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肠道病毒71型外壳蛋白VPl基因克隆、表达及活性鉴定
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肠道病毒71型(EV71)和柯萨奇病毒A组16型

(CoxAl6)是引起手足口病最为常见肠道病毒，其中EV71是

引起当前我国手足口病的病原优势株⋯。目前临床对EV71

感染以对症治疗为主，尚无有效的抗病毒药物，研制安全有

效的疫苗和早期诊断试剂是预防控制手足口病疫情的经济

有效地措施，为此进行以下相关研究。

1．材料与方法：

(1)材料：Ev7l／H∞a“106／2009分离株(HQ998852．1)由

本实验室从郑州市手足口病患儿粪便标本中分离并保种。

手足口病患儿急性期血清和健康儿童血清标本采集于郑州

市儿童医院。

(2)方法：

0)vel基因克隆：参照EV71／Henan／106／2009河南分离

株序列，利用生物学软件Primer 5．0设计EV71的VPl基因

PCR引物：上游5’一CGG GAT CCA TGG GAG ATA GGG

TGG CAG一3’；下游5’一CGC CTG CAG TTA AAG AGT

GGT GAT CGC一37。分别在上、下游引物引入BamH I和
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／'st I酶切位点。常规培养人横纹肌肉瘤细胞生长成单层后

接种EV71，待细胞病变效应达到+++以上收集细胞，用病

毒基因组RNA提取试剂盒提取总RNA，反转录为cDNA，以

cDNA模板进行PCR扩增，使用1．2％琼脂糖凝胶对PCR产物

进行电泳分析，特异性扩增片段经DNA纯化试剂盒回收后

克隆至pMD@18一T Vector，转化JMl09感受态细胞，重组克

隆载体经特异性PCR和测序鉴定。

②VPl表达质粒构建：质粒提取试剂盒提取重组载体

pMDl8-EV71一VPl和表达质粒pMAL—c2X，分别用BamH I

和nt I双酶切，酶切产物用凝胶回收试剂盒纯化回收目的

片段。VPl与pMAL-c2X酶切产物以6：l的mol比例混合，

T4DNA酶16℃过夜连接，转化TBl感受态细胞，于含x．gal

和IPTG的LB氨苄青霉素固体培养基上培养。挑选白色菌

落，接种于LB液体培养基中培养，提取质粒进行单、双酶切

和PCR扩增鉴定。

③目的基因的诱导表达与SDS．PAGE分析：将已鉴定为

阳性表达克隆的2 ml菌液加入到200 ml LB液体培养基中，

37 oC，240 r／min，摇菌1．5 h，加入终浓度为0．4 mmol／L的

IPTG，诱导表达5 h。取菌液样品1 ml离心，弃上清，加入

100 111 2×SDS—PAGE上样缓冲液，于100℃水浴5 min，离心

后取10¨l上清加样。采用0．5 mg／L的浓缩胶和1．2 mg／L的

分离胶电泳，凝胶用考马斯亮蓝R250染色。将诱导TBl

(pMAL—c2X—hpaA)菌液离心，弃上清，一80℃冻存过夜，

PBS洗沉淀后，重悬于20mlColounbuffer中，冰水浴中超声

破碎，取上清通过蛋白纯化仪(型号：AKTApurifier 10／100)、

Amyloss树脂预装柱纯化重组VPl蛋白，紫外分光光度计测

定样品蛋白含量。

④重组VPl蛋白Western blot分析：纯化样品进行SDS．

PAGE电泳后，凝胶和硝酸纤维素膜于半干式电转印仪中转

印。硝酸纤维素膜经封闭后，与手足口病患儿血清(1：50)

反应2 h，再与羊抗人血清(1：2000)反应l h，二氨基联苯胺

显色，同时以健康儿童血清为对照。

2．结果：

(1)VPl基因克隆与测序鉴定：重组克隆载体经PCR方

法检测鉴定阳性克隆，进行DNA测序证实获得VPl基因核

苷酸序列与Ev71／Henan／106／2009分离株基因组相应序列完

全一致。

(2)VPl重组表达质粒构建及鉴定：重组表达质粒分别

用BamH I和Pst I单、双酶切、以及PCR扩增均获得相应大

小的DNA片段，表明重组表达质粒pMAL—c2X—EV71～VPl

 



·542。 生堡煎堡疸堂盘查!!!!生!旦箜丝鲞箜!塑堡垒垫!里P!旦!里i!!!M型!!!!!塑!：兰!堕!：!

构建成功。

(3)诱导表达产物的SDS．PAGE：将重组菌TBl

(PMAL—c2X—EV71一VPl)和对照菌TBl(PMAL—c2X)以及

TBl诱导后的粗提蛋白进行SDS．PAGE电泳，发现重组细菌

在相对分子质量71 500(Da)处出现一条特异蛋白带，是标签

蛋白MBP(42 500 Da)与VPl(29 000 Da)的总和(图1)。经

纯化获得重组VPl蛋白，紫外分光光度计测定样品蛋白浓度

约为0．136 mg／ml。

1)a 。
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注：l：proteinmarker；2：E coli TBI诱导；3：TBI(pMAL—c2X)

诱导；4，5：TBI(pMAC—c2X—EV71一W1)诱导
图1 TBl(pMAL—c2X—EV71一VPl)诱导表达产物的

SDS．PAGE分析

(4)纯化目的蛋白Westernblot鉴定：纯化重组蛋白vPl

与手足口病患儿血清进行Western blot分析，在约71 500 Da

处出现单一的反应带，而健康儿童血清对照未出现任何条带

(图2)，证实纯化后获得目的蛋白具有良好免疫活性。

注：l：继康儿童血清；2：手足口病患儿血清

图2纯化EV71重组VPl蛋白与儿童血清Westem blot反应

3．讨论：自2008年我国手足口病呈持续性暴发和流

行n1，其中以EV71引起的疫情和临床症状最为严重，且早期

临床表现与其他肠道病毒引起的手足口病不易区分，由于目

前实验室应用的核酸检测方法操作繁琐、周期较长、操作过

程中有容易出现气溶胶污染等问题，因此目前国内研发快

速、高效、廉价简便易行和准确性优良的血清学诊断试剂是

EV71研究的难点和热点之一。

EV71的VPl可直接决定病毒的抗原性，其主要血清特

异性中和位点也存在于VPl，从病毒外壳蛋白分离的VPl蛋

白可诱导动物产生针对该表位的中和性抗体，提示该外壳蛋

白分子可以成为EV71疫苗和临床诊断试剂研究良好的候选

抗原o‘4】。本研究使用原核表达系统高效表达了EV71外壳

蛋白VPl，经纯化获得具有免疫活性的VPl重组蛋白，可作

为EV71感染患者的早期、快速、可靠的血清学诊断试剂研发

的候选抗原。
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