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H3N2亚型猪流感病毒M1基因克隆及表达特性分析 
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摘  要: 从 H3N2 亚型猪流感病毒感染的鸡胚尿囊液中提取病毒基因组 RNA, 采用 RT-PCR 方法克隆 M1 全长基因, 将

M1 基因亚克隆至 pET-28a(+)表达载体中, 构建重组表达质粒 pET-28a-M1, 将该重组质粒转化大肠杆菌 BL21 并经 IPTG

诱导表达。诱导产物经 SDS-PAGE 电泳分析显示重组蛋白 M1 获得大量表达, 表达蛋白纯化后免疫 Wistar 大鼠制备多

克隆抗体。Western blotting 检测结果表明制备的抗 M1 蛋白多克隆抗体可以识别大肠杆菌表达的 M1 蛋白和病毒感染细

胞的病毒 M1 蛋白。构建 M1 基因真核重组质粒 p3xFLAG-CMV-7.1-M1 并转染 Vero 细胞, Western blotting 检测表明抗

M1 蛋白多克隆抗体可以识别在 Vero 细胞中得到表达的 M1 蛋白, 成功建立 M1 基因的真核表达系统。分析了病毒感染

过程中 M1 蛋白的变化及其作为病毒复制指示分子的可能性。鼠源 M1 蛋白多克隆抗体的制备和 M1 基因真核重组表达

质粒的构建, 为进一步研究猪流感病毒的复制机理以及 M1 蛋白在病毒复制过程中的生物学功能奠定了基础。 

关键词 : 猪流感病毒 , M1 基因 , 克隆 , 基因表达  
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Abstract: Influenza A virus matrix protein (M1) is encoded by a spliced mRNA derived from RNA segment 7 and plays an 
important role in the virus life cycle. In the present study, we extracted the viral genome RNAs from allantoic fluid of 9-day-old 
embryonated chicken eggs infected with swine influenza A virus (SIV) H3N2 subtype and amplified the SIV M1 gene by reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction using the isloated viral genome RNAs as template. The amplified cDNA was cloned into an 
expression vector pET-28a (+) (designated pET-28a-M1) and confirmed by DNA sequencing analysis. We then transformed the 
plasmid pET-28a-M1 into Escherichia coli BL21 strain for heterologous expression. The expression of M1 was induced by 1mM 
isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside. SDS-PAGE analysis of the induced bacterial cells revealed that the recombinant M1 protein 
was expressed in high yield level. Next, we purified the expressed recombinant M1 using Ni2+ affinity chromatography and 
immunized Wistar rat with the purified M1 protein for producing polyclonal antibodies specific for M1. Western blotting analysis 
showed that the produced antibodies were capable of reacting with M1 protein expressed in Escherichia coli as well as that 



郭林等: H3N2亚型猪流感病毒 M1基因克隆及表达特性分析  673 

 

Journals.im.ac.cn 

synthesized in SIV-infected cells. We further cloned the amplified M1 cDNA into a eukaryotic expression plasmid 
p3xFLAG-CMV-7.1 to construct the recombinant plasmid p3xFLAG-CMV-M1 for expressing M1 in eukaryotic cells. Western 
blotting analysis revealed that the M1 protein was expressed in p3xFLAG-CMV-M1-transfected Vero cells and recognized by the 
produced anti-M1 antibodies. Using the produced anti-M1 antibodies, we analyzed the kinetics of M1 protein in the virus-infected 
cells during influenza virus infection and estimated the possibility of M1 as an indicator of influenza virus replication. The 
recombinant M1 protein, anti-M1 antibodies and recombinant expression plasmids would provide useful tools for studies of 
biological function of M1 protein and the basis of SIV replication. 

Keywords: swine influenza virus, M1 gene, cloning, gene expression 

猪流感是由猪流感病毒(Swine influenza virus, 

SIV)引起的严重危害养猪业的重要呼吸道传染病 , 

自 1930年从猪体中首次分离到了 H1N1亚型猪流感

病毒以来, 到目前, 猪流感(Swine influenza, SI)已遍

布美、欧、亚、非等世界各地[1,2]。在我国, 猪流感

在猪群中的流行日渐严重 , 呈现不断蔓延的趋势 , 

其中以H3亚型为主, H3亚型在全国范围内流行[3,4]。

同时, H3亚型流感病毒也是人流感病毒的一个主要

亚型, 受到人们关注。并且猪呼吸道上皮细胞具有

感染人流感病毒和禽流感病毒的受体而成为毒株间

基因重组的活载体[5−7]。因此, 对 H3N2 亚型猪流感

的研究具有重要的公共卫生学意义。 

猪流感病毒是正粘病毒科 A型流感病毒属的成

员, 其基因组的第 7 节段 RNA 转录过程中, 经剪接

合成 2条不同的 mRNA, 指导翻译M1和M2基质蛋

白。M1由 252个氨基酸组成, 是病毒的主要结构蛋

白, 占流感蛋白总量的 30%~40%。M1 具有型特异

性, 是流感病毒分型的主要依据之一[8,9]。M1是一种

多功能蛋白, 参与病毒生活周期的数个环节 [10], 如

在病毒感染细胞时, 参与病毒脱壳, 释放核糖核蛋

白; 与核糖核蛋白体(vRNP)结合使其从细胞核内转

移到核外; 以及直接与 vRNP 核接触来介导抑制流

感转录酶的活性[11]。此外, M1还具有膜连接和 RNA

连接功能[12]以及控制病毒转录、控制被感染细胞中

核膜内外物质运输等功能 [13]。上述研究结果表明

M1 是一种参与病毒复制的结构蛋白, 可以用作研

究病毒复制等的候选蛋白。 

猪既可感染人流感病毒又可感染禽流感病毒 , 

是流感病毒的自然宿主, 因此, 猪是流感病毒研究

的重要动物模型。目前国内外对于 SIV 的 M1 基因

的研究很少 , 研究多集中在基因克隆和原核表   

达 [14]、抗体调查 [15]、基因进化分析 [16]等 , 没有对

M1的生物学功能进行深入的研究。本研究利用分子

生物学技术及基因表达技术对 H3N2 亚型猪流感病

毒 M1 基因进行了克隆、表达、纯化及抗体的制备, 

建立了 M1 基因的真核表达系统, 并使用所制备的

抗体对 M1 的表达特性进行了分析, 为研究猪流感

病毒 M1 蛋白的功能及其在病毒复制中的作用机理

奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  病毒毒株 
H3N2亚型(A/Swine/Jiangsu/2/2006(H3N2))猪流

感病毒由中国农业科学院上海兽医研究所兽医公共

卫生研究室保存。 

1.2  主要试剂 
T4 DNA 连接酶、 Tfi DNA Polymerase、

LipofectamineTM 2000转染试剂购自 Invitrogen公司; 

His Bank Kits蛋白质纯化试剂盒购自 Novagen公司; 

各种限制性内切酶、pMD-18T simple 载体购自

TaKaRa 公司; 小片段 DNA 纯化回收试剂盒购自博

大泰克公司 ; 普通质粒小量提取试剂盒购自

TIANGEN公司; 蛋白质预染 marker 购自晶美公司; 

鼠源抗 FLAG单克隆抗体购自 Sigma公司; BCA蛋

白浓度测定试剂盒、HRP 标记羊抗小鼠 IgG、HRP

标记羊抗大鼠 IgG 购于碧云天生物科技研究所 ;  

ECL发光试剂盒购自 Pierce 公司; 其他所需试剂和

溶液参照《分子克隆实验指南》准备。 

1.3  M1 基因的克隆、原核表达和抗体制备 
采用常规的酚-氯仿、乙醇沉淀方法 , 从接种

H3N2亚型 SIV的鸡胚尿囊液中提取RNA, 用 primer 

5.0 软件设计猪流感病毒 M1 基因的一对特异性引

物, 含EcoR I和 Sal I限制性酶切位点, 进行RT-PCR

扩增, 预期扩增片段长度为 759 bp。PCR 产物经琼

脂糖凝胶电泳回收后酶切 , 连接到原核表达载体

pET-28a的 EcoR I-Sal I酶切位点, 并转化BL21(DE3)
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大肠杆菌感受态细胞获得重组质粒 pET-28a-M1。经

PCR和酶切鉴定的阳性克隆菌送上海英俊公司测序。

pET-28a-M1重组质粒阳性克隆菌落, 经 1 mmol/L的

IPTG诱导, 取不同诱导时间的菌体, 12% SDS-PAGE

分析重组蛋白表达情况。根据最适条件扩大菌液培

养量 , 按照 His Bank Kits 说明书进行蛋白纯化 , 

BCA法测定总蛋白浓度。重组 M1蛋白纯化鉴定后, 

按 200 μg/只剂量免疫Wistar大鼠, 弗氏佐剂为免疫

佐剂, 每 2周免疫 1次, 设立未免疫Wistar大鼠为阴

性对照组。间接 ELISA 法检测抗体效价。Western 

blotting 分析所制备抗体的特异性, 简述为: 用同样

方法表达、纯化的重组 M1蛋白和重组 NS1蛋白(另

文发表)电转印至 NC 膜上, 丽春红 S 染色; 显色后

用 PBS 漂洗 3~5 次后, 以抗 M1 蛋白多克隆抗体为

一抗, 以 HRP 标记的山羊抗大鼠 IgG 为二抗, 进行

Western blotting检测。SIV感染 MDCK细胞 12 h后

收集细胞, 设立未感染细胞为阴性对照, 细胞样品

裂解处理后按以上方法进行 Western blotting检测。

Western blotting显色方法采用 Pierce公司的 ECL发

光试剂盒的方法。 

1.4  M1 基因真核表达载体的构建和真核表达 
M1 基因的 PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳回收后

酶切, 连接到真核表达载体 p3XFLAG-CMV-7.1 的

EcoR I-Sal I酶切位点, 并转化 Top10大肠杆菌感受

态细胞获得重组质粒 p3XFLAG-CMV-7.1-M1(简称

FLAG-CMV-M1), 经 PCR 和酶切鉴定的重组质粒

FLAG-CMV-M1 送上海英俊公司测序。以脂质体

LipofectamineTM 2000为转染试剂, 按说明书提供的

方法 , 将重组质粒 FLAG-CMV-M1 和对照空质粒

p3XFLAG-CMV-7.1分别转染 Vero细胞, 转染 24 h

后收集细胞样品, 以鼠源 FLAG 单克隆抗体作为一

抗, HRP标记的羊抗鼠 IgG作为二抗, 进行 Western 

blotting检测; Reprobing时, 先用 stripping缓冲液除

去 NC膜上的鼠源 FLAG单克隆抗体, 再以抗M1蛋

白多抗血清为一抗, 以 HRP 标记的山羊抗大鼠 IgG

作为二抗, 进行 Western blotting检测。 

1.5  在病毒感染过程中, M1 蛋白的表达检测 
利用制备的抗 M1 蛋白抗体, 分析了 SIV 复制

过程中 M1 蛋白的变化。SIV(感染复数为 2)经 1 h

吸附MDCK细胞后改换维持液(此时计时为 0 h), 每

隔 1 h采样 1 次, 直至 12 h。所有样品经 BCA法测

定总蛋白浓度后 , 等量 (30 μg)样品用于 Western 

blotting分析。 

1.6  M1 蛋白作为病毒复制的指示分子 
病毒一步生长曲线参考 Turpin等[17]的方法进行, 

简述为: 感染复数为 5的 SIV经 1 h吸附 MDCK细

胞后改换维持液(此时计时为 0 h), 每隔 2 h 采样 1 

次, 上清用于测定病毒毒价 TCID50, 病毒毒价滴定

按常规方法进行; 细胞用于 Western blotting 检测

M1 蛋白, 所有样品经 BCA 法测定总蛋白浓度后, 

等量(30 μg)样品用于 Western blotting分析。 

2  结果 

2.1  M1 基因克隆及原核、真核重组表达载体的构

建和鉴定 
琼脂糖凝胶电泳表明, 克隆的 M1 基因片段大

小约为 759 bp, 与预期结果一致(图省略)。构建的

M1基因原核表达载体 pET-28a-M1和真核表达载体

FLAG-CMV-M1经 EcoR I和 Sal I酶切、PCR鉴定

后, 表明M1基因成功克隆到上述表达质粒(图省略), 

并经测序分析进行了验证。 

2.2  M1 基因核苷酸序列分析 
pET-28a-M1 重组质粒的测序结果表明, 克隆的

M1基因片段大小为 759 bp, 包含完整的 ORF, 编码

252 个氨基酸。与已发表的 A 型流感病毒 M1 基因

核苷酸序列同源性分析结果表明 , 本实验克隆的

M1 基因与毒株(A/Chicken/Jiangsu/wa/2002(H9N2)) 

M1基因处于一个分支上, 序列同源性为 99﹪, 与毒

株(A/Swine/Shandong/nc/2005(H9N2) ) M1基因序列

的同源性为 98%, 与毒株 (A/Swine/Shandong/w4/ 

2003(H9N2))、(A/Swine/Jiangxi/wx2/2004(H9N2))、

(A/Swine/Hangzhou/1/2006(H9N2))、(A/Swine/Jiangxi/ 

1/2004(H9N2)) M1基因序列同源性为 97 %, M1基因

的系统进化树如图 1所示。 

2.3  M1 重组蛋白的表达和纯化 
SDS-PAGE电泳结果表明, 含 pET-28a-M1重组

质粒的 BL21(DE3)大肠杆菌经终浓度为 1 mmol/L 

IPTG 诱导后有预期的蛋白表达 , 其分子量约为   

30 kD, 如图 2所示, 加 IPTG的空白 pET-28a对照样

品则未见特异条带, 证明该 30 kD蛋白带是M1基因

表达产物。根据最适条件扩大菌液培养量, 用 His 

Bank Kits进行 M1蛋白的纯化。经 BCA蛋白浓度测 
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图 1  猪流感病毒 M1 基因的系统进化树 
Fig. 1  Phylogenetic tree of M1 gene. 

 

 

图 2  表达质粒 pET-28a-M1 在大肠杆菌 BL21 中诱导表

达产物 SDD-PAGE 电泳结果 
Fig. 2 SDS-PAGE analysis of recombinant M1 expressed in  
E. coli BL21. M: protein marker; 1: pET-28a vector induced 
with IPTG; 2−3: pET-28a-M1 induced with IPTG; 4: 
purification of pET-28a-M1 products. 
 
定试剂盒, 测定重组蛋白浓度可以达到 3.97 μg/μL, 

纯度达到 90%以上。 

2.4  抗 M1 蛋白多克隆抗体的制备和 ELISA 检测 
M1蛋白纯化鉴定后免疫 Wistar大鼠, 5次免疫

后大鼠采血制备血清, 用间接 ELISA 法检测抗体水

平, 血清抗体效价可以达到 104, 结果显示抗体水平

较高。 

2.5  抗 M1 蛋白多克隆抗体的特异性分析 
2.5.1  M1 基因原核核表达产物和病毒 M1 蛋白

Western blotting检测 

由于重组 M1 蛋白 N 端带有 His 标签, 为了排
除所制备的抗体与 His 标签反应的可能性, 同样方
法表达制备的 M1 蛋白和 NS1 蛋白电转印至 NC 膜
上, 丽春红 S 染色, M1、NS1 泳道都出现目的条带
(M1大小约为 30 kD, NS1大小约为 28 kD, 图 3A), 
表明M1、NS1蛋白成功转至NC膜上; 显色后用 PBS
漂洗 3~5 次, 以抗 M1 蛋白多克隆抗体为一抗进行
Western blotting 检测, 显色后 M1 蛋白泳道出现特
异性条带, 阴性对照 NS1 蛋白泳道没有特异性条带
(图 3B), 表明抗 M1 蛋白多克隆抗体可以特异的识
别纯化的 M1 蛋白。为了进一步验证 M1 抗体的特
异性, SIV感染MDCK细胞 12 h后收集细胞样品, 设
立未感染 MDCK 细胞样品为阴性对照, 以抗 M1 蛋
白多克隆抗体为一抗进行 Western blotting检测, 显
色后病毒感染细胞样品出现特异性条带, 阴性对照
不显色(图 3C), 表明抗 M1 蛋白多克隆抗体可以特
异性识别猪流感病毒 M1蛋白。 
2.5.2  M1基因真核表达产物 Western blotting检测 

FLAG-CMV-M1 质粒和对照质粒 p3XFLAG- 



676    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech                 May 25, 2009  Vol.25  No.5 

  

Journals.im.ac.cn 

CMV-7.1转染 Vero细胞后, 用鼠源 FLAG单克隆抗

体进行 Western blotting检测, 结果显示转染重组质

粒 FLAG-CMV-M1 的 Vero 细胞样品约在 36 kD 

(FLAG 标签大小约 6 kD)处有一特异性条带, 转染

对照质粒 p3XFLAG-CMV-7.1的 Vero细胞样品无此

条带(图 4A), 表明 M1基因已被成功转染入 Vero细

胞并得到表达; 用已制备的抗 M1 蛋白多克隆抗体

对同一 NC 膜进行 Western blotting 检测, 结果显示

转染重组质粒 FLAG-CMV-M1 的 Vero 细胞样品约

36 kD 处 有 一 特 异 性 条 带 , 转 染 对 照 质 粒

p3XFLAG-CMV-7.1 的 Vero 细胞样品无此条带, 证

明 Vero细胞中表达的 M1蛋白可以被抗 M1蛋白多

克隆抗体识别(图 4B)。 

 

图 3  重组蛋白 M1、NS1 丽春红 S 染色结果(A)和抗 M1
蛋白抗体与重组蛋白 M1、NS1 及与猪流感病毒 M1 蛋白

反应结果(B 和 C)( Western blotting) 
Fig. 3  Staining result of ponceau S of recombinant M1 and 
NS1 protein (A) and Western blotting analysis of the reactivity 
of antiserum with recombinant M1 and NS1 protein and SIV M1 
protein(B and C). M: protein marker; (A and B) 1: protein M1;   
2: protein NS1. (C) 1: control MDCK cells; 2−3: MDCK cells 
infected with H3N2 SIV. 

 

图 4  FLAG 单克隆抗体(A)和抗 M1 蛋白多克隆抗体(B)
与 M1 基因细胞表达产物反应结果(Western blotting) 
Fig. 4  Western blotting analysis of the expression of M1 gene 
in Vero cells using FLAG monoclonal antibodies (A) and the 
produced antiserum (B). M: protein marker; 1: control 
p3xFLAG-CMV-7.1-transfected vero cells; 2: p3xFLAG-CMV- 
M1-transfected vero cells. 
 
2.6  SIV 复制过程中 M1 蛋白的表达检测 

利用上述所制备的抗M1蛋白抗体, 分析了 SIV

复制过程中 M1 蛋白的变化。用 1.5 中的方法进行

Western blotting分析。如图 5所示, SIV (感染复数为

2) 感染 MDCK细胞 5 h后开始检测到 M1蛋白, 随

着病毒复制时间的延长 M1 蛋白表达量也增加, 在

10 h后基本达到高峰并维持不变。 

2.7  M1 蛋白作为病毒复制的指示分子 
流感病毒 M1 蛋白是一个保守的、高丰度的病

毒复制晚期结构蛋白, 在病毒复制的多个方面起着

重要的作用[10]。利用上述所制备的抗 M1蛋白抗体, 

分析了 M1 蛋白是否可以作为流感病毒复制的指示

分子。为了能够在病毒吸附后检测到病毒, 所使用

的 SIV感染复数为 5。如图 6所示, 病毒吸附后(0 h), 

Western blotting 就可以检测到 M1 蛋白, 表明病毒

已经进入了细胞, 到 4 h, 病毒的滴度开始上升, 此

时 M1蛋白的量也略有增加。此后, 随着病毒滴度的

上升, M1蛋白的量也增加, 二者有着良好的相关性, 

表明 M1可以作为病毒复制的指示分子。 

 

图 5  Western blotting 分析流感病毒复制过程中 M1 蛋

白的变化 
Fig. 5  Western blotting analysis of the kinetics of M1 
expression in MDCK cell infected with SIV. 

 

图 6  M1 蛋白作为病毒复制的指示分子 
Fig. 6  M1 as an indicator of influenza virus replication. 
 

3  讨论 

M1作为 SIV的主要结构蛋白, 是开展研究 SIV

复制机理的候选蛋白。M1蛋白还是一个多功能的蛋

白, 在病毒粒子中, vRNP 和囊膜通过 M1 蛋白相互

连接, 病毒蛋白 NS2 与连接有 M1 蛋白的 vRNP 有

着密切关系[18]。vRNP 的核输出发生在病毒感染晚
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期, 有证据证明M1蛋白在 vRNP的核输出过程中是

必需的[19]; M1在 vRNP的核输出过程中的作用可能

是保护 vRNP经核孔顺利输出, 也可能是 vRNP从核

基质释放过程中所必需的 , 另外一种作用可能是

M1蛋白作为 vRNP在细胞质中的伴随分子可以阻止

vRNP 再输入细胞核[20]。Huang 等[21]则提出可能是

M1 蛋白与 vRNP 以及 NP 蛋白的共同作用使 vRNP

从细胞核转移到细胞质。上述研究结果表明 M1 蛋

白在 vRNP 的核输出过程中起着不可缺少的作用, 

影响着子代病毒的装配和释放, M1蛋白的研究对于

探索 SIV感染的分子机制具有重要意义。 

流感病毒不同亚型之间的基因重配是产生新的

病毒亚型的重要途径。M1基因核苷酸序列同源性分

析结果表明 , 本实验克隆的 M1 基因与已发表的

H9N2 亚型流感病毒的 M1 基因的序列同源性在

97%~99%, 推测本实验 H3N2 亚型猪流感病毒株的

M1基因可能来源于 H9N2亚型流感病毒株, 本研究

所使用的病毒株可能是不同亚型的重组病毒。SIV

基因重配问题不仅给猪流感的防控工作带来挑战 , 

也给公共卫生安全埋下巨大的隐患。 

本研究构建了 M1 基因的原核重组表达质粒

pET-28a-M1, 在大肠杆菌中大量表达的重组蛋白

M1, 经纯化后可以作为间接 ELISA诊断抗原, 为下

一步建立 ELISA抗体诊断试剂盒奠定了基础; M1基

因具有型特异性, 重组蛋白免疫试验动物制备的多

克隆抗体可以用于检测病毒抗原, 以建立猪流感的

ELISA 鉴别诊断试剂盒。抗 M1 蛋白多克隆抗体具

有良好的特异性, 在 Western blotting检测中可以识

别大肠杆菌表达的 M1 蛋白和感染细胞中病毒特异

性 M1蛋白, 可以进一步用于 M1蛋白功能分析。 

本研究构建的 M1 基因真核重组表达质粒

FLAG-CMV-7.1-M1 并转染 Vero 细胞 , Western 
blotting 检测表明 M1 基因已被成功转染入 Vero 细

胞并得到表达; Vero 细胞表达的 M1 蛋白可以被抗

M1蛋白多克隆抗体识别, 再次证明抗 M1蛋白多克

隆抗体的良好特异性。本研究成功建立了 M1 基因

的真核表达系统 , 可以用此真核表达系统为工具 , 

进一步研究 M1 蛋白在 SIV 感染细胞后 M1 蛋白的

细胞定位以及M1蛋白转录活性变化, 为研究M1蛋

白在 SIV复制中信号传导的作用和 SIV感染细胞信

号传导通路的分子机制提供了前期基础。 

通过抗 M1 蛋白多克隆抗体的应用研究, 发现

SIV感染 MDCK细胞 4∼5 h后开始检测到 M1蛋白

的变化, 随着病毒复制时间的延长 M1 蛋白表达量

也增加, 并与病毒滴度变化有良好的相关性。这一

发现表明 M1 蛋白可以作为 SIV 感染复制的指示分

子, 用于流感病毒研究的多个方面。根据 SIV 感染

MDCK 细胞后 M1 蛋白表达量的变化趋势推测 SIV

在 MDCK细胞上的一个复制周期约为 10 h, 为进一

步研究 SIV 复制机制以及与感染细胞相互作用的分

子机制奠定了基础。 
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