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摘  要 : 为揭示肥大细胞抗口蹄疫病毒 VP1-VP4 蛋白的天然免疫作用，以重组口蹄疫病毒 VP1-VP4 蛋白刺激

小鼠腹腔肥大细胞 (Peritoneal mast cells, PMCs)，用高通量 ELISA 芯片检测 PMCs 的蛋白质表达谱。结果显示，

VP1-VP4 蛋白刺激的 PMCs (VP1-VP4 组) 表达 CCL19、L-selectin、CCL17 和 TNF-α 的水平极显著低于对照

组 (PMCs) (P<0.001)，而 VP1-VP4 蛋白刺激经甘露糖受体 (Mannose receptor, MR) 抑制剂预处理的 PMCs (MR

组) 表达 CCL19、IL-15、IL-9、G-CSF 和 Galectin-1 的水平则极显著高于对照组 (P<0.01)，IL-10 表达水平也

有显著升高 (P<0.05)。MR 组与 VP1-VP4 组相比，PMCs 表达 IL-10、IL-17、CCL20、IL-15、IL-9、L-selectin、

CCL17、TNF-α 和 CCL19 的水平极显著升高 (P<0.01)，CCL21 和 G-CSF 的表达也显著高于 VP1-VP4 组 

(P<0.05)。生物信息学差异表达分析结果显示，与对照组相比，VP1-VP4 组 PMCs 表达的 L-selectin 和 CCL17

为下调性差异表达蛋白 (Log2(ratio)≤–1)。MR 组与 VP1-VP4 相比，PMCs 表达的 CCL20、CCL19、L-selectin

和 IL-15 为上调性差异表达蛋白 (Log2(ratio)≥1)。这表明，PMCs 可自发分泌 CCL19、L-selectin、CCL17 和

TNF-α，而 VP1-VP4 则对 PMCs 的天然免疫功能具有抑制作用。由于阻断 MR 后 PMCs 的蛋白质表达水平显

著升高，所以 VP1-VP4 对小鼠 PMCs 的免疫抑制作用可能是由 MR 介导的。 

关键词 : 肥大细胞，甘露糖受体，口蹄疫病毒，天然免疫，差异表达 

动物及兽医生物技术 
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Protein expression profile of mast cells in response to 
recombinant VP1-VP4 of foot-and-mouth disease virus 

Yan Wang, Shasha Zhang, Lei Wang, Xuefang Liu, En Zhang, Na Li, Yunhuan Gao,  
Yiming Zhang, Limin Li, and Jiaxin Wang 

Laboratory of Immunology, College of Veterinary Medicine, Agricultural University of Hebei, Baoding 071000, Hebei, China 

Abstract:  To reveal the innate immunity of mast cells against recombinant VP1-VP4 protein of foot-and-mouth disease 

virus (FMDV), mouse peritoneal mast cells (PMCs) were pulsed with recombinant VP1-VP4 protein. The supernatants 

harvested from PMCs cultures were applied to the high throughput ELISA array. Our results show that the expression levels 

of CCL19, L-selectin, CCL17, and TNF alpha released from PMCs pulsed with recombinant VP1-VP4 were significantly 

down-regulated compared with PMCs alone (P<0.001). Surprisingly, in comparison with PMCs alone, the expression levels 

of CCL19, IL-15, IL-9, G-CSF, and Galectin-1 in PMCs with the mannose receptor (MR) inhibitor were significantly 

up-regulated (P<0.01), and the expression level of IL-10 was also remarkably up-regulated (P<0.05). Importantly, the 

protein expression levels in PMCs treated with MR inhibitor were higher than PMCs pulsed with VP1-VP4, including 

IL-10, IL-17, CCL20, IL-15, IL-9, L-selectin, CCL17, TNF alpha, and CCL19 (P<0.01) as well as CCL21, and G-CSF 

(P<0.05). Differential expression analysis in bioinformatics shows that both L-selectin and CCL17 were recognized as 

differentially expressed protein molecules (Log2(ratio)≤–1) when compared with PMCs alone. Furthermore, the 

up-regulation of the expression levels of CCL20, CCL19, L-selectin, and IL-15 in PMCs treated with MR inhibitor was 

defined as differential expression (Log2(ratio)≥1). These data indicate that PMCs are capable of secreting CCL19, 

L-selectin, CCL17, and TNF alpha spontaneously and the recombinant VP1-VP4 has an inhibitive potential to PMCs during 

their performance of innate immune response. Given the protein expression levels from PMCs pre-treated with MR 

inhibitor were significantly increased, it can be deduced that immunosuppression of FMDV is presumably initiated by the 

VP1 recognition of MR on mast cells. 

Keywords:  mast cells, mannose receptor, foot-and-mouth disease virus, innate immunity, differential expression 

近年来，关于肥大细胞在抗细菌和抗寄生

虫感染中的作用报道很多，但对其抗病毒作用

的研究相对较少[1-3]。肥大细胞吞噬能力很弱，

主要通过细胞膜表面的模式识别受体与 Fc受体

识别病原体，从而启动天然免疫应答[4]。研究发

现，肥大细胞可通过 TLR3识别新城疫病毒，并

释放 MIP-1β、KC和 RANTES，促进 CD8+T细

胞向感染部位迁移[5]。Al-Afif 等发现，用少量

的呼吸道合胞体病毒感染肥大细胞即可诱导其

产生Ⅰ型干扰素、CXCL10、CCL4和 CCL5[6]。

Fukuda等发现，肥大细胞以RIG-I样受体 (RLR) 

和 MDA5 受体识别水疱性口炎病毒，诱导其产

生 IFN-α和 IFN-β，从而发挥抗病毒作用，但是

TLR3与此作用无关，而且 RLR和 MDA5受体

识别水疱性口炎病毒并不引起肥大细胞脱颗  

粒[7]。在登革病毒感染早期，肥大细胞迅速脱颗

粒，随后病毒通过 RLR和 MDA5受体激活肥大

细胞，产生 TNF-α、IFN-α、CCL5、CXCL12和

CX3CL1，从而发挥其免疫监视作用[8]。有报道

将肥大细胞脱颗粒成分加入流感病毒疫苗后免

疫小鼠，可使小鼠抵抗致死量的流感病毒攻  

击[9]。因此，肥大细胞成为抗感染免疫研究的新

热点。口蹄疫病毒 (Foot-and-mouth disease virus，

FMDV) 有 7种血清型，主要通过呼吸道和消化
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道感染动物，但目前对肥大细胞在抗 FMDV 感

染免疫中的作用尚不清楚。 

口蹄疫是严重危害动物健康的急性传染

病，目前仍无有效的防治措施[10-11]。灭活口蹄

疫疫苗起效慢，免疫保护期短，不能防止感染

的发生，甚至还促使部分被感染牛形成持续感

染[12-13]，且不同血清型口蹄疫疫苗彼此不能产

生交叉免疫保护。口蹄疫基因工程疫苗不仅在

临床上未能产生优于灭活疫苗的效果，而且还

不时引起动物过敏或死亡[14-16]。因此，研制安

全有效的口蹄疫疫苗仍是一项迫在眉睫的任 

务[17-18]。FMDV衣壳由 VP1–VP4四种结构蛋白

组成，研究发现，VP1 既可刺激机体产生中和

抗体，又可刺激机体产生对 7 种血清型 FMDV

具有交叉保护作用的 CD8+ T细胞应答[19]；VP4

则可被多种单体型 MHC 分子识别[20]，故 VP1

和 VP4 被视为研制通用型口蹄疫疫苗的理想后

备抗原。分布于皮肤和粘膜中的肥大细胞是机

体抗感染免疫的第一线免疫细胞[1]。因此，我们

通过基因重组制备 VP1-VP4 融合蛋白，以此加

载肥大细胞，检测其所产生的细胞因子、趋化

因子和生长因子等蛋白质功能分子，以揭示肥

大细胞抗 FMDV的天然免疫作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

10−12周龄的BALB/c小鼠购自北京维通利

华实验动物技术有限公司  (合格证编号：

11400700089374)，饲养于独立通气笼  (IVC) 

中。大肠杆菌 DH5α感受态细胞、BL21 (DE3) 感

受态细胞和离心柱型质粒提取试剂盒购自天根

生化科技公司。限制性内切酶 BamHⅠ、XhoⅠ

和 NcoⅠ购自 TaKaRa公司，小鼠抗 6×His单克

隆抗体和 AP 标记的羊抗鼠 IgG 购自 Abcam 公

司，Percoll分层液购自 Pharmacia公司，DMEM

培养液和 opti-MEMⅠ低血清培养液购自 Gibco

公司，胎牛血清购自 HyClone公司，PMCs培养

液为含 5%胎牛血清的 DMEM 完全培养液。甘

露糖受体 (MR) 抑制剂购自 Sigma 公司，小鼠

高通量 ELISA 芯片购自 RayBiotech 公司。含

VP1基因全长的重组质粒 pET32a-VP1和含 VP4

基因全长的 pBluescript II SK(+)-VP4由本实验室

构建[21]。 

1.2  重组质粒 pET32a-VP1-VP4的构建与鉴定 

对重组质粒 pET32a-VP1 (VP1 核酸序列中

含 NcoⅠ和 BamHⅠ酶切位点) 和 pBluescriptⅡ 

SK (+)-VP4 (VP4 核酸序列中含 BamHⅠ和

XhoⅠ酶切位点 ) 进行 BamHⅠ和 XhoⅠ双酶   

切[21]，回收目的片段，在 16 ℃下连接过夜，用

连接产物转化 DH5α 感受态细胞，挑取单克隆

菌落接种于 Amp-LB培养液中，37 ℃振荡培养

12−16 h，抽提重组质粒并进行 NcoⅠ和 XhoⅠ

双酶切鉴定，将鉴定为阳性克隆的重组菌送生

工生物工程 (上海) 股份有限公司测序，并利用

Blast软件进行同源性比较。 

1.3  重组 VP1-VP4 蛋白的原核表达、纯化与

鉴定 

将重组质粒 pET32a-VP1-VP4 转化 BL21 

(DE3) 感受态细胞，挑取单克隆接种于 Amp-LB

培养液中，按照质粒提取试剂盒说明书的方法抽

提质粒，将双酶切鉴定正确的重组菌按 1∶100

的比例接种于 Amp-LB液体培养液，37 ℃振荡

培养至 OD600=0.8−1.0。加入 IPTG，30 ℃振摇，

诱导培养 5 h。离心菌液，弃上清，用 PBS 重  

悬，加入 5×SDS 上样缓冲液，充分混匀后      
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12 000 r/min 离心 2 min，取上清液进行 12% 

SDS-PAGE凝胶电泳。用蒸馏水洗涤 3次凝胶，

切除浓缩胶部分，放入 4 ℃的含 1 mmol/L DTT

的 0.25 mol/L KCl溶液中，4 ℃显色 10 min至电

泳条带清晰，切下目的条带，装入盛有 PB缓冲

液透析袋中洗脱，然后倒转电极电泳 5 min，收

集透析袋中的目的蛋白，进行 SDS-PAGE，考马

斯亮染色，或以小鼠抗 His单克隆抗体为一抗，

碱性磷酸酶标记的羊抗鼠 IgG为二抗做Western 

blotting鉴定。若鉴定结果和预期相符，则以此

方法为工作模式制备重组 VP1-VP4蛋白，用微

量核酸蛋白检测仪测定其浓度，计算出 VP1-VP4

蛋白的含量，置–20 ℃冰箱中保存备用。 

1.4  小鼠腹腔肥大细胞的收集 

以颈椎脱臼法处死小鼠，腹腔注射 3 mL 

PMCs培养液，轻按腹部数次，收集腹腔液，室

温下 1 700 r/min离心 5 min，弃上清。用 70% 

Percoll 分层液重悬细胞沉淀，然后滴加 PMCs

培养液，3 000 r/min离心 15 min，弃上清，用

PMCs 培养液重悬细胞沉淀，1 700 r/min 离心   

5 min，弃上清[22]，用 PMCs培养液重悬沉淀细

胞后进行计数和活力检测。将分离收集的 PMCs

制成涂片，按常规进行甲苯胺蓝染色，快速水洗，

分色，在普通光学显微镜下进行纯度鉴定。 

1.5  不同处理 PMCs 的蛋白质表达谱检测 

将收集的 PMCs 按每孔 2×105个/mL 铺于

12孔细胞板中，放于 5% CO2培养箱培养 3 h，

然后改用 opti-MEM低血清培养液培养 4 h。将

细胞板分为 3区，每区 3孔，第 1区以 15 μg/mL

剂量 VP1-VP4蛋白加载 (VP1-VP4组)；第 2区

先用 MR 抑制剂甘露聚糖处理 1 h，再以      

15 μg/mL剂量加载 VP1-VP4蛋白 (MR组)；第

3 区不做任何处理，为空白对照组。于加载

VP1-VP4 蛋白 24 h 后收集上清液，用高通量

ELISA 芯片检测各组 PMCs 的蛋白质表达谱，

然后用化学发光检测仪扫描芯片，将获取的图像

信息用软件 AlphaView SA3.4.0转换为灰度值。 

1.6  统计学处理 

扫描所获得的数据以均数±标准差  ( x ±s) 

表示，用 Prism 5.0软件进行 Two-way ANOVA

统计学处理，以 P<0.05 为差异显著，P<0.01

为差异极显著。计算 33种蛋白质分子的表达比

对数值 (Log2(ratio))，并进行差异表达分析[23]。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒 pET32a-VP1-VP4的构建与鉴定 

已知 VP1基因全长为 639 bp，VP4基因全

长为 207 bp，但由于 VP4的 50–56 bp为核酸内

切酶 NcoⅠ的作用靶点，所以琼脂糖电泳后可现

3条带，依次为 pET32a载体片段、VP1基因和

部分 VP4、180 bp的剩余 VP4片段 (图 1A)，这

表明重组 VP1-VP4 已成功插入载体中。对重组

质粒的序列进行比对发现，插入序列与GenBank

中登录号为 AY333431 的 FMDV O isolate 

O/NY00的 VP1和 VP4序列完全一致。 

2.2  重组 VP1-VP4 蛋白的原核表达、纯化和

鉴定 

将 IPTG加入重组菌液中，振摇诱导 5 h，

然后进行 12% SDS-PAGE电泳，考马斯亮蓝染

色，与未经诱导的重组菌  (图 1B) 相比，在   

49 kDa处可见与预期目的蛋白大小一致的条带 

(图 1B)。对电洗脱纯化后的 VP1-VP4蛋白进行

Western blotting，可见在 49 kDa处出现一特异

性条带 (图 1C)。这表明重组 VP1-VP4 蛋白被

成功制备。 
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图 1  重组 VP1-VP4 蛋白的鉴定 

Fig. 1  Identification of recombinant VP1-VP4 protein. (A) Identification of recombinant plasmid pET32a-VP1-VP4. 
(B) SDS-PAGE analysis of the recombinant VP1-VP4 fusion protein; M: protein marker; 1: bacterial proteins before 
induction; 2: bacterial proteins after induction for 5 h. (C) Western blotting detection of recombinant VP1-VP4 
protein; M: protein marker; 1: recombinant VP1-VP4 protein. 

 

2.3  小鼠腹腔肥大细胞的分离与鉴定 

对用 Percoll 分层液分离得到的 PMCs进行

甲苯胺蓝染色，可见胞质呈紫红色，细胞膜轮

廓清晰完整，无脱颗粒现象 (图 2A)，基本处于

未活化状态，纯度为 97%。全自动细胞活力检

测显示细胞活力为 98%。用 VP1-VP4蛋白刺激

PMCs 可引起脱颗粒，此时细胞质着色变浅  

(图 2B)，表明 VP1-VP4蛋白可被 PMCs识别，

并引起活化。 

 

 
图 2  小鼠腹腔肥大细胞的鉴定 (400×) 

Fig. 2  Identification of mouse peritoneal mast cells 
(PMCs) (400×). (A) Naive PMCs in dark purple stained 
with TB. (B) Activated PMCs by VP1-VP4 appear to 
be lightly stained with TB. 

2.4  不同处理 PMCs 的蛋白质表达谱检测 

与对照组相比，VP1-VP4 组 PMCs 的

CCL19、L-selectin、CCL17和 TNF-α表达水平

下降极为显著 (**P<0.01)。出乎意料的是，用

MR抑制剂处理的 PMCs不仅蛋白质表达水平没

有下降，其所表达的 CCL19、IL-15、IL-9、G-CSF

和 Galectin-1 反而还极显著升高 (**P<0.01)，

IL-10 也 升 高 明 显  (*P<0.05)。 MR 组 与

VP1-VP4 组相比，PMCs 表达 IL-10、IL-17、

CCL20、IL-15、IL-9、L-selectin、CCL17、TNF-α

和 CCL19 的水平升高极为显著 (**P<0.01)，

CCL21、G-CSF也升高显著 (*P<0.05) (图 3)。 

2.5  不同处理 PMCs 的蛋白质表达 

根据生物信息学差异表达分析原理，表达

水平增高一倍，即 Log2(ratio)≥1为差异表达上

调；表达水平下降一半，即 Log2(ratio)≤–1 为

差异表达下调[23]。与对照组相比，VP1-VP4 组

PMCs表达的 L-selectin和 CCL17为下调的差异

表达。MR 组与 VP1-VP4 相比，PMCs 表达的

CCL20、L-selectin、IL-15 和 CCL19 为上调的
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差异表达。对不同处理组 PMCs 蛋白质表达量

Log2(ratio) 值进行聚类分析，将结果以热图 

(Heat map) 表示。从该图可以看出，VP1-VP4

组与对照组相比，PMCs表达的蛋白质水平呈下

调 (绿色) 变化，而抑制 MR的 PMCs与对照组

相比，PMCs 分泌的蛋白质有 1/3 呈上调表达 

(红色)，与 VP1-VP4组相比，抑制 MR的 PMCs

分泌的蛋白质有 2/3呈上调表达 (红色) (图 4)。 

 

 

 
 
 

图 3  不同处理组 PMCs 分泌的主要蛋白质表达水平 

Fig. 3  Expression levels of proteins released from PMCs with different groups. 1: PMCs pulsed with VP1-VP4; 2: 
PMCs with MR-inhibited; 3: PMCs alone. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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图 4  不同处理组 PMCs 蛋白质表达谱 

Fig. 4  Protein expression profile of PMCs from different groups. 

 

3  讨论 

尽管近年来对肥大细胞在抗病毒感染中的

作用研究取得了一定进展[6-7]，但对肥大细胞在

抗 FMDV 感染中的作用仍不清楚。由于灭活

FMDV疫苗的免疫诱导期长，7种血清型的灭活

疫苗之间不能交叉保护，并且基于 VP1 蛋白的

各种基因工程疫苗也只发挥短期免疫保护作

用，所以深入研究机体抗 FMDV 的免疫应答机

制，以筛选出最佳疫苗抗原就成为抗 FMDV 感 

染免疫研究的重要课题。大量研究证明，疫苗

的有效免疫保护作用依赖中和抗体、活化的 T

细胞和免疫记忆[24]。FMDV的 VP1可诱导动物

产生中和抗体，并且 O型 FMDV的 VP1可诱导

具有交叉免疫保护作用的 CD8+ T细胞应答，故

被视为研制通用型口蹄疫疫苗的理想后备抗 

原[19]。Van Lierop 等研究发现，FMDV 的 VP4

具有可被至少 4种单体型MHC识别的 T细胞抗

原表位[20]，故也被认为是研制通用型疫苗的理

想后备抗原。因此，我们设想，将整个 VP1 蛋
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白与整个 VP4 蛋白连接在一起，有可能刺激动

物产生高水平的中和抗体，有效激活 T 细胞，

从而产生广谱免疫保护作用。为防止可能的移

码发生，VP1 与 VP4 之间未插入连接物。分布

于皮肤和粘膜中的肥大细胞是机体抗感染免疫

的第一线细胞[1]。因此，我们用重组 VP1-VP4

刺激 PMCs，以揭示其在抗 FMDV 感染中的潜

在作用。结果显示，与不加任何刺激的 PMCs

相比，负载 VP1-VP4蛋白的 PMCs表达 CCL19、

CCL17、L-selectin和 TNF-α的水平显著下降，

这表明 PMCs可自发分泌趋化因子和炎症因子，

而VP1-VP4蛋白则对 PMCs具有免疫抑制作用。

由于肥大细胞是发挥抗感染作用最迅速的免疫

细胞，并可决定树突状细胞的抗原提呈方向[25]，

所以重组 VP1-VP4 对 PMCs 的抑制可能是

FMDV形成急性感染的一种机制。 

肥大细胞表达 TLR、NLR、RLR、MR和清

道夫受体 (Scavenger receptor，SR)，藉此识别

各种病原体相关分子模式，从而启动炎症反应

和抗病毒免疫应答[26-27]。我们最近发现，大鼠

肥大细胞系 P815 通过 MR 识别 VP1-VP4 可启

动 TNF-α 分泌，而通过 SR 识别 VP1-VP4 则引

起肥大细胞脱颗粒[28]。为进一步研究肥大细胞抗

FMDV 的天然免疫作用机制，我们用 VP1-VP4

分别加载经 MR 抑制剂预处理的 PMCs 和未作

处理的 PMCs，比较二者的细胞因子、趋化因子

和生长因子等蛋白质功能分子的表达谱，结果

发现，抑制 PMCs的 MR不仅没有降低 CCL20、

L-selectin、CCL17、TNF-α、IL-15、CCL19 和

CCL21 等功能分子的表达，反而还显著升高。

差异表达分析显示，CCL20、L-selectin、IL-15

和 CCL19 为上调性差异表达。这表明，FMDV

对机体的免疫抑制作用可能是通过MR介导的，

该发现对于设计口蹄疫疫苗佐剂具有一定的指

导意义。由于这些免疫分子在营造局部免疫应

答环境中发挥重要的决定作用，故可作为评价

疫苗的技术指标[29]。 

上述结果表明，肥大细胞是对 FMDV发挥

免疫监视作用的天然免疫细胞，在抗感染早期

发挥主要作用。同时本文也揭示了 FMDV通过

肥大细胞 MR抑制机体免疫功能的现象，因此，

将后备抗原 VP1-VP4 研制成通用型口蹄疫疫

苗尚需进一步研究模式识别所启动的天然免疫

应答。 
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