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摘要：【目的】鉴定与新城疫病毒(Newcastle disease virus，NDV)基质蛋白(matrix protein，M)入核相关

的细胞蛋白，以阐明 NDV M蛋白细胞核定位的分子机制。【方法】从鸡胚成纤维细胞中分别克隆核转

运受体蛋白 KPNA1–KPNA6和 KPNB1基因，将其构建到真核表达载体，并与表达 NDV M蛋白的重组

真核表达载体分别共转染 HEK-293T细胞，通过免疫共沉淀方法鉴定与 NDV M蛋白相互作用的核转运

受体蛋白。另外，将 M蛋白与 Ran蛋白突变体或与 M蛋白互作的核转运受体蛋白缺失体分别共表达，

通过荧光共定位确定 M蛋白入核转运相关的细胞蛋白。【结果】构建的重组真核表达载体在 HEK-293T

细胞中能够正确表达；通过间接免疫荧光观察发现，重组蛋白中除 Myc-KPNA2蛋白定位在细胞质外，

其它核转运受体蛋白均与M蛋白表现出相同的细胞核定位。免疫共沉淀试验结果表明，M蛋白与KPNA1

蛋白和 KPNB1蛋白均存在相互作用。进一步通过荧光共定位观察发现，M蛋白与 KPNA1蛋白缺失体

(DN-KPNA1)共表达不改变 M 蛋白的细胞核定位，而与 KPNB1 蛋白缺失体(DN-KPNB1)共表达后导致

M蛋白变为细胞质定位，说明 M蛋白入核转运需要 KPNB1蛋白的参与。另外，将 M蛋白与 Ran蛋白

突变体 Ran-Q69L共表达，荧光观察发现 M蛋白同样由细胞核定位变为细胞质定位，说明 M蛋白入核

转运还需要 Ran蛋白的辅助。【结论】KPNB1和 Ran蛋白共同介导 NDV M蛋白的入核转运，其过程是

KPNB1蛋白首先和 M蛋白发生相互作用并形成复合物，然后通过 Ran蛋白的辅助作用完成入核转运。 
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新城疫病毒(Newcastle disease virus，NDV)是

一种有囊膜、含有单股负链不分节段基因组的

RNA病毒，其基因组结构为 3'-NP-P-M-F-HN-L-5'，

至少编码 6种病毒蛋白[1–3]。其中基质蛋白(matrix 

protein，M)是 NDV编码的一种非糖基化膜相关蛋

白，主要位于病毒囊膜内表面，构成病毒内膜与
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核衣壳蛋白连接的支架[4]。同其它副黏病毒 M 蛋

白一样，NDV M蛋白在病毒感染早期可通过自身

携带的核定位信号(nuclear localization signal，NLS)

进入细胞核[5–7]。大量的研究证实，病毒蛋白完成

入核转运除需要自身携带的 NLS，还需要依赖于

宿主细胞内核转运受体蛋白和 Ran 蛋白的参   

与[8–10]。但是到目前为止，何种核转运受体蛋白识

别和结合 NDV M蛋白 NLS，并且 M蛋白是否依

赖 Ran 蛋白的辅助作用来完成入核转运过程尚不

清楚。因此，鉴定 NDV M蛋白入核转运相关的细

胞蛋白对阐明M蛋白细胞核定位的分子机制具有

重要意义。 

核转运受体蛋白是一类与核孔选择性运输有

关的蛋白分子，包括 karyopherin alpha (KPNA)和

karyopherin beta (KPNB) 2个家族成员，它们可以

单独或联合识别蛋白质中包含的 NLS，协助此类

蛋白质分子进入细胞核[11–12]。Ran蛋白是一种 G蛋

白，与单分子鸟嘌呤核苷酸形成结合体(Ran-GTP)

调节被转运物复合体的组装和解体，在细胞核中

释放出携带 NLS的靶蛋白[12]。在病毒蛋白入核转

运机制研究方面，Pryor等[13]研究发现登革热病毒

非结构蛋白 5(non-structural protein 5，NS5)通过核

转运受体蛋白 KPNA2 识别 NS5 蛋白 NLS，再与

KPNB1 形成 KPNA2-NS5/NLS-KPNB1 复合物进

入细胞核，此过程需要 KPNA2和 KPNB1的共同

作用。Cai 等[14]证实水痘-带状疱疹病毒 ORF9 蛋

白仅需要 KPNB1识别其 NLS，并且此入核过程还

需要 Ran蛋白的参与。最近 Pumroy等[15]在研究 A

型流感病毒 PB2 蛋白入核转运机制中发现，PB2

蛋白进入细胞核仅需要 KPNA4和 KPNA6的协同

作用。目前，在副黏病毒 M蛋白细胞核定位的分

子机制研究方面，Ghildyal 等[16]首次证实核转运

受体蛋白 KPNB1 可直接识别人呼吸道合胞体病

毒(human respiratory syncytial virus，HRSV) M蛋

白的 NLS而不需要 KPNA2的参与，并且 Ran蛋

白在 HRSV M蛋白入核过程中发挥了重要作用。

由于 NDV和 HRSV M蛋白分子量均小于 40 kDa，

两者 M蛋白具有相似的 NLS和核定位功能，这提

示 NDV M 蛋白入核转运也可能依赖核转运受体

蛋白和 Ran 蛋白的参与。因此，本研究从鸡胚成

纤维细胞中克隆 KPNA1–KPNA6 基因和 KPNB1

基因，利用免疫共沉淀方法鉴定与 NDV M蛋白相

互作用的核转运受体蛋白，再通过荧光共定位分

析来确定介导 M蛋白入核转运相关的细胞蛋白，

这为进一步开展 NDV M 蛋白细胞核定位的功能

研究奠定了重要基础。 

1  材料和方法 

1.1  细胞、毒株和菌株 

鸡胚成纤维细胞(DF-1)购自中国科学院细胞

库；HEK-293T细胞、表达绿色荧光蛋白重组新城

疫病毒 rZJ1GFP、大肠杆菌 DH5α 感受态细胞由

本实验室保存。 

1.2  主要试剂 

真核表达载体 pCMV-HA、 pCMV-Myc、

pEGFP-C1、pDsRed-C1购自 Clontech公司；TRIzol 

Reagent、cDNA第一链合成试剂盒、pfu Taq DNA

高保真聚合酶、DNA Marker、限制性内切酶、

Lipofectamine® 2000、Opti-MEM®培养基、胎牛血

清购自 Thermo Fisher 公司；DNA 凝胶回收试剂

盒、质粒小量提取试剂盒购自 AxyGen 公司；

anti-HA兔多克隆抗体、anti-Myc小鼠单克隆抗体、

Protein A+G Agarose、 FITC 标记山羊抗兔

IgG(H+L)、Cy3标记山羊抗小鼠 IgG(H+L)、HRP

标记山羊抗兔 IgG(H+L)、HRP 标记山羊抗小鼠
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IgG(H+L)、DAB显色试剂盒购自碧云天生物技术

有限公司；其余试剂均为国产分析纯。 

1.3  引物设计 

根据 GenBank 中公布的鸡 KPNA1 (Importin 

α5)(序列号 NM_001030774)、KPNA2 (Importin 

α1)(序列号 NM_001006209)、KPNA3 (Importin 

α4)(序列号 XM_015275679)、KPNA4 (Importin 

α3)(序列号 NM_001007963)、KPNA5 (Importin  

α6)(序列号 NM_015284586)、KPNA6 (Importin 

α7)(序列号 NM_001012841)、KPNB1 (Importin 

β1)(序 列 号 XM_015299473)、 Ran (序 列 号

NM_205258)基因序列以及 NDV毒株 ZJ1 (序列号

AF431744)基因序列，设计合成扩增目的基因 ORF

的特异性引物，引物两端带有酶切位点用于定向

插入到相应的重组真核表达载体(表 1)。引物由上

海生物工程有限公司合成。 

表 1.  构建重组真核表达载体所用引物 

Table 1.  Primers used for the construction of recombinant expression plasmids 

Recombinant plasmids Primer name Primer sequence (5'→3')a Restriction sites Size/bp Tm/°C

pCMV-HA-M HA-M-F TTGAATTCGGATGGACTCATCC EcoRⅠ 1115 57 

HA-M-R GCACTCGAGTTATTTCCTGAAAG XhoⅠ 

pCMV-Myc-KPNA1 Myc-KPNA1-F ACGTCGACCATGACGACCTCAGG SalⅠ 1634 60 

Myc-KPNA1-R GAGGTACCTCAGAGCTGAAAGCCTTC KpnⅠ 

pCMV-Myc-KPNA2 Myc-KPNA2-F GCTGTCGACCATGTCTACTAATGAG EcoRⅠ 1611 60 

Myc-KPNA2-R AAGATCTGCAGTGCCTAGAAGTTG XhoⅠ 

pCMV-Myc-KPNA3 Myc-KPNA3-F ACGGAATTCCCATGGCCGAGAACGCC EcoRⅠ 1605 60 

Myc-KPNA3-R GACGCGCTGCTCGAGTTTGAACTTAAAAAT XhoⅠ 

pCMV-Myc-KPNA4 Myc-KPNA4-F ACGAATTCCCATGGCCGACAAC EcoRⅠ 1588 60 

Myc-KPNA4-R CGCAACTCGAGTCTAAAACTGGAACC XhoⅠ 

pCMV-Myc-KPNA5 Myc-KPNA5-F GGCAGAATTCCGATGGACATCATGTC EcoRⅠ 1642 60 

Myc-KPNA5-R CTTCTCGAGTTCACAACTGAAACCCC XhoⅠ 

pCMV-Myc-KPNA6 Myc-KPNA6-F CGGTCGACGATGGACAGCATGGCGA SalⅠ 1632 60 

Myc-KPNA6-R GCCTGGGGTACCTTATAGCTGGAAGCC KpnⅠ 

pCMV-Myc-KPNB1 Myc-KPNB1-F AGGTCGACCATGAACCAATGGCCTGAGC SalⅠ 2289 60 

Myc-KPNB1-R CCCGATGGTACCAGATCAAGCTTGATTCTTCAG KpnⅠ 

pEGFP-M GFP-M-F TCGGAATTCAATGGACTCATCCAG EcoRⅠ 1115 57 

GFP-M-R GCAGTCGACTTATTTCCTGAAAGG SalⅠ 

pDsRed-DN-KPNA1 Red-KPNA1-F TACTCGAGGTCCAGAACAGCAGCTTTCAG XhoⅠ 1350 60 

Red-KPNA1-R GAGGATCCTCAGAGCTGAAAGCCTTC BamHⅠ 

pDsRed-DN-KPNB1 Red-KPNB1-F AGCTCGAGCTATGAACCAATGGCCTGAGC XhoⅠ 2032 60 

Red-KPNB1-a GCAGGACGTTCTGGAGAGTAGCACAGAGGAG  

Red-KPNB1-b CTGTGCTACTCTCCAGAACGTCCTGCGGAAG  

Red-KPNB1-R CCCGATGGATCCAGATCAAGCTTGATTCTTCAG BamHⅠ 

pDsRed-Ran-Q69L Ran-Q69L-F AAACTCGAGGCATGGCCGCCCAAGGAG XhoⅠ 677 60 

Ran-Q69L-a ACCAAACTTCTCCAGGCCAGCTGTGTCCCATAC  

Ran-Q69L-b GTATGGGACACAGCTGGCCTGGAGAAGTTTGGT  

Ran-Q69L-R CTCCAGCTTGGATCCTCACAGGTCATCATC BamHⅠ 
a: restriction sits are given in italics and underlines. 
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1.4  目的基因的 RT-PCR扩增 

按照 TRIzol 试剂说明书分别从 NDV 毒株

rZJ1GFP鸡胚尿囊液和 DF-1细胞中提取总 RNA，

加入 14.5 μL RNase-free H2O和 2 μL 6 nt随机引

物，混匀后于 70 °C孵育 10 min，迅速冰浴 2 min；

接着加入 5 μL 5×RT缓冲液，2 μL dNTPs Mixture 

(2.5 mmol/L)， 0.5 μL 核 糖 核酸 酶 抑 制剂       

(40 U/μL)，1 μL M-MLV反转录酶(200 U/μL)；混

匀后于 42 °C作用 1 h，70 °C作用 10 min。反转

录完成后将产物置于–20 °C保存备用。 

以反转录的 cDNA 为模板，用合成的目的基

因特异性引物进行 PCR 扩增。PCR 体系为：3 μL 

cDNA模板，1 μL dNTPs Mixture (2.5 mmol/L)，2.5 μL 

10×PCR缓冲液，1 μL上游引物F (10 μmol/L)，1 μL

下游引物R (10 μmol/L)，0.5 μL Pfu Taq酶(5 U/μL)，

加灭菌 ddH2O 至 25 μL。反应程序：94 °C 5 min；

94 °C 40 s，60(或 57) °C 50 s，72 °C 1 min，25个

循环；72 °C 10 min。PCR扩增产物用 1%琼脂糖

凝胶进行电泳检测，观察结果并对目的基因片段

切胶回收。 

1.5  重组真核表达载体的构建 

将上述所获目的基因片段与真核表达载体

pCMV-HA、pCMV-Myc、pEGFP-C1和 pDsRed-C1

分别双酶切，胶回收后进行连接并转化 E. coli 

DH5α感受态细胞，挑取单菌落培养后提取重组质

粒，将酶切鉴定正确的质粒送上海 Invitrogen公司

测序。重组真核表达载体 pDsRed-DN-KPNA1、

pDsRed-DN-KPNB1 和 pDsRed-Ran-Q69L 的构建

是通过引物在目的基因中引入氨基酸缺失或突

变，其中 DN-KPNA1是在 KPNA1 蛋白中缺失第

1–95 位氨基酸，因此不能结合 KPNB1 蛋白；

DN-KPNB1 是在 KPNB1 蛋白中缺失第 334–419

位氨基酸，因此不能结合 Ran蛋白；Ran-Q69L是

将 Ran蛋白中的第 69位 Q突变为 L，因此不能水

解 GTP。 

1.6  细胞培养及转染 

HEK-293T 细胞培养用含有 10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素的 DMEM培

养液，置于 37 °C、含 5% CO2的细胞培养箱中培

养。在转染前，将细胞以 2×106 cells/well 的密度

铺于 6 孔板内，待细胞完全贴壁生长至 80%–90%

时，用 Lipofectamine® 2000将构建的重组真核表

达质粒分别或共同转染 HEK-293T 细胞。同时设

空载体转染的细胞作为对照。转染 8 h后，将培养

基换成含 5%胎牛血清的 DMEM 培养基，继续培

养 36–48 h，收集转染后的细胞用于后续重组蛋白

的Western blot和免疫荧光实验。 

1.7  重组蛋白的Western blotting检测 

转染后 48 h 分别收集重组质粒转染的

HEK-293T细胞，用细胞裂解液将细胞裂解后，离

心取上清进行 SDS-PAGE电泳，随后将蛋白转印至

PVDF膜上。用 5%脱脂乳将 PVDF膜于 4 °C封闭

过夜后，加入1∶1000稀释的一抗于37 °C孵育2 h；

TBST洗 3次后，加入 1∶2000稀释的 HRP标记的

二抗于 37 °C孵育 1 h；TBST洗 3次后，用 DAB

显色试剂盒进行显色，检测重组蛋白的表达情况。 

1.8  重组蛋白的间接免疫荧光检测 

重组质粒转染 HEK-293T 细胞后 36 h，PBS

洗涤细胞 3 次，用预冷的 4%多聚甲醛室温固定

20 min；弃掉液体，加入 0.25% Triton X-100透化

处理细胞 5 min；PBS洗 3次，加入含 10%小牛血

清的 PBS室温封闭 1 h；加入 1∶200稀释的一抗

于 37 °C孵育 1 h；PBS洗 3次，加入荧光素标记

的二抗于 37 °C作用 1 h；最后用 DAPI进行细胞
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核染色。PBS 洗 3 次后，于倒置荧光显微镜下观

察重组蛋白的亚细胞定位。 

1.9  免疫共沉淀试验 

将 pCMV-HA-M 和 pCMV-Myc-KPNA1– 

pCMV-Myc-KPNA6、pCMV-Myc-KPNB1 等重组

质粒分别共转染 HEK-293T细胞，培养 48 h后收

获细胞；PBS洗涤细胞 3次，加入 1×RIPA细胞裂

解液裂解细胞，冰上作用 20 min；离心后收集细

胞裂解上清，加入 2 µg anti-HA抗体，4 °C旋转

混合过夜；加入 40 µL protein A+G Agarose继续混

合 3 h；用预冷的 1×RIPA裂解液洗涤 protein A+G 

Agarose，重复 3次后加入 20 µL SDS-PAGE上样

缓冲液煮沸 5 min，对蛋白样品进行 SDS-PAGE电

泳，用 anti-Myc 抗体进行蛋白质免疫印迹分析，

检测蛋白之间是否存在相互作用。反之，以

anti-Myc抗体进行免疫共沉淀，用 anti-HA抗体进

行Western blot检测。 

1.10  荧光共定位试验 

将重组质粒 pEGFP-M 与 pDsRed-C1、

pDsRed-DN-KPNA1 、 pDsRed-DN-KPNB1 和

pDsRed-Ran-Q69L 分别共转染 HEK-293T 细胞，

培养 36 h 后，用预冷的 4%多聚甲醛室温固定   

20 min；PBS洗 3次，用 0.25% Triton X-100透化

处理细胞 5 min；PBS洗 3次，加入 DAPI染细胞

核 10 min；PBS洗 3次，自然干燥后，在倒置荧

光显微镜下观察重组蛋白的荧光共定位。 

2  结果和分析 

2.1  目的基因的 RT-PCR扩增 

以提取的NDV和DF-1细胞总 RNA反转录后

的 cDNA 为模板，用设计合成的特异性引物分别

进行 PCR扩增，均得到与预期大小相符的目的基

因条带(图 1)。 

2.2  重组真核表达载体的酶切鉴定 

重组真核表达载体经过相应酶切后的琼脂糖凝

胶电泳结果显示：pCMV-HA-M、pCMV-Myc-KPNA1– 

pCMV-Myc-KPNA6、pCMV-Myc-KPNB1 经双酶

切后均获得约 3800 bp 的载体条带和与目的基

因大小相符的条带(图 2-A)；pDsRed-DN-KPNB1、

pDsRed-DN-KPNA1、pDsRed-Ran-Q69L、

pEGFP-M经双酶切后同样获得 4700 bp的载体条

带和与目的基因大小相符的条带(图 2-B)，表明目 

 

 
 

图 1.  目的基因的 PCR 产物电泳检测 

Figure 1.  Electrophoresis detection of PCR products of the target genes. M: DL5000 DNA marker; lane 1–11: 
PCR-amplified M, KPNA1, KPNA2, KPNA3, KPNA4, KPNA5, KPNA6, KPNB1, Ran-Q69L, DN-KPNA1 and 
DN-KPNB1 genes, respectively. 
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图 2.  重组表达载体的酶切鉴定 

Figure 2.  Identification of the recombinant plasmids by double restriction endonuclease digestion. A: M, DL5000 
DNA marker; lane 1–8, enzyme-digested products of pCMV-HA-M, pCMV-Myc-KPNA1~pCMV-Myc-KPNA6, 
and pCMV-Myc-KPNB1, respectively; B: M, DL5000 DNA marker; lane 1–4, enzyme-digested products of 
pDsRed-DN-KPNB1, pDsRed-DN-KPNA1, pDsRed-Ran-Q69L and pEGFP-M, respectively. 

 

的基因正确插入到真核表达载体中。进一步测序

结果证实，插入的目的基因均未发生基因突变和

开放阅读框的移码。 

2.3  重组蛋白的表达与亚细胞定位分析 

重组真核表达载体分别转染 HEK-293T 细胞

后 48 h，收获细胞裂解液上清进行Western blotting

检测。结果显示：重组蛋白 HA-M，Myc-KPNA1– 

Myc-KPNA6，Myc-KPNB1 表达后均获得与预期

大小相符的蛋白条带，大小分别在 40、60、59、  

58、58、60、57 和 85 kDa左右(图 3-A)。对重组

真核表达载体转染后 36 h 的 HEK-293T 细胞进行

固定，并通过间接免疫荧光染色观察重组蛋白的

亚细胞定位。荧光观察结果表明：重组蛋白 HA-M

主要定位在细胞核和核仁，这与前期的报道结果

一致[6,17](图 3-B，a)；而重组核转运受体蛋白中

除 Myc-KPNA2主要定位在细胞质外(图 3-B，c)，

其它 6 个重组核转运受体蛋白均定位在细胞       

核(图 3-B、b和 d–h)。 

2.4  免疫共沉淀鉴定与M蛋白相互作用的转运受

体蛋白 

我们将重组真核表达载体 pCMV-HA-M 和

pMCV-Myc-KPNA1–pCMV-Myc-KPNA6、pCMV- 

Myc-KPNB1分别共转染 HEK-293T细胞后 48 h，

通过免疫共沉淀方法鉴定与 NDV M蛋白入核相

关的核转运受体蛋白。检测结果显示：用 anti-HA

抗体和 protein A+G Agarose免疫共沉淀后，以

anti-Myc抗体通过 Western blot可以检测到重组

蛋白 Myc-KPNA1 和 Myc-KPNB1 的目的条带    

(图 4-A)；反之，用 anti-Myc抗体和 protein A+G 

Agarose免疫共沉淀后，通过 anti-HA抗体分别在

HA-M+Myc-KPNA1 和 HA-M+Myc-KPNB1 组均

可检测到 HA-M的目的条带(图 4-B)。试验结果表

明 M 蛋白与核转运受体蛋白 KPNA1 和 KPNB1

均存在相互作用。 

2.5  M蛋白入核转运受体蛋白的确定 

早期的研究结果已证实，核转运受体蛋白

KPNA1和 KPNB1两者之间存在相互作用，因此，

本试验的免疫共沉淀方法不能确定 M 蛋白与

KPNA1 和 KPNB1 中的哪个蛋白存在直接相互作

用。为了进一步确定与 M蛋白入核相关的核转运

受体蛋白，我们将 pEGFP-M 与 pDsRed-C1、

pDsRed-DN-KPNA1 和 pDsRed-DN-KPNB1 分别

共转染 HEK-293T细胞，Western blot检测结果显

示重组蛋白在 HEK-293T 细胞中均可正常表达  

(图 5-A，lane 1–3)。荧光共定位观察结果显示： 
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图 3.  重组蛋白在 HEK-293T 细胞中的表达与亚细胞定位分析 

Figure 3.  Expression and subcellular localization analysis of the recombinant proteins in HEK-293T cells. A: M, 
prestained protein marker; lane 1–8, recombinant proteins of HA-M, Myc-KPNA1–Myc-KPNA6 and Myc-KPNB1 
expressed in HEK-293T cells, respectively; B: lane a–h, subcellular localization of recombinant proteins of HA-M, 
Myc-KPNA1–Myc-KPNA6 and Myc-KPNB1 in HEK-293T cells, respectively. DAPI was used to stain nuclei. The 
representative images are shown in the graph (200×). 

 
 

 
 

图 4.  免疫共沉淀鉴定 M 蛋白与核转运受体蛋白的相互作用 

Figure 4.  Interaction between M and nuclear transport proteins by co-immunoprecipitation assay. HEK-293T cells 
were collectively transfected with plasmids and were then lysed at 48 hours post-transfection. A 
co-immunoprecipitation assay was performed using either anti-HA (A) or anti-Myc (B) antibodies. 
Immunoprecipitated proteins were detected by Western blotting using anti-Myc (A) or anti-HA (B) antibodies. The 
input samples were shown in down panel. 
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图 5.  重组蛋白的荧光共定位分析 

Figure 5.  Fluorescent co-localization analysis of the recombinant proteins. A: M, prestained protein marker; lane 
1–4, recombinant proteins of EGFP-M, DsRed-DN-KPNA1, DsRed-DN-KPNB1 and DsRed-Ran-Q69L expressed 
in HEK-293T cells, respectively; B: fluorescent co-localization of EGFP-M and DsRed (a), EGFP-M and 
DsRed-DN-KPNA1 (b), EGFP-M and DsRed-DN-KPNB1 (c) in HEK-293T cells; C: Fluorescent co-localization of 
EGFP-M and DsRed-Ran-Q69L in HEK-293T cells. The representative images are shown in the graph (200×). 

 

作为对照组，EGFP-M 与 DsRed 共表达后，不改

变 EGFP-M 的细胞核定位(图 5-B，a)；EGFP-M

与 DsRed-DN-KPNA1共表达后，EGFP-M仍表现

为细胞核定位(图 5-B，b)，说明 M蛋白的入核不

需要 KPNA1 蛋白的参与；而 EGFP-M 与

DsRed-DN-KPNB1 共表达后，EGFP-M 则由原来

的细胞核定位变为细胞质定位(图 5-B，c)，说明

M蛋白的入核需要 KPNB1蛋白的参与。有研究表

明，KPNB1 蛋白与靶蛋白形成复合物后进入细胞

核，两者完成解离还需要Ran蛋白水解GTP完成[12]。

由于 DN-KPNB1不能结合 Ran蛋白，因此，图 5-B

的结果暗示M蛋白入核可能还需要Ran蛋白的辅助。 

为了证实这一推测，我们构建了鸡 Ran 蛋白

突变体融合蛋白的重组质粒 pDsRed-Ran-Q69L，

转染后可在 HEK-293T 细胞中正确表达(图 5-A，

lane 4)。由于 Ran-Q69L突变体蛋白第 69位氨基

酸 Q突变为 L，不能水解 GTP，因此不能使靶蛋

白从 KPNB1 蛋白与靶蛋白所形成的复合物中解

离。通过荧光共定位观察发现，EGFP-M 与

DsRed-Ran-Q69L共表达后，EGFP-M蛋白同样由

细胞核定位变为细胞质定位(图 5-C)，进而证实 M

蛋白的入核过程还需要 Ran 蛋白的辅助。以上试

验结果表明，KPNB1蛋白是 NDV M蛋白入核转

运受体蛋白，M蛋白与 KPNB1蛋白发生相互作用

并形成复合物，然后通过 Ran蛋白水解 GTP使之

解离来完成入核转运过程(图 6)。 
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图 6.  NDV M 蛋白的入核转运过程 

Figure 6.  The nuclear import process of NDV M protein. (i) KPNB1 forms a binary complex with NDV M protein 
in the cytoplasm. (ii) The binary complex docks at the nuclear-pore complex (NPC) and (iii) translocates into the 
nucleus. (iv) Binding of Ran-GTP triggers the dissociation of the binary complex in the nucleus. 

 

3  讨论 

副黏病毒 M 蛋白是一种细胞核-细胞质穿梭

蛋白，并且在病毒的整个生活周期中发挥了重要

作用[18–19]：在病毒感染早期，M 蛋白大量聚集在

细胞核，其作用是抑制宿主细胞 mRNA的转录和

蛋白质的合成；而在病毒感染后期，M 蛋白则进

入细胞质，通过与细胞膜、病毒 RNP和囊膜糖蛋

白相互作用促进子代病毒粒子的装配和释放。已

有的研究结果证实，副黏病毒 M蛋白完成核质穿

梭过程主要依赖于自身携带的核定位信号(NLS)

和核输出信号(NES)[19–20]。目前对 HRSV M 蛋白

核质穿梭的分子机制阐述的较为清楚，即 HRSV 

M蛋白由核转运受体蛋白 KPNB1识别其 NLS序

列，并在 Ran 蛋白的协助下进入细胞核[16]；而在

出核转运过程中，则主要依赖 CRM-1识别其 NES

序列介导 M蛋白的核输出[21]。最近的研究结果证

实 NDV M蛋白存在 3个 NES，并且通过 CRM-1

非依赖的方式完成出核转运[22]。但是到目前为止，

国内外对 NDV M蛋白的入核转运机制仍不清楚。 

近年来，研究发现病毒蛋白的入核通常需要

核转运受体蛋白 KPNA和 KPNB联合或单独识别

和结合靶蛋白 NLS，并且依赖 Ran蛋白的入核转

运方式进行[23–24]。目前鉴定与病毒蛋白入核相关

的核转运受体蛋白，可采用体内免疫共沉淀结合

荧光共定位的方法[25–27]。我们前期的试验结果表

明，重组质粒转染 HEK-293T细胞后表达的 M蛋

白与病毒感染细胞后的M蛋白具有相似的核质穿

梭过程[6]。另外，我们对鸡和人的核转运受体蛋白

氨基酸序列进行比较，发现在核转运受体蛋白功

能区域均保守，因此，HEK-293T细胞可作为体外

研究 NDV M蛋白入核转运受体蛋白的细胞模型。

在本研究中，我们首先对 NDV M 蛋白和鸡的

KPNA1–KPNA6 蛋白以及 KPNB1 蛋白分别在

HEK-293T 细胞中进行亚细胞定位观察，发现除

KPNA2蛋白外，其它几个核转运受体蛋白均与 M

蛋白表现出相同的细胞核定位，这暗示它们与 M

蛋白之间可能会存在相互作用。通过免疫共沉淀

试验发现，NDV M 蛋白与 KPNA1 和 KPNB1 蛋

白存在相互作用。为了进一步确定 M蛋白入核转

运受体蛋白，在细胞内共表达 M 蛋白与 KPNA1
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蛋白或 KPNB1蛋白的缺失体，通过荧光共定位证

实 M 蛋白入核需要核转运受体蛋白 KPNB1 的参

与。此外，我们在细胞内共表达 M蛋白与 Ran蛋

白的突变体 Ran-Q69L，发现 M 蛋白由细胞核定

位变为细胞质定位，进而证实了 M蛋白入核过程

还依赖于 Ran 蛋白的辅助。目前，这一方法可简

便快速的鉴定病毒蛋白入核转运需要核转运受体

蛋白中的一种还是几种，并且是否依赖于 Ran 蛋

白的辅助，这为病毒蛋白入核转运机制研究提供

了方法借鉴。 

在蛋白质的入核机制研究方面，靶蛋白究竟

是由核转运受体 KPNA 蛋白还是 KPNB 蛋白识

别，这与靶蛋白的 NLS类型有关。早期的研究表

明，由单簇碱性氨基酸或两簇碱性氨基酸组成的

经典 NLS通常由 KPNA蛋白识别，而碱性氨基酸

残基不单独成簇且构成上没有明显特征的 NLS通

常由 KPNB 蛋白识别[28]。但是近年来研究发现，

许多携带经典 NLS特征的蛋白也可直接由 KPNB

蛋白识别和结合。如 Cai等[14]2011年报道了水痘-

带状疱疹病毒 ORF9 蛋白携带的由两簇碱性氨基

酸组成的双重 NLS(16RRKTTPSYSGQYRTARR32)

可直接由 KPNB1蛋白结合。Bai等[29]2014年证实

细胞蛋白 TopBP1进入细胞核也仅需要 KPNB1蛋

白识别 TopBP1 蛋白中由单簇碱性氨基酸组成的

NLS(1496RKRK1499)。本研究同样发现携带经典双

重 NLS(247KKGKKVIFDKIEEKIRR263)的 NDV M

蛋白入核只需要结合 KPNB1 蛋白，而不需要

KPNA1 蛋白的参与。因此，核转运受体蛋白

KPNB1结合多类型蛋白的 NLS，并且介导此类蛋

白分子的入核正得到越来越多的关注[12]。 

目前，副黏病毒 M蛋白细胞核定位的功能在

呼吸道合胞体病毒和麻疹病毒中报道较多，如 M

蛋白在细胞核中一方面抑制宿主细胞基因的转录

和翻译，促进病毒基因组的复制和转录[30]；另一

方面与核衣壳蛋白相互作用，调控病毒基因组在

细胞质中的复制和转录水平[31]。然而，以上两种

副黏病毒 M蛋白核定位功能在 NDV M蛋白中尚

未得到证实。我们的研究结果表明 NDV M蛋白与

核转运受体蛋白 KPNB1具有直接的相互作用，两

者形成复合物后在 Ran 蛋白的辅助下进入细胞

核。本研究工作为下一步利用 RNAi 技术干扰

DF-1 细胞中 KPNB1 蛋白表达，并通过转录组学

方法寻找病毒感染细胞后细胞核中差异表达基

因，进而阐明 NDV M蛋白细胞核定位的功能奠定

了重要基础。 
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The nuclear import of Newcastle disease virus matrix protein 
depends on KPNB1 and Ran protein 

Zhiqiang Duan1*, Xinqin Ji1, Houqiang Xu1, Jiafu Zhao1, Haixu Xu2, Shunlin Hu2, 3, 
Xiufan Liu2, 3* 
1 Key Laboratory of Animal Genetics, Breeding and Reproduction in the Plateau Mountainous Region, Ministry of Education, 
Guizhou University, Guiyang 550025, Guizhou Province, China 
2 Key Laboratory of Animal Infectious Diseases, Ministry of Agriculture, Yangzhou University, Yangzhou 225009, Jiangsu 
Province, China 
3 Jiangsu Co-innovation Center for Prevention and Control of Important Animal Infectious Diseases and Zoonoses, Yangzhou 
University, Yangzhou 225009, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] The aim of this study was to identify the transport proteins that mediates the nuclear import 

of Newcastle disease virus (NDV) matrix (M) protein. [Methods] Chicken KPNA1 to KPNA6 gene and KPNB1 

gene were cloned from DF-1 cells and then inserted into eukaryotic expression vectors. The constructed 

recombinant plasmids with a combination of grouping were transfected into HEK-293T cells to identify the 

transport proteins interacting with NDV M protein by co-immunoprecipitation (Co-IP) assay. Moreover, fluorescent 

co-localization assay was used to verify the transport proteins by co-expressing M and Ran protein mutant or M and 

its interactive protein deletant. [Results] The recombinant proteins could normally express in plasmid-transfected 

HEK-293T cells. Indirect immunofluorescence detection showed that the recombinant proteins except for 

Myc-KPNA2 displayed the same nuclear localization as NDV M protein. The results of Co-IP revealed that M 

protein could interact with KPNA1 and KPNB1. Further fluorescent co-localization indicated that co-expression of 

M and DN-KPNA1 did not change the nuclear localization of M, whereas co-expression of M and DN-KPNB1 or 

M and Ran-Q69L disrupted the nuclear localization of M, demonstrating that the nuclear import of M protein was 

dependent on KPNB1 and Ran protein. [Conclusion] KPNB1 and Ran protein jointly mediated the nuclear import 

of NDV M protein, showing that KPNB1 protein interacted with NDV M protein to form binary complex and then 

entered into the nucleus with the assistance of Ran protein. 

Keywords: Newcastle disease virus, matrix protein, transport receptor protein, nuclear localization 
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