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新型冠状病毒３Ｃ样蛋白酶的原核表达

及其多克隆抗体的制备
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【摘要】　目的　表达及纯化新型冠状病毒（Ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ２，ＳＡＲＳＣｏＶ２）３Ｃ样蛋白酶

（３ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅａｓｅ，３ＣＬ
ｐｒｏ）并制备３ＣＬｐ

ｒｏ多克隆抗体。　方法　将重组质粒ｐＥＴ２８ａＰｒｏｔｅｉｎａｓｅ＿３ＣＬｐｒｏ转

化大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３），利用ＩＰＴＧ诱导重组蛋白表达，超声破碎后用ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分析蛋白表达情况，利用 Ｎｉ

ＮＴＡ进行重组蛋白的纯化。用重组蛋白免疫４～８周龄健康小鼠，制备多克隆抗体，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＥＬＩＳＡ对抗体

进行定性和定量检测。　结果　重组蛋白 Ｈｉｓ３ＣＬ
ｐｒｏ在重组菌培养上清中高表达，分子质量单位为３３．８ｋｕ。制备的多

克隆抗体可特异结合重组蛋白３ＣＬ
ｐｒｏ，ＥＬＩＳＡ检测血清抗体效价可达１∶２０４８００。　结论　在大肠埃希菌中成功表达

３ＣＬ
ｐｒｏ，免疫小鼠并制备高效价的鼠抗３ＣＬｐ

ｒｏ多克隆抗体，为研究３ＣＬｐ
ｒｏ功能进而开发新型冠状病毒检测试剂盒及治疗

药物奠定了基础。

【关键词】　新型冠状病毒（ＳＡＲＳＣｏＶ２）；３Ｃ样蛋白酶（３ＣＬ
ｐｒｏ）；原核表达；多克隆抗体
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新型冠状病毒（ＳＡＲＳＣｏＶ２）为一种新发现的冠状

病毒，属于冠状病毒β属，与２００３年流行的ＳＡＲＳ冠

状病毒 （ＳＡＲＳＣｏＶ）同源性约为８０％
［１］。ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２可引起新型冠状病毒肺炎（ＣｏｒｏｎａＶｉｒｕｓＤｉｓ

ｅａｓｅ２０１９，ＣＯＶＩＤ１９），其主要症状为咳嗽、发热和呼

吸困难等［２］。ＳＡＲＳＣｏＶ２传播迅速，当前国内外诊

治形势异常严峻。

ＳＡＲＳＣｏＶ２的遗传物质是单股正链ＲＮＡ，其第

一个可读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ１ａ／ｂ，ＯＲＦ１ａ／ｂ）编

码１６个非结构蛋白（ｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＳＰ），３Ｃ

样蛋白酶（３ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅａｓｅ，３ＣＬ
ｐｒｏ）是其

中最具特征的药物靶标［３４］。病毒可以合成ｐｐ１ａ和

ｐｐ１ａｂ复制酶多肽，３Ｃ样蛋白酶（３ＣＬ
ｐｒｏ）和木瓜蛋白
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酶样蛋白酶（ｐａｐａｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅａｓｅ，ＰＬ
ｐｒｏ）可以将这两

条多肽剪切成非结构蛋白，生成的非结构蛋白参与

ＲＮＡ的复制与转录，转录成功产生成熟的子代病毒感

染更多细胞［５７］。３ＣＬｐ
ｒｏ 在病毒的复制与宿主的感染

过程中发挥重要作用，抑制３ＣＬｐ
ｒｏ功能能阻断ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２在宿主体内的复制，因此３ＣＬｐ
ｒｏ可作为研发疫

苗的重要靶标以及开发抗病毒药物的重要靶点。本研

究拟原核表达重组蛋白３ＣＬ
ｐｒｏ，并免疫小鼠，制备高亲

和力的３ＣＬ
ｐｒｏ多克隆抗体，为开发新型冠状病毒检测

试剂盒及治疗药物提供靶点。

材料与方法

１　材料

１．１　实验动物　４～８周龄ＳＰＦ级雌性ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠５只，购自潍坊医学院实验动物中心。

１．２　菌株、质粒及主要试剂　重组质粒ｐＥＴ２８ａＰｒｏ

ｔｅｉｎａｓｅ＿３ＣＬｐｒｏ购于上海海吉浩格生物科技有限公

司；大肠埃希菌ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）、ＬＢ培养基为本实

验室保存及配制；限制性内切酶犖犱犲Ⅰ和犡犺狅Ⅰ购于

日本Ｔａｋａｒａ公司；质粒小量提取试剂盒购于艾科瑞生

物；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶快速配置试剂盒购于碧云天生物

公司；鼠源抗 Ｈｉｓ单克隆抗体购于武汉爱博泰克生物

科技有限公司；ＨＲＰ标记的兔抗鼠ＩｇＧ购于美国ＢＢＩ

生命科学有限公司；卡那霉素购于北京东胜泰博科技

有限公司。

２　方法

２．１　重组３ＣＬ
ｐｒｏ原核表达质粒的构建及鉴定　将重

组质粒ｐＥＴ２８ａＰｒｏｔｅｉｎａｓｅ＿３ＣＬｐｒｏ转入ＤＨ５α感受

态细胞，在ＬＢ固体培养基上３７℃过夜培养，取单个

菌落于卡那霉素抗性的ＬＢ液体培养基中继续培养至

菌液Ａ４５０ 值约为１．２时，利用质粒抽提试剂盒对菌液

提取质粒。用犖犱犲Ⅰ和犡犺狅Ⅰ两种限制性内切酶酶

切鉴定，并由公司进行测序验证。

２．２　重组蛋白的诱导表达　将重组质粒ｐＥＴ２８ａ

Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ＿３ＣＬｐｒｏ转化至ＢＬ２１感受态细胞，挑取单

个阳性菌落于３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养增菌至Ａ４５０ 值为

０．６～１．０时，加入不同浓度的ＩＰＴＧ诱导２８ｈ菌液

进行ＳＤＳＰＡＧＥ，分析重组蛋白的表达，确定蛋白的

最佳诱导表达条件。

２．３　重组蛋白的纯化与鉴定　收集菌体，用预冷的

ＳｏｌｕｂｌｅＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（５ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，０．５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，Ｐｈ７．４）重悬菌体，经超

声裂解后离心留取上清。使用ＢｕｆｆｅｒＡ平衡纯化柱

至紫外吸收值及电导值平稳，将处理后样品上样并收

集流出液，使用ＢｕｆｆｅｒＡ平衡纯化柱至紫外吸收值及

电导值平稳。依次使用５％、１０％、２０％、４０％、６０％、

１００％的ＢｕｆｆｅｒＢ洗脱目的蛋白，采用ＳＤＳＰＡＧＥ凝

胶电泳分析洗脱目的蛋白的纯化效果，对鉴定合格的

目的蛋白进行透析，将缓冲液置换为ＰＢＳ，ＢＣＡ试剂

盒检测蛋白浓度。

将重组蛋白与ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀，煮沸后进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜（９０ｖ，５５ｍｉｎ）后用含５％脱脂

奶粉的ＴＢＳＴ封闭２ｈ；加入一抗（鼠源抗 Ｈｉｓ标签抗

体；１∶１２０００）４℃孵育过夜，洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；

加入二抗（ＨＲＰ标记的兔抗鼠ＩｇＧ；１∶６０００），室温孵

育６０ｍｉｎ，洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；滴加ＥＣＬ发光液，

曝光。

２．４　多克隆抗体的制备　选取４只４～８周龄

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠饲养１周，取血眼球作为未免疫的阴性

血清。取弗氏佐剂与重组蛋白等体积混匀并充分乳化

后，采取颈背部多点皮下注射的方式免疫，第１次免疫

后间隔２周进行加强免疫，加强免疫共３次，每次间隔

１周，首次免疫剂量１００μｇ／次／只，其余每次５０μｇ／

次／只。首次免疫佐剂为弗氏完全佐剂，加强免疫为弗

氏不完全佐剂［８］。第４次免疫后取血眼球，分离血清

保存备用。

２．５　多克隆抗体血清的鉴定

２．５．１　间接ＥＬＩＳＡ法检测抗体效价　将纯化的重组

蛋白用包被液稀释至２０μｇ／μＬ，包被于９６孔酶标板，

４℃孵育过夜，洗涤５次；２％ＢＳＡ３７℃封闭２．５ｈ，洗

涤５次；分别加入梯度稀释的未免疫血清和阳性血清，

３７℃孵育１ｈ，洗涤５次；加入二抗（ＨＲＰ标记兔抗鼠

ＩｇＧ），３７℃孵育１ｈ，洗涤５次；加入底物显色液显色，

观察液体颜色变化及时加入终止液终止反应；测量

Ａ４５０ 值，以Ｐ／Ｎ（阳性孔Ａ４５０ 值／阴性孔Ａ４５０ 值）≥２．１

为阳性，免疫血清阳性的最大稀释度为抗体效价［９］。

２．５．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定多克隆抗体的特异性　取

纯化的重组蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ，按上述方法转膜、

封闭后，分别以未免疫血清和阳性血清作为一抗，以

ＨＲＰ标记的兔抗鼠ＩｇＧ 抗体为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ鉴定多克隆抗体的特异性。

结　果

１　重组质粒的双酶切鉴定

重组质粒ｐＥＴ２８ａＰｒｏｔｅｉｎａｓｅ＿３ＣＬ
ｐｒｏ 用ＮｄｅⅠ和

ＸｈｏⅠ酶切后进行１％琼脂糖凝胶电泳鉴定（图１），获

得片段分别为１００４ｂｐ和５２３２ｂｐ，与预期大小相符。

２　重组蛋白的诱导表达

重组质粒转化ＢＬ２１后经ＩＰＴＧ诱导表达重组蛋

白的分子质量单位为３３．８ｋｕ，与预期结果相符（图

２Ａ）。确定重组蛋白的最佳诱导条件为０．３ｍｍｏｌ／Ｌ

ＩＰＴＧ，３０℃诱导４ｈ，分别取重组菌超声破碎上清和
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沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分析，结果如图２Ｂ，重组蛋

白在上清与沉淀中均表达，且主要存在于上清中。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ１００００）　１　重组质粒酶切前　２　重组质粒

ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切

图１　重组质粒狆犈犜２８犪犘狉狅狋犲犻狀犪狊犲＿３犆犔
狆狉狅的双酶切鉴定

Ｍ　ＤＬ１００００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１　Ｂｅｆｏｒｅｃｕｔｔｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓ

ｍｉｄｅｎｚｙｍｅ　２　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ犖犱犲Ⅰａｎｄ犡犺狅Ⅰｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓ

ｔｉｏｎ

犉犻犵．１　犐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狆犾犪狊犿犻犱

狆犈犜２８犪犘狉狅狋犲犻狀犪狊犲＿３犆犔
狆狉狅犫狔犱狅狌犫犾犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

　　Ａ　重组蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　未

诱导重组菌裂解全菌液　２　ＩＰＴＧ诱导重组菌全菌裂解　Ｂ　重组蛋

白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　ＩＰＴＧ诱导重组菌

裂解上清　２　ＩＰＴＧ诱导重组菌裂解沉淀

图２　重组蛋白犎犻狊３犆犔
狆狉狅的诱导表达

Ａ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｓｔａｎｄａｒｄ　１　Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ　２　Ｉｎ

ｄｕｃｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ　Ｂ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｓｔａｎｄａｒｄ　１　Ｉｎｄｕｃｅｌｙｓｉｓｓｕｐｅｒ

ｎａｔａｎｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ　２　Ｉｎｄｕｃｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｂａｃｔｅｒｉａ

犉犻犵．２　犐狀犱狌犮犲犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀犎犻狊３犆犔
狆狉狅

３　重组蛋白的犛犇犛犘犃犌犈及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

纯化的蛋白（图３Ａ）和超滤浓缩后的蛋白（图３Ｂ）

经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，均在３３．８ｋｕ处有单一条带，符

合纯度要求。纯化的重组蛋白用 Ｈｉｓ标签抗体进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，该蛋白能被相应抗体识别，即具有

反应原性（图３Ｃ）。

４　间接犈犔犐犛犃测定３犆犔
狆狉狅免疫鼠血清抗体效价

ＥＬＩＳＡ检测３ＣＬ
ｐｒｏ 免疫鼠血清抗体效价为１∶

２０４８００（图４）。

５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测多克隆抗体的特异性

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，３ＣＬｐ
ｒｏ 免疫小鼠血清能

与３ＣＬ
ｐｒｏ发生反应，反应条带位于３３．８ｋｕ处。未免

疫小鼠血清无此反应条带（图５）。

　　Ａ　纯化后的重组蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白分子质量标准

　１、２　纯化后的重组蛋白　Ｂ　超滤后的重组蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ分析

　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　超滤后的重组蛋白　Ｃ　重组蛋白

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　重组蛋白与相应抗体

反应条带

图３　重组蛋白犛犇犛犘犃犌犈与 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

Ａ　ＴｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ

　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｓｔａｎｄａｒｄ　１，２　Ｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓａｆｔｅｒｕｌｔｒａｆｉｌ

ｔｒａｔｉｏｎ　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｓｔａｎｄａｒｄ　１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏ

ｔｅｉｎａｆｔｅｒｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ　Ｃ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｓｔａｎｄａｒｄ　１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏ

ｔｅｉｎａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｒｅａｃｔｉｏｎｂａｎｄｓ．

犉犻犵．３　犜犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀狑犪狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犫狔犛犇犛犘犃犌犈

犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

图４　间接犈犔犐犛犃检测３犆犔
狆狉狅免疫鼠血清抗体效价

犉犻犵．４　犜犺犲狋犻狋犲狉狅犳狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱犻犲狊狑犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱

犫狔犻狀犱犻狉犲犮狋犈犔犐犛犃

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　免疫鼠血清与相应抗体反应条带　２

　阴性血清对照

图５　重组蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｓｔａｎｄａｒｄ　１　Ｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆｉｍｍｕ

ｎｉｚｅｄｍｉｃｅｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｂａｎｄｓ　２　Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｅｒｕｍ

犉犻犵．５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀

讨　论

ＳＡＲＳＣｏＶ２传播速度快，目前全球新冠肺炎疫

情形势依然险峻，国内疫情局部暴发的风险依然存
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在［１０］。根据世界卫生组织数据统计，截止２０２１年１１

月１０日全球累计确诊人数超２．５亿，死亡病例超五百

万，且感染和死亡人数仍在不断增长。目前尚未有正

式批准使用的抗ＳＡＲＳＣｏＶ２病毒药物，正在进行临

床试验的药物，包括ＲＮＡ聚合酶抑制剂、蛋白酶抑制

剂、抗炎药、血管紧张素转换酶２型阻滞剂、恢复期血

浆、单克隆抗体和抗肿瘤药物中药等［１１］。ＳＡＲＳＣｏＶ

２基因组编码２０多种蛋白质，其中ＰＬｐ
ｒｏ 和３ＣＬ

ｐｒｏ 是

对病毒复制至关重要的两种蛋白酶，可将ｐｐ１ａ和

ｐｐ１ａｂ两条多肽切割成单独的功能组分。３ＣＬ
ｐｒｏ 被认

为是一种很有前途的药物靶点，因其在病毒的转录翻

译、蛋白质的加工修饰以及宿主感染过程中都发挥重

要作用［１２］。

本研究利用原核表达系统进行重组３ＣＬ
ｐｒｏ 的表

达，并用纯化的重组蛋白免疫小鼠，以获得多克隆抗

体［１３１４］。重组质粒转化ＢＬ２１经ＩＰＴＧ诱导后超声破

碎，ＳＤＳＰＡＧＥ检测３ＣＬｐ
ｒｏ 在上清和沉淀中均有表

达，在０．３ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，３０℃诱导４ｈ的条件下，

３ＣＬ
ｐｒｏ在上清中高表达。经镍柱纯化后获得较纯的目

的蛋白，用纯化的重组蛋白免疫小鼠获得抗３ＣＬｐ
ｒｏ 的

多克隆抗体。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ以及ＥＬＩＳＡ实验检测，重

组３ＣＬ
ｐｒｏ 蛋白鼠源多克隆抗体具特异性，可识别

３ＣＬ
ｐｒｏ，抗体效价达１∶２０４８００。

本研究成功进行了重组３ＣＬ
ｐｒｏ的原核表达、纯化

以及高特异性小鼠多克隆抗体制备，为研发ＳＡＲＳ

ＣｏＶ２的诊断试剂盒及治疗药物提供了靶点。
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