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严重急性呼吸综合征（,(;,）又称传染性非典

型肺 炎 ， 是 一 种 新 发 现 的 传 染 病 ， 其 病 原 体 为

,(;, 冠状病毒（,(;,$O/P）［&］。,(;,$O/P4,! 基因

全长 &4K"#45.，,! 蛋白在病毒与宿主细胞的融合、病

毒的出芽、胞外分泌以及介导细胞免疫等方面具有重

要作用［!］。本研究对 ,(;,$O/P4BQ’!! 株 ,! 基因测

序，并收集早、中、晚期不同地区流行株的 ,! 基因序

列，利用生物信息学软件，分析了 ,! 基因的变异规律。

&44材料与方法

&L&44,(;,$O/P4BQ’!! 株 ,! 基因序列测定

根据 B2:R=:S 提供的 ,(;,$O/P4RT"& 株基因

组全序列（(U!*+)++），利用 V=<20C2:24$?09F204,2G281
软件设计引物。上游引物序列是“#W$OOX4BXXXO$
X(XB4BOX((((OO4$’W”；下游引物序列是 #W$4OXB$
BOXBXBO(BX((XXB(XO4$’W。由上海博亚生物技

术有限公司合成。采用 ;Y2=<64Z9:94791（[\(BEY 公

司），,(;,$O/P4BQ’!!（广东地区 ,(;, 流行早期分

离株［)］）P20/4EK 细胞培养上清中提取 ;Y(。

提取 ;Y( 后立即进行逆转录。总体积 !"4!G，其

中 ;Y=<24\:>9591/0]X=7=;=^4&4!G4!"4FF/G_V 的 3YX?<4
&4!G、(ZP4 ]X=7=;=^&4!G、#!缓冲液 )4!G、下游引物

,X!#!)"4&4!G、水 !4!G、;Y( 模板 &"4!G。反应条件：

)!!" &4>，%#" #4F9:。

使用 X=7=;= 公司 E‘X=a 酶进行 ?O; 反应。反

应液包括：!L#4FF/G 的 3YX?<4’4!G、&"!?O;45-AA204’4!G、

,(;,冠状病毒 ,! 基因变异性分析
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摘要!目的 测定 ,(;, 冠状病毒 BQ’!! 株 ,! 基因序列并对 ,(;,$O/P4,! 基因进行系统进化树分析。方法 用;X$?O;
法从 ,(;,$O/P4BQ’!! 株基因组中扩增 ,! 基因片段并克隆至 .BEZ$X 载体，转化大肠杆菌 Qb#" 株后测序。利用

V=<20C2:2、OG-<1=G4c、QY(F=: 和 X022D92N4等软件，将基因序列翻译成氨基酸序列后，与早、中、晚期各地暴发的 ,(;,$O/P4
,! 蛋白序列进行比对，构建系统进化树，并在 \:120:21 网数据库中对 ,! 蛋白氨基酸序列进行 X 细胞抗原表位预测。结

果 随着 ,(;,$O/P4的传播流行，,! 基因趋于稳定，晚期的 ,(;,$O/P4,! 基因的同源性达到 %%L%d。X 细胞抗原表位

预测发现，,(;,$O/P4,! 蛋白第 #* 位氨基酸突变对 X 细胞抗原表位有影响。结论 ,(;, 流行过程中 ,(;,$O/P4,!
基因较为稳定，,! 蛋白 #* 位氨基酸的突变可影响病毒 X 细胞抗原表位。
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中图分类号![*#)!!!!!!!!文献标识码!(!!!!!!!!文章编号!&K*’$)!#)（!""K）")$")K’$"’

!"#$"%$&$’( ")"&(*$* +, -. /0)0 +, -12-$3+!
ebfg4b=/&h4VfYB4R29$C-/&h4eb(YB4i2:$59:C&h4T\(YB4V9$A=:C!h4ObEY4V9$3=:&h4BfYB4,>-$@9&h4eb(f4i29&
&Q2.=01F2:14/A4Z980/59/G/C6h4,/-1>20:4Z2398=G4g:9D20<916h4B-=:CH>/-4#&"#&#h4O>9:=j4!Q2.=01F2:14/A4Z980/59/G/C6h4e>/:C<>=:4Z239$
8=G4O/GG2C2h4,-:4U=1$<2:4g:9D20<916h4B-=:CH>/-4#&""+"h4O>9:=

4%*’#"5’6 7%805’$90 X/432120F9:241>24<2a-2:824/A4,!4C2:24/A4,(;,$=<</89=12348/0/:=D90-<4],(;,$O/P^4BQ’!!4=:34=:=$
G6H241>24.>6G219842D/G-19/:4/A4,!4C2:2L4:0’;+< ,!4C2:24A0=CF2:14N=<4=F.G9A9234A0/F4,(;,$O/P4BQ’!!4C2:/F24N91>4;X$?O;4
=:34G9C=12341/4.BEZ$X4D281/04A/04<2a-2:824=:=G6<9<4=A120410=:<A/0F=19/:4/A41>24.G=<F9349:1/4!"#$%& Qb#=L4X>24D=09=59G9164/A4,!4
C2:2<4=:34,!4.0/129:<4A0/F4&!4<10=9:<49</G=12349:41>242=0G6h 49:120F239=124=:34=3D=:8234<1=C2<4/A41>24,(;,4/-1502=S4N2024=:=$
G6H234=:341>24.>6G/C2:2198410224N=<48/:<10-81234N91>4V=<20C2:2h4OG-<1=G4ch4QY(F=:4=:34X022D92NL4X482GG4=:19C2:42.91/.2<4/A4
,!4.0/129:4N2024.023981234/:41>245=<9<4/A4\:120:2143=1=5=<2L 420*=&’i91>41>242.932F984<.02=34/A4,(;,$O/Ph 41>24,!4C2:2<4/A4
1>24D90-<412:32341/4528/F24<1=5G2L 4b/F/G/C64/A4,!4C2:2<4/A4,(;,$O/P49</G=12349:4=3D=:8234<1=C24/A41>24/-1502=S402=8>234
%%L%kL4?0239819/:4/A4X482GG4=:19C2:42.91/.24<>/N2341>=14F-1=19/:4=141>24#*1>4=F9:/4=89342AA281234X482GG4=:19C2:42.91/.2L43+)!
5&=*$+) ,!4C2:24/A4BQ’!!4,(;,$O/P49<402G=19D2G64<1=5G243-09:C41>242.932F984<.02=34/A41>24D90-<h 4=:34F-1=19/:4=141>24#*1>4
=F9:/4=893<4/A4,!4.0/129:4F=64=AA28141>24X482GG4=:19C2:42.91/.2L
>0( ?+#<*6 O/0/:=D90-<h4<2D2024=8-12402<.90=1/064<6:30/F2$=<</89=123j4,!4C2:2j4<2a-2:82<4=:=G6<9<

!""Kj!K])^44444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444南方医科大学学报]T4,/-1>4Z234g:9D^ )K’· ·



!""""""""""""#

$%

&"’’’
("’’’
)*’
*’’
&*’
(’’

图 (+",-./0, 法扩增 12,13045+678&&91& 基因

!"#$% &’.()& *+,-"."/0 12 #/3/ 4. 15&1.)46
78922

!:+7;2+!<=>?=97@&A’’B9@<C?9(:92D%EFGF?H91&9I?C?9G=4D9
12,130459678&&9FJ4E<K?

图 &9912,130459678&&91& 基因重组克隆的鉴定
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上游引物 ("!E、下游引物 ("!E、LR-<S"’T*"!E、M7;2
模板 *"!E、水 (UT*"!E，总体积 8’"!E。反应条件：VW+!，

&+DFC；VW+!，8’+J，**!!，(+DFC，)&!!，&+DFC，8’ 个循

环；)&+! X+DFC，W+!保存。

使用申能博采公司 7;2 纯化试剂盒回收 /0,
产物，将回收产物与 /=4D?I< 公司的 %6L!.- 载体

连接，W+!放置 (&+Y。将重组载体转化 7Z*" 感受态

细胞，于含氨苄青霉素的固体 @[ 培养基上 8)+!培

养 (U+Y，利用 \.6<E 和 P/-6 筛选阳性重组克隆。获

得的阳性克隆菌分别经 /0, 和双酶切初步鉴定，送

-<]<,< 公司测序。

(T&++序列分析

采用 7;2D<C 软件对测序结果与 [^’( 株对应

基因核苷酸序列进行同源性比较。另从 6?C[<C> 下

载 (( 株不同时期、不同地点，并在流行过程中有联系

的 12,13045 的全基因组序列，分别输入 @<J?=I?C?
软件包中的 LHFKJ?S 软件中。截取 1& 基因片段，翻译

成氨基酸序列，利用 0ENJK<E9\ 软件分析不同毒株间

1& 蛋白氨基酸序列差异。使用 -=??5F?_ 软件构建系

统进化树。

(T899- 细胞抗原表位预测

在 PCK?=C?K 网 数 据 库（YKK%:QQ$FD<JTHM=KTCFYT
I4‘QD4E$F4QYE<a$FCH）中对 678&& 株 1& 蛋白的氨基

酸序列进行 - 细胞抗原表位预测。

&99结果

&T(991& 基因扩增结果

从 678&& 株 5?=49 LU 细 胞 培 养 上 清 中 提 取

,;2，用设计的引物进行 ,-3/0,，经 )b琼脂糖凝胶

电泳可见一约 (+U&’+$% 的片段，与预计的 1& 基因大

小相符（图 (）。

&T&++1& 基因克隆

将上述 /0, 产物纯化回收后，与 %6L!.- 载体

连接，转化 7Z*" 感受态细胞，利用蓝白斑菌落筛

选阳性重组克隆。对阳性克隆质粒进行 /0, 和双酶

切初步鉴定，/0, 产物经琼脂糖凝胶电泳分析大小

约 (+U&’+$%，阳性克隆质粒双酶切后有两条带，一条

大小约 (+U&’+$%，另一条约 8+’’’+$% 左右（图 &）。

&T8++序列测定及分析

测序结果表明，所获基因与 [^’( 株 1& 基因核

苷酸序列同源性达 VVTUc。将其和另外 (( 株不同时

期不同地区分离的 12,1.045"1& 基因进行核酸和氨

基酸比对（表 (）。发现与 678&& 株相比，(( 株 1& 基

因突变位点有 (& 个，其中非同义突变 X 个。所有的

(( 株在相同的变异分别是 (’U（7.;）、(8V（P.5）、&8(
（@.d）和 88&（].e）。有 8 株第 *) 位氨基酸变异

（f.7），分别是早期分离株 67’(、6g’&、6g*’。有 (
株 W&) 位氨基酸变异（@.d），是中期分离株 Zg1&.0。

&TW++系统进化树分析

使用 0ENJK<E+\ 软件对 (& 株不同时期不同地区

分离的 12,1.045+1& 基因进行比对分析，并使用

-=??5F?_ 软件构建系统进化树（图 8）。早期分离株

678&&、6g*’、67’(、6g’& 之 间 存 在 的 差 异 大 于

’T8c，中期分离株 [^’(、0hhZ].i(、Zg1&.0M 之间

的差异小于 ’T(c，晚期分离株同部分中期分离株之

间的差异小于 ’T(c。

&T*++- 细胞表位预测

通过 PCK?=C?K 网数据库对 678&& 株 1& 蛋白氨

基酸序列进行 - 细胞抗原表位预测。结果发现，只存

在一处 - 细胞抗原表位的改变。早期分离株 67’(、

6g’&、6g*’ 第 *) 位氨基酸为 7，其余各株均为 f，

该氨基酸的改变引起 - 细胞抗原表位 [a8*’( 的改

变。
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图 <)系统进化树分析
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表 #))## 株 6=?69*@A)与 14<55 株 65 蛋白核酸和氨基酸序列比较

5(6$7 8,9.:;"+,’ ,< 1/0 ’42)0"2 (2"= :’> (9"’, (2"> +?@4?’2?+ ,<
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QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ<#YW19=XQ\#3W=91XYZ#W*9$XQZ#5W$9*XQQQQQ#<ZW+9AXQ5<#WR9_XQ<<5W89‘X
QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQZ\\W=9*X
12!5QQQQQQQQQQQQQQQQQ#5!W=9$XQ#YZW$91XQ5\\W*9$X<#YW19=XQQQQQ3[W]94XQ#!YW49^X#<ZW+9AXQQQQQQQQQQQQQ6TK(VTK(QQQQQQQQQQCQ
QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ\#3W=91XQYZ#W*9$XZ#5W$9*XZ\\W=9*XQQQQQQQ5<#WR9_XQ<<5W89‘XQ\\5W89CX
QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ#<5<W=91XQ
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/0!#QQQQQQQQQQQQQQQQQQ#5!W=9$XQ5#[W*9$XQ5\\W*9$X<#YW19=XQQQQQ#!YW49^X#<ZW+9AXQ5<#WR9_XQQQQQQQQQQQQ/K&a&(JQQQQQQQQQQQQQQ.Q
QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ\#3W=91XQYZ#W*9$XZ\\W=9*XQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ<<5W89‘X
72659*;QQQQQQQQQQQ#5!W=9$XQ5#[W*9$XQ5\\W*9$X<#YW19=XQQQQQ#!YW49^X#<ZW+9AXQ5<#WR9_XQQQQQQQQQQQQ1S%(JN@(JQQQQQQQ.Q
QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ\#3W=91XQYZ#W*9$XZ\\W=9*X#5[ZW*9$XQQQQQ<<5W89‘XQ\5[WR9_X
*-789:#QQQQQQQQ#5!W=9$XQ5#[W*9$XQ5\\W*9$X<#YW19=XQQQQQ#!YW49^X#<ZW+9AXQ5<#WR9_XQQQQQQQQQQQQ7@(Jb@(JQQQQQQQQ.Q
QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ\#3W=91XQYZ#W*9$XQ<<5W89‘XZ\\W=9*X
$>?5QQQQQQQQQQQQQQQQ#5!W=9$XQ5#[W*9$XQ5\\W*9$X<#YW19=XQQQQQQ#!YW49^X#<ZW+9AXQ5<#WR9_XQQQQQQQQQQQ$@E@(I@QQQQQQQQQQQQQRQ
QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ\#3W=91XQYZ#W*9$XZ\\W=9*X#<\5W=91XQQQQ<<5W89‘X
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$%&’%($*#QQQQQQQ#5!W=9$XQ5#[W*9$XQ5\\W*9$X<#YW19=XQQQQQ#!YW49^X#<ZW+9AXQ5<#WR9_XQQQQQQQQQQQQ$%&’%(QQQQQQQQQQQQQQRQ
QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ\#3W=91XQYZ#W*9$XZ\\W=9*XQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ<<5W89‘X
*-789=1!#QQQ#5!W=9$XQ5#[W*9$XQ5\\W*9$X<#YW19=XQQQQQQQ#!YW49^X#<ZW+9AXQ5<#WR9_XQQQQQQQQQQQ7@(Jb@(JQQQQQQQQQRQ
QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ\#3W=91XQYZ#W*9$XZ\\W=9*XQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ<<5W89‘X

6=?69*@AQQQQQQQ
Q&H@F%IKH

>E&J&(Q@LQ
&H@F%I&@(

<QQ讨论

6=?69*@A 是一种新型冠状病毒。各国多个实验

室相继从病人标本中分离出 6=?69*@A，并对基因序

列进行测定［<］。6 蛋白在病毒侵入宿主细胞时发挥重

要作用。可分为 6# 和 65 两部分［\］，其中 6# 识别敏感

细胞表面的受体，65 介导病毒包膜与宿主细胞膜融

合。通过对包括本实验室分离的 14<55 株在内的 #5
株 6=?69*@AQ65 基因进行同源性比较和系统进化树

的分析，发现 65 蛋白在 6=?6 流行早期各功能域均

有非同义突变，但总体而言 65 基因的变异早期仅有

#5 个碱基，中期 65 基因间的差异只有 5 个碱基，晚

期的 65 基因同源性则高达 ZZ"Zc。可见 65 基因早期

变异明显，中晚期则变异很小。

系统进化树的分析可将不同流行时期和不同流

行地域的毒株进行分类。第一类为早期广东省境内流

行的 6=?6 分离株 14<55、123!、14!#、12!5，它们

之间的非同义突变有 [ 个，占所有非同义突变的

[de。相近地区的早期流行分离株变异很大，其共同

特点是 3[ 位氨基酸的变异（]94）。从 $ 细胞抗原表

位分析可以看出，3[ 位氨基酸（]94）的变异是唯一对

$ 细胞抗原产生影响的位点。该突变可能有利于

6=?69*@A 适应人体环境。第二类是由广州传播至香

港 7@IKF).，再传播至多伦多的 72659*;、$>?5 分离

株［3f))Y］，这二株之间的变异小于 !"!3e。第三类是从世

界各地分离的晚期 6=?69*@A)/0!#、 *-789:#、

,-.*!#、6&(53!!、$%&’%($*#、*-789=1!#。这些毒

株之间没有差异，说明随着时间的推移，6=?69*@A)
65蛋白趋于稳定。

对普通冠状病毒 6 蛋白的研究发现，尽管 65 蛋

（下转 \[# 页）
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白只是组成 $ 蛋白柄的亚单位，并不参与病毒与受

体最初的识别，但是，在 $% 蛋白上具有介导病毒与

宿主细胞膜融合的亮氨酸拉链结构。在体内及体外试

验中，识别冠状病毒 $% 蛋白的抗体都可以阻断病毒

与宿主细胞的融合，使病毒不能感染细胞，是一种具

有中和活性的抗体［&］。从 ’ 细胞抗原表位分析看出，

#& 位氨基酸变异（()*）对 ’ 细胞抗原表位产生影

响。研究发现，’ 细胞抗原表位 +,-./0 结构的精细差

别影响 123!类分子与 3*45 的 ’ 细胞的结合［4］。

$% 蛋白某个碱基的突变就有可能改变病毒对宿主细

胞的侵袭能力［6］。同时 $% 蛋白在病毒进化的后期非

常稳定，是抗病毒药物及疫苗研制的理想靶位。
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->>讨论

登革病毒为非逆转录 ^SK 病毒，在复制周期中

不形成 *SK 中间体，直接进行分子生物学操作存在

一定困难［Vk"］。反向遗传学技术为 ^SK 病毒分子生物

学研究开辟了新途径。主要包括病毒基因组全长

M*SK 克隆技术，以及由质粒 *SK 转录 ^SK 的感染

性转录体制备技术［&］。现在通常先采用长链 ^’a_3^
技术扩增出覆盖病毒基因组全长的几个 M*SK 片

段，构建亚克隆，再进行体外连接，最终体外转录获得

感染性转录体。$B]NB9 等［4］利用类似方法已成功获得

了一株 *[% 的感染性克隆。

在研究中，我们首先应用长链 ^’a_3^ 法一次性

扩增出 *[%>S?3 株病毒全长基因组片段，试图与

P3^alZa’‘_‘ 载体连接，构建全长 M*SK 克隆。但

经过多次连接后发现，病毒全长基因组片段不能克隆

至该载体。主要原因可能是由于 *[% 病毒基因组较

大，超过了 P3^alZa’‘_‘ 载体的承受范围，一般

P3^alZa’‘_‘ 载体插入片段长度为 &k0U>=]。因此，

我们将 *[%>S?3 株病毒基因组分为 % 个片段进行

亚克隆的构建，利用病毒基因组序列上所含的酶切位

点（!"#!）设计了 % 对引物，并在第一条引物 .m 端引

入 $P">^SK 聚合酶启动 子 核 心 序 列 。 采 用 长 链

^’)_3^ 技术扩增出覆盖病毒基因组全长的 % 个

M*SK 片段，并克隆至 P3^)lZ)’‘_‘ 载体。最终构

建出 *[%>S?3 株病毒基因组的 % 个 M*SK 亚克隆，

经酶切鉴定和序列测定表明，获得的 M*SK 克隆是

*[%>S?3 株病毒特异的。

*[%>S?3 株病毒基因组全长 M*SK 亚克隆的

成功构建，为我们下一步构建出全长 M*SK 克隆及

体外转录获得恢复性病毒奠定基础，由此获得 *[%>
S?3 株基因库，为开展其它登革病毒分子生物学研

究提供方便。
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