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猴痘病毒蛋白的原核表达及免疫效果评价
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010018；2.  军事科学院  军事医学研究院  微生物流行病研究所  病原微生物生物安全全国重点

实验室，北京  100071）

摘要：猴痘是由猴痘病毒引起的一种人兽共患疾病。研发特异性预防和治疗猴痘的疫苗或药物成为目前全球研究

重点之一。本研究以猴痘主要抗原蛋白其中的 A29L、E8L、M1R 为研究基础，加入 His 标签构建质粒、原核表达、纯

化，并对表达蛋白进行 SDS‑PAGE 及 Western blot鉴定其特异性。后续将三种抗原蛋白与 CpG‑ODN 1826 单佐剂、

铝单佐剂或 CpG 与铝复合佐剂三次免疫小鼠，通过酶联免疫吸附实验及病毒蚀斑减少中和实验测定三价疫苗的结

合抗体和中和抗体能力。结果表明，重组蛋白 A29L、E8L、M1R 诱导后均可溶性表达且表达量及纯度良好。三价

疫苗以 CpG‑ODN 1826 佐剂联合铝佐剂施行肌肉注射一组表现出较好的结合抗体和中和抗体能力。本研究为研

发特异性针对猴痘的疫苗或药物提供基础。

关键词：猴痘；猴痘病毒；原核表达；蛋白纯化；佐剂
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猴痘（Monkeypox， Mpox）是由猴痘病毒引起

的一种人兽共患疾病。1958 年猴痘病毒于食蟹猴

身上一种类似痘的疾病中分离得到。它同天花病毒

（Variola virus， VARV）、痘苗病毒（Vaccinia virus， 
VACV）、骆驼痘病毒（Camelpox virus， CMPV）和

牛痘病毒（Cowpox virus， CPXV）同属痘病毒科，正

痘病毒属。猴痘病毒是一种具有包膜的双链 DNA
病毒。它是约为 200 ~ 250nm 大小的卵圆形或砖型

颗粒，被几何波纹状脂蛋白外膜包裹。病毒粒子主

要由一个两侧凹陷的核心体、凹陷处两个侧体和脂

质蛋白膜共三个部分构成［1］。猴痘病毒有两种形态

不同的病毒粒子即具有单一外膜的细胞内成熟病毒

粒子（Intracellular mature virus， IMV）和具有额外

脂质膜和不同蛋白质组成的细胞外包膜病毒粒子

（Extracellular enveloped virus， EEV）。EEV 通过与

肌动蛋白相互作用释放的方式，在宿主内的长距离

传播中是重要的，而 IMV 在细胞裂解时释放，对于

宿主之间的感染传播是必要的［2］。在 1980 年根除

天花而停止接种天花疫苗后，随着世界人口不断流

通与猴痘病毒毒株的不断变异与进化，病毒在人类

中极易倾向于大规模的爆发，感染猴痘的临床表现

主要为发热、皮疹、淋巴结肿大等症状。虽然天花疫

苗对猴痘病毒具有大约 85 %保护性，但是接种后可

能会产生危及生命的副作用，如：心肌炎、心包炎

等。目前没有特异性的针对预防猴痘的疫苗，积极

研 发 预 防 Mpox 的 疫 苗 及 抗 病 毒 药 物 成 为 研 究

重点。

猴痘病毒重组蛋白疫苗是选择与猴痘病毒密切

相关的主要抗原蛋白并保留其免疫活性成分的一种

新型疫苗。本研究主要选择其中三种蛋白原核表达

后作为重组疫苗的组成部分，它们分别为：成熟病毒

粒子表面蛋白 A29L、M1R 和 E8L。 A29L 蛋白是

IMV 形式的表面包膜蛋白，与 VACV A27L、CPXV 
162 蛋白高度同源，在协助 EEV 释放、催化病毒与宿

主细胞融合中起到重要作用，是疫苗研发的关键点

之 一［3］；E8L 是 IMV 形 式 的 囊 膜 病 毒 粒 子 ，与

VACV 蛋白 D8L 高度同源，在病毒吸附和进入细胞

过程中起重要作用；M1R 与 VACV L1R 蛋白高度

同源，作为 IMV 中高度保守的表面膜蛋白，参与病

毒颗粒的组装与进入［4］。这三种蛋白已被研究证实

为重要的中和抗体靶点［5，6］。

肌肉注射作为疫苗传统的注射方法较为常见，

能迅速触发机体产生特定免疫反应，对病原体建立
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免疫力。滴鼻免疫作为黏膜免疫的一种，可诱导全

身产生强烈的体液免疫反应，可以诱导机体产生高

滴度 IgG 抗体。而单纯的可溶性抗原经滴鼻免疫很

难达到预期免疫效果，必须辅以安全有效的黏膜佐

剂以增强免疫应答强度和持续时间。铝佐剂作为一

种较早使用的佐剂，已被临床批准用于多种疫苗。

由于其接种大多数人后具有的有效性、安全性而被

广泛应用。除此之外，铝佐剂通过刺激机体 B 细胞

分化，提高产生抗体水平，并激发先天免疫反应。虽

然与无佐剂抗原疫苗相比，加入铝佐剂明显提高机

体免疫反应，但是与其它佐剂相比，铝佐剂产生的免

疫反应相对较弱［7］。CpG‑ODN 是一种新型的极具

应用前景的黏膜免疫增强剂，已被批准用于人类的

TLR9 激动剂免疫增强剂。根据对树突状细胞作用

的不同，CpG‑ODN 可分为 A、B 和 C 三种类型。其

中 B 类 CpG ‑ ODN 中 的 CpG ‑ ODN 1826 是 一 种

TLR9 激动剂，在小鼠模型中可强有效的活化 B 细

胞。CpG‑ODN 能促进树突状细胞、自然杀伤细胞、

淋巴细胞、巨噬细胞等的增值与活化，促进抗体的分

泌；间接活化 T 细胞和 NK 细胞等免疫效应细胞，诱

导产生以 Th1 型为主的免疫应答反应［8］。但 CpG 易

在注射部位扩散，导致免疫效力降低。已有研究证

实 CpG‑ODN 吸附在氢氧化铝上能增强树突状细胞

的抗原的摄取与活化，机体迅速产生相应的体液免

疫反应和细胞免疫应答［9］。Davis 等人研究发现，乙

肝抗原 HbsAg 联合 CpG ‑ODN 及氢氧化铝同时免

疫小鼠后，血清抗体效价比单独使用氢氧化铝免疫

高 35 倍［10］；以 RBD 为目标抗原，结合 CpG 单佐剂、

氢氧化铝单佐剂或 CpG 与氢氧化铝复合佐剂免疫

小鼠可明显提高和平衡小鼠的细胞免疫反应，并产

生对不同 SARS‑CoV‑2 高滴度的交叉中和抗体［11］；

Ioannou 等人以兔为研究模型，发现 CpG‑ODN 与氢

氧化铝佐剂和疫苗共同使用时，能协同增加小鼠的

免疫应答［12］。CpG 佐剂与铝佐剂均已用于商业许

可的疫苗，且在临床和上市研究中获得大量使用安

全性数据［13，14］。

本研究将猴痘病毒蛋白 A29L 克隆于原核表达

质粒 pET ‑ 9a，E8L 和 M1R 克隆于原核表达质粒

pET‑26b 中，利用 His 标签纯化可溶性蛋白，并将重

组 A29L、E8L 和 M1R 蛋白联合 CpG‑ODN 单佐剂、

铝单佐剂或 CpG 与铝复合佐剂，通过滴鼻免疫或传

统肌注免疫方式的方式免疫 BALB/c 小鼠进行对

比，比较三次免疫后收集到血清检测抗原与抗体的

结合能力及抗体的中和能力。实验结果表明，该疫

苗和 CpG 与铝复合佐剂并通过肌肉注射免疫小鼠，

可诱导小鼠体内产生高水平抗体反应。

材料与方法

1 基因序列、病毒、细胞及载体

MPox A29L 序 列 参 照 Genbank （YP_
010377135）、MPox E8L 序 列 参 照 Genbank（YP_
010377102）、MPox M1R 序 列 参 照 Genbank（YP_
010377077），质粒合成、测序均由生工生物工程（上

海）股份有限公司完成，大肠杆菌（Escherichia coli， 
E.coli） BL21（DE3） 感受态细胞购自北京全式金生

物；pET‑9a 和 pET‑26b 载体均由生工生物工程（上

海）股份有限公司提供并合成；Vero E6 细胞、活

VACV 毒株天坛株由军事医学研究院保存。

2 主要试剂及实验动物

HRP 标记的羊抗鼠 IgG 购自 Abcom； HisTrap 
FF 标 签 蛋 白 纯 化 预 装 柱 购 自 思 拓 凡  （Cytiva）；

A29L 兔多抗、E8L 鼠单抗、M1R 鼠单抗均购自普健

生物；6✕Protein Marker 购自北京全式金生物；CpG
‑ODN 1826、铝佐剂购自 InvivoGen；无菌无酶水、

BCA 蛋白试剂盒、透析袋、PBS 磷酸缓冲液粉末、异

丙基‑β‑D‑硫代半乳糖苷（IPTG）粉末、卡那霉素购

自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ；胎 牛 血 清 、1 ✕
DMEM、青霉素 ‑链霉素、PBS 缓冲液、胰蛋白酶 ‑
EDTA （0.25%） 购 自 Gibco；PVDF 膜 购 自

Millipore；ECL 快速显色液购自翌圣生物科技（上

海）股份有限公司；QuickBlue 快速染胶液购自北京

博奥龙免疫技术有限公司； 36 只 16 g~18 g 的 5 周

龄的 SPF 级雌性 BALB/c 小鼠购自斯贝福（北京）

生物技术有限公司，小鼠饲养于军事医学研究院实

验动物中心。

3 主要仪器

超净工作台、恒温水浴锅、高压蒸汽灭菌锅、电

子天平、超声破碎仪、凝胶电泳仪、半干转膜仪、落地

离心机、细菌摇床培养箱、AKTA 蛋白纯化仪。

4 抗原的原核表达及纯化

根据 Genbank 的基因序列，选取基因，按照大肠

杆菌埃希氏菌密码子偏好进行优化，委托上海生工

进行人工基因合成，所得三个合成基因均在 C 端添

加 6✕ His 标签，并进行密码子优化。插入 pET‑9a
和 pET ‑ 26b 表达质粒后分别得到重组表达菌株

pET‑9a‑A29L、pET‑26b‑E8L 和 pET‑26b‑M1R，验

证测序结果。
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质粒经热激法转入大肠杆菌 BL21 （DE3） 感受

态细胞得到重组表达菌株。取所得重组表达菌株涂

布于卡那抗性的 LB 固体培养基上，置于 37 ℃恒温

培养箱过夜培养。挑取单个菌落于含有卡那抗性的

LB 液体培养基中，扩大培养 4‑5 h。菌液置摇床培

养箱培养至 OD600nm= 0.6 左右，加入 0.1 mM IPTG
诱导蛋白表达。诱导表达后，离心 8 000 rpm 15 min
收集菌体。离心得到的菌体沉淀用含有 40 mM 咪

唑的 A 液进行冲悬，并用破碎仪破碎后，4 ℃、8000 
rpm、15 min 离心分离上清和沉淀。上清经 0.22 μm 
滤器真空抽滤后，使用 AKTA 纯化仪并安装镍柱进

行梯度咪唑洗脱、纯化蛋白。

透析袋置于无菌无酶水中煮 3 次，每次 10 min，
收集按照 40 mM 咪唑的 A 液、400 mM 咪唑的 B 液

不同配比洗脱纯化的蛋白置于透析袋中，在 2 L 的

PBS 溶液中 4 ℃透析，并分别在 2 h、4 h、8 h、16 h 后

更换透析液。

5 抗原的免疫印迹鉴定

将纯化、透析后的 A29L、E8L、M1R 重组蛋白

经 SDS‑PAGE 鉴定后，干转仪设置 14V 25 min 转移

蛋白至 PVDF 膜上，用 5 %的脱脂乳室温封闭 4 h
后 ，PBST 洗 涤 3 次 ，10 min/次 ；一 抗 分 别 为

Monkeypox A29L 蛋 白 兔 多 克 隆 抗 体（1∶2 000）、

Monkeypox E8L 蛋 白 鼠 单 克 隆 抗 体（1∶3 000）和

Monkeypox M1R 蛋白鼠单克隆抗体（1∶3 000）全部

4 ℃孵育过夜；一抗回收后，PBST 洗涤 3 次，10 min/
次；E8L 和 M1R 与 1∶5 000 比例稀释的 HRP 标记的

羊抗鼠的 IgG 抗体室温孵育 1 h；A29L 与 1∶2 500 比

例稀释的 HRP 标记的羊抗兔的 IgG 抗体室温孵育

1 h；PBST 洗涤 5 次，10 min/次，最后加 ECL 显色剂

A 液与 B 液 1：1 混合于膜上，凝胶成像仪上显色、

拍照。

6 重组蛋白联合佐剂免疫小鼠

将 5 周龄 BALB/c 雌性小鼠随机分为 6 组，每组

6 只。每组使用的 A29L、E8L、M1R 三种抗原合剂

量均 20 μg。所有小鼠分组在 0，14 d，28 d 进行 PBS
滴鼻及肌肉注射免疫、CpG 单佐剂、Al 单佐剂和

CpG 与 Al 复合佐剂的滴鼻免疫、CpG 与 Al 复合佐

剂的肌肉注射免疫，共免疫三剂次，其中 CpG‑ODN 
1826 免疫剂量为 10 μg，Al 免疫剂量为 10 μg /mL，

免疫疫苗使用剂量均为 25 μL。

7 小鼠血清抗体检测

7.1 酶联免疫吸附实验

采集小鼠用包被液稀释至终浓度 1 μg/mL 的

A29L、E8L、M1R 蛋白包被 96 孔酶联板，4 ℃包被过

夜。1✕PBST 洗板并拍干后，用含有 2 %牛血清白

蛋白（BSA）的 TST 溶液封闭于 37 ℃培养箱孵育  2 
h。封闭结束后，1✕PBST 洗板并拍干。将血清用

TST 溶液作 2 倍倍比稀释，同时以对照组小鼠血清

作阴性对照，阴性对照设置 2 个复孔，设置 4 个空白

孔。37 ℃培养箱  孵育 1 h 后，洗板三次并拍干，按照

1：12000 稀释比例加入 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 抗

体。37 ℃培养箱  孵育 45 min 后，洗板三次并拍干，

每孔加入 TMB 单组份显色液显色 8 ~ 9 min 后，加

入 2 M 硫酸终止液终止显色。用酶标仪在 OD450nm

处读取各孔数值，各孔数值减去本底的均值后，大于

阴性对照孔数值均值的 2.1 倍所在最大稀释倍数视

作 血 清 抗 体 效 价（Endpoint IgG titer）。 通 过

GraphPad Prism 8.3.0 软件中六参数柱状图表示血

清结合抗体滴度。

7.2 病毒蚀斑减少中和实验

三免后小鼠血清在 56 ℃中灭活 30 min。血清

用 2 % DMEM（含 2 %胎牛血清）2 倍倍比稀释，每

个样本均设置病毒阳性对照。稀释不同倍数的血清

与活病毒 VACV 天坛株（100 PFU）以总体积 1：1 比

例混合加入不同稀释倍数的血清中，37 ℃培养箱中

孵育 1 h。病毒与血清混合液再加入长满单层的

Vero E6 细胞中，置于 37 ℃培养箱中作用 2 h。每孔

加入 2 % 低熔点琼脂糖，待琼脂凝固后放回培

养箱。

培养 3 d 后各孔用 4 %多聚甲醛固定，流水冲洗

掉琼脂糖盖后，用 1 %结晶紫染色液染色各孔。根

据菌斑数量进行计数并使用 Reed‑Munch 方法，中

和抗体滴度为能导致病毒斑块数减少 50 %的最高

血 清 稀 释 度（PRNT 50）。 通 过 GraphPad Prism 
8.3.0 软件中六参数柱状图表示血清中和抗体滴度。

所有数据均使用 GraphPad Prism 8.3.0 软件中

Analysis 的 t test （and nonparametric tests）两组比较

分析。使用  nonparametric 和 Mann‑Whitney test 检
验进行组间差异分析。如果 P< 0.05，则认为差异

显著。

结  果

1 Mpox 重组蛋白的 SDS⁃PAGE 鉴定及 Western 
blot验证

所得重组菌经 IPTG 诱导并纯化后，均可获得

较高产量及较高纯度的目的蛋白。诱导 pET ‑9a‑
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A29L 表达的蛋白大小约为 14.6 kDa、pET‑26b‑E8L
表达的蛋白大小约为 29.6 kDa、pET‑26b‑M1R 表达

的蛋白大小约为 25.5 kDa （如图 1A），与预期的重组

蛋白大小一致。免疫印迹结果显示 A29L、E8L 和

M1R 特异性条带均能分别被 Mpox 的 A29L 多克隆

抗体、E8L 和 M1R 单克隆抗体特异性识别  （图 1B， 
图 1C， 图 1D）。

2 小鼠血清 IgG效价与中和抗体检测结果

为了研究重组蛋白 A29L、E8L、M1R 三价疫苗

结合不同的佐剂、采取不同的免疫途径免疫各组小

鼠后，小鼠产生的结合抗体水平的能力，取小鼠血清

进行 Elisa 检测。以 A29L、E8L、M1R 为抗原包被的

酶联板上首孔稀释三免后的小鼠血清后，往后各孔

按照 2 倍倍比稀释血清。结果如图 2A、图 2B、图 2C
可见，第三次免疫小鼠后，四个免疫组均具有较高的

结合抗体水平，其中铝佐剂联合 CpG 佐剂肌肉注射

免疫小鼠组 IgG 抗体水平最高，超过 105；铝佐剂联

合 CpG 佐剂肌肉注射免疫小鼠组的特异性结合抗

体能力水平均高于这两种佐剂的滴鼻组且有统计学

差异（P < 0.05）。

为了研究重组蛋白 A29L、E8L、M1R 三价疫苗

结合不同的佐剂、采取不同的免疫途径对三次免疫

后的小鼠的病毒中和能力水平进行评估，因此进行

活痘苗病毒中和实验。结果如图 2D 显示，四组免疫

组均产生结合抗体，其中 CpG 佐剂联合铝佐剂滴鼻

组的中和抗体水平高于单 CpG 佐剂滴鼻组（GMT： 
188.6） （无统计学意义）或单铝佐剂滴鼻组（GMT： 
141.4） （有统计学意义，P < 0.05），说明联合佐剂的

滴鼻免疫效果高于单佐剂滴鼻免疫；CpG 佐剂联合

铝佐剂肌肉注射小鼠组中和抗体水平最高（GMT： 
503.9），显 著 高 于 CpG 佐 剂 联 合 铝 佐 剂 滴 鼻 组

（GMT： 317.4）（无统计学意义），说明联合佐剂的肌

肉注射免疫效果高于滴鼻免疫。

讨  论

猴痘病毒基因组由一种长约 197 kb 线性双链

DNA 组成，共编码 200 余种蛋白，其中研究主要集

中在 IMV 和 EEV 两种形态不同的病毒粒子的膜上

和包膜上的蛋白质靶点。由于 IMV 和 EEV 膜蛋白

的组成不同，在设计与研发亚单位疫苗时要加以考

虑，确保疫苗效力对这两种感染方式的病毒都起到

免疫效果。A29L 是 IMV 形式的细胞表面包膜蛋

白，是 IMV 转运和导致 IEV 形成的包膜过程所必

需［15］，开发靶向猴痘病毒 A29L 蛋白的疫苗可干扰

病毒在宿主细胞表面的黏附。E8L 是 IMV 形式的

膜蛋白，对于病毒粒子附着在细胞表面的过程至关

重要，同时，E8L 可激活树突状细胞并诱导细胞因子

IL‑12p70、IL‑10、TNF‑α 和 IL‑6 的分泌［16］。E8L 这

图 1　Mpox重组蛋白的表达与纯度验证

注：M. 蛋白 Marker （10‑180 kDa）； A1. A29L 蛋白； A2. E8L 蛋白； A3. M1R 蛋白； B1. A29L 蛋白； C1. E8L 蛋白； D1. M1R 蛋白。

Figure 1　Expression and purity of the recombinant protein of Mpox
Notes：M. Protein marker （10–180 kDa）； A1. A29L protein； A2. E8L protein； A3. M1R protein； B1. A29L protein； C1. E8L protein； 

D1. M1R protein.
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些特性使得 Mpox 疫苗可以产生有效的中和抗体。

M1R 是 IMV 形式的表面膜蛋白，可溶形式的 M1R
可在病毒吸附过程中阻断病毒进入，且抗  M1R 的单

克隆抗体能通过独立于细胞表面蛋白聚糖的机制阻

断病毒进入  ［17］。Ding Tang 等人证明多种重组疫苗

触发针对  IMV 和  EEV 形式的  MPXV 的抗体，其

诱导的中和抗体充分抑制了病毒的繁殖，同时保护

小鼠免受猴痘病毒的持续感染［18］。这说明了单个抗

原免疫并不能完全保护小鼠免受病毒感染，因为它

们产生的抗体可能只作用于病毒感染的其中一个阶

段，所以  MPox 多个抗原组成的重组蛋白疫苗免疫

效力优于单个抗原疫苗免疫效果。此外，蛋白尽可

能地在上清中可溶性表达，以保证蛋白保存的稳定

性和后续免疫原性。因此，选择 A29L、E8L、M1R
这三种蛋白组成疫苗探究小鼠免疫效果。

本研究将猴痘病毒抗原蛋白 A29L、E8L、M1R
三种基因序列按照大肠杆菌埃希氏菌密码子偏好进

行优化，合成质粒后克隆到 pET‑9a 和 pET‑26b 进行

原核表达，经镍柱分别纯化出大小约 14.6 kDa、29.6 
kDa、25.5 kDa 的蛋白。SDS‑PAGE 与 Western blot
鉴定确定为目的蛋白，表明抗原特异性良好。联合

CpG 佐剂与铝佐剂以滴鼻或肌肉注射免疫小鼠。

经三次免疫后，采取小鼠血清，分析小鼠体内结合抗

体水平和中和抗体能力。正如 Xuetao Yang 等人研

究结果一样，本研究可以看出，与单佐剂相比，CpG
与铝复合佐剂进行肌肉注射具有明显的免疫增强作

用，能显著提高小鼠体液免疫反应（产生中和抗体水

平比复合佐剂滴鼻组高约 1.58 倍）。这说明 CpG 吸

附在氢氧化铝上显著增强了树突状细胞依赖的记忆

性 T 细胞活化［19］，增强树突状细胞的抗原的摄取与

活化，机体迅速产生相应的体液免疫反应和细胞免

疫应答。然而本实验仍存在一些局限性。首先，由

于每一组小鼠只数较少，实验总个体数量较少，且小

鼠个体差异比较大而导致 CpG 佐剂联合铝佐剂肌

图 2　小鼠三免后血清 IgG与中和抗体检测

注：A. 包被 A29L 抗原蛋白；B. 包被 E8L 抗原蛋白；C. 包被 M1R 抗原蛋白；D. 小鼠三免血清中和实验结果；各使用佐剂免疫组的抗原

均为 A29L、E8L、M1R，共 20 μg；误差线表示平均值±标准差；在显著性水平  α=0.05 下，*表示  P < 0.05；**表示  P < 0.01。
Figure 2　Detection of serum levels of IgG and neutralizing antibody in mice after three immunizations

Notes：A. Coated A29L antigen protein； B. Coated E8L antigen protein； C. Coated M1R antigen protein； D. Results of the third immune 
serum neutralization test in mice； The antigens of each adjuvant immunization group were A29L， E8L and M1R， a total of 20 μg； The er‑

ror bar represents the mean ± standard deviation； At a significance level of α = 0.05， *P < 0.05； **P < 0.01.
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肉注射小鼠组与 CpG 佐剂联合铝佐剂滴鼻组的中

和抗体相比无统计学差异；其次，进一步评估该疫苗

的免疫原性及免疫效力还需基于灵长类动物等其它

实验动物上进行；最后，原核表达的蛋白可能不如在

真核细胞中表达，能具有正确的折叠和翻译后修饰，

如糖基化等，正确修饰将有助于提高细胞免疫反应，

但是从 SDS‑PAGE 和 Western Blot 的鉴定中表明，

这三种原核表达的蛋白仍保持良好的抗原性。综上

所述，本试验表明重组蛋白 A29L、E8L、M1R 配伍

CpG 佐剂与铝佐剂组成的疫苗，对小鼠肌肉注射免

疫后可在其体内诱导产生高水平的抗体反应，对日

后研发特异性针对猴痘的疫苗或药物设计具有借鉴

意义。
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Prokaryotic Expression and Evaluation of the Immune Effect of the Proteins of 
the Monkeypox Virus
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Abstract：Monkeypox is a zoonotic disease caused by infection with the monkeypox virus. The development of 
vaccines/drugs that prevent and treat monkeypox specifically has become a global research priority. In this 
study， A29L， E8L， and M1R， as the main antigen proteins of monkeypox， were used as the research subjects. 
A His tag was added to construct plasmids as well as to aid their prokaryotic expression and purification. The 
expressed protein was identified by sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis and western 
blotting. Subsequently， mice were immunized with these three antigen proteins combined with the adjuvant CpG
‑ODN 1826 or Al adjuvant. The ability to bind antibody and bind neutralizing antibody of the trivalent vaccine 
was determined by enzyme ‑ linked immunosorbent assay and virus plaque reduction neutralization assay. The 
recombinant proteins A29L， E8L， and M1R were expressed in soluble form after induction， and the expression 
and purity were high. An intramuscular injection of a trivalent vaccine with CpG‑ODN 1826 adjuvant combined 
with Al adjuvant showed a high ability to bind antibody and bind neutralizing antibody. This study provides a 
basis for the development of vaccines/drugs that target monkeypox specifically.
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