
SARS冠状病毒S蛋白S1区多肽与SARS病人血清的免疫反应  

    研究抗SARS冠状病毒的多肽疫苗的关键问题是首先寻找和鉴定出SARS冠状病毒的特异性抗原表位肽。虽然目前国内

外许多实验室都在寻找SARS冠状病毒的免疫抗原表位，但由于SARS冠状病毒结构复杂，至今未能取得成功。我们根据人

SARS冠状病毒的S蛋白(spike protein)S1区基因序列[1]，用计算机方法预测并设计出抗原表位肽[2]。本研究根据上

述设计的抗原表位肽，采用多肽合成仪合成了8个多肽，并观察这些合成的多肽与恢复期SARS病人血清的免疫反应。 

    

1  材料与方法 

    1.1  SARS冠状病毒抗原多肽的合成 

    1.1.1  仪器与试剂   433A多肽合成仪，API-2000液质联用仪(美国ABI公司)，高效液相色谱仪(HPLC，美国

Waters 公司Alliance 2695型)，冷冻干燥机(美国Labcount公司)，Fmoc-氨基酸(吉尔生化有限公司)，溶剂N-甲基吡

咯酮、二氯甲烷等(NMP，美国ABI公司)。 

    1.1.2  方法   采用Antigenic peptides prediction 软件[3]预测S蛋白S1区的抗原表位，设计抗原表位多

肽。按Fmoc-butyl固相多肽合成保护策略，在多肽合成仪上合成设计的抗原表位肽[4]。合成的粗肽采用HPLC法进行纯

化，并于液质联用仪上进行质谱分析，纯化后的抗原肽冷冻干燥后备用。 

    1.2  ELISA方法 

    1.2.1  试剂   ELISA包被液为0.05 mol/L碳酸盐缓冲液(pH9.6)；洗涤液(PBS-Tween20)为含0.05% Tween-20

的0.02 mol/L的PBS(pH7.4)；待测的血清及抗体稀释液为含0.5%牛血清白蛋白(BSA)的PBS-Tween20，封闭液为含10%

马血清的洗涤液，AP标记的羊抗人IgG(Sigma公司产品)，对硝基苯磷酸盐( pNPP，Sigma公司产品)。 

    1.2.2  方法   采用间接ELISA法测定SARS相关冠状病毒抗原表位肽与SARS病人血清中抗体的反应。高效液相

(HPLC)检测纯度为95%以上的抗原表位肽用于包被，按100 μl/孔包被96孔酶联板(Corning产品)，浓度20 μg/ml，4 

℃过夜。次日洗涤3次，用封闭液封闭60 min，洗涤3次。分别加入按1∶20稀释的SARS病人血清100 μl， 正常人血清

为阴性对照，37 ℃孵育60 min。洗涤3次，加入羊抗人IgG-AP 100 μl，37 ℃孵育60 min，加入对硝基苯磷酸盐底

物，37 ℃孵育10 min，终止反应。酶标仪(Bio-Rad公司)于450 nm测定D(λ)值。 

    1.2.3 血清   临床确诊恢复期SARS病人血清由南方医院传染科提供，正常人血清由本所提供，血清最终稀释比例

为1∶20。 

    

2  结果 

    2.1  SARS冠状病毒S蛋白S1区的抗原表位多肽 

    如表1所示，根据SARS冠状病毒S蛋白S1区合成的8个抗原表位肽均由20个左右的氨基酸构成。用质谱仪测得的实际

相对分子质量与理论值均一致，表明合成抗原表位肽的结构正确。 
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    2.2  合成的抗原表位多肽与SARS病人血清的免疫反应 

    实验共观察了合成的8个抗原表位肽分别与5例恢复期SARS病人血清和正常人血清的免疫反应，结果见图1。从图中

可见，合成的抗原表位肽均能与恢复期SARS病人血清发生反应，其D(λ)值明显高于正常对照组。在所测定的8个抗原表

位肽中，SARS病人血清与正常人血清的D(λ)比值为1.5~2.6，在不同SARS病人之间的差异不大，其中以S-14多肽的比值

最高(表2)。 

    图1  合成的抗原表位肽与SARS病人血清的反应 
    Fig.1  Immune reaction of peptides with the serum of SARS patients



    

3  讨论 

    本研究合成了根据计算机预测的SARS相关冠状病毒S蛋白S1区的抗原表位肽，并测定了这些多肽与恢复期SARS病人

血清的免疫反应。结果表明这些由20个左右氨基酸组成的多肽与SARS病人血清的免疫学反应较低。由图1可知，在所测

定的8个抗原表位肽中，SARS病人血清与正常人血清的平均D(λ)比值较低，在1.6~2.5之间，在不同SARS病人之间的差

异不大。一方面，由于实验合成的8个多肽虽然是经计算机预测而设计的抗原多肽，但实际上与SARS病人血清中的抗体

反应低，这说明计算机预测的抗原表位肽不一定准确。另一方面，由于本实验所用的血清按1∶20稀释，如果将血清按1

∶100、1∶1 000稀释时，则测不出合成的抗原表位肽与SARS病人血清中抗体的反应，也提示恢复期SARS病人血清的抗

体滴度较低 [5][6]。因此，需采用更多的病人血清和更多抗原表位肽来证实。 

    由于本实验研究的8个计算机预测的SARS冠状病毒S1区的抗原多肽与恢复期SARS病人血清产生较低的反应，因此不

能确定这些抗原多肽就是SARS相关冠状病毒的特异性抗原决定簇[7]。关键是要看这些多肽免疫动物后所产生的抗体能

否具有中和SARS相关冠状病毒的作用。目前国内也有计算机预测SARS冠状病毒的抗原多肽的报道[8][9]，这些通过计算

机预测的多肽是否为SARS冠状病的抗原多肽，需要进一步的研究。 

    (责任编辑：杨金星) 
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