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摘要! 新加坡石斑鱼虹彩病毒"*:<D9L/A@DA/2L@A:A:E/M:A2C!*O).#是导致石斑鱼养殖产业严

重经济损失的主要病毒病原之一$ *O).是大分子 4%&病毒!包含 361 个基因开放阅读框!

其中 "$(272 是一个肿瘤坏死因子受体类似物!可能在 *O).的免疫逃避中发挥作用$ 本研

究克隆了 *O)."$(272 基因!并构建了全长基因的真核表达重组质粒和四个半胱氨酸富集结

构域"-$4#分别缺失的突变体$ $F76-$和药物抑制实验结果表明!*O)."$(272 是病毒的

一个立即早期基因$ 亚细胞定位结果表明!该基因在细胞质内均匀地弥散性分布!并在细胞核

周围聚集&第一个 -$4缺失后!基因的定位发生明显的变化!即呈点状分布在胞质中!推测第

一个 -$4对其功能有影响$ 在过表达 *O)."$(272 的鱼类细胞中观察 *O).感染引起的

-6,!发现与对照相比没有明显区别&荧光定量 6-$检测 *O).主要衣壳蛋白 Q-6的转录表

达水平!也没有明显变化!提示该基因对 *O).在宿主细胞内的复制增殖可能没有影响$ 荧光

定量 6-$检测过表达 "$(272 的细胞在 *O).感染后宿主 F%(5F%($的转录水平!结果显示

在感染 32 G 后 F%(3%F%(1 和 F%($1 的表达量升高了 1 </ 倍!而 F%($3 的表达量没有明显

变化!说明 *O).可能通过 "$(272 来调节细胞 F%(和 F%($的表达!从而逃避宿主的免

疫攻击$

关键词! 新加坡石斑鱼虹彩病毒& *O)."$(272& 肿瘤坏死因子受体& 分子特征& 免疫逃避
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44生物体感染病毒时可通过引发的一系列免疫

反应或细胞凋亡来抵抗病毒的侵染"与此同时病

毒也发展了一系列的策略来逃避宿主的免疫攻

击+ 一些大 4%&病毒"如疱疹病毒(痘病毒等"

能通过编码一些宿主细胞免疫调节蛋白同源类似

物来逃避宿主的免疫清除"如干扰素受体类似物(

抗凋亡蛋白 W=071 类似物(肿瘤坏死因子受体类

似物等
)3*

+

肿瘤坏死因子 #F%($是一类具有生物多效

性的促炎症细胞因子"主要由巨噬细胞(单核细

胞(中性粒细胞(%R细胞和 F细胞分泌"与细胞

表面受体 F%($3 和 F%($1 结合"可引起炎症反

应(细胞凋亡(细胞增殖和刺激免疫反应等
)1*

+

F%($3 和 F%($1 均为
!

型跨膜糖蛋白+ 其中"

F%($3 在大部分细胞表面表达"介导了由 F%(

#

引起的大多数细胞反应"如炎症(细胞凋亡(细胞

毒性等"在抗肿瘤和抗病毒感染中发挥重要的作

用
)/*

+ F%($1 主要在免疫细胞中表达"与 F%(

#

结合可引起细胞增殖(免疫活化等效应
)9*

+ 当机

体受到病毒刺激时"可通过 F%(5F%($通路来抵

抗其入侵"相应地"病毒在不断地与宿主的共同进

化中"也发展了多种途径来阻断 F%(通路的各个

环节"从而逃避宿主的免疫应答"如编码可溶性的

肿瘤坏死因子受体类似物# MF%($$(MW=01(下调

细胞表面 F%($的表达量(抑制 =9CL9C@的激活(

多个阶段调节 %(7

.

W(调节线粒体活性等
)7*

+ 越

来越多的研究表明"痘病毒(疱疹病毒等大 4%&

病毒可通过自身编码的 MF%($来干扰宿主的免
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疫系统+ 它们可以竞争性地与配体 F%(结合"从

而阻断 F%(通路"抑制宿主细胞的凋亡来帮助病

毒在宿主细胞中的复制增殖
)6 50*

+ 黏液瘤病毒的

肿瘤坏死因子受体同源物 F1 基因 #Q7F1$编码

了一个早期的糖蛋白"可结合兔 F%("其结合亲

和力与兔 F%($相当
):*

+ Q7F1 是黏液瘤病毒的

一个重要的毒力基因"缺失了该基因的病毒表现

出明显的毒力下降
)8*

+ Q7F1 可抑制病毒感染的

F细胞的凋亡"也可抑制兔 F%(介导的细胞毒

性
)32 533*

+ 牛痘病毒编码了 9 个 MF%($"分别是

-A8W#细胞因子反应调节蛋白"-A8$"-A8-"

-A84和 -A8,"它们与细胞 F%($都有一定的序

列相似性"在配体结合特异性(表达模式和分布上

各有差异"可与 F%(结合"抑制 F%(介导的溶细

胞作用
)31 537*

+ 其中"-A8W和 -A84可结合 F%(

和 'F7

#

+ 同样是大 4%&病毒"一些虹彩病毒的

基因组中也编码了一个或多个肿瘤坏死因子受体

类似物" 如石斑鱼虹彩病毒( 淋巴囊肿病毒

等
)36 538*

+ 然而"到目前为止"这些虹彩病毒编码

的 F%($在病毒感染过程中发挥了怎样的功能还

不清楚
)12 513*

+

新加坡石斑鱼虹彩病毒 #*:<D9L/A@DA/2L@A

:A:E/M:A2C"*O).$是从养殖石斑鱼中分离到的一

种高致病性病原"可导致石斑鱼死亡率达 82>以

上"给石斑鱼养殖产业带来了严重的经济损失+

目前 *O).的分类鉴定(全基因组测序与注释(转

录组和蛋白质组分析以及快速检测方法等相关基

础研究已经完成"对 *O).重要功能基因的研究

正陆续展开"但对病毒免疫逃避机制的研究甚

少
)36"11 51/*

+ 基因组生物信息学分析表明"*O).

编码 / 个 F%($类似物基因"分别是 "$(272(

"$(273 和 "$(286"它们与人(鼠等其他物种的

F%($有较高的同源性"因此推测这 / 个基因可

能是病毒编码的免疫调节蛋白"在 *O).感染鱼

类细胞的免疫逃避中发挥一定的作用+ 本实验从

*O).基因组中克隆了 "$(272 基因"并进行了转

录时序分析(亚细胞定位(对病毒复制的影响以及

对石斑鱼 F%((F%($基因的调控分析"为揭示

*O).感染致病的分子机理提供一定的基础+

34材料与方法

!"!#病毒和细胞

新加坡石斑鱼虹彩病毒#*O).$为本实验室

从患病的石斑鱼中分离鉴定
)11*

+ 石斑鱼脾细胞

#O*$用来扩增病毒+ 肥头鲤细胞#(+Q$用来检

测细胞凋亡+ 细胞培养"病毒的扩增以及病毒核

酸的制备按本实验室常规方法进行+

!"$#生物信息学分析及进化树构建

选用在线软件 *Q&$F和 FQ+QQ对 *O).

"$(272 相应的氨基酸序列进行保守结构域(跨

膜区和信号肽预测'对 "$(272 的核苷酸序列使

用在线 W09CHI#GHHL!

!

J09CH1<=J:1<081<:G1D/M$进

行同源性搜索'选择其他鱼类(小鼠(人和一些大

4%&病毒的 F%($氨基酸序列"包括石斑鱼虹彩

病毒 # DA/2L@A:A:E/M:A2C" &&.8327113 $( 虹 鳟

#O)&*$'")&',-0"I(--"%6C22337:67613 $(鲑鱼

#>%80* -%8%$"%6C 2233/7//:13 $(小家鼠 #C,-

0,-&,8,-"%6C:9816113$(斑马鱼#H%)(* $1$(*"N6

C2238119811/$(人#F*0* -%@(1)-"&&W7:/7913$

和牛痘病毒#=/KL/I M:A2C"-&-3776113$"用软件

-02CH90N 进 行 比 对" 并 用 O@<4/=编 排' 用

-02CH90N结合 Q@D97 进行进化树的构建+

!";#)EK扩增与重组质粒构建

根据 *O). "$(272 基 因 的 核 苷 酸 序 列

#O@<W9<U 9==@CC:/< <28J@A!X6C36939713$"设计

相应的特异引物#表 3$"以 *O).基因组 4%&为

模板进行 6-$扩增+ 为了检测 *O)."$(272 的

9 个功能结构域 -$4对基因亚细胞定位的影响"

根据保守结构域预测的结果"分别设计 -$4缺失

突变引物"并用重叠延伸 6-$技术分别从 *O).

基因组 4%&中扩增出 -$4缺失突变体+

载体质粒分别为真核表达载体 L,O(67%/(

L=4%&/13+ 用 6-$ 回 收 试 剂 盒 # &NXO,%

&I36A@L 6-$-0@9<2L R:H$回收 6-$扩增片段"

用相应的限制性内切酶分别双酶切 6-$回收产

物和质粒"F9 连接酶 36 Y连接过夜"转化 4+7

#

感受态细胞"/0 Y培养过夜+ 菌落 6-$鉴定"阳

性克隆送交公司测序+ 构建成功的重组质粒分别

命名为 L,O(67"$(272"L,O(67

*

-$43"L,O(67

*

-$41" L,O(67

*

-$4/" L,O(67

*

-$49"

L=4%&7"$(272+

!"%#反转录 )EK$K&<)EK%和药物抑制实验

采用 $F76-$的方法对 *O)."$(272 基因

的转录时序进行分析+ 分别在病毒感染 1(9(6(

32(36(19(/6 和 9: G 后收取细胞"用 *. F/H90

$%&)C/09H:/< R:H#6A/8@D9$提取细胞总 $%&"根

6823
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据 *O)."$(272 的序列设计 $F76-$引物 #表

3$"$F76-$后琼脂糖凝胶电泳检测 "$(272 基

因在病毒感染后的转录情况"

!

J%&+() 8$%&作为

内参+ 同时采用放线菌酮 #-+N$ 和阿糖胞苷

#&A9-$1 种药物进行药物抑制实验+ 前者是蛋

白从头合成抑制剂"后者是 4%&合成抑制剂+

病毒感染 6 G 后"收取 -+N处理组细胞和对照组

细胞'病毒感染 9: G 后"收取 &A9-处理组细胞和

对照组细胞"提取总 $%&"$F76-$检测 "$(272

基因的转录情况+

表 !#实验中所用到的引物

&'("!#)314+356-3)EK',':/515

名称

<98@

引物序列

LA:8@AC@T2@<=@

用途

2C9D@

63 7Z7FF-O&&FF-&&F&&--&FOFF&-&O&-FOF7/Z#L'*

!

$ 构建 L,O(67"$(272

61 7Z7F&F-OO&F---&&F&F&FFO&&OF&OOOO-7/Z#K&*$

!

$

6/ 7Z7&OO&-&-OF-FF-&-&&FFFF-O-OFF&&F&&-OO-7/Z 构建 L,O(67

*

-$43

69 7Z7O-O&&&&FFOFO&&O&-OFOF--F-O-O--&-&F7/Z

67 7Z7FF-OO-&FOFO--OF-FFO-&F-O-OF----OF7/Z 构建 L,O(67

*

-$41

66 7Z7-O&FO-&&O&-OO-&-&FO--O&&OO&F&-F&FFO-7/Z

60 7Z7O--O-&FFF-F-&FOFO-O-&-FFOOF&FFFOF&O&7/Z 构建 L,O(67

*

-$4/

6: 7Z7&&OFO-O-&-&FO&O&&&FO-OO-&&&OOF&-FF&F7/Z

68 7Z7FFFO-F-OFO&-FFF-F-O-&-&-OF&OFFFO-OOF7/Z 构建 L,O(67

*

-$49

632 7Z7OFOFO-O&O&&&OF-&-O&O-&&&&FFOO&-FOFF7/Z

633 7Z7-O-OO&F--&FOFF&-&O&-FOFFOFOOFFFFO7/Z#5%0+

!

$ 构建 L=4%&7"$(272

631 7Z7FF-O&&FF--&&F&F&FFO&&OF&OOOO-7/Z#L'*

!

$

63/ 7Z7O&&-FO&&&--O-&&&-F&7/Z $F76-$

639 7Z7O&F-O--&-OO&&-&F&7/Z

!"?#亚细胞定位

将 含 重 组 质 粒 L,O(67"$(272" L,O(67

*

-$43" L,O(67

*

-$41" L,O(67

*

-$4/"

L,O(67

*

-$49 的大肠杆菌 4+7

#

分别接种到含

72

"

D58'卡那霉素的 'W培养基中"/0 Y过夜

培养+ 用质粒提取试剂盒 # ,<E/7BA@@L09C8:E

Q:<:R:H

%

""Q,O&$提取重组质粒+

使 用 脂 质 体 ':L/B@=H98:<@FQ1222 试 剂

#)<M:HA/D@<$按说明书步骤将上述重组质粒转染

O*细胞"转染 9: G 后"9>多聚甲醛 9 Y固定 3

G"核染料 4&6)染色封片后荧光显微镜下观察荧

光的分布并拍照+

!"A#JPTZVKL[?[ 对病毒复制的影响

采用观察细胞病变效应 #-6,$及荧光定量

6-$#T$F76-$$检测 *O).主要衣壳蛋白 Q-6

的转录水平的方法"来研究过表达 "$(272 对

*O).复制的影响+

按照步骤 317"提取 L=4%&7"$(272 重组质

粒"转染O*细胞和(+Q细胞+ 转染 19 G 后加入

*O).#Q")=3$"感染 19 和 9: G 后光学显微镜下

观察 -6,并拍照'收取细胞样"提取总 $%&"

T$F76-$# ':DGH-3=0@A9:2" $/=G@$ 检 测 *O).

Q-6基因的转录水平变化+ 用石斑鱼 3:*基因

作为内参计算基因 8$%&的相对表达量"每个样

品重复 9 次"并用 *6**3612 软件进行 +7H@CH差异

显著性分析+

!"B#JPTZ VKL[?[ 对宿主 &NL及 &NLK的

调控

按照上述步骤"把 L=4%&7"$(272 重组质粒

转染O*细胞"转染 19 G 后加入*O).#Q")=3$"

感染 32 和 19 G 后收样提取总 $%&"T$F76-$检

测石斑鱼 F%(3(F%(1(F%($3(F%($1 基因的转

录水平变化+ 结果以与 L=4%&/13 空载体对照细

胞的倍数显示+ 每个样品重复 9 次"并用 *6**

3612 软件进行 +7H@CH差异显著性分析+

14结果

$"!#JPTZVKL[?[ 的序列特征"同源性分析和

进化分析

用 63561 引物成功从 *O).基因组中扩增出

"$(272 基因"送交测序后结果表明""$(272 全

长 662 JL"编码 112 个氨基酸"推定分子量为 1/19

U2+ 蛋白结构域预测分析表明"*O)."$(272 含

有 9 个保守的 F%($功能结构域---半胱氨酸富

0823
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集结构域#-$4$"在 %端有信号肽"在 -端有跨

膜区+

W09CH分析表明"*O)."$(272 编码的基因和

斑马鱼(鲑鱼(人及小鼠的 F%($的同源性大于

/2>'和痘科病毒成员编码的 -A8,的同源性为

/3>#表 1$+ 氨基酸序列比对的结果显示"同源

性主要集中在 %端"具有保守的半胱氨酸残基"

而 -端的氨基酸几乎没有同源性#图 3$+

用 Q@D97 中的 %@:DGJ/A7!/:<:<D 方法构建

*O)."$(272 的系统进化树"从进化树上可以看

出"*O). "$(272 与石斑鱼虹彩病毒 # DA/2L@A

:A:E/M:A2C$的亲缘关系最近#图 1$+

图 !#JPTZVKL[?[ 与人"鼠"鱼及痘科病毒的 &NLK氨基酸序列比对

在所有物种中完全保守的氨基酸残基用黑色表示'-$4!半胱氨酸富集结构域+

L18"!#O>:.10:+5+=>+,2+':18,4+,.-6.*+7+7>2+7'41,- '2175+=>+,2+-6

JPTZVKL[?[ 03-.+1,91.*&NLK5-6-.*+350+21+5

-/8L0@H@=/<C@AM@E A@C:E2@C9=A/CC900CL@=:@C90:D<@E K@A@CG9E@E :< J09=U1-$4!-3CH@:<@7A:=G E/89:<1

表 $#JPTZVKL[?[ 与其它物种的 &NLK氨基酸序列的同源性比对

&'("$#&*+'41,- '2175+=>+,2+17+,.1.1+5-6JPTZVKL[?[ 91.*&NLK563-4 -.*+350+21+5

物种

CL@=:@C

O@<W9<U 登录号

O@<W9<U 9==@CC:/< </1

同源性5>

:E@<H:H3

石斑鱼虹彩病毒 DA/2L@A:A:E/M:A2C &&.8327113 87

虹鳟 O)&*$'")&',-0"I(-- %6C22337:67613 /7

斑马鱼 H%)(* $1$(* N6C2238119811/ /3

鲑鱼 >%80* -%8%$ %6C2233/7//:13 /2

小家鼠 C,-0,-&,8,- %6C:9816113 /1

人 F*0* -%@(1)- &&W7:/7913 18

牛痘病毒 =/KL/I M:A2C -&-3776113 /3

:823
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图 $#基于 N+18*(-3<U-1,1,8 方法构建的 JPTZVKL[?[ 系统进化树

L18 $#)*/:-8+,+.12',':/515-6JPTZVKL[?[ 91.*-.*+33+0-3.+7&NLK5

$"$#JPTZVKL[?[ 的转录时序分析

为了分析 *O)."$(272 基因的转录时序"收

取病毒感染不同时间段的 O*细胞"提取总 $%&

后进行 $F76-$检测+ 结果表明""$(272 基因

在 *O).感染 1 G 后开始转录"并随着感染时间的

延长转录本增加#图 /79$+ 同时采用蛋白合成抑

制剂 -+N和 4%&合成抑制剂 &A9-进行药物抑

制实验+ 如图 /7J 所示""$(272 基因的转录本在

-+N和 &A9-存在和不存在的情况下都能检测

到"表明 "$(272 是一个立即早期基因+

图 ;#VKL[?[ 基因在 JPTZ感染 PJ细胞中的转录时序分析

#9$$F76-$分析 "$(272 基因在 *O).感染不同时间点的转录情况+

!

J%&+() 基因作为内参' # J$药物抑制实验分析 "$(272 基因

在药物处理下的转录情况+ -+N!蛋白合成抑制剂' &A9-!4%&合成抑制剂+

L18";#&3',52310.1-,':',':/515-6VKL[?[ 8+,+1,JPTZ1,6+2.+7PJ2+::5

#9$$F76-$9<903C:C/BHG@8$%&HA9<C=A:LH/B"$(272 D@<@:< E:BB@A@<H*O).:<B@=H:/< H:8@L/:<HC1

!

J%&+() D@<@K9C98L0:B:@E 9C9<

:<H@A<90=/<HA/0' # J$ 4A2D :<G:J:H:/< 9<903C:C/BHG@8$%& HA9<C=A:LH/B"$(272 D@<@2<E@AEA2D HA@9H8@<H1-+N! LA/H@:< C3<HG@C:C

:<G:J:H/A' &A9-!4%&C3<HG@C:C:<G:J:H/A1

$";#JPTZVKL[?[ 的亚细胞定位

将 真 核 质 粒 L,O(67"$(272" L,O(67

*

-$43" L,O(67

*

-$41" L,O(67

*

-$4/"

L,O(67

*

-$49 转染 O*细胞后"固定制片"荧光

显微镜下观察+ 结果显示"L,O(67"$(272 转染

的细胞中"绿色荧光聚集在细胞核周围形成一圈

较亮的荧光"并且在细胞质内均匀地弥散性分布'

在 L,O(67

*

-$41( L,O(67

*

-$4/( L,O(67

*

-$49 转染的细胞中" 绿色 荧光 的分布 与

"$(272 全长融合蛋白的分布一致"而在 L,O(67

*

-$43 转染的细胞中"绿色荧光主要呈点状分

布在胞质中"同时在胞质内还有弥散分布#图 9$+
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图 %#VKL[?[ 全长及其四个 EKM缺失突变体的亚细胞定位

L,O(67%/!空载体对照'L,O(67"$(272!全长基因重组载体'L,O(67

*

-$43(L,O(67

*

-$41(L,O(67

*

-$4/(L,O(67

*

-$49!

分别缺失第一(二(三(四个 -$4的缺失突变体重组载体'O(6!绿色荧光蛋白'4&6)!细胞核染料+

L18"%#T,.3'2+::>:'3:-2':1X'.1-,-6JPTZVKL[?[ 6>51-,03-.+1,',76->3EKM7+:+.1-,4>.',.51,PJ2+::5

L,O(67%/!@8LH3 M@=H/A=/<HA/0' L,O(67"$(272!A@=/8J:<9<HM@=H/A=/<H9:<:<D B2000@<DHG D@<@' L,O(67

*

-$43" L,O(67

*

-$41"

L,O(67

*

-$4/"L,O(67

*

-$49! A@=/8J:<9<HM@=H/AC=/<H9:<:<D B/2A-3CH@:<@7A:=G 4/89:< # -$4$ E@0@H:/< 82H9<HC' O(6! DA@@<

B02/A@C=@<=@LA/H@:<'4&6)!<2=0@2CE3@1
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$"%#VKL[?[ 对 JPTZ复制的影响

将 L=4%&7"$(272 重组质粒转染 O*细胞和

(+Q细胞"感染 *O).19 和 9: G 后光学显微镜

观察出现的 -6,情况"同时收取平行样品对

*O).Q-6基因的表达情况进行 T$F76-$分析+

结果显示"在 (+Q和 O*细胞中过表达 "$(272

并不能显著抑制或促进 *O).感染引起的 -6,现

象"对 *O).主要衣壳蛋白 Q-6基因的转录水平

也没有明显的影响 #2?2127 $ #图 7 $"表明

"$(272 可能对 *O).的复制增殖不起重要作用+

图 ?#过表达 VKL[?[ 的细胞中由 JPTZ感染引起的 E)I及 JPTZOE)基因的 4KNG相对表达量

#9"=$过表达 "$(272 的 (+Q细胞和 O*细胞中由 *O).感染引起的 -6,现象' # J"E$过表达 "$(272 的 (+Q细胞和 O*细胞中

*O).Q-6基因的 8$%&相对表达量+ 石斑鱼 3:*基因作为内参+

L18"?#E)I1,7>2+7(/ JPTZ1,6+2.1-,1,VKL[?[<+S03+551,8 2+::5',7

3+:'.1@+4KNG+S03+551-,:+@+:-6JPTZOE)8+,+

#9"=$6G9C@8:=A/C=/L3 /JC@AM9H:/< /B*O).:<B@=H:/< :<E2=@E -6,:< "$(2727@ILA@CC:<D (+Q =@00C"O*=@00C9<E =/<HA/0=@00C1# J"E$

$@09H:M@8$%&@ILA@CC:/< 0@M@0/B*O).Q-6D@<@:< "$(2727@ILA@CC:<D (+Q =@00C"O*=@00C9<E =/<HA/0=@00C1OA/2L@A3:*D@<@K9C

98L0:B:@E 9C9< :<H@A<90=/<HA/01

$"?#VKL[?[ 对宿主 &NL及 &NLK的调控

将 L=4%&7"$(272 重组质粒转染O*细胞 19 G

后"感染*O)."32 和 19 G 后收取细胞样"对石斑鱼

F%(和F%($基因的转录情况进行 T$F76-$分析+

结果显示""$(272 过表达在*O).感染 32 G 后能明

显上调 F%(3(F%(1 以及 F%($1 基因的转录水平

#2>2127$"其中 F%(3 上调了 11/ 倍"F%(1 上调了

/1/ 倍"F%($1上调了约 1倍'在感染 19 G 后这 / 个

基因的转录都持续增加"但是与对照相比"上调的倍

数减少#图 679"J"E$+ 而F%($3的转录水平只有微

小的上调"约为对照的 311 倍#2?2127$"并在感染

19 G 后转录水平下降#图 67E$+
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图 A#过表达 VKL[?[ 的 PJ细胞中 JPTZ刺激后石斑鱼 &NL"&NLK的表达

石斑鱼 3:*基因作为内参+

"

代表差异显著#2>2127$ +

L18"A#&NL',7&NLK4KNG+S03+551-,:+@+:51,JPTZ1,6+2.+7VKL[?[<+S03+551,8 PJ2+::5

OA/2L@A3:*D@<@K9C98L0:B:@E 9C9< :<H@A<90=/<HA/01

"

A@LA@C@<HCC:D<:B:=9<HE:BB@A@<=@C#2>2127$1

/4讨论

F%(和 F%($是免疫系统的重要成分"通过

刺激免疫反应和诱导感染细胞的凋亡来控制病毒

的感染+ F%($超家族成员都是
!

型跨膜蛋白"

其最主要的特征是在胞外 %端含有 1 <6 个半胱

氨酸富集结构域#-$4$"约 92 个氨基酸"-$4是

与配体 F%(特异性结合(行使功能的结构域
)7*

+

生物信息学分析显示"*O)."$(272 含有 9 个保

守的 -$4"结构与包括 F%($3(F%($1 在内的大

多数 F%($超家族成员相似"与其他物种的

F%($超家族成员 39 基因有 /2></6>的同源

性"与牛痘病毒编码的 F%($类似物 -A8,的同

源性为 /3>+ -A8,可结合人(小鼠和大鼠的

F%("阻断 F%(与细胞表面受体 F%($的结

合
)19*

+ 这预示着 *O)."$(272 可能编码了一个

F%($类似物"行使着与细胞 F%($类似的功能+

虹彩病毒的基因根据转录的先后顺序可以分

为 / 个时期!立即早期#:88@E:9H@7@9A03"),$(早期

#@9A03",$和晚期#09H@"'$

)17*

+ ),基因的转录出

现在病毒 4%&复制之前"即病毒感染后 3 <1 G

内"其表达不依赖病毒蛋白的合成"因此在蛋白合

成抑制剂如放线菌酮 #-+N$存在下仍能表达+

对 *O)."$(272 的转录时序进行 $F76-$和药

物抑制实验分析"结果都表明了 "$(272 是病毒

的一个立即早期基因+ 黏液瘤病毒的 Q7F1 基因

在感染早期表达
)8*

"而牛痘病毒的 -A8W"-A8-

和 -A84分别在感染的早期(晚期和晚期表

达
)31 539*

"并发挥着相似又不完全一样的功能+ 病

毒的立即早期基因主要编码转录因子(调节因子

等"在调控病毒基因表达(宿主细胞基因表达(调

控细胞凋亡(调节宿主免疫反应等方面具有重要

功能+ 与牛痘病毒的 MF%($相似""$(272 基因

也在病毒感染早期表达"是 *O).的一个立即早

期基因"这为 "$(272 可能具有与牛痘病毒的

MF%($相似的功能提供了进一步的证明+

病毒蛋白在细胞内的定位可以为其功能研究

提供非常有用的线索+ 通过体外转染 "$(272 全

长和 9 个 -$4缺失突变体的 O(6融合蛋白"观

察绿色荧光的分布来研究 "$(272 的细胞定位+
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结果显示"缺失第 3 个 -$4后"绿色荧光呈点状

分布在胞质中"不同于 "$(272 全长的在细胞质

内均匀地弥散性分布'而第 1(/(9 个 -$4缺失突

变体的绿色荧光分布没有发生变化"推测第 3 个

-$4对 "$(272 蛋白在细胞内的定位起着至关

重要的作用+ -$4是 F%($家族成员行使功能

的重要结构域"对黏液瘤病毒 Q 5F1 的研究发

现"Q7F1 有两个功能!细胞外 F%(抑制作用"能

特异性抑制兔 F%("需要前三个 -$4'细胞内凋

亡抑制作用"能抑制病毒感染的 -49 @F细胞的

凋亡"需要前两个-$4

)32*

+ 缺失第一个-$4后"

"$(272 基因在细胞内的定位发生了明显变化"

推测第 3 个 -$4不仅对 "$(272 的分布有影响"

也可能对基因的功能有影响+ 牛痘病毒编码的

F%($类似物 -A8W(-A8-(-A84( -A8,"被证明

是可溶的分泌蛋白"它们可以分泌到细胞外"与

F%(结合"抑制 F%(介导的溶细胞作用
)31 539"19*

+

*O)."$(272 的 O(6融合蛋白聚集在细胞核周

围"形成一圈较亮的荧光"同时在细胞质中均匀地

弥散性分布"推测其分布在内质网上"并锚定在细

胞核膜上+ 至于 "$(272 是否是分泌蛋白"是否

发挥与牛痘病毒 MF%($相似的作用"还有待进一

步的实验验证+

之前的研究报道指出"痘病毒的 F%($类似

物可以抑制病毒感染引起的 F淋巴细胞凋亡"并

能抑制 F%(介导的溶细胞作用
)37"16*

+ 在过表达

"$(272 的 (+Q细胞和 O*细胞中感染 *O)."观

察出现的 -6,"并通过 T$F76-$检测 *O).主要

结构蛋白 Q-6基因的转录变化+ 结果显示"和对

照相比"过表达 "$(272 并不能明显抑制或促进

病毒感染引起的 -6,"*O).Q-6的转录表达量

也与对照一致"推测 *O)."$(272 对病毒的增殖

复制没有明显的影响+ 之前的研究发现"把黏液

瘤病毒的 F1 基因插入失活后"虽然病毒能够正

常生长"但病毒的毒力大大下降
)8*

'在不编码

MF%($的牛痘病毒株 S$中表达 -A8,"病毒的

毒力得到了增强
)37*

+ *O)."$(272 对病毒的增

殖复制没有明显的影响"表明其可能是病毒的一

个非必须基因"参与了病毒的免疫调节'或者可能

对病毒的毒力产生一定的影响'又或者与 *O).

的另外 1 个 MF%($""$(273 和 "$(286 共同作

用"来影响病毒的增殖和感染+

应用 T$F76-$在过表达 "$(272 的 O*细胞

中检测 *O).刺激后宿主 F%(5F%($基因的转

录水平"结果表明""$(272 能明显上调 F%(3(

F%(1 以及 F%($1 的表达"但对 F%($3 的表达影

响不大"这与前面得出来的实验现象---过表达

"$(272 对病毒感染引起的 -6,现象没有明显影

响一致+ 因为 F%($3 被认为参与了大多数由

F%(介导的细胞反应"如细胞凋亡(炎症反应等"

而 F%($1 则与细胞增殖有关
)10*

+ 另外"有文献

报道 F%($1 可能发挥着把 F%(传递给 F%($3

的作用
)1:*

+ 在 !2AU9H细胞中表达 Q7F1 蛋白并不

能改变细胞表面和细胞内的 F%($3 和 F%($1 的

表达水平"但是能与 F%($3 形成复合物"抑制

F%($3 介导的细胞凋亡
)18*

+ 在天花病毒感染的

细胞中并不能检测到 F%($和 F%($信号分子基

因的表达变化"说明天花病毒运用了一种非转录

和非翻译策略来抑制 F%(通路
)/2*

+ 对 *O).之

前的研究表明"*O).感染非宿主细胞 (+Q细胞

能引起典型的细胞凋亡#9L/LH/C:C$"而在宿主细

胞 O*细胞中则引起非凋亡程序性细胞死亡

# </<9L/LH/H:= LA/DA988@E =@00 E@9HG $

)/3*

+

"$(272 不能显著影响宿主 F%($3 的表达水平"

可能通过其他方式"如与 F%($3 形成抑制复合

物"来影响 F%(通路+ *O).可能通过 "$(272

调控细胞的 F%(和 F%($"达到逃避宿主免疫攻

击的目的+ 至于 "$(272 是否能抑制 *O).感染

引起的细胞凋亡"是否需要与 *O).的另外 1 个

F%($类似物共同作用"*O).是否利用 MF%($

来调控宿主 F%(7F%($信号通路"还有待进一步

的研究+ 本研究为揭示 *O).与宿主细胞相互作

用的分子机制"阐明 *O).的致病机理奠定了一

定的基础+
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