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A型流感病毒PB2蛋白帽子结合结构域的原核表达与鉴定

林维鹏，崔鹏飞，王思文，邓国华，陈化兰*

(中国农业科学院哈尔滨兽医研究所 动物疫病防控全国重点实验室 /农业农村部动物流感重点开放实验室，黑龙江 哈尔滨 150069)

摘 要：A型流感病毒是一种重要的人畜共患病病原，严重威胁全球公共卫生安全。PB2蛋白的帽子结合结

构域(CBD)在流感病毒的转录过程中发挥重要功能，是抗流感病毒药物的重要靶点之一。为获得高纯度原核表达

的A型流感病毒的CBD蛋白，本研究利用同源重组策略将8×His标签与一株H5N1亚型高致病性禽流感病毒的CBD

区基因序列克隆至原核表达载体pET28a中，构建重组质粒pET28a-8×His-CBD，经PCR及测序鉴定正确后转化大肠

杆菌BL21(DE3)感受态细胞，经不同浓度IPTG诱导不同时间后，经SDS-PAGE检测蛋白表达后使用镍柱纯化。结

果显示，菌体裂解上清中在21 ku处可见目的条带，与8×His-CBD蛋白预期大小符合，且以0.5 mmol/L IPTG于

37 ℃诱导6 h时蛋白表达量最高，镍柱纯化后可获得纯度大于95%的8×His-CBD蛋白。为确定该蛋白是否具有生物

学活性，本研究以帽子结构类似物m7GTP对其进行等温滴定量热试验，结果显示8×His-CBD蛋白和m7GTP结合时

存在明显热峰，表明8×His-CBD蛋白具有生物学活性；经计算，其Kd值为1.71×10-5(±2.92×10-6)mol/L。本研究结果

对流感病毒的基础研究和抗流感病毒药物的研发具有借鉴意义。

关键词：A型流感病毒；PB2蛋白；帽子结合结构域；原核表达；纯化

中图分类号：S852.65 文献标识码：A 文章编号：1008-0589(2024)02-0107-06

Prokaryotic expression and characterization of PB2 cap-binding
domain of influenza A virus
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Abstract: As a major zoonotic pathogen, influenza A virus (IAV) poses serious threats to global public health security. The

cap-binding domain (CBD) of PB2 protein plays an important role in IAV transcription process, and is therefore one of the

important targets for anti-influenza drugs. To obtain high-purity CBD protein by prokaryotic expression system, the CBD gene

sequence of a highly pathogenic IAV H5N1 and an 8×His tag were constructed into the prokaryotic expression vector pET28a by

homologous recombination strategy. The constructed recombinant plasmid pET28a-8×His-CBD was identified by PCR and sequen-

cing, and then transformed into Escherichia coli receptor cells BL21 (DE3). The expression of CBD protein was detected by

SDS-PAGE after induction with different concentrations of IPTG for different hours, and then purified by Ni-NTA. The results

showed that a distinct band at 21ku was visible in the cell lysate supernatant of the bacterium, which was consistent with the

expected size of 8×His-CBD protein. The highest expression of the protein was obtained under the condition of 0.5mmol/L IPTG,

cultured for 6 hours at 37℃ , and the purity of the 8 ×His-CBD protein was more than 95% after Ni-NTA purification. To
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流感病毒属于正黏病毒科流感病毒属，可分为
A、B、C、D 4型。其中A型流感病毒 (Influenza A
virus，IAV)宿主范围广、危害极大，常引发季节性
流行，并导致4次全球流感大流行，包括1918年西班
牙大流行、1957年亚洲大流行、1968年香港大流行
和2009年甲型H1N1流感大流行 [1]；而H5N1亚型高致
病性禽流感病毒 (Highly pathogenic avian influenza
virus，HPAIV)不仅对全球养禽业造成严重经济损失[2]，
还可以跨越种间屏障直接感染人，甚至引起患者死
亡。2003年～2022年的20年间，WHO已报道了870
例人感染H5N1亚型禽流感病毒(AIV)病例，其中死
亡457例。

IAV的 RNA聚合酶 (RNA dependent RNA poly-
merase，RdRP)是由PB2蛋白、PB1蛋白和PA蛋白组
成的异源三聚体，负责病毒基因组的转录和复制。
IAV的转录必须依赖引物起始，但其自身不能合成
起始引物，而是通过一种称为“帽子抢夺”的机制
夺取宿主细胞mRNA前体 (pre-mRNA)的5'端部分结
构，作为引物起始合成病毒mRNA[3]。在这一过程
中，PB2蛋白识别并结合pre-mRNA的5'端帽子结构，
随后PA蛋白发挥内切酶活性，在5'帽子结构下游
nt10～nt15处切断pre-mRNA，最终由PB1蛋白作为核
心亚基合成病毒mRNA[4-5]。其中主要通过PB2蛋白
上的帽子结合结构域 (Cap-binding domain，CBD)识
别并结合 pre-mRNA，该结构域位于 PB2蛋白的
aa318～aa483[6]，对于流感病毒帽子结构依赖的转录
过程至关重要，可被部分化合物竞争性结合而导致
流感病毒生命周期受损，因此作为抗流感病毒药物
研发的理想靶点而备受关注。

原核表达系统操作简单、蛋白表达迅速且产量
高，具有巨大优势。固定金属离子亲和层析法(Im-
mobilized metal ion affinity chromatography，IMAC)是
蛋白纯化的常用方法，通过固相化的金属离子与蛋

白质表面的特殊氨基酸相互作用从而实现蛋白质的
亲和纯化，如蛋白质中组氨酸(His)残基的咪唑基团
可以与Ni2+、Co2+等金属离子形成配位键而结合 [7]。
多聚组氨酸亲和标签(His tag)具有富集纯化效率高、
价格低廉等优势，该标签尺寸和电荷相对较小，对
蛋白功能的影响很小；此外，含有His tag的融合蛋白
可在温和条件下被洗脱，从而保持其生物学活性 [7]，
因此His tag是蛋白纯化的常用标签。基于以上优势，
使用原核表达系统表达His tag与目的蛋白的融合蛋
白，通过固相化Ni2+富集后使用高浓度咪唑缓冲液
洗脱，是目前获得纯化蛋白的常用策略。

本研究将一株H5N1亚型HPAIV PB2蛋白的CBD
区与8×His tag融合表达于pET28a质粒，表达8×His-
CBD蛋白，并优化表达条件，利用镍柱纯化获得了
高纯度的8×His-CBD蛋白，为流感病毒的基础研究
和抗流感病毒药物研发提供物质基础。

1 材料与方法

1.1 主要实验材料 本研究中所使用的H5N1亚型
HPAIV A/Chicken/Liaoning/SD035/2018 (H5N1)株 (简
称LN35株)由国家禽流感参考实验室分离、鉴定并
保存。原核表达载体pET28a由本实验室保存。病毒
RNA提取试剂盒及胶回收纯化试剂盒购自天根生化
科技(北京)有限公司；反转录酶M-MLV购自Promega
公司；高保真DNA聚合酶PrimerSTAR Max及DL2000
DNA Marker购自TaKaRa公司；Dpn I酶购自NEB公
司；同源重组试剂盒及大肠杆菌BL21(DE3)感受态
细胞购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；
F-DH5α快速感受态细胞购自上海唯地生物技术有限
公司；IPTG购自Biosharp公司；硫酸卡那霉素、溶
菌酶和咪唑购自北京索莱宝科技有限公司；Quick
Blue快速染胶液购自北京博奥龙免疫技术有限公司；

determine whether the 8×His-CBD protein in this study was biologically active, it was subjected to an isothermal titration calorimetry

(ITC) assay with m7GTP, the cap structure analogue. Apparent thermal peaks were observed when the two were combined,

indicating that the 8×His-CBD protein was biologically active, and the Kd value was calculated to be 1.71×10-5 (±2.92×10-6) mol/L.

In this study, the recombinant plasmid pET28a-8 ×His-CBD was correctly constructed, and the optimal induction conditions were

determined. The high-purity 8×His-CBD protein was obtained with biological activity. This study could have reference significance

for the basic research of influenza virus and for the development of anti-influenza virus drugs.
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Protease Inhibitor Cocktail购自APExBio；High Affinity
Ni-charged Resin FF (Ni-NTA)购自金斯瑞生物科技股
份有限公司；6×His tag鼠源单克隆抗体(MAb)购自
Proteintech公司； IAV PB2蛋白兔源多克隆抗体
(PAb)由本实验室制备；Dylight 680标记的山羊抗鼠
IgG和Dylight 800标记的山羊抗兔 IgG购自 Immuno-
way公司；10 ku超滤管购自杭州科百特过滤器材有
限公司；PD-10脱盐层析柱购自Cytiva公司；蛋白
Marker及BCA蛋白定量试剂盒购自Thermo Scientific
公司；宿主细胞帽子结构类似物7-甲基鸟苷5'-三磷
酸(7-methylguanosine 5'-triphosphate，m7GTP)购自Sig-
ma公司。
1.2 引物的设计与合成 依据LN35株PB2基因及
pET28a载体序列，利用Primer Premier 5设计引物。
其中引物12bp-R用于RNA反转录；引物CBD-F1/R1
用于扩增 CBD及引入凝血酶酶切位点；引物
CBD-F2/R2为同源重组引物，其5'端 (加粗部分 )与
pET28a序列同源，该对引物用于扩增带有8×His tag
(有下划线部分)的CBD区；引物pET28a-VF/VR用于
pET28a载体的线性化扩增；引物T7/T7-terminal为
pET28a质粒的通用测序引物(表1)。上述引物均由吉
林省库美生物科技有限公司合成。

1.3 重组表达载体的构建与鉴定 利用病毒RNA
提取试剂盒提取鸡胚尿囊液中的LN35株RNA，利用
反转录酶M-MLV将其反转录为cDNA，反转录引物
为通用引物12bp-R。

为了扩增PB2的CBD片段并去除pET28a质粒中
固有的T7 tag，同时保留凝血酶酶切位点，以方便
后续去除融合蛋白上的His tag，以LN35株的cDNA
为模板，以 CBD-F1/R1为引物，利用 PrimerSTAR
Max进行PCR扩增，反应程序：98 ℃ 2 min；98 ℃
10 s、55 ℃ 15 s、72 ℃ 40 s，共30个循环；72 ℃
2 min；CBD的PCR产物胶回收纯化后作为模板，以
CBD-F2/R2为引物，进行第二次PCR扩增，获得引入
8×His tag和同源臂的CBD片段，命名为8×His-CBD
片段。同时以pET28a质粒为模板，以pET28a-VF/VR
为引物，经PCR扩增获得线性化载体。线性化载体
胶回收后利用Dpn I 37 ℃酶切2 h后使用胶回收纯化
试剂盒纯化，以去除环状质粒模板。将8×His-CBD
片段与线性化的pET28a载体于37 ℃同源重组30 min
后，将产物转化F-DH5α感受态细胞，涂布于硫酸卡
那霉素抗性的LB平板，37 ℃培养12 h，挑取单克隆
菌落于卡那抗性LB液体培养基中继续培养12 h后，
提取重组质粒经PCR及测序鉴定，将鉴定正确的重
组质粒命名为pET28a-8×His-CBD。
1.4 重组蛋白的表达与鉴定 将 pET28a质粒和
pET28a-8×His-CBD重组质粒分别转化BL21 (DE3)感
受态细胞，获得pET28a/BL21和pET28a-8×His-CBD/
BL21重组菌，挑取单克隆菌落于5 mL卡那抗性LB
液体培养基中，37 ℃ 220 r/min培养至OD600nm值为
0.6～0.8时，以终浓度为 1 mmol/L的 IPTG于 37 ℃
180 r/min诱导4 h后收集菌体，PBS洗涤沉淀2～3次
后以500 μL PBS 重悬，超声破碎菌体，直至溶液清
亮。分别收集沉淀和上清，菌体沉淀以500 μL PBS
重悬。样品与5×loading buffer混匀煮沸10 min后经
12% SDS-PAGE检测重组蛋白的表达；分别以6×His
tag鼠源MAb (1 ∶5 000 )和 IAV PB2蛋白兔源 PAb
(1∶500)为一抗，以Dylight 680标记的山羊抗鼠IgG和
Dylight 800标记的山羊抗兔IgG(1∶10 000)为二抗，通
过western blot鉴定该蛋白的反应原性，将表达的重
组蛋白命名为8×His-CBD。
1.5 8 ×His-CBD蛋白表达条件的优化、纯化及
SDS-PAGE检测 取5 mL待诱导pET28a-8×His-CBD/
BL21重组菌液，分别以终浓度为 0、 0.1 mmol/L、
0.25 mmol/L、0.5 mmol/L、0.75 mmol/L、1.0 mmol/L
及1.5 mmol/L的IPTG于37 ℃、180 r/min诱导4 h后收
集菌体，同1.4样品处理后经12% SDS-PAGE凝胶电
泳，Quick Blue快速染胶液染色2 h后使用近红外荧

表1 本研究所使用的引物
Table 1 Primers used in this study

引物名称
Primers

12bp-R
CBD-F1

CBD-R1
CBD-F2

CBD-R2

pET28a-VF
pET28a-VR
T7
T7-terminal

引物序列(5'-3')
Primer sequences (5'-3')

AGCRAAAGCAGG
AGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATAGGA
TCAGTTCATCCTTCAG
TCACATTTTACTAACTCTTACTCCTCTC
AGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCA
TCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTG
CAAGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCTCACATTTT
ACTAACTCTTACTCCTCTC
GAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT
GCTGCTGCCCATGGTATATCTCCTTCT
TAATACGACTCACTATAGGG
GCTAGTTATTGCTCAGCGG

注：斜体部分为 LN35-CBD 序列；加粗部分为 LN35-CBD 与
pET28a同源序列；下划线为 8×His tag序列。
Note: Italicized sequences are homologous to LN35-CBD; Bolded
sequences are homologous arms of LN35-CBD and pET28a; Underlined
sequence is 8×His tag.
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光扫描成像系统(Odyssey CLx)扫描，采用Image J软
件通过目的蛋白条带与总体蛋白条带灰度百分比进
行蛋白表达率分析 [8]。随后，以0.5 mmol/L IPTG分
别对5 mL OD600nm为 0.6～0.8的菌液于37℃、180 r/min
分别诱导0、2 h、4 h、6 h、8 h、12 h、18 h和24 h
后以同样的方法检测并分析蛋白的表达量。

将100 mL pET28a-8×His-CBD/BL21重组菌液以
终浓度为0.5 mmol/L的 IPTG于37 ℃ 180 r/min诱导
6 h后收集并洗涤菌体，加入10 mL Binding buffer
(500 mmol/L NaCl、20 mmol/L Tris-HCl、1 mg/mL溶
菌酶、1×Protease Inhibitor Cocktail，pH7.9)，室温裂
解30 min后，冰浴超声破碎10 min。4 ℃、12 000 g
离心10 min，裂解上清经0.45 μm滤膜过滤后用于纯
化。将1 mL Ni-NTA填料以Binding buffer 润洗4个柱
体积后与裂解上清混匀，4 ℃结合60 min后使用
150 mmol/L咪唑充分洗去非特异性结合蛋白，随后
采用400 mmol/L咪唑洗脱目的蛋白，经SDS-PAGE检
测蛋白后，采用Image J软件分析纯化蛋白的纯度。
1.6 8×His-CBD蛋白的生物学活性检测 利用等
温滴定量热(Isothermal titration calorimetry，ITC)试验
检测8×His-CBD蛋白的生物学活性。使用10 ku超滤
管浓缩纯化的8×His-CBD蛋白，通过PD-10脱盐层析
柱将蛋白buffer置换为 ITC buffer (150 mmol/L NaCl、
10 mmol/L HEPES，pH7.4)后，采用BCA蛋白定量试
剂盒测定并计算8×His-CBD蛋白的摩尔浓度，使用
ITC buffer将m7GTP调整至该蛋白浓度的10倍备用 [9]。
利用Affinity ITC仪器进行ITC实验，上述溶液于20℃
平衡并脱气后，取300 μL 8×His-CBD蛋白溶液加入
样品池作为滴定底物(对照组使用ITC buffer稀释的
相同摩尔浓度的BSA蛋白)，第一次m7GTP滴定体积
为0.5 μL/次，其余34次滴定体积为2 μL/次，仪器搅
拌速率为150 r/min。采用NanoAnalyze Data Analysis
软件(Version 3.11.0)，依据8×His-CBD蛋白与m7GTP
的结合热峰，对8×His-CBD蛋白的生物学活性进行
评估。

2 结 果

2.1 pET28a-8×His-CBD重组表达载体的构建与鉴
定 有研究报道适当延长标签中的His残基数量可提
高蛋白的纯度 [10]。本研究将8×His tag融合于CBD蛋
白N端，并在两者之间插入凝血酶酶切位点，以便

后续切除His tag；采用同源重组策略将扩增的融合
片段8×His-CBD克隆至pET28a原核表达载体中，构
建重组质粒pET28a-8×His-CBD (图1A)，并采用PCR
和测序鉴定。结果显示，以T7/T7-terminal为引物对
pET28a-8×His-CBD进行PCR扩增，获得一条760 bp
左右的单一目的条带(图1B)，与预期符合。对该扩
增产物测序，结果与目的基因序列一致，表明正确
构建了重组质粒pET28a-8×His-CBD。

2.2 8 ×His-CBD蛋白的表达与鉴定 pET28a-8 ×
His-CBD/BL21菌液培养至OD600nm为0.6～0.8时，将
5 mL菌液以终浓度为1 mmol/L IPTG诱导后收集菌体
超声破碎，SDS-PAGE分别检测上清与沉淀中蛋白
的表达情况。结果显示，在21 ku处出现条带，与8×
His-CBD蛋白预期大小相符，而空载体转化诱导菌
中无该条带；且该蛋白主要在上清中表达，包涵体
中未检测到该蛋白条带(图2A)。同时，分别利用6×
His tag MAb和 IAV PB2蛋白PAb为一抗进行western
blot检测8×His-CBD蛋白的反应原性，结果显示，与
对照组相比，诱导组在21 ku处均能检测到特异性条
带(图2B、2C)。以上结果表明8×His-CBD蛋白以可
溶性正确表达，且具有反应原性。

M: DL2000 DNA Marker; 1: pET28a; 2: pET28a-8×His-CBD

图1 pET28a-8×His-CBD质粒构建的模式图(A)及
PCR鉴定结果(B)

Fig. 1 Schema (A) and PCR amplification result (B) of
pET28a-8×His-CBD

B
2000bp

1000bp
750bp
500bp
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2.3 8×His-CBD蛋白诱导表达条件的优化与蛋白纯
化的SDS-PAGE检测 为进一步筛选8×His-CBD蛋
白的最佳IPTG诱导浓度，本研究分别以终浓度为0、
0.1 mmol/L、0.25 mmol/L、0.5 mmol/L、0.75 mmol/L、
1.0 mmol/L及1.5 mmol/L的IPTG对5 mL OD600nm 0.6～
0.8菌液诱导后，菌体裂解并超声后的上清经12%
SDS-PAGE凝胶电泳、染色、扫描成像后采用Image
J软件分析8×His-CBD蛋白表达情况。结果显示，
该蛋白表达率介于 7.7%～9.7%，当 IPTG浓度为
0.5 mmol/L时，目的蛋白的表达率最高 (图3A)。为
确定最佳诱导时间，以 0.5 mmol/L IPTG对 5 mL
OD600nm为0.6～0.8的菌液分别诱导0、2 h、4 h、6 h、
8 h、12 h、18 h和 24 h后裂解并超声菌液后采用
SDS-PAGE分析目的蛋白表达率。结果显示，随着
诱导时间的延长，8×His-CBD蛋白表达率逐步升高，
并在6 h时达到最大；但当进一步延长诱导时间时，
目的蛋白的表达率逐渐降低(图3B)，因此最佳诱导
时间为 6 h。综合以上结果， 37 ℃、 0.5 mmol/L
IPTG 诱导6 h可获得8×His-CBD蛋白的最佳诱导表达
效果。

将pET28a-8×His-CBD/BL21重组菌液以终浓度为
0.5 mmol/L的IPTG于37℃、180 r/min诱导6 h后超声，
裂解上清与Ni-NTA于4 ℃充分结合后以150 mmol/L
咪唑充分洗脱非特异性结合蛋白，再以400 mmol/L
咪唑洗脱8×His-CBD蛋白，并使用SDS-PAGE检测8×
His-CBD蛋白的纯化情况。结果显示，本研究纯化
的8×His-CBD蛋白纯度大于95% (图3C)。

2.4 8×His-CBD蛋白的生物活性检测 CBD蛋白
最主要的功能是结合宿主细胞pre-mRNA的帽子结
构，因此通过分析ITC试验中CBD蛋白与该帽子结
构类似物m7GTP的结合热峰可以判断纯化的 8 ×
His-CBD蛋白是否具有生物学活性。本研究使用
m7GTP在 20℃条件下分别滴定了 BSA蛋白和 8 ×
His-CBD蛋白。结果显示，m7GTP滴定BSA蛋白时，
仅可见稀释热而无明显结合热峰(图4A)，即BSA蛋
白不能与m7GTP结合；而m7GTP滴定8×His-CBD蛋白
时可见明显热峰，经计算其Kd值为1.71×10-5(±2.92×
10-6)mol/L(图4B)，表明本研究纯化的8×His-CBD蛋
白具有生物学活性。
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M: Protein Marker; 1-8: Supernatant of induced pET28a/BL21, and
induced pET28a-8×His-CBD/BL21 at an IPTG concentration of

0, 0.1 mmol/L, 0.25 mmol/L, 0.5 mmol/L, 0.75 mmol/L,
1.0 mmol/L, and 1.5 mmol/L, respectively; 9-17: Supernatant of

induced pET28a/BL21, and induced pET28a-8×His-CBD/BL21 for 0,
2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 18 h, and 24 h, respectively;
18-19: Unpurified and purified 8×His-CBD protein

图3 8×His-CBD蛋白的IPTG浓度(A)和诱导时间(B)的优化
及纯化(C)结果

Fig. 3 Optimization of IPTG concentration (A) and
induction time (B) for 8×His-CBD, and its purification (C)

Ratio/% Ratio/% Protein
purification/%

图4 BSA蛋白(A)及8×His-CBD蛋白(B)与m7GTP的ITC结果
Fig. 4 ITC results of BSA (A) and 8×His-CBD (B) with m7GTP
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M: Protein Marker; 1-6: Lysate, precipitation, and supernatant of
pET28a/BL21 and pET28a-8×His-CBD/BL21; 7, 9: Supernatant of
pET28a/BL21; 8, 10: Supernatant of pET28a-8×His-CBD/BL21

图2 8×His-CBD蛋白诱导表达的SDS-PAGE检测(A)、以6×His
tag MAb (B)及PB2蛋白pAb (C)为一抗的western blot检测结果
Fig. 2 Expression analysis of 8×His-CBD with SDS-PAGE (A),
western blot with monoclonal antibody to 6×His tag (B), and with

polyclonal antibody to PB2 protein (C) as primary antibody
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3 讨 论

PB2蛋白的CBD区对流感病毒的生命周期及致
病性存在重要作用。Guilligay等解析了IAV的CBD结
构，并鉴定出CBD蛋白与m7GTP相互作用的14个氨
基酸残基，其中E361与帽子结构鸟嘌呤的N1、N2均
存在氢键，而K376通过与鸟嘌呤O6相互作用参与碱
基的识别，因此是两个最重要的位点；E361A及K376A
突变均能使CBD失去与m7GTP结合的能力 [6]。Liu等
也报道了K339T突变能够降低CBD对m7GTP的亲和力，
从而降低IAV的复制水平[9]。CBD上存在一个明显暴
露的424-loop，其序列在A型及B型流感病毒中均相
对保守，研究表明该结构对CBD与帽子结构的亲和
力影响不大，但其完整性对于流感病毒的转录至关
重要 [6]。此外，有研究报道宿主因子ANP32A蛋白与
IAV PB2蛋白的相互作用依赖PB2蛋白的 aa307～
aa534残基，其中CBD中的G450和Q447是两者互作的必要
条件[11]。

流感病毒变异迅速，单纯依靠疫苗往往不能满
足防疫要求。抗流感病毒药物在流感的治疗中发挥
着不可替代的作用。目前已有3种抗流感病毒药物
被批准：针对M2蛋白的离子通道抑制剂、针对NA
蛋白的神经氨酸酶抑制剂和针对RdRP的抑制剂 [12]，
但由于流感病毒跨物种传播、频繁的变异以及长期
的药物选择压力，许多抗流感病毒药物已失效：如
M2蛋白获得S31N等突变后，会导致金刚烷胺等M2质
子通道抑制剂类药物失效 [13]，美国疾病预防控制中
心已不再建议使用该类药物；NA蛋白抑制剂的耐药
问题也一直困扰着其临床应用 [12]。针对IAV CBD区
的帽子结构结合靶点设计新型药物已成为一种抗流
感病毒的新策略。Clark等于2014年报道的pimodivir
(又名VX-787)即是基于这种思路研发的CBD蛋白抑
制剂，该化合物可以竞争性占据CBD区帽子结构的
结合位点进而抑制流感病毒的转录 [14]。VX-787在小
鼠模型中预防和治疗流感的效果显著，尽管由于III
期临床试验结果不理想，其开发工作已经停止 [11,15]，
但鉴于CBD蛋白在流感病毒生命周期中的独特功
能，仍然不失为抗流感病毒药物设计的理想靶点之
一。目前也不断有针对CBD蛋白的新药被开发出
来，如Roch和Boyd等分别于2015年和2016年报道了
VX-787类似物 [16-17]，而纯化获得高纯度的CBD是开
发这些化合物效力的基础。

使用His tag纯化蛋白的一个问题是非标记内源
性蛋白质的非特异性结合。虽然组氨酸出现的频率
相对较低，但部分菌体蛋白含有两个或多个相邻的
His残基，本研究的western blot试验结果也证实了细
菌裂解上清中存在能被6×His tag抗体识别的菌体蛋
白，这些蛋白质可能对 IMAC基质有较强亲和力，
导致蛋白产物的污染 [7]。适当延长标签中His残基数
量可提高蛋白的纯度，因为更加严格的洗脱条件在
一定程度上去除了非特异性结合的内源蛋白[10]。

本研究将经典原核表达系统中的6×His延长为8×
His，获得了纯度大于95%的CBD蛋白，并通过ITC
试验证实纯化的8×His-CBD蛋白具有生物学活性，
对流感病毒的致病机制研究及抗流感病毒药物的研
发具有一定的借鉴意义。
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