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!"#!$%&’ 中国株基因组全长 ()*" 的构建及其恢复病毒的生物学性质

韩剑峰，姜 涛，陈水平，于 曼，秦鄂德"

（军事医学科学院微生物流行病研究所 病原微生物生物安全国家重点实验室 北京 %$$$(%）

摘 要：严重急性呼吸综合征是 FGHF60AI 引起的一种重要新发传染病，其致病机制的研究对于防治该病十分必

要。为了利用反向遗传学技术研究 FGHF60AI 的致病机制，将覆盖 FGHF60AI 1J$% 株基因组全长的 ( 个 +)KG 片段

纯化后进行体外连接，构建基因组全长 +)KG 分子，以其为模板，使用 3( HKG 聚合酶系统在体外进行转录，获得病

毒 HKG。用电穿孔转染法将转录体 HKG 导入 I*.A :" 细胞，可观察到典型的 FGHF60AI 致细胞病变作用。对收获

的恢复病毒采用 H36L0H 方法进行鉴定，结果表明获得的恢复病毒与 FGHF60AI 1J$% 株原病毒序列一致。以针对

FGHF60AI 的抗体对感染细胞作间接免疫荧光反应，证明获得了具有特异感染性的恢复病毒。同时用细胞病变法

和空斑试验测定了恢复病毒及其亲本毒株的病毒滴度，结果表明二者在致病性上没有明显差异，恢复病毒具有与

原型株相似的生物学特性。FGHF60AI 1J$% 株基因组全长 +)KG 的成功构建及对恢复病毒生物学性质的研究将为

进一步探索 FGHF60AI 致病的分子机制及研制新型疫苗奠定良好的基础。
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严 重 急 性 呼 吸 综 合 征（@*N*.* 8+CO* .*@P;.8OA.Q
@Q=>.A,*， FGHF）是 由 FGHF 冠 状 病 毒（ FGHF
+A.A=8N;.C@，FGHF60AI）引起的严重传染性疾病。自

#$$# 年 %% 月首次在中国广东发现以来，以其传播迅

速、病情严重、病死率高等特点，成为新出现的严重

危害人类健康的传染性疾病［% ’ /］。继 #$$/ 年 ! 月加

拿大 1.;O;@B 0A4C,-;8 08=+*. GR*=+QS@ T*=A,* F+;*=+*
0*=O.* 首 先 完 成 了 FGHF60AI 3A.# 株 全 基 因 组 测

序［!］，本实验室也成功分离了 FGHF60AI 1J$% 株并

对其进行了序列测定分析［2］。后续对其他 FGHF6
0AI 的测序与进化分析结果表明虽然 FGHF60AI 基

因组序列与!组冠状病毒接近，但它不是任何一种

已知冠状病毒的突变体，也不是已知冠状病毒的重

组体［" ’ 5］。尽管已发现从果子狸、蝙蝠等动物分离

出的冠状病毒基因序列和 FGHF60AI 有 &&U以上的

同源性，但关于 FGHF60AI 的来源及这种病毒的传

染链尚不十分清楚，而且 FGHF60AI 复制及发病机

制也尚未探明［&］。FGHF60AI 是一种新型的冠状病

毒，其基因组为单股正链 HKG，全长约为 /$V-，是目

前已知 HKG 病毒中基因组最大的一类病毒，并具有

典型的冠状病毒基因组结构特征：2S帽子结构6复制

酶基因6F 基因6: 基因6W 基因6K 基因6/SLA4QG 尾，分

别编码基因组复制所必需的聚合酶、刺突糖蛋白、包

膜蛋白、膜蛋白和核衣壳蛋白［%$］。/0 样蛋白酶（/0
4;V* P.AO*;=8@*，/0X6L.A）是 FGHF60AI 最重要的蛋白

酶，调节病毒的转录和复制，是被广泛看好的 FGHF
治疗靶点［%%］。FGHF60AI F 蛋白不仅介导病毒与宿

主细胞受体的结合和膜融合，还包含许多重要的抗

原表 位，极 大 地 影 响 病 毒 的 毒 力 与 宿 主 细 胞 嗜

性［%#］，其也被应用于 @;HKG 等 FGHF 防治研究［%/］。

FGHF60AI 功能受体血管紧张素转化酶（8=R;AO*=@;=6
+A=N*.O;=R *=YQ,* #，G0:#）的发现更为寻找抗病毒途

径提供了新的角度和思路［%!］。虽然目前针对该病

的药物与疫苗正在研制中，但对 FGHF60AI 的致病

机制仍不清楚。

HKG病毒的反向遗传操作技术包括病毒基因

组全长 +)KG 克隆的构建及由其转录成病毒 HKG
而获得的拯救病毒，从而在分子水平分析和改造病

毒基因组，以期对病毒的复制过程、致病机理以及防

治新途径进行探讨［%2］。目前对 FGHF60AI 的基因组

结构与功能、致病的分子机理等了解甚少，病毒基因

组全长感染性克隆的构建为深入开展这一领域的研



究提供了技术平台。本研究采用反向遗传学技术将

覆盖 !"#!$%&’ ()*+ 株病毒全基因组的 , 个 -./"
片段通过体外连接构建出病毒基因组全长 -./"，然

后经体外转录获得 !"#!$%&’ ()*+ 株恢复病毒，并

对恢复病毒的生物学特性进行了观察。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 病毒、细胞及重组质粒：!"#!$%&’ ()*+ 株

（012(324 登 录 号："56,7877）为 本 室 于 6**9 年 从

!"#! 死亡病例尸解肺组织中分离。该病毒全基因

组 -./" 亚克隆质粒：:+$;13<=、:6$;&>&、:9$;&>&、:8$
;&>&、:?$;&>&、:@$;&>& 和 :,$>A!B6C 由本室构建［+@］。

’1D& E@ 传代细胞系引自北京生物制品研究所，由本

室保存。

!"!"# 主 要 试 剂：./" 纯 化 试 剂 盒（E2F&GD11!

HI3<JKF 0KL3 BKM，NO"L12 公 司）；凝 胶 回 收 试 剂 盒

（NO"PQK-4! 01I ERMD3-MK&2 BKM，NO"L12 公司）；!"#!、

$%#!、&’(!等限制性内切酶、;8 ./" 连接酶（/E(

公司）；S" ./" )%* 聚合酶（;3B3#3 公司）；#/" 提

取试剂盒（#/13<=;T TK2K BKM，NO"L12 公司）；逆转录

酶（!Q>1D!-DK>M;T" #1U1D<1 ;D32<-DK>M3<1，O2UKMD&L12 公

司）；#/" 体外转录试剂盒（#KV&T"W;T S3DL1 !-3I1
#/" HD&FQ-MK&2 !=<M1J<，HD&J1L3 公司）；#/" 帽子结

构模拟物（#/" %3> !MDQ-MQD1 "23I&L，HD&J1L3 公司）。

!"#!$%&’ 特异性小鼠多抗为本实验室保存，:O;%
标记的兔抗鼠 OL0 为本室制备。

!"# 病毒基因组全长 $%&’ 的构建

提 取 :+$:, 质 粒 并 酶 切 纯 化 覆 盖 !"#!$%&’
()*+株的 -./" 片段，将获得的各 -./" 片段经紫

外分光光度计测其 +,6@* 值进行定量。将纯化的各

片段分别进行等量连接，再将回收的半分子连接成

全长 -./"。

在获得半分子及全长 -./" 后，分别以其为模

板，利用 ./"!M3D 软件设计 @ 对引物，对各 -./" 片

段的接头处进行 H%# 扩增鉴定。另外在接头序列

上游重新设计引物，对扩增产物进行序列测定（引物

序列见表 +）。

表 ! (’)(*+,- ./0! 株基因组全长 $%&’ 接头处序列的 1+) 扩增及测序所用引物

;3VI1 + HDKJ1D< Q<1F M& 3J>IKGK-3MK&2 32F <1PQ12-K2L &G MX1 YQ2-MK&2< K2 MX1 L12&JK- GQII$I12LMX -./" &G !"#!$%&’ ()*+ <MD3K2
)Q2-MK&2
>DKJ1D !1PQ12-1（?Z"9Z） :D3LJ12M

L121D3M1F[V> !1PQ12-K2L >DKJ1D（?Z"9Z）

:+[:6 !C8, \ ;%;"%;0%;0%%0;0"%%";
!+C?7 ] 0%;%;;;0%""";%"00""; +*++ 0;;;%";00%"0"%0;0%0"%

:6[:9 !9,*+ \ %00;;%0;"%"%"00;;;";
!879+ ] 0";0"""%;%0"%0000%;% ++9* 00;"00;0";0;;";%"%;"0

:9[:8 !76?8 \ %;;;";%;0""%"0%;0%0;
!C97C ] ";"""0;"0;"00%"0%"%" ++9? ";;%0;"0;0%;0%%""0""0

:?[:@ !+7+76 \ ;";0;;;";%"%%%0%0""0
!+C978 ] 0;"0%"0";;;0"0;00""% +6*6 ;"%000;""%%;;%"0"0;""

:@[:, !696+8 \ %%;;0%;%;;;;00000;0;
!688+9 ] ;;0;"%%;%%0%%;%0"%;; ++CC %%;;0%;%;;;;00000;0;"

?Z[9Z +*+@* \ ;;%0%""";%%""%%";"0%
+6+?7 ] ;%"%00;%"""%;%"0";; +CC7 0%;%0";""%%0;0%;"%;%

!"2 体外转录及恢复病毒的制备

取纯化的全长 -./" 分子作为模板应用 #/"
转录试剂盒按其操作说明进行体外转录。体外转录

反应后，将转录体与预先胰酶消化制备的 ’1D& E@
细胞 悬 液 混 匀 后 进 行 转 染。电 转 参 数 为：电 压

7?*’、电容 6?#:、电阻 6**$、脉冲数 6 次、脉冲间隔

+<。转染后继续培养观察细胞状态。在转染后第

8 天，反复冻融细胞并收集上清进行病毒传代。

为了进一步鉴定转录得到的恢复病毒是否为

!"#!$%&’ ()*+ 株序列，应用 #/13<= TK2K BKM 提取

#/"，进行常规反转录并对恢复病毒的特定区段进

行扩增，并克隆入 ; 载体进行测序鉴定，反转录引物

及 H%# 扩增引物序列见表 6。

表 # (’)(*+,- ./0! 株恢复病毒 )3*1+) 引物

;3VI1 6 HDKJ1D< Q<1F M& #;$H%# 3J>IKGK-3MK&2 ^KMX

MX1 D1<-Q1F UKDQ< &G !"#!$%&’ ()*+ <MD3K2

HDKJ1D !1PQ12-1（?Z"9Z） :D3LJ12M
L121D3M1F[V>

+?*86 ]
6C,88 ]

%;"%00;0%0"0%;%;";;%;;;
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;0;%";;%;%%;
""0""0%

#; >DKJ1D

7*8C \
7C97 ]

%0"0;;"0%"""000;0;
0""%0%""0%"0"00;"0 77C

+7,+C \
+C@@9 ]

000;""%%;;%"0"0;""
";"%%";%;"%%;;;0;0 C88

696++ \
68+76 ]

;%"%%;;0%;%;;;;000
""%";;;;000;""%;%% C,+
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!"# 细胞病变法测定病毒滴度

将病毒感染 !"# 的细胞反复冻融并离心收集上

清，用于病毒滴度测定。将恢复病毒进行 $% 倍系列

稀释 后 接 种 于 !" 孔 培 养 板 的 &’() *" 细 胞，于

+,-、./ 012 条件下培养 ,3，每日观察细胞病变。

根据 4’’35678’9:# 的方法计算病毒的组织培养半

数感染剂量（;0<=.%）。

!"$ 间接免疫荧光［!%］

病毒感染 &’() *" 细胞 !"# 时，用胰酶消化配制

成细胞悬液（$%" 细胞>?@），按常规方法制备成抗原

片。先滴加 AB4A60)& 抗体作用 +%?C9，再加入 D<;0
标记的兔抗鼠 <EF 抗体反应 G.?C9，室温干燥后于荧

光显微镜下观察。

!"& 病毒的空斑滴定［!’］

将 AB4A60)& HI%$ 株及恢复病毒悬液 $% 倍系

列稀释，加至 &’() *" 细胞单层，吸附并加入营养琼

盖，+,-倒置培养 +"#，加入 %J2/ 的中性红染液。

继续 培 养 2G K ,2#，观 察 空 斑 形 态 与 数 量。 按

=8LLM’::) 4 方法计算病毒空斑滴度（NDO>?@）。

( 结果

("! )*+),-./ 012! 株病毒基因组全长 345* 的

构建与鉴定

由于 AB4A60)& 基因组较大，故采用分段克隆

的方法对其进行全长 :=PB 的构建。将纯化的 D$6
DG 和 D.6D, :=PB 片段分别进行连接，得到 AB4A6
0)& 基因组 .Q和 +Q端大小为 $+JGRM 和 $,J"RM 的半

分子 :=PB。为了确证各 :=PB 分子接头处序列的

正确性，以所获得的半分子 :=PB 为模板，对接头处

=PB 片段进行 N04 扩增，扩增产物经凝胶电泳鉴

定，其大小约为 $RM，与预期一致。经测序及比对分

析，结果表明接头处 =PB 序列与病毒原基因组序列

一致。

将 .Q和 +Q半分子体外连接成全长 :=PB 分子，

经凝胶电泳观察大小约为 +%RM，结果与预期一致。

并对两个半分子 :=PB 的接头处序列进行 N04 扩

增，扩增产物大小为 2RM，测序证实与原序列一致，

表明获得的全长 :=PB 为 AB4A60)& HI%$ 株基因组

特异的。

("( )*+),-./ 012! 株的体外转录及恢复病毒的

鉴定

在获得 AB4A60)& HI%$ 株基因组全长 :=PB 分

子的基础上，以其为模板进行体外转录。为了保证

转染细胞的转录产物中不含病毒 =PB 分子，用 4PB
酶对转录产物进行消化。凝胶电泳结果显示转录产

物被 4PB 酶降解，表明转录产物为病毒 4PB。

获得恢复病毒后，为了验证其序列来自 AB4A6
0)& HI%$ 株，分别针对病毒基因组序列的两端及中

间不同区段设计引物，经 4;6N04 扩增病毒特征序

列，用 !"#!及 $%&!限制酶进行酶切鉴定，电泳结

果可见到约 !%%MS 目的片段，经测序证实与 AB4A6
0)& HI%$ 株序列一致。

("6 )*+),-./ 012! 株恢复病毒的生物学性质

为证实体外转录的恢复病毒具有感染性，本研

究将恢复病毒 4PB 电转导入对 AB4A60)& 敏感的

&’() *" 细胞，观察产生细胞病变情况及恢复病毒在

该细胞中的传代稳定性。

结果表明，在接种后 ,2 K !"#，细胞开始出现聚

集成团、变圆、细胞出现空泡、脱落等细胞病变现象

（图 $）。进一步传 + K " 代，结果也出现相同的细胞

病变作用，表明恢复病毒可稳定传代。恢复病毒的

滴度 ;0<=.%为 $%+J.，阳性对照病毒 ;0<=.%为 $%GJ.。

图 ! )*+),-./ 012! 株及恢复病毒对 /78. 9& 细胞的致细胞病变作用

DCET$ 0N* )U V#’ (’5:8’3 WC(85 X93 AB4A60)& HI%$ 5V(XC9 C9U’:V’3 &’() *" :’LL5T B：&’() *" X5 :)9V()L；H：;#’ V(X95U’:VC)9 )U V#’ (’5:8’3 WC(85；

0：;#’ C9U’:VC)9 )U AB4A60)& HI%$ 5V(XC9T

为了进一步观察恢复病毒能否在感染细胞中表

达 AB4A60)& 特异蛋白，对恢复病毒感染的 &’() *"
细胞进行间接免疫荧光实验。从图 2 可以看出，在

AB4A60)& HI%$ 株恢复病毒感染的细胞胞浆观察到

特异性的绿色荧光，这与 AB4A60)& 感染该细胞后

可在胞浆中表达其特异蛋白是一致的。

采用空斑实验对恢复病毒进行滴定。AB4A6
0)& HI%$ 株恢复病毒和原病毒均可在第 + 天规律的

G2! YBP ICX96U’9E ’& #( T >)"&# *+",%-+%(%.+"# !+/+"#（2%%"）G"（"）



图 ! "#$"%&’( )*+, 株及恢复病毒的间接免疫荧光结果

!"#$% &’( )!* +(,-./, "0 1(+2 34 5(.., 26 /’( +(,5-(7 8"+-, 907 :*;:<=21 >?@A ,/+9"0$ *：B(#9/"8( 520/+2.（C>:）；>：&’( +(,5-(7 8"+-,；

=：C2,"/"8( 520/+2.（:*;:<=21 >?@A ,/+9"0）$

图 - "#$"%&’( )*+, 株及恢复病毒空斑滴定

!"#$D C.9E-( 9,,9F 26 /’( +(,5-(7 8"+-, 907 :*;:<=21 >?@A ,/+9"0$ *：B(#9/"8( 520/+2.（C>:）；>：&’( +(,5-(7 8"+-,；

=：C2,"/"8( 520/+2.（:*;:<=21 >?@A ,/+9"0）$

出现空斑，恢复病毒所产生的空斑形态与 :*;:<=21
>?@A 株的类似（图 D）。:*;:<=21 >?@A 株恢复病毒

在 1(+2 34 细胞上的空斑滴度为 G H A@IC!JKLM，而

原病毒的空斑滴度则为 % H A@GC!JKLM，表明恢复病

毒具有 :*;:<=21 的感染特性。

- 讨论

反向遗传操作是研究 ;B* 病毒的重要手段，运

用该技术可以在分子水平上分析和改造病毒基因

组，:*;: 冠状病毒为单股正链 ;B* 病毒，其基因组

复制不涉及 NB* 中间体。借助感染性克隆技术可

实现在 NB* 水平上对该病毒基因组的人工操作，从

而为深入阐明病毒基因组结构与功能、病毒致病的

分子机理以及研制候选疫苗株、发展新型病毒载体

等方面奠定良好的基础。虽然目前已成功构建了多

种冠状病毒的基因组全长 5NB*［AO P %%］，但由于冠状

病毒基因组较大，构建基因组全长 5NB* 克隆具有

很大困难，构建全长 5NB* 克隆必须使用大容量的

载体，而且长片段 5NB* 克隆在菌体内的不稳定性

常常使 NB* 在复制过程中发生碱基突变或缺失，最

终导致转录体的感染性下降甚至丧失［%D］。因此目

前普遍采用体外连接构建基因组全长 5NB* 的方法

来解决这一研究难题，而国内对我国 :*;:<=21 病

毒分离株感染性克隆的研究尚处于空白。

本研究采用的是我国分离的 :*;:<=21 重要毒

株 >?@A 株［G］，在构建出该病毒基因组 5NB* 亚克隆

的基础上［A4］，采用体外拼接的方法获得了 :*;:<
=21 基因组 GQ和 DQ端的半分子 5NB*，然后进一步构

建出了基因组全长 5NB* 分子。在此基础上，利用

GQ端引入的 &R 启动子核心序列直接进行体外转录，

以获得 :*;:<=21 >?@A 株恢复病毒并鉴定其生物学

性质。然而对于大片段的 NB* 分子，其回收效率和

连接效率都显著下降。NB* 分子两个粘端的连接

可认为是双分子反应，在标准条件下，其反应效率主

要由互相匹配的 NB* 末端的有效浓度决定。因此，

NB* 分子的连接效率不仅与内切酶的纯度、NB* 纯

度、连接酶活性、NB* 末端碱基完整性、反应体系及

反应条件等因素有关，而且与 NB* 末端的有效浓度

有很大关系。在转录反应中，一定的模板量（ASG!#
以上）及一定的反应时间对于提高体外转录的效率

都是有必要的。这些因素都影响到 :*;:<=21 >?@A
株全长 5NB* 的构建和其恢复病毒的产生。

在全长 5NB* 构建成功的基础上，本研究最终

获得了 :*;:<=21 >?@A 株的恢复病毒，并对其生物

学特性进行了鉴定。保持序列的完整性与真实性是

构建病毒感染性克隆中的重要问题，诸多因素包括

C=; 反应中 !"# 酶的错配率，切胶回收时的紫外线

照射，限制性内切酶的非特异性切割，质粒在大肠杆

菌中的繁殖都有可能使 NB* 发生突变和缺失。如

果 NB* 发生致死性突变或缺失，则会导致病毒拯救

G%O韩剑峰等：:*;:<=21 中国株基因组全长 5NB* 的构建及其恢复病毒的生物学性质 $ K微生物学报（%@@4）I4（4）



失败，恢复病毒不具有感染性。本实验中获得的恢

复病毒可导致 !"#$%&’ 细胞产生 ()*(%+$! 引起的

典型细胞病变，该结果证实了构建的 ()*(%+$! ,-./
株恢复病毒具有感染性。经多次传代（0 1 ’ 代），恢

复病毒仍能导致感染的细胞产生上述典型病变，这

表明该病毒具有很好的稳定性。()*(%+$! 为单股

正链 *2) 病毒，复制主要在细胞浆进行，所以病毒

抗原主要位于细胞浆内，故在感染的细胞浆内发出

特异性的绿色荧光。间接免疫荧光实验显示该病毒

与 ()*(%+$! ,-./ 株抗体发生特异性反应，表明其

具有 ()*(%+$! 的抗原结构。对病毒滴度的测定表

明尽管恢复病毒可导致与原病毒相似的病变，但其

病毒滴度略低于原病毒，这种现象在其他病毒的感

染性克隆研究中也经常发生，其详细的发生机制尚

不清楚，但可通过某些辅助措施增强恢复病毒的毒

力，如在病毒感染性克隆感染细胞的同时辅以核衣

壳蛋白转染［34］。最后对恢复病毒的序列测定证实

所获得的病毒序列与 ()*(%+$! ,-./ 株一致，表明

其来自 ,-./ 株的亲代序列。这些结果表明我们获

得了 ()*(%+$! ,-./ 株的恢复病毒，而且其具有预

期的感染性。

目前，关于 ()*(%+$! 病毒基因组全长克隆的

构建，仅见到美国 5$678 等［34］报道获得的 ()*(%+$!
9#:;7< 株的感染性转录体。但国内目前尚未见相关

报道，本报道是继美国 5$678 之后我国首次获得的

()*(%+$! ,-./ 株基因组全长 =>2) 及其恢复病毒。

()*(%+$! ,-./ 株病毒全长 =>2) 分子及恢复病毒

的获得为进一步研究 ()*(%+$! 病毒致病的分子机

理奠定了基础，也为其在疫苗研制等方面的应用建

立了技术平台。
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