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衣壳蛋白靶向灭活策略应用于抗登革病毒感染的研究

秦成峰 姜 涛 陈水平 于 曼 秦鄂德"

（军事医学科学院微生物流行病研究所 北京 #%%%C#）

摘 要：衣壳蛋白靶向病毒灭活是近年来新兴的抗病毒策略。为探索该策略在抗登革病毒感染中的应用，首先建

立了稳定表达登革 $ 型病毒衣壳蛋白（G$H）与葡萄球菌核酸酶（I1）融合蛋白 G$H6I1 的哺乳动物细胞系，然后以登

革病毒攻击上述细胞系，研究表达的融合蛋白 G$H6I1 对产生的子代病毒颗粒感染性的影响。结果表明融合蛋白

G$H6I1 能够在病毒装配过程中与野生型衣壳蛋白共组装入子代病毒颗粒内部，并导致病毒基因组的降解。与正

常 JKL 细胞相比较，融合蛋白 G$H6I1 可导致产生的子代病毒感染性滴度降低 #%2 M #%!，显示出很强的抗病毒效

果。
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登革病毒（G+=P.+ Q;-.@）感染导致的登革热R登
革出血热是目前世界上分布最广、发病人数最多、危

害较为严重的一类蚊媒病毒性疾病［#］。自上世纪

5% 年代以来，登革热R登革出血热在世界范围内的暴

发流行日益频繁，尤其是在热带及亚热带地区，登革

病毒感染导致的发病率及病死率急剧上升，我国南

方及东南沿海各省区也是登革热R登革出血热的高

发区。由于目前缺乏有效的疫苗和抗病毒药物，登

革病毒感染已经成为世界性公共卫生难题。

衣壳 蛋 白 靶 向 病 毒 灭 活（H/S@;>6F/-P+F+> Q;-.@
;=/BF;Q/F;’=；H4&T）是近年来新兴的抗病毒策略［$］，该

策略的基本原理在于通过病毒的衣壳蛋白将核酸酶

靶向地导入到病毒颗粒内部，从而达到灭活病毒的

目的。而登革病毒衣壳蛋白富含碱性氨基酸，能够

与其基因组 N1O 结合形成松散的“鸟笼状”核衣壳

结构［2］，这为引入抗病毒蛋白提供了可能。本研究

中我们 建 立 了 稳 定 表 达 登 革 $ 型 病 毒 衣 壳 蛋 白

（G$H）与葡萄球菌核酸酶（I1）融合蛋白 G$H6I1 的

哺乳动物细胞系，然后攻击登革病毒，在此基础上分

析了表达的融合蛋白 G$H6I1 对子代病毒感染性的

影响，为衣壳蛋白靶向病毒灭活策略应用于抗人类

登革病毒感染奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 病毒和细胞：登革 $ 型病毒 !2 株（G$6!2）为

我室于 #75C 年从广西登革热病人血清中分离，经乳

鼠脑传至第三代。地鼠肾传代细胞 JKL$# 及白纹

伊蚊 H3R23 均为我室保存。

!"!"# 抗体：抗登革 $ 型病毒衣壳蛋白的鼠单克隆

抗体 :O, 5K5 为古巴热带医学研究所 U 赠送。兔

抗 I1 血清为本室制备。KNV 标记相应 TPW 为 I;P:/
公司产品。

!"!"$ 主要试剂和仪器：SE8 高保真 G1O 聚合酶、

J(/@F;B;>;= 等购自 T=Q;F-’P+= 公司；I.S+-@B-;SF4U! 逆

转录酶为 W;,B’ 公司产品；N1O 小提试剂盒、限制性

内切酶、"X#C! 质粒 G1O 等均购自 4/L/N/ 公司。

U;=; V-’F+/= !电泳系统为 J;’6N/> 公司产品；VHN
@0@F+: $%%% 为 V+-Y;= 9(:+- 公司产品；超速冷冻离心

机为 J+BY:/= 公司产品。

!"# 工程细胞系的建立

采用高保真 VHN 的方法从构建的原核表达载

体中扩增获得编码 G$H6I1 及 G$H6I1"基因的 G1O
片段，将其插入真核表达载体 SBG1O3R&"6K;@ 后，分

别构建成功重组质粒 SBRG$H6I1 及 SBRG$H6I1"，详

见文献［!］。JKL$# 细胞培养于含 #%Z胎牛血清的

GU9U 培养液中。通过电穿孔的方法将重组质粒分

别转染 JKL$# 细胞。然后在 "#PR:[ 的 J(/@F;B;>;=
压力下筛选抗性克隆，扩大培养后，分别通过 N46
VHN、间接免疫荧光及 \+@F+-= ,(’F 鉴定表达的目的

蛋白。将稳定表达融合蛋白 G$H6I1 及其核酸酶活

性突变对照体 G$H6I1"的工程细胞系分别命名为



!"#$%&’()* 和 !"#$%&’()*!。

!"# 病毒感染性滴度测定

按 +, -, . / 012 感染剂量分别向生长良好的

!"#$%&’()*、!"#$%&’()*!及正常 !"#&2 细胞接

种登革病毒，345吸附 26，弃尽感染液，加入含 &7
胎牛血清的 %+8+ 维持液。345继续培养，每日收

集细胞培养上清，离心后用于病毒感染性滴度测定。

病毒感染性滴度测定采用细胞病变法。用 9: 孔微

量滴定板培养 ’:$3: 细胞，将待测病毒液 20 倍系列

稀释后按 012;<$孔接种。345培养并连续观察细

胞 病 变；按 照 =>>?(+@>AB6 法 计 算 病 毒 滴 度

（CDE’.%F0 $;<）。

!"$ 病毒颗粒的浓缩和纯化

病毒感染后 F?，收集细胞培养上清，G5 20000D
离心 &0 ;HA 沉淀细胞碎片。加入 G07 I8J :000 溶

液（含 2F7 *K’C）使终浓度分别达到 L7和 &1F7。

G5静置过夜。然后 20000D 离心 G0 ;HA。弃上清，沉

淀重 悬 于 M)! 液（012;NC$< *K’C，0102;NC$< EOHP(
"’C）中。

采用蔗糖密度梯度离心纯化病毒颗粒。向水平

离心管中加入 F;< :07蔗糖溶液作为梯度的底层，

上层加入 3;< 207蔗糖溶液。反复冻融 3 次，获得

207 Q :07蔗糖梯度。上样 01F;< 浓缩后的病毒悬

液。G5、&L000D 离心 3 6。强光下观察，轻轻用穿刺

针取出相应病毒条带。分别以抗 %&’ 的鼠单克隆

抗体 ;RS L"L 和兔抗 )* 血清作为 一 抗，以 相 应

"=I标记的 .DJ 作为二抗，对纯化的病毒颗粒进行

T>PU>OA SCNU 分析。

!"% 核酸酶活性分析

采用体外 %*R 消化试验鉴定 )* 的核酸酶活

性。纯化的病毒颗粒重悬于 E* 缓冲液（G0;;NC$<
EOHP("’C V" :1L，012;NC$< *K’C）中，煮沸 F;HA。再加

入含 F00 AD!W24G 质 粒 %*R 的 反 应 液（012;NC$<
EOHP("’C V" L1L，20;;NC$< ’K’C& ），345反应 30;HA，

01F;NC$< 8%ER 终止反应。反应毕用 27琼脂糖凝

胶电泳检查质粒 %*R 的降解情况。

!"& 病毒颗粒中完整基因组含量分析

用 EK#K=K +HAH!8)E =*R$%*R 8XUOKBUHNA 试剂盒

提取病毒 =*R，20 倍梯度稀释后以靠近基因组 3Y端
的反 向 引 物 =9LFG（FY(’R’REEEJJJ’JERJJR ’E(
3Y）进行逆转录，反应体系为：模板 =*R 20"<，引物

=9LFG &"<，L05 作用 F;HA；依次加入 =*KPHA 2"<，

F Z 2PU PUOKA? S@[[>O :"<，?*EIP 21F"<，%EE 3"<，补水

至 30"<，然后加入 )@V>OPBOHVUE+ .. 逆 转 录 酶 21F"<

（&00\$"<），4&5 反 应 2&0 ;HA，最 后 于 9F5 灭 活

F;HA，直 接 用 于 I’= 检 测。分 别 以 靠 近 FY 端 的

]3FGF （ FY(E’RJJR’’’JRJERJJRR’JRR(3Y） 和

=3LGG（FY(EEJERRERE’R’EJ’REEEJJ(3Y）作 为 上、

下游 引 物 进 行 I’= 扩 增，循 环 参 数 为：9G5 30P，
F:5 30P，4&5 GFP，30 个循环；4&5 4;HA。反应产

物经 21&7琼脂糖凝胶电泳检查。

!"’ 统计学分析

采用 )I)) 2010 [NO ^HA?N^P 进行统计学分析，

V _ 0102时，认为具有统计学意义。

( 结果

( )! 工程细胞系的建立

为了能够在细胞水平探讨登革病毒衣壳蛋白靶

向病毒灭活的应用，我们将构建的重组质粒 VB$%&’(
)* 转染 !"#&2 细胞，经压力筛选获得了可稳定表

达融合蛋白 %&’()* 的 工 程 细 胞 系 !"#$%&’()*。

表达的融合蛋白相对分子量大小约为 30 ‘%，%&’ 与

)*之间通过 : 个氨基酸相连接。同步建立了稳定

表达融合蛋白 %&’()*!的细胞系 !"#$%&’()*!用

作对照。)*!与 )* 相比存在两个氨基酸突变，可

导致 )* 核酸酶活性完全丧失［F］。在此基础上，用登

革病毒感染上述工程细胞系及正常 !"#&2 细胞，分

析登革病毒衣壳蛋白靶向灭活的抗病毒效果。

( )( 融合蛋白 *(+,-. 的装配活性鉴定

病毒感染后 F? 后，分别收集各细胞系培养上清

中产生的病毒颗粒，经蔗糖密度梯度离心纯化后，进

行 T>PU>OA SCNU 分析（图 2）。结果表明在 !"#$%&’(
)* 及 !"#$%&’()*!细胞中产生的病毒颗粒中均可

图 ! 子代病毒颗粒的 /012034 5672 分析

]HD,2 RAKCaPHP N[ VOND>Aa bHONAP [ON; ?>AD@>(HA[>BU>? B>CC B@CU@O>P Sa

T>PU>OA SCNU KPPKa ^HU6 ;RS L"L（R）KA? KAUHP>OK KDKHAPU )*（!）

E6> [@PHNA VONU>HAP %&’()* ^>O> HA?HBKU>? Sa K ?N@SC> KOON^ KA? %&’ K

PHADC> KOON^, <KA> 2 Q 3：I@OH[H>? bHOHNAP [ON; !"#$%&’()*，!"#$

%&’()*! KA? !"#&2 B>CC B@CU@O>P，O>PV>BUHb>Ca,

检测到能够同时被抗 %&’ 单抗 ;RS L"L 及抗 )* 血

清特异识别相对分子量约为 30 ‘% 的融合蛋白 %&’(
)* 的存在，而正常 !"#&2 细胞上清中仅可检测到

大小为 22‘% 的野生型 %&’。这说明在 !"#$%&’()*
及 !"#$%&’()*!细胞中增殖产生的子代病毒颗粒
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中分别存在相应的融合蛋白 !"#$%& 和 !"#$%&!。

也即融合蛋白 !"#$%&’!"#$%&!在野生型 !"# 组装

过程中被共组装入病毒颗粒内部。

!"# 装配入病毒颗粒内部的 $!%&’( 的核酸酶活

性分析

为进一步证实装配入病毒颗粒内部的融合蛋白

!"#$%& 仍具有核酸酶活性，能够对病毒基因组进行

降解，我们以噬菌体!()*+ ,-. !&/ 作为反应底物

进行体外 !&/ 消化试验。结果表明（图 "）在 012’
!"#$%& 细胞中增殖产生的病毒颗粒呈现出良好的

核酸酶活性，能够使 !&/ 降解。而且病毒颗粒经尿

素预处理后，核酸酶活性明显增强，这进一步证实了

融合蛋白 !"#$%& 被装配于病毒颗粒内部；同时经

3!4/ 处理去除 #5" 6 后，其核酸酶活性消失，这与

%& 的生化特性完全吻合。对照组 012’!"#$%&!及

012") 细胞中增值产生的子代病毒颗粒则无论进

行何种处理均不能呈现核酸酶活性。这些结果表明

装配入病毒颗粒内部的 !"#$%& 具有良好的核酸酶

活性，能够对病毒基因组进行切割。

图 ! 子代病毒颗粒中融合蛋白 $!%&’( 的核酸酶活性

分析

-789" /:5;<=7= >? :@A;B5=B 5AC7D7C< E< !" #!$%& !&/ F78B=C7>: 5==5<

%5GH;B= IBJB HJB$CJB5CBF I7CK LG>;’M @JB5（ ;5:B )）>J NG>;’M 3!4/
（;5:B L）9

!") 子代病毒颗粒中 $!%&’( 对基因组降解作用

为获得装配入病毒颗粒内部的融合蛋白 !"#$
%& 降解病毒基因组 ,&/ 的直接证据，我们通过 ,4$
O#, 的方法，对子代病毒颗粒中完整基因组的含量

进行了分析。结果表明（图 L），012’!"#$%& 细胞中

产生的子代病毒颗粒与 012") 细胞及 012’!"#$%&
!细胞产生的子代病毒颗粒相比较，完整基因组

,&/ 的含量至少下降了 )P" Q )PL。这说明，装配入

病毒颗粒内部的具有核酸酶活性的 !"#$%& 能够与

病毒基因组“接触”并使其降解，显示出潜在的抗病

毒能力。

图 # 子代病毒颗粒中完整基因组含量分析

-789L /:5;<=7= >? A>:CB:C >? ?@;; 8B:>GB ,&/ E< ,4$O#,

)Q +：,B=@;C >? ,4$O#, ?J>G HJ>8B:< D7J7>:= ,&/ 5:F )P R ) Q )P R L

F7;@CBF ,&/ JB=HBAC7DB;<；S：!&/ S5JTBJ 9

! *+ 融合蛋白 $!%&’( 对登革病毒增殖的抑制

为进一步观察登革病毒衣壳蛋白靶向病毒灭活

策略的抗病毒效果，收集病毒感染后 " Q UF 各细胞

系中产生的子代病毒颗粒并测定其感染性滴度。结

果表明（图 +）012’!"#$%& 细胞中产生的子代病毒

感染性滴度明显降低。统计学分析表明 H 值远小于

PVP)，各组间具有显著差异。病毒感染 NF 后 012’
!"#$%&!细胞中产生的病毒（!"#$%&!组）与正常

012") 细胞（S>AT 组）中产生的病毒感染性滴毒差

异仅在 " Q + 倍之间，而 012’!"#$%& 细胞中产生的

病毒（!"#$%& 组）与 S>AT 组相比，感染性滴度下降

倍数高达 )PL Q )P+，显示出很强的抗病毒效果。

图 ) 融合蛋白 $!%&’( 的抗病毒效果

-789+ /:C7D7J5; B??BAC >? !"#$%& ?@=7>: HJ>CB7: 7: 012 AB;; A@;C@JB=

# 讨论

理论上讲，衣壳蛋白靶向病毒灭活策略与目前

流行的基于核苷酸水平的抗病毒策略（如反义核酸、

核酶、,&/7 等）相比，具有明显的优势。首先，蛋白

质形式的核酸酶比核酶及 =7,&/ 稳定，抗病毒效率

更高；即使只有一个核酸酶分子被装配于病毒颗粒
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内部，也能够降解病毒基因组使其感染性丧失。同

时，丧失感染性的“病毒样颗粒”能够有效诱导机体

的免疫反应，产生特异抗体，起到免疫保护的作用。

其次，衣壳蛋白在病毒复制及组装过程中不可或缺，

能够有效避免逃避免疫突变体的产生［!］。更为重要

的是该策略应用前景更为广阔，可通过基因治疗、转

基因动物甚至重组蛋白药物等多种形式应用于病毒

性疾病的防治。因而该策略一经问世就显示出强大

生命力，目前在抗 "#$［%，&］、"’$［(，)*］及 +,$［))，)-］等领

域均进行了深入研究。./012344 等［)5］应用该策略

成功培育出了抗鼠白血病转基因小鼠，与正常小鼠

相比转基因小鼠在攻击鼠白血病病毒后，血液中的

病毒滴度降低了 )* 倍以上，生存时间延长了近 5
倍，脾肿大等症状也得到明显缓解。这些研究为探

讨 67$# 策略在其他病毒模型中的应用奠定了基础。

本研究表明，与登革病毒衣壳蛋白融合表达的

具有核酸酶活性的 .8 能够在野生病毒组装过程中

装配入子代病毒颗粒内部，并能在病毒成熟后降解

其基因组 98:，导致其感染性明显降低。本研究采

用的抗病毒蛋白 .8 是由金黄色葡萄球菌分泌的一

种广谱核酸酶，能够对 ;8: 或 98: 进行切割，其核

酸酶活性严格依赖于 63- < 浓度。真核细胞内 63- <

浓度一般在纳摩级水平，.8 在该浓度下活性几乎为

零，因而不会对宿主细胞造成伤害，目前已有较多研

究［)=］表明 .8 对于哺乳动物细胞不具毒性。而人类

血液及其他细胞外体液中，63- < 浓度一般在毫摩级，

.8 能够非特异的降解 ;8:>98:［)?］。

稳定表达 ;-6@.8 的细胞与正常 ’"A-) 细胞相

比较，可导致增殖产生的子代病毒的感染性急剧降

低（)*5 B )*= ），显示出良好的抗病毒效果。研究中

同时发现，阴性对照 ;-6@.8!也呈现出轻微的抗病

毒效果，并具有显著意义。估计这种病毒感染性的

降低是由于子代病毒空间结构的改变造成的。病毒

的感 染 性 与 病 毒 颗 粒 的 正 确 组 装 及 成 熟 密 切 相

关［)!］。相对于野生型衣壳蛋白而言，与 .8 及 .8!
融合的衣壳蛋白有可能会影响子代病毒正常的形态

发生过程，进而导致感染性的降低。事实上，;-6@
.8 的抗病毒效果应由两个方面累加造成，主要原因

是 .8 对基因组 98: 的降解，空间结构的改变也有

着轻微的影响。

尽管，本研究表明衣壳蛋白靶向病毒灭活策略

具显示出良好的抗病毒效果。然而该策略要真正应

用于人类抗病毒感染，仍有许多问题有待解决。除

了要改进基因导入系统以外，首先要考虑的是在体

内证实该策略的可行性。在本研究的基础上，培育

表达 ;-6@.8 的转基因小鼠动物模型，研究其在体

内的抗病毒效果将是此后登革病毒衣壳蛋白靶向抗

病毒作用研究的重点。
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