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病毒的感染与致病是非常复杂的!而病毒入侵
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组别

@V#K

7

质粒及剂量
BIH,<$"H-""#,L

%

7

?@AB!:%

"

)

(

R

#

0

7

?@AB!:%!2345

"

0

(

R

#

\

7

89:4*'%!;6

"

0

(

R

#

*

7

?@AB!:%!<%

"

0

(

R

#

\

7

89:4*'%!;6

"

0

(

R

#

)

7

?@AB!:%!<0

"

0

(

R

#

\

7

89:4*'%!;6

"

0

(

R

#

G

7

?@AB!:%!<*

"

0

(

R

#

\

7

89:4*'%!;6

"

0

(

R

#

.

7

?@AB!:%!<)

"

0

(

R

#

\

7

89:4*'%!;6

"

0

(

R

#

%'0'*

!

免疫共沉淀
!!

转染
)(U

后!弃去培养基!

用预冷的
Bb2

"

7

61')

#漂洗
0

次!向各孔内加入

G&&

(

3ETB4

裂解液!冰浴裂解
*&<$-

&收集细胞

裂解液!

)a%0&&&

R

离心
%&<$-

(将上清转移到新

的
%'G<3

离心管内&根据
bbT

公司的
T<<K-#!

(0)



!
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期 蒙学莲等$小反刍兽疫病毒血凝素蛋白与受体蛋白
2345

的相互作用

7

VL8$

7

$;H;$#-D$;

使用说明书!用抗
BBEF;6

抗体

对细胞裂解液进行免疫沉淀!用
)G

(

3%_I#H"$-

R

XKZZLV

溶解!煮沸
G<$-

!稍离心后进行
292!B4@?

和
cL,;LV-XI#;;$-

R

检测&

%'0')

!

cL,;LV-XI#;;$-

R

检测
!!

用
%&̀ MV$8$-L

292!B4@?

胶进行电泳!用半干电转仪转膜后!

G̀

b24

封闭
%U

!然后分别加入
%d0&&

稀释的兔抗山

羊
2345

和
BBEF6

的多克隆抗体!

)a

过夜孵育

后!

Mb2M

洗膜
*

次!加入
%d0&&&

稀释的羊抗兔

T

R

@

!

*1a

孵育
0U

!将
:>

膜洗涤后浸于
%&<3

底

物溶液中!避光反应!出现条带后立即终止反应!室

温保存&

!

!

结
!

果

!G#

!

真核表达载体的构建及鉴定

将目 的 片 段 分 别 插 入
7

?@AB!:%

和
7

89!

:4*e%

载体!所构建的重组表达载体经
B>E

'双酶

切鉴定均为阳性"图
%

#(测序结果表明!各目的基因已

正确插入到表达载体中且保持正确的阅读框!分别命

名为
7

?@AB!:%!2345

'

7

?@AB!:%!<%

'

7

?@AB!:%!

<0

'

7

?@AB!:%!<*

'

7

?@AB!:%!<)

和
7

89:4*'%!;6

&

5'930&&&9:4

相对分子质量标准(

%

'

)

'

1

'

%&

'

%*'

7

?@AB!:%

系列表达载体质粒"

7

?@AB!:%!2345

'

7

?@AB!:%!

<%

'

7

?@AB!:%!<0

'

7

?@AB!:%!<*

及
7

?@AB!:%!<)

#(

%.'

7

89:4*'%!;6

质粒(

0

'

G

'

(

'

%%

'

%)

'

%1'

重组质粒的
B>E

产物(

*

'

.

'

/

'

%0

'

%G

'

%('

重组质粒的酶切产物

5'930&&&9:4<HV[LV

(

%

!

)

!

1

!

%&

!

%*'BIH,<$",#Z

7

?@AB!:%!2345

!

7

?@AB!:%!<%

!

7

?@AB!:%!<0

!

7

?@AB!:%!

<*H-"

7

?@AB!:%!<)

(

%.'BIH,<$"#Z

7

89:4*'%!;6

(

0

!

G

!

(

!

%%

!

%)

!

%1'B>E

7

V#"K8;,#ZVL8#<X$-H-;

7

IH,<$",

(

*

!

.

!

/

!

%0

!

%G

!

%('EL8#<X$-H-;

7

IH,<$","$

R

L,;L"X

Y

L-f

Y

<L,

图
#

!

重组表达质粒的鉴定

L3

9

G#

!

,?/-.3=321.34-4=0/24853-1-.

C

:1>83?>

!G!

!

重组质粒在
J7MNF#

细胞中的表达

转染后
)(U

观察融合蛋白在
>6C!D%

细胞中

的表达情况&结果显示!转染
)(U

后观察到了亮而

密的荧光"图
0

#&

!G&

!

O/>./0-5:4..3-

9

分析表达蛋白

分别利用抗
BBEF

'

2345

多克隆抗体进行分

析!结果表明!转染目的基因表达质粒的
>6C!D%

细胞中均可检测到
;6

蛋白和
2345

及其系列缺失

突变体蛋白的表达"图
*

#!这说明所有目的蛋白均

获得正确表达&

!G$

!

山羊
()*+

与
<<@A7

蛋白相互作用的功能

片段

山羊
2345

及其突变体
7

?@AB!:%!2345

'

7

?@AB!:%!<%

'

7

?@AB!:%!<0

'

7

?@AB!:%!<*

和

7

?@AB!:%!<)

分别与
7

89:4*'%!;6

共转染至培

养在
.

孔板上的
>6C

细胞&转染后
)(U

!进行免

疫共沉淀及
cL,;LV-XI#;;$-

R

检测&结果显示!用

抗
;6

免疫兔血清进行免疫共沉淀时!能沉淀出

2345

'

<%

'

<0

和
<*

蛋白!但不能将
<)

蛋白沉淀

下来(用抗山羊
2345

免疫兔血清进行免疫共沉淀

时!转染
>6C!D%

细胞中表达的
2345

'

<%

'

<0

和

<*

可将
;6

蛋白免疫沉淀下来!而
<)

也不能将
;6

蛋白免疫沉淀下来"图
)

#&这表明
2345

胞外区

的
:

端是与
6

蛋白相互作用的重要位点&

&

!

讨
!

论

6

蛋白是
BBEF

上的一种重要的跨膜糖蛋白!

其主要作用是与宿主细胞膜受体结合!调节病毒吸

附并侵入宿主细胞+

%%!%0

,

&现已证明!

6

蛋白的膜内

区域与受体结合功能无关!去除膜内区域的截短
6

蛋白仍具有正常的与细胞受体结合的能力+

%*

,

&

5F

6

蛋白上
G(=.%

'

)0/=)*(

位氨基酸是决定与

/0)
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报
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-

A'

分别是
7

?@AB!:%

'

7

?@AB!:%!2345\

7

89:4*'%!;6

'

7

?@AB!:%!<%\

7

89:4*'%!;6

'

7

?@AB!:%!<0\

7

89:4*'%!;6

'

7

?@AB!:%!<*\

7

89:4*'%!;6

和
7

?@AB!:%!<)\

7

89:4*'%!;6

4!A'2;H-"Z#V

7

?@AB!:%

!

7

?@AB!:%!2345\

7

89:4*'%!;6

!

7

?@AB!:%!<%\

7

89:4*'%!;6

!

7

?@AB!:%!<0\

7

89:4*'%!;6

!

7

?@AB!:%!<*\

7

89:4*'%!;6H-"

7

?@AB!:%!<)\

7

89:4*'%!;6

!

VL,

7

L8;$NLI

Y

图
!

!

转染
$PD

后融合蛋白表达情况"

$""Q

#

L3

9

G!

!

RS

C

0/>>34-4==:;40/>2/-.

C

04./3-$PD4;0>1=./0.01->=/2.34-

"

$""Q

#

2345

相互作用的重要部位!它可能是
6

蛋白与

2345

相互作用的功能区+

1!(

,

&

随着
2345

被证明为
5F

'

>9F

和
EBF

感染

的细胞受体之后!

E'5'BHWHV

等通过
,$E:4

干扰

&*)
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期 蒙学莲等$小反刍兽疫病毒血凝素蛋白与受体蛋白
2345

的相互作用

4'

抗
BBEF

阳性兔血清(

b'

抗
2345

阳性兔血清(

5'

蛋白质相对分子质量标准(

%'

7

?@AB!:%

对照(

0

-

.'

分别是

7

?@AB!:%!2345\

7

89:4*'%!;6

'

7

?@AB!:%!<%\

7

89:4*'%!;6

'

7

?@AB!:%!<0\

7

89:4*'%!;6

'

7

?@AB!:%!

<*\

7

89:4*'%!;6

和
7

?@AB!:%!<)\

7

89:4*'%!;6

4'B#,$;$NLBBEFH-;$X#"

Y

(

b'B#,$;$NL2345H-;$X#"

Y

(

5'BV#;L$-<#IL8KIHVWL$

R

U;<HV[LV

(

%':L

R

H;$NL8#-;V#I#Z

7

?@AB!:%

(

0!.'2;H-"Z#V

7

?@AB!:%!2345\

7

89:4*'%!;6

!

7

?@AB!:%!<%\

7

89:4*'%!;6

!

7

?@AB!:%!<0\

7

89:4*'%!;6

!

7

?@AB!:%!<*\

7

89:4*'%!;6H-"

7

?@AB!:%!<)\

7

89:4*'%!;6

!

VL,

7

L8;$NLI

Y

图
&

!

转染细胞中表达融合蛋白的分析

L3

9

G&

!

*-1:

B

>3>4=.D//S

C

0/>>/?

C

04?;2.>=048.01->=/2./?J7MNF#

%'

7

?@AB!:%

(

0'

7

?@AB!:%!2345\

7

89:4*'%!;6

(

*'

7

?@AB!:%!<%\

7

89:4*'%!;6

(

)'

7

?@AB!:%!<0\

7

89!

:4*'%!;6

(

G'

7

?@AB!:%!<*\

7

89:4*'%!;6

(

.'

7

?@AB!:%!<)\

7

89:4*'%!;6

&

4'

用抗
;6

抗体沉淀表达的
;6

蛋白!然后分别用
6

抗体和
2345

进行
cL,;LV-XI#;;$-

R

检测(

b'

用抗
2345

的抗体沉淀表达的
2345

蛋白及其

系列突变体蛋白!然后分别用
2345

抗体和
6

抗体进行
cL,;LV-XI#;;$-

R

检测

%'

7

?@AB!:%

(

0'

7

?@AB!:%!2345\

7

89:4*'%!;6

(

*'

7

?@AB!:%!<%\

7

89:4*'%!;6

(

)'

7

?@AB!:%!<0\

7

89!

:4*'%!;6

(

G'

7

?@AB!:%!<*\

7

89:4*'%!;6

(

.'

7

?@AB!:%!<)\

7

89:4*'%!;6'4';6H-;$X#"

Y

H,;UL

7

VL8$

7

$;H;!

$-

R

H-;$X#"

Y

(

b'2345H-;$X#"

Y

H,;UL

7

VL8$

7

$;H;$-

R

H-;$X#"

Y

!

H-";UL2345H-";6H-;$X#"$L,WLVLK,L"H,VLH!

R

L-$8H-;$X#"

Y

X

Y

cL,;LV-XI#;;$-

R

图
$

!

共表达的
.7

与
()*+

及其系列缺失突变体在
J7M

细胞中的相互作用

L3

9

G$

!

T/./2.34-.D/3-./012.34-4=.763.D()*+1-??/:/.34-8;.1.34->3-J7M2/::>

技术证实
2345

也是
BBEF

感染的细胞受体+

*

,

&

2345

包含的
F

结构域是与病毒蛋白相互作用的

主要区域!该结构域中有
0%

个氨基酸残基与病毒蛋

白结合!其中
(

个氨基酸残基"

.*

'

..

'

.(

'

10

'

()

'

%%/

'

%0%

和
%*&

位#是麻疹病毒属病毒易感动物所

共有的!这
(

个氨基酸残基决定宿主
!

病毒相互作用

的特异性!其分布于
2345

与病毒
6

蛋白形成相

互结合的
"

折叠面上!其中
BBEF

'

EBF

和
>9F

的

6

蛋白通过
"

螺旋的顶端与
2345

胞外域的
"

折

叠相结合!而
5F

的
6

蛋白通过
"

螺旋的侧面与

2345

结合+

G

!

1

!

/!%&

,

&近来!人
2345

家族成员

:Mb!4

和
>9()

胞外区的晶体结构研究显示!这些

蛋白的
T

R

F

和
T

R

>0

结构域构成了杆状单体!

T

R

F

结

构域之前的
"

折叠是同类分子间结合的一个界

面+

%)!%G

,

&此外!值得注意的是!山羊
2345

蛋白中

第
.&

"

$,#ILK8$-L

!异亮氨酸#和
.%

位"

U$,;$"$-L

!组氨

酸#氨基酸残基在其作为
BBEF

受体功能方面发挥

着关键性作用+

%.

,

!而人
2345

第
.&

'

.%

和
.*

或第

%*)
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牧
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学
!

报
)G

卷
!

G(

'

G/

和
.%

位氨基酸残基是病毒结合和感染的关

键氨基酸+

(!/

!

%.

,

&晶体结构和突变研究显示!

5F!6

蛋白是
%

个由
.

个类螺旋桨叶"

"

%!

"

.

#组成的方形

结构!其受体结合位点位于
"

螺旋面且存在广泛重

叠!

"

)

和
"

G

与
>9).

的
2>E%

和
2>E0

相互作用!

"

)!.

和环状区域与
2345 F

结构域的
@A>>̂>g

相

互作用!

-L8;$-!)

通过
:

末端
T

R

F

结构域特异地结

合于
"

)!

"

G

之间的沟槽内!而且
6 4,

7

G*&

和

4V

R

G**

与
2345 @IK%0*

构成的盐桥对
5F!6!

2345

络合物稳定过程发挥了关键作用+

%1!0&

,

&

在本研究中!笔者将成功构建的
BBEF 6

蛋白

胞外区"

;6

#真核表达载体和
2345

及其系列缺失

突变体"胞外区'无信号肽胞外区'胞外区
:

端
0/=

%*.

位氨基酸和胞外区
>

端
%*1=0)&

位氨基酸#真

核表达载体共转染
>6C!D%

!通过免疫共沉淀技术

验证了
2345

与
BBEF6

蛋白的相互作用&结果

显示!胞外区
:

端
0/=%*.

位氨基酸是
2345

分子

上与
6

蛋白相互作用的关键氨基酸区段&

:

端

0/=%*.

位氨基酸位于
2345 F

结构域"

%=%*(

位

氨基酸#!而已报道的决定宿主-病毒相互作用特异

性的
(

个氨基酸残基也位于
:

端
0/=%*.

位内!这

表明该研究结果与麻疹病毒属其他宿主
2345

受

体的结果一致!

2345 :

端
0/=%*.

位氨基酸是决

定
2345

与
BBEF6

蛋白相互作用的关键氨基酸

区段&此外!根据对共转染细胞的荧光观察发现!在

;6

和
2345

及其突变体发生相互作用的细胞中!

荧光多积聚存在于细胞质的某部位!而且这些部位

紧贴于细胞膜!这与
2345

蛋白的分泌位置及其和

病毒蛋白相互作用的特性相一致&本研究为后续

2345

与
6

蛋白相互作用关键氨基酸位点的确定

以及新疫苗等研究奠定了基础&

$

!

结
!

论

将
7

89:4*'%!;6

和
2345

及其缺失突变体

7

?@AB!:%

系列真核表达质粒转染
>6C

细胞后目

的蛋白正确表达!利用免疫共沉淀技术验证了

2345

与
BBEF6

蛋白的相互作用!并证明
2345

:

端第
0/=%*.

位氨基酸是决定其与
BBEF 6

蛋

白结合的关键氨基酸区段&
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的相互作用

;L$-#Z

7

L,;L"L,

7

L;$;,VK<$-H-;,N$VK,

$

T"L-;$Z$8H;$#-

#ZHM8LII"L;LV<$-H-;

+

h

,

'%$""()&

!

0&&%

!

%/

"

*0

#$

)(%.!)(0*'

+

%*

,

!

24MC M 4

!

?:45T5

!

DC6454 M'T,#IH;$#-#Z

;UL<LH,IL,N$VK,UL<H

RR

IK;$-$-

7

V#;L$-$-H,#IKXIL

Z#V<X

Y7

V#;LH,L"$

R

L,;$#-

+

h

,

'I%('+4

!

%//G

!

./

"

%

#$

G%*!G%.'

+

%)

,

!

>4C?

!

E454@CB43 P 4

!

A?9CECF 4

!

L;HI'

:Mb!4VL8L

7

;#V8V

Y

,;HI,;VK8;KVL

$

$-,$

R

U;,$-;#U#!

<#

7

U$I$8$-;LVH8;$#-,$-;UL,$

R

-HI$-

R

I

Y

<

7

U#8

Y

;$8H8!

;$NH;$#- <#IL8KILVL8L

7

;#VZH<$I

Y

+

h

,

'@CC8)(#

/

!

0&&.

!

0G

"

)

#$

GG/!G1&'

+

%G

,

!

Q4:]

!

543426D?FT>6 F :

!

A?9CECF 4

!

L;

HI'2;VK8;KVL#Z>9()

7

V#N$"L,$-,$

R

U;$-;#2345

ZH<$I

Y

ZK-8;$#-

+

h

,

'7'+"L$#4!"$B-"(M-!

!

0&&1

!

%&)

"

0G

#$

%&G(*!%&G(('

+

%.

,

!

24ED4Eh

!

b4345PEP@4:F

!

2?:4

!

L;HI'2L!

i

KL-8LH-HI

Y

,$,#Z<#VX$II$N$VK,>9%G&VL8L

7

;#V!2$

R

!

-HI$-

R

3

Y

<

7

U#8

Y

;L48;$NH;$#- 5#IL8KIL

"

2345

#

#Z

"$ZZLVL-;H-$<HI,

7

L8$L,

+

h

,

'%('8;<&)&;

!

0&&/

!

*/

"

*

#$

**G!*)%'

+

%1

,

!

M464E4 5'M4D?94 5

!

26TEC@4:?Q

!

L;HI'

5LH,IL,N$VK,$-ZL8;,X#;U

7

#IHV$fL"L

7

$;ULI$HIH-"$<!

<K-L8LII,X

Y

K,$-

R

"$,;$-8;$NLVL8L

7

;#V!X$-"$-

R

,$;L,

#-$;,UL<H

RR

IK;$-$-

+

h

,

'I%('+4

!

0&&(

!

(0

"

/

#$

).*&!

).*1'

+

%(

,

!

24:MT4@C>

!

>?354 5 3

!

2M?63? M

!

L;HI'

2;VK8;KVL#Z;UL<LH,IL,N$VK,UL<H

RR

IK;$-$-X#K-";#

;UL>9).VL8L

7

;#V

+

h

,

'L$#-#'8"#:+46(+4

!

0&%&

!

%1

"

%

#$

%0)!%0/'

+

%/

,

!

6426T@P>6TM

!

C2?M

!

DPbCM4 5

!

L;HI'2;VK8!

;KVL#Z;UL<LH,IL,N$VK,UL<H

RR

IK;$-$-X#K-";#$;,

8LIIKIHVVL8L

7

;#V2345

+

h

,

'L$#-#'8"#:+46(+4

!

0&%%

!

%(

"

0

#$

%*G!%)%'

+

0&

,

!

S64:@O

!

3P@

!

]Th

!

L;HI'2;VK8;KVL#Z<LH,IL,N$!

VK,UL<H

RR

IK;$-$-X#K-";#$;,L

7

$;ULI$HIVL8L

7

;#V-L8!

;$-!)

+

h

,

'L$#-#'8"#:+46(+4

!

0&%*

!

0&

"

%

#$

.1!10'

"编辑
!

白永平#

**)


