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新城疫病毒基质蛋白与禽细胞核磷蛋白 Ｂ２３􀆰 １ 在 ＨＥＫ￣２９３Ｔ
细胞中的相互作用

段志强ꎬ陈坚ꎬ何亮ꎬ许海旭ꎬ李群辉ꎬ胡顺林ꎬ刘秀梵∗

扬州大学ꎬ农业部畜禽传染病学重点开放实验室ꎬ扬州　 ２２５００９

摘要:【目的】探讨新城疫病毒(Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬＮＤＶ)基质(ｍａｔｒｉｘꎬＭ)蛋白和禽细胞核磷蛋白 Ｂ２３􀆰 １
在 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞中的相互作用ꎮ 【方法】分别参照 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＮＤＶ ＪＳ / ５ / ０５ / Ｇｏ 株全基因序列(ＪＮ６３１７４７)
和禽细胞核磷蛋白 Ｂ２３􀆰 １ 基因序列(ＮＭ＿２０５２６７)ꎬ设计、合成扩增 Ｍ 基因和 Ｂ２３􀆰 １ 基因的引物ꎬ利用 ＲＴ￣
ＰＣＲ 扩增出 Ｍ 基因和 ＤＦ１ 细胞的 Ｂ２３􀆰 １ 基因ꎬ分别克隆至真核表达载体获得重组表达质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｍ、
ｐＣＭＶ￣ＨＡ￣Ｍ 和 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ꎻ将 ｐＥＧＦＰ￣Ｍ 和 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 共转染 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞ꎬ利用荧光显微镜观察

Ｍ 蛋白与 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白的共定位ꎻ利用免疫共沉淀(Ｃｏ￣ＩＰ)技术进一步验证两种蛋白的相互作用ꎮ 【结果】
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明构建的重组质粒在转染的 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞中正确表达ꎻ荧光显微镜观察显示 Ｍ 蛋白与

Ｂ２３􀆰 １ 蛋白在核仁具有共定位特征ꎻＣｏ￣ＩＰ 进一步证实两者能发生相互作用ꎮ 【结论】ＮＤＶ Ｍ 蛋白与禽细胞

核磷蛋白 Ｂ２３􀆰 １ 存在相互作用ꎬＭ 蛋白可能通过与 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白的相互作用进入核仁ꎮ
关键词:新城疫病毒ꎬ基质蛋白ꎬ核磷蛋白 Ｂ２３􀆰 １ꎬ蛋白相互作用
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　 　 新城疫病毒(Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＮＤＶ)属

于副黏病毒科禽腮腺炎病毒属成员ꎬ是有囊膜、单股

负链不分节段的 ＲＮＡ 病毒ꎬ其基因组结构为 ３'̄ ＮＰ￣
Ｐ￣Ｍ￣Ｆ￣ＨＮ￣Ｌ￣５'ꎬ编码的 ６ 种结构蛋白主要涉及病毒

ＲＮＡ 的转录和复制、病毒粒子的装配和病毒进入细

胞 [１ － ２]ꎮ 基质(ｍａｔｒｉｘꎬＭ)蛋白是 ＮＤＶ 编码的一种

非糖基化膜相关蛋白ꎬ在病毒粒子中含量最为丰富

且高度保守ꎬ主要位于病毒囊膜内表面ꎬ构成病毒囊

膜的支架[３ － ４]ꎮ Ｍ 蛋白在 ＮＤＶ 整个感染周期中扮

演着重要的角色ꎬ它不仅能抑制宿主细胞基因的转

录和翻译ꎬ协助子代病毒的组装和释放ꎬ还可抑制宿

主细胞表达固有促炎因子ꎬ促进病毒在体内复

制[５ － ８]ꎮ 对 Ｍ 蛋白的亚细胞定位研究表明ꎬＭ 蛋白

在病毒感染细胞的早期主要定位在细胞核和核仁ꎬ
其功能是通过抑制宿主细胞核糖体和蛋白质的合

成ꎬ优化病毒的复制与增殖[５]ꎮ
核磷蛋白 Ｂ２３ 是真核细胞核仁的主要蛋白组

分之一ꎬ在细胞有丝分裂的染色体周围以及在有丝

分裂末期前核仁体中大量存在的一种酸性氨基酸残

基富集的磷酸化蛋白ꎬ包括 Ｂ２３􀆰 １ 和 Ｂ２３􀆰 ２ 两种形
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式[９]ꎮ 其中 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白是一种多功能核仁蛋白ꎬ在
核糖体生物发生和细胞周期中起关键性作用ꎬ具有

核苷酸结合、核糖核酸酶和分子伴侣活性[１０]ꎮ 同

时ꎬＢ２３􀆰 １ 蛋白可通过核定位信号在细胞核与细胞

质之间穿梭ꎬ参与蛋白的核质间运输ꎮ 此外ꎬ研究还

证实 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白可以与具有核仁定位特征的蛋白

结合ꎬ如 ＨＩＶ￣１ 的 Ｒｅｖ 蛋白和 Ｔａｔ 蛋白ꎬ促进它们运

输到核仁[１１ － １２]ꎮ 早期研究发现 ＮＤＶ Ｍ 蛋白具有明

显的核仁定位特征ꎬ因此ꎬ我们推测 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白与

Ｍ 蛋白之间可能存在相互作用ꎬ参与了 Ｍ 蛋白的核

仁定位ꎮ
本研究通过构建表达 ＮＤＶ Ｍ 蛋白和禽细胞核

磷蛋白 Ｂ２３􀆰 １ 的真核表达载体ꎬ通过共转染 ＨＥＫ￣
２９３Ｔ 细胞ꎬ首先通过荧光显微镜直接观察到 Ｍ 蛋

白与 ＤＦ１ 细胞 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白存在明显的核仁共定位

特征ꎬ然后利用免疫共沉淀实验进一步证实两种蛋

白之间的相互作用ꎬ为后续鉴定 Ｍ 蛋白核仁定位信

号及阐明 Ｍ 蛋白的核仁定位机制提供基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 质粒、菌株和细胞株:真核表达载体 ｐＥＧＦＰ￣
Ｃ１ꎬ ｐＤｓＲｅｄ￣Ｃ１ꎬ ｐＣＭＶ￣ＨＡ 购 自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公 司ꎻ
ＮＤＶ ＪＳ / ５ / ０５ / Ｇｏ 毒株由扬州大学农业部畜禽传染

病学重点开放实验室保存ꎻＥ. ｃｏｌｉ ＤＨ５αꎬＤＦ１ 细胞

和 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞由本实验室保存ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和仪器:ＴＲＩｚｏｌꎬＭ￣ＭＬＶ 反转录酶ꎬ
ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合酶ꎬＴ４ ＤＮＡ 连接酶购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎻ限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠꎬ ＳａｌⅠꎬ ＸｈｏⅠ购自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎻ质粒小提试剂盒购自 Ｑｉａｎｇｅｎ 公司ꎻ
抗 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白单克隆抗体购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ抗
ＧＦＰ 鼠单克隆抗体ꎬ抗 ＨＡ 鼠单克隆抗体ꎬＰｒｏｔｅｉｎ Ａ
＋ Ｇ Ａｇａｒｏｓｅ 购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＨＲＰ 标记山羊抗鼠

ＩｇＧ ( Ｈ ＋ Ｌ ) 购 自 Ｓｉｇｍａ 公 司ꎻ ＦｕＧＥＮＥ 􀳏 ＨＤ
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎻ其它试剂均为

国产或进口分析纯ꎮ 凝胶成像仪、ＰＣＲ 仪、ＤＮＡ 电

泳仪、蛋白电泳仪购自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ倒置荧光显微

镜购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 Ｍ 基因和 Ｂ２３􀆰 １ 基因的引物设计及 ＲＴ￣ＰＣＲ
扩增

分别根据 ＮＤＶ ＪＳ / ５ / ０５ / Ｇｏ 株全基因组序列

(序列号 ＪＮ６３１７４７)和鸡的 Ｂ２３􀆰 １ 基因序列(序列号

ＮＭ＿２０５２６７) 设计扩增 ＮＤＶ Ｍ 基因和 ＤＦ１ 细胞

Ｂ２３􀆰 １ 基因 ＯＲＦ 序列的特异性引物ꎬ用于将 Ｍ 基因

和 Ｂ２３􀆰 １ 基因构建到真核表达载体中ꎮ 引物序列

见表 １ꎬ由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成ꎮ 按照 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒说明书分别从 ＮＤＶ ＪＳ / ５ /
０５ / Ｇｏ 株鸡胚尿囊液和 ＤＦ１ 细胞中提取 ＲＮＡꎬ运用

ＲＴ￣ＰＣＲ 技术扩增出 Ｍ 基因和 Ｂ２３􀆰 １ 基因ꎮ

表 １. 构建重组表达质粒所用引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄｓ
Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′) Ｓｉｚｅ / ｂｐ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓａ

ＧＦＰ￣Ｍ￣Ｆ ＴＣＧＧＡＡＴＴＣＡＡＴＧＧＡＣＴＣＡＴＣＣＡＧ
１１１５

ＥｃｏＲⅠ
ＧＦＰ￣Ｍ￣Ｒ ＧＣＡＧＴＣＧＡＣＴＴＡＴＴＴＣＣＴＧＡＡＡＧＧ ＳａｌⅠ
ＨＡ￣Ｍ￣Ｆ ＴＴＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＧＧＡＣＴＣＡＴＣＣ １１１５ ＥｃｏＲⅠ
ＨＡ￣Ｍ￣Ｒ ＧＣＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＴＣＣＴＧＡＡＡＧ ＸｈｏⅠ

Ｒｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １￣Ｆ ＡＧＣＴＣＧＡＧＡＧＡＴＧＧＡＧＧＡＣＡＧＣＧ ９０７ ＸｈｏⅠ
Ｒｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １￣Ｒ ＧＣＧＡＡＴＴＣＴＣＴＴＡＣＡＧＡＧＴＣＴＧＴＣ ＥｃｏＲⅠ

ａ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ａｒｅ ｇｉｖｅｎ ｉｎ ｉｔａｌｉｃｓ.

１􀆰 ３ 　 ｐＥＧＦＰ￣Ｍ、 ｐＣＭＶ￣ＨＡ￣Ｍ 和 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １
重组表达质粒的构建

将上述所获基因片段与真核表达载体 ｐＥＧＦＰ￣
Ｃ１、ｐＣＭＶ￣ＨＡ 和 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｃ１ 分别用 ＥｃｏＲⅠ和 Ｓａｌ
ⅠꎬＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠꎬＸｈｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切后ꎬ经
琼脂糖凝胶回收酶切产物ꎬ连接转化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α
感受态细胞ꎬ３７℃过夜培养后ꎬ挑取单菌落提取质粒

ＤＮＡꎬ酶切鉴定正确后送南京金斯瑞生物科技有限

公司测序ꎮ
１􀆰 ４　 重组表达质粒的转染

按 ＦｕＧＥＮＥ 􀳏 ＨＤ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明

书操作步骤将重组表达质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｍꎬ ｐＣＭＶ￣
ＨＡ￣Ｍ 和 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 分 别 或 共 转 染 ＨＥＫ￣
２９３Ｔ 细胞ꎮ

１３７
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１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析蛋白的表达

于转染后 ３６ ｈ 收集 ｐＥＧＦＰ￣ＭꎬｐＣＭＶ￣ＨＡ￣Ｍ 和

ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 分别转染的 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞ꎬ同时设

空载体转染的细胞作为对照ꎬ将细胞处理后进行

１２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ电转移至硝酸纤维素膜上ꎻ用
５％脱脂乳 ４℃ 封闭过夜后ꎬ加入 １ ∶ ３０００ 稀释的

ａｎｔｉ￣ＧＦＰ 或 ａｎｔｉ￣ＨＡ 鼠单克隆抗体于 ３７℃孵育 ２ ｈꎻ
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后ꎬ加入 １∶ ５０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的

羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗于 ３７℃孵育 １ ｈꎻＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后

显色ꎮ
１􀆰 ６　 荧光共定位实验

将重组质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｍ 和 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 共转染

ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞ꎬ培养 ２４ － ４８ ｈ 后ꎬ用预冷的 ４％ 多

聚甲醛室温固定 ２０ ｍｉｎꎻ ＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ用 ０􀆰 ２５％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 透化处理细胞 ５ ｍｉｎꎻＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ加入

ＤＡＰＩ 染细胞核 １０ ｍｉｎꎻＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ自然干燥后ꎬ利
用荧光显微镜观察融合蛋白的定位ꎮ
１􀆰 ７　 免疫共沉淀实验

将重组质粒 ｐＣＭＶ￣ＨＡ￣Ｍ 和 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 共

转染 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞ꎬ培养 ４８ ｈ 后收获细胞ꎻＰＢＳ 洗

细胞 ３ 次ꎬ加入 １ × ＲＩＰＡ 细胞裂解液裂解细胞ꎬ冰
上作用 ２０ ｍｉｎꎻ离心后收集细胞裂解上清ꎬ加入２ μｇ
ａｎｔｉ￣ＨＡ 抗体ꎬ ４℃旋转混合过夜ꎻ加入 ４０ μＬ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ ＋ Ｇ Ａｇａｒｏｓｅ 继续混合 ３ ｈꎻ用预冷的 １ × ＲＩＰＡ 洗

涤 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ＋ Ｇꎬ重复 ５ 次后加入 ２０ μＬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
上样缓冲液煮沸 ５ ｍｉｎꎬ对蛋白样品进行 １２％ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳ꎬ用 ａｎｔｉ￣ＧＦＰ 抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 免疫

印迹分析ꎬ检测蛋白之间是否存在相互作用ꎮ 反之ꎬ
以 ａｎｔｉ￣ＧＦＰ 抗体进行免疫共沉淀ꎬ用 ａｎｔｉ￣ＨＡ 抗体

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｍ 基因和 Ｂ２３􀆰 １ 基因的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

设计适当引物ꎬ以 ＮＤＶ 和 ＤＦ１ 细胞 ＲＮＡ 反转录

后的 ｃＤＮＡ 为模板分别扩增出与 Ｍ 基因和核磷蛋白

Ｂ２３􀆰 １ 基因大小相符的目的条带ꎬ约为 １１００ ｂｐ 和 ９００
ｂｐꎬ分别与预期的 １１１５ ｂｐ 和 ９０７ ｂｐ 相符(图 １￣Ａ)ꎮ
２􀆰 ２　 重组表达质粒的酶切鉴定

重组表达质粒经过相应酶切后的琼脂糖凝胶电

泳结果显示:ｐＥＧＦＰ￣Ｍ 经双酶切后获得约 ４７００ ｂｐ
和 １１００ ｂｐ 的 ２ 个片段ꎻｐＣＭＶ￣ＨＡ￣Ｍ 经双酶切后获

得约 ３８００ ｂｐ 和 １１００ ｂｐ 的 ２ 个片段ꎻｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １
经双酶切后获得约 ４７００ ｂｐ 和 ９００ ｂｐ 大小的 ２ 个片

段(图 １￣Ｂ)ꎬ证实目的基因正确插入到载体中ꎮ 进

一步测序结果表明 Ｍ 基因和 Ｂ２３􀆰 １ 基因序列正确ꎬ
均未发生基因突变和开放阅读框移位ꎮ

图 １. Ｍ 基因和 Ｂ２３􀆰 １ 基因 ＰＣＲ 产物的电泳鉴定及其重

组表达质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｍ ｇｅｎｅ ａｎｄ
Ｂ２３􀆰 １ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ. Ａ: Ｍꎬ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅ １ ａｎｄ
２ꎬ ＰＣＲ￣ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｍ ｇｅｎｅꎻ ｌａｎｅ ３ꎬ ＰＣＲ￣ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｂ２３􀆰 １ ｇｅｎｅꎻ Ｂ:
Ｍꎬ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅ １ － ３ꎬ ｅｎｚｙｍｅ￣ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＧＦＰ￣
Ｍꎬ ｐＣＭＶ￣ＨＡ￣Ｍ ａｎｄ ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

２􀆰 ３　 融合蛋白的表达检测

重组质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｍ、ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １、ｐＣＭＶ￣ＨＡ￣
Ｍ 分别转染 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞后 ３６ ｈꎬ收获转染细胞

并制备蛋白上样样品ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ转移至

ＮＣ 膜ꎬ经过 ａｎｔｉ￣ＧＦＰ 抗体或 ａｎｔｉ￣ＨＡ 抗体孵育后进

行蛋白表达分析ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示:在空载体

转染的细胞中ꎬ只有标签蛋白表达ꎻ而融合蛋白表达

后均获得与预期大小相符的蛋白条带ꎬＥＧＦＰ￣Ｍ、
ＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 和 ＨＡ￣Ｍ 分别为 ６７、６５ 和４０ ｋＤａ(图
２￣Ａ 和 ２￣Ｂ)ꎮ
２􀆰 ４　 Ｍ 蛋白与 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白的共定位分析

重组质粒共转染 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞后 ２４ ｈꎬ利用

荧光显微镜观察融合蛋白在细胞中的分布特征ꎮ 结

果表明:在空载体转染的细胞中ꎬＥＧＦＰ 和 ＤｓＲｅｄ 均

匀分布在细胞质和细胞核(图 ３Ａ￣Ｄ)ꎻ而 ＥＧＦＰ￣Ｍ 主

要分布在细胞核和核仁中ꎬ并且与核磷蛋白 Ｂ２３􀆰 １

２３７
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图 ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测融合蛋白在 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞中的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＨＥＫ￣２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ. Ａ: Ｍꎬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌａｎｅ １ꎬ ＥＧＦＰ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎻ ｌａｎｅ ２ꎬ ＥＧＦＰ￣Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎻ ｌａｎｅ ３ꎬ ＤｓＲｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎻ ｌａｎｅ ４ꎬ ＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎻ Ｂ: Ｍꎬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒꎻ ｌａｎｅ １ꎬ ＨＡ￣Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄꎻ ｌａｎｅ ２ꎬ ＨＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ.

图 ３. 融合蛋白荧光共定位分析

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＥＫ￣２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ａ: ＥＧＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ
Ｂ: ＤｓＲｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｃ: ｎｕｃｌｅｉ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＤＡＰＩꎻ Ｄ: Ｔｈｅ ｍｅｒｇｅｄ ｉｍａｇｅ ａｍｏｎｇ Ａꎬ Ｂ ａｎｄ Ｃꎻ Ｅ: ＥＧＦＰ￣Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｆ: ＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １
ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｇ: ｎｕｃｌｅｉ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＤＡＰＩꎻ Ｈ: Ｔｈｅ ｍｅｒｇｅｄ ｉｍａｇｅ ａｍｏｎｇ Ｅꎬ Ｆ ａｎｄ Ｇ. Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｌｕｓ.

在核仁发生明显的共定位(图 ３Ｅ￣Ｈ)ꎮ
２􀆰 ５　 Ｍ 蛋白与 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白在细胞中的相互作用

Ｍ 蛋白与 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白在核仁发生共定位ꎬ提示

两者可能存在相互作用ꎮ 为了进一步证实两者在真

核细胞中具有相互作用ꎬ我们将重组质粒 ｐＣＭＶ￣
ＨＡ￣Ｍ 和 ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 共转染 ＨＥＫ￣２９３Ｔ 细胞后ꎬ
用 ａｎｔｉ￣ＨＡ 抗体和 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ＋ Ｇ 进行免疫共沉淀ꎬ以

ａｎｔｉ￣ＧＦＰ 抗体通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测共沉淀蛋白质ꎮ
反之ꎬ用 ａｎｔｉ￣ＧＦＰ 抗体和 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ＋ Ｇ 进行免疫共

沉淀ꎬ以 ａｎｔｉ￣ＨＡ 抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ 结果

显示ꎬＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 可与 ａｎｔｉ￣ＨＡ 抗体共沉淀ꎬ并且

显示与单独转染 ＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 的阳性对照一致的条

带ꎬ反之亦然(图 ４)ꎮ 表明 Ｍ 蛋白和 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白在

细胞中能特异地发生相互作用ꎮ
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图 ４. 免疫共沉淀验证 Ｍ 蛋白与 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白的相互作用

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍ ａｎｄ Ｂ２３􀆰 １ ｉｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＥＫ￣２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ Ｃｏ￣ＩＰ ａｓｓａｙｓ.

３　 讨论

Ｍ 蛋白是 ＮＤＶ 的主要结构蛋白之一ꎬ长度为

３６４ 个氨基酸ꎬ为碱性氨基酸丰富的非糖基化膜相

关蛋白ꎬ分子量约为 ４０ ｋＤａ[３]ꎮ 本研究中ꎬ表达的

ＥＧＦＰ￣Ｍ 融合蛋白大小为 ６７ ｋＤａꎬ主要定位在细胞

核和核仁ꎬ与表达的 ＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ 融合蛋白在核仁

发生共定位ꎮ 研究表明ꎬ蛋白质在细胞核和细胞质

之间转运是通过核孔复合体进行的ꎬ而核孔复合体

只允许离子和小于 ４０ － ６０ ｋＤａ 的蛋白通过ꎻ对于大

于 ６０ ｋＤａ 的蛋白而言ꎬ则需要转运蛋白携带特定的

靶向定位信号(如核定位信号、核仁定位信号和核

输出信号)ꎬ并在相关载体蛋白的辅助下实现正确

的亚细胞定位[１３]ꎮ 早期的研究证实ꎬＮＤＶ Ｍ 蛋白

通过核定位信号进入细胞核[１４]ꎬ但介导 Ｍ 蛋白核

仁定位的信号及其核仁定位机制尚不清楚ꎮ
核磷蛋白 Ｂ２３􀆰 １ 是细胞核仁中含量丰富的蛋

白组分之一ꎬ在促进带有核仁定位信号的蛋白运输

到核仁方面发挥重要作用ꎮ 目前已知的病毒蛋白或

细胞蛋白ꎬ如 ＨＩＶ￣１ 的 Ｒｅｖ 蛋白[１２] 和 Ｔａｔ 蛋白[１１]、
ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ Ｎ 蛋白[１５]、核仁蛋白 Ｃ２３[１６] 及脯氨酸核

受体辅活因子[１７] 等都能与 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白存在核仁共

定位ꎬ后续的研究证实它们是通过与 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白的

相互作用进入核仁ꎮ 本研究发现 ＮＤＶ Ｍ 蛋白与禽

细胞核磷蛋白 Ｂ２３􀆰 １ 具有明显的核仁共定位特征ꎬ
为进一步验证两种蛋白的相互作用关系ꎬ我们通过

免疫共沉淀的方法证实 Ｍ 蛋白与 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白能在

细胞中发生相互作用ꎬ表明 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白可能是 Ｍ 蛋

白进入细胞核仁的一个关键结合蛋白ꎮ
核仁是核糖体 ＲＮＡ 合成和核糖体形成、装配的

场所ꎬ其形态和功能的完整性对细胞维持正常形态

和发挥正常功能具有重要意义[１０]ꎮ 病毒属于胞内

寄生ꎬ病毒与核仁的相互作用是一个普遍现象ꎬ包括

ＤＮＡ 病毒、ＲＮＡ 病毒和逆转录病毒ꎬ尤其是 ＲＮＡ 病

毒能更有效地利用宿主细胞组分进行增殖[１８]ꎮ 研

究证实ꎬ病毒将其蛋白定位到核仁更有利于病毒的

转录和翻译ꎬ使病毒充分利用宿主细胞的蛋白和细

胞的结构与功能来促进病毒的复制和释放ꎮ Ｄｏｖｅ
等在对传染性支气管炎病毒 ( ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ
ｖｉｒｕｓꎬＩＢＶ)的研究中发现ꎬ感染 ＩＢＶ 的细胞核仁形

态学发生变化ꎬ核仁蛋白裂解呈点状分布ꎬ病毒通过

破坏细胞核仁的结构和核仁蛋白的功能使宿主细胞

新陈代谢下调ꎬ从而增强病毒的复制能力[１９]ꎮ 同

样ꎬ作为 ＲＮＡ 病毒的 ＮＤＶꎬ其 Ｍ 蛋白在病毒感染早

期就快速定位在细胞核仁ꎬ通过影响核糖体的合成

和功能、抑制宿主蛋白质的合成来促进病毒更好地

复制[５]ꎮ
我们的研究表明 ＮＤＶ Ｍ 蛋白与细胞核磷蛋白

Ｂ２３􀆰 １ 具有核仁共定位且存在相互作用ꎬ由此推测

Ｍ 蛋白的核仁定位可能是通过 Ｂ２３􀆰 １ 蛋白的分子

伴侣活性来结合 Ｍ 蛋白ꎬ引导其暴露出功能性的核

仁定位信号ꎬ促进 Ｍ 蛋白进入核仁完成对细胞蛋白

表达的抑制ꎮ 本研究将为进一步鉴定 ＮＤＶ Ｍ 蛋白

核仁定位信号ꎬ阐明 Ｍ 蛋白的细胞核仁定位机制及

探讨二者互作在 ＮＤＶ 致病过程中的作用提供了

线索ꎮ
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ｓｕｂｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＥＧＦＰ￣Ｍꎬ ｐＣＭＶ￣ＨＡ￣Ｍ ａｎｄ ｐＤｓＲｅｄ￣
Ｂ２３􀆰 １. Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｂ２３􀆰 １ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｗｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＥＧＦＰ￣Ｍ ａｎｄ
ｐＤｓＲｅｄ￣Ｂ２３􀆰 １ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｔｏ ＨＥＫ￣２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｗｅ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ( Ｃｏ￣ＩＰ) ａｓｓａｙｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＥＫ￣２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ＮＤＶ Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ａｖｉａｎ ｎｕｃｌｅｏｐｈｏｓｍｉｎ Ｂ２３􀆰 １ ｓｈｏｗｅｄ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｌｕｓ ｉｎ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＥＫ￣２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ.
Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ Ｍ ｗｉｔｈ Ｂ２３􀆰 １ ｗａｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｂｙ Ｃｏ￣ＩＰ ａｓｓａｙｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ
ＮＤＶ Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｖｉａｎ ｎｕｃｌｅｏｐｈｏｓｍｉｎ Ｂ２３􀆰 １ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｖｉａ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｂ２３􀆰 １.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｎｕｃｌｅｏｐｈｏｓｍｉｎ Ｂ２３􀆰 １ꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
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Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｐｒｏｇｒａｍ ｆｏｒ Ｃｈａｎｇｊｉａｎｇ Ｓｃｈｏｌａｒｓ ａｎｄ Ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｔｅａｍ ｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ( ＩＲＴ０９７８)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｅａｒｍａｒｋｅｄ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｍｏｄｅｒｎ
Ａｇｒｏ￣ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｓｙｓｔｅｍ ( ｎｙｃｙｔｘ￣４１￣Ｇ０７ )ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｐｒｉｏｒｉｔｙ Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｈｉｇｈｅｒ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ａｇｒｏ￣ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｕｂｌｉｃ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ (２０１３０３０３３)
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