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摘 要：【目的】为研究宿主蛋白二硫键异构酶 A 成员 4 (protein disulfide isomerase A4, PDIA4)在

牛病毒性腹泻病毒(bovine viral diarrhea virus, BVDV)感染中的具体作用及分子机制，阐明 PDIA4

在 BVDV 复制中的致病机制并为制定新型防控策略提供理论依据。【方法】Western blotting 和

qPCR 检测 BVDV 感染 MDBK 细胞后 PDIA4 的表达变化；使用 Western blotting 和激光共聚焦显

微镜检测 BVDV 感染后自噬相关蛋白 LC3 和 p62 的表达水平变化。分别构建 pdia4 敲低/过表达

MDBK 细胞系，使用 Western blotting 检测 pdia4 敲低/过表达对 LC3 和 p62 蛋白表达的影响，并

用激光共聚焦显微镜观察 GFP-mRFP-LC3 荧光情况。对 pdia4 敲低/过表达细胞系分别进行饥饿和

巴佛洛霉素 A1 (bafilomycin A1, BafA1)处理，感染 BVDV 后用 qPCR 检测 BVDV mRNA 水平，免
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疫荧光染色技术检测 BVDV dsRNA 水平。【结果】BVDV 感染显著上调内源性 PDIA4 表达；LC3

水平随 BVDV 感染时间延长逐渐升高，p62 先升后降；成功构建 pdia4 敲低和过表达细胞系；

pdia4 敲低细胞中 LC3 和 p62 均显著升高，过表达细胞中 LC3 升高且 p62 降低；在饥饿或 BafA1

处理下，pdia4 敲低抑制 BVDV 复制，相反 pdia4 过表达促进 BVDV 复制。【结论】本研究表明

BVDV 感染上调宿主 PDIA4 表达，PDIA4 通过调控 LC3 和 p62 激活自噬流，正向促进 BVDV 复

制，为解析 BVDV 致病机制及开发靶向防控策略提供理论支撑。

关键词：牛病毒性腹泻病毒；PDIA4；细胞自噬
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Abstract: [Objective] To investigate the specific role and molecular mechanism of the host protein 
protein disulfide isomerase A4 (PDIA4) during bovine viral diarrhea virus (BVDV) infection, thus 
providing a theoretical basis for elucidating the role of this protein in viral replication and 
developing novel prevention and control strategies. [Methods] Western blotting and qPCR were 
employed to analyze PDIA4 expression in Madin-Darby bovine kidney (MDBK) cells following 
BVDV infection. The expression levels of autophagy-related proteins microtubule-associated 
protein 1 light chain 3 (LC3) and sequestosome 1 (p62) were measured by Western blotting and 
laser confocal microscopy. MDBK cell lines with pdia4 knockdown and overexpression were 
constructed. The effects of pdia4 on LC3 and p62 expression were examined, and the autophagic 
flux was evaluated by a tandem GFP-mRFP-LC3 reporter system. Cells were subjected to 
starvation or treated with bafilomycin A1 (BafA1), followed by BVDV infection. Viral replication 
was assessed by measuring BVDV mRNA levels through qPCR and double-stranded RNA 
(dsRNA) levels through immunofluorescence staining. [Results] BVDV infection significantly 
upregulated the endogenous expression of PDIA4. The LC3 level increased progressively with 
infection time, whereas the p62 level showed an initial increase followed by a decrease. The cell 
lines with pdia4 knockdown and overexpression were successfully established. pdia4 knockdown 
significantly increased both LC3 and p62 levels, whereas pdia4 overexpression increased the LC3 
level and decreased the p62 level. Under starvation or BafA1 treatment, pdia4 knockdown 
inhibited BVDV replication, whereas pdia4 overexpression promoted BVDV replication.
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[Conclusion] BVDV infection upregulates host PDIA4 expression. PDIA4 promotes BVDV 
replication by activating the autophagic flux through regulation of LC3 and p62. These findings 
provide new insights into the pathogenic mechanism of BVDV and offer a theoretical basis for 
developing targeted antiviral strategies.
Keywords: bovine viral diarrhea virus (BVDV); protein disulfide isomerase A4 (PDIA4); 
autophagy

牛病毒性腹泻(bovine viral diarrhea, BVD)是

由牛病毒性腹泻病毒(bovine viral diarrhea virus, 

BVDV)感染引发的一种高度接触性传染病，其

流行范围广、传播速度快，对养牛业危害严

重[1]。BVDV 的危害兼具直接经济损失与间接防

控成本：既导致动物死亡、生产性能下滑，又

产生疫病防控相关的额外投入，已然成为全球

范围内危害最严重的牛传染病之一[2]。同时，持

续性感染(persistently infected, PI)牛的管理、疫

苗接种、诊断检测及治疗费用将进一步增加养

殖场运营成本，单头感染牛年均直接经济损失

达 42.1 EUR[3]。目前，针对 BVDV 的防控主要

依赖疫苗接种，但由于病毒基因型多样、易发

生变异，现有防控措施仍存在局限性，因此深

入探究 BVDV 的复制机制及宿主细胞的抗病毒

调控网络具有重要意义。

蛋 白 二 硫 键 异 构 酶 A 成 员 4 (protein 

disulfide isomerase A4, PDIA4)属于蛋白二硫键异

构酶(protein disulfide isomerase, PDI)家族，是一

类定位于内质网的催化酶。其核心功能为介导

蛋白质二硫键的形成、断裂与重排，通过调控

这一过程参与蛋白质的氧化折叠，确保蛋白质

获得正确的空间构象。已有研究表明，PDIA4

在病毒的复制过程中发挥调控作用[4]。PDI 家族

通过自噬/自噬溶酶体途径抑制了埃博拉病毒结

构蛋白的表达[5]；pdi1、pdia3、pdia4 敲低能够

降低 A 型和 B 型流感病毒在细胞中的复制[6]；

PDIA1、PDIA3、PDIA4 和 PDIA6 增加戊型肝

炎病毒 ORF3 蛋白的表达，并且 PDIA3 和

PDIA6 与 ORF3 蛋白相互作用，从而促进戊型

肝炎病毒的复制[7]。然而，PDIA4 在 BVDV 复

制及相关调控机制中的作用尚未明确。

细胞自噬是真核生物中一种高度保守的细

胞降解过程，通过形成自噬体包裹胞内异常蛋

白、受损细胞器等物质，并与溶酶体融合完成

降解，在维持细胞稳态、抵御病原体感染等过

程中发挥双重作用。研究证实，自噬与 BVDV

的感染过程密切相关，能够显著影响病毒的复

制与增殖[8]。近年来研究发现，BVDV 感染与宿

主细胞自噬之间存在复杂而精细的相互作用，

病毒通过多种机制劫持自噬通路以促进自身复

制与免疫逃逸，BVDV 的非结构蛋白 NS4B 抑

制 mTOR 磷酸化，降低 p62 蛋白水平并增加

LC3-Ⅱ转化，直接诱导自噬流[9]；同时，BVDV

还可通过下调宿主 miRNA (bta-miR-221)解除对

自噬关键基因 atg7 的抑制，激活 ATG7/LC3 自

噬通路[10]。PDIA4 是连接内质网应激和自噬的

关键分子，通过 IRE1α-XBP1s 分支介导的未折

叠蛋白反应(unfolded protein response, UPR)通路

调控自噬流，PDIA4 缺失可特异性激活 IRE1α- 

XBP1s 信号，导致细胞增殖受损和 G1 期阻滞，

并伴随自噬通量的改变[11]，同时，PDIA4 本身

可作为自噬降解的底物，研究发现 PDIA4 通过

激活 PERK/ATF4/SLC7A11 轴增强肾癌细胞的铁

死亡抗性；盐霉素(salinomycin, Sal)通过自噬降

解 PDIA4，解除该抗性、诱导铁死亡、抑制肿

瘤[12]。目前，PDIA4 已被发现参与调控多种细

胞过程，如免疫应答调控、细胞凋亡和自噬

等[13]，但其是否通过影响自噬来调节 BVDV 复

制目前尚不明确。

前期研究已证实 pdia4 是 BVDV 感染后差

异表达的基因[14]。本研究拟进一步探究 BVDV
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感染后 PDIA4 的表达特征，通过构建 pdia4 敲

低与过表达细胞系，验证其过表达是否可促进

细胞自噬流的发生，初步阐明 PDIA4 是否通过

介导自噬信号通路参与调控 BVDV 增殖过程，

以期为揭示 BVDV 致病机制、开发靶向抗

BVDV 防控手段提供理论依据。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　质粒、细胞和病毒

人胚肾细胞 HEK-293T 及牛肾细胞 MDBK，

中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库、

BVDV 毒株 TC (BVDV 1b 亚型，CP 型)、大肠

杆菌 Stbl3 细胞均由本实验室保存。pLenti-GFP

(17448)、 ptfLC3(21074)、 pMD2. G(12259)、

pSPAX2(12260)、 lentiCRISPR v2(53961) 购 自

Addgene 公司。

1.2　主要试剂和仪器

Anti-dsRNA mAb J2，SCICONS 公司；LC3

抗体，Abcam 公司；Anti-p62 (SQSTM1) pAb，

MBL 公司；PDIA4 多克隆抗体 (14712-1-AP)、

GAPDH 多克隆抗体(10494-1-AP)、HRP 标记山

羊抗兔 IgG(H+L) (SA00001-2)和 CoraLite594 标

记驴抗小鼠 IgG(H+L) (SA00013-7)，Proteintech

公司。

实时荧光定量 PCR 仪，福际生物技术有限

公司(成都)；倒置荧光显微镜，Nikon 公司；低

温高速离心机，ThermoFisher Scientific 公司；

二氧化碳细胞培养箱，Galaxy 公司。

1.3　 BVDV 感染后 PDIA4 表达水平

检测

1.3.1　qPCR 检测 pdia4 表达水平变化

BVDV 感染 MDBK 细胞 48 h 后收集细胞，

采 用 TRIzol 法 提 取 总 RNA， 反 转 录 合 成

cDNA。反转录体系 (10 μL)：2×RT OR-EasyTM 

Mix 5.0 μL， 总 RNA 500.0 ng， RNase-Free 

ddH2O 补足至 10.0 μL。反应程序：42 ℃逆转录

15 min，85 ℃失活 5 min。设计 PCR 特异性引

物(表 1)，由擎科生物股份有限公司西安分部合

成。以 cDNA 为模板，采用 qPCR 试剂盒检测

pdia4 mRNA 表达水平，内参基因为 gapdh。

qPCR 反 应 体 系 (20 μL)： 2×Real PCR EasyTM 

Mix-SYBR 10 μL， 50×ROX Reference Dye 

0.4 μL， 上 、 下 游 引 物 (10 μmol/L) 各 1 μL，

cDNA 模板 2 μL，DNase-Free ddH2O 5.6 μL。反

应条件：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 5 s，

56 ℃退火 30 s，共 40 个循环；95 ℃变性 15 s，

56 ℃退火 1 min，95 ℃熔解 30 s。

1.3.2　Western blotting 检测 PDIA4 表达水

平变化

收集 BVDV 感染 48 h 的 MDBK 细胞，加

入 RIPA 裂解液(含终浓度 1% 的 PMSF 与磷酸酶

抑制剂)提取总蛋白，使用 BCA 法测定总蛋白浓

度。取等量总蛋白进行 SDS-PAGE，转印至

PVDF 膜，5% 脱脂奶粉封闭 1 h，加入兔源

PDIA4 (1:5 000)及兔源 GAPDH (1:5 000)一抗，

4 ℃孵育过夜。TBST 洗涤后，加入 HRP 标记山

羊抗兔 IgG(H+L)二抗，室温孵育 1 h，经 ECL

化学发光试剂盒显影，ImageJ 软件分析蛋白条

带灰度值，采用 2−ΔΔCt 法计算 PDIA4 蛋白的相

对表达量。

1.4　BVDV 感染后细胞自噬水平变化

检测

1.4.1　Western blotting 检测细胞自噬水平

变化

将 MDBK 细胞接种至 6 cm 细胞培养皿，

表1　pdia4和GAPDH的qPCR引物序列

Table 1　 qPCR primer sequences for PDIA4 and 

GAPDH

Primer names

pdia4-qPCR-F

pdia4-qPCR-R

gapdh-qPCR-F

gapdh-qPCR-R

Primer sequences (5′→3′)

TCCAGGACCCAGGAAGAAATTG

TCTACCAGGATGATGTCGGC

AAGGTCGGAGTGAACGGATT

CGTTCTCTGCCTTGACTGTG

Product 
size/bp

140

178
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感染 BVDV (MOI=1)，于感染后 12、24、36、

48 h 收集细胞，提取总蛋白，Western blotting 检

测自噬标志蛋白 LC3 和 p62 的表达水平。

1.4.2　激光共聚焦显微镜观察 LC3 定位

情况

将 ptfLC3 与 慢 病 毒 包 装 质 粒 pSPAX2、

pMD2.G 按照质量比 2:2:1 混匀，同时加入 5 倍

体积浓度为 1 mg/mL 的 PEI 转染试剂，共转染

至 HEK-293T 细胞中，48 h 后收集含有慢病毒

颗粒的细胞悬液，室温 1 500 r/min 离心 5 min，

上清过滤清除细胞碎片，将获得的慢病毒液与

相等体积完全培养基混合，加入悬浮 MDBK 细

胞中，并添加终浓度为 8 μg/mL 的聚凝胺，经

嘌呤霉素(终浓度为 6 μg/mL)筛选 3 代次后感染

BVDV (MOI=1)，分别在感染后 24 h 和 48 h 于

荧光显微镜下观察荧光情况。红绿荧光同时存

在表明自噬流受阻，当绿色荧光淬灭，仅存在

红色荧光时表明自噬流通畅。

1.5　pdia4 敲低/过表达细胞系的构建

1.5.1　pdia4 敲低载体构建

根据 GenBank 数据库中 pdia4 基因序列(登

录 号 为 415110)， 使 用 Benchling (www.

benchling.com)和 ChopChop (www.chopchop.cbu.

uib.no)网站设计 sgRNA，其序列见表 2，由北京

擎科生物工程股份有限公司合成 pdia4 sgRNA

和 Scramble 序列，并克隆至 LentiCRISPR v2-

puro 载体中，构建 LentiCRISPR v2-puro-pdia4 

sgRNA1/sgRNA2/sgRNA3/Scramble 质粒。

1.5.2　pdia4 过表达载体构建

从 GenBank 数据库获取 pdia4 基因(登录号

为 415110) CDS 序列，交由北京擎科生物工程

股份有限公司合成 pdia4 基因并克隆至慢病毒质

粒 pLVML-Myc-MCS-IRES-Puro 中，构建 pLVML- 

Myc-pdia4-IRES-Puro 质粒。

1.5.3　pdia4 敲低/过表达细胞系的构建

采用无内毒素质粒小提试剂盒提取质粒，

分 别 将 LentiCRISPR v2-puro-pdia4 sgRNA1/

sgRNA2/sgRNA3、 Scramble、 pLVML-Myc-pdia4- 

IRES-Puro(Myc-pdia4)、 pLVML-Myc-MCS-

IRES-Puro (Myc-MCS) 与 慢 病 毒 包 装 质 粒

pSPAX2、pMD2.G 按质量比 2:2:1 混匀，实验流

程同 1.4.2 节。其中分别使用 3 个独立 sgRNA

和混合 sgRNA (sgRNA cocktail)感染 24 h，得到

pdia4 KD、Scramble、Myc-pdia4、Myc-MCS 细

胞系，通过 Western blotting 和 qPCR 对其进行

鉴定。

1.6　 pdia4 敲低/过表达对细胞自噬的

影响

1.6.1　Western blotting 检测自噬相关蛋白

LC3 和 p62 表达水平变化

将 1.5.3 节 构 建 的 Scramble、 pdia4 KD、

Myc-MCS、Myc-pdia4 四种细胞系分别接种于

6 cm 培养皿，培养 24 h 后收集细胞，实验流程

同 1.3.2 节，其中兔源 LC3 和 p62 稀释比例分别

为 1:2 000 和 1:5 000。ImageJ 软件分析条带灰度

值，计算 LC3-Ⅱ/LC3-I 比值及 p62 蛋白相对表

达量。

1.6.2　激光共聚焦显微镜观察 LC3 定位

情况

为探究 PDIA4 对自噬流的影响，将 ptfLC3

质粒分别转染至 Scramble、 pdia4 KD、 Myc-

MCS 及 Myc-pdia4 组细胞，实验流程同 1.4.2

节。48 h 后，通过共聚焦显微镜观察绿色荧光

表2　sgRNA序列

Table 2　sgRNA sequences

Primer 
names

pdia4 
sgRNA1

pdia4 
sgRNA2

pdia4 
sgRNA3

Scramble

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Primer sequences (5′→3′)

GATCCTGAAGAAGGGCCAGG

CTAGGACTTCTTCCCGGTCC

AGTCACACTTGTGCTGACCA

TCAGTGTGAACACGACTGGT

AGGGTCGTTCTCCTTCAAGG

TCCCAGCAAGAGGAAGTTCC

CACCGCACTACCAGAGCTAACTCA

AAACTGAGTTAGCTCTGGTAGTGC
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蛋白(green fluorescent protein, GFP)和单体红色

荧 光 蛋 白 (monomeric red fluorescent protein, 

mRFP)的分布及融合情况。

1.7　PDIA4 调控自噬影响 BVDV 复制

检测

1.7.1　qPCR 检测 BVDV 5′ UTR 水平

分别经饥饿和 0.5 μmol/L BafA1 处理 pdia4 

KD 和 Myc-pdia4 细胞系 12 h 后，感染 BVDV 

(MOI=1)，BVDV 感染 24 h 后收集细胞，提取

总 RNA 并反转录成 cDNA，使用引物 F (5′-CC 

TAGCCATGCCCTTAGTAGGACT-3′ ) 和 R (5′-G 

GAACTCCATGTGCCATGTACA-3′ )进行 qPCR，

检测 BVDV 5′ UTR mRNA 的表达，按 1.3.1 节

配制 qPCR 反应体系。反应条件：95 ℃ 3 min；

95 ℃ 5 s， 60 ℃ 30 s，共 40 个循环； 95 ℃ 

15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 30 s。

1.7.2　免疫荧光染色检测 BVDV dsRNA

水平

通过间接免疫荧光试验检测 BVDV 在

pdia4 KD 和 Myc-pdia4 细胞中的分布情况，经

饥饿和 0.5 μmol/L BafA1 处理 pdia4 KD 与 Myc-

pdia4 细胞 12 h 后，接种 BVDV (MOI=1) 2 h，

PBS 冲洗后改用含 2% 胎牛血清的 DMEM 培养

基继续培养 24 h。用 PBS 洗涤 3 次，4% 多聚甲

醛固定 30 min， 0.1% Triton X-100 透化处理

20 min，37 ℃条件下用 200 μL 预混封闭液(1%

山羊血清+3% BSA+1% Triton X-100)，室温孵育

1 h。与 J2 anti-dsRNA 一抗(1:1 200) 4 ℃孵育过

夜，接着室温下用山羊抗小鼠 IgG594(H+L)抗体

(1:200)孵育 2 h，细胞核经 DAPI 染色后，通过

激光共聚焦显微镜进行观察。

1.8　统计学方法

所有实验重复 3 次及以上，采用 GraphPad 

Prism 10.1.2 软件进行统计分析，所有数据以

mean±SD 表示。组间比较采用 t 检验或单因素

方差分析，*：P<0.05 表示差异显著；**：P<

0.01 表示差异极显著。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　 BVDV 感 染 对 MDBK 细 胞 中

PDIA4 表达的影响

BVDV 感染 MDBK 细胞 48 h 后，采用

qPCR 和 Western blotting 分 别 检 测 pdia4 的

mRNA 和蛋白表达水平。结果显示，与未感染

对照组相比，BVDV 感染后 pdia4 mRNA 水平

显著上调(P<0.01)，其蛋白表达水平也显著升高

(P<0.01) (图 1)。

图1　BVDV感染后MDBK细胞中PDIA4的表达

Figure 1　Expression of PDIA4 in MDBK cells following BVDV infection. A: qPCR analysis of pdia4 mRNA 

levels after BVDV infection; B: Western blotting analysis of PDIA4 protein expression; C: Quantitative analysis 

of PDIA4 protein levels normalized to GAPDH. Data are presented as mean±SD from three independent 

experiments. **: P<0.01.
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2.2　BVDV 感染对 MDBK 细胞自噬的

影响

为分析 BVDV 感染对细胞自噬的影响，在

不同感染时间点(12、24、36、48 h)检测自噬相

关蛋白的表达水平。结果显示，随着感染时间

延长，LC3-Ⅱ/LC3-I 比值逐渐升高(P<0.01)，在

36 h 左右达到峰值并维持在较高水平；p62 蛋白

表达水平呈先升高后降低的变化趋势(P<0.01) 

(图 2A-2C)。免疫荧光结果显示，BVDV 感染

24 h 和 48 h 后，GFP-mRFP-LC3 串联细胞中主

要呈现红色荧光信号，绿色荧光明显减弱

(图 2D)。

图2　BVDV感染后MDBK细胞自噬水平变化

Figure 2　Autophagy levels in MDBK cells following BVDV infection. A: Western blotting analysis of LC3 and 

p62 protein expression; B: Quantitative analysis of LC3-Ⅱ/LC3-I ratio; C: Quantitative analysis of p62 protein 

levels normalized to GAPDH; D: Confocal microscopy analysis of autophagic flux using GFP-mRFP-LC3 

reporter. Data are presented as mean±SD from three independent experiments. **: P<0.01.
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2.3　稳定敲低/过表达 pdia4 细胞系的建立

为验证 pdia4 敲低或过表达对 BVDV 的影

响，通过 CRISPR/Cas9 基因编辑技术构建 pdia4

敲低或过表达细胞系，并采用 qPCR 和 Western 

blotting 检测敲低或过表达效率。结果显示，与

Scramble 对 照 组 相 比 ， 3 个 sgRNA 或 混 合

sgRNA (sgRNA cocktail)均可有效敲低 pdia4 (P<

0.01)，其中 sgRNA2 敲低效率最佳 ( 图 3A)。

Western blotting 结果显示，3 个 sgRNA 或混合

sgRNA (sgRNA cocktail)均可使 PDIA4 蛋白表达

水平显著下调(P<0.01) (图 3C、3D)。综合 qPCR

和 Western blotting 结 果 ， 后 续 实 验 均 采 用

sgRNA2 敲低细胞系完成。同时，过表达 pdia4

后，其 mRNA 和蛋白水平均显著上调(P<0.01) 

(图 3B、3E)。上述结果表明 pdia4 敲低和过表

达细胞系构建成功。

2.4　pdia4 敲低/过表达对细胞自噬的调

控作用

为探究 PDIA4 对细胞自噬流的影响，利用

Western blotting 检测 pdia4 KD 和 Myc-pdia4 细

图3　pdia4敲低及过表达细胞系的鉴定

Figure 3　Validation of pdia4 knockdown and overexpression cell lines. A: qPCR analysis of pdia4 mRNA levels 

in knockdown cells; B: qPCR analysis of pdia4 mRNA levels in overexpression cells; C: Western blotting 

analysis of PDIA4 protein expression; D: Quantitative analysis of PDIA4 protein levels after knockdown; E: 

Quantitative analysis of PDIA4 protein levels after overexpression. Data are presented as mean±SD from three 

independent experiments. **: P<0.01.
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胞中自噬相关蛋白 LC3 和 p62 的表达水平。与

Scramble 组相比，pdia4 敲低后，LC3-Ⅱ/LC3-I

比值显著升高(P<0.01)，p62 蛋白表达水平也显

著升高(P<0.01) (图 4A−4C)。免疫荧光染色结果

显示，GFP-mRFP-LC3 串联细胞中 pdia4 KD 组

细胞内红绿荧光同时存在(图 4D)，表明自噬体

形成但未能有效降解，证实敲低 pdia4 阻断了自

噬流。与 Myc-MCS 组相比，Myc-pdia4 组细胞

中 LC3-Ⅱ/LC3-I 比值显著升高(P<0.01)，但 p62

蛋白表达水平显著降低(P<0.01) (图 4E−4G)。免

疫荧光染色结果显示，Myc-pdia4 组细胞内绿色

荧光淬灭(图 4H)，表明 pdia4 过表达可促进自噬

流。上述结果说明，pdia4 敲低可导致自噬流受

阻，过表达 pdia4 可促进自噬流通畅。

2.5　PDIA4 调控细胞自噬影响 BVDV

复制

为检测 PDIA4 是否通过自噬调控 BVDV 复

制，经饥饿和 0.5 μmol/L BafA1 处理 pdia4 KD

和 Myc-pdia4 细胞系 12 h 后感染 BVDV，利用

qPCR 和免疫荧光检测细胞内 BVDV 5′ UTR 

mRNA 和 dsRNA 的 积 累 。 结 果 显 示 ， 与

Scramble 组相比，pdia4 KD 组 BVDV 5′ UTR 

mRNA 表达水平在相同处理条件下均显著降低

(P<0.01) (图 5A)，pdia4 KD 组 BVDV dsRNA 荧

光强度也显著低于 Scramble 组(图 5C)。与 Myc-

MCS 组 相 比 ， Myc-pdia4 组 BVDV 5′ UTR 

mRNA 表达水平在相同处理条件下均显著升高

(P<0.05) (图 5B)，Myc-pdia4 组 BVDV dsRNA

荧光强度显著高于 Myc-MCS 组(图 5D)。上述结

果表明，PDIA4 通过促进细胞自噬进而促进

BVDV 的复制。

3　　讨论讨论

BVDV 属于黄病毒科瘟病毒属，呈球形，

直径约 40−60 nm，有包膜，其基因组为单股正

链 RNA。BVDV 可引起牛的多种疾病，如呼吸

道疾病、消化道疾病、繁殖障碍等，给养牛业

带来严重的经济损失[15]。PDIA4 是 BVDV 感染

后差异表达的蛋白，也是最大的 PDI 家族成员

之一，由 645 个氨基酸组成，含有 3 个经典的

CGHC 活性位点，主要参与蛋白质折叠和错误

折叠蛋白的清除，对维持细胞内蛋白质稳态至

关重要[16]。同时，PDIA4 还是一种具有细胞内

外双向功能的氧化还原酶[17]：在细胞内，它作

为内质网定位的蛋白质折叠催化剂，通过氧化

还原活性维持蛋白稳态，是正常细胞功能的基

础保障；在细胞表面，它可作为跨膜信号枢纽，

与细胞外因子相互作用，激活尚未被充分揭示

的细胞内通路，如介导中性粒细胞渗透和甲状

腺球蛋白成熟[18-19]。本研究发现 PDIA4 可显著

促进 BVDV 的复制，这与已有报道中 PDIA4 抑

制人类乳头瘤病毒 16 型(HPV16)[20]和流感病毒

复制的结论不同[21]，但与其促进多瘤病毒侵袭

的作用方向一致[22]。这种差异凸显了 PDIA4 功

能的复杂性，其效应可能高度依赖于特定病毒

与宿主相互作用的背景，提示同一宿主因子在

不同感染模型中可能发挥不同的功能。

自噬是一种基本的细胞代谢过程，可清除

异常或多余的细胞内容物，并通过溶酶体介导

的降解回收代谢底物以维持细胞内稳态[23]。自

噬过程的关键标志蛋白包括 LC3 和 p62，LC3

蛋白可分为胞质型 LC3-Ⅰ和自噬体膜结合型

LC3-Ⅱ，LC3-Ⅱ水平与自噬活性正相关。自噬

接头蛋白 p62 作为连接 LC3-Ⅱ与泛素化底物的

桥梁，其水平与自噬活性负相关，并在自噬溶

酶体中被降解[24]。已有研究表明，自噬既可被

宿主利用来降解病毒蛋白、抑制猪流行性腹泻

病毒复制，又可被病毒利用其 N 蛋白选择性降

解宿主抗病毒蛋白，从而促进自身复制[25]。

PDIA4 对自噬的调控并非通过随机通路实现，

而是靶向自噬核心分子与关键信号节点发挥精

准调控作用：其主要通过调控 LC3 (atg8)的脂化

转化、Beclin-1 自噬起始复合物组装、atg7 泛素

结合系统活性，AKT/mTOR/ULK1 信号轴和

PERK/ATF4 内质网应激通路实现对自噬流的正
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图4　PDIA4对自噬流的调控作用

Figure 4　 Effects of PDIA4 on autophagic flux. A: Western blotting analysis of LC3 and p62 in pdia4 

knockdown cells; B: Quantitative analysis of p62 protein levels; C: Quantitative analysis of LC3-Ⅱ/LC3-I ratio; 

D: Confocal microscopy analysis of autophagic flux in pdia4 knockdown cells; E: Western blotting analysis of 

LC3 and p62 in pdia4-overexpressing cells; F: Quantitative analysis of p62 protein levels; G: Quantitative 

analysis of LC3- Ⅱ/LC3-I ratio; H: Confocal microscopy analysis of autophagic flux in pdia4-overexpressing 

cells. Data are presented as mean±SD from three independent experiments. **: P<0.01.
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图5　PDIA4通过自噬调控BVDV复制

Figure 5　PDIA4 regulates BVDV replication through autophagy. A: qPCR analysis of BVDV mRNA levels in 

pdia4 knockdown cells under autophagy modulation; B: qPCR analysis of BVDV mRNA levels in pdia4-

overexpressing cells; C: Immunofluorescence detection of dsRNA in pdia4 knockdown cells; D: 

Immunofluorescence detection of dsRNA in pdia4-overexpressing cells. Data are presented as mean±SD from 

three independent experiments. **: P<0.01; *: P<0.05.
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向驱动；同时，PDIA4 还可通过靶向线粒体自

噬受体 PHB2、解除其对 LC3 的结合抑制进一

步强化自噬进程。本研究通过 Western blotting

验证了 BVDV 对自噬的影响。结果显示，

BVDV 感染早期(12 h) p62 蛋白水平升高，而在

感染后期 (24 h 和 48 h) p62 降解显著，同时

LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ转化增加，表明 BVDV 感染能

够激活细胞自噬，与已有研究结论一致[26]。

本研究利用 CRISPR/Cas9 技术与慢病毒介

导成功构建了 pdia4 基因敲低细胞系与过表达细

胞系。结果发现，pdia4 KD 可显著上调 LC3-Ⅱ
和 p62 的表达，抑制 MDBK 细胞的自噬水平；

而 Myc-pdia4 在显著上调 LC3-Ⅱ的同时使 p62

显著降解，促进 MDBK 细胞的自噬水平。免疫

荧光染色检测 GFP-mRFP-LC3 荧光变化显示，

pdia4 KD 细胞中红绿荧光同时存在，表明自噬

流受阻；Myc-pdia4 细胞中绿色荧光淬灭，表明

自噬流通畅，进一步验证了 PDIA4 对自噬的正

向调控作用。为探究 PDIA4 影响 BVDV 复制的

途径，在 pdia4 敲低和过表达细胞中分别经饥饿

或 BafA1 处理以促进或抑制自噬后感染 BVDV，

利用 qPCR 检测细胞中 BVDV 5′ UTR mRNA 水

平。结果发现，激活自噬可显著上调 BVDV 5′ 

UTR mRNA 水平，但 pdia4 KD 组的上调幅度显

著低于 Scramble 对照组；抑制自噬则降低

BVDV 5′ UTR mRNA 水平，且 pdia4 KD 组的抑

制效应更强。反之，Myc-pdia4 组在促进或抑制

自噬条件下均可显著增强 BVDV 5′ UTR mRNA

水平的变化，说明 PDIA4 通过自噬途径调控

BVDV 的复制。上述结果表明，BVDV 感染可

上调宿主细胞内 PDIA4 的表达，而 PDIA4 能够

通过促进自噬流进而促进 BVDV 的复制。

尽管本研究明确了 PDIA4 通过自噬正向调

控 BVDV 复制的现象与基本过程，但尚未阐明

PDIA4 调控自噬的具体分子靶点及互作机制，

同时缺乏动物模型的验证，无法完全反映自然

感染过程中 PDIA4 与自噬在 BVDV 致病中的实

际作用。后续研究中可寻找 PDIA4 在自噬通路

中的直接互作蛋白以揭示作用靶点，并在动物

感染模型中验证靶向 PDIA4 或自噬的干预效果，

在体内水平验证 PDIA4 对自噬及病毒复制的调

控效应，评估其治疗潜力，以期为抗 BVDV 研

究提供新靶标。

4　　结论结论

本研究明确了 BVDV 感染可上调宿主细胞

内 PDIA4 的表达，且 PDIA4 能够通过促进自噬

流来促进 BVDV 的复制。通过实验验证了

BVDV 感染能够激活细胞自噬，以及 PDIA4 对

自噬的正向调控作用，并证实 PDIA4 通过自噬

途径影响 BVDV 的复制。该发现从分子层面揭

示了 BVDV 借助宿主 PDIA4 和自噬通路完成复

制的机制，为病毒与宿主相互作用网络提供了

新见解。同时，PDIA4 作为关键调控节点，可

作为抗 BVDV 感染的潜在宿主靶点，为后续靶

向阻断病毒复制通路、研发新型抗病毒药物及

开展抗病育种研究提供重要的理论依据，对畜

牧业疫病防控具有应用价值。
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