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摘要：【目的】圣路易斯脑炎病毒(St. Louis encephalitis virus，SLEV)属于黄病毒科，是一种单股正链

RNA 病毒。黄病毒编码的非结构蛋白 NS3 在病毒复制以及多聚蛋白加工过程中起着重要作用，NS2B

是其发挥作用的重要辅助因子。因此，NS2B-NS3 蛋白酶复合物是抗病毒药物的重要靶标。本研究旨

在构建 SLEV NS2B-NS3 蛋白酶的原核表达系统并建立其抑制剂的高通量筛选方法，从而发现其小分

子抑制剂。【方法】通过 PCR 扩增 SLEV NS2B-NS3 蛋白的编码区，构建原核表达质粒；在大肠杆菌

BL21(DE3)中，经异丙基硫代半乳糖苷(Isopropyl β-D-thiogalactoside)诱导得到可溶性的 NS2B-NS3 蛋白，

并用镍亲和层析方法进行纯化；基于荧光共振能量转移(Fluorescence resonance energy transfer)技术检测

NS2B-NS3 蛋白酶活性，建立其抑制剂的高通量筛选平台。【结果】SLEV NS2B-NS3 蛋白酶纯化程度高

达 95%以上，基于酶活测定的抑制剂筛选平台准确可行。对 700 多个上市药物进行筛选后，发现原花

青素对 SLEV NS2B-NS3 蛋白酶具有明显的抑制活性。【结论】本研究为 SLEV NS2B-NS3 蛋白酶抑制

剂提供了一种操作方便、高通量的筛选方法，并首次发现了原花青素具有抑制 SLEV NS2B-NS3 蛋白酶

活性的功能，可以作为治疗 SLEV 感染的潜在靶向药物。 
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圣 路 易 斯 脑 炎 病 毒 (St. Louis encephalitis 

virus，SLEV)属于蚊虫、禽类传播的黄病毒属 B

组，其基因组为单股正链 RNA，与日本脑炎病毒

(Japanese encephalitis virus，JEV)和西尼罗河脑炎

病毒(West nile virus，WNV)高度相似[1]。该病毒颗

粒直径大小为 40–50 nm，有表面突起的囊膜和浓

集的核心，可在 pH 6.0–7.9 凝集禽类的红细胞，可

导致人畜共患中枢神经系统的感染性疾病。SLEV

于 1933 年在美国被首次发现，该病毒流行于北美

洲，主要在密西西比河和俄亥俄河流域以及加利福
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尼亚、佛罗里达、得克萨斯等地，能够侵袭人中枢

神经系统，引发急性脑炎发热[2–3]。有统计显示在

美国临床感染病例中每 300 例患者就有一例为该

病毒引起，致死率约为 8%，高龄是该病致死的高

危因素[4]。虽然由该病毒所致的脑炎主要在美国流

行，但是随着气候变暖、人口快速增长与流动，

该病毒传入我国的风险不容忽视。对于圣路易斯

脑炎的治疗，目前临床上也没有 SLEV 的特异性

治疗药物和疫苗接种，其治疗还是以对症治疗为

主。因此，寻找抗该病毒的特异性药物具有重要

意义。 

SLEV 病毒在宿主细胞的细胞质中进行 RNA

的复制和蛋白质的合成，不影响宿主的新陈代谢。

如同其他黄病毒一样，该病毒基因组包含约 11 kb

的单链 RNA，共编码 3 个结构蛋白分别为 C 蛋白

(核心壳蛋白)、M 蛋白(膜蛋白)和 E 蛋白(包膜蛋

白)，7 个非结构蛋白分别为 NS1、NS2A、NS2B、

NS3、NS4A、NS4B 和 NS5[5]。NS3 在病毒的复制

及病毒与细胞的相互作用中扮演着十分重要的角

色，它具有丝氨酸蛋白酶、核苷三磷酸酶(Nucleoside 

triphosphatase，NTPase)、RNA 解旋酶活性，主要

负责 RNA 的自我复制以及对病毒的多聚蛋白进

行剪切和修饰[6–7]。 

为了抑制黄病毒的感染，寻找抑制病毒复制

周期的关键酶活性的化合物是一种有效的研究策

略。NS3 的 N 端 180 个氨基酸含有丝氨酸蛋白酶

(催化三联体 H、D 和 S)的保守结构域，但作为辅

因子的 NS2B 的中央亲水结构域是 NS3 发挥催化

活性不可缺少的部分[8–9]。NS2B-NS3 在多聚体蛋

白中的酶切位点主要有 NS2A/NS2B、NS2B/NS3、

NS3/NS4A、NS4B/NS5 的连接位点，以及 NS4A、

NS3、NS2A 和 C 蛋白内的酶切位点[10]。因此，抑

制 NS2B-NS3 的丝氨酸蛋白酶活性已成为抗病毒

研究的重要方向，是近年来抗病毒治疗研究的关

键靶标[11]。通过抑制 NS2B-NS3 的丝氨酸蛋白酶

活性有可能成为潜在的治疗 SLEV 感染的方法。

体外研究表明针对其他黄病毒如登革脑炎病毒和

WNV，越来越多的 NS2B-NS3 蛋白酶抑制剂能够

发挥抗病毒作用，但是，目前还没有 SLEV 的

NS2B-NS3 蛋白酶小分子抑制剂被报道[12]。本研

究针对 SLEV 的非结构 NS2B-NS3 蛋白酶进行了

原核系统的表达与纯化，首次建立了高通量的抑

制剂筛选平台，并发现老药原花青素是其小分子

抑制剂。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

DH5α、E. coli BL21 及 pET22b 质粒载体均由

本实验室保存。质粒提取、琼脂糖凝胶、DNA 回

收试剂盒均购自天根公司；高保真酶 PrimeSTAR、

限制性内切酶 EcoR I/Xho I/Nde I、T4 DNA 连接酶

均购自 NEB 公司；NTA His·Bind 树脂购自 GE 公

司；荧光底物 Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-AMC (Bz-Nle- 

KRR-AMC) 购 自 吉 尔 生 化 有 限 公 司 ； 抑 肽 酶

(Aprotinin)购自 Sigma 公司；异丙基硫代半乳糖苷

(Isopropyl β-D-thiogalactoside，IPTG)、氨苄青霉

素购于上海生工有限公司。PCR 仪、水平电泳仪

及凝胶成像仪购自伯乐公司，全波长多功能酶标

仪(SpectraMax M5)购自美谷生物公司，FPLC 购自

AKTA 公司。 

1.2  SLEV NS2B-NS3 蛋白酶重组质粒的构建及

鉴定 

根据 SLEV 的基因组序列(GenBank 序列号为
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JF460774.1)，合成从第 4023 位到 5114 位基因片

段，分别设计引物(引物序列见表 1)将含有中央亲

水结构的 NS2B 片段(47 个氨基酸)和含有蛋白酶

活性的 NS3 N 端(179 个氨基酸)片段扩增后，通过

EcoR I 连接后，形成 NS2B-EF-NS3 基因序列，再

与双酶切后的 pET22b 载体 16 °C 连接，形成重组

质粒(示意图如图 1)。连接产物转化 DH5α 感受态

细胞，转化产物经上海生工公司测序鉴定。 

表 1.  PCR 引物序列 

Table 1.  Primers used in this study 
Primer name Primer Sequences (5ʹ→3ʹ) Endonuclease

NS2B-F ACGTTCACATATGGCAGA 
AATGTGGATTGAGAAAGC 

Nde I 

NS2B-R TTTGAATTCGTGCACTGGA 
GCTCCAGG 

EcoR I 

NS3-F AGAGAATTCGGAAAACAC 
TCGAAGCGAG 

EcoR I 

NS3-R CATCTCGAGCTCTTCTGTC 
CTTTCCCCTTGG 

Xho I 

 

 
图 1.  重组质粒构建示意图 

Figure 1.  The schematic diagram of construction for recombinant plasmid SLEV pET22b-NS2B-NS3 protease. 
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1.3  SLEV NS2B-NS3 蛋白酶的表达与纯化 

取测序正确的重组质粒转化 E. coli BL21 (DE3)

感受态细胞，接种于 LB 液体培养基(含有 100 g/mL

的氨苄青霉素)中，待生长到对数期以后(OD600 约

为 1.2)，加入终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG，诱导

表达 20 h (16 °C 恒温、210 r/min)。诱导后离心收

集菌体，倒去培养基，用裂解液(50 mmol/L HEPES，

0.3 mol/L NaCl，5%甘油，pH 7.5)重悬菌体，再一

次离心，除去上清，沉淀冻存于–80 °C 冰箱。取

出细菌沉淀，加裂解液振荡重悬，冰上超声破碎

细胞，离心收集上清和沉淀作 SDS-PAGE 分析，

裂解液上清采用 Ni+-NTA 亲和层析技术纯化、透

析，经 FPLC 分子筛细纯化、浓缩后，紫外分光

光度计下测定蛋白浓度。 

1.4  SLEV NS2B-NS3 蛋白酶的丝氨酸蛋白酶活

性检测 

设计一段多肽(Bz-Nle-KRR-AMC，N 端标记

荧光基团，C 端标记淬灭基团)能够被 NS3 蛋白

酶识别并酶切，根据荧光共振能量转移的原理

建立蛋白酶活性的测定方法。该多肽完整时荧

光被淬灭，加入 NS2B-NS3 蛋白酶后，多肽被切

割，荧光基团和淬灭基团分离，从而可检测到荧

光(AMC 具有荧光值：激发光 380 nm，发射光

460 nm)。基于上述的反应原理，我们采用 100 L

的 反 应 体 系 ： 缓 冲 液 (50 mmol/L Tris-HCl ，    

0.1 mol/L NaCl，5%甘油，pH 9.0)和 NS2B-NS3

蛋白酶(终浓度 0.1、0.2、0.4 mol/L)。在 37 °C

孵育 30 min 后，加入 10 L 的 Bz-Nle-KRR-AMC 

(终浓度 100 μmol/L)启动反应。立即在酶标仪中

检测荧光值变化，连续测值 15 min，取酶反应曲

线的斜率为反应初速度来表征 NS2B-NS3 的丝氨

酸蛋白酶活性。 

1.5  SLEV NS2B-NS3 的丝氨酸蛋白酶抑制剂筛

选平台的建立 

将待筛选化合物用 DMSO 溶解成 2 mmol/L

母液备用，使用上述 100 L 的酶反应体系：缓冲

液 88 μL，NS2B-NS3 1 Μl (终浓度 0.4 mol/L)，

化合物母液(终浓度 20 μmol/L)或 DMSO 1 μL。化

合物与 NS2B-NS3 蛋白酶在 37 °C 孵育 30 min 后，

加入 10 L Bz-Nle-KRR-AMC (终浓度 100 μmol/L)

启动反应，迅速在酶标仪中测定 NS2B-NS3 蛋白

酶的活性。在用 96 孔黑色酶标板进行高通量筛选

时，使用广谱的丝氨酸蛋白酶抑制剂 Aprotinin 作

为阳性化合物(终浓度为 1 μmol/L)。抑制率按照公

式(1)计算。 

抑制率(%)=(A–B)/A×100%      公式(1) 

A 是 DMSO(阴性对照)，只有酶和底物时

NS2B-NS3 的反应初速度；B 是加入化合物时

NS2B-NS3 的反应初速度。抑制剂类型是通过

Lineweaver-Burk 确定的。 

2  结果和分析 

2.1  重组质粒 SLEV NS2B-NS3 的构建及鉴定 

将 NS2B 片段(47 个氨基酸，141 bp)和 NS3 N

端(179 个氨基酸，537 bp)片段扩增，DNA 凝胶电

泳检测，片段大小基本相符(图 2-A)。然后通过

T4 DNA 连接酶连接，形成 NS2B-EF-NS3 基因序

列，再进一步扩增(684 bp，图 2-B)。与 pET22b

质粒载体双酶切(Nde I/Xho I)后 16 °C 连接过夜，

连接产物转化 DH5α 感受态细胞。转化产物重组

质粒经过上海生工公司测序鉴定，与 GenBank 数

据 库 的 参 考 序 列 一 致 。 抽 取 重 组 质 粒 转 化 到

BL21(DE3)宿主菌，–80 °C 保存菌种备用。 
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图 2.  重组质粒 SLEV NS2B-NS3 的构建 

Figure 2.  Construction of recombinant plasmid SLEV NS2B-NS3 protease. The PCR assay of NS2B/NS3 (A) and 
NS2B-NS3 (B). M: marker. 

 

2.2  SLEV NS2B-NS3 蛋白酶的表达与纯化 

将含有质粒 SLEV NS2B-NS3 的 BL21(DE3)

均匀涂布在带有抗性(100 mg/mL 的氨苄青霉素)的

LB 培养基固体平板上，37 °C 倒置培养过夜。次

日从平板上挑取单克隆至 10 mL 的带有氨苄抗性

的 LB 液体培养基中，37 °C、210 r/min 条件下培

养过夜后，转入 1 L 含有抗性的 LB 液体培养基中，

在相同条件下培养至 OD600 为 1.2 左右时，加入

IPTG (终浓度为 0.2 mmol/L)，在 16 °C、210 r/min

的条件下诱导 20 h。4000 r/min、30 min、4 °C 离

心收集菌体，倒去培养基，用裂解液(50 mmol/L 

HEPES，0.3 mol/L NaCl，5%甘油，pH 7.5)重悬菌

体，再次离心，除去上清，冻存于–80 °C。初步裂

解菌体行 SDS-PAGE 发现，SLEV NS2B-NS3 蛋白

酶被 IPTG 诱导后，表达量明显增加，菌体裂解液

上清中也具有高表达(图 3-A)。将冻存于–80 °C 

 

       
 

图 3.  SLEV NS2B-NS3 蛋白酶的表达(A)与纯化(B) 
Figure 3.  Expression (A) and purification (B) of SLEV NS2B-NS3 protease. M: Protein marker; Pre: Before the 
induction of IPTG; Pro: After the induction of IPTG; Sup: Supernatant liquor; Sed: Sediment; Elution: Protein 
elution. 



周婷婷等 | 微生物学报, 2019, 59(4) 673 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

的菌体取出，加入 15 mL 裂解液，充分悬浮后置

于冰上进行超声破碎 30 min 至菌液变澄清状。

13000 r/min、4 °C 离心 30 min，收集破碎后的上清。

将上清倒入用裂解液平衡过的 2–3 mL Ni+-NTA 树

脂中，混匀，在 4 °C 结合 2 h (期间每隔 15 min

上下混匀 1 次)，将上清液缓慢流出。然后依次用

5 倍柱体积的洗涤缓冲液(20 mmol/L、50 mmol/L、

100 mmol/L 咪唑，0.3 mol/L NaCl，20 mmol/L 

Tris-HCl，pH 7.5)梯度洗柱，最后用洗脱缓冲液

(200 mmol/L 咪唑，0.3 mol/L NaCl，50 mmol/L 

HEPES，pH 8.0)洗脱下目的蛋白 NS2B-NS3 蛋白

酶，进行 SDS-PAGE 鉴定纯度大于 95% (图 3-B)。 

将洗脱下来的 SLEV NS2B-NS3 蛋白酶用透析

液(50 mmol/L HEPES，0.3 mol/L NaCl，5%甘油，

pH 7.5)在 4 °C 透析 3 次，每次时间为 3 h。透析后

的蛋白经过 FPLC 进一步分离纯化(图 4-A)后，收集

相应的蛋白洗脱液，使用浓缩离心管浓缩(图 4-B)

至 10 mg/mL，分装于 1.5 mL EP 管中，并冻存于

–80 °C 冰箱。蛋白浓度用紫外分光光度仪测定。 

2.3  SLEV NS2B-NS3 的丝氨酸蛋白酶活性的测定 

NS2B-NS3 蛋白酶可以特异性地酶切底物

Bz-Nle-KRR-AMC，从而检测到 AMC 的荧光值(激

发光 380 nm，发射光 460 nm)，以此表征蛋白酶

活 性 。 结 果 表 明 ， NS2B-NS3 蛋 白 酶 对 底 物

Bz-Nle-KRR-AMC 酶切反应很明显，而且蛋白浓

度越高，酶切反应活性越高(图 5-A)，Aprotinin (1、

2、3 μmol/L)作为阳性化合物对酶活反应具有剂量

依赖性抑制(图 5-B)，说明我们构建的酶活测定方

法准确可行。 

2.4  SLEV NS2B-NS3 蛋白酶抑制剂的筛选 

我们对实验室的老药库(700 个上市药物集合)

进行 20 µmol/L 浓度的初筛，发现编号为 49、206、

376、514、559、587 和 599 的抑制率均超过 70%(抑

制率依次为 72%、83%、86%、90%、83%、87%

和 95%)，其中 599 号(原花青素 Procyanidine, Pro)

化合物的抑制率高达 95%。因此，选择 Pro 进行下

一步研究，复筛结果显示 Pro 能够抑制 NS2B-NS3

的丝氨酸蛋白酶活性(图 6-A)。检测不同剂量的原

花青素(10–8–10–4 mol/L)的抑制率，从而拟合出其半抑

制浓度(Half maximal inhibitory concentration，IC50)

为 1.86 µmol/L(图 6-B)，并进一步发现原花青素为

NS2B-NS3 蛋白酶的竞争性抑制剂(图 6-C)。 
 

         
 

图 4.  SLEV NS2B-NS3 蛋白酶的分子筛纯化(A)及物理浓缩(B) 
Figure 4.  Purification of SLEV NS2B-NS3 protease by FPLC (A) and concentration (B) of SLEV NS2B-NS3 
protease. M: Protein marker; Con: Concentration. 
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图 5.  SLEV NS2B-NS3 的丝氨酸蛋白酶活性的测定 

Figure 5.  Serine protease activity assay of SLEV NS2B-NS3 protease. A: NS2B-NS3 (0.1, 0.2, 0.4 μmol/L) 
dose-dependently digested enzyme substrate (100 μmol/L). B: Aprotinin (1, 2, 3 μmol/L) inhibited serine protease 
activity of SLEV NS2B-NS3 protease in a dose dependent manner. *: P<0.05; ***: P<0.001. 

 

     

 
图 6.  原花青素抑制 SLEV NS2B-NS3 的丝氨酸蛋白酶活性 

Figure 6.  Procyanidine inhibited serine protease activity of SLEV NS2B-NS3 protease. A: Procyanidine 
(20 µmol/L) was identified as a potent inhibitor of the protease. B: The dose-dependent inhibitory effect of 
procyanidine against the serine protease activity of SLEV NS2B/NS3 protease, with an IC50 of 1.86 µmol/L. C: 
Kinetic analysis of procyanidine against NS2B-NS3 protease via double reciprocal plots of 1/V versus 1/[S]. The 
Lineweaver-Burk plot analysis indicated that procyanidine acted as a competitive inhibitor against SLEV 
NS2B-NS3 protease. ***: P<0.001. Apro: aprotinin; Pro: procyanidine. 
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3  讨论 

SLEV 是属于黄病毒属的单链 RNA 病毒，引

起圣路易斯脑炎，经蚊媒介传播可使人畜共患中

枢神经系统感染性疾病。到目前为止，仍然没有

被批准的针对圣路易斯脑炎的疫苗或药物上市。

黄病毒编码的 NS2B-NS3 蛋白酶复合物，具有丝

氨酸蛋白酶、NTPase 和 RNA 解旋酶的活性，完

成病毒 RNA 的复制和前体蛋白的剪切和修饰，在

病毒复制和蛋白翻译后加工过程起关键作用。因

此通过抑制 NS2B-NS3 蛋白酶的活性将会成为潜

在的治疗 SLEV 感染的有效策略[13]。丝氨酸蛋白

酶作为抗病毒的靶点，已经在治疗人类免疫缺陷

病毒和丙型肝炎病毒中取得了显著的疗效[14–15]。

因此，对 NS2B-NS3 蛋白酶活性的抑制已经成为

抗病毒研究的重要方向。虽然 Aprotinin 对黄病毒

的 NS2B-NS3 丝氨酸蛋白酶活性都具有抑制作用，

但是 Aprotinin 的分子量大且没有选择性[16]。所以，

特异性的小分子抑制剂研究是比较有前景的治疗

圣路易斯脑炎的途径，而且有关 SLEV NS2B-NS3

蛋白酶小分子抑制剂还没有相关报道。基于老药

库的药物发现研究，可以大大缩短新药研发时间，

也具有更好的安全性。 

因此，我们以 NS2B-NS3 蛋白酶为靶点对实

验室收集的老药库进行抑制剂筛选，得到了具有

高抑制丝氨酸蛋白酶活性的原花青素，为研发潜

在的抗 SLEV 药物提供了先导化合物结构，在圣

路易斯脑炎治疗研究中具有重要的意义，也开拓

了原花青素潜在的新用途。 

原 花 青 素 是 植 物 中 广 泛 存 在 的 生 物 类 黄

酮，是国际上公认的有效清除人体内自由基的

天然抗氧化剂。临床上主要用于改善血液循环、

治疗糖尿病性视网膜病、减轻水肿和抑制静脉

曲张等。已有研究表明，原花青素除了抗氧化，

还具有抗微生物、抗糖尿病、抗肥胖和心脏保

护作用 [17–18]。  

由于原花青素是一类特殊结构的化合物总

称，究竟是哪些化合物单体是 SLEV NS2B-NS3

蛋白酶小分子抑制剂还有待进一步研究确证。由

于 NS2B-N23 蛋白酶具有多种蛋白酶活性，本研

究只研究了其丝氨酸蛋白酶活性，原花青素对于

NS2B-NS3 的 NTPase 和 RNA 解旋酶活性的影响还

有待进一步研究。同时还要深入研究原花青素对其

他黄病毒家族 NS2B-NS3 蛋白酶活性的影响，并且

需要评价原花青素的体内外抗病毒活性。 
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Expression and inhibitors screening of St. Louis encephalitis 
virus NS2B-NS3 protease 
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Abstract: [Objective] St. Louis encephalitis virus (SLEV) is a single-stranded and positive-sense RNA virus, 

belonging to the Flaviviridae family. Non-structural protein 3 (NS3) encoded by flaviviruses plays an important role 

in virus replication and polyprotein precursor modification. NS2B is an essential element that acts as a co-factor to 

enhance the activity of NS3. Therefore, the NS2B-NS3 protease is considered as a crucial target for anti-flavivirus 

drug development. In the current study, we constructed recombinant plasmid of SLEV NS2B-NS3 protease, and 

expressed and purified the protein to screen inhibitors. [Methods] We obtained the NS2B-NS3 recombinant gene 

by PCR and subcloned the prokaryotic recombinant expression plasmid. The NS2B-NS3 protease was expressed in 

soluble form induced by isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside in Escherichia coli BL21(DE3). The fusion protein 

was purified with Ni+-NTA affinity column. Then the serine protease activity was determined by a fluorescence 

resonance energy transfer assay and the screening platform for inhibitors was constructed. [Results] The purity 

NS2B-NS3 protease was up to 95%. After screening for 700 old drugs, we found that procyanidine efficiently 

inhibited the enzymatic activity of the NS2B-NS3 protease. [Conclusion] Our current study provided a convenient 

and high-throughput method for screening of SLEV NS2B-NS3 protease inhibitors. Porcyanidine has been found to 

inhibit the activity of SLEV NS2B-NS3 protease for the first time, and might become a potential drug to treat SLEV 

infection. 

Keywords: St. Louis encephalitis virus (SLEV), NS2B-NS3 protease, serine protease enzymatic activity, inhibitor, 

screen 
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