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牛病毒性腹泻病毒 Ｎｐｒｏ 蛋白的原核表达及裂解效率
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　 　 摘要:　 为了研究牛病毒性腹泻病毒 Ｎｐｒｏ蛋白的催化切割效率ꎬ首先扩增 ＧＳＴＺ 毒株的 Ｎｐｒｏ基因ꎬ克隆至原核表

达载体 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)上ꎬ使其在表达菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ ３)中表达ꎬ确定正确的 Ｎｐｒｏ基因碱基序列ꎬ然后构建含有切割

位点的 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 重组融合质粒ꎬ在原核表达系统中研究 Ｎｐｒｏ蛋白的切割效率ꎮ 结果显示ꎬＧＳＴＺ 毒株的 Ｎｐｒｏ

蛋白成功地在原核表达系统中表达ꎬ重组融合蛋白质 Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 在原核表达系统中的切割效率约为 ６０􀆰 ２８％ꎮ
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　 　 牛病毒性腹泻病毒(Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓꎬ
ＢＶＤＶ)属于黄病毒科(Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ)瘟病毒属(Ｐｅｓｔｉ￣
ｖｉｒｕｓ)ꎬ能够引起动物高热、沉郁、不食、下痢、减奶以

至停奶、反刍停止ꎬ引发动物白细胞减少ꎬ导致牲畜患

结膜炎、空腔黏膜充血以及出现溃疡斑ꎬ怀孕母牛可

能发生流产或产出畸形胎儿ꎬ新生小牛发生致死性腹

泻ꎬ严重危害养殖业的发展[１￣３]ꎮ ＢＶＤＶ 病毒粒子呈
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球形ꎬ有囊膜ꎬ直径约为 ４０~６０ ｎｍꎮ 病毒基因组为单

股正链 ＲＮＡꎬ长约 １２􀆰 ５ ｋｂ[４]ꎬ包括 ５′非编码区(５′￣
ＵＴＲ)、一个开放阅读框(Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ)和
３′非编码区(３′￣ＵＴＲ)ꎮ 在 ５′￣ＵＴＲ 内部含有内部核糖

体进入位点序列ꎬ调控病毒蛋白质进行非 ｃａｐ 依赖性

的翻译ꎮ 基因组的 ＯＲＦ 编码约４ ０００个氨基酸的多聚

蛋白质ꎬ在病毒自身蛋白酶和宿主蛋白酶共同作用下

裂解为 １２ 个成熟蛋白质ꎬ依次为 Ｎｐｒｏ、Ｃａｐｓｉｄ、Ｅｒｎｓ、
Ｅ１、Ｅ２、Ｐ７、ＮＳ２、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ 和 ＮＳ５Ｂꎮ
Ｃａｐｓｉｄ、Ｅｒｎｓ、Ｅ１ 和 Ｅ２ 是 ＢＶＤＶ 的 ４ 个结构蛋白质ꎬ
与基因组 ＲＮＡ 共同构成病毒粒子ꎬ其他蛋白质为病

毒的非结构蛋白质ꎬ与蛋白质加工、病毒复制以及对

细胞抗病毒防御的逃逸有关[５]ꎮ
ＢＶＤＶ 病毒基因组编码的第一个非结构蛋白质

Ｎｐｒｏ是瘟病毒属特有的病毒蛋白质ꎬ肝炎病毒属和黄

病毒属的成员中没有此蛋白质ꎬ因此 Ｎｐｒｏ对于病毒

的复制不是必需的[６]ꎮ Ｎｐｒｏ 是一个半胱氨酸蛋白

酶ꎬ能将自身从病毒多聚蛋白质 Ｃｙｓ１６８ 和 Ｓｅｒ１６９
间切割下来ꎬ形成病毒的衣壳蛋白质(多聚蛋白质

中 Ｎｐｒｏ下游紧邻的结构蛋白质)完整的 Ｎ 末端ꎬ在切

割完成之后ꎬＮｐｒｏ不再有蛋白酶活性ꎬ不能催化切割

其他多聚蛋白质[７￣８]ꎮ 序列比对发现 Ｎｐｒｏ与其他蛋

白酶没有同源性ꎬ因此瘟病毒属的 Ｎｐｒｏ蛋白在半胱

氨酸蛋白酶家族中组成一个新的肽酶亚家族

Ｃ５３[９]ꎮ Ｎｐｒｏ融合表达靶蛋白质技术就是利用 Ｎｐｒｏ的

自裂解活性将靶蛋白质与非靶蛋白质切割开ꎬ从而

使下游蛋白质生成完整的 Ｎ 末端序列ꎮ Ｎｐｒｏ没有跨

膜区域ꎬ不能分泌到细胞外[１０]ꎮ 在感染的细胞中ꎬ
游离的 Ｎｐｒｏ还可以抑制干扰素 α / β 的产生ꎬ通过诱

导干扰素调节因子 ３( Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ３ꎬ
ＩＲＦ３)蛋白酶体的降解ꎬ破坏Ⅰ型干扰素的产生ꎬ这
表明 Ｎｐｒｏ蛋白可能在病毒拮抗宿主抗病毒过程中发

挥重要作用[１１￣１３]ꎮ 有研究结果表明 Ｎｐｒｏ蛋白与病毒

的毒力有关ꎬ这有待深入研究ꎬ但该蛋白质与病毒的

复制能力没有直接相关性ꎮ Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ 等[１４] 在 １９９８
年发现 Ｎｐｒｏ基因被替换后ꎬ猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)在细胞

内的复制没有发生明显变化ꎮ 后来ꎬＭａｙｅｒ 等[１５]通过

体内实验将温和型 ＣＳＦＶ 毒株 Ａｌｆｏｒｔ / １８７ 和强毒力株

Ｅｙｓｔｒｕｐ 的 Ｎｐｒｏ基因缺失ꎬ发现毒力减弱ꎬ而将强毒力

株 Ｅｙｓｔｒｕｐ 的 Ｎｐｒｏ基因替换成无毒力疫苗株 Ｒｉｅｍｓ 的

Ｎｐｒｏ基因后ꎬ毒力依然很强ꎬ说明 Ｎｐｒｏ蛋白与病毒毒力

相关ꎬ但是并没有起到直接的决定性作用ꎮ

在宿主细胞中ꎬＢＶＤＶ 转录翻译为 １ 条多聚蛋白

质ꎬ只有 Ｎｐｒｏ蛋白完整地从多聚蛋白质的 Ｎ￣末端自我

催化切割下来ꎬ病毒的其他蛋白质才可以行使各自的

功能ꎬ辅助病毒复制包装成完整的病毒ꎮ 尽管在抗病

毒过程中ꎬ对 Ｎｐｒｏ蛋白的研究为抗病毒药物的研发提

供了一种独特的方法ꎬ但是由于 Ｎｐｒｏ蛋白细胞内自催

化活性以及反式催化活性的缺失ꎬ在体外研究 Ｎｐｒｏ的

裂解效率是非常困难的[１６]ꎮ 因此ꎬ本研究通过构建

含有切割位点的 Ｎｐｒｏ基因和绿色荧光蛋白质(Ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＧＦＰ)基因的重组融合质粒ꎬ在原

核表达系统中研究 Ｎｐｒｏ蛋白的切割效率ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株、质粒、病毒

Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 和 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株ꎬ购买于

北京全式金生物技术有限公司ꎮ ｐＥＴ￣２８ａ( ＋)表达

载体由本实验室保存ꎮ ＢＶＤＶ ＧＳＴＺ 病毒株(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号:ＭＦ１７２９８０.１)由本实验室分离并鉴定ꎮ
１.２　 试剂

ＴＲＩｚｏｌ 购买于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ逆转录试剂盒、
ＰＣＲ 试剂盒、限制性内切酶 Ｂａｍ ＨⅠ和 Ｅｃｏ ＲⅠ购

买于大连宝生物工程有限公司ꎬ质粒提取试剂盒购

买于北京索莱宝生物技术有限公司ꎬ胶回收试剂盒

购买于兰州美伯生物技术有限公司ꎬ蛋白质非预染

与预染 Ｍａｒｋｅｒ 购买于美国 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬ鼠
源 Ｈｉｓ 单抗、鼠源 ＧＦＰ 单抗、ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ 购买于美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
１.３　 Ｎｐｒｏ基因扩增

ＭＤＢＫ 细胞接种 １ＭＯＩＧＳＴＺꎬ待细胞出现病变

后ꎬ反复冻融 ３ 次ꎬ超速离心取上清液ꎬ提取病毒

ＲＮＡꎬ进行反转录ꎮ ＰＣＲ 扩增 Ｎｐｒｏ基因ꎮ 上游引物

( Ｎｐｒｏ￣Ｆ ) 序 列 为 ５′￣ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＴＴ￣
ＧＡＴＴＴＣＡＡＡＴＧＡＡＣＴＴＴ￣３′ꎬ下游引物(Ｎｐｒｏ￣Ｒ)序列

为 ５′￣ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＡＧＡＣＧＧＧＡＧＡＴＡＣＣＣＡＡＴＧＴ￣
ＴＣＡＡＣＧ￣３′ꎬ斜体部分为添加的 Ｅｃｏ ＲⅠ、Ｂａｍ ＨⅠ
酶切位点与保护性碱基ꎮ １％ 琼脂糖凝胶电泳ꎬ
电压 ２００ Ｖꎬ电流 ２００ ｍＡꎮ 切胶回收目的片段ꎮ
Ｅｃｏ ＲⅠ、Ｂａｍ ＨⅠ双酶切验证重组质粒ꎮ
１.４　 重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ的构建与表达

利用 ＰＣＲ 引 物 中 ５′ 端 引 入 的 Ｅｃｏ Ｒ Ⅰ、
Ｂａｍ ＨⅠ酶切位点和保护性碱基ꎬ将 Ｎｐｒｏ基因连接

到原核表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ ( ＋) 上ꎬ构建重组质粒
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ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏꎮ 将表达质粒 ｐＥＴ￣２８ａ 与纯化后的 Ｎｐｒｏ

ＰＣＲ 产物进行Ｅｃｏ ＲⅠ、Ｂａｍ ＨⅠ酶切ꎬ回收纯化酶

切产物ꎮ 用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 １６ ℃过夜连接ꎬ转化感

受态细胞 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５αꎬ涂布于含有卡那霉素(Ｋａｎ)
的 ＬＢ 平板上ꎬ３７ ℃恒温培养过夜ꎮ 第 ２ ｄꎬ挑取菌

斑于 ３７ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养 １２ ｈꎬ抽提质粒进行

酶切验证ꎮ 将阳性质粒送上海金唯智生物工程有限

公司进行测序ꎬ测序阳性质粒命名为 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏꎮ
将重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ 转化表达菌 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３)ꎬ３７ ℃振荡培养至 ＯＤ 值达到０.６~ ０􀆰 ８ꎬ加入

终浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧꎬ培养 ６ ｈꎮ 收集菌体ꎬ加
入磷酸盐缓冲溶液超声波裂解ꎬ高速离心后分别收

集上清液和沉淀ꎬ沉淀中加入 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液煮

沸 １０ ｍｉｎꎬ 进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 然后将 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 蛋白质胶进行考马斯亮蓝染色ꎬ观察蛋白质

表达情况ꎮ 同时设立空载体和未诱导表达对照ꎮ 进

一步进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测鉴定ꎬ一抗为 １ ∶２ ０００稀
释的鼠源抗 Ｈｉｓ 标签单克隆抗体ꎬ二抗为 １ ∶５ ０００稀
释的 ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧꎮ
１.５　 重组融合质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ 的构建与表

达

　 　 将测序正确的 Ｎｐｒｏ基因与 ＧＦＰ 基因进行融合ꎬ中
间添加 ＧＳＴＺ 毒株 Ｃａｐｓｉｄ Ｎ￣末端的 １２ 个碱基(ＴＣＡ￣
ＧＡＣＡＣＡＡＡＡ)ꎬ送上海金唯智生物工程有限公司进

行合成ꎬ合成序列如下:ＡＴＧＧＡＧＴＴＧＡＴＴＴＣＡＡＡＴＧ￣
ＡＡＣＴＴＴＴＡＴＡＣＡＡＡＡＣＡＴＡＣＡＡＡＣＡＡＡＡＡＣＣＴＧＴ￣
ＡＧＧＡＧＴＧＧＡＧＧＡＡＣＣＡＧＴＴＴＡＴＧＡＴＣＧＧＧＧＡＧＧＧ￣
ＡＡＣＣＣＴＴＴＡＴＴＴＧＧＴＧＡＧＡＡＧＧＧＧＡＣＡＧＴＣＣＡＣＣ￣
ＡＣＣＡＡＴＣＧＡＣＧＣＴＡＡＡＧＣＴＣＣＣＡＣＡＴＡＡＧＡＧＡＧＧ￣
ＡＧＡＧＣＧＣＧＡＡＧＴＣＣＣＴＡＣＣＡＡＴＴＴＧＧＴＧＴＣＣＣＴＡ￣
ＣＣＧＡＡＧＡＧＡＧＧＴＧＡＣＴＧＣＡＧＡＴＣＧＧＧＴＡＡＣＡＡＴＡ￣
ＧＡＧＧＴＣＣＴＧＴＧＡＧＣＧＧＡＡＴＣＴＡＴＣＴＴＡＡＧＣＣＡＧＧ￣
ＧＣＣＡＣＡＡＴＴＣＴＡＣＣＡＧＧＡＣＴＡＴＧＴＡＧＧＧＣＣＧＧＴＣ￣
ＴＡＣＣＡＣＡＧＡＧＣＣＣＣＧＣＴＧＧＡＧＣＴＡＴＴＣＧＡＧＧＡＡＧ￣
ＧＧＴＣＴＡＴＧＴＧＴＧＡＡＡＣＡＡＣＣＡＡＡＣＧＧＡＴＡＧＧＧＡＧ￣
ＡＧＴＧＡＣＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＡＧＣＡＡＧＣＴＡＴＡＣＣＡＴＡＴＴ￣
ＴＡＴＧＴＧＴＧＴＡＴＡＧＡＴＧＧＡＴＧＴＡＴＡＡＴＡＧＴＧＡＡＧＡ￣
ＧＴＧＣＣＡＣＧＡＧＡＡＧＴＡＡＣＣＡＧＡＧＧＧＴＡＴＴＧＡＧＡＴＧ￣
ＧＧＴＣＣＡＣＡＡＣＡＡＧＣＴＣＡＡＣＴＧＣＣＣＴＣＴＡＴＧＧＧＴＴ￣
ＡＣＡＡＧＴＴＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣＡＡＡＡＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡ￣
ＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＡＣＣＧＧＧＧＴＧＧＴＧＣＣＣＡＴＣＣＴＧＧＴＣ￣
ＧＡＧＣＴＧＧＡＣＧＧＣＧＡＣＧＴＡＡＡＣＧＧＣＣＡＣＡＡＧＴＴＣＡ￣

ＧＣＧＴＧＴＣＣＧＧＣＧＡＧＧＧＣＧＡＧＧＧＣＧＡＴＧＣＣＡＣＣＴＡ￣
ＣＧＧＣＡＡＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣＡＴＣＴＧＣＡＣＣＡＣＣ￣
ＧＧＣＡＡＧＣＴＧＣＣＣＧＴＧＣＣＣＴＧＧＣＣＣＡＣＣＣＴＣＧＴＧＡ￣
ＣＣＡＣＣＣＴＧＡＣＣＴＡＣＧＧＣＧＴＧＣＡＧＴＧＣＴＴＣＡＧＣＣＧ￣
ＣＴＡＣＣＣＣＧＡＣＣＡＣＡＴＧＡＡＧＣＡＧＣＡＣＧＡＣＴＴＣＴＴＣ￣
ＡＡＧＴＣＣＧＣＣＡＴＧＣＣＣＧＡＡＧＧＣＴＡＣＧＴＣＣＡＧＧＡＧＣ￣
ＧＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＧＣＡＡＣＴＡＣＡＡ￣
ＧＡＣＣＣＧＣＧＣＣＧＡＧＧＴＧＡＡＧＴＴＣＧＡＧＧＧＣＧＡＣＡＣＣ￣
ＣＴＧＧＴＧＡＡＣＣＧＣＡＴＣＧＡＧＣＴＧＡＡＧＧＧＣＡＴＣＧＡＣＴ￣
ＴＣＡＡＧＧＡＧＧＡＣＧＧＣＡＡＣＡＴＣＣＴＧＧＧＧＣＡＣＡＡＧＣＴ￣
ＧＧＡＧＴＡＣＡＡＣＴＡＣＡＡＣＡＧＣＣＡＣＡＡＣＧＴＣＴＡＴＡＴＣ￣
ＡＴＧＧＣＣＧＡＣＡＡＧＣＡＧＡＡＧＡＡＣＧＧＣＡＴＣＡＡＧＧＴＧ￣
ＡＡＣＴＴＣＡＡＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＡＡＣＡＴＣＧＡＧＧＡＣＧＧＣＡ￣
ＧＣＧＴＧＣＡＧＣＴＣＧＣＣＧＡＣＣＡＣＴＡＣＣＡＧＣＡＧＡＡＣＡＣ￣
ＣＣＣＣＡＴＣＧＧＣＧＡＣＧＧＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＣＣＧＡＣ￣
ＡＡＣＣＡＣＴＡＣＣＴＧＡＧＣＡＣＣＣＡＧＴＣＣＧＣＣＣＴＧＡＧＣＡ￣
ＡＡＧＡＣＣＣＣＡＡＣＧＡＧＡＡＧＣＧＣＧＡＴＣＡＣＡＴＧＧＴＣＣＴ￣
ＧＣＴＧＧＡＧＴＴＣＧＴＧＡＣＣＧＣＣＧＣＣＧＧＧＡＴＣＡＣＴＣＴＣ￣
ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＧＡＧＣＴＧＴＡＣＡＡＧꎮ 斜体部分为 Ｎｐｒｏ的

切割位点ꎮ 将重组融合质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ 转化

表达菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ３７ ℃振荡培养至 ＯＤ 值达

到 ０􀆰 ６~０􀆰 ８ꎬ加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧꎬ培养 ６
ｈꎮ 收集菌体ꎬ加入 ＰＢＳ 超声波裂解ꎬ高速离心后分

别收集上清液和沉淀ꎬ沉淀中加入 ５×ＳＤＳ 上样缓冲

液煮沸 １０ ｍｉｎꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 将经 ＩＰＴＧ 诱

导后的 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测鉴

定ꎬ一抗为 １ ∶２ ０００稀释的鼠源抗 ＧＦＰ 标签单抗ꎬ二
抗为 １ ∶５ ０００稀释的 ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧꎬ检测

Ｎｐｒｏ的切割效率ꎮ

２　 结 果

２.１　 重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ的构建
提取 ＧＳＴＺ 毒株感染 ＭＤＢＫ 细胞上清液中的病

毒 ＲＮＡꎬ进行ＲＴ￣ＰＣＲꎬ扩增Ｎｐｒｏ基因片段ꎬ得到约 ５００
ｂｐ 的基因片段(图 １Ａ)ꎬ切胶回收目的片段ꎮ 利用

ＰＣＲ 引物中 ５′端引入的限制性内切酶 Ｅｃｏ ＲⅠ、
Ｂａｍ ＨⅠ酶切位点和保护性碱基将 Ｎｐｒｏ基因连接到原

核表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)上ꎬ构建重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣
Ｎｐｒｏꎮ 重组质粒双酶切验证结果(图 １Ｂ)显示ꎬ阳性质

粒中含有约 ５００ ｂｐ 的 Ｎｐｒｏ基因ꎬ与预期相符ꎮ 对阳性

克隆进行 ＤＮＡ 测序ꎬ选取与参考序列完全一致的重

组质粒用于后续表达试验ꎮ
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Ａ:Ｎｐｒｏ基因的 ＰＣＲ 扩增结果ꎬＭ 为 ＤＮＡ 分子量标准(ＤＬ２０００)ꎬ１ 为双蒸水(阴性对照)ꎬ２ 为 Ｎｐｒｏ基因ꎻＢ:表达质粒双酶切结果ꎬＭ 为 ＤＮＡ 分子

量标准(ＤＬ２０００)ꎬ１~４ 为 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏꎮ

图 １　 ＢＶＤＶ病毒 Ｎｐｒｏ基因扩增和表达质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ酶切鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ(ＢＶＤＶ) Ｎｐｒｏ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｚｙｍｅｓ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.２　 重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ的诱导表达与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 鉴定

　 　 用 ＩＰＴＧ 诱导 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ和 ｐＥＴ￣２８ａ 转化的表

达菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ收集菌体ꎬ超声波裂解ꎬ煮沸

后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 结果显示ꎬｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ 表

达菌用 ＩＰＴＧ 诱导后其裂解液电泳图谱中出现相对分

子量约为 ２.４×１０４的目的条带ꎬ与 Ｎｐｒｏ蛋白大小相符

(图 ２Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测鉴定结果显示ꎬｐＥＴ￣２８ａ￣
Ｎｐｒｏ转化表达菌诱导后出现约为２.４×１０４的目的条带ꎬ
而 ｐＥＴ￣２８ａ 对照中没有出现此条带(图 ２Ｂ)ꎮ

Ａ:Ｎｐｒｏ蛋白质的诱导表达结果ꎬＭ 为非预染蛋白质分子量标准ꎬ１ 为未诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ转化菌ꎬ２ 为 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ转化菌ꎬ３

为 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ 转化菌ꎻＢ:Ｎｐｒｏ蛋白质的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定结果ꎬＭ 为预染蛋白质分子量标准ꎬ１ 为 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ 转化菌ꎬ２

为 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ转化菌ꎮ

图 ２　 重组的 ＢＶＤＶ 病毒 Ｎｐｒｏ蛋白质的诱导表达与 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＢＶＤＶ Ｎｐｒｏ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.３　 重组融合质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ 的诱导表达

以及裂解效率鉴定

　 　 用 ＩＰＴＧ 诱导重组融合质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ
转化的表达菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ收集菌体ꎬ超声波

裂解ꎬ煮沸后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 结果显示ꎬｐＥＴ￣
２８ａ￣Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ 转化菌用 ＩＰＴＧ 诱导后其裂解液电泳

图谱中出现相对分子量约为 ５􀆰 ３ × １０４、２􀆰 ９ × １０４ 和

２􀆰 ４×１０４的目的条带ꎬ分别与重组融合蛋白质 Ｎｐｒｏ￣
ＧＦＰ、ＧＦＰ、Ｎｐｒｏ 大小相符(图 ３Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检
测鉴定结果显示ꎬｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ 转化表达菌诱

导后出现约 ５􀆰 ３×１０４和 ２􀆰 ９×１０４ ２ 条目的条带ꎬ与
Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ、ＧＦＰ 大小相符(图 ３Ｂ、图 ３Ｃ)ꎮ 利用 Ｉｍ￣
ａｇｅ Ｊ 软件对 Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ 蛋白条带进行灰度计算ꎬ测得

Ｎｐｒｏ蛋白的裂解效率(表 １)ꎮ 融合蛋白质 Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ
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在表达菌 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ( ＤＥ３) 中的裂解效率为 ６０􀆰 ２８％ꎮ

Ａ:重组蛋白质 Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 的诱导表达结果ꎬＭ 为预染蛋白质分子量标准ꎬ１ 为未诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 转化菌ꎬ２ 为 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ￣

Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 转化菌ꎬ３ 为 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ 转化菌ꎻＢ:重组蛋白质 Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定结果ꎬ１ 为 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ 转化菌ꎬ２ 为

ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 转化菌ꎻＣ:不同表达菌株的重组蛋白质 Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 的裂解效率鉴定结果ꎬ１~６ 为 ６ 个 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 转化菌ꎮ

图 ３　 重组融合蛋白质 Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 的诱导表达及 Ｎｐｒｏ蛋白酶切效率鉴定

Ｆｉｇ.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ

表 １　 融合蛋白质 Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ 的裂解效率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｅａｖａｇｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

组号 蛋白质 蛋白质条带面积(μｍ２) 裂解率(％)

１ Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ ９１ ４９.４

ＧＦＰ ８９

２ Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ ３４ ６５.３

ＧＦＰ ６４

３ Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ ６２ ５８.７

ＧＦＰ ８８

４ Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ ２９ ６０.８

ＧＦＰ ４５

５ Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ ５２ ６０.６

ＧＦＰ ８０

６ Ｎｐｒｏ ￣ＧＦＰ ４７ ６６.９

ＧＦＰ ９５

３　 讨 论

牛病毒性腹泻是由黄病毒科瘟病毒属的牛病毒

性腹泻病毒引起的以高热、白细胞减少为特征的一

种传染病ꎬ给养殖业带来了巨大的经济损失[２]ꎮ 其

中 Ｎｐｒｏ蛋白是 ＢＶＤＶ 病毒基因组编码的第一个非结

构蛋白质ꎬ又称 ｐ２０ 或前导蛋白酶ꎬ是所有瘟病毒成

员中编码的第一个蛋白质ꎬ由 １６８ 个氨基酸残基组

成ꎬ是一种具有蛋白质水解酶活性的半胱氨酸蛋白

酶ꎬ具有与木瓜样半胱氨酸蛋白酶活性中心相似的

序列ꎬ其中 Ｃｙｓ６９ 和 Ｈｉｓ１３０ 这两个位点是蛋白酶的

活性中心ꎬ能够催化 Ｎｐｒｏ蛋白自身从多聚蛋白质链

上裂解下来ꎬ从而形成成熟的蛋白质[１７]ꎮ Ｎｐｒｏ蛋白

主要在宿主细胞的细胞质中分布ꎬ其中第 ４９ 位组氨

酸残基(Ｈｉｓ４９)是其蛋白质水解酶活性的必需基

团ꎬ可催化 Ｔｙｒ１６４ 和 Ｖａｌ１６５ 间肽键的断裂ꎬ另外已

经证明猪瘟病毒中 Ｎｐｒｏ蛋白裂解位点附近的 Ｃｙｓ１６８
和 Ｓｅｒ１６９ 也比较保守[１８]ꎮ 通过对比 ＢＶＤＶ、猪瘟病

毒(ＣＳＦＶ)和羊边界病病毒(ＢＤＶ)３ 种病毒 Ｎｐｒｏ基

因所编码的氨基酸序列ꎬ发现其同源性比较高ꎬ并且

Ｇｌｕ２２、Ｈｉｓ４９ 和 Ｃｙｓ６９ 残基高度保守ꎬ这 ３ 个氨基酸

残基是保持 Ｎｐｒｏ蛋白酶裂解活性所必需的[７]ꎮ 有研

究者报道 Ｎｐｒｏ蛋白锌配位的残基发生突变后ꎬ锌结

合和 ＩＲＦ３ 相互作用的功能均会消失ꎬ由此可见该蛋

白质结合锌的功能对某些蛋白质之间的相互作用是

必不可少的[１９]ꎮ Ｚｏｇｇ 等[２０] 对 ＢＶＤＶ￣３ / ＨｏＢｉ￣ｌｉｋｅ
毒株非结构蛋白 Ｎｐｒｏ的晶体结构及其催化活性中心

进行了全面细致的分析ꎬ发现该蛋白质裂解前后的

中间复合体结构有 ３ 个活化相关元件ꎬ作为基本的、
酸性的和亲核性的可催化水解活性基团ꎬ具有非常
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独特的作用ꎮ 目前ꎬ从非结构蛋白质 Ｎｐｒｏ的特殊结

构角度出发ꎬ开辟一条可自行裂解融合蛋白质及作

为药物靶向的新途径ꎬ成为新的研究热点[２１]ꎮ
由于在翻译过程中 Ｎｐｒｏ具有自裂解催化功能ꎬ很

难从细胞提取物中测定其裂解活性ꎬ因此 Ｒｕｍｅｎａｐｆ
等[６]研究 Ｎｐｒｏ蛋白酶活性时在无细胞体外翻译系统
中将蛋氨酸(３５Ｓ)进行标记ꎬＡｃｈｍｕｌｌｅｒ 等[２２]将 Ｎｐｒｏ蛋
白进行突变ꎮ 为了在体外研究 Ｎｐｒｏ的裂解活性ꎬ我们
在大肠杆菌表达系统中表达了 Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ 融合蛋白
质ꎬ由于 Ｎｐｒｏ蛋白不稳定ꎬ一旦催化切割下来ꎬ极容易
被降解掉ꎬ所以我们通过蛋白质免疫印迹方法测定
ＧＦＰ 的表达量ꎬ从而确定 Ｎｐｒｏ蛋白的裂解效率ꎬ为进
一步研究 Ｎｐｒｏ的功能提供一种简单的方法ꎮ

将通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增得到的 ＧＳＴＺ 毒株 Ｎｐｒｏ基因
测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行比对ꎬ发现其基因序列虽
然与 Ｃ２４Ｖ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＡＦ０９１６０５.１)不同ꎬ但是
两者编码的氨基酸序列是相同的ꎬ这说明 ＢＶＤＶ 基因
的突变没有影响 Ｎｐｒｏ蛋白的酶切活性ꎮ 重组融合质
粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｎｐｒｏ￣ＧＦＰ 表达结果显示ꎬＮｐｒｏ蛋白在体外
具有切割活性ꎬ可以将 ＧＦＰ 蛋白从 Ｃ￣末端精确切割
下来ꎬ但是没有完全切割ꎬ切割效率为 ６０􀆰 ２８％ꎬ这可
能与选择的表达载体、表达系统等有关ꎮ 因此还有待
进一步研究影响 Ｎｐｒｏ酶切的相关因素ꎮ

本研究应用大肠杆菌表达系统成功表达了 Ｎｐｒｏ

蛋白以及 Ｎｐｒｏ￣绿色荧光蛋白质(ＧＦＰ)融合蛋白质ꎬ
该融合蛋白质含有 Ｎｐｒｏ蛋白酶的切割位点ꎬ这为我
们在体外研究 Ｎｐｒｏ的切割效率提供了底物ꎬ也为进
一步研究 Ｎｐｒｏ蛋白奠定了基础ꎮ
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