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印迹鉴定重组牛痘病毒表达的
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8/9

!

所用一抗为1雪貂抗
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#由
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稀释(二抗为1辣根过氧化酶标记的蛋白
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)从左至右%

<5"@@8&C%&%F

的
&

个蚀斑
:

%

#:

&

均为阳性(1*2设立细胞作为阴性对照(1

+

2用纯化的遗传学病毒
AE@4%%#)!%(*2

作为阳性对照%第
%

个1

+

2显示与蚀斑印迹平齐的条带为非还原的
8/

前体
8/

"

#

("J2

$%第
!

个1

+

2显示
8/

"

经
%
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巯基乙醇#
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%

!GM!

$还原成
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%

#

&&J2

$和
8/

!

#

!&J2

$(

D%

等标本虽然也经
!GM!

处理%但因为这些
8/9

是通过
<5"@@

表达的%缺乏如
M!

离子

通道等流感病毒蛋白协助
8/

发生翻译后修饰&裂解及构型改变%故不能被还原成
8/

%

和
8/

!

两个片段

I

)从左至右%

<5"@@8&C%&%F+/%')@+!%(*2

的
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个蚀斑
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均为阳性(1*2为阴性对照%感染
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细胞的是表达人乳头样瘤病

毒#

8D@

$
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蛋白的
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个阳性对照同
$

图
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同图
'

中
$

%代表由
&

个
<5"@@

形成的蚀斑样本%

蓝色箭头所指为
8/

"

蛋白%其余条带为杂质蛋白%如
;@"%

细胞蛋白

及
<5"@@

所表达的其他蛋白(1

+

2为未还原的病毒蛋白%从上至下
'

条带分别表示
8/

"

&核蛋白#

4D

$和基质蛋白#

M

$(1
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2表示经
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还原后的
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020"D/E!

蛋白电泳后%从上至下条带颜色排列为1蓝&黄&

紫&蓝&橙&绿&蓝&红2%代表不同的分子量大小%如图右侧标示
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讨论

流感病毒与不同宿主细胞表面受体结合的匹配

磨合%造成了
8/

的持续变异%主要发生在
8/

受

体结合部位#

A5-5

:

(+<G%.'%.

6

0%(5

%

AG0

$及邻近氨

基酸位点!

)

"

'禽流感病毒
8&4%

血凝素突变%使之

对禽受体的亲和力下降并主要结合人受体%是

8&4%

能够感染人的分子基础!

&

"

'

8&4%

亚型禽流

感病毒不断感染哺乳动物及人类%使它的
8/AG0

发生亲人受体结合的改变!

*

"

'

禽流感病毒
8&4%

还没有获得人流感病毒基

因%缺乏有效的人群中传播能力!

,$(

"

'而且禽流感

病毒
8&4%

与人流感病毒
8'4!

基因重组的反向

遗传学病毒%并不能使这种病毒的传播能力得到增

强!

#

"

'所以禽流感病毒
8&4%

可能另外需要发生

某个或某些基因突变%才能使
8&

受体结合特点转
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变成结合人受体
0/

"

!

&

*E$&

%从而具备成为大流行

病毒株的先决条件!

%"

"

'这一假设似乎顺理成章%而

且除了上述本研究重点讨论的
'

个
8&8/

氨基酸

变异%

0*%.

)

$

等!

%%

"还发现
@4%%#)8&W%#!A

病毒

突变株能够加强
8&8/

与
0/

"

!

&

*E$&

结合的能

力%

8&0!!'4

却无此作用%而且
W%#!A+0!!'4

变

异株能够比单一
W%#!A

结合
0/

"

!

&

*E$&

的作用还

要更强'因此%他们认为
8&

的
%#!

氨基酸位点可

能是使
8&4%

受体结合特点转化的潜力位点'

/%')@

和
!%(*2

是位于
8&8/

受体结合部

位的氨基酸%与唾液酸受体相互作用%关系密切'发

生在这两个位置的氨基酸变异%可能直接影响
8&

8/

的受体结合特点%使
8&8/

更倾向于结合人

受体'

%&%

位点位于
%#"$

螺旋和
%'"$

环之间%共

同构成受体结合部位 1口袋2的右缘%与唾液酸分子

的位置相当邻近'而且从氨基酸分子结构来讲%异亮

氨酸#

C&5C

$是一种非极性支链氨基酸%苯丙氨酸 #

D*5

F

$是一种非极性芳香氨基酸%两者的空间构象差异较

大'在一个重要的位置换一种差别较大的氨基酸%可

能对
8/

与受体结合产生比较明显的影响'

8&/%')@

和
8&!%(*2

均通过反向遗传学方

法重组流感病毒%并用传统鸡胚尿囊培育法获得'

而
F%&%

不能在鸡胚中稳定表达%鸡胚传代后变成

了
1%&%

%故我们构建重组牛痘病毒%在被感染细胞

膜表面表达这两种
8/

)

8&C%&%F

和
8&C%&%F+

/%')@+!%(*2

'下一步%需要在细胞内大量扩增

这两种重组牛痘病毒%并从细胞膜提纯
8/

%最后通

过
8/"

人+禽受体模拟复合物晶体的
7

线衍射%从

蛋白结构解析功能%即氨基酸变异对受体结合宿主

特异性改变的影响'还可以用纯化的
8/

进行多

聚糖微阵列分析#

E&

)

-$.M%-<+$<<$

)

$%比较这些有

单个或多个氨基酸变异的
8/

对不同受体结合能

力的大小'本实验为进一步研究禽流感病毒人传人

的可能性奠定了理论基础'
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