
编者按 近年来, 随着分子技术的发展和成熟, 人们不断开拓其应用领域。目前, 分子信标不仅可以用于基因的定量、定性

检测, 还可用于基因点突变等的分析, 将分子信标与PNA- DNA- 环技术结合, 使检测双链DNA 成为可能。另外, 分子信标技术

还为研究DNA- 蛋白质之间的相互作用提供了一种简单、直接、灵敏、实时、甚至可以用于活体检测的方法。分子信标技术自

诞生以来, 由于它极高的特异性、灵敏度等特点迅速进入生物学、基础医学、临床医学等各个相关领域。人们对分子信标的

结构也进行了数次改进和发展, 使之可以在更广的范围内发挥更大的作用。笔者将分子技术用于N 蛋白前期的分子克隆设

计中, 得到了性质均一, 纯度化很高的蛋白质, 为分子技术在其他领域的应用研究提供科学依据。

SARS- COV 结构蛋白N 的核酸PCR 扩增

袁宁 ( 陕西教育学院生命科学系 , 陕西西安710061)

摘要  [ 目的] 探讨SARS- COV 结构蛋白的PCR 扩增条件。[ 方法] 采用正交试验对SARS 全基因组进行PCR 反应筛选目标片段 , 确定退
火温度、模板浓度、聚合酶量、引物浓度、PCR 延长时间对于PCR 反应的影响。[ 结果] 结果表明 , 在退火温度55 ～60 °C、模板浓度5 mg/ ml
加入1 μl 、DNA 聚合酶加入0 .25 μl 、引物浓度25 pmol/ L、PCR 反应时间为60 s 时 ,DNA 回收量最高 , 为4 .37 μg。[ 结论] 该研究为SARS 冠
状病毒核酸的转录和复制提供科学依据。
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  非典型肺炎( Severe acute respiratory syndrome ,SARS) 是由

SARS 病毒引起的急性、致死性, 以高热和呼吸道为主要症状

的传染病。由于该病的致病途径及机理尚不清晰, 加之目前

尚无特效药物治疗, 又无有效疫苗进行防制, 严重威胁人类

生命健康。SARS 病毒具有冠状病毒科病毒共同的结构特

性, 单股正链病毒 RNA 基因组, 主要含有钉状( Spike) 糖蛋

白、M 糖蛋白、小糖蛋白 E、血凝素、核蛋白、RNA 聚合酶、蛋

白裂解酶以及调节蛋白等。

N 蛋白是SARS 冠状病毒构成的重要组成部分。由于其

蛋白精细三维结构至今没有解出 , 所以它在整个病毒复制过

程中的作用还不清楚。但是,2003 年有关 N 蛋白 N 端的

NMR( 图1) 结构已经发表[ 1] 。据文献介绍, 由它编码的蛋白

空间拓扑结构包括5 个反向的β片层, 其中β2 和β3 之间的

环形LOOP 很有可能就是夹住单链 RNA 的“夹子”( 图2) 。使

得单链 RNA 在空间中稳定形成蛋白核壳体, 有利于病毒核

酸的转录和复制。

PCR 仅应用于扩增位于两段已知序列之间的 DNA 片

段。它是在 DNA 复制理论的基础上建立起来的, 由 DNA 聚

合酶催化的一系列合成反应, 反应中必须使用2 段寡核苷酸

作为引物。引物分别与模板 DNA 两条链上的各一段互补 ,

而这2 段模板序列又分别位于待扩增 DNA 片段的两侧。反

应时, 在DNA 聚合酶、引物、dNTP 参与下对模板 DNA 经过高

温变性、低温退火和适温延伸完成1 个循环, 一轮循环的产

物又充当下一轮扩增的模板, 在这周而复始的过程中使DNA

以2n 倍量增加。笔者对SARS- COV 结构蛋白的 PCR 扩增条

件进行研究, 以期为分子技术的应用提供科学依据。

1  材料与方法

1 .1 材料  PCR 反应体系为50 μl ; 包括模板的量、前端引物

F- pri mer 、后端引物R- pri mer 、聚合酶Taq 、10 ×PCR buffer 和超

纯灭菌水。

1 .2 方法  该试验主要针对 N 蛋白前期的分子克隆而设

计。要得到性质均一、纯度很高的蛋白质, 需要将目标基因

片段克隆到能够在 E . coil 中大量表达的原核载体中, 所以在

分子克隆阶段需要尽可能得到高浓度高纯度的目标基因片

段[ 2] 。在前期工作中, 笔者已经得到浓度已知的SARS 病毒

c DNA 模板, 并且设计好了N 蛋白相应PCR 反应所需要的引

物。模板浓度为10 mg/ ml 、引物浓度为25 pmol/ L、聚合酶

0 .25 μl ( 0 .25 U) , 常用退火温度55 ℃下做了预试验, 试验表

明模板和引物均正确。对SARS 全基因组进行 PCR 反应筛

选目标片段 , 确定退火温度、模板浓度、聚合酶量、引物浓度

和PCR 延长时间对 PCR 反应的影响, 进一步优化PCR 反应

条件以得到浓度较高的核酸 DNA 片段。选用最终核酸回收

量, 作为因子的响应变量。

试验过程中, 在退火温度为50 和65 ℃时通过电泳发现 ,

PCR 反应没有得到扩增后的片段。

将PCR 反应体系( 50 μl ) 用精准的移液枪添加至 EP 管 ,

完毕后轻轻的吹打均匀, 使得各个组分充分的混合。将混合
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溶液放置到95 ℃水浴中加热5 min 预热后, 继续在95 ℃中

加热30 s , 随即将混合液置于退火温度中退火30 s , 再立刻转

入72 ℃水浴中延伸一定时间, 即完成了1 个循环, 重复30 次

后, 再将混合液转入72 ℃水浴延伸10 min , 取出后加入Load-

ing buffer 进行电泳, 切胶回收后用紫外分光光度计测量核酸

复制片段在260 nm 处的光吸收值, 得到回收DNA 的量( Y) 。

各效应因子及水平见表1 所示。

图1 SARS 冠状病毒N 蛋白NMR 结构

Fig .1 NMRstructure of Nproteinin SARScoronavirus

图2 SARS 冠状病毒N 蛋白的表面电势图

Fig .2 Thesurface potential of NproteininSARScoronavirus

表1 各个效应因子及水平

Table 1 Eacheffect factor andlevel

水平

Level

模板浓度

( A) ∥mg/ ml

Template

concentration

退火温

度( B) ∥℃

Annealing

temperature

聚合酶量

( C) ∥μl

Polymerase

amount

引物浓度

( D) ∥pmol/ L

Pri mer

concentration

PCR 延长时

间( E) ∥s

Prolong ti me

of PCR
0   5 55 0 .25   25 40

1 10 60 0 .50 100 50

2 60

  根据以往试验的经验, 在以上的5 个因子中, 因子 A 的

作用最为重要, 它决定了是否能够成功地扩增出目标 DNA 。

因子E 决定扩增 DNA 的特异性是否好。该试验分为2 个阶

段, 在预试验的基础上对因子 A 和 B 做初筛 , 发现在因子 A

中只有在55 ～60 ℃才能成功复制出核酸, 故选定55 和60 ℃

2 个水平 , 然后继续对其余的各因子做进一步的优化。由于

加样器系统误差大等原因, 进行完全试验是最佳方案( 做每

一个水平组合试验的成本和耗时都不大) 。该试验中有1 个

3 水平因子和4 个2 水平因子, 根据实验室在PCR 试验方面

积累的经验可认为所有的交互效应都可以忽略, 通过文献调

研A、B 2 个因子之间基本可视为相对独立, 因此采用正交

设计。

2  结果与分析

2 .1  DNA 回收量  响应变量见表1 所示。总平均值珚R =

3 .326 μg 。

对于2 水平因子 : 用- 1 代替0 , 采用线形回归模型参数

估计, 得到第1 个2 水平因子( 模板浓度) 的主效应估计:β̂1 =

( - 3 .14 - 2 .27 + 2 .48 + 2 .19 - 3 .39 - 3 .50 + 3 .53 + 3 .27 -

3 .76 - 4 .37 + 3 .98 + 4 .03) /12 = - 0 .079 2。

表2 反应程序的水平正交设计(3·24) 与响应变量

Table 2 The level orthogonal design and response variable of the reaction

process

实验序号

Test No .

响应变量Response variable

A B C D E

DNA 回收量∥μg

Reclai med

amount of DNA
1 0 0 0 0 0 3 .14
2 0 1 0 1 0 2 .27
3 1 0 1 0 0 2 .48
4 1 1 1 1 0 2 .19
5 0 0 1 1 1 3 .39
6 0 1 1 0 1 3 .50
7 1 0 0 0 1 3 .53
8 1 1 0 1 1 3 .27
9 0 0 1 1 2 3 .76
10 0 1 0 0 2 4 .37
11 1 0 0 1 2 3 .98
12 1 1 1 0 2 4 .03

 注 : 根据切胶回收后用紫外分光光度计测量核酸复制片段在260 nm

处光吸收值的大小计算 DNA 回收量。

 Note :The reclai med amount of DNA was calculated through measuring the ab-

sorbance value of nucleotide replication fragment at 260 nmby ultraviolet

spectrophotometer after cutting and reclai ming the gel .

  同理, 可以得到其他3 个2 水平因子的主效应估计 :β̂2 =

- 0 .054 2 ,β̂3 = - 0 .100 8 ,β̂4 = - 0 .182 5。

对于3 水平因子( PCR 延长时间) , 分别用α0 ,α1 , α2 表示

对应水平的0、1、2 的主效应 , 可求出 :α̂0 = ( 3 .14 + 2 .27 + 2 .48

+ 2 .19) /4 - 珋y = - 0 .806 、̂α1 = ( 3 .39 + 3 .50 + 3 .53 + 3 .27) /4 -

珋y = 0 .093 、̂α2 = ( 3 .76 + 4 .37 + 3 .98 + 4 .03) /4 - 珋y = 0 .709。总

平方和 :SST = Σ
N

i =1
( yi - 珋y) 2 = 5 .437 , 自由度= N- 1 = 11。

对于4 个2 水平因子, 其平方和为12β2 , 分别为0 .075 、

0 .035 、0 .122 、0 .400 , 自由度都为1 ; 对于3 水平因子( PCR 延长

时间) , 其平方和为4( α0
2 + α1

2 + α2
2) = 4 .648 , 自由度为 2 。

SSE = 5 .437 - 0 .075 - 0 .035 - 0 .122 - 0 .4 - 4 .648 = 0 .157 , 自

由度= 11 - 1 - 1 - 1 - 1 - 2 = 5。σ2 = SSE/ 5 = 0 .031。

对2 水平因子, F 统计量为12β̂2
j/σ̂

2 , 它们分别为:2 .42 、

1 .13 、3 .94、12 .9 , F( 1 ,10) ,0 .05 = 4 .96 ; 对于3 水平因子 , F 统计量

为:4( α0
2 + α1

2 + α2
2) /2σ̂2 = 74 .97 , F( 2 ,9) ,0 .05 = 4 .26。

因此, 可以看出, 对于响应变量 Y( DNA 回收量) ,3 水平

因子( E:PCR 延长时间) 和2 水平因子( D : 引物浓度) 的主效

应是显著的。

2 .2  各因子对DNA 回收量的影响  由于PCR 实验是非常
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灵敏的实验, 引物对于一点点模板就能马上识别并进行复

制, 一旦初始的引物与模板结合并在第1 个循环中复制出了

目标基因, 那么以后的循环就有了更多的模板。另外, 聚合

酶是一种高效率的酶, 它对温度的变化比较迟钝, 也就是说

它可以在30 次循环中反复的催化反应进行, 所以说模板浓

度5 mg/ ml 加入1 μl ,DNA 聚合酶加入0 .25 μl 已经足够。过

多的引物加入, 只会使得引物二聚体的生成更加容易。

原理上 DNA 的解链需要很大的能量, 尤其是 N 蛋白的

编码基因有594 bp , 且GC 含量很高, 所以在一开始的熔解温

度上, 选择了95 ℃, 使得DNA 能够成功地解链。随后在退火

时, 合适的温度使得引物能够特异性的与核酸两端相应的序

列结合, 避免引物自身或者是前、后端引物之间进行匹配, 导

致最后目标片段复制的特异性不好造成回收量的减少 , 对于

N 蛋白编码基因, 退火温度为55～60 ℃时对引物与模板的结

合没有大的影响 , 但是50 和65 ℃就完全形成了引物二聚体 ,

得不到痕量的目标 DNA。

由于DNA 双链解旋后, 在退火时, 引物寻找到相匹配的

序列后与其结合, 在DNA 聚合酶的催化下,dNTP 与模板相互

匹配, 逐渐合成新的 DNA 单链。这时延伸的时间决定了单

链DNA 是否能完全合成。过短的时间会导致594 bp 的单核

苷酸还没有合成完毕, 反应就中止, 这将导致回收量的减少。

但是如果延伸时间过长, 在单链 DNA 合成完毕后还有较长

时间空闲 , 就会使聚合酶“无事生非”, 导致核酸突变, 这样的

结果会致使蛋白在表达后发现氨基酸产生突变造成空间结

构的改变或者蛋白功能的丧失。该试验结果表明 , 延伸时间

在60 s 时 , 效果最好, 这与经验上认为聚合酶大约每秒合成

10 个单核苷酸的结论相符。

3  小结

从数据分析的结果可知, 对于 N 蛋白编码基因进行PCR

反应时 , 反应的延伸时间主要影响到 DNA 产物回收的量。

在PCR 反应过程中, 有许许多多的因素影响试验结果的好

坏, 并且根据编码核酸的组成成分和大小的长短, 每种 DNA

所受到的牵制因素都不同, 甚至是同一种 DNA 在进行不同

次重复的试验时都会得到不同的结果。因此, 该试验中 , 笔

者尽量避免了由于试验操作的不规范带来的实验误差 , 比如

在加样的时候 , 对于微量的样品都采用同一水平的加样方

式等。
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