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摘　要：目的　Ｎｓｐ１是新冠病毒的主要毒力因子，介导了病毒在宿主细胞中的免疫逃逸，扩大了病毒感染范围。本研究

对Ｎｓｐ１进行系统生信分析及原核表达，有助于全面理解该蛋白在新冠病毒侵染宿主细胞中的分子机理。方法　采用Ｐｆａｍ、

ＴＭＨＭＭ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、ＥｘＰＡＳｙ和ＳｉｇｎａｌＰ　４．０等工具对Ｎｓｐ１的翻译后修饰、理化性质、跨膜螺旋、相互作用网络、同源性及进

化特点等进行系统分析；利用分子克隆技术构建重组表达载体ｐＥＴ－２２ｂ－Ｎｓｐ１并进行原核表达。结果　Ｎｓｐ１由１８０个氨基

酸组成，分子量１９．７８ｋＤａ，等电点为５．３６，不稳定指数２８．８３，在哺乳动物中的半衰期约３０ｈ，在大肠杆菌内超过１０ｈ，有１２个

可能的磷酸化位点和３个Ｏ－糖基化位点，无信号肽和跨膜螺旋，亲水性较强；二级结构分析显示，Ｎｓｐ１中无规则卷曲占比最

高（４５．００％），其次是α螺旋（２５．５６％）和延伸链（２０．５６％），β－转角占比最低（８．８９％）；序列对比和进化分析显示，与ＳＡＲＳ－
ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１序列一致性最高的是蝙蝠非典型冠状病毒 ＷＩＶ１（８５．０％）；原核表达发现 Ｎｓｐ１主要在沉淀中表达，经质谱鉴定

目的蛋白就是Ｎｓｐ１。结论　本研究为新冠病毒Ｎｓｐ１的表达、纯化及功能分析提供了重要借鉴，有助于进一步揭示 Ｎｓｐ１的

生物学功能及开展相关抑制剂和抗病毒药物的研发。
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Ｎａｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｈｉｎａ（Ｎｏ．３１８７０８１６）．Ｌｉｕ　Ｌｉｎｇ，Ｌｉ　Ｊｉｎｇ　ａｎｄ　Ｆａｎ　Ｌｅｉ　ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ　ｅｑｕａｌｌｙ　ｔｏ　ｔｈｉｓ　ａｒｔｉｃｌｅ．

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ：Ｘｕ　Ｂｅｎ－ｊｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｂｊ０７２６＠ｓｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　２０１９年１２月，由新冠病毒（ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２）引起
的肺炎疫情在中国武汉暴发，患者表现为发热、咳
嗽、肺部磨玻璃样病变等呼吸系统病变，或伴随腹泻
等消化系统症状［１－２］。截止２０２１年９月２８日，新冠
肺炎累计确诊病例已超过２．３１亿例，累计死亡病例
超过４７５万例［３］。新冠疫情的迅速蔓延给全球医疗
体系带来了严峻考验。因此，揭示ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的
传播机制及其关键蛋白的结构与功能成为遏制疫情

的关键。

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２属β冠状病毒，是一种包膜单股
正链ＲＮＡ病毒［４－５］。其基因组约３０ｋｂ，由一个５′
帽子和５′非翻译区（５′ＵＴＲ），１０个开放读码框
（ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ）以及一个多聚腺苷酸
化的 ３′非翻译区 （３′ＵＴＲ）组成［６］。ＯＲＦ１ａ和

ＯＲＦ１ｂ是ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的２个主要 ＯＲＦ，约占病
毒基因组的７０％（图１）。ＯＲＦ１ａｂ通过核糖体移码
被翻译成多聚蛋白ｐｐ１ａ或ｐｐ１ａｂ［７－８］，最后被加工
成 １６ 种 非 结 构 蛋 白 （ｎｏｎ－ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ，

ＮＳＰｓ），ＮＳＰｓ具有多种酶活性，参与病毒 ＲＮＡ复
制和转录调控。

Ｎｓｐ１由ＯＲＦ１ａ的５′末端编码（图１），是感染
细胞中产生的第１种冠状病毒蛋白［９］，其主要功能
是通过结合核糖体抑制宿主基因表达［１０－１１］。目前，
国内外有关ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１蛋白结构与功能方
面的研究报道仍然较少。本研究利用生信分析手段
对ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１的性质、翻译后修饰、结构域
等进行了系统分析，还对其进行了同源性分析、进化
分析及原核表达。本研究有助于揭示Ｎｓｐ１在ＳＡＲＳ－

ＣｏＶ－２侵染宿主细胞中的作用机制，同时有助于加
快针对Ｎｓｐ１的靶向药物研发。

图１　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２基因组结构示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ｇｅｎｏｍｅ　ｏｒｇａｎｉｓａｔｉｏｎ

１　材料与方法

１．１　材料　限制性核酸内切酶 ＮｄｅＩ、ＸｈｏＩ购自

ＮＥＢ，ｐＥＴ－２２ｂ空质粒为本实验室保存，ＤＮＡ分子
量标准购自宝生物（大连），蛋白分子量标准、质粒提
取、凝胶回收试剂盒以及感受态细胞购自全式金公
司，其它生化试剂购自国药。

１．２　载体构建及原核表达　用ＸｈｏＩ和 ＮｄｅＩ对

ｐＥＴ－２２ｂ空质粒和Ｎｓｐ１基因同时双酶切，回收酶
切产物后将Ｎｓｐ１基因与载体连接，转化Ｔｏｐ１０感
受态细胞并进行菌落ＰＣＲ验证。Ｎｓｐ１蛋白的诱导
表达步骤参照文献执行［１２］。

１．３　生信分析　对 Ｎｓｐ１蛋白的理化特性、跨膜螺
旋、亲／疏水性等进行全面分析，相关分析网站如表

１所示。Ｎｓｐ１蛋白的多序列比对与系统进化分析
参照文献执行［１２］。
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表１　生物信息分析网址

Ｔａｂ．１　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｗｅｂｓｉｔｅｓ

分析项目

Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｔｅｍｓ

分析网站

Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｗｅｂｓｉｔｅｓ
理化性质 ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／

跨膜螺旋
ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＴＭＨＭＭ－２．０

亲／疏水性 ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／

磷酸化位点
ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＮｅｔＰｈｏｓ－３．１

糖基化位点
ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＮｅｔＮＧｌｙｃ－１．０

ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＹｉｎＯＹａｎｇ－１．２

亚细胞定位 ｈｔｔｐｓ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ２．ｈｔｍｌ

信号肽
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＳｉｇｎａｌＰ－４．０／

二级结构分析
ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／
ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍ．
ｈｔｍｌ

结构域分析
ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／ｕｎｉｐｒｏｔ／
Ｐ０ＤＴＣ１＃ＰＲＯ＿００００４４９６３５

三维结构
ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｉｎｔｅｒ－
ａｃｔｉｖｅ

２　结　果

２．１　Ｎｓｐ１的理化特性　Ｎｓｐ１由１８０个氨基酸残
基构成（共２０种），相对分子量１９．７８ｋＤａ，等电点

５．３６，负电性氨基酸残基数（Ａｓｐ＋ Ｇｌｕ）为２７，正
电性氨基酸残基数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为１９，占比最高的残
基是甘氨酸（１２．２０％），其次是缬氨酸和亮氨酸（均
为１１．７０％）。见表２。Ｎｓｐ１的分子式为Ｃ８７２Ｈ１３８３
Ｎ２４７Ｏ２７０Ｓ４，原子总数为２　７７６，消光系数１２　９５０
（ｍｏｌ／Ｌ）－１ｃｍ－１。在哺乳动物细胞中的半衰期约

３０ｈ，在酵母中超过２０ｈ，在Ｅ.ｃｏｌｉ内超过１０ｈ。

Ｎｓｐ１的不稳定指数约２８．８３，脂肪系数达８９．７２，平
均亲水性指数－０．３７８。

２．２　Ｎｓｐ１蛋白跨膜结构分析　在线预测Ｎｓｐ１的
跨膜结构，结果显示该蛋白无跨膜区（图２）。

２．３　Ｎｓｐ１的亲水与疏水特性　结果表明，Ｎｓｐ１的

Ｌ８８疏水特性最强，分值１．８７８，Ｎ１６２亲水特性最
强，分值－２．６１１；含有亲水氨基酸１１２个，疏水氨基
酸６０个，平均亲水指数－０．３７８，提示Ｎｓｐ１是一个
亲水蛋白（图３）。

表２　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白的氨基酸组成

Ｔａｂ．２　Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

氨基酸

Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ

数量／个

Ｎｕｍｂｅｒ

频率／％

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

氨基酸

Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ

数量／个

Ｎｕｍｂｅｒ

频率／％

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
Ａｌａ（Ａ） ７　 ３．９０ Ｌｅｕ（Ｌ） ２１　 １１．７０

Ａｒｇ（Ｒ） １０　 ５．６０ Ｌｙｓ（Ｋ） ９　 ５．００

Ａｓｎ（Ｎ） ６　 ３．３０ Ｍｅｔ（Ｍ） ３　 １．７０

Ａｓｐ（Ｄ） ９　 ５．００ Ｐｈｅ（Ｆ） ５　 ２．８０

Ｃｙｓ（Ｃ） １　 ０．６０ Ｐｒｏ（Ｐ） ８　 ４．４０

Ｇｌｎ（Ｑ） ７　 ３．９０ Ｓｅｒ（Ｓ） １０　 ５．６０

Ｇｌｕ（Ｅ） １８　 １０．００ Ｔｈｒ（Ｔ） ７　 ３．９０

Ｇｌｙ（Ｇ） ２２　 １２．２０ Ｔｒｐ（Ｗ） １　 ０．６０

Ｈｉｓ（Ｈ） ７　 ３．９０ Ｔｙｒ（Ｙ） ５　 ２．８０

Ｉｌｅ（Ｉ） ３　 １．７０ Ｖａｌ（Ｖ） ２１　 １１．７０

图２　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白的跨膜结构预测

Ｆｉｇ．２　Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－
２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

图３　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白亲水／疏水性分析

Ｆｉｇ．３　Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ／ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２

Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　Ｎｓｐ１的磷酸化修饰预测　Ｎｓｐ１存在１２个磷
酸化修饰位点，其中 Ｓ１７、Ｓ３４、Ｓ４０、Ｓ７４、Ｓ１００、

Ｓ１３５、Ｓ１４２和Ｓ１６６为丝氨酸修饰位点，Ｔ１５１为苏
氨酸修饰位点，Ｙ６８、Ｙ９７和Ｙ１５４为酪氨酸修饰位
点（图４、表３）。
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图４　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白的磷酸化位点

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

表３　Ｎｓｐ１蛋白的磷酸化位点及对应的激酶

Ｔａｂ．３　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ｋｉｎａｓｅｓ

位点 分值 激酶 位点 分值 激酶 位点 分值 激酶

Ｓｉｔｅ　Ｓｃｏｒｅ　Ｋｉｎａｓｅ　Ｓｉｔｅ　Ｓｃｏｒｅ　Ｋｉｎａｓｅ　Ｓｉｔｅ　Ｓｃｏｒｅ　Ｋｉｎａｓｅ
Ｓ１７　０．５９２ ＰＫＡ　 Ｓ７４　０．５６７ ＰＫＧ　Ｓ１４２　０．５８８ ＣＫＩＩ
Ｓ３４　０．９９０ ｕｎｓｐ　Ｙ９７　０．６５４ ｕｎｓｐ　Ｔ１５１　０．６６９ ＣＫＩＩ
Ｓ４０　０．５１１ ＣＫＩＩ　Ｓ１００　０．５７７ ｕｎｓｐ　Ｙ１５４　０．９６１ ｕｎｓｐ
Ｙ６８　０．８８５ ｕｎｓｐ　Ｓ１３５　０．７７５ ｕｎｓｐ　Ｓ１６６　０．８２８ ｕｎｓｐ

　　注：ｕｎｓｐ表示未确定的激酶。

２．５　Ｎｓｐ１蛋白亚细胞定位与信号肽预测　预测得
知５６．５％的Ｎｓｐ１在细胞质，３０．４％存在于细胞核，
线粒体、分泌小泡和细胞骨架中各占４．３％。对 Ｎ
端前７０个残基进行分析后发现，Ｎｓｐ１蛋白不含信
号肽（图５）。

图５　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白信号肽预测

Ｆｉｇ．５　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐ－
ｔｉｄｅ

２．６　Ｎｓｐ１蛋白糖基化位点预测　没有信号肽的蛋
白质不太可能暴露于Ｎ－糖基化机制，因此可能不会
被糖基化（在体内）。利用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ　１．０Ｓｅｒｖｅｒ预
测后发现，Ｎｓｐ１蛋白可能不会被 Ｎ－糖基化修饰
（图６）。

图６　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白Ｎ－糖基化位点

Ｆｉｇ．６　Ｎ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｏ－糖基化修饰预测发现，Ｎｓｐ１有３个可能的

Ｏ－糖基化修饰位点：Ｓ４０、Ｓ７４和Ｔ１６３（图７）。

图７　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白Ｏ－糖基化位点

Ｆｉｇ．７　Ｏ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

２．７　Ｎｓｐ１蛋白二级结构分析　使用Ｐｒａｂｉ网站对

Ｎｓｐ１蛋白的二级结构进行分析。结果显示，Ｎｓｐ１
中α－螺旋占２５．５６％，延伸链占２０．５６％，β－转角占

８．８９％，无规则卷曲占４５．００％（图８）。

图８　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白二级结构

Ｆｉｇ．８　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

２．８　Ｎｓｐ１蛋白的相互作用网络　最新的蛋白质组
学分析显示［１３］，Ｎｓｐ１与６个蛋白存在相互作用，分
别是：ＤＮＡ引物酶小亚基（ＰＲＩＭ１），ＤＮＡ引物酶
大亚基（ＰＲＩＭ２），ＤＮＡ聚合酶α复合物催化亚基
（ＰＯＬＡ１），ＤＮＡ 聚 合 酶 α 复 合 物 辅 助 亚 基
（ＰＯＬＡ２），Ｐｌａｋｏｐｈｉｌｉｎ－２（ＰＫＰ２）及前胶原半乳糖基
转移酶１（ＣＯＬＧＡＬＴ１）（图９）。

２．９　Ｎｓｐ１蛋白结构域分析　Ｎｓｐ１含有２个结构
域，Ｎ端为冠状病毒Ｎｓｐ１球状结构域（Ｔ１２－Ｇ１３３），
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图９　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白相互作用网络

Ｆｉｇ．９　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃ端为β－冠状病毒 Ｎｓｐ１Ｃ 末端结构域（Ｅ１４８－
Ｇ１７９）（图１０）。Ｎｓｐ１是α冠状病毒和β冠状病毒
的一个特征性蛋白，在抑制宿主基因表达和抗病毒
反应方面表现出功能保守性和机制多样性。尽管冠
状病毒Ｎｓｐ１蛋白之间的序列同源性较低，但其核
心结构共享一个相对保守的球状结构域。

Ｓａｒｂｅ冠状病毒Ｎｓｐ１的Ｃ末端结构域通过与核糖
体４０Ｓ亚基的 ｍＲＮＡ通道结合，干扰 ｍＲＮＡ结合
进而抑制宿主蛋白质翻译。这种抑制机制可能是

Ｓａｒｂｅ冠状病毒特有的，因为Ｎｓｐ１的Ｃ端在α冠状
病毒中较短，并且在包括 ＭＥＲＳ冠状病毒在内的其
他β冠状病毒中并不高度保守。

图１０　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白的结构域分析

Ｆｉｇ．１０　Ｄｏｍａｉｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

２．１０　Ｎｓｐ１蛋白的三维结构　根据蛋白质三级结
构建立网站构建Ｎｓｐ１蛋白的三级结构。结果只显
示１０～１２６位点，１４８～１８０位点的三级结构模型
（图１１）。

图１１　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白的三维结构分析

Ｆｉｇ．１１　Ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ
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２．１１　Ｎｓｐ１蛋白序列同源性分析　通过 Ｕｎｉｐｒｏｔ
网站检索发现，与新冠 Ｎｓｐ１序列最接近的是Ｂａｔ
ＳＡＲＳ－ｌｉｋｅ　ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ　ＷＩＶ１（８５．０％），接着是Ｂａｔ
ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ　Ｒｐ／Ｓｈａａｎｘｉ　２０１１、严重急性呼吸综合
征冠状病毒、ＳＡＲＳ　ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ　ＷＨ２０和 ＳＡＲＳ

ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ　ＰＵＭＣ０２，序列一致性均为８４．４％，与

Ｂａｔ　Ｈｐ－ｂｅｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ／Ｚｈｅｊｉａｎｇ２０１３的序列相似
度为２８．７％。所有序列中相同的残基占比２１．１％
（＊所示），性质相似的占比１９．４％（：所示），相似性
较低的占比１６．１％（．所示）（图１２）。

图１２　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白序列同源性

Ｆｉｇ．１２　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．１２　Ｎｓｐ１的进化树构建　结果显示，这１５种病
毒的蛋白与ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的Ｎｓｐ１蛋白亲缘关系较
远，ＢｔＲｓ－ＢｅｔａＣｏＶ／ＹＮ２０１３ 与 非 典 型 冠 状 病 毒

ＨＫＵ３聚为一支，置信度为７２，聚为一支后与蝙蝠
非典型冠状病毒 ＷＩＶ１聚为一支，置信度为３９。此
外，ＢｔＲｆ－ＢｅｔａＣｏＶ／ＪＬ２０１２与Ｂａｔ　ＳＡＲＳ－ｌｉｋｅ　ｃｏｒｏ－
ｎａｖｉｒｕｓ　ＹＮＬＦ＿３１Ｃ聚类为同一支，置信度７８；Ｂａｔ
ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ　Ｒｐ／Ｓｈａａｎｘｉ２０１１ 与 ＢｔＲｓ－ＢｅｔａＣｏＶ／

ＨｕＢ２０１３聚类为同一支，置信度４８（图１３）。

２．１３　表达载体ｐＥＴ－２２ｂ－Ｎｓｐ１的构建

２．１３．１　Ｎｓｐ１的酶切与ＰＣＲ验证　用 Ｎｄｅ　Ｉ与

Ｘｈｏ　Ｉ对Ｎｓｐ１进行酶切（图１４Ａ）；ＰＣＲ扩增Ｎｓｐ１
序列，电泳检测显示片段大小合适（图１４Ｂ）。

２．１３．２　ｐＥＴ－２２ｂ－Ｎｓｐ１的酶切及转化　用 Ｎｄｅ　Ｉ
与Ｘｈｏ　Ｉ同时酶切重组载体，电泳检测显示片段大
小正确（图１５Ａ）；将ｐＥＴ－２２ｂ－Ｎｓｐ１转化Ｔｏｐ１０，于

３７℃恒温培养１３ｈ（图１５Ｂ左），提取质粒后测序验
证，选取正确的转化ＢＬ２１（图１５Ｂ右）。
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图１３　新冠病毒Ｎｓｐ１蛋白系统进化树

Ｆｉｇ．１３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ：Ｎｓｐ１双酶切实验　１：Ｎｓｐ１酶切产物　Ｍ：２－ｌｏｇ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ　Ｂ：菌落ＰＣＲ　１～６阳性单克隆

图１４　Ｎｓｐ１的酶切与菌落ＰＣＲ

Ｆｉｇ．１４　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｏｌｏｎｙ　ＰＣＲ　ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｓｐ１

Ａ：ｐＥＴ－２２ｂ－Ｎｓｐ１酶切实验　１：不酶切　２：双酶切　Ｂ：ｐＥＴ－２２ｂ－Ｎｓｐ１转化实验（左：Ｔｏｐ１０，右：ＢＬ２１）

图１５　ｐＥＴ－２２ｂ－Ｎｓｐ１的酶切和转化

Ｆｉｇ．１５　Ｅｎｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＥＴ－２２ｂ－Ｎｓｐ１
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２．１４　Ｎｓｐ１的蛋白表达　菌体培养至 ＯＤ６００为０．４
～０．６时用０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ 去诱导，１２％ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ检测显示，Ｎｓｐ１蛋白表达量经诱导之后显著
上调（泳道４和泳道１０）；对诱导前和诱导后的全细
胞裂解液、上清液、沉淀分别检测后发现，Ｎｓｐ１主要
表达在沉淀（泳道３、６；泳道９、１２）（图１６）。对泳道

６和１２的相应位置进行切胶并质谱鉴定（图１７），发
现沉淀中表达的确实是目标蛋白Ｎｓｐ１。

图１６　Ｎｓｐ１蛋白的诱导表达检测

Ｆｉｇ．１６　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ

图１７　Ｎｓｐ１蛋白的质谱鉴定

Ｆｉｇ．１７　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｓｐ１ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｙ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

３　讨　论
新冠疫情的全球蔓延给世界公共卫生安全带来

了巨大挑战，尽快阐明ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的传播机制并
开发有效的抗病毒药物是遏制疫情蔓延的关键所

在［１４］。结构分析显示，Ｎｓｐ１的Ｃ末端结构域阻碍
ｍＲＮＡ在核糖体上的进入通道（ｍＲＮＡ　ｅｎｔｒｙ　ｔｕｎ－
ｎｅｌ），加速宿主细胞 ｍＲＮＡ降解，导致宿主蛋白合
成减少并促进病毒存活［１１，１５］。Ｎｓｐ１还能有效阻断
ＲＩＧ－Ｉ依赖的先天免疫反应，抑制宿主细胞对病毒

的清除［１１，１６］。由于Ｎｓｐ１参与病毒生命周期的多个
阶段，因此它是一个潜在的抗病毒靶点和重要的毒
力因子。
生物信息学分析对于目的蛋白的表达具有很强

的指导意义，Ｅ.ｃｏｌｉ表达系统以其安全性好、操作简
便、表达量高、容易放大培养等优点，被广泛用于基
因工程药物生产［１７］。此外，原核表达对于快速制备
抗体和体外功能研究具有较大优势。目的蛋白的理
化性质、分子量、氨基酸组成、等电点、亲疏水性、序
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列保守程度、ＧＣ含量、密码子组成等对于原核表达
都具有重要影响。通常情况下，蛋白分子量超过

１００ｋＤ或低于５ｋＤ时均难以表达。分子量太小的
易被降解，通过加入融合标签ＧＳＴ、Ｔｒｘ、ＭＢＰ或者
较大的促融合蛋白标签有助于使目的蛋白正确折

叠，并以可溶形式表达；对于密码子进行优化，也可
提高目的蛋白的翻译效率和表达量。本文生物信息
学分析显示，Ｎｓｐ１蛋白分子量１９．７８ｋＤａ，等电点

５．３６，性质较稳定，在哺乳动物中半衰期约３０ｈ，在

Ｅ.ｃｏｌｉ内大于１０ｈ，无信号肽和跨膜螺旋，亲水性较
强，不属于分泌蛋白。无规则卷曲在 Ｎｓｐ１蛋白中
占比最高（４５．００％），其次是α螺旋（２５．５６％）和延
伸链（２０．５６％），以上结果为进一步揭示该蛋白的结
构及功能提供了数据基础。
糖基化和磷酸化修饰是生物体内最重要的翻译

后修饰方式，糖基化对蛋白的折叠、免疫原性、稳定
性及定位具有重要影响。磷酸化修饰可改变蛋白的
生物活性，从而调控细胞内信号转导。蛋白的磷酸
化修饰与病毒粒子增殖、组装和复制密切相关，在调
控病毒与宿主的代谢中起重要作用。本研究分析显
示，Ｎｓｐ１有３个 Ｏ－糖基化位点及１２个磷酸化位
点，然而仍需进一步实验验证。系统鉴定病毒蛋白
的磷酸化位点并揭示其调控机制将有助于抗病毒药

物的研发和病毒感染机制的阐明。

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ的Ｎｓｐ１蛋白通过“双管齐下”的策
略抑制宿主基因表达，它首先结合核糖体４０Ｓ亚基，
在翻译起始的不同阶段使经典的 ｍＲＮＡ翻译（ｃａ－
ｎｏｎｉｃａｌ　ｍＲＮＡ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）停滞［１８－１９］。其次，Ｎｓｐ１
与核糖体结合导致宿主 ｍＲＮＡ的酶切和降解。然
而，Ｎｓｐ１与病毒 ｍＲＮＡ的５′ＵＴＲ保守区相互作
用进而避免自身蛋白翻译停滞的机制还有待进一步

研究［２０］。本文多序列比对显示，ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２与

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ的Ｎｓｐ１序列一致性为８４．４％（图１２），
提示二者具有相似的理化性质和生物学功能。研究
发现 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ　Ｎｓｐ１ 的 Ｃ 末端残基 Ｋ１６４ 和

Ｈ１６５在β冠状病毒中高度保守，二者对 Ｎｓｐ１与

４０Ｓ亚基的相互作用至关重要，Ｋ１６４Ａ和 Ｈ１６５Ａ
的突变导致 Ｎｓｐ１无法结合４０Ｓ并抑制翻译起
始［１９］。近期，Ｓｃｈｕｂｅｒｔ等［２１］和Ｔｈｏｍｓ等［１１］的电镜
结构分析显示，ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１的Ｃ末端区域
折叠成两个螺旋，插入 ｍＲＮＡ入口通道，阻碍 ｍＲ－
ＮＡ进入进而抑制宿主蛋白翻译。第１个螺旋
（Ｐ１５３－Ｎ１６０）与４０Ｓ核糖体蛋白ｕＳ３和ｕＳ５形成疏
水作用，第２个螺旋（Ｓ１６６－Ｎ１７８）与ｅＳ３０和１８Ｓ
ｒＲＮＡ的ｈ１８相互作用。保守的ＫＨ二肽（Ｋ１６４和

Ｈ１６５）与ｈ１８形成关键相互作用，这种相互作用是
基于 Ｈ１６５与Ｕ６０７和Ｕ６３０之间的碱基堆积力，以
及Ｋ１６４与Ｇ６２５和 Ｕ６３０的磷酸骨架之间的静电
相互作用。此外，ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１的 Ｋ１６４和

Ｈ１６５残基对于核糖体结合和抑制宿主基因表达至
关重要［１１，２２］。以上结论与本文多序列比对结果相
吻合。
结构域分析显示，Ｎｓｐ１的 Ｎ端（Ｔ１２－Ｇ１３３）为

冠状病毒Ｎｓｐ１球状结构域，Ｃ端（Ｅ１４８－Ｇ１７９）为β－
冠状病毒 Ｎｓｐ１Ｃ末端结构域（图１０）。Ｚｈａｏ　Ｋ
等［２３］对ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１Ｎ末端（Ｋ１１－Ｋ１２５）的
结构与功能研究发现，单独的Ｎ末端不能与核糖体
共定位并抑制宿主蛋白翻译，单独的Ｃ端可与核糖
体共定位但其抑制蛋白质翻译能力明显减弱。有趣
的是，将Ｎｓｐ１的Ｃ端与增强型绿色荧光蛋白（ＥＧ－
ＦＰ）或其他蛋白融合以取代其 Ｎ端，可将蛋白翻译
抑制能力恢复到与全长Ｎｓｐ１相当水平。这就说明

Ｎｓｐ１的Ｎ末端能够稳定Ｃ末端同核糖体的结合，
并作为非特异性屏障阻断 ｍＲＮＡ通道从而抑制宿
主细胞翻译，因此ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１主要通过其Ｃ
端抑制宿主翻译，但Ｎ末端是Ｎｓｐ１发挥功能所必
需的。Ｋ１４１、Ｓ１４２和Ｆ１４３残基靠近ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２
Ｎｓｐ１的 Ｃ 末 端，参 与 ４０Ｓ 核 糖 体 亚 基 的 结
合［１１，２１，２４］。本研究发现，Ｋ１４１－Ｆ１４３序列保守性不
高，除ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２之外，其它序列中有１４条对应
残基均为 Ｋ１４１－Ｙ１４３。此外，Ｂｅｎｅｄｅｔｔｉ等［２５］鉴定
到一个Ｋ１４１－Ｆ１４３缺失的ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２基因组，这
种缺失变异可能改变Ｎｓｐ１蛋白的结构，抑制Ｎｓｐ１
同４０Ｓ核糖体结合，影响病毒和宿主基因表达调控
的活性［２６］。以上结果表明，ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的 Ｎｓｐ１
基因正在经历一个进化过程，这可能有助于病毒更
好地适应人类宿主。
最后，本文构建了ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｎｓｐ１蛋白的

表达载体ｐＥＴ－２２ｂ－Ｎｓｐ１并完成原核表达，初步建
立了Ｎｓｐ１蛋白表达条件。当培养至ＯＤ６００为０．４～
０．６时加入ＩＰＴＧ（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导，先３７℃、２２０
ｒ／ｍｉｎ培养２．５ｈ，接着２５℃、１６０ｒ／ｍｉｎ继续培养９
ｈ。结果显示，Ｎｓｐ１蛋白出现过表达且主要在细菌
裂解液离心之后的沉淀中表达（图１６），经质谱鉴定
（图１７），沉淀中主要表达的确实是目标蛋白Ｎｓｐ１。
因此大规模纯化Ｎｓｐ１用于疫苗研发或结构分析应
考虑优先从沉淀中进行。另一方面，从功能研究的
角度考虑，可采取改变培养温度１６℃～３０℃、降低

ＩＰＴＧ浓度（０．０１～０．１）ｍｍｏｌ／Ｌ并延长诱导时间使
蛋白更多的在上清表达，因为上清表达的蛋白要比

４７５ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２２，３８（７）



经包涵体纯化的蛋白活性好。需要指出的是，本文
还预测到Ｎｓｐ１存在糖基化和磷酸化修饰，鉴于原
核表达系统没有翻译后修饰功能，因此功能研究实
验应考虑从真核系统去表达该蛋白。
综上，本文对ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的 Ｎｓｐ１进行了较

为全面的生信分析、表达载体构建及原核表达，研究
结果将有助于深入了解Ｎｓｐ１的生物学功能和设计
靶向药。基于本研究结果，将来可针对以下方向进
行重点攻关：１）Ｎｓｐ１蛋白有效抑制宿主细胞翻译但
不影响自身蛋白表达的分子机制的阐明；２）针对

Ｎｓｐ１蛋白的靶向药物设计；３）针对Ｎｓｐ１蛋白所涉
及的关键信号通路开发特异性的抑制剂；４）针对

Ｎｓｐ１蛋白或基因的高灵敏度病毒检测方法的开发；

５）系统鉴定Ｎｓｐ１蛋白的翻译后修饰位点并阐明其
调控机理。

４　结　论

Ｎｓｐ１性质稳定，亲水性较强，有多个翻译后修
饰位点，原核表达后发现其主要在细菌裂解液离心
后的沉淀中表达。因此，其功能研究可能采用真核
系统的可溶性表达更适宜。此外，该蛋白序列保守
性高，且主要定位于宿主细胞的细胞质与细胞核中，
提示其功能重要。本研究为针对该蛋白的纯化、结
晶、结构分析、抗体制备和体外功能研究提供了重要
的较好的数据基础，有助于加快针对 Ｎｓｐ１的靶向
药物研发。

（感谢中国科学院生物物理研究所质谱平台为
本文Ｎｓｐ１蛋白鉴定所提供的大力支持。）
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