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摘   要：猪德尔塔冠状病毒(porcine deltacoronavirus, PDCoV)是导致哺乳仔猪致命性腹泻的一种重

要病原体，目前缺少有效防治该病毒的疫苗和药物。非结构蛋白 13 (NSP13)是一种病毒编码的解

旋酶，被认为是抗病毒药物的重要靶点，因此有必要对其解旋活性进行研究。本研究以 PDCoV 的

NSP13 基因为模板，将其插入到原核表达载体 pET-28a 中，构建重组质粒 pET-28a-NSP13。NSP13
蛋白在大肠杆菌 BL21(DE3)中成功表达并进行了纯化。验证了 NSP13 蛋白的活性，并且探究了影

响 NSP13 解旋酶活性的因素。结果表明，PDCoV 的 NSP13 蛋白能够在原核系统中表达，纯化后

的 NSP13 具有解旋活性，能够解开具有 5ʹtailed 的双链 DNA。此外，NSP13 还具有促进核酸单链的

碱基互补配对形成双链的退火功能。金属离子的种类会影响 NSP13 的解旋活性，但在 0.5–6.0 mmol/L
范围内的 Mg2+浓度对 NSP13 解旋活性无明显影响。当溶液 pH 在 4–9 范围内，NSP13 解旋活性无

明显差异。在 0.25–6.00 mmol/L 范围内的 ATP 浓度对 NSP13 解旋活性存在微弱的影响，NSP13
浓度≥80 nmol/L 则会抑制解旋活性。本研究获得了重组表达的 PDCoV NSP13 蛋白并对其解旋酶活

性进行了探究，为深入理解 NSP13 调控 PDCoV 复制的机制和抗冠状病毒药物的研发奠定了理论

基础。 
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Abstract: Porcine deltacoronavirus (PDCoV) is a major pathogen causing fatal diarrhea in 
suckling piglets, and there is currently a lack of effective vaccines and drugs to prevent and 
control the virus. The nonstructural protein 13 (NSP13) serves as a virus-coded helicase and is 
considered to be a crucial target for antiviral drugs, making it imperative to investigate the 
helicase activity of NSP13. In this study, the NSP13 gene of PDCoV was synthesized and 
integrated into the prokaryotic expression vector pET-28a to construct the recombinant plasmid 
pET-28a-NSP13. NSP13 was successfully expressed in BL21 (DE3) and subsequently purified. 
The study also verified the helicase activity of the purified NSP13 and explored the factors that 
influence this activity. The results indicated that NSP13 from PDCoV was effectively expressed 
in the prokaryotic system and exhibited helicase activity, capable of unwinding double-stranded 
DNA with a tail at the 5ʹ end. Additionally, NSP13 demonstrated an annealing function by 
promoting the complementary pairing of single-stranded nucleotide chains to form double 
strands. The helicase activity of NSP13 was affected by metal ions, but Mg2+concentrations in 
the range of 0.5–6.0 mmol/L had no significant effect on helicase activity of NSP13. When the 
solution pH was in the range of 4–9, there was no difference in helicase activity. ATP 
concentrations in the range of 0.25–6.00 mmol/L had a weak effect on helicase activity, and 
NSP13 concentration ≥80 nmol/L inhibited the helicase activity. We obtained the NSP13 of 
PDCoV and investigated its helicase activity. These findings provided a theoretical foundation 
for the further research on the regulatory mechanism of NSP13 in PDCoV replication and the 
development of anti-coronaviral drugs. 
Keywords: porcine deltacoronavirus; nonstructural protein 13; helicase activity; antiviral drugs 

 
 

猪德尔塔冠状病毒(porcine deltacoronavirus, 
PDCoV)是一种新型猪肠道致病性冠状病毒，属

于 δ 冠状病毒属的成员，2012 年首次在中国香

港地区的猪群中发现[1]。2014 年在美国俄亥俄州

的腹泻仔猪和母猪粪便中检测到了 PDCoV[2]，

随后在加拿大、韩国、日本等国家也检测到了

PDCoV[3-5]，病毒造成的疾病流行给养猪业造成

了巨大的经济损失。PDCoV 能够感染猪肠道上

皮细胞，引起肠绒毛明显萎缩，导致哺乳仔猪

营养成分和电解质吸收不良，临床表现为急性

水样腹泻、呕吐和死亡[6]。PDCoV 还具有跨物

种传播的能力，能够感染犊牛、鸡和小鼠[7-9]。

Lednicky 等[10]首次在 3 名患有急性发热疾病的海

地儿童血浆样本中鉴定出 PDCoV，凸显了

PDCoV 在人群中传播的风险。然而，目前尚无

有效防治 PDCoV 的特效药和疫苗。 
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PDCoV 为单股正链 RNA 病毒，基因组全

长约 25.4 kb，编码顺序为 5ʹUTR-ORF1a-ORF1b- 

S-E-M-NS6-N-NS7-NS7a-3ʹUTR[11]。其中开放阅

读框 ORF1a 和 ORF1b 位于基因组 5ʹ端，占整

个基因组的 2/3，编码多聚蛋白 pp1a 和 pp1ab，

多聚蛋白 pp1a 和 pp1ab 进一步被木瓜样蛋白酶

和 3C 样蛋白酶水解成 15 个非结构蛋白(NSP2– 
NSP16)[12]。其中，冠状病毒的非结构蛋白NSP13

源于 3C 样蛋白酶对多聚蛋白 pp1ab 的水解[13]。 

解旋酶是一种广泛存在于自然界几乎所有

的生命体中的动力蛋白，能够利用三磷酸核苷

(nucleoside triphosphate, NTP)水解产生的能量

进行核酸构象的重塑[14]。多数病毒利用宿主的

解旋酶进行复制，少数病毒能够直接编码解旋

酶。NSP13 是冠状病毒编码的一种解旋酶，属

于解旋酶超级家族 1 (superfamily1, SF1)，被认

为是抗冠状病毒药物的理想靶点[15]。NSP13 作

为解旋酶调控病毒复制和转录，能解开病毒复

制过程中产生的双链 RNA，促进子代病毒 RNA

的生成。目前对冠状病毒 NSP13 蛋白的研究主要

源于 SARS-CoV 和 SARS-CoV-2，两者的 NSP13

序列只相差 1 个第 570 位的氨基酸(I570V)[16]，然

而关于 PDCoV NSP13 的研究报道较少。 

本研究利用大肠杆菌原核表达系统表达了

全长的 PDCoV 非结构蛋白 NSP13，通过 Ni-NTA

亲和层析法进行纯化，并对纯化出的 NSP13 蛋

白进行鉴定和活性验证；通过探究 PDCoV 

NSP13 的解旋极性以及影响解旋活性的因素，

发现 PDCoV NSP13 浓度过高会抑制解旋活

性，同时还发现 NSP13 具有促进核酸单链的

碱基互补配对形成核酸双链的退火功能。本研

究可为进一步深入揭示 NSP13 调控 PDCoV 病

毒复制的作用机制，以及研发以 NSP13 为靶

点的抗冠状病毒药物提供理论依据。  

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒 

大肠杆菌(Escherichia coli) BL21 (DE3)表
达感受态细胞为本实验室保存；从 NCBI 下载

PDCoV 毒株 CH/JXJGS01/P50 的 NSP13 基因序列

(GenBank 登录号：MH025764.1)，由通用生物

(安徽)股份有限公司合成目的基因 NSP13 并构

建重组质粒 pET-28a-NSP13。 
1.1.2  主要试剂 

牛血清白蛋白、NaCl、异丙基硫代-β-D-半
乳糖苷 (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside, 
IPTG) 、 Tris 、 EDTA·Na2·2H2O 和 过 硫 酸 铵

(ammonium persulphate, APS)均购自北京兰杰柯

科技有限公司，腺嘌呤核苷三磷酸(adenosine 
triphosphate, ATP)、 4-羟乙基哌嗪乙硫磺酸

(2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfo
nic acid, HEPES)和 MgCl2 均购自国药集团化学试

剂有限公司，焦碳酸二乙酯(diethyl pyrocarbonate, 
DEPC)、四甲基乙二胺(tetramethylethylenediamine, 
TEMED)和甘油均购自上海阿拉丁生化科技股份

有限公司。Bradford 蛋白定量试剂盒和质粒提取

试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司，His
标签蛋白纯化填料 Ni-NTA agarose 购自北京全式

金生物技术股份有限公司，小鼠抗 His-tag 单克

隆抗体和辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, 
HRP)羊抗鼠二抗均购自北京中杉金桥生物技术

有限公司。 
1.1.3  底物核酸 

四条不同序列的单链 DNA (single-stranded 
DNA, ssDNA)见表 1，由北京擎科生物科技有

限公司合成。其中，DNA1-FAM 的 5′端标记羧

基荧光素 (carboxyfluorescein, FAM)，DNA2、
DNA3 和 DNA4 是 DNA1-FAM 的互补链，均无

荧光标记。 
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表 1  单链核酸序列 
Table 1  Sequences of single-stranded nucleic acid 
Names Sequences (5′→3′) Size (bp) 
DNA1-FAM FAM-GCGACGTCACGTGCA 15 
DNA2 CAGCTAGACCTGCACGTGA

CGTCGC 
25 

DNA3 TGCACGTGACGTCGCCCA
GATCGAC 

25 

DNA4 TGCACGTGACGTCGC 15 
 
1.2  方法 
1.2.1  重组蛋白 NSP13 的诱导表达 

将带有组氨酸标签 (His-tag)的重组质粒

pET-28a-NSP13 转入 E. coli BL21 (DE3)表达菌

株中，涂板，过夜培养。挑取单克隆菌落接

种至含有卡那霉素 (kanamycin, Kan)的 5 mL 
LB 液体培养基，37 ℃、220 r/min 培养 12 h，
再将培养物以 1：100 的比例接种到 LB 液体培

养基中扩大培养，培养至 OD600 为 0.4–0.6 时，

分别加入不同浓度的 IPTG 进行诱导，16 ℃、

90 r/min 培养 20 h，收集菌液并超声破碎，离

心取上清与沉淀样品进行 SDS-PAGE 电泳。 
1.2.2  重组蛋白 NSP13 的纯化 

根据最适 IPTG 浓度和最适诱导时间进行

菌液的扩大培养，收集菌液离心，然后用预冷

的 PBS 溶液(10 mmol/L NaH2PO4，140 mmol/L 
NaCl 和 3 mmol/L KCl，调节溶液 pH=7.8)重悬

菌体，5 000 r/min 离心 10 min，重复操作 3 次，

弃上清。用 buffer A (25 mmol/L HEPES-KOH，

10 mmol/L NaCl，10 mmol/L Na2S2O5，5 mmol/L 
MgCl2，7 mmol/L β-巯基乙醇和 1 mmol/L 苯甲

磺酰氟(phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF)，
调节溶液 pH=7.8)重悬菌体，5 000 r/min 离心

10 min，再用 buffer B (25 mmol/L HEPES-KOH，

1 mol/L NaCl，10 mmol/L Na2S2O5，5 mmol/L 
MgCl2，1.6 mmol/L 咪唑，7 mmol/L β-巯基乙醇，

1 mmol/L PMSF 和 30%甘油，调节溶液 pH=7.8)
重悬菌体，超声裂解菌体后，12 000 r/min 离心

40 min 收集上清，用 0.22 m 针头式滤器过滤

上清。采用 Ni-NTA 亲和层析法，通过含有不同

浓度咪唑的 buffer C (25 mmol/L HEPES-KOH，

0.5 mol/L NaCl，10 mmol/L Na2S2O5，5 mmol/L 
MgCl2，7 mmol/L β-巯基乙醇，1 mmol/L PMSF
和 15%甘油，调节溶液 pH=7.8)进行洗脱。取

流穿液与洗脱液进行 SDS-PAGE 电泳。加入

store buffer (25 mmol/L HEPES-KOH，0.1 mol/L 
NaCl，1 mmol/L DTT 和 10%甘油，调节溶液

pH=7.8)超滤离心洗脱的蛋白，Western blotting
联合质谱进行鉴定。使用 Bradford 蛋白定量试

剂盒测定蛋白浓度，分装成 20 µL/管，保存在

–80 ℃。蛋白纯化和超滤浓缩均在 4 ℃条件下

进行。 
1.2.3  Western blotting 和质谱鉴定 NSP13 

取纯化的蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳，

电泳结束后切胶，将蛋白转印至硝酸纤维素膜

(nitrocellulose filter membrane, NC)，使用 5%脱

脂奶粉室温封闭 2 h，TBST 洗膜 3 次。按说明

书稀释小鼠抗 His-tag 单克隆抗体，加入一抗

稀释液 4 ℃孵育过夜，TBST洗膜 3次。按说明

书稀释 HRP羊抗鼠二抗，加入二抗稀释液室温

平缓摇动 1 h，使用 TBST 洗膜 3 次。使用增强

型 化 学 发 光 液 (enhanced chemiluminescence, 

ECL)进行显色，蛋白印迹成像仪曝光获取条

带。取纯化的蛋白样品进行 SDS-PAGE，电泳

结束后将目标条带进行质谱鉴定。 
1.2.4  核酸底物制备 

等摩尔浓度的 2 条核酸单链加入退火缓冲

液(50 mmol/L Tris 和 50 mmol/L NaCl，调节溶

液 pH=8.0)，在金属浴中 95 ℃反应 5 min，自

然冷却到室温，加 DEPC 水稀释到 80 nmol/L，

分装保存在–20 ℃。退火产物进行 Native PAGE
电泳鉴定，电泳结束后取出胶，放入 Typhoon 
RGB 多功能激光扫描仪中进行成像，通过分
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析核酸单链与双链的条带灰度值判断是否退

火完全。 
1.2.5  重组蛋白 NSP13 的解旋实验 

将 50 nmol/L NSP13 与 8 nmol/L 双链核酸

底物，在解旋反应液 [30 mmol/L Tris-HCl、
0.1mg/mL BSA、1%甘油、3 mmol/L 金属离子、

100 nmol/L 陷阱核酸(Trap)和 2 mmol/L DTT]中
混合，反应起始加入 3 mmol/L ATP。分别加入

不同种类的金属离子或调节不同的 pH 溶液，

混合体系放入金属浴中，37 ℃下反应 30 min。
其中，Trap 单链与荧光标记的单链序列相同，

能够竞争性结合无荧光标记的互补链，阻止解

开的核酸单链重新退火形成双链。核酸双链在

95 ℃高温变性 5 min 后，打开成单链作为阳性对

照(positive control, PC)，不加 NSP13 的反应作

为阴性对照(negative control, NC)。到达反应时

间时，取出 10 μL样品加入等体积 2×stop buffer 
(50 mmol/L EDTA·Na2、1% SDS 和 10%甘油)
混匀，终止解旋反应。混合物加入 Native 
PAGE 胶中 180 V 电泳 1.5 h，电泳结束后，取

出胶放入 Typhoon RGB 多功能激光扫描仪中进

行成像，ImageJ 分析条带灰度值得到解旋幅度

等数据。 
1.2.6  PDCoV NSP13 退火实验 

取 4 nmol/L 单链 DNA1-FAM 加入反应液

(30 mmol/L Tris-HCl、0.1 mg/mL BSA、1%甘

油、3 mmol/L MgCl2 和 2 mmol/L DTT)中，以

加入 4 nmol/L 单链 DNA2 作为反应起始，反应

在 37 ℃进行，反应总体系为 200 µL。单链

DNA1-FAM 和单链 DNA2 在 95 ℃条件下，不

完全退火的产物作为单链和双链的参照标准

(size standards)。分别在不同时间点取 15 µL 产

物加入等体积的 2×stop buffer，混合物进行

Native PAGE，电泳结束后取出胶放入 Typhoon 
RGB 多功能激光扫描仪中成像。 

2  结果与分析 
2.1  PDCoV NSP13 和 SARS-CoV-2 NSP13
核心域的序列差异 

采用ESPript 3.0 (https://espript.ibcp.fr/ESPript/ 
cgi-bin/ESPript.cgi)对 PDCoV 毒株 CH/JXJGS01/ 
P50 和 SARS-CoV-2 毒株 Wuhan-Hu-1 (GenBank
登录号：NC_045512.2)的 NSP13 蛋白核心域

(helicase core) 氨基酸序列进行比对，发现

PDCoV NSP13 和 SARS-CoV-2 NSP13 的核心域

序列一致性仅为 52.39%，推测 PDCoV NSP13 蛋

白与 SARS-CoV-2 的 NSP13 蛋白功能可能存在

一定差异，因此仍有必要对 PDCoV NSP13 蛋

白进行研究。 

2.2  重组蛋白 NSP13 的诱导表达和纯化 
重组质粒 pET-28a-NSP13 经过双酶切和测

序进行鉴定，将构建成功的重组质粒 pET-28a- 
NSP13 转入 E. coli BL21 (DE3)表达菌株中，挑

取单菌落接种于 LB 培养液(含 100 mg /L Kan)，
37 ℃振荡培养至 OD600 为 0.4–0.6 时，加入 IPTG
诱导目的基因表达。收集菌液并进行超声破

碎，取上清和沉淀进行 SDS-PAGE 和 Western 
blotting 检测。结果显示，沉淀和上清中都出现

与目标蛋白分子量大小一致的特异性条带(约
70 kDa)，说明不同浓度的 IPTG 均能诱导 NSP13
在包涵体中大量表达，上清中也有少量 NSP13
出现可溶性表达，而且低浓度 0.1 mmol/L IPTG
诱导能降低蛋白在包涵体中的表达量，促使

NSP13 在上清中表达(图 1A、1B)。 
菌液在 0.1 mmol/L IPTG 诱导下，16 ℃、

90 r/min 培养 20 h，扩大培养至 4 L，收集菌液后

超声破碎，进行蛋白纯化。带有 His-tag 的重组

蛋白 NSP13 经过 Ni-NTA 亲和层析纯化，收集的

流穿液和洗脱液进行 SDS-PAGE 电泳，发现

NSP13 (70 kDa)能够被含有 200 mmol/L 咪唑的溶
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液洗脱下来 (图 1C)。取少许洗脱样品进行

Western blotting 鉴定，发现在 70 kDa 附近存在

特异性条带(图 1D)。 

2.3  质谱鉴定重组蛋白 PDCoV NSP13 
切取 SDS-PAGE 胶中 70 kDa 位置的蛋白凝

胶进行质谱鉴定，质谱分析得到 65 个肽段，序

列覆盖率达 90.6%。图 2 为其中一条肽段的二

级质谱图(b,y 离子匹配图)，该肽段的氨基酸序

列与 PDCoV NSP13 的部分序列完全一致，表

明纯化得到的蛋白为 PDCoV NSP13。 

2.4  制备不同末端结构的底物 
分别设计带有荧光染料 FAM 标记和无标记

的 ssDNA，并通过退火实验制备含有 5′tailed、
3′tailed 和 blunt end 这 3 种末端结构的 dsDNA 
(图 3)。 

2.5  PDCoV NSP13 浓度测定和活性验证 
使用 Bradford 蛋白定量试剂盒，对纯化并且

超滤浓缩后的NSP13浓度进行测定，根据图4A中 
 

 
 

图 1  重组蛋白 NSP13 的表达和纯化   A：不同浓度 IPTG 诱导蛋白表达结果. B：Western blotting 检

测上清和沉淀中 His-NSP13 表达. C：NSP13 在 200 mmol/L 咪唑溶液中洗脱结果. D：Western blotting
鉴定纯化后的目标蛋白 NSP13. 泳道 V 表示含空载体 pET-28a 的菌液；泳道 M 表示蛋白质分子量标

记物 
Figure 1  Expression and purification of recombinant protein NSP13. A: Induction of NSP13 expression by 
different concentrations of IPTG. B: His-NSP13 expression in supernatant and pellet was detected by Western 
blotting. C: NSP13 in elution fractions of 200 mmol/L imidazole solution. D: The purified target protein 
NSP13 was detected by Western blotting. Lane V represents the bacterial solution containing the empty 
vector pET-28a; Lane M represents the protein molecular weight marker. 
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图 2  蛋白质 NSP13 的质谱鉴定   A：肽段的二级质谱图. B：PDCoV NSP13 氨基酸序列. 红色加粗

字体表示 NSP13 序列与肽段序列相同的部分 
Figure 2  Identification of NSP13 protein by mass spectrometry. A: Secondary mass spectrum of the peptide. 
B: The amino acid sequence of the PDCoV NSP13. The red bold font indicates the portion of the NSP13 
sequence that is identical to the peptide sequence. 

 
蛋白标准曲线，将NSP13样品的OD595值2.05代入

公式计算，得到 NSP13 蛋白浓度为 867.6 μg/mL，
换算成摩尔浓度为 12.40 μmol/L。 

PDCoV NSP13 是病毒编码的一种解旋酶，

可通过电泳迁移率实验(electrophoretic mobility 
shift assay, EMSA)对 NSP13 进行解旋活性的验

证，设置 95 ℃高温变性为阳性对照(PC)，不

加 NSP13 作为阴性对照(NC)。解旋产物的电泳

结果表明，纯化得到的 PDCoV NSP13 能够以

依赖 ATP的方式解开 dsDNA，具有较高的解旋

活性(图 4B)。 

2.6  PDCoV NSP13 具有 5′→3′解旋极性 
为了探究 PDCoV NSP13 在解开底物核酸

双链时的解旋极性，检测了 NSP13 对 3′tailed 
dsDNA、5′tailed dsDNA 和 blunt end dsDNA 的

解旋反应，发现 5′tailed dsDNA 的解旋幅度为

A(5ʹ tailed)=0.77±0.03，而 3′tailed dsDNA 和 blunt 
end dsDNA解旋幅度接近于零，分别为A(3ʹ tailed)= 
0.02±0.01 和 A(Blunt end)=0.01±0.00 (图 5)。结果

显示 PDCoV NSP13 只能解开含有 5′tailed 
dsDNA，不能解开 3′tailed dsDNA 和 blunt end 
dsDNA，说明 NSP13 是采用移位解旋的方式 
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图 3  底物结构和退火产物   A：5ʹ端有尾巴的 dsDNA. B：平末端的 dsDNA. C：3ʹ端有尾巴的 dsDNA. 
D：退火形成 3 种末端结构的 dsDNA 
Figure 3  The structure of three substrates and products of annealing assay. A: dsDNA with a tail at the 5ʹ 
end. B: dsDNA with a blunt end. C: dsDNA with a tail at the 3ʹend. D: dsDNA with three terminal structures 
was formed by annealing reaction. 

 

 
 

图 4  蛋白浓度测定和活性验证   A：蛋白浓度标准曲线. B：重组蛋白 NSP13 解旋活性的验证 
Figure 4  Detection of protein concentration and verification of the helicase activity of NSP13 protein. A: Protein 
concentration standard curve. B: Verification of unwinding activity of recombinant protein NSP13. 

 
(酶先加载到单链上)解开双链，而不是局部解

旋的方式(酶直接加载到双链上)。即 PDCoV 
NSP13 在发挥解旋作用时先加载到底物的 5′单
链，然后按 5′→3′方向逐步解开双链，NSP13
具有 5′→3′解旋极性。 

2.7  不同因素对 PDCoV NSP13 解旋活性的

影响 
酶的活性受到多种因素的影响，包括酶促

反应体系中二价金属离子种类和溶液 pH 等。

在 NSP13 解旋体系中分别加入 Mg2+、Zn2+、

Ca2+和 Mn2+，发现存在 Mg2+和 Mn2+时，NSP13
具有较好的解旋活性；存在 Zn2+时，NSP13 只

展现出微弱的解旋活性；NSP13 在含有 Ca2+体

系中则无法发挥解旋活性(图 6A)。当在解旋反

应体系中加入不同浓度 Mg2+，发现低浓度

Mg2+条件下即可达到最大解旋幅度，浓度在

0.5–6.0 mmol/L 范围内的 Mg2+对 NSP13 解旋反

应无明显影响(图 6B)。 
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图 5  检测重组蛋白 NSP13 的解旋极性   A：NSP13 解旋反应示意图. B：解旋产物的电泳. C：不同

dsDNA 的解旋幅度. 图中误差棒表示标准差. PC：阳性对照；NC：阴性对照 
Figure 5  Detection of unwinding polarity of recombinant protein NSP13. A: Diagram of unwinding assay 
for NSP13. B: Electrophoresis of the unwinding products. C: Unwinding amplitude of different dsDNA. The 
error bars in the figure indicate the standard deviation. PC: Positive control; NC: Negative control. The same 
below. 

 

 
 

图 6  不同因素对 PDCoV NSP13 解旋活性的影响   A：不同金属离子对 NSP13 催化的解旋反应的影

响. B：不同浓度 Mg2+对 NSP13 催化的解旋反应的影响. C：不同 pH 对 NSP13 催化的解旋反应的影响. 
D：ATP 浓度 NSP13 催化的对解旋反应的影响 
Figure 6  Effects of different factors on the unwinding activity of PDCoV NSP13. A: Effect of metal ions to 
unwinding reactions catalyzed by NSP13. B: Effect of Mg2+ concentrations to unwinding reactions catalyzed 
by NSP13. C: Effect of pH to unwinding reactions catalyzed by NSP13. D: Effect of ATP concentrations to 
unwinding reactions catalyzed by NSP13. 
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调节 NSP13解旋体系的溶液 pH分别为 4、
5、6、7、8 和 9，观测 dsDNA 被解开的幅度，

发现 NSP13 在 pH 为 4–9 时，均可以有效地解开

dsDNA，说明一定范围内的溶液 pH 对 NSP13 的

解旋反应无明显影响(图 6C)。在解旋反应体系

中加入不同浓度 ATP，实验发现 ATP 浓度对

NSP13 解旋反应结果有一定影响，即在低浓度

ATP 范围内，解旋幅度随着 ATP 浓度升高而增

大，在 3 mmol/L ATP 时达到最大(图 6D)。 

2.8  PDCoV NSP13 具有退火功能 
部分解旋酶不仅有解旋活性，还具有退火

功能[17-18]。本研究发现 PDCoV NSP13 是一种移

位解旋酶，能够以 ATP 依赖的方式沿着 5′→3′
方向打开底物的核酸双链，但是并不清楚

NSP13 是否也具有退火功能。当在解旋反应体

系中加入足量的 TrapDNA (500 nmol/L)，观察

不同浓度 NSP13 的解旋反应，发现在低浓度范

围内，解旋幅度随着 NSP13 浓度升高而增大，

随后达到最大解旋幅度，然而高浓度 NSP13 促

使解旋幅度降低(图 7A)，说明 NSP13 浓度过高

会抑制解旋活性，但是并不能直接说明 NSP13
具有退火功能。 

为了进一步直观地观察 PDCoV NSP13 是

否具有退火功能，在反应溶液中加入浓度均为

4 nmol/L 的单链 DNA1-FAM 和 DNA2，发现不

加 NSP13 时，少量 ssDNA 能够自发退火形成

dsDNA (图 7B)；当反应体系中加入 160 nmol/L 
NSP13 时，能够明显观察到 ssDNA 退火形成

dsDNA (图 7C)。说明 PDCoV 的 NSP13 蛋白能够

增强 ssDNA 的退火效应，形成更多的 dsDNA，

NSP13 退火的具体分子机制有待深入探索。 

3  讨论与结论 
21 世纪以来，冠状病毒引发了多种类型的

传染病，特别是新冠疫情的出现，使得冠状病 

 
 

图 7  鉴定 PDCoV NSP13 的退火功能   A：不

同浓度 NSP13 对 dsDNA 解旋反应的影响. B：不

加 NSP13 的 ssDNA 自发退火结果. C：加入 NSP13
后的 ssDNA 退火结果 
Figure 7  Identification of the annealing function 
of PDCoV NSP13. A: Effects of NSP13 
concentrations on the the unwinding reaction of 
dsDNA. B: Results of spontaneous annealing of 
ssDNA without NSP13. C: Results of ssDNA 
annealing after addition of NSP13. 

 
毒更加受到科研人员的重视[19]。然而，对动物

冠状病毒的研究仍然较少。PDCoV 是一种新型

的猪肠道致病性冠状病毒，与猪流行性腹泻病

毒(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)和猪

传染性胃肠炎病毒(transmissible gastroenteritis 
virus, TGEV)等其他猪腹泻性病毒引发的混合

感染，是当前养殖场猪腹泻性死亡的主要原

因。截至目前，仍然缺少有效的疫苗和抗病毒

药物对 PDCoV 进行防治。非结构蛋白 NSP13
是冠状病毒编码的一种解旋酶，不同冠状病毒

的 NSP13 在序列上高度保守[20]。NSP13 是调控

病毒复制的关键蛋白，被视为研发广谱抗冠状
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病毒药物的理想靶点，筛选能够靶向 NSP13 从

而抑制病毒复制的小分子化合物或天然提取物

成为药物研发的重要策略。NSP13 作为冠状病

毒编码的解旋酶，由多个结构域构成，可以通

过构建缺失体等手段来研究这些结构域的具体

功能 [21]。通过虚拟筛选、分子对接和分子动力

学模拟等方法，部分能够直接靶向 NSP13 的天然

产物和小分子化合物逐渐被发现，这些药物有望

通过调控 NSP13 功能从而达到抑制病毒复制和

增殖的效果。 
Corona 等[22]发现杨梅黄酮、槲皮素、山奈

酚、黄烷酮和甘草黄酮C能够抑制严重急性呼吸

道综合征冠状病毒 2 型(severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) 解 旋 酶

NSP13 的解旋活性。Adedeji 等[23]发现小分子化合

物 SSYA10-001 也能够抑制 SARS-CoV NSP13 解

旋活性。Shu 等[24]发现枸橼酸铋钾、枸橼酸铋

雷尼替丁和枸橼酸铋均能以剂量依赖性的方式

抑制 SARS-CoV-2 NSP13 的解旋活性。而且

Yuan 等 [25]发现枸橼酸铋雷尼替丁表现出低细

胞毒性，能够抑制 SARS-CoV-2 的复制，可使

人呼吸道的病毒载量明显减少，减轻肺炎症

状。氯法齐明是一种具有良好安全性的抗麻风

病药物，Yuan 等 [26]发现氯法齐明能够抑制冠

状病毒 S 蛋白介导的细胞融合以及病毒解旋酶

NSP13 的活性，具有泛冠状病毒抑制作用，能

够减少肺中的病毒载量和粪便中的病毒排出，

并减轻与病毒感染相关的炎症。但是，这些已

有的研究基本上都局限在体外，后续需要通过

更多的动物实验去证实药物的有效性。中药提

取物具有抗氧化、免疫调节、抗病毒、抗菌和

抑制酶活性等多种功能[27-28]，在靶向 NSP13 抑

制冠状病毒复制方面展现出潜在的研究价值和

广阔的应用前景。 
PEDV、SARS-CoV 和 SARS-CoV-2 这 3 种

冠状病毒的解旋酶 NSP13 具有相似特征，能够

利用 NTP 水解产生的能量，解开含有 5′-overhang
的 dsDNA [15,29-30]。而且，5′-overhang 的长度越

长，SARS-CoV 和 SARS-CoV-2 NSP13 酶促的

解旋幅度和反应速率越大[29,31]。本研究探究了

金属离子、溶液 pH、NTP 和酶浓度对 PDCoV 
NSP13 解旋酶活性的影响，发现不同金属离子

对 PDCoV NSP13 解旋活性的影响存在明显差

异，存在 Mg2+和 Mn2+时，NSP13 具有很强的解

旋活性，这与 PEDV 和中东呼吸综合征冠状病

毒(middle east respiratory syndrome coronavirus, 
MERS-CoV)解旋酶 NSP13 中的研究结论[15,32]

一致。一定范围内溶液 pH 值(pH 4–9)的变化对

PDCoV NSP13 解旋活性的影响则是不明显，而

PEDV NSP13 在 pH=5 时观察不到底物的解链，

MERS-CoV NSP13 在 pH=4 时底物存在微弱的解

链[15,32]。酶促的解旋反应中可能同时存在两个反

应进程，即双链解旋反应和单链退火反应，但

是由于存在 ATP，解旋效应远远强于退火，所

以退火效应无法被直接观察。本研究发现

PDCoV NSP13 在 80 nmol/L 时会抑制其自身的

解旋活性，而且 NSP13 还具有促进核酸单链的

碱基互补配对形成核酸双链的退火功能，目前

尚无文献对此现象进行报道。本研究有助于理

解 NSP13 调控病毒复制的分子机制，为研发以

NSP13 作为靶点的抗冠状病毒药物奠定了理论

基础。 
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