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摘　要:目的　为制备 NSP５多克隆抗体及进一步研究 NSP５的功能和在轮状病毒复制中的作用奠定基础.方法　利

用分子克隆的技术构建出原核表达蛋白质粒 NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１和真核表达质粒 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３,其中 NSP５ＧpFLAGＧ
CMVＧ３转染细胞后通过 WesternBlot和间接免疫荧光法观测 NSP５在２９３T细胞里的表达和定位;NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１经转化

E．coliBL２１(DE３)后从IPTG浓度、温度及历经时间３个方面摸索出最优化的诱导蛋白表达条件,并经 GST琼脂糖树脂纯化

蛋白且用SDSＧPAGE和 WesternBlot进行鉴定.结果　构建了真核表达载体 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３和原核表达载体 NSP５Ｇ

pGEXＧ６PＧ１.经 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３转染后的２９３T细胞通过 WesternBlot验证 NSP５蛋白在细胞中成功表达,间接免疫

荧光观察到重组蛋白在细胞质中富集.３７℃、８h、０．４mmol/LIPTG诱导是 NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１蛋白表达的最适条件,且以包

涵体形式汇聚在沉淀中进行表达.SDSＧPAGE和 WesternBlot表明重组蛋白纯化成功.结论　成功构建 NSP５重组表达系

统,成功优化了 NSP５蛋白诱导表达的条件并纯化蛋白.
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Cloning,identification,expressionandoptimizationof
inductionofrotavirusNSP５
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Abstract:WeaimedtolayafoundationforthedevelopmentofNSP５polyclonalantibodiesandfollowＧupstudiesonthe
functionofNSP５anditsroleinrotavirusreplication．MolecularrecombinationtechnologywasusedtoconstructtherecombiＧ
nantplasmidsNSP５ＧpGEXＧ６PＧ１andNSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３．Subsequently,NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３wastransfectedintocells．
WesternblottingwasusedtodetectNSP５expression,andcellularlocalizationtestswererapidlyperformedwithIFA．NSP５Ｇ

pGEXＧ６PＧ１wastransformedintoE．coliBL２１(DE３),andtheprokaryoticexpressionconditionswereoptimizedintermsof
IPTGconcentration,temperatureandinductiontime．WepurifiedtheproteinwithGSTSefinoseresinandidentifieditbySDSＧ
PAGEandwesternblotting．Finally,NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３andNSP５ＧpGEXＧ６PＧ１wereconstructed．NSP５wasfoundtobe
highlyexpressedincells,andfluorescencemicroscopyindicatedthatitwasmainlyconcentratedinthecytoplasm．Afterseveral
optimizationtests,theoptimalinductionconditionsforprokaryoticexpressionofNSP５ＧpGEXＧ６PＧ１weredeterminedtobe３７
℃,８hand０．４mmol/LIPTGaftertransformationofE．coliBL２１(DE３)．Inaddition,theproteinwasfoundprimarilyininＧ
clusionbodiesinthepellet．SDSＧPAGEandwesternblottingshowedthattherecombinantproteinwassuccessfullypurified．In
short,anNSP５recombinantsystemwassuccessfullydeveloped,andtheoptimizedconditionsforinducingexpressionofNSP５
enabledsuccessfulproteinpurification．
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　　轮状病毒(Rotavirus,RV)是能够使人类和动

物引起一系列消化系统症状的常见病毒,可侵及小

肠黏膜并且附着定居,给宿主细胞造成极大的危

害[１].与其他 RNA 病毒相比,它参与编码６种结

构蛋白(VP１、VP２、VP３、VP４、VP６、VP７)及６种非

结 构 蛋 白 (NSP１、NSP２、NSP３、NSP４、NSP５、

NSP６),对病毒的增殖及致病有着重要的生物学意

义[２Ｇ４].RV大多通过粪Ｇ口途径传播,秋冬季节活

跃,在一般环境中能稳定生存.它在世界范围内广

泛存在,分型众多,A~C组能够导致人类和动物腹

泻,D~G组只能导致动物腹泻,给当地家畜业及卫

生健康构成极大的威胁[５Ｇ６].一经感染,便可诱发蛋

花汤样便、眩晕、发热等具体表现,严重者会因机体

内环境失衡而脱水、休克死亡[７].然而,目前尚无治

疗该病毒公认有效的药品或疫苗,此外该病毒与宿

主间的互作机制和致病机理还有待进一步研究.
作为一种重要的非结构蛋白,NSP５具有高度

磷酸化的功能,能在细胞质内表达且稳定调控病毒

的复制和感染周期.研究表明,具有多个骨架蛋白

修饰位点的 NSP５可与 NSP２、VP２以及 VP６蛋白

共同构成病毒质体,而病毒质体又是病毒复制的主

要场所[８Ｇ１０].一些学者通过小干扰 RNA７(MicroRＧ
NAＧ７)靶向下调 NSP５的表达,从而影响病毒质体

的形成并抑制 RV 复制[１１].由此可见,NSP５在病

毒的增殖表达及生物学活性中发挥着重要的作用,
但具体机制还不清楚,本研究利用分子克隆的方法

构建 A组RVＧNSP５重组表达载体来检测其在细胞

内的表达,并对原核表达的条件进行优化分析,确定

融合蛋白的富集位置,从而进一步探究分离株 RV
NSP５在病毒增殖中所承担的作用,同时为后续多

抗及相关制剂的制备提供实验基础.

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂

１．１．１　病毒、细胞与质粒　本实验所用的 A 组 RV
病毒株分离自辽宁省锦州市妇婴医院一患儿粪便样

品,２９３T 细 胞 购 于 北 京 协 和 医 学 院 细 胞 中 心,

pGEXＧ６PＧ１原核表达载体和pFLAGＧCMVＧ３真核

表达载体由锦州医科大学病原生物学实验室保存.

１．１．２　试剂　KODＧPLusＧNeoPCR扩增试剂盒购

买于日本 TOYOBO 公司;限制性内切酶EcoRⅠ
酶、XhoⅠ酶、XbaⅠ酶、DNA 连接酶和反转录试剂

盒均购买于大连 TaKaRa公司;TRIzolReagentLS
购买于 Ambion公司;DNA 凝胶回收试剂盒、质粒

DNA中提试剂盒都购买于美国 Axyprep公司;普
通DNA产物纯化试剂盒购买于北京天根生化科技

有限公司;DH５α、BL２１(DE３)感受态细胞、氨苄西

林钠(Ampicilin,Amp)、异丙基硫代半乳糖苷(IsoＧ
propylβＧDＧThiogalactoside,IPTG)、酵母提取物、胰
蛋白胨都购买于北京索来宝科技有限公司;DMEM
培养基、胎牛血清都购买于 Gibco公司;BCA 蛋白

浓度测定试剂盒购买于碧云天生物技术公司;GST
琼脂糖纯化树脂购买于上海生工公司;抗FLAG单

克隆抗体购买于 Sigma公司;MouseAntiＧβＧactin
mAb和 MouseAntiＧGSTmAb购买于北京中杉金

桥生物技术有限公司;AlexaFlour５９４goatantiＧ
mouseIgG (H＋L)和 HRPＧgoatantiＧmouseIgG
(H＋L)都购买于美国Invitrogen公司等.

１．２　NSP５原核及真核表达载体的构建

１．２．１　引物设计与合成　根据分离所得的病毒株

进行引物设计并经 BLAST 检测特异性、测序检测

准确性.详见表１.

表１　轮状病毒NSP５原核及真核表达引物

Tab．１　RotavirusNSP５prokaryoticandeukaryoticexpressionprimers

构建质粒名称 序列 限制性内切酶 产物长度/bp

NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１ F:TAAGGAATTCATGTCTCTCAGCATTGACGTAAC EcoRI ６０５

R:ATTACTCGAGTTACAAATCTTCGATCAATTGCA XhoⅠ

NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３ F:TAAGGAATTCATGTCTCTCAGCATTGACGTAAC EcoRI ６０５

R:CTCGTCTAGATTACAAATCTTCGATCAATTGC XbaⅠ

　　注:下划线部分为酶切位点.

１．２．２　提取 RVRNA 及PCR扩增 NSP５　从 RV
病毒分离株提取RNA,经过反转录、PCR反应获得

特异 NSP５基因.反应体系及成分为:KODＧPLusＧ

Neo酶１μL,cDNA１μL,dNTP５μL,MgSO４ ３

μL,１０×PCRBuffer５μL,上下游引物各１μL,最
后用ddH２O补足至５０μL;条件如下:９４ ℃持续２
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min;９８ ℃持续１０s,５８ ℃持续３０s,６８ ℃持续

３０s,共３５个循环;最后６８℃ 持续７min.电泳后,
将 NSP５目的条带切胶并且纯化回收,测序验证.

１．２．３　NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１和 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３
的构建和鉴定　对纯化的 NSP５片段和空载体双酶

切,酶 切 反 应 体 系 分 别 为 pGEXＧ６PＧ１ 或 NSP５
２．５μg,EcoRI１μL,XhoⅠ １μL,１０×H Buffer
５μL,ddH２O 补 足 至 ５０μL;pFLAGＧCMVＧ３ 或

NSP５２．５μg,EcoRI１μL,XbaⅠ １μL,１０×M
Buffer５μL,０．１％ BSA５μL,ddH２O补足至５０μL,
条件为３７℃水浴３h.DNA液体纯化再回收,经电

泳验证和理论大小相符时,把载体片段以及目的片

段按１∶５比例、总体积１０μL 进行连接,连接酶

１０μL,１６℃反应１h,转化 DH５α感受态细胞,第２
d选细菌培养板上生长状况良好的单克隆菌落,进
行菌落PCR的初步验证.验证阳性者,即可中提质

粒,双酶切验证.所得质粒送至南京金斯瑞生物科

技有限公司测序验证.

１．３　NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３真核细胞转染及相关

检测

１．３．１　２９３T 细胞培养及转染　２９３T 细胞按照每

孔６×１０５ 的数量级加到６孔板中,培养过夜.等长

到６０％~７０％的时候,每个孔２４０μL OptiＧMEM
稀释１０μLPEI,轻柔混合切勿振荡,室温孵育５
min;然 后 ２４０μL OptiＧMEM 稀 释 ４μg NSP５Ｇ
pFLAGＧCMVＧ３ 重 组 质 粒,用 同 样 的 方 法 稀 释

pFLAGＧCMVＧ３空载体.把上述稀释液分别缓慢

混合,室温孵育２０min.最后,加入对应孔培养细

胞４８h,用于 WesternBlot和间接免疫荧光检测.

１．３．２　Westernblot检测　NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３
转染后,吸弃上清液体,每个孔加入２５０μL的 NPＧ
４０,变性、离心、－２０ ℃保存.蛋白样品经过１０％
SDSＧPAGE分离,１５V 半干转１２min,PVDF膜右

上角裁角标记,５％ 脱脂奶粉封闭２．５h.然后,用
封闭液１∶２０００稀释鼠抗βＧactin抗体、１∶５０００
的比例稀释鼠抗FLAG抗体,浸没PVDF膜４℃过

夜.１×PBST 洗膜１０min×３次;二抗 HRPＧgoat
antiＧmouseIgG (H＋L)经１∶３０００稀释后将膜均

匀孵育,室温１h,洗膜１０min×３次.ECL显影拍

照,检测 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３蛋白在细胞水平上

的表达.

１．３．３　间接免疫荧光检测　取出细胞培养板置于

室温下,弃掉原有培养液,４％多聚甲醛静置１h,

５００μLPBS洗涤３次,加２００μL０．１％ TritonXＧ
１００静置１５min,５００μLPBS洗涤３次.１％ BSA

静置１h,PBS洗后,加 １∶２００ 比例稀释的鼠抗

FLAG,３７℃孵箱中静置１h.吸掉一抗,５００μL
PBS洗涤３次,避光环境下加入１∶５００比例稀释的

羊抗鼠荧光二抗,３７ ℃湿盒避光１h,吸掉二抗,

PBS洗涤后,运用荧光显微镜采图.

１．４　NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１原核表达和条件优化

１．４．１　NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１在大肠杆菌中的原核表达

NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１转化到E．coliBL２１(DE３)中,置
在细菌培养箱生长过夜.第二天把重组菌的单菌落

接种至１５０mL新鲜的LB培养液(１∶１０００的比例

加了 Amp),在恒温摇床培养,直至重组菌菌体 OD
值达到０．６~０．８时,设置不同变量对最适蛋白诱导

表达条件进行摸索:IPTG 浓度(０、０．２、０．４、０􀆰６、

０􀆰８、１．０、１．２mmol/L)、诱导温度(２８℃和３７℃)以
及诱导时间(２、４、６、８、１０、１２h).

１．４．２　NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１可溶性表达、纯化及鉴定

　取出保存的最佳诱导条件下菌体蛋白,冰浴超声

破碎:每次工作５s、间歇１０s,总共超声９９次.然

后,离心,保存上清,冰浴条件下用４００μLPBS将沉

淀吹打均匀.各吸５０μL上清及沉淀,变性、离心后

制成样品,进行后续SDSＧPAGE分析.经大量诱导

表达后,沉淀蛋白用含盐酸胍的变性缓冲液充分溶

解,４℃摇晃过夜.次日,不断用不含盐酸胍的复性

缓冲液超滤置换,直至液体清透.根据 GST琼脂糖

纯化树脂说明书,控制流速上柱洗脱,并测定纯化所

得目的蛋白的浓度.随后,将纯化的重组蛋白转移

至PVDF膜,MouseAntiＧGST mAb为一抗、HRPＧ
goatantiＧmouseIgG (H＋L)为二抗,分别以１∶
２０００和１∶３０００稀释,进行 WesternBlot检测.

２　结　果

２．１　RVＧNSP５ 基 因 扩 增 　RV cDNA 经 针 对

NSP５的特异引物进行体外扩增,电泳结果表明,

６０５bp左右出现一明亮条带,与预期片段大小一致

(图１).测序结果进一步表明,RVＧNSP５基因扩增

成功.

２．２　重组载体的构建及鉴定　扩增反应产物经过

DNA胶回收纯化、酶切、再纯化及片段连接,转化到

DH５α中,提 取 质 粒 后 分 别 使 用 EcoRI/XhoI和

EcoRI/XbaⅠ进行双酶切验证,得到的条带与理论

大小相符(图２、３).经测序结果证明,所得序列与

NSP５基因序列相一致,表明 NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１和

NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３重组质粒构建成功 (图 ４、

５).
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１为 RVＧNSP５目的片段

图１　RVＧNSP５基因 PCR 产物电泳

结果

Fig．１　RVＧNSP５genePCRproduct
electrophoresisresults

１为 NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１质粒

图２　NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１双酶切鉴定

Fig．２　Doublerestrictiondigestion
identification of NSP５ＧpGEXＧ
６PＧ１

１为 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３质粒

图３　NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３双酶切鉴定

Fig．３　Doublerestrictiondigestion
identificationofNSP５ＧpFLAGＧ
CMVＧ３

图４　NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１的测序鉴定图(部分截图)

Fig．４　SequencingidentificationmapofNSP５ＧpGEXＧ６PＧ１(partialscreenshot)

图５　NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３的测序鉴定图(部分截图)

Fig．５　SequencingidentificationmapofNSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３(partialscreenshot)

２．３　Westernblot验证 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３在

细胞 中 的 表 达 　 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３ 转 染 至

２９３T细胞,分析 NSP５在细胞水平上的表达情况.
由图所示,NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３转染后在约２５kD
呈现特异条带,符合理论大小,而 pFLAGＧCMVＧ３
空载体转染并没有出现条带(图６).

２．４　间接免疫荧光检测 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３在

细胞内分布　NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３转染至２９３T
细胞之后在３７℃细胞培养箱中培养４８h,IFA结果

表明,转染 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３的细胞能够观察

到荧光主要汇集在细胞质中,细胞核并没有荧光;转
染pFLAGＧCMVＧ３空载体没有呈现出特异性荧光

(图７).

２．５　NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１优化表达、纯化及鉴定　经

诱导条件摸索,确定 NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１最适诱导条

件为３７℃、８h、IPTG０．４mmol/L,超声破碎获得

上清液和沉淀悬液,用于电泳及进一步的染色分析.
结果表明,在最适蛋白诱导条件下,NSP５ＧpGEXＧ
６PＧ１大部分是以包涵体形式富集于沉淀中表达,而
在上清的可溶性表达微乎其微(图８A).包涵体蛋
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１为转染pFLAGＧCMVＧ３质粒;２为转染 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３
质粒

图６　NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３转染２９３T细胞的 Western
Blot检测

Fig．６　NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３transfected２９３TcellsdetecＧ
tedbywesternblotting

A为转 染 重 组 质 粒 NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３;B 为 转 染 空 载 体

pFLAGＧCMVＧ３质粒

图７　NSP５ＧpFLAGＧCMVＧ３的间接免疫荧光检测(５０×)

Fig．７　IndirectimmunofluorescencedetectionofNSP５Ｇ

pFLAGＧCMVＧ３(５０×)

白在变性、复性之后,经 GST琼脂糖树脂亲和层析

洗脱,纯化所得的蛋白浓度为０．９２mg/mL(图８B).
经 WesternBlot检测,纯化的融合蛋白能被抗 GST
单抗特异性识别,且在４８kD左右处有一条特异性

条带,符合预期大小(图８C).

３　讨　论

轮状病毒是全球高发的人兽共患病原体之一,
约９５％的婴幼儿在５岁前受过感染,此外也给畜牧

业和世界经济造成了一定的损失[１２].由于该种病

毒包装机制复杂,复制增殖功能会大大加强病毒的

致病力,给卫生防控带来了很大的难度[１３].至今除

了预防性减毒活疫苗外,尚无有效的药物及制剂可

治疗轮状病毒,故从轮状病毒的基因成分入手,对病

毒的致病机制、表达方式及与宿主间互作机理进行

深入研究,从而为肠道类病毒的检测和治疗提供理

论基础.

NSP５是病毒基因组１１片段编码的蛋白质,含
有大量丝氨酸、苏氨酸等多种氨基酸的修饰位点,参
与 RV 翻译后修饰及加工处理,对病毒的复制周期

和蛋白表达调控有着举足轻重的作用[１４].基于反

向遗传学技术的兴起,科学家尝试产生 NSP５的稳

A:NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１菌体总蛋白裂解后分析:１为裂解后的上

清液;２为裂解后的沉淀悬液;B:NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１纯化蛋白

SDSＧPAGE分 析:１ 和 ２ 为 纯 化 所 得 的 重 组 蛋 白;C:NSP５Ｇ

pGEXＧ６PＧ１纯化蛋白的 WesternBlot检测:１为纯化所得的重

组蛋白

图８　NSP５ＧpGEXＧ６PＧ１的可溶性表达与纯化

Fig．８　ExpressionandpurificationofsolubleNSP５ＧpGEXＧ
６PＧ１

定反向互补系统以鉴定 NSP５突变对 RV病毒株的

影响,结果发现 NSP５过度磷酸化是装配圆形病毒

质体的关键步骤,并且突出了 NSP５的 C末端尾巴

在具有复制能力的病毒工厂形成过程中的关键作

用[１５Ｇ１８].随后,Buttafuoco等[１９]发现 NSP５高表达

是一个初始步骤,能够触发与 NSP２、VP２结合形成

胞质包涵体,可在病毒颗粒蛋白募集过程中起到“桥
梁”作用,这便为蛋白互作影响病毒功能提供了有力

的依据.由此表明,NSP５非结构蛋白在病毒的复

制和表达过程中起到非常重要作用,所以 NSP５是

如何加快病毒感染宿主并且协助逃避免疫监视将会

是人类未来深入探讨的一大课题.
本次研究通过构建轮状病毒 NSP５真核及原核

表达系统,一方面通过转染真核细胞来研究重组质

粒在细胞水平上的表达情况,为深入探究 NSP５的

功能与致病机理提供了新思路;另一方面,基于重组

蛋白独特的属性,利用基因工程等方面的技术,摸索

出最优化的表达条件,确定了重组蛋白富集在沉淀

中,恰恰也验证了 Buttafuoco等研究者的观点,并
且顺利纯化 NSP５蛋白,这为研制多抗提供了一定

的前期基础.
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