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SARS冠状病毒 N蛋白的真核细胞定位研究 
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【摘 要】目的：为进一步探讨SARS—CoV核衣壳蛋白(N蛋白)在病毒复制及细胞通路中的作用，观察了核衣壳蛋白不同区 

段在细胞内的定位。方法：应用核定位序列分析软件分析 N蛋白序列，找出其中的核定位信号序列；构建增强型绿色荧光蛋 

白(EGFP)与SARS—CoV不同长度核衣壳蛋白区段融合表达的 pEGFP—C1重组载体，对293细胞进行瞬时转染 ，在荧光显微 

镜下观察核衣壳蛋白不同区段在细胞内的定位。结果：不同的核定位信号分析软件分析的结果不同，Prosite找到的核定位信 

号位于N蛋白第 373—389或 374—390aa，而PredictNLS server找到的核定位信号位于 N蛋白第36—44aa；全长核衣壳蛋白及 

第 161—422aa区段均定位于细胞质，第 1—187aa区段定位于细胞质和细胞核。结论 ：SARS—CoV核衣壳蛋白的核定位信号 

可能位于 N蛋白第 36—44aa。 
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【Abstract】Objective：To study the role of nucleocapsid protein in virus replication and cell signaling passway，and to observe the cel— 

lular localization of SARS—CoV nucleocapsid protein．Methods：The sequence of SARS—CoV nucleocapsid protein was analyzed by 

protein analysis programs to identify nuclear localization signals(NLS)；293 cells were transfected by the pEGFP—C I recombinant 

plasmids which expressed fusion protein of enhanced green fluorescence protein(EGFP)and nucleocapsid protein．At 24，48，72 hours 

post transfection(P．t．)，the Green Fluorescent Proteins(GFP)were observed by fluorescence microscope．Results：By using PROS— 

ITE，we identified a nuclear localization signal sequence from amino acids 373 to 389 or from amino acids 374 to 390 in the nucleocap— 

sid protein sequence．However，the analysis of PredictNLS server revealed that the nuclear localization signal region was located be— 

tween amino acids 36 and 44．NI protein(1—187aa)was located in both cytoplasm and cell nucleu；N protein(1—422aa)and N2 

protein(161—422aa)were located in cytoplasms．Conclusion：The nuclear localization signal is likely to be located between amino 

acids 36 and 44  in SARS—CoV nucleocapsid protein． 

【Key words】SARS—CoV；Nucleocapsid protein；Localization 

严重急性呼吸综合症 (SARS)是一种由 SARS 

冠状病毒(SARS—CoV)引起的急性传染病。SARS 
— CoV的基因组为单股正链 RNA，全长约 30kb，有 

s，E，M，N等结构蛋白，其中 N蛋白在冠状病毒的 

生理过程中有两个方面的作用：在病毒包装的过程 

中和病毒 RNA结合并与 M蛋 白(small membrane 

protein)相互作用使病毒 RNA和N蛋白复合体被包 

裹进病毒核衣壳中；在病毒的转录和复制过程中与 

mRNA相互作用，可能影响病毒 RNA的转录和复 

制  ̈ 。此外，N蛋 白还有可能参与了细胞信号通 

路 AP一1的传递 。通过生物信息学分析，发现 N 

蛋白序列中存在有核定位信号(nuclear localization 

signals，NLS)L4]，本研究拟构建不同长度 N蛋白的 

重组表达载体，转染细胞后通过荧光显微镜观察 N 

蛋白在细胞内的定位。 

作者介绍：陶 鹏(1973一 )，男，主治医师，博士， 

主要研究方向：感染性疾病分子生物学。 1 材料与方法 
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1．1 材料 

1．1．1 质粒和细胞：增强型绿色荧光蛋白表达载体 pEGFP 

— C1由美国 University of Chicago Medical Center的 Tong— 

Chuan He博士惠赠。含 SARS—CoV N基因的质粒 pCDNA 

— N为加拿大国立微生物实验室的Run—Tao He博士惠赠。 

大肠杆菌 DH5ct和人胚肾细胞系293细胞由本研究所保存。 

1．1．2 主要试剂：T4 DNA连接酶购 A Promega公司、各种 

限制性内切酶和 PCR试剂盒为 Takara公司产品，脂质体转 

染试剂 Lipofectamine2000购于 Invitrogen公司。 

1．2 方 法 

由于用两种核定位序列分析软件分析的结果不一致，核 

定位信号分别位于 N蛋白的 N端和 c端，因此本研究不仅 

观察了 N蛋白全长的细胞定位，还观察了 N1蛋白(N蛋白 

的第 1—187aa，由N基因 1—561bp翻译)及 N2蛋白(N蛋 

白的第 161—422aa，由 N基闪483—1269bp翻译)的细胞定 

位 。 

含 SARS—CoV N基因全长的质粒 pcDNA—N为国外惠 

赠，而分别含有 N基因全长、Nl(1—561bp)片段和 N2(483 

— 1269bp)片段 的重组质粒 pEGFP—C1一N、pEGFP—C1一 

N1和 pEGFP—C1一N2则由自己构建。 

用 PCR方法扩增 目的片段 ，利用 PCR产物两端携带的 

Sal I和BamH I酶切位点和pEGFP—C1载体连接，得到能表 

达完整 N蛋白的重组质粒 pEGFP—c1一N。 

化学合成 SARS—CoV N1、N2片段 (位 于载体 pet32a 

(+))，利用 El的片段两端的BamH I和 Hind III酶切位点将 

其从 pet32a(+)切下，利用 Bgl II与 BamH I有相同的粘端， 

绿色荧光蛋白表达载体 pEGFP—C1用 Bgl II和 Hind III消 

化，目的片段和载体连接，得到能表达 N蛋白片段的重组质 

粒 pEGFP—Cl—N1和 pEGFP—Cl—N2，同时 目的基因的读 

码框不变。 

1．2．1 SARS—CoV N蛋白核定位序列分析 

从 NCBI获得 SARS冠状病毒核衣壳蛋白的氨基酸序 

列，将其提交到 prosite及 PredictNLS server(prediction and a— 

nalysis of nuclear localization signals，Columbia University Bioin— 

formatics Center)进行核定位信号分析。 

1．2．2 融合表达载体 pEGFP—C1一N的构建 

通过 PCR扩增得到SARS—CoV N全基因。以含 SARS 

— CoV N全基因的质粒 pCDNA—N为模板，上游引物 5 一 

CGCGTCGACTCTGATAATGGACCCCAATC一3 下游引物 5 一 

GTACGGATCCTTATGCCTGAGTTGAATCAGCAGA一3 戈Ⅱ线 

部分为酶切 位点 (Sal I，BamH I)，PCR产物经 Sal I和 

BamH I双酶切后克隆于增强型绿色荧光蛋 白表达 载体 

pEGFP—C1。Sal I和 BamH I双酶切鉴定，鉴定正确的克隆 

命名为 pEGFP—C1一N。将筛选的重组质粒送上海 申友生 

物技术有限公司进行序列分析 ，以证实 目的 DNA片段克隆 

人 pEGFP—C1载体。 

1．2．3 融合表达载体 pEGFP—C1一N1的构建 

根据公布 的 SARS—CoV基 因序列 (GenBank序号为 

AY2741 19)，人工合成部分 N基因 (第 1—561bp)，其 5端和 

3端分别带有 BamH I和 Hind III酶切位点，由上海生工生物 

工程技术公司完成。将 目的片段 N1用 BamH I和 Hind III 

从合成时的表达载体 PET32a(+)切下；因 BamH I与 Bgl II 

有相同的粘端，绿色荧光蛋白表达载体 pEGFP—C1用 Sgl II 

和 Hind III双酶切，二者连接后 目的片段 N1位于 GFP下游， 

与 GFP构成融合基因。Hind III单酶切，Bgl II单酶切，Hind 

III+Xho I双酶切鉴定 ，鉴定正确的克隆命名为 pEGFP—C1 

一 N1。将筛选的重组质粒送上海申友生物技术有限公司进 

行序列分析，以证实 目的 DNA片段克隆人 pEGFP—C1载 

体。 

1．2．4 融合表达载体 pEGFP—C1一N2的构建 

根据公布的 SARS—CoV基因序列 (GenBank序号为 

AY274119)，人工合成部分 N基因 (第 483—1269bp)，其 5 

端和 3端分别带有 BamH I和Hind III酶切位点，由上海生工 

生物工程技术公司完成。将 目的片段 N2用 BamH I和 Hind 

III从合成时的表达载体 PET32a(+)切下；因 BamH I与 

Bgl II有相同的粘端 ，绿色荧光蛋白表达载体 pEGFP—C1用 

Bgl II和 Hind III双酶切，二者连接后 目的片段 N2位于 GFP 

下游 ，与 GFP构成融合基因。Sgl II单酶切，Bgl II+Hind III 

双酶切鉴定，鉴定正确的克隆命名为 pEGFP—C1一N2。将 

筛选的重组质粒送上海申友生物技术有限公司进行序列分 

析，以证实目的 DNA片段克隆人 pEGFP—c1载体。 

1．2．5 转染 293细胞 

将 pEGFP—C1一N，pEGFP—C1一N1和 pEGFP—C1一 

N2分别转染 293细胞，同时设立以下对照： 

(1)阳性对照 pEGFP—HCV—C1组，即针对丙型肝炎病 

毒核心蛋白构建的重组质粒。 

(2)空载体 pEGFP—C1组 

置37℃培养 ，5h后用含 10％胎牛血清的 RPMI一1640 

培养液换液，观察细胞生长情况及荧光表达。 

1．2．6 N蛋白细胞内定位的观察 

由于 GFP与 N蛋白表达为融合蛋白，根据 GFP在 293 

细胞中表达的位置可以间接反映 N蛋白的细胞内定位。于 

转染 24—72h，在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达情 

况 

2 结 果 

2．1 N蛋白核定位序列分析 

用 prosite分析出的核定位信号位于 N蛋白 c 

端(373～389或374～390aa)，长度 18aa，富含赖氨 

酸 K，呈碱性特征。 

MSDNGPQSNQRSAPRITFGGPTDSTDNNQNGGRNGA 

RPKQRRPQGLPNNTASWFFALTQHGKEELRFPRGQ 

GVPINTNSGPDDQIGYYRRATRRVRGGDGKMKELSP 

RWYFYYI，GTGPEASIJPYGANKEGIVWVA n GAI NT 
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SRI(；MEV rI (1rrWLTY}1 AIKI I}1)kl】I JFK1]NⅥ Lll 

KItII}AYK l l_1l l rEl’KKDKKKK }̈EA(JrI PQRQKKQI 
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2．4 T、 ¨ 一CI—N2的鉴定 
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核定位信号(nuclear localization signal，NLS)是 

存在于亲核蛋白内的一些短的氨基酸序列片段，富 

含碱性氨基酸残基，如 Lys、Arg，此外还常含有 Pro。 

它与信号肽不同的是，在不同的蛋白质中分布的位 

置不同，并且蛋白入核后不被切除。从现有的核信 

号序列可找到一个统一的 bipartite motif，Dingwall 

C 提出了确定 bipartite motif的三条规则：(1)两个 

相邻的碱性氨基酸(Arg or Lys)；(2)一个含十个 

氨基酸残基的 spacer；(3)在 spacer之后的5个 10 

位置至少有三个碱性氨基酸残基(Arg or Lys)。我 

们通过两种蛋白分析软件的分析，发现结果不同。 

Prosite分析出的核定位信号位于 N蛋白373～389 

an或374～390aa(N2段)，而 PredictNLS server分析 

出的核定位信号位于36～44aa(N1段)。理论上具 

有核定位信号的蛋白质应该定位在细胞核内，而本 

实验却发现 N1段位于细胞核和细胞质(与 pEGFP 
— C1空载体转染后荧光分布一致)，N蛋 白全长和 

N2片段都位于细胞质内。从实验结果看，似乎 Pre— 

dictNLS server的分析更可信。实验结果与理论不 

符的可能原因如下：1．核定位信号预测软件设计缺 

陷，导致分析结果的不确定性；2细胞中由于生物大 

分子之间的相互作用，屏蔽 了 N蛋白的核定位区 

域，从而影响了 N蛋白细胞定位。已有研究发现， 

在哺乳动物细胞内，N蛋白不仅可以因自身相互作 

用形成二聚体 。̈’“ ，而且可以和细胞内的 HAbl8G／ 

CD147以及异质核蛋 白 A1(Heterogeneous nuclear 

ribonucleoprotein A1，hnRNP A1)结合  ̈” ，虽然与 

它们的结合位点不在核定位区域，我们不排除有其 

他蛋白通过核定位区域与 N蛋白结合的可能；3融 

合蛋白与天然蛋 白之间结构的差异也可能影响 N 

蛋白的细胞定位；4 GFP本身在细胞内的定位影响 

了N蛋白的细胞定位。 

由于核定位信号序列的规则并不能适用于所有 

的核蛋白，不同的核定位信号分析软件分析结果不 
一 样，而且有小部分非核蛋白会有 阳性结果，对 

SARS冠状病毒 N蛋白的序列还需要进行分析，它 

在细胞中和其他蛋白以及 自身的相互作用如何，其 

功能和在 SARS发病中的意义等问题还需要更进一 

步的研究。 
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