
ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ （ＡＭＩ） ｏｆ ｒａｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ： Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，
ＤＨＩ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ （０． ５ ｍｌ ／ ｋｇ） ｇｒｏｕｐ， ｍｉｄ⁃ｄｏｓｅ （１. ０ ｍｌ ／ ｋｇ） ｇｒｏｕｐ， ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ （２. ０ ｍｌ ／ ｋｇ） ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡＭＩ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ａｎｔｅｒｉｏｒ ｄｅｓｃｅｎｄｉｎｇ ｃｏｒｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｙ． Ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ＤＨＩ （０. ５， １. ０， ２. ０ ｍｌ ／ ｋｇ） ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ． Ｃａｒｄｉａｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔｓ ｗａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｅｊｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｆｒａｃｔｉｏｎ （ＬＶＥＦ） ａｎｄ ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ （ＬＶＦＳ）， ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｔ （ＴＮ⁃Ｔ） ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ
ｐｅｐｔｉｄｅ （ＢＮＰ）， ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ， ＣＤ３４ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｄｅｎｓｉｔｙ （ＭＶＤ）， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｖｏｎ ｗｉｌｌｅｂｒ ａｎｄ ｆａｃｔｏｒ （ ｖＷＦ）， ａｌｐｈａ⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ （ α⁃ＳＭＡ） ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃Ａ
（ＶＥＧＦ⁃Ａ） ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ， ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ⁃
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ＬＶＥＦ，ＬＶＦＳ ｉｎ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ ＜ ０. ０１）， ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮ⁃Ｔ ａｎｄ ＢＮＰ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ ＜ ０. ０１）， α⁃ＳＭＡ（Ｐ ＜ ０. ０５）， ＣＤ３４，ｖＷＦ，
ＶＥＧＦ⁃Ａ（Ｐ ＜ ０. ０１） ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＬＶＥＦ，ＬＶＦＳ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３４，
ｖＷＦ ｉｎ ｍｉｄ⁃ｄｏｓｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）． ＴＮ⁃Ｔ，ＢＮＰ ｉｎ ａｌｌ ｄｏｓａｇｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｒｅ⁃
ｄｕｃｅｄ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ＳＭＡ，ＶＥＧＦ⁃Ａ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｕｐｇｒａｄｅｄ（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｂｅｓｉｄｅｓ， ｔｈｅ ｐａｔｈｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｒｇｉｎａｌ ｚｏｎｅ ｏｆ ｉｎｆａｒｃｔｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｗａｓ ｌｅｓｓｅｎｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＤＨＩ ｈａｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅｒ⁃
ａｐｅｕｔｉｃ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｆｏｒ ＡＭＩ ｉｎ ｒａｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｄａｎｈｏｎｇ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ；ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

网络出版时间：２０２２ － １ － ２５ ７：５８　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． ｒ． ２０２２０１２４． ０９４０． ０１７． ｈｔｍｌ

抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白单克隆抗体的制备与鉴定
刘江丽１∗，李盈盈１∗，王佳雯１，许喻鈞１，２，张　 艳１，黄江涛１，２，胡祖权１，曾　 柱１，２

摘要　 目的 　 制备针对严重急性呼吸综合征冠状病毒 ２
（ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）核衣壳蛋白（Ｎ）的单克隆抗体（ｍＡｂｓ）并鉴定

其生物学特性。 方法　 利用大肠杆菌原核表达重组 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白，通过杂交瘤技术将小鼠骨髓瘤细胞 ＳＰ２ ／ ０ 与

经重组蛋白免疫的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的脾细胞进行融合，采用间

接 ＥＬＩＳＡ 法和有限稀释法筛选出阳性杂交瘤细胞株，并鉴定

其亚型，腹水法制备 ｍＡｂｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲和柱纯化后通过 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ、间接 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测其纯度、效价及特异

性。 结果　 获得 ５ 株能稳定分泌抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白

２０２１ － ０８ － ２６ 接收

基金项目：国家自然科学基金（编号：３１６６０２５８）；贵州省科学技术基

金（编号：黔科合支撑［２０１９］ ２７８７ 号；黔科合平台人才

［２０１６］５６７６）；国家级大学生创新创业训练项目（编号：
２０２０１０６６００３５）

作者单位：贵州医科大学１ 生物与工程学院贵州省感染免疫与抗体

工程特色重点实验室 ／ 生物与医学工程重点实验室、２ 省

部共建药用植物功效与利用国家重点实验室， 贵阳

５５００２５
作者简介：刘江丽，女，硕士研究生；

胡祖权，男，教授，博士生导师，责任作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈｕｚｕｑｕａｎ
＠ ｇｍｃ． ｅｄｕ． ｃｎ；
曾　 柱，男，教授，博士生导师，责任作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｅｎｇｚｈｕ
＠ ｇｍｃ． ｅｄｕ． ｃｎ
∗对本文具有同等贡献

ｍＡｂｓ 的杂交瘤细胞株，分别命名为 Ｎ１ ～ ５。 通过腹水法制

备获得 ５ 个 ｍＡｂｓ，亚型鉴定结果显示 １ 个为 ＩｇＧ２ａ∗κ 型、４
个为 ＩｇＧ１∗κ 型，其效价均达到 ２ × １０４ 以上。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果表明 ５ 个 ｍＡｂｓ 都能与重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白结合。
结论　 通过杂交瘤技术成功制备了 ５ 个能特异性识别重组

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白的 ｍＡｂｓ，为开发免疫诊断试剂奠定了基

础。
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　 　 ２０１９ 年开始，由严重急性呼吸综合征冠状病毒

２ （ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２，
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）感染引起的肺炎在全球范围内大流

行［１］。 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 传染性强，传播速度快，被世界

卫生组织列为对人类危害最严重的病毒之一，严重

危害全球公共卫生安全，研制预防、诊断和治疗的方

法具有重要意义。 在 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的 ４ 种结构蛋白

（Ｓ、Ｍ、Ｅ、Ｎ）中，Ｎ 蛋白高度保守，具有很高的免疫

原性，并在感染过程中大量表达［２］。 因此，Ｎ 蛋白被

认为是冠状病毒检测及抑制剂药物的靶点，对
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ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的诊断和排查具有重要价值［３］。 鉴此，
该研究以 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白为研究对象，通过杂

交瘤技术制备重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白的特异单克

隆抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ，ｍＡｂ），为 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
的免疫学检测和抑制剂药物的研发奠定基础。

１　 材料与方法

１． １　 载体、细胞与实验动物 　 重组质粒 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２⁃Ｎ 由广东省实验动物监测所丛锋老师

惠赠；小鼠骨髓瘤细胞 ＳＰ２ ／ ０ 购自江苏无锡福阳生

物科技有限公司；６ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，
购自辽宁省实验动物资源中心，生产许可证号：
ＳＣＸＫ（辽）２０１５⁃０００１。
１． ２ 　 主要试剂 　 Ｔｒｙｐｔｏｎｅ、Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ 购自英国

Ｏｘｏｉｄ 公司；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ⁃Ｆｉｓｈｅｒ 公
司；抗 Ｈｉｓ 鼠单克隆抗体购自北京全式金生物技术

有限公司；ＨＲＰ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体购自北京中

杉金桥生物技术有限公司；ＨＴ、ＨＡＴ 选择培养基、
ＡＰ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体、对硝基苯磷酸二钠购自

美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；ＥＣＬ 发光试剂盒购自大连

美仑生物技术有限公司；ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自

天根生化科技（北京）有限公司；ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 显色试

剂购自武汉博士德生物工程有限公司。
１． ３　 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 重组蛋白的表达、纯化与鉴定

１． ３． １　 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 重组蛋白的表达与纯化　 取

２０ μｌ 重组菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２⁃
Ｎ 接种于 ２０ ｍｌ ２ＴＹ 液体培养基（含 ５０ μｇ ／ ｍｌ Ｋａｎ）
中，３７ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １４ ｈ。 次日取 ５ ｍｌ 菌液转

接到 ２００ ｍｌ ２ＴＹ 培养基（含 ５０ μｇ ／ ｍｌ Ｋａｎ）中，３７
℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养至 ＯＤ６００ ｎｍ达到 ０. ５ ～ ０. ６ 时，加
入终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ，２５ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 诱

导培养 １２ ～ １４ ｈ。 ４ ℃、６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 收

集菌体，加入 １２ ｍｌ ＰＢＳ 缓冲液重悬菌体，经超声波

破碎处理后，４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上

清液，经 Ｎｉ⁃ＮＴＡ 基质纯化后用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒定量，取 ３ μｇ 重组蛋白进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测。
１． ３． ２ 　 重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白的鉴定 　 用 ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒测定重组蛋白浓度后，取 １ μｇ 重组

蛋白进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转印至 ＰＶＤＦ 膜，用含

５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 溶液封闭 ２ ｈ，以抗 Ｈｉｓ 鼠单克

隆抗体（１ ∶ ５ ０００）为一抗、ＡＰ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ
（１ ∶ ５ ０００）为二抗分别孵育 １. ５ ｈ，最后用 ＢＣＩＰ ／
ＮＢＴ 显色试剂盒显色。
１． ４　 阳性杂交瘤细胞株的筛选

１． ４． １　 动物免疫与抗血清滴度检测　 采取皮下多

点注射的方式对 ６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠进行免疫（２５
μｇ ／只），免疫 ３ 次。 初次免疫使用弗氏完全佐剂与

目的蛋白等体积混合并充分乳化；第 ２ 次和第 ３ 次

免疫用弗氏不完全佐剂等体积混合并乳化。 第 ３ 次

免疫后第 １０ 天取小鼠尾静脉血，通过间接 ＥＬＩＳＡ 法

检测抗血清效价，选择效价高的小鼠用于细胞融合。
在融合前 ３ ｄ，腹腔注射不加佐剂的目的蛋白 ２５
μｇ，进行加强免疫。
１． ４． ２ 　 细 胞 融 合 与 杂 交 瘤 细 胞 的 筛 选 　 用

ＰＥＧ１５００ 将分离得到的脾细胞与提前复苏的 ＳＰ２ ／ ０
骨髓瘤细胞按 ２ ∶ １ 至 ５ ∶ １ 的比例融合，融合后使

用 ＨＡＴ 及 ＨＴ 培养基进行换液培养。 培养约 ３ ｄ 后

吸取细胞培养上清液，通过间接 ＥＬＩＳＡ 筛选阳性杂

交瘤细胞。 采用有限稀释法进行亚克隆，直至所有

克隆化细胞孔检测阳性率为 １００％ 时，即可确定已

获得阳性杂交瘤细胞株。
１． ５　 ｍＡｂｓ 的大量制备与纯化　 取 ６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠，腹腔注射 ０. ５ ｍｌ 液体石蜡致敏，１ ～ ２ 周后，每
只小鼠腹腔注射 １ × １０６ 个杂交瘤细胞，待腹水产生

后收集，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取中间腹水层用

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 亲和柱纯化得 ｍＡｂｓ，置于 － ２０ ℃保存。
１． ６　 ｍＡｂｓ 特性鉴定

１． ６． １　 ｍＡｂｓ 亚型鉴定　 重组 Ｎ 蛋白稀释至 １ μｇ ／
ｍｌ，取 １００ μｌ 加入 ＥＬＩＳＡ 板孔中作为包被抗原。 用

２％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ 后，每孔加入 １００ μｌ 杂交瘤细胞

培养上清液作为一抗，ＨＲＰ 标记各抗体分型及亚类

抗体作为二抗。 最后在每孔中加 １００ μｌ 可溶型单

组分 ＴＭＢ 底物溶液，黑暗条件下反应 ３０ ｍｉｎ，每孔

中加入 １００ μｌ １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 溶液终止反应，使用

酶标仪读取 ＯＤ４５０ ｎｍ值。
１． ６． ２　 ｍＡｂｓ 纯度检测 　 用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

测定纯化后的 ｍＡｂｓ 浓度。 用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳

试剂盒配制 １２％分离胶、５％浓缩胶。 取 ６ μｇ 样品，
加入 ５ × ＳＤＳ 蛋白上样缓冲液，充分混匀后沸水煮 ８
ｍｉｎ，置于冰上备用。 电泳槽中加入 １ × Ｔｒｉｓ⁃甘氨酸

电泳缓冲液，取样品上样，先用 ８０ Ｖ 电泳 ４０ ｍｉｎ，再
用 １２０ Ｖ 电泳 １ ｈ。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶用考马斯亮蓝染

色液染色 ３０ ｍｉｎ，加入脱色液脱色，用凝胶成像系统

扫描。
１． ６． ３　 ｍＡｂｓ 效价测定 　 利用间接 ＥＬＩＳＡ 法测定

抗体效价，重组 Ｎ 蛋白用 ＰＢＳ 稀释至 １ μｇ ／ ｍｌ，取
１００ μｌ 加入 ＥＬＩＳＡ 板孔中作为包被抗原，同时设置

空白对照和阴性对照（空白对照为包被抗原，不加
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一抗的处理组；阴性对照为不包被抗原，加一抗的处

理组）。 以 １ ０００、３ ０００、９ ０００、２７ ０００、８１ ０００、２ ４３０
０００ 倍比梯度稀释的腹水作为一抗、ＡＰ 标记山羊抗

鼠 ＩｇＧ（１ ∶ ５ ０００）为二抗分别孵育 １. ５ ｈ，最后在每

孔中加入 １００ μｌ ０. ２％ 对硝基苯磷酸二钠显色液，
黑暗条件下显色 ３０ ｍｉｎ，使用酶标仪测定 ＯＤ４０５ ｎｍ

值。 ΔＡ４０５ ｎｍ ＝ （ 实 验 组 ＯＤ４０５ ｎｍ － 空 白 对 照

ＯＤ４０５ ｎｍ） ／阴性对照 ＯＤ４０５ ｎｍ，其值大于 ２ 倍的最大稀

释倍数为 ｍＡｂｓ 的效价。
１． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｍＡｂｓ 的结合特性 　 取 １
μｇ 重组蛋白进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转印至 ＰＶＤＦ 膜

上，用含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 溶液封闭 ２ ｈ，分别以

制备的 ５ 个 ｍＡｂｓ（１ ∶ １ ５００）为一抗、ＨＲＰ 标记山羊

抗鼠 ＩｇＧ（１ ∶ １０ ０００）为二抗孵育 １ ｈ，最后使用 ＥＣＬ
发光试剂盒显色。

２　 结果

２． １　 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 重组蛋白的制备及鉴定 　 重

组菌株 ＢＬ２１ （ ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２⁃Ｎ 经 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导，在 ２５ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培养

１２ ～ １４ ｈ 后提取菌体蛋白。 重组 Ｎ 蛋白通过 Ｎｉ⁃
ＮＴＡ 基质纯化后，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测。 结果如图

１Ａ 所示，在约 ５２ ｋｕ 处有一目的条带，且蛋白大小

与预期一致，纯度大于 ９０％ ，可作为免疫抗原。 使

用抗 Ｈｉｓ 单克隆抗体对纯化后的重组 Ｎ 蛋白进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 结果如图 １Ｂ 所示，在相应位置

有印迹条带，与 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果相符，说明获得了预

期的目的蛋白。

图 １　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白

Ａ：ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；Ｍ：１０ ～ １７０ ｋｕ 预染蛋白分子量标

准；１：重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白

２． ２　 ｍＡｂｓ 亚型鉴定　 经过 ３ 次亚克隆，获得 ５ 个

ｍＡｂｓ，分别命名为 Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４ 和 Ｎ５。 通过间接

ＥＬＩＳＡ 法鉴定制备的 ｍＡｂｓ 亚型，结果表明，Ｎ１ 的重

链为 ＩｇＧ２ａ，Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４ 和 Ｎ５ 的重链为 ＩｇＧ１，轻链

均为 κ 链。
２． ３　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测纯化的 ｍＡｂｓ 　 将纯化

后的 ｍＡｂｓ 经 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定浓度后，取
６ μｇ 抗体样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测。 结果如

图 ２ 所示，抗体重链大小约为 ５０ ｋｕ，轻链大小约为

２５ ｋｕ，但大小存在较大差异。

图 ２　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测纯化的 ｍＡｂｓ
Ｍ：１０ ～ １７０ ｋｕ 预染蛋白分子量标准；１ ～ ５：纯化的 Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、

Ｎ４、Ｎ５ ｍＡｂｓ

２． ４　 ｍＡｂｓ 效价测定　 分别将 ５ 个 ｍＡｂｓ 以倍比梯

度稀释，采用间接 ＥＬＩＳＡ 法测定 ｍＡｂｓ 的效价。 结

果如图 ３ 所示，５ 个 ｍＡｂｓ 都表现出与重组 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白较高的结合能力，其效价均达到 ２ ×
１０４ 以上。

图 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 分析 ｍＡｂｓ的效价

２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｍＡｂｓ 的结合特性 　 取 １
μｇ 重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白作为抗原，分别以制备

的 ５ 个 ｍＡｂｓ 为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 结果

如图 ４ 所示，在相应位置出现目的条带，说明 ５ 个

ｍＡｂｓ 均能特异性识别重组 Ｎ 蛋白。
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｍＡｂｓ的结合特性

Ａ ～ Ｅ：５ 个 ｍＡｂｓ （Ｎ１ ～ Ｎ５）与重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白的免疫

印迹反应

３　 讨论

　 　 迄今为止，已出现多种威胁人类生命健康的病

毒，包括尼帕病毒、狂犬病毒、埃博拉病毒、寨卡病

毒、中东呼吸综合征冠状病毒、严重急性呼吸综合征

冠状病毒和 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 等［４ － ５］。 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 是继

中东呼吸综合征冠状病毒和严重急性呼吸综合征冠

状病毒之后，近二十年来出现的第 ３ 种高致病性人

类冠状病毒，对人类健康和公共卫生安全构成了严

重威胁和挑战。
针对当前新冠肺炎疫情，目前有抗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２

的特效治疗药物，以病毒表面蛋白易感部位为靶点

的单克隆抗体被认为是一种有前途的抗病毒药

物［６］，单克隆抗体是由单一 Ｂ 细胞克隆产生的仅针

对某一抗原决定簇的特异性抗体，由于其特异性强，
灵敏度高，被广泛应用于生物学研究、疾病诊断和治

疗［７］。 经过三十多年的研究和发展，单抗药物在恶

性肿瘤、呼吸道疾病和自身免疫性疾病治疗领域取

得了巨大进展，同时也是医药领域最具有前景的研

发方向。 目前，已有 ４ 种抗病毒单克隆抗体作为上

市药物应用于临床，分别是防治小儿呼吸道合胞病

毒感染的 ｐａｌｉｖｉｚｕｍａｂ、治疗人类免疫缺陷病毒感染

的 ｉｂａｌｉｚｕｍａｂ、用于狂犬病毒暴露后预防的 ｒａｂｉｓｈ⁃
ｉｅｌｄ 以及用于治疗埃博拉病毒感染的 ｉｎｍａｚｅｂ［８ － １０］。
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ［１１］ 筛选出可以同时结合 ＳＡＲＳ 和 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ Ｓ 蛋白 ＲＢＤ 结构域的人源单抗 ４７Ｄ１１，该抗

体能抑制 Ｓ 蛋白与 ｈＡＣＥ２ 受体的结合，无论是单独

或联合使用 ４７Ｄ１１ 都有预防或治疗 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的

潜力。 Ｊｕ ｅｔ ａｌ［１２］从 ８ 例 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 感染者中分离

出多种 ＲＢＤ 特异性 ｍＡｂｓ，这些抗体可以联合使用，
产生协同抗病毒作用。

本研究采用原核表达系统对重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
Ｎ 蛋白进行诱导表达，确定在 ＩＰＴＧ 终浓度为 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ、诱导温度为 ２５ ℃时，培养 １２ ～ １４ ｈ 能够获

得大量可溶性表达的重组蛋白。 利用 Ｎｉ⁃ＮＴＡ 基质

进行蛋白亲和层析纯化后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，结果显示重组蛋白大小约 ５２ ｋｕ 且纯

度较高，但通过 Ｈｉｓ 标签纯化后仍有少量杂蛋白。
利用杂交瘤技术将小鼠骨髓瘤细胞 ＳＰ２ ／ ０ 与经重组

蛋白免疫的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的脾细胞进行融合，采用

间接 ＥＬＩＳＡ 法和有限稀释法筛选出 ５ 株能稳定分

泌抗 Ｎ 蛋白 ｍＡｂｓ 的杂交瘤细胞株。 间接 ＥＬＩＳＡ 法

检测结果显示这些 ｍＡｂｓ 的效价均达到 ２ × １０４ 以

上。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证结果表明，获得的 ５ 个 ｍＡｂｓ
均能特异性识别重组 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白，但同时

也能够检测到较重组 Ｎ 蛋白略小的一条蛋白条带，
可能是原核表达过程中存在少量截短表达的重组蛋

白。 Ｇｒａｌｉｎｓｋｉ ｅｔ ａｌ［１３］ 指出 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白与

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ Ｎ 蛋白有较高的同源性，本研究筛选得

到的 ｍＡｂｓ 与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ 可能存在交叉反应，鉴于这

一类病毒的危害都较大，利用这些抗体开发检测试

剂盒仍具有重要的临床价值。 综上所述，本研究制

备的 ５ 个 ｍＡｂｓ 为 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 免疫诊断和抑制剂

药物的研发奠定了实验基础。
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