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摘  要：【背景】塞内卡病毒(seneca valley virus, SVV)可引起猪严重的水疱性疾病，但目前仍无商

业化疫苗，解析其与宿主抗病毒分子的相互作用具有重要意义。【目的】探究 E3 泛素连接酶(F-box 
and WD repeat domain containing 7, FBXW7)在抗 SVV 感染中的作用及其机制。【方法】利用小干扰

技术敲低 PK-15 细胞 FBXW7，结合 RT-qPCR、组织半数感染量(tissue culture infective dose 50%, 
TCID50)和 Western blotting 分析 FBXW7 对 SVV 在 PK-15 细胞中复制及细胞因子的影响。【结果】

Western blotting 结果显示，SVV 感染能够抑制 PK-15 细胞中 FBXW7 蛋白表达水平；敲低 FBXW7
后促进 SVV 复制，同时炎性细胞因子 IL-6、IFN-β、TNF-α mRNA 水平均显著降低；进一步研究

显示，敲低 ATG5 抑制自噬后抑制 FBXW7 蛋白降解，SVV 复制水平下降。【结论】本研究发现

FBXW7 对 SVV 复制具有抑制作用，SVV 通过激活自噬介导 FBXW7 降解，为研发抗病毒靶点提

供了新策略。 
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Abstract: [Background] Seneca valley virus (SVV) can cause severe blistering in pigs. Due to 
the lack of commercial vaccines, it is essential to probe into the interactions of SVV with host 
antiviral molecules. [Objective] To investigate the role of the E3 ubiquitin ligase, F-box and 
WD repeat domain containing 7 (FBXW7), in anti-SVV infection. [Methods] The small 
interfering RNA (siRNA) was employed to knock down FBXW7. RT-qPCR, TCID50, and 
Western blotting were employed analyze the effect of FBXW7 on SVV replication and 
cytokines in PK-15 cells. [Results] Western blotting results showed that SVV infection 
down-regulated the expression of FBXW7 in PK-15 cells. The knockdown of FBXW7 promoted 
SVV replication and down-regulated the mRNA levels of interleukin-6 (IL-6), interferon-β 
(IFN-β), and tumor necrosis factor-α (TNF-α). When ATG5 was knocked down to inhibit 
autophagy, FBXW7 protein degradation was inhibited and SVV replication decreased. 
[Conclusion] FBXW7 has an inhibitory effect on the replication of SVV which mediates 
FBXW7 degradation by activating autophagy. The finding provides a new strategy for the 
development of antiviral targets.  
Keywords: seneca valley virus; FBXW7; autophagy; cytokines 

塞内卡病毒(seneca valley virus, SVV)也被

称为 A 型塞内卡病毒(senecavirus A, SVA)，属于

小 RNA 病毒科塞内卡病毒属，是一种单股、正

链病毒[1]。感染 SVV 可引起严重的水疱，与口

蹄疫(foot-and-mouth disease, FMD)、猪水疱病

(swine vesicular disease, SVD)和水疱性口炎

(vesicular stomatitis, VS)症状相似[2]。SVV 能感

染不同年龄段的猪群，病猪出现嗜睡、厌食和跛

行等症状，偶见腹泻症状，新生仔猪病死率高达

30%−70%；SVV 于 2015 年传入我国，随后扩散

至福建、河南、广西和黑龙江等多个省域，存在

暴发或大流行的潜在风险[3-5]，但目前仍无商业

化疫苗用于该病的免疫预防，研究抗 SVV 免疫

具有重要意义。研究证明，SVV 可引起宿主体液

免疫和细胞免疫，引发早期病毒中和抗体反应，

IFN-γ、IL-6 和 TNF-α 的表达水平显著上调[6-7]。

近期研究发现，SVV 感染诱导自噬进而促进病

毒复制，表明 SVV 可能进化出一种逃逸宿主天

然免疫以促进自身复制的策略[8]，但其机制仍不

明确。 
E3 泛 素 连 接 酶 (F-box and WD repeat 

domain containing 7, FBXW7)也被称为 Fbw7、
SEL-IO、hCdc4 和 hAgo，作为 SKP1-CUL1-F-box 
(SCF) E3 泛素连接酶的底物受体，通过靶向不

同关键调节器识别并特异性结合底物，促进底

物泛素化降解。FBXW7 被证实是一种与肿瘤发

生相关的肿瘤抑制因子，在细胞生长、肿瘤分

化与增殖等方面发挥重要作用，可通过泛素化
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和 降 解 关 键 信 号 分 子 (c-MYC 、 c-Jun 、

PI3K/AKT、mTOR、Notch、AKT/STAT 和 p53)
调节肿瘤分化[9]。据文献报道，早幼粒细胞白

血病蛋白(promyelocytic leukemia protein, PML)
可以通过增强 FBXW7 的表达抑制甲型流感病

毒 (influenza A virus, IAV)复制 [10]。此外，

FBXW7 还可抑制水疱性口炎病毒 (vesicular 
stomatitis virus, VSV) 、 呼 吸 道 合 胞 病 毒

(respiratory syncytial virus, RSV)和丙型肝炎病

毒(hepatitis C virus, HCV)复制[11-12]。最近研究

发现，猪流行性腹泻病毒 (porcine epidemic 
diarrhea virus, PEDV)感染引起 FBXW7 mRNA
表达升高，但其蛋白表达降低，表明 FBXW7
蛋白可能是在翻译后被降解，不受转录影响[13]。

本研究以 SVV 为研究对象，同时敲低 FBXW7，
初步探索 FBXW7 与 SVV 复制的相互关系，并

研究 SVV 是否通过自噬途径介导 FBXW7 降

解，以期为进一步阐明 SVV 的致病机制提供

科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

PK-15 细胞及敲低 ATG5 的 PK-15 细胞和

SVV 毒株均由本实验室保存。反转录试剂盒，

TOYOBO 公司；转染试剂，上海李记生物科技

有限公司；DMEM 培养液、胎牛血清购自 Gibco
公司；ECL 显色液，Affinity 公司；RNA 纯化

试剂盒、SYBR 荧光定量试剂盒、山羊抗鼠二

抗、山羊抗兔二抗，Thermo Fisher Scientific
公司； Anti-FBXW7 抗体， Abcam 公司；

Anti-LC3B 抗体，Cell Signaling Technology 公

司； Anti-β-actin 抗体， Proteintech 公司；

Anti-SVV VP1 抗体由本实验室保存。实时荧光

定量 PCR 仪，鲲鹏基因(北京)科技有限责任公

司；智能型多功能核酸蛋白图像工作站，广州

博鹭腾生物科技有限公司；超声破碎仪，

Branson 公司；高速冷冻离心机，上海卢湘仪

离心机仪器有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  病毒感染 

PK-15 细胞消化后接种于细胞培养皿中，培

养至 80%−90%，SVV 以感染复数(MOI)为 5 感

染 PK-15 细胞，放入 37 ℃、5% CO2 培养箱孵

育 1 h，弃去病毒液并用 PBS 清洗一次，再用含

2% 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)的维持液

继续培养，于 12、24、36 和 48 h 收集细胞样品

及细胞上清液。 
1.2.2  siRNA 敲低效率测定 

细胞消化后接种于培养皿中，培养至 80%

左右，根据说明书，使用 EZ Cell Transfection 

ReagentⅡ试剂转染 siRNA FBXW7 1#、FBXW7 

2#和 FBXW7 3#，siRNA 设计序列见表 1 所示。

转染 48 h 后收集细胞，利用 Western blotting 检

测敲低效果。 

 
表 1  研究中使用的 siRNA 序列 
Table 1  siRNA duplexes used in this study 
Name Sense (5'→3') Antisense (5'→3') 

FBXW7 1# GCGAGGAGAACUCAAAUCUTT AGAUUUGAGUUCUCCUCGCTT 

FBXW7 2# GGACAAUGUUUACAAACAUTT AUGUUUGUAAACAUUGUCCTT 

FBXW7 3# GGUGAGUGGAUCUCUUGAUTT AUCAAGAGAUCCACUCACCTT 

FBXW7 NC UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ACGUGACACGUUCGGAGAATT 
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1.2.3  TCID50 测定 
PK-15 细胞接种于 96 孔板，待细胞密度约

80%−90%时弃细胞培养液，将 SVV 病毒原液用

含 2% FBS 的维持液作连续 10 倍稀释，使病毒

稀释度为 10−1−10−11。将稀释后的病毒液加入 96 孔

板中，每个稀释度作 8 个重复，每孔 100 μL。

细胞对照组用等量维持液代替，于 37 °C、5%的

CO2 细胞培养箱中培养 48 h 后观察细胞病变效

应 (cytopathic effect, CPE) 情况。按照 Reed- 
Muench 公式(高于 50% CPE 百分率病毒稀释度

的对数+比距×稀释因子的对数)计算病毒效价。 
1.2.4  RT-qPCR 

PK-15 细胞接种于培养皿，接毒 48 h 后，

使用 RNA 纯化试剂盒提取细胞总 RNA 并反转

录成 cDNA。利用 PowerUpTM SYBRTM Green 
Master Mix 检测相关基因的 mRNA 表达。qPCR
反应体系(20 μL)：2×PowerUpTM SYBRTM Green 
Master Mix 10 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各
0.5 μL，cDNA 1 μL，ddH2O 8 μL。RT-qPCR 引

物信息见表 2。 
1.2.5  Western blotting 

收集 PK-15 细胞样品，加入 RIPA 细胞裂解

液，超声(300 W)破碎 PK-15 细胞样品 1 min，
4 ℃、16 500 r/min 离心 10 min，收集上清，加

入等量 2×蛋白上样缓冲液(SDS sample buffer)，

95 °C 加热变性 5−10 min。每孔加入等量蛋白样

品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜后在 5%脱脂

奶粉中室温封闭 4 h，放入一抗稀释液中，4 °C
孵育过夜；次日，用 TBST 缓冲液洗涤 PVDF
膜 3 次，每次 10 min；室温孵育二抗 2 h，TBST
缓冲液洗涤膜 3 次，每次 10 min。使用 ECL 化

学发光显色液，用凝胶成像仪观察结果。 
1.2.6  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 8.4.3 软件进行 t-检验

或 ANOVA 分析组间差异的显著性并作图。*、
**、***和****表示统计学差异显著，分别为

P<0.05、P<0.01、P<0.001 和 P<0.000 1，而 ns
表示统计学上差异不显著(P>0.05)。统计结果用

“mean±SD”表示。 

2  结果与分析 
2.1  SVV 感染导致细胞 FBXW7 蛋白水平

下降 
用 SVV 感染 PK-15 细胞后，在感染后 12、

24、36 和 48 h 收集细胞样品，通过 RT-qPCR、

Western blotting 检测细胞中 FBXW7 的表达水

平。结果显示，与对照组相比，随着 SVV 复制

增加，FBXW7 蛋白表达水平逐步降低(图 1A)，
且在感染后 48 h 差异明显，虽然其 mRNA 水平 

 

表 2  引物信息 
Table 2  Primer information 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
GAPDH F: GTCGGTTGTGGATCTGACCT 

R: AGCTTGACGAAGTGGTCGTT 
SVV F: GTGGGAAGGTATCTTTCGTG 

R: TCATAGTGGTGAGACTTTGGGC 
FBXW7 F: TCGGCAGTCACAGGCAAAT 

R: GCATACAACGCACAGTGGAAG 
IFN-β F: TGCAACCACCACAATTCCAGAAGG 

R: TGACGGTTTCATTCCAGCCAGTG 
IL-6 F: GCTGCTTCTGGTGATGGCTACTG 

R: AGAGCATTTTGTCTGAGGTGGCATC 
TNF-α F: CCTCATCTACTCCCAGGTCCTCTTC 

R: GATGCGGCTGATGGTGTGAGTG 
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图 1  SVV 感染下调 FBXW7 的蛋白表达   A：SVV 感染 PK-15 细胞不同时间后，Western blotting 检测

FBXW7、SVV 蛋白表达水平，以 β-actin 为对照. B：SVV 感染 PK-15 细胞不同时间后，RT-qPCR 检测

FBXW7 mRNA 表达. C：UV 灭活的 SVV 病毒液及未经处理的 SVV 病毒液接种 PK-15 细胞，培养 48 h
后，Western blotting 检测 FBXW7、SVV 蛋白表达水平，以 β-actin 为对照. +：PK-15 细胞接入 SVV；−：
PK-15 细胞未接入 SVV. *：P<0.05；**：P<0.01；****：P<0.000 1 
Figure 1  Reduction of FBXW7 protein expression was induced by SVV infection. A: Western blotting detection of 
FBXW7 and SVV protein expression levels after SVV infection of PK-15 cells at different times, with β-actin as 
control. B: RT-qPCR detection of FBXW7 mRNA expression at different times of SVV infection of PK-15 cells. C: 
UV-inactivated SVV viral solution and untreated SVV viral solution were inoculated with PK-15 cells and incubated 
for 48 h. Western blotting detection of FBXW7 and SVV protein expression levels with β-actin as control. +: PK-15 
cells were infected with SVV; −: PK-15 cells were not infected with SVV. *: P<0.05; **: P<0.01; ****: P<0.000 1. 
 

逐步上调(图 1B)，说明 SVV 感染抑制 PK-15 细

胞中的 FBXW7 表达，可能是由于 FBXW7 翻译

后被降解。为了明确 FBXW7 蛋白下调是否由

SVV 复制引起，将 SVV 液用紫外线(ultraviolet, 
UV)照射 2 h 灭活，随后接种 PK-15 细胞，结果

显示，与病毒感染的细胞不同，灭活 SVV 处理

的细胞中 FBXW7 蛋白水平未出现下降(图 1C)，
说明 FBXW7 的降低与 SVV 感染有关。 
2.2  敲低 FBXW7 促进 SVV 复制 

为了证实 FBXW7 对 SVV 复制的影响，使

用特异性 siRNA 敲低 PK-15 细胞中 FBXW7。为
筛选敲低效率最高的 siRNA，PK-15 细胞分别被

转染 3 种不同的 siRNA (1#、2#和 3#)，在转染

48 h 后收集细胞样品。Western blotting 检测发

现，与阴性对照 siRNA (siRNA NC)转染的细胞

相比，siRNA1#处理组的 FBXW7 蛋白水平下调

最为显著(图 2A)，且其 mRNA 水平显著降低(图
2B)。随后，用 SVV 感染 siRNA1#转染的细胞，

Western blotting、RT-qPCR结果显示，利用 siRNA
抑制FBXW7蛋白表达，可促进SVV复制(图 2C、

2D)。TCID50 进一步证实敲低 FBXW7 可促进

SVV 复制(图 2E)。 
2.3  SVV 感染通过激活自噬介导 FBXW7
降解，并促进炎性因子表达 

自噬是一种胞内蛋白质降解途径，而微管相

关蛋白 1 轻链 3 (MAP1LC3, LC3)作为自噬标记

物贯穿整个自噬过程，是目前公认的验证自噬最

可靠的标记之一。为了检测 SVV 是否通过自噬

途径诱导 FBXW7 蛋白降解，利用 SVV 感染敲

低自噬相关蛋白 ATG5 的 PK-15 细胞和正常细

胞，Western blotting 检测发现，SVV 感染可以

激活自噬，抑制 FBXW7 蛋白表达；敲低 ATG5
抑制自噬后，FBXW7 蛋白表达上调，且 SVV
复制被抑制(图 3)。结果证明，SVV 感染通过自

噬调控 FBXW7 蛋白降解。随后，利用 RT-qPCR
检测 SVV 感染后炎性细胞因子 IL-6、IFN-β 和

TNF-α mRNA 表达，显示敲低 FBXW7 显著抑制

IL-6、IFN-β 和 TNF-α mRNA 表达(图 4)，表明

FBXW7 可能通过促进宿主细胞中 IL-6、IFN-β
和 TNF-α 的表达发挥抗病毒效应。 
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图 2  下调 FBXW7 可促进 SVV 感染   A：Western blotting 检测敲低 FBXW7 对 SVV 复制的影响. B：

RT-qPCR 检测敲低 FBXW7 的 mRNA 水平. C：RT-qPCR 检测敲低 FBXW7 对 SVV 的影响. D：Western 
blotting 检测敲低 FBXW7 对 SVV 复制的影响. E：TCID50 检测敲低 FBXW7 对 SVV 的影响. +：PK-15 细

胞接入 SVV 或细胞被 siRNA1#转染；−：PK-15 细胞未接入 SVV 或细胞未被 siRNA1#转染. *：P<0.05；
**：P<0.01；***：P<0.001；****：P<0.000 1 
Figure 2  Downgrade of FBXW7 promotes SVV infection. A: Western blotting detection of the effect of 
knockdown of FBXW7 on SVV replication. B: RT-qPCR detection of the mRNA level of knockdown of 
FBXW7. C: RT-qPCR detection of the effect of knockdown of FBXW7 on SVV. D: Western blotting detection 
of the effect of knockdown of FBXW7 on SVV replication. E: TCID50 detection of the effect of knockdown of 
FBXW7 on SVV. +: PK-15 cells infected with SVV or transfected with siRNA1#; −: PK-15 cells not infected 
with SVV or not transfected with siRNA1#. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
 

 
 

图 3  SVV 可通过自噬途径诱导 FBXW7 降低     
+：PK-15 细胞接入 SVV 或细胞已敲低 ATG5；−：
PK-15 细胞未接入 SVV 或细胞未敲低 ATG5 
Figure 3  SVV induces a reduction in FBXW7 via 
autophagy. +: PK-15 cells infected with SVV or did 
knock down ATG5; −: PK-15 cells not infected with 
SVV or did not knock down ATG5. 

3  讨论与结论 
SVV 作为一种新发病病毒，解析其与宿主

抗病毒机制的相互作用，对研发 SVV 疫苗和药

物具有重要意义。本研究明确 SVV 感染诱导

FBXW7 蛋白降解，并证实 SVV 通过自噬途径

介导 FBXW7 降解；敲低 FBXW7 促进 SVV 复

制，表明 FBXW7 对 SVV 复制具有抑制作用。

有研究表明，SVV 可通过 PERK、ATF6 及

AKT-AMPK-mTOR 途径诱导细胞自噬[14-15]，引

起 IL-6、TNF-α 和 IFN-γ 等炎症因子分泌水平升 
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图 4  敲低 FBXW7 抑制 IL-6、IFN-β 和 TNF-α 转录   A：SVV 分别感染 PK-15 细胞与敲低 FBXW7
的 PK-15 细胞，RT-qPCR 检测 TNF-α mRNA 表达水平. B：RT-qPCR 检测 IL-6 mRNA表达水平. C：RT-qPCR
检测 IFN-β mRNA 表达水平. **：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 4  Knockdown of FBXW7 inhibits IL-6, IFN-β and TNF-α transcription. A: SVV infected PK-15 cells 
and knockdown-FBXW7 PK-15 cells respectively, RT-qPCR to detect TNF-α mRNA expression level. B: 
RT-qPCR to detect IL-6 mRNA expression level. C: RT-qPCR to detect IFN-β mRNA expression level. **: 
P<0.01; ***: P<0.001. 
 
高[16]。宿主细胞可通过自噬降解病毒成分、病

毒颗粒等，还可触发机体的免疫反应，诱导

IFN-β、IL-8 等炎症细胞因子释放，从而发挥抗

病毒作用[17]。本研究结果显示 FBXW7 在 SVV
感染中促进 IL-6、IFN-β 和 TNF-α 表达，进一步

证实 FBXW7 可能通过上调宿主细胞中 IL-6、
IFN-β 和 TNF-α 的表达发挥抗病毒效应。此外，

FBXW7 作为 SCF 型 E3 泛素连接酶复合物的亚

基之一，被归类为肿瘤抑制基因，对识别、结合

和降解底物并调节蛋白质周转至关重要。因此，

关于 FBXW7 与肿瘤发生的相关研究较为全面，

但 FBXW7 与病毒感染相互作用的文献相对较

少。已有研究证明，默克尔细胞多瘤病毒(merkel 
cell polyoma virus, MCV)感染与 FBXW7 有关，

FBXW7 可调控其介导的宿主细胞转化[18-19]；腺

病毒(adenovirus)干扰 FBXW7 活性，通过减缓

FBXW7 靶蛋白 E1A 在体内的泛素化，扰乱其调

节的蛋白质周转[20]；而且 FBXW7 突变时可以作

为癌基因，可能在人类嗜 T 细胞病毒(human 
T-cell lymphotropic virus, HTLV)的发病机制中

发挥重要作用[21]。也有研究指出，FBXW7 可能

与细胞自噬有关。过表达 FBXW7 能抑制癌细胞

增殖，并促进口腔鳞状细胞自噬[22]；朊病毒诱

导 FBXW7的表达，FBXW7可以通过介导 mTOR
泛素化降解增强自噬，自噬可作为先天免疫降解

朊病毒并维持细胞稳态[23]。研究发现 Vero 细胞

及 HEK 细胞感染 PEDV 后，PEDV 通过蛋白酶

体途径而不是通过自噬降解 FBXW7[13]。此外，

有研究证明 FBXW7 还可以通过自噬溶酶体途

径被降解[24]。然而这些研究主要集中于 FBXW7
蛋白靶向底物或病毒编码蛋白的降解，病毒是否

能通过自噬途径调控 FBXW7 尚未明确。本研究

结果显示，SVV 感染通过自噬途径介导 FBXW7
蛋白降解，为阐明病毒通过自噬途径影响

FBXW7 表达提供了新的科学数据，对进一步阐

明 SVV 的致病机制具有积极作用。 
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