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猪繁殖与呼吸综合征病毒感染细胞中

非结构蛋白犖狊狆２表达分析
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摘　要：猪繁殖与呼吸综合征病毒（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）非结构蛋白

Ｎｓｐ２对病毒复制和致病具有重要作用，本研究旨在分析 Ｎｓｐ２在 Ｍａｒｃ１４５细胞内的分布与表达。构建狀狊狆２含

犘犔２区域基因片段的原核表达载体，重组蛋白纯化后作为免疫抗原，制备 Ｎｓｐ２特异性单克隆抗体。将携带狀狊狆２

基因的真核表达载体转染至 Ｍａｒｃ１４５及 ＨＥＫ２９３细胞，或将ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞后不同时间点收集细胞

样品。免疫荧光观察Ｎｓｐ２在转染细胞中的亚细胞定位，免疫印迹分析Ｎｓｐ２在真核细胞中的表达。筛选获得了１

株稳定分泌特异性抗Ｎｓｐ２的单克隆杂交瘤细胞株，能用于免疫荧光和印迹分析。重组真核表达质粒转染 Ｍａｒｃ

１４５与 ＨＥＫ２９３细胞后，Ｎｓｐ２主要定位于细胞质中，免疫印迹检测到约为１２０与５０ｋｕ的蛋白条带。ＰＲＲＳＶ感染

Ｍａｒｃ１４５细胞４ｈ即可检测到Ｎｓｐ２的表达，主要定位于细胞核周围，随着感染时间延长Ｎｓｐ２分布范围逐渐扩大

至整个细胞质。病毒感染８ｈ，可检测到１２０ｋｕ左右的Ｎｓｐ２蛋白条带，感染后１２ｈ可检测到７０和５０ｋｕ左右的

Ｎｓｐ２蛋白，且蛋白表达量随感染时间延长显著增多。ＰＲＲＳＶ感染细胞中Ｎｓｐ２的表达与剪切分析，为深入研究该

蛋白在病毒复制和致病中的功能奠定了基础。
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ｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｅａｖａｇｅ

　　猪繁殖与呼吸综合征是由猪繁殖与呼吸综合征

病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎ

ｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）所引起猪的一种高度接触性

传染病，可导致母猪流产、仔猪高死亡率等临床特

征。由于ＰＲＲＳＶ易引起猪群的免疫抑制，大多数

病例因继发感染条件致病菌而复杂化，给养猪业造

成严重经济损失［１３］。ＰＲＲＳＶ 属于套式病毒目

（Ｎｉｄｏｖｉｒａｌｅｓ）动脉炎病毒科（Ａｒｔｅｒｉｖｉｒｉｄａｅ）成员之

一，其基因组为单股正链ＲＮＡ，至少具有１０个开放

阅 读 框 （ＯＲＦｓ），即 ＯＲＦ１ａ、ＯＲＦ１ｂ、ＯＲＦ２ａ、

ＯＲＦ２ｂ、ＯＲＦ３～７及ＯＲＦ５ａ。ＯＲＦ１编码所有非结

构蛋白，已知有１４个非结构蛋白 Ｎｓｐ１α、Ｎｓｐ１β、

Ｎｓｐ２～６、Ｎｓｐ７α、Ｎｓｐ７β、Ｎｓｐ８～１２
［４］。Ｎｓｐ２分子

量较大，且含有多个结构域；经典北美型毒株

ＶＲ２３３２具有１１９６个氨基酸，包括半胱氨酸酶

（ＰＬ２）区域、一个中间的高变区（ＨＶ）、跨膜区（ＴＭ）

和Ｃ末端
［５］。ＰＬ２区域兼有木瓜蛋白酶样与胰凝

乳蛋白酶样特性，是卵巢肿瘤蛋白酶家族新成员，具

有反式和顺式裂解活性［６］。Ｎｓｐ２是一个多功能蛋

白，不仅作为复制酶参与病毒的复制，也调节宿主的

先天性免疫应答［７９］。显然，Ｎｓｐ２在ＰＲＲＳＶ致病

中具有重要作用，但其结构和功能还有很多未知的

方面。本研究克隆ＰＲＲＳＶ流行毒株ＪＸ０７的狀狊狆２

基因，构建带Ｆｌａｇ标签的狀狊狆２真核表达质粒ｐｃＤ

ＮＡ３Ｎｓｐ２，同时制备抗 Ｎｓｐ２特异的单克隆抗体，

利用间接免疫荧光和免疫印迹分析Ｎｓｐ２在瞬时转

染与感染细胞中的亚细胞定位与表达特征，研究将

为进一步揭示ＰＲＲＳＶ病毒复制机制，Ｎｓｐ２的生物

学功能以及ＰＲＲＳＶ致病机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、分离病毒株和细胞

大肠杆菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）菌株 ＤＨ５α由本实

验室保存；ＰＲＲＳＶ流行毒株ＪＸ０７（基因Ⅱ型，基因

组的 ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＪＱ７９８２５５）由本实验室从发病

猪场分离、鉴定并保存。Ｍａｒｃ１４５和ＨＥＫ２９３细胞

系为本实验室保存。

１．２　主要试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；总

ＲＮＡ提取试剂盒购自天根生化科技有限公司；

ＭＭＬＶ反转录酶和被动裂解液（ＰａｓｓｉｖｅＬｙｓｉｓ

Ｂｕｆｆｅｒ，ＰＬＢ）购 自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ

ＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶犅犪犿ＨⅠ和犡犫犪Ⅰ、Ｏｌ

ｉｇｏｄ（Ｔ）１５、ＤＮＡ 连接试剂ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ等均购自

ＴａＫａＲａ公司；Ｔｒａｎｓ５ＫＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ购自北京全

式金生物技术有限公司；凝胶回收试剂盒购自Ａｘｙ

ｇｅｎ公司；质粒小量抽提试剂盒、丙烯酰胺等购自上

海生工生物有限公司；镍琼脂糖凝胶亲和柱购自北

京韦氏博慧色谱科技有限公司；ＲＰＭＩ１６４０、高糖

ＤＭＥＭ培养基、次黄嘌呤、氨基喋呤等购自ＧＩＢＣＯ

公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自杭州四季青生物工程材

料研究所；抗Ｆｌａｇ单克隆抗体（产品编号Ｆ３１６５）、

聚乙二醇１４５０（ＰＥＧ１４５０）、弗氏完全佐剂（ＦＣＡ）、

不完全佐剂 （ＦＩＡ）、ＤＭＳＯ等均购自Ｓｉｇｍａ公司；

ＨＲＰ和ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ购自 ＫＰＬ公司；

引物由上海英骏生物技术有限公司合成。其余常规

试剂为国产分析纯。

１．３　狀狊狆２原核表达质粒构建与重组原核蛋白表达

１．３．１　病毒总ＲＮＡ的提取　　采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂
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盒提取ＰＲＲＳＶ感染的 Ｍａｒｃ１４５细胞总ＲＮＡ，操

作步骤按天根试剂盒说明书进行。

１．３．２　ｃＤＮＡ 第一链合成　　以１．３．１提取的

ＲＮＡ 为模板反转录获得ｃＤＮＡ。反转录体系：

ＲＮＡ１μｇ，Ｏｌｉｇｏｄ（Ｔ）１５０．５μｇ，７０℃作用５ｍｉｎ；

ｄＮＴＰＭｉｘ（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１．５μＬ，５× ＭＭＬＶ

ｂｕｆｆｅｒ６μＬ，ＲＮａｓｉｎ 核酸酶抑制剂１０Ｕ，ＭＭＬＶ

酶１００Ｕ，补水至３０μＬ。４２℃反转６０ｍｉｎ，７５℃

灭活１５ｍｉｎ。

１．３．３　引物设计　　根据分离毒株ＰＲＲＳＶＪＸ０７

株狀狊狆２核酸序列（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＪＱ７９８２５５），设计

针对包含狀狊狆２犘犔２基因的特异性引物，引物间跨

度８３１ｂｐ。Ｎｓｐ２ｐｌ２犖犱犲ⅠＦ：ＧＧＡＡＴＴＣ犆犃犜犃犜犌Ｔ

ＡＣＴＣＴＣＣＧＣＣＴＧＣＴＧ；Ｎｓｐ２ｐｌ２犎犻狀ｄⅢＲ：ＣＣＣ

犃犃犌犆犜犜ＣＡＡＡＧＧＣＴＣＴＴＧＡＧＴＣＡＣＧ。

１．３．４　ＰＣＲ扩增　　扩增体系：１μＬｃＤＮＡ、６μＬ５

×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、０．５μＬＮｓｐ２ｐｌ２Ｆ（２５μｍｏｌ·Ｌ
－１）、

０．５μＬＮｓｐ２ｐｌ２Ｒ（２５μｍｏｌ·Ｌ
－１）、２．４μＬｄＮＴＰ

Ｍｉｘ（２．５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、０．５μＬ ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ，

ｄｄＨ２Ｏ补至３０μＬ。扩增参数：９４℃预变性３ｍｉｎ；

９４℃５ｓ，６２℃１０ｓ，７２℃５２ｓ，进行３０个循环；最

后７２℃延伸１０ｍｉｎ，ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电

泳检测。

１．３．５　Ｎｓｐ２原核表达质粒构建　　ＰＣＲ产物采

用Ａｘｙｇｅｎ试剂盒割胶纯化。用犖犱犲Ⅰ和犎犻狀ｄⅢ

分别对割胶纯化的ＰＣＲ产物与载体ｐＥＴ３０ａ（＋）

进行双酶切，纯化的酶切产物与载体用ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ

进行连接，构建重组质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）ｎｓｐ２。将重

组质粒转化至ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细菌，菌液ＰＣＲ

筛选阳性菌株，菌液ＰＣＲ阳性的菌株提质粒进行双

酶切鉴定，酶切正确的再送至上海英骏公司测序。

最终获得克隆正确的阳性重组菌命名为 ＢＬ２１

ｐＥＴ３０ａ（＋）ｎｓｐ２，预测表达蛋白相对分子质量大

小为３１．５ｋｕ。

１．３．６　重组原核蛋白表达与纯化　　重组菌

ＢＬ２１ｐＥＴ３０ａ（＋）ｎｓｐ２新鲜培养物以１∶１００分

别接种于含卡那霉素（终浓度１μｍｏｌ·Ｌ
－１）的液体

ＬＢ培养基，培养３～４ｈ至菌液ＯＤ６００ｎｍ值为０．６时

加入ＩＰＴＧ（终浓度１ｍｍｏｌ·Ｌ－１），３７℃ 诱导表达

４ｈ，诱导产物进行可溶性分析，重组表达的蛋白采

用镍柱纯化，纯化蛋白命名为ｒＨｉｓＮｓｐ２。

１．４　携带犉犾犪犵标签的狀狊狆２真核表达质粒构建

根据分离毒株ＰＲＲＳＶＪＸ０７株狀狊狆２核苷酸序

列（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＪＱ７９８２５５），设计针对除Ｃ端２０６

个氨基酸外的狀狊狆２基因片段的特异性引物，引物间

跨度２９７０ｂｐ。Ｎｓｐ２犅犪犿Ｈ ⅠＦ：５′ＣＧＣＧＧＡＴＣ

ＣＡＡＧＴＧＧＴＡＣＧＧＴＧＣＴＧＧＡＡＡＧ； Ｎｓｐ２犡犫犪

ⅠＲ：５′ＣＴＡＧＴＣＴＡＧＡＣＡＧＡＴＧＴＡＧＣＧＴＧＣ

ＣＣＣＧＣＣＣＡＧ。

以ｃＤＮＡ为模板，Ｎｓｐ２犅犪犿Ｈ ⅠＦ与 Ｎｓｐ２

犡犫犪ⅠＲ为引物进行ＰＣＲ扩增，获得目的基因构

建到真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３５’Ｆｌａｇ上，构建与鉴定

过程同１．３，克隆正确的阳性重组质粒命名为ｐｃＤ

ＮＡ３５’ＦｌａｇＮｓｐ２。

１．５　杂交瘤细胞制备与单克隆抗体效价测定

将纯化后的重组蛋白ｒＨｉｓＮｓｐ２与等体积的弗

氏完全佐剂乳化后，皮下多点注射６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠，２００μｇ·只
－１。１４ｄ后，改用弗氏不完全佐剂

乳化重组蛋白，皮下多点免疫（１００μｇ·只
－１），间隔

１４ｄ后，重复１次，第３次免疫后，测定抗体效价。

细胞融合前 ３ｄ腹腔注射加强免疫 １ 次（１００

μｇ·只
－１）。

细胞融合、筛选、克隆按常规方法进行。采用体

内诱生法制备腹水，收集腹水加入等体积甘油，分

装，－７０℃保存。采用间接ＥＬＩＳＡ、ＩＦＡ和 ＷＢ方

法测定腹水效价。

１．６　间接免疫荧光试验

转染重组质粒２４ｈ后的细胞或ＰＲＲＳＶ感染

的 Ｍａｒｃ１４５细胞，用预冷的８０％丙酮固定３０ｍｉｎ，

抗Ｆｌａｇ标签抗体（１∶１０００）或抗Ｎｓｐ２单克隆抗体

（１∶１０００）３７℃作用１ｈ，然后以ＦＩＴＣ标记的羊抗

鼠ＩｇＧ作为二抗，３７℃作用１ｈ，４′，６，ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２

ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ（ＤＡＰＩ）进行细胞核染色，封片后采用

共聚集显微镜（奥林巴斯，ＦＶ１０００ＩＸ８１）进行观察

并拍照。

１．７　免疫印迹试验

转染质粒ｐｃＤＮＡ３Ｎｓｐ２２４ｈ后的 Ｍａｒｃ１４５、

ＨＥＫ２９３细胞以及感染ＰＲＲＳＶ的 Ｍａｒｃ１４５细胞，

经裂解液处理后，ＢＣＡ法测定蛋白质浓度，所得样

品上样２０μｇ，经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，半干转印法将

蛋白转移至０．４５μｍ的ＰＶＤＦ膜上，以抗Ｆｌａｇ或

Ｎｓｐ２单克隆抗体为一抗，４℃作用过夜；ＨＲＰ标记

的羊抗鼠抗体作为二抗，１∶３０００倍稀释，３７℃作

用１ｈ后，采用Ｐｉｅｒｃｅ公司的ＥＣＬ发光试剂盒进行

蛋白印迹成像。
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１．８　真核表达犖狊狆２在 犕犪狉犮１４５和犎犈犓２９３细胞

中的亚定位与表达分析

　　用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００将重组质粒ｐｃＤＮＡ３

Ｎｓｐ２或空载体转染至 ＨＥＫ２９３或 Ｍａｒｃ１４５细胞

（操作步骤按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００说明书进行），

转染２４ｈ后收集细胞，用Ｆｌａｇ标签抗体或Ｎｓｐ２单

克隆体分别进行间接免疫荧光（ＩＦＡ）与免疫印迹

（ＷＢ）试验，检测其在ＨＥＫ２９３与 Ｍａｒｃ１４５中的定

位与表达，操作方法按１．４和１．５所述进行。

１．９　犖狊狆２在感染犘犚犚犛犞犕犪狉犮１４５细胞中的亚定

位与表达分析

　　ＰＲＲＳＶ 吸附 Ｍａｒｃ１４５细胞１ｈ后改换５％

ＦＢＳＤＭＥＭ维持液（此时计为０ｈ），分别在４、６、８、

１０、１２、２４、３６ｈ收集样本，利用Ｎｓｐ２单克隆抗体分

别进行ＩＦＡ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ试验，分析ＰＲＲＳＶ

复制过程中 Ｎｓｐ２在 Ｍａｒｃ１４５细胞中的定位与基

因表达，操作方法按１．６和１．７所述进行。

２　结　果

２．１　狀狊狆２原核表达质粒构建

针对 ＰＲＲＳＶ 分离毒株狀狊狆２特定区域进行

ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳，可见

约８３０ｂｐ的特异性条带，与预期大小相符（图１Ａ）。

重组质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）ｎｓｐ２经犖犱犲Ⅰ和 犎犻狀ｄ

Ⅲ双酶切，可见５０００与８３０ｂｐ左右２条特异性条

带（图１Ｂ）；同时测序结果证实目的基因正确插入质

粒中。

Ｍ．５ＫＤＮＡ相对分子质量标准；Ａ１．狀狊狆２ＰＣＲ产物；

Ｂ１．犖犱犲Ⅰ、犎犻狀ｄⅢ酶切产物

Ｍ．５ＫＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ａ１．Ｓｐｅｃｉｆｉｃｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ狀狊狆２ｗａｓ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｈｅＰＲＲＳＶｇｅｎｏｍｅｕｓｉｎｇＰＣＲ；Ｂ１．Ｔｈｅ

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犖犱犲Ⅰａｎｄ犎犻狀ｄⅢｆｒｏｍｐＥＴ

３０ａ（＋）ｎｓｐ２
图１　携带犘犚犚犛犞狀狊狆２的原核表达质粒狆犮犇犖犃３狀狊狆２

鉴定

犉犻犵．１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆狉狅犽犪狉狔狅狋犻犮狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋

狆犾犪狊犿犻犱犮狅狀狋犪犻狀犻狀犵犘犚犚犛犞狀狊狆２

２．２　犖狊狆２重组原核蛋白表达与纯化

重组大肠杆菌 ＢＬ２１ｐＥＴ３０ａ （＋）ｎｓｐ２ 经

ＩＰＴＧ诱导，目的蛋白主要以包涵体形式表达，用含

８ｍｏｌ·Ｌ－１尿素的５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ溶解菌体，

超声波裂解后取上清，经用镍柱纯化后的目的蛋白

条带大小与预期３１．５ｋｕ相符，表明重组蛋白ｒＨｉｓ

Ｎｓｐ２正确表达（图２）。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．ｐＥＴ３０ａ（＋）ｎｓｐ２

ＩＰＴＧ诱导产物；２．ｐＥＴ３０ａ（＋）ｎｓｐ２未经ＩＰＴＧ诱导

产物；３．纯化的ｒＨｉｓＮｓｐ２重组蛋白

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ；１．ＴｈｅｌｙｓａｔｅｏｆＢＬ２１ｐＥＴ３０ａ
（＋）ｎｓｐ２ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ；２．ＴｈｅｌｙｓａｔｅｏｆＢＬ２１ｐＥＴ

３０ａ（＋）ｎｓｐ２ｗｉｔｈｏｕｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｒＨｉｓＮｓｐ２

图２　重组表达产物的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲狓狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅犱狌犮狋狊犫狔犛犇犛犘犃犌犈

２．３　狆犮犇犖犃３５’犉犾犪犵狀狊狆２真核表达质粒构建

通过ＲＴＰＣＲ获得了狀狊狆２基因的片段，所得

条带与预期大小相符（２９７０ｂｐ，图３Ａ）。所得ＰＣＲ

产物经犅犪犿ＨⅠ和犡犫犪Ⅰ双酶切后，克隆于真核表

达质粒ｐｃＤＮＡ３５’Ｆｌａｇ，获得重组质粒ｐｃＤＮＡ３５’

ＦｌａｇＮｓｐ２。该质粒经犅犪犿ＨⅠ和 Ｘ犫犪 Ⅰ双酶切

后，可见约５０００ｂｐ的载体片段与２９７０ｂｐ目的基

因片段（图３Ｂ）。所得阳性克隆序列（上海英潍捷基

公 司 测 序）与 ＰＲＲＳＶＮｓｐ２ （ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ．：

ＪＱ７９８２５５）相似性为１００％，表明该基因正确插入真

核表达载体。

２．４　单克隆抗体的特异性鉴定与效价测定

用制备的单克隆抗体对原核表达纯化的 Ｎｓｐ２

蛋白进行免疫印迹试验，结果显示制备的单克隆抗

体与纯化的重组蛋白ｒＨｉｓＮｓｐ２有良好的反应性，

在３１．５ｋｕ处呈现特异性的条带（图４）；Ｍａｒｃ１４５

细胞感染ＰＲＲＳＶ２４ｈ后，用获得的单抗进行免疫

荧光试验，结果感染ＰＲＲＳＶ的 Ｍａｒｃ１４５能检测到
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特异性荧光，而未感染病毒的 Ｍａｒｃ１４５细胞则不能

检测到荧光（图５）。免疫印迹与免疫荧光试验结果

表明，制备的抗 Ｎｓｐ２单克隆抗体能识别原核表达

的重组蛋白与病毒感染产生的病毒蛋白，具有很好

的特异性。单克隆杂交瘤细胞腹水经ＩＦＡ、ＥＬＩＳＡ

以及 ＷＢ测定效价，依次为１∶９０００、１∶２００００和

１∶５０００。

Ｍ．５ＫＤＮＡ相对分子质量标准；Ａ１．狀狊狆２ＰＣＲ产物；

Ｂ１．犅犪犿ＨⅠ、犡犫犪Ⅰ酶切产物

Ｍ．５ＫＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；Ａ１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ狀狊狆２ｆｒａｇ

ｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍ ＰＲＲＳＶ ｃＤＮＡ；Ｂ１．ＴｈｅＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犪犿ＨⅠａｎｄ犡犫犪ⅠｆｒｏｍｐｃＤＮＡ３

５’ＦｌａｇＮｓｐ２
图３　携带 犘犚犚犛犞狀狊狆２的真核表达质粒狆犮犇犖犃３５’

犉犾犪犵狀狊狆２鉴定

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犲狌犽犪狉狔狅狋犻犮狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱

犮狅狀狋犪犻狀犻狀犵犘犚犚犛犞狀狊狆２（狆犮犇犖犃３５’犉犾犪犵狀狊狆２）

１．重组蛋白ｒＨｉｓＮｓｐ２；２．未诱导的菌体蛋白

１．ＴｈｅｒＨｉｓＮｓｐ２ｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｅｄｆｒｏｍＢＬ２１；２．Ｔｈｅ

ｌｙｓａｔｅｏｆｒＨｉｓＮｓｐ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＢＬ２１ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ

ＩＰＴＧ

图４　犖狊狆２单克隆抗体的免疫印迹鉴定

犉犻犵．４　犚犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犿犃犫犪犵犪犻狀狊狋狆狌狉犻犳犻犲犱狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋

狆狉狅狋犲犻狀犖狊狆２

２．５　犉犾犪犵犖狊狆２融合蛋白的真核表达和亚细胞定位

重组质粒ｐｃＤＮＡ３Ｎｓｐ２转染后２４ｈ，ＨＥＫ２９３

（图６Ａ）与 Ｍａｒｃ１４５（图６Ｂ）细胞均有 Ｎｓｐ２表达，

且定位于细胞质中。免疫印迹分析结果表明，小鼠

抗Ｎｓｐ２单克隆抗体可以检测到Ｎｓｐ２在 ＨＥＫ２９３

的表达，呈１２０与５０ｋｕ２条特异蛋白条带（图７）；

免疫印迹试验在 Ｍａｒｃ１４５细胞中未检到 Ｎｓｐ２特

异条带，可能是 Ｍａｒｃ１４５细胞转染效率和重组蛋白

表达水平比ＨＥＫ２９３细胞低的原因。

２．６　犖狊狆２在感染 犕犪狉犮１４５细胞中的定位与基因

表达分析

　　为研究 Ｎｓｐ２在病毒感染细胞中的表达特点，

分别在ＰＲＲＳＶ感染Ｍａｒｃ１４５细胞４、６、８、１０和１２

ｈ后收集样品，用小鼠抗 Ｎｓｐ２单克隆抗体作为一

抗，进行间接免疫荧光试验。结果表明，全病毒感染

细胞中的Ｎｓｐ２也定位于细胞质内，与真核转染表

达结果一致。感染４ｈ时特异性的小荧光点（Ｎｓｐ２）

出现在细胞核周围；随着感染时间的延长，Ｎｓｐ２表

达逐渐增多，沿核周向整个细胞质逐渐分散，感染病

毒１２ｈ后Ｎｓｐ２表达显著增多（图８），ＰＲＲＳＶ的感

染细胞数也逐渐增多。ＰＲＲＳＶ感染４ｈＩＦＡ可检

测到Ｎｓｐ２表达，１２ｈ才能检测到结构蛋白Ｎ的表

达，说明Ｎｓｐ２是病毒感染早期复制蛋白，在病毒感

染早期发挥其病毒复制等相关功能。

免疫印迹试验结果显示ＰＲＲＳＶ感染６ｈ前可

能由于病毒复制早期 Ｎｓｐ２蛋白表达量较低，不能

检测到 Ｎｓｐ２；感染８ｈ后可检到１２０ｋｕ左右的

Ｎｓｐ２大分子条带，感染１０ｈ后表达量增加，并且可

检测到相对分子质量较小（８０、７０与５０ｋｕ左右）的

条带，１２ｈ小分子条带更加明显；感染至２４～３６ｈ

相对分子质量在５０～１２０ｋｕ的Ｎｓｐ２蛋白片段大量

增加，甚至可见３５ｋｕ左右的Ｎｓｐ２小分子条带（图

９）。免疫印迹试验结果表明ＰＲＲＳＶ在复制过程中

出现不同大小的Ｎｓｐ２亚类，它们共享含ＰＬ２区域

的２７７个氨基酸的Ｎ端，这种表达特点很可能与该

蛋白介导ＰＲＲＳＶ的复制功能相适应。

３　讨　论

ＰＲＲＳＶ基因变异是一种多位点的积累效应，

狀狊狆２基因的变异包括缺失、置换以及插入等，可能

是开发ＰＲＲＳＶ标记疫苗的重要候选区域
［１０］。本

研究用特异性的单克隆抗体对Ｎｓｐ２蛋白表达与定

位研究发现，瞬时转染的 Ｎｓｐ２可在 Ｍａｒｃ１４５和

ＨＥＫ２９３细胞中表达，且均匀分布于细胞质中；在

ＰＲＲＳＶ感染的 Ｍａｒｃ１４５中，感染早期 Ｎｓｐ２呈点

状分布于细胞核周，随时间延长均匀分布于整个细

胞质。ＰＳＳＲＶ感染后出现明显细胞病变的时间约

为１２ｈ，Ｎｓｐ２是ＰＲＲＳＶ感染细胞后最早复制的蛋
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Ａ．ＰＲＲＳＶ感染的 Ｍａｒｃ１４５细胞；Ｂ．未感染ＰＲＲＳＶ的

Ｍａｒｃ１４５细胞

Ａ．Ｍａｒｃ１４５ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＰＲＲＳＶａｔ２４ｈｐｏｓｔｉｎ

ｆｅｃｔｉｏｎ；Ｂ．Ｍｏｃｋ
图５　犖狊狆２单克隆抗体的间接免疫荧光鉴定

犉犻犵．５　犐犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犖狊狆２犿犃犫犐犉犃狊狋犪犻

狀犻狀犵狅犳犘犚犚犛犞犻狀犳犲犮狋犲犱犮犲犾犾狊狌狊犻狀犵犖狊狆２犿犃犫

Ａ．Ｆｌａｇ与Ｎｓｐ２抗体检测 Ｎｓｐ２在 ＨＥＫ２９３细胞的表

达；Ｂ．Ｆｌａｇ与Ｎｓｐ２抗体检测Ｎｓｐ２在 Ｍａｒｃ１４５细胞的

表达

Ａ．Ｎｓｐ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｐｒｏｂｅｄｗｉｔｈａｎｔｉ

Ｎｓｐ２ａｎｄａｎｔｉＦｌａｇａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ；Ｂ．Ｎｓｐ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

Ｍａｒｃ１４５ｃｅｌｌｓｐｒｏｂｅｄｗｉｔｈａｎｔｉＮｓｐ２ａｎｄａｎｔｉＦｌａｇａｎｔｉ

ｂｏｄｉｅｓ

图６　犖狊狆２在犎犈犓２９３和 犕犪狉犮１４５细胞中的亚细胞定

位（３５２×）

犉犻犵．６　犛狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳犖狊狆２犻狀犎犈犓２９３犪狀犱

犕犪狉犮１４５犮犲犾犾狊（３５２×）

１．重组真核表达质粒；２．空载体对照

１．ｐｃＤＮＡ３５’ＦｌａｇＮｓｐ２；２．ｐｃＤＮＡ３５’Ｆｌａｇ
图７　犖狊狆２在犎犈犓２９３细胞中表达的免疫印迹分析

犉犻犵．７　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犖狊狆２犻狀狆犮犇犖犃３５’犉犾犪犵犖狊狆２狋狉犪狀狊

犳犲犮狋犲犱犎犈犓２９３犮犲犾犾狊

图８　犘犚犚犛犞感染 犕犪狉犮１４５中犖狊狆２蛋白时相表达的间

接免疫荧光分析（４００×）

犉犻犵．８　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犖狊狆２犻狀犘犚犚犛犞犻狀犳犲犮狋犲犱

犕犪狉犮１４５犮犲犾犾狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊犫狔犐犉犃

（４００×）

白之一。有学者通过ＩＦＡ试验发现ＰＲＲＳＶ病毒感

染早期Ｎｓｐ１β、Ｎｓｐ２、Ｎｓｐ４、Ｎｓｐ７α、Ｎｓｐ７β、Ｎｓｐ８定

位于细胞核周，原位标记显示它们共定位的位置为

病毒ＲＮＡ复制场所
［１１］。

４１１１



　７期 温贵兰等：猪繁殖与呼吸综合征病毒感染细胞中非结构蛋白Ｎｓｐ２表达分析

图９　犘犚犚犛犞感染 犕犪狉犮１４５不同时间点犖狊狆２的 犠犲狊狋

犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵分析

犉犻犵．９　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犖狊狆２犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

犻狀犘犚犚犛犞犻狀犳犲犮狋犲犱 犕犪狉犮１４５犮犲犾犾狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋

狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

用Ｎｓｐ２单克隆抗体检测瞬时转染 Ｎｓｐ２的

ＨＥＫ２９３细胞，免疫印迹可以检测到约为１２０与５０

ｋｕ两个蛋白条带，可能与Ｎｓｐ２的顺式裂解活性有

关；而ＰＲＲＳＶ感染的 Ｍａｒｃ１４５细胞可以检测到７

条蛋白条带。造成这种差异的原因可能是全病毒感

染条件下，Ｎｓｐ２的裂解在其它病毒蛋白或宿主相关

蛋白的共同参与下完成。Ｊ．Ｈａｎ等采用标记的重

组ＰＲＲＳＶ病毒（北美洲型ＶＲ２３３２）与特异性单克

隆抗体分析了Ｎｓｐ２的蛋白裂解产物，提出Ｎｓｐ２可

能存在６个不同的亚类：Ｎｓｐ２ａ（１２０ｋｕ）、Ｎｓｐ２ｂ

（９７．３ｋｕ）、Ｎｓｐ２ｃ（８０．６ｋｕ）、Ｎｓｐ２ｄ（５５．６ｋｕ）、

Ｎｓｐ２ｅ（４２．８ｋｕ）和Ｎｓｐ２ｆ（４１．９ｋｕ）；进一步构建了

Ｎｓｐ２特定位点删除的变异重组病毒株（Δ５４３６３２、

Δ６３３７２６和 Δ７２７８１３）与包含 Ｎｓｐ２ 特定位点

（ａａ１２８１３，ａａ１２９８１）的真核表达质粒，利用 Ｍｙｃ标

签抗体进行免疫印迹试验发现：这些 Ｎｓｐ２亚类分

享了相同的Ｎ端，而具有不同的Ｃ端
［５］，Ｙ．Ｌｉ等利

用Ｎｓｐ２特异性抗体对欧洲型毒株ＳＤ０１０８感染的

Ｍａｒｃ１４５细胞裂解液进行放射免疫分析，也同样发

现多个不同相对分子质量的蛋白条带［１１］。相似的

现象出现在本研究中，ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞

的免疫印迹结果清晰显示了一组特异的相对分子质

量大小不一样的蛋白条带，其中５条 Ｎｓｐ２（１３０、

１２０、８０、７０、５０ｋｕ，图９箭头所指）片段清晰可见，这

些条带很可能是ＰＲＲＳＶ的 Ｎｓｐ２裂解产物；另外

３５ｋｕ附近的２条最小分子量的蛋白条带，推测也

是Ｎｓｐ２的裂解产物。本次研究使用ＰＲＲＳＶ临床

分离毒株属于美洲型亚型Ⅱ毒株
［２］，免疫印迹显示

的条带在１２０、８０、７０、５０、３５ｋｕ左右，与Ｊ．Ｈａｎ等

使用美洲型亚型Ⅰ毒株（ＶＲ２３３２）的６个 Ｎｓｐ２亚

类的相对分子质量存在一些差异。造成这些差异可

能是由于试验所用的不同毒株有关，因为ＰＲＲＳＶ

在进化过程中 Ｎｓｐ２是变异最大的区域之一；而且

Ｊ．Ｈａｎ等使用的是带 ＨＡ 与 Ｍｙｃ标签的重组病

毒［５］，标签的插入很可能导致 Ｎｓｐ２相对分子质量

与电泳迁移率的改变；另一原因可能是使用的单抗

不同，其抗原识别位点不同，而且ＰＲＲＳＶ可能存在

目前没有发现的裂解机制。Ｎｓｐ２不同类型的亚类

产生的机制尚未得到全面的解析，本研究利用含

Ｎｓｐ２ＰＬ２区域２７７个氨基酸的重组蛋白制备的

Ｎｓｐ２单抗能特异识别感染ＰＲＲＳＶ细胞内产生的

Ｎｓｐ２蛋白，检测到一组清晰的 Ｎｓｐ２条带，提示这

组Ｎｓｐ２蛋白可能共享了含ＰＬ２区域２７７个氨基酸

的Ｎ端。

病毒之所以具有多亚类的蛋白，很可能是病毒

以有限的基因获得最大的编码容量，也可能与调节

蛋白与蛋白的相互作用或控制蛋白的转运有关，这

一机制也出现在单纯疱疹病毒和马动脉炎病毒

（ＥＡＶ）上
［５，１２１６］。Ｅ．Ｊ．Ｓｎｉｊｄｅｒ在对ＥＡＶ的研究

中发现，Ｖｅｒｏ细胞内ＥＡＶ的 Ｎｓｐ２（６１ｋｕ）被裂解

为１８与４４ｋｕ的２个产物，而在ＢＨＫ２１与ＲＫ１３

细胞内则没有小分子的裂解产物，说明 Ｎｓｐ２亚类

的产生除了有病毒自身编码的蛋白酶参与，宿主细

胞内蛋白酶也可能参与了这一过程［１６］。ＰＲＲＳＶ复

制过程中不同分子量的 Ｎｓｐ２可能存在不同的功

能，感染１０～１２ｈ以１２０ｋｕ左右大分子 Ｎｓｐ２为

主，２４ｈ后７０与５０ｋｕ的蛋白量明显增多。这一结

果提示，大分子的 Ｎｓｐ２可能对病毒感染早期的复

制起关键作用。本试验结果为深入研究ＰＲＲＳＶ

Ｎｓｐ２蛋白的生物学功能提供了一定基础。
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