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新冠病毒聚合酶 Nsp12 的制备和表达条件的优化 

刘奕飞 

【摘要】 新型冠状病毒肺炎疫情在全球流行，是近一个世纪以来对全人类影

响最大的传染病之一，对世界产生了空前的影响。同 2003 年的 SARS病毒相

比，新冠病毒有着更长的潜伏期与更强的传染能力[1]，在这一过程中病毒的复

制转录系统承担着重要的作用。对于冠状病毒家族成员，转录复制系统的核心

是其非结构蛋白中的 Nsp12，功能上属于 RNA依赖的 RNA 聚合酶，该蛋白被认

为是抗冠状病毒药物开发的关键药物靶点[2-4]。值此疫情肆虐全球目前又无特效

药之际，如何获得大量高纯度的 Nsp12 蛋白是对推进后续研究极有现实意义的

课题。本研究旨在摸索新冠病毒 Nsp12 的制备纯化条件，通过优化条件制备出

足够的高纯度的 Nsp12蛋白，为后续的新冠病毒复制机制的探究、开发抗新冠

肺炎的特效药及药物的筛选奠定基础。 

 

【关键词】新冠病毒（SARS-COV-2）；RNA聚合酶（RNA polymerase）；蛋白表

达和纯化（expression and purification of protein） 
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背景 

新冠病毒 Nsp12蛋白是转录复制的核心成分[4]，高纯度的 Nsp12蛋白对于

开展新冠研究是必不可少的生物材料，例如对于新冠病毒转录复制复合体结构

的解析、以及靶向 Nsp12的特效药筛选，而 Nsp12蛋白的表达纯化有着较高的

难度，主要体现在 Nsp12的纯化过程中有一类杂蛋白和 Nsp12 性质相似，结合

紧密，现有的纯化手段难以将其去除，导致获取足够量的、高纯度的 Nsp12蛋

白十分困难。 

我们团队曾通过改变诱导温度，诱导剂浓度，菌液浓度等一系列条件进行

尝试，而杂蛋白无法被去除这一现象均没有明显的改善。实验室常规的对菌液

诱导降温的手段是冰浴降温，在一次 Nsp12纯化实验中，由于制冰机的故障我

选择使用摇床自带的降温系统进行降温，通过后续的蛋白电泳，我发现杂蛋白

的量大大减少（图 1），极大地增加了 Nsp12蛋白的产量，由于本次实验其余条

件均和之前的操作保持一致，因此我猜测是由于降温手段的改变对于杂蛋白的

产量有明显的影响。接下来我对这一现象展开探究。 

 

图 1. 通过改变降温方式，其他纯化条件都保持不变时，从镍柱上洗脱下来的蛋白样

品中杂蛋白的比例大大减少 

 

通过质谱实验的鉴定，该杂蛋白为一类名为 arnA的蛋白质，属于革兰氏阴

性菌中的一种双功能酶，能够对其细胞壁上脂多糖中的 lipid A 进行修饰，这

一修饰是革兰氏阴性菌对部分抗生素耐受的结构基础[5]，而 lipid A 是脂多糖

能够锚定在细菌的外膜上的重要结构，对于细胞膜流动性有着重要影响，相比

于组成脂多糖的其他部分，lipid A 的结构和修饰非常保守。有研究表明，耐
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冷的菌株中脂多糖构成与正常菌株有着较大的差异，主要体现在不饱和程度

高，密度更大，这保证了低温下细胞膜的流动性[6]，在大肠杆菌经过低温刺激

后，脂多糖的成分发生较大的变化[7]。因此我们大胆猜测，冰浴降温属于较为

剧烈的的低温刺激，由此带来了其表面脂多糖的成分更新来保证细胞膜流动

性，属于细菌的应激反应，而脂多糖成分的更新诱导了其所需的修饰蛋白 arnA

的表达上调，同时 arnA与我们的目的蛋白 Nsp12有着较强的结合能力，因此才

产生上述纯化难题。 

因此，我们设计实验，尝试探究不同降温手段对杂蛋白产量和性质的影

响。并证实了摇床的空气制冷系统所带来的较为温和的降温手段降低了杂蛋白

arnA的产量，并改变了其性质，使其与 Nsp12的结合没有那么紧密，改善了

Nsp12的纯化效果。 

 

材料与方法 

一、 材料 

主要试剂与仪器  

1.1主要试剂  

表 1 实验主要试剂 

药品名称 生产厂家 

LB培养基混合粉末 北京化工厂 

质粒小提试剂盒： 诺唯赞 

胶回收试剂盒： 诺唯赞 

琼脂糖 Titan 

T4DNA连接酶： NEB 

DNA限制性内切酶： takara 

PrimerStar DNA 聚合酶： takara 

dNTPs： 北京化工厂 

Ni-NTA agarose 树脂： GE healthcare 

DNAmarker  生工 
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1.2主要仪器 

表 2实验主要仪器 

仪器名称 型号 来源 

大容量立式离心机 Backman 昆山市超声仪器有限公司 

超声波细胞粉碎机 JY92-2D 宁波新芝公司 

快速液相色谱仪 AKTA Pure 上海升利仪器测试有限公司 

pH计 JJ-1 北京易秀博谷生物科技有限公司 

纯水仪 mili-Q 郑州长城科工贸有限公司 

恒温培养箱 202-00 上海浦东荣丰科学仪器有限公司 

电泳仪 DYY-6C 北京六一仪器厂 

凝胶成像仪 TG 1650-WS 
JY04S-3C Beijing Junyi-Dongfang 

Electrophoresis Equipment Co.,itd. 

摇床 TH2-C 苏州市英培实验设备有限公司 

光学显微镜 IM6ex ANTI-MOULD Nikon 

PCR 扩增仪 AFMSRCE 东胜创新 PCR仪 

高压细胞破碎仪 JN3000 PLUS JNBIO公司 

阳离子交换柱： 

阴离子交换柱： 

凝胶排阻层析柱 

ZG-WT-028 

PRP-X110 

G-100 

GE Health Care 

核酸电泳仪 ST30-EPS-100 
JY300E Beijing Junyi-Dongfang 

Electrophoresis Equipment Co.,itd. 

 

二、方法  

本研究主要分为分子克隆、蛋白质表达纯化两个部分。在蛋白表达步骤，对

比“冰浴降温”及“摇床降温”两种降温手段的降温速率，并探究两种降温手段

导致杂蛋白 arnA 表达的差异。 

 

1．分子克隆 

试验方法具体操作参考了《分子克隆实验指南第二版》[8]，略有改动。 
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Nsp12全长序列来源：NCBI
 [9]
 

（1） PCR 聚合酶链式反应 

选取 Nsp12 两端上下游 25bp 的序列，分别加上 BamHI 和 XholI酶切识

别序列，设计出正反向引物，引物由金唯智生物科技有限公司合成。使

用 pET-22b载体作为表达载体、限制性内切酶切位点为 BamHI 和 XholI

进行 PCR 反应。得到带有可被特定的限制性核酸内切酶识别的粘性末端

的 DNA片段。   

  

（2） 载体、片段的酶切及回收 

通过琼脂糖凝胶电泳回收到的 PCR产物的水溶液，用 BamHI 和 XholI

限制性内切酶于 37℃进行双酶切。 

 

（3） 片段与载体的连接、转化，阳性克隆的筛选、鉴定 

将酶切后的载体与片段回收，并以 1:5-1:10 摩尔比混合，用 T4 连接

酶 16℃过夜连接，将连接产物加入刚于冰上融化的 E.coli DH5α 感受

态细胞，冰上静置 20 min。42℃热激 45 s，再置于冰上 3 min，加入 

300 μL LB 培养基，在 37℃摇床培养 60 min。将感受态涂布于含有

100 mg/L 氨苄霉素的平板上，于 37℃过夜培养。 

次日，从平板上随机挑选多个单克隆，分别接种于 5 mL LB 培养基中培

养 10 h-15 h后，用质粒提取试剂盒提取质粒，将少部分质粒进行酶切

及琼脂糖凝胶电泳检测，在相应基因大小位置有明显条带即初步判定为

阳性克隆。阳性克隆对应质粒交由测序公司进一步进行测序。 

   

2 蛋白表达纯化 

根据构建成功的 pET-22b-Nsp12 表达质粒，使用大肠杆菌原核表达系统

表达并纯化出高质量的 SARS-CoV-2 Nsp12 蛋白。 

 

（1） 蛋白表达： 

大肠杆菌扩增培养、诱导：将构建成功的 Nsp12 表达质粒转化入大肠杆

https://www.sogou.com/link?url=hedJjaC291PdH4o2VoFH5mAvEx1LCVlUFk-v1UlUU-ctAqk9osCO94K4ei2tMtkirpkDEURotHSt5pUc3zy0dg..
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菌 BL21（DE3）感受态细胞中，涂布于含有 100mg/L 氨苄青霉素的平板

并于 37℃恒温箱过夜培养。从平板上挑取一个单克隆，接种于 5 mL 的 

LB 培养基中，于 37℃摇床过夜培养。将 5 mL 的培养菌液接种到含 1L 

LB 培养基的锥形瓶中（氨苄青霉素浓度为 100 mg/L），37℃震荡培养 

3-4 小时，至菌液的 OD 值在 0.6-0.8 之间，冰浴降温，加入诱导剂 

IPTG 至终浓度为 0.4 mM，并于 16℃过夜培养，诱导目的蛋白表达。 

 

（2） 降温方式的探究： 

大肠杆菌诱导之前需要降温至 16℃，一般采用冰浴的方式对培养瓶进行

迅速降温。 在尝试过改变诱导温度，诱导剂浓度等一系列条件，但无法

提高蛋白质量时，我尝试了使用摇床自带的降温系统对培养瓶进行缓慢

降温，并对冰浴降温和摇床降温两种降温方式进行对比，探究两种降温

手段导致杂蛋白 arnA 表达的差异。   

 

① 平行设置两个实验组（互为对照）：24瓶大肠杆菌菌液随机抽取 12

瓶采用冰浴降温，12瓶采用摇床降温，均降低至 16℃。摇床降温条件：

设置摇床温度 16℃，转速 180rpm，降温系数 0.5，冰浴降温条件：采用

2L 碎冰+2L水，并将培养基放入。由于冰浴降温速度更快，故将冰浴降

温组采样间隔设置为 1min，摇床组采样间隔 10min，至菌液温度达到

16℃时停止测量。 

 

②用冰浴降温和摇床降温得到的蛋白上清液均稀释至 200ml，每种上清

液使用三根分别含有 5mlNi亲和介质（GE healthcare）的柱子进行纯

化，通过重力使蛋白上清液流过柱底的介质，将上清液反复过柱三遍，

洗去柱子中残余的上清液后，用 30ml裂解缓冲液重悬介质，取样，待

30ml 洗杂裂解缓冲液流干后，再注入 30ml裂解缓冲液，重悬并取样，

以此类推，可分别得到 0ml、30ml、60ml、90ml洗杂时的蛋白样品（裂

解缓冲液成分：150mM NaCl, 25mM Tris 8.0, 4mM MgCl2, 10% 甘油，

20mM 咪唑）。 
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③在洗杂 90ml后，再继续用 60ml 裂解缓冲液对每柱亲和介质进行洗

杂，使洗杂总体积达到 150ml，再用 30ml裂解缓冲液对介质进行重悬，

并再次取样。每管样品取 4微升进行蛋白质凝胶电泳，检测洗杂效果，

并使用 ImageJ软件测算蛋白条带亮度，根据测量值计算杂蛋白占比。  

 

（3） 纯化部分： 

依照《蛋白纯化指南》第二版进行蛋白表达[10]，略有改动。 

 

①免疫亲和层析：将得到的含有目的蛋白的上清液加入含有镍填料的层

析柱中，使用含有 20mM/L咪唑的缓冲溶液进行杂蛋白的清洗，最后使用

200mM/L 咪唑的缓冲溶液竞争性地将目的蛋白洗脱下来。 

 

②离子交换层析：根据 Nsp12 的带电性质使用阴离子交换柱进行结合，

缓慢增加缓冲液盐浓度，根据 AKTA系统对蛋白 280 特征吸收峰的监测，

判断蛋白被洗脱的时间并进行收集。 

 

③凝胶排阻层析：将离子交换纯化后的蛋白溶液浓缩并离心，上样至凝

胶排阻柱中，达到分离不同分子量大小蛋白质的效果。 

    

 

结果 

1． 两种降温手段的降温速率的对比 

 

不同降温手段对应的降温操作已在前文“降温方式探究”中详细描述。直

到降温到 16℃停止采集数据时，两组各采集了 15组数据，将数据导入到

graphpad软件中进行做图，得到如下的瓶内培养基温度下降随时间变化的曲线

（图 2），并根据数据计算出平均降温速率。 
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                                       时间 

图 2. 两种降温方式的降温速率随时间变化曲线图 

 

由图可以看出，如果将 1L 培养基从 37℃降至 16℃，冰浴降温需要 14分

钟，平均 1.5℃/min；摇床降温需要 140分钟，平均 0.15℃/min，该实验可以

证实，两种降温方式在降温速率上有较大差异。 

 

2. 两种降温手段导致蛋白表达差异 

探究不同降温手段对于杂蛋白影响的实验操作已在前文“降温方式探究”中

详细描述。通过改变降温方式，原来的冰浴降温改变为摇床降温后，杂蛋白产生

了明显的变化，首先是产量降低（图 3），其次是杂蛋白与目的蛋白的结合能力减

弱（图 4-5）在未洗杂之前，杂蛋白的占比就由 55%降低至 50%，用 90ml 缓冲液

洗杂之后，杂蛋白降低至 19%，相比于冰浴降温实验组的 52%有了明显的改善。 

 

图 3. 两种降温方式在梯度洗杂后，柱中介质的蛋白凝胶电泳图 
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图 4-5 两种降温方式，梯度洗杂导致杂蛋白占比变化曲线图 

讨论 

新冠肺炎疫情自 2019年底首次在武汉爆发以来，迅速在世界范围扩散流行。

对全人类产生了空前的影响，针对新型冠状病毒的药物靶点研究以及新药的研发

迫在眉睫。2020 年 2 月 3 日，《自然》在线发表论文介绍了 SARS-COV-2 的基因

组序列的分析[11]。新冠病毒基因组由 29.9k bp 的碱基组成，有 14 个开放阅读

框，其中开放阅读框 ORF1ab共编码了 16种非结构蛋白 nsp1 - nsp16。冠状病

毒 16 种非结构蛋白主要在病毒的复制和转录过程中起重要作用，其中 Nsp12 是

病毒转录复制复合物的核心蛋白，叫做 RNA 依赖的 RNA 聚合酶（RNA dependent 

RNA polymerase）简称 RdRp，它负责 RNA 的合成，是病毒得以快速繁衍的关键，

因此，也是最重要的抗病毒药靶之一。在冠状病毒家族中该蛋白较为保守，新冠

病毒 Nsp12 与 SARS Nsp12 有着 96.4%的序列相似度[11]，目前 SARS病毒的 Nsp12

结构已经被解析，新冠病毒 Nsp12 的结构解析值得尝试，因此，纯化出高质量

的新冠病毒 Nsp12 蛋白对于该工作的推进有着重要的意义 

 

本研究致力于纯化高质量的新冠病毒 Nsp12蛋白质，在研究过程中，发现

杂蛋白 arnA的存在极大影响了 Nsp12 的产量和纯度，因此后续的工作主要是围

绕杂蛋白优化展开，通过对杂蛋白 arnA 的鉴定以及相关背景的调研，我们对于

过量杂蛋白 arnA 的产生有利一个合理的猜想，也符合我们偶然一次实验更换降

温条件而得到的效果，并以此设计了本实验，来探究更换降温手段对于蛋白纯
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化的效果。通过实验证明，摇床降温的速率较慢，在较温和的降温条件下，杂

蛋白 arnA 的表达量有所降低，并且与 Nsp12的结合不再紧密，容易被缓冲液洗

脱下来，该手段极大地提升了通过免疫亲和层析得到的蛋白的纯度，这使得后

续的离子交换层析和分子筛层析的分离效果变得更好。 

 akta 蛋白纯化系统是通过不同的出峰位置来分离目的蛋白与杂蛋白，通

过目的蛋白与杂蛋白的出峰示意图，可以说明纯化的难点以及优化后效果（图

6）。 

 

 

A.优化前 Nsp12离子交换层析出峰示意图    B. 优化前 Nsp12分子筛层析出峰示意图 

     

C．优化后杂蛋白减少后出峰位置不变但峰高降低，与目的蛋白混杂的部分大大减少，

纯度足够、值得收集的 Nsp12蛋白由优化前的一少部分变为优化后的绝大部分 

图 6. 纯化原理示意图 

    在本研究中，改变降温方式对杂蛋白的产量和性质产生了影响，基于前

期的调研我们进行如下推测，首先，急剧的降温会使得大肠杆菌细胞产生相应

的应激反应，体现为表面由饱和的脂多糖变为不饱和脂多糖来保证细胞膜的流

动性，而脂多糖的迅速更新需要大量 arnA进行修饰，由此引发了 arnA的过表

达，这一进程中 arnA的表达情况也可能和降温的幅度与剧烈程度有关系。此
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外，关于 arnA 相关的结构研究表明，arnA能够以四聚体和六聚体的形式存

在，而在六聚体中其关键的羧化酶结构域紧密地朝向对称中心，不利于其行使

催化功能[12、13]，因此猜测四聚体可能是行使其功能的基本单元，也是易于和

Nsp12结合的状态，由于温度剧烈的变化，部分六聚体转变为四聚体进行催化

以保护细胞，这也导致了其与 Nsp12 的紧密结合，因此，在使得温度变化缓和

之后，大量与 Nsp12松散结合的六聚体得以被轻易洗脱下来。基于上述猜想，

后续我们可设计实验进行更多的探究和尝试，譬如构建 arnA 缺失型菌株，用于

Nsp12蛋白的纯化；尝试体外表达 arnA 与 Nsp12，探究 arnA 不同聚集状态与

Nsp12结合能力的差异等。 

结论 

通过一系列的尝试，我们通过利用摇床制冷系统进行缓慢的降温代替冰浴

的快速降温优化了 Nsp12的表达，减少杂蛋白的产生，纯化出了高质量的

Nsp12蛋白质，保证了该蛋白在后续工作中的稳定产出，为结构解析、药物的

筛选和酶活的测定奠定了良好的基础。 

 

研究工作创新性 

一、 新型冠状病毒横空出世席卷全球，该病毒的 Nsp12 蛋白承担着最核心的

病毒复制的功能。专门对 Nsp12 的表达进行优化，从而得到足够的、高

纯度的 Nsp12 蛋白，是开发抗新冠肺炎的特效药及药物的筛选的基础。

经过查新，未见相似研究。值此疫情肆虐全球目前又无特效药之际，此

研究尤显重要。 

 

二、 我在进行表达条件优化的过程中发现：使用摇床制冷系统进行缓慢的降

温代替冰浴快速降温，能够显著减少杂蛋白的产生和对目的蛋白的附

着，大幅提高了目的蛋白的纯度和表达量，从而降低了后续纯化步骤的

难度，为今后蛋白表达条件的优化提供了一个新的策略。 
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