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利用定点突变研究ＣＣＲ５膜外襻上与ＨＩＶｇｐ１２０结合的关键残基
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［摘要］　目的：研究ＣＣＲ５在作为Ⅰ型人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶⅠ）进入细胞的辅助受体时，发挥关键作用的氨基酸。方法：通过

定点突变对ＣＣＲ５膜外各襻上的某些氨基酸进行突变，将非极性氨基酸变为极性氨基酸，疏水氨基酸变为亲水氨基酸，芳香族氨

基酸变为非芳香族氨基酸，通过将其与ｇｐ１２０分别表达，进行结合实验，寻找与病毒结合活性降低的突变型。结果：当ＣＣＲ５膜

外第一襻用Ｔｙｒ替代Ｃｙｓ，第三襻用Ｓｅｒ替代Ｐｒｏ后，ＣＣＲ５与病毒表面糖蛋白ｇｐ１２０的结合活性极大降低。而对其他膜外襻上的

氨基酸进行突变后，结合活性无明显改变。结论：病毒进入受体细胞需要受体和辅助受体的介导。ＣＣＲ５作为辅助受体，主要是

通过膜外特定的氨基酸与病毒的ｇｐ１２０发生识别，寻找到这些识别氨基酸就可以为ＡＩＤＳ的预防和治疗提供一定的靶点。
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　　ＣＣＲ５是ＣＣ趋化因子亚家族的受体。它的配
体包括巨噬细胞炎性蛋白１α（ＭＩＰ１α），巨噬细胞炎
性蛋白１β（ＭＩＰ１β）和ＲＡＮＴＥＳ。ＣＣＲ５基因位于

３ｑ２１．３，长度为１．９ｋｂ，编码３５２个氨基酸。ＣＣＲ５
是Ｇ蛋白偶联受体（ＧＰＣＲ），它含有７个跨膜区域
（７ＴＭ），跨膜区的序列高度保守。其中第一膜外区
（ＥＣＬ１）和第二膜外区（ＥＣＬ２）通过二硫键相连，保持
蛋白稳定的二级结构。自从发现ＣＣＲ５可以作为

ＨＩＶⅠ感染的辅助受体，它就成为了一个研究热点。

　　从理论上来讲，只要封闭或者改变了 ＨＩＶⅠ感
染的受体，就可以阻断病毒的感染。ＨＩＶⅠ的第一
受体是ＣＤ４，但是ＣＤ４的表达是细胞正常生理功能
必须的，因此就必须寻找其他的受体。ＨＩＶⅠ进入
细胞还需要辅助受体的参与，很多与ＣＤ４共表达的
趋化因子受体都可以作为 ＨＩＶⅠ感染的辅助受
体［１～３］。Ｔ细胞噬性病毒与ＣＸＣＲ４结合，而巨噬细
胞噬性病毒则利用ＣＣＲ５。但是研究发现，带有某
些ＣＣＲ５突变的个体则对 ＨＩＶⅠ具有免疫性［４～６］。

　　在本实验中，我们试图通过定点突变的方法找
到ＣＣＲ５介导 ＨＩＶⅠ感染中起决定作用的氨基酸，
为研究ＣＣＲ５作用机制提供一个新的思路。

１　材料和方法

１．１　细胞及培养情况　人ＣＯＳ７细胞有本室保
存。细胞在３７℃，５％ＣＯ２的孵箱中培养，培养基为

１０％小牛血清（ＢＣＳ）、２ｍｍｏｌ／ＬＬ谷氨酸、抗生素
的ＤＭＥＭ。

１．２　定点突变　ＣＣＲ５ＤＮＡ序列由 ＭｉｃｈａｅｌＳａｍ
ｓｏｎ博士惠赠。利用 ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕ
ｔａｇｅｎｅｓｉｓｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）对ＣＣＲ５进行定点突变，其
中第一、三襻的突变分别为：ＣＣＲ５ｌｏｏｐ１（Ｇ５９→Ａ），

ＣＣＲ５ｌｏｏｐ３Ｓｅｒ（Ｃ５４７→Ｔ），正常对照组引物为

ＦＯＲ：ＧＧＣＧＧＡＴＣＣＡＧＧＧＣＣＡＴＧＧＡＴＴＴＴ
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ＣＡＡＧＧＧＴＣＡＧＴＴＣＣＧＡＣＣ和ＢＡＣＫ：ＧＧＣ
ＡＡＧＣＴＴＴＣＡＴＡＡＡＣＣＡＧＴＡＧＡＡＡＣＴＴＣ
ＡＴＧ。第一襻突变引物为：ＦＯＲ：ＧＧＣＧＧＡＴＣＣ
ＡＧＧＧＣＣＡＴＧＧＡＴＴＴＴＣＡＡＧＧＧＴＣＡＧＴＴ
ＣＣＧ ＡＣＣ，ＢＡＣＫ：ＧＧＣ ＡＡＧ ＣＴＴ ＴＣＡ ＴＡＡ
ＡＣＣＡＧＴ ＡＧＡ ＡＡＣ ＴＴＣ ＡＴＧ，１ＦＯＲ：ＣＧＧ

ＡＧＣＣＣＴ ＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ，１ＢＡＣＫ：ＴＧＡ

ＴＴＴＴＴＴＧＧ Ｔ ＴＧＧＧＣＴＣＣ。第三襻突变引

物为：ＦＯＲ：ＧＧＣＧＧＡＴＣＣＡＧＧＧＣＣＡＴＧＧＡＴ
ＴＴＴＣＡＡ ＧＧＧ ＴＣＡ ＧＴＴ ＣＣＧ ＡＣＣ，ＢＡＣＫ：

ＧＧＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＴＡＡＡＣＣＡＧＴＡＧＡＡＡＣ
ＴＴＣＡＴＧ，３ＦＯＲ：ＣＣＴＧＣＡＧＣＴＣＴＣＡＴＴＴ

Ｔ ＴＣＡＴ，３ＢＡＣＫ：ＡＴＧ Ａ Ａ Ａ ＡＡＴ ＧＡＧ

ＡＧＣＴＧＣＡＧＧ（其中□为突变位点）。ＰＣＲ体系
组成按照ＴａＫａＲａ试剂盒说明书。ＰＣＲ条件：９５℃
１ｍｉｎ→９４℃４５ｓ，４５℃４５ｓ，７２℃４５ｓ→（９４℃４５
ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃４５ｓ）×３０个循环→７２℃５ｍｉｎ。
然后通过 ＤＮＡ 测序对突变的序列加以验证，见
图１。

图１　膜外襻中突变的碱基及对应的氨基酸变化

Ｆｉｇ１　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓａｎｄａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｏｐ

１．３　细胞表面表达　突变的ＣＣＲ５基因亚克隆到

ｐｃＤＮＡ３．０表达载体（ＢａｍＨⅠ／ＸｈｏⅠ），并对序列
加以确认。同法表达ＨＩＶⅠｇｐ１２０，亚克隆到ｐｃＤ
ＮＡ３．０，转染Ｃｏｓ７细胞，并用ＦＩＴＣ标记。

１．４　细胞功能分析　野生及突变型ＣＣＲ５表达水
平通过荧光标记抗体染色加以确定。过夜培养后，
（０．５～１．０）×１０６细胞用含有２．５％羊血清的ＰＢＳ
洗涤两次。细胞重悬于１００μｌ含有２．５％兔血清的

ＰＢＳ中，加入２μｇＦＩＴＣ标记的ＨＩＶⅠｇｐ１２０，冰浴

１ｈ，然后用ＰＢＳ洗涤３次，２％多聚甲醛固定。

２　结　果

２．１　突变 ＣＣＲ５的构建　通过定点突变构建的

ＣＣＲ５片断分别加以扩增，利用ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ将
其插入ｐｃＤＮＡ３．０（Ｐｒｏｍｅｇａ）成为 ＣＣＲ５ｐｃＤＮＡ
３．０进行真核表达，并且对这些克隆加以测序
（ＴａＫａＲａ），结果见图２。

图２　ＣＣＲ５ｐｃＤＮＡ３．０ＤＮＡ测序结果

Ｆｉｇ２　Ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓｉｎ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｕｔａｎｔｓｂｙＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
Ｔｈｅｍｕｔａｎｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙ２ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ａ，

Ｃｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｆｏｒｗａｒｄ；Ｂ，Ｄｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｓｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｖｅｒｓｅ．Ｍｕｔａｎｔｂａｓｅｓ５９（Ｇ５９→Ａ），５４７（Ｃ５４７→Ｔ）ｗｅｒｅｉｎ

ｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗ

２．２　突变ＣＣＲ５与ＦＩＴＣ标记的 ＨＩＶⅠｇｐ１２０结
合活性测定　细胞表面抗体染色表明，除了个别例
外，大部分突变ＣＣＲ５的表达水平与野生型ＣＣＲ５
类似。通过测定各种 ＣＣＲ５突变体与 ＦＩＴＣ标记

ＨＩＶⅠｇｐ１２０结合活性来比较野生型与突变型

ＣＣＲ５作为辅助受体的功效（图３）。结果表明第一
襻Ｃｙｓ→Ｓｅｒ及第三襻Ｐｒｏ→Ｓｅｒ后ＣＣＲ５的结合活
性受到很大影响，而其他襻内的氨基酸变化则对其
活性没有影响（结果没有显示）。

图３　ＣＣＲ５与ＦＩＴＣ标记的ＨＩＶⅠｇｐ１２０结合测定

Ｆｉｇ３　ＢｉｎｄｉｎｇｏｆＣＣＲ５ｍｕｔａｎｔｓｗｉｔｈＦＩＴＣ

ｌａｂｌｅｌｅｄＨＩＶⅠｇｐ１２０
Ａ：ｗｉｌｄｔｙｐｅＣＣＲ５；Ｂ：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｃ：ＣＣＲ５ｌｏｏｐ１Ｓｅｒ；Ｄ：

ＣＣＲ５ｌｏｏｐ３Ｓｅｒ

３　讨　论

　　ＨＩＶⅠ辅助受体的三级结构至今还不明确，但
是根据对Ｇ蛋白偶联受体的序列分析已经建立了

ＣＣＲ５理论上的三维结构［７］。这些模型有两个显著
特征：第一，是多个膜外区域在ＣＣＲ５作为辅助受体
的过程中有着重要的作用［８，９］；第二，这些模型展示
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了这些蛋白膜外区域的电荷特性，而这可能就决定
了不同 ＨＩＶⅠ亚型选择不同的辅助受体。根据研
究，我们认为不同的 ＨＩＶⅠ膜蛋白可能倾向于利用
不同的辅助受体，而这个过程是通过ｇｐ１２０与受体
膜外襻的直接相互作用来完成的［１０］。

　　由于ＣＣＲ家族（ＣＣＲ１，ＣＣＲ２，ＣＣＲ３，ＣＣＲ４，

ＣＣＲ５）在 ＨＩＶⅠ辅助受体中占了重要地位，我们认
为其保守序列可能有重要的作用，所以我们选择了
其中最保守的序列进行突变，我们定点突变的设计
原则是将非极性氨基酸变为极性氨基酸，疏水氨基酸
变为亲水氨基酸，芳香族氨基酸变为非芳香族氨基
酸，然后根据改变的氨基酸序列设计对应的碱基序
列。在大多数突变实验中，突变ＣＣＲ５与ｇｐ１２０的结
合活性没有发生明显的变化（结果略），但是在膜外第
一和第三襻保守氨基酸的突变引起了结合活性的较

大变化。第一和第三襻选择的保守氨基酸见图４。

图４　人ＣＣＲ家族膜外序列的比较
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　　研究表明ＣＣＲ５膜外的第三襻参与了辅助受体
与 ＨＩＶⅠｇｐ１２０的结合，当Ｐｒｏ→Ｓｅｒ时，使ＣＣＲ５
与 ＨＩＶⅠｇｐ１２０的结合率与野生型ＣＣＲ５相比降
低８０％（Ｄ从０．２降到０．０４）。发生突变的其他碱
基对ＣＣＲ５作为辅助受体的作用影响不大。这表明
第三襻有着重要的作用，而这个作用可能是通过该
襻上一些亲水的氨基酸。

　　总的来说，我们的研究结果与其他研究者的结
论基本相符［１１］，此外，我们的实验还表明膜外第一
襻中Ｃｙｓ→Ｓｅｒ会直接影响其与ＨＩＶⅠｇｐ１２０的结
合活性，这可能是由于破坏了膜外第一和第二襻中
的二硫键引起的，从而影响膜外部分的二级结构引
起的。但是我们没有研究这个变化对于ＣＣＲ５的正
常结构和生理作用是否有影响。我们将在后继的工
作中对其加以研究。此外，由于很多研究表明膜外
或者跨膜的亲水氨基酸对于ＣＣＲ５作为辅助受体有
重要的作用［１２］，而跨膜的蛋白对于ＣＣＲ５与７ＴＭ

ＧＰＣＲ的偶联有一定的作用［１３］，因此我们希望对其
进行进一步的研究。

　　总的来说，我们的研究加深了对ＣＣＲ５中一些
特定氨基酸在 ＨＩＶⅠ感染过程中作用的理解。我

们发现在膜外襻上一些亲水的氨基酸作用重大，对
这些氨基酸作用机制的一种可能性的解释是它们通

过一定的三级结构直接与ｇｐ１２０发生结合，或者它
们的存在对于保持ＣＣＲ５膜外区域特定的空间构型
有重要的作用，但是对于这些氨基酸是否是维持

ＣＣＲ５正常生理作用所必须的还没有进一步加以研
究。本研究为将来对 ＨＩＶⅠ感染的机制以及辅助
受体的研究提供了一个良好的基础，对进一步的研
究有一定的指导意义。
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