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提 要 应用多种细胞生物学技术．对辛德毕斯病毒[s蛐 h Virus，St,v)的6K蛋白在细胞 

中的分布和转运动态及在病毒释放过程中的作用进行了探讨 ．站果表明。6-【蛋白不仅存在于成熟 

病毒粒子中．而且在粗面内质网台成后及在向细胞质膜的转运过程中均与囊膜蛋白E2形成复台 

物．对 6K蛋白酰基化位点突变株的研究结果表明沱 与E2突变株在病毒形态发生方面有惊人的相 

似之处，说明sbv的出芽释放过程不仅仅是靠 E2蛋白C端与病毒核衣壳的相互作用．6K蛋白的酰 

基化修饰可能在这十过程中也起着十分重要的作用。根据 弧 蛋白的二级结构的预测及综台上述实 

验结果 ．对 Sbv出芽释放的模式提出了新的补充。 

关键词t 辛德毕斯病毒 

辛德毕斯病毒(Sindbis v ， 披盖病毒科 

甲病毒属。成熟的病毒粒子中含有三种结构蛋白，即衣壳蛋白(c)和两 种病毒特异的囊膜蛋白 

(El和 E2)[”。最近发现一种分子量为 6K的病毒蛋白也存在于成熟的病毒粒子 中[习。6K蛋白 

结构上的特征是在它的中部有 d个作为酰基化位点的半胱氮酸残基 ，可与 4个软脂酸结合 。关 

于 6K蛋白生物学功能特别是与病毒成熟释放的关系尚不清楚。为此．我们从 6K蛋白在细胞 

内的分布及转运动态入手 ，通过研究 6K蛋白与其它结构蛋白之间的关系以及对用定点突变 

技术获得的 6K蛋白突变株与野生型的毒株在病毒装配和成熟过程中的形态特征的比较，显 

示了 6K蛋白对病毒成熟释放的重要作用 ，同时对 SbV出芽释放的模式提出了新 的补充。 

材料与方法 

1 细胞与病毒的培养 

本实验所用SbV．SBV 6K蛋白突变株．sb E2蛋白C端突变株，SbV的cDNA及兔抗SbV的 6K蛋白、E2 

蛋白抗体均由美国华盛顿大学医学院 Scklcsingcr教授实验室提供． 

培养病毒所用细胞为BHK-21传代细胞系(由lII国兽医药监察所细胞室提供)。培养细胞所用培养基为B 

MEM培养基(日本制药株式会社生产)。 

2 病毒粒子中蛋白成份的检测 

SbV感染细胞 4小时后，用终浓度为 40VCi／mI的’ S．甲硫氨酸( S-Mc|，NEN公司生产．比强 lC'00t．~／ 

nm,xo1)标记细胞2小时并追踪 3小时，将释放到维持液巾的病毒粒子(滴度为 3．0X 10'I：'VV／m1)在[t{sC．kl3~,!El L8- 

80M离心机上用 SW4C．转头离心 4小时(4O C．00r／m)，取沉淀并加入少量缓冲液 (2C．mmol／L Hcpes-NaOH， 

pH7．4，10O~ I／LIqaC1，lrm'r~l，L EDTA)悬浮，加入电泳样品溶解液 ，在 10 一20 的梯度胶上进行 SDS- 

·车文于1992年9月22日收到．12月30日修回． 
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PAGE与放射自显影分析．并害j下相应的电泳条带进行液闪计数．同时对x光片的相应条带扫描 稠定成熟病 

毒粒子中结梅蛋白的戚份及其相对含量． 

1 放射免痤沉淀与免痤共沉淀技术 

病毒感染 4小时后．用终浓度为 5 ／ⅡI1的 s_甲硫氨酸脉冲标记 20分钟 ，分男Ⅱ追踪 10分钟或 40分钟． 

抟 P醛 洗涤后加入裂解藏C20mmo]／t．Hcpe~-NsOH，pH7．d-100mmol／L NaCI-lmmol／L EDTA，1 NP-40)~冰 

浴中裂解细胞 15分钟．吸取上清，分男Ⅱ加入兔抗sbv 6l【蛋白抗体或兔抗SbVE2蛋白抗体，参照Al 晰 等人 

的方法阱进行放射免疫沉淀 ．并依据Ld埘耵1i1i的方法Ⅲ进行潞 聚丙烯酰胺凝胶电泳及放射自显影分析． 

4 用蔗糖密度梯度离心技术分析病毒蛋白蔓合物 

SbV感染细胞 d小时后．用 终浓度为 d ⅡI1的”s_甲硫氮酸标记细胞 l小时-j盎后加入 1 NP-4o裂解 

液裂解细胞(同方法 3)，取上清在 5 一30 的蔗糖连续梯度中离心d小时(B日clc瑚m LS-80M离心机,SW40转 

头．40 000r／m)．~蠕动泵小心收集样品各组份，然后在u【B 1209Rack~em全自动液体闪烁仪上直接测定各组份 
的cPhf，并据此绘{圄cPhf(。咖 喀p时minute)分布曲线，选出洲 值较高的组份进行SD~PAGE电泳与放射自 

显影分析．根据所得结果．用抗 E2置白抗体对相应的组份进行放射免痉沉淀分析． 

‘ 定点突变技术 

用常规定点突变技术改变SbV cDNA(SbV cDNA由cRi衅教授惠赠)上相应的楼哿酸序列嘲·j盎后在体外 

以突变的病毒cDNA为摸板合成病毒的 RNA。进而用 D】 d时 m方挂 获得 SbV的 6K突变株(c 38一 

S时)． 

0 免疫荧光技术 

在病毒感染后 2，d和6小时，用兔抗 囊膜蛋白F-2,抗体或兔抗SbV 6l【蛋白抗体室温下作用1／b~t, 

研究上述病毒蛋白在细胞表面的分布}或者在固定后用o．I TritonX-lo0处理细胞 10分钟-再进行抗体反 

应． 研究病毒蛋白在细胞内部的分布． 

T 超薄切片疆冰冻蚀刻样品的氧I备 

病毒感染H -21细胞 ．约5O 的细胞出现病变(aE)后，迅速用 1．5 冷戊=醛Hanl~s藏固定．按常规 

方法 在B山 B~ -400D球冻蚀刻仪上进行降薅_断裂、复型． 

超薄切片样品经I．5 戊=醛 l 饿馥双固定后，用2 睛酸双氧铀水溶液块染I小时，按常规方溶剖样． 

所有电镜样品均于JE f．1OOcx或．~M-200CX电镜下观察， 

结 果 

I 6K蛋白存在于成熟的病毒粒子中 

用超速离心的方法浓缩ssS_甲琉氮酸标记的病毒粒子，再经SDS—PAGE及放射白显影分 

析，结果显示，在BHK一21细胞繁殖的成熟病毒粒子中舍有 6K蛋白．对电泳 条带进行藏闪计 

数或对相应x光片进行扫描，再根据蛋白质中的半肮氮酸残基的数目，推算出病毒粒子中结 

构蛋白的分子比为(El+E2)·Ct 6K=1．0t 1．05，0．25． 

2 IK蛋白在宿主细胞中的分布及变化动态 

I可接免疫荧光方法对6K蛋白在BHK-21细胞内的分布情况_的研究结果表明，在病毒感染 

后 2小时、d小时和 6小时的细胞表面均呈阴性反应。进而用Trit~nX-100处理细胞再进行免 

疫荧光标记 ，结果发现在病毒感染后 2小时，靠近棱区的细胞质呈较强的阳性反应 ，某些区域 

6K蛋白的分布似乎与细胞骨架纤维的走向有关(图版la)．感染后d小时，6K蛋白在细胞质某 

些区域形成团块 ，且趋向于细胞质膜(图版 Ib)。感染后 6小时 ，团块状的分布更加显著 ，更加 

集中(图版 lc)。6K蛋白在细胞内的分布及变化趋势与E2蛋白类似 
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图版 1a—c．免疫荧光染色显示野生型Shy的BK噩自在宿主细胞质巾的分布 

8．b．c分别为感染后2．4和6小时的细胞 

18：x 2 】00‘1b．】c：x 3 300 

， 
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1d—f．免疫荧光染色显示野生型sbv(e．s)j~．sbv OK突变株(d．f)的E2蛋白在宿主量田瞻质膜的分布 

d,eIsw 感染后 2小时·× 2]00 

l，B}轴V感染后4小时·×3 300 

I恤i岫 d w~l-type ShY-in,coted BHK-2I b with 

anll-6K antibody~molmrlned the刚 叩 r 曲  bI岫 口f 6K protcin 

eI2 h L●b；4 h i．1 cI6 h L 

llt× 2 100tlb．1tl× 3 300 

~ nlng dm c~trated di ∞ 《 E2 p,~Xe／n 

oll h∞I龇 membrane ~'ld-type I．)口 OK1．1I蚰 n【(d-1)sbv_rm栅 砸 。曲  

d，。l砒 2h A L●× 2100 

f,g n~ 4 h L} × 3 300 

3 8K蛋 白与 E2形成 夏台体 

在SbV感染 d小时后 ，用 s_甲硫氮酸标记细胞，分别追踪 10分钟和 d0分钟 ，小心裂解细 

胞，并用抗 E2蛋白抗体及抗 6K蛋白的抗体进行放射免疫共沉淀的研究。结果表明，无论追踪 

10分钟还是 40分钟 ，用 E2抗体都能将 6K蛋白沉淀下来．反过来 ，用 6K的抗体有时也可将 

EIE2复合物沉淀下来(图1)．这说明6K蛋白在合成后不久，即在I虬面内质网内就与囊膜蛋白 

E2结合在一起 ，而且在后来经高尔基体及运输小泡向细胞质膜的转运过程中 ，仍与囊膜蛋白 

结合在一起。 

圈 l 轴Ⅳ感染 B}Ⅱ 2J细胞4小时后．崩’‘s_甲骧氟醴球冲标记2n 钟-分明追踪 】O分钟(h呲 】- 

lane 3)或 ●0分钟(1l眦 2．1ane●)。井周抗 晓 扼体(1l眦 1和ll眦2)-抗6K抗悼(Isr~3和lane●) 

进行免疫沉淀分折． ． 

腿 1 At 4 h L．BHK-21 c~llsinb~odm  pulsc-lat~eledwilh’ &-methimmtch  20 fo{lowctl 
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_10-ndn(1an~J and 3)盯 40-ndn chase(1am 2 and 4)． t 删 扭 1删 and蛳啪 耐 toi脏 

m帅叩 dp“砒妇l瑚 1y劬}wkb ant~-E2 antHx~y(1aIle l and 2)and anti-6K antlboJy(1ane 3 and 4)． 

我们用蔗糖密度梯度离心技术对 s_甲硫氨酸标记的感染细胞裂解物进行分离(图 2)．再 

经SDS-PAGE以及用 E2的抗体进行放射免疫沉淀分析 ，结果清楚地证明 ．E2蛋 白复台物与衣 

壳蛋白存在于不同的组份中，从而排 除了E2—6K—C这一复台物存在的可能性。 

图2 SbV意橐BHK-21婀电4小时后，用 甲琉氨破标记细胞 1小时．裂解细胞 ．进行蔗糖梯窿离 

心。分别收集各组份．靛闪计数．测定各蛆份巾”s的含量．据此绘出图lI|曲线(一·一)．同时对 

各组份进行SDS-PAGE夏放射自垦影分析，通过对X光片rlI相应囊膜蛋白E2与衷壳噩白C的 

条带进行扫描分析．绘翩出图·I·曲线E(一▲一)和c(一●～)。 

r嵋2 At 4 h丑矗er SbV ．蚶 酣 耐 础 s wm  labc~d with asS-mcthlonine f0r】 1 l,~bcicd od w 

then1．v'zod and Iy釉 四 删 瓤嘲 耐 to 3I瑚 ∞c a凼cn1∞nⅡ uB loI．．Eachtractk~n 勰 colic~'tod and 

sobb ed to liq d stinttLLalioa cmmllng．S[~-"PAGE and aut~radiography．P,~lalive tI．。咖  时 E2 

(--▲一 )and C (一●一 )ptotdns cvaluatad dep．~tornetrlctracing oltIlc cx【 X．films． 

4 6K蛋白突变株的生物学特性 

A一用 E2抗体分别对 6K突变株感染的细胞进行免疫标记 ，结果表明，在病毒感染后 2小 

时，细胞表面呈阳性反应的斑区较野生型病毒弱(图舨 ld，e)。病毒感染后 d小时 ，呈强阳性反 

应区域反而比野生型病毒更为集中，区域性更强(图舨 lf，g)．对突变株蛋白台成的研究结果表 

明，结构蛋白EIE2及C的台戚量均低于野生型病毒(图3，laoe3)，而且病毒的滴度也低于野生 

型病毒，这些部与超微形态学上观察的结果相吻台。 

● 
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田3 SbV感巢 Z~IK-2)细囊，感染后 4小时和 6小时，分 

男 用’ 甲矗氨酸脉冲标记 l5分种并进行 s蹦 

PAGE厦放射自显髟分析． 

Ltne1-2；为野生型SbV感染后4小时和 6小时的样品 

Ltne 3 丘K突壹株 l感染后 4小耐的样品 

Ltne 4；E2突变株 l感染后4小时的样品 

F 3 At 4 6 afterSbV trffoction—the ceLlswere r~pec- 

口岫 htbet~ m '*S-methi~ for15rain andthen 

-自 toSOS．PAGEtrod amo,'m~ grarb．v annd．w t~ 

lane1-2iwild-typeSbV (4h and 6 h p-L) 

lane 3 6K mutant I SbV(4 h i．) 

Ltne 4；E2m ∞ I I轴 v (|h p．L) 

4 

田4 轴V曩膜蛋白耻．E】与 6K置白空同关系的模 

式田．每三十E2_El异二聚体形成—十复合物． 

6K蛋白可能通过E2将相锥的复合物联系在一 

起 ． 

F 4 orStnlza,ion oe VE2。El and 6K proteira 

∞ 。 m ． Every thrt* E2- El her 

ecnd imers form a 0_ 瞳 ．and the E2-binding GK 

pr<~eir~bind the ~ ringcomplexes togcthcr 

B．用超薄切片，冰冻蚀捌技术，对 GK蛋白酰基化位点改变的突变株进行了观察 ，结果发 

现，6K蛋白突变株与E2蛋白C端的突变株(S~r419-~Cys，Schlesinger教授提供)有很多区别于 

野生型病毒的显著的共同特征，如：(1)成熟的病毒粒子大量聚集在宿主细胞周缘；(2)出现一 

些直径可达 100---l~0nm的畸形病毒．超薄切片显示病毒囊膜中含有 2—3十核衣壳{【3)病毒 

向细胞质空泡出芽成熟的几率明显增多；(4)常常观察到一些不规则的内部电子致密度较 低 

的细胞质膜或细胞内空泡膜突起{(5)在细胞质更多地观察到大量核衣壳聚集在一些囊泡的 

周围，有些呈类似于品格状排列(图版 2)。 
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图版 sbv 6K突变株 3 s口)及E2突变株(scr4l9— q3)盛染Ig~K-2]细胞的超薄切片图片 

2A．6K突变株ll1的多衣壳的畸形府毒粒子(箭头) 

2B．E2突变株巾病毒向细瞻质空泡巾出芽释放及多表壳病毒(箭头) 

2C．6K突变株宿主细胞周缘的不规虽4的病毒粒子(箭头) 

2D．6K突变株在细胞质巾大量的病毒植表壳聚集在一些囊泡的用围．有些呈类品格排刊(箭头) 

Flatc 2．UltrasccUcm Mic嘲  6K rlotlT~n[(Cym  scr1 and E2 Tnu~rl[(scr4】0哪 )S 一lIl舡 lod叭 K一2】o= 
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2A．Viml particlcs with mulile nuclcocapsdds 5K mumnt SbV-infccted c~lls“now) 

2B．A l~rge number E2 mumn~virusm bud lhrough I vesicle tI．啪  ane in cyloplasm (anow) 

2C．Irregular 6Kmutant virlons∞ t rnem~ane(arrow) 

2n Intbg cytoplasm I~I"Cm  nlarge nnmbcr 0l nucie~apsids aroudIhc vesicles and 

Ⅲ  tocty~ thnc—like~zray(re'row) 

讨 论 

6K蛋白一度被认为是 SbV的非结构蛋白[】]，直至最近才被证明在鸡胚细胞中繁殖的成熟 

病毒粒子中含有 6K蛋白[ ，但关于 6K蛋白在细胞内的分布及确切功能尚不清楚[ 。我们的实 

验结果进一步证明 6K蛋白存在于 BHK一21细胞内产生的成熟病毒粒子中，虽然在宿主细胞中 

全部病毒结构蛋白都是由一条 26S的RNA编码 的蛋白质前体经剪切而成，亦即 El E2 C 

6K的分子比理论上是 1 t l 1 t 1，但从我们的结果中可以看出，仅有 1／4的 6K蛋白装配 

到成熟的病毒粒子中，这与前人的结果基本一致。 

近年来的工作表明Semliki森林病毒 (SFV)衣壳蛋白与囊膜蛋白E2的细胞质结构域(c末 

端)的相互作用是病毒出芽释放的主要动力[ ⋯。我们对 6K蛋白突变株的研究结果发现 ，改 

变 6K蛋白酰基化位点的病毒突变株对病毒的成熟释放有很大的影响 ，说明SbV的 6K蛋白在 

病毒出芽过程中也起着十分重要的作用，而这种作用很可能与 6K蛋白的酰基化有关。根据 6K 

蛋白氮基酸序 u，我们做了它的二级结构预测 ，结果表明，6K叠白可能形成两段 螺旋结 

构，其闷的 35、36、38、39四个位置的半胱氨酸残基的酰基化位点上分别连有 4个软脂酸链[2]。 

最近发现，EIE2是 以异二聚体的形式存在的，在细胞质膜上每三个EIE2异二聚体形成一 

个复合结构，其中El与 E2之间在内部互相交联 ，E2在其外部[u：。我们用放射免疫共沉淀的 

方法显示出 ，6K蛋白在细胞的粗面 内质网合成后就与病毒的囊膜蛋白 E2结合在一起 ，形成 

PE2一El一6K复合物 ，然后在以后的转运出粗面内质网，经高尔基体加工以及转运到细胞质膜的 

过程中，仍以复合物的形式存在。这与Garoff等人关于SFV的E]E2蛋白与 6K蛋白相结合的 

报道是一致的[”]。综上分析 ，我们认为 6K蛋白可能位于相邻的E2蛋白之问，其中的四个半胱 

氪酸残基连接的 4个软脂酸链插入脂双层 中，增加 EIE2异二蒙体形成的复合结构的精确性 

与稳定性(图d)，这种稳定复合体的形成既有利于囊膜蛋白在细胞质中的正常转运 ，又可促进 

E2的C端与衣壳蛋白更紧 密的结合，从而保证了病毒的正常出芽过程，根据这个模式，SbV出 

芽释放的过程不是靠每一个 E2蛋白与每一个衣壳蛋白之问的相互作用，而是靠每三个 E]E2 

异二聚体形成的复合韧与核衣壳表面的衣壳蛋白复合物之问的相互作用，萁作用力的大小在 

很大程度上是依赖于复合物精确的空阿构象。在由粗面内质网至细胞表面的运输过程中，复 

台物中的分子比可能为E1 E2 6K=i；1：i，但在病毒出芽过程中，6K分子与相邻的复合 

物中E2的相互作用，可能有助于膜的弯曲 与此同时，2／3以上多余的6K分子离开复合物，有 

助于缩小复合物之间的距离，加强复合物与 C蛋白之问的相互作用 6K蛋白酰基化位点的改 

变 ，无疑会影响 6K蛋白乃至整个复台韧的空阿构象 ，改变 4个酰基化位点比改变一个酰基化 

位点影响更大 ，这在我们以前的实验结果已明显显示出来。而 E2蛋白C端一个氨基酸位点的 

改变贝9产生更直接的影响 ，最终均引起子代病毒的滴度下降口]。 
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● 一 

The Effect of 6K Protein of Sindbis V．盯us on Viral 

M aturation and Release 

Liang Fengxla Ding M ．ngxiao 

( Bioto~， Uswer~ ， ，l00871) 

A small hydrophobJc polyp~ptide of 55 amino acids，noted as the 6K protein．could bc detected in 

purified preparations of Sindbis vtrions( V)．6K proteins become associated to the E2 protein after 

their synthesis in the endopinmaic reticuIum (ER)and during their transport Dc髑s from ER to the 

cell surface．The morphogenetieal characteristics of 6K mutant(Cys38~ Ser of Sbv with aeylation 

site repla~,nentin the 6K protein showed thatthe behaviorof 6K muta~]is very similartotheE2Inu- 

岫 tof．SbV埘 血 alnino acid replacement(Ser419~ Cys)inthe cytoplasmic domain oftheE2protein． 

it sm88ests that the release of SbV not only requires specific interaction between cytoplasm ic domah~ of 

E2 pro tein and nuclcocapsid．but the 6K protein also play m  impo rtant role，A modifled model is pre 

sented here to demarcate the possible interaction among E2，C and 6K protein of SbV during budding" 

process on the b船is of 6K sequellc皓 an dthe resultsmetior~d above． 

Key wofdl： Sindbis virus Sindbis virus 6K protein Virus maturation and release 
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