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摘要 从北京腹泻婴儿粪便提取的轮状病毒(rotavirus，RV)(T114株)的 RNA中，克隆到轮状病毒结构蛋白基因 vp4，vp6和
vp7的全长 cDNA，对它们编码的蛋白质序列和可能的抗原表位肽进行了预测，选择了 RV主要抗原蛋白 VP7、VP6和 VP4
的 4 个抗原表位肽，通过人工合成 DNA 的方式将这些抗原表位肽基因串联融合成一个阅读框 RME (rotavirus multiple
epitopes, RME)并构建原核表达载体．大肠杆菌表达的 RME在 ELISA反应中可被 RV多克隆抗体识别，纯化的 RME蛋白注
射免疫小鼠可诱导特异性免疫应答，产生高滴度的同源氨基酸序列特异抗体和人 RV抗体，其中针对 RME的 IgG抗体滴度
达到 l∶ 40 000，针对单个抗原表位 EV7、EV6和 EV4的 IgG抗体滴度达 l∶ 10 000～ l∶ 20 000，针对 RV Wa株的 IgG抗体
滴度较低为 l∶ 2 500，但能特异地中和该病毒对MAC145细胞的侵染．上述结果为新型 RV基因工程疫苗的研发提供了论据
和基础．
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轮状病毒(rotaviruses，RV)属于呼肠孤病毒科
(Reoviridae)轮状病毒属 (Rotavirus)．1973 年，RV
作为人的病原体首次被发现，是引起人类以及多种

动物传染性腹泻的原因，包括家畜和鸟类．根据其

血清反应，RV 被分为 7 个血清组(A～G)，其中
A、B和 C组能够感染人类，A组 RV则是婴幼儿
肠胃炎的重要病原体．

在全球，每年由 RV引起的婴幼儿重症腹泻多
达 200万并导致超过 50万婴幼儿死亡，到目前为
止，没有针对此病的特效药，使用疫苗是唯一有效

的防控手段，因此该疫苗的研发也被世界卫生组织

列为最优先发展项目之一．目前市售的 RV疫苗主
要是减毒活疫苗或是减毒株的重配疫苗，在研究的

疫苗有 DNA疫苗和病毒样颗粒亚单位疫苗等．由
于由 RV导致的婴儿死亡多发生在发展中国家，疫
苗昂贵的价格往往是限制其广泛使用的原因之一，

因此研发高效、安全、廉价的疫苗具有十分重要的

意义．

成熟的 RV粒子无囊膜呈正二十面体对称，直
径约 75 nm，包含有外衣壳蛋白、内衣壳蛋白和核
心蛋白，其基因组包含 11条双链 RNA，共编码 6
种结构蛋白(viral protein, VP: VP1～VP4,VP6,VP7)
和 5 种非结构蛋白 (non-structural protein, NSP:
NSP1～NSP5)，其中结构蛋白 VP7、VP6 和 VP4
是最重要的抗原蛋白．

VP7是含 326个氨基酸(amino acid, AA)的糖蛋
白，分子质量为 37 ku，为病毒外衣壳结构蛋白，
是病毒的主要中和抗原，决定病毒的 G血清型．
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Dyall-Smith等[1]通过抗单克隆抗体突变和测序技术

在轮状病毒 SA11株 VP7蛋白上鉴定出 3个抗原区
域 A(AA 87～96)，B(AA 145～150)和 C(AA 211～
223)，同时还指出抗原区 A和 C虽然在线性序列
上距离较远，但在折叠后的 VP7蛋白上的空间距
离很近．进一步研究发现中和抗原区域位于两个可

变区 AA 87～101和 AA 208～221序列上[2-6]．

与 VP7 一同构成 RV 外衣壳的还有 VP4，该
结构蛋白决定 RV的 P血清型，VP4有几个重要的
功能，包括与细胞受体结合、细胞穿透、血凝反

应、病毒毒力和中和反应等[7-8]．VP4经胰蛋白酶
作用在 241位或 247位氨基酸可裂解为两条长度不
等的肽段 VP8和 VP5，其中 VP8靠近氨基端(247
AA, 28 ku)，有吸附宿主细胞的能力，VP5靠近羧
基端(529 AA，60 ku)[9-13]．针对两个酶切片段(VP8
和 VP5)的单克隆抗体都可以阻止病毒吸附细胞，
并且可以体外中和 RV[14-15]．

从人和动物 RV的 VP4上已经鉴定出 6个中
和抗原表位肽，其中有 5个位于 VP8上[16]．研究

证明，VP8的单克隆抗体不仅可以阻止病毒吸附
到细胞，而且可以使已经吸附到细胞上的病毒脱

落[17-18]，并可以被动保护小鼠抵抗 RV攻击[19]．原

核表达的 VP8可以在小鼠和兔子体内产生中和抗
体[20-21]．这些研究结果均表明 VP8是轮状病毒疫苗
研究的重要目标蛋白．

VP6蛋白为组特异性抗原，位于病毒的内壳，
占病毒颗粒的 51%的蛋白质为 VP6．在大肠中表达
鼠轮状病毒 EDIM株的 VP6蛋白，以 LT(R192G)
作为佐剂，鼻内或口服免疫小鼠后可诱导小鼠产

生几乎完全的持久的保护 [22-23]．研究还发现 VP6
具有一个与细胞毒性 T淋巴细胞(CTL)有交叉反
应的抗原表位 ． 将 EDIM 株的 14 AA 肽段
(RLSFQLMRPPNMTP)与麦芽糖结合蛋白在大肠杆
菌中融合表达，用融合蛋白鼻内免疫成年小鼠，可

以完全保护 EDIM对试验鼠的攻击，但是在小鼠抗
血清里并没有检测到对 EDIM 的抗体，这 14 个
AA 肽段被认为是 CD4+ T细胞抗原表位肽[24]．用

BALB/c J 链缺失型小鼠(Jch-/-)开展的进一步研
究表明，保护轮状病毒保护作用和 CD4+ T细胞有
关[25]，这说明对 RV侵染的保护作用并不单纯依靠
肠道 IgA抗体．
本研究预测并选择了 RV结构蛋白 VP4、VP6

和 VP7上的 4个抗原表位肽，将其串联成一个阅
读框，人工合成了表达该融合多表位肽(rotavirus

multi-epitopes，RME)的 DNA片段．将 RME在大
肠杆菌中表达纯化，检测分析其抗原性和免疫原

性．本试验结果为研发安全、高效、经济的 RV亚
单位疫苗提供试验数据．

1 材料与方法

1援1 材料

人 A组 RV Wa株(G1P[8])：由中国疾病预防控
制中心病毒病研究所段招军研究员惠赠；MAC145
细胞：由中国科学院微生物研究所刘文军研究员

惠赠；大肠杆菌表达载体 pTZ18，pET-30a (+ )，
pGEX-3X及 BL21菌株由本实验室保存．T载体，
T4 连接酶，限制性内切酶购自 Promega 公司；
Ni-NTA树脂纯化试剂盒，GST亲和树脂纯化试剂
盒均购自 Novagen公司；质粒和胶回收试剂盒购自
天根生物公司；轮状病毒多克隆抗体为 ABcam公
司产品；辣根过氧化物酶标记的抗鼠 IgG抗体为
Bios公司产品；DMEM培养基和牛血清为 GIBCO
产品．6～8周龄雌性 BALB/c小鼠购自军事医学
科学院实验动物中心．

1援2 方法

1援2援1 vp4，vp6和 vp7的全长 cDNA 克隆．采集
患腹泻症状新生儿粪便标本．用 1%十二烷基磺酸
钠(SDS)、56℃ 30 min处理，酚 -氯仿抽提提取病
毒核酸 [26]．采用 Invitrogen 公司的 ThermoScriptTM

RT-PCR System试剂盒，用 RT-PCR方法从北京腹
泻婴儿粪便提取的 A组 RV(T114株 G1P[8])的 RNA
中扩增得到轮状病毒结构蛋白基因 vp4，vp6 和
vp7 的全长 cDNA，并将其连接到 Sma玉剪切的
pTZ18质粒上．
1援2援2 大肠表达载体的构建．利用抗原表位预测的

在线工具 (http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.
html)选取 A 组 RV T114 株 VP7 蛋白的 AA 81～
109 和 AA 201～250 序列(EV7)；VP6 蛋白的 AA
201～315序列(EV6)；VP4蛋白的 AA 86～215序
列(EV4)，将上述 4个片段融合成一个连续的阅读
框，人工合成编码该融合蛋白的 DNA序列，基因
密码子的选择兼顾植物和大肠杆菌的偏爱性，并在

DNA 序列两端加上 Nde玉和 Xho玉酶切位点．
DNA合成由北京擎科生物技术有限公司完成，新
基因命名为 RME，其 DNA序列和所编码的蛋白质
序列见图 1．通过 Nde玉和 Xho玉双酶切，将 RME
连接到蛋白表达载体 pET30a(+)上，与 6伊His融合，
得到表达载体 pET30a(+)-RME．同时设计多对引
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1 ATG TTA TGT TTG TAT TGT CCA ACT GAA GCA AGT ACT CAA ATC AGT GAT GGT GAA TGG AAA GAC TCA TTA TCA CAA ATG TTT CTT ACA AAA

1 M L C L Y C P T E A S T Q I S D G E W K D S L S Q M F L T K

91 GGT CAA ACT TTA GGA ATC GGT TGT CAA ACA ACT AAT GTT GAC TCA TTT GAA ACT GTT GCT GAA AAC GAA AAA TTA GCT ATC GTG GAT GTC

31 G Q T L G I G C Q T T N V D S F E T V A E N E K L A I V D V

181 GTT GAT GGG ATC AAT CAT AAA ATC AAT TTG ACA ACT ACT ACA TGT ACT ATT CGA AAT TGT AAG GCA CCA GCT AAC ATC CAG CAA TTT GAG

61 V D G I N H K I N L T T T T C T I R N C K A P A N I Q Q F E

271 CAC ATT GTC CAG CTT AGA CGT GCA CTG ACT ACA GCT ACT ATC ACT TTA TTA CCT GAT GCA GAA AGA TTC AGT TTT CCA AGA GTT ATT AAT

91 H I V Q L R R A L T T A T I T L L P D A E R F S F P R V I N

361 TCA GCT GAT GGT GCA ACT ACA TGG CTC TTC AAT CCA GTT ATC TTA AGA CCA AAC AAT GTT GAA GTT GAA TTT TTG TTA AAT GGG CAA ATT

121 S A D G A T T W L F N P V I L R P N N V E V E F L L N G Q I

451 ATC AAT ACA TAT CAA GCT AGA TTT GGC ACT ATT ATT GCA AGA AAT TTT GAT ACA ATT CGT TTG TCA TTC CAG TTA ATG CGC CCA CCA AAT

151 I N T Y Q A R F G T I I A R N F D T I R L S F Q L M R P P N

541 ATG ACA CCA GCT GTT AAT GCA CTG TTT CCA CAA GCA CAA CCT TTT CAA GCA AAT ACA AAT GGA TTA GTG TAC GAG AGT ACT AAC AAG AGT

181 M T P A V N A L F P Q A Q P F Q A N T N G L V Y E S T N K S

631 GAC TTT TGG ACT GCA GTC GTT GCT GTT GAA CCA CAC GTG AGT CCA GTG GAT AGA CAA TAT ACT GTG TTT GGT GAA AAC AAA CAA TTC AAT

211 D F W T A V V A V E P H V S P V D R Q Y T V F G E N K Q F N

721 CTT AGA AAT GAT TCA GAC AAA TTG AAG TTT TTA GAA ATG TTT AGA AGC AGT AGT CAG AAT GAG TTT TAT AAT AGA CGT ACA CTG ACT TCT

241 L R N D S D K L K F L E M F R S S S Q N E F Y N R R T L T S

811 GAC ACT AAA CTC GTG GGA ATC TTA AAA TAT GGT GGA AGA ATC TGG ACA TTT CAT GGT GAA ACA CCA AGA GCT ACT ACT GAT AGC TCA AAT

271 D T K L V G I L K Y G G R I W T F H G E T P R A T T D S S N

901 ACT GCA AAT CTG AAC GAT ATT TCC ATT ATC ATC CAT TCA GAA TTT TAT ATT ATT CCA AGA TCT CAA GAA TCT AAG TGT TAA

301 T A N L N D I S I I I H S E F Y I I P R S Q E S K C *

Primer name Sequence

NE6(+) 5忆 TTCCCGGGATGTTAAATTTGGATGCT 3忆
NE6(-) 5忆 TAGAATTCTTAAATCCGGTACGTTG 3忆
NE4(+) 5忆 TTCCCGGGATGACTAATTCGTTGAAC 3忆
NE4(-) 5忆 AAGAATTCTTACACTTCATTAAGTGTATC 3忆
EV7(+) 5忆 TACCCGGGATGTTATGTTTGTATTGTCC 3忆
EV7(-) 5忆 ATGAATTCTCACTTACAATTTCGAATAG 3忆
EV6(+) 5忆 TACCCGGGATGGCACCAGCTAACATCC 3忆
EV6(-) 5忆 TAGAATTCTCATTGAAAAGGTTGTGCTTG 3忆
EV4(+) 5忆 TTCCCGGGATGGCAAATACAAATGGATTAG 3忆
EV4(-) 5忆 TTGAATTCTTAACACTTAGATTCTTGAGATC 3忆

1援2援3 蛋白质的诱导表达，纯化和鉴定． a．将构
建的质粒分别转化 BL21(DE3)感受态细胞获得表达
菌株．分别挑取 pET30a(+)-RME和 pET30a(+)空载
体表达菌的新鲜单菌落接种于 50 ml 含卡那霉素
(终浓度 100 滋g/L) LB 液体培养基中，200 r/min，
37℃振荡培养，当细菌浓度生长至吸光度 A 600为

0.6～0.8 时，加入终浓度 1.0 mmol/L IPTG 诱导，
同时设未诱导对照，继续在 37℃ 培养 3 h，离心收

集菌体，取出一部分用于分析总蛋白其余用于提

取包涵体蛋白．包涵体的提取按《分子克隆实验指

南》进行．在纯化的包涵体蛋白中加入 8 mol/L
尿素，室温放置 30 min，使蛋白质充分溶解变性，
18 000 r/min离心后取上清．上清采用 Ni-NTA树
脂(Novagen公司)纯化，具体方法按说明书进行．
b. 分别挑取表达菌 pGEX-3X-EV7、pGEX-3X-EV6、
pGEX-3X-EV4、pGEX-3X-NE6、pGEX-3X-NE4 和
pGEX-3X空载体的新鲜单菌落接种到 50 ml含 Amp
(终浓度 50 mg/L)的 LB液体培养液中，200 r/min，
37℃ 培养至 A 600为 0.6～0.8 时，向培养液中加入
IPTG至终浓度为 1.0 mmol/L，同时设未诱导对照，
诱导培养 4 h 后收集菌液，加入 1/10 体积 STE
(10 mmol/L Tris-HCl pH8.0， 1 mmol/L EDTA，
150 mmol/L NaCl)缓冲液悬浮细胞．冰浴超声破
碎，4℃，12 000 r/min离心 20 min，收集上清中可
溶性蛋白，采用 GST 亲和树脂(Novagen 公司)纯
化，具体方法按说明书进行．

1援2援4 重组蛋白的表达鉴定．取纯化后的样品

1 滋g，加入等体积的 2伊上样缓冲液，沸水浴煮

Fig. 1 The nucleic acid and protein sequences of RME

物(表 1)，分别扩增编码被选为融合蛋白部分的抗
原表位肽序列的 DNA 片段(EV7，EV6和 EV4)和
部分未选 DNA序列(NE6和 NE4)，并在引物两端
引入 Sma玉和 EcoR玉酶切位点．分别以 vp6, vp4
和 RME为模板，PCR扩增出 VP6的 AA 71～150
序列(NE6)，VP4 的 AA 609～700 序列(NE4)，以

及 EV7、EV6和 EV4．PCR 产物经胶回收后构建
到 T载体上，经测序验证后通过 Sma玉和 EcoR玉
双酶切亚克隆到原核表达载体 pGEX-3X上，得到
GST融合表达载体 pGEX-3X-NE6、pGEX-3X-NE4、
pGEX-3X-EV7、pGEX-3X-EV6和 pGEX-3X-EV4.

Table 1 The sequence of primers
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Fig援 2 Detection of the clones by enzyme digestion

Fig援 3 SDS鄄PAGE detection of induced and
noninduced(C) recombinant proteins in E. coli

5 min，进行 12%的 SDS-PAGE，考马斯亮蓝染色
检测蛋白质的表达．

1援2援5 重组蛋白的抗原性鉴定．100 滋l PBST稀释
的 500 ng纯化的重组蛋白及 RV (Wa株)包被 ELISA
板，空载体总蛋白作阴性对照，每个样品做 3个
重复，4℃过夜．PBST洗 3遍，每孔加入 200 滋l
封闭液(PBST + 2% BSA)，37℃封闭 2 h后，同上
洗板 3次，加入 100 滋l 抗鼠轮状病毒多抗(PBST
1∶3 000 稀释)，37℃作用 2 h．洗板 3 次，加入
HRP标记的抗鼠 IgG(PBST 1∶3 000稀释)，37℃
作用 2 h，洗板 3 次，加 100 滋l OPD-H2O2底物显

色液，37℃避光显色 10 min，加 50 滋l 2 mol/L
H2SO4终止液，在酶标测定仪波长 492 nm处测吸
光度值．

1援2援6 动物免疫．动物试验均在中国科学院遗传与

发育生物学研究所试验动物中心负压仓进行．12
只小鼠分为两组，一组腹腔注射 100 滋l 含 30 滋g
RME的 PBS溶液，一组注射 100 滋l PBS溶液作为
对照．第一次注射用完全弗氏佐剂，第二次和第三

次注射用不完全弗氏佐剂．每 2周注射一次．分别
于免疫前和最后一次免疫后 2周取血．
1援2援7 抗体效价检测．ELISA检测小鼠血清 IgG滴
度，ELISA检测方法同 1.2.5．
1援2援8 病毒培养与纯化．Wa株轮状病毒用终浓度
为 10 mg/L 胰酶于 37℃处理 1 h．细胞培养皿内
MAC145细胞长成致密单层时，用 PBS轻洗 3遍，
接种胰酶处理的病毒，于 37℃吸附 1 h，弃去未结
合病毒，加入 9 ml 含 0.5 mg/L 胰酶的无血清
DMEM，于 37℃ 5% CO2细胞培养箱中培养，待

细胞 70%发生病变时收获病毒，反复冻融 3 次
裂解细胞释放病毒，细胞裂解液 10 000 r/min离心
5 min 去除细胞碎片，上清于 SW41Ti 转头，
25 000 r/min 离心 2 h，沉淀用 TNC (10 mmol/L
Tris-HCl pH 7.5， 140 mmol/L NaCl， 10 mmol/L
CaCl2)缓冲液重悬，在 35%蔗糖垫，SW41Ti转头，
30 000 r/min 离心 2.5 h，沉淀用 TNC 缓冲液重
悬．病毒滴度以蚀斑形成单位(plaque form unit，
PFU/ml)来表示，测定方法见文献[27]．
1援2援9 蚀斑减数中和试验．将 6只 RME腹腔免疫
小鼠的抗血清各取 100 滋l混合，6只 PBS腹腔免疫
小鼠的血清各取 100 滋l混合作为负对照，本试验无
正对照．将待测血清在 56℃水浴 30 min灭活处理，
用 PBS 缓冲液连续两倍倍比稀释每个待检样品，
0.1 ml 每个稀释样品与等体积的含有 200 个 PFU

胰酶处理过的病毒悬液混合，37℃水浴作用 1 h，
取 0.1 ml病毒 -血清混合物接种到 6孔板长成致密
单层的 MAC145细胞上，37℃吸附 1 h，弃掉吸附
液，用 PBS缓冲液轻洗单层细胞一遍，洗去未结
合病毒，每孔加入 2 ml营养琼脂(含 0.5 mg/L胰酶
的无血清 DMEM配制的 3%低熔点琼脂糖)，室温
静置约 15 min待琼脂凝固以后倒置于 5% CO2培养

箱中培养 3～5天，待没有加血清只加病毒的培养
孔出现清晰可见的蚀斑时(每个孔约形成 100 PFU
左右)进行蚀斑计数，免疫血清中和抗体的滴度，
用保护细胞使蚀斑数减少 50%的血清稀释度的倒
数表示．每个稀释样品重复 4次．

2 结 果

2援1 蛋白质表达和纯化

原核表达载体 pET30a(+)-RME，被选择为融
合蛋白部分的单个抗原表位肽(EV7、EV6、EV4)
的原核表达载体 pGEX-3X-EV7、pGEX-3X-EV6和
pGEX-3X-EV4，以及作为对照与蛋白抗原表位不
相关的短肽序列 (NE6 和 NE4)的原核表达载体
pGEX-3X-NE6 和 pGEX-3X-NE4，经酶切检测和
序列测定均证明外源基因在载体中的插入方向和位

置正确(图 2)．经 IPTG 诱导表达的重组蛋白用
SDS-PAGE检测，如图 3所示，与对照载体相比，
各重组蛋白均表达出具有相应分子质量的特异性蛋

白条带，证明重组蛋白能够正确表达．

2援2 重组蛋白抗原性鉴定

纯化重组蛋白(图 4)，以 RV多克隆抗体为一

1 200
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Fig. 6 ELISA detection of the titer of the anti鄄RME serum

Fig. 5 ELISA detection of the antigenecity
of the recombinant proteins

The polyclonal antibody to rotavirus was used as the primary antibody.

Fig援 4 SDS鄄PAGE detection of purified
recombinant proteins

抗，ELISA检测重组蛋白的抗原性．结果如图 5所
示，RME，EV7，EV6和 EV4可以在很高的滴度
下被轮状病毒多克隆抗体识别,尤其是 EV6，相比
较而言，与 NE4和 NE6的反应滴度较低．这说明
所选择的抗原表位肽 EV7，EV6，EV4在大肠杆菌
中串连融合表达能够折叠成类似天然蛋白位于轮状

病毒表面的空间构象，具有较好的抗原性，单个的

EV7，EV6，EV4 蛋白空间构象与其在 RME融合
蛋白中的空间构象也都有某种程度的类似．

2援3 RME诱导小鼠产生抗体特异性的检测
纯化的 RME蛋白腹腔注射免疫小鼠 3次，注

射后第 42天取小鼠血清，ELISA检测血清效价．
分别以 Wa 株病毒，RME，EV7，EV6，EV4，
NE6，NE4包被 ELISA反应板，以注射 PBS溶液
的小鼠血清作为阴性对照，结果显示，小鼠抗血

清和 NE6，NE4的反应 IgG抗体滴度很低，仅有 1
∶400左右，而和 RME，EV7，EV6和 EV4反应
的 IgG抗体滴度非常高，和 RME反应的 IgG抗体
滴度达到 l∶40 000，和抗原表位 EV7，EV6 和
EV4反应的 IgG抗体滴度达 l∶10 000～ l∶20 000
(图 6)，这说明 RME蛋白在小鼠中诱导的抗体是
特异的，和 RV 其他片段没有交叉反应．小鼠抗
RME血清还可以识别轮状病毒全病毒颗粒，IgG
抗体滴度为 l∶2 500．以上结果表明在大肠杆菌中

表达的 RME上 EV4, EV6, EV7能够折叠成与其在
天然轮状病毒颗粒中的相似构象，尤其是某些重要

的抗原表位．而且 8 mol/L尿素溶液并没有影响
RME蛋白的二级结构．

2援4 小鼠抗 RME血清可以体外中和轮状病毒
在 MAC145细胞中进行轮状病毒体外中和试

验，阴性对照为注射 PBS溶液的小鼠血清，RME
免疫小鼠抗血清的稀释倍数分别为 16、32、64、
128和 256，没有阳性对照，试验重复 4次．数据
分析结果表明，由 RME诱导的小鼠产生的抗血清
在稀释 64倍时可以使Wa株侵染 MAC145细胞形
成的蚀斑数减少 50%以上．随着样品稀释倍数加
大，蚀斑数逐步递增，当血清稀释 256倍时，蚀斑
数接近阴性对照．这个结果证明 RME可诱导小鼠
产生针对 RV的中和抗体．

3 讨 论

RV的结构蛋白 VP7，VP6和 VP4具有良好的
免疫原性，并且 VP4和 VP7诱导产生的中和抗体
可以被动保护寄主不被 RV侵染，因此在 RV亚单
位疫苗的研发中具有重要作用．亚单位疫苗具有较

高的生物安全性，但是由单个蛋白质作为亚单位疫

苗免疫效果往往较低，不能对机体产生有效的保

护，这也是病毒样颗粒(virus-like particle，VLP)作
为亚单位疫苗被广泛开发研究的原因．但不可否认

的是，利用动物组织培养生产 VLP成本太高，而
利用植物生物反应器生产 VLP则尚未克服产生效
率低的技术问题．我们将 RV 的重要结构蛋白
VP7，VP6和 VP4的抗原表位串联到一起，希望这
种含多抗原表位的人工重组蛋白有比单个蛋白质高

的免疫原性，而又避免了同时表达多个蛋白质的复

杂性或生产 VLP的技术难题．实验结果表明人工
合成的 RME可以被轮状病毒多克隆抗体识别，具
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有较好的抗原性．利用原核表达的 RME蛋白免疫
小鼠，小鼠的抗血清不仅可以特异地识别 RME和
单独的 EV7，EV6和 EV4蛋白，也能够识别天然
RV颗粒，尽管 ELISA的结果显示，RME抗血清
识别 RV粒子的效价较低，可是中和试验证明该抗
血清还能够抑制 RV在MAC145细胞中形成蚀斑，
这说明 RME上的表位肽可以某种程度地正确折叠
成其原有的空间构象，具有良好的免疫原性，尽管

这些表位肽中间没有任何连接肽段．

Gunn等[28]用合成的 6个 VP7肽段(AA 66～76、
AA 90～103、AA 174～183、AA 208～225、AA
247～259、AA 275～295)分别免疫兔子，产生的抗
血清在固相放射性免疫检测中可以识别同型肽段，

但都不能识别全病毒也没有中和抗性，而且轮状病

毒的多克隆中和抗体也不能识别这些片段． Ijaz等
合成 VP4 的 AA 232～255，VP7 的 AA 275～295
和 VP6的 AA 640～660片段可诱导小鼠产生同源
氨基酸序列特异性的抗体，并且在蛋白质印迹检测

中可以和同型或异型相应病毒蛋白反应，但在

ELISA检测中，除了 VP6肽段，其他肽段产生的
抗体都不能识别完整的病毒粒子[29]．上述结果表

明，这些肽段序列并不在病毒表面，或者由于肽段

太短不能折叠成正确的抗原构象．我们设计表达的

RME能够诱导小鼠产生特异性抗 RV的中和性抗
体，但是由于 VP7蛋白和 VP4蛋白中和抗原表位
同时存在于 RME中，因此无法判定是 EV7或 EV4
或者两者同时在诱导中和抗体中起作用．

本实验证明 RME是一个良好 RV抗原，这个
结果为研究更加简单有效的 RV亚单位疫苗提供了
依据和基础，如果利用植物作为生物反应器，

RME或进一步改进的重组蛋白有希望替代 VLP成
为既安全、高效又经济的候选疫苗．
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Linked Multi鄄epitopes of Several Rotavirus Structural Proteins as Antigens*
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Abstract The full length cDNAs of rotavirus structural protein genes, vp4, vp6 and vp7 were cloned from the
rotavirus infected child stool specimen in Beijing through RT-PCR．The protein sequences and their antigenic
determinants were predicted．According to the epitope peptide sequences, 4 epitopes from these structural
proteins were chosen, a DNA fragment encoding all these epitopes was synthesized and cloned into the prokaryotic
expression vector. Multiple epitope protein (rotavirus multiple epitopes, RME) expressed in E. coli can be
recognized by the polyclonal antibody of rotavirus, and induce immune response in mice．The specific antibody
IgG induced by RME can recognize human rotavirus (Wa strain), RME itself as well as individual epitope peptides.
The antibody titer of IgG to RME is high (1∶40 000), while the titers to EV4, EV6 or EV7 are in a range of 1∶
10 000 to 1∶20 000. However the IgG titer to the Wa strain is lower, i.e., 1∶2 500． Intriguingly, the
RME-induced IgG can neutralize the Wa strain rotavirus challenge in the MAC145 cell line. This research has laid
the foundations of producing effective bioengineering vaccines to rotavirus.
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