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猪传染性胃肠炎病毒 Ｎ 蛋白单克隆抗体的制备及其
识别表位鉴定
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摘要： 为解析猪传染性胃肠炎病毒 （ＴＧＥＶ） Ｎ 蛋白的抗原表位并探究其亚细胞定位特性， 制备 Ｎ 蛋白单克隆抗体 （ＭｃＡｂ）。 通过原核表达系统

制备 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白并纯化， 以其免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 经细胞融合与亚克隆筛选获得稳定分泌抗 Ｎ 蛋白 ＭｃＡｂ 的杂交瘤细胞株， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和
间接免疫荧光 （ＩＦＡ） 鉴定 ＭｃＡｂ 的特异性， 构建 Ｎ 基因截短突变体质粒， 通过 ＩＦＡ 鉴定抗原表位， 同时利用 ＭｃＡｂ 动态观察 Ｎ 蛋白的亚细胞定

位。 结果： 成功获得高特异性 ＭｃＡｂ ２Ｆ１０ （腹水效价 ２１３）， 该抗体能特异识别 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白； 截短突变体分析鉴定出 Ｎ 蛋白 ２５５～２６５ ａａ 区域为新

的线性 Ｂ 细胞表位， 结构分析显示该表位位于 Ｎ 蛋白表面； 亚细胞定位研究显示， ＴＧＥＶ 感染 ＰＫ－１５ 细胞后， Ｎ 蛋白在感染早期 （２～ ６ ｈ） 主要

定位于细胞核内呈点状分布， ８ ｈ 后部分转移至细胞质， １０ ｈ 时主要分布于细胞质， 呈核质穿梭特性。 综上， 本研究成功制备了抗 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白

单抗 ２Ｆ１０， 鉴定了位于 ２５５～２６５ ａａ 的新线性表位， 并揭示了 Ｎ 蛋白的核质穿梭规律， 为 ＴＧＥＶ 感染的诊断及 Ｎ 蛋白研究提供工具。
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　 　 猪传染性胃肠炎病毒 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ
ｖｉｒｕｓ， ＴＧＥＶ） 是猪肠道的致病性冠状病毒， 各年龄

段猪均易感， 病猪主要表现为呕吐、 水样腹泻以及脱

水等临床症状［１］， 其中 ２ 周龄内仔猪的致死率高达

７０％～ １００％。 猪传染性胃肠炎 （ＴＧＥ） 在世界范围

内的流行严重阻碍了全球养猪业的发展［２］。 尽管

ＴＧＥＶ 的流行近年来因疫苗应用有所控制， 但其与猪

流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 等冠状病毒的混合感染仍

对防控提出挑战［３］。 因此， 开发高灵敏度的诊断工

具， 仍是当前研究的重点方向。
ＴＧＥＶ 属于冠状病毒科成员， 病毒粒子呈球形或

多边形， 直径为 ８０ ～ ２００ ｎｍ， 具有囊膜结构［４］。
ＴＧＥＶ 的核衣壳 （Ｎ） 蛋白不仅具有高度序列保守

性， 还能有效诱导宿主产生强烈的体液免疫应答， 在

早期感染猪体内可刺激机体产生高水平特异性抗体，
因此猪场暴发大规模疫情时， ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白可作为早

期检测及诊断的理想靶抗原［５－６］。 然而， 针对 ＴＧＥＶ
Ｎ 蛋白的高效单克隆抗体 ＭｃＡｂ 制备及其表位鉴定研

究较为有限。 迄今仅有 ２ 项研究系统鉴定了 ＴＧＥＶ Ｎ
蛋白的抗原表位， 共报道 ５ 个特异性表位［７－８］。

冠状病毒的 Ｎ 蛋白作为病毒结构蛋白中含量最

丰富的组分， 在病毒基因组 ＲＮＡ 的包装、 复制及免

疫逃逸中发挥关键作用［９］。 在病毒感染的细胞中，
不同冠状病毒 Ｎ 蛋白的亚细胞定位存在差异， 如传

染性支气管炎病毒 （ＩＢＶ） 的 Ｎ 蛋白可单独定位于细

胞质， 或同时在细胞质与核仁共定位［１０］， 而 ＳＡＲＳ－
ＣｏＶ 的 Ｎ 蛋白主要分布于细胞质［１１］。 对 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋

白的功能和亚细胞定位研究尚不够深入。
鉴于此， 本研究原核表达 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白， 并将其

作为抗原免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 通过细胞融合及亚克隆

筛选技术制备 ＭｃＡｂ 并鉴定表位， 利用该 ＭｃＡｂ 检测

ＴＧＥＶ 感染细胞后 Ｎ 蛋白在细胞内的亚细胞定位， 为

开发基于该表位的 ＴＧＥＶ 检测方法和 Ｎ 蛋白生物学

特性研究提供了基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

ＴＧＥＶ ＷＨ－１ 株， 猪肾上皮细胞 （ＰＫ－１５）， 骨

髓瘤细胞 （ ＳＰ２ ／ ０）， 大肠杆菌 ＤＨ５α、 ＢＬ２１， 原核

表达质粒 ｐＥＴ － ２８ａ － Ｎ （包含 Ｎ 基因全长， 位于

ＨＱ４６２５７１􀆰 １ 序列的 ２６ ９１７ ～ ２８ ０６５ ｂｐ） 和真核表达

载体 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１， 保存于湖北省病毒载体工程技术研

究中心。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自湖北省疾病控制中心实验

动物中心。 限制性内切酶购于宝生物工程 （大连）
有限公司。 ２×Ｔ５ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ （Ｃｏｌｏｎｙ） 购自北京

擎科生物科技股份有限公司。 ＤＭＥＭ、 ＲＰＭＩ １６４０ 细

胞培养基购自上海源培生物科技股份有限公司； 胎牛

血清 （ＦＢＳ）、 ＥＤＴＡ－胰蛋白酶消化液购自 ＰＡＮ 公

司； ＥＬＩＳＡ 显色液购自上海碧云天生物技术有限公

司； 羊抗鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ 购自武汉爱博泰克生物科技有

限公司； Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５ 标记 （红色荧光） 驴抗小鼠

抗体购自上海碧云天生物技术有限公司； ＣＥＬＬ⁃
ＢＡＮＫＥＲ２ 细胞冻存液购自日本ＺＥＮＯＡＱ公司。
１􀆰 ２　 重组蛋白的诱导表达

将 ｐＥＴ － ２８ａ － Ｎ 原核表达质粒转化到 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞中， 挑取单菌落过夜培养， 取菌

液按 １ ∶ １００ 的比例加入含相应抗生素的新鲜 ＬＢ 液

体培养基中进行二次活化， ３７ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ。 当

ＯＤ６００值在 ０􀆰 ６～０􀆰 ８ 之间时加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＩＰＴＧ， ２２ ℃诱导表达 １６ ｈ； 将诱导后的菌液离心

取菌体， 用 ＰＢＳ 洗涤和重悬菌体沉淀后进行超声波

破碎， 离心后收集上清液和沉淀， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
鉴定目的蛋白的表达情况。 同时设置空载诱导和重组

未诱导组作为对照。
１􀆰 ３　 重组蛋白的大量表达与纯化

将重组蛋白大量诱导表达后， 采用切胶回收法纯

化： 破碎菌体沉淀经变性 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后， 将凝胶置

于 ０􀆰 ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 溶液中 ４ ℃避光浸泡 ５ ｍｉｎ， 待目

的蛋白条带 （泛白） 显影， 切下该条带并碾碎， 浸

泡于 ＰＢＳ 中； 接着将凝胶－ＰＢＳ 混合液于－２０ ℃反复

冻融 ３ 次， ４ ℃、 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 取上清液，
即为纯化蛋白， 分装后保存于－８０ ℃； 最后取适量纯

化蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 经考马斯亮蓝染液染色观

察， 验证纯化效果。
１􀆰 ４　 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白 ＭｃＡｂ 的制备

１􀆰 ４􀆰 １　 小鼠免疫

选取 ５ 只 ５ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 （编号 １ ～ ５）， 以

纯化的重组 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白为抗原， 采用弗氏完全佐剂

（初次免疫） 与弗氏不完全佐剂 （加强免疫） 按适当

比例乳化后， 通过皮下多点注射法进行免疫。 初次免

疫后， 每隔 ２ 周进行一次加强免疫， 共免疫 ３ 次。 末

次免疫后第 ７～１０ 天， 通过眼眶采血法收集小鼠外周
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血， 静置凝固后于 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
分离血清并分装保存于－２０ ℃备用。 同时， 取未免疫

的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠血清作为阴性对照。 采用间接 ＥＬＩＳＡ
方法测定血清抗体效价， 最后选取效价最高的 １ 只

小鼠进行 ３ 次加强免疫后进行细胞融合。
间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法： 将重组蛋白 （１ μｇ ／ ｍＬ）

包被酶标板， ５％脱脂奶粉封闭后， 以梯度稀释的免

疫血清 （１ ∶ １００ ～ １ ∶ １２ ８００） 作为一抗， ＨＲＰ 标记

羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗。 ＴＭＢ 显色后测定 ４５０ ｎｍ 吸光度

进行 ＥＬＩＳＡ 检测。
１􀆰 ４􀆰 ２　 杂交瘤细胞融合及筛选

无菌分离免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的脾淋巴细胞， 与

ＳＰ２ ／ ０ 骨髓瘤细胞经 ５０％聚乙二醇 （ＰＥＧ） 介导融合

后， 采用 ＨＡＴ ／ ＨＴ 选择性培养基体系进行克隆筛选。
通过间接 ＥＬＩＳＡ 检测培养上清液的抗体效价， 以

ＯＤ４５０值超过阴性对照 ２ 倍为阳性标准。 阳性克隆经

有限稀释法单克隆化培养至抗体分泌稳定性达标， 最

终建立单克隆杂交瘤细胞系并于液氮冻存。
１􀆰 ４􀆰 ３　 腹水制备与纯化

经液体石蜡 （５００ μＬ ／只） 预处理的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠， 腹腔内接种阳性杂交瘤细胞 （４×１０５ ～ ５×１０５个 ／
只）， １０ ～ １５ ｄ 后采集腹水， 经离心澄清后通过

ＥＬＩＳＡ 法评估腹水效价， 经双滤纸过滤后采用 Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｇ 亲和层析技术获得高纯度 ＭｃＡｂ。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

为了分析 ＭｃＡｂ 的特异性， 诱导 ｐＥＴ－２８ａ－Ｎ 质

粒表达重组 Ｎ 蛋白， 同时设无关蛋白 Ｎｓｐ１４ａ （由质

粒 ｐＥＴ－Ｎｓｐ１４ａ 经 ＩＰＴＧ 诱导表达） 作为阴性对照，
再以鼠源抗 Ｈｉｓ 标签 ＭｃＡｂ 或阳性单克隆株细胞上清

液为一抗通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达。 另一方面，
将 ＰＫ－１５ 细胞悬液接种于 ６ 孔细胞培养板， 待细胞

长至细胞孔的 ８０％～９０％时， 以感染复数 （ＭＯＩ） ＝ １
感染 ＴＧＥＶ ＷＨ－１ 株。 当有 ７０％ ～８０％的细胞病变后

收取细胞蛋白质样品 （未感染 ＴＧＥＶ 的 ＰＫ－１５ 细胞

作为阴性对照）。 以病毒感染细胞表达的 Ｎ 蛋白作为

反应抗原， 以阳性单克隆株细胞上清液为一抗通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测： 收取的蛋白样品经 ＳＤＳ －

ＰＡＧＥ 分离后， 采用恒压 １００ Ｖ 转印至 ＰＶＤＦ 膜； 转

印完成后， 将膜浸泡于封闭液 （含 ５％脱脂奶粉的

ＰＢＳＴ） 中， 室温封闭 ２ ｈ 或 ４ ℃孵育过夜； 封闭结

束后， 用上述相应一抗在相同条件下 （室温 ２ ｈ 或

４ ℃过夜） 孵育， 随后用 ＰＢＳＴ 缓冲液洗涤 ３ 次 （每
次 １０ ｍｉｎ）， 接着用 １ ∶ ５ ０００ 稀释的羊抗鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ
二抗孵育 ２ ｈ， 最后经 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 显影。
１􀆰 ６　 免疫荧光检测 （ＩＦＡ）

以不同剂量 （０􀆰 ０１、 ０􀆰 １ 或 １ ＭＯＩ） 的 ＴＧＥＶ 感

染 ＰＫ－１５ 细胞， １２ ｈ 后使用 ４％多聚甲醛固定细胞

１５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次； 随后加入 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 进行

通透， 室温静置 １０～１５ ｍｉｎ， 再用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次； 接

着使用封闭液进行封闭， 室温或 ３７ ℃ 孵育 ３０ ～
６０ ｍｉｎ， 或 ４ ℃过夜， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次； 最后以所制备

的 ＭｃＡｂ 为一抗， Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５ 标记的驴抗小鼠抗

体 （１ ∶ １ ５００ 稀释， 避光操作） 为二抗， 进行 ＩＦＡ。
１􀆰 ７　 抗原表位的鉴定

通过生物信息学软件 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 分析 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋

白的抗原表位， 并基于此对该蛋白氨基酸序列进行系

统性的截短设计引物， 送至生工生物工程 （上海）
股份有限公司进行合成引物 （表 １）。 将各截短序列

克隆至 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１ 载体， 构建不同片段大小的 ＴＧＥＶ
Ｎ 蛋白截短突变体质粒， 使用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ这 ２ 种

限制性内切酶进行双酶切鉴定或参照 ２ × Ｔ５ Ｓｕｐｅｒ
ＰＣＲ Ｍｉｘ （Ｃｏｌｏｎｙ） 试剂盒说明书进行菌落 ＰＣＲ 鉴

定， 并经上海生工生物工程有限公司武汉测序部验证

序列准确性。 随后将测序正确的截短突变体转染到

ＰＫ－１５ 细胞中， 进行真核表达。 以制备的 ＭｃＡｂ 为一

抗， 利用 ＩＦＡ 鉴定。 采用逐步截短策略， 最终确定

ＭｃＡｂ 所识别的特异性抗原表位。

表 １　 ＰＣＲ 扩增引物

引物 序列 （５′→３′） 内切酶

ＧＦＰ－Ｎ－Ｆ ＴＡＴＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣＣＡＡＣＣＡＧＧＧＡＣＡＡＣＧＴ ＸｈｏⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－Ｒ ＣＧＧＧＡＡＴＴＣＧＧＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＧＴＴＣＧＴＴＡＣＣＴＣＡＴＣＡＡＴＴＡＴ ＥｃｏＲⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－１９８Ｒ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＧＧＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＡＡＧＴＧＣＧＧＣＡＡＧＡＡＣＡＧＣＴＴＧ ＥｃｏＲⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－１９９Ｆ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＡＡＡＧＴＴＡＧＧＴＧＴＴＧＡＣＡＣＡ ＸｈｏⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－３３０Ｒ ＣＧＧＧＡＡＴＴＣＧＧＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＡＧＣＡＴＡＧＧＣＡＴＴＡＡＴＣＴＧＣＴＧ ＥｃｏＲⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－３３１Ｆ ＴＡＴＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＧＴＣＣＡＴＣＡＧＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＡ ＸｈｏⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－２６０Ｒ ＴＡＴＧＡＡＴＴＣＧＧＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＡＣＣＡＡＡＡＴＴＧＧＣＴＧＡＡＣＴＧＣＴ ＥｃｏＲⅠ
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续表１

引物 序列 （５′→３′） 内切酶

ＧＦＰ－Ｎ－２２６Ｆ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＡＣＴＡＣＡＣＣＴＡＡＧＡＡＴＧＡＡ ＸｈｏⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－２８０Ｒ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＧＧＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＡＣＡＴＴＣＡＧＣＣＡＧＴＴＧＴＧＧＧＴＡ ＥｃｏＲⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－２５０Ｆ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＴＧＧＡＧＣＴＡＧＡＡＧＣＡＧＴＴＣＡ ＸｈｏⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－２７０Ｒ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＧＧＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＡＣＴＧＣＴＣＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡＣＧＡＧ ＥｃｏＲⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－２５５Ｆ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＧＴＴＣＡＧＣＣＡＡＴＴＴＴＧＧＴＧＡＣ ＸｈｏⅠ

ＧＦＰ－Ｎ－２６５Ｒ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＧＧＣＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＡＡＣＧＡＧＧＴＣＡＧＴＧＴＣＡＣＣＡＡＡ ＥｃｏＲⅠ

１􀆰 ８　 抗原表位的空间结构预测

利用 Ｐｈｙｒｅ２ 服务器（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｂｇ． ｂｉｏ． ｉｃ． ａｃ．
ｕｋ ／ ｐｈｙｒｅ２ ／ ｈｔｍｌ ／ ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ ｉｄ ＝ ｉｎｄｅｘ）对全长 ＴＧＥＶ Ｎ
蛋白进行 ３Ｄ 结构建模。 下载生成的 ３Ｄ 结构模型文

件 （ＰＤＢ 格式）， 使用蛋白质结构可视化软件 （Ｐｙ⁃
ＭＯＬ） 打开并分析下载的 ＰＤＢ 文件。 在结构可视化

软件中， 根据抗原表位的氨基酸位置信息， 定位表位

在 ３Ｄ 结构模型中的具体位置。
１􀆰 ９　 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白亚细胞定位的研究

以 １ ＭＯＩ 的 ＴＧＥＶ 感染 ＰＫ－１５ 细胞， 分别于感

染后 ２、 ４、 ６、 ８ 或 １０ ｈ 收集细胞样品， 参照 １􀆰 ６ 方

法进行 ＩＦＡ。
１􀆰 １０　 数据统计与分析

结果以 “平均值 ± 标准差” 表示， 组间差异的

显著性检验采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件进行 ｔ 检
验， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。

２　 结果

２􀆰 １　 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的表达及纯化

ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 结 果 显 示， 目 的 蛋 白 大 小 约 为

４７ ｋＤａ， 与预期结果相符 （图 １Ａ）， 表明成功表达重

组 Ｎ 蛋白， 且 Ｎ 蛋白主要存在于上清液， 为可溶性

蛋白。 后续采用胶回收的方式纯化蛋白， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
鉴定结果呈现单一条带， 说明得到了纯度较高的 Ｎ
蛋白 （图 １Ｂ）。

Ａ． 原核诱导表达， Ｍ１ 为蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为诱导的 ｐＥＴ－２８ａ， ２ 为未诱导的 ｐＥＴ－２８ａ－Ｎ， ３ 为诱导的 ｐＥＴ－２８ａ－Ｎ 全菌， ４ 为诱导的 ｐＥＴ－

２８ａ－Ｎ 上清液， ５ 为诱导的 ｐＥＴ－２８ａ－Ｎ 沉淀； Ｂ． 切胶纯化， Ｍ２ 为蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为纯化前的重组 Ｎ 蛋白， ２ 为纯化后的重组 Ｎ 蛋白。

图 １　 重组 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的原核诱导表达及纯化

２􀆰 ２　 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白单克隆抗体的制备

为了获得 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的单克隆抗体， 用纯化的

重组 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白免疫 ５ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠。 第 ３
次免疫 １ 周后， 采血， 参照间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测血

清中的抗体浓度。 如图 ２Ａ 所示， １ 号小鼠的血清抗

体效价为 １ ∶ ２５ ６００， 达到了融合要求。 取小鼠脾细

胞与 ＳＰ２ ／ ０ 细胞进行细胞融合， 对抗体阳性孔进行

连续 ３ 次亚克隆以及抗体滴度检测， 获得 １ 株稳定分

泌 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白抗体的特异性杂交瘤细胞 ２Ｆ１０ （图
２Ｂ）， 并进行扩大培养和冻存。
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∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 免疫小鼠血清抗体效价的测定 （Ａ） 和抗 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白 ＭｃＡｂ 的筛选 （Ｂ）

　 　 通过诱生 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠腹水的方法制备了大量的

２Ｆ１０ ＭｃＡｂ， 并采用间接 ＥＬＩＳＡ 检测腹水的抗体滴度

为 ２１３。 使用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 填料纯化腹水， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 可

见经纯化后腹水杂带较少， ５０ ｋＤａ 大小条带为重链，
２０ ｋＤａ 大小条带为轻链， 表明抗体的纯化效果良好，
可用于后续试验 （图 ３）。

Ｍ􀆰 蛋白质分子质量标准； １􀆰 纯化的 ＭｃＡｂ。

图 ３　 纯化单克隆抗体的鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示重组 Ｎ 蛋白和无关蛋白

Ｎｓｐ１４ａ 均成功表达 （图 ４Ａ）， ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 仅与 Ｎ 蛋

白反应， 不与无关蛋白 Ｎｓｐ１４ａ 反应 （图 ４Ｂ）。 此外，
以 ０􀆰 ０１ ＭＯＩ ＴＧＥＶ 感染 ＰＫ－１５ 细胞， ２４ ｈ 收集细胞

样品提取蛋白 （同时设未感染 ＴＧＥＶ 的 ＰＫ－１５ 细胞

作为阴性对照）， 以 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 检测。 结果如图 ５ 所示， 与对照组相比， 病毒感

染组显示特异性条带， 说明 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 与 ＴＧＥＶ 复

制过程中产生的 Ｎ 蛋白发生特异性反应。

１􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－Ｎ； ２􀆰 ｐＥＴ－Ｎｓｐ１４ａ。

图 ４　 重组 Ｎ 蛋白与鼠源抗 Ｈｉｓ ＭｃＡｂ （Ａ） 和

２Ｆ１０ ＭｃＡｂ （Ｂ） 免疫反应性

图 ５　 ＴＧＥＶ 感染细胞蛋白样品与 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ
免疫反应性

　 　 ＩＦＡ 结果表明制备的 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 与 ＴＧＥＶ 感染产

生的 Ｎ 蛋白结合良好， 在显微镜下可见红色荧光，
荧光细胞数量与 ＴＧＥＶ 感染复数呈正比， 而未感染的

细胞对照无荧光呈现 （图 ６）， 说明该抗体可用于

ＴＧＥＶ 感染细胞的 ＩＦＡ 检测。
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图 ６　 ＩＦＡ 鉴定 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 的特异性 （比例尺＝１００ μｍ）

２􀆰 ３　 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 抗体识别表位的鉴定

为了鉴定 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 的识别表位， 根据 ＴＧＥＶ Ｎ
蛋白的结构特点， 以 ｐＥＧＦＰ －Ｎ１ 质粒为载体， 分 ３
轮构建了一系列 Ｎ 基因的截短突变体质粒 （图 ７ ～图

８）。 将突变体质粒、 全长野生型质粒及空载体质粒

转染至 ＰＫ－１５ 细胞中进行真核表达， 以制备的 ２Ｆ１０
ＭｃＡｂ 作为一抗， 进行 ＩＦＡ 鉴定。 第一轮表位鉴定结

果显示， ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 特异性识别了 ＧＦＰ －ＶＮ （１ ～
３８２ ａａ） 以及截短质粒 ＧＦＰ －ＶＮ２ （１９９ ～ ３８２ ａａ） 和

ＧＦＰ－ＶＮ３ （１９９～３３０ ａａ） （图 ９）， 而不与 ＧＦＰ－ＶＮ４

（３３１～３８２ ａａ） 反应， 表明 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 识别的抗原表

位位于 １９９～３３０ ａａ 区域。 随后将 ＧＦＰ－ＶＮ３区域分为

具有重叠部分的 ２ 个片段， 分别命名为 ＧＦＰ －ＶＮ５

（１９９～２６０ ａａ） 和 ＧＦＰ －ＶＮ６ （２２６ ～ ３３０ ａａ） （第二

轮）， ＩＦＡ 鉴定表明 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 识别的抗原表位位于

ＶＮ６肽段区域 （２２６～３３０ ａａ） （图 ９）。 最后对 ＶＮ６区

域进行逐一缩减氨基酸并设置重叠区域， 结果显示

ＭｃＡｂ 特异性识别 ＧＦＰ－ＶＮ７ （２５５ ～ ３３０ ａａ） 和 ＧＦＰ－
ＶＮ９ （ ２２６ ～ ２６５ ａａ ）， 而 不 与 ＧＦＰ － ＶＮ８ （ ２６１ ～
３３０ ａａ） 反应， 表明 ２Ｆ１０ 单克隆抗体所识别的精确

抗原表位序列为２５５ＳＳＡＮＦＧＤＴＤＬＶ２６５ （图 ９）。

图 ７　 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白系列截短突变体质粒构建示意
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Ａ． 第一轮截短质粒的酶切鉴定， Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ， １～５ 泳道分别为 ＧＦＰ－ＶＮ４， ＧＦＰ－ＶＮ３， ＧＦＰ－ＶＮ２， ＧＦＰ－ＶＮ１和 ＧＦＰ－ＶＮ； Ｂ． 第二轮截

短质粒的 ＰＣＲ 鉴定， Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ， １ ～ ３ 泳道分别为阴性对照， ＧＦＰ－ＶＮ６和 ＧＦＰ－ＶＮ５； Ｃ． 第三轮截短质粒的 ＰＣＲ 鉴定鉴定， Ｍ 为 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ， １～４ 泳道分别为阴性对照， ＧＦＰ－ＶＮ９， ＧＦＰ－ＶＮ８和 ＧＦＰ－ＶＮ７。

图 ８　 截短质粒的鉴定
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ＧＦＰ－ＶＮ： １～３８２ ａａ； ＧＦＰ－ＶＮ１： １～１９８ ａａ； ＧＦＰ－ＶＮ２： １９９ ～ ３８２ ａａ； ＧＦＰ－ＶＮ３： １９９ ～ ３３０ ａａ； ＧＦＰ－ＶＮ４： ３３１ ～ ３８２ ａａ； ＧＦＰ－ＶＮ５： １９９ ～
２６０ ａａ； ＧＦＰ－ＶＮ６： ２２６～３３０ ａａ； ＧＦＰ－ＶＮ７： ２５５～３３０ ａａ； ＧＦＰ－ＶＮ８： ２６１～３３０ ａａ； ＧＦＰ－ＶＮ９： ２２６～２６５ ａａ。

图 ９　 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 抗原表位的鉴定 （比例尺＝２００ μｍ）

２􀆰 ４　 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 抗原表位的空间结构预测

由图 １０ 可知， 单抗 ２Ｆ１０ 识别的 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白抗

原表位 （２５５ ～ ２６５ ａａ） 位于该蛋白三维结构的表面

（图 １０）。 球状图与卡通图中， 蓝色片段标示该表位

区域， 显示其暴露于分子表面， 具备抗体识别潜力。
２􀆰 ５　 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 应用于 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白亚细胞定位的

分析

　 　 由图 １１ 可知， 在病毒感染的 ＰＫ－１５ 细胞中， Ｎ
蛋白在感染初期 （２～６ ｈ） 主要定位于细胞核且呈点

状分布， 在感染后 ８ ｈ 部分细胞的 Ｎ 蛋白易位到细胞

质， 在感染后 １０ ｈ 病毒感染细胞的 Ｎ 蛋白主要表达

于细胞质， 表明 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白具有明显的出核现象。

Ａ． 球状； Ｂ． 卡通。 蓝色片段为 ２Ｆ１０ 单抗识别的表位区域。

图 １０　 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的空间结构建模
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图 １１　 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白出 ／入核时间的鉴定 （比例尺＝１００ μｍ）

３　 讨论

冠状病毒的 Ｎ 蛋白是一种 ＲＮＡ 结合蛋白， 主要

负责 ＲＮＡ 的复制功能， 也是病毒核衣壳内最重要且

含量最丰富的蛋白之一［９］。 作为一种高度免疫原性

蛋白， Ｎ 蛋白突变概率低， 可以诱导感染后的细胞免

疫和体液免疫应答， 且研究表明 Ｎ 蛋白能在临床症

状出现前 １ ｄ 被检测到［１２－１３］， 使 Ｎ 蛋白可以成为早

期快速诊断冠状病毒病和疫苗研发的关键靶标。
表位是抗原引起免疫应答以及与抗体产生特异反

应的基本结构。 目前有关 ＴＧＥＶ 的抗原表位研究多关

于 Ｓ 蛋白， 针对 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白抗原表位的鉴定研究仍

较为有限。 Ａｎｔóｎ 等［７］于 １９９５ 年首次报道了 ＴＧＥＶ Ｎ
蛋白的 ３ 个抗原表位 （４６ ～ ６０ ａａ、 ２７２ ～ ２８６ ａａ 和

３２１～３３５ ａａ）； 此后近二十年间未发现新增表位， 直

至 ２０１６ 年 Ｚｈａｎｇ 等［８］ 进一步补充鉴定了 ２ 个表位
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（１８９～２０２ ａａ 和 ２４６ ～ ２５７ ａａ）。 为了推动 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋

白单克隆抗体针对性抗原表位的进展， 本研究针对

ＴＧＥＶ ＷＨ－１ 株 Ｎ 基因， 构建以 ｐＥＴ－２８ａ 为载体的

重组质粒并诱导 Ｎ 蛋白大量表达， 采用胶回收的方

式纯化蛋白后免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 运用杂交瘤技术筛

选获得了鼠源单克隆抗体 ２Ｆ１０。 随后， 本研究以

２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 作为一抗开展 ＩＦＡ 试验， 通过系统性截短

ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白氨基酸序列， 逐步定位并精细解析 ｍＡｂ
２Ｆ１０ 识别的抗原表位， 最终成功鉴定出一个全新的

ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白线性表位：２５５ － ＳＳＡＮＦＧＤＴＤＬＶ －２６５。 此

外， 研究还对 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 进行了全面鉴定， 结果显

示该单克隆抗体具有高效价和高特异性， 为后续抗体

的应用研究奠定了基础。
基于序列比对和一些代表性冠状病毒的结构数据

分析， 所有 Ｎ 蛋白都包含 ３ 个结构域： Ｎ 端结构域

（ＮＴＤ）、 连接区 （ＬＫＲ） 和 Ｃ 端结构域 （ＣＴＤ） ［１４］。
针对人类冠状病毒 Ｎ 蛋白的结构和功能的一些研究

显示， Ｎ 蛋白的 ＮＴＤ 主要负责与病毒 ＲＮＡ 的结合，
ＬＫＲ 是 ＮＴＤ 和 ＣＴＤ 之间的一个无序结构域［１５－１６］， 而

ＣＴＤ 主要负责自结合形成稳定的二聚体和随后的寡

聚体［１７］。 Ｙｅ 等［１８］纯化了 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ Ｎ 蛋白的一

系列截短体， 发现截短蛋白 （２４７ ～ ４１９ ａａ） 在溶液

中形成同源四聚体， 截短体 （２４７ ～ ３６４ ａａ） 形成二

聚体， 而 Ｃ 末端无序结构域残基 （３６５ ～ ４１９ ａａ） 仅

以单体和二聚体的形式存在。 因此， 该研究团队推测

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ Ｎ 蛋白的自组装过程主要基于 Ｎ－ＣＴＤ
结构域 （２４７ ～ ３６４ ａａ） 的二聚化。 此外， 除了 Ｎ 端

结构域 （ＮＴＤ） 具有 ＲＮＡ 结合能力外， 研究发现

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 的 ＣＴＤ 也能够结合病毒 ＲＮＡ， 且对特

定的 ＲＮＡ 序列具有较高亲和力， 其结合核酸的能力

与 Ｎ 蛋白的液－液相分离等功能密切相关， 在病毒基

因组的包装和转录调控等过程中发挥重要作用［１９］。
Ｇｕｏ 等［２０］的研究显示 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ Ｎ 蛋白可通过其

ＣＴＤ 区域阻止 ＴＡＫ１－ＴＡＢ２ ／ ３ 复合物的组装， 从而抑

制 ＮＦ－κＢ 通路的激活及其下游信号传导。 目前， 对

ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白 ＣＴＤ 结构域的功能尚不清楚。 在本研究

中， 鉴定出的 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 的线性表位２５５－ＳＳＡＮＦＧＤＴ⁃
ＤＬＶ－２６５位于 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的 ＣＴＤ （２２４ ～ ３３７ ａａ） 区

域表面， 且位于 ２４８ ～ ３６５ ａａ 区域， 有研究表明该区

域可能会比 ＮＴＤ 具有更强的核酸结合活性［２１］， 因此

本研究鉴定的抗原表位可能有助于进一步阐明 ＴＧＥＶ
Ｎ 蛋白 ＣＴＤ 结构域的功能。

病毒结构蛋白的亚细胞定位与其生物学功能密切

相关。 作为冠状病毒中高度保守的结构蛋白， 已有研

究团队对 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的亚细胞定位特性开展了探

索。 Ｗｕｒｍ 等［２２］首次报道了 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的核仁定位

现象： 通过转染真核表达质粒 ｐＣｉ－ＴＧＥＶ－Ｎ 于 ＬＬＣ－
Ｐｋ１ 和 Ｖｅｒｏ 细胞， 共聚焦显微分析显示 Ｎ 蛋白呈现

细胞质－核仁双定位特征， 且经抗核仁标志蛋白 ｎｕ⁃
ｃｌｅｏｌｉｎ 的免疫共定位试验证实其核仁定位特异性。
Ｃａｌｖｏ 等［２３］ 在天然宿主 ＳＴ 细胞感染模型中发现，
ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白主要定位于高尔基体－内质网－高尔基中

间体 （ＥＲＧＩＣ） 复合结构域， 未检测到 Ｎ 蛋白与核

仁共定位。 上述研究提示， ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的亚细胞定

位具有复杂性， 其核仁定位在转染系统中明确， 但在

自然感染模型中未被证实。 这种差异可能反映 Ｎ 蛋

白功能的多态性， 或不同试验条件对其定位的影响。
基于此， 本研究进一步运用制备的 ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 系统

研究了 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的时空动态分布特征。 ＩＦＡ 试验

显示： 在感染后 ２ ｈ 即可观察到细胞核内点状阳性信

号。 ＴＧＥＶ 是典型的 ＲＮＡ 病毒， 其生物合成过程发

生在胞质， 在病毒感染后 ２ ｈ 分布于细胞核内的 Ｎ 蛋

白表明病毒感染早期可能存在入核现象， 但由于试验

条件的限制， 本研究尚未捕捉到 Ｎ 蛋白入核的时间

点； 在感染后 ２～６ ｈ， Ｎ 蛋白主要定位于细胞核呈点

状分布， 且随着感染时间的延长， 核内的荧光信号逐

渐增多； 在感染后 ８ ｈ， Ｎ 蛋白呈现核质双相分布，
部分细胞的荧光信号分布于细胞质； 在感染后 １０ ｈ，
Ｎ 蛋白主要表达于细胞质， 表明 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的亚细

胞定位是动态的， 且存在明显的由细胞核内向细胞质

的动态迁移现象。 本研究的发现为阐释冠状病毒 Ｎ
蛋白的时空动态调控提供了重要试验证据， 提示其定

位特征可能受病毒复制周期阶段、 宿主细胞类型及翻

译后修饰状态等多因素调控。 后续研究需整合类器官

感染模型和超高分辨率显微成像等技术， 系统阐明 Ｎ
蛋白核质穿梭的分子驱动机制及其在病毒装配过程中

的生物学意义。
综上， 本研究制备了 １ 株针对抗 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白的

鼠源 ＭｃＡｂ ２Ｆ１０ 并探究了 Ｎ 蛋白的亚细胞定位特征。
经鉴定， ２Ｆ１０ ＭｃＡｂ 所识别的 ＴＧＥＶ Ｎ 蛋白抗原表位

为２５５－ＳＳＡＮＦＧＤＴＤＬＶ－２６５， 该表位位于 ＣＴＤ 区域表

面。 进一步的亚细胞定位研究显示， 在感染状态下，
ＴＧＥＶ Ｎ 的亚细胞定位呈现时空动态特性。 本研究为

ＴＧＥＶ 血清学检测和 Ｎ 蛋白生物学功能的研究提供了

新的材料。
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