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SARS-CoV S2蛋白基因的克隆及其在 Vero E6细胞中的表达
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　　提　要:目的　克隆人 SARS 病毒 S2 蛋白分子的编码序列 , 并在 VeroE6 细胞上获得表达。方法　从人 SARS 病

毒 cDNA文库中用 PCR技术克隆编码 SARS 病毒 S2 蛋白的片段。将它插入质粒载体 pVAX1 中构建重组 S2-pVAX1 真

核表达载体 ,并对插入片段序列进行测序。采用脂质体法转染 VeroE6 细胞 , 用Western blotting检测 SARS-CoV S2蛋白

的表达情况。结果　用 PCR方法扩增出一个 1 845 bp 的基因片段 ,并插入 pVAX1 载体中 , 成功构建出重组 S2 表达载

体 ,经测序证实克隆的S2 片段阅读框正确完整。将其转染的 Vero E6 细胞经Western Blotting检测获得一条特异性目的

蛋白条带。结论　成功克隆基因并获得表达 S2 分子的 Vero E6细胞系。
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　　Abstract:Objective　To clone the DNA sequence encoding SARS-CoV S2 protein and to express the pro-

tein in Vero E6 cells.Methods　SARS coronavirus S2 gene was amplified by PCR from cDNA library of SARS-

CoV.The fragment of S2 was inserted into the restrictive site of BamH Ⅰ and Sal Ⅰ of pVAX1 vector and the

successful recombinants were identified by double digestion and sequencing.Following transformation into Vero

E6 cells by a liposome transfection reagent(DOTAP), S2 protein expression in Vero E6 cells by the recombinant

was detected by Western-blotting.Results　One DNA fragment with 1 845 bp was amplified by PCR.Double

restrictive digestion and sequencing proved that the fragment was cloned into pVAX1 vector correctly with correct

ORF and orientation.Recombinant expression vector for S2 was successfully constructed.After transformation into

Vero E6 cells , the recombinant could express specific interest protein proven by Western-blotting.Conclusion　

SARS-CoV S2 gene has been cloned successfully and the Vero E6 cell line expressing S2 has also been obtained.

　　Key words:SARS-CoV;VeroE6 cell;clone;eukaryotic expression

　　严重急性呼吸综合征(severe acute respiratory syn-

drome ,SARS)又名非典型性肺炎 ,是近期流行的一种呼

吸道传染病。首发病例于2002年11月出现在我国广东

地区 ,并迅速形成流行态势[1] 。到 2003年 5月已波及

32个国家和地区。总发病7 548例 ,死亡573例 ,病死率

为7.6%,其中疫情以中国大陆 ,中国香港为重。其传染

性强 ,感染率高 ,严重影响了世界各地的政治经济发

展[2] 。世界卫生组织于3月 15日定名为严重急性呼吸

道综合征 , 4 月 16 日正式宣布 SARS 的致病原
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为一种新的冠状病毒 ,命名为 SARS 病毒[ 3] 。

　　目前尚无治疗SARS的特效药物和治疗方法 ,虽经

及时的支持性治疗和对症治疗后 ,绝大多数病人可以痊

愈康复 ,但其高感染率 、高传染性以及病人复发的高度

可能性迫切需要特效的药物和疫苗
[ 4]
。但防重于治 ,疫

苗的研制显得更为重要而迫切。根据对 SARS 病毒的

基因组测序和以往关于冠状病毒的研究表明 ,SARS 病

毒的衣壳蛋白S极有可能是理想的靶抗原 ,在阻止病毒

入侵 、中和病毒方面起到关键性作用
[ 5]
。

　　基于上述背景 ,本研究在已经公布的 SARS-CoV

基因组序列基础上 ,通过开放阅读框预测 ,在真核表

达载体 pVAX1中克隆了 S蛋白下游 1 845 bp的序列

(这里我们命名为S2蛋白),并利用恢复期病人血清

鉴定该蛋白的表达情况 ,为进一步的基因疫苗研究
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奠定实验基础。

1　材料与方法

1.1　材料
　　SARS 病毒 cDNA 及感染 SARS病人的恢复期血清由军事

医学科学院提供。该 cDNA 是用军事医学科学院 P3 实验室

病毒感染的 Vero E6 细胞抽提总 RNA(包括细胞 RNA), 然后

在BSL2 条件下进行逆转录反应。考虑到S 基因很长 , 用一种

方法可能得不到全长 S 基因 ,故使用随机引物和 Poly (dT)n

相结合的方法进行逆转录得到总 cDNA。质粒载体 pVAX1 购

自 Invitrogen 公司。核酸酶类购自 Takara公司。 DNA 抽提试

剂盒 、胶回收试剂盒 、脂质体 DOTAP 及Western Blotting Kit 盒

购自德国 Roche公司。VeroE6 细胞购自 ATCC 公司。Go a Hu

IgG HRP购自北京中山生物技术有限公司。

1.2　实验方法
1.2.1　引物设计合成　　利用引物设计软件Primer Premier 5.00

进行设计。上游引物 P3:5'-cgggatccATGGTCGACACTTCT- TAT-

GAGTGC-3', 下 游 引 物 P4:5'-cggaattcTTATGTGTAATGTAATTT -

GACACC-3'。引物由上海申友生物有限公司合成。

1.2.2　S2-pVAX1的构建与鉴定　　以 SARS 病毒 cDNA为模板

进行PCR扩增,反应条件:95 ℃变性 3 min※94 ℃ 45 s , 57 ℃90

s ,72 ℃1 min ,共35个循环※72 ℃延伸 10 min。将产物经 0.8%

琼脂糖凝胶电泳鉴定纯度及分子量后, 切胶回收 ,直接与 pVAX1

载体连接 ,用 EcoRⅠ和 BamHⅠ对 pVAX1载体及 S2片段的 PCR回

收产物进行双酶切 ,酶切后用 DNA 回收试剂盒回收。按 4∶1的

S2与载体的比例混合, 16 ℃做连接反应 16 h , 将连接产物转化

DH5α宿主菌。经Kna平板筛选出阳性克隆后 ,用 EcoRⅠ和 BamH

Ⅰ分别酶切鉴定 ,所获阳性重组子送上海基康公司测序。

1.2.3　脂质体法转染Vero E6细胞　　用质粒抽提试剂盒抽提

质粒S2-pVAX1 备用。VeroE6 细胞于含 10%胎牛血清的 DMEM

完全培养基中培养至对数生长期,转染前 1天传代, 再培养至次

日约40%满底。按 DOTAP 脂质体转染使用说明书分别将 S2-

pVAX1及pVAX1质粒空载体转染至 VeroE6细胞中, 37 ℃培养

48 h后收集细胞 ,抽提细胞总蛋白进行检测。

1.2.4　Western Blotting检测 SARS 病毒 S2片段的表达　　转染

后的Vero E6 细胞与等体积 2×SDS 加样缓冲液混匀后 ,用超声

粉碎机破碎细胞。用 10%SDS-PAGE凝胶电泳 ,稳压 100 V电泳

完毕后,用半干转移电泳仪将蛋白转印至PVDF膜上 ,以 TBS 溶

液洗膜2次后将膜在1%封闭液中封闭1 h;稀释一抗(SARS 病人

的恢复期血清)于0.5%封闭液中4 ℃孵育过夜;用TBS-T 洗膜10

min×2次, 0.5%封闭液洗膜10 min×2次;稀释二抗(HRP标记的

羊抗人 IgG)于0.5%封闭液中与膜孵育 30 min;TBS-T洗膜 4次 ,

15 min/次。配制检测液 ,在暗室中 X线片曝光30 s , 冲洗胶片。

同时 ,以转染空载体 pVAX1的 Vero E6细胞为对照。

2　结果

2.1　S2片段的扩增

　　以SARS 病毒的 cDNA 文库为模板 , 用 PCR 扩增编码的

DNA序列 , 扩增产物的电泳结果显示获得约 1 845 bp 的特异

性目的条带。片段大小与预期的理论值完全一致。 切胶回

收后 , 连入 pVAX1 载体 。经酶切分析 , 对筛选出的阳性重组

子进行酶切鉴定 ,结果见图 1。

1:PCR product of S2(1 845 bp);2:DL2000 PCR marker

图 1　PCR产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Fig 1　Electrophoresis of PCR product on 0.8% agarose gel

2.2　S2-pVAX1重组子的鉴定

　　分别对PCR扩增产物及 pVAX1 载体双酶切 , 酶切产物经

T4 连接酶连接 ,转化 DH5α后 ,在含 Kna的平板上可见十余个

筛选出的阳性重组子菌落生长。 挑取阳性重组子菌落 , 用

LB 培养基于 37 ℃振摇过夜。扩增后用质粒抽提试剂盒抽提

质粒 ,用 EcoRⅠ/ BamHⅠ进行酶切鉴定 , 筛选出含目的片段

的阳性克隆菌株 ,并作测序 , 结果见图 2。

1:λ/Hind Ⅲ marker;2:Recombinant plasmid;3:EcoR Ⅰ/

BamHⅠ double digested product of recombinant plasmid

图 2　重组质粒 EcoRⅠ/BamHⅠ双酶切在 0.8%琼脂糖凝

胶上的电泳结果

Fig 2　Electrophoresis of the recombinant plasmid digested

with EcoRⅠ/ BamHⅠ on 0.8% agarose gel

2.3　SARS 病毒 S2蛋白在 Vero E6 细胞中的表达

　　Western blotting检测结果表明 , 转染后 Vero E6 细胞

表达了SARS 病毒 S2 蛋白分子 ,并能与 SARS 病人的恢复

期血清发生特异性结合 , 从 X 线片上可获得一条分子量
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为67 650的特异性目的条带(图 3)。

1 , 2:Vero E6 cells transformed with recombinant plasmid S2/pVAX1;3:

Control Vero E6 cells t ransformed with non-inserted pVSX1 vector

图 3　SARS-CoV S2蛋白 Vero E6细胞中表达的免疫印迹

Fig 3　Western blot analysis of SARS-CoV S2 protein expressed in

Vero E6 cells

3　讨论

　　SARS-CoV 是一种新型冠状病毒 , 为 ssRNA

(+)病毒 。在电镜下 ,病毒颗粒呈不规则形 ,直

径约为 60 ～ 220 nm。颗粒中心负染在电镜下呈

不定形态 ,核壳体呈疏松状态[ 6] 。有关 SARS 的

基因组测序和结构预测表明:SARS 包膜上有两

种糖蛋白:一种为S蛋白 ,又叫刺突糖蛋白(spike

glycoprotein),是主要的抗原 ,与受体结合 ,使细胞

融合。另一种为 M蛋白 ,跨膜 ,参与包膜的形成 。

S蛋白是呈“棒棒糖”状的膜蛋白 ,它由两个结构

域组成 ,靠近 N端的部分形成一个球状的结构

域 ,靠近C端的部分形成一个穿膜的棒状结构 ,

编码约 1 255个氨基酸的表面糖蛋白前体
[ 7]
。对

已知的冠状病毒的研究已经证明 ,S 蛋白与病毒

侵入细胞的过程密切相关 ,提示 S蛋白可能是病

毒诱发机体免疫系统生成抗体 ,及发生细胞毒性

的T细胞免疫反应的主要抗原蛋白 。S蛋白前体

在宿主细胞质中合成以后会被切成两个部分 S1

和S2 。S1形成成熟蛋白的球状部分 , S2形成成

熟蛋白的棒状部分。S1和 S2之间通过分子间作

用力相互结合 。S2的穿膜部分把整个 S 蛋白固

定在病毒外壳膜上[ 8] 。鉴于完整的 S 基因较大 ,

从病毒基因组直接扩增有一定的难度 ,而 S1和

S2均有抗原作用。因此 ,本研究针对 S2 设计

PCR引物 ,以随机引物和 polydTn逆转录的 cDNA

混合物为模板 ,成功扩增并克隆了 S2 基因。进

一步构建到真核表达载体 pVAX1 ,转染VeroE6细

胞得到正确表达 ,为下一步基因疫苗研究奠定了

实验基础。由此可见 ,选用 S2 蛋白作为疫苗的

靶抗原或许有望研制特异 、有效的 SARS 疫苗 ,为

SARS的预防提供一种有效方法。
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参考文献中英文作者名的著录方法

　　医学期刊的论文中 ,引用英文文献的比例很高 ,但有不少作者将英 、美人的姓名搞错 ,以至用光盘核对时

出现错姓 、错名或姓名全错 。英 、美人姓名的习惯写法是:名-名-姓 ,“名”可以有 1个 、2个或 3个 ,但“姓”只有

1个。因此 ,从书籍或期刊中的姓名转录到文献时 ,要将次序调整为姓-名-名 。姓是不可以简写的;“名”可以

缩写 ,用第一个字母大写 ,不用缩写点。数据库在著录作者姓名时 ,已经调整为姓-名-名 ,可照录 。

　　例如:John Quincy Public写为 Public J Q。
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