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血凝素诱发内质网应激反应初探

刘　悦,李青超,兰　英,赵秀梅,刘　洋,王立达,韩业辉,徐　妍
(黑龙江省农业科学院 齐齐哈尔分院,黑龙江 齐齐哈尔１６１００６)

摘要:为促进药物结构优化和改造,利用２９３T细胞进行转染及蛋白免疫印迹试验,研究病毒血凝素(HA)在
内质网应激反应中的作用.结果表明,不同糖基化位点 HA蛋白差异性表达明显,HA 蛋白可诱发内质网应

激反应,且不同的 HA蛋白样中CHOP的表达量不同,从而引起内质网应激反应所导致的细胞凋亡也不同.
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　　近年来,禽流感病毒传播的趋势明显增强,
使养禽业遭受巨大的经济损失.为了降低流感

病毒对我们的伤害,很多学者都在研究血凝素

(Hemagglutinin,HA)的结构、功能和表达,因为

禽流感病毒的毒力和抗原性与其 HA 有着非常

密切的关系.HA 在病毒表面,属于一种主要的

刺突成分,HA１和 HA２连接成 HA 单体,它作

为一种重要的结构蛋白,可以介导禽流感病毒吸

附,同时发挥致病作用(靠穿入宿主细胞的方式),
同时还可以帮助宿主来抵抗禽流感,以此认为

HA也是一种良好的保护性抗原.流感病毒的毒

力会受流感病毒 HA 上糖基化位点的增减影

响[１].研究表明,HA 茎部的糖基化位点一般高
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度保守,这些位点可能是功能性 HA 形成和保持

所必需的;而头部的糖基化位点随毒株不同其结构

和数量都发生变化,这可能是导致病毒多样性的重

要因素之一[２Ｇ３].在病毒感染力和宿主细胞免疫反

应中N连接的糖基化位点起着非常重要的作用,
这一点已经被证实,尤其是蛋白酶对 HA的裂解作

用会受到 HA裂解位点附件的糖基化位点的影响,
这一现象会引起病毒毒力的变化[４].

细胞凋亡属于是一种生理性、主动的细胞死

亡.目前,细胞凋亡的通路主要有:死亡受体活化

(外源性途径)、线粒体损伤途径(内源性途径)和
内质网应激启动的凋亡途径[５].内质网应激是一

种亚细胞器病理的过程,该过程会在某种条件改

变下,导致细胞内质网生理功能发生一系列的紊

乱现象,如蛋白质不能正确折叠.同时,可以诱发

内质网应激的因素还有很多,比如内质网内钙流

失或钙超负荷,蛋白质糖基化形成障碍或蛋白质
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不能形成正常的二硫键等,这些内质网某些生理

功能发生障碍的情况,内质网发生应激反应一般

都会通过未折叠蛋白来进行提示[６].内质网应激

会诱导细胞凋亡,它会通过三个主要途径来进行,
其中 一 个 重 要 途 径 就 是 CHOP 通 路.CHOP/
GADD１５３是C/EBP转录因子家族成员中的一分

子,在内质网应激中属于特异性的转录因子[７].
CHOP含有两个结构域,它们一个是 N端转录激

活域,一个是 C端的碱性锌指(bZIP)结构域[８].
PERK、ATF６以及IRE１都能诱导 CHOP的转

录,其中PERKＧEif２αＧATF４是 CHOP蛋白表达

主要途径[９].在正常情况下,CHOP的分布范围

并不是很广,主要集中存在于细胞质中,并且含量

非常低.CHOP的过量表达是促进细胞凋亡的

一个重要因素,在细胞处于应激状态的时候,
CHOP的表达量会大大增加,并且在细胞核内聚

集.CHOP有几种凋亡反应蛋白,如 GADD３４,
ERO１和死亡受体DR５等[１０].本文是利用２９３T
细胞,做蛋白免疫印迹(westernblot)实验,来研

究流感病毒血凝素在内质网应激反应中的作用,
以期为进一步的药物结构优化和改造提供空间.

１　材料与仪器

１．１　细胞

２９３T 细胞由黑龙江省农业科学院实验室

保存.
１．２　质粒

PCAGGSＧ７７０５HAＧWT、PCAGGSＧ７７０５HAＧ
ΔG０、PCAGGSＧ７７０５HAΔG１、PCAGGSＧ７７０５HAΔG２、
GGSＧ７７０５HAＧFlag􀅰WT、GGSＧ７７０５HAＧFlagＧΔgly０、
ΔG１、ΔG２、ΔG３、ΔG４、ΔG６、ΔG７等

[１１].
１．３　试验试剂

转染试剂PEI(Invitrogen公司)、０．２５％胰酶

(Thermo公司,美国)、DMEM 细胞培养液(购自

Hyclone)、PBS(武 汉 博 士 德 生 物 有 限 公 司),
H５N１兔源多克隆抗体及羊抗兔IgGＧHRP(购自

CellSignalingTechnology).
１．４　SDSＧPAGE缓冲液

５×TrisＧ甘氨酸电泳缓冲液:Tris碱７．５５g、甘
氨酸(电泳级,pH８．３)４７g、１０％SDS聚丙烯酰胺
(分离胶,２０mL):H２O７．９mL、３０％Acrylamide
６􀆰７mL、１．５ M TrisＧHCl(pH８．８)５．０mL、１０％
SDS０．２ mL、７０％ 过 硫 氨 酸 ０．２ mL、TEMED
０􀆰００８mL.

５％SDS聚丙烯酰胺(浓缩胶 ８mL):H２O

５􀆰５mL、３０％Acrylamide１．３mL、１．０mmol􀅰L－１

TrisＧHCl(pH６．８)、１０％SDS０．０８mL、７０％过硫

酸胺０．００８mL、TEMD０．００８mL.
１．５　Westernblot缓冲液

１０×transBuffer１００mL、甲醇 ２００mL、加
ddH２O至总量为１０００mL.

TBS(pH８􀆰０):１０ mmol􀅰L－１ TrisＧHCl、
１５０mmol􀅰L－１ NaCl.

TBST:在 TBS 中 加 入 终 浓 度 为 ０􀆰０５％
TweenＧ２０即可.

脱脂乳:奶粉５gTBST１００mL.
１．６　仪器设备

高速离心机(购自 Eppendorf公司)、细胞恒

温培养箱(上海三腾仪器有限公司)、Millipone超

纯水仪购自 MILLIPORE 公司、显影仪(购自上

海天能公司)、摇床、湿转的转膜槽等.

２　方法
２．１　HA蛋白量检测及对内质网的应激反应检测

２．１．１　细胞转染准备　在细胞培养箱内取出生

长良好的２９３T细胞,加入１mL预热１０min的

２５％胰酶,轻轻移动,使胰酶可以充分消化到细

胞,置于３７℃培养箱,消化２min,取出消化好的

细胞,加入１０mL预热了的但没有加血清的细胞

培养液DMEM,用长管的吸液枪将细胞吹起来,
按５×１０５个细胞􀅰孔－１的密度接种到无菌６孔细

胞培养板,等细胞长至８０％~９０％时进行转染.
２．１．２　质粒转染　稀释PEI:取８００μL无血清

的DMEM 在１mLEP管中,再加入５０μLPEI.
稀释质粒:取８个１mL的 EP管,分别加入

１００μL无血清 DMEM,再在每个管中依次加入

２μg目 的 质 粒:PCAGGSＧ７７０５HAＧWT、ΔG０、
ΔG１、ΔG２,吹打混匀.在稀释好的质粒中分别加

入之前稀释了的 PEI１００μL,混匀静置１５min,
取出培养箱内的２９３T 细胞,将每种质粒缓缓地

分别加入到两个孔中,混匀后放回细胞培养箱中.
待细胞培养４h后,进行换液处理,沿着６孔板每

个孔壁的一侧,慢慢吸走悬液,避免细胞被吹起

来,然后在每个孔里加入细胞营养液 DMEM,最
后在每种质粒的其中一孔加入２０μL的驱动蛋白
(kif).
２．１．３　提取蛋白　７２h后,取出培养箱内的细

胞,无菌下贴孔板的一侧用自动吸管将孔板中细

胞悬液吸出.在室温下,每孔加入１mLPBS混

匀,放入新的１．５mLEP管内,５０００r􀅰min－１,离
心５min,弃上清,在每个管中加入１５０μL的细
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胞裂解液(lysisBuffer),在漩涡振荡器上振荡,
１３０００r􀅰min－１,离心５min,吸上清置于１．５mL
的离心管中,加入５０μL的４×上样缓冲液,吹打

混匀,放在水浴锅中煮沸５min,置于４℃冰箱里

保存.
２．１．４　凝胶的制备及电泳　具体步骤和方法参

考文献[１１].
２．１．５　转膜(干转)　取下凝胶模子,将凝胶片取

出用小绿铲子将凝胶孔切掉,把切好的胶及滤纸

放入transBuffer中,将 PVDF膜先在纯甲醇中

浸泡３~５s,放入Buffer中,然后按照３层滤纸/
膜/胶/３层滤纸装配,每一层都要用玻璃管赶走

气泡,上下两层滤纸不要对齐,错开放置,以免造成

电源短路,将多余的滤纸边缘剪掉,最后一次性盖

好转膜仪的盖子,连上电源,调节电流１００mA,转
膜时间为２h.
２．１．６　封闭　把转完的膜放在加有５％脱脂乳封

闭液的小盒中,在摇床上封闭１h.
２．１．７　孵育一抗＋洗膜　将封闭好的膜放入保

鲜膜中,加入５mL脱脂乳,按１∶１０００的比例加

入抗体Flag５μL,把保鲜膜封口,摇床孵育１h,
用 TBST进行清洗,１０min一次,共洗５次.
２．１．８　孵育二抗＋洗膜　加入５mL脱脂乳,按
１∶５０００比例加入 HRPＧmouse１μL,封上保鲜膜

的口,孵育１h,然后按照上一步的清洗方法,进行

洗抗体的操作,用TBST每间隔１０min换１次,共
洗５次.
２．１．９　显影　将处理过的膜放在干净的保鲜膜

上,加入显色底物２mL,静置２min后,将其固定

在暗匣内,在暗室内进行曝光处理.
２．１．１０　HA 蛋白对内质网的应激反应　具体步

骤参考文献[１２].
２．２　CHOP含量的检测

２．２．１　细胞的转染　稀释PEI:取１mL无血清的

DMEM在１．５μLEP管中,再加入６０μLPEI.
稀释质粒:实验步骤同２．１．２.

２．２．２　SDS聚丙烯凝胶电泳　具体步骤参考文

献[１２].
２．２．３　转膜(湿转)　取下凝胶模子,把切好的胶

及滤纸放入transBuffer中,将PVDF膜先在盛有

纯甲醇中的塑料盒中进行预处理,浸泡３~５s.装
配转移“三明治”:海绵/３层滤纸/胶/膜/３层滤

纸/海绵,按照这样的顺序,把每层放好后,取一支

小试管在每一层面上来回碾压(轻轻地),避免产

生气泡,然后把配好的胶放在电源的负极面,把安

装好的转移槽放置在装满冰块的泡沫箱内,放入

三明治(黑色面对黑色面),在其中灌满转移缓冲

液,连通电源,调节电源在６０V,过夜.

２．２．４　 孵 育 一 抗 ＋ 洗 膜 　本试验要做内参,

Ｇactin蛋白的大小为４２kDa.将膜用剪刀在恰当

的位置剪成两个部分,上部分加５mL脱脂乳,按

１∶１０００的比例加 Ｇactain,下部分加５mL脱脂

乳,按１∶５００比例加一抗CHOP１０μL,两块膜分

开放入两个保鲜膜中,封好口,孵育过夜.第二天

取出封闭好的膜,重复上一个洗膜的操作过程,用
TBST清洗,共洗５次.
２．２．５　孵育二抗＋洗膜　在一抗为 Ｇactin的膜

上按１∶５０００比例加二抗 HRPＧmouse１μL,在摇

床上孵育１h.在第二张膜上加入二抗 Ｇrabbit
１μL,孵育１h,两者孵育完后,进行洗膜处理,用
TBST,１０min一次,共洗５次.
２．２．６　显影　将两张膜按顺序,用双面胶贴在暗

匣的中间位置,拿到暗室进行曝光.

３　结果与分析
３．１　不同糖基化位点HA蛋白表达

由图１可知,整体的 HA 表达量较多,同时

表达的差异性也很明显.前４个泳道是没有加入

kif抑制剂的野生型(WT)的 HA 蛋白和突变体

ΔG０、ΔG１、ΔG２的 HA 蛋白,后４个泳道是加有

kif抑制剂的野生型 WT 和突变体 ΔG０、ΔG１、
ΔG２的 HA蛋白,两部分的蛋白表达含量差异很

大.前４个电泳条带比较窄,表明 HA的表达量比

较少,而后４个电泳条带明显比较黑,比较粗,即表

达量较前４个样品要多.组内进行比较,没有加入

抑制剂的前４个样品中,尽管既存在野生型又有突

变体,但是其表达含量并没有太大的差别,而加有

kif的样本之间 HA的表达量存在差异.

图１　不同糖基化位点 HA蛋白表达
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