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 I 

摘  要 

新冠(COVID-19)给世界的经济增长和人们的身心健康造成了不可估量的负面

影响。大量的研究表明免疫病理损伤，尤其是以高水平的外周细胞因子为特征的

细胞因子风暴可能是导致新冠感染者死亡的罪魁祸首，但病毒感染的病理机制尚

未完全研究清楚。NSP5 是糜蛋白样蛋白酶，可以切割多种蛋白。在切割宿主蛋白

方面，NSP5 通过切割多种宿主蛋白在多点破坏细胞以增强复制和感染同时迅速抑

制抗病毒反应。在切割病毒自身蛋白方面，其与 NSP3 切割 pp1a 和 pp1ab 产生 16

种非结构蛋白参与新冠病毒复制与转录过程。本文根据 NSP5 的特异性切割位点，

推测 NSP7 可能有两个切割位点 Q18 和 Q34。将假设的两个切割位点在不同冠状

病毒中进行比对，发现 NSP7 同时存在两个酶切位点可能与 SARS 和新冠病毒的强

致病性相关。鉴此，为拓展对新冠病毒 NSP7 功能的认识，本课题首次确认 NSP5

可以切割 NSP7，进一步研究新冠病毒 NSP5 切割 NSP7 对病毒蛋白与宿主细胞互

作的影响，尝试揭示新冠病毒 NSP7 的非经典形式及其功能。 

本课题首先从新冠病毒 NSP5 是否切割 NSP7 入手，由于 NSP7 的分子质量较

小，因此选用带 GFP 标签的 NSP7 过表达载体研究切割产物。NSP5 切割带 GFP

标签的 NSP7 时，随着 NSP5 量逐渐增加，NSP7 的量逐渐减少，且检测到在 Q18

处切割的预测切割条带。当用 GC376 处理后，主带不呈现递减趋势，初步证明

NSP5 切割 NSP7。接下来用 NSP5 的失活突变体验证切割，NSP5 失活突变体的量

逐渐增加时 NSP7 不存在递减趋势，确证 S2 NSP5 切割 S2 NSP7。为研究细胞内蛋

白降解途径对上述切割的影响，分别选用针对三种降解途径的抑制剂，MG132 作

为蛋白酶体降解途径的抑制剂，Z-VAD(OMe)-FMK 作为胱天蛋白酶(caspase)途径

蛋白降解的抑制剂，Bafilomycin-A1 作为自噬-溶酶体蛋白降解途径的抑制剂，发

现 Bafilomycin-A1 作用后 NSP7 主带的量不随 NSP5 增加而减少，且 NSP5 对

NSP7 的切割使自噬相关基因 LC3 表达上升，提示切割可能促进自噬体的形成，但

具体的分子机制仍不明确。综上证实新冠病毒 NSP5 切割 NSP7，切割位点可能是

Q18 和 Q34，自噬-溶酶体蛋白降解途径可能影响 NSP5 对 NSP7 的切割。 

在论证新冠病毒 NSP5 切割 NSP7 的基础上，本文继续研究 S2 NSP5 在 S2 

NSP7 上的切割位点，揭示 NSP5 切割 NSP7 的分子机制。将 NSP7 的 Q 位点同时

突变为 A 后 NSP7 主带的量依旧随 NSP5 增加而减少，提示存在其他位点。将
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NSP7 的 Q 和 E 位点全突变，与预期一致，突变 EQ 位点后不再切割，证明切割位

点确实是 E 或 Q 位点。由于细胞中存在多种复杂因素影响，因此通过原核表达纯

化获得纯蛋白，利用无细胞酶切检测 NSP7 的切割条带，初步确定 NSP5 切割

NSP7 的分子作用机制。尿素胶结果表明 NSP7 与 NSP5 反应后在 6.5kD 和 3.3kD

处出现切割条带；WB 结果显示 NSP5 在 NSP7 上至少存在三个切割位点产生 4 个

切割产物，根据切割产物的相对分子质量推测第一个切割位点可能是 18Q、19Q

和 23E，第二个切割位点是 47E，第三个切割位点可能是 73E 或者 74E。上述结果

明确 NSP5 通过多个酶切位点产生至少 4 个切割产物，为 NSP7 功能的进一步研究

提供了理论基础。 

在发现 S2 NSP7 被 S2 NSP5 切割形成的切割产物基础上，本课题进一步研究

NSP7 切割产物的亚细胞定位和功能。共定位结果显示 NSP7 主要定位于细胞质，

在 NSP5 切割后形成的切割产物定位于细胞核。生物素-链亲和素标记细胞膜蛋白

结果表明少量 NSP7 定位于细胞膜，当 NSP5 切割 NSP7 后，定位于细胞膜的

NSP7 消失。切割产生的 NSP7 切割片段与 NSP7 有不同的定位，这可能赋予了

NSP7 切割产物区别于 NSP7 的功能。体外 T 细胞激活实验表明，NSP7 切割产物

可能对 T 细胞活性的抑制效果更强。 

综上所述，本课题首次证实新冠病毒 NSP5 切割 NSP7，NSP7 上至少存在三

个 NSP5 的酶切位点，产生至少四个条带，且切割位点可能为 18Q、19Q、23E、

47E、 73E、74E；切割产物对 T 细胞激活的抑制活性强于 NSP7。 

 

关键词：SARS-CoV-2；NSP7；NSP5；NSP7 切割产物；蛋白-蛋白相互作用 
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ABSTRACT 

COVID-19 has caused immeasurable negative effects on world economic growth 

and people's physical and mental health. A large number of studies shown that 

immunopathological damage, especially the cytokine storm characterized by high levels 

of peripheral cytokines, may be the main cause of death of COVID-19 infected people, 

but the pathological mechanism of viral infection has not been fully studied. NSP5 is a 

chymotrypsin like protease that can cleave various proteins. In terms of cleaving host 

proteins, NSP5 enhances replication and infection while rapidly inhibiting antiviral 

responses by cleaving multiple host proteins and disrupting cells at multiple points. In 

terms of cutting the virus's own protein, it cleaves pp1a and pp1ab with NSP3 to produce 

16 non structural proteins that participate in the replication and transcription of SARS-

CoV-2. Based on the specific cleavage sites of NSP5, this article speculates that NSP7 

may have two cleavage sites Q18 and Q34. The two putative cleavage sites were 

compared in different coronaviruses, and it was found that the presence of two cleavage 

sites in NSP7 might be related to the strong pathogenicity of coronavirus. In view of this, 

in order to expand the understanding of the function of SARS-CoV-2 NSP7, this work 

confirmed that NSP5 can cleave NSP7 for the first time, further studied the impact of 

SARS-CoV-2 NSP5 cleaving NSP7 on the interaction between viral protein and host 

cells, and tried to reveal the non classical form and function of SARS-CoV-2 NSP7. 

This thesis starts with whether SARS-CoV-2 NSP5 cleaves NSP7. Because of the 

small molecular weight of NSP7, we choose NSP7 overexpression vector with GFP tag 

to study the cutting product. When NSP5 cuts NSP7 with GFP labels, as the amount of 

NSP5 gradually increases, the amount of NSP7 gradually decreases, and a predicted 

cleaving strip cut at Q18 is detected. After treatment with GC376, the main band did not 

show a decreasing trend, which preliminarily proves that NSP5 cleaves NSP7. Next, the 

inactivation mutation of NSP5 was used to demonstrate cleavage. As the number of 

NSP5 inactivated mutants gradually increased, there was no decreasing trend in NSP7, 

confirming that S2 NSP5 cleaves S2 NSP7. To investigate the impact of intracellular 

protein degradation pathways on the aforementioned cleavage, inhibitors targeting three 

degradation pathways were selected. MG132 was chosen as the inhibitor of proteasome 
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degradation pathway, Z-VAD (OMe) - FMK as the inhibitor of caspase pathway protein 

degradation, and Bafilomycin-A1 as the inhibitor of autophagy lysosomal protein 

degradation pathway. It was found that the amount of NSP7 main band did not decrease 

with the increase of NSP5 after the action of Bafilomycin-A1, and NSP5's cleavage of 

NSP7 increased the expression of autophagy related gene LC3, suggesting that cleavage 

may promote the formation of autophagosomes. However, the molecular mechanism of 

the specific body is still unclear. To sum up, it can be preliminarily confirmed that SARS-

CoV-2 NSP5 cleaves NSP7, and the cleavage sites may be Q18 and Q34. The autophagy 

lysosomal protein degradation pathway may affect the cutting of NSP7. 

On the basis of demonstrating that SARS-CoV-2 NSP5 cleaves NSP7, this paper 

continues to study the cleavage site of S2 NSP5 on S2 NSP7 to reveal the molecular 

mechanism of NSP5 cleaving NSP7. After simultaneously mutating the Q site of NSP7 

to A, the amount of the main band of NSP7 still decreased with the increase of NSP5, 

indicating the presence of other sites. Mutate the Q and E sites of NSP7 as expected, and 

no longer cleave the EQ site after mutation, proving that the cleavage site is indeed the E 

or Q site. Due to the presence of various complex factors in cells, pure proteins were 

obtained through prokaryotic expression and purification. The cleavage bands of NSP7 

were detected using cell-free enzyme digestion to preliminarily determine the molecular 

mechanism of NSP5 cutting NSP7. The urea gel results showed that cutting bands  

appeared at 6.5 kD and 3.3 kD after the reaction between NSP7 and NSP5; The WB 

results show that NSP5 has at least three cleavage sites on NSP7, producing four 

cleavage products. Based on the relative molecular weight of the cleavage products, it is 

speculated that the first cleavage site may be 18Q, 19Q, and 23E, the second cleavage 

site may be 47E, and the third cleavage site may be 73E or 74E. The above results clearly 

indicate that NSP5 produces at least 4 cleavage products through multiple cleavage sites, 

providing a theoretical basis for further research on the function of NSP7. 

On the basis of discovering the cleavage products formed by S2 NSP7 being 

cleaved by S2 NSP5, this study further investigates the subcellular localization and 

function of NSP7 cleavage products. The colocalization results showed that NSP7 was 

mainly localized in the cytoplasm, and the cleavage products formed after NSP5 



 

 V 

cleavage were localized in the nucleus. The labeling of cell membrane proteins with 

biotin chain avidin showed that a small amount of NSP7 was localized on the cell 

membrane. When NSP5 cleaved NSP7, the NSP7 localized on the cell membrane 

disappeared. The change in the localization of NSP7 after cutting indicates that cutting 

can affect the subcellular localization of NSP7. This may be due to the different 

localization of the NSP7 cutting fragment produced by cutting compared to NSP7, which 

may endow the NSP7 cutting product with a distinct function from NSP7. In vitro T cell 

activation experiments have shown that NSP7 cleavage products may have a stronger 

inhibitory effect on T cell activity. 

To sum up, this thesis confirmed for the first time that SARS-CoV-2 NSP5 cleaves 

NSP7, and there are at least three NSP5 cleavage sites on NSP7, producing at least four 

bands, and the cleavage sites may be 18Q, 19Q, 23E, 47E, 73E, 74E; The inhibitory 

activity of cutting products on T cell activation is stronger than that of NSP7. 

 

Keywords: SARS-CoV-2; NSP7; NSP5; NSP7 cleavage products; Protein-protein 

interaction 
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1 文献综述 

1.1 冠状病毒简介 

1.1.1 冠状病毒基因组结构 

冠状病毒的基因组大小在 27.3 (HCoV-229E)和 31.3 (MHV) kb 之间是目前已知

最大的 RNA 病毒基因组[1-3]，通常在 26-32kb,其为线性单链正义 RNA，具有 5′帽

结构和 3′多聚 A 尾结构[4]。冠状病毒基因组 5′端约三分之二用于编码介导病毒

RNA 合成的病毒复制酶 [5-6]。复制酶基因由两个大的开放阅读框组成，分别为

ORF1a 和 ORF1b,它们位于基因组 5′末端[7]。病毒进入后，两个大的 开放阅读框

ORF1a 和 ORF1b 随即被翻译为多聚蛋白 pp1a 和 pp1ab[8]，而后其通过蛋白酶水解

成约 16 种非结构蛋白。pp1ab 的一半由 C 末端 ORF1b 编码，这在翻译过程中需要

(-1)核糖体移码（-1 ribosomal frameshift；-1 PRF）[7]产生 pp1ab 移码产物，且该移

码机制可能会为 ORF1a 编码的非结构蛋白积累足够高的浓度赢得时间，从而使宿

主细胞的先天免疫反应丧失能力[9-10]。高度保守的 NSP5 蛋白是冠状病毒的主要蛋

白酶，其为一种糜蛋白样蛋白酶（也被称为 3C 样蛋白酶，3CLpro），对病毒加工和

成熟至关重要。主蛋白酶就像剪刀一样，与具有木瓜蛋白酶活性的 NSP3 将 ppla

和 pp1ab 两个多聚蛋白水解为 16 种非结构蛋白[11-14]。3CLpro分别在 7 个和 11 个保

守位点处分别切割 pp1a 和 pp1ab 释放 NSP4-NSP11 和 NSP4-NSP16[14]。NSP3 是冠

状病毒产生的最大的多结构域蛋白，其在 pp1a 和 pp1ab 都有 3 个酶切位点水解释

放 NSP1-NSP4[11]。这些非结构蛋白一旦从 pp1a 和 pp1ab 中释放出来，将会组装成

膜结合的核糖核蛋白复合体（即复制和转录复合体；RTC），驱动不同形式病毒

RNA 的合成。冠状病毒基因组 3′端约三分之一编码结构蛋白和辅助蛋白。结构蛋

白包括 S 蛋白、N 蛋白、M 蛋白、E 蛋白[16]。S 蛋白是一种跨膜蛋白，其氨基末端 

S1 结构域负责识别细胞受体 ，羧基末端 S2 结构域介导随后的膜融合过程[17]。N

蛋白则通过非共价键将冠状病毒 RNA 包裹起来形成核衣壳[18]。包膜蛋白(E) 负责

生成包膜曲度和成熟病毒颗粒包膜的最终切断，膜蛋白(M) 负责营养物质的跨膜运

输，并参与病毒的出芽释放以及病毒外包膜的形成[19]。如图 1.1，以新冠病毒为例，

简要展示冠状病毒的基因组结构。此外，不同冠状病毒的辅助蛋白略有不同，比

如新冠病毒基因组编码 6 种辅助蛋白分别为 ORF3a、ORF6、ORF7a、ORF7b、
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ORF8 和 ORF10 等[20]。 

图 1.1 新冠病毒冠状病毒的基因组结构和编码蛋白 

Figure1.1 Genome structure and coding potentials of SARS-CoV-2  

1.1.2 冠状病毒分类 

冠状病毒具有包膜结构，上面有三种蛋白。由于其刺突像王冠 ，因此被称为

冠状病毒。根据 ICTV 病毒分类学分类，冠状病毒在病毒 的系统分类中归为尼多

病毒目(Nidovirales)、冠状病 毒科(Coronaviridae)、冠状病毒属 (Coronavirus)[17]。根

据系统发育树，冠状病毒可分为四个属：α、β、γ、δ，可感染包括人类在内的许

多动物物种[22]。许多表现出高度的种间转移，因此是重要的人畜共患病病原体。

蝙蝠和鸟类被认为是人类冠状病毒人畜共患病感染的“天然宿主”[23-25]。2019 年 12

月肺炎爆发并在全球蔓延，COVID-19 的病原体很快被确定为一种新型冠状病毒，

即严重急性呼吸综合征冠状病毒 2 (SARS-CoV-2)[26-27]，新冠肺炎大流行对人类的

生命和社会发展造成了严重危害。截至目前，人类冠状病毒(hCoV)共有 7 种，包

括 2 种甲型冠状病毒 hCoV- 229E 和 hCoV- NL63, 5 种乙型冠状病毒 hCoV- HKU1、

hCoV- OC43、SARS-CoV、MERS-CoV 和 SARS-CoV-2。hCoV- 229E、hCoV- 

NL63、hCoV- OC43 和 hCoV- HKU1 感染的患者仅表现为普通感冒[28]。然而，

SARS- CoV、MERS-CoV 和 SARS- CoV-2 导致严重急性呼吸综合征(SARS)[29]。蝙

蝠是大多数冠状病毒的宿主，这些病毒可能通过中间宿主传播给人类，如果子狸
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(SARS-CoV)[30]或骆驼(MERS-CoV)[31]。 

 

图 1.2 冠状病毒的分类[5] 

Figure1.2 Overall Structure of the SARSCoV-2 Core Polymerase Complex[5] 

1.1.3 新冠病毒的基因复制及转录 

SARS-CoV-2 感染时通过 S 蛋白与宿主细胞受体 ACE2 的相互作用使病毒颗粒

附着于靶细胞 [33-35]。TMPRSS2 对 S 蛋白的蛋白水解裂解导致 S 蛋白的结构改变，

引发病毒与宿主膜的融合，并将病毒 gRNA 释放到细胞质中。ACE2 和 TMPRSS2

在许多细胞类型中都有表达，在肺、肠上皮细胞和内皮细胞中表达量特别高，这

使得 SARSCoV-2 能够靶向许多重要器官[36-37]。作为一种 RNA 病毒，SARS-CoV-2

只在被感染细胞的细胞质中复制。如图 3.3 所示，病毒基因组在细胞质中首先被细

胞蛋白酶从病毒 N 蛋白中释放，随后病毒+gRNA 直接作为 ORF1a 和 ORF1b 翻译

的 mRNA，也作为−RNA 转录的模板 RNA。由 ORF1a 和 ORF1b 翻译产生的两个

多聚蛋白 pp1a 和 pp1ab 水解后释放 16 种非结构蛋白组装成复制转录复合物

（replication and transcription complex ;RTC）。RTC 用于病毒 gRNA 转录和由病毒
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感染诱导的 DMVs 内的 sgRNA 合成[39-40]。从 DMVs 释放的新合成的 sgRNA 编码

病毒结构蛋白和辅助蛋白。最后，新生成的 gRNA 被 N 蛋白包裹，被病毒包膜包

裹并从感染细胞中释放[41-42]。病毒诱导细胞膜内陷和过度的膜重塑形成双膜囊泡

（double-membrane vesicles；DMVs）[43]，这使得病毒转录被限制在病毒 Nsps 和

宿主因子集中的 DMVs 中。DMVs 内部新形成的 RTC 通过- gRNA 合成病毒

+gRNA 和大量+ sgRNA，DMVs 的角色相当于一个物理间隔小室，为病毒 RNA 与

细胞质中的免疫传感器的分隔，以逃避宿主的先天免疫[38]。 

 

图 1.3 冠状病毒的复制与转录[38] 

Figure1.3 Coronavirus genome replication and transcription. [38] 

注：①S 蛋白与 ACE2 互作病毒颗粒附着于靶细胞，gRNA 释放到细胞质；②+ gRNA 翻译出 NSP1-16；

③RTC 合成 gRNA；④RTC 合成 sgRNA；⑤sgRNA 翻译病毒结构蛋白和辅助蛋白；⑥病毒包装并释放； 

1.1.4 新型冠状病毒致病机理研究现状 

上小节已经提到，新冠病毒的 S 蛋白通过与 ACE2 结合进入宿主细胞，合成

其所需的核酸和蛋白质并组装后，病毒通过囊泡运输到宿主细胞膜，并通过胞吐

作用释放[44]。当 S 蛋白被运送到细胞表面时，它能使被感染的细胞和健康的细胞

融合，从而形成大的多核细胞，在宿主生物中传播病毒[44-46]。三种强致病性人冠
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状病毒 SARS-CoV、MERS-CoV 和 SARS- CoV-2 的一个共同特征是它们可以在下

呼吸道复制并引起致命性肺炎[47-49]。随着急性呼吸窘迫综合征(ARDS)的发展，死

亡的可能性急剧增加[47]。在这种情况下，病毒在体内扩张、缺氧、组织腐烂产物

进入血液、T 细胞和巨噬细胞的病理性过度活化、白细胞、补体系统的血管内活化

和止血导致一系列与全身性炎症病理相关的复苏综合征[48-52]。COVID-19 的潜伏期

为 3 - 14 天，取决于免疫状态[46]。COVID-19 的典型症状包括疲劳、发热、干咳、

不适、喉咙痛、味觉和/或嗅觉丧失，在某些情况下还会出现呼吸急促、腹泻和病

毒性肺炎的特征性体征[53]。此外，包括冠状病毒在内的病毒致病性的一个共同模

式是，它们能够抑制 INF-I 和 IFN-III 的产生和功能，从而触发数百个 IFN 刺激基

因(ISG)[54-56]。病毒对免疫能力细胞的细胞应激激活机制的影响也很显著，因为它

会导致淋巴细胞(主要是 T 细胞)的多克隆激活和凋亡，巨噬细胞的病理激活和免疫

抑制[57]。 

新冠病毒主要采用以下三种常规的病毒致病策略[44]： 

（1）病毒与细胞受体的相互作用，这些受体包括入侵细胞相关的受体，传递对病

毒有用信息的受体和启动抗病毒反应的受体（病毒通过抑制这些受体及其信号通

路启动抗病毒反应）； 

（2）抑制来自被感染靶细胞和宿主机体免疫系统的抗病毒反应。例如抑制 INF-I

和 IFN-III 的早期抗病毒作用、破坏普遍细胞应激信号通路或特定免疫通路和保护

病毒免受抗病毒反应因子的直接作用； 

（3）病毒以自身免疫和自身炎症过程的形式引发免疫系统攻击其组织； 

众所周知，新冠肺炎重症患者的主要并发症是急性呼吸窘迫综合征（ARDS），

是由于病毒诱导机体产生强烈的免疫应答和炎症反应，形成细胞因子风暴导致的。 

研究发现重症 COVID-19 早期血液中 IFN-I 水平较低，而在晚期血液中 IFN-I 水平

升高[58]。SARS-CoV-2 的致病性因子可以抑制 IFN 保护的所有主要阶段，病毒感

染期间 IFN 的合成是雪崩式的。与较轻形式的 COVID-19 患者相比，病程严重的

患者中 IFN-Ⅰ和 IFN-λ2 的表达要高得多[59]。在上呼吸道有效地启动干扰素的产生

会使病毒清除，并可限制病毒向下呼吸道的传播。但病毒在上呼吸道系统中逃脱

免疫控制时，肺部中大量增加的 IFN 的产生可能会导致细胞因子风暴和组织损伤。

T 淋巴细胞减少症可能也是造成细胞因子风暴的原因之一。新冠肺炎中轻中型患者

中效应 T 细胞表现出更强的细胞杀伤毒性和更低的耗竭状态，但在重症患者中效

应 T 细胞展现出更高的耗竭状态[60-62]。 
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1.2 新冠病毒 NSP5 切割多种蛋白  

1.2.1 新冠病毒 NSP5 的结构及分子作用机制 

如图 1.4 所示 SARS-Co V-2 nsp5 的结构主要由三部分构成，分别为结构域 I、

II 和螺旋域 III 组成[90]。结构域 III 由 5 个 α-螺旋组成，其表面存在空腔，由残基 

Cys145 和 His41 组成的非典型催化二联体位于活性位点的空腔中，且两侧都有 I

和 II 结构域的残基[90]。SARS-CoV-2 主蛋白酶以二聚体的活性形式发挥作用，两

个单聚体中任一个单体的 N 端 finger 结构能与另一个单聚体的 Glu166 相互作用，

从而帮助形成 S1 底物结合位点的口袋[86][90]。NSP5 的 P1 位点有一个保守的 Gln 残

基，P2 和 P1′位点分别有疏水(Leu、Pro 或 Val)残基和脂肪族(Ser、Asn 或 Ala)残基

另外[87]，有研究表明 P1 位点也可能是 E（谷氨酸）[90]。 

 

图 1.4 新冠病毒 NSP5 的结果与识别位点[86-87] 

Figure1.4 Cross-conservation of the NSP7 predicted T cell epitope with Tregitope 289[86-87] 

注：A：为新冠病毒 NSP5 的结构，二聚体的一个原聚体用浅蓝色表示，另一个用橙色表示；B：S2 NSP5

的特异性识别序列。 

1.2.2 新冠病毒 NSP5 切割宿主蛋白 

NSP5 可以切割多种宿主蛋白。例如，NSP5 特异性降解能够识别新冠病毒刺

突蛋白的 Galectin-8 抑制病毒自噬[91]；NSP5 切割 RNF20 阻止由 RNF20 介导的

SREBP1 的降解，并促进 SARS-CoV-2 的复制[87]；NSP5 切割宿主 MAGED2 蛋白，

导致 MAGED2 蛋白的 N 端进入细胞核从而不能发挥抗病毒作用[108]；NSP5 还可切

割 Hippo 信号通路的关键蛋白 YAP1, CREB1，ATF1、MAP4K5 等[91]。已有研究

利用底物靶向的蛋白组学和底物筛选技术揭示了新冠病毒 NSP5 的完整底物图谱，
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进一步说明 NSP5 在生理条件下能通过切割宿主蛋白干扰宿主转录、翻译系统促进

自身的增殖[91]。以上都说明 NSP5 通过切割多种宿主蛋白在多点破坏细胞以增强

复制和感染同时迅速抑制抗病毒反应。3CLpro 在病毒增殖及致病过程中发挥关键

作用，也常作为开发抗病毒药物的重要靶标[90]。 

 

图 1.5 新冠病毒 NSP5 切割多种宿主蛋白[91] 

Figure1.5 SARS-CoV-2 NSP5 cleaves multiple host proteins [91] 

1.2.3 新冠病毒 NSP5 切割病毒自身蛋白 

NSP5 可切割新冠病毒多聚蛋白产生非结构蛋白用于组装形成病毒的转录复制

复合体[14]，这些非结构蛋白在拮抗宿主固有免疫尤其是干扰素（IFN）应答中也发

挥重要作用[63]。而 NSP5 切割多聚蛋白释放非结构蛋白是有先后顺序的，NSP5 会

根据其与切割位点的亲和力选择切割顺序[40]。NSP5 根据其与切割位点的亲和力选

择切割顺序，除此之外，还有一个模型与其共同发挥作用，即多聚蛋白驱动模型，
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指多聚蛋白的切割位点一部分暴露于蛋白表面，当 NSP5 切割这些位点后，埋藏于

多聚蛋白内部的切割位点逐渐暴露，使 NSP5 可以进一步切割[15]。如图 1.6（B），

以 NSP5 切割 NSP7-10 为例，NSP5 首先切割 NSP9/10 位点，使多聚蛋白释放出

NSP10 ，该蛋白与中间体 NSP7-9 同时出现；随着反应的进行，另一种中间体

(NSP7-8)和其他产物(NSP7、NSP8 或 NSP9)被释放出来[15]。新冠病毒 NSP5 以由大

到小方式分段切割多聚蛋白，这为研究提供了一个新思路，NSP5 将多聚蛋白切割

成非结构蛋白后是否会进一步切割多聚蛋白的内部，产生病毒蛋白的新形式呢？

如图 1.6（C），根据 NSP5 的特异性识别序列分析新冠病毒 NSP7 序列，发现

NSP7 上可能存在两个 NSP5 切割位点：Q18 和 Q34。NSP7 是否被进一步切割为

NSP7 功能的研究提供的新视角，切割后的 NSP7 片段可能会有新的功能。 

 

图 1.6 Mpro加工多聚蛋白过程[15][40] 

图 1.6 The stepwise of polyprotein processing by Mpro[15][40] 

注：A： NSP5 的 11 个切割位点附近的残基（P6–P6′）；B：多聚蛋白驱动模型；C：新冠病毒 NSP7 的
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NSP5 预测切割位点，蓝色为 Q18 和 Q34 位点。 

1.3 新冠病毒 NSP7 的研究进展  

1.3.1 新冠病毒 NSP7 的结构 

NSP7 的晶体结构显示 NSP7 是一种全 α 螺旋蛋白，由四个螺旋区域组成。

NSP7 带 N 端螺旋束：HB1，HB2，HB3，HCT。HB1，HB2，HB3 通过疏水残基

互作一个三链反平行螺旋束[6] [64-65]。当 NSP7 与 NSP8 结合时，NSP7 的 N 端和 C

端螺旋区域的位置发生改变。如图 1.7，SARS-CoV-2 和 SARS-CoV 的 NSP7 序列

几乎相同，只在第 70 位存在一个氨基酸的差异[66-67]。 

 

图 1.7 SARS-CoV-2 和 SARS-CoV NSP7 的比较[67] 

Figure1.7 Comparison of nsp7 from SARS-CoV-2 and SARS-CoV[67] 

注：A：SARS-CoV-2 和 SARS-CoV 的 NSP7 序列比较；B：在核磁共振测定的 SARS-CoV nsp7 结构基础

上绘制的 SARS-CoV-2 NSP7 结构； 

1.3.2 新冠病毒 NSP7 的功能 

（1）NSP7 作为转录复制复合物的辅助因子激活 RdRp（RNA-dependent RNA 

polymerases；NSP12）的活性。催化病毒 RNA 合成的 NSP12 是复制和转录机制的

核心组成部分，但必须有 NSP7-NSP8 复合物的存在才可使 NSP12 激活而具有催化

活性[68-70]。如图 1.8，新冠病毒 NSP12 有两个结构域为“右手”RdRp 结构域和套病

毒（nidovirus）独特的 N 端延伸结构域。RdRp 结构域可看作一只手，可分为 3 个
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子结构域：手指亚结构域，手掌亚结构域和拇指亚结构域[71-72]。聚合酶结构域和

NiRAN 主结构域通过一个界面结构域连接。NSP7 和 NSP8 结合于拇指结构域上，

另一个 NSP8 结合于手指结构域上[73-76]。NSP12 的外表面为负静电势，然而，聚合

酶 RNA 模板和核苷酸三磷酸(NTP)结合位点具有很强的正静电势。NSP7 和两个

NSP8 结合位点以及 RNA 出口通道相对中性，与 NSP12 接触的 NSP7 和 NSP8 表

面也是相对中性的[77]。NSP7 和 NSP8 会为适应 NSP12 结合 RNA 而发生结构重排

[72]，NSP7 作用是参与稳定 NSP12 结合 RNA。 

 

图 1.8 新型冠状病毒核心聚合酶复合物的整体结构[77] 

Figure1.8 Overall Structure of the SARSCoV-2 Core Polymerase Complex[77] 

注：A：聚合酶复合物各亚基结构域结构示意图。每个结构域由唯一的颜色表示。未解析的结构域域用灰

色表示。B：不同视角下 SARS-CoV-2 NSP12-NSP7-NSP8 核心复合体的总体密度图(左)和原子模型(右)。图中

结构模型由与 A 的结构域以相同颜色代表。C：不同视图中 NSP12 聚合酶亚基的结构，用与(A)相同的结构域

着色。 

（2）新冠病毒 NSP7 对宿主细胞的作用。SARS-CoV-2 病毒蛋白在人体中参与到

广泛的细胞生物学过程，如图，该研究通过亲和纯化质谱技术鉴定了与 SARS-

CoV-2 NSP7 蛋白相关的宿主蛋白，其互作蛋白参与的生物学过程包括电子传递、
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膜运输、GPCR 信号转导。 

 

图 1.9 新型冠状病毒 NSP7 蛋白互作网络[81] 

Figure1.9 SARS-CoV-2 NSP7 protein–protein interaction network[81] 

（3）NSP7 抑制 I 型和 III 型 IFN 的产生。在 COVID-19 大流行中，充分激活先天

抗病毒反应对于抑制病毒繁殖和影响病毒相关疾病的预后至关重要。众所周知，

SARS-CoV-2 进化出多种对抗宿主免疫反应的策略，从而导致病毒在感染早期过度

复制，延迟的抗病毒反应最终导致过度活跃的促炎反应，这可能导致细胞因子风

暴或高细胞因子血症[78]。SARS‐CoV‐2 NSP7 调控先天抗病毒免疫反应的新机制，

从而促进了病毒的传播。NSP7 通过破坏 RIG‐I/MDA5‐MAVS、TLR3‐TRIF 和

cGAS‐STING 信号通路抑制 I 型和 III 型 IFN 的表达 [81]。 
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图 1.10 新型冠状病毒 NSP7 抑制干扰素的作用方式[82] 

Figure1.10 The working model of SARS‐CoV‐2 NSP7 in suppressing IFN responses[82] 

（4）Treg 表位的 SARS-CoV-2 NSP7 同源物抑制 CD4+和 CD8+ T 细胞记忆反应。

病原体通过 T 细胞表位突变或缺失(免疫逃逸)和模拟人类 T 细胞表位的外观(免疫

伪装)逃避宿主防御。有研究在 SARS-CoV-2 的非结构蛋白 7 (NSP7)、RNA 依赖性

RNA 聚合酶(RdRp)异源四聚体复合体中发现了一个高度保守的、类似人的 T 细胞

表位。值得注意的是，该 T 细胞表位与先前在人免疫球蛋白 G (IgG) Fc 区发现的 T

调节细胞表位 (Tregitope 289)具有显著的同源性。通过比较 NSP7-289 和 IgG 

Tregitopes，发现 tregiope 肽 289、289z 和 NSP7-289 在体外结合多个 HLA-DRB1

等位基因，抑制 CD4+和 CD8+ T 细胞记忆反应。SARS-CoV-2 NSP7-289 的鉴定和

体外验证表明病原体可以利用类人表位逃避免疫反应，并可能增强宿主的耐受性。

有必要进一步探索交叉保守 Tregs 在人类对 SARS-CoV-2 等病原体的免疫反应中的

作用。 

 

图 1.11 T 细胞表位 Tregitope 289 预测 NSP7 交叉保守区域。[84] 

Figure1.11 Cross-conservation of the NSP7 predicted T cell epitope with Tregitope 289.[84] 

1.4 SARS-CoV-2 的蛋白非经典形式 

本课题组前期研究发现新型冠状病毒天然存在 NSP10-11 二聚体[93]，其与

FAF2 互作通过内质网应激通路 ATF6 诱导内质网应激[93]，提示新冠病毒蛋白存在

新冠病毒蛋白非经典形式，给病毒功能的研究提供了新视角。 
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图 1.12 新冠病毒中 NSP10-11 不完全切割[93] 

Figure1.12 NSP10-11 incomplete cleavage in SARS-CoV-2[93] 

1.5 选题的目的和意义 

本课题证明新冠病毒 NSP5 对 NSP7 有切割作用，并明确切割产物和切割位点；

解析 NSP5 切割对 NSP7 亚细胞定位的影响；探究 NSP5 切割对 NSP7 功能的影响。 

本课题在 NSP5 对新冠病毒多聚蛋白切割产生 NSP7 基础上进一步对 NSP7 内

部切割，创新性发现病毒蛋白非经典形式，加深病毒与宿主互作的认识。 
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2 新冠病毒 NSP5 对 NSP7 切割的初探 

2.1 引言 

NSP5（nonstructural protein 5）也称为 3C 样蛋白酶，可水解 ORF1a 和

ORF1ab 编码的两个多聚蛋白 pp1a 和 pp1ab [92]。SARS-CoV-2 中 NSP5 在病毒复制

过程中水解 pp1a 和 pp1ab 产生非结构蛋白 NSP4-NSP16，在病毒复制与转录中起

重要作用[13][93]。已有研究证实冠状病毒 NSP5 His41 残基和 Cys145 残基 NSP5 的

酶活性位点[86][93]，切割 P1 位置特异性识别位点是 Q [86]。本实验通过使用 NSP5 的

抑制剂 GC376 或者构建 NSP5 失活突变体，验证 NSP5 在切割中发挥的作用。有

趣的是，在 EAV 的非结构蛋白 NSP7 内部存在保守切割位点，新冠病毒 NSP7 内

部是否也存在 NSP5 的酶切位点仍有待研究[95]。 

本章设计 NSP5 与 NSP7 切割实验，初步证明 NSP5 切割 NSP7；以 GC376 作

为 NSP5 的抑制剂，检测 NSP5 活性被抑制后对切割的影响。用三种蛋白酶体降解

途径的抑制剂排除细胞内蛋白降解途径的干扰。为 NSP7 的蛋白非经典形式提供理

论基础。 

2.2 材料 

2.2.1 细胞、菌株 

HEK-293T 由本实验室保存；DH5α 菌株由本实验室保存。 

2.2.2 质粒 

s2 nsp7、s2 nsp5 基因信息来自 NCBI（NC_045512.2）。基因优化密码子后由

擎科生物科技有限公司合成，质粒名称分别为：p3.1 s2 nsp7 myc flag和 p3.1s2 nsp5myc，

pcDNA3.1 于擎科生物科技有限公司购买，pEGFPN1 空载由擎科生物科技有限公

司赠送。 

表 2.1 质粒种类 

Tab.2.1 The type of plasmid 

类别 质粒名称 

 pEGFPN1 
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续表 2.1 质粒种类 

Continued Tab.2.1 The type of plasmid 

 pcDNA3.1 

SARS-CoV-2 p3.1 s2 nsp5 myc 

SARS-CoV-2 P3.1 s2 nsp7 myc flag 

2.2.3 试剂 

表 2.2 实验试剂 

Tab.2.2 Experimental reagents 

名称 厂家 

TaKaRa Ex Taq ® DNA Polymerase ；

PrimeScriptTM One Step RT-PCR Kit Ver.2

（Dye Plus） 

宝日医生物技术（北京）有限公司 

甲醇 天津风船化学试剂科技有限公司 

青链霉素混合液，苯甲基磺酰氟（PMSF），

二甲基亚砜（DMSO），50×TAE，脱脂奶

粉，十二烷基硫酸钠（ Sodium dodecyl 

sulfate，SDS），30%（w/v）丙烯酰胺溶

液，RIPA 细胞全蛋白裂解液，过硫酸铵

（Ammonium persulphate，APS），5×SDS-

PAGE 上样缓冲液，20×PBS，三(羟甲基)氨

基甲烷（TRIS），四甲基乙二胺（TEMED） 

北京索莱宝科技有限公司 

HindIII， BamHⅠ 江苏愚公生物科技有限公司 

酶标板 苏州赛普生物科技有限公司 

Tween-20，酵母提取物，核酸染料，DNA 

maker，卡那青霉素，甘氨酸，蛋白胨，

DMEM 培养基 

上海生工生物工程股份有限公司 

山羊抗小鼠/兔 IgG 抗体 Cell Signaling Technology 

超敏 ECL 化学发光试剂盒  新赛美生物科技有限公司 

蛋白免疫印迹 PVDF 膜 Millipore 

Myc 标签抗体 北京博蕾德生物科技有限公司 
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续表 2.2 实验试剂 

Continued Tab.2.2 Experimental reagents 

GFP、His、Flag、HA 标签抗体 Cell Signaling Technology 

Chymostatin，GC376 MedMol 

MG132 、 Bafilomycin-A1 、 Z-VAD-OMe-

FMK 
MCE 

PEI Ploysciences 

琼脂糖 BIOWEST 

β-Tubulin 抗体     武汉亚克因生物技术有限公司 

2.2.4 试剂配制 

表 2.3 试剂配制 

Tab.2.3 reagent compounding 

名称 配制方法 

1 M Tris-HCL（pH6.8） 
称取 121.91g 溶于 800mL 超纯水中，调节 pH 至 6.8

后定容至 1L。 

1.5 M Tris-HCL（pH8.8） 
称取 181.7g 溶于 800mL 超纯水中，调节 pH 至 8.8 后

定容至 1L。 

10%APS（10mL） 
称取 2g APS 溶于 18mL 超纯水定容至 20mL，-20 保

存。 

10%SDS（10mL） 
称取 2g SDS 溶于 18mL 超纯水定容至 20mL，室温保

存。 

5×蛋白上样缓冲液 

吸取 1M Tris-HCL（pH6.8）1.25mL，甘油 2.5mL；

称取 SDS 0.5g，溴酚蓝 0.025g，用超纯水定容至

5mL，分装与 1.5mL EP 管中，500μL/份，保存于-20

冰箱，用之前加入 25μL 巯基还原剂。 

1×电泳缓冲液（1L） 
称取 Tris 3g，甘氨酸 18.8g，SDS 1g 溶于 800mL 超纯

水中，定容至 1L。 

1×转膜缓冲液（1L） 
称取 Tris 3.025g，甘氨酸 14.425g 溶于 700mL 超纯水

中，定容至 800mL，再加入 200mL 甲醇。 

10×TBS 称取氯化钠 40g，氯化钾 1g，Tris 15g 溶于 400mL 超 
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续表 2.3 试剂配制 

Continued Tab.2.3 reagent compounding 

10×TBS 纯水中，调节 pH 至 7.4 后定容至 500mL。 

TBST 
吸取 50mL 10×TBS 于 450mL 超纯水中，再加入

500μL Tween-20，混匀。 

5%脱脂牛奶（40mL） 称取 2g 脱脂奶粉溶于 40mL TBST 溶液中。 

1×TAE（1L） 取 20mL 50×TAE 加入 980mL 超纯水混匀。 

2.2.5 实验仪器 

本实验用到的仪器主要有: 纯水仪（美国 ELGA），高压灭菌锅（ZEALWAY），

PCR 仪（ABI），蛋白印迹显像系统（GE Healthcare），涡旋混匀仪（VORTEX-

GENIE），酶标仪（Bio-Tek），离心机（GENESPEED），蛋白转印槽（BIO-RAD），

-80 超低温冰箱（海尔），-20 低温冰箱（中都美菱），4℃冰箱（中都美菱），恒温

摇床（百晶生物），凝胶成像仪（Gene），电泳仪（BIO-RAD），恒温摇床

（SCILOGEX），恒温水浴锅（上海一恒），伯乐 CFX96 荧光定量 PCR 仪

（Biorad）。 

2.3 方法 

2.3.1 质粒转化 

（1）注意全程在冰上操作，先将 5μL 质粒加入 50μL 感受态细胞后轻弹混匀，静

置 30min； 

（2）42℃热激 60s，冰浴 5min 后加入 500μL LB 液体培养基，37℃，220rpm，摇

菌 65min； 

（3）涂板：37℃过夜培养后 4℃保存备用； 

2.3.2 无缝克隆构建载体 

无缝克隆是通过在目的片段的两端通过引物设计扩增出约 15-20bp 与线性化表

达载体末端相同的序列，这样片段与载体两端序列同源重合，同源重组酶能识别

这种同源序列并完成融合。通过该方法可以将多种片段同时连接在载体上，并应

用于多种载体构建方式、比如点突变载体。与传统酶切不同，无缝克隆可以将目

的片段没有空隙的连接起来，引物不需要设有酶切位点，且实验效率大大提高。
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如图，是无缝克隆的原理。 

 

图 2.1 无缝克隆原理图 

Figure2.1 Seamless cloning of schematics 

本节所构建的载体分别为 p3.1 s2 nsp7 GFP、p3.1 s2 nsp5 HA、p3.1 s2 nsp5 HA 

C145A 表 2.5 为构建上述质粒设计的引物。 

表 2.4 引物信息 

Tab.2.4 Primer information 

名称 序列（5′-3′） 

EGFP-F GTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGGTGAGCAAGGG 

EGFP-R GTCGCTCATTTTGCTCTTGTACAGCTCGTCCATGC 

S2 NSP7-F GACGAGCTGTACAAGAGCAAAATGAGCGACGTGAA 

S2 NSP7-R CTGGACTAGTGGATCTCATGCCAGGGTGGCCCGGTTGTCCA 

S2 NSP5 HA-F GTTTAAACTTAAGCTTATGAGCGGGTTCCGGAAGAT 

S2 NSP5 HA-R CTGGACTAGTGGATCCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG 

GGTATTGAAAGGTCACTCCAGAAC 

S2 NSP5-C145A-1F GTTTAAACTTAAGCTTATGAGCGGGTTCCGGAAGAT 

S2 NSP5-C145A-1R ATGTTGAAGCCCACGCTTCCTGCGGAGCCGTTGAGGAAGCTGC 

S2 NSP5-C145A-2F TTCCTCAACGGCTCCGCAGGAAGCGTGGGCTTCAACAT 

S2 NSP5-C145A-2R CTGGACTAGTGGATCCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG 

GGTATTGAAAGGTCACTCCAGAAC 

以 p3.1 s2 nsp7 GFP 的构建为例介绍无缝克隆的步骤： 
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（1）以 p3.1 s2 nsp7 myc flag、pEGFP-N1 序列信息，设计引物将 gfp 和 nsp7 以同

源重组的方式连接，引物包括 15-20bp 碱基互补配对序列和 15-25bp 同源臂序列； 

（2）PCR 扩增 s2 nsp7、gfp 基因；  

表 2.5 反应体系 

Tab.2.5 reaction system 

组分 体积 

ddH2O To 50μL 

TaKaRa E× Taq 0.25μL 

10×Ex Taq Buffer 5μL 

dNTP Mixture 4μL 

Primer1（5μM） 2μL 

Primer2（5μM） 2μL 

Template（质粒 DNA） 20ng 

ddH2O up to 50μL 

表 2.6 反应程序 

Tab.2.6 reaction procedure 

温度 时间 循环数 

94℃ 5min 1 

98℃ 10s 30 

55℃ 30s 30 

72℃ 60s/kb 30 

72℃ 10min 1 

 

（3）用 DNA 产物纯化试剂盒（TIANGEN）纯化 PCR 产物；  

（4）双酶切 pcDNA3.1 质粒，制备 pcDNA3.1，pEGFP-N1 线性化载体； 

表 2.7 反应体系 

Tab2.7 reaction system 

组分 体积 

ddH2O To 20μL 

10×CutOneTM Buffer 2μL 

LightNingTM HindIII 1μL 
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续表 2.7 反应体系 

Continued Tab.2.7 reaction system 

LightNingTM BamHI 1μL 

pcDNA3.1 或 pEGFP-N1 1μg 

37℃孵育 30min，跑胶后观察条带大小，大小正确后用胶回收试剂盒回收； 

（4）同源重组 

表 2.8 连接体系 

Tab.2.8 ligation system 

组分 体积 

重组酶 5μL 

线性化载体 200ng 

插入片段 10-40ng 

ddH2O To 10μL 

混匀后，放置于金属浴 55℃，重组 15min。 

（5）取 10μL 进行大肠杆菌转化，方法同 2.3.1。 

轻弹大肠杆菌，加入质粒轻弹混匀，置于冰上 30min，水浴锅 42℃热击 90s，

冰浴 2min；在超净中加入 500μL 的 LB 培养基，置于摇床（220rpm 37℃）中

65min 后涂板。 

（6）菌液 PCR：挑取 8 个单菌落培养 12h，菌液 PCR 方法同（2），核酸电泳后将

位置正确的样品送测。 

2.3.3 HEK-293T 细胞转染 

以 6 孔板为例，转染按照 PEI 转染说明书进行。将 120 万细胞接种于 6 孔板/

孔，37℃、5%二氧化碳的培养箱中过夜培养至细胞汇合度为 70-85%；质粒 DNA

与 PEI 的比例以 1μg：3μl 分别加入含有 100μL DMEM 的 1.5mL RNA-freeEP 管中，

振荡瞬离后静置 5min，将 PEI 加入质粒管中振荡瞬离后静置 20min。混合液均匀

地滴加在孔内培养，6-8h 后换液继续培养 30-48h 后进行下一步实验。 

2.3.4 蛋白提取 

（1）PBS 洗两次，第三次用 PBS 将细胞吹下放入 1.5mL EP 管中； 
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（2）4℃，4000rpm 离心 10min，吸干净上清； 

（3）向细胞沉淀中加入 120μL RIPA 裂解液，再加入 PMSF，每隔 5min 振荡混匀，

裂解 30min； 

（4）12000rpm，4℃离心 10min，取上清为蛋白样品； 

（5）使用莫纳生物科技有限公司的 BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，煮样； 

2.3.5 免疫印记 

（1）制胶：按照表 2.10 和表 2.11 配制分离胶和浓缩胶，凝固时间为 30min； 

表 2.9 SDS-PAGE 分离胶配方 

Tab.2.9 SDS-PAGE separated Gel formula 

组分 （12%Gel）体积（mL） （15%Gel）体积（mL） 

ddH2O 4.9 3.4 

30% Acrylamide 6.0 7.5 

1.5 M Tris-HCl（pH8.8） 3.8 3.8 

10% SDS 0.15 0.15 

10% APS 0.15 0.15 

TEMED 0.006 0.006 

表 2.10 SDS-PAGE 浓缩胶配方 

Tab.2.10 SDS-PAGE concentrated Gel formula 

组分 体积（mL） 

ddH2O 4.1 

30% Acrylamide 1.0 

1.0 M Tris-HCl（pH6.8） 0.75 

10% SDS 0.06 

10% APS 0.06 

TEMED 0.006 

（2）电泳：上样后对准电极， 70V 跑浓缩胶，120V 跑分离胶； 

（3）转膜：按照图 2.2 中胶和 PVDF 膜顺序安装好，在冰水混合物中 110V 转膜

70min； 

（4）抗体孵育：一抗 4℃过夜孵育后 TBST 洗三次，二抗孵育室温孵育 1h； 

（5）曝膜； 
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图 2.2 转膜中胶和 PVDF 膜放置顺序 

Figure2.2 The Placement order of Gel and PVDF in transfer 

2.3.6 HEK-293T RNA 提取 

以 6 孔板为例： 

注意全程冰上操作，首先将培养好的细胞用 PBS 洗 2 次后每孔加入 1mL 

Trizol，吹吸后静置 5min；加入氯仿 200μL/孔，涡旋 15s，静置 5min；离心后溶液

分层，上层、中层和下层分别是 RNA（透明）、Pr（白色）和 DNA（粉色），将上

层透明溶液吸入 1.5mL RNA-free EP 管中，注意不要吸到蛋白；加入等体积异丙醇，

混匀后静置 5min 离心去上清；加入 500μL 75%无水乙醇离心 10min 去上清；开盖

使酒精挥发，加入 30μL DEPC 混匀后测浓度。 

2.3.7 反转录 

取上一步提好的 RNA 进行反转录生成 cDNA 用于后续实验，反转录按照

TaKaRa 反转录试剂盒进行。 

表 2.11 RT-PCT 反应液 

Tab.2.11 RT-PCT reaction solution 

试剂 使用量 

PrimeScript 1 Step Enzyme Mix 2μL 

2× 1 Step Buffer（Dye Plus） 25μL 

Primer 1（10 μM） 2μL 

Primer 2（10 μM） 2μL 

Template RNA ≤1μg 

RNase Free dH2O up to 50 μL 
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表 2.12 RT-PCR 反应程序 

Tab2.12 RT-PCR reaction procedure 

温度 时间 循环 

50℃ 30 min  

94℃ 2 min.  

94℃ 30 sec 

25～30 cycles 55～65℃ 30 sec 

72℃ 1 min./kb 

注意：全程冰上操作；戴口罩、少交流、使用 RNA-free EP 管和枪头。 

2.3.8 实时荧光定量 PCR 

（1）使用 Beacon Designer 8 设计 qPCR 引物；Becline 1、LC3、Atg9A 和 Atg16L1

的 mRNA 信息来自 NCBI，登录号分别为 NM_001313998.2，NM_032514.4，

NM_001077198.3，NM_030803.7。表 2.14 为所用 qPCR 引物信息： 

表 2.13 qpcr 引物信息 

Tab2.13 qpcr primer information 

名称 序列（5′-3′） 

Becline-qF GCTGCCGTTATACTGTTC 

Becline-qR CTCCTGTGTCTTCAATCTTG 

LC3-qF CTTCTTCCTGCTGGTGAA 

LC3-qR TTCTCCTGCTCGTAGATG 

Atg9A-qF TGCTTCTTGTCACCTCTT 

Atg9A-qR CCAACACATCTTCGTCATAA 

Atg16L1-qF ACAGGCACGAGATAAGTC 

Atg16L1-qR TTGGTTATTCAGGTCAATCAC 

（2）配制体系：按照 ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 试剂盒进行。除模

板外，加入体系的其他成分。每孔的量按照表 2.14 中的量计算，按照所需孔数配

制体系的用量，因配制过程中会出现损耗，可多加 4 个孔； 
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表 2.14 qPCR 反应液 

Tab2.14 qPCR reaction solution 

试剂 使用量 

2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 10μL 

Primer 1（10 μM） 0.4μL 

Primer 2（10 μM） 0.4μL 

cDNA 2μL 

RNase Free dH2O up to 50 μL 

（3）体系配好后，蓝枪头吹吸 20-30 次混匀，尽量不吹出泡沫，每孔中加 18uL，

注意需全部打出白枪头中不要有残留； 

（4）为防止各孔之间的污染，按照下图的路径加入 cDNA 后封膜； 

 

图 2.3 qPCR 加样路径图 

Figure2.3 qPCR sampling pathway diagram 

注：加样时按照 A-B-C-B-D 的顺序进行；枪头盒手臂不要经过路径以外的上方； 

（5）将（4）的 96 孔板置于离心机中离心，4℃，4000rpm，10min，使用 qPCR

仪器按表 2.15 的反应程序反应。 

表 2.15 qPCR 反应程序 

Tab.2.15 qPCR reaction procedure 

Stage 1 预变性 Reps：1 95℃ 30 ses 

Stage 2 循环反应 Reps：40 95℃ 3-10 ses 

   60℃ 10-30 ses 
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续表 2.15 qPCR 反应程序 

Continued Tab.2.15 qPCR reaction procedure 

Stage 3 融解曲线 Reps：1 

95℃ 15 ses 

60℃ 60 ses 

95℃ 15 ses 

（6）保存数据使用 GraphPad Prism 9 进行数据分析； 

2.4 实验结果 

2.4.1 质粒构建 

如图 2.4 （A）和（B）是构建 p3.1 s2 nsp7 GFP、p3.1 s2 nsp5 HA C145A 转化

后挑取 8 个单克隆的菌液 PCR 结果，筛选条带正确的克隆后送测，测序结果均正

确。 

 

图 2.4 新冠病毒 NSP7 与 NSP5 突变体质粒构建 

Figure2.4 Construction of SARS-CoV-2 NSP7 and NSP5 mutant 

注： A：NSP7 GFP 载体构建菌液 PCR 结果；B：NSP5 突变体载体构建菌液 PCR 结果；C：NSP5 突变体
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载体构建测序结果； 

2.4.2 S2 NSP7 的预测切割位点与致病性 

NSP5 特异性识别序列的两个关键性位点分别为 P1（Gln）和 P2(Leu、Pro 或

Val)，如图 2.5 所示，根据 NSP5 的特异性识别序列推测 NSP7 可能存在两个切割

位点 Q18 和 Q34。 

 

图 2.5 NSP5 在 NSP7 的预测切割位点 

Figure2.5 Predictive cleavage sites of NSP5 in NSP7 

如表 2.16 所示，根据 NSP7 的 2 个预测切割位点比对 7 种不同致病性冠状病

毒 NSP7 序列，发现 SARS-CoV、SARS-CoV-2 含有这两个切割位点，另外四种致

病性比较弱的冠状病毒并没有同时存在 Q18 和 Q34 这两个 NSP5 的 P1 酶切位点。

因此除 MERS 外，NSP7 同时存在两个酶切位点可能与冠状病毒的强致病性相关。 

表 2.16 NSP5 在 NSP7 的预测切割位点与致病性的相关性 

Tab2.16 The correlation between predicted cleavage sites of NSP5 in NSP7 and pathogenicity 

 

2.4.3 SARS-CoV-2 中 NSP7 的切割 

本研究在初步发现新冠病毒 NSP7 同时存在两个酶切位点可能与冠状病毒的强

致病性相关的基础上，探究 NSP7 是否被 NSP5 切割，且 NSP7 上的 Q18 和 Q34 是

酶切位点 

 

3 种高度致病性的冠状病毒 4 种导致温和上呼吸道疾病的冠状病毒 

SARS-

CoV-2 

SARS-

CoV 

MERS-

CoV 

HCoV-

229E 

HCoV-

NL63 

HCoV-

OC43 

HCoV-

HKU1 

Q18 + + + - - + + 

Q34 + + - - - - - 
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否为 NSP5 的切割位点。GC376 是冠状病毒主蛋白酶（NSP5）抑制剂，GC376 处

理后将会使抑制 NSP5 的活性。由于 NSP7 为小分子蛋白，其切割产物较难检测，

因此在 NSP7 的 N 端带上 GFP 标签以便切割条带的检测。本实验转染时 NSP7 量

不变，NSP5 量逐渐增加，设计对照组和 GC376 处理组。通过 Western blot 检测

NSP7 主带量的变化情况。若 NSP5 对 NSP7 进行切割，则 NSP7 主带的量将随着

NSP5 量的增加而逐渐减少。结果如图 2.6（A）示意图所示，NSP7 上的 NSP5 预

测切割位点为 Q18、Q34，NSP7 产生的切割条带大小分别为 30.05kd 和 31.09kd；

如图 2.6（B）所示，NSP5 切割 NSP7 时，随着 NSP5 量逐渐增加，NSP7 量逐渐减

少，且在 30.05kd 处出现切割条带，此为 NSP5 作用于切割位点 Q18 可能产生的切

割条带；但不加 NSP5 时也存在该条带，可能是由于细胞内的宿主蛋白酶的作用，

后续将通过无细胞酶切的方式来排除细胞内宿主酶的影响。GC376 处理后，NSP5

对 NSP7 切割不呈现递减趋势，说明 NSP7 主带的递减趋势可能有 NSP5 的参与；

GC376 处理后在 30.05kd 处依旧存在条带，这也可能是细胞内宿主酶的作用。此实

验中 NSP7 主带的量递减趋势不明显，这可能是由于 GFP 遮盖 NSP5 在 NSP7 的识

别位点，后续实验将去除 GFP 研究。综上所述，初步证实新冠病毒 NSP5 可能切

割 NSP7，切割位点可能是 Q18。 
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图 2.6 新冠病毒中 NSP5 对 NSP7 的切割 

Figure2.6 NSP7 cleavage in SARS-CoV-2 

注：A：新冠病毒 NSP5 在预测切割位点 Q18 和 Q34 切割 NSP7 示意图；B：NSP5 切割 N 端带 GFP 标签

的 NSP7 以及使用 GC376（50μM）处理 12h。 

2.4.4 S2 NSP5 失活突变验证切割 

上述实验中并未检测 NSP5，在细胞水平中实验结果往往由多种影响因素导致，

为验证 NSP7 的递减趋势是否为 NSP5 的作用，构建 C 端带有 HA 的 NSP5 质粒载

体以及 NSP5 C145A 突变体来研究 NSP7 的递减趋势是否有 NSP5 的作用。NSP5

的活性位点为 C145，因此将该位点突变后 NSP5 将会失活。我们按照 NSP7 量不

变，NSP5 和 NSP5C145A 的量逐渐增加。通过 Western blot 检测 NSP7 主带的变化

趋势，以 β-Tubulin 作为内参。如图 2.7 所示，随着 NSP5 量逐渐增加，Myc 和

Flag 抗体都可检测到 NSP7 主带的量逐渐递减；当 NSP5 失活后， NSP7 的量随着

NSP5 量的增加不呈现递减趋势。综上所述，NSP7 量的递减趋势有 NSP5 的作用。 

图 2.7 S2 NSP5 失活突变验证切割 

Figure2.7 S2 NSP5 inactivation mutation verification cleavage 

2.4.5 细胞内蛋白降解途径对 S2 NSP5 切割 S2 NSP7 的影响 

细胞中主要有三种蛋白质降解途径分别是泛素-蛋白酶体降解途径，胱天蛋白
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酶(caspase)途径和溶酶体途径[97-98]。为排除 NSP7 的主带减少是否有蛋白降解途径

参与，选择这三种蛋白质降解途径的抑制剂进行研究。 

本实验使用 MG132 作为蛋白酶体降解途径的抑制剂[99]，其可阻断 26S 蛋白酶

体复合物的蛋白水解活性；使用 Z-VAD(OMe)-FMK 作为胱天蛋白酶(caspase)途径

蛋白降解的抑制剂，其可抑制 pan-caspase[100]。使用 Bafilomycin-A1 作为自噬-溶酶

体途径的抑制剂，其是一种自噬 (autophagy) 晚期阶段抑制剂[101]。本实验中 NSP7

与 NSP5 以 0，3:1 到 1:3 的比例转染至 293t 细胞，转染换液时加入抑制剂处理 48h。

如图 2.8，Western blot 检测结果显示，在 MG132 和 Z-VAD(OMe)-FMK 分别处理

下，NSP7 的主带随 NSP5 量的增加逐渐递减，说明泛素-蛋白酶体降解途径和

caspase 途径并不参与 NSP5 对 NSP7 的切割。而在 Bafilomycin-A1 处理下，NSP7

的主带随 NSP5 量的增加不呈现递减趋势，说明自噬-溶酶体途径可能参与 NSP5

对 NSP7 的切割。 

  

图 2.8 蛋白降解途径对切割的影响 

Figure2.8 Effect of protein degradation pathways on cleavage 

A：NSP5 切割 NSP7；B：MG132（7.5μM）处理；C：Z-VAD（OMe）-FMK（50μM）处理；D：
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Bafilomycin A1（12.5 nM）处理。 

基于上述自噬-溶酶体途径影响 NSP5 对 NSP7 的切割，选用了 4 个自噬相关基

因研究在切割的过程中自噬相关基因是否会因切割而表达升高。分别是 Becline 1、

LC3、Atg9 和 Atg16L1，如图 2.9，结果显示 Atg8 基因表达上升，验证切割引起了

自噬相关基因 LC3 的表达上升，推测切割可能促进自噬体的形成。 

 

图 2.9 新冠病毒 NSP5 切割 NSP7 时自噬相关因子 mRNA 水平 

Figure2.9 The mRNA level of autophagy related factor when SARS-CoV-2 NSP5 cleaves NSP7 

注：采用单因素方差进行统计分析，*：p<0.05，**：p<0.01，***：p<0.001，****：p<0.0001。 

2.5 讨论与小结 

本章基于 NSP5 的特异性识别序列推测 NSP7 可能存在两个切割位点 Q18 和

Q34。在感染人的 7 种不同致病性冠状病毒中对假设的两个切割位点进行比对，发

现除 MERS 外，NSP7 同时存在两个酶切位点可能与冠状病毒的强致病性相关。 

在初步发现新冠病毒 NSP7 同时存在两个酶切位点可能与冠状病毒的强致病性

相关的基础上，探究 NSP7 是否被 NSP5 切割，且 Q18 和 Q34 是否为 NSP5 的切割

位点。由于 NSP7 的相对分子质量较小，因此构建带 GFP 标签的 NSP7 载体，

Western blot 检测到预测切割条带，但不加 NSP5 时也存在该条带，可能是由于细

胞内的宿主蛋白酶的作用。当用 GC376 处理后，NSP5 对 NSP7 切割不呈现递减趋

势，说明 NSP7 主带的递减趋势可能有 NSP5 的参与，但切割位点的确定还需排除

一些影响因素。 

上述实验中并未检测 NSP5，在细胞水平中实验结果往往由多种影响因素导致，

为验证 NSP7 的递减趋势是否为 NSP5 的作用，因此构建 C 端带有 HA 的 NSP5 质

粒载体以及 NSP5 C145A 突变体来研究 NSP7 的递减趋势是否有 NSP5 的作用。突
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变 NSP5 后 NSP7 主带的量不呈现递减趋势。综上所述，NSP7 量的递减趋势有

NSP5 的作用。将 NSP7 的 E 位点和 Q 位点全部突变后主带也不呈现递减趋势，提

示 NSP5 不对 NSP7（EQmu）进行切割，进一步说明 NSP5 的 NSP7 切割位点为 Q

或 E。 

为排除 NSP7 的主带减少是否有蛋白降解途径参与，使用蛋白酶体抑制剂

（MG132）、caspase 抑制剂（Z-VAD(OMe)-FMK）和自噬抑制剂（Bafilomycin-

A1）。结果表明自噬-溶酶体途径可能参与 NSP5 对 NSP7 的切割。 

综上，我们的研究首次发现 SARS-CoV-2 NSP5 切割 NSP7，这为 NSP7 的功能

研究提供了新思路。 
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3 新型冠状病毒 NSP5 切割 NSP7 的酶切位点及切割产物 

3.1 引言 

上一章结果表明新冠病毒 NSP5 切割 NSP7，但 NSP5 在 NSP7 上的切割位点

仍不明确，NSP5 在多个酶切位点将 NSP7 切割可能会产生多个切割产物。而细胞

内过表达产生的 NSP7 大小为 11.55kD，因此切割产物是小分子蛋白，普通胶无法

检测小分子蛋白，选择尿素胶检测小分子蛋白。由于细胞内可能存在宿主酶等复

杂因素的影响，且形成的切割产物量少，对检测造成了一定的困难，因此选择原

核表达获得纯蛋白用于酶切反应排除细胞内的复杂影响因素。本实验通过构建

NSP7 预测切割位点突变体以及原核表达纯化获得 NSP7 与 NSP5 纯蛋白进行无细

胞酶切反应，分析切割位点和切割产物，加深 NSP5 作用于 NSP7 分子机制的认识。 

3.2 材料 

3.2.1 细胞、菌株 

HEK-293T 由本实验室保存；DH5α、BL21 菌株由本实验室保存。 

3.2.2 质粒 

s2 nsp7、s2 nsp5 基因信息来自 NCBI（NC_045512.2）。基因优化密码子后由

擎科生物科技有限公司合成，质粒名称分别为：p3.1 s2 nsp7 myc flag、p3.1 s2 nsp5 myc、

p3.1 s2 nsp7 EQmu myc flag。 

3.2.3 试剂 

表 3.1 实验试剂 

Tab3.1 Experimental reagents 

名称 厂家 

YEAST EXTRACT OXOID 

Sodium chloride，Bis-acrylami，DTT， 

N,N'-亚甲基双丙烯酰胺 
BBI 
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续表 3.1 实验试剂 

Continued Tab.3.1 Experimental reagents 

名称 厂家 

Tryptone Sangon Biotech 

尿素，咪唑，EDTA Solarbio 

Ni 层析介质（NTA）Ni NTA Beads 北京博奥龙免疫技术有限公司 

丙烯酰胺 KESHI 

戊二醛 MACKLIN 

3.2.4 实验仪器 

本实验用到的仪器主要有：高压灭菌锅（ZEALWAY），PCR 仪（ABI），离心

机（GENESPEED），蛋白转印槽（BIO-RAD），恒温摇床（百晶生物），凝胶成像

仪（Gene），电泳仪（BIO-RAD），恒温摇床（SCILOGEX），恒温水浴锅（上海一

恒），磁力搅拌器。 

3.2.5 试剂配制 

表 3.2 试剂配制 

Tab3.2 reagent compounding 

名称 配制方法 

10%APS（1mL） 称取 0.1g APS 溶于 1mL 超纯水。 

10%SDS（10mL） 
称取 1g SDS 溶于 9mL 超纯水定容至

10mL，室温保存。 

5x 蛋白上样缓冲液 

吸取 1 M Tris-HCL（pH6.8）1.25mL，甘油

2.5mL；称取 SDS 0.5g，溴酚蓝 0.025g，用

超纯水定容至 5mL，分装与 1.5mL EP 管

中，500μL/份，保存于-20 冰箱，用之前加

入 25μL 巯基还原剂。 

1xTAE（1L） 
取 20mL 50×TAE 加入 980mL 超纯水混

匀。 

2YT 培养基 
称取蛋白胨 6.4g，酵母粉 4g，NaCl 2g 溶于

400mL 超纯水后灭菌。 
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续表 3.2 试剂配制 

Continued Tab3.2 reagent compounding 

名称 配制方法 

100mM IPTG 
称取 0.7149g 于 30mL 娃哈哈水中，0.22 滤

膜过滤除菌。 

1M Tris 
称取 60.57g Tris 于 400mL 超纯水中，调节

pH 至 8.0 后定容至 500mL。 

5M 咪唑 
取 170.25g 咪唑于 400mL 超纯水中，调节 

pH 至 8.0 后定容至 500mL。 

5M NaCl 取 146.1g NaCl 定容至 500mL。 

NiA 25mM Tris，500mM NaCl，25mM 咪唑。 

NiB 洗杂液 25mM Tris，500mM NaCl，80mM 咪唑。 

NiB 洗脱液 25mM Tris，500mM NaCl，250mM 咪唑。 

0.1M NiSO4 
取 13.14g NiSO4·H2O 定容至 500mL 超纯水

中，0.22μm 的滤膜过滤。 

1M NaOH 
取 16g NaOH 定容至 400mL 超纯水中，

0.22μm 的滤膜过滤。 

3.3 方法 

3.3.1 质粒构建 

本小节所构建的载体分别为 p3.1 s2 nsp7 myc flag Q18A Q34A 、p3.1 s2 nsp7 

Qmu myc flag 、PCZN1-s2 nsp7 myc flag his 和 PCZN1-s2 nsp5 his。NSP7 上除了最

后一个氨基酸是 Q，剩余还有 5 个 Q 位点分别为 Q18 Q34 Q19 Q31 Q63，表 3.3 为

构建上述质粒设计的引物。 

表 3.3 引物信息 

Tab3.3 Primer information 

引物名称 引物序列（5′-3′） 

S2 NSP7-1F ACACCATGAATCACAAAGTGGAGCAGAAGCTGATCAGCGA 

 TTGTCGTCGTCATCCTTGT 
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续表 3.3 引物信息 

Continued Tab.3.3 Primer information 

引物名称 引物序列（5′-3′） 

S2 NSP5-1F AAGAGGTAATACACCATGAGTGGTTTTAGGAAAATGGCATTCCC 

S2 NSP5-1R GCAGAGATTACCTATCTAGTCAATGATGATGATGATGATGAGCGTA 

ATCTGGAACATCGTATGG 

S2NSP7Q18A-1F GTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGGAGCAGAAGCT 

S2NSP7Q18A-1R TCTCCACTCTGAGCTGTGCGAGCACGCTCAGCA 

S2NSP7Q18A-2F TGCTGCTGAGCGTGCTCGCACAGCTCAGAGTGGAGA 

S2NSP7Q18A-2R CTGGACTAGTGGATCTCACTTGTCGTCGTCATCCT 

S2NSP7Q34A-1F GTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGGAGCAGAAGCT 

S2NSP7Q34A-1R GATGTCGTTGTGCAGTGCAACGCACTGTGCCCACAGCTT 

S2NSP7Q34A-2F TGGGCACAGTGCGTTGCACTGCACAACGACATCCTGCT 

S2NSP7Q34A-2R CTGGACTAGTGGATCTCACTTGTCGTCGTCATCCT 

S2NSP7Q31A-1F GTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGGAGCAGAAGCT 

S2NSP7Q31A-1R AGTGCAACGCATGCTGCCCACAGCTTGCTGCTGCTCTCCAC 

TCTGAGTGCTGCGAGCACGCTCAGCAG 

S2NSP7Q31A-2F GCGTGCTCGCAGCACTCAGAGTGGAGAGCAGCAGCAAGCT 

GTGGGCAGCATGCGTTGCACTGCACAAC 

S2NSP7Q31A-2R CTGGACTAGTGGATCTCACTTGTCGTCGTCATCCT 

S2 NSP7-Q63A-1F GTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGGAGCAGAAGCT 

S2 NSP7-Q63A-1R TTATTGATGTCCACGGCCCCTGCCATGGACAGGAGGACGCT  

S2 NSP7--Q63A-2F GTCCTCCTGTCCATGGCAGGGGCCGTGGACATCAATAA 

S2 NSP7- Q63A-2R CTGGACTAGTGGATCTCACTTGTCGTCGTCATCCT 

S2 NSP7-Q19A-1F GTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGGAGCAGAAGCT 

S2 NSP7-Q19A-1R TGCTCTCCACTCTGAGTGCTGCGAGCACGCTCAGCAGCA 

S2 NSP7-Q19A-2F TGCTGCTGAGCGTGCTCGCAGCACTCAGAGTGGAGAGCA 

GCAGCAA 

S2 NSP7-Q19A-2R CTGGACTAGTGGATCTCACTTGTCGTCGTCATCCT 
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3.3.2 尿素胶的制作 

（1）分离胶的配制：称取尿素 4.32g 加入 49.5%T 5%C 4.85mL，3×凝胶缓冲液

4mL 加超纯化水至 12mL 混匀，加入 40μL APS%和 4μL TEMED 混匀后倒入玻璃

板中，用 20%无水乙醇溶液封胶，待其凝固 30min； 

（2）夹层胶的配制：称取尿素 4.32g 加入 49.5%T %C 2.42mL，3×凝胶缓冲液

2mL，加超纯化水至 6mL 混匀，加入 20μL APS%和 2μL TEMED 混匀后倒入玻璃

板中，用 20%无水乙醇溶液封胶，待其凝固 30min； 

（3）浓缩胶的配制：称取尿素 4.32g 加入 49.5%T %C 0.49mL，3×凝胶缓冲液

2mL 加超纯化水至 6mL 混匀，加入 40μL APS%和 4μL TEMED 混匀后倒入玻璃板

中，插入尺梳，待其凝固 30min； 

3.3.3 原核表达纯化 

（1）菌种活化：挑一单菌落到 5mL 2YT 的 15mL 的摇菌管中，放至于摇床培养

12h，培养条件为 37℃、220rpm；培养基中氨苄青霉素（Amp）与 2YT 的比例为

1:1000。 

（2）菌种扩大培养：在超净工作台中取 4mL 培养液置于 400mL 的培养基中，添

加 400μL 氨苄青霉素，置于摇床中培养至 OD 值为 0.6~0.8。 

（3）诱导：用移液枪吸取 1mLIPTG（100mM）置于上一步培养液中，使其终浓

度为 0.25mM；培养条件为 16℃、180rpm，培养时间为 12h。 

（4）离心：将上一步培养液转移至 50mL 离心管中离心，离心条件为 4℃、

6500rpm、20min，离心后去除上清，获得菌体沉淀。 

（5）破胞：后续步骤冰上操作，用 20mL NiA 重悬菌液，于超声波粉碎仪中粉碎

菌体，条件为超声 2s，停 3s，超声时间为 10min，超声后取样。 

（6）离心：将上一步破胞液离心 1h、13000rpm、4℃，离心后的上清用 0.45μm

滤膜过滤除菌并取样。 

（7）预处理镍柱：用体积为镍柱 3 倍体积的平衡液过柱。 

（8）流穿：将第（6）步获得的上清液流穿镍柱两次后取样。 

（9）洗杂：将洗杂液置于镍柱中流穿两次，5mL/次。 

（10）洗脱：将洗脱液置于镍柱中流穿三次，5mL/次。 
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图 3.1 蛋白纯化原理图 

Figure3.1 The schematic diagram of protein purification 

3.3.4 无细胞酶切 

将已纯化的 S2 NSP7 与 S2 NSP5 混匀后于 37℃孵育 2.5h，反应缓冲液成分包

括 1 mM EDTA ，1 mM DTT ，150 mM NaCl 和 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)。 

3.4 实验结果 

3.4.1 S2 NSP7 突变体质粒构建 

 

图 3.2 S2 NSP7 切割位点突变体质粒构建 

Figure3.2 Construction of S2 NSP7 cutting site mutant plasmid 

注： A：NSP7 Q18A Q34A 突变体载体构建菌液 PCR 结果；B：NSP7 Q18A Q19A Q34A Q34A Q69A 突变

体载体构建菌液 PCR 结果。 
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如图 3.2 是构建 p3.1 s2 nsp7 myc flag Q18A Q34A 、p3.1 s2 nsp7 Qmu myc flag

（Qmu：将 S2 NSP7 上的所有 Q 位点全部突变为 A，包括 Q18 Q34 Q19 Q31 Q63）

转化后挑取 8 个单克隆的菌液 PCR 结果，筛选条带正确的克隆后送测，如图 3.3

测序结果均正确。 

 

图 3.3 S2 NSP7 切割位点突变体质粒测序结果 

Figure3.3 The sequencing results of S2 NSP7 cutting site mutant plasmid 

注：A：NSP7 Q18A Q34A 突变体载体构建测序结果；B：NSP7 Q18A Q19A Q34A Q34A Q69A 突变体载

体构建测序结果。 

3.4.2 S2 NSP7 预测切割位点突变验证 

上一章中证明 NSP5 可以切割 NSP7，但切割产物仍不明确，接下来将通过寻

找切割位点明确切割产物。当 NSP7 切割位点突变后 NSP5 将无法切割 NSP7 使

NSP7 主带不呈现递减趋势。本实验先后构建了 Q18 和 Q34 位点同时突变以及 Q

位点全部突变的突变体。将 NSP7 及 NSP7 突变体质粒量定为 1μg，分别与 NSP5

共转，NSP5 的量为 0，330ng，500ng，1μg，2μg，3μg。通过 Western blot 检测

NSP7 主带的变化趋势，如图 3.4（A）所示，当 Q18 和 Q34 位点突变后，NSP5 量

逐渐增多，NSP7 的递减趋势确依然存在，说明 NSP7 上的切割位点不仅仅是 Q18

和 Q34，可能还存在其他切割位点。将突变体 NSP7（Q18A、Q34A、Q19A、

Q31A、Q63A）与 NSP5 按上述转染比例共转。如图 3.4（B），NSP7（Q18A、

Q34A、Q19A、Q31A、Q63A）主带的量随着 NSP5 量的增加而逐渐降低，提示

NSP7 的切割位点可能不止 Q 位点，可能存在 Q 以外的其他切割位点。有文献表

明 S2 NSP5 的 P1 位点也可能是 E[90]，据此将 NSP7 上所有的 E 位点全部突变为 A。

将突变体 NSP7（Q18A、Q34A、Q19A、Q31A、Q63A、E23A、E47A、E50A、

E73A、E74A，简称为 EQmu）与 NSP5 共转，结果显示随 NSP5 量的增多，NSP7
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（EQmu）主带的量不呈递减趋势，提示 NSP5 不对 NSP7（EQmu）进行切割，进

一步说明 NSP5 在 NSP7 上的切割位点为 Q 或 E。 

 

图 3.4 新冠病毒 NSP5 对 NSP7 Q 和 E 切割位点筛选 

Figure3.4 The screening of SARS-CoV-2 nsp5 cleaves NSP7 at Q and E 

注：A：NSP5 切割 NSP7 Q18A Q34A；B：NSP5 切割 NSP7 Qmu，Qmu 指 NSP7 上所有的 Q 位点都变为

了 A，包括（Q18 Q34 Q19 Q31 Q63）；C：NSP5 切割 NSP7 EQmu，EQmu 指 NSP7 上所有的 E 和 Q 位点都变

为了 A，包括 Q18、Q34、Q19、Q31、Q63、E23、E47、E50、E73 和 E74； 

根据 NSP7 的预测切割位点也可能是 E，比对 7 种不同冠状病毒 NSP7 序列，

结果显示 E 酶切位点可能也与冠状病毒的强致病性相关; 

 

图 3.5 图 2.4 NSP5 在 NSP7 的预测切割位点 

Figure3.5 Predictive cleavage sites of NSP5 in NSP7 



新冠病毒 NSP5 切割对 NSP7 与宿主互作的影响研究 

40 

 

3.4.3 S2 NSP5 及 S2 NSP7 原核表达质粒构建 

如图 3.6 是构建 pCZN1 s2 nsp7 myc flag his 挑取 8 个单克隆的菌液 PCR 结果，

筛选条带正确的克隆后送测，测序结果正确。 

 

图 3.6 S2 NSP7 原核表达载体构建 

Figure3.6 The construction of S2 NSP7 prokaryotic expression vector 

3.4.4 S2 NSP5 与 S2 NSP7 的原核表达纯化 

原核表达所质粒表达的 NSP7 大小约为 12.8kD，图 3.7 （A）中 NSP7 在全菌

液的裂解液中很明显，洗杂液中不存在 NSP7，洗脱液中存在 NSP7，说明其成功

与镍柱结合，并被洗脱液洗脱下，NSP7 原核表达成功。新冠病毒 NSP5 的理论相

对分子质量约为 35.84kD，有文献报道 NSP5 原核表达纯化的大小在 25-35kD 之间，

与理论大小不一致，如图 3.7（C）本实验结果与文献一致，NSP5 可能发生自切使

相对分子质量减少，但不影响其酶切活性。 

 

图 3.7 NSP7 与 NSP5 的原核表达纯化 



3 新型冠状病毒 NSP5 切割 NSP7 的酶切位点及切割产物 

41 

Figure3.7 The prokaryotic expression purification of  NSP7 and NSP5 

注：A：原核表达后过镍柱纯化得到的 S2 NSP7；1 代表裂解后全菌液；2 代表裂解液离心后的上清；3 代

表过镍柱流穿液；4 代表洗杂液；5 代表第一次洗脱目的蛋白的液体；6 代表第二次洗脱目的蛋白的液体；7 代

表第三次洗脱目的蛋白的液体；B：为原核表达后过镍柱纯化得到的 S2 NSP5，1-7 序号同 A 图；C：Western 

blot 检测 S2 NSP5。 

3.4.5 S2 NSP5 与 S2 NSP7 的无细胞酶切 

为检测分子质量相对较小的新冠病毒 NSP7 切割条带，本实验用尿素胶检测分

子质量较小的 NSP7 切割片段。NSP7 为 100μg，NSP5 以 33μg、100μg 和 300μg 逐

渐增大，即 NSP7 与 NSP5 量的比例分别为 3:1、1:1 和 1:3。如图 3.8A 所示，与对

照组 NSP7 和对照组 NSP5 相比， NSP7+NSP5 在 6.5kD 和 3.3kD 处检测到切割条

带，且随着 NSP5 的量逐渐增大，6.5kD 处的切割条带存在明显增大趋势。图 3.8 B

为通过 Western blot 进一步验证 NSP7 切割条带，Flag 抗体检测到 6.5kD 处有条带，

但 NSP5 泳道中也存在一个接近 6.5kd 处的条带，说明 6.5kD 处的条带是非特异性

条带。Flag 抗体检测到 3.3kD 处也有条带，该条带极有可能为切割条带（图 3.6 中

切割产物 1），切割位点可能是 73E（2.95kD）或者 74E（2.82kD）。Myc 抗体检测

到 3 个切割产物，相对分子质量分别为 6.5kD（切割产物 2）、3.3kD（切割产物 3）、

小于 3.3kD（切割产物 4）。切割产物 2 可能就是尿素胶上检测到的递增条带，切

割位点可能是 47TE（7.04kD）；切割产物 3 的预测切割位点为 18LQ（3.73kD）、

19QQ（3.86kD）或者 23VE（4.36kD）。Myc 存在 EQ 位点，切割产物 4 可能为该

位点和 18LQ、19QQ 或者 23VE 切割位点同时切割形成的切割产物。综上所述，

部分揭示 NSP5 作用于 NSP7 的分子机制。NSP5 NSP7 上至少存在三个切割位点产

生 4 个切割产物，第一个切割位点可能是 18Q、19Q 和 23E，第二个切割位点是

47E，第三个切割位点可能是 73E 或者 74E。切割位点 1 和切割位点 2 仍不明确，

后续还需将其突变进一步观察切割条带。 
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图 3.8 新冠病毒 NSP5 与 NSP7 的无细胞酶切 

Figure3.8 The cell-free cleavage of SARS-CoV-2 protein NSP5 and NSP7 

注：A：新冠病毒 NSP5 与 NSP7 无细胞酶切反应尿素胶结果；B：NSP5 与 NSP7 无细胞酶切 Western blot

结果；C：NSP7 预测切割位点形成的切割产物相对分子质量；D：NSP7 切割条带示意图，是根据 Western blot

检测到的 NSP7 切割条带推测的预测切割位点，黑色为实验已检测到的切割产物，灰色为可能存在的切割产物，

切割产物序号与 B 图中的切割条带序号对应； 

3.5 讨论与小结 

综上所述，尿素胶显示新冠病毒 NSP7 与 S2 NSP5 反应后出现一条新条带（大

约 7-8kd），WB 结果显示 N 端存在三个切割条带，C 端存在一个切割条带。提示

S2 NSP5 在 S2 NSP7 上至少存在三个切割位点产生 4 个切割产物，根据切割产物

的相对分子质量推测切割位点可能有 18Q、19Q、23E、47E、 73E、74E。该实验

为无细胞酶切结果，而体外酶切只检测到了 Q18 处产生的切割条带，可能是其他

位点产生的切割条带量较少，仍需增大体外酶切的量在细胞中验证酶切位点。  
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4 S2 NSP5 切割 S2 NSP7 产生的切割产物的亚细胞定位 

4.1 引言 

SARS-CoV-2 是一种 RNA 病毒，可以复制其基因组，翻译蛋白质，并在细胞

质中组装后代病毒颗粒。它在复制周期的几乎所有阶段都依赖于宿主细胞的基础

结构和代谢。与其他新冠病毒非结构复制酶蛋白一样，NSP7 通常定位于细胞质且

与 NSP8 共定位，主要与 NSP8 作为复制酶的辅助因子激活 NSP12 的活性在 RNA

合成中发挥作用[102-103]。此外，NSP7、NSP8 和 NSP12 之间的相互作用在 SARS-

CoV 和 SARS-CoV-2 中是保守的[103]。 

前一章已经确定 SARS-CoV-2 NSP5 可以切割 NSP7，且检测到了切割条带。

本章将在此基础上，通过细胞免疫荧光实验和生物素-链亲和素标记细胞膜蛋白实

验来探究 NSP7 与 NSP7 切割产物亚细胞定位的区别，这将补充 SARS-CoV-2 NSP7

切割产物的亚细胞定位的理论基础，为深入研究 SARS-CoV-2 的致病机制提供科

学依据。 

4.2 材料 

4.2.1 细胞、菌株 

HEK-293T 由本实验室保存；DH5α 菌株由本实验室保存。 

4.2.2 质粒 

s2 nsp7、s2 nsp5 基因信息来自 NCBI（NC_045512.2）。基因通过密码子优化

后由擎科生物科技有限公司合成 p3.1 s2 nsp5 myc，p3.1 s2 nsp7 myc flag。 

4.2.3 试剂 

表 4.1 实验试剂 

Tab4.1 Experimental reagents 

名称 厂家 

EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin ，Alexa 

Fluor Plus488，Alexa Fluor Plus 594 
中国赛默飞世尔科技有限公司 
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续表 4.1 实验试剂 

Continued Tab4.1 Experimental reagents 

名称 厂家 

NeutrAvidin UltraLink Resin  

BSA 粉末 武汉博士德生物工程有限公司 

爬片（ф14mm） NEST 

HA 标签抗体 武汉亚克因生物技术有限公司 

Myc、His 和 Flag 标签抗体 武汉三鹰生物技术有限公司 

4%多聚甲醛 Biosharp 

Triton X-100、EDTA 、DAPI、甘氨酸、明

胶封片剂 
北京索莱宝科技有限公司 

CaCl2·2H2O，KCl2，MgCl2， Tris 国药集团化学试剂有限公司 

cocktail MCE 

KH2PO4 天津市大茂化学试剂厂 

SDS，NaCl，DTT 生工生物工程（上海）股份有限公司 

Bromophenol blue Diamond 

4.2.4 试剂配制 

表 4.2 试剂配制 

Tab4.2 reagent compounding 

名称 配制方法 

0.5%Triton X-100 
取 10mL 1×PBS，加入 50μL Triton-100，现

配现用 

DPBS+ 

分别称取 0.065g CaCl22H2O、0.1g KCl2、

0.1g KH2PO4、0.0225g MgCl2、4g NaCl 和

1.4425g Na2HPO4·12H2O ， ddH2O 加 至

500mL 溶解并灭菌备用。 

LB1 
50mM Tris/HCl pH7.4，150mM NaCl，1mM 

EDTA。 

LB2 取 0.2mL TritonX-100 加入 20mL LB1 中,  
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续表 4.2 试剂配制 

Continued Tab4.2 reagent compounding 

名称 配制方法 

 低温低速涡旋溶解 1h。 

LB3 10mL LB2 里加一片蛋白酶抑制剂 cocktail。 

PBS 

0.24g KH2PO4、8g NaCl、0.2g KCl 和 3.63g 

Na2HPO4·12H2O，ddH2O 加至 1L 溶解并灭

菌备用。 

SWS 
取 70mL PBS，加入 0.1mL TritonX-100 搅拌

溶解，调 pH 至 7.4。 

100mM 甘氨酸 称取 0.375g 甘氨酸，DPBS+定容至 50mL 

20mM 甘氨酸 称取 0.075g 甘氨酸，DPBS+定容至 50mL  

生物素溶液 1mg 生物素中加入 400μL PBS 

 

4.2.5 实验仪器 

本实验用到的仪器主要有：垂直混匀仪（ NEST），真空浓缩离心仪

（eppendorf），倒置荧光显微镜（Nikon），恒温金属浴（Monad），激光共聚焦

（ZEISS）。 

4.3 方法 

4.3.1 细胞免疫荧光 

（1）制备爬片：先加入 200μL10% DMEM 培养基置于 24 孔板，湿润底部，然后

将爬片放入 24 孔板底部，每孔铺板 10 万细胞，放入 5%二氧化碳细胞培养箱中过

夜培养至合适密度后转染（方法同第二章 2.3.7），转染 24h 后进行免疫荧光； 

（2）1×PBS （1mL/皿）洗 3 次，5min/次； 

（3）4%多聚甲醛（1mL/孔）固定 30min，1×PBS 洗 3 次； 

（4）0.5%Triton X-100（1mL/孔）打孔 25min，1×PBS 洗 3 次； 

（5）1%BSA（200μl/孔）37℃封闭 1h； 

（6）一抗 4℃过夜孵育，0.1%PBST 洗 3 次，每次 5min； 



新冠病毒 NSP5 切割对 NSP7 与宿主互作的影响研究 

46 

 

（7）二抗 37℃避光孵育 1h，0.1%PBST 洗 3 次； 

（8）加入 200μL DAPI （200μL/孔）室温避光染色 5min； 

（9）0.1%PBST 清洗 3 次； 

（10）封片：100℃加热明胶封片剂，滴加在载玻片上，取出爬片并盖在载玻片上，

5min 后共聚焦观察； 

（11）使用激光共聚焦显微镜观察并保存结果。 

4.3.2 细胞膜蛋白检测 

（1）全程在冰上处理，以 HEK293 细胞为例； 

（2）5mm 培养皿中铺细胞 2.1×105个，在转染当天达到 70%的密度，转染 48h 后

进行细胞表面蛋白生物素化处理； 

（3）用 1mL 冷的 DPBS+洗细胞两次； 

（4）加入 400µL 生物素溶液(生物素溶于 DPBS+中浓度为 2.5 mg/mL)，在冰上轻

摇培养细胞 30min； 

（5）用 1mL 冷的 100mM 甘氨酸（溶于 DPBS+）在冰上轻摇洗 5min，洗三次； 

用 1 mL 冷的 20 mM 甘氨酸（溶于 DPBS+）在冰上轻摇洗 5min，洗三次； 

（6）加 200µL 裂解缓冲液 LB3 到孔中，用细胞刮刀分离细胞，将细胞裂解液收集

在 1.5 mL 的试管中； 

（7）裂解时，将试管置于冰上低速旋转 1h； 

（8）当进行裂解时，制备固定化/ NeutrAvidin Ultralink 珠子:每个样品取 40µL 

NeutrAvidin 珠子，用 0.5 mL DPBS+洗两次，再用 0.5 mL LB2 洗两次(每次在 3000 

×g， 4°C 下离心 30s，去除上清)。最后一次洗涤后，用 20µL LB3 重悬珠子。 

（9）细胞裂解后在 16000×g(最大速度)4°C 下离心 15min； 

（10）将上清转移至 1.5mL 离心管中，取 10-15%在另一管中(作为 Input 样品，剩

余为 Pull down 样品)，并在-80°C 下保存； 

（11）将蛋白样品与步骤 8 制备的 40µL NeutrAvidin 珠子在 4°C 混匀仪上过夜孵育； 

（12）孵育结束后在 4°C 下，16000 × g 离心 30s，去除上清； 

（13）用 LB3 洗一次，LB2 洗两次，SWS 洗两次，LB1 洗一次；每次加入 1 mL

对应的溶液，在 4°C 下，16000 × g 离心 30s，去除上清； 

（14）加入 25µl 的 2xloading buffer 重悬，70℃加热 10min，样品保存在-20°C，用

于 SDS-PAGE 和 Western blot； 
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4.3.3 细胞外蛋白检测 

本实验采用 6cm 皿，实验设计为 3 组，第一组为阴性对照（pcDNA3.1），第

二组为阳性对照（新冠病毒 ORF8，已有研究证明 S2 ORF8 分泌至细胞外），第三

组为 NSP7 实验组。每组转染质粒总量为 7.5μg。 

（1）细胞铺板：转染前一天将 200 万细胞接种于 6cm 皿，细胞培养箱（37℃，5% 

CO2）中培养 12-18h，第二天细胞汇合度约为 80%即可进行下一步； 

（2）转染：此步骤参考 2.3.7； 

（3）获得细胞外液：转染 48h 后，吸取细胞外液于离心机中离心（4000rpm 4℃；

15min）以排除细胞外液中少许悬浮的死细胞；将离心得到的上清用 0.22μm 的滤

膜过滤除杂质； 

（4）浓缩：将上一步获得的细胞外液置于旋涡仪蒸干体积至 400μL，后用 5×

loading buffer 煮样； 

4.4 实验结果 

4.4.1 新冠病毒 NSP7 切割产物的亚细胞定位 

本实验采用激光共聚焦显微镜检测新冠病毒 NSP7 及其切割产物的亚细胞定位。

NSP7 的 C 端带有 Flag 标签，N 端带有 Myc 标签。实验设为 3 组，分别为 NSP7，

NSP7+NSP5、NSP7+NSP5 GC376 处理组，将相关质粒按这三组分别转染至 293t

细胞。结果如图 4.1 所示，单独瞬转 NSP7，新冠病毒蛋白 NSP7 定位于细胞质，

此结果与已有报道结果一致；将 NSP5 与 NSP7 共转，NSP7 大部分定位于细胞质，

但有少部分 NSP7 预测切割片段可能定位于细胞核；GC376 处理 12h 后，定位于细

胞核的成分消失。根据上述结果可得出结论 NSP7 切割产物可能定位于细胞核，提

示 NSP7 的切割产物可能有不同于 NSP7 的功能。 
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图 4.1 新冠病毒蛋白 NSP7 及其切割产物的亚细胞定位 

Figure4.1 Subcellular localization of SARS-CoV-2 protein NSP7and cleavage products 

4.4.2 新冠病毒 NSP7 在细胞膜的检测 

 

图 4.2 S2 NSP7 细胞膜的检测 

Figure4.2 The detection of S2 NSP7 cell membrane 

本实验选用 pan Cadherin 抗体作为细胞膜内参，钙粘蛋白是介导钙依赖性细胞
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-细胞粘附的单链糖蛋白受体，因此可作为细胞膜的内参。图 4.2 为利用链亲和素

下拉被生物素标记的细胞膜蛋白检测结果，Western blot 显示细胞膜存在少量 NSP7，

当 NSP7 被 NSP5 切割后条带消失；NSP7 的细胞膜检测结果表明 NSP7 在细胞膜

有分布，NSP5 切割 NSP7 后定位于细胞膜的 NSP7 消失，说明 NSP7 被 NSP5 切割

后会影响其在细胞膜的定位，与 4.2.1 结果相互呼应， NSP7 切割产物与 NSP7 可

能定位不一致，其可能定位到了细胞核。NSP7 定位于膜上提示其功能可能与细胞

外信号传递有关。 

4.4.3 新冠病毒 NSP7 在细胞外的检测 

 

图 4.3 S2 NSP7 细胞外的检测 

Figure4.3 The detection of S2 NSP7 extracellular 

注： Input 组为裂解细胞后的样，细胞外是用细胞培养外液检测的，细胞外用 su 表示；ORF8 的 myc 标签

位于 N 端，Flag 位于 C 端，A：anti-Flag 检测 NSP7 是否分泌至细胞外；B：anti-Myc 检测 NSP7 是否分泌至

细胞外；anti-Flag 抗体检测到 ORF8 分泌到细胞外，但 myc 检测不到，可能是因为 ORF8 的 N 端在细胞中被

切除。 

细胞外检测以 S2 ORF8 作为阳性对照，Kazuhiro Matsuoka 等研究发现大约 41%

在 293T 细胞中表达的 ORF8 作为糖蛋白二聚体分泌到细胞外[96]。NSP7 的 N 端带

Myc 标签，C 端带 Flag 标签，如图 4.3 Western blot 结果显示 Myc 抗体和 Flag 抗体

都没有检测到 NSP7 的存在，说明新冠病毒 NSP7 不分泌至细胞外。 

4.5 讨论与小结 

本章基于新冠病毒中 NSP5 切割 NSP7，探究切割对 NSP7 亚细胞定位的影响。
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与已有研究报道[115]不一致的地方是，本研究表明 NSP7 主要定位于细胞质，但还

有少部分定位于细胞膜，当 NSP5 切割 NSP7 后，NSP7 切割产物可能部分定位于

细胞核，这表明 NSP7 与 NSP7 切割产物具有不同的亚细胞定位，提示 NSP7 与

NSP7 切割产物具有不同的功能。 
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5 新型冠状病毒 NSP7 切割产物功能的初步研究 

5.1 引言 

SARS-CoV-2 病毒蛋白在人体中参与到广泛的细胞生物学过程，已有研究通过

亲和纯化质谱技术鉴定了与 SARS-CoV-2 NSP7 蛋白相关的宿主蛋白，其互作蛋白

参与的生物学过程包括电子传递、膜运输、GPCR 信号转导[78-81]。NSP7 还存在与

T 调节细胞表位(Tregitope 289)同源的序列，NSP7-289 在体外结合多个 HLA-DRB1

等位基因，抑制 CD4+和 CD8+T 细胞记忆反应[84]。本课题前期实验已证实 S2 NSP5

切割 S2 NSP7，且检测到了切割条带，NSP7 切割产物可能与 NSP7 功能存在差异，

为深入研究 NSP7 切割产物的功能，我们通过亲和纯化质谱联用技术（IP-MS）寻

找与 NSP7 切割片段相互作用的蛋白；通过流失细胞术检测 NSP7 与 NSP7 切割产

物对 T 细胞活性影响的差异。 

本实验通过 IP-MS 筛选出 8 个候选蛋白后进行 Co-IP 实验验证互作。此外，

还采用抗体 CD3 和 CD28 激活 T 细胞活化[105]，通过流失细胞仪检测细胞表面

CD25-PE 和 CD69-FITC 的荧光强度，比较 NSP7 与其切割产物对 T 细胞活化的差

异。 

5.2 材料 

5.2.1 细胞、菌株 

HEK-293T 由本实验室保存，人 T 淋巴细胞瘤细胞 Jurkat 购自碧云天生物技术；

DH5α、BL21 菌株由本实验室保存。 

5.2.2 质粒 

s2 nsp7、s2 nsp5 的基因信息来自 NCBI（NC_045512.2）优化密码子优化后北

京擎科生物科技有限公司合成。所用原核表达质粒为本实验前期通过无缝克隆构

建载体获得。 

5.2.3 试剂 
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表 5.1 试剂 

Tab.5.1 Reagents 

名称 厂家 

IPKine TM Flag 标签蛋白免疫沉淀试剂盒

（磁珠法）  

IPKine TM Myc 标签蛋白免疫沉淀试剂盒

（磁珠法）  

Abbkine 

Trizol Ambion 

异丙醇，无水乙醇 天津市致远化学试剂有限公司 

DEPC 水 北京索莱宝科技有限公司 

Anti-Hu CD3 OKT3 FG PUR500UG 

Invitrogen 

Anti-Hu CD28 CD28.2 FG PUR500G 

Anti-Hu CD3 SK7 APC 

Anti-Hu CD25 BC96 PE 

Anti-Hu CD69 FN50 FITC 

EBioscienceTM 7-AAD Viability Staining 

反转录试剂盒，2×ChamQ Universal  南京诺唯赞生物科技股份有限公司 

牛血清白蛋白 BSA-V Solarbio 

5.2.4 实验仪器 

本实验用到的仪器主要有：磁力架（Bioss），真空浓缩离心仪（eppendorf），

BD 流式细胞仪（BD）; 

5.3 方法 

5.3.1 亲和纯化-质谱联用技术（IP-MS） 

采用 Flag 和 Myc 磁珠进行实验： 

（1）转染：设置五组，分别转染 pcDNA3.1、p3.1+NSP7（用于 Flag 磁珠富集）、

NSP7+NSP5（用于 Flag 磁珠富集）、 p3.1+NSP7（用于 Myc 磁珠富集）、

NSP7+NSP5（用于 Myc 磁珠富集）； 
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（2）转染 48h 后收离心收细胞并裂解； 

（3）按照 IPKineTM Flag 标签蛋白免疫沉淀试剂盒和 IPKineTM Myc 标签蛋白免疫

沉淀试剂盒的说明书进行蛋白富集； 

（8）质谱：将富集好的样品中加入 30μLPBS，送去质谱分析（工作原理图 5.1）。 

 

 

图 5.1 亲和纯化-质谱联用技术（IP-MS）工作原理[93] 

Figure5.1 The principle of affinity purification - mass spectrometry (IP-MS)[93] 

5.3.2 质谱数据分析 

质谱数据筛选标准：通过 iBAQ 值计算 NSP7 和 NSP5+NSP7 的比值再取以 2

为底的对数值，筛选出对数值大于 1 且 iBAQ 较高的就为 NSP7 切割片段潜在互作

蛋白。 

5.3.3 互作蛋白质粒载体构建 

（1）HEK-293T 细胞总 RNA 的提取，步骤参考 2.3.11。 

（2）RNA 逆转录的步骤参考 2.3.12。 

（2）引物设计：以下为 PCR 引物信息，ALB、H2BC11、TUBA4A、ATP6V0C、
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TUBA1A 、 BANF1 、 H2AC8 的 mRNA 信 息 来 自 NCBI ， 登 录 号 分 别 为

NM_000477.7 、 NM_021058.4 、 NM_006000.3 、 NM_001198569.2 、

NM_001270399.2、NM_001143985.1、NM_021052.4。 

表 5.2 PCR 引物信息 

Tab.5.2 PCR primer information 

引物名称 引物序列（5′-3′） 

ATP6V0C-F GCTAGCGTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGTCCGAGTCCAAGAGCGGC 

ATP6V0C-R ACCACACTGGACTAGTGGATCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGG 

GTACTTTGTGGAGAGGATGAGGGCGA 

BANF1-F GCTAGCGTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGACAACCTCCCAAAAGCACCGA 

BANF1-R ACCACACTGGACTAGTGGATCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAC 

AAGAAGGCGTCGCACCACTCT 

H2AC8-F GCTAGCGTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGTCTGGACGTGGAAAGCAA 

H2AC8-R ACCACACTGGACTAGTGGATCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGG 

GTACTTGCCCTTGGCCTTATGGTG 

H2BC11-F GCTAGCGTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGCCAGAGCCAGCGAAGTCT 

H2BC11-R ACCACACTGGACTAGTGGATCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGG 

GTACTTAGCGCTGGTGTACTTGGTGA 

TUBA1A-F GCTAGCGTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGCGTGAGTGCATCTCCATC 

TUBA1A-R ACCACACTGGACTAGTGGATCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGG 

GTAGTATTCCTCTCCTTCTTCCTCACC 

TUBA4A-F TCAATCGCCTCATTAGCCAAATTGTCTCCTCCATCACAGCT 

TUBA4A-R ACCACACTGGACTAGTGGATCTCAAGCGTAATCTGGAACATCG 

TATGGGTATTCTTCTCCCTCATCCTCGTC 

ALB-F GCTAGCGTTTAAACTTAAGCTGCCACCATGAAGTGGGTAACCTTTATTTCCC 

ALB-R ACCACACTGGACTAGTGGATCTCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAT 

AAGCCTAAGGCAGCTTGACTTGC 

5.3.4 免疫共沉淀（Co-IP） 

以 S2 NSP7 切割产物与互作蛋白为例： 

（1）铺板：每皿 2.0×106/皿，每个样品 3 个 6cm 皿； 
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（2）转染：分为六组，第一组为阴性对照 p3.1，第,二组为 S2 NSP7，第三组为互

作蛋白，第四组为 S2 NSP7 和互作蛋白共转染，第五组为 S2 NSP7 切割产物，第

六组为 S2 NSP7 和互作蛋白共转染；S2 NSP7 与 S2 NSP5 质量比是 1:1，S2 NSP7

与互作蛋白质量比是 4:1 

（3）4℃ 4000rpm 5min 离心收集细胞； 

（4）富集步骤参考 IPKineTM Flag 标签蛋白免疫沉淀试剂； 

（5）WB； 

5.3.5 流式细胞术 

诱导 T 细胞的活化与增殖依赖于双信号和细胞因子：第一信号是 CD3 分子传

递抗原刺激信号给 T 细胞，使 T 细胞初步活化，第二信号是 T 细胞与多对共刺激

分子相互作用，其中 CD28 是最重要的正性共刺激分子，它能有效刺激 T 细胞合

成 IL-2 等细胞因子，促进 T 细胞的增殖和分化[104]。本实验采用抗体 CD3 和 CD28

激活 T 细胞活化研究切割产物对 T 细胞活化影响。 

（1）刺激板准备：在生物柜中，用 PBS 将抗 CD3 抗体稀释至 1.25µg/ml；在相应

的孔中加入 1ml 稀释的抗 CD3 抗体。对于其他不需要抗 CD3 抗体的孔，在孔中加

入 1ml PBS。用保鲜膜包好，防止水分蒸发，置于 4 摄氏度过夜； 

（2）刺激 T 细胞：对传代的细胞离心进行计数，将 1×106细胞接种于 24 孔板/孔，

相对应的孔中加入抗 CD28 抗体。将 12 孔板放入 37℃，5%二氧化碳的培养箱中

培养 48h； 

（3）洗细胞：将细胞充分悬浮吹吸数次以清洁孔，注意尽量不要产生太多气泡。

每孔用 1mL FACS 缓冲液洗涤一次，每次 1500rpm 旋转 5 分钟，移去上清液。将

细胞重悬于 52µLFACS 缓冲液中混匀； 

（4）染色：加入三个荧光染色 anti-CD69-FITC（0.125μg/管）、anti-CD25-PE

（0.25μg/管）、anti-CD3-APC（0.125μg/管）； 

（5）1500rpm 离心 5min，弃上清；200μFACS 重悬细胞，1500rpm 离心 5min，弃

上清；重复该步骤后 600μLFACS 重悬细胞； 

（5）染死活：7-AAD 5μL/管，4℃避光孵育 5min； 

（6）过 400 目筛，BD 流式细胞仪上机。 

5.4 实验结果 
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5.4.1 IP-MS 筛选 NSP7 切割产物的互作蛋白 

与 NSP7 组做比对，IP-MS 筛选切割条带的互作蛋白为 ALB、H2BC11、

TUBA4A、ATP6V0C、TUBA1A、BANF1、H2AC8、MYH9； 

 

图 5.2 亲和纯化-质谱联用技术（IP-MS）筛选互作蛋白 

Figure 5.2 The principle of affinity purification - mass spectrometry (IP-MS) 

注：A 图为用 Flag 磁珠富集后质谱检测结果的火山图；A 图为用 Myc 磁珠富集后质谱检测结果的火山图；横

坐标为 NSP5+NSP7 与 NSP7 iBAQ 值的比值取 log2的值，纵坐标是 iBAQ 值含量取 log10。 

5.4.2 互作蛋白载体构建 

（1）目的基因扩增 

候选的 7 个基因，包括 ALB、H2BC11、TUBA4A、ATP6V0C、TUBA1A、

BANF1、H2AC8。PCR 扩增 ALB、H2BC11、TUBA4A、ATP6V0C、TUBA1A、

BANF1 和 H2AC8 的全基因序列，ALB 的并未扩增成功。  
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图 5.3 互作蛋白目的片段扩增及菌液 PCR 

Tab.5.3 Amplification of target fragments of interacting proteins and bacterial liquid PCR  

注：A：为扩增互作蛋白基因结果，从 1 至 8 分别为 ATP6V0C（543bp）、BANF1（345bp）、H2AC8

（468bp）、H2BC11（456bp）、TUBA1A-1（744bp）、TUBA1A-2（725bp）、TUBA4A-1（744bp）、TUBA4A-2

（716bp）；其中 TUBA1A 和 TUBA4A 都分为了 2 个片段扩增，最后通过无缝克隆连接；B-E 分别为构建

ATP6V0C、BANF1、H2AC8、H2BC11、TUBA1A、TUBA4A 载体时挑取平板上 8 个单克隆进行菌液 PCR 的

结果； 

（2）测序：挑取 8 个单克隆过夜摇菌，菌液 PCR 后送测。结果 ATP6V0C、

BANF1、H2AC8、H2BC11、TUBA4A 测序成功。 

5.4.3 Co-IP 验证 NSP7 切割片段与互作蛋白互作 

构建成功 ATP6V0C 、BANF1、H2AC8、H2BC11、TUBA4A 这五种质粒。设置

对照有 p3.1、NSP7、NSP7+NSP5、互作蛋白、NSP7+互作蛋白，实验组为

NSP7+NSP5+互作蛋白，如图 5.4，结果表明 H2BC11、TUBA4A 在含有切割片段



新冠病毒 NSP5 切割对 NSP7 与宿主互作的影响研究 

58 

 

的样中存在，但其与 S2 NSP7 也结合，可能是 NSP7 与切割片段的共有序列的作用。

综上，IP-MS 联合 Co-IP 未检测到 NSP7 切割片段的特异性互作蛋白。 

 

图 5.4 S2 NSP7 切割片段互作蛋白的验证 

Figure5.4 The validation of S2 NSP7 cleavage fragment interaction proteins 

A：Co-IP 验证 S2 NSP7 切割片段 ATP6V0C 的互作；B：Co-IP 验证 S2 NSP7 切割片段 H2AC8 的互作；C：

Co-IP 验证 S2 NSP7 切割片段 BANF1 的互作。 

5.4.4 新型冠状病毒 NSP7 及其切割产物对 T 细胞活性的影响 

本实验共设计 8 组，分别为阴性对照组，阳性对照组，NSP7（3kd 内管），

NSP5（3kd 内管），NSP5+NSP7（3kd 内管），NSP7（3kd 外管），NSP5（3kd 内

管），NSP5+NSP7（3kd 内管），将实验组分为两大组 3kDa 内管组和 3kDa 外管组，。

实验组所用蛋白样均为原核表达纯化得到的新冠病毒纯蛋白，由于新冠病毒 NSP5
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并不会将 NSP7 完全切割，因此样品中存在完整的 NSP7。为获得 NSP7 切割产物，

采用超滤管（3kDa）将 NSP7 切割产物超滤至外管后用于 T 细胞实验。如图 5.5 所

示，阳性对照的 FITC-CD69 为 44%，NSP7 处理后为 37.9%，NSP7 切割产物处理

后 31.6%；与阳性对照相比，对于 3kDa 的内管收集的样，NSP7 处理后的 T 细胞

激活状态受到抑制，这与 S. M. Shahjahan Miah, Sandra Lelias 等研究 SARS-CoV-2 

NSP7-289 抑制 CD4+和 CD8+T 细胞记忆反应的结果一致 [84]。而 NSP5 和

NSP7+NSP5 组并没有受到抑制，表明 NSP5 并不会抑制 T 细胞激活。在第 3 章中

结果表明，尿素胶检测 S2 NSP5 切割 S2 NSP7 后产生的切割条带大小为 6.5kD，

WB 检测到剩余的肽段大小 3.3kD 左右，因此有一部分肽段漏到 3kDa 超滤管的外

管。NSP5 对于 NSP7 的切割会减少 NSP7 的量而使得抑制效果减少。对于 3kDa 外

管组，与 NSP7 相比，NSP7 切割产物的抑制效果更强，这与预期一致，NSP7 切割

下的条带可能对 T 细胞活性的抑制效果更强。 
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图 5.5 NSP5 切割 NSP7 对 T 细胞活性的影响 

Figure5.5 The effects of T cell activity on SARS-CoV-2 NSP5 mediated NSP7 cleavage 

注：A：SARS-CoV-2 NSP7 切割产物对 T 细胞活性影响的散点图，所用 NSP7 和 NSP5 的样品为原核表达

纯化所得产物；B：FITC-CD69 的百分比所作的直方图；Ⅰ为 CD3+CD28 阳性对照；Ⅱ为 3kd 超滤管过滤

NSP7 后的内管；Ⅲ为 3kd 超滤管过滤 NSP5 后的内管；Ⅳ为 3kd 超滤管过滤 NSP5+NSP7 后的内管；Ⅴ为 3kd

超滤管过滤 NSP7 后的外管；Ⅵ为 3kd 超滤管过滤 NSP5 后的外管；Ⅶ为 3kd 超滤管过滤 NSP5+NSP7 后的内

管；“*”为与阳性对照（Ⅰ）比较，“#”为与 NSP7（Ⅱ）比较。 

5.5 讨论与小结 

在发现 NSP7 被 NSP5 切割形成的切割产物基础上，本课题进一步研究 S2 

NSP7 切割产物的亚细胞定位和功能。结果显示 NSP7 主要定位于细胞质，部分定

位于细胞膜，在 NSP5 切割后形成的切割产物定位于细胞核。切割后 NSP7 的定位

发生变化表明切割会影响 NSP7 的亚细胞定位，可能原因是切割产生的 NSP7 切割

片段与 NSP7 有不同的定位，这可能赋予 NSP7 切割产物区别于 NSP7 的功能。接

着研究了切割对 NSP7 的宿主互作蛋白及对宿主细胞的影响。IP-MS 筛选 NSP7 切

割片段的互作蛋白为 ALB、H2BC11、TUBA4A、ATP6V0C、TUBA1A、BANF1、

H2AC8，Co-IP 验证显示这些互作蛋白大部分也与 NSP7 互作，并不只与 NSP7 切

割产物互作。基于 S2 NSP7 存在于细胞膜上，进行 T 细胞激活实验，NSP7 切割产

物可能对 T 细胞活性的抑制效果更强。 
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6 总结与展望 

新冠肺炎的重症患者会迅速发展为 ARDS、急性呼吸衰竭和死亡[58]。现有的

资料表明，宿主免疫功能在控制新冠病毒感染中扮演重要的角色，其详细机制尚

未完全阐明。大约 85%左右的患者可以自然痊愈，而免疫功能的差异在轻症患者

与重症患者之间起到非常重要的作用[59]。 

先天免疫系统对 COVID-19 的发展至关重要，炎症未得到解决会导致细胞因

子风暴，这与 COVID-19 的严重程度和临床结果密切相关。研究表明新冠病毒蛋

白与细胞炎症和先天性免疫应答有关。新冠病毒多个非结构蛋白靶向线粒体抗病

毒信号蛋白(MAVS)通路[106]，表明 SARS-CoV-2 利用病毒蛋白抑制宿主的抗病毒免

疫。COVID-19 的严重程度与细胞因子风暴高度相关，而 SARS‐CoV‐2 NSP7 通过

靶向 RIG‐I/MDA5、TRIF 和 STING 抑制 IFN 应答[82]，提示 NSP7 可能通过干扰

IFN 通路参与细胞因子风暴。已有研究利用质谱法鉴定出与新冠病毒蛋白结合的人

类蛋白，其中 NSP7 的互作蛋白与囊泡运输、信号转导和电子传递有关[81]，这也

表明 NSP7 的功能不只是 NSP12 的辅助因子，其功能还有研究空间。 

本课题组前期已经证实位于多聚蛋白末端的 NSP10-11 间识别位点可能存在不

完全切割，从而产生 NSP10-11 二聚体[93]，而 NSP10-11 的不完全切割是由 NSP5

介导的。NSP5 特异性识别序列的两个关键性位点分别为 P1（Gln）和 P2(Leu、

Pro 或 Val)，根据 NSP5 的特异性识别序列推测 NSP7 可能存在两个切割位点 Q18

和 Q34。本课题前期根据 7 种不同致病性的冠状病毒比较 SARS-CoV-2 NSP5 在

NSP7 上的两个预测切割位点，发现 NSP7 同时存在 Q18、Q34 这两个酶切位点可

能与冠状病毒的强致病性相关。据此比较做出假设，在新冠病毒入侵宿主细胞后，

可能 NSP5 会在 Q18 和 Q34 处切割 NSP7 产生 NSP7 切割产物，该切割产物为

NSP7 的非经典形式，可能对宿主细胞有不同于 NSP7 的新作用，对新冠病毒致病

机制的研究提供了新角度。 

本研究中我们选择 NSP5 的抑制剂和 NSP5 活性突变体探究 SARS-CoV-2 NSP7

的切割是否与 NSP5 有关。在初步发现 NSP7 同时存在两个酶切位点可能与冠状病

毒的强致病性相关的基础上，探究 NSP7 是否被 NSP5 切割。由于 NSP7 的相对分

子质量较小，因此构建带 GFP 标签的 NSP7 载体，检测到预测切割条带的同时发

现不加 NSP5 时也存在该条带，可能是由于细胞内的宿主蛋白酶的作用。当用
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GC376 处理后，NSP5 对 NSP7 切割不呈现递减趋势，说明 NSP7 主带的递减趋势

可能有 NSP5 的参与；抑制蛋白酶活性的方式除了使用蛋白酶抑制剂外，还可以通

过将活性位点突变使酶失活。NSP5 发挥功能的区域为一个由 5 个 α-螺旋组成的域 

III，其中残基 Cys145 和 His41 位于活性位点的空腔中[90]。因此将 C145 位点突变

成 A，获得 NSP5 C145A 突变体。本实验中通过同源重组技术构建了 NSP5 C145A

突变体用于验证在宿主细胞中 NSP5 是否切割 NSP7，结果表明当将 C145 位点突

变后，在 NSP5 失活情况下，NSP7 不会被切割，从侧面验证在细胞中随 NSP5 量

的增加 NSP7 主带的量的递减趋势确实有 NSP5 参与。 

真实的细胞活动相当复杂，蛋白的水解可能还有其它因素的参与，比如细胞

内的蛋白酶体降解途径，主要有泛素-蛋白酶体降解途径，caspase 蛋白降解途径和

溶酶体降解途径[97-98]。使用 MG132、Z-VAD(OMe)-FMK 和 Bafilomycin-A1 针对这

三个蛋白降解途径的抑制剂，排除细胞内蛋白降解途径的影响。结果表明自噬-溶

酶体途径可能影响 NSP5 对 NSP7 的切割，在自噬过程中，囊泡（或吞噬泡）包裹

细胞质成分并形成双膜自噬体，随后与溶酶体融合进行蛋白水解。这与已有文献

筛选到的 NSP7 互作蛋白相关功能一致，有与囊泡运输相关的蛋白与 NSP7 互作，

但自噬-溶酶体途径如何影响 NSP5 对 NSP7 的切割过程仍有待研究。 

前期研究发现带 GFP 的 S2 NSP7 被 S2 NSP5 切割的趋势不明显，可能是 GFP

的存在影响了 S2 NSP7 的构像进而影响了 S2 NSP5 对 S2 NSP7 的作用，因此后续

实验中使用质粒将 GFP 去掉。在目标蛋白分子质量较小的情况下，为寻找切割条

带，明确切割分子机制，将 NSP5 在 NSP7 上的预测切割位点突变，当不存在主带

的递减趋势时即可表明该位点为 NSP5 的目标位点。首先先将 Q18 和 Q34 两个切

割位点突变，结果未能如预期一样，切割趋势消失。后续接着将所有 Q 位点全部

突变仍未发现主带的递减趋势消失，对实验造成较大困扰。通过查找文献发现

EAV（动脉炎病毒）NSP4 与新冠病毒 NSP5 有一定的相似性，S2 NSP5 也能与

EAV NSP4 一样识别 P1 位的 E[90]，因此构建 NSP7 所有 E 和 Q 的突变体，与预期

一致，NSP5 无法对 NSP7（EQmu）进行切割，说明 NSP5 在 NSP7 上的切割位点

确实为 Q 或 E。 

本课题遇到较大困难是切割条带很小且量较少常规方法检测不到，因此通过

原核表达纯化制作 S2 NSP5 和 S2 NSP7 的纯蛋白样，在符合 NSP5 活性的条件下

进行酶切反应产生的切割产物的量会比在细胞中多，结果和预期一致，得到 NSP7
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的切割产物，且随着 NSP5 量的增加，切割条带的量逐渐增加。仅仅检测到切割条

带位置并无法明确切割位点，还需由 N 端带的 myc 标签和 C 端带的 flag 标签明确

检测到的切割条带处于哪一端。有趣的是，Flag 端并未检测到 6.5kd 大小处的切割

条带，而 Myc 抗体检测到 2 个切割产物，大小约在 6.5kD 处和 3.3kD 处。6.5kD 处

与尿素胶上检测到的切割条带一致，此切割位点是 47TE（7.04kD）;根据蛋白相对

分子质量分析 3.3kD 附近的切割位点可能是 18LQ（3.73kD）、19QQ（3.86kD）或

者 23VE（4.36kD）。本文部分揭示了 S2 NSP5 作用于 S2 NSP7 的分子机制。NSP5

在 NSP7 上至少存在三个切割位点产生 4 个切割产物，第一个切割位点可能是 18Q、

19Q 和 23E，第二个切割位点是 47E，第三个切割位点可能是 73E 或者 74E。细胞

中检测到 Q18 位点切割下的条带，这少于无细胞酶切中检测到的切割条带，在细

胞中未检测到其他位点产生的条带可能原因是在细胞中产生的切割条带量较少，

这还需要进一步的研究。我们的研究首次初步发现 SARS-CoV-2 NSP5 切割 NSP7，

且检测到切割条带，创新性的发现了 NSP7 的非经典形式，为 NSP7 的功能研究提

供了新思路。NSP5 对 NSP7 的切割产物是否对 S2NSP7 原有的功能有影响尚待研

究。 

新冠病毒基因组编码大约 29 个蛋白，该研究利用免疫荧光等方法系统的阐明

了除 NSP11 蛋白之外（仅有 14 个氨基酸）的 28 个新冠病毒蛋白的亚细胞定位[107]。

大部分新冠病毒蛋白定位在细胞质中，一些新冠病毒蛋白同时具有细胞质和细胞

核定位，4 个新冠病毒蛋白 M、NSP15、ORF6、ORF7a 检测到在高尔基体上，

ORF3a 定位在内体和溶酶体中，NSP6、ORF7b、ORF8 和 ORF10 定位在内质网中

[107]。ORF3a 与内体蛋白 Rab5、循环利用内体蛋白 Rab11、参与早期内体向晚期内

体转运的蛋白 Rab7 以及溶酶体蛋白 Lamp1 存在共定位，这表明 ORF3a 参与了最

终引起内体和溶酶体融合的内吞过程，因此，ORF3a 有可能参与了细胞内有毒物

质的自我清除并且促进 SARS-CoV-2 复制[107]。这些都提示蛋白的亚细胞定位对理

解新冠病毒与宿主细胞的相互作用具有重要启发作用，本文中发现自噬-溶酶体蛋

白降解途径可能影响 NSP5 对 NSP7 的切割，后续研究将从切割片段与自噬-溶酶

体途径相关蛋白共定位的角度分析这一过程的分子机制。 

本课题通过 IP-MS 研究 S2 NSP7 与 S2 NSP7 切割产物功能的差异，比较

NSP7 与 NSP7 切割产物的互作蛋白差异表达基因进一步研究切割对 NSP7 功能的

影响。IP-MS 筛选切割条带的互作蛋白为 ALB、H2BC11、TUBA4A、ATP6V0C、

TUBA1A、BANF1、H2AC8、MYH9；Co-IP 验证发现 H2BC11 和 TUBA4A 与
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NSP7 结合，可能与 NSP7 切割也结合。这并不难理解，因为 NSP7 与 NSP7 切割

产物有相同的部分。TUBA4A 是微管蛋白，由 α 和 β 微管蛋白的异二聚体组成，

H2BC11 是基本的核蛋白，负责真核生物染色体纤维的核小体结构。筛选到的这些

互作蛋白并不是只与 NSP7 切割片段特异性结合，无法根据互作蛋白研究 NSP7 切

割片段的新功能。但在第四章中共定位检测到 S2 NSP7 的切割片段可能定位于细

胞核，切割片段可能与 H2BC11 在细胞核中相互作用影响细胞的某些功能。 

许多人类病原体含有 Tregitopes。Tregitopes 的存在可能使病毒减少对病毒抗

原的免疫反应，即免疫伪装。免疫伪装是指存在类似人类的耐受表位，这些表位

可能被病原体整合到关键抗原中，使病原体能够逃避免疫攻击[84]。免疫伪装可以

帮助病毒避开自然免疫防御，在病毒表位被 Treg 识别的情况下，它也可能抑制免

疫反应[84]。本课题研究了 NSP7 及其切割产物的亚细胞定位。新冠病毒蛋白 NSP7

定位于细胞质，NSP5 使 NSP7 定位发生变化，进一步说明 NSP5 切割 NSP7，且发

现 NSP7 切割产物有一部分定位于细胞膜，这与 S2 NSP7 对于 T 细胞活性的影响

可能有关。有研究证实 NSP7-289 强烈抑制 CD4+和 CD8+T 细胞记忆反应，对多个

II 类 HLA-DR 等位基因具有低至高亲和力[84]。与 289z tregiope 相似，NSP7-289 可

能影响很大一部分人体内对 SARS-CoV-2 的免疫反应。NSP7-289 似乎具有与已知

Tregitopes 289 和 289z 相似的免疫调节特性[84]。本课题中发现 S2 NSP7 切割产物的

抑制效果更强，可能是由于切割使 NSP7 发挥功能的表位凸显因而增强了抑制 T 细

胞活性的功能。 

本课题在 NSP5 对新冠病毒多聚蛋白切割产生 NSP7 基础上进一步对 NSP7 内

部切割，创新性发现病毒蛋白非经典形式，加深病毒与宿主互作的认识。 

6.1 主要结论 

（1）证实 NSP5 切割 NSP7，并且切割过程可能受到自噬-溶酶体蛋白降解途径的

影响； 

（2）新冠病毒 NSP5 在 NSP7 上至少存在三个切割位点产生 4 个切割产物，切割

位点可能是 Q18、Q19、E23、E47、E73 和 E74； 

（3）新冠病毒 NSP7 主要定位于细胞质，部分定位于细胞膜，NSP7 切割产物可能

定位于细胞核； 

（4）IP-MS 筛选新冠病毒 NSP7 切割片段的互作蛋白为 ALB、H2BC11、TUBA4A、
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ATP6V0C、TUBA1A、BANF1、H2AC8、MYH9；H2AC8、H2BC11、TUBA4A

与 NSP7 切割片段结合，但其与 NSP7 也结合； 

（5）NSP7 抑制 T 细胞活性，NSP7 切割产物进一步抑制 T 细胞活性； 

6.2 展望 

本课题基于新冠病毒 NSP5 可以切割 NSP7 的前期发现，致力于研究新冠病毒

NSP5 切割对 NSP7 与宿主互作的影响，揭示新冠 NSP7 的非经典形式及其对病毒

宿主互作的影响。在发现 NSP7 切割产物后，后续将进一步证明不确定的切割位点，

揭示 NSP5 切割 NSP7 的分子机制，用 NSP7 切割片段研究其在宿主细胞中的功能。

为新冠病毒致病机制的研究提供新视角。 
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