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  摘 要:目的 构建新型冠状病毒Omicron
 

I1566V突变位点 MS2噬菌体病毒样颗粒。方法 选取并合

成带有6×His标签的 MS2噬菌体的衣壳蛋白(CP)、成熟蛋白(A蛋白)及Omicron
 

I1566V突变基因序列,插

入pACYCDuet-1质粒构建重组载体,通过原核系统诱导表达目的蛋白,纯化重组蛋白后利用透射电镜对蛋白

质进行物理表征,最后通过反转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测病毒样颗粒的热稳定性及耐核酸酶水解能力。
结果 成功构建包含有6×His标签的CP、A蛋白和Omicron

 

I1566V突变基因序列的重组载体,经限制性内

切酶BamH
 

Ⅰ和Kpn
 

Ⅰ酶切鉴定和测序验证,结果均与预期相符。经诱导并纯化后,通过电镜观察到了大小

均匀、直径为23~28
 

nm的病毒样颗粒,该病毒样颗粒经核酸酶消化后可在37
 

℃条件下稳定储存20
 

d以上。
结论 该研究成功利用 MS2噬菌体的CP和A蛋白构建了Omicron

 

I1566V突变位点病毒样颗粒,为该突变

位点的RT-PCR检测体系提供了可靠的质量保障。
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I1566V突变位点; 反转录聚合酶链反应; MS2噬菌体; 病

毒样颗粒
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Abstract:Objective To

 

construct
 

MS2
 

phage
 

virus-like
 

particles
 

with
 

Omicron
 

I1566V
 

mutation
 

site
 

of
 

SARS-CoV-2.Methods The
 

capsid
 

protein
 

(CP),mature
 

protein
 

(A
 

protein)
 

and
 

Omicron
 

I1566V
 

mutant
 

gene
 

sequences
 

of
 

MS2
 

phage
 

with
 

6×His
 

tag
 

were
 

selected
 

and
 

synthesized,and
 

inserted
 

into
 

the
 

pACYCDu-
et-1

 

plasmid
 

to
 

construct
 

the
 

recombinant
 

vector.The
 

recombinant
 

protein
 

was
 

purified
 

and
 

characterized
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy.Finally,the
 

thermal
 

stability
 

and
 

nuclease
 

resistance
 

of
 

the
 

virus-like
 

parti-
cles

 

were
 

detected
 

by
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-PCR).Results The
 

recombinant
 

vector
 

containing
 

CP
 

and
 

A
 

protein
 

with
 

6×His
 

tag
 

and
 

Omicron
 

I1566V
 

mutant
 

gene
 

sequence
 

was
 

success-
fully

 

constructed.The
 

results
 

were
 

confirmed
 

by
 

restriction
 

enzyme
 

BamH
 

I
 

and
 

Kpn
 

I
 

digestion
 

and
 

sequen-
cing.After

 

induction
 

and
 

purification,the
 

virus-like
 

particles
 

with
 

a
 

diameter
 

of
 

23-28
 

nm
 

were
 

observed
 

by
 

electron
 

microscopy.The
 

virus-like
 

particles
 

were
 

digested
 

by
 

nuclease
 

and
 

stored
 

stably
 

at
 

37
 

℃
 

for
 

more
 

than
 

20
 

days.Conclusion In
 

this
 

study,the
 

Omicron
 

I1566V
 

mutation
 

site
 

virus-like
 

particles
 

were
 

success-
fully

 

constructed
 

using
 

the
 

CP
 

and
 

A
 

protein
 

of
 

bacteriophage
 

MS2,which
 

provided
 

reliable
 

quality
 

assurance
 

for
 

the
 

RT-PCR
 

detection
 

system
 

of
 

Omicron
 

I1566V
 

mutation
 

site.
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  新型冠状病毒(SARS-CoV-2)的 Omicron变异

株具有极强的传染性和免疫逃逸能力[1],在全球的流

行周期 已 长 达22个 月[2]
 

。基 因 测 序 技 术 是 鉴 定

SARS-CoV-2基因分型的金标准,但由于该技术检测

设备昂贵、操作难度大、生物信息分析复杂、检测周期

长等原因,在SARS-CoV-2变异株检测中受到极大限
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制[3]
 

。为此,研究者们不断尝试采用反转录聚合酶链

反应(RT-PCR)、等温扩增技术和熔解曲线等方法在

常规PCR实验室完成对SARS-CoV-2变异株的检

测[4-7]
 

。本课题组前期在常规PCR实验室构建了基

于分子信标探针技术快速检测Omicron
 

I1566V突变

位点的RT-PCR检测体系,为确保该体系的检测质

量,急需可靠的质控品用于每检测批的室内质量控

制。MS2噬菌体的衣壳蛋白(CP)可包装外源核酸制

备成病毒样颗粒,能够模拟从核酸提取到PCR检测

质量控制的全过程[8]
 

。因此,本研究基于 MS2噬菌

体构建了包含Omicron
 

I1566V突变位点的病毒样颗

粒,旨在用于已构建的 Omicron
 

I1566V突变位点的

RT-PCR检测体系的质量控制。
1 材料与方法

1.1 菌株、质粒和主要试剂 克隆菌株DH5α和表

达菌株BL21(DE3)均购自天根生化科技(北京)有限

公司;pACYCDuet-1质粒购自安诺伦(北京)生物科

技有限公司;限制性内切酶Bgl
 

Ⅱ、Kpn
 

Ⅰ、BamH
 

Ⅰ、Hind
 

Ⅲ、T4DNA 连接酶、核酸 Marker、蛋白质

Marker、RNA核酸提取试剂盒、反转录试剂均购自宝

日医生物技术(北京)有限公司;Benzonase核酸酶购

自Sigma公司。
1.2 引物和探针 通过Primer

 

Premier
 

5.0软件设

计扩增引物,通过 DNAMAN
 

6.0软件设计分子信

标。正向和反向扩增 Omicron突变序列的引物和探

针序列见表1,探针和引物由生工生物工程(上海)股
份有限公司合成。

表1  引物和探针序列

引物名称 引物序列(5'-3')

正向 CAGGCACCTACACACCTCAGTG

反向 CAGACATTTTGCTCTCAAGCTG

分子信标探针 CY5-cgccgGCCAGGTACGTCAACACcggcg-BHQ2

  注:CY5为荧光报告基团;BHQ2为淬灭基团;小写部分为分子信

标探针的互补序列。

1.3 方法

1.3.1 序列选取与合成 参考 GenBank数据库中

MS2噬菌体序列(GenBank:MK213795.1)合成 MS2
噬菌体CP和成熟蛋白(A蛋白)基因(1

 

692
 

bp),并
在CP基因中插入6×His标签,序列两边分别加入酶

切位点BamH
 

Ⅰ和 Hind
 

Ⅲ。在 Outbreak数据库

(https://outbreak.info/)比对筛选出 Omicron突变

频率高且特异性好的I1566V突变位点(图1),参考

GenBank数据库中 Omicron变异株序列(GenBank:
OR472660.1),合成含有Omicron的高频特异突变位

点I1566V的序列(184
 

bp),序列两边分别加入酶切

位点Bgl
 

Ⅱ和Kpn
 

Ⅰ,委托生工生物工程(上海)股份

有限公司合成上述2条序列。
1.3.2 重组载体构建 以BamH

 

Ⅰ和 Not
 

Ⅰ分别

双酶切质粒pACYCDuet-1和CP、A蛋白基因序列,

回收、连接、转化到大肠埃希菌DH5α感受态细胞中。
提取质粒,通过双酶切和测序进行鉴定,鉴定正确的

重组 载 体 命 名 为 pACYCDuet-MS2。以 Bgl
 

Ⅱ 和

Kpn
 

Ⅰ分别双酶切重组载体pACYCDuet-MS2和O-
micron突变序列,回收、连接、转化到大肠 埃 希 菌

DH5α感受态细胞中。提取质粒,通过双酶切和测序

进行鉴定,鉴定正确的重组载体命名为pACYCDuet-
MS2-O。

  注:每一行对应于左边列出的SARS-CoV-2变异株;每一列表示顶

部列出的突变。

图1  ORF1b蛋白内突变热图

1.3.3 重组蛋白的表达与纯化 将重组载体pACY-
CDuet-MS2-O转化到表达菌株BL21(DE3)感受态细

胞,挑取单克隆,37
 

℃培养至A600
 

nm 值为0.5~0.7,
加入异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG),终浓度为0.3

 

mmol/L,25
 

℃振荡诱导表达14
 

h。8
 

000
 

r/min离心

5
 

min收集菌体,按照菌体湿重1
 

g∶20
 

mL比例加入

TBS缓冲液(pH=7.4)重悬后超声破碎菌体,将破碎后

的标本以12
 

000
 

r/min离心10
 

min,将获得的上清液

加入NI柱中,分别取10
 

μL洗脱标本用于SDS-PAGE
分析。
1.3.4 重组病毒样颗粒的鉴定 取纯化后的标本,
在2%磷钨酸复染,100

 

kV加速电压条件下,通过透

射电子显微镜(JEM-1200EX)观察颗粒粒径和均匀

程度。
1.3.5 重组病毒样颗粒的定量 按照 Microdrop-
100微滴式数字PCR仪(广州永诺生物科技有限公

司)标准实验流程,用表1中的引物对稀释的病毒样

颗粒进行3次重复性检测来对标本进行定量。
1.3.6 重组病毒样颗粒的稳定性试验 取纯化后的

病毒样颗粒,每管500
 

μL,1份4
 

℃放置,剩余4份冻

存至-20
 

℃冰箱中,分别在第1、5、10、15天将1份假

病毒取出放置在37
 

℃中,然后在第20天将5份假病

毒同时进行标本裂解和反转录,利用表1中的引物和

探针进行RT-PCR,比较其Ct值变化。
2 结  果

2.1 重组载体构建 所有合成序列均经过测序验证

后进行后续试验,重组载体pACYCDuet-MS2-O经酶

切鉴定(图2),片段大小与预期一致(1
 

876
 

bp),经测

序鉴定 MS2噬菌体CP和A蛋白基因序列与I1566V
突变序列均正确。
2.2 重组蛋白的表达与纯化 重组载体pACYCDu-
et-MS2-O在表达菌株BL21(DE3)经过IPTG诱导表
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达,SDS-PAGE分析结果显示,A蛋白(44×103)、CP
(14×103)均成功表达(图3)。

  注:M为15
 

000
 

bp标志物;1泳道为BamH
 

Ⅰ/Kpn
 

Ⅰ酶切片段;

2泳道为BamH
 

Ⅰ酶切片段。

图2  重组载体PCR扩增电泳图

2.3 重组病毒样颗粒的鉴定 将目的蛋白稀释后染

色,通过透射电镜观察粒径,目的蛋白在体外自组装

形成了大小均匀的病毒样颗粒,直径为23~28
 

nm
(图4),符合 MS2噬菌体直径大小。
2.4 重组病毒样颗粒的定量 将纯化后的标本稀释

到合适的浓度后进行数字PCR定值(图5),经换算后

病毒样颗粒的浓度为8.2×1011
 

copy/mL。
2.5 重组病毒样颗粒的稳定性试验 在37

 

℃条件

下,其Ct值随着放置时间延长逐渐升高,但与4
 

℃条

件下的Ct值比较差异较小(图6)。制备的病毒样颗

粒在37
 

℃条件下可储存20
 

d以上,具有良好的热稳

定性。

  注:M为蛋白相对分子质量标准;泳道1为诱导后沉淀;泳道2为

诱导后的上清液;泳道3为纯化后沉淀;泳道4为纯化后的上清液。

图3  SDS-PAGE验证纯化的病毒样颗粒蛋白

图4  病毒样颗粒的物理表征

图5  数字PCR测试结果

图6  病毒样颗粒的热稳定性检测
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3 讨  论

  众所周知,稳定、可靠的质控品对于RT-PCR检

测室内质量控制十分重要,目前重组质粒常作为RT-
PCR检测中的质控品,但存在不能模拟核酸提取及反

转录过程、易造成实验室污染等缺点[9]
 

。因此,使用

噬菌体或病毒的蛋白质外壳来包裹靶序列制备成病

毒样颗粒就能够弥补上述缺点。常用为病毒样颗粒

的噬菌体或病毒有Lambda噬菌体、丝状噬菌体、烟
草花叶病毒及 MS2噬菌体等[10-11]

 

。MS2噬菌体基因

组全长3
 

569
 

bp,共编码4种蛋白[12],自身的CP和A
蛋白可在体外自行组装形成病毒样颗粒,并将包装位

点反向的外源核酸组装包封在病毒样颗粒中,常作为

检测RNA病毒过程中稳定、可靠的阳性质控品[13]
 

。
近期有研究基于 MS2噬菌体分别制备了SARS-CoV-2
和猪流行性腹泻病毒的病毒样颗粒,用于其RT-PCR
检测体系的质控品[14-15];WANG等[16]

 

基于 MS2噬菌

体制备的戊型肝炎病毒的病毒样颗粒用于戊型肝炎

病毒检测时的质量控制;MIKEL等[17]
 

制备了基于

MS2噬菌体肠道RNA病毒样颗粒。以上研究均表

明 MS2噬菌体病毒样颗粒在RT-PCR检测体系的质

控品构建中具有良好的应用前景。
本研究构建的病毒样颗粒是基于单质粒双表达

包装系统的pACYCDuet-1质粒,目前有各种质粒驱

动的包装系统,它们在不同程度上均有RNA包装能

力有限、包装效率较低、系统构建复杂及生产的病毒

样颗粒纯化复杂而耗时等缺点。而单质粒双表达包

装系统的优点就是能够构建具有高效率和自包装的

病毒样颗粒,并且允许最大长度的封装,RNA 长达

3
 

600个核苷酸[18]
 

。相关研究表明,MS2序列中仅选

取CP基因序列,虽然也能形成病毒样颗粒,但形成的

病毒样颗粒稳定性差,无法耐受核酸酶攻击[19],所以

本研究同时选取CP和 A蛋白基因序列来形成稳定

的 MS2噬菌体病毒样颗粒。合成上述序列后酶切插

入质粒pACYCDuet-1中,首先构建重组载体pACY-
CDuet-MS2。其 次,本 研 究 选 取 Omicron 变 异 株

ORF1b基因序列上的I1566V高频特异突变位点作

为检测靶点,该突变位点经过数据库比对,其变异位

点的突变频率在95%以上,属于 Omicron保守且特

异的突变位点[20]
 

。随后将包含这个特定突变位点的

核酸序列作为靶序列,插入重组载体pACYCDuet-
MS2中,成功构建重组载体pACYCDuet-MS2-O。重

组载体在大肠埃希菌中诱导表达和纯化,得到目的蛋

白,目的蛋白通过透射电镜进行物理表征,显示在体

外自组装形成了23~28
 

nm的病毒样颗粒。此外,本
研究选用数字PCR对该病毒样颗粒进行定量检测,
直接对单分子RNA水平进行定值,相对于实时荧光

定量PCR,其不需要依赖于Ct值和标准曲线,直接得

到病毒样颗粒的拷贝数,具有灵敏度高和精准定量的

特点。该病毒样颗粒用核酸酶消化后进行稳定性试

验提取RNA,通过RT-PCR检测,提示本研究构建的

病毒样颗粒具有良好的热稳定性,MS2的蛋白质外壳

能够有效保护包被的靶序列。病毒样颗粒在形态和

结构上与天然病毒相似,因其被包裹的核酸不能复

制,故不具有传染性,且因为耐核酸酶的攻击,热稳定

性好[21]
 

。因此,该病毒样颗粒可全程模拟从核酸提

取、反转录到核酸扩增,能够为构建的 Omicron变异

株RT-PCR反应体系提供高质量保证。
目前,SARS-CoV-2在全球范围内流行,依然对

人类健康造成极大的威胁,如何快速对新发变异株进

行监测始终是公共卫生领域所面临的挑战[22],当前基

因测序技术从递交标本到数据发布存在严重的变异

监测滞后性[23]
 

。本课题组已构建了基于分子信标技

术,通过识别I1566V位点快速检测 Omicron的RT-
PCR反应体系,并且制备了该技术配套的变异株质控

品,保证了在常规PCR实验室内对 Omicron检测结

果的可靠性。总之,该质控品制备的方法具有通用

性,使用该方法快速构建的RNA病毒质控品,在面对

大规模的突发公共卫生事件时能够快速提供高质量

的阳性对照,能够为临床患者救治及公共卫生政策的

制定提供强有力的支持。
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