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摘  要 : 猪丁型冠状病毒 (Porcine deltacoronavirus，PDCoV) 是一种新型的猪肠道致病性冠状病毒，可引起猪群

剧烈腹泻及呕吐，但致病机制尚不清楚。本研究检测了 PDCoV 感染诱导的细胞凋亡。Caspase 酶活性检测显示，

在 PDCoV 感染的细胞中，caspase 3、caspase 8 和 caspase 9 的活性随病毒感染量的增多而显著提高，类似的现象

未能在紫外灭活病毒感染的细胞中观察到，表明 PDCoV 感染可同时激活内源性与外源性细胞凋亡通路，并暗示

细胞凋亡的诱导依赖于病毒复制。为深入探究 PDCoV 诱导的内源性细胞凋亡，分别检测胞浆和线粒体中细胞色

素 C 与凋亡诱导因子。结果显示，与正常细胞相比，PDCoV 感染细胞从线粒体释放到胞浆的细胞色素 C 显著增

多，且其释放量随着感染时间的延长而增多，而凋亡诱导因子始终定位于线粒体，提示 PDCoV 感染通过促使线

粒体膜间隙的细胞色素 C 进入胞浆而启动 caspase 依赖的线粒体凋亡通路。本研究初步揭示了 PDCoV 诱导细胞

凋亡的机制。 
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Abstract:  Porcine deltacoronavirus (PDCoV) is a newly emerging enteropathogenic swine coronavirus causing acute 

diarrhea and vomiting in pigs. The apoptosis of ST cells induced by PDCoV infection was studied in this research. In ST cells, 

caspase activity assay showed that the activity of caspase 3, caspase 8 and caspase 9 increased significantly with the infection 

of PDCoV, but not observed in UV irradiated PDCoV-infected cells, indicating that PDCoV infection activated both 
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endogenous and exogenous apoptotic pathways in ST cells, and the induction of apoptosis depended on viral replication. To 

further investigate the endogenous apoptosis induced by PDCoV, cytochrome C and apoptosis-inducing factors in cytoplasm 

and mitochondria were detected. Compared with normal cells, the amount of cytochrome C released from mitochondria to 

cytoplasm increased significantly in PDCoV-infected cells, and the release increased with the prolongation of infection, while 

the apoptosis-inducing factor was always localized to mitochondria, suggesting that PDCoV induced apoptosis was initiated 

through caspase-dependent mitochondrial apoptosis pathway by promoting cytochrome C in the mitochondrial membrane gap 

into the cytosol. In conclusion, this study reveals the mechanism of PDCoV inducing apoptosis. 

Keywords:  porcine deltacoronavirus, mitochondrial apoptosis, cytochrome C 

猪丁型冠状病毒 (Porcine deltacoronavirus，

PDCoV) 是近年来发现的新型冠状病毒，属于套

氏病毒目冠状病毒科丁型冠状病毒属，是有囊膜

的单股正链 RNA 病毒，基因组全长约为 25.4 kb[1]。

PDCoV 于 2012 年首次在中国香港被报道[2]，并

于 2014 年初在美国的腹泻猪群中首次被检测到[3]，

现已在美国、加拿大及亚洲多个国家流行 [4-6]。

PDCoV 可感染各年龄段猪群，主要引起仔猪水样

腹泻、呕吐及脱水 [7]。组织病理学研究发现，

PDCoV 可感染猪小肠绒毛上皮细胞，引起细胞空

泡化、绒毛萎缩及细胞坏死脱落 [8]。在体外，

PDCoV 可感染猪肾细胞 (LLC porcine kidney，

LLC-PK) 和猪睾丸细胞 (Swine testicular，ST)，

并使感染细胞产生明显病变 [9]，这些都提示

PDCoV 感染与细胞凋亡密切相关。  

细胞凋亡是在生理或病理条件下，细胞受内

外信号刺激后发生的受基因调控的自杀行为，又

被称为“程序性细胞死亡”。在抵抗微生物感染、

维持机体内环境稳态中也起着至关重要的作用[10-11]。

病毒感染过程与细胞凋亡发生密切相关，一方面

细胞通过凋亡过程可以清除病毒，抵抗病毒感染；

另一方面病毒在与宿主细胞博弈过程中会进化出

一些拮抗或劫持策略，以利于病毒的复制与传播。

目前已发现许多病毒在感染后期可诱导细胞凋

亡，猪流行性腹泻病毒 (Porcine epidemic diarrhea 

virus，PEDV) 被证实其感染晚期可通过激活线粒

体凋亡诱导因子 (Apoptosis-inducing factor，AIF)

诱导不依赖 caspase 的细胞凋亡[12]，从而利于病

毒扩散。近期有研究表明，PDCoV 感染也能激活

线粒体凋亡通路[13]，但对于 PDCoV 诱导凋亡的

具体机制仍需深入探究。本研究通过检测 PDCoV

感染细胞中各项内外源凋亡指标，确定了病毒激

活凋亡的具体途径，为深入探究 PDCoV 调节细

胞凋亡的机制奠定基础。  

1  材料与方法 

1.1  细胞和病毒 

ST 细胞和 PDCoV-CH-HA3-2017 (MK040455)

毒株由本实验室保存。ST 细胞培养于含 10%胎 

牛血清的 DMEM 培养基中，0.05%胰酶消化后按

1︰3 比例传代。PDCoV 病毒扩繁后使用 Optiprep

密度梯度离心法进行纯化。病毒灭活系采用紫外

线 (Ultraviolet，UV) 照射 1 h，用间接免疫荧光

试验  (Immunofluorescence assay， IFA) 来检测

PDCoV 的灭活效果。本实验中病毒感染复数均为

MOI=1。 

1.2  生物材料和主要试剂 

DMEM 培养基和胎牛血清购自 Gibco 公司；

TPCK 胰蛋白酶购自 Invitrogen 公司；Optiprep 密

度梯度介质购自 Sigma-Aldrich 公司；BCA 蛋白

定量试剂盒购自 GenStar 公司；细胞线粒体分离

试剂盒和 RIPA 细胞裂解液购自上海碧云天生物

技术有限公司；线粒体荧光染料 JC-1 购自杭州联

科生物技术有限公司；caspase 8 检测试剂盒购自

Clontech Laboratories 公司；caspase 3、caspase 9

及 AIF 的抗体均购自 Cell Signaling Technology 公



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1052 

司；细胞色素 C、线粒体外膜转位酶 20 (Tomm 20)

的抗体购自 Abcam 公司；兔抗 β-actin 抗体购自

杭州华安生物技术有限公司；HRP 标记羊抗兔

IgG 和 HRP 标记羊抗鼠 IgG 购自 KPL 公司；

PDCoV N 蛋白的鼠多抗和 PDCoV S 蛋白的兔多

抗由本实验室制备并保存。 

1.3  病毒蛋白多抗的制备 

PCR 扩增 PDCoV-CH-HA3-2017 毒株的 N 基

因，构建 pET-28A-N 原核表达质粒，转化 E. coli 

BL21 感受态细胞，挑斑活化重组表达菌，以 1︰100

接种含卡那抗性的液体培养基，待培养至 OD 值

约为 0.4–0.6 时，加入 1 mmol/L IPTG 诱导剂，

16 ℃、80 r/min 振荡培养 14 h，诱导表达 N 蛋白。

收集菌体，经超声破碎后取上清液，使用 Ni-NTA

亲和纯化柱进行融合蛋白的纯化。取蛋白与佐剂

等比例混合充分乳化后免疫小鼠 3 次，最后取小

鼠血清即为 PDCoV N 蛋白鼠多抗，进行 ELISA、

IFA、SDS-WB 方法检测抗体的反应性，并用于后

续试验。 

PDCoV S 蛋白兔多抗制备过程与 PDCoV N

蛋白鼠多抗制备过程类似。截取 PDCoV S1 中段

第 766–1173 位碱基编码的亲水区域命名为 S1ep，

将合成的 S1ep 基因序列插入 pET-28A 载体，构

建 pET-28A-S1ep 重组质粒。将重组质粒转化    

E. coli BL21 感受态细胞后，以 0.5 mmol/L IPTG

为诱导剂，16 ℃、100 r/min 诱导过夜，Ni-NTA

纯化 S1ep 融合蛋白，与佐剂混合乳化后免疫新西

兰大白兔 3 次，最后心脏取血并收集血清得到后

续试验所用的 PDCoV S 蛋白兔多抗。 

1.4  Optiprep 不连续密度梯度离心纯化病毒 

将收集的病毒液于 4 ℃、4 800 r/min 离心

25 min，上清经 0.4 μm 滤器过滤后转移至高速离

心管中，平衡后于 4 ℃、15 700 r/min 离心 2 h，

弃上清。取 0.5 mL DMEM 吹悬病毒沉淀并于 4 ℃

溶解过夜。分别取 900 μL 40%、30%、20%和 10% 

(W/V) 碘克沙醇  (Iodixanol) 梯度介质依次缓慢

注入超速离心管中配制密度梯度，将已溶解的病

毒液缓慢加于密度梯度溶液上层，平衡后于 4 ℃、

20 300 r/min 离心 3 h，分别取病毒可能所在条带并

转移至高速离心管中，平衡后于 4 ℃、15 700 r/min

离心 2 h，所得沉淀即为纯化后的病毒粒子。用适

量 DMEM 溶解沉淀，分装冻存于–80 ℃。取一部

分纯化的病毒样品通过 SDS-PAGE、免疫印迹、

电镜观察以及毒价测定确定病毒纯化成功。  

1.5  蛋白样品制备及免疫印迹 

收集细胞样品，加入细胞裂解液，使用 BCA

试剂盒进行蛋白质定量。取等量的蛋白样品进行

SDS-PAGE，半干转印法将蛋白转移到 NC 膜上，

膜经封闭、一抗和二抗等处理后，使用 ECL 显色

液显色。本研究中使用的一抗分别为：抗细胞

色素 C 鼠单抗 (1︰1 000)、Tomm 20 兔单抗 (1

︰1 000)，AIF 兔单抗 (1︰1 000)、caspase 3 兔单

抗 (1︰4 000)、caspase 9 鼠单抗 (1︰200)、β-actin

兔单抗 (1︰1 000)、PDCoV S 兔多抗 (1︰500) 和

PDCoV N 鼠多抗 (1︰500)，对应的二抗为 HRP 标

记的羊抗鼠二抗 (1︰8 000) 和 HRP 标记的羊抗兔

二抗 (1︰8 000)。 

1.6  Caspase 8 活性检测 

2 000 r/min 离心 5 min 收集细胞样品，加入

50 μL 预冷的细胞裂解缓冲液重悬细胞沉淀，冰

上孵育 10 min 后，4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，

取上清加入 50 μL 2×反应缓冲液/DDT 混合液，冰

上孵育 30 min；随后加入 5 μL 1 mmol/L 的 caspase 8

底物 (IETD-pNA)，37 ℃水浴 1 h；最后，使用酶

标仪测定 405 nm 波长下的吸光值。再根据标准曲

线计算 pNA 量。  

1.7  胞浆和线粒体组分分离 

1 500 r/min 室温离心 5 min 收集细胞，用预

冷 PBS 重悬细胞。4 ℃、2 500 r/min 离心 5 min，

向沉淀中加入 1 mL 线粒体分离试剂，重悬细胞
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后于冰浴放置 15 min。随后，将细胞悬液匀浆后

于 4 ℃、2 500 r/min 离心 10 min。上清于 4 ℃、

10 800 r/min 离心 10 min。此时，收集所得沉淀加

入 150 μL 线粒体裂解液得到样品即为线粒体组

分，而上清液再经 11 300 r/min 离心 10 min 所得

上清即为胞浆组分。 

1.8  线粒体膜电位检测 

待 96 孔板细胞密度达到 70%时接种 PDCoV，

分别在接毒后 16 h、24 h 和 32 h 检测。将 JC-1

试剂与 DMEM 按 1︰10 稀释混匀，避光放置培养

箱中温浴至 37 ℃后，向样品孔中分别加入 10 μL 

JC-1 混合液，混匀后避光置于 37 ℃培养箱中孵

育 20 min。样品经 DMEM 培养基洗涤两次后置

于 OLYMPUS DP72 倒置荧光显微镜下观察。 

2  结果与分析 

2.1  PDCoV 激活凋亡依赖于病毒复制 

本研究使用 Optiprep 不连续密度梯度离心对

扩繁所得 PDCoV 病毒进行纯化。纯化后的病毒

粒子存在于 Optiprep 介质的 20%与 30%梯度之

间，透射电镜观察可见直径 100 nm 左右、形态规

则、外有囊膜、表层有日冕状纤突的病毒粒子 (图

1A)。经紫外线灭活的纯化 PDCoV (UV-PDCoV)

与未灭活 PDCoV 分别感染 ST 细胞，检测凋亡指

示蛋白 caspase 3 的剪切体水平，十字孢碱

(Staurosporine，STS) 处理作为凋亡阳性对照。结

果如图 1B 和 1C 所示，UV-PDCoV 感染的细胞几

乎 检 测 不 到 病 毒 S 蛋 白 和 caspase 剪 切 体

(Cleaved-caspase，Cl-caspase)，而活病毒感染后

可检测到大量的 S 蛋白和 Cl-caspase 3，说明只有

活 PDCoV 可以使 caspase 3 发生剪切，表明 ST

细胞凋亡的激活依赖于 PDCoV 的复制。 

2.2  PDCoV 感染激活细胞内源性与外源性凋

亡通路 

为了进一步验证 PDCoV 激活细胞凋亡的途

径，我们收集了感染 PDCoV 不同时间点的细胞

样品，并检测凋亡相关 Cl-caspase 及 caspase 酶活

性。与未感染组比较，感染细胞内 Cl-caspase 3

和 Cl-caspase 9 条带均显著增多，并与感染病毒量

呈正相关 (图 2A、2B 和 2C)。病毒感染后 24 h，

Cl-caspase 9水平最高 (图 2A和 2C)；感染后 32 h，

Cl-caspase 3 水平最高 (图 2A 和 2B)。Caspase 8

活性检测结果显示，病毒感染后 24 h，caspase 8

酶活性显著增强；感染后 32 h，酶活性逐渐回落

至正常水平 (图 2D)，表明 PDCoV 激活了感染细

胞中内外源性凋亡信号通路。 

 

 
 

图 1  PDCoV 活化感染细胞的 caspase 3 

Fig. 1  PDCoV activates caspase 3 in infected cells. (A) Transmission electron microscopy images of purified PDCoV. 
(B) Caspase activity of caspase 3 in UV-inactivated and non-inactivated PDCoV-infected cells was detected by Western 
blotting. (C) Grayscale analysis and statistical analysis of (B) data by Graphpad software. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001; hpi: hours post-infection.  
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图 2  PDCoV 激活感染细胞内 caspase 9 

Fig. 2  PDCoV activates caspase 9 in infected cells. (A) Caspase activity of caspase 3 and caspase 9 in PDCoV-infected 
cells were detected by Western blotting. (B, C) Grayscale analysis and statistical analysis of (A) data by Graphpad 
software. (D) Caspase 8 activity was detected by colorimetric assay kits in ST cells infected with PDCoV. *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001; hpi: hours post-infection. 

 

2.3  PDCoV 感染诱导细胞色素 C 释放胞浆 

依据上述实验结果，我们使用细胞线粒体

分离试剂盒分离 PDCoV 感染与未感染细胞的

胞浆和线粒体组分，免疫印迹分析细胞色素 C

和 AIF 变化。结果如图 3 所示，PDCoV 感染细

胞后，感染时间越长，细胞浆中细胞色素 C 的

水平越高；而 AIF 则变化不显著，依然定位在

线粒体内，表明 PDCoV 感染后可引起线粒体

膜通透性增强，导致线粒体膜间隙内可溶性蛋

白细胞色素 C 释放胞浆，从而激活下游 caspase

依赖的线粒体凋亡通路。此外，我们还观察  

到，线粒体和胞浆组分中均能检测到 PDCoV

的 N 蛋白，而 S 蛋白则仅存在于线粒体组分中  

(图 3A)。  

2.4  PDCoV 感染不改变线粒体膜电位 

线粒体膜通透性增强是内源性凋亡起始的关

键[14]。目前研究表明，线粒体外膜通透性增强和

线粒体内膜通透性增强均能激活线粒体凋亡通

路，引起细胞凋亡[15-17]。通过 JC-1 染料检测线粒

体膜电位，在线粒体膜电位较高时，JC-1 聚集在

线粒体基质中形成聚合物，浓度较高，产生红色

荧光；在线粒体膜电位较低，即线粒体内外膜通

透性增强时，JC-1 染料逸出线粒体进入胞浆中，

浓度较低，成单体形式存在，产生绿色荧光。结

果如图 4 所示，PDCoV 感染细胞与未感染细胞的

红色荧光强度并无明显差异；病毒感染时间对绿

色荧光强度也无影响，表明 PDCoV 感染后线粒

体膜电位没有发生改变。 
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图 3  PDCoV 对感染细胞中细胞色素 C 及 AIF 分布的影响 

Fig. 3  Effects of PDCoV on the distribution of cytochrome C and AIF in infected cells. (A) The release of cytochrome 
C and AIF were detected in the cytoplasm and mitochondria of cells infected with PDCoV. (B) Grayscale analysis and 
statistical analysis of (A) data by Graphpad software. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; hpi: hours post-infection. 

 

 
 

图 4  PDCoV 感染细胞的线粒体膜电位变化 

Fig. 4  Changes of mitochondrial membrane potential in PDCoV-infected cells. There was no significant change in 
mitochondrial membrane potential at different time points after infection, and the membrane potential was always 
maintained. hpi: hours post-infection. 
 

3  讨论 

病毒感染细胞的过程是病毒与宿主之间的一

场博弈过程。宿主细胞在该过程中可产生凋亡或 

自噬等一系列免疫调节机制以保护细胞免受侵 

害，而病毒则会劫持利用细胞凋亡或自噬机制或

进化出免疫逃避的策略以利于病毒自身复制[18]。

冠状病毒是一类对人和动物有严重危害的病原，近

些年重症急性呼吸综合征 (Severe acute respiratory  



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1056 

syndrome，SARS) 和中东呼吸综合征的暴发引起

了人们对于冠状病毒的广泛关注 [19-21]。同样，

PEDV和 PDCoV等冠状病毒给畜禽养殖业也造成

了严重的经济损失。近年来，已有研究发现冠状

病毒的致病机制与细胞凋亡密切相关。SARS 通

过诱导凋亡引起扩散性肺组织细胞损伤，从而使

肺部组织中出现大量泡沫状巨噬细胞和多核合胞

体[22-24]；猪传染性胃肠炎病毒感染引起细胞氧化

应激反应，可通过内质网功能性损伤诱导 caspase

依赖的细胞凋亡[25]；PEDV 通过诱导 AIF 移位到

胞核引起细胞凋亡[12]，亦有研究报道，PEDV 木

瓜蛋白酶可通过激活 caspase 3 诱导细胞凋亡[26]。

本研究发现，PDCoV 病毒感染不仅激活外源性凋

亡 (图 2D)，还激活内源性凋亡通路 (图 2AC)，

并通过增强线粒体外膜通透性 (图 4)，促进线粒

体膜间隙中的可溶性蛋白细胞色素 C 释放入胞浆

(图 3)，在胞浆中激活起始 caspase 9 (图 2A，2C)，

随后激活效应 caspase 3 (图 2A、2B)，最终引发

凋亡。  

病毒感染细胞的整个过程都可能诱导凋亡发

生。病毒黏附、入胞及其遗传物质释放过程都可

调节细胞凋亡。然而，这些也仅仅是其诱导凋亡

的一小部分，大部分凋亡的调节依赖于病毒复制

后翻译出的病毒蛋白。例如，猪圆环病毒 2 型

ORF4 蛋白通过结合线粒体 ANT3 蛋白促进线粒

体膜通透性增强诱导线粒体凋亡[27]；人类免疫缺

陷病毒 1 型的胞膜糖蛋白复合物 (gp140 和 gp41)

通过 P53 依赖反式作用于 puma 和 bax，从而激活

线粒体凋亡[28-29]；丙型肝炎病毒的 NS3 蛋白，可

结合 caspase 8 并增强 caspase 8 活性从而诱导细

胞凋亡 [30-31]。之前有研究显示，PDCoV 激活

caspase 依赖的内源性凋亡由 bax 的线粒体募集引

起[13]。bax 是 Bcl-2 家族蛋白中最重要的凋亡效应

蛋白，在凋亡信号刺激下，bax 蛋白聚集在线粒

体形成多聚体穿孔复合物，在线粒体外膜打开孔

道，释放膜间隙可溶性蛋白，从而诱发凋亡[32]。

PDCoV 诱导凋亡机制已有初步研究报道[8, 13]，本

研究通过 caspase 试剂盒检测 caspase 8 活性，发

现 PDCoV 可以通过外源性凋亡通路诱导 ST 细胞

凋亡，这与报道通过使用 caspase 8 抑制剂获得的

结论有所不同。caspase 信号通路中存在复杂的反

馈调节机制，外源性凋亡通路中的重要凋亡相关

蛋白 caspase 8 涉及细胞增殖分化等多种生物学功

能。我们目前先探索了内源性凋亡通路，选择检

测细胞色素 C 和 AIF 的胞浆线粒体分布以及通过

JC-1 染料检测线粒体膜电位等方法从不同层面探

讨 PDCoV 诱导 ST 细胞凋亡的机制，具体外源性

凋亡通路有待进一步探讨。线粒体膜电位与线粒

体内膜通透性相关，线粒体膜通透性增强是内源

性凋亡起始的关键。本研究使用 JC-1 染料检测线

粒体膜电位，详细分析了线粒体膜通透性在凋亡

过程中的具体变化，证实 PDCoV 感染通过引起

线粒体外膜通透性增强，使细胞色素 C 释放进入

胞浆引起凋亡。有研究表明，冠状病毒在入侵宿

主细胞时，通过 S 蛋白介导以膜融合方式将病毒

基因释放入胞[33]。宿主细胞的内质网合成新的 S

蛋白，通过与其他病毒蛋白组装成为完整病毒粒

子释放出胞，完成病毒复制过程。关于 S 蛋白的

亚细胞定位与具体功能，目前研究还不是很透彻。

在本研究中，我们首次证实 PDCoV S 蛋白定位于

线粒体 (图 3A)，这与我们对 S 蛋白的已有认知

有所不同[33-34]，推测 PDCoV 激活 ST 细胞线粒体

凋亡与 S 蛋白合成相关，这可能是 PDCoV 凋亡

诱导研究的一个重要线索，有待进一步证实。 
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