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人轮状病毒 NSP4蛋白的表达及其致小鼠腹泻作用的初步研究 
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Abstract：To investigate the function of human rotavirus nonstructrual protein NSP4 in the pathogenesis 

of rotavirus，the CDNA of NSP4 gene of a human rotavirus strain 97SZ8 was cloned an d its 86—175 

amino acid at the C terminal fused with GST was expressed in E coli BL一2 1．the recombinan t protein 

was then purified with Glutathione Sepharose 4B affi nity chromatography．Purified NSP4 protein was 

administered to young(6d)inbred Balb，C mice by the intraperitoneal(口)route(O．4nmol or 1．5nmo1)． 

IP administration of 0．4nmol recombinant protein induced diarrhea in iust 1 of the 6 pups，while 

diarrhea was observed in all of the 1 2 pups when inoculated with 1．5nmol GST—NSP4T an d resulted  in 

reduced weight gain(P<0．05)．In this study，a mouse model of diarrhea induced by human rotavims 

NSP4 was successfully developed，an d Can  be used widely in the highlights on mechanisms of diarrhea． 
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腹泻粪便样品中分离得到的HRVNSP4基因的86～ 

175氨基酸编码区进行了表达 (NSP4T，truncated 

NSP4)，在小鼠上初步建立了其致腹泻模型。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

大肠杆菌菌株 BL一21(DE3)购 自Novagen公 

司 ，质 粒 pGEX一5X一1为 Amersham Pharmacia 

Biotech公司产品，实验所用工具酶购自TaKaRa公 

司。含有轮状病毒 97SZ8株全长 NSP4基因片段的 

克隆质粒 pUCm-T．NSP4由本室构建 ，其 GenBank 

序列号为 AY159649。辣根过氧化物酶 (HRP)标 

记的IgG抗体购 自中山公司，还原型谷胱甘肽购 自 

Serva 公 司 ，Glutathione SepharoseTM 4B 购 自 

Amersham Pharmacia Biotech公司。实验用轮状病 

毒抗体阴性的 Balb／C 孕鼠购 自中国医学科学院实 

验动物研究所。 

1．2 表达质粒 pGEX一5X．NSP4T的构建 

PCR扩增 NSP4T，在扩增片段的上下游引物分 

别引入 EcoR I和 Xho I酶切位点，引物序列为： 

beg5’gctgaattcatgaaagagcaggttactactaaaga3’，end5’ct— 

cctcgagtcacatggatgcagtcacttc3’， PCR 产 物 连 于 

pcDNA—II载体，经双酶切定 向克隆入表达载体 

r~EX-SX-1，转化大肠杆菌 BL-21，筛选得到重组质粒。 

1．3 重组融合蛋白 GST—NSP4T的诱导表达与纯化 

挑取含重组质粒的菌落接种于含 100~tg／mL氨 

苄青霉素 (Amp)的 LB液体培养基中，37℃振荡 

培养过夜，取菌液按 1：100比例接种于新鲜的含 

Amp的 LB液体培养基，37~C培养至 OD600=0．6左 

右，加入 IPTG至终浓度为 1mmol／L，27℃低温振 

荡培养 8h，离心收集菌体，冰浴中超声破碎，使用 

Glutathione Seph~oseTM 4B作为纯化介质，对可溶 

性蛋白进行纯化。用 pGEX．5X一1转化 BL21，同法 

诱导表达，纯化 GST蛋白。所有纯化蛋白脱盐后经 

冻干一20℃保存备用。 

1．4 蛋白免疫印迹检测 

将收集的菌体按 0．2g／mL重悬于 PBS，冰浴中 

超声破碎，分别取上清和沉淀进行 SDS—PAGE分 

析，并对表达产物进行 Western blot检测，一抗为 

豚鼠抗 NSP4多肽抗体 (美国 Wyeth公司惠赠)， 

二抗为 HRP标记的羊抗豚鼠IgG抗体。 

1．5 NSP4T诱导腹泻模型的建立 

将冻干 GST．NSP4T及 GST蛋白以无菌注射用 

水溶解后，用 BCA试剂盒 (Pierce公司)进行蛋白 

定量检测。新生乳鼠 (6d)分为 0．4nmol重组蛋白 

组(6只)，1．5nmol重组蛋白组(12只)，1．5nmol GST 

对照组 (9只)。乳鼠腹腔注射纯化蛋白，注射后前 

12h内，每隔 3h左右观察一次，此后每 6h左右一 

次持续观察72h，接着每 12h一次观察 ld，每次用 

手指轻轻按摩乳鼠腹部，观察腹泻产生情况，腹泻 

的判断参照文献【 ，即：分为 4级，1级为松软的 

黄色粪便，4级为完全的水样便，2级 (水样粘液 

便带有固体松软粪便 )及以上的才判为腹泻，腹泻 

的判断由同一人完成。观察腹泻情况的同时称取记 

录乳鼠的体重。我们将同一母 鼠喂养的乳鼠分为不 

同的组，以排除母乳喂养可能造成的干扰。 

2 结果 

2．1 NSP4T的PCR扩增与重组质粒 pGEX一5X— 

NSP4T的酶切鉴定 

PCR扩增出270bp的NSP4~r特异性产物，插入 

克隆载体 pcDNA—II后，DNA序列分析表明完全正 

确，再次插入pGEX-5X-1的EcoRI和XhoI位点，酶切 

分析表明重组质粒pGEX-5X-NSP4-r构建正确 (图1)。 

25O —  

loo 一  ■ 27O 
图1 NSP4T PCR结果及pGEX．5x—NSP4T酶切鉴定 

M DNA Molecular weight standards(DL 2000) 

1，PCR amplification ofNSP4-r；2，pCEX一5X-NSP4-r digested、vithEcoR I 

andXholI；3，pCEX一5X一1digestedwithEcoRI andXholI 

2．2 GST-NSP4T在 E．Coli中的表达及检测 

pGEX一5X—NSP4T转化 E Coli BL一21后用 G 

诱导表达，发现在 37kDa位置出现特异性表达条带， 

表达量在诱导后 8h左右达到高峰，经紫外扫描分 

析表明重组蛋白表达量占菌体总蛋 白的 30％左右 

(图2)，Westernblot证明该条带可与 NSP4抗体反 

应，提示该蛋白得到正确表达 (图 2)。 

2．3 重组蛋白的纯化 

虽然部分表达产物以包涵体形式存在，但重组 

蛋白也大量存在于超声破菌离心后的上清中，为了 

纯化方便，我们仅对可溶性蛋 白部分进行纯化 ， 

SDS—PAGE和紫外扫描分析表明经过 Glutathione 

O O ． ． 
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A B 

图 2 重组蛋白表达及纯化 

Fig．2 expressed and purified recombinan t protein 

A：SDS·PAGE，M，Protein molecular weight standard(middle range)；1， 

Cell lysate of BL21【／pGEX·5x·NSP4T before induction；2，Cell lysate of 

BL2l／pGEX一5x—NSP4-r 8h after IPTG induction； 3，pGEX·5x·NSl? a-r 

purified by Glutathione Sepharos 4B；4．Cell lysate of BL21／pGEX．5x一1 

8hafterIPrrG induction．B：Western blotanalysis． 

SepharoseTM 4B亲和纯化后的重组蛋白纯度达到 90 

％以上，完全可以满足动物实验的要求。 

2．4 NSP4T致小鼠腹泻作用 

当注射 0．4nmol GST—NSP4-r重组蛋白时，仅有 

1只小鼠发生一过性腹泻 (1／6)，加大蛋白用量， 

给予 1．5nmol重组蛋白时，实验组所有乳鼠都先后 

出现了腹泻：腹泻最早出现在注射后 3h(2只)，24h 

时有 4只，到第 48h时已经有 11只出现过腹泻， 

第54h时所有乳 鼠均已出现过腹泻(有 3只此时腹泻 

停止)，而在 72h后多数已经停止腹泻 (图 3)。在 

图 3 给药后不同时间腹泻小鼠的数目 

Fig．3 The number of mice with diarrhea at different time after 

admi nistration 

此过程中我们观察到一个现象，在 1．5nmol组 l2 

只乳鼠中仅有一只是持续性腹泻，而其余 l1只是 

间歇性的，即：在第一次腹泻持续一段时间后 (平 

均 8h)，停止腹泻，而在经过一个 12~24h的间歇 

期后，又发生了一次腹泻，平均持续时间较第一次 

短暂，此后多数小鼠恢复正常，仅有 4只又曾出现 

松软黄便 (1级)。GST对照组有 1只 (1，9)曾出 

现过腹泻，一只出现松软的黄便，与实验组差别有显 

著性。在这期间对照组平均体重增长了 2．90g，而 

实验组平均体重增长了 2．35g，经 t检验，差异有统 

计学意义 (P<0．05)，说明腹泻影响了小鼠的生长。 

3 讨论 

轮状病毒导致腹泻的机制尚未最后阐明，曾推 

测病毒感染造成肠粘膜破坏，引起吸收不良和水电 

解质紊乱，导致腹泻，但这无法解释腹泻可出现在 

明显组织病理改变之前的现象。轮状病毒非结构蛋 

白NSP4可以诱发细胞内储存钙释放，同时也伴随 

细胞外 Ca2 内流进入细胞【8】，Ca2+升高可导致氯离 

子分泌，并且 NSP4可特异性破坏细胞间隙【9】，这些 

现象提示 NSP4可能与腹泻发生有关。有研究显示 

NSP4的基因变异与轮状病毒致病性改变有关【】们， 

但是这种相关性 目前还存在争议 ，1”。发展抗 RV 

药物，寻找新的治疗方案及有效的疫苗都需要对轮 

状病毒 NSP4蛋白的功能作进一步的研究。为此， 

本文表达 了我们分离的一株婴幼儿腹泻轮状病毒 

的NSP4蛋白，并对其致泻作用进行了初步研究。 

我们曾经尝试使用多种原核表达载体和不同 

的宿主菌来表达全长 NSP4蛋白，但是均未获得成 

功，而真核表达系统又难以满足以后大规模实验所 

需的蛋白用量。从计算机分析结果看，完整的 NSP4 

蛋白其 N端含有较多的疏水性氨基酸 (图4)，因 

20 40 60 80 100 120 140 160 

． ⋯ ． ． ．． ▲  

l V 1-r’1-r ’ IHydrophilicity Plot 

-4．$ 

图4 NSP4亲疏水性质 

Fig4．The hydrophilicicy of NSP4 

该曲线根据 Kyte&Doolittle对数绘制，向上的表示亲水性，向下的表示疏 

水性。 

Made by Kyte&Doolittle logarithm．those upwards Ⅱ ans hydrophilic 

region and downwards means hydrophobic region． 

此在大肠杆菌中可能难以表达，在其他实验室中也 

遇到这种情况 。现有的研究认为 NSP4的功能活 

性区主要在其 C 端 们，因此考虑放弃表达完整的 

NSP4 蛋 白，首先表达 NSP4 蛋 白的部分 区域 
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(NSP4x)，据此及计算机软件分析结果，我们去除 

了N端疏水区的 85个氨基酸，对剩余的 86—175氨 

基酸编码区进行了表达，结果获得了成功。进而对表 

达蛋 白的功能进行 了实验研究。当注射 0．4nmol 

GST—NSP4-r重组蛋白时，仅有 1只小鼠发生一过性 

腹泻 (1／6)，加大蛋白用量，给予 1．5nmol重组蛋 

白时，实验组乳鼠都先后出现了腹泻，与对照组差 

别有显著性。表明我们表达的人轮状病毒 NSP4蛋 

白在新生小鼠具有致腹泻的作用，并且有一定的剂 

量依赖性 。 

在实验中我们观察到一个现象，在 1．5nmol组 

l2只乳鼠中仅有一只是持续性腹泻，而其余 11只 

是间歇性的，即：在第一次腹泻持续一段时间后， 

停止腹泻，而在经过一个间歇期后，又发生了一次 

腹泻，平均持续时间较第一次短暂。对于这个现象 

尚无确切的解释。对新生小鼠RV肠炎的研究表明， 

部分分泌反应是由于肠神经系统 (enteric nervous 

system，ENS)激活引起的Il引，我们推测可能是 ENS 

的参与继续了NSP4引起的初期腹泻。 

本研究成功表达了我国人轮状病毒97SZ8株非 

结构蛋白NSP4基因，动物实验证明可以引起新生 

乳鼠腹泻，初步在新生小鼠建立了人轮状病毒腹泻 

动物模型，为进一步研究人轮状病毒的致病机理及 

治疗和预防策略打下了基础。 
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