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［摘要］　目的：原核表达、纯化 ＨＩＶ１型 ＨＸＢ２株蛋白酶（ｐｒｏｔｅａｓｅ，ＰＲ），用于对 ＨＩＶ１ＧａｇＰ２／ＮＣ蛋白酶切割位点序列随

机突变的噬菌体展示文库的切割筛选及构建新的蛋白酶抑制剂（ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＰＩ）类药物体外筛选模型。方法：根据

ＨＩＶ１ＨＸＢ２株ＰＲＤＮＡ序列设计引物，在ＰＲ序列上游添加自切割位点 ＭＧＴＶＳＦＮＦ８个氨基酸编码获得ＰＲ１０７ＤＮＡ编

码序列，将ＰＲ１０７ＤＮＡ克隆至原核表达载体ｐＥＴ３２ａ，序列测定后转化大肠杆菌ＢＬ２１ＤＥ３进行诱导表达。表达产物经用

ＮｉＮＴＡ亲和柱纯化，经复性后，进行靶蛋白ＣＡＰ２ＮＣ切割试验，ＳＤＳＰＡＧＥ检测切割结果。结果：成功合成了使用大肠杆菌

偏好密码子的 ＨＩＶ１ＰＲ１０７的ＤＮＡ编码序列，序列测定显示其编码氨基酸序列与原始序列完全一致；成功构建了 ＨＩＶ１ＰＲ
原核表达质粒ｐＥＴ３２ａＰＲ１０７，转化大肠杆菌ＢＬ２１ＤＥ３经ＩＰＴＧ诱导后，表达出相对分子质量为３００００的 ＨＩＶ１ＰＲ融合蛋

白，纯化的目的蛋白浓度为２．５４ｍｇ／ｍｌ；纯化蛋白经复性后具有对底物蛋白ＣＡＰ２ＮＣ的切割活性，该作用能被ＰＩ药物抑制。

结论：成功构建大肠杆菌偏好密码子带自切割位点的 ＨＩＶ１ＰＲ原核表达载体ｐＥＴ３２ａＰＲ１０７，在大肠杆菌中表达，经纯化复

性获得了具有切割活性的 ＨＩＶ１ＰＲ融合蛋白。

［关键词］　ＨＩＶ；蛋白酶；基因表达；切割

［中图分类号］　Ｑ７８　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０４０３６５０６

ＰｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｏｆＨＩＶ１ＨＸＢ２ｓｕｂｔｙｐｅａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｌｅａｖｉｎｇｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｐｒｏｔｅｉｎＧａｇＣＡＰ２ＮＣｐｅｐｔｉｄｅ

ＣＨＥＮＭｉｎｇ１，ＰＡＮＸｉｎ１，ＪＩＡＪｉａｎａｎ１，ＨＥＪｕｎ２，ＪＩＡＮＧＳｈａｏｈｕａ１，ＣＨＥＮＬｕ２，ＹＡＯＪｉｎｇｊｕａｎ３，ＣＨＥＮＱｉｕｌｉ１，ＣＡＯＪｉｅ１，

ＰＡＮＷｅｉ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ２３００３２

３．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００３０

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｘｐｒｅｓｓ，ｐｕｒｉｆｙａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｅ（ＰＲ）ｏｆＨＩＶ１ＨＸＢ２ｓｕｂｔｙｐｅｉｎＥ．ｃｏｌｉ，ｓｏａｓｔｏｓｃｒｅｅｎ
ｔｈｅＨＩＶ１ＧａｇＣＡＰ２／ＮＣｐｒｏｔｅｉｎｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙｅｄｌｉｂｒａｒｙｗｉｔｈｒａｎｄｏｍｉｚｅｄＰ２／ＮＣｐｒｏｔｅａｓｅｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅｓａｎｄｅｓｔａｂｌｉｓｈａｐｈａｇｅ

ｍｏｄｅｌｆｏｒｉｎｖｉｔｒｏｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆＰＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅＰＲａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ
ＨＩＶ１ＨＸＢ２ｓｕｂｔｙｐｅａｎｄｔｈｅＥ．ｃｏｌｉｐｒｅｆｅｒｒｅｄｃｏｄｏｎ，ｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎａｌ５′ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｅｎｃｏｄｉｎｇｔｈｅｅｉｇｈｔｐｅｐｔｉｄｅＭＧＴＶＳ
ＦＮＦｆｏｒａｕｔｏｃｌｅａｖｅｓｉｔｅｓｗａｓｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｕｐｓｔｒｅａｍｏｆＰＲｓｅｑｕｅｎｃｅ．ＴｈｅｎｔｈｅＰＲ１０７ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＥＴ

３２ａｖｅｃｔｏｒｗｈｉｃｈｗａｓｕｓｅｄａｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｉｎＥ．ｃｏｌｉ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＶＰＲｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧｉｎＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ＤＥ３ａｎｄ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄＰＲｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅＮｉＮＴＡａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎ．ＴｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄＰＲｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｒｅｆｏｌｄｅｄｂｙｄｉｌｕｔｅｄｗｉｔｈ

ＭＥＳｂｕｆｆｅｒａｎｄｂｌｅｎｄｅｄｉｎｔｏｓｕｂｓｔｒａｔｅｐｒｏｔｅｉｎＣＡＰ２ＮＣｔｏｔｅｓｔｉｔｓｃｌｅａｖｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ．

Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅＨＩＶＰＲ１０７ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｗｉｔｈＥ．ｃｏｌｉｐｒｅｆｅｒｒｅｄｃｏｄｏｎｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄａｎｄｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＥＴ３２ａ．ＨＩＶ１ＰＲｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ＤＥ３ａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｂｙＩＰＴＧｗｉｔｈａｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔｏｆ３００００．ＴｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄＰＲｐｒｏｔｅｉｎｈａｓａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ２．５４ｍｇ／ｍｌ，ａｎｄａｆｔｅｒｒｅｆｏｌｄｅｄｉｔｃｏｕｌｄｃｌｅａｖｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｐｒｏｔｅｉｎ

［收稿日期］　２００７１０２７　　　　［接受日期］　２００８０１２２
［基金项目］　国家自然科学基金（３０４７２０５０）；上海市重点基础科研项目（０５ｄｚ１９３１７）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆ

Ｃｈｉｎａ（３０４７２０５０），ＫｅｙＰｒｏｊｅｃｔｉｎＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＳｈａｎｇｈａｉＭｕｎｉｃｉｐａｌＧｏｖｅｒｎｍｅｎｔ（０５ｄｚ１９３１７）．
［作者简介］　陈　铭，硕士生，主治医师．
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１２５０７４３７１；Ｅｍａｉｌ：ｐｗｐａｎｗｅｉ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ



·３６６　　 · 第二军医大学学报　２００８年４月，第２９卷

ＣＡＰ２ＮＣａｎｄｔｈｉｓｅｆｆｅｃｔｃａｎｂｅｂｌｏｃｋｅｄｂｙＰＩａｇｅｎｔ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＰＲ１０７ＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｗｉｔｈＥ．ｃｏｌｉｐｒｅｆｅｒｒｅｄｃｏｄｏｎｏｆＨＩＶ１

ＨＸＢ２ｓｕｂｔｙｐｅｈａｓｂｅｅｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄａｎｄｔｈｅＰＲｐｒｏｔｅｉｎｈａｓｂｅｅｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ，ｗｈｉｃｈｃａｎｃｌｅａｖｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｐｒｏｔｅｉｎＣＡＰ２ＮＣ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＨＩＶ；ｐｒｏｔｅａｓｅ；ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｃｌｅａｖｅ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（４）：３６５３７０］

　　人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）的感染引起的获得性
免疫缺陷综合征（ＡＩＤＳ），现已成为世界范围内危害
人类健康最严重的传染性疾病。ＨＩＶ蛋白酶（ＰＲ）
属于天冬氨酸酶类，包含９９个氨基酸，活性形式为
同源二聚体［１］。该酶将 ＨＩＶ中的 Ｇａｇ与 Ｇａｇｐｏｌ
融合蛋白切割成为结构蛋白与各种酶类［２］，促进病
毒颗粒的成熟，为 ＨＩＶ 复制所必需的酶，也是抗

ＨＩＶ药物的重要靶位点之一。蛋白酶抑制剂（ＰＩ）类
药物是针 对 ＡＩＤＳ 的 高 效 抗 逆 转 录 病 毒 疗 法
（ＨＡＡＲＴ）所选用的两类主要药物之一。然而，

ＨＩＶＰＲ对ＰＩ类药物的耐药突变已经严重阻碍了抗
病毒治疗，ＰＲ的９９个氨基酸中已发现有２１个位点
可产生与耐药相关的突变，其中最重要的突变位置
为：３０位、４６位、４８位、８２位、８４位和９０位，这些突
变可引起 ＨＩＶＰＲ对目前临床应用的６种ＰＩ药物
发生耐受［３］，因此需要不断开发新的ＰＩ类药物用于
治疗。合适的药物筛选方法是新药研制最重要的环
节之一，但现有的 ＨＩＶ体外药物筛选方法不能直接
用于针对耐药突变株病毒新药的筛选，本研究组正
在构建针对耐药突变的 ＨＩＶＰＲ的ＰＩ类药物的噬
菌体体外筛选模型［４］，以满足针对耐药突变 ＨＩＶ的

ＰＩ类药物研发。获得具有切割活性的ＨＩＶＰＲ是该
工作的前提，前期我们曾进行过 ＨＩＶＰＲ表达和制
备［５］，但所获ＰＲ切割活性不足。

　　本研究改用了新的表达载体并添加了ＰＲ自切
割序列，获得了具有较好切割活性的 ＨＩＶＰＲ，现报
道如下。

１　材料和方法

１．１　质粒及菌种　ｐＭＤ１８ＴＰＲ９９为本室构建的
以ｐＭＤ１８Ｔ为载体，目的基因为编码 ＨＩＶ１型 Ｍ
组Ｂ亚型的代表株 ＨＸＢ２株 ＰＲ 序列（ＧｅｎＢａｎｋ
Ｎｏ：ＡＦ０３３８１９）的重组质粒；表达载体ｐＥＴ３２ａ及
其大肠杆菌ＢＬ２１ＤＥ３购于 Ｎｏｖａｇｅｎ公司；ｐＱＥ３０
ＣＡＰ２ＮＣ质粒为本室构建的编码 ＨＩＶ１型 Ｍ 组Ｂ
亚型ＨＸＢ２株Ｇａｇ蛋白第１３３位到４８８位融合蛋白
序列（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ：ＡＦ０３３８１９）表达质粒［４］；大肠杆
菌ＤＨ５α、Ｍ１５为本室保存。

１．２　试剂　限制性内切酶ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ及Ｔ４
连接酶、Ｔａｑ酶均购自ＴａＫａＲａ公司；重叠延伸ＰＣＲ

使用的ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒
纯化试剂盒及琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒购自上
海捷瑞公司；用于切割鉴定的无活性的ＰＲ［－］蛋白［５］

为本室保存；其他生化试剂购于上海生工生物工程
技术服务有限公司。

１．３　引物　引物Ｐａ１０７５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧ
ＧＧＴＡＣＣＧＴＴＴＣＴＴＴＣＡＡＣＴＴＣＣＣＧＣＡＧ
ＧＴＴＡＣＣＣＴＧＴＧＧＣＡＧ３′，在ＰＲ上游添加了

ＢａｍＨⅠ酶切位点及ＰＲ自切割位点 ＭＧＴＶＳＦＮＦ
８个氨基酸编码序列和３个保护碱基；引物Ｐｕｓｔｏｐ
５′ＧＡＡ ＡＧＣＴＴＴ ＴＡＧ ＡＡＧ ＴＴＣ ＡＧＧ ＧＴＧ
ＣＡＡＣＣＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＧＣＡＧ３′，在ＰＲ末
端添加终止密码ＴＡＡ及ＨｉｎｄⅢ酶切位点和２个保
护碱基，由上海英骏生物技术公司合成。

１．４　ＨＩＶ１ＰＲ１０７原核表达载体的构建 　 以

ｐＭＤ１８ＴＰＲ９９质粒为模板，Ｐａ１０７、Ｐｕｓｔｏｐ为上、
下游引物，各０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶１Ｕ，总体积５０

μｌ，扩增ＰＲＤＮＡ蛋白编码片段，反应条件为：９４℃
变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循
环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。１．５％琼脂糖凝胶电泳对

ＰＣＲ产物进行鉴定。ＰＣＲ产物回收后使用限制酶

ＢａｍＨⅠ与ＨｉｎｄⅢ双酶切，酶切产物纯化后与限制
酶ＢａｍＨⅠ 与 ＨｉｎｄⅢ 酶切后的原核表达载体

ｐＥＴ３２ａ连接并转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞。选
取单克隆菌落抽提质粒，用ＢａｍＨⅠ与ＨｉｎｄⅢ进行
双酶切鉴定，挑取２个酶切鉴定正确克隆使用Ｔ７通
用引物送上海英骏生物技术公司进行ＤＮＡ测序，测
序结果用ＤＮＡＳＴＡＲ软件进行比较分析。

１．５　ＨＩＶ１ＰＲ表达、纯化及复性　取鉴定正确的

ｐＥＴ３２ａＰＲ重组质粒转化感受态 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１
ＤＥ３，挑取单克隆在３７℃培养至Ｄ６００＝０．５～０．７，加
入ＩＰＴＧ至终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导３．５ｈ。离心
收集细菌沉淀，以洗涤液 （１３７ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２．７
ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，４．３ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，１．４ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４，２ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ）洗涤沉淀，超声破菌后
以溶解液（１３７ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２．７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，４．３
ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，１．４ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４，８ｍｏｌ／Ｌ
尿素）溶解包涵体，离心收集上清用于纯化，纯化按

ＱＩＡＧＥＮ公司 ＮｉＮＴＡ 使用说明书进行。Ｂｒａｄｅ
ｆｏｒｄ法５９５ｎｍ下测定目的蛋白浓度［６］。将纯化后
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的ＰＲ加入ＤＴＴ至５０ｍｍｏｌ／Ｌ，４℃过夜后以复性
缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ，２ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，１０％甘
油，ｐＨ５．５）稀释５０倍，置４℃复性２４ｈ，并将复性
产物离心后测量上清ＰＲ浓度。

１．６　ＨＩＶ１ＰＲ底物ＣＡＰ２ＮＣ蛋白表达及纯化　
取ｐＱＥ３０ＣＡＰ２ＮＣ重组质粒转化感受态 Ｅ．ｃｏｌｉ
Ｍ１５，挑取单克隆在３７℃培养至Ｄ６００＝０．５～０．７，加
入ＩＰＴＧ至终浓度为ｌｍｍｏｌ／Ｌ，诱导３．５ｈ。离心收
集细菌沉淀，经洗涤后裂解细胞并以８ｍｏｌ／Ｌ尿素
溶解包涵体，离心后将上清液通过 ＮｉＮＴＡ柱纯化

ＣＡＰ２ＮＣ蛋白 ，纯化后的目的蛋白以ＰＢＳ缓冲液透
析除去变性剂尿素并测定蛋白浓度。

１．７　ＨＩＶ１ＰＲ对底物ＣＡＰ２ＮＣ切割活性分析　
将上述纯化好的ＰＲ靶蛋白ＣＡＰ２ＮＣ蛋白用ＰＢＳ
调至５μｇ／μｌ，取５０μｇ于Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，分别加入

ＰＲ１μｇ（２０μｌ稀释复性后的蛋白酶，此管ＣＡＰ２ＮＣ
终浓度为１．６μｇ／μｌ，ＰＲ终浓度为０．０３μｇ／μｌ），５

μｇ（１００μｌ稀释复性后的蛋白酶，此管ＣＡＰ２ＮＣ终
浓度为０．５μｇ／μｌ，ＰＲ终浓度为０．０５μｇ／μｌ）混匀后
置于４℃１２ｈ，反应完成后，反应体系加入８μｌ５×
ＳＤＳ加样缓冲液，振荡混匀后１００℃加热７ｍｉｎ，用

１５％的ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定切割效果。

１．８　ＰＲ抑制剂对ＰＲ切割作用的影响　取ＰＩ类药
物Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ以蒸馏水溶解，获得浓度为０．０２μｇ／μｌ
的Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ溶液。将ＣＡＰ２ＮＣ蛋白５０μｇ分别与

２．５μｇ、０．５μｇ、０．１μｇＩｎｄｉｎａｖｉｒ混合，再加入ＰＲ５

μｇ（１００μｌ稀释复性后的蛋白酶）；对照分别为不加
入ＰＩ类药物的ＰＲ与ＣＡＰ２ＮＣ混合物，ＰＲ复性缓
冲液稀释的的ＣＡＰ２ＮＣ蛋白。此外，我们还使用了
我们以前所表达的已证实无切割活性的ＰＲ［－］作为
另一对照。将上述各样品均加入ＰＲ复性缓冲液至
总体积２５０μｌ（此时反应体系内 ＣＡＰ２ＮＣ浓度为

０．２μｇ／μｌ，ＰＲ为０．０２μｇ／μｌ，Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ分别为０．０１

μｇ／μｌ、０．００２μｇ／μｌ、０．０００４μｇ／μｌ），置４℃反应１２
ｈ，再加入５×ＳＤＳ加样缓冲液，１００℃加热７ｍｉｎ后
进行１５％ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定。

２　结　果

２．１　ＨＩＶ１ＰＲ１０７原核表达载体的构建与鉴定　
以ｐＭＤ１８ＴＰＲ９９为模板，扩增ＰＲＤＮＡ蛋白编码
片段获得了大小为３３０ｂｐ与理论值一致的条带（图

１），将 ＨＩＶ１ ＰＲ ＤＮＡ 克 隆 于 原 核 表 达 载 体

ｐＥＴ３２ａ，经ＢａｍＨⅠ与 ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定阳性质
粒，结果在３３０ｂｐ有一与理论值相符的条带（图２）。

ＤＮＡ测序结果经用ＤＮＡＳＴＡＲ软件进行对比，序

列也和理论结果完全一致。

图１　ＰＣＲ体外合成ＨＩＶ１ＰＲＤＮＡ序列

Ｆｉｇ１　ＨＩＶ１ＰＲＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｉｎｖｉｔｒｏｂｙｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇＰＣＲ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１，２，３：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＨＩＶ１ＰＲＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ
（３３０ｂｐ）

图２　ｐＥＴ３２ａＰＲ限制酶酶切分析

Ｆｉｇ２　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＥＴ３２ａＰＲ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１，２：ｐＥＴ３２ａＰＲｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＢａｍＨⅠ／ＨｉｎｄⅢ

２．２　ＨＩＶ１ＰＲ的表达、纯化及复性　将ｐＥＴ３２ａ
ＰＲ重组质粒转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１ＤＥ３，进行ＩＰＴＧ诱
导 表 达，１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ 凝 胶 电 泳 显 示，在

ｐＥＴ３２ａＰＲ诱导表达的条带中出现两种情况（图

３），一种为只有一条相对分子质量大小３００００的条
带（图３第１，３泳道）；另一种为出现相对分子质量
大小３００００、２００００、１００００３条条带（图３第２泳
道）。图中相对分子质量大小３００００条带与我们构
建的ＰＲ融合蛋白理论大小相同；第二种情况中相对
分子质量２００００的条带符合ｐＥＴ３２ａ质粒编码氨基
酸及自切割位点８个氨基酸的融合蛋白大小，相对
分子质量１００００的条带与ＰＲ蛋白大小一致，因此
我们认为相对分子质量２００００与１００００的条带分
别为相对分子质量３００００的融合ＰＲ蛋白自切割而
来的载体编码蛋白序列和游离ＰＲ蛋白序列。为简
化操作，我们选择未自切割的相对分子质量３００００
的融合ＰＲ进行纯化。凝胶扫描表明，目的蛋白占菌
体总蛋白２０％以上。以上的融合ＰＲ包涵体经尿素
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溶解，ＮｉＮＴＡ亲和介质纯化后，１５％ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳，凝胶扫描表明蛋白纯度达到８５％以上（图４）。
用Ｂｒａｄｅｆｏｒｄ工作液在５９５ｎｍ下测纯化后蛋白浓
度，浓度达２．５４ｍｇ／ｍｌ。我们使用了稀释的方法来
复性ＰＲ，复性产物离心后上清液中ＰＲ浓度达到了

０．０５ｍｇ／ｍｌ，此时９０％以上的ＰＲ以可溶形式存在，
复性效率超过９０％。

图３　大肠杆菌中诱导表达ＨＩＶ１ＰＲ的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＩＶ１ＰＲｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉ
Ｍ：ＬＭＷｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；１，３：Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ＤＥ３ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＨＩＶ１ＰＲｗａｓｎｏｔａｕｔｏ

ｃｌｅａｖｅｄ；２：ＥｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ＤＥ３ｃｏｎ

ｔａｉｎｉｎｇＨＩＶ１ＰＲｗａｓａｕｔｏｃｌｅａｖｅｄ；４：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ＤＥ３

ｏｆｐＥＴ３２ａｗｉｔｈｎｏｉｎｓｅｒｔｉｏｎｏｆＰＲｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔ；５：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ

图４　纯化ＨＩＶ１ＰＲ的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＨＩＶ１ＰＲ

Ｍ：ＬＭＷｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；１：ＰｕｒｉｆｉｅｄＨＩＶ１ＰＲ

２．３　ＨＩＶ１ＰＲ对底物ＣＡＰ２ＮＣ蛋白切割活性分
析　为了验证我们所表达的 ＨＩＶ１ＰＲ的切割活
性，我们将ＣＡＰ２ＮＣ蛋白５０μｇ与不同剂量复性后
的ＰＲ混合，置４℃反应２４ｈ后，１５％的ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳显示（图５）相对分子质量大小为３４０００的

ＣＡＰ２ＮＣ蛋白均被蛋白酶切割成相对分子质量约为

２６０００的ＣＡＰ２及８０００的ＮＣ的两条片段，切割较
为完全且与理论大小相符。

图５　ＨＩＶ１ＰＲ切割底物蛋白ＨＩＶ１ＣＡＰ２ＮＣ

Ｆｉｇ５　ＨＩＶ１ＰＲｃｌｅａｖｉｎｇｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎＨＩＶ１ＣＡＰ２ＮＣ
Ｍ：ＬＭＷｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；１：Ｐｕｒｉｆｉｅｄａｎｄｒｅｆｏｌｄｅｄ

ＨＩＶ１ＣＡＰ２ＮＣｐｒｏｔｅｉｎ；２：ＨＩＶ１ＣＡＰ２ＮＣｐｒｏｔｅｉｎ５０μｇ＋ＨＩＶ１

ＰＲ５μｇ；３：ＨＩＶ１ＣＡＰ２ＮＣｐｒｏｔｅｉｎ５０μｇ＋ＨＩＶ１ＰＲ１μｇ

２．４　ＰＲ抑制剂对ＰＲ切割作用的影响　为了分析

ＰＩ药物对我们所表达的ＰＲ切割作用的影响，我们
选择了Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ进行抑制试验。将浓度为５０μｇ
ＣＡＰ２ＮＣ蛋白与不同剂量的Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ混合，随后加
入复性后的蛋白酶，结果显示（图 ６）所有加入

Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ的样品均未出现ＰＲ对ＣＡＰ２ＮＣ的切割现
象（图６第１、２、３泳道），证实了Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ对ＰＲ切
割作用的抑制，也证明ＰＲ对ＣＡＰ２ＮＣ的切割的特
异性。在ＣＡＰ２ＮＣ与ＰＲ混合的反应体系中相对分
子质量 ３４０００ 的 ＣＡＰ２ＮＣ 蛋白被 ＰＲ 切割为

２６０００的片段（图６第４泳道）；其他的反应体系中的
相对分子质量３４０００ＣＡＰ２ＮＣ蛋白仍然存在，已证
实无切割活性的ＰＲ［－］仍未能显示对ＣＡＰ２ＮＣ的切
割作用。

图６　Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ对ＰＲ切割活性的抑制作用

Ｆｉｇ６　ＣｌｅａｖａｇｅｒｅａｃｔｉｏｎｏｆＨＩＶ１ＰＲｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＩｎｄｉｎａｖｉｒ
Ｍ：ＬＭＷｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；１：ＣＡＰ２ＮＣ５０μｇ＋

Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ２．５μｇ＋ＰＲ５μｇ；２：ＣＡＰ２ＮＣ５０μｇ＋Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ０．５μｇ＋

ＰＲ５μｇ；３：ＣＡＰ２ＮＣ５０μｇ＋Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ０．１μｇ＋ＰＲ５μｇ；４：

ＣＡＰ２ＮＣ５０μｇ＋ＰＲ５μｇ；５：５０μｇＣＡＰ２ＮＣｄｉｌｕｔｅｄｗｉｔｈＭＥＳｂｕｆｆ

ｅｒ；６：ＣＡＰ２ＮＣ５０μｇ＋ＰＲ
［－］
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３　讨　论

　　本研究利用重叠延伸ＰＣＲ的方法成功的合成

了含自切割位点 ＨＩＶ１ＨＸＢ２株ＰＲＤＮＡ，测序表

明与 ＨＩＶＨＸＢ２株的氨基酸序列完全一致，将ＰＲ

ＤＮＡ插入原核表达载体ｐＥＴ３２ａ后转化大肠杆菌

ＢＬ２１ＤＥ３，ＩＰＴＧ诱导产物纯化复性后，获得了较

好切割活性的蛋白酶。我们曾使用多种方式在大肠

杆菌中诱导表达 ＨＩＶ１ＰＲ［５］，但均对目的蛋白

ＣＡＰ２ＮＣ的切割活性不足，分析其原因，我们认为所

使用的ｐＱＥ３０载体在ＰＲ上游的６×Ｈｉｓ标记及ＰＲ
下游所编码的数个氨基酸可能对ＰＲ的活性产生了

影响。文献表明ＰＲ上游的ｐｏｌ序列影响ＰＲ的活

化，并需要通过自切割产生原始的 Ｎ末端对ＰＲ形

成有活性的二聚体至关重要［７８］，因此，我们在ＰＲ

ＤＮＡ序列上游添加了ＰＲ自切割位点 ＭＧＴＶＳＦＮＦ

８个氨基酸编码序列并在ＰＲ末端添加终止密码子

分别用以消除载体编码蛋白在ＰＲ上、下游的影响，

用以恢复ＰＲ活性。为高效表达 ＨＩＶ１ＰＲ，我们使

用用大肠杆菌偏好密码子对自然的 ＨＩＶ１ＰＲ编码

序列进行改造，同时选用了新的表达载体ｐＥＴ３２ａ
进行表达。重组菌经ＩＰＴＧ诱导显示，ＨＩＶ１ＰＲ表

达蛋白达到宿主菌总蛋白２０％以上，有部分克隆在

表达中已产生了明显的自切割现象，相对分子质量

３００００ＰＲ融合蛋白自切割成为大小约２００００和

１００００的两个片段。在蛋白诱导过程中部分蛋白出

现自切割，另一部分非自切割的现象的原因我们估

计与菌体受ＩＰＴＧ诱导后产生蛋白的速度有关，速

度过快则新生蛋白直接形成包涵体，丧失生物活性；

反之则可能产生自切割现象。自切割现象证实了

ＰＲ在菌体诱导过程中的活性，为了简化操作提高纯

化效率，我们选择了未自切割的融合ＰＲ进一步纯

化。ｐＥＴ３２ａ载体所表达的目的蛋白带有６×Ｈｉｓ标

记，经ＮｉＮＴＡ纯化得到ＳＤＳＰＡＧＥ的电泳条带清

晰的单一条带相对分子质量３００００的目的蛋白。纯

化后蛋白经测定浓度为２．５４ｍｇ／ｍｌ，满足进一步复

性工作的需要。

　　先前所获ＰＲ切割活性不足的另一个重要原因

可能是未找到合适的蛋白复性方法。此次在ＰＲ复

性过程中，我们就常用的透析和稀释两种方法进行

了多次尝试，最终结果显示透析复性效率不高，在透

析过程中蛋白聚集产生了大量沉淀，而且离心后的

上清液在后来的切割试验中证实没有活性；稀释是

比透析更好的ＰＲ复性方法，原因可能为稀释复性为

蛋白提供了更好的折叠空间，有利于蛋白正确折叠

成为有切割活性的二聚体，整个稀释过程中未见蛋

白沉淀现象发生。复性缓冲液的选择上，我们反复

尝试了多种缓冲液配方，最终选择的 ＭＥＳ缓冲液

（２０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ，２ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，１０％甘油，ｐＨ

５．５）证实效果较好，复性后的蛋白酶具有最好的切

割活性；复性缓冲液中加入低浓度ＤＴＴ也很必要，

用以防止ＰＲ融合蛋白中分子内或分子间中错误二

硫键的形成，并阻止蛋白氧化。复性后的ＰＲ在后续

切割靶蛋白ＣＡＰ２ＮＣ试验中显示了较好的切割活

性，将靶蛋白ＣＡＰ２ＮＣ切割的较为完全。

　　人类免疫缺陷病毒Ｇａｇ基因所编码的结构蛋白

是该病毒含量最丰富的蛋白，对于 ＨＩＶ颗粒的组装

及释放至关重要［９１０］。Ｇａｇ基因全长表达产物Ｐ５５
经蛋白酶切割后成为基质蛋白（Ｐ１７，ｍａｔｒｉｘ，ＭＡ）、

衣壳蛋白（Ｐ２４，ｃａｐｓｉｄ，ＣＡ）、Ｐ２（连接蛋白）、核衣壳

蛋白（Ｐ７，ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ，ＮＣ）等［２，１１］。Ｐ５５蛋白共有

５个ＨＩＶ蛋白酶的切割靶位点，其中Ｐ２／ＮＣ位点是

切割速度最快的位点，也是突变高发位点。为验证

所表达的 ＨＩＶ１ＨＸＢ２株 ＰＲ的体外切割活性，我

们原核表达了包含ＣＡ／Ｐ２、Ｐ２／ＮＣ两个ＰＲ酶切位

点的ＰＲ靶蛋白ＣＡＰ２ＮＣ，得到相对分子质量大小

３４０００蛋白片段。为消除ＣＡ／Ｐ２位点影响，我们在

ＣＡ／Ｐ２位点引入突变，突变后的 ＣＡ／Ｐ２位点不再

被ＰＲ特异切割。相对分子质量３４０００的ＣＡＰ２ＮＣ
蛋白经 ＰＲ 切割后通过 ＳＤＳＰＡＧＥ 证实产生了

２６０００、８０００的两个较小的蛋白片段，与ＣＡＰ２、ＮＣ
蛋白片段理论大小一致。需要说明的是 ＣＡＰ２ＮＣ
蛋白在纯化后仍然有较为明显的杂蛋白，杂蛋白的

产生可能与纯化工艺或ＣＡＰ２ＮＣ蛋白非特异降解

有关，但并不防碍对ＰＲ切割活性的分析。我们另外

使用了抑制药物Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ用以研究对ＰＲ活性的影

响，结果证实Ｉｎｄｉｎａｖｉｒ能明显的抑制ＰＲ对靶蛋白

ＣＡＰ２ＮＣ片段的切割。

　　ＨＩＶ蛋白酶是抗 ＨＩＶ药物的重要靶点之一，但

由于 ＨＩＶ ＰＲ 耐 药 突 变 的 不 断 产 生，有 效 的

ＨＡＡＲＴ疗法要求针对不同 ＨＩＶＰＲ应使用不同

ＰＩ，所以建立高效敏感特异的 ＨＩＶ蛋白酶抑制剂筛

选方法对加快抗 ＨＩＶ药物速度，提高筛选效率有着

重要意义。目前常用筛选方法是应用荧光共振能量
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传递（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ，ＦＲＥＴ）原

理，在合成的蛋白酶底物两端偶联荧光发光基团和

淬灭基团，通过检测底物被切割后产生的荧光强度

来反映蛋白酶切割效果或ＰＩ抑制效率［１２１３］。此方

法对不同蛋白酶必须预先设计对应底物，不能有效

应对 ＨＩＶ的高突变率，导致筛选效率不高。我们的

研究计划将切割速度最快的也是突变高发位点Ｐ２／

ＮＣ位点进行随机化并展示于噬菌体表面并固相化

于酶标板上，通过不同蛋白酶体外切割噬菌体展示

蛋白以获得对特定蛋白酶敏感噬菌体，进一步用于

抑制剂的筛选工作。目前我们已经完成了噬菌体非

随机化展示蛋白酶ＣＡＰ２ＮＣ切割模型的工作，初步

证实了体外应用噬菌体展示技术筛选ＰＩ类药物的

可行性［４］。

　　本研究成功原核表达了 ＨＩＶ１ＨＸＢ２株蛋白

酶，并经体外切割靶蛋白ＣＡＰ２ＮＣ试验证实具有较

好的切割活性，且切割反应能被ＰＲ抑制药物Ｉｎｄｉ

ｎａｖｉｒ所抑制，可应用于对 ＨＩＶ１ＧａｇＰ２／ＮＣ蛋白

酶切割位点序列随机突变的噬菌体展示文库进行切

割筛选，为构建新的蛋白酶抑制剂类药物体外筛选

模型打下了基础。
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