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(57)摘要

本发明公开了一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白

的 可溶性表达方法 ，以 G e n B a n k 公 布的

KM243095.1基因为参考序列，根据大肠杆菌密码

子嗜性，优化目的基因序列，合成目的基因；将目

的基因克隆入pET32a(+)原核表达载体，转入大

肠杆菌构建pET32a‑VP1重组质粒，随后进行

pET32a‑VP1重组蛋白的诱导表达，并最终利用镍

柱进行纯化。本发明根据大肠杆菌密码子嗜性对

O型FMDV的基因序列进行部分优化，充分利用T7

启动子、His纯化标签和Trx促溶标签的优点，结

合密码子优化、在羧基端引入His标签和终止子、

以及诱导表达条件的优化，实现了重组蛋白的可

溶性表达，提高了纯化效率。
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1.一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性表达方法，其特征在于，步骤如下：

Step1、FMDV‑O‑VP1蛋白基因合成：根据GenBank公布的KM243095.1基因为参考序列，根

据大肠杆菌密码子嗜性，优化目的基因序列，合成目的基因，并在其中引入BamHI酶切位点、

XhoI酶切位点、His标签和终止子；

Step2、pET32a‑VP1重组质粒的构建：将目的基因重组至pET32a(+)载体，转化于大肠杆

菌BL21(DE3)感受态细胞，涂布于含氨苄青霉素抗性的LB平板上，37℃培养12h，挑取单个菌

落接种到含有氨苄青霉素的LB培养基中，200r/min，37℃培养6h，12000r/min离心收菌体，

提取质粒，对质粒进行酶切鉴定并测序；

Step3、FMDV‑O‑VP1蛋白诱导表达：将培养的菌液转移到含氨苄青霉素抗性的LB培养基

中，200r/min，37℃培养至OD600达到0.6‑0.8时停止培养；取部分菌液加入IPTG进行诱导表

达，然后取诱导后的菌液于8000r/min离心5min，沉淀用超纯水洗涤1遍后用PBS溶液重悬，

100℃煮沸10min，跑胶确定最佳诱导条件后大量诱导，收集菌体沉淀，冰浴超声破碎，跑胶

确定蛋白表达形式，上清有表达；

Step4、FMDV‑O‑VP1蛋白纯化：将上清过0.45μm滤膜，镍柱经平衡液平衡后上样，用不同

浓度咪唑洗涤目的蛋白，收集洗脱峰，跑胶确定目的蛋白所在洗脱浓度，超滤浓缩。

2.根据权利要求1所述的一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性表达方法，其特征在于，

Step1中，目的基因编码序列由639bp碱基组成，优化序列为：将TAC优化为TAT，AAG优化为

AAA，GAG优化为GAA，GAC优化为GAT。

3.根据权利要求2所述的一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性表达方法，其特征在于，

Step3中，IPTG终浓度为1mmol/L，诱导表达的条件为37℃诱导表达2h。

4.根据权利要求3所述的一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性表达方法，其特征在于，

Step3中，冰浴超声破碎条件为功率250W，超声4s，停4s，破碎30min，菌液澄清透光，破碎后

12000r/min离心10min。

5.根据权利要求1所述的一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性表达方法，其特征在于，

Step4中，咪唑洗脱浓度为150mM。

6.根据权利要求5所述的一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性表达方法，其特征在于，

Step4中，FMDV‑O‑VP1蛋白纯化的具体流程为：平衡‑上样‑二次平衡‑洗杂‑洗脱‑超滤浓缩。
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一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性表达方法

技术领域

[0001] 本发明属于分子生物学技术领域，具体涉及一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性

表达方法。

背景技术

[0002] 口蹄疫是由口蹄疫病毒(Foot‑and‑mouth  disease  virus，  FMDV)感染偶蹄类动

物后引起的一种急性、热性、高度接触性传染病。家畜中牛、猪、山羊、绵羊等均为易感动物，

严重危害畜牧业健康发展和公共卫生安全，我国将其列为一类动物疫病，目前控制该病的

主要方法是抗体检测和疫苗免疫相结合。FMDV属于小核糖核酸病毒科口蹄疫病毒属，主要

有7个血清型，分别为A、C、O、SATI、SAT2、SAT3以及AsiaI型，不同血清型的FMDV之间无交叉

保护性，引起我国牲畜发病的血清型主要有O、A、AsiaI三个血清型，其中O型流行最为广泛。

VP1蛋白作为O型FMDV的主要结构蛋白，包含大部分刺激机体产生中和抗体的中和性抗原位

点，因此VP1抗体作为FMDV免疫产生的主要中和抗体，是评估疫苗免疫效果的重要依据。

[0003] 原核表达系统是目前应用最为广泛同时也是最为经典的表达蛋白方法，其具有基

因表达量高、生长繁殖快、培养周期短、成本低、可以大规模生产等优点，但是大肠杆菌原核

表达系统表达的外源基因的表达形式多为包涵体表达，虽然这种表达的优点是表达量大，

但是缺点是表达的蛋白往往因为蛋白表达过快而折叠错误，造成蛋白的活性缺失，且纯化

的蛋白需要复性才能够使用，而蛋白的复性效率并不高。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性表达方法，以解决上

述背景技术中提出的问题。

[0005] 为实现上述目的，本发明提供如下技术方案：一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶

性表达方法，步骤如下：

Step1、FMDV‑O‑VP1蛋白基因合成：根据GenBank公布的KM243095.1基因为参考序

列，该O  CATHAY分离株为我国猪群中流行的O型口蹄疫病毒的主要拓扑型，且该病毒的结构

蛋白VPl暴露在病毒颗粒的表面，是诱导产生中和抗体的主要成分，该目的基因所表达的蛋

白可用于后续的检测和治疗用抗体的研发。由于大肠杆菌在进化过程中形成了一套与其相

适应的常用密码子，在蛋白质翻译过程中，由tRNA转运氨基酸至核糖体中，当外源基因的密

码子所对应的tRNA在宿主细胞中的表达量低时，则会影响蛋白的表达效率，所以，根据大肠

杆菌对其常用密码子的偏好性，即密码子嗜性，优化目的基因序列，合成目的基因

KM243095，并在基因KM243095引入BamHI酶切位点、XhoI酶切位点、His标签和终止子。其中

酶切位点用于将该段目的基因连接到载体上，在羧基端引入His标签和终止子更有利于标

签的暴露，使得在后续用镍柱对该蛋白进行纯化时效果更好；

Step2、pET32a‑VP1重组质粒的构建：将目的基因重组至pET32a(+)载体，该载体含

有T7启动子、His和Trx标签，可以显著促进所表达的目的蛋白的表达量和可溶性，重组后将
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质粒转化于大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞，涂布于含氨苄青霉素抗性的LB平板上，37℃培

养12h，挑取单个菌落接种到含有氨苄青霉素的LB培养基中，200r/min，37℃培养6h，

12000r/min离心收菌体，提取质粒，对质粒进行酶切鉴定并测序；

Step3、FMDV‑O‑VP1蛋白诱导表达：将培养的菌液转移到含氨苄青霉素抗性的LB培

养基中，200r/min，37℃培养至OD600达到0.6‑0.8时停止培养；取部分菌液加入IPTG进行诱

导表达，然后取诱导后的菌液于8000r/min离心5min，沉淀用超纯水洗涤1遍后用PBS溶液重

悬，100℃煮沸10min，跑胶确定最佳诱导条件后大量诱导，收集菌体沉淀，冰浴超声破碎，跑

胶确定蛋白表达形式，上清有表达；

Step4、FMDV‑O‑VP1蛋白纯化：将上清过0.45μm滤膜，镍柱经平衡液平衡后上样，用

不同浓度咪唑洗涤目的蛋白，收集洗脱峰，跑胶确定目的蛋白所在洗脱浓度，超滤浓缩。

[0006] 优选的，Step1中，所述的目的基因编码序列由639bp碱基组成，优化序列为：将TAC

优化为TAT，AAG优化为AAA，GAG优化为GAA，GAC优化为GAT，最终优化后形成的目的基因核苷

酸系列号具体为：ACCACCTCTGCGGGCGAATCTGCGGATCCCGTGACCACCACCGTCGAAAATTATGGTGGTG

AAACACAAGCCCAGAGGCGCCAGCACACGGATATAGCGTTCATACTGGATAGGTTCGTAAAAGTCAAACCAAAAGA

ACAAGTCAATGTATTGGATTTGATGCAGATCCCTGCCCACACCTTGGTAGGGGCGCTCCTGCGAACGGCCACCTAT

TATTTCTCTGATCTGGAACTGGCCGTCAAACACGAAGGCGATCTCACCTGGGTCCCAAACGGTGCCCCCGAAACAG

CACTGGATAACACTACCAACCCAACAGCTTATCACAAAGAACCGCTCACAAGGTTGGCACTGCCTTATACGGCTCC

CCACCGCGTCTTAGCGACCGTCTATAACGGGAGCAGTAAATATGGTGATGCCAGCGCTAACAACGTGAAAGGTGAC

CTTCAAGTGCTGGCTCAGAAGATAGAAAAAACTCTACCTACCTCCTTCAACTTCGGTGCCATTAAAGCAACCCGTG

TGACTGAACTGCTCTATAGGATGAAAAGAGCCGAAACGTATTGTCCCAGGCCCCTTCTCGCCATTCAACCGAGTGA

TGCTAGACACAAACAAAAAATTGTGGCACCCGCAAAACAGCTTCTG。

[0007] 优选的，Step3中，IPTG的终浓度为1mmol/L，诱导表达的条件为37℃诱导表达2h。

[0008] 优选的，Step3中，冰浴超声破碎条件为功率250W，超声4s，停4s，破碎30min，菌液

澄清透光，破碎后12000r/min离心10min。

[0009] 优选的，Step4中，咪唑洗脱浓度为150mM。

[0010] 优选的，Step4中，FMDV‑O‑VP1蛋白纯化的具体流程为：平衡‑上样‑二次平衡‑洗

杂‑洗脱‑超滤浓缩。

[0011] 与现有技术相比，本发明提供了一种O型口蹄疫病毒VP1蛋白的可溶性表达方法，

具备以下有益效果：

（1）本发明充分利用pET32a载体中的T7启动子、His纯化标签和Trx促溶标签的优

点，T7启动子受控于T7  RNA聚合酶，而高活性的T7  RNA聚合酶合成mRNA的速度比大肠杆菌

RNA聚合酶快5倍，在诱导表达后可以很大程度上提高目的蛋白的表达量，有促表达的效果。

His是一种高度可溶的多肽，当其与目的蛋白融合表达时，可极大的增加目的蛋白的可溶

性。同时，目的蛋白与His标签共同表达，也有利于目的蛋白的纯化，同样地，Trx促溶标签也

可以显著促进所表达的目的蛋白的可溶性。利用该载体有利于目的蛋白的大量表达，并提

高蛋白的可溶性，基于以上特点，本发明并未额外添加其他的促溶标签，相比已有发明，本

发明对目的基因序列进行了密码子优化，避免了当外源基因的密码子所对应的tRNA在宿主

细胞中的表达量低时会影响蛋白的表达效率，从而提高目的基因在大肠杆菌中的表达速度

和表达量。结合诱导表达条件的优化，其中密码子的优化可以提高目的基因在大肠杆菌中
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的表达速度和表达量，而诱导表达条件的优化可以获取更多的可溶性表达蛋白，实现了重

组蛋白的可溶性表达，提高了纯化效率。

[0012] （2）本发明还在目的蛋白的羧基端加了His标签，并引入了终止子，相比在氨基端

引入更有利于标签的暴露，使得在后续用镍柱对该蛋白进行纯化时效果更好。

附图说明

[0013] 图1是本发明实施例中基因合成公司提供的PET32a‑VP1重组质粒的鉴定结果图，

图中，M：1kb  ladder（10000，8000，6000，5000，4000，3000，2000，1500，1000，500）；1：酶切

前；2：BamHI和XhoI酶切后。

[0014] 图2是本发明实施例提供的PET32a‑VP1重组质粒在大肠杆菌中诱导表达结果图，

图中，M：蛋白分子质量标准；1：IPTG诱导前；2‑4：1mM  IPTG诱导2、3、4小时后。

[0015] 图3是本发明实施例提供的FMDV‑O‑VP1重组蛋白诱导表达形式的鉴定结果图，图

中，M：蛋白分子质量标准；1：破碎后上清；2：破碎后沉淀。

[0016] 图4是本发明实施例提供的FMDV‑O‑VP1重组蛋白过柱纯化的SDS‑PAGE结果图，图

中，M：蛋白分子质量标准；1：柱前；2：流穿液；3‑5：50、150、300mM咪唑洗脱液。

[0017] 图5是本发明实施例提供的FMDV‑O‑VP1重组蛋白超滤浓缩的SDS‑PAGE结果图，图

中，M：蛋白分子质量标准；1：超滤浓缩后FMDV‑O‑VP1重组蛋白。

具体实施方式

[0018] 下面结合附图并通过具体实施方式对本发明做进一步的详细说明。可以理解的

是，此处所描述的实施例仅用于解释本发明，而非对本发明的限定。基于本发明的实施例，

本领域技术人员在没有做出创造性劳动的前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明

保护的范围。

[0019] 一、材料与方法

1、材料

PET32a‑VP1基因合成服务购于苏州金唯智公司，蛋白Marker购于北京百奥莱博公

司，异丙基‑β‑D‑硫代半乳糖甘(IPTG)购于BIOFROXX公司，氨苄青霉素购于阿拉丁公司，酵

母膏、蛋白胨购于OXOID公司，氯化钠、琼脂粉、氯化钾、SDS、Triton  X‑100、甘油、KCL、

KH2PO4、EDTA·2Na、NaH2P04·2H20、Na2HPO4·12H20购于国药，超滤管购于Millipore公

司，SDS‑PAGE预制胶购于南京金斯瑞公司，Tris‑base、1M  Tris‑HCl，PH8.0、5xSDS  loading 

buffer购于白鲨公司，MOPS、DTT、购于索莱宝公司，透析袋购于雷布斯公司，0.45um过滤器

购于Sartorius  stedim，5mL镍柱购于纽龙。

[0020] 2、FMDV‑O‑VP1基因的合成

根据GenBank公布的KM243095.1基因为参考序列，该序列由639bp碱基组成，根据

大肠杆菌密码子嗜性，将TAC优化为TAT，AAG优化为AAA，GAG优化为GAA，GAC优化为GAT，并在

其中引入BamHI酶切位点、XhoI酶切位点、His标签和终止子，交由苏州金唯智生物公司合成

VP1基因。

[0021] 3、FMDV‑O‑VP1重组蛋白载体构建

将目的基因重组至pET32a(+)载体，转化于大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞，涂布
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于含氨苄青霉素抗性的LB平板上，37℃培养12h，挑取单个菌落接种到含有氨苄青霉素的LB

培养基中，200r/min，37℃培养6h，12000r/min离心收菌体，提取质粒，对质粒进行酶切鉴定

并测序，该服务购于苏州金唯智生物公司。

[0022] 4、FMDV‑O‑VP1重组蛋白诱导表达：

将培养的菌液转移到1L含氨苄青霉素抗性的LB培养基中，200r/min，37℃培养至

OD600达到0.6‑0.8时停止培养，取部分菌液加入IPTG，使其终浓度为1mM，进行诱导表达，分

别在诱导2h、3h和4h后取样，将诱导后的菌液于8000r/min离心5min，沉淀用超纯水洗涤1

遍，后用PBS溶液重悬，100℃煮沸10min，跑SDS  PAGE胶确定最佳诱导条件后大量诱导，收集

菌体沉淀，用40ml菌体裂解液吹溶沉淀，冰浴超声破碎，超声条件为：功率250W，超4s，停4s，

破碎30min，菌液澄清透光。破碎后收集至50ml离心管中离心  12000rpm离心10min。取上清

和沉淀，跑SDS  PAGE胶确定蛋白表达形式，其中破碎上清取40ul，破碎沉淀用100ul  1xPBS

重悬取40ul  各加入10ul上样缓冲液(5x)，沸水煮10min， 瞬间离心后，用12%浓度SDS  PAGE

胶，140V恒压电泳。

[0023] 5、FMDV‑O‑VP1蛋白纯化

1）平衡

用平衡液以2.0ml/min平衡介质，直至基线平稳3‑5个柱体积后调零。

[0024] 2）上样

样品经0.45um滤膜过滤后，以1ml/min进行上样，上样过程中当基线开始起峰时，

收集流穿液。

[0025] 3）平衡

上样结束后，用平衡液2.0ml/min平衡至基线平稳后开始洗杂。

[0026] 4）洗杂

用梯度洗脱液（50mM）以2.0ml/min洗杂，并收集洗杂液。

[0027] 5）洗脱

用100mM，150mM，300mM  3种浓度梯度洗脱的洗脱液以2.0ml/min洗脱，并收集洗脱

液，将收集的洗脱液跑SDS  PAGE胶，以确定目的蛋白所在洗脱浓度。

[0028] 6）超滤浓缩

用10kd的超滤管超滤换液，用1xPBS进行换液：5ml收集液与10ml  1xpbs吹溶离心

换液：8000r/min离心  10min  每离完一次再加入10ml  1xPBS轻柔重悬，离心三次彻底换液，

BCA检测浓度，跑SDS  PAGE胶。

[0029] 6、间接ELISA检测抗O型口蹄疫病毒VP1蛋白抗体方法的建立

1）抗原包被

将FMDV‑O‑VP1重组蛋白蛋白用CBS包被缓冲液稀释至0.1μg‑6.4μg/mL，4倍梯度稀

释，充分混匀。稀释完成后按100  µL/孔添加到微孔板中，盖好封板膜，放到37℃孵育两个小

时，取出，用1×PBST（pH7.4），200  µL∕孔，洗涤5遍。

[0030] 2）封板

用RAC封闭液，按200  µL  /孔添加到微孔板中，37℃孵育2h，取出直接拍干。

[0031] 3）血清孵育

用1xPBS稀释阳性和阴性血清样品，稀释倍数为50倍、100倍，200倍，400倍。每孔加
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入100ul，1xPBS作空白对照，37℃孵育30min，取出洗板5遍。

[0032] 4）HRP酶标二抗孵育

酶标二抗用1xPBS  3000倍稀释，每孔加入100ul，37℃孵育30min。洗板5次。

[0033] 5）加入底物显色液

每孔加入底物显色液，100ul/孔，置37℃恒温培养箱15min。

[0034] 6）测定：每孔加入终止液50 μL，轻轻振荡混匀，5分钟内测定450  nm处吸光度值。

[0035] 7、利用优化后的间接ELISA法测试O型口蹄疫阴阳性样本，步骤同上。

[0036] 二、结果分析

1、PET32a‑VP1重组质粒鉴定结果

构建的重组质粒PET32a‑VP1经BamHI和XhoI酶切鉴定，产物经琼脂糖凝胶电泳，如

图1所示，结果显示酶切前的线性质粒约6500bp，酶切后的目的片段约639bp，与预期大小一

致。

[0037] 2、FMDV‑O‑VP1重组蛋白诱导表达条件摸索结果

1mM  IPTG在37℃诱导2、3、4小时后，经SDS‑PAGE结果显示，如图2所示，诱导后的重

组蛋白的分子量约为42kd，与预期表达蛋白的大小一致，且诱导2小时即能达到最佳表达

量。

[0038] 3、FMDV‑O‑VP1重组蛋白诱导表达形式的确定

将大肠杆菌诱导表达后超声破碎的上清和沉淀，经SDS‑PAGE跑胶，结果如图3所

示，目的蛋白表达于破碎上清。

[0039] 4、FMDV‑O‑VP1重组蛋白过柱纯化

FMDV‑O‑VP1重组蛋白主要存在于150mM咪唑洗脱液中。

[0040] 5、FMDV‑O‑VP1重组蛋白超滤浓缩

本发明所申请的方法纯化的FMDV‑O‑VP1重组蛋白浓度为5.34mg/mL，约得5mL，

SDS‑PAGE跑胶结果显示蛋白纯度较好。

[0041] 6、间接ELISA检测抗O型口蹄疫病毒VP1蛋白抗体方法的优化结果。

[0042] 表1 不同抗原包被浓度、不同血清稀释倍数的ELISA检测OD450nm值
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注：空白对照OD值为0.058。

[0043] 以阳性血清孔的OD450nm值接近1.0，  P/N≥2.0(血清样品孔OD450nm值一空白孔

OD450nm值)/(阴性对照孔OD450nm值一空白孔OD450nm值)的VP1抗原及阳性对照血清最大

稀释度作为VP1抗原及阳性血清的最适工作浓度。由上表可知，确定优化的包板浓度为0.4μ

g/mL、样品稀释浓度为100倍稀释，以OD>0.3确定为阳性。

[0044] 7、间接ELISA抗O型口蹄疫病毒VP1蛋白抗体检测实际样本的结果

用优化好的间接ELISA方法检测30份已知口蹄疫VP1抗体阴阳性的猪血清，符合率

达96.7%。

[0045] 三、结论

本发明根据大肠杆菌嗜性对O型FMDV的基因序列进行部分优化，结合His纯化标签

和Trx促溶标签的优点，使得FMDV‑O‑VP1重组蛋白可溶性表达，大大提高了原核表达效率，

后续用该重组蛋白进行包板，建立了O型口蹄疫病毒VP1蛋白抗体的ELISA检测方法，且检测

实际样本的阳性符合率高达96.7%。

[0046] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，凡在本发明的精

神和原则之内所作的任何修改、等同替换和改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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图3
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图5
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