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信号肽类型对新布尼亚病毒SFTSV
 

Gn蛋白
靶向表达特征影响的研究*

张凡,张娟,徐家馨,吴玉龙,李波清**,乔媛媛**

(滨州医学院基础医学院病原生物学教研室,山东烟台
 

264003)

【摘要】 目的 研究不同类型信号肽对新布尼亚病毒(SFTSV)包膜蛋白Gn表达的影响。 方法 以SFTSV(SD4毒

株)M段为模板PCR扩增Gn基因,双酶切后分别连接至A16H和pHL表达载体,连接产物转染293T细胞,收集细胞

和上清进行 Western
 

blot、免疫荧光以及质谱检测,分析Gn重组蛋白的表达情况;ELISA检测Gn重组蛋白的结合活性。

 结果 成功构建缺失载体信号肽的pA16H-Gn质粒和包含信号肽的sp-pA16H-Gn质粒,以及携带另一种载体信号肽

的pHL-Fc-Gn质粒。缺失载体信号肽的pA16H-Gn质粒在细胞内外均不表达Gn重组蛋白(rGn-Fc),包含A16H载体

信号肽的sp-pA16H-Gn质粒在细胞内表达Gn重组蛋白(rGn-Fc),但不能分泌表达,包含pHL载体信号肽的pHL-Fc-
Gn质粒可将Gn重组蛋白(rGn-Fc)分泌表达到胞外,且具有结合活性。 结论 载体本身携带的信号肽会影响SFTSV

 

Gn重组蛋白的表达,不同信号肽影响重组蛋白的表达定位。该研究为SFTSV
 

Gn
 

重组蛋白的开发奠定了基础,同时也

为SFTSV重组疫苗的研究提供了新思路。
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【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

different
 

types
 

of
 

signal
 

peptides
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

glycoprotein
 

Gn
 

of
 

SFTSV. Methods The
 

gene
 

of
 

Gn
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR
 

using
 

the
 

M
 

segment
 

of
 

SFTSV
 

(SD4
 

strain)
 

as
 

template,and
 

then
 

was
 

ligated
 

into
 

A16H
 

and
 

pHL
 

expression
 

vectors
 

after
 

double
 

digestion,and
 

the
 

ligated
 

products
 

were
 

transfected
 

into
 

293T
 

cells.
 

The
 

cells
 

and
 

supernatant
 

were
 

collected
 

for
 

western
 

blot,immunofluorescence
 

detection
 

or
 

mass
 

spectrometry
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

three
 

recombinant
 

proteinGn.
 

The
 

binding
 

activity
 

of
 

recombinant
 

proteinGn
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA. Results The
 

plasmid
 

pA16H-Gn
 

lacking
 

the
 

vector
 

signal
 

peptide,the
 

plasmid
 

sp-pA16H-
Gn

 

containing
 

the
 

vector
 

signal
 

peptide,and
 

the
 

plasmid
 

pHL-Fc-Gn
 

containing
 

another
 

vector
 

signal
 

peptide
 

were
 

successfully
 

constructed.
 

The
 

recombinant
 

protein
 

(rGn-Fc)
 

from
 

the
 

plasmid
 

pA16H-Gn
 

lacking
 

the
 

signal
 

peptide
 

of
 

the
 

vector
 

was
 

not
 

expressed.
 

The
 

rGn-Fc
 

from
 

the
 

plasmid
 

sp-pA16H-Gn
 

containing
 

the
 

signal
 

peptide
 

of
 

the
 

A16H
 

vector
 

was
 

expressed
 

intracellularly,but
 

not
 

secreted
 

to
 

extracellular
 

expression.
 

The
 

rGn-Fc
 

of
 

plasmid
 

pHL-Fc-Gn
 

containing
 

the
 

signal
 

peptide
 

of
 

pHL
 

vector
 

can
 

be
 

secreted
 

to
 

extracellular
 

with
 

binding
 

activity. Conclusion The
 

signal
 

peptide
 

carried
 

by
 

the
 

vector
 

itself
 

will
 

affect
 

the
 

expression
 

and
 

the
 

expression
 

location
 

of
 

SFTSV
 

rGn.
 

This
 

study
 

lays
 

the
 

foundation
 

for
 

the
 

development
 

of
 

SFTSV
 

rGn,and
 

also
 

provides
 

new
 

ideas
 

for
 

the
 

research
 

of
 

SFTSV
 

recombinant
 

vaccine.
【Key

 

words】 SFTSV;signal
 

peptide;secretion;recombinant
 

protein

 ***严重发热伴血小板减少综合征(SFTS)是一种蜱

媒传 播 性 疾 病,其 病 原 体 为 新 型 布 尼 亚 病 毒

(SFTSV),于2010年在中国被首次报道[1]。SFTS的

临床症状主要表现为高热和血小板减少,并伴有出血、
脑炎及多器官衰竭、神经系统异常等[2-3]。SFTSV的

遗传物质是一种单链负义RNA,由大(L)、中(M)和小

(S)3个片段组成。S段编码核蛋白(NP)和非结构蛋
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白(NS);M段编码糖蛋白(GP),经加工形成Gc和Gn
蛋白;L片段编码RNA

 

依赖性
 

RNA
 

聚合酶(RdRp)。
包膜蛋白Gn和Gc在受体结合和膜融合中起关键作

用,是中和抗体作用的靶标[4-5]。
信号肽序列于1975年首次被描述为可移除的N

 

端短序列,用于引导蛋白质表达到特定位置[6]。每个

信号肽(长度约20-30个残基)包含一个基本的“N结

构域”、一个7~13个残基的疏水性“H 结构域”和一

个弱极性的“C结构域”[7]。随后的研究发现,这些肽

在原核生物和真核生物中均有存在,但其序列在长度

和氨基酸组成上都高度多样化。一级序列高度多样化

的信号肽不仅影响细胞分泌内源蛋白质的生理水平,
而且在重组蛋白的表达方面也起重要作用。用已知高

水平分泌的蛋白质(例如荧光素酶、组织纤溶酶原激活

剂)的信号肽替代内源信号肽可显著提高重组蛋白的

分泌水平[8]。此外,信号肽作为信号识别粒子直接识

别的标记,在分泌蛋白跨内质网膜的协同翻译易位中

起重要的作用,调控新合成的分泌蛋白的其他结构蛋

白质的定位。因此,信号肽的选择及优化是增强真核

系统靶蛋白表达的有效方法。
本文选用携带不同信号肽的两种带有人源抗体

IgG1
 

Fc段的表达载体,构建重组SFTSV
 

Gn表达质

粒,利 用 293T 细 胞 在 体 外 表 达 相 应 重 组 蛋 白,

western
 

blot、免疫荧光以及质谱分析等方法鉴定及表

征重组蛋白的表达水平与定位,探讨有无载体信号肽

及不同载体信号肽对SFTSV
 

Gn重组蛋白表达的影

响。

材料与方法

1 材料

1.1 质 粒、载 体、细 胞、目 的 基 因 新布尼亚病毒

SFTSV(SD4毒株)的 M 基因表达质粒由中国食品药

品检定研究院王佑春提供[9]。该表达质粒所包含的

Gn全基因序列通过NCBI数据库比对并确认。A16H
载体由中国医学科学院何玉先提供[10],pHL载体购

自美国addgene公司中国代理(A16H和pHL载体携

带表达人IgG1的Fc片段基因)。293T
 

细胞由本实

验室保存。

1.2 主要试剂及仪器 FastPfu
 

DNA聚合酶购自北

京全式金生物技术有限公司;T4
 

DNA连接酶购自美

国
 

Thermo公司;质粒大提试剂盒和胶回收试剂盒购

自德国 QIAGEN 公司;限制性内切酶EcoRⅠ-HF、

AgeⅠ-HF及KpnⅠ-HF购自
 

NEB
 

(北京)有限公司;
抗 His标签鼠单克隆抗体购自中国 Abmart公司;

FITC标记羊抗人IgG,HRP标记羊抗人IgG和 HRP
标记羊抗人Fab购自优宁维生物科技有限公司;10和

A2抗体由本实验室纯化自SFTSV患者血清并保存。

2 方法

2.1 引物设计及合成 通过Primer5.0软件设计缺

失载体信号肽的pA16H-Gn质粒和包含信号肽的sp-
pA16H-Gn质粒Gn基因的特异性引物,以及包含另

一种载体信号肽的pHL-Fc-Gn质粒Gn基因的特异

性引物,由生物工程(上海)有限公司合成。引物名称、
序列见表1。

表
 

1 Gn基因引物
Table

 

1 Primers
 

for
 

Gn
 

Gene
引物

Name
 

of
 

primers
引物序列

Primer
 

sequence(5'-3')

pA16H-Gn/sp
-pA16H-Gn

F:CCGGAATTCTTTCTTGGCGGGGTAAC
R:GCACCGGTGTACATTCTGACTCCGGACCCATCATC

pHL-Fc-Gn
F:GCACCGGTGACTCCGGACCCATCATC
R:GGGGTACCTTTCTTGGCGGGGTAACA

2.2 目的基因扩增 以SFTSV
 

SD4
 

M 基因的表达

质粒为模板PCR扩增 Gn基因序列。PCR体系(50
 

μL):FastPfu
 

DNA
 

Polymerase
 

1
 

μL,模板1
 

μL,上、
下游 引 物 各1

 

μL,2.5
 

mmol/LdNTPs
 

4
 

μL,5×
FastPfu

 

Buffer
 

10
 

μL,加水补至50
 

μL。PCR反应程

序:98
 

℃
 

2
 

min;98
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,共
35个循环;72

 

℃延伸10
 

min后4
 

℃保存。PCR扩增

产物经1%琼脂糖凝胶电泳分析后切胶回收。凝胶回

收按照
 

Qiagen
 

QIAquick
 

Gel
 

Extraction
 

Kit试剂盒

说明进行。

2.3 重组质粒的构建及鉴定

2.3.1 pA16H-Gn质粒及sp-pA16H-Gn质粒的构建

使用限制性内切酶EcoRⅠ-HF和 AgeⅠ-HF对 Gn
基因的PCR产物及载体 A16H 进行酶切,酶切片段

16
 

℃连接4
 

h。将两种连接产物分别转入 E.
 

coli
 

DH5α感受态细胞,活化后接种于含卡那霉素的LB
固体培养基。

2.3.2 pHL-Fc-Gn质粒的构建 使用限制性内切酶

KpnⅠ-HF和AgeⅠ-HF对Gn基因的PCR产物及载

体pHL进行酶切,酶切片段16
 

℃连接4
 

h,连接产物

转入E.
 

coli
 

DH5α感受态细胞,活化后接种于含氨苄

抗生素的LB固体培养基。

37
 

℃过夜恒温培养转入3种重组质粒的大肠埃

希菌,次日挑取单克隆进行PCR验证。将含有目的蛋

白的重组质粒送生物工程
 

(上海)
 

股份有限公司测

序。

2.4 重组蛋白的表达 转染前18~24
 

h将293T细

胞接种于细胞培养皿中,待细胞贴壁生长至80%时,
重组质粒与转染试剂按12

 

μg:24
 

μL比例分别稀释于

500
 

μL
 

OPTI-MEM。将稀释的转染试剂加入到质粒

中,混匀室温孵育25
 

min后加入到细胞培养基中,于
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37
 

℃、5%
 

CO2 孵箱中孵育12
 

h,更换新鲜培养基继

续培养36
 

h。分别收集细胞和上清,纯化重组蛋白。

2.5 重组蛋白的鉴定 转染pA16H-Gn重组质粒的

细胞及上清经protein
 

A 柱纯化超滤浓缩后,通过

Western
 

blot方法进行蛋白鉴定。细胞及上清蛋白经

10%
 

SDS-PAGE分离,转移至PVDF膜上,以含6%
脱脂奶粉室温封闭2

 

h,用HRP标记的羊抗人IgG抗

体(1∶50000)显色。

sp-pA16H-Gn重组质粒转染12
 

h后的细胞用

4%多聚甲醛固定,100
 

μL
 

0.01%Triton-x-100通透,

PBS冲洗3遍,每次5
 

min,然后滴加100
 

μL山羊血

清室温封闭孵育30min。以FITC标记的羊抗人IgG
 

(1∶400)进行免疫荧光检测。

sp-pA16H-Gn转染细胞的上清经上述方法纯化

后使用质谱仪分析rGn-Fc重组蛋白的表达情况。取

纯化的样品100
 

μg于离心管中,加入盐酸胍变性,同
时加入DTT使样品还原,随后加入20

 

μg胰蛋白酶处

理,使样品水解为肽段;离心,取上清,采用液质联用的

方法进行肽图分析,通过计算肽段的序列覆盖度来分

析样品中的目的蛋白。

2.6 重组蛋白结合活性测定 纯化的rGn-Fc重组蛋

白利用ELISA方法检测其结合活性。纯化的rGn-Fc
按照5

 

μg/mL过夜包被,次日弃去包被液,每孔加入

5%脱脂奶粉37
 

℃封闭2
 

h,PBST洗涤1次;加入10
 

μg/mL
 

10和A2抗体作为一抗,37
 

℃孵育1h,PBST
洗4次,每次5

 

min;加入 HRP标记羊抗人Fab二抗

(1∶10000),37
 

℃
 

孵育1h,PBST 洗4次,每次5
 

min;加入TMB显色液,37
 

℃孵育30
 

min后终止反

应,于 酶 标 仪 450
 

nm 波 长 处 读 取 吸 光 度 A 值,

GraphPad
 

Prism6软件进行数据分析。

2.7 统计学分析 使用
 

IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

25.0进

行统计学分析,免疫荧光强度及ELISA结果分析采用

独立样本的t检验,P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 重组质粒的鉴定

以Gn上下游引物进行PCR反应,检验构建的

pA16H-Gn、sp-pA16H-Gn、pHL-Fc-Gn重组质粒的

正确性。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳得到与预期

一致的1
 

299
 

bp目的基因片段(图1)。测序表明3种

重组质粒构建正确。

2 A16H载体信号肽对Gn重组蛋白表达的影响

由于rGn-Fc携带人源IgG1的Fc片段,封闭后

直接以 HRP标记的山羊抗人IgG 作为抗体进 行

western
 

blot或免疫荧光法进行鉴定。结果表明,在

A16H没有携带载体信号肽的情况下,rGn-Fc在细胞

内外都不表达(图2A,B)。在A16H载体携带信号肽

的情况下,western
 

blot
 

显示在细胞内检测到rGn-Fc
(图2C)。免疫荧光法也显示rGn-Fc在荧光显微镜下

显示绿色荧光,对照组未显示相应荧光(P<0.05)(图
2D),进一步证实rGn-Fc在细胞内或膜上表达,与

western
 

blot检 测 结 果 一 致。为 了 明 确rGn-Fc在

A16H携带的载体信号肽引导下能否分泌到细胞上清

中,采用质谱分析rGn-Fc的目标肽段在色谱柱中的保

留时间,颜色代表信号强度,红色和黄色信号较强,计
算出序列覆盖度为8%,结果表明在细胞上清中未检

测到对应的目的蛋白(图2E)。以上提示A16H载体

信号肽促进了Gn重组蛋白表达,但未正确分泌到细

胞外。

  A pA16H-Gn重 组 质 粒 M DNA 标 志 物5000 B sp-
pA16H-Gn重组质粒 M DNA标志物2000 C pHL-Fc-Gn重组质
粒 M DNA标志物5000

图
 

1 pA16H-Gn、sp-pA16H-Gn及pHL-Fc-Gn
3种重组质粒的PCR验证

A Gn
 

DNA
 

fragment
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

pA16H-Gn M 
DNA

 

marker
 

5000 B Gn
 

DNA
 

fragment
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

sp-
pA16H-Gn M DNA

 

marker
 

2000 C Gn
 

DNA
 

fragment
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

pHL-Fc-Gn M DNA
 

marker
 

5000.
Fig.1 Verification

 

of
 

three
 

recombinant
 

plasmids
 

pA16H-Gn,
sp-pA16H-Gn

 

and
 

pHL-Fc-Gn
 

by
 

PCR

3 pHL载体信号肽对Gn重组蛋白分泌到胞外表达

的影响

pHL-Fc-Gn转染293T细胞后,细胞上清经纯化

检测到rGn-Fc(图3A)。ELISA结果显示rGn-Fc与

从SFTSV患者血清中纯化的10、A2抗体均具有较强

的结合活性,与不加一抗 No-10和 No-A2没有反应

(图3B)。表明pHL载体信号肽促进Gn重组蛋白分

泌表达到胞外,Gn重组蛋白为具有活性的功能蛋白。

讨 论

SFTS高发于中国东部的4月份到10月份,目前

该病广泛分布于中国、韩国、日本等国家,并逐步成为

一种全球流行性传染性疾病[11-12]。据统计,从2010年

到2019年我国已报告超过13
 

000例SFTS病例,主
要分布于中部、东部和东北部多个省份,其中河南、山
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东、安徽、湖北、辽宁、浙江、江苏等7个省份发病率较

高。近年来,我国病例数量及报告省份呈现逐年递增

趋势[13]。SFTS患者体内病毒水平以及患者年龄均影

响体内中和抗体的产生[14]。目前,还没有针对这种病

毒的特异性商品化Gn抗原被开发出来。

  A Western
 

blot检测pA16H-Gn载体胞内表达Gn-Fc重组蛋白(rGn-Fc)情况 M 蛋白分子质量标准 1 rGn-Fc与相应抗体反应条带 2
 空细胞对照 B Western

 

blot检测pA16H-Gn胞外表达rGn-Fc情况 M 蛋白分子质量标准 1 rGn-Fc与相应抗体反应条带 2 空细胞对
照 C Western

 

blot检测sp-pA16H-Gn胞内rGn-Fc的表达情况 M 蛋白分子质量标准 1 rGn-Fc与相应抗体反应条带 2 空细胞对照 D
 免疫荧光法检测sp-pA16H-Gn胞内rGn-Fc的表达Esp-pA16H-Gn胞外表达rGn-Fc质谱分析

图
 

2 A16H信号肽影响Gn-Fc重组蛋白细胞内外表达情况
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recombinant
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Gn-Fc
 

(rGn-Fc)
 

transfection
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pA16H-Gn M Protein
 

marker 1 The
 

result
 

of
 

rGn-Fc
 

by
 

western
 

blot 2 Control B Extracellular
 

expression
 

of
 

rGn-Fc
 

transfection
 

by
 

pA16H-Gn M Marker 1 The
 

result
 

of
 

rGn-Fc
 

by
 

western
 

blot 2 Control C Intracellular
 

expression
 

of
 

rGn-Fc
 

transfection
 

by
 

sp-pA16H-Gn M Marker 1 The
 

result
 

of
 

rGn-Fc
 

by
 

western
 

blot 2
 Control D Intracellular

 

expression
 

of
 

rGn-Fc
 

transfection
 

by
 

sp-pA16H-Gn
 

by
 

immunofluorescence
 

EMass
 

spectrometry
 

analysis
 

of
 

extracellular
 

expression
 

of
 

rGn-Fctransfection
 

by
 

sp-pA16H-Gn
Fig.2 Intracellular

 

and
 

extracellular
 

expression
 

of
 

Gn-Fc
 

affected
 

by
 

signal
 

peptide

  A Western
 

blot检测pHL-Fc-Gn载体胞外表达rGn-Fc的情况 
M 蛋白分子质量标准 1 rGn-Fc与相应抗体反应条带 2 对照 
B ELISA检测pHL-Fc-Gn载体表达的rGn-Fc与受测抗体10、A2的
结合活性 No-10、No-A2分别为未加一抗10和 A2(a组间比较,P<
0.01)

图
 

3 Gn-Fc重组蛋白的表达和活性

A Extracellular
 

expression
 

of
 

rGn-Fc
 

by
 

pHL-Fc-Gn
 

vector
 

by
 

western
 

blot M Protein
 

marker 1 Reaction
 

bands
 

of
 

rGn-Fc
 

with
 

corresponding
 

antibody 2 Control B rGn-Fc
 

expressed
 

by
 

pHL-
Fc-Gn

 

vector
 

binds
 

to
 

antibody
 

10,A2
 

by
 

ELISA
 

No-10,No-A2
 

represented
 

without
 

primary
 

antibody
 

10
 

and
 

A2
 

respectively
 

(a
 

comparison
 

between
 

groups,P<0.01)
Fig.3 Extracellular

 

expression
 

and
 

binding
 

activity
 

of
 

rGn-Fc

重组蛋白的成功表达不仅需要适宜的纯化标签及

表达条件,更需要合适的分泌信号肽。在分泌蛋白质

过程中,信号肽从核糖体中出现时被位于内质网表面

的信号识别颗粒受体识别,指导多肽易位进入内质网

腔,然后将其装入囊泡以进行胞吐作用[15],信号肽通

常带有N-糖基化位点参与蛋白质的折叠和成熟。重

组病毒疫苗与传统疫苗相比表现出更好的安全性和免

疫原性优势。SFTSV
 

Gn和 Gc蛋白作为包膜糖蛋

白,已被证明是中和抗体的靶标,基于重组病毒载体表

达SFTSV糖蛋白的疫苗也被认为是SFTS的候选疫

苗。已有研究表明SFTSV
 

Gn、Gc重组免疫蛋白在体

内体外实验中表现出较强的免疫原性,并激活免疫细

胞诱导中和抗体产生[16]。
载体信号肽在分泌型重组蛋白的有效表达中发挥

重要作用。本研究构建了3种SFTSV
 

Gn的重组质

粒,利用western
 

blot及免疫荧光法检测重组蛋白的

表达情况,结果表明缺失载体信号肽的pA16H-Gn重

组质粒不能表达目的蛋白。包含载体信号肽的sp-
pA16H-Gn重组质粒在胞内表达相应的目的蛋白,但
不能分泌到胞外。包含载体信号肽的pHL-Fc-Gn重

组质粒可表达并将目的蛋白分泌到胞外。因此,无信

号肽的Gn重组蛋白在缺失载体信号肽的情况下不能

被表达。而带有不同载体信号肽的重组质粒尽管可表

达目的蛋白,但是重组蛋白的定位却不同,不同载体的

分泌型信号肽并不适用于所有蛋白的表达。所以,在
表达蛋白时充分考虑信号肽在蛋白分泌表达中的作用

对于获得有功能的重组蛋白至关重要,不同目的蛋白

应根据其大小和性质选择合适的信号肽和载体。本研

究为SFTSV
 

Gn
 

重组蛋白的开发提供了理论基础,同
时也为SFTSV重组疫苗研究提供了新思路。
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本地流行毒株序列有关。可见SARS-CoV-2全基因

组测序以及数据的及时上传可为COVID-19感染者

溯源提供病原学依据。
新冠疫情发生以来,我国采取了一系列有效防控

措施,早期本土疫情得到了迅速控制,但境外感染者输

入持续影响国内疫情防控。另一方面,SARS-CoV-2
不断变异并产生如Omicron变异株,导致病毒传播能

力更强,传播速度更快,感染后平均潜伏期缩短,迅速

成为境外输入优势株[5-6],因此境外输入性感染者导致

的疫情扩散对我国的疫情防控造成严峻挑战。持续开

展输入性COVID-19感染者的病毒基因组测序,及时

了解境外输入病毒的型别变化以及变 异 情 况,为

COVID-19感染者溯源提供病原学依据,可助力于国

内COVID-19疫情的防控。
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