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Abstract : The 801 base pairs of S1 gene fragment were synthesized based on the Sever acute respiratory

syndrome associated coronavirus ( SARS2CoV) BJ01 strain registered in GenBank. The synthetical DNA

was subcloned into the appropriate site of pcDNA3. 1 ( + ) eukariotic expression vector to construct a re2
combinant plasmid pcDNA3. 1 ( + ) / S1 ; The recombinant plasmid pcDNA3. 1 ( + ) / S1 was transfected in2
to Hela cells and the expressed protein was identified by SDS2PA GE and Western2blotting ;BALB/ c mice

were immunized with pcDNA3. 1 ( + ) / S1 by i. m. The level of anti2SARS2CoV IgG and IFN2γin BALB/

c mice after immunization were detected by EL ISA and T cell proliferation activity was tested by MTT.

It was found that the recombinant plasmid pcDNA3. 1 ( + ) / S1 could express S1 protein in Hela cells , T

cell proliferative activity ,the level of anti2SARS2CoV IgG and IFN2γincreased after immunization. It re2
vealed that pcDNA3. 1 ( + ) / S1 could induce moderate cellular and humoral immunological reaction in

BALB/ c mice.
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摘要 :本研究根据 GenBank 登录的 BJ01 株 SARS2CoV 序列合成 801bpS1 基因片段 ,该片段被亚克隆至真核表达载体

pcDNA3. 1 ( + )得到重组质粒 pcDNA3. 1 ( + ) / S1 ;转染 Hela 细胞 ,SDS2PA GE、Western2Blotting 鉴定蛋白表达 ;肌注免

疫 BALB/ c 小鼠 ,利用 EL ISA 法检测免疫后小鼠的抗 SARS2CoVIgG及 IFN2γ水平 ,MTT 法检测 T 细胞增殖活性。

结果显示 ,重组质粒 pcDNA3. 1 ( + ) / S1 可在 Hela 细胞内表达 S1 蛋白 ,免疫后小鼠的 T 细胞增殖活性增强 ,抗 SARS2
CoVIgG与 IFN2γ水平升高。本实验说明 pcDNA3. 1 ( + ) / S1 可诱导小鼠产生一定的体液免疫和细胞免疫应答。
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　　严重急性呼吸综合征 ( Severe acute respiratory

syndrome ,SARS)是由 SARS相关冠状病毒 (Severe a2
cute respiratory syndrome associated coronavirus ,

SARS2CoV)引起的急性传染病[1 ] 。SARS2CoV 是一

种具高度传染性和致病性的新型冠状病毒 ,研究开发

安全有效的 SARS2CoV 疫苗以控制和消灭 SARS2

CoV 成为目前研究热点。经过对 12 株 SARS 冠状病

毒基因序列比较 ,发现 S 蛋白的氨基酸突变率仅为

0. 23 % ,其较高的保守性为疫苗研究奠定了良好的基

础 ,由此 S蛋白成为侯选疫苗的重要靶位[2 ] 。本研究

将SARS2CoVS1基因片段连至真核表达载体pcDNA

3 . 1 ( + ) ,构建了重组的pcDNA3. 1 ( + ) / S1真核表
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达载体 ,并初步研究其免疫效果。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

SARS2CoVS1 基因 801bp (22 382bp～23 182bp)

片段由复旦大学遗传工程国家重点实验室参照 Gen2
BankA Y2784884 序列合成 ,pcDNA3. 1 ( + ) 真核表达

载体为本室保存 ,琼脂糖回收试剂盒、pUCm2T 载体

等购自华美生物公司 , IFN2γ检测试剂盒购自博士德

公司 ,SARS2CoVIgG检测试剂盒购自北京华大吉比

爱公司。HRP2羊抗鼠 IgG、HRP2羊抗人 IgG购自北

京鼎国公司。

1. 2 　pcDNA3. 1( + ) / S1 载体的构建

根据 GenBank 登录的 BJ01 株 SARS2CoV 核酸

序列合成 801bpS1 基因片段 ,设计特异性引物 ,在其

5′及 3′端分别加上 B amH I 和 EcoR I 酶切位点。

PCR 扩增目的片段 ,与 pUCm2T 载体连接后转化 E.

coliJ M109 ,进行蓝2白斑筛选 ,用 B amH I、EcoR I双酶

切及 PCR 鉴定后送奇康公司测序。得目的片段并连

入 pcDNA3. 1 ( + ) 相同位点。筛选出阳性克隆即

pcDNA3. 1 ( + ) / S1。

1. 3 　SDS2PAGE与 Western2Blotting 鉴定基因疫苗的

体外活性

电转染法将 pcDNA3. 1 ( + ) / S1 转染 Hela 细胞 ,

培养 48h ,收集细胞 ,裂解后用电转膜法将 SDS2PA GE

上的蛋白转移到 PVDF 膜上 ,以痊愈 SARS2CoV 病

人阳性血清为一抗 , HRP2羊抗人 IgG为二抗 ,进行免

疫杂交。

1. 4 　动物接种

6w 龄正常 BALB/ C 小鼠随机分 3 组 ,每组 15

只。分别以 pcDNA3. 1 ( + ) 、pcDNA3. 1 ( + ) / S1 及 0.

9 %NS肌注免疫 :将制备的 pcDNA3. 1 ( + ) / S1 垂直

注射入股四头肌 (100μg/ 只) ,并于第 2、4w 各加强免

疫一次。

1. 5 　T淋巴细胞增殖活性测定

免疫完毕后处死小鼠 ,无菌取脾脏 ,将脾脏研磨

碎 ,纱网过滤离心 ,加入 8. 3g/ LN H4 CL ,放置 5min 破

坏红细胞 ,800r/ min 离心收集淋巴细胞 ,含 10 %小牛

血清的 RPMI1640 悬浮淋巴细胞 ,调整细胞浓度为 2

×106 / mL ,加入 96 孔板 ,每孔 100μL。分别用 p ET2
22b/ S1 重组蛋白与 PHA 为刺激物 ,另外一组用培养

液作对照。37 ℃,5 %CO2 ,48h。MTT 法检测 T 细胞

增殖活性 :终止培养前 4h 每孔加 MTT20μL ,4h ,离

心 ,弃上清 ,每孔加 DMSO150μL ,震荡溶解 10min ,

570nm 波长测定各孔吸光度 (A)值 ,计算各组细胞平

均 A570值。刺激指数 : SI = 抗原或 PHA 刺激组平均

A570值/ 对照组 A570值。

1. 6 　细胞因子 IFN2γ检测

免疫完毕后处死小鼠 ,取脾制备脾淋巴细胞悬液
(方法同前) ,以 EL ISA 法检测 IFN2γ(按 IFN2γ检测

试剂盒操作说明进行) 。

1. 7 　SARS2CoV IgG检测

分别于免疫前、第一次免疫后 1w、2w 及第二次

免疫后 2w、第三次免疫后 2w、第三次免疫后 4w 经小

鼠眼眶静脉采血 ,分离血清备用。EL ISA 法检测抗

SARS2CoV IgG(按 SARS2CoV IgG检测试剂盒操作

说明进行) 。

2 　结果

2. 1 　pcDNA3. 1( + ) / S1 载体的构建

B amHI、EcoRI 酶切 pcDNA3. 1 ( + ) / S1 重组质

粒得到大小约为 801bp 的目的片段 ,PCR 鉴定及测序

结果亦显示 S1 基因片段已经定向连至 pcDNA3. 1

( + ) (图 1) 。

图 1 B amHI、EcoRI双酶切与 PCR 鉴定 pcDNA3. 1 ( + ) / S1

Fig. 1 　Identification of pcDNA3. 1 ( + ) / S1 by B amHI and

EcoRI and PCR

1 ,pcDNA3. 1 ( + ) / S1 recombinat plasmid ;2 ,pcDNA3. 1( + ) plasmid ;3 ,
pcDNA3. 1 ( + ) / S1digested by B amHI ; 4 ,pcDNA3. 1 ( + ) / S1digested
by B amHI、EcoRI ;5 ,200bp DNA Ladder ;6 ,PCR products.

2. 2 　转染细胞的检测

pcDNA3. 1 ( + ) / S1 转染的 Hela 细胞组在 32 KD

处出现了阳性反应带 ,而在 pcDNA3. 1 ( + )转染组与

Hela 细胞对照组相应泳道则没有阳性反应带 (图 2 ,

3) 。

2. 3 　细胞因子 IFN2γ检测

重组质粒免疫组小鼠 IFN2γ含量明显上升 ,为

184. 5pg/ mL ,而 pcDNA3. 1 ( + ) 免疫组与 0. 9 %NS

免疫组的 IFN2γ分别是 20. 5pg/ mL 和 8. 8pg/ mL ,

pcDNA3. 1 ( + ) / S1 免疫小鼠特异性刺激后 IFN2γ水

平是 pcDNA3. 1 ( + )免疫组的 9 倍 ,是 0. 9 %NS 免疫
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组的 21 倍 (图 4) 。

图 2 　Hela 细胞表达 S1 蛋白 SDS2PA GE结果

Fig. 2 　SDS2PA GE analysis of S1 protein from transfected Hela

cells

1 ,molecularmass markers ;2 , Hela cell t ransfected with pcDNA3. 1 ( + ) /
S1 ;3 , Hela cell transfected with pcDNA3. 1 ( + ) ;4 , Hela cell.

图 3 　Hela 细胞表达 S1 蛋白 Western2Blotting 结果

Fig. 3ZWestern2Blotting analysis of S1 protein from transfected

Hela cells

1 , Hela cell transfected with pcDNA3. 1 ( + ) / S1 ;2 , Hela cell transfected
with pcDNA3. 1 ( + ) ;3 , Hela cell.

图 4 　免疫小鼠 T 淋巴细胞上清中 IFN2γ水平

Fig. 4 　Detection of IFN2γin supernatant of T lymphocyte from

immunized mice

2. 4 　SARS2CoV IgG检测

随着免疫时间增加 ,重组质粒免疫组小鼠的抗

SARS2CoVIgG不断增加 ,至第 8w 达最高 ,其他两组

IgG仅检出低水平抗体 ,并且这种抗体无时2效关系
(图 5) (F = 39. 071 , P < 0. 01) 。

2. 5 　T淋巴细胞增殖活性测定

pcDNA3. 1 ( + ) / S1 注射组细胞加入刺激物后 ,

明显增殖 ,p ET222b/ S1 重组蛋白刺激组较 PHA 刺激

图 5 　免疫小鼠血清中抗 SARS2CoV IgG

Fig. 5 　Detection of anti2SARS2CoV IgG in sera of immunized

mice

组细胞增殖明显活跃 ,各组间差异有显著性意义 ( P

< 0. 05) (表 1) 。

表 1 　免疫小鼠的 T 淋巴细胞增殖反应

Table 1 　The T lymphocyte proliferative respongse of immu2
nized mice stimulated by recombinant S1 protein and

PHA in vitro (SI)

Group Stimulator SI

pcDNA3. 1 ( + ) / S1 S1 antigen 3. 05 ±0. 15

PHA 1. 05 ±0. 03

pcDNA3. 1 ( + ) S1 antigen 1. 12 ±0. 02

PHA 1. 01 ±0. 01

0. 9 %NS S1 antigen 1. 06 ±0. 02

PHA 1. 03 ±0. 01

3 　讨论

SARS2CoV 为正链 RNA 病毒 ,成熟的病毒颗粒

中一般存在 4 种结构蛋白 :S蛋白、N 蛋白、E蛋白、M

蛋白[3 ] 。S蛋白 ,又名突起蛋白 ,含 1255 个氨基酸 ,是

冠状病毒的主要抗原 ,包含许多中和性抗原表位 ,并

结合敏感细胞受体 ,介导病毒包膜和细胞膜以及细胞

之间的融合 ,刺激机体产生中和抗体和介导细胞免疫

应答 ,是病毒诱发机体产生中和抗体及细胞免疫反应

的重要抗原。在组织嗜性、细胞融合与毒力方面起重

要作用[4 ] 。S 蛋白有 4 个结构域 ,分别是一个胞质

域、一个跨膜区、两个包膜外域 (分别称为 S1 和 S2) ,

靠近 N 端的球状部分为 S1 区 ,靠近 C 端的棒状部分

为 S2 区 ,病毒通过 S1 与细胞受体结合 ,S2 与膜融合

有关[5 ,6 ] 。S1 区同宿主细胞上的特异性受体结合导

致 S蛋白构象改变 ,病毒侵入细胞。目前测定多株

SARS2CoV 的 S蛋白氨基酸序列同源性极高 ,如 Tor 2

株和 Urbani 株的 S蛋白仅差一个氨基酸 (A →S) 。相

关软件预测冠状病毒 S 蛋白的二级结构与其它冠状

病毒 (如 HCoV2229E)的 S 蛋白具共同特征 ,即在其

N 端和 C 端具共同的基元结构 ,如 HCoV2229E、
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MHV 和 TGEV 的 S蛋白受体结合区均位于 N 端 ,并

且大量研究已经证明 SARS2CoVS 蛋白 N 端为受体

结合区[7 ] 。

本研究用 ExPASy 软件综合分析 S 蛋白的抗原

性、亲水性、可接近性、保守区、同源性、跨膜性及β2转
角等参数后 ,选取其 22382bp～23182bp 段为目的片

段进行基因合成 ,并构建了真核表达载体 pcDNA3. 1

( + ) / S1。核酸疫苗是将编码抗原蛋白的 DNA 直接

注入动物体内 ,可模拟天然感染方式 ,启动针对该抗

原的细胞和体液免疫 ;避免了制备纯化中某些可能破

坏抗原活性的步骤 ,所以直接用编码目的抗原的真核

表达载体来免疫机体更加切实可行。真核表达载体

pcDNA3. 1 ( + )分子量达5. 4kb ,除受控于人巨细胞病

毒 (CMV)强启动子外 ,还包含真核宿主细胞表达重

组基因所需要的其他元件 ,是一种高效率的质粒型真

核表达载体 ,可使目的基因在哺乳动物体内很好的表

达。

本研究中 SDS2PA GE 与 Western2Blotting 结果

表明在 pcDNA3. 1 ( + ) / S1 转染的 Hela 细胞内表达

了重组蛋白 ,而 pcDNA3. 1 ( + )转染组与空细胞对照

组则没有相应蛋白表达。故将重组质粒肌注免疫正

常BALB/ C 小鼠 ,免疫后小鼠一般状况良好 ,且用

SARS2CoV IgG检测试剂盒测各个阶段小鼠体内抗

SARS2CoV IgG,发现初次免疫后 7d 小鼠即产生了抗

SARS2CoV IgG,且随免疫次数的增加和接种时间的

延续 ,pcDNA3. 1 ( + ) / S1 免疫组与其它两组差异明

显 ,抗体滴度达 1 ∶2000 ,而 0. 9 %NS组与 pcDNA3. 1

( + )组分别为 1 ∶100 和 1 ∶250 ,说明该基因疫苗可

诱导机体产生较强的体液免疫应答 ,产生特异性抗体

抗 SARS2CoVIgG。S蛋白是 SARS2CoV 表面刺突蛋

白 ,其诱导产生的抗体一般可以中和病毒。

细胞介导的免疫反应是核酸疫苗诱导机体抵抗

病毒攻击的又一个主要机制 , T 淋巴细胞增殖反应是

测定细胞免疫反应功能的综合性指标 ,在一定的程度

上可以反映机体的特异性细胞免疫功能。本研究中

T 淋巴细胞增殖实验表明 ,pcDNA3. 1 ( + ) / S1 注射

组细胞加入刺激物后 ,细胞成团生长 ,p ET222b/ S1 重

组蛋白刺激组较 PHA 刺激组细胞增殖明显活跃 ,

0. 9 %NS、pcDNA3. 1 ( + ) 免疫组细胞刺激后亦有增

殖 ,但较实验组明显低 ,各组均数间差异具有显著性

意义 ;本研究中细胞因子 IFN2γ检测结果表明 ,免疫

后 pcDNA3. 1 ( + ) / S1 免疫组小鼠 IFN2γ含量明显上

升 ,为 184. 5pg/ mL ,pcDNA3. 1 ( + ) / S1 免疫组 IFN2γ
含量约为 pcDNA3. 1 ( + )免疫组的 9 倍 ,0. 9 %NS 免

疫组的 21 倍。以上结果说明该核酸疫苗可有效激活

小鼠体内 TH1 淋巴细胞 ,诱导细胞免疫应答 ,通过细

胞因子和细胞毒作用清除细胞内病毒。Th1 细胞主

要参与细胞免疫应答及迟发性超敏反应的形成 ,在抗

胞内病原体 (病毒、细菌等) 感染中起重要作用。

SARS患者细胞免疫力低下也是病毒得以长时间持

续感染的原因之一 ,所以用免疫接种的方法来诱导和

加强 S蛋白的细胞免疫应答也有利于病毒清除。

本研究对 SARS2CoVS1 蛋白体外活性的测定及

动物免疫实验表明 ,S1 蛋白是一种有效的免疫原 ,可

以诱导较强的体液免疫和细胞免疫应答 ,对于 SARS

的特异性防治有潜在应用价值 ,可作为一种有应用前

景的人用核酸疫苗进一步研究。
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