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摘要：【目的】构建绿色荧光蛋白（JKL）与禽流感病毒（M/N）OM 基因的融合表达载体，观察信号肽序列的有
无及位置对 OMFJKL在 -"#B细胞中的表达影响。【方法】应用 L2P方法从 O$1% 亚型 M/N 质粒 Q1M中扩增
出完整的或除去信号肽序列的 OM基因片段，L2P产物经 R,8!和 0?)!双酶切后定向插入绿色荧光蛋白真
核表达载体 6GJKLF2%的不同位点，将得到的重组体 (%，(-和 (#分别转化宿主菌 QO$"，经双酶切及 Q1M
测序鉴定分析后，采用脂质体转染法将 6GJKLF2%，(%，(- 和 (# 转染人胚肾细胞系 -"#B 细胞，荧光显微镜
下观察 OMFJKL的表达，流式细胞仪检测表达 OM蛋白的细胞百分数。【结果】经酶切及测序鉴定成功构建
了 OMFJKL重组表达载体 (%，(-和 (#，荧光显微镜及流式细胞仪检测到重组质粒转染的 -"#B细胞表达强
的荧光蛋白，信号肽的有无对 OMFJKL融合蛋白在 -"#B细胞中的表达有显著影响，信号肽序列使 OMFJKL融
合蛋白在 -"#B细胞中的表达减少，而信号肽的位置对融合蛋白表达量的影响不显著。【结论】信号肽的有无
对 OMFJKL融合蛋白在细胞中的表达有显著影响。
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高致病性禽流感病毒（OLM/N）O$1%直接感染
人的事实，引起了对禽流感致病性分子机制的研

究［% & !］。禽流感病毒属正粘病毒科，基因组分为 E
个片段，是单股负义 P1M病毒［$］。M/N的表面结构
蛋白血凝素（OM）是病毒表面主要糖蛋白之一，目
前普遍认为 OM在病毒吸附、穿膜以及决定病毒的
宿主特异性和致病力方面均起着相当关键的作

用［$ & ’］。OM蛋白与宿主细胞相互作用机理的研究
对揭示 M/N感染与致病机理、疫苗研制、药物开发
都有重要意义。

绿色荧光蛋白（JKL）是从维多利亚水母中克隆

得到的蛋白［@］，在细菌、真菌、植物和动物细胞中表

达时都能够发出绿色荧光，没有种属特异性，并且不

干扰细胞的正常生长，可活体表达，较准确的定位蛋

白，随时监视蛋白的表达水平，使其成为一种理想的

荧光标记蛋白［EF%%］。其次因 JKL基因分子量小，易
于与其它基因形成融合基因，并且所获融合基因不

影响自身和目的基因的空间构象和功能，广泛应用

于蛋白体内定位的研究［%-］。本研究中使用的增强

型绿色荧光蛋白（GJKL）基因是在水母来源的野生
型 JKL基础上替换了影响荧光表达效率的基因合
成的，由于选用了哺乳动物偏爱的密码子，可以显著



提高其在动物细胞中的荧光效能。

信号肽是引导新合成肽链转移到内质网上的一

段多肽，位于新合成肽链的 !端，一般由 "# $ %&个
氨基酸残基组成，含有 ’ $ "#个带正电荷的非极性
氨基酸。信号肽不仅能引导分泌蛋白或膜蛋白出

胞，还能引导蛋白质在细胞内不同区域进行正确定

位。本研究分别将国内 ()* 分离株 (+,-.,/01 +
234.51+"&67+7&&#（8#!"）8( 的信号肽引入 9:;2<=
>" 载体的绿色荧光蛋白 !端和 >端，构建带有 ()*
8(的信号肽和缺失信号肽的 8(=;2<真核表达载
体，并利用荧光显微镜和流式细胞仪检测 8(=;2<
融合蛋白在 7?%@细胞中的表达，旨在探讨信号肽的
有无和相对位置对重组蛋白表达的影响，从而为进

一步研究 8(的生物学功能提供参考和技术基础，
并可为 ()*的基因工程疫苗的研制提供一定的理
论依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 载体、菌株与细胞：重组质粒 9A>=8( 为本
实验室自行构建，该质粒系将编码 ()*完整的血凝
素基 因 克 隆 到 9BC"D=@ 载 体 中；大 肠 杆 菌
（!"#$%&’#$’( #)*’）C8#!为本组保存；绿色荧光蛋白

;2<真核表达载体 9:;2<=>" 购自 E.F=@0,- 公司。
7?%@细胞株为本实验室保存。
!"!"# 主要试剂和材料：限制性内切酶 +$)"、,$%

"、-’.G # /0( " 和 @6 C!( 连接酶、<HFI0JK
1(2C!( 聚合酶等工具酶以及 9BC"D=@ 载体、C!(
B5H/0H（$:,F@"6，$C!( -’.G #）均购自大连宝生物
工程有限公司；蛋白 B5H/0H购自上海生物工程有限
公司，其余试剂均为分析纯。CB:B 培养基为 ;.I,F
公司产品。C!(片段纯化回收试剂盒及质粒抽提
试剂盒购自 L)(;:! 公司；CB:B 培养基、新生牛
血清购自 ;.I,F 公司；CM@(< 脂质体转染试剂盒购
自 NF,-0 公司。
!"# $%&扩增 ’() *’基因
!"#"! 引物：引物 <"、<7、<%、<6、<# 和 <’（表 "）是
参照 ;01E51/ 公布的 8#!" 亚型 ()* 8( 基因（(+
;FFJ0+;351OGF1O+"+?’（8#!"）登录号：CL&7%"6#）的核
苷酸序列，自行设计的 % 对引物。<" 和 <7 覆盖了
全长 8( 基因，在引物的 #P端加入了 +$)"和 /0(

"酶切位点；<% 和 <6 覆盖了除信号肽基因外的全
长 8(基因，在引物的 #P端加入了 +$)"和 /0("
酶切位点；<#和 <’覆盖了 ;2<基因及全长 8( 基
因，在引物的 #P端加入了 ,$%"和 /0("酶切位
点，%对引物由上海生物工程公司合成。

表 ! 所用引物及产物的大小
@5IQ0 " <H.R0HJ 3J0G .1 K-.J JK3GS 51G Q01OK- FT <>N 9HFG3,K

N0,FRI.151K 15R0 <H.R0H J0U301,0（#P!%P） V01OK- FT <>N 9HFG3,K+/I

9:;2<=8(（B"） <"，>(>;@>;>@>;(;>>(>>(@;;(;(;((@(;@;>@@（+$)"） "WX

<7，>(>(;@@>>>;;;@@(;(@;>(((@@>@;>(>@;（/0("）

9:;2<=Y<=8(（B7） <%，>(>;@>;>@>;(;>@;(@>(;(@@@;>(@@;;@（+$)"） "WX

<6，>(>(;@@>>>;;;@@(;(@;>(((@@>@;>(>@;（/0("）

Y<=9:;2<=8(（B%）
<#， >;@>;>@(;>;>>(>>(@;;(;(;((@(;@;>@@>@@>@@;>((@(;@>(;@>@@;@@(((
(;@(@;;@;(;>((;;;>;(;;(;（,$%"）

7W#

<’，>(>(;@@>>>;;;@@(;(@;>(((@@>@;>(>@;（/0("）

!"#"# <>N 反应条件：采用 "&&%V 体系，&<"+<7
和 <%+<6的反应条件：?6Z # R.1；?6Z 6# J，6#Z 6#
J，X7Z "7& J，循环 %& 次；X7Z X R.1。’<#+<’的反
应条件：?6Z # R.1；?6Z 6# J，#DZ 6# J，X7Z
’ R.1，循环 %&次；X7Z "& R.1。<>N产物经琼脂糖
电泳后，采用 C!( 回收试剂盒回收、纯化 C!( 片
段，操作按说明书进行。

!"+ 重组体构建及鉴定
用限制性内切酶 +$) "和 /0( "双酶切

9:;2<=>"及纯化后的 <>N 扩增产物 ()* 8( 基因
片段，琼脂糖电泳并回收 C!(。连接反应总体积
7&%V，目的基因与载体比为 % [ "，@6 C!( 连接酶
% A，"’Z连接过夜后，转化感受态宿主菌 C8#!，
在含氨苄青霉素的 VE 平板 %XZ过夜生长，然后随
机挑取单菌落，培养扩增后提取质粒，用 -’.G #
和 ,$%"双酶切鉴定阳性克隆。对酶切鉴定的阳性
重组体 9:;2<=8( 部分基因测序分析（上海生物工
程有限公司），测序引物采用通用引物。

7#% \51 Y3 0K 5Q ] +3#4( 5’#&)6’)*)7’#( /’.’#(（7&&?）6?（%）



!"# 质粒的大量制备和纯化
!""#$ 的三角烧瓶内加入含氨苄青霉素的

（"%! & !"’ ( )*#$）的 $+ 培养基 (" #$，分别用含
,-./0123和 ,-./014! 质粒的细菌培养物 ! #$，
(5 6摇菌过夜，用试剂盒提取和纯化质粒。
!"$ 细胞培养

(56水浴复苏冻存的 78(9细胞，用含 !":胎牛
血清和双抗的 ;<-< 培养基，置于 (56、=:4>7 的

培养箱中培养，( ?后传代，当细胞稳定生长后传入
7= ##培养盘中，当细胞生长至 =": @ A":融合后
进行转染。

!"% &’()细胞转染及表达
以 = & !"B *#$ 78(9 细胞传代至培养皿，待细胞

长至 =": @ A":融合时，按 CDEFG诊断公司的转染
试剂说明方法转染。将 ./0表达载体 ,-./014!及
重组质粒 <!，<7，<(分别转染 78(9细胞，取 "%= #)
重组质粒稀释作为 3液，取 !%= #$ ;>930 脂质体
加入 = #H "%7 #DH*$ 2G,GI（,2 5%B），混匀后作为 +
液，然后将 3 液加至 + 液充分混匀，室温放置
!" @ != #JK，加 8" #$无血清 ;<-<培养基混匀，将
此混合液加至用无血清 ;<-<培养基轻洗过的培
养有细胞的培养皿中，B F后吸去质粒1脂质体混合
物，换上含 !":血清 ;<-<培养基，次日再换 ! 次
培养基。7B F后每隔 !7 F置于荧光显微镜下观察
拍照。每组重组质粒和细胞对照均作 (个重复，并
作 (次以上转染。
!"* 转染不同组合的 +,-./0融合蛋白在 &’()细
胞中表达的流式细胞分析

转染重组质粒 <!，<7，<(和 ,-./014!后BA F，
收集 78(9 细胞（每个样品 ( 个重复）。用 0+L 洗 7
次。选取 ! & !"B 个细胞进行流式细胞仪分析，以未
转染的 78(9细胞设定阳性区域。流式细胞仪检测
绿色荧光细胞（被感染的细胞）的百分比（取 (次转
染的平均值）。

& 结果

&"! -12扩增 034./0基因片段
根据 3MN 23基因 04C引物位置，04C扩增的

23基因片段加上两端内切酶位点序列理论上应为
!%5OP（<!）、!%5OP（<7）、7%=OP（<(）。04C扩增产
物进行 !:琼脂糖电泳，结果显示其基因片段大小
与预计相符，表明已获得 3MN 23基因片段。

&"& 重组质粒的鉴定
重组质粒 <!，<7，<(分别经 !"#? !与 $%&"

双酶切后电泳，分别见两条带，一条约(%8 OP，另一
条约 7%= OP（231./0），与理论预计值相符，空载体
,-./014! 经相同双酶切分别见两条带，一条约
(%8 OP，另一条约 "%5 OP（./0）。这表明已成功构建
,-./014! 与 3MN 23 的重组表达载体 ,-./0123。
对重组体 ,-./0123中插入片段以及部分载体序列
进行测序分析，结果显示各连接位点以及阅读框架

正确，序列与已知序列完全相符。

&"( /0.+,-融合基因在 &’()细胞内的表达
用重组 ;Q3转染 78(9细胞 7B F后，荧光显微

镜下发现细胞带有绿色荧光。在不携带外源基因的

空载体 ,-./014!转染的对照组 78(9细胞中，绿色
荧光均匀分布于整个细胞中，而用重组质粒 ,-./01
4!*23转染，绿色荧光分布于细胞质内和胞膜上。
荧光显微镜观察的结果显示，无信号肽的重组质粒

<!与带有信号肽的重组质粒 <7和 <(绿色荧光蛋
白的表达水平有差别，除去信号肽的重组质粒 <!
转染的 78(9细胞中呈绿色荧光的细胞多于带有信
号肽的重组质粒 <7和 <(转染组中的绿色荧光细
胞（图 !）。
&"# 流式细胞仪检测重组蛋白的表达细胞百分比
用重组 ;Q3转染 78(9细胞后 BAF，流式细胞仪

检测绿色荧光细胞百分比，将未转染的细胞设为对

照，每个样品设 (个重复，对 78(9细胞的转染至少
重复 (次，./0表达细胞的百分比取 ( 次转染的平
均值。流式细胞仪检测的结果表明（图 7）：除去信
号肽的重组质粒 <! 转染的 78(9细胞表达 ./0的
细胞多于带有信号肽的重组质粒 <7和 <(。对图 7
的统计分析结果显示，<! 与 <7，<( 之间差异显著
（0 R "%"=），表明信号肽的有无对 231./0融合蛋白
的表达有明显影响。<7和 <(之间差异不显著，说
明信号肽位置对 ./0融合蛋白的表达影响不显著。

( 讨论

禽流感病毒历来被认为是人类流感的最大基因

库，是人类流感病毒发生变异的新基因来源［7，!8 ’ 7"］。

血凝素基因（FG#S))HTUJKJK，23），位于毒粒的囊膜
上，由同质的三聚体组成，其一级结构有 B 个结构
域，分别为信号肽（前导序列）、胞浆域、跨膜区和胞

外域，是唯一能产生中和抗体的抗原，诱导机体免疫

(=(苏艳等：信号肽序列对禽流感病毒 2=Q! 23 蛋白 ./0融合分子⋯⋯ V *微生物学报（7""8）B8（(）



图 ! 不同组合的 "#$%&’融合蛋白在 ()*+细胞中的表达的荧光显微镜观察结果
!"#$ % &’()*++",- ,. /"..*)*-0 1!2345 .6+",- (),0*"- "- 789: ;*<<+ 6+"-# .<6,)*+;*-0 =";),+;,(>$ 5：?*<<+ 0)@-+.*;0*/ A> (&1!23?%（!<6,)*+;*-0 =";),+;,(>，

BCD）；E：?*<<+ 0)@-+.*;0*/ A> (&1!2345（F%，.<6,)*+;*-0 =";),+;,(>，BC D ）；?：?*<<+ 0)@-+.*;0*/ A> (&1!23G2345（F7，.<6,)*+;*-0 =";),+;,(>，

BC D）；H：?*<<+ 0)@-+.*;0*/ A> G23(&1!2345（F9，.<6,)*+;*-0 =";),+;,(>，BC D）$

图 ( 不同组合的 %&’$"# 融合蛋白在 ()*+ 细胞中的

表达的流式细胞分析

!"#$7 !"#$ 7 &’()*++",- ,. /"..*)*-0 1!2345 .6+",- (),0*"- "- 789:

;*<<+ 6+"-# .<,I ;>0,=*0)"; @-@<>+"+$ 2&1!23?%：?*<<+ 0)@-+.*;0*/ A>

(&1!23?%；F%：?*<<+ 0)@-+.*;0*/ A> (&1!2345（F%）；F7：?*<<+

0)@-+.*;0*/ A> (&1!23G2345（F7）；F9：?*<<+ 0)@-+.*;0*/ A> G23

(&1!2345（F9）；!2 J CKCLK

系统产生保护作用，是诱导机体产生保护性体液免

疫反应的主要靶抗原。其主要功能还包括识别宿主

细胞膜上的受体，介导毒粒囊膜和细胞囊膜的融合。

而且它是变异最大的基因［7%］，病毒的抗原性和致病

性很大程度上取决于该基因的变异情况。45蛋白
分子上个别关键氨基酸位点的突变，尤其是受体结

合部位的氨基酸发生替换，就有可能造成毒粒致病

性和传播能力的改变。所以它在 5MN 中具有极重
要的意义，是近年来禽流感工作者研究的热点。

45与易感细胞以及与相关蛋白的相互作用研
究对于揭示 5MN的致病机制和免疫机制、疫苗研制
都具有重要价值。本试验将 45蛋白与 1!2融合表
达，不仅能通过 1!2的绿色荧光直接检测 45在转
染细胞中的表达情况，而且 1!2还可以作为一种很

好的示踪信号，在研究 45蛋白与宿主细胞、易感细
胞结合特性中提供一种方便的检测手段。本研究将

5MN 45基因插入到绿色荧光蛋白 1!2真核表达载
体 (&1!23?%中，构建了表达 1!2与 45融合蛋白的

(&1!2345重组体，将 1!2质粒及 1!2345重组体分
别转染人胚肾细胞 789:，荧光显微镜下观察结果表
明，对照 1!2质粒及该重组体均能有效表达。在荧
光显微镜下观察、比较发现 789:O 4531!2细胞荧光
强度弱于 789:O1!2细胞，可能与 5MN 45基因的插
入影响了 1!2 载体表达能力或者 4531!2 分子较

1!2 分子大而导致 1!2在细胞内浓度相对较低有
关。

与 45和 &1!2以非融合蛋白方式进行共转染
相比，453&1!2融合表达有较多优势。两者融合不
仅便于对活细胞 45的表达进行多次原位直接观察
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而无需进行染色等处理，而且从 !"#$的荧光强度
即能准确反映 %&的表达水平；同时还可能进一步
跟踪 %&在体内的表达情况。这些都是共转染策略
所不易做到的，因为 !"#$与目标蛋白分开后，在细
胞内表达水平通常不一致，两者的稳定性也存在差

异，亚细胞定位更可能不同。因此，%&’!"#$ 融合
蛋白表达载体的成功构建，为进一步研究 %&的生
物学功能及其在 &()感染致病中的作用及机制等
研究提供了有利条件。

信号肽的提出开辟了蛋白质的研究的新领域：

蛋白质的空间属性，为下一步研究蛋白质的结构和

功能奠定了一定的基础。在真核表达体系分泌性蛋

白质的合成过程中，信号肽引导分泌性或膜蛋白质

到达并且通过内质网经过修饰加工，该蛋白经高尔

基体的囊泡运输被分泌至胞外或嵌于膜中。信号肽

在外源蛋白质的表达中具有重要作用，选择合适的

信号肽才能促进重组蛋白的表达［*+］。信号肽不仅

能引导分泌蛋白或膜蛋白出胞，还能引导蛋白质在

细胞内不同区域或不同细胞器进行正确定位。信号

肽序列的合理选择及调整可为外源蛋白质的表达及

免疫提供新的思路。以往的研究结果显示，猪繁殖

与呼吸综合征病毒缺失 "$, 蛋白 -端信号肽基因
会影响 "$, 蛋白的抗原性［*.］，从而影响其 /-& 免
疫的体液免疫应答水平。此外还有研究认为信号肽

和辅助性 0细胞表位可增强乙肝病毒（%1)）核心抗
原 /-&疫苗诱导的免疫应答，能克服 %1)慢性感
染者抗原肽转运相关蛋白（0&$）依赖的 203 表位
提呈缺陷对诱导 203应答的不利影响［44］。本研究
的结果表明可通过去除信号肽序列增加蛋白在胞内

的表达，因此我们推测该信号肽可能存在调控肽链

降解的序列，从而在控制蛋白表达的量方面发挥一

定的作用［45］。

普遍认为 %&蛋白是在禽流感病毒毒力的构成
中起关键作用［,］，%&序列存在信号肽和潜在的跨膜
区，它被合成后进入内质网，并且与膜结合成为跨膜

蛋白［*6］。本研究中我们分别将 &() %&的信号肽引
入 7!"#$’2* 载体的绿色荧光蛋白的 -端和 2端，
绿色荧光蛋白（89::; <=>?9:@A:;B 79?B:C;，"#$）的羧基
端连接到去除信号肽的 &() %&的氨基端，旨在探
讨信号肽序列对 !"#$’%&融合蛋白在 4D50细胞中
的表达的影响。荧光显微镜下观察、比较发现 4D50
细胞在被 7"#$’%&瞬时转染后，仅经 5+ E .4 F 已可

检出 "#$’%& 蛋白表达，融合分子的绿色荧光集中
于膜表面和胞质区，研究的结果表明信号肽的有无

对 %&’"#$融合蛋白的表达有明显的影响，信号肽
使表达融合蛋白的细胞数减少，除去信号肽表达

%&’"#$ 融合蛋白的细胞数目增加，而信号肽的相
对位置对融合蛋白表达的影响不显著。
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