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Abstract：The structural protein of SARS-associated coronavirus (SARS-CoV) responsible for the 
activation of hfgl2 gene was investigated. Gene fragments encoding the nucleocapsid, the membrane, 
and spike proteins were amplified by RT-PCR, and they were cloned into the eukaryotic expression 
vector pcDNA3.1（+）. The plasmids were verified by restriction endonuclease analysis and sequencing. 
Chinese hamster ovary (CHO) cells were co-transfected with a plasmid carrying the hfgl2 
promoter/luciferase and with one of the recombinant plasmids containing the genes enconding the N, M 
and S structural proteins. Luciferase activity was assayed as a measure of promoter function. 
Immunohistochemistry showed that genes encoding the structural protein of SARS-CoV were 
successfully expressed only in those cells transfected with the recombinated plasmids. Co-transfection 
of N gene expression construct with the reporter construct containing hfgl2 promoter in CHO cells 
showed a remarkable increase in luciferase activity compared with nontransfected cells. However, there 
was no significant difference in luciferase activity in cells cotransfected with pcDNA3.1-M and with 
pcDNA3.1-S2 along with hfgl2 promoter/ luciferase reporter gene. We conclude that the nucleocapsid 
protein of SARS-CoV upregulates the transcription of hfgl2 prothrombinase/fibroleukin gene.  
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摘要：研究鉴定激活 hfgl2 凝血酶原酶基因的 SARS 冠状病毒结构蛋白。从 SARS 尸检肺组织中抽提 RNA 后制备

cDNA，分别扩增 SARS-CoV 的 N、S2 和 M 全长基因序列，再分别克隆到真核表达载体 pcDNA3.1（＋）上。应

用免疫组织化学分析鉴定 pcDNA3.1-N、pcDNA3.1-M 和 pcDNA3.1-S2 的表达。构建人纤维介素（hfgl2）启动子

荧光素酶报告基因质粒，并将 SARS 冠状病毒结构蛋白表达质粒分别与其共转染以明确激活 hfgl2 基因转录的

SARS 冠状病毒结构蛋白。将目的片段克隆至 pcDNA3.1（+），经酶切鉴定和测序鉴定无误；免疫组织化学染色

可见明显的 CHO 细胞胞浆棕染。与 hfgl2 启动子共转染实验阐明 SARS 冠状病毒膜（M）蛋白和刺突糖（S2）蛋

白对 hfgl2 基因的激活与对照组无显著差异，而 SARS 冠状病毒核心（N）蛋白可激活 hfgl2 启动子，使其转染活

性提高 4.6 倍。SARS 冠状病毒 N 蛋白可增强 hfgl2 基因的转录活性。 
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严重急性呼吸综合征（Severe acute respiratory 
syndrome，SARS）作为一种新型传染病[1]，严重危

害人民群众的身体健康。SARS 冠状病毒(SARS- 
associated coronavirus，SARS-CoV)是导致该传染病

的主要病原体，它编码的刺突糖（S2）蛋白、膜（M）

蛋白和核心（N）蛋白在病毒入侵、中和抗体的产

生中发挥重要作用，且具有一定的抗原性[2~4]。近

期有研究显示在 SARS 患者的肺组织中有血栓形成
[5]，而纤维介素（Fgl2）基因与局部血栓形成有密

切的联系[6~8]。研究显示在小鼠 SARS 模型肺损伤

中发现 fgl2 基因表达量增加[9]。Fgl2 具有凝血酶原

酶的功能，能催化凝血酶原转化为凝血酶，启动凝

血级联途径，导致局部纤维素的沉积[10]。为阐明

SARS 冠状病毒结构蛋白与人纤维介素基因（hfgl2）
的相互作用，我们分别构建了 SARS 冠状病毒结构

蛋白 N、M 和 S2 的真核表达质粒和 hfgl2 启动子荧

光素酶报告基因质粒(hfgl2p-LUC)。将 SARS 冠状

病毒结构蛋白基因与 hfgl2p-LUC 共转染中国仓鼠

卵巢（CHO）细胞，通过检测相对荧光素酶的活性，

探讨了 SARS 病毒蛋白与宿主基因 hfgl2 的相互作

用及其机制。 

1  材料和方法 
1.1  实验材料  

载体 pcDNA3.1（+）购于 Invitrogen 公司。JM109
购自大连宝生物公司。pGL2-Basic 质粒、β—Gal
质粒、CHO 细胞为本室保存。PM166 克隆由多伦

多大学 Gary Levy 教授提供。 
T4DNA 链接酶购于 promega 公司，限制性内

切酶购于大连宝生物公司。DNA 凝胶回收试剂盒及

质粒中提试剂盒购于 Omega 公司。Lipofectamine 
2000 转染试剂盒购自 Invitrogen 公司。兔抗 SARS
冠状病毒 N 蛋白多克隆抗体、兔抗 SARS 冠状病

毒 M 蛋白多克隆抗体和兔抗 SARS 冠状病毒 S2 多

克隆抗体由中国科学院武汉病毒研究所提供。羊抗

兔免疫组织化学试剂盒购自北京中山试剂公司。 
1.2  构建 SARS 冠状病毒结构蛋白的真核表达质

粒 
选自2003年2月10日确诊为SARS死亡病例(符

合卫生部2003年4月15日颁布的SARS诊断标准)的
肺组织，抽提RNA为模板合成 cDNA，PCR方法扩

增S2、M和N基因。S2片段长度为1653bp，S2片段

扩增引物为：S2S:5＇-CTCGGATCCCATGTCGACA 
CTTCTTATG-3＇和S2A:5＇-CCTGCTCGAGTATAT 
TGCTCAT-3＇；M基因片段长度为666bp，M基因扩

增引物为：MS:5＇-CTCGGATCCATGGCAGACAA 
CGGTAC-3＇和MA:5＇-CTGCTCG-AGTTACTGTAC 
TAGCAAAGC-3＇；N基因片段长度为1266bp，N基
因扩增引物为：NS：5＇- 3/CTCGGATCCATGTCTG 
ATAATGG-ACCCC-3＇和NA：5＇-3/CTGGCGGCCG 
CTG CCTGAGTTGAATCAGCAG-3＇。其中S2和M
的正向(S)引物5＇端设计BamHⅠ内切酶位点，反向

(A)引物5＇端设计XhoⅠ内切酶位点。N基因正向(S)
引物5＇端设计BamHⅠ内切酶位点，反向(A)引物5＇
端设计NotⅠ内切酶位点。反应总体积为30μL，反

应条件为：94℃预变性1min 后，94℃20s55℃20s，
72℃2min，共35个循环。获得的PCR产物和克隆载

体pET28和pET32连接，连接产物转化进入BL21 
(DE3)大肠杆菌感受态细胞，次日挑选转化子，并

用PCR 和酶切的方法筛选鉴定重组体 [11]。再将

pET28载体上的N、S2因和pET32载体上的M基因分

别克隆到真核表达载体pcDNA3.1（+）。分别用内切

酶 BamH Ⅰ 与 Not Ⅰ 和 BamH Ⅰ 与 Xho Ⅰ 酶 切

pET28-N 、 pET28-S2 和 pET32 — M 重 组 体 及

pcDNA3.1（+），回收酶切产物，将重组体的酶切小

片断与pcDNA3.1（+）酶切的大片断用T4DNA链接

酶链接，转化感受态细菌JM109，筛选阳性克隆。

转化子经相应内切酶酶切鉴定并进行DNA测序。 
1.3  构建 hfgl2 启动子荧光素酶报告基因质粒 

从人基因组P1 质粒的亚克隆PM166（pBlue- 
script-m166）中酶解出人纤维介素基因hfgl2 基因5＇
端1.3 kb DNA片断（含hfgl2 启动子全长）克隆至

pGL2 虫荧光素酶报告基因质粒pGL2-Basic 的Sma 
I 和Xho I 位点，从而形成了hfgl2 启动子荧光素酶

报告基因质粒hfgl2p-LUC。 
1.4  共转染实验 

在 CHO 细胞系进行转染实验。取 1μg pcDNA- 
3.1-N、pcDNA3.1-M 或 pcDNA3.1-S2，与 1μg hfgl2p- 
LUC 或 pGL2-Basic 以及 0.48μgβ-Gal 质粒溶于

100μL OPTI-MEM 培养液，后与 100μL OPTI- MEM
培养液混合（含 5μL Lipofectamine 2000），将混合

物置于室温中孵育 20min。将上述混合物按每孔

200μL 的体积加到六孔板上汇合率 90%-95%的

CHO 细胞内，37℃，5%CO2 条件培养 44~48h 后，

收集细胞，用细胞裂解液裂解，离心取上清进行β

-Gal 活性检测，并在荧光分光光度仪（TD-20）上

检测荧光素酶的活性。 
1.5  免疫细胞化学分析鉴定 SARS 冠状病毒结构

蛋白表达  
采用免疫细胞化学方法对转染了病毒蛋白的
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CHO 细胞爬片分别进行 SARS 冠状病毒 N 蛋白、

M 蛋白和 S2 蛋白的检测。检测 SARS 冠状病毒蛋

白的一抗为用 SARS 冠状病毒蛋白免疫的兔来源的

多克隆抗体。分别将1μg pcDNA3.1-N、pcDNA3.1-M 
和 pcDNA3.1-S2 通过 Lipofectamine 2000 转染至

CHO 细胞，按转染试剂盒说明进行操作，转染后

8h 加入完全培养基，转染后 24h 将细胞接种于另一

六孔板中的无菌玻片上制作细胞爬片，转染后 48h
取出表面覆盖 CHO 细胞的玻片，冷丙酮固定，用

链霉卵白素-生物素-辣根过氧化物酶复合物法（SP
法）对 CHO 细胞中的 hfgl2 基因的表达产物进行免

疫组织化学染色（多抗稀释为 1:200），显微镜下观

察并摄片。 
1.6  统计学分析 

四次重复试验的结果用平均值±标准误表示，

组间比较用SPSS软件进行配对t检验分析。 

2  结果 

2.1  真核表达质粒的构建 
pET28-N、pET28-S2 和 pET32-M 经 BamHⅠ与

NotⅠ和BamHⅠ与XhoⅠ双酶切后与经同样酶切的

表达载体 pcDNA3.1（＋）进行连接，重组的质粒

经酶切及测序分析，证实 3 个片断正确插入表达载

体。双酶切结果显示，酶切片断的大小均与预期（图

1）相符。将所构建的真核表达质粒 pcDNA3.1-N、

pcDNA3.1-M 和 pcDNA3.1-S2 送上海博亚公司测

序，结果与 GenBank 上的序列一致。 

 
图 1  重组质粒双酶切产物分析 

Fig.1  Electrophoretic ananlysis and identification of recombi- 
nant plasmids  

1, Marker DL2000；2, pcDNA3.1-N/ BamHⅠ NotⅠ; 3, pcDNA3.1-M/ 
BamHⅠ XhoⅠ；4, pcDNA3.1-S2/ BamHⅠ XhoⅠ. 

 
2.2  重组 SARS 冠状病毒蛋白基因的体外表达 

为鉴定真核表达质粒的构建是否成功，我们将

所构建的质粒转染入 CHO 细胞，并用细胞组织化

学方法进行了检测。转染了 pcDNA3.1（+）空质粒

的细胞作为阴性对照，未转染质粒的细胞为空白对

照。在显微镜下观察，转染了 pcDNA3.1-N、pcDNA 
3.1-M 和 pcDNA3.1-S2 的阳性细胞胞浆中有明显

的棕染，胞核中着色不明显，而阴性对照和空白对

照均未见棕染。（图 2）说明 N 基因、M 基因和 S2
基因的真核表达质粒构建成功，能够在蛋白水平表

达。 

 
图2  SARS冠状病毒蛋白基因在CHO细胞中的表达 
Fig.2  Expression of SARS-CoV genes in CHO cells 

A, CHO cells transfected with pcDNA3.1(+), as negative control；B, CHO 
cells transfected with pcDNA3.1-N； C, CHO cells transfected with 
pcDNA3.1-M；D, CHO cells transfected with pcDNA3.1-S2. 

 
2.3  SARS 冠状病毒 N 蛋白可增强 hfgl2 基因的转

录活性 
为确定 SARS 冠状病毒蛋白对 hfgl2 基因是否

具有转录激活作用，我们在 CHO 细胞系进行了转

录激活实验，观察病毒蛋白对 hfgl2 基因的启动子

的激活作用。用β-Gal 的活性值来校正荧光素酶的

活性值，以相对的荧光素酶值来衡量激活作用的大

小。严格重复 4 次共转染实验。以 pGL2-Basic 的相

对荧光素酶值为 1，其他的相对荧光素酶值与之进

行对比，结果显示：在 CHO 细胞中，转染 pcDNA 
3.1-N 蛋白组的酶的活性是对照组的 6 倍。应用

SPSS 统计学分析软件对四组荧光素酶活性倍数进

行分析，结果显示 N 蛋白组与 pcNDA3.1 空质粒组

比较 P＜0.01, 说明 N 蛋白可增加 hfgl2 基因的转录

活性。荧光素酶活性值在 M 蛋白组、S2 蛋白组与

pcNDA3.1 空质粒组间无显著性差异（P＞0.05）（图

3），说明 M 蛋白和 S2 蛋白对 hfgl2 基因不具有明

显的激活作用。 

3  讨论 

fgl2 基因是近年发现的一种新的基因，其编码

bp 
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图 3  SARS 冠状病毒蛋白对 hfgl2 基因转录活性的影响 

Fig.3  Effects of SARS-CoV protein on transcriptional activa- 
tion of hfgl2 in CHO cells 

pcDNA3.1-N, pcDNA3.1-M or pcDNA3.1-S2 was cotransfected with hfgl2- 
LUC or pGL2- Basic in CHO cells for 40~44 h, and cells were harvested for 
measurement of luciferase activity. Values represent the means ±S.E.M of 
four separate experiments. * represents p < 0.01 compared with cells 
cotransfected with empty pcDNA3.1 vector. 

 
的蛋白属于纤维蛋白原超家族的一员，具有丝氨酸

蛋白酶活性[6]。hfgl2位于人类7q11，23染色体。跨

膜型fgl2由活化的巨噬细胞或内皮细胞表达，具有

凝血酶原酶的功能，能催化凝血酶原转化为凝血

酶，启动凝血级联途径[12,13]。 
重型病毒性肝炎、移植排斥反应、出血热等疾

病演变过程中的一个共同的重要病理特征是局部

炎性细胞聚集，血窦微血栓形成导致微循环障碍，

局部纤维素沉积，最终细胞坏死并丧失功能。近来

研究表明，在上述疾病病变区域即微血栓形成和局

部纤维素沉积区域的巨噬细胞和血管内皮细胞高

度表达Fgl2[14~16]。有研究显示SARS患者的肺组织

中有血栓形成[5]。根据血栓形成区fgl2基因的高表达

现象，我们推测hfgl2基因参与SARS的炎性病变。

因此，病毒蛋白对fgl2基因调控的研究也是相当重

要的。Ning等[17,18]曾发现，MHV-3的（核心）蛋白

可激活fgl2基因的启动子活性，并发现，在启动子

－372－306（相对于ATG翻译起始点）位置，存在

着对转录激活起重要作用的反式作用因子作用位

点，肝细胞核因子4（HNF4）这一肝脏特异性转录

因子可与之结合，启动该基因的转录和激活。本研

究提示，SARS冠状病毒核心蛋白能激活与局部血

栓形成有密切联系的hfgl2基因，进一步揭示了

SARS冠状病毒与宿主基因之间的关系。推测SARS
冠状病毒核心蛋白对fgl2启动子具有激活作用的机

制，与其结构和功能密切相关。研究显示，SARS
冠状病毒核心蛋白可诱导CD4（+）T细胞反应[19]，

而且它由于含有赖氨酸富集区，可通过磷酸化，暴

露核定位信号，促使其转运进入宿主细胞核内，发

挥其调节蛋白的作用。 
本研究同时发现 SARS 冠状病毒的膜蛋白（M）

和刺突糖蛋白（S2）对 hfgl2 基因没有明显的激活

作用。M 蛋白在序列上变化很大，但在蛋白整体的

化学性质上则存在很大的保守性，其 N 端位于膜

外，C 端位于膜内，C 端区域是与 N 蛋白相互作用

的主要部分[20]。推测 M 蛋白需通过与 N 蛋白相互

作用才能发挥其作用，而单一的 M 蛋白没有激活功

能。SARS 冠状病毒刺突糖（S2）蛋白包括 1 个 N 螺
旋、1 个 M 螺旋、1 个 C 螺旋和 1 个穿膜部分，介

导病毒外壳膜和宿主细胞膜发生融合[21]。推测 S2
蛋白并不能转移至宿主细胞核内，影响宿主基因的

转录。 
SARS 冠状病毒核心蛋白的表达可促进 c-Fos, 

ATF2，CREB-1 和 FosB 的启动子转录，活化 AP-1
信号传导途径[22]。由此可知，病毒蛋白可激活宿主

细胞内多种信号转导途径，从而参与基因的转录激

活。通过生物信息学分析，在 hfgl2 基因启动子也

存在着 AP-1、AP-4、CdxA 等转录因子结合位点，

推测 SARS 冠状病毒核心蛋白作用于这些顺式作用

元件而激活该基因。进一步的机制还有待研究。 
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