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鹅坦布苏病毒非结构蛋白 NS1 的原核表达及纯化
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摘要:根据鹅坦布苏病毒 JS804 株非结构蛋白 NS1 基因序列，设计 1 对特异性引物，利用 PCR方法扩增得到完整
的 NS1 基因，并将其克隆至原核表达载体 pET28a和 pET32a上，构建出重组表达质粒 pET28a-NS1 和 pET32a-NS1，转
化至 BL21( DE3) 中，经 IPTG诱导得到 NS1 融合蛋白( His-NS1) ，其分子质量约分别为 44，58 kDa，均在诱导后 6 h 达
到表达量高峰。分析显示，2 种融合蛋白均以包涵体形式存在，包涵体经过变性和复性后均可获得单一、高表达量的
目的蛋白，为进一步开展关于鹅坦布苏病毒 NS1 蛋白的研究奠定了基础。
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Prokaryotic Expression and Purification of Nonstructural
Protein NS1 of Goose Tembusu Virus
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of Veterinary Biologicals Engineering and Technology，Ministry of Agriculture，National Center
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Abstract: The goose tembusu virus JS804 strain non-structural protein NS1 gene was amplified by PCR with
the specific primers designed on the basis of NS1 gene and then was inserted into the prokaryotic vector pET28a and
pET32a for the construction of recombinant expression plasmid pET28a-NS1 and pET32a-NS1． Then pET28a-NS1
and pET32a-NS1 were transformed respectively into Escherichia coli BL21 ( DE3 ) ． The recombinant protein NS1s
( His-NS1) were obtained with the induction of IPTG and the molecular weight of the fusion protein was 44 kDa and
58 kDa respectively． After 6 h induction by IPTG，the yield of fusion proteins reached peaks． The analysis showed
that two fusion proteins were expressed in Escherichia coli into inclusion bodies． The fusion protein was purified to
pure and high-level proteins by extracting the inclusion bodies with urea． The results laid the foundation for the fur-
ther studies on the NS1 protein of goose tembusu virus．
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2010 年 4 － 11 月，江苏等地鸭、鹅发生了一种
以产蛋率、采食量显著下降，出现脑炎样神经症状为
特征的传染病，感染鸭、鹅群主要表现为采食量和产
蛋急速下降，依发病日龄不同，死亡率为 5% ～
28%。病理剖检的特征性变化主要见于卵巢，表现
为卵泡出血、变性和破裂，通过病原分离和系统的实
验室诊断，确定病原为鸭、鹅坦布苏病毒。该病是

2010 年以来危害养鸭、鹅业最严重的疾病之
一［1 － 5］。
鹅坦布苏病毒是不分节段的单股正链 RNA 病

毒，属于黄病毒科( Flaviviridae) ，黄病毒属。其基因
组大约 11 kb，编码 3 个结构蛋白: 核衣壳蛋白( C) 、
外膜蛋白( PrM and M) 和囊膜蛋白( E) 及 7 个非结
构蛋白 ( NS1、NS2A、NS2B、NS3、NS4A、NS4B 和
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NS5) ［6］。NS1 蛋白属于非结构蛋白，已有研究显
示，NS1 蛋白具有如下生物学功能和特性: 参与病毒
RNA复制和病毒的增殖过程［7 － 10］; 能在感染细胞表

面表达并分泌到胞外［11 － 12］; 含有 T 细胞表位和 B
细胞表位，参与病毒感染后的免疫应答，作为病毒的

主要抗原成分之一，在没有其他病毒蛋白的条件下

诱导保护性免疫反应［13 － 14］。由此可知，坦布苏病毒
NS1蛋白在病毒感染过程中具有多种重要的生物学
功能，对其的研究将拓展目前对于鹅坦布苏病毒的认

识，了解坦布苏病毒非结构蛋白的功能，为进一步明

确病毒的致病机理、防控疫病的流行提供理论基础。
本研究克隆并表达了鹅坦布苏病毒 JS804 株

NS1 片段，利用大肠杆菌表达系统获得了重组 NS1
蛋白的大量表达，为进一步研究其生物学特性、免疫
学功能和血清学检测奠定基础。

1 材料和方法
1． 1 质粒、菌株
含有鹅坦布苏病毒 JS804 株全基因的质粒、

pET28a和 pET32a 原核表达载体，宿主菌 DH5α、
BL21( DE3) ，均由农业部兽用生物制品工程技术重
点实验室保存。
1． 2 主要试剂
琼脂糖凝胶回收试剂盒、小量提取质粒试剂盒

等购自 Axygen 公司; pMD18-T 载体、T4 DNA 连接
酶、Ex Taq酶、限制性内切酶、DNA Marker等购自大
连宝生物有限公司; 其他试剂均为进口分装或国产

分析纯。
1． 3 NS1 基因的克隆
1． 3． 1 引物设计 根据 GenBank 中登录的鹅坦布
苏病毒 JS804 株( 登录号: JF895923) NS1 基因序列，
设计 PCR 扩增引物，其中上游引物为 NS1F: 5'-
GTAGAATTCGACACGGGGTGCTCA-3'，划线部分为
引入的 EcoRⅠ酶切位点。下游引物为 NS1R: 5'-
ACCGTCGACAGCCATGACCTTTGA-3'，划线部分为
引入的 Sal I 酶切位点。pET28a 和 pET32a 均采用
上述引物扩增 NS1 基因。以上引物由南京金斯瑞
生物有限公司合成，预期扩增片段大小为 1 056 bp。
1． 3． 2 NS1 基因的 PCR 扩增 以含有鹅坦布苏病
毒 JS804 株全基因的质粒为模板进行 PCR 扩增。
PCR反应体系为 25 μL，其中双蒸水 15． 5 μL，10 ×
PCR Buffer 2． 5 μL，25 mmol /L MgCl2 1． 5 μL，dNTP
( 2． 5 mmol /L) 2 μL，上、下游引物( 25 pmol /μL) 各 1
μL，模板 DNA 1． 0 μL，Ex Taq ( 5 U /μL ) 0． 5 μL。
PCR反应程序: 94℃预变性 5 min; 94℃变性 30 s，

52℃退火 30 s，72℃延伸 1． 5 min，30 个循环; 然后
72℃延伸 10 min。循环反应结束后，将扩增产物进
行 1． 5%琼脂糖凝胶电泳检测，并对 PCR 产物进行
胶回收。纯化的 PCR 产物片段与 pMD18-T 克隆载
体连接成重组质粒，转化 E． coli DH5α 感受态细菌。
经酶切鉴定后，挑选阳性克隆质粒送南京金斯瑞生

物有限公司进行基因序列测定。测序结果在 NCBI
进行在线比对分析。
1． 4 重组表达质粒的构建与鉴定
将 pMD18-T-NS1、pET28a、pET32a 质粒分别用

EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切。用 T4 DNA 连接酶将酶切
后的 NS1 基因分别与 pET28a、pET32a 载体连接，转
化 BL21( DE3) 感受态细胞，构建重组表达载体。经
酶切鉴定后，挑选阳性克隆质粒送南京金斯瑞生物

有限公司进行基因序列测定，并进行序列分析。
1． 5 NS1 蛋白的诱导表达与 SDS-PAGE分析
分别取含 pET28a-NS1 和 pET32a-NS1 重组质

粒的阳性 BL21 ( DE3) 菌液，接种于 5 mL 含有氨苄
青霉素( 100 μg /mL) 的 LB液体培养基中，37℃培养
过夜。次日取 100 μL 接种于 10 mL 含有氨苄青霉
素( 100 μg /mL) 的 LB液体培养基中，37℃振荡培养
至 OD600值达 0． 3 ～ 0． 4，以终浓度 1 mmol /L IPTG诱
导表达，分别于诱导后 2，3，4，5，6 h 取 500 μL 菌
液，12 000 r /min离心 5 min，弃上清，沉淀用生理盐
水重悬后与 4 ×蛋白电泳上样缓冲液混匀，沸水浴 5
min，以 pET28a 和 pET32a 空载体进行同样的操作
作为对照，进行 SDS-PAGE蛋白电泳观察结果。
1． 6 重组 NS1 蛋白在菌体中的分布
取 5 mL 1 mmol /L IPTG诱导 6 h的菌液，12 000

r /min离心 5 min，弃上清，沉淀用 3 mL 菌体裂解液
重悬，超声波破碎 15 min，12 000 r /min 离心 5 min，
分别取上清和沉淀与 4 × 蛋白电泳上样缓冲液混
匀，沸水浴 5 min，进行 SDS-PAGE 蛋白电泳观察结
果，以确定表达蛋白存在的位置。
1． 7 重组 NS1 蛋白包涵体的纯化
经 1 mnol /L IPTG诱导 6 h的菌液 200 mL，12 000

r /min离心 5 min，弃上清，沉淀用 30 mL 菌体裂解
液重悬，超声波破碎 30 min，至悬液形成均一透光的
溶液，12 000 r /min 离心 5 min，收集沉淀。用包涵
体洗涤液反复重悬洗涤沉淀 3 次，12 000 r /min 离
心 5 min，弃上清。沉淀按质量与体积比为 1 ∶ 2 加入
包涵体裂解液( 含 8 mol /L尿素) ，冰上裂解 60 min，
每隔 10 min 吹打一次。裂解完毕后，将裂解液
12 000 r /min 离心 5 min，取上清液装入透析袋中。
分别在 6，4，2，0 mol /L 的尿素中进行透析，每个浓
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度 12 h。终产物进行 SDS-PAGE电泳检测。

2 结果与分析
2． 1 鹅坦布苏病毒 NS1 基因的扩增
以含有鹅坦布苏病毒 JS804 株全基因的质粒为

模板，用所设计的特异性引物扩增 NS1 基因全长，
结果扩增的片段大小约为 1 kb，与预期大小相符
( 图 1) 。

M． DL2000 分子量 Marker; 1． NS1 扩增片段。
M． DL2000 DNA Marker; 1． PCR products of NS1 gene．

图 1 鹅坦布苏病毒 NS1 基因 PCR扩增结果
Fig． 1 PCR amplification of NS1 gene

of goose tembusu virus

M． DL2000 分子量 Marker; 1．重组质粒 pET28a-NS1
EcoRⅠ和 SalⅠ酶切鉴定。

M． DL2000 DNA Marker; 1． Product of recombinant plasmid
pET28a-NS1 digested with restriction enzymes EcoRⅠand SalⅠ．

图 2 重组质粒 pET28a-NS1 的酶切鉴定
Fig． 2 Identification of recombinant plasmid

pET28a-NS1 by enzyme digestion

M． DL2000 分子量 Marker; 1．重组质粒 pET32a-NS1
EcoRⅠ和 SalⅠ酶切鉴定。

M． DL2000 DNA Marker; 1． Product of recombinant plasmid
pET32a-NS1 digested with restriction enzymes EcoRⅠand SalⅠ．

图 3 重组质粒 pET32a-NS1 的酶切鉴定
Fig． 3 Identification of recombinant plasmid

pET32a-NS1 by enzyme digestion

2． 2 NS1 重组表达质粒的构建
提取重组质粒 pET28a-NS1 和 pET32a-NS1，经

限制性内切酶 EcoRⅠ和 SalⅠ酶切后，经琼脂糖凝
胶电泳检测，分别得到 2 个片段，大小与预期相符
( 图 2，3) ，测序结果表明，NS1 基因以正确方式分别
插入 pET28a和 pET32a载体中且序列正确。
2． 3 NS1 蛋白的诱导表达与 SDS-PAGE分析
将鉴定为阳性的细菌进行 IPTG 诱导表达，经

SDS-PAGE检测后发现，以 1 mmol /L IPTG 诱导时，
pET28a-NS1 和 pET32a-NS1 均在诱导后 2 h 出现目
的条带，大小约分别为 44 kDa 和 58 kDa 的融合蛋
白，与预期蛋白的大小一致，两者均在诱导 6 h 时表
达量最高( 图 4，5) 。

1． pET 28a空载体; 2．蛋白质分子量 Marker( 由上到下分别
为 170，130，100，70，55，40，35，25，15，10 kDa) ;
3 ～ 8．分别为诱导后 0，2，3，4，5，6 h表达的蛋白。

1． Control of vector pET28a; 2． Protein Marker; 3 － 8． Induced
pET28a-NS1 for 0，2，3，4，5，6 h．

图 4 pET28a-NS1 重组蛋白的 SDS-PAGE检测
Fig． 4 Analysis of pET28a-NS1 fusion protein by SDS-PAGE

1．蛋白质分子量 Marker( 由上到下分别为 170，130，100，70，55，40，
35，25，15，10 kDa) ; 2． pET 32a空载体; 3 ～ 8．分别为诱导后 0，2，3，

4，5，6 h表达的蛋白。
1． Protein Marker; 2． Control of vector pET32a; 3 － 8． Induced

pET32a-NS1 for 0，2，3，4，5，6．
图 5 pET32a-NS1 重组蛋白的 SDS-PAGE检测

Fig． 5 Analysis of pET32a-NS1 fusion protein by SDS-PAGE

2． 4 重组 NS1 蛋白在菌体中的分布
将诱导表达 6 h 的细菌进行超声波裂解，经

SDS-PAGE 电泳分析，结果发现 pET28a-NS1 和
pET32a-NS1 融合蛋白均以包涵体形式存在。
2． 5 重组 NS1 蛋白包涵体的纯化
收集诱导表达后菌体的包涵体，经洗涤纯化、复

性后，经 SDS-PAGE电泳检测发现，获得了较纯的目
的蛋白( 图 6) 。
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1． pET32a-NS1 菌体纯化前的蛋白谱; 2． pET32a-NS1 经包涵
体纯化后的融合蛋白; 3． pET28a-NS1 菌体纯化前的蛋白谱;
4． pET28a-NS1 经包涵体纯化后的融合蛋白; 5．蛋白质分子量

Marker( 由上到下分别为 120，85，50，35，25，20 kDa) 。
1． Induced pET32a-NS1 before purification; 2． Purified fusion protein

of pET32a-NS1; 3． Induced pET28a-NS1 before purification;
4． Purified fusion protein of pET28a-NS1; 5． Protein Marker．

图 6 纯化后重组 NS1 蛋白的 SDS-PAGE检测
Fig． 6 Analysis of purified recombinant NS1

protein by SDS-PAGE

3 讨论
由鹅坦布苏病毒引起的疫病在我国属新发传染

病，可引起蛋鸭、种鹅死亡和产蛋下降，几乎所有鸭、
鹅场均遭受了巨大经济损失，虽然该病已在中国南

方大部分地区广泛流行，但对病原的生物学特性、致
病机理、流行规律尚未进行深入研究，这给本病的防
控带来一定困难。

NS1 蛋白是坦布苏病毒的一种重要的非结构糖
蛋白，较为保守，可能与病毒毒力有关，但确切功能

尚未阐明。在病毒感染哺乳动物细胞时，NS1 蛋白主
要有 3种存在形式，与细胞内的细胞器相连或通过选
择性运输途径分泌到细胞表面，或者以可溶性的糖基

化方式释放到细胞上清中［15］。研究发现，黄病毒属
病毒分泌型 NS1 蛋白可随血液进行循环，针对 NS1
蛋白的这一特性，建立了多种针对 NS1 蛋白的 ELISA
检测方法，应用于坦布苏病毒感染的早期诊断、NS1
蛋白水平与病毒致病严重程度的关系，以及在多种黄

病毒共流行地区不同病毒的鉴别诊断［16］。目前普遍
认为，NS1可作为坦布苏病毒感染诊断中另一种潜在
的诊断标志物。NS1 蛋白包含群特异性和型特异性
决定簇，具有多种 T和 B细胞抗原表位，能够诱发细
胞免疫和体液免疫应答，可作为病毒的主要抗原成分

之一，在没有其他病毒蛋白的条件下诱导保护性免疫

反应，因此，NS1 在坦布苏病毒疫苗的开发和研制中
具有巨大的潜力和独特的吸引力。
本试验选用 pET-28a 和 pET-32a 原核表达载体

均成功大量表达出鹅坦布苏病毒 NS1 蛋白。表达
的目的蛋白虽以包涵体形式存在，但是通过简单的

包涵体变性和复性等纯化步骤后均可获得高表达

量、单一的目的蛋白，同时由于 2 个载体均携带有

His标签，易于利用商品化镍柱对其进行纯化。本
试验中选择的表达菌株为 BL21( DE3) ，这是一个广
泛用于表达外源蛋白的宿主菌，尤其适合于融合表

达系统。该细菌中缺少在细胞膜外的蛋白酶 ompT

基因，还缺少多种蛋白酶，降低了重组产物表达后被

细胞降解或剪切的概率。
综上所述，本研究实现了重组鹅坦布苏病毒

NS1 蛋白的高效表达，为今后制备鹅坦布苏病毒抗
NS1 蛋白型特异性单克隆抗体，建立鹅坦布苏病毒
检测方法，研究 NS1 的生物学特性、免疫学特性和
研制亚单位疫苗奠定基础。
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