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摘要：【目的】本研究旨在探究猪源组织蛋白酶S (cathepsin S，CTSS)对塞内卡病毒(Seneca Valley  

virus，SVV)复制的影响。【方法】SVV感染IBRS-2细胞，采用RT-qPCR在转录水平探究SVV感染对

内源性CTSS表达的调控；采用ELISA测定SVV感染对CTSS酶活性的影响；通过Western blotting (WB)

和RT-qPCR检测过表达CTSS对SVV复制及SVV诱导的抗病毒细胞因子的调控作用；合成针对CTSS的特

异性siRNA，利用WB和RT-qPCR检测siRNA对CTSS的干扰效果以及CTSS被干扰后对SVV复制的影响。

【结果】结果表明SVV感染IBRS-2细胞能显著上调内源性CTSS表达并增强CTSS酶活性；过表达CTSS

能显著抑制SVV在IBRS-2细胞中的复制，同时促进宿主抗病毒细胞因子的表达；siRNA-2947下调内源

性CTSS表达进而促进SVV复制。【结论】CTSS通过增强宿主抗病毒细胞因子上调表达而抑制SVV复制，

本研究为进一步深入探究宿主CTSS在抗SVV免疫应答中的作用及机制提供参考依据。 
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塞内卡病毒(Seneca Valley virus，SVV)是新

出现的一种引起猪水泡病的病原体，SVV 是小 RNA

病毒科(Picornaviridae)塞内卡病毒属(Senecavirus)

的唯一成员[1–2]。该病毒基因组长度约为 7.3 kb，

包含一个开放阅读框(ORF)，编码一个大的多聚

蛋白前体，随后被加工成各种成熟的病毒蛋白，

ORF 分为 L 区、P1 区、P2 区和 P3 区，L 区从新

生病毒多聚蛋白前体中自我裂解为前导蛋白

(Lpro)；P1 区产生 4 种病毒结构蛋白(VP1、VP2、

VP3 和 VP4)；P2 和 P3 区编码病毒非结构蛋白
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(2A、2B、2C、3A、3B、3C 和 3D)，其中 2C 是

非结构蛋白中最保守的蛋白[3]。 

SVV 于 2002 年首次在被污染的细胞中偶然

发现，被认为可能是通过胎牛血清或猪胰蛋白酶

引入细胞培养物中的污染物，由于其具有潜在的

溶瘤活性，最初被用于治疗人类癌症，认为与特

定病的病症无关[4–5]。2007 年加拿大报道了 SVV

感染猪与特发性水泡病(PIVD)有关，时隔两年多

美国又报道 SVV 可引起猪的口部、蹄部等皮肤黏

膜出现水泡或溃疡病变[6–7]。随后美国、巴西、泰

国和中国等国家均报道猪群中出现了大量 SVV 感

染[8–11]。这表明 SVV 在不同地区发生着持续感染，

意味着该病原存在暴发或大流行的潜在风险，可

能导致巨大的经济损失，因此我们需要探究 SVV

的致病机制，为开发免受 SVV 感染的候选疫苗

或治疗药物提供理论支撑。  

初乳在抵抗病原感染中具有重要作用 [12]，

猪的胎盘类型为上皮绒毛膜型，故不能通过胎盘

传递免疫球蛋白，说明初乳是新生仔猪获得被动

免疫的唯一途径，这一特性决定了初乳在仔猪免

疫中具有更为重要的作用。本团队前期应用

iTRAQ 技术研究发现母猪初乳中组织蛋白酶 S 

(cathepsin S，CTSS)的含量显著高于常乳。CTSS

是木瓜蛋白酶家族的半胱氨酸蛋白酶，主要在

树突状细胞、B 细胞和巨噬细胞等抗原呈递细胞

中表达 [13]，在抗原(Ag)加工和呈递、基质降解

以及促进新生血管形成和肿瘤细胞侵袭转移中

起重要作用，分泌的 CTSS 能够裂解膜结合的底

物[14–16]。CTSS 酶活性是其发挥功能的关键，如

棕榈酸酯抑制组织蛋白酶诱导内皮细胞侵袭从

而抗血管生成，部分是通过抑制 CTSL 和 CTSS

活性起作用的[17]。CTSS 通过调节 p38 MAPK 和 

JNK1 途径参与 MP 诱导的细胞凋亡和自噬；通

过激活 NF-κB 和 Caspase-3 从而诱导肝癌细胞凋

亡并增加其化学敏感性，也可激活 CD74 调控趋

化因子 CCL2 的表达，从而对肿瘤微环境产生影

响[18]。目前对宿主 CTSS 在病原感染中的作用研

究较少，而主要集中在自身免疫性疾病[19]、心血

管疾病[20]及肿瘤相关疾病[21]的研究。  

SVV 与口蹄疫病毒(foot-and-mouth disease 

virus，FMDV)同属于小 RNA 病毒科，感染猪表

现为鼻部和蹄冠部出现水泡、溃烂等与 FMDV 相

似的临床症状[22]。我们已经证明了 CTSS 通过促

进 FMDV 诱导的干扰素及其他抗病毒细胞因子

产生而抑制 FMDV 复制，但宿主 CTSS 在 SVV

感染中的作用及其调控机制至今尚未阐明。为阐

明宿主 CTSS 在 SVV 感染过程中发挥的作用，发

现宿主 CTSS 能够抑制 SVV 在 IBRS-2 细胞中复

制，而 SVV 复制增加了宿主 CTSS 的表达量及其

酶活性，进一步研究发现过表达 CTSS 促进 SVV

诱导的抗病毒细胞因子 mRNA 水平，明确了宿主

CTSS 抑制 SVV 复制的初步原因。本研究结果为

更深层次探究猪源 CTSS在 SVV触发的免疫应答

中的作用机制奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

SVV 株 CH-FJ-2017 和 IBRS-2 细胞由中国农

业科学院兰州兽医研究所口蹄疫与新发病流行

病学团队保存；SVV 抗体由本实验室制备；兔多

克隆抗体 CTSS 购于 Abcam 公司；鼠抗 Flag 单

抗、鼠抗 Myc 单抗、鼠抗 β-actin 单抗、HRP 标

记山羊抗鼠 IgG 二抗和 HRP 标记山羊抗兔 IgG

二抗均购于 Thermo Scientific 公司。 
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RNA 抽提试剂 Trizol、5× Prime script RT 

Master Mix、SYBR Permix Ex Taq II 和蛋白预染

Marker 均购于宝生物工程大连有限公司；

LipofectamineTM 2000 转染试剂购于 Invitrogen 公

司；Opti-MEM、100×青霉素-链霉素溶液、0.25% 

EDTA 胰酶和胎牛血清(FBS)均购于 Gibco 公司；

DMEM 培养基和 PBS 溶液购于健顺公司；ECL

显色剂购于 Thermo Scientific 公司；细胞裂解液

和 PMSF 购于碧云天公司；组织蛋白酶 S 试剂盒

(货号 ab65306)购于艾博抗(上海)贸易有限公司；

CTSS 干扰序列由上海吉玛制药有限公司合成。  

1.2  SVV 对内源性 CTSS mRNA 水平的影响  

将 IBRS-2 细胞按 1×105 接种于 35 mm 小皿

中，培养至 80%–90%，用 MOI 为 0.5 的 SVV 感

染 IBRS-2 细胞，接毒后 0、4、8、12、16 h 分别

收取细胞样品。提取细胞总 RNA，利用 RT-qPCR

方法检测 CTSS 的 mRNA 表达  (定量引物信息

见表 1)。 

1.3  CTSS 酶活性测定 

将 IBRS-2 细胞按 1×104 接种于 48 孔板中，

培养至 70%–80%，用 MOI 为 0.5 的 SVV 感染

IBRS-2 细胞，接毒后 0、4、8、12、16 h 分别收

取细胞样品。收集 1×106–5×106 个细胞，取 CTSS

试剂盒(货号 ab65306，Abcam)中的 100 μL 裂解

液裂解细胞，在微量离心机中以最高速度离心    

5 min，取 50 μL 上清于 96 孔板，加等量反应缓

冲液和 10 mmol/L Ac-VVR-AFC (CTSS 底物)，根

据试剂盒说明书进行处理。使用 SpectraMax M5

荧光计在 400 nm 激发波长和 505 nm 发射波长下

测量荧光。 

1.4  过表达 CTSS 对 SVV 复制影响的检测 

IBRS-2 细胞消化后接种于细胞培养板中，

待细胞长至 70%–80%时，将 CTSS 真核表达质

粒与 Lip2000 试剂(DNA:Lip2000=1 μg:2 μL)分

别加至 Opti-MEM 中，混合后静置 15 min，将

Opti-MEM 混合物直接加至细胞中，培养 24 h 后 

 

表 1.  引物序列信息 

Table 1.  Informations of primer sequence 
Genes Primers (5′→3′) 

P-CTSS Forward: ATGAGTTGCGTGAGAGTTCC  

Reverse: ACAAGAACCACAAGAACCCTG 

P-GAPDH Forward: ACATGGCCTCCAAGGAGTAAGA 

Reverse: GATCGAGTTGGGGCTGTGACT 

P-IFN-β Forward: GGCTGGAATGAAACCGTCAT 

Reverse: TCCAGGATTGTCTCCAGGTCA 

P-IFN-γ Forward: CATTCAAGTGCTGTCTGACATG 

Reverse: GATCGGTGTGCCTGCCTTC 

P-IL-6 Forward: GGCATCACCTTTGGCATCTT 

Reverse: AGTTTTCCTGCTTTCTGCAGCT 

NF-κB(p65) Forward: TTCTTTCAAACAAAGGACCAGA 

SVV Reverse: GCAACCCAAGTAACCCTTAAAG  

Forward: GAATTTGGAAGCCATGCTC 

Reverse: AGCCAACATAGAR(A)ACCAGATTGC 

3D: TTCAAACCAGGAACACTACTCCGAGA-BHQ1 
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感染 SVV。用无血清的 DMEM 清洗细胞，将 SVV

稀释至 MOI 为 0.5 时感染 IBRS-2 细胞，并设不

感染对照组，置于 37 °C、5% CO2 培养箱孵育 1 h

之后，弃去病毒液，用含 2% FBS 的维持液继续

培养。12 h 后收取两份细胞样品，一份提取总

RNA 用于 RT-qPCR 检测 SVV 拷贝数的变化，并

以猪源 GAPDH 作为内参检测 CTSS 转录水平变

化；一份用含 β-巯基乙醇的 5×SDS Loading Buffer

处理，用于 Western blotting (WB)检测 CTSS 和

SVV 蛋白水平的变化，并以 β-actin 为内参。 

1.5  siRNA 干扰效果及其对 SVV 复制影响的检测 

将状态良好的 IBRS-2 细胞按 1×104 接种于

12孔板，培养至 70%左右，转染 50 µmol、150 µmol 

siRNA-2947 以及 siRNA-NC，36 h 后用 MOI 0.5

的 SVV 感染细胞，12 h 后收取细胞样品，一部

分提取总 RNA，RT-qPCR 检测 SVV 拷贝数的变

化，另一部分用于 WB 检测 CTSS 和 SVV 蛋白水

平的变化。 

1.6  抗病毒细胞因子 mRNA 水平检测 

按 1.4 制备样品，提取 RNA，采用 RT-qPCR

检测猪源 IFN-γ、IL-6、NF-κB 转录水平的变化。 

1.7  数据分析 

所有实验至少重复 3 次，应用 GraphPad 

Prism 7 软件进行分析并作图，使用单因素方差分

析进行统计学分析(*：P<0.05 表示数据具有统计

学意义，**：P<0.01 表示数据具有显著性差异，

***：P<0.001 表示数据间具有极显著性差异)。 

2  结果和分析 

2.1  SVV 上调内源性 CTSS 的 mRNA 水平 

将 IBRS-2 细胞接种于 35 mm 小皿中，待细

胞长至 80%–90%，用 0.5 MOI的 SVV感染 IBRS-2

细胞，在 0、4、8、12、16 h 后收取细胞样品，

利用 RT-qPCR 方法检测内源性 CTSS 的变化。结

果表明 SVV 感染 IBRS-2 细胞后内源性 CTSS 的

mRNA 水平升高(图 1)，提示 SVV 感染促进宿主

细胞内源性 CTSS 的表达。 

2.2  SVV 感染能显著增强 CTSS 酶活性 

转染 0.25 μg CTSS 重组质粒至 IBRS-2 细胞，

20 h 后用 SVV (MOI=0.5)感染细胞，同时设不用

病毒刺激的对照组，收取 0、4、8、12、16 h 细

胞样品，裂解细胞用 Fluorometric Method 检测

CTSS 酶活性，结果表明 SVV 感染能显著增强

CTSS 酶活性，且随着 SVV 感染时间的增加，

CTSS 的活性也随之增强(图 2)。 

2.3  过表达 CTSS 抑制 SVV 复制 

转染 0、1、3、5 μg pcDNA3.1-CTSS-Myc 至

IBRS-2 细胞，24 h 后用 SVV (MOI=0.5)感染细胞，

并设 Mock 为对照，12 h 后收取细胞样品检测其

对 SVV 复制的调控作用，发现随着 CTSS 表达量 

 

 
 
图 1.  SVV 感染上调内源性 CTSS 的 mRNA 水平 

Figure 1.  The mRNA levels of endogenous CTSS 
was up-regulated by SVV infection. 
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图 2.  SVV 感染上调 CTSS 酶活性 

Figure 2.  The activity of CTSS was up-regulated by 
SVV infection. 

 

增加(图 3-A，C)，SVV 复制水平呈现剂量依赖性

降低(图 3-B，C)。结果表明，过表达 CTSS 抑制

SVV 在 IBRS-2 细胞中复制。 

2.4  siRNA 敲低 CTSS 促进 SVV 复制 

为进一步确定宿主 CTSS 对 SVV 复制的影

响，将 50、150 µmol siRNA-2947 转染至 IBRS-2

细胞，以 siRNA-NC 为对照，在 36 h 后用等量

SVV (MOI=0.5)感染细胞，用 RT-qPCR 和 WB 检

测 siRNA-2947 对 CTSS 表达及 SVV 复制的影响，

结果表明 siRNA-2947 能下调宿主 CTSS 的表达

(图 4-A，4-C)而促进 SVV 在 IBRS-2 细胞中复制

(图 4-B，4-C)。 

2.5  过表达 CTSS 促进 SVV 诱导的宿主抗病毒

细胞因子的转录 

为明确 CTSS 抑制 SVV 复制的原因，检测

宿主 CTSS 是否影响 SVV 诱导的抗病毒细胞因子

产生。在 IBRS-2 细胞中转染 pcDNA3.1 和

pcDNA3.1-CTSS-Myc，24 h 后感染 SVV (MOI=0.5)，

并设不接毒刺激的对照组，12 h 后收集细胞处理

样品，RT-qPCR 结果显示，在 IBRS-2 细胞中能

检测到 IFN-γ、IL-6、NF-κB，CTSS 可促进 SVV

诱导的 IFN-γ、IL-6、NF-κB 的上调表达实验结果

表明宿主 CTSS能激活 SVV诱导的宿主抗病毒细

胞因子的转录水平(图 5)。 

3  讨论 

CTSS 是一种溶酶体蛋白酶，主要在抗原呈

递细胞中表达，其活性调节对于 MHC-II 信号传

导及 CD4+ T 细胞介导的免疫反应激活非常重要。

研究报道 CTSS 活性可以由肠道菌群调节，共生

体触发生理性 CTSS 活性，而病原体引起病理性 

 

 
 

图 3.  过表达 CTSS 抑制 SVV 的复制 

Figure 3.  SVV replication was inhibited by overexpression CTSS. A: the mRNA level of CTSS was detected by 
qPCR; B: copies number of SVV was detected by RT-qPCR; C: the Protein level of CTSS and SVV was detected. 
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图 4.  siRNA 敲低 CTSS 促进 SVV 复制 

Figure 4.  SiRNA knocked down CTSS to promote SVV replication. A: the mRNA level of CTSS was 
detected by RT-qPCR; B: copies number of SVV was detected by RT-qPCR; C: WB to detect the changes of 
CTSS and SVV protein levels. 

 

 
 

图 5.  过表达 CTSS 促进 SVV 诱导的抗病毒细胞因子的上调表达 

Figure 5.  Overexpression of CTSS promoted up-regulation of antiviral cytokines induced by SVV. A: the 
mRNA level of IFN-γ was detected by RT-qPCR; B: the mRNA level of IL-6 was detected by RT-qPCR; C: the 
mRNA level of NF-κ B was detected by RT-qPCR. 

 
CTSS 活性增加，病理性 CTSS 活性增加导致 T

细胞活化和增殖，进而加速宿主免疫反应[23]。本

研究用 SVV 感染 IBRS-2，WB 和 RT-qPCR 检测

发现 SVV 感染上调内源性 CTSS 的表达，SVV

感染也能使 CTSS 活性增加，其具体机制还有待

进一步探究。 

病原微生物通过入侵宿主后破坏宿主防御

系统，从而达到成功感染宿主的目的，当然其生

命周期也受不同宿主因素影响。有研究报道 SVV 

3Cpro 可以通过切割或降解天然免疫接头蛋白以

逃避宿主抗病毒天然免疫反应[24]；SVV 3Cpro 也

可以通过去泛素化关键信号分子 RIG-I、TBK1

和 TRAF3 负调节 I 型 IFN 从而逃避先天免疫反

应[25]。SVV 3Dpro 是一种 RNA 依赖的 RNA 聚合

酶，对于病毒复制是必不可少的[26]，E2 泛素结合

酶 UBE2L6 通过泛素化 SVV 3D 从而促进 SVV

感染[27]。本研究发现过表达 CTSS 抑制 SVV 在

IBRS-2 细胞中复制，而下调内源性 CTSS 能促进



史喜娟等 | 微生物学报, 2021, 61(10) 3311 

 

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

SVV 复制。作者又探究了宿主 CTSS 对 SVV 诱

导的抗病毒细胞因子产生的影响，有报道称

CTSS 通过加强结合膜 CX3CL1 脱落并生成可溶

性 CX3CL1，使 CX3CL1 与 CX3CR1 相互作用，

将免疫细胞募集到炎症部位，从而增加 CX3CL1

脱落进入间质，改变自身免疫性泪腺炎和泪腺分

泌[28]。SVV 感染还会诱导明显的 T 细胞反应，研

究表明感染后第 10天观察到与 IFN-γ产生相关的

CD8+和双阳性 CD4+ CD8+ T 细胞增加[29]。干燥综

合征患者泪液中 CTSS 活性升高可诱导促炎细胞

因子上调表达[30]，这提示 CTSS 可能与炎症有关。

因此我们随后检测了 CTSS 对促炎细胞因子产生

的影响，RT-qPCR 结果显示 CTSS 可促进 SVV

诱导的 IL-6、IFN-γ、NF-κB 的 mRNA 表达。

研究表明 CTSS 在体外能够切割 IL-6R，释放的

sIL-6R 具有生物活性，并能诱导 IL-6 反式信号转

导，这说明 CTSS 在炎症方面有相当重要的作  

用[31]。天然杀伤细胞(NKT)可调节多种免疫反应，

NKT 细胞分泌 Th1 细胞因子(IFN-γ)和 Th2 细胞

因子(包括 IL-4)，它们募集并激活其他先天免疫

细胞以加剧肝脏中的炎症反应，CTSB 和 CTSS

抑制剂可降低 LPS 诱导的炎症过程中 NKT 细胞

的活化[32]。先天免疫是宿主抵抗病原体感染的第

一道防线，据报道 RIG-I 对 SVV 发挥重要的抗病

毒作用，它主要负责 SVV 感染过程中 I 型干扰素

信号通路的激活。这表明 CTSS 促进 SVV 诱导的

抗病毒细胞因子的表达，可能是宿主 CTSS 抑制

SVV 复制的原因之一，具体详细机制还需要进一

步研究。 

本研究首次证明了 CTSS在 SVV感染过程中

发挥抗病毒作用的新功能，为宿主 CTSS 拮抗

SVV 感染提供了依据，为下一步探究宿主 CTSS

在 SVV 触发的免疫应答中的作用积累了素材；

同时也提示 CTSS可能作为抑制 SVV复制的潜在

靶点发挥作用。 

4  结论 

CTSS 可调节多种生理和病理过程，本研究

通过 WB 和 RT-qPCR 检测发现 SVV 感染能上调

内源性 CTSS 的表达，利用过表达和特异性

siRNA 实验证明了 CTSS 能抑制 SVV 在 IBRS-2

细胞中复制，SVV 感染细胞过程中宿主 CTSS 能

上调 SVV 诱导的抗病毒细胞因子表达，从而抑制

SVV 复制，这说明 SVV 感染与宿主 CTSS 之间

存在相互调节作用。 
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The replication of Seneca Valley virus in IBRS-2 cells was 
inhibited by cathepsin S 

Xijuan Shi, Ting Zhang, Bo Yang, Chaochao Shen, Dajun Zhang, Xuehui Chen, 
Huimei Cui, Xingguo Yuan, Dengshuai Zhao, Keshan Zhang*, Haixue Zheng*, 
Xiangtao Liu 
State Key Laboratory of Veterinary Etiological Biology, Key Laboratory of Animal Virology of Ministry of Agriculture, 

National Foot-and-Mouth Disease Reference Laboratory, Lanzhou Veterinary Research Institute of Chinese Academy of 

Agriculture Science, Lanzhou 730046, Gansu Province, China 

Abstract: [Objective] The purpose was to explore the effect of porcine cathepsin S (cathepsin S, CTSS) on SVV 

(Seneca Valley virus, SVV) replication. [Methods] IBRS-2 cells were infected with SVV, and the regulation of 

endogenous CTSS expression by SVV infection was investigated by RT-qPCR at transcriptional levels. The effect 

of SVV infection on CTSS enzyme activity was determined by ELISA. The regulatory effects of overexpressed 

CTSS on SVV replication and antiviral cytokines induced by SVV were detected by Western blotting (WB) and 

RT-qPCR. The specific siRNA for CTSS was synthesized and the interference effect of siRNA on CTSS and the 

effect of CTSS interference on SVV replication were detected by WB and RT-qPCR. [Results] The expression of 

endogenous CTSS and the activity of CTSS enzyme were markedly up-regulated in IBRS-2 cells infected with 

SVV. SVV replication in IBRS-2 cells was significantly inhibited and the expression of host antiviral cytokines host 

antiviral cytokines was up-regulated by CTSS overexpression. siRNA-2947 down-regulate the expression of 

endogenous CTSS to promote SVV replication. [Conclusion] CTSS inhibits SVV replication by enhancing the 

up-regulated expression of host antiviral cytokines. This study provided the reference basis for further exploring the 

role and mechanisms of host CTSS in anti-SVV innate immune response. 

Keywords: cathepsin S, Seneca Valley virus, IBRS-2 cell, antiviral function 
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