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摘要：【目的】研究小反刍兽疫病毒囊膜糖蛋白(血凝素蛋白和融合蛋白)在病毒囊膜和宿主细胞膜融合

过程中所发挥的作用。【方法】制备构建成功的小反刍兽疫病毒囊膜糖蛋白和病毒受体 SLAM、Nectin4

的真核表达质粒 pCMV-HA-H、pCAGGS-Flag-F、pCMV-Myc-SLAM 和 pCMV-Myc-Nectin 4，将其组合

转染至 CHO-K1 细胞，通过显微观察和间接免疫荧光技术分析小反刍兽疫病毒 H 和 F 蛋白在病毒融合

过程中的功能。【结果】除空白对照组和重组质粒单独转染组细胞中没有发现合胞体外，其余组细胞中

均出现了合胞体，而且 F 和 H 蛋白共转染组合胞体的数目明显较多；并在共表达 H、F 蛋白的细胞中观

察到了蛋白分布极化的帽子现象。【结论】PPRV F 蛋白是病毒囊膜和细胞膜融合的必需蛋白，但需要与

PPRV H 共同作用才能使病毒成功入侵靶细胞。 
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小反刍兽疫病毒(Peste des petits ruminants 

virus，PPRV)是引起家养和野生小反刍动物发生急

性、高度接触性传染病——小反刍兽疫的病原体，

属 于 副 粘 病 毒 科 (Paramyxoviridae) 麻 疹 病 毒 属

(Morbillivirus)。PPRV 基因组是单股负链 RNA，

全长 15948 bp，是已知麻疹病毒属成员中基因组

最长的病毒，从 3′端至 5′端依次分布着 6 个基因

N-P-M-F-H-L，它们分别编码六种结构蛋白和两种

非结构蛋白，这 6 种结构蛋白为核蛋白(N)、磷蛋

白(P)、基质蛋白(M)、融合蛋白(F)、血凝素蛋白

(H)、多聚酶大蛋白(L)，两种非结构蛋白为 C 蛋

白、V 蛋白[1–2]，其中 F 和 H 蛋白都是 PPRV 囊膜

糖蛋白，参与完成病毒对宿主靶细胞的入侵过程，

也是诱导产生中和抗体的主要免疫原[3–5]。 

囊膜病毒的入侵主要是病毒囊膜与宿主细胞

膜的融合过程，病毒蛋白与宿主靶细胞的正常膜

成分——受体蛋白在一系列分子作用机制下，使 2

个膜融合，从而使病毒粒子侵入。一般认为，副

粘病毒在侵入细胞的过程中需要 H/HN 和 F 蛋白

的共同作用，其中 H/HN 蛋白负责与宿主病毒受
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体蛋白发生结合，而 F 蛋白直接参与病毒囊膜与

靶细胞膜的融合[6–7]。Hammouchi 等发现单独表达

PPRV H 或者 F 蛋白时，并不能引起细胞融合，而

共表达 H 和 F 蛋白的重组痘病毒可以使易感细胞

发生融合[3]。但有研究证明，F 蛋白单独存在时仍

表现出融合功能，可以介导宿主邻近细胞间的融

合，并且将麻疹病毒(measles virus，MV) F 基因亚

克隆到其他病毒的基因上后也可以使重组病毒产

生融合细胞的能力，H 蛋白能提高合胞体的形  

成[3,8]。此外，Merz 等发现 MV F 蛋白诱导产生的   

特异性抗体比抗 H 蛋白特异性抗体中和病毒的  

能力更有效，能够阻止感染和防止病毒在体内的

扩散[9]。 

目前已确定的 PPRV 受体有 2 个：信号淋巴

细 胞 活 化 分 子 (signaling lymphocyte activation 

molecule，CD150/SLAM)和脊髓灰质炎病毒受体

相 关 分 子 4 ( poliovirus receptor-related 4 ，

Nectin4/PVRL4)，这两种蛋白也是 MV 和犬瘟热

病毒(Canine distemper virus，CDV)的受体[10–17]。

SLAM 和 Nectin4 均为免疫球蛋白超家族成员，为

典型的跨膜蛋白，包括胞内区、跨膜区和含有免疫

球蛋白结构域的胞外区[16,18]。SLAM 是促进淋巴细

胞增殖、免疫球蛋白合成和分泌 γ-IFN 的淋巴细胞

表面共刺激分子，通常选择性表达在活化的 T 细胞

和 B 细胞、未成熟的胸腺细胞、树突状细胞及巨噬

细胞等免疫细胞中[19]。Nectin4 主要表达于卵巢、

乳腺、肺、口腔黏膜和呼吸道上皮细胞中，主要介

导通过肺和气道上皮细胞发生的病毒感染[20–21]。 

尽管很多研究表明麻疹病毒属病毒 H 和 F 蛋

白之间存在着相互作用，但关于这两种蛋白在融

合过程中的关系仍然存在着较大的争议，且其与

病毒受体的相互作用，尤其是 F 蛋白与受体的相

互作用机制仍不清楚。因此，笔者构建了在 CHO

细胞中能够成功表达 PPRV H、F 蛋白和两种受体

蛋白 SLAM、Nectin4 的真核表达载体，不同组合

进行共表达，通过显微观察和激光共聚焦研究

PPRV H 和 F 蛋白的促融合作用，这对今后 PPRV

入侵分子机制的研究、新型疫苗和诊断试剂的研

发有重要的意义。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  质 粒 、 菌 株 和 细 胞 株 ： pCMV-HA 和

pCMV-Myc 真核表达质粒购自 Clontech 公司；

pCMV-HA-H (JF939201.1)、pCMV-Myc-Nectin 4、

pET30a-SLAM 和 pCAGGS-Flag-F (JF939201.1) 

重组质粒由本实验室保存；E. coli DH5α 购自北京

全式金生物技术公司；中国仓鼠卵巢细胞 CHO- 

K1 细胞株购自中国典型培养物保藏中心。 

1.1.2  主 要 试 剂 ： 限 制 性 内 切 酶 、 高 保 真

PrimeSTAR®(Premix) DNA 聚合酶购自 TaKaRa 公

司；T4 DNA 连接酶购自 Promega 公司；质粒 DNA

小量提取试剂盒和 DNA 凝胶回收试剂盒购自

Axygen 公司；QIAprep® spin Miniprep 试剂盒购自

QIAGEN 公司；脂质体 LipofectamineTM 3000 购自

Invitrogen 公司；DMEM 培养液、胎牛血清和胰酶

购自 Gibco 公司；鼠抗标签 HA 单抗、兔抗标签

Myc 单抗、山羊抗 Flag 单抗、驴抗山羊 CF350 标

记 IgG、兔抗山羊 FITC 标记的 IgG、驴抗鼠 CF488

标记 IgG 和驴抗兔 CF594 标记 IgG 均购自 Sigma

公司。 

1.2  真核表达载体的构建 

根据 NCBI 数据库中山羊 SLAM mRNA 序列

( 登 录 号 DQ228869) 设 计 引 物 ： 上 游 引 物 为

5′-GAATTCATATGGATCCCA AAGGGCTCCT-3′，
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下划线部分为加入的 EcoRⅠ酶切位点；下游引物为

5′-GGTACCTCAGCTCTCTGGAACCGTCACA-3′，

下划线部分为加入的 KpnⅠ酶切位点。 

以 pET30a-SLAM 重组质粒为模板进行扩增，

回收扩增片段；将载体 pCMV-Myc 质粒以及目的

片段进行双酶切，回收酶切产物，将双酶切处理

的载体和目的片段进行连接转化，然后挑选单克

隆培养，提取质粒进行 PCR 和双酶切验证，所得

到的阳性重组质粒送苏州金唯智生物科技有限公

司进行测序。 

1.3  细胞转染 

将 CHO-K1 细胞接种于六孔板中，等细胞长

至 90% 融 合 度 时 ， 按 照 表 1 分 组 ， 参 照

Lipofectamine™ 3000 的使用说明书进行转染操

作。转染完成后，将细胞置于 CO2 培养箱中(37 °C，

5% CO2)孵育 6 h，然后弃去培养基，换用 DMEM 

F12 完全培养基继续培养；36 h 后，在显微镜下观

察、分析转染细胞。 

1.4  重组蛋白的表达与鉴定 

将 pCMV-Myc- SLAM 转染 CHO-K1 细胞，

36 h 后，弃去培养基，预冷的 PBS (pH 7.4)漂洗 2

次，使用 4%多聚甲醛溶液固定 30 min，PBS 漂洗

3 次，0.2% Triton X-100 于 4 °C 通透化处理 15 min，

5% BSA 封闭 1 h，漂洗；而后用兔抗 Myc MAb

和驴抗兔 CF594 标记 IgG 进行间接免疫荧光试验，

检测重组蛋白的表达情况。 

1.5  合胞体形成实验 

重组质粒组合共转染 36 h 后，弃掉培养液；

预冷的 PBS 漂洗 3 遍，用丙酮甲醇(1：1)于−20 °C

固定 1 h；弃掉固定液，同上漂洗，加入 PBS 配制

的 10%驴血清，37 °C 封闭 1 h；分别加入羊抗 PPRV

高免血清或兔抗 Myc MAb，37 °C 孵育 1 h；漂洗，

加入对应的兔抗山羊 FITC 标记的 IgG 和驴抗兔

CF594 标记的 IgG，37 °C 避光孵育 1 h；洗去二

抗；漂洗后于荧光显微镜下进行观察。 

1.6  Confocal 试验 

重组质粒共转染 36 h 后，按照间接免疫荧光操

作步骤检测重组蛋白的共定位。用 4%多聚甲醛固定

30 min；根据表 1 分组，向每组细胞中分别加入针

对蛋白的鼠抗 HA MAb、兔抗 Myc MAb 和/或羊抗

Flag MAb，4 °C 孵育过夜；漂洗后加入相对应的驴

抗山羊 CF350 标记的 IgG、驴抗鼠 CF488 标记的 IgG

和/或驴抗兔 CF594 标记的 IgG，37 °C 暗盒孵育 1 h，

利用 TCS SP8 激光共聚焦系统进行观察与分析。 
 

表 1.  转染分组 

Table 1.  Groups of transfection 
Groups Plasmid and dose 

1 Control 

2 pCMV-Myc-SLAM (3.0 μg) 

3 pCMV-Myc-Nectin4 (3.0 μg) 

4 pCMV-HA-H (3.0 μg) 

5 pCAGGS-Flag-F (3.0 μg) 

6 pCMV-HA-H (1.5 μg)+ pCAGGS-Flag-F (1.5 μg) 

7 pCMV-Myc-SLAM (1.5 μg)+ pCAGGS-Flag-F (1.5 μg) 

8 pCMV-Myc-Nectin4 (1.5 μg)+ pCAGGS-Flag-F (1.5 μg) 

9 pCMV-Myc-SLAM (1.0 μg)+ pCAGGS-Flag-F (1.0 μg)+pCMV-HA-H (1.0 μg) 

10 pCMV-Myc-Nectin4 (1.0 μg)+ pCAGGS-Flag-F (1.0 μg)+pCMV-HA-H (1.0 μg) 
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2  结果和分析 

2.1  真核表达载体的构建和鉴定 

将目的片段插入 pCMV-Myc 载体，所构建的

重组表达载体经 PCR、双酶切鉴定均为阳性；测

序结果显示，目的基因已正确插入到表达载体中，

且 阅 读 框 没 有 改 变 ， 将 该 重 组 质 粒 命 名 为

pCMV-Myc-SLAM。 

2.2  重组蛋白的表达 

将重组质粒 pCMV-Myc-SLAM 转染 36 h 后观

察融合蛋白在 CHO-K1 细胞中的表达情况。结果

显示，转染 36 h 后观察到了大量特异性红色荧光，

空白对照没有出现荧光(图 1)。这说明目的基因在

CHO-K1 细胞中能够高效表达。 

2.3  显微观察合胞体的形成 

将重组质粒按照表 1 转染 CHO 细胞，36 h 后

通过荧光显微镜观察共转染之后的细胞变化。结

果发现，共表达重组蛋白的第 F、G、H、I 和 J

组细胞中均存在合胞体；并且在 F 和 H 蛋白共表

达的第 F 组细胞中，形成的合胞体数明显多于缺

少 H 蛋白组的；而第 A–E 组细胞中均没有出现合

胞体(图 2)。 

 

图 1.  转染 36 h 后融合蛋白表达情况 

Figure 1. Expression of fluorescent protein 36 hours 
after transfection. A: Untransfected CHO-K1 cells; B: 
pCMV-Myc-SLAM transfected CHO-K1 cells. 

 
图 2.  PPRV 囊膜蛋白的促融合作用 

Figure 2.  Fusion function of PPRV envelope 
glycoprotein. A: Untransfected CHO-K1 cells; B–J: 
pCMV-Myc-SLAM, pCMV-Myc-Nectin4, pCMV-HA-H, 
pCAGGS-Flag-F, pCMV-HA-H+ pCAGGS-Flag-F, 
pCAGGS-Flag-F+pCMV-Myc-SLAM, pCAGGS-Flag- 
F+pCMV-Myc-Nectin4, pCMV- HA-H+pCAGGS-Flag- 
F+pCMV-Myc-SLAM, pCMV-HA-H+pCAGGS-Flag-F+ 
pCMV-Myc-Nectin4 transfected CHO-K1 cells, 
respectively. 
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2.4  重组蛋白在细胞中的共定位分析 

将重组质粒共转染 36 h 后，固定，间接免疫荧

光标记，利用共聚焦显微镜进行观察。结果发现，

共表达的 F 与 H 或/和受体蛋白共定位分布，且在共

表达 H、F 和受体 SLAM 或 Nectin4 的细胞中，蛋

白的分布发生极化，出现了 Co-Capping 现象(图 3)。

但单种重组质粒转染组和空白对照组细胞中的蛋白

均匀分布，没有发生极化；空白对照组未出现荧光。 

 

图 3.  利用激光共聚焦试验检测 PPRV H、F 蛋白与受体的亚细胞定位 

Figure 3.  Subcellular co-localization of PPRV H, F and receptors in transfected CHO-K1 cells under confocal 
microscopy. A: pCMV-Myc-SLAM; B: pCMV-HA-H; C: pCMV-Myc-Nectin4; D: pCAGGS-Flag-F. 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

病毒入侵宿主细胞是病毒生命周期中一个重 

要的过程，是病毒感染宿主的第一步，在这个过

程发生了多种蛋白的相互作用，其中病毒囊膜蛋

白与宿主细胞表面受体蛋白构象变化以及它们之

间的相互作用是完成膜融合不可缺少的步骤。有

相关研究人员认为副粘病毒的融合依赖其表面的 

两种囊膜糖蛋白——H/HN 和 F 的相互作用来实

现。融合的一般过程包括融合蛋白构象改变、融

合肽暴露、融合肽插入到细胞膜、中间体形成、

病毒囊膜和宿主细胞聚集以及病毒囊膜与宿主细

胞膜融合[7,22]。H/HN 和 F 蛋白在形成寡聚物过程

中发生构象改变，为膜融合提供了所必需的环境。

在 H 与受体相互作用之前，H 蛋白如同夹子一样

牢牢握住 F 蛋白，使其以稳定的融合前体存在， 



1480 Ruixue Deng et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2018, 58(8) 

actamicro@im.ac.cn 

当 H 蛋白与受体蛋白结合发生作用时，H 蛋白构

象发生变化，从而使 F 蛋白脱离 H 蛋白，F 蛋白

发生重排，以中间体和融合后形式存在[23–24]。2015

年，Gui 等运用冷冻电子断层扫描术对人副流感病

毒 3 的 3D 结构进行了研究，发现 HN 至少以两种

形式存在：一是 HN 四聚体呈“低头”式阵列分布，

另一种是 HN 以“抬头”形式与融合前 F 三聚体共

定位存在，即 HN 与 F 两种蛋白的相互作用不足

以激活 F 蛋白构象变化，只有当受体与 HN 球状

头部结合后，HN 才能将激活信号传递给 F 蛋白，

发生融合[25]。因此，认为 H 蛋白与受体的结合可

能是解离 H-F 复合物、诱导融合的触发器。此外，

Porotto 等研究发现，在膜融合的全过程中都需要

H 蛋白对 F 蛋白不断地激活[25]，这提示可能存在

更复杂的相互作用。 

虽然目前已确定，副粘病毒科病毒的 H/HN/G

和 F 蛋白之间存在相互作用，且这两种蛋白共同

作用能够促进细胞的融合[26–31]；但关于 PPRV H、

F 和受体蛋白在融合中的作用还没有明确。因此，

在本研究中，我们将能在 CHO-K1 细胞中表达的

PPRV H、F 和受体重组质粒组合转染，通过显微

观察和共聚焦技术对 PPRV 囊膜蛋白在细胞融合

过程中的作用进行了探究。结果发现，在 CHO-K1

细胞中共表达 PPPRV H 蛋白、F 蛋白和受体蛋白

时有合胞体出现并且经过共聚焦显微镜可以观察

到极化现象；除此之外，在没有 H 蛋白存在时，

仅依靠 F 蛋白与受体蛋白之间的相互作用也能诱

导细胞发生融合，但是融合现象较 F 和 H 蛋白共

表达细胞中的弱，且未表现出极化现象；而在 H

蛋白和受体、单独的 F 蛋白及空白对照组的 CHO

细胞都未观察到融合现象。因此，推测 PPRV H、

F 和受体 3 种蛋白共表达时的极化现象就是触发 

融合的表现。由此产生两种猜测：一是 PPRV F 蛋

白与 H 蛋白或者受体蛋白的相互作用会引起 F 蛋

白的构象发生改变，但不能诱发有效的细胞融合；

只有 F、H 蛋白和受体共同作用时，受体使 H-F

复合体解离，并能激活 F 蛋白形成更有利于诱导

细胞融合的稳定构象；二是在某些特定的情况下，

PPRV F 蛋白与高浓度的 H 蛋白或受体蛋白相互作

用时，也能使 F 蛋白的构象发生改变，进而诱导

细胞融合。 

4  结论 

综上所述，本试验将克隆有 PPRV H、F 和受

体 SLAM、Nectin4 基因的真核表达质粒转染 CHO

细胞后，目的基因正确表达；通过显微观察和共

聚焦技术研究确定了 PPRV H、F 蛋白在融合中的

作用，虽然 F 蛋白是细胞融合所必需的，但需要

与 PPRV H 蛋白和/或受体蛋白相互作用。这为后

续 PPRV 入侵机制的研究、新型疫苗和诊断试剂

的研发奠定了基础。 
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Fusion function of Peste des petits ruminants virus envelope 
proteins 

Ruixue Deng, Xuelian Meng*, Xueliang Zhu, Xuepeng Cai, Yongxi Dou, Zhidong Zhang 
State Key Laboratory of Veterinary Etiological Biology, Lanzhou Veterinary Research Institute, Chinese Academy of 

Agricultural Sciences, Lanzhou 730046, Gansu Province, China 

Abstract: [Objective] To study the role of Peste des petits ruminants virus envelope glycoproteins hemagglutinin 

and fusion during the fusion process. [Methods] The eukaryotic expression recombinant plasmids pCMV-HA-H, 

pCAGGS-Flag-F, pCMV-Myc-SLAM and pCMV-Myc-Nectin 4 sequenced correctly were transfected or co- 

transfected into CHO-K1 cells, and then the fusion role of PPRV H and F proteins was analyzed by microscopy and 

indirect immunofluorescence technique. [Results] The formation of syncytium was observed in the co-transfected 

cells while it was not found in the single plasmid transfected cells and the negative control. The number of syncytia 

in cells co-expressing H and F proteins was significantly more than that of the other groups. The H and F proteins 

were co-redistributed to form the polar caps (co-capping) in the same position. [Conclusion] PPRV F protein is an 

essential protein for fusion of the viral membrane with host cell membrane, but it must interact with PPRV H to 

make virus invasion successfully. 

Keywords: hemagglutinin, fusion protein, receptor, membrane fusion, Peste des petits ruminants virus 
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