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免疫沉淀联合质谱筛选与纳尔逊湾正呼肠孤病毒
σＮＳ 互作的宿主 ＲＮＡ 结合蛋白
李润林，胡思漫，骆丽可，贾雪娇，刘梦琦，李永刚，陶晓莉

摘要　 目的 　 筛选出宿主细胞中与纳尔逊湾呼肠孤病毒

（ＮＢＶ）非结构蛋白 σＮＳ 互作的 ＲＮＡ 结合蛋白并分析其生

物信息学功能。 方法　 本研究通过构建 ＮＢＶ σＮＳ 真核表达

载体 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃ＭＢ⁃Ｓ３，验证正确后转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞，所得

的细胞蛋白裂解液经 ＲＮａｓｅ Ａ 处理后，利用免疫沉淀富集

σＮＳ 结合蛋白，经 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 质谱分析技术鉴定分析互作蛋

白，并且借助相关生信工具挖掘蛋白性质和具体功能。 结果

　 本实验成功筛选出 ３２ 个与 ＮＢＶ σＮＳ 蛋白存在互作的候

选 ＲＮＡ 结合蛋白；生物分析结果显示，这些蛋白主要定位于

细胞质与细胞核中，并且主要参与细胞代谢、生物调控、病毒

翻译与转录等生物学过程。 结论　 本研究初步分析与 ＮＢＶ
σＮＳ 互作的 ＲＮＡ 结合蛋白功能，为深入研究 σＮＳ 蛋白在

ＮＢＶ 生命周期中的作用机制奠定基础。
关键词 　 纳尔逊湾病毒；σＮＳ 蛋白；ＲＮＡ 结合蛋白；宿主蛋

白；免疫沉淀
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内，后由急性呼吸道感染患者的痰液分离所得［１］。
ＮＢＶ 为分节段双链 ＲＮＡ，隶属于呼肠孤病毒科，其
中非结构蛋白 σＮＳ 由 Ｓ３ 基因表达，一方面通过与

μＮＳ 稳定嵌合，介导病毒工厂的形成，汇集 ＲＮＡ 合

成等必须活性成分，为病毒复制提供稳定场所；另一

方面，经宿主 ＲＮＡ 相关因子的招募，加快病毒包装

效率，并且定向结合单链 ＲＮＡ 构成核蛋白复合物，
推动 ＮＢＶ 病毒后续的蛋白表达、递送、组装等相关

程序［２ － ６］。 然而，ＮＢＶ σＮＳ 与宿主 ＲＮＡ 结合的具

体蛋白及相关功能，尚不明确。 因此，通过构建

ＮＢＶ Ｓ３ 的重组质粒 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃Ｓ３，经摒除 ＲＮＡ、转染

宿主细胞及免疫沉淀联合质谱技术筛选出 ＲＮＡ 互

作蛋白，由生物信息学预测相关蛋白的亚细胞定位、
潜在功能和作用机制，以期为探究 ＮＢＶ 复制过程和

防控对策提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 重组 ＮＢＶ⁃ＭＢ 病毒株日本大阪大学病

毒复制实验室赠与，ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞和 ＮＢＶ σＮＳ 蛋

白抗体均为锦州医科大学基础医学院病原生物学实

验室保存；ＨＡ 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｙ 公司；脂质体转染试剂（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００） 、ＮＰ⁃
４０ 细胞裂解液、ＰＭＳＦ 均购自碧云天公司；４ × 蛋白

上样缓冲液购自 Ｓｏｌｏｒｉｏ 公司； Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ® ＨＤ Ｃｌｏ⁃
ｎｉｎｇ Ｋｉｔ 和 ＲＮａｓｅ Ａ 均购自 Ｔａｋａｒａ 公司；ＤＭＥＭ 培
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养基、胎牛血清、青链霉素均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 真核载体质粒 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃Ｓ３ 的构建　 ＮＢＶ Ｓ３
基因经特异性引物（表 １）进行 ＰＣＲ 扩增，经 Ｉｎ Ｆｕ⁃
ｓｉｏｎ 克隆至 ｐＥＦ⁃ＨＡ 载体。 将连接产物转化到

ＤＨ５⁃α 感受态细胞中，ＬＢ 固体培养基培养单个菌落

并挑取单个菌落提取质粒并经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证。

表 １　 目的基因引物序列（５′⁃３′）

基因名称 引物序列

ＮＢＶ⁃Ｓ３ Ｆ：５′⁃ＣＧＣＣＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＡＡＴＧＣＧＴＧＴＣＧＧＴＧＴＣＴＣＧＡＧＡＡＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＧＡＣＡＴＣＧＡＴＧＧＡＴＣＴＴＡＴＧＣＧＡＴＧＣＧＧＣＣＴＧＧＴＣＴＧＡＣＡ⁃３′

１． ２． ２ 　 细 胞 转 染 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 　 将

ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞接种在六孔板中，加入含 １０％胎牛血

清的高糖 ＤＭＥＭ 培养基，放在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养过夜。 次日待细胞数量达 ７０％ 后，每孔用

１０ μｌ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 转染 ４ μｇ 质粒。 培养 ４８ ｈ
后，用 ５００ μｌ 含 １ ％ ＰＭＳＦ 的裂解液收集细胞，４
℃，５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，取上清，加入 ４ × ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 上样缓冲液，沸水浴处理 １０ ｍｉｎ 后进行 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
１． ２． ３　 免疫沉淀富集与 σＮＳ 蛋白相互作用的 ＲＢ⁃
Ｐｓ　 于六孔板中培养 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞至 ８０％ 左右

时，根据不同组别，如上述方法转染质粒与制备细胞

裂解液，每组细胞裂解液上清中加入 １. ５ μｌ Ａｎｔｉ⁃
ＨＡ 抗体，４ ℃缓慢摇动 １ｈ，再加入 ２０ μｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／
Ｇ，４ ℃，孵育 ２ ｈ， ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，小心弃去

上清液。 加入 ５００ μｌ ＰＢＳ 进行洗涤， ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １ ｍｉｎ，小心吸除上清液，重复 ４ 次。 加入 ３０ μｌ
ＰＢＳ 重悬，并加入 １０ μｌ １ × 上样缓冲液，沸水浴处

理 ５ ｍｉｎ 后，进行银染检测。

表 ２　 免疫沉淀处理分组

组别 处理方法

对照组 转染 ｐＥＦ⁃ＨＡ 质粒

转染组 转染 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃Ｓ３ 质粒

酶处理组 转染 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃Ｓ３ 质粒，并在细胞裂解液中加入 ＲＮａｓｅ Ａ （１０ ｍｇ ／ ｍｌ）

１． ２． ４　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 质谱分析及生物信息学分析　
将免疫沉淀富集到的蛋白液经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后，
通过固定、敏化、银染、显色后，将酶处理组分别与对

照组和转染组进行比较，切下特异条带，送至武汉金

开瑞公司进行质谱检测。 采用 ＰｒｏｔｅｉｎＰｉｌｏｔ 与 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎＰｉｌｏｔ 中的 Ｐａｒａｇｏｎ 算法对质谱结果进行生物信

息学分析。

２　 结果

２． １　 ＮＢＶ Ｓ３ 基因扩增　 以重组 ＮＢＶ⁃ＭＢ 病毒株

为模板，经 Ｓ３ 基因特异引物体外扩增，１％琼脂糖凝

胶电泳结果显示，在 １ ０５１ ｋｂ 左右出现一条明亮条

带，与预期大小一致。

图 １　 重组 ＮＢＶ 病毒 Ｓ３ 基因扩增产物电泳结果

Ｍ：Ｍａｋｅｒ； １：Ｓ３ 基因扩增产物

２． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＮＢＶ σＮＳ 融合蛋白的表达

　 收集转染 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃Ｓ３ 质粒的 ２９３Ｔ 细胞的蛋白样

品，同时以未经转染 ２９３Ｔ 细胞蛋白作为对照，用
Ａｎｔｉ⁃ＨＡ 识别融合蛋白，Ａｎｔｉ⁃σＮＳ 检测 Ｓ３ 基因的表

达，对照组在 ３９ ｋｕ 处左右出现明显条带，符合预期

蛋白大小。 表明重组 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃Ｓ３ 质粒可以表达带

有 ＨＡ 标签的 σＮＳ 蛋白。

图 ２　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果

２． ３　 免疫沉淀筛选与 ＮＢＶ σＮＳ 互作的 ＲＮＡ 结合

蛋白　 用 １ｍｇ ／ ｍｌ ＲＮａｓｅ Ａ 处理细胞裂解液后，经琼

脂糖凝胶电泳结果显示，与对照组和空白组相比，酶
处理组已去除 ＲＮＡ。 后采用 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ Ａｇａｒｏｓｅ 与

ＨＡ 标签沉淀与 σＮＳ 蛋白相互作用的宿主蛋白，并
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以转染空载体 ｐＥＦ⁃ＨＡ 为空白组对照，如图所示，转
染 ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃Ｓ３ 质粒并经 ＲＮａｓｅ Ａ 处理的细胞裂解

液的 ＩＰ 条带对比，存在多条差异蛋白条带。 切下特

异条带，处理后经 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 质谱分析，将结果进

行对比，得到 ３２ 个与 σＮＳ 蛋白存在互作的潜在宿

主蛋白。

图 ３　 细胞裂解液琼脂糖凝胶电泳结果与 ＩＰ 蛋白复合物银染结果

　 　 ａ： ｐＥＦ⁃ＨＡ⁃ＭＢ⁃Ｓ３ 转染后细胞裂解液经 ＲＮａｓｅ Ａ 处理前后琼脂

糖凝胶电泳结果；ｂ： ＩＰ 蛋白复合物银染结果

２． ４　 生物信息学分析互作蛋白的功能　 将质谱分

析所得结果输入 ｐｒｏｔｅｉｎｐｉｌｏｔ 软件进行检索分析，通
过进行 ＫＥＥＧ 注释，ＧＯ 注释等生物信息学分析，同
时对蛋白质进行亚细胞定位预测，利用不同来源的

数据库全面反映蛋白质的功能、结构、位置。 亚细胞

定位结果显示主要定位在细胞核中，其中多种蛋白

共定位在细胞质与细胞核。 ＧＯ 注释分析结果显

示，参与的生物学过程包括细胞过程、生物调控、代
谢过程、刺激反应等；作为细胞组成主要是细胞解剖

实体，含蛋白复合物与病毒粒子成分；分子功能主要

是结合功能包括与 ＲＮＡ 结合、ＤＮＡ 结合、ＡＴＰ 结合

等。 ＫＥＧＧ 注释分析结果表明，这些互作蛋白主要

参与病毒感染疾病、遗传信息的处理等通路。

３　 讨论

　 　 作为呼肠孤病毒科大家族的一员，ＮＢＶ 会侵入

人或家畜体内，进行核酸复制、病毒颗粒的合成与释

放等生命活动［７］。 在这一过程中，ＮＢＶ σＮＳ 与宿主

ＲＮＡ 有着紧密的联系。 研究表明［８］，σＮＳ 蛋白是一

种 ＲＮＡ 分子伴侣，通过构型改变整合 ｓｓＲＮＡ，在无

需能量补给的环境下便可促进 ＲＮＡ 复制；而且，
ＮＢＶ 必须通过宿主翻译机制来合成病毒蛋白，这可

能是因为 σＮＳ 会劫持细胞 ＲＮＡ 结合蛋白（ＲＢＰｓ）来

表 ３　 质谱分析获得的与 σＮＳ 蛋白互作的候选蛋白

评分 登录号 蛋白名称
蛋白序列

长度（ｋｕ）
１４． ９６ Ａ０Ａ７Ｐ０ＴＢ３６ ７８ｋＤａ 葡萄糖调节蛋白（ＧＲＰ７８） ６２３

１０． ５３ Ａ０Ａ７Ｉ２ＹＱＢ２ ７５ｋＤａ 葡萄糖调节蛋白（ＧＲＰ７５） ５７７

１０． ０５ Ｈ０ＹＨ８１ ＡＴＰ 合成酶 β 亚单位 ３６２

６． ４５ Ｑ９Ｙ６２３ 肌球蛋白⁃４ １９３９

５． ５２ Ｈ０ＹＮ４２ 膜联蛋白 ２５６

５． ４２ Ａ０Ａ０Ｕ１ＲＱＦ０ ３⁃羟酰基⁃［酰基载体蛋白］脱水酶 ２ ５０９

４． １５ Ｇ５Ｅ９７２ 膜相关多肽 ２ ４１４

３． ８５ Ｂ４ＤＹ０９ 白细胞介素增强结合因子 ２ ３５２

３． ７ Ｅ９ＰＬＬ６ ６０Ｓ 核糖体蛋白 Ｌ２７ａ １０８

３． ２９ Ｊ３ＱＴＲ３ 泛素⁃４０Ｓ 核糖体蛋白 Ｓ２７ａ １０６

３． １４ Ａ０Ａ７Ｐ０Ｚ４Ｄ６ 钙连接蛋白 ４７１

２． ９１ Ｑ９９８７９ 组蛋白 Ｈ２Ｂ１⁃Ｍ 型 １２６

２． ５３ Ｑ０１４６９ 脂肪酸结合蛋白 ５ １３５

２． ５１ Ｈ７ＢＹＹ１ 原肌球蛋白 １ ２４８

２． ２３ Ａ０Ａ８０４ＨＬ５４ 异亮氨酸⁃ｔＲＮＡ 连接酶 １ ２３７

２． ２２ Ｂ１ＡＨＣ９ 依赖 ＡＴＰ 的 ＤＮＡ 解旋酶 ２ ５５９

２． ２ Ｑ９ＮＺＴ１ 钙调蛋白样蛋白 ５ １４６

２． １７ Ａ０Ａ１４０Ｔ９３６ 缬氨酸⁃ｔＲＮＡ 连接酶 １ １８３

２． ０８ Ａ０Ａ４９４Ｃ１８９ 组蛋白 Ｈ２Ａ １２７

２． ０１ Ｅ９ＰＫＺ０ ６０Ｓ 核糖体蛋白 Ｌ８ ２０５

２ Ｄ６ＲＦＩ０ Ｓｉｄｅｒｏｆｌｅｘｉｎ⁃１ １９３

２ Ｂ７Ｚ６４５ 异质核核糖核蛋白 Ｑ ４６４

２ Ａ０Ａ０Ｂ４Ｊ１Ｖ０ 免疫球蛋白重变量 ３ － １５ １１９

２ Ａ０Ａ７Ｉ２ＹＱＶ４ 输出蛋白⁃１ １ ００７

２ Ａ０Ａ０Ｃ４ＤＧＨ５ Ｃｕｌｌｉｎ 相关 ＮＥＤＤ８ 游离蛋白 １ ７７０

２ Ｐ０２５３８ ＩＩ 型角蛋白 ５６４

１． ８９ Ｄ６ＲＤ１８ 异质核核糖核蛋白 Ａ ／ Ｂ ２８３

１． ８９ Ｐ１４８６６ 异质核核糖核蛋白 Ｌ ５８９

１． ８２ Ｍ０Ｒ１８１ ６０Ｓ 核糖体蛋白 Ｌ２１ １２２

１． ４８ Ｂ０ＹＪＣ４ 波形蛋白 ４３１

１． ４４ Ｍ０Ｒ３Ｄ６ ６０Ｓ 核糖体蛋白 Ｌ１８ａ １４１

１． ３２ Ｐ６８０３２ 肌动蛋白 ３７７

辅助其复制和传播。 由于宿主细胞 ＲＢＰｓ 可参与

ＲＮＡ 病毒代谢活动几乎所有阶段，这为我们深入研

究 ＮＢＶ 和宿主细胞 ＲＮＡ 间互作关系和调控过程有

指导性意义［９］。
　 　 本 研 究 利 用 免 疫 沉 淀 联 合 质 谱 技 术， 在

ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞中筛选到 ３２ 个 ＲＢＰｓ 与 ＮＢＶ σＮＳ 互

作，通过生信系列分析，揭示参与细胞过程、代谢调

节及分子结合等生物学过程。 其中，ＧＯ 分析展示

出互作的蛋白在 ＲＮＡ 加工和蛋白翻译方面的指数

较高；ＫＥＧＧ 发现与 ＮＢＶ σＮＳ 结合的相关蛋白会引

起病毒性疾病、内分泌和免疫性疾病等应激反应和

代谢过程。 具体来看，６０Ｓ 核糖核蛋白是一种广谱

的宿主影响因子［１０］ ，与σＮＳ结合可能会为侵染病
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图 ４　 生物信息学功能分析

ａ：亚细胞定位；ｂ：ＧＯ 分析；ｃ：ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析

毒的宿主随 ＲＮＡ 复制提供“指向标”；输出蛋白 １
（ＸＰＯ１）是在细胞核和细胞质之间有组织地运输关

键生物大分子［１１］，确保 ＲＮＡ 定向运输，同时使 σＮＳ
蛋白正确定位，保证病毒复制和粒子合成；白介素增

强结合因子 ２（ＩＬＦ２）分布广泛，为 ＮＢＶ σＮＳ 从 ＲＮＡ
向蛋白质过渡、从细胞核到细胞质易位等方面提供

便利条件［１２］，这也表明在感染 ＮＢＶ 后宿主会诱发

抗 ＩＬＦ２ 免疫反应，暗示 σＮＳ 与宿主 ＲＮＡ 结合可靶

向上调免疫细胞的功能，由此验证了 ＫＥＧＧ 所揭示

的免疫性疾病发生的可能性；另外，ＡＴＰ 合成酶及依

赖 ＡＴＰ 的 ＤＮＡ 解旋酶共同协作，既为病毒 ＲＮＡ 复

制提供能量，又能为 σＮＳ 结合宿主相关激酶诱导下

游报告基因的合成［１３］；肌动蛋白作为细胞的骨架蛋

白，不仅可以辅助多种 ＲＮＡ 病毒的 ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ 的

剪切和修饰，并且推动 ＮＢＶ σＮＳ 介导宿主微管微丝

的融合，促进内质网、核糖体附着潜在互作因子，稳
定调控病毒及宿主 ＲＮＡ 互作过程［１４］。
　 　 综上所述，为了探究宿主蛋白、ＲＮＡ 及 ＮＢＶ
σＮＳ 三者间的关系，本研究从宿主蛋白的筛选为切

口，通过免疫沉淀拉取潜在的互作 ＲＮＡ 结合蛋白，
借助质谱技术和生物信息学工具展示出 ＮＢＶ 在宿

主细胞中可能存在的分子机理和诱发疾病，后续可
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以通过免疫共沉淀或酵母双杂交等方法对所获的若

干蛋白进行验证和分析，为寻找 ＮＢＶ 疫苗或药物的

新型靶点提供方向。
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