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　 　 【摘要】 　 目的　 通过基因工程技术表达我国猪源 Ｐ[６]基因型轮状病毒( ｒｏｔａｖｉｒｕｓｅｓꎬＲＶｓ)ＧＳＴ￣
ＶＰ８∗ ￣Ｚ８４ 蛋白ꎬ研究该蛋白与寡糖、唾液受体的结合特征ꎮ 方法　 以猪源 Ｐ[６]型 ＲＶ Ｚ８４ 为研究对

象ꎬ利用 ＧＳＴ 大肠杆菌表达系统及亲和层析、凝胶过滤层析法纯化得到病毒 ＧＳＴ￣ＶＰ８∗ ￣Ｚ８４ 蛋白ꎬ通
过 ＥＬＩＳＡ 唾液结合实验及寡糖结合实验分析该基因型与唾液及寡糖受体的结合特征ꎮ 结果　 猪源 Ｐ
[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗ ￣Ｚ８４ 蛋白与黏蛋白核心 ２ 具有很好的结合ꎮ 结论　 Ｐ[６] ＲＶ 的潜在受体可能是黏蛋

白核心ꎬ为轮状病毒与受体间的作用机制及研发 ＲＶ 疫苗和高效治疗药物提供实验基础与理论依据ꎮ
【关键词】 　 轮状病毒ꎻＧＳＴ￣ＶＰ８∗ ￣Ｚ８４ 蛋白ꎻ组织血型抗原ꎻ受体结合
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　 　 轮状病毒( ｒｏｔａｖｉｒｕｓꎬＲＶ)属于呼肠弧病毒科中

的一个属ꎬ可引起人类与动物的病毒性腹泻ꎬ是导致

人胃肠炎的主要常见原因之一ꎮ 该病毒由 ３ 层蛋白

衣壳包被核心基因组构成ꎬ而核心基因组由不连续

的 １１ 个双链 ＲＮＡ 节段构成ꎬ分别编码 ６ 种结构蛋

白(ＶＰ１ ~ ＶＰ４ꎬＶＰ６ 和 ＶＰ７) 和 ６ 种非结构蛋白

(ＮＳＰ１~ＮＳＰ６)ꎮ ＲＶ 最外层的刺突蛋白 ＶＰ４ 被认

为在 ＲＶ 与受体结合进入细胞的过程中起关键作

用ꎮ 基于 ＶＰ４ 的序列差异ꎬ至少发现和定义了 ５０
个 Ｐ 基因型[１￣４]ꎬ人类最常见的基因型为 Ｐ [４]、Ｐ
[６]、Ｐ[８] [５]ꎮ Ｐ 基因型可进一步分为 ５ 个基因亚

群(Ｐ[Ｉ]￣Ｐ[Ｖ]) [６]ꎬ 其中主要感染人类的为 Ｐ[Ⅱ]

􀅰７１２􀅰中华实验和临床病毒学杂志 ２０１９ 年 ４ 月第 ３３ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｖｉｒｏｌꎬ Ａｐｒｉｌ　 ２０１９ꎬＶｏｌ􀆰 ３３ꎬＮｏ􀆰 ２



组ꎬ感染动物的为 Ｐ[ Ｉ]和 Ｐ[Ｖ]组ꎬ人与动物均可

感染的为 Ｐ[Ⅲ]和 Ｐ[Ⅳ]组ꎮ ＶＰ４ 可通过胰蛋白

酶被裂解为 ＶＰ５∗和 ＶＰ８∗两种亚单位蛋白[７￣８]ꎬ分
别对应于刺突蛋白的“刺”和刺突末端的“突”ꎮ 由

于 ＶＰ８∗位于蛋白最外端ꎬ其受体结合蛋白的多样

性及不同基因型与宿主之间的复杂关系ꎬ决定了

ＲＶ 与宿主细胞表面多糖受体类型的复杂性ꎮ
宿主细胞表面的特异性受体被病毒识别并结合

是感染细胞的关键一步ꎮ ＲＶ 通过黏附宿主细胞获

得自我复制能力而形成新病毒颗粒使相邻细胞被感

染[９]ꎮ 目前发现 Ｐ[ＩＩＩ]亚群中的 ３ 个基因型 Ｐ[９]、
Ｐ[１４]、Ｐ[２５]能特异性识别 Ａ 型 ＨＢＧＡＳꎬＰ[ＩＶ]亚
群中的 Ｐ[１１]基因型能够特异性识别 ２ 型 ＨＢＧＡ 前

体 Ｈ２ꎬ以及双糖前体的多聚糖链[１０]ꎮ Ｐ[Ⅱ]基因

群中 Ｐ[６]及 Ｐ[１９]型 ＲＶ 在猪感染中较为常见ꎬ而
人群感染较少ꎬ有研究表明 Ｐ[１９]型 ＲＶ 在猪与人

中存在共同受体[１１]ꎮ 为探讨 Ｐ[６]型 ＲＶ 是否具有

跨种传播的潜在可能ꎬ对其进行受体结合特征的研

究ꎬ通过基因工程技术表达纯化得到 ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣
Ｚ８４ 融合蛋白ꎬ利用寡糖及唾液结合功能实验分析

其与受体的结合特征ꎬ为 ＲＶ 与受体间的作用机制

及研发 ＲＶ 疫苗和高效治疗药物提供实验基础与理

论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 感受态 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 和 ＢＬ２１(ＤＥ３)(北京

天根生物公司)ꎬｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ(北京 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎬ质
粒 ｐＧＥＸ￣４Ｔ￣１由本病毒性腹泻室保存ꎻ限制性内切酶

ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｈｏ ＩꎬＴ４ 连接酶、ｃｕｔｓｍａｒｔ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻＡｍｐｉｃｉｌｌｉｎ 氨苄青霉素(美国 Ｓｉｇｍａ 公

司)ꎻ谷胱甘肽琼脂糖凝胶 ４Ｂ(Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
４Ｂ)和 ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００１０/ ３００ＧＬ柱子(ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司)ꎻ四
甲基乙二胺 ＴＥＭＥＤ(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ异丙基硫代

半乳糖苷(Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β￣Ｄ￣ＴｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅꎬＩＰＴＧ)(上海

Ｓａｎｇｏｎ 生物公司)ꎻＺＢ￣２３０５ 辣根酶标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ(北京中山金桥公司)ꎮ
１􀆰 ２　 原核表达质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ￣１￣Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣
Ｚ８４ 的构建　 由擎科新业生物公司根据 ＶＰ８∗蛋白

基因全长序列合成引物ꎬ以实验室保存的质粒为

ＰＣＲ 扩增反应的模板ꎬ得到其编码区基因的序列ꎮ
上游 引 物 ( Ｆ ): ５′￣ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＴＴＣＴＧＧ
ＡＴＧＧＴＣ￣３′ꎬ引入限制性内切酶 ＢａｍＨ Ｉ 酶切位点ꎻ
下游引物( Ｒ):５′￣ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＣＧＧＴＧＴＴＡＡＴＧ

ＴＡＴＴＣ ￣３′ꎬ引入限制性内切酶 Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点ꎮ
ＢａｍＨ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 限制性核酸内切酶双酶切 ｐＧＥＸ４Ｔ￣１
载体与 Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 片段ꎬ鉴定是否存在目

的片段并回收纯化ꎬ１６ ℃连接过夜后转化至 ＤＨ５α
感受态细胞ꎬ于氨苄抗性的 ＬＢ 平板上 ３７ ℃过夜培

养ꎮ 次日挑取单克隆菌于同抗性液体 ＬＢ 培养基中

培养 ３ ｈ 送公司测序ꎬ序列正确的返回质粒保留备

用ꎬ命名为 ｐＧＥＸ４Ｔ￣１￣Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ꎮ
１􀆰 ３　 蛋白预表达　 重组质粒转至 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受

态ꎬ挑取单克隆菌于同抗性 ＬＢ 培养基ꎬ３７ ℃、１８０×ｇ
摇至 ＯＤ６００约 ０􀆰 ６ 后留样ꎬ２２ ℃ ＩＰＴＧ(终浓度为 ０􀆰 ４
ｍｍｏｌ / ｌ)、１５０×ｇ 诱导培养过夜ꎬ次日留样并 ６ ０００×ｇ
离心 １０ ｍｉｎ 收菌ꎬ１０ ｍｌ ＰＢＳ 重悬ꎬ８０％功率冰浴超

声ꎬ上清及菌体分别留样ꎬ通过聚丙烯酰胺凝胶电泳

(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)鉴定并分析蛋白表达情况ꎮ
１􀆰 ４　 蛋白大量表达和纯化　 取预表达成功的菌液

于少量 ＬＢ 中活化ꎬ次日接种于 １􀆰 ５ Ｌ 的 ＬＢ 培养基

中扩大培养ꎬ接种比例为 ＬＢ ∶菌液 ∶氨苄青霉素 ＝ １ ∶
１００ ∶１ ０００ꎮ ３７ ℃、１８０×ｇ 摇至 ＯＤ６００约 ０􀆰 ６ꎬ２２ ℃、
１５０×ｇ、ＩＰＴＧ(终浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ)诱导培养过

夜ꎬ次日收菌ꎬＰＢＳ 重悬后 ８０％功率冰浴超声ꎬ将细

胞裂解液于 ４ ℃、１２ ０００×ｇ 离心 １ ｈꎬ上清液中即含

有可溶性表达的 ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 蛋白ꎮ 向收集的上

清液 中 加 入 ２ ~ ３ ｍｌ 谷 胱 甘 肽 琼 脂 糖 磁 珠

(Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４Ｂ)ꎬ置于摇床上室温结合 ６０
ｍｉｎ 转至琼脂糖凝胶 ４Ｂ 柱ꎬ将非特异性结合蛋白用

５０ ｍｌ ＰＢＳ 清洗 ｂｅａｄｓ ５ 次ꎬ并收集洗液ꎻ再用 １５ ｍｌ
Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 洗脱液(还原型谷胱甘肽 ０􀆰 ３ ｇ、５ ｍｌ
ｐＨ ８􀆰 ０ Ｔｒｉｓ ＨＣｌ 溶入 １００ ｍｌ 蒸馏水)洗脱目的蛋白

４ 次ꎬ收集洗脱液ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定ꎬ将浓缩条带明

显含目的蛋白的洗脱液至浓度约 ８ ｍｇ / ｍｌꎬ先水洗

ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００１０ / ３００ＧＬ柱ꎬ再用含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 和
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的缓冲液过一个柱体积后上样 ２ ｍｌ
进行分子筛层析纯化ꎬ根据 ＵＶ２８０ ｎｍ 处的吸收值

收集目的蛋白ꎬ处理样品并鉴定分析ꎮ
１􀆰 ５ 　 寡糖结合实验 　 将纯化后的 Ｐ [６] ＧＳＴ￣
ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 融合蛋白稀释包被至 ９６ 孔酶标板中 ４ ℃
过夜ꎬ蛋白浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌꎮ ＰＢＳＴ 洗液洗板 ５ 次

(每步操作前均需洗板 ５ 次)ꎬ以 ２００ μｌ /孔的 ５％脱

脂奶粉 ３７ ℃温育 １ ｈꎮ ２％脱脂奶粉 ５００ ∶１稀释生物

素标记的寡糖ꎬ １００ μｌ /孔ꎬ ４ ℃ 过 夜ꎮ 链 霉 素

(ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ)１ ∶１ ０００ 用 ２％脱脂奶粉稀释ꎬ１００ μｌ /
孔ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ ＴＭＢ 显色液显色ꎬ１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸
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终止ꎬ于 ４５０ ｎｍ 处检测吸收值ꎮ
１􀆰 ６　 唾液结合实验　 将 Ａ、Ｂ、ＡＢ、Ｏ 分泌型(Ｏ＋)、
Ｏ 非分泌型(Ｏ￣)唾液 １ ∶１ ０００ 用 ＰＢＳ 稀释包被至

９６ 孔酶标板 ４ ℃过夜ꎬ１００ μｌ /孔ꎮ ＰＢＳＴ 洗液洗板

５ 次(每步操作前均需洗板 ５ 次)ꎬ５％脱脂奶粉 ２００
μｌ /孔ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ ２％脱脂奶粉 ５００ ∶１稀释原浓

度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌ 的 ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 融合蛋白ꎬ１００
μｌ /孔ꎬ４ ℃过夜ꎮ 鼠抗 ＧＳＴ 血清以 １ ∶３ ０００ 用 ２％
脱脂奶粉稀释ꎬ１００ μｌ / 孔ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ 辣根酶标

记的羊抗鼠以 １ ∶１０ ０００ 稀释ꎬ１００ μｌ /孔ꎬ３７ ℃孵育

１ ｈꎮ ＴＭＢ 显色液显色ꎬ１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸终止ꎬ于 ４５０
ｎｍ 处检测吸收值ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 重组质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ￣１￣Ｐ [ ６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４
的构建　 由擎科新业生物公司合成的 Ｐ[６]型 ＲＶ
ＶＰ８∗引物经 ＰＣＲ 扩增得到 ＶＰ８∗片段ꎬ大小为 ６９７
ｂｐꎮ 经 ＢａｍＨ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 双酶切纯化回收的目的片段

与质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ￣１ꎬＴ４ ＤＮＡ 酶连接过夜ꎬ产物转化

至 ＤＨ５αꎬ挑取单克隆菌送测序ꎬ序列正确则构建成

功ꎬ对其抽提质粒保留备用ꎮ
２􀆰 ２　 蛋白表达与纯化 　 将重组质粒转化至 ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞ꎬＩＰＴＧ 诱导表达ꎬ经 ＧＳＴ 标签亲

和层析纯化得到可溶性的 ＧＳＴ￣ＶＰ８∗融合蛋白ꎬ相
对分子质量约为 ５３×１０３ꎬＧＳＴ 标签约为 ２６×１０３ꎮ 将

目的蛋白浓缩换液测定浓度后上样分子筛层析纯

化ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析鉴定其为 ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 融合

蛋白ꎬ纯度显著提高ꎮ
２􀆰 ３　 Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 融合蛋白与寡糖结合

以 Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 融合蛋白作为包被物ꎬ
检测其与多种寡糖中受体的结合特征ꎬ结果表明ꎬ该
蛋白与 ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅ ２、ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅ ４、ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅ ６ 都有

结合ꎬ而 ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅ ２ 与其结合良好ꎬ但与 Ａ、Ｂ、
Ｌｅｗｉｓ 型等其他寡糖均无明显结合(图 １)ꎮ
２􀆰 ４　 Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 融合蛋白与唾液结合

以不同型别的唾液作为包被物ꎬ检测其与 Ｐ[６]
ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 融合蛋白的结合特征ꎬ结果表明ꎬＰ
[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 融合蛋白与 Ａ、Ｂ、Ｏ 和 Ｏ￣(非分

泌型)型唾液均有结合(图 ２)ꎮ

３　 讨论

ＲＶ 的 Ｐ[Ⅱ]基因亚群包括 Ｐ[４]、Ｐ[６]、Ｐ[８]
和 Ｐ[１９]型[６]ꎬＰ[１９]型 ＲＶ 可感染动物猪与人ꎬ但

注:结果为 ３ 次平行实验的均值ꎻＡ￣ｄｉ、Ｂ￣ｄｉ、Ｈ￣ｄｉ、Ｌｅａ、Ｌｅｂ、
Ｌｅｃ、Ｌｅｘ、 Ｌｅｙ、 Ｌｅｄ ( Ｈ１ )、 Ｈ２、 ０１￣０９１、 ０１￣０９２、 ＬａｃＮＡＣ 为

ＨＢＧＡꎻ６′￣Ｓｉ 为唾液酸ꎻＧＭ１ａ 为神经节苷脂ꎻｃｏｒｅ ２、４、６ 为

黏蛋白核心

图 １　 Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗ ￣Ｚ８４ 融合蛋白与各寡糖的结合

Ｎｏｔｅ:Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎻ
Ａ￣ｄｉꎬ Ｂ￣ｄｉꎬ Ｈ￣ｄｉꎬ Ｌｅａꎬ Ｌｅｂꎬ Ｌｅｃꎬ Ｌｅｘꎬ Ｌｅｙꎬ Ｌｅｄ(Ｈ１)ꎬ Ｈ２ꎬ
０１￣０９１ꎬ ０１￣０９２ꎬ ＬａｃＮＡＣ ａｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＨＢＧＡꎻ６′￣Ｓｉ ｉｓ
ｓｉａｌｉｃ ａｃｉｄꎻＧＭ１ａ ｉｓ ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅꎻｃｏｒｅ ２ꎬ ４ꎬ ６ ａｒｅ ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅｓ

Ｆｉｇ.１　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗ ￣Ｚ８４ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ
ｖａｒｉｏｕｓ ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

注:Ｏ￣指非分泌型个体ꎬ每一型别包括 １２ 个唾液样本

图 ２　 Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗ ￣Ｚ８４ 融合蛋白与 Ａ、Ｂ、ＡＢ、Ｏ 型唾

液样本的结合

Ｎｏｔｅ: Ｏ￣ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｏｎ￣ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｔｙｐｅꎻＥｖｅｒｙ ｔｙｐｅ ｉｎｃｌｕｄｅｓ １２
ｓａｌｉｖａ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｆｉｇ.２　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ Ｐ[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗ ￣Ｚ８４ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ｔｈｅ
Ａꎬ Ｂꎬ ＡＢ ａｎｄ Ｏ ｓａｌｉｖａ ｓａｍｐｌｅｓ

以感染猪为主ꎬ而 Ｐ[４]、Ｐ[６]、Ｐ[８]型主要流行在

人群中ꎬ有研究表明人类 ＲＶ 感染的 ９９％以上为该

３ 种 Ｐ 基因型[１２]ꎮ 基因多样性形成的重要原因之

一则是基因重组ꎬ近年来多个国家发现人￣猪重配的

Ｇ５、Ｇ９、 Ｇ１１、 Ｇ１２ 等基因型 ＲＶ 感染已遍及全

球[１３￣１７]ꎬ因此加强重组毒株的研究对于流行病学的
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监测以及明确 ＲＶ 感染机制的研究具有重要意义ꎮ
以我国猪源 Ｐ[６]型 ＲＶ 为研究对象ꎬ通过其寡

糖受体的结合特征分析得到该基因型 ＲＶ 与粘蛋白

核心中的 ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅ ２ 有非常好的结合ꎬ与 ｍｕｃｉｎ
ｃｏｒｅ ４、ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅ ６ 结合较弱ꎮ 本课题组之前报导

人 Ｐ[６]型 ＲＶ 与 ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅ ２ 也有很好的结合[１８]ꎬ
这说明 ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅ ２ 可能是 Ｐ[６]型 ＲＶ 跨种传播的

一种重要介质ꎬ广泛存在于人与动物的各种细胞组

织中ꎬ且 ｍｕｃｉｎ ｃｏｒｅ ２ 为猪 Ｐ[６]与人 Ｐ[６]的共同

结合体ꎬ因此推测猪 Ｐ[６]型 ＲＶ 亦存在感染人的可

能性ꎬ并通过唾液结合实验对其进行验证ꎬ得到猪 Ｐ
[６] ＧＳＴ￣ＶＰ８∗￣Ｚ８４ 与人的 Ａ 型、Ｂ 型、Ｏ 分泌型、Ｏ
非分泌型唾液均有一定结合ꎬ因此应同时监测人间

及猪群中 Ｐ[６]型 ＲＶ 的流行情况ꎮ 综上ꎬ本研究通

过寡糖及唾液结合功能实验分析其与受体的结合特

征ꎬ为轮状病毒与受体间的作用机制及研发 ＲＶ 疫

苗和高效治疗药物提供实验基础与理论依据ꎮ
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