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摘要：目的　制备肠道病毒７１型 （ＥＶＡ７１）３Ａ蛋白的肽段抗体。方法　利用ＥｘＰａｓｙ和ＤＮＡｓｔａｒ软件对

ＥＶＡ７１３Ａ蛋白的跨膜结构域、二级结构、亲水性及疏水性等生物学特性进行分析，设计并合成２条

１４个氨基酸的多肽。用钥孔戚血蓝蛋白 （ｋｅｙｈｏｌｅｌｉｍｐｅｔｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ，ＫＬＨ）偶联肽段作为抗原分别免疫

Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，免疫结束后取小鼠全血分离血清，用免疫印迹实验 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）对血清中的３Ａ蛋白抗体

进行鉴定。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，第一条３Ａ蛋白的多肽不能刺激小鼠产生特异性抗体，而第二条

多肽能够刺激小鼠产生特异性抗体。结论　成功制备特异性较好的３Ａ肽段抗体，为进一步研究３Ａ蛋白提

供了工具。
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　　手足口病 （ｈａｎｄ，ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，

ＨＦＭＤ）是以发热伴手、足、口腔等部位丘疹、

疱疹为主要症状的病毒感染性疾病，其传染性极

强，多累及婴幼儿。该病通常呈自限性，但在重症

病例中可能出现无菌性脑膜炎、肺水肿、心肌炎等

严重并发症，严重威胁患儿的生命［１］。ＨＦＭＤ的

病原体是以柯萨奇病毒Ａ１６型 （ＣＶＡ１６）和肠道
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病毒７１型 （ＥＶＡ７１）为主的多种肠道病毒。其

中，ＥＶＡ７１是引起重症感染的最重要的病原体，

其主要的传播途径为粪口途径，曾在亚太地区多

次暴发大流行［２５］。ＥＶＡ７１的非结构蛋白３Ａ是一

种膜结合蛋白，在病毒的感染中扮演着重要的角

色［６７］。但３Ａ蛋白在病毒感染中的具体作用尚未

被完全明确。为进一步研究ＥＶＡ７１病毒３Ａ蛋白

的功能，本实验设计并合成了３Ａ 蛋白的偶联肽

段，并成功利用所得肽段制备３Ａ蛋白的抗体。

１　材料与方法

１１　材料
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１１１　实验动物　雄性６～８周龄的Ｂａｌｂ／ｃ小鼠

６只，体重 （２０±２）ｇ，由江苏大学实验动物中心

提供。

１１２　主要试剂　弗氏佐剂：齐一生物科技有限

公司 （上海）；羊抗鼠 ＨＲＰ标记的二抗：Ｍｉｌｌｉ

ｐｏｒｅ公司 （美国）；预染蛋白 （Ｍａｒｋｅｒ）：上海生

工生物科技有限公司 （上海）。ＥＶＡ７１病毒：本

室自备。

１１３　仪器设备　小型垂直电泳槽：ＢｉｏＲａｄ公

司 （美国）；低温高速离心机：Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

（德国）；超净工作台：苏州尚田洁净有限公司 （苏

州）；倒置显微镜：Ｏｌｙｍｐｕｓ公司 （日本）；ＣＯ２

恒温细胞培养箱：Ｔｈｅｒｍｏ公司 （美国）；移液器：

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司 （德国）；－８０ ℃超低温冰箱：

Ｔｈｅｒｍｏ公司 （美国）；凝胶成像及分析系统：赛

智创业科技有限公司 （北京）；激光扫描共聚焦显

微镜：Ｌｅｉｃａ公司 （德国）。

１２　方法

１２１　多肽的设计、合成与偶联　采用ＥｘＰａｓｙ

基因分析软件的ＴＭＨＭＭ２．０程序对３Ａ蛋白进

行跨膜结构域分析。采用ＤＮＡｓｔａｒ软件对３Ａ蛋

白的二级结构、疏水性及亲水性、抗原性进行生物

学分析。根据分析和预测结果，选取亲水性和抗原

性较好的部位，设计了２条长度为１４个氨基酸的

多肽。由艾柏森生物科技有限公司 （北京）对上述

多肽进行合成、纯化和ＫＬＨ偶联，用高效液相法

（ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，

ＨＬＰＣ）分析多肽的纯度，用质谱 （ｍａｓｓｓｐｅｃ

ｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＭＳ）检测方法分析多肽的分子量。

１２２　多肽抗体的制备　纯化后的多肽抗原液用

等体积的弗氏佐剂乳化作为免疫原用于刺激小鼠产

生抗体，分别于第１、１４、２１、２８天时采用背部多

点注射的方法处理小鼠。每只小鼠初次免疫时注射

１００μｇ抗原与完全弗氏佐剂的混合液，后续使用

１００μｇ抗原与不完全弗氏佐剂的混合液进行３次

加强免疫。以每４周为一个周期，于第４次免疫结

束后第７天，摘除小鼠眼球收集全血，离心后留取

血清，－８０℃冰箱保存。

１２３　多肽抗体的免疫印迹实验 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，

ＷＢ）

１２３１　抗原及抗体准备　 （１）抗原准备：用

ＥＶＡ７１病毒液将５×ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液稀释

至１×，充分混匀后沸水浴１０ｍｉｎ，冰上暂时保存；

（２）抗体准备：按照１∶５０的比例用 ＰＢＳ稀释

１．２．２中得到的血清，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取

上清作为一抗。

１２３２　免疫印迹实验　采用浓度为１５％的分离

胶 （电压８０Ｖ），５％的浓缩胶 （电压１１０Ｖ），对

上述抗原进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电泳结束后进行

转膜 （电流３００ｍＡ，５０ｍｉｎ），转膜结束后的聚偏

二氟乙烯 （ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜用

５％脱脂牛奶封闭１．５ｈ，转膜液洗涤３次后孵育

１．２．３．１中准备的一抗，４ ℃静置过夜；充分洗

涤，孵育二抗 （１∶１０００稀释的羊抗鼠 ＨＲＰ抗

体），室温静置２ｈ；转膜液洗３次后，加入曝光

液，上机扫描。

１２４　间接免疫荧光试验 （ｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｉｎｆｌｕｓ

ｃｅｎｔａｓｓａｙ，ＩＦＡ）　将ＲＤ细胞按照１×１０
５ 个／孔的

浓度接种于２４孔板，当细胞密度达到约６０％～

７０％时，将ＥＶＡ７１ （ＭＯＩ＝０．１）加入培养体系

孵育１ｈ，弃上清，洗涤，加入新鲜培养液继续培

养２４ｈ，用２％多聚甲醇固定细胞，再用０．３％的

ＴｒｉｔｏｎＸ１００对细胞进行透膜处理，充分洗涤后用

１０％胎牛血清蛋白封闭，孵育一抗 （多肽抗体）、

荧光二抗后，用ＤＡＰＩ染细胞核，封片后用激光共

聚焦显微镜观察。

２　结　果

２１　３Ａ蛋白免疫用多肽的设计　综合分析结果，

设计出２段抗原性较好的免疫用肽段，具体的多肽

序列见表１。

表１　３Ａ蛋白免疫用肽段序列

肽段名称 肽段序列

肽段１ ＣＲＤＱＧＷＩＩＰＥＡＰＴＮＶＥＲＨ

肽段２ ＲＩＳＬＥＥＫＰＡＰＤＡＩＳＤＣ

２２　抗原多肽的合成、纯化及鉴定　对２条多肽

段进行 ＨＬＰＣ测定的结果由艾柏森生物科技 （北

京）有限公司提供 （图１），２条多肽主成分峰的比

例分别为９７．５９％、９８．５２％，提示所得的２条多

肽具有较好的纯度。采用质谱检测分别对其主要成

分多肽进行分子量的测定，２条多肽的相对分子质

量分别为２１２２．４、１７４４．２，达到抗体制备的

要求。

２３　多肽抗体的制备与 ＷＢ鉴定　用ＫＬＨ 载体

蛋白偶联纯化后的多肽与弗氏佐剂的混合液作为免

疫原，免疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠４次，免疫结束１周后取

全血分离血清，利用 ＷＢ检测血清中的多肽抗体。

分别与ＥＶＡ７１病毒未感染细胞 （阴性对照）、病
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毒感染细胞裂解液反应，结果如图２所示，用

多肽１免疫的小鼠血清在３Ａ蛋白对应相对分子质

量１１×１０３ 处未见条带 （图２中１～３），提示多

肽１处理的的小鼠血清中没有３Ａ蛋白的特异性抗

体，这可能是多肽１的免疫原性较差未能刺激小

鼠产生相应免疫应答所致；而多肽２免疫的小鼠

血清在目标分子量处有明显条带 （图２中４～６）

提示多肽２免疫的小鼠血清中存在ＥＶＡ７１３Ａ蛋

白的特异性抗体。

２４　多肽抗体的ＩＦＡ鉴定　用多肽免疫的小鼠血

清作为一抗，与 ＥＶＡ７１感染的 ＲＤ 细胞孵育，

ＩＦＡ鉴定血清中的抗体，结果如图３所示，多肽１

免疫的小鼠血清处理的被感染细胞中未见到红色荧

光，而多肽２免疫的小鼠血清处理的被感染细胞

中有明显红色荧光，提示多肽１免疫的小鼠血清

中没有能与３Ａ有效结合的抗体，而多肽２免疫的

小鼠血清中存在３Ａ 的抗体，这与 ＷＢ 的结果

一致。

注：Ａ为高效液相色谱法测定多肽１的纯度；Ｂ为高效液相色谱法测定多肽２的纯度。

图１　高效液相色谱法测定肽段的纯度

注：１～３为多肽１处理小鼠的血清平行样本；４～６为多肽２处理小鼠的血清平行样本。

图２　ＷＢ法检测肽段抗体
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注：ＤＡＰＩ、ＰＥ和 Ｍｅｒｇｅ为３种荧光染料。

图３　多肽１抗体和多肽２抗体的ＩＦＡ鉴定结果 （×６００）

３　讨　论

ＥＶＡ７１的３Ａ蛋白是由病毒基因组编码的非

结构蛋白之一，由８７个氨基酸组成，其 Ｃ端有

１个疏水域，其 Ｎ 端为富含脯氨酸的结构域
［７］。

３Ａ蛋白在脊髓灰质炎病毒中具有抑制内质网向高

尔基体的转运、参与ＲＮＡ复制、维持分子伴侣活

性、锚定３Ｄ聚合酶等作用，在病毒的复制中扮演

着重要角色。同时，３Ａ蛋白在脊髓灰质炎病毒中

表现出高度的保守性，我们猜测，在同为肠道病毒

的ＥＶＡ７１中，３Ａ蛋白可能也具有相似的特性与

功能［８１０］。已有研究表明，ＥＶＡ７１３Ａ 蛋白通过

作用于高尔基体的 ＡＣＢＤ３蛋白促进 ＰＩ４ＫＢ 与

ＡＣＢＤ３的相互作用从而增强病毒复制
［１１１２］。同时，

３Ａ蛋白还能与３Ｂ蛋白一起参与构成具有ＲＮＡ伴

侣活性的３ＡＢ蛋白，在ＥＶＡ７１的复制中进一步

起到关键作用［１３］。因此 ３Ａ 蛋 白 的 研 究 对 于

ＥＶＡ７１的感染机制及抗病毒治疗可能具有重大

意义。

尽管已有关于作用于３Ａ 蛋白的药物研究，

ＥＶＡ７１全病毒灭活疫苗也进入临床运用阶段，但

对ＥＶＡ７１的实验室研究仍是必不可少的。然而目

前在国内外的研究中对３Ａ蛋白功能的解释尚未完

全明确［１４１８］。因此，深入研究ＥＶＡ７１病毒３Ａ蛋

白在病毒生命周期中的作用是十分必要的，有利于

进一步了解 ＥＶＡ７１及小 ＲＮＡ 病毒属的其他病

毒。由于３Ａ 蛋白具有膜结合活性，可能会影响

３Ａ蛋白在体外的表达提纯，因此本实验选取了

ＥＶＡ７１３Ａ蛋白的２条肽段分别免疫小鼠以制备

抗体，实验结果表明，第一个肽段未能刺激小鼠产

生相应抗体，可能为其免疫原性较弱所致；第二个

肽段免疫的小鼠血清中，得到了能与３Ａ蛋白特异

性结合的抗体，说明３Ａ 蛋白抗体制备成功。同

时，免疫荧光试验结果表明，在ＥＶＡ７１感染细胞

后，ＥＶＡ７１３Ａ蛋白主要定位于细胞质中。本实

验中制备的３Ａ蛋白多肽抗体为３Ａ蛋白结构与功

能的进一步研究奠定了基础。
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