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新型冠状病毒 M蛋白表达及多克隆抗体制备*

高岩1,郑皖怿2,宋桃花1,徐海山1,杜昆朋1,郝明宇1,付玉荣2,伊正君1**

(1.潍坊医学院医学检验学院,山东潍坊
 

261053;2.潍坊医学院基础医学院)

【摘要】 目的 利用原核表达系统表达新型冠状病毒 M蛋白,纯化后免疫新西兰大白兔,制备多克隆抗体,并与 M 真

核质粒免疫效果相比较,为新型冠状病毒感染检测试剂盒的研制奠定基础。 方法 将酶切鉴定正确的原核重组表达

载体PMAT-9s-M转化BL21,异丙基-β-D-硫代半乳糖苷诱导表达 M蛋白并进行鉴定。M 蛋白经镍离子亲和层析柱纯

化浓缩后免疫大白兔,制备多克隆抗体。将 M真核重组质粒转化至DH5α,碱裂解法大量抽提质粒后免疫大白兔,制备

多克隆抗体。采用ELISA检测2种抗血清的抗体效价,采用 Western
 

blot检测2种抗血清与 M蛋白的反应性。 结果

 PMAT-9s-M转化BL21后表达70
 

ku的 His-MBP-M融合蛋白,且该蛋白主要存在于包涵体中。纯化后免疫大白兔,

制备的多克隆抗体血清效价与真核重组质粒免疫制备的抗血清抗体效价均达1︰16000,且2种抗血清均与凝血酶切

M蛋白有良好反应性。 结论 原核表达的 M 蛋白免疫制备的多克隆抗体特异性强,效价高,且重组 M 蛋白制备简

便、经济高效,为新冠病毒感染诊断试剂盒的研制奠定了基础。
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【Abstract】 Objective Novel
 

coronavirus
 

M
 

protein
 

was
 

expressed
 

in
 

prokaryotic
 

expression
 

system,purified
 

and
 

im-

munized
 

New
 

Zealand
 

rabbits,and
 

the
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

prepared
 

and
 

compared
 

with
 

that
 

of
 

M
 

eukaryotic
 

plasmid,

which
 

laid
 

the
 

foundation
 

for
 

the
 

development
 

of
 

novel
 

coronavirus
 

infection
 

detection
 

kit. Methods The
 

correct
 

pro-
karyotic

 

recombinant
 

expression
 

vector
 

PMAT-9s-M
 

was
 

transformed
 

into
 

BL21,and
 

M
 

protein
 

was
 

induced
 

by
 

isopropyl-

β-D-thiogalactoside
 

and
 

identified.
 

M
 

protein
 

was
 

purified
 

and
 

concentrated
 

by
 

nickel
 

ion
 

affinity
 

chromatography
 

and
 

then
 

immunized
 

rabbits
 

to
 

prepare
 

polyclonal
 

antibodies.
 

The
 

M
 

eukaryotic
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

DH5
 

α,

and
 

the
 

plasmids
 

were
 

extracted
 

by
 

alkaline
 

lysis,and
 

the
 

rabbits
 

were
 

immunized
 

to
 

prepare
 

polyclonal
 

antibodies.
 

The
 

antibody
 

titers
 

of
 

the
 

two
 

antisera
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA,and
 

the
 

reactivity
 

of
 

the
 

two
 

antisera
 

with
 

M
 

protein
 

was
 

de-
tected

 

by
 

Westernblot. Results PMAT-9s-M
 

was
 

transformed
 

into
 

BL21
 

to
 

express
 

70ku
 

HIS-MBP-M
 

fusion
 

protein,

which
 

mainly
 

existed
 

in
 

inclusion
 

bodies.
 

After
 

purification,rabbit
 

was
 

immunized
 

with
 

polyclonal
 

antibody
 

and
 

eukaryotic
 

recombinant
 

plasmid.
 

The
 

serum
 

titers
 

of
 

polyclonal
 

antibody
 

and
 

eukaryotic
 

recombinant
 

plasmid
 

were
 

both
 

1︰16000,

and
 

both
 

antisera
 

had
 

good
 

reactivity
 

with
 

thrombin
 

M
 

protein. Conclusion The
 

polyclonal
 

antibody
 

prepared
 

by
 

immu-
nization

 

of
 

prokaryotic
 

M
 

protein
 

has
 

strong
 

specificity
 

and
 

high
 

titer,and
 

the
 

preparation
 

of
 

recombinant
 

M
 

protein
 

is
 

simple,economical
 

and
 

efficient,which
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

development
 

of
 

novel
 

coronavirus
 

infection
 

diagnosis
 

kit.
【Key

 

words】 SARS-CoV-2;M
 

gene;polyclonal
 

antibody

***自2019年起至今新型冠状病毒肺炎已在全球200
多个国家地区暴发[1-2]。新型冠状病毒(SARS-CoV-
2)属于冠状病毒科乙型属,在所有RNA病毒家族中

拥有最大的基因组(26-32kD)。SARS-CoV-2是单链

正义的 RNA 病毒[3],编码4种结构蛋白(S、M、N、

E),16种非结构蛋白(NSP1-NSP16)和8种辅助蛋

白[4]。
目前针对新冠病毒结构蛋白的研究主要集中在N

蛋白和S蛋白,而 M 蛋白是病毒体中含量最多的蛋

白,参与病毒的装配、侵袭、释放。M 蛋白是由222个

氨基酸组成的糖基化结构蛋白,在N端存在3个跨膜

结构域,其末尾的亲水区域暴漏在病毒外表面与S蛋
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白相结合,C端与 N 蛋白相结合主要维持病毒稳

定[5-6]。本研究拟分别构建重组质粒PMAT-9s-M 和

pcDNA3.1-M,通过大肠埃希菌原核表达 M 蛋白免疫

以及真核直接免疫获得相应的多克隆 抗 体,通 过

Western
 

bolt及ELISA检测血清抗体效价和反应性,
为新型冠状病毒感染检测试剂盒[7]的研制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞株、质粒及实验动物 重组质粒PMAT-9s-
M、pcDNA3.1-M购于上海海吉浩格生物科技有限公

司;大肠埃希菌DH5α和BL21
 

(DE3)为本实验室保

存。新西兰大白兔由潍坊医学院实验动物中心提供。

1.2 主要试剂 限制性内切酶BamHⅠ,XhoⅠ及

HindⅢ购于日本Takara公司;质粒抽提试剂盒购于

艾科瑞生物公司;LB固体、液体培养基由本实验室配

制;SDS-PAGE凝胶试剂盒购于碧云天公司;弗氏不

完全佐剂,凝血酶及 HRP标记山羊抗兔抗体购于北

京索莱宝科技有限公司;抗 His单克隆抗体及 HRP
标记山羊抗鼠抗体购于武汉爱博泰克生物科技有限公

司。

2 方法

2.1 原核重组质粒的鉴定 将PMAT9s-M 重组质

粒转化至DH5α感受态细胞中,在氨苄抗性LB固体

培养基上培养12
 

h。挑取多个单菌落接种于氨苄抗

性LB液体培养基中,37
 

℃、160
 

r/min振荡培养过

夜,利用质粒抽提试剂盒提取菌液中质 粒 并 进 行

BamH
 

Ⅰ、Hind
 

Ⅲ双酶切鉴定,阳性质粒菌液委托上

海生工生物工程有限公司进行测序验证。

2.2 真核重组质粒的鉴定及提取 将pcDNA3.1-M
重组质粒转化至DH5α感受态细胞中,按2.1的方法

少量提取质粒进行BamHⅠ、XhoⅠ双酶切鉴定,阳性

菌液委托上海生工公司进行测序验证,验证正确后采

用碱裂解法大量提取质粒。

2.3 His-MBP-M 融合蛋白的表达及鉴定 将原核

重组质粒PMAT-9s-M转化BL21,挑单菌落接种于5
 

ml氨苄抗性LB培养基中37
 

℃振荡培养过夜,次日

按1︰100的比例将上述菌液接种于100
 

ml培养基

37
 

℃振荡培养至A600 值为0.4~0.6后加入异丙基-

β-D-硫代半乳糖苷终浓度至0.5
 

mmol/L并继续培养

2
 

h。分别取诱导前及诱导2
 

h的菌液(1.5
 

ml)于离心

管中,以10
 

000
 

r/min(离心半径10
 

cm)离心10
 

min,
弃上清,分别加入灭菌PBS缓冲液重悬,按比例加入5
×SDS蛋白loading

 

buffer充分混匀,煮沸10
 

min后

进行SDS-PAGE电泳并转膜,以 His标签抗体为一

抗、HRP标记的山羊抗鼠抗体为二抗进行 Western
 

blot,验证His-MBP-M蛋白表达。

2.4 His-MBP-M 融合蛋白可溶性分析及纯化 取

表达融合蛋白的重组菌接种于200
 

ml培养基37
 

℃振

荡培养至A600 值为0.4~0.6时,加入异丙基-β-D-硫
代半乳糖苷至终浓度为0.1

 

mmol/L继续培养2
 

h诱

导蛋白表达。收集菌液,4
 

℃、8
 

000
 

r/min离心10
 

min,弃上清;用PBS重悬沉淀,用细胞破碎仪充分破

碎菌体后于4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心30
 

min,分别取上

清和沉淀,通过SDS-PAGE电泳对 M 蛋白进行可溶

性分析。另取沉淀分别用包涵体洗液I(0.5%曲拉

通,10
 

mmol/L
 

EDTA,蒸馏水)、包涵体洗液II(10%
曲拉通,10

 

mmol/L
 

EDTA,蒸馏水)和包涵体洗液III
(10

 

mmol/L
 

EDTA,蒸馏水,2
 

mol/L尿素)洗涤,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心15
 

min,弃上清,将沉淀溶于8
 

mol/L尿素中4
 

℃静止4
 

h,然后装入透析袋透析,透
析过程中须逐步降低透析复性液中的尿素浓度(4、3、

2、1、0.5
 

mol/L)。采用Ni-NTA纯化His-MBP-M融

合蛋白(融合蛋白中含有组氨酸标签),通过SDS-
PAGE检测蛋白纯度,采用BCA酶标仪检测蛋白浓

度,并与纯化前相比较。

2.5 融合蛋白切割 将融合蛋白和凝血酶在凝血酶

缓冲 液(20
 

mmol/L
 

Tris-HCl,150
 

mmol/L
 

NaCl,

pH8.0)37
 

℃恒温箱中静止6
 

h。分别取酶切前后的

蛋白进行SDS-PAGE电泳,分析 His-MBP-M 融合蛋

白酶切效果。

2.6 免疫动物与血清抗体的制备 将新西兰大白兔

分组 A、B两组。A 组用纯化蛋白与弗氏不完全佐

剂[8-9]按1︰1的比例混合乳化后背部皮下多点注射

兔,首次注射剂量1
 

mg/只,其余为0.5
 

mg/只,每次

免疫时间间隔为10
 

d。B组:将真核重组质粒与生理

盐水混合后于大白兔的双侧肱四头肌缓慢注射0.5
 

ml/只(含质粒0.5
 

mg),每次免疫间隔10
 

d。共免疫

4次,免疫后对实验动物心脏采血并分离血清备用。

2.7 抗体效价测定 采用间接ELISA检测免疫大白

兔子血清抗体效价。用酶切 M 蛋白包被ELISA板,
一抗分别为系列稀释的A组兔血清和B组兔血清,阴
性对照为未免疫兔血清,二抗为1︰4000稀释的

HRP标记山羊抗兔lgG。用酶标仪测各孔的吸光度

(A450)值并分析结果。

2.8 多克隆抗体反应性检测 用 Western
 

bolt检测

抗体的反应性,将纯化和酶切 M蛋白与
 

5×SDS蛋白

上样缓冲液混合,经SDS-PAGE电泳后转到PVDF膜

上,用TBST稀释脱脂奶粉配制封闭液封闭2
 

h后分

别用 A组B组免疫后兔血清和未免疫兔血清(1︰

400)作为一抗,以HRP标记羊抗兔lgG(1︰6000)作
为二抗进行 Western

 

blot,曝光显色并记录结果。
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结 果

1 真核、原核重组质粒的鉴定

原核重组质粒和真核重组质粒双酶切验证如图

1。原核重组质粒PMAT-9s-M 经BamHⅠ、HindⅢ
双酶切后获得669

 

bp的基因片段和5391的载体

PMAT-9s片段;真核重组质粒经BamHⅠ、XhoⅠ双

酶切后获得669
 

bp的基因片段和5
 

548
 

bp载体pcD-
NA3.1(+)片段。

  M DNA
 

标志物 1 原核重组质粒PMAT9s-M
 

双酶切 2 真

核重组质粒pcDNA3.1(+)-M双酶切

图
 

1 原核重组质粒PMAT9s-M(A)和真核重组质粒

pcDNA3.1(+)-M(B)的双酶切鉴定

M DNA
 

marker 1 Prokaryotic
 

recombinant
 

plasmid
 

PMAT9s-
M 2 Eukaryotic

 

recombinant
 

plasmid
 

pcDNA3.1
 

(+)
 

-M
Fig.1 Double

 

enzyme
 

digestion
 

identification
 

of
 

prokaryotic
 

recombinant
 

plasmid
 

pMAT9S-M
 

(A)
 

and
 

eukaryotic
recombinant

 

plasmid
 

pcDNA3.1
 

(+)
 

-M
 

(B)

2 融合蛋白的表达与鉴定

原核重组质粒PMAT-9s-M转化BL21感受态细

胞后,分别以0.5
 

mmol/L
 

IPTG和不加IPTG诱导2
 

h,各取1
 

ml菌液,处理后进行SDS-PAGE分析,结果

如图2A,表达的融合蛋白分子质量为70
 

ku;以抗 His
标签单克隆抗体为一抗,HRP标记的山羊抗鼠抗体为

二抗进行 Western
 

bolt,结果如图2B,70
 

ku处出现反

应条带,证明表达产物为His-MBP-M蛋白。

3 融合蛋白表达的可溶性分析、纯化及凝血酶切割

原核重组质粒PMAT-9s-M转化BL21感受态细

胞后,分别以0.5
 

mmol/L加IPTG诱导分别诱导4
 

h、6
 

h,取上清和沉淀,沉淀经离心、破碎后进行SDS-
PAGE电泳,结果如图3A,蛋白表达形式为包涵体。
包涵体复性后上样镍离子亲和层析柱,用5

 

mmol/L
咪唑洗掉杂蛋白,用500

 

mmol/L咪唑洗脱目的蛋白,

SDS-PAGE电泳显示为单一70
 

ku条带(图3B);将凝

血酶与蛋白按照1︰1000的比例加入凝血酶缓冲液

中37
 

℃切割6
 

h,SDS-PAGE电泳显示25ku处有明

显的目的条带,凝血酶切割成功(图3C)。

4 M 蛋白多克隆抗体的反应性

采用 Western
 

blot检测原核表达的 M 蛋白免疫

及真核重组质粒免疫制备的兔多克隆抗体与酶切蛋白

的反应性,结果如图4。原核表达的 M 蛋白免疫及真

核重组质粒免疫制备的多克隆抗体均与酶切蛋白反应

良好,未免疫兔血清不与酶切蛋白反应。

  A SDS-PAGE分析 His-M在大肠埃希菌中的表达 M 蛋白分
子质量标准 1 PMAT9s-M 转化 BL21IPTG 诱导表达产物 2 
PMAT9s-M转化BL21未诱导对照 B Western

 

blot分析 His-M 在
大肠埃希菌中的表达 1 重组菌IPTG诱导表达产物与相应抗体反
应条带 2 重组菌未诱导对照。

图
 

2 融合蛋白 M 的原核表达验证

A The
 

expression
 

of
 

His-M
 

in
 

Escherichia
 

coli
 

was
 

analyzed M
 Protein

 

relative
 

molecular
 

weight 1 PMAT9s-M
 

after
 

the
 

induc-
tion 2 PMAT9s-MBefore

 

the
 

induction B Western
 

blot
 

The
 

ex-
pression

 

of
 

His-M
 

in
 

Escherichia
 

coli
 

was
 

analyzed 1 IPTG
 

induced
 

expression
 

of
 

the
 

product
 

and
 

corresponding
 

antibody
 

reaction
 

band 2
 No

 

control
 

was
 

induced
 

by
 

recombinant
 

bacteria
Fig.2 Verification

 

of
 

prokaryotic
 

expression
 

of
 

fusion
 

protein
 

M

  A SDS-PAGE分析 His-MBP-M 蛋白的可溶性 M 蛋白分子
质量标准 1,2 分别为IPTG诱导4h的重组菌破碎上清和沉淀 3,4
 分别为IPTG诱导6

 

h的重组菌破碎上清和沉淀 B 纯化融合蛋白

M的SDS-PAGE分析 M 蛋白分子质量质量标准 1 未纯化的融
合蛋白 M2 纯化的融合蛋白 MC凝血酶切割融合蛋白的SDS-PAGE
分析 M 蛋白分子质量标准 1 切割前 2 切割后
图

 

3 融合蛋白的可溶性、纯度及凝血酶切割SDS-PAGE电泳分析

A His-MBP-M
 

Protein
 

solubility
 

analysis M Protein
 

relative
 

molecular
 

weight 1,2 Supernatant
 

and
 

precipitation
 

were
 

induced
 

af-
ter

 

4h
 

of
 

thalli
 

fragmentation 3,4 Supernatant
 

and
 

precipitation
 

were
 

induced
 

after
 

6h
 

of
 

thalli
 

fragmentation B Purification
 

effect
 

analysis
 

of
 

fusion
 

protein M MProtein
 

relative
 

molecular
 

weight 1 Purification
 

before 2 Purification
 

afterCSDS-PAGE
 

analysis
 

of
 

fusion
 

protein
 

cleaved
 

by
 

thrombin M Protein
 

relative
 

molecular
 

weight 1 Before
 

cutting 2 Af-
ter
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5 免疫兔多克隆抗体效价

用适 当 稀 释 的 酶 切 M 蛋 白 包 被 酶 标 板 进 行

ELISA,检测原核表达 M蛋白免疫及真核重组质粒免
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疫制备的兔多克隆抗体血清效价,以未免疫兔血清作

对照,结果如图5。原核表达 M 蛋白免疫及真核重组

质粒免疫制备的兔多克隆抗体血清效价均达1︰

16000。

  A 原核表达 M 蛋白多克隆抗体与酶切 M 蛋白反应条带

 B 真核重组质粒免疫制备的多克隆抗体与酶切 M蛋白反应条带 
C 未免疫血清对照

图
 

4 Western
 

blot检测多克隆抗体的反应性

A The
 

original
 

nuclear
 

serum B Eukaryotic
 

serum C 
Unimmunized

 

serum.
Fig.4 Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

the
 

titer
 

of
 

polyclonal
 

antibodies

图
 

5 ELISA检测免疫兔血清抗体效价

Fig.5 Rabbit
 

antibody
 

titer
 

detection
 

by
 

ELISA

讨 论

SARS-CoV-2就感染人数和流行区域空间而言已

经超过SARS和 MERS,严重威胁全球公共卫生安

全[10-11],。随着大量无症状感染者的出现进一步加大

了追踪难度,因此建立简便可靠的检测试剂盒对早发

现新冠病例,第一时间隔离可疑患者日益重要。针对

SARS-CoV-2的疫苗主要包括亚单位蛋白疫苗、核酸

疫苗、腺病毒载体疫苗、灭活疫苗和流感病毒载体疫

苗。目前制备针对各种病毒的多克隆抗体免疫抗原主

要包括基因免疫和病毒重组蛋白免疫两种。重组蛋白

免疫可以避免病毒的散播危险,基因免疫和重组蛋白

免疫是否具有相同免疫原性、制备抗体是否可以达到

实验要求需要进一步验证,本研究分别采用了基因免

疫和重组蛋白免疫的方法免疫新西兰大白兔[12],比较

了两种免疫方法的免疫效果。
冠状病毒中含量最丰富的是结构蛋白 M,存在的

双层跨膜向内可以稳定 N蛋白,向外可以协同S蛋

白,与病毒其他成分可以相互作用,含量丰富稳定可以

作为新冠诊断试纸条的理想靶标。M 蛋白可以靶向

信号通路,影响I、III型干扰素产生,减弱抗病毒免疫

力,增强病毒复制。因此本研究选择SARS-CoV-2结

构蛋白之一的 M蛋白作为免疫抗原[13-14]。
本研究通过原核表达系统表达 His-MBP-M 蛋

白,纯化、浓缩后免疫新西兰大白兔,并与 M真核质粒

免疫作比较,制备的抗血清经ELISA测定效价均达到

1︰16000,且与 M蛋白的反应性良好,为新冠病毒感

染快速检测试剂盒的研制奠定了基础。
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