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肠道病毒71型VP1包涵体蛋白的复性与纯化*
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【摘要】 目的 利用原核表达系统,经优化诱导条件及变、复性将包涵体形式肠道病毒71型结构蛋白 VP1进行纯化。

 方法 通过RT-PCR扩增VP1基因,并应用基因克隆技术将VP1基因与pET-28a原核表达载体连接,之后将重组载

体转化至大肠埃希菌Rosseta(DE3)感受态细胞,经IPTG诱导后对包涵体进行变、复性,采用 His镍柱亲和层析对VP1
蛋白进行纯化,利用SDS-PAGE和 Western

 

blot对VP1蛋白进行分析鉴定。 结果 PCR扩增出891
 

bp的EV71-VP1
基因,双酶切鉴定原核重组质粒pET-28a-EV71-VP1构建正确。重组载体转化DE3后经IPTG诱导表达 VP1蛋白,且
以包涵体形式存在。将包涵体变、复性,经SDS-PAGE分离后进行镍柱纯化,得到较纯的目的蛋白,Western

 

blot分析该

蛋白能被相应抗体识别。 结论 构建的原核重组质粒pET-28a-EV71-VP1转化DE3后经IPTG诱导表达以包涵体形

式存在的VP1蛋白,复性后纯化的VP1蛋白具有免疫原性,为EV71
 

VP1蛋白的研究与开发奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

express
 

and
 

purify
 

the
 

EV71
 

structural
 

protein
 

VP1
 

using
 

a
 

prokaryotic
 

expression
 

system
 

and
 

optimize
 

the
 

conditions
 

of
 

renature
 

process. Methods EV71
 

VP1
 

gene
 

was
 

amplified
 

by
 

RT-PCR
 

and
 

was
 

cloned
 

into
 

pET-28a
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

by
 

using
 

homologous
 

recombination.
 

Then,the
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

Escherichia
 

coli
 

Rosetta
 

(DE3)
 

competent
 

cells.
 

After
 

induced
 

with
 

IPTG,denatured
 

and
 

renatured
 

were
 

performed.
 

VP1
 

protein
 

was
 

purified
 

by
 

His
 

nickel
 

column
 

affinity
 

chromatography
 

and
 

then
 

the
 

immunogenicity
 

of
 

VP1
 

protein
 

was
 

detected
 

by
 

SDS-PAGE
 

and
 

Western
 

blot. Results EV71-VP1
 

gene
 

with
 

the
 

size
 

of
 

891
 

bp
 

was
 

successfully
 

amplified
 

and
 

the
 

prokaryotic
 

recombinant
 

plasmid
 

pET-28a-EV71-VP1
 

was
 

successfully
 

constructed.
 

The
 

VP1
 

protein
 

was
 

successfully
 

expressed
 

by
 

IPTG
 

induction. Results Showed
 

that
 

the
 

recombinant
 

VP1
 

protein
 

was
 

expressed
 

in
 

the
 

form
 

of
 

inclusion
 

bodies.
 

After
 

the
 

inclusion
 

bodies
 

were
 

renatured
 

and
 

separated
 

by
 

SDS-PAGE,the
 

purified
 

target
 

protein
 

was
 

obtained
 

by
 

nickel
 

column
 

purification. Conclusion In
 

this
 

study,we
 

constructed
 

the
 

prokaryotic
 

recombinant
 

plasmid
 

pET-28a-EV71-VP1
 

and
 

VP1
 

protein
 

was
 

successfully
 

expressed
 

in
 

the
 

form
 

of
 

inclusion
 

bodies.
 

The
 

induced
 

temperature,time
 

and
 

IPTG
 

concentration
 

were
 

also
 

investigated.
 

Then,VP1
 

protein
 

was
 

successfully
 

renatured
 

and
 

purified
 

which
 

laid
 

a
 

certain
 

foundation
 

for
 

the
 

in-depth
 

research
 

and
 

development
 

of
 

EV71
 

VP1
 

protein.
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 ***肠道病毒71型(enterovirus
 

type
 

71,EV71)于

1969年从美国加州患有中枢神经系统疾病婴儿的粪

便标本中首次被分离出来[1-2]。EV71可侵入中枢神

经系统引起神经系统疾病,作为嗜神经性病毒,同时也

是引 发 婴 幼 儿 手 足 口 病 (Hand,foot,and
 

mouth
 

disease,HFMD)的主要病原体之一,其感染性强且致

病率高[3-4]。手足口病主要发生在5岁以下幼儿,其症

状主要包括溃疡口、斑丘疹或手掌和足底出现水疱样

皮疹[5]。在过去的十年中,手足口病由于爆发频率和
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严重程度的增加,威胁着全球的公共卫生安全,尤其是

亚太地区[6]。从2008年至2012年,手足口病在我国

大范围 流 行,其 中90%的 死 亡 率 与 EV71病 毒 有

关[7]。而EV71引起的手足口病往往会导致无菌性脑

膜炎、脊髓灰质炎样脊髓炎、脑炎、瘫痪、心肌损伤和肺

水肿等致命并发症[8-9]。
手足口病在亚洲部分地区的流行,主要是几种

EV71亚基因型的循环。EV71可分为3种基因型:

A、B(亚基因型B1-B5)和C(亚基因型C1-C5)。在我

国,几乎所有由EV71引起的手足口病的毒株都属于

亚基因型C4,只有个别病例是由非C4株引起的[10]。
目前关于非C4毒株的流行率和危险因素仍不明确,
这可能会导致疫苗设计、诊断试剂开发以及疾病控制

和预防 策 略 出 现 偏 差。我 国 自2008年 开 始 研 发

EV71疫苗,于2015年获得国家食品药品监督管理总

局批准,之后经临床验证显示有良好的安全性和免疫

原性,对于 EV71病毒引起的手足口病保护率可达

94.8%[11]。但该疫苗对其他肠道病毒引起的手足口

病无交叉保护作用,且还有潜在的表位损伤、灭活不完

全及生产成本高等缺点[12]。由于肠道病毒各型之间

无交叉免疫力且菌株不断变化,研发覆盖多种肠道病

毒的相关疫苗迫在眉睫[13]。

EV71在人类A型肠道病毒中属小RNA病毒科

肠道病毒属,其基因组为单股正链RNA,有7400个核

苷酸,包含一个开放阅读框和两侧的非编码区[14]。

EV71的结构是二十面体颗粒,其基因组编码一个大

的前体蛋白,经病毒蛋白酶处理后,由结构蛋白(VP1、

VP2、VP3和 VP4)和非结构蛋白(2A、2B、2C、3A、

3B、3C和3D)组装为五聚体亚单位。结构蛋白构成病

毒衣壳,非结构蛋白参与病毒复制和病毒组装[15]。

vp1基因位于2442nt-3332nt,全长891个核苷酸,可
编码297个氨基酸[16]。在4种结构蛋白中,VP1是小

核糖核酸病毒衣壳蛋白中最外部的免疫优势蛋白,在
病毒粒子组装和感染中起核心作用,可用于病毒鉴定

和进化分析[17-18]。VP1的突变影响病毒与受体的结

合能力和毒性,甚至使病毒逃避宿主的免疫反应[19-20]。

VP1可在EV71感染的细胞表面及 HFMD患者血清

中检测到,也是EV71疫苗诱导机体产生抗EV71病

毒亚型交叉中和抗体的主要免疫原性抗原[21]。衣壳

蛋白容易变异是无囊膜RNA病毒传播、引起疾病的

重要因素,同时也是病毒疫苗研制难以成功的重要原

因。VP1作为一种高度暴露的衣壳蛋白,在病毒的毒

力和发病机制中起重要作用[22-23]。这将为EV71疫苗

的研制及HFMD的预防与治疗提供理论依据。
本研究 通 过 反 转 录 PCR 技 术 对 EV71(BrCr,

AB204853.1)毒株完整基因组中vp1序列进行扩增,

获取目的基因片段,利用无缝克隆技术连接到原核载

体pET-28a上,构建原核重组质粒pET-28a-EV71-
VP1,利用IPTG诱导目的蛋白的表达,利用 His镍柱

亲和层析进行纯化,采用 Western
 

blot技术检测其纯

化情况及免疫反应性,为进一步研究VP1蛋白功能及

相关抗体制备奠定实验基础。

材料与方法

1 材料

1.1 质粒、菌种及病毒株 EV71病毒,感受态细胞

DH5α和Rosseta
 

(DE3),以及pET-28a载体由实验

室保存。

1.2 主要试剂 异丙基-β-D硫代半乳糖苷(IPTG),

RT-PCR试剂盒,以及EcoR
 

I和Sal
 

Ⅰ核酸内切酶购

自日本TaKaRa公司;DNA胶回收试剂盒和质粒提取

试剂盒购自美国 Omega公司;PCR试剂盒和一步克

隆同源重组试剂盒购于诺唯赞公司;蛋白酶抑制剂

(PMSF),考马斯亮蓝(R250)及鼠抗 His单克隆抗体

购自碧云天生物技术公司;盐酸胍购自索莱宝生物科

技有限公司;DNA
 

Marker购自美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司;EV71抗体购自美国 Merck公司;Ni-
NTA亲和层柱和辣根酶标记山羊抗小鼠IgG购自中

杉金桥生物技术有限公司。

2 方法

2.1 引物设计与合成 根据已发表在NCBI网站上

的EV71(AB204853.1)毒株完整基因组中 VP1基因

序列和实验室保存的pET-28a载体序列,利用无缝克

隆技术,通过Primer5.0软件设计引物序列,经擎科生

物技术公司进行密码子优化后合成该基因的上游引物

和下游引物。上游引物:5'-ATGGGTCGCGGATCC-
GGATCCCAATCACATCTGCCACTCTGTCCCC-3'
(EcoR

 

I);下 游 引 物:5'-GCGGCCGCAAGCTT-
GTCGACGGAGCGTAGTGATTGCCGTTCGGCTG
GTA-3'(Sal

 

Ⅰ)。

2.2 目的基因的获取 提取EV71病毒的RNA。取

RNA
 

1
 

000
 

ng,Oligo(dT)
 

1
 

μL,DEPC水补足体系至

6
 

μL。将上述混合液放入PCR仪中,70
 

℃反应10
 

min后冰上放置3
 

min。随后在上述混合液中依次加

入5×M-MLV
 

buffer
 

2
 

μL,dNTP
 

mixture
 

2
 

μL,

RNase
 

Inhibitor
 

0.5
 

μL,逆转录酶 M-MLV
 

0.5
 

μL,

DEPC水1.5
 

μL。RCR反应参数:30
 

℃
 

10
 

min,42
 

℃
 

1
 

h,70
 

℃
 

10
 

min。反应结束即得到cDNA模板,
以此模板PCR扩增目的基因。反应体系:模板1

 

μL,

Extaq聚合酶0.1
 

μL,Taq
 

buffer
 

3.0
 

μL,dNTP
 

2
 

μL,上游引物0.2
 

μL,下游引物0.2
 

μL,ddH2O
 

13.5
 

μL组合体系20
 

μL。PCR反应程序:94
 

℃预变性5
 

·451·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2023年2月 第18卷第2期

Feb.
 

2023, Vol.18,No.2



min;94
 

℃变性45
 

s,58
 

℃退火45
 

s,72
 

℃延伸45
 

s,
共30次循环;72

 

℃保温5
 

min。
 

PCR产物经1%琼脂

糖凝胶电泳后胶回收纯化,保存于-20
 

℃备用。

2.3 pET-28a-EV71-VP1原核表达载体的构建及鉴

定 于37
 

℃水浴利用EcoR
 

I和Sal
 

Ⅰ对pET-28a
载体切割12

 

h,回收并纯化双酶切载体片段。将目的

基因产物和酶切载体片段按物质的量3∶1的比例于

50
 

℃水浴连接15
 

min,连接产物转化感受态细胞

DH5α,转化菌涂布平板后置于37
 

℃培养箱中培养9
 

h。挑取单菌落,加入液体培养基和卡那霉素37
 

℃摇

床培养过夜,用质粒试剂盒提取质粒进行双酶切鉴定,
并取10

 

μL交由擎科生物(天津)公司测序,对比序列

正确后命名为pET-28a-EV71-VP1,-20
 

℃保存备用。

2.4 IPTG诱导表达 将重组质粒pET-28a-EV71-
VP1转化感受态细胞Rosseta

 

(DE3),涂布含卡那霉

素的平板,挑取单菌落培养。在菌液A600 值达到0.6
~0.8时,加入不同浓度IPTG诱导培养5~9

 

h,收集

液菌,4
 

℃、4
 

000
 

g离心5
 

min,弃上清,收集全菌体,
按比例加入2

 

×
 

Loading
 

Buffer,100
 

℃煮沸30
 

min,
恢复室温后12

 

000
 

g离心10
 

min,取上清进行15%
 

SDS-PAGE电泳,分析蛋白表达情况。

2.5 目的蛋白可溶性分析 确定优化的IPTG浓度

后,诱导培养重组菌5~9
 

h,4
 

℃、4
 

000
 

g离心15
 

min,收集全菌体,加入PBS重悬全菌体,清洗菌体以

除去残留的 LB液体。清洗后的菌体沉淀用60
 

ml
 

PBS加1%
 

PMSF悬浮,在冰浴条件下超声破碎(6
 

s
和12

 

s交替进行,共99次)。超声破碎后于4
 

℃、

12
 

000
 

g离心10
 

min,分别留取上清和沉淀,各按比例

加入5
 

×
 

Loading
 

Buffer,煮 沸、离 心 后 进 行15%
 

SDS-PAGE电泳,分析蛋白的可溶性。

2.6 Western
 

blot验证目的蛋白的免疫原性 重组

菌全菌体冰浴超声破碎 上 清 和 沉 淀 经15%
 

SDS-
PAGE凝胶电泳分离后将蛋白低温湿转于PVDF膜

上,用5%脱脂奶粉封闭2
 

h,1×TBST缓冲液洗膜;
加入1∶3000比例稀释的EV71-VP1小鼠单克隆抗

体,低温孵育过夜,1×TBST缓冲液洗膜2
 

h;加入1
∶3

 

000比例稀释的山羊抗小鼠辣根酶标记IgG,孵育

2
 

h,1×TBST缓冲液洗膜2
 

h;加入曝光液,在曝光仪

器上进行发光反应并拍照。

2.7 包涵体变性与复性 在优化的IPTG浓度下诱

导的重组菌液经低温离心后收集全菌体,超声破碎后

4
 

℃ 离 心 得 到 包 涵 体。将 包 涵 体 沉 淀 用 50
 

ml
 

Washing
 

Buffer
 

重悬后超声破碎(时间和次数同方法

2.5),4
 

℃、12
 

000
 

g离心10
 

min后倒掉上清液;沉淀

用30
 

ml
 

Washing
 

Buffer重悬后同上超声破碎,离心,
弃上清;沉淀中加入30

 

ml
 

Resuspension
 

Buffer重悬,

同上超声破碎后离心,弃上清;取沉淀,称重后加入含

有30
 

mg/ml盐酸胍的Dissolution
 

Buffer
 

4
 

℃搅拌溶

解,弃去沉淀得到包涵体变性溶液。将包涵体变性后

的Dissolution
 

Buffer液体放入合适大小的透析袋中,
用5

 

mol/L盐酸胍复性溶液4
 

℃透析静置6
 

h。之后

按梯度更换4、3、2、1
 

mol/L盐酸胍复性溶液,继续4
 

℃透析静置6
 

h,在1
 

mol/L盐酸胍复性溶液透析后

多次更换Refolding
 

Buffer,充分低温透析后收集复性

溶液。取变、复性前后样品进行SDS-PAGE电泳验

证。

2.8 His镍柱纯化目的蛋白 用20%的乙醇加填料

组装层析柱,静置20
 

min,将液体放出,加入5倍柱体

积的去离子水洗涤,之后加入10倍柱体积的平衡缓冲

液平衡层析柱。取复性的目的蛋白溶液用孔径0.45
 

μm的滤膜过滤,过滤后上柱,使用不同浓度的低浓度

咪唑洗脱杂蛋白,再使用高浓度的咪唑洗脱目的蛋白,
采用SDS-PAGE电泳分析蛋白纯化效果。

结 果

1 VP1基因的扩增

将EV71病毒RNA反转录cDNA作为模板,经

PCR扩增得到891
 

bp的vp1基因片段,与预期大小

一致(图1)。

1 DNA
 

标志物 2 空质粒对照 3 EV71-VP1基因扩增产物
图

 

1 VP1基因的PCR扩增

1 DNA
 

marker 2 Mock 3 EV71-VP1
 

gene
 

amplification
 

product
Fig.1 Acquisition

 

of
 

VP1
 

Gene

2 重组质粒pET-28a-EV71-VP1的构建及鉴定

pET-28a载体经双酶切后与目的基因产物连接,
连接产物转化感受态细胞DH5α,培养后提取质粒进

行双酶切鉴定,得到大小约为5
 

400
 

bp的载体片段和

891
 

bp的目的基因片段,与预期相符(图2)。对重组

质粒测序,结果表明EV71-VP1与原核载体pET-28a
连接正确,重组原核质粒pET-28a-EV71-VP1构建成

功。

3 重组蛋白的诱导表达

将重组质粒pET-28a-EV71-VP1转化入大肠埃

希菌,分别用0.1、0.2、0.3、0.4
 

mmol/L浓度的IPTG
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诱导培养。收集菌体后低温离心,收集全菌体,煮沸处

理后取上清进行15%
 

SDS-PAGE电泳分析,蛋白成

功表达,与预期一致(图3)。

  1 DNA标志物 2 pET-28a载体 3 pET-28a-EV71-VP1双
酶切

图
 

2 重组载体
 

pET-28a-EV71-VP1双酶切鉴定

1 DNA
 

marker 2 pET-28a
 

vector 3 pET-28a-EV71-VP1
 

digestion
 

product
Fig.2 Identification

 

of
 

pET-28a-EV71-VP1
 

vector
 

by
 

double
enzyme

 

digestion
 

analysis

  1 蛋白分子质量标准 2 未诱导菌液 3~6 0.1~0.4
 

mmol/
L

 

IPTG诱导全菌体煮沸上清
图

 

3 重组VP1蛋白的诱导表达

1 Protein
 

marker 2 Uninduced
 

bacterial
 

solution 3-6 0.1-
0.4

 

mmol/L
 

IPTG-induced
 

whole
 

cells
Fig.3 Expression

 

of
 

recombinant
 

VP1
 

protein

4 VP1蛋白的可溶性分析

将未加入IPTG诱导及IPTG诱导的菌液低温离

心,收集全菌体,冰浴超声破碎后离心,分别取上清和

沉淀进行15%
 

SDS-PAGE凝胶电泳,结果如图4。目

的蛋白主要存在于包涵体中。

5 VP1蛋白的免疫反应性

重组菌经IPTG诱导后低温离心,收集全菌体,冰
浴超声破碎、离心,分别收集上清和沉淀,经 SDS-
PAGE电泳后转PVDF膜,用脱脂奶粉封闭,分别以

鼠抗EV71单抗、His标签鼠单抗为一抗,以辣根酶标

记山羊抗小鼠抗体为二抗进行 Western
 

blot,结果如

图5、6。VP1蛋白主要在包涵体中表达,且能被相应

抗体识别,即具有免疫原性。

  1 蛋白分子质量标准 2 未诱导重组菌超声破碎上清 3 未
诱导重组菌超声破碎沉淀 4 IPTG诱导重组菌超声破碎上清 5 
IPTG诱导重组菌超声破碎沉淀

图
 

4 重组质粒pET-28a-EV71-VP1蛋白可溶性分析

1 Protein
 

marker 2 Supernatant
 

after
 

breaking
 

uninduced
 

bacterial
 

liquid 3 Precipitation
 

after
 

breaking
 

uninduced
 

bacterial
 

liquid 4 The
 

supernatant
 

after
 

the
 

disruption
 

of
 

the
 

IPTG-induced
 

bacterial
 

solution 5 The
 

precipitation
 

after
 

the
 

disruption
 

of
 

the
 

IPTG-induced
 

bacterial
 

solution
Fig.4 Solubility

 

analysis
 

of
 

VP1
 

protein
 

pET-28a-EV71-VP1

  1 IPTG诱导重组菌超声破碎上清与 VP1抗体反应条带 2 
IPTG诱导重组菌超声破碎沉淀与VP1抗体反应条带

图
 

5 重组蛋白的VP1抗体-Western
 

blot检测

1 IPTG
 

induced
 

recombinant
 

bacteria
 

ultrasonic
 

crushing
 

supernatant
 

reaction
 

bands
 

with
 

VP1
 

antibody 2 IPTG
 

induced
 

recombinant
 

bacteria
 

ultrasonic
 

fragmentation
 

precipitation
 

reaction
 

with
 

VP1
 

antibody
 

bands
Fig.5 Detection

 

of
 

VP1
 

protein
 

with
 

Western
 

blot
 

probed
with

 

VP1
 

antibody

  1 IPTG诱导重组菌超声破碎上清与 His抗体反应条带 2 
IPTG诱导重组菌超声破碎沉淀与 His抗体反应条带

图
 

6 重组蛋白的His抗体-Western
 

blot检测

1 IPTG-induced
 

ultrasonic
 

crushing
 

supernatant
 

of
 

recombinant
 

bacteria
 

reacted
 

with
 

His
 

antibody
 

bands 2  IPTG-induced
 

recombinant
 

bacteria
 

were
 

ultrasonically
 

broken
 

and
 

precipitated
 

to
 

react
 

with
 

His
 

antibody
 

bands
Fig.6 Detection

 

of
 

VP1
 

protein
 

with
 

Western
 

blot
 

probed
with

 

His
 

antibody
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6 包涵体变、复性

IPTG诱导后的重组菌超声破碎后取沉淀,经

Washing
 

Buffer、Resuspension
 

Buffer及 Dissolution
 

Buffer变 性 后 用 含 不 同 浓 度 盐 酸 胍 的 Refolding
 

Buffer透析复性,得到目的蛋白。取变、复性前后样品

进行15%
 

SDS-PAGE电泳分析,结果如图7。包涵体

蛋白变、复性成功。

  1 蛋白分子质量标准 2 IPTG诱导后全菌体 3 包涵体变性
后液体 4 复性后液体

图
 

7 包涵体变、复性

1 Protein
 

marker 2 Whole
 

cells
 

after
 

IPTG
 

induction 3 
Liquid

 

after
 

denaturation
 

of
 

inclusion
 

bodies 4 Liquid
 

after
 

renaturation
Fig.7 Renaturation

 

of
 

VP1
 

from
 

Inclusion
 

body

7 重组蛋白的His镍柱亲和层析纯化

将复性后的重组蛋白溶液过滤后进行 Ni-NTA
亲和层柱纯化,收集不同浓度咪唑洗脱的目的蛋白样

品,通过SDS-PAGE电泳分析纯化效果,结果如图8。
柱层析得到单一电泳条带的纯化重组蛋白。

  1 蛋白分子质量标准 2 上柱前样品 3 上柱后样品 4~6
 缓冲液 7~9 20

 

mmol/L咪唑洗脱液 10~14 200
 

mmol/L咪

唑洗脱液

图
 

8 VP1蛋白的His镍柱亲和层析纯化

1 Protein
 

marker 2 Pre-column
 

sample 3 Post-column
 

sample 4-6 Buffer 7-9 20
 

mmol/Limidazole
 

elution 10-14 200
 

mmol/L
 

imidazole
 

elution
Fig.8 Purification

 

of
 

VP1
 

by
 

His
 

Nickel
 

Column
Affinity

 

Chromatography

讨 论

目前,EV71仍是引起手足口病的主要病原体[24]。
在目前诊断、治疗方法有限的情况下,使用EV71疫苗

是预防由EV71病毒引起手足口病的关键,但鉴于手

足口病流行病学的变化,针对多种病毒设计的多价手

足口病疫苗仍是研究的热点[25-26]。由于VP1在EV71

病毒衣壳蛋白的最外部,有很多相对独立的抗原表位

且能直接决定病毒的抗原性,故VP1在病毒感染以及

抗天然免疫等过程中都有重要意义[27-28]。
通过重组蛋白的表达纯化来研究相应病毒蛋白的

功能,通常采用真核表达系统和原核表达系统,其中真

核表达系统存在工艺复杂、成本较高、表达水平较低等

问题。本实验采用大肠埃希菌原核表达系统进行重组

蛋白的表达,该系统具有可操作性高、技术较成熟、表
达量高、成本低等优点。

本研 究 采 用 PCR 扩 增 出 EV71-vp1 基 因,与

pET-28a载体连接,构建pET-28a-EV71-VP1原核重

组载体,转染大肠埃希菌后经IPTG诱导表达及 Ni-
NTA亲和层柱纯化获得的 VP1蛋白具有免疫原性。
需要注意的是,利用超声破碎的方法裂解菌体时要控

制超声的功率和时间,如果功率过高或者超声时间较

长,会影响蛋白的活性,如果功率过低或者时间较短,
会导致菌体破碎不完全,从而影响目的蛋白的产量。
由于目的蛋白包涵体中表达,需要进行变性、复性,包
涵体变性中的盐酸胍浓度及超声破碎功率均会影响目

的蛋白变性效果。目的蛋白的透析复性操作复杂、需
要时间较长。而在蛋白纯化过程中,使用不同浓度的

咪唑溶液洗脱杂蛋白时,需要摸索合适的咪唑洗脱条

件。由于洗脱杂蛋白时间等问题,如何提高纯化蛋白

的产量仍可进一步探索研究。

【参考文献】

[1] 魏容,肖光军,刘艳婷,等.
 

肠道病毒71型感染的星形胶质细胞中

EV71
 

3C活性与 NF-κB信号转导效率的关联
 

[J].
 

安徽医药,

2021,25(10):2022-2027.
[2] Wen

 

W,Qi
 

Z,Wang
 

J
 

.
 

The
 

function
 

and
 

mechanism
 

of
 

enterovirus
 

71
 

(EV71)
 

3C
 

protease
 

[J].
 

Curr
 

Microbiol,2020,77
(9):1968-1975.

[3] Huang
 

HI,Lin
 

JY,Chen
 

SH.
 

EV71
 

infection
 

induces
 

IFNβ
 

expression
 

in
 

neural
 

cells
 

[J].
 

Viruses,2019,11(12):1121.
[4] Wu

 

Y,Lou
 

ZY,Yi
 

M,et
 

al.
 

Structures
 

of
 

EV71
 

RNA-dependent
 

RNA
 

polymerase
 

in
 

complex
 

with
 

substrate
 

and
 

analogue
 

provide
 

a
 

drug
 

target
 

against
 

the
 

hand-foot-and-mouth
 

disease
 

pandemic
 

in
 

China
 

[J].
 

Protein
 

Cell,2010,1(5):491-500.
[5] Christopher

 

N,Carolyn
 

Z,Dean
 

SM,et
 

al.
 

Hand-foot-and-mouth
 

disease:a
 

new
 

look
 

at
 

a
 

classic
 

viral
 

rash
 

[J].
 

Curr
 

Opin
 

Pediatrics,2015,27(4):486-491.
[6] XX,W,JS,et

 

al.
 

A
 

sensor-adaptor
 

mechanism
 

for
 

enterovirus
 

uncoating
 

from
 

structures
 

of
 

EV71
 

[J].
 

Nat
 

Struct
 

Mol
 

Biol,

2012,19(4):424-429.
[7] Luo

 

Z,Su
 

R,Wang
 

WB,et
 

al.
 

EV71
 

infection
 

induces
 

neurodegeneration
 

via
 

activating
 

TLR7
 

signaling
 

and
 

IL-6
 

production
 

[J].
 

PLoS
 

Pathog,2019,15(11):e1008142.
[8] EJ,YJ,JH,et

 

al.
 

Enterovirus
 

71
 

infection
 

and
 

vaccines
 

[J].
 

Clin
 

Exp
 

Vaccine
 

Res,2017,6(1):4-14.

(下转161页)

·751·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2023年2月 第18卷第2期

Feb.
 

2023, Vol.18,No.2



毒性,在外部环境中生存周期长,易于保菌存活和传

播,被世卫组织列为潜在的恐怖主义和生物战剂。因

此,应加强对我国Q热的防治。
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