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人冠状病毒 OC43感染性克隆的构建 *
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摘要 目的：构建携带绿色荧光报告基因的人冠状病毒 OC43感染性克隆。方法：设计带有绿色荧光蛋白的人冠状病毒 OC43感染

性克隆基因组序列，分段合成后利用融合聚合酶链式反应等方法得到 8个亚基因组片段，通过酵母转化关联重组技术获得重组

质粒，转染 HEK-293T细胞进行病毒拯救，收获转染细胞培养上清感染靶细胞分析病毒拯救情况。结果：获得人冠状病毒 OC43感

染性克隆重组质粒，将该质粒转染细胞后成功获得携带绿色荧光蛋白报告基因的人冠状病毒 OC43重组病毒。结论：成功构建了

人冠状病毒 OC43感染性克隆并获得重组病毒，为针对冠状病毒的基础和应用研究提供了有效工具。
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Construction of a Recombinant Infectious Clone of HCoV-OC43*

To construct an infectious clone ofHCoV-OC43 carrying the green fluorescent protein reporter gene.

The whole genome sequence of the HCoV-OC43 infectious clone carrying the green fluorescent protein reporter gene was designed and

synthesized into 32 segments. The segments were then assembled into 8 fragments by fusion PCR. Recombinant plasmids were obtained

by reverse genetics using transformation-associated recombination cloning in Saccharomyces cerevisiae. The recombinant plasmid was

transfected into HEK-293T cells for virus rescue. The virus rescue was confirmed by infecting cells with the collected supernatants from

transfected cells. HCoV-OC43 recombinant virus carrying the green fluorescent protein was successfully rescued from infectious

clone transfected cells. HCoV-OC43 infectious clone carrying the green fluorescent protein can be obtained using transfor-

mation-associated recombination cloning method. The infectious clone provides an effective tool in basic and applied research on human

coronaviruses.
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前言

冠状病毒（Coronavirus，CoV）是人和脊椎动物的重要病原

体，可感染人、畜、禽、蝙蝠、小鼠等多种野生动物的呼吸、胃肠、

肝和中枢神经系统[1,2]。已知人冠状病毒（Human Coronavirus，

HCoV）共 7种，包括 HCoV-229E、HCoV-NL63、HCoV-HKU1、

HCoV-OC43、SARS-CoV、MERS-CoV 和 SARS-CoV-2 [3-5]。其

中，SARS-CoV和MERS-CoV可引起致命性肺炎，分别是 2003

年爆发的严重急性呼吸道综合症（Severe Acute Respiratory

Syndrome，SARS）和 2012 年爆发的中东呼吸综合症（Middle

East Respiratory Syndrome，MERS）的病原体 [6-9]。SARS-CoV-2

是一种新型冠状病毒，导致了始于 2019年底的新型冠状病毒

全球大流行（Corona Virus Disease 2019，COVID-19），对全球经

济发展产生巨大冲击[10-12]。其余四种 HCoV一般仅能引起轻症

呼吸道感染[1,5,13]。

利用反向遗传学技术构建感染性克隆是病毒学研究的重

要工具，可以用于抗病毒药物的筛选评估、病毒与宿主相互作

用的机制研究等[14-17]。由于冠状病毒基因组庞大（约 30,000个

核苷酸）及其基因组序列在大肠杆菌中的不稳定性，构建冠状

病毒的反向遗传学体系曾被认为非常困难[18-20]。但是，近年来一

些非传统方法已经成功应用于冠状病毒的反向遗传学体系构

建，包括低拷贝克隆的细菌人工染色体（Bacterial artificial chro-

mosomes，BACs）、体外连接、利用牛痘病毒作为载体、利用酵母

转化关联重组克隆（transformation-associated recombination，

TAR） 等 [19-26]。 HCoV-OC43 与 SARS-CoV、MERS-CoV 及

SARS-CoV-2同属于 茁冠状病毒属，但由于其致病性相对较
弱，其操作可以在生物安全二级实验室（Bio-safety level labora-

tory -2，BSL-2）中进行，是替代高致病性冠状病毒用来研究

HCoV致病机制及筛选广谱抗冠状病毒药物的重要模型，利用

反向遗传学构建带有报告基因的 HCoV-OC43感染性克隆是

·基础研究·
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HCoV的重要研究工具。本研究利用酵母转化关联重组技术构

建了带有绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）报告基

因 的 重 组 人 冠 状 病 毒 OC43 感 染 性 克 隆 质 粒

（pYES1L-OC43-GFP），该质粒转染细胞后进行病毒拯救，成功

获得了带有 GFP 报告基因的重组人冠状病毒 OC43

（HCoV-OC43-GFP）。

1 材料与方法

1.1 材料

HEK-293T和 BHK-21细胞购自美国模式培养物保藏中心

（American type culture collection，ATCC）；I-5TM 2× High-Fidelity

Master Mix购自擎科生物；pEASY-Blunt Zero克隆试剂盒购自

北京全式金生物技术有限公司；GeneArt高阶遗传组装系统购

自 Thermo Fisher Scientific公司。构建感染性克隆的 32个基因

片段由北京睿博兴科生物技术有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 亚基因组片段的组装 以合成的基因片段（约 1000 bp）

为模板，通过 PCR获得 HCoV-OC43基因片段，相邻的两个片

段间含 30 bp重叠序列，PCR产物经琼脂糖电泳后切胶回收。

以含有重叠序列的相邻两个片段为模板，进行重叠延伸 PCR，

获得长度约为 2000 bp的片段。以相同的方法进行第二次重叠

延伸 PCR，获得长度约为 4000 bp的亚基因组片段，克隆至

pEASY-Blunt载体。

1.2.2 酵母中进行感染性克隆亚基因组片段的组装 以含有

亚基因组的 pEASY 质粒为模板，通过 PCR 扩增长度约为

4000 bp的亚基因组片段，PCR产物经琼脂糖电泳后切胶回收。

以 GeneArt高阶遗传组装系统进行酵母的转化关联重组克隆，

实验按照说明书提供的操作流程进行。首先，将感染性克隆的

8个亚基因组片段（每个片段 200 ng）和 100 ng的 pYES1L线

性化载体以 PEG/LiAc方法转化酵母感受态MaV203；转化的

酵母感受态MaV203涂 CSM-Trp琼脂平板，置于 30℃培养 3

天；从 CSM-Trp琼脂平板挑取克隆，通过酵母克隆 PCR 验证

是否含有重组片段；提取阳性克隆的质粒电转化 One Shot誖
TOP10 ElectrocompTM大肠杆菌感受态；挑取大肠杆菌克隆对重

组片段再次进行验证，提取阳性克隆质粒备用。

1.2.3 重组病毒 HCoV-OC43-GFP 的拯救 8 × 105/ 孔

HEK-293T细胞铺六孔板。16小时后，利用 Lipofectamine 3000

转染 5 滋g重组 pYES1L-OC43-GFP质粒。转染 48小时后，换为

含 2%胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）的维持液，置于 CO2

培养箱中 33℃继续培养。7天后，荧光显微镜下观察细胞中

GFP的表达，收集上清，2000× g，4℃离心 10分钟。

1.2.4 HCoV-OC43-GFP 重组病毒感染实验 2 × 105/ 孔

BHK-21细胞铺六孔板，待细胞贴壁后进行感染实验。BHK-21

用无血清 DMEM洗一次，去除培养上清的残留的血清。取上述

转染细胞的上清感染 BHK-21细胞，12 小时后，细胞换为含

2% FBS的维持液置于 CO2培养箱 33℃继续培养 4天，通过荧

光显微镜观察细胞中绿色荧光蛋白 GFP的表达。

2 结果

2.1 人冠状病毒 OC43感染性克隆的设计

如图 1 所示，感染性克隆的序列以 HCoV-OC43 毒株

ATCC VR-759为基础，包括病毒基因组全长 cDNA，在病毒基

因组的 5'非编码区（5' untranslated Region，5'-UTR）的前端加上

CMV启动子，在病毒基因组的 3'非编码区的后端加上具有自

我催化功能的丁型肝炎病毒核酶（Ribozyme，Rz）和真核细胞转

录终止信号（bovine growth hormone polyadenylation signal，

BGH）。此外，GFP报告基因的 3'端融合具有 "自我切割 "功能

的 P2A多 4多肽编码序列，插入病毒蛋白 ORF5编码序列前。

感染性克隆序列（32693 bp）连接到酵母人工染色体（Yeast arti-

ficial chromosome，YAC）-BAC穿梭载体 pYES1L上，获得感染

性克隆重组质粒 pYES1L-OC43-GFP。

图 1 人冠状病毒 OC43感染性克隆示意图

Fig.1 Schematic diagram of human coronavirus OC43 infectious clone

2.2 pYES1L-OC43-GFP重组质粒的构建和验证

pYES1L-OC43-GFP重组质粒的构建流程如图 2a所示。将

感染性克隆全长序列 32693 bp分成 32个片段进行基因合成

（F1-F32），每个片段约 1000 bp。通过重叠延伸 PCR将相邻的

四个片段组装并克隆到 pEASY-Blunt载体上，获得 8个含有亚

基因组片段（F1-4，F5-8，F9-12，F13-16，F17-20，F21-24，F25-28，

F29-32）的质粒。8个质粒分别通过基因测序进行验证，选择序

列完全正确的克隆进行后续实验。以全基因组质粒为模板通过
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PCR扩增亚基因组片段（图 2b），与 pYES1L线性化质粒共转

酵母感受态细胞（图 2c）。挑取 10个酵母克隆，通过克隆 PCR

对亚基因组片段连接处（Junction）J1、J2进行验证。结果显示，

所挑取的 10个克隆均含有 J1、J2片段（图 2d）。为了进一步验

证所挑选的酵母克隆中含有所有亚基因组片段，选取酵母克隆

1（Clone 1）和 6（Clone 6）对 8个亚基因组片段上的一个 1000

bp片段进行验证，结果显示两个克隆均含有所有亚基因组片

段的组份（图 2e），提示 8个亚基因组片段均成功重组到载体

上。选取 Clone 1进行下游实验，将酵母克隆中组装好的质粒转

化到大肠杆菌感受态中，质粒提取后通过 PCR对所有亚基因

组片段进行再次验证，结果显示所得到的重组质粒中 8个亚基

因组片段均与预期一致（图 2f），说明 pYES1L-OC43-GFP重组

质粒构建成功。

图 2 重组质粒 pYES1L-OC43-GFP的构建和验证

Fig.2 Construction and validation of recombinant pYES1L-OC43-GFP plasmid

2.3 HCoV-OC43-GFP的拯救

pYES1L-OC43-GFP 质 粒 转 染 HEK-293T 细 胞 进 行

HCoV-OC43-GFP重组病毒的拯救，转染不同时间点于荧光显

微镜下观察 GFP的表达。结果如图 3所示，细胞转染后 4天后

开始出现绿色荧光，随着转染时间的延长，HEK-293T细胞中

绿色荧光蛋白表达的阳性率逐渐增多，荧光灶逐渐扩大，提示

重组病毒可在转染细胞中复制。

图 3 重组质粒 pYES1L-OC43-GFP转染细胞（200×）

Fig.3 Cells Transfected with recombinant pYES1L-OC43-GFP plasmid (200× )

2.4 重组病毒 HCoV-OC43-GFP的感染与传代

将 pYES1L-OC43-GFP 转染的 HEK-293T 细胞上清感染

BHK-21细胞，在感染后不同时间点观察细胞中绿色荧光蛋白

的表达。结果显示，感染 2天后，BHK-21细胞中开始出现散在

分布的绿色荧光，随着感染时间延长，感染所致的荧光灶逐渐

向周边扩散（图 4a），证明重组病毒 HCoV-OC43-GFP拯救成

功，获得了具有感染性的 HCoV-OC43-GFP重组病毒。将细胞

培养上清感染 BHK-21细胞，对病毒进行传代培养，结果显示，

病毒传至第 3代时，绿色荧光明显增多增强（图 4b），进一步证

明所获得的 HCoV-OC43-GFP重组病毒可以在细胞中传代培

养，HCoV-OC43-GFP感染性克隆的反向遗传学体系构建成功。

3 讨论

本研究利用反向遗传学技术成功构建了人冠状病毒 OC43

感染性克隆质粒，获得了具有感染性的 HCoV-OC43-GFP重组

病毒，该感染性克隆可以替代高致病性冠状病毒用于 HCoV的

致病机制研究及广谱抗冠状病毒药物的筛选，是 HCoV基础研

究和应用基础研究的重要工具。
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图 4 重组病毒 HCoV-OC43-GFP感染 BHK-21细胞（200× ）

Fig. 4 BHK-21 cells infected with recombinant HCoV-OC43-GFP (200× )

2006年，加拿大学者 Pierre J. Talbot等人利用 BAC载体

首次构建了 HCoV-OC43的 cDNA感染性克隆pBAC-OC43FL，

拯救出具有神经毒性的 HCoV-OC43重组病毒[27]。之后，中国学

者在此基础上进行了改造，对外源基因的插入位置进行探索，

以 GFP报告基因替代病毒 NS2或 NS12.9（ORF5）获得了重组

病毒 OC43-GFP△ NS2和 OC43-GFP△ NS12. 9[28]。本研究采用

酵母的转化关联重组克隆方法从头构建了带有 GFP 的

HCoV-OC43-GFP重组病毒，该方法是一种简单高效的反向遗

传学构建技术体系，可以有效避免对病毒基因片段多次操作，

快速构建冠状病毒的感染性克隆，曾被多次用于不同冠状病毒

反向遗传学体系的构建[20,29-34]。在 2020年初新冠疫情全球爆发

的初期，瑞士学者利用此方法仅用一周时间完成了多种冠状病

毒感染性克隆的构建[35]。本课题组也曾利用该方法成功构建了

SARS-CoV-2非感染性复制子体系，用于 SARS-CoV-2抗病毒

药物的筛选和评价[36]。

本研究所构建的 pYES1L-OC43-GFP重组质粒上，GFP基

因通过具有自我切割功能的 P2A编码基因与病毒 ORF5基因

连接，三者位于同一阅读框内，但病毒感染后 GFP与 ORF5蛋

白可独立表达，最大限度保证了病毒基因组的完整性和病毒蛋

白的功能，可以更为真实的反映病毒感染和致病。

在本研究中，pYES1L-OC43-GFP转染细胞后获得的第一

代重组病毒滴度较低，感染细胞后的绿色荧光灶较少，经过三

代扩增后，病毒滴度提高。后续可通过优化病毒培养体系进一

步提高病毒滴度。该反向遗传学体系中外源报告基因 GFP的

稳 定 性 和 病 毒 的 复 制 情 况 还 需 要 继 续 监 测 ，该

HCoV-OC43-GFP重组病毒用于冠状病毒宿主因子和药物筛选

及验证有待进一步研究。
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