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肠道病毒７１型重组ＶＰ２蛋白原核表达及初步鉴定
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　　摘　要：目的　利用大肠杆菌表达系统表达并纯化肠道病毒７１型（ＥＶ７１）ＶＰ２蛋白，并对重组蛋白功能进行初步鉴定。方法

　ＰＣＲ扩增ＥＶ７１ＶＰ２基因，在测序正确的基础上，将其插入表达载体形成ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＶＰ２，转化ＢＬ２１（ＤＥ３），ＩＰＴＧ诱导表

达，经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）初步分析蛋白表达产物，利用 Ｎｉ＋亲和层析柱对重组蛋白进行纯化，经

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ初步验证其抗原性。结果　成功构建ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＶＰ２重组质粒，经大肠杆菌表达，纯化获得相对分子质量约为

４８０００的融合蛋白，经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实其抗原性良好。结论　表达并鉴定了ＶＰ２抗原，为ＥＶ７１疫苗研制及检测试剂盒的研发

奠定了基础。
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　　肠道病毒７１型（ＥＶ７１）是小ＲＮＡ病毒科肠道病毒属成

员，其感染主要引起患者手足口病 （ＨＦＭＤ）
［１］。大多数

ＨＦＭＤ患者症状轻微，以发热和手、足、口腔等部位的皮疹或

疱疹为主要症状，临床上将其归类为普通病例；少数病例（尤其

是小于３岁者）病情进展迅速，在发病１～５ｄ出现脑膜炎、脑

炎（以脑干脑炎最为凶险）、脑脊髓炎、肺水肿、循环障碍等，极

少数病例病情危重，可致死亡，存活病例可能留有后遗症，临床

上将这类神经系统累及的患者划分为重症病例［２３］。近几年在

亚太地区的大流行中，严重中枢神经系统感染病例常有报道，

甚至出现暴发性死亡［４５］。目前ＥＶ７１已取代脊髓灰质炎病毒

成为最主要的婴幼儿中枢神经病毒病原。由于大多数患儿就

诊时已经发生了不可逆的脑损伤，即使有效对抗ＥＶ７１的药物

研制成功，也不能使ＥＶ７１感染后遗症得到很好的改观
［６］，所

以疫苗是唯一有效的控制措施。本研究利用大肠杆菌表达目

前流行的Ｃ４亚型的外壳蛋白ＶＰ２，并对重组蛋白ＶＰ２的功能

进行了初步鉴定，旨在为ＥＶ７１疫苗的研究和检测试剂盒的研

发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＥＶ７１株、ＲＤ细胞、ｐＥＴ３２ａ（＋）由本实验室保存；

ＲＮＡ反转录酶、ＤＮＡ聚合酶、ＰＭＤ１９Ｔ 载体、ＤＨ５ａ感受态

细胞、限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＬ２０００ＤＮＡ标记物购

自大连宝生物工程有限公司；ＤＮＡ凝胶电泳回收试剂盒和质

粒提取试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司；ＤＳ１００００ＤＮＡ标记物购自东

盛公司；ＢＬ２１（ＤＥ３）购自天根生化科技有限公司；Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ

预染标记物购自广州赛哲生物科技有限公司；其他试剂均为进

口或国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　目的基因选择及引物设计　用ＢＬＡＳＴ比对ＥＶ７１的

ＶＰ２基因序列，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计扩增ＶＰ２全

长基因片段的引物，在上游引物５′端引入ＢａｍＨⅠ酶切位点

（ＧＧＡＴＣＣ），下 游 引 物 ５′端 引 入 ＨｉｎｄⅢ 酶 切 位 点

（ＡＡＧＣＴＴ）。序 列 如 下：上 游 引 物 ＥＶ７１／ＶＰ２Ｆ５′ＣＧＴ

ＧＧＡＴＣＣＴＣＣＣＣＡ ＴＣＣＧＣＴ ＧＡＧ３′；下游引物 ＥＶ７１／

ＶＰ２Ｆ５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＧＣＧＴＧＡＣＴＧＣＣＴＧ３′，引物

由英潍捷基上海贸易有限公司合成。

１．２．２　ＥＶ７１总ＲＮＡ提取及目的基因的扩增　常规培养ＲＤ

细胞，待细胞生长成单层后，以１００倍半数细胞培养物感染量

（ＴＣＩＤ５０）ＥＶ７１接种细胞３～４ｄ，待细胞出现明显病变时收获

待用。试剂盒提取总ＲＮＡ，以Ｒａｎｄｏｍ９ｍｅｒｓ为引物反转录

成ｃＤＮＡ，反转录条件为３０℃１０ｍｉｎ，４２℃３０ｍｉｎ，９９℃５

ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ终止反应。以ｃＤＮＡ为模板扩增ＥＶ７１ＶＰ２

序列，ＰＣＲ的反应体系为２５μＬ，扩增条件为９４℃预变性５
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ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，５４℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ２０ｓ３２个循环，７２℃

延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，用胶回收试

剂盒回收约７８０ｂｐ左右的目的片段。

１．２．３　原核表达质粒的构建及鉴定　将回收片段连接于

ＰＭＤ１９Ｔ载体，转化ＤＨ５ａ感受态菌株，涂布于ＬＢ平板（氨

苄西林１００μＬ／ｍＬ），挑取单克隆菌落接种于含ＬＢ培养基（氨

苄西林５０μＬ／ｍＬ）的试管，３７℃培养过夜，提取质粒做ＢａｍＨ

Ⅰ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，鉴定正确后用胶回收试剂盒进行回

收，同时将ｐＥＴ３２ａ（＋）以ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切，琼脂糖

凝胶电泳后行胶回收，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃过夜连接，转

入ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态菌株，用ＰＣＲ方法或双酶切鉴定，鉴定

正确的送公司测序。

１．２．４　ＥＶ７１ＶＰ２蛋白的表达和纯化　将测序正确的菌液按

１∶１０００的比例接种于ＬＢ培养基，３７℃震荡（２００ｒ／ｍｉｎ）培

养过夜。次日以１∶１００的比例转接于新鲜 ＬＢ培养液中，

３７℃震荡培养至Ａ５５０＝０．８，加入终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ

改以３０℃震荡，４ｈ后收集菌液，６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集

菌体后用ＰＢＳ将菌体沉淀洗涤２～３遍，冰浴超声，超声后６

０００ｒ／ｍｉｎ离心，各取１０μＬ上清和沉淀，分别与１０μＬ２×ＳＤＳ

凝胶加样缓冲液混合，１００℃加热３ｍｉｎ，室温高速离心１ｍｉｎ，

取１０μＬ上样ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，考马斯亮蓝染色，靶蛋白以包

涵体的形式表达，主要分布于沉淀中，用 ＮｉＮＴＡ树脂进行纯

化。纯化方法按试剂盒说明书进行。

１．２．５　免疫印迹分析　取纯化后的 ＶＰ２蛋白经１０％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳分离后转移至硝酸纤维素膜，用５％脱脂奶粉４℃

封闭过夜，用ＰＢＳＴ冲洗ＮＣ膜３次每次洗１０ｍｉｎ，加入按１∶

５００稀释的ＥＶ７１ＩｇＭ阳性的患者血清，再用ＰＳＳＴ冲洗，加入

辣根过氧化物酶标记的羊抗人ＩｇＭ３７℃孵育１ｈ，再用ＰＢＳＴ

冲洗后ＤＡＢ显色。

２　结　　果

２．１　目的基因扩增　以病毒ｃＤＮＡ 作为模板，特异性扩增病

毒基因组ＶＰ２区获得大小约为７８０ｂｐ的片段，见图１。

　　１：ＤＬ２０００ＤＮＡ标记物；２：化学合成的ＶＰ２片段。

图１　　ＥＶ７１ＶＰ２目的基因的扩增

２．２　原核表达质粒的构建及鉴定　ＰＣＲ产物进行 ＴＡ克隆

后，经ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点克隆入ＰＥＴ３２ａ（＋）原核表

达载体，构建ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＶＰ２重组质粒，该质粒经ＢａｍＨⅠ

和 ＨｉｎｄⅢ双酶切后，经１％琼脂糖凝胶电泳结果显示，在７７０

ｂｐ和５９００ｂｐ获得电泳带，大小与 ＶＰ２及载体片段长度一

致，将酶切鉴定正确的重组质粒送公司测序，测序结果正确。

见图２。

２．３　目的蛋白的表达及纯化　３０℃０．１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导

４ｈ后，含重组质粒的诱导菌经ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，在相对

分子质量约为４８×１０３ 处出现阳性条带，表达目的蛋白采用

Ｎｉ＋亲和层吸柱分离纯化，经０．２ｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱的流出液在

４８×１０３ 处有明显的目的条带。见图３。

　　１：ＤＳ１００００ＤＮＡ标记物；２：ＨｉｎｄⅢ 单酶切ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＶＰ２；３：

ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＶＰ２；４：ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＶＰ２ＰＣＲ

产物；５：ＤＬ２０００ＤＮＡ标记物。

图２　　重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＶＰ２的ＰＣＲ和酶切鉴定

　　１：０．２ｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱纯化后的ＶＰ２重组蛋白；２：０．１ｍｏｌ／Ｌ咪唑

洗脱纯化后的ＶＰ２重组蛋白；３：ＩＰＴＧ诱导４ｈ所得ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＥＶ７１

ＶＰ２重组蛋白；４：ＩＰＴＧ诱导过夜所得ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＥＶ７１ＶＰ２重组蛋

白；５：未加ＩＰＴＧ通气培养的ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＥＶ７１ＶＰ２；６：ＩＰＴＧ诱导８

ｈ所得ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＥＶ７１ＶＰ２重组蛋白；７：Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ预染标记物。

图３　　重组ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＥＶ７１ＶＰ２蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

　　１：Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ预染标记物；２：ＥＶ７１ＶＰ２重组蛋白。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＶ７１ＩｇＭ阳性血清与

ＥＶ７１ＶＰ２重组蛋白的结合反应

·５９４１·国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２



２．４　重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　以患者ＥＶ７１阳性血清为

一抗（１∶５００），以 ＨＲＰ标记的羊抗人ＩｇＭ（１∶５０００）为二抗，

在４８×１０３ 处出现阳性条带。见图４。

３　讨　　论

自１９７４年Ｓｃｈｍｉｄｔ等
［７］首次报道从表现为中枢神经系统

症状的患者标本中分离到ＥＶ７１后，ＥＶ７１的流行在不同的国

家或地区相继被报道，近十年来 ＨＦＭＤ在亚太地区的发病率

显著增加，而在过去３年，中国 ＨＦＭＤ流行的持续增加，已经

使其成为不可忽视的公共健康问题，由于缺乏有效的针对重症

ＥＶ７１感染的抗病毒药物，发展预防 ＨＦＭＤ的有效疫苗成为

控制ＥＶ７１感染的首选。

ＥＶ７１病毒颗粒为２０面体立体对称的球形结构，无包膜

和突起，直径２４～３０ｎｍ。病毒衣壳由６０个亚单位构成，每个

亚单位是由４种衣壳蛋白（ＶＰ１～ＶＰ４）组装而成，其中ＶＰ４位

于衣壳的内侧，ＶＰ１～ＶＰ３均暴露在病毒颗粒的表面，带有中

和抗原位点，因而抗原决定簇主要位于这３种结构蛋白上
［８］。

以往用动物感染模型开发疫苗的研究中，发现多数中和抗

体是由位于ＶＰ１蛋白上的抗原决定簇所引起，因而大部分相

关研究均集中于ＶＰ１蛋白，然而ＶＰ２和ＶＰ３作为ＥＶ７１病毒

颗粒的重要组分，暴露在ＥＶ７１病毒衣壳的外部存在一定的免

疫压力，在感染过程中它们必然会引起一定的免疫反应。

急性病毒感染时都会产生一定抗原决定簇诱导的ＩｇＭ 反

应（ＩｇＭ反应作为早期疾病诊断的重要标志）。然而几乎所有

已知的位于ＶＰ１的抗原决定簇仅是诱导ＩｇＧ反应，而ＩｇＧ作

为保护性抗体出现在ＩｇＭ之后，两者相比较，ＩｇＭ出现早消失

快，ＩｇＧ出现晚消失慢，血清学诊断ＥＶ７１ＩｇＧ阳性的病例往往

有一部分为既往隐性感染的儿童，ＥＶ７１急性期感染的确诊主

要还是依靠ＩｇＭ，ＩｇＭ对于早期诊断更有意义。已有相关文献

报道，ＩｇＭ的抗原决定簇主要位于 ＶＰ２和 ＶＰ３衣壳蛋白上，

ＶＰ１上仅有１个引出强烈ＩｇＭ 反应的多肽位点，而另一个位

于ＶＰ１的多肽位点本研究采用ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＢＬ２１大肠杆菌

表达体系高效表达的ＥＶ７１衣壳蛋白ＶＰ２，获得具有诊断价值

的重组ＶＰ２抗原，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验的阳性结果，确认ＶＰ２抗

原上有与ＥＶ７１ＩｇＭ 抗体结合的位点，进一步确认了 ＶＰ２上

存在ＩｇＭ 的抗原决定簇，ＩｇＭ 在病毒感染后出现较早，是

ＥＶ７１急性期感染的一个重要指标，本研究成功表达了具有

ＥＶ７１病毒ＩｇＭ抗原决定簇的 ＶＰ２蛋白，为进一步研制用于

临床ＥＶ７１病毒感染早期血清学诊断的试剂盒及病毒疫苗的

研制提供了参考。
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