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SARS-CoV-2结构蛋白S和N的生物信息学
比较分析及应用研究*

闫静静1,迟晓妍2,卢佳琪1,薛庆节1**,王晖1**

(1.济宁医学院基础医学院,山东济宁
 

272067;2.济宁医学院法医学与医学检验学院)

【摘要】 目的 采用生物信息学方法分析新型冠状病毒(SARS-CoV-2)重要结构蛋白S和N。将S基因和N基因融合

并构建重组质粒,重组质粒与骨架质粒在293T细胞中包装后获得重组腺病毒,为利用其融合基因进行疫苗研发提供理

论和实验依据。 方法 从 NCBI数据库中获取S、N蛋白的基因组序列和氨基酸序列,采用生物信息学分析工具

SOPMA、IEDB、BLAST、Immunomedicine
 

Group、UniProt预测并分析S和
 

N蛋白的理化性质、二级结构和三级结构、B
细胞表位和T细胞表位、抗原决定簇以及相互作用蛋白。分别以S-pcDNA和 N-pcDNA质粒为模板,以S-F1、S-F2和

N-F3、和N-F4为引物PCR扩增目的基因;通过T4
 

DNA连接酶连接获得S基因和N基因的融合基因,以连接后的融合

基因为模板,以S-F1和 N-F4为引物采用重叠PCR扩增融合基因S-N。将融合基因S-N与穿梭表达载体pDC316-
mCMV-EGFP连接,获得重组质粒,然后与骨架质粒pBHGlox(delta)E1,3Cre共转染HEK293T细胞,获得重组腺病毒。

 结果 S蛋白由1
 

269个氨基酸组成,分子式为C6325H9752N1654O1886S54,原子总数为19
 

671,理论等电点pI为6.35;该

蛋白含有一个跨膜长度为23个氨基酸序列的跨膜螺旋(1210-1232),二级结构以无规则卷曲(占43.89%)为主,属于稳

定的疏水性蛋白;N蛋白由419个氨基酸组成,分子式为C1976H3150N608O629S7,原子总数为6
 

370,理论等电点pI为

10.09;二级结构以无规则卷曲(占58.23%)为主,属于不稳定的疏水性蛋白。选择出S蛋白最具优势的抗原表位4个,

选择出N蛋白最具优势的抗原表位3个;选出S和N蛋白Th表位各2个优势序列;选出CTL优势S蛋白表位HLA-A
 

2个,选出CTL优势N蛋白表位 HLA-A
 

3个,HLA-B
 

2个;从S蛋白抗原决定簇选择3个优势抗原决定簇,从 N蛋白

选择出2个优势的抗原决定簇;获得10个与S蛋白相互作用的蛋白,6个与N蛋白相互作用的蛋白。在此基础上,成功

构建了融合基因S-N重组腺病毒并 HEK293T细胞中表达。 结论 S和N蛋白理化性质、免疫原性、抗原决定簇及同

源性等均符合疫苗的基本要求,为SARS-CoV-2结构蛋白S和N融合基因重组疫苗的研究奠定了基础。
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【Abstract】 Objective SARS-CoV-2
 

important
 

structural
 

protein
 

S
 

and
 

N
 

were
 

analyzed
 

by
 

bioinformatics
 

method.
 

The
 

S
 

and
 

N
 

genes
 

were
 

fused
 

and
 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

constructed
 

by
 

experimental
 

methods.
 

Then
 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

and
 

the
 

skeleton
 

plasmid
 

were
 

packaged
 

in
 

HEK293T
 

cells
 

to
 

obtain
 

the
 

recombinant
 

adenovirus,

which
 

provided
 

a
 

theoretical
 

and
 

experimental
 

basis
 

for
 

vaccine
 

research
 

by
 

using
 

the
 

fusion
 

gene. Methods The
 

genomic
 

and
 

amino
 

acid
 

sequences
 

of
 

the
 

S
 

and
 

N
 

proteins
 

were
 

obtained
 

from
 

NCBI
 

database,the
 

bioinformatics
 

analysis
 

tools
 

SOPMA,IEDB,BLAST,Immunomedicine
 

Group,UniProt
 

to
 

predict
 

and
 

analyse
 

the
 

physicochemical
 

properties,

secondary
 

structure,tertiary
 

structure,B
 

cell
 

and
 

T
 

cell
 

epitopes,antigenic
 

determination
 

clusters,and
 

interacting
 

proteins.
 

S-pcDNA
 

and
 

N-pcDNA
 

plasmids
 

were
 

used
 

as
 

templates,S-F1,S-F2,N-F3
 

and
 

N-F4
 

were
 

used
 

as
 

primers
 

to
 

amplify
 

the
 

target
 

genes
 

by
 

PCR.
 

The
 

S
 

and
 

N
 

genes
 

were
 

ligated
 

by
 

T4
 

DNA
 

ligase
 

to
 

get
 

the
 

fused
 

gene
 

after
 

ligating,

and
 

the
 

fusion
 

gene
 

S-N
 

was
 

amplified
 

by
 

overlapping
 

PCR
 

with
 

S-F1
 

and
 

N-F4
 

primers,the
 

fusion
 

gene
 

S-N
 

was
 

ligated
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with
 

the
 

shuttle
 

expression
 

vector
 

pDC316-mCMV-EGFP
 

to
 

obtain
 

the
 

recombinant
 

plasmid,then
 

the
 

pDC316-mCMV-
EGFP-S-N

 

was
 

cotransfected
 

into
 

293T
 

cells
 

with
 

pBHGlox(delta)
 

E1,3Cre
 

to
 

obtain
 

recombinant
 

adenovirus. Results
 S

 

protein
 

of
 

SARS-CoV-2
 

is
 

composed
 

of
 

1269
 

amino
 

acids,the
 

formula
 

is
 

C6325H9752N1654O1886S54,the
 

total
 

number
 

of
 

atoms
 

is
 

19
 

671,and
 

its
 

theoretical
 

isoelectric
 

point
 

(pI)
 

is
 

6.35.
 

The
 

protein
 

contains
 

a
 

transmembrane
 

helix
 

(1210-
1232)

 

of
 

23
 

amino
 

acid
 

sequences
 

in
 

length.
 

It
 

is
 

a
 

stable
 

hydrophobic
 

protein
 

with
 

mainly
 

uncoiled
 

(43.89%).
 

The
 

N
 

protein
 

consists
 

of
 

419
 

amino
 

acids
 

with
 

the
 

formula
 

C1976H3150N608O629S7 and
 

a
 

total
 

number
 

of
 

atoms
 

of
 

6
 

370.
 

Its
 

theoretical
 

isoelectric
 

point(pI)
 

is
 

10.09.
 

Its
 

protein
 

is
 

mainly
 

unregularly
 

coiled
 

(58.23%),which
 

is
 

unstable
 

hydrophobic
 

protein.
 

In
 

this
 

research,4
 

dominant
 

epitopes
 

of
 

S
 

protein,3
 

dominant
 

epitopes
 

of
 

N
 

protein,2
 

dominant
 

sequences
 

of
 

Th
 

epitope
 

of
 

S
 

and
 

N
 

proteins
 

were
 

selected.
 

At
 

the
 

same
 

time,2
 

dominant
 

CTL
 

epitope
 

HLA-A
 

of
 

S
 

protein,3
 

HLA-A
 

and
 

2
 

HLA-B
 

with
 

N
 

protein
 

were
 

selected.
 

3
 

dominant
 

antigenic
 

determinants
 

were
 

selected
 

from
 

S
 

protein
 

antigenic
 

determinants
 

and
 

2
 

from
 

N
 

protein.
 

10
 

proteins
 

interacting
 

with
 

S
 

proteins
 

and
 

6
 

with
 

N
 

were
 

obtained.
 

Atlast,the
 

recombinant
 

adenovirus
 

was
 

constructed
 

and
 

expressed
 

in
 

HEK293T
 

cells
 

successfully. Conclusion In
 

our
 

research,the
 

physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

of
 

protein,immunogenicity,antigen
 

determination
 

cluster
 

and
 

homology
 

of
 

SARS-CoV-2
 

S
 

and
 

N
 

proteins
 

all
 

met
 

the
 

basic
 

requirements
 

of
 

the
 

vaccine,the
 

recombinant
 

adenovirus
 

vaccine
 

was
 

successfully
 

packaged
 

in
 

HEK293T
 

cells,which
 

laid
 

the
 

foundation
 

for
 

the
 

vaccine
 

research
 

with
 

fusion
 

gene
 

of
 

SARS-
CoV-2

 

structural
 

proteins
 

S
 

and
 

N.
【Key

 

words】 SARS-CoV-2;physical
 

and
 

chemical
 

properties;bioinformatics
 

analysis;recombinant
 

adenovirus

  新型冠状病毒(SARS-CoV-2)属于β冠状病毒

属,由16个非结构蛋白、4个结构蛋白、9个辅助蛋白

组成[1],其基因长度约为30
 

kb,其编码结构蛋白和辅

助蛋白的编码区约为10
 

kb,编码的结构蛋白主要为

刺突蛋白S、膜蛋白 M、包膜蛋白E和核衣壳蛋白N,
其中刺突蛋白S是与病毒入侵密切相关的重要蛋

白[2-4]。S蛋白由S1和S2两个功能亚单位组成,远端

S1亚基提供一个受体结合位点与宿主细胞受体结合,

S2亚基主要负责病毒与细胞膜的融合。因此,S刺突

蛋白在SARS-CoV-2对人体宿主细胞的吸附和入侵

过程中发挥重要的作用。

N蛋白是SARS-CoV-2的重要组成成分[5-6],具
有高免疫原性,在感染过程中大量表达[7]。N蛋白与

SARS-CoV-2基因组缠绕形成核衣壳,在子代病毒的

复制过程中发挥重要作用[8]。另外,N 蛋白还具有

RNA分子伴侣活性,是人体干扰素的拮抗剂[9-10]。N
蛋白包含两个RNA结合域,周围是内在无序区域,无
序区域的磷酸化促进蛋白质的转录功能,但其潜在的

机制尚不清楚。N蛋白还参与病毒 mRNA的转录和

复制,影响机体细胞骨架的形成和免疫调节[11],调控

其细胞代谢和细胞周期,诱导感染后机体的体液和细

胞免疫反应[12-13]。因此,N蛋白可作为病毒检测的标

志性蛋白,已被广泛应用于血清学检测[14]。
本研究对S蛋白和

 

N蛋白进行生物信息学预测,
对2种蛋白的理化性质、结构、B细胞及T细胞抗原表

位、抗原决定簇、相互作用蛋白进行比较和分析,并在

此基 础 上 构 建 融 合 基 因 S-N 并 与 穿 梭 表 达 载 体

pDC316-mCMV-EGFP连接,获得重组质粒,然后与

骨架质粒pBHGlox(delta)E1,3Cre共转染HEK293T

细胞,获得重组腺病毒,为SARS-CoV-2结构蛋白S
和N融合基因疫苗研究奠定基础。

材料与方法

1 S和N氨基酸序列及其编码基因序列的获取

获取S蛋白的基因组序列(ID:43740568)和氨基

酸序列,查询出SARS-CoV-2
 

S蛋白由1269个氨基酸

组成,氨基酸序列为:MFVFLVLLPLVSSQCVNLTT
RTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQD
LFLPFFSNVTWFHAIGTNGTKRFDNPVLPFNDG
VYFASTEKSNIIRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNA
TNVVIKVCEFQFCNDPFLGVYHKNNKSWMESE
FRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKN
LREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSA
LEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSG
WTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAV
DCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQP
TESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNR
KRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLND
LCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYN
YKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYR
LFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNC
YFPLQSYGFQPTYGVGYQPYRVVVLSFELLHAP
ATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLT
ESNKKFLPFQQFGRDIDDTTDAVRDPQTLEILDI
TPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEV
PVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGA
EHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSHRRARSV
ASQSIIAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPINFTISVT
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TEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYG
SFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFAQVKQIYK
TPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKV
TLADAGFIKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTV
LPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAA
LQIPFAMQMAYRFNGIGVTQNVLYENQKLIANQ
FNSAIGKIQDSLSSTASALGKLQDVVNQNAQALN
TLVKQLSSNFGAISSVLNDILARLDKVEAEVQIDR
LITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKM
SECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVF
LHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREGVF
VSNGTHWFVTQRNFYEPQIITTHNTFVSGNCDV
VIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSP
DVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESL
IDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVT
IMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLK
GVKLHYT。

获取其N蛋白的基因组序列(ID:43740575)和氨

基酸序列,查询出SARS-CoV-2
 

N蛋白由419个氨基

酸组成,氨基酸序列为:MSDNGPQNQRNAPRITFG
GPSDSTGSNQNGERSGARSKQRRPQGLPNNTAS
WFTALTQHGKEDLKFPRGQGVPINTNSSPDDQIG
YYRRATRRIRGGDGKMKDLSPRWYFYYLGTGPE
AGLPYGANKDGIIWVATEGALNTPKDHIGTRNL
ANNAAIVLQLPQGTTLPKGFYAEGSRGGSQASS
RSSSRSRNSSRNSTPGSSKRTSPARMAGNGGDAA
LALLLLDRLNQLESKMSGKGQQQQGQTVTKKS
AAEASKKPRQKRTATKAYNVTQAFGRRGPEQT
QGNFGDQELIRQGTDYKHWPQIAQFAPSASAFF
GMSRIGMEVTPSGTWLTYTGAIKLDDKDPNFKD
QVILLNKHIDAYKTFPPTEPKKDKKKKADETQA
LPQRQKKQQTVTLLPAADLDDFSKQLQQSMSS
ADSTQA。

2 S和N蛋白的生物信息学分析

利用在线软件Protpapram(https//web.expasy.
org/protparam)分析S和N蛋白的理化性质,包括氨

基酸数目、分子式、氨基酸组成、分子质量、等电点等;
利用 在 线 软 件 Protscale(http//web.expasy.org/

scale)分析SARS-CoV-2
 

S和 N
 

蛋白的亲/疏水性。
利用在线软件(https://npsa-prabi.ibcp.SOPMAfr/

cgi-bin/npsa_automat.plpage=npsa_sopma.html)分
析S 和 N 蛋 白 的 二 级 结 构。利 用 IEDB 软 件

(https://www.iedb.org/home_v3.php)综合预测B
细胞表位。输入氨基酸序列,通过 Karplus&Schulz
分析其柔韧性、Kolaskar&Tongaonkar预测抗原性、

Emini预测抗原表面可及性、Parker预测亲水性及

Chou&Fasman预测氨基酸编码蛋白质的β转角,对B
细胞表位进行联合预测分析。β转角与无规则卷曲多

出现在蛋白表面,为凸出疏松结构,与抗体更有利结

合,成为B细胞抗原表位可能性较大。另外选取亲水

性与表面可及性良好、柔韧性强、抗原性强、卷曲和转

角含量较多的区域,作为候选 B 细 胞 表 位。利 用

IEDB软件(https://www.iedb.org/home_v3.php)
预测Th淋巴细胞和 T淋巴细表位。利用在线软件

Immunomedicine
 

Group(http://imed.med.ucm.es/

Tools/antigenic.pl)预测S和
 

N蛋白抗原决定簇。利

用UniProt数据库(https://www.uniprot.org/)预测

S和
 

N蛋白的相互作用蛋白。

3 融合基因S-N重组腺病毒的构建与表达

3.1 引物设计 根据S基因序列设计扩增目的基因

需要的引物序列,在5'端引入限制性内切酶PstⅠ识

别序列,并在其下游引物加入Linker(Gly4Ser)3:(5'-
GCTGCCGCCACCGCCGCTTCCGCCACCGCCGCT
TCCACCGCCACC-3');S-F1:CGCCTGCAGATGTT
CGTCTTCCTGGTCCTGCTGCC;S-F2:GCTGCCG
CCACCGCCGCTTCCGCCACCGCCGCTTCCACCGC
CACCGGTGATCAGGCTCTCGTTC。

根据N基因序列设计扩增目的基因需要的引物

序列,在5'端引入限制性内切酶 HindⅢ识别序列,并
在其上游引物加入Linker(Gly4Ser)3;N-F3:GCTGC
CGCCACCGCCGCTTCCGCCACCGCCGCTTCCAC
CGCCACCATGTCTGATAATGGACCC;N-F4:GC
GAAGCTTTGATTAGGCCTGAGTTGAGTCAGC
ACTGC。S、N基因融合示意图及腺病毒的穿梭表达

质粒与骨架质粒模式图见图1。

3.2 目的基因S和N扩增 分别以S-pcDNA和N-
pcDNA质粒为模板,以S-F1和S-F2、N-F3和 N-F4
为引物PCR扩增目的基因。取PCR产物进行1%琼

脂糖凝胶电泳,在紫外透视仪下切出符合大小的片段,
使用琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒进行回收。

3.3 重叠PCR获得融合基因 通过T4
 

DNA连接

酶连接获得S基因和N基因,将所需材料混匀后置于

16℃金属浴过夜,得到连接后的融合基因,以连接后的

融合基因为模板,以S-F1和 N-F4为引物通过重叠

PCR扩增融合基因S-N。扩增产物经1%琼脂糖凝胶

电泳分离后在紫外透视仪下切出符合大小的片段,使
用琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒进行回收。

3.4 重组质粒的构建与筛选鉴定 利用PstⅠ和

HindⅢ对融合基因S-N 与穿梭表达质粒pDC316-
mCMV-EGFP分别进行双酶切。将回收的融合基因

S-N和穿梭表达质粒pDC316-mCMV-EGFP(图1B)
以T4

 

DNA连接酶连接(金属浴16
 

℃过夜),所得连
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接产物转化感受态细胞E.coli.Stbl3。挑取抗性菌落

接种于LB液体培养基(氨苄抗性(50
 

μg/ml),于37
 

℃、160
 

r/min摇床培养12
 

h,使用质粒小提试剂盒提

取质粒,进行双酶切鉴定、PCR鉴定,并送上海生工公

司测序,测序无误后将重组质粒命名为S-N-pDC316。

  A S、N基因融合示意图 B 腺病毒的穿梭表达质粒pDC316-
mCMV-EGFPC

 

腺病毒骨架质粒pBHGlox(delta)E1,3Cre
图

 

1 S、N基因融合示意图及腺病毒的穿梭表达质粒与骨架质粒模式图

A The
 

fusing
 

schematic
 

diagram
 

of
 

S
 

and
 

N
 

gene B Shuttle
 

expression
 

plasmid
 

of
 

adenovirusCAdenovirus
 

backbone
 

plasmid
 

pBHGlox(delta)E1,3Cre
Fig.1 The

 

fusing
 

schematic
 

diagram
 

of
 

S
 

and
 

N
 

genes
 

and
 

the
 

pattern
diagram

 

of
 

shuttle
 

plasmidand
 

backbone
 

plasmid
 

of
 

adenovirus

结 果

1 蛋白的理化性质

预测S蛋白理论等位点为6.35,相对分子质量为

140.87220×103,由1
 

270个氨基酸构成。当蛋白 N
端的残基为 Met时,该蛋白在哺乳动物网状细胞中的

半衰期为30
 

h,在大肠埃希菌体内的半衰期>10
 

h。S
蛋白平均疏水性为-0.074(表1);ProtScale预测S基

因编码蛋白为疏水性蛋白,第676位氨基酸亲水性最

高为-2.767,第7位为氨基酸疏水性得分最高为

3.222(图2A)。

表
 

1 S蛋白的理化性质预测

Table
 

1 Physicochemica
 

properties
 

of
 

S
 

protein

S蛋白的理化性质
Physicochemica

 

properties
 

of
 

S
 

protein
预测结果

Predicted
 

result
氨基酸数量 1270

相对分子质量 140
 

872.20
理论等位点 6.35

分子式 C6325H9752N1654O1886S54
不稳定指数 32.82

脂肪族氨基酸指数 84.95

N蛋白理论等位点为10.09,相对分子质量为

45.71286×103,由419个氨基酸构成。当蛋白 N端

的残基为 Met时,该蛋白在哺乳动物网状细胞中的半

衰期为30
 

h,在大肠埃希菌体内的半衰期>10
 

h。N
蛋白的平均疏水性为-0.967(表2);ProtScale预测N
基因编码蛋白为疏水性蛋白,第371位氨基酸亲水性

最高为-3.556,第220位、第221位为氨基酸疏水性

得分最高为2.322(图2B)。

  A S蛋白的亲(疏)水性分析 B N蛋白的亲(疏)水性分析
图

 

2 S和N蛋白的亲(疏)水性分析

A Hydrophilcity
 

and
 

hydrophobicity
 

analysis
 

of
 

S
 

protein B 
Hydrophilcity

 

and
 

hydrophobicity
 

analysis
 

of
 

N
 

protein
Fig.2 Hydrophilcity/hydrophobicity

 

analysis
 

of
 

S/N
 

protein

表
 

2 N蛋白的理化性质预测
Table

 

2 Physicochemica
 

properties
 

of
 

N
 

protein

N蛋白的理化性质
Physicochemica

 

properties
 

of
 

Nprotein
预测结果

Predicted
 

results
氨基酸数量 419

相对分子质量 45712.86
理论等位点 10.09

分子式 C1976H3150N608O629S7
不稳定指数 55.42

脂肪族氨基酸指数 53.46

2 蛋白的二级结构

利用在线分析软件SOPMA预测S蛋白的二级

结构,α-螺旋(Hh)385个,占30.34%;β-转角(Tt)44
个,占3.47%;β-折叠(Ee)283个,占22.30%;无规则

卷曲(Cc)557个,占43.89%(图3A)。N蛋白的二级

结构中α-螺旋(Hh)78个,占18.62%;β-转角(Tt)30
个,占7.16%;β-折叠(Ee)67个,占15.99%;无规则
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卷曲(Cc)244个,占58.23%(图3B)。

  A S蛋白二级结构预测 B N蛋白二级结构预测(蓝、红、绿、紫
分别代表α-螺旋、β-折叠、β-转角和无规则卷曲)

图
 

3 S和N抗原蛋白二级结构预测

A Secondary
 

structure
 

prediction
 

of
 

S B Secondary
 

structure
 

prediction
 

of
 

N
Fig.3 Secondary

 

structure
 

prediction
 

of
 

S/N

3 B细胞表位

利用IEDB软件分析预测SARS-CoV-2
 

S的可及

性,再结合S蛋白的线性表位、β-转角、亲疏水性、抗原

性4个方面综合分析筛选出B细胞优势表位,其中最

具优势的抗原表位为25-31、419-421、670-681、769-
775氨基酸区段(表3)。

表
 

3 S蛋白优势B细胞表位预测

Table
 

3 Prediction
 

of
 

dominant
 

B
 

cell
 

epitopes
 

of
 

S
 

protein
序号
Order

氨基酸位置
The

 

position
 

of
 

amino
 

acid
氨基酸序列

The
 

sequence
 

of
 

amino
 

acid

1 25aa-31aa PPAYTNS
2 419aa-421aa YKL
3 670aa-681aa YQTQTNSHRRAR
4 769aa-775aa EQDKNTQ

根据N蛋白的柔韧性、表面可及性、线性表位、β-
转角、亲疏水性、抗原6个方面筛选B细胞表位,其中

最具优势的抗原表位为4-10、295-300、384-390氨基酸

区段(表4)。

表
 

4 N蛋白优势B细胞表位预测

Table
 

4 Prediction
 

of
 

dominant
 

B
 

cell
 

epitopes
 

of
 

N
 

protein
序号
Order

氨基酸的位置
The

 

position
 

of
 

amino
 

acid
氨基酸序列

The
 

sequence
 

of
 

amino
 

acid

1 4aa-10aa NGPQNQR
2 295aa-300aa GTDYKH
3 384aa-390aa QRQKKQQ

4 Th和CTL细胞表位

利用IEDE 软 件 在 线 预 测 SARS-CoV-2
 

S 和

SARS-CoV-2
 

N抗原蛋白的限制性Th细胞表位,筛
选其中表型具有最多的表位;在分析SYFPEITHI的

预测结果后,对于表型分值评分大于20的氨基酸序列

进行选择,以作为候选Th表位结果。综合分析以上

结果,候选出S和N蛋白Th的表位结果各2个优势

序列(表5,表6)。

表
 

5 S蛋白Th细胞表位分析
Table

 

5 S
 

protein
 

Th
 

cell
 

epitope
 

analysis

MHC-Ⅱ类分子亚型
MHC-Ⅱmolecular

 

subtype

起始氨基酸
位置

Startposition

氨基酸序列
The

 

sequence
of

 

amino
 

acid

IEDB得分
IEDB

 

Score

SYFPEITHI得分
SYFPEITHI
Score

HLA-DRB1*01:01 2 FVFLVLLPLVSSQCV 0.34 32
HLA-DRB1*07:01 711 PINFTISVTTETLPV 0.45 32

表
 

6 N蛋白Th细胞表位分析
Table

 

6 N
 

protein
 

Th
 

cell
 

epitope
 

analysis

MHC-Ⅱ类分子亚型
MHC-Ⅱmolecular

 

subtype

起始氨基酸
位置

Startposition

氨基酸序列
The

 

sequence
of

 

amino
 

acid

IEDB得分
IEDB

 

Score

SYFPEITHI得分
SYFPEITHI
Score

HLA-DRB1*11:01 83 QIGYYRRATRRIRGG 0.39 25.5
HLA-DRB1*11:01 81 DDQIGYYRRATRRIR 0.42 24.0

利用IEDE 软 件 在 线 预 测 SARS-CoV-2
 

S 和

SARS-CoV-2
 

N抗原蛋白的CTL细胞表位,分析9个

氨基酸长度的 HLA-A、HLA-B两种限制性CTL表

位,筛选HLA-A与HLA-B表型进行预测的分值较高

的潜在CTL表位数目及选择每一种表型分值均较高

的多肽序列,候选出CTL优势S蛋白表位 HLA-A为

2个;候选出CTL优势 N蛋白表位 HLA-A为3个,

HLA-B为2个(表7、表8)。

表
 

7 S蛋白CTL细胞表位分析
Table

 

7 S
 

protein
 

CTL
 

cell
 

epitope
 

analysis

MHC-Ⅱ类分子亚型
MHC-Ⅱmolecular

 

subtype

起始氨基酸
位置

Startposition

氨基酸序列
The

 

sequence
of

 

amino
 

acid

IEDB得分
IEDB

 

Score

SYFPEITHI得分
SYFPEITHI
Score

HLA-A
66 DGYFKIYSK 0.55 25
265 FASVYAWNR 0.45 30

表
 

8 N蛋白CTL细胞表位分析
Table

 

8 N
 

protein
 

CTL
 

cell
 

epitope
 

analysis

MHC-Ⅱ类分子亚型
MHC-Ⅱmolecular

 

subtype

起始氨基酸
位置

Startposition

氨基酸序列
The

 

sequence
of

 

amino
 

acid

IEDB得分
IEDB

 

Score

SYFPEITHI得分
SYFPEITHI
Score

HLA-A
181 QASSRSSSR 0.29 16
269 NVTQAFGRR 0.25 18.5
311 ASAFFGMSR 0.16 23

HLA-B
386 QKKQQTVTL 0.15 21
395 LPAADLDDF 0.15 20

5 抗原决定簇

利用Immunomedicine
 

Group网站预测S蛋白的

氨基酸序列有63个抗原决定簇,该蛋白的平均抗原性
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倾向为1.0418;N蛋白的氨基酸序列有15个抗原决

定簇,该蛋白的平均抗原性倾向为0.9876。经综合分

析,从S蛋白氨基酸序列的63个抗原决定簇选择出3
个优势的抗原决定簇(表9),从N蛋白氨基酸序列的

15个抗原决定簇选择出2个优势的抗原决定簇(表

10)。

表
 

9 S蛋白氨基酸序列的3个抗原决定簇
Table

 

9 3
 

antigenic
 

determinants
 

of
 

the
 

amino
 

acid
 

sequence
of

 

S
 

protein
 

position

序号
Order

起始氨基
酸位置
Start

 

position

氨基酸序列
Sequence

终止氨基
酸位置
End
position

1 33 TRGVYYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPFF
SNVTWFH 66

2 1034 KRVDFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFL
HVTYVPA 1066

3 1210 WYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSC
CSCLKGCCSCGSCCK 1251

表
 

10 N蛋白氨基酸序列的2个抗原决定簇
Table

 

10 2
 

antigenic
 

determinants
 

of
 

the
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

N
 

protein
 

position

序号
Order

起始氨基
酸位置
Start

 

position

氨基酸序列
Sequence

终止氨基
酸位置
End
position

1 298 YKHWPQIAQFAPSASAF 314
2 346 FKDQVILLNKHIDAYKT 362

6 相互作用蛋白

利用UniProt数据库预测与S蛋白相互作用蛋白

有CD81、MX1、ISG15、IFI6、IFI35、IFITM2、OAS2、

IFIT1、IFIT3、CD19(图4A);N蛋白相互作用蛋白有

EDY31957.1、 EDY31956.1、 EDY31959.1、

EDY31954.1、EDY31955.1、EDY31960.1(图4B)。

7 目的基因扩增和鉴定

PCR扩增S和N,经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定目

的基因片段大小与理论值相同(图5A);利用重叠

PCR,以S-F1和N-F4为前后引物扩增融合基因S-N,
经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定,扩增产物大小与理论值

大致相同(图5B)。

8 融合基因的构建及重组腺病毒的检测

将PCR鉴定正确的重组质粒送至上海生工公司

测序,测序结果与已知SARS-CoV-2的S、N基因序列

完全一致;重组腺病毒用 HEK293T细胞传代后于荧

光显微镜下可看到绿色荧光,表明重组腺病毒能表达

目的蛋白(图6)。

讨 论

虽然世界各国已有新冠病毒疫苗投入应用,但是

由于新冠病毒的易变异性,疫苗的应用效果均不尽如

意,全世界感染人数与死亡人数不断创历史新高,新冠

病毒继续在全球施虐。本研究利用生物信息学方法综

合分析显示SARS-CoV-2重要的刺突蛋白S为大分

子、稳定性的疏水蛋白,利用其制成疫苗有利于抵抗各

种因素的影响,保持其生物活力。其脂肪族系数为

84.95,热稳定性好,制成疫苗后便于储存。S蛋白的

二级结构中α-螺旋(Hh)385个,占30.34%;β-转角

(Tt)44个,占3.47%;β-折叠(Ee)283个,占22.30%;
无规则卷曲(Cc)557个,占43.89%。该蛋白结构较

稳定,易与抗体嵌合,易形成潜在的抗体表位。S蛋白

可通过磷酸化调节基因表达,以及细胞周期、分化、代
谢、凋亡等多种生物过程,通过磷酸化和脱磷酸化参与

信息传递,在大多数信号通路中发挥重要作用。另外,

SARS-CoV-2中谷氨酰胺、天冬酰胺、亮氨酸、苯丙氨

酸和丝氨酸氨基酸的存在增强了 ACE2的结合[15]。
感染人体细胞时,新型冠状病毒通过表面蛋白S与人

类细胞受体结合,打开进入细胞通道而进入细胞,成为

病毒感染细胞最关键的一步。SARS-CoV-2与ACE2
的结合主要依靠S蛋白中一些重要氨基酸残基完成,
该病毒中谷氨酰胺、天冬酰胺、亮氨酸、苯丙氨酸和丝

氨酸氨基酸的存在增强了 ACE2的结合[16]。这些氨

基酸序列在SARS-CoV-2中较为保守,其他冠状病毒

不存在该氨基酸序列。

A S相互作用蛋白 B N相互作用蛋白
图

 

4 SARS-CoV-2相互作用蛋白

A Protein
 

interactions
 

of
 

S B Protein
 

interactions
 

of
 

N
Fig.4 Protein

 

interactions
 

of
 

SARS-CoV-2
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  A S基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析 M DNA标志物
(DL5000) 1 S基因PCR产物 B N基因PCR产物1%琼脂糖凝
胶电泳分析 M DNA标志物(DL3000)

 

 1 N基因PCR产物
图

 

5 目的基因扩增和鉴定

A 1%
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

of
 

PCR
 

products
 

of
 

S
 

gene M
 DNA

 

molecular
 

weight
 

standard
 

(DL5000) 1 S
 

gene
 

PCR
 

product; B 1%
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

of
 

PCR
 

products
 

of
 

N
 

gene M DNA
 

molecular
 

weight
 

standard
 

(DL3000) 1 N
 

gene
 

PCR
 

product
Fig.5 Amplification

 

and
 

identification
 

of
 

target
 

gene

  A S-N融合基因1%琼脂糖凝胶电泳分析 M DNA标志物
(DL10000) 1 S-N 融合基因PCR产物 B 重组腺病毒转染的

HEK293T细胞(48h,200×)
图

 

6 融合基因的构建及重组腺病毒的检测

A 1%
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

of
 

S-N
 

gene M DNA
 

molecular
 

weight
 

standard
 

(DL10000) 1 PCR
 

product
 

of
 

S-N
 

fusion
 

gene B  HEK293T
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

recombinant
 

adenovirus(48h,200×)
Fig.6 Construction

 

of
 

fusion
 

gene
 

and
 

detection
of

 

recombinant
 

adenovirus

N蛋白由419个氨基酸组成,相对分子质量为

45.712
 

86×103,原子总数为6
 

370,为大分子蛋白,抗
原性较强.但其为不稳定疏水蛋白,如与稳定的S蛋白

融合制备疫苗效果可能会更好。N蛋白的二级结构中

α-螺旋(Hh)占约19%,β-转角(Tt)占约7%,β-折叠

(Ee)占约16%,无规则卷曲(Cc)占58%。该蛋白结

构易与抗体嵌合,容易形成潜在抗体表位,N蛋白中央

无序区域的磷酸化促进了蛋白质的转录功能,但其潜

在的机制尚不清楚[17]。分析发现SARS-CoV-2的 N
蛋白与病毒RNA一起形成生物分子缩合物,基于多

价RNA蛋白质和蛋白质-蛋白质的相互作用,未经修

饰的N蛋白形成部分有序的凝胶样凝聚物和离散的

15nm颗粒。与S蛋白相比,N蛋白是一个在有效抑

制病毒后代的增殖,疾病防治领域很有前途的结构蛋

白。有研究证实经过筛选的 N蛋白抗体可以像S蛋

白抗体一样激活机体产生针对病毒感染的初次免疫应

答,且在二次免疫应答效果上优于S蛋白抗体[12,17]。
测序表明,N蛋白具备更高突变频率,使其可以刺激宿

主产生比S蛋白抗体更强的免疫反应。
本研究采用生物信息学方法对SARS-CoV-2

 

S和

N蛋白进行了预测分析,蛋白的理化性质、免疫原性、
抗原决定簇及同源性等均符合疫苗的基本要求。构建

了融合基因S-N并与穿梭表达载体pDC316-mCMV-
EGFP连 接 获 得 重 组 质 粒,与 骨 架 质 粒 pBHGlox
(delta)E1,3Cre共转染HEK293T细胞获得重组腺病

毒,为SARS-CoV-2结构蛋白S和N融合基因疫苗的

研究奠定了基础。
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