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EV71爆发流行日
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强 ,  传播速度快 . 
在疾病流行早期
对病原的检测尤
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Abstract
AIM: To construct a prokaryotic vector express-
ing human enterovirus 71 (EV71) VP1-VP4 fu-
sion antigen.

METHODS: A prokaryotic expression plasmid 
carrying the VP1-VP4 fusion gene was con-
structed and transformed into E. coli DH5α. 
VP1-VP4 fusion protein was induced to express 
with IPTG. SDS-PAGE and Western blot were 
performed to detect VP1-VP4 fusion protein. Pu-
rified VP1-VP4 fusion protein was coated onto 
ELISA plates to detect 41 serum samples for 
screening EV71 positive serum samples. 

RESULTS: The sequence of recombinant VP1-
VP4 fragment was the same as the expected 

sequence, indicating that the recombinant vec-
tor was successfully constructed. SDS-PAGE 
showed that the fusion protein had a molecular 
weight of 42.8 kDa. Western blot showed that 
fusion protein can be specifically recognized by 
VP1 antibody and VP4 antibody. Fusion protein 
coated onto ELISA plates could accurately detect 
16 EV71 positive serum samples from 41 serum 
samples without cross-reactivity with coxsacki-
evirus16 (CA16). 

CONCLUSION: The VP1-VP4 fusion protein has 
good antigenicity and can be used as a diagnos-
tic antigen to detect EV71 infection. Our results 
provide a experimental basis for development of 
EV71 diagnostic kits.

Key Words: EV71; VP1; VP4; Fusion antigen; Fu-
sion PCR
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摘要
目的: 构建人肠道病毒71型(human enterovirus 
71, EV71)VP1-VP4重组融合蛋白表达体系. 

方法: 构建EV71 VP1-VP4重组融合蛋白原核
表达载体转化大肠杆菌DH5α, 诱导表达融合
蛋白VP1-VP4、SDS-PAGE和Western blot法
进行鉴定. 用融和蛋白包被ELISA板检测41例
已知血清. 

结果: 重组片段VP1-VP4测序结果与设计目
的片段序列相符, 重组载体构建成功; SDS-
PAGE显示融合蛋白约42.8 kDa, 与预期值一
致; Western blot提示该融合蛋白可以和EV71 
VP1、VP4抗体特异性结合. 融合蛋白包被
ELISA板能准确检测出41例血清中16例EV71
阳性血清, 与CA16无交叉反应. 

结论: 表达的EV71 VP1-VP4融合蛋白具有良
好的抗原性, 可作为EV71感染检测抗原, 为
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■研发前沿
对病原进行检测, 
血清学为一种重
要 的 方 法 ,  但 单
一抗原作为诊断
抗 原 ,  极 易 造 成
漏 检 .  融 合 几 种
特异性抗原来检
测可以提高检测
准确性和灵敏性. 

EV71诊断试剂和疫苗的研究奠定实验基础. 
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0  引言

人肠道病毒71型(human enterovirus 71, EV71)
属于小R N A病毒科肠道病毒属, 于1974年由

Schimidt首次从一些患有中枢神经系统疾病的

患者标本中分离并报道[1,2]. EV71主要引起手足

口病、疱疹性咽峡炎、无菌性脑炎、脑膜炎以

及脊髓灰质炎等多种疾病[3,4]. 近年来, 世界各国

EV71爆发流行日趋严重, 传染性强, 传播速度

快, 引起科学家们的日益关注. 对EV71所引起

的疾病, 目前尚无有效的药物来进行治疗, 疫苗

也处于研究阶段[5,6]. 因此, 对EV71的快速检测

显得尤为迫切, EV71血清学检测方法的研究受

到相关领域科学家的关注. EV71病毒由4种结

构蛋白构成其衣壳, 分别为VP1、VP2、VP3、
VP4, 其中VP1、VP2、VP3位于衣壳的外表面, 
VP4位于病毒衣壳的内表面. 研究报道VP2、
VP3无明显的免疫原性, VP1和VP4蛋白具有良

好的免疫原性[7-9], 因此本文拟采用融合PCR技

术将EV71 VP1和VP4基因连接, 导入质粒载体, 
并在大肠杆菌中诱导表达VP1-VP4融合蛋白, 
预期为EV71诊断试剂的开发和疫苗研制奠定

试验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 原核表达载体pQE-80L、质粒DNA提

取纯化试剂盒、Ni-NTE His·Bind Resin亲和层

析树脂(QIAGEN公司); 大肠杆菌DH5α、DNA 
凝胶回收试剂盒、限制性内切酶KpnⅠ、Hind  
Ⅲ, T4 DNA连接酶、DL2000 DNA Marker(大
连宝生物公司); Prestained Protein Molecular 
Weight Marker(Fermentas公司); EV71 VP1和
VP4 cDNA克隆来源于本课题组前期工作; EV71 
VP1抗体、EV71 VP4抗体(Uniformed Services 
University of the Health Sciences职慧军博士惠

赠); HRP标记的羊抗人IgG(Sigma公司); EV71阳
性血清16例, 柯萨奇病毒A16(coxsachie virus 16, 
CA16)阳性血清5例, 阴性血清20例由洛阳市疾

控中心提供. 

1.2 方法

1.2.1 引物的设计与合成: 参考本课题组前期工

作所获得的EV71全基因组序列(Accession No．
JN020147)及其他登记序列[10-12], 依据融合PCR
技术方法要领, 分别设计2对引物扩增V P1、
VP4基因片段, 并在VP4F 5'端引入KpnⅠ酶切位

点, 在VP4R、VP1F 5'端分别加上互补的柔性肽

(GGGGSG)DNA序列, 在VP1R引入终止密码子

和Hind  Ⅲ酶切位点. VP4F(5'-GTAGGTACCAT-
GGGGTCACAAGTCTCTACTC-3'); VP4R(5'- 
ACCCGATCCACCTCCGCCCTTGAGCGGTG-
GAGCCATCTCA-3'); VP1F(5'-AAGGGCGGAG-
GTGGATCGGGT GGAGATAGGGTGGCA-
GATGT-3'); VP1R(5'-CCTAAGCTT AAGAGTG-
GTGATCGCTGTGCG -3'), 引物由上海生工生物

工程有限公司合成. 
1.2.2 目的基因融合扩增:  常规P C R从E V71 
VP1、VP4 cDNA克隆分别扩增VP1、VP4目的

序列. 再混合VP1、VP4 PCR产物为模板, 用引

物VP4F和VP1R进行融合PCR, 获得由柔性肽基

因连接的融合基因片段VP1-VP4, 电泳鉴定. 
1.2.3 重组表达载体的构建: KpnⅠ和Hind  Ⅲ双

酶切融合片段VP1-VP4和pQE-80L原核表达载

体, 电泳, 胶回收纯化. 载体pQE-80L和融合片段

在T4连接酶作用下, 16 ℃过夜连接后转化大肠

埃希菌DH5α, 挑取阳性克隆抽提质粒, KpnⅠ和

Hind  Ⅲ双酶切电泳鉴定. 重组质粒送上海生工

生物工程有限公司测序. 
1.2.4 融合蛋白的诱导表达及纯化: 取对数生长

期转化菌, 加入异丙基硫代D半乳糖苷(IPTG)至
终浓度1 mmol/L, 37 ℃诱导表达6 h, 离心收集菌

体, 超声破碎后取上清12%SDS-PAGE电泳, 检
测融合蛋白表达情况. 同时将收集的上清液用

0.45 μm滤膜过滤, 利用Ni-NTE His·Bind Resin 
亲和层析纯化融合蛋白, SDS-PAGE电泳.  
1.2.5 Western blot检测融合蛋白: 取未诱导转化

菌裂解产物、诱导转化菌裂解产物进行12% 
SDS-PAGE后转移至PVDF膜上, PBS洗膜3次, 
每次5 min, 放入含有5%脱脂奶粉的PBS中封

闭2 h. 洗膜后与EV71 VP1、VP4抗体37 ℃孵

育1 h, 洗膜, 加入HRP标记的羊抗人IgG孵育1 h, 
显色. 
1.2.6 包被融合蛋白抗原ELISA法检测待检血

清: 调整纯化的融合蛋白浓度为3 μg/mL, 按
100 μL/孔4 ℃过夜包被酶标板. 洗板后2%BSA 
37 ℃封闭1 h. 用上述包被板检测EV71阳性血

■相关报道
本 文 采 用 融 合
PCR技术将EV71 
VP1和VP4基因通
过柔性肽基因序
列连接起来, 导入
质粒载体, 并在大
肠杆菌中诱导表
达VP1-VP4融合
蛋白, 为EV71诊断
试剂的开发和疫
苗研制提供基础.
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清16例, CA阳性血清5例, 阴性血清20例. 方法: 
在180 μL PBS中加入待检血清20 μL/孔, 37 ℃反

应45 min; 洗涤3次后加入1∶5 000 HRP标记的

羊抗人IgG (100 μL/孔), 反应30 min; 洗涤后加入

TMB底物(100 μL/孔), 反应15 min, 加终止液终

止反应, 450 nm波长测量各孔的吸光度, 换算出

个样品抗体浓度, 以>5 ng/L为阳性. 

2  结果

2.1 目的基因的扩增及融合 以EV71 VP1、VP4 
cDNA克隆为模板分别对VP1、VP4基因进行

PCR扩增, 获得长度分别为234 bp、921 bp片段. 
对目的基因进行融合扩增后, 获得1 128 bp片段, 
电泳结果均与预期相符(图1).
2.2 重组质粒的双酶切鉴定 重组质粒pQE-80L-
VP1-VP4经KpnⅠ和Hind  Ⅲ双酶切后, 电泳出

现4.8 kb的载体条带和1 122 bp的融合基因条带

(VP1-VP4), 与预期相符(图2), 测序结果与设计

目的片段序列相符, 重组载体成功构建. 
2.3 融合蛋白的表达与纯化 将所构建的重组质

粒在最佳诱导条件下进行诱导表达, SDS-PAGE

检测表达情况 .  结果显示目的蛋白于37 ℃经

IPTG诱导呈现高效表达(图3A). 表达产物经Ni
柱亲和层析纯化后得到较纯的目的片段, 融合

蛋白大小约42.8 kDa左右(图3B). 
2.4 Western blot检测结果 Western blot结果显示, 
诱导转化菌裂解产物SDS-PAGE电泳转膜后, 能
与EV71 VP1、VP4抗体发生特异性结合而显色, 
而未诱导转化菌裂解产物不能与EV71 VP1、
VP4抗体发生反应呈融合抗原表达阴性(图4). 
2.5 包被融合蛋白抗原ELISA法检测待检血清结

果 用本文所包被融合蛋白抗原ELISA法检测已

知EV71阳性血清16例、CA16阳性血清5例, 阴
性血清20例(洛阳市疾病控制中心提供). 结果显

示, 融合蛋白和16例EV71阳性血清反应阳性, 而
不与CA16阳性血清及阴性血清反应. 证明本文

所包被融合蛋白抗原ELISA法可以用来作为检

测人群EV71感染情况. 

3  讨论

EV71感染尚无有效的药物, 疫苗也处于试验阶

段, 因此对EV71病原的检测就显得尤其重要, 流
行早期快速及时的检测病原, 可以及早发现疫

情, 为病源的隔离、切断传播途径、避免病原

的扩散赢得时间. 
EV71传统的检测方法是对病原体的直接检

测, 利用敏感细胞培养病毒, 然后通过中和试验
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果.� M: 2 000 bp DNA分子质量标准; 1: VP4扩增产物; 2: VP1

扩增产物; 3: VP4和VP1连接扩增产物.
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M: 2000 bp分子质量标准; 1: pQE-80L-VP1-VP4重组质粒
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1, 2: 诱导的pQE-80L-VP1-VP4转化菌裂解产物; 3, 4: 未诱

导的pQE-80L-VP1-VP4转化菌裂解产物; B: M: 蛋白分子
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物蛋白印迹; 2: 未诱导转化菌裂解产物蛋白印迹.

■应用要点
EV71病毒VP1、
VP4结构蛋白具
有良好的抗原性, 
���用融合PCR将
V P 1、V P 4 基因
片段连接后导入
p Q E - 8 0 L 质 粒 , 
重组质粒在大肠
杆菌中得到良好
表达.
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进一步进行病毒型别鉴定. 传统检测方法操作

复杂, 周期长, 不适合疫情早期快速诊断. 现代

检测方法包括以PCR技术为基础的病毒特异性

片段的检测以及血清学检测2种方法[13-15]. PCR
相关技术是目前最为快速有效的方法, 但该方

法具有较高的灵敏性和特异性的同时又具有标

本易污染而产生假阳性等缺点, 且需要专业的

仪器设备, 不利于基层医务人员开展工作. 
血清学检测的重点在于检测抗原的选取. 由

于病毒在感染的不同阶段释放的抗原种类及数

量均不相同, 且因侵入机体的差异, 也会导致病

毒抗原种类释放的差异, 若采用单一抗原进行

检测准确率低, 极易造成漏检; 若构建几种特异

性融合抗原进行检测则可以提高检测的准确性

和灵敏性. 融合PCR技术采用具有互补末端的引

物, 形成具有重叠链的PCR产物, 通过PCR产物

重叠链的延伸将不同来源的任意DNA片段连接

起来, 为基因重组片段的构建提供了快速简捷

的途径. 
EV71病毒基因组为单股正链RNA, 具一个

开放阅读框, 编码一个多聚蛋白, 该多聚蛋白可

进一步加工为VP1、VP2、VP3、VP4 4个结构蛋

白及其他功能蛋白质. 其中VP1、VP2和VP3 3个
结构蛋白暴露在病毒外壳的表面, VP4结构蛋白

包埋在病毒外壳的内部与病毒核心紧密相连[16]. 
研究报道VP2、VP3无明显的免疫原性, VP1和
VP4蛋白具有良好的免疫原性, 产生高抗体滴度. 
故本文以VP1、VP4为目的基因, 利用融合PCR扩
增了VP1-VP4融合基因, 载入表达载体pQE-80L
后在大肠杆菌细胞中得到表达. 

利用所构建的融合蛋白包被酶标板能从41
例待检血清中准确检测出16例EV71阳性血清, 
提示所构建的融合蛋白可以作为检测EV71的备

选抗原. 本文为下一步利用融合蛋白建立有效

的EV71血清学检测方法, 并对其特异性和灵敏

性进行实验比较奠定试验基础, 也为后续观察

VP1、VP4抗原的免疫保护作用、EV71疫苗的

开发提供理论支持. 
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■同行评价
本 文 选 题 新 颖 , 
为EV71的检测提
供新的方法和思
路 ,  具 有 一 定 的
学术价值和应用
前景.


