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摘  要: 为研究猪圆环病毒 2 型 (Porcine circovirus type 2，PCV2) 感染的猪肺泡巨噬细胞 (Porcine alveolar 

macrophages，PAMs) 分泌Ⅰ型干扰素信号通路，以 PCV2 病毒感染 PAMs 为研究对象，采用酶联免疫吸附测定 

(Enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA)、实时荧光定量 PCR 和 Western blotting，分析 PCV2 感染对 PAMs

Ⅰ型干扰素的诱导、cGAS/STING 信号通路相关基因 mRNA 和蛋白表达的影响，并应用靶向 cGAS 和 STING 特异

性 siRNA、抑制剂 BX795 和 BAY 11-7082，解析 cGAS、STING、TBK1 和 NF-κB/P65 在 PAMs 生成Ⅰ型干扰素中

的作用。结果显示，PAMs 感染 PCV2 病毒 48 h 后Ⅰ型干扰素的表达量显著升高 (P＜0.05)，cGAS mRNA 的表达

量在感染 48 h 和 72 h 后显著升高 (P＜0.01)，STING mRNA 表达量在 PCV2 感染 72 h 后显著上升 (P＜0.01)，TBK1 

mRNA、IRF3 mRNA 感染 48 h 后显著升高 (P＜0.01)。PCV2 能够显著升高 PAMs 胞浆 STING、TBK1 和 IRF3 蛋

白含量，降低胞浆 NF-κB/p65 的含量，促进 NF-κB/p65 和 IRF3 入核。敲低 PAMs 中 cGAS 或 STING 表达水平后，

PCV2 感染 PAMs 48 h 后，Ⅰ型干扰素的表达水平显著下降 (P＜0.01)；BAX795 抑制 TBK1 后，PCV2 感染 PAMs 

48 hⅠ型干扰素的表达水平显著下降 (P＜0.01)，BAY 11-7082 抑制 NF-κB/P65 表达后，PCV2 感染 PAMs 48 h I 型

干扰素的表达量与PCV2组相比无显著性差异 (P＞0.05)。结果表明，PAMs感染PCV2后通过 cGAS/STING/TBK1/IRF3

信号通路诱导Ⅰ型干扰素分泌。 

关键词: 猪圆环病毒 2 型，猪肺泡巨噬细胞，Ⅰ型干扰素，先天性免疫信号通路  
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Abstract:  In order to study the signal pathway secreting type Ⅰ interferon in porcine alveolar macrophages (PAMs) 

infected with porcine circovirus type 2 (PCV2), the protein and the mRNA expression levels of cGAS/STING pathways were 

analyzed by ELISA, Western blotting and quantitative reverse transcriptase PCR in PAMs infected with PCV2. In addition, the 

roles of cGAS, STING, TBK1 and NF-κB/P65 in the generation of type I interferon (IFN-I) from PAMs were analyzed by 

using the cGAS and STING specific siRNA, inhibitors BX795 and BAY 11-7082. The results showed that the expression 

levels of IFN-I increased significantly at 48 h after infection with PCV2 (P<0.05), the mRNA expression levels of cGAS 

increased significantly at 48 h and 72 h after infection (P<0.01), the mRNA expression levels of STING increased significantly 

at 72 h after infection (P<0.01), and the mRNA expression levels of TBK1 and IRF3 increased at 48 h after infection (P<0.01). 

The protein expression levels of STING, TBK1 and IRF3 in PAMs infected with PCV2 were increased, the content of 

NF-κB/p65 was decreased, and the nuclear entry of NF-κB/p65 and IRF3 was promoted. After knocking down cGAS or 

STING expression by siRNA, the expression level of IFN-I was significantly decreased after PCV2 infection for 48 h 

(P<0.01). BX795 and BAY 11-7082 inhibitors were used to inhibit the expression of IRF3 and NF-κB, the concentration of 

IFN-I in BX795-treated group was significantly reduced than that of the PCV2 group (P<0.01), while no significant difference 

was observed between the BAY 11-7028 group and the PCV2 group. The results showed that PAMs infected with PCV2 

induced IFN-I secretion through the cGAS/STING/TBK1/IRF3 signaling pathway. 

Keywords:  porcine circovirus type 2, porcine alveolar macrophages, type Ⅰ interferon, innate immune signaling pathway 

 

猪圆环病毒 2 型 (Porcine circovirus type 2，

PCV2) 是无囊膜的单股环状负链 DNA 病毒，自

1997 年发现以来，已在世界各地广泛传播[1-2]。

PCV2 入侵猪机体宿主细胞后，如猪肺泡巨噬细

胞 (Porcine alveolar macrophages，PAMs)，宿主

细胞能通过模式识别受体  (Pattern recognition 

receptors，PRRs) 识别入侵病毒，并诱导多种先

天性免疫以及抗病毒基因、干扰素、趋化因子和

促炎细胞因子的产生，这些产物协同抑制并控制

病毒感染[3-5]。胞质 DNA传感器 cGAS (cGMP-ATP 

synthase，cGAS) 能够识别 DNA 病毒和逆转录病

毒的胞内 DNA，与 STING (Stimulator of interferon 

genes，STING) 结合并激活 STING，诱导干扰素 

(Interferon，IFN) 产生，引起机体抗病毒免疫反

应[6-7]，那么 PCV2 是否能够通过此信号通路诱导

PAMs 免疫应答及Ⅰ型干扰素产生，到目前为止

未见报道。 

天然免疫是动物机体阻止病原体入侵并抑制

其在体内复制的第一道屏障，天然免疫会利用

PRRs 识别一些非自我、病原相关分子模式 

(Pathogen associated molecule patterns，PAMPs)，

在识别病原体后，机体会产生多种抗病毒基因、

IFNs、趋化因子和促炎因子等，这些产物协同抑

制并控制病毒感染，之后激活自身免疫系统来清

除对机体产生伤害的物质[8-10]。干扰素是动物机

体分泌的一种细胞因子，具有抗病毒、抗肿瘤和

免疫调节作用，与机体内的细胞受体结合后，一

方面诱导组织细胞分泌抗病毒蛋白，激活 2′–5′寡 
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聚腺苷酸合成酶 (2′–5′ oligoadenylates synthesis，

OAS)、磷酸二酯酶、蛋白激酶，促使病毒 mRNA

降解，抑制病毒蛋白翻译，导致病毒蛋白合成受

阻，进而抑制病毒复制；另一方面，通过促进细

胞毒性 T 淋巴细胞 (Cytotoxic T lymphocyte，CTL)

增殖、激活自然杀伤细胞 (Natural killer cell，NK)

杀伤功能、增强巨噬细胞吞噬功能，增强免疫清

除能力，进而发挥清除病毒的作用。cGAS 是识

别 DNA 病毒的最主要的模式识别受体，STING

是 DNA 模式识别受体共同经过的一个跨膜接头

蛋白。cGAS 能感知细胞质中的外源性 DNA 时，

会催化 GTP 和 ATP 之间发生化学反应，并生成

环鸟腺苷酸 (cyclic GMP-AMP，cGAMP)，cGAMP

作为先天免疫系统的信使，结合并激活 STING，

STING 被激活后随 TBK1 从内质网一起转位至

核周围高尔基体，TBK1 激酶磷酸化并激活干扰

素调节因子  (IFN regulatory factor， IRFs) 和

NF-κB 等基因，后者诱导Ⅰ型干扰素和其他免疫

应答反应[11-12]。 

试验以 PAMs 为模型，采用 siRNA 干扰技术

抑 制 cGAS 和 STING 基 因 表 达 ， 或 抑 制

cGAS/STING 信号通路下游分子 TBK1 或 NF-κB，

检测 IFN-α 和 IFN-β 表达量，研究 cGAS/STING

在 PCV2 感染 PAMs 后生成Ⅰ型干扰素中的作用，

为研究 PCV2 与宿主模式识别受体相互作用模式

及其发病机制提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  病毒及材料 

PCV2-SH (AY686763) 病 毒 滴 度 为   

1×10–5.5 TCID50/mL，由龙岩学院生命科学学院保

存；Total RNA Extraction Reagent、HiScript Ⅲ RT 

SuperMix 和 SYBR Green Master Mix 购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；兔抗 NF-кB/p65 多

克隆抗体、兔抗 STING 多克隆抗体、兔抗 TBK1

多克隆抗体和兔抗 IRF3 多克隆抗体购自北京博

奥森公司；兔抗 β-actin 单克隆抗体、兔抗 Histone 

H3 多克隆抗体、细胞核蛋白与细胞质蛋白抽提试

剂盒和 NF-κB 抑制剂 BAY 11-7082 购自上海碧云

天生物公司；Lipofectamine™ 3000 Transfection 

Reagent 购自 Invitrogen™；TBK1 抑制剂 BX795

购自 InvivoGen；猪干扰素-α (Swine IFN-α) 和猪

干扰素-β (Swine IFN-β) 的 ELISA 试剂盒购自上

海西唐生物科技股份有限公司；根据文献[13]设

计 sicGAS 和 siSTING 序列，由生工生物工程 (上

海) 股份有限公司合成。 

1.2  猪肺泡巨噬细胞的制备 

3 头 28 日龄血清 PCV2 和 PRRSV 抗体阴性，

PCV2、PRRSV、PRV 和 CSFV 抗原检测阴性的

断奶仔猪，自由采食饮水饲养 5 d 消除机体应激

反应，根据文献[14]采用肺泡灌洗法无菌分离收

集猪肺泡巨噬细胞  (PAMs)，用 10% FBS 的

RPMI-1640 培养液调整细胞浓度至 1×106 个/mL，

备用。 

1.3  试验设计 

将 PAMs 贴壁 24 h 后分成空白对照组和

PCV2 组，每组设置 3 个重复，PCV2 组接种 PCV2 

(MOI=1)，感染后 6、12、24、48、72 h 收集细胞

及上清液。将 PAMs 分成 PCV2+siNC 组、

PCV2+sicGAS 组和 PCV2+siSTING 组，每组设置

3 个重复，PCV2+sicGAS 组和 PCV2+siSTING 组

按照转染试剂说明书操作如下：用 125 µL 不含血

清培养基Opti-MEM稀释5 µL的20 µmol/L siRNA，

轻轻混匀；用 125 µL 不含血清培养基 Opti-MEM

稀释 5 µL 的 Lipofectamine 3000 转染试剂，轻轻

混匀；将两管混匀，室温孵育 10–15 min；PAMs

弃培养基，PBS 洗 2 遍，换成含 1%血清的维持液，

将 siRNA-Lipo3000 混合液加入细胞孔中，轻轻混

匀，转染 24 h 后接种 PCV2 (MOI=1)，48 h 后收

集细胞及上清液。将 PAMs 分成 PCV2 组、PCV2+ 

BX795 组、PCV2+BAY 11-7082 组，每组设置    

3 个重复，PCV2 组处理同上，PCV2+BX795 组和
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PCV2+BAY 11-7082 组分别用 0.5 µmol BX795、  

5 µmol BAY 11-7082 处理 1 h，然后接种 PCV2 

(MOI=1)，48 h 后收集细胞及上清液。 

1.4  ELISA 
根据试剂盒说明书，采用 ELISA 法测定培养

上清中 IFN-α 和 IFN-β 的水平，根据标准曲线将

每个样品的 OD 值转换为相应的浓度，并用平均

浓度 (pg/mL) 表示。 

1.5  qPCR 
使用 Total RNA Extraction Reagent 提取

PAMs 总 RNA，HiScript Ⅲ RT SuperMix 逆转录

试剂盒操作步骤简述如下：RNA 1 µg、4×gDNA 

wiper mix 4 μL、ddH2O 至 16 μL，42  2 min℃ ，

加入 5×HiScript Ⅲ qRT SuperMix 4 μL，37  ℃  

15 min，85  5 s℃ 反转录成 cDNA，qPCR 反应体

系由 2 μL cDNA、10 μL SYBR Green、0.6 μL 上

游引物、0.6 μL 下游引物和 6.8 μL 双蒸馏水组成，

以 β-actin 为内参，检测 mRNA 变化，引物序列

见表 1。qPCR 数据分析根据 Ct 值计算目的基因

的相对表达量  (2–ΔΔCt 法)，其中 ΔΔCt=[实验组  

(Ct 目的基因–Ct 内参基因)]–[对照组(Ct 目的基因–Ct 内参基因)]。 

1.6  Western blotting 
取 48 h 空白对照组和 PCV2 组 PAMs，使用

细胞核蛋白提取试剂盒提取淋巴细胞胞浆和胞核

蛋白，具体步骤参考试剂盒说明书，BCA 法测定

样品蛋白浓度，−80 ℃保存备用。细胞质或细胞

核蛋白样品与 5×SDS 变性缓冲液混合煮沸变性  

5 min，10%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转印到 

0.22 μm PVDF 膜，在 37 ℃温箱中 5%脱脂乳封闭

2 h 后，在 4 ℃冰箱孵育一抗 (1︰1 000 稀释) 过

夜，室温孵育二抗 (1︰10 000 稀释) 2 h，加 ECL

显影液上机检测，采用 Quantity one 软件对蛋白

条带灰度值分析。 

1.7  数据分析 

所有数据均以平均值±标准差 ( x ±s) 表示，

统计采用 SPSS20.0 软件，用单因素方差分析和多

重比较法分析各组之间的差异。*P<0.05 表示差

异显著，**P<0.01 表示差异极显著，ns 表示无显

著差异。 

2  结果与分析 

2.1  PAMs 感染 PCV2 后上清液中 IFN-α 和

IFN-β 含量的变化 

PAMs 上清液中 IFN-α 和 IFN-β 含量变化如 

图 1 所示，PCV2 感染 PAMs 后 IFN-α 分泌增强。

感染后 48 h，PCV2 组与空白对照组相比 IFN-α 含

量极显著升高 (P<0.01)，随着时间延长，IFN-α 含

量出现下降趋势，但仍显著高于对照组 (P<0.05) 

(图 1A)。感染后 48 h 和 72 h，PCV2 组与空白对照

组相比 IFN-β含量极显著升高 (P<0.05) (图 1B)。 

 

表 1  基因的引物序列 
Table 1  Primer sequences 

Gene Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

cGAS Sense: TACCCAAGCATGCCAAGGAAGGAAGT 365 

Anti-sense: GGCCAGTTGTTCTGTCTTGAGGCAC  

STING Sense: CTCATTGTCTACCAGGAACCC 141 

Anti-sense: GGACAGCGTGGAGGAAGTG  

TBK1 Sense: CCGTCATTAGTGCGTCAGTTCT 229 

Anti-sense: ACAGATTTTGGTGCAGCCAG  

IRF3 Sense: TGGGCAGGTCGGGCTTAT 83 

Anti-sense: GCAGGAGGACTTCGGCATCT  

β-actin Sense: CTCCATCATGAAGTGCGACGT 114 

Anti-sense: GTGATCTCCTTCTGCATCCTGTC  
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2.2  PAMs 感染 PCV2 后模式识别受体和接头

蛋白 mRNA 变化 

PAMs 感染 PCV2 后 cGAS/STING 通路相关

mRNA变化如图 2所示，DNA模式识别受体 cGAS

的 mRNA 表达量在 24 h、48 h、72 h 都极显著升

高 (P<0.01) (图 2A)。模式识别受体下游信号通路

中的接头蛋白 STING 的 mRNA 表达量在 24 h 升

高，但无显著差异 (P>0.05)，72 h 极显著升高 

(P<0.01) (图 2B)。信号通路下游分子 IRF3 和

TBK1 的 mRNA 表达量在 48 h 和 72 h 显著升高 

(P<0.05) 或呈极显著升高 (P<0.01) (图 2C、D)。 

2.3  PAMs 感染 PCV2 后对细胞质中 STING、

TBK1、NF-κB/P65 和 IRF3 表达的影响 
PAMs 感染 PCV2 48 h 后细胞浆中 STING、

TBK1、NF-κB/P65 和 IRF3 表达如图 3A、B 所示，

与 48 h 对照组相比，PCV2 感染组中 STING 和 

 

 
 

图 1  PCV2 感染后不同时间 PAMs 细胞培养上清液中 IFN-α 和 IFN-β 的浓度 
Fig. 1  The levels of IFN-α (A) and IFN-β (B) in cell culture supernatant infected with PCV2. 

 

 
 

图 2  PCV2 感染后 PAMs 细胞中 mRNA 变化 
Fig. 2  The mRNA levels of cGAS (A), STING (B), TBK1 (C), and IRF3 (D) in PAMs infected with PCV2. 
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IRF3 蛋白水平显著升高 (P<0.05)，TBK1 蛋白水

平极显著升高 (P<0.01)，NF-κB/P65 蛋白水平极

显著降低 (P<0.01)。表明 PAMs 感染 PCV2 后激

活 cGAS-STING 信号通路，诱导细胞质中信号通

路分子 STING、TBK1 和 IRF3 表达，PCV2 降低

PAMs 细胞质中 NF-κB/P65 含量，促进其入核。 

2.4  PAMs 感染 PCV2 后对细胞核中 IRF3 和

NF-κB 表达的影响 

PAMs 感染 PCV2 48 h 后细胞核中 NF-κB/P65

和 IRF3 表达如图 4 所示，与 48 h 对照组相比，

PCV2 感染组 IRF3 蛋白水平显著升高 (P<0.05)，

NF-κB/P65 蛋白水平极显著升高 (P<0.01)，表明

PAMs 感染 PCV2 后促进 IRF3 和 NF-κB/P65 入核。 

2.5  sicGAS 和 siSTING 序列验证 

为验证 cGAS 和 STING 在 PAMs 产生Ⅰ型干

扰素中的作用，合成 sicGAS 和 siSTING 后用

sicGAS、siSTING 和 siNC 转染细胞，48 h 后收集

细胞，结果如图 5 所示，与 siNC 组相比，sicGAS 
 

 
 
图 3  PCV2 感染后 PAMs 细胞胞浆蛋白的变化 
Fig. 3  Changes of cytoplasmic proteins in PAMS 
infected with PCV2. (A) The levels of STING, TBK1, 
IRF3 and NF-κB/P65 in PAMs cytoplasm were examined 
by Western blotting. (B) Quantity one software was used 
to analyze immunoblots.  

 
 

图 4  PCV2 感染后 PAMs 细胞核蛋白的变化 

Fig. 4  Changes of nuclear proteins in PAMS infected 
with PCV2. (A) The levels of IRF3 and NF-κB/P65 in 
PAMs nucleus were examined by Western blotting. (B) 
Quantity one software was used to analyze immunoblots.  

 

 
 
图 5  转染 siRNA 后 PAMs 细胞中 cGAS 和 STING 的

表达 
Fig. 5  The expression levels of cGAS and STING in 
PAMs cells after the siRNA transfection. 

 
和 siSTING 均能够显著下调相应的 mRNA 水平 

(P<0.01)，基因的沉默率分别为 42%和 34%。 

2.6  sicGAS 和 siSTING 处理对 PAMs 分泌Ⅰ型

干扰素的影响 

用 sicGAS、siSTING 或 siNC 转染细胞，24 h

后接种 PCV2，感染后 48 h 收集细胞上清液，检

测 cGAS 和 STING 表达下降后，Ⅰ型干扰素表达
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结果如图 6 所示，PAMs 的 IFN-α 表达水平与转

染 siNC 相比，转染 sicGAS 和转染 siSTING 再接

种 PCV2 48 h 后均极显著降低 (P<0.01)；PAMs

的 IFN-β表达水平与转染 siNC 相比，转染 sicGAS

和转染 siSTING 再接种 PCV2 48 h 后显著降低 

(P<0.05) 或极显著降低 (P<0.01)。 

2.7  TBK1 和 NF-κB 抑制剂处理对 PAMs 分泌

Ⅰ型干扰素的影响 

用 BX795 或 BAY 11-7082 处理细胞 1 h 后接

种 PCV2，检测 TBK1 和 NF-κB 抑制表达后，    

Ⅰ型干扰素表达结果如图 7 所示，与 PCV2 组相

比，PCV2+BX795 组 IFN-α 的表达水平极显著降

低 (P<0.01)，PCV2+BAY 11-7082 组 IFN-α 的表

达水平有降低趋势，但无显著差异；PCV2+BX795

组和 PCV2+BAY 11-7082 组 IFN-α 的表达水平有

显著差异 (P<0.05)；与 PCV2 组相比，PCV2+BX795

组 IFN-β 的 表 达 水 平 显 著 降 低  (P<0.05) ，

PCV2+BAY 11-7082 组 IFN-β 的表达水平有降低

趋势，但无显著差异；PCV2+BX795 组和 PCV2+BAY 

11-7082 组 IFN-β的表达水平无显著差异 (P＞0.05)。 

3  讨论 

先天性免疫又称为固有免疫，指动物机体先 

 

 
 
图 6  siRNA 处理对 PAMs 细胞感染 PCV2 后生成   

Ⅰ型干扰素的影响 
Fig. 6  The effect of different siRNA on the levels of 
type Ⅰ IFN in PAMs cells infected with PCV2. 

 
 

图 7  抑制剂处理对 PAMs 细胞感染 PCV2 后生成Ⅰ型

干扰素的影响 

Fig. 7  The effect of different inhibitor on the levels of 
IFN-I in PAMs cells infected with PCV2. 
 
天具有的正常的生理防御功能，由免疫器官、免

疫细胞和免疫分子组成，对各种入侵的病原微生

物能快速反应，同时在特异性免疫的启动和效应

过程也起着重要作用[5]。巨噬细胞作为一种免疫

细胞在先天性免疫中起重要作用，具有趋化性定

向运动、吞噬作用、抗原呈递作用和分泌作用，

例如溶菌酶、补体、干扰素等，其中干扰素主

要以其抗病毒活性著称 [15]。干扰素根据其氨基

酸序列不同，分为 3 种类型，分别是Ⅰ型、Ⅱ型

和Ⅲ型干扰素，其中Ⅰ型干扰素又包括 IFN-α 和

IFN-β，主要由病毒感染直接引起[4]。机体受到病

原微生物刺激后干扰素与其受体  (异二聚体

IFNAR1 和 IFNAR2) 结合，激活 STAT 转录因子

的转录，从而激活干扰素刺激基因  (Interferon- 

stimulated genes，ISGs) 翻译。ISGs 编码的蛋白

质 (例如 MX1、OAS 和 ISG-15) 可以在周围细胞

中建立抗病毒状态，从而限制病毒的复制和传  

播[16]。PAMs 是猪机体抵抗多种病原的天然屏障，

是 PCV2 的靶细胞[17]。天然免疫细胞细胞表面或

细胞质内存在多种抗原识别受体即 PRRs，参与病

原体或损伤分子识别和早期应答阶段的经典信号

通路包括 Toll 样受体 (Toll-like receptors，TLR)

信号通路、C 型凝集素受体 (CLR) 信号通路、炎
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症小体及细胞焦亡信号通路、RIG-Ⅰ-MAVS 信号

通路和 cGAS-STING 信号通路，cGAS-STING 信

号通路主要识别病毒 DNA[10]。前期研究报道发现

PCV2 感染猪后能引起血清中Ⅰ型干扰素表达升

高[2]；PAMs 感染 PCV2 后激活 TLRs-MyD88 依赖

的通路，激活 RIG-Ⅰ/MDA-5/MAVS/IRF3 信号通

路诱导Ⅰ型干扰素表达[18]；PAMs 感染 PCV2 后

可通过MyD88-IRFs信号途径上调 IFN的表达[20]。

cGAS/STING 在 DNA 病毒侵染动物体后产生干

扰素过程中起重要作用，然而其在 PAMs 感染

PCV2 后生成干扰素中的作用机制尚未见报道，

试验结果发现，原代 PAMs 在体外接受 PCV2 感

染 48 h 后Ⅰ型干扰素表达显著升高，这与其他

研究报告一致[19]，试验结果表明 PAMs 在体外可

分泌 IFN-α 和 IFN-β，并且主要在感染后期大量

表达。 

cGAS 作为 DNA 传感器，其在识别各种外源

DNAs 中具有重要作用，很多 DNA 病毒能够通过

cGAS 被识别并启动 cGAS-cGAMP-STING 介导

的抗病毒反应，包括疱疹病毒 [20]、非洲猪瘟病  

毒 [21]和痘病毒 [22]等。cGAS 酶感知到本不应出

现在细胞质的 DNA 时，胞质 DNA 与 cGAS 结

合 后传递至第二信使环磷酸鸟苷 - 磷酸腺苷 

(Cyclin GMP-AMP，cGAMP)，cGAMP 作为第二信

使直接活化 STING，二聚化的 STING 与 cGAMP

结合，构象发生变化，通过自噬小体经内质网、

高尔基体再到内体，期间被泛素化后募集 TBK1

蛋白，磷酸化并激活干扰素调节因子 IRF3 和

NF-κB，后者激活后入核并诱导Ⅰ型干扰素和其

他免疫应答基因表达。STING 全称干扰素基因刺

激蛋白，是一种介导胞内 DNA 诱导固有免疫应答

的重要接头蛋白，在感知 dsDNA 的反应中扮演了

中心轴的作用，是Ⅰ型干扰素的强刺激基因[23]。

STING 二聚化后，从内质网经过高尔基体转移到

核外周小体上，SCAP 从内质网转移聚集到核外

周小体，并将转录因子 IRF3 招募到 STING 信号

复合体上，TBK1 也会同时聚集到核外周小体上

并被激活，激活后的 TBK1磷酸化 IRF3，随后 IRF3

发生二聚化，入核起始靶基因的表达；去掉 STING     

C-末端的 9 个氨基酸，STING 就失去活力，去掉

这些氨基酸后 STING 不能与 TBK1 共定位，

STING 突变后不能结合 TBK1，且这些突变影响

干扰素的表达[3,12,24]。STING 也能激活激酶 IKK，

使转录因子 NF-κB 的抑制剂 IκB 家族磷酸化，磷

酸化的 IκB 蛋白能通过蛋白酶体途径被降解，释

放 NF-κB 进入细胞核，诱导干扰素和炎性细胞因

子如 TNF、IL-1β 和 IL-6 的表达[11,25]。qPCR 试验

结果显示，PAMs 感染 PCV2 后，cGAS/STING 信

号通路中模式识别受体 cGAS 被激活，mRNA 表达

量显著升高 (P<0.01)，接头蛋白 STING 的 mRNA

表达量显著升高 (P<0.01)，下游信号分子 TBK1 和

IRF3 的 mRNA 表达量也显著升高 (P<0.01)。

Western blotting 结果显示 PAMs 感染 PCV2 后，

细胞质中 STING、TBK1 和 IRF3 表达显著升高，

而 NF-κB/P65 含量降低，细胞核中 NF-κB/P65 和

IRF3 表达量显著升高。两部分实验结果表明，

PAMs 感染 PCV2 后能激活 cGAS/STING 信号通

路，但通过何种下游信号分子——NF-κB/P65 或

IRF3 来诱导干扰素表达需进一步研究。为验证

cGAS 和 STING 在 PAMs 产生Ⅰ型干扰素中的作

用，应用 siRNA 技术，设计特异性 sicGAS 和

siSTING 靶向 cGAS 和 STING，结果显示抑制

cGAS 或 STING 表达后，Ⅰ型干扰素的表达极显著

降低 (P<0.01)，特别是 STING 被抑制后 IFN-α 和

IFN-β 均极显著降低，表明 STING 作为识别 DNA

病毒感染的接头蛋白在Ⅰ型干扰素产生中起重要

作用。为进一步验证下游分子的变化，分别使用

TBK1 和 NF-κB 的抑制剂 BX795[26] 和 BAY 

11-7082[27]处理 PAMs 后接种 PCV2，结果显示

TBK1 抑制表达后 IFN-α 和 IFN-β 均极显著降低 

(P<0.01 或 P<0.05)，而 NF-κB 抑制表达后 IFN-α

和 IFN-β 表达量与对照相比无显著差异，试验结
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果表明，PAMs 感染 PCV2 后生成的Ⅰ型干扰素与

cGAS/STING/TBK1/IRF3 信号通路关系密切。虽

然 PCV2 感染 PAMs 后促进 NF-κB 入核，但与Ⅰ

型干扰素表达无关。研究表明，PAMs 感染 PCV2

后多种 TLRs 被激活，NF-κB/P65 入核增多，IL-1β、

IL-6 和 IL-10 等炎症细胞因子分泌增加，NF-κB

被激活后改变机体急性期蛋白、病毒复制和多种

白细胞介素的表达[28]，而与干扰素表达无明显作

用。本实验对 cGAS/STING/TBK1/IRF3 信号通路

在 PCV2 感染 PAMs 后Ⅰ型干扰素表达中的作用

进行探究，为揭示 PCV2 感染和机体先天性免疫

的关系奠定基础。 
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