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摘要： 旨在可溶性表达并纯化猪流行性腹泻病毒 （ ＰＥＤＶ） 解旋酶 Ｎｓｐ１３， 并验证表达纯化得到的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白具有 ＲＮＡ 解旋活性。 将

ｐＥＴ２８ａ （＋） －ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 重组质粒转化到大肠杆菌 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 感受态细胞中， 利用终浓度 ０. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 在 １８ ℃条件下诱导 １６ ｈ，
收集诱导后的菌体， 超声破碎并收集其上清液， 通过镍亲和层析技术获得纯化后的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３； 设计 ＲＮＡ 底物， 并建立体外解旋反应体系， 验

证蛋白的 ＲＮＡ 解旋活性， 并在相同时间内探究不同温度条件下 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白对 ＲＮＡ 的解旋情况， 进一步验证其活性。 结果表明， 在大肠杆

菌系统中可溶性表达了 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白， 纯化后蛋白浓度可达 ０. ９ ｍｇ ／ ｍＬ； 通过体外解旋试验， 验证了 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白具有 ＡＴＰ 依赖的 ＲＮＡ
解旋酶活性， 并发现 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白的 ＲＮＡ 解旋酶活性在一定范围内随解旋温度的升高而提高。 本研究结果为进一步深入研究 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 的

ＲＮＡ 解旋作用机制奠定了基础。
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是由猪流行性腹泻病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉ⁃
ｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 引起的一种急性、 高流行性、 高死亡率
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传染病， 患病猪的主要症状为腹泻、 呕吐和脱水， 任

何年龄段猪均可感染［１］， 其中 １ 周龄以内仔猪受影响

最大， 其症状最为严重， 病死率最高［２］。 ＰＥＤ 于

１９７１ 年在英国首次发现， 并在 １９８２ 年被正式命名，
多个国家及我国南方省份均有 ＰＥＤ 大规模暴发的记

录， 给国内外的养猪业带来了巨大损失和打击［３－４］。
ＰＥＤＶ 是一种具有囊膜的单股正链 ＲＮＡ 病毒，

属冠状病毒科 α 冠状病毒属［５］， 基因组全长约为

２８ ｋｂ， 编码 ２ 个开放阅读框 （ＯＲＦ） １ａ 和 １ｂ， 能够
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分别被翻译成多聚蛋白 １ａ （ｐｐ１ａ） 和多聚蛋白 １ａｂ
（ｐｐ１ａｂ）， 并被病毒蛋白酶加工成 １６ 个非结构蛋白，
共同参与基因组的转录［６－７］。 其中， ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 是

一种属于 １ 超家族 （ＳＦ１） 的解旋酶， 高度保守， 能

够以 ＮＴＰ 依赖的方式以及５′→３′的极性解开双链

ＤＮＡ 或 ＲＮＡ， 是重要的抗病毒药物设计潜在靶点［８］。
病毒的 ＲＮＡ 解旋酶在其他病毒的研究中已被广

泛证实能够在 ＲＮＡ 合成过程中起到关键作用， 能够

参与病毒的复制， 还能够刺激宿主细胞产生抗病毒效

应［９－１１］， 但 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 是否存在以上特点尚待研

究。 Ｒｅｎ 等［８］研究证实了 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 的 ５′→３′双链

ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 解旋极性， 且在体外对双链 ＤＮＡ 的解

旋能力高于双链 ＲＮＡ。 然而迄今为止， 针对 ＰＥＤＶ
Ｎｓｐ１３ 的可溶性表达纯化及其 ＲＮＡ 解旋活性的研究

仍然较少。
本文利用大肠杆菌系统对 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 进行可溶

性表达， 并利用镍亲和层析技术对该蛋白进行纯化及

其条件优化， 得到了 ０. ９ ｍｇ ／ ｍＬ ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白，
验证了其具有 ＲＮＡ 解旋活性， 并比较了相同时间内

不同温度条件下的解旋效果， 为进一步深入研究

ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 的 ＲＮＡ 解旋作用机制奠定了基础。

１　 材料与方法

１. １　 试验材料

１. １. １　 质粒与菌种

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 提供的 ＰＥＤＶ （ ＪＸ１８８４５４. １） 中

Ｎｓｐ１３ 基因序列， 委托通用生物 （安徽） 股份有限公

司进行密码子优化、 合成及构建。 ｐＥＴ２８ａ （＋） 载体

由本实验室保存。 Ｔｒａｎｓ５α 与 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 感受

态细胞购自北京全式金生物技术有限公司。
１. １. ２　 ＲＮＡ 单链

参考 Ｒｅｎ 等［８］ 与 Ｓｈｕ 等［１２］ 对 ＲＮＡ 底物的设计，
并对 ＲＮＡ 链中存在的能够造成自身互补序列及二硫

键序列进行调整。 ＲＮＡ１ 序列： ５′－ （Ｃｙ５） ＣＡＵＡＣ⁃
ＡＧＵＡＣＡＧＧＧＡＵＣＡＣＣＵＣＡＧＵＵＣＧＡＣＵＡＵＣＧＡＧＵＡＡＵＣ －
３′， ＲＮＡ２ 序列： ５′ －ＧＡＵＵＡＣＵＣＧＡＵＡＧＵＣＧＡＡ⁃ＣＵ⁃
ＧＡＧＧ－ ３′， ｔｒａｐ ＲＮＡ 序列： ５′ － ＣＣＵＣＡＧＵＵＣＧＡＣ⁃
ＵＡＵＣＧＡＧＵＡＡＵＣ－３′。 上述序列均由南京擎科生物

科技有限公司合成。
１. １. ３　 主要试剂

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ （１８０ ｋＤａ） 与 ＥＣＬ 化学发光显色液

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司， 异丙基－β－
Ｄ－硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ） 购自上海源叶生物科技有

限公司， ＢｅｙｏＧｏｌｄＴＭ Ｈｉｓ－ｔａｇ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｒｅｓｉｎ （耐变

性剂型）、 ５ ´蛋白上样缓冲液、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试

剂盒、 ＲＮａｓｅ 抑制剂、 ＡＴＰ 及脱脂奶粉购自上海碧云

天生物技术有限公司， 鼠抗 Ｈｉｓ 抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司， ＨＲＰ－羊抗鼠 ＩｇＧ 购自苏州博奥龙科技有限公

司， 硝酸纤维素 （ＮＣ） 膜购自 Ｃｙｔｉｖａ 公司， 透析袋

（截留分子量 １４ ｋＤａ） 购自上海翊圣生物科技有限公

司， 二硫苏糖醇 （ＤＴＴ） 购自北京索莱宝科技有限公

司， ＤＥＰＣ 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，
ＮａＣｌ 与 ＭｇＣｌ２购自国药集团上海有限公司， ＳｐｅｃｔｒａＴＭ

多色宽范围蛋白分子量标准购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司。
１. １. ４　 主要仪器

ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ 超微量分光光度计、 生物安全柜、
低温摇床及恒温培养箱购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司， 高

速离心机与涡旋振荡仪购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司， 垂直电

泳仪购自 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司， 转印仪购自上海天能科技有

限公司， 多功能成像仪与 Ｔｙｐｈｏｏｎ 多功能激光扫描仪

购自 Ｃｙｔｉｖａ 公司， 扫描仪购自 Ｅｐｓｏｎ 公司， 恒温摇床

购自 Ｃｒｙｓｔａｌ 公司， 超声波细胞破碎仪购自南京先欧

仪器制造有限公司， 多功能酶标仪购自 Ｔｅｃａｎ 公司，
恒温金属浴购自上海米欧仪表机械制造有限公司， 垂

直电泳仪购自北京六一生物科技有限公司。
１. ２　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 重组表达质粒的鉴定

将 ｐＥＴ２８ａ （ ＋） －ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 重组质粒转入大

肠杆菌 Ｔｒａｎｓ５α 感受态细胞中， 转化液涂布于卡那霉

素抗性的 ＬＢ 固体平板上， ３７ ℃ 恒温培养箱培养过

夜， 挑取单克隆菌落接种到卡那霉素抗性的 ＬＢ 液体

培养基中， ３７ ℃ 摇床培养， 将菌液送至通用生物

（安徽） 股份有限公司测序， 其测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ
中 ＰＥＤＶ （ＪＸ１８８４５４. １） 的 Ｎｓｐ１３ 序列进行比对。
１. ３　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白的可溶性表达

将 ｐＥＴ２８ａ （ ＋） －ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 重组质粒转入大

肠杆菌 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 感受态细胞中， 随后将重组

菌 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ （ ＋） －ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 接

种于卡那霉素抗性的 ＬＢ 液体培养基， ３７ ℃ ２００
ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养过夜。 次日， 以 １ ∶ １００ 比例转接至

２００ ｍＬ 卡那霉素抗性 ＬＢ 液体培养基中， ３７ ℃ ２００
ｒ ／ ｍｉｎ 培养至 ＯＤ６００值达到 ０. ６ ～ ０. ８ 时， 加入终浓度

为 ０. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ， １８ ℃诱导 １６ ｈ。 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ 收集菌体， 用 ２０ ｍＬ 的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ 缓冲液重悬菌体后， 进行超声破碎 （３５０ Ｗ， 工

作 ３ ｓ， 间歇 ６ ｓ）， 至菌液澄清。 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 分别收集上清液与沉淀， 取一半上清液经

０. ４５ μｍ 滤膜过滤。 以上样品进行 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析蛋白表达情况。
１. ４　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白纯化及条件优化

依次使用 ｄｄＨ２Ｏ 和 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液

清洗镍亲和层析柱， 将大量表达的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白

所在上清液自由流穿层析柱。 用含 ０、 １０、 ２０、 ５０、
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１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液依次

洗脱杂蛋白， 再依次用 ２００、 ３００、 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ 缓冲液洗脱目的蛋白， 并采用 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析其纯化效果。

在上述条件未能得到较好纯化效果的前提下， 对

镍亲和层析纯化上样速度进行优化。 清洗层析柱后，
将 上 清 液 流 穿 层 析 柱 的 速 度 由 自 由 流 穿 降 至

１ ｍｉｎ ／ ｍＬ， 再用含 ０、 １０、 ２０、 ５０、 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑

的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液依次洗脱杂蛋白， 最

后， 依次用 ２００、 ３００、 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液

洗脱目的蛋白， 采用 １０％ ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 分析其纯化

效果。
１. ５　 蛋白样品的透析

剪取适当长度的透析袋（截留分子量为 １４ ｋＤａ），
煮沸冷却后加入纯化的目的蛋白， 将透析袋置于

５００ ｍＬ不含咪唑的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液中， 置

于磁力搅拌器上， ４ ℃下低速旋转透析过夜。
１. ６　 蛋白浓度测定

将纯化透析后的蛋白样品， 使用 ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒， 在 ５６２ ｎｍ 波长下进行可见光吸收光谱

测定， 根据各浓度标准品吸光度绘制标准曲线， 计算

蛋白样品浓度。
１. ７　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ （＋） 和纯化

透析后的蛋白样品经 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离， 经考马

斯亮蓝染色及脱色后进行成像。 将上述样品经 １０％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离并转印至 ＮＣ 膜， 随后用 ５％脱脂奶

于 ３７ ℃ 封闭 １ ｈ； ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次， 鼠源 Ｈｉｓ 抗体

（１ ∶ ２０ ０００ 稀释） ４ ℃ 孵育过夜； ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次，
ＨＲＰ－羊抗鼠 ＩｇＧ （１ ∶ １０ ０００ 稀释） 室温孵育 １ ｈ；
ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次， 最后， 使用 ＥＣＬ 化学发光显色液进

行显色， 使用多功能成像仪成像， 从而验证 ＰＥＤＶ
Ｎｓｐ１３ 的正确表达和纯化。
１. ８　 ＲＮＡ 底物的设计与制备

设计 １ 对单链 ＲＮＡ 序列 （ＲＮＡ１ ／ ＲＮＡ２）， 构建

体外 ＲＮＡ 退火体系： １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ， ｐＨ ＝ ７. ５。 ＲＮＡ１ 与 ＲＮＡ２ 在此体系中经金属

浴 ９５ ℃孵育 ５ ｍｉｎ 后冷却至室温， ＲＮＡ１ 部分序列可

以和 ＲＮＡ２ 全部序列退火为双链， 形成具有 ５′ －
ｏｖｅｒｈａｎｇ结构的双链 ＲＮＡ， Ｃｙ５ 为荧光分子。

为避免解开的双链 ＲＮＡ （ＲＮＡ１ ／ ＲＮＡ２） 自动退

火为双链， 本研究设计 １ 段 ｔｒａｐ ＲＮＡ 序列， 该序列

与 ＲＮＡ２ 序列反向互补， 可与荧光标记的 ＲＮＡ１ 竞争

结合 ＲＮＡ２ 序列。
１. ９　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 解旋活性鉴定

构建体外解旋反应体系 （１０ μＬ）： ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

Ｔｒｉｓ （ ｐＨ＝ ７. ５ ）， ０. １ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ， １％ 甘 油， ３
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２， ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ， ４ Ｕ ／ μＬ ＲＮａｓｅ 抑制

剂， ４ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｄｓＲＮＡ， ８ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｔｒａｐ ＲＮＡ， ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＡＴＰ， ６０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３。 将上述液体混合后置

于 １６ ℃反应 １０ ｍｉｎ， 与等体积的 ２×终止缓冲液 （５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ·Ｎａ２·２Ｈ２Ｏ、 １％ ＳＤＳ、 １０％甘油） 混

合后置于冰上， 经 １０％非变性 ＰＡＧＥ 电泳 ３ ｈ 后， 用

Ｔｙｐｈｏｏｎ 多功能激光扫描仪成像分析。
１. １０　 温度对解旋活性的影响

根据 １. ９ 节构建体外解螺旋反应体系， 将上述液

体混合后分别置于 １６、 ２５ 和 ３７ ℃反应 １０ ｍｉｎ， 与等

体积的 ２×终止缓冲液混合后置于冰上， 经 １０％非变

性 ＰＡＧＥ 分析 ３ ｈ 后， 用 Ｔｙｐｈｏｏｎ 多功能激光扫描仪

成像分析， 并利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对解旋幅度进行定量

分析， 利用 ＧｒａｐｈＰａｄ 软件绘图。

２　 结果

２. １　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 可溶性表达效果

经生物公司测序， 测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＰＥＤＶ
（ＪＸ１８８４５４. １） 的 Ｎｓｐ１３ 序列进行比对， 其氨基酸序

列完全一致， 表明重组质粒 ｐＥＴ２８ａ （ ＋） － ＰＥＤＶ
Ｎｓｐ１３ 构建成功。

通过 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 验证蛋白表达情况， 结果

显示， 含 ｐＥＴ２８ａ （ ＋） －ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 重组质粒的大

肠杆菌 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 通过 ＩＰＴＧ 诱导在 ７０ ｋＤａ 处

有明显条带， 大小与目的蛋白基本一致， 且上清液中

目的条带较为明显， 而未经诱导的重组菌液在此处无

明显条带 （图 １）。 表明在该诱导表达条件下， ＰＥＤＶ
Ｎｓｐ１３ 成功表达且可溶性表达效果较好。

　 　 Ｍ． 蛋白标准品； １. 诱导前 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ ＤＥ３） 菌体； ２. 诱导后

Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 菌体； ３. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 上清液 （过滤前）；

４. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ ＤＥ３） 上清液 （过滤后）； ５. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ

（ＤＥ３） 沉淀。

图 １　 ｐＥＴ２８ａ （＋） －ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 重组质粒的表达

２. ２　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 镍亲和层析纯化及条件优化

对上清液中大量表达的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白进行镍

亲和层析纯化。 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示， 经纯化
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后目的蛋白条带过浅， 目的蛋白浓度过低 （图 ２），
纯化仍需进一步优化。

１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示， 上样速度优化至 １
ｍｉｎ ／ ｍＬ， 纯化后在 ７０ ｋＤａ 附近有明显单一条带， 且

杂带较少 （图 ３）。 这一方案延长了目的蛋白 Ｈｉｓ 标

签与镍亲和层析柱的结合时间， 有效增强了目的蛋白

Ｈｉｓ 标签与镍离子的结合效果， 从而在洗脱液中得到

浓度更高的目的蛋白。

　 　 Ｍ． 蛋白标准品； １. 诱导前 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 菌体； ２. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 菌体； ３. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 沉淀； ４. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ
（ＤＥ３） 上清液； ５. 蛋白上样流穿液； ６～９. 咪唑洗脱液浓度分别为 ０、 １０、 ２０ 和 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； １０～１３. 咪唑洗脱液浓度均为 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； １４～ １６.
咪唑洗脱液浓度均为 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； １７～１９. 咪唑洗脱液浓度均为 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ２０. 咪唑洗脱液浓度为 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。

图 ２　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 镍亲和层析纯化结果 （上清液自由流穿）

　 　 Ｍ． 蛋白标准品； １. 诱导前 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 菌体； ２. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 菌体； ３. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 上清液； ４. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ
（ＤＥ３） 沉淀； ５. 蛋白上样流穿液； ６～８. 咪唑洗脱液浓度分别为 ０、 １０ 和 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ９～１０. 咪唑洗脱液浓度均为 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； １１～１２. 咪唑洗脱

液浓度均为 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； １３～ １６. 咪唑洗脱液浓度均为 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； １７ ～ ２０. 咪唑洗脱液浓度均为 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ２１. 咪唑洗脱液浓度为 ５００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ。

图 ３　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 镍亲和层析纯化结果 （上清液流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ）

２. ３　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 纯化鉴定及浓度测定

将纯化得到的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白进行透析， 从而

去除绝大部分的咪唑， 以避免咪唑残留对后续解旋试

验的影响。 将透析后得到的蛋白样品， 利用 ＢＣＡ 蛋

白浓度测定试剂盒进行浓度测定， 测定纯化后的

ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白浓度为 ０. ９ ｍｇ ／ ｍＬ。 对透析后收集

到的蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 结果

显示， 在 ７０ ｋＤａ 附近有一明显的特异性条带 （图

４）， 表明通过前期试验， 准确得到了可溶性表达的

ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白。
综上， 通过在大肠杆菌系统中的可溶性表达及纯

化条件的优化， 得到了较高纯度的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋

白， 浓度为 ０. ９ ｍｇ ／ ｍＬ。

　 　 Ｍ． 蛋白标准品； １. 诱导后 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ （＋）； ２. 纯

化后的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３。

图 ４　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ （Ａ） 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 （Ｂ） （各泳道蛋白上样量 ８. ５６ μｇ）
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２. ４　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ ＲＮＡ 解旋活性的鉴定

对表达纯化并透析后的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白进行解

旋活性鉴定。 经 ９５ ℃处理后的双链 ＲＮＡ 会变性为单

链 ＲＮＡ， 只有 ＡＴＰ 或只有 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 的体系不能

产生单链条带。 结果显示， 同时具有 ＡＴＰ 和 ＰＥＤＶ
Ｎｓｐ１３ 的体系在 １６ ℃孵育 １０ ｍｉｎ 的条件下能够产生

单链条带 （图 ５）， 表明本研究可溶性表达纯化得到

的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 具有 ＡＴＰ 依赖的 ＲＮＡ 解旋活性。

　 　 １. ９５ ℃处理对照； ２. 有 ＡＴＰ 无 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 对照； ３. 有 ＰＥＤＶ
Ｎｓｐ１３ 无 ＡＴＰ 对照； ４. 有 ＡＴＰ 有 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３； 黑色线段表示 ＲＮＡ
链； 五角星代表 Ｃｙ５。

图 ５　 ＰＥＤＶ ＲＮＡ 解旋活性验证

２. ５　 温度对 ＲＮＡ 解旋效果的影响

本研究设计了不同温度条件下对 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 解

旋效果的探究。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分别对解旋幅度进

行分析， 结果显示， 在相同时间条件下， 一定范围内

的温度升高能够提升 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 的解旋幅度 （图 ６）。

　 　 Ａ． 非变性 ＰＡＧＥ 结果， 其中泳道 １ 为 ９５ ℃处理对照， ２ 为有 ＡＴＰ
无 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 对照， ３ 为有 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 无 ＡＴＰ 对照， ４ 为有 ＡＴＰ 有

ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ （１６ ℃）， ５ 为有 ＡＴＰ 有 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ （２５ ℃）， ６ 为有

ＡＴＰ 有 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ （３７ ℃）， 黑色线段表示 ＲＮＡ 链， 五角星代表

Ｃｙ５； Ｂ． 解旋幅度趋势图。

图 ６　 不同温度下 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ ＲＮＡ 解旋效果比较

３　 讨论

３. １　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 可溶性表达与纯化分析

本文利用大肠杆菌表达系统对 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 进行

可溶性表达。 大肠杆菌表达系统具有周期短、 成本

低、 操作简便、 表达量高等优点， 是蛋白表达最常用

的方法之一［１３－１４］。 重组蛋白在大肠杆菌中表达时经

常发生蛋白聚集， 形成不可溶的、 无活性的包涵

体［１５］， 在纯化过程中需要变性才能溶解， 溶解后又

需复性才能恢复蛋白质结构［１６］， 因此包涵体蛋白通

常不具备蛋白质的天然结构和完整的生物功能。 而

ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白作为一种解旋酶， 在上清液中的可

溶性表达能够使其在表达过程中避免形成错误的空间

三维结构， 从而避免了对其解旋酶活性的影响。
镍亲和层析技术作为一种常用的蛋白纯化技术，

其原理是填料中镍离子与目的蛋白中的 Ｈｉｓ 标签存在

特异性相互作用， 当二者结合后， 再利用咪唑与目的

蛋白中的 Ｈｉｓ 标签竞争镍离子， 从而使目的蛋白被洗

脱。 而在实际操作中， 由于杂蛋白与填料中的镍离子

存在一定的非特异性结合， 其结合效果往往低于目的

蛋白 Ｈｉｓ 标签与镍离子的特异性结合， 因此常采用咪

唑梯度洗脱的方式， 使目的蛋白与杂蛋白在不同浓度

的咪唑中被洗脱， 从而实现目的蛋白与杂蛋白的分

离。 本研究在镍亲和层析纯化环节， 首先将目的蛋白

所在上清液在重力作用下自由流穿镍亲和层析柱， 并

从低浓度到高浓度进行咪唑浓度梯度洗脱， 最终在洗

脱液中得到的目的蛋白条带较浅； 通过对上清液流速

的优化， 最终在流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的方案下， 在洗脱液

中得到了更大浓度的目的蛋白。 该上样流速既能够避

免目的蛋白与镍离子结合时间过短， 造成目的蛋白的

损失， 也能够避免结合时间过长， 造成杂蛋白非特异

性结合效果增强， 纯化后蛋白样品中杂蛋白浓度

过大。
本研究通过大肠杆菌表达系统和镍亲和层析技

术， 经过 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及浓度测定，
验证了该可溶性表达纯化方案能够得到 ０. ９ ｍｇ ／ ｍＬ
较高纯度 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白， 以便开展后续试验。
３. ２　 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 解旋活性分析

本研究中设计了 １ 组单链 ＲＮＡ 底物， 使用 Ｃｙ５
荧光分子标记其中 １ 条 ＲＮＡ 单链， 退火后能够形成

５′－ｏｖｅｒｈａｎｇ 结构， 通过 １０％非变性 ＰＡＧＥ 分离单链

ＲＮＡ 与双链 ＲＮＡ， 并利用 Ｔｙｐｈｏｏｎ 多功能激光扫描

仪采集信号并成像。 由于荧光标记单链 ＲＮＡ 与退火

形成的带有荧光标记的双链 ＲＮＡ 的相对分子质量不

同， 在相同时间内具有不同的迁移距离， 可以直观展

现单双链 ＲＮＡ 的位置， 并结合数据分析， 能够计算
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其退火或解旋的幅度。 由于在试验过程中存在双链

ＲＮＡ 解旋后重新自动退火的情况， 对试验数据造成

较大影响， 因此本研究设计了 １ 条无荧光标记的 ｔｒａｐ
ＲＮＡ， 能够竞争结合无荧光标记的 ＲＮＡ２［１７］， 且不影

响荧光单链的成像结果。
利用本研究可溶性表达纯化的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋

白， 结合 １ 组 ＲＮＡ 底物的设计及 １ 套体外解旋反应

体系的建立， 发现 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白能够解旋本研究

设计并退火的 ５′－ｏｖｅｒｈａｎｇ ＲＮＡ 底物， 验证了本研究

表达纯化的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白具有 ＲＮＡ 解旋活性，
并且验证了 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 的 ５′→３′的 ＲＮＡ 解旋极性，
与 Ｒｅｎ 等［８］研究结果一致。

此外， 本研究还对 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白与双链 ＲＮＡ
底物解旋在 １６、 ２５ 和 ３７ ℃温度下解旋情况进行了探

究。 结果表明， 在 １０ ｍｉｎ 反应时间内， ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３
的 ＲＮＡ 解旋活性随温度的升高而升高， 进一步验证

了本研究表达纯化得到的 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 的 ＲＮＡ 解旋

活性。 由于 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 是一种解旋酶， 而酶类通常

在其最适温度下具有最佳的酶活性， 因此可以推测，
ＰＥＤＶ 解旋酶 Ｎｓｐ１３ 在 ＲＮＡ 解旋过程中的反应温度

越接近其最适温度， 相同时间内的解旋幅度越大。 从

微观角度考虑， 温度的升高使得反应物分子热运动加

快， 提高了单位时间的有效碰撞次数， 并且能够增加

反应物中活化分子数， 使得解旋进程加快， 从另一个

角度解释了在相同时间内解旋幅度提高的原因。

４　 结论

本研究利用大肠杆菌表达系统可溶性表达并纯化

得到了浓度为 ０. ９ ｍｇ ／ ｍＬ 的较高纯度 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋

白， 并通过 １ 组 ＲＮＡ 底物的设计以及 １ 套体外解旋

反应体系的建立， 验证了表达纯化得到的 ＰＥＤＶ
Ｎｓｐ１３ 蛋白的 ＲＮＡ 解旋酶活性， 在此基础上， 通过

对相同时间内 １６、 ２５ 和 ３７ ℃温度条件下 ＲＮＡ 解旋

效果的比较， 发现 ＰＥＤＶ Ｎｓｐ１３ 蛋白 ＲＮＡ 解旋酶活

性在一定范围内随解旋温度的升高而提高。
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