
LOGO 

实用生物信息技术 

猪繁殖与呼吸综合征病毒非结构蛋白
NSP1β的PCPβ活性分析 

李文辉   牛银杰   王云鹤    张利杰 

哈尔滨兽医研究所 

报告人：张利杰 

    

2012.06.10 

CAAS11S G16 



Company Logo 

•研究背景 

 

•序列比对与分析 

 

•系统进化分析 

 

•结构分析 

 

•参考文献 

提纲 



Company Logo 

研究背景 

PRRSV 
  >尼多病毒目 

       >动脉炎病毒科  

             >动脉炎病毒属 

 

 

  LV----欧洲株原型 

  VR2332----美洲株原型 

  EAV----马动脉炎病毒 

  SHFV----猴出血热病毒 

  LDV----乳酸脱氢酶增 

               高症病毒 
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        NSP1β是在病毒侵入宿主细胞后复制起始时产生的，通过自身
的C 末端PCP 结构域从NSP2下游自动切割下来产生的。已有研究表
明，该蛋白在病毒的生命循环及其毒力维持方面具有重要作用。 
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除此之外，已有报道NSP1β还具有抑制感染细胞内先天性免疫
反应信号传导的作用，而NSP1β的结构在PDB中已经存在，在此
我们试图对其结构及其蛋白酶活性进行分析。 
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序列比对与分析 

1. 序列检索 

    UniProtKB: 

    Arterivirus→ reviewed → Replicase polyprotein 1ab 

   登录号依次为： LV （Q04561）  

                               HB-1 （Q8B912 ）                  EAV （P19811 ）  

                               16244B （Q9YN02 ）             SHFV （Q68772） 

                               VR2332 （Q9WJB2 ）            LDV （Q83017） 

                               USA/SD（A0MD28 ） 
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注：UniProtKB 中所得EAV、LDV、SHFV并非NSP1β，而是其前体包括NSP1α在内，于是我们便按照Fei Xue et al, 2010, JVI 文献 

       中的序列进行了截短。 
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以下截图为UniProt 中HB-1 的结构分析，存在一结构域肽酶_C32，起止位点
为NSP1β的83和203位氨基酸，这与后面SMART的预测结果有差别。 
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系统进化分析 
 1. 进化树的构建 

     使用软件：MEGA  5.05 

欧洲型 

北美型 

PRRSV 
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2. 结果分析： 

            虽然已有报道说明PRRSV 中的NSP1β和NSP2 的变异率 

    最高，但是此进化树结果表明本报告所选毒株的变异率不是 

    很高，并与全基因组序列的进化分析结果相一致。 

            16244B株、VR2332株、HB-1株位于同一分支，均为欧  

    洲型PRRSV毒株，LV株与UAS/SD株位于同一分支，均为北 

    美型PRRSV毒株，其bootstrap 值均达99％以上。 
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                                                                                                       六个螺旋大约分
别                                               

                                                                                                       在                                        

                                                                                                      α1：36-49 

                                                                                                      η1：55-57 

                                                                                                      η2：78-81 

                                                                                                      α2: 86-92 

                                                                                                      α3：100-110 

                                                                                                      α4：120-128 

                                                                                                    不同于文献中已研 

                                                                                                    究的毒株，HB毒株 

                                                                                                    还有另外的α螺旋 

                                                                                                       157-160 

                                                                                                       163-166 

                                                                                                       170-175 

                                                                                                       183-186 

                                                                                                         

1. 二级结构预测       使用软件：ExPASy 

结构分析 



Company Logo 

 

                                                                 七个折叠大约分别在 

                                                                                              β1:2-7 

                                                                                              β2:10-15 

                                                                                              β3:17-23 

                                                                                              β4：135-140 

                                                                                              β5:145-150 

                                                                                              β6:153-158 

                                                                                              β7:165-176 

                                                                                               不同于文献中已研 

                                                                                               究的毒株，HB毒株 

                                                                                               还有另外的β折叠  

                                                                                               55-60 

                                                                                               70-75 

                                                                                               170-175 
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SOPMA预测结果 

α螺旋：6 个                  β折叠：12个 

 

         两种软件预测结果均与文献报道中的数据有差别，这恰恰说明“即使最著名的算法也大约只
有60％的预测准确率”，因此大家不要过于迷信软件，只能将其作为一种辅助工具，万不能直接
作为最终的实际结果，正确的结果是需要通过实验手段验证的。 
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2. 结构域分析 

    使用软件：SMART 

预测结果： 

       存在一个结构域 肽酶 _C32，
从75位氨基酸开始，到202位氨
基酸终止，E值<0.001，可信度
较高。 

       该结果与UniProtKB中的公布结果（非预测，见

第八页，为83和203）在起止氨基酸位点上有差异！ 
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3. 同源建模 

    使用软件： Swiss-Model 

建模建模，均发
现G203丢失，

不只是什么原因！
其所用模版为

3MTV（PRRSV 

NSP1β，即前面

提到的已解析出
来的结构，只是
毒株不同），两
者序列一致性达
96.6％，所以我

们索性就直接用
模板在此进行分

析。 
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          PDB ID：3MTV 
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Fei Xue et al, 2010, JVI 
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         4. PCPβ 结构域和 CTE 结构域 

                   由于我们想分析的是NSP1β的蛋白酶活性，所以在此重点介绍与其相关的 

              的PCPβ 结构域和 CTE 结构域。 

 

α2 

α4 

α6 β5 
β7 

CTE 

活性口袋呈U型 

左侧为α2螺旋（黄
色）； 

底部为α4螺旋和α6螺

旋部分残基的侧链共
同组成（红色）； 

右侧为β5和β6共同组
成（蓝色）； 

活性中心为位于结合
该口袋的底物得得顶
端，为C90和H159； 

而该蛋白的CTE就像

底物一样紧紧结合于
该口袋中！ 
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验证是否靠氢键将CTE固定于该口袋中！发现活性中心存在三条氢键！ 
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测量G203原子与其周围各原子的距离！最小距离为2.80埃！ 
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我们所做的结果与文献报道有一
定出入，发现H159 与Q148 之间
存在2个氢键，而C90 与 G203之

间存在1个氢键 
文献：H159 与Q148 、L160分别形成
1个氢键，构成氢键网络，作于类似于
电荷中继系统。 

应为
Leu160  

Fei Xue et al, 2010, JVI 
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以甘氨酸残基羧基上的一个氧原子
原子为基点，测量距离均在2.8埃以
上 

文献： G203 由C90 的巯基基团与H159 

的咪唑基团稳定，距离分别为2.1埃和
2.5埃 

Fei Xue et al, 2010, JVI. 

应为
Leu160  

文献： G203 由C90 的巯基基团与H159 

的咪唑基团稳定，距离分别为2.1埃和
2.5埃 

Fei Xue et al, 2010, JVI. 

应为
Leu160  
应为

Leu160  
应为

Leu160  
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木瓜蛋白酶样活性位点和分解位点以红框和蓝框表示 ，螺旋和折叠如图所示 

﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌ ﹌﹌﹌﹌ ﹌﹌﹌﹌ ﹌ 

5.  自切模型 
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木瓜蛋白酶样活性位点和分解位点以红框和蓝框表示 ，螺旋和折叠如图所示 

﹌﹌﹌﹌﹌﹌ ﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌ 
﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌﹌ 
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讨论 

       由于在利用我们的HB-1序列进行同源建模的时候发
现，G203 残基总是自动丢失，而两者序列一致性达96.6

％，并且活性位点未发生突变，所以我们便索性直接用
解析出的结构（3MTV）进行分析，在我们试图本去还
原饶子河老师的解析结果时，发现其中出现很多不同的
地方，原因未知，这我们有待进一步学习研究！ 
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