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摘  要：【背景】猪流行性腹泻病毒(Porcine epidemic diarrhea virus，PEDV)膜蛋白(M)在病毒粒子的

组装、膜融合和病毒复制等方面具有重要的作用，但 M 蛋白与宿主细胞的互作机制尚不清楚。【目

的】利用免疫沉淀技术和液质联用技术筛选细胞内与 PEDV M 蛋白相互作用的蛋白，为揭示 M 蛋

白在病毒增殖过程中发挥的功能提供研究基础。【方法】将 MOI=0.1 的 PEDV DR13 疫苗株接种于长

成单层的 Vero 细胞，感染 36 h 后，收集细胞并进行裂解。利用抗 M 的单克隆抗体沉淀与 M 相互作

用蛋白复合物，通过液相色谱串联质谱 (LC-MS/MS)进行鉴定并利用细胞功能富集分析 (Gene 
ontology，GO)对感染组鉴定到的细胞蛋白进行分析，确定两个细胞内源性蛋白为候选蛋白，进行免

疫共沉淀(Co-IP)验证和共定位分析。【结果】基于鉴定蛋白的肽段数的方法分析显示，感染组与对

照组相比，鉴定了 218 个与 M 蛋白相互作用的细胞内源性蛋白，分别与蛋白质合成、代谢、细胞信

号通路转导等密切相关，选择细胞分裂周期蛋白 42 (Cell division cycle 42，CDC42)、真核翻译起始

因子 3 亚基 L 蛋白(eIF3L)为候选蛋白进行 Co-IP (Co-immunoprecipitation)验证和共定位分析，结果

证实 CDC42、eIF3L 蛋白分别与 M 蛋白在细胞内存在相互作用。【结论】鉴定出 PEDV M 蛋白能够

与宿主细胞 CDC42 和 eIF3L 蛋白相互作用，并鉴定出其他可能与 M 蛋白发生相互作用的宿主蛋白

60 个，为开展 PEDV 与宿主细胞蛋白相互作用研究提供了重要理论依据。 
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Abstract: [Background] The membrane protein (M) of porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) plays an 
important role in the viral assembly process, membrane fusion and viral replication, but the mechanism of 
interaction between M protein and host cells is still unclear. [Objective] Co-immunoprecipitation 
technique coupled with LC-MS/MS were used to screen cellular proteins interacting with PEDV M 
protein, which can provide a foundation for revealing the function of M in viral multiplication. [Methods] 
PEDV DR13 vaccine strain was inoculated into monolayer of Vero cells at a MOI of 0.1. After 36 hours of 
infection, the cells were collected and lysed. Host cellular proteins that interact with the M protein of 
PEDV were immunoprecipitated using the M monoclonal antibody, then identified by LC-MS/MS, and 
analyzed by gene ontology (GO) annotation. Among them, two interested cellular proteins were further 
confirmed with Co-IP and cellular colocalization. [Results] Based on the analysis of the number of peptide 
segments, 218 cellular proteins interacting with M protein were identified. These host cellular proteins are 
closely related to protein synthesis, metabolism and cell signaling pathway transduction. Cell division 
cycle 42 (CDC42) and eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L (eIF3L) were chosen for reverse 
Co-IP reconfirmation and colocalization analysis. The results showed that both CDC42 and eIF3L protein 
interact with M protein. [Conclusion] This study identified that PEDV M protein could interact with 
CDC42 and eIF3L proteins in host cells, and identified 60 other host proteins that might interact with M 
protein. The study is to provide an important theoretical basis for the study of the interaction between 
PEDV and host cell proteins.  

Keywords: Co-IP, PEDV, CDC42, eIF3L, Membrane protein, Protein-protein interaction 

猪流行性腹泻病毒(Porcine epidemic diarrhea 
virus，PEDV)是引起仔猪病毒性腹泻的重要病原之

一，属于冠状病毒科(Coronaviridae)、冠状病毒属

(Coronavirus)，基因组为单股正链 RNA，长度约为

28 kb[1]。基因组分别编码 S 蛋白(纤突蛋白)、M 蛋

白(膜糖蛋白)、E 蛋白(小包膜糖蛋白)、N 蛋白(核
衣壳蛋白)、16 个非结构蛋白(nsp1−nsp16)和 ORF3
蛋白[1]。其中 M 蛋白位于病毒颗粒表面，属于膜糖蛋

白，由 226 个氨基酸组成，分子量大小为 27−30 kD。

冠状病毒属的 M 蛋白是病毒囊膜结构中含量最高

的蛋白，其氨基酸组成也最保守，具有三重跨膜结

构，在病毒表面具有短氨基末端结构域，囊膜内部

具有长的羧基末端结构域[2]。冠状病毒的 M 蛋白

合成后聚集在高尔基体内，通过与 S 蛋白、N 蛋白

的相互作用参与病毒的组装，在出芽过程中也具有

重要的作用[2-4]。除了形成病毒粒子的关键作用外，

由于 M 蛋白具有高度保守的糖基化序列，在病毒

和宿主细胞之间的互作过程中发挥重要作用[5]。研

究证实 PEDV M 蛋白能改变猪肠上皮细胞的生长

状态，通过降低细胞周期蛋白 A 的转录水平，诱

导细胞停滞在 S 期，更易于病毒复制[6]；PEDV M
蛋白在补体存在的情况下诱导病毒的中和抗体[7]；

PEDV M 蛋白能够抑制 I 型干扰素通路的活化，降

低 I 型干扰素的表达[8]；由此可见，PEDV M 蛋白

在 PEDV 的增殖和逃避宿主的先天性免疫应答中

发挥着重要的作用。 
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为了阐明 PEDV M 蛋白的具体作用机制，迫

切需要了解与 M 蛋白有相互作用的细胞内源性蛋

白。免疫共沉淀(Co-immunoprecipitation，Co-IP)
技术是研究蛋白之间相互作用的经典方法，本研究

利 用 免 疫 共 沉 淀 方 法 ， 结 合 液 质 联 用 技 术

(LC-MS/MS)鉴定 Vero 细胞内与 PEDV M 蛋白相

互作用的蛋白，为研究 M 蛋白在 PEDV 侵染细胞

过程中的功能和作用机制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  病毒和细胞 
PEDV DR13 弱毒株为本实验室保存；非洲绿

猴肾(Vero)细胞、海拉(Hela)细胞为实验室保存。 

1.2  主要试剂和仪器 
同源重组试剂盒，南京诺唯赞生物科技有限公

司；质粒提取试剂盒、DNA 凝胶回收纯化试剂盒，

Axygen 生物技术(杭州)有限公司；Lipofectamine 
2000 转染试剂、DMEM 培养液、胎牛血清，Thermo 
Fisher Scientific 公司；鼠源抗 PEDV M 单克隆抗

体，华中农业大学肖少波研究员惠赠；鼠源抗 Flag
单克隆抗体，Abcam 公司；兔源抗 HA 单克隆抗

体，Cell Signaling Technology 公司；RIPA 裂解液，

上海翊圣生物科技有限公司；Protein A/G PLUS，

圣克鲁斯生物技术公司。PCR 仪，Bio-Rad 公司；

凝胶图像分析系统，UVItec 公司；全自动细胞计

数分析仪，Nexcelom 公司。 

1.3  PEDV M 蛋白表达量检测 
将浓度为 2×105 个/mL Vero 细胞接种于 6 孔板

中，待细胞长至 80%汇合，感染 PEDV DR13 病毒

(MOΙ=0.1)[9]，同时设置不接毒细胞作为对照，于

37 °C 5%二氧化碳培养箱中培养，分别在感染后

24、36、48、60 h 收集细胞，加入 RIPA 裂解液冰

浴 30 min，4 °C、14 000×g 离心 10 min，取上清加

入上样缓冲液进行 SDS-PAGE 电泳，以鼠源抗

PEDV M 单克隆抗体作为一抗进行 Western blot，
检测病毒 M 蛋白的表达情况，确定 PEDV 病毒的

感染时间。 

1.4  IP 试验筛选细胞内与 M 蛋白相互作用的

蛋白 
将 Vero 细胞接种于 10 cm 培养皿中，待细胞

长至 80%汇合，感染 PEDV DR13 病毒(MOΙ=0.1)，
36 h 后收集细胞，加入 RIPA 裂解液冰浴 30 min，

14 000×g 离心 10 min，收集上清，加入抗 M 蛋白

的单克隆抗体(150׃ 倍稀释)，4 °C 旋转孵育 12 h，

加入经细胞裂解液平衡的 20 µL 的 Protein A/G，

4 °C 旋转孵育 12 h。用 1 mL 冷的裂解液清洗，    
3 000 r/min 离心 5 min，弃上清，反复 4 次，向其

中加入 20 µL 2×SDS-PAGE 上样缓冲液，100 °C 煮

沸 10 min。将上述样品进行 10% SDS-PAGE，银

染法对凝胶进行染色。 

1.5  质谱分析差异蛋白 
将 40 μL 实验组和对照组免疫沉淀后的样品

进行 SDS-PAGE 电泳，考马斯亮蓝染色后，分别

切割实验组和对照组胶内所有蛋白条带，经脱色、

还原、烷基化、酶解等过程后，进行 LC-MS/MS
分 析 ， 得 到 的 质 谱 原 始 数 据 用 软 件 MasQuant 
(1.3.0.5)进行分析并检索 UniProt chlorocebus 数据

库，确定与 PEDV M 相互作用的细胞内源性蛋白。 

1.6  重组质粒的构建 
以实验室保存毒株 PEDV DR13 RNA 为模板，

利用引物 1 和 2 (表 1)进行 RT-PCR 扩增 M 基因，

EcoR Ι 和 Xho Ι 双酶切载体 PCAGGS-HA，采用同

源重组试剂，将 M 基因克隆于载体 PCAGGS-HA，  
 

表 1  试验所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

基因 
Gene 

引物

Primer
序列 

Sequence (5′→3′) 
PEDV-HA-M 1 CCAGATTACGCTGAATTCATGTCTA

ACGGTTCTATTCCCGT 
2 TCTGCTAGCTCGAGTTAGACTAAAT

GAAGCACTTTCTCAC 
CDC42-flag 3 CTCATCATTTTGGCAAAGAATTCAT

GCAGACAATTAAGTGTGT 
4 TCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAA

TCTCATAGCAGCACACACCTGCG 
eIF3L-flag 5 CTCATCATTTTGGCAAAGAATTCAT

GTCBTCTCCCGCTGATGA 
6 TCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAA

TCTCAAGGTCTCTGTCCCATCTT 
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构建重组质粒 PCAGGS-HA-M。以 Vero 细胞全基

因组 RNA 为模板，利用引物 3 和引物 4 (表 1)进行

PCR 扩增 CDC42-flag (tag)，PCR 反应体系：RNA (约
25 ng/µL) 4 μL，2One step mix 25 μL，One step mix 
2.5 μL，上、下游引物(10 µmol/L)各 2 μL，以 ddH2O
补足 50 μL。PCR 反应条件：50 °C 30 min；94 °C   
3 min，94 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 30 s，35 个

循环；72 °C 5 min。利用引物 5 和引物 6 (表 1)进
行 PCR 扩增 eIF3L-flag (tag)基因，反应体系同上，

PCR 反应条件：50 °C 30 min；94 °C 3 min，94 °C 
30 s，58 °C 30 s，72 °C 90 s，35 个循环；72 °C     
5 min。快切酶 EcoR Ι (5 U/µL)和 Xho Ι (5 U/µL)双酶

切 载 体 PCAGGS ， 利 用 同 源 重 组 试 剂 盒 ， 将

CDC42-flag (tag)、eIF3L-flag (tag)基因克隆于载体

PCAGGS，构建重组质粒 PCAGGS-CDC42-flag、

PCAGGS-eIF3L-flag。将上述质粒转化至 TOP10 感

受态细胞，进行酶切及测序验证。 
1.7  Co-IP 

经质谱分析初选后，去除阴性对照组鉴定到的

蛋白，然后基于检测蛋白的肽段数的方法，在

PEDV 感染组中选择肽段数≥2 的蛋白 CDC42、

eIF3L 进行 Co-IP 验证，将 PCAGGS-HA-M 和

PCAGGS-CDC42-Flag/PCAGGS-eIF3L-Flag 真 核

表 达 质 粒 共 转 染 Hela 细 胞 且 分 别 单 转 染

PCAGGS-CDC42-Flag、PCAGGS-eIF3L-Flag 作为

对照，并设立细胞对照，检测 PEDV M 蛋白与

CDC42/eIF3L 的相互作用。转染 36 h 后，收集细

胞样品，加入裂解液冰浴 30 min，14 000×g 离心

10 min，收集上清，以部分上清做 Input，其余加

入鼠源抗 Flag 标签蛋白的单克隆抗体(1:50 倍稀

释)，4 °C 旋转孵育 12 h，加入经细胞裂解液平

衡的 20 µL 的 Protein A/G，4 °C 旋转孵育 12 h。

用 1 mL 冷的裂解液清洗，3 000 r/min 离心 5 min，

弃上清，反复 4 次，向其中加入 20 µL 2×SDS-PAGE
上样缓冲液，100 °C 煮沸 10 min。 

将 PCAGGS-CDC42-Flag/PCAGGS-eIF3L-Flag
分别转染 Vero 细胞 24 h 后，感染 PEDV DR13，

并分别单转染 PCAGGS-CDC42-Flag、PCAGGS- 
eIF3L-Flag 作为对照，设立细胞对照和单独感染

PEDV DR13 对照。转染 36 h 后，收集细胞样品、裂

解、离心，以部分上清做 Input，其余上清分别经鼠

源抗 M 蛋白的单克隆抗体(150׃ 倍稀释)、Protein A/G
进行孵育后，加入上样缓冲液，100 °C 煮沸 10 min。 

1.8  Western blot 鉴定 
Input 样品及 Co-IP 样品通过 SDS-PAGE 电泳

后，转印至 PVDF 膜，经含 10%脱脂乳的 TBST
缓冲液 4 °C 封闭过夜，以兔源抗 HA 标签、鼠源

抗 Flag 标签的单抗、鼠源抗 M 蛋白单抗为一抗，

羊抗兔 HRP-IgG、羊抗鼠 HRP-IgG 为二抗进行

Western blot 鉴定。 

1.9  免疫荧光(IFA)鉴定 
将 Hela 细胞接种于铺有飞片的 24 孔板中，待

细胞生长至 80%汇合，将 PCAGGS-CDC42-Flag/ 
PCAGGS-eIF3L-Flag 分别与 PCAGGS-HA-M 表达

质粒共转染至 Hela 细胞。24 h 后，PBS 清洗细胞，

重复 3 次后，5%多聚甲醛固定细胞 15 min、0.1% 
Triton x-100 的 PBS 室温透化细胞 15 min、5%羊

血清的 PBS 封闭液室温封闭 1 h；以兔源抗 HA
标签和鼠抗 Flag 标签单克隆抗体为一抗(150׃ 倍

稀 释 ) ， 488 山 羊 抗 兔 、 647 山 羊 抗 鼠 为 二 抗   
200׃1) 倍稀释)进行孵育；PBS 稀释 DAPI 细胞核

染料(1 µL/1 mL)，200 µL/孔室温作用 15 min；PBS
清洗细胞 3 次，双蒸水漂洗 1 次，晾干并封片，荧

光显微镜下观察。 

2  结果与分析 

2.1  PEDV 感染后 M 蛋白在细胞中的表达 
接种 PEDV DR13 至 Vero 细胞后，分别在 24、

36、48 和 60 h 收集细胞样品，以鼠源抗 M 单克隆

抗体作为一抗进行 Western blot 分析，检测 M 蛋白

的表达水平。细胞中 GAPDH 蛋白的表达作为内

参。Western blot 分析表明，PEDV 感染后，M 蛋

白表达量逐渐增加，在 36−48 h 达到高峰期，在

36 h，M 蛋白的表达量处于最高水平(图 1)。因此， 
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图 1  Western blot 分析不同时间点 PEDV M 蛋白的表

达量 
Figure 1  The expression of PEDV M protein at different 
time points by Western blot analysis 

 
PEDV 感染 36 h 后，收集细胞样品进行免疫沉淀

分析。 

2.2  免疫沉淀样品的质谱分析 
PEDV DR13 感染细胞 36 h 后，收集细胞样

品，留取部分样品，通过 Western blot 检测 M 蛋

白的表达水平(图 2A)。其余样品进行免疫沉淀实 
 

 
 

 
 

图 2  Co-IP 分析细胞内与 PEDV M 蛋白相互作用的

蛋白 
Figure 2  Identification of the cellular proteins that 
interact with PEDV M protein by Co-IP 
注：A：Western blot 检测 PEDV M 蛋白表达水平；B：银染分

析免疫沉淀后的 PEDV 感染组与阴性对照组细胞裂解液；箭

头：与细胞对照相比 PEDV 感染组鉴定到的差异蛋白条带. 
Note: A: The expression of PEDV M detected by Western blot;  
B: Silver staining of the different proteins immunoprecipitated by 
M antibody in mock- or PEDV-infected cells; Arrows: 
Differential protein bands identified in the PEDV-infected group 
compared to mock-infected controls.   

验，取免疫沉淀后的部分样品进行 SDS-PAGE 电

泳，对凝胶进行银染显色。从凝胶上可以清晰的

看到：与阴性对照相比，免疫沉淀后，PEDV 感

染组鉴定到了更多的蛋白条带(图 2B)。将 40 μL
样品经 LC-MS/MS 质谱分析后，PEDV 感染组与

细胞对照相比，去除细胞对照鉴定到的蛋白，

PEDV 感染组共鉴识出 218 个细胞内源性蛋白，

其中唯一肽段数≥2 的蛋白有 62 个(表 2)。GO 功

能富集分析(图 3)显示鉴定到的蛋白分别参与了

细胞生物学过程，其中 27%的蛋白参与了多肽代

谢过程，26%的蛋白参与了翻译过程，27%的蛋

白参与了多肽生物合成过程。分子功能分析显

示，鉴识出的蛋白具有结合能力和酶活性。细胞

位置分析结果显示与 M 蛋白互作的宿主蛋白主

要分布于细胞质、大分子复合体以及核糖体等 
部位。 

2.3  Co-IP 验证与 PEDV M 相互作用的蛋白 
为了研究鉴定到的细胞蛋白是否与 PEDV M

特异性相互作用，选择两种细胞蛋白 CDC42 和

eIF3L 进行 Co-IP 验证。Western blot 分析显示，无

论是在质粒共转染(图 4A、4B)还是 PEDV 病毒感

染的情况下(图 4C、4D)，PEDV M 蛋白都能与

CDC42 和 eIF3L 结合，发生相互作用。 

2.4  PEDV M 蛋白与 CDC42/eIF3L 定位分析 
将重组质粒 PCAGGS-CDC42-Flag、PCAGGS- 

eIF3L-Flag 与 PCAGGS-M-HA 共转染至 Hela 细

胞，24 h 后固定细胞，并用抗 HA 和抗 Flag 的单

克隆抗体作为一抗，有荧光标记的二抗处理细

胞，最后在荧光显微镜下观察。如图 5 所示，

CDC42、eIF3L 与 M 蛋白主要分布在细胞质中，

M 蛋白分别与 CDC42、eIF3L 共定位，共定位区

域呈现黄色。 

3  讨论与结论 
PEDV 主要感染猪肠道上皮细胞，引起仔猪严

重腹泻，1 周日龄以内的仔猪死亡率高达 100%，

给养猪业造成了巨大的经济损失。目前 PEDV 的 
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表 2  与 M 蛋白互作的宿主细胞蛋白 
Table 2  The host cellular proteins interacting with M 

Protein IDs Name Unique 
peptides 

Sequence  
coverage (%) 

iBAQ  
intensity (%) Protein IDs Name Unique 

peptides 
Sequence  

coverage (%) 
iBAQ  

intensity (%)

A0A0D9QUJ7 KARS 2 3.8 1 912 600 A0A0D9RNF7 CSRP1 2 16.6 11 263 000

A0A0D9QXJ1 PRDX3 2 8.2 0 A0A0D9RNG4 IGF2BP2 2 4.7 3 265 400

A0A0D9QZQ5 HSD17B12 2 9.6 5 759 600 A0A0D9RPF0 RAB2A 2 12.7 0

A0A0D9R011 CYB5R3 2 10.3 5 541 000 A0A0D9SC62 N/A 2 15.4 39 325 000

A0A0D9R0H6 ACO2 2 4.1 1 729 200 A0A0D9RR51 PSMC6 2 7.2 4 413 000

A0A0D9R354 SLC3A2 2 4.3 1 264 300 A0A0D9RRD3 RTRAF 2 13.8 3 382 200

A0A0D9R3K0 EIF3L 3 13.6 2 801 700 A0A0D9RS97 PSMA2 3 17.5 7 083 600

A0A0D9R3Q2 DNM2 3 4.5 1 763 100 A0A0D9RSE1 BLVRA 2 10.5 5 070 000

A0A0D9RYP7 RAC1 2 10.4 10 820 000 A0A0D9RSM7 PSMA6 2 12.3 8 606 500

A0A0D9R6M6 AIFM1 2 3.9 3 306 300 A0A0D9RSX3 ERLIN2 2 7.9 3 056 000

A0A0D9R6P7 RAB11A 4 17.0 5 409 500 A0A0D9RTZ7 IPO4 3 4.0 2 005 100

A0A0D9R7C5 SAR1A 2 15.7 18 015 000 A0A0D9S247 RAB5C 2 9.8 22 669 000

A0A0D9R7D9 PPA1 2 10.8 6 033 500 A0A0D9S338 RUVBL2 3 7.6 6 205 700

A0A0D9R8E8 RAB7A 2 13.5 7 068 500 A0A0D9S3R1 HYOU1 3 5.9 2 352 500

A0A0D9RAB6 RPS24 2 20.8 43 934 000 A0A0D9S3W2 TAGLN2 3 21.1 8 782 600

K7X429 TNPO3 2 3.3 1 591 600 A0A0D9S4H7 RPLP0 3 20.1 48 573 000

A0A0D9RDI7 RPL26 3 12.4 59 140 000 A0A0D9S4H8 PXN 2 5.9 1 837 000

A0A0D9RDT3 NCAPD2 2 1.9 577 950 A0A0D9S4I8 NPLOC4 3 7.7 4 529 700

A0A0D9RDV7 ARPC4 3 18.5 19 474 000 A0A0D9S4L8 N/A 2 13.9 3 280 800

A0A0D9RF48 MIF 2 17.4 24 952 000 A0A0D9S5Z6 SEC22B 2 10.2 7 615 300

A0A0D9RG57 MPDU1 2 8.1 19 791 000 A0A0D9S6E6 TRIM28 2 5.6 2 154 900

A0A0D9RGJ5 RPS14 2 16.6 129 360 000 A0A0D9S885 HMGCL 2 7.4 3 384 000

A0A0D9RGR4 KIF5B 4 7.9 2 494 400 A0A0D9SDS3 N/A 2 13.2 61 616 000

A0A0D9RHD6 PSMB1 2 7.9 1 749 900 A0A0D9S8E4 UBR4 2 0.4 99 260

A0A0D9RIA0 ECPAS 3 2.1 1 475 500 A0A0D9S8A9 CDC42 2 8.9 1 849 200

A0A0D9RIN4 LARS 3 2.9 1 388 700 A0A0D9SD70 Trx-1 2 21.6 73 275 000

Q5D0W6 ABCB1 2 2.7 975 110 A0A0D9SB94 N/A 2 14.4 28 687 000

A0A0D9RKC1 DECR1 2 7.8 4 006 100 A0A0D9SCB9 RPL27 3 18.4 65 946 000

A0A0D9RLR8 PCNA 2 7.3 7 638 200 A0A0D9SCH7 N/A 2 24.1 44 490 000

A0A0D9RLW4 ATP5F1C 3 11.1 25 949 000 A0A0D9SCR9 N/A 2 20.0 142 290 000

A0A0D9SB72 N/A 2 19.4 18 120 000 Q6SSD8 Rli1 2 5.3 0

注：N/A 为功能未知的蛋白. 
Note: N/A is a protein with unknown function. 
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图 3  与 PEDV M 蛋白相互作用的蛋白 GO 富集分析图 
Figure 3   The annotation of proteins interacting with PEDV M protein using Gene Ontology 

 

致病机制还不是很清楚，病毒在细胞内复制过程

中，病毒蛋白的功能通过自身或与细胞内源性蛋白

之间的相互作用而实现，了解病毒蛋白与细胞内源

性蛋白的相互作用有助于阐明病毒的致病机制。 
PEDV 在猪体内主要侵染猪小肠上皮细胞，研

究 M 蛋白与细胞内源性蛋白的相互作用理想的细

胞模型是猪小肠上皮细胞，我们尝试用猪小肠上皮

细胞(IPEC-J2)增殖 PEDV DR13，但 DR13 不能在

IPEC-J2 上增殖。Vero 细胞常用于 PEDV 的分离和

增殖，所以本项目采用 Vero 细胞为模型进行 M 蛋

白与细胞内源性蛋白的相互作用研究。 
本研究采用 PEDV 的疫苗株 DR13 感染 Vero

细胞，通过免疫共沉淀方法筛选与 PEDV M 蛋白

有 相 互 作 用 的 细 胞 内 源 性 蛋 白 ， 进 一 步 了 解

PEDV-M 蛋白与宿主细胞的相互作用机制。PEDV 
DR13 感染细胞后，以 M 蛋白单抗免疫沉淀细胞内

源性蛋白进行 Co-IP 试验、LC-MS/MS 分析。结果

基于质谱鉴定蛋白的唯一肽段数的方法分析显示，

PEDV 感染的细胞中比细胞对照多鉴定了 218 个细

胞内源性蛋白，其中唯一肽段数≥2 的有 62 个蛋白。

经 GO 分析显示鉴定到的蛋白参与了生物信息学

过程，具有调节细胞免疫应答、细胞凋亡、细胞

生长周期及病毒复制等方面的功能。其中细胞分

裂周期蛋白 42 (CDC42)可通过调节信号通路，控

制细胞迁移、内吞作用和细胞周期的进程[10-11]；

真核翻译起始因子 3 亚基 L 蛋白(eIF3L)可通过与

病毒特定区域结合，影响病毒 RNA 翻译[12]。基

于筛选出的宿主细胞蛋白 CDC42、eIF3L 的生物学

功能，我们选择 CDC42、eIF3L 作为候选蛋白验证

筛选蛋白实验过程和生物信息学分析的可信性。利

用 Co-IP 及免疫荧光方法对 CDC42、eIF3L 与

PEDV M 蛋白的相互作用进行检测，证实 PEDV M
蛋白与 CDC42、eIF3L 存在着相互作用，且两个蛋

白分别与 M 蛋白共定位于细胞质中。 
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图 4  Co-IP 验证 PEDV M 与 CDC42 (A)、eIF3L (B)的相互作用 
Figure 4  Re-Confirmation of interaction of PEDV M protein with CDC42 (A) and eIF3L (B) by Co-IP 
注：A、B：在 Hela 细胞中共转染 PCAGGS-HA-M 和 PCAGGS-CDC42-Flag/PCAGGS-eIF3L-Flag 质粒，验证 M 蛋白和 CDC42/eIF3L
之间的相互作用；C、D：分别将 PCAGGS-CDC42-Flag/PCAGGS-eIF3L-Flag 质粒转染 Vero 细胞后，感染 PEDV DR13，验证 M
蛋白和 CDC42/eIF3L 之间的相互作用. 
Note: A, B: Hela cells were co-transfected with PCAGGS-HA-M and PCAGGS-CDC42-Flag/PCAGGS-eIF3L-Flag, the interaction 
between M and CDC42/eIF3L were validated; C, D: Vero cells were transfected the plasmids of PCAGGS-CDC42-Flag/ 
PCAGGS-eIF3L-Flag, then infected with PEDV DR13, the interaction between M and CDC42/eIF3L were validated. 

 

 
 

图 5  CDC42、eIF3L 分别于 M 蛋白在细胞内共定位分析 
Figure 5  Colocalization analysis of M protein with CDC42 and eIF3L in cells 

 
CDC42 是 Rho 蛋白鸟苷三磷酸酶家族成员之

一，除了调节细胞生理过程外，目前也有研究表明

多 种 RNA 病 毒 如 呼 吸 道 合 胞 病 毒 (Respiratory 
syncytial virus，RSV)[13]、轮状病毒(Rotavirus，

RV)[14]、冠状病毒(Coronaviruses，CoV)[15]、埃博拉

病毒(Ebola virus，EBOV)[16]依赖 CDC42 信号途径

侵 染 靶 细 胞 。 学 者 [15] 研 究 鼠 肝 炎 病 毒 (Mouse 

hepatitis virus，MHV)的入侵时，通过 siRNA 筛选

证实沉默 CDC42 的下游效应分子 Arp2/3 导致

MHV 产量降低，表明 CDC42 参与了病毒的入侵

过程。PEDV 与 MHV 同属于冠状病毒属，本研究

鉴定 M 蛋白与 CDC42 有相互作用，暗示 M 蛋白

参与了病毒的入侵，还需进一步探讨 M 蛋白与

CDC42 的相互作用机制。真核翻译起始因子 eIF3
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在翻译起始过程中起着核心作用 [17]，eIF3L 是

eIF3 的一个亚基[18]。研究表明 eIF3L 可通过与病

毒特定区域结合，进而影响病毒 RNA 翻译[12]。

也有学者推测，病毒借用细胞 eIFs 起动 RNA 翻

译过程[19]，事实上，已有研究已经证明包括 eIF3
在内的 eIFs 因子在病毒复制中的作用 [15,20-21]。

Schoggins 等[22]在细胞内过表达 eIF3L，对 YFV 的

复制有 10%的抑制潜力。Morais 等[23]研究表明

eIF3L 与黄热病毒(YFV)的 NS5 蛋白结合，能轻

微地抑制 YFV 复制，暗示 eIF3L 在病毒复制过

程中有潜在的作用。有关 M 蛋白与 eIF3L 的结

合是否也抑制病毒的复制，还需要进一步通过试

验证实。 
总之，本研究在细胞内筛选了与 PEDV M 蛋

白相互作用的细胞内源性蛋白，并证实 CDC42、

eIF3L 与 M 蛋白的相互作用，将为揭示 M 蛋白

在 PEDV 侵染细胞过程中的生物学功能提供理

论依据。 
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