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Abstract： To understand the characteristics of the nsl gene of Avian influenza A virus H5N1 an d to 

prepare NS 1 protein in SCale．viruses were cultivated in embryonated hen eggs and virion RNA was 

extracted from allan toic fluid．The complete ns gene was amplified by RT-PCR an d an alyzed．Sequence 

an alysis demonstrated that the NS 1 cDNA contained one open reading fram e of 678 bp，Which encoded 

a polypeptide of 225 amino acids．Th e nsl gene of Qa／ST，852，0 1(H5N 1 1 isolate was closer to that of 

some H5N 1 straias prevalent in SOUthem China in recent years．the homologies of nucleotide and amino 

acid sequences were 99．0 ～97．5 and 99．1 ～97．8％．respectively．Subsequently,nsl cDNA was 

obtained by PCR an d cloned into pGEX一4T-3 vector to construct recombinan t plasmid pGEX一411-3／NS 1 

cDNA．and expressed in BL21(DE3)Ecoli strain．SDS—PAGE and SCan analysis showed recombinant 

fusion protein GST-NS1 was expressed in soluble form．and fusion protein am ounted to 28．5％ of the 

total soluble bacterial protein．The protein was purified by affinity chromatography an d the purity was 

greater than 96 ．Wlestern blot analysis of recombinant fusion protein confirmed it could be specifically 

recognized by an tibody of GST．Construction of the prokaryotic expression vector provided a 

foundation for further studying the function ofNS1 protein and preparation ofNS1 antibody． 
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摘要：为了解 H5N1亚型流感病毒株的nsl基因特性及其规模制备 NS1蛋白，首先将病毒在鸡胚中传代，从收获 

的尿囊液中提取 RNA，采用 RT-PCR技术扩增流感病毒全长 ns基因。测序显示 H5N1亚型流感病毒 NS1 cDNA 

全长678bp，编码 225个氨基酸。BLAST分析表明，Qa／ST／852／01(H5N1)病毒株nsl基因与近年来从华南地区分 

离的禽 H5N1毒株的 nsl基因有很高的同源性。之后采用 PCR方法扩增 nsl基因的 cDNA片段，将其克隆到 

pGEX-4T-3载体中，与谷胱甘肽巯基转移酶(GST)基因融合，构建重组质粒 pGEX．4T-3／NS1 cDNA，转化大肠杆 

菌BL21(DE3)并进行诱导表达。SDS．PAGE和凝胶扫描分析，GST-NS1融合蛋白在大肠杆菌中获得了高效表达， 

并且以可溶形式存在，重组融合蛋白的表达量占菌体总蛋白的28．5 ，表达产物经亲和层析纯化后蛋白质纯度达 

96％以上。经免疫印记证实重组融合蛋白可以被 GST特异性抗体所识别。该表达载体的构建为获得大量 NS1蛋 

白进行功能研究及抗体制备提供了基础。 

关键词：流感病毒：nsl基因；序列分析：克隆；诱导表达 

中图分类号：R511 文献标识码：A 文章编号：1003．5125(2004)05．0449．05 

甲型流感病毒基因组 由 8个分节段的负链 

RNA组成，共编码 10种蛋白，其中在病毒复制早 
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期即有非结构蛋白NS1的大量表达，NS1蛋白在病 

毒感染的细胞中含量丰富，提示 NS1蛋白在病毒复 
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制及病毒早期抵抗机体的抗病毒免疫应答过程中 

具有重要作用 '2】。NS1蛋白由病毒 RNA第 8节段 

NS基因编码，分子量在 22~26kDa之间 。流感 

病毒 NS1蛋白有两个比较重要的功能区：A区为氨 

基端的 RNA结合区，NS1蛋白可通过此区与不同 

种类的RNA相结合；B区为分子羧基端的效应区， 

此区可与宿主细胞核蛋白相互作用，抑制细胞核 

mRMA的运输 J。 

在病毒感染早期，干扰素．Q／B(IFN-Q，B)及 

肿瘤坏死因子．Q邝 (TNF．Q邝 )等细胞因子即被诱 

导产生并在机体抗病毒过程中发挥重要功能。早期 

反向遗传系统(reverse．genetics system)实验证实了 

NS1蛋白在保护流感病毒抵抗细胞 IFN．Q／B反应 

中的作用，当缺乏 nsl基因时，流感病毒仅能在细 

胞 IFN反应缺陷时复制 ’ 。在病毒感染期间，NS1 

蛋白的氨基端通过与双链RNA(dsRNA)结合来拮抗 

IFN．a／B对蛋白合成的抑制作用，以增强病毒蛋白 

的合成【8'9J。更多研究显示，NS1蛋白能使流感病毒 

逃避宿主细胞的免疫防御，在抑制 IFN．Q／B及 

TNF．Q／B介导的抗病毒反应中起重要作用，在流 

感大流行中具有潜在的重要性IJ u，̈J。目前，对 NS1 

蛋白的功能研究主要集中在人流感病毒，针对禽流 

感病毒 NS1蛋白拮抗机体抗病毒免疫应答的研究 

颇少，而近年来禽流感病毒多次感染人的事件已提 

醒我们，必须重视对禽流感病毒的研究。为此，我 

们在完成对华南地区部分禽流感病毒 nsl基因特性 

的研究基础上Il ，进一步选取 A／Quail／Shantou／ 

852／01(H5N1)禽流感病毒株作为研究材料，对其nsl 

的基因特性进行分析，并构建含 NS1 cDNA的原核 

表达载体来高效表达 GST．NSl融合蛋白，旨在为对 

NS1蛋白的功能进行深入研究和NS1抗体的制备打 

下基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

病毒标本采集、流感病毒分离及鉴定由本中心 

完成 ，各种亚型流感病毒 的标准抗血清 由 Dr． 

WebsterRG提供。 

pMD 18．T载体购 自TaKaRa公司，表达载体 

pGEX．4T-3购于 Pharmacia Biotech公司；大肠杆菌 

DH5 Q、BL21(DE3)由本室保存；GST 抗体购 自 

Pharmacia Biotech公司。 

QIAamp病毒 RNA提取试剂盒购 自Qiagen公 

司，SuperScript逆转录酶、DTT购自Invitrogen公 

司，AmpliTaq Gold酶、dNTP、MgC12购 自Roche 

公司；限制性内切酶 EcoR I、Xho I及 T4 DNA连 

接酶购 自New England Biolabs公司；胰蛋白胨、酵 

母提取物购于 Oxid公司，琼脂糖、生物琼脂购自 

Sigma公司，Glutathione Sepharose 4B购自Pharmacia 

Biotech公司；质粒提取、凝胶回收试剂盒购自上海 

华舜生物工程公司，其他试剂为国产分析纯。 

1．2 病毒分离与鉴定 

将采集标本经双抗处理后接种9～10日龄鸡胚 

尿囊腔，35℃培养 72h，收获尿囊液进行红细胞凝 

集实验，血凝阳性 (AD≥16)且细菌培养阴性者．8O 

℃保存。阳性标本进一步用 WHO推荐的全套流感 

病毒亚型的标准抗血清进行亚型鉴定，按常规方法 

操作㈣ 。 

l-3 病毒 RNA的提取和纯化 

将选取的禽流感病毒 A／Quail／Shantou／852／01 

(H5N1)(缩写：Qa／ST／852／01)接种 9～10日龄鸡 

胚尿囊腔进行增殖，取 140pL含流感病毒的鸡胚尿 

囊腔上清，按 RNeasy RNA提取试剂盒说明书提取 

和纯化病毒 RNA，最后溶于 50pL DEPC．H20。 

1．4 ns基因RT-PCR扩增 

ns基因逆转录引物：5'-AGCAAAAGCAGG．3’ 

(1 2nt)；上游引物：5 ．AGCAAAAGCAGGGTGAC 

AAA一3’(20nt)；下游引物：5'-AGTAGAAACAAGG 

GTGTqTr-3 (20nt)。反应条件和循环参数详见参考 

文献I ’J引。1．2 琼脂糖凝胶电泳观察结果。 

1．5 ns基因片段的克隆、鉴定与测序 

RT-PCR产物经琼脂糖凝胶电泳，用胶回收试 

剂盒进行纯化。将纯化的 RT-PCR产物与 pMD 18一T 

载体连接，转化大肠杆菌 DH5 Q，经含 Amp、X—gal 

和 IPTG的 LB平板筛选后，用 PCR方法对重组质 

粒进行鉴定，筛选出含有正确插入片段的重组质 

粒，用 自动测序仪进行序列测定。测序结果的序列 

拼接、校正和分析使用了DNA Club、Primer Premier 

5及基于 Intemet上的BLAST分析软件。 

1．6 nsl基因cDNA片段的扩增 

根据测定的 nsl基因cDNA ORF序列，设计扩 

增 NS1 cDNA的一对引物，Pl：5 一CCGAATTCCAT 

GGATTCCAACA一3’(22nt)，P2：5’一ATC CGAGTCA 

AACTTCTGACT-3 (22nt)。在上游引物的 5 端设计 

了EcoR I酶切位点，在下游引物的5 端设计了Xho 

I酶切位点。以上述扩增的 RT-PCR产物为模板， 

热启动法进行 PCR：94℃预变性 3min：94℃ 40s， 

55℃ 40s，72℃ lmin，30个循环；72℃延长 8min。 

1．2 琼脂糖凝胶电泳观察结果。 

1．7 nsl基因cDNA原核表达载体的构建 
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琼脂精凝胶电泳回收上述PCR产物，经EcoR I 

和 Xho I双酶切后，与双酶切的 pGEX-4T-3载件在 

T4连接酶作用下 16℃连接12h，构建pGEx r_3／NS1 

eDNA原核表达载体，转化宿主茼BL2l(DE3)，双酶 

切鉴定和DNA序列测定筛选山阳性克降， 

l 8 融合蛋白GST-NS1的诱导表达 

挑取禽有pGEX一4T-3／NS1 cDNA的 性觅隆接 

种于5mL 2×YT-G中过傲培养，敬同．按 l：1OO 

转接扩大培养至 01) )为 1～2h 加人异阿基一口-D- 

硫代半乳糖瞢 【IPTG) 终浓度0．3mmol／L，37℃ 

诱导表达 4h 每隔 lh取样，离心收集菌体 用颇 

冷的 PBS液重悬，lo0℃加热 3min，取上清以 l2 

SDS．聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS—PAGE)分析表 

达结果I”I 

1．9 融合蛋白GST-NSl的纯化 

将 l0g苗体溶j lOOmL PBS，冰济中超声破碎， 

扣1入 2O Triton X—100至终浓度 I％，窀温静置 

30min，l5 OO0 离心 20rain，取上清液与GlutathiOFie 

Sepharose 4B混合．按GST融合表达系统于删纯化 

GST-NSI融合虽 ，f{J SDS PAGE进行纯度龋定。 

1．10免疫印迹分析 

J斗j小鼠抗 GST r9．克隆抗体作 抗．辣根过氧化 

物酶标记的 l̈羊抗小鼠lgG作二抗进{ 免疫印迹分 

析，具体方法参考史献【l5l 

2 结果 

2．1 流感病毒 rig基因的克隆与序列测定 

以提取病毒林 O sT／852／01的 RNA为模板， 

用所设计的引物进} RT-PCR扩增．产物经 1．2 琼 

脂糖凝胶电泳分析，在 865bp处出现特异性条带， 

大小与予厦期结果相符。将 RT-PCR产物纯化后，兜 

隆入pMD 18一T载体，转化大肠杆菌 DH5口，经含 

Amp、X—gal 1邗 IPTG的LB平板筛选后 对重组质 

粒进行序列测定 测序结果表明，采用我们所设汁 

的引物能特异地扩增it 5禽流感病毒株Qa／ST／852／01 

的NS基田全序列 NS基 余长 865bp．包含 个 

完整 ORF，NSl eDNA长度为 678bp，编码 225个 

氨基酸 c洲序 谱省略)。 

2．2 NS l eDNA核苷酸序列及氨基酸序列分析 

BLAST分祈表明，Qa／ST／85210l嫡毒株的 NS1 

eDNA 孩苗艘孛剁与我们在 2000～2003午阃分离 

的禽流感镐毒H5Nl亚型NSI eDNA梭营酸穿列的 

同源性 99．0 ～97．5％之 ，推 导的氧基酸序列 

的同源。性住991％～97 8 ／L,之Ih J 将 NSl eDNA核 

苷酸序列及推 导的氰 基酸序列 A／HongKong／ 

156197(H5N1)毒株 (缩写：HK／156／97)(半列号： 

AF036360)及 GenBank登录的 1997~2000年问禽 

H5Nl亚型痫毒株的NS1序列进行 BLAST比较分 

析．发现 Qa／ST／852t01病毒株 Nsl eDNA除在第 

238~252位存在 15个梭苷酸的缺失外． 青之间 

核 酸序yiJ的同源性为95 ，推导的氯基酸帛列的 

同源。 也庄 95％以上 

2 3 重组质粒的筛选及鉴定 

PCR产物凝胶电淋显示，在678bp处出现卓 

条带 将 PCR产物 EcoR I和Xho I双酶四后， 

定向插入lI_i】样经双酶切的pGEX-4T-3线体r ，获得 

重组质粒pGEX~T-3／NS l eDNA Ec R】、Xho 1 

双酶【=JJ和 DNA序列测定对重组质牲进行豁定．筛 

选出具育 NS】基因eDNA订三『 捅入儿与GST之间 

读码框架正确的重组质粒，酶切举定 果见 

量 
圈 l 重组质粒 口GEX一4T-3／NSl cDNA的酶切蛙定 

Fig I Identification Ot"recombinant plasmid pGEX 4 3，NS l 

cDN-A 

l，PI asmid pGEXJ．T-3,'NS I cDNA：!pGEX~f-3(NS l eDNA digested bv 

丘 I d 加 l 3 DL20(X)marker 

2．4 融合蛋白在大肠杆菌中的诱导表达 

含 pGEX一4T-3／NSI cDNA的 BL2l(DE3)巾 

IPTG诱导表达 4h后，SDS PAGE舒析 不(囝 2)， 

Lj诱导前相比，在 n对分于质量约43．0kDa处山班 

明显的诱导蛋白条带，分子质量大小与预期～致 

凝胶扫描分析，最佳表达状态时融台蛋白的表达量 

占藕体总蛋白的28 5 

2．5 融合蛋白的纯化及免疫印迹分析 

菌体经超声破碎后，茸 清液 Gluiatflione 

Sepharose 4B亲删层析纯化，SDS—PAGE分析表叫． 

重 合蛋白GST-NSl以可溶形式驶诱导表达，亲 

1层折纯化后GST-NSl的纯度大 ‘96％ (圈3A) 

纯化的融合蛋白经 I2％SDS一聚阿烯酰胺凝胶电泳、 

电转移后，用小鼠抗 GST甲克降抗体怍一抗逊盯免 

疫印迹分析，出现一条阳性反应带 L阁3B) 

3 讨论 

1997年在我国香港特区高致病性禽流感病毒 

啪彻铷 瑚 
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l割2 融台蛋白GS~NSI韵SDS PAGE丹折 

Fig 2 SDS-PAGE analysis of the expression of fusion protein 

GS NS1 

1 Protein MW marker： 2 BL2I(DE3)celI lysate berore II：~G inducliom 

3-6 BL2l(DE3)celllysateItl'ter[PTGinduction R1rI_4h respeclivel 

A B 

图3 亲和／ 折纯化聍 GS~NS1的分析 

Fig．3 Analysis 01'the purified GS~NS 1 

A SDS—PAGE B We Not 1，Protein MW m~keT．2．Purified GST． 

NSI affinit
．
v chromat．sraphy 

Hung Kong／l56／97(H5N1)直接从鸡传 人，引 

起 l8人感染．其一和6人死 J 这是I 界 首次 

证实禽流感病毒 H5Nl感染人类。之后，相继有禽 

流感病毒 H9N2、H7N7亚 感染人类和 H5NI再次 

感染人类的报道 禽流感病毒是如何拮抗机体的抗 

病毒免疫应答．逃避机体的免疫防御直接造成流感 

流行呢?Seo等⋯0研究发现，HK／]56／97毒株逃避 

机体的免瘦防御与其 NSl蛋白抵抗 WN一口，0及 

TNF．i：3介导的抗病毒反麻育关；Basler等” 研究也 

发现，19l8年 班牙流感 A／Brevig Mission／1／l8 

(H1N1)株的 NS】蚩白与机停细胞因了之问的丰几互 

作用对病毒的敛病’ 起重要作用。 

绝大多数甲型流感病毒 NS基困由890个核苷 

酸组成，编码230个氨基睃 我fl'Ji~0定了，2000~2003 

年问在华南地区分离的部分窝流感病毒 H5N1亚型 

的 NS基固核苷簸序列，结果表叫NS基因仝比865 

bp，编码 225个氦些酸 此研究摹 {L，我们选 

取遗传背景清楚的禽流感病毒Qa／ST／852／01(H5N1) 

作为研究材料，74"先对其 Ns基因的特性进行分析， 

研冗结果显示我们分离的 Qa／ST／852／0l病毒株 NS 

基因全长为 865bp，NS1基凶 cDNA ORF K度为 

678bp，编码 225个氨基酸 与找制在华南地区分 

离的H5N1业型禽流感病毒的NS1 eDNA梭苷酸穿 

列的 源性在 99．0％～97．5 之咖，氪基酸市列的 

同源性存 99．1％～97．8％之间 将 NSI些 推 导帕 

氨 酸序列与HK／156／97毒株的NSl蚩白氯基酸序 

列进行 BLAST比较分析，发现 Qa／ST／852／01病毒 

株 NSI蛋白在氨擎端第 80位存芷5个氨摹酸贱基 

的缺失， ：青之间其它部位氨基酸序列的例源性芷 

95％以上 这些氢基酸片段的缺失和突变对 NS l蛋 

白功能具有怎样的影响?是否与H5Nl亚型禽流感 

痫毒逃避机体的免疫防御直接感染人有关?为此， 

我们进 步构建了NsI基因的原f}袅表达载件． f 对 

NS1融合蛋白进行初步诱导表达，L 结果为今后研 

究 NS1蛋白的不同功能域在拈抗机体抗病毒免疫 

应替中的作用奠定了摹础， 

若要在真核转染条fq：F研究 NS I蛋白nfJ功能， 

就需要 NSI蛋白特异’眭的抗体柬埘 在细胞中的表 

达水平进行检测 因此．奉研究构建NS1基 cDNA 

原桉表达载体的 一Fl的是制备 NS1抗体，我们拟 

采用 pGEX系统来表达融合蛋白作 抗原以刺激机 

体产 扛抗体 pGEX一4T-3融台表达系统含有强肩动 

子 tac及lac操纵基 SD序列、Lac【 H遏蛋白基因 

等。pGEX4T-3的SD序列下游就是 GST基因，外 

源基 在 GST基因_F游的多克隆位点(MCS)E捅 

八，高技表达的融合蛋白可用 glutatlfione~pharose 

4B亲和层析纯化。我们的研究结果表明．融台盅白 

GS~NS1以f日溶形式破 号表达，其表达晕l 体 

总的可溶性蛋白的 28 5％，亲 1层析纯化的效率 

80％以上，融台蛋白的纯度大丁96％ 重组融合蛋 

白的获得为进一步研究 NS1蛋I i在流感大流行中的 

怍用及制备NSl蛋白抗体打下了 刊； 
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