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摘  要 : 日本脑炎病毒  (Japanese encephalitis virus，JEV) 是单股正链 RNA 病毒，全基因组仅含有一个开

放阅读框，编码一条多聚蛋白前体，病毒编码的 NS3 蛋白酶在 JEV 多聚蛋白加工过程中起着重要作用，

是重要的药物靶标。通过 PCR 扩增了 NS2BH-NS3 蛋白酶的编码区，构建了原核表达质粒并转化到大肠杆

菌 BL21 (DE3)，经 IPTG 诱导得到可溶性的 NS3 蛋白酶，用镍亲和层析方法进行了纯化。建立了基于荧

光共振能量转移的 NS3 蛋白酶活性检测方法，并确定了最佳的反应条件，对 113 个化合物进行了筛选，

发现其中两个化合物对 JEV NS3 蛋白酶具有一定的抑制活性。本研究为 JEV NS3 蛋白酶的活性研究及抑

制剂筛选提供了一种操作方便、成本低廉的方法。  

关键词 : 日本脑炎病毒，NS3 蛋白酶，可溶性表达，酶活性，抑制剂高通量筛选  
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Abstract:  Japanese encephalitis virus (JEV) is a single-stranded and positive-sense RNA, which has a single ORF (open 

reading frame), encoding a polyprotein precursor. Non-structural protein 3 (NS3) plays an important role in processing the 

polyprotein precursor and has become an important drug target of flavivirus. In this study, NS2BH-NS3 gene was amplified 

by PCR and subcloned to the prokaryotic expression plasmid, resulting pET30a-NS2BH-NS3. The fusion protein was 

expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) in soluble form after induction by Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside 

(IPTG). The recombinant protein was purified by Ni-NTA affinity column. Then a fluorescence resonance energy transfer 

(FRET) method was used to determine enzymatic activity and the assay conditions were optimized. After screening 113 

compounds, we found two compounds inhibiting the activity of NS2BH-NS3. This study provides a convenient and 

cost-effective method for screening of JEV NS3 protease inhibitor. 

Keywords:  Japanese encephalitis virus, NS3 protease, solubility expression, activity analysis, high throughput screening for 

inhibitors 

日本脑炎病毒 (Japanese encephalitis virus, 

JEV) 是由蚊虫媒介传播的嗜神经病毒，为黄病

毒科黄病毒属成员之一。JEV 主要在亚洲流行

并造成较大的危害[1-2]，其感染猪后导致母猪流

产，产死胎、木乃伊胎等繁殖障碍，公猪多发

生睾丸炎，给我国的养猪业造成了巨大经济损

失[3]。同时 JEV 可感染人引起急性脑炎，造成

较高的致死率和致畸率，严重威胁人类的健  

康[4-6]。2006年，日本脑炎病毒在我国山西运城

流行，导致 66人感染，其中 19人死亡[7]，造成

了较大的社会影响。尽管目前有商业化的日本

脑炎病毒疫苗[8-9]，但还没有有效的药物和特异

性疗法来治疗 JEV 感染。因此寻求特异性针对

JEV的药物和治疗方法具有重要的意义[10]。 

JEV NS3 的 N端 180个氨基酸与 NS2B形

成二聚体，具有丝氨酸蛋白酶功能 [11-12]。JEV

基因组仅编码一个开放阅读框，翻译为一条聚

蛋白[13]，聚蛋白的切割是依靠各种蛋白酶完成

的，其中 NS3 蛋白酶负责切割大部分区域，包

括 C-prM、NS2A-NS2B、NS2B-NS3、NS3-NS4A、

NS4A-NS4B、NS4B-NS5 等，其他位置由弗林

蛋白酶和一些未知蛋白酶进行切割[14]。JEV NS3

蛋白酶的活性位点主要由 NS3中 His51、Asp75、

Ser135 三个氨基酸形成催化三角体[15]，这 3 个

氨基酸在丝氨酸蛋白酶中高度保守。NS2B的膜

外区与 NS3 相互结合，使底物易于进入其催化

位点[16]。由于 JEV NS3蛋白酶在病毒复制周期

中的重要功能，且其与宿主蛋白酶的同源性低，

因此已成为黄病毒中具有潜力的药物靶标。本

研究在原核细胞中表达了可溶的 NS3 蛋白酶，
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用荧光共振能量转移方法建立了酶活性检测方

法[17]，并在微孔板中建立了基于蛋白酶活性的

抑制剂筛选方法，进行了初步应用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

质粒 pET-30a(+)由本实验室保存。感受态

细胞 E. coli DH5α、E. coli BL21 (DE3)购自北京

全式金生物技术有限公司。IPTG、氨苄青霉素、

卡那霉素购自默克公司。酵母提取物、胰蛋白

胨购自 OXOID 公司。限制性内切酶 BamHⅠ、

XhoⅠ、Taq DNA聚合酶、dNTPs、T4 DNA连

接酶均购自宝生物工程  (大连 ) 有限公司。

Aprotinin、咪唑购自 Sigma-Aldrich 公司，

Tris-base和甘氨酸购自 AMERSCO公司。用于

酶抑制活性筛选的化合物购自 Specs公司。 

1.2  方法 

1.2.1  NS2B-NS3基因的扩增 

根据 NS2B 和 NS3 基因的序列，设计并合

成 PCR引物，引物的序列见表 1。 

应用重叠 PCR方法扩增 NS3蛋白酶基因。

提取 JEV RNA 后，分别以 NS2BH-s 和

NS2BH-liner-a，Protease-Linker-s和 NS3-a为引

物，扩增出所需要的目的基因，将两次 PCR的

产物回收并混合。从混合物中取出 1 μL为模板，

以 NS2BH-s、NS3-a 为引物进行 PCR 扩增得到

目的片段。PCR产物用琼脂糖凝胶 DNA回收试

剂盒进行回收。 

1.2.2 原核表达质粒的构建及重组蛋白的表达

纯化 

将回收的 PCR 产物与 pET-30a 载体同时用

BamH I、Xho I双酶切后在 16 ℃连接，转化到

DH5α菌株，双酶切法鉴定阳性克隆，所得的阳

性克隆经 DNA 测序正确后将其转化到 BL21 

(DE3) 感 受 态 中 ， 阳 性 质 粒 命 名 为

pET-30a-NS2BH-NS3。 

将转化 pET-30a-NS2BH-NS3 质粒的 BL21 

(DE3)细菌接种到含卡那霉素的 LB 培养基中，

37 ℃、180 r/min摇床培养至对数生长期时，加

入 IPTG至终浓度为 1 mmol/L，18 ℃、180 r/min

诱导 12 h后收集菌体，压力破碎，离心后取上

清后，用镍亲和层析方法进行纯化。 

1.2.3  蛋白酶活性测定的底物设计和合成 

本研究中采用荧光共振能量转移的方法 

(FRET) 建立蛋白酶活性的测定方法，设计一段

NS3 蛋白酶可识别并切割的多肽，在 N 端标记

荧光基团，在 C 端标记淬灭基团。该多肽完整 

 
 

表 1  PCR 引物序列 

Table 1  Primer sequences 

  Primer name      Primer sequence (5′–3′) 

NS2BH-s ATGGATCCGGAAAAGCAACAGATATG 

NS2BH-liner-a TCTTTTTGTTGTTTTAGACATGCGCAGGACC 

Protease-linker-s AAAACAACAAAAAGAGGGGGCGTGTTTTGG 

NS3-a TCCTCGAGTTATCTCAACATGTTTGGG 

Restriction sites were underlined. 
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时荧光被淬灭，加入蛋白酶后，多肽被切割，

荧光基团和淬灭基团分离，因而体系中可检测

到 荧 光 。 设 计 的 底 物 序 列 为 ： Dabcyl- 

KQNKRGGNE(EDANS)G。 

1.2.4  NS3蛋白酶的酶反应曲线 

在黑色 96孔板中依次加入 60 μL 50 mmol/L 

Tris-HCl缓冲液，30 μL 20 µmol/L NS2BH-NS3

纯化蛋白，10 μL 100 µmol/L荧光底物，水平振

荡 1 min后，置于 37 ℃反应，每隔 20 min测定

340 nm激发光下的发射光 (485 nm)，并绘制酶

反应曲线。 

1.2.5  NS3蛋白酶反应条件的优化 

1) pH对 NS3蛋白酶活性的影响：在 96孔

板中依次加入 50 µL 2×pH 缓冲液、30 µL 

NS2BH-NS3纯化蛋白、10 µL荧光底物、10 µL

去离子。其中 2×pH 缓冲液的 pH 值分别为

7.0–11.0。测定加样后 0 min、120 min的荧光值，

比较不同 pH值条件下酶反应变化。 

2) 二价金属离子对 NS3 蛋白酶活性的影

响：在 NS3 蛋白酶反应体系中，分别加入终浓

度为 5 mmol/L CaCl2、3 mmol/L MgSO4 或     

3 mmol/L MgCl2，测定蛋白酶反应变化 (反应条

件同上) ，比较不同二价离子对酶反应的影响。 

3) NaCl浓度对 NS3蛋白酶活性的影响：在

反应体系中分别加入终浓度为 0 mmol/L、    

25 mmol/L、50 mmol/L、75 mmol/L、100 mmol/L、

150 mmol/L NaCl，置于 37 ℃反应，反应条件

同上，比较蛋白酶活性的变化。 

1.2.6  NS3 蛋白酶米氏常数 (Km) 和最大反应

速度 (Vmax) 的测定 

在反应最佳条件下，在反应体系中加入不

同终浓度的底物 (0–80 mmol/L)，测定反应初速

度，根据米氏方程求得 JEV NS3 蛋白酶的 Km

和 Vmax。 

1.2.7  基于 NS3 蛋白酶活性的抑制剂筛选方法

的建立 

在黑色 96孔酶标板中依次加入 50 mmol/L 

Tris-HCl 缓冲液， 20 µmol/L NS2BH-NS3，   

100 µmol/L 荧光底物， 1 mmol/L 抑肽酶 

(Aprotinin)，总体积 100 μL。加样后立即置于多

功能酶标仪中，37 ℃振荡 1 min后，测定反应

零时间发射光 (F0)。将 96孔板置于 37 ℃温箱

中反应 120 min后，再次用酶标仪检测体系中的

荧光强度 (F1)。设置不加化合物的对照组，并

测定反应后 0 min (F0c) 和 120 min (F1c) 的荧光

值。抑制率(%)=100− (F1−F0) ÷ (F1c−F0c) ×100。 

1.2.8  NS3 蛋白酶抑制剂高通量筛选方法的初

步应用 

用上述建立的 NS3 蛋白酶抑制剂高通量筛

选方法，随机选取实验室保存的 113 种化合物

进行了初步筛选的应用。 

2  结果与分析 

2.1  NS2BH-NS3 基因的扩增及重组质粒的酶

切鉴定 

用引物 NS2BH-s/NS2BH-liner-a、Protease- 

linker-s/Protease-a，通过 RT-PCR 方法分别从

JEV基因组中扩增出约 170 bp和 570 bp的两个

片段，再通过 SOE-PCR扩增出约 740 bp大小的

一个片段。将扩增的目的片段插入原核表达载

体后，双酶切后得到大小约为 5 000 bp和 740 bp

的两个片段  (图 1)，证明重组质粒 pET30a- 

NS2BH-NS3 构建成功。测序结果也表明构建  

正确。 
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图 1  质粒 pET30a-NS2BH-NS3 的酶切鉴定 

Fig. 1  Identification of plasmid pET30a-NS2BH-NS3. 
M: DL5000; 1−2: pET30a-NS2BH-NS3. 

 

2.2  重组蛋白的原核表达与纯化 

活化的表达菌株在 37 ℃培养至 OD值 0.6，

加入 IPTG至终浓度1 mmol/L，在18 ℃、180 r/min

培养 12 h后收集菌体，破碎，纯化。蛋白表达

及纯化结果如图 2 所示，蛋白总分子量为 

 

 
 

图 2  重组蛋白 NS2BH-NS3 的 SDS-PAGE 鉴定 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of the purified NS2BH- 
NS3. M: protein marker; 1−4: purified protein. 

36 kDa，同时，NS2BH-NS3 蛋白可自我剪切成

NS2BH (14 kDa) 和NS3 (22 kDa) 两条带 (图 2)。 

2.3  NS3 蛋白酶的酶反应曲线 

将纯化的 NS3 蛋白酶与合成的 FRET 底物

混合后，置于多功能酶标仪中，设置温度 37 ℃

进行反应，每隔 20 min测定体系的荧光强度，

共测定 10次。从测定结果看 (图 3)，随着酶反

应时间的进行，体系中的荧光强度不断增加，

经过相关性分析发现，体系中荧光强度的增加

与时间成明显的线性相关 (R2=0.9978)，说明在

200 min内该蛋白酶反应均处于一级反应，反应

速度恒定。 

2.4  NS3 蛋白酶反应条件的优化 

2.4.1  pH对 NS3蛋白酶活性的影响 

在不同 pH (7.5–11.0) 缓冲液中，加入 NS3

蛋白和 FRET底物，于 37 ℃反应 120 min后，

测定体系荧光值，计算反应初速度。从图 4 中

可见，在 pH 9.5时蛋白酶活性最高，而在 pH 7.5

时蛋白酶的活性最低 (图 4)。因此确定了 NS3

蛋白酶催化反应的最佳 pH为 9.5。 

2.4.2  二价金属离子对 NS3蛋白酶活性的影响 

在蛋白酶反应体系中加入不同的二价金属 

 

 
 
图 3  NS3 蛋白酶反应曲线 

Fig. 3  Reaction curve of NS3 protease. 
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图 4  pH 对 NS3 蛋白酶活性的影响 

Fig. 4  Effect of pH on the activity of NS3 protease. 
RFU: fluorescence units. 
 

离子  (5 mmol/L CaCl2、3 mmol/L MgSO4、     

3 mmol/L MgCl2)，在 pH 9.5下测定反应的初速

度，发现当反应体系中加入金属离子后会影响

NS3蛋白酶的活性 (图 5)，本实验结果证明，JEV 

NS3 蛋白酶活性不需要二价金属离子，相反在

酶反应中二价金属离子会抑制酶活性。 

2.4.3  NaCl浓度对 NS3蛋白酶活性的影响  

在酶反应体系中分别加入 0–250 mmol/L 

NaCl，按照上述方法测定蛋白酶反应初速度。 
 

 
 

图 5  二价金属离子对 NS3 蛋白酶活性的影响 

Fig. 5  Effect of divalent metal ions on the activity of 
NS3 protease. RFU: fluorescence units. 

结果显示，NaCl 对酶反应具有不利影响，随反

应缓冲液中 NaCl浓度的升高，NS3蛋白酶的活

性越弱 (图 6) 。因为在无盐离子时，NS3蛋白

易于沉淀，因此在反应体系中我们加入了    

10 mmol/L NaCl。 

2.5  NS3 蛋白酶 Km 和 Vmax 的测定 

根据上述最适反应条件的摸索，确定 NS3

蛋白酶活性测定的条件为：37 ℃，pH 9.5，    

10 mmol/L NaCl。在该条件下，加入不同浓度的

底物测定反应初速度，用双倒数作图法得出NS3

蛋白酶的米氏常数 (Km) 为 59.28 µmol/L (图

7)，最大反应速度 (Vmax) 为 500 Fluorescence 

units/min。 

2.6  基于 NS3 蛋白酶活性的抑制剂筛选方法

建立 

将不同浓度 (10–50 μmol/L) 的蛋白酶抑制

剂 Aprotinin加入蛋白酶反应体系，用多功能酶

标仪测定加 Aprotinin后 0 min、120 min的荧光

值 ， 并 计 算 抑 制 率 。 发 现 Aprotinin 对

NS2BH-NS3活性有抑制作用，并随浓度减少抑

制效果减弱 (图 8)。 
 

 
 

图 6  不同 NaCl 浓度对 NS3 蛋白酶活性的影响 

Fig. 6  Effect of NaCl concentration on the activity of 
NS3 protease. RFU: fluorescence units. 
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图 7  NS3 蛋白酶的 Km 和 Vmax 值的测定 

Fig. 7  Kinetic parameters (Km, Vmax) of JEV NS3 
protease. 

 

 
 

图 8  Aprotinin 对 NS3 蛋白酶活性的抑制作用 

Fig. 8  Inhibition of Aprotinin on NS3 protease 
activity. 

2.7  NS3 蛋白酶抑制剂高通量筛选方法的初

步应用 

在黑色 96孔板中，对 113个化合物进行筛

选，发现大多数化合物的抑制率均在 20%–40%，

其中 2 种化合物对 NS3 蛋白酶具有一定抑制活

性，两个化合物在浓度为 0.5 mmol/L时，抑制

率分别为 73%和 71%。进一步将 2 种化合物在

不同浓度下测定了抑制率，发现两种化合物对

NS3蛋白酶的抑制呈现明显的剂量依赖效应，随

着化合物浓度的降低抑制率也下降 (图 9、10)。

两种化合物的结构式如图 11所示。 

 
 

图 9  81#化合物对 NS3 蛋白酶活性的抑制作用 

Fig. 9  Inhibition of 81# compound on NS3 protease 
activity. 

 

 
 

图 10  92#化合物对 NS3 蛋白酶活性的抑制作用 

Fig. 10  Inhibition of 92# compound on NS3 protease 
activity. 

 

3  讨论 

JEV NS3 蛋白酶的活性依赖于 NS2B 的 40

个氨基酸的激活作用，NS2B 与 NS3 蛋白酶识

别底物有关，主要决定结合的亲和力[18]，起着

辅因子的作用。此外，NS2B 的疏水区域与

NS2B-NS3复合物的膜定位有关[19]。NS2B-NS3

蛋白酶识别剪切双碱性残基序列 RR、KK 和 
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图 11  两种苗头化合物的结构式 

Fig. 11  Structures of the two hit compounds. 
 

RK，该序列在整个黄病毒属蛋白酶中高度保守，

因此 NS3 蛋白酶被公认为潜在的治疗乙脑的良

好靶标。目前针对 HCV的 NS3蛋白酶为靶标筛

选出的波普瑞韦和特拉匹韦，均于 2011年 5月

通过了美国 FDA的上市许可。针对 JEV NS3蛋

白酶及其抑制剂的研究几乎还没有报道。本实

验针对 JEV NS3蛋白酶进行体外表达和活性研

究，并用表达的蛋白对化合物进行抑制剂筛选

从而为设计筛选基于蛋白酶靶标的 JEV 药物奠

定了基础。 

以往建立的蛋白酶活性的检测方法主要有

放射性同位素法和高效液相色谱法。放射性同

位素法较为灵敏，但操作度复杂，有放射性的

污染，因此不适合进行高通量操作。高效液相

色谱测定法要求抑制剂的纯度高[20]，而且此方

法也不适合大量药物筛选[21]。本实验使用荧光

共振能量转移的方法检测酶活性并大量筛选药

物[22]，此方法操作简便，应用范围很广，成本

低，并且可以进行高通量抑制剂筛选[23]，但是

在实验操作中发现一些化合物本身带荧光，会

对实验结果造成一定的影响，可能产生一定的

假阳性或假阴性，需要在分析实验数据时予以

辨别。 
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