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摘要： 旨在鉴定并深入研究 ＮＳ２ 蛋白在猫杯状病毒 （ＦＣＶ） 感染中的作用。 根据 ＦＣＶ ＳＨ２０１４ 株的基因序列， 利用生物信息学技术对 ＮＳ２ 蛋白进

行了分析， 将其在 １１０ ａａ 处截短为 ２ 个基因片段 （ＮＳ２－Ｎ 和 ＮＳ２－Ｃ）， 将 ２ 个 ＮＳ２－Ｎ 相连接。 筛选出成功表达的重组蛋白， 使用弗氏佐剂乳化后

免疫新西兰大白兔。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ） 验证多克隆抗体的特异性识别能力。 结果： 成功构建了 ｐＥＴ－３２ａ－ＮＳ２－Ｎ 和

ｐＥＴ－３２ａ－ＮＳ２－Ｎ－Ｎ 重组质粒， 并在上清液和包涵体中稳定表达了预期大小的重组蛋白。 制备的多克隆抗体能特异性识别多个病毒株的 ＮＳ２ 蛋

白。 结论： 成功制备兔抗 ＮＳ２ 蛋白的多克隆抗体， 为深入研究 ＦＣＶ ＮＳ２ 蛋白的结构和功能提供了试验材料， 为进一步阐明该病毒的致病机制奠定

基础。
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　 　 猫杯状病毒 （ ｆｅｌｉｎｅ ｃａｌｉｃｉｖｉｒｕｓ， ＦＣＶ） 是引起猫

上呼吸道疾病主要病原之一， 可感染家养猫和多种野
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生猫科动物［１］。 全基因组有 ３ 个开放阅读框 （ ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅｓ， ＯＲＦｓ）， ＯＲＦ１ （２０ ～ ５ ３１１ ｎｔ） 编码

非结构蛋白， 最终被病毒蛋白酶 （３Ｃ 样半胱氨酸蛋

白酶） 切割成 ７ 个非结构蛋白， 包括非结构蛋白 １
（ＮＳ１）、 非结构蛋白 ２ （ ＮＳ２）、 膜核苷三磷酸酶

（ＮＳ３ ）、 非 结 构 蛋 白 ４ （ ＮＳ４ ）、 非 结 构 蛋 白 ５
（ＮＳ５）、 非结构蛋白 ６ ／ ７ （ＮＳ６ ／ ７） ［２－３］。

ＯＲＦ１ 多蛋白在第一个 ＡＴＧ 开始翻译， 先形成了

·８７· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ２



一个融合蛋白即 ＮＳ１ ／ ２， 该蛋白将在 Ｅ４６ ／ Ａ４７ 位点

和 Ｅ３３１ ／ Ｄ３３２ 位点被切割， 形成 ＮＳ２ 蛋白， 分子质

量为 ３２ ｋＤａ， 因此命名为 ｐ３２， 全长 ８５５ ｂｐ［４］。 ＮＳ２
在 ＦＣＶ 复制中的作用尚未确定， 然而， ＮＳ２ 在病毒

基因组中的位置表明其是一个小核糖核酸 ２Ｂ 类似

物［５］。 研究显示， 在肠道病毒 ７１ 型感染的情况下，
病毒的非结构蛋白 ２Ｂ 可以在转染后 ６ ｈ 增加细胞质

Ｃａ２＋， 同时诱导细胞凋亡， 表明 ２Ｂ 蛋白具有病毒孔

蛋白的活性［６］。 此前对诺如病毒的 ＮＳ２ 同源物

（ｐ４８） 的研究已经证明了高尔基分解的功能， 而

ＦＣＶ ＮＳ２ 则没有这种功能［７］。
ＦＣＶ ＲＮＡ 基因组复制所需要的成分都与膜相关，

膜中包含成熟的 ＯＲＦ１ 编码的非结构蛋白， 即 ＮＳ２、
ＮＳ３、 ＮＳ４。 初步研究表明 ＮＳ２ 是一种完整的膜蛋白，
功能可能是形成复制复合体的 “核心”， 锚定了许多

其他成分。 在 ＮＳ２ 的 ２２９ ～ ２４７ ａａ 残基处包含疏水跨

膜螺旋， 帮助这三种非结构蛋白共定位于内质网， 导

致内质网膜的形态学改变［８－９］。 本研究对 ＮＳ２ 蛋白质

进行生物信息学分析， 预测其抗原表位、 结构域主要

集中在 ６ ～ ８６ ａａ。 由于全长蛋白无法表达， 因此在

１１０ ａａ 处截短成 ２ 个基因片段， 分别为 ＮＳ２ －Ｎ 和

ＮＳ２－Ｃ， 进行截短蛋白的原核表达和多克隆抗体的制

备， 为 ＮＳ２ 蛋白的生物学功能研究提供生物学材料

并奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

ＦＣＶ （ＳＨ２０１４、 ＦＸ５、 ＧＺ－ＶＳＤ、 Ｆ９） 由本实验

室分离并保存； 猫肾细胞 （ＣＲＦＫ） 由本实验室保

存； ｐＥＴ－３２ａ （＋） 载体由本实验室保存； 大肠杆菌

ＤＨ５α、 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞均购自南京诺唯赞

生物科技股份有限公司； ２ 月龄新西兰雌性大白兔购

自上海杰思捷实验动物有限公司。
ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ 裂解液购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； 反转录

酶、 高保真聚合酶、 一步克隆连接酶、 胶回收试剂盒

均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司； 质粒提取

试剂盒购自天根生化科技 （北京） 有限公司； ＩＰＴＧ
购自生工生物工程 （上海） 股份有限公司； Ｈｉｓ 标签

蛋白纯化试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；
弗氏完全佐剂、 弗氏不完全佐剂购自默克生命科学有

限公司； ＥＭＥＭ 细胞培养液和胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公

司； β－ａｃｔｉｎ 抗体 （８１１１５ － １ －ＲＲ） 购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司； 碳酸纤维素膜 （ＮＣ 膜） 购自宝生物工程 （大
连） 有限公司。
１􀆰 ２　 引物设计与合成

根据 ＦＣＶ－ＳＨ２０１４ 株 ＮＳ２ 基因序列， 设计扩增

ＮＳ２ 基因和截短片段的特异性引物， 引物包含 ｐＥＴ－
３２ａ （＋） 质粒同源臂， 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 长度 ／ ｂｐ

ＮＳ２－Ｆ ｇｃｃａｔｇｇｃｔｇａｔａｔｃｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＣＧＴＧＣＣＣＧＡＧＣＴＧＣ

ＮＳ２－Ｒ ｔｇｇｔｇｇｔｇｃｔｃｇａｇｔｇｃｇｇｃｃｇｃＴＴＣＧＣＴＧＣＧＡＡＡＧＣＣＧＧＴ
８５８

ＮＳ２－Ｎ－Ｆ ｇｃｃａｔｇｇｃｔｇａｔａｔｃｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＣＧＴＧＣＣＣＧＡＧＣＴＧＣ

ＮＳ２－Ｎ－Ｒ ｔｇｇｔｇｇｔｇｃｔｃｇａｇｔｇｃｇｇｃｃｇｃＧＧＴＣＴＧＡＴＧＣＡＧＣＧＧＡＡＴＧＧ
３３０

ＮＳ２－Ｃ－Ｆ ｇｃｃａｔｇｇｃｔｇａｔａｔｃｇｇａｔｃｃＣＡＴＣＡＧＡＴＧＧＣＧＣＧＣＣＴＧ

ＮＳ２－Ｃ－Ｒ ｔｇｇｔｇｇｔｇｃｔｃｇａｇｔｇｃｇｇｃｃｇｃＴＴＣＧＣＴＧＣＧＡＡＡＧＣＣＧＧＴ
５２８

ｌｉｎｋｅｒ－ＮＳ２－Ｎ－Ｆ ｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇａｔｃｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇａｔｃｔＡＴＧＧＣＧＴＧＣＣＣＧＡＧＣＴＧＣＧＣ

ＮＳ２－Ｎ－ｌｉｎｋｅｒ－Ｒ ａｇａｔｃｃａｃｃａｃｃａｃｃａｇａｔｃｃａｃｃａｃｃａｃｃＧＧＴＣＴＧＡＴＧＣＡＧＣＧＧＡＡＴＧＧ
６９０

　 　 　 　 　 　 　 注： 序列中小写字母为同源臂， 斜体字母 ｌｉｎｋｅｒ 为融合蛋白柔性连接体。

１􀆰 ３　 目的基因扩增及重组质粒构建

将 ＦＣＶ 接种于 ＣＲＦＫ 细胞， 提取 ＲＮＡ， 反转录

获得 ｃＤＮＡ， 并以此为模板通过 ＰＣＲ 扩增获得 ＮＳ２
基因。 ｐＥＴ－３２ａ （＋） 载体在 ＢａｍＨⅠ和 ＮｏｔⅠ位点经

双酶切， 回收目的基因 ＤＮＡ 片段和线性化载体， 然

后使用同源重组酶进行连接， 连接产物转化大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞并涂板， ３７ ℃培养 １６ ｈ 后， 挑取

单菌落并进行菌液 ＰＣＲ， 选取阳性菌落送往生工生

物工程 （上海） 股份有限公司进行测序， 测序成功

的菌液转接后提取重组质粒， 进行双酶切鉴定， 于

－２０ ℃保存备用。
１􀆰 ４　 ＮＳ２ 重组蛋白的诱导表达

将重组表达质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３）
感受态细胞， 挑取单菌落接种于 １ ｍＬ 氨苄抗性 ＬＢ
培养基， ８ ｈ 后将菌液按 １ ∶ １００ 接种至新鲜 ４００ ｍＬ
ＬＢ 培养基中， ３７ ℃， ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养至 ＯＤ６００ ｎｍ值为

０􀆰 ８， 加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ， ３７ ℃诱导表

达 １５ ｈ， ４ ℃， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 弃去上清
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液， 加入 １００ ｍＬ ＰＢＳ 重悬沉淀。 ４ ℃， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ， 收集沉淀并加入 ４００ ｍＬ ＰＢＳ 重悬超声

破碎， ４ ℃， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 分别收集上

清液和沉淀， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析蛋白表达形式。 根据

试验结果， 为了提高蛋白表达量， 对 ＩＰＴＧ 的浓度、
诱导时间、 诱导温度和 ＯＤ６００ ｎｍ值进行优化。 用 ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒进行定量， 纯化后的蛋白命名为

ＦＣＶ－ＮＳ２－Ｎ 和 ＦＣＶ－ＮＳ２－Ｎ－Ｎ 截短重组蛋白。
１􀆰 ５　 多克隆抗体制备

对包涵体进行尿素梯度溶解和蛋白纯化试剂盒纯

化， 以纯化后的重组蛋白为抗原对 ２ 月龄新西兰雌性

大白兔进行背部皮下免疫注射。 首次免疫， 重组蛋白

ＮＳ２－Ｎ 与等比例的弗氏完全佐剂充分混合乳化， 共

计注射 １ ｍｇ 蛋白。 每间隔 １４ ｄ 进行第 ２、 ３ 和 ４ 次免

疫， 抗原为重组蛋白 ＮＳ２－Ｎ－Ｎ， 佐剂为弗氏不完全

佐剂， 方法、 剂量与首次免疫相同。 第 ４ 次免疫后 ５
ｄ 采集血液， 分离血清， 即为多克隆抗体， 于－２０ ℃
保存备用。
１􀆰 ６　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

用感染复数 （ＭＯＩ） 为 ０􀆰 ５ 的 ＦＣＶ （ ＳＨ２０１４、
ＦＸ５、 ＧＺ－ＶＳＤ、 Ｆ９） 感染 ＣＲＦＫ 细胞， 分别在 ６、
１２、 １８ 和 ２４ ｈ 收样， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 将蛋白

质转印至 ＮＣ 膜。 转印结束进行 ５％脱脂乳 （ＴＢＳＴ 稀

释） ３７ ℃封闭 ２ ｈ； ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， １０ ｍｉｎ ／次， 以

５％脱脂乳按 １ ∶ ８００ 稀释多克隆抗体并作为一抗， β－
ａｃｔｉｎ 作为内参， 按 １ ∶ ５０ ０００稀释， 室温震荡孵育

２ ｈ， ４５ ｒ ／ ｍｉｎ； 以 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
作为二抗， 室温震荡孵育 １ ｈ， ４５ ｒ ／ ｍｉｎ； ＴＢＳＴ 洗涤

后， 利用 ＥＣＬ 发光成像系统显色。

１􀆰 ７　 间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ） 鉴定

病毒感染 ＣＲＦＫ 细胞， １６ ｈ 后用 ４％多聚甲醛室

温固 定 ２５ ｍｉｎ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次； 加 入

－２０ ℃预冷的甲醇， － ２０ ℃ 透化 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗 ３
次， ６ ｍｉｎ ／次； 用 ５％脱脂乳 （ＰＢＳ 配制， 加入 ０􀆰 ３％
ＴｒｉｏｎＸ－１００） 封闭 ２ ｈ， ＰＢＳ 洗 ３ 次， ６ ｍｉｎ ／次； 加

入 ５％脱脂乳 （ＰＢＳ 配制） 稀释的 ＮＳ２ 多克隆抗体

（１ ∶ １００）， 室温孵育 ２ ｈ， ＰＢＳ 和 ＰＢＳＴ 交替各洗涤 ２
次， ８ ｍｉｎ ／次； 用 ５％脱脂乳稀释 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标

记的羊抗兔 ＩｇＧ 为二抗 （１ ∶ １ ０００）， 室温避光孵育

１􀆰 ５ ｈ， ＰＢＳ 和 ＰＢＳＴ 交替各洗涤 ２ 次， ８ ｍｉｎ ／次， 全

程避光； 置于荧光显微镜下观察。
１􀆰 ８　 ＮＳ２ 蛋白同源性比对及序列分析

对 １８ 株国内外 ＦＣＶ 毒株 ＮＳ２ 氨基酸序列进行同

源性比对分析， 并构建系统发育树， 同时比对分析

ＮＳ２－Ｎ 氨基酸保守性。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＦＣＶ ＮＳ２ 基因扩增

ＦＣＶ ＮＳ２ 基因截短表达示意如图 １。 经特异性引

物 ＰＣＲ 扩增出目的片段， 电泳结果显示， ＰＣＲ 产物

与预期大小相符 （图 ２）。

图 １　 ＦＣＶ ＮＳ２ 基因截短表达

Ｍ１􀆰 Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｍ２􀆰 ＧＮ５Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＮＳ２ 基因 ＰＣＲ 产物； ２􀆰 ＮＳ２－Ｎ 基因 ＰＣＲ 产物； ３􀆰 ＮＳ２－Ｃ 基因 ＰＣＲ 产物； ４􀆰 ＮＳ２－Ｎ－

Ｎ 基因 ＰＣＲ 产物。

图 ２　 目的基因 ＰＣＲ 产物检测

２􀆰 ２　 重组基因表达质粒鉴定

测序结果显示， 克隆至 ｐＥＴ－３２ａ （＋） 载体的基

因序列与原始毒株序列一致， 表明原核表达质粒构建

成功。 重组质粒双酶切产物电泳结果显示 （图略），
出现大小分别为 ５ ９００、 ８５８、 ５２８、 ３３０ 和 ６９０ ｂｐ 的

条带， 分别与预期大小一致。
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２􀆰 ３　 重组蛋白诱导表达与条件优化

将测序正确的重组质粒分别转化大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 和 Ｒｏｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 感受态细胞， ＩＰＴＧ 诱导表

达后， 取部分菌液作全菌对照， 其他菌液经超声离心

后分离出上清液和沉淀， 并进行 １２􀆰 ５％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析， 考马斯亮蓝染色后显示， 在 ３２ ｋＤａ 附近出现

与 ＮＳ２－Ｎ 预期大小一致的条带， 为上清液表达； 在

４５ ｋＤａ 附近出现与 ＮＳ２－Ｎ－Ｎ 预期大小一致条带， 为

沉淀表达 （图 ３）。 重组蛋白诱导表达条件优化， 结

果表明， ｐＥＴ － ３２ａ － Ｎ 的最佳诱导条件为 Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３） 感受态细胞中加 ＩＰＴＧ 至终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
３７ ℃诱导 １０ ｈ； ｐＥＴ－３２ａ－Ｎ－Ｎ 的最佳诱导条件为

Ｒｏｓｅｔｔａ （ＤＥ３） 感受态细胞中加 ＩＰＴＧ 至终浓度为

２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ３０ ℃诱导 １４ ｈ。

Ｍ􀆰 蛋白分子质量标准； １􀆰 ｐＥＴ－３２ａ 菌液诱导后样品； ２􀆰 诱导菌液全菌样品； ３􀆰 诱导菌液超声破碎后上清液； ４􀆰 诱导菌液超声破碎后沉淀。
Ａ． ｐＥＴ－３２ａ－ＮＳ２ 蛋白； Ｂ． ｐＥＴ－３２ａ－ＮＳ２－Ｃ 蛋白； Ｃ． ｐＥＴ－３２ａ－ＮＳ２－Ｎ 蛋白； Ｄ． ｐＥＴ－３２ａ－ＮＳ２－Ｎ－Ｎ 蛋白。

图 ３　 重组蛋白诱导表达的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ４　 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

ＦＣＶ－ ＳＨ２０１４、 ＦＣＶ － ＦＸ５、 ＦＣＶ － ＧＺ － ＶＳＤ 和

ＦＣＶ－Ｆ９ 感染 ＣＲＦＫ 细胞后不同时间点收样， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测结果表明， 制备的多克隆抗体能识别病毒

ＮＳ２ 蛋白， 具有良好的反应原性 （图 ４）。
２􀆰 ５　 多克隆抗体 ＩＦＡ 鉴定

制备的多克隆抗体血清经 １ ∶ １００ 稀释后作为一

抗进行 ＩＦＡ 检测。 感染 ＦＣＶ－ＳＨ２０１４ 的 ＣＲＦＫ 细胞内

出现特异性绿色荧光信号， 未感染病毒的阴性对照无

特异性荧光信号 （图 ５）， 表明制备的多克隆抗体能

够识别 ＦＣＶ－ＳＨ２０１４。

１􀆰 ６ ｈ； ２􀆰 １２ ｈ； ３􀆰 １８ ｈ； ４􀆰 ２４ ｈ。
Ａ． ＦＣＶ－ＳＨ２０１４ 感染； Ｂ． ＦＣＶ－ＦＸ５ 感染； Ｃ． ＦＣＶ－ＧＺ－ＶＳＤ 感

染； Ｄ． ＦＣＶ－Ｆ９ 感染。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测多克隆抗体对 ＦＣＶ 感染细胞中

ＮＳ２ 表达的识别

图 ５　 多克隆抗体的 ＩＦＡ 鉴定 （标尺＝１００ μｍ）
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２􀆰 ６　 ＮＳ２ 蛋白序列分析比对

对 １８ 株 ＦＣＶ 毒株的 ＮＳ２－Ｎ 进行氨基酸比对分

析， 其中 ＦＣＶ－ＦＸ５ 为基因Ⅱ型， 其他毒株均为基因

Ⅰ型。 比对结果发现 ＮＳ２ 的 Ｎ 端除 ２ 个固定突变位

点外， 较为保守 （图 ６）。 基于 ＮＳ２ 蛋白氨基酸序列

构建系统发育树， 发现所选的 ４ 个毒株分布在各大分

支 （图 ７）， 进一步说明 ＮＳ２ 多克隆抗体可以广泛

应用。

图 ６　 ＦＣＶ 毒株 ＮＳ２－Ｎ 氨基酸序列比对

∗本研究所用毒株。

图 ７　 ＦＣＶ 毒株 ＮＳ２ 序列系统遗传进化树

３　 讨论

ＦＣＶ 在免疫压力下随着时间推移突变出多种可

引起猫不同临床特征的新毒株， 从传统的引起口腔溃

疡和上呼吸道症状的毒株， 逐渐突变出现引起猫严重

下呼吸道症状， 如肺炎的高致病性毒株， 引起猫跛行

的毒株和引起猫毒性系统性疾病的毒株等［１０］。 由于

ＦＣＶ 的高致突变性及其高遗传可塑性， 使得病毒能

够在猫科动物种群中成功生存， 甚至在不产生症状的

情况下， 长期携带， 对 ＦＣＶ 引起的疾病的诊断、 治

疗和预防提出了特殊的挑战。

几十年来， 作为杯状病毒属成员的 ＦＣＶ 一直是

研究杯状病毒生物学特性的最佳模型之一， 因为它可

以在细胞培养物中有效复制， 并且已经开发了多个反

向遗传系统［１０－１３］。 ＮＳ１ ／ ２、 ＮＳ１、 ＮＳ２ 和 ＮＳ４ 的功能

难以确定， 因为与其他蛋白缺乏序列同源性。 即使在

杯状病毒家族中， 序列多样性也是差异很大， 以至于

除了来自密切相关病毒的序列外， 非结构蛋白序列也

无法用于产生有意义的系统发育树［１４］。
尽管非结构蛋白 ＮＳ１ ／ ２ 和 ＮＳ４ 的功能尚不清楚，

但最近的研究表明， 其编码序列的突变可能会影响组

织嗜性、 毒力和流行病学适应性［１５－１６］。 对 ＦＣＶ 和杜
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兰病毒观察到 ＮＳ２ 蛋白具有低聚能力， 在非还原条

件下分离蛋白质并通过蛋白质印迹分析后， 在来自转

染细胞的裂解物中检测到 ＮＳ２－ＮＳ２ 二聚体［１７－１８］。 诺

如病毒和杜兰病毒 ＮＳ１ ／ ２ 蛋白的 ＮＳ２ 部分具有病毒

孔蛋白活性， 并非免疫细胞和上皮细胞之间基础 Ｃａ２＋

信号的差异［１８－１９］， 而且低聚功能是必不可少的， 因

此 ＦＣＶ 的 ＮＳ２ 蛋白可能具有病毒孔蛋白的活性。 研

究发现 ＮＳ２、 ＮＳ３ 和 ＮＳ４ 蛋白引起内质网 （ＥＲ） 产

生膜囊泡。 因此， 复制复合体形成的起始步骤可能发

生在 ＥＲ 上， 但随着该结构的成熟， 分泌途径的其他

成分也可能参与其中， 而 ＮＳ２ 作为复制复合体的中

心， 其潜在功能更具有研究意义［８， ２０］。
为了进一步探究 ＮＳ２ 蛋白在 ＦＣＶ 增殖过程中发

挥的作用， 本研究在 ＮＳ２ 蛋白全长无法表达的情况

下， 将 ＮＳ２ 蛋白截短为 ２ 个片段， 构建 ｐＥＴ－３２ａ－
ＮＳ２－Ｎ 原核表达重组质粒， 经多次诱导表达条件摸

索， ＮＳ２－Ｎ （１～ １１０ ａａ） 蛋白成功在上清液中表达。
为确保多克隆抗体制备成功， 将 ２ 个 ＮＳ２－Ｎ 通过柔

性 ｌｉｎｋｅｒ 相连接， 命名为 ＮＳ２－Ｎ－Ｎ， 并构建 ｐＥＴ－
３２ａ－ＮＳ２－Ｎ－Ｎ 原核表达重组质粒， 经诱导条件优

化， ＮＳ２－Ｎ－Ｎ 蛋白为包涵体表达。 通过初次免疫使

用 ＮＳ２－Ｎ 重组蛋白， 其后使用 ＮＳ２－Ｎ－Ｎ 蛋白进行

免疫， 成功获得了多克隆抗体， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＩＦＡ
结果显示其特异性良好。 对 １８ 个 ＦＣＶ 毒株的 ＮＳ２ 进

行比对， 所选毒株 ＦＣＶ－ＳＨ２０１４、 ＦＣＶ－ＦＸ５、 ＦＣＶ－
ＧＺ－ＶＳＤ 和 ＦＣＶ－Ｆ９ 分散在各支， 且各毒株 ＮＳ２ 较为

保守， 表明以 ＦＣＶ－ＳＨ２０１４ 的 ＮＳ２ 基因序列为基础

表达蛋白所制备的多克隆抗体有广泛应用的价值， 为

研究 ＦＣＶ ＮＳ２ 蛋白功能、 ＦＣＶ 检测及致病机制的研

究提供了可靠的基础材料。
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