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摘 要 病毒受体是病毒宿主范围和组织嗜性的决定因素。研究发现，至少有四种整联蛋白!,"&、!,""、!,"#、!,";是口蹄疫病
毒（_8L’）的受体，其中!,是 O种受体的通用亚基。首次从口蹄疫病毒实验感染猪的肺组织中克隆到了通用亚基!,基因并对
其核苷酸序列和推导的氨基酸序列进行了比较分析。猪!,亚基基因的编码区含有 "&O&个核苷酸，编码 &$O#个氨基酸，其 +N
端 "$个氨基酸为信号肽，其后的胞外域、跨膜区、胞浆域分别由 FHH、!F、"!个氨基酸组成；胞外域含有 &&个潜在的糖基化位点
（+]<‘+]X）、!个 I9! M结合位点（L]［L‘+］]LV]]L）、&;个半胱氨酸残基。猪!,基因与牛、人、猕猴、家鼠、鸡、犬的!,基因的核
苷酸序列同源性分别为 F"R"a、F&RHa、F&ROa、;HR#a、%"R!a、;FRFa，推导的氨基酸序列同源性分别为 F#R"a、FOR#a、
FOR&a、F$R;a、;&R#a、F"R;a，猪与牛!,亚基同源性最高，表明受体!,亚基可能与口蹄疫病毒的宿主范围有关。
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病毒受体是指由宿主基因组编码的、位于细胞

表面能参与病毒感染宿主细胞的蛋白质分子复合

物。口蹄疫病毒（!""#$%&’$(")#* ’+,-%,- .+/),，0123）
感染细胞的第一个步骤是病毒与被感染细胞表面的

病毒受体结合，在受体的介导下病毒颗粒才能进入

细胞内。病毒受体是决定 0123宿主特异性和组织
特异性的主要因素之一［4］。0123属小 567病毒科
口蹄疫病毒属，有 8个血清型，每型又根据抗原亲缘
关系分为不同的亚型。0123粒子外壳由结构蛋白
394、39:、39;和 39<各 =>个分子构成。病毒粒子
表面明显的特征是由 394 4<>$4=>位的 :>个氨基酸
残基组成的 ?$@环，该环含有高度保守的精氨酸$甘
氨酸$天冬氨酸（7/A$?+B$7,C，5?2）基序，这一基序
是 0123的细胞吸附位点［:，;］。整联蛋白（ +&#-A/+&）
可与含有 5?2基序的蛋白配体结合，而 5?2基序
在 0123 的 394 中高度保守，这是整联蛋白成为
0123受体的分子基础。

4DDE年，F-/+&,#-+& 等首次报道了人整联蛋白

!.";是 0123的受体，这是第一个被发现的 0123
受体［<］。后来，G%HI,"&等用感染细胞重建的研究方
法相继发现!."=、!."4和!."J整联蛋白也是 0123
的受［E K 8］。这 <种已发现的受体中均含有!.亚基，
表明该亚基在 0123感染过程中具有重要的作用。
到目前为止，虽然体外实验证明 0123可以利用人
整联蛋白作为受体进入细胞，但这种病毒并不引起

人类的疾病。大部分 0123受体的研究是以人源的
整联蛋白基因为对象。为了阐明 0123入侵自然宿
主（牛、猪、羊等）细胞的感染机制以及其宿主范围与

病毒受体的关系，本试验对猪 0123受体通用亚基

!.进行了基因克隆和序列分析。

! 材料与方法

!"! 试验材料
0123实验感染康复猪肺组织由本实验室保

存；56-%,B 1+&+ L+# 购自 M+%A-&公司，NO+A"（’P）4E、感
受态细胞 G14>D、C?Q1 P$-%,B 载体、连接酶为
9/"(-A%公司产品，限制性核酸内切酶、R9P?、S$A%O、
267 1%/I-/、267片段纯化试剂盒、反转录酶、567
酶抑制剂均购自宝生物（大连）公司，其他试剂均为

国产或进口分析纯。

!"# 引物
参考 ?-&F%&I 中不同动物来源的!. 基因序列

选 择 保 守 区 设 计 两 对 引 物，（ C4）ET PU?H
U?7P??UPP7P?U?U??U? ;T，（ C:） ET ?P7P?P

UPUP7?7PPU7U7PPU77U?U ;T；（C;）ET 77PU?7P7
PU?7?7U7P777P?P7?U ;T，（ C<） ET UP?PP77
?P7PUP?7UPPPU?PPU ;T；C4和 C:用于扩增猪!.基
因的 ;T端约 4V8IW的序列，C; 和 C< 用于扩增猪!.
基因的 ET端约 4VJIW的序列。
!"$ %&’的提取
从液氮中取出约 >V;A的猪肺组织，置于液氮预

冷的研钵中，研磨至无肉眼可见颗粒，期间不断加入

少量液氮，然后参考 56-%,B 1+&+ L+# 操作说明提取
细胞总 567，所有器皿和试剂均经 >V4X的 2Q9U水
溶液去 56%,-处理。
!"( %)*+,%
反转录体系为：总 567 :#A，’6P9 <#Y，NO+A"

（’P）4E4#Y，E Z 5P W)!!-/ J#Y，反转录酶 4#Y，567酶
抑制剂 4#Y，加双蒸水至 <>#Y 体系。混匀后置于
<:[水浴 :VE*，DD[水浴 E(+&，冰浴冷却备用。9U5
扩增猪!.基因 ET端和 ;T端的反应条件一样，反应体
系为：4> Z 9U5 W)!!-/ 4>#Y，’6P9 J#Y，上下游引物
各 :#Y，H267 4>#Y，P%\ 酶 4#Y，加双蒸水至 4>>#Y
体系；9U5 程序如下：D<[ :(+&，D<[ ;>,，E=[
;>,，8:[ :(+&，;> 个循环后，8:[终延伸 4>(+&；
9U5产物经 4X琼脂糖电泳观察结果。
!"- !.基因的克隆
将纯化的 9U5产物和 C?Q1 P$-%,B载体于 4=[

水浴进行连接反应，转化感受态细胞 G14>D，均匀涂
布于含有 R9P?、S$A%O和 7(C的 YF琼脂平板上，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 9U5鉴定，将初步鉴定为阳性的重组质
粒送上海生工生物工程公司测序。

!"/ !.基因的序列分析
重组质粒序列测定后，借助 267,#%/、F+"Q’+#、

1-A%;V4等生物学软件对所测序列与参考序列比较
分析。参 考 基 因 及 ?-&F%&I 登 录 号：牛 !.
（70:;DDEJ） 、猕 猴 !.（ S1>>44><>4:）、人 !.
（14<=<J）、犬!.（S1J<EJD=）、家鼠!.（7L4<DDJ<）、
鸡!.（1=>E48）。

# 结 果
#"! +,%扩增
提取细胞总 567后，反转录得到 H267，9U5扩

增分别得到约 4V8IW 和 4VJIW 的目的条带（图 4）。
将 9U5产物与 C?Q1 P$-%,B载体连接后，转化感受
态细胞，挑取白色单个菌落制备质粒，经 9U5、酶切
鉴定片段大小与预期结果相符（图略）。
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!"! 序列测定
采用 !"#$%&’’双脱氧末端终止法对阳性克隆进

行核苷酸序列测定。结果表明，猪!(亚基基因的编
码区含有 )*+*个核苷酸，编码 *,+-个氨基酸，其中
信号肽由 ),个氨基酸组成，胞外域由 .//个氨基酸
组成，跨膜区由 0.个氨基酸组成，胞浆域由 )0个氨
基酸组成；胞外域含有 ** 个潜在的糖基化位点
（123412!）、0 个 5"0 6 结 合 位 点（ 72［ 741］
278227）、*9 个半胱氨酸残基（图 0）。该基因在
8%#:"#;中的登录号为 <=+>+,*.。
!"# 序列分析
本试验所测猪!(基因与牛、人、猕猴、家鼠、鸡、

犬的!( 基因的核苷酸序列同源性分别为 .)?)@、
.*?/@、.*?+@、9/?-@、>)?0@、9.?.@，推导的氨基
酸序列同源性分别为 .-?)@、.+?-@、.+?*@、
.,?9@、9*?-@、.)?9@，猪与牛!(亚基同源性最高。
不同物种来源的!(亚基各功能区段的核苷酸与氨

基酸序列同源性有一定差异，跨膜区和胞浆域的同

源性最高，其次是胞外域，信号肽序列同源性最低

（表 *）。以 A%$")?*软件绘制遗传进化树，发现猪与
牛!(亚基的亲缘关系较近（图 )）。

图 * 猪!(亚基基因的 B5C结果
=D$E * B5C &%’FGH’ IJ KI&LD#%!( L71M
*：B5C K&INFLH’ IJ /OKD%L% IJ KI&LD#%!( L71M；
0：B5C K&INFLH’ IJ )OKD%L% IJ KI&LD#%!( L71ME

表 $ 猪和几种动物!%亚基各功能区段的核苷酸和氨基酸同源性比较 &
’()*+ $ ,-.*+/012+ (32 (413/ (.12 5141*(6101+5 /7 130+8613!% )+09++3 :18 (32 /0;+6 (314(*5

=F#LHDI# &%$DI# 5"HHG% PFQ"# AI#;%R AIF’% 5SDL;%# 7I$ M(%&"$%

A"HF&% ’FTF#DH
.)?/ .*?- .*?+ 9-?0 >+?* .,?- 9>?.
.-?> ./?, .+?- .*?- 90?. .-?9 .0?.

!D$#"G K%KHDN%
.0?0 9*?* 9,?, ->?9 ))?) 17 >,?.
.-?> 9,?, >-?> --?> 0-?) 17 -.?)

<LHIUNIQ"D#
.)?- .*?/ .*?) 9-?, >)?> .,?- 9>?9
.-?/ .+?9 .+?) .*?* 90?0 .-?> .0?-

3&"#’Q%QT&"#% NIQ"D#
.)?* ./?+ ./?+ 9>?+ >0?+ 9-?0 99?)
*,, *,, *,, *,, .)?* .-?- .9?)

5RHIKG"’QDL NIQ"D#
./?9 .+?9 .)?9 9.?- 9-?/ .0?> .0?0
*,, *,, *,, *,, .)?9 *,, ..?,

1IH%：3S% INN GD#%’ &%K&%’%#H HS% #FLG%IHDN% ’%VF%#L% ’DQDG"&DHR；HS% %(%# GD#%’ &%K&%’%#H HS% "QD#I "LDN ’%VF%#L% ’DQDG"&DHRE 17 &%K&%’%#H’ #I N%JD#%NE

# 讨 论
整联蛋白是一类分布广泛的细胞表面受体家

族，该家族成员均是由!与"两个亚基以非共价键
结合形成的异源二聚体跨膜糖蛋白，具有广泛的生

物学活性，在细胞的生长、迁移、增殖和分化等许多

方面发挥重要作用［9，.］。目前已知该蛋白家族包括

由 *9种不同的!亚基和 9种"亚基形成的 0+ 种!"
复合物，多数!亚基只能与一种"亚基结合组成异
二聚体，而"亚基大部分则可以结合数种不同的!
亚基，在这 0+ 种整联蛋白!"复合物中，有!("*、

!(")、!("-、!("9、!("/、!/"*、!9"*、!#T") 9 种整联蛋
白能够识别 C87序列而与其配体相互作用［*,］。这
9种整联蛋白中包括了!(亚群的全部 /个成员，其
中仅!("/不是 =A7W受体［**］。近年来，大量对整联

蛋白与病毒感染关系的研究发现，许多病毒都能利

用整联蛋白分子作为病毒受体或共受体（ LIU
&%L%KHI&）进入宿主细胞，如柯萨奇病毒 .型、人肠道
孤病毒［*0］、人腺病毒［*)］、汉坦病毒［*+］、艾博拉病

毒［*/］等均能与整联蛋白结合感染宿主细胞。

=A7W具有严格的宿主范围，自然条件下其感
染对象是猪、牛、羊及其他家养和野生偶蹄动物［*-］。

=A7W受体的发现均是以人源整联蛋白基因进行受
体重建实验的。0,,,年，1%JJ 等首次从牛肺组织中
克隆到了牛!(和")的基因，二者与人!(和")的氨
基酸序列同源性分别为 .9?9@和 .)@。他们分别
将编码牛和人!(")的 L71M转染 =A7W非允许细胞
X/-0后，该细胞对病毒的感染性大大提高，且牛

!(")介导病毒感染的能力比人!(") 更强，这说明
=A7W的宿主范围在一定程度上与它结合自然宿主

99,* !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 0,,>，WIG?0)，1I?-



图 ! 猪!"亚基的核苷酸及其推导的氨基酸序列
#$%& ! ’()*+,-$.+ /+0(+1)+ 21. .+.()+. 23$1, 2)$. /+0(+1)+ ,4 5,6)$1+!" /(7(1$-

89+ 5(-2-$"+ /$%12* 5+5-$.+ $/ 326:+. ;$-9 -9+ .,--+. *$1+；89+ 5(-2-$"+ -621/3+37621+ .,32$1 $/ $1.$)2-+. 7<
-9+ /92.$1%；5,-+1-$2* ’=%*<),/<*2-$,1 /$-+/ 26+ (1.+6*$1+.；></-+$1+ 6+/$.(+/ 26+ /92.+.；?66,;/ $1.$)2-+
5(-2-$"+ )*+2"2%+ /$-+/；>2*)$(3 7$1.$1% .,32$1/ 26+ 7,@+.；89+ 2/-+6$/: $1.$)2-+/ -9+ -+63$12* ),.,1&

图 A 猪和几种动物!"的遗传进化树
#$%& A B9<*,%+1+-$) -6++ ,4 $1-+%6$1!" ,4 5$% 21. ,-9+6 21$32*/

整联蛋白受体的能力有关［CD］。因此，开展 #EFG自
然宿主的受体研究具有重要意义。我们首次报道了

猪!"亚基的 )F’?序列并进行了序列分析。从序
列同源性比较与进化树看，口蹄疫自然感染宿主猪

与牛!"亚基的亲缘关系较近，而与人、猕猴、家鼠、
鸡、犬等口蹄疫非易感物种的关系较远。不同物种

间!"亚基的同源性高低是否与 #EFG的宿主范围
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存在一定的相关性呢？这有待更多实验证明。

!"#$ 除了可通过整联蛋白作为病毒受体进入
细胞外，还可利用硫酸乙酰肝素（%&’()(* +,-.(/&，
01）作为受体。近年来，有人提出了 !"#$ 存在第
三类受体的假设。除 23# 基序外，人们发现一些
!"#$可利用其它基序与受体结合，如 "()/4*&5等发
现当 !"#$的细胞吸附位点 23# 变为 236 后，仍
可在细胞中能正常复制；7%(8 等发现当 !"#$ 的
23#变为 936后，在排除利用 01的情况下仍可在
培养细胞中生长［:;］；另外一些已发现的 !"#$细胞
吸附位点基序有 33#、<3#、2##、=3#、93>、213、
93#、?3#等［:@］。由此可见，存在第三类 !"#$受体
是完全有可能的。已经证实整联蛋白在 !"#$的感
染过程中具有重要地位，至于整联蛋白与其他

!"#$受体分子如何协调发挥作用决定病毒的宿主
范围尚待进一步研究。当然，病毒的宿主嗜性不仅

与受体有关，还与病毒本身的特性有关，如 :@@A年
台湾的 !"#流行毒对猪的致病力高，但不感染牛，
测序发现该毒株的 BC蛋白缺失 :D个氨基酸，反向
遗传学技术证明了这种缺失与病毒对牛的致病力减

弱有一定关系［ED］。所以，从病毒和其受体两个方面

研究才有可能揭示 !"#$宿主嗜性差异的原因。截
止目前，人们对整联蛋白在 !"#$与宿主细胞相互
作用中的角色做了一些研究，但对于许多问题尚难

做出解释，如病毒识别受体的结构基础、病毒感染细

胞后的信号转导途径、受体之间的协作关系、受体与

病毒宿主嗜性的关系等。因此，开展这一领域的研

究，将为 !"#$感染机制的阐明、病毒感染的预防、
抗病毒疫苗以及抗病毒药物的研制等诸多课题奠定

基础。
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