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摘要 :通过反转录 PCR 从 NIH 3T3 小鼠成纤维细胞中获得小鼠蛋白激酶 CK2β亚基编码区 cDNA ;构建其表达质粒

并经测序证明其编码小鼠蛋白激酶 CK2β亚基 ,但与两种已报道的小鼠 CK2β亚基 cDNA 编码区序列分别存在一个

碱基差异 ,与大鼠、猪、兔和人 CK2β亚基 cDNA 的编码区相应碱基序列则一致。将其在表达菌 BL21 (DE3) 中诱导表

达 ,出现一 26kDa 分子量蛋白过度表达 ,表达蛋白占菌体总蛋白的 3117 % , 但大多数以不溶形式存在。Western blot

鉴定表明 :过度表达产物能与抗人 CK2β亚基抗体发生特异性免疫反应。当 CK2α和β亚基以 1 :1 摩尔比混合时 ,

构成性的 CK2 全酶显示出最大活性 ,直接表明 CK2β亚基对 CK2α有激活作用。这些结果有力地证明了克隆表达的

重组蛋白是小鼠蛋白激酶 CK2β亚基。

关键词 :β调节亚基Π蛋白激酶 CK2Π小鼠 ; 分子克隆 ; DNA 测序 ;表达 ;免疫印迹
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　　蛋白激酶 CK2 是真核细胞中普遍存在的信使

非依赖性丝氨酸Π苏氨酸蛋白激酶 ,由两个催化亚基

(α和Π或α′)和两个调节亚基 (β) 构成 (α2β2 、αα′β2 和

α′2β2 ) ,在细胞的诸多方面起重要作用[1 ,2 ] 。脊椎动

物 CK2β亚基均由 215 个氨基酸残基组成 ,分子量约

为 26ku。CK2β亚基与绝大多数已知蛋白没有同源

性 ,但其本身在种属间有高度保守性 ,目前已克隆的

所有哺乳类动物 CK2β亚基氨基酸序列则完全一

致[1 ] 。CK2β亚基主要作用是提高催化亚基的活性、

稳定α或α′亚基不易受热变性或酶降解的破坏、决

定底物的专一性[1 ] 。克隆表达蛋白激酶 CK2 的各

亚基是深入研究的基础 , 而小鼠是医学研究最常用

的实验动物之一 ,为此本文对小鼠 CK2β亚基cDNA

进行了克隆、测序、表达及初步鉴定 ,现将结果报道

如下。

1 　材料与方法

111 　材料

NIH 3T3 小鼠成纤维细胞购自上海细胞生物

所 ,大肠杆菌 DH5α和 BL21 (DE3) 由武汉生物制品

研究所引进 ,原核表达载体 pT727 由美国哈佛医学

院的 Tabor 教授惠赠。RPMI21640 培养基为 Gibco 产

品 ,小牛血清购自杭州四季青生物工程材料研究所。

反转录试剂盒 ,dNTP ,内切酶 Hind Ⅲ为 Promega 公司

产品 ,内切酶 Nde Ⅰ为 MBI 公司产品。Pyrobest DNA

聚合酶为宝生物 (大连)有限公司产品。寡核苷酸引

物由上海 Sangon 公司合成。RNase A、异硫氰酸胍、

N2十二烷基肌氨酸钠、焦炭酸乙二酸 (DEPC) 、普通

琼脂糖、硝酸纤维膜 (NC 膜) 和 ATP 均购自 Sigma 公

司。T4 DNA 连接酶 ,牛小肠碱性磷酸酶 ( CIP) 为

Roche 公司产品。Big Dye 终止底物循环测序试剂

盒、模板抑制试剂 (TSR)和最佳性能聚合物 6 ( POP6)

为 PE公司ABI产品。小量柱离心式回收试剂盒 ,异

丙基硫代半乳糖苷 ( IPTG) , 亮抑酶肽 , 胃抑酶肽

A , 低分子量标准蛋白购自上海华舜生物工程有限
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公司。丙烯酰胺 ,甲叉双丙烯酰胺和 TEMED 为 Bio2
Rad 产品 ,小鼠抗人 CK2β亚基的 McAb 由丹麦 Iss2
inger 教授惠赠。ECL 试剂及相关二抗购自北京中山

公司 ,胰蛋白胨和酵母提取物为英国 Oxoid 公司产

品 ,[γ232 P]ATP 为北京亚辉生物医学工程公司生产 ,

其余为国产分析纯产品。

112 　细胞培养

NIH 3T3 小鼠成纤维细胞按贴壁细胞的常规培

养方法进行 ,取对数生长期的细胞提取总 RNA。

113 　引物的设计

根据已知的小鼠蛋白激酶 CK2β亚基 cDNA 编

码区序列 (648bp) [2 ,3 ] 自行设计。上游引物 ( P1) :5′

CCTCTAGACATATGAGTAGCTCTGAGGAGGT 3′, 含小

鼠 CK2βcDNA 编码区起始的 20 个核苷酸 ,其 5′端

含 Nde Ⅰ酶切位点 ;下游引物 ( P2) : 5′AAGGATC2
CAAGCTTCAGCGAATAGTCTTGAC 3′, 与小鼠 CK2β

cDNA 编码区末端 18 个核苷酸互补 ,其 5′端含 Hind

Ⅲ酶切位点。

114 　总 RNA的提取

按 Chomczynski 等[4 ]的异硫氰酸胍2酚2氯仿一步

法进行。

115 　RT2PCR

取 5μg 总 RNA、下游引物 P2、RNase 抑制剂、

dNTP 和 1μL 禽成髓细胞瘤病毒逆转录酶 (AMV2RT)

(10UΠμL) ,反应体系总体积为 20μL ,37 ℃水浴 60min

合成小鼠 CK2β亚基 cDNA 第一链。取 3μL 合成的

cDNA 为模板 ,加入适量的上、下游引物 , dNTP 和

015μL Pyrobest 酶 ( 高 保 真 耐 热 DNA 聚 合 酶 ,

10UΠμL) , 总体积为 100μL , 反应条件 : 94 ℃变性

4min ,接着 94 ℃,30s ; 55 ℃,30s ; 72 ℃,1min ,进行 30

个循环 ,最后 72 ℃延伸 10min。

116 　PCR 产物和 pT727 载体的双酶切和定向重

组[ 5]

用柱离心式回收试剂盒回收纯化凝胶中的 PCR

产物。取纯化 PCR 产物和 pT727 载体各 5μg 进行

Nde Ⅰ与 Hind Ⅲ双酶切 ,回收所需片段 ,载体去磷酸

化 ,连接。

117 　重组子转化、重组质粒的筛选、酶切鉴定和纯化

按文献报道方法[5 ,6 ]进行。

118 　DNA测序

随机挑选 2 个阳性克隆的纯化产物 ,分别以 P1

和 P2 两个引物 ,加 PE ABI的 Big Dye 荧光标记的终

止底物循环测序试剂混合物 1μL , 200ng 质粒 DNA ,

312pmol 引物 , 总反应体积 5μL ,在 PE 9600 型 PCR

仪进行单引物 PCR 循环 , 循环参数 : 96 ℃, 30s ;

50 ℃, 30s ; 60 ℃, 4min ,循环数 25。经乙酸钠Π乙醇

法纯化 PCR 产物 ,加模板抑制试剂 (TSR) 95 ℃, 4min

变性后 , 将样品放入 PE PRISM
TM

310 型DNA 测序仪

中进行自动测序 (使用 POP 6 毛细管胶) , 通过正反

向测序 ,相互印证即可确定重组质粒中小鼠 CK2β

亚基 cDNA 编码区的全序列。

119 　细胞转化与原核表达

将 DNA 测序验证的 pTMCKB 转化 BL21 (DE3)

感受态细胞 ,挑取单菌落加 5mL 含 Amp 的 LB 培养

基振荡培养过夜 , 加 IPTG至终浓度为 1mmolΠL 进行

诱导表达。继续培养 4h 后收获细菌 , 4 000G,4 ℃离

心 10min ,沉淀用含 012 mmolΠL 的 PMSF 的生理盐水

洗涤两次 , 加 400μL 缓冲液 A (20mmolΠL Tris2HCl ,

pH715 , 1mmolΠL EDTA , 015mmolΠL EGTA , 7mmolΠL
β2巯基乙醇 , 0105molΠL NaCl , 012mmolΠL 的 PMSF ,

1mgΠL 亮抑酶肽 , 1 mgΠL 胃抑酶肽 A) 于冰浴中超

声破碎 (强度为 4 , 每次超声时间为 10s , 50 %的脉

冲 , 共 4 次) 。加DNase I于 4 ℃水解DNA 60min。以

30 000G,4 ℃离心 10min , 弃上清 (S2I) ,沉淀 ( P2I) 再

用含 100mmolΠL NaCl 的缓冲液 A 适量 ,于 4 ℃搅拌

抽提过夜 ,以 30 000G,4 ℃离心 10min ,弃沉淀 ( P2
Ⅱ) ,获得的上清 (S2Ⅱ) 将作为层析分离纯化的样

品。

1110 　SDS2PAGE与蛋白质密度扫描

按Laemmli 方法 , 制备 0175mm 厚的 12 %的分

离胶进行 ,考马斯亮蓝 R2250 染色 ,拍摄照片。表达

的小鼠 CK2β蛋白占菌体总蛋白的比例则用密度扫

描仪扫描电泳凝胶后得出。
1111 　Western blot

SDS2PAGE 后的凝胶上的蛋白电转移至 NC 膜

上。按抗人 CK2β的小鼠 McAb 说明书和 ECL 试剂

盒说明书进行操作 ,即 NC膜用含 BSA 的溶液封闭 ,

然后依次与小鼠抗人 CK2β亚基的 McAb (一抗) 、辣

根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG(二抗) 和 ECL 试

剂作用 , 曝光于 X光片 ,定影 ,显影 ,拍照。

1112 　蛋白激酶 CK2 的活性测定

按我们以前报道的方法[7 ] 进行。每 min 催化

1pmol[γ232 P]ATP 上的32 P 转移到酪蛋白上所需的酶

量为 1 个酶单位。
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2 　结果

211 　编码小鼠蛋白激酶 CK2β亚基 cDNA的 PCR扩增

从小鼠 NIH3T3 细胞中提取的总 RNA , 经 RT2
PCR 扩增后 , 进行 018 % 琼脂糖凝胶电泳鉴定。

图 1显示已成功地扩增出一条 DNA 带 , 分子大小介

于 564bp 与 831bp 之间 , 与理论推测值 672bp 相符。

bp 2 　　1

831 —
564 —

图 1 　RT2PCR产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig 1 　RT2PCR amplification products from agarose gel

Lane 1. product of RT2PCR ; Lane 2. λDNA/ EcoR Ⅰ+

Hind Ⅲmarker

图 2 　重组质粒 pTMCKB的构建图

Fig 2 　Construction of recombinant plasmid pTMCKB

212 　重组小鼠 CK2β亚基 cDNA的克隆

取NdeⅠΠHind Ⅲ双酶切的 PCR 产物与相同双酶
切的表达载体 pT727 在 T4 DNA 连接酶催化下进行定

向DNA 重组 (图 2) 。根据改良的酚Π氯仿一步法快速
抽提 12 个转化子质粒[8 ]

, 通过电泳初步筛选 ,12 个
转化子全部含插入片段 ,阳性筛选率为 100 %。
213 　重组质粒的限制性酶切鉴定

单酶切小鼠 CK2β亚基的重组质粒理论值为

3065bp , Nde ⅠΠHind Ⅲ双酶切重组质粒理论上可分

别得到 2416bp 和 649bp 两个片段。将含有插入片

段的重组质粒分别用 Hind Ⅲ和 Nde IΠHind Ⅲ进行单

和双酶切 , 结果 (图 3)与理论推测值一致 ,说明重组

获得成功。

bp 4 3 2 1 bp

　

2466

　

—3530

—2027

—831
　564

图 3 　重组质粒的酶切鉴定图

Fig 3 　Restriction analysis of recombinant plasmid

Lane 1.λDNAΠEcoR Ⅰ + Hind Ⅲ marker ; Lane 2.

recombinant plasmidΠNde Ⅰ+ Hind Ⅲ; Lane 3. recom2
binant plasmid ΠHind Ⅲ; Lane 4. pT727ΠHind Ⅲ

214 　重组质粒中小鼠 CK2β亚基 cDNA 编码区的

序列测定与分析

正反向 DNA 测序结果 (图 4) 表明 : 随机挑选的

两个阳性克隆都含有一致的小鼠 CK2βcDNA 编码区

序列 ,未发现 PCR 过程中出现的突变。与两家报

道[2 ,3 ]的小鼠 CK2βcDNA 编码区序列 (两者存在 2 个

碱基差异) 比较 ,我们克隆并测序的小鼠 CK2β cDNA

编码区序列其第 131 个密码子为 GCC ,第 159 个密码

子为 TTC ,分别与其中一实验室报道相同 (表 1) 。目

前已报道的所有哺乳动物 CK2β亚基 cDNA 编码区的

密码子 131 与 159 的序列结果 (表 1) 。根据此表和

CK2β亚基的在生物进化上的高度保守性 ,笔者认为

我们克隆的小鼠 CK2β亚基 cDNA 序列更为准确 ,并

将构建成功的重组质粒命名为 pTMCKB。

215 　小鼠蛋白激酶 CK2β亚基在大肠杆菌中的表达

小鼠蛋白激酶 CK2β的重组质粒 pTMCKB 转化

大肠杆菌 BL21 (DE3) 后经 IPTG 诱导后可大量表达

出一 26ku 的蛋白分子 (图 5 , 泳道 2) , 扫描结果 (图

6)表明表达的 CK2β蛋白则细菌总蛋白的 3117 % ,

说明重组质粒在大肠杆菌中得到了特异高效表达。

图 5 还显示了细菌的超声匀浆离心的沉淀 ( P2I) 与

上清 (S2I)以及抽提 P2I 再离心得到的上清 (S2II) 中

CK2β的含量情况 ,说明表达的重组蛋白主要以不溶

形成存在。
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图 4 　重组质粒的测序图谱(部分)

Fig 4 　Sequencing chart of recombinant plasmid( partial)

A1 partial result of positive sequencing of clone 1 ;B1partial result of reverse sequencing of clone 2

表 1 　目前已报道的哺乳动物 CK2βcDNA编码区
　　 密码子 131 与 159 序列的比较

Table 1 　The comparison of Code 131 and Code 159 of the
　　　　cDNA encoding CK2 beta subunit of mammalias
　　　　reported to date

species
accession number

of GenBank

sequence of

Code 131

sequence of

Code 159

resource of

literatrue

Mouse X52959 GCT TTC [2 ]

Mouse X56502 GCC TTT [3 ]

Mouse - - GCC TTC This paper

Rat L15619 GCC TTC [8 ]

Rabbit S56242 GCC TTC [9 ]

Porcine X56503 GCC TTC [3 ]

Human X16312 GCC TTC [10 ]

Human - - GCC TTC [5 ]

1 2 3 4 　5 6 ku

MCK2β

- 66
- 45
- 36

- 29
- 25

- 20

- 1412

图 5 　重组小鼠 CK2β亚基在转化菌中的表达

Fig 5 　Expression of recombinant mouse CK2β subunit

　　　 in the transformed bacteria

Lane 1. crude extract of bacteria transformed by pTMCKB

that wasnπt induced by IPTG; Lane 2. crude extract of

IPTG2induced bacteria transformed by pTMCKB ;Lane 3.

S2I fraction of B ; Lane 4. P2I fraction of A ;Lane 5. S2Ⅱ
fraction of A ; Lane 6. protein molecular weight standard

MCK2β

电泳方向

图 6 　pTMCKB转化的 IPTG诱导的细胞粗提物

　　 SDS2PAGE(图 5 中的泳道 2)的扫描图

Fig 6 　The scanning graph of SDS2PAGE ( Lane 2 in Fig 5)

　　　of crude extract of IPTG2induced bacteria

　　　transformed by pTMCKB

216 　Western blot 结果

表达产物的 Western blot 结果显示 : 该表达产物

可与小鼠抗人 CK2β的 McAb 特异性反应 , 在 NC 膜

上呈现一条分子量为 26ku 的显色带 (图 7) ,从而说

明表达的产物确实具有蛋白激酶 CK2β的免疫性

质。

217 　CK2β亚基在构成 CK2 全酶中的作用

固定纯化的重组小鼠 CK2α亚基 (另文发表) 的

含量 (14pmol) , 比较在加不同摩尔纯化的重组人

CK2β亚基混合情况下蛋白激酶 CK2 的活性。结果

(表 2)显示加入纯化的重组 CK2β亚基后 CK2 的活

性明显增加 ,在α与β亚基等摩尔混合后其 CK2 活

性是单独 CKα亚基活性的 514 倍 , 但再增加 CK2β

的量并不能导致 CK2 全酶活性的进一步增加。本

结果为 CK2β亚基激活 CK2α亚基活性提供了直接
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证据 , 而且α和β亚基等摩尔混合可构成有最大活

性的全酶。

—MCK2β

图 7 　重组小鼠 CK2β亚基的 Western blot 结果

Fig 7 　Western blot of recombinant mouse CK2β subunit

Anti2human protein kinase CK2βmonoclonal antibody was

used as primary antibody in this experiment ; The blotting

was detected by using Luminol Reagent for enhanced

chemiluminescence( ECL)

表 2 　CK2β亚基对 CK2α亚基的激活作用

Table 2 　Activation of the CK2α subunit by CK2β subunit

RatioαΠβ

(molΠmol)

CK2 activity

(mU , x—±s)

of CK2αactivity

( %)

1∶0 　 　　173814 ±7915 　　　　100

1∶012 　　230713 ±3217 　　　　133 3

1∶014 　　277415 ±12011 　　　　160 3

1∶016 　　546810 ± 9813 　　　　315 3

1∶110 　　944017 ±10017 　　　　543 3

1∶114 　　950813 ±10813 　　　　547 3

1∶210 　　954612 ±11818 　　　　549 3

3 P < 0101 vs 1∶0 group

3 　讨论

目前文献报道的小鼠蛋白激酶 CK2β亚基编码

的 cDNA 序列有两种 :一为 Kopatz 等报道的序列[2 ]
,

其 GenBank 登记号为 X52959 ;另一为 Boldyreff 等报

道的序列[3 ]
,其 GenBank 登记号为 X56502。两种序

列仅在第 131 和 159 号密码子存在差异 (表 1) 。本

文测序的两个克隆中插入片段的序列相同 ,与上述

两实验室结果比较 ,在第 131 个密码子处为 GCC 与

Boldyreff 等报道的序列相同 , 而与 Kopatz 等报道的

则相差一个碱基。在第 159 个密码子处为 TTC 与

Kopatz 等报道的序列相同 , 而与 Boldyreff 等报道的

则相差一个碱基。

以前报道的两种小鼠 CK2β亚基 cDNA 序列和

本实验室此次克隆出的 cDNA 究竟哪一个更准确 ?

由于 CK2β亚基在进化过程中有高度保守性 ,根据

cDNA 编码区推导的氨基酸序列在目前已报道的所

有哺乳类动物中都是一致的 (其 cDNA 序列则存在

一定的差异) 。因此我们对目前已报道的大鼠[9 ] 、

兔[10 ] 、猪[3 ] 、人[6 ,11 ] 等哺乳类动物的 CK2β亚基 cD2
NA 全编码区序列进行分析比较 , 发现上述生物在

第 131 个密码子处均为 GCC , 第 159 个密码子处均

为 TTC , 与我们此次克隆出的小鼠 CK2β亚基 cDNA

序列一致。由此推论 , 我们克隆的小鼠 CK2β亚基

cDNA序列更为准确。而已报道的两种小鼠 CK2β

亚基 cDNA 序列可能均存在一个碱基突变 ,这种碱

基突变是在克隆过程中造成的 ,而不是小鼠机体内

所固有的。

本实验中 ,我们对分子克隆常规方法的某些环

节进行了改进。一是在本次实验中采用两种提高阳

性克隆筛选率的措施 : ①保证载体与目的基因双酶

切的完全彻底性 :对于 PCR 产物和 pT727 载体的双

酶切反应 ,我们先进行第一个酶切反应 ,经过酚Π氯
仿抽提纯化再重新建立第二个酶切反应体系 ; ②在

连接反应前用 CIP 将 pT727 载体的 5′端去磷酸化 ,

从而达到抑制载体的自身连接和环化 ,以保证连接

反应的顺利进行。结果本实验中转化子的阳性筛选

率高达 100 % , 较之我们以前克隆人 CK2β亚基的阳

性筛选率 72 %要高得多[6 ] 。

二是采用高保真的耐热 DNA 聚合酶 ———

Pyrobest酶 ,以减少 PCR 过程的突变。由于 Taq DNA

聚合酶没有 3′→5′外切酶活性 , 一旦 PCR 过程出现

错配就不能进行校读 , 以致于必须通过 DNA 测序

从阳性克隆中筛选出与已报道的序列一致的克隆 ,

增加了测序成本。本次实验中由于在反转录后使用

了 Pyrobest 酶。它具有 3′→5′外切酶活性 ,能对 PCR

过程出现的错配进行及时校正 ,从而使错配率减少。

因此两个阳性克隆中插入的序列未出现突变 ,从而

降低了测序成本。

将克隆成功的 pTMCKB 转化大肠杆菌表达菌

BL21 (DE3) 后 ,破碎细胞 ,SDS2PAGE 电泳表明有一

蛋白获得高表达 , 其含量高达细菌总蛋白的

3117 % , 但主要以不溶形成存在。因目前已克隆的

所有哺乳类动物 CK2β亚基氨基酸序列则完全一

致[1 ] ,且抗小鼠 CK2β亚基的抗体目前无商品出售 ,

故本实验用小鼠抗人 CK2β亚基抗体进行 Western

blot 实验 ,结果得到一特异条带 ,说明表达的产物确

实具有蛋白激酶 CK2β的免疫性质。

CK2β亚基是 CK2 全酶的调节亚基 , 它可激活

CK2α的催化活性[1 ,2 ] 。本实验中纯化的 CK2α亚基

与不同摩尔 CK2β混合实验证明了 CK2β亚基对
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CK2α亚基有激活作用 ,等摩尔在体外简单混合就可

构成有最大活性的全酶 , 直接证明了纯化出来的

CK2β是有功能的蛋白 ,表明小鼠 CK2β亚基的克隆

表达获得了成功。

本实验中克隆成功的 pTMCKB 有许多用途 :一

是转化大肠杆菌表达菌 BL21 (DE3) 用于表达纯化 ,

得到的小鼠 CK2β蛋白可作为分子靶点 ,进行筛选

其特异性抑制剂的研究 ;二是以 CK2β基因作为探

针确定肿瘤组织或细胞中的表达水平 ;三是作为

PCR 模板扩增出全长 CK2β cDNA ,后者作为诱饵蛋

白基因亚克隆至双杂交系统中的 DNA 结合结构域

载体 ,为寻找与 CK2β亚基相互作用的蛋白做进一

步研究。这些研究对于寻找 CK2 的底物、阐明酶的

结构与功能关系、酶的作用机制和 CK2 的应用和开

发研究具有重要意义 ,目前上述研究工作正在进行

中。
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Cloning , expression and activity of recombinant mouse protein kinase CK2β subunit

CHEN Xiao2wen , ZHEN Ke2qin , LIANGJing2yao , et al .
( Institute of Biochemistry and Molecular Biology , Guangdong Medical College , Zhanjiang 524023 , China)

Abstract : The cDNA encoding murine protein kinase CK2β subunit was extracted from NIH 3T3 murine fibroblast cells

by RT2PCR. The expression plasmid was constructed , then confirmed to encode mouse protein kinase CK2β subunit by

DNA sequencing. The sequencing results showed that the sequence of the inserted fragment of two recombinant mouse

CK2βclones were differed in the reported two cDNA sequences encoding mouse protein kinase CK2βsubunit for one dis2
crepant base respectively , but the difference bases were consistent with the corresponding position of cDNA sequences en2
coding protein kinase CK2β subunit in rat , rabbit , porcine and human. When the plasmid was induced to express in E.

coli BL21 (DE3) , one protein with molecular mass of 26ku was overexpressed , comprising about 31. 7 % the total of bac2
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terium protein indicated by scanning. However most of the expressed CK2βproteins were insoluble. Western blot results

confirmed that the overexpressed product could specially react with antibody against human CK2βsubunit . When recom2
binant CK2βandα subunits were mixed at an 1 :1 molar ratio , the constituted CK2 holoenzyme displayed the maximum

activity , which directly illustrated the activation effect ofβonα subunit . These results strongly demonstrated that the

cloned , expressed recombinant protein was murine protein kinase CK2β subunit .

Key words :β regulatory subunitΠprotein kinase CK2Πmouse ; expression ; molecular cloning ; DNA sequence ; western

blot

corresponding author :LIU Xin2guang
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SARS病毒是突变而来的么 ?

像 HIV ,流感病毒这样 ,突变频率较高的病毒经常被称为“老手”。因为这种特性可以帮助它们逃过药物的杀伤及人类的

免疫系统的监视。但是迄今为止 ,似乎并没有发现 SARS病毒并有这种特性。对新加坡、多伦多、中国和香港的 14 例 SARS患

者的病毒分离株进行基因测序显示 :没有任何变异现象。

这并不是因为 SARS病毒不具备变异的能力 ,而是因为变异对病毒没有什么明显的益处。病毒在其新宿主 ———人类体内

几乎没有遇到任何阻抗 ,所以没有选择压力迫使其产生新的突变。

冠状病毒复制的错误率很高 ,平均每拷贝 10 000 个核苷酸就出现一次错配 ,错配率和 HIV 相似。但是 ,冠状病毒有一个

特点 ,就是有自我去除突变的能力。病毒不只依赖单一模板进行复制 ,其复制酶可以在病毒基因组的多个拷贝中来回跳跃。

所以每一个新的基因组实际上都是依据多个模板拷贝而来的 ,这就大大减少了突变参入病毒基因组的机会。

但是一旦这些跳跃出现错误 ,就会造成大段基因被漏读 ,很可能导致重要基因的缺失。缺失的结果很可能是戏剧性的 ,

特别是如果基因的改变影响了与宿主细胞表面结合的病毒棘状蛋白的表达。例如 :1984 年 ,欧洲的猪出现了一种新的呼吸道

疾病 ,后来证明 :引起这种疾病的病原体是一种发生缺失突变的冠状病毒 ,该病毒原本感染乳猪的胃 ,棘状蛋白的改变导致了

病毒感染的细胞类型的改变。虽然这种新的疾病不是致死性的 ,但是它引起了世界范围内的流行 ,并且使消化系统疾病的诊

断复杂化。

基因的缺失也可以使 SARS病毒的宿主从原来的动物转变为人类。但即是如此 ,也与上述突变类型不同 ,因为 SARS病毒

的棘状蛋没有任何改变。

SARS病毒可能再次袭击人类 ,但它可能不会像以前那么稳定 ,特别是它与抗病毒药物接触过之后。而且 ,我们的免疫系

统也会不断的完善。正像洛杉矶南加利福尼亚大学的分子病毒学家 Michael Lai 所说的那样 :“一旦足够多的人建立了对抗

SARS病毒的免疫力 ,病毒的突变将会不具威胁 ,就象对付流感病毒一样。”

抗 SARS的药物有希望吗 ?

从揭开 SARS幕后病毒的那一刻起 ,药物开发者就投入到了紧张的研究工作中。目前 ,最主要的方法是在成百上千的化

合物中筛选可以对抗实验室培养的病毒的化合物。

美国国家过敏性和传染性疾病协会正在进行一项大规模的随机筛选试验 ,筛选范围包括已经认证的药物和正在开发的

药物。他们与美国军事医学传染病研究院合作 ,已经对 300 000 多种药物进行了筛选 ,观察其对猴肾细胞系中培养的病毒有无

杀伤作用。“我们发现很多有效的药物 ,”病毒学家 Robert Baker 说。

一个相似的实验在德国的法兰克福大学进行 ,他们已经筛选出了一种化合物 ———甘草甜素 (从甘草根中提炼出来) 可以

清除猴肾细胞中的 SARS病毒。他们已经证明 :甘草甜素在人类细胞系中的有效性。虽然这种药物相对无毒而且已经通过认

证 ,并且用于治疗 C型肝炎 ,但是只在大剂量应用时才起作用。于是由 Prakash Chandra 领导的法兰克福研究小组正在与俄罗

斯科学院有机化学学会合作 ,希望能从这个学会合成的一系列有关的化合物中找到对 SARS病毒有特效的药物。

其他研究者正试图使用一些更直接的方法 ,例如 :比利时 Catholic 大学的 Erik De Clercq 正在对大量的抗病毒药物进行筛

选 ,这些抗病毒药物的机理大多是干扰病毒的复制。这位研究者称 :“我相信根据推理进行筛选会比随机筛选更有效。”

与此同时 ,德国 lübeck 大学的结构生物学家 Rolf Hilgenfeld 发现了 SARS病毒的一种关键酶———蛋白酶的结构 ,这种蛋白酶

可以激活病毒复制所需的各种蛋白。他的研究组用计算机模拟该酶的结构 ,并开始预测究竟何种因素可能抑制这种酶的活性。

Hilgenfeld目前正与一个中国研究小组合作 (由上海药品学会的梁江华领导) ,该小组具有巨型计算机来扩展这项工作。
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