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摘
!

要!宿主蛋白质广泛参与流感病毒基因组在宿主体内的转录'复制和翻译(病毒蛋白质和宿主蛋白质的互作

对于病毒的感染有重要影响(

Q4!L%(0

是新发现的
A!

基因的转录形式!关于其宿主互作蛋白质的研究目前尚

少(

=LAO

"

A#<S#;8V

D

V#S8$-A#;

D

98?

!

,>U>-$S"89S<

#是负责细胞内新合成蛋白质从内质网向高尔基体转运的基因!

=LAO

基因敲除后细胞内流感病毒滴度降低!表明
=LAO

基因可能参与流感病毒的复制(

=LAO

基因影响流感病

毒感染的机制仍未见报道(本研究通过构建
Q4!L%(0

和
]cQ6

过表达载体并共转染细胞!利用免疫共沉淀'

H8,S8V-U9#S

的方法!证实在鸡细胞内
E1L%

禽流感病毒
Q4!L%(0

蛋白和
]cQ6

蛋白有相互作用!表明
]cQ6

对

流感病毒感染的影响可能与其和
Q4!L%(0

蛋白的互作并影响
Q4!L%(0

蛋白从宿主细胞内质网向高尔基体的转运

有着密切的联系(
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E#,S@<S#V,<V8T$"89

R

$-X#9X8"$-SV<-,AV$

D

S$#-

!

">

D

9$A<S$#-<-"SV<-,9<S$#-#@$-@9>8-B<

X$V>,

C

8-#;8

!

<-"=#,S@<AS#V,<V8V8V>$V8"@#VS=8$-@8AS$#-#@$-@9>8-B<X$V>,'Q4!L%(0$,<V8!

A8-S9

R

$"8-S$@$8"SV>-AS<S8"@#V;#@$-@9>8-B<A!

C

8-8

!

<-"9$SS98$, -̀#T-<U#>S$S,=#,S$-S8V<A!

S$#-@<AS#V,']cQ6

"

A#<S#;8V

D

V#S8$-A#;

D

98?

!

,>U>-$S"89S<

#!

T$S=S=8@>-AS$#-#@SV<-,9#A<S$#-#@

-8T9

R

SV<-,9<S8"

D

8

D

S$"8,@V#;8-"#

D

9<,;$AV8S$A>9>;S#M#9

C

$<

DD

<V<S>,

!

=<,<-8,,8-S$<9V#98$-

">

D

9$A<S$#-#@$-@9>8-B<X$V>,<-"$S, -̀#À "#T-V8,>9S,$-"8AV8<,8#@X$V>,S$S8V'H8A#!SV<-,!

@8AS8"Q4!L%(0<-"]cQ68?

D

V8,,$#-X8AS#V,$-S#A=$À8-6J%A899,<-"@#>-"S=<SQ4!L%(0$-!

S8V<AS8"T$S=]cQ6U

R

S=8;8S=#"#@$;;>-#

D

V8A$

D

$S<S$#-<-"H8,S8V-U9#S'c>VV8,>9S,V8X8<9

S=<S]cQ6 ;$

C

=S<@@8ASS=8$-@8AS$#-#@$-@9>8-B<X$V>,S=V#>

C

=$-8V<AS$-

C

T$S=Q4!L%(0<-"

SV<-,9<S$-

C
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9<,;$AV8S$A>9>;S#M#9
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禽流感病毒"

<X$<-$-@9>8-B<X$V>,

!

4Ib

#属甲

型流感病毒!其遗传物质为单股负链
OL4

(禽流感

病毒核酸包括
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#等
(

个基因片

段)

%

*

(上述基因直接编码或者其编码的蛋白质经剪

切或修饰后最多成为
%3

种蛋白质)

0!*

*

(

Q4

和
Q5%

'

Q50

蛋白组成依赖于
OL4

的
OL4

聚合酶复合体!

参与流感病毒的复制(

Q4

蛋白具有调控蛋白质稳

定性'内切酶活性'

OL4

帽子结构结合及启动子结

合等功能)

)

*

(聚合酶复合体捕获宿主细胞的
;OL4

后!

Q4

蛋白发挥其核酸内切酶活性切割宿主基因

;OL4

!用于病毒自身
OL4

的合成)

1

*

(从不同的位

置起始翻译或移码突变!

A!

基因除编码
Q4

蛋白外

还编码
Q4!G

'

Q4!L%11

和
Q4!L%(0

三种蛋白质(

Q4!L%(0

是从
A!

基因的第
%(0

位核苷酸"第
%*

个

4FM

#起始翻译的蛋白质产物(通过对
%%&&&

余株

流感病毒毒株的序列分析发现
//'*Y

的流感病毒毒

株都有
Q4!L%(0

蛋白翻译起始所需要的
4FM

密码

子!不具有
Q4!L%(0

翻译起始所需
4FM

位点的流感

病毒毒株多为禽类和猪的
E/L0

毒株)

.

*

(

禽流感病毒自身并不具有复制能力!感染宿主

后须借助宿主的细胞系统进行复制(流感病毒的组

成蛋白和宿主蛋白质有着广泛的相互作用!这些相

互作用对于流感病毒的感染'复制和传播有着极为

重要的作用(流感病毒
Q5%

和
Q50

蛋白和人细胞

中的
QQ.

蛋白"

D

V#S8$-

D

=#,

D

=<S<,8.

#有直接作用!

QQ.

蛋白的敲除导致由细胞核向细胞质输出的病毒

核糖核蛋白量减少!病毒复制减缓!病毒滴度降

低)

3

*

(

E@7J00

基因是流感病毒的抗性基因!

7OIe00

对流感病毒的抗性是通过和流感病毒
LQ

蛋白的互作实现的!

7OIe00

促使
LQ

蛋白发生泛

素化并通过蛋白酶体途径降解病毒的
LQ

蛋白!使

流感病毒丧失生物学活性)

(

*

(

Q4!L%(0

是
0&%*

年

新发现的
A!

基因的新翻译形式!其缺失了
Q4

蛋

白的
L

端(

Q4!L%(0

在鸡细胞内有哪些互作蛋白

质及其生物学功能仍知之甚少(

]cQ6

"

A#<S#;8V

D

V#S8$-A#;

D

98?

!

,>U>-$S"89!

S<

#!又名
4O]L%

!是
]#<S#;8V

复合物的组成亚基

之一(

]#<S#;8V

复合物参与细胞内合成的蛋白质

从内质网到高尔基体的运输(

=LAO

基因突变的

小鼠由于细胞内蛋白质运输的障碍导致毛色变浅!

同时伴有运动失调等症状)

/

*

(在多个全基因组

OL4$

扫描研究中都发现了
]cQ6

等
]#<S#;8V

复

合物亚基的表达被抑制后会阻碍流感病毒在细胞内

复制!表明
]cQ6

是影响流感病毒侵染的重要宿主

因子)

%&

*

(

在本研究中!作者利用蛋白质免疫沉淀等技术

分析了
E1L%4IbA!!L%(0

基因和
=LAO

基因的

互作情况(我们在鸡胚胎成纤维细胞系"

6J%

#中过

表达了
E1L%4Ib

的
A!!L%(0

基因和鸡
=LAO

基因!并成功的利用免疫共沉淀技术富集了
Q4!

L%(0

蛋白!

H8,S8V-U9#S

显示
A!!L%(0

基因的免

疫共沉淀产物可以检测到
]cQ6

蛋白的存在!表明

E1L%

禽流感病毒
A!KL%(0

基因在鸡细胞内和

=LAO

基因有相互作用(

#

!

材料与方法

#F#

!

细胞$毒株及病毒
/9O<

的合成

6J%

细胞购自中国科学院细胞库(本研究所

用
E1L%

禽流感病毒毒株为
4

%

]=$À8-

%

2=<-G$

%

0

%

0&&.

"

E1L%

#!毒株
OL4

由中国农业科学院哈尔

滨兽医研究所惠赠(

A6L4

反转录参照
QV$;8V!

2AV$

D

S

7e

O7e<,S8Ve$?

试剂盒"

7<̂ <O<

!大连#操

作说明进行!

\0&Z

保存备用(

#F!

!

引物设计

根据
I-@9>8-B<V8,8<VA="<S<U<,8

公 布 的
4

%

]=$À8-

%

2=<-G$

%

0

%

0&&.

"

E1L%

#的
Q4!L%(0

基因序

列'

L]5I

上公布的鸡
=LAO

基因"

M8-5<-̀

登录号$

Le

/

&&%&3/)//'%

#序列!利用
c9$

C

#.

软件设计引物

"表
%

#!引物均包含
H,&

2

和
I$5E

2

酶切位点(引物

由金维智生物科技"苏州#有限公司合成(

表
#

!

引物序列

)3>B+#

!

562@+67+

C

A+./+7

引物

QV$;8V

上游序列

F

D

,SV8<;

"

1d!*d

#

下游序列

6#T-,SV8<;

"

1d!*d

#

A!!L%(0

]]]44M]7MM]74M]M]]4]]47MM]!

]4M74MMMM7]747MMM477

777M74M7]MM47]]777]4M7M]47!

M7M7M4MM44MM4

=LAO

474MMM4M4]]]44M]7MM]74M]M]!

]4]]47MM7M]7M77MM]MM]4M]7M7

M7MM7MM7MM7MM7MM7MMM47]]]4M!

M4777]474]77M7]]4]]4MM

&&/%
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巧等$禽流感病毒
Q4!L%(0

与鸡
]cQ6

蛋白互作的鉴定

#FG

!

蛋白质表达载体的构建

%'*'%

!

Q]O

扩增
!!

根据
E'$);Q]O2>

D

8Ve$?

"全式金#操作说明进行
Q]O

扩增(

A!!L%(0

和

=LAO

基因的引物退火温度都为
11Z

!

*1

个循环(

%'*'0

!

目的基因与载体连接
!!

双酶切
D

A6!

L4*_%!*J9<

C

!]

载体和
D

A6L4*'%!.E$,!]

载体!根

据无缝连接试剂盒"

]9#-8,;<VS8V

#说明书分别与

Q]O

产物
Q4!L%(0

和
]cQ6

连接!转化大肠杆菌

感受态细胞后均匀涂在氨苄琼脂糖平板上培养过

夜!挑取单个菌落划线并进行
Q]O

鉴定!选取阳性

菌落提取质粒进行双酶切鉴定并测序(

%'*'*

!

质粒提取
!!

液体
[5

培养基培养转化后

的阳性单菌落
%0=

后!

%0&&&V

+

;$-

\%离心
%1;$-

收集菌液!根据
:-"#JV88

.

Q9<,;$"e<?$ $̂S

"

g$<!

C

8-

#说明书操作步骤提取质粒并测定浓度(

#F%

!

细胞培养及转染

6J%

细胞用含
%&Y

胎牛血清"

[$@878A=-#9#!

C

$8,

#的
6e:e

高糖培养基"

E

R

A9#-8

#在
*3Z

'

1Y

]c

0

的条件下培养!细胞培养至
(&Y

汇合度时转

染(细胞转染按
[$

D

#@8AS<;$-8

.

*&&&

试剂"

[$@8

78A=-#9#

C

$8,

#说明书进行!用
c

D

S$!e:e

.

培养基

稀释
[$

D

#@8AS<;$-8

.

*&&&

试剂并充分混匀!用
c

D

!

S$!e:e

.

培养基稀释
6L4

制成
6L4

预混液!在

6L4

预混液中添加
Q*&&&

7e试剂!在每管已稀释的

[$

D

#@8AS<;$-8

.

*&&&

试剂中加入稀释的
6L4

"

%n

%

比例#!室温孵育
1;$-

!加入
6L4!

脂质体复合物

至细胞中(转染
)(=

后倒掉旧培养基!

Q52

冲洗后

加
&'01Y

的胰蛋白酶"

E

R

A9#-8

#于
*3Z

培养箱消

化
1;$-

!轻晃培养皿显微镜下见细胞游离时立即

加入
0

倍体积完全培养基终止消化(将细胞悬浮液

加入到
%1;[

离心管中!

%&&&V

+

;$-

\%

'离心
1

;$-

!去上清!用
Q52

重悬细胞并转入
%'1;[

离心

管中!

%&&&V

+

;$-

\%

'离心
1;$-

!去上清!细胞沉

淀用于下游试验(

#F$

!

蛋白质提取

向细胞中加
OIQ4

裂解液并吹匀!置冰上
*&

;$-

!每
1;$-

轻弹一次离心管(

%*&&&V

+

;$-

\%离

心
%&;$-

!将上清转入新的离心管后根据
5]4

蛋

白质定量试剂盒"

7=8V;#,A$8-S$@$A

!美国#测蛋白质

浓度(

#F&

!

蛋白质免疫沉淀

裂解液中加入预处理过的
QV#S8$-M U8<",

"

e$99$

D

#V8

#

0&

$

[

!于
)Z

摇床缓慢振荡
0=

!以去除

非特异性杂蛋白质!降低背景!离心后收集上清于新

离心管中(取
%

%

1&

裂解液"全蛋白质#保存至
\(&

Z

冰箱用作阳性对照"

I-

D

>S

#!剩余裂解液用作免疫

沉淀"

IQ

#即试验组(向用作
IQ

的裂解液中加入

<-S$!J[4M e0U8<",

"

2$

C

;<

#!于
)Z

摇床缓慢振

荡过夜(离心收集琼脂糖珠!弃上清!

OIQ4U>@@8V

清洗
)

次!

1)̂ U>@@8V

清洗
0

次后加入上样缓冲液!

/.Z

煮沸
%&;$-

!立即置于冰上!简短离心后吸取

上清进行聚丙烯酰胺凝胶电泳(试验以鼠
I

C

M

作

为阴性对照(

#F(

!

\+71+6.>B-1

蛋白经聚丙烯酰胺凝胶电泳后转至
Qb6J

膜

"

e$99$

D

#V8

#上!转膜条件为
*1&;4

恒流
)&;$-

(

Qb6J

膜分别用相应抗体孵育
%=

后显影(本试验

所用抗体如下$抗
J9<

C

标签抗体
!EOQ

"

]8992$

C

-<!

9$-

C

78A=-#9#

CR

#和抗
E$,

标签抗体
!EOQ

"

4U!

A<;

#(

#FX

!

5<MO#X!

与
,[59

蛋白互作鉴定的试验分组

方法

将
Q4!L%(0

和
]cQ6

表达载体共转染
6J%

细

胞!同时设置
J9<

C

空载体'

E$,

空载体'

J9<

C

空载体

和
E$,

空载体'

J9<

C

空载体和
]cQ6

'

Q4!L%(0

和

E$,

空载体
1

个对照组(

!

!

结
!

果

!F#

!

)*MO#X!

及
CG)!

基因表达载体的构建

以
E1L%

禽流感
A6L4

和鸡肌肉组织
A6L4

分别扩增
A!!L%(0

和
=LAO

基因!所得的
Q]O

产

物大小均符合预期"图
%

#(

Q]O

扩增所得目的片段

用无缝连接试剂盒连入
D

A6L4*'%!]!J9<

C

载体(

转化后所得阳性质粒双酶切结果如图
0

所示(

=LAO

基因经
Q]O

扩增后连入
D

A6L4*'%!]!E$,

载体!其阳性质粒双酶切结果如图
*

所示(

Q4!

L%(0

和
]cQ6

载体插入片段均经测序验证无误(

上述载体将分别表达带有
J9<

C

标签的
Q4!L%(0

蛋

白和带有
E$,

标签的
]cQ6

蛋白(

!F!

!

)*MO#X!

基因在
9H#

细胞的过表达及免疫共

沉淀捕获

将
A!!L%(0

表达载体转染进
6J%

细胞中!对

照组并没有检测到目的蛋白质!而试验组有
Q4!

L%(0

条带!表明
Q4!L%(0

正常表达"图
)

#(以带

有
J9<

C

抗体的微珠和细胞裂解液孵育进行免疫共

沉淀反应!所得产物用
J9<

C

抗体进行检测!结果显

%&/%
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图
#

!

)*MO#X!

和
CG)!5,I

产物凝胶电泳

H2

:

F#

!

K+B+B+/16-

0

*-6+7276+7AB17-85,I

0

6-4A/17-8)*M

O#X!3.4CG)!

所用内切酶为
H,&

2

和
I$5E

2

(除载体外切出
0

条目

的条带是因为
A!!L%(0

序列内部有
H,&

2

酶切位点

H,&

2

<-"I$5E

2

8-B

R

;8T8V8>,8"'7T#S<V

C

8SU<-",

T8V8#U,8VX8"U8A<>,8#@H,&

2

,$S8$-A!!L%(0,8!

W

>8-A8

图
!

!

)*MO#X!

表达载体双酶切鉴定

H2

:

F!

!

S.Z

;

@+42

:

+712-.6+7AB17-8)*MO#X!+V

0

6+772-.=+/M

1-6

图
G

!

,[59

表达载体的
5H1

#

和
/34T

#

双酶切鉴定

H2

:

FG

!

5H1

#

3.4/34T

#

+.Z

;

@+42

:

+712-.6+7AB17-8

,[59+V

0

6+772-.=+/1-6

示!

I-

D

>S

阳性对照组和
IQ

组都检测到
Q4!L%(0

蛋

白!而
I

C

M

对照组则没有检测到
Q4!L%(0

的表达

"图
1

#!表明成功且特异地捕获了
Q4!L%(0

蛋白(

Q4!L%(0

表达质粒转染后的
6J%

细胞提取蛋白质后!取

%&

$

C

蛋白质进行
H8,S8V-U9#S

(

4]75

作为内参

%&

$

C

S#S<9

D

V#S8$-T<,>,8"@#VH8,S8V-U9#S

!

<-"4]75

T<,>,8"<,9#<"$-

C

A#-SV#9

图
%

!

转染细胞后
5<MO#X!

表达的
\+71+6.>B-1

检测

H2

:

F%

!

\+71+6.>B-14+1+/12-.-85<MO#X!2.163.78+/1+4

9H#/+BB7

Q4!L%(0

表达质粒转染后的
6J%

细胞提取蛋白质后!以

1&&-

C

总蛋白质进行免疫共沉淀!所得蛋白质进行
H8,S!

8V-U9#S

(

%&

$

C

总蛋白质用作
I-

D

>S

(鼠
I

C

M

用于免疫共

沉淀的阴性对照

1&&-

C

S#S<9

D

V#S8$-T<,>,8"@#V$;;>-#

D

V8A$

D

$S<S$#-<-"

D

V#S8$-

D

>998""#T-U

R

@9<

C

U8<",T<,>,8"@#VH8,S8V-

U9#S<-<9

R

,$,'%&

$

C

S#S<9

D

V#S8$- T<,>,8"<,I-

D

>S'

e#>,8-#V;<9I

C

MT<,>,8"<,-8

C

<S$X8A#-SV#9@#V$;;>!

-#

D

V8A$

D

$S<S$#-

图
$

!

5<MO#X!

的免疫共沉淀检测

H2

:

F$

!

?@@A.-

0

6+/2

0

21312-.-85<MO#X!2.163.78+/1+4

9H#/+BB7

!FG

!

5<MO#X!

与
,[59

蛋白互作的鉴定

试验组
Q4!L%(0

和
]cQ6

表达载体共转染

6J%

细胞!对照组
J9<

C

空载体'

E$,

空载体'

J9<

C

空

载体和
E$,

空载体'

J9<

C

空载体和
]cQ6

'

Q4!

L%(0

和
E$,

空载体!于转染
)(=

收集细胞并提取

蛋白质(以带有
J9<

C

抗体的微珠和上述
.

组样品

的细胞裂解液孵育后分别进行免疫共沉淀反应!所

得的蛋白复合物分别用
J9<

C

和
E$,

标签的抗体进

行
H8,S8V-U9#S

检测(所得结果如图
.

所示(用

J9<

C

抗体进行的
H8,S8V-U9#S

检测结果中!在
I-!

D

>S

阳性对照结果中
Q4!L%(0

和
E$,

空载体'

Q4!

L%(0

和
]cQ6

共转染组中检测到了
Q4!L%(0

的

0&/%



!

%&

期 王
!

巧等$禽流感病毒
Q4!L%(0

与鸡
]cQ6

蛋白互作的鉴定

表达!表明共转染后
Q4!L%(0

质粒在
6J%

细胞中

有明确的表达!而在
IQ

组样品中
Q4!L%(0

和
E$,

空载体'

Q4!L%(0

和
]cQ6

两个共转染组的
H8,S!

8V-U9#S

显示有清晰的
Q4!L%(0

条带!表明带
J9<

C

标签的
Q4!L%(0

蛋白被成功捕获(

图
&

!

禽流感病毒
5<MO#X!

与鸡
,[59

基因的蛋白质互作

H2

:

F&

!

56-1+2.2.1+63/12-.>+1E++.5<MO#X!3.4/*2/W+.,[59

!!

用
E$,

抗体进行的
H8,S8V-U9#S

检测结果中!

在
I-

D

>S

阳性对照结果中检测到
Q4!L%(0

和

]cQ6

'

J9<

C

空载体和
]cQ6

两个共转染组有

]cQ6

的表达!表明带有
E$,

标签的
]cQ6

表达载

体表达正常(仅在
Q4!L%(0

和
]cQ6

共转染组的

IQ

产物中检测到
]cQ6

蛋白的存在!此结果表明在

鸡
6J%

细胞内!

]cQ6

和
E1L%

禽流感病毒的
Q4!

L%(0

蛋白有相互作用(

G

!

讨
!

论

流感病毒自身并不具有复制能力!病毒的复制

须借助宿主的细胞系统(流感病毒侵入细胞后!病

毒基因组进入宿主细胞核!利用宿主细胞系统完成

病毒基因组的转录和复制后进入细胞质利用宿主蛋

白质翻译机制完成蛋白质翻译!随后形成病毒核糖

核蛋白体"

XOLQ

#!再在宿主细胞内完成病毒的包

装和组装后形成新的病毒粒子并释放出细胞)

%%

*

(

和病毒蛋白质有相互作用的宿主蛋白质对于病毒的

感染和复制具有至关重要的影响(禽流感病毒在感

染过程中与宿主细胞的多个信号通路及蛋白质有相

互联系!如
LJ!

9

5

信号通路'

QI*̂

%

4̀S

信号通路'

e4Q̂

信号通路和
7[O

%

OIM!I

信号通路等)

%0

*

(

本研究在体外共表达了禽流感病毒
Q4!L%(0

和鸡
]cQ6

蛋白!利用亲和纯化'

H8,S8V-U9#S

技术

检测了禽流感病毒
Q4!L%(0

蛋白和鸡
]cQ6

蛋白

的互作情况!在鸡胚胎成纤维细胞中证实了
Q4!

L%(0

和
]cQ6

的相互作用(真核细胞的大部分肽

段在内质网的核糖体上由
;OL4

翻译而成!肽段在

内质网上经过进一步加工形成较成熟的蛋白质!随

后蛋白质被转运至高尔基体进行相应的修饰后成为

成熟的蛋白质(

]cQ6

是
]#<S#;8V

复合物的组成

亚基!

]#<S#;8V

复合物参与细胞内合成的蛋白从内

质网到高尔基体的运输)

%*

*

(研究证实对
=LAO

基

因进行
OL4

干扰后的细胞被流感病毒侵染后!细

胞内的病毒滴度降低!表明了
=LAO

基因在流感病

毒复制过程中的积极作用)

%&

*

(

=LAO

基因可能参

与流感病毒蛋白在宿主细胞内翻译后从内质网到高

尔基体的转运!这一过程被阻断后可能会影响病毒

蛋白质翻译后向高尔基体的转运'病毒蛋白质的翻

译后修饰及病毒蛋白质的形成!进而抑制病毒的复

制(

本研究证实了
E1L%

禽流感病毒
Q4!L%(0

和

鸡
]cQ6

蛋白在细胞内有相互作用!表明病毒
Q4!

L%(0

可能是
]cQ6

所转运的蛋白之一(

L

端缺失

的
Q4!L%(0

并不具备
Q4

基因所具有的
OL4

聚合

酶活性!

Q4!L%(0

可能并不参与病毒基因的转录而

仅和病毒蛋白的复制有关(

Q4!L%(0

在宿主体内

的正常翻译和转运与
=LAO

基因密切相关(

]cQ6

对流感病毒侵染的影响可能通过其和
Q4!L%(0

蛋

白的互作及影响
Q4!L%(0

蛋白的转运实现(

Q4!

L%(0

是新发现的
A!

基因的
L

端缺失形式!对于

其功能的研究报道较少!本研究揭示了
Q4!L%(0

和

]cQ6

的互作!为揭示
Q4!L%(0

蛋白的功能提供了

新的线索(

*&/%
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