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摘 要 蛋白多肽二级结构的电脑预测表明，非洲猪瘟病毒(African swine fever virus，ASFV)j5R 

阅读框编码 12．9 kDa膜蛋 白。该蛋 白的 C末端含有一十潜在抗原决定簇，针对其合成肽的抗体能 

在ASF'vr感染细胞和病毒颗粒中检测刊 23或25 kDa(取决于不同毒椿)特异蛋白。免疫荧光试验 

显示．j5R蛋白主要位于感染细胞的病毒复制部位。油水两相分离和细胞分级分离试验结果证明 

j5R蛋白是膜相关蛋白。 

关键词 堕 塑耋· !塑堡堡· !至迫 

病毒膜蛋白是激发机体产生免疫应答或参与病毒装配的重要蛋白质 这些蛋白质借助其 

跨膜片段的疏水性质．将其多肽链导向脂质单位膜，因此常存在于有囊膜病毒或其感染细胞的 

表面。前者与病毒吸附、介导细胞膜融合或穿透细胞、参与病毒感染早期过程密切相关，针对 

这些病毒蛋白的抗体对阻止病毒感染扩散起着至关重要的作用。后者具有表面和外部抗原的 

强免疫原性质，常常是激发机体免疫应答，尤其是细胞毒性 T淋巴细胞的有效抗原 经电 

脑预测，ASFVj5R阅读框编码由 111个氮基酸组成的膜蛋 白。本文报道该蛋白的表达与鉴 

定 

1 材料和方法 

1 1 材 料 

用于蛋 白多肽二缎结构分析的 GCG程序购于美国威斯康星大学。除另有说 明外，所有化学药品均来 自 

Sigm 公司。分子生物学试剂，包括限制性 内切酶、Taq DNA聚合酶 、连接酶 强化化学荧光蛋白转印杂交 

(Enhanced Chemiluminescent Western Blot，ECI Western Blot)试剂等，分别购 自德国 Beohinger Mannheim、美 

国Prom Ea及英国Amersha公司 所有细胞、病毒、血清等均由英国动物健康研究所提供。 

1 2 方法 

1．2 1 蛋白多肽的二级结构分析 

先将 ASFV(MaIawi LlL 20／1)J5R阕读框的檀苷酸序列 转译成氨基酸 序列 然后 用 Peptidestructure程 

收稿 日期 ：1998 05 25 修回 日期 1998—06—18 

本课题由英国生物技术及生物科学研究院和农业部赍肋 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 3期 孙怀昌等：非洲猪擅病毒 j5R膜蛋 白的电脑预测和实验证实 237 

序预测其抗原性(扑t’g酏旧 y)、弹性度(flexibility}、亲水性 (hydmph[1[dty)及表面概率 (s帆郇rf e probability)；用 

Slgcleave程序预测其蛋白水解部位 ；用 Moti~程序预测其潜在氨基酸功能区。 

1 2．2 多肽合成和抗体制备 

根据 电脑预测，jSR蛋白的第 86～103个氨基酸具有较高的抗原指数．为潜在的抗原决定簇(图 1)。根据 

此决 定簇序列 ．用固相法0 合成 由 17个氨基酸(亮一籁．答．丙 谷一天冬酰胺一赖．酪+色一色一谷氨酰胺 天冬酰胺一 

酪一天冬一脯一酪一丝氨酸)组成的多肽。 

将 500 合成肽溶于 750 I PBS中，与等体积佛 氏完全佐剂混匀后分 5点(1点肌 肉，4点皮下)注射一 

只新西兰白兔。注射后第2l和 42天．每只兔用 l／2剂量与不完全佐剂混合的合成肚加强免疫。第 64天时． 

免疫免的 ELISA滴度仍不很高，遂用 500 合成 呔再次加强免疫 。3周后采血，分离血清。兔抗合成肚免疫 

球蛋白用 ProtOn亲和柱接广家(Multiple Peptide system)说明提纯 

1．2 3 病 毒纯化和病毒蛋 白抽提 

用 Pereoll梯度离心法M ASFV(Uganda株)感染细胞上清 中提纯细胞外病毒按 Carraseosa法⋯进行。 

将 100 L纯化病 毒 置于离 心滩缩 管(Centricon一100)中．向管 中加 入 10％ N—Octyl~-D-glacopyranoside 

(N0G)至晟终浓度为 0 1％．4℃孵育 l h后离 6(3000 r／rain，Denley BR 401低温离心机)分离病毒颗粒和洗 

脱蛋 白，收集下管中的抽提蛋白，病毒再分别用 0 25％、0 5％和 1 0％NOG按上述方法抽提一次 。抽提蛋 白 

和抽提后的病毒用兔抗 】5R合成肽抗体进行 ECI Western BIoc分析。 

1 2 4 病毒感染细胞 

猪骨髓细胞培养按发表 的方法 制备。向长成单 层的 10mL细胞 管 中加入 0 5 mL Malaw[LII 20／1 

ASFV病毒液，继续培养至出现明显血吸附现象(约 48 h)时倾去培养液，并向培养管中加入 0 5 mL细胞裂解 

缓冲渣(50 mmol／I "I ris HCI．pH8 0．120 mmol／l NaCI．I retool／L EDTA．0 5％NP40)，裂解细 咐保存于 

一 70℃备用。 

l 2 5 ECLW estern blot 

10％SDS-PAGE按常规方法进行。电泳后，用 W~tem Blotter按厂家说 明将蛋 白转印到 Immobilon—P膜 

上(O 8～1．0mA／c 膜 ．25～30min)。蛋白杂交按常规方法进行，封闭液为含 10％犊牛血清和 0 1％ T,~veen 

2O的 PBS，第一抗体 为兔 抗 i5R合成肽 1g，第二 抗体 为辣根 过氧化物酶 标记 的葡 萄球 菌 A 蛋白．用 ECI 

Western BlotdngDetection Reagents按厂家说明显示杂交信号。 

1 2．6 免痤荧光 

BSC40细胞培养于 Lab Tek细胞培养仓内。待细胞接近单层时．用 UgandaASFV感染细胞(37℃．2 h)。 

于感染后不同时同倾去培养液．井用 PBS洗涤后进行免疫荧光染色。表面染色直接用活细胞或经 4％副 甲醛 

周定(室温 30 rain)的细胞进行 ；细胞内染色的细胞先用玲却甲醇固定 5 min．然后按常规方法染色。第一 抗体 

为兔抗 j5R合成肽 I 第二抗体为 FITC标记的羊抗免 IgG 

1 2 7 两相分离 

按 Bordier的两相分离试验法_6】．用 Triton x 114抽提纯化 ASFV颗粒膜蛋白 

1 2 8 细胞分级分离(fractionation) 

细胞分级分离按 Chatis和 Morrison的方法” 进行。感染细胞为 IBRS 2细胞，毒株为 uganda株．阳性 对 

照为 35s标记的水泡性口炎府毒(Vescular stomatkis s，VSV)感染的 IBRS 2细胞。 

2 结果 

2 1 蛋白多肽的二级结构分析 

ASFV(Malawi LIL 20／1)的 j5R阅读框位于该病毒基因组 SalI酶消化后的 J片段，由病 
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毒基因组的正链编码，阅读方向朝同摹 组 

氧基 酸组 成的 12 9 kDa蛋自质 

} I 一 1 4咎 

j仃蛸 浚 囊 II 31 I 组 戒 ，编 码 I’ 1Ij个 

用 Prosrch和 Ffasta程序分删 lf『,qw1． ⋯( I( I 

之同源的氨基酸序列。查询 P ∞itc脊n (、 }If1 ---“_I ： 

)和 4个 磷酸化 部位 (翻 1)。I)(．13t⋯-、 一 、。 

阳 25—00个贱幕盼疏 水值较 高，为潜 ●。 ． ． 

0 100(日a 

H 1 ASFV i5R蚩 t多 柏 2缒 特f 舒 Hf - 卜一p- 。一>I】{lI ：小 Ifi <(- 件 趣 ； { 占钽 hL酝哉 ．黑 

也 K城 。 帷 I。 跨 疃 ． 域 { 美t J Jliil~簪 1t 啦I if； n 1 决一 旌 f 代 磷 睦 1L耳位 【 f 

之旺的螂基化郫f 

Fig 1 St condary&~rtlc[klre analysis nT ASFV jSR ， _II L1 I’ {- ⋯．一 -1]n ¨l_⋯h l_r r p]~ilk v：>t cI ¨ -vt h}1̈ i Ly 

(<O)，￡。Pm ￡h。p。 “⋯ ( F ，Ⅲ，D acid re~id,,e,，rh ’_f— f“ ￡’ f ‘ ： " _f～ Ljl_r⋯1 fM L川 r ， I f。 ( f，c ；，～  

t⋯ till Ⅲigeni determinant used tO rmkc the 1 ¨l l l 1’ 1 、1 t·卜̈：Tv l̈ ，l( ．㈦rI f：N hnked K【．r -、v l、 L l(． 

respectivelv 

2．2 jSR蛋白在病毒感染细胞中的表达与定位 

用亲和层析纯化的免抗 j5R台成吐∞ ．、s M k 20 强感染 48 lj毒的 

猜骨髓细胞进行 ECI，Westen blot分析 j ．5R }￡ L、 ．守 待并抗体能 t 病 r 感囊细胞 

中检测到分子量为 23 kDa的特异蛋匀 而正常 免血 肯 毹艟示此 E日，： 猪 髓i 抱 也 

元此赁 白( 2)= 

以免抗 j5R合成脓 Ig为抗体，在感爨} j 4～1 o h避jT 笔 荧 t 疆 i挂求、：5R美=『 

的细胞表面染色为阴性．但从感染唇 l()】 起， }与瓷色转为 J兰 15R量白 耍位 掌近细 

胞棱周围的病毒复制部位(圉 3)= 

2．3 jSR蛋白在细胞外病毒粒子中的表达和定位 

将 Percol[梯度离．fi,法从 Uganda毒株感 染的 ”iRS 蚋驰举养上 甲摈雏越 蝻 ·拉 

簧白转 印到醋酸纤维素膜上，用兔抗 15R 成肽撕 巾进1 ECI w 盯11 。 绡求 【'}J 

i5R阅读框 C端序列特异抗体能在纯化的病毒 l，检 到 25 k1)a置白，而 1} 常兔11'ILi青 能 乐 

此 蛋 白(图 4) 

为丁进一步证实上述 25 kDa蛋自为病毒结栅壹自． 。 fIÏ _L％ f】 一 · f l -- 

NOG洗涤纯化的细胞外病毒，然后姐免抗 iSR合戚胍 【g坷抗 1 递¨ Ë  Wes!( bl 舒析 、 

结果表明，iSR蛋白不在低浓度(0 1％)NOGIl『j能往脱的非特异性 吸附蟹 臼或病 霉外啦蛋 白 

之列，需 0 5％的 NOG才能从病毒颗粒上洗脱 米(割4) 

0 r“ ， ．r 

、 

E  ㈨ 
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M 

PBM 

【刳 2 痛 感 细 胞 的 ECI Westcr rl hlot舒 "一 止 

fM⋯ inlet1ed．M)和 Malawi f IL20／1苛 咻堪 1I 

rt d．f)的 骨 髓 细 咆 (Po Im ⋯ ⋯ ⋯  jI ． 

I’BM)终 Ill。％SI)S PAGE分 离 后．刷 扎 I5R 蛾 让 

扎伍 船定 细胞 一f‘的 5R蛋 

F ! EC[，W e>tern blot1ing alia1 7<~i 【 f．ASFV I⋯feet ⋯iI 

M0ck infct-Ied (M)and Malawl【 】】 20／1 ASFV m 

~ecled(1)pig bone m⋯ w eelIS(PBM)⋯ 一 par t 

by 】0％ SDS PAGE． 】Ilowed by EC1 W 【 ⋯  

h】0I cink rising rabbit anti一 R peptide lg n _1I【 tI 

lKJ【lv 

2．4 j5R蛋白与病毒及其感染细胞膜性结构的关系 

纯化的细胞外病毒经 3次 Triton X一114抽提后，取每次抽提的无机相(水相)和有~SL#H(汕 

相)进行电泳，以免抗 j5R合成肽的 Ig为抗体进行 ECI Weslern hIot分析，同时用引对 ASFV 

72 kDn结构蛋白的单抗作为非膜蛋白对照。。，用针对ASFV编码的 Ubiquitin抗体为膜蛋 白 

性对照⋯j，结果显示，和已知的膜蛋白 Ubiquitin 样，J5R蛋白存在于两相分离后的有机花 

： (圉 5) 

用氮气爆破法破碎 UgandaASFV感染 16 h后的 IBRS 2锕胞，用 8％蔗糖梯度离心i'k进 

行细胞分级分离。分离后的水溶性和膜性蛋白经 SDS PAGE分离后，用兔抗 jSR合成肽 Jg为 

抗体进行 ECI Western hint分析。试验中，用针对 Vsv G蛋白的单抗作为膜蛋白阳性抗体对 

照 。。结果表明，j5R蛋 白存在于病毒感染细胞的膜性结构中(图 6)。 

3 讨论 

蛋白多肽的二级结构电脑分析结果表明．ASFV(Malawi I IL 20／1株)的 i5R阐读框编码 

由 111个氨基酸组成的 12．9 kDa蛋白质，其 c末端具有一个潜在的抗原决定簇(图 1)。免抗 

】5R合成肽的特异抗体能在细胞外病毒(Uganda株)和病毒感染细胞中测到分子量为 23或 25 

kDa的蛋白，而正常免血清不能显示该蛋白的存在，说 明 15R合成肽特异抗体测到的蛋 白为 

ASFV特异蛋白。病毒颗粒和感染细胞中 】5R蛋 白分子量的差异，与所用病毒之毒株不 前 

关，详细资料 另文发表。值得一提的是，J5R蛋白的实际分子量(23或 25 kDa)约 是其理论tt 
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图 3 ASFV感染细胞的免疫荧光分析。Uganda毒株感聋 l6 h后的 IBRS2细胞甩免抗 jSR合成肢抗体 显示 jSR 

病毒蛋白的存在。该蛋白先敷在于细胞棱周围(见照片中问之缅胞)，然后i旬病毒装配部位(照 片中的自色区域)集 

中(放大倍数 100 x) 

Fig 3 rmmu加 u0 一 showing nc㈣ j ar staiMng of the R protein TBR2 ceEs⋯ e infected whh Uganda 

ASFV strain．harvested at 16 h post—in{eetion and s~ained with rabbit anti-jSR peptide Ig followed by FITC-congugated 

goat anti．rabbit IgC-f×lOO) The proleln⋯ detected as mu]tlp]e．~anall pexinuc]ear loci f_D t middle 1he picture) 

and l~allzed in the vies as h s】t (white areas)+ 

分子量(12．9 kDa)的丙倍，其原固可能由该蛋白跨膜区a一螺旋结构之间相互作用形成的二聚 

体或该蛋白在凝胶上的异常移行(含有较多酸碱性氨基酸)所致，而与该基因定序错误 、多肽链 

的糖基化或因二硫键形成的二聚体无关 。 

Western blot结果显示，j5R蛋白存在于细胞外病毒颗粒上，但据此不能得出 j5R蛋白是 

ASFV结构蛋白的结论，尚有病毒颗粒的非特异性吸附蛋白之可能。为排除这种可能性，作者 

先用不同浓度的 NOG洗涤纯化的病毒粒子，然后用 Western blot测定洗脱液的病毒蛋 白。其 

理论依据是，N0G是作用缓和的非离子去污剂，对病毒粒子蛋白具有洗脱作用，在一定浓度范 

围内，浓度愈高，洗脱作用愈强，据此不仅可以区别病毒结构蛋白和非特异性吸附蛋白，还可以 

了解蛋白在病毒粒子中的相对位置，据报道，0 1％NOG即能洗脱 ASFV病毒颗粒的非特异 
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l D 0 

97．4 

68．0 

46 

31．0 

2O．1 

l4．4 

A 

M  1 2 

B NOG(％) 

0．1 0．25 O 5 1．0 

· j5R 

图 4 纯化 ASFV颗粒的 ECI W~tem blot分析 A 两轮 Per~ll梯度离心纯化的蛔胞外有囊膜病 毒经 l0％SDS．PAGE 

分离后，用正常兔血清(1)或兔抗 j5R合成肚抗体显示 j5R蛋白的存在。B纯化病 毒分别用不同浓度的 NOG抽提后．用 

同样抗体显示洗聪液中的J5R蛋白。 

Fig．4 ECL W  ern blmting analysis of purified ASFV particles A．Extraceltuhr enw ]oped virus particles purified by 2 cycles 

of Percoltgmdi~t centrlfugatmn w ~parated by 10％ SDS-PAGE for Western hl~tmg with normal rabbit (1)Or tab- 

hit antij5R peptide Ig(2)．B The purified virus was extracted sequentialb"with difiel~rtt concentrations of NOG．followed 

W estem h[ottlng using rabbit antij5R peptide Tg as the antibody． 

2 3 

5 

图 5 ASFV的两相分离试驻。Perco]l梯度离心纯化的细胞 

外有囊膜病 毒顺次 用 1 0％(1)．0 5％(2)和 2 0％ 

TritonX 114抽提后．用兔抗 jSR合成啦 为抗体．用 

ECI Western blot法测定油相(1和 2)及术相(3)中的 

’5R蛋白 

Fig．5 phase~paratimt of memhran~proteins The extr~eellu- 

lar en~loped ASFV particles purified by Perco1]gradi 

nt cenm fugatima were sequentia]]y ex[raeted with 

l 0％ (1)，O 5 (2)and 2 0％ Triton X一1l4 and 

the existence of the】5R protein in the Terg t phases 

(t and 2)or aqueous ph⋯ 5 demonstrated by w [- 

m  blotting using rabbit ti-i5R peptide Tg as the anti— 

body 

吸附蛋白或暴露于病毒颗粒表面的外膜蛋白 。从本试验结果来看．j5R蛋白需 0．5％NOG 

才能从病毒粒子上洗脱下来．说明该蛋白不仅是病毒结构蛋白．而且位于病毒粒子的较深层。 
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叫‘ AS?x~ ；咆 *组 舒 鼻 试骑 ”g n【ja矗株 韵 j 

Im f 壤 l，I 一．川 8％ 搪 掸 鹰离 心 ‘ 离 钏 0 l 

乜，蜷一 以免 iSR台战吐 J 为扎催 【_I ̈  w⋯I 

∽ f Ⅱ 划 i经 I 2。 Triton x f 和 f2 2％ 。f嘶 K 

处j 0̈li；J(1)生处 f11的 瞻 囊 ． {̈l j5R ¨。 

Fig 6 i~tact T⋯ 【̈ )c1 c】f^SF、 inf 【t'd -【lk 1BRS2 c lk in【e[【 l 

。 lI 1 U ,,tla ASF％ ⋯ram r homog n e n【l【h⋯ - 

L h⋯ ⋯ 、l1￡am“l hv H’ ⋯ ⋯  e gradltl_t t-~,n【rllUg,LiOn 

I ”eXIS T ⋯ -f】5R i J r~l rl in I v⋯ l before(【) tl 

fH (2) t r I Lm 【wlIh j 2’％ T ẗoll X “Ⅲ l̈ I2 2- 

p洲 ⋯  K ～ demon~I r̈_州 1)v W雌lefn b[olling using 

r，lhb“ anti j5R peplide Ig as the antlbodv 

所有膜蛋 均舍 1个或多个约 {l {J 1、疏水氰基酸组成的跨膜片段(即跨膜区)．此跨膜 

片段与信号啦的核心匹( p h区)确似，能 与信号识别颗粒结合，从而 将新生肽链 导八 内质 

前已有预测礴蛋日的电l 序，而 f__f1准确率{臣高』。’、 用此樊程序对 5R美 白进 行 

预 显示，j5R蛋白的第 1～ f)和25～40个残基的疏水值很高，为两个相邻的潜在跨 

膜医( )．提 I J5R蚩白很可能是膜蚤白。在用纯化病毒颗粒进行 的两相分离试验 中．i5R 

存在于两相分离后的有机相中、 符台膜蛋白的特点．证明该蛋白是膜相关蛋白。 

膜蛋白 j位于粗面内质同表面的所谓膜性棱糖体合成，在转译同时，新生肽链转位进 八内 

喷网，并在此初步折叠和加工蝗饰后，进入高尔基体作进 一步加工修饰．最后包襄在膜 I生囊 泡 

(vesicle)陡运往细胞浆膜或其他膜惶亚细胞结构 ：因此，膜蛋白在合成、折叠、加工修饰 直 

到达最后目的地的整个过程中．都处于细胞的膜性结构中，这为用细胞分级分离法(fractlon— 

ation)鉴定膜蛋白提供了理}皂依据一从试验结架来看，；5R蛋白存在于 ASFV感染细咆分缎分 

离后的膜 结构 中，进一步证 明它是膜蛋 白。 

致谢 DrsWilkir,son P_J，HutchingsG和 ~,Villiams S提供病毒株、免疫血清和其 他帮助．本院 

李俊宝副教授仔细阅读此穗，谨致谢忱 。 

Andrew M E． Cotlp~r B E H Boyk 门 B 

l ， lr__~L l a Ra~,m．【’RC Pr【 ．207～234 
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Computer-Based Prediction and Experimental Confirm ation of 

the jSR Membrane Protein of African Swine Fever Virus 

Sun Huaichang 
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Linda K Dixon R M E Parkhouse 

institute f。r Animal Health，Pfdm !lm{m{ataCv．Ash Road Pirbright，Surr~'GU24 ONF．UK、 

Abstract The j5R open reading frame(ORF)of African swine fever v Lrus VCaS predicted by COII1一 

puting to encode a 12 9 kDa protein wkh rw。successive N term inal transmembrane domains and 

one C—terminal antigenic ep[tope Antibodies raised against a synthetic peptide derived from the C— 

terminal epitope detected a specific protein of 23 or 25 kDa(depending on different isolates)in 

ASFV．infected ceils or purified extraeellular ASFV virions hnmunofluorescence showed that the 

15R protein was inainIy located in the virus asscmhIy sites within ASFV infected ceils．Phase sep 

aration of purified extraceliular ASFV virions and fractionation of ASFV infected cells demon 

strated that the J5R protein vcas in the de vergenf phase and membrane fraction，confirming that 

the j5R protein x,vas membrane—associated 

Key words Afr Lcan swine fevet virus(ASFV)，J5R ORF，Membrane protein 
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