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摘  要 

严重急性呼吸综合症（Severe acute respiratory syndrome，SARS）是由 SARS冠状病毒（SARS-CoV）

引起的人类新发传染病，S、M、N、E蛋白是 SARS-CoV病毒粒子的几种主要结构蛋白。用 Lasergene

软件系统分析 SARS病毒结构蛋白 S、M、N蛋白，预测了 12个抗原表位，用这些预测表位序列设

计组合成四个嵌合基因 SSCV-A、SSCV-B、SSCV-C、SSCV-D。人工合成后插入 pGEX-6p-1的 BamHI

和 XhoI 位点间，构建成融合表达质粒，转化宿主菌 BL21 经 IPTG 诱导后嵌合基因表达产物为可溶

性蛋白。经免疫印迹试验表明嵌合基因表达产物可被 SARS 康复患者血清所识别，表明重组融合蛋

白具有免疫反应性，提示预测表位中含有 SARS-CoV 结构蛋白的抗原表位。用纯化的重组融合蛋白

GST-SSCV-D 和 GST-SSCV-A 为抗原制备了一系列单克隆抗体。抗 SSCV-D 的单抗有两株，分别为

D3D1和 D3C5。将 6个 S蛋白预测表位分别与 GST融合表达。在这 6个融合蛋白中，GST-S5 可以

和单克隆抗体 D3C5反应，GST-S2 可以和单抗 D3D1 反应。Western blot分析表明两个单抗所识别

的表位均为线性表位。两个表位分别位于 SARS-CoV纤突蛋白的第 447至 458氨基酸残基和 789至

799氨基酸残基。D3D1表位(447~458)正位于 S蛋白与受体结合的结构域中。 

2C5是一株 SARS-CoV S蛋白特异的有中和活性的单克隆抗体。以 2C5为筛选靶分子，筛选噬

菌体展示随机 7肽库。经三轮淘洗后随机挑选 20 个噬菌体克隆进行 ELISA 分析和序列测定。在 10

个 ELISA OD值大于 0.2的阳性噬菌体克隆中，有 8个噬菌体克隆展示有共同的 7肽序列 TPEQQFT。

展示有该序列的噬菌体克隆能竟争抑制 SARS-CoV S蛋白抗原与单抗 2C5的结合。与 SARS-CoV S

蛋白序列比对分析发现该 7 肽序列散布于 S 蛋白的第 539 位到第 559 位氨基酸上。将 S 蛋白

T539PSSKRFQPFQQFGRDVSDFT559 的 21肽与 GST进行融合表达，得到了可溶解的融合蛋白。该融

合蛋白能不能被单抗 2C5识别，但经Western blot分析表明该融合蛋白能被灭活 SARS冠状病毒免疫

鸡血清识别。表明 T539PSSKRFQPFQQFGRDVSDFT559是 S蛋白的一个线性表位，而 TPEQQFT为单

克隆抗体 2C5的模拟表位。 

SARS冠状病毒 S蛋白在病毒与宿主细胞受体结合、细胞膜融合及入侵、诱导机体产生中和抗体

中起重要作用。S蛋白受体结合结构域的核心区域为 318~510片段。克隆并融合表达了 S蛋白 318~510

片段，分析表明原核表达的受体结合结构域融合蛋白能被 SARS康复患者清和高免动物血清所识别。

进一步设计了一套 23 个覆盖整个该受体结合结构域的长为 16 氨基酸残基的部分重叠的短肽，并进

行了融合表达。用 23 个融合蛋白对受体结合结构域进行抗原表位作图。结果鉴定出两个抗原表位

SRBD3（F334PSVYAWERKKISNCV349）和表位 D3D1（K447LRPFERDI455）。 

SARS冠状病毒 S蛋白 S1部分在与细胞受体结合以及诱导机体产生保护性中和抗体中发挥重要

作用。用 PCR 扩增 S1（12~672）及 S1N（12~510），S1C（318~672）和 SRBD（318~510）四个片

段。PCR产物分别克隆到表达载体 pGEX-6p-1中，经诱导各融合蛋白均以包涵体形式表达。Western 



blot分析表明融合蛋白均能被单克隆抗体 D3D1和鸡抗 SARS冠状病毒血清识别。融合蛋白包涵体变

性溶解后与鸡抗 SARS冠状病毒血清 ELISA分析结果也显示良好的免疫反应性。与鸡抗 SARS冠状

病毒血清的 ELISA和Western blot结果均表明位于 S蛋白 510~672氨基酸残基片段是 S1蛋白中的免

疫优势决定区。为了对这一免疫优势区域进行进一步的抗原表位鉴定，设计了一套 16个部分重叠的

短肽，这些短肽履盖全部 510~672 片段。每一个短肽合成一对寡核苷酸链，退火后插入表达载体

pGEX-6p-1，与 GST 进行融合表达。各表达融合蛋白均以可溶解的形式表达。表达的融合蛋白以谷

胱甘肽亲和柱层析纯化。用免疫鸡血清对 16个短肽融合蛋白进行Western blot和 ELISA反应性扫描，

鉴定出了四个抗原表位。分别为 S1C3（539~559），S1C4（548~567），S1C7/8（583~606）和 S1C10/11

（607~630）。用这四个融合蛋白对小鼠进行免疫，结果表明这四个融合蛋白均能诱导小鼠产生 S蛋

白特异的抗体，且间接免疫荧光试验表明这些抗体均能识别真核表达的 S 蛋白的表面结构域。该结

果可以为进一步进行基于抗原表位的 SARS诊断、治疗试剂的研究提供理论基础。 

本实验鉴定出了 7个 S蛋白线性抗原表位：SRBD3，D3C5，D3D1，S1C3，S1C4，S1C7/8，S1C10/11，

和一个 S 蛋白模拟表位。对进一步分析 S 蛋白的结构与功能以及建立以表位为基础的抗原抗体诊断

方法和基于表位的疫苗的设计研究具有重要的意义。 

关键词：SARS冠状病毒，纤突蛋白，单克隆抗体，表位，表位作图 
 
 
 
 
 



Identification and Mapping of Antigenic Epitopes of Severe Acute 

Respiratory Coronavirus Spike Protein 

Abstract 

Severe acute respiratory syndrome (SARS) is a newly emerged human infectious disease caused by the 
severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV).  And the S, M, N and E protein are four 
main structural proteins of SARS-CoV.  The spike (S) protein of SARS-CoV is a major virion structural 
protein.  It plays an important role in the interaction with receptors and neutralizing antibodies.  In the 
study, six epitopes (S1 S2 S3 S4 S5 S6) of the spike protein of SARS-CoV were predicted by 
bioinformatics analysis. Firstly, a multi-epitopes chimeric antigen gene was constructed and synthesized. 
The chimeric antigen gene then fused to downstream GST gene in pGEX-6p-1. The western blot assay 
demonstrated that SARS patient convalescent serum could recognize the recombinant fusion protein. And 
six predicted epitopes gene fused to GST expressed in E.coli BL21 respectively. Among six fusion proteins, 
GST-S5 reacted with monoclonal antibody D3C5 and GST-S2 reacted with monoclonal antibody D3D1 
against spike protein of SARS-CoV. The results indicated that the epitopes recognized by monoclonal 
antibody D3C5 and D3D1 are all lineal epitopes. The two epitopes correspond the sequence of 447 to 458 
and 789-799 amino acid of spike protein of SARS-CoV respectively.  

2C5 is a SARS-CoV spike protein specific neutralizing monoclonal antibody.  Based 2C5 as the 
target molecular, C7CTM phage display peptide library were screened.  After the third panning 20 phage 
clones were analyzed and sequenced.  Among these 20 clones, there are 7 get the same sequence 
TPEQQFT and their OD value in ELISA are all over 0.2.  And the phages displayed this peptide could 
inhibit and compete with SARS-CoV spike protein in binding with monoclonal antibody 2C5.  Align the 
peptide with spike protein sequence, we found it may located in amino acid 539 to 559 of spike protein.  
In further step S539-559 was fused with GST and expressed and purified.  But the followed analysis 
demonstrated that 2C5 did not binding with S539-559.  However, this fusion protein could be recognized 
by immunized chicken sera.  So S539-559 is a lineal epitope of spike protein, but not the epitope of 2C5.  
And the sequence TPEQQFT is a mimic epitope of monoclonal antibody 2C5. 

Amino acid 318 to 510 is the receptor binding domain of SARS-CoV spike protein.  To map the 
antigenic epitope of this region, a set of 23 partially overlapping fragments spanning the fragment were 
fused with GST and expressed.  With Western blot and ELISA analysis, two antigenic epitopes SRBD3 
(334-349) and epitope D3D1 (447-455) were identified.  Immunization of mice with each of the two 
antigenic epitope-fused proteins revealed that all four proteins could elicit spike protein specific antisera. 



In this study, the S1 domain of the spike protein and three truncated fragments S1N, S1C and SRBD 
were expressed by fusion with GST in a pGEX-6p-1 vector.  ELISA and Western blot results demonstrated 
that the 510-672 fragment of the S1 domain is the antigenic dominant region.  To map the antigenic 
epitope of this antigenic dominant region, a set of 16 partially overlapping fragments spanning the fragment 
were fused with GST and expressed.  Four antigenic epitopes S1C3 (539-559), S1C4 (548-567), S1C7/8 
(583-606) and S1C10/11 (607-630) were identified.  Immunization of mice with each of the four antigenic 
epitope-fused proteins revealed that all four proteins could elicit spike protein specific antisera.  And all of 
them were able to bind to the surface domain of whole spike protein expressed by recombinant baculovirus 
in insect cells.  Identification of antigenic epitopes of the spike protein of SARS-CoV may provide the 
basis for the development of immunity-based prophylactic, therapeutic, and diagnostic clinical techniques 
for severe acute respiratory syndrome. 

All together, seven lineal antigenic epitopes SRBD3，D3C5，D3D1，S1C3，S1C4，S1C7/8，S1C10/11 
and one mimic epitope were identified.  This work could provide the basis for the development of 
immunity-based prophylactic, therapeutic, and diagnostic techniques for the control of severe acute 
respiratory syndrome and further structural and function analysis of spike protein. 

Keywords:  SARS-CoV,  Spike protein,  Monoclonal antibody,  Epitope,  Epitope mapping. 
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引言 

2002年 11月 16日，第一例严重急性呼吸综合征（Severe acute respiratory syndrome，SARS）

病例在中国广东省佛山市出现。之后，SARS迅速传播至其它国家和地区。至 2003年 9月 26日，

全球累计 8098人被感染，死亡 774人（http://www.who.int/csr/sars/country/table2003_09_23/en/）。

SARS的出现与传播，引起了中国国家卫生部和世界卫生组织（WHO）的关注。2003年 3月 12

日，WHO发布了 SARS的全球性警告。随后在WHO的组织协调下由中国、德国、美国等 10个

国家和地区的 13个实验室组成一个 SARS研究网络。3月 23日，香港地区和美国几乎同时报告，

一种冠状病毒有可能是真正的元凶。4月 12日，加拿大科学家绘制出了被怀疑是“非典”病原体的

冠状病毒的基因图谱，并进行了基因组破译研究（Marra等，2003；Snijder等，2003）。世界卫生

组织认为这是一个重大的研究突破。随后美国和中国以及其它国家和地区科学家也先后完成了数

株病毒的全基因组测序工作（Ksiazek等，2003；Qin ED等，2003；Rota 等，2003）。在研究网

络的协作努力下，2003年 4月 16日世界卫生组织正式宣布这种新型冠状病毒为 SARS病源，并

将其命名为 SARS冠状病毒（SARS-CoV）（Peiris等，2003a；Holmes等，2003；Ksiazek等，2003；

Drosten等，2003）。 

1 SARS-CoV的形态结构 

SARS-CoV属于尼多病毒目（Order: Nidovirales）、冠状病毒科（Family: Coronaviridae）、冠

状病毒属（Genus: Coronavirus）。SARS-CoV病毒粒子呈球形，直径约为 80~140nm，有囊膜，与

其它冠状病毒一样，其囊膜表面有排列较宽，形如日冕的纤突蛋白，S蛋白形成的放射状结构厚

约 20~40nm，无血凝素酯酶糖蛋白（Ksiazek等，2003），SARS冠状病毒的模式图和电镜照片如

图 1-1 所示。基因组为单链正义 RNA，与核蛋白结合形成螺旋结构位于病毒粒子的中央。

SARS-CoV的形态结构与其它动物冠状病毒极为相似。 

 

图 1-1. SARS冠状病毒结构模式图与病毒粒子电镜照片 
Fig.1-1 The model and Negative-stain electron microscopy picture of SARS-CoV. 

 



中国农业科学院博士学位论文                               引言 

2 

2 SARS-CoV的病原学与分类 

冠状病毒最早于 1937年从鸡中分离到，即为禽传染性支气管炎病毒(IBV)。至今该病毒科按

血清型主要分为 3组共有 18个种（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi），

除感染人外，还感染牛、猪、猫、狗、禽类和啮齿类动物。人冠状病毒（Human Corona Virus）

是导致感冒的主要病源之一。1965 年 Tyrrell 和 Bynoe等人用人胚气管培养首次分离了人冠状病

毒（HCoV）。也是首次确认了冠状病毒令人类出现感冒。随后，Hamre等用人胚肾细胞分离到类

似病毒，代表株命名为 229E病毒。1967年，Mclntosh等用人胚气管培养从感冒病人中分离到一

批病毒，其代表株是 OC43株。1968年，Almeida等对这些病毒进行了形态学研究，电子显微镜

观察发现这些病毒的包膜上有形状类似日冕的棘突，故提出命名这类病毒为冠状病毒。1975年病

毒命名委员会正式命名了冠状病毒科。根据病毒的血清学特点和核苷酸序列的差异，目前冠状病

毒分为冠状病毒和环曲病毒两个属。代表株为禽传染性支气管炎病毒（Avian infectious bronchitis 

virus，IBV）。其它成员有：人冠状病毒（Human coronavirus）,鼠肝炎病毒(Murine virus hepatitis，

MHV),猪血凝性脑脊髓炎病毒（Porcine hemagglutinating encepha lomyelitis virus），猪传染性胃肠

炎病毒（Porcine transmissible gastroenteri tis virus，TGEV），初生犊腹泻冠状病毒（Neonatal calf 

diarrhea coronavirus，BCV），大鼠冠状病毒（Rat coronavirus，RCV），火鸡蓝冠病毒（Turkey bluecomb 

virus），猫传染性腹膜炎病毒（Feline infectious peritonitis virus），可能成员有：犬冠状病毒（Canine 

coronavirus），大鼠涎泪腺炎病毒（Sialodacryoadenitis virus of rat），人肠道冠状病毒（Human enteric 

coronavirus） 

在2003年非典型肺炎发生前，人类仅发现两种可传于人体的冠状病毒，但只会引发感冒。除

此之外，其他冠状病毒，多数只存活在猪牛及鸡等畜禽及哺乳动物身上。SARS冠病毒是一种新

的冠病毒，以前从未被医学界发现，它在进化树上是独立的分支，跟已知的鸟，牛，鼠等冠病毒

在进化距离上相等。比对结果显示其基因组以及各结构蛋白跟已知的冠病毒都有较大的不同

（Ksiazek等，2003；张其鹏等，2003；Rota等，2003；Ruan等，2003）。这种新病毒从何面来，

已有的研究分析表明它不可能是一种人源病毒（Marra等，2003），也排除了人造病毒的可能（Qin 

ED等，2003），一般认为SARS冠状病毒极有可能来源于其它动物。香港科学家Guan等最先从广

东野生动物市场内的果子狸中分离出了SARS冠状病毒样病毒（Guan Y等，2003）。而且实验表

明SARS冠状病毒可以感染猫、老鼠、雪貂、猕猴（macaques）等野生动物（Kuiken等，2003；

Subbarao等，2004；Martina等，2003）。所以在分类上，SARS冠状病毒不同于已知的三群动物

冠状病毒中的任何一群，现列为每4群（表1-1）。 
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表 1-1. 动物冠状病毒的分类 

Table 1-1 Classification of coronavirus. 

抗原群 病毒 宿主 致病性 

1 HCoV-229E Human Respiratory infection 

 TGEV Pig Enteritis 

 PRCoV Pig Respiratory infection 

 PEDV Pig Enteritis 

 FIPV Cat Peritonitis,systemic infection 

 FCoV Cat Enteritis 

 CCoV Dog Enteritis 

2 HCV-OC43 Human Respiratory infection 

 MHV Mouse Respiratory,enteritis,hepatitis,encephalitis 

 RCoV Rat Respiratory infection 

 HEV Pig Respiratory,encepalomyelitis 

 BCoV Cattle Enteritis 

3 IBV Chicken Respiratory infection 

 ICoV Turkey Enteritis 

4 SARS-CoV Human Pneumonia,diarrhea? 

3 SARS-CoV的基因组学研究进展 

冠状病毒基因组为一不分节段的正义单链 RNA，长度约为 27~31kb，位于病毒颗粒中央，与

核衣壳蛋白结合。基因组 5’端有甲基化帽子结构，3’端有 PolyA 尾结构，结构特征与其它正链

RNA 病毒相似。在成熟的冠状病毒粒子中不存在 RNA 病毒复制所需的 RNA 聚合酶，病毒进入

细胞后以病毒基因组 RNA 为翻译模板，表达出病毒 RNA 聚合酶，进一步转录合成负链基因组

RNA和各结构蛋白 mRNA以及病毒基因组 RNA的复制。冠状病毒各个结构蛋白成熟 mRNA的

合成,是通过 RNA 聚合酶和一些转录因子识别特定的转录调控序列（transcription regulating 

sequences，TSR），以一种不连续转录的机制选择性地从负义 RNA链上转录合成的。  

SARS冠状病毒基因组大小约为 29.7kb，至 2003年 9月已有 35条病毒基因组全序列发表。

系统发生进化分析表明 SARS冠状病毒不属于已知动物冠状病毒三个群中的任何一群，它是一个

新的病毒群（图 1-2）（Marra等，2003；Ksiazek等，2003；Rota等，2003；张其鹏等，2003）。

通过对基因组全序列分析表明，在基因组的 5’端和 3’端分别存在 265碱基和 342碱基的非翻译区

（Marra等，2003；Rota等，2003）。预测基因组包含 14个功能性的开放阅读框（Thiel等，2003），
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其基因组 5’端约三分之二的区域 ORF1a和 ORF1b，编码病毒 RNA复制酶蛋白，负责病毒基因组

RNA的合成与复制；后三分之一的区域包含 12个开放阅读框，主要编码病毒的四种结构蛋白，

按基因组上的排列顺序依次为 S蛋白、E蛋白、M蛋白、N蛋白，和其它功能现在还不清楚的蛋

白（图 1-3）；未发现 HE 蛋白编码序列。SARS 冠状病毒基因组属于典型的缺乏 HE 蛋白的冠状

病毒基因组结构。基于对已发表的各毒株的基因组结构分析均指出在结构蛋白编码区可能的开放

阅读框中，存在已有蛋白质序列数据库中未找到任何同源序列的未知蛋白。在对冠状病毒基因组

的 5’端非翻译区和各个 ORF 起始密码子上游的区域分析发现，在 ORF1a、S 蛋白、X1（即

Tor2ORF3）、M蛋白、X4（即 Tor2ORF8）、X5（即 Tor2ORF9）和 N蛋白上游存在一个类似于其

他冠状病毒参与不连续转录识别的特征性转录调控序列（TRS）-AAACGAAC（Marra等，2003；

Qin ED等，2003；Rota等，2003）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-2 SARS-CoV的系统进化分析（Rota et al. 2003） 

Fig.1-2 Phylogeny analysis of coronavirus. 
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图 1-3 SARS-CoV基因组及亚基因组表达情况示意图（Thiel et al.,2003） 

Fig.1-3 The genomic and subgenomics of SARS-CoV. 

 

4 SARS-CoV的受体 

SARS-CoV的S蛋白同其它冠状病毒的S蛋白一样，是病毒粒子中的一种重要的结构蛋白，它

介导病毒与受体的结合，在病毒感染细胞的第一步发挥重要作用。病毒与细胞受体的结合是入侵

细胞的第一步也是必需步骤，而与受体结合的病毒蛋白外部结构域是决定病毒的细胞嗜性的关键

因子。SARS-CoV的受体结构域位于S蛋白的S1部分中。这与其它动物冠状病毒相似，如冠状病毒

229E S蛋白的受体结合结构域在第407~547氨基酸残基区，与受体金属肽酶 CD13结合（Bonavia

等，2003；Gallagher等，2001），而MHV S蛋白的第1~330氨基酸残基区域与受体癌胚抗原相关

细胞粘附分子1（carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1， CEACAM1）（Gallagher

等，2001；Taguchi等，1995）结合。YU等（Yu XJ等，2003）根据序列分析发现SARS冠状病毒

S蛋白有两个疏水区，与以氨基肽酶N（Aminopeptidase N，APN）/CD13分子为细胞受体的冠状

病毒血清1群人呼吸道冠状病毒和猪传染性胃肠炎病毒S糖蛋白相似，其中一个在整个蛋白的N端

并且带有一个1型信号肽序列，另外一个C端包含一个穿膜区和一个位于膜内的富含半胱氨酸尾。

通过生物信息学蛋白质相互作用分析和分子建模分析，发现SARS冠状病毒S蛋白中由第757~761
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氨基酸残基组成的结构域可与CD13分子中第585~653残基结构域相互作用，推测CD13分子可能是

SARS冠状病毒的受体，与SARS病毒的感染相关（Bosch等，2004）。但是Li W等（2003）通过

实验表明SARS-CoV的受体是一种金属肽酶血管紧张素转换酶2（ACE2），他们将S1与免疫球蛋

白分子融合表达，然后与SARS-CoV容许性细胞Vero E6的裂解物进行免疫沉淀，通过蛋白分析发

现ACE2与S1具有很高的亲和力。而且抗ACE2的抗体能抑制SARS-CoV对容许细胞的感染，当非

容许性细胞在表达ACE2后能支持病毒的复制。而且后来还有人用不同的方法证明了ACE2为

SARS-CoV的受体（Wang P等，2004）。将不同截短的S蛋白片段进行可溶性表达后，分析它们

与受体的亲和力发现S蛋白与受体结合的最小结构域由第318-510氨基酸残基组成（Babcock等，

2004；Wong SK等，2004；Xiao等，2003）。 

美国科罗拉多的科学家又发现了它的一个新的受体.他们将构建在口腔疱疹病毒上的人类肺

组织 cDNA大规模转染 CHO细胞，然后用 SARS冠状病毒的两个 Spike铆钉蛋白 S590 和 S1180

与之结合，从而分选出阳性细胞.对这些细胞内的转染基因进行测序后发现，它们都含有 CD209L

的基因。将过表达该受体的 CHO细胞感染 SARS病毒后，RT-PCR和 real time PCR证实病毒在

细胞里的扩增明显增强，细胞对病毒更加敏感。免疫组化表明，人类的二型肺泡上皮和血管内皮

都表达 CD209L。这一新发现，使我们对 SARS冠状病毒的致病过程有了更进一步的认识，为治

疗提供了新的思路（Jeffers等，2004）。 

5 SARS-CoV的包装信号 

在病毒感染细胞内，病毒基因组和病毒结构蛋白通过分子间相互作用和识别，选择性地、特

异地结合组装成子病毒的过程称为包装。包装信号在病毒包装过程中起着重要作用。对于冠状病

毒的包装过程现在还知之甚少，现在只对鼠肝炎病毒（MHV）和牛冠状病毒（BCoV）的包装信

号有所了解。MHV的包装信号为位于 ORF1b内距基因组 5’端约 20bp位置的一长为 69bp的序列，

它可以将非病毒基因组 RNA 包装到 MHV 病毒粒子中，这段序列形成一突出的茎环结构，对这

一茎环结构进行突变可以破坏其包装能力（Woo 等，1997）。BCoV 也有相似的包装信号，它同

样可以将非病毒基因组序列包装进入 BCoV中（Cologna & Hogue，2000）。比较分析MHV和 BCoV 

的包装信号发现它们所在区域的一级结构高度易变而形成保守的茎环二级结构，保守的茎环二级

结构在与 N蛋白的相互作用中发挥着重要的作用。QIN等（Qin L等，2003）用多序列对比、二

级结构预测和突变分析等生物信息学手段来分析预测 SARS冠状病毒基因组的包装信号，发现在

SARS冠状病毒基因组的 ORF1b上存在类似的高变区，且形成相似的茎环二级结构，推测包装信

号位于这一区域内。 

6 SARS-CoV基因组编码蛋白 

成熟的冠状病毒颗粒直径约为 60至 220nm不等。其形态学上最显著的特征在于，在病毒包

膜外，有明显的棒状膜外粒子。病毒包膜主要包括三种糖蛋白：S蛋白（Spike Protein）、M蛋白

（Membrane Protein）、E 蛋白（Envelope Protein）。在部分毒株中还能找到一种 HE 蛋白

（Haemagglutinin-esterase）。S蛋白为伸出包膜的棒球状糖蛋白，它在病毒与宿主细胞表面受体结
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合及介导膜融合进入细胞的过程中起关键性作用，也是冠状病毒主要的抗原蛋白。M蛋白是为内

核衣壳的主要组成成分，也存在于病毒粒子的包膜中，是病毒颗粒和感染细胞中最丰富的糖蛋白。

它是一种跨膜蛋白，具有三个结构域：N端短的膜外结构域、3次跨膜结构域和 C端膜内结构域

（Armstrong等，1984）。M蛋白在病毒的包膜形成与出芽过程中起重要作用。E蛋白是一种相对

较小的蛋白质，主要散在分布于病毒包膜上，对 E蛋白的作用曾经在很长一段时间内认为它是可

有可无的，但随后的研究显示它在病毒的生活周期中发挥着重要的作用（Bos等，1996）。HE蛋

白又称 E3蛋白，HE蛋白存在于第二血清型冠状病毒和第三血清型中的火鸡冠状病毒中，通过二

硫键形成分子量约为 65-70kD的二聚体，与 C型流感病毒的 HE有 30%同源性。HE的酯酶活性

可降解唾液酸，它参与病毒体从宿主细胞中释放，能与 9-O-乙酰神经氨酸结合。 

目前对 SARS冠状病毒蛋白质的研究，主要集中在对基因组分析所得的核酸与氨基酸序列，

利用生物信息学的方法与工具，进行结构与功能的初步预测。根据已发表的文献现对 SARS冠状

病毒基因组可能编码蛋白作一概括。 

6.1 RNA聚合酶基因区域编码产物 

SARS CoV RNA聚合酶的编码区占了约全基因组三分之二的部分。此区域可能表达一个长约

7000个氨基酸的复合蛋白。复合蛋白在自身催化水解在 14个可能的蛋白质（putative protein）。

该区域由两个 ORF组成：ORF1a（265~13,398）, ORF1b（13,398~21,485），其间约在 13392~13398

位发生了-1位的翻译移位而被分割表达为两个肽段（Marra等，2003；Snijder等，2003；Qin ED

等，2003；Thiel等，2003）。 

经蛋白质结构域与位点分析表明，在 ORF1a 与 ORF1b 编码的复合蛋白中，除含有 RNA 聚

合酶核心之外，还可能含有与鼠肝炎病毒类似的磷酸脂酶结构域（PLPPRO）、胰凝乳蛋白酶样结

构域（3CLPRO）和一些疏水结构域。Anand等（2003）以及 Xiong等（2003）发表了 SARS冠状

病毒主要蛋白酶的三级结构，并对于该蛋白的高级结构特征和已知的蛋白酶化学抑制剂的结合特

征进行了详尽的分析，给出了一种可能的作为药物筛选先导物的重要抑制剂-AG7088。为抗 SARS

药物设计和筛选提供了重要的结构依据。 

6.2 S蛋白（Spike Protein） 

S蛋白是冠状病毒表面最重的膜蛋白。它由两个结构域组成，靠近 N端的部分形成一个球状

结构域，靠近 C端的部分形成一个穿膜的棒状结构。对已知的冠状病毒的研究已经证明，S蛋白

在病毒入侵细胞、病毒与细胞受体结合以及决定病毒的细胞嗜性方面发挥重要作用。S蛋白前体

在宿主细胞质中合成以后会被切成两个部分 S1和 S2。其中 S1形成成熟蛋白的球状部分，S2形

成成熟蛋白的棒状分，包括一个 N helix，一个M helix，一个 C Helix和一个穿膜部分。S1和 S2

之间通过分子间作用力相互结合。S2的穿膜部分把整个 S蛋白固定在病毒外壳膜上。SARS冠状

病毒的 S 蛋白长度为 1255 个氨基酸，是结构蛋白区编码的最大的蛋白质。北京大学医学部生物

信息中心对 SARS冠状病毒基因组编码的可能蛋白进行了序列分析与结构预测，发现整个蛋白中
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可能有一个球状结构域，提示可能为 S蛋白的 S1部分。穿膜区预测则发现在 1197~1218氨基酸

间有一段穿膜序列，推测可能就是 S蛋白和病毒外壳膜结合的位置。通过对二级结构的预测发现，

在约 729~770，879~1016，1164~1185外分别有一个 Helix区域，提示可能为 S2中的 N/M/C helix,

与病毒外壳膜 和宿主细胞膜的融合有关。N端 1~13位氨基酸可能为信号肽序列（芮伟等，2003）。

S蛋白是一个高度糖基化的蛋白，它含有 23个保守的 N连接糖基化位点（Marra等，2003；Rota

等，2003）。 

SARS冠状病毒 S蛋白介导病毒进入宿主细胞（Tripet等，2004）。在病毒粒子表面，S蛋白

以三聚体的形式存在，它是一种典型的 1型病毒融合蛋白，含有融合肽序列和两个特征性的七肽

重复序列，分别为 HR-N和 HR-C或者 HR1和 HR2。在病毒蛋白的外结构域内形成一种卷曲-卷

曲结构。在它们介导病毒和宿主细胞膜的融合时，首先是融合肽插入细胞膜，然后 HR1 向回折

叠与 HR2结合，形成一个更稳定的 6-螺旋束。6-螺旋束的形成使病毒与细胞表面更加接近而促进

了膜融合。所以七肽重复序列区是抗病毒药物靶标，当用外源 HR2区同源序列多肽作用病毒时，

它可以与 HR1区结合，这样 HR1不能回折与 HR结合，阻止了 6-螺旋束的形成，也就抑制了病

毒与细胞的膜融合，进而抑制了病毒的细胞入侵（图 1-4）（Hofmann等，2004）。 

 

 

 

图 1-4. 病毒与细胞膜融合与抑制示意图(Hofmann等，2004) 

Fig.1-4 Schematic presentation of membrane fusion and its inhibition. 
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SARS-CoV 七肽重复序列的结构与功能。近膜七肽重复序列（HR2 membrane-proximal）与

远膜端七肽得复序列（HR1 membrane-distal）多肽序列在阻止病毒的膜融合作用上效率不同。结

果显示仅 HR2多肽有效，而 HR1则无效。而且这种阻断效率相对MHV的 HR2对病毒膜融合的

阻断效果而言要低很多。SARS-CoV HR2，HR1复合物对热的稳定性较之MHV的也要低（Bosch

等，2004）。 

6.3 N蛋白 

N蛋白是冠状病毒中另一种重要的结构蛋白。在冠状病毒颗粒中，N蛋白位于病毒颗粒的核

心部分，以和病毒基因组 RNA结合的形式存在。N蛋白对于病毒基因组 RNA特征性序列的识别

及与其它结构蛋白的相互作用对于病毒粒子的准确组装有重要意义。 

N蛋白 SARS 是冠状病毒结构蛋白中第二大蛋白， 长度为 422个氨基酸。对 SARS冠状病

毒和其他冠状病毒的氨基酸序列同源性分析发现，尽管 N蛋白整体氨基酸同源性很低，但是在局

部区域存在着氨基酸序列高保守的基序。冠状病毒 N 蛋白有三个重要的结构域，其中第二个是

RNA 结合结构域（Parker 等，1990；Cologna 等，2000b）。而在 SARS-CoV N 蛋白第 178-205

位氨基酸区域存在一个 SRXX富集区，而鼠肝炎病毒的相应区域正好是 RNA结合区，因而推测

该区域可能是 SARS N蛋白的 RNA结合区的一部分（芮伟等，2003；Shi等，2003）。 

6.4 M蛋白 

M蛋白是一种跨膜糖蛋白，它与 S蛋白的结合，被认为是冠状颗粒组装过程中的又一个关键

信号。SARS冠状病毒M蛋白长 221个氨基酸。对其序列分析表明：在其 15~37，50~72和 77~99

段，分别存在三个疏水跨膜区。其 C末端的 121个氨基酸则位于病毒粒子内部，推测是与病毒核

衣壳相互作用的部分（Marra等，2003）。 

6.5 E蛋白 

SARS 病毒的 E 蛋白是最小的结构蛋白，仅有 76 个氨基酸。生物信息学分析显示其 12~34

位存在α螺旋结构的跨膜区, C 末端和一个 46 氨基酸的疏水区域位于病毒包膜外（Marra 等，

2003）。在靠近包膜内侧有两个β片层结构，分别位于第 45~51位（β片层Ⅰ）和 55~61位（β

片层Ⅱ）氨基酸残基，其中β片层Ⅰ可能通过氢鍵与包膜表面相结合，该片层中水相溶液中解折

叠成自由结构。SARS病毒的 E蛋白中的关键氨基酸残基比基它动物冠状病毒 E蛋白更保守，此

外 E蛋白氨基酸序列与其它动物冠状病毒 E蛋白相比较同源性很低，只有 17%~23%，其中和鼠

肝炎病毒 E蛋白同源性最高。E蛋白中穿膜区要比其它区域更保守（Shen等，2003） 

6.6 其它未知蛋白 

在 SARS 基因组中存在多个 ORF 的编码蛋白在已知蛋白质中找不到任何同源序列。对于这

类推测蛋白质，加拿大等研究小组利用已有的工具软件对其氨基酸序列特征进行了初步的分析，
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对其分布或者功能特征做出了粗略推断（Marra等，2003；Qin ED等，2003；Rota等，2003）。

由于没有同源序列作为参照，该预测结果的准确性均值得慎重考虑，只能等待进一步的实验性工

作予以证实。 

7 SARS冠状病毒 S蛋白抗原表位的研究进展 

Choy 等（2004）用生物信息学预测和结构分析的方法，选取 S 蛋白中的 6 个肽段合成多肽

后分别对家兔和猴子进行免疫，结果表明肽段 788~820和 1002~1030能诱导产生 SARS-CoV S蛋

白特异的抗体，并且用截短的重组蛋白也得到了相似的结果。实验表明这两个片段是 S蛋白的免

疫原性区域。 

Wang J等（2003）对结构蛋白氨基酸线性序列进行亲水性和表面可及性等参数分析，从S蛋

白选取了18个预测表位，人工合成多肽后用SARS康复血清进行免疫反应性扫描。结果发现多肽

S599与SARS康复患者血清有较强的反应，且此反应强度与SARS病毒抗原反应的强度相当，证明

此多肽为S蛋白的抗原表位，序列为：Q599DVNCTDVSTAIHADQLTPAWR620。 

Li J等（2003）根据对S蛋白的抗原性进行预测，选取了总数为66个的预测表位，这些序列履

盖了S蛋白的68.4%。这些预测表位多肽经合成后用SARS患者康复血清进行免疫学反应性扫描。

结果找到三个强反应多肽，分别为S301~322；S599~620；S1130~1147。 

  Ren等（2003）也通过类似的方法，即先分析预测，后合成多肽进与SARS康复血清进行ELISA

免疫反应扫描，发现了S469~882区间含有抗原表位，其中一个表位为S599~620。 

Zhou等（2004）用重组S蛋白片段为抗原，制备了单克隆抗体，对其中两株有中和活性的单

克隆抗体进行了表位鉴定，鉴定出两个长度均为20AA的中和表位，分别为S607~627和S548~567。 

Zhang H等（2004）对履盖 S2全长的 12个部分重叠的多肽进行了融合表达，用 SARS康复

血清对融合蛋白组进行 ELISA扫描，找到两个抗原表位 S803~828和 S1061~1093，又进一步用两

个表位融合蛋白免疫动物，发现表位 S803~828融合蛋白能诱导中和抗体。 

He Y等（2004b）合成一套总数为 168个履盖 S蛋白全长的多肽，然后用 SARS康复患者血

清进行 ELISA 反应扫描，发现了四个免疫优势决定区域。其中 S 蛋白中部区（528~635AA）是

主要的免疫优势决定区，在此区内的一个多肽 S603~634与所有 42份 SARS患者血清都呈阳性反

应，表明此序列为 S蛋白的一个免疫优势表位。 

细胞免疫在病毒感染与免疫中发挥重要作用。研究表明CD8＋细胞毒性T淋巴细胞（CTLs）

在呼吸道合胞体病毒（respiratory syncytial virus, RSV）感染中无论是对病毒的清除还是在诱导免

疫病理损伤中都起重要作用（Openshaw等，1995；Ostler等，2002；Brandenburg等，2000），这

种作用是通过对递呈在细胞表面的T细胞表位与MHC I类分子结合来实现的。在SARS冠状病毒感

染中CTL可能在回复期对病毒的清除起重要作用，同时在疾病的早期阶段也可能在免疫病理损伤
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中发挥作用（Wang YD等，2004b）。然而这其中的具体机制还不清楚。Wang B等(2004)通过测

定一系列合成9肽与HLA-A *0201分子的亲和力，再测定有高亲和力的肽在体内对HLA-A2.1/Kb

转基因鼠和在体外对HLA-A2.1阳性人外周血淋巴细胞诱导特异的CTL反应的能力。鉴定出了一个

T细胞表位SSp-1（RLNEVAKNL）。Wang YD等（2004b）通过在线数据库分析T细胞表位选取

并合成了数个9肽序列，再分析9肽与HLA-A2分子的亲和力结果有两个多肽S978（LITGRLQSL）

和S1203（FIAGLIAIV）与HLA-A2具有高亲和力。这两个9肽能特异地诱导HLA-A2阳性SARS康

复患者T淋巴细胞释放IFN-γ。 

8 SARS冠状病毒N蛋白抗原表位的研究进展 

N蛋白是SARS-CoV最为保守的结构蛋白，在感染细胞内表达量最大，抗体产生时间也最早，

持续时间长，是理想的检测靶蛋白。对N蛋白抗原表位进行鉴定对建立以表位为基础的诊断方法

有重要意义。而且N蛋白在病毒感染的细胞免疫中也可能发挥重要作用。所以对N蛋白的T细胞表

位进行鉴定还有助于SARS疫苗的设计研究。 

经生物信息学分析预测N蛋白的抗原表位，后人工合成多肽，再用SARS康复血清进行免疫反

应性扫描的方法，已经鉴定出了数个N蛋白抗原表位。N66~87， N385~407 (Wang J等，2003)。

N371~390 (Wang J等，2003；Li S等2003)。Lin等(2003)对两个预测表位进行合成以及融合表达后

鉴定了一个N蛋白抗原表位，N1 (P21TDSTDNNQNGGRNGARPKQRRPQ44)。Chen Z等（2004）

对N蛋白有及履盖N蛋白的多个短肽序列进行了克隆和融合表达，将融合蛋白制成N蛋白特异的蛋

白芯片，然后用SARS康复血清对芯片进行免疫反应扫描，结果鉴定出了四个抗原表位，分别为

EP1（51~71），EP2（134~208），EP3（249~273）和EP4（349~422），其中EP2和EP4是线性表

位，而EP1和EP2以及EP3和EP4可分别形成构象表位。 

9 SARS的免疫学及分子生物学诊断方法研究进展 

  在该病开始发生及流行时缺乏特异的检测方法，对 SARS的诊断主要根据临床表现以及排除

性诊断。密切接触史，有流感样症状，呼吸道症状，肺部浸润病灶，白细胞计数正常或降低，淋

巴细胞减少，抗生素治疗无效是主要诊断依据。随着各项研究的迅速开展，各种免疫学，分子生

物学诊断方法相继有了报道，其中很大一部分在 2003~2004年 SARS流行中后期的临床诊断中发

挥了重大作用。 

9.1 分子诊断方法  

聚合酶链式反应（PCR）检测病源基因的方法速度快，范围广，可批量检测样本。对 SARS

冠状病毒基因 RNA，可以用 PCR方法从各种标本如血、便、呼吸道分泌物或组织中检出。特异

性的引物是 PCR 测试方法中的主要因素，已经由世界卫生组织的实验室网络在世界卫生组织网

站上公布。由 WHO 实验室网络成员提供的许多 PCR 方法资料可在 WHO 网上获得

（ http://www.who.int/csr/SARS/primers/en/ ）。 另 外 ， 可 获 得 Bernhard Nocht 研 究 所



中国农业科学院博士学位论文                               引言 

12 

（ http://www.bni-hamburg.de/）包含引物及阴阳性对照的 5΄-核苷酸 RT-PCR 试剂盒

（http://www.artusbiotech.de）。通过欧洲有关外来病毒感染网（ENIVD; http://www.enivd.de）可

获得诊断用的灭活标准制品。ENIVD 还备有 SARS 化验的国际外部质量方案。但这项技术还存

在假阴性问题，有假象，所以不够准确。阴性的测试结果并不能排除病人中有 SARS病毒的存在。

PCR方法的敏感性高，可以重复检测出只有 10个考贝的病毒 RNA（Mahony等，2003）。但由于

缺乏实验室质量控制而导致的实验室样品的污染，能够导致假阳性结果的出现。虽然 PCR 方法

可以要检出低至 10个考贝的病毒 RNA，但临床应用中 PCR方法约只能检出 50%，因为访方法的

成败受各种样品预处理的影响，包括取样类型取样时间等。检出率较高的样品包括鼻咽拭子，鼻

咽分泌物，喉拭子和粪便；而合适的取样时间则为出现症状后约 10 天，此时病毒载量达到高峰

（Peiris 等，2003b；Tang 等，2003；Hsueh 等，2003）。据报道一种经改良后检测鼻咽吸出物中

病毒 RNA的 PCR方法的检出率可达 80%，该方法可检测症状出现后 1至 3天的样品（Poon等，

2003）。  

对于存在有必要的质量控制程序的 PCR 测试的阳性结果：推荐用于 SARS 冠状病毒的实验

室测试是有非常好的特异性的，阳性结果意味着在样品中有 SARS冠状病毒的基因的存在。但并

非意味着有活病毒的存在或者是存在着大量的病毒足够感染其他人。 

PCR测试的阴性结果并不能够排除 SARS病毒的存在。用 PCR方法对 SARS冠状病毒进行

测试，由于以下几方面的原因结果可能出现阴性：病人没有被 SARS冠状病毒所感染；病例是由

其它的病原体（病毒、细菌和真菌）感染引起的，或者是由于非感染性的原因引起的；目前的测

试方法需要进一步的改进以提高其灵敏性；样品并不是在有病毒或基因物质存在的时候收集到

的。病毒和基因物质有可能仅仅存在于一个较短的时期内，取决于用于测试的样品的种类。 

9.2 病毒分离 

来自 SARS 病例的样品中的病毒（例如呼吸道分泌物、血液或者粪便），通过接种细胞培养

和病毒增殖也能测到。一旦分离到了病毒，将做进一步的鉴别以证实是否是 SARS病毒。细胞培

养是条件非常苛刻的测试，但目前（除了动物测试外）仅仅表明了有活病毒的存在。阳性的细胞

培养结果表明在所测试的样品中有活的 SARS冠状病毒的存在。而阴性的细胞培养结果并不能排

除 SARS冠状病毒的存在。病毒培养方法的敏感性要比 PCR方法低（Hsueh等，2003）。 

9.3 病毒抗原检测 

  对病毒抗原物质的检测也是检测 SARS病毒的一种依据。SARS-CoV感染细胞内 N蛋白表达

量大，感染后可检出时间早（Di等，2005），适于作为检测靶蛋白。最常见的是 ELISA方法（Lau

等，2004）。Che等（2004）报道了一种 N蛋白特异的单克隆抗体建立的夹心抗原捕获 ELISA方

法，用该方法可以检出血清样品中 100 pg/ml 至 3.2 ng/ml的 N蛋白。并且发现感染后第 6至 10

天血清中 N蛋白含量达到高峰。访方法敏感、特异，可以进行早期诊断和病毒感染监测。Chang

等（2004）报道了用 S蛋白肽和重组 N蛋白诱导的特异性抗体可以经Western blot 和免疫荧光试
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验特异地检测 SARS-CoV。 

9.4 抗体测试 

检测病毒结构蛋白的抗体主要有 ELISA法（Guan M等，2004a；2004b；），间接免疫荧光试

验（IFA）（He Q等，2005；Manopo等，2005;）和Western blot（He Q等，2004；Woo等，2004b）

方法。这些测试方法用于由SARS冠状病毒感染所引起的抗体应答的测试。不同类型的抗体(IgM 、

IgG 和 IgA) 是在不同的感染过程中出现的并且抗体水平会发生改变（Woo 等，2004a）。在感染

的早期这些抗体有可能是测不到的。IgG通常在病例恢复后仍然可以测到（Peiris等，2003b；Li G

等，2003；Tang等，2003）。而对于 SARS-CoV的各个结构蛋白而言，适于用来做抗体检测的是

N蛋白、S蛋白和 SARS-CoV的一个特有蛋白 U274（Tan YJ等，2004），其中 N蛋白抗体产生最

早，适于早期诊断；17.5%的病人在症状出现后第 1至 7天出现抗体，而 80%的病例在第 8~14天

出现抗体，第 15天后则有 90%的病例出现抗体，之后抗体滴度一直上升至第 70天，这种高滴度

抗体可以再持续 3个月（Liu X等，2004）。而在疾病的急性期，即感染后的第 2至第 9天，一般

检不出 S蛋白抗体。U274蛋白虽为 SARS-CoV所特有，但它的检出率比前两种蛋白要低（Tan YJ

等，2004）。 

Huang等（2004）用Western blot和 ELISA方法评价了用重组 S蛋白和 N蛋白为抗原对病人

血清的检测效果。结果表明Western blot 对病毒感染后的体液免疫反应很有用，而该方法中，用

重组 N蛋白作抗原比用重组 S蛋白作抗原有更高的检出率。用 N蛋白为抗原的 ELISA方法可以

对病毒感染进行诊断，是一种敏感和快速的方法（Leung等， 2004）。但 SARS-CoV的 N蛋白可

能与其它人冠状病毒有交叉反应而导致假阳性结果。Woo等（2004b）报道，用重组的 SARS-CoV 

N 蛋白为抗原的 ELISA 方法对 21 例 HCoV-OC43 感染者康复期血清检出了 3 例阳性；对 7 例

HCoV-229E感染者康复期血清检出了 1例；而用用重组融合 S蛋白多肽为抗原的Western blot方

法则未检出阳性结果。基于 S蛋白的Western blot方法对 SARS-CoV抗体的检测也是有效的，可

以结合以 N蛋白为抗原的 ELISA方法同时进行，以提高检出率和正确率，而 S蛋白中 S2部分比

其它部分有效（Wang YD等，2004a）。 

抗体实验结果阳性表明以前感染过 SARS-CoV。由阴性转为阳性或抗体滴度增加 4倍，提示

近期感染 SARS-CoV。发病 21天后抗体试验结果仍为阴性，提示可能没发生 SARS-CoV感染。

目前为止，筛选检查的对照人群似乎并没有抗 SARS-CoV的血清流行病背景。抗体试验可间接诊

断 SARS-CoV感染但不适于急性疾病。与其它病毒检测方法相反，它具有不依赖样本类型和时间

的优势。抗体实验结果阳性表明以前感染过 SARS-CoV。由阴性转为阳性或抗体增加 4倍，提示

近期感染 SARS-CoV。发病 21天后抗体试验结果仍为阴性，提示可能没发生 SARS-CoV感染。

抗体试验可间接诊断 SARS-CoV感染但不适于急性疾病。与其它病毒检测方法相反，它具有不依

赖于样本类型和时间的优势。 
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10 SARS防治研究进展 

10.1 药物治疗 

目前SARS还缺乏特效的治疗，目前的治疗包括抗病毒治疗如利马伟林，奥司他伟，病毒唑，

干扰素；用激素降低免疫系统对肺的损伤；用抗生素潜在的细菌感染；辨证的中西结合治疗以及

其它的对症支持治疗等（So等，2003；Nie QH等，2003；Tsang K等，2003；Fowler等，2003；

Lew等，2003；Poutanen等，2003；Lee等，2003；Tsang KW等，2003；Enserink等，2004b）。

中国的钟南山院士提出了四条有效的治疗经验：在发病初期病人出现类似流感症状时，用中西医

结合方法，清热解毒治疗有效；肺纹理或病理改变酷似纤维化病程时，及时用大剂量糖皮质激素；

病人出现缺氧呼吸困难时，及早采用无创通气；对中后期严重免疫功能低下者，关注患者的继发

感染。临床应用证明这套治疗方案是有效的。在实验室里对抗病毒药物进行筛选发现，体外实验

中SARS-CoV敏感的药物有干扰素、甘草甜素（glycyrrhizin）, 利血平，氯硝柳胺（niclosamide）, 

毛地黄黄酮，和蛋白酶抑制剂等（Wu CY等，2004；Wu CJ等，2004；Chen F等，2004；Yi等，

2004；Yamamoto N等，2004；Shigeta等，2005），而对病毒唑的效果则有不同的报道结果（Tan 

EL等，2004；Booth等，2003； Hsu等，2003； Mazzulli T等，2004；）。 

对SARS-CoV的基因组进行分析或与其它动物冠状病毒进行类比，也可能找到潜在的药物靶

位点，如主要蛋白酶3CL，螺旋酶等（Anand等，2003；Ivanov等，2004）；SARS-CoV S蛋白的

融合机制和其它动物冠状病毒的融合机制类似，同源于S2上第二七肽重复区的合成肽可以阻断病

毒与宿主细胞的融合，进而阻止病毒的感染，因此合成肽也可能成为治疗SARS的一种新药（Bosch

等，2004；Liu S等，2004）；另外一类分子治疗剂为小干扰RNA分子（He ML等，2003；Wang Z

等，2004；Zhang Y等，2004），RNA干扰是一种新的技术，在病毒感染的临床应用上目前虽然

还不成熟，但它仍被很多研究人员看好。 

10.2 抗体 

血清治疗是被认为是有效的，在发病的前两周内使用SARS康复病人血清进行治疗可以减少

病人的住院期和发热时间以及降低死亡率。从用康复血清进行治疗的实例来看，血清的使用没有

产生任何副作用，也没有发生因使用血清而传播病毒的例子发生（Nie QH等，2003；Wong VW

等，2003；Wong VWS等，http://www.hkmj.org.hk/hkmj/update/SARS/cr1606.htm）。一般在SARS

症状出现10天后很少能检测到病毒血症（WHO Recommendations on SARS and Blood Safety. 

http://www.who.int/csr/sars/guidelines/ bloodsafety/en/），所以用康复血清进行治疗是安全的。 

康复血清的使用毕竟有很大的局限性，生产有中和作用的抗体是抗体治疗的新希望。

SARS-CoV结构蛋白中能诱导机体产生有中和作用抗体的主要是S蛋白（Buchholz等，2004）。已

经有很多研究小组制备筛选出了有中和作用的S蛋白特异的单克隆抗体（Berry等，2004；Zhou等，

2004；Chou等，2005；He Y等，2005；Gubbins等2005；），这些单克隆抗体都是鼠源性的，虽

然它们在培养细胞中的病毒或是对带有SARS-CoV S蛋白的伪型病毒有中和作用，但直接应用于
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治疗可能会存在一些问题，然而这些抗体对分析S蛋白的结构与功能以及鉴定中和抗原表位都有

重要作用。研究有中和作用的人源性单克隆抗体可能在治疗中会发挥更大的作用。Sui等（2004）

从非免疫人抗体库中筛选出了8个可变区单链抗体（single chain variable region fragments, scFvs），

其中scFv 80R具有中和作用，可以阻断S蛋白与受体ACE2的结合，而且表位分析表明些中和抗体

的表位区位于S蛋白N端第261~672氨基酸残基间。van den Brink EN等（2005）以全病毒为靶，从

半合成抗体噬菌体展示库中筛选出了8株人源单克隆抗体，在四株S蛋白特异的单抗中有三株有中

和作用。Greenough等（2005）用重组S蛋白免疫带人免疫球蛋白基因的转基因小鼠制备筛选出了

两株中和单克隆抗体。利用B细胞的记忆作用，直接从SARS康复患者的B细胞中克隆筛选能分泌

中和抗体的B细胞克隆是一种新的制备人源单克隆抗体的方法，Traggiai等（2004）用此方法35株

中和单克隆抗体，并且在以小鼠为动物模型的动物实验中证实验有保护效果。ter Meulen J等

（2004）以雪貂为动物模型，评价了人源中和性单克隆抗体对SARS-CoV感染的治疗效果，结果

发现经单克隆抗体治疗后可以有效地抑制病毒在肺部的复制，阻止了肺部病变的产生和减少动物

排毒。 

10.3 疫苗 

作为一种病毒性传染病，用疫苗预防是最好的措施。因此许多科研人员正在集中精力研制

SARS疫苗。虽然 SARS现在已经没有新的病例发生，而真正意义上的可商品化的疫苗的研制将

依赖于 SARS是否将再度流行。尽管如此，SARS疫苗的研究工作仍有必要，因为对于某些高危

险性工作者如实验室的工作人员，医护人员，以及可能为 SARS-CoV宿主的动物的饲养人员而言，

提前进行免疫保护是有必要的（Peiris等，2004；Zheng等，2004）。 

人在自然感染 SARS-CoV后可以产生中和性抗体，而这种抗体对不同病例来源的病毒都具有

中和作用，且这种抗体反应可以持续很长一段时间（Nie Y等，2004）。这也提示用疫苗进行免

疫可以预防该病。但是至目前为止没有 SARS的二次感染病例，所以还不知道这种获得性免疫是

否对再感染具有免疫保护作用。在 SARS-CoV的主要结构蛋白 S、M、N和 E蛋白中，无论是通

过重组病毒还是重组蛋白亚单位疫苗的免疫实验结果看，只有 S蛋白能诱导动物机体产生保护性

中和抗体（Bukreyev等，2004；Buchholta等，2004）。因些 S 蛋白成为研究 SARS 疫苗的首选

靶蛋白。表达 S蛋白的 DNA疫苗也能诱导小鼠产生中和抗体，而且能保护活病毒对小鼠的攻击

（Yang等，2004；Kim等，2004；Zeng等，2004；Zhu等，2004；Pang等，2004）。此外还有

其它各种疫苗的研究报道，如腺病毒活载体疫苗（Gao等，2003），修饰致弱痘病毒载体苗（Bisht

等，2004），全病毒灭活苗（Takasuka等，2003；Tang L等，2004）；而且这些基因工程类疫苗

中很多都用到了优化密码子的策略，以希望提高靶蛋白的表达量。总之，这些疫苗的实验结果表

明 S 蛋白能诱导产生中和抗体而 N 蛋白能诱导 N 蛋白特异的细胞免疫。其中，中国科研人员研

究的一种灭活苗已经进行第一期人体临床实验（Enserink ，2004）。 

也许在研究 SARS 疫苗的同时，研究人员应该考虑借鉴其它动物冠状病毒疫苗的研究经验

（Cavanagh等，2003），其中研究人员面临的一个问题是作为一种 RNA病毒，病毒的变异是肯
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定的，那么疫苗对不同分离株以及不同时间出现的病毒的免疫保护是否有效；另外一个问题是动

物冠状病毒中存在如猫传染性腹膜炎病毒病这样的例子，这种病毒的提前免疫不能提供病毒的攻

击保护，相反地是加强了疾病的程度（Olsen 等，1993）。这种现象也许不是猫传染性腹膜炎病

毒所特有的（Enserink 等，2004），如 Weingartl 等（2004）报道表达 S 蛋白的重组痘苗病毒免

疫后的雪貂在 SARS-CoV 的再攻击后加重了肝脏的病变，所以 SARS 疫苗的安全性应该引起研

究人员更大的注意。 

11 存在的问题与展望 

总之，SARS-CoV是一种新的冠状病毒，它是SARS这种烈性传染病的病源。至目前为止，我

们只是对它的致病机理与流行病学等方面有了一个很初步的了解。毕竟这种疾病以前在人类中从

未出现过，有类要能成功有效地控制与预防这种疾病，还有很多方面的研究工作要做。 (1) 

SARS-CoV的起源与遗传演化，病毒的生活周期与传播方式； (2) 病毒的复制以及与宿主细胞的

作用机制； (3) 疾病的肺急性损伤机理与特异的免疫反应；(4) 疾病的快速诊断与有效的病毒监

测技术； (5) 新型有效的药物的研究，如抑制性多肽药物等的研究（Peiris等，2004）。随着世

界范围内对该病基础研究的快速进展，将会开发出更多更有效的药物与疫苗，人类终将会对该病

有一个更全面的认识与了解，最终成功控制该病。 

12 本研究的目的与意义 

本研究的目的主要是分析鉴定 SARS-CoV 结构蛋白特别是 S 蛋白的免疫优势区域，精细鉴

定抗原表位结构序列与特性，为进一步研究 S蛋白结构与功能以及为基于表位的诊断和治疗应用

研究提供理论基础。主要应用的方法包括运用生物信息学手段分析预测抗原表位，S蛋白片段的

原核表达与纯化，单克隆抗体及多克隆抗体的制备，短肽组的融合表达与纯化，ELISA与Western 

blot免疫反应分析等。 

SARS是新出现的一种危害极大的传染疾病，对该病的诊断与防治工作急需开展。本研究主

要内容是分析鉴定 SARS-CoV 结构蛋白的抗原表位。其主要意义在于：1、对建立以表位为基础

的抗原抗体免疫学诊断方法提供直接依据；2、鉴定中和性抗原表位，为 SARS 疫苗的研究设计

提供理论基础；3、对 S 蛋白主要免疫优势区域进行表位作图，为进一步的 S 蛋白结构与功能研

究提供信息。 
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实验一 SARS冠状病毒结构蛋白表位预测及多表位嵌合基因
的构建与表达 

 

摘  要 用Lasergene软件系统分析SARS病毒结构蛋白S、M、N蛋白，通过亲水性、抗原性，

表面可及性、柔韧性和二级结构β转角等参数选出各基因抗原优势区域序列，用这些抗原优势区

域序列设计组合成四个抗原优势区域嵌合基因SSCV-A、SSCV-B、SSCV-C、SSCV-D。人工合成

后插入pGEX-6p-1的BamHI和XhoI位点间，构建成融合表达质粒，转化宿主菌BL21经IPTG诱导后

融合基因表达产物为可溶性蛋白。经免疫印迹试验表明重组复合抗原基因表达产物可被SARS康

复患者血清所识别，表明融合蛋白具有免疫反应性。试验结果提示该融合蛋白作为SARS诊断试

剂的可能性。同时也为进一步分析SARS结构蛋白基因抗原表位，对结构基因进行表位作图和研

制多表位基因工程疫苗打下基础。 

关键词 SARS-CoV，嵌合基因，原核表达，免疫性 

 

严重急性呼吸综合征（Severe acute respiratory syndrome，SARS） 于2002年11月最早发生于

我国广东省，随后该病在世界范围内多个国家中并导致数百人死亡，严重威胁人类健康。WHO

在2003年4月16日宣布其病原体为一新型冠状病毒，并命名为SARS冠状病毒（SARS-CoV）（Peiris

等，2003a; Drosten等，2003）。该病主要经空气飞沫传播，传染性强，如不能及时确诊治疗有致

死危险，该病严重危害人类健康、生活秩序和社会经济发展。对该病目前无疫苗预防，也无特效

治疗药物，但早期诊断对症治疗是行之有效的方法。所以研制SARS诊断方法是当务之急。 

SARS-CoV为单链正义 RNA病毒，有囊膜结构。它属于尼多病毒目（Order: Nidovirales），

冠状病毒科（Family: Coronaviridae）, 冠状病毒属（Genus: Coronavirus）。病毒粒子直径在 60~130nm

之间。病毒基因组全长约为 29kb，约编码 11个蛋白质，有四种主要的结构蛋白，分别为纤突蛋

白（Spike Protein，），囊膜蛋白（Envelope Protein，E），膜蛋白（Membrane Protein，M）和核

衣壳蛋白（Nucleoprotein，N）（Rota等，2003；Marra等，2003；Qin ED等，2003）。 

SARS冠状病毒 S蛋白是冠状病毒表面最重的膜蛋白，长度为 1255个氨基酸，是结构蛋白区

编码的最大的蛋白质。它由两个结构域组成，靠近 N 端的部分形成一个球状结构域，靠近 C 端

的部分形成一个穿膜的棒状结构。对已知的冠状病毒的研究已经证明，冠状病毒 S蛋白在病毒入

侵细胞、病毒与细胞受体结合以及决定病毒的细胞嗜性方面发挥重要作用（Gallagher等，2001）。

目前一般认为 SARS-CoV S蛋白不被切割成的 S1和 S2两个部分，但比较其结构与功能仍将其分

为 S1和 S2两个部分。其中 S1形成成熟蛋白的球状部分，S2形成成熟蛋白的棒状分，包括一个

N helix,一个M helix，一个 C Helix和一个穿膜部分。S1和 S2之间通过分子间作用力相互结合。

S2 的穿膜部分把整个 S 蛋白固定在病毒外壳膜上。北京大学医学部生物信息中心对 SARS 冠状
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病毒基因组编码的可能蛋白进行了序列分析与结构预测，发现整个蛋白中可能有一个球状结构

域，提示可能为 S蛋白的 S1部分。穿膜区预测则发现在 1197~1218氨基酸间有一段穿膜序列，

推测可能就是 S 蛋白和病毒外壳膜结合的位置。通过对二级结构的预测发现，在约 729~770，

879-~1016，1164~1185外分别有一个 Helix区域，提示可能为 S2中的 N/M/C helix,与病毒外壳膜 

和宿主细胞膜的融合有关。N端 1-13位氨基酸可能为信号肽序列（芮伟等，2003）。 

SARS-CoV 七肽重复序列的结构与功能。近膜七肽重复序列（HR2 membrane-proximal）与

远膜端七肽得复序列（HR1 membrane-distal）多肽序列在阻止病毒的膜融合作用上效率不同。结

果显示仅 HR2多肽有效，而 HR1则无效。而且这种阻断效率相对MHV的 HR2对病毒膜融合的

阻断效果而言要低很多。SARS-CoV HR2，HR1复合物对热的稳定性较之MHV的也要低（Bosch

等，2004）。 

N蛋白是冠状病毒中另一种重要的结构蛋白, 是冠状病毒结构蛋白中第二大蛋白，长度为 422

个氨基酸。在冠状病毒颗粒中，N 蛋白位于病毒颗粒的核心部分，以和病毒基因组 RNA 结合的

形式存在。N 蛋白对于病毒基因组 RNA 特征性序列的识别及与其它结构蛋白的相互作用对于病

毒粒子的准确组装有重要意义。对 SARS冠状病毒和其他冠状病毒的氨基酸序列同源性分析发现，

尽管 N 蛋白整体氨基酸同源性很低，但是在局部区域 存在着氨基酸序列高保守的基序。在其第

178~205 位氨基酸区域存在一个 SRXX 富集区，而鼠肝炎病毒的相应区域正好是 RNA 结合区，

因而推测该区域可能是 SARS N蛋白的 RNA结合区的一部分（芮伟等，2003；Shi等，2003）。 

M蛋白是一种跨膜糖蛋白，它与 S蛋白的结合，被认为是冠状颗粒组装过程中的又一个关键

信号。SARS冠状病毒M蛋白长 221个氨基酸。对其序列分析表明：在其 15~37，50~72和 77~99

段，分别存在三个疏水跨膜区。其 C末端的 121个氨基酸则位于病毒粒子内部，推测是与病毒核

衣壳相互作用的部分（Drosten等，2003）。 

SARS病毒的E蛋白是最小的结构蛋白，仅有76个氨基酸。生物信息学分析显示其12~34位存

在α螺旋结构的跨膜区, C末端和一个46氨基酸的疏水区域位于病毒包膜外（Marra等，2003）。

在靠近包膜内侧有两个β片层结构，分别位于第45-51位（β片层Ⅰ）和55-61位（β片层Ⅱ）氨

基酸残基，其中β片层Ⅰ可能通过氢鍵与包膜表面相结合，该片层中水相溶液中解折叠成自由结

构。SARS病毒的E蛋白中的关键氨基酸残基比基它动物冠状病毒E蛋白更保守，此外E蛋白氨基酸

序列与其它动物冠状病毒E蛋白相比较同源性很低，只有17%~23%，其中和鼠肝炎病毒E蛋白同

源性最高。E蛋白中穿膜区要比其它区域更保守（Shen等，2003） 

本实验的目的是通过计算机分析预测，找出SARS-CoV结构蛋白基因抗原优势区域，以不同

方式组合进行原核表达，以期获得特异有效的重组抗原，并用重组抗原制备高免血清，进一步研

制以重组SARS抗原为基础的诊断试剂的可行性。 

 



中国业科学院博士学位论文                              实验一 

19 

1 材料与方法 

1.1 菌株与质粒  

质粒pGEX-6P-1、大肠杆菌Dh5α及BL21均为兽医生物技术国家重点实验室保存。 

1.2 酶与标记物  

限制性内切酶BamHI，XhoI，EcoRI，T4 DNA连接酶均为宝生物工程（大连）有限公司产品；

IPTG，HRP标记抗人IgG为Promega产品；凝胶回收试剂盒为华舜生物工程有限公司产品。 

1.3 抗SARS-CoV阳性血清 

SARS病人康复期血清由华南农业大学寥明和张桂红博士提供，血清已经按照实验室生物安

全要求灭活处理。 

1.4 结构蛋白抗原表位的预测  

参照已发表的SARS-CoV BJ01株S蛋白基因序列（Genbank accession no. AY278488），运用

Laser gene-DNASTAR软件包对S、M和N蛋白序列进行分析。根据亲水性（Kyte等，1982）、表

面可能性（Emini等，1985）、抗原性（Jameson等，1988）和二级结构特征（Chou等，1990）对

S蛋白可能包含抗原表位区进行预测分析，选取了6个S蛋白预测表位序列，分别命名为：S1、 S2、 

S3、 S4、S5和 S6；3个M蛋白预测表位，分别命名为：M1、 M2和M3；3个N蛋白预测表位，

分别命名为：N1、 N2和N3，其序列及位置如表1所示。 

1.5 嵌合基因的设计与合成 

将预测的各结构蛋白抗原表位按以下方式进行组合连接构建四个嵌合基因，分别为：SSCV-A

（S1+S4+M1+M2+N1+N3），SSCV-B（S1+S3+S5+N1+N2+N3），SSCV-C（S2+S4+S6+M1+M2+ 

M3），SSCV-D（S1+S2+S3+S4+S5+S6）四个嵌合基因，各预测表位间以非极性的甘氨酸和脯氨

酸以 G-P-G 的形式间隔。嵌合基因两端分别加上 BamHI、XhoI 酶切位点和保护性碱基。嵌合基

因由大连宝生物公司合成并克隆测序，质粒为 pUC-SSCV-A, pUC-SSCV-B, pUC-SSCV-C, 

pUC-SSCV-D。 
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1.6 pGEX-SSCV融合表达载体的构建 

BamHI，XhoI双切质粒pGEX-6P-1，回收大片段；BamHI，XhoI双切质粒pUC-SSCV（A、B、

C、D），回收小片段，凝胶回收按试剂盒说明进行；T4DNA连接酶连接过夜，转化大肠杆菌DH5α，

重组子经酶切鉴定后命名为pGEX-SSCV-A，pGEX-SSCV-B，pGEX-SSCV-C，pGEX-SSCV-D，

再将重组质粒转化感受态大肠杆菌BL21。大肠杆菌感受态的制备，质粒的连接转化参照文献进行

（Sanbrook等，1989）。 

1.7 重组质粒的原核表达与纯化 

将表达菌种接种于含100µg/ml氨苄青霉素的LB培养基中，37℃培养过夜后，按1：100接种于

新鲜2×YT培养基中，继续培养至对数生长期（A600＝0.5~0.7），加IPTG诱导，培养物离心后用

1/20体积PBS重悬，超声波裂解后12,000rpm离心分离上清和沉淀；SDS-PAGE电泳检测表达情况；

用不同浓度的IPTG和不同诱导时间进行表达条件的优化；培养物超声波裂解，上清用谷胱甘肽

sepharose 4B RediPack亲和层析柱（Pharmacia Biotech）纯化，操作步骤按说明进行。 

1.8 Western blot检测融合蛋白与SARS康复病人血清的免疫反应性 

样品经SDS-PAGE电泳后，转印至硝酸纤维素膜上，5%脱脂乳4℃封闭过夜，TTBS洗三遍，

浸入1：100稀释的SARS阳性血清中，室温作用2h，TTBS洗三遍后浸入1：5000稀释的HRP标记

羊抗人IgG抗体，室温作用1h，洗涤三次后用DAB显色。 

 

2 结果 

2.1 结构蛋白特性分析及表位预测 

根据抗原性，亲水性，表面可及性（图2-1），易曲性和二级结构B转角等参数选取的各蛋白

预测表位如表2-1所示：  
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表2-1 结构蛋白表位预测 

Table 2-1. Prediction epitopes of structural protein of SARS-CoV. 

 

结构蛋白 预测表位名称 预测表位序列 预测表位位置及长度(aa) 

S1 NTRNIDATSTGNYN 424~437，14aa 

S2 KLRPFERDISNV 447~458，12aa 

S3 DSVRDPKTSEIL 560~571，12aa 

S4 AEQDRNTREVF 754~764，11aa 

S5 PDPLKPTKRSF 789~799，11aa 

S 

S6 KNHTSPDVDLGDIS 1139~1152，14aa 

M1 YSNRNRF 38~44，7aa 

M2 CDIKDLPKEI 158~167，10aa M 

M3 KLNTDHAGSND 204~214，11aa 

N1 MSDNGPQSNQRSAPR 1~15，15aa 

N2 ARPKQRRPQGLP 36~47，12aa N 

N3 KKPRQKRTATKQ 257~268，12aa 

aa: 氨基酸残基 amino acid residue 
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图2-1 SARS-CoV S蛋白、M蛋白、N蛋白的抗原性、亲水性和表面可及性分析 

Fig.2-1 Bioinformatic analysis the hydrophilicity, antigenic and surface probability of S, M and N protein of SARS-CoV. 

 矩形框所示位置为所预测表位位置 
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2.2 嵌合基因的设计 

将预测的各结构蛋白表位重新组合构建了四个嵌合基因SSCV-A、SSCV-B、SSCV-C、

SSCV-D；氨基酸亲水性及侧链易曲性是衡量抗原性的两大指标，经分析嵌合基因编码产物具有

良好的亲水性和免疫性,易曲性分析表明各抗原表位均显示独立的区域性（图2-2）。其序列与组

合方式如下所示，大写带下划线序列为酶切位点，小写带下划线为GPG编码序列。 

SSCV-A：(270bp)    (S1+S4+M1+M2+N1+N3) 

CTGGGATCCAATACTAGGAACATTGATGCTACTTCAACTGGTAATTATAATggaccgggaGCTGA

ACAGGATCGCAACACACGTGAAGTGTTCggaccgggaTATTCTAATCGGAACAGGTTTggaccggga

TGTGACATTAAGGACCTGCCAAAAGAGATCggaccgggaATGTCTGATAATGGACCCCAATCAA

ACCAACGTAGTGCCCCCCGCggaccgggaAAAAAGCCTCGCCAAAAACGTACTGCCACAAAAC

AGCTCGAGCGG 

SSCV B: (291bp)    (S1+S3+S5+N1+N2+N3) 

CTGGGATCCAATACTAGGAACATTGATGCTACTTCAACTGGTAATTATAATggaccgggaGATTCC

GTTCGAGATCCTAAAACATCTGAAATATTAggaccgggaCCTGACCCTCTAAAGCCAACTAAGAG

GTCTTTTggaccgggaATGTCTGATAATGGACCCCAATCAAACCAACGTAGTGCCCCCCGCggaccg

ggaGCAAGGCCAAAACAGCGCCGACCCCAAGGTTTACCCggaccgggaAAAAAGCCTCGCCAAA

AACGTACTGCCACAAAACAGCTCGAGCGG 

SSCV-C: (258bp)    (S2+S4+S6+M1+M2+M3) 

CTGGGATCCAAGCTTAGGCCCTTTGAGAGAGACATATCTAATGTGggaccgggaGCTGAACAGG

ATCGCAACACACGTGAAGTGTTCggaccgggaAAAAATCATACATCACCAGATGTTGATCTTGGC

GACATTTCAggaccgggaTATTCTAATCGGAACAGGTTTggaccgggaTGTGACATTAAGGACCTGCC

AAAAGAGATCggaccgggaAAATTAAATACAGACCACGCCGGTAGCAACGACCTCGAGCGG 

SSCV-D: (285bp)    (S1+S2+S3+S4+S5+S6) 

CTGGGATCCAATACTAGGAACATTGATGCTACTTCAACTGGTAATTATAATggaccgggaAAGCT

TAGGCCCTTTGAGAGAGACATATCTAATGTGggaccgggaGATTCCGTTCGAGATCCTAAAACAT

CTGAAATATTAggaccgggaGCTGAACAGGATCGCAACACACGTGAAGTGTTCggaccgggaCCTGA

CCCTCTAAAGCCAACTAAGAGGTCTTTTggaccgggaAAAAATCATACATCACCAGATGTTGATC

TTGGCGACATTTCACTCGAGCGG 
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图2-2 重组嵌合蛋白的亲水性和抗原性以及表面可及性分析 

Fig. 2-2  Predictions of hydrophilicity, antigenic index and surface possibility of chimeric protein SSCV-A, SSCV-B, 

SSCV-C and SSCV-D 

SSCV A 

亲水性 

抗原性 

表面可及性 

SSCV B 

亲水性 

抗原性 

表面可及性 

SSCV C 

亲水性 

抗原性 

表面可及性 

SSCV D 

亲水性 

抗原性 

表面可及性 
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2.3 融合表达质粒的构建 

经连接转化后均得到了阳性重组质粒，阳性重组质粒能被BamHI和XhoI切开，并且不能被

EcoRI切开，与预期结果一致（图2-3）。 

 

 

 

图2-3 重组质粒的酶切签定 

Fig.2-3 Restriction analysis of recombinant plasmids 

1. DNA molecular marker; 2-4.pGEX-SSCV-A digested with EcoR1,BamH1and Xho1 respectively; 5-7. pGEX-SSCV-B 

digested with EcoR1,BamH1and Xho1 respectively; 8-10. pGEX-SSCV-C digested with EcoR1,BamH1and Xho1 

respectively; 11-13,pGEX-SSCV-D digested with EcoR1,BamH1and Xho1 respectively 

2.4  GST-SSCV融合蛋白的表达 

重组质粒转化表达宿主菌BL21后经IPTG诱导均表达与预测值大小相符的特异型蛋白带，大小

分别约为GST-SSCV/A 34.4kD, GST-SSCV/B 35.0kD, GST-SSCV/C 34.0kD, GST-SSCV/D 34.9kD

（图2-4）；表达融合蛋白存在于表达菌体超声裂解后的上清中。经不同IPTG浓度诱导结果显示，

在IPTG浓度为0.05mmol/L时表达量最高；经不同诱导时间的结果显示，在4h以后表达量趋于稳定。 

 

 

 

5.0 kb― 

 

1  2  3  4  5  6  7  8  9 10 11 12 13

2.5 kb― 
1.0 kb― 
250bp― 

97.4― 

M   1    2    3    4   5

66.2― 

43.0― 

31.0― 

20.1― 

14.4― 

kD  

图2-4 重组质粒诱导表达的

SDS-PAGE分析 
Fig.2-4 SDS-PAGE of recombinant 

fusion protein and control. 
M: low molecular protein standards; 

1:control of GST protein; 
2:pGEX-SSCV-A; 
3:pGEX-SSCV-B; 
4:pGEX-SSCV-C; 
5:pGEX-SSCV-D 
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2.5 GST-SSCV融合蛋白的纯化 

表达菌诱导后其超声波裂解上清经用谷胱甘肽sepharose 4B RediPack亲和层析柱纯化后，四

种嵌合蛋白均得到了纯化。SDS-PAGE分析结果如图2-5所示。 

 

图2-5 纯化融合蛋白的SDS-PAGE分析 

Fig.2-5 SDS-PAGE analysis of the recombinant chimeric fusion protein. 

 

 

 

图2-6 融合蛋白的western-blot分析 

Fig.2-6 The fusion protein could be recognized by   sera measured by western blot analysis. 

1:GST control protein; 2,3,4:fusion protein of GST-SSCV-A, GST-SSCV-B, GST-SSCV-C, GST-SSCV-D 

 

1     2     3     4     5

GST-SSCV-A GST-SSCV-B 

－97.4－
kD

－14.4－

－20.1－

－31.0－

－43.0－

－66.2－

GST-SSCV-C GST-SSCV-D

－97.4－
kD

－14.4－

－20.1－

－31.0－

－43.0－

－66.2－
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2.6 融合蛋白的免疫反应性 

如图2-6所示,抗SARS-CoV康复期患者血清可特异识别GST-SSCV融合蛋白,而不识别同样高

效表达的载体所表达的GST蛋白，其中GST-SSCV-A, GST-SSCV-B和GST-SSCV-D能较好地被识

别，GST-SSCV/C与SARS-CoV阳性血清反应较弱。 

3 讨论 

在抗原抗体反应中,抗原参与结合的部位称为抗原决定簇,即抗原表位（epitope）,表位是蛋白

质抗原性的基础。由于免疫学理论、基因工程、蛋白质工程的发展和固相多肽合成技术、生物物

理技术、免疫检测技术以及计算机技术的广泛应用,使蛋白质抗原表位的研究方法和思维方法有了

新的进展,发现了一些适应于蛋白质抗原表位研究的实验检测和理论预测方法。其中常用的参数有

二级结构、亲水性、抗原性、表面可及性、灵活性等。Lasergene软件中的Protein模块包含这些参

数，用Lasergene软件对SARS-CoV结构蛋白基因进行分析，选出了可能存在表位的抗原优势区域，

为保持各区域结构的相对独立性，各区域间以非极性的甘氨酸和脯氨酸按G-P-G的形式间隔。嵌

合基因经诱导后为分泌型表达，表明表达产物亲水性好。表达产物能被SARS康复患者血清特异

识别，表明具有较好的免疫活性。实验结果表明计算机分析预测区域中包含抗原表位，这也有利

于进一步筛选结构基因的抗原表位。计算机分析的结果与表位的实际分布情况是有区别的，其分

析结果中可能包含非表位序列，还可能有些表位不在分析结果中，所以要对SARS-CoV结构基因

进行表位作图还需对其它区域进行分析研究。 

本次SARS流行以来，世界各国科学家都投入研究，至今已研制威成功数种诊断方法，主要

分为三类：以病毒培养为基础的生物学方法，以RT-PCR为基础的PCR方法，以抗原抗体反应为

基础的免疫学方法。这些方法各有其优缺点，本研究通过计算机分析筛选并重组了SARS-CoV结

构蛋白基因的主要抗原优势区域基因，构建成功了分泌型融合表达载体，表达产物可被SARS康

复患者血清所识别,表明所选择的模拟表位中存在真实表位，在以后的实验中将对所选择模拟表位

进行精确定位鉴定工作。 
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实验二 SARS冠状病毒单克隆抗体的制备及表位鉴定 

 

摘 要 SARS-CoV的纤突蛋白（Spike protein）是病毒粒子的一种主要结构蛋白。它在介导

病毒粒子与宿主细胞受体的结合以及诱导中和抗体中起重要作用。用表达并纯化了重组嵌合蛋白

GST-SSCV-D和 GST-SSCV-A为抗原制备了一系列单克隆抗体。抗 SSCV-D的单抗有两株，分别

为 D3D1和 D3C5。将 6个 S蛋白预测表位分别与 GST融合表达。在这 6个融合蛋白中 GST-S5 可

以和单克隆抗体 D3C5反应，GST-S2 可以和单抗 D3D1 反应。Western blot分析表明两个单抗所

识别的表位均为线性表位。两个表位分别位于 SARS-CoV纤突蛋白的第 447至 458氨基酸残基和

789至 799氨基酸残基。D3D1表位（447~458）正位于 S蛋白与受体结合的结构域中。该研究可

以为进一步分析 SARS-CoV纤突蛋白功能以及防治 SARS的研究提供基础。 

关键词  严重急性呼吸系统综合征（SARS），纤突蛋白，表位，单克隆抗体 

 

SARS是新出现的一种传染性严重急性呼吸系统综合征（Severe acute resperiratory syndrom, 

SARS），其病原为一种新型冠状病毒变种(Peiris等，2003a；Drosten等，2003；Ksiazek等， 2003)，

命名为 SARS冠状病毒（SARS Coronavirus，SARS-CoV）。 

SARS-CoV 是一种带囊膜的单链正义 RNA病毒。基因组全长约为 29.7Kb，有 11个开放阅

读框，基因组的组织形式类似于基因它的冠状病毒（Qin ED等，2003）。基因组序列和氨基酸序

列与其它动物冠状病毒比较同源性非常低（Peiris等，2003a；Drosten等，2003；Qin ED等，2003）。

尽管 SARS 发生后在野生动物体内分离出了基因序列高度同源的病毒, 但是这样的病毒在 2003

年以前从未从人或动物体内发现。基因序列的系统进化分析表明这种新的病毒不同于已知的 1、2、

3群冠状病毒中的任何一群，它可能代表一个新的冠状病毒群（Qin ED等，2003）。S糖蛋白是

冠状病毒表面的一种重要的结构蛋白，它有很好的抗原性，可以诱导机体产生保护性免疫反应，

并且在与宿主细胞受体的结合，病毒细胞膜融合及病毒的入侵中起着重要的作用（Gallagher等，

2001）。在 SARS冠状病毒的结构蛋白中，S蛋白是主要的免疫保护性蛋白（Buchholz等，2004）。

因此在疫苗的设计中首先要了解 S蛋白的结构与功能，特别是对 S蛋白进行表位鉴定是非常重要

的。在本研究中运用生物信息学方法分析预测了 6个 S蛋白抗原表位，构建了一个多表位嵌合基

因并成功地进行了表达。以重组融合蛋白为抗原制备了两株抗 S蛋白单克隆抗体，并对两株单克

隆抗体的抗原表位进行了精确的鉴定。本研究可为进一步了解 S蛋白的结构与功能以及抗 SARS

疫苗的设计提供一定的理论基础。  

1 材料与方法  

1.1 单克隆抗体的制备  
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将纯化的嵌合蛋白 GST-D和 GST-A 50µg用弗氏完全佐剂乳化，经皮下多点注射免疫 6-8周

龄雌性 BALB/c小鼠，以后每间隔两周再用弗氏不完全佐剂乳化的融合蛋白加强免疫两次，取脾

细胞融合前三天分别用 25µg A和 D抗原经尾静脉加强免疫一次。融合前取正常小鼠的腹腔巨噬

细胞作为饲养细胞，于 37  CO℃ 2培养箱中培养 24h，然后取免疫小鼠的脾细胞与 SP2/0细胞以 1：

7 的比例在融合剂 PEG3000 的作用下进行细胞融合。融合后加入选择培养基 HAT 于 37℃ CO2

培养箱进行选择培养，约 7~10 天，当有融合细胞出现时，更换 HT 培养基继续培养。同时分别

用融合表达的嵌合蛋白 GST-D和 GST-A作为检测抗原，对融合细胞的上清液进行间接 ELISA检

测以筛选阳性细胞克隆株。将经初步筛选得到的可疑阳性细胞克隆株用有限稀释法再进行 3~5次

单克隆纯化，并按常规方法制备小鼠腹水。 

1.2 表达 S蛋白预测表位寡核苷酸链的设计  

为了分别表达 6 个 S 蛋白预测表位 S1、S2、S3、S4、S5 和 S6，设计了如表 3-1 所示的 6

对寡核苷酸链。每条多肽合成正负两条寡核苷酸链，相互配对，退火后在 5’端和 3’端分别形成

BamHI和 XhoI位点粘性末端。在多肽编码区之后紧接着为一终止子序列。 

1.3 表达覆盖 S2和 S5的 9氨基酸短肽系列的设计  

为了对表位 S2和 S5进行精确鉴定，设计了两套分别覆盖 S2和 S5的 9肽，即为 S2-1至 S2-4

和 S5-1至 S5-3，分别为 S2系列和 S5系列 9肽，从 N端至 C端依次移动 1氨基酸残基且覆盖 S2

和 S5全长，其序列如表 1所示。为了对这些 9肽进行融合表达，每条 9肽都对应设计了一对寡

核苷酸链，序列如表 1所示，在退火后在每条双链 DNA的正向为 BamHI位点，反向为 XhoI位

点。 

1.4 预测表位及9肽的融合表达  

BamHI，XhoI双切质粒pGEX-6P-1，琼脂糖凝胶电泳回收；将各寡核苷酸链对退火，将退火

的DNA链与线性化的载体用T4 DNA连接酶连接过夜，转化大肠杆菌DH5α。大肠杆菌感受态的制

备，质粒的连接转化按常规方法进行。重组子经酶切鉴定后并经测序验正，阳性重组质粒转化表

达宿主菌BL21，挑取单菌落培养过夜后，按1：100接种于新鲜2×YT培养基中，继续培养至对数

生长期，0.1mol/L IPTG诱导4h，培养物离心后用1/20体积PBS重悬，超声波裂解后12,000rpm离心

分离上清和沉淀；12%凝胶SDS-PAGE电泳检测表达情况；超声波裂解物上清用谷胱甘肽sepharose 

4B RediPack亲和层析柱（Pharmacia Biotech）纯化。 
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表3-1 合成的寡核苷酸序列及编码的多肽序列 
Table 3-1. The sequence of peptides and the synthesized nucleotides. 

编号 合成寡核苷酸序列 氨基酸序列及起始位置 

S1 5’-gatccaatactaggaacattgatgctacttcaactggtaattataattaac-3’ NTRNIDATSTGNYN (424-437) 

S2 5’-gatccaagcttaggccctttgagagagacatatctaatgtgtaac-3’ KLRPFERDISNV (447-458) 

S2-1 5’-gatccaagcttaggccctttgagagagacatataac-3’ KLRPFERDI (447-455) 

S2-2 5’-gatcccttaggccctttgagagagacatatcttaac-3’ LRPFERDIS (448-456) 

S2-3 5’-gatccaggccctttgagagagacatatctaattaac-3’ RPFERDISN (449-457) 

S2-4 5’-gatccccctttgagagagacatatctaatgtgtaac-3’ PFERDISNV (450-458) 

S3 5’-gatccgattccgttcgagatcctaaaacatctgaaatattataac-3’ DSVRDPKTSEIL (560-571) 

S4 5’-gatccgctgaacaggatcgcaacacacgtgaagtgttctaac-3’ AEQDRNTREVF (754-764) 

S5 5’-gatcccctgaccctctaaagccaactaagaggtctttttaac-3’ PDPLKPTKRSF (789-799) 

S5-1 5’-gatcccctgaccctctaaagccaactaagaggtaac-3’ PDPLKPTKR (789-797) 

S5-2 5’-gatccgaccctctaaagccaactaagaggtcttaac-3’ DPLKPTKRS (790-798) 

S5-3 5’-gatcccctctaaagccaactaagaggtctttttaac-3’ PLKPTKRSF (791-799) 

S6 5’-gatccaaaaatcatacatcaccagatgttgatcttggcgacatttcataac-3’ KNHTSPDVDLGDIS (1139-1152) 

注：表中所示序列均为正链序列。在每条正义链的 5’和 3’端分别有一 gatcc 和 c 序列（斜体所示）, 相应地在负义链的 3’ 和 5’ 端分

别有一 g 和 gagct序列（负链序列未列出）。当将正负义链退火时，两条链相互配对并在分别在 5’端和 3’端形成 BamHI和 XhoI 粘性末

端。在第条多肽编码序列之后有一附加的 taa 终止子序列（粗体所示）。 

1.5 酶联免疫吸附试验（ELISA）  

用 0.1mol/L 碳酸盐缓冲液（pH 9.6）将纯化的蛋白稀释成 10µg/ml或超声裂解物上清液进行

50倍稀释，以 100µl/孔包被 ELISA板，4ºC过夜，用 5% 脱脂乳室温封闭 3h。封闭后用 PBST （PBS

含 0.1% Tween-20）洗三遍，加入杂交瘤培养上清液或适当稀释的腹水，37ºC作用 1h，PBST洗

五遍；加入 1：5000稀释的 HRP标记羊抗鼠 IgG抗体，37ºC作用 1h，PBST洗七遍，加入 OPD

显色液显色 15分钟，50µl/孔 2mol/L H2SO4 终止，490 nm 波长测量吸收值。 
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1.6 免疫印迹试验（Western blot） 

细菌裂解物离心后上清液与等体积 2×上样缓冲液混合，经 12%分离胶 SDS-PAGE电泳分离

后转移至硝酸纤维素膜上，5%脱脂乳 4ºC封闭过夜。与适当稀释的一抗 37ºC作用 1h，PBST洗

三次，每次 10分钟；1:5000 稀释的二抗 37ºC作用 1h，PBST洗三次，每次 10分钟；用 DAB显

色或 BCIP/NBT显色系统进行显色。 

2 结果 

2.1 预测表位及 9肽融合蛋白的表达 

编码预测表位多肽及 S2、要 S5 序列的正负义寡核苷酸链退火物与经 BamHI,XhoI 双切处理

的载体 pGEX-6P-1连接转化后，经酶切鉴定及最终序列测定鉴定，均得到了阳性重组质粒。重组

质粒转化表达宿主菌 BL21后经 0.1mmol/L IPTG诱导均表达与预期值大小相符的特异型蛋白带，

各表位融合蛋白大小为 26~27kD；表达融合蛋白均存在于表达菌体超声裂解后的上清中（图 3-4A，

3-6A，3-6C）。 

2.2 重组多表位融合蛋白GST-D与 SARS患者康复期血清及免疫鸡血清免疫印迹检
测结果 

免疫印迹检测结果显示，表达的多表位重组融合蛋白 GST-D 能被 SARS 患者康复期血清和

免疫鸡血清特异性地识别，并且与免疫鸡血清反应为强阳性，如图 3-1A 所示。结果显示表达的

重组蛋白具有免疫反应活性。提示所预测的抗原表位中含有真实的抗原表位。 

2.3 预测表位融合蛋白GST-S2和GST-S5与 SARS患者康复期血清及免疫鸡血清免
疫印迹检测结果 

与 SARS患者康复期血清及免疫鸡血清免疫印迹检测结果显示，GST-S1至 GST-S6 6个重组

预测表位融合蛋白中，GST-S2能与免疫鸡血清发生反应，与 SARS患者康复期血清也有弱反应，

如图 3-1B所示。结果提示 S2是一个抗原表位。  
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图 3-1 重组融合蛋白的免疫印迹分析 

Fig.3-1 Western blot analysis of the recombinant protein. 

A多表位嵌合蛋白与 SARS患者康复期血清及免疫鸡血清免疫印迹检测结果； 

B 预测表位融合蛋白与 SARS患者康复期血清及免疫鸡血清免疫印迹检测结果 

 

2.4 单克隆抗体的制备与鉴定 

用纯化的多表位嵌合蛋白免疫 BALB/c小鼠，经细胞融合和 ELISA筛选、纯化后共得到了 6

株能稳定分泌特异性抗体的阳性杂交瘤细胞，SSCV-D 特异的有两株：D3D1、D3C5（图 3-2）。

对得到的 2株单克隆抗体进行亚型鉴定，结果 D3C5为 IgG2a外，D3D1为 IgG1，而轻链均为 κ

链（表 3-2）。用商品化的 SARS-CoV ELISA试剂盒检测制备的腹水，单抗 D3C5和试剂盒提供的

阳性血清与试剂盒反应 OD 值均大于 0.5，呈阳性，而 D3D1 反应较弱，介于阳性血清与阴性血

清反应值之间。用经灭活和超声波裂解后的 SARS-CoV对单抗 D3D1进行Western blot分析，结

果发现在约 180kD处出现一条特异的反应带（图 3-3）。 
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图3-2  SARS-CoV ELISA对6株单克隆抗体细胞株腹水特异性检测 

Fig.3-2 Specificity of six monoclonal antibodies detected by SARS-CoV ELISA 

 

 

表3-2  SARS-CoV合成表位单克隆抗体亚型的鉴定 

Table 3-2 Characteristic the subtype of the MAbs. 

单抗细胞株 

类别 

A1F4 A2B3 A2B7 A2D5 D3D1 D3C5 

抗体类型 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG2a 

轻链类型 Kappa Kappa Kappa Kappa Kappa Kappa 
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图 3-3：单抗 D3D1与灭活和超声波裂解后的 SARS-CoV的Western blot分析 

Fig. 3-3  Western blot analysis of MAb D3D1 to SARS-CoV. 

M：为蛋白分子量 marker,大小依次为 97.4、66.2、43kD；1：为未接 SARS-CoV的 VeroE6细胞对照；2：为灭活

的经 VeroE6细胞培养的 SARS-CoV超声波裂解物。 

 

2.5 单克隆抗体的表位鉴定 

用单克隆抗体 D3D1和 D3C5对预测表位融合蛋白进行Western blot和 ELISA检测，结果显

示 GST-S2能被单抗 D3D1特异性地识别，如图 3-4B（Western blot）和图 3-5A（ELISA），相应

的表位命名为 S2，对应的多肽序列为 KLRPFERDISNV（447~458AA）。单抗 D3C5 能特异性地

识别 GST-S5，如图 3-4C（Western blot）和图 3-5C（ELISA），相应的表位命名为 S5，对应的多

肽序列为 PDPLKPTKRSF（789~799AA）。 

2.6 单克隆抗体表位的精确定位 

S2及 S2系列 9肽融合蛋白与单抗 D3D1的 ELISA(（图 3-5B）和Western blot（图 3-6B）结

果显示，S2-1是表位 S2的核心序列，即为 KLRPFERDI（447~455AA）。S5及 S5系列 9肽融合

蛋白与单抗 D3C5的 ELISA（图 3-5D）和Western blot（图 3-6D）结果显示，S5-1是表位 S5的

核心序列，为 PDPLKPTKR（789~797AA）。 

 

 

  M    1   2 

180kD
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图 3-4 预测表位融合蛋白与单克隆抗体的Western blot分析结果  

Fig.3-4 Western blot analysis results of recombinant peptide-fusion protein to MAbs. 

(A) 预测表位融合蛋白的 SDS-PAGE分析 M为蛋白质分子量标准， 1-6依次为 GST-S1、GST-S2、GST-S3、

GST-S4、GST-S5、GST-S6, 7为 GST对照；(B) 预测表位融合蛋白与单抗 D3D1的Western blot分析 编号 1-7顺

序同图 A； (C)预测表位融合蛋白与单抗 D3C5的Western blot分析 编号 1-7顺序同图 A 
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图 3-5 预测表位融合蛋白与单克隆抗体的 ELISA检测结果  

Fig.3-5 ELISA results of peptide fused protein to MAbs. 

(A) 预测表位融合蛋白 GST-S1至 GST-S6以及 GST与单抗 D3D1ELISA结果；(B) S2及 S2系列 9肽融合蛋

白与单抗 D3D1 ELISA结果；(C) 预测表位融合蛋白 GST-S1至 GST-S6以及 GST与单抗 D3C5 ELISA结果；(D) 

S5及 S5系列 9肽融合蛋白与单抗 D3C5 ELISA结果 

 

 



中国农业科学院博士学位论文                             实验二 

37 

 

 

图 3-6 表位 S2和 S5精确定位的Western blot分析结果. 

Fig.3-6 Precise location of epitopes with Western blot. 

(A) S2及 S2系列 9肽融合蛋白的 SDS-PAGE分析结果 M为蛋白质分子量标准，1-6分别为 GST-S2、GST-S2-1、 

GST-S2-2、GST-S2-3、GST-S2-4、GST；(B) S2及 S2系列 9肽融合蛋白与单抗 D3D1 Western blot结果，1-6上样

顺序同图 A中 1-6； (C) S5及 S5系列 9肽融合蛋白的 SDS-PAGE分析结果 M为蛋白质分子量标准，1-5分别为

GST-S5、GST-S5-1、 GST-S5-2、GST-S5-3、GST；(D) S5及 S5系列 9肽融合蛋白与单抗 D3C5 Western blot结果，

1-5上样顺序同图 C中 1-5 

3 讨论  

抗原表位（epitope）也称抗原决定簇，是抗原分子上具有刺激机体产生抗体或致敏 T淋巴细

胞并能够与抗体或细胞识别的部位。根据抗原受体细胞的不同可抗原表位可分为 B细胞表位和 T

细胞表位，分别在机体的体液免疫和细胞免疫中起重要作用；根据表位组成氨基酸的连续性可分

为线性表位的构象表位；根据表位在抗原分子上的暴露与否可分为隐蔽性表位和暴露性表位；根

据对病原有无中和作用可分为中和表位和非中和表位。抗原表位的鉴定分析对了解抗原物质的结

构与功能，设计基于表位的安全有效的疫苗以及开发基于表位的诊断试剂有重要意义。尽管抗原

物质的 B细胞表位通常大部分是构象表位，仅有一小部分为线性表位。本实验中多表位融合蛋白



中国农业科学院博士学位论文                             实验二 

38 

与 SARS康复血清以及免疫鸡血清的免疫印迹结果表明所预测的表位中含有真实的表位。并且利

用单克隆抗体进一步鉴定出了抗原表位 S2 和 S5，它们均为线性表位。表位 S2 能被 SARS 康复

血清的免疫鸡血清识别，表明两种血清中均有表位 S2特异的抗体，也提示表位 S2是暴露在 S蛋

白表面。表位 S2 的核心序列为 K447LRPFERDI455AA，表位 S5 的核心序列为 P789DPLKPTKR797 

（图3-7）。研究表明S蛋白的第318~510位氨基酸残基长为193氨基酸残基的片段是与SARS-CoV

受体 ACE2结合的部分（Wong等，2004），表位 S2正好位于该受体结合结构域中。  

 

 

图 3-7. 表位鉴定结果示意图 

Fig.3-7 Schematic diagram of spike protein epitopes identification results. 

 

SARS-CoV 是一种新出现的冠状病毒，从最先发现分离此病毒至今，世界各国的科研人员

已测定了数十株病毒的全基因组序列。在病毒的病源学，免疫及病毒大分子结构与功能的研究上

均取得了重要进展。但是 SARS是一种新出现的传染病，要完全控制该病还有许多研究工作要做。

本研究对 SARS-CoV S蛋白抗原表位进行了初步分析，构建并表达了多表位重组融合蛋白，制备

了抗 S蛋白单克隆抗体，鉴定了两个 S蛋白抗原表位，为进一步分析 S蛋白结构与功能以及对抗

SARS疫苗的设计提供了一定的基础。 

 

S1 (424-437) S3 (560-571) S4 (754-764) S6 (1139-1152) S2 (447-458) 

S2-1 (447-455) 

S2-2 (448-456) 

S2-3 (449-457) 

S2-4 (450-458) 

S5 (789-799)

S5-1 (789-797)

S5-2 (790-798)

S5-3 (791-799)

12551 
-COOHNH2- 
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实验三 SARS冠状病毒 S蛋白单克隆抗体 2C5识别表位的鉴
定 

 

摘  要 以SARS-CoV S蛋白单克隆抗体2C5为筛选靶分子，筛选噬菌体展示随机7肽库。经

三轮淘洗后挑选20个噬菌体克隆进行ELISA分析和序列测定。在10个ELISA OD值大于0.2的阳性

噬菌体克隆中，有8个噬菌体克隆展示有共同的7肽序列TPEQQFT。展示有该序列的噬菌体克隆

能竟争抑制SARS-CoV S蛋白抗原与单抗2C5的结合。与SARS-CoV S蛋白序列比对分析发现该7

肽序列散布于S蛋白的第539位到第559位氨基酸上。将S蛋白T539PSSKRFQPFQQFGRDVSDFT559 

的21肽与GST进行融合表达，得到了可溶解的融合蛋白。该融合蛋白能不能被单抗2C5识别，但

经Western blot分析表明该融合蛋白能被灭活 SARS冠状病毒免疫鸡血清识别。表明

T539PSSKRFQPFQQFGRDVSDFT559是S蛋白的一个线性表位，而TPEQQFT为单克隆抗体2C5的模

拟表位。 

关键词 SARS冠状病毒（SARS-CoV），S蛋白，单克隆抗体，噬菌体展示随机肽库，表位 

 

SARS冠状病毒的 S蛋白是病毒粒子表面一种重要的结构蛋白。负责与宿主细胞受体相结合，

决定了病毒的细胞嗜性。S蛋白具有良好的免疫原性，可诱导机体产生病毒中和抗体，在机体的

免疫保护中发挥重要作用，是设计研究 SARS疫苗的候选靶标。SARS冠状病毒 S蛋白单克隆抗

体的制备，特别是中和性单克隆抗体制备，对 SARS的治疗和诊断具有重要意义，而且已经有数

个实验室在从事单克隆抗体的制备工作。对 S蛋白结构与功能的研究方面，抗原表位的鉴定是一

项重要的工作，特别是对中和性抗原表位的鉴定，将有助于 SARS基因工程疫苗的设计研究。 

用噬菌体随机肽库筛选抗原表位是抗原表位鉴定中常用的一种方法。该方法不仅可以鉴定线

性抗原表位，而且可以得到其它方法很难鉴定的蛋白抗原构象表位的模拟表位。本研究以单克隆

抗体 2C5为靶分子，用噬菌体展示的 7肽随机肽库进行淘洗，以鉴定单抗 2C5的表位。以期为进

一步研究 S蛋白的结构与功能提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 噬菌体随机肽库、菌株和单克隆抗体 

噬菌体随机 7肽库 ph.D.C7C购自 New England Biolabs公司，库容量为 1.2×109。大肠杆菌

ER2378为本实验室保存。SARS-CoV S蛋白单克隆抗体 2C5为哈尔滨兽医研究所吴东来研究员

提供，此单克隆抗体具有病毒中和活性。 
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1.2 其它试剂与材料  

克隆表达与纯化的质粒载体和试剂同实验一所述。真核表达 SARS冠状病毒 S蛋白抗为哈尔

滨兽医研究所步志高研究员提供。抗噬菌体M13抗体为 promeg公司产品。 

1.3 主要试剂的配制 

封闭液： 称取 5g脱脂奶粉溶于 100ml 0.1 mol/L NaHCO3（pH 8.6）中。 

阻断液： 0.1 mol/L NaHCO3（pH 8.6），5mg/ml BSA，0.02% NaN3，过滤除菌，4°C保

存。 

TBS： 50mmol/L Tris-HCl（pH 7.5），150mmol/L NaCl，高压灭菌，室温储存。 

洗涤液(TBS/T)： 每 100ml TBS（pH 7.5） 可加入 0.5ml Tween-20。 

洗脱液： 量取 862µl浓盐酸至 50ml重蒸水中，用甘氨酸调节 pH值至 2.2，定容至 100ml。 

LB培养基： 每升含：10 g Bacto-Tryptone，5 g yeast extract，5 g NaCl。灭菌后室温保存。 

IPTG/Xgal： 将1.25 g IPTG（isopropyl β-D-thiogalactoside） 和 1 g Xgal 

（5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside）溶解于25 ml 二甲基甲酰胺。

–20°C 避光保存。 

LB/IPTG/Xgal： 平板 LB 液体培养基+ 15 g/L。灭菌后冷至70°C 加1 ml IPTG/Xgal 摇

匀后倒板。4°C 保存备用。 

上层琼脂： 每升含10 g Bacto-Tryptone，5 g yeast extract，5 g NaCl，1 g MgCl2•6H2O，7 g 

琼脂糖。高压灭菌后分装室温放置备用，用前微波炉熔化。 

四环素贮液： 用酒精配成20 mg/ml，–20°C 避光保存，用前摇匀。 

LB-Tet平板： LB液体培养基+ 15 g/L琼脂，灭菌后冷至70°C 加1 ml四环素贮液摇匀后倒

板，于4°C 避光保存，如变黑或变棕色则弃之不用。 

PEG/NaCl溶液： 20% (w/v) PEG8000，2.5 mol/L NaCl。高压灭菌后室温放置。 

1.4 噬菌体的滴定 

噬菌体的滴定按肽库试剂盒说明书进行操作。主要过程如下：从大肠杆菌ER2378平板上挑一

个单菌落，接种于5~10ml LB培养基中，于37°C振荡培养至对数生长期（OD600约为0.5）。细菌

长好后将上层琼脂在微波炉中加热融化后于50°C水浴中备用。用LB培养基将待滴定的噬菌体进

行10倍系列稀释。每个稀释度取10µl加入到分装有200µl细菌培养物中，混匀后室温感作5min。将

感作好的混合液全部转入上层琼脂中，迅速混匀后到入LB/Tet/IPTG/X-Gal平板上，摇动平板使琼

脂平铺于平板上层。室温放置5min，37°C过夜培养。计数蓝色噬斑，计算噬菌体的噬斑形成单位。 



中国农业科学院博士学位论文                             实验三 

41 

1.5 噬菌体肽库的亲和筛选（参照说明书进行，简述如下） 

第一天 

a. 将单克隆抗体2C5以10µg/ml溶解在0.1mol/L NaHCO3（pH8.6）。 

b. 取150µl上述抗体溶液加入至96孔板中，轻轻混匀，使孔底完全浸满液体。 

c. 将板置于湿盒中，于4°C包被过夜。 

第二天 

d. 接种ER2378单个克隆至20ml LB培养液中，于250ml三角烧瓶中剧烈振荡培养。 

e. 将包被孔中包被液倒掉，置于干燥灭菌的吸水纸上拍干，弃尽残余的液体。用封闭液加满孔，

将ELISA板孔放于湿盒中于4°C中放置2h。 

f. 如步骤e弃尽封闭液。尽快用TBST液振荡洗涤ELISA板孔，倒掉甩干，在干净的纸巾上拍干 残

留液体。如此反复洗涤5次。立即进入淘选过程，注意不要让孔干燥。 

g. 用100µl TBST将噬菌体肽库稀释至2×1011个噬菌体，加入至板孔中，置于封闭、湿润的盒中，

室温振荡摇动60min。 

h. 弃去末结合的噬菌体，在洁净的吸水纸上拍干。 

i. 如步骤f用TBST将板孔冲洗10次，注意每一次都要更换一块干净的纸巾，以防交叉污染。 

j. 往冲洗后的板孔中加入100ul洗脱液，室温轻轻摇动15min；将洗脱液吸入一个无菌的eppendorf

管中，立即加入15µl的1mol/L Tris.HCl（pH9.1）, 中和洗脱液，混匀后溶液的pH值在7~8.5之间。 

k. 取1µl洗脱下的噬菌体按照上文所述方法进行滴定噬菌斑形成单位。 

l. 剩余的噬菌体洗脱液按如下程序进行扩增：先取洗脱获得的噬菌体溶液加入新鲜制备的培养至

对数生长早期的ER2378细菌中混合，让噬菌体感染细胞，室温作用5min。然后将混合物吸入到

37°C预热的20ml含四环素（0.2µg/ml）培养基中，37°C剧烈振荡培养4.5h。 

m. 将培养液倒入一个灭菌的离心管中，4°C，1000g离心10min，将上清转移入另外一个管中，再

于10,000g离心10min. 

n. 取80%上清至另一个新的离心管中，加入1/6体积的PEG/NaCl，上下颠倒10次混匀内容物，冰

上放置或者冰箱中保存至少4h或过夜。 

第三天 

o. 4°C10000g离心15min，沉淀噬菌体。弃去上清，再度离心，将上清去除干净。 
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p. 将沉淀溶解在1ml TBS中。反复吹吸溶解沉淀后，转移到一个1.5ml的eppendorf管中，简单振

荡，12000g离心1min沉淀不溶物质。 

q. 将上清转移到另一个新的eppendorf管中，加入1/6体积的PEG/NaCl，充分混合（上下颠倒100

次），于冰上再度沉淀噬菌体15~60min。4°C 12000g离心10min，去除上清后，再离心，用吸头

吸弃残余的液体。 

r. 将沉淀溶解在200ul TBS中，振荡，溶解后继续离心10min以沉淀不溶性物质。上清转移到一

个新的eppendorf管中，获得扩增了的洗脱噬菌体。 

s. 按照上文所述方法进行滴定噬菌体。 

t. 再用单克隆抗体如同前面的方法进行包被96孔板，每孔150µl，按a~c进行。 

第四天和第五天 

u. 计算蓝斑数目，获得噬菌体的滴度。根据洗脱噬菌体扩增后的数目决定下一轮投入噬菌休的量。

每次输入噬菌体的数目不得低于107pfu。 

v. 进行第二轮筛选，用第一轮洗脱扩增获得的噬菌体作为投入噬菌体，重复步骤d~r，提高洗脱

液中Tween-20的浓度至0.2%（v/v）。 

w. 在LB/IPTG/X-Gal平板上滴定第二轮洗脱扩增的噬菌体。 

x. 再用单克隆抗体2C5包被ELISA板孔，进入第三轮筛选，按照 第一天的步骤a~c进行。 

第六天 

y. 执行第三轮筛选程序，加入第二轮筛选洗脱后扩增的噬菌体，重复步骤d~k。同样提高洗脱液

中Tween-20的浓度至0.5%。 

z. 在LB/IPTG/X-Gal平板上滴定互相间扩增的第三轮筛选获得的噬菌体。如果进行第三轮筛选后

仍需进行第四、五轮的筛选，噬菌体肽库仍需要扩增。 

 

1.6 筛选噬菌体的克隆和扩增 

在第三轮筛选后洗脱噬菌体滴定板中，选择噬菌斑少于 100个的平板，从该平板中用灭菌的

吸头随机挑取 20 个单个噬斑，每挑取一个噬斑换一个吸头。加入到装有 100 倍稀释的过夜培养

的 ER2738的试管中，一个克隆一个试管。于 37°C剧烈振荡培养 4.5h。后将培养物到离心管中，

离心 30sec。上清转移到新的 eppendorf管中，再离心。吸取 80%上清至一个新的离心管中，即为

扩增后的噬菌体，可以在 4°C保存数周，如长期保存可以按 1:1加入灭菌甘油，–20°C 保存。这



中国农业科学院博士学位论文                             实验三 

43 

些噬菌体克隆依次命名为 2C5P1、2C5P2至 2C5P20。 

1.7 噬菌体序列的测定 

将挑取的 20 个噬菌体制备单链噬菌体 DNA，进行序列测定分析。单链 DNA 模板的制备按

以下步骤进行：将 1.4中扩增的噬菌体各取 500µl于新的离心管中，每管中加入 200µl PEG/NaCl，

混合后室温静置 10min，12,000g离心 10min，沉淀溶于 100µl碘化钠缓冲液，再向其中加入 250µl

无水乙醇，室温静置 10min，12,000g离心 10min弃尽上清，用 70%乙醇洗沉淀一次，用 30µl来

菌去离子水鼗沉淀悬起，即可作为噬菌体测序模板。测序引物为 M13-96g111 引物，序列为：

5’-GCCCTCATAGTTAGCGTAGCT-3’。序列测定由上海博亚生物技术有限公司完成。 

1.8 噬菌体 ELISA 

将单克隆抗体 2C5用包被液稀释成 10µg/ml，按每孔 100ul加入 96孔 ELISA板中，4°C包被

过夜。用洗液（TBST, 0.5%Tween-20）洗涤 3次后，加入封闭液 37°C封闭 1h，洗涤 3次。将纯

化的噬菌体用 TBS稀释成 1012pfu/ml，取 100ul加入到每孔中，每个样品重复 3孔；室温感作 2h

后，用洗液洗涤 5次，每孔加入 100µl 1:5000稀释的 HRP-鼠抗M13噬菌体抗体（Pharmacia），

37°C感作 1h；用洗液洗涤 5次；OPD显色 20min后，用 2mol/L H2SO4终止，于。 

1.9 噬菌体竟争抑制 ELISA 

  用真核表达 SARS冠状 S蛋白包被 ELISA板，约 1µg/孔，4°C包被过夜。用 TBS将纯化的

噬菌体 2C5EP14 10倍梯度稀释，使其浓度依次为 2×1012，2×1011，至 2×104。各取 50µl与等

体积适当稀释的单抗 2C5 混合，37°C 作用 1h。感作后加入 ELISA 孔中，每孔重复三次。37°C

作用 1h，洗涤后加入 5000倍稀释的 HRP标记羊抗鼠 IgG，37°C作用 1h，洗涤后用 OPD显色，

测定 492nm OD值 

1.10 多肽的融合表达与融合蛋白的纯化 

为了与GST融合表达单抗2C5可能识别的S蛋白表位，序列为TPSSKRFQPFQQFGRDVSDFT

的 21肽。设计了两条寡核苷酸，正链 S539~559s序列为：5’-gATCCACTCCTTCTTCAAAgAgATT 

TCAACCATTTCAACAATTTggCCgTgATgTTTCTgATTTCACTC-3’；负链 S539~559a 序列为：

5’-TCgAgAgTgAAATCAgAAACATCACggCCAAATTgTTgAAATggTTgAAATCTCTTTgAAgAAgg 

AgTg-3。正负链为互补链，退火后中间为编码 21肽序列，正向末端为 BamHI位点，反向末端为

XhoI位点。退火后的双链 DNA与用 BamHI和 XhoI线性化的载体 pGEX-6p-1（Invitrogen）连接。

转化大肠杆菌 DH5α，酶切鉴定重组质粒，阳性质粒送上海博亚生物技术有限公司测序列以验证

序列的正确性，阳性重组质粒命名为 pGEX-S539。阳性重组质粒转化大肠杆菌 BL21感受态细胞。

IPTG诱导后 SDS-PAGE分析融合蛋白的表达。融合蛋白按前文所述方法用谷光甘肽 Sepharose 4B 

RediPack（Amersham Pharmacia Biotech）柱亲和层板纯化，重组融合蛋白命名为 GST-S539。 
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1.11 融合蛋白与单克隆抗体 2C5的 ELISA分析 

  方法与上文所述 ELISA 相同。包被抗原为纯化融合蛋白 GST-S539，浓度为 50µg/ml。包被

相同浓度的 GST蛋白为对照。一抗为 2C5。 

1.12 融合蛋白与鸡抗 SARS冠状病毒血清的Western blot分析 

诱导样品经 12%凝胶 SDS-PAGE电泳后，转印至硝酸纤维素膜上，5%脱脂乳 4℃封闭过夜，

TTBS洗三遍，浸入 1：100稀释的鸡抗 SARS阳性血清中，室温作用 2h，TTBS洗三遍后浸入 1：

5000稀释的 AP标记羊抗鸡 IgG抗体，室温作用 1h，洗涤三次后用 BCIP/NBT显色系统显色。 

2. 结果 

2.1 噬菌体肽库的筛选  

为了证明噬菌体肽库筛选系统的有效性，在三次淘洗过程中，通过不断提高洗涤液中

Tween-20的浓度而逐渐严格洗涤条件，经三轮“吸附-洗脱-扩增”副集筛选后，测定噬菌体的输

入与收获率，结果如表 4-1所示。结果表明经每一轮筛选后，噬菌体都得到了富集。滴定洗脱后

噬菌体在平板中的蓝斑如图 4-1所示。 

 

表 4-1 噬菌体肽库的筛选 

Table 4-1 Bio-Panning with the peptide library. 

 
第一轮筛选 

1st screening 

第二轮筛选 

2nd screening 

第三轮筛选 

3rd screening 

输入噬菌体(Input) 2×1010 pfu 5×108 pfu 5×108 pfu 

洗脱噬菌体(Output) 1.7×105 pfu 3.7×105 pfu 1.9×107 pfu 

洗脱/输入(Out/In) 8.5×10-4% 0.074% 3.8% 
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图 4-1 噬菌体噬斑 

Fig.4-1 Plaque of phages. 

2.2 噬菌体的克隆与结合分析  

挑取第三轮筛选后洗脱物中的 20个噬斑克隆，并扩增纯化得到了 20个噬菌体克隆。用单克

隆抗体 2C5包被 ELISA板后，检测 20个噬菌体克隆与单抗的结合能力。结果表明，OD值大于

0.2的有 10个，OD值大于 0.25的有 8个噬菌体克隆（图 4-2）。表明经三轮筛选后，噬菌体随

机肽库得到了很好的富集，并且这种富集作用很特异。 

 

图 4-2 噬菌体与单克隆抗体 2C5 的 ELISA 结合分析 

Fig.4-1  ELISA analysis the binding ability of diluted phages clone to MAb 2C5. 
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2.3 噬菌体展示序列的测定与分析  

经序列测定表明，在第三轮洗脱物中随机挑选的 20 个克隆中，其展示的 7 肽序列有 8 个是

一致的，为 TPEQQFT。而且这 8个克隆与单抗 2C5的结合能力最好，其 ELISA OD值均大于 0.25

（表 4-2），测序列结果与 ELISA结果有很高的一致性，表明序列 TPEQQFT为单克隆抗体 2C5

的模拟抗原表位。为进一步分析 S蛋白中 2C5表位的结构，将 TPEQQFT7肽序列与 S蛋白全长

序列进行比对分析。结果发现 7肽序列 TPEQQFT分散于 S蛋白第 539至 559氨基酸残基序列间

（图 4-3）。可能 539~559片段即为单抗 2C5的连续表位序列。 

表 4-2 噬菌体序列测定结果 

Table 4-2 Sequence analysis of selected. 

Phage clone No. OD490 DNA sequence  AA sequence 

2c5p1 0.119 ACGAAGTCTCCTCCTCTGCAG TKSPPLQ 

2c5p2 0.258 ACGCCTGAGCAGCAGTTTACT TPEQQFT 

2c5p3 0.253 ACGCCTGAGCAGCAGTTTACT TPEQQFT 

2c5p4 0.121 ACGAAGTCTCCTCCTCTGCAG TKSPPLQ 

2c5p5 0.302 ACGCCTGAGCAGCAGTTTACT TPEQQFT 

2c5p6 0.298 ACGCCTGAGCAGCAGTTTACT TPEQQFT 

2c5p7 0.127 ACGAAGTCTCCTCCTCTGCAG TKSPPLQ 

2c5p8 0.200 ACGAAGTCTCCTCCTCTGCAG TKSPPLQ 

2c5p9 0.338 ACGCCTGAGCAGCAGTTTACT TPEQQFT 

2c5p10 0.173 ACTCCTTCGGCGCTTGCGAGT TPSALAS 

2c5p11 0.176 TCTTGGCCTAATACGAGTAAT SWPNTSN 

2c5p12 0.107 ACGTCGCTGCTGAGGGGGCAG TSLLRGQ 

2c5p13 0.168 CCTCCGATGCCGAATACGACG PPMPNTT 

2c5p14 0.357 ACGCCTGAGCAGCAGTTTACT TPEQQFT 

2c5p15 0.167 ACTCCTTCGGCGCTTGCGAGT TPSALAS 

2c5p16 0.203 TCTTGGCCTAATACGAGTAAT SWPNTSN 

2c5p17 0.318 ACGCCTGAGCAGCAGTTTACT TPEQQFT 

2c5p18 0.242 CATGCTACGCATACGAATTAT HATHTNY 

2c5p19 0.355 ACGCCTGAGCAGCAGTTTACT TPEQQFT 

2c5p20 0.187 ACTCCTTCGGCGCTTGCGAGT TPSALAS 

*OD490在 0.25以上有 8 (2,3，5,6，9,14,17,19)个：全为：TPEQQFT；OD490在 0.2以上的有 10个：8个：TPEQQFT；(16): SWPNTSN; 

(18): HATHTNY 
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图 4-3 噬菌体展示肽序列与 S蛋白序列的比对分析 

Fig.4-3 Sequence alignment between the peptide displayed on the phage and S protein of SARS-CoV of BJ01 strain. 

2.4 噬菌体的竟争 ELISA 

  经序列测定分析以及与单抗 2C5 的 ELISA分析表明，经三轮筛选后得到了一致的展示 7 肽

序列。为了进一步验证该序列为 S 蛋白表位的可能性，分析了展示有该 7 肽序列的噬菌体克隆

2C5P14对单抗 2C5与 S 蛋白抗原结合的抑制效果。结果表明，噬菌体 2C5p14对 S 蛋白抗原具

有竟争抑制作用，当噬菌体数量为 1011pfu/孔时几乎能完全抑制 2C5与 S蛋白的结合（图 4-4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-4 噬菌体的竟争抑制 ELISA 

Fig.4-4 Competitive inhibition ELISA of selected phage. 
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2.5 短肽的融合表达与纯化 

为了验证 S539~559是否为单抗 2C5的表位序列，将编码 S蛋白第 539~559氨基酸残基片段

多肽序列的正负义寡核苷酸链退火物与经 BamHI,XhoI双切处理的载体 pGEX-6P-1连接转化后，

经酶切鉴定及最终序列测定鉴定，均得到了阳性重组质粒。重组质粒转化表达宿主菌 BL21后经

0.1mmol/L IPTG诱导后重组蛋白 GST-S539得到了表达，表达融合蛋白存在于表达菌体超声裂解

后的上清中。经亲和层析纯化获得了纯化的融合蛋白（图 4-5）。 

 

图 4-5 短肽融合蛋白表达与纯化的 SDS-PAGE 分析 

Fig.4-5 SDS-PAGE analysis of the expression and purification of recombinant fusion protein. 

M，中分子量蛋白质标准；1，诱 GST-S539导表达；2，GST诱导表达；3，纯化的 GST-S539；4，纯化的

GST 

2.6 融合蛋白的免疫反应性 

经 ELISA分析，融合蛋白 GST-S539不能与单克隆抗体 2C5结合，2C5同样不与 GST结合

（图 4-6A）；而Western blot结果显示，融合蛋白 GST-2C5EP1能被鸡抗 SARS冠状病毒血清所

识别，而 GST 对照则不能被识别（图 4-6B）。从以上的结果可以看出 S 蛋白 539-559 片段是 S

蛋白的一个线性抗原表位，但不是单抗 2C5的表位。 
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图 4-6 融合蛋白与单克隆抗体 2C5的 ELISA(A)和与免疫鸡血清的Western blot (B) 

Fig.4-6 ELISA (A) Result of fusion protein to MAb2C5 and Western blot (B) of fusion protein to chicken sera 

against SARS-CoV. 

 

 

3 讨论 

  Smith（1985）年首次报道运用基因工程方法可将外源性多肽序列与丝状噬菌体fd的外壳

蛋白融合表达并展示在噬菌体表面，随后又证明展示于噬菌体表面的多肽能够被特异性抗体所识

别（Parmley＆Smith，1988）。噬菌体展示使表达的多肽以融合蛋白形式展现在噬菌体表面，保持

相对独立的空间结构和生物活性，并且可用免疫学亲和纯化方法筛选，因此噬菌体展示是一种筛

选靶蛋白和多肽的强有力方法。该技术可用于研究多肽或蛋白质的性质、相互识别和作用，能从

巨大展示肽库中选择特定功能的多肽结构。噬菌体表面展示技术广泛用于蛋白质相互作用的研

究、新型疫苗的研制、药物的开发及诊断试剂制备、抗原表位的鉴定、特异性调节分子的分离、

细胞表面工程的研究等方面（Stoute等，1995；Hou等，2002；Dell’Orco等，2002；Cerino等，2001）。 

将人工合成的随机排列的寡核苷酸插入丝状噬菌体pIII或pVIII基因的信号肽和成熟蛋白编码

区之间，经转导后插入DNA片段以融合蛋白形式表达并装配在噬菌体表面，这些表达不同短肽（代

表不同序列）的重组噬菌体构成噬菌体展示肽库。筛选则采用亲和纯化（affinity purification），称

之为生物淘洗（biopanning），类似于淘金（panning）。其过程是，先将重组噬菌体与受体作用，

除去非特异结合的噬菌体，然后将特异性结合的噬菌体洗脱下来经扩增、克隆后进行序列测定和

活性分析。在本实验中，以单克隆抗体2C5为靶，用噬菌体展示的随机七肽库进行淘洗，经三轮

淘洗后得到了一致的序列TPEQQFT。此序列与S蛋白进行序列对比后，发现可能是散在于

S539~559间。进一步融合表达了S539~559多肽，结果发现此多肽确为S蛋白的一个线性表位，但

是与单抗2C5的回归免疫学反应表明它不是2C5的表位。但展示有此序列的噬菌克隆对单抗2C5与
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S蛋白抗原间的ELISA反应确有竟争抑制作用，表明此序列为单抗2C5的一个模拟表位。进一步对

单抗2C5进行特性分析，Westerb blot分析发现它对细胞培养全病毒，S蛋白S1区及其截短的片段的

原核表达产物均不识别，这也表明它对应的表位不是一个线性表位，极可能是一个空间构象性表

位。 

  对单克隆抗体2C5的特性分析的新报道也印证了本文的结果（He等，2005；Chou等，2005），

在他们的报告中报道了单抗2C5的中和活性，以及进一步明确了它对应的表位是一个构象性表位。

它具有抑制S蛋白受体结合结构域与细胞受体ACE2结合的作用，表明此构象表位位于SRBD结构

域上。一般而言，对构象表位进行精确的序列与位点鉴定是很困难的，而绝大多数抗原表位特别

是中和性抗原表位都是构象性的。本实验中通过噬菌体展示肽库筛选得到了一个2C5的模拟表位，

此模拟表位具有对2C5与S蛋白抗原的竟争抑制作用，此结果在进一步对S蛋白结构与功能的研究

和SARS疫苗的设计研究中可能会有一定的参考意义。 
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实验四 SARS冠状病毒 S蛋白 S1部分的表达与免疫性分析 

 

摘  要 SARS 冠状病毒 S 蛋白 S1 部分在与细胞受体结合以及诱导机体产生保护性中和抗

体中发挥重要作用。用 PCR扩增 S1及 S1N，S1C和 SRBD四个片段。PCR产物分别克隆到表达

载体 pGEX-6p-1中，经诱导各融合蛋白均以包涵体形式表达。Western blot分析表明融合蛋白均

能被单克隆抗体D3D1和鸡抗 SARS冠状病毒血清识别。融合蛋白包涵体变性溶解后与鸡抗 SARS

冠状病毒血清 ELISA 分析结果也显示良好的免疫反应性。与鸡抗 SARS 冠状病毒血清的 ELISA

和Western blot结果均表明位于 S蛋白 510~672氨基酸残基片段是 S1蛋白中的免疫优势决定区。

该结果可为进一步分析 S蛋白结构与免疫学特性提供基础。 

关键词 SARS冠状病毒，S蛋白，免疫优势决定区 

严重急性呼吸系统综合征（Severe Acute Respiratory Syndrome，SARS），也称非典型肺炎，

是一种急性、致死性呼吸道传染病。该病最先于 2002 年发生在我国广东地区，在 2002~2003 年

的流行暴发期间，世界范围内有 8000 余人感染并导致 800 余人死亡。该病的病源是一种新型的

冠状病毒，即 SARS冠状病毒。S蛋白是冠状病毒表面的一种重要的结构与功能蛋白，它决定病

毒的细胞嗜性，与宿主细胞受体结合，在病毒与细胞膜融合和入侵细胞过程中起着重要的作用。

S蛋白有很好的免疫原性，能诱导机体产生中和抗体，在机体的抗病毒免疫中起重要作用。SARS

冠状病毒 S蛋白长 1255AA，是结构蛋白区编码的最大的蛋白质，其中 12~672AA是 S蛋白的 S1

部分，该结构域能与细胞受体结合。本研究克隆表达了 S1片段及 S1N，S1C和 SRBD三个截短

的片段，并分析比较了表达产物与 SARS康复病人血清及免疫鸡血清的免疫反应性。 

SARS冠状病毒 S蛋白由两个结构域组成，靠近 N端的部分形成一个球状结构域，靠近 C端

的部分形成一个穿膜的棒状结构。对已知的冠状病毒的研究已经证明，S蛋白在病毒入侵细胞、

病毒与细胞受体结合以及决定病毒的细胞嗜性方面发挥重要作用。目前一般认为 SARS-CoV S蛋

白不被切割成的 S1和 S2两个部分，但比较其序列结构与功能仍将其分为 S1和 S2两个部分。其

中 S1形成成熟蛋白的球状部分，S2形成成熟蛋白的棒状分，包括一个 N helix，一个M helix，

一个 C Helix和一个穿膜部分。S1和 S2之间通过分子间作用力相互结合。S2的穿膜部分把整个

S蛋白固定在病毒外壳膜上。北京大学医学部生物信息中心对 SARS冠状病毒基因组编码的可能

蛋白进行了序列分析与结构预测，发现整个蛋白中可能有一个球状结构域，提示可能为 S蛋白的

S1 部分。穿膜区预测则发现在 1197~1218 氨基酸间有一段穿膜序列，推测可能就是 S 蛋白和病

毒外壳膜结合的位置。通过对二级结构的预测发现，在约 729~770，879~1016，1164~1185 外分

别有一个 Helix区域，提示可能为 S2中的 N/M/C helix，与病毒外壳膜 和宿主细胞膜的融合有关。

N端 1~13位氨基酸可能为信号肽序列（芮伟等，2003）。YU等(2003)分析发现 SARS冠状病毒

S蛋白有两个疏水区，与以氨基肽酶 N（Aminopeptidase N，APN）/CD13分子为细胞受体的冠状
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病毒血清 1群人呼吸道冠状病毒和猪传染性胃肠炎病毒 S糖蛋白相似，其中一个在整个蛋白的 N

端并且带有一个 1型信号肽序列，另外一个 C端包含一个穿膜区和一个位于膜内的富含半胱氨酸

尾。通过生物信息学蛋白质相互作用分析和分子建模分析，发现 SARS 冠状病毒 S 蛋白中由第

757~761氨基酸残基组成的结构域可与 CD13分子中第 585~653残基结构域相互作用，推测 CD13

分子可能是 SARS 冠状病毒的受体，与 SARS 病毒的感染相关(Bosch等，2004)。事实上 S 蛋白

与受体结合的结构域在 S1上，其核心序列为一个 193氨基酸残基片段（Li等，2003）。 

本实验对 S1及其它三个截短片段进行了表达，并分析了它们的免疫特性。对进一步开展 S1

区的抗原表位鉴定及建立免疫这诊断方法有一定意义。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌种及 SARS基因 

质粒 pGEX-6P-1、大肠杆菌 Dh5a及 BL21均为本实验室保存。含 SARS冠状病毒 S1基因的

质粒 pBLUT-SS由哈尔滨兽医研究所步志高研究员提供。 

1.2  血清、抗体及试剂 

限制性内切酶 BamHI，XhoI，EcoRI，T4 DNA连接酶为大连宝生物公司产品；IPTG，HRP

标记抗人 IgG，AP标记抗鸡 IgG均为 Promega产品；凝胶回收试剂盒为华舜生物公司产品。SARS

康复病人血清由华南农业大学寥明博士和张桂红博士惠赠，灭活 SARS冠状病毒免疫鸡血清由哈

尔滨兽医研究所 SARS研究小组提供。SARS冠状病毒 S蛋白单克隆抗体 D3D1、D3C5由本研究

小组制备，见第三章。 

1.3  S1、S1N、S1C及 SRBD基因片段的 PCR扩增 

参照已发表的 SARS冠状病毒 Urbani株基因组序列（NCBI序列号：AY278741），设计四条

引物，引物序列及在 S基因中位置如表 5-1所示, 在正向引物的 5’端引入 BamHI位点，在反向引

物的 5’端引入 XhoI位点。引物由上海博亚生物技术有限公司合成。PCR反应体系为：dH2O 33µl，

10×PCR buffer 5µl，25p mol/L上下游引物各 1µl, 25mmol/L dNTP 4µl，模板 DNA5µl，Ex-Taq DNA

聚合酶 1µl，总体积 50µl。扩增各片段所使用的上下游引物分别为：S1（pS1s，pS1a），S1N（pS1s，

pSRBDa），S1C（pSRBDs，pS1a），SRBD（pSRBDs，pSRBDa）。PCR反应条件为：94℃ 4min,

（94℃ 30sec，55℃ 1min，72℃ 2min）循环 35次，72℃ 5min，4℃保存。 
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表 5-1 PCR 引物序列 

Table 1. PCR primers sequence. 

引物编号 引物序列 起始/终止位置 方向 

pS1s 5' ATAGGATCCAGTGGTAGTGACCTTGACCG 3' 34 + 

pSRBDs 5' CGCGGATCCAATATTACAAACTTGTGTCC 3' 952 + 

pSRBDa 5' TAACTCGAGAACCGTGGCCGGTGCATTTA 3' 1530 - 

pS1a 5' CGCCTCGAGTTTTTGGCTAGTACTACGTAA 3' 2016 - 

*序列中斜体带下划线部分为引入的限制性内切酶位点 

 

1.4  S1、S1N、S1C及 SRBD片段表达质粒的构建 

BamHI，XhoI双切质粒 pGEX-6P-1，回收大片段；BamHI，XhoI双切 PCR产物,回收相应片

段，凝胶回收按试剂盒说明进行；T4DNA连接酶连接过夜，转化大肠杆菌 DH5α，重组子经酶切

鉴定后命名为 pGEX-S1，pGEX-S1N，pGEX-S1C，pGEX-SRBD，酶切鉴定阳性质粒送博亚生物

技术有限公司测序。最后再将重组质粒转化感受态大肠杆菌 BL21以备诱导表达。大肠杆菌感受

态细胞的制备，质粒的连接转化按前文所述方法进行。 

1.5  重组质粒的诱导表达 

将表达菌种接种于含 100ug/ml氨苄青霉素的 LB培养基中，37℃培养过夜后，按 1：100接

种于新鲜 2×YT培养基中，继续培养至对数生长期（A600＝0.5~0.7），0.5mol/L IPTG诱导 4h，

培养物离心后用 1/20体积 PBS重悬，超声波裂解后 12,000rpm离心分离上清和沉淀；SDS-PAGE

电泳检测表达情况。 

1.6  表达产物的Western blot分析 

样品经 SDS-PAGE电泳后，转印至硝酸纤维素膜上，5%脱脂乳 4℃封闭过夜，TTBS洗三遍，

浸入 1：100稀释的 SARS康复病人血清或免疫鸡血清中，室温作用 2h，TTBS洗三遍后浸入 1：

5000稀释的 HRP标记羊抗人 IgG抗体或 1：5000稀释的 AP标记羊抗鸡 IgG，室温作用 1h，洗
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涤三次后用 DAB显色或 BCIP/NBT显色系统进行显色。 

1.7  表达产物的 ELISA分析 

诱导表达的包涵体蛋白经反复离洗涤三遍后，用 1/100原培养液体积的 8mol/L尿素变性液溶

解。用 0.1mol/L 碳酸盐缓冲液（pH 9.6）将变性溶解包涵体蛋白 100 倍稀释，以 100µl/孔包被

ELISA板，空载体诱导上清包被对照孔，4ºC过夜，用 5% 脱脂乳室温封闭 3h。封闭后用 PBST

（PBS含 0.1% Tween-20）洗三遍，加入 100倍稀释的鸡抗 SARS冠状病毒血清，37ºC作用 1h，

PBST洗五遍；加入 1：5000稀释的 AP标记羊抗鸡 IgG抗体，37ºC作用 1h，PBST洗七遍，加

入碱性磷酸酶底物液显色 15分钟，50µl/孔 2mol/L NaOH 终止，405 nm 波长测量 OD值。 

2  结果 

2.1  PCR扩增 

PCR 扩增产物经 0.8%琼脂糖凝胶电泳检查均出现与预期大小一致的目的条带（图 5-1）。S1

片段长为 2001bp，S1N片段长为 1512bp，S1C片段长为 1083bp，SRBD片段长为 597bp。 

2.2  重组质粒的构建与鉴定 

重组质粒经 BamHI, XhoI，EcoRI 酶切鉴定均得到了预期结果的阳性重组子。阳性重组质粒

经 BamHI 和 XhoI 双切均得到了与插入片段相同大小的片段（图 5-2）。阳性重组质粒送博亚生

物技术公司测序。测序结果表明各片段序列重复区序列完全一致，与 Urbani株序列比较有两个碱

基的突变，分别为 1032A－G与第 1035T－C 位。两个位点的突变均为同义突变，故末作更正突

变。 

2.3  重组质粒的诱导表达 

四个阳性重组质粒转化大肠杆菌 BL21后，经 0.5mol/L IPTG诱导 4h后均得到了表达，表达

产物大小与预期一致，GST-S1 约为 99.6kD，GST-S1N 约为 82.3kD，GST-S1C 约为 65.2kD，

GST-SRBD 约为 47kD；表达的融合蛋白均以包涵体形式存在,如图 5-3 所示，箭头所示为表达的

融合蛋白条带。 
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图 5-1 四个基因片段的 PCR 扩增 

Table 5-1. PCR product of four fragments. 

1、6 DNA分子量标准；2 S1 PCR产物；3 S1N PCR产物；4 S1C PCR产物；5 S1RBD PCR产物； 

 

 

 

图 5-2 重组质粒的酶切鉴定 

Fig.5-2 Constructs identification with restriction enzyme digestion. 

M1, DNA分子标准(250~20,000bp); M2, DNA分子标准(100~2,000bp); 1, 重组质粒 pGEX-S1; 2, 重组质粒

pGEX-S1N; 3, 重组质粒 pGEX-SRBD; 4, 重组质粒 pGEX-S1C 
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图 5-3  表达产物的 SDS-PAGE 分析 

Fig.5-3 SDS-PAGE analysis of expression. 

A pGEX-S1表达电泳分析; B pGEX-S1N表达电泳分析; C pGEX-S1C表达电泳分析; D pGEX-SRBD表达电泳分析    

M均为蛋白质分子量标准；1均为诱导后全菌裂解物；2均为裂解物上清；3均为裂解物沉淀；4均为 GST空质

粒诱导对照 

 

M 1 2 3 4 M 1 2 3 4

A B

M 1 2 3 4 M 1 2 3 4

C D
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2.4  表达产物的Western blot分析 

如图 5-4所示，所表达的融合蛋白 GST-S1，GST-S1N，GST-S1C及 GST-SRBD均能被 SARS

冠状病毒 S蛋白单克隆抗体 D3D1，及 SARS灭活病毒免疫鸡血清所识别。表明所表达的融合蛋

白有免疫活性。 

图 5-4 重组融合蛋白的 Western blot 分析 

Fig.4 Western blot analysis of recombinant fusion protein to MAb D3D1 and immunized chicken sera. 

A 重组蛋白与单克隆抗体 D3D1的Western blot分析； B重组蛋白与免疫鸡血清的Western blot分析； 1 GST-S1；

2 GST-S1N；3 GST-S1C；4 GST-SRBD；5 GST； 

2.5  表达产物的 ELISA分析 

ELISA结果表明免疫鸡血清与四个融合蛋白均有反应性，其中与 S1和 S1C片段融合蛋白反

应信号最强，与 SRBD片段融合蛋白反应最弱（图 5-5）。 

 

 

 

 

图 5-5 重组融合蛋白的 ELISA 检测 

Fig.5-5 ELISA analysis of four recombinant fusion protein. 
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3  讨论 

SARS冠状病毒有四种主要的结构蛋白，分别是 S蛋白、M蛋白、E蛋白和 N蛋白。S蛋白

是 SARS冠状病毒表面的一种重要的糖蛋白，全长 1255个氨基酸残基。1-12AA是信号肽序列，

13~1255AA是成熟蛋白序列。SARS冠状病毒 S蛋白是 I型糖蛋白（Tripet等，2004；Bosch等，

2003）。虽然没有证据表明 S蛋白可以裂解为 S1和 S2两部分，但是从功能分析以及与 2群冠状

病毒 S蛋白保守基序的比较表明 SARS冠状病毒 S蛋白仍可以分为 S1和 S2两部分（Marra等，

2003）。S1包含与宿主细胞表面受体结合的区域（Li W等，2003；Babcock等，2004；Wong SK

等，2004；Xiao 等，2003）。S2 部分与许多其它病毒 S 蛋白一样有两个疏水的七肽跨膜重复序

列，该序列在病毒与细胞膜的融合及病毒的细胞入侵中起着重要的作用（Tripet等，2004；Hofmann

等，2004）。 

S蛋白有很好的抗原性，在宿主的机体免疫应答中发挥重要作用。研究表明灭活的病毒免疫

动物可以诱导产生保护性中和抗体（Takasuka 等，2003；Tang 等，2004）。重组 S 全蛋白、部

分免疫优势区域以及编码 S蛋白的 DNA质粒免疫动物均能诱导产生保护性中和抗体（Yang ZY

等，2004；Kim等，2004；Zeng等，2004；Zhu等，2004）。在 SARS冠状病毒的结构蛋白中，

S蛋白是主要的免疫保护性蛋白（Bukreyev等，2004；Buchholta等，2004）。因些在疫苗的设计

中首先要了解 S蛋白的结构与功能，特别是对 S蛋白进行表位鉴定是非常重要的。近来已有多次

该方面的报道（Choy等，2004；Wang J等，2003；Li J等，2003；Ren等，2003；Zhou等，2004；

Zhang H等，2004，He Y等，2004b；Hua等，2004）。本研究中比较四个重组蛋白与免疫鸡血

清的Western blot反应结果发现，GST-S1和 GST-S1C与免疫鸡血清呈强阳性反应，而 GST-S1N

以及 GST-SRBD呈弱反应，如图 5-6所示。据此可以推断 S1蛋白中 C末端 510~672AA区域为

免疫优势区域。 

 

 

 

 

 

图 5-6 重组融合蛋白与免疫鸡血清 Western blot 反应示意图 

Fig.5-6 Schematic diagram of western blot analysis result of recombinant fusion protein with immunized chicken sera. 

Zhao等（2005a；2005b）通过计算机软件分析表明 S蛋白第 450至 650氨基酸残基区为抗原

优势区域，可能包含优势抗原表位，进一步克隆表达了此片段，实验表明此片段免疫动物后能诱

导动物产生中和性抗体，并且评价了以此融合蛋白为抗原建立的 SARS抗体检测方法。在本实验

12 318 510 672
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中我们鉴定出的 S1蛋白的优势抗原表位区域为 S510~672， Zhao等的报道也印证了本文的结果，

而且本实验鉴定的抗原表位优势区域更短，也可能更精确和具体。由于实验材料的限制，本文不

能评价以 S510~672片段融合蛋白为抗原的检测方法的效果。本文结果对进一步进行鉴定 S 蛋白

的抗原表位和基于这些抗原表位优势区域以及表位序列的应用研究有重要意义。 
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实验五 SARS冠状病毒 S1蛋白主要抗原决定区的表位作图 

 

摘  要 SARS冠状病毒 S蛋白第 510-672氨基酸残基片段是 S1上的免疫优势决定区。为了

对这一免疫优势区域进行进一步的抗原表位鉴定，设计了一套 16 个部分重叠的短肽，这些短肽

履盖全部 510~672片段。每一个短肽合成一对寡核苷酸链，退火后插入表达载体 pGEX-6p-1，与

GST进行融合表达。各表达融合蛋白均以可溶解的形式表达。表达的融合蛋白以谷胱甘肽亲和柱

层析纯化。用免疫鸡血清对 16个短肽融合蛋白进行 Western blot和 ELISA反应性扫描，鉴定出

了四个抗原表位。分别为 S1C3（539~559），S1C4（548~567），S1C7/8（583~606）和 S1C10/11

（607~630）。用这四个融合蛋白对小鼠进行免疫，结果表明这四个融合蛋白均能诱导小鼠产生 S

蛋白特异的抗体，且间接免疫荧光试验表明这些抗体均能识别真核表达的 S蛋白的表面结构域。

该结果可以为进一步进行基于抗原表位的 SARS诊断、治疗试剂的研究。 

关键词 SARS冠状病毒，S 蛋白，抗原表位 

 

SARS 冠状病毒（SARS-CoV）是一种新发现的病毒，已证证实为严重急性呼吸系统综合征

（SARS）的病原（Peiris等，2003a；Drosten等，2003；Ksiazek等，2003）。SARS是一种致死

性高度传染性疾病。在 2002至 2003年流行期间，该病在世界范围内约感染 8,000余人并致死 800

余人。 

SARS-CoV为有囊膜单链正义 RNA病毒。病毒基因组为 29.7 Kb，有 11个开放阅读框。基

因组的组织形式类似于其他的冠状病毒（Qin ED等，2003）。SARS-CoV有四种主要的结构蛋白，

分别为 S，M，E和 N蛋白。病毒的基因组序列和氨基酸序列与其他已知的冠状病毒的同源性很

低（Qin ED等，2003；Rota等，2003；Marra等，2003）。尽管从其他野生动物如果子狸中分离

出了 SARS-CoV样病毒（Guan Y等，2003），但是这种病毒在 2003年前从未出现在人或其他的

动物中出现过。系统进化分析表明这种新出现的 SARS-CoV 和 SARS-CoV 样病毒不属于已知的

1, 2和 3群动物冠状病毒中的任何一群，现把它列为第 4群（Eickmann等，2003）。 

SARS-CoV S蛋白长为 1,255氨基酸残基。它是 1型穿膜糖蛋白（Bosch等，2003）。不同

于其它冠状病毒 S蛋白，SARS-CoV S蛋白不被切割成 S1 和 S2两个部分。但通过基序比对与

功能分析，SARS-CoV S 蛋白仍可以分为类似于其它动冠状病毒的 S1 和 S2 两个结构域（Li J

等，2003；Spiga等，2003）。S1结构域决定了病毒的细胞嗜性，介导病毒与细胞受体的结合（Li 

W等，2003；Wong SK等，2004）。S2结构域有一个穿膜序列使 S的锚定在病毒的囊膜上。同

其它许多病毒纤突蛋白一样 SARS-CoV S 蛋白 S2 上有两个保守的七肽重复区，他们介导病毒~

细胞间的膜融合过程，在病毒的细胞入侵过程中起重要作用（Gallagher等，2001；Tripet等， 2004；



中国农业科学院博士学位论文                             实验五 

61 

Liu S等，2004）。S蛋白有很好的抗原性，它可以诱导机体产生保护性中和抗体。据报道灭活的

SARS 冠状病毒疫苗，致弱病毒苗和重组 S 蛋白亚单位苗以及表达 S 蛋白的 DNA疫苗均可以诱

导机体产生中和抗体（Takasuka等，2004；Yang等，2004；Xiong S等，2004；Bukreyev等，2004；

Bisht等，2004；He Y等，2004a）。这些特性使得 SARS冠状病毒 S蛋白成为研制 SARS基因工

程疫苗的首选蛋白，而且可以应用于疾病的诊断工作。  

对抗原物质的表位作图有助于了解原物质的免疫学特性，在疫苗的设计上有重要意义。如在

其它冠状病毒中已经鉴定出了线性中和表位（Daniel 等，1993）。 而且，最近已有对 SARS 冠

状病毒 S 蛋白线性表位鉴定的报道（Hua 等，2004；Choy 等，2004；Zhang H 等，2004；Zhou

等，2004）。对 S蛋白抗原表位的鉴定已成为研究 S蛋白结构与功能的一个重要内容。在本实验

中，我们用一套原核表达系统对履盖整个 S1 蛋白抗原优势区（510~672）的 16 个短肽进行了融

合表达，能过对融合蛋白组进行免疫反应扫描分析，鉴定出了四个线性抗原表位。所有四个表位

均位于 S蛋白的表面结构域，该工作可望为进一步研制 SARS的诊断试剂和开发有效疫苗提拱依

据。  

1 材料和方法 

1.1 质粒与菌株  

质粒 pGEX-6P-1、大肠杆菌 Dh5α及 BL21均为本实验室保存。含 SARS冠状病毒 S基因质

粒 pBLUEss由哈尔滨兽医研究所步志高研究员提供。 

1.2 酶与标记物  

限制性内切酶BamHI，XhoI，EcoRI，T4 DNA连接酶均为宝生物工程（大连）有限公司产品；

IPTG，AP标记抗鸡IgG，HRP标记抗人IgG为Promega产品；凝胶回收试剂盒为华舜生物工程有限

公司产品。 

1.3 抗 SARS-CoV阳性血清及真核表达 S蛋白抗原  

SARS患者康复血清由华南农业大学寥明博士和张桂红博士惠赠，已经灭活处理。灭活 SARS

冠状病毒高免鸡血清由哈尔滨兽医研究所 SARS研究小组提供。含重组杆状病毒 rBac-SS表达 S

蛋白抗原的 Sf9细胞裂解物由哈尔滨兽医研究所步志高研究员提供。 

1.4 短肽融合蛋白的设计  

为了对 S1 蛋白免疫优势区域（510~672AA）这一长 163AA 的片段 S1C510~672进行抗原表位

作图，设计了一套总数为 16个的覆盖整个 S1C510~672的短肽，命名为 S1C1~S1C16，这些短肽长

为 16~21AA，部分重叠，各肽序列及位置如表 6-1所示。为了表达这些短肽，设计合成了 16对
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寡核苷酸链。在编码链的 5’端引入 BamHI位点，3’端引入 XhoI位点。反义链与编码链互补，且

退火后形成的双链 DNA 正向为 BamHI 粘性末端，反向为 XhoI 粘性末端，可直接与酶切线性化

处理的载体相连接。寡核苷酸编号及序列如表 6-2所示。寡核苷酸由上海博亚生物技术有限公司

合成。 

表 6-1 短肽序列与位置 

Table 6-1. The sequence and the location of designed short peptides. 

编号 位置(AA＊) 氨基酸序列 

S1C1 510-525 VCGPKLSTDLIKNQCV  

S1C2 524-539 CVNFNFNGLTGTGVLT 

S1C3 539-559 TPSSKRFQPFQQFGRDVSDFT 

S1C4 548-567 FQQFGRDVSDFTDSVRDPKT 

S1C5 567-582 TSEILDISPCSFGGVS 

S1C6 575-590 PCSFGGVSVITPGTNA 

S1C7 583-598 VITPGTNASSEVAVLY 

S1C8 591-606 SSEVAVLYQDVNCTDV 

S1C9 599-614 QDVNCTDVSTAIHADQ 

S1C10 607-622 STAIHADQLTPAWRIY 

S1C11 615-630 LTPAWRIYSTGNNVFQ 

S1C12 623-638 STGNNVFQTQAGCLIG 

S1C13 631-646 TQAGCLIGAEHVDTSY 

S1C14 639-654 AEHVDTSYECDIPIGA 

S1C15 647-662 ECDIPIGAGICASYHT 

S1C16 655-672 GICASYHTVSLLRSTSQK 

Notes:  AA 氨基酸残基（amino acid）；S1C3长为 21AA，S1C4长为 20AA，S1C16长为 18AA，其它短肽长为 16AA。S1C3即为 S539-559

（见第三章）。 
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表 6-2. 编码短肽寡核苷酸序列表 

Table 6-2. Synthesized short peptide encoding DNA sequence. 

Name* Sequence 

S1C1s 5’-gATCCgTTTgTggACCAAAATTATCCACTgACCTTATTAAgAACCAgTgTgTCTAAC-3’ 

S1C1a 5’-TCgAgTTAgACACACTggTTCTTAATAAggTCAgTggATAATTTTggTCCACAAACg-3’ 

S1C2s 5’-gATCCTgTgTCAATTTTAATTTTAATggACTCACTggTACTggTgTgTTAACTTAAC-3’ 

S1C2a 5’-TCgAgTTAAgTTAACACACCAgTACCAgTgAgTCCATTAAAATTAAAATTgACACAg-3’ 

S1C3s 
5’-gATCCACTCCTTCTTCAAAgAgATTTCAACCATTTCAACAATTTggCCgTgATgTTTCTgATTTC
ACTC-3’ 

S1C3a 
5’-TCgAgAgTgAAATCAgAAACATCACggCCAAATTgTTgAAATggTTgAAATCTCTTTgAAgAAggA
gTg-3 

S1C4s 
5’-gATCCTTTCAACAATTTggCCgTgATgTTTCTgATTTCACTgATTCCgTTCgAgATCCTAAAACA
C-3’ 

S1C4a 
5’-TCgAgTgTTTTAggATCTCgAACggAATCAgTgAAATCAgAAACATCACggCCAAATTgTTgAAAg-
3 

S1C5s 5’-gATCCACATCTgAAATATTAgACATTTCACCTTgCTCTTTTgggggTgTAAgTTAAC-3’ 

S1C5a 5’-TCgAgTTAACTTACACCCCCAAAAgAgCAAggTgAAATgTCTAATATTTCAgATgTg-3’ 

S1C6s 5’-gATCCCCTTgCTCTTTTgggggTgTAAgTgTAATTACACCTggAACAAATgCTTAAC-3’ 

S1C6a 5’-TCgAgTTAAgCATTTgTTCCAggTgTAATTACACTTACACCCCCAAAAgAgCAAggg-3’ 

S1C7s 5’-gATCCgTAATTACACCTggAACAAATgCTTCATCTgAAgTTgCTgTTCTATATTAAC-3’ 

S1C7a 5’-TCgAgTTAATATAgAACAgCAACTTCAgATgAAgCATTTgTTCCAggTgTAATTACg-3’ 

S1C8s 5’-gATCCTCATCTgAAgTTgCTgTTCTATATCAAgATgTTAACTgCACTgATgTTTAAC-3’ 

S1C8a 5’-TCgAgTTAAACATCAgTgCAgTTAACATCTTgATATAgAACAgCAACTTCAgATgAg-3’ 

S1C9s 5’-gATCCCAAgATgTTAACTgCACTgATgTTTCTACAgCAATTCATgCAgATCAATAAC-3’ 

S1C9a 5’-TCgAgTTATTgATCTgCATgAATTgCTgTAgAAACATCAgTgCAgTTAACATCTTgg-3’ 

S1C10s 5’-gATCCTCTACAgCAATTCATgCAgATCAACTCACACCAgCTTggCgCATATATTAAC-3’ 

S1C10a 5’-TCgAgTTAATATATgCgCCAAgCTggTgTgAgTTgATCTgCATgAATTgCTgTAgAg-3’ 

S1C11s 5’-gATCCCTCACACCAgCTTggCgCATATATTCTACTggAAACAATgTATTCCAgTAAC-3’ 

S1C11a 5’-TCgAgTTACTggAATACATTgTTTCCAgTAgAATATATgCgCCAAgCTggTgTgAgg-3’ 

S1C12s 5’-gATCCTCTACTggAAACAATgTATTCCAgACTCAAgCAggCTgTCTTATAggATAAC-3’ 

S1C12a 5’-TCgAgTTATCCTATAAgACAgCCTgCTTgAgTCTggAATACATTgTTTCCAgTAgAg-3’ 

S1C13s 5’-gATCCACTCAAgCAggCTgTCTTATAggAgCTgAgCATgTCgACACTTCTTATTAAC-3’ 

S1C13a 5’-TCgAgTTAATAAgAAgTgTCgACATgCTCAgCTCCTATAAgACAgCCTgCTTgAgTg-3’ 

S1C14s 5’-gATCCgCTgAgCATgTCgACACTTCTTATgAgTgCgACATTCCTATTggAgCTTAAC-3’ 

S1C14a 5’-TCgAgTTAAgCTCCAATAggAATgTCgCACTCATAAgAAgTgTCgACATgCTCAgCg-3’ 

S1C15s 5’-gATCCgAgTgCgACATTCCTATTggAgCTggCATTTgTgCTAgTTACCATACATAAC-3’ 

S1C15a 5’-TCgAgTTATgTATggTAACTAgCACAAATgCCAgCTCCAATAggAATgTCgCACTCg-3’ 

S1C16s 5’-gATCCggCATTTgTgCTAgTTACCATACAgTTTCTTTATTACgTAgTACTAgCCAAAAATAAC-3’ 

S1C16a 5’-TCgAgTTATTTTTggCTAgTACTACgTAATAAAgAAACTgTATggTAACTAgCACAAATgCCg-3’ 
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1.5 短肽融合蛋白表达质粒的构建及表达纯化  

BamHI，XhoI双切质粒pGEX-6P-1，回收双切线性化载体；琼脂糖凝胶回收按试剂盒说明进

行；T4DNA连接酶连接过夜，转化大肠杆菌DH5α，重组子经酶切鉴定后命名为pGEX-S1C1至

pGEX-S1C16，各重组质粒送上海博亚生物技术有限公司测序以最终验证序列。将重组质粒转化

感受态大肠杆菌BL21。大肠杆菌感受态的制备，质粒的连接转化按前文所述方法进行。将表达菌

种接种于含100µg/ml氨苄青霉素的LB培养基中，37℃培养过夜后，按1：100接种于新鲜2×YT培

养基中，继续培养至对数生长期（A600＝0.5~0.7），加IPTG诱导，培养物离心后用1/20体积PBS

重悬，超声波裂解后12,000rpm离心分离上清和沉淀；12%凝胶SDS-PAGE电泳检测表达情况。短

肽融合蛋白用谷胱甘肽sepharose 4B RediPack亲和层析柱（Pharmacia Biotech）纯化，操作步骤按

说明进行。纯化后测定蛋白含量，-20℃保存备用。 

1.6 鼠抗融合蛋白血清的制备  

融合蛋白的纯化按前文所述方法进行。首免用纯化融合蛋白与完全弗氏佐剂等体积混合乳

化，腹部皮下注射免疫6~8周龄雌性BALB/c小鼠4只，每隔两周用纯化融合蛋白与不完全弗氏佐

剂等体积乳化液加强免疫，第二次加强免疫后10天采血分离血清，-20℃保存备用。 

1.7 Western blot 

1.7.1 检测短肽融合蛋白GST-S1C1至GST-S1C16与免疫鸡血清的免疫反应性 样品经SDS-PAGE

电泳后，转印至硝酸纤维素膜上，5%脱脂乳4℃封闭过夜，TTBS洗三遍，浸入1：100稀释的SARS

阳性血清中，室温作用2h，TTBS洗三遍后浸入1：5000稀释的HRP标记羊抗人IgG抗体，室温作

用1h，洗涤三次后用DAB显色。与免疫鸡血清作用时鸡血清为1：200稀释，二抗为1：5000稀释

的碱性磷酸酶标记羊抗鸡IgG抗体，用BCIP/NBT显色系统显色。 

1.7.2 检测鼠抗融合蛋白血清和真核表达S蛋白的免疫反应性 含重组杆状病毒rBac-SS表达S

蛋白抗原的Sf9细胞裂解物经SDS-PAGE电泳后，转印至硝酸纤维素膜上，5%脱脂乳4℃封闭过夜，

TTBS洗三遍，浸入1：100稀释的SARS阳性血清中，室温作用2h，TTBS洗三遍后浸入1：5000稀

释的HRP标记羊抗人IgG抗体，室温作用1h，洗涤三次后用DAB显色。 

1.8 ELISA  

1.8.1 检测短肽融合蛋白GST-S1C1至GST-S1C16与免疫鸡血清的免疫反应性 用0.1mol/L 碳酸

盐缓冲液（pH 9.6）将超声裂解物上清经50倍稀释，以100µl/孔包被ELISA板，4ºC过夜，用5% 脱

脂乳室温封闭3h。封闭后用PBST（PBS含0.1% Tween-20）洗三遍，加入10000倍稀释的D3D1腹

水，37ºC作用1h，PBST洗五遍；加入1：5000稀释的HRP标记羊抗鼠IgG抗体，37ºC作用1h，PBST

洗七遍，加入OPD显色液显色15分钟，50µl/孔2mol/L H2SO4 终止，490 nm 波长测量吸收值。 
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1.8.2 检测鼠抗融合蛋白血清与真核表达S蛋白的免疫反应性 表达 SARS冠状病毒全长 S蛋白

的昆虫杆状病毒感染的 Sf9细胞裂解物经反复冻融三次后，经 100倍稀释包被 ELISA板，一抗为

倍比稀释的鼠抗 GST-SRBD3血清。其它步骤同上文所述。 

1.9 动物免疫 

15只 6周龄 BALB/c 小鼠随机分成 5组，每组 3只。5组的免疫处理分别为以下五种纯化的

融合蛋白：S1C3，S1C4，S1C7，S1C8和 S1C10。第一次免疫用弗氏完全佐剂苗。加强免疫用不

完全佐剂苗。每隔两周加强免疫一次。第二次加强免疫后一周采血分离血清，-20℃保存备用。 

1.10 间接免疫荧光试验 

Sf9单层细胞感染表达 SARS-CoV S蛋白重组杆状病毒 rBac-SS后 72h后，离心收集细胞，

PBS洗两遍，涂片待干燥后于丙酮中固定 15min。固定好的片子于 PBS中洗 2min后加入 50倍稀

释的鼠抗短肽融合蛋白血清。37ºC 孵育 1h。PBS 中洗三遍，5min 每次。加入 100 倍稀释 FITC

标记的羊抗鼠 IgG（Jackson IR），37ºC孵育 1h。PBS洗三遍后，加缓冲甘油封片于显微镜下观

察。 

2 结果  

2.1 短肽融合蛋白的表达与纯化  

将编码各短肽的寡核苷酸退火后插入表达载体经诱导后，各融合蛋白均得到了表达，表达产

物均为可溶解形式。各融合蛋白经亲和层析纯化后得到了纯化的融合蛋白（图 6-1）。 
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图 6-1 短肽融合蛋白组的设计表达与纯化 

Fig.6-1 Design expression and purification of short peptide fused proteomics. 

 

2.2 抗原表位作图 

履盖 S510~672的短肽融合蛋白组经表达与纯化后，用 ELISA 和 Western blot 方法对其进行

免疫反应性扫描。结果发现在 ELISA（图 6-2b）和Western blot（图 6-2a） 的结果中，均有 6个

融合蛋白被免疫鸡血清所识别。它们为 GST-S1C3，GST-S1C4，GST-S1C7，GST-S1C8，GST-S1C10

和 GST-S1C11。并且进一步的 ELISA实验结果表明所有这 6个融合蛋白与 SARS 患者康复血清

反应（图 6-3）。在这 6个融合的短肽中，有 3对包含重叠氨基酸序列，S1C3和 S1C4有 12AA
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的共同序列；而 S1C7和 S1C8以及 S1C10和 S1C11则有 8AA的重复序列。为了验证这些短肽是

单独特异的抗原表位还是与重复序列有关的表位，在每对融合蛋白间进行了竟争 ELISA。结果表

明 GST-S1C3 与 GST-S1C4 间有很小的竟争抑制效果，而 GST-S1C7 与 GST-S1C8 间以及

GST-S1C10与 GST-S1C11间则可以相互竟争抑制（图 6-4）。结果表明通过免疫反应扫描，找到

了四个抗原表位，分别为：S1C3（539~559），S1C4（548~567），S1C7/8（583~606）和 S1C10/11

（607~630）。 

 

图 6-2. 融合蛋白组的 ELISA 和 Western blot 扫描 

Fig.6-2 ELISA and Western blot scanning of fused proteomics with immuneized chicken sera. 
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图 6-3. 表位融合蛋白与 SARS 康复患者血清的 ELISA 反应 

Fig.6-3 ELISA analysis of the reactivity of epitope fused proteins to SARS convalescent sera. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6-4. 表位融合蛋白的竟争抑制 ELISA 

Fig.6-4 Competitive inhibition ELISA analysis of epitope fused proteins which share common amino acids sequence. 
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2.3 抗原表位的免疫原性 

S1C3，S1C4，S1C7，S1C8 和 S1C10 融合蛋白免疫小鼠后，均能诱导小鼠产生 S 蛋白特异

的抗体产生。与真核表达S蛋白抗原的ELISA分析表明，所有血清的效价均高于 640倍。而Western 

blot结果表明，只有抗 S1C4和 S1C10血清能识别变性的 S蛋白抗原（图 6-5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6-5. 融合蛋白抗血清与 S蛋白抗原的 ELISA 和 Western blot 反应性分析 

Fig.6-5 ELISA and Western blot analysis of the reactivity of sera against fusion proteins to the spike protein 

antigen. 

2.4 抗表位单因子血清的特性  

为了进一步分析各表位在 S蛋白天然结构中的的特性，用表位单因子血清对杆状病毒在昆虫

细胞中表达的 S 蛋白进行了间接免疫荧光试验。结果四种血清对阳性表达细胞均能结合，而抗

GST血清则不能（图 6-6）。结果同时也提示这些表位是位于真核表达的 S蛋白表面结构域上的。

由于真核表达的 S蛋白的结构与病毒表面 S蛋白的构象很接近，所以这些表位也可能位于天然 S

蛋白的表面结构域上。 

 

 



中国农业科学院博士学位论文                             实验五 

70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6-6. 表位单因子血清对表达 S蛋白细胞的间接免疫荧光染色 

Fig.6-6 Immunofluorescence analysis of epitope-specific mice antisera. 

A、B、C和 D分别为鼠抗融合蛋白 GST-S1C3、GST-S1C4、GST-S1C8和 GST-S1C10血清；E和 F分别为鼠抗

GST血清和末免疫鼠血清 
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3 讨论 

在本实验中，我们用融合蛋白组免疫学反应性扫描，鉴定出了四个 S 蛋白抗原表位：S1C3

（539~559），S1C4（548~567），S1C7/8（583~606）和 S1C10/11（607~630）。尽管表位 S1C3和

S1C4有一个 12AA的共同序列，但是竟争 ELISA实验表明它们仍是两个单独的表位，也可能在

核心序列上，这两个表位的共有序列没有 12AA，但这需要进一步精确定位鉴定实验来验证。在

所鉴定的四个抗原表位中，表位 S1C4和 S1C10/11所定位的序列与（Zhou等，2004）等报道的

两个抗原表位的基本序列是一致的，并且表位 S1C4是一个线性中和表位。这说明 S蛋白上也存

在线性中和表位，这为进一步分析 S蛋白结构与 SARS疫苗的设计提供了基础和依据。本实验中

对这一免疫优势区域进行了全面扫描，鉴定出了四个抗原表位。基中有两个表位是首次发现。这

表明本研究方法能更全面地对 S蛋白线抗原表位进行鉴定分析。它不同于简单地合成肽，然后用

肽扫描的办法。因为肽扫描办法中，有很多抗原表位多肽在多肽链状态下很难进行 Western blot

分析，而用 ELISA 方法分析也存在缺点，因多肽在包被过程中由于与包被载体的结合，其结构

受到影响，有时几乎相当于变性状态。所以不能真实地反映其与抗体的免疫反应性。 

SARS是一种高度传染性的致死性的疾病。虽然在该病暴发流行后的较短时期内该病就得到

了有效的控制，但是作为一种新出现的疾病，它是有可能再度出现或者流行的。为了在将来 SARS

再发生的时候我们能有效地控制预防本病，研究制有效的 SARS疫苗还是很重要的一项工作。并

且现有的研究资料表明体液免疫可对对 SARS可提供有效的保护（Nie Y等，2004，Zheng等，

2004，Subarao等，2004；ter Meulen等，2004）。而且有与更多的实验表明灭活的 SARS冠状病

毒苗、DNA疫苗、至弱的 SARS冠状病毒苗以及表达的 S蛋白亚单位疫苗均可以诱导机体产生

保护性中和抗（Takasuka 等，2004；Yang 等，2004；Xiong S 等，2004；Bukreyev 等，2004；

Bisht等，2004；He Y等，2004a）。同其它冠状病毒一样，S蛋白在免疫保护上起着很重要的作

用，对于 SARS冠状病毒的体液免疫保护而言，S蛋白是病毒结构蛋白中最重要的蛋白（Buchholz

等，2004）。尽管如些，对 SARS疫苗研究还有很多问题要考虑，如有效性和安全性问题（Marshall

等，2004）。因为有些动物冠状病毒存在抗体依赖性增强作用，特别是一些中和表位抗体也存在

这种现象，近来来自于用动物雪貂所做的实验结果报道 SARS冠状病毒感染能引起肝脏的炎症反

应，而且这种对肝脏的损害在再次免疫后变得更严重（Weingartl等，2004）。所以在我们很乐观

在热忠于体液免疫保护研究的同时也要考虑安全性问题。 
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实验六 SARS 冠状病毒 S蛋白受体结合结构域的表达 

及其表位作图 

 

摘  要 研究表明 S蛋白与受体结合的核心区域为第 318~510氨基酸残基的片段。在本实验

中首先克隆并用 pGEX-6p-1载体融合表达了该受体结合结构域，并且通过Western blot分析表明

该受体结合结构域融合蛋白能被 SARS康复患者清和 S蛋白特异的单克隆抗体所识别。为了对这

一区域进行抗原表位作图，进一步设计了一套 23个覆盖受体结合结构域的长 16氨基酸残基的部

分重叠的短肽，并进行了 GST融合表达。用免疫动物血清和单克隆抗体 D3D1对 23个融合蛋白

进行 Western blot 和 ELISA 免疫反应性分析，结果鉴定出两个抗原表位 SRBD3

（F334PSVYAWERKKISNCV349）和表位 D3D1（K447LRPFERDI455）。本结果对进一步分析 S蛋白

结构与功能以及诊断试剂和基因工程疫苗的研究有一定意义。 

关键词 严重急性呼吸综合征（SARS）；冠状病毒；纤突蛋白（S蛋白）；表达；抗原表位 

严重急性呼吸系统综合征（Severe Acute Respiratory Syndrome，SARS），也称非典型肺炎是

一种急性、致死性呼吸道传染病。该病最先于 2002 年出现在我国广东地区，在 2002~2003 年的

流行暴发期间，世界范围内有 8000 余人感染并导致 800 余人死亡。该病的病源是一种新型的冠

状病毒，即 SARS冠状病毒。S蛋白是冠状病毒表面的一种重要的结构与功能蛋白，它决定病毒

的细胞嗜性，与宿主细胞受体结合，在病毒与细胞膜融合并入侵细胞过程中起着重要的作用。S

蛋白有很好的免疫原性，能诱导机体产生中和抗体，在机体的抗病毒免疫中起重要作用。SARS

冠状病毒 S蛋白有 1255AA，其中 12~672AA是 S蛋白的 S1部分，其中 S蛋白受体结合结构域

（spike protein receptor binding domain，SRBD）为 318~510区域，与细胞受体 ACE2结合。本研

究克隆表达了 SRBD片段，结果表明原核表达产物可被抗 SARS冠状病毒血清识别。并且利用一

组覆盖该区域的短肽融合蛋白进一步对受体结合结构域的免疫特性进行了研究。 

1 材料和方法 

1.1 质粒与菌株  

质粒 pGEX-6P-1、大肠杆菌 Dh5α及 BL21均为本实验室保存。含 SARS冠状病毒 S基因质

粒 pBLUEss由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所步志高博士提供。 

1.2 酶与标记物  

限制性内切酶BamHI，XhoI,EcoRI，T4DNA连接酶均为宝生物工程（大连）有限公司产品；

IPTG， AP标记抗鸡IgG，HRP标记抗人IgG为Promega产品；凝胶回收试剂盒为华舜生物工程有
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限公司产品。 

1.3 抗SARS-CoV阳性血清  

SARS患者康复血清由华南农业大学寥明博士和张桂红博士惠赠，已经灭活处理。灭活SARS

冠状病毒高免鸡血清由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所SARS研究小组提供。SARS冠状病毒S

蛋白特异单克隆抗体D3D1由本实验室制备。 

1.4 pGEX-SRBD融合表达载体的构建与表达  

参照已发表的SARS冠状病毒Urbani株基因组序列（NCBI序列号：AY278741），设计两条引

物，pSRBDs：5' CGCGGATCCAATATTACAAACTTGTGTCC 3'；pSRBDa：5' TAACTCGAGAACCG 

TGGCCGGTGCATTTA 3'。在正向引物的5’端引入BamHI位点，在反向引物的5’端引入XhoI位点。

引物由上海博亚生物技术有限公司合成。该引物扩增产物编码受体结合结构域，318~510氨基酸

残基的片段。PCR反应体系为：dH2O 33µl，10×PCR buffer 5µl，25pmol/L上下游引物各1µl，

25mmol/L dNTP 4µl，模板DNA5µl，Ex-Taq DNA聚合酶1µl，总体积50µl。PCR反应条件为：94

℃ 4min，（94℃ 30s，55℃ 1min，72℃ 2min）循环35次，72℃ 5min，4℃保存。PCR产物经BamHI，

XhoI双切回收后-20℃存放备用；BamHI，XhoI双切质粒pGEX-6P-1，回收大片段；凝胶回收按试

剂盒说明进行；T4DNA连接酶连接过夜，转化大肠杆菌DH5α，重组子经酶切鉴定后命名为

pGEX-SRBD,再将重组质粒转化感受态大肠杆菌BL21。大肠杆菌感受态的制备，质粒的连接转化

接前文所述方法进行。将表达菌种接种于含100µg/ml氨苄青霉素的LB培养基中，37℃培养过夜后，

按1：100接种于新鲜2×YT培养基中，继续培养至对数生长期（A600＝0.5~0.7），加IPTG诱导，

培养物离心后用1/20体积PBS重悬，超声波裂解后12,000rpm离心分离上清和沉淀；12% 凝胶

SDS-PAGE电泳检测表达情况 

1.5 短肽融合蛋白的设计与表达纯化  

为了对 S蛋白受体结合结构域（318~510AA）这一长 193AA的片段 SRBD进行抗原表位作

图，设计了一套覆盖整个 SRBD的短肽，命名为 SRBD1~SRBD23，这些短肽长为 16AA（SRBD23

为 17AA），有 8AA重叠（表 7-1）。为了表达这些短肽，设计合成了 23对寡核苷酸链。在编码

链的 5’端引入 BamHI位点，3’端引入 XhoI位点。反义链与编码链互补，且退火后形成的双链 DNA

正向为 BamHI粘性末端，反向为 XhoI粘性末端，可直接与酶切线性化处理的载体相连接。寡核

苷酸编号及序列如表 7-2所示。寡核苷酸由上海博亚生物技术有限公司合成。 
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表 7-1. 覆盖受体结合结构域的部分重叠短肽的设计表 

Table 7-1. Designed short peptides spanning the receptor binding domain. 

编号 起始位置（AA＊
） 序列 

SRBD1 318~333 NITNLCPFGEVFNATK 

SRBD2 326~341 GEVFNATKFPSVYAWE 

SRBD3 334~349 FPSVYAWERKKISNCV 

SRBD4 342~357 RKKISNCVADYSVLYN 

SRBD5 350~367 ADYSVLYNSTFFSTFK 

SRBD6 358~373 STFFSTFKCYGVSATK 

SRBD7 366~384 CYGVSATKLNDLCFSN 

SRBD8 374~389 LNDLCFSNVYADSFVV 

SRBD9 382~397 VYADSFVVKGDDVRQI 

SRBD10 390~405 KGDDVRQIAPGQTGVI 

SRBD11 398~413 APGQTGVIADYNYKLP 

SRBD12 406~421 ADYNYKLPDDFMGCVL 

SRBD13 414~429 DDFMGCVLAWNTRNID 

SRBD14 422~437 AWNTRNIDATSTGNYN 

SRBD15 430~445 ATSTGNYNYKYRYLRH 

SRBD16 438~453 YKYRYLRHGKLRPFER 

SRBD17 446~461 GKLRPFERDISNVPFS 

SRBD18 454~469 DISNVPFSPDGKPCTP 

SRBD19 462~477 PDGKPCTPPALNCYWP 

SRBD20 470~485 PALNCYWPLNDYGFYT 

SRBD21 478~493 LNDYGFYTTTGIGYQP 

SRBD22 486~501 TTGIGYQPYRVVVLSF 

SRBD23＊＊ 494~510 YRVVVLSFELLNAPATV 

＊
 AA，amino acid 

＊＊
 SRBD1-SRBD22长度均为 16AA，SRBD23长度为 17AA 
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表 7-2. 编码短肽寡核苷酸序列表 

Table 7-2. Synthesized DNA sequences which encoding the short peptides. 

No. Name Sequence 

Srbd-1s 5’-gATCCAATATTACAAACTTgTgTCCTTTTggAgAggTTTTTAATgCTACTAAATAAC-3’ 
1 

Srbd-1a 5’-TCgAgTTATTTAgTAgCATTAAAAACCTCTCCAAAAggACACAAgTTTgTAATATTg-3’ 

Srbd-2s 5’-gATCCggAgAggTTTTTAATgCTACTAAATTCCCTTCTgTCTATgCATgggAgTAAC-3’ 
2 

Srbd-2a 5’-TCgAgTTACTCCCATgCATAgACAgAAgggAATTTAgTAgCATTAAAAACCTCTCCg-3’ 

Srbd-3s 5’-gATCCTTCCCTTCTgTCTATgCATgggAgAgAAAAAAAATTTCTAATTgTgTTTAAC-3’ 
3 

Srbd-3a 5’-TCgAgTTAAACACAATTAgAAATTTTTTTTCTCTCCCATgCATAgACAgAAgggAAg-3’ 

Srbd-4s 5’-gATCCAgAAAAAAAATTTCTAATTgTgTTgCTgATTACTCTgTgCTCTACAACTAAC-3’ 
4 

Srbd-4a 5’-TCgAgTTAgTTgTAgAgCACAgAgTAATCAgCAACACAATTAgAAATTTTTTTTCTg-3’ 

Srbd-5s 5’-gATCCgCTgATTACTCTgTgCTCTACAACTCAACATTTTTTTCAACCTTTAAgTAAC-3’ 
5 

Srbd-5a 5’-TCgAgTTACTTAAAggTTgAAAAAAATgTTgAgTTgTAgAgCACAgAgTAATCAgCg-3’ 

Srbd-6s 5’-gATCCTCAACATTTTTTTCAACCTTTAAgTgCTATggCgTTTCTgCCACTAAgTAAC-3’ 
6 

Srbd-6a 5’-TCgAgTTACTTAgTggCAgAAACgCCATAgCACTTAAAggTTgAAAAAAATgTTgAg-3’ 

Srbd-7s 5’-gATCCTgCTATggCgTTTCTgCCACTAAgTTgAATgATCTTTgCTTCTCCAATTAAC-3’ 
7 

Srbd-7a 5’-TCgAgTTAATTggAgAAgCAAAgATCATTCAACTTAgTggCAgAAACgCCATAgCAg-3’ 

Srbd-8s 5’-gATCCTTgAATgATCTTTgCTTCTCCAATgTCTATgCAgATTCTTTTgTAgTCTAAC-3’ 
8 

Srbd-8a 5’-TCgAgTTAgACTACAAAAgAATCTgCATAgACATTggAgAAgCAAAgATCATTCAAg-3’ 

Srbd-9s 5’-gATCCgTCTATgCAgATTCTTTTgTAgTCAAgggAgATgATgTAAgACAAATATAAC-3’ 
9 

Srbd-9a 5’-TCgAgTTATATTTgTCTTACATCATCTCCCTTgACTACAAAAgAATCTgCATAgACg-3’ 

Srbd-10s 5’-gATCCAAgggAgATgATgTAAgACAAATAgCgCCAggACAAACTggTgTTATTTAAC-3’ 
10 

Srbd-10a 5’-TCgAgTTAAATAACACCAgTTTgTCCTggCgCTATTTgTCTTACATCATCTCCCTTg-3’ 

Srbd-11s 5’-gATCCgCgCCAggACAAACTggTgTTATTgCTgATTATAATTATAAATTgCCATAAC-3’ 
11 

Srbd-11a 5’-TCgAgTTATggCAATTTATAATTATAATCAgCAATAACACCAgTTTgTCCTggCgCg-3’ 

Srbd-12s 5’-gATCCgCTgATTATAATTATAAATTgCCAgATgATTTCATgggTTgTgTCCTTTAAC-3’ 
12 

Srbd-12a 5’-TCgAgTTAAAggACACAACCCATgAAATCATCTggCAATTTATAATTATAATCAgCg-3’ 

Srbd-13s 5’-gATCCgATgATTTCATgggTTgTgTCCTTgCTTggAATACTAggAACATTgATTAAC-3’ 
13 

Srbd-13a 5’-TCgAgTTAATCAATgTTCCTAgTATTCCAAgCAAggACACAACCCATgAAATCATCg-3’ 

Srbd-14s 5’-gATCCgCTTggAATACTAggAACATTgATgCTACTTCAACTggTAATTATAATTAAC-3’ 
14 

Srbd-14a 5’-TCgAgTTAATTATAATTACCAgTTgAAgTAgCATCAATgTTCCTAgTATTCCAAgCg-3’ 

Srbd-15s 5’-gATCCgCTACTTCAACTggTAATTATAATTATAAATATAggTATCTTAgACATTAAC-3’ 
15 

Srbd-15a 5’-TCgAgTTAATgTCTAAgATACCTATATTTATAATTATAATTACCAgTTgAAgTAgCg-3’ 

Srbd-16s 5’-gATCCTATAAATATAggTATCTTAgACATggCAAgCTTAggCCCTTTgAgAgATAAC-3’ 
16 

Srbd-16a 5’-TCgAgTTATCTCTCAAAgggCCTAAgCTTgCCATgTCTAAgATACCTATATTTATAg-3’ 

17 Srbd-17s 5’-gATCCggCAAgCTTAggCCCTTTgAgAgAgACATATCTAATgTgCCTTTCTCCTAAC-3’ 
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 Srbd-17a 5’-TCgAgTTAggAgAAAggCACATTAgATATgTCTCTCTCAAAgggCCTAAgCTTgCCg-3’ 

Srbd-18s 5’-gATCCgACATATCTAATgTgCCTTTCTCCCCTgATggCAAACCTTgCACCCCATAAC-3’ 
18 

Srbd-18a 5’-TCgAgTTATggggTgCAAggTTTgCCATCAggggAgAAAggCACATTAgATATgTCg-3’ 

Srbd-19s 5’-gATCCCCTgATggCAAACCTTgCACCCCACCTgCTCTTAATTgTTATTggCCATAAC-3’ 
19 

Srbd-19a 5’-TCgAgTTATggCCAATAACAATTAAgAgCAggTggggTgCAAggTTTgCCATCAggg-3’ 

Srbd-20s 5’-gATCCCCTgCTCTTAATTgTTATTggCCATTAAATgATTATggTTTTTACACCTAAC-3’ 
20 

Srbd-20a 5’-TCgAgTTAggTgTAAAAACCATAATCATTTAATggCCAATAACAATTAAgAgCAggg-3’ 

Srbd-21s 5’-gATCCTTAAATgATTATggTTTTTACACCACTACTggCATTggCTACCAACCTTAAC-3’ 
21 

Srbd-21a 5’-TCgAgTTAAggTTggTAgCCAATgCCAgTAgTggTgTAAAAACCATAATCATTTAAg-3’ 

Srbd-22s 5’-gATCCACTACTggCATTggCTACCAACCTTACAgAgTTgTAgTACTTTCTTTTTAAC-3’ 
22 

Srbd-22a 5’-TCgAgTTAAAAAgAAAgTACTACAACTCTgTAAggTTggTAgCCAATgCCAgTAgTg-3’ 

Srbd-23s 5’-gATCCTACAgAgTTgTAgTACTTTCTTTTgAACTTTTAAATgCACCggCCACggTTTAAC-3’ 
23 

Srbd-23a 5’-TCgAgTTAAACCgTggCCggTgCATTTAAAAgTTCAAAAgAAAgTACTACAACTCTgTAg-3’ 

 

1.6 短肽融合蛋白表达质粒的构建及表达纯化  

BamHI，XhoI双切质粒pGEX-6P-1，回收双切线性化载体；琼脂糖凝胶回收按试剂盒说明进

行；T4 DNA连接酶连接过夜，转化大肠杆菌DH5α，重组子经酶切鉴定后命名为pGEX-SRBD1至

pGEX-SRBD23，各重组质粒送上海博亚生物技术有限公司测序以最终验证序列。将重组质粒转

化感受态大肠杆菌BL21。大肠杆菌感受态的制备，质粒的连接转化按前文所述方法进行。将表达

菌种接种于含100µg/ml氨苄青霉素的LB培养基中，37℃培养过夜后，按1：100接种于新鲜2×YT

培养基中，继续培养至对数生长期（A600＝0.5~0.7），加IPTG诱导，培养物离心后用1/20体积PBS

重悬，超声波裂解后12,000rpm离心分离上清和沉淀；12%凝胶SDS-PAGE电泳检测表达情况。短

肽融合蛋白用谷胱甘肽Sepharose 4B RediPack亲和层析柱（Pharmacia Biotech）纯化，操作步骤按

说明进行。纯化后测定蛋白含量，-20℃保存备用。 

1.7 鼠抗融合蛋白GST-SRBD和GST-SRBD3血清的制备  

GST-SRBD包涵体抗原按以下方法纯化，表达菌种经诱导后进行超声波裂解，裂解液经

12,000rpm离心分离上清和沉淀，包涵体沉淀再经PBS悬浮和超声波洗涤三次，最后一次沉淀用

1/100原菌液体积的SDS-PAGE电泳上样缓冲液溶解，进行12%凝胶SDS-PAGE电泳切胶回收相应

蛋白条带。加PBS充分研磨后与等体积弗氏佐剂充分乳化。第一次免疫用完全弗氏佐剂乳化液腹

部皮下注射免疫6-8周龄雌性BALB/c小鼠4只。每隔两周用不完全弗氏佐剂乳化液加强免疫，第二

次加强免疫后10天采血分离血清，-20℃保存备用。 

融合蛋白GST-SRBD3的纯化按前文所述方法进行。首免用纯化融合蛋白与完全弗氏佐剂等体
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积混合乳化，腹部皮下注射免疫6-8周龄雌性BALB/c小鼠4只，每隔两周用纯化融合蛋白与不完全

弗氏佐剂等体积乳化液加强免疫，第二次加强免疫后10天采血分离血清，-20℃保存备用。 

1.8 Western blot 

1.8.1 检测融合蛋白GST-SRBD与SARS康复病人血清和单克隆抗体D3D1的免疫反应性 样品

经SDS-PAGE电泳后，转印至硝酸纤维素膜上，5%脱脂乳4℃封闭过夜，TTBS洗三遍，浸入1：

100稀释的SARS阳性血清中，室温作用2h，TTBS洗三遍后浸入1：5000稀释的HRP标记羊抗人IgG

抗体，室温作用1h，洗涤三次后用DAB显色。 

1.8.2 检测短肽融合蛋白GST-SRBD1至GST-SRBD23与SARS康复病人血清和免疫鸡血清的免

疫反应性 样品经SDS-PAGE电泳后，转印至硝酸纤维素膜上，5%脱脂乳4℃封闭过夜，TTBS洗

三遍，浸入1：100稀释的SARS阳性血清中，室温作用2h，TTBS洗三遍后浸入1：5000稀释的HRP

标记羊抗人IgG抗体，室温作用1h，洗涤三次后用DAB显色。与免疫鸡血清作用时鸡血清为1：200

稀释，二抗为1：5000稀释的碱性磷酸酶标记羊抗鸡IgG抗体，用BCIP/NBT显色系统显色。 

1.9 ELISA  

1.9.1 检测短肽融合蛋白GST-SRBD1至GST-SRBD23与单克隆抗体D3D1的免疫反应性 用

0.1mol/L 碳酸盐缓冲液（pH 9.6）将超声裂解物上清经50倍稀释，以100µl/孔包被ELISA板，4ºC

过夜，用5% 脱脂乳室温封闭3h。封闭后用PBST（PBS含0.1% Tween-20）洗三遍，加入10000倍

稀释的D3D1腹水，37ºC作用1h，PBST洗五遍；加入1：5000稀释的HRP标记羊抗鼠IgG抗体，37ºC

作用1h，PBST洗七遍，加入OPD显色液显色15分钟，50µl/孔2mol/L H2SO4 终止，490 nm 波长测

量吸收值。 

1.9.2 检测鼠抗融合蛋白GST-SRBD3血清与真核表达全长S蛋白的免疫反应性 表达SARS冠状

病毒全长S蛋白的昆虫杆状病毒感染的Sf9细胞裂解物由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所步志

高博士提供。裂解物经100倍稀释包被ELISA板，一抗为倍比稀释的鼠抗GST-SRBD3血清。其它

步骤同上文所述。 

 

2 结果 

2.1 受体结合结构域的融合表达与免疫印迹分析  

PCR产物克隆至表达载体 pGEX-6p-1后经测序表明与Urbani株对应序列基本一致，与Urbani

株序列比较有两个碱基的突变，分别为 1032A－G与第 1035T－C 位。两个位点的突变均为同义

突变，故末作更正突变。。重组质粒 pGEX-SRBD转化宿主菌 BL21后用 0.1mmol/L IPTG 37
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℃诱导 4h后经 12%凝胶 SDS-PAGE分析表明目的基因以包涵体的形式表达。表达产物大小约为

43kD，与预期大小一致（图 7-1）。Western blot结果表明，表达融合蛋白 GST-SRBD能被单克

隆抗体 D3D1和 SARS病人康复期血清所识别，如图 7-2所示，箭头所示为 GST-SRBD条带。 

 

图 7-1. GST-SRBD融合蛋白表达的 SDS-PAGE分析 

Fig.7-1 SDS-PAGE analysis of the expression of fusion protein GST-SRBD 

M, 中分子量蛋白质标准；1，诱导表达全菌；2，诱导表达菌裂解物上清；3诱导表达菌裂解物沉淀；4，GST诱

导表达对照 

 

 

 

图 7-2. GST-SRBD Western blot 分析 

Fig.7-2 Western blot analysis of fusion protein GST-SRBD 

1、3，GST-SRBD；2、4，GST对照 

1 2 3 4
Human sera Mab D3D1

97.4― 

66.2― 

43.0― 

31.0― 

20.1― 

14.4― 

kD 
1 2 3 4M
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2.2 短肽融合蛋白的表达与纯化  

编码各短肽的寡核苷酸经退火后克隆至表达载体 pGEX-6p-1，后经测序检验表明各骗码序列

完全正确。重组质粒依次命名为 pGEX-SRBD1至 pGEX-SRBD23，重组质粒转化宿主菌 BL21后

用 0.1mmol/L IPTG 37℃诱导 4h后经 SDS-PAGE分析表明目的基因得到了表达。诱导产物经

超声波裂解后用于 SDS-PAGE分析或直接用于Western blot分析和与单克隆抗体的 ELISA分析。

表达产物均为可溶性蛋白（图 7-3）。表达产物的纯化按上文所述方法进行，SRBD3的纯化结果

如图 7-4所示。 

 

图 7-3. 表达 SRBD1－SRBD23融合蛋白的 SDS-PAGE分析 

Fig.7-3 SDS-PAGE analysis of short peptide SRBD1 to SRBD23 fusion protein. 

M，中分子量蛋白质标准；G，GST诱导表达对照；SRBD1-SRBD23，融合蛋白 GST-SRBD1至 GST-SRBD23 

 

M G 
SRBD1－SRBD8 

M G 
 SRBD9－SRBD16 

M G  SRBD17－SRBD23 
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2.3 短肽融合蛋白的 Western blot 分析与 ELISA 分析  

Western blot结果表明，表达融合蛋白 GST-SRBD3、GST-SRBD16、GST-SRBD17能被免疫

鸡血清所识别（图 7-5）；ELISA分析结果表明 GST-SRBD17能被单克隆抗体 D3D1识别（图 7-6）。 

 

 

图 7-5.  短肽融合蛋白 GST-SRBD1至 GST-SRBD23与免疫鸡血清的Western blot分析 

Fig.7-5 Western blot analysis the reactivity of immunized chicken sera to short peptide-fused protein GST-SRBD1 to 

GST-SRBD23 

1-23，融合蛋白 GST-SRBD1至 GST-SRBD23；G，GST对照 

 

 

1 2 4 3 5 6 987 G

10 11 12 15 13 14 1716 G 201918 22 21 23 G 

97.4― 
66.2― 

43.0― 

31.0― 

20.1― 

14.4― 

kD 1 2 3 4M 

图 7-4. 融合蛋白 GST-SRBD3的纯化 

Fig.7-4 SDS-PAGE analysis of purified 

recombinant fusion protein GST-SRBD3. 

M，中分子量蛋白质标准； 1，纯化的

GST-SRBD3； 2，纯化的 GST 对照； 3，

GST-SRBD3 诱导表达上清对照；4，GST 诱导

表达对照 
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图 7-6.  短肽融合蛋白 GST-SRBD1至 GST-SRBD23与单抗 D3D1的 ELISA分析 

Fig.7-6 ELISA analysis of the reactivity of fusion proteins GST-SRBD1 to GST-SRBD23 to the monoclonal antibody 

D3D1. 

2.4 SRBD3的免疫原性  

融合蛋白 GST-SRBD3 经纯化免疫小鼠制备了免疫清。与真核表达的全长 S 蛋白为抗原的

ELISA 试验表明 SRBD3 能诱导小鼠产生 S 蛋白特异的抗体。抗体效价均高于 1/640（图 7-7）。

同时Western blot结果表明鼠抗 SRBD3血清能识别变性条件下的 S蛋白。以上结果表明 SRBD3

是 S蛋白上的一个线性抗原表位。 

 

 

 

 

 

 

 

图 7-7. GST-SRBD3抗血清与杆状病毒表达 S蛋白反应性的 ELISA分析 

Fig.7-7 ELISA analysis of the reactivity of GST-SRBD3 immunized mice sera to recombinant baculovirus expressed 

full-length spike protein. 
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2.5 受体结合区抗原表位作图结果  

23个相互重叠且履盖 SRBD全长区域的短肽融合蛋白经免疫鸡血清Wetern blot和单克隆抗

体 D3D1 ELISA扫描后，GST-SRBD3，GST-SRBD16和 GST-SRBD17三个短肽融合蛋白具有免

疫反应性。其中 GST-SRBD16 和 GST-SRBD17 能被单克隆抗体 D3D1 识别，但 D3D1 与

GST-SRBD16 反应信号较弱而与 GST-SRBD17 反应信号很强。在以前的实验表明单克隆抗体

D3D1表位的核心序列为KLRPFERDI，在 SRBD16中包含该序列的前 6个氨基酸残基，而 SRBD17

中则完全包含该核心序列的 9个氨基酸残基，所以 SRBD16至 SRBD17中的表位即为表位 D3D1。

而此区域另外一个线性抗原表位为 SRBD3（图 7-8）。 

 

图 7-8. S蛋白受体结合区表位作图结果示意图 

Fig.7-8 Schematic diagram of epitope mapping results of spike protein receptor binding domain. 

 

3 讨论 

SARS冠状病毒 S蛋白同其它冠状病毒 S蛋白一样，是病毒粒子表面的一种重要的结构蛋白，

它决定病毒的细胞嗜性，与宿主细胞受体结合，在病毒与细胞膜融合并入侵细胞过程中起着重要

的作用。S蛋白有很好的免疫原性，能诱导机体产生中和抗体，在机体的抗病毒免疫中起重要作

用。研究表明 SARS 冠状病毒细胞受体为 ACE2。而位于 S 蛋白的 S1部分第 318~510氨基酸残

基区域是 S蛋白受体结合结构域（SRBD），与细胞受体结合。本研究克隆表达了 SRBD片段，结

果表明原核表达产物可被抗 SARS冠状病毒血清及单克隆抗体识别，而且变性的 SRBD融合蛋白

免疫小鼠后能诱导产生 S蛋白特异的抗体，表明 SRBD存在线性抗原表位，可能在机体的免疫保

护和病毒抗原的鉴定诊断中发挥作用。为了进一步鉴定 SRBD区的线性抗原表位，设计表达了一

组总数为 23 个部分重叠且覆盖该区域的短肽融合蛋白。用免疫鸡血清和单克隆抗体对短肽融合

蛋白组进行扫描，结果鉴定出了两个线性抗原表位，分另为 SRBD3（F334PSVYAWERKKISNCV349）

FPSVYAWERKKISNCV 
SRBD3 

YKYRYLRHGKLRPFE
GKLRPFERDISNVPFS 

KLRPFERDI 

SRBD16
SRBD17
Epitope D3D1



中国农业科学院博士学位论文                             实验六 

83 

和表位 D3D1（K447LRPFERDI455）。表位 D3D1 为在实验二中已进行了精确鉴定的线性表位。表

位 SRBD3为 SRBD区的一个新线性表位，此表位融合蛋白能诱导小鼠产生 S蛋白特异的抗体。 

He等（2004）报道 SARS-CoV S 蛋白受体结合结构域可以诱导产生有效的中和抗体，是研

制 SARS亚单位疫苗的候选靶位点。在 He的实验中，是将 RBD片段与人 IgG1的 Fc片段融合，

在真核细胞中进行表达，融合蛋白纯化后免疫家兔能诱导产生高滴度的病毒中和抗体。在其它实

验中我们也检测了鼠抗融合蛋白 GST-SRBD和 GST-SRBD3血清对包装有 SARS-CoV S蛋白的

伪型病毒的中和效果。其中抗 GST-SRBD血清有较弱的中和作用。抗 GST-SRBD3血清则没有观

察到中和效果。以上结果说明 RBD 区的中和表位以构象表位为主。位也不能排除线性中和表位

的存在，因为没有观察到抗 GST-SRBD3血清的中和效果可能与抗体效价不高有关，也可能 GST

不是一个合适的融合载体。因为中和表位诱导免疫动物产生中和抗体的能力受载体蛋白特性和免

疫原的特定构象的影响（Daniel 等，1993；Daniel 等，1994；Koolen 等，1990）。有一个例子如

鼠肝炎病毒MHV S蛋白的中和表位 A（Luytjes等，1989；Talbot等，1984；Talbot等，1985），

当它用 pET 3x表达系统表达（Daniel等，1993）或与 BSA偶联（Daniel等，1994）免疫动物时

不能诱导产生表位特异性抗体。但是当它与一种昆虫血蓝蛋白偶联时则具有良好的免疫原性并且

能诱导产生中和抗体（Daniel等，1994）。当MHV S蛋白表位 A与烟草花叶病毒重组，或连接有

流感病毒的 T细胞表位，或展示在噬菌体的表面时能对免疫鼠提供致死性保护（Koo等，1999；

Koolen等，1990；Yu等，2000）。所以要进一步了解表位 SRBD3的免疫特性，进行各种其它的

尝试是有必要的。 
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结论 

1. 通过生物信息学预测方法预测 12 个结构蛋白抗原表位，构建并表达了四个多预
测表位嵌合基因，制备了两株 S蛋白特异的单克隆抗体，用这两株单克隆抗体鉴
定出了两个 S 蛋白线性表位，其核心序列分别为 P789DPLKPTKR797（D3C5）和
K447LRPFERDI455（D3D1）。 

2. 用 S 蛋白特异的中和性单克隆抗体 2C5 为靶分子，对噬菌体展示的随机七肽库
进行筛选，得到了一个模拟表位（TPEQQFT）。 

3. 融合表达了 23个部分重叠的覆盖受体结合结构域全长的 16肽，用抗 SARS-CoV
血清和 S蛋白单抗进行免疫反应性扫描，鉴定出了两个线性抗原表位，其中一个
为单克隆抗体 D3D1表位，另一个为 F334PSVYAWERKKISNCV349（SRBD3）。 

4. 表达了 S蛋白的四个片段，S1、S1N、S1C、SRBD。通过Western blot分析得出
S1中第 510~672氨基酸残基的片段为免疫优势决定区。 

5. 融合表达了 16个部分重叠的覆盖 S1免疫优势决定区（510~672）的多肽，用抗
SARS-CoV 血清进行免疫反应性扫描，鉴定出了四个线性抗原表位 S1C3 
（539~559），S1C4（548~567），S1C7/8（583~606）和 S1C10/11（607~630），
其中两个表位（S1C3和 S1C7/8）为新确认的表位，另两个表位（S1C4和 S1C10/11）
与现有的报道相符合。这四个表位集中在 S蛋白第 539~630氨基酸残基区。该结
果对进一步开发研制诊断试剂和疫苗设计研究有重要意义。 
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