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摘 要： 猫传染性腹膜炎病毒（feline infectious peritonitis virus，FIPV）的非结构蛋白（non structure protein，NSP）12
是 RNA 依赖性 RNA 聚合酶（RNA-dependent RNA polymerase，RdRp）核心组分，但其与辅助因子 NSP7、NSP8 之

间的相互作用以及 RdRp 复合体的功能尚不清楚。本研究旨在分析 NSP12 的分子特征，探究其与 NSP7、NSP8 的

相互作用，并验证 RdRp 复合体的酶活性。首先，采用生物信息学方法预测 NSP12 的理化性质及结构特征。为探究

FIPV RdRp复合物中 NSP7、NSP8和 NSP12之间的相互作用，构建了 pcDNA3. 1-Flag-NSP7，pcDNA3. 1-HA-NSP8
和 pcDNA3. 1-Myc-NSP12 质粒，转染至 293T 细胞后，利用免疫共沉淀（co-inmunoprecipitation，Co-IP）、蛋白质体

外结合（Pull-down）和间接免疫荧光试验（indirect immunofluorescence assay，IFA）检测蛋白互作及共定位。其次，

利用 PCR 扩增 FIPV 的 NSP7、NSP8 和 NSP12 基因，并将其分别同源重组至 pET-30α 载体，构建原核表达重组质

粒。进一步优化诱导表达条件，采用镍柱亲和层析纯化蛋白，并通过超滤管浓缩获得 RdRp 复合物。最后，建立

FIPV RdRp 体外 RNA 延伸体系，并基于凝胶方法检测 RdRp 复合物的酶活性。生物信息学分析表明，NSP12 为稳

定的亲水性蛋白，包含 43. 51% 的 α 螺旋、45. 02% 的无规则卷曲以及 90 个潜在磷酸化位点。Co-IP、Pull-down 和

IFA 试验证实，在 293T 细胞中 NSP7、NSP8 与 NSP12 之间存在相互作用并发生共定位。原核表达结果显示，NSP7
和 NSP8 蛋白以包涵体形式表达，相对分子质量为 10 和 23 ku，NSP12 则以可溶性蛋白形式表达，相对分子质量为

105 ku。酶活性试验结果表明，RdRp 复合物能够延伸 RNA 模板链，而单独的 NSP12 则无此活性。本研究通过原

核表达纯化了 FIPV RdRp 复合物，并建立了体外酶活性检测体系。首次证实 FIPV-DF2 毒株的 NSP12 需与

NSP7、NSP8 形成复合体才能发挥 RdRp 功能，为进一步探究 FIPV RdRp 的生物学功能及开发靶向 RdRp 的抗病毒

药物奠定基础。
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Abstract： The non-structure protein （NSP） 12 of feline infectious peritonitis virus （FIPV） serves as 
the catalytic core component of the RNA-dependent RNA polymerase （RdRp）.  However， the 
molecular mechanisms regulating its interactions with NSP7 and NSP8， as well as the enzymatic 
activity and function of the RdRp complex， remain to be fully elucidated.  This study aims to 
investigate the molecular characteristics of NSP12， explore its interaction with NSP7 and NSP8， and 
verify the enzymatic activity of the RdRp complex.  Firstly， the physicochemical properties and 
structural features of NSP12 were predicted by bioinformatics analysis.  To investigate the interaction 
between NSP7， NSP8 and NSP12 in the FIPV RdRp complex， pcDNA3. 1-Flag-NSP7， pcDNA3. 1-
HA-NSP8 and pcDNA3. 1-Myc-NSP12 plasmids were constructed and expressed in 293T cells.  The 
protein interactions and co-localization were detected using co-immunoprecipitation （Co-IP）， pull-
down， and indirect immunofluorescence assay （IFA）.  Secondly， the NSP7， NSP8 and NSP12 
genes of FIPV were amplified by PCR and homologously recombined into the pET-30α vector to 
construct prokaryotic expression recombinant plasmids.  The induced expression conditions were 
further optimized， and the proteins were purified by nickel column affinity chromatography and 
concentrated using an ultrafiltration tube to obtain the RdRp complex.  Finally， an in vitro RNA 
elongation system for FIPV RdRp was established， and the enzymatic activity of the RdRp complexes 
obtained above was tested using the gel method.  Bioinformatics analysis showed that NSP12 was a 
stable hydrophilic protein， containing 43. 51% α helices， 45. 02% random coils and 90 potential 
phosphorylation sites.  The Co-IP， pull-down， and IFA assays confirmed the interaction and co-
localization of NSP7， NSP8 and NSP12 in 293T cells.  NSP7 and NSP8 were expressed as inclusion 
bodies， with molecular masses of 10 and 23 ku， respectively.  In contrast， NSP12 was expressed as a 
soluble protein， with a molecular mass of 105 ku.  The results of the enzyme activity assay 
demonstrated that the RdRp complex exhibited the capacity to extend the RNA template strand.  
Conversely， NSP12 alone exhibited no such activity.  In this study， the FIPV RdRp complex was 
purified by prokaryotic expression and an enzyme activity detection system was established in vitro.  It 
was confirmed for the first time that NSP12 from the FIPV-DF2 strain requires the formation of a 
complex with NSP7 and NSP8 to exert its RdRp function.  This study lays the foundation for further 
exploring the biological function of FIPV RdRp and developing antiviral drugs targeting RdRp.
Keywords： feline infectious peritonitis virus； RNA-dependent RNA polymerase； NSP7； NSP8； 
NSP12； enzyme activity
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猫传染性腹膜炎病毒（feline infectious peritonitis 
virus，FIPV）是 猫 冠 状 病 毒（feline coronavirus， 
FCoV）的致病性变异株，可引发猫传染性腹膜炎

（feline infectious peritonitis，FIP）。该病是一种可导

致野猫和家猫死亡的全身性、免疫介导疾病，一旦

出现典型的临床症状，病死率接近 100%［1］。近年

来，随着宠物猫数量的增加，FIP 的全球流行率持续

上升，对猫科动物健康构成严重威胁。然而，目前

尚无针对 FIP 的特异性抗病毒药物或高效疫苗，临

床治疗仍以支持疗法为主，效果有限［2］。因此，深入

研究 FIPV 复制机制，并从中挖掘关键药物作用靶

点，是推动 FIP 防控、保障猫科动物健康领域亟待解

决的关键科学问题。冠状病毒的基因组复制和转

录 依 赖 于 病 毒 编 码 的 非 结 构 蛋 白（non structure 
protein，NSP）所组成的复制-转录复合体（replication 
transcription complex，RTC）［3］。其中，RNA 依赖性

RNA 聚 合 酶（RNA-dependent RNA polymerase，
RdRp，即 NSP12）是 催 化 病 毒 RNA 合 成 的 核 心

酶［4］，具有结构保守、催化活性中心不易突变等特

点，被认为是抗病毒药物设计的理想靶点［5］。研究
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证明，在其它冠状病毒（如 SARS-CoV-2、SARS-
CoV）中，NSP12 需与辅助因子 NSP7、NSP8 结合形

成复合体，以稳定其构象并激活 RdRp 功能［6-7］。然

而，在 FIPV-DF2 毒株中，NSP12 与 NSP7、NSP8 之

间的相互作用模式及 RdRp 复合体的功能特性尚未

明确。尽管已有研究报道 FIPV-NSP12 的基因序

列特征［8］，但其蛋白质的分子特性（如结构稳定性、

翻译后修饰位点）及其与辅助因子的协同机制仍缺

乏系统性解析。此外，针对 FIPV-RdRp 的体外功能

研究受限于具有活性的复合体蛋白制备技术，阻碍

了针对该靶点的药物筛选与机制研究。因此，阐明

NSP12 的分子特征、验证其与 NSP7/NSP8 的互作

关系，并建立具有酶活性的 RdRp 复合体体外重构

方法，对揭示 FIPV 复制机制及开发新型抗病毒策

略具有重要意义。

本研究以 FIPV-DF2 毒株为对象，首先通过生

物信息学分析揭示 NSP12 为亲水性稳定蛋白及其

结构特征。随后，利用真核表达系统验证 NSP7/8/
12 在 293T 细胞中的互作与共定位关系。为获得功

能性 RdRp 复合体，本研究优化了原核表达体系，分

别 采 用 包 涵 体 纯 化（NSP7/8）和 可 溶 性 表 达

（NSP12）策略获得纯化蛋白，并成功组装出 RdRp
复合体。最终，通过体外酶活试验证实 NSP12 需依

赖 NSP7/8 辅助才能发挥 RNA 聚合酶功能。本研

究不仅首次阐明 FIPV RdRp 复合体的功能机制，还

建立了该复合体的原核表达与纯化体系，为基于

RdRp 靶点的抗病毒药物研发和酶动力学研究提供

了 关 键 技 术 基 础 ，具 有 重 要 的 理 论 价 值 与 应 用

前景。

1　材料与方法

1. 1　病毒、菌株和载体

FIPV-DF2（GenBank accession number AFH55129. 1）
毒 株 购 自 ATCC；E.  coli DH5α 和 E.  coli BL21
（DE3）感受态细胞购自上海生物工程有限公司；

pcDNA3. 1 和 pET-30α 载体购自上海君跻生物有限

公司。

1. 2　主要试剂

PCR 产物纯化试剂盒、质粒小提试剂盒、DNA
凝胶回收试剂盒购自广州飞扬生物工程有限公司；

RNA 提取试剂盒购自上海飞捷生物技术有限公司；

反转录试剂盒购自天根生化科技有限公司；2×
Hieff Canace® PCR Master Mix 高保真酶预混液、

Ni-NTA 琼脂糖纯化树脂购自羿圣生物科技有限公

司；同源重组酶购自南京诺唯赞生物科技股份有限

公司；DNA限制性内切酶、IPTG、PMSF、快速考马斯

亮蓝染色液、ATP（100 mmol·L-1）、RNA 酶抑制剂、

Protein A+G Agarose （Fast Flow， for IP）、生物素

快速标记试剂盒（Biotin-LC-NHS）、生物素标记蛋

白 Pull-Down 试剂盒（Agarose Resin）购自碧云天生

物技术有限公司；HA-Tag 兔单抗购自爱博泰克生

物技术公司；Myc-Tag 鼠单抗和 Flag-Tag 鼠单抗购

自艾比玛特生物医药有限公司；biotin 兔单抗购自

Cell Signaling Technology 公司。

1. 3　主要溶液配制

Buffer A： 50 mmol·L-1 NaH2PO4， 500 mmol·L-1 
NaCl， 40 mmol·L-1咪唑，用纯水溶解后调节 pH 至

7. 4，经 0. 22 µm 滤膜过滤备用；Buffer B：50 mmol·L-1 
NaH2PO4，500 mmol·L-1 NaCl，500 mmol·L-1 咪

唑，用纯水溶解后调节 pH 至 7. 4，经 0. 22 µm 滤膜

过滤备用；Buffer C：8 mol·L-1 尿素，100 mmol·L-1 
NaH2PO4，100 mmol·L-1 Tris·HCl，用纯水溶解后

调节 pH 至 7. 4，经 0. 22 µm 滤膜过滤备用；Buffer 
D：100 mmol·L-1 NaH2PO4，100 mmol·L-1 Tris·HCl，
用纯水溶解后调节 pH 至 7. 4，经 0. 22 µm 滤膜过滤

备用；Buffer E：100 mmol·L-1 NaH2PO4，100 mmol·L-1 
Tris·HCl，500 mmol·L-1 咪唑，用纯水溶解后调节

pH 至 4. 5，经 0. 22 µm 滤膜过滤备用。

1. 4　NSP12蛋白生物信息学分析

从 NCBI数据库获取 FIPV-DF2 毒株 NSP12 的

氨基酸序列（GenBank：AFH55129. 1：4029-4952），

将 该 序 列 上 传 至 Expasy PortParam、SOPMA、

SWISS MODEL、NetPhos 3. 1 Server、TMHMM 
2. 0 和 SignalP 6. 0 在线网站，对其理化性质、结构、

磷酸化位点、跨膜区等参数进行预测［9］。

1. 5　模板和引物合成

目的基因扩增、重组质粒鉴定以及酶活性试验

所需的 RNA 模板和引物，均由天一辉远基因科技

有限公司合成，具体序列见表 1。
1. 6　重组质粒构建

将 FIPV-DF2 毒株感染 CRFK 细胞，待细胞出

现明显病变后收集，使用 RNA 提取试剂盒提取总

RNA，再 通 过 反 转 录 试 剂 盒 扩 增 cDNA。 以 该

cDNA 为模板，利用高保真酶和特异性的引物（表 1）
扩增目的基因。PCR 反应结束后，取扩增产物进行

1% 琼脂糖凝胶电泳鉴定，并利用凝胶回收试剂盒
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回收目的基因片段，测定 DNA 浓度。将空载质粒

于 37℃进行双酶切反应 15 min，反应产物经凝胶电

泳鉴定并回收线性化载体，测定 DNA 浓度。将回收

的目的基因和线性化空载按适当比例混合，利用同源

重组酶于 37 ℃反应 30 min，随后置于 4 ℃保存备用。

1. 7　重组产物转化和鉴定

取 10 µL 上 述 同 源 重 组 产 物 加 入 至 DH5α 或

BL21（DE3）感受态细胞中，轻弹混匀，冰浴 30 min，
42 ℃金属浴热激 45 s，再冰浴 3 min；加入 900 µL LB
培养基，37 ℃振荡培养 1 h，取 100 µL 菌液涂布于相

应抗性的 LB 固体平板，倒置培养 12~16 h。挑取平

板上生长的单克隆菌落进行 PCR 鉴定（引物见表 1），

将鉴定为阳性的菌落送上海生物工程有限公司测序。

1. 8　免疫共沉淀（co-inmunoprecipitation，Co-IP）
试验

将 测 序 验 证 正 确 的 pcDNA3. 1-Flag-NSP7，
pcDNA3. 1-HA-NSP8 和 pcDNA3. 1-Myc-NSP12

质粒转染至 293T 细胞，24 h 后收集细胞，用 IP 裂解

液裂解并离心取上清。取部分上清加入 SDS-PAGE
上样缓冲液，煮沸，作为 Input样本；剩余上清加入相

应 标 签 的 IP 一 抗（如 抗 Flag、HA、Myc 抗 体 ，按

1∶100 稀释），4 ℃孵育过夜，次日再加入 Protein A+
G Agarose 4 ℃孵育 4 h。孵育结束后，2 500 r·min-1

离心 5 min，沉淀用 PBS 洗涤 5 次，最后加入 SDS-
PAGE 上样缓冲液，煮沸，作为 IP 样本。样本可置

于-20 ℃保存用于后续 SDS-PAGE 电泳检测。

1. 9　间接免疫荧光试验（indirect immunofluorescence 
assay，IFA）

将 293T 细胞铺于 24 孔板，转染相应的质粒，

24 h 后弃掉上清，用预冷 PBS 清洗 1 次；4% 多聚甲

醛 室 温 固 定 20 min，PBS 清 洗 3 次 ；0. 4% Triton 
X-100 透膜 5 min，PBS 清洗 3 次；5% BSA 室温孵育

2 h，PBS 清洗 3 次；加入相应的一抗（1∶1 000 Flag、
HA、Myc）4 ℃孵育过夜，PBS 清洗 3 次；加入相应的

表 1　序列清单

Table 1　List of sequences

名称
Name
pcDNA3. 1-NSP7-F

pcDNA3. 1-NSP7-R
pcDNA3. 1-NSP8-F

pcDNA3. 1-NSP8-R
pcDNA3. 1-NSP12-F

pcDNA3. 1-NSP12-R
pcDNA3. 1 通用引物-F
pcDNA3. 1 通用引物-R
pET-30α-NSP7-F
pET-30α-NSP7-R

pET-30α-NSP8-F
pET-30α-NSP8-R

pET-30α-NSP12-F
pET-30α-NSP12-R
pET-30α 通用引物-F
pET-30α 通用引物-R
RNA 模板

RNA 引物

序列（5′→3′）
Sequence

CTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCATGGATTACAAGGACGACGATGACAAGTC-
TAAGCTGACCGAGATGA

GATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTCTGCAGAATGGTGG
CTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCATGTACCCTTATGATGTGCCCGACTATGC-

CAGCGTGGCCAGC
GATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTCTGCAGCTTGGTAG

CTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCATGGAGCAAAAGCTCATTTCTGAAGAGGA-
CTTGCAGAGCTACCTGAACGAATGC

GTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGCTGCAGCACGGTGGAT
ATGGTGATGCGGTTTTGG

TGGCAACTAGAAGGCACAG
TTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCTAAGCTGACCGAGATGAAGTGTAC
GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTAATGGTGATGGTGATGATGCTGCAGAATGGT-

GGTGTTCTC
TTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAGCGTGGCCAGCG

GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTAATGGTGATGGTGATGATGCTGCAGCTTGGT-
AGTGCG

TTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCAGAGCTACCTGAACGAATGC
GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTAATGGTGATGGTGATGATGCTGC

AGTAGTAGGTTGAGGCCGT
CCCCTCAAGACCCGTTT

UUUUUUUUUUAUAACUUAAUCUCACAUAGC
FAM’-GCUAUGUGAGAUUAAGUUAU
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二抗室温孵育 2 h，PBS 清洗 3 次；DAPI 染色液孵育

5 min，PBS 清洗 3 次；最后使用荧光显微镜观察蛋

白共定位情况。

1. 10　蛋白质体外结合（pull-down）试验

使用生物素标记试剂盒对纯化后的 NSP8 和

NSP12 蛋白进行标记，去除游离生物素后调整蛋白

浓度至 0. 5~2. 0 mg·mL-1 备用。取 50 µL 链霉亲

和素琼脂糖树脂，经 Binding Buffer 洗涤两次后，与

50 µL 生物素标记蛋白室温孵育 30 min，离心收集

树脂并洗涤；加入 250 µL Biotin Blocking Solution
封闭 8 min，再用 Binding Buffer 洗涤 3 次；分别加入

200 µL 转 染 Flag-NSP7 和 Myc-NSP12 质 粒 的

293T 细胞裂解液，4 ℃孵育 1 h，经 Wash Buffer 洗涤

3 次去除未结合物，洗涤液作为 Input 样本；最后用

Elution Buffer 振荡洗脱 10 min，收集洗脱液，立即按

10∶1 比例加入中和缓冲液，作为 Pull-down 样本。

样本置于 -20 ℃ 保存用于后续 SDS-PAGE 电泳

检测。

1. 11　蛋白质免疫沉淀（Western blot）试验

将 Co-IP 和 Pull-down 试 验 获 取 的 样 本 进 行

15% SDS-PAGE 凝胶（恒压 150 V）；待目的蛋白条

带充分分离后，通过半干转法（恒流 150 mA，转膜

60 min）将蛋白转移至 NC 膜；转膜结束后用 5% 脱

脂牛奶室温封闭 2 h；加入经一抗稀释液稀释的一抗

（1∶2 000 Flag、HA、Myc 和 1∶1 000 biotin）4 ℃孵育

过夜，TBST 洗涤 3 次（每次 10 min），加入相应 HRP
标记二抗室温孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次；最后使用

ECL 化学发光显影液，于化学发光成像系统采集

信号。

1. 12　RdRp复合物的表达和纯化

取测序正确的 pET-30α-HIS-NSP7，pET-30α- 
HIS-NSP8 和 pET-30α-HIS-NSP12 重组质粒过夜

培养。首先进行小规模诱导表达，将过夜培养菌液

按 1∶50 接种至含相应抗生素的 2 mL LB 培养基中，

225 r·min-1 振荡培养 4~5 h（OD600 nm=0. 6~0. 8），

加入 1 mmol·L-1 IPTG，分别置于 37 ℃，220 r·min-1

培养 2 和 4 h，25 ℃，220 r·min-1培养 6 h，以及 16 ℃，

180 r·min-1培养 16 h。收集菌体，用无菌 PBS 洗涤

1 次，按菌液体积∶PBS=10∶1 重悬，超声破碎至菌

液澄清，6 000 r·min-1离心 5 min，分别取全菌，上清

和沉淀进行 SDS-PAGE 分析。根据结果选择最佳

诱导条件进行大规模诱导表达，收集菌体，高压破

碎后取上清或沉淀于-80 ℃保存备用。

NSP12 蛋白纯化［10］：将破碎上清经 0. 22 µm 滤

膜过滤，4 ℃保存。使用 AKTA 蛋白纯化系统进行

蛋白纯化，首先用 20% 乙醇和纯水依次清洗管道，

设置流速为 2 mL·min-1；安装镍柱，注意不要产生

气泡，依次用 5 倍柱体积的 20% 乙醇、纯水、Buffer 
A 平衡柱子，设置流速为 2 mL·min-1 直至基线平

稳；将过滤后的上清样本从 A 管进样，设置流速为

1 mL·min-1，上样结束后将 A 管置于 Buffer A 中，冲

洗杂蛋白，直至基线平稳；A 管置于 Buffer A，B 管置

于 Buffer B，设置 Buffer B 含量 0%~100% 线性洗

脱，时间 20 min，流速 2 mL·min-1，根据 UV280 峰值

收集洗脱蛋白，收集后的样本置于 4 ℃冰箱；依次用

5 倍柱体积的 Buffer B、Buffer A、纯水和 20% 乙醇

冲洗柱子和管道。

NSP7 和 NSP8 蛋白纯化［11-12］：将收集的沉淀重

悬于 8 mol·L-1尿素中，室温混合孵育 1 h。取适量镍

柱用 Buffer C 稀释，将孵育后的沉淀 10 000 r·min-1 
4 ℃离心 10 min，取上清与镍柱共同孵育 30 min，使
蛋白与镍柱充分结合。冲洗 AKTA 仪器管道和安

装镍柱同上，然后用 Buffer C平衡柱子和样本洗杂，设

置流速为 1 mL·min-1直至基线平稳；以 1 mL·min-1

的速度梯度复性 200 min，其中 A 管放入 Buffer C 溶

液中，B 管放入 Buffer D 溶液中，设置 Buffer D 含量

0%~100%；待 复 性 程 序 结 束 ，以 100% Buffer D 
1 mL·min-1的流速运行一段时间，直至基线平稳；A
管置于Buffer E，B管置于Buffer D，设置Buffer D含量

100%~0% 线性洗脱，时间 20 min，流速 2 mL·min-1，

根据 UV280 峰值收集洗脱蛋白，收集后的样本置于

4 ℃冰箱。将纯化后的蛋白用超滤管浓缩和透析，

并用 BCA 试剂盒测定浓度。

RdRp 复合物蛋白［13-14］：将纯化的 NSP7、NSP8
和 NSP12 以 1∶2∶1 的摩尔比在 4 ℃孵育 4 h，然后用

100 ku 超滤管进行浓缩，置于-80 ℃备用。

1. 13　基于凝胶方法测定 RdRp酶活性

RdRp 酶活性检测参考文献［15-16］。将合成的

RNA 引物和模板分别溶解于缓冲液（25 mmol·L-1 
KCl，2. 5 mmol·L-1 EDTA，10 mmol·L-1 Tris-HCl，
pH 8. 0）中，终浓度 60 µmol·L-1。将模板和引物

1∶1 混合，95 ℃变性 5 min。取 1 µL 模板-引物混合

液，1 µL ATP（100 mmol·L-1），4. 0 μL RdRp 复合

物（125 ng·μL-1）和 4. 0 μL RdRp 反 应 缓 冲 液

［40 mmol·L-1 Tris（pH 8. 0），50 mmol·L-1 KCl，
10 mmol·L-1 MgCl2，2 mmol·L-1 DTT，0. 1 mg·mL-1 
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BSA，1. 5 U·μL-1 RNase 抑制剂］配成 10 μL RdRp
酶活性反应体系，37 ℃孵育 1 h。反应结束后加入

2×Urea-TBE 上样缓冲液，95 ℃加热 1 min，随后上

样至 20% Urea-PAGE 变性胶，150 V 电泳 1. 5 h，在
凝胶成像仪上进行成像。

2　结 果

2. 1　FIPV-DF2毒株的NSP12蛋白生物信息学分析

FIPV-DF2 毒 株 的 NSP12 基 因 全 长 大 小 为

2 772 bp，编码 923 个氨基酸。Expasy PortParam 预

测结果显示，NSP12 的相对分子质量为 104. 954 ku，

分子式为 C4717H7161N1209O1393S58，等电点为 5. 69，脂肪

系数为 78. 35，消光系数（280 nm）为 133 910，不稳

定系数为 30. 51，平均亲水性为-0. 179（图 1A），表

明该蛋白是一种稳定的亲水性蛋白。SOPMA 预测

NSP12 的二级结构包括 43. 51% 的 α 螺旋、11. 47%
延伸链和 45. 02% 的无规则卷曲（图 1B）。SWISS 
MODEL 预测 NSP12 的三级结构如图 1C 所示，其

全球模型质量估测（global model quality estimate，
GMQE）为 0. 88，定 性 模 型 能 量 分 析（qualitative 
model energy analysis，QMEAN）为-2. 36，说明预

测的三维结构准确性较高且误差较小。NetPhos 3. 1 

A.  NSP12 蛋白亲/疏水性分析；B.  NSP12 蛋白二级结构预测；C.  NSP12 蛋白三级结构预测；D.  NSP12 蛋白磷酸化位点预

测；E.  NSP12 蛋白跨膜结构预测；F.  NSP12 蛋白信号肽预测

A.  Hydrophilic/hydrophobic analysis of NSP12 protein； B.  Secondary structure prediction of NSP12 protein； C.  Tertiary structure 
prediction of NSP12 protein； D.  Phosphorylation sites prediction of NSP12 protein； E.  Transmembrane structure prediction of 
NSP12 protein； F.  Signal peptide prediction of NSP12 protein
图 1　FIPV-DF2毒株 NSP12蛋白的生物信息学分析

Fig. 1　Bioinformatics analysis of NSP12 protein from the FIPV-DF2 strain
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Server 预测显示，NSP12 共有 90 个磷酸化位点，分

别为 32 个丝氨酸（serine）、26 个酪氨酸（tyrosine）和

32 个苏氨酸（threonine）（图 1D）。TMHMM 2. 0 和

SignalP 6. 0 预测表明，NSP12 蛋白为非跨膜蛋白

（图 1E）且无信号肽（图 1F）。

2. 2　NSP7、NSP8和 NSP12重组质粒构建及表达

为探究 NSP7、NSP8 和 NSP12 之间的相互作

用 ，本 研 究 首 先 构 建 了 pcDNA3. 1-Flag-NSP7
（图 2A）、pcDNA3. 1-HA-NSP8（图2B）和pcDNA3. 1-
Myc-NSP12（图 2C）重组质粒。将空载及各重组质

粒 转 染 至 293T 细 胞 中 ，24 h 后 收 集 细 胞 ，通 过

Western blot检测蛋白表达情况。结果显示，所有重

组质粒均构建成功，并能正确表达相应目标蛋白，

NSP7 蛋白大小为 10 ku（图 2D），NSP8 蛋白大小为

23 ku（图 2E），NSP12 蛋白大小为 105 ku（图 2F）。

2. 3　NSP7、NSP8和 NSP12之间存在相互作用

为深入探究 NSP7、NSP8 和 NSP12 之间的相

互作用，将相应重组质粒转染至 293T 细胞中，24 h
后收集样本进行 Co-IP 试验。结果显示，免疫沉淀

NSP12、NSP7 和 NSP8 水平明显升高（图 3A）；免疫

沉淀 NSP8、NSP7 和 NSP12 水平明显升高（图 3B）；

同样，免疫沉淀 NSP7、NSP8 和 NSP12 水平明显升

高（图 3C）。Pull-down 试验结果表明，biotin 标记的

NSP12 可特异性沉淀 NSP7（图 3D）；biotin 标记的

NSP8 可特异性沉淀 NSP12 和 NSP7（图 3E~F）。

进一步通过 IFA 试验观察 NSP7、NSP8 和 NSP12
的细胞定位情况，结果显示，NSP8 和 NSP12 主要在

细胞质中表达，而 NSP7 在细胞质和细胞核中均有

表达，三者之间存在明显的共定位现象（图 3G~I）。

以上结果共同证明，NSP7、NSP8 和 NSP12 之间存

在直接相互作用。

2. 4　NSP7、NSP8 和 NSP12 原核表达重组质粒构

建及鉴定

本研究已证实 FIPV-DF2 毒株的 NSP7、NSP8
和 NSP12 蛋白之间存在相互作用。为进一步应用

于 RdRp 酶 活 性 研 究 ，分 别 构 建 NSP7、NSP8 和

NSP12 的原核表达重组质粒。首先，使用特异性引

物对 FIPV-DF2 毒株的 NSP7、NSP8 和 NSP12 基因

进行 PCR 扩增，片段大小分别为 249 bp（图 4A）、

585 bp（图 4B）和 2 772 bp（图 4C），均符合预期。将

上述基因片段分别连接至 pET-30α-HIS 载体，经

PCR 鉴定与测序验证，成功构建 NSP7（图 4D）、

NSP8（图 4E）和 NSP12（图 4F）原核表达载体。

2. 5　NSP7、NSP8和 NSP12蛋白诱导表达及纯化

为获得纯化的 NSP7、NSP8 和 NSP12 蛋白，首

先对诱导表达条件进行优化。将测序正确的原核

表达重组质粒转化至大肠杆菌，在不同温度和时间

下诱导表达，超声破碎后分别收集全菌、上清和沉

淀，进行 SDS-PAGE 电泳分析。结果显示，NSP7
和 NSP8 在 37 ℃诱导 2、4 h 和 25 ℃诱导 6 h 的包涵

体中均表达，其中 25 ℃诱导 6 h 的包涵体中蛋白表

达量较高且杂蛋白较少，更利于后续纯化，因此最

终选择在 1 mmol·L-1 IPTG，25 ℃，6 h 条件下诱导

表达 NSP7 和 NSP8（图 5A、B）。NSP12 在 37 ℃诱

导 2、4 h 和 25 ℃诱导 6 h 的包涵体中表达，在 16 ℃诱

导 15 h 的上清中表达，考虑到包涵体纯化可能会影

响蛋白活性，为保证后续 RdRp 酶活性的稳定，选择

在 1 mmol·L-1 IPTG，16 ℃，15 h 条件下诱导表达

NSP12（图 5C）。按上述优化条件进行诱导表达，并

利用镍柱亲和层析分别纯化 NSP7、NSP8 和 NSP12
蛋 白 。 SDS-PAGE 结 果 显 示 ，NSP7、NSP8 和

NSP12 蛋白大小分别为 10、23 和 105 ku（图 5D），均

与预期一致，表明目的蛋白已成功纯化。为获得

RdRp 复合物，将纯化后的 NSP7、NSP8 和 NSP12
蛋白按比例共同孵育，再经 100 ku 超滤管浓缩，最

终获得含有 3 种蛋白组分的 RdRp 复合物（图 5D）。

2. 6　FIPV-DF2-RdRp酶活性试验

为验证 RdRp 复合物的酶活性，本研究建立了

基于凝胶的检测方法，产生的延伸 RNA 链越多，代

表酶活性越高。结果显示，单独的 NSP12 蛋白无法

发挥酶活性，未检测到 RNA 延伸链；而由 NSP7、
NSP8 和 NSP12 共同组成的 RdRp 复合物则能有效

延伸 RNA 链（图 6）。以上结果表明，本研究通过原

核 表 达 系 统 成 功 纯 化 出 具 有 酶 活 性 的 RdRp 复

合体。

3　讨 论

FIPV 作为 FCoV 的高致死性变异株，是引发

FIP 的唯一病原体。FIPV 的致病机制复杂，其突破

肠道局限、感染单核/巨噬细胞的能力与病毒变异

（如 3c 基因缺失、S 蛋白突变）密切相关［17-18］。然而，

其核心复制机制，尤其是 NSP12 与辅助因子 NSP7/
NSP8 的协同作用长期未被阐明，严重制约了抗病

毒策略的开发。本研究首次系统揭示了 FIPV-DF2
毒株 NSP12 的分子特性、其与 NSP7/NSP8 的相互

作用模式，以及 RdRp 复合物的功能依赖性，为靶向

971



57 卷  畜 牧 兽 医 学 报

A
. 

N
SP

7重
组

质
粒

构
建

；B
. 

N
SP

8重
组

质
粒

构
建

；C
. 

N
SP

12
重

组
质

粒
构

建
；D

. 
N

SP
7在

29
3T

细
胞

中
表

达
；E

. 
N

SP
8在

29
3T

细
胞

中
表

达
；F

. 
N

SP
12

在
29

3T
细

胞
中

表
达

。
M

. 
蛋

白
相

对
分

子
质

量
标

准
；1

. 
未

处
理

的
29

3T
细

胞
裂

解
液

；2
. 
转

染
pc

D
N

A
3.

1-
Fl

ag
的

29
3T

细
胞

裂
解

液
；3

. 
转

染
pc

D
N

A
3.

1-
Fl

ag
-N

SP
7的

29
3T

细
胞

裂
解

液
；4

. 
转

染
pc

D
N

A
3.

1-
H

A
的

29
3T

细
胞

裂
解

液
；

5.
 转

染
pc

D
N

A
3.

1-
H

A
-N

SP
8的

29
3T

细
胞

裂
解

液
；

6.
 转

染
pc

D
N

A
3.

1-
M

yc
的

29
3T

细
胞

裂
解

液
；

7.
 转

染
pc

D
N

A
3.

1-
M

yc
-N

SP
12

的
29

3T
细

胞
裂

解
液

A
. 

Co
ns

tru
ct

io
n 

of
 th

e 
N

SP
7 

re
co

m
bi

na
nt

 p
las

m
id
； 

B.
 C

on
str

uc
tio

n 
of

 th
e 

N
SP

8 
re

co
m

bi
na

nt
 p

las
m

id
； 

C.
 C

on
str

uc
tio

n 
of

 th
e 

N
SP

12
 re

co
m

bi
na

nt
 p

las
m

id
； 

D
. 

Ex
pr

es
sio

n 
of

 
N

SP
7 

in
 2

93
T

 c
ell

s；
 E

. 
Ex

pr
es

sio
n 

of
 N

SP
8 

in
 2

93
T

 c
ell

s；
 F

. 
Ex

pr
es

sio
n 

of
 N

SP
12

 in
 2

93
T

 c
ell

s.
 M

. 
Pr

ot
ein

 m
ar

ke
r；

 1
. 

U
nt

re
at

ed
 2

93
T

 c
ell

 ly
sa

te
； 

2.
 2

93
T

 c
ell

 ly
sa

te
 

tra
ns

fe
ct

ed
 w

ith
 p

cD
N

A
3.

1-
Fl

ag
； 

3.
 2

93
T

 c
ell

 l
ys

at
e 

tra
ns

fe
ct

ed
 w

ith
 p

cD
N

A
3.

1-
Fl

ag
-N

SP
7；

 4
. 

29
3T

 c
ell

 l
ys

at
e 

tra
ns

fe
ct

ed
 w

ith
 p

cD
N

A
3.

1-
H

A
； 

5.
 2

93
T

 c
ell

 l
ys

at
e 

tra
ns

fe
ct

ed
 w

ith
 p

cD
N

A
3.

1-
H

A
-N

SP
8；

 6
. 

29
3T

 ce
ll 

ly
sa

te
 tr

an
sfe

ct
ed

 w
ith

 p
cD

N
A

3.
1-

M
yc

； 
7.

 2
93

T
 ce

ll 
ly

sa
te

 tr
an

sfe
ct

ed
 w

ith
 p

cD
N

A
3.

1-
M

yc
-N

SP
12

图
2　

N
SP

7、
N

SP
8和

N
SP

12
重
组
质
粒
构
建
及
表
达

Fi
g.

2　
C

on
st

ru
ct

io
n 

an
d 

ex
pr

es
si

on
 o

f N
SP

7，
 N

SP
8 

an
d 

N
SP

12
 r

ec
om

bi
na

nt
 p

la
sm

id
s

972



2 期 杨 微等：猫传染性腹膜炎病毒 RdRp 复合物的表达纯化及酶活性验证

A.  Co-IP 检测 NSP12 与 NSP7、NSP8 的相互作用；B.  Co-IP 检测 NSP8 与 NSP7、NSP12 的相互作用；C.  Co-IP 检测 NSP7 与

NSP8、NSP12 的相互作用；D.  Pull-down 检测 NSP7 和 NSP12 的直接相互作用；E.  Pull-down 检测 NSP7 和 NSP8 的直接相互

作用；F.  Pull-down 检测 NSP8 和 NSP12 的直接相互作用；G.  IFA 检测 NSP8 和 NSP12 的共定位；H.  IFA 检测 NSP7 和

NSP12 的共定位；I.  IFA 检测 NSP7 和 NSP8 的共定位。图 G~I中，第 1-4 行分图标尺=500 μm，第 5 行分图标尺=100 μm
A.  The interaction between NSP12 and NSP7 or NSP8 was evaluated by Co-IP； B.  The interaction between NSP8 and NSP7 or 
NSP12 was evaluated by Co-IP； C.  The interaction between NSP7 and NSP8 or NSP12 was evaluated by Co-IP； D.  The direct 
interaction between NSP7 and NSP12 was evaluated by Pull-down； E.  The direct interaction between NSP7 and NSP8 was 
evaluated by Pull-down； F.  The direct interaction between NSP8 and NSP12 was evaluated by Pull-down； G.  The 
colocalization of NSP8 and NSP12 was evaluated by IFA； H.  The colocalization of NSP7 and NSP12 was evaluated by IFA； 
I.  The colocalization of NSP7 and NSP8 was evaluated by IFA.  In Figures G to I， the scale bar for the first four rows is 500 μm， 
and the scale bar for the fifth row is 100 μm
图 3　NSP7、NSP8和 NSP12之间的相互作用

Fig. 3　Interactions of NSP7， NSP8， and NSP12
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该复合物的药物设计提供了理论与技术基础。

生物信息学分析表明，FIPV-DF2 NSP12 为稳

定的亲水性蛋白，其二级结构以 α 螺旋（43. 51%）和

无 规 则 卷 曲（45. 02%）为 主 ，与 SARS-CoV-2 
NSP12 的预测结构相似［19］，提示其在 RdRp 催化核

心中可能通过柔性区域与辅助因子动态结合。值

得注意的是，NetPhos 预测结果显示，该蛋白含有 90
个磷酸化位点（32 个 Ser、32 个 Thr、26 个 Tyr），显著

多于其他冠状病毒（如 SARS-CoV-2-NSP12 约含

79 个磷酸化位点）［19］，暗示 FIPV NSP12 的活性可

能受到更复杂的翻译后调控。已有研究表明，磷酸

化可通过调节 RdRp 的亚细胞定位或复合体组装效

率影响病毒复制［20-21］。例如，登革病毒 NS5 蛋白的

磷酸化修饰可增强其与宿主因子的结合，进而促进

复 制 复 合 体 形 成［22］。 此 外 ，宿 主 激 酶（如 PKR、

JNK）也可能通过磷酸化 NSP12 参与抗病毒通路的

激活。例如，猪流行性腹泻病毒 NSP12 可与宿主

E3 泛素连接酶 RNF7 相互作用，其泛素化修饰可抑

制病毒复制［23］。因此，FIPV NSP12 所具备的多个

磷酸化位点可能通过类似机制调控 RdRp 活性，或

A.  NSP7 基因片段扩增（1~3.  NSP7 基因片段）；B.  NSP8 基因片段扩增（1~3.  NSP8 基因片段）；C.  NSP12 基因片段扩增

（1~3.  NSP12 基因片段）；D.  NSP7 重组质粒的菌落 PCR 鉴定（1~7.  NSP7 阳性克隆）；E.  NSP8 重组质粒的菌落 PCR 鉴定

（1~7.  NSP8 阳性克隆）；F.  NSP12 重组质粒的菌落 PCR 鉴定（1~7.  NSP12 阳性克隆）；M.  DNA 分子质量标准；N.  阴性

对照

A.  Amplification of the NSP7 gene fragment （1-3.  NSP7 gene fragment）； B.  Amplification of the NSP8 gene fragment （1-3.  
NSP8 gene fragment）； C.  Amplification of the NSP12 gene fragment （1-3.  NSP12 gene fragment）； D.  Colony PCR 
identification of the NSP7 recombinant plasmid （1-7.  NSP7 positive clones）； E.  Colony PCR identification of the NSP8 
recombinant plasmid （1-7.  NSP8 positive clones）； F.  Colony PCR identification of the NSP12 recombinant plasmid （1-7.  
NSP12 positive clones）； M.  DNA marker； N.  Negative control
图 4　NSP7、NSP8和 NSP12基因扩增及重组质粒构建

Fig. 4　Amplification of NSP7， NSP8 and NSP12 genes and construction of recombinant plasmids

（图 5 Fig.5）
（转下页  Carried forward）
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A. 引物-模板和 RdRp 复合物延伸示意图；B 左 . RNA 染料检测 RNA 延伸链；B 右 . 荧光检测 RNA 延伸链；1. 仅含引物-模板；

2. 引物-模板和 RdRp 复合物；3. 引物-模板和 NSP12 蛋白

A.  Schematic diagram of primer-template extension by the RdRp complex； B left.  Detection of RNA extension products by RNA 
dye staining； B right.  Fluorescence-based detection of RNA extension products； 1.  Only primer-template； 2.  Primer-template 
and RdRp complex； 3.  Primer-template and NSP12 protein
图 6　RdRp酶活性试验

Fig. 6　RdRp enzyme activity assay

(续图 5 Continued)

A. 不同诱导条件下 NSP7 蛋白表达；B. 不同诱导条件下 NSP8 蛋白表达；C. 不同诱导条件下 NSP12 蛋白表达；D.  SDS-
PAGE 检测 NSP7、NSP8、NSP12 和 RdRp 复合物蛋白。M.  蛋白相对质量标准；1~3.  37 ℃，2 h，220 r·min-1诱导表达后的全

菌、上清、沉淀；4~6.  37 ℃，4 h，220 r·min‒1诱导表达后的全菌、上清、沉淀；7~9.  25 ℃，6 h，220 r•min-1诱导表达后的全菌、上

清、沉淀；10~12.  16 ℃，15 h，180 r·min-1诱导表达后的全菌、上清、沉淀

A.  Expression of NSP7 protein under different induction conditions； B.  Expression of NSP8 protein under different induction 
conditions； C.  Expression of NSP12 protein under different induction conditions； D.  Detection of NSP7， NSP8， NSP12 and 
RdRp complex proteins by SDS-PAGE； M.  Protein marker； 1-3.  Samples of whole-cell lysate， supernatant， and pellet fractions 
collected after induction at 37 ℃ for 2 h （220 r·min-1）； 4-6.  Samples of whole-cell lysate， supernatant， and pellet fractions 
collected after induction at 37 ℃ for 4 h （220 r·min-1）； 7-9.  Samples of whole-cell lysate， supernatant， and pellet fractions 
collected after induction at 25 ℃ for 6 h （220 r·min-1）； 10-12.  Samples of whole-cell lysate， supernatant， and pellet fractions 
collected after induction at 16 ℃ for 15 h （180 r·min-1）

图 5　NSP7、NSP8、NSP12和 RdRp复合物蛋白纯化

Fig. 5　Purification of NSP7， NSP8， NSP12 and RdRp complex proteins
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成为宿主抗病毒信号的潜在作用靶点。

本研究通过 Co-IP、Pull-down 和 IFA 试验证

实，FIPV NSP12 与 NSP7、NSP8 在 293T 细胞中能

够形成稳定复合物，且三者主要共定位于细胞质。

该结果与 SARS-CoV-2、SARS-CoV 中的相关研究

一致［6-7］，NSP7 和 NSP8 通过增强 NSP12 的模板结

合能力与持续合成能力，显著提升 RdRp 活性。体

外 酶 活 试 验 进 一 步 表 明 ，仅 当 NSP7、NSP8 与

NSP12 共同存在时，复合物才具备 RNA 链延伸能

力 ，而 单 独 NSP12 无 催 化 活 性 。 这 与 冠 状 病 毒

RdRp 的作用机制相符，即 NSP7 和 NSP8 作为分子

伴侣，可通过稳定 NSP12 的“右手”结构域并促进模

板-引物双链的解旋，从而激活其聚合酶功能［7， 24］。

然而，FIPV RdRp 对辅助因子的依赖性可能更强，

SARS-CoV-2 NSP12 在体外可表现出较低水平的

本底活性［6］，而本研究中 FIPV NSP12 单独存在时

未检测到活性，其原因可能与 FIPV NSP7 和 NSP8
本 身 可 形 成 三 聚 体 并 在 体 外 表 现 出 一 定 活 性

有关［25］。

本研究成功通过原核表达系统制备了纯化的

NSP7、NSP8 和 NSP12 蛋白，并利用超滤浓缩法获

得了具有功能的 RdRp 复合物。值得注意的是，

NSP7 和 NSP8 在原核表达中主要以包涵体形式存

在，需通过变复性步骤进行纯化。包涵体的形成通

常与蛋白的疏水区域暴露或结构复杂性较高有

关［26-27］，NSP7 和 NSP8 作为冠状病毒复制复合物的

辅助因子，可能含有疏水界面，或需依赖与 NSP12
的 相 互 作 用 以 维 持 其 天 然 构 象 。 例 如 ，SARS-
CoV-2 的 NSP7 和 NSP8 在单独表达时也易形成包

涵体［28］，说明其可溶性表达需要 NSP12 的辅助。相

比之下，NSP12 在低温诱导条件下可实现部分可溶

性表达，这可能与其整体亲水性强，二级结构中 α 螺

旋与无规则卷曲占主导，减少了疏水核心的暴露和

聚集倾向有关［29］。此外，NSP12 中较高的无规则卷

曲比例也增加其构象灵活性，低温诱导通过减缓蛋

白合成速率，使这些柔性区域逐步折叠，从而避免

因快速聚集形成包涵体［30］。

4　结 论

本研究系统阐明了 FIPV-DF2 NSP12 的分子

特性及其与 NSP7/NSP8 的相互作用机制，成功构

建了具有酶活性的 RdRp 复合物，并建立了相应的

体外酶活性检测体系。结果表明，NSP12 本身不具

备催化活性，只有在与 NSP7 和 NSP8 共同组成复

合物后，才能发挥 RdRp 功能。这些发现不仅深化

了对 FIPV 复制机制的理解，也为开发靶向 RdRp 的

抗 FIP 药物奠定了关键基础。
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