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摘   要：【背景】诺如病毒(Norovirus，NoV)是引发全球人类急性胃肠炎的主要食源性致病原，具

有广泛的遗传多样性，其中 G .17Ⅱ 型是亚洲地区的优势流行株，危害最为严重。研究表明，通过

基因工程技术制备的诺如病毒样颗粒(virus-like particle，VLP)具有良好的免疫保护作用，是目前

NoV 疫苗研发的主要思路。【目的】利用大肠杆菌(Escherichia coli)原核表达系统制备 G .17Ⅱ 型诺

如病毒的 VLP，为 G .17Ⅱ 型 NoV 疫苗的研发奠定基础。【方法】合成 G .17Ⅱ 型 NoV 衣壳蛋白

VP1 的基因并克隆入 pET28a-MsyB 原核表达质粒中，将重组质粒转化大肠杆菌 BL21(DE3)中进行

表达，通过烟草蚀纹病毒(tobacco etch virus，TEV)蛋白酶去除融合标签，利用 His-Tag 镍柱纯化获

得天然 VP1 蛋白，利用 SDS-PAGE、Western Blot 和透射电镜对纯化后的 VP1 蛋白反应原性及其形

成的结构进行初步鉴定。【结果】MsyB-VP1 融合蛋白能够以可溶形式大量表达，其最适表达条件为：

IPTG 浓度 0.8 mmol/L，37 °C 诱导 8 h；TEV 蛋白酶酶切后的 VP1 纯化蛋白能够与鼠抗 G .17Ⅱ 型

NoV VP1 多克隆抗体特异性结合，并能够自组装形成直径约为 40 nm 的病毒样颗粒。【结论】利用

原核表达系统成功制备了 G .17Ⅱ 型诺如病毒 VLP，有望成为 G .1Ⅱ 7 型诺如病毒的候选疫苗。 

关键词：诺如病毒；G .17Ⅱ 型；病毒样颗粒；原核表达 
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Abstract: [Background] Norovirus, featuring genetic diversity, is a major foodborne initiator of acute 

gastroenteritis in human worldwide. GⅡ.17, the most destructive genotype, is a novel variant emerging in 

Asia from 2014 through 2015 and has been predominant in Asia. Virus-like particles (VLPs) of Norovirus, 

prepared by genetic engineering, are safe with high immunogenicity, which are promising candidate vaccine 

of Norovirus. [Objective] This paper aims to prepare G .17 VLPs in Ⅱ Escherichia coli. [Methods] The 

gene encoding G .17 capsid protein VP1 was synthesized and cloned into pET28aⅡ -MsyB vector. The 

recombinant plasmid was transformed into E. coli BL21(DE3) and expressed under the induction of 

IPTG. The fusion tags were removed by tobacco etch virus (TEV) protease, followed by purification 

with His-Tag nickel column to yield the natural VP1 protein. SDS-PAGE, Western Blot, and 

transmission electron microscope were employed to determine the reactogenicity and structure of VP1 

protein. [Results] MsyB-VP1 can be expressed in soluble form, and the optimum conditions are as 

follows: IPTG at 0.8 mmol/L, and 37 °C for 8 h. The purified VP1 protein digested by TEV protease can 

specifically bind to mouse anti-G .17 VP1 polyclonal antibody and assemble into Ⅱ VLPs (diameter: 

about 40 nm). [Conclusion] In this study, G .17 VLPs were prepared with Ⅱ E. coli, which can be used 

as the candidate G .17 vaccine.Ⅱ  

Keywords: Norovirus; G .17; virusⅡ -like particle; prokaryotic expression 

诺如病毒(Norovirus，NoV)是引起非细菌性

急性胃肠炎最主要的病原体，在全球范围内每

年会导致约 6.99 亿人次发病和 21.9 万人死亡，

造成的直接医疗负担为 42 亿美元，社会成本为

603 亿美元[1]。近年来，我国统计的散发性腹泻

病 例 中 NoV 检 出 率 不 断 上 升 ， 最 高 可 达

28.57%，已经成为我国公众健康的重大威胁[2]。

由于缺乏体外培养细胞系和动物感染模型，并

且人们对 NoV 的宿主保护性免疫及病毒增殖规

律认识有限，导致目前仍无商品化疫苗上市，

因此研制安全高效的新型疫苗对 NoV 的防治具

有重要的意义。 

NoV 属于杯状病毒科诺如病毒属，主要通

过粪-口途径传播，也可以通过被病毒污染的

食物和水源传播 [3]。根据 NoV 主要结构蛋白

VP1 序 列 的 差 异，其 可 以分为 7 个基因 群

(GⅠ−G )Ⅶ ，其中 G  (Ⅰ 包含 9 个基因型)和 G  Ⅱ

(包含 22 个基因型)是感染人类的主要基因群，分

别占 10%和 90%[4]。在这些基因型中，G .4Ⅱ 型

自 20 世纪 90 年代以来就一直是全球最主要的

流行基因型 [5]。2014 年以来，亚洲集中出现了

由 G .17Ⅱ 型 NoV 引起的感染，并逐渐向世界

各地蔓延，给全球公共安全带来了新的威胁[6]。

虽然 G .17Ⅱ 型目前尚未取代 G .4Ⅱ 型成为最

流行的优势株，但是其有可能通过进化演变

为 新 变 异 株 而 引 发 大 范 围 的 急 性 胃 肠 炎 暴
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发，因此研发针对 G .17Ⅱ 型 NoV 的疫苗已

迫在眉睫。 

病毒样颗粒(virus-like particle，VLP)由病

毒的一个或多个结构蛋白组成，在形态和免疫

原性上与天然病毒颗粒相似，能够诱导高水平

的免疫应答[7]。VP1 蛋白是病毒的主要免疫原

性蛋白，在体外单独表达即可自我组装形成

VLP，因而成为目前 NoV 疫苗的研究热点[8]。

因 此 ， 本 研 究 应 用 大 肠 杆 菌 表 达 系 统 制 备

G .17Ⅱ 型 NoV 病毒样颗粒，并进行纯化和鉴定，

以期为 G .17Ⅱ 型 NoV 疫苗的研制提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒、菌种 

原核表达载体 pET28a-MsyB 由西北农林科

技大学杜恩岐博士惠赠；大肠杆菌(Escherichia 

coli) BL21(DE3)和 Trans5α 感受态细胞，北京全

式金生物技术有限公司。 

1.1.2  主要试剂 

BamH Ⅰ、Nco Ⅰ、Xho Ⅰ等限制性内切酶，

赛默飞世尔科技(中国)有限公司；烟草蚀纹病毒

(tobacco etch virus，TEV)蛋白酶、无缝克隆连

接试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公司；

TALON His-Tag 纯化树脂，TaKaRa 公司；鼠抗

G .17Ⅱ 型 NoV VP1 多克隆抗体为本实验室自

制；HRP 标记的羊抗鼠 IgG，武汉三鹰生物技

术有限公司。 

1.2  VP1 基因的合成 

参考 G .17Ⅱ 型诺如病毒毒株衣壳蛋白 VP1 

(GenBank 登录号：NC_039475.1)的全长序列，

通过生工 生物工程 (上海 )股 份 有限公司 合成

VP1 基因并插入 pUC57-Amp 载体，命名为

pUC57-VP1 质粒。 

1.3  pET28a-MsyB-VP1 表达载体的构建及

鉴定 

按照无缝克隆试剂盒说明书设计 VP1 克隆

引物 VP1F (5′-TGTATTTCCAGGGAGGATCC 

ATGAAGATGGCGTCGAATGAC-3′)和 VP1R 

(5′-GTGGTGGTGGTGCTCGAGTTACTGAGC
CCTCCTTCGCCCATT-3′)，在 VP1 基因两端设

计同源臂(字体加粗部分)，并在同源臂与目的基

因之间添加酶切位点(下划线处)。引物由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成，扩增片段长度

为 1 658 bp。 

以 合 成 的 pUC57-VP1 质 粒 为 模 板 ，

VP1F/VP1R 为引物，进行 VP1 基因的扩增。将

PCR 扩 增 得 到 的 VP1 基 因 定 向 插 入 至

pET28a-MsyB 载体的 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ酶切位

点之间，获得 pET28a-MsyB-VP1 原核表达载

体。提取菌液 PCR 阳性菌株的质粒，用 Nco Ⅰ

和 Xho Ⅰ进行双酶切鉴定，并送生工生物工程

(上海)股份有限公司进行测序鉴定。 

1.4  重组蛋白表达条件的优化和可溶性分析 
将鉴定正确的 pET28a-MsyB-VP1 重组质

粒转化至大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞中，

挑取单菌落 37 °C、220 r/min 培养过夜后，以

1:100 的比例将其接种至含有卡那霉素(50 µg/mL)

的 LB 液体培养基中，37 °C、220 r/min 振荡培

养至 OD600 约为 0.6 时，分别加入终浓度为 0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0 和 1.2 mmol/L 的 IPTG，在

37 °C 下诱导 6 h 优化 IPTG 诱导浓度。然后按

照上述方法在最佳 IPTG 诱导浓度下分别诱导

2、4、6、8、10 h，探索最适的表达时间。将

收获的菌体分别重悬于 1×PBS 缓冲液(pH 7.4)

中，超声破碎菌体(300 W，工作 5 s，间歇 5 s，

超声 5 min)并分离上清、沉淀，通过 SDS-PAGE

凝胶电泳对重组蛋白的最佳表达条件及其可溶

性进行鉴定。 
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1.5  重组蛋白的纯化和标签的去除 
按照最佳条件大量诱导表达目的蛋白，诱

导结束后经 4 °C、12 000×g 离心 10 min 收集菌

体，用 1×PBS 缓冲液(pH 7.4)重悬菌体，冰浴

超声破碎(工作 5 s，间歇 5 s，超声 30 min)后

12 000×g 离心 10 min，收集上清用 0.45 µm 滤

膜过滤。滤液经 TALON His-Tag 纯化树脂纯化，

首先用 60 mmol/L 咪唑的缓冲液洗涤杂质蛋白，

然后用 180 mmol/L 咪唑的缓冲液洗脱目的蛋

白。洗脱蛋白经超滤除去咪唑后，按照 TEV 蛋

白酶说明书对纯化蛋白进行酶切以去除 MsyB

标签。将酶切后样品再次用 TALON His-Tag 纯化

树脂纯化，直接收集流穿液即为 VP1 纯化蛋白。 

1.6  纯化蛋白的 Western Blot 鉴定 

纯化的蛋白样品经 12% SDS-PAGE 分离后

转印到聚偏二氟乙烯(polyvinylidene fluoride，

PVDF)膜上，用 10%脱脂奶粉封闭 2 h，用鼠抗

G .17Ⅱ 型 NoV VP1 多克隆抗体作为一抗，在

4 °C、70 r/min 摇床上孵育过夜，用 Tris/吐温-20

缓冲液(Tris-buffered saline solution/Tween-20，

TBST)将 PVDF 膜漂洗 3 次，每次漂洗 5 min；

以 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 为二抗，室温孵育 1 h，

用 1×TBST 将 PVDF 膜漂洗 3 次，每次漂洗 5 min，

最后使用二氨基联苯胺(3,3′-diaminobenzidine，

DAB)显色液对 PVDF 膜进行显色反应。 

1.7  VP1 蛋白的透射电镜观察和动态光散

射鉴定 

取 10 µL 纯化后的蛋白滴加到碳覆盖的铜

网膜上，吸附 3−5 min 后用滤纸吸去样品，然

后滴加 ddH2O 清洗铜网并吸去多余液体。最后

滴加 1 滴 2%磷钨酸进行染色 2 min，吸取染色

液，室温晾干铜网，使用透射电子显微镜观察

颗粒的形态及大小。另外，对纯化后的 VP1 蛋

白进行物理特性鉴定，利用动态光散射对纯化

后的 VP1 蛋白的水化半径进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  VP1 目的基因的扩增与鉴定 
为 了 提 高 VP1 蛋 白 的 可 溶 性 ， 选 择 了

pET28a-MsyB 作为表达载体，该载体含有可溶

性标签 MsyB，在可溶性标签的 N 端有 His6-Tag

以便于纯化，在可溶性标签的 C 端有 TEV 蛋白

酶识别位点以便于后续标签蛋白的去除，VP1

基因插入 TEV 蛋白酶识别位点后的多克隆位点

以构建原核表达载体 pET28a-MsyB-VP1 (图 1)。 

2.2  重组表达质粒 pET28a-MsyB-VP1 的

构建及鉴定 
将构建的重组表达质粒用 Nco /Ⅰ Xho Ⅰ双

酶切，将双酶切产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳进

行检测，可见约 2 100 bp 的目的基因条带(图 2)， 

 

 
 
图 1  本研究构建的表达载体结构示意图 
Figure 1  Schematic diagrams of the VP1 
expression vector constructed in this study. 
 

 
 
图 2  重组质粒 pET28a-MsyB-VP1 的双酶切鉴定 
Figure 2  Identification of pET28a-MsyB-VP1 by 
double enzyme digestion. M: Trans2K Plus DNA 
Marker; 1: pET28a-MsyB-VP1 plasmid; 2: pET28a- 
MsyB-VP1 enzymatic digestion fragment. 
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两者均符合预期大小。将酶切鉴定正确的重组质

粒送公司测序，测序结果显示 NoV VP1 片段成功

连接到表达载体，并且未出现碱基突变或缺失。 

2.3  重组蛋白 MsyB-VP1 表达条件的优化

和可溶性分析 
将重组表达质粒 pET28a-MsyB-VP1 转化

到大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞后，对重组

蛋白的最佳 IPTG 诱导浓度和时间进行优化。

收获的菌体经超声破碎分离上清和沉淀后进行

SDS-PAGE 电泳，结果表明在约 100 kDa 处出

现明显的条带，与重组蛋白 MsyB-VP1 的预期

大小相符；重组蛋白主要存在于超声破碎上清

中，以可溶性表达为主(图 3)。同时将通过不同

IPTG 诱 导 浓 度 和 诱 导 时 间 的 菌 体 进 行

SDS-PAGE 分析，确定重组蛋白 MsyB-VP1 最

适表达条件为：IPTG 浓度 0.8 mmol/L，37 °C

诱导 8 h (图 4)。 

 
 
图 3  重组蛋白表达可溶性分析   M：预染蛋白

分子量标准；1：诱导前全菌蛋白；2：诱导后全

菌蛋白；3：诱导后上清；4：诱导后沉淀 

Figure 3  Soluble analysis of MsyB-VP1 fusion 
protein. M: Prestained Protein Marker; 1: Total 
bacteria protein before induction; 2: Total bacteria 
protein after induction; 3: Supernatant of 
ultrasonicated E. coli after induction; 4: Sediment 
of ultrasonicated E. coli after induction. 

 

 

 
图 4  重组蛋白表达条件的优化   M：预染蛋白分子量标准；A：在 37 °C 条件下，重组菌以不同 IPTG

浓度(1−7：0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mmol/L)诱导 6 h；B：在 37 °C 条件下，重组菌使用 0.8 mmol/L 

IPTG 诱导不同时间(1−6：0、2、4、6、8、10 h) 

Figure 4  Optimization of expression condition for MsyB-VP1 fusion protein. M: Prestained Protein Marker; 
A: Recombinant bacteria were induced at 37 °C with different IPTG concentrations (1−7: 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 
1.0 and 1.2 mmol/L) for 6 hours; B: Recombinant bacteria were induced at 37 °C with 0.8 mmol/L IPTG for 
different time (1−6: 0, 2, 4, 6, 8, 10 h). 
 
 



 
488 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

2.4  MsyB-VP1重组蛋白的纯化与TEV酶切 
将大量诱导后超声破碎的上清经 TALON 

His-Tag 纯化树脂纯化，纯化得到的 MsyB-VP1

重组蛋白用 TEV 蛋白酶进行酶切，酶切后的产

物采用 SDS-PAGE 鉴定。结果显示，MsyB-VP1

重组蛋白已经被纯化，洗脱液中目的蛋白纯度

较高且单一(图 5A)，而且纯化后的目的蛋白可

以完全被 TEV 蛋白酶切开(图 5B)。 

2.5  纯化 VP1 蛋白的鉴定 
将 TEV 蛋白酶处理后的样品再次经 TALON 

His-Tag 纯化树脂纯化，直接收集流穿液即为纯

化的 VP1 蛋白。取纯化后的 VP1 蛋白进行

SDS-PAGE 电泳，结果显示在 60 kDa 处出现特异

性条带，与天然 VP1 蛋白大小相符(图 6A)。同时，

以鼠抗 G .17Ⅱ 型 NoV VP1 多克隆抗体作为一抗

进行 Western Blot 鉴定，结果显示在目标条带处 

 

 
 
图 5  MsyB-VP1 重组蛋白的纯化与 TEV 酶切   M：预染蛋白分子量标准；1：诱导后全菌蛋白；2−5：

纯化的 MsyB-VP1 蛋白；6：TEV 蛋白酶处理后的 MsyB-VP1 蛋白 

Figure 5  Purification of MsyB-VP1 protein and TEV protease treatment. M: Prestained Protein Marker; 1: 
Total bacteria protein after induction; 2−5: Purified MsyB-VP1 protein; 6: Purified MsyB-VP1 protein 
treated with TEV protease. 

 

 
 
图 6  纯化 VP1 蛋白的 SDS-PAGE (A)和 Western Blot (B)分析    
Figure 6  SDS-PAGE (A) and Western Blot (B) analysis of purified VP1 protein. M: Prestained Protein 
Marker; 1: Purified VP1 protein. 
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有一条明显的单一条带(图 6B)，这表明纯化得到

的 VP1 蛋白具有良好的反应原性和特异性。 

2.6  纯化 VP1 蛋白的透射电镜观察和动态

光散射鉴定 
将纯化得到的 VP1 蛋白进行磷钨酸负染，

在 30 000×透射电镜下观察，可见到大小均一的

颗粒样结构(图 7A)。进一步动态光散射分析表

明，超过 95%的纯化后 VP1 蛋白可以形成直径

约为 40 nm 的颗粒(图 7B)，与天然病毒的颗粒

大小相近，这表明纯化的 VP1 蛋白可以组装成

病毒样颗粒。 

3  讨论与结论 

作为引起全球急性病毒性胃肠炎流行和暴

发的主要病原体，NoV 严重威胁着人类健康和

公 共 安 全 ， 受 到 越 来 越 多 的 关 注 和 重 视 。

2014−2015 年，一种新变异株 G .17Ⅱ 型 NoV

在中国和日本等亚洲国家引起了大面积的急性

胃肠炎暴发[9]。此后，G .17Ⅱ 型在亚洲地区逐

渐占据主要地位，打破了 G .4Ⅱ 型 20 余年作为

优势流行毒株的局面[10]。目前，G .17Ⅱ 型在全

球范围内呈扩散的态势，德国、法国、意大利

等欧洲国家和美国、巴西等美洲国家均相继报

道出现了 G .17Ⅱ 型诺如病毒[11-14]。与 G .4Ⅱ 型

相比，G .17Ⅱ 型导致的疾病在发病规模、感染

人数和发病程度等方面都更为严重，亟须引起

足够的重视。然而 G .17Ⅱ 型病毒由于流行时间

短，关于其流行机制、变异规律、临床检测和

疫苗研发等研究较为有限。因此，开发安全高

效 的 G .17Ⅱ 型 病 毒疫 苗 将 成为 预 防 和控 制

NoV 感染的研究重点。 

在 NoV 疫苗的研究中，病毒样颗粒疫苗是

目前研究的主要方向。作为 NoV 的主要衣壳蛋

白，VP1 与病毒的受体识别、宿主特异性、病

毒多样性及免疫原性均密切相关，而且 VP1 蛋

白体外表达后可自行组装成 VLP 颗粒，因而成

为 NoV 疫苗的研究热点[15]。截至目前，研究人

员已经通过多种表达系统实现了 VP1 蛋白的体

外表达，杆状病毒系统和酵母系统是最常用的

表达系统[16-18]。真核表达系统操作复杂，表达

成本较高，因此本研究选择 E. coli 原核表达系

统进行 G .17Ⅱ 型诺如病毒 VP1 蛋白的表达，

为 G .17Ⅱ 型病毒疫苗的开发提供参考。 

pET 原核表达系统具有蛋白表达量高、稳

定性好、蛋白易于纯化等优点[19]，所以本研究

选择了 pET28a 原核表达载体进行 NoV VP1 蛋 

 

 
 
图 7  纯化 VP1 蛋白的透射电镜检测(A)和动态光散射分析(B) 
Figure 7  The purified VP1 protein detected by negative staining electron microscopy (A) and dynamic light 
scattering (B). 
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白的表达。考虑到 VP1 蛋白在原核系统中常以

包涵体形式表达，本实验利用超酸性蛋白 MsyB

与 VP1 融合表达实现了目的蛋白的可溶性表

达，同时为了去除多余的蛋白标签以保持 VLPs

的天然结构，进一步在 MsyB 与 VP1 蛋白之间

添加了 TEV 蛋白酶识别位点。通过 SDS-PAGE

电泳分析，MsyB-VP1 融合蛋白主要以可溶性

形式高效表达。MsyB-VP1 纯化蛋白经 TEV 蛋

白酶切割后再次纯化，可以得到不含蛋白标签

且纯度较高的天然 VP1 蛋白。透射电镜结果表

明，G .17Ⅱ 型 VP1 蛋白形成了 VLP，其颗粒形

态与天然病毒颗粒相似，大小与真核表达系统

制备的 VLP 大小一致[16-18]。Western Blot 分析

显示，纯化的 VP1 蛋白可以与鼠抗 G .17Ⅱ 型 NoV 

VP1 多克隆抗体特异性结合，表明 G .17Ⅱ 型 VP1

蛋白具有良好的抗原性。 

综上所述，本研究成功利用原核表达系统

制备了 G .17Ⅱ 型诺如病毒的 VLP，为 G .17Ⅱ 型

NoV 单克隆及多克隆抗体的制备、新型疫苗研

发及血清学检测方法的建立等奠定了基础。 
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