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摘要： 为研究羊轮状病毒 ＮＳＰ２ 蛋白的结构和功能， 以羊轮状病毒 ＧＳ２０２３ 株 ｃＤＮＡ 为模板对 ＮＳＰ２ 基因进行 ＰＣＲ 扩增与克隆， 并利用多种生物

信息学分析预测软件分析 ＮＳＰ２ 的生物信息学特征。 结果： ＮＳＰ２ 基因的开放阅读框长度为 ９５４ ｂｐ， 编码 ３１７ 个氨基酸； ＮＳＰ２ 属于亲水性、 稳定

蛋白， 不存在信号肽； 亚细胞定位预测表明其主要定位于细胞质和细胞核中， 属于非跨膜蛋白； 该蛋白含有 ３６ 个糖基化位点以及 ４９ 个磷酸化位

点； 二级结构由 α 螺旋结构、 延伸链和无规则卷曲构成， 三级结构则呈自身首尾相连结构； ＮＳＰ２ 蛋白与国内外轮状病毒株的氨基酸相似性为

９０􀆰 ２％～９８􀆰 ７％； ＧＳ２０２３ 株与国内牛源轮状病毒株 ＳＣＭＹ１ 和 ＳＣＭＹ２ 氨基酸对比发现在第 ３８ 位由赖氨酸突变为精氨酸， 与国内多种羊源毒株和牛

源毒株氨基酸对比发现在第 １００、 ２０２ 位分别由丝氨酸突变为天冬酰胺、 由缬氨酸突变为异亮氨酸； 系统发育进化树分析结果显示， ＧＳ２０２３ 株与

国内牛源轮状病毒株遗传距离最近， 与其他羊源轮状病毒遗传距离较远。 本研究成功克隆羊轮状病毒 ＮＳＰ２ 基因并分析 ＮＳＰ２ 蛋白的生物学特征，
为进一步研究 ＮＳＰ２ 蛋白的结构和功能提供理论参考。
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　 　 轮状病毒 （Ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＲＶ） 属于呼肠孤病毒科

（Ｒｅｏｖｉｒｉｄａｅ） 轮状病毒属， 主要感染肠道上皮细胞，
通常引起宿主腹泻， 伴随呕吐、 体温升高等症状［１］。
它是引起多种幼龄动物和婴幼儿腹泻的主要病原体，
每年造成 ２􀆰 ５ 亿儿童感染和 １０ 多万人死亡［２－４］。 ＲＶ
是引起羊病毒性腹泻的重要病原之一， 严重危害畜牧

业的生产， 给我国畜牧业带来巨大经济损失。
ＲＶ 是无包膜的双链 ＲＮＡ 病毒， 由 ３ 个同心衣壳

和 １１ 个 ｄｓＲＮＡ 片段构成二十面体结构， 外观呈车轮

状， 病毒直径约 ７５ ｎｍ。 ＲＶ 由 ６ 种结构蛋白， 即

ＶＰ１、 ＶＰ２、 ＶＰ３、 ＶＰ４、 ＶＰ６ 和 ＶＰ７ 以及 ６ 种非结

构蛋白， 即 ＮＳＰ１、 ＮＳＰ２、 ＮＳＰ３、 ＮＳＰ４、 ＮＳＰ５ 和

ＮＳＰ６ 构成［１，５－６］。 其中 ＮＳＰ２ 蛋白是由 ＲＶ 第 ８ 基因

片段编码的一种非结构蛋白， 参与病毒质体的形

成［７－８］， 在轮状病毒复制过程中发挥重要作用。 毒质

体是 ＲＶ 基因组复制的场所， 已有研究表明 ＮＳＰ２ 蛋

白与毒质体形成、 基因组复制以及病毒组装有关， 常

与 ＮＳＰ５ 共同作用以增强病毒感染力［９－１１］。
ＧＳ２０２３ 毒株分离自我国西北部某羊场中有明显

腹泻症状的羊肛拭子样品， 生物学特性未知。 本试验

对 ＧＳ２０２３ 株的 ＮＳＰ２ 基因进行克隆以及序列分析，
为进一步研究 ＮＳＰ２ 蛋白的结构和功能提供理论

基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

ＲＶ ＧＳ２０２３ 株由佛山大学广东省动物分子设计与

精准育种重点实验室分离并保存， ＤＨ５α 感受态细

胞、 ＤＮＡ 聚 合 酶 ２ × Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 均购自 Ｖａｚｙｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司； ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录酶、 ｐＭＤ－１８Ｔ 载体购自大连宝生

物技术有限公司； 琼脂糖购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司； ５０ ×
ＴＡＥ 购自武汉赛维尔生物科技有限公司； 琼脂糖凝

胶回收试剂盒购自 ＨＬＩＮＧＥＮＥ 公司； 总 ＲＮＡ 提取试

剂盒购自广州飞扬生物工程有限公司。
１􀆰 ２　 引物设计

根据 ＮＣＢＩ 上传的羊轮状病毒 ＮＳＰ２ 序列 （Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ： ＰＰ１１５４３３ ） 设 计 引 物， 引 物 序 列 如 下：
ＮＳＰ２－ Ｆ： ５′－ ＡＴＧＧＣＴＧＡＧＣＴＡＧＣＴＴＧＣＴＴＣＴ － ３′，
ＮＳＰ２－Ｒ： ５′－ＴＴＡＡＡＣＴＣＣＴＡＴＴＴＧＡＧＡＡＡＣＴＴＣＡＴＣＣ－
３′， 引物由上海生工生物工程股份有限公司进行

合成。
１􀆰 ３　 病毒总 ＲＮＡ 提取与目的基因扩增

使用 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 进行 ＧＳ２０２３ 病毒株 ＲＮＡ 的

提取， 并利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录酶将

ＲＮＡ 反 转 录 成 ｃＤＮＡ。 反 转 录 体 系 为： １６􀆰 ０ μＬ

ＲＮＡ， ４􀆰 ０ μＬ ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录酶。
反转录反应程序为： ３７ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓ。 以

ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增， 反应总体系为２５􀆰 ０ μＬ：
２× Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， 上下游引物各

１􀆰 ０ μＬ， ｃＤＮＡ ３􀆰 ０ μＬ， ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ ７􀆰 ５ μＬ。 反

应程序为： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ５５ ℃ １５ ｓ，
７２ ℃ ６０ ｓ， 循环 ３０ 次； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 使用 １％的琼

脂糖凝胶电泳 １５０ Ｖ ３０ ｍｉｎ 检测 ＰＣＲ 扩增产物。
１􀆰 ４　 ＮＳＰ２ 基因克隆与测序

对 ＮＳＰ２ 扩增产物使用胶回收试剂盒进行凝胶回

收， 将 ４􀆰 ５ μＬ 回收后的纯化 ＰＣＲ 产物与 ０􀆰 ５ μＬ
ｐＭＤ－１８Ｔ 载体， ５􀆰 ０ μＬ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ 在 ４ ℃连接 １６ ｈ，
５􀆰 ０ μＬ 连接产物加入 ３０􀆰 ０ μＬ ＤＨ５α 感受态细胞，
４２ ℃热应激 ４５ ｓ， 立即冰上孵育 ３ ｍｉｎ， 之后加入

３００ μＬ 无抗 ＬＢ 培养基， 并在 ３７ ℃摇床 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇

菌 ４０ ｍｉｎ， 将菌液均匀涂布至含氨苄抗生素的固体

ＬＢ 培养基上， ３７ ℃恒温过夜培养后挑取单个菌落至

含有氨苄的 ＬＢ 液体培养基中， ３７ ℃摇菌 ５ ｈ， 进行

菌液 ＰＣＲ。 以菌液为模板进行 ＰＣＲ 扩增， 反应总体

系为 ２５􀆰 ０ μＬ： ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， 上

下游引物各 １􀆰 ０ μＬ， 菌液 ３􀆰 ０ μＬ， ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ
７􀆰 ５ μＬ。 反应程序为： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ，
５５ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ ６０ ｓ， 循环 ３５ 次； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 使

用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增产物， 出现阳

性条带后将菌液送至上海生工生物公司进行测序。
１􀆰 ５ 　 ＮＳＰ２ 生物信息学分析

使用 ＥｘＰＡＳＹ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）
对 ＮＳＰ２ 蛋白的理化性质和稳定系数进行分析和预

测； ＰｒｏｔＳｃａｌｅ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ） 对

ＮＳＰ２ 蛋白的亲水 ／疏水性进行分析； ＳｉｇｎａｌＰ － ４􀆰 １
（ｈｔｔｐｓ：／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ ＳｉｇｎａｌＰ－
４􀆰 １）对 ＮＳＰ２ 蛋白的信号肽进行预测； ＷＯＬＦＰＳＯＲＴ
Ⅱ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ． ｃｏｍ ／ ｗｏｌｆ － ｐｓｏｒｔ． ｈｔｍｌ ） 对

ＮＳＰ２ 蛋白的亚细胞定位进行预测； ＴＭＨＭＭ － ２􀆰 ０
（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ． ｐｈｐ？
ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０）对 ＮＳＰ２ 蛋白的跨膜螺旋结构进行预

测； ＹｉｎＹａｎｇ－１􀆰 ２（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ． ｄｔｕ． ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＹｉｎＯＹａｎｇ－１􀆰 ２ ／ ）对 ＮＳＰ２ 蛋白的糖基化位点

进行预测； ＮｅｔＰｈｏｓ － ３􀆰 １ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．
ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ ＮｅｔＰｈｏｓ－３􀆰 １）对 ＮＳＰ２ 蛋白的磷

酸化位点进行预测； ＤＮＡＳＴＡＲ 软件对 ＮＳＰ２ 蛋白的

抗原性进行分析； ＳＯＰＭＡ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ － ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ．
ｆｒ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ． ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ． ｈｔｍｌ）
和 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）
对 ＮＳＰ２ 蛋白的二级结构和三级结构进行预测。
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１􀆰 ６　 ＮＳＰ２ 序列相似性以及氨基酸突变分析

从 ＮＣＢＩ 中选取来自国内外具有代表性的不同年

份、 不同种属的 ４０ 株 ＲＶ 毒株 ＮＳＰ２ 序列， 利用

ＤＮＡＳＴＡＲ 软件进行相似性以及氨基酸突变分析。

表 １　 ＲＶ 毒株 ＮＳＰ２ 参考序列信息

毒株 登录号 分离国家 年份 来源

ＧＳ２０２３－２０２３－ｓｈｅｅｐ－Ｃｈｉｎａ ＰＰ１１５４３３ 中国 ２０２３ 羊

ＲＶＡ．Ｓｈｅｅｐ－ｔｃ．ＥＳＰ．ＯＶＲ７６２．２００２．Ｇ８Ｐ１４ ＥＦ５５４１５５ 西班牙 ２００２ 羊

ＲＶＡ．Ａｎｔｅｌｏｐｅ－ｗｔ．ＺＡＦ．ＲＣ－１８－０８．Ｇ６Ｐ１４ ＦＪ４９５１３４ 南非 ２００８ 羊

ＲＶＡ．Ｇｏａｔ－ｗｔ．ＵＧＡ．ＢＵＷ－１４－０８５．２０１４．Ｇ６Ｐ１ ＫＹ０５５４３４ 乌干达 ２０１４ 羊

ＲＶＡ．Ｇｏａｔ－ｗｔ．ＭＡＲ．Ｓ１９．２０１２．Ｇ１０Ｐ１４ ＭＮ０６７４４０ 摩洛哥 ２０１２ 羊

ＲＶＡ．Ｇｏａｔ－ｗｔ．ＡＲＧ．００４０．２０１１．Ｇ８Ｐ１ ＫＦ５７７８４５ 阿根廷 ２０１１ 羊

ＧＯ３４－１９９９－ｇｏａｔ－Ｂａｎｇｌａｄｅｓｈ ＧＵ９３７８８４ 孟加拉国 １９９９ 羊

ＸＬ－２０１０－ｇｏａｔ－Ｃｈｉｎａ ＪＱ００４９７７ 中国 ２０１０ 羊

ＬＬＲ－１９８５－ｌａｍｂ－Ｃｈｉｎａ ＪＱ０３１１４７ 中国 １９８５ 羊

ＬＬＲ－２０２３－ｌａｍｂ－Ｃｈｉｎａ ＯＱ６０３３９５ 中国 ２０２３ 羊

Ｌａｍｂ－ＮＴ－２００７－ｌａｍｂ ＦＪ０３１０２０ 中国 ２００７ 羊

ＣＣ０８１２－１．２００８－ｌａｍｂ－Ｃｈｉｎａ ＨＱ８３４２０３ 中国 ２００８ 羊

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｗｔ．ＵＧＡ．ＢＵＷ－１４－Ａ０３５．２０１４．Ｇ１２Ｐ８ ＫＸ６５５５３５ 乌干达 ２０１３ 牛

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｔｃ．Ｃｈｉｎａ．ＳＣＭＹ２ ＯＮ０１２９８１ 中国 ２０２１ 牛

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｔｃ．Ｃｈｉｎａ．ＳＣＭＹ１ ＯＮ０１２９７０ 中国 ２０２１ 牛

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｗｔ．ＡＲＧ．Ｂ３８３．１９９８．Ｇ１５Ｐ１１ ＦＪ３４７１１８ 阿根廷 １９９８ 牛

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｗｔ．ＡＲＧ．４３８５ＶＴＤＢＡ．２００８．Ｇ８Ｐ１１ ＯＲ３４４１０８ 阿根廷 ２００８ 牛

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｗｔ．ＴＵＲ．Ｋ５３．２００６．Ｇ１５Ｐ２１ ＭＺ８４８１５４ 土耳其 ２０１６ 牛

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｗｔ．ＵＲＹ．ＬＶＭＳ３２０６．２０１６．ＧｘＰ１１ ＭＮ６４９７６１ 乌拉圭 ２０１６ 牛

ＲＶＡ．Ｏｖｉｎｅ．Ｎｏｒｔｈｅｒｎ Ｉｒｅｌａｎｄ．Ｒ２ＷＴＡ６５．２０１４ ＯＬ９８９００１ 爱尔兰 ２０１３ 羊

ＲＶＡ．Ｃｈａｍｏｉｓ－ｗｔ．ＳＬＯ．ＧＡ４７１．２０１９．Ｇ８Ｐ１４ ＯＲ２７０７３８ 斯洛文尼亚 ２０１９ 羊

ＲＶＡ．Ｙａｋ－ｔｃ．ＣＨＮ．ＱＨ－１．２０１５．Ｇ６Ｐ１ ＭＫ６３８８７７ 中国 ２０１５ 牦牛

ＲＶＡ．Ｙａｋ－ｔｃ．ＣＨＮ．ＨＹ－１．２０１８．Ｇ６Ｐ１１ ＭＫ２５０４３１ 中国 ２０１７ 牦牛

ＲＶＡ．ａｌｐａｃａ－ｗｔ．ＰＥＲ．３５６．２０１０．Ｇ３Ｐ１４ ＫＴ８７８９９９ 秘鲁 ２０１０ 羊驼

ＲＶＡ．ａｌｐａｃａ－ｗｔ．ＰＥＲ．１１１５．２０１０．Ｇ８Ｐ１ ＫＴ８８７５３８ 秘鲁 ２０１０ 羊驼

ＨＬＪ－Ｈ３．２０２２．ＣＨＮ－２０２１－ｃｏｗ－Ｃｈｉｎａ ＯＱ８０７０４６ 中国 ２０２１ 牛

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｗｔ．ＴＵＲ．Ｋ０６０．２００８．Ｇ１０Ｐ１１ ＭＺ８４８１５２ 土耳其 ２００８ 牛

ＲＶＡ．Ｃａｌｆ－ｗｔ．ＭＡＲ．Ｓ１８．２０１２．Ｇ６Ｐ１４ ＭＮ０６７４５１ 摩洛哥 ２０１２ 牛

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｗｔ．ＴＵＲ．Ａｍａｓｙａ－２．２０１５．Ｇ８Ｐ５ ＫＸ２１２８８４ 土耳其 ２０１５ 牛

ＲＶＡ．Ｒａｂｂｉｔ－ｔｃ．ＮＬＤ．Ｋ１１３００２７．２０１１．Ｇ６Ｐ１１ ＫＣ４８８８９２ 荷兰 ２０１１ 兔

ＲＶＡ．Ｐｉｇ－ｔｃ．ＶＥＮ．Ａ１３１．１９８８．Ｇ３Ｐ９７ ＥＦ９９０６８８ 委内瑞拉 １９８９ 猪

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｔｃ．ＶＥＮ．ＢＲＶ０３３．１９９０．Ｇ６Ｐ６１ ＥＦ９９０７０４ 委内瑞拉 １９９０ 牛

ＲＶＡ．Ｐｉｇ－ｔｃ．ＶＥＮ．Ａ２５３．１９８８．Ｇ１１Ｐ９７ ＥＦ９９０６９６ 委内瑞拉 １９８９ 猪

Ｉｎｄ．Ｂｏ．ＨＲ．Ｂ８５－２０１０－ｂｏｖｉｎｅ－Ｉｎｄｉａ ＪＦ８３１９５０ 印度 ２０１０ 牛

ＲＶＡ．Ｂｏｖｉｎｅ－ｔｃ．ＫＯＲ．ＫＪ４４．２００６．Ｇ５Ｐ１ ＭＦ９４０７３２ 韩国 ２００６ 牛

ＲＶＡ．Ｎ２．Ｉｎｄｉａ．ＨＲ．２０１１．Ｂ９１－ｂｏｖｉｎｅ ＪＸ４４２７７１ 印度 ２０１１ 牛

ＲＶＡ．Ｂｏｖｉｎｅ．Ｎｏｒｔｈｅｒｎ Ｉｒｅｌａｎｄ．Ｒ１ＷＴＡ１７ ＯＬ９８８９８９ 爱尔兰 ２０１３ 牛

ＲＶＡ．Ｇｕａｎａｃｏ－ｗｔ．ＡＲＧ．Ｃｈｕｂｕｔ．１９９９．Ｇ８Ｐ１４ ＦＪ３４７１０７ 阿根廷 １９９９ 羊驼

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｗｔ．ＵＲＹ．ＬＶＭＳ１８１２．２０１６．Ｇ６Ｐ５ ＭＮ６４９７５４ 乌拉圭 ２０１６ 牛

ＲＶＡ．Ｃｏｗ－ｗｔ．ＺＡＦ．ＭＲＣ－ＤＰＲＵ３００５．２００９．Ｇ６Ｐ１１ ＭＷ７７１２０２ 南非 ２００９ 牛
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１􀆰 ７　 遗传进化树分析

利用 ＭＥＧＡ 软件进行 ＮＳＰ２ 基因系统发育分析，
采用邻位归并法， １ ０００ 个重复， 构建系统发育进化

树， 展示出大于 ７０％的可信度值。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＮＳＰ２ 的 ＰＣＲ 扩增与鉴定

以轮状病毒 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增， 经 １％
琼脂糖凝胶电泳得到扩增条带。 如图 １ 所示， 扩增条

带约 １ ０００ ｂｐ， 与目的片段大小一致。 使用菌液进行

ＰＣＲ 扩增， 如图 ２ 所示， 扩增条带约为 １ ０００ ｂｐ。 将

阳性菌液进行测序， 结果显示目的条带序列正确。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２、 ３􀆰 ＮＳＰ２ 基因 ＰＣＲ 扩

增产物。

图 １　 ＮＳＰ２ 基因扩增结果

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２、 ３􀆰 ＰＣＲ 扩增产物。

图 ２　 菌液 ＰＣＲ 电泳结果

２􀆰 ２　 生物信息学分析

２􀆰 ２􀆰 １　 碱基分布及理化性质

通过在线软件 ＥｘＰＡＳＹ 分析 ＮＳＰ２ 蛋白的理化性

质， 结果显示： ＮＳＰ２ 基因全长为１ ０１６ ｂｐ， 含有 ３１７
个氨 基 酸。 其 中 腺 嘌 呤 （ Ａ ） 为 ３６５ 个， 占 比

３５􀆰 ９３％； 胞嘧啶 （Ｃ） 为 １６６ 个， 占比 １６􀆰 ３４％； 鸟

嘌呤 （Ｇ） 为 １９９ 个， 占比 １９􀆰 ５９％； 胸腺嘧啶 （Ｔ）
为 ２８６ 个， 占比 ２８􀆰 １５％。 理论等电点为 ９􀆰 ０６。
２􀆰 ２􀆰 ２　 亲疏水性分析

使用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软件对 ＮＳＰ２ 蛋白进行分析， 结果

如图 ３ 所示， ＮＳＰ２ 蛋白亲水性残基较多， 疏水性残

基较少， 说明该蛋白属于亲水性蛋白。 其中第 ６１ 位

氨基酸疏水值最小， 为－３􀆰 １４４； 第 ８３ 位氨基酸疏水

值最大， 为 ２􀆰 ５６７。

图 ３　 ＧＳ２０２３ 株 ＮＳＰ２ 蛋白亲 ／疏水性预测

２􀆰 ２􀆰 ３　 稳定系数与信号肽预测

使用 ＥｘＰＡＳＹ 软件分析可知， ＮＳＰ２ 蛋白分子量

为 ３６ ６８９􀆰 ２２ Ｄａ， 分子式为 Ｃ１６４９Ｈ２５８５Ｎ４４７Ｏ４７３Ｓ１４。 不

稳定指数为 ３６􀆰 ７２， 不稳定指数小于 ４０ 表明目的蛋

白属于稳定蛋白。 使用 ＳｉｇｎａｌＰ －４􀆰 １ 软件预测 ＮＳＰ２
蛋白的信号肽， 结果表明该蛋白没有信号肽位点， 结

果见图 ４。

图 ４　 ＧＳ２０２３ 株 ＮＳＰ２ 蛋白信号肽预测

２􀆰 ２􀆰 ４　 亚细胞定位预测

使用 ＷＯＬＦＰＳＯＲＴⅡ分析目的蛋白的亚细胞定
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位， 结果显示该蛋白可能位于细胞质和细胞核中， 占

比分别为 １７􀆰 ５％和 １４％。
２􀆰 ２􀆰 ５　 跨膜螺旋结构预测

使用 ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ 对 ＮＳＰ２ 蛋白进行跨膜螺旋结

构预测， 结果如图 ５ 所示， 表明 ＮＳＰ２ 蛋白无跨膜螺

旋结构， 提示 ＮＳＰ２ 蛋白属于非跨膜蛋白。

图 ５　 ＧＳ２０２３ 株 ＮＳＰ２ 蛋白跨膜螺旋结构预测

２􀆰 ２􀆰 ６　 糖基化位点及磷酸化位点预测

利用 ＹｉｎＹａｎｇ－１􀆰 ２ 对目的蛋白的糖基化位点进

行预测， 结果如图 ６ 所示， ＮＳＰ２ 蛋白存在 ３６ 个糖基

化位点， 均匀分布。 使用 ＮｅｔＰｈｏｓ－３􀆰 １ 对目的蛋白的

磷酸化位点进行预测， 结果如图 ７ 所示， 显示 ＮＳＰ２
蛋白含有 ４９ 个磷酸化位点， 其中丝氨酸磷酸化位点

为 ２０ 个， 苏氨酸磷酸化位点为 １６ 个， 酪氨酸磷酸化

位点为 １３ 个。

图 ６　 ＧＳ２０２３ 株 ＮＳＰ２ 蛋白糖基化位点预测

图 ７　 ＧＳ２０２３ 株 ＮＳＰ２ 蛋白磷酸化位点预测

２􀆰 ２􀆰 ７　 抗原性分析

利用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件进行 ＮＳＰ２ 蛋白的抗原性分

析， 结果如图 ８ 所示， 显示该蛋白在第 ２０、 ６０、
２５０、 ２８０、 ３００ 等多个位点附近存在抗原性强的抗原

表位。

图 ８　 ＧＳ２０２３ 株 ＮＳＰ２ 蛋白抗原性预测
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２􀆰 ２􀆰 ８　 二级结构预测

使用 ＳＯＰＭＡ 预测并分析 ＮＳＰ２ 蛋白的二级结构，
结果如图 ９ 所示， 该蛋白由 α 螺旋结构、 延伸链和

无规则卷曲共同组成。 其中 α 螺旋结构由 １４９ 个氨基

酸组成， 占比 ４７％， 多集中于 ７５ ～ １３０、 ２３０ ～ ３１７ 位

氨基酸处； 无规则卷曲由 １１３ 个氨基酸组成， 占比

３５􀆰 ６５％， 在氨基酸全部位点中均匀分布； 延伸链由

５５ 个氨基酸组成， 占比 １７􀆰 ３５％， 在氨基酸全部位点

中均匀分布； 该蛋白不存在 β 转角结构。

注： 蓝色表示 α 螺旋， 绿色表示 β 转角， 橙色表示无规则卷曲， 红色表示延伸链。

图 ９　 ＧＳ２０２３ 株 ＮＳＰ２ 蛋白二级结构预测

２􀆰 ２􀆰 ９　 三级结构预测

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 对 ＧＳ２０２３ 株 ＮＳＰ２ 蛋白进行三

级结构预测， 成功构建出该蛋白三级结构模式图

（图 １０）， ＮＳＰ２ 蛋白呈自身首尾相连的四聚体结构。
ＧＭＱＥ 值为 ０􀆰 ８９ （全球模型质量估计， 可信度范围

为 ０ ～ １， 数值越大表明质量越好）， 与模板相似度

为 ８８􀆰 ４２％。
２􀆰 ３　 氨基酸相似性分析

使用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件对 ＲＶ 的 ＮＳＰ２ 蛋白进行氨

基酸相似性比对， 结果如图 １１ 所示， 显示 ＧＳ２０２３ 毒

株与其他参考毒株的相似性为 ９０􀆰 ２％ ～ ９８􀆰 ７％； 与国

内牛源流行株 ＳＣＭＹ１ 和 ＳＣＭＹ２ 的氨基酸相似性最

高， 为 ９８􀆰 ７％； 与乌干达牛源毒株 Ｇ１２Ｐ ［８］ 的氨

基酸相似性最低， 为 ９０􀆰 ２％。
２􀆰 ４　 氨基酸序列比对

将 ＧＳ２０２３ 株的 ＮＳＰ２ 氨基酸序列与选取的 ４０ 株

轮状病毒株 ＮＳＰ２ 氨基酸序列进行氨基酸序列比对分

析， 结果如图 １２ 所示， 表明该 ＮＳＰ２ 蛋白与国内牛

源毒株 ＳＣＭＹ１、 ＳＣＭＹ２ 的 ＮＳＰ２ 蛋白在第 ３８ 位点发

生突变， 与国内多种羊源毒株和牛源毒株在第 １００、
２０２ 位点发生突变。

图 １０　 ＧＳ２０２３ 株 ＮＳＰ２ 蛋白三级结构预测

·６２１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ４



图 １１　 ＧＳ２０２３ 株与参考毒株 ＮＳＰ２ 基因的氨基酸序列相似性分析

图 １２　 ＧＳ２０２３ 株与参考毒株 ＮＳＰ２ 基因氨基酸突变性分析

２􀆰 ５　 遗传进化树分析

利用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件对所选 ４０ 种 ＲＶ 的 ＮＳＰ２ 序

列进行系统发育进化树的构建， 如图 １３ 所示，
ＧＳ２０２３ 株的 ＮＳＰ２ 序列与国内牛源 ＲＶ 株的 ＮＳＰ２ 序

列遗传距离最近， 处于同一分支， 表明其属同一谱

系； ＧＳ２０２３ 株与其他羊源 ＲＶ 的序列在进化树上遗

传距离较远， 处于不同的进化分支， 表明其属于不同

谱系； ＧＳ２０２３ 株与委内瑞拉 Ｇ１１Ｐ９ ［７］ 毒株在进

化树上遗传关系最远。 从种属方面分析， 羊源 ＲＶ 与

牛源 ＲＶ 遗传关系较近。
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注： ▲代表 ＧＳ２０２３ 毒株； ●代表羊源轮状病毒株。

图 １３　 ＮＳＰ２ 基因系统发育进化树分析

３　 讨论

ＲＶ 是导致许多幼龄动物和 ５ 岁以下儿童发生腹

泻及死亡的人畜共患病原之一， 给无数家庭造成影响

和经济损失， 也给我国畜牧业的发展造成严重危

害［１２］。 目前对于轮状病毒病的防控措施多以疫苗为

主， 尚无临床获批的抗轮状病毒药物［１３－１４］。
ＮＳＰ２ 蛋白是 ＲＶ 的非结构蛋白， 在血清中可产

生特异性抗体， 有研究表明 ＮＳＰ２ 与病毒逃避抗病毒

免疫 应 答 有 关［１３］。 本 研 究 发 现 ＮＳＰ２ 编 码 区 为

９５４ ｂｐ， 属于稳定存在的亲水性蛋白。 ＮＳＰ２ 蛋白不

存在信号肽且无跨膜螺旋结构， 属于非跨膜蛋白， 说

明该蛋白序列中缺少可以靶向信号的部分， 没有明确

的靶向信号来指导蛋白的定位， 推测该蛋白合成后不

经过运输即发挥作用。
目前对于轮状病毒抗体的研究多针对结构蛋白

ＶＰ６［１５－１８］， 也有部分抗体针对非结构蛋白进行研究，
如 ＮＳＰ４ 抗体［１９］、 ＮＳＰ３ 和 ＮＳＰ５ ［２０］抗体。 本研究结

果显示 ＧＳ２０２３ 毒株 ＮＳＰ２ 蛋白存在多个抗原性表位，
推测该蛋白可能适合用作抗体的制备， 此前范耀春

等［２１］、 陈肖宏等［２２］ 研究表明 ＮＳＰ２ 可用于多克隆抗

体的制备， 本研究进一步证实该猜想。
氨基酸突变图显示 ＧＳ２０２３ 毒株与 ３ 种国内牛源

毒株 ＳＣＭＹ１、 ＳＣＭＹ２ 和 ＨＪＬ 在第 ３８ 位点产生突变，
由赖氨酸 Ｋ 突变为精氨酸 Ｒ， 而遗传进化树分析显示

ＧＳ２０２３ 毒株与这 ３ 种毒株的亲缘关系最近， 推测这

种跨种属的亲缘关系相近现象可能是由于在第 ３８ 号

位点出现突变所致。 ＧＳ２０２３ 毒株为绵羊源毒株， 在

第 １００ 号位点发生共同突变， 由丝氨酸 Ｓ 突变为天冬

酰胺 Ｎ； 在第 ２０２ 位发生突变， 由缬氨酸 Ｖ 突变为异

亮氨酸 Ｉ。 国内其他羔羊源毒株以及 ２ 株牛源流行株

ＳＣＭＹ１ 和 ＳＣＭＹ２ 在相同位点发生相同突变情况， 而

国内其他山羊源毒株则没有在该几处位点发生突变，
这与遗传进化树分析结果一致。 遗传进化树结果表

明， ＧＳ２０２３ 绵羊源毒株与 ２ 株牛源毒株 ＳＣＭＹ１ 和

ＳＣＭＹ２ 的亲缘关系最近； 在羊源毒株中与羔羊源毒

株的亲缘关系较山羊源毒株更近， 推测可能是由于与

２ 株牛源毒株及羔羊源毒株在第 １００、 ２０２ 位点出现

突变所致， 这两处氨基酸位点或与病毒种属的分类有

关。 病毒蛋白的关键氨基酸位点突变会影响病毒毒力

或病毒增殖， 李凯等［２３］ 发现寨卡病毒蛋白关键氨基

酸突变促进了病毒的复制， 李明等［２４］ 发现登革病毒

非结构蛋白氨基酸突变减弱了病毒毒性， 此结论在多

种病毒上已被研究证实［２５－２７］。 本研究发现 ＧＳ２０２３ 毒

株 ＮＳＰ２ 蛋白在多个位点发生突变， 推测与 ＲＶ 毒力

改变或病毒增殖有关。
ＮＳＰ２ 蛋白与其他国内外流行株的氨基酸相似性

为 ９０􀆰 ２％ ～ ９８􀆰 ７％， 与国内牛源流行株 ＳＣＭＹ１ 和

ＳＣＭＹ２ 的氨基酸相似性最高， 与乌干达牛源毒株

Ｇ１２Ｐ ［８］ 的氨基酸相似性最低， 可见该蛋白整体保

守性较高， 不同种属和发现地点的毒株之间较为相

似， 提示使用对应疫苗或能全面防控多种轮状病

毒株。

４　 结论

本试验成功克隆羊 ＲＶ ＮＳＰ２ 基因， 分析结果表
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明 ＮＳＰ２ 由 ３１７ 个氨基酸组成， 属于稳定存在的亲水

性蛋白、 非跨膜蛋白， 不存在信号肽； 含有 ３６ 个糖

基化位点以及 ４９ 个磷酸化位点； ＮＳＰ２ 蛋白与其他国

内外流行株的氨基酸相似性为 ９０􀆰 ２％ ～ ９８􀆰 ７％； 氨基

酸突变显示 ＧＳ２０２３ 毒株在第 ３８、 １００、 ２０２ 位点发生

突变； 系统进化树显示 ＧＳ２０２３ 株与国内牛源 ＲＶ 株

遗传距离最近， 与其他羊源 ＲＶ 的序列遗传距离较

远。 本研究为深入了解 ＲＶ ＮＳＰ２ 蛋白的结构和功能

提供了理论依据。
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