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犕犪狉犮１４５细胞犆犇１５１蛋白主要抗原表位区的表达

及其与猪繁殖与呼吸综合征病毒感染关系的研究
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摘　要：为研究ＣＤ１５１与猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）感染的关系，根据ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的ＣＤ１５１蛋白

的基因序列设计并合成一对特异性引物，从Ｍａｒｃ１４５细胞中扩增出２９４ｂｐ的犆犇１５１基因片段并克隆入ｐＧＥＸ４Ｔ

３载体，转化入大肠杆菌用ＩＰＴＧ进行诱导表达，经ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对表达产物进行鉴定。表达蛋白纯

化后用于免疫小鼠制备抗ＣＤ１５１蛋白血清，用ＥＬＩＳＡ和ＩＦＡ检测抗血清的效价及特异性。将抗ＣＤ１５１蛋白血清

与 Ｍａｒｃ１４５细胞孵育后再感染ＰＲＲＳＶ，观察细胞ＣＰＥ验证该血清对ＰＲＲＳＶ的阻断效果。结果表明成功构建了

ｐＧＥＸ４Ｔ３ＣＤ１５１，获得了相对分子质量为３７ｋｕ的重组ＣＤ１５１蛋白。制备的抗血清特异性结合 Ｍａｒｃ１４５细胞并

有效阻断ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞。这些研究结果为进一步阐明ＣＤ１５１与ＰＲＲＳＶ感染的关系提供一定的理

论基础。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＣＤ１５１；Ｍａｒｃ１４５ｃｅｌｌ；ＰＲＲＳＶ；ｂｌｏｃｋｉｎｇ

　　猪繁殖与呼吸综合征（Ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）于１９８７年首次发

生于美国，很快蔓延到世界各地，成为当今危害养猪

业主要的传染病之一，给养猪业造成了巨大的经济

损 失。ＰＲＲＳ 是 由 ＰＲＲＳ 病 毒 （ＰＲＲＳ Ｖｉｒｕｓ，

ＰＲＲＳＶ）感染引起，主要表现为母猪流产、弱产、死

产、木乃伊胎以及各年龄猪的呼吸道障碍性疾

病［１３］。ＰＲＲＳＶ属于有囊膜单股正链ＲＮＡ病毒，

基因全长约１５ｋｂ，有９个相互重叠的开放阅读

框［４６］。体内ＰＲＲＳＶ有严格的细胞嗜性，以感染猪

肺泡 巨 噬 细 胞 （Ｐｏｒｃｉｎｅａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，

ＰＡＭ）为主，其他组织（如肝脏、脾脏、淋巴结等）的

巨噬细胞中也可检测到ＰＲＲＳＶ
［７］。体外，ＰＲＲＳＶ

主要感染猴肾细胞系，如 ＭＡ１０４细胞及其衍生细

胞 Ｍａｒｃ１４５细胞
［８９］。

ＰＲＲＳＶ通过受体介导的内吞机制进入其易感

细胞。目前已经报道的ＰＲＲＳＶ受体有清道夫受体

蛋白ＣＤ１６３、唾液酸黏附素、硫酸乙酰肝素和波形

蛋白及 ＣＤ１５１
［１０１４］。其中 ＣＤ１５１是新近报道的，

ＣＤ１５１属于四跨膜超家族蛋白（ＴＭ４ＳＦ）。研究表

明，ＴＭ４ＳＦ在细胞的增殖与融合，肿瘤的生长与迁

移及 血 管 生 成 中 起 重 要 作 用［１５１６］。ＣＤ１５１ 与

ＰＲＲＳＶ感染有关
［１４］，但其在ＰＰＲＳＶ感染过程中

的作用还不清楚。为了研究ＣＤ１５１在ＰＲＲＳＶ感

染细胞中的作用，作者通过ＲＴＰＣＲ方法特异性扩

增出ＣＤ１５１蛋白的主要抗原表位区，并进行了原核

表达，制备出抗ＣＤ１５１蛋白主要抗原表位的阳性血

清，验证其在阻断ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５过程中发

挥的作用，为进一步阐明ＣＤ１５１与ＰＲＲＳＶ感染的

关系提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质粒、菌株和病毒　　表达质粒ｐＧＥＸ４Ｔ３

及其宿主菌犈．犮狅犾犻ＤＨ５α和犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ＤＥ３由

本实验室保存；质粒ｐＭＤ１８Ｔｖｅｃｔｏｒ购自ＴａＫａＲａ

公司。ＰＲＲＳＶ分离株 ＴＡ１２为本实验室分离鉴

定，其 ＮＳＰ２缺失３０个氨基酸，ＧｅｎＢａｎｋ登录号

为ＨＱ４１６７２０。

１．１．２　试剂　　ＰＣＲ扩增试剂盒，Ｔ４连接酶，限

制性内切酶犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅Ⅰ购自 ＴａＫａＲａ公司。

ＤＮＡ胶回收试剂盒，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ

购自北京全式金公司。弗氏佐剂购自Ｓｉｇｍａ公司。

辣根过氧化物酶 ＨＲＰ及 ＦＩＴＣ标记的羊抗小鼠

ＩｇＧ购自Ｊａｃｋｓｏｎ公司。ＧＳＴ单克隆抗体及增强型

ＨＲＰＤＡＢ显色液购自北京天根生物技术公司。

１．２　方法

１．２．１　目的基因的 ＰＣＲ扩增及克隆　　根据

ＧｅｎＢａｎｋ 中 人 类 犆犇１５１ 序 列 （登 录 号：ＮＭ ＿

００４３５７．４）设计并合成引物进行ＲＴＰＣＲ扩增。上

游 引 物 为 ５′ ＧＡＧＧＡＡＴＴＣＴＡＣＣＡＧＣＡＧＣＴ

ＧＡＡ３′，带有犈犮狅ＲⅠ酶切位点，下游引物为５′

ＣＧＡＣＴＣＧＡＧＣＡＡＣＴＴＧＧＴＧＡＴＧＡＡ３′，带 有

犡犺狅Ⅰ酶切位点，扩增长度为２９４ｂｐ的基因，该片

段位于人类犆犇１５１基因３４５至６３３ｂｐ之间。ＰＣＲ

体系包括１０× 犜犪狇Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ｄＮＴＰ２μＬ，２０μｍｏｌ·Ｌ
－１上游引物和下游引物各

１μＬ，犜犪狇酶０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ４０．５μＬ。ＰＣＲ程序：

９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５８℃４５ｓ，７２℃

４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。１％琼脂糖凝胶

电泳鉴定ＰＣＲ产物，回收目的片段，与ｐＭＤ１８Ｔ

ｖｅｃｔｏｒ连接，转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细胞。通过

ＰＣＲ、酶切及测序对目的片段进行鉴定，序列测定由

南京金斯瑞公司完成。

１．２．２　表达载体的构建和鉴定　　将鉴定正确的

ＰＣＲ产物和ｐＧＥＸ４Ｔ３载体分别用犈犮狅ＲⅠ和犡犺狅

Ⅰ酶切，回收酶切产物，经Ｔ４ 连接酶连接后转化犈．

犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细胞，挑取阳性克隆，提取质粒。

通过ＰＣＲ、酶切及序列测定对重组质粒进行鉴定。

１．２．３　蛋白表达及鉴定　　将构建的重组质粒

ｐＧＥＸ４Ｔ３ＣＤ１５１转化犈．犮狅犾犻ＢＬ２１ＤＥ３感受态细

胞，３７℃培养至ＯＤ６００ｎｍ为０．６，加入０．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ＩＰＴＧ诱导表达６ｈ，收集菌体离心后取沉淀进行

ＳＤＳＰＡＧＥ分析。采用半干转印法将目的蛋白转印

至ＰＶＤＦ膜上，用２．５％脱脂奶粉３７℃封闭１ｈ，加

入１∶２０００稀释的ＧＳＴＴａｇ单克隆抗体，３７℃孵

育１ｈ，加入１∶２０００稀释的 ＨＲＰ标记的羊抗鼠

ＩｇＧ，３７℃孵育１ｈ，ＤＡＢ显色。

将阳性表达的重组体扩大培养，经ＩＰＴＧ大量

诱导表达，离心收集菌体，ＰＢＳ重悬后冰浴超声破

碎菌体，用 ＧＳＴ 亲和层析柱按说明书纯化目的

蛋白。

１１４
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１．２．４　抗 ＣＤ１５１蛋白血清的制备　　纯化的

ＣＤ１５１蛋白与等体积的弗氏完全佐剂乳化，免疫６

周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（５０μｇ·只
－１），间隔１５ｄ，分别

用弗氏不完全佐剂乳化相同剂量抗原进行二免和三

免，ＥＬＩＳＡ方法检测免疫小鼠血清的抗体效价。

１．２．５　抗ＣＤ１５１蛋白血清的检测　　长成单层

Ｍａｒｃ１４５细胞，用７５％的乙醇４℃固定３０ｍｉｎ，分

别加入１００μＬ的１∶１０、１∶２０、１∶４０和１∶８０稀

释的抗ＣＤ１５１蛋白血清，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３

遍，加入１∶２００稀释的ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠二抗，

３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３遍，以未免疫小鼠血清和

ＰＢＳ作为阴性对照，荧光显微镜观察。

１．２．６　抗 ＣＤ１５１蛋白抗体阻断 ＰＲＲＳＶ 感染

Ｍａｒｃ１４５　　长成单层 Ｍａｒｃ１４５细胞，分别加入

１００μＬ的１∶５、１∶１０、１∶２０和１∶４０稀释的抗

ＣＤ１５１蛋白的鼠血清，３７℃孵育１ｈ，弃掉血清，按

１００ＴＣＴＤ５０·孔
－１接种ＰＲＲＳＶ病毒，３７℃孵育１

ｈ，弃去上清，每孔加入 ２００μＬ 含 ３％ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ培养液，继续培养５～７ｄ，每天观察ＣＰＥ。

２　结　果

２．１　犆犇１５１的基因克隆及载体构建

提取 Ｍａｒｃ１４５细胞ＲＮＡ，通过ＲＴＰＣＲ方法

扩增得到２９４ｂｐ的片段与预期大小相符（图１），测

序结果表明该序列与人类犆犇１５１相同位置核苷酸

相似性为９４．６％。经ＰＣＲ、酶切和测序表明犆犇１５１

已成功的克隆入ｐＧＥＸ４Ｔ３载体（图２）。

１．ＲＴＰＣＲ产物；２．ＤＮＡ相对分子质量标准

１．ＰｒｏｄｕｃｔｏｆＲＴＰＣＲ；２．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图１　犆犇１５１基因的犚犜犘犆犚产物

犉犻犵．１　犘狉狅犱狌犮狋狅犳犚犜犘犆犚

２．２　犆犇１５１蛋白的表达及鉴定

将重组质粒转化至犈．犮狅犾犻ＢＬ２１进行诱导表

达，ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明该蛋白成

功高效表达，为３７ｋｕ的可溶性蛋白（图３）。

１．ｐＧＥＸ４Ｔ３ＣＤ１５１经犈犮狅ＲⅠａｎｄ犡犺狅Ⅰ酶切产物；２．

ＤＮＡ相对分子质量标准

１．ｐＧＥＸ４Ｔ３ＣＤ１５１ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犈犮狅ＲⅠａｎｄ犡犺狅Ⅰ；２．

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图２　重组表达质粒的双酶切鉴定

犉犻犵．２　犚犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犌犈犡４犜３犆犇１５１狆犾犪狊犿犻犱犱犻犵犲狊狋犲犱

犫狔犈犮狅犚Ⅰ犪狀犱犡犺狅Ⅰ

１．纯化的ＣＤ１５１Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；２．诱导６ｈ全菌

ＳＤＡＰＡＧＥ；Ｍ．蛋白质相对分子质量标准

１．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＣＤ１５１；２．ＳＤＡＰＡＧＥｏｆ

ｗｈｏｌｅｐｒｏｔｅｉｎａｔ６ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔｓｍａｒｋｅｒ

图３　犆犇１５１的表达及鉴定

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犆犇１５１

２．３　鼠抗重组犆犇１５１蛋白血清抗体效价检测

取三免后１５ｄ的鼠血清，用ＥＬＩＳＡ方法测定

抗体效价，结果显示阳性血清１∶１０５ 稀释时Ａ４５０ｎｍ

为０．５１（图４），其Ｐ／Ｎ值＞２．１。

２．４　鼠抗重组犆犇１５１蛋白血清特异性检测

取三免后１５ｄ小鼠的血清，用ＩＦＡ方法检测抗

ＣＤ１５１抗体与 Ｍａｒｃ１４５细胞结合的特异性。结果

２１４



　３期 肖一红等：Ｍａｒｃ１４５细胞ＣＤ１５１蛋白主要抗原表位区的表达及其与猪繁殖与呼吸综合征病毒感染关系的研究

表明血清在１∶１０、１∶２０和１∶４０稀释时均能与

Ｍａｒｃ１４５细胞结合（图５Ａ），未免疫小鼠的血清不

与 Ｍａｒｃ１４５细胞结合（图５Ｂ）。

图４　抗犆犇１５１蛋白血清抗体水平犐犈犔犐犛犃检测结果

犉犻犵．４　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犪狀狋犻犆犇１５１犪狀狋犻犫狅犱狔犫狔犐犈犔犐犛犃

２．５　抗犆犇１５１蛋白多克隆抗体阻断犘犚犚犛犞感染

细胞

　　结果显示（图６），高浓度抗ＣＤ１５１蛋白的抗血

清（１∶５和１∶１０稀释）与 Ｍａｒｃ１４５细胞孵育１ｈ

后感染ＰＲＲＳＶ，７２ｈ后未出现ＣＰＥ（图６Ｃ、６Ｄ），而

低浓度的抗血清（１∶２０和１∶４０稀释）出现ＣＰＥ

（图６Ｅ、６Ｆ）。免疫前小鼠血清（１∶５稀释）与细胞

孵育后接种ＰＲＲＳＶ出现ＣＰＥ（图６Ｂ）。接毒１２０ｈ

后，高浓度抗ＣＤ１５１蛋白血清孵育的细胞未出现

ＣＰＥ，而低浓度血清及免疫前血清孵育的细胞出现

ＣＰＥ，并伴随细胞脱落。

Ａ．免疫小鼠血清１∶２０，４０×；Ｂ．未免疫小鼠血清１∶２０，４０×

Ａ．Ｉｍｍｕｎｅｓｅｒｕｍａｔｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆ１：２０，４０×；Ｂ．Ｐｒｅｉｍｍｕｎｅｓｅｒｕｍａｔｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆ１：２０，４０×
图５　鼠血清结合 犕犪狉犮１４５细胞的犐犉犃检测结果

犉犻犵．５　犐犉犃狉犲狊狌犾狋狊狅犳犿狅狌狊犲狊犲狉狌犿犫犻狀犱犻狀犵狑犻狋犺犕犪狉犮１４５

Ａ．未接毒对照；Ｂ．免疫前小鼠血清１∶５稀释；Ｃ～Ｆ．抗ＣＤ１５１血清稀释１∶５、１∶１０、１∶２０、１∶４０

Ａ．Ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌ；Ｂ．Ｓｅｒａｂｅｆｏｒｅｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎａｔ１：５ｄｉｌｕｔｉｏｎ；ＣＦ．ＡｎｔｉＣＤ１５１ａｎｔｉｓｅｒａｄｉｌｕｔｉｏｎａｔ１：５，１：１０，１：２０，

１：４０ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图６　抗犆犇１５１血清阻断犘犚犚犛犞感染 犕犪狉犮１４５细胞的犆犘犈结果

犉犻犵．６　犆犘犈狉犲狊狌犾狋狊狅犳犪狀狋犻犆犇１５１狊犲狉狌犿犫犾狅犮犽犻狀犵犘犚犚犛犞犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳犕犪狉犮１４５犮犲犾犾狊

３　讨　论

病毒与受体相互作用是一个多步骤的过程，病

毒可以连续地或以细胞类型特异性方式使用多个受

体，受体在细胞信息传递过程中起着重要的作用。

病毒与细胞受体结合是病毒建立感染的首要步骤，

同样病毒与受体的相互作用决定宿主范围，从而构

成病毒感染细胞的特异性。

３１４
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ＰＲＲＳＶ感染细胞是通过受体介导的内吞作用

进入细胞，这个过程需要多种受体蛋白的协同作用，

目前已报道的与该过程有关的蛋白主要是ＣＤ１６３、

唾液酸黏附素、硫酸乙酰肝素、波形蛋白及ＣＤ１５１。

易感细胞并不是表达所有的这些受体蛋白，ＰＲＲＳＶ

感染不同易感细胞的机制不同。ＰＲＲＳＶ 感染

ＰＡＭ的一般机制：ＰＲＲＳＶ首先与ＰＡＭ 上硫酸乙

酰肝素结合，随后与唾液酸黏附素形成更牢固的结

合［１７］，吸附后的病毒通过网格蛋白介导由病毒－受

体复合物内吞。随后病毒基因组释放到胞质中，该

过程中 ＣＤ１６３ 起着决定性的作用
［１８］。但对于

ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞的机制则不清楚，因为

Ｍａｒｃ１４５细胞不含唾液酸黏附素。

ＣＤ１５１蛋白位于细胞膜上，属于四跨膜蛋白，

在不同细胞中广泛表达，参与细胞支持、迁移和集

合，在细胞内发挥着信号传导及细胞激活等功能。

ＣＤ１５１由于存在跨膜区，其疏水性较强，表达相对

比较困难。本研究利用软件分析其表位集中部位，

从ＰＲＲＳＶ 易感细胞系 Ｍａｒｃ１４５中克隆得到了

ＣＤ１５１的主要抗原结构１１５－２１１氨基酸区域，将

该片段克隆入原核表达载体中进行了表达和纯化。

纯化蛋白免疫小鼠获得了高特异性及高效价抗血

清。用该抗体进行了病毒阻断试验，发现其在１∶５

及１∶１０稀释时能有效阻断ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５

细胞，该 结果 证 明 阻 断 ＣＤ１５１ 蛋 白 即 可 阻 断

ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞，提示ＣＤ１５１的１１５－

２１１氨基酸区域在ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞发

挥一定的作用。需要特别一提的是ＣＤ１６３、唾液酸

黏附素、硫酸乙酰肝素和波形蛋白的抗体均能阻断

ＰＲＲＳＶ的感染
［１０１４］，说明在ＰＲＲＳＶ感染细胞时受

体之间发挥协同作用，阻断其中任一受体就可切断

ＰＲＲＳＶ进入 Ｍａｒｃ１４５细胞的路径，也进一步说明

ＰＲＲＳＶ 感染细胞是一个涉及多个蛋白的复杂

过程。

４　结　论

本研究成功克隆和表达了 Ｍａｒｃ１４５ 细胞

ＣＤ１５１重组蛋白，经纯化后免疫小鼠制备的高效价

抗血清能够阻断ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞。这

些结果表明ＣＤ１５１在ＰＲＲＳＶ感染过程中起着重

要作用。
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