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(57)摘要

本发明的一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端

结构域的制备方法，所述蛋白的氨基酸序列如

SEQ  ID  N0.1所示，包括下列步骤：S1，预测：预测

蛋白的N端结构域的氨基酸序列；S2，表达：通过

大肠杆菌可溶性表达的方式表达所述蛋白；S3，

纯化：通过镍亲和柱的结合，杂蛋白洗涤和洗脱

的方法纯化所述的蛋白，即获得目标蛋白粗品；

S4，精细纯化：目标蛋白通过分子筛进一步纯化，

去除杂蛋白，即得到高纯度的2019新型冠状病毒

核衣壳蛋白N端结构域。本发明可以使得面临突

入其来的疫情，快速获得所需要的抗原，大概用

一周的时间以较低成本制备出足量的抗原，用于

诊断试剂的研发生产。

权利要求书1页  说明书4页  附图2页

CN 113666988 A

2021.11.19

CN
 1
13
66
69
88
 A



1.一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域的制备方法，其特征在于，所述蛋白的氨基

酸序列如SEQ  ID  N0.1所示，包括下列步骤：

S1，预测：预测蛋白的N端结构域的氨基酸序列；

S2，表达：通过大肠杆菌可溶性表达的方式表达所述蛋白；

S3，纯化：通过镍亲和柱的结合，杂蛋白洗涤和洗脱的方法纯化所述的蛋白，即获得目

标蛋白粗品；

S4，精细纯化：目标蛋白通过分子筛进一步纯化，去除杂蛋白，即得到高纯度的2019新

型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域；

所述S3中，使用镍亲和柱纯化的方法，所述目标蛋白的纯化包括三个步骤：

步骤一：使用10毫摩尔/升的三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐,150毫摩尔/升的氯化钠,pH 

7.4溶液溶解的破菌后的上清上样1毫升镍柱；

步骤二：使用10毫摩尔/升的三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐,150毫摩尔/升的氯化钠,10

毫摩尔/升的咪唑，pH  7.4的溶液洗涤去除杂蛋白。

步骤三：使用10毫摩尔/升的三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐,150毫摩尔/升的氯化钠,250

毫摩尔/升的咪唑，pH  7.4的溶液洗脱得到目标蛋白粗品。

2.根据权利要求1所述的一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域的制备方法，其特征

在于，所述大肠杆菌包括大肠杆菌密码子优化的基因合成、大肠杆菌转化和表达、大肠杆菌

破菌和大肠杆菌上清的获得。

3.根据权利要求1所述的一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域的制备方法，其特征

在于，在步骤S4中，得到的粗品进一步通过分子筛的纯化。

4.根据权利要求3所述的一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域的制备方法，其特征

在于，使用分子筛柱子Superdex200  16/60,流速1毫升/分钟，收集吸收峰位置的组分，跑胶

分析确认目标分子和纯度。

5.根据权利要求1‑4任一项权利要求所述的制备方法，其特征在于，在步骤S4中，所述

的目标蛋白的纯度大于90％。

6.一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域蛋白在2019新型冠状病毒诊断试剂上的应

用。
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新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域的制备方法及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术检测技术领域，具体涉及新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构

域的制备方法及应用。

背景技术

[0002] 新型冠状病毒2019‑n‑CoV感染的肺炎以发热、乏力、干咳等为主要表现，少数患者

伴有鼻塞、流涕、腹泻等上呼吸道和消化道症状。重症病例多在一周后出现呼吸困难，严重

者快速进展为急性呼吸窘迫综合征、脓毒症休克、难以纠正的代谢性酸中毒和出凝血功能

障碍。迄今新型冠状病毒2019‑n‑CoV引起的COVID‑19还没有针对性的特效药。一些个案报

道的治疗药物仍需更多的临床实践证明效果。研究有效的诊断试剂，早诊断、早隔离、切断

传播途径，有助于控制疫情蔓延。

[0003] 新型冠状病毒2019‑n‑CoV核酸检测有较高的特异性和灵敏度，但是该检测方法对

技术要求高，容易出现假阴性，标本需要特殊处理，要求具备PCR扩增仪及凝胶电泳等专业

的仪器设备，对新型冠状病毒的检测用时长，需专业技术人员操作和判断检测结果，无法应

用于社区、基层医院、机场、海关甚至家庭等基层的早期初步筛查。

[0004] 因此，亟需一种更早期、更准确、更快捷、更有效的检测新型冠状病毒2019‑n‑CoV

感染的诊断试剂，进行早期鉴别诊断，抗体快速诊断试剂面临巨大的需求，抗体检测需要制

备抗原抗体相互作用的抗原，本发明提供了一种新型冠状病毒编码的最丰富的蛋白核衣壳

蛋白N端结构域。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域的制备方法及应用，

以解决上述背景技术中提出的问题。

[0006] 为实现上述目的，本发明提供如下技术方案：

[0007] 一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域的制备方法，所述蛋白的氨基酸序列如

SEQ  ID  N0.1所示，包括下列步骤：

[0008] S1，预测：预测蛋白的N端结构域的氨基酸序列；

[0009] S2，表达：通过大肠杆菌可溶性表达的方式表达所述蛋白；

[0010] S3，纯化：通过镍亲和柱的结合，杂蛋白洗涤和洗脱的方法纯化所述的蛋白，即获

得目标蛋白粗品；

[0011] S4，精细纯化：目标蛋白通过分子筛进一步纯化，去除杂蛋白，即得到高纯度的

2019新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域；

[0012] 所述S3中，使用镍亲和柱纯化的方法，所述目标蛋白的纯化包括三个步骤：

[0013] 步骤一：使用10毫摩尔/升的三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐,150毫摩尔/升的氯化

钠,pH  7.4溶液溶解的破菌后的上清上样1毫升镍柱；

[0014] 步骤二：使用10毫摩尔/升的三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐,150毫摩尔/升的氯化
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钠,10毫摩尔/升的咪唑，pH  7.4的溶液洗涤去除杂蛋白。

[0015] 步骤三：使用10毫摩尔/升的三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐,150毫摩尔/升的氯化

钠,250毫摩尔/升的咪唑，pH  7.4的溶液洗脱得到目标蛋白粗品。

[0016] 优选地，所述大肠杆菌包括大肠杆菌密码子优化的基因合成、大肠杆菌转化和表

达、大肠杆菌破菌和大肠杆菌上清的获得。

[0017] 优选地，在步骤S4中，得到的粗品进一步通过分子筛的纯化。

[0018] 优选地，使用分子筛柱子Superdex200  16/60,流速1毫升/分钟，收集吸收峰位置

的组分，跑胶分析确认目标分子和纯度。

[0019] 优选地，在步骤S4中，所述的目标蛋白的纯度大于90％。

[0020] 一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域蛋白在2019新型冠状病毒诊断试剂上的

应用。

[0021] 抗体检测快速诊断试剂的核心原料是抗原，上述2019新型冠状病毒核衣壳蛋白N

端结构域是很好的目标分子。

[0022] 本发明提供的2019新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域，该结构域氨基酸序列如

SEQ  ID  N0.1所示，其制备方法通过以下技术方案得以实现：克隆2019新型冠状病毒核衣壳

蛋白N端结构域的基因序列；将合成的基因序列插入pET28a表达载体中，该序列是根据大肠

杆菌密码子的偏好性经过优化的，利用此表达载体转化BL21(DE3)，BL21(DE3)是一种工程

化的细胞，用于体外大量表达目标蛋白，挑取单克隆，培养细胞，经诱导表达目标蛋白，再通

过破菌，离心收集菌液上清，经过镍亲合柱以及分子筛等柱纯化得到2019新型冠状病毒核

衣壳蛋白N端结构域。

[0023] 2019新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域用在胶体金法新冠病毒抗体检测试剂

中，胶体金标记的2019新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域蛋白用在试剂条的金垫上，抗人

的抗体划线用作T线，该方案实施的胶体金检测试剂条具有特异性强，灵敏度高的特点。

[0024] 与现有技术相比，本发明的有益效果是：

[0025] 本发明可以使得面临突入其来的疫情，快速获得所需要的抗原，大概用一周的时

间以较低成本制备出足量的抗原，用于诊断试剂的研发生产。

附图说明

[0026] 图1是本发明的流程图；

[0027] 图2是本发明实施例制备方法的流程图；

[0028] 图3是SDS‑PAGE分析2019新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域蛋白的纯化。

具体实施方式

[0029] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于

本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他

实施例，都属于本发明保护的范围。

[0030] 实施例1

[0031] 本实施例的一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域的制备方法，所述蛋白的氨
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基酸序列如SEQ  ID  N0.1所示，包括下列步骤：

[0032] S1，预测：预测蛋白的N端结构域的氨基酸序列；

[0033] S2，表达：通过大肠杆菌可溶性表达的方式表达所述蛋白；

[0034] S3，纯化：通过镍亲和柱的结合，杂蛋白洗涤和洗脱的方法纯化所述的蛋白，即获

得目标蛋白粗品；

[0035] S4，精细纯化：目标蛋白通过分子筛进一步纯化，去除杂蛋白，即得到高纯度的

2019新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域；

[0036] 所述S3中，使用镍亲和柱纯化的方法，所述目标蛋白的纯化包括三个步骤：

[0037] 步骤一：使用10毫摩尔/升的三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐,150毫摩尔/升的氯化

钠,pH  7.4溶液溶解的破菌后的上清上样1毫升镍柱；

[0038] 步骤二：使用10毫摩尔/升的三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐,150毫摩尔/升的氯化

钠,10毫摩尔/升的咪唑，pH  7.4的溶液洗涤去除杂蛋白。

[0039] 步骤三：使用10毫摩尔/升的三(羟甲基)氨基甲烷盐酸盐,150毫摩尔/升的氯化

钠,250毫摩尔/升的咪唑，pH  7.4的溶液洗脱得到目标蛋白粗品。

[0040] 本实施例的大肠杆菌包括大肠杆菌密码子优化的基因合成、大肠杆菌转化和表

达、大肠杆菌破菌和大肠杆菌上清的获得。

[0041] 本实施例的在步骤S4中，得到的粗品进一步通过分子筛的纯化。

[0042] 本实施例的使用分子筛柱子Superdex200  16/60,流速1毫升/分钟，收集吸收峰位

置的组分，跑胶分析确认目标分子和纯度。

[0043] 本实施例的在步骤S4中，所述的目标蛋白的纯度大于90％。

[0044] 本实施例的一种新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域蛋白在2019新型冠状病毒诊

断试剂上的应用。

[0045] 如图1所示，根据本发明一种典型的实施方式，提供了一种2019新型冠状病毒核衣

壳蛋白N端结构域的制备方法，所述蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  N0.1所示，该制备方法包

括下列步骤：

[0046] S1预测：预测所述的蛋白的受体结合结构域的氨基酸序列；

[0047] S2表达：通过大肠杆菌包涵体表达的方式表达所述的蛋白；

[0048] S3纯化：通过亲和柱以及杂蛋白洗涤的方法纯化所述的蛋白，即获得目标蛋白粗

品；

[0049] S4精细纯化：粗品通过分子筛进一步纯化，去除杂蛋白，即得到高度纯化的2019新

型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域。

[0050] 如图2所示，根据本发明一种典型的实施方式，提供了一种2019新型冠状病毒核衣

壳蛋白N端结构域的制备方法，该制备方法包括下列步骤：

[0051] 首先预测2019新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域，选定如氨基酸序列表SEQ  ID 

N0.1所示的序列，合成经过大肠杆菌密码子优化过的基因序列，构建到表达载体pET28a；

[0052] 用上述表达质粒转化大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞，用抗生素筛选成功转化的

细胞；

[0053] 挑取单克隆，接入几毫升培养基里，生长10小时，制备甘油菌以方便后续培养；

[0054] 较大量的细胞培养，直到光密度达到0.75左右，加入终浓度1毫摩尔/升诱导剂异

说　明　书 3/4 页

5

CN 113666988 A

5



丙基‑β‑D‑硫代半乳糖，诱导目标蛋白表达，37度培养4小时。

[0055] 收集细胞，破碎，纯化目标蛋白，主要是离心收集细胞，菌体破碎，离心收集破菌后

的上清。

[0056] 制备镍柱，用双蒸水和缓冲液分别洗涤和平衡柱子，将上述上清液离心后，以1‑2

毫升/分钟的流速过柱子，用含20毫摩尔/升咪唑的缓冲液洗涤杂蛋白，用250毫摩尔/升咪

唑的缓冲液洗脱；

[0057] 分子筛对于目标蛋白的进一步纯化：上述洗脱后的溶液进一步浓缩，浓缩到5毫

克/毫升左右，上样1‑2毫升经Superdex200  16/60，1毫升/分钟流速，收集吸收峰。

[0058] SDS‑PAGE跑胶分析纯度和表达量，纯度达到90％以上，一升的表达量可达到上百

毫克。如图3所示是SDS‑PAGE分析2019新型冠状病毒核衣壳蛋白N端结构域的纯化。

[0059] 序列表SEQ  ID  N0.1：

[0060] SDNGPQNQRNAPRITFGGPSDSTGSNQNGERSGARSKQRRPQGLPNNTASWFTALTQHGKEDLKFPRG

QGVPINTNSSPDDQIGYYRRATRRIRGGDGKMKDLSPRWYFYYLGTGPEAGLPYGANKDGIIWVATEGALNTPKDH

IGTRNPANNAAIVLQLPQGTTLPKGFYAEGSRGGSQASSRSSSRSRNSSRNSTPGSSRGTSPARMAGNGGDAALAL。
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图1

图2
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