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新型冠状病毒 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 空间结构
及其 Ｂ 细胞抗原表位的预测
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摘　 要：新型冠状病毒（Ｓｅｖｅｒｅ Ａｃｕｔｅ Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２，ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）是最新发现的一种可侵染人体的 β 属冠

状病毒，该病毒入侵机体可引发新型冠状病毒肺炎（Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅ ２０１９，ＣＯＶＩＤ⁃１９），该疫情的暴发在国内甚至国际上造

成了严重影响。 核衣壳蛋白（Ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｎｐ）相较于病毒编码的其它三种结构蛋白保守性更强，在病原诊断、
疫苗设计和治疗等方面占据重要地位。 预测 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ Ｎｐ 的空间结构及其 Ｂ 细胞抗原表位，为开发 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的表位疫

苗和相关单抗奠定基础。 采用 ＭＥＧＡ５．０５ 中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建基于 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎｐ 的碱基序列的系统发生树；以
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株为研究对象，其柔性区段、亲水性指数、抗原指数和蛋白质表面可能性等参数由 ＤＮＡＳｔａｒ 软件中的

Ｐｒｏｔｅａｎ 模块进行分析预测，结合 Ｐｈｙｒｅ２ 在线工具模拟的空间结构，综合预测 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ Ｎｐ 的 Ｂ 细胞优势抗原表位。 结果

发现：不同地区 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎｐ 的碱基序列高度相似（９９．６％－１００％），Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ Ｎｐ 氨基酸序列长 ４１９ ａａ，其空间构型相对

规则，仅含少量 α－螺旋而多见 β⁃折叠、β⁃转角和无规则卷曲结构；多参数综合分析结果指示，可能的 Ｂ 细胞抗原表位位于
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３７９～３８５、３８９～４０１、４０３～４１１ 氨基酸区段。 本研究旨在为开发 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 表位疫苗、快速诊断试剂、单克隆抗体等提供理论

信息，为医治 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 给予一些新策略。
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　 　 基于系统学、分类学等的研究，ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 被

归为冠状病毒中的 Ｂｅｔａ 属，遗传物质为单股正链

ＲＮＡ，颗粒多为球状，直径一般在 ６０ ～１４０ ｎｍ，通常

具有多形性［１］，病毒衣壳外由刺突样结构包裹，显
微结构呈皇冠样。 ２０２０ 年 １ 月 ７ 日，该病毒被初次

检出且已被证明是截至目前第 ７ 种可以侵染人的冠

状病毒，该病毒入侵机体可引发 ＣＯＶＩＤ⁃１９。 ２０１９
年 １２ 月，ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的首例感染患者出现在湖北

省武汉市，之后疫情迅速传播到中国众多省份及其

他 １６９ 个国家和地区［２］。 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 的初期临床病

征通常与普通感冒相似，以浑身发热、乏力为主，部
分严重个体可发展为脓毒症、凝血功能障碍等［３］，
有时甚至会危及神经系统。

与其他侵染人的冠状病毒相比，ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的

基因特征存在显著差别。 据研究显示，生活于云南

省的一种蝙蝠 （Ｒｈｉｎｏｌｏｐｈｕｓ ａｆｆｉｎｉｓ） 可能为 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ 的自然宿主， 其体内检测到的冠状病毒

（ＢａｔＣｏｖＲａＴＧ１３）在基因水平上与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 极其

相似，两者相似率高达 ９６．２ ％［４］。
棘突 蛋 白 （ Ｓｐｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｓ ）、 核 衣 壳 蛋 白

（Ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ， Ｎｐ ）、 小 包 膜 蛋 白

（Ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｅ）、囊膜蛋白（Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｍ）为 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 编码的四种结构蛋白［５］。 其中，
Ｎｐ 相较其它三种蛋白（Ｓ、Ｅ、Ｍ）表达量更高，其为多

功能碱性磷酸化蛋白，具有 ＲＮＡ 伴侣活性，于细胞质

中与 ＲＮＡ 结合组成核糖核蛋白颗粒，从而保护病毒

自身的遗传物质［６］。 同时，它在病毒自身的复制、转
录、组装等方面也占据了重要地位［７－８］。 因具有免疫

原性强和保守性高的特征，Ｎｐ 不仅能够诊断冠状病

毒，而且可以作为抗病毒治疗的理想靶标［９－１０］。
本研究通过对 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 的碱基序列

进行进化分析，并通过对 Ｎｐ 氨基酸序列的空间结

构及其 Ｂ 细胞优势抗原表位的分析预测，结合多种

因素综合剖析以筛选合适的 Ｂ 细胞优势抗原表位，

为研制 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 表位疫苗、快速诊断试剂和制

备其单克隆抗体奠定基础，从而进一步解决 ＣＯＶＩＤ⁃
１９ 迫切的防控及治疗问题。

１　 材料与方法

１．１　 材料

　 　 从 ＮＣＢＩ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ） 中 获 取 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 氨 基 酸 序 列

（Ｐｒｏｔｅｉｎ ＩＤ：ＹＰ＿００９７２４３９７．２）。
１．２　 方法

１．２．１　 不同地区 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白基因进化分析

　 　 以 ＮＣＢＩ 数据库中不同国家地区多株 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白基因为研究对象，采用 ＭＥＧＡ５．０５ 软

件中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 法进行分析，构建 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白碱基序列的系统发生树， 并应用

ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件分析不同毒株间的遗传距离。
１．２．２　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 三维结构的预测

　 　 以 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 氨基酸序列为研究对象，
应用 Ｐｈｙｒｅ２ 在线工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ ／
ｐｈｙｒｅ２ ／ ｈｔｍｌ ／ ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ ｉｄ ＝ ｉｎｄｅｘ）预测其三维空间

结构，并应用 Ｃｈｉｍｅｒａ 软件模拟其立体结构。
１．２．３　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 的二级结构和抗原表位

分析

　 　 以 ＤＮＡＳｔａｒ 软件中的 Ｐｒｏｔｅａｎ 模块下的方法剖

析 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ，步骤如下：首先对 Ｎｐ 的二级

结构（Ｇａｒｎｉｅｒ⁃Ｒｏｂｓｏｎ 法和 Ｃｈｏｕ⁃Ｆａｓｍａｎ 法）、柔性

区段（Ｋａｒｐｌｕｓ⁃Ｓｃｈｕｌｚ 法）、表面可能性（Ｅｍｉｎｉ 法）进
行预测；然后分析 Ｎｐ 的亲水性（Ｋｙｔｅ⁃Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 法），
再预测其抗原指数和抗原表 位 指 数 （ 分 别 用

Ｊａｍｅｓｏｎ⁃Ｗｏｌｆ 法和 Ｋｏｌａｓｋａｒ⁃Ｔｏｎｇａｏｎｋａｒ 法 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｔｏｏｌｓ．ｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ．ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｂｃｅｌｌ ／ ｉｅｄｂ＿ｉｎｐｕｔ））；最
后，参考 Ｎｐ 的三维结构，对 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 的 Ｂ
细胞优势抗原表位进行综合预测。
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２　 结果与分析

２．１　 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白基因进化分析

　 　 以 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株（ＷＨＵ０１）Ｎ 蛋白和其他不同

国家地区的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 毒株 Ｎ 蛋白的碱基序列为

分析对象，采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 法 （步长 １ ０００，

ｂｏｏｔ⁃ｓｔｒａｐ 值 ＞ ２０ ％） 构建系统发生树 （见图 １）。
ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件分析结果显示：不同国家地区分离的

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 毒株 Ｎ 蛋白碱基序列存在极高相似性

（９９．６ ％ ～ １００ ％）。 结果表明，不同国家地区间的

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 毒株 Ｎ 蛋白碱基序列差异性很小，指
示 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 毒株 Ｎ 蛋白基因高度保守。

图 １　 不同国家地区 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ 蛋白碱基序列系统发生树

Ｆｉｇ．１ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｇｉｏｎｓ

２．２　 Ｎｐ 空间三维结构预测

　 　 应用 Ｃｈｉｍｅｒａ 软件模拟得到的 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株

Ｎｐ 的 ３Ｄ 结构如图所示：蛋白中央存在一定数量的

β⁃折叠，指示其内部可能含有大量疏水性残基；蛋白

外围分布有一定数量的 β⁃转角和无规则卷曲结构，
且含少量的 α－螺旋（见图 ２）。

图 ２　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的结构预测

Ｆｉｇ．２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ
Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ

注： （ａ）中亮绿色区域代表 β⁃折叠结构，白色区域代表 α⁃螺旋、β⁃转
角及无规则卷曲结构．

２．３　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的二级结构

　 　 以两种不同的方法分别剖析 Ｎｐ 的二级结构，
最终结果可相互佐证。 Ｇａｒｎｉｅｒ⁃Ｒｏｂｓｏｎ 法预测的 α⁃
螺旋主要分布在氨基酸序列的中后段，且 ３６６ ～ ３８５
区段跨区最大（２０ ａａ），存在单个氨基酸组成的 α－
螺旋；有较多数量的 β⁃折叠，其分布较均匀，最大的

一个区段为 ２６２ ～ ２７４（１３ ａａ）；β⁃转角分布也较均

匀，其中 １８９～ １９６ 区段最大（８ ａａ），存在单个氨基

酸。 Ｃｈｏｕ⁃Ｆａｓｍａｎ 法与 Ｇａｒｎｉｅｒ⁃Ｒｏｂｓｏｎ 法预测结果

有部分区域重叠：α⁃螺旋呈分散分布，其中 ３６８～３８２
区段存在跨最大区域的 α⁃螺旋（１５ ａａ），β⁃折叠呈分

散分布，其预测数量相对较少；β⁃转角区域分布均

匀，最大的一个区段为 １８２～２０９（２８ ａａ）（见图 ３、表
１、表 ２）。 以 Ｋａｒｐｌｕｓ⁃Ｓｃｈｕｌｚ 法预测出的 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃
１ 株 Ｎｐ 柔性区段分布在 ５～ １５，１７ ～ ５０，５７ ～ ８３，８９ ～
１０６，１１４～ １１９，１２５ ～ １２８，１３６ ～ １５３，１６１ ～ １６９，１７４ ～
２０８，２１１～ ２１６，２２５ ～ ２５０，２５４ ～ ２６６，２７５ ～ ２９９，３０９ ～
３１０，３２５ ～ ３２９，３３９ ～ ３４８，３６１ ～ ３９２，４０１ ～ ４１６，可见

Ｎｐ 存在多个柔性区段，有可能形成多个优势表位

（见图 ４）。
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图 ３　 不同方法预测 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的二级结构

Ｆｉｇ．３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

图 ４　 Ｋａｒｐｌｕｓ⁃Ｓｃｈｕｌｚ 法预测 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的柔性区段

Ｆｉｇ．４　 Ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ Ｋａｒｐｌｕｓ⁃Ｓｃｈｕｌｚ ｍｅｔｈｏｄ

表 １　 Ｇａｒｎｉｅｒ⁃Ｒｏｂｓｏｎ 法预测的 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的二级结构

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ Ｇａｒｎｉｅｒ⁃Ｒｏｂｓｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｌｏｃａｔｉｏｎ

α⁃ｈｅｌｉｘ
５４～５８，６０～６２，１２５，１３５～１３６，１５４～１５５，２１６～２３３，２４９～２６１，３１１～３１７，３４０，３４６～３５７，

３６６～３８５，３９７～４０８，４１７～４１９

β⁃ｔｕｒｎ
１，９～１８，３１～３２，３９～４２，５１～５３，６４～６６，７１～７６，８２～９５，１００～１０６，１０８～１１２，１１８～１２２，

１２９～１３４，１４４～１４８，１５５～１６２，１６５～１７４，１８１～１８５，２０７～２１１，２４０～２４８，２６２～２７４，２８１～２８２，２８９～２９３，
３０２～３０７，３２１～３２５，３３０～３３９，３５８～３６２，３８８～３９６，４０９～４１１

β⁃ｓｈｅｅｔ
２～３，７，３４～３８，４３，６３，６７～６９，７７，８１，９６～９７，１０７，１１３～１１４，１２３～１２５，１２７～１２８，

１３７～１３８，１４３，１６３～１６４，１７５～１７８，１８６～１８７，１８９～１９６，２００，２０３～２０４，２３４，２３６～２３７，２７５～２７６，２８０，
２８３，２９４～３００，３２７～３２９，３４１～３４２，３４５，３６５，３８６～３８７

ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
４～６，８，１９～３０，３３，４４～５０，５９，７８～８０，９８～９９，１１５～１１７，１２５～１２６，１３８～１４２，１４９～１５３，

１７９～１８０，１８８，１９７～１９９，２０１～２０２，２０５～２０６，２１２～２１５，２３５，２３８～２３９，２７７～２７９，２８１，２８４～２８８，
３０１，３０８～３１０，３１８～３２０，３２６，３４３～３４４，３６３～３６４，４１２～４１６

表 ２　 Ｃｈｏｕ⁃Ｆａｓｍａｎ 法预测的 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的二级结构

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ Ｃｈｏｕ⁃Ｆａｓｍａｎ ｍｅｔｈｏｄ

Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｌｏｃａｔｉｏｎ

α⁃ｈｅｌｉｘ
３５～４０，５２～５６，６１～６５，１００～１０４，１３７～１４０，２１６～２３１，２５１～２５４，３４７～３５９，３６８～３８２，

３８７～３９１，３９４～４００，４０５～４１０

β⁃ｔｕｒｎ １３～１８，４９～５６，８３～９５，１０９～１１３，１３０～１３６，１５５～１６１，２６７～２７５，３２９～３３２，３８８～３９６

β⁃ｓｈｅｅｔ
２～９，１９～３４，４１～４８，５７～６０，６６～６９，７５～８２，９６～９９，１０５～１０８，１１４～１１７，１２１～１２４，１２６～１２９，

１４１～１４４，１５０～１５３，１６２～１６５，１６７～１７０，１７６～１７９，１８２～２０９，２１２～２１５，２３６～２３９，２４１～２４４，２４７～２５０，２５７～２６０，
２７８～２８９，２９５～２９８，３０８～３１１，３１６～３１９，３２５～３２８，３３３～３３６，３４３～３４６，３６４～３６７，３８３～３８５，４０１～４０４，４１３～４１６

２．４　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的亲水性和表面可能性

　 　 亲水性（Ｋｙｔｅ⁃Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 法）分析显示（见图 ５），
Ｎｐ 亲水区段占比较高，几乎覆盖大多数区域，进一

步证明该蛋白亲水性较强。 表面可能性（Ｅｍｉｎｉ 法）
分析显示（见图 ６），１ ～ １３，２０ ～ ４９，５８ ～ ６８，７５ ～ ９７，

１８２～ ２０７，２２６ ～ ２７０，２７６ ～ ２８３，２９４ ～ ３０１，３３９ ～ ３４７，
３５６～３９０，４０１～ ４１０，４１４ ～ ４１９ 区域的表面可能性较

大。 分析结果指示，两种方法预测的重复部分，极
有可能位于 Ｎｐ 表面，具备作为病毒抗原表位的

特性。

图 ５　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的亲水性

Ｆｉｇ．５　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ
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图 ６　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的表面可能性

Ｆｉｇ． ６　 Ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ

２．５　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的抗原指数

　 　 Ｊａｍｅｓｏｎ⁃Ｗｏｌｆ 法预测结果显示（见图 ７），有多

个抗原指数较高的区域分布于 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ
中，如 ２～１２，１７ ～ ４８，５８ ～ ７１，７５ ～ ８５，８８ ～ １０８，１１３ ～
１３０，１３７～ １５３，１７１ ～ ２１６，２２６ ～ ２６７，２７４ ～ ３００，３３７ ～
３４９，３５５～３９０ 区域，其中 １７１ ～ ２１６ 为抗原指数最高

的区段，最有可能作为优势表位。
２．６　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的抗原表位指数

　 　 Ｋｏｌａｓｋａｒ⁃Ｔｏｎｇａｏｎｋａｒ 法预测结果显示（见图 ８），
Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 的抗原指数在 ０．８７４～１．１９７ 之间

波动，均值为 ０．９８８。

图 ７　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的抗原指数

Ｆｉｇ． ７　 Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ

图 ８　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 的抗原表位指数

Ｆｉｇ． ８　 Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ

２．７　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ 的 Ｂ 细胞表位预测结果

　 　 先对 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 序列的柔性区段、亲水

性指数、抗原指数、蛋白质表面可能性等抗原表位参

数进行分析，再参考抗原表位指数结果，预测：如果

某一区段满足抗原指数≥ ０．９８８（均值）、表面可能

性≥ １、亲水性≥ ０，至少包含 ６ 个氨基酸残基，且内

部或邻近区存在柔性区段，则推测该区段很大概率

可以作为 Ｎｐ 的 Ｂ 细胞抗原表位。 结合空间预测结

果，共筛选出符合上述条件的 １６ 个优势表位（见
表 ３）。

３　 讨　 论

　 　 抗原表位（Ｅｐｉｔｏｐｅ）是指决定抗原特异性且位

于分子表面的氨基酸序列及其组成的空间结构［１１］。
抗体或淋巴细胞表面与抗原相结合部位的形状、大
小需与抗原表位相适合才能发挥其免疫学效应［１２］。
表位的分子量一般很小（５～ ７ ａａ），所在区段结构多

数比较松散、具有可移动性。 作为病毒抗原性的物

质基础，表位预测可为疾病的诊断、药物的筛选与合
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成及表位疫苗的制备等奠定理论基础［１３］。 本研究

从 ＮＣＢＩ 获取了 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 氨基酸序列（４１９
ａａ），空间结构预测结果指示，Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 空

间构象形似锤状，中央的疏水核心聚集了一定数量

的 β－折叠且有较多的 β－转角和无规则卷曲分布于

蛋白表面，同时存在少量的 α－螺旋。 近期有报道称

欧洲 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 基因发生突变并传入中国［１４－１６］，
鉴于该病毒中 Ｎｐ 较强的抗原性和保守性，准确预

测 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 抗原表位可以为未来进一步

的工作提供方向。

表 ３　 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１株 Ｎｐ Ｂ 细胞抗原表位的氨基酸序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｂ⁃ｃｅｌｌ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅ ｏｆ Ｎｐ ｉｎ Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ ｓｔｒａｉｎ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｎｕｍｂｅｒ

Ｉｎｉｔｉａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｔｅｒｍｉｎａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎ
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｂ⁃ｃｅｌｌ

ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅ
Ｌｅｎｇｔｈ ／ ａａ

１ ５２ ５９ ＷＦＴＡＬＴＱＨ ８

２ ６９ ７５ ＧＱＧＶＰＩＮ ７

３ ８３ ８９ ＱＩＧＹＹＲＲ ７

４ １０６ １１５ ＰＲＷＹＦＹＹＬＧＴ １０

５ １１９ １２４ ＡＧＬＰＹＧ ６

６ １３０ １３６ ＩＩＷＶＡＴＥ ７

７ １５４ １６６ ＮＡＡＩＶＬＱＬＰＱＧＴＴ １３

８ ２１７ ２２７ ＡＡＬＡＬＬＬＬＤＲＬ １１

９ ２４３ ２４９ ＧＱＴＶＴＫＫ ７

１０ ２６７ ２７３ ＡＹＮＶＴＱＡ ７

１１ ２９９ ３１５ ＫＨＷＰＱＩＡＱＦＡＰＳＡＳＡＦＦ １７

１２ ３３３ ３３９ ＹＴＧＡＩＫＬ ７

１３ ３４７ ３６３ ＫＤＱＶＩＬＬＮＫＨＩＤＡＹＫＴＦ １７

１４ ３７９ ３８５ ＴＱＡＬＰＱＲ ７

１５ ３８９ ４０１ ＱＱＴＶＴＬＬＰＡＡＤＬＤ １３

１６ ４０３ ４１１ ＦＳＫＱＬＱＱＳＭ ９

　 　 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 粒子多呈皇冠状［１７］，Ｎｐ 是其主要

编码的四种结构蛋白（Ｎｐ、Ｍ、Ｅ、Ｓ）之一，在复制初

期产生并与病毒遗传物质组成核壳体结构［６， １８］。 Ｎｐ
通常大量表达于病毒侵染的初期［１９－２０］，具有很强的

抗原性。 因此，常作为其他 Ｂｅｔａ 冠状病毒如 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ、ＭＥＲＳ⁃ＣｏＶ 等的快速诊断抗原和相关疫苗设计

的靶标［２１－２４］，具有特异、敏感、重复性好的优势。 值

得一提的是，广谱抗病毒药物和疫苗可对后续由病

毒变异引起的新型传染病起到关键性作用，而 Ｎｐ 在

种属间的高度保守性［２５］，正使其占领了独特的优

势。 目前京天成生物、Ｂｉｏｓｓ 等科研机构已研制出针

对 Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 的抗体，虽然还未进入临床使

用，但为靶向 Ｎｐ 抗体的设计开创了先例，而可识别

Ｎｐ 的表位疫苗研制却存在较大空白。 对于疫苗的

制备，小分子蛋白更易做到快速、大量地表达，表位

疫苗相对于减毒活疫苗和死疫苗又能达到更高的安

全性［２６］。 所以，准确推断 Ｂ 细胞抗原表位的特定氨

基酸序列，并通过表达相应基因以实现工厂化生产

具有免疫原性的低毒多肽，可以成为制备诊断试剂、
表位疫苗、单抗的新手段。 为提高准确度，本研究采

用新兴的多参数综合预测法。 分析结果指示，Ｎｐ 抗

原指数均值为 ０．９８８，抗原表位指数较高的区域分布

均匀，最大值为 １．１９７，其中 ５２ ～ ５９、６９ ～ ７５、８３ ～ ８９、
１０６～ １１５、１１９ ～ １２４、１３０ ～ １３６、１５４ ～ １６６、２１７ ～ ２２７、
２４３～ ２４９、２６７ ～ ２７３、２９９ ～ ３１５、３３３ ～ ３３９、３４７ ～ ３６３、
３７９～３８５、３８９～ ４０１、４０３ ～ ４１１ 氨基酸区段覆盖了大

部分抗原指数较高的区域，指示这些区段可能具有

作为表位的潜能。 本研究基于同源建模（ＴＢＭ）参数

预测结果，通过与同一毒株的小角 Ｘ 射线散射

（ ＳＡＸＳ ） 获 得 的 低 分 辨 率 三 维 结 构 （ ｐｄｂ ｉｄ：
６ｙｕｎ） ［２７］进行比较，发现二者内部均由若干近乎平

行的 β－折叠形成的领结形状偏离了中心的菱形瓦

片结构组成，这与已报道的基于 ｓａｘｓ 的两个浮动

ＮＴＤ 模型是相容的［２８－２９］，但二者结果仍然存在一定

的结构差异。 这也许是由不同预测方法造成的，同
时也体现了多参数预测以及后期验证的重要性。

Ｈｏｐｐ⁃Ｗｏｏｄｓ 开创的亲水性参数预测法［３０－３１］ 为

抗原表位的预测奠定了基础，但与单一参数分析法

相比，多参数预测的准确率明显更高［２６， ３２］。 可见，由
于抗原表位的多态性，表位抗原性取决于多种因素的

互作而非任意单一条件决定。 Ｂ 细胞抗原表位应位于

蛋白质表面且具有一定程度的灵活性，为更准确地与
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抗体或淋巴细胞表面配体相结合，抗原构象通常需要

产生一定程度的改变，即其多具有柔韧性；此外，抗原

表位生物学特性与其二级结构和三级结构也有较高

相关性。 准确剖析 Ｎｐ 的抗原表位不但有助于进一步

认识其表现出抗原性的结构基础，而且能够为指导药

物的合成筛选、快速诊断试剂的研发制备和表位疫苗

的设计生产等提供理论基础［３３］。

４　 结　 论

　 　 通过对Ｗｕｈａｎ⁃Ｈｕ⁃１ 株 Ｎｐ 的碱基序列进行进化

分析，并通过单独分析 Ｎｐ 的二级结构、柔韧性、亲水

性、表面可能性、抗原指数等多种参数，再利用三级结

构预测结果筛选表位，最终综合以上所有参数多维筛

选确定 Ｎｐ 的 Ｂ 细胞优势抗原表位。 研究结果为进一

步阐明 Ｎｐ 的结构特征及深入探究 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 入侵

和致病机制提供了参考，以期助力解决 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
感染引发的肺炎疫情及迫切的防控问题。
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３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４－６４２２．２０１３．０４．０１３．

［６］ ＳＴＵＲＭＡＮ Ｌ Ｓ， ＨＯＬＭＥＳ Ｋ Ｖ， ＢＥＨＮＫＥ Ｊ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｖｉｒａｌ ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１９８０，３３ （ １）：
４４９－４６２． ＤＯＩ： １０．１１２８ ／ ＪＶＩ．３３．１．４４９－４６２．１９８０．

［７］ＣＨＡＮ Ｊ Ｆ Ｗ， ＬＡＵ Ｓ Ｋ Ｐ， ＴＯ Ｋ Ｋ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｄｄｌｅ ｅａｓｔ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ： ａｎｏｔｈｅｒ ｚｏｏｎｏｔｉｃ ｂｅｔａｃｏｒｏ⁃
ｎａｖｉｒｕｓ ｃａｕｓｉｎｇ ＳＡＲＳ－Ｌｉｋｅ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］． Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏ⁃
ｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓ，２０１５，２８（２）：４６５－ ５２２． ＤＯＩ： １０． １１２８ ／ ＣＭＲ．
００１０２－１４．

［８］ＺＵＭＬＡ Ａ， ＣＨＡＮ Ｊ Ｆ Ｗ， ＡＺＨＡＲ Ｅ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ⁃
ｅｓ—ｄｒｕｇ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｏｐｔｉｏｎｓ［ Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅ⁃
ｖｉｅｗｓ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ， ２０１６，１５ （ ５）：３２７ － ３４７． ＤＯＩ： １０．
１０３８ ／ ｎｒｄ．２０１５．３７．

［９］杨海燕． 利用噬菌体肽库技术筛选 ＳＡＲＳ 冠状病毒 Ｎ 蛋

白 Ｂ 细胞表位的研究［Ｄ］． 广州：第一军医大学，２００６．
　 ＹＡＮＧ Ｈａｉｙａｎ． Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＳＡＲＳ－ｃｏｖ Ｎ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｐｅｐｔｉｄｅ ｌｉｂｒａｒｙ ［ Ｄ］． Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ：
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００６．

［１０］魏姗． 猪 δ 冠状病毒 Ｎ 蛋白单克隆抗体制备及抗原表位

的初步鉴定［Ｄ］． 大庆：黑龙江八一农垦大学，２０１８．
　 　 ＷＥＩ Ｓｈａｎ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｆ

ｐｏｒｃｉｎｅ ｄｅｌｔａ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ
ｅｐｉｔｏｐｅ［Ｄ］． Ｄａｑｉｎｇ：Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｂａｙｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒ⁃
ｓｉｔｙ，２０１８．

［１１］朱锡华，吴玉章． 对表位生物学研究的认识和体会［Ｊ］．
上海免疫学杂志，１９９８（１）：１－２．

　 　 ＺＨＵ Ｘｉｈｕａ， ＷＵ Ｙｕｚｈａｎｇ． Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ⁃
ｉｎｇ ｏｆ ｅｐｉｔｏｐｅ ｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，
１９９８（１）： １－２．

［１２］ＲＵＦ Ｊ， ＣＡＲＡＹＯＮ Ｐ， ＳＡＲＬＥＳ－ＰＨＩＬＩＰ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｓｐｅｃｉ⁃
ｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｈｕｍａｎ ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ；
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ［ Ｊ］． ＥＭＢＯ Ｊｏｕｒ⁃
ｎａｌ，１９８３， ２ （ １０）： １８２１ － １８２６． ＤＯＩ： １０． １００２ ／ ｊ． １４６０ －
２０７５． １９８３．ｔｂ０１６６４．

［１３］李海侠，毛旭虎． 蛋白质抗原表位研究进展［Ｊ］． 微生物

学免疫学进展，２００７（１）：５４－５８． ＤＯＩ： １０．１３３０９ ／ ｊ． ｃｎｋｉ．
ｐｍｉ．２００７．０１．０１５．

　 　 ＬＩ Ｈａｉｘｉａ，ＭＡＯ Ｘｕｈｕ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｔｉ⁃
ｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅｓ［Ｊ］． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２００７ （ １）： ５４ － ５８． ＤＯＩ： １０． １３３０９ ／ ｊ． ｃｎｋｉ．
ｐｍｉ．２００７．０１．０１５．

［１４］ＰＡＣＨＥＴＴＩ Ｍ， ＭＡＲＩＮＩ Ｂ， ＢＥＮＥＤＥＴＴＩ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｍｅｒ⁃
ｇｉｎｇ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｈｏｔ ｓｐｏｔｓ ｉｎｃｌｕｄｅ ａ ｎｏｖｅｌ ＲＮＡ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ－ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｖａｒｉａｎｔ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｒａｎｓｌａ⁃
ｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０２０，１８（１）：１７９． ＤＯＩ： １０．１１８６ ／ ｓ１２９６７－
０２０－０２３４４－６．

［１５］Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｃｅｎｔｒｅ ｆｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｒａｐｉｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ａ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｖａｒｉａｎｔ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｐｉｋｅ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｋｉｎｇｄｏｍ， Ｄｅｃｅｍｂｅｒ
２０２０［Ｎ］． ＥＣＤＣ： Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ， ２０２０．

［１６］ ＣＨＥＮ Ｈ， ＨＵＡＮＧ Ｘ， ＺＨＡＯ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｃａｓｅ ｏｆ
ｎｅｗ ｖａｒｉａｎｔ ＣＯＶＩＤ⁃１９ ｏｒｉｇｉｎａｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｕｎｉｔｅｄ ｋｉｎｇｄｏｍ
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ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ａ ｒｅｔｕｒｎｉｎｇ ｓｔｕｄｅｎｔ — Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙ
［Ｎ］． Ｃｈｉｎａ ＣＤＣ Ｗｅｅｋｌｙ，２０２１，３（１）：１－３．

［１７］ＺＨＵ Ｎ， ＺＨＡＮＧ Ｄ， ＷＡＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ
ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｉｎ Ｃｈｉｎａ， ２０１９ ［ Ｊ］． Ｎｅｗ
Ｅｎｇｌａｎｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２０， ３８２ （ ８）： ７２７ － ７３３．
ＤＯＩ： １０．１０５６ ／ ＮＥＪＭｏａ２００１０１７．

［１８］ＥＳＣＯＲＳ Ｄ， ＯＲＴＥＧＯ Ｊ， ＬＡＵＤＥ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ
Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｒｂｏｘｙ ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｂｉｎｄｓ ｔｏ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎ⁃
ｔｅｒｉｔｉｓ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｃｏｒｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｃｏｒｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ［ Ｊ］．
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００１，７５（３）：１３１２ － １３２４． ＤＯＩ： １０．
１１２８ ／ ＪＶＩ．７５．３．１３１２－１３２４．２００１．

［１９］ＫＵＯ Ｌ， ＭＡＳＴＥＲＳ Ｐ Ｓ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ａ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｘｙ ｔｅｒｍｉｎｉ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ ］．
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００２，７６（１０）： ４９８７－４９９９． ＤＯＩ： １０．
１１２８ ／ ｊｖｉ．７６．１０．４９８７－４９９９．２００２．

［２０］ＮＡＲＡＹＡＮＡＮ Ｋ， ＣＨＥＮ Ｃ Ｊ， ＭＡＥＤＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｎｕｃｌｅｏ⁃
ｃａｐｓｉｄ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｐａｃｋａｇｉｎｇ ｖｉａ ｖｉｒａｌ
ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｓｉｇｎａｌ ［ Ｊ ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００３，７７（５）：２９２２－２９２７． ＤＯＩ： １０．１１２８ ／ ｊｖｉ．７７．
５．２９２２－２９２７．２００３．

［２１］李秀华，王佑春． 抗 ＳＡＲＳ 病毒 Ｎ 蛋白单克隆抗体的制

备和初步应用［Ｊ］． 中华实验和临床病毒学杂志，２００４，
１８（３）：２５５－ ２５７． ＤＯＩ： １０．３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ．１００３－ ９２７９．
２００４．０３．０１５．

　 　 ＬＩ Ｘｉｕｈｕａ， ＷＡＮＧ Ｙｏｕｃｈｕｎ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
ＳＡＲＳ ｖｉｒｕｓ［Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉ⁃
ｃａｌ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００４，１８（３）：２５５－２５７． ＤＯＩ： １０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．
ｉｓｓｎ．１００３－９２７９．２００４．０３．０１５．

［２２］王平，黄庆生，薛小平，等． ＳＡＲＳ 冠状病毒核衣壳蛋白的

重组表达及其单克隆抗体的制备［ Ｊ］． 细胞与分子免疫

学杂志，２００５，３（１）： ５０－５２． ＤＯＩ： １０．３３２１ ／ ｊ． ｉｓｓｎ：１００７－
８７３８．２００５．０１．０１４．

　 　 ＷＡＮＧ Ｐｉｎｇ，ＨＵＡＮＧ Ｑｉｎｇｓｈｅｎｇ， ＸＵＥ Ｘｉａｏｐｉｎｇ， ｅｔ ａｌ．
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｎｕｃｌｅｏ⁃
ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＳＡＲＳ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００５，３（１）：５０ － ５２．
ＤＯＩ： １０．３３２１ ／ ｊ．ｉｓｓｎ：１００７－８７３８．２００５．０１．０１４．

［２３］ＨＵ Ｄ， ＺＨＵ Ｃ， ＡＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ＳＡＲＳ⁃ｌｉｋｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｂａｔｓ
［Ｊ］． Ｅｍｅｒｇｉｎｇ Ｍｉｃｒｏｂｅｓ ＆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ，２０１９，７（１）：１－ １０．
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