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Abstract：The viral RNAs were isolated from the infected Vero—E6 cells．then the templates were 

produced by reverse tran scription reaction．Two pairs of primers were used to amplify the 5 一ends of 

four strains of SAR． ssociated coronavirus(SARS—CoV)by RACE．cDNA fragments with the length of 

about 420 bp were amplified．The fragments were then purified an d sequenced．The sequences of 5 

一UTRs of SARS —CoV isolated in China were the same as those isolated in other countries an d regions． 

such as Tor2 strain，Urbani strain，HKU—Su l 0 strain，CUHK—W  l strain，S 2500 strain an d SIN2677 

strain．Th e secondary structures formed by 5 一UTRs of all known SARS—CoV were almost identica1．but 

significan tly different from other kn own non—SARS coronaviruses．Sequence an alysis indicated that the 

conserved core sequence(5 一CUAAAC一3 1 of transcription regulating sequence in some coronaviruses 

was about—l 97 nt upstream from the start codon． 

Key words：SARS-associated coronavirus(SARS—CoV)；5 一ends of genomic organization；Sequence 

analysis；Tran scription regulating sequence 

摘要 ：利用 5 RACE 试剂盒对从中国不同地区、不同 SARS患者体 中分离的 SARS．CoV基因组 5 端序列进行 

RT．PCR扩增，并将扩增产物克隆至 T easy vector。扩增片段的序列测定结果表 明：所分离的 4株 SARS．CoV基 

因组 5 端非编码区的核苷酸序列和其他国家和地区报道的序列基本一致，而且所形成二级结构也完全相 同，但 

与已知普通冠状病毒的差别较大。同时发现在依赖于 RNA的RNA聚合酶起始密码子上游 一197 nt处有冠状病毒 

典型的转录调控核心保守序列 5 ．CUAAAC．3 。 

关键词：SARS冠状病毒(SARS．CoV)；基因组 5 端结构；序列分析；转录调控序列 
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我国广东省 自2002年 l0月发现非典型肺炎以 

来， 目前该传染病已波及到世界许多国家和地区， 

病例多达 8000多例 ，病死率高达 6％以上。经过国 

际上多个实验室的通力研究，已经确证引起该传染 

病流行的病原体为一种新型的冠状病毒，WHO 将 

其命 名为重症 急性呼吸综合征 冠状病 毒 (Severe 

acute respiratory syndrome—associated coronavirus， 

SARS—CoV) ， 。我们实验室继从广州和北京地区 
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的 SARS患者体内分离到 4株 SARS—CoV，在完成 

了初步的鉴定之后 ，又对这 4株病毒基因组 5 

端非编码区的序列进行 了测定和分析，并与其他 

SARS—CoV和冠状病毒进行了比较。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

4株 SARS—CoV (GZOl株、BJ01株、BJ02 

株 、BJ03株)分别从广州和北京 SARS患者尸检组 

织和鼻咽拭子 中分离得到，详见文献 '4】。RNeasy 

Mini Kit、PCR Purification Kit和 Gel Extraction l(it 

均为 Qiagen公司产品。5 RACE Kit为 Roche公司 

产 品 ，T easy Vector Kit、限制 性 内切 酶均 为 

Promega公司产品。 

1．2 引物设计与合成 

利用 DNAStar软件分别设计 引物 5lL：5 
一AGGCAGGACATGGC rn_rCACTA一3 、52L：5 

一TGACCACCGGCTCCCTT rrACC一3 和 53L： 

5 一CTAGACCACAAGTGCCA1唧 一3 。引物 由 

三博远志生物公司合成。 

1．3 病毒核酸的提取和 RT—PCR反应 

分别取 4株 SARS—CoV感染的 Vero—E6细胞， 

待细胞病变后 ，吸取细胞及其培养上清混合液 210 

uL，参照试剂盒的说明书提取总 RNA。分别取 5jaL 

总 RNA，组成 20jaL的反转录反应体系，55℃反应 

70min，然后 65℃变性 10min。纯化后的 cDNA在 

末端转移酶的作用下 37~C反应 30 min。分别取 5 uL 

加尾 cDNA，利用 oligo dT—anchor primer和引物 52L 

进行第一次 PCR 扩增，反应条件为：94℃预变性 

3min，然后 94℃变性 15s，54℃退火 30s，72℃延 

伸 40s，进行 1O个循环 ；再于 94℃变性 15s，55℃ 

退火 30s，72℃延伸 40s，进行 4个循环；94℃变性 

15s，55℃退火 30s，72℃延伸 60s，进行 5个循环； 

94℃变性 15s，55℃退火 30s，72℃延伸 120s，进行 

6个循环；94℃变性 15s，55℃退火 30s，72℃延伸 

140s，进行 7个循环；最后于 72℃延伸 10 min，4 

℃暂时保存。分别取第一次 PCR扩增产物 ljaL，利 

用 anchor primer和引物 53L进行第二次 PCR扩增， 

反应条件除退火温度改为 6l℃外，其他条件和第一 

次 PCR反应相同。 

1．4 PCR扩增片段的克隆和序列测定 

按常规方法进行 PCR 扩增产物的分离纯化和 

连 接 克 隆 。 序 列 测 定 应 用 ABI PRISM~3100 

Genetic Analyzer，反应试剂用 BigDyew~ Terminator 

Cycle Sequencing v2．0 

1．5 核苷酸序列分析及 比较 

通过 DNAStar等生物软件对 4株病毒 5 端 

430 nt左右的核苷酸序列进行分析 ，与其他冠状病 

毒进行比较，并利用 GeneQuest软件 ，结合计算机 

辅助分析系统 ，绘制并分析非编码区二级结构。 

2 结果 

2．1 4株 SARS—CoV 5 末端序列测定与分析 

由于 SARS—CoV基因组的 5 末端具有帽子结 

构以及非编码区常形成二级结构，在 RT—PCR过程 

中需要添加 cDNA 3 末端的 PolyA，使基因组 5 

端序列的测定更为复杂。通过 2次 PCR分别获得 4 

株SARS CoV 基因组的5 端430 nt左右核酸片段， 

测序结果参见图 1(270nt后序列未显示 t)。分离的 

4株 SARS—CoV基因组 5 端非编码区除最前端的 

几个碱基不同外 ，几乎具有一致的核苷酸一级结 

构，说明该 4株 SARS—CoV 基因组 5 端非编码区 

比较稳定，其长度大约为 270 nt左右 。在距离依赖 

于 RNA 的 RNA 多聚酶起始密码子上游 一197 nt 

具有冠状病毒典型的转录调控核心保守序列 5 
一 CUAAAC一3 。 

2．2 SARS—CoV基因组 5 端非编码区序列的比较 

分析 

将分离的4株 SARS—CoV 基因组5 端非编码 

区序列与加拿大、美国、新加坡和我国香港等国家 

和地区所报道的 SARS—CoV基因组序列进行比较， 

结果如图 1。分离的 4株 SARS—CoV基因组 5 端 

核苷酸一级结构与美国的 Urbani株、加拿 大的 

TOR2株和香港 的 HKU—W1、CUHK—Sul0株以及新 

加坡的 SIN2500株、SIN2677株、SIN2679株、 

SIN2774株都高度一致 ，而且 5 端转录调控序列 

(transcription regulating sequence，TRS)均在起始密 

码子上游 一197 nt，距离 5 末端约 7O nt，差别仅 

存在于最前端约 l7 nt的部分缺失。 

与其他普通冠状病毒的 5 端非编码区序列比较 

结果表明：SARS—CoV基因组的一级结构与人冠状病 

毒 (Human coronavirus)、 牛 冠 状 病 毒 (Bovine 

coronavirus)、鸟 类 传 染 性 支 气 管 炎 病 毒 (Avian 

infectious bronchMs virus)、猪传染性腹泻病毒(Porcine 

epidemic diarrhea coronavirus)、鼠肝炎病毒(Murine 

hepatitis virus)和 猪 传 染 性 肠 胃 炎 病 毒 (Porcine 

transmissble gastroenteritis virus)存在显著的差别。同 

时各株冠状病毒的 TRS核心保守序列相对位置统计 

结果显示见表 1，SARS—CoV基因组的核心保守序列 

相对位置与普通冠状病毒相比有一定差别。 
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e ATAT'rAOGT'rlTrACCTACCCAGGAAAAGCCAACCAAC 

1]n：1{ AACTTTAAAATCTG 

AAA  

姒̂  6G1 1 藿 eC1’ACC(：AGGAAAAGCCAACCAACCTC 
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图 l 各株 SARS—CoV基因组 5 端非编码区序列比较 

阴影表示碱基不同，方框表示转录调控核心保守序列，下划线表示保守序列上游的反向互补序列。 

Fig．1 Comparison of 5 end UTR of SARS—CoV 

Different bases are shaded；conserved core sequence of transcription regulating sequence ale boxed；reverse com plement sequence upstream of the conserv ed  

core seq uence of transcription regulating sequence ale underlined ． 
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表 l 冠状病毒基因组 5 端 TRS核心保守区序列相对位置 

及反向互补序列碱基组成 

Table l The position of TRS conserved core sequence and 

base composition of the reverse complement 

sequence upstream of the conserved core sequence in 

5 end of coronavirus 

HCV,Human coronavirus；BCV,Bovine coronavirus；PED、‘ Porcine 

epidemic diarrhea coronavirus； MHV：Murine hepatitis virus；PTG、‘ 

Porcine transmissible gastroenteritis virus Reverse complement sequence 

areblac疋 

2．3 冠状病毒基因组 5 端非编码 区二级结构分析 

利用 GeneQuest软件，结合计算机辅助分析系 

统，绘制 出分离的 4株 SARS—CoV基因组 5 端非 

编码区二级结构。图 2结果显示：4株病毒基因组 

均可折叠成复杂的二级结构，且形状完全一致，此 

结构与其他国家和地区所报道的SARS CoV基因组 

5 端非编码区二级结构基本相 同，而与普通冠状 

病毒基因组相 比有较大差别。但在 50 nc左右，所有 

冠状病毒基因组均可折叠成形状一致的、约由 l5 nt 

组成的 “茎环结构”。 

3 讨论 

目前 已知的普通冠状病毒分为 3个族群，主要 

包括人冠状病毒、牛冠状病毒、猪传染性腹泻病毒、 

鼠肝炎病毒和猪传染性肠胃炎病毒等 ，主要导致人 
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图 2 冠状病毒 5 端非编码区二级结构及核心保守序列上 

游反 向互补序列所形成的 “茎环结构” 

A，SARS CoV--GZ01株：B，人冠状病毒--229E株；C，牛冠状病毒 

-- Mebus株 

Fig．2 Predicted secondary structure of 5 UTR of coronavirus 

an d stem-loop structure formed by a reverse complement 

seq uence upstream of the conserved core seq uence 

A，SARS-CoV GZ01 strain；B，Human coronavirus 229E strain；C，Bovme 

coronavirus-Me~ s strain． 

类普通感 冒和引起动物、家禽类死亡；显然，目前 

在世界范围内广泛流行的 SARS—CoV 与之有明显 

差异 。基于对 SARS—CoV部分基因序列的系统进化 

分析证实：sARs—CoV为一新型冠状病毒，在系统 

分类上不属于上述 3个族群【4 J。 

为进一步了解此新病毒基因组结构和深入阐 
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明其致病机制 ，在完成分离的 4株 SARS—CoV的初 

步鉴定后，我们又对其非编码区的序列进行 了测定 

和比较分析。结果显示：4株 SARS—CoV基因 

端非编码区的序列与 己知 的其他普通冠状病毒有 

很大差异，但与国际上所报道的 SARS—CoV基因组 

高度 一致 ，提示 目前在世 界 范围 内广泛传播 的 

SARS 病原体之 间关系极为密切。至于造成各株 

SARS—CoV基因组之间5 末端有 10多个碱基差别 

的原 因，我们 认为可 能与 不 同实验 室所采 用 的 

RACE法 RT—PCR反应条件有关，但也不能排除是 

病毒本身的 自然差别，有关结果有待进一步研究加 

以证实。 

冠状病毒为正链单股 RNA 病毒，其增殖过程 

是在先导一引物转录合成机制 的调控下进行，5 

端非编码区的转录调控序列和先导序列，以及所形 

成高度保守的二级结构在病毒 mRNA 的转录合成 

过程中具有重要作用 L5 J~4株 SARS—CoV基因 

端非编码区序列分析表明，在其起始密码子上游 一 

197nt处 均 发 现 转 录 调 控 核 心 保 守 序 列 5 
一CUAAAC一3 ，同时，在距此序列上游 6 nt处都存 

在一个有 15nt组成的反向互补序列，该特点与其他 

国家和地区所报道的 SAR—CoV高度_。致，而且与 

其他普通冠状病毒的差别也不是很大。说明该序列 

特点对于冠状病毒完成其正常复制非常重要。 

4株 SARS—CoV基因组 5 端非编码区折叠所 

形成的二级结构和 目前其他 国家和地 区所报道 的 

SARS—CoV基本一致，但与其他普通冠状病毒有很 

大差异。值得注意的是，虽然非编码区二级结构存 

在很大差别，但是 由 15nt反向互补序列所形成的 

“茎环结构”在所有冠状病毒中却高度保守，进一 

步的分析表明，该反向互补序列的碱基组成并非高 

度保守，说明对于调控蛋 白质的识别来讲 ，这种高 

度保守的空间二级结构 比核苷酸的种类更为重要。 

我们也注意到 ，在该高度保 守的二级结构的下游 

2-3 nt，SARS—CoV基因组的核心保守序列也参与形 

成 一个 “茎环结构 ”，该结构特点与牛冠状病毒 

Mebus株非常相似，但与核心保守序列不参与形成 

二 级 结 构 的 人 冠 状 病 毒 相 差 很 远 。可 以推 测 

SARS—CoV 基因组 5 端非编码区二级结构与普通 

冠状病毒的显著不同，对于其感染、复制等生理生化 

过程肯定有很大的影响，但这些差别的存在对其毒 

力有何影响以及 SARS—CoV 与其他病毒的亲源关 

系等都有待进一步的深入研究。 
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