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新型冠状病毒 Ｎｓｐ１６蛋白的原核表达

及多克隆抗体的制备
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【摘要】　目的　原核表达新型冠状病毒Ｎｓｐ１６重组蛋白并制备兔抗Ｎｓｐ１６多克隆抗体。　方法　通过琼脂糖凝胶电

泳对含有Ｎｓｐ１６基因的重组质粒进行双酶切鉴定，并将鉴定后的重组质粒转化大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞；通

过ＩＰＴＧ诱导重组蛋白的表达，利用镍柱亲和层析法纯化该重组蛋白并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定；将鉴定后的目的蛋白与

弗氏佐剂以１∶１的体积比混匀，乳化后免疫新西兰大白兔，利用ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别进行多克隆抗体效价的测

定及其特异性鉴定。　结果　Ｎｓｐ１６基因重组质粒经双酶切后得到９１２ｂｐ的目的片段，重组质粒转化大肠埃希菌表达

出分子质量单位为３３．３ｋｕ的重组蛋白，且主要存在于上清中。用纯化的重组蛋白免疫大白兔，获得兔抗Ｎｓｐ１６特异性

多克隆抗体，且其效价达１∶４０９６００以上。　结论　重组Ｎｓｐ１６蛋白可以在大肠埃希菌中正确表达，免疫大白兔后获

得高效价抗Ｎｓｐ１６多克隆抗体，即具有免疫反应性。为ＳＡＲＳＣｏＶ２Ｎｓｐ１６蛋白在新型冠状病毒肺炎中的进一步研究

奠定了基础。
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　新型冠状病毒肺炎（ＣＯＶＩＤ１９）是由新型冠状病

毒（ＳＡＲＳＣｏＶ２）感染引起的一种急性呼吸道疾病，

主要表现为低免疫性和高传播性［１］。ＳＡＲＳＣｏＶ２是

目前发现的第７种感染人体的冠状病毒，具有变异快、

宿主广、宿主适应性强等特点［２］。ＳＡＲＳＣｏＶ２主要

有４种结构蛋白和１６种非结构蛋白，与结构蛋白相

比，其非结构蛋白更保守［３］。Ｎｓｐ１６在ＳＡＲＳＣｏＶ２

中高度保守，基因编码的２’Ｏ甲基转移酶通过模仿

真核生物的“加帽”过程来逃避宿主的免疫反应，通过

对不同生物２’Ｏ甲基转移酶结构的比较发现冠状病

毒Ｎｓｐ１６独有的４残基插入物会改变结合槽中加帽

ＲＮＡ的主链构象，从而实现对底物的催化，表明该位
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中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２２年１月　第１７卷第１期

Ｊａｎ．２０２２，　Ｖｏｌ．１７，Ｎｏ．１





【基金项目】 　 山 东 省 自 然 科 学 基 金 重 点 项 目 （Ｎｏ．

ＺＲ２０１８ＺＣ１０５４）。

【通讯作者】　伊正君，Ｅｍａｉｌ：ｆｕｙｉｚｈｅｎｇｊｕｎ＠１６３．ｃｏｍ

【作者简介】　闫　硕（１９９７），男，山东枣庄人，硕士。主要研

究方向：分子诊断学。Ｅｍａｉｌ：８４３３３６１７２＠ｑｑ．ｃｏｍ



点可作为设计冠状病毒特异性甲基转移酶抑制剂的潜

在靶点［４］。

本研究通过大肠埃希菌表达系统获得重组新型冠

状病毒的 Ｎｓｐ１６蛋白，纯化后通过免疫动物制备抗

Ｎｓｐ１６蛋白多克隆抗体，并进行其特异性鉴定与效价

检测，为Ｎｓｐ１６蛋白在细胞中的功能及分子机制研究

奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　实验动物　雌性新西兰大白兔（体重２～３ｋｇ）

购自潍坊医学院实验动物中心。

１．２　菌株、质粒及主要试剂　犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）为

本室保存；ＨＲＰ标记山羊抗兔ＩｇＧ购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公

司；抗 Ｈｉｓ的鼠单克隆抗体购自中国武汉 ＡＢｃｈｏｎａｌ

公司；ｐＥＴ２８ａＮｓｐ１６重组质粒购自上海海吉浩格生

物科技公司。

２　方法

２．１　重组质粒的鉴定　将重组ｐＥＴ２８ａＮｓｐ１６质粒

转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α后进行质粒抽提，并进行１％琼脂

糖凝胶电泳以及酶切鉴定。

２．２　重组Ｎｓｐ１６蛋白的诱导表达与条件优化　将经

鉴定正确的重组ｐＥＴ２８ａＮｓｐ１６质粒采用４２℃热击

法转化至大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３），挑取单菌落接种含

有卡那霉素的ＬＢ液体培养基，置３７℃震荡过夜培

养。将过夜培养物以１∶１００的比例接种到５ｍＬ现

配置的ＬＢ液体培养基中，３７℃培养至 Ａ６００ 值约为

０．６时取２００μＬ菌液于ＥＰ管中并标记诱导前菌液作

为对照组，剩余液体中加入终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＩＰＴＧ，３７ ℃诱导培养２ｈ。制备样品，进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测。

在其他条件相同的情况下，向已接种重组大肠埃

希菌ＢＬ２１的ＬＢ液体培养基中分别加入终浓度为

０．１、０．５、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，３７℃震荡诱导培养２

ｈ，取１０μＬ样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ。随后在１６℃诱导

培养１２ｈ，２５℃诱导培养６．５ｈ，利用ＳＤＳＰＡＧＥ分

析蛋白的表达情况，筛选最佳ＩＰＴＧ浓度及诱导温度。

２．３　重组 Ｎｓｐ１６蛋白质的纯化及鉴定　用Ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ［１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．４）、０．５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑］重悬诱导后的菌液，超声裂解

菌体后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集上清，用直径

为０．２２μｍ的微孔滤膜过滤留取上清，采用镍柱亲和

层析法通过 ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ［１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液

（ｐＨ７．４）、０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ］梯度洗脱重组Ｎｓｐ１６蛋

白。取纯化前样品、穿出液以及洗脱液进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定。

２．４　Ｎｓｐ１６多克隆抗体的制备　将重组Ｎｓｐ１６蛋白

与弗氏不完全佐剂以１∶１比例混合进行乳化，皮下注

射免疫新西兰大白兔，首次免疫蛋白量为１ｍｇ／只。２

周后利用弗氏不完全佐剂进行第１次加强免疫，每次

５００μｇ／只，每隔１周进行１次加强免疫。在首次免疫

动物前及首次免疫后第４周，采新西兰大白兔心脏血，

采用ＥＬＩＳＡ法测定血清抗体效价。

２．５　兔Ｎｓｐ１６多克隆抗体的特异性检测　将纯化的

重组 Ｎｓｐ１６蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ，转膜后室温封闭

２ｈ。将免疫后及免疫前兔血清按照１∶１０００的稀释

度作为一抗，４℃过夜孵育，２４ｈ后用ＴＢＳＴ溶液洗去

未结合的一抗；加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山

羊抗兔ＩｇＧ（１∶６０００）稀释后作为二抗，置于摇床上

室温孵育１ｈ，用ＴＢＳＴ溶液洗涤；将ＥＣＬ化学发光液

覆盖于ＰＶＤＦ膜，进行曝光。

２．６　Ｎｓｐ１６多克隆抗体效价的测定　采用ＥＬＩＳＡ法

测定兔血清抗体效价：将纯化重组Ｎｓｐ１６蛋白包被９６

孔板，４℃孵育过夜后洗涤；３７℃封闭２ｈ，洗涤；加入

倍比稀释的兔血清，３７℃反应２ｈ，ＰＢＳＴ溶液洗涤；

加入一定稀释度的 ＨＲＰ标记的山羊抗兔ＩｇＧ，３７℃

孵育２ｈ，洗涤；加入四甲基联苯胺（ＴＭＢ）显色液避光

反应，终止显色后测定Ａ４５０ 值。试验设免疫前兔血清

作为阴性对照。

结　果

１　重组表达质粒的双酶切鉴定

重组质粒通过犅犪犿犎 Ⅰ和犡犺狅 Ⅰ双酶切鉴定，

在１％琼脂糖凝胶电泳中出现９１２ｂｐ的ＤＮＡ片段，

与预期大小相符（图１）。

Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　重组质粒　２　重组质粒双酶切产物

图１　重组质粒双酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ　２　Ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

犉犻犵．１　犜犺犲犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犱狅狌犫犾犲犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱

２　重组犖狊狆１６蛋白的诱导表达

重组菌在３７℃加入ＩＰＴＧ诱导２ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ

·６·
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鉴定出现重组 Ｎｓｐ１６蛋白（图２Ａ）。收集分别加入

０．１、０．５、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ、３７℃诱导２ｈ的工程

菌进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，结果如图 ２Ｂ；收集加入 ０．１

ｍｍｏＬ／Ｌ的ＩＰＴＧ后，分别在１６℃及２５℃条件下培

养１２ｈ和６．５ｈ的工程菌，进行ＳＤＳＰＡＧＥ，结果如

图２Ｃ。

　　Ａ　重组Ｎｓｐ１６蛋白的表达　Ｂ　重组 Ｎｓｐ１６蛋白ＩＰＴＧ诱导浓

度的优化　Ｃ　重组Ｎｓｐ１６蛋白诱导时间的优化

图２　重组犖狊狆１６蛋白表达及诱导条件优化的犛犇犛犘犃犌犈分析

Ａ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＮｓｐ１６ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂ　Ｏｐｔｉｍｉｚａ

ｔｉｏｎｏｆＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＮｓｐ１６ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃ

　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＮｓｐ１６ｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．２　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狅狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀

狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犖狊狆１６狆狉狅狋犲犻狀

３　纯化重组犖狊狆１６蛋白的犛犇犛犘犃犌犈分析与 犠犲狊狋

犲狉狀犫犾狅狋鉴定

对采用镍柱亲和层析法纯化得到的蛋白进行

ＳＤＳＰＡＧＥ（图３Ａ），单一蛋白条带位于３３．３ｋｕ处，

无明显杂带，纯度良好。使用带有 Ｈｉｓ标签单克隆抗

体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定（图３Ｂ），目的蛋白能被该抗

体识别，证明表达蛋白条带为带有 Ｈｉｓ标签的Ｎｓｐ１６

重组蛋白。

　　Ａ　纯化重组Ｎｓｐ１６蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｂ　重组 Ｎｓｐ１６蛋

白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

图３　重组犖狊狆１６蛋白的纯化与鉴定

Ａ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＮｓｐ１６ｐｒｏｔｅｉｎ

　Ｂ　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＮｓｐ１６ｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．３　犘狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犖狊狆１６狆狉狅狋犲犻狀

４　兔抗重组犖狊狆１６蛋白抗体的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定及

效价分析

用纯化的重组Ｎｓｐ１６蛋白免疫新西兰大白兔，将

免疫后的兔血清与纯化的重组Ｎｓｐ１６蛋白进行 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测（图４），对照显示免疫后兔血清在重组

Ｎｓｐ１６蛋白分子质量的位置出现反应条带，而免疫前

兔血清无此条带呈现。利用间接ＥＬＩＳＡ方法检测免

疫兔血清抗体效价为１∶４０９６００（图５）。

图４　兔抗重组犖狊狆１６蛋白抗体的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

犉犻犵．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犪犫犫犻狋狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱犻犲狊

犪犵犪犻狀狊狋狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犖狊狆１６狆狉狅狋犲犻狀

图５　兔抗重组犖狊狆１６蛋白抗体效价测定

犉犻犵．５　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狋犻狋犲狉狅犳狉犪犫犫犻狋狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱犻犲狊

犪犵犪犻狀狊狋狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犖狊狆１６狆狉狅狋犲犻狀

讨　论

新型冠状病毒肺炎传染性强［５］，传播速度快［６］。

据 ＷＨＯ统计，截至２０２１年７月１５日，全球ＣＯＶＩＤ

１９确诊人数为１８７８２７６６０，其中死亡病例４０５５４９７
［７］。为了应对新型冠状病毒引发的重大疫情，目前已

研发多种类型的新型冠状病毒疫苗，这些疫苗类型包

括病毒载体疫苗、灭活疫苗、减毒活疫苗、重组蛋白疫

苗、ＤＮＡ 疫苗、ｍＲＮＡ 疫苗
［８９］。ＳＡＲＳＣｏＶ２疫苗

为单股正链ＲＮＡ病毒，单链结构易发生突变且已出

现了多个ＳＡＲＳＣｏＶ２突变株
［１０］，突变株的出现增加

了疫情防控工作的难度。ＳＡＲＳＣｏＶ２基因组编码４

种结构蛋白和１６种非结构蛋白
［１１］。与其结构蛋白相

比，非结构蛋白更保守，Ｎｓｐ１６基因可编码产生２’Ｏ

甲基转移酶，该酶对病毒ＲＮＡ帽的形成以及维持病

毒ＲＮＡ稳定性有重要作用。

真核宿主细胞利用在其 ｍＲＮＡ５’末端的“加帽”

机制来区分自身和外来的ＲＮＡ，并启动自身的免疫反

应，冠状病毒在侵入宿主过程中，已经进化出多种抵抗

宿主免疫系统的机制，其模仿真核宿主细胞的“加帽”

过程已成为冠状病毒逃避宿主免疫识别及保护自身

ＲＮＡ不被降解的重要手段之一。Ｎｓｐ１６蛋白具有２’

Ｏ甲基转移酶的活性，在病毒基因模仿人类基因，形

成“帽子”结构的过程中发挥不可或缺的作用［１２］。在

ｃａｐ０形成的基础上，Ｎｓｐ１６发挥２’Ｏ甲基转移酶的

活性，促进在第１个被转录核苷酸的核糖的２’Ｏ位甲

·７·
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基化［１３］，从而进一步修饰病毒ＲＮＡ的“帽子”结构以

帮助病毒逃避宿主的免疫反应。

本研究利用原核表达系统，通过优化诱导温度和

诱导剂浓度的方法，成功在上清中获得较高产量的蛋

白，并经镍柱亲和层析法纯化得到高纯度的重组

Ｎｓｐ１６蛋白。用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定后的目的蛋白免疫

新西兰大白兔，制备了多克隆抗体，经间接ＥＬＩＳＡ检

测其效价为１∶４０９６００。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测该多克隆

抗体具有良好的免疫反应性。

目前，对 Ｎｓｐ１６蛋白结构构象的了解还有待深

入［１４］。本研究成功表达了重组Ｎｓｐ１６蛋白，并且制备

了针对该蛋白的多克隆抗体。该抗体效价高具有免疫

反应性，可为ＳＡＲＳＣｏＶ２疫苗的研发提供理论基

础。
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　　综上所述，含有 ＲＢＤＥＰＩ序列的ｐＶＡＸＲＢＤ

ＥＰＩ核酸疫苗诱导小鼠产生了针对ＣＯＶＩＤ１９的特异

性抗体，ＰＩＫＣＡ 佐剂可使ｐＶＡＸＲＢＤＥＰＩ、ｐＶＡＸ

ＲＢＤ核酸疫苗的免疫效果增强，但关于该佐剂疫苗用

于ＳＡＲＳＣｏＶ２的预防效果有待于进一步研究。
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