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摘要 : 用 PC R 方 法
,

人工合成传染性非典型肺炎病毒 (S A R S- C o v )核蛋 白 (N )全编 码基 因
,

并构建原核表达载体
,

在大肠杆菌中进行表达
.

结果重组 N 蛋白表 达产量 占菌体总蛋 白的 40 % 以上
,

主要 以 可溶形式存在
.

用 S A R S 患者

急性期血清进行蛋 白印迹检测
,

表明可溶形式 和包含体形式均有明显活性
.

包含体形 式的重组蛋 白经纯化后纯 度可

达 9 0 % 以 上
,

活性与纯化前相当
,

可作为 S A R S 抗体诊断试剂盒的抗原原料
.
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传染性非典型肺炎
,

又称严重急性呼吸综合征

(S A R S )
,

是人类新认识 的高致死性烈性 传染病
.

由

于 S A R S 病毒 主要经 呼吸道传播
,

传 染性极 强
,

病

死率高
,

已对我国的社会生活秩序造成了严重影响
,

并造 成 了 重 大 的 经 济 损 失〔‘一 5口
.

世 界 卫 生 组 织

(W H O )S A R S 全球科研协作组 2 0 0 3 年 3 月成功地

从 S A R S 患 者 中分 离 到 了 一 种 新 型 冠 状 病 毒

(S A R S
一

C o V )
,

并测 出了其基因组全序列 [e,
’〕

.

香港

学者发现在 50 例 S A R S 病人中有 45 例有 S A R S--

C o V 感染 的证据
,

而对 照的 40 例其 他呼 吸系统疾

病患者和 2 00 个献血员中无一有 S A R S
一

C o V 感染
,

从而强有力的证实了 S A R S
一

CO V 是本次 SA R S 暴

发的病原体 [8J
.

S A R S
一

C o V 的基 因组为约 30 kb 的

单股正义 R N A
,

其与传统冠状病毒具有较大的遗传

距离
,

但具有相似的基 因组结构特征 和病毒形 态
.

S A R S 的特异性诊断依赖于病毒核酸或特异性抗体

的检测
.

病毒核酸的检测主要依靠反转录聚合酶链

反应 (R T
一

PC R )
,

仅有少数实验室具有检测能力
,

难

以广泛应用
.

由于 S A R S
一

C o V 细胞培养的成功
,

目

前特异性 抗体 的检测 主要 采 用 间接免 疫 荧光 法

(IF A )
,

以及使用纯化病毒裂解物为抗 原建立 的酶

联免疫吸附法 (E LI S A )
,

二者均需依赖于大量的病

毒培养
,

其制备过程危险
,

成本较高
,

而且灵敏度和

特异度也不理想
.

本研究利用 PC R 方法
,

人工合成

了 S A R S
一

C o V 核蛋白(N )的全编码基因
,

并进行 了

原核表达和活性测定
,

为利用基因工程技术大量制

备 S A R S
一

C o V 抗原奠定了基础
.
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1 材料与方法

1
.

1 质粒和菌种

PC R 产物克 隆 T 载体 p MD 18 购 自宝生物公

司
,

非融合表达载体 p T仔 T 7 为本实验室所构建与

保存 〔9口
,

受体菌 E
.

。01 1 E R 2 5 6 6 亦为本室保存
.

1
.

2 工具酶及其它

限制性核酸内切酶
、

Ta
q D N A 聚合酶购 自宝生

物公 司
,

其他生化药 品购 自 S ig m a 公司或国产分析

纯
.

1
.

3 引物设计与合成

根据 加拿 大 克 隆 出的 S A R S
一

C o V 基 因序 列

(G e n B a n k 登 录 号 A Y 2 7 4 1 1 9
.

3
, n t 2 8

,

1 2 0
一

2 9
,

3 8 8 )
,

设计并合成 2 1 条 PC R 引物 (表 1 ) (引物合成

由上海博亚公司完成 )
.

5 ’

端引物 SN F I 和 3 ’

端引物
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表 l 合成基因引物

T a b
.

1 T h e p rim e r s fo r g en e s yn rh e sis

序列(5
’

一 3
’

) 基因组位置 (n t)

28 1 2 0 一 2 8 1 9 9

S N F Z 28 2 4 0 一 28 3 1 9

S N F 3 2 8 3 6 0 一 28 4 3 9

S N F 4 2 8 4 8 0 一 2 8 5 5 9

S N F S 2 8 6 0 0 一 2 8 6 7 9

S N F 6 2 8 7 2 0 一 2 8 7 9 9

S N F 7 28 8 4 0 一 2 8 9 1 9

S N F S 2 8 9 6 0 一 2 9 0 3 9

S N F g 2 9 0 8 0 一 2 9 1 5 9

SN F 1 0 2 9 2 0 0 一 2 9 2 7 9

S N R I 2 82 5 9一 2 8 1 8 0

S N R Z 2 83 7 9 一 2 83 0 0

S N R 3 2 8 4 9 9一 28 4 2 0

S N R 4 2 8 6 1 9 一 2 8 5 4 0

S N R S 2 8 7 3 9一 2 86 6 0

SN R 6 2 885 9 一 28 7 8 0

SN R 7 2 89 7 9一 2 89 0 0

SN R S 2 9 0 9 9一 2 9 0 2 0

S N R g

CA T A T G T C T G A T A A T G G A C CC C A A T CA A A CCA A CG T A G T G CCCCC C G CA T

T A CA T T T G G T G G A CCC A CA G A T T CA A C T G A CA A

CG CC G A CCCCA A G G T T T ACCCA A T A A T A C T G C G T CT T G G T T CA C A G C T C

T C AC T CA G CA T G G CA A G G A G G A A C T T A G A T T

CC A G A T G A CCA A A T T G G C T A C T A CC G A A G A G C T A CCC G A CG A G T T C G T G G

T G G T G A C G G C A A A A T G A A A G A G C T CA G C CC

T CAC T T CC C T A CG G C G C T A A CA A A G A A G G C A T CG T A T G G G T T G CA A C T G A G

G G A G CC T T G A A T A CA C C C AA A G A C CA CA T

CA A C T T CCT C A A G G A A CA A CA T T G CCA A A A G G CT T C T A C G C A G A G G G A A G C

A G A G G C G G C A G T C A A G C C T C T T C T C G C T C

G G CA G C A G T A G G G G A A A T T C T CCT G C T C G A A T G G C T A G C G G A G G T G G T G A A

A C T G CC C T C G C G C T A T T G C T G C T A G A C A G

CA A C A A C A A G G C C A A A C T G T C A C T A A G A A A T C T G C T G C T G A G G C A T C T A A A

A A G CC T C G C C A A A A A C G T A C T G C C A C A A A

G A A C A A A C C C A A G G A A A T T T C G G G G A CCA A G A CC T A A T CA G A C A A G G A A C

T G A T T A C A A A C A T T G G C C G CA A A T T G CA C A

A T T G G C A T G G A A G T CA C A CC T T CG G G A A C A T G G C T G A C T T A T C A T G G A G CC

A T T A A A T T G G A T G A C A A A G A T C CA C A A T T

T A C A A A A C A T T CC C A CC A A C A G A G CC T A A A A A G G A C A A A A A G A A A A A G A C

T G A T G A A G CT C A G CC T T T G C C G C A G A G A C A

G G T A A A C C T T G G G G T C G G CG CT G T T T T G G C C T T G CCC C A T T G C G T CCT CC A T

T C T G G T T A T T G T C A G T T G A A T C T G T G G G

T A G CCA A T T T G G T C A T C T G G A C C A C T A T T G G T G T T G A T T G G A A CG CCC T G G

CC T C G A G G G AA T C T A A G T T C CT C CT T G C C

T T A G C G C C G T A G G G A A G T G A A G C T T C T G G G C C A G T T CC T A G G T A A T A G A A G

T A CC A T C T G G G G CT G A G C T CT T T C A T T T T

G T T G T T CC T T G A G G A A G T T G T A G C A C G G T G G CA G C A T T G T T A T T A G G A T T G

CG G G T G C CA A T G T G G T C T T T G G G T G T A T T

G A A T T T CC C CT A C T G C T G CC A G G A G T T G A A T T T C T T G A A T T A CCG CG A CT A

C G T G A T G A G G A G C G A G A A G A G G CT T G A C T

A CA G T T T G G CCT T G T T G T T G T T G G C C T T T A C CA G A A A C T T T G C T C T CA A G C

T G G T T C A A T C T G T C T A G CA G C A A T A G C G C

A A A T T T CCT T G G G T T T G T T C T G G A CCA C G T C T CCCA A A T G C T T G A G T G AC G

T T G T A C T G T T T T G T G G C A G T A C G T T T T T G

G G T G T G A CT T CCA T GC CAA T G CG T G AC A T T CCA A A G A A T G CA G A G G C AC T T

G G A G CA A A T T G T G C A A T T T G C G G C CA A T G

G A T G A CA A A G A T CCA CA A T T CA A A G A CA A C G T CA T A C T G C T G A ACA A G CA

CA T T G A C G CA T A CA AA A CA T T CCCA CC A A C

T G T C T G G A G A A A T C A T CCA T G T CAG CC G CA G G A A G A A G A G T CA CA G T G G G

C T G C T T CT T T T G T C T C T G CG G CA A A G G C T G

G AA T T CT T A T G CC T G AG T T G A A T C AG CA G A A G C T CCA CT CA T G G A A T T T T

G A A G T T G T CT G G A G AA A T CA T CCA T

2 9 2 1 9一 2 9 14 0

SN R 1 0 2 9 33 9一 2 9 2 6 0

SN R ll 2 9 38 8一 2 9 3 20
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图 1 PC R 合成基因示 意图

Fig
.

1 S ke te h m a p o f g e n e s y n th e s iz a tio n by PC R

pM D 18
一

SN

Ee o R 1 N d e l

S N F I / S N R I 产物 和 S N F Z / S N R Z 产 物为模 板
,

用

引物 SN F I 与 S N R Z 扩增 5 个循环
,

类似地逐 步扩

增 S N F 3 一 S N R 4 片段
、

S N F S ~ S N R 6⋯⋯ S N Fg ~

S N R 10 片 段
,

再 逐 步 扩增 S N F I ~ S N R 4 片 段
、

S N F S ~ S N R S 片 段
、

SN Fg ~ S N R ll 片段
,

以 及

S N F I一S N R S 片段 ;最后一轮扩增 以 S N F I~ S N R S

产物和 S N Fg 一 S N R n 产物 为模 板
,

引物 为 S N F I

和 S N R ll
,

反应体 积 10 0 卜L
,

2 5 个循 环后加人 l u

普通 T aq 酶
,

72 ℃后延伸 10 m in
,

用胶 回收试剂盒

(上海华舜公司 )回收产物
,

克隆人 pM D 18
一

T 载体
,

获得插 人完整 S A R S
一

C o v N 蛋 白基 因的 p M D 18
-

S N 质粒
,

进行双向测序 (由上海博亚公 司进行 )
.

用

N d e l/ E e o R I 双酶切 pM仆 18
一

S N 质粒
,

回收 1
.

3

k b 片段
,

插人 N d e l/ E e o R I处理 的 p T仔T 7 质粒

中
,

获得表达载体 p T 仔T 7
一

S N
,

以 N d e 1/ N he l 进

行酶切鉴定
.

1
.

5 重组蛋 白的表达与纯化

诱导表达的条件为 37 ℃
,

0
.

5 m m ol / L IP T G
,

4

h
.

离心收集 菌体
,

超声 (S O N IC S&- M A T E R IA LS

公司
,

U ilb r a 一C ell V C X 5 0 0 型超声破碎仪 )破碎
,

超

声上清经 30 % 的饱 和硫 酸按 沉淀后
,

用 l x PB S

(p H 7
.

4 5 )溶解
,

对 1 X PB (p H 7
.

4 5 )透析过夜
,

离心

后上清再经 T S K D E A D SPW 离子交换柱及 G E L

SW 3 0 0 0 硅 胶 柱 H PL C (B e e k m a n S ys t e m G o ld

N o u v e a u 1 2 5N M P/ 1 6 6N M P 高效 液 相色 谱仪 )纯

化
,

获得的重组多肤命名为 S N
.

1
.

6 蛋 白印迹实验 (W e s te r n blo t tin g )

按常规方法操作
,

样品经 12 % s D S
一

PA G E 后

转移到硝酸纤维膜进行杂交
,

一抗为 S A R S 患者急

性期病人血清
,

经 56 ℃ 30 m in 灭活病毒
.

二抗为羊

抗人 19
一

A P( 购 自晶美公司)
.

图 2

F ig
.

2

表达载体 p T () T 7
一

S N 的构建

C o n s t r u e tio n o f e x P re s sio n v ee to r PT仆T 7
一

SN
2 结 果

SN R I 的 5 ’

端分别带有 N d e l和 E e o R I 酶切位点
.

1
.

4 N 蛋 白基 因的 PC R 合成和表达载体的

构建

如图 1 所示逐步进行 PC R 扩增
.

高保真 P y
-

ro be st D NA 聚合酶 和 T aq D N A 聚合酶
、

dN T P 为

宝生 物 公 司 产 品
.

首 先 进 行 引物 S N F I/ SN R I
、

S N F Z/ S N R Z⋯⋯ S N F lo / SN R lo 的扩增
,

PC R 条件

为 9 4℃ 3 0 5 ,

6 8℃ 3 m in ,

5 个循环后各取 0
.

5 拌L

2
.

1 S A R S
一

C o V N 蛋 白基因的合成与表达

载体的构建

根据最早公布的 SA R s- Co V 基因组序列
,

设计

了 2 1 条 引物
,

用 拉链 PC R 的 方 法 逐 步合 成 了

SA R S C o V 的 N 蛋 白基因
,

获得 约 1
.

3 k b 的产物

片段 (图 1 )
,

插人 pMD 18
一

T 载体内
,

经双 向测序验

证无误
.

以 N d e l/ E e o R I双酶切切 出 1
.

3 k b 的 N

蛋 白基因片段
,

插人原核表达载体 p T 仔T 7 中
,

获得

非融合表 达完整 N 蛋 白的表达载体 p T a T 7
一

SN
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离子交换柱层析纯化
,

纯化蛋白即达电泳单一纯 (纯

度> 90 %
,

图 4 B
,

第 5 道 )
,

纯化得率约 70 %
.

2
.

3 蛋 白印迹检测

由图 4 B 可见
,

可溶性 的重组 N 抗原与包含体

形式 N 抗原以及纯化后的 N 抗原与 S A R S 患者急

性期血清的反应性均类似
,

表明纯化过程并未导致

重组抗原活性的下降
.

3 讨 论
图 3

F ig

1 2 3

合成基 因片段和 p T () T 7
一

S N 质粒 的酶切 片段

的 D N A 电泳

l
:

M o le e u la r w e ig h t m a r ke r ; 2
:

PC R s yn th e -

5 iz e d g e n e ; 3
:

N d e l/ N h e 1 d ig e s re d p la s m id

D N A e le e t r o p ho r e s is o f PC R s y n th e s iz e d g e n e

a n d e n d o n u e le a s e d ig e s re d p T () T 7
一
S N

(图 2 )
.

N d e l/ N h
e l双酶切

,

切出约 6 3 4 b p 片段
,

与

预计相符 (图 3 )
,

表明质粒构建无误
.

2
.

2 S A R S
一

C o V N 蛋 白的表达与纯化

由图 4 A 可见
,

重组 N 蛋 白的表达量约 占菌体

总蛋白的 40 写 (图 4 A
,

第 2 道 )
,

几乎完全位于菌体

裂解上清 中(图 4 A
,

第 3 道 )
,

主要呈可溶性表达
,

而

包含体形成较少 (图 4 B
,

第 4 道 )
.

上清蛋白经 l 次

S A R S
一

C o V 的主要结构蛋 白包括 突起糖蛋 白

(S 蛋 白)
、

膜蛋 白 (M )
、

小膜 蛋 白 (E )以 及核 蛋 白

(N )
,

前三者参与病毒包膜的形成
,

包含大量的疏水

区域和糖基化位点
,

N 蛋白与病毒基因组紧密结合
,

组成核衣壳 [6,
7〕

.

N 蛋白由 4 22 个氨基酸组成
,

不包

含糖基化位点和明显 的疏水区域
,

因此易于在原核

表达中形成正确的空间构象
,

并获得较高的表达量 ;

另外
,

N 蛋 白在 病 毒 体 内 含 量 丰 富
,

是 机 体 抗

S A R S CO V 免疫应答的主要靶蛋 白之一
,

因此本研

究选取 N 蛋白进行原核表达
.

根据 国际上报告的第一个 S A R S
一

C o V 基 因组

序列
,

我们利用引物 P C R 合成法人工合成 了 N 蛋

白的全编码基因
.

为尽可能减少 P C R 导致的突变的

发生
,

我们使用 了高保真 D N A 聚合酶
,

同时采用双

9 7 4 0 0一

6 6 2 0 0一

4 3 0 00一

3 1 0 0 0一

嘟肇{鬓终

矍纂黝颧

:犯纂
图 4

Fig

M 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

A B

重组 N 抗原的表达
、

纯化与蛋 白印迹实验

A
:

S D S P A G E ; B
:

W
e s te r n b lo rtin g ; M

.

蛋白分子量
; 1

.

对照空 菌体
; 2

.

转化菌
; 3

.

菌体裂解上清
; 4

.

菌体

裂解沉淀
; 5

.

纯化抗原

E x p r e s s io n
,

p u rifiea tio n a n d W
e s te r n b lo t tin g o f re e o m b in a n t N a n tig e n

M
.
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温 PC R 法提高复性温度
,

并控制循环数 不超过 25

个循环
.

由于高保真 D N A 聚合酶产物末端 不加 A
,

我们在 P C R 后 延伸过程 中加人 了普通 Ta q D N A

聚合酶
,

使产物末端加人 1 个 A
,

提高了 PC R 产物

插入 T 载体的效率
.

这些措施保障了基因合成的效

率
,

最后获得的 N 蛋 白基因经双 向测序
,

证实与 目

标序列完全一致
.

为避免融合蛋白造成的非特异反应
,

我们将 N

蛋白基因以非融合方式克隆入我们 自行构建的高效

原核表达载体 p T O
一

T 7 中
,

使表达产物仅包含 自身

氨基酸序列
.

结果表达质粒转化的工程菌中
,

重组 N

抗原的表达量达到菌体总蛋白的 40 %
,

而且主要 以

可溶形式存在
.

上清蛋白仅需经 1 次离子交换纯化

即可达到 90 % 以上纯度
,

蛋白印迹实验证实纯化蛋

白依然具有 良好的活性
.

高表达产量
、

简易高效的纯

化方式以及纯化蛋 白的高免疫活性使其可容易地实

现工艺放大
,

从而具有成为 S A R S 抗体诊断试剂生

产原料的良好应用前景
.
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