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［摘　要］　病毒感染宿主细胞的过程实质是病毒受体与配体之间的相互作用。病毒受体和配体的研

究是明确病毒致病机理的关键，因此关于病毒细胞受体的研究一直是近年来病毒学研究的重点领域。

病毒受体的鉴定可通过多种生物技术手段进行，如酵母双杂交法、病毒覆盖蛋白结合技术等。文章对

当前的病毒细胞受体研究技术及其应用现状进行了综述，以期为今后的相关研究提供参考。
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　　近些年来，关于病毒细胞受体的研究一直是病

毒学研究的领域。病毒细胞受体是病毒进入靶细胞

的入口，细胞受体可以特异性的与病毒发生结合，然

后介导病毒入侵。研究病毒的细胞受体可以揭示病

毒与宿主细胞之间相互作用的关系，而且是明确病

毒的致病机理的关键，同时可以为研究病毒的增殖

与免疫机制之间的关系和作用提供参考依据，也可

为开发靶向性强的抗病毒药物和疫苗提供帮助。

所谓病毒的细胞受体，是指能被病毒的吸附蛋

白所识别并与之发生特异性结合，介导病毒侵入细

胞，启动病毒感染的特殊性细胞表面位点。大多数

病毒受体的本质是蛋白质，所以研究蛋白质相互作

用的方法都可用于病毒细胞受体的研究。随着研

究技术的发展与进步，关于病毒细胞受体的研究也
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取得了进展，在不同程度上部分病毒受体的结构和

功能得到了研究。鉴定病毒受体可通过生物技术

手段进行，如酵母双杂交法、病毒覆盖蛋白结合技

术、噬菌体表面展示技术、亲和层析技术、串联亲和

纯化技术以及ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ技术等。本文对病毒

细胞受体的研究技术及其应用现状进行了综述，以

期为今后的相关研究提供参考。

１　酵母双杂交法

酵母双杂交法是研究活细胞体内的蛋白质与蛋

白质之间的相互作用的技术方法，其主要原理是利

用酵母菌的生长转录因子ＧＡＬ４含有的两个结构域，

ＤＮＡ结构域（ＢＤ）及转录激活域（ＡＤ），一个杂交蛋

白为诱饵蛋白（Ｘ）与ＤＮＡ结构域（ＢＤ）融合而成，另

一个杂交蛋白为猎物蛋白（Ｙ）与 ＤＮＡ转录激活域

（ＡＤ）融合而成［１］。Ｘ和Ｙ分别为诱饵蛋白猎物蛋

白，通过筛选基因组文库或 ｃＤＮＡ文库可以直接找

到与诱饵蛋白相互作用蛋白的ＤＮＡ序列。

酵母双杂交法是在迅速生长且易操作的酵母

体系内研究蛋白质之间的相互作用，现在许多研究

已采用这种方法成功筛选了大量的互作蛋白。侯

佩莉等通过酵母双杂交筛选与流感病毒 ＰＢ１－Ｆ２

蛋白相互作用的宿主蛋白，ＰＢ１－Ｆ２各突变体均与

宿主蛋白 Ｇβ２发生相互作用，表明 Ｇβ２和 ＰＢ１－

Ｆ２存在多个结合位点，也提示了 Ｇ蛋白信号通路

可能在流感病毒感染过程中发挥作用［２］。王维新

利用酵母双杂交系统筛选虾白斑综合症病毒

（ＷＳＳＶ）的受体基因，共获得两个ｃＤＮＡ片段，为寻

找ＷＳＳＶ的受体基因奠定了基础［３］。高淑娴将

ＪＥＶＥ蛋白基因片段克隆到表达载体 ｐＧＢＫＴ７中，

并转化入酵母菌 ＡＨ１０９，获得了以 ＪＥＶＥ为诱饵

蛋白的酵母双杂交系统，研究结果表明获得的流行

性乙型脑炎 Ｅ蛋白、Ｅ蛋白的结构域Ⅲ以及以 ＪＥＶ

的Ｅ蛋白为诱饵蛋白的酵母双杂交系统可用于流

行性乙型脑炎 Ｅ蛋白的结构与功能以及与其受体

蛋白相互作用的研究［４］。胡淳玲利用酵母双杂交

方法研究麻疹病毒血凝素蛋白和 Ｈ蛋白的相互作

用，研究结果表明麻疹病毒血凝素蛋白分子上与 Ｈ

蛋白起关键作用的部位是 Ｎ端 ２７～１３５位氨基

酸［５］。李铁强利用酵母双杂交系统从基因文库中

筛选与ＩＢＤＶ弱毒株 ＶＰ２蛋白相互作用的受体蛋

白编码基因，并通过间接免疫荧光实验证明了两个

蛋白在活体内存在相互作用［６］。

Ｔｉｍｍｕｓｋ等利用酵母双杂交系统筛选与

ＰＣＶ２、ＯＲＦ１、ＯＲＦ２、ＯＲＦ３、ＯＲＦ４相互作用的细胞

蛋白，研究发现与 ＯＲＦ１Ｒｅｐ蛋白相互作用的是中

间丝状蛋白和致癌基因［７］。Ｆｉｎｓｔｅｒｂｕｓｃｈ等分别用

ＰＣＶ１和ＰＣＶ２、ＯＲＦ１、ＯＲＦ２作为诱饵蛋白，以猪脾

细胞为靶细胞，利用酵母双杂交系统筛选到与

ＯＲＦ２相互作用的锌指蛋白，核小体装配蛋白，前列

腺细胞凋亡反应蛋白，核磷蛋白和热休克蛋白［８］。

２　病毒覆盖蛋白结合技术

病毒覆盖蛋白结合法的关键在于病毒与受体

可以进行特异性的结合，紧密依靠 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹技

术，达到对病毒受体高效鉴别的目的。获得病毒易

感细胞表面的膜蛋白后，通过电泳技术对蛋白进行

分离，使蛋白转移到硝酸纤维素膜上，然后用病毒

液孵育，感作使其与受体相结合，能与病毒发生特

异性结合的蛋白条带则可以通过化学方法显示。

病毒覆盖蛋白结合法主要优点是灵敏度高，在实验

室中得到了广泛的应用。

郭爱珍等应用病毒覆盖蛋白结合法筛选犬瘟热

病毒（ＣＤＶ）的细胞受体，结果找到了多个能与ＣＤＶ

相结合的细胞受体蛋白，一类是低分子量组蛋白，另

一类是高分子量蛋白［９］。尹崇等利用病毒覆盖蛋白

结合法方法筛选斜纹夜蛾核多角体病毒的细胞受体

并进行鉴定检测，结果表明，在斜纹夜蛾肠敏感细胞

总蛋白中找到了４０ｋＤ、７３ｋＤ、８５ｋＤ三种蛋白质可

以作为受体与病毒相结合［１０］。陆慧君以重组 ＨＥＶ

Ｓ１蛋白代替全病毒进行病毒覆盖蛋白结合法，并成

功获得一条与 ＨＥＶ－Ｓ１蛋白特异结合的分子量为

９０ｋＤ的蛋白条带，推测此蛋白可能是 ＰＫ－１５细胞

表面的 ＨＥＶ受体，该受体的鉴定为进一步研究猪体

原代细胞受体奠定了基础［１１］。

３　噬菌体表面展示技术

噬菌体表面展示技术是目前国内外常用的一种

基因表达筛选技术。以改造的噬菌体为载体，将外
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源蛋白基因与噬菌体衣壳蛋白基因整合到一起，噬

菌体自我复制增殖装配时，使外源基因随衣壳蛋白

一起表达，使外源多肽或蛋白质表达并展示于噬菌

体表面，经过筛选、感染、增殖过程后进行再筛选，然

后将获得的重组噬菌体外源基因片段插入序列并进

行测序，通过进一步分析得到受体蛋白序列。

Ｔａｎｇ等成功在Ｔ７噬菌体表面展示了乙肝病毒

ＰｒｅＳ１肽，进而研究 ＰｒｅＳ１肽基因进入肝癌细胞

ＨｅｐＧ２的可能性［１２］。卢燕应用噬菌体表面展示技

术从噬菌体随机七肽库中筛选转铁蛋白黏附肽，筛

选获得的４个 ＴｆＢ，有望于实现转铁蛋白与药物的

非共价连接，靶向治疗疾病，同时也有利于以黏附

Ｔｆ为策略的长效化蛋白质药物的深入研究［１３］。在

对虾白斑综合症的研究中袁丽采取噬菌体展示技

术对病毒中和抗体及感染相关蛋白进行研究，筛选

Ｔ７噬菌体展示的 ＷＳＳＶｃＤＮＡ文库，得到能与对虾

的细胞受体作用的 ＷＳＳＶ定向靶蛋白，也就得到了

该病毒感染相关基因［１４］。何永刚应用噬菌体展示

技术筛选Ｐｒｅｓ结合肽寻找乙型肝炎病毒特异性结

合蛋白，构建了 Ｍ１３噬菌体 ＰＩＩＩ蛋白融合的表面

展示随机肽文库，并为研制抗乙肝病毒感染的新药

提供前导分子［１５］。孙东波利用噬菌体展示技术初

步确定ＰＥＤＶＳ蛋白的第２４９～５２９位氨基酸区域

（ＭＲＲ）是猪氨基肽酶（ｐＡＰＮ）潜在的一个受体结

合区域，这个研究结果将为 ＰＥＤＶＳ蛋白受体结合

域进一步深入的研究提供信息［１６］。

４　亲和层析技术

亲和层析的理论基础是细胞膜的受体蛋白能

够与病毒本身的特异性配体结合，可以达到对细胞

受体鉴定的目的。将病毒或者诱饵蛋白偶联到

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ溶胶柱载体上，当蛋白溶液通过层析柱

时，其中可与亲和载体配基相互作用的受体被吸附

剂结合，而不被吸附的无关成分则流出柱体，而后

利用高浓度的底物溶液或亲和力更强的底物衍生

溶液洗脱，使目标蛋白脱离层析柱上的载体。据

此，Ｔａｌｌｅｔ等在获取人体 Ｔ细胞白血病病毒

（ＨＴＬＶ－Ｉ）膜蛋白时，选择了两步亲和层析与高浓

度的盐和非离子型的表面活性剂［１７］；Ｍａｕｒｅｒ等获

得了牛病毒性腹泻病毒的细胞受体ＣＤ４６［１８］。

５　串联亲和纯化技术

串联亲和纯化技术是近年发展起来的一种新

的纯化蛋白复合物的方法。利用一种特殊设计的

蛋白标签，重组构建带有两种纯化亲和标签的融合

靶蛋白，然后转染到宿主细胞或组织，带标签的靶

蛋白表达并结合上相关蛋白质后，利用标签与相应

磁珠作用，经过两步连续的亲和纯化，使得蛋白质

复合物更接近天然状态。

宋方丽通过串联亲和纯化技术分离ＭＣＦ－７－

ｐＣＴＡＰ－ＤＮＡＪＣ１２－Ｖ１细胞中的ＤＮＡＪＣ１２－Ｖ１蛋白

复合体以及ＭＣＦ－７－ｐＣＴＡｐ－ＤＮＡＪＣ１２－Ｖ２细胞中

ＤＮＡＪＣ１２－Ｖ１蛋白复合体，通过相互作用分析，得出

ＭＹＨ９与ＭＲＣＬ２间有直接的相互作用，因此ＤＮＡＪＣ１２

可能通过调节 ＭＹＨ９蛋白的 ＡＴＰ酶活性来影响

ＭＹＨ９蛋白功能的发挥，研究均表明ＤＮＡＪＣ１２蛋白表

达的改变在乳腺癌的发生发展过程中起重要作用［１９］。

Ｇｌｏｅｃｋｎｅｒ等使用 ＳｔｒｅｐⅡ／ＦＬＡＧ标签在 ＨＥＫ２９３鉴定

了Ｒａｆ和其相互作用蛋白 ＭＥＫ１和１４－３－３，并且建

立了该纯化标签使用标准流程［２０］。刘侠联合串联亲

和纯化技术和质谱鉴定乳腺癌细胞中ＬＯＸ相互作用

蛋白，即利用ＳｔｒｅｐⅡ／ＦＬＡＧ标签纯化富集ＬＯＸ的复合

体，经过纯化获得ＬＯＸ－ＳＦ重组蛋白复合物，质谱共

鉴定到 ４２５个与 ＬＯＸ相互作用蛋白，可信度为

９５％［２１］。江月等利用串联亲和纯化技术筛选与肠病

毒７１型３Ｄ聚合酶相互作用的宿主细胞蛋白，结果表

明ＣｙｃｌｉｎＧ１仅在转染重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．０－３Ｄ－

Ｆｌａｇ－ＨＡ的 ＲＤ细胞免疫共沉淀复合物中检测到，而

在未转染 ｐｃＤＮＡ３．０－３Ｄ－Ｆｌａｇ－ＨＡ的 ＲＤ细胞中

未检测到，３Ｄ聚合酶蛋白可能引起宿主细胞凋亡及细

胞周期改变，还可能与炎症反应及中枢神经损伤有

关［２２］。马培培?用串联亲和层析方法筛选出了三个

与猪嗜血支原体ＭＳＧ１蛋白相互作用的红细胞膜蛋

白，切取蛋白条带经质谱分析鉴定这三种蛋白分别是

猪乳铁蛋白、带三蛋白、肌动蛋白［２３］。

６　ＧＳＴ－ｐｕｌｌｄｏｗｎ技术

ＧＳＴ－ｐｕｌｌｄｏｗｎ是在 ＧＳＴ融合蛋白的基础上发

展起来的，利用基因重组技术构建含有ＧＳＴ标签的重
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组载体进行原核表达，利用重组技术将诱饵蛋白与谷

胱甘肽巯基转移酶（ＧＳＴ）融合，ＧＳＴ亲和纯化柱进行

蛋白纯化获得高纯度的融合蛋白，再利用 ＧＳＴ亲和纯

化柱进行蛋白间的相互作用检测，可以从中捕获与之

相互作用的目的蛋白，洗脱结合物后通过电泳分析，从

而找到与靶蛋白相互作用的目的蛋白。

刘冬梅利用 ＧＳＴ－ｐｕｌｌｄｏｗｎ联合质谱鉴定

ＢＡＧ结构域相互作用蛋白，实验结果证明在 Ｈｅｌａ细

胞中鉴定到 ３７０个潜在的能够与 ＢＡＧ结构域相互

作用蛋白，主要为核糖体蛋白、翻译起始因子、翻译

延长因子、泛素化－蛋白酶体相关蛋白及 ＨＳＰ４０家

族蛋白，其中ＢＡＧ１和核受体相互作用，使核受体调

控细胞增殖和存活的能力增强，成为促进乳腺癌、前

列腺癌等发生的一个重要原因［２４］。侯佩莉利用

ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ试验从正反两方向验证了流感病毒

ＰＢ１－Ｆ２与热休克蛋白 Ｈｓｐ４０相互作用，初步证实

了流感病毒ＰＢ１－Ｆ２在体外能与Ｈｓｐ４０发生相互作

用，将有助于揭示Ａ型流感病毒的致病机理，从而为

流感病毒感染的预防和治疗提供参考［２５］。

病毒与受体的相互作用是一个非常复杂的过

程，并且病毒的受体可能不止一个，在今后的研究

工作中如何将研究方法联合使用，为病毒受体的研

究提供更加精确和完善的鉴定方法，将成为研究的

重点。另外，当前的研究方法都存在一定的缺陷，

开发和探索更简便、高效的方法将成为病毒受体的

研究关键，同时对病毒细胞受体的相互作用机制研

究也有待于进一步深入。
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