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摘   要：本研究旨在制备抗呼吸道合胞病毒 (respiratory syncytial virus, RSV)非结构蛋白 1 
(nonstructural protein 1, NS1)单克隆抗体，以分析在转染和感染过程中 NS1 蛋白的表达和分布情

况，并评估其在免疫沉淀反应中的应用价值。将NS1基因片段构建至原核表达质粒，经大肠杆菌表

达、亲和层析纯化后得到 NS1 蛋白，将纯化的蛋白免疫小鼠后，通过间接酶联免疫吸附试验

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)技术筛选能稳定分泌 NS1 单克隆抗体的杂交瘤细胞株，

并将该单抗用于间接免疫荧光(indirect immunofluorescence assay, IFA)与免疫印迹(Western blotting)
检测，分析 RSV NS1 在过表达细胞和病毒感染细胞中的表达与分布情况，评估该单抗在免疫沉淀

反应中的应用价值。结果发现，RSV NS1 蛋白在大肠杆菌中成功表达及纯化，免疫小鼠后，获得

了一株特异性强、反应性好的 RSV NS1 单抗，其亚型为 IgG1，且抗体效价可达 1:15 360 000；使用

该单抗鉴定出 RSV NS1 蛋白在转染和感染细胞中正常表达，IFA 结果表明，NS1 主要分布在细胞质

与细胞核；并验证该单抗在免疫沉淀反应中作为捕获抗体能够特异性结合细胞中表达的NS1蛋白。

本研究经原核表达系统成功获得 RSV NS1 蛋白，成功制备出抗 RSV NS1 单抗，该抗体能特异性识

别 NS1 蛋白，可被应用于免疫沉淀方法，为 NS1 蛋白的功能研究奠定了基础。 
关键词：呼吸道合胞病毒；NS1 蛋白；原核表达；单克隆抗体；免疫沉淀 
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Abstract: The aim of this study was to prepare a mouse monoclonal antibody against the 
nonstructural protein 1 (NS1) of respiratory syncytial virus (RSV) to analyze its expression and 
distribution during transfection and infection. Additionally, we aimed to evaluate the antibody’s 
application in immunoprecipitation assay. Firstly, the NS1 gene fragment was cloned into a 
prokaryotic plasmid and expressed in Escherichia coli. The resulting NS1 protein was then 
purified by affinity chromatography, and used to immunize the BALB/c mice. Subsequently, 
hybridoma cells capable of stably secreting the NS1 monoclonal antibody were selected using 
indirect enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). This monoclonal antibody was employed 
in both indirect immunofluorescence assay (IFA) and Western blotting to analyze the expression 
and distribution of RSV NS1 in overexpressed and infected cells. Finally, the reliability of this 
monoclonal antibody was evaluated through the immunoprecipitation assay. The results showed 
that the RSV NS1 protein was successfully expressed and purified. Following immunization of 
mice with this protein, we obtained a highly specific RSV NS1 monoclonal antibody, which 
belonged to the IgG1 subtype with an antibody titer of 1:15 360 000. Using this monoclonal 
antibody, the RSV NS1 protein was identified in both transfected and infected cells. The IFA 
results revealed predominant distribution of NS1 in the cytoplasm and nucleus. Moreover, we 
confirmed that this monoclonal antibody could effectively bind specifically to NS1 protein in cell 
lysates, making it suitable as a capture antibody in immunoprecipitation assay. In conclusion, our 
study successfully achieved production of the RSV NS1 protein through a prokaryotic expression 
system and prepared a specific monoclonal antibody against NS1. This antibody demonstrates the 
ability to specifically identify the NS1 protein and can be used in the immunoprecipitation assay, 
thereby laying a foundation for the functional studies of the NS1 protein.  
Keywords: respiratory syncytial virus; NS1 protein; prokaryotic expression; monoclonal antibody; 
immunoprecipitation 

 
呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial virus, 

RSV)是引起婴幼儿、免疫功能低下者和老年人

下呼吸道急性感染的主要原因。据统计，每年约

有 6.6−19.9 万 5 岁以下儿童因感染 RSV 而死亡，

其中发展中国家的死亡人数最多[1]。2015 年，约

有 320 万婴儿因感染 RSV 住院，约有 50 万老年

人因 RSV 相关的急性呼吸道感染入院[2]。 
RSV 是一种非节段性单股负链 RNA 病毒，
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属于单分子负链 RNA 病毒目，肺病毒科，正肺

病毒属，直径约为 150 nm，基因组为 15.2 kb，
含有 10 个基因，编码 11 个开放阅读框(open 
reading frames, ORFs)，顺序为 3′-NS1-NS2-N-P- 
M-SH-G-F-M2-L-5′[1,3]。与同科其他种属比，NS1
和 NS2 是 RSV 特异的非结构蛋白(nonstructural 
protein, NS)，在病毒免疫逃逸中起关键作用，主

要通过抑制Ｉ型干扰素(interferon, IFN)信号通

路来抑制宿主抗病毒反应，促进 RSV 感染[4]。

NS1 和 NS2 还能抑制树突状细胞的成熟，进而

促进 Th2 极化和 Th17 淋巴细胞的增殖[5-7]。NS
蛋白在 RSV 病例中也可作为一种有效的临床指

标，来评估感染程度。 
NS1 基因全长 417 bp，编码 139 个氨基酸残

基，蛋白大小为 15.6 kDa。NS1 蛋白的晶体结构

在 2017 年被解析，该蛋白由 3 个 α 螺旋和 7 个

β 折叠组成[8]，其中第 3 个 α 螺旋从蛋白质的核

心延伸出来，这表明它具有一定的构象灵活性，

具有寡聚和聚集的潜力[9]，且该 α 螺旋包含的  
几个疏水残基有可能参与蛋白质-蛋白质相互作

用[8]。研究表明，在 RSV 感染早期，基质蛋白

M 部分定位于细胞核[10-11]，而 NS1 蛋白的结构

又与 M 蛋白相似，研究进一步证实，NS1 蛋白

可定位于细胞核，但目前缺乏 NS1 标准的核定

位序列，且 C 端 α 螺旋的突变不影响 NS1 的核

定位[12]，但 NS1 C 端 α 螺旋突变体会失去抑制

IFN-β 介导的抗病毒反应，也失去了对树突状细

胞成熟的拮抗功能[8]，这表明这种独特的螺旋结

构对于 NS1 介导的 IFN 拮抗和免疫反应的调节

至关重要。与感染野生型(wild type, WT) RSV 相

比，突变 NS1 C 端 α 螺旋的重组毒株在 A549 细

胞中的病毒复制率降低，导致基因表达发生显著

变化[8,13-14]。目前的研究结果证实，NS1 在细胞

质和细胞核中均有分布[12,15]，NS1 进入细胞核

后，通过与中介体互作，结合宿主免疫基因的启

动子和增强子，调控宿主免疫基因的转录，从而

拮抗宿主抗病毒免疫反应[12]，但这种抑制的确

切分子机制尚未明确。因此，进一步研究非结构

蛋白 NS1 与宿主因子的相互作用将有助于系统

性了解 RSV 感染及其免疫逃逸的分子机制。 
由于目前尚无商品化抗 RSV NS1 单克隆抗

体(monoclonal antibody, mAb)，限制了对 NS1 蛋

白功能和调控机制的深入研究。本研究成功制备

了 NS1 mAb，同时将该单抗用于间接免疫荧光

(indirect immunofluorescence assay, IFA) 和

Western blotting 检测，分析 RSV NS1 在过表达

细胞和病毒感染细胞中的表达与分布情况，并评

估了 NS1 单抗在免疫沉淀反应中的应用价值，

为进一步研究 RSV 感染过程中非结构蛋白 NS1
与宿主蛋白互作机制提供有利的工具。 

1  材料与方法 
1.1  基因、菌株、质粒、病毒和实验动物 

RSV NS1 基因的序列由苏州金唯智生物科

技有限公司合成，大肠杆菌 (Escherichia coli, 
E.coli) DH5α 和 BL21(DE3)感受态细胞购于

TaKaRa 公司，质粒 pCAGGS-HA、pCAGGS-Flag、
pCAGGS-HA-NS1、293T 细胞、A549 细胞和 RSV 
A2 毒株由本实验室保存，6−8 周龄雌性 BALB/c
小鼠购于中国农业科学院兰州兽医研究所实

验动物中心。动物实验遵循小鼠福利和伦理道

德守则，并获得中国农业科学院兰州兽医研究

所 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ( 批 准 号 ：

LVRIAEC-2023-059)。 

1.2  主要试剂 
限制性核酸内切酶 BamH I、Χho I、Not I

和 Nhe I 购于 TaKaRa 公司；HA 标签鼠单克隆

抗体、Flag 标签鼠单克隆抗体、辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase, HRP)标记的山羊抗鼠

IgG 抗体、弗氏不完全佐剂、弗氏完全佐剂、胎
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牛血清、Flag beads 和 Flag peptide 均购于 Sigma
公司；HisTrap FF 镍亲和层析柱和 protein G 纯

化柱购于 Cytiva 公司；小泛素蛋白修饰分子

(small ubiquitin-related modifier, SUMO)蛋白酶

购于索莱宝科技有限公司（北京）；ECL 显色试

剂盒购于 Merck 公司；protein A+G Agarose 购于

碧云天生物技术有限公司(上海)。 

1.3  NS1 基因原核表达质粒的构建和鉴定 
参考 NCBI 公布的 RSV 基因(mutant human 

respiratory syncytial virus strain long，登录号：

KF713490.1)，对 NS1 全基因进行密码子优化，

表达序列两端引入酶切位点 BamH I 和 Χho I，由

苏州金唯智生物科技有限公司进行基因序列合

成，并构建至原核表达载体 pET-28a-HisSUMO，

并将构建的重组质粒命名为 pET-28a-HisSUMO- 
NS1，将该质粒转化至 E. coli DH5α 感受态细 
胞，提取质粒后进行 BamH I 和 Χho I 双酶切鉴

定，并由擎科生物科技有限公司(西安)进行测序

验证。 
1.4  NS1 基因真核表达质粒的构建和鉴定 

利用 Not Ⅰ和 Nhe Ⅰ限制性核酸内切酶对

pCAGGS-Flag 载体和 pCAGGS-HA-NS1 质粒进

行双酶切，酶切后的产物分别进行胶回收，通过

T4 DNA 连 接 酶 将 NS1 片 段 连 接 至

pCAGGS-Flag 质 粒 ， 构 建 真 核 表 达 质 粒

pCAGGS-Flag-NS1，对获得的重组质粒进行

PCR 及双酶切鉴定，并送往公司进行测序鉴定。 
1.5  NS1 蛋白的原核表达和纯化 
1.5.1  NS1 蛋白的诱导表达 

将重组质粒 pET-28a-HisSUMO-NS1 转化至

E.coli BL21(DE3)感受态细胞，挑取阳性单克隆

菌落接种于 5 mL 含卡那霉素(100 μg/mL)的 LB
液体培养基中，37 ℃、220 r/min 过夜培养，保

存甘油菌，菌液以 1:50 的比例接种于 100 mL 含

卡那霉素的 LB 液体培养基，培养至 OD600 为 0.6
左右时，加入 100 μL 浓度为 1 mol/L 的 IPTG，

16 ℃诱导表达 14 h，8 000 r/min 离心 10 min 收

集菌体，菌体沉淀用平衡缓冲溶液(50 mmol/L 
Tris-HCl，500 mmol/L NaCl，20 mmol/L 咪唑，

pH 8.0)重悬，并进行超声破碎，8 000 r/min 离心

15 min，分别收集上清液和沉淀，其中沉淀用   
8 mol/L 尿素重悬溶解，制备样品后经 SDS-PAGE
电泳鉴定观察 NS1 蛋白的表达情况。 
1.5.2  NS1 蛋白的纯化 

将保存的甘油菌按照1.5.1的步骤方法进行大

量诱导表达，离心收集菌体，超声破碎后离心收

集菌体上清液。将镍柱连接至 AKTA pure 150 纯

化仪，收集的上清液 0.45 μm 过滤后应用亲和层析

技术进行纯化，依次用线性梯度的咪唑缓冲液进

行洗杂和洗脱，分别收集洗杂液和洗脱液。纯化

后的融合蛋白使用 SUMO 蛋白酶室温酶切 3 h，
采用亲和层析技术进一步纯化，去除 His-SUMO
蛋白标签，经 SDS-PAGE 检测蛋白的纯化情况。 

1.6  单克隆抗体的制备 
1.6.1  纯化蛋白免疫小鼠 

为制备 RSV NS1 蛋白的单克隆抗体，将纯

化后的NS1蛋白与佐剂以 1:1的比例乳化后制备

成疫苗，免疫 6 只 6−8 周龄雌性 BALB/c 小鼠，

第 1 次免疫用弗氏完全佐剂乳化，第 2 次至第 4 次

免疫用弗氏不完全佐剂乳化，分别于第 0、14、28、
36 天各免疫一次，每次免疫蛋白量为 50 μg/只。 
1.6.2  单克隆抗体的筛选 

第 4 次免疫后 14 d，采集全血，分离血清。

采用间接 ELISA 方法检测小鼠血清的抗体效

价，取抗体最高的小鼠脾细胞与 SP2/0 细胞融合

试验。融合后，采用间接 ELISA 方法，以杂交

瘤细胞上清为一抗，HRP 标记的山羊抗鼠 IgG
抗体为二抗，筛选与 RSV NS1 反应的阳性杂交

瘤细胞株，将阳性杂交瘤细胞株 3 次克隆纯化后

传代扩大，收集细胞，注射小鼠制备腹水。最终

使用 Protein G 亲和层析柱纯化单克隆抗体，并

使用小鼠单抗分型试剂盒对单抗进行亚型鉴定，
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以备用于后续基础性研究。 
1.7  单克隆抗体的鉴定 
1.7.1  RSV NS1 抗体效价的 ELISA 检测 

以纯化的 RSV NS1 蛋白(1 ng/μL)为包被抗

原，2%牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)
为封闭液，纯化后的 NS1 单克隆抗体(1:7 500 开

始 2 倍梯度稀释)作为一抗，并将 SP2/0 制备的

小鼠腹水作为阴性对照，HRP 标记的山羊抗鼠

IgG (1:10 000 稀释)作为二抗，采用间接 ELISA
方法检测 NS1 单克隆抗体的效价。(实验样品孔

样品 OD 值−空白对照 OD 值)/(阴性对照 OD 值−
空白对照 OD值)≥2.1时判为阳性，即以 S/N≥2.1，
阳性孔的最大稀释度作为该抗体的效价。 
1.7.2  RSV NS1 单抗的免疫荧光检测 

将 A549 细胞以 1×105/孔的密度接种于共聚

焦皿中，使用真核表达质粒 pCAGGS-HA-NS1

和空载质粒 pCAGGS-HA 分别转染细胞 24 h。
使用 RSV MOI=1 的病毒量吸附 A549 细胞 2 h，

并用未感染的细胞作为阴性对照，吸附 2 h 后再

培养 48 h。用 PBS 洗涤细胞 2 次，4%多聚甲醛

常温固定细胞 30 min，0.2% TritonX-100 室温通

透 10 min，含 2% BSA 的 blocking buffer 室温封

闭 1 h；用 RSV NS1 单克隆抗体(1:500 稀释) 4 ℃

过夜孵育；再用羊抗鼠 488 绿色荧光二抗(1:500

稀释) 37 ℃孵育 1 h；PBS 洗涤 4 次，最后用 4′,6-

二脒基-2-苯基吲哚(4′,6-diamidino-2-phenylindole, 

DAPI) (1:2 000 稀释)室温染核 5 min，PBS 洗涤

4 次，于共聚焦显微镜下观察拍照。 
1.7.3  RSV NS1 单抗的 Western blotting 检测 

将真核表达质粒 pCAGGS-HA-NS1 和空载

质粒 pCAGGS-HA 分别转染 293T 细胞，37 ℃培

养 24 h 后收集 293T 细胞；以 RSV MOI=1 的病

毒量感染 A549 细胞，37 ℃培养 72 h 后收集

A549 细胞，并用未感染的细胞作为阴性对照；

收集并处理细胞样品，用 12%蛋白胶进行

SDS-PAGE，转印至聚偏氟乙烯(poly vinylidene 
fluoride, PVDF)膜，以 NS1 单克隆抗体(1:2 000
稀释)为一抗，HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 抗体

(1:5 000 稀释)为二抗进行 Western blotting 检测。 

1.8  免疫沉淀试验 
将 293T 细胞以 1×106 个/孔接种于六孔板，

实验组转染真核表达质粒 pCAGGS-Flag-NS1，
对照组转染空载质粒 pCAGGS-Flag，24 h 后收

集细胞，裂解离心，收集上清蛋白样品用于免疫

沉淀。详细操作按照碧云天公司的 protein A+G 
Agarose 的说明书进行。收集并处理样品，用 12%
蛋白胶进行 SDS-PAGE，转印至 PVDF 膜，以

Flag 标签抗体或 NS1 单抗为一抗，HRP 标记的

山羊抗鼠 IgG 抗体(1:5 000 稀释)为二抗进行

Western blotting 检测。 

2  结果与分析 
2.1  NS1 基因的原核表达质粒和真核表达

质粒的构建及鉴定 
重组质粒 pET28a-HisSUMO-NS1 经 BamH I

和 Χho I 双酶切，酶切产物经 1.5%琼脂糖核酸

电泳，得到大小为 5 633 bp 和 417 bp 两条特异性

条带(图 1A)，与预期结果相符合。测序结果表明

原核表达质粒 pET28a-HisSUMO-NS1 构建成功。 
对重组真核质粒 pCAGGS-Flag-NS1 进行

Not Ⅰ和 Nhe Ⅰ双酶切鉴定，核酸电泳结果显示(图
1B)，可见为 4 782 bp 和 417 bp 两条特异性条带。

MegAlign 软件分析测序结果，与目的基因 NS1
的同源性达到 100%，表明成功构建出真核重组

质粒 pCAGGS-Flag-NS1。 

2.2  NS1 蛋白的纯化及鉴定 
在诱导后菌体的上清(泳道4)中有一条大小约

为 33.6 kDa 的条带，与预期大小一致，而未诱导

菌体的上清液(泳道 2)无此条带出现(图 2A)，说明

该重组蛋白在该原核表达系统为可溶性表达。 
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使用镍亲和层析柱对融合表达的 NS1 蛋白

进行纯化，纯化后的样品经 SDS-PAGE 鉴定，

大约在 33.6 kDa 处观察到一条特异性蛋白条带

(图 2B)，与表达鉴定结果相符，加入 SUMO 蛋

白酶室温酶切 3 h，并用镍亲和层析柱去除

His-SUMO 融合标签，SDS-PAGE 鉴定结果显示

(图 2B)，泳道 8 中可见一条较纯的特异性条带，

与 NS1 蛋白理论值的大小一致，说明成功切除

His-SUMO 标签蛋白。 

2.3  NS1 单克隆抗体的鉴定与纯化 
纯化的 NS1 蛋白免疫小鼠后，利用间接

ELISA 筛选阳性克隆，通过连续克隆纯化，获

得一株稳定分泌 NS1 mAb 的细胞株 1B1 4D4，
制备腹水，纯化后得到单克隆抗体，SDS-PAGE
鉴定图中可以看到较为单一的重链与轻链(图
3A)。Western blotting 鉴定结果表明筛选的单抗

1B1 4D4 能与本研究纯化所得的 NS1 蛋白反应

原性良好(图 3B)，亚型鉴定该单抗为 IgG1 亚型。 

 
 

图 1  重组质粒 pET28a-HisSUMO-NS1 (A)和
pCAGGS-Flag-NS1 (B)的双酶切鉴定 
Figure 1  Identification of recombinant plasmid 
pET28a-HisSUMO-NS1 (A) and pCAGGS-Flag- 
NS1 (B) by double enzyme digestion. M: DNA 
marker DL5000; 1: Recombinant plasmid; 2: Double 
enzyme digestion products of recombinant plasmid. 

 

 
 

图 2  RSV NS1 蛋白的原核表达与纯化鉴定 
Figure 2  Prokaryotic expression and purification of RSV NS1 protein. A: SDS-PAGE analysis of recombinant 
protein NS1. M: Protein molecular weight marker; 1: Precipitates of recombinant strain 
pET28a-HisSUMO-NS1 without induction; 2: Supernatant of recombinant strain pET28a-HisSUMO-NS1 
without induction; 3: Precipitates of recombinant strain pET28a-HisSUMO-NS1 after induction; 4: Supernatant 
of recombinant strain pET28a-HisSUMO-NS1 after induction. B: SDS-PAGE identification of purified NS1 
protein. M: Protein molecular weight marker; 1: Precipitation of induced protein after cell disruption with 
sonication; 2: Supernatant of induced protein after sonication; 3−4: Rinsing solution; 5−7: Eluent solution; 8: 
NS1 protein after removing His-SUMO tag. 
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图 3  RSV NS1 抗体纯化后的 SDS-PAGE 和

Western blotting 鉴定 
Figure 3  SDS-PAGE and Western blotting 
identification of purified RSV NS1 antibody. A: 
SDS-PAGE identification of purified RSV NS1 
antibody; M: Protein molecular weight marker; 1: 
Purified RSV NS1 antibody. B: Western blotting 
identification of purified RSV NS1 antibody binding 
to prokaryotic expressed NS1 protein; M: Protein 
molecular weight marker; 1: RSV NS1 protein; 2: 
RSV NS2 protein. 
 

2.4  NS1 单克隆抗体的效价检测 
以 NS1 蛋白作为包被抗原，纯化的 NS1 

mAb (1:7 500 开始 2 倍梯度稀释)作为一抗，并

将 SP2/0 制备的小鼠腹水作为阴性对照，采用间

接 ELISA 检测 NS1 mAb 效价，结果表明，该单

抗效价可达 1:15 360 000 (图 4)。 
2.5  NS1 单克隆抗体的特异性和反应性鉴定 
2.5.1  过表达细胞中 NS1 蛋白的表达与亚细胞

定位分析 
共聚焦结果表明，该单抗与 A549 细胞内

RSV NS1 过表达产物结合良好，特异性强，而

空载体 pCAGGS-HA 转染对照组无荧光呈现，

在 pCAGGS-HA-NS1 转染的细胞中，NS1 蛋白

主要分布于细胞质中，少量定位于细胞核(图 5A)。 
Western blotting 结果显示，NS1 单抗 1B1 4D4 对真

核质粒 pCAGGS-HA-NS1 转染的 293T 细胞来源 

 
图 4  纯化后 RSV NS1 单抗效价的检测 
Figure 4  The titer test of purification RSV NS1 
monoclonal antibody. Dotted line indicates S/N=2.1. 
 

的蛋白样品有一条清晰的特异性反应带(图 5B)，且
空载体转染的 293T 细胞在相同位置无此条带，与

HA 单抗作为一抗的检测结果相符(图 5C)，说明该

单抗可以特异性结合 NS1 蛋白。综合以上结果，

证实获得的 RSV NS1 蛋白的单克隆抗体与真核表

达的 NS1 蛋白同样具有良好的反应性。 
2.5.2  RSV 感染细胞中 NS1 蛋白的表达与亚细

胞定位分析 
进一步使用单抗 1B1 4D4 对 RSV 感染 48 h

以及未感染的 A549 细胞进行共聚焦检测，结果显

示，单抗 1B1 4D4 与 RSV 感染的 A549 细胞来源

的蛋白样品有良好的特异性反应，且在未感染的

A549 细胞中无特异性结合(图 6A)。研究发现，

NS1 蛋白在 RSV 感染细胞中主要分布于细胞质

中，少量定位于细胞核。Western blotting 结果显

示，NS1 单抗 1B1 4D4 对感染的 A549 细胞来源

的蛋白样品检测到一条清晰的特异性反应带(图
6B)，而未感染的 A549 细胞在相同位置无此条带。 
2.5.3  NS1 单抗在免疫沉淀方法中的应用 

将单抗 1B1 4D4 用于免疫沉淀实验，用 Protein 
A+ G Agarose结合 NS1 mAb，以 NS1单抗或 Flag
标签单抗作为一抗，与转染空载质粒的 293T 细

胞相比(泳道 1)，过表达 NS1 的 293T 细胞(泳道

2)得到一条明显的特异性条带(图 7A 和图 7B)。 
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图 5  NS1 蛋白在转染细胞中的表达与亚细胞定位 
Figure 5  Expression and subcellular localization of NS1 protein in transfection cells. A: Confocal detection 
results of NS1 monoclonal antibody 1B1 4D4 binding to eukaryotic expressed NS1 protein. Scale bar: 10 μm. B 
and C: Western blotting identification of eukaryotic expressed protein NS1 (B: Anti-NS1 monoclonal antibody 
used as the primary antibody. C: Anti-HA mouse monoclonal antibody used as the primary antibody. M: Protein 
molecular weight marker; 1: 293T cell lysate transfected with pCAGGS-HA empty plasmid; 2: 293T cell lysate 
transfected with pCAGGS-HA-NS1 plasmid). 

 

 
 

图 6  RSV NS1 蛋白在病毒感染细胞中的表达与亚细胞定位 
Figure 6  Expression and subcellular localization of NS1 protein in RSV-infected cells. A: Confocal detection using 
NS1 mAb for RSV infection. Scale bar: 10 μm. B: NS1 mAb for Western blotting identification of RSV infection. M: 
Protein molecular weight marker; 1: RSV-uninfected A549 cell lysate; 2: RSV-infected A549 cell lysate.  
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图 7  NS1 单抗在免疫沉淀方法中的应用 
Figure 7  Application of NS1 mAb in immunoprecipitation assay. A: The immunoprecipitation (IP) antibody is 
a NS1 mAb, and the primary antibody used in Western blotting detection is a NS1 mAb. B: The 
immunoprecipitation antibody is a NS1 mAb, and the primary antibody used in Western blotting (WB) 
detection is a Flag mouse monoclonal antibody. M: Protein molecular weight marker; 1: 293T cells transfected 
with pCAGGS-Flag empty plasmid; 2: 293T cells transfected with pCAGGS-Flag-NS1 plasmid. 
 
结果表明，制得的 NS1 单克隆抗体 1B1 4D4 可

以用于免疫沉淀实验。 

3  讨论与结论 
NS1 和 NS2 是 RSV 的非结构蛋白，虽然不

参与成熟病毒粒子的包装，但却是转录最丰富的

病毒基因[16]。通过延缓细胞凋亡和抑制适应性

免疫反应，NS 蛋白在病毒复制和调节宿主先天

免疫中发挥着关键作用。研究表明，NS1 和 NS2
靶向 IFN 信号通路中的不同分子，在 RSV 感染

过程中协同有效地抑制 IFN 的产生，从而促进

感染，但其拮抗 IFN 抗病毒反应的调控机制尚

未完全确定。与 WT RSV 感染细胞相比，缺失

NS1或NS2，以及同时缺失这两个基因(NS1/NS2)，
重组毒株诱导的 IFN-β mRNA 水平显著增加，

表明 NS1 和 NS2 均抑制 IFN 信号传导；但 NS1
缺失株或 NS1/NS2 缺失株感染诱导的 IFN-β 水

平均比 NS2 缺失株高，预示 NS1 作为 IFN 拮抗

剂可能比 NS2 更有效[17-20]。NS1 可能通过在细

胞质和细胞核不同空间来抑制宿主天然免疫反

应。对于分布在细胞质中的 NS1 蛋白，通过与线

粒体信号蛋白 (mitochondrial antiviral-signaling 

protein, MAVS)互作，阻断维甲酸诱导基因 I 
(retinoic acid inducible gene Ⅰ, RIG-Ⅰ)与 MAVS 相

互作用，从而抑制下游信号的活化和 IFN 的产

生[21]；NS1 可靶向于干扰素调节因子(interferon 
regulatory factor 3, IRF-3)，并干扰 IRF3 与其共

激活子 CBP 的结合，从而阻止 IRF3 易位进入细

胞核和 IFN-β 启动子的激活[22]；有研究证明 RSV 
NS1通过促进蛋白酶体降解来降低 STAT2水平；

此外，RSV NS1 还可以促进蛋白酶体依赖的 2′-5′
寡聚腺苷酸合成酶样蛋白的降解，进一步证实

NS1 可以抑制细胞抗病毒蛋白来逃避细胞抗病

毒先天免疫反应[22-25]。RSV 在细胞质中进行复

制，其非结构蛋白除了在细胞质中发挥作用，

NS1 还定位于细胞核，并发挥调控宿主基因转录

的功能。NS1 已被证明部分定位于转染的 293T
和 A549 细胞的细胞核中[12,15,18,26-27]，这也与本

研究的结果一致。NS1 同时也定位于病毒感染的

原代人气管支气管上皮细胞的细胞核，染色质免

疫沉淀结果表明 NS1 通过与细胞核内的中介体

互作，结合在宿主免疫基因转录调节原件上(特
别是启动子和增强子)，从而抑制干扰素刺激基

因的转录[12]，但具体的蛋白互作区域和位点尚
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未研究清楚，且 NS1 出入细胞核的分子机制也

未得到解析，因此进一步研究 NS1 与核宿主因

子的相互作用将有助于更好地了解 RSV 如何调

节宿主基因特别是抗病毒免疫基因的转录。 
NS 蛋白除了在拮抗宿主天然免疫应答方面

表现突出，在病毒复制方面的研究表明，NS 蛋

白还会抑制肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor, 
TNF)诱导的细胞凋亡，从而促进 RSV 生长[28]。

RSV NS1 也可能通过抑制 miR-24 表达来限制细

胞凋亡，从而诱导转录因子 KLF6 的表达以促进

转化生长因子-β (transforming growth factor-β, 
TGF-β)介导的细胞周期停滞，进而促进 RSV 复

制[29]。也有研究表明 NS1 蛋白对适应性免疫反

应具有独立于 IFN 拮抗剂活性的作用[6]。进一步

探究 NS1 蛋白的功能对于认识病毒复制过程和

寻找新的药物靶点均具有重要意义，但目前尚无

商品化抗 RSV NS1 单抗，限制了对 NS1 蛋白的

功能和调控机制的深入研究。 
本研究经原核表达系统成功获得 RSV 非结

构蛋白 NS1，成功制备出抗 RSV NS1 单克隆抗

体 1B1 4D4，并应用该单抗对转染及 RSV 感染

细胞中的 NS1 蛋白表达与细胞定位进行了初步

研究。结果表明，该单抗特异性强、反应性好，

能很好地识别 NS1 蛋白；同时验证了该单抗可

被应用于免疫沉淀方法，为研究 RSV 感染过程

中非结构蛋白 NS1 与宿主蛋白互作机制提供有

利的工具。此外，可以应用该单抗建立 ELISA
方法，为鉴别诊断和区分疫苗免疫人群和自然感

染人群奠定基础。 
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