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猪急性腹泻综合征病毒N基因多克隆抗体的制备
及其生物信息学分析*
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【摘要】 目的 制备SADS-CoV
 

N蛋白的多克隆抗体,进一步了解及探究SADS-CoV
 

N蛋白的基本结构,为猪急性腹

泻综合征病毒疫苗的研制奠定基础。 方法 将N蛋白基因片段克隆至pCold
 

Ⅱ载体,并将其转化至BL21感受态细

胞,采用1
 

mmol/L
 

IPTG诱导蛋白表达,经 Ni-NTA柱纯化后免疫小鼠,制备多克隆抗体。利用生物信息学软件对

SADS-CoV
 

N蛋白的理化性质、亲疏水性、信号肽、二级结构、三级结构及B淋巴细胞与T淋巴细胞抗原表位进行预测。

 结果 重组菌在37
 

℃经1mmol/L
 

IPTG诱导表达分子质量为48
 

ku的目的蛋白,与预期N蛋白分子质量相符。用该

蛋白免疫小鼠,制备的抗N蛋白多克隆抗体的效价可达1︰200
 

000;经IFA、Western
 

blot鉴定,制备的多克隆抗体能够

特异性识别SADS-CoV感染猴肾细胞(Vero)表达的 N蛋白,具有较高的抗体效价及特异性。生物信息学分析SADS-
CoV

 

N由375个氨基酸组成,分子质量为41.636
 

ku,等电点为9.90;N蛋白为亲水性蛋白,无信号肽,无跨膜结构;螺旋

和无规则卷曲是N蛋白二级结构中主要的蛋白质元件;N蛋白存在9个潜在的B细胞表位,第127-135位、134-142位、

275-283位可能存在T细胞表位。 结论 成功构建pCold
 

Ⅱ-SADS-CoV-N重组质粒,用表达的重组蛋白免疫BALB/

c小鼠获得高效的特异抗体血清。生物信息学预测SADS-CoV
 

N含有丰富的螺旋和无规则卷曲结构,以及B、T淋巴细

胞抗原表位,为揭示SADS-CoV
 

N蛋白的功能及SADS-CoV相关的转录机制奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

prepare
 

polyclonal
 

antibodies
 

to
 

the
 

SADS-CoV
 

N
 

protein,further
 

understand
 

and
 

investigate
 

the
 

basic
 

structure
 

of
 

the
 

SADS-CoV
 

N
 

protein
 

and
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

vaccine
 

research. Methods N
 

protein
 

gene
 

fragments
 

were
 

cloned
 

to
 

pCold
 

Ⅱ
 

vectors,converted
 

to
 

BL21
 

competent
 

cell.
 

And
 

than,with
 

the
 

stimulation
 

of
 

1mmol/

L
 

IPTG
 

and
 

purification
 

of
 

Ni-NTA
 

column,polyclonal
 

antibodies
 

were
 

prepared
 

in
 

immune
 

mice.
 

Meanwhile,bioinfor-
matics

 

software
 

is
 

employed
 

for
 

detecting
 

the
 

physicochemical
 

properties,hydrophobicity,signal
 

peptides,secondary
 

struc-
ture,tertiary

 

structure,antigenic
 

determinants
 

and
 

epitopes
 

of
 

B
 

cell
 

and
 

T
 

cell. Results The
 

recombinant
 

protein,

which
 

relative
 

molecular
 

weight
 

was
 

48
 

ku,was
 

successfully
 

expressed
 

at
 

37
 

℃
 

with
 

the
 

inducement
 

of
 

1mmol/L
 

IPTG;

the
 

titer
 

of
 

the
 

anti-N
 

protein
 

polyclonal
 

antibody
 

can
 

reach
 

1︰200
 

000;the
 

result
 

of
 

IFA
 

and
 

Western
 

Blot
 

confirmed
 

that
 

the
 

prepared
 

monoclonal
 

antibody
 

with
 

high
 

antibody
 

titer
 

and
 

specificity,which
 

can
 

specifically
 

recognize
 

the
 

N
 

pro-
tein

 

expressed
 

by
 

SADS-CoV-infected
 

monkey
 

kidney
 

cells
 

(Vero).
 

SADS-CoV
 

N
 

were
 

composed
 

by
 

375
 

amino
 

acids,has
 

the
 

relative
 

molecular
 

mass
 

weighted
 

41.636
 

ku,and
 

the
 

isoelectric
 

point
 

is
 

9.90;The
 

N
 

protein
 

lacked
 

signal
 

peptide
 

and
 

transmembrane
 

spiral
 

structure
 

is
 

featured
 

by
 

the
 

hydrophilic
 

protein.
 

And
 

spiral
 

and
 

irregular
 

curl
 

plays
 

a
 

vital
 

role
 

in
 

·378·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2022年08月 第17卷第08期

Aug.
 

2022, Vol.17,No.08

*

**

【基金项目】 温州市基础性科研项目(No.
 

N20190005,N20180010)。

【通讯作者】 孙文超,E-mail:sunwenchao131@163.com;金宁一,E-mail:ningyik@126.com
【作者简介】 于子萍(1998-),女,辽宁沈阳人,主要从事动物新发病毒分子诊断方面研究。E-mail:Y19817563015@163.com



constructing
 

protein
 

elements
 

of
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

N
 

protein.
 

N
 

protein
 

contains
 

9
 

potential
 

B
 

cell
 

epitopes,and
 

possible
 

T
 

cell
 

epitopes
 

namely
 

positions
 

127-135,134-142
 

and
 

275-283. Conclusion The
 

pCold
 

II-SADS-CoV-N
 

re-
combinant

 

plasmid
 

was
 

successfully
 

constructed
 

and
 

BALB/c
 

mice
 

were
 

immunized
 

with
 

the
 

recombinant
 

protein
 

for
 

ob-
taining

 

high-efficiency
 

and
 

specific
 

antibody.
 

The
 

result
 

of
 

bioinformatics
 

demonstrated
 

that
 

there
 

were
 

numerous
 

helical
 

and
 

random
 

coil
 

structures
 

as
 

well
 

as
 

B
 

and
 

T
 

lymphocyte
 

antigenic
 

epitopes
 

consisted
 

in
 

SADS-CoV
 

N.
 

Besides
 

this
 

study
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

revealing
 

the
 

function
 

of
 

the
 

SADS-CoV
 

N
 

protein
 

and
 

the
 

transcriptional
 

mechanism
 

associated
 

with
 

SADS-CoV.
【Key

 

words】 SADS-CoV;N
 

protein;bioinformatic;prokaryotic
 

expression;polyclonal
 

antibodies

  猪急性腹泻综合征冠状病毒(Swine
 

Acute
 

Diar-
rhea

 

Syndrome
 

Coronavirus,SADS-CoV)即猪肠道α
冠状病毒(SeACoV)或猪肠性α病毒(PEAV)[1],是

2017年新发现的仔猪腹泻冠状病毒,为仔猪体内发现

的第5种猪冠状病毒[2]。SADS-CoV是导致仔猪腹泻

的重要病原体,除此之外还可导致仔猪发烧、食欲不

振、呕吐、严重腹泻、脱水,病死率可达90%,[3]。该病

毒首次于2016年8月在中国广东猪群中发现[4],经回

顾性调查与研究发现,感染SADS-CoV后仔猪的患病

率为43.53%。2018年,Li等[5]报道在福建地区发现

了SADS-CoV
 

CN/FJWT/2018毒株。同年在江西也

发现了SADS病例[6]。表明该病毒在南方养猪场广泛

流行。但至今尚无有效的抗病毒药物与疫苗,目前主

要通过控制传染源与切断传播途径两种方式对该病毒

进行防控[7]。

SADS-CoV属于冠状病毒(coronavirus,CoV)套
式病毒目(Nidovirales)冠状病毒科(Coronaviridae)
冠状病毒亚科(Coronavirinae),是一种有囊膜包被的

单股正链RNA病毒[8],其基因组全长约为27
 

kb,基
因组结构类似于蝙蝠状的 HKU2冠状病毒株,包括4
种结构蛋白(S蛋白、E蛋白、M 蛋白、N蛋白)[9]和3
种辅助蛋白(ORF

 

1a/1b、NS3、NS7a)等[10]。核衣壳

蛋白N可与病毒基因组RNA相互作用,促进病毒的

核衣壳结构形成,对形成完整的病毒粒子至关重要。

N蛋白是重要的结构蛋白[11],也是冠状病毒中含

量最丰富的蛋白[12]。高含量的N蛋白被认为有利于

冠状病毒感染细胞后产生有效免疫力[13]。表达N蛋

白需要对N蛋白的性质及结构有进一步的了解,采用

生物信息学方法对其进行预测,有助于成功表达N蛋

白。目前生物信息学已广泛应用于生命科学、临床医

学及药物筛选与分析等领域。表位是存在于抗原表面

的,决定抗原特异性的化学集团,是被免疫细胞识别并

与抗体结合形成免疫反应的基本单位[14,15]。因此,淋
巴细胞表位预测是免疫信息学中的重要研究内容。本

研究对SADS-CoV-N蛋白进行生物信息学分析,对

SADS-CoV-N蛋白的基本理化性质、空间结构及B淋

巴细胞与T淋巴细胞的表位等进行预测与分析[16,17];

克隆SADS-CoV的N基因,利用原核表达系统表达重

组SADS-CoV-N 蛋白,纯化后免疫小鼠,制备鼠抗

SADS-CoV-N多克隆抗体,为N蛋白的生物学功能和

致病机制研究以及疫苗研发提供理论依据和实验材

料。

材料与方法

1 材料

1.1 细菌、载体及实验动物 E.coli
 

DH5α与BL21
大肠埃希菌感受态细胞购自上海生物工程有限公司;

pMD-19T载体购自日本TAKARA公司;BALB/c小

鼠购自温州大学病毒学研究所实验动物中心。

1.2 主要试剂 2×
 

Phanta
 

Max
 

Master
 

Mix购自南

京诺唯赞生物有限公司;质粒提取试剂盒和胶回收试

剂盒购自美国AXYGEN有限公司;Xba
 

Ⅰ与Sac
 

Ⅰ
限制性内切酶,以及T4连接酶购自美国赛默飞生物

技术有限公司;蛋白上样缓冲液和辣根过氧化物酶标

记山羊抗小鼠IgG(H+L)购自碧云天生物技术公司。

2 方法

2.1 引 物 设 计 与 合 成  根 据 NCBI
 

SADS-CoV
 

GDS04毒株(登录号:MF167434)设计引物。SADS-
CoV-NF:5'-ATGGAGCTCATGGCCACCGTTAAT-
TGGGGTGAC-3';SADS-CoV-NR:5'-CTATCTA-
GATTAGTTAATAATTTCATCCACCAT-3'。引物

由上海生物工程有限公司合成。

2.2 SADS-CoV-N基因原核表达载体的构建 以优

化合成的SADS-CoV-N序列质粒为模板进行N基因

的PCR扩增。PCR扩增体系(25
 

μL):SADS-CoV-N
基因质粒 DNA

 

1
 

μL,2×Phanta
 

Max
 

Master
 

Mix
 

12.5
 

μL,SADS-CoV-NF
 

0.5
 

μL,SADS-CoV-NR
 

0.5
 

μL,用去离子水补至25
 

μL。PCR产物与pCold
 

Ⅱ载

体分别用Xba
 

Ⅰ与Sac
 

Ⅰ双酶切,纯化后在T4连接

酶作用下连接,连接产物转化至DH5α感受态细胞,转
化细胞涂布于含氨苄青霉素抗性的LB培养基。挑取

单克隆,扩大培养后提取质粒,委托上海生物工程有限

公司测序,测序正确后于-20
 

℃保存备用。

2.3 SADS-CoV-N表达、鉴定及纯化 将重组质粒

转化至BL21(DE3)感受态细胞,于37
 

℃以220
 

r/min
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摇菌培养;加入适量IPTG(终浓度为1
 

mmol/L),采
用不同的温度和时间进行诱导条件的优化。采用优化

后的表达条件大量诱导目的蛋白表达并8
 

000
 

r/min
离心收集菌体,PBS重悬菌体经超声破碎至溶液澄清

后,使用蛋白纯化试剂盒纯化目的蛋白,采用SDS-
PAGE、Western

 

blot分析蛋白表达情况,蛋白浓度采

用BCA定量法测定。

2.4 多克隆抗体的制备 将纯化的重组蛋白与铝盐

佐剂混合后免疫四周龄BALB/c小鼠6只(150
 

μL/
只,10

 

μg蛋白/只),1周后尾缘静脉采取,分离血清,-
20

 

℃保存。免疫4周后进行二次免疫,二次免疫1周

后尾缘静脉采血,分离血清,-20
 

℃保存。

2.5 Western
 

blot测定免疫血清抗体效价 将N基

因阳性对照制备成蛋白样品经SDS-PAGE电泳后转

膜,以免疫小鼠血清(按比例稀释)为一抗,以辣根过氧

化物酶标记山羊抗小鼠IgG(H+L)为 二 抗 进 行

Western
 

blot,测定抗体的效价。

2.6 免 疫 血 清 的 间 接 免 疫 荧 光 (IFA)试 验 用

SADS-CoV病毒感染 Vero细胞,48
 

h后收集细胞样

品,弃上清,用4%细胞组织固定液固定30
 

min,PBST
洗涤;用0.5%Triton-X通透15

 

min,PBST洗涤;用
含1%

 

BSA的PBST
 

37
 

℃封闭1
 

h,洗涤;加入系列稀

释的免疫小鼠血清,37
 

℃孵育1
 

h,PBST洗涤;加入

FITC标记抗鼠IgG,37
 

℃避光孵育30
 

min,洗涤;加
入DAPI对细胞核染色5

 

min,荧光显微镜观察。

2.7 SADS-CoV-N蛋白生物信息学分析 利用Pro-
tparam

 

tool(http://web.expasy.org/protparam)在
线分析软件预测 N蛋白的氨基酸数量、等电点、分子

质量,氨基酸组成、分子式以及不稳定系数等;分别利

用在 线 网 站 Prot
 

Scale(http://web.expasy.org/

protscale/)、Signal
  

4.1
 

Server(https://services.
healthtech.dtu.dk/service.php? SignalP-4.1)、TM-
HMM

 

Server2.0(http://www.cbs,dtu.dk/services/

TMHMM/)预测蛋白的亲疏水性、信号肽及跨膜结

构;采用在线网站SOPMA(http://npsa-prabi.ibcp.
fr/cgi-bin/secpred_sopma.pl)对 N蛋白的二级结构

进行分析;利用软件Phyre2(http://www.sbg.bio.
ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)建立 N
蛋白的三级结构模型,主要分析蛋白与模型对的可信

度和蛋白覆盖率;通过在线软件Hum-mPLo
 

3.0预测

蛋白亚细胞定位(https://services.healthtech.dtu.
dk/cgi-bin/sw_request);采 用 在 线 软 件IEDB(ht-
tp://www.iedb.org/)预测B细胞抗原表位;使用在

线软 件 nHLAPred
 

ComPred 在 线 程 序 (https://

webs.iiitd.edu.in/raghava/nhlapred/comp.html)预
测

 

N蛋白的T细胞CTL表位。

结 果

1 SADS-CoV-N基因原核表达载体的构建及鉴定

目的基因PCR产物及载体经酶切后连接,连接产

物经Xba
 

Ⅰ与Sac
 

Ⅰ双酶切,得到大小约1
 

200
 

bp的

目的基因片段和4
 

400
 

bp的载体片段(图1),与预期

相符。测序表明重组质粒构建正确。

  M DNA标志物(DL8
 

000) 1 SADS-CoV-N重组质粒XbaⅠ
与SacⅠ双酶切

图
 

1 SADS-CoV-N重组质粒双酶切鉴定

M DNA
 

moleclar
 

standard
 

weight
 

(DL8
 

000) 1 SADS-CoV-N
 

recombinant
 

pla
 

digested
 

by
 

XbaⅠand
 

SacⅠ
Fig.1 Identification

 

results
 

of
 

SADS-CoV-N
 

recombinant
plasmid

 

digestion

2 重组蛋白的诱导表达、鉴定及纯化

重组菌经IPTG诱导后进行SDS-PAGE分析,表
达产物分子质量在40~55

 

ku之间,与SADS-CoV-N
重组蛋白分子质量理论值相符。且该蛋白主要以包涵

体形式表达(图2)。纯化的重组蛋白为单一电泳条

带,浓缩后的蛋白浓度更高(图3)。

  M 蛋白分子质量标准 1 pCold
 

Ⅱ空载体对照 2 重组质粒
转化菌表达的pCold

 

Ⅱ-N重组蛋白
图

 

2 SDS-PAGE分析N蛋白的表达

M Protein
 

marker 1 pCold
 

Ⅱ
 

empty
 

vector 2 pCold
 

Ⅱ-N
 

recombinant
 

protein
Fig.2 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

N
 

protein
 

expression

3 抗体效价

Western
 

blot测定重组SADS-CoV-N 免疫小鼠

血清多克隆抗体效价达1︰200
 

000(图4)。
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  M 蛋白分子质量标准 NC IPTG诱导pCold
 

Ⅱ空载体对照 1
 纯化的pCold

 

Ⅱ-N重组蛋白 2 浓缩的纯化pCold
 

Ⅱ-N重组蛋白
图

 

3 纯化、浓缩SADS-CoV-N蛋白的SDS-PAGE分析

M Protein
 

marker NC Induced
 

pCold
 

Ⅱ
 

empty
 

vector 1 
pCold

 

Ⅱ-N
 

recombinant
 

protein(purified) 2 pCold
 

Ⅱ-N
 

recombi-
nant

 

protein(concentrated)
Fig.3 Detection

 

of
 

purified
 

and
 

concentrated
 

SADS-CoV-N
protein

 

by
 

SDS-PAGE

  M 蛋白分子质量标准 1 阴性对照 2 抗SADS-CoV-N抗体
与相应抗体反应条带

图
 

4 Western
 

blot测定SADS-CoV-N蛋白免疫小鼠血清抗体效价

M Protein
 

marker 1 Negative
 

control 2 SADS-CoV-N
 

samples
Fig.4 Detection

 

of
 

the
 

antibody
 

titer
 

of
 

the
 

SADS-CoV-N
 

protein

4 IFA检测结果

制备的鼠抗SADS-CoV-N多克隆抗体血清经1
︰50

 

000-1︰200
 

000稀释后作为一抗进行IFA试

验。结果显示,鼠抗SADS-CoV-N多克隆抗体可与病

毒的天然 N蛋白发生反应(图5)。表明制备的鼠抗

SADS-CoV-N多克隆抗体可用于IFA检测N蛋白。

图
 

5 鼠抗SADS-CoV-N多克隆抗体的IFA鉴定

Fig.5 IFA
 

identification
 

of
 

a
 

mouse
 

polyclonal
 

antibody
 

against
SADS-CoV-N

5 SADS-CoV-N蛋白的生物信息学分析

5.1 蛋 白 序 列 及 理 化 性 质 SADS-CoV-N 蛋白由

375个氨基酸组成,分子质量为41.636
 

ku,等电点

(pI)为9.90。负电荷残基总数(Asp+Glu)为37,正
电荷残基总数为(Arg+Lys)为52。不稳定系数(in-
stability

 

index)为67.37。脂肪指数(aliphatic
 

index)
为61.63。氨基酸各组分见表1。

表
 

1 N蛋白的氨基酸组成
Table

 

1 Amino
 

acid
 

composition
 

of
 

N
 

protein
氨基酸

Amimo
 

acid
数量/个

Quantity/piece
占比/%

Proportion/%
丙氨酸(Ala) 32 8.5
精氨酸(Arg) 29 7.7

天冬酰胺(Asn) 15 4.0
天冬氨酸(Asp) 17 4.5
半胱氨酸(Cys) 1 0.3
谷氨酰胺(Gln) 29 7.7
谷氨酸(Glu) 20 5.3
甘氨酸(Gly) 23 6.1
组氨酸(His) 6 1.6
异亮氨酸(Ile) 11 2.9
亮氨酸(Leu) 17 4.5
赖氨酸(Lys) 23 6.1
蛋氨酸(Met) 6 1.6

苯丙氨酸(Phe) 14 3.7
脯氨酸(Pro) 36 9.6
丝氨酸(Ser) 33 8.8
苏氨酸(Thr) 19 5.1
色氨酸(Trp) 7 1.9
酪氨酸(Tyr) 6 1.6
缬氨酸(Val) 31 8.3

5.2 SADS-CoV-N蛋白的亲疏水性、信号肽、跨膜结

构及亚细胞定位 Protein
 

Scale网站预测 N蛋白的

平均亲水系数为-0.769,为亲水性蛋白(图6);Signal
 

IP
 

4.0
 

Server在线网站预测N蛋白无信号肽(图7);
在线网站TMHMM

 

Server
 

v.
 

2.0预测 N蛋白不含

跨膜结构(图8)。采用软件Hum-mPLoc
 

3.0对N蛋

白的亚细胞定位进行预测与分析,结果表明N蛋白位

于细胞核内。

图
 

6 N蛋白亲疏水性预测

Fig.6 Prediction
 

results
 

of
 

N
 

protein
 

hydrophilicity
 

and
 

hydrophobicity
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图
 

7 N蛋白的信号肽预测

Fig.7 Signal
 

peptide
 

prediction
 

of
 

N
 

protein

图
 

8 N蛋白的跨膜区预测

Fig.8 Transmembrane
 

region
 

prediction
 

of
 

N
 

protein

5.3 SADS-CoV-N蛋白的二、三级结构 利用在线

软件SOPMA和PHYRE
 

2分别预测 N蛋白的二级

和三 级 结 构。从 图 9 可 以 看 出,56 个 氨 基 酸

(14.93%)参与 N 蛋白α螺旋的形成;60个氨基酸

(16.00%)参与 N 蛋白延伸链的形成;13个氨基酸

(3.47%)参与 N 蛋白β折叠的形成;246个氨基酸

(65.6%)参与 N蛋白无规则卷曲结构的形成。由此

可见,螺旋和无规则卷曲是N蛋白二级结构中主要的

蛋白质元件。基于同源建模法(Normal),以c5n4kA
为模板,建立N蛋白三级结构的三维空间模型,结果

如图10。可以看出,129个残基(序列的34%)通过单

个最高评分模板以100%的置信度建模。

图
 

9 N蛋白二级结构预测

Fig.9 Secondary
 

Structure
 

prediction
 

of
 

N
 

protein

5.4 SADS-CoV-N蛋白的B细胞表位 利用在线软

件IEDB预测B细胞表位,系统默认阈值为0.5时,预
测结果见图11。B细胞存在9个潜在的优势抗原表

位,分别为6-22,32-77,91-99,109-137,140-179,190-
240,248-267,290-296,313-370(表2)。

表
 

2 SADS-CoV-N
 

蛋白B细胞表位预测
Table

 

2 B
 

cell
 

epitope
 

prediction
 

of
 

SADS-CoV-N
 

protein

条数
Number

 

of
 

bars

开始位置
Starting

 

position

序列
Sequence

1 6 WGDAVEQAESRGRKRIP

2 32 IDGKNFWNVMPRNGVPTGKGTPDQQI
GYWVEQKRWRMQKGQRKDQP

3 91 ADAPFRKRI
4 109 GAKTSPTGLGVRNRNKEPATPQFGFQLPP

5 140 TVVEVTSRSASRSQSRSRNQSQSRSGAQ
TPRAQQPSQSVD

6 190 DLGIASSQSRPQSGKNTPKPRSRAVSPAP
APKPARKQMDKPEWKRVPNSEE

7 248 PRSVSRNFGDSDLVQHGVEA
8 290 TTKESGE

9 313 KNLPRFLEQVSAYSKPSQIRRSQSQQDLNA
DAPVFTPAPPATPVSQNPAFLEEEVEMV

图
 

10 N蛋白的三级结构空间模型预测

Fig.10 The
 

spatial
 

model
 

prediction
 

results
 

of
 

tertiary
 

structure
of

 

N
 

protein

图
 

11 SADS-CoV-N
 

蛋白B细胞表位预测

Fig.11 B
 

cell
 

epitope
 

prediction
 

of
 

SADS-CoV-N
 

protein

5.5 SADS-CoV-N蛋白的T细胞表位 利用nHL-
APred预测 N蛋白的 T细胞表位,系统默认阈值为

0.5时,分别预测5种不同分子 HLA-A2、HLA-A*
0201、HLA-A*0202、HLA-A*0203和 HLA-A*
0205的结合肽。结果如图12所示,由于各等位基因

出现重叠区域,因此推测第127-135位、134-142位、

275-283位可能存在T细胞表位。

讨 论

近年来,冠状病毒所引起的仔猪腹泻疾病已成为

养猪业健康发展的主要威胁。自2017年我国发现首
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例SADS-CoV感染以来,该病在我国南方地区快速传

播并 对 当 地 的 养 猪 业 造 成 重 大 经 济 损 失。由 于

SADS-CoV病毒的结构复杂且未知功能蛋白较多,给
病毒的基础研究及疫苗研发带来巨大挑战。为深入研

究SADS-CoV感染及致病机制,掌握相关蛋白在病毒

感染宿主时的表达、功能及定位至关重要。

图
 

12 SADS-CoV-N
 

T细胞抗原表位预测

Fig.12 T
 

cell
 

epitope
 

prediction
 

of
 

SADS-CoV-N
 

protein

韩郁茹等[18]筛选出5株抗SADS-CoV-N蛋白的

单克隆抗体,均具有良好的抗体特异性且效价高。张

记宇等[19]验证了SADS-CoV诱导宿主细胞凋亡的分

子机制。周芝海等[20]分析广东12个猪场以及 NCBI
上已经公布的SADS-CoV的N蛋白的序列并制备出

可与SADS-CoV特异性结合的 N蛋白多克隆抗体。
本研究对N基因进行优化表达,提高了N蛋白表达含

量。

N蛋白是冠状病毒的主要结构蛋白之一,是一种

多功能的磷酸化蛋白,在被感染的宿主细胞中是表达

量最高的蛋白之一[21]。N蛋白同时也是冠状病毒结

构蛋白中最保守的蛋白质,病毒感染前期的检测手段

多为针 对 N 蛋 白 进 行 的[22]。因 此 本 实 验 选 择 对

SADS-CoV的N蛋白进行研究,具有其它蛋白所不具

备的优势[23]。
生物信息学是在生命科学的研究中以计算机为工

具对生物信息进行存储、检索和分析以获得大量数据

的科学[17]。生物信息学以已知的核苷酸序列或氨基

酸序列为研究对象,与数据库中经研究证实的序列进

行比较,预测核酸或蛋白质的生物学结构与功能[24-25]。
结果显示 N蛋白由375个氨基酸组成,分子质量为

41.636×103
 

ku,等电点为9.90,为亲水蛋白,无信号

肽及跨膜结构,螺旋和无规则卷曲是N蛋白二级结构

中主 要 的 蛋 白 质 元 件。本 研 究 初 步 预 测 分 析 了

SADS-CoV-N的理化性质,为该蛋白的分离纯化提供

了参考依据,为SADS-CoV 疫苗研发提供了理论基

础。
免疫是人体的一种生理功能,人体依靠免疫功能

识别外来的抗原或体内的异己物质,从而破坏和排斥

进入人体的抗原物质,或人体自身产生的诸如损伤细

胞等的物质,以维持机体的健康[26]。人类共有3种主

要的防御机制,其中皮肤和黏膜是第一道防线,体液中

的杀菌物质和吞噬细胞为第二道防线。第三道防线为

特异性免疫,这种免疫只针对一种病原体,是人体经后

天感染或人工预防接种而使机体获得抵抗感染的能

力。参与特异性免疫的细胞主要有B淋巴细胞和 T
淋巴细胞,其中B淋巴细胞主要参与体液免疫,T淋

巴细胞主要参与细胞免疫,T淋巴细胞被刺激后产生

的淋巴因子等物质对B淋巴细胞的分化至关重要。
本研究初步预测与分析了N蛋白的B淋巴细胞与T
淋巴细胞的表位[16-17],为该蛋白的生物学功能和致病

机制研究,以及疫苗的研发奠定了基础。
原核表达技术是目前最为成熟、稳定的一种蛋白

表达技术,利用该技术可以在体外快速高效表达目的

蛋白[27],具有成本低、周期短、操作简便、可大量生产、
易于蛋白纯化等诸多优点,因而被广泛采用,为病毒蛋

白功能研究提供了便利[28]。本实验用表达纯化的重

组N蛋白免疫小鼠,制备了高效价的抗N蛋白的多克

隆抗体血清,该抗体具有良好的特异性及亲和力,为进

一步研究N基因在SADS-CoV侵染宿主时的功能奠

定了基础。
本研究制备了高效价的抗N蛋白的多克隆抗体,

并通过生物信息学分析全面揭示了 N蛋白的生物学

功能,为开发和设计靶向N蛋白的快速诊断方法和抗

病毒药物提供了科学依据。
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