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1  概况 

病毒受体可以定义为位于宿主细胞表面能够

被病毒吸附蛋白识别并与之结合，从而引起病毒感

染的分子复合物，其化学本质是糖蛋白、蛋白聚糖、

脂类或糖脂，大多数属于蛋白质。病毒受体可以是

单体也可以是多分子复合物，具有特异性、高亲和

性、饱和性、结合位点及靶细胞部位的有限性以及

独特的生物学活性等[1]。病毒受体是公认的引发病

毒感染宿主细胞的主要决定因素，也是影响病毒宿

主特异性和组织亲嗜性的决定因素之一。研究病毒

受体的特性及其功能对于从分子水平阐明病毒感

染与免疫的机制，深刻理解病毒与宿主细胞的相互

关系，研制更有效的病毒疫苗、抗病毒药物和诊断

试剂，以及病毒分类等，都具有重大的实践与理论

意义。近年来，随着技术的发展和受体研究的深入，

人们已经明确的病毒受体也越来越多，如HIV的受
体为CD4，麻疹病毒的受体为CD46（膜辅助因子蛋
白），埃可病毒受体是蛋白质降解加速因子（DAF），
鼻病毒和脊髓灰质炎病毒受体为细胞间粘附分子

（ICAM-1），EB病毒受体为CD21，狂犬病毒受体
为乙酰胆碱受体，猫免疫缺陷病毒受体是CD134[2~4]

（参见下表1）。 
一种分子可以是多种病毒的受体，如整合素

（Integrin） 可以是人疱疹病毒 8、腺病毒、轮状
病毒、口蹄疫病毒、汉坦病毒、人乳头瘤病毒16型、
艾博拉病毒、柯萨奇病毒A9、埃可病毒1、2、9、
22型、人免疫缺陷病毒（HIV-1）的受体；CD46可

以是麻疹病毒、人疱疹病毒6型、腺病毒Ad3, 11, 35, 
37和牛病毒性腹泻病毒的受体[5,6]。出现这种情况的

主要原因一是某些分子型别很多，如整合素就有多

达16个型，不同的病毒可以各自识别不同的型别；
二是不同的病毒识别同一分子不同的位点，如麻疹

病毒和人疱疹6型（HHV6）就分别识别CD46不同
的位点。反过来，一种病毒也可以利用多种不同性

质的细胞分子作为其受体，比如HCV就可以结合
LDL-R（低密度脂蛋白受体）和CD81[7]，轮状病毒

（Rotavirus）可以分别利用唾液酸（sialic acid, SA）
和整合素α2β1[8]。此外，有时病毒要穿入宿主细胞

除了和病毒受体结合外还需要借助其他分子才能

进入宿主细胞，完成感染的过程。这些分子有时也

被认为是病毒受体，或者是辅受体[9]。 
 

表1  作为病毒受体的细胞分子 
Table 1  Cell surface molecules acting as viral receptors 
病毒 受体分子 受体分子的分布 

HIV CD4, 趋化因子受体 T细胞，巨噬细胞 

麻疹病毒 CD46（补体受体） 白细胞，上皮细胞 

EB病毒 CD21（补体受体） B细胞，树突状细胞 

鼻病毒 CD54（粘附分子， 淋巴细胞，单核细胞

 ICAM-I） 上皮细胞，内皮细胞

ECHO病毒 CD55（补体调节 白细胞 

 分子DAF）  

 CD49b（粘附分子 淋巴细胞，单核细胞

 β1整合素） 血小板 

巨细胞病毒 CD13 单核细胞，粒细胞 

冠状病毒 CD13 单核细胞，粒细胞 

狂犬病毒 乙酰胆碱受体 神经—肌肉接头 
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在目前已知的受体中，几乎全部都是宿主细胞

膜相关的脂蛋白及糖蛋白，参与执行各自正常的细

胞生理功能。由于这些膜蛋白的数量很少（细胞膜

上中等丰度的受体约有103个受体分子，1升纯细胞
培养物中也不超过100ng[10]），因此，要分离、纯化

这些蛋白质也不是一件很容易的事情。 
一般情况下，人们研究病毒受体的策略通常是

首先在病毒易感细胞上确认受体，然后纯化受体蛋

白，最终得到受体基因并进行鉴定。鉴定病毒受体

时主要应做以下实验予以鉴定：①在病毒敏感细胞

上进行病毒结合的阻断实验；②在病毒非敏感细胞

上进行病毒受体重建以及受体重建后的病毒感染

试验。其中以后者更为重要。 
由于病毒受体绝大多数是蛋白质，因此，研究

受体的方法大体上就是研究蛋白质相互作用的方

法，换句话说，几乎所有的研究蛋白质相互作用的

方法都可以用于病毒受体的研究。以下我们将就研

究病毒受体的主要方法进行综述。在这里，我们把

研究病毒受体的方法人为地分为传统的经典方法

和现代分子生物学方法两大类。 

2  经典方法 
2.1  利用已有的知识 
是指利用已有的基础和各科临床知识，经过合

理的推测和判断，认定某个分子是病毒的受体。譬

如，在丙型肝炎患者体内的血浆脂蛋白中可检出

HCV RNA，初步认为肝细胞膜上的低密度脂蛋白
受体（LDL-R）可以识别、结合和内化与低密度脂
蛋白／极低密度脂蛋白结合的HCV，后经实验证实
从而确定LDL-R就是HCV的受体（后来发现是受体
之一）[11~13]。 
2.2  亲合层析 
将病毒或病毒吸附蛋白（Viral attachment 

protein, VAP）偶联到亲和层析柱Sepherose4B上，
然后与完整细胞溶解液或细胞膜溶解液中的受体

成份专一性结合，洗脱组分即为病毒的细胞膜受体
[14]。此法有成功的个例，但比较少，这主要取决于

受体蛋白的理化特性。 
2.3  抗细胞受体法 
方法一：即用一组特异性的膜相关蛋白单克隆

抗体筛选受体。具体方法是：易感细胞和特异性膜

相关蛋白单克隆抗体混合，然后进行病毒感染，筛

选未感染细胞，那么单抗针对的膜蛋白就是受体。

早先CD4就是这样被发现是HIV的基本受体组分之
一[15]。最近，又有人用这种方法发现牛的CD46是
牛病毒性腹泻病毒的细胞受体[6]。 

在寻找麻疹病毒受体的时候，Dorig等人居然用

了3000株针对膜蛋白的单克隆抗体进行筛选，结果
只找到1株单克隆抗体能够阻断麻疹病毒和易感细
胞的融合，最后终于明确了CD46才是麻疹病毒的细
胞受体[16]。看的出，这种方法的效率并不高，存在

一定的偶然性。 
方法二：采用病毒易感细胞或膜蛋白提取物免

疫动物，获得抗病毒受体的单克隆抗体，然后再用

单克隆抗体进行免疫层析，设法纯化受体蛋白，并

对受体进行定性。这方面的例子有冠状病毒和麻疹

病毒[17, 18]。相比较而言，方法二比方法一更容易实

现。 
2.4  抗独特型抗体法 
根据Jerne的免疫网络学说，作为内影像组的抗

独特型抗体在结构和功能上能模拟相应的外来抗

原，因此也就能用于模拟病毒（或者病毒VAP）来
寻找细胞受体蛋白。通常，要选择病毒的中和抗体

制备抗独特型抗体，这样做出的抗独特型抗体才能

很好地模拟病毒抗原。这方面成功的例子有狂犬病

毒受体和Sindbis病毒受体[19, 20]。当然，在鉴定病毒

受体活性时，还需要应用其他方法，如下面所述的

VOPBA。 
2.5  病毒覆盖蛋白结合法 
即Virus overlay protein-binding assay（VOPBA），

此方法为鉴定病毒受体的经典方法，其一般做法

是：首先，提取易感细胞的膜蛋白，然后进行

SDS-PAGE，随后将蛋白转移到硝酸纤维素膜上，
最后加纯化的病毒和薄膜共同孵育，通过化学方法

显色，显示出能与病毒特异结合的蛋白条带
［21］。

也有人将病毒直接用同位素标记，和薄膜作用后马

上就进行放射自显影，这样可以简化实验步骤、节

约时间
［22］。此法若要成功，病毒受体蛋白须满足：

①一条多肽链就具有结合病毒的能力；②病毒结合

活性无需其他蛋白的辅助；③病毒结合活性不能被

去垢剂灭活。通过这种方法通常只能了解病毒受体

的分子量大小，不能提供有关受体蛋白的其他线

索，实际上还是不能明确病毒受体到底是什么。如

登革病毒受体，只知道细胞膜上有分子量80kD及
67kD的两种蛋白结合了病毒[21]，仅此而已。不过，

当细胞受体已知、再进行受体功能鉴定时，VOPBA
仍然是一种很好的通用鉴定方法。 

3  现代方法 
    近二十年来，分子生物学技术的发展为病毒受
体的研究提供了更多、更有效的方法，主要包括噬

菌体表面呈现技术、cDNA文库技术、酵母双杂交
技术等等，下面将就这个问题进行简要的综述。 
3.1  噬菌体表面呈现技术 
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噬菌体编码5种结构蛋白（PIII、PIV、PV、PVII
和PVIII），它们构成噬菌体的壳体，其中PIII和PVIII
的N末端裸露在噬菌体表面。噬菌体表面呈现技术
就是把外源基因插入PIII和PVIII基因中进行表达，
使外源基因表达产物能够表达后暴露在噬菌体表

面。其具体方法如下：首先，扩增噬菌体肽库（15
肽或12肽，也有短至6肽的文库），并将配体（病毒
或病毒VAP）生物素化，然后把两者混合，再经亲
和素包被的平板洗脱，多次重复这种混合-洗脱（淘
筛），获得富集的阳性噬菌体，最后通过PCR扩增，
测序，便可以知道与配体结合的短肽的序列，即可

能的细胞受体的基因序列。Hong等就将此法用于腺
病毒受体的研究中并获得了成功[23]。 
噬菌体表面呈现技术用于病毒受体的研究其

优点在于可以高选择性地筛选复杂的混合物，也可

评价受体—配体结合作用的特异性；缺点在于插入
的DNA片段大小有限，并不是完整的受体基因而只
是受体众多表位中的一个，要取得完整的受体基因

还有许多工作要做。其次，噬菌体表达的蛋白可能

与天然状态不符，或者更严重的是，测到的体外的

蛋白质相互作用在体内可能根本就不存在！这些局

限性在实际工作中要给予充分的注意。 
3.2  cDNA文库 

利用cDNA文库来鉴定受体蛋白也是一种常用
的方法[24]。具体方法是：将含受体基因的cDNA文
库转染非易感细胞，然后用病毒（或病毒VAP）筛
选，克隆出可能的受体基因，再经过受体重建予以

鉴定。 
    类似地，Rebecca等人 [25]利用病毒易感细胞

cDNA文库转染病毒非易感细胞，再用改造过的含
β-半乳糖苷酶的病毒感染细胞，用X-Gal原位显色，
融合的显色细胞即为受体阳性细胞，从中便可获得

受体基因。 
3.3  流式细胞术 
流式细胞术通常不是孤立地作为研究受体的

方法，而是常常和其他方法合用。Jeffrey等[26]就用

易感细胞的cDNA文库转染非易感细胞，然后病毒
攻击，经流式细胞术的抗病毒抗体（一抗）和荧光

标记抗体（二抗）筛选，便得到了受体阳性细胞，

从中很容易地分离出了受体基因。 
3.4  免疫共沉淀 
    免疫共沉淀(Coimmunoprecipitation, Co-IP)的
方法相对比较成熟，其大致原理是：在溶液状态下

或在细胞中，蛋白X如果能够和蛋白Y相互作用，
则该复合物可以被其中任一蛋白的抗体结合发生

沉淀。具体做法如下：蛋白X和蛋白Y同在一种溶
液里，先用蛋白X的抗体作用，然后吸附到蛋白
A-Sepharose（或者Agarose）颗粒上，接着进行
SDS-PAGE，最后用蛋白Y的抗体进行Western印迹
分析（如果蛋白Y用同位素标记则进行放射自显
影）。近年来，SARS冠状病毒受体便是主要通过这
种方法明确的[27]。 

免疫共沉淀的优点是可以直接检测细胞提取

物，蛋白质接近天然状态和构象，避免了人为因素，

但缺点是有可能第三者蛋白参与了沉淀，敏感性相

对不如亲和层析高。     
3.5  GST亲和层析和GST Pull-down方法 
此方法的基本原理是：利用重组技术将探针蛋

白与GST（Glutathione S transferase）融合，融合蛋
白通过GST与固相化在载体上的GTH（Glutathione）
亲和结合。因此，当与融合蛋白有相互作用的蛋白

通过层析柱时或与此固相复合物混合时就可被吸

附而分离。在病毒受体研究中，融合蛋白通常设计

为病毒吸附蛋白（VAP）。这方面成功的例子有
HBV[28]。具体做法如下：将GST-融合探针蛋白
（VAP）和GTH-Sepharose制成亲和层析柱，然后待
分析的蛋白质混合液流经亲和层析柱，梯度洗脱，

分离、收集各蛋白组分，这称为GST亲和柱层析
（GST affinity column chromatography）。如果一开
始 待 检 蛋 白 就 和 GST- 融 合 探 针 蛋 白 与
GTH-Sepharose一起共同孵育，经离心收集洗脱复
合物和洗涤后，再加入过量GTH获得相互作用蛋白
的复合物，那么这种方法则称为GST pull down。 

GST亲和层析及相应的GST Pull-down方法的
优点是敏感，对混合物中的所有蛋白均“一视同仁”，
也可用于受体功能的鉴定。缺点是GST有可能影响
融合蛋白的空间结构，另外，蛋白质浓度对实验也

有一定影响。 
3.6  酵母双杂交技术 
许多真核生物的转录激活因子通常具有两个

可独立存在的结构域，即DNA结合域（BD）与转
录激活域（AD）。这两个结构域各具功能，互不影
响。但一个完整的激活特定基因表达的激活因子必

须同时含有这两个结构域。不同来源的激活因子的

BD区与AD结合后则可特异地激活被BD结合的基
因表达。基于这个原理，人们将两个待测蛋白分别

与这两个结构域建成融合蛋白，并共表达于同一个

酵母细胞内。如果两个待测蛋白间能发生相互作用

就会使AD与BD形成完整的转录激活因子并激活相
应的报告基因表达。通过对报告基因表型的测定可
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以很容易地知道待测蛋白分子间是否发生了相互

作用[29]。 

 

图2  酵母双杂交原理 

Fig.2  Schema of double hybridization in yeast 
 

酵母双杂交系统由三个部分组成：①与BD融合
的蛋白表达载体，被表达的蛋白称诱饵蛋白（bait）；
②AD融合的蛋白表达载体，其表达的蛋白称靶蛋
白（prey）；③带有一个或多个报告基因的宿主菌株。
常用的报告基因有HIS3、URA3、LacZ和ADE2等。
而菌株则具有相应的营养缺陷型。 
双杂交质粒上分别带有不同的抗性基因和营

养标记基因，有利于杂交质粒的鉴定与分离。根据

目前通用系统中BD来源主要分为GAL4系统和
LexA系统。后者因BD来源于原核生物，在真核生
物内缺少同源性，因此可以减少假阳性的出现。 
近年来，开始出现了应用酵母双杂交技术进行

病毒受体研究的成功报告，如麻疹病毒的绒猴细胞

受体[30]。李凌云等构建了表达“猎物”（prey）蛋白
的质粒和表达病毒VAP“诱饵”（bait）蛋白的质粒，
然后共转染同一酵母细胞，利用已建立的易感细胞

cDNA文库，筛到了阳性克隆。 
    酵母双杂交技术的优点是灵敏度高，特异性较
好，缺点是容易出现假阳性和假阴性，而且对蛋白

质在细胞中的定位有要求。 
为了克服上述缺点，人们进一步优化出所谓“双

筛选系统”，即蛋白质相互作用必须同时激活两个
以上报道基因，具有两种以上的相应表型才算是真

的阳性结果。另外，人们也改造了酵母双杂交系统

所用的载体系统，将在细胞浆内发生的蛋白质相互

作用转移到细胞膜上进行，以此来更容易地筛选膜

蛋白受体，如Ras recruitment system（RRS）。 
3.7  质谱分析 

质谱（Mass Spectrometry）是指带电原子、分
子或分子碎片按质荷比（或质量）的大小顺序排列

的图谱。现代质谱仪可将蛋白分子离子化并通过适

当的电场、磁场将它们按空间位置、时间先后或者

轨道稳定与否实现质荷比分离（精度可达0.1Da），
通过与数据库比对便可知晓该蛋白质分子到底为

何物。 
Gaggar等用重组表达的腺病毒Ad35触须样纤

维（VAP）获得了可能的受体蛋白，然后进行质谱

分析，最终将CD46筛出[31]。Tio等结合VOPBA、二
维凝胶电泳以及质谱分析，得出的结论是层粘连蛋

白受体（laminin receptor I）参与了登革病毒1、2和
3型与细胞的相互作用，因此极有可能是登革病毒
的受体之一[32]。最近，又有文献报告称通过质谱分

析提示热休克蛋白90和70（HSP90和HSP70）是登
革病毒4型的细胞受体[33]。由此看来，质谱分析是

一种强有力的研究工具，将在未来的病毒受体研究

中发挥越来越重要的作用。 
除了上述这些研究病毒受体的方法之外，还有

一些技术如表面等离子体共振（Surface plasmon 
resonance, SPR，又称生物传感器）、串联亲和纯化
（Tandem affinity purification，即TAP技术）等技术
都可用于病毒受体的研究中，只是目前还没有更多

的文献报道而已［事实上，我室就正在利用TAP技
术探索可与日本脑炎病毒E蛋白相互作用的分子，
并已获得国家自然科学基金的资助（30400378）］。 

4  结语 
    通过以上综述，我们可以很清晰地看到越来越
多的新技术可以用于病毒受体的研究中。由于病毒

受体绝大多数是膜相关蛋白，含量极少，往往仅靠

一种方法鉴定是难以奏效的；再加上病毒受体的蛋

白质性质不同，有时甲方法用于甲受体可行，用于

乙受体就不行⋯⋯因此，需要我们首先筛选出可能

要使用的主要方法，然后根据实际情况逐一去试，

并尽可能和其他研究方法有效地整合、有机地综合

使用，这样才能充分发挥各方法的长处、避免缺陷，

使研究工作事半功倍。 
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