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禽流感病毒血凝素基因突变体的构建

及其在 !"#$细胞中的表达

刘华雷 魏建超 周 斌 曹瑞兵 陈溥言"

（南京农业大学 农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室 南京 #?$$5"）

摘 要：采用 BCD定点突变技术，通过重叠延伸法 4次 BCD扩增，扩增片段上含有所需要的突变位点，最后将扩增
片段克隆入 E>F/*4载体中，F/*测序表明在预期位点已经发生突变，G*基因裂解位点的氨基酸组成为 DHHD#
IJK突变为 DLLD#IJK，通过磷酸钙共沉淀方法将 G*基因突变体的重组质粒瞬时转染 #540细胞，采用间接免疫
荧光鉴定其表达情况。MK*证实突变后的 G*在细胞膜上获得了有效表达。G*基因突变体的成功构建，为进一步
研究该突变位点导致 *M&进入细胞的发病机制和 G*蛋白的结构和功能的关系奠定了基础。
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禽流感（*O98< M<P(+1<Q8，*M）是严重危害畜牧业及公共卫
生的一种传染性疾病。其病原为禽流感病毒，属正粘病毒

科，为分节段单股负义 D/*病毒［?］。根据 *型流感病毒表
面糖蛋白血凝素（G）和神经氨酸苷酶（/）的抗原关系可将其
进一步分为不同的亚型［?，#］。根据其对易感鸡致病性强弱，

可将禽流感病毒分为高致病性 *M&（如 G"/?等）和低致病性
*M&（如 G5/#等）。自香港于 ?55@年报道了全球首例禽流感
病毒能够感染人，世界上已经证实 G"/?亚型禽流感病毒能
够感染人，而且具有较高的致死率［4］。最近禽流感突然袭击

了亚太地区，?$个国家及地区受影响并造成了巨大的损失，
并且在越南和泰国也发现了禽流感感染人的事件［#，!］。我国

最早报道发生禽流感是在 #$$!年 ?月 #4日广西隆安县，证
实为 G"/?亚型高致病性禽流感，此后内地确诊禽流感的地
区涉及 ?2个省份［!］。因此，世界范围内人们都高度重视禽
流感。

尽管决定病毒毒力的因素是多方面的，但普遍认为血凝

素基因（G*）在病毒毒力的构成中起关键作用［"］。血凝素是
构成禽流感病毒囊膜纤突的主要成分之一，其裂解过程是感

染细胞的先决条件，在病毒吸附与产生中和抗体方面有重要

作用，且认为与毒力相关。G* 基因在一定程度上可决定
*M&感染的宿主特异性，也就是由受体结合位点的氨基酸组
成所决定。因此，对 G*序列的研究具有较实际的意义。对
*M&的 G*序列的研究表明，其裂解位点的氨基酸序列是其
致病力的分子基础［2，@］。由此可见 G*切割点碱性氨基酸序
列能作为鉴定高致病力和潜在高致病力分离株的遗传标记。

因此，我们对 G"亚型禽流感病毒的裂解位点的氨基酸组成
进行了突变，为研究其在病毒侵入细胞过程中的作用奠定了

基础。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 质粒和菌株：含有 G"/?亚型禽流感病毒 G*基因全
长 >F/*片段的重组质粒（EI6R3G*）为本室保存；大肠杆菌
（!"#$%&’#$’( #)*’）FG"!为本室保存；#540细胞由美国 SMC荣
立军教授惠赠。

%&%&! 主要试剂：限制性内切酶 +’,:"和 -(.G#、/0&)1%"2
F/* B’(T71U8-1和 0! F/*连接酶为 08H8D8公司。BCD产物
纯化试剂盒为上海博采生物科技有限公司产品。FR6R培
养基为 IMVMCW VDJ 公司产品。兔抗鸡 M,X荧光标记二抗购
自 BU’71,8公司；鸡抗 G"亚型 *M&标准血清为哈尔滨兽医研
究所产品。

%&! 引物设计
按照引物设计原则，采用引物设计软件（BU971U"Y$），根

据 G"亚型禽流感病毒的 G*基因序列（*X245!$"）和 G5 亚
型禽流感病毒 G*基因（*X42!##%）分别设计两对引物（B?和

B4，B# 和 B!）。B?："Z3C* **IC00 *0II*I*I**0*I0IC34Z
（含 +’,: "酶切位点）；B#："Z30*II*0CC00***0IC***00
C0I34Z（含 -(.G #酶切位点）；B4："Z30*I0CC0C0IC0II*0
C00*00C04Z；B!："Z I*I**0**I*0CC*IC*I*II*C0*4Z。B4
和 B!互补，且都带有突变位点，即在裂解位点引入两个氨基
酸的突变：在 4!! 位的赖氨酸 H（***）突变为丝氨酸 L
（*IC），第 4!"位的赖氨酸 H（**I）突变为丝氨酸 L（*I0）。
引物由大连 08H8D8公司合成，用去离子水配制成 #$$7’([J。



!"# 目的基因的扩增
!"#"! 上游目的片段 !"#的扩增：反应体系：$%&’()*质粒
模板 +,-!.（约 /-01），"- 2 !"#$%&’( 345567 /!.，"-889:;. <=!>?
@!.，引物 >"、>#（均为 +-$89:;8.）各 +!.，!"#$%&’( A=*
>9:B867C?6 -,/!.，补充 <)+D 至总体积为 /-!.。反应条件：

E/F /8G0；E@F "8G0，/HF @/?，I+F E-?，#- 个循环；I+F
"-8G0。",-J琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增目的片段大小。

!"#"$ 下游目的片段 !+@的扩增：引物 >+，>@采用相同的反
应体系，反应条件：E/F /8G0；E@F "8G0，/#F @/?，I+F "8G0，

#-个循环；I+F "-8G0。",-J琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增目的
片段大小。

!"#"# 长片段 !"+#@的扩增：将扩增产物 !"#和 !+@用 >KL
产物纯化试剂盒回收后作为模板继续进行下面反应，目的是

将片段 !"#和 !+@拼接成 !"+#@：!"#产物 #!.（约 +/01），!+@
产物 #!.（约 +/01），"- 2 >B79M6?N 345567 /!.，"-889:;. <=!>?
@!.，引物 >" +!.，引物 >+ +!.，>B79M6?N A=* >9:B867C?6 -,/!.，
补充 <)+D 至总体积为 /-!.。扩增条件：E/F /8G0；E@F

"8G0，/+F @/?，I+F +8G0#-?，#-个循环；I+F "-8G0。扩增产
物取名为 !"+#@。",-J琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增目的片段
大小。

!"% 含突变位点的 &’真核表达载体的构建
用 )*+< " 和 ,-.)# 进行双酶切 !"+#@ 和载体

$OA=*#，分别切胶回收目的片段，按照常规方法进行连接、转
化，挑取重组质粒进行双酶切鉴定［P］，将含约 /@--M$ 和

"I--M$两条带的克隆定为阳性克隆，命名为 $)*8。

!"( )*’测序鉴定
将鉴定为阳性的重组克隆送大连 !CQCLC 公司进行测

序，确认是否在裂解位点已经引入定点突变以及排除在反应

过程中有无随机产生新的突变。

!"+ 突变体在 $,#-细胞中的表达
采用磷酸钙共沉淀法将重组质粒转染 +E#!细胞。+E#!

细胞在转染前 +@R以 + 2 "-H 接种于 "-O8培养皿，转染前 "R
换液（A’&’培养液，含 "-JS3T）。在 /8.灭菌塑料管中混
合 /-!. +,/89:;. KCK:+ 和 "/!1重组质粒（/0+H- ;/0+P-在 ",P

左右），用 -," 2 !&（$)I,H）将体积补充至 /--!.，然后与等体
积 + 2 )&>&T混合室温静置 "8G0后，取混合物均匀、缓慢地
加入培养皿细胞中。"HR后用 -,-/J胰酶消化，分装 EH孔板
（+ 2 "-@ 细胞;孔），@PR后用 US*检测其表达。同时，以转染
空载体 $OA=*#的 +E#!细胞做阴性对照。

!". 间接免疫荧光检测
弃去培养液，用 >3T洗一遍，加入 "--!.预冷的固定液

（E/J的乙醇和丙酮按 @VH的比例混合）室温固定细胞 /8G0；
加入用 >3T做 " V +--稀释的鸡抗 )/亚型 *UW的血清，湿盒
中 #IF反应 #-8G0；用 >3T充分洗涤 EH孔板然后加入用 >3T
做 "：+--- 稀释的荧光标记兔抗鸡 U1X，湿盒中 #IF反应

#-8G0，充分洗涤。加入 -,"8.甘油 Y >3T（E V "）混合液，在荧
光显微镜下观察结果。

$ 结果

$"! 上游片段 -!#和下游片段 -$%的扩增
以重组质粒 $%&’()*为模板，用引物 >"和 >#，>+和 >@

分别扩增两个目的片段，用凝胶电泳鉴定，分别获得了部分

序列互补的上游片段 !"#（大小约 "---M$）和下游片段 !+@（大
小约 I--M$）。
$"$ 突变 &’基因 -!$#%的扩增
以回收纯化的片段 !"#和 !+@为模板，按 +/01的量等比

例加入，用引物 >" 和 >@ 扩增，获得含有突变位点的全长
!"+#@（大小约 "I--M$）。
$"# &’基因突变的序列测定
对构建在 $OA=*#载体内的突变型 )*基因进行测序，

并与正常 )/亚型的 )*基因序列进行比较。序列测定结果
表明，在 #@@位的密码子 ***（赖氨酸 Q）突变为 *%K（丝氨酸
T），第 #@/位的 **%（赖氨酸 Q）突变为 *%!（丝氨酸 T），其余
的序列与野生型 )/基因完全相同，说明成功引入了预期突
变。同时对 )*基因其它片段进行测序表明，未发现有随机
突变的产生。

$"% /0’检测
重组质粒 $)*8 以磷酸钙共沉淀法转染 +E#! 细胞后

@PR，用 US*可检测到细胞膜上有特异性荧光，表明突变后的
重组质粒在 +E#!细胞中得到正确表达，且表达的蛋白具有
抗原性（图 "(*）。而正常未转染细胞无荧光出现（图 "(3）。

图 ! （’）重组质粒转染 $,#-细胞间接免疫荧光
检测结果；（1）空载体转染 $,#-细胞对照
SG1Z" （*）!R6 76?4:N 95 US* G0 N7C0?56ON6< +E#! O6::? ；（3）

!R6 76?4:N 95 US* G0 +E#! O6:: C? O90N79:

# 讨论

基因体外定点突变技术是研究蛋白质结构和功能之间

复杂关系的有力工具，也是我们在实验室中改造或优化基因

的常用手段。对某个已知基因的特定碱基进行定点突变、缺

失或者插入，可以改变对应的氨基酸序列和蛋白质结构，对

突变基因的表达产物进行研究有助于我们了解蛋白质结构

与功能的关系，探讨蛋白质的结构或结构域［E，"-］。本实验在

操作中，为减少其它位点随机突变的可能性，在第 + 次 >KL
扩增时采用纯化后的片段 !"#、!+@作为模板，优化复性与延
伸温度。测序结果表明，在预定位置引入了定点突变。

)*是构成病毒囊膜纤突的主要成分之一，是典型的 U
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型糖蛋白，以三聚体形式存在于囊膜的表面［!，"］。其一级结

构有 #个结构域，分别为信号肽（前导序列）、胞浆域、跨膜区
和胞外域。$%在病毒吸附及穿膜过程中以及决定病毒致病
力方面均起关键作用，它能否被裂解为 $%!和 $%&是病毒
感染细胞的先决条件，也是决定病毒致病力高低的重要因

素，病毒毒力的强弱与 $%能否被裂解为 $%!和 $%&呈正相
关［’］。$%能否裂解为 $%! 和 $%& 关系到该病毒粒子致病
力的强弱，而 $%对蛋白酶裂解的敏感性直接影响到病毒的
毒力。$(%)*在裂解位点处有多个碱性氨基酸（%+,，-./），能
为广泛存在的蛋白酶裂解而引起全身感染。高致病性 $"或
$0亚型 $%切割位点处有一系列碱性氨基酸，存在于大多数
真核细胞中的细胞内枯草溶菌素样切蛋白酶，可促进 $%的
切割活化作用［0］。而特异性细胞蛋白酶识别、切割不同亚型

$%糖蛋白的能力决定病毒在宿主中的传播。由于宿主的大
多数细胞均有内切蛋白酶，因此，$%切割作用范围广，进而
导致严重病变和高死亡率。非致病性毒株在 $%裂解位点
处只有一个精氨酸（%+,），使其对蛋白酶的敏感性较低，因此
它只能在呼吸道和胃肠道中增殖，引起局部亚临床感染。

&123细胞是表达外源真核蛋白的最佳宿主之一，因为其
转染效率高，所以应用较为广泛。我们通过保留突变 $%基
因的信号肽，转染 &123细胞后用间接免疫荧光检测结果表
明，转染重组载体后的 &123细胞在细胞膜上可特异性地表
达 %)*突变后的 $%基因，从而说明其可以在细胞中有效地
表达，为进一步研究裂解位点对 $%功能的影响打下基础。
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