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研究报告 

PIAS1 对 PRRSV N 蛋白 SUMO 化修饰及病毒复制的影响 
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(中国农业大学动物医学院 农业部动物流行病学重点实验室  北京  100193) 

 
 

摘  要：【目的】猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRSV)是一种危害全球养猪业的重要病原。SUMO 

(Small ubiquitin-like modifier)化修饰作为一种可逆的翻译后修饰在调节病毒复制方面发挥着重要

功能。PIAS1 (Protein inhibitor of activated STAT1)是 SUMO E3 连接酶 PIAS 家族的一员，可以促

进靶蛋白的 SUMO 化修饰，进而影响靶蛋白的功能，参与基因转录调控过程。探究 PIAS1 与

PRRSV N 蛋白相互作用的机制及其对 N 蛋白 SUMO 化修饰和病毒复制的影响，为进一步阐明

PRRSV 复制调控和致病的分子机制提供科学依据。【方法】利用酵母回复杂交、免疫共沉淀和激

光共聚焦技术验证 N 蛋白与 PIAS1 的相互作用；以递增剂量外源性转染 PIAS1 观察其是否介导 N

蛋白 SUMO 化修饰；采用 RNA 干扰和慢病毒转导技术测定 PIAS1 对 PRRSV 复制的影响。【结果】

PIAS1 能与 N 蛋白相互作用，而且两者主要共定位于胞浆中；外源转染 PIAS1 并未增加 N 蛋白

SUMO 化修饰水平；在 MARC-145 细胞中，PIAS1 的表达有利于 PRRSV 的复制。【结论】PIAS1

可促进 PRRSV 的复制。 

关键词：PRRSV，N 蛋白，PIAS1，相互作用，SUMO 化修饰，复制 

Effects of PIAS1 on sumoylation of PRRSV N protein and  
viral replication 

WANG Cong  ZENG Nan-Fang  LIU Si-Yu  MIAO Qi  ZHOU Lei  GE Xin-Na   
YANG Han-Chun  GUO Xin* 

(College of Veterinary Medicine, China Agricultural University, Key Laboratory of Animal Epidemiology of Ministry of 
Agriculture, Beijing 100193, China) 

Abstract: [Objective] Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is one of the 
most economically important pathogens that severely affect pork industry worldwide. As a reversible 
post-translational modification, sumoylation plays an important role in regulating viral replication. 
Protein inhibitor of activated STAT1 (PIAS1), as a member of SUMO E3 ligase PIAS family, can 
promote sumoylation of target protein, which affects the function of target protein and further 
participates in the transcriptional regulation process. This study was designed to study the 
mechanism of interaction between PIAS1 and PRRSV N protein, as well as its effect on N protein 
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sumoylation and viral replication, to provide a scientific basis for further understanding the 
replication regulation and pathogenesis of PRRSV. [Methods] The interaction between PRRSV N 
protein and PIAS1 was first verified by yeast two-hybrid, Co-IP and confocal immunofluorescence 
assay. And then increased dose of PIAS1 were exogenously transfected to observe whether PIAS1 
could mediate sumoylation of N protein. The effect of PIAS1 on PRRSV replication was investigated 
by testing the virus titer in cells with increased/reduced PIASI by using lentiviral transduction or 
RNA interference technology. [Results] PIAS1 could interact with the PRRSV N protein, and both of 
them predominantly located in the cytoplasm. Exogenous transfection of PIAS1 did not increase the 
sumoylation level of N protein. However, the overexpression of PIAS1 could promote PRRSV 
replication in MARC-145 cells. [Conclusion] PIAS1 has the function of promoting PRRSV 
replication. 

Keywords: Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), Nucleocapsid protein, 
Protein inhibitor of activated STAT1 (PIAS1), Interaction, Sumoylation, Replication 

猪繁殖与呼吸综合征(Porcine reproductive and 

respiratory syndrome，PRRS)是由猪繁殖与呼吸综

合 征 病 毒 (Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus，PRRSV)引起的一种以母猪繁殖障碍

和仔猪呼吸道疾病为特征的重要猪病[1-2]。2006 年，

以高热、高发病率和高死亡率及妊娠母猪严重的

繁 殖 障 碍 为 特 征 的 高 致 病 性 PRRS (Highly 

pathogenic PRRS，HP-PRRS)在我国流行，给养猪

业造成巨大经济损失 [3]。PRRSV 属套式病毒目

(Nidovirales)动 脉 炎 病 毒 科 (Arteriviridae)动 脉 炎

病毒属(Arterivirus)[4]，分为以 LV (Lelystad virus)为

代表的基因Ⅰ型(Type 1)和以 VR-2332 为代表的基

因Ⅱ型(Type 2)[5-6]。PRRSV 基因组为单股正链

RNA，全长约15 kb，至少包括12个开放阅读框[7-9]。

ORF1a 和 ORF1b 编码病毒复制酶多聚蛋白 pp1a 和

pp1ab，其余 ORFs 编码病毒的结构蛋白[10-12]。N 蛋

白是 PRRSV 感染宿主后表达量最高的结构蛋白，

免疫原性强并且对 PRRSV 的生命周期具有重要影

响，还可通过自身的共价与非共价相互作用为病

毒衣壳的组装提供基础[13]。 

SUMO (Small ubiquitin-like modifier)化修饰作

为蛋白类泛素化修饰的一种方式，于 20 世纪 90 年

代被发现，在真核细胞的生命进程中发挥着多种

重要作用，如 RNA 加工、染色质重塑、细胞分

裂、核质转移、转录调控等[14]。SUMO 化修饰是

由 E1 激活酶、E2 结合酶和 E3 连接酶共同参与完

成的一种动态可逆的修饰过程[15-16]。PIAS1 属于

SP-RING 结构域 SUMO E3 连接酶家族，该家族主

要 包 括 人 的 PIAS (Protein inhibitor of activated 

STAT，有 PIAS1、PIAS3、PIASxα/β 和 PIASy)蛋白[17]

及它们的酵母同系物。PIAS1 是以 STAT1 为诱饵利

用酵母双杂交方法筛库发现的[18]。PIAS1 在转录调

控、细胞周期、细胞凋亡及肿瘤发生中发挥着重

要的生物学功能。有研究表明，PIAS1 可以与 A 型

流感病毒 PB2 蛋白相互作用抑制病毒的复制[19]；

PIAS1 还可以与人巨细胞病毒 IE2 蛋白相互作用增

强 IE2 的 SUMO化修饰水平[20]。研究人员利用酵母

双杂交系统筛选出EB病毒(Epstein-barr virus，EBV)

的即刻早期蛋白 Rta，发现其可与 PIAS1 相互作

用，且 PIAS1 可以增强 SUMO1 与 Rta 的结合[21]。 

目前关于 PRRSV 的各结构蛋白及非结构蛋白

能否被 SUMO 化修饰的研究还鲜有报道，本实验

室前期研究表明 PRRSV N 蛋白可与 Ubc9 发生相

互作用，并且已证实 N 蛋白在体外转染和 PRRSV

感染的情况下皆可发生 SUMO 化修饰(另文发

表)。2012 年，Wang 等在利用酵母双杂交试验筛选

与 PRRSV N 蛋白相互作用的宿主蛋白时发现

PIAS1 是候选宿主蛋白之一 [22]，但对其在调控

PRRSV 复制及 N 蛋白 SUMO 化修饰中的作用并

未涉及。研究 PIAS1 与 PRRSV N 蛋白的相互作

用可为解析 PRRSV 复制调控和致病分子机制提

供科学依据。 
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1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

MARC-145、HEK 293T 和 HEK 293FT 细胞由

农业部动物流行病学重点实验室(以下简称为本实

验室)保存；原代猪肺泡巨噬细胞(PAMs)由本实验

室灌洗、冻存于液氮；重组质粒 pGBKT7-N 由本

实验室构建、保存；PIAS1 siRNA 由上海吉玛制

药技术有限公司合成；PRRSV N 蛋白单克隆抗

体由南京农业大学姜平教授赠送；HA 鼠源单克

隆抗体(H3663)和 Myc 兔源多克隆抗体(C3956)，

Sigma-Aldrich 公司；HA 兔源单克隆抗体(3724S)，

CST 公司；SUMO2/3 兔源多克隆抗体(ab81371)，

Abcam 公司； HRP 标记的山羊抗鼠 IgG (ZB-2305)

和山羊抗兔 IgG (ZB-2301)，北京中杉金桥生物技

术有限公司；KOD FX Neo DNA 聚合酶，东洋纺

公司；M-MLV 反转录酶和 FuGENE® HD 转染试

剂，Promega 公司；Trizol™ Reagent、DNA 转染试

剂 (Lipofectamine® LTX and PLUS™ Reagents)和

siRNA 转 染 试 剂 (Lipofectamine™ RNAiMax) ，

Invitrogen 公司。2720 Thermal Cycler PCR 仪，美

国 Applied Biosystems 公司；Nikon Eclipse Ti-U 型

倒置荧光显微镜，日本 Nikon 公司。 

1.2  引物设计 

根据人 PIAS1 基因序列(GenBank 登录号为

NM_016166)分别设计重组质粒 pCMV-Myc-PIAS1、

pGADT7-PIAS1 和 pWPXL-PIAS1 特异性引物，由

北京三博远志生物技术有限责任公司合成，引物

序列见表 1。 

1.3  总 RNA 提取和 RT-PCR 

总 RNA 的提取：按照 Trizol™ Reagent 试剂盒

说明书操作。 

反转录：参照 M-MLV 反转录步骤。建立 25 μL

反转录体系，42 °C 反转录 1−2 h 后产物−20 °C 保

存备用。 

PCR 反应体系：2×KOD buffer 25 μL，     

dNTPs (2 mmol/L) 10 μL，上下游引物(10 pmol/μL)

各 1.5 μL，KOD FX (1.0 U/μL) 1.0 μL，cDNA  

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物名称 

Primer name 

序列 

Sequence (5′→3′) 
pCMV-Myc-PIAS1 F CGGAATTCATGGCGGACAGTGCGG

AACTAAAGCAAATG 
pCMV-Myc-PIAS1 R GGGGTACCGTCCAATGAAATAATG

TCTGGTATGATGCCA 
pGADT7-PIAS1 F CGGAATTCATGGCGGACAGTGCGG

AACTAAAGCAAATG 
pGADT7-PIAS1 R CCCTCGAGAGATGGCGGACAGTG

CGGAACTAAAGCAAATG 
pWPXL-PIAS1 F GGGTTTAAACATGGCGGACAGTGC

GGAACTAAAGCAAATG 
pWPXL-PIAS1 R CGACGCGTTTAGATGGCGGACAGT

GCGGAACTAAAGCAAATG 

注：斜体代表保护性碱基；下划线代表限制性酶切位点. 
Note: Italics represent protective bases; Underlines represent 
restriction sites. 
 

2 μL，无菌去离子水补至 50 μL。PCR 反应条

件：94 °C 2 min；98 °C 10 s，55 °C 30 s，68 °C 

1 min，35 个循环；68 °C 7 min。 

1.4  酵母回复杂交 

将重组表达质粒 pGBKT7-N和 pGADT7-PIAS1

各 100 ng 共转化到制备好的酵母菌株 Y2HGold 感

受态细胞中，同时设立阳性对照组：pGBKT7-53+ 

pGADT7-T；阴性对照组：pGBKT7-N+pGADT7 和

pGBKT7+pGADT7-PIAS1。酵母感受态制备及具

体实验操作参见 Clontech 说明书。 

1.5  体外转染、激光共聚焦和免疫共沉淀 

根据不同试验要求，采用 Lipofectamine® LTX 

and PLUS™ Reagents 转染试剂转染，具体操作按说

明书进行，根据实验要求在转染后不同时间对细

胞进行处理。 

在长有 HEK 293T 细胞的 24 孔细胞培养板中共

转 pCMV-HA-N 和 pCMV-Myc-PIAS1，同时，用

PRRSV (MOI=0.01)感染 MARC-145 细胞和原代

PAMs 细胞。在转染或感染 36 h 后，用预冷的无水

乙醇固定 20 min，分别孵育相应一抗 2 h，PBS 洗

涤 3 次后，分别用 FITC 标记的羊抗鼠 IgG 和 TRITC

标记的羊抗兔 IgG 于 37 °C 孵育 1 h，DAPI 染核，

激光共聚焦显微镜下观察。 
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1.6  siRNA 干扰 PIAS1 对病毒增殖的影响 

siRNA 设计与合成：针对 PIAS1 基因的 3 个靶

点设计 siRNA。siRNA 由上海吉玛公司设计和合

成，序列见表 2。 

siRNA 转染：将 MARC-145 细胞接种于 6 孔细

胞培养板中，在 37 °C、5% CO2 培养箱中培养，待

单 层细 胞长至 70%−80%， 按照 Lipofectamine™ 

RNAiMax 说明书转染 siRNA。用 Western blotting

方法检测 PIAS1 基因的沉默效果，确定最佳的干扰

浓度。随后，将 MARC-145 细胞接种于 24 孔细胞

培养板中，选择干扰效果最佳的 siRNA 进行干

扰，48 h 后弃掉上清，无菌 PBS 洗涤 3 遍，细胞感

染 PRRSV (MOI=0.01)，并于感染后 12、24、36、

48、60、72 h 收集上清及细胞样品，置于−80 °C 反

复冻融 3 次，10 000 r/min 离心 10 min，收集上

清，进行 TCID50 测定。 

1.7  慢病毒包装及转导 MARC-145 细胞 

1.7.1  慢病毒包装质粒转染：将 FuGENE® HD 转染

试剂和 Opti-MEM 加入到 2 mL 无菌 EP 管中，轻吹

混匀，室温静置 15 min。将 3 种质粒(pWPXL-PIAS1 

1.18 μg，psPAX2 2.35 μg，pMD2.G 0.47 μg)依次加

入到上述混合液中，轻吹混匀，室温静置 30 min。

静置期间，对 HEK 293FT 细胞更换 10% DMEM 新

鲜培养液，6 mL/皿。静置后，将配好的混合液均

匀加入至每个细胞皿中，混匀，37 °C、5% CO2 培

养箱培养，逐日观察荧光和细胞病变。转染后根

据 GFP 荧光和 CPE 对细胞上清进行收集，并采用

超滤的方式对慢病毒液进行浓缩。 

 

表 2  PIAS1 的 siRNA 序列 
Table 2  The sequences of siRNA used for targeting PIAS1

siRNA 序列 Sequence (5′→3′) 

siRNA-683 CAGCAAAUCAGUAGUUCCAUGGAUATT

UAUCCAUGGAACUACUGAUUUGCUGTT

siRNA-1057 GAAUCCGGAUCAUUCUAGAGCUUUATT

UAAAGCUCUAGAAUGAUCCGGAUUCTT

siRNA-1685 GCUGUAGACACAAGCUACAUUAAUATT

UAUUAAUGUAGCUUGUGUCUACAGCTT

1.7.2  慢病毒转导 MARC-145 细胞：取生长状态

良好的 MARC-145 细胞接种于 24 孔板，待细胞长

至单层时进行慢病毒转导。转导前更换新鲜的 5% 

DMEM 培养基，加入合适比例的慢病毒，转导时

需加入终浓度为 8 μg/mL Polybrene 助转剂，混

匀，转导后 24 h 更换新鲜的 10% DMEM 培养基。

置于 37 °C 温箱中培养，转导 36 h 后，在荧光显

微镜下观察蛋白表达效率。 

1.8  病毒 TCID50测定 

病毒 TCID50 测定按照实验室制定的操作程序

进行[23]。根据 Reed-Müench 法计算病毒 TCID50 值。 

1.9  数据统计与分析 

试验数据用平均值±标准差( x s )表示，用

GraphPad Prism (version 5.0，GraphPad Software，

San Diego，CA，USA)软件中的 Two-way ANOVA

进行差异显著性分析。P>0.05 (ns)表示差异不显著；

P<0.05 (*)表示差异显著；P<0.01 (**)和 P<0.001 

(***)，表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  PIAS1 的扩增及重组质粒的构建 

以 PAMs cDNA 为模板，扩增得到 PIAS1 PCR

产物，长度为 1 956 bp，与预期一致(图 1)。PCR产

物与 pGADT7、pCMV-Myc 和 pWPXL 载体经双酶

切，连接、转化大肠杆菌 Trans10 感受态细胞，经 

 

 
 

图 1  PIAS1 基因的扩增及其重组质粒的 PCR 鉴定 
Figure 1  Amplification of PIAS1 gene and PCR 
identification of recombinant plasmids 
注：M：分子量标准 DL2000；1：PIAS1；2：pCMV-Myc-PIAS1；

3：pGADT7-PIAS1；4：pWPXL-PIAS1. 
Note: M: Marker DL2000; 1: PIAS1; 2: pCMV-Myc-PIAS1; 3: 
pGADT7-PIAS1; 4: pWPXL-PIAS1. 
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PCR 鉴定和测序验证，最终获得 pGADT7-PIAS1、

pCMV-Myc-PIAS1 和 pWPXL-PIAS1 重组质粒。 

2.2  PIAS1 与 N 蛋白相互作用的验证 

将 pGBKT7-N 和 pGADT7-PIAS1 共转化至

Y2HGold 酵 母 菌 株 ， 酵 母 回 复 杂 交 实 验 结 果

显示，PIAS1 与 N 蛋白在酵母细胞中可相互作

用(图 2A)。进一步将真核表达质粒 pCMV-HA-N

和 pCMV-Myc-PIAS1 共转染 HEK 293T 细胞，并设

置与空载体共转对照，利用 Pierce® HA Tag IP/Co-IP 

Kit 进行 Co-IP 实验，分别用 HA 和 Myc 抗体进行

Western blotting 检测。结果显示，N 蛋白和 PIAS1

之间存在外源性相互作用(图 2B)。通常情况下 
 

 
图 2  PIAS1 与 PRRSV N 蛋白相互作用的验证 

Figure 2  Confirmation of the interaction of PIAS1 with PRRSV N protein 
注：A：酵母回复杂交验证 PIAS1 与 N 蛋白相互作用；B：免疫共沉淀验证 PIAS1 与 N 蛋白相互作用；C：激光共聚焦验证 PIAS1

与 N 蛋白在细胞中共定位. 
Note: A: Interaction of PIAS1 with N protein by a yeast two-hybrid assay; B: Interaction of PIAS1 with N protein by Co-IP; C: 
Co-localization of PIAS1 with N protein in cells. 

 



王聪等: PIAS1 对 PRRSV N 蛋白 SUMO 化修饰及病毒复制的影响 2883 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

PIAS1 在胞浆和胞核中均有分布。将 pCMV-HA-N

和 pCMV-Myc-PIAS1 共转染 HEK 293T 细胞，分别

用 HA 单抗和 Myc 多抗进行孵育；同时用 PRRSV

感染 MARC-145 细胞和原代 PAMs，分别用 N 单抗

和 PIAS1 多抗进行孵育。激光共聚焦结果显示，

PIAS1 和 N 在外源转染 HEK 293T 细胞中以及在

PRRSV 感染原代 PAMs 和 MARC-145 细胞的情况

下均可定位于胞浆中(图 2C)。 

2.3  PIAS1 对 N 蛋白 SUMO 化修饰的影响  

为验证 PIAS1 是否介导 N 蛋白的 SUMO 化修

饰，将 pCMV-HA-N 和 pCMV-Myc-PIAS1 共转

HEK 293T 细胞，其中 PIAS1 设置转染浓度梯度(依

次为 2.0、1.0、0.5、0 μg)，并设置与空载体共转

对照，转染 30 h 后收取蛋白，用 N 蛋白单克隆抗

体进行 IP 试验，分别利用 HA 和 N 单克隆抗体及

Myc 多克隆抗体进行 Western blotting 检测。结果表

明，外源转染 PIAS1 不影响 N 蛋白的 SUMO 化修

饰水平(图 3)。同时，利用 siRNA 干扰 HEK 293T

细胞中的 PIAS1 基因，然后转染 pCMV-HA-N，同

时设置对照组，结果表明，干扰 PIAS1 后并不影响

N 蛋白的 SUMO 化修饰(图 3B)。 

2.4  干扰 PIAS1 对 PRRSV 增殖的影响 

利用 RNA 干扰技术分析了干扰 MARC-145 细

胞中 PIAS1 基因后对 PRRSV 增殖的影响。结果表

明，si-PIAS1-1685 能很好地干扰 PIAS1 基因(图

4A)，选取 si-PIAS1-1685 进行下一步试验。用该 

 
 

 

 
图 3  外源转染 PIAS1 对 N 蛋白 SUMO 化修饰的影响 

Figure 3  Effect of sumoylation of N protein by exogenous transfection PIAS1 
Note: A: 1: Myc-PIAS1 (2.0 μg)+HA-N (2.0 μg); 2: Myc-PIAS1 (1.0 μg)+HA-N (2.0 μg)+Myc (1.0 μg); 3: Myc-PIAS1 (0.5 μg)+HA-N 
(2.0 μg)+Myc (1.5 μg); 4: HA-N (2.0 μg)+Myc (2.0 μg); 5: Myc-PIAS1 (2.0 μg)+HA (2.0 μg). B: No effect on sumoylation of N protein by 
silencing PIAS1. 
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图 4  干扰 PIAS1 基因的表达抑制病毒的复制 
Figure 4  Inhibition of PRRSV replication by silencing PIAS1 gene in MARC-145 cells 

注：A：3 种 siRNA 转染对 PIAS1 表达的影响；B：siPIAS1 转染对 PRRSV 增殖的影响. 
Notes: A: Silencing efficiency of PIAS1 gene of three siRNAs; B: The effect of siPIAS1 on PRRSV growth. 

 
siRNA 干扰 MARC-145 细胞中 PIAS1 基因后，接

种 PRRSV (MOI=0.01)绘制病毒的生长曲线。结果

表明，与对照相比，干扰 PIAS1 基因的表达可抑制

PRRSV 复制(图 4B)。 

2.5  过表达 PIAS1 对 PRRSV 增殖的影响 

为了分析 PIAS1 过表达对 PRRSV 增殖的影

响，用表达 PIAS1-GFP 的慢病毒转导 MARC-145

细 胞 ， 利 用 免 疫 荧 光 和 Western blotting 检 测

MARC-145 细胞中 PIAS1 的表达。结果显示，

GFP-PIAS1 可在转导的 MARC-145 细胞中表达(图

5A 和图 5B)。转导 MARC-145 细胞 24 h 后，以

MOI=0.01 的剂量感染 PRRSV 进行病毒生长曲线的

绘制，分析在 MARC-145 细胞中过表达 PIAS1 对

PRRSV 增殖的影响。结果表明，与对照相比，过

表达 PIAS1 可促进 PRRSV 的复制(图 5C)。 

3  讨论 

病毒蛋白与宿主细胞蛋白相互作用及蛋白定

位的改变，在调节病毒生命周期甚至病毒复制方

面起到重要的作用[24]。本实验室前期的研究表明

N 蛋白在体外转染和 PRRSV 感染的情况下皆可发

生 SUMO 化修饰，由此推测属于 SP-RING 结构域

SUMO E3 连接酶家族的 PIAS1 与 N 蛋白可能存在

潜在的相互作用。如同其他 RNA 病毒一样，

PRRSV 的复制发生在胞浆中，但在 PRRSV 的感染

过程中 N蛋白在胞浆和细胞核中皆有分布[25]，N蛋

白在 10−13 aa 和 41−47 aa 处存在 2 个核定位信号，

分别称为 NLS1 和 NLS2[26]。N 蛋白的核定位可能

参与多种宿主细胞过程的调节，包括调节细胞周

期、细胞凋亡和诱导抗病毒反应。值得注意的是，

与野生型病毒相比，具有 NLS-2 突变的 PRRSV 可

以诱导较低滴度的病毒血症和较高滴度的中和抗

体产生 [27-29]。此外，N 蛋白含有核仁定位序列

(NoLS)和核输出信号(NES)，所有这些结构域决定

了 PRRSV N 蛋白的核-质穿梭特性[26,30]。基于以上

研究及科学推测，本研究利用酵母回复杂交、免疫

共沉淀和激光共聚焦等技术证实了 PIAS1 与 N 蛋白 
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图 5  过表达 PIAS1 促进病毒的复制 
Figure 5  Enhancement of PRRSV replication by PIAS1 
over-expression in MARC-145 cells 
注：A：表达 GFP-PIAS1 的慢病毒在转导 MARC-145 细胞中的

鉴定；B：Western blotting 检测 GFP-PIAS1 的表达；C：过表

达 PIAS1 对 PRRSV 在 MARC-145 细胞中滴度的影响. 

注: A: The identification of GFP-PIAS1 expression in MARC-145 
cells transducted with GFP-PIAS1-expressing lentiviruses; B: 
Detection of GFP-PIAS1 expression in MARC-145 cells by 
Western blotting; C: PRRSV titers in MARC-145 cells with PIAS1 
over-expression. 

 
间的确存在相互作用，而且无论在瞬时转染的

HEK 293T 细胞，还是 PRRSV 感染的 MARC-145

细胞、原代 PAMs 细胞，与 N 蛋白相互作用的

PIAS1 均从胞核转移到胞浆中，这与 Kang 等[31]报

道的 CP2c 可以通过与 PIAS1 相互作用使其亚细胞

定位由胞浆转移到核内的研究结果吻合。 

SUMO 化修饰作为蛋白类泛素化修饰的一种

方式在真核细胞的生命进程中发挥着多种重要作

用。SUMO 共价结合或非共价相互作用可以改变

底物稳定性、核定位和功能，此外，一些底物的

核定位信号也受 SUMO 化修饰调节[32-35]，因此研

究 N 蛋白 SUMO 化修饰对深入理解 N 蛋白生物学

功能有着重要意义。有研究表明，宿主蛋白及病

毒蛋白均可作为 SUMO 修饰的靶蛋白受 SUMO 化

修饰系统的调节，此过程对病毒本身的生命周期

具有非常重要的作用 [36-38]。例如，埃博拉病毒

(Ebola virus，EBOV)的基质蛋白 VP40 可被 SUMO

化修饰，不仅能维持 VP40 的稳定性，而且还参与

病 毒 样 颗 粒 (VLPs) 的 形 成 [39] ； 甲 型 流 感 病 毒

(Influenza A virus，IAV) NS1 的 SUMO 化增强了

NS1 的稳定性，最终提高了甲型流感病毒的增殖速

度[40]；IAV 基质蛋白 M1 的 SUMO 化有利于形成

M1-vRNP 复合物，进一步影响病毒的组装和形态

发生，而 SUMO 化修饰的核蛋白对其细胞内运输

和病毒生长是必需的[32]。除了 Ubc9 介导的靶蛋白

SUMO 化修饰途径外，通过 SIM 位点介导的病毒

蛋白 SUMO 化修饰也有相关报道，如痘苗病毒

(Vaccinia virus，VV)的 E3 蛋白[41]和人巨细胞病毒

(Human cytomegalovirus，HCMV) IE2 蛋白 [42]的

SIMs 位点对其本身 SUMO 化修饰水平是必需的。

除了上述两种修饰途径外，有学者报道 SUMO E3

连接酶同样可以介导靶蛋白的 SUMO 化修饰过

程，如 E3 连接酶 Siz1 对 PCNA 的 SUMO 化修饰

起着至关重要的作用[43]。本研究在外源转染 PIAS1

时，PRRSV N 蛋白的 SUMO 化修饰水平并没有发

生改变，表明 PIAS1 并不参与 N 蛋白的 SUMO 化

修饰。关于 N 蛋白 SUMO 化修饰途径目前可排除通

过 SCM 途径或 SIM 途径介导，推测 N 蛋白 SUMO

化修饰可能由其他 SUMO E3 连接酶介导完成。 

此外，我们分析了 PIAS1 与 N 蛋白的相互作用

对 PRRSV 复制的影响。在 MARC-145 细胞中，沉

默 PIAS1 的表达可以抑制 PRRSV 的复制，而过表

达 PIAS1 则能促进 PRRSV 的复制，这表明 PIAS1

作为一种细胞辅助因子可以正调节病毒的复制。

Liu 等的研究表明，PIAS1 作为一种干扰素信号通

路负调节因子，敲除 PIAS1 可以显著提高机体对病

毒或微生物入侵的免疫反应[44]，这也与 PIAS1 促

进 PRRSV 复制的结果相符。 
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综上，本研究首次证实宿主蛋白 PIAS1 与

PRRSV N 蛋白相互作用且共定位于胞浆中；PIAS1

可以正调控 PRRSV 的复制，但不影响 PRRSV N 蛋

白 SUMO 化修饰。 
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