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　 　 【摘要】 　 目的　 在大肠埃希菌中表达人诺如病毒(norovirus,NoV)NS6 非结构蛋白,为了获得高

纯度且具有酶活性的人诺如病毒 NS6 蛋白。 方法　 将 NoV NS6 蛋白基因克隆至原核表达载体 pDE1
中,转化至 E. coli BL21 感受态细胞中进行表达,产物经亲和及分子筛层析纯化。 NS6 蛋白在 37 ℃条

件下,酶切融合蛋白 15VP1-6P,检测其酶切活性。 结果　 NS6 蛋白在大肠埃希菌中获得了稳定、高效

表达,纯化后纯度可达 95%以上。 NS6 蛋白能够切割含 3C 酶切位点的融合蛋白。 结论　 在大肠埃希

菌中成功表达了具有酶切活性的 NoV 非结构蛋白 NS6,为进一步研究 NoV 的致病机制奠定了基础。
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【Abstract】 　 Objective 　 To express the NS6 nonstructural protein of human norovirus (NoV) in
Escherichia coli, and to detect its enzymatic activity after purification. Methods　 Human NoV NS6 gene was
cloned into the prokaryotic expression vector pDE1 and then was transformed into E. coli BL21 for expression.
NS6 protein was purified by Ni-NTA affinity chromatography and Superdex 200 pg column. The activity of
NS6 protein was determined by digestion of fusion protein 15VP1-6P at 37 ℃ . Results　 Human NoV NS6
protein was stably and highly expressed in E. coli. After purification, the expressed product reached a purity
of more than 95%, and the relative molecular weight of NS6 protein was about 23×103 Da. NS6 protein could
cleave the fusion protein containing rhinovirus 3C cleavage site. Conclusions　 The nonstructural protein NS6
of human NoV was successfully expressed in Escherichia coli, which laid a foundation for further study on
the pathogenesis of human NoV.
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　 　 人诺如病毒(norovirus,NoV),最早被称为诺瓦

克病毒(norwalk viruses),于 1972 年在美国诺瓦克

镇暴发急性胃肠炎患者的粪便标本中被首次发现。
由于 NoV 的传染性极强,因此又被喻为“肠道流

感”。 NoV 是导致急性胃肠炎暴发的首要病因,各
年龄组人群均易感[1-3]。 根据 NoV 的依赖 RNA 的

RNA 聚合酶(RdRp)区和衣壳蛋白区的核苷酸序

列,现将其分为至少 7 个基因组,GⅠ、GⅡ、 GⅢ、G
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Ⅳ、 GⅤ、GⅥ和 GⅦ[4]。 通过系谱进化分析显示,
GII4 是在全球流行较广的毒株,一直处于快速变异

中,每一次突变都会引起一轮全球性的胃肠炎暴

发[5]。 因此,开展 NoV 的针对性预防和控制具有重

要意义[6]。
NoV 属于杯状病毒科, 基因组为单股正链

RNA,全长为 7. 3 ~ 7. 7×103 个核苷酸,其基因组包

括 3 个开放阅读框(open reading frames, ORFs),分
别为 ORF1、ORF2 和 ORF3。 其中 ORF1 编码 6 个非

结构蛋白,分别为 P48、NTP 酶、P22、3C 样蛋白酶

(3C-like protease,3CLpro)、VPg 和 RdRp[7]。 NS6 蛋

白即 3C 样蛋白酶,属于糜蛋白酶样蛋白酶家族的

一员,与细胞内的胰凝乳蛋白酶样丝氨酸蛋白酶

(chymotrypsin-like serine proteases)的结构相似,与
小 RNA 病毒的 3Cpro 具有相同的氨基酸序列基

序[8]。 本研究旨在获得具有酶活性的人 NoV NS6
重组蛋白,为深入开展人 NoV 致病性研究以及 NoV
病毒感染和天然免疫的关系研究奠定基础。

1　 材料与方法

1. 1　 质粒、蛋白及菌株　 大肠埃希菌 DH5α、大肠

埃希菌 BL21 感受态细胞均购自北京全式金生物技

术有限公司;人工合成的 GIIP4NoV 感染性克隆质

粒、带有 GST 标签的鼻病毒 RC15 VP1 融合蛋白

15VP1-6P(具有 3C 蛋白酶切位点),由中国疾病预

防控制中心病毒病预防控制所腹泻室实验室保存。
载体 pDE1 购自北京擎科新业生物技术有限公司。
1. 2　 主要试剂及仪器　 HISTRAP HP 亲和层析柱

购自瑞典 GE;pDE1 定向表达试剂盒购自北京擎科

新业生物技术有限公司;电泳凝胶胶回收试剂盒购

自上海浩然生物科技有限公司;凝胶过滤层析纯化

柱 superdex 200 pg 购自瑞典 GE 公司;IPTG 购自美

国 Sigma 公司;Color prestained protein standard 购自

美国 NEW England biolabs 公 司; Tryptone、 Yeast
Extract 为英国 Oxoid 公司产品。
1. 3　 重组原核表达质粒的构建 　 根据 NoVGIIP4
感染性克隆的 NS6 基因序列,设计引物,序列如下:
4H6PDEF: 5′-CACCGCCCCACCAAGCATC-3′, 4H6R:
5′-TTATTCAAGTGTAGCTTCTCC-3′。 以 NoVGIIP4
感染性克隆为模板,进行 PCR 扩增。 将扩增产物纯

化后与 pDE1 载体连接,构建融合表达 his 标签的

GIIP4NS6 蛋白原核表达质粒,转化大肠埃希菌

DH5α。 提取质粒,送公司测序,序列正确的质粒命

名为 pDE1-NoV-NS6。
1. 4　 蛋白的表达及纯化　 重组原核表达质粒转化

BL21(DE3)感受态细胞 37 ℃培养过夜,挑取单菌

落,接种含卡那霉素的 LB 液体培养基中,37 ℃,180
r / min 过夜震荡;取 15 ml 按 1 ∶ 100 比例加至 1. 5 L
无抗生素的 LB 液体培养基中,37 ℃,180 rpm 震荡

3. 5~ 4 h。 加入 600 μl 浓度为 1 mol / L 的 IPTG,
16℃180 rpm 震荡过夜;6 000 ×g 离心 10 min,收集

菌体,100 ml PBS 重悬,置冰浴超声裂解,超声 4 s
间隔 7 s,共 70 min;13 000 ×g 高速离心 1 h。 将上

清上镍柱,用 10 倍柱体积的洗脱液分别洗脱 5 次。
洗脱液成分: 50 mmol / / L NaH2PO4, 300 mmol / L
NaCl 和不同浓度的咪唑(20、50、100、150、300、500
mmol / / L ) ( pH 8. 0 )。 用 20 mmol / / L Tris、 50
mmol / / L NaCl、pH8. 0 溶液平衡 superdex 200 pg 分

子筛层析纯化柱,将亲和层析纯化后的目的蛋白加

入 15 ml PBS,用 Amicon Ultra-15 10 K 浓缩管,3 000
rpm 浓缩至 1 ml,取 1 ml 进行分子筛层析纯化,收集

目的蛋白样品,进行 15%SDS-PAGE 分析。
1. 5　 酶切功能的验证 　 15VP1-6P 蛋白是本科室

构建的鼻病毒 RC15 VP1 融合蛋白,带有 GST 标签,
在 15VP1 和 GST 之间有鼻病毒 3C 蛋白酶切位点

(LEVLFQ↓GP)。 取 3 μg 纯化的 15VP1-6P 蛋白分

别与 10 μg 纯化后的 NoVGIIP4 NS6 蛋白、5 μg 鼻病

毒 GST-3C 蛋白或 PBS 混合(缓冲液组分如下:50
mmol / / L Na2PO4 ( pH8. 0 ), 50 mmol / / L NaCl,
1mmol / L DTT),置于 37 ℃孵育 24 h 后,进行 15%
SDS-PAGE 分析。

2　 结果

2. 1　 重组质粒　 重组质粒 pDE1-NoV-NS6 的序列

鉴定结果显示,GIIP4 NS6 基因已正确插入到 pDE1
载体中,在基因的 5’端融合 his 标签,成功构建重组

质粒 pDE1-NoV-NS6。
2. 2 　 NS6 蛋白表达及纯化鉴定 　 用 15% SDS-
PAGE 电泳分析结果表明,NoVGIIP4 NS6 蛋白在相

对分子质量约 23×103 处可见特异性蛋白条带,与目

的蛋白相对分子质量相符,且蛋白多以可溶性形式

表达,结果参见图 1。 亲和层析并浓缩后的 GIIP4
NS6 蛋白含量为 16. 7 mg / ml;纯化后的蛋白纯度可

达 90%;经 superdex 200 pg 分子筛层析纯化柱进一

步纯化后,纯度达 95%以上。
2. 3　 NS6 蛋白酶切活性鉴定　 GIIP4 的 NS6 蛋白
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M:Color prestained protein standard;1:经 IPTG 诱导前;2:经 IPTG
诱导后;3:沉淀;4:上清;5:流穿液;6、7:20 mmol / L 咪唑洗脱;

8:50 mmol / L 咪唑洗脱;9 ∶ 100 mmol / L 咪唑洗脱;
10 ∶ 150 mmol / L 咪唑洗脱;11 ∶ 300 mmol / L 咪唑洗脱

图 1　 表达及纯化的 NS6 蛋白及 SDS-PAGE 鉴定

M:Color Prestained Protein Ladder;1:the IPTG before induction;
2:after induced by IPTG; 3: precipitation; 4: supernatant:

5:flow-through liquid eluting 6,7:20 mmol / imidazole;
8:50 mmol / L imidazole elution;9 ∶ 100 mmol / L imidazole elution;

10 ∶ 150 mmol / L imidazole elution;11 ∶ 300 mmol / L imidazole elution
Fig.1　 Expression and purification of NS6 protein and identification

by SDS-PAGE

切割 15VP1-6P 的酶切产物经 15%SDS-PAGE 分析

显示,NoVGIIP4 NS6 蛋白在 37 ℃能对 15VP1-6P 进

行酶 切, 但 是 酶 切 效 率 低 于 鼻 病 毒 3C 蛋 白。
15VP1-6P 酶切前的相对分子质量大小 56×103,酶
切后形成的两个蛋白的相对分子质量大小分别为

30×103 和 26×103,结果参见图 2。

M: Color prestained protein standard;1:15VP1-6P 与 PBS 反应;
2:15VP1-6P 被 NS6 酶切;3:15VP1-6P 被鼻病毒 GST-3C 酶切;

4、5:NS6 与 PBS 反应;6:鼻病毒 GST-3C 与 PBS
图 2　 37 ℃条件下 NS6 蛋白切割目的蛋白 15VP1-6P 的

SDS-PAGE 分析

M:Color Protein Ladder;1:15VP1-6P was reacted with PBS;
2:15VP1-6P was cut by NS6 enzyme; 3:15VP1-6P was
cut by rhinovirus GST-3C enzyme;4, 5:NS6 and PBS;

6:rhinovirus GST-3C and PBS
Fig.2　 SDS-PAGE analysis of 15VP1-6P digested by NS6

protein at 37 ℃

3　 讨论

NoV 是非细菌性急性胃肠炎的主要病原之一,

具有高度感染性,10 ~ 100 个病毒颗粒就能引起感

染;与流感病毒相似,传播迅速易引起疾病暴发,造
成严重的公共卫生问题。 NoV 在体外培养困难,阻
碍了 NoV 致病机制的研究。 近些年,随着 NoV 感染

性克隆和重组表达蛋白研究,人们对 NoV 蛋白功能

有了更深的认识。 NoV 非结构蛋白在病毒基因组

的复制、翻译以及拮抗宿主免疫反应的过程中起到

非常关键的作用[9]。 NS6 即 3C 样蛋白酶,它的作

用不仅仅是复制装配,在调节天然免疫反应中也具

有重要的作用。 有研究显示 C 组鼻病毒的 3C 蛋白

可以切割 MAVS,影响 RIG-I 的表达,抑制天然免疫

反应,关于诺如病毒的 3C 蛋白的功能研究知之

甚少[10]。
人 NoV NS6 蛋白在病毒粒子的复制和组装过

程中具有重要作用。 NS6 可将病毒基因组 ORF1
编码的一个多聚蛋白水解为 6 个非结构蛋白。
NS6 蛋白不仅裂解自身蛋白,还可以裂解宿主细

胞内的蛋白,如裂解多聚腺苷酸结合蛋白( poly A-
binding protein, PABP) 以抑制宿主蛋白的合成。
但是目前对于 NS6 蛋白研究尚不全面,其具体作

用机制,尤其是作用靶蛋白仍不清楚,需要进一步

研究。
本研究首先在大肠埃希菌 BL21 中高效表达了

具有蛋白酶活性的 GIIP4 NS6 蛋白,使 NS6 蛋白在

可溶性状态及低温的条件下进行表达,并保留了

NS6 蛋白的生物活性,占菌体总蛋白含量的 30%以

上。 经亲和层析和凝胶过滤纯化可获得纯度达

95%以上的 GIIP4 NS6 蛋白。 通过体外实验对

GIIP4 NS6 蛋白的酶切活性鉴定,证实 GIIP4 NS6 蛋

白在 37 ℃对鼻病毒 3C 的酶切底物具有酶切活性,
但是酶切效率不高。 NS6 酶切条件的优化和底物特

征有待进一步研究。 GIIP4 NS6 上的 His 标签简化

了蛋白酶本身的纯化过程,进而在很大程度上降低

了蛋白酶的生产成本。
目前关于人 NoV 非结构蛋白的研究更多是源

于体外非感染性的人 NoV 单一基因表达的研究或

是通过对其他杯状病毒或者小 RNA 病毒非结构蛋

白的研究。 因此,关于人 NoV 非结构蛋白研究的真

实性及完整性有待更多更好的模型及深入研究。 获

得具有酶切活性的 GIIP4 NS6 蛋白,解析蛋白酶的

结构特点以及研究细胞内的裂解底物的种类,对于

深入了解蛋白酶作用机制非常必要,对 NoV 感染的

防治具有重要的科学价值。
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·文献速览·

人用新型狂犬病疫苗

Hildegund C. J. Ertl. New Rabies Vaccines for Use in Humans[J]. Vaccines (Basel), 2019, 7(2): 54.DOI: 10.
3390 / vaccines7020054

尽管有疫苗,狂犬病每年仍夺去 55 000 多人的生命。 在大多数情况下,狂犬病疫苗是在人暴露于狂犬

病动物后接种的;暴露前接种主要针对与病毒接触的高危人群。 大多数人的狂犬病是由犬传播的。 通过大

规模的犬类疫苗接种运动和加强监测计划来控制犬狂犬病,导致许多国家的人狂犬病病例数下降,但在其他

国家却没有成功。 动物疫苗接种计划也不适合控制在一些中美洲国家很常见的蝙蝠传播引起的人狂犬病。
此外,可以实施更广泛的暴露前疫苗接种,特别是在高度流行的边远地区。 由于目前疫苗的多剂量方案,暴
露前免疫对大多数国家来说并不具有成本效益,这就需要开发新的狂犬病疫苗,这种疫苗与现有疫苗一样安

全,但在单剂量接种后实现保护性免疫,最重要的是成本较低。 本文讨论了处于临床前试验后期或已进行临

床试验的新型狂犬病疫苗及其替代现有疫苗的潜力。
(吕新军 编译)
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