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摘 要：利用 E24F0E 方法，从人 G.H’ 亚型禽流感病毒安徽株扩增到了 HI’ 基因，对其进行了克隆、序列测定和分

析，并在原核系统高效表达和纯化了 HI’ 蛋白。进化分析表明，JKJ,;+8K%’K$%%. 毒株与近些年国内分离的水禽

G.H’ 病毒进化关系更为接近。HI’ 与福建、湖南分离的禽流感病毒同源性最高，分别达到 //L’M和 /(L$M。序列

分析表明，与病毒的致病性相关的 /$ 位氨基酸为 J:>，与病毒的细胞因子抗性相关的 (% ) (! 位氨基酸发生缺失，与

断裂K多聚腺苷酸化特异性因子结合的基序改变为 NO5PH，和病毒致死性相关的 FQ 基序为 5I5R。随后在大肠杆

菌高效表达并纯化了 HI’ 蛋白。HI’ 基因及其编码产物的特性分析以及在原核系统的表达，为进一步研究 HI’ 的

致病机制和抗病毒药物研制奠定了基础。

关键词：禽流感病毒；G.H’；HI’
中图分类号：S"(&；S/# 文献标识码：J 文章编号：%%%’4&$%/（$%%"）%#4%!’(4%.

J 型流感病毒基因组包含 ( 个片段。HI 是其

中最小的一个片段，在病毒复制时被翻译为一个共

线性 6EHJ，最终翻译为 HI’ 和 HI$（或 H5F）两个蛋

白［’］。其中，HI’ 蛋 白 通 过 结 合 多 聚 腺 苷 酸 化 的

EHJ和小核 EHJ（:6733 ,+@3-7T EHJ:，:,EHJ）、阻止

前 6EHJ 的剪切、抑制宿主细胞 6EHJ 的多聚腺苷

酸化，而在病毒的复制和毒力中发挥重要作用［$］。

其 EHJ 结合活性是基于两个功能区的相互作用：H
末端的 ’/ ) #( 位氨基酸为 EHJ 结合域，负责结合

6EHJ 的 >A39（J）；’#! ) ’&’ 位氨基酸为效应域，阻

止 6EHJ 的核输出。通过 EHJ 结合域和断裂K多聚

腺苷酸化特异性因子（01IO），使双链 EHJ 被隔离开

来；通过效应域抑制多聚腺苷酸化结合蛋白 U，而这

对 EHJ 结合域的作用是关键的。基于这些区域的

作用，HI 蛋白能使病毒逃避宿主细胞的免疫防御，

抑制 干 扰 素 及 肿 瘤 坏 死 因 子 等 介 导 的 抗 病 毒 作

用［#，!］。

迄今发现的流感病毒有 ’& 个 GJ 亚型、/ 个 HJ
亚型。其中，G.H’ 亚型流感病毒不仅感染禽，而且

还可感染包括人在内的哺乳动物。自 ’//" 年在香

港发现首例人感染 G.H’ 亚型流感病毒以来，随后

又在许多国家和地区发生人感染病例的报道。$%%.
年 ’% 月，我国安徽省发生首例确证的人感染 G.H’
亚型禽流感［.］。G.H’ 型禽流感病毒的一个重要特

征就是很快地在呼吸道系统产生广泛的病变。这种

临床特征暗示，宿主细胞感染病毒后，病毒很快就增

殖到高滴度，并在细胞间传播。已知 HI’ 是 U 型干

扰素等参与抗病毒作用细胞因子的拮抗物，HI’ 是

否参与了这例病毒感染的进程？为此，本研究克隆

了这株病毒的 HI’ 基因，对其及编码蛋白的特性进

行了解析，以期初步阐明我国人感染 G.H’ 型禽流

感病毒的 HI’ 的分子生物学背景；随后在原核系统

中将 HI’ 基因进行表达和纯化，为 HI’ 功能研究和

基于 HI’ 的抗病毒药物的研制奠定基础。

$ 材料和方法

$&$ 材料

$&$&$ 菌 株、质 粒 和 毒 株：大 肠 杆 菌（ !"#$%&’#$’(
#)*’）VG.!和 1Q$’（V5#）由本室保存；>N5W42-7:9 为

FTA6-C7 公 司 产 品；原 核 表 达 载 体 >S54(%Q 购 自

S87C-,（N-T6-,9）；JKJ,;+8K%’K$%%. 病毒由国家流感

中心提供。



!"!"# 试剂和仪器：!"# $%&&’(、!" #$% 聚合酶为

)%*%+% 产品；亲和层析填料 ,-’$%./01 2’3-%(45’ 66
购自 7-%(8%9/% 公司；+"%’%5: 8/0/ */. 为 ;/%1’0 公司

产品；2<3’( 59(/3.! +) */.、=’09-8%(>)? 3(’@5.%/0’&
3(4.’/0 8%(>’( 为 A0B/.(14’0 公司产品；低分子量蛋白

质 ?%(>’( 购自华美公司。兔抗山羊 A1C@D+ 购自中

杉金桥公司。其它试剂均为国产分析纯试剂。

!"# 病毒 $%& 的提取及 $’()*$
将已经鉴定的病毒接种 EF 日龄鸡胚。GGH培

养 IJ- 后收集鸡胚尿囊液，利用 +"%’%5: 8/0/ */.，提

取病毒 +"#。提取的 +"# 按 A0B/.(41’0 5<3’( 59(/3.!
+) */. 的说明进行反转录。转录得到的 9!"# 产物

进 行 7,+ 扩 增。 引 物 序 列 为 KL@CC#),,
C#)),,##,#,)C)C),@GL（划线部分为 &$’D"位

点）和 KL@,)C,#C))###,)),)C#,) ,##))C@GL（划

线部分为 ()*"位点），7,+ 反应条件：MKH K8/0；

MKH E8/0，KNH GF5，OPH E8/0，共 GF 个循环；OPH
K8/0。扩增得到的 7,+ 产物经 EQ 琼脂糖凝胶纯

化，克隆到 3CR?@)’%5: 载体，命名为 3CR?@"2E。重

组克隆经限制性内切酶鉴定后，送上海生工生物工

程公司测序。

!"+ %, 基因的序列测定及序列分析

由上海生工生物工程公司在 #=AGOO 核酸序列

测定 仪 上 测 定 !"# 序 列。利 用 S’9.4( ")A EFTF
%&B%09’（A0B/.(41’0）和 !"#5.%( U%5’(1’0’ NTF（,$<5.%$
V）软件包，将得到的 !"# 序列与流感病毒序列数

据库（-..3：WWXXXY Z$< Y $%0$ Y 14BW）下载的序列进行比对

和序列分析，并利用 ?’1% GTE 软件构建进化树。随

后根据同源建模原理，预测 "2E 的三级结构。

!"- %,! 基因在原核系统的表达

先进行小量表达鉴定。利用 &$’D"和 ()*"
自 3CR?@"2E 切下后，与经同样酶消化的 3;R@JFU
载体进行连接，得到表达质粒。将该质粒转化大肠

杆菌 !DK#菌株，提取质粒。经酶切和序列分析正

确后，转化大肠杆菌 =UPE（!RG）菌株。过夜培养后，

挑取单个菌落接种于 G8U U= 培养基，过夜培养后，E
[EFF 转接到 G8U U= 培养基继续培养。+,NFF 达到

FTN \ FTJ 时，加入终浓度为 E884$WU 的 A7)C，GOH诱

导培养 I-。以 EPQ的聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定是

否有蛋白质表达。

大量表达获得目的蛋白。接种菌液至 EFF8U
U= 培养基中，GOH 培养 ETK-。+,NFF达 E YK 左右，加

入 A7)C 至 E884$WU，GOH 诱导 I-。JFFF(W8/0 离心

EF8/0，收 集 菌 体。超 声 破 碎 后，EPFFF(W8/0 离 心

GF8/0，上清和重悬后的沉淀分别进行 2!2@7#CR 分

析。若表达在沉淀中，进一步进行包涵体洗涤。

!". 重组蛋白的纯化

重组蛋白 " 端融合表达了 D/5 标签，因此利用

金属螯合层析进行纯化。先以 FTP84$WU 硫酸镍溶

液处理 ;/%1’0 ,-’$%.’/01 5’3-%(45’ 填料，得到金属螯

合层析介质，以 EF 个床体积的溶液 #（KF884$WU )(/5
·,E，EFF884$WU "%,$，N84$WU 盐酸胍，EF884$WU 咪唑，

3DJTPN）充分平衡填料。将要纯化的蛋白粗品（包涵

体）用溶液 # 裂解，然后摇床上轻摇，混合介质与蛋

白达 G-。装柱后，以溶液 # 洗脱 K 个床体积，溶液 =
（KF884$WU )(/5·,E，EFF884$WU "%,E，N84$WU 盐酸胍，

PF884$WU 咪唑，3DJTPN）洗脱 K 个床体积，随后用 K
个床体积溶液 ,（KF884$WU )(/5@,E，EFF884$WU "%,E，

N84$WU 盐酸胍，EFF884$WU 咪唑，3DJTPN）洗脱。根

据紫外检测仪和记录仪，收集各峰，2!2@7#CR 鉴定

目标 蛋 白。经 鉴 定 的 蛋 白，在 含 I84$WU、P84$WU、

E84$WU、FTK84$WU、F84$WU 的 盐 酸 胍 蛋 白 复 性 液

（KF884$WU )(/5@,$，FTK884$WU R!)#，KF884$WU "%,$，
KQ甘油，K884$WU 还原性谷胱苷肽，P884$WU 氧化型

谷胱苷肽）中依次透析过夜，将蛋白复性。

!"/ 重组蛋白的蛋白印迹检测

按常规方法操作，将纯化和复性后的蛋白样品

经 2!2@7#CR 后转移到硝酸纤维膜进行杂交。一抗

为山羊 # 型流感病毒 "2E 多抗（2%0.% ,(<]），二抗为

兔抗山羊 A1C@D+。

# 结果

#"! 推导的 %,! 氨基酸序列及其进化分析

将 "2E 克隆至 3CR?@)’%5: 载体后，挑取 G 个克

隆送测序。经分析，G 个克隆的序列未见差异，该株

病毒的 "2E 基因全长 NOJ^3，编码 PPN 个氨基酸，大

小为 PO>!%。将 其 氨 基 酸 序 列 与 国 外 分 离 的 人

DK"E 禽流感毒株及国内分离的 DK"E 毒株的 "2E
序列进行比对。结果显示，"2E 比较保守，但是对病

毒的生物学特性有影响的一些关键序列均有所变

化。与 #WD*WEKNWMO 相比，被认为对病毒毒力有影

响的 MP 位由 C$< 突变为 #53。并且在 JF \ JI 位

（)A#2S）发生 K 个氨基酸的缺失。同时发现 EJI \
EJJ 位（CURV"）基序突变为 C6RV"，即 U’< 突变为

7-’，该基序被认为对断裂和多腺苷酸化特异性因子

（,=26）与 +"# 结合结构域的结合有关键作用。和

近些年在东南亚分离到的高致病性禽流感病毒类

似，该例高致病性 DK"E 人禽流感病毒 "2E 蛋白 ,

MEI程从升等：人 DK"E 亚型禽流感病毒安徽株 "2E 基因的克隆及在原核系统的表达 Y W微生物学报（PFFO）IO（G）



末端结合 !"# 结构域的 !$ 基序为 %&%’。

同源性分析（图略）表明，()(*+,-)./)0..1 毒株

的 2&/ 与 ()",34)5,*6*)/7.)0..1、()",34 )8,9-6*)
/:;<).1 的同源性最高，分别达到 ==>/?和 =@>0 ?。

而与 /==: 年分离的人禽流感毒株的 2&/ 的同源性

则只有 @@>/?。()(*+,-)./)0..1 与鸭源 512/ 亚型

病毒的进化密切相关，在进化关系上更倾向于禽源

流感病毒，而与最早报道的人禽流感病毒 ()5A)
/17)=: 表现出截然不同的进化特点。不同种属之间

2&/ 的进化特性有所区别。家禽、猫科动物和猪分

别表现出不同的进化特点，而东南亚分离毒株更趋

近于猫科动物。年代的变更对病毒的进化特性也有

影响。0... 年分离的鸭 512/ 病毒和 0..1 年分离

的鸭 512/ 病毒其遗传距离明显增加（图 /）。

图 ! "#"$%&’#(!#)((* 与其它 +*,! 亚型毒株的 ,-! 基因进化分析

8-BC/ !+DEFBG*H-3 6*6EDI-I FJ 2&/ FJ ()(*+,-)./)0..1 6*K FH+GL IHL6-*I

图 ) "#"$%&’#(!#)((* 毒株 ,-! 三级结构预测

8-BC 0 !LGK-36H-F* FJ HGLH-6LD IHL,3H,LG FJ 2&/ FJ ()(*+,-)./)0..1

IHL6-* M6IGK F* -*K,3GK 6N-*F 63-K IGO,G*3GC

).) ,-! 的三级结构预测

根据 PFL*+FEKH 等的 2&/ 模型［7］和测序结果，采

用同源建模原理，预测了 ()(*+,-)./)0..1 的 2&/ 三

级结构（图 0）。2&/ 以一个二聚体发挥作用。每个

单体包括 : 个!链和 0 个"螺旋。除最后一个!链

外，7 个!链形成反向平行的!折叠。7 个!链围绕

在"螺旋的周围，其间通过扭转的!折叠和"螺旋

的疏水相互作用而维持构象。

)./ 重组克隆的鉴定

将 2&/ 以 2Q末端融合的方式亚克隆到 RS%Q@.$
载体的 !"#5#和 $%&#位点之间。以 !TU 验证阳

性克隆，并送测序。测序结果表明读码框正确。以

!"#5#和 $%&#酶切后，能切出 <>@4M 的载体片段

和 7:@MR 的目的片段。证明 2&/ 已成功克隆到原核

表达载体。

).0 ,-! 在大肠杆菌的表达

将鉴定正确的重组质粒转化 P$0/（"%;）菌株，

挑取单个克隆小规模表达，分别收集上清和菌体沉

淀，进行 &"&Q!(V% 鉴定。结果显示，融合了 7 个

5-I 标签的 2&/ 大小为 ;.4"6 左右，符合预期设计大

小，且以包涵体形式存在（图 ;，泳道 ;）。再将表达

的规模放大到 /..N$，2&/ 能高效表达，表达量占菌

体蛋白总量的 ;.?以上。

).* ,-! 蛋白的纯化和免疫原性鉴定

大量表达的 2&/ 经 &"&Q!(V% 分析确证后，收

集菌体，超声裂解得到包涵体。将其充分洗涤，发现

.0< T5%2V TF*BQI+G*B ’& "( C ))*&" +,*-./,.(.0,*" 1,2,*"（0..:）<:（;）



杂蛋白明显减少（图 !，泳道 "）。再将该蛋白通过金

属螯合层析进一步纯化，在 #$$%%&’() 的咪唑洗脱

下，目的蛋白能被充分洗脱下来。最后回收的蛋白

纯度高达 *$+以上（图 ! 泳道 #）。利用蛋白免疫印

迹对其进行鉴定，结果可以看到一条大小约 !$,-.
的条带（图 ! 中泳道 /），证明其具有良好的免疫学

活性。

图 ! "#$ 在大肠杆菌的表达及蛋白免疫印迹鉴定

0123! 4-456789（7）.:; <=>?=@: A’&?（B）.:.’C>1> &D =EF@=>>1&: &D

G4# 1: !""#（#$!）3H3 )&I %&’=JK’.@ I=12L? %.@,=@；# M NO P:;1J.?=;

FK@1D1=; G4#，1:J’K>1&: A&;C &D G4#，1:;KJ=; J@K=’ ’C>.?= &D G4# .:;

K:1:;KJ=; ’C>.?=，@=>F=J?1Q=’C；R .:; /OB=:JL%.@,SH F@=5>?.1:=; F@&?=1:

%.@,=@ .:; . !$,-. A.:; &D G4# @=>F=J?1Q=’C3

! 讨论

该研究分析了 7(7:LK1($#("$$R 毒株的进化特

点。结果显示，7(7:LK1($#("$$R G4# 基因与水禽的

进化关系相当密切，由此推测其更可能起源于水禽

TRG# 亚型流感病毒。这也部分证实了以前的结论，

即水禽在 TRG# 亚型禽流感病毒的传播链中扮演了

重要的角色［U］。因此控制水禽 TRG# 的感染，可能

对人禽流感疫情的控制有重要作用。而其与迁徙的

鸟类遗传距离却相对大，故推测其起源于迁徙的鸟

类的可能性比较小。G4# 基因种属差异性明显，这

对于研究禽流感病毒跨种属传播的机制可能有所启

示。

7(7:LK1($#("$$R 毒株的 G4# 的某些与病毒致病

性相关 的 序 列 表 现 出 新 的 特 点。已 知 高 致 病 性

TRG# 禽流感病毒的 G4# 蛋白的 *" 位 7>F 突变为

8’K 以及 U$ M UN 位氨基酸残基的缺失，能增强病毒

毒力或者提高对细胞因子的抗性［* M ##］。但是，导致

感染病例死亡的 7(7:LK1($#("$$R 毒株，其 *" 位氨

基酸仍然是 7>F。由此揭示，*" 位的氨基酸，对 7(
7:LK1($#("$$R 毒株的致病性可能并非必需的。*"
位的氨基酸和病毒毒力的相关性尚须进一步研究。

序列比较结果显示，除 7(TV(#R/(*W 等毒株以

外，包括 7(7:LK1($#("$$R 在内的其它 #W 个毒株的

U$ M UN 位均发现 R 个氨基酸残基 X SP74Y 的丢失。

SP74Y 是 ZB- 和效应域间的柔性连接肽。这些氨

基酸残基的缺失，可能使 G4# 结构更加紧凑，从而

使 ZB- 更 为 稳 定，导 致 同 ;>ZG7 的 结 合 能 力 增

强［#"］。SP74Y 的缺失，对病毒提高对细胞因子的抗

性有显著意义。

7(7:LK1($#("$$R 毒株 G4# 蛋白的另一个特点

是，其 [ 末端存在一个结合 6-\ 结构域的基序———

6) 基序（949Y）。6) 基序与 6-\ 结构域结合以后，

能破坏含 6-\ 结构域的蛋白质参与的细胞信号通

路，从而导致病毒的高致死率，这可能也是该株病毒

表现出高致死率的因素之一。而对人的致死率较低

的病毒，其 G4# 蛋白的 6) 基序为 Z4VY，不能和

6-\ 结构域发生相互作用。因此，6) 基序也成为区

别高致病性和低致病性流感病毒的标志之一［#!］，并

可能成为潜在的药物靶点。

进一步对 7(7:LK1($#("$$R 的 G4# 蛋白的三级

结构进行解析，发现 G4# 二聚体通过每个单体 G5端
的第一个!链连接。这些!链沿着两个单体的界面

形成了连续的反向平行折叠，从而形成了一个对称

轴。两聚体的相互作用形成了连续的扭转的反向平

行!折叠，旁边则是每个单体末端的"螺旋。被认

为与 流 感 病 毒 的 毒 力 相 关 的 *" 位 氨 基 酸（7>F(
8’K），就位于结构上不稳定的裂缝中。并以氢键与

4=@#*R和 SL@#*W 结合。这些残基的磷酸化使 G4#
不稳定，诱导了细胞凋亡，从而使 QZG6 从胞核输

出。7(TV(#R/(*W 毒株中，-*" 突变为 9*"，降低了

G4# 的磷酸化程度，使病毒的生命周期延长，-*"9
突变，增强了 G4# 对 ;>ZG7 的结合能力，提高了病

毒对细胞因子的抗性。但是在 7(7:LK1($#("$$R 等

毒株中，*" 位 7>F 没有发生突变，证明其对 G4# 的

三级结构影响可能不大，G4# 对宿主细胞的毒力和

对细胞因子的抗性需要更多因素的协同作用。

对结合 [B40 起关键作用的残基 8)9<G 位于

大的"螺旋基部。每个二聚体的两侧都有 [B40 的

结合位点。表明 G4# 的每个二聚体结合 " 个 [B40
亚单位，这就解释了 G4# 为何能高效地拦截成熟

%ZG7 的外输。分析 7(7:LK1($#("$$R 毒株的这个基

序，发现 ) 突变为 0，即通过 809<G 与 [B40 结合。

至于这个位置氨基酸残基的变化，对病毒的特性会

造成什么影响，有待研究。由此可见，该病毒的 G4#
基因的生物学特征值得更深入地进行研究。

由上述序列分析结果可见，G4# 具有保守性，而

#"N程从升等：人 TRG# 亚型禽流感病毒安徽株 G4# 基因的克隆及在原核系统的表达 3 (微生物学报（"$$W）NW（!）



且其为 !"# 结合蛋白，为此选用了 $%&’() 公司的

*$+,-./ 表达载体，在大肠杆菌高效表达并纯化了

我国首例人感染禽流感病毒的 "01 蛋白，为下一步

筛选靶向 "01 蛋白的 !"# 适配子和基于 "01 蛋白

的基因功能分析奠定了基础。
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