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摘 要 通过反转录0>?@获得了 AB@A冠状病毒核衣壳蛋白（,）和膜蛋白（C）基因，其序列分析结果与加拿大多伦
多株完全一致。将 C基因和 ,基因克隆到大肠杆菌表达载体 D63$$=和 DE($$$上，并在大肠杆菌中以包涵体及可
溶形式获得高效表达。通过离子交换、金属螯合层析纯化获得电泳纯制品。所获得的核衣壳蛋白具有良好的抗原

性，可用于抗 AB@A抗体检测及亚单位疫苗研究。
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严重急性呼吸系统综合症（AB@A）（通常被称为
非典型肺炎）的流行给人民的身体健康和社会、经济

发展带来了巨大的威胁，建立快速、准确的早期诊断

方法可以使疑似病人尽早确诊，从而减少交叉感染

和社会负担；在诊断问题解决后，研制特效的治疗药

物和有效的疫苗进行免疫预防成为迫切需求。

非典型肺炎是由一种新的冠状病毒［!，$］引起的，

这种病毒具有与其他冠状病毒类似的基因结构。根

据其他冠状病毒的研究结果，推测 AB@A病毒含有 #
个结构基因：位于病毒表面的辐条样蛋白（A蛋白）、
外膜蛋白（6 蛋白）、膜蛋白（C）及核衣壳蛋白
（,）［&，#］。AB@A 病毒出现之前，人冠状病毒仅引起
轻度感冒等上呼吸道症状，对其免疫原性和疫苗的

研究极少。动物冠状病毒引起禽类感染性支气管

炎、猪传播性胃肠炎等疾病。特别是猪传播性胃肠

炎病毒（3G6(）可以选择性地在 $ 周龄以下新生猪
小肠纤毛表面的肠道细胞中复制，引起严重的腹泻、

脱水，具有很高的得病率和病死率（近 !%%H）［1］。
有关冠状病毒免疫原性和免疫预防的研究结果几乎

全部来源于对 3G6( 的研究。研究表明，A 蛋白是
病毒的主要保护性抗原，,蛋白和 C蛋白也可以诱
导免疫效应［2］，特别是病毒的核衣壳蛋白，一般是检

测病毒抗体的良好抗原；A蛋白及 ,、C蛋白均可应
用于抗 AB@A疫苗研究。目前 AB@A病毒的诊断主

要有基于基因检测的实时定量 >?@，以及基于抗体
检测的免疫荧光和酶联免疫分析（6IJAB），但所用抗
原为病毒感染细胞或病毒蛋白，其制备需要 >&实验
室，并有较大风险。因此，获得大量的重组抗原对于

疫苗和诊断试剂的研究具有重要意义。由于 A蛋白
是高度糖基化的蛋白，且其主要的抗原表位的抗原

性依赖于蛋白构象和糖基化［’］，适合在真核系统中

表达。本研究通过反转录0>?@克隆了 AB@A病毒的
结构蛋白基因，并在大肠杆菌中以包涵体和可溶性

两种形式表达了 ,蛋白和 C蛋白，并初步证实重组
,蛋白可用于研制新型诊断试剂。

$ 材料和方法
$ %$ 细菌菌株和质粒载体
大肠杆菌 3 + 0(,#EI$!（K6&）、3 + 0(,#KL1!及表

达载体 D63$$=和 DE($$$均为本室保存。
$ %& 主要试剂

J>3G、琼脂糖、AKA0>BG6 电泳材料为 A9M78 公
司产品、限制酶即反转录0>?@系统购自 >N)74M8公
司，高保真 >?@系统购自 @):O4公司，蛋白纯化所用
的层析介质均购自 B74NPO87 >O8N78:98 公司，!Q=
K,B I8RR4N 购自 GJE?S E@I公司，蛋白电泳低分子
量标准购自 B74NPO87 >O8N78:98 公司。
$ %’ 反转录()*#
根据报道的 AB@A病毒（3S@株）C、,基因的序



列，设计如下引物用于基因扩增：!"#：$%%&&’’%&%&$(
$’%$%’%%’$$&%’&%&&；!")：’$$$%&’’&&%’&$&%’&%$’%%%$’%%&%&；
!*#：’$$%%&&’’%&%&$&’&$%&%%&$$%’’’’%%；!*)：’$$$%&’’&&%&(
$’’&$%$&&$%%&’%$’%。!"# 和 !") 用于扩增 " 基因，
!*#和 !*)用于扩增 *基因。为了方便基因克隆，在
+,引物（!"#和 !*#）的 +,端含有 !"#-.和 $%&.酶切
位点，而在 /,引物（!")和 !*)）+,末端则含有 ’()0.
位点。用 .123&45$61公司 7-.859试剂从 :;-:病人血
液样品（/<=医院惠赠）提取总 -*;，用引物 !")和
!*)进行反转录，然后进行 !>-扩增（=?@ /<A，+)@
/<A，B)@ =<A，/)循环，最后 B)@ BC31 ）。!>-片段
用 D.;$61 的“E69 FG&4%’&351 H3&”纯化后备用。
! "# 基因重组
参考分子克隆第三版［I］进行 J*;酶切、连接、转

化，质粒抽提采用 D.;$61的微量质粒抽提试剂盒。
! "$ 重组蛋白的表达
以 KLM))) 为载体时，重组质粒转化大肠杆菌

J0+!，含重组质粒的大肠杆菌 /<@ 培养 ?N后 ?)@诱
导 ?N，离心（?<<<4OC31）收集菌体，超声破碎后离心
（#?<<<4OC31），上清和重悬后的沉淀分别进行 :J:(!;EF
电泳，分析是可溶性还是以包涵体形式表达。以

KF7))P 为载体时，重组质粒转化大肠杆菌 LQ)#%
（JF/），转化获得的大肠杆菌经过夜培养后接种至 QL
培养基，/B@振荡培养 +N后加 .!7E至终浓度 #CC59OQ
诱导，+N后离心收集菌体，然后进行如上分析。
! "% 重组蛋白的纯化
首先使用离子交换层析进行蛋白纯化。如果蛋

白以可溶形式表达，菌体悬于合适体积的缓冲液 ;
（)+CC59OQ *%)0!R? O*%0)!R? K0IS<，#CC59OQ FJ7;，
#CC59OQ J77）在细菌超声破碎后 #?<<<$离心 )< C31
后直接用于层析；如果蛋白以包涵体形式表达，则将

包涵体用 !L:洗涤一遍后用含 TC59OQ尿素的缓冲
液 ;（)+CC59OQ *%)0!R? O*%0)!R? K0IS<，#CC59OQ
FJ7;，TC59OQ 尿素，#CC59OQ J77）溶解包涵体，
#?<<<$离心 )< C31后上清用于离子交换纯化。

:!(:6KN45A6 U%A& U95V 离子交换介质装填于
#ST’CW #<’C层析柱，预处理后用 / 个柱体积的缓
冲液 ;平衡，样品以 )CQOC31流速上样，然后用缓冲
液 ;洗涤至基线；用缓冲液 ;和缓冲液 L（同缓冲液
;，但含 #C59OQ *%>9）组成的线性梯度进行洗脱，收
集蛋白洗脱峰通过 :J:(!;EF进行鉴定。
由于 KLM)))载体在 * 端含有 T 个组氨酸，因

此可以通过金属螯合层析进行进一步的纯化。其具

体步骤参照 ;C64AN%C !N%C%4’3%公司的产品说明。

! "& 重组蛋白的抗原性
经纯化的融合蛋白用包被液（+<CC59OQ碳酸缓

冲液，K0=ST）稀释至 #"$OCQ，包被 =T 孔酶联板
（*X1’）过夜，用 +Y的小牛血清封闭。#<<"Q 稀释
的血清（用含 +Y小牛血清的 !L:7 )< 倍稀释），室
温温育 #N，用 !L:7洗板 /次后加入稀释的羊抗人
.$E(0-!酶结合物，室温温育、洗板同前。用 #<<"Q
7"L显色 #+C31，?C59OQ硫酸终止后测 *?<+。

’ 结果
’ "! ()*(病毒基因的扩增及序列分析
从 :;-:病人血中抽提 -*;，使用引物 K")和

引物 K*)进行反转录，随即使用 !"# Z !")，!*# Z
!*)进行多聚酶链反应（!>-），扩增产物经琼脂糖
电泳证实具有特异的扩增片段，"基因扩增片段为
<STB[P，*基因扩增片段约为 #S/[P（图 #;）。
扩增片段经电泳纯化后用 !"#-. Z ’()0. 酶

切，回收的酶切片段克隆至 KLM))) 的相应酶切位
点，转化大肠杆菌 J0+!，获得的转化子抽提质粒进
行酶切鉴定，获得重组质粒 KLM)))("和 KLM)))(*
（图 #L）。两质粒分别用载体的 +,和 /,引物进行
J*;序列分析，结果表明其序列与 :;-: 冠状病毒
多伦多株（7R-）的 "基因和 *基因完全相同（序列
分析结果略）。

图 #; 通过 -7(!>-克隆 :;-:病毒的 "基因和 *基因
U3$\#; >9516 5] * %1^ " $616 5] :;-: P_ -7(!>-

#\#[P J*; 9%^^64；
)\ * $616 %CK93]36^ P_ -7(!>-；
/\" $616 %CK93]36^ P_ -7(!>-

图 #L "基因和 *基因克隆至 KLM)))所获质粒 KLM)))(*
及 KLM)))("的酶切鉴定（!"#-# Z ’()0#）

U3$\#L >51]34C%&351 5] 46’5CP31%1& K9%AC3^ KLM)))(* %1^
LM)))(" P_ 46A&43’&351 61^51X’96%A6 !"#-. Z ’()0# ^3$6A&351

#\#[P J*; 9%^^64；
)\ KLM)))(* Z !"#-#O’()0#；
/ \ KLM)))(" Z !"#-#O’()0#
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! "! #基因和 $基因的表达
含重组质粒 !"#$$$%& 和 !"#$$$%’ 的大肠杆

菌 ()*!在 +,-培养 ./后 .$-诱导 ./。取 *,"0菌
体，离心（$,,,1）*234，沉淀用 +,"0 5 6 7(7上样缓
冲液悬浮，沸水中煮 *234，进行 7(7%聚丙烯酰胺凝
胶电泳（5$8），考马斯亮蓝染色。结果表明，’基因
在 9:90 启动之下可以高效表达，表达的 ’蛋白可占
菌体总蛋白的 ;,8以上。而 &基因表达量极低（图
$<）。进一步的分析结果表明，’基因表达产物主要
以包涵体形式存在（ 约 =,8），但也有部分重组蛋白
以可溶形式存在（图 $"）。

图 $< 7<:7病毒 &及 ’基因在 !"#$$$载体中的表达
>31?$< @A!BCDD3E4 EF !"#$$$%’ G4H !"#$$$%&?

5 ? ()*!（!&I$$$%’）；

$ ? 9BEJC34 2GBKCB；

+ ? ()*!（!&I$$$%&）；

.? ’C1GJ3LC ME4JBEN EF ()*!（!"#$$$）

图 $" ’基因主要以包涵体形式表达
>31?$" @A!BCDD3E4 !BEHOMJ EF ’ 1C4C CA3DJ341 2G34NP

GD 34MNOD3E4 QEH3CD
5 ? 9BEJC34 2GBKCB；

$? R4MNOD3E4 QEHP；

+ ? 7O!CB4GJG4J

以包涵体形式表达的蛋白容易纯化，可不经复

性用作检测抗体诊断试剂盒的包被抗原。但是用作

蛋白性质分析等用途时，需要经过较复杂的复性过

程。为获得基因的可溶性表达，将质粒 !"#$$$’、
!"#$$$&上的 ’基因和 &基因用 !"#R S $%&)R酶
切回收，克隆至表达载体 !@T$$Q 的 !"#R S $%&)R
位点，获得质粒 !@T$$Q%& 和 !@T$$Q%’。质粒经酶
切鉴定正确（图 +<）。
重组质粒转化大肠杆菌 "0$5G（(@+），重组菌

+U-培养 */后，加入 522ENV0 R9TI诱导 */，所获培
养产物同上鉴定基因表达和包涵体形成情况。结果

表明 ’基因和 &基因在 !@T$$Q载体中均获得高效
表达（重组 ’ 蛋白和 & 蛋白均可占菌体总蛋白的

;,8以上），且重组蛋白均以可溶形式存在（图 +"）。

图 +< & 基因和 ’ 基因克隆至 !@T$$Q 所获质粒
!@T$$Q%’及 !@T$$Q%&的酶切鉴定（!"## S $%&)#）
>31?+< WE4F3B2GJ3E4 EF BCME2Q34G4J !NGD23H !@T$$Q%’ G4H
!@T$$Q%& QP BCDJB3MJ3E4 C4HE4OMNCGDC !"## S $%&)# H3%
1CDJ3E4

5?5KQ (’< NGHHCB；$? !@T$$Q%’ S !"##V$%&)#；

+ ? !@T$$Q%& S !"##V$%&)#

图 +" 7<:7病毒 &及 ’基因在 !@T$$;载体中的表达
>31?+" @A!BCDD3E4 EF !@T$$Q%’ G4H !@T$$Q%&

5? 9BEJC34 2GBKCB；$? ’C1GJ3LC ME4JBEN EF "0$5G（(@+）（!@T$$Q）；

+? "0$5G（(@+）（!@T$$Q%&）；.? "0$5G（(@+）（!@T$$Q%’）

! "% 重组蛋白的纯化
上述表达 ’基因的重组大肠杆菌进行扩大规

模的培养，获得 50左右的细菌培养物，经超声破碎
后，!@T$$Q%’表达的重组 ’蛋白以可溶形式存在，
其上清经 79%7C!/GBEDC >GDJ >NEX离子交换纯化。用
含 , Y 52ENV0 ’GWN的缓冲液进行梯度洗脱时，蛋白
在 ,Z+* Y ,Z*,2ENV0 浓度出现洗脱峰（图略）。
!"#$$$%’表达的重组 ’蛋白以包涵体形式存在，以
;2ENV0尿素溶解其沉淀。同样进行离子交换层析纯
化。用含 , Y 52ENV0 ’GWN 的缓冲液进行梯度洗脱
时，蛋白在 ,Z. Y ,Z**2ENV0浓度出现洗脱峰（图略），
经 7(7%9<I@鉴定为重组 ’蛋白（图 .）。!@T$$Q%&
表达的重组 &蛋白以可溶形式存在，将其细菌培养
物的裂解上清同样进行离子交换层析纯化，结果表

明在 ’GWN 浓度为 ,Z$ Y ,Z+2ENV0 出现洗脱峰（图
略），经 7(7%9<I@鉴定证实获得电泳纯的重组 &蛋
白（图 .）。

’蛋白是良好的应用于病毒感染早期诊断的抗
原，当用作包被抗原时，少量的大肠杆菌蛋白污染可

导致检测试剂的高本底甚至假阳性结果。由于

!"#$$$质粒表达的重组蛋白的 ’端带有 ; 个组氨
酸的标签，可以通过金属螯合层析进行进一步纯化。

结果表明，!"#$$$质粒表达重组 ’蛋白经金属螯合
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层析纯化后，再经扫描分析，其纯度 ! "#$。完全可
用于组构检测核心抗体的诊断试剂。

图 % 重组 & ’蛋白经 ()*(+,-./01+ 2.13 2405
离子交换层析纯化

267 % 8+90:;6<.<3 ,/03+6< ,=/6>6+? ;@
60<*+A9-.<7+ 9-/0:.307/.,-@

BC )/03+6< :./D+/；

EC 8+90:;6<.<3 ’ ,/03+6< +A,/+11+? ;@ ,FGEE; .1 104=;4+ >0/:；

H C )/03+6< :./D+/；

% C 8+90:;6<.<3 ’ ,/03+6< +A,/+11+? ;@ ,IJEEE .1 6<94=160< ;0?@；

K C )/03+6< :./D+/；

LC 8+90:;6<.<3 & ,/03+6< +A,/+11+? ;@ ,FGEE; .1 104=;4+ >0/:

! "# 重组蛋白的抗原性
重组蛋白用包被液稀释至 B!7M:N，%O包被过

夜，经封闭后加入待检 (P8(病人血清和正常血清。
结果表明，BQQ$（LML）的病人血清中可检出 ’蛋白
抗体（!"%QK在 QRL S ERQ），所有正常人血清（EQMEQ）均

为阴性（!"%QK T QRE）。但是在 L 份血清中，均未检
测到较强的抗 &蛋白抗体。

$ 讨 论
本研究在大肠杆菌中高效表达并纯化了 (P8(

病毒的核衣壳蛋白和膜蛋白，重组蛋白的表达水平

高，经过一步或两步纯化后可获得高纯度的重组蛋

白。

由于 (蛋白、’蛋白、&蛋白均有一定的免疫保
护活性，因此重组 & 蛋白和 ’ 蛋白可以用作抗
(P8(亚单位疫苗的组分。当组构 U’P疫苗、灭活
疫苗、载体疫苗时，需要检测 ’蛋白和 &蛋白的抗
体，使用纯化的重组蛋白建立的 FNV(P检测系统可
以得到应用。

目前，非典型肺炎的早期诊断仍未较好解决，大

量疑似病例在确诊前需要长期隔离。目前使用的通

过检测抗体进行诊断的方法中，免疫荧光法适用感

染病毒的细胞；FNV(P使用病毒抽提物作为包被抗

原，其来源较困难且具有一定的危险性。在病毒的

结构蛋白中，( 蛋白是主要的综合性抗原，其抗体
的出现往往预示病人开始恢复。而核心抗原（核衣

壳蛋白）具有很强的免疫原性，容易刺激机体在疾病

早期产生 V7&抗体。由于抗 ’蛋白抗体病毒中和
活性低，其抗体出现一般预示病毒的活跃复制，因此

可能较早期检测病毒感染。

在使用 FNV(P检测抗体时，使用双抗原夹心法
具有灵敏度高、非特异反应低、可以同时检出 V7W、
V7&等多种抗体，是检测试剂的发展方向。但用于
标记的抗原必须是可溶蛋白，可浓缩到 B:7M:N 以
上。本研究在 ,FGEE;系统中，高效可溶性表达了病
毒 ’蛋白，为建立双抗原夹心法检测抗 (P8(病毒
’蛋白抗体奠定了基础。相关的进一步研究正在进
行中。
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《生物工程学报》9448年对英文摘要撰写的新要求
9449年 34月 95日，本刊召开了新一届的编委会会议，各位专家对《生物工程学报》的发展提出了很多好的建议。他们认

为，要进一步提高刊物的水平，应尽快与国际接轨，其中很重要的一点就是要提高英文摘要的水平，加大英文摘要的容量，并

使之符合国际惯例，便于被国际检索机构收录。

因此，从 9448年第 9期开始，各位作者在投稿及修改稿件时，请按以下要求完善自己的英文文摘。具体要求如下：
一、篇幅

综述性文章要求不少于 344*$-)"，学术性文章要求在 944 _ ‘44 *$-)"。
二、内容

综述性文章的文摘主要应对所述的某研究或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术在目前的发展水平、自

己的评论及未来展望等。

学术性文章的文摘应主要从以下几方面来写：

3）目的：主要说明作者写此文章的目的，或说明本文主要要解决的问题；
9）过程及方法：重点说明作者的主要工作过程及使用的方法，应用性文章如需要，可注明条件、使用的主要设备和仪器。
8）结果：本文最后得出的结果和结论。如系基础研究，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部分表述的观点；如系应用

性研究，应尽可能提及本文结果和结论的应用范围和应用情况或应用前景。

三、写作要求

3）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句开头。
9）用过去时态叙述作者工作，用现在事态叙述作者结论。
8）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不用，如基因、表达⋯⋯
该文摘完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请英文较

好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。

《生物工程学报》编辑部
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