
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2022, 62(10): 4047–4056  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20220125  

 Research Article 研究报告 
 

                           

基金项目：“长江学者和创新团队发展计划”创新团队项目(IRTO848) 
Supported by the Program for Changjiang Scholars and Innovative Research Team in University (IRTO848) 
#These authors contributed equally to this work. 
*Corresponding author. E-mail: hyong601@163.com 
Received: 28 February 2022; Revised: 9 May 2022; Published online: 10 June 2022 

禽传染性支气管炎病毒 Nsp2 蛋白与宿主蛋白 eIF2α 的

互作鉴定 

李念灵 1#，李永新 1#，樊顺怡 1，申玉玺 1，李淑芸 1，夏静 1，王安东 1，崔敏 1，韩新锋 1，

黄勇 1*，余松城 2  

1 四川农业大学动物医学院，四川 成都 611130 

2 眉山市东坡区农业农村局，四川 眉山 620010 
 

李念灵, 李永新, 樊顺怡, 申玉玺, 李淑芸, 夏静, 王安东, 崔敏, 韩新锋, 黄勇, 余松城. 禽传染性支气管炎病毒 Nsp2 蛋

白与宿主蛋白 eIF2α 的互作鉴定. 微生物学报, 2022, 62(10): 4047–4056. 
Li Nianling, Li Yongxin, Fan Shunyi, Shen Yuxi, Li Shuyun, Xia Jing ,Wang Andong, Cui Min, Han Xinfeng, Huang Yong, Yu 
Songcheng. Identification of eIF2α interacting with Nsp2 protein of avian infectious bronchitis virus. Acta Microbiologica Sinica, 
2022, 62(10): 4047–4056. 

摘   要：Nsp2 蛋白是冠状病毒的非结构蛋白，在病毒早期感染中具有重要作用。【目的】为初

步筛选可能与禽传染性支气管炎病毒(avian infectious bronchitis virus，IBV) Nsp2 蛋白互作的宿主

蛋白，鉴定 Nsp2 蛋白与真核翻译起始因子 2α 亚基 (eIF2α) 的相互作用。【方法】以

pCAGGs-Flag-Nsp2 和 pCAGGs-Flag 载体转染后的鸡胚肾(CEK)细胞为研究对象，利用免疫共沉

淀(Co-IP)和液相色谱-串联质谱(LC⁃MS/MS)技术筛选出可能与 IBV Nsp2 蛋白发生互作的宿主蛋

白 eIF2α，通过免疫共沉淀和间接免疫荧光试验进一步验证二者相互作用。【结果】经免疫共沉淀

与质谱分析后筛选到 97 个可能与 Nsp2 蛋白互作的宿主蛋白，其中宿主抗病毒反应的关键蛋白

eIF2α 与 Nsp2 蛋白的相互作用通过免疫共沉淀和间接免疫荧光试验，表明二者存在直接互作关系，

并共定位于细胞质中；此外，Nsp2 蛋白表达和 IBV 感染都能显著提高宿主内源性 eIF2α 的转录水

平。【结论】利用免疫共沉淀联合质谱技术筛选到 CEK 细胞中存在的 97 种可能与 IBV Nsp2 互作

的候选蛋白，利用免疫共沉淀与间接免疫荧光证明候选蛋白 eIF2α 与 Nsp2 蛋白在细胞质中存在
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直接互作，同时发现 Nsp2 蛋白过表达和 IBV 感染会导致 CEK 细胞内 eIF2α 的转录水平显著增强。

本研究为进一步探索冠状病毒非结构蛋白 Nsp2 的生物学功能奠定了基础，并提供了 IBV 入侵宿

主时 Nsp2 蛋白的作用机制研究的新线索。 

关键词：禽传染性支气管炎病毒；Nsp2 蛋白；质谱；免疫共沉淀；互作蛋白；eIF2α 
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Abstract: [Background] Nonstructural protein Nsp2 of coronavirus plays a critical role in the early 
viral life cycle. [Objective] To explore the host proteins interacting with avian gamma-coronavirus 
infectious bronchitis virus (IBV) Nsp2 and the interaction of Nsp2 with translation initiation factor 2α 
(eIF2α). [Methods] We performed the experiment by using the chicken embryo kidney (CEK) cells 
transfected with recombinant expression vector pCAGGs-Flag-Nsp2 and control vector pCAGGs-Flag. 
The host cell eIF2α interacting with IBV Nsp2 was obtained by co-immunoprecipitation (Co-IP) and 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), and then Co-IP and indirect 
immunofluorescence assay (IFA) were further used to determine the interaction. [Results] A total of 97 
candidate proteins were found to interact with Nsp2 through Co-IP and LC-MS/MS, with a high 
credibility. The key candidate protein eIF2α was further chosen to explore its interaction with Nsp2. 
The Co-IP and IFA demonstrated that eIF2α and Nsp2 had a direct interrelationship and co-localized in 
the cytoplasm. Furthermore, the level of eIF2α was upregulated in the overexpression of Nsp2 and 
IBV-infected CEK cells at the early stage. [Conclusion] In our study, the identification of these 
candidate proteins interacting with Nsp2 showed that Nsp2 played an important role in IBV infection by 
manipulating a variety of cellular biological process, and these results provided the basis for further 
research on the role of Nsp2 in the life cycle of IBV. 

Keywords: avian infectious bronchitis virus; nonstructural protein Nsp2; mass spectrometry; 
co-immunoprecipitation; protein-protein interaction; eIF2α 
 

禽传染性支气管炎病毒 (avian infectious 
bronchitis virus，IBV)属冠状病毒科(Coronavridae)、
γ 冠状病毒属(Gammacoronavirus)，能够引起鸡

的急性、高度接触性传染疾病，最早在 1937 年

感染支气管炎的鸟类中首次发现，至今已有  
84 年的历史，目前在世界多个地区广泛分布，

感染不同品种和不同日龄的鸡后均可发病，目

前尚未得到有效控制，已经给世界家禽业带来

了严重的经济损失。 
IBV 呈典型冠状病毒形态，病毒粒子多呈

球形，主要由纤突蛋白 (spike，S)，膜蛋白

(membrane，M)、小膜蛋白(envelope，E)、核衣
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壳蛋白(nucleocapsid，N)组成，基因组为连续不

分节段单股正链 RNA，基因组全长为 27.6 kb 左

右，其基因组 3′端的约 1/3 部分主要编码结构

蛋白 S、M、E、N。5′端约 2/3 部分为复制酶基

因组，其中包含 2 个关键开放阅读框 (open 
reading frame，ORF) ORFla 和 ORFlb，翻译后

产生病毒复制和翻译所必需的两个多聚蛋白

PP1a 和 PP1ab，这两个多聚蛋白可裂解为 IBV 的

15 个非结构蛋白 Nsp2‒Nsp16。与其他冠状病毒

不同，IBV 无 Nsp1 蛋白。Nsp2 蛋白是冠状病

毒之间差异最大的非结构蛋白之一，却稳定存

在于冠状病毒中。已有学者证明 Nsp2 的缺失会

导致病毒滴度减少 90%[1]，说明 Nsp2 蛋白是冠

状病毒的重要毒力因子之一，但仅有研究分析

Nsp2 蛋白可能是早期病毒感染的重要蛋白[2]，

而其具体功能尚不清楚。目前，通过互作网络

分析发现冠状病毒 Nsp2 蛋白与大量宿主蛋白

之间存在相互作用，比如宿主蛋白 prohibition 1
和 prohibition 2 (PHBI 和 PHB2)[3]，PHBI 和

PHB2 在细胞凋亡、细胞分化等生物过程中具有

重要作用。SARS-CoV 2 的 Nsp2 蛋白互作研究表

明，与 Nsp2 蛋白互作的宿主蛋白参与了核糖体

组装、调节细胞内钙离子稳态等生物学过程[4]，

已经证明 Nsp2 蛋白与调节翻译起始的蛋白

GIGYF2 和 EIF4E2 存在相互作用，此互作现象

在 SARS-COV 和 MERS-COV 中也有发现[5]。这

些研究结果表明冠状病毒的 Nsp2 蛋白可能在病

毒感染早期参与宿主的翻译过程影响蛋白合成。 
本研究采用免疫共沉淀联合质谱技术初步

筛选出了鸡胚肾细胞(chicken embryo kidney，
CEK)内 97 个可能与 IBV Nsp2 蛋白互作的宿主

蛋白，基于已有研究证实真核翻译起始因子 2
的 α 亚基(eIF2α)是 IBV 的靶向因子[6]，但其互

作的病毒蛋白并未得到验证，因此挑选出了宿

主控制翻译的关键蛋白-eIF2α 作为候选蛋白，

利用免疫共沉淀与间接免疫荧光证明候选蛋白

eIF2α 与 Nsp2 蛋白在细胞质中存在直接互作，

同时发现 Nsp2 蛋白表达和 IBV 感染会导致细胞

内 eIF2α 的转录水平显著增强。实验结果将为阐

明 IBV 在 CEK 内复制机制的研究提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  病毒与细胞 

IBV Sczy3 强毒株为实验室保存；CEK 细

胞由 17‒20 日龄的鸡胚制备；HEK-293T 细胞为

实验室保存，重组质粒 pCAGGs-Flag-Nsp2 为

实验室保存。 
1.1.2  主要试剂 

STARPremix Ex Tap™Ⅱ (Til RNaseH Plus)
等购自 TaKaRa 公司；E.Z.N.ATMGel Extraction 
Kit 购自 Omega 公司；Lipofectamine™ 3000 
Reagent 购自 Thermo Fisher Scientific 公司；

NP-40 裂解液等购自碧云天生物技术公司；标签

抗体 Mouse anti Flag 购自北京全式金公司；标签

抗体 Rabbit anti MYC、Rabbit anti Flag 等购自

Affinity 公司；HRP-羊抗兔 IgG 购自 Proteintech
公司；Protein A/G 琼脂糖珠购自 Santa 公司；

免疫共沉淀试剂盒购自广州辉骏生物公司。 

1.2  免疫共沉淀筛选互作蛋白 
将 CEK 细胞培养于含 10%胎牛血清的

DMEM 培养基中，置于 37 °C、5% CO2 的培养

箱中进行培养。待细胞密度至 70%‒90%时，以

Lipofectamine™ 3000 Reagent 将 pCAGGs-Flag- 
Nsp2 质粒转染 CEK，转染后 36 h 收集细胞，

以部分上清做 Input，其余上清进行免疫共沉淀

试验。同时将 pCAGGs-Flag 空载体作为对照组。

具体操作参见免疫共沉淀试剂盒说明书。将上

述样品进行 10% SDS-PAGE，银染法对凝胶进

行染色。 
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1.3  质谱分析 
将实验组和对照组免疫沉淀后的样品经还

原、烷基化、酶解等过程后，进行 LC-MS/MS
分析，得到的质谱原始数据用软件 ProteinPilot™ 
Software 4.5 (version 1656，AB Sciex)进行分析

并在 UniProt chlorocebus 数据库中检索对比，

经实验组与对照组结果比对差异蛋白后确定可

能与 IBV Nsp2 蛋白相互作用的候选细胞内源

性蛋白。 

1.4  重组质粒的构建 
提取CEK细胞总RNA作为模板进行RT-PCR

扩增 eIF2α 基因。上游引物 F：5ʹ-CGATCTTAAG 
TCGCGAATGCCAGCACTAAGCTGTAG-3ʹ；下

游引物 R：5ʹ-TGAGATGAGTTTTTGTTCGTCT 
TCAGTTTTCGCTTCCA-3ʹ。PCR 反应体系：

ddH2O 7 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，

Mix 10 μL，cDNA (50 ng/μL) 1 μL。PCR 反应

条件：98 °C 1 min；98 °C 10 s，55 °C 10 s，72 °C 
15 s，30 个循环；72 °C 5 min。回收目的片段

后利用同源重组法将获得的基因片段插入

pCAGGs-Myc 载体中，经菌落 PCR、双酶切及

测序鉴定阳性质粒，命名为 pCAGGs-Myc-eIF2α。 

1.5  免疫共沉淀鉴定蛋白互作 
培养 HEK-293T 细胞的细胞密度至 80%时，

将 pCAGGs-Flag-Nsp2、pCAGGs-MYC-eIF2α 质

粒共转染 CEK 细胞，且分别设置 pCAGGs- 
Flag-Nsp2 、 pCAGGs-Myc 共 转 染 组 和

pCAGGs-Flag、pCAGGs-MYC-eIF2α 共转染组

作为对照，具体操作参照 Lipofectamine™ 3000 
Reagent 转染试剂说明书。转染后 36 h 弃除上

清，收集细胞；加入 NP-40 裂解液冰浴 30 min，
于 4 °C 以 8 000×g 离心 10 min，收集上清，取

部分上清做 Input，其余上清加入鼠抗 Flag 标签

的单克隆抗体(1:500 倍稀释)，4 °C 旋转孵育  
12 h，加入经细胞裂解液平衡的 20 µL 的 Protein 

A/G，4 °C 旋转孵育 12 h。用 1 mL 冷的裂解液

清洗，2 500 r/min 离心 5 min，弃上清，反复    
4 次，收集琼脂糖珠沉淀，向其中加入 20 µL 
2×SDS-PAGE 上样缓冲液，100 °C，煮沸 10 min。 

Input 样品及 Co-IP 样品通过 SDS-PAGE 电

泳后，转印至 PVDF 膜，经含 10%脱脂乳的

TBST 缓冲液 4 °C 封闭过夜，兔源抗 Flag 标签

的多抗、兔源抗 Myc 标签多抗为一抗，羊抗兔

HRP-IgG 为二抗进行 Western blotting 鉴定。 

1.6  间接免疫荧光(IFA)分析蛋白互作 
将 CEK 细胞接种于铺有飞片的 12 孔板中，

待细胞生长至 80%汇合，将 pCAGGs-Flag-Nsp2
与 pCAGGs-Myc-eIF2α 质粒共转染至 CEK 细

胞，同时设立对照组。36 h 后，磷酸缓冲液清

洗细胞，重复 3 次后，5%多聚甲醛固定细胞   
15 min、0.1% Triton X-100 的 PBS 室温透化细

胞 15 min、1%牛血清白蛋白于室温封闭 1 h；
以兔源抗 Myc标签和鼠抗 Flag标签单克隆抗体

为一抗(1:500 倍稀释)，488 山羊抗鼠、594 山

羊抗兔为二抗(1:500 倍稀释)进行孵育；即用型

DAPI 细胞核荧光染料，200 µL/孔室温作用   
5 min；PBS 清洗细胞 3 次，双蒸水漂洗 1 次，

晾干并封片，荧光显微镜下观察。 

1.7  相对荧光定量 PCR 检测细胞内源性

eIF2α 转录水平变化 
将 CEK 细胞培养至密度 85% ，转染

pCAGGs-Flag-Nsp2 质粒，24 h 后孵育 IBV 病

毒液(病毒感染复数MOI=0.4)，同时设立对照组。

分别于感染 IBV 后 2、8、12、24 h 收取细胞提

取 mRNA，利用反转录试剂盒得到 cDNA，进行

实时荧光定量 PCR 扩增，检测各组细胞内 eIF2α
的 mRNA 表达水平变化。各组均设 3 个复孔。采

用 GADPH 作为内参基因，以 2‒∆∆Ct法表示目的基

因的相对表达量。引物由生工生物工程(上海)股
份有限公司合成。引物、反应程序参考文献[7‒8]。 
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2  结果与分析  
2.1  免疫共沉淀样品的质谱分析 

将前期构建好的重组质粒 pCAGGs-Flag- 
Nsp2 转染 CEK 细胞 36 h 后，收集细胞样品，

留取部分样品，通过 Western blotting 检测 Input
组 Nsp2 蛋白的表达水平(图 1A)。其余样品进

行免疫沉淀实验，取 Co-IP 试验的部分样品进

行 Western blotting 检测，SDS-PAGE 电泳，对

凝胶进行银染显色。通过 Western blotting 检测

结果显示 Co-IP 试验中实验组有大小约 77.5 kD
的特异性条带，而对照组没有该条带(图 1A)，
符 合 实 验 预 期 ， 说 明 Flag 标 签 单 抗 与

ProteinA/G 琼脂糖珠结合成功。从凝胶上可以

清晰地看到：与对照组相比，免疫沉淀后，实

验组存在 5 条特异性条带，分别在 34‒43、
43‒55、75‒130 kDa 分布(图 1B)。将 Co-IP 样品

经 LC-MS/MS 质谱分析后，实验组与空载体细

胞对照相比，去除空载体细胞对照鉴定到的蛋

白，实验组共鉴识出可信度在 95%以上有 242 个

细胞内源性蛋白，将其中唯一肽段数量≥2 的

97 个细胞内源性蛋白作为候选蛋白(表 1)，包含

与宿主抗病毒反应的关键蛋白的真核翻译起始

因子 2α 亚基 EIF2S1 (eIF2α)。 

2.2  Co-IP 验证 eIF2α 与 Nsp2 蛋白的相互

作用 
大多数病毒感染后会引起宿主关闭蛋白的

合成来限制病毒复制，其中真核翻译起始因子

eIF2α 对细胞整体翻译水平有较强的调控作用。

为了研究鉴定到的 eIF2α 因子是否与 Nsp2 蛋白

存在特异性相互作用，成功构建带有 Myc 标签

的重组质粒 pCAGGs-Myc-eIF2α，将携带 Flag
标签的 Nsp2 和携带 Myc 标签的 eIF2α 真核表

达质粒共转染或与空载体共转染 HEK-293T 细

胞，收取蛋白并分别利用针对 Flag 和 Myc 标签

的抗体进行 Co-IP 试验。Western blotting 结果 
 

 
 
图 1  Co-IP 分析细胞内与 Nsp2 蛋白相互作用的蛋白 
Figure 1  Identification of the cellular proteins that interact with Nsp2 protein by Co-IP. A: the expression of 
Nsp2 detected by Western blotting in Input and Co-IP; B: silver staining of the different proteins 
immunoprecipitated by Flag antibody in mock or the expression of Nsp2 cells. Arrows: differential protein 
bands identified in the expression of Nsp2 group compared to mock-infected controls. 
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表 1  与 Nsp2 蛋白互作的宿主细胞蛋白 
Table 1  The host cellular proteins interacting with Nsp2 

Accession Gene name Unused 
Sequence 
coverage/
% 

Peptides 
(95%) 

Accession Gene name Unused 
Sequence 
coverage/
% 

Peptides 
(95%) 

A0A3Q2U9M2 FLNB 35.6 10.4 18 E1C3A9 HDLBP 4.0 3.5 2 
Q5ZMT0 YWHAE 15.0 40.8 7 A0A1D5PKV6 XYLB 4.0 9.6 2 
A0A1D5P198 LOC100859737 11.7 21.7 8 F1NLE7 AIMP1 4.0 10.7 2 
R4GM10 ALDOC 9.3 20.9 5 Q5ZMB8 PSMC2 4.0 5.5 2 
P12003 VCL 8.8 10.8 5 F1NMT5 RAB10 4.0 11.5 2 
O42486 Bcat 8.2 10.1 4 E1BSG5 EIF4G1 4.0 1.8 2 
Q5ZKF3 AARS 8.1 10.1 5 A0A452J7V2 RAB2A 4.0 15.0 2 
F1NK38 CCT7 8.0 10.5 4 A0A1D5PAU7 ACY1 4.0 6.5 2 
F1NZY9 CYB5R1 7.2 20.6 3 F2Z4K6 RPL26L1 3.9 25.5 3 
F1NMY1 YWHAG 7.0 23.5 4 Q5ZJX9 PSMA5 3.9 9.5 2 
F1NHL2 CAND1 6.9 4.6 3 A0A1D5PQD8 PPP1R9B 3.9 4.1 2 
A0A1D5PIZ8 IQGAP3 6.9 4.6 3 Q5ZMA0 RCJMB04_2m6 3.9 17.7 2 
E1C784 ATP2B4 6.9 7.5 4 A0A1D5PPF8 HSPA4 3.8 6.0 2 
F1NKL4 DYNC1H1 6.6 2.2 4 Q5ZLX2 EIF2S1 3.8 9.5 2 
A0A1L1RKB7 ATP2A2 6.5 7.8 4 F1NTM7 GOT1 3.8 6.1 2 
Q8AYP7 HK2 6.2 5.2 3 F1NSP7 PSMC1 3.8 9.1 2 
Q5ZJQ6 DARS 6.1 14.7 3 Q5ZMR2 RCJMB04_1g10 3.7 5.6 2 
Q90XD9 N/A 6.0 7.6 3 A0A1D5PK28 STXBP1 3.7 7.1 2 
E1C8W4 USP5 6.0 6.7 3 Q90828 DYNC1LI1 3.7 8.3 2 
E1C347 GNAO1 6.0 11.3 3 P0DMQ6 SORD 3.6 7.3 2 
A0A3Q2UK59 LOC107051050 6.0 7.7 4 F1NL85 MAGT1 3.5 5.8 2 
A0A452J848 RPL13 5.9 19.6 3 Q5ZMK3 SCCPDH 3.5 9.0 2 
A0A1L1RMC0 PSMA1 5.8 17.6 3 F1NPF0 EIF2S3 3.4 21.2 2 
F1NB64 ACAA1 5.7 6.7 3 Q5F3C0 RCJMB04_22h1 3.3 3.2 2 
E1BZ74 AFG3L2 5.5 6.7 5 O93467 cRhoA 3.3 21.8 2 
Q9I8D6 tcp-1 delta 5.5 10.1 3 E1C1D1 ANXA7 3.2 4.4 2 
F1NPJ4 SDHA 5.3 11.0 2 F1NDD1 SFXN2 3.2 7.8 2 
Q5ZJ93 RCJMB04_19o8 5.3 8.8 3 Q5ZLV5 RCJMB04_4l9 3.1 9.1 2 
A0A452J864 CAPZB 4.9 19.2 3 F1NT20 ACAT2 3.1 7.9 2 
Q5ZI39 PLS3 4.8 7.6 2 F1NSV6 ATP1B1 3.1 10.5 2 
Q5F424 CCT2 4.7 6.4 3 F1P3U1 IMMT 3.1 4.6 2 
Q5ZJ86 RCJMB04_20b9 4.7 4.4 2 Q5ZIA5 COPB1 3.0 3.6 2 
Q5ZJJ3 RCJMB04_17k23 4.6 13.2 2 Q5ZM80 RCJMB04_2o15 2.9 6.2 2 
Q5F428 EIF3L 4.6 7.6 2 A0A1L1RKS2 FASN 2.7 1.6 2 
Q5ZLZ6 SLC16A1 4.5 11.8 2 Q5ZLZ0 RCJMB04_4e21 2.6 12.5 2 
E1C245 MACF1 4.5 1.9 2 A0A1D5P1W7 KPNB1 2.6 3.2 2 
E1C3A1 KIF5B 4.4 4.1 2 E1BQU4 NSF 2.5 3.1 2 
P50890 RPSA 4.3 13.9 2 A0A3Q2TWD9 GNAS 2.3 12.7 2 
(待续) 
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(续表 1) 
F1P180 GOT2 4.2 16.3 2 F1NPG2 IDH1 2.3 4.8 2 
A0A3Q2UA96 CCT3 4.2 10.2 2 A0A452J7S4 MDH1 2.1 4.7 2 
A0A3Q3B025 LIMA1 4.2 14.3 3 A0A1D5PX68 SLC25A1 2.0 9.7 2 
F1NEF2 CCT8 4.1 10.2 3 A0A1L1RZJ6 ATP5A1W 2.0 31.8 16 
A0A1D5NXL7 PSMD3 4.1 6.4 2 P32882 N/A 2.0 21.3 8 
E1C2S1 TLN1 4.1 3.5 2 Q5ZLQ6 YWHAB 2.0 21.3 3 
E1C1V3 JUP 4.1 6.0 2 A0A1D5PMQ5 LOC420039 1.8 9.4 5 
Q5ZKJ2 YWHAH 4.0 22.7 2 Q9DEA3 PCNA 1.8 13.4 2 
A0A1D5PC66 PTCHD3L 4.0 4.9 2 A0A1D5P2Q1 SACM1L 1.7 3.2 2 
F1NB52 COPG1 4.0 4.7 2 A0A3Q3A7P6 RPS15A 1.6 6.9 2 
E1C6A1 NNT 4.0 5.0 2      
N/A is a protein with unknown function; black bold is the information of eIF2α. 
 
显示，携带 Flag 和 Myc 标签的 Nsp2 和 eIF2α
均能获得表达，利用 Flag 抗体进行免疫共沉淀，

Nsp2可以将 eIF2α沉淀下来(图 2)，表明 IBV Nsp2
蛋白与 eIF2α 蛋白之间存在直接的相互作用。 

2.3  IBV Nsp2 蛋白与 eIF2α 的共定位分析  
将重组质粒 pCAGGs⁃Flag⁃Nsp2 与 pCAGGs- 

MYC-eIF2α 共转染至 CEK 细胞，36 h 后固定细

胞，并用抗 Myc 和抗 Flag 的单克隆抗体作为一

抗，有荧光标记的二抗处理细胞，最后在活细

胞超分辨成像系统下观察。如图 3 所示，eIF2α
与 Nsp2 蛋白主要分布在细胞质中，Nsp2 蛋白

与 eIF2α 共定位，共定位区域呈现黄色，表明

Nsp2 与 eIF2α 蛋白在细胞质内发生相互作用。 

 

 
 
图 2  Nsp2 蛋白与 eIF2α 互作的验证结果 
Figure 2  Confirmation of the interaction between 
the Nsp2 protein and eIF2α. 

2.4  Nsp2 蛋白过表达和 IBV 感染对细胞

内源性 eIF2α 转录水平的影响 
为探究Nsp2 及 IBV 对细胞内 eIF2α 表达水平

的影响，将 pCAGGs-Flag-Nsp2 质粒和 pCAGGs- 
Flag 空载体分别转染 CEK 细胞培养 24 h 后孵育

IBV 病毒液(MOI=0.4)，同时设立未感染 IBV 的

pCAGGs-Flag 空载体对照组，分别收取感染 IBV
后 2、8、12 和 24 h 的细胞，应用相对荧光定量

PCR 测定 eIF2α 表达量随时间的变化情况。实验

结果如图 4 所示，未感染 IBV 的 CEK 细胞的

eIF2α 内源性表达量在随时间无明显变化，同时，

与未感染 IBV 的 CEK 细胞的 eIF2α 内源性表达

量进行对比，感染 IBV 的 CEK 细胞的 eIF2α 内

源性表达量在 8、12 h 均呈现极显著上调，而在

2、24 h 无显著性差异，说明 IBV 在感染早期能提

高细胞内源性 eIF2α mRNA 的转录水平；与未过

表达 Nsp2 蛋白的 IBV 感染的 CEK 细胞的 eIF2α
内源性表达量进行对比，过表达 Nsp2 蛋白基础上

再感染 IBV 的 CEK 细胞的 eIF2α 内源性表达量在

12 h 时呈现极显著上调，说明 Nsp2 蛋白能够显著

提高细胞内源性 eIF2α mRNA 的转录水平。 

3  讨论 
冠状病毒是能感染人与动物的重要病原体，

具有毁灭性的潜在危害。冠状病毒的非结构蛋白 
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图 3  IBV Nsp2 与 eIF2α 的细胞共定位分析 
Figure 3  IBV Nsp2 co-localizes with eIF2α.  
 
是形成病毒复制和转录复合物(replication and 
transcription complex，RTC)，完成病毒复制、

组装与成熟的关键因素，对冠状病毒至关重要。

其中 Nsp2 蛋白是在冠状病毒中首批被翻译和 
 

 
 
图 4  Nsp2 表达和 IBV 感染对细胞内源性 eIF2α
的转录水平的影响 
Figure 4  Relative mRNA level of eIF2α in the 
expression of Nsp2 and IBV-infected CEK. Data are 
presented as mean±SEM; asterisks indicate P values 
(***: P  ≤ 0.001; ****: P ≤ 0.000 1; ns: non- 
significant) obtained by two-tailed unpaired t-tests. 

加工的复制蛋白之一，其能与 RTC 结合[9]，暗

示着 Nsp2 可能影响病毒的早期复制。蛋白质序

列的进化在很大程度上也决定了病毒-宿主相

互作用的差异，Nsp2 蛋白在冠状病毒之间的序

列低相似性也可能意味着它在与宿主相互作用

中具有宿主特异性[10]，但生物信息学表明冠状

病毒的 Nsp2 蛋白有共同的起源，并且具有一定

的保守结构[5,11]。因此，研究 IBV Nsp2 蛋白与

宿主蛋白之间的互作可以为解析除了 γ-冠状病

毒外其他冠状病毒的非结构蛋白的功能提供参

考依据。 

本研究通过免疫共沉淀联合 LC-MS/MS 质

谱技术初步筛选出了宿主内 97 个可能与 IBV 

Nsp2 蛋白互作的宿主蛋白，指示 Nsp2 蛋白可

能参与了多肽合成、细胞应激等生物学过程，

但此过程仅是初步筛选，还需进一步对相关蛋

白进行验证。其中真核翻译起始因子 eIF2α 能

够影响细胞翻译的起始，控制多肽的合成，进

而调节细胞内应激反应。基于已有研究证实真 
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核翻译起始因子 2 的 α 亚基(eIF2α)是 IBV 的靶

向因子[6]，我们选择 eIF2α 作为候选蛋白验证筛

选蛋白实验过程的可信性。通过同源重组法构

建真核表达载体 pCAGGs-Myc-eIF2α，利用 Myc
的标签抗体经过 Western blotting 检测，在转染

后能成功地表达目的蛋白。利用 Flag 标签抗体

证实 eIF2α 与 Nsp2 可发生免疫共沉淀，二者共

定位在细胞质中，表明 IBV Nsp2 蛋白与 eIF2α
存在着直接相互作用。后续进一步证实 Nsp2
蛋白过表达和 IBV 感染会提高宿主内 eIF2α 的

表达，可能是由于 IBV 感染早期，细胞应激反

应显著，通过增加 eIF2α 的转录来维持细胞内

相对稳定的蛋白合成，而 Nsp2 蛋白在其中具

有重要作用。 
eIF2α 是真核翻译起始因子 2 的 α 亚基，是

进行翻译起始的关键蛋白。研究表明 eIF2α 能

够诱导细胞内应激颗粒的形成，进而关闭蛋白

合成和激活天然免疫通路来对抗病毒感染，许

多病毒已经进化出相应的逃逸机制。如非洲猪

瘟病毒为维持细胞内蛋白合成，会通过 DP71L
蛋白诱导蛋白磷酸酶 1 (PP1)抑制 eIF2α 激活[12]；

蓝舌病毒(BTV)感染后通过转染 siRNA 证实沉默

eIF2α 会抑制病毒复制[13]。由此说明 eIF2α 是病

毒干扰宿主抗病毒反应的目标之一。有学者证实

过表达 eIF2α 与磷酸化突变 eIF2α 相比提高了

IBV 的复制[6]，本研究验证了 Nsp2 蛋白过表达和

IBV 感染会提高宿主内 eIF2α 的转录水平，因此

推测在病毒早期感染过程中 IBV 通过 Nsp2 蛋白

靶向 eIF2α 提高病毒在细胞内的复制能力。本研

究结果将有助于阐明 IBV Nsp2 蛋白在 IBV 侵染

宿主过程中的生物学功能提供理论依据。 
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