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肠道病毒７１型ＶＰ１基因的扩增、克隆、表达及蛋白分析


刘云锋，周珍文△，关锐梨，关启鸿，骆鸣勇，周　帅

（广州市妇女儿童医疗中心，广东广州５１０６２３）

　　摘　要：目的　对肠道病毒７１型ＶＰ１基因片段进行扩增、克隆、生物信息学分析、原核表达、纯化，初步证实重组表达产物的

生物学活性。方法　根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＥＶ７１序列设计一对特异性引物，以ＥＶ７１患者咽拭子标本中提取病毒核糖核酸为模板，

ＲＴＰＣＲ扩增ＥＶ７１ＶＰ１基因，酶切后插入表达载体ｐＥＴ２８ａ。构建ｐＥＴ２８ａＥＶ７１ＶＰ１原核表达载体。转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，ＩＰＴＧ

诱导表达，使用ＳＤＳＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析表达结果，利用软件对测序结果进行生物信息学分析。纯化蛋白并包被反应板，

用ＥＬＩＳＡ分别检测ＥＶ７１阳性与ＣＯＸＡ１６阳性患者ＶＰ１ＩｇＧ抗体，进行统计学分析。结果　目的基因经ＢＬＡＳＴ比对，同源性

与ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＪＱ７６６２０７．１ＥＶ７１ＶＰ１一致性达９９％。ＥＶ７１ＶＰ１蛋白相对分子质量约为３２×１０３，主要以包涵体形式存

在。生物信息学分析得出，ＥＶ７１ＶＰ１蛋白为亲水性蛋白，无跨膜区，不具有 Ｎ端信号肽序列，存在三级结构。ＥＬＩＳＡ结果显示

ＥＶ７１阳性患者ＯＤ值为（２．４２５±０．５２１），ＣＯＸＡ１６阳性患者ＯＤ值为（１．２０５±０．３１４），健康对照组ＯＤ值为（０．３５３±０．１２８）。

ＥＶ７１ＶＰ１蛋白检测敏感性和特异性分别为８４％和８８％。结论　成功构建了ｐＥＴ２８ａＥＶ７１ＶＰ１表达载体；通过对手足口患者

血清进行ＥＬＩＳＡ初步分析，得出目的蛋白有较高的敏感性和特异性，初步证实具有生物学活性，可进一步用于ＥＶ７１诊断及疫苗

的相关研究。
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　　肠道病毒７１型（ＥＶ７１）属于小ＲＮＡ病毒科、肠道病毒属，

成熟完整的病毒颗粒为二十面体立体对称的球形结构，无包膜

和突出，直径约２４～３０ｎｍ，核酸为单股正链ＲＮＡ。是引起手

足口病（ＨＦＭＤ）和无菌性脑膜炎、脑干脑炎和髓灰质炎样的麻

痹等多种与神经系统相关的疾病的主要病原体，致残及病死率

高［１３］。近年来，手足口病发病率在我国有持续上升的趋势［４］。

在我国ＥＶ７１感染患者的治疗主要以对症治疗为主，缺乏特

异、高效的抗病毒药物［５］，所以早期诊断ＥＶ７１感染与有效疫

苗的注射对ＥＶ７１感染患者尤为重要。ＥＶ７１ＶＰ１基因是研

究ＥＶ７１较为重要的基因，因为ＶＰｌ蛋白是病毒主要的中和抗

原决定簇，而且有研究表明 ＶＰ１基因序列具有较高的同源

性［６］。本研究通过构建ＥＶ７１ＶＰ１的原核表达系统，实现了

ＥＶ７１ＶＰ１蛋白的大量高效制备，并通过生物信息学分析及

ＥＬＩＳＡ初步分析，初步证实该蛋白的生物学活性，以期用于
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ＥＶ７１早期诊断及疫苗研究的相关研究。

１　材料与方法

１．１　材料　ＥＶ７１病毒培养液，分离自本中心感染科 ＨＦＭＤ

患儿的咽拭子标本。ＥＶ７１及ＣＯＸＡ１６阳性血清来自本中心

相应ＰＣＲ检测阳性患儿，健康对照组来自本中心体检儿童，经

相应ＰＣＲ检测阴性。

１．２　仪器与试剂　ｐＥＴ２８ａ质粒载体、ＲＴＰＣＲ 试剂盒、

ＢａｍＨＩ、ＸｈｏⅠ限制性内切酶、ＤＮＡ纯化试剂、ＤＮＡ连接试

剂盒、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等购自Ｔａｋａｒａ公司；仪器包括德国Ｂｉｏｍｅ

ｔｒａ公司的ＰＣＲ仪，英国 Ｕｖｉｔｅｃ公司的 ＧＡＳ７５０８－Ｔ２０紫外

凝胶成像分析系统，上海力申公司的 ＨＦｓａｆｅ１２００型生物安

全柜及德国Ｓｏｒｖａｌｌ公司的 Ｍｉｃｒｏ１７Ｒ台式高速冷冻离心机。

１．３　方法

１．３．１　ＥＶ７１的采样及鉴定　采集患者发病３ｄ内的咽拭子

标本，充分混匀，室温静止１０ｍｉｎ，取上清液２００μＬ提取病毒

核酸，用特异性ＥＶ７１引物对标本进行ＰＣＲ鉴定。

１．３．２　抗原特异性片段的设计　ＶＰ１：Ｐ１５′ＡＡＡＧＧＡＴＣＣ

ＧＧＡ ＧＡＴ ＡＧＧ ＧＴＧ ＧＣＡ ＧＡＴ ＧＴ３′；ＶＰ１：Ｐ２５′ＡＡＡ

ＣＴＣＧＡＧＴＡＡＡＧＡＧＴＧＧＴＧＡＴＣＧＣＴＧＴＧＣ３′；引物

序列分别加入了ＢａｍＨⅠ（ＧＧＡＴＣＣ）、ＸｈｏⅠ（ＣＴＣＧＡＧ）限

制限切位点。根据加入的酶切位点及引物中ＧＣ％的水平，选

用了ＡＡＡ作为保护碱基。

１．３．３　ＥＶ７１ＶＰ１基因的扩增、克隆　提取 ＥＶ７１ＲＮＡ，以

ＥＶ７１ＲＮＡ为模板进行ＲＴＰＣＲ，反转录条件：６５．０℃ 变性５

ｍｉｎ，４８．０℃逆转录３０ｍｉｎ，９５．０℃５ｍｉｎ灭活逆转录酶及同

体系聚合酶；ＰＣＲ条件：（１）９４．０℃热变性５ｍｉｎ；（２）９４．０℃

变性３０ｓ，５７．０℃退火３０ｓ，７２．０℃ 延伸２ｍｉｎ，共３０个循环；

（３）７２．０℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经ＢａｍＨ Ⅰ、ＸｈｏｌⅠ酶切

纯化后与相应酶切纯化的ｐＥＴ２８ａ经Ｔ４ＤＮＡ 连接酶１６℃

连接过夜，连接产物转化大肠杆菌ＢＬ２１。挑取经氨苄筛选阳

性菌落提取质粒进行ＰＣＲ及双酶切鉴定。

１．３．４　ＥＶ７１ＶＰ１基因的序列分析　将鉴定含ＥＶ７１ＶＰ１、

ＶＰ３片段的序列的质粒菌送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序，将测序结果

用ＤＮＡＭＡＮ和ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ比对分析。

１．３．５　ＥＶ７１ＶＰ１基因的表达　挑取经鉴定含表达质粒的单

个克隆，接种于５ｍＬＬＢ（含卡那霉素３０μｇ／ｍＬ）液体培养基

中，３７℃振荡培养过夜；次日按１∶１００比例接种于新鲜培养

基中，３７℃继续振荡培养至ＯＤ值达到０．６左右；加入ＩＰＴＧ

至１ｍｍｏｌ／Ｌ，继续培养３～４ｈ；１２０００ｒ／ｍｉｎ５ｍｉｎ收集菌体。

重组表达蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定。

１．３．６　ＥＶ７１ＶＰ１基因的生物信息学分析　用Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ

程序推导的氨基酸序列进行物理化学性质分析，运用Ｐｒｅｄｉｃｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ程序预测推导氨基酸序列的二级结构，在网站ＩＥＤＢ

ＡｎａｌｙｓｉｓＲｅｓｏｕｒｃｅ中，运用Ｂｅｐｉｐｒｅｄ、Ｋｏｌａｓｋａｒ等分析工具分

析推导氨基酸序列的亲水性及抗原性、抗原表位；用 ＴａｒｇｅｔＰ

程序分析氨基酸序列的分泌信号肽；用ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ预测蛋白

质三级结构。

１．３．７　ＥＶ７１ＶＰ１基因的蛋白质分析　大量诱导重组蛋白，

超声破碎仪破碎菌体，纯化的蛋白样品并与ＥＶ７１感染者血清

的ＥＬＩＳＡ反应。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件，分析目标蛋

白的敏感性及特异性，ＥＶ７１和ＣＯＸ１６阳性血清ＯＤ值均值比

较采用两配对样本的狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＶ７１ＶＰ１反转录　以ＥＶ７１反转录产物为ＤＮＡ模板

进行ＰＣＲ扩增，经过１％琼脂糖电泳后，与ＤＮＡ 标记物对比，

在７５０ｂｐ及１０００ｂｐ２个条带间见目的产物，与实验预期的

８９１ｂｐ基本一致。见图１。

　　１：ＤＮＡ标记物 ＤＬ２０００；２：ＥＶ７１ＶＰ１ＲＴＰＣＲ产物。

图１　　ＥＶ７１ＶＰ１基因的ＲＴＰＣＲ扩增

２．２　重组 ｐＥＴ２８ａＴＥＶ７１ＶＰ１质粒的鉴定　重组质粒

ＰＥＴ２８αＥＶ７１ＶＰ１进行ＢａｍＨＩ、ＸｈｏⅠ双酶切鉴定，切下

７５０ｂｐ及１０００ｂｐ之间的目的片段，与ＥＶ７１ＶＰ１基因的片段

大小一致。证明目的基因正确插入ｐＥＴ２８ａ载体中。见图２。

　　１、２：ｐＥＴ２８ａ消化产物；３：ＶＰ１消化产物；４：ＤＮＡ 标记物 ＤＬ２

０００。

图２　　重组ｐＥＴ２８ａＴＥＶ７１ＶＰ１质粒的双酶切鉴定

２．３　ＳＤＳＰＡＧＥ检测重组蛋白的表达　浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

的诱导剂ＩＰＴＧ进行大量诱导表达，表达的产物进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，可见样品在相应相对分子质量位置（２５～３５）×

１０３ 可见融合蛋白，而未加诱导剂样品则没有出现相应条带；

另外，ｐＥＴ２８ａ（＋）空质粒转化菌株经ＩＰＴＧ诱导的样品也无

融合蛋白的表达。见图３。

　　１：ＩＰＴＧ诱导ｐＥＴ２８ａ（＋）空质粒；２：蛋白标记物 ；３：未经诱导的

ｐＥＴ２８ａＥＶ７１ＶＰ１ 质粒；４：经ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ２８ａＥＶ７１ ＶＰ１

质粒。

图３　　目的蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ结果

２．４　重组蛋白的 ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔｔｉｎｇ分析　用辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记的抗 Ｈｉｓ标签鼠单克隆抗体和ＤＡＢ显色剂结合
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对上述在大肠杆菌ＢＬ２１中诱导表达的融合蛋白进行ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析，重组蛋白经诱导后的表达产物能与单克隆抗体

发生特异性反应，检测到约３２×１０３ 大小的特异性条带。见

图４。

　　１：蛋白标记物；２：目的片段。

图４　　ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果

２．５　ｐＥＴ２８ａ（＋）ＥＶ７１ＶＰ１的测序及比对　对碱基序列进

行基因同源性检索分析，碱基同源性分析显示其与 ＧｅｎＢａｎｋ

号：ＪＱ７６６２０７．１的ＥＶ７１膜蛋白基因一致性达９９％。见图５

（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．６　生物信息学分析

２．６．１　ＥＶ７１ＶＰ１基因理化性质及其蛋白质结构预测　

ＥＶ７１ＶＰ１长８９１ｂｐ，编码２９７个氨基酸。其理论相对分子质

量为３２．６７×１０３。见图６（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）。

２．６．２　ＥＶ７１ＶＰ１蛋白质结构预测　ＥＶ７１ＶＰ１无磷酸化翻

译后修饰位点，无糖基化翻译后修饰位点，无跨膜区，为非膜结

合蛋白。二级结构以无规卷曲为主，其次为β片层和α螺旋，

无β转角。ＥＶ７１ＶＰ１的三级结构中４～１２１氨基酸部分在蛋

白表面形成一环状结构（ＶＰｌＧＨｌｏｏｐ）。蛋白质亲水性平均值

为１．７２８，最低为４．４８６，最高为６．６２９。见图７（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．６．３　线性表位分析　ＥＶ７１ＶＰ１蛋白线性表位见图８（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），平均值为０．３５０，

最低为－１．８８７，最高为２．７６３。另外，预测分值最高的３线性

表位区域位于２４４７ａａ、９６１０８ａａ、１５７１６９ａａ。各个表位的氨基

酸的起始位置、序列和表位长度见图８（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。

２．６．４　分析ＥＶ７１ＶＰ１的氨基酸序列的分泌信号肽　运用

ＳｉｇｎａｌＰ程序分析发现ＥＶ７１ＶＰ１无信号肽。见图９（见《国际

检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．７　ＥＬＩＳＡ结果

２．７．１　感染组与健康对照组患者血清分析　采用ＥＬＩＳＡ方

法检测５０份已分离出ＥＶ７１感染患儿的血清抗ＥＶ７１ＩｇＧ抗

体，将得到的ＯＤ值与５０份健康对照小儿血清抗体ＯＤ值比

较，敏感性与特异性分别为８４％和８８％。见表１。

表１　　ＥＶ７１感染组与健康对照组患者血清ＥＬＩＳＡ

　　　　　分析结果（狀）

项目 阳性 阴性

阳性 ４２ ６

阴性 ８ ４４

总数 ５０ ５０

２．７．２　ＥＶ７１感染组与ＣＯＸ１６感染组患者血清分析　采用

ＥＬＩＳＡ方法检测５０份已分离出ＥＶ７１肠道病毒及５０份已分

离出ＣＯＸＡ１６肠道病毒患儿的血清ＩｇＧ抗体，将得到的 ＯＤ

值与５０份健康对照小儿血清抗体ＯＤ值比较，结果显示ＥＶ７１

感染组与ＣＯＸＡ１６组均与健康组差异均有统计学意义（犘＜

０．０５），见表２。

表２　　ＥＶ７１感染与ＣＯＸＡ１６感染患者血清ＥＬＩＳＡ

　　　　　　分析结果

项目 ＯＤ值 犘

ＥＶ７１感染者血清 ２．４２５±０．５２１ ＜０．０１

ＣＯＸＡ１６感染者血清 １．２０５±０．３１４ ＜０．０５

健康对照组血清 ０．３５３±０．１２８

３　讨　　论

ＥＶ７１是１９６９年首次从加利福尼亚患有中枢神经系统疾

病的婴儿粪便标本中分离出来的，１０岁以下婴幼儿为主要易

感人群，成人以隐性感染为主。ＥＶ７１病毒的基因组为含有约

７４０８个核苷酸，腺嘌呤核苷酸和尿嘧啶核苷酸丰富（Ａ＋Ｕ＝

５２．８）。ＲＮＡ中仅有一个开放阅读框（ＯＲＦ），编码含２１９４个

氨基酸的多聚蛋白。ＥＶ７１病毒颗粒中ＶＰ１、ＶＰ２和ＶＰ３三个

多肽暴露在病毒外壳的表面，而 ＶＰ４包埋在病毒外壳的内侧

与病毒核心紧密连接，因而抗原决定簇基本上位于 ＶＰ１ＶＰ３

上。根据病毒衣壳蛋白 ＶＰ１核苷酸序列的差异，可将ＥＶ７１

分为Ａ、Ｂ、Ｃ３个基因型，我国近年暴发的ＥＶ７１感染流行株

以Ｃ４亚型为主
［７８］。

根据本研究的核苷酸及氨基酸序列分析，该基因与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ上登记注册的ＪＱ７６６２０７．１等ＥＶ７１ＶＰ１蛋白的氨基酸

同源性分别达９９％，提示了ＥＶ７１ＶＰ１基因序列保守性较高，

具备成为疫苗候选分子的可能性，这与部分学者的研究相

一致［９］。

生物信息学分析显示，ＥＶ７１ＶＰ１蛋白为亲水性蛋白，无

跨膜区，表明该蛋白为非膜结合蛋白。ＥＶ７１ＶＰ１不具有 Ｎ

端信号肽序列，由于信号肽在蛋白分泌过程中起着非常重要的

作用，因此预测了ＥＶ７１ＶＰ１不是分泌蛋白。ＥＶ７１ＶＰ１的三

级结构中４～１２１氨基酸部分在蛋白表面形成一环状结构

（ＶＰ１ＧＨｌｏｏｐ），ＥＶ７１ＶＰ１潜在的Ｂ细胞表位共有１７个可能

的抗原表位。其中，预测分值最高的线性表位区域位于１５７～

１６９位氨基酸残基，提示此区域可作为疫苗设计及检测试剂制

备的候选特异性片段。但由于ＥＶ７１ＶＰ１存在三级结构，可能

会对线性表位造成一定的影响。

本研究成功从ＢＬ２１大肠杆菌中表达ＥＶ７１ＶＰ１蛋白，蛋

白形成包涵体。包涵体是外源基因在原核细胞中表达时，尤其

在大肠杆菌中高效表达时，形成的由膜包裹的高密度、不溶性

蛋白质颗粒［１０］。本研究中，ＥＶ７１ＶＰ１蛋白出现包涵体表达

证明 ＥＶ７１ＶＰ１ｐＥＴ２８ａ原核表达系统效率高，可使用于

ＥＶ７１ＶＰ１蛋白的大量表达。

ＥＬＩＳＡ结果显示 ＥＶ７１ＶＰ１蛋白均具有较高的免疫原

性，ＥＶ７１感染组与健康对照组比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），该蛋白用于检测ＥＶ７１感染有较高的敏感性和特异性，

但重组蛋白与ＣＯＸＡ１６对照组血清有交叉反应的现象，这可

能是因为ＥＶ７１与ＣＯＸＡ１６基因组的核苷酸序列之间具有同

源性，有研究表明两者 ＶＰ１同源性可达６７％
［１１］。而在ＥＶ７１

ＶＰ１众多抗原位点中，线性表位区域２４４７ａａ、９６１０８ａａ、１５７

１６９ａａ具有较高的抗原性，可作为疫苗设计（下转第２１３１页）

·８２１２· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６



中随机挑取３７个噬菌斑至噬菌体裂解液中，裂解充分后以Ｔ７

噬菌体引物进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物采用１％琼脂糖凝胶进

行电泳鉴定，见图３。

２．５　序列比对及同源性分析　将图３中的ＰＣＲ产物分为６

类，每一类中选取一个样品送桑尼公司测序。测序结果在ＮＣ

ＢＩ的基因数据库中进行同源序列比对，发现了２种同源性为

１００％的蛋白序列。

３　讨　　论

Ｔ７噬菌体表面展示技术。它是研究蛋白质间相互作用的

一种有效手段，此技术将基因型和表型联系在一起，可以通过

蛋白的相互作用来分离和鉴定出表达有目标蛋白的噬菌体重

组子，并且获取到编码目标蛋白的核苷酸序列。本研究中通过

测序分析３８个筛选到的克隆，经基因数据库进行同源序列比

对，得到了２个同源性１００％的蛋白序列。

这两个同源性１００％的蛋白种类：（１）ＰＲＬ２７Ａ编码核糖

体蛋白Ｌ２７ａ（ＲＰＬ２７ａ），是高度保守的胞质核糖体蛋白。在直

肠癌中，核糖体蛋白有异常表达，另外，核糖体蛋白表达的下调

同样也与造血细胞的分化、白血病细胞的凋亡相关［９］。提示

ＲＰＬ２７ａ对调节基因的表达具有特异作用并且与细胞增殖相

关［１０］。（２）ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅＦ０ｓｕｂｕｎｉｔ６ＡＴＰ合成酶存在于所

有机体中，其包括两个部分：Ｆ１可溶性球状体，复制催化。Ｆ０

膜结合的质子通道。之前，ＡＴＰ合成酶被认为只定位于线粒

体内膜，细菌细胞质膜以及叶绿体内囊体膜上，用于合成ＡＴＰ

或者产生质子。但是目前新的实验研究表明ＡＴＰ合成酶存在

于多种动物细胞表明并作为多种配体的受体参与到多种细胞

过程中，如脂代谢、ｐＨ 调节以及肿瘤细胞的溶解。除此之外

还与一些疾病相关，如亚急性坏死性脑脊髓病，一种神经性疾

病，是由于ＡＴＰ合成酶损伤导致。另外，在阿尔茨海默病和早

衰痴呆症患者中发现其线粒体中的ＡＴＰ合成酶存在缺陷
［１１］。

３Ａ蛋白与ＡＴＰ合成酶相互作用，说明３Ａ蛋白可能在细胞中

充当受体的作用，在ＥＶ７１感染人体后产生多种神经性疾病起

着重要作用［９］。

研究表明３Ａ在病毒复制时与细胞内膜结构相互作用
［１２］，

这是病毒ＲＮＡ复制的一个前提。为了更进一步了解ＥＶ７１的

感染及复制过程机制。本研究表达并纯化了３Ａ蛋白，采用

Ｔ７噬菌体展示技术，以ＥＶ７１３Ａ亲水蛋白为靶蛋白，筛选了

人肝细胞ｃＤＮＡ文库，得到多个可能与３Ａ亲水蛋白相互作用

的蛋白，通过对相互作用蛋白功能的分析，可以进一步推测出

３Ａ在细胞内可能的作用位点。为进一步研究人肠道病毒的致

病机制及疫苗的研究奠定了基础。
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