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【摘  要】本文通过点突变技术探究 VP1A107 对 EV71 病毒增殖能力的影响，并探究该基因如何对并对增殖产生影响。

0  引言

EV71病毒是手足口病的主要致病因素，易感人群多为幼儿，

常引起严重的临床症状，严重时可导致死亡。结构蛋白 VP1 上

107 位点的丙氨酸残基对 EV71 的复制有重要作用。VP1A107 点

突变后极大的减弱了病毒的增殖，作用机理是在 EV71 脱衣壳

过程中影响病毒基因组 RNA 的释放。同时，VP1 蛋白 BC-loop

的柔性和 VP1-107 残基周围区域的氢键通过影响 VP0 的成熟化

剪切进抑制病毒的增殖。

1  病毒的增殖表型

1.1  实验目的。比较 EV71—HP 和 EV71—CCA 在猴肾细胞

中的增殖能力。

1.2  实验方法。①将等量的体外转录得到的两株病毒的全

长基因组 RNA 转染到 Vero 细胞中。②用微量滴定法检测两株

病毒的滴度。③用噬斑法比较 EV71—HP 和 EV71—CCA 形成空

斑的大小，分别选取 20 个空斑计算平均直径大小。

1.3  实验结果。①转染 24 小时后，两株毒株均能产生细

胞病变效应。②在 EV71-CCA 与 EV71-HP 的细胞病变效应对比

中能够发现 EV71-CCA 导致的细胞病变效应明显延迟。EV71-

HP RNA 转染后 3 天能够产生 100% 的细胞病变效应，然而对于

EV71—CCA 毒株，转染后七天才能产生 100% 的 CPE。③在 24

小时与 48 小时的病毒 RNA 转染后，EV71-HP RNA 相较于 EV71-

CCA RNA 产生了多于 104 倍的感染性病毒。但是在之后的过程

中这一差距逐渐减少。④噬斑实验结果显示在七天的转染之后

EV71—CCA 所展现的为小斑块表型，而 EV71-HP 毒株所展现的

为大斑块表型。⑥ EV71- 株更加 HP 毒株形成的空斑斑块的平

均直径大约是 EV71-CCA 毒株斑块直径的两倍。

1.4  实验结论。EV71-CCA 毒株的在细胞中的增殖速度相

较于 EV71—HP 毒缓慢，说明 EV71-CCA 毒株相较于 EV71-HP 毒

株具有更低的传染性。

2  寻找 EV71 毒力决定位点

2.1  实验目的。寻找病毒毒力决定位点。

2.2  实验方法。①利用限制性内切酶酶切与搭桥 PCR 技术

对两株病毒的结构蛋白与非结构蛋白基因进行置换。②对特定

的病毒株基因位点点突变。③通过观察比对病毒毒株点突变后

的细胞病变效应来确定病毒的毒力位点。

2.3  实验结果。①在对 EV71-HP 与 EV71-CCA 病毒毒株的

片段置换中，发现在对 P1结 n构蛋白基因进行片段置换后，病

毒的增殖表型发生反转（图1A）。对P1结构蛋白基因进行置换后，

EV71-HP 病毒毒株细胞病变效应减缓，EV71-CCA 病毒毒株细胞

病变效应明显增快。②在将 EV71-HP 第 672 位氨基酸由丙氨酸

突变为苏氨酸，将 EV71-CCA 第 672 位氨基酸由苏氨酸突变为

丙氨酸之后，两株病毒的增殖表型发生反转（图 1B）。突变后，

EV71-CCA 病毒的细胞病变效应明显增快，而 EV71-HP 病毒的细

胞病变效应明显放缓（图 1C）。③对比 EV71-HP 毒株与 EV71-

CCA 毒株的点突变后病毒株的滴度，将 672 位氨基酸互换后，

两病毒毒株滴度均出现较大差异，而其他位点点突变后病毒滴

度并无较大改变（图 1D）。

图 1A  HP 和 CCA 不同基因片段被置换后的殖表型

图 1B  HP 和 CCA 进行点突变之后的殖表型

图 1C  突变后 HP 和 CCA 的变效应

图 1D 点突变后 HP 和 CCA 的病毒滴度

2.4  实验结论。在 EV71-HP 毒株与 EV71-CCA 毒株中，P1

结构蛋白基因中的第 672 位氨基酸为病毒的毒力决定位点。

3  确定突变位点影响病毒增殖的环节

3.1 实验目的：通过研究高致病性的 EV71-HP 及其经体外

细胞培养适应的 EV71-CCA 毒株吸附、内化、复制、包装、释

放的过程，确定 EV71 病毒毒力决定位点影响病毒增殖的环节。

3.2  实验方法。①用相同数量的 EV71-HP 和 EV71-CCA 的

感染性RNA转染Vero细胞，转染后2小时用EV71中和抗体处理,
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然后用 EV71 VP1 特异性抗体对细胞裂解物进行 western blot

分析。②用超速离心法纯化上清中的病毒颗粒，并用 WB 蛋白

免疫印迹进行分析。③用实时荧光定量 PT-PCR 检测基因组 RNA

拷贝数。衣壳蛋白的含量应用 Bradford 法测定。病毒 RNA 的

包装效率由 RNA 拷贝数与衣壳蛋白含量的比值计算得出。④用

cell-ELISA 法检测 VP1-107 置换对病毒吸附的影响：以不同的

MOI 接种病毒到 Vero 细胞，经 4℃同步化吸附后用 EV71 VP1

抗体和 HRP 标记的二抗检测吸附的病毒颗粒，加入 TMB 过氧化

物酶底物后测定在 OD 450 nm 处的吸光度。⑤用流式细胞术测

定 VP1-107 置换对病毒吸附的影响。⑥ VP1-107 置换对病毒内

化的影响。接种等量的 EV71-HP 和 EV71-CCA 到 Vero 细胞，在

4 摄氏度让 EV71-HP 和 EV71-CCA 同步化吸附 1 小时，未结合

的病毒颗粒被 PBS 清洗去除。在 37 摄氏度下，病毒内化 30 分

钟。接着，用枯草杆菌素 A 去除细胞表面未内化的病毒，并用

WB 蛋白免疫印迹法检测已内化的病毒颗粒。VP1 蛋白条带通过

Image J 进行密度量化分析比较。

3.3  实验结果。①加入中和抗体阻断病毒的传播后，两株

病毒表达的 VP1 蛋白没有显著差异；而不加中和抗体时 ,EV71-

HP 株表达的 VP1 显著多于 EV71-CCA，说明 VP1-107 位点是在

病毒的传播阶段影响病毒的增殖（图 2A、2B）。② WB 检测释

放到上清中的病毒颗粒，结果显示两株病毒颗粒中的 VP1 蛋白

含量相似，说明 VP1-107 位点对病毒颗粒的产出和释放无明显

影响（图 2C、图 2D）。③ EV71-CCA 的病毒 RNA 的包装效率

是 EV71-HP 的 2 倍。包装效率越高病毒增殖应该越快，所以

VP1-107 位点突变导致病毒增殖能力下降的阶段也不是病毒的

包装阶段 ( 图 2E）。④ Cell-ELISA 结果显示 EV71-HP 毒株与

EV71-CCA 毒株在 OD 450 nm 处的吸光度相差不多，说明病毒以

不同的 MOI 接种时，VP1-107 位点对病毒的吸附没有影响（图

2F）。⑤吸附有病毒的细胞被荧光二抗染色后可被流式细胞仪

检测出。红色和黑色的曲线分别显示吸附了 EV71-HP 和 EV71-

CCA的细胞。EV71-HP（高）和 EV71-CCA（低）的信号完全重叠，

说明 VP1-107 位点对病毒的吸附没有影响（图 2G）。⑥ WB 结

果显示两株病毒内化颗粒的 VP1 蛋白含量相似，表明 EV71-CCA

的细胞内化效率与 EV71-HP 相比没有明显减弱，两株病毒的内

化没有明显差异（图 2H、图 2I）。

图 2A  加入抗体前后 HP 和 CCA 蛋白达情况

图 2B  加入抗体前后 HP 和 CCA 蛋白表相对量

图 2C  加入抗体后 HP 和 CCA 中 VP 表达量

图 2D  加入抗体后 HP 和 CCA 中 VP 相对量

图 2E  HP 和 CCA 相对装效率

图 2F  HP 和 CCA 的相吸附力

图 2G  吸附 HP 或 CCA 细的数量
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图 2H  HP 和 CCA 内化颗粒 VP1 蛋表达量

图 2I  HP 和 CCA 内化颗粒 VP1 蛋白相对量

3.4  实验结论。VP1-107 位点影响 EV71 病毒增殖是在病

毒传播的阶段（进入和释放阶段），但上述实验结果显示 VP1-

107 位点对病毒的吸附、内化、包装及释放均无影响。

4  突变位点对病毒脱衣壳的影响

4.1 实验目的。研究 VP1-107 位点的突变是否在脱衣壳环

节影响了病毒增殖。 

4.2 实验方法。密度梯度离心实验：①利用 Biocomp 全自

动密度梯度制备仪制作密度梯度。一般密度梯度常用的介质为

氯化钠，蔗糖和多聚蔗糖，在这个实验中，则是用 15%~35% 不

连续蔗糖梯度作为密度梯度的介质。②将样品加入之前制备好

的密度梯度里。③将样品与梯度介质溶液混合后装入离心管放

进超速离心机。④用仪器分离并测出具有不同沉降系数的病毒

颗粒。

4.3 实验结果。病毒进入细胞后首先由成熟的病毒颗粒

（160S）转化为 A粒子（135S）。然后，病毒 RNA 基因组释放

到细胞质中 ,A 粒子就转变为空衣壳 (80S）。通过密度梯度离

心实验，分离出3种类型的病毒颗粒：160 S的成熟病毒颗粒，

135 S 的 A 颗粒和 80 S 的空病毒颗粒。通过 RT-PCR 确定病毒

颗粒中的 RNA 的拷贝数（图 3A），通过 Western 印迹确定各颗

粒的结构蛋白组成（图 3B）。两项实验的结果共同确认了，样

品 8 至 10 对应 135 S 的 A 颗粒，样品 12 至 14 对应 160 S 的

成熟病毒颗粒。这两种颗粒均含有病毒基因组 RNA和衣壳蛋白。

对比这两组峰时，发现在 135 S 中，EV71-HP 中的 RNA 和病毒

蛋白的数量多于EV71-CCA，而在160S中却发现了相反的趋势（图

3A 和图 3C）。说明了 EV71-HP 的脱衣壳效率比 EV71-CCA 高。

为了进一步详细比较这两种毒株的脱衣壳效率，将原先的实验

细化，在 135 S 和 160 S 的相应组分中小体积等分试样（0.25 

mL），然后对135 S和 160 S颗粒中的基因组RNA进行定量（图

3D）。结果显示，图 3D 和第一次实验得出的图 3A 中，两株病

毒 135 S 和 160 S 颗粒的分布差异几乎一样，都显示 EV71-HP 

含有更多的 135 S 颗粒，而 160 S 颗粒相对较少，进一步证明

了 EV71-HP 的脱衣壳效率高于 EV71-CCA 株（图 3E）。

图 3A-3B  成熟病毒颗粒 PCR 和蛋白质泳结果

图 3C  HP 和 CCA 中病毒蛋白的对含量

图 3D  细化实验中 HP 和 CCA 的 135 S 和 160 S 颗粒中 RA 含量

图 3E  135 S 和 160 S 颗粒比例
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4.4  实验结论。证明了 VP1-107 位点突变可以影响 EV71

病毒的脱衣壳效率，从而影响病毒的增殖。

5  突变位点影响 VP0 成熟化剪切

5.1  实验目的。研究突变位点对 VP0 成熟化剪切的影响。

5.2  实验方法。对密度梯度离心后收集的 160s 颗粒（12-

14）进行 westernblotting 检测 , 用荧光 western blotting

（Odyssey) 对 EV71-HP 和 CCA 的 160s 颗 粒 再 次 分 析 WB 对

EV71-HP,HP（A672T）,CCA 和 CCA(T672A) 的 160s 颗粒进行分

析RT-PCR对EV71-HP和CCA释放到胞质中的负链RNA进行测定。

5.3　实验结果。CCA 株 160S 颗粒中的 VP0 含量高于 HP

株 , 用 Image J 对实验所得条带进行半定量分析，用 VP0/VP2

代表 VP0 蛋白在 160S 颗粒中的相对含量，该比值越高说明 VP0

的剪切效率越低。CCA 株 VP0 成熟化剪切效率明显低于 HP 株，

差距具有统计学意义。荧光二抗检测结果显示 HP 株 160S 颗

粒中 VP0 含量明显少于 CCA 株 160S颗粒中的 VP0 含量，CCA

株 VP0 成熟化剪切效率低于 HP 株，差距具有统计学意义。

HP(A672T) 的 VP0 含量高于 HP,CCA(T672A) 的 VPO 含量低于

CCA，HP(A672T) 的 VP0 成熟化剪切效率低于 HP,CCA(T672A) 的

VPO 成熟化剪切效率高于 CCA，差异具有统计学意义。细胞感

染病毒后5个小时HP、CCA负链RNA的含量均明显多于感染后0.5

小时，且 5 小时后 HP 负链 RNA 的含量明显多于 CCA 负链 RNA

的含量，说明 HP 株基因组 RNA 释放的效更高。

图 4A 感染后各个时间点 HP 和 CCA 释放到细胞质负链 RNA 相对含量

5.4  实验结论。VP0 含量多说明成熟化剪切效率低，突变

位点阻碍了 VPO 的成熟化剪切，导致病毒脱衣壳释放到胞质的

正链基因组 RNA 减少，进而由正链 RNA 复制产生的负链 RNA 也

随之减少，从而使病毒增殖减弱。

6  突变位点的构效关系

6.1  实验目的。通过比较不同的 EV71 突变株的结构明确

其与病毒的成熟和复制的关系。

6.2  实验方法。将 VP1-A107 突变为 A 或 T 的相似氨基酸

残基以及带有不同电荷的氨基酸残基并检测突变株的病毒滴

度。对突变株 EV71-HP(A107)，A107T，A107R，A107D 和 A107S

进行分子动力学模拟（MD）分析。分析 VP1-107 位点与周围氨

基酸残基的氢键作用，并评估 VP1-107 残基周围区域的稳定性。

6.3  实验结果

（1）根据对基因库中的 VP1 氨基酸序列的比对分析，我

们发现 VP1-A107 基本出现在所有的 EV71 毒株序列上 , 说明

VP1-A107 在 EV71 病毒基因组中扮演着重要的角色。为了进一

步研究 VP1-A107 的功能，我们将 VP1-A107 分别突变为 A 或 T

的相似氨基酸残基和带有不同电荷的氨基酸残基并检测了这些

突变株的复制情况。结果正如图 (5A) 所显示的实验数据，在

EV71-HP 和 EV71-CCA 中当 VP1-107 位为丙氨酸（A）时所产生

的病毒滴度高，说明病毒的增殖度快。

图 5A A107 位点不同基因突变时病毒滴度

（2）D94 只在两个表现出缓慢生长表型的突变株中参与了

与 107 位点的氢键。对于 A107T，T107 的侧链羟基与 D94 的主

链氧原子形成了强 H- 键，其占有率为 71%，对于 A107R，D94

的主链和侧链氧原子都与 R107 的胍基形成了氢键。该氢键作

用可以增强 BC 环的稳定性。而没有涉及与 D94 的氢键相互作

用的突变株表现为快速的生长表型。图 5B显示氢键作用越大，

病毒的滴度越低。图 5C 显示当 VP0 的成熟化剪切效率下降，

病毒的复制能力也随下降。

图 5B 氢键与病毒滴的关系

图 5C 成熟化剪切与病毒复制的关系

6.4  实验结论。由上述结果分析推测 EF 环，BC 环及其周

围区域的结构柔性对 EV71 病毒的成熟和复制极其重要。氢键

作用越多，BC环的结构柔性越小，VP0 成熟化剪切的效率越低，

病毒增殖速度越慢，滴度越小。
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