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SARS—CoV 5’一UTR相应eDNA作启动子时转录起始位点研究 
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【摘 要】目的：分析具有启动子功能的SARS—CoV基因组5’一UTR cDNA在转录出mRNA时，转录起始的位点，从而分析序 

列功能。方法 将 SARS—CoV 5’一UTR驱动下报告基因的真核表达质粒 pGL3—5’一UTR，转染 HepG2细胞 ，然后提取总 

RNA，采用5’一RACE，扩增出相应序列，通过比照，查找转录其始的位点。结果 通过逆转录和二轮 PCR，得到一个约 440bp 

的产物，经 A—T克隆后测序，转录体起始位点在 SARS—CoV 5’一UTR的第 56位核苷酸，其下游是保守的保守的转录调控序 

列(TRS)。结论 SARS—CoV 5’一UTR在调控基因转录时，第 56位核苷酸及其下游的TRS具有重要作用。 
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Localization of the initiation site of the transcription driven 

by the cDNA COrreSpOnding to SARS—CoV 5’一UTR 

Zhang Jianjun，et al 

(Institutefor Viral Hepatitis，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objectives To localize the initiation site of the transcript driven by the cDNA corresponding to SARS—CoV 5’一UTR when 

it act as a promoter．Methods The plasmid pGL3—5’一UTR．in which a reporter gene Luc was driven by the cDNA corresponding to 

SARS—CoV 5’一UTR，was transfected into HepG2 cells，and then the total RNA was extracted．Subsequently，the extracted total 

RNA Was reverse—transcribed using a specific primer and subjected to two turns of semi—nested PCR．The PCR product was cloned 

into a T—vector for sequencing．Results A 440bps product was harvested by reverse—transcription and two turns of semi—nested 

PCR，and the 56th nucleotide of SARS—CoV 5’一UTR was found being the initiation site，followed downstream with a highly con— 

served transcription—regulating sequence(TRS)．Conclusion The 56th nucleotide and its downstream TRS of SARS—CoV 5’一UTR 

is key roles in regulating gene transcription． 
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在分析SARS—CoV基因组5’一UTR二级结构 

基础上，分别以5’一UTR正义和反义全长 cDNA序 

列，取代质粒 pGL3一Control中 SV40启动子，构建 

成萤火虫荧光素酶的表达质粒，分别转染 HepG2细 

胞，发现 SARS—CoV 5’一UTR相应的 cDNA序列， 

具有启动子活性(另文发表)。本研究为进一步证 

实，采用 5’一RACE(Rapid Amplification of eDNA 

Ends)方法，确定了转录起始位点，报告如下。 

作者介绍：张建军(1965一)，男，教授，博士生， 

主要研究方向：感染性疾病分子生物学防治。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

人肝癌细胞 HepG2，为本所收藏；质粒 pGL3—5’一UTR 

由本所构建，系以SARS 5’一UTR cDNA取代 pGL3一control 

中的SV40启动子而构建的表达质粒 ，为“在 SARS 5’一UTR 

cDNA驱动下”的萤火虫荧光蛋 白酶表达载体；RNA抽提试 

剂盒、5’一Full RACE Core Set试剂盒 TAKARA公司产品；脂 

质体转染试剂盒(Lipofectamine)为 Gibco产品。 

1．2 方 法 

1．2．1 引物寡核苷酸的设计根据试剂盒技术手册和实验原 

理，设计 RT引物 、sl、Al、S2、A2共 5条如下寡核苷酸引物。 

其中，RT引物在 5’一端磷酸化： 

RT弓l物：5’一(P)GTCATCGTCm CCGTGCT 一3’ 
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2 结 果 

2，1 PCl{反应产物 

经 2轮 PCR匣血，I．5％琼脂蝻凝胶电泳，可见 
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陪l 2 转 止体起蚧化点确定 

2．2 H产物测序厦转 录起始位点确定 

测序结粜_J滨序列为520bp 可商刮 s2引物、 

A2引物位置、 搜转录起始点”( ”．它位于 SARS— 

CoV 5’一⋯’fi的第 56 ft核苷酸．紧邻 ·个序列 

“TÂ Ac( AA”(图 2)． 

3 讨 论 

近年来，通过刘5’一IL['I’R的深入研究，发现许 

多正链 A病毒的5一’̈ 、I,t，郝具有启动子功能 

Frolov l等作伴 体外实骗，发现辛德毕衙病毒 

(Si,,dbs Virus)5’ FR 包禽对 链和负链台成 

的核心届动子元件 一般认为，5’一UTR中的 

3’末端[置的 只别位点和5’端的 A 【-富含区町能就 

是RdRp以负链 模扳，合成IJ 链 RNA的启动子成 

分 我 J 期的研究的结果电证实．SARS CoV的 

5一’U rR山具有启动子功能 

通过刘SARS—CoV 5’一u1R RN̂ 进 行结恂分 

析(RNADraw3．O)+发现其一二级结构包含 4个茎环 

结构 ．与 HCV 5’一0 rR结构 非常柑似 ． 

_墨 ．曼 _毛 ～ ～ 
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本研 究确定，在报告基因 mRNA转录体 中， 

SARS—CoY的5一’UTR第 56位核苷酸是转录起 

始位点。该位点正好处于 SARS—CoY 5’一UTR 

RNA的第二个茎环，所紧邻的下游序列“TAAAC— 

GAA”，为文献[4，5]报道的、在冠状病毒中高度保 

守的“转录调控序列”(TRS)。 

本研究证实，SARS—CoY 5’一UTR在 SARS— 

CoV复制调控中，应该起着很重要的作用。这为进 

一 步研究 SARS—CoY复制调控机理，提供了一定的 

理论基础。 
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