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摘要 A型流感病毒 NS1蛋白羧基端 4个氨基酸可以与 PDZ结构域(the domain of PSD95，Dig and ZO-1)相结合，称为 PL结
构域(PDZ ligand domain)．对不同亚型或毒株的流感病毒而言，其 NS1蛋白 PL结构域的组成存在比较大的差异．有研究发
现这种差异能够影响 NS1与宿主细胞蛋白的相互作用进而影响病毒的致病力．为进一步探讨 PL结构域对 NS1蛋白生物学特
性的影响，首先构建出 4种不同亚型流感病毒(H1N1、H3N2、H5N1、H9N2)来源的 NS1绿色荧光蛋白表达质粒．在此基础
上，对野生型 H3N2病毒 NS1表达质粒进行人工改造，将其 PL结构域缺失或者替换为其他亚型流感病毒的 PL结构域，制
备出 4种重组 NS1蛋白表达质粒．通过比较上述不同 NS1蛋白在 HeLa细胞中的定位情况发现，只有野生型 H3N2病毒的
NS1 蛋白可以定位于核仁当中，而野生型 H1N1、H5N1、H9N2病毒的 NS1 蛋白以及 PL结构域缺失或替代的 H3N2病毒
NS1蛋白都不能定位于核仁．而通过比较上述 NS1蛋白在流感病毒易感的MDCK细胞中的定位，进一步发现所有这些蛋白
均不定位于核仁．上述结果表明：PL结构域的不同可以明显影响 NS1蛋白在 HeLa细胞核内的定位和分布，这有可能造成
其生物学功能的差异．同时，NS1蛋白在细胞核内的定位还与宿主细胞的来源有着密切关系．
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A型流感病毒是一类传染性强、可引起禽类、
人类或其他哺乳类动物急性感染的单股负链 RNA
病毒．根据血凝素(HA)和神经氨酸酶(NA)抗原性
的不同，流感病毒可分为 16 种 HA 亚型和 9 种
NA亚型[1]，任何一种 HA 与 NA的特异性组合即
为一种血清亚型．新的流感病毒亚型的出现或原有

亚型的变异，都可能引起流感的流行．目前在人群

中流行的主要是 H1N1、H3N2亚型流感病毒，而
在禽类中以 H5N1、H9N2亚型较为多见．

A型流感病毒基因组含 8个分节段 RNA，编
码 11种蛋白质．其中，非结构蛋白 1(NS1)是一种
重要的、与病毒的毒力密切相关的调控蛋白．它可

与宿主细胞内多种蛋白质分子相互作用，产生复杂

的生物学效应，从而有利于病毒的复制和增殖．例

如：抑制宿主细胞 mRNA 的成熟和蛋白质的合
成[2-3]；阻断干扰素的产生并拮抗其对流感病毒的

杀伤作用[4-5]；影响宿主细胞的凋亡过程等 [6-7]．同

一亚型的 A型流感病毒其 NS1的氨基酸组成存在
很大的同源性，但不同亚型的毒株，其 NS1氨基

酸同源性较低，在极性和磷酸化方面存在很大差

异，这可能会引发其生物学功能的改变并由此影响

到相应病毒亚型的致病性[8]．

近年来发现，A 型流感病毒的 NS1 羧基端 4
个氨基酸可以与 PDZ结构域(the domain of PSD95，
Dig and ZO-1)相结合，因此被命名为 PL 结构域
(PDZ ligand domain)[9-10]．PDZ结构域存在于很多接
头蛋白分子中，在介导蛋白质与蛋白质间相互作用

以及信号传递过程中发挥了重要作用[11]．PL结构
域的共有序列通常为 X-S/L-X-V，而就每一种亚型
或毒株的流感病毒而言，其 NS1蛋白 PL结构域的
氨基酸组成又有一定的差异．已经有研究发现，
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1援4 基因克隆与鉴定

利用 Trizol 从流感病毒感染的 MDCK 细胞
中提取总 RNA，以随机引物和 AMV反转录酶进
行反转录获得 cDNA，逆转录反应条件为：30℃
10 min，42℃ 30 min，99℃ 5 min，4℃ 2 min．获
得的 cDNA用于随后的 PCR扩增．PCR反应条件
为：94℃预变性 5 min，94℃变性 30 s，60℃退火
30 s，72℃延伸 60 s，循环 35次，最后 72℃延伸
7 min．PCR产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳后，用胶
回收试剂盒回收，行 BamH玉单酶切，加入经同样
酶切的 pEGFP-c1载体，T4连接酶 16℃连接 16 h.
转化大肠杆菌 DH5琢后，挑单菌落至 2 ml LB培养
基中，过夜培养后提取质粒，用限制性内切酶方法

鉴定阳性重组子．共获得 8 个重组质粒，其中
NS11-wt、NS32-wt、NS51-wt、NS92-wt 分别表示
包含野生型 ST169(H1N1)、ST602 (H3N2)、GD05
(H5N1)、Qa97(H9N2)病毒 NS1编码序列的绿色荧
光蛋白质粒，NS32-PLDel、NS32-PL11、NS32-
PL51、NS32-PL92 分别表示在 NS32-wt 质粒基础
上，将其 PL结构域缺失或者替换为其他亚型流感
病毒 (ST169 (H1N1)，GD05(H5N1)，Qa97(H9N2))
的 PL结构域以后而制备出的重组 NS1蛋白表达质
粒．这些重组蛋白羧基端的序列特征见表 2．所构
建的重组质粒均由北京三博远志公司进行测序验

证．测序正确的克隆用超纯质粒提取试剂盒提取质

粒，并用分光光度计进行定量．

The sequences underlined were the BamH玉 site.

PL结构域的差异与流感病毒的致病力有明显的关
联，因此 PL结构域被认为是一种决定流感病毒毒
力的重要因子[9]．由于蛋白质在细胞内的定位和分

布方式可能关系到其生物学功能的正常发挥，因此

为了进一步深入了解 PL结构域对 NS1蛋白生物学
特性的影响，我们以绿色荧光蛋白(GFP)载体为骨
架，分别构建了 4种不同流感病毒亚型来源的 NS1
表达质粒以及 4 种 PL结构域发生缺失或置换的
NS1 表达质粒．通过转染 HeLa 和 MDCK 细胞，
比较了上述不同 NS1蛋白在细胞内的定位和分布
情况．研究结果表明，PL结构域的组成尤其是
227位和 229位碱性氨基酸的存在可以明显影响
NS1在 HeLa细胞核内的定位．此外，宿主细胞的
种属来源也会影响 NS1蛋白的分布方式．

1 材料与方法

1援1 病毒与细胞

A 型 流 感 病 毒 A/Shantou/169/06 (H1N1)，

A/Shantou/602/06(H3N2), A/Chicken/GD/1/05(H5N1),
A/Quail/Hong Kong/G1/97 (H9N2)由本室保存，分
别简称为 ST169，ST602，GD05，Qa97；人宫颈
癌细胞系 HeLa 及狗肾细胞系 Madin-Darby canine
kidney(MDCK)均用含 10%胎牛血清的高糖 DMEM
培养液在 5% CO2、37℃条件下培养．
1援2 主要试剂

AMV 反转录酶、随机引物、高保真 Taq 酶
Prime-STAR、限制性内切酶 EcoR玉、BamH玉、
Xba玉、Hind芋、Bgl域、T4 DNA 连接酶购自
Takara公司；Lipofectamine 2000购自 Invitrogen公
司；pEGFP-C1质粒购自 Clontech公司；大肠杆菌
DH5琢、质粒小提试剂盒、超纯质粒提取试剂盒、
胶回收试剂盒购自北京天根公司；其他试剂均为国

产分析纯产品．

1援3 引物设计

实验中用到的引物及其序列见表 1．

Table 1 Primers employed in PCR
Gene name Forward primers Reverse primers

NS11-wt AATGGATCCATGGATTCCCACACTGT TACGGATCCTCAAACTTTTGACCTAGC

NS32-wt TATGGATCCATGGATTCCAACACTGTG TACGGATCCTCAAACTTTTGACCTAGC

NS51-wt ATAGGATCCATGGATTCCAACACTGTG GACGGATCCTCAAACTTTTGACTCAATTG

NS92-wt TCTGGATCCATGGATTCCAACACTGTG AATGGATCCTCAAACTTCTGGCTCAAT

NS32-PLDel CGTGGATCCATGGATTCCAACACTGTG ATAGGATCCTCAAGCTGTTCTCGCCAT

NS32-PL11 CGTGGATCCATGGATTCCAACACTGTG ATAGGATCCTCAAACTTTTGACCTAGCTGTTCTCGCCAT

NS32-PL51 CGTGGATCCATGGATTCCAACACTGTG ATAGGATCCTCAAACTTTTGACTCAGCTGTTCTCGCCAT

NS32-PL92 CGTGGATCCATGGATTCCAACACTGTG ATAGGATCCTCAAACTTCTGGCTCAGCTGTTCTCGCCAT
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Fig. 1 Restriction鄄analysis of recombinant plasmids
(a) Restriction-analysis of wild type NS1-expressing plasmids. M: Marker, DL2000 (Takara); 1, 3, 5, 7: Single digestion of NS11-wt, NS32-wt,

NS51-wt and NS92-wt plasmids with BamH玉; 2, 4, 6, 8: Double digestion of NS11-wt, NS32-wt, NS51-wt and NS92-wt plasmids with BamH玉/Hind芋,

Xba玉/EcoR玉, BamH玉/EcoR玉 and BamH玉/Bgl域, respectively. (b) Restriction-analysis of mutant NS1-expressing plasmids. M: Marker, DL2 000

(Takara); 1, 3, 5, 7: Single digestion of NS32-PLDel, NS32-PL11, NS32-PL51 and NS32-PL92 plasmids with BamH玉; 2, 4, 6, 8: Double digestion of

NS32-PLDel, NS32-PL11, NS32-PL51 and NS32-PL92 plasmids with Xba玉/EcoR玉.

1援5 转染及荧光定位分析

6孔板中的 HeLa细胞或MDCK细胞长至 60%
以上汇片，利用 Lipofectamine 2000分别转染不同
的 NS1绿色荧光蛋白表达质粒．每孔细胞按照重
组质粒 3 滋g、Lipofectamine 2000 6 滋l的量进行转
染．转染步骤如下，重组质粒和 Lipofectamine 2000
中分别加入不包含血清的 Opti-MEM稀释，室温下
孵育 5 min．将稀释好的重组质粒与 Lipofectamine
2000再混合，室温下孵育 20 min，加入至细胞中，
转染后 6 h换用含血清的 DMEM培养基．转染不
同时间点(8 h，12 h，24 h，36 h，72 h)利用倒置荧
光显微镜(Olympus IX70)动态观察绿色荧光蛋白的
表达和分布情况．

2 结 果

2援1 不同 NS1绿色荧光蛋白表达载体的构建
通过 RT-PCR的方法，扩增得到不同亚型流感

病毒的 NS1全长编码序列，用 BamH玉单酶切后插
入经同样酶切的绿色荧光蛋白表达载体 pEGFP-C1.
由于是单酶切插入，因此，进一步利用其他限制性

内切酶进行正反向测定．最终成功构建包含不同

亚型 NS1 编码序列的真核表达质粒 NS11-wt、
NS32-wt、NS51-wt、NS92-wt(酶切结果见图 1a)．
在获得的 NS32-wt 质粒基础上，通过设计不同的
引物进行基因克隆，还制备了 PL结构域缺失或者
替换为其他亚型流感病毒 (ST169(H1N1)、GD05
(H5N1)、Qa97(H9N2))PL结构域的重组 NS1 蛋白
表达质粒 NS32-PLDel、NS32-PL11、NS32-PL51、

Table 2 The characters of C鄄terminal sequence of different NS1 proteins
NS1 protein Origin C-terminal amino acids (219～230)

NS11-wt NS1 protein of ST169(H1N1) strain

NS51-wt NS1 protein of GD05(H5N1) strain

NS92-wt NS1 protein of HK97(H9N2) strain

NS32-wt NS1 protein of ST602(H3N2) strain

NS32-PLDel Deletion of PL domain in NS32-wt

NS32-PL11 PL domain replacement of NS32-wt by NS11-wt

NS32-PL51 PL domain replacement of NS32-wt by NS51-wt

NS32-PL92 PL domain replacement of NS32-wt by NS92-wt

KRKMAGTI RSEV 伤

赏

设设设设设商设设设设设

PL domain

KRKMARTI ESKV

KRKVERTI EPEV

ERKMARTA RSKV

- - - - - - - -

- - - - - - - - RSEV

- - - - - - - - ESKV

- - - - - - - - EPEV

M 1 2 M 3 4 M 5 6 M 7 8

M 1 2 3 4 5 6 7 8

(a)

(b)

750 bp

250 bp

750 bp

250 bp 750 bp750 bp

750 bp

250 bp
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2援3 PL 结构域缺失或替代对 NS32 蛋白在HeLa
细胞中定位的影响

考虑到不同亚型 NS1蛋白在细胞内的定位方
式存在显著差异，而同时它们 PL结构域的氨基酸
组成也明显不同．因此，一种可能的情况是 PL结
构域会影响相应蛋白质的分布方式．为验证这一假

设，我们将 NS32-wt蛋白的 PL结构域进行缺失或
用其他病毒来源的 PL结构域置换．经过转染细胞
后发现，上述 PL结构域的改变使得 NS32的定位
方式发生了很大变化：它们不再分布于核仁，但仍

旧主要存在于细胞核内(图 3)．

Fig. 2 Localization of wild type NS1 proteins in HeLa cells at 24 h post鄄transfection
(a) NS11-wt: NS1 protein of ST169 (H1N1) strain. (b) NS32-wt: NS1 protein of ST602 (H3N2) strain. (c) NS51-wt: NS1 protein of GD05 (H5N1)

strain. (d) NS92-wt: NS1 protein of HK97(H9N2) strain. (e)GFP: GFP protein used for control. NO: Nucleolus.

NS32-PL92，其酶切结果见图 1b．上述所有质粒均
进行了测序验证．

2援2 不同亚型 NS1蛋白在HeLa细胞内的定位情况
不同 NS1表达质粒转染 HeLa细胞后，通过不

同时间点(8 h，12 h，24 h，36 h，72 h)的动态观察
发现，对于某一个特定的 NS1蛋白而言，它在细
胞内的定位和分布方式并没有随着时间的延长而发

生改变．考虑到 24 h绿色荧光强度已达到高峰，
因此我们只选用 24 h时间点的图片．从图 2可以

看出，NS11-wt和 NS51-wt主要弥散分布于细胞核
内，在胞浆内只有很少量分布．NS92-wt虽然也主
要分散存在于胞核内，但与 NS11-wt 和 NS51-wt
不同的是，它在胞浆内的分布和表达情况要强于后

两者．上述 3种 NS1蛋白所共有的一个重要特征
是：它们均不定位于核仁当中．与此形成鲜明对比

的是，NS32-wt最主要定位于核仁，其信号强度远
远超过胞核内的其他部位．作为对照的 GFP蛋白
则弥漫性分布于胞浆和胞核中．

Fig. 3 Localization of mutant NS1 proteins in HeLa cells at 24 h post鄄transfection
(a) NS32-wt: NS1 protein of ST602 (H3N2) strain. (b) NS32-PLDel: Deletion of PL domain in NS32-wt. (c) NS32-PL11: PL domain replacement of

NS32-wt by NS11-wt. (d) NS32-PL51: PL domain replacement of NS32-wt by NS51-wt. (e) NS32-PL92: PL domain replacement of NS32-wt by

NS92-wt. (f) GFP: GFP protein used for control. NO: Nucleolus.

(a) (b) (c) (d) (e)

NS11-wt NS32-wt NS51-wt NS92-wt GFP

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO NO

NO

NO

NO

NO

NO

NS32-wt

GFP

NS32-PLDel NS32-PL11

NS32-PL92NS32-PL51

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)
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The underlined amino acids indicate the alkaline amino acids within PL domain.

Fig. 4 Localization of wild type NS1 proteins and their mutants in MDCK cells at 24 h post鄄transfection
(a) NS11-wt: NS1 protein of ST169 (H1N1) strain. (b) NS32-wt(nucleolus): NS1 protein of ST602 (H3N2) strain. (c) NS32-wt(nucleus): NS1 protein of
ST602 (H3N2) strain. (d) NS51-wt: NS1 protein of GD05 (H5N1) strain. (e) NS92-wt: NS1 protein of HK97(H9N2) strain. (f) GFP: GFP protein used
for control. (g) NS32-PLDel: Deletion of PL domain in NS32-wt. (h) NS32-PL11: PL domain replacement of NS32-wt by NS11-wt. (i) NS32-PL51: PL
domain replacement of NS32-wt by NS51-wt. (j) NS32-PL92: PL domain replacement of NS32-wt by NS92-wt. NO: Nucleolus.

2援4 不同亚型 NS1蛋白及其突变体在MDCK细胞
内的定位

我们进一步利用狗肾来源的 MDCK细胞(一种
常见的、对流感病毒高度敏感的细胞)来检测上述
NS1蛋白的分布情况．结果显示：与在 HeLa细胞
中相似，NS11-wt，NS51-wt和 NS92-wt 3种蛋白
均不定位于 MDCK细胞的核仁(图 4a, 4d, 4e)．但
与 HeLa 细胞中情况不同的是，只有极少数的

NS32-wt ( < 0.1%)能够定位于 MDCK 细胞的核仁
(图 4b)，而绝大部分 NS32-wt 没有定位于 MDCK
的核仁(图 4c)．此外，PL结构域缺失或置换后的
NS32蛋白也都没有分布于核仁，而主要弥散存在
于细胞核内(图 4g～ j)．
经过归纳后，各种不同 NS1蛋白在两种细胞

内的定位情况可以用表 3和表 4综合表示．

NS1 protein PL domian

NS11-wt RSEV
NS32-wt RSKV
NS51-wt ESKV
NS92-wt EPEV
NS32-PLDel /
NS32-PL11 RSEV
NS32-PL51 ESKV
NS32-PL92 EPEV

++++ +
++++ +
++++ +
++++ ++
++++ +
++++ +
++++ +
++++ ++

0
> 98%

0
< 1%

0
< 1%
< 1%

0

Nucleus localization Cytoplasm localization
Nucleolus localization
(percentage of cells)

Table 3 Localization analysis of different NS1 proteins in HeLa cells

NS1 protein PL domian

NS11-wt RSEV
NS32-wt RSKV
NS51-wt ESKV
NS92-wt EPEV
NS32-PLDel /
NS32-PL11 RSEV
NS32-PL51 ESKV
NS32-PL92 EPEV

++++ +
++++ +
++++ +
++++ +
++++ +
++++ +
++++ +
++++ +

0
< 0.1%

0
0
0
0
0
0

Nucleus localization Cytoplasm localization
Nucleolus localization
(percentage of cells)

Table 4 Localization analysis of different NS1 proteins in MDCK cells

The underlined amino acids indicate the alkaline amino acids within PL domain.

(a) (b) (c) (d) (e)

NS11-wt NS32-wt(nucleolus) NS32-wt(nucleus) NS51-wt NS92-wt

NO

NO

NO

NO

NO
NO

NO

NO

(f) (g) (h) (i) (j)

GFP NS32-PLDel NS32-PL11 NS32-PL92NS32-PL51

NO
NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
NO

NO
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3 讨 论

从我们的实验结果来看,可以发现一个有趣的
现象：与 H1N1、H5N1、H9N2 亚型流感病毒
的 NS1蛋白不同，H3N2亚型流感病毒的 NS1可
以定位于 HeLa 细胞的核仁．除了实验中采用的
ST602(H3N2)毒株外，目前文献报道可以定位于核
仁的主要见于 H3N2 亚型流感病毒的 NS1 蛋白，
如 A/Udorn/72 (H3N2)、 A/Victoria/3/75 (H3N2)、
A/Sydney/5/97 (H3N2)、 A/Alaska/6/77 (H3N2)、
A/Finland/229/92、A/Beijing/353/89、A/Moscow/10/
99等[8, 12-14]，这说明核仁定位可能是 H3N2亚型流
感病毒 NS1蛋白一个有别于其他亚型流感病毒的、
相对保守的特征．

在试图寻找造成上述 NS1蛋白差异性定位的
原因时，我们发现不同亚型流感病毒 NS1蛋白羧
基端 PL结构域在氨基酸组成方面有着明显变化．
ST169(H1N1)的 PL结构域氨基酸序列(即 227～230
位)为 RSEV (精丝谷缬)，GD05(H5N1)的 PL结构
域为 ESKV(谷丝赖缬)，Qa97(H9N2)的 PL结构域
为 EPEV (谷脯谷缬)，而 ST602(H3N2)NS32的 PL
结构域序列为 RSKV(精丝赖缬)．通过 PL结构域
的缺失或置换，我们进一步发现，只有当 PL结构
域是 H3N2 来源时，相应的 NS1 才能定位于核
仁．由于 PL结构域中第 228和第 230位氨基酸比
较保守，因此一个可能的解释是：227和 229位的
氨基酸会影响 NS1 的分布方式．NS32-wt 的 227
和 229位点两个氨基酸均为碱性氨基酸(R和 K)，
NS32-PL11 和 NS32-PL51 在 227 和 229 位各自只
有一个碱性氨基酸(分别为 R,K)，而 NS32-PL92在
227和 229位点则没有一个碱性氨基酸．考虑到只
有 NS32-wt 能 够 定 位 于 核 仁 ， NS32-PL11、
NS32-PL51和 NS32-PL92 均不能定位于核仁，由
此可以推断，PL结构域 227和 229位的碱性氨基
酸可能与 NS1蛋白的核定位方式有关．
先前的研究发现，A型流感病毒的 NS1蛋白

含有两个核定位信号(NLS)[13, 15]，一个位于氨基端

第 35～41位氨基酸，另一个位于羧基端第 219～
230位氨基酸(个别流感病毒株 NS1蛋白有 237个
氨基酸，此时其第 2 个 NLS 在 219～232 位氨基
酸)[13]．此外人们还发现，第 2个 NLS中包含了一
个功能性的核仁定位信号(NoLS)，其中 224位及
229位的碱性氨基酸对于 NS1定位于核仁是必需
的[13]．但本文的研究发现，224位及 229位碱性氨

基酸的同时存在并不一定会促使 NS1 定位于核
仁．例如，NS51-wt的 224和 229位氨基酸分别为
R和 K，它们都是碱性氨基酸，但 NS51并未分布
于核仁．据此我们认为：227位的碱性氨基酸对于
NS1的核仁定位也是必不可少的．通过对多种已被
证明能够在核仁内定位的 H3N2亚型流感病毒 NS1
蛋白的羧基端氨基酸序列进行比对，我们发现，无

一例外，这些 NS1蛋白的 224、227、229位氨基
酸均为碱性氨基酸．此外我们还发现，由于 NS92
及 NS32-PL92的 PL结构域没有一个碱性氨基酸的
存在，所以导致它们与其他 NS1比较起来，存在
更多的胞浆内分布(表 3)，这也间接说明 NLS中碱
性氨基酸的数量会影响到 NS1在细胞内的定位．

NS1靶向定位于核仁，可能对于流感病毒的复
制和致病性有着特定的意义．有报道称，NS1蛋白
定位于核仁有利于抑制宿主细胞 rRNA的合成[16]．

此外，Udorn72(H3N2)病毒的 NS1能够定位于核仁
并与核仁素(nucleoin)相互作用 [14]，这可能会影响

rRNA 的成熟或核糖体的组装从而影响细胞的凋
亡．同时由于并非所有亚型或毒株流感病毒的 NS1
都能够定位于核仁，因此 NS1 的核仁定位在流
感病毒致病过程中的确切意义还有待于进一步的

研究．

本研究发现的另外一个有意思的现象是，虽然

在 HeLa细胞中 NS32-wt绝大部分存在于核仁，但
在 MDCK细胞中，它们很少定位于核仁，其原因
尚不十分清楚，但这表明宿主细胞的种属来源可能

会显著影响 NS1蛋白的定位．例如，最新的一项
研究发现，虽然多种亚型流感病毒(如 PR8(H1N1)、
A/Turkey/Italy/977/V99 (H7N1)以及 A/Turkey/Italy/
4426/00(H7N1))的 NS1 不能定位于哺乳动物细胞
的核仁中，它们却都可以定位于禽类细胞的核仁

中[17]．这说明 NS1蛋白在细胞内的定位不仅受病
毒亚型和来源的影响，而且与宿主细胞的种属来源

有着密切关系．

综上所述，PL结构域的不同能够明显影响流
感病毒 NS1在细胞内的分布方式，它甚至还可以
改变病毒的致病能力[9]，这体现了 PL结构域的特
异性在不同亚型 /毒株流感病毒与宿主细胞相互作
用中有重要作用．
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PL Domain at the Carboxyl Terminus of Influenza A Virus
NS1 Protein Influences The Nuclear Localization of NS1*

ZHANG Dan-Gui**, LI Wei-Zhong**, WANG Ge-Fei, ZHANG Heng, ZENG Jun,
CHEN You-Ying, ZHANG Chi, ZENG Xiang-Xing, LI Kang-Sheng***

(Department of Microbiology and Immunology, Key Immunopathology Laboratory of Guangdong Province,
Shantou University Medical College, Shantou 515041, China)

Abstract The C-terminal four residues of influenza A virus non-structural protein 1 (NS1) comprise the binding
site for PDZ (the domain of PSD95, Dig and ZO-1) and is named PL domain (PDZ ligand domain). Previous study
showed that NS1 proteins from different subtypes/strains of influenza A virus varied in their amino acids sequence
of PL domain, which may affect the interaction between NS1 and cellular proteins and is closely associated with
the pathogenicity of influenza A virus. To further explore the role of PL domain in the biological properties of NS1
protein, four wild type NS1-expressing plasmids harboring the NS1 encoding sequence from different influenza A
virus subtypes (H1N1, H3N2, H5N1 and H9N2) were constructed firstly, based on pEGFP-c1 vector. The mutant
NS1 (H3N2)-expressing plasmids were subsequently generated by either deletion or replacement of PL domain
from other influenza A virus subtypes. Comparative analysis of the localization of these NS1 proteins in HeLa cells
showed that wild type NS1 protein from H3N2 virus mainly localized in the nucleoli, whereas wild type NS1
proteins from H1N1, H5N1 and H9N2 viruses or mutant NS1 proteins from H3N2 virus mainly localized in the
nuclei (but not nucleoli). In MDCK cells, none of the above NS1 proteins located in the nucleoli. The results
indicated that PL domain can significantly influence the nuclear localizing pattern of NS1 protein in HeLa cells,
which may be responsible for the variation of NS1 protein in its biological function; the distributed pattern of NS1
protein is closely associated with the origin of host cells.
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