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摘要：【目的】筛选细胞内与 ( 型流感病毒 M- 蛋白（(3M-）相互作用的蛋白质。【方法】将 (3M- 编码序列插

入真核表达载体 62(NN/H2E<;*，重组质粒 62(NN/H2E<;*H(3M- 转染 OIPH-"AC 细胞，裂解细胞，以 E<;* 单抗

偶联的琼脂糖球珠免疫沉淀 (3M-HE<;* 蛋白，清洗去除非特异性结合的杂蛋白后，/Q/HR(NI 银染法显示与

(3M- 共沉淀的蛋白，从胶上切下此蛋白条带进行质谱分析。【结果】成功构建了 (3M- 的表达质粒，免疫印

迹证实了 (3M- 蛋白在 -"AC 细胞中能够表达，免疫共沉淀筛选到与 (3M- 结合的多种蛋白，分析质谱结果，

确定 ;,;F>: $% 和 A 个真核翻译起始因子（D.E）为候选蛋白。【结论】;,;F>: $% 与 (3M- 相互作用为流感病毒感

染或接种流感疫苗引发小脑性共济失调提供了解释，D.E 与 (3M- 相互作用表明 (3M- 可能在调控病毒蛋白

合成方面起重要作用。
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流感病毒（.:S<)D:T; U>9)+）是流行性感冒的病原

体，属正粘病毒科。根 据 病 毒 基 质 蛋 白（M）和 核 蛋

白（0R）抗原性及其基因特性的不同，可将流感病毒

分为 (、V 和 2A 个亚型。( 型流感病毒感染范围最

广，造成的危害最大。( 型 流 感 病 毒 基 因 组 由 # 个

负链 W0( 片段组成，编码 $$ 种蛋白质。(3M- 蛋白

由基因组第 B 个片段编码，全长 "B 个 氨 基 酸，高 度

保守［$］。

(3M- 在病毒囊膜上以四聚体形式存在，分子间

二硫键将四 个 M- 分 子 围 成 一 个 质 子 通 道，该 通 道

介导的酸化是病毒增殖的必要条件［- & A］。离子通道

活性是 (3M- 蛋白的首要功能，-%%# 年 $ 月《0;,)9D》

杂志刊登了 (3M- 蛋白的晶体结构和 0MW 结构，详

细阐述了通道的质子传导机制［! & ’］。比较已测序的

(3M- 基因序列，其同源性高达 "%X，尤其是 0 端的

$% 个氨基酸 在 人 流 感 病 毒 和 禽 流 感 病 毒 中 几 乎 完

全相同，所以 (3M- 做为可能提供交叉保护的“通用

流感疫苗”而被广泛研究［1 & B］。与 (3M- 的胞外段和

跨膜区相比，其胞内部分的研究较少。(3M- 胞内段

有 ’! 个氨基酸，占其全长的一半略多，与另外两种

膜蛋白 O( 和 0( 相比，其胞内段是最长的；虽然 (3
M- 蛋白在病毒粒子囊膜上只有 1% 个 左 右，但 其 在

被感染细胞的质膜上却大量存在［#］，以上信息 暗 示

我们 流 感 病 毒 M- 蛋 白 的 胞 内 段 可 能 具 有 重 要



作用。

病毒利 用 宿 主 蛋 白 质 合 成 系 统 进 行 蛋 白 的 合

成，并通过与宿主蛋白的相互作用，对宿主生物学过

程进行巧妙的调控，以进行自身复制。免疫共沉淀

（!"#$$%&"’()*#’#+,+#"&）是一种研究蛋白-蛋白相互作

用的技术，可以用来筛选或验证蛋白质之间的相互

作用。本研究以免疫共沉淀为基本手段，借助 ./.-
0123 分离及质谱分析技术，筛选到细胞内与 1456
存在相互作用的两类蛋白 ,+,7#& 89 和 ):;。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 质 粒、菌 株 和 细 胞 株：质 粒 ’!122.45!. 由

日本 东 京 大 学 <,=,">, 教 授 馈 赠，’!122.-!;?,@ 由

本 实 验 室 刘 俊 娥 博 士 改 造；大 肠 杆 菌（ !"#$%&’#$’(
#)*’）菌 株 /AB!为 本 实 验 室 保 存；人 胚 胎 肾 细 胞

6CDE 为本实验室保存。

! "! "# 主要试 剂 和 仪 器：限 制 性 内 切 酶 及 EF /G1
连接酶购自 E,<,H, 公司；质粒提取试剂盒购自博大

泰克公司；/G1 凝胶回收纯化试剂盒购自 5,*I)()J-
G,@)? 公司；03: 转染试剂购自 HK!A3 公司；硝酸纤

维素 膜 购 自 23 A),?+I*,() 公 司；L 光 片 为 <"M,> 公

司 <,M"> L-K$,+ NE ;#?$（LNE-8）；小鼠抗 ;?,@ 单克

隆抗体，辣根过氧化物酶偶联羊抗小鼠（.*-699F）均

购自美国 .,&+, !(%O 公司；新生牛血清购自三利生物

制品；胰酶 E(J’P#& 为 .#@$, 公司产品；与琼脂糖偶联

的抗 ;?,@ 抗 体 颗 粒（1&+#-;?,@ 5"&"*?"&,? 1&+#Q"MJ
56-!"&R%@,+)M 1@,("P) Q),MP）购 于 .#@$, 公 司。0!H
仪（N#"-H,M 公 司，美 国）；生 物 安 全 柜（NA!-8DS9"，

北京东哈联）；二 维 液 相 色 谱-线 性 离 子 阱 质 谱 联 用

仪（EI)($" 公司，美国）。

! "# 真核表达质粒 $%&’’()%*+,-)&./# 的构建

以 1 型流感病毒株 14T.G4DD 56 基因为模板，

扩增目的片段。引物序列如下：上游引物 BU-!2211-
EE!2!!1!!1E212E!EE!E11!!2122E!2-DU（ !#)H

#）；下游引物 BU-!!2!E!2122!E!!11EE!E1E2EE2-
1!1111E2-DU（+$)#）。胶回收目的片段，以 !#)H#
和 +$)#对目的片段 1456 及载体 ’!122.-!;?,@ 进

行双酶切，胶回收酶切产物，连接转化，挑取单克隆，

0!H 及双酶切鉴定，对所得到的阳性重组质粒进行

测序。

! "0 &./# 蛋白的真核细胞表达

将 A3<-6CDE 细胞接种于直径 S9 $$ 的细胞培

养皿中，待细胞密度达到 V9W X C9W时，用 03: 转

染试 剂 转 染 B$@ ’!122.-!;?,@-1456 质 粒 到 细 胞

中。69 I 后 收 集 细 胞，T)P+)(& Q?"+ 检 测 1456-;?,@
融合蛋白的表达情况。

! "1 免疫共 沉 淀 筛 选 细 胞 内 与 &./# 相 互 作 用 的

蛋白

’!122.-!;?,@-1456 及 ’!122.-!;?,@（ 用 作 阴

性对照）分 别 转 染 A3<-6CDE 细 胞，69 I 后 清 洗、收

集细胞，F99 Y @，离心 D $#&。用 B99$Z 细胞裂解液

重悬细胞，液氮 X D[\水浴反复冻 融 D 次 以 裂 解 细

胞，8DV99 Y @，离心 8B $#&，去除细胞碎片。将上清

与经细胞裂解液平衡的 D9$Z 的与琼脂糖偶联的抗

;?,@ 抗体混合，F\旋转结合 F I，F99 Y @ 离心 B $#&，

弃上清。用 B99$Z 细 胞 裂 解 液 洗 与 琼 脂 糖 偶 联 的

抗 ;?,@ 抗 体 颗 粒（8B $#&4次，F 次），F99 Y @ 离 心

B $#&，弃上清，保 留 琼 脂 糖 颗 粒。最 后 向 其 中 加 入

69$Z 6 Y ./.-0123 上样缓冲液，899\煮沸89 $#&。

将上述两 份 样 品 进 行 86W ./.-0123，银 染 法 对 凝

胶进行染色。

! "2 质谱分析差异条带

根据凝胶染色结果，比较实验组和对照组的蛋

白条带，小心切下实验组较对照组多出的条带，送生

物物理所进行质谱分析，确定条带内蛋白的名称。

# 结果

# "! 质粒 $%&’’()%*+,-)&./# 的 3%4 及 双 酶 切

鉴定

随机挑取转化平板上 长 出 的 单 克 隆，D[\ 振 荡

培养，用 1456 的 上 下 游 引 物 进 行 菌 液 0!H。 从 能

扩增出目的条带（约 D99 Q’）的菌液中提取质粒，再

用 !#)H#和 +$)#双酶切所提质粒，可以切出一条

D99 Q’ 左右的目的条带和一条约 B999 Q’ 的空载体

条带（图 8）。将此质粒送测序，测序结果表明 1456
编码序列正确插入质粒 ’!122.-!;?,@ 中。

# "# &./#)%*+,- 融合蛋白在真核细胞中表达

收集 ’!122.-!;?,@-1456 转染的 6CDE 细胞，用

抗 ;?,@ 抗体 =)P+)(& Q?"+ 检测 1456-;?,@ 融合蛋白的

表达情况。 如 图 6 所 示，在 69 >/, 处 有 一 目 的 条

带，与预期分子量相同，说明融合蛋白已经表达。

# "0 &./# 免疫共沉淀的 (5()3&’6 银染分析

将免疫共沉淀的样品进行 ./.-0123，对凝胶进

行银染显色。从凝胶上可以清晰的看到：与阴性对

照相比，1456 免疫共沉淀多出了一些 条 带，该 实 验

进行了 D 次重复，结果一致。切割差异明显的 D 条

蛋白条带（图 D）进行质谱分析。8 号条带分子量约

6V98 ],"M"&@ Z# )+ ,? ^ 4 ,#-( .’#&)/’)*)0’#( 1’2’#(（699C）FC（V）



为 !" #$%，& 号条带分子量约为 ’" #$%，! 号条带分

子量约为 (" #$% 左右。

图 ! 重组质粒 "#$%%&’#()*+’$,-. 的 /#0 及酶切鉴定

)*+ , - ./012*3*4%2*51 53 67899:;7)<%+;8=>& ?@ A7B %1/ /5C?<0

/*+0D2*51 , 8：A7B 4513*EF%2*51 53 67899:;7)<%+;8=>& , >：>%E#0E

$G&"""；;：H0+%2*I0 4512E5<；-，&：A7B E0DC<2D , J：$5C?<0 /*+0D2*51 53

67899:;7)<%+;8=>& , >：>%E#0E $G&"""；;：H0+%2*I0 4512E5<；-，&：

E0DC<2D 53 /5C?<0 /*+0D2*51 K*2L !"#B! %1/ $%# ! ,

图 . 1234256 7)84 检测 $,-. 在 .9:; 细胞中的表达

)*+ ,& $02042*51 53 2L0 0M6E0DD*51 53 8=>& *1 &N!O 40<<D ?@ P0D20E1

?<52 ,

. <= 差异条带的质谱鉴定

将质谱检出的肽段氨基酸序列在人蛋白质序列

数据库中进行检索，从而确定出每个条带内所含有

的蛋白质种类。剔除操作过程中引入的角蛋白类污

染，选择分子量大小对应且在对照组中未被检出的

蛋白做为后续研究对象（表 -）。

: 讨论

82%M*1 -" 广 泛 分 布 于 小 脑 细 胞 的 胞 浆 和 核 周

围，可以诱导神经元轴突的延伸［N］。-" 型脊髓小脑

共济失调（:6*1540E0?0<<%E %2%M*% 2@60 -"，:78-"）是由

于 82%M*1 -" 编码 基 因 的 第 九 个 内 含 子 中 8OO7O 大

量重复从而 降 低 了 82%M*1 -" 蛋 白 的 表 达 而 引 发 的

一种常染 色 体 显 性 遗 传 性 疾 病［-"］。急 性 小 脑 性 共

济失调是不遗传的，致病原因为急性病毒性感染或

细菌性感染（包括流感病毒感染）［--］或者流感、水痘

等疫苗接种［-&］，对 其 发 病 机 理 有 两 种 解 释："病 毒

直接侵入脑部；#病毒感染引发的自身免疫反应，但

尚未有定论。本实验用免疫共沉淀技术筛选到细胞

内蛋白 82%M*1 -" 能与 流 感 病 毒 >& 蛋 白 相 互 结 合。

可以对流感病毒感染或流感疫苗接种后引起小脑性

共济失调的机制做出如下推断：（-）病毒感染后进入

脑组织；（&）病毒蛋白 >& 在细胞内大量表达；（!）大

量的 >& 结合细胞内 82%M*1 -" 蛋 白，导 致 82%M*1 -"
功能障碍，从而引起小脑共济失调的病症。本实验

结果为研究急性小脑性共济失调的致病机制提供了

线索。

图 : $,-. 免疫共沉淀结果的 &>&’/$%? 银染分析

)*+ , ! 75*FFC156E04*6*2%2*51 53 40<<C<%E 6E520*1D K*2L 8=>& , 70<<

<@D%20D 3E5F 67899:;7)<%+;8=>& 2E%1D30420/ &N!O 40<<D K0E0

*FFC156E04*6*2%20/ K*2L %12*;)<%+ F5154<51%< %12*?5/@ >&;451QC+%20/

%+%E5D04 ?0%/D，35<<5K0/ ?@ :$:;A89R %1/ D*<I0E D2%*1*1+ , >：AE520*1

F%E#0E；!，$，%：! *1/0601/012 E060%2D；S ：70<< <@D%20D 0M6E0DD0/ 8=

>&;)<%+ 3CD*51 6E520*1；;：H0+%2*I0 4512E5< , -，&，!（%EE5K）：J%1/D 0M4*D0/

35E >%DD :6042E5F02E@ ,

表 ! 质谱法鉴定差异条带内的蛋白质

O%?<0 - ./012*3*4%2*51 53 40<<C<%E 6E520*1 *1 2L0 ?%1/D

?@ F%DD D6042E5D456*4 %1%<@D*D
?%1/D >: E0DC<2D
- H5
& 82%M*1 -" ’! T’ #$%

0.)!，DC?C1*2U ’& T& #$%
0.)V8 *D535EF- VUT& #$%
?%D*4 <0C4*10 W*660E %1/ P& /5F%*1D & V( T’ #$%

! 0.)&J DC?C1*2’ (" TV #$%
OL0D0 6E520*1D K0E0 152 /020420/ *1 2L0 10+%2*I0 4512E5< D%F6<0D ,

真 核 翻 译 起 始 因 子（0C#%E@52*4 *1*2*%2*51 3%425E，

!("-李耀东等：免疫共沉淀筛选细胞内与 8 型流感病毒 >& 蛋白相互作用的蛋白 , =微生物学报（&""N）VN（(）
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!"#），是指参与真核蛋白翻译起始的一系列蛋白质。

与原核翻译起始因子只有三种（"#$、"#%、"#&）相 比，

真核翻译起始因子种类多且复杂，目前已鉴定的 !"#
共有 $% 种。!"#%’ 是鸟苷酸交换因子，将 !"#% 上结

合的 ()* 转换为 (+*，从而使 !"#% 重新参与翻译起

始。!"#%’ 由!、"、#、$和%, 个 亚 基 组 成。%亚 基 是

!"#%’ 中最大 的 亚 基，包 含 了 进 行 鸟 苷 酸 交 换 的 催

化部 位 以 及 与 !"#% 结 合 的 部 位。!"#& 是 最 大 的 起

始因子，哺乳动 物 细 胞 中 存 在 $& 种 亚 基（-、.、/、0、

!、1、2、3、4、5、6、7 和 8）。!"#& 在 翻 译 起 始 进 程 中 起

核心 作 用。!"#& 可 以 与 游 离 的 9:; 核 糖 体 亚 基 结

合，阻止 9:; 亚基与 <:; 核糖体亚基的直接结合，从

而防止形成无翻译 活 性 的 =:; 核 糖 体；通 过 与 !"#%
的相互作用，!"#& 可 以 使 !"#%·(+*·>!?@?ABC4 三 联

体复合物稳定地结合到 9:; 核糖体亚基 上，并 促 使

9&; 前起始复合物的形成。除了在翻译起始时发挥

核心作用，!"#& 还被发现参与翻译过程以及细胞周

期的调 控。通 过 调 节 不 同 类 型 的 8ABC 的 翻 译 起

始，!"#& 就可能选择性地调控蛋白的合成，从而对细

胞的生长进行调控。而 !"#& 的 -、.、! 和 6 亚基都可

能参与细胞周期调控。!"#9C 可以解开 8ABC 的 ,D
端非翻译区的二级和三级结构，使核糖体的附着更

容易，同时允许核糖体进行起始密码子扫描。!"#9C
在人 体 中 有 & 个 亚 型：!"#9C@$、!"#9C@% 和 !"#9C@
&［$&］。目前尚未有 研 究 表 明 流 感 病 毒 >% 蛋 白 参 与

调控细胞内蛋白的合成，但其 B;$ 蛋白则可以通过

下调细胞 *EA 活性来提高病毒蛋白的表达水平，本

实验对 >% 蛋白进行免疫共沉淀得到了可能与其存

在相互作用 的 & 种 真 核 翻 译 起 始 因 子，暗 示 >% 蛋

白也可能参与调控病毒蛋白的合成。
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内容简介：本书从细胞和分子水平对细胞生物学的内容做了全面系统的阐述。全书共 *\ 章，分别阐

述细胞的基本概念、物质的跨膜运输及胞内运输、细胞核的结构与功能、染色体的结构与功能、细胞

骨架的结构与功能、细胞周期调控、细 胞 凋 亡、细 胞 信 号 转 导 与 细 胞 外 基 质 和 细 胞 粘 连 的 基 本 特 征

与分子机制，还对癌细胞、原核细 胞 和 植 物 细 胞 进 行 了 专 门 阐 述。每 一 章 既 涵 盖 了 基 本 内 容，又 反

映了相关领域的最新进展。全书有大量有助于正确理解相关内容的图表和照片，书末附有词汇表和索引。
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