
SARS病毒S蛋白的原核表达与DNA疫苗的构建  

    严重急性呼吸综合征(SARS)的病原体为SARS冠状病毒[1]。其中S蛋白是病毒外壳组分，是SARS- CoV的

主要表面抗原，也是病毒和宿主细胞受体结合及病毒诱发机体产生抗体或细胞免疫反应的重要因子。刺突

(spike, S)蛋白属于I型膜蛋白，它是SARS-CoV结构蛋白中最大的，含1 255个氨基酸残基，相对分子质量为

139 170 kD[2]。S蛋白前体在宿主的细胞质中合成以后会被切成两个部分S1和S2，其中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片段主要参与病毒与宿主细胞间的识别， S2片段藉跨膜区锚定于膜

上，负责病毒膜与细胞膜的融合[3][4][5]。目前GenBank 所收录的SARS 病毒分离株的S 蛋白的编码基因及

氨基酸序列进行同源性分析,发现分离株S 蛋白氨基酸突变率和编码碱基突变分别仅为0.23% 和0.16%,是用来

研制保护性疫苗的理想部位。进行多重比对显示,S 蛋白的编码基因序列的S蛋白的特殊功能及其相对保守性

为有效疫苗的开发奠定了很好的基础，可以作为疫苗研究的重要靶点[6]。 

    目前,在我国SARS 感染后的免疫学诊断尚无完善的方法,细胞培养的抗原面临纯化困难和操作的危险性

[7]。因此我们利用基因重组的方法，根据S1和S2的主要结构域[8][9]选取1~1 200 、2 565~3 765 bp 

DNA，分别在大肠杆菌中表达了rS
a
、rS

b
两段重组蛋白，对S蛋白的免疫原性进行研究。实验证明我们所表达

的分段蛋白可以在原核系统中高效表达，并能与SARS确诊病人恢复期血清发生特异性抗原抗体反应。人类基

因组南方中心根据SARS-CoV S蛋白的分析表明S 蛋白的抗原表位比较多且分散[7]，作为生产疫苗的首选抗原

蛋白,由于其基因组较大，因此我们构建含有全长S基因的真核载体重组质粒，作为DNA疫苗，免疫小鼠，实验

证明可以产生SARS-CoV S蛋白抗血清，这为进一步SARS-CoV DNA疫苗的研制提供了一定的科学依据。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    大肠杆菌BL21(DE3)和TG-1为本实验室保存。原核表达载体pET-15b购自Novagen公司，分泌型真核表达

载体pSecTagB购自Invitrogen公司。S全长基因由本实验室通过RT-PCR克隆入pMD18-T 载体命名为pMD18-

TS，S基因原始基因序列来自Gen-Bank(登录号：AY351680)。、ExTaq DNA聚合酶、T4 DNA 连接酶、限制性

内切酶、HRP标记的羊抗鼠二抗和羊抗人二抗均为TaKaRa公司产品；质粒小量抽提试剂盒，胶回收试剂盒均购

自上海华舜生物技术有限公司；超纯质粒大量抽提试剂盒购于杭州维特洁生化技术有限公司；蛋白纯化Ni2+

亲合胶购于Amer-sham Biosciences公司；冠状病毒IgG抗体检测试剂盒购自北京华大吉比爱生物技术有限公

司； SPF级六周的纯系雌性小鼠BALB/c购于广州医学院动物研究室。SARS确诊病人恢复期血清来自SARS确诊

患者，其临床检测符合《传染性非典型肺炎诊疗方案》，经由华大SARS-CoV IgG抗体检测试剂盒检测证实为

SARS-CoV IgG强阳性。 

    6条引物序列如下： 

    S1引物序列 

    Psa:5'-GGCGCATATGTTTATTTTCTTATTATTTCTTACT-3'
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    Psb:5'-GGCGGGATCCTTATCCTGGCGCTATTTGTCTTACATC-3'

    S2引物序列 

    Psd:5'-GGCGGGATCCTTATGTGTAATGTAATTTGACACC-3'

    Psc:5'-GGCGCATATGGATGATATGATTGCTGCCTAC-3'

    S全长引物序列 

    Pse:5'-CGCGGCCCAGCCGGCCTTTATTTTCTTATTATTTCTTACTC TCAC-3'

    Psf:5'-CGCGGGCCCTGTGTAATGTAATTTGACACCCTT-3'

    1.2  方法 

    1.2.1重组原核表达载体的构建及筛选   (1)重组质粒pETS
a
的构建：以Ps

a
/Ps

b
作引物，以含S全长基因

的pMD18-TS质粒为模板扩增片段S
a
(碱基1~1 200)，电泳回收PCR产物，将得到的S

a
片段和载体pET-15b分别

用NdeI/BamHI双酶切，电泳回收后将载体和S
a
连接，即得到重组质粒pETS

a
，其编码的相应重组蛋白称为

rS
a
。将重组质粒pETS

a
转化入大肠杆菌TG-1提取质粒，通过酶切电泳图谱筛选阳性克隆。酶切、回收、连接

及转化的具体操作均参照文献[10]进行。(2)重组质粒 pETS
b
的构建：以Psc和Psd作为引物，以含S全长基因

的pMD18-TS质粒为模板扩增片段S
b
 (碱基2 5453 765)，其余同pETS

a
的构建。将得到的阳性克隆命名为

pETS
b
，其编码的相应蛋白称为rS

b
。 

    1.2.2  重组蛋白(rS
a
、rS

b
)的原核表达   将重组质粒转化进BL21(DE3)，挑取阳性单菌落接种于LB液

体培养基中(含Amp100 mg/L)，37 ℃过夜培养，按1∶50体积比接种于LB培养基中，培养至D(λ)≈0.6，加入

终浓度为1 mmol/L 的IPTG诱导表达3 h后离心收获菌体，加入PBS (pH7.2~7.4)悬浮后，超声波破碎细胞，

将破碎后的菌液以10 000 r/min离心，分别收集上清和沉淀作12% SDS-PAGE电泳，观察电泳结果，以上操作

均参照文献 [10]。 

    1.2.3  重组蛋白的纯化   Ni2+亲和纯化柱采用Amer-sham Biosciences公司产品，操作步骤参照产品

说明手册。 将纯化的蛋白过柱纯化以后再作SDS-PAGE电泳，以验证纯度。 

    1.2.4  DNA疫苗的构建   以Pse/ Psf作引物，以含S基因的pMD 18-TS质粒为模板扩增S基因，电泳胶

回收，分别用SfiI/ApaI双酶切片段和载体pSecTagB，电泳胶回收后将载体和片段连接，然后将连接产物转

化入TG-1感受态细胞，挑取单菌落培养，抽提质粒，进行双酶切和PCR鉴定，得到的阳性克隆质粒命名为

pSecS。 

    1.2.5  DNA疫苗的免疫  从阳性克隆的平板上挑取单菌落大量培养，然后用试剂盒大量抽提质粒，将质

粒溶解于PBS(pH7.2)中使其终浓度约1μg/ml。BALB/c小鼠分为两组(每组4只)。在免疫小鼠前3 d给小鼠大腿

肌肉注射盐酸普鲁卡因(100μl/只)，3 d后在同一位置肌肉注射重组质粒pSecS(100μl/只)，每隔两周注射1

次，共免疫3次[11]。另外一组小鼠以同样的方法注射pSecTagB，作为空白对照组。 

    1.2.6  酶联免疫ELISA检测   分别用纯化的蛋白rS
a
和rS

b
以1μg/孔铺板，4 ℃包被过夜，用1%的BSA 

37 ℃封闭2 h后，分别以免疫鼠血清和SARS病人血清(1∶100，用1%BSA稀释)作为第一抗体加入，37 ℃孵育

1 h， 然后，分别加入1∶1 000稀释的HRP羊抗鼠二抗和羊抗人二抗，37 ℃孵育1 h。 每步均用PB-ST

(PBS+Tween 20)洗板；最后加入含TMB的底物缓冲液，避光作用5 min后，每孔加入50μl浓度为2 mol/L的硫

酸终止反应；在450 nm下测定光吸收值。阴性抗原对照孔采用1% 的BSA代替融合蛋白包被ELISA板；阴性血

清对照孔分别加入免疫pSecTagB的鼠血清和正常人血清；阳性血清对照孔加入SARS确诊病人的恢复期血清。 

样本光吸收值大于或等于阴性数值的2.1倍，即可判定为阳性。并用北京华大吉比爱生物技术有限公司的冠状

病毒IgG抗体检测试剂盒(灭活全病毒包被板)作平行实验进行比较，基本操作参照试剂盒说明书。以上ELISA

检测均做4次平行实验。 

    

2  结果 

    2.1 重组原核表达质粒pETS
a
、pETS

b
和真核DNA疫苗pSecS的构建 

    三个重组表达载体均构建成功。其中S
a
基因片段大小1.2 kb，S

b
片段大小为1.22 kb。原核表达载体



pET-15b以及真核载体pSecTagB的大小分别为5.7 kb和5.2 kb。所构建的重组质粒pETS
a
、pETS

b
、pSecS分

别经双酶切和PCR验证，证明它们均正确克隆在表达载体中，pETS
a
、pETS

b
、pSecS双酶切的结果见(图1)。 

    图1  重组质粒pETS
a
、pETS

b
、pSecS双酶切后的电泳图谱

 

    Fig.1  Restriction enzyme analysis of the recombinant plasmid pETS
a
, pETS

b
 and pSecS 

    Lane 1: λDNA /EcoR I+Hind III; Lane 2: pETSa digested by NdeI and BamHI; Lane 3: pETSb 

digested by NdeI and BamHI; Lane 4: pSecS digested by Sfi1 and ApaI

    2.2  重组蛋白的表达及纯化 

    含重组质粒(pETS
a
和pETS

b
)的E.coli BL21(DE3)， 经IPTG诱导和SDS-PAGE电泳后，均在约46 kDa处出

现一条很浓的蛋白带，与两个分段重组蛋白的理论相对分子质量吻合，提示这说明两段重组蛋白在原核表达载

体pET-15b中已得到高效表达。用超声波破碎菌体，高速离心后取上清和沉淀做12%的SDS-PAGE电泳，发现重

组蛋白均在上清中出现，故融合蛋白为可溶性表达 (图2)。两个重组蛋白均在N端融合了6个组氨酸，经Ni2+

亲合胶柱纯化后可去除了绝大部分菌体杂蛋白(图2)。 

    图2  重组蛋白的SDS-PAGE分析 
    Fig.2   SDS-PAGE analysis of SARS-CoV M recombinanat proteins



    Lane 1: Protein marker; Lane 2: pET-15b; Lane 3: Induced rS
a
; Lane 4: Induced rS

b
; 

Lanes 5-6: Purified rS
a
 and rS

b
 

    2.3  重组蛋白的酶联免疫(ELISA)检测 

    利用纯化的rS
a
和rS

b
蛋白作为抗原，采用SARS确诊病人恢复期血清和免疫pSecS后的鼠血清进行ELISA检

测，结果表明重组蛋白能与SARS病人血清和鼠血清发生特异性的抗原抗体反应，同时用北京华大公司生产的

试剂盒(厂商标明为全病毒包被)进行比较试验(表1)。以下数值均为4次实验的平均值。 

    

3  讨论 

    本研究采用分段表达的形式在大肠杆菌中表达了S蛋白S1、S2功能域的主要部分rSa和rSb。为了验证这两

段重组蛋白的免疫原性，将这两段重组蛋白分别作为抗原与SARS确诊病人血清和免疫了DNA疫苗的鼠血清进行

ELISA检测，发现这两个重组蛋白都可以与SARS病人血清发生特异性反应，这说明大肠杆菌表达的分段重组S

蛋白具有相似SARS-CoV S蛋白的抗原性，有可能作为检测SARS的抗原组分来使用。 

    本研究中首次使用了分泌型真核表达载体pSec-TagB来构建S基因DNA疫苗。小鼠抗血清以1∶100稀释后

仍能与灭活的天然SARS全病毒发生较强的特异性反应，与pcDNA3.1相比，用分泌型真核表达载体(pSecTagB)

构建的SARS病毒4个主要结构蛋白基因的DNA疫苗刺激机体产生抗血清的能力较强(另文发表)。这提示所构建

的S-DNA疫苗能够在小鼠机体中表达出类似天然状态的SARS病毒抗原蛋白，进而产生了针对 SARS-CoV S蛋白

的特异性抗体。同时免疫小鼠产生的抗血清也能与大肠杆菌表达的重组蛋白发生特异性的反应，这也间接说明

所表达的分段重组S分段蛋白保留了天然状态S蛋白的大多数特异抗原表位。由于此真核表达载体为分泌型表

达载体，它有可能使真核细胞内表达的蛋白更容易分泌至胞外进入血液刺激淋巴细胞产生免疫反应。这为DNA

疫苗制备提供了一个新的思路和选择，但人体对于SARS冠状病毒的免疫应答机制以及刺突蛋白对免疫应答的

影响尚需进一步研究。 
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