
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　　  2020 年 5 月第 41 卷第 5 期　　  http：//www.ajsmmu.cn
Academic Journal of Second Military Medical University, May 2020, Vol. 41, No. 5 · 481 ·

· 论 　著 ·DOI：10.16781/j.0258-879x.2020.05.0481 · 专题报道 ·

［收稿日期］ 2020-03-25    ［接受日期］ 2020-04-07
［基金项目］ 国家重点研发计划（2016YFC1200401），国家重大科技专项（2017ZX10304403-003）. Supported by National Key Research and 

Development Plan of China (2016YFC1200401) and National Science and Technology Major Project of China (2017ZX10304403-003).
［作者简介］ 秦照玲，博士，讲师．E-mail: zhlingqin@smmu.edu.cn

* 通信作者（Corresponding author）. Tel: 021-81870998, E-mail: pnzhao@163.com

严重急性呼吸综合征冠状病毒 2核衣壳蛋白原核表达、纯化及其抗血清制备

秦照玲1，彭浩然1，丁翠玲1，肖爱军2，戚中田1，赵 平1*

1. 海军军医大学（第二军医大学）海军医学系生物医学防护教研室，上海 200433
2. 上海捷瑞生物工程有限公司，上海 201615

［摘要］ 目的 表达并纯化重组的严重急性呼吸综合征冠状病毒 2（SARS-CoV-2）核衣壳（N）蛋白，通过免

疫小鼠制备 SARS-CoV-2 N 蛋白抗血清。方法 将含有 SARS-CoV-2 N 基因的 pET28a-N 原核表达质粒转化大肠杆菌

BL21（DE3），用异丙基 -β-D- 硫代半乳糖苷诱导蛋白表达，用 Ni-NTA 亲和层析柱纯化 SARS-CoV-2 N 重组蛋白；

将 SARS-CoV-2 N 重组蛋白联合锰佐剂通过肌内和皮下多点注射免疫 BALB/c 小鼠，获得抗血清；用蛋白质印迹分

析检测 SARS-CoV-2 N 重组蛋白与 SARS-CoV-2 N 单克隆抗体及严重急性呼吸综合征冠状病毒（SARS-CoV）N 多克

隆抗体的反应；用间接免疫荧光实验检测小鼠抗血清与真核表达质粒转染细胞中 SARS-CoV-2 N 重组蛋白的反应。 

结果 成功诱导大肠杆菌表达出可溶性的 SARS-CoV-2 N 重组蛋白，相对分子质量约为 55 000，纯化出该重组蛋白；

蛋白质印迹分析结果显示 SARS-CoV-2 N 重组蛋白能与 SARS-CoV-2 N 单克隆抗体及 SARS-CoV N 多克隆抗体结

合；间接免疫荧光实验检测结果表明制备的小鼠抗血清能与哺乳动物细胞中表达的 SARS-CoV-2 N 重组蛋白结合。 

结论 成功表达、纯化出 SARS-CoV-2 N 重组蛋白，并制备出该蛋白的小鼠抗血清，为后续建立 SARS-CoV-2 的快速

诊断方法及开展 SARS-CoV-2 N 蛋白的功能研究奠定了基础。
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［Abstract］ Objective To express and purify the recombinant nucleocapsid (N) protein of severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), and prepare antiserum from immunized mice. Methods The prokaryotic plasmid 
pET28a-N containing SARS-CoV-2 N gene was transformed into Escherichia coli BL21 (DE3). The expression of recombinant 
SARS-CoV-2 N protein was induced by isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside. The Ni-NTA affinity chromatography column 
was used to purify the recombinant SARS-CoV-2 N protein, and antiserum was obtained from the BALB/c mice immunized 
with recombinant SARS-CoV-2 N protein combined with manganese adjuvant through intramuscular and subcutaneous 
injections. The reactions of recombinant SARS-CoV-2 N protein with SARS-CoV-2 N monoclonal antibodies and severe 
acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) N polyclonal antibodies were detected by Western blotting. The 
reaction of mouse antiserum with the recombinant SARS-CoV-2 N protein expressed in the cells transfected with eukaryotic 
expression plasmid was examined by indirect immunofluorescence assay. Results The recombinant SARS-CoV-2 N protein 
was successfully induced and expressed as a soluble protein with a molecular weight of about 55 000. High concentration 
of purified protein was obtained. The results of Western blotting showed that the recombinant SARS-CoV-2 N protein could 
be specifically recognized by the SARS-CoV-2 N monoclonal antibodies and the SARS-CoV N polyclonal antibodies. The 
prepared mouse antiserum could also correctly recognize the recombinant SARS-CoV-2 N protein expressed in mammalian 
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cells by indirect immunofluorescence assay. Conclusion Recombinant SARS-CoV-2 N protein has been successfully expressed 
and purified from the prokaryotic expression system, and mouse antiserum has been prepared, which lays a foundation for 
establishing a rapid SARS-CoV-2 diagnostic tool and further studying the function of SARS-CoV-2 N protein.

［Key words］ severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; nucleocapsid protein; prokaryotic expression; immune sera
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2020, 41(5): 481-486］

新型冠状病毒肺炎（coronavirus disease 2019，
COVID-19）疫情在全球范围内迅速蔓延，截至

2020 年 4 月 6 日，已在全球 200 多个国家和地区

流行，造成超过 125 万人感染，7 万人死亡［1］。在

COVID-19 疫情出现初期，我国研究人员迅速鉴定

出引发此次疫情的病原体为一种新型冠状病毒，

并发现它与严重急性呼吸综合征冠状病毒（severe 
acute respiratory syndrome coronavirus，SARS-
CoV）的基因组序列具有约 80% 的同源性，随后成

功分离出该病毒［2-3］。国际病毒分类委员会将该病

毒命名为严重急性呼吸综合征冠状病毒 2（severe 
acute respiratory syndrome coronavirus 2，SARS-
CoV-2）。虽 然 SARS-CoV-2 的 致病 性较 SARS-
CoV 弱，但其具有更强的传染性，经多代传播后病

毒基因组仍较稳定，变异率较低［4-8］。

SARS-CoV-2 属于冠状病毒科 β 冠状病毒属，

是一种球形、有包膜的单正链 RNA 病毒。其基因

组长约 30 kb，5' 端有甲基化帽子结构、3' 端有多

聚 A 尾结构；编码区中含有冠状病毒常见的开放

阅读框（open reading frame，ORF）及其他辅助

基因，主要编码 4 种结构蛋白：刺突蛋白（spike 
protein，S 蛋白）、包膜蛋白（envelope protein，E
蛋白）、膜蛋白（membrane protein，M 蛋白）、

核衣壳蛋白（nucleocapsid protein，N 蛋白），其

中 N 蛋白由 413 个氨基酸残基组成，可与病毒基因

组 RNA 形成核衣壳，参与病毒基因组复制和颗粒

的组装，同时具有较强的免疫原性，可诱导机体产

生高水平的免疫反应［3,9-11］。无论是 N 蛋白还是针

对 N 蛋白的 IgM 抗体，均是 SARS-CoV-2 感染的重

要检测靶标［12］。

本研究将含有 SARS-CoV-2 N 基因的原核表达

质粒在大肠杆菌 BL21（DE3）中诱导表达出可溶

性的 SARS-CoV-2 N 重组蛋白，利用 Ni 柱亲和层析

法进行蛋白纯化，并用纯化后的蛋白免疫小鼠制备

出抗血清，为进一步研究SARS-CoV-2的致病机制、

N 蛋白的生物学功能及建立免疫学快速诊断方法等

奠定实验基础。

1 材料和方法

1.1 材 料 SARS-CoV-2 N 基 因 原 核 表 达 质 粒

pET28a-N（6×His 标签位于 N 蛋白的氨基末端）

由广东省实验动物检测所新检测技术中心丛锋博士

馈赠，真核表达质粒 pcDNA3.1-N 是将经哺乳动物

细胞偏爱密码子优化的 SARS-CoV-2 N 基因插入真

核表达载体 pcDNA3.1 中构建而成。大肠杆菌 BL21
（DE3）、人胚肾细胞系 293T 为海军军医大学（第

二军医大学）海军医学系生物医学防护实验室保

存，兔抗 SARS-CoV-2 N 单克隆抗体（货号：40143-
R019）购自北京义翘神州科技股份有限公司，兔

抗 SARS-CoV N 多克隆抗体为海军军医大学（第二

军医大学）海军医学系生物医学防护实验室前期制

备，锰佐剂由北京大学生命科学学院蒋争凡教授馈

赠，Ni-NTA 琼脂糖纯化树脂购自美国 QIAGEN 公

司，重力流动层析的一次性聚丙烯空柱购自深圳逗

点生物技术有限公司，异丙基 -β-D- 硫代半乳糖苷

（isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside，IPTG） 干 粉

购自上海翊圣生物科技有限公司，脂质体 2000、
HRP 标记的山羊抗兔 IgG、FITC 标记的羊抗兔或

小鼠 IgG 购自美国 Invitrogen 公司，DAPI、RIPA 裂

解液、蛋白酶抑制剂、BCA 蛋白定量试剂盒购自

江苏碧云天生物技术研究所，蛋白预染相对分子质

量标准购自加拿大 Fermentas 公司。6～8 周龄雌性

BALB/c 小鼠购自上海灵畅生物科技有限公司，动物

生产许可证号：SCXK（沪）2018-0003。
1.2 SARS-CoV-2 N 重组蛋白的诱导表达 用原核

表达质粒 pET28a-N 转化BL21（DE3）感受态细胞，

挑取单菌落，接种于卡那霉素抗性的LB培养基中，

37 ℃培养过夜。次日按 1 ︰ 100 比例将上述菌液

再接种到 LB 培养基中，37 ℃培养 3 h；分别加入

终浓度为 0.5、1 mmol/L 的 IPTG 进行诱导表达；

诱导后 3、5 h 收集菌液，离心后用适量 PBS 重悬

细菌沉淀，然后加入等体积的2×SDS上样缓冲液，

100 ℃煮 10 min，然后行 12.5% SDS-PAGE，同时

以未诱导表达菌液作为对照。对 SDS-PAGE 凝胶

中的蛋白进行考马斯亮蓝染色。
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1.3 SARS-CoV-2 N 重组蛋白的纯化 扩大 pET28a-N 
转化菌的培养体积至 200 mL，参照上述方法以 
0.5 mmol/L IPTG处理 5 h以诱导蛋白表达。收集菌

液，离心后菌体沉淀以层析裂解液悬浮，然后超声

粉碎细菌，高速离心，收集上清，以 Ni-NTA 琼脂

糖纯化树脂为介质，亲和层析纯化 SARS-CoV-2 N
重组蛋白，按照使用说明书操作。收集的洗脱组分

进行 SDS-PAGE 和考马斯亮蓝染色检测。

1.4 SARS-CoV-2 N重组蛋白的蛋白质印迹分析 取适

量纯化的SARS-CoV-2 N重组蛋白和牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA； 阴 性 对 照），

加入等量的 2×样品缓冲液，100 ℃煮 10 min，
高速离心后取上清，行 12.5% SDS-PAGE［13-14］。

利用电转移法将凝胶中的蛋白转移到 PVDF 膜 
（300 mA，90 min），经 5% 脱脂奶粉封闭后加入

按 1 ︰ 1 000 比例稀释的 SARS-CoV-2 N 单克隆抗

体或 SARS-CoV N 多克隆抗体，4 ℃ 孵育过夜。

TBST 漂洗，加入按 1 ︰ 1 000 比例稀释的 HRP 标

记的山羊抗兔 IgG，室温孵育 2 h，漂洗后用增强

型 HRP-DAB 底物显色，用化学发光凝胶成像仪检

测反应条带。

1.5 小鼠免疫 将纯化的SARS-CoV-2 N重组蛋白

与锰佐剂按 1 ︰ 5 质量比混合，通过肌内和皮下多

点注射接种 6～8 周龄雌性 BALB/c 小鼠，每只小鼠

注射剂量包括 SARS-CoV-2 N 重组蛋白 40 μg、锰

佐剂 200 μg，用 PBS 调整体积至 200 μL，共免疫 
2 次，第 1 次和第 2 次免疫间隔 1 周。在小鼠第 
2 次免疫后的第 7 天，用毛细管从小鼠眼眶取血，

离心（8 000×g，10 min）后取血清，用于抗体的

间接免疫荧光实验检测。

1.6 细胞培养与转染 293T 细胞培养于含 10% 
FBS、1 mmol/L L- 谷 氨 酰 胺、100 nmol/L 非 必

需 氨 基 酸（non-essential amino acid，NEAA）、

100 μg/mL 链霉素和 100 U/mL 青霉素的 DMEM
培养液中，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。

将 293T 细胞接种于 24 孔板中，次日细胞密度

约 90% 时，用 SARS-CoV-2 N 基因真核表达质粒

pcDNA3.1-N 转染细胞，转染试剂用脂质体 2000，
按照试剂说明书操作。

1.7 间接免疫荧光实验 将上述转染表达 SARS-
CoV-2 N 重组蛋白的 293T 细胞接种至 96 孔板， 
37 ℃培养过夜［15］。次日用预冷的甲醇固定细胞，

3% BSA 封闭；然后用 SARS-CoV-2 N 单克隆抗体、

SARS-CoV N 多克隆抗体或免疫小鼠血清（分别按 
1 ︰ 200、1 ︰ 200、1 ︰ 500 稀释）作为一抗、

FITC 标记的羊抗兔或小鼠 IgG（1 ︰ 500 稀释）作

为二抗进行间接免疫荧光实验，于荧光显微镜下观

察细胞中的免疫荧光强度并拍照。

2 结 果

2.1 SARS-CoV-2 N 重组蛋白诱导表达的 SDS-PAGE
分析 SDS-PAGE 分析结果（图 1）显示，SARS-
CoV-2 N 重组蛋白的相对分子质量约为 55 000，与

预期蛋白大小相符，表明目的蛋白诱导表达成功。

SARS-CoV-2 N 重组蛋白经不同条件诱导后均能在

大肠杆菌中表达，而未经诱导的菌液不表达；随着

IPTG 诱导时间的延长，SARS-CoV-2 N 重组蛋白的

表达量也稍有增加；不同终浓度 IPTG 诱导的蛋白

表达量无明显差异。

图 1 SARS-CoV-2 N 重组蛋白在大肠杆菌中 

诱导表达的 SDS-PAGE 分析

Fig 1 SDS-PAGE analysis of recombinant SARS-CoV-2 

N protein expression induced in Escherichia coli

M: The molecular weight standard of protein; 1, 4: The bacteria were 

not induced; 2: The bacteria were induced by 0.5 mmol/L IPTG for  

3 h; 3: The bacteria were induced by 0.5 mmol/L IPTG for 

5 h; 5: The bacteria were induced by 1 mmol/L IPTG for  

3 h; 6: The bacteria were induced by 1 mmol/L IPTG for 5 h. 

SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2;  

N: Nucleocapsid; SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulphate-

polyacrylamide gel electrophoresis; IPTG: Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside
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2.2 SARS-CoV-2 N重组蛋白的亲和层析纯化 Ni-NTA
亲和层析纯化结果（图 2）显示，纯化后的目的蛋白条

带清晰，与预期蛋白的相对分子质量相符；纯化后的

蛋白在其他位置均无杂带；随着洗脱时间的延长，

目的蛋白的浓度先逐步升高，然后下降，位于第

7～11 洗脱组分中的目的蛋白浓度最高（图 2A 中
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的 7～11 泳道）。利用 BCA 蛋白定量试剂盒测定

洗脱组分 7 中目的蛋白的浓度为 1.54 mg/mL，说

明该方法可获得纯度和浓度均较高的 SARS-CoV-2 
N 重组蛋白。

2.3 SARS-CoV-2 N 重组蛋白的蛋白质印迹分析

鉴定 取上述纯化的蛋白组分 7 和 8 样品，经

SDS-PAGE 分离后转移至 PVDF 膜，分别以 SARS-
CoV-2 N 单克隆抗体和 SARS-CoV N 多克隆抗体

为一抗、以 HRP 标记的山羊抗兔 IgG 为二抗进行

蛋白质印迹分析。结果如图 3 所示，目标条带清

晰，且与预期蛋白大小相符，而在阴性对照组中未

见目标条带，说明所表达的 SARS-CoV-2 N 重组蛋

白可与 SARS-CoV-2 N 单克隆抗体特异性反应，且

可与 SARS-CoV N 多克隆抗体交叉反应。

2.4 小鼠抗血清的间接免疫荧光实验检测 间接

免疫荧光实验检测结果显示，与阳性对照组（以

SARS-CoV-2 N 单克隆抗体为一抗）相似，免疫小

鼠血清组和 SARS-CoV N 多克隆抗体组细胞中均

能观察到绿色荧光；而在空白组细胞中未观察到荧

光信号（图 4）。结果说明本研究所制备的 SARS-
CoV-2 N 重组蛋白免疫小鼠抗血清能与哺乳动物

细胞瞬时表达的 SARS-CoV-2 N 重组蛋白特异性结

合，可用于间接免疫荧光实验检测。

3 讨 论

本研究通过原核表达系统获得了电泳纯的

SARS-CoV-2 N 重组蛋白表达产物，蛋白质印迹分

析证实该蛋白可以被市售的 SARS-CoV-2 N 单克

图 3 SARS-CoV-2 N 重组蛋白的蛋白质印迹分析

Fig 3 Western blotting analysis of recombinant  

SARS-CoV-2 N protein
A: Anti-SARS-CoV-2 N rabbit monoclonal antibodies were 

used as primary antibodies in Western blotting; B: Anti-SARS-

CoV N rabbit polyclonal antibodies were used as primary 

antibodies in Western blotting. 1: BSA was used as negative 

control; 2, 3: The representative purified recombinant SARS-

CoV-2 N protein was examined. SARS-CoV-2: Severe acute 

respiratory syndrome coronavirus 2; N: Nucleocapsid; SARS-

CoV: Severe acute respiratory syndrome coronavirus; BSA: 

Bovine serum albumin

隆抗体和实验室前期制备的 SARS-CoV N 多克隆

抗体识别，说明这 2 种病毒的 N 蛋白存在相同或

相似的抗原表位。进一步通过免疫小鼠，制备出抗

血清，经间接免疫荧光实验检测证实所制备的小鼠

抗血清能与哺乳动物细胞瞬时表达的 SARS-CoV-2 
N 蛋白发生特异性结合。

图 2 SARS-CoV-2 N 重组蛋白的纯化

Fig 2 Purification of recombinant SARS-CoV-2 N protein
A: Different fractions after elution (M: The molecular weight standard of protein; 1: The bacteria were induced by 0.5 mmol/L IPTG 

for 5 h; 2-13: The collected fractions of purified protein after elution); B: Comparison of the proteins before and after purification (M: 

The molecular weight standard of protein; 1: The bacteria were not induced; 2: The bacteria were induced by 0.5 mmol/L IPTG for 5 

h; 3: The representative purified protein). SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; N: Nucleocapsid; IPTG: 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
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图 4 SARS-CoV-2 N 重组蛋白免疫小鼠抗血清的间接免疫荧光实验结果

Fig 4 Indirect immunofluorescence analysis of the antiserum from immunized mice  

with recombinant SARS-CoV-2 N protein 
A-D: Immunofluorescence of cells stained with corresponding antibodies; E-H: The corresponding fields of A-D showing the cells 
stained with corresponding antibodies and DAPI. A, E: Mock transfected 293T cells (negative control); B, F: pcDNA3.1-N transfected 
cells were stained with anti-SARS-CoV-2 N rabbit monoclonal antibodies (positive control); C, G: pcDNA3.1-N transfected cells 
were stained with anti-SARS-CoV N rabbit polyclonal antibodies; D, H: pcDNA3.1-N transfected cells were stained with mouse 
antiserum. SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; N: Nucleocapsid; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole; 
SARS-CoV: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 

冠状病毒的基因组虽然呈现遗传多样性，

但 N 蛋白作为病毒核衣壳中关键的结构与功能蛋

白，其功能结构域相对比较保守，含有 2 个高度

碱性、独立折叠的结构域［分别称为氨基末端结

构域（N-terminal domain，NTD）和羧基末端结构

域（C-terminal domain，CTD）］及 1 个 羧 基 末 端

的 N3 结构域［16-17］。研究表明，N 蛋白是个多功能

蛋白，其主要功能是使病毒基因组衣壳化，在病毒

复制、组装和释放中均起着重要作用［18］。此外，

N 蛋白还可以调节宿主细胞的多项生理功能，如通

过抑制宿主Ⅰ型干扰素的产生来干扰宿主免疫、上

调促炎因子环氧酶 2（cyclooxygenase 2，COX2）
和 CXC 趋 化 因 子 配 体 10（CXC chemokine ligand 
10，CXCL10）的产生、参与细胞信号转导和引起

细胞周期失控等［10,19-21］。我们通过对 SARS-CoV 和

SARS-CoV-2 这 2 种病毒编码的 N 蛋白序列进行比

对分析，发现 SARS-CoV-2 N蛋白出现了 2 处氨基酸

残基缺失（Q10 处缺失 1 个丝氨酸残基，S412 处缺

失 1 个 GA 二肽序列）和 3 个非近似氨基酸残基的 
变异［22］。这些突变对 SARS-CoV-2 N 蛋白相关的生

物学功能的影响值得深入研究，但本研究结果提示

这些氨基酸变异可能并不影响N蛋白的免疫原性。

与单克隆抗体相比，抗血清具有一定的优点，

比如制备成本低、过程相对简单、周期短，并且它

可以识别出相应抗原的多个抗原表位，从而增强靶

蛋白的检测信号，提高检测的灵敏度。有研究指

出，针对中东呼吸综合征（Middle East respiratory 
syndrome，MERS）患者血清中的抗体滴度测定

显示，虽然基于 N 蛋白 NTD 抗原 ELISA 实验检测

到的抗体出现时间较晚，但其测定结果与 S 蛋白

ELISA 实验测定结果呈显著的相关性［22］。SARS-
CoV 感染期间，可诱导机体产生大量的以 IgG 为主

的抗体反应，且该反应主要针对 N 蛋白［23-24］。目

前针对 SARS-CoV-2 感染的免疫应答研究非常有

限，仅报道了 1 例 COVID-19 患者的 N 蛋白特异

性抗体反应，其 IgM 抗体在疾病发作后第 9 天达

到峰值，在第 2 周时转为 IgG 抗体［3］，提示 SARS-
CoV-2 的 N 蛋白也参与了机体的体液免疫。利用 N
蛋白所具有的强免疫原性，可进行 SARS-CoV-2 感

染的临床检测。本研究为 SARS-CoV-2 抗原抗体检

测提供了理论依据和技术支持，同时也为后续开展

N 蛋白的生物学功能及 SARS-CoV-2 基因组选择性

包装相关研究提供了重要材料。
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