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ＳＡＲＳＣｏＶ核衣壳蛋白表达方法的研究进展

黄　莉 综述，车小燕△审校

（南方医科大学珠江医院检验医学部／广东省病原微生物重点实验室，广东广州５１０２８２）

　　关键词：严重急性呼吸综合征；　ＳＡＲＳ冠状病毒；　核衣壳蛋白；　杆状病毒
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　　２０１２年引起中东呼吸综合征的新型冠状病毒 ｈＣｏＶ

ＥＭＣ，与２００３年引起广东暴发性流行的严重急性呼吸综合征

的ＳＡＲＳＣｏＶ同属于β群冠状病毒，两种病毒存在许多相似

之处［１２］。研究表明ＳＡＲＳＣｏＶ核衣壳蛋白（ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋

白）可诱导产生强烈的体液和细胞免疫，是主要的抗原分子［３］

和临床诊断的最佳靶标［４］。获得重组ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白，是

进一步研究ＳＡＲＳＣｏＶ、ｈＣｏＶＥＭＣ以及其他可能出现的新

型人冠状病毒 Ｎ 蛋白之间关系的前提。本文将目前研究

ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白的重组表达体系、表达蛋白的特性及存在问

题等进行了综述。

１　ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白的分子特性

ＳＡＲＳＣｏＶ包含至少１１个开放读码框（ＯＲＦｓ），由２９７２７

个核苷酸组成，其中５个主要的 ＯＲＦｓ主要用于编码复制酶

（Ｒｅｐ）、刺突糖蛋白（Ｓ）、包膜小蛋白（Ｅ）、膜蛋白（Ｍ）和核衣壳

蛋白（Ｎ）
［５６］。ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白是ＳＡＲＳＣｏＶ最为丰富的结

构蛋白之一，与病毒 ＲＮＡ结合形成核衣壳，参与ＳＡＲＳＣｏＶ

的复制，是主要的抗原分子［３，７］；与其他冠状病毒 Ｎ蛋白的同

源性为２０％～３０％
［８］，由ＳＡＲＳ冠状病毒第９个 ＯＲＦ编码

的，由４２２个氨基酸残基组成，高度磷酸化，相对分子质量４８×

１０３
［８］。

２　ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白表达方法及研究进展

２．１　原核系统表达　自１９７７年，研究者成功地在大肠杆菌中

表达了一种哺乳动物的肽类激素生长激素抑制素后
［９］，首次

实现了外源基因在原核细胞中的体外表达。原核表达系统具

有培养操作简单、周期短、价格低廉、转化和转导效率高、外源

基因表达产物高等优点，是迄今研究最为成熟、应用最为广的

表达系统［９］；原核系统包括大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和链霉素

等表达系统，其中以大肠杆菌表达系统最常见。

２００３年ＳＡＲＳ暴发流行初期，国内外研究者首选了大肠

杆菌表达系统重组ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白。据报道，Ｓｈｉ等
［１０］和

Ｗｏｏ等
［１１１２］在ｐＥＴ载体上成功构建重组质粒，获得重组蛋白，

并在此基础上建立了高特异性和高灵敏性的 ＥＬＩＳＡ 方法。

Ｓｕｎ等
［１３］在ｐＲＳＥＴ载体上构建了重组质粒；而Ｇｕａｎ等

［１４］则

在带ＧＳＴ标签的质粒载体上构建，建立了一种病毒裂解液和

重组 Ｎ蛋白结合的免疫印迹方法，用以检测患者血清抗体。

Ｐｅｉ等
［１５］甚至尝试了在公认为安全的食品级微生物乳酸乳球

菌上表达ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白，作为口服活疫苗。

然而原核表达系统本身具有许多固有的缺点，如高效表达

易形成包涵体、不能产生 Ｎ和Ｏ端糖基化、脂肪酸酰化、磷酸

化以及形成二硫键等翻译后修饰，使其所产生的重组蛋白的生

物活性、功能和结构与天然蛋白存在较大差别。因而，在该类

蛋白基础上建立的临床诊断方法与健康人血清中的某些抗体

存在一定程度的交叉反应。Ｌｅｕｎｇ等
［１６］和Ｓｈｉｎ等

［１７］均报道

了原核表达的ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白与健康人血清存在的交叉

反应。

２．２　真核表达系统　真核表达系统的翻译后修饰功能，如糖

基化、磷酸化等，使蛋白的生物活性、功能、结构与天然蛋白更

接近，适合于来自高等生物的外源基因的表达。真核系统包括

丝状真菌、酵母、昆虫细胞、动物和哺乳类细胞等系统。近年

来，常用的重组ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白的表达系统主要包括酵母
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表达系统、昆虫细胞（杆状病毒）表达系统以及哺乳动物细胞表

达系统；酵母表达系统包括毕赤酵母和酿酒酵母。

２．３　酵母表达系统　酵母菌是一类低等真核生物，它既有类

似原核生物的特性，又有一般真核生物的分子和细胞生物学特

性。酵母表达外源基因具有一定的翻译后加工能力，使重组蛋

白具有一定的折叠和糖基化，性质更为稳定，且能分泌表达至

胞外，内源性蛋白表达少，有利于纯化。酿酒酵母由于遗传和

生理背景清楚、安全，是最早应用子外源基因克隆和蛋白表达

的酵母，被称为真核生物中的“大肠杆菌”［９］。毕赤酵母则为一

种甲醇营养型酵母，依赖甲醇作为唯一碳源生长，是重组蛋白

分泌表达的理想宿主［１８］。

Ｌｉｕ等
［７］在胞内表达型载体ｐＰＩＣ３．５Ｋ上重组质粒，在毕

赤酵母 ＧＳ１１５上成功获得 Ｈｉｓ＋ Ｍｕｔ＋型重组菌，表达了具有

生物活性的ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白，蛋白产量高出原核系统表达

量２倍。Ｃａｏ等
［５］使用胞外分泌表达型载体ｐＰＩＣ９在 ＧＳ１１５

上得到 Ｈｉｓ＋Ｍｕｔ＋型重组菌，成功获得了３ｍｇ／ｍＬ表达量的

蛋白。刘如石等［１９］使用ｐＰＩＣ３．５Ｋ载体在 ＧＳ１１５上获得了

Ｈｉｓ＋Ｍｕｔ＋型重组菌，利用发酵罐大规模表达，获得了２．５ｇ／Ｌ

的蛋白产量。国内的研究者杨雷等［２０］使用ｐＹＥＳ６载体在酿

酒酵母ＩＮＶＳｃ１载体上也在胞内成功表达了ＳＡＲＳＣｏＶ Ｎ

蛋白。

酵母是与ＳＡＲＳＣｏＶ宿主细胞相类似的单细胞真核微生

物，其重组ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白比原核重组的更为接近天然的

结构和生物活性。据刘如石等［１９］和Ｃａｏ等
［５］对酵母源性和原

核源性的ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白生物活性和结构的比对研究，发

现酵母源性的ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白的生物活性为原核源性的４

倍以上［７］；酵母来源的ＳＡＲＳＣｏＶＮ重组蛋白的结构比原核

源性的更接近天然结构［５］。但酵母表达系统的应用是有限的，

原因可能是酵母的翻译后修饰主要以甘露糖残基对蛋白简单

的糖基化修饰为主，而 ＳＡＲＳＣｏＶ Ｎ 蛋白为高磷酸化蛋

白［８，１７］，因此ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白仍不适合在酵母这种较低等

的真核生物中重组表达。

２．４　昆虫细胞表达系统　昆虫细胞表达系统具有更加复杂的

翻译后修饰功能，如蛋白质的正确折叠与切割、二硫键形成、糖

基化、磷酸化、酰化、酰胺化、羟甲基化等，且与哺乳动物类似，

适合于表达高等真核生物蛋白［２１］。目前常用的昆虫细胞表达

系统有昆虫细胞（杆状病毒）系统、稳定表达系统和果蝇表达系

统三种，其中昆虫细胞（杆状病毒）表达系统是目前国内外十分

推崇、应用最为广泛的真核表达系统［２１］。而在杆状病毒表达

系统中，苜蓿银纹夜蛾核多角体病毒（ＡｃＭＮＰＶ）具有外源基

因高水平表达能力，可同时表达多个外源基因，能容纳大片段

的外源ＤＮＡ，对脊柱动物安全，不存在安全隐患等优点，是目

前使用最为广泛的杆状病毒表达系统。

Ｈｅ等
［２２］使用ｐＢｌｕＢａｃＨｉｓ２载体构建质粒，转染Ｓｆ９细胞，

成功表达了ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白，并用蔗糖梯度实验发现此重

组蛋白具有高分子结构。Ｒｅｎ等
［２３］使用ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐⅡＳＫ（＋）

载体重组质粒，转染Ｔｎ５Ｂ１４细胞，获得了重组蛋白，用共聚

焦显微镜证实了其在细胞质和细胞核中的定位。朱函坪等［２４］

使用ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ载体成功构建重组体，并转染Ｓｆ９细胞，

获得了ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白，建立了具有高特异性和敏感性的

免疫荧光试验（ＩＦＡ），用于检测患者血清中的ＳＡＲＳ抗体。Ｌａｉ

等［２５］用ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ载体同时表达 Ｎ和Ｅ蛋白，比较了这

两种蛋白的特性。Ｓａｉｊｏ等
［２６］将ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白基因转入

已修饰过的ｐＡｃＹＭ１杆状转移质粒，转染Ｔｎ５细胞，并用这重

组蛋白作为抗原建立了特异性高达９２％的ＩｇＧＥＬＩＳＡＳＡＲＳ

血清学诊断方法。

Ｓｈｉｎ等
［１７］比较了大肠杆菌来源、杆状病毒来源和哺乳动

物来源的三种Ｎ蛋白的特性。发现来源于杆状病毒表达系统

的Ｎ蛋白相对分子质量接近哺乳动物来源的 Ｎ蛋白；其免疫

原性比原核来源的高出２．５倍以上；高磷酸化的蛋白与阴性血

清无交叉反应，说明磷酸化对蛋白的免疫原性存在一定的影

响。从这种程度而言，来源于杆状病毒表达系统的ＳＡＲＳＣｏＶ

Ｎ蛋白的生物活性、结构和功能更接近天然蛋白。然而杆状病

毒表达系统存在固有缺点。杆状病毒表达蛋白的周期较长、成

本较高、操作较繁琐；最为主要的是病毒本身表达的半胱氨酸

蛋白酶在一定程度上降解了重组蛋白；随着感染宿主的多角体

病毒的死亡，异源蛋白也将停止表达；每一轮新蛋白的合成都

需要重新感染宿主细胞；糖基化修饰仍较哺乳动物的简单［９］。

尽管如此，杆状病毒表达系统仍不失为一个有效的真核表达系

统，既具有很好的发展前景，同时也具有很大的挑战。

２．５　哺乳动物细胞表达系统　从最开始以裸露ＤＮＡ直接转

染哺乳动物至今的３０余年间，哺乳动物细胞表达系统不仅成

为多种基因工程药物的生产平台，在新基因的发现、蛋白质的

结构和功能研究中亦起了极为重要的作用。与其他系统相比，

哺乳动物细胞表达系统能够指导蛋白的正确折叠，提供复杂的

Ｎ型糖基化和准确的Ｏ型糖基化等多种翻译后加工功能
［９］。

Ｋｉｍ等
［２７］成功地在ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ（－）载体上构建

钙网蛋白（ＣＲＴ）ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白重组体，并转染２９３细胞

获得Ｎ重组蛋白和相关的ＣＲＴ／ＮＤＮＡ疫苗，证实了该疫苗

能在Ｃ５７ＢＬ／６小鼠上产生强烈的 Ｎ蛋白特异性体液和Ｔ细

胞介导的细胞免疫应答。Ｓｕｒｊｉｔ等
［２８］采用重组质粒转染ＣＯＳ

１细胞，获得ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白，并研究了Ｎ蛋白之间相互作

用的结构域。Ｚａｋｈａｒｔｃｈｏｕｋ等
［２９］使用人腺病毒载体ｐＨ５Ｌ构

建ＳＡＲＳＣｏＶＮ重组质粒，转染２９３细胞后获得重组Ｎ蛋白，

证实了Ｎ蛋白是一磷酸化的蛋白，同时发现其能够使小鼠产

生特异性体液免疫应答和 Ｔ 细胞介导的免疫应答。Ｓｕｒｊｉｔ

等［３０］再一次在ｐｃＤＮＡ３．１Ｍｙｃ上重组载体，转染 ＣＯＳ７和

Ｈｕｈ７细胞，研究表达的整个过程，发现 Ｎ蛋白的表达能在没

有破坏ＣＤＫ４细胞周期蛋白 Ｄ复合物形成的前提下下调了

ＣＤＫ４的活性。上述研究表明哺乳动物细胞表达系统产生的

ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白在其功能研究方面发挥作用。

虽然哺乳动物细胞表达系统所重组的ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白

能与宿主细胞的天然蛋白结构和生物功能非常接近，但是该系

统仍存在着难以克服的缺点，如成本高、技术复杂、宿主范围有

限、产量低，存在着潜在的动物病毒污染等，限制了这种表达系

统的应用范围。

３　转基因植物表达系统

１９８９年，在转基因西红柿上成功的重组了一种具有生物

活性的抗体［３１］。１９９０年有研究者首次报道植物表达的链球菌

属的表面蛋白（ＳｐａＡ）具有免疫原性以来
［３２］，转基因植物表达

系统在生物制药、医疗等行业的应用引起了研究者的广泛兴

趣。转基因植物作为一种生物反应器有很多优点，如生产成本

较低、基因转化容易、周期短、表达量高、提纯容易、收效快、遗

传性状稳定、不受噬菌体污染、动物病原菌污染性小、容易大规

模生产、重组蛋白在折叠和组装上与动物细胞来源的相似、产

物的生物活性与高等动物细胞表达的产物基本一致等，因此其

比细菌、酵母、昆虫和哺乳动物细胞等反应器系统更有开发潜

力［９，３１３２］。
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Ｚｈｅｎｇ等
［３３］使用载体ｐＢＡＬ成功构建ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白

重组质粒，在野生型烟草植物上获得产量为７９μｇ／ｇ的蛋白；

重组Ｎ蛋白免疫原性的研究结果发现该蛋白能诱导小鼠产生

特异性Ｂ细胞免疫应答。

转基因植物表达系统需要克服的缺点是其糖基化修饰与

人的糖基化修饰模式差别较大；植物所生存的外周环境对其生

长、蛋白的表达影响较大；外源蛋白的产量仍相对较低等等。

这些在一定程度上限制了植物表达系统的发展，以致其目前仍

处于初始发展阶段［９，３１］。

４　分析与展望

本文就国内外对ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白表达方法的研究进展

做了概括。原核表达系统技术成熟，是人工生物合成ＳＡＲＳ

ＣｏＶＮ蛋白的首选；酵母表达系统一定程度上弥补了原核表

达系统的固有缺点，但由于 Ｎ蛋白的高磷酸化和无糖基化修

饰特性，使重组Ｎ蛋白与天然结构仍存在差距；昆虫细胞（杆

状病毒）表达系统具有磷酸化的翻译后修饰功能，与哺乳动物

细胞更接近，很大程度上弥补了前两者的缺陷，是ＳＡＲＳＣｏＶ

Ｎ蛋白研究中使用最为广泛的系统之一；哺乳动物细胞为高级

真核表达系统，其固有缺点限制了应用范围；植物细胞的亚细

胞结构使其所表达的 Ｎ蛋白在折叠、翻译后修饰等与哺乳动

物细胞来源的蛋白相接近，是目前重组蛋白和疫苗开发最具潜

力的表达系统。

由此可见，不同的表达系统各有千秋，采用何种重组

ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白表达系统，除需综合考虑生产成本、生物安

全、表达水平之外，还要考虑表达所得的ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白的

生物学特性。就ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白的无糖基化和高磷酸化的

特性，以及综合技术的难易程度、生物安全性等因素而言，昆虫

细胞（杆状病毒）表达系统较其他系统具有明显优势；植物表达

系统在这方面的研究仍然较少，目前还很难判断其是否适合

ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白的表达。随着生物技术的发展和蛋白研究

水平的提高，相信其将是一个最具潜力的表达系统。

参考文献

［１］ ＨｉｌｇｅｎｆｅｌｄＲ，ＰｅｉｒｉｓＭ．ＦｒｏｍＳＡＲＳｔｏＭＥＲＳ：１０ｙｅａｒｓｏｆｒｅ

ｓｅａｒｃｈｏｎｈｉｇｈｌｙｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｈｕｍａｎｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．Ａｎｔｉｖｉｒａｌ

Ｒｅｓ，２０１３，１００（１）：２８６２９５．

［２］ ＭｕｌｌｅｒＭＡ，ＲａｊＶＳ，ＭｕｔｈＤ，ｅｔａｌ．ＨｕｍａｎｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓＥＭＣｄｏｅｓ

ｎｏｔｒｅｑｕｉｒｅｔｈｅＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｄｍａｉｎｔａｉｎｓｂｒｏａｄ

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｖｅｃａｐａｂｉｌｉｔｙｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＭＢｉｏ，２０１２，３

（６）：５０５５１２．

［３］ 刘俊丽，曹诚，马清钧．ＳＡＲＳＣｏＶＮ蛋白和 ＭＡＰ１９的相互作用

［Ｊ］．细胞与分子免疫学杂志，２００９，２５（９）：７７７７７９．

［４］ＳｕｒｅｓｈＭＲ，ＢｈａｔｎａｇａｒＰＫ，ＤａｓＤ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｄｉａｇｎｏｓ

ｔｉｃｓａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｏｆｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＳＡＲＳ

ＣｏＶ）［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＰｈａｒｍＳｃｉ，２００８，１１（２）：１１３．

［５］ＣａｏＳ，ＷａｎｇＨ，ＬｕｈｕｒＡ，ｅｔａｌ．Ｙｅａｓｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ

ｔｉｏｎｏｆＳＡＲＳＣｏＶＮｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００５，１３０（１／

２）：８３８８．

［６］ ＺｈａｎｇＪ，ＷａｎｇＤ，ＬｉＹＥ，ｅｔａｌ．ＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｕｓｉｎｇａｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ（Ｌａｒｃｈｍｔ），２０１１，３０（５）：４８１

４８５．

［７］ＬｉｕＲＳ，ＹａｎｇＫＹ，ＬｉｎＪ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｙｉｅｌｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎ ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｙｅａｓｔＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００４，１０（２４）：

３６０２３６０７．

［８］ＳｕｒｊｉｔＭ，ＬａｌＳＫ．ＴｈｅＳＡＲＳＣｏＶｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ：ａｐｒｏｔｅｉｎ

ｗｉｔｈｍｕｌｔｉｆａｒｉｏｕｓａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＧｅｎｅｔＥｖｏｌ，２００８，８（４）：３９７

４０５．

［９］ 范翠英，冯利兴，樊金玲，等．重组蛋白表达系统的研究进展［Ｊ］．

生物技术，２０１２，２２（２）：７６８０．

［１０］ＳｈｉＹＬ，ＹｉＹＰ，ＬｉＰ，ｅｔａｌ．Ｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＳＡＲＳ）ｂｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ

ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎａｎａｎｔｉｇｅｎｃａｐｔｕｒｉｎｇｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

ａｓｓａｙ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００３，４１（１２）：５７８１５７８２．

［１１］ＷｏｏＰＣ，ＬａｕＳＫ，ＴｓｏｉＨＷ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆｎｏｎｐｎｅｕｍｏｎ

ｉｃＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａ

［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２００４，３６３（９４１２）：８４１８４５．

［１２］ＷｏｏＰＣ，ＬａｕＳＫ，ＷｏｎｇＢＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

ｔｏｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＳＡＲＳ）ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｕｃｌｅｏ

ｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｆｏｒｓｅｒｏｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａ

［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００４，４２（５）：２３０６２３０９．

［１３］ＳｕｎＺＦ，ＭｅｎｇＸＪ．Ａｎｔｉｇｅｎｉｃｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｎｕｃｌｅｏ

ｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＳＡＲＳ）ｃｏｒｏ

ｎａｖｉｒｕｓａｎｄｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｓｅｒａｏｆａｎｔｉｇｅｎｉｃｇｒｏｕｐＩａｎｉｍａｌｃｏｒｏｎａ

ｖｉｒｕｓｅｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｒＳＡＲＳｄｉａｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２００４，４２（５）：２３５１２３５２．

［１４］ＧｕａｎＭ，ＣｈｅｎＨＹ，ＴａｎＰＨ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｏｆｖｉｒａｌｌｙｓａｔｅａｎｔｉｇｅｎ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎＷｅｓｔｅｒｎｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔａｓｓａｙ

ａｓｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙｔｅｓｔｆｏｒｓｅｒｏｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＤｉａｇｎＬａｂＩｍｍｕｎｏｌ，２００４，１１（６）：１１４８１１５３．

［１５］ＰｅｉＨ，ＬｉｕＪ，ＣｈｅｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｕ

ｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄＬａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｆｏｒｓｅ

ｒｏｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｕｃｏｓａｌ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ［Ｊ］．Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００５，６８（２）：２２０２２７．

［１６］ＬｅｕｎｇＤＴＭ，ｖａｎＭａｒｅｎＷＷＣ，ＣｈａｎＦＫＬ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｒｅｍｅｌｙｌｏｗ

ｅｘｐｏｓｕｒｅｏｆａｃｏｍｍｕｎｉｔｙｔｏｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ：ｆａｌｓｅｓｅｒｏｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙｄｕｅｔｏｕｓｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙｄｅｒｉｖｅｄ

ａｎｔｉｇｅｎｓ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００６，８０（１８）：８９２０８９２８．

［１７］ＳｈｉｎＧＣ，ＣｈｕｎｇＹＳ，ＫｉｍＩＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｇｅｎｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏ

ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｓ：ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｎｉｍ

ｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＶｉｒｕｓＲｅｓ，２００７，１２７（１）：７１

８０．

［１８］郭雨刚．毕赤酵母表达系统及其应用［Ｄ］．合肥：中国科学技术大

学，２０１２．

［１９］刘如石，邱义兰，杨坤，等．ＳＡＲＳ冠状病毒核衣壳蛋白在酵母中

的表达与活性检测［Ｊ］．生物工程学报，２００５，２１（４）：５４０５４６．

［２０］杨雷，张洪勤，吴淑珍．ＳＡＲＳ冠状病毒核衣壳蛋白在酿酒酵母中

的表达和纯化［Ｊ］．实用医学杂志，２００６，２２（２３）：２７０８２７１０．

［２１］高炳淼，李宝珠，于津鹏，等．外源基因在昆虫杆状病毒表达系统

中的表达［Ｊ］．中国生物工程杂志，２０１１，３１（１１）：１２３１２９．

［２２］ＨｅＲ，ＤｏｂｉｅＦ，ＢａｌｌａｎｔｉｎｅＭ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｌｔｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ

ＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００４，３１６（２）：４７６４８３．

［２３］ＲｅｎＡＸ，ＸｉｅＹＨ，ＫｏｎｇＹＹ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｓｕｂｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＳＡＲＳＣｏＶｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＳｉｎ（Ｓｈａｎｇｈａｉ），２００４，３６（１１）：７５４

７５８．

［２４］朱函坪，朱智勇，董关木，等．ＳＡＲＳ冠状病毒 Ｎ蛋白在免疫荧光

诊断技术中的应用［Ｊ］．中华医学杂志，２００５，８５（９）：６２１６２４．

［２５］ＬａｉＣＷ，ＣｈｕｎｇＹＣ，ＬａｉＹＫ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

Ｎ ａｎｄ Ｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍ ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ

（ＳＡＲＳ）ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ：ａｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈ

·７５４１·国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１１



ｎｏｌＬｅｔｔ，２００５，２７（１３）：８８３８９１．

［２６］Ｓａｉｊｏ Ｍ，ＯｇｉｎｏＴ，ＴａｇｕｃｈｉＦ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｂａｓｅｄＩｇＧｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅ

ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＳＡＲＳ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００５，１２５

（２）：１８１１８６．

［２７］ＫｉｍＴＷ，ＬｅｅＪＨ，ＨｕｎｇＣＦ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｓｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆｓｅｖｅｒｅａ

ｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００４，７８（９）：

４６３８４６４５．

［２８］ＳｕｒｊｉｔＭ，ＬｉｕＢＰ，ＫｕｍａｒＰ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆｔｈｅ

ＳＡＲＳｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｉｓｃａｐａｂｌｅｏｆｓｅｌｆａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａＣｔｅｒ

ｍｉｎａｌ２０９ａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓ

Ｃｏｍｍｕｎ，２００４，３１７（４）：１０３０１０３６．

［２９］ＺａｋｈａｒｔｃｈｏｕｋＡＮ，ＶｉｓｗａｎａｔｈａｎＳ，ＭａｈｏｎｙＪＢ，ｅｔａｌ．Ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｂｙａｎａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｉｓｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄａｎｄｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｎ

ｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＧｅｎＶｉｒｏｌ，２００５，８６（Ｐｔ１）：２１１２１５．

［３０］ＳｕｒｊｉｔＭ，ＬｉｕＢ，ＣｈｏｗＶＴＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆｓｅ

ｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｃｙｃｌｉｎｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｃｏｍｐｌｅｘａｎｄｂｌｏｃｋｓＳｐｈａｓｅｐｒｏ

ｇｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００６，２８１（１６）：

１０６６９１０６８１．

［３１］ＪａｍａｌＡ，ＫｏＫ，Ｋｉｍ ＨＳ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｇｅｎｅｔｉｃｆａｃｔｏｒｓａｎｄｅｎｖｉ

ｒｏｎｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒｆａｒｍｉｎｇ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌＡｄｖ，２００９，２７（６）：９１４９２３．

［３２］黄亚红，陈建秀，张大兵．植物表达系统生产疫苗的研究进展［Ｊ］．

国外医学：寄生虫病分册，２００５，３２（３）：１２９１３３．

［３３］ＺｈｅｎｇＮ，ＸｉａＲ，ＹａｎｇＣ，ｅｔａｌ．ＢｏｏｓｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＳＡＲＳ

ＣｏＶｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｏｂａｃｃｏａｎｄｉｔｓｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｉｎ

ｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，２００９，２７（３６）：５００１５００７．

（收稿日期：２０１４０１０８）

作者简介：李建珍，女，副主任医师，主要从事临床检验和管理方面的工作。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｕｎｊｉａｎｇｌｉｕ＠ｆｏｘｍａｉｌ．ｃｏｍ。

·综　　述·

脑钠肽在慢性心力衰竭中的应用
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　　关键词：脑钠肽；　慢性心力衰竭；　呼吸困难
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　　随着现代人生活习惯的改变和工作压力的增加，慢性心力

衰竭（ＣＨＦ）的发病率越来越高，尤其是年龄大于７５岁的老年

人，更为常见。据文献报道，ＣＨＦ在总人口中的发病率已达

０．８％～２．０％，成为导致现代社会人群死亡的重要原因
［１３］。

脑钠肽（ＢＮＰ）和氨基末端脑钠肽前体（ＮＴｐｒｏＢＮＰ）作为新型

心脏标志物，具有较高的敏感性和特异性，日益受到人们的青

睐。欧洲心脏病协会（ＥＳＣ）于２００８年将ＢＮＰ和 ＮＴｐｒｏＢＮＰ

作为心力衰竭诊断的有益生物标志物［４］。本文就ＢＮＰ和ＮＴ

ｐｒｏＢＮＰ在慢性心力衰竭中的应用作一综述。

１　ＢＮＰ和ＮＴｐｒｏＢＮＰ的生物学特性

三十多年前心脏的内分泌功能被发现后，人们对ＢＮＰ的

研究兴趣越来越浓厚［５］。ＢＮＰ基因（犖犘犘犅）位于１号染色体

短臂远端，内含有３个外显子，２个内含子。在心肌中编码产

生１个由１３４个氨基酸组成的前体肽，在去除２６个氨基酸信

号肽后，产生１个含１０８氨基酸的激素原———脑钠肽前体

（ｐｒｏＢＮＰ）。ｐｒｏＢＮＰ被酶切后，生成２个产物，１个是由３２个

氨基酸组成的ＢＮＰ，１个由７６个氨基酸组成的 ＮＴｐｒｏＢＮＰ。

前者含有由１７个氨基酸组成的二硫化物环，具有生物学活性，

半衰期为１８～２０ｍｉｎ，后者为线性结构，不具有生物学活性，半

衰期为９０～１２０ｍｉｎ。前者可以结合具有促尿钠排泄的 ＮＲＰ

Ａ受体，进而激活第二信使ｃＧＭＰ发挥生物学作用：促进尿钠

排泄，增强心室舒张功能，抑制成纤维细胞活化，拮抗肾素血

管紧张素醛固酮系统等。

ＢＮＰ和 ＮＴｐｒｏＢＮＰ分泌是等摩尔浓度的，但 ＮＴｐｒｏＢ

ＮＰ的半衰期明显长于ＢＮＰ，因此临床检测中 ＮＴｐｒｏＢＮＰ较

ＢＮＰ更有实用性。两者作为新型标志物，在诊断心力衰竭方

面，具有一致性，可以辅助对急性呼吸困难的鉴别诊断，对心力

衰竭患者的危险等级分层等。只是两者测试的线性范围存在

一定差异：ＢＮＰ 为 ５～５０００ｐｇ／ｍＬ，ＮＴｐｒｏＢＮＰ 为 ２０～

２５０００ｐｇ／ｍＬ。不仅如此，两者都受多种因素的影响，包括年

龄、性别、体质量、心功能不全、肾功能不全、糖尿病以及检测方

法、时间等。因此尚缺乏一个精确的诊断标准。国外文献报道

对心力衰竭诊断的一个通用标准，可分为３个层次
［６］：ＢＮＰ＜

１００ｐｇ／ｍＬ或ＮＴｐｒｏＢＮＰ＜３００ｐｇ／ｍＬ，１００ｐｇ／ｍＬ＜ＢＮＰ＜

４００ｐｇ／ｍＬ或３００ｐｇ／ｍＬ＜ＮＴｐｒｏＢＮＰ＜１８００ｐｇ／ｍＬ，５００

ｐｇ／ｍＬ＜ＢＮＰ或１８００ｐｇ／ｍＬ＜ＮＴｐｒｏＢＮＰ。

２　ＢＮＰ和ＮＴｐｒｏＢＮＰ检测在慢性心力衰竭中的应用

ＢＮＰ和ＮＴｐｒｏＢＮＰ的测定对ＣＨＦ患者的危险等级分层

十分重要，其水平的高低可以预测患者是否再次入院或发生猝

死的可能。尤其是出院前测定ＢＮＰ和 ＮＴｐｒｏＢＮＰ，对患者６

个月内是否发生死亡或再次入院有很强的提示意义［７］。而且

重复测定较单次测定，对于预后诊断，能够提供更为准确的信

息［８９］。对于患有冠心病但心室功能正常的患者，ＢＮＰ和 ＮＴ

ｐｒｏＢＮＰ测定也能提供预后信息
［１０］。

２．１　对心源性呼吸困难的鉴别诊断　呼吸困难多由心肺疾病

引起，对于心源性呼吸困难与单纯性肺源性因素所致急性呼吸

困难常常难以鉴别。心脏超声检查是诊断心功能不全最可靠

的非创伤性方法。然而，据估测在英国每年新增疑似心力衰竭

病例１２万人，我国则更多。很难对如此大量的患者都进行心

脏超声诊断。基于ＢＮＰ与心功能的密切关系，许多研究人员

做了大量的工作以探讨它的临床应用。有研究对３２１例急性

呼吸困难患者进行ＢＮＰ测定，显示心力衰竭患者的ＢＮＰ水平

明显高于肺部疾病患者，显示了ＢＮＰ对急性呼吸困难的鉴别

诊断价值［１１］。Ｓｔｅｉｎｈａｒｔ等
［１２］对５００例充血性心力衰竭患者
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