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摘 要 从 [\Q’ 试验感染康复猪的舌皮和肺组织中克隆到了整联蛋白!L 亚基的基因并对其核苷酸序列和推导的氨基酸序

列以及蛋白结构进行了分析，该基因已登录到 R-:G9:D 中，登录号为 N[?"!%!&。猪整联蛋白!L 亚基基因的编码区含有 !"L% 个

核苷酸，编码 %KK 个氨基酸残基，含有 & 个潜在的糖基化位点，" 个氨基葡聚糖结合位点，一个依赖于 4R\H 的蛋白激酶磷酸化

位点，=$ 个蛋白激酶 I 磷酸化位点，! 个表皮生长因子相似结构域和 ! 个半胱氨酸丰富区。其信号肽由 !L 个氨基酸组成，胞

外域由 LK= 个氨基酸组成，跨膜区由 !& 个氨基酸组成，胞浆域由 #! 个氨基酸组成。从起始密码子开始，共有 == 个核苷酸发生

了变化，其中 ! $%& 位和 !!#L 位核苷酸的突变是同义突变，其余 & 位核苷酸的变化为错义突变。猪!L 基因与猕猴、小鼠、挪威

大鼠、犬、豚鼠、人、牛和羊的!L 基因的核苷酸序列一致性分别为 %&P#]、K?P&]、K#P?]、K#P!]、KKP%]、&$P=]、&=P&]和

&=P&]，推导的氨基酸序列一致性分别为 &"P#]、KKP!]、KKP#]、KKP"]、&=P$]、&!PK]、&"P"]和 &"P?]。为进一步深入研究

[\Q’ 嗜性、与宿主细胞的相互作用、病毒的侵入机制等问题奠定了基础。
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口蹄疫（D’’8I$%7IE’"8! F)+*$+*，DEF）是由口蹄

疫病毒（D’’8I$%7IE’"8! F)+*$+* ()<"+，DEFG）引起的

偶蹄动物的一种急性、热性、高度接触传染性动物疫

病，世界动物卫生组织（JKL）将其列为 M 类动物传

染病 之 首。 DEFG 是 微 小 核 糖 核 酸 病 毒 科

（!"#$%&’("%")’*）、口疮病毒属（ +,-.-$("%/0）的代表性

成员，其 衣 壳 由 N6 基 因 编 码 的 GN6、GN4、GN> 和

GN3 3 种结构蛋白各 H5 分子组成，呈五、三、二轴对

称的正二十面体立体结构。目前已经发现 DEFG N6
基因表达产物具有很强的免疫原性［6］，尤其是结构

蛋白 GN6 大约 635 O 6H5 位的 45 个氨基酸残基处形

成 PIQ 环突出于表面，该环含有一个高度保守的

M<CIP;=IM+,（RPF）基序，不仅是重要的中和位点，而

且参与了 DEFG 与细胞受体的识别，是 DEFG 受体

的共同识别序列［4］。

DEFG 至少有两类细胞受体：整联蛋白和硫酸

乙酰肝素（Q*,$<$% S";B$8*，QS）［>］。硫酸乙酰肝素存

在于所有细胞的表面及细胞基质，或是以完整的膜

蛋白存在，或是作为细胞外基质的组分。目前还没

有田间 DEFG 利用 QS 作受体的直接证据，口蹄疫

病毒只有在经细胞多次传代后，才可利用 QS 作受

体。整联蛋白被认为是口蹄疫易感动物感染的受

体，到目前为止，已报道了 3 种 RPF 依赖性的 DEFG
整联蛋白受体［3I-］，"(!6、"(!>、"(!H、"(!2，其中"(!6 整

联蛋白在生理状态的钙和镁离子浓度下不能介导

DEFG 感染，"(!> 虽分布于易感动物的多种器官的

上皮细胞，但在 DEFG 感染动物的初始阶段并不起

主要作用。整联蛋白"(!H 与"(!2 主要分布于舌和

甲状腺上皮细胞，在感染的最初阶段发挥着重要的

作用。已有实验证明，"(!H 整联蛋白不仅是决定

DEFG嗜性的主要受体，而且在病毒与受体结合随

后的脱壳、复制等过程中也发挥着重要作用［2］。为

进一步研究"(!H 整联蛋白受体在口蹄疫病毒感染

过程中的作用，本实验首次从 DEFG 感染康复猪的

舌皮和肺组织中克隆到了猪整联蛋白!H 亚基的基

因并对其核苷酸序列和推导的氨基酸序列以及蛋白

结构进行了分析。

) 材料和方法

)*) 实验材料

DEFG 感染康复猪舌皮和肺组织由国家 DEF
参考实验室 N> 动物舍提供；RT*$+= E)%) U)8 购自

V)$C*% 公司，MEG 反转录酶、,PLE @I*$+= 载体、J;)C’
（7@）60、连接酶为 N<’#*C$ 公司产品，限制性核酸内

切酶、KN@P、WIC$;、@$: FTM 聚合酶、FTM E$<X*<、FTM
片段纯化试剂盒、感受态细胞 YE65. 均购自宝生物

（大连）公司，其他试剂均为国产或进口分析纯。

)*+ 引物

参考 P*%Z$%X 中不同动物来源的!H 基因序列，

选择 保 守 区 设 计 引 物：（ N6）0[I\@CMCM\\CM@CC
\CM@@CM@\@I>[；（ N4）0[IM@C@@\@C @\\@@\CCMMMCI
>[，这对引物用于从猪舌皮和肺组织中扩增!H 亚基

基因的编码区，预期大小约为 4/3X&。

)*, -./ 的提取、反转录

RTM 提取所用器皿和试剂均经 5/61的 FLN\
（焦碳酸二乙酯）水溶液去 RT$+* 处理。从液氮中取

出约 5/4C 重的舌皮和肺组织，分别于研钵中研磨至

无肉眼可见颗粒，然后参考 RT*$+= E)%) U)8 操作说

明提取组织总 RTM，并进行反转录。反转录体系

为：总 RTM 6#C，7T@N 4#]，J;)C’（7@）60 5/0#]，0 ^ R@
&"BB*< 3#]，反转录酶 5/0#]，RTM 酶抑制剂 5/0#]，加

双蒸水至 45#] 体系。混匀后置于 34_水浴 4/0!，

.._水浴 0#)%，冰浴冷却备用。

)*0 12-
N\R 反 应 体 系 为：65 ^ N\R &"BB*< 0#]，7T@N

3#]，上下游引物各 6#]，9FTM 0#]，@$: 酶 5/0#]，加

双蒸 水 至 05#] 体 系；反 应 程 序 如 下：.3_ 4#)%，

.3_ >5+，03_ >5+，-4_ >#)%，>5 个循环后，-4_
终延伸 65#)%；61琼脂糖电泳观察结果。

)*3 !4 基因的克隆

将纯化的 N\R 产物和 ,PLE @I*$+= 载体于 6H_
水浴进行连接反应，转化感受态细胞 YE65.，均匀涂

布于含有 KN@P、WIC$; 和 M#, 的 ]Z 琼脂 平 板 上，

>-_温育 64! 后，挑取白色单个菌落。以碱裂解法

小剂量制备质粒，并进行酶切和 N\R 鉴定，将初步
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鉴定为阳性的重组质粒取 ! 个（分别由猪舌和肺克

隆到的!" 基因重组质粒各 # 个）送上海生工生物工

程公司测序。

!"# !# 基因序列及亚基结构分析

重组质粒序列测定后，借助 $%&’()*、+,-./,(、
012)345 等生物学软件对所测序列与参考序列比较

分析，并用 6*-(1)7、6*-’,(1 等软件对!" 亚基的结构

进行 了 分 析。参 考 基 因 及 8171+)79 登 录 号 为：

:-;,71 !" （ &<!"=>"> ） 、 *?1’1’ @-791A !"
（B0>>5>C!#D#）、?E@)7!"（%0>>>===）、7-*F)A *)(!"
（+G>HC>"C）、2E,71) I,2 !" （ 03D5CH）、’?11I !"
（ &J!3C>"# ）、 /-2 !" （ B0=D###! ）、 @-E’1 !"
（%0>#53DC）。

$ 结果

$"! !# 基因的 %&’()% 扩增和克隆

提取组织总 K%& 后，反转录得到 L$%&，6GK 扩

增得到约 #4!9: 的目的条带（见图 5）。将凝胶纯化

的 6GK 扩增产物与 I8.0 MN1)’A 载体 5"O连接 5#?
后，转化 J05>C，挑 取 白 色 单 个 菌 落 制 备 质 粒，经

6GK、酶切鉴定片段大小与预期结果相符（图略）。

图 5 猪!" 亚基基因的 KMN6GK 结果

<,2P 5 KMN6GK *1’EQ(’ -R I,2!" L$%&
0：$SN#>>> @)*91*；5：6GK I*-/EL( P

$"$ !# 基因序列的测定

采用 T)721*’’ 双脱氧末端终止法对从猪舌皮和

肺组织中 KMN6GK 扩增的阳性克隆各两个进行核苷

酸序列测定。结果表明，! 个阳性克隆的序列完全

一致，与 817+)79 中的猪!" 基因（其序列由全基因

组测序推导而来）核苷酸序列一致性达 CC4DU。从

起始密码子开始，共有 55 个核苷酸发生了变化，其

中 #>HC 位（G!M）和 ##D" 位（M!G）核苷酸的突变是

同义突变，其余的 !"H、5H=H、5=3H、5=!5、5C=!、#5#3、

#3>#、#3D>、#3DH 位的核苷酸分别由原来的 8、&、&、

8、M、8、&、G、M 错义突变为 &、8、8、&、G、M、8、M、G，

导致 5D"、DC"、"53、"5!、""#、H>=、H"=、H=!、H=" 氨基酸

分别由原来的 8、$、M、G、<、T、M、S、0 变为 $、8、&、

V、G、W、&、<、M。猪!" 亚基基因的编码区含有 #3"H
个核苷酸，编码 H== 个氨基酸，含有 C 个潜在的糖基

化位点，3 个氨基葡聚糖结合位点，5 个依赖于 L806
的蛋白激酶磷酸化位点，5> 个蛋白激酶 G 磷酸化位

点，分别位于 !HCN!C> 位和 D"3NDH! 位的两个表皮生

长因子相似结构域，其中信号肽由 #" 个氨基酸组

成，胞外域由 "=5 个氨基酸组成，跨膜区由 #C 个氨

基酸组成，胞浆域由 D# 个氨基酸组成（图 #）。该基

因在 817+)79 中登录号为 .<!3#H#C。

$"* !# 基因序列及亚基结构分析

猪!" 基因与猕猴、小鼠、挪威大鼠、犬、豚鼠、

人、牛和羊的!" 基因的核苷酸序列一致性分别为

HC4DU、=!4CU、=D4!U、=D4#U、==4HU、C>45U、

C54CU和 C54CU，推导的氨基酸序列一致性分别为

C34DU、==4#U、==4DU、==43U、C54>U、C#4=U、

C343U和 C34!U。!" 亚基各功能区段的核苷酸和

氨基酸的一致性见表 5，猪!" 亚基在遗传进化树中

的位置见图 3。猪!" 亚基分子量为 =D C"H435 $，位

于 H>N5!> 位的氨基酸之间形成了二硫键桥，半胱氨

酸丰富区位于 !D#N"33 位氨基酸之间，以 D55ND#! 位

和 DC5N">! 位最高，见图 !。

表 ! 猪和几种动物!# 基各功能区段的核苷酸和氨基酸序列一致性比较

&+,-. ! /01-.2345. +65 +7462 +145 8474-+9434.8 2: 463.;9 46!# ,.3<..6 =4; +65 23>.9 +647+-8
<E7L(,-7 /-@),7’ T1XE17L1 +-;,71YU K?1’1’ @-791AYU $-2YU ZE@)7YU 0-E’1YU T?11IYU %-*F)A *)(YU 01)7YU
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图 ! 猪!" 亚基的核苷酸及其推导的氨基酸序列

#$%& ! ’()*+,-$.+ /+0(+1)+ 21. 34+.$)-+. 25$1, 2)$. ,6 3$%!"
78+ 3(-2-$9+ /$%12* 3+3-$.+ $/ 524:+. ;$-8 -8+ .,--+. *$1+；-8+ 3(-2-$9+ -421/5+5<421+ .,52$1 $/ $1.$)2-+. <= -8+ /82.$1% 21. )(49+ *$1+；3,-+1-$2* ’>
%*=),/=*2-$,1 /$-+/ 24+ (1.+4*$1+.；%*=),/25$1,%*=)21 2--2)85+1- /$-+/ 24+ .,(<*+ (1.+4*$1+.；-8+ )?@A>.+3+1.+1- 34,-+$1 :$12/+ 38,/38,4=*2-$,1 /$-+ $/
524:+. ;$-8 )(49+ *$1+；34,-+$1 :$12/+ B 38,/38,4=*2-$,1 /$-+/ 24+ $1.$)2-+. <= -8+ /82.$1%；-8+ 2/-+4$/: $1.$)2-+/ -8+ -+45$12* ),.,1&

图 C 猪和几种哺乳动物!" 的遗传进化树

#$%& C A8=*,%+1+-$) -4++ ,6 3$% 21. ,-8+4 52552*$21!"

! 讨论

口蹄疫病毒感染细胞的过程主要包括病毒与细

胞的吸附、进入细胞、脱壳、病毒 D’E 的翻译、复制

图 F 猪整联蛋白!" 亚基的功能区预测图

#$%& F A(-2-$9+ 6(1)-$,12* 4+%$,1/ ,6 3$%!" /(<(1$-

以及病毒粒子的组装、成熟释放。口蹄疫病毒主要

经上呼吸道感染动物，在口咽或相关淋巴组织的上

皮细胞起始复制后迅速扩散到口部和蹄部的上皮细

胞［G］，特异性受体是 #@HI 识别、结合宿主细胞的分

子基础，决定了口蹄疫病毒宿主特异性和组织特异

性。目前已经证实口蹄疫病毒可利用整联蛋白和硫
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酸乙酰肝素这两类受体来吸附并感染细胞。硫酸乙

酰肝素是一种广泛存在于真核细胞表面或细胞外基

质的蛋白多糖，可形成多种形态结构，不仅可结合多

种内源生长因子、细胞因子、趋化因子、黏附分子、

酶，还可作为多种病原的受体［!"］。#$ 与 %&’( 的

吸附较弱，这样可避免将病毒固定在某处而阻止病

毒到达细胞表面并进入细胞，它作为 %&’( 进入细

胞的增强子或共受体介导病毒吸附在细胞特定的部

位，促进病毒与整联蛋白的吸附，且 #$ 可能通过增

强 %&’( 的持续性感染从而利于 %&’( 在易感动物

体内生存［!!］。整联蛋白是完整的膜受体家族，由至

少 )" 种不同的!亚基及 * 种"亚基形成的 )" 多种

!"结合物，具有广泛的生理作用，还可作为多种病

毒的细胞受体或共受体［!)］。目前发现!+"!、!+",、

!+"-、!+"*、!+".、!."!、!*"!、!#/", * 种整联蛋白能

够识别 01’ 序列而与其配体相互作用［!,］。其中前

四种 是 口 蹄 疫 病 毒 的 受 体，且!+"!、!+"- 与 2 型

%&’( 具有较高亲和力，!+", 与 3 型 %&’( 具有较

高亲和力［!4］。56789:; 等 )""" 年发现整联蛋白"- 亚

基基因转染的 %&’( 非允许细胞 $<4*" 对 %&’(
的感染变得敏感，并且病毒的吸附可被针对!+"- 整

联蛋白的单克隆抗体特异性地抑制，从而证实!+"-
整联蛋白是 %&’( 的细胞受体［.］。进一步研究发现

!+"- 整联蛋白不仅在感染的最初阶段发挥着重要的

作用，决定了 %&’( 具有上皮细胞嗜性，而且还可依

赖网格蛋白将病毒转运到内体［*］。

整联蛋白胞浆域可与细胞骨架接触，在与配体

结合后其胞浆域会形成粘着斑，以便与第二信使、接

头蛋白以及激酶、磷酸化酶或其他信号分子作用。

整联蛋白与病原结合后会激发细胞特定的信号传

导，下调宿主的免疫机能，为病原提供相对稳定的环

境，从而避免被抗体或补体灭活，从而促进病原进入

细胞，并改变细胞的生理特性，对宿主产生致病作

用［!.］。整联蛋白"亚基 = 端在二硫键的作用下而

紧密折叠，形成配体结合域，在胞外邻近跨膜区处都

有半胱氨酸丰富区，与整联蛋白激活、配体结合特异

性以及!和"亚基的解离有关［!-］。=>?? 等发现牛",
亚基比人的少 ! 个半胱氨酸，因而与 %&’( 具有较

高的结合效率［!@］。另外，整联蛋白"亚基胞浆域具

有 ) 或 , 个 保 守 的 基 序 =ABC（分 别 称 为 DEF:!，

DEF:)，DEF:,，B 代表任意氨基酸），在调节整联蛋白

形成粘着斑的过程中起到了重要作用。研究发现整

联蛋白!+"- 依赖其胞浆域来介导 %&’( 吸附并进

入细胞，56789:; 等用"* 亚基胞浆域替代"- 亚基相

应区域后，!+"- 则不能介导 %&’( 吸附和感染［@］。

&GHH>I 等将人源"- 亚基胞浆域 D 端 *"J 或 包 含

=AKC 的 核 心 区 去 掉 后，!+"- 也 不 能 介 导 病 毒 感

染［!*］。在本试验也发现猪"- 亚基位于 @"L!4" 位之

间的氨基酸形成了二硫键桥，在 .!!L.)4 位以及 .M!L
-"4 位为半胱氨酸丰富区，第 -.ML--) 位为 =AKC，对

其在猪整联蛋白!+"- 介导 %&’( 吸附感染细胞中

的作用还需进一步探讨。

1>;N6;8中猪"- 基因是全基因组测序推导而

得出的，目前还没有从猪的组织中成功扩增"- 基因

的报道。!+"- 整联蛋白在舌上皮细胞和唾液腺中表

达量高，在 肺 上 皮 细 胞 很 少 表 达，本 实 验 首 次 从

%&’( 感染康复猪的舌皮和肺组织中分别克隆到了

整联 蛋 白"- 亚 基 的 基 因，其 核 苷 酸 一 致 性 与

1>;N6;8 中 推 导 的 猪"- 基 因 核 苷 酸 一 致 性 达

MMO.J，与其他 %&’( 易感动物中牛、羊的核苷酸、

蛋白序列一致性相对较高，达 M!OMJ，而与人和其

他动物相对较低。我们推测 %&’( 的感染会提高

"- 亚基 P0=2 的表达，且整联蛋白"- 在偶蹄动物

比较保守，决定了 %&’( 的宿主特异性。本实验所

得猪"- 基因有 !! 个核苷酸发生了突变，但并非其

活性位点的突变，这为进一步深入研究 %&’( 嗜性、

与宿主细胞的相互作用、病毒的侵入机制等问题奠

定了基础。
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