传统毒株的疫苗针对变异毒株无法提供

足够的保护力［２０］。 同时， 不同变异毒株之间不断重

组产生新的毒株， 导致病毒序列多样性更加复杂， 并

可能进一步影响毒株的抗原性［１］。 因此， 研发新型

广谱 ＰＥＤ 防控策略就显得尤为迫切。 使用广谱抗病

毒药物被广泛认可是一种潜在的抗病毒方式， 其中抗

非洲猪瘟病毒药物已经有过尝试［２１］。 目前， 关于抗

ＰＥＤＶ 药物和小分子的研究已有报道［２２－３０］， 但是这

些研究只是采用物理方法提取抗病毒成分， 对于药物

中抗病毒的活性成分研究未见报道。 这种方法不仅提

高了成本， 对于药物中蕴含的其他抗病毒成分也是一

种缺失。
生物活性肽是指不同氨基酸以不同的方式组合在

一起构成的具有复杂结构， 且具有生理调节功能的多

肽链。 生物活性肽具有抗肿瘤、 抗感染、 降胆固醇等

多种生理学功能。 本研究中使用的豌豆生物活性肽

ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 是通过碱性蛋白酶和胰蛋白酶水

解， 超滤膜分离和分子筛层析等技术分离纯化而得

到， 具有显著的抗肿瘤活性。 本研究在蛋白和 ＲＮＡ
两个层面报道豌豆蛋白酶水解物， 生物活性肽 ＫＹＧ⁃
ＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 在 Ｖｅｒｏ 细胞能显著降低 ＰＥＤＶ 复制，
本研究使用的 ＣＶ７７７ 毒株为 Ｇ１ 经典亚型 ＰＥＤＶ 毒

株， Ｈｕｂｅｉ－２０１６ 为变异型的 Ｇ２ｂ 基因亚型 ＰＥＤＶ 毒

株， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＴＣＩＤ５０和病毒拷贝数综合分析

表明， 豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 能够有效抑制

ＰＥＤＶ 在 Ｖｅｒｏ 细胞复制。
病毒作为严格的细胞内寄生物， 其吸附到细胞表

面、 入侵到细胞、 在胞内复制和释放必须依赖宿主细

胞的各种资源， 以完成病毒自身的生命周期， 并造成

持续性感染。 要注意的是， 在病毒与宿主细胞长期的

共进化过程中， 病毒逐步演化出操控细胞的种种策

略， 创造有利于病毒生存的环境。 本研究发现， 豌豆

活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 能够促进 ＰＥＤＶ 吸附到 Ｖｅｒｏ
细胞表面和入侵到细胞内部。 对于冠状病毒来讲， 病

毒表面 Ｓ 蛋白识别宿主细胞表面受体， Ｓ 蛋白被切割

为 Ｓ１ 亚基和 Ｓ２ 亚基， 后者参与与宿主细胞膜融合，
释放病毒的基因组进入细胞。 有研究显示， Ｓ１ 亚基

与细胞受体结合后， Ｓ２ 亚基介导网格蛋白依赖的细

胞内吞作用， 改变细胞表面形态， 有利于 ＰＥＤＶ 完成

内化和基因组释放过程［３２］。 鉴于目前对于 ＰＥＤＶ 感

染 Ｖｅｒｏ 细胞受体仍存在争议， 豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴ⁃
ＰＶＲＤＧＦＫ 是否通过促进细胞受体与 Ｓ１ 亚基结合，

进而促进 ＰＥＤＶ 与细胞吸附不得而知， 后续试验将检

测豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 对于网格蛋白介导内

吞的影响， 进而阐明活性肽促进 ＰＥＤＶ 入侵 Ｖｅｒｏ 细

胞的机制。
本研究表明， 豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 可以

显著抑制 ＰＥＤＶ 在 Ｖｅｒｏ 细胞内复制。 结合活性肽促

进 ＰＥＤＶ 吸附和入侵到 Ｖｅｒｏ 细胞， 以及对 ＰＥＤＶ 释

放无明显作用， 表明活性肽抑制 ＰＥＤＶ 复制主要是抑

制病毒在细胞内复制。 研究表明， ＰＥＤＶ 感染 Ｖｅｒｏ
细胞以后会诱发细胞产生 ＲＯＳ［３２－３３ ］， 而我们前期研

究表明， 豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 可以通过缓解

铅诱发的氧化应激减轻对 ＰＣ１２ 细胞的损伤［１７］。 本研

究结果表明， 豌豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 抑制

ＰＥＤＶ 复制， 同时降低 ＰＥＤＶ 感染诱发的 ＥＲＯ１ａ 蛋

白的表达上调， 这与 ＮＡＣ 处理的结果一致。 表明豌

豆活性肽 ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 可能通过降低 ＰＥＤＶ 诱发

的 Ｖｅｒｏ 细胞的 ＲＯＳ 水平， 进而抑制病毒复制。 当

然， ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 可能通过调控某种尚未报道的

信号通路提高细胞先天性免疫水平， 并且这种信号通

路与 ＲＯＳ 的通路是彼此独立的。 后续研究将针对

ＫＹＧＰＴＰＶＲＤＧＦＫ 抑制 ＰＥＤＶ 在 Ｖｅｒｏ 细胞复制的分子

机制进行探索， 以期深入了解病毒与宿主细胞互作机

制， 为抗病毒药物研发提供有力的理论依据。
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