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短链脂肪酸异戊酸对痘苗病毒体外活性的影响
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摘 要：为探究短链脂肪酸异戊酸对痘苗病毒（VACV）体外增殖的抑制作用及其机制，采用直接免疫荧光法筛

选 5 种短链脂肪酸的抗病毒效应；通过 CCK-8 法评估异戊酸（30~3 000 μmol/L）对 BHK-21、Vero 细胞活力的

影响；PI 染色结合流式细胞术分析异戊酸（10~100 μmol/L）对细胞周期的干预作用。利用流式细胞术定量异

戊酸处理细胞中 VACV-GFP 的增殖水平；采用 Western blotting 检测 VACV 结构蛋白 A27L、GFP 表达变化；

采用实时荧光定量 PCR 分析病毒关键基因 F17R、E9L 的 mRNA 转录水平。结果表明，异戊酸显著抑制 VACV
增殖，且在 30~3 000 μmol/L 浓度下对细胞活力无显著影响，在 10~100 μmol/L 浓度时未干扰细胞周期；West⁃
ern blotting 结果显示，异戊酸剂量依赖性抑制 A27L、GFP 蛋白表达；qPCR 证实，其显著下调 F17R、E9L 的

mRNA 水平。综上，异戊酸通过抑制病毒蛋白合成及基因转录，有效阻断 VACV 体外增殖。
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Abstract：Aiming to investigate the inhibitory effect of the short-chain fatty acid, isovaleric acid, on the in vitro 
proliferation of vaccinia virus(VACV) and its underlying mechanism, in this study, direct immunofluorescence assay was used 
to screen the antiviral effects of five short-chain fatty acids. The Cell Counting Kit-8(CCK-8) assay was employed to evaluate 
the impact of isovaleric acid(30-3 000 μmol/L) on the viability of BHK-21 and Vero cells. Propidium Iodide(PI) staining 
combined with flow cytometry was applied to analyze the intervention effect of isovaleric acid(10-100 μmol/L) on cell cycle 
progression. Flow cytometry was used to quantify the proliferation level of VACV-green fluorescent protein(VACV-GFP) in 
isovaleric acid-treated cells. Western blotting was performed to detect the expression changes of VACV structural protein 
A27L and GFP. Quantitative real-time polymerase chain reaction(qPCR) was utilized to analyze the mRNA transcription levels 
of the key viral genes(VACV F17R/E9L). The results showed that isovaleric acid significantly inhibited VACV proliferation. 
It had no significant effect on cell viability at concentrations of 30–3 000 μmol/L and did not interfere with the cell cycle at 10–
100 μmol/L Western blotting results demonstrated that isovaleric acid dose-dependently inhibited the expression of A27L and 
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GFP proteins. qPCR confirmed that it significantly downregulated the mRNA levels of VACV F17R/E9L. In conclusion, 
isovaleric acid effectively blocked the in vitro proliferation of VACV by inhibiting viral protein synthesis and gene transcription.

Keywords：short-chain fatty acids; isovaleric acid; vaccinia virus; Western blotting; flow cytometry; antiviral agents

短链脂肪酸（Short chain fatty acids，SCFAs）是

含 1~6 个碳原子的脂肪酸，主要包括乙酸、丙酸、

丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸和己酸。SCFAs 由肠

道微生物发酵难消化的碳水化合物或蛋白质产

生。机体因缺乏膳食纤维、抗性淀粉等相应的消

化酶，无法在胃和小肠被分解吸收，进入大肠后成

为肠道菌群的发酵底物。双歧杆菌 [1]、拟杆菌 [2]等

有益菌通过复杂代谢途径将其转化为 SCFAs；未
吸收蛋白质经小肠时，缬氨酸 [3]、异亮氨酸和亮氨

酸 [4]可被特定细菌发酵为支链脂肪酸，如异丁酸、

2-甲基丁酸和异戊酸 [5]。

肠道 SCFAs 通过被动扩散或单羧酸转运蛋白

（MCT）介导的主动转运进入肠上皮细胞和循环系

统，为机体供能，并参与糖脂代谢及疾病调控 [6]。

SCFAs可激活G蛋白偶联受体（GPCRs，如GPR41、
GPR43 和 GPR109A），G蛋白偶联受体与百日咳毒

素敏感的 G（i/o）-α 蛋白偶联 [7]，调控三磷酸肌醇

（IP3）生成、细胞内钙库动员、丝裂原活化蛋白激

酶（MAPK3/ERK1、MAPK1/ERK2）磷酸化，并抑

制环磷酸腺苷（cAMP）积累 [8]。PENG 等 [9]研究表

明，丙酸盐结合肝脏 GPR43 通过 Ca²⁺、钙调蛋白

依赖性蛋白激酶 β（CaMKKβ）通路激活腺苷酸活

化蛋白激酶（AMPK），抑制糖异生。YU 等 [10]研究

发现，丁酸盐结合 GPR43 可阻断 p38 MAPK/NF-

κB 信号，抑制滤泡辅助性 T 细胞 13（Tfh13）亚群

分化及免疫球蛋白 E（IgE）分泌，从而缓解哮喘。

此外，SCFAs 作为组蛋白去乙酰化酶（HDACs）的

天然抑制剂，通过调控基因表达影响糖脂代谢、能

量稳态、氧化应激和炎症反应 [11]。还可通过恢复肠

道正常微生物群落治疗代谢性疾病 [12]。近期研究

揭示，SCFAs 可通过多机制抑制病毒复制：乙酸盐

经 GPR43 依赖性代谢重编程增强 CD8+T 细胞对

甲型流感病毒（IAV PR8 株）的免疫应答 [13]；丁酸

盐则通过 GPR43 促进 III 型 IFN 产生，抑制猪流行

性腹泻病毒复制 [14]。

痘苗病毒 (Vaccinia virus，VACV)是一类大而

复杂的 DNA 病毒，呈砖形或椭圆形，由核心、侧体

和包膜组成。核心含约 190 kb 线性双链 DNA 基

因组及少量蛋白，可编码 200 余种参与病毒入侵、

转录、复制、组装和宿主互作的蛋白。核心两侧有

1~2 个富含免疫调节蛋白的侧体，在病毒入侵后

快速调控免疫环境以优化复制条件。病毒表面具

包膜及脂蛋白管状结构，衣壳呈复合对称形 [15]，其

复制严格局限于细胞质。

痘苗病毒可感染牛、猪、人等多种生物，尤其

是痘苗病毒可与其他痘病毒交叉感染，如猪痘病

毒，痘苗病毒感染猪后潜伏期仅 2~3 d，病猪会出

现 41~42 ℃高热，还伴有精神萎靡、食欲下降、咳

嗽流涕等症状，腹部和四肢内侧会起痘疹并转为

脓疱，少数病猪黏膜会出现水疱、溃疡且伴随腹

泻，重症病猪大多会死亡 [16]。此外，痘苗病毒属于

正痘病毒属，在结构、基因组组成及复制机制上具

有痘病毒科共性，是研究痘病毒生物学特性、复制

机制及免疫逃逸的重要模式病原体。痘病毒主要

通过直接接触、间接接触或呼吸道传播，引发发

热、淋巴结肿大及皮肤病变（水疱、脓疱、皮疹等）。

不同毒株毒力差异导致临床症状多样。最新研

究 [17]显示，猴痘病毒感染可致神经系统综合征（头

痛、肌痛、癫痫、意识改变及脑炎/脑病），严重者可

致死。目前，尚无特效抗痘病毒药物，治疗以对症

支持为主。疫苗虽为有效预防手段，但对新型痘

病毒（如自 2022 年起全球多国暴发的猴痘病毒）保

护力有限 [18]。传统痘苗疫苗对猴痘病毒仅具部分

交叉保护，无法彻底清除感染。因此，开发新型抗

痘病毒药物具有紧迫需求和重要应用价值。

本研究旨在探究短链脂肪酸异戊酸对 VACV
体外活性的影响，为牛痘病毒及正痘病毒属病毒

防治提供新思路及药物开发依据。

1　  材料和方法

1.1　供试材料

VACV-GFP 毒株购自云舟生物；BHK-21 细

胞（乳仓鼠肾细胞）、Vero 细胞（非洲绿猴肾细胞）、

VACV A27L 单抗由农业农村部动物生化与营养

重点开放实验室保存。乙酸、丙酸、异丁酸、正戊

酸、异戊酸购自 Aladdin 上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；CCK-8 试剂盒购自翌圣生物科技有限

公司；PI 染液购自武汉塞维尔生物科技有限公司；
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通用型高灵敏度染料法定量 PCR 试剂盒（Q711）
购自诺唯赞生物科技股份有限公司；α-Tubulin 抗

体（80762-1-RR）、GFP 抗体（50430-2-AP）购自

Proteintech 武汉三鹰技术有限公司；HRP 标记山

羊抗小鼠 IgG（PA1-74421）购自赛默飞世尔科技

（中国）有限公司；HRP 标记山羊抗兔 IgG（IH-

0011）购自北京昌盛生物技术有限责任公司。

1.2　试验方法

1.2.1　短链脂肪酸抗病毒活性筛选　将 Vero细胞

接种于 24 孔板（5×104个/孔），37 ℃、5% CO₂培养

至 50% 汇合度。弃培养基，PBS 清洗后，分别加入

含 0、10、30、100 μmol/L 乙酸、丙酸、异丁酸、正戊

酸、异戊酸的无血清 DMEM 培养基，3 个复孔，处

理 4 h。弃培养基，PBS 清洗，接种 MOI（病毒感染

复数）=0.1的 VACV-GFP（无血清 DMEM 稀释），

吸附 1 h。PBS 清洗后更换含相应浓度脂肪酸的维

持培养基（1% FBS DMEM）。当 GFP 阳性率达

50% 时，荧光倒置显微镜拍照计算荧光强度。

1.2.2　细胞活力检测　将 BHK-21、Vero 细胞接

种于 96 孔板（2×103 个/孔），培养 12 h 贴壁后，弃

培养基，PBS 清洗，分别加入含 0、30、100、300、
1 000、3 000 μmol/L 异戊酸的完全培养基（10% 
FBS DMEM），每组设 3 复孔。分别于处理 0、6、
12、24、36、48、60 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8 溶

液，37 ℃ 孵育 2 h，酶标仪检测 OD450，即为细胞

活力。

1.2.3　细胞周期检测　将 BHK-21、Vero 细胞接

种于 6 孔板（5×105个/孔），培养至 50% 汇合度后，

分别加入含 0、10、30、100 μmol/L 异戊酸的完全培

养基，每组设 3 复孔，处理 24 h。收集细胞，70% 乙

醇（预冷）-20 ℃固定过夜。1 500 r/min 离心弃固

定液，PBS 重悬后加入 1 mg/mL RNase A（37 ℃
孵育 30 min），再加入 PI 染液避光孵育 40 min，

CytoFLEX 流式细胞仪检测 400 nm 激发光下的红

色荧光。

1.2.4　病毒增殖检测　细胞处理同 1.2.1（仅使用

异戊酸）。当 GFP 阳性率达 50% 时，使用胰酶消

化细胞（200 μL 胰酶 +800 μL 10% FBS DMEM
终止），收集细胞悬液，CytoFLEX 流式细胞仪分析

GFP 阳性细胞比例。

1.2.5　异戊酸处理对 A27L、GFP 蛋白表达量检

测　将 1×106 个细胞接种于 60 mm 培养皿，按

1.2.1 方法处理异戊酸 24 h。RIPA 裂解液（含蛋白

酶抑制剂）裂解细胞，BCA 法测定蛋白浓度。取

15 μg（内参）和 60 μg（目的蛋白）样品进行 SDS-
PAGE，转印至 PVDF 膜。 5% 脱脂奶（TBST 配

制）封闭 1 h，分别孵育 α-Tubulin 抗体（1∶1 000，
4 ℃过夜）、VACV A27L 单抗（1∶500，4 ℃过夜）和

GFP 抗体（1∶1 000，4 ℃过夜），洗膜后，HRP 标记

二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，Milipore 显影液显色，

超灵敏多功能成像仪分析蛋白表达。

1.2.6　基因表达检测　将细胞接种于 6 孔板（5×
10⁵个/孔），按 1.2.1 方法处理异戊酸 12 h。Trizol
法提取 RNA：每孔加 1 mL Trizol，静置 3 min，转移

至 EP管；加 200 μL氯仿，振荡 15 s，室温静置 5 min，
4 ℃ 13 200 r/min 离心 10 min；取 450 μL 上清，加

450 μL 异丙醇，混匀静置 10 min，4 ℃ 13 200 r/min
离心 10 min；弃上清，1 mL 75% 乙醇（DEPC 水配

制）洗沉淀，4 ℃ 13 200 r/min 离心 5 min，重复 1次；

晾干，DEPC 水溶解 RNA。

按反转录试剂盒说明书合成 cDNA。qPCR 反

应体系（10 μL）：2×SYBR qPCR Master Mix 5 μL，

上、下游引物（表 1）各 0.4 μL，cDNA 模板 1.5 μL，

ddH₂O 2.7 μL。扩增程序：95 ℃预变性 2 min；95 ℃ 
15 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，40次循环。以 β-actin 为

内参，T-test分析数据（n=3）。

表 1 引物信息

Tab.1 Primer information

基因　Genes
VACV-F7R

VACV-E9L

BHK21-GAPDH

Monkey-β-actin

引物序列（5´—3´）　Primer sequences(5´-3´)
F:ATTCTCATTTTGCATCTGCTC
R:AGCTACATTATCGCGATTAGC
F:TGTCGAAATGGTGAGACCGT
R:AACCACATATCTGCGACGGA

F:GGCAAGTTCAAAGGCACAGTCAAG
R:AACATACTCGGCACCAGCATCA

F:CGTGGACATCCGTAAAGAC
R:TTCTCCTTGATGTCCCGCACG

用途　Application
qRT-PCR for detection of F7R

qRT-PCR for detection of E9L

qRT-PCR for detection of GAPDH

qRT-PCR for detection of β-actin
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1.3　统计分析

采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行数据统计

与绘图。数据以均值±标准误（Mean±SE）表示，

2 组间比较采用独立样本 t检验，P<0.05 为差异显

著。所有试验均独立重复至少 3 次。

2　  结果与分析

2.1　短链脂肪酸对 VACV 增殖的抑制作用

为筛选具有抗痘苗病毒活性的短链脂肪酸

（SCFAs），本研究选取乙酸、丙酸、异丁酸、正戊酸

和异戊酸，以痘苗病毒（Vaccinia virus，VACV）的

GFP 标 记 毒 株（VACV-GFP）为 模 型 ，在 BHK-

21、Vero 细胞中通过直接免疫荧光法评估抗病毒

活性，结果如图 1 所示，异戊酸对 VACV 表现出显

著抑制效果，其处理组 GFP 阳性细胞比例较对照

组极显著降低（P<0.01）。乙酸、丙酸和正戊酸对

VACV 增殖无抑制作用，反而促进了 VACV 增殖。

异丁酸对 VACV 增殖无显著影响。

A、C、E、G、I.荧光倒置显微镜观察不同浓度短链脂肪酸处理后 VACV-GFP的增殖情况（标尺：200 μm）；B、D、F、H、J.荧光强

度统计分析 .*、**、***分别表示不同浓度间差异显著（P＜0.05）、极显著（P＜0.01、P＜0.001），NS表示差异不显著。图 4、6同
A, C, E, G, I. Observation of the proliferation of VACV-GFP after treatment with different concentrations of short-chain fatty 
acids(SCFAs) under an inverted fluorescence microscope(Scale bar: 200 μm). B,D,F,H,J. Statistical analysis of fluorescence in⁃
tensity. *, **, and *** indicated significant(P＜0.05) and extremely significant(P＜0.01、P＜0.001) difference among the different 
concentrations resepectively, NS indicated insignificant difference.The same as Fig. 4 and Fig. 6

图 1　短链脂肪酸对 VACV 的抑制作用

Fig.1　Inhibitory effects of short-chain fatty acids on the proliferation of vaccinia virus （VACV）
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综上，异戊酸是唯一抑制牛痘病毒增殖的

SCFAs，因此，被选为后续机制研究的对象。

2.2　异戊酸对细胞活力的影响

从图 2 可以看出，与对照相比，当异戊酸的浓

度 ≤3 000 μmol/L 且处理时间 ≤60 h 时，BHK-

21、Vero 细胞活力均无显著变化，表明该浓度范围

内异戊酸无细胞毒性。

2.3　异戊酸对细胞周期的影响

细胞周期是真核细胞从一次分裂完成到下一

次分裂结束的全过程，核心包括分裂间期（G1 期、

S 期、G2 期）和分裂期（M 期），其中，G1 期作为

DNA 合成前期，主要合成 RNA、蛋白质，并检测细

胞内外条件，通过限制点（R 点）后不可逆进入下一

阶段；S 期即 DNA 合成期，主要完成 DNA 半保留

双向复制和中心体复制，同时合成相关酶类与组

蛋白，对 DNA 损伤较为敏感；G2 期为 DNA 合成

后期，主要合成 M 期所需的纺锤体蛋白、凝缩蛋白

等，修复 S 期可能出现的 DNA 损伤并检查复制完

整性，通过 G2/M 检验点后进入 M 期，三者共同完

成遗传物质复制与细胞分裂的前期准备，确保细

胞分裂精准有序进行。通过流式细胞术分析 0~
100 μmol/L 异戊酸对 BHK-21、Vero 细胞周期的

影响。由图 3 可知，与对照相比，异戊酸处理组 G1
期、S 期、G2 期细胞比例均无显著差异，表明异戊

酸不影响细胞周期进程。

2.4　异戊酸对 VACV 增殖的抑制作用

2.4.1　流式细胞术检测病毒增殖　以0~100 μmol/L
异戊酸预处理细胞 4 h 后，分别感染 VACV-GFP

（MOI=0.1），48 h 后通过流式细胞术检测 GFP 阳

性细胞比例，结果如图 4 所示，VACV-GFP 感染

10、30、100 μmol/L 异戊酸处理组 GFP 阳性细胞比

图 2　异戊酸对细胞活力的影响

Fig.2　Effect of isovaleric acid on cell viability

图 3　异戊酸对细胞周期的影响

Fig.3　Effect of isovaleric acid on cell cycle
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例极显著降低（P<0.001）。但抑制效应无浓度依 赖性（各浓度组抑制率相近）。

2.4.2　蛋白表达水平分析　A27L 是 VACV 包膜

蛋白，参与病毒组装与运输 [19]。通过 Western blot
检测 A27L 及标签蛋白 GFP 的表达，结果如图 5 所

示，随着异戊酸浓度升高，VACV A27L 蛋白表达

量逐渐下降，GFP 表达趋势与 A27L 一致，证实异

戊酸抑制 VACV 增殖。

2.5　异戊酸对 VACV 关键基因表达的调控

F17R 基因编码的磷蛋白是痘苗病毒（VACV）

形态发生的关键因子，其与 A27、A14 蛋白形成复

合物，参与病毒粒子组装与成熟 [20]，作为晚期基因，

其表达水平反映病毒复制晚期进程。E9L 基因编

码的 DNA 聚合酶催化亚基（E9 蛋白）兼具 DNA 聚

合酶与 3′→5′核酸外切酶活性，是病毒 DNA 复制

的核心元件 [21]，作为早期基因，其表达量直接关联

病毒复制起始效率。10、30、100 μmol/L 异戊酸处

理较对照组 F17R 基因表达量均极显著降低（P<
0.01、P<0.001）（图 6-A）；10、30、100 μmol/L 异戊

酸处理组较对照 E9L 表达量均极显著降低（P<
0.001）（图 6-B）。综上，异戊酸显著抑制 F17R、

E9L 基因的表达。

图 4　异戊酸对 VACV-GFP 增殖的影响

Fig.4　Effect of isovaleric acid on VACV-GFP proliferation

图 5　异戊酸对 VACV A27L 结构蛋白及 GFP 报告蛋白表达的抑制作用

Fig.5　Inhibitory effect of isovaleric acid on the expression of VACV A27L structural protein and GFP reporter protein

图 6　异戊酸对 VACV 关键基因表达的抑制作用

Fig.6　Inhibitory effect of isovaleric acid on the expression of key genes of VACV
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3　  结论与讨论

痘病毒科病毒（如 VACV）严格在细胞质中完

成复制周期，其成功依赖于高度时序化的基因表

达程序和精密的免疫逃逸策略，包括通过内膜系

统区室化及编码免疫调节蛋白（如含锚蛋白重复

结构域 ANK 的蛋白）抑制宿主免疫通路 [15]。本研

究发现，短链脂肪酸异戊酸通过双重机制显著抑

制牛痘病毒复制。一方面，其直接靶向病毒复制

核心环节，强烈抑制早期基因 E9L（编码 DNA 聚

合酶）的表达，导致病毒基因组复制失败，复制前

病灶无法扩展为复制工厂，进而阻断晚期基因（如

F17R）及结构蛋白（如 A27L）的合成，最终中断病

毒粒子形态发生（IVN→MV 转化）。

另一方面，异戊酸重塑宿主—病毒免疫博弈

格局，通过抑制早期基因表达下调病毒免疫逃逸

蛋白（如 ANK 蛋白），同时激活宿主抗病毒防御网

络，包括恢复 RIG-I、TMPRSS2 及 IFN 受体等关

键蛋白表达，并可能通过 miR-200a-3p/ZBTB20/
IKKα 轴抑制炎症反应及促进黏膜 IgA 分泌，增强免

疫清除能力[22-25]，异戊酸在低浓度（≤100 μmol/L）
下即展现强效抗病毒活性，且远低于细胞毒性阈

值（治疗指数>30），其作为天然代谢物兼具低残

留与低耐药风险优势。综上，异戊酸通过“直接抑

制病毒复制起始和增强宿主免疫应答”的协同作

用，对 VACV 和 ECTV 具有显著体外抗病毒效果，

为开发新型痘病毒防治策略提供了重要依据，未

来需深入解析其分子靶点（如是否直接调控 E9L
或通过表观遗传机制）及体内药效。

本研究首次证实，短链脂肪酸异戊酸通过直

接抗病毒与免疫调节双途径协同机制显著抑制牛

痘病毒（VACV）复制：其直接靶向病毒早期基因

E9L 阻断 DNA 复制起始，瓦解病毒生命周期；同

时通过抑制病毒免疫逃逸蛋白表达并激活宿主抗

病毒免疫应答（如增强干扰素信号及黏膜 IgA 分

泌），重塑宿主防御网络。异戊酸在体外展现出强

效抗病毒活性与高治疗指数（TI>30），兼具低细

胞毒性及低耐药倾向，具备开发为新型痘病毒防

治剂的潜力。未来研究需深入解析异戊酸调控病

毒/宿主基因表达的分子靶点（如是否通过 HDAC
抑制影响表观遗传修饰），并阐明其在体内增强呼

吸道黏膜免疫（如 IgA 应答）的机制，为基于宿主代

谢干预的抗病毒策略提供关键理论依据与转化

路径。
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