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摘要： Ｃ１２９Ｒ 和 Ｅ１６５Ｒ 分别是非洲猪瘟病毒 （ＡＳＦＶ） 基因组编码的一种 Ｍｎ 依赖的超氧化物歧化酶和尿嘧啶脱氧核糖核苷三磷酸酶， ２ 种酶均

参与 ＡＳＦＶ 的复制过程。 通过研究 ＡＳＦＶ Ｃ１２９Ｒ 蛋白与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白的功能， 以指导非洲猪瘟的诊断及免疫预防研究。 对 ＡＳＦＶ ＳＹ－１８ 株的 Ｃ１２９Ｒ
和 Ｅ１６５Ｒ 基因序列进行密码子优化后， 利用大肠杆菌进行表达， 纯化后获得重组蛋白， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定其反应性， 并对其胞外酶活力进行

测定， 对 Ｃ１２９Ｒ 蛋白的结构预测结果进行分析。 结果： 实现了 Ｃ１２９Ｒ 蛋白与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白的可溶性表达， 重组蛋白分子量分别约为 １５ ｋＤａ 和

１８ ｋＤａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白均能与 ＡＳＦＶ 阳性血清产生特异性反应； 胞外酶活力测定显示， Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白在胞外均有

酶学活性， 比酶活力分别为 （６０􀆰 ２±３􀆰 ８） Ｕ ／ ｍｇ 和 （３２􀆰 ６±２􀆰 ４） Ｕ ／ ｍｇ； 蛋白质结构预测结果显示， Ｃ１２９Ｒ 为双结构域蛋白， 主要由 Ｎ 端 α 螺旋结

构域和 Ｃ 末端 α ／ β 结构域组成， Ｃ１２９Ｒ 蛋白 Ｎ 端 α 螺旋结构域和 Ｃ 末端 α ／ β 结构域的交界处可能是其主要活性位点， 序列保守的 β－折叠桶

（Ｋ３２ ～Ａ１０１） 可能在其发挥功能时起重要作用。
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　 　 非洲猪瘟 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ， ＡＳＦ） 是由非洲

猪瘟病毒 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＡＳＦＶ） 引起猪

的一种急性、 热性、 高度传染性疾病， 对养猪业危害

巨大， 世界动物卫生组织 （ＷＯＡＨ） 将其列为必须

报告的动物疫病之一， 我国将其列为一类动物疫

病［１］。 ＡＳＦＶ 是唯一一种虫媒传播的 ＤＮＡ 病毒［２］，
主要感染家猪和野猪， ＡＳＦ 暴发后可对养猪业造成毁

灭性的危害。 目前非洲猪瘟尚缺乏有效的疫苗， 主要

以加强检疫检测、 严防病毒侵入为主， 对暴发地区则

只能迅速封锁防疫区、 扑杀感染动物， 直至彻底根除

疫病［３－４］。
ＡＳＦＶ 是一种具有囊膜的双股 ＤＮＡ 病毒， ＡＳＦＶ

颗粒为多层结构颗粒， 包含基因组核心， 向外依次是

内脂质囊膜， 二十面体衣壳和外脂质囊膜， 基因组长

度在 １７０ ～ １９３ ｋｂ 之间， 包含 １５１ ～ １６７ 个开放阅读

框， 可编码 １５０～２００ 种蛋白质， 其中 ５０ 多种为结构

蛋白［５－６］。 Ｃ１２９Ｒ 为 ＡＳＦＶ 编码的一种 Ｍｎ 依赖的超

氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）， 理论分子量大小为 １５ ｋＤａ 左

右［７］。 ＳＯＤ 是生物体内的一种抗氧化金属酶， 能够

催化超氧阴离子自由基歧化生成氧和过氧化氢， 在机

体氧化与抗氧化平衡中至关重要［８－９］。 按照 ＳＯＤ 中金

属辅基的不同， 大致可将 ＳＯＤ 分为 ３ 大类， 分别为

Ｃｕ ／ Ｚｎ－ＳＯＤ、 Ｍｎ－ＳＯＤ 和 Ｆｅ－ＳＯＤ［１０］。 病毒的 ＳＯＤ
可能参与调节宿主的细胞功能。 结节性皮肤病病毒

（ＬＳＤＶ） 中的 ＳＯＤ 同系物可以诱导细胞凋亡， 又能

抑制喜树碱诱导的细胞凋亡［１１］， 而 ＬＳＤＶ 中 ＳＯＤ 同

源物的缺失则会降低病毒在牛肾细胞 （ＭＤＢＫ） 和

ＣＡＭ 上的生长［１２］。 ＳＯＤ 通常是双结构域蛋白， 主要

由 Ｎ 端 α 螺旋结构域和 Ｃ 末端 α ／ β 结构域组成［１３］；
目前已经解析出 ４ 个不同物种的 Ｍｎ－ＳＯＤ 晶体结构，
均显示为双结构域蛋白， 活性位点位于 Ｎ 端 α－螺旋

结构域和 Ｃ 末端 α ／ β 结构域的交界处［１４－１７］。
Ｅ１６５Ｒ 为 ＡＳＦＶ 编码的一种尿嘧啶脱氧核糖核苷

三磷酸酶 （ ｄＵＴＰａｓｅ）， 参与核苷酸代谢过程， 为病

毒复制提供能量。 Ｅ１６５Ｒ 是一种三聚体， 且高度特

异， 在感染的早期和晚期都有表达， 并定位于感染细

胞的细胞质中。 Ｅ１６５Ｒ－ｄＵＭＰ 复合物的晶体结构证

实了 Ｅ１６５Ｒ 具有焦磷酸酶活性， 可以将 ｄＵＴＰ 降解为

ｄＵＭＰ 和焦磷酸， 与 ｄＵＭＰ 形成氢键的基序Ⅱ中的

Ｓ７２、 基序Ⅲ的 Ｄ９１ 和基序Ⅳ的 Ｑ１２０ 在不同种类

ｄＵＴＰａｓｅ 中高度保守［１８－１９］。 Ｅ１６５Ｒ 的单抗研究表明，
ＡＳＦＶ ｄＵＴＰａｓｅ 的基序 Ｖ 中存在一个特异性的抗体结

合抗原 表 位， 针 对 该 表 位 的 单 抗 仅 识 别 ＡＳＦＶ
ｄＵＴＰａｓｅ， 而不识别猪的 ｄＵＴＰａｓｅ［２０］， 可能是潜在的

ＡＳＦＶ 抗体药物开发的靶点之一。
本研究通过大肠杆菌表达系统实现了 ＡＳＦＶ

Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白的可溶性表达与纯化， 对蛋白

的免疫原性和胞外酶活力进行了初步的探究， 预测了

Ｃ１２９Ｒ 蛋白的三级结构， 并初步推测出其发挥功能

的主要活性位点与保守区域， 为 ＡＳＦ 的诊断和免疫

预防研究奠定了一定的基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１ 与 ２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ ＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ （－ｄｙｅ） 高保真 ＤＮＡ 聚合酶购自北京全式

金生物技术股份有限公司； ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细

胞和质粒提试剂盒购自天根生化科技 （北京） 有限

公司； 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公司；
ｐＥＴ２８ａ 载体由本实验室保藏； 引物及基因序列合成

和测序工作均由苏州金唯智生物科技有限公司完成；
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和限制性内切酶均购自赛默飞世尔科

技公司； Ｎｉ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ６ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 购自 ＧＥ 公司； ＡＳＦ
阳性参考血清购自欧洲非洲猪瘟参考实验室 （Ｃｅｎｔｒｏ
ｄｅ Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｃｉóｎ ｅｎ Ｓａｎｉｄａｄ Ａｎｉｍａｌ， ＣＩＳＡ－ＩＮＩＡ， Ｍａ⁃
ｄｒｉｄ， Ｓｐａｉｎ）； ＨＲＰ 标记的羊抗猪 ＩｇＧ 购自 Ｓｉｇｍａ 公

司； ｄＵＴＰ 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司； ＳＯＤ 活性检测试剂盒

购自北京盒子生工科技有限公司； ＢＣＡ 蛋白定量测

定试剂盒购自碧云天生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 基因合成与表达载体构建

Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 序列来自 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＡＳＦＶ ＳＹ－
１８ 毒 株 全 基 因 序 列 （ ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＨ７６６８９４􀆰 １ ），
Ｃ１２９Ｒ 基因序列全长 ３９０ ｂｐ， 编码 １２９ 个氨基酸， 预

测分子量为 １５􀆰 ０ ｋＤａ， Ｅ１６５Ｒ 基因序列全长 ４９８ ｂｐ，
编码 １６５ 个氨基酸， 预测分子量为 １８􀆰 ３ ｋＤａ。 运用在

线软件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ． ｃｏｍ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｇｅｎｓｍａｒｔ －
ｃｏｄｏｎ－ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ）分别对 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 基因序列

进行大肠杆菌密码子优化， 优化后的基因序列由苏州

金唯智生物科技有限公司合成， 以合成的序列为模

板， 设计相应的 ＰＣＲ 引物 （表 １） 用于目的片段的
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ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应程序为： ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 ２０ ｓ， ５６ ℃退火 ２０ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， 共

进行 ３２ 个循环； ７２ ℃终延伸 ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经胶

回收后与 ｐＥＴ２８ａ 空载体经 ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切后

回收， 回收产物由 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 １６ ℃ 过夜连接，

然后转化 Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１ 感受态细胞， 并在卡那霉素抗性

平板上筛选阳性克隆， 质粒双酶切验证正确后， 将质

粒进行送测验证， 验证正确的表达载体分别命名为

ｐＥＴ２８ａ－Ｃ１２９Ｒ 和 ｐＥＴ２８ａ－Ｅ１６５Ｒ。

表 １　 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 基因扩增引物及序列

引物名称 引物序列 （５′→３′）

Ｃ１２９Ｒ－Ｆ ＧＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＡＡＣＡＣＣＣＧＴＣＴＡＣＣ （下划线为 ＮｄｅⅠ酶切位点）

Ｃ１２９Ｒ－Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＣＧＧＡＴＴＴＴＡＧＡＡＧＣ （下划线为 ＸｈｏⅠ酶切位点）

Ｅ１６５Ｒ－Ｆ ＧＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＡＣＴＴＣＴＴＣ （下划线为 ＮｄｅⅠ酶切位点）

Ｅ１６５Ｒ－Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＧＴＡＣＧＣＡＴＧＡＴＡＣＣ （下划线为 ＸｈｏⅠ酶切位点）

１􀆰 ３　 表达菌株的构建及目的蛋白的表达

将表达载体 ｐＥＴ２８ａ－Ｃ１２９Ｒ 和 ｐＥＴ２８ａ－Ｅ１６５Ｒ 分

别转化 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 涂布卡那霉素抗

性平板， ３７ ℃培养过夜， 平板上的单克隆菌落即为

相应的目的蛋白表达菌株。 挑选相应抗性平板上的单

克隆接种 ＬＢ 培养基， ３７ ℃、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培养以

制备种子液， 种子液按 １ ∶ １００ 的比例接种摇瓶，
３７ ℃震荡培养至菌体 ＯＤ６００ 为 ０􀆰 ６ ～ １􀆰 ０， 降温至

２８ ℃后， 添加终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导目

的蛋白的表达。 诱导 １４ ｈ 后 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ
收集菌体， 菌体按 １ ∶ ２０ （质量 ／体积） 的比例用

Ｂｕｆｆｅｒ１ （ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ｐＨ ＝
７􀆰 ０） 重悬， 高压均质机破碎菌体， 离心收集上清液

和沉淀， 然后通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测蛋白表达情况。
１􀆰 ４　 目的蛋白的纯化和鉴定

菌体破碎上清液加入终浓度 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的咪唑，
经 ０􀆰 ４５ μｍ 滤器过滤后用蛋白层析纯化系统进行层

析纯化。 层析介质为 Ｎｉ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ６ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ， 收集

洗脱产物， 洗脱产物经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测后， 进一步

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行鉴定。 蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后， 转

印至 ＮＣ 膜， 分别将 ＡＳＦＶ 阴性血清和 ＡＳＦＶ 阳性血

清用封闭液 １ ∶ １ ０００ 稀释后， 室温孵育 ２ ｈ， 以羊抗

猪 ＨＲＰ ＩｇＧ 为二抗， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显色分析， 鉴

定目的蛋白 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 与 ＡＳＦＶ 阳性血清的反

应结果。
１􀆰 ５　 酶活力测定

亲和层析纯化后的蛋白进行透析， 用 ＢＣＡ 法定

量蛋白浓度， 再进行相关酶活力的测定。 Ｃ１２９Ｒ 蛋

白酶活单位定义及测定严格按 ＳＯＤ 活性检测试剂盒

的标准操作步骤进行。 Ｅ１６５Ｒ 蛋白酶活定义与测定

参照刘振勇测定 ｄＵＴＰａｓｅ 方法进行［２１］， 首先绘制焦

磷酸盐的标准曲线， 之后将蛋白与底物 ｄＵＴＰ 混合，
并添加终浓度为 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２ 后 ３７ ℃ 水浴反应

１ ｈ， 终止反应， 测定 ５７５ ｎｍ 的光吸收值。 Ｃ１２９Ｒ 蛋

白与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白的酶活力分别单独进行 ３ 次测定，
并利用 ＳＰＳＳ 统计软件进行数据统计分析， 数据以

“平均数 ± 标准差” 表示。 阳性对照 （ ＮＣ） 为透

析液。
１􀆰 ６　 三级结构预测与分析

根据 Ｃ１２９Ｒ 氨基酸序列， 利用 Ａｌｐｈａｆｏｌｄ２ 蛋白质

结构 预 测 网 站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｏｌａｂ． ｒｅｓｅａｒｃｈ． ｇｏｏｇｌｅ． ｃｏｍ ／
ｇｉｔｈｕｂ ／ ｓｏｋｒｙｐｔｏｎ ／ ＣｏｌａｂＦｏｌｄ ／ ｂｌｏｂ ／ ｍａｉｎ ／ ＡｌｐｈａＦｏｌｄ２􀆰 ｉｐｙｎｂ＃
ｓｃｒｏｌｌＴｏ＝ＵＧＵＢＬｚＢ３Ｃ６ＷＮ）预测 Ｃ１２９Ｒ 蛋白的三级结

构， 预测结果利用 ＰｙＭＯＬ 进行分析。 Ｅ１６５Ｒ 的晶结

构已被解析［１８］， 因此本文未再进行预测。
１􀆰 ７　 同源序列比对分析

在 ＮＣＢＩ 中 ＢＬＡＳＴ 分析 Ｃ１２９Ｒ 氨基酸序列， 利

用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｏｍｅ． ｊｐ ／ ｔｏｏｌｓ － ｂｉｎ ／
ｃｌｕｓｔａｌｗ）在线软件进行 Ｃ１２９Ｒ 蛋白的同源序列比对，
选择基因Ⅰ型 ＢＡ７１Ｖ 株的 Ｃ１２９Ｒ 序列 （ ＧｅｎＢａｎｋ：
ＹＰ＿ ００９７０２７９６􀆰 １ ）、 基 因 Ⅱ 型 Ｇｅｏｒｇｉａ ２００７ 株 的

Ｃ１２９Ｒ 序列 （ＧｅｎＢａｎｋ： ＦＲ６８２４６８􀆰 ２） 和鲍鱼非洲猪

瘟样 病 毒 （ Ａｂａｌｏｎｅ ａｓｆａ － ｌｉｋｅ ｖｉｒｕｓ， ＡｂＡＬＶ） 的

Ｃ１２９Ｒ 同源蛋白序列 （ＧｅｎＢａｎｋ： ＢＣＹ０４５５２􀆰 １）， 并用

ＥＳＰｒｉｐｔ ３􀆰 ０（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｅｓｐｒｉｐｔ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ＥＳＰｒｉｐｔ ／ ＥＳＰｒｉｐｔ ／ ）在
线软件对比对结果进行分析。

２　 结果

２􀆰 １　 表达载体的构建

利用 ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ内切酶对 ＰＣＲ 扩增后的目的

片段和 ｐＥＴ２８ａ 载体进行双酶切， 酶切产物连接后转

化 Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１ 感受态细胞， 挑选不同的单克隆菌落培

养后提取质粒进行酶切鉴定， 初步筛选阳性克隆。 酶

切结果显示 （图 １）， 与 Ｃ１２９Ｒ 片段连接后的载体可

见 ４００ ｂｐ 左右的片段， 与 Ｅ１６５Ｒ 片段连接后的载体

可见 ５００ ｂｐ 左右的片段。 将酶切鉴定为阳性的载体

送测序， 结果显示重组载体核酸序列与预期一致， 表

达载体构建成功。
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Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ２８ａ－Ｃ１２９Ｒ 双酶切产物；
２􀆰 ｐＥＴ２８ａ－Ｅ１６５Ｒ 双酶切产物。

图 １　 ｐＥＴ２８ａ－Ｃ１２９Ｒ 和 ｐＥＴ２８ａ－Ｅ１６５Ｒ 双酶切鉴定

２􀆰 ２　 蛋白的表达与纯化

将验证正确的载体 ｐＥＴ２８ａ －Ｃ１２９Ｒ 和 ｐＥＴ２８ａ －
Ｅ１６５Ｒ 分别转化 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞进行摇瓶

发酵， 以验证蛋白的表达情况。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测结

果显示 （图 ２）， Ｃ１２９Ｒ 和 Ｅ１６５Ｒ 蛋白在破碎上清液

中都有明显的表达， 蛋白大小分别为 １５ 和 １８ ｋＤａ 左

右， 与理论的蛋白分子量相符。 采用镍柱亲和层析的

方法分别对上清液中可溶形式表达的 Ｃ１２９Ｒ 和

Ｅ１６５Ｒ 蛋白进行纯化。 纯化结果显示 （图 ３）， 蛋白

Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 经镍柱亲和层析均可获得较高纯度

的目的蛋白。

Ｍ． 蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 诱导后 Ｃ１２９Ｒ 菌体裂解液；

３􀆰 诱导后 Ｃ１２９Ｒ 菌体裂解液上清液； ４􀆰 诱导后 Ｅ１６５Ｒ 菌体裂解液；

５􀆰 诱导后 Ｅ１６５Ｒ 菌体裂解液上清液。

图 ２　 重组蛋白 Ｃ１２９Ｒ 和 Ｅ１６５Ｒ 表达后的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

Ｍ． 蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 纯化的重组 Ｃ１２９Ｒ 蛋白； ２􀆰 纯化的重组

Ｅ１６５Ｒ 蛋白。

图 ３　 纯化的重组 Ｃ１２９Ｒ 蛋白和 Ｅ１６５Ｒ 蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

对纯化后 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
鉴定， 结果显示 （图 ４）， 纯化后的 Ｃ１２９Ｒ 蛋白在

１５ ｋＤａ处可鉴定出 １ 条明显的特异性条带， Ｅ１６５Ｒ 蛋

白在 １８ ｋＤａ 处可鉴定出 １ 条明显的特异性条带，
Ｅ１６５Ｒ 在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测时出现的约 ３７ ｋＤａ 大小处

条带未显现出来， 说明此条带为杂蛋白。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
鉴定结果表明纯化后 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白均能与

ＡＳＦＶ 阳性血清产生特异性反应， 具有良好的反应

原性。

Ｍ． 蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 纯化的重组 Ｃ１２９Ｒ 蛋白； ２􀆰 纯化的重组

Ｅ１６５Ｒ 蛋白。

图 ４　 重组蛋白分别与阴性血清 （Ａ） 和阳性血清 （Ｂ） 的

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

２􀆰 ４　 酶活力的测定

对纯化后 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白进行体外酶活力
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测定， 与阴性对照 （ＮＣ） 相比， Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋

白都具有一定的胞外酶催化活性， 差异均极显著

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白酶的比活力分别为

（６０􀆰 ２±３􀆰 ８） Ｕ ／ ｍｇ （Ｐ＜０􀆰 ０１） 和 （３２􀆰 ６±２􀆰 ４） Ｕ ／ ｍｇ
（Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 ５）。

注： ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 Ｃ１２９Ｒ 蛋白 （Ａ） 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白 （Ｂ） 的

酶活力检测

２􀆰 ５　 Ｃ１２９Ｒ 蛋白三级结构预测与序列同源性比对

　 　 Ｃ１２９Ｒ 蛋白的三级结构预测结果显示 （图 ６），
Ｃ１２９Ｒ 是一种双结构域蛋白， 主要由 Ｎ 端 α－螺旋结

构域 （红色） 和 Ｃ 末端 α ／ β 结构域 （绿色） 组成。
Ｃ１２９Ｒ 蛋白的 Ｎ 端结构域 （Ｍ１ ～Ｋ３２） 包含 ２ 个 α 螺

旋， 由 ｌｏｏｐ１ 区 （Ｋ１８ ～ Ｋ２５， 黄色） 连接； Ｃ 端结构

域 （Ｙ３３ ～Ｒ１２９） 主要由 ７ 个 β 折叠和 ２ 个 α 螺旋组

成， ７ 个 β 折叠形成了 ２ 个反平行 β 折叠片层， ２ 个

反平行 β 折叠片层通过 ｌｏｏｐ２ 区 （ Ｐ ８８ ～ Ｓ９３， 粉色）
连接进而形成了一个 β 折叠桶。

注： 红色表示 Ｎ 端 α－螺旋结构域， 绿色表示 Ｃ 端 α ／ β 结构域，
黄色表示 ｌｏｏｐ１， 粉色表示 ｌｏｏｐ２。

图 ６　 Ｃ１２９Ｒ 蛋白的三级结构预测

将基因Ⅱ型 ＳＹ－１８ 株的 Ｃ１２９Ｒ 蛋白序列与不同

基因型的 Ｃ１２９Ｒ 蛋白序列进行同源性比对分析， 选

取具有代表性的基因Ⅰ型 ＢＡ７１Ｖ 株、 基因 Ⅱ 型

Ｇｅｏｒｇｉａ ２００７ 株 （Ｇｅｏ２００７） 与新发现的同为非洲猪

瘟病毒科的 ＡｂＡＬＶ 的 Ｃ１２９Ｒ 同源蛋白进行序列同源

性比对分析， 发现在 Ｋ３２ ～ Ａ１０１的 β－折叠桶结构域较

保守， 而在 Ｎ 端和 Ｃ 端保守性较低 （图 ７）。

图 ７　 不同 ＡＳＦＶ 毒株 Ｃ１２９Ｒ 蛋白与 ＡｂＡＬＶ Ｃ１２９Ｒ 同源蛋白序列比对

３　 讨论

非洲猪瘟对养猪业是一种毁灭性的疫病， 疫情一

旦发生， 只能采取紧急的措施以彻底扑灭疫情［３］。
因此， 迫切需要开发有效的疫苗和合适的抗病毒

药物。
Ｃ１２９Ｒ 是 ＡＳＦＶ 编码的一种超氧化物歧化酶， 可

以与宿主细胞相互作用， 能够促进病毒复制［１１］。
Ｃ１２９Ｒ 蛋白的１８ＫＨＹＶＬＩＰＫ２５为 Ｂ 细胞表位［１１］， 在大

多数 ＡＳＦＶ 基因型中高度保守。 本研究发现 Ｃ１２９Ｒ
在体外具有胞外酶催化活性， 为其后期小分子抑制剂

的筛选奠定了基础， 为抑制 ＡＳＦＶ 的复制指明了方

向。 蛋白的结构决定了蛋白的功能， 本研究基于

Ｃ１２９Ｒ 蛋白结构预测结果， 推测其发挥功能的活性

位点在 Ｎ 端 α 螺旋结构域与 Ｃ 末端 α ／ β 结构域交界

处； 通过对比不同 ＡＳＦＶ 毒株基因Ⅰ型 ＢＡ７１Ｖ 株、
基因Ⅱ型 ＳＹ－１８ 株以及 Ｇｅｏｒｇｉａ ２００７ 株的 Ｃ１２９Ｒ 蛋

白序列， 发现不同 ＡＳＦＶ 毒株的 Ｃ１２９Ｒ 氨基酸序列
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高度保守； 而与 ＡｂＡＬＶ Ｃ１２９Ｒ 同源蛋白序列的对比

结果发现， 序列保守的 β－折叠桶 （Ｋ３２ ～ Ａ１０１） 可能

在 Ｃ１２９Ｒ 蛋白功能中发挥重要作用； ｌｏｏｐ１ 区 （Ｋ１８ ～
Ｋ２５） 被预测位于 Ｎ 端结构域的 ２ 个 α 螺旋交接处，
可能影响 Ｃ１２９Ｒ 的活性位点， 其单抗可能抑制病毒

的复制。
Ｅ１６５Ｒ 是一种 ｄＵＴＰａｓｅ， 是 ＡＳＦＶ 相关治疗的重

要靶蛋白。 ｄＵＴＰａｓｅ 可被多种分子靶向， 通过与底物

竞争酶催化位点来抑制酶的活性， 从而影响病毒在细

胞中的复制［２２］。 目前已有结合与抑制 ｄＵＴＰａｓｅ 的抗

体被用于对抗 ＥＢ 病毒 （Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ， ＥＢＶ） 感

染［２３－２４］， 此研究发现 Ｅ１６５Ｒ 蛋白具有一定的胞外酶

催化活性， 进一步印证了其在 ＡＳＦＶ 亚单位疫苗开发

及相关诊断、 治疗试剂研究方面具有巨大的潜力。
综上， 本研究通过原核表达系统实现了 Ｃ１２９Ｒ

与 Ｅ１６５Ｒ 的可溶性表达。 ２ 种蛋白均能够与 ＡＳＦＶ 阳

性血清反应， 表明 ＡＳＦＶ 感染猪产生的抗体能够特异

性识别 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 抗原蛋白， 证明利用大肠杆

菌产生 Ｃ１２９Ｒ 与 Ｅ１６５Ｒ 蛋白可以作为候选抗原蛋白

用于 ＡＳＦＶ 的相关研究。 本研究还对 Ｃ１２９Ｒ 和 Ｅ１６５Ｒ
蛋白的功能进行了初步的探索， 显示 Ｃ１２９Ｒ 和

Ｅ１６５Ｒ 都有体外的酶催化活性， 同时预测了 Ｃ１２９Ｒ
蛋白的三级结构， 并对其序列进行同源性比对分析，
预测其发挥功能的活性位点， 为 ＡＳＦ 的诊断和免疫

预防研究奠定了基础。
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