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【摘* 要】目的：克隆并表达汉滩病毒（H.T_）囊膜糖蛋白

（P!）胞质区尾段 G.QJ 样基序及其突变体- 方法：采用 V.#
W@V 方法，扩增 H.T_ P! 蛋白 G.QJ 样基序及其中 $ 个保守

酪氨酸残基突变基序编码基因，应用 P3A/O3> 技术将目的基

因克隆至 FC1[..J!’ 表达载体，在 \U$!#QG 中经 U#阿拉伯糖

诱导表达，免疫印迹确证融合蛋白的表达- 结果：成功地构建

了 $ 个含汉滩病毒 P! 胞质区尾段 G.QJ 样基序编码序列表

达载体 FC1[.# G.QJ#U，FC1[.#G.QJ 和 ! 个含保守酪氨酸残

基突变的 P! G.QJ 样基序编码序列表达载体 FC1[.#G.QJ#
^^#II（^,!’I，̂,$+I），并在大肠埃希杆菌中得到高效表达，

免疫印迹证实目的蛋白与 P[. 融合表达- 结论：获得了 ( 种

与谷胱甘肽#[#转移酶（P[.）融合的 P! G.QJ 样基序及其突

变基序的重组蛋白，为进一步探讨 H.T_ P! 蛋白 G.QJ 样基

序在 HIV[ 免疫信号传递中的作用奠定了基础-
【关键词】汉坦病毒；囊膜糖蛋白类；免疫受体酪氨酸活化

基序

【中图号】V’!$- +* * * 【文献标识码】Q

JK 引言

肾综合征出血热（HIV[）在我国广为流行，严重

危害人民的生命健康［!］- 汉滩病毒（H.T_）引起的

HIV[ 重危症多，病死率高，其发病机制尚未阐明-
P/42=</< 等［$］的研究表明免疫受体酪氨酸酶活化基

序（ G.QJ）—免疫受体活化性信号传递有关的一段以

两个酪氨酸残基为中心的序列［(］存在于 HW[ 相关病

毒囊膜糖蛋白 !（D0>;=FB=A/4< !，P!）胞质区尾段，具

有免疫受体 G.QJ 相似的功能- HIV[ 相关 H_（H.#
T_，[1X_，CX\_）的 P! 胞质区存在 G.QJ 样基序

（ G.QJ#04R/ E/S9/<;/E），基 本 形 式 为 ^55U5&^55.-
H.T_ 与 HW[ 相关病毒同属于汉坦病毒（?3<A3L4B9E，
H_）属，基因结构有较高的同源性- 我们以此为切入

点，克隆并表达 H.T_ P! 蛋白 G.QJ 样基序及其突

变体，获得 P! G.QJ 样基序及其突变基序的融合蛋

白，为进一 步 探 讨 H.T_ P! 蛋 白 G.QJ 样 基 序 在

HIV[ 免疫信号传递中的作用奠定基础-

’K 材料和方法

’- ’K 材料K H.T_ +)IU4 株由中国预防医学科学院

病毒学研究所出血热及虫媒病毒研究室保存- P3A/#
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!"#!入门载体 $%&’(’) * +,’-.-，/"01!"#! 原核表

达载体 $+%2’’)34 及大肠埃希杆菌 5673,89’)株（美

国 9:;<0=>?1: 公司）；主要的限制性内切酶（美国 .=>,
@1?" 公司）；.#=>A1B0’) +&8 多聚酶和 +&8 标准 +6,
7CCC，+6,34 CCC（ 日本 ’"D"(" 公司）；2E$1=2F=<$0’)

99 逆转录酶和 /"01!"#! 6( GH>:"B1’) 99 酶混合物（美

国 9:;<0=>?1: 公司）；小鼠抗 /2’ @8A（美国 GI1@<F>:
公司）；细 菌 /2’ 融 合 蛋 白 柱 纯 化 试 剂 盒（ 美 国

.9%(G% 公司）；总 (&8 提取试剂盒 ’(9J-6! 62（美

国 /<AF> 公司）；生物素标记的山羊抗小鼠 9?/，链酶

亲合素—过氧化物酶复合物，二氨基联苯胺（+85），

葡萄糖氧化酶及小量质粒抽提纯化试剂盒（美国 2<?,
@" 公司）；预染蛋白标准（美国纽英伦生物技术有限

公司）K
!K "# 方法

3K 7K 3 L 病毒 (&8 提取 L 以 CK C3 M CK 3 感染复数

（)-9）的 N’&O 疫苗生产株 PQR6< 感染 O1=>,%S 细

胞，待间接免疫荧光法检测细胞质中特异性荧光达到

! M"时收获病毒，参照 ’=<T>H 试剂盒操作说明提取

病毒感染细胞总 (&8K
3K 7K 7L 引物设计与基因合成L 参照 N’&O 国际标准

毒株 US M 33P 株［V］，中国代表株 8W 株（/1:5":X 注

册号：8RVQ4SVS ）及 PQR6< 株（ /1:5":X 注 册 号：

8RCV4PV3）核苷酸序列，设计用于扩增 N’&O /3 胞

质区尾段 ""4SW,""SQ7 和 ""SC7,""SVQ 编码序列（ 含

9’8) 样基序的编码基因）的 .G( 引物 R.3，(.3 和

R.7，(.7，由 ’"D"(" 公司合成；同时合成一段突变

/3 9’8) 样基序中两个保守的酪氨酸残基（YS34R，

YS7PR）的 /3 胞质区尾段 ""SC7,""SVQ 的编码基因，

连接入 $)+,3P 中构建成克隆载体 $)+,9’8),YY,
RRK
3K 7K VL (’,.G(L 以提取病毒感染细胞的总 (&8 为

模板，以 3Q A$ 随机引物和 (.3 为反转录引物，采用

2E$1=2F=<$0’) 99 逆转录酶按常规方法进行反转录；以

合成的 F+&8 及 $)+,9’8),YY,RR 为模板，分别以

R.3，(.3 和 R.7，(.7 为引物应用 .#=>A1B0’) +&8
多聚酶进行扩增，退火温度分别为 44Z和 SCZ K
3K 7K QL 应用 /"01!"# 技术构建载体及序列分析L 新

鲜 .G( 产物直接通过其上游引物 4[端的 G8GG 序列

被定 向 克 隆 至 $%&’(’) * +,’-.- 中，构 建 成 /"01,
!"#! 入 门 载 体 $%&’(,9’8),6， $%&’(,9’8) 和

$%&’(,9’8),YY,RRK 然后，应用 /"01!"#! 6( GH>:",
B1’) 99 酶混合物通过 6( 重组反应将 /"01!"#!入门

载体中目的基因转入 /"01!"#! 终载体 $+%2’’) 34
中，构建成表达载体 $+%2’,9’8),6，$+%2’,9’8) 和

$+%2’,9’8),YY,RRK 构建的载体用 .G( 和酶切初

步鉴定，送交 ’"D"(" 公司进行核苷酸序列测定，应

用 +&820"= 生物软件对测序结果进行序列分析K
3K 7K 4L 重组蛋白的表达和纯化L 分别挑取转化入质

粒 $+%2’,9’8),6，$+%2’,9’8) 或 $+%2’, 9’8),
YY,RR 的大肠埃希杆菌 5673,89’) 株单菌落，接种于

65（含羧苄青霉素 SC @? * 6，四环素 7C @? * 6）培养基

中培养至 !SCC :@ \ M CK P，按 3：7C 转种于新鲜的 65
（含羧苄青霉素 SC @? * 6）培养基中，VUZ快速震荡培

养至 !SCC :@ \ M CK Q，加 6,阿 拉 伯 糖 至 终 浓 度 为 4
@@>H * 6，加葡萄糖至终浓度为 4S @@>H * 6，继续震荡

培养 4 I 至 !SCC :@ \ 7 M V，于诱导前及诱导后 3，V，4
I 时间点分别收集细菌样本 3 次，向细菌沉淀中加入

裂解缓冲液，室温缓摇 3C @<:，液氮# Q7Z反复冻融

细菌裂解液 4 次，离心后取上清进行 2+2,.8/% 鉴

定K 根据电泳鉴定结果，扩大培养，诱导表达后 4 I
收集细菌，按细菌 /2’ 融合蛋白柱纯化试剂盒说明

书进行纯化，纯化后的蛋白经 2+2,.8/% 分析及透析

复性后，分装保存于 ] 7CZ K
3K 7K SL ^1B01=: 5H>0 检测L 蛋白转印及抗体反应按

常规进行，与小鼠抗 /2’ @8A，生物素标记的山羊抗

小鼠 9?/ 及链酶亲合素 ] 过氧化物酶复合物结合，采

用葡萄糖氧化酶,+85,硫酸镍胺法显色K

"# 结果

"$ !# %! 蛋白 &’() 样基序及其突变体的克隆及序

列分析# .G( 产物经琼脂糖凝胶电泳，分别在 7Q4，

373 和 373 A$ 位置出现特异性条带（图 3），同理论预

期结果相符K 应用 /"01!"# 技术将 .G( 产物克隆入

/"01!"# 终载体 $+%2’’)34 中，完成表达载体 $+%2’,
9’8),6，$+%2’,9’8) 和 $+%2’,9’8),YY,RR 的 构

建，经 .G( 及酶切初步鉴定，得到与预期结果相符的

片段（图 7）K +&8 序列分析：与 US M 33P 株［U］及中国

株 8W 株、PQRH< 株核苷酸序列比较，确证为 N’&O /3
蛋白胞质尾段 9’8) 样基序编码基因及其中 7 个酪

氨酸残基突变基序编码基因K

)：+6,7CCC @"=X1=；3：/3,9’8),YY,RR（""SC7,""SVQ）.G( 产物；7：/3,

9’8)（""SC7,""SVQ）；V：/3,9’8),6（""4SW,""SQ7）.G( 产物K

图 3L .G( 扩增 N’&O /3 蛋白 9’8) 样基序编码基因
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图 6< 重组质粒限制性内切酶分析

!; !" 重组质粒在大肠杆菌中诱导表达及融合蛋白纯

化" 分别用已鉴定的 9 种表达载体 -"./0$102!$#，

-"./0$102! 和 -"./0$102!$77$88 转 化 =#6%$
210!，采用 #$阿拉伯糖诱导表达后，经 /"/$>2?. 分

析，分别在相对分子质量约为 9@，9’，9’ +A 处出现

随诱导时间延长而渐次增强的蛋白表达带，与理论计

算的分子质量相符，凝胶扫描分析表明，表达量分别

占菌体蛋白的 6%; &B，6&; %B 和 %C; DB ; 诱导前及

未诱导菌无此蛋白表达带，这表明与 ?/0 融合的 ?%
蛋白胞质尾段 102! 样基序及其突变体在 =#6%$210!

中高效表达（图 9）; 诱导表达 & E 的细菌经 ?/0 融

合蛋白柱纯化试剂盒纯化后，获得了 9 种较高纯度的

融合蛋白（图 :）;

2：=#6%$21 3 -"./0$102!$#；=：=#6%$21 3 -"./0$ 102!$77$88；F：=#6%$21 3 -"./0$102!; !：()*+,*；%：#$阿拉伯糖诱导前；6：#$阿拉伯糖诱导 %

E 后；9：#$阿拉伯糖诱导 9 E 后；:：#$阿拉伯糖诱导 & E 后;

图 9< /"/$>2?. 分析重组蛋白的表达

!：()*+,*；%：?/0$D:?%；6：?/0$?%$102! G ；9：?/0$99?%;

图 :< 纯化的 ?/0 融合蛋白 /"/$>2?. 电泳结果

!# $" 目的蛋白与 %&’ 融合表达" 为确证重组蛋白，

应用抗 ?/0 (2H 进行 I,JK,*L =MNK 鉴定; 结果显示，

经诱导表达的三种菌体蛋白在预期 ’* 处各出现一

条与抗 ?/0 (2H 发生反生的特异性蛋白表达带（ 图

&），而未经诱导的菌体蛋白在预期相对分子量处未

见与抗 ?/0 (2H 相互作用的蛋白条带; 表明，?% 蛋

白 102! 样基序及其突变体与 ?/0 融合表达;

$" 讨论

许多重要的免疫受体含有 102!，一些病毒基因

编码的蛋白也含有 102!，在病毒的致病机制中发挥

不容忽视的作用［& G O］; 标准的 102! 基本形式为 7P$
P#PC7PP# 3 1，48Q/ 相关 4R 的 ?% 胞质区存在 102!
样基序，第 6 个 7PP# 中的 #,A @9% 转变为 0E*@9%，基

本形式为 7PP#PC7PP0，两个保守的酪氨酸 7@%& 和

7@6O 位置完全相同; 102! 基序中第二个 7PP# 3 1 中

的 # 3 1 可以由其它若干氨基酸如脯氨酸（>）取代，这

种 102! 样基序仍具有标准 102! 的功能［C］; 102!
样基序可能在 40SR 的致病机制特别是对人体免疫

细胞和内皮细胞的作用和损伤中发挥了作用;

!：()*+,*；%：?/0$D:?%；6：?/0$?%$102! G ；9：?/0$99?%;

图 &< 免疫印迹法鉴定重组蛋白

< < 我们通过分析比较 40SR 国际标准毒株 D@ T
%%O 及中国代表株 2C，疫苗候选株 O:8#U 序列，选取

?% 胞质区尾段高度保守的含 102! 样基序的 ))&@C$
))@:6 和 ))@’6$))@9: 的编码基因进行克隆表达，同

时人工 突 变 ))@’6$))@9: 中 两 个 保 守 酪 氨 酸 残 基

（7@%&8，7@6O8），作为研究 102! 样基序功能的对照

肽; 应用 Q0$>FQ 方法扩增 40SR ?% 蛋白 102! 样

基序编码基因，获得 40SR ?% 蛋白 102! 样基序及
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其突变体的编码基因!
我们曾将 "# 蛋白 $%&’ 样基序及其突变体编码

基因克隆入原核表达载体 ()*+%,& 中与 -./ 融合表

达，虽得到了高效表达，但纯化后杂蛋白条带仍较多，

经过 反 复 优 化 条 件，仍 难 以 有 效 的 解 决! 而 采 用

"012304!技术进行基因克隆，成功构建了 "# 蛋白

$%&’ 样基序及其突变体表达载体 (5+*%,$%&’,6，

(5+*%,$%&’ 和 (5+*%,$%&’,77,88，明显减少了杂

蛋白对后期 "# 蛋白 $%&’ 样基序功能研究的干扰!
对纯化产物进行 *5*,9&"+ 及 :2/12;< =>?1 分析

时，发现在目的条带下有一条相对分子质量约为 @A
BC 的蛋白条带，该蛋白既可以与固相化的还原型谷

胱苷肽结合，又可以与抗 "*% D&E 发生反生，其大小

与 "*% 蛋白一致，可能是未与目的蛋白融合的 "*%
蛋白，也可能是融合蛋白降解后的 "*% 蛋白! 在进一

步进行相关功能实验时有必要通过设立 "*% 对照

组，排除 "*% 的干扰!
-%FG "# 蛋白 $%&’ 样基序及其突变体在原核

细胞中成功表达，为进一步研究 "# 蛋白 $%&’ 样基

序的功能、深入探讨该基序在 -%FG 感染后免疫应

答的调节及血管内皮细胞损伤中的作用奠定了基础!
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氧氟沙星注射液致过敏反应 ! 例报告

毛H 缨，刘俊霞

（西北工业大学医院内科，陕西 西安 N#KKN@）
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【关键词】氧氟沙星；过敏反应

【中图号】)O[@! XH H H 【文献标识码】=

"# 临床资料 # 例 #，女，ML 岁! 因发热、流涕、咽 痛 O U 于

@KKA,KX 就诊! 查体：% OX! @a，咽充血，双扁桃体不大，心肺无

异常! 化验血常规：:=I #@! O b #K[ c 6，F XXd ! 诊断上呼吸

道感染! 给与氧氟沙星（氧氟沙星葡萄糖注射液，四川科伦药

业股份有限公司生产，批号 IKAKM#K）K! @ R 静脉滴注，@ 次 c
U! 在第二瓶氧氟沙星治疗将结束时，患者出现躯干以上肌肉

震颤，尤以头、颈、肩部震颤明显，不能自控，颈项僵硬! 无头

晕、头痛、恶心及呕吐! 考虑药物不良反应，立即停用氧氟沙

星，肌注非那根 @M DR，上述震颤不能缓解，给予口服安坦 K! @
R，O 次 c U，安定 @! M DR，O 次 c U! #@ V 以后肌肉震颤逐渐缓解，

未再复发，头颅 I% 扫描正常!
例 @，男，@L 岁! 因高热伴咽痛及全身不适 # U 于 @KKN,K@

就诊! 查体：% O[! Oa，咽充血，双扁桃体 $$ 度肿大，有脓性分

泌物，心肺无异常! 诊断急性化脓性扁桃体炎! 给与氧氟沙星

K! L R 静脉滴注，于治疗结束后约 @ V 患者突然出现四肢肌肉

震颤! 查心电图，血电解质均正常，考虑氧氟沙星不良反应所

致，肌注安定 #K DR，静脉补充液体，维生素 I 及 =A，并予利

尿，上述症状很快缓解!

!# 讨论# 氧氟沙星是氟喹诺酮类抗菌药物，抗菌谱广，抗菌

作用强，临床广泛用于临床治疗呼吸道、消化道及泌尿系统感

染性疾病! 临床常见的不良反应有消化道反应，恶心、呕吐、

腹痛等，以及皮肤病变，如荨麻疹样皮疹、皮肤发痒等! 大多

减慢滴速症状可减轻! 近几年来，氧氟沙星引起的神经系统

不良反应日益增多，临床主要表现为头痛、头晕、失眠、幻视、

幻听及椎体外系症状，如震颤，抽搐及小脑共济失调等症状，

较严重的可引起严重精神障碍! 上述 @ 例患者，均无癫痫及

精神病史，可排除癫痫及精神病复发! 均在治疗剂量范围内

引起肌肉震颤、僵硬，值得临床医师引起注意! 用药前应详细

询问过敏史，严格掌握适应症和禁忌症! 用药过程中注意观

察患者病情变化，并谨慎联合用药，以避免和减少不良反应的

发生! 发生不良反应时及时停药，及时对症处理!
编辑H 黄良田
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