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甲型流感病毒 M2基因真核表达载体 

的构建及序列分析 * 

杨 靖 一，张卫东 一，李明远 ，曹 康 ，蒋忠华 ，李 虹 

摘 要 ：目的 构建含有甲型流感病毒 M2基因的真核表达载体并分析插入的 M2基因序列。方法 从接种人流感病毒 

株 A／PR／8／34(HIN1)的鸡胚尿囊液中提取病毒 RNA，用特异引物进行 RT—PCR，扩增 M2基因。通过分子克隆技术将所扩 

增片段克隆入真核表达质粒载体 pcDNA3．1(+)。经双酶切、PCR鉴定后挑选阳性克隆测序鉴定并对插入的M2基因序列进 

行分析。结果 经双酶切、PCR及测序鉴定证实 M2基因的真核表达载体构建成功。序列分析有 4个氨基酸出现变异，提交 

Genbank进行 Blast比对显示同源性 97％(Genbank／NCBI AY768951)。结论 M2四聚体蛋 白具有 H 通道功能，能够协助病 

毒与宿主细胞膜融合后释放 RNP复合体，还能稳定HA蛋白的结构。M2蛋 白的高度保守性和具有交叉保护能力特性使之成 

为新型的通用流感疫苗的突破 口。该结果将为甲型流感病毒基因工程疫苗，通用疫苗和核酸疫苗的研究打下基础。 
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Construction and sequence analysis of the eukaryotic expression vector 

for M 2 gene from influenza A virus 

YANG Jing，ZHANG Wei—dong，LI Ming—yuan，CAO Kang，JIANG Zhong—hua，LI Hong 

(Department ofMicrobiology，West China School ofPr~linwal and Forensic Medicine， 

Sichuan University，Chengdu 610041，Ch ina) 

ABsTRACT：To construct the eukaryotic expression vector for M2 gene from influenza A virus and tO analyze its sequence。the 

viral RNA was extracted from allantoic fluid of chicken embryos infected with infl uenza virus A／PR8／34(HIN1)．and M2 gene was 

amplified by RT—PCR with specific primer、The amplified gene fragment Was then cloned into the eukaryotic ex pression vector pcD— 

NA3．1(+)，the selected positive clones were subjected tO sequence analysm of the inserted M2 gene after double enzymes digestion 

and PCR identification．It was found that the construction of the eukaryotic expression vector for M2 gene Was successful after restric— 

tive enzyme and PCR identification and sequence analysis．Sequence analysis demonstrated 4 amino acid variations and 97％ of homol— 

ogy with infl uenza virus A／PR8／34(GenBank／NCBI AY768951)．The results’of the present investigation could provide a foundation 

for the further study on the development of DNA vaccine and broad—spectrum vacdne for infl uenza A virus infection． 

KEY W_0RDS：infl uenza virus；M2 gene；eukaryotic expressing vector 

1933年 Smith等人首先用雪貂分离出甲型流 

感病毒，确定了流感的病因。自此，人类对流感病毒 

进行了大量的科学研究，但流感的预防和控制从始 

至今是困扰人类的一个难题。甲型流感病毒广泛存 

在禽类和哺乳动物中，也是目前致人类和各种动物 

流感的主型，在人类和动物间流行时可导致高发病 

率和高死亡率【1】。流感病毒的分子结构和宿主界 

限有利于流感病毒的复发和疾病的流行，其表面的 

糖蛋白的高度变异更是导致流感疫苗免疫效果下降 

的主要原因【2】。核酸疫苗作为新一代疫苗越来越 

受到重视，由于其能够同时刺激机体产生体液免疫 

和细胞免疫，易于操作，经济有效，目前已成为疫苗 

研究的热点(33。 

流感病毒基因组第 7节段编码病毒的 M蛋白， 

包括M1和M2。M2蛋白是除 HA，NA外的第三种 

跨膜蛋白，含有 97个氨基酸(胞外区 24个，跨膜区 

19个，膜内区54个)，不含糖基，具有高度保守性， 
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它以四聚体的形式存在于娄脂膜 la J。自甲型流 

感病毒发现以来．在检测的毒椿中M2蛋白的基因 

序列同源性可达 90％，未存在明显变异，尤其是 N 

端的 10个氨基酸 人流感痫 聋干口禽流感 病毒几 乎 

完全棚同 ·，c!i【此 M2蛋白蔽认为是流感病毒疫苗 

可刺激机体产生交叉慑护效果的极具潜能保护}生抗 

原，引起 r研究 、贝的极大是注一Slepushkin等 

将流感病毒 M2蛋白埘过杆状病毒载体在细胞中表 

达，获得的产物经 腹腔注射 BAI B／C小 鼠后小 鼠可 

以免受问型或异刑甲型流感病 的致死攻击 本课 

题针对流感病毒 M2基 进 克隆井构建 冀核表达 

载体 DNA3．1(一)／M2，进行序列分析， 便为今 

后进一步深入开展核酸疫苗的免疫效果、免疫机制 

和携带流感病毒多个基 碳酸疫苗的研究奠定基 

础}。 

1 材料与方法 

1 1 载体和细胞株 真核表达载体 peDN,M~．1 

(+)为 ]nvit rogen公司产l 感受态大肠埃希菌 

JM109为 Takara公司产品～ 

1．2 材料和试 』、流感病毒株 A／PR／8／34 

(H1N1)由中国疾病预防控制巾心病毒痫]=5i防控制 

研究所国家流感中心提供。SPF鸡胚由四川大学华 

西医学 中心实验 动物 中心 提供 DNA marker 

(dl20(}0)为 Prontoga公司产品 Tr1∞1试剂 为 [nvit． 

rogen公司产 品 Premix Tau为 Takara公司 产『 。 

限制性内切酶 Xho 和 Hind丌I、’F4DNA连接酶为 

New England公司产品。ReverAid HMinus First 

Strand cDNA Synthesis Kit购 于 Fermentas公 司。 

胶回收使用上海华舜生物公刮试剂盒 Gel Extrac— 

tion Min Kit。 质 粒 提 取 使 用 Omega 公 司 的 

E．Z．N．A Plasmid M ininprep Kit【。 

1．3 流感病毒 RNA的提取 取血凝效价为 1：2 

5611}的病 毒鸡胚 硪曩液 200“l，加^ TrimI试剂 

2OO ，混匀=加入氯仿 ln0 4℃．12 O0Or,／rain，离 

心 1 5min 取 清， 八 l 5()f 【异 丙醇，4"C，12 000 

r／min．离 心 】5min 弃 上 清，加 500 l 75％ 乙醇，
,
~ 

8 000r／rain，离心 10mirI一弃 湾，加凡50u】1'F~DE 

PC处理水 

1 4 日『物设计及 RT—PCR 根据已报道的流感病 

毒 M 基 因 序 列 A／PR／8／34(Genb̈『lk／NCBI 

AY768951) ．由 Primer Pren1 er 5 0软 件设计引 物 

(本引物由上海博亚生物技术公司台成)。上特引物 

Primerl(5’(：C( AAGC FTTCTGGAAAATGATCT 

TcTTG 3’)设有 Hind m酶七J 位点，下游 引物 

Primer2(5’GTCTCGAGTTACTCTAGC．TCTATG 

CTGAC 3’)没有 Xhe)1酶切位点。根据 Fermentas 

公司试剂盒说明，用特异引物 Primer2反转录获得 

M2 cDNA后进行 PCR扩增 反应条件为预变性 

94℃4rain，94℃ 30sec，48℃35sec．72℃35sec，30个 

循环、72℃延伸 10min PCR产物经 1％琼脂糖凝 

脏电泳后进行胶回收。 

1 5 p DNA3．I(+)／M2真核表达载休掏建 

PCR回收产物与载体 pcDNA3．1(+)质粒经限制性 

内切酶 Hind 11I、Xho I驭酶 切后 ，回收约 300bp目 

的基因片段和5．4kb载体片段。将目的基因片段与 

载体片段按 5：l摩尔比例加入到连接反应体系中． 

在T4连接酶作用下 16V,过夜连接，连接产物转化 

感受态大脑杆菌 JM109 用 Amp抗性筛选阳性克 

隆。 

1 6 pcDNA3．1( )／m2真核表达质粒鉴定和序 

列分析 提取阳性克隆质粒 DNA．用 Hind 111、Xho 

I取酶 切、PCR方法 及 ABI PRISM'IN377XI DNA 

sequence测序仪测序鉴定所筛选的阳性克隆。将所 

克隆片段的序列在 NCBl／GenBank数据库进行 

Blast比对，井使用序列分析软件进一步进行序列分 

析 

2 结 果 

2 1 RT PCR结果：通过 RT—PCR得到一条分子量 

大小约300bp的单一特异性条带，与预期的 M2片 

段大小相符。见同 l。 

S{lObp 

25iIbp 

1{R)bp 

图 1 RT PCR产物 的琼脂 糖凝胶电泳 

1：DNA分 标准 ；2：P,T PCR产物 ；3：阴性对照 

Fig．1 RT-PCR am plification of M 2 

1：DNA marker；2： R'I PCR products；3： negative 

confto] 

2 2 pcDNA3．1(+)／M2真核表 达重组质 粒 PCR 

及酶切鉴定：挑选阳性克隆，扩增并提取DNA。经 

HindⅢ／Xho I双酶切鉴定，琼脂糖电泳后显现大小 

约300bp的基因片段，见图 2 阳性克隆进一步进 

行PCR鉴定，经琼脂糖电泳后出现目的基因片段， 

见图3，由此说明插入片段的存在。 
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匿 3 PCR鉴定重组质粒 

1：DNA分 子标准 ；2：I?CR鉴 定阳性兜隆 ；3：PC．R鉴 

定 阴性克隆 

Fig．3 iderziifJcatiQn 0f recotnblnanl pl~sm ilks I，cR 

i：DNA ma rkeri 2： ~itive cione：3：negative c]~3ne 

2．3 重组质粒序列测定干仃序列分析：重组质粒遂交 

北京三博远志生物技术公司测序，目的序列测序结 

果提交GenBank进行 Blast比对，结果显示与流感 

病毒 A／PRIS／34的 M2基因同源 陛为 97％，用 

Primer Premier 5．0软件和CxmtigExpres~P ect序 

列分析软件分析全K 291个碱基巾有8个不同导致 

4个氨基酸不同(第26位T v，第 38位 T—I．第 

60位 G—R．第 69位K—T)。虽仍然存在氨基酸的差 

异，但位于 N端的胞外区的 24个氨基酸完全一样， 

与报道 结果相符台，征实了所克隆的片段正确。 

3 讨 论 

M2蛋白是甲型流感病毒的 ‘种高发保守的跨 

膜蛋白．在甲型流感滴毒颗粒包膜上呈低密度表达， 

平均每个病毒顺粒上肯 l0个 M2凹聚体．400个血 

凝索三聚体，l0[)个神经氨酸酶四聚体，但在感染细 

L59 

胞的胞膜上却是 高密度表达(与 HA有相似的密 

度)t 。M2四聚体具有质子泵转运功能C5． ，能够 

协助病毒与宿主细胞膜 融合再 释放 RNP复合 

体 ；同时还可降低将病毒跨膜蛋白由粗面内质罔 

转运至胞膜的转运小泡的 pH值，从而阻止 HA前 

体困酸性 pH诱导引起的变构 M2蛋白所形成 

的离 子通 道可被 金刚烷 胺阻 断⋯J Castruee[_J ，利 

用金刚烷胺抗性为选择标准建立 r甲型流感病毒 

M基因的反向遗传系统，并利用该反向遗传系统证 

实M2羧基末端缺失谷氨酸的甲型流感病毒可产生 

金刚烷胺抗I生．但当病毒披基末端缺失 5—10个氯基 

酸残基则在有金刚烷胺存在的条件下不能继续复制 

繁殖 由此说旧 M2的羧基端在病毒的复制中起重 

要件用 

M2蛋白的高度保守性和具有交叉保护能力特 

性使之成为新型的通用流感症苗的突破口 Okau— 

da[13 J和Frace 】 等分别用表达完整的 M2蛋白和表 

达缺失跨膜区的 M2噩白(降低毒性和增加可溶性) 

的质粒免疫动物．Neirynck_l”等则将 M2蛋白保守 

陛位点基因与乙肝病毒核心蛋白进行融合表达的质 

粒接种动物。实验显示这几种质粒都诱导机体产生 

了保护作用，不仅抑制了病毒生 繁殖，而且降低了 

动物的死亡率。Watanal~ei 等进一步通过改造M2 

蛋白的离子通道活性来获得减毒活疫苗 I _l 等 

则发现针对 M2e(即 M2蛋自胞外区的 24个氨基 

酸)中表位制备的单克隆抗体能产生良好的免疫保 

护作 用。 

pcDNA3．1(+)是一种真核表达质粒，它携带有 

筛选用的NEO基因，可用于稳定转染．使外源蛋白 

表达量持续，因丽是本研究巾较为理想的一种真核 

表达载体。本实验成 功的构建了真核表达载体 

pcDNA3．1(+)／M2，这为今后开展基因工程疫苗和 

棱酸疫苗以及通用疫苗的进一步研究打下了基础。 
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株 htpA基因与 Genbank中嗜肺军团菌基因组(YP一 

094723)中相对应基 因的核酸序列一致 性为 98％， 

分别于第 129(c--~t)、183(a—t)、191(g—t)(箭头后 

为实测碱基)位有三个碱基差异，而二者翻译蛋白氨 

基酸序列一致性为 100％，况且，还不能排除此碱基 

差异不是在 PCR扩增中由DNA聚合酶引入的错配 

造成的，所以此一点也可佐证该蛋白在进化中结构 

功能上的保守性。嗜肺军团菌 HtpA蛋白氨基酸序 

列与大肠杆菌 GroES、伯氏柯克斯体 htpA、肺炎衣 

原体、结核分支杆菌 10kDa抗原同系物等小分子热 

休克蛋白具有较高的同源性，提示它们具有相近的 

功能和生物学特性，这些都需要今后多方的研究来 

证实。 

我们构建了原核表达重组质粒 pGhtpA，并诱 

导其在宿主菌中成功表达出约 36kDa的GST-htpA 

融合蛋白。下一步，可以大量表达该融合蛋白，经柱 

层析获得足量纯化融合蛋白，继而对其进行酶切收 

获纯化的HtpA蛋白，进而可对 HtpA蛋白的结构及 

免疫学特性等进行多方面研究；进而可将 htpA与 

其它候选抗原、细胞因子、免疫佐剂分子等基因融合 

以构建核酸疫苗，为探寻新的军团菌疫苗作尝试性 

研究。总之，通过对嗜肺军团菌 htpA基因及其表 

达产物的研究，期望获得具有免疫原性和(或)佐剂 

功能的新型疫苗候选基因，为军团菌感染的防治做 

深入有益的探索和研究。 
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