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摘 要 副粘病毒 A蛋白的两段七肽重复序列（BC/和 BC!）在病毒侵染细胞的过程中相互作用形成热稳定的富
含!螺旋的异源二聚体，此结构的形成引起病毒囊膜与细胞膜的并置而最终导致膜融合的发生。腮腺炎病毒
（+?8<> D9E?>，+?&）属于副粘病毒科，腮腺炎病毒属，可能利用与其他副粘病毒相似的侵染机制。本研究对 +?& 融
合蛋白的 BC区进行了计算机程序预测，并利用大肠杆菌 2F4融合表达系统对 +?& A蛋白 BC/和 BC!两段多肽进
行了表达和纯化，通过 2F4 <?((.G’H;实验证实 BC/和 BC!多肽在体外能够相互作用，凝胶过滤层析证明 BC/、BC!
多肽能够形成多聚体，说明 +?& A蛋白的 BC区的相互作用可能是其发挥融合功能的关键因素。
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副粘病毒的囊膜上镶嵌着多种蛋白，其中融合

蛋白（A）和血凝素神经氨酸苷酶（B*）直接参与了病
毒对宿主细胞的侵染［/ K #］。在 B* 蛋白吸附在宿主
细胞表面含唾液酸的分子受体后，引起 A蛋白发生
构象变化，形成了前发夹结构的中间体并释放出融

合肽（L?>9’; <5<:9G5）插入宿主细胞膜中，随后细胞膜
和病毒囊膜被拉近并置，最终导致膜融合的发生，使

病毒基因组注入宿主细胞内［!，$］。目前膜融合过程

中的具体细节还不清楚，A 蛋白的七肽重复序列
（BC/，BC!）被认为扮演了重要的角色。对 BC序列
的点突变研究表明，BC!上保守氨基酸的突变阻止
了膜融合的发生，而 BC/上保守氨基酸的突变也影
响了 A蛋白的正确折叠并降低了膜融合活性［% K 1］。
M,8N5E:等人鉴定了副粘病毒 BC!多肽对膜融合的
影响，结果发现加入外源 BC!多肽能够抑制膜融合
的发生。此外 O’>P9等人的研究表明含有 BC/区同
源序列的多肽在多个系统中也能够产生融合抑制现

象。于此相反，有两个实验室的研究发现，BC/ 和
BC!多肽的混合物不能阻止融合事件的发生［6 K //］。
这表明 BC/、BC!相互作用形成复合体从而消除了
单个多肽的融合抑制活性。新城疫病毒（*5H@,>:(5

G9>5,>5 D9E?>，*Q&）和呼吸道合胞病毒（C5><9E,:’E-
>-;@-:9@,( D9E?>，CF&）A 蛋白晶体结构的解析进一步
证明 BC/、BC! 区在融合过程中相互作用形成以
BC/三聚体为核心，BC!反向平行包被的高度!螺
旋化的异源二聚体结构，这个异源二聚体被认为是

A蛋白融合后的最稳定的核心结构［/!，/#］。
腮腺炎病毒（+?8<> D9E?>，+?&）属于副粘病毒

科，腮腺炎病毒属，是一种具有囊膜的单链、负极性

的 C*J病毒，它能够导致小儿的腮腺炎和成人的脑
膜炎病症［/$］。大量研究结果表明副粘病毒科的很

多成员，*Q&、CF&、仙台病毒、麻疹病毒、猴病毒 %型
都是通过膜融合的方式完成病毒的入侵，BC/、BC!
在这一过程中相互作用促使融合事件的发生，+?&
也可能采用类似的侵染机制。本文利用程序预测确

定了 +?& A 蛋白 BC/ 和 BC! 区的氨基酸序列，参
照文献［/%］的方法用 RSC 人工构建了通过 (9;T5E
（F22C22）连接的 BC/ 和 BC! 的单链基因 BC/.
BC!，并以此为模板扩增出 BC/、BC! 基因。利用
2F4融合表达系统进行了表达并对产物进行了纯化
及特性分析。



! 材料与方法

!"! 质粒与菌株
!"#融合表达载体 $!%&’($’)（目的蛋白融合到

!"#的 *端，并有 +,-"./00/12#3蛋白酶裂解位点）由
牛津大学高福博士惠赠；大肠杆菌 456!、789)
（4%:）本室保存。!"#融合的鼻病毒 :*蛋白酶（以
下简称 !"#’:*，与 +,-"./00/12#3蛋白酶识别相同的氨
基酸序列）由 ;<5=>012 和 ? <5-@AB博士惠赠。
!"# 表达载体的构建
利用 8-@,2*1/C’D3E程序预测确定 3=D E蛋白

（$,1A-/2’/> F“G+’H6IJ))K)”）5L) 和 5L9 区的位置
和长度。首先根据文献提供的方法人工构建 5L)’
5L9，然后设计特异引物以 5L)’5L9为模板扩增出
5L)、5L9基因。+*L产物用凝胶回收试剂盒回收，
经 !"#5"M$%&"双酶切，与用 !"#5"M$%&"酶切
过的 $!%&’($’)在 )(N 连接过夜，转化 456!菌株，
用 +*L或双酶切法鉴定阳性克隆，所得阳性克隆最
后经 4GO测序确证。重组质粒分别命名为 $!%&’
5L)，$!%&’5L9。
根据程序预测 5L区序列设计了以下引物合成

5L)’5L9基因，引物序列如下（6P!:P）：

（)）!O#!!O#**!*#!###*#*#!!##*O!!*#*O!O*#OO*!*#*!#!*#O##!*#!*#O#
（9）O*##*!OOOO*O!*O*!!##O!#O!**#!!O#!!O!#####*O#O!*O!*OO#O!*O*!O
（:）**!#!*#!####*!OO!##OOO!OO!!#O*#*O!*!#*#!!*#O#*!*#!##*O!!*#
（I）##*O!*#!O!#!##*O#!O#!!#!##!O#!#!!#**#!!O#O!**#!OO*O!*!O#O!*
（6）*O#!OO*O*#*O!*#!OO*OO*O#!#*##**!!#!!#*!#!!#!!#O#*!O*O#*#
（(）!##*#!*O!!!OO!*!##OO*###!!O*O!##*O!#!!O!O#!#*!O#O**O**O*
（J）OO*!*##***#!*O!OO*!*#!##OO!#O*O#*OO!!OO#**OO**O**OO*#!*OO#
（Q）!!**#*!O!#*O!O#O*!O**!O####!!O!##OO*!##OO*!!O##!*O!##!!#!!##!!

同时设计下列用于扩增出 5L)、5L9基因的引物：
5L)下游引物：
6P!*O!#*!O*#*!O!#*OO!O*O#!##!*#*O! :P
5L9上游引物：
6P !O#!!O#**O#*!O*O#*#**O*# :P
!"$ 蛋白的表达和纯化
将 4GO测序正确的重组质粒 $!%&’5L)，$!%&’

5L9分别转化大肠杆菌 789)（4%:）感受态细胞，从
平板上挑取单菌落接入含 )HH#RMS8氨苄青霉素的 9
T U#（胰蛋白胨 )(R，酵母提取物 )HR，氯化钠 6R，水
)HHHS8）培养基活化，将适量活化液接入 9 T U#培
养基进行大规模培养，在 :JN条件下培养至 ’((HH

值 HK( V )KH时加入 HK)SS1CM8的 W+#!，9QN诱导 IB
后收集菌体。菌体用适量 +7" 缓冲液（)IH SS1CM8
G@*C，9KJ SS1CM8 ;*C，)H SS1CM8 G@9 5+XI，)KQ
SS1CM8 ;59+XI，$5 JK:）重悬，在冰浴条件下超声破
碎后加 #,/A12&’)HH 至终浓度为 )Y，混匀冰浴
:HS/2，)9HHH,MS/2，IN离心 9HS/2，取上清电泳鉴
定。收集离心后的上清在 IN恒温下流经平衡过的
!C=A@AB/12-’"-$B@,10- I7亲和层析柱，融合蛋白用还
原型谷胱甘肽洗脱缓冲液（)HSS1CM8 ,->=.-> RC=A@’
AB/12-，6HSS1CM8 #,/0’5*C $5 QKH）洗脱，取少量洗脱
液备用，剩余洗脱液用超滤浓缩法更换成酶切缓冲

体系（6HSS1CM8 #,/0’5*C，$5 JKH；)6H SS1CM8 G@*C；
)SS1CM8 4##；) SS1CM8 %4#O，$5 QKH）加入过量
!"#’:*蛋白酶 6N酶切 )(B；酶切产物再换成 +7"
缓冲液，再用 !C=A@AB/12-’"-$B@,10- I7亲和层析柱除

去酶切下的 !"#和 !"#’:*，收集穿过液得到 5L)和
5L9蛋白，将穿过液浓缩换液至适当浓度，取样电泳
鉴定。

!"% &’( )*++,-./0 实验
!"#’5L9融合蛋白洗脱液超滤浓缩换成 +7"缓

冲体系并浓缩至 )HH#8，加入过量 5L)蛋白，在冰浴
条件下放置 :HS/2，然后加入 )HH#8 !C=A@AB/12-’
"-$B@,10- I7 填料，冰浴 :HS/2，6HHR，IN离心 6S/2，
弃上清。用 )H倍柱床体积的 +7"洗涤 :次，6HHR，
IN离心 6S/2，弃上清。加入 6H#8还原型谷胱甘肽
洗脱缓冲液，冰浴 :HS/2，6HHR，IN离心 6S/2，取上
清电泳鉴定。

!"1 凝胶过滤层析
将亲和层析纯化的 5L) 和 5L9 多肽混合，冰

浴 :HS/2后利用 OZA@ -[$C1,-,操作系统进行凝胶过
滤层析（"=$-,>-[#3 !J6，+B@,S@./@），缓冲体系为
9HSS1CM8 #,/0’5*C，$5 QKH，)HHSS1CM8 G@*C。收集目
的蛋白峰。

!"2 质谱分析
用截流分子量为 )HZ4的超滤浓缩管将凝胶过

滤层析后的蛋白样品浓缩换液（9HSS1CM8 #,/0’5*C，
$5QKH）至适当浓度，进行 3O84W’#XE 质谱分析
（7,=Z-, 4@CA12/.0 7/\C-[ $）。

# 结果
#"! 34!和 34#序列的亚克隆
利用 +*L的方法先扩增得到 5L)’5L9基因，再
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以 !"#$!"%为模板扩增得到 !"#、!"% 基因，序列
长度分别为 &’&()、#’*()和 ##+()（图 #，%）。分别将
&个基因片段克隆到 ),-.$*)$# 表达载体（/012(）
上，经过酶切和 34"鉴定确定所插入的基因大小正
确。567序列测定证明所得克隆与预测序列完全
相符。

图 # !"#$!"%基因的 34"扩增图
89:;# 34" )<=>?@A =B %$!CD9E :CFC

#：567 G=DC@?DH< IC9:JA GH<2C<；%：!"#$!"% :CFC

图 % !"#和 !"%基因的 34"扩增图
89:;% 34" )<=>?@AK =B !"# HF> !"% :CFCK

#：567 IC9:JA G=DC@?DH< GH<2C<；%：!"# :CFC；&：!"% :CFC

!"! #$%&’()，#$%&’(!融合蛋白的表达及纯化
将 567测序正确的重组质粒 ),-.$!"#，),-.$

!"%分别转化至大肠杆菌 LM%#（5-&）中表达，超声
破碎离心取上清，N5N$37,-鉴定。载体自身表达的
,NO蛋白分子量为 %*25，!"#、!"%多肽预测分子量
为 +0P25和 /0+25，!"#、!"% 融合蛋白分子量大约
为 &&25 和 &P0+25。N5N$37,- 结果显示所得融合
蛋白与估计的大小相符（图 &）。融合蛋白经 ,NO$&4
酶切后，利用 ,NO亲和层析纯化，收集穿过液，浓缩
后由 N5N$37,-分析，结果显示所得的 !"#、!"%蛋
白分子量位置正确（图 /）。
!"* ’()和 ’(!相互作用分析
将 ,NO$!"%和 !"#蛋白混合，待作用一段时间

后用 3LN洗去未结合的蛋白，再用还原型谷胱甘肽

洗脱缓冲液洗脱吸附在填料上的蛋白，离心取上清

N5N$37,-鉴定。电泳结果（图 Q）表明 ,NO$!"% 结
合了 !"#多肽，而对照 ,NO则与 !"#不结合，意味
着 !"#和 !"%蛋白间存在相互作用。

图 & ,NO融合蛋白的 N5N$37,-考马斯亮蓝染色图
89:;& N5N$37,- HFHDRK9K =B B?K9=F )<=AC9F CE)<CKK9=F

HA &+S =B %$!CD9E，!"#，!"%
#：)<=AC9F G=DC@?DH< IC9:JA GH<2C<；%：K?)C<FHAHFAK =B ,NO$!"#；

&：K?)C<FHAHFAK =B ,NO$!"%

图 / !"#和 !"%多肽的 N5N$37,-考马斯亮蓝染色图
89:;/ N5N$37,- HFHDRK9K =B )?<9B9C>

!"# HF> !"% )C)A9>CK
#：)<=AC9F G=DC@?DH< IC9:JA GH<2C<；%：)?<9B9@HAC> !"#

)C)A9>CK；&：)?<9B9@HAC> !"% )C)A9>CK

!"+ ’()和 ’(!的凝胶过滤层析
!"#和 !"%多肽凝胶过滤层析图谱显示，!"#

和 !"% 多肽混合物的 !%’P 吸收峰在洗脱体积

#*%0QGM处达到最高值（图 *），其峰位居于分子量
Q%25（#/PGM）和 #/0&25（%PGM）的蛋白洗脱峰位之
间，表明 !"#和 !"%多肽混合物是以多聚体的形式
存在的。从而再次证明 !"#和 !"%多肽之间存在
相互作用。

!", ’()和 ’(!的质谱分析
T7M5U$OV8质谱分析（图 +）表明 !"#的分子量

为 +0P/Q25，!"% 分子量为 /0+*Q25，与预测的分子
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量大小相符，且杂峰强度较小，表达产物纯度较高。

图 ! "#$和 "#%结合的 &’&()*+,考马斯亮蓝染色图
-./0! &’&()*+, 121345.5 67 "#$ 128 "#% .29:;1<9.62 !" #!$%&

$：2:/19.=: <629;63；%：+&>("#% ?.28.2/ "#$；
@：A;69:.2 B63:<C31; D:./E9 B1;F:;

图 G "#$和 "#%的凝胶过滤层析
-./0G A;67.3: 67 /:3 7.39;19.62 67 "#$128 "#% A:A9.8:5
"#$ 128 "#% A:A9.8:5 ;C2 62 &CA:;8:H +I! /:3 7.39;19.620
>E: A:A9.8:5 D15 :3C9:8 1?6C9 $G%J!BK ?:9D::2 :3C9:8

=63CB:5 <6;;:5A628.2/ 96 !%F’ 128 $LJ@F’ A;69:.2 591281;85

图 I M*K’N(>O-质谱分析结果
-./0I M155 5A:<9;65<6A4 121345.5 67 "#$ 128 "#%

! 讨论
副粘病毒科的许多成员能够引起人及动物的传

染病，严重侵害了人类的健康，并给畜牧养殖业带来

了巨大的损失［$G］。由 P’Q感染引起的新城疫已经
成为我国养鸡业威胁最大的一种传染病；而给儿童

健康造成重大伤害的 #&Q，我们至今没有找到很好

的预防措施。因此研究预防和治疗此类病毒引起的

人及动物的传染病成为紧要且有意义的事情。

大量的研究结果证明，具囊膜的副粘病毒可能

采取相似的侵染机制———由 - 蛋白介导的膜融
合［$I，$R］。-蛋白的 "# 区则成为近年来研究的热
点。通过 -蛋白突变和含有 "#区序列多肽的结构
和功能研究，"#$ 和 "#% 的核心作用已经被证实。
但是在融合之前和融合中间体存在时 "#$ 和 "#%
的结构形态并经历了怎样的构象变化还不清楚。对

"#%的突变研究显示，突变之后对 -蛋白的细胞内
转运和表面表达没有明显的影响，表明 "#%对 -蛋
白融合前结构的形成没有直接作用。而对 "#$ 氨
基端（氨基酸 $@S($IS）“1”点的突变却干扰了起始编
码的 -蛋白的正确折叠［$T］。M6;;.562 等人的研究表
明，"#%还能够与 "P蛋白结合，突变掉 "P蛋白中
参与结合的几个氨基酸后，这种结合作用就消失

了［%S］。目前对融合中间体的结构还只是推测。MCQ
与血红细胞和 UQ($细胞的融合现象早已被证实，而
且膜融合的发生需要 -和 "P蛋白的共表达，但有
关 "#结构域是否有着相互作用及其融合后形成怎
样的结构未见报道。

本研究采用 +&> AC33(86D2 法证实了 MCQ 融合
蛋白七肽重复序列在体外能够结合，凝胶过滤层析

表明 "#$ 与 "#% 能够形成多聚体，预示着在 MCQ
的侵染过程中，"#$和 "#%可能相互作用形成类似
其它副粘病毒的三聚体核心结构；同时外源含有

"#区同源多肽的加入可能与病毒本身的 "#序列
竞争结合而阻止膜融合的发生。这不仅进一步证实

了由 - 蛋白介导的膜融合侵染机制的可能性，而且
为抑制或清除病毒的药物设计提供了很好的思路。

实验中发现，"#$蛋白由于其富含疏水性氨基酸而
易于吸附在亲和层析柱上，这与 P’Q "#$多肽的性
质是一致的［%$］。需要提高还原型谷胱甘肽洗脱缓

冲液中盐的浓度并适当延长洗脱时间才能得到比较

高的得率。本文在大肠杆菌中表达了 "#$ 和 "#%
多肽，利用质谱和 +&> AC33(86D2等实验手段进行了
分析研究，鉴定了 "#$和 "#%的确切分子量，证实
"#$和 "#%间的相互作用，为下一步 -蛋白核心结
构分析和包括融合抑制在内的功能研究打下了良好

的基础。
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