
ÒÓÔcd

Ａ
Ó

１６
Ã

ＶＰ１
ÕÖy²�f×�Åô

�¶·

１，
ç¸0

２，
ä¹º

２，
»¼¥

３　（１．
=Õ$«°%§ÄíwÀàÄÇÃÎ÷n+

／
=Õ<,-.@§¥mÂãÃÎ÷n+

，

=Õ|T

７５０００４；２．̧
îh$%«%¶·&$%§zÖ×¶·#S

，̧
îÐ'

７３００５０；３．
Ð'æ�§zÖ×�H*I

，̧
îÐ'

７３００５０）

./

　［
)*

］
¤¤&�V8,½¾¿67

Ａ
ø

１６
*

（ＣＶＡ１６）ＶＰ１
Àj

。［
=>

］
ì�

ＧｅｎＢａｎｋＣＶＡ１６ＶＰ１
¥¡§û

，
©'

ＶＰ１
J¥¡

，

°ªÿÌª

ｐＥＴ３０ａ，
m¡¤¤&�µÂ

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１。
ôR§r;*5øµÂÑ,Øhu�«

ＢＬ２１（ＤＥ３），ＩＰＴＧ
Á�Àj&

�

，Ｎｉ－ＮＴＡ
ÿ�EÄ8,

，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
�

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
WX5øÀj

。［
\]

］
'Âm¡5øµÂ

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１，
&�ÀjK

ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ

¾�³^fúo

３８．７ｋＤａ，
)*ÀjmÅ:ªPJÍù

，
ÀjKÁ�

、
8,

，
89�

９０％
m©

；
K

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
QR

，
yñ&�*À

jo

ＶＰ１
Àj

。［
\q

］
'Â;þu´89*

ＶＰ１
Àj

，
oR�¤9A'OUVÃÐu¥Â

。

012

　
½¾¿67

Ａ
ø

１６
*

（ＣＶＡ１６）；ＶＰ１
Àj

；
¤¤&�

；
8,

&3456

　Ｒ３７３．２＋３　　
789:;

　Ａ　　
7<=6

　０５１７－６６１１（２０１８）３０－００９９－０３

ＯｋａｒｙｏｔｉｃＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＰ１ＰｒｏｔｅｉｎｏｆＣｏｘｓａｃｋｉｅＶｉｒｕｓＧｒｏｕｐＡ１６ＳｔｒａｉｎａｎｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ＰＡＮＰｅｎｇｇｅ１，ＬＩＫｅｓｈｅｎｇ２，ＤＵＨｕｉｆｅｎ２ｅｔａｌ　（１．ＦｅｒｔｉｌｉｔｙＭａｉｎｔｅｎａｎｃｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＮｉｎｇｘｉａＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ／ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄＧｅｎｅｔｉｃｓｉｎＮｉｎｇｘｉａＨｕｉＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ，Ｙｉｎｃｈｕａｎ，Ｎｉｎｇｘｉａ７５０００４；２．ＭｅｄｉｃａｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅ
ｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒ，ＧａｎｓｕＡｃａｄｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｌａｎｚｈｏｕ，Ｇａｎｓｕ７３００５０）
Ａｂｓｔｒａｃｔ　［Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ］ＴｏｅｘｐｒｅｓｓａｎｄｐｕｒｉｆｙｔｈｅＶＰ１ｐｒｏｔｅｉｎｏｆｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓｇｒｏｕｐＡ１６ｓｔｒａｉｎ（ＣＶＡ１６）ｉｎＥ．ｃｏｌｉ．［Ｍｅｔｈｏｄ］ＴｈｅＣＶＡ１６ＶＰ１
ｇｅｎｅｗａｓｍａｎｕａｌｌｙｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅＧｅｎＢａｎｋＶＰ１ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ａｎｄｔｈｅｎｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＥＴ３０ａｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌｐｌａｓｍｉｄ
ｐＥＴ３０ａＣＶＡ１６ＶＰ１．ＴｈｅｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３０ａＣＶＡ１６ＶＰ１ｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｒｏｕｇｈｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｗａｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｆｏｒｉｎｄｕｃｉｎｇＶＰ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＩＰＴＧａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙＮｉＮＴＡａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ．ＴｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ．［Ｒｅ
ｓｕｌｔ］ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３０ａＣＶＡ１６ＶＰ１ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ３８．７ｋＤａｂｙＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓ．
Ｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｉｓｔｅｄａｓｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｉｅｓ．Ｔｈｅｐｕｒｉｔｙｏｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｂｏｖｅ９０％．ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｐｒｏｖｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔｉｓ
ＶＰ１ｐｒｏｔｅｉｎ．［Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ］ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＣＶＡ１６ＶＰ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉ，ｗｈｉｃｈｌａｉｄａｓｏｌｉｄｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＭＴＢｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＣｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ１６（ＣＶＡ１６）；ＶＰ１ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｐｕｒｉｆｉｃａｎｔｉｏｎ

BCDE

　
�¶·

（１９８７—），
¬

，
�$Äµ¯

，
efñò¼

，
°±

，
½¾

³^0;£+,

。·¸U¹

，
+,g

，
q±

，
½¾�£0

;yz

、
SÅ³^0;£+,

。
HIJK

　２０１８－０６－１２；
LMJK

　２０１８－０６－２７

　　
çèºGu

（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ，ＣＶ）
ª6×1Ô1ÏGu

«

，
YÍGuª

，
¿§¨N�|[|G

，
{mäÍ²�

、
·ú

�G

、́
�y

、
éê>ë�y

、
®8>Éê

、
S"y

、
�>ìe

>Ýíî�y�

［１－２］。
çèºGueÈg

Ａ、Ｂ
1,

，
~#

Ａ
,

１６
\

（ＣＶＡ１６）
ögß(6è·ú�GbZ[YÍGuk

u¼þuò�

［３］。

ＣＶＡ１６
gSY�b���J

ＲＮＡ
Gu

，
k�,À¾�

１
SÂ�.�²

，
��¨§uSñ²p¾bNïUkGc

，
B

Uk0Ñ1É2

Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３
¹

３
S�¡@

，
~#

Ｐ１
@��G

ub´¼Uk

ＶＰ１～ＶＰ４，
¼2Gu�Q

，
¼

Ｐ２、Ｐ３
@��¡

´¼Uk

［４］。
¤Gu²�~ZX"Q

，ＶＰ１
UkmX"db

uc´9§¨

ＶＰ４
&�

，
!¼�xGuk�,!ÄX"

。
»

Æ

，ＣＶＡ１６
b#©ÝoTýî°N�6

ＶＰ１
�¡@

，
½

ＶＰ１
k�mYÍGu¢i\ñ²j

，
¿ög

ＣＶＡ
¢i\qYÍ

Guª^¸Q¢ibÈ[�Ê

［５－７］。
9E

ＶＰ１
Ukeög

¶·

ＣＶＡ１６
bZ[ÐÓ¼eÑ¥ò�

，
 VÐG²

ＣＶＡ１６
ＶＰ１

âã>Ø3b¶·hEp³

。
°¶·@

ＣＶＡ１６ＶＰ１
A

k�ÇÈ'o1�îøc

ｐＥＴ３０ａ，
¼ÃÃ,�î/Ï

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１，
o1�îb,ö

ＣＶＡ１６ＶＰ１，
cUg

ＣＶＡ１６
³U�.Â®©ã+¶ûÔýk:

。

１　
�¶UVW

１．１　
�¶

１．１．１　
ßX

。
°Y1ß

ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）²u!X"

、
�î/

Ï

ｐＥＴ３０ａ
¬=Õ$«°%§ÄíwÀàÄÇÃÎ÷n+w

�

；
¢f92mo¢¬½'�ZÉ§z«Ö�H*Iº2

。

１．１．２　
õ©0îZ[�.

。
Hû>^a0

ＨｉｎｄⅢ／ＸｈｏＩ、Ｔ４
ＤＮＡ

�Â0

、
/Ï×ì�.Z

、
ÃdÔ`Á?Õ<ß�.Z

�-

ＴａＫａＲａ
*I

；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、
Uk

Ｍａｒｋｅｒ
�-

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
*I

；
É$ÊÜ

、
ÖÝ@ÊÜ�gdC§zõ¤Ö×(��

H*I¨Ï

；
8Ý

ＣＶＡ１６
¢i�-

ＡＴＣＣ；ＨＲＰ
ÓVb´Ý

8

ＩｇＧ
�-

Ｓｉｇｍａ
*I

；
ï�ªð9b#��-

Ｐｈａｒｍａｃｉａ
*I

；
~Í�.Dgs¨È#,

。

１．２　
VW

１．２．１　
Ã,/Ï

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１
b¼Ã

。
ÉÊ

ＧｅｎＢａｎｋ
ＣＶＡ１６ＶＰ１

k�¢f

，
²Ðbk�!",�Cºö

，
LPº

ö$bk�¢f

，
|õ92

ＣＶＡ１６ＶＰ１
Ak�

，̈ ８９１ｂｐ，
Q

QP

ＣＶＡ１６ＶＰ１
k�

５’
GßÄ

ＨｉｎｄⅢ0a�Î

，３′
Gñ÷

]ð,�CßÄ

ＸｈｏⅠ0a�Î

。
92b

ＣＶＡ１６ＶＰ１
k�©

�îøc

ｐＥＴ３０ａ
È­¾

ＨｉｎｄⅢ©

ＸｈｏⅠÈ0a

，
0aºA$

<ßÐbøc©ôb

，
Luýo�

（１∶３～１∶５）
÷W

，
)Ä�

c4

Ｔ４ＤＮＡ�Â0

，１６℃
±Ø�Â

。
ê¾8[K@d �

ÂZyö¡=@ûþb

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α²u!X"

，
P¾�É

$ÊÜ

（１００μｇ／ｍＬ）bＬＢ�cyôkd6

３７℃
±Øyô

。

１．２．２　
Ã,/Ï

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１
büý

。
ü�CÂd

b�ße6

ＬＢ
Zcyôk

（
¾�É$ÊÜ

）
#

，３７℃
òß±

Ø

，
LP/Ï×ì�.Zb=ö®¯ì�/Ï

ＤＮＡ。
c°/

Ï

ＤＮＡ
gtÂ

，
¾

ｐＥＴ３０ａ
b°¾ßz

Ｔ７／Ｔ７ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ
!"

ＰＣＲ
¾m

，ＰＣＲ
¦/g

９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５８℃ ９０ｓ，
７２℃３０ｓ，̈ ３０

SRµ

；７２℃１０ｍｉｎ。
@ÃdÔ`Á?Õü

XYZ[\]

，Ｊ．ＡｎｈｕｉＡｇｒｉｃ．Ｓｃｉ．２０１８，４６（３０）：９９－１０１ 　　　



ý°×��b">/ÏÄo¢

，
@o¢´3m,�Cºö$

b

ＶＰ１
k�¢fo²c�ý�Ä¢fb��>

。

１．２．３　
Q9Uk

ＣＶＡ１６－ＶＰ１
bÚ§�î

。
@o¢��bÃ

,/Ï

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１
yö'²uX"

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１
（ＤＥ３）

#

，
yöX"¢6¾É$ÊÜb

ＬＢ
yôkCÎ#

，

３７℃
�E�#±Øyô

。
Iüü�">ÇÈ'

５ｍＬＬＢ
Z

cyôk

（
¾É$ÊÜ

）
#

，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ
±Øyô¡

ＯＤ６００g０．５～１．０，ÍOL

１∶５０～１∶１００
bo�Â�'

３００ｍＬ
¾É$ÊÜb

ＬＢ
Zcyôk#

，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ
yô¡

ＯＤ６００g０．５～１．０，��

１ｍＬ
�Ú§ßög�>²P

，４℃
ä

�

。
)Ä

ＩＰＴＧ
¡]5¾g

１ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃
uÁyô

４ｈ，
+

Sßàßc

。
L

０．１ｇ／ｍＬ
dßcjk#)Ä

ＰＢＳ
e`Z

，

[È÷W

，－７０℃
õ=PQ

３～４
Í

，̂
D�·*ã¡-Zk

¯

，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ
+S

１５ｍｉｎ，
ßàdi

。
djk#)Ä�

M

２ｍｏｌ／Ｌ
báÜ-Z

（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ８．０；０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ；２ｍｏｌ／Ｌ

á Ü

；２％ Ｔｒｉｔｏｎ）
Ã {

，
+ E u v

３０ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ

+S

１０ｍｉｎ，
~di

；
Ã=d &(

１
Í

；
H$)Ä

Yic-1e`Z

（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ８．０；０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ；８ｍｏｌ／Ｌ

áÜ

；０．２ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ；２％Ｔｒｉｔｏｎ）
Ã{

，４℃
[È

-1

。
È­@�Ú§bßZ

、
Ú§$bßZ

、
diîáÜAÆ

$bÛÏ5ù$!"

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
È#

。

１．２．４　
Ã,Ukb´¼=>î,ö

。
@

８ｍｏｌ／Ｌ
áÜ-1$

bÛÏ

，
°±

ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－３００̀
Áb#!"´¼=>

，
�,

�:

２０ｍｍ×４００ｍｍ，０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ７．４ＰＢＳ、０．２５ｍＬ／ｍｉｎ
i

YAY

，
ßàZUk�

；Ｎｉ－ＮＴＡ
�©b#,ö

，
ó�ú¾A

Y

，
ßàÐbUk

。ｐＨ８．０ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－３００̀
Á�Y�

，
�

^+S

，
5ÄÝo

。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
È#Ýo,¾

，
�ÆÈ··

¾ÝoýUk5¾

。

１．２．５　
,ö¨zb

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
üý

。
@,öbÃ,

ＣＶＡ１６
ＶＰ１

UkB

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
È+$

，
?yÿ

１ｈ
¡�Ï\]Ü�

d

，
)Ä

５％
YdÚñ

，
+ESé

１ｈ；ＰＢＳＴ
e`Z`A

，
)Ä

１∶２０００
Ê&b8Ý

ＣＶＡ１６
¢i

，
+EÆÄ

１ｈ；ＰＢＳＴ
e`

Z`A

，
:)Ä

ＨＲＰ
ÓVb´Ý8

ＩｇＧ（１∶２０００
Ê&

），
+

EÆÄ

１ｈ；ＰＢＳＴ
e`ZA�

，
H$)

ＴＭＢ
4}

。

２　
^_U4`

２．１　
sÓ]Ø

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１
y±!

　
Ã,/Ï

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１
B

ｐＥＴ３０ａ
°¾ßz

Ｔ７／Ｔ７ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ
¾

m

，
ÃdÔ`Á?Õ�o¿�À'u¦<

１．３ｋｂ
b¦9

，
m

ù��ñ®

；
!u&bo¢´345

，
k�¢fm,�Cº

ö$b¢fu¨

，
®¯Ã,/Ï¼Ã2�

，́
3{ó

１。
２．２　

sÓÕÖ

ＣＶＡ１６－ＶＰ１
yæ�f×

　
@Ã,�î/Ï

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１
yö'°Y1ß�îßX

ＢＬ２１（ＤＥ３）
#

，１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ
Ú§$

，
2��î�

ＶＰ１
Uk

，
�BÚ§

bßc���î

，
B

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
?ÕÈ#

，
~ÈCM°<g

３８．７ｋＤａ，
mMU�ñ®

（
ó

２：１～２）。
ÐbUkPX"#c

YicbÉv�P

（
YicBAÆ

、
-1

，８ｍｏｌ／Ｌ
áÜQ¿

�'�°MÐbUk#�

）（
ó

２：３～７）。
２．３　

sÓÕÖy^�½ê�Åô

　８ｍｏｌ／Ｌ
áÜ-1ZB

�

：Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１，２．
Ã,/Ïb

ＰＣＲ
üý¨z

Ｎｏｔｅ：Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１，２．ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ３０ａ

ＣＶＡ１６ＶＰ１

3

１　ｐＥＴ３０ａＣＶＡ１６ＶＰ１
sÓ]Øy±!

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３０ａＣＶＡ１６ＶＰ１

�

：Ｍ．
Uk

Ｍａｒｋｅｒ；１．ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１
yöß�Ú§

；２．ｐＥＴ３０ａ
－ＣＶＡ１６－ＶＰ１

yößB

ＩＰＴＧ
Ú§

；３．
*ã$di

；４．
*ã$j

k

；５．２ｍｏｌ／Ｌ
áÜAÆ

；６．２ｍｏｌ／Ｌ
áÜ�ÍAÆ

；７．８ｍｏｌ／Ｌ

áÜ-1Yic

Ｎｏｔｅ：Ｍ．ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１．ｐＥＴ３０ａＣＶＡ１６ＶＰ１ｔａｎｓｆｏｒｍｅｄＥ．ｃｏｌｉ，ｎｏｔ

ｉｎｄｕｃｅｄ；２．ｐＥＴ３０ａＣＶＡ１６ＶＰ１ｔａｎｓｆｏｒｍｅｄＥ．ｃｏｌｉｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ

ＩＰＴＧ；３．Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ；４．Ｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｆ

ｔｅｒｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ；５．２ｍｏｌ／ＬＵｒｅａ；６．Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ２ｍｏｌ／ＬＵｒｅａ；７．

８ｍｏｌ／ＬＵｒｅａ

3

２　
sÓÕÖ

ＣＶＡ１６－ＶＰ１
¥

Ｅ．ｃｏｌｉ
&f×y

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

4`

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎＶＰ１ｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ

ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－３００̀
Áb#!"´¼=>©

Ｎｉ－ＮＴＡ
�©b#

��©b#,ö

，
wxÎ,¾<

９０％
bÐbUk

，́
3�ó

３。
�ÆÈ··¾KoUk5¾

，
Uk5¾î

２ｍｇ／ｍＬ。
２．４　

sÓÕÖ

ＶＰ１
y

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
e!

　
@,ö$bÃ

,Uk

ＶＰ１
m8Ý

ＣＶＡ１６
¢i!"

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
È#

，
4}

$P�Ï\]�d���u¦9

（
ó

４），
�¯�îbÃ,U

kúg

ＶＰ１
Uk

。

３　
��

·ú�G

（ｈａｎｄｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）
Vu�A

¦>b�>6«ã�G

，
Z[¬YÍGu

７１
\

（ＥＶ７１）
©

ＣＶＡ１６
ß(

［８］。ＥＶ７１
P

ＨＦＭＤ
bi"#uÁ`Z[_�

，

ÇÈ�>yµ¿ß®ªÃb®z�¡±÷

［９］；
¼

ＣＶＡ１６
b

００１ 　　　　　　　　　　
ËÌÍzl£

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１８
{



�

：Ｍ．
Uk/

Ｍａｒｋｅｒ；１．
,öb

ＣＶＡ１６－ＶＰ１
Ã,Ýo

Ｎｏｔｅ：Ｍ．ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１．ＰｕｒｉｆｉｅｄＶＰ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｎｔｉｇｅｎ

3

３　
Åôy

ＣＶＡ１６－ＶＰ１
sÓñ²

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
4`

Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＶＰ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｎｔｉｇｅｎ

�

：１．
�>²P

；２．
,öbÃ,Uk

Ｎｏｔｅ：１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２．ＰｕｒｉｆｉｅｄＶＰ１

3

４　
ÅôÕÖy

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
4`

Ｆｉｇ．４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＶＰ１

²�zÿpg¨�

［３］，
�»P±øbR�B

ＥＶ７１
uÁV¶

·bÃÎ

，ＣＶＡ１６
¢eÒ�

。
ÐG

ＥＶ７１
ávã+AB2�

dè

［１０］，
 ¹ºã+²

ＣＶＡ１６
²�§¨b·ú�GV��

�«wxö¾b

［１１－１２］。
�ºBV�¶·®�

，ＣＶＡ１６
²�

byµPÃzÜbQÛ¿ß®ªÃb®z�¡±÷

［７］，̧
Q

bVyµB¸Ý×

，
¼½

ＣＶＡ１６
b²�ßßõ=

，̈
�y6

Às¸S

［１３－１４］。
�»

，
ÐG²6

ＣＶＡ１６
b¶·�4xMg

Ã[

，
¼

ＶＰ１
ög

ＣＶＡ６
Z[Æ�Ukku©Ýo@buÇ

È

，
2g

ＣＶＡ６
ã+©í,³U�.¶·n�b?�Ýo

。

°�n2�¼ÃÎÃ,�î/Ï

ｐＥＴ３０ａ－ＣＶＡ１６－ＶＰ１，
byÄ�îßX

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）
#!"ºö�î

，
B

ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ

È#

，
�¯

ＶＰ１
UkP°Y1ß#2��îbZ[

cYicÉv�P

，
�îUkB=>

、
,ö

，
,¾î

９０％
c

d

；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
�÷�îbÃ,Ukúg

ＶＰ１，
g»Ýob

í,³Uj¾ÔýÎk:

。

íî78

［１］ＯＢＥＲＳＴＥＭＳ，ＰＥＮ
～

ＡＲＡＮＤＡＳ，ＭＡＨＥＲＫ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｓｏｆａｌｌｍｅｍｂｅｒｓｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓＨｕｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓＡ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ｇｅｎｅｒａｌｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００４，８５（Ｐｔ６）：１５９７－１６０７．

［２］
z$í

，
aW�

，
%ô

．
»&��Ö

Ａ
ò

１６
µîïJÑ×

［Ｊ］．
9ô'�

�^¥Ð

，２０１４，１８（１）：６８－７３．
［３］ＭＡＯＱＹ，ＷＡＮＧＹＰ，ＹＡＯＸ，ｅｔａｌ．ＣｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ１６：Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ａｎｄｖａｃｃｉｎｅ［Ｊ］．ＨｕｍＶａｃｃｉｎＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，２０１４，１０（２）：３６０－
３６７．

［４］ＨＡＮＪＦ，ＹＵＮ，ＰＡＮＹＸ，ｅｔａｌ．Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｎｄｇｅｎｏｍｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆｈｕｍａｎｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ１６ｓｔｒａｉｎｓｗｉｔｈｄｉｓｔｉｎｃｔｖｉｒｕｌｅｎｃｅｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｖｉ
ｒｕｓｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，１７９：２１２－２１９．

［５］ＤＯＳＳＡＮＴＯＳＧＰ，ＳＫＲＡＢＡＩ，ＯＬＩＶＥＩＲＡＤ，ｅｔａｌ．Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ
ｉｎＢｒａｚｉｌ，１９９８－２００３［Ｊ］．ＪＭｅｄＶｉｒｏｌ，２００６，７８（１）：９８－１０４．

［６］ＳＨＩＪ，ＨＵＡＮＧＸ，ＬＩＵＱ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｓｅｒｖｅｄｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇｌｉｎｅ
ａｒｅｐｉｔｏｐｅｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅＶＰ１ｐｒｏｔｅｉｎｏｆｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ１６［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，
２０１３，３１（１７）：２１３０－２１３６．

［７］
zÐ>

，
6ÎÎ

，
t((

，
)

．
»&��Ö

Ａ
ò

１６
µ

ＶＰ１
ö÷6¨»8

9

［Ｊ］．
9:fgá¾

，２０１４，５２（１４）：７２－７５．
［８］ＳＯＬＯＭＯＮＴ，ＬＥＷＴＨＷＡＩＴＥＰ，ＰＥＲＥＲＡＤ，ｅｔａｌ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏ
ｇｙ，ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ，ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｏｆｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１０，
１０（１１）：７７８－７９０．

［９］ＺＨＡＯＹＹ，ＪＩＮＨ，ＺＨＡＮＧＸＦ，ｅｔａｌ．Ｃａｓｅｆａｔａｌｉｔｙｏｆｈａｎｄ，ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈ
ｄｉｓｅａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＥＶ７１：Ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗａｎｄｍｅｔａ－ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．
ＥｐｉｄｅｍｉｏｌＩｎｆｅｃｔ，２０１５，１４３（１４）：３０９４－３１０２．

［１０］
®8

，
Î±o

，
X¦�

．ＥＶ７１
º

ＣＡ１６
îïÑ×�/

［Ｊ］．
¾)<=

，
２０１８，３０（３）：２４１－２４７．

［１１］ＡＳＷＡＴＨＹＲＡＪＳ，ＡＲＵＮＫＵＭＡＲＧ，ＡＬＩＤＪＩＮＯＵＥＫ，ｅｔａｌ．Ｈａｎｄ，ｆｏｏｔ
ａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ（ＨＦＭＤ）：Ｅｍｅｒｇｉｎｇｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙａｎｄｔｈｅｎｅｅｄｆｏｒａ
ｖａｃｃｉｎｅｓｔｒａｔｅｇｙ［Ｊ］．ＭｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｍｍｕｎｏｌ，２０１６，２０５（５）：３９７－４０７．

［１２］ＬＩＲＣ，ＬＩＵＬＤ，ＭＯＺＪ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１ｖａｃｃｉｎｅｉｎ
ｈｅａｌｔｈｙｃｈｉｌｄｒｅｎ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２０１４，３７０（９）：８２９－８３７．

［１３］ＮＡＳＳＥＦＣ，ＺＩＥＭＥＲＣ，ＭＯＲＲＥＬＬＤＳ．Ｈａｎｄ－ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ：
Ａｎｅｗｌｏｏｋａｔａｃｌａｓｓｉｃｖｉｒａｌｒａｓｈ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＰｅｄｉａｔｒ，２０１５，２７（４）：４８６
－４９１．

［１４］ＨＵＡＮＧＰＮ，ＳＨＩＨＳＲ．Ｕｐｄａｔｅｏｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎ
Ｖｉｒｏｌ，２０１４，５：９８－１０４．

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪
（
©ªÁ

９８
Ò

）

d

［７］，
m°¶·´3ñ²

。
¬»¿�

，̀
ÊÜb8"ý>o

�íÊÜ�

。Ｌｏｌｏ
�

［８］
¶·45

，
ÛÜZäÑ-ZP

１００℃
ÑD#¡]À"ý¾î

３ｈ。Ｆｒａｎｊｅ
�

［９］
¶·�¯ÞQÑ¶

©,âÊÜP

１００℃
8ÑD#)8

２ｈ，
K14J6

２０％，
½

²°Y1ß©��}àáß

ＭＩＣ
���ö

。

　　
2c��

，
°¶·oýb

１４
�Ýß(zoñb8"ý

>[osÆ¶·Ö4?Íb�uº

［７－９］。
°�ð¿¡m»Í

�¾Vs¨oñ

，
¼¸VÓÔÏ�ò

；
ç¿¡m�n#ê¾

bßXqØK�ò

［６－８］。
°¶·´3�¯

，
÷ÖÝj\Æ

，

９０℃ ３０ｍｉｎ
5ùkí¸®¯~ÍÝß(zbv>

。

íî78

［１］ＯＫＯＣＨＡＲＣ，ＯＬＡＴＯＹＥＩＯ，ＡＤＥＤＥＪＩＯＢ．Ｆｏｏｄｓａｆｅｔｙｉｍｐａｃｔｓｏｆａｎｔｉ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌｕｓｅａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｐｕｂｌｉｃｈｅａｌｔｈｒｅｖｉｅｗｓ，

２０１８，３９：１－２２．
［２］

1ãÆ

．
"ªbc-v=

［Ｍ］．
��

：
�==;���

，２０１７．
［３］

£�I

，
.nÅ

，
*'+

．
ßTë_,?Û.-.çè=E21v�:

_678

［Ｊ］．
,;=&=e

，２０１１，２７（９）：３６８－３７４．
［４］

÷/º

，
H,3

，
�Î

，
)

．
ßTÈO��ÇÈ�Û.=&½×0Âîï

［Ｊ］．
9:=&<=

，２０１６，１８（３）：２９－３６．
［５］

1ãÆ

，
1èÓ

，
kív

，
)

．
Ýβ－�2R

１３
23òòG"¾\º'�

l_678

［Ｊ］．
9:&á<=

，２００９，３９（５）：４３２－４３６．
［６］

�í¯

，
!44

，
,{Ó

，
)

．ＥＵＣＡＳＴ
p5-t>?óä

［Ｍ］．
��

：
9:

·!���

，２０１６．
［７］ＨＳＩＥＨＭＫ，ＳＨＹＵＣＬ，ＬＩＡＯＪＷ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｅａｔｓｔａ
ｂｉｌｉｔｙｏｆｖｅｔｅｒｉｎａｒｙａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｂｙｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，ｃｈａｎｇｅｓｉｎａｎｔｉｍｉ
ｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｎｉｍｅｄｉｃｉｎａ，２０１１，５６（６）：
２７４－２８５．

［８］ＬＯＬＯＭ，ＰＥＤＲＥＩＲＡＳ，ＭＩＲＡＮＤＡＪＭ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｏｋｉｎｇｏｎｅｎｒｏ
ｆｌｏｘａｃｉｎｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｃｈｉｃｋｅｎｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．Ｆｏｏｄａｄｄｉｔｉｖｅｓａｎｄｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｓ，
２００６，２３（１０）：９８８－９９３．

［９］ＦＲＡＮＪＥＣＡ，ＣＨＡＮＧＳＫ，ＳＨＹＵＣＬ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｈｅａｔｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ａｍｐｈｅｎｉｃｏｌｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎｄ
ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌａｎｄｂｉｏｍｅｄｉｃａｌａｎａｌｙ
ｓｉｓ，２０１０，５３（４）：８６９－８７７．
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