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丙型肝炎病毒非结构蛋白 ３ 的体外表达与纯化
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　　【摘要】　目的　构建丙型肝炎病毒非结构蛋白 ３（ＨＣＶ ＮＳ３）表达质粒并在大肠杆菌中表达其全长蛋
白。 方法　克隆 ＨＣＶ ＮＳ３的核酸序列３４２０唱５３１２ 位点，插入 ｐＱＥ唱１１质粒的 Ｂａｍ Ｈ１限制性酶切位点，将此重
组质粒转入大肠杆菌表达，用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法筛选阳性克隆，将含有额外拷贝的 ａｒｇＵ、ｉｌｅＹ和 ｌｅｕＷ 的 ｔＲＮＡ
基因的 ｐＡＣＹＡ质粒引入 ＨＣＶ ＮＳ３表达系统以提高 ＨＣＶ ＮＳ３ 蛋白的表达量。 收集培养扩增的大肠杆菌菌
体，用卵白溶菌酶裂解，收集含有 ＨＣＶ ＮＳ３ 重组蛋白的不溶性包涵体，将包涵体充分洗涤后，溶于含
１０ ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇的缓冲液中。 释放的可溶性蛋白用 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ电泳分离、洗脱，用离心过滤方法浓缩，
乙醇沉淀，重复洗涤去除内毒素。 结果　用此方法克隆的 ＨＣＶ ＮＳ３全长基因片段表达的重组蛋白分子量为
６９ ｋＤ。 含有额外拷贝的 ａｒｇＵ、ｉｌｅＹ和 ｌｅｕＷ的 ｔＲＮＡ基因的 ｐＡＣＹＡ质粒引入ＨＣＶ ＮＳ３表达系统后，ＨＣＶ ＮＳ３
蛋白的产出率可提高 １０倍以上。 此方法生产的 ＮＳ３纯化蛋白质产量，每升培养物为 ４０ ｍｇ。 内毒素含量低
于 ２０ ＥＵ／ｍｇ ＮＳ３蛋白。 结论　ＨＣＶ ＮＳ３与 ＨＣＶ的免疫逃逸及感染的慢性化有密切关系，是 ＨＣＶ的抗病毒
治疗和疫苗研究的重要靶点，全长 ＨＣＶ ＮＳ３蛋白的体外合成为 ＨＣＶ研究提供了一个有用的工具。
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【Abstract】　Objective　Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ ｖｉｒｕｓ ｎｏｎ唱ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ３
（ＨＣＶ ＮＳ３）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅ ｔｈｉｓ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｔｏ Escherichia Coli（E．coli） ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｔｈｅ ｆｕｌｌ唱ｌｅｎｇｔｈ ＨＣＶ
ＮＳ３ ｐｒｏｔｅｉｎ．Methods　Ａ ｆｕｌｌ唱ｌｅｎｇｔｈ ＨＣＶ ＮＳ３ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ １０２７唱１６５７（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ３４２０唱５３１２）ｗａｓ
ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＢａｍＨＩ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＱＥ唱１１ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ E．coli ｃｅｌｌｓ．Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．Ａ ｐＡＣＹＡ ｐｌａｓｍｉｄ ｗｉｔｈ ｔＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｘｔｒａ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ａｒｇＵ ，ｉｌｅＹ ａｎｄ
ｌｅｕＷ ｗａｓ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＨＣＶ ＮＳ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｌｏｎｅ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＣＶ
ＮＳ３ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｔｈｅ ｅｘｐａｎｄｅｄ E．coli ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｌｙｓｅｄ ｂｙ ｈｅｎ ｅｇｇ唱ｗｈｉｔｅ ｌｙｓｏｚｙｍｅ．Ｔｈｅ
ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＨＣＶ ＮＳ ３ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ
Ｔｒｉｓ唱ＨＣｌ ｂｕｆｆｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １０ ｍｍｏｌ／Ｌ ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ ｔｏ ｒｅｌｅａｓｅ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｔｈｅ ｓｏｌｕｂｌｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ
ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｗａｓ ｒｅｍｏｖｅｄ ｂｙ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｗａｓｈｉｎｇ ｗｉｔｈ ０畅９％ ＮａＣｌ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ．
Results　Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｆｕｌｌ唱ｌｅｎｇｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＨＣＶ ＮＳ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ６９ ｋＤ．Ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｐＡＣＹＣ唱ｂａｓｅｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｘｔｒａ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ａｒｇＵ ， ｉｌｅＹ ａｎｄ ｌｅｕＷ ｔＲＮＡ ｇｅｎｅｓ， ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＶ ＮＳ３
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ＨＣＶ ＮＳ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｌｏｎｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ １０ ｔｉｍｅｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｂｙ ｉｔｓ ｍｏｔｈｅｒ ｃｌｏｎｅ．Ｔｈｅ
ｆｉｎａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＨＣＶ ＮＳ３ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ４０ ｍｇ ｐｅｒ ｌｉｔｅｒ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２０ ＥＵ／ｍｇ ＮＳ３ ｐｒｏｔｅｉｎ．Conclusions　ＨＣＶ ＮＳ３，ｉｎ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＨＣＶ ＮＳ４Ａ，ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｅｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＶ ，ａｎｄ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｆｏｒ ａｎｔｉ唱ｖｉｒａｌ ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．Ｔｈｕｓ， ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｌｌ唱ｌｅｎｇｔｈ ＨＣＶ ＮＳ３ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｕｓｅｆｕｌ ｔｏｏｌ ｉｎ ＨＣＶ ｒｅｓｅａｒｃｈ．

【Key words】　Ｈｅｐａｃｉｖｉｒｕｓ；　Ｖｉｒａｌ ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ ｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）感染是一个
严重的全球性健康问题。 据世界卫生组织的调查，全
球有约一亿七千万人感染 ＨＣＶ，占世界人口的 ３％［１］ 。
ＨＣＶ在静脉吸毒人群中的感染率高达 ６０％ ～８０％以
上，而我国的静脉吸毒者感染 ＨＣＶ 的人数居世界
首位

［２］ 。
ＨＣＶ的核酸结构是一条开放读码框 ＲＮＡ，编码约

３０００ 个氨基酸的蛋白质。 ＨＣＶ 所编码的蛋白质可被
裂解成为 １０ 个成熟的蛋白，其中 ３ 个为结构蛋白，即
核心蛋白、包膜蛋白（ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｐｒｏｔｅｉｎ）１ 和 ２，其他 ７ 个
为非结构蛋白（ｎｏｎ唱ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＳ），即 ｐ７、ＮＳ２、
ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ和 ＮＳ５Ｂ蛋白，其中 ＮＳ的作用
是负责 ＨＣＶ核酸的复制以及把复制的基因装配到由
结构蛋白组成的病毒衣壳中［３］ 。 鉴于 ＮＳ在 ＨＣＶ复制
中的重要性，近年来很多新的 ＨＣＶ 治疗药物及疫苗研
究都是以ＨＣＶ为靶点。 为了更好地研究ＨＣＶ ＮＳ在抗
ＨＣＶ治疗中的作用，我们克隆了全长 ＨＣＶ ＮＳ３ 蛋白的
基因并在大肠杆菌中进行了表达。

材料和方法

一、全长 ＨＣＶ ＮＳ３ 蛋白表达质粒的构建
采用美国 Ｑｉａｇｅｎ公司的 ＱＩＡｅｘｐｒｅｓｓ Ｓｙｓｔｅｍ（Ｑｉａｇｅｎ

Ｉｎｃ．，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ，ＵＳＡ）来构建全长 ＨＣＶ ＮＳ３ 蛋白表
达质粒，并将该质粒插入大肠杆菌进行 ＮＳ３ 蛋白的表
达。 实验操作按产品说明书进行。 简要步骤如下：以
ＲＴ唱ＰＣＲ方法获得编码 ＨＣＶ 病毒蛋白第 １０２７ ～１６５７
位氨基酸序列（核酸序列 ３４２０ ～５３１２，ＨＣＶ Ｈ 株 １ａ 基
因型）的 ＨＣＶ ＮＳ３ 基因（图 １），插入用 ＤＮＡ聚合酶Ⅰ
的 Ｋｌｅｎｏｗ片段和细菌碱性磷酸酶预处理过的 ｐＱＥ唱１１
质粒（Ｑｉａｇｅｎ Ｉｎｃ．，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ，ＵＳＡ）的 Ｂａｍ Ｈ１ 限制
性酶切位点，构建成 ｐＱＥ唱ＨＣＶ／ＮＳ３ 重组质粒。

二、全长 ＨＣＶ ＮＳ３ 蛋白在大肠杆菌表达系统内的
表达
为进一步提高 ＨＣＶ ＮＳ３ 重组蛋白的表达水平，我

们通过转化方法将含有额外拷贝的 ａｒｇＵ、ｉｌｅＹ 和 ｌｅｕＷ
的 ｔＲＮＡ基因的 ｐＡＣＹＡ 质粒引入 ＨＣＶ ＮＳ３ 表达系统
内

［４］ ，这些基因可以识别精氨酸的 ＡＧＡ 和 ＡＧＧ 密码
子、异亮氨酸的 ＡＵＡ密码子以及亮氨酸 ＣＵＡ密码子。
将 ｐＱＥ唱ＨＣＶＮＳ３唱ＲＩＬ唱３ 表达系统置于 １００ ｍｌ 含

１００ μｇ／ｍｌ青霉素、２５ μｇ／ｍｌ 卡那霉素和 ６８ μｇ／ｍｌ 氯
霉素的 ＬＢ培养基中，在 ３７ ℃摇床上 １６０ ～１８０ ｒ／ｍｉｎ
振摇过夜。 然后将培养基加入 ２ Ｌ经过 ３７ ℃预热，并
含 ５０ μｇ／ｍｌ青霉素、１２畅５ μｇ／ｍｌ卡那霉素和 ３４ μｇ／ｍｌ
氯霉素的 ＬＢ培养基中，检测该培养基在 ６００ ｎｍ 的光
密度值，将培养基稀释至光密度 ０畅１。 稀释过的培养基
分装入 ４个 ２ Ｌ的烧瓶中，每瓶 ５００ ｍｌ。 将 ４个烧瓶置
于 ３７ ℃摇床上２２０ ～２４０ ｒ／ｍｉｎ振摇培养至 Ａ６００光密度
达到 ０畅４０ ～０畅４５，然后加入异丙基硫代唱β唱Ｄ 半乳糖苷

（Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ唱Ｄ唱ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）至终浓度 １ ｍｍｏｌ／Ｌ，
继续振摇 ４ ｈ。
三、全长 ＨＣＶ ＮＳ３蛋白的提取和纯化
以大肠杆菌 ＤＨ５αＦ′ＩＱ 菌株作为表达载体。 用

ＨＣＶ阳性患者血清作为抗体，用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法筛选
阳性克隆。 离心收集菌体，并重新混悬于 １００ ｍｌ 的
５０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ唱ＨＣｌ， ｐＨ ８畅０，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，并含
１∶３０稀释的蛋白酶抑制剂复合物 （ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｏｔｏｒ
ｃｏｃｋｔａｉｌ）Ｐ唱８４６５（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＩ，ＵＳＡ）的缓冲液中，再用
２００ μｇ／ｍｌ卵白溶菌酶 ３７ ℃，１０ ｍｉｎ 溶解菌体。 在黏
稠的细菌裂解物中分别加入 ＮａＣｌ 和 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ唱１００ 至终
浓度 ０畅５ ｍｏｌ／Ｌ和 １％。 将裂解物冰浴 １０ ｍｉｎ，再行超
声降解 （ ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ）。 然后 ２０ ０００ ×g， ２０ ℃离心
２０ ｍｉｎ，收集含有 ＨＣＶ ＮＳ３ 重组蛋白的不溶性包涵体。
离心沉淀物用超声降解法重悬于 １００ ｍｌ的缓冲液Ⅱ中
（０畅１ ｍｏｌ／Ｌ 磷酸盐缓冲液，ｐＨ ８畅０，０畅５ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，
５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ唱１００，及 ３０ 倍稀释的 Ｓｉｇ唱
ｍａ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｃｋｔａｉｌ Ｐ唱８４６５），再次离心，并将
包涵体重悬于 １００ ｍｌ 的缓冲液Ⅲ中（１０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ唱
ＨＣｌ，ｐＨ ７畅４，５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ脱氧胆酸，及
６０ 倍稀释的 Ｓｉｇｍａ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｏｃｋｔａｉｌ Ｐ唱８４６５）。
将混悬液于 １７ ０００ ×g，２０ ℃再次离心 ２０ ｍｉｎ，然后将
包涵体溶于缓冲液Ⅳ中［１０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ唱ＨＣｌ，ｐＨ ８畅０，
１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，０畅５％ ＳＤＳ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ 二硫苏糖醇
（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）］。
包涵体中释放的可溶性蛋白经过 ８％的 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ

电泳分离。 将含 ＮＳ３蛋白的电泳条带切下，用 ２％柠檬
酸处理 １０ ｍｉｎ去除染色剂，然后将胶条放入透析袋内
（分子量分离界值：６０００ ～８０００）进行电泳洗脱。 洗脱
后的 ＮＳ３ 蛋白用离心过滤方法浓缩，乙醇沉淀。 沉淀
物用 ０畅９％ ＮａＣｌ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ 脱氧叶酸钠洗两遍，再用
０畅９％ ＮａＣｌ洗一遍以去除残存的内毒素。 每次洗涤均
用超声降解法使沉淀分散成细微的颗粒而成为混悬
液，然后 １７ ０００ ×g，２０ ℃离心 ２０ ｍｉｎ。 将去除内毒素
的 ＮＳ３ 蛋白沉淀溶于 １０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ唱ＨＣｌ，ｐＨ ８畅０，
１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，０畅１％ ＳＤＳ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＤＴＴ 中。 由于
本实验中的 ＮＳ３ 蛋白是使用大肠杆菌合成的，为了了
解合成的 ＮＳ３蛋白中大肠杆菌产物的残留情况，我们
对纯化的 ＮＳ３ 蛋白中细菌内毒素进行了检测。 细菌内
毒素含量用鲎阿米巴样细胞裂解物动力学显色法内毒
素检测试剂盒 （ＢｉｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ，Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ，ＵＳＡ）
检测。

结　　果

本实验选取 ＨＣＶ Ｈ株 １ａ基因型的 ＮＳ３ 全长基因
片段进行克隆，采用 ｐＱＥ唱１１ 质粒构建 ＨＣＶ ＮＳ３ 的表
达质粒。 ＨＣＶ ＮＳ３表达质粒导入大肠杆菌后，以 ＨＣＶ
慢性感染者的血清作为抗体，用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法筛选

·９３２６·中华临床医师杂志（电子版）２０１２ 年 １０ 月第 ６卷第 ２０ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｏｃｔｏｂｅｒ １５，２０１２，Ｖｏｌ．６，Ｎｏ．２０



阳性克隆， ＨＣＶ ＮＳ３ 重组蛋白的分子量为 ６９ ｋＤ
（图 ２）。

通过转化机制将含有额外拷贝的 ａｒｇＵ、 ｉｌｅＹ 和
ｌｅｕＷ的 ｔＲＮＡ基因的 ｐＡＣＹＡ 质粒引入 ＨＣＶ ＮＳ３ 表达
系统后，可以明显提高 ＨＣＶ ＮＳ３ 蛋白的表达量。 ｐＡ唱
ＣＹＡ质粒是通过 ＢＬ２１唱ＣｏｄｏｎＰｌｕｓ唱ＲＩＬ 株细菌（ Ｓｔｒａｔａ唱
ｇｅｎｅ，Ｌａ Ｊｏｌｌａ，ＣＡ，ＵＳＡ）产生的。 通过对 １０ 个表达克
隆的细胞溶解物进行 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ 电泳和考马斯亮蓝染
色，用计算机对染成蓝色的电泳条带进行光密度测定，
结果发现，该表达系统比亲代表达系统 ＨＣＶ ＮＳ３ 蛋白
的产出率提高 １０ 倍以上。 其中的一个克隆被命名为
ｐＱＥ唱ＨＣＶＮＳ３唱ＲＩＬ唱３，并被选出用于表达 ＨＣＶ ＮＳ３蛋白
质。
提取大肠杆菌包涵体后，以超声降解法提取可溶

性蛋白，释放出的可溶性蛋白用 ８％的 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ 电泳
分离，电泳凝胶用咪唑唱锌染色［５］ ，显示 ＨＣＶ ＮＳ３ 蛋白
为主要蛋白，分子量约 ６９ ｋＤ。 将此条带切下行电泳洗
脱后的 ＮＳ３ 蛋白用离心过滤方法浓缩，并用 ０畅９％
ＮａＣｌ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ脱氧叶酸钠洗涤去除残留的大肠杆菌
内毒素，最终获得的 ＨＣＶ ＮＳ３蛋白质浓度为 １ ～５ ｍｇ／
ｍｌ。 纯化的 ＮＳ３ 蛋白储存于 －７０ ℃。 经此方法纯化
的 ＮＳ３ 蛋白质产量，每升 ｐＱＥ唱ＨＣＶＮＳ３唱ＲＩＬ唱３ 培养物
为 ４０ ｍｇ。
纯化后的 ＮＳ３ 蛋白质中内毒素的含量，经检测低

于 ２０ ＥＵ／ｍｇ ＮＳ３蛋白。

讨　　论

ＨＣＶ ＮＳ３与 ＨＣＶ 感染的慢性化有密切关系。 它
可与 ＨＣＶ ＮＳ４Ａ 发生非共价结合，ＨＣＶ ＮＳ４Ａ 在这种
结合体中发挥辅助因子的作用，使得这种结合体具有
丝氨酸蛋白酶的活性。 这种丝氨酸蛋白酶可以识别
Ｔｏｌｌ样受体 ３（Ｔｏｌｌ唱ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３，ＴＬＲ３）的细胞内适配
体即含 Ｔｏｌｌ／白细胞介素唱１ 受体域诱导 β唱干扰素的适
配器（Ｔｏｌｌ／ＩＬ唱１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｏｍａｉｎ唱ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｄａｐｔｅｒ ｉｎｄｕ唱
ｃｉｎｇ ＩＦＮ唱β，ＴＲＩＦ），将 ＴＲＩＦ 作为该丝氨酸蛋白酶的底
物而发生水解反应，降解 ＴＲＩＦ。 ＮＳ３／ＮＳ４Ａ 蛋白酶对
ＴＲＩＦ的水解作用阻断了作为病毒感染的病原相关分子

模式的双链 ＲＮＡ 与 ＴＬＲ３ 结合后的反应通道，使得
ＨＣＶ发生免疫逃逸［６］ ，不能被机体的免疫系统识别和
清除，从而造成 ＨＣＶ感染的慢性化。 针对 ＮＳ３ 的抗病
毒治疗有可能抑制或减弱 ＮＳ３／ＮＳ４Ａ 的蛋白酶活性，
因而有可能抑制 ＨＣＶ的免疫逃逸，从而可能会有助于
被感染者清除 ＨＣＶ病毒。 因此，ＨＣＶ ＮＳ３ 蛋白的体外
人工合成为针对 ＨＣＶ ＮＳ３ 的治疗研究提供了一个必
需的工具。
美国 ＦＤＡ在 ２０１１ 年批准了 ２个针对 ＨＣＶ的抗病

毒药物特拉匹韦（Ｔｅｌａｐｒｅｖｉｒ）和博赛泼维（Ｂｏｃｅｐｒｅｖｉｒ），
这 ２ 个抗 ＨＣＶ 的药物都是作用于 ＨＣＶ ＮＳ３／ＮＳ４Ａ 的
蛋白酶抑制剂。 这 ２种抗病毒药物分别与聚乙二醇干
扰素和利巴韦林联合治疗慢性 ＨＣＶ 感染患者，取得了
良好的疗效。 对于初次治疗的 ＨＣＶ 基因 １ 型慢性感
染者，这种三联疗法可获得 ７０％ ～８０％的持久病毒学
应答

［７唱８］ 。 因此，针对 ＨＣＶ ＮＳ３／ＮＳ４Ａ 的治疗是 ＨＣＶ
抗病毒治疗的重要治疗靶点之一。

由于 ＨＣＶ ＮＳ３／ＮＳ４Ａ 在 ＨＣＶ 的免疫逃逸和感染
慢性化中发挥重要作用，在 ＨＣＶ 的疫苗研究中，针对
ＨＣＶ ＮＳ３／ＮＳ４Ａ 的免疫研究也得到重视。 利用 ＨＣＶ
ＮＳ３蛋白抗原或 ＤＮＡ片段加上不同的免疫佐剂，诱导
针对 ＨＣＶ ＮＳ３ 的特异性细胞免疫反应，在动物实验中
取得了一定的成果［９唱１０］ 。 因此，在今后的 ＨＣＶ 疫苗研
究中，ＨＣＶ ＮＳ３ 也会成为一个重要的抗原，在 ＨＣＶ 的
预防研究中发挥重要作用

［１１唱１２］ 。
精氨酸的密码子 ＡＧＡ和 ＡＧＧ、异亮氨酸的密码子

ＡＵＡ以及亮氨酸的密码子 ＣＵＡ 是大肠杆菌的稀有密
码子，这些稀有密码子若存在于插入的外源基因中会
严重影响外源性蛋白质在大肠杆菌中的表达。 引入携
带这些稀有密码子所编码的氨基酸的 ｔＲＮＡ，则会提高
外源性蛋白质在大肠杆菌中的表达。 据推测，其可能
的机制是这几种氨基酸唱ｔＲＮＡ在大肠杆菌内含量不足，
核糖体翻译合成外源性蛋白质到达这些稀有密码子时
会出现停顿或延滞，额外补充这些稀有氨基酸的酰化唱
ｔＲＮＡ的表达，会克服这种蛋白质翻译的停顿或延滞，
从而提高大肠杆菌表达外源性蛋白质的产量［４］ 。 这种
翻译的迟滞还可导致移码（ ｆｒａｍｅｓｈｉｆｔ）翻译，造成移码
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突变［４］ 。 由于在这些大肠杆菌的稀有氨基酸密码子处
的翻译延滞，核糖体会前移或后移一个密码子，继续进
行翻译，此即＋１或－１ 移码突变。 我们在本实验中将
含有额外拷贝的 ａｒｇＵ、 ｉｌｅＹ 和 ｌｅｕＷ 的 ｔＲＮＡ 基因的
ｐＡＣＹＡ质粒引入 ＨＣＶ ＮＳ３表达系统后，克服了大肠杆
菌在 ＮＳ３蛋白翻译过程中的核糖体迟滞，大肠杆菌合
成 ＨＣＶ ＮＳ３的产量提高了 １０ 倍以上。
总之，ＨＣＶ ＮＳ３ 是在 ＨＣＶ的感染慢性化及免疫逃

逸中发挥重要作用的病毒非结构蛋白，在 ＨＣＶ 的治疗
和预防研究中都是重要的研究靶点。 将含有额外拷贝
的 ａｒｇＵ、ｉｌｅＹ 和 ｌｅｕＷ 的 ｔＲＮＡ 基因引入大肠杆菌表达
系统，可以显著地提高大肠杆菌表达目的蛋白的效率。
全长 ＨＣＶ ＮＳ３蛋白的体外合成为 ＨＣＶ 研究提供了一
个有用的工具。
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