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新型冠状病毒ＲＤＲＰ的原核表达、多克隆抗体制备

及生物信息学分析
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【摘要】　目的　应用原核表达系统制备重组新型冠状病毒依赖ＲＮＡ的ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ，ＲＤＲＰ），纯化后免疫新西兰大白兔获得高效价多克隆抗体，并对ＲＤＲＰ进行生物信息学分析。　方法　鉴定正确的

ｐＥＴ２２ｂＲＤＲＰ质粒转化表达载体，诱导表达ＲＤＲＰ蛋白，纯化后免疫大白兔，间接ＥＬＩＳＡ法检测其多克隆抗体效价。

运用ＥｘｐａｓｙＰｏｒｔＰａｒａｍ、ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ等生物信息学软件对ＲＤＲＰ蛋白的等电点、分子质量、亲疏水性等理化性质、

蛋白的空间结构、跨膜结构域、磷酸化位点、蛋白信号肽进行预测；构建系统进化树，进行亲缘性分析。　结果　ｐＥＴ

２２ｂＲＤＲＰ重组质粒酶切鉴定正确，经诱导重组蛋白以包涵体的形式表达，８ｍｏｌ／Ｌ尿素梯度复性后得到纯度高的

ＲＤＲＰ蛋白。用纯化蛋白免疫大白兔，间接ＥＬＩＳＡ检测血清抗体效价＞１∶２５６０００，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抗体具有良好特

异性。经生物信息学分析 ＲＤＲＰ蛋白为亲水性，非跨膜蛋白，且无信号肽。１１种病毒系统进化树显示，ＳＡＲＳＣｏＶ２

ＲＤＲＰ蛋白与ＳＡＲＳＣｏＶＲＤＲＰ亲缘关系较近。　结论　成功获得重组ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＤＲＰ蛋白，用该蛋白免疫大白

兔能刺激产生高效价的多克隆抗体。预测与ＳＡＲＳＣｏＶＲＤＲＰ亲缘关系较近，为亲水性非跨膜蛋白，为研究ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２ＲＤＲＰ蛋白的生物学功能及其疫苗的制备奠定了基础。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＳＡＲＳＣｏＶ２；ＲＤＲＰ；ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

　　新冠肺炎（ＣＯＶＩＤ１９）是由新型冠状病毒（ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２）引起的急性呼吸道传染病，主要表现为发热、

咳嗽、肌肉酸痛、胸痛、腹泻等症状，并伴有器官功能障

碍［１］。ＣＯＶＩＤ１９在全球范围内的蔓延对人类健康和

公共卫生安全构成了严重威胁［２］，ＷＨＯ已经宣布将

ＣＯＶＩＤ１９列为国际突发公共卫生事件，然而目前尚

无针对ＣＯＶＩＤ１９的特效药，因此疫苗的研制与应用

备受关注。

ＳＡＲＳＣｏＶ２是一类有包膜的单正链 ＲＮＡ 病

毒，具有高度传染性和强致病性，主要通过呼吸道途径

介导促炎细胞因子和细胞毒作用，引起急性呼吸窘迫

综合征［３］。ＲＤＲＰ是由ＯＲＦ１ａｂ基因编码的多聚蛋白

裂解产生的非结构蛋白，在ＳＡＲＳＣｏＶ２复制和转录

过程中起核心作用［４］。本实验应用原核表达系统诱导

表达ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＤＲＰ，纯化后免疫大白兔制备多

克隆抗体，并通过生物信息学软件对ＲＤＲＰ蛋白进行

结构及功能预测和分析，为ＳＡＲＳＣｏＶ２的临床诊断

及疫苗制备奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株　大肠埃希菌ＤＨ５α感受态细胞和ＢＬ２１

（ＤＥ３）感受态细胞为本实验室保存；ｐＥＴ２２ｂＲＤＲＰ

重组质粒购自上海海吉浩格生物科技公司；

１．２　试剂　ＮｄｅＩ和 ＸｈｏＩ限制性内切酶，Ｔａｑ酶及

质粒小提试剂盒购自日本ＴａＫａＲａ公司；蛋白质分子

量标准购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；异丙基硫代βＤ半乳

糖苷，聚丙烯酰胺凝胶电泳试剂及ＴＭＢ显色液购自

北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；小鼠抗 ＨｉｓＴａｇ抗体和辣根过氧

化物酶（ＨＲＰ）标记山羊抗鼠ＩｇＧ购自武汉ＡＢｃｈｏｎａｌ

公司；ＳｕｐｅｒＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ购自康为世纪生物有限公

司；

１．３　试验动物　成年雌性新西兰大白兔购自潍坊医

学院实验动物中心。

２　方法

２．１　ｐＥＴ２２ｂＲＤＲＰ重组质粒的鉴定　将ｐＥＴ２２ｂ

ＲＤＲＰ重组质粒转化入ＤＨ５ａ感受态，在含氨苄青霉

素抗性的ＬＢ平板上进行初筛，挑取平板上生长较慢

的单个菌落，增菌培养１２ｈ后，用质粒小提试剂提取

质粒，采用犖犱犲Ｉ和犡犺狅Ｉ对重组质粒双酶切，进行

１％琼脂糖凝胶电泳分析。

２．２　ｐＥＴ２２ｂＲＤＲＰ原核重组质粒转化及目的蛋白

的诱导表达　将酶切鉴定正确的重组质粒转化入

ＢＬ２１感受态获得表达菌株，在平板上挑取单克隆菌落

接种于５ｍｌ的含氨苄青霉素抗性（Ａｍｐ＋）的ＬＢ液

体培养基中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡过夜活化。次日将

过夜培养的菌液以１∶１００的比例接种到２００ｍｌＡｍｐ

＋（１∶１０００）ＬＢ培养基中，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ继续培

养至吸光度Ａ６００ 为０．４～０．６，加入浓度为０．５ｍｍｏｌ／

Ｌ的ＩＰＴＧ，３７℃诱导表达６ｈ，４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ（离

心半径１０ｃｍ）离心１５ｍｉｎ，收集菌体沉淀。将收集的

菌体重悬于预冷 Ｔｒｉｓ中，每克细菌细胞加入约３ｍｌ

Ｔｒｉｓ。在冰浴状态下，超声破碎裂解菌体（３５０Ｗ，超

声３ｓ，暂停５ｓ，９９个循环），４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ（离心

半径１０ｃｍ）离心３０ｍｉｎ，分别收集上清和沉淀进行

１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

２．３　ＲＤＲＰ蛋白的纯化、复性及鉴定　用５０ｍｌ包涵

体洗涤液Ⅰ（０．５％（ｖ／ｖ）ＴｒｉｔｏＸ１００（曲拉通），１０

ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）重悬菌体沉淀，４ ℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ

（离心半径１０ｃｍ）离心１５ｍｉｎ，保留沉淀。然后用含

１０％（ｖ／ｖ）ＴｒｉｔｏＸ１００（曲拉通）和１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ

的包涵体洗液Ⅱ再次重悬沉淀至均质悬浊状，４℃、１２

０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１０ｃｍ）离心１５ｍｉｎ，分别收集上

清（包涵体洗涤液）和沉淀。在洗涤后的沉淀中加入适

量含８ ｍｏｌ／Ｌ 尿素溶液（０．１ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４·

２Ｈ２Ｏ，０．０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·Ｂａｓｅ，８ｍｏｌ／Ｌ尿素）充分振

荡，４℃静置３ｈ后和８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解后上清分别

进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。将８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解后上清

装入透析袋，于４℃条件下依次使用６、４、３、２、１ｍｏｌ／

Ｌ尿素透析复性液梯度透析复性１２ｈ，用ＰＢＳ透析２

次，每次６ｈ。透析后的复性液４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ（离

心半径１０ｃｍ ）离心５ｍｉｎ，取上清进行１０％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。

２．４　多克隆抗体的制备　以重组ＲＤＲＰ蛋白为免疫

原，选取雌性新西兰大白兔２只进行免疫，首次免疫将

重组蛋白与弗氏完全佐剂以１∶１比例混合，乳化后对

大白兔背部皮下进行多点注射，免疫量为１ｍｇ／只。

每隔１周进行加强免疫１次，加强免疫用不完全弗氏

佐剂与重组蛋白等比例混合乳化，每次５００μｇ／只。４

次加强免疫１周后心脏采血，采用间接ＥＬＩＳＡ法测定

血清抗体效价。

２．５　ＲＤＲＰ蛋白生物信息学分析　利用 Ｅｘｐａｓｙ

ＰｏｒｔＰａｒａｍ等软件分析ＲＤＲＰ蛋白的等电点、分子质

量以及亲疏水性等理化性质；利用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ软

件分析蛋白序列，预测分析ＲＤＲＰ蛋白的空间结构；

利用 Ｓｏｐｍａ在线软件分析蛋白的二级结构；利用

ＴＭＨＭＮ软件在线分析蛋白的跨膜结构域；利用

ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖｅｒ软件在线分析蛋白的磷酸化位

·０１·
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点；利用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件分析蛋白亲疏水性；利用Ｓｉｇ

ｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ在线分析蛋白的信号肽；ＮＣＢＩ检索

急性呼吸综合征冠状病毒、中东呼吸综合症冠状病毒、

呼吸道合胞病毒等１１种病毒的ＲＤＲＰ蛋白序列，运

用 ＭＥＧＡＸ构建蛋白系统进化树，进行系统进化分

析。

结　果

１　重组质粒的酶切鉴定

将抽提的重组质粒ＮｄｅＩ和ＸｈｏＩ双酶切后进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，得到２８３２ｂｐ和５３７３ｂｐ片段，其

大小与设计预期片段相符（图１），表明重组原核表达

质粒鉴定正确。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　ｐＥＴ２２ｂＲＤＲＰ质粒　２　ｐＥＴ２２ｂＲＤＲＰ

双酶切

图１　狆犈犜２２犫犚犇犚犘质粒的双酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ　１　ｐＥＴ２２ｂＲＤＲＰｐｌａｓｍｉｄ　２　ｐＥＴ２２ｂ

ＲＤＲＰｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

犉犻犵．１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犱狅狌犫犾犲犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳狆犈犜２２犫犚犇犚犘

２　重组犚犇犚犘蛋白的表达及表达条件优化

表达菌体经超声破碎裂解后分别收集上清和沉

淀，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定蛋白的表达方式，结果

如图２Ａ。电泳出现一条１０８．２ｋｕ表达条带，与预期

融合蛋白分子质量一致。用优化的条件进行诱导，重

组蛋白以包涵体的形式表达，其中ＩＰＴＧ 浓度为１

ｍｍｏｌ／Ｌ、３７℃诱导４ｈ蛋白的表达量最高（图２Ｂ）。

３　重组犚犇犚犘蛋白的纯化及复性

采用包涵体洗液Ⅰ、Ⅱ对重组ＲＤＲＰ蛋白进行洗

涤，８ｍｏｌ／Ｌ尿素使包涵体变性，电泳结果显示，包涵

体洗液不能将蛋白洗出，重组蛋白主要在８ｍｏｌ／Ｌ尿

素中溶解（图３）。重组蛋白梯度透析复性后ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，结果显示得到目的

蛋白纯度较高但含量相对较少（图３）。

４　多克隆抗体的特异性分析及效价检测

４次加强免疫后兔血清与原核表达的ＲＤＲＰ蛋白

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，如图４显示。在重组ＲＤＲＰ

蛋白相应分子质量位置有反应条带，表明多抗具有良

好的特异性。间接ＥＬＩＳＡ检测兔血清抗重组ＲＤＲＰ

蛋白多克隆抗体效价＞１∶２５６０００（图５）。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　Ａ１　重组菌未诱导　Ａ２　重组菌ＩＰＴＧ

３７℃诱导２ｈ　Ｂ１　重组菌ＩＰＴＧ３７℃诱导４ｈ超声破碎上清　Ｂ２　

重组菌ＩＰＴＧ３７℃诱导４ｈ超声破碎沉淀　Ｂ３　重组菌ＩＰＴＧ３７℃诱

导２ｈ超声破碎沉淀 　Ｂ４　重组菌ＩＰＴＧ３７℃诱导２ｈ超声破碎上清

　Ｂ５　重组菌ＩＰＴＧ２５℃诱导６ｈ超声破碎沉淀　Ｂ６　重组菌ＩＰＴＧ

２５℃诱导６ｈ超声破碎上清

图２　犚犇犚犘蛋白的诱导表达

Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄ　Ａ１　ＮｏｔｉｎｄｕｃｉｎｇＲｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ　Ａ２　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ

ｆｏｒ２ｈａｔ３７℃　Ｂ１　Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎ

ｄｕｃｅｄｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｔＩＰＴＧ３７℃ｆｏｒ４ｈ　Ｂ２　Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉ

ｏｎｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｔＩＰＴＧ

３７℃ｆｏｒ４ｈ　Ｂ３　Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｔＩＰＴＧ３７℃ｆｏｒ２ｈ　Ｂ４　Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｔＩＰＴＧ３７℃

ｆｏｒ２ｈ　Ｂ５　Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｔＩＰＴＧ２５℃ｆｏｒ６ｈ　Ｂ６　Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｕｌ

ｔｒａｓｏｎｉｃｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａａｔＩＰＴＧ２５℃

ｆｏｒ６ｈ

犉犻犵．２　犐狀犱狌犮犲犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犚犇犚犘

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　洗涤前上清　２　洗涤前沉淀　３　

洗涤后上清　４　洗涤后沉淀　５　８ｍｏｌ／Ｌ尿素变性后上清　６　８

ｍｏｌ／Ｌ尿素变性后沉淀　７　透析复性液　８　纯化蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｏｌｔ检测

图３　重组蛋白犚犇犚犘纯化及鉴定

Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ　１　Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｂｅｆｏｒｅ

ｗａｓｈｉｎｇ　２　Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｂｅｆｏｒｅｗａｓｈｉｎｇ　３　Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒ

ｗａｓｈｉｎｇ　４　Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｆｔｅｒｗａｓｈｉｎｇ　５　Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｄｅｎａｔｕｒｅｄ

８ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ　６　Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｆｔｅｒｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆ８ｍｏｌ／Ｌｕｒｅａ　７

　Ｒｅｎａｔｕｒｅｄｄｉａｌｙｓａｔｅ　８　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｏｌｔ

犉犻犵．３　犘狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犚犇犚犘
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１　免疫兔血清与ＲＤＲＰ反应条带　２　免疫前兔血清对照

图４　多克隆抗体的 犠犲狊狋犲狉狀犫狅犾狋检测

１　ＩｍｍｕｎｉｚｅｄｒａｂｂｉｔｓｅｒｕｍａｎｄＲＤＲＰｒｅａｃｔｉｏｎｂａｎｄ　２　Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｏｆｒａｂｂｉｔｓｅｒｕｍｂｅｆｏｒｅｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

犉犻犵．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱犻犲狊

图５　间接犈犔犐犛犃检测犚犇犚犘免疫兔血清抗体效价

犉犻犵．５　犐狀犱犻狉犲犮狋犈犔犐犛犃狉犲狊狌犾狋狊狅犳犪狀狋犻犚犇犚犘狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱犻犲狊

５　犚犇犚犘蛋白生物信息学分析

ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ分析ＲＤＲＰ蛋白由９３２个氨基

酸组成；ＥｘｐａｓｙＰｏｒｔＰａｒａｍ预测蛋白的相对分子质量

为１０６．６６０２４×１０
６，分子式为Ｃ４７９２Ｈ７２６５Ｎ１２５９Ｏ１４０１Ｓ５４，

理论等电点为６．１４，消光系数（２８０ｎｍ）为１３７６７０，脂

肪指数为７８．４３，蛋白的不稳定指数为２８．３２，为稳定

蛋白；ＲＤＲＰ蛋白亲水性的平均值为０．２２４，推测为亲

水性蛋白。蛋白的二级结构包含４２．０６％的α螺旋、

１９．１０％延长线、７．６２％β转角和３１．２２％的无规卷

曲；ＮｅｔＰｈｏｓ３．１ Ｓｅｒｖｅｒ 软 件 预 测 ＳＡＲＳＣｏＶ２

ＲＤＲＰ蛋白共含有７９个磷酸化位点，分别是２２个丝

氨酸（Ｓｅｒｉｎｅ）、３２个苏氨酸（Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ）和２５个络氨

酸（Ｔｙｒｏｓｉｎｅ）磷酸化优势位点；ＲＤＲＰ蛋白为非跨膜

蛋白且无信号肽。系统进化树显示，ＳＡＲＳＣｏＶ２与

ＳＡＲＳＣｏＶ位于同一分支，亲缘关系较近（图６）。

讨　论

ＳＡＲＳＣｏＶ２广泛传染性的关键在于引起免疫逃

逸突变株的大流行，因此深入开展对病毒转录和复制

的分子机制的研究尤为重要。ＳＡＲＳＣｏＶ２包含４种

主要结构蛋白，即刺突、膜、包膜和核衣壳蛋白，还编码

１６种非结构蛋白和９种辅助蛋白
［５］。其中非结构蛋

白ＲＤＲＰ是病毒生命周期中所必须的复制和转录关

键酶之一。在ＳＡＲＳＣｏＶ２入侵宿主后，由自身编码

基因组编码蛋白 ＲＤＲＰ作为催化核心，活性位点与

ＲＮＡ结合，其残基Ｎ６９１、Ｓ６８２和Ｄ６２３可特异性识别

核苷三磷酸（ＮＴＰ）的２ＯＨ 基团，与辅助因子ｎｓｐ７

和ｎｓｐ８形成复合体参与病毒的复制与转录
［６７］。非结

构蛋白ｎｓｐ１４的 Ｎ端核酸外切酶与其辅因子ｎｓｐ１０

在病毒复制过程中参与 ＲＮＡ 校对。ＳＡＲＳＣｏＶ２

ＲＤＲＰ与ＳＡＲＳＣｏＶ的聚合酶基因组序列一致性达

到９６％，其催化位点序列和结构也具有高度保守

性［８９］。抑制ＲＤＲＰ活性是抗ＳＡＲＳＣｏＶ２感染的潜

在分子靶标［１０］。ＲＤＲＰ也是抗病毒抑制剂筛选的重

要靶点，通过构建三维结构，以ＲＤＲＰ为靶点进行分

子筛选，发现广谱抗病毒药物ｒｅｍｄｅｓｉｖｉｒ等可与酶催

化位点结合从而抑制其酶活性［１１］。

　　Ａ　蛋白二级结构预测　Ｂ　三级结构预测　Ｃ　磷酸化位点预测

　Ｄ　亲疏水性分析（亲／疏水性分别用负／正分值表示）　Ｅ　信号肽预

测　Ｆ　跨膜结构预测　Ｇ　１１种病毒ＲＤＲＰ蛋白的进化树

图６　犚犇犚犘蛋白生物信息学分析

Ａ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｂ　Ｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃ

ｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　Ｃ　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　Ｄ　Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ

ｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ（ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ／ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｎｅｇａｔｉｖｅ／

ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｃｏｒｅｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）　Ｅ　Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　Ｆ　Ｐｒｅｄｉｃ

ｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｇ　ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｔｒｅｅｏｆＲＤＲＰｐｒｏ

ｔｅｉｎｓｏｆ１１ｖｉｒｕｓｅｓ

犉犻犵．６　犅犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犚犇犚犘

ＳＡＲＳＣｏＶ２ＲＤＲＰ是由９３２个氨基酸组成的聚

合酶，其功能结构域由手指、手掌和拇指域３个亚结构

域组成，其中活性位点由手掌结构域和手指子域中７

个保守的聚合酶基序 Ａ到Ｇ组成
［４］。ＲＤＲＰ除了在
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病毒基因组转录和复制中的核心作用外，其还包含一

个功能未知的ＮｉＲＡＮ结构域。应用生物信息学在线

软件预测分析，ＲＤＲＰ为亲水性非跨膜蛋白，无信号

肽。该蛋白与ＳＡＲＳＣｏＶＲＤＲＰ蛋白的亲缘性较高，

与呼吸道合胞病毒、柯萨奇病毒Ｂ组同源较低，推测

其可作为呼吸道病毒鉴别诊断分子标志物。目前对

ＳＡＲＳＣｏＶ２蛋白的研究主要集中在对其分子结构以

及结构蛋白的克隆表达、抗体制备等方面［１２１５］。对于

ＲＤＲＰ主要是通过建立病毒ＲＤＲＰ模型进行酶结构

与活性研究，以及测试与候选靶向药物的结合亲和力

等［１６１７］。相关研究阐明全长ＲＤＲＰ难以在细菌系统

中表达，这既阻碍了冠状病毒ＲＮＡ合成机制研究，也

阻碍了针对ＲＤＲＰ的抗病毒药物设计
［１８］。

本研究利用ｐＥＴ２２ｂＲＤＲＰ原核表达载体诱导

表达ＲＤＲＰ后，可能由于重组蛋白分子质量较大，原

核表达系统缺乏蛋白修饰系统，ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果

显示，重组蛋白以包涵体的形式表达。在尿素梯度复

性过程中，重组蛋白易沉淀，需将尿素梯度放缓且复性

液中加入１０％甘油和４ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ有助于蛋白的

正确折叠，复性后用抗 Ｈｉｓ单克隆抗体对蛋白进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，显示重组蛋白具有良好的特异性。

以重组蛋白ＲＤＲＰ作为抗原对大白兔进行多次皮下

免疫，得到高效价的多克隆抗体血清，为研究 ＲＤＲＰ

生物学功能及蛋白调控机制奠定了基础，研究结果可

为疫苗研制和以ＲＤＲＰ为靶点抗病毒药物研发提供

参考。

【参考文献】

［１］　ＣｈｅｎＮ，ＺｈｏｕＭ，ＤｏｎｇＸ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒ

ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ９９ｃａｓｅｓｏｆ２０１９ｎｏｖｅｌｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｉｎ

Ｗｕｈａｎ，Ｃｈｉｎａ：ａ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０２０，３９５

（１０２２３）：５０７５１３．

［２］　ＪｅａｎＳＳ，ＬｅｅＰＩ，ＨｓｕｅｈＰＲ．ＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｐｔｉｏｎｓｆｏｒＣＯＶＩＤ１９：

Ｔｈｅｒｅａｌｉｔｙａｎｄｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ［Ｊ］．ＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｍｍｕｎｏｌＩｎｆｅｃｔ，２０２０，

５３（３）：４３６４４３．

［３］　ＬｉｕＪ，ＺｈｅｎｇＸ，ＴｏｎｇＱ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇａｎｄｄｉｓｃｒｅｔｅａｓｐｅｃｔｓｏｆ

ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｙａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｔｈｅｅｍｅｒｇｉｎｇｈｕｍａｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ

ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｅｓＳＡＲＳＣｏＶ，ＭＥＲＳＣｏＶ，ａｎｄ２０１９ｎＣｏＶ［Ｊ］．Ｊ

ＭｅｄＶｉｒｏｌ，２０２０，９２（５）：４９１４９４．

［４］　ＧａｏＹ，ＹａｎＬ，ＨｕａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｆｒｏｍ ＣＯＶＩＤ１９ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０２０，３６８

（６４９２）：７７９７８２．

［５］　ＤａｉＬ，ＧａｏＧＦ．ＶｉｒａｌｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｖａｃｃｉｎｅｓａｇａｉｎｓｔＣＯＶＩＤ１９［Ｊ］．

ＮａｔＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，２０２１，２１（２）：７３８２．

［６］　ＨｉｌｌｅｎＨＳ，ＫｏｋｉｃＧ，ＦａｒｎｕｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｒｅｐｌｉｃａｔｉｎｇ

ＳＡＲＳＣｏＶ２ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０２０，５８４（７８１９）：１５４１５６．

［７］　ＭａＹ，ＷｕＬ，ＳｈａｗＮ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｂａｓｉｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙ

ｓｉｓｏｆｔｈｅＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｓｐ１４ｎｓｐ１０ｃｏｍｐｌｅｘ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌ

ＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１５，１１２（３０）：９４３６９４４１．

［８］　ＥｌｆｉｋｙＡＡ．ＡｎｔｉＨＣＶ，ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ｒｅｐｕｒｐｏｓｉｎｇａｇａｉｎｓｔ

ＣＯＶＩＤ１９［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２０２０，２４８：１１７４７７．

［９］　ＳｈａｎｎｏｎＡ，ＬｅＮＴ，ＳｅｌｉｓｋｏＢ，ｅｔａｌ．ＲｅｍｄｅｓｉｖｉｒａｎｄＳＡＲＳＣｏＶ

２：Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓａｔｂｏｔｈｎｓｐ１２ＲｄＲｐａｎｄｎｓｐ１４Ｅｘｏｎｕ

ｃｌｅａｓｅａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｖｉｒａｌＲｅｓ，２０２０，１７８：１０４７９３．

［１０］　ＭａｃｈｉｔａｎｉＭ，ＹａｓｕｋａｗａＭ，ＮａｋａｓｈｉｍａＪ，ｅｔａｌ．ＲＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲＰ，ａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｆｏｒｃａｎｃ

ｅｒａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙＣＯＶＩＤ１９［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，２０２０，１１１（１１）：

３９７６３９８４．

［１１］　ＷａｎｇＱ，ＷｕＪ，ＷａｎｇＨ，ｅｔａｌ．ＳｔｒｕｃｔｕｒａｌｂａｓｉｓｆｏｒＲＮＡｒｅｐｌｉｃａ

ｔｉｏｎｂｙｔｈｅＳＡＲＳＣｏＶ２ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０２０，１８２（２）：

４１７４２８．

［１２］　ＫｅＺ，ＯｔｏｎＪ，ＱｕＫ，ｅｔａｌ．ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆＳＡＲＳ

ＣｏＶ２ｓｐｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｎｉｎｔａｃｔｖｉｒｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０２０，５８８

（７８３８）：４９８５０２．

［１３］　ＳｈｉｎＤ，ＭｕｋｈｅｒｊｅｅＲ，ＧｒｅｗｅＤ，ｅｔａｌ．Ｐａｐａｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅａｓｅｒｅｇｕ

ｌａｔｅｓＳＡＲＳＣｏＶ２ｖｉｒａｌｓｐｒｅａｄａｎｄｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．Ｎａ

ｔｕｒｅ，２０２０，５８７（７８３５）：６５７６６２．

［１４］　ＰｅｒｄｉｋａｒｉＴＭ，ＭｕｒｔｈｙＡＣ，ＲｙａｎＶＨ，ｅｔａｌ．ＳＡＲＳＣｏＶ２ｎｕｃｌｅ

ｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｐｈａｓｅｓｅｐａｒａｔｅｓ ｗｉｔｈ ＲＮＡ ａｎｄ ｗｉｔｈｈｕｍａｎ

ｈｎＲＮＰｓ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２０２０，３９（２４）：ｅ１０６４７８．

［１５］　ＢａｒｎｅｓＣＯ，ＪｅｔｔｅＣＡ，ＡｂｅｒｎａｔｈｙＭＥ，ｅｔａｌ．ＳＡＲＳＣｏＶ２ｎｅｕ

ｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｉｎｆｏｒｍｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ［Ｊ］．

Ｎａｔｕｒｅ，２０２０，５８８（７８３９）：６８２６８７．

［１６］　ＦｕＬ，ＹｅＦ，ＦｅｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＢｏｔｈＢｏｃｅｐｒｅｖｉｒａｎｄＧＣ３７６ｅｆｆｉｃａ

ｃｉｏｕｓｌｙｉｎｈｉｂｉｔＳＡＲＳＣｏＶ２ｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｉｔｓｍａｉｎｐｒｏｔｅａｓｅ［Ｊ］．

ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０２０，１１（１）：４４１７．

［１７］　ＢｕｏｎａｇｕｒｏＬ，ＴａｇｌｉａｍｏｎｔｅＭ，ＴｏｒｎｅｓｅｌｌｏＭＬ，ｅｔａｌ．ＳＡＲＳＣｏＶ

２ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｓｔａｒｇｅｔｆｏｒａｎｔｉｖｉｒａｌｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＪＴｒａｎｓｌ

Ｍｅｄ，２０２０，１８（１）：１８５．

［１８］　ｔｅＶｅｌｔｈｕｉｓＡＪＷ，ＡｒｎｏｌｄＪＪ，ＣａｍｅｒｏｎＣＥ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＲＮＡｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｓｐ１２ｉｓｐｒｉｍｅｒｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２０１０，３８（１）：２０３２１４．

【收稿日期】　２０２１０７２０　【修回日期】　２０２１１２１５

·３１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２２年１月　第１７卷第１期

Ｊａｎ．２０２２，　Ｖｏｌ．１７，Ｎｏ．１


	内文

