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重组 SARS—CoV刺突蛋白基因片段的原核表达及纯化 
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(重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：冠状病毒(SARS-c。Ⅳ)的刺突蛋白(spike glycoprotein，S蛋白)是病毒的主要结构蛋白之一，也是重要的病毒 

抗原，重组s蛋白的表达可用于检测病毒感染后血清抗体。方法：根据抗原性预测分析结果，将 s蛋白中抗原决定簇的编码基 

因重新拼接成两个新的基因，通过全基因合成方式直接合成至原核表达载体 pE~2a(+)，转化大肠杆菌 BL21(DE3)，以 

IPTG诱导表达，Ni—NTA试剂盒纯化目的蛋白。结果：SDS—PAGE证实重组 S蛋白的表达，并被纯化。结论：重组刺突蛋白 

的表达及纯化，可做为检测 SARS—CoV抗体的抗原，有助于进一步开展SARS—CoY相关研究。 
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【Abstract】Objective：To obtain the spike glycoprotein(S protein)of SARS coronavirus(SARS—Cov)for detection of the COITe— 

sponding antibody and preparation of diagnostic kits．Methods：Genes encoding S protein were picked out to form a new gene and di— 

vided into two paEts according to the prediction of antigenicty．They were obtained by nudeotide synthesis and were cloned into ex— 

pression vector p~ 32a(+)respectively．Proteins then were induced by IPTG and purified through Ni—NTA，Results：Target pro— 

teins were successfully expressed and purified．Conclusion：The recombinant S proteins of SARS—CoY could be of great help in diag— 

nosing the disease and investigating the virus further， 
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严重急性呼吸综合症(severe acute respiratory 

syndrome，SARS)自2002年 11月出现以来，在中 

国，新加坡、加拿大、越南等地广为流行，尤以我国的 

北京、香港、广东等地主要疫区，病死率较高并且缺 

乏有效的治疗手段。研究表明该传染病的病原体是 

一 种以前未知的冠状病毒⋯1，WHO命名为 SARS 

冠状病毒(Coronavirus)(SARS—CoV)。及时准确 

的诊断是切断传染源和控制大范围流行最重要的措 

施。 

测序表明SARS—CoV为单股正链 RNA病毒， 

基因组全长29，751bp，平均GC含量41％，为具有 
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包膜的单股正链 RNA病毒，已确定 l1个读码框 

架 2 J，其中刺突蛋白(spike protein，S蛋白)是冠状 

病毒一种重要的结构蛋白。在某些冠状病毒中，成 

熟的S蛋白插入到病毒包膜内，而蛋白的主体仍然 

暴露在病毒颗粒的表面，S蛋白主要负责与宿主细 

胞表面受体结合和膜膜融合，与病毒的致病性密切 

相关，具有很强的免疫原性，这些特性使 S蛋白成为 

抗体诊断和疫苗研制的良好靶点[3l。 

本文利用全基因合成方式及原核表达系统获得 

大量纯化的 S蛋白，为 SARS—CoV的早期诊断以 

及进一步抗病毒研究奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 菌株、质粒 

质粒 pET32a(+)、菌株 BL21(DE3)为本所保存。 
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1．2 抗原决定簇分析 

蛋白抗原决定簇进行在线分析，根据已知的通过实验研 

究的蛋白上的抗原位置的信息，某些疏水氨基酸如半胱氨 

酸，亮氨酸和缬氨酸若是暴露在蛋白质的表面则很有可能是 

抗原位置的一部分。根据 Genbank中登录的 SARS—CoV 

序列(登录号为 AY274119)编码的 S蛋白基因，输入目的蛋 

白氨基酸 fasta序列即可 http：／／、v、v、̂，．bioinfo．org．cn／lmh／ 

antigenic1．htm。 

1．3 全基 因合成 

m 

图 1 构建重组质粒及蛋白表达路线 

由上海生工生物工程技术公司完成。由于长片段目的基 

因在原核系统中不易表达，根据抗原性预测分析将重新拼接的 

s蛋白基因分成两部分表达，第一部分 165个氨基酸，第二部分 

202个氨基酸，在基因上游和下游分别设计 肠 衄 、硒 Ⅲ酶切 

位点，并将基因中包含这两种酶切位点的基因以无义读码方式 

进行突变，通过全基因合成分别将两段基因克隆至原核表达载 

体pEI32a(+)，测序证实序列无误。流程图见图 1。 

1．4 诱导表达 

重组质粒转化表达菌 BL21(DE3)，生长至对数期的细菌以 

IPTI3诱导表达，诱导条件为 lnm~ol／L IPTG，37℃，4．5h，离心 

收集细菌沉淀，以蛋白上样缓冲液重悬，SD6一PAGE鉴定蛋 

白表达。 

1．5 纯化 目的蛋 白 

以相同条件大量诱导表达 目的蛋白，4℃离心收集细菌 

沉淀，小量纯化显示目的蛋白以包涵体形式表达。每 5g湿 

菌加入 10ml变性裂解缓冲液，超声破碎至液体清亮，按 Qia— 

gen公司 —NTA纯化手册操作纯化目的蛋白，收集洗脱 

液，以0．01M，pH7．4的 PBS透析过夜，加入4％甘露醇，冻 

干。 

2 结 果 

2．1 抗原决定簇分析结果 

S蛋白全长 1255个氨基酸，抗原决定簇在线分 

析显示有 36个抗原位点，抗原性最强的3个决定簇 

依次为：1188--1238位氨基酸，1021～1052位氨基 

酸，490～514位氨基酸。 

2．2 新蛋白的拼接 

选择抗原性较强的前 12位共 297个氨基酸拼 

接新蛋白，保留各决定簇前后 5个氨基酸，前 6个决 

定簇命名为S—front，共 165个氨基酸，495bp，相对 

分子量为 18000，后 6个决定簇命名为 s—back，202 

个氨基酸，606bp，相对分子量为 21000。两者序列 

见下图。下划线为抗原决定簇。 

2．3 S—front蛋白的诱导表达 

经 IPTG诱导后 4．5h后，表达 S—front的细胞 

蛋白，应用 SDS— E电泳结果显示，在分子量约 

38kD处有一明显的蛋白表达带，与预计的 S—front 

蛋白分子量一致，并且经纯化，可获得该 目的蛋白， 

其纯度可达 90％以上 (见图 5)；而 S—back蛋 白 

SDS—PAGE电泳结果未见明显表达带。 

IINNS TNVVIRACNFELCDNPFFAVSK KNKIX；-FL 

y yKGY0P VRDLPWERKKISNC DySVL 

YNSTVSATKLNDL( SN Y_ADSF KGD FTTGI 

G yl0P yR SFELLNAPA丁 _CGPK PGTNASS 

EVAVL YODVNCTDVSTA DQL WR YS 

TGN 

图 2 S—front氨基酸序列 
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图 3 S—front氨基酸序列 

GNNVF QTQAGCLIGAEHVDTS YECDIPIGAGI 

CASYHTVSLLRSTGDSTECANLLLQYGSFCTQ 

LNRALSGIA AQKFN GL丁 PlPLL丁、D LGQSKRⅥ )F 

CGKG yHLMSFPQAAPHG FLH TyVPS D 

NTFVSGNCDVVIGIQELGK YEQy W Y= G 

FIAGLIAIVM VTILLCCM TSCCSCLKGACSC 

GSCCKFDEDDS 

图 4 S—back氨基酸序列 
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图 5 S—back碱基序列 

3 讨 论 

冠状病毒共有 3种血清型，I型如人呼吸道冠 

状病毒(HoOV一229E)、犬冠状病毒(CcoV)等，Ⅱ型 

包括人呼吸道冠状病毒(HoOV—OC43)、鼠肝炎病 

毒(MHV)等，Ⅲ型如禽传染 性支气 管炎病毒 

(IBV)、火鸡冠状病毒 TcoV)。冠状病毒引起的人 

类疾病主要有两种，呼吸道感染和肠道感染。SARS 
一  V是区别于以上 3种的新的冠状病毒，引起严 

重的肺病疾病，起病急，传播快，病死率高达 9．5％， 

给人们的健康和生活带来严重威胁。 

冠状病毒的S蛋白是较大的 I型膜糖蛋白，主 

要负责与宿主细胞表面的受体结合以及膜的融合， 

还包含重要的病毒中和表位。S蛋白中氨基酸的突 

变会严重影响致病性和体外病毒对宿主细胞的定向 

运动[4l。 

研究选择 S蛋白作为诊断的靶点，通过原核表 

达系统获得大量纯化蛋白。由于S蛋白基因片段较 

长，而且S蛋白是一种糖蛋白，这两个因素使 S蛋白 

不易在原核系统表达，因此本研究通过抗原性预测 

分析将 S蛋白抗原决定簇的编码基因重新拼接成新 

的蛋白，保留其抗原性。 
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图 6 S—back碱基序列 

1．纯化 S—front蛋白；2．诱导的S—front蛋白；3．分子量标准 

S—front蛋白获得大量表达，相对分子量与预 

期相符，经 Ni—NTA纯化后纯度可达 90％，而 s— 

back蛋白却未检测到相应明显条带，考虑可能性包 

括：(1)蛋白虽然表达了，但由于蛋白对宿主菌有一 

定毒害作用，从而抑制蛋白表达；(2)蛋白表达后被 

自身或宿主的酶降解。 

研究获得大量纯化的保留抗原性的 S片段，为 

后续工作，如诊断试剂盒的研制、进一步研究 SARS 

病毒打下基础。 
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