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摘要： 为制备伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ） ＶＰ２２ 蛋白单克隆抗体， 将目的基因克隆至原核表达载体 ｐＥＴ－２８ａ （ ＋）， 构建 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２ 原核表达质

粒， 并利用大肠杆菌表达系统， 获得重组 ＶＰ２２ 蛋白。 将纯化后的蛋白免疫 ６～８ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠， 通过杂交瘤细胞融合技术及间接 ＥＬＩＳＡ 方法

筛选， 经 ３ 次亚克隆后获得 ４ 株 ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白的单克隆抗体 １Ｄ６、 １Ｄ９、 １Ｂ１２ 和 ２Ｃ１０。 间接 ＥＬＩＳＡ 检测 ４ 株杂交瘤细胞传至 １５ 代均能稳定分泌

抗体， 且细胞上清液抗体效价均为 １ ∶ ６ ４００。 经亚型鉴定， ４ 株单克隆抗体的重链均是 ＩｇＧ１ 亚类， 轻链皆属于 κ 型。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光

试验 （ＩＦＡ） 结果表明， 制备的单克隆抗体均可与 ＰＲＶ 发生特异性反应， 并鉴定出 ２ 个抗原表位； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和共聚焦试验结果表明， ＶＰ２２ 蛋

白是病毒早期蛋白， 且早期存在于细胞质， 晚期移位至细胞核并在核中积累。 本研究制备的单克隆抗体将为后续探索 ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白的功能提供

材料支撑。
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　 　 伪狂犬病病毒 （ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＶ） 属于

疱疹病毒科 α 疱疹病毒亚科［１］， 可感染多种家畜及
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野生动物， 引起以发热、 奇痒及脑脊髓炎为特征的急

性传染病［２］。
猪是 ＰＲＶ 的天然宿主［３］， 不同阶段猪群感染该

病毒后均会出现严重的临床症状［４］， 如妊娠母猪出

现流产和死胎， 成年猪出现呼吸症状， 新生仔猪出现

发热、 特征性中枢神经系统症状［５］， 给我国养猪产

业造成了巨大的经济损失。
ＰＲＶ 是一种线性双链 ＤＮＡ 病毒， 基因组全长约
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为 １５０ ｋｂ， 可编码约 １００ 种蛋白， 成熟的病毒粒子含

约 ５０ 种蛋白［６］。 已有研究表明， ＰＲＶ ＵＬ４９ 基因编

码的被膜蛋白 ＶＰ２２ 与病毒毒力密切相关， 在病毒感

染复制过程中发挥重要作用［７］。 因此， 本研究以原

核表达的重组 ＶＰ２２ 蛋白为免疫原制备单克隆抗体，
旨在为未来研究 ＶＰ２２ 蛋白的功能提供支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

ＳＰ２ ／ ０ 骨髓瘤细胞、 Ｖｅｒｏ 细胞、 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞、
原核表达载体 ｐＥＴ － ２８ａ （ ＋）、 大肠杆菌 ＤＨ５α 及

ＢＬ２１ （ＤＥ３） 和 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株， 均由本实验室保

存； ６～８ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠及 ＩＣＲ 小鼠购自扬州

大学实验动物中心； 病毒 ＤＮＡ 提取试剂盒， 购自美

国 Ｏｍｅｇａ 公司； ２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＤＬ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 与 １８０ ｋＤａ Ｐｒｅｓ⁃
ｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ， 均购自南京诺唯赞生物科技股

份有限公司； Ｆａｓｔ Ｄｉｇｅｓｔ ＢａｍＨⅠ、 ＨｉｎｄⅢ和 Ｔ４ ＤＮＡ
Ｌｉｇａｓｅ， 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＲＰＭＩ －
１６４０ 培养基， 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 胎牛血清， 购

自南京森贝伽生物科技有限公司； 辣根过氧化物酶标

记山羊抗小鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）， 购自碧云天生物技术有

限公司； 异硫氰酸荧光素 （ＦＩＴＣ） －羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋
Ｌ） 和小鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂盒， 购自 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 生物科技有限公司； ＥＣＬ 化学发光底物试剂

盒， 购自天能科技有限公司； 异丙基硫代－β－Ｄ－半
乳糖苷 （ ＩＰＴＧ）、 ＨＡＴ 和 ＨＴ， 均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公

司； 其他常规试剂皆是国产分析纯。
１􀆰 ２　 重组质粒的构建

根据 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株 （ＧｅｎＢａｎｋ： ＫＭ０６１３８０􀆰 １）
ＶＰ２２ 基因组序列， 运用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计

引物并在上下游引物中分别加入酶切位点 ＢａｍＨⅠ和

ＨｉｎｄⅢ， 设计上游引物 ＵＬ４９－ＢａｍＨⅠ－Ｆ： ５′－ＡＡＴＧ⁃
ＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＣＡＧＣＴＣＧＡＧＡＡＡＧＡＣＣＣＧＧＧ － ３′， 下

游引物 ＵＬ４９－ＨｉｎｄⅢ－Ｒ： ５′ －ＧＣＡＡＡＧＣＴＴＴＴＴＡＴＡ⁃
ＣＡＣＴＴＴＴＣＣＣＴＴＣＣＧＣＣＣＣ－ ３′。 利用实验室保存的

ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株提取病毒 ＤＮＡ， 以其为模板进行 ＰＣＲ
反应， 胶回收后获得目的片段。 将经 ＢａｍＨⅠ和 Ｈｉｎｄ
Ⅲ双酶切后的目的片段与 ｐＥＴ２８ａ （ ＋） 载体进行连

接及转化。 菌液 ＰＣＲ 和双酶切鉴定后， 若结果显示

正确， 则成功构建出重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２。
１􀆰 ３　 重组蛋白的表达与纯化

将成功构建的重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２ 转化至

ＢＬ２１， 后挑取单菌落接种至含有卡那霉素的 ＬＢ 液体

培养基中， 置于 ３７ ℃ １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床中培养 ２ ～ ３ ｈ，
至菌液 ＯＤ６００ ｎｍ值达到 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８， 加入终浓度是 ０􀆰 ８

ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导表达 ６ ｈ 后收集表达菌体。 使用

超声细胞破碎仪对菌体进行超声裂解后， ４ ℃离心收

取上清液与沉淀制备蛋白样品。 利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴

定目的蛋白表达形式， 并采用镍柱亲和层析法纯化重

组 ＶＰ２２ 蛋白［８］。 将纯化后的重组蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 鉴定， 检测其纯化效果。
１􀆰 ４　 单克隆抗体的制备

１􀆰 ４􀆰 １　 动物免疫

首免时将重组蛋白与弗氏完全佐剂等体积混匀乳

化， 以 ５０ μｇ ／只的免疫剂量， 采用皮下多点注射的

方式免疫 ３ 只 ６～８ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠。 二免与三免皆

采用弗氏不完全佐剂乳化， 每间隔 ３ 周免疫 １ 次［９］。
三免后 １０ ｄ， 断尾采血获得免疫小鼠血清， 以用于小

鼠多抗血清效价的测定。 于细胞融合前 ３ ｄ， 选择腹

腔注射 １００ μｇ ＶＰ２２ 重组蛋白的方式对抗体效价大于

１ ∶ １２ ８００ 且效价最高的小鼠进行冲击免疫。
１􀆰 ４􀆰 ２　 细胞融合与筛选

细胞融合时断颈处死小鼠， 无菌分离脾细胞， 使

用融合剂 ＰＥＧ４０００ 将脾细胞与骨髓瘤细胞以 ７ ∶ １ 的

比例进行融合。 待融合细胞于 ＨＡＴ 选择培养基中培

养 １０ ｄ 后， 用间接 ＥＬＩＳＡ 检测细胞上清液， 筛选阳

性克隆。 同时通过有限稀释法进行数次亚克隆， 当杂

交瘤细胞上清液检测结果全部为阳性时， 便可将稳定

分泌抗体且抗体分泌能力最强的阳性单克隆扩大培养

后分批次冻存于液氮。
１􀆰 ４􀆰 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 测定抗体效价

将重组蛋白 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２ 以 ２ μｇ ／ ｍＬ 的浓度

包被酶标板， 以待检杂交瘤细胞上清液为一抗，
ＨＲＰ－羊抗鼠－ＩｇＧ 为二抗； 同时设置 ＳＰ２ ／ ０ 上清液、
免疫小鼠的多抗血清为阴性、 阳性对照。 用酶标仪测

定每孔 ＯＤ４５０ ｎｍ 值， 当待检样品 ＯＤ４５０ ｎｍ ／阴性对照

ＯＤ４５０ ｎｍ （Ｐ ／ Ｎ） ≥２􀆰 １ 时， 即判定该待检样品为阳

性， 否则判为阴性。
１􀆰 ４􀆰 ４　 腹水制备

对 ６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠进行腹腔注射无菌液体石

蜡， 剂量为 ５００ μＬ ／只。 致敏 ７ ｄ 后， 每只小鼠腹腔

内注射 （３～５） ×１０５个杂交瘤细胞。 观察到小鼠腹部

膨大后， 采集腹水， 离心取上清液存于－８０ ℃备用。
１􀆰 ５　 单克隆抗体的鉴定

１􀆰 ５􀆰 １　 单克隆抗体分泌稳定性及腹水效价测定

将阳性杂交瘤细胞连续培养 １５ 代， 每隔 ５ 代收

集细胞上清液， 利用间接 ＥＬＩＳＡ 测定抗体效价， 确

定其分泌抗体稳定性。 同样， 使用建立的 ＥＬＩＳＡ 方

法检测腹水抗体效价。
１􀆰 ５􀆰 ２　 单克隆抗体的亚型鉴定

参考小鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂盒的使用说明
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书检测单克隆抗体亚型。
１􀆰 ５􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株以感染复数 （ＭＯＩ） 为 １ 接种

ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞， 感染 １２ ｈ 后， 加入细胞裂解液， 制

备蛋白样品， 同时设置未接毒 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞作为阴

性对照。 将上述蛋白样品与纯化的 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２
蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后， 转印至 ＮＣ 膜上， 以制备的 ４
株单克隆抗体腹水为一抗， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应性

鉴定。
１􀆰 ５􀆰 ４　 间接免疫荧光 （ ＩＦＡ） 检测

将 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株以 ＭＯＩ 为 １ 的量接种 Ｖｅｒｏ 细

胞， 培养 １２ ｈ 后 ４％多聚甲醛固定， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后

用 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 室温透膜 １０ ｍｉｎ， 使用 ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次后用含 ３％牛血清白蛋白溶液进行封闭， 并以

杂交瘤细胞上清液为一抗， 置于 ３７ ℃温箱孵育 １ ｈ；
用 ＰＢＳ 洗涤后加入稀释好的 ＦＩＴＣ－羊抗鼠 ＩｇＧ 避光作

用 ４５ ｍｉｎ， 再次洗涤后于荧光显微镜下观察荧光情况

并拍照保存结果。
１􀆰 ６　 ＶＰ２２ 蛋白表达时间鉴定

取 ＰＫ１５ 细胞接种 ＭＯＩ 为 ３ 的 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株，
分别于病毒感染 ３、 ６、 ９、 １２ ｈ 后裂解细胞收获蛋白

样品， 将蛋白样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 随后转移至 ＮＣ
膜上， ＮＣ 膜用 ５％脱脂乳进行封闭， 以 ＶＰ２２ 单抗

１Ｄ９ 及 ＶＰ１６、 ｇＣ 单抗作为一抗， ４ ℃ 孵育过夜，
ＨＲＰ－羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗， 室温孵育 １ ｈ， 最后利用化

学发光 （ＥＣＬ） 成像仪进行显色。
１􀆰 ７　 ＶＰ２２ 蛋白的细胞定位

将 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株以 ＭＯＩ 为 １ 接种 ＰＫ１５ 细胞，
分别于感染 ３、 ６、 ９、 １２ ｈ 后用 ４％多聚甲醛室温固

定 ３０ ｍｉｎ， 加入 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ － １００ 于室温作用

１０ ｍｉｎ， 随后以 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次并用含 ３％牛血清白蛋

白溶液进行封闭， 以 ＶＰ２２ １Ｄ９ 单克隆抗体腹水为一

抗， ３７ ℃ 孵育 ３ ｈ， ＰＢＳ 洗涤后加入 ＦＩＴＣ－羊抗鼠

ＩｇＧ 作用 １ ｈ， 最后以 ＤＡＰＩ 染细胞核， 室温作用

５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 再次洗涤后， 利用共聚焦显微镜观察

ＶＰ２２ 蛋白的细胞定位情况并保存结果。
１􀆰 ８　 单克隆抗体抗原表位的鉴定

根据 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株的 ＶＰ２２ 基因序列设计一系

列截短体引物， 以构建的原核重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－
ＶＰ２２ 为模板， 利用 ＰＣＲ 方法扩增多个 ＶＰ２２ 基因截

短目的片段， 将截短片段分别克隆至原核表达载体

ｐＥＴ－ ２８ａ （ ＋）， 构建重组质粒， 后转化至 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞中， 诱导表达重组蛋白。 将各截

短蛋白样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 以单抗腹水为一抗， 通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定制备出的 ４ 株 ＶＰ２２ 蛋白单克隆

抗体所针对的抗原表位。

１􀆰 ９　 ＶＰ２２ 蛋白抗原表位氨基酸位点比对分析

使用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件对多个 ＰＲＶ 毒株 ＶＰ２２ 蛋白的

氨基酸序列进行比对， 并对鉴定出的 ２ 种 Ｂ 细胞抗

原表位序列在 ＰＲＶ 各毒株中的保守性进行分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 目的基因的扩增及重组质粒的构建

通过对 ＰＲＶ ＶＰ２２ 基因进行 ＰＣＲ 扩增后电泳胶

回收 ＰＣＲ 产物， 得到目的基因片段， 大小约为

７４１ ｂｐ， 与预期大小相符 （图 １Ａ）。 利用 ＢａｍＨⅠ与

ＨｉｎｄⅢ对重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２ 进行双酶切鉴定，
结果如图 １Ｂ 所示， 酶切后的线性化质粒和目的片段

大小与预期相符。

Ｍ１􀆰 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｍ２􀆰 ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＶＰ２２ 基因

ＰＣＲ 产物； ２􀆰 阴性对照； ３􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２ 双酶切产物； ４􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－

ＶＰ２２ 重组质粒。

图 １　 ＰＲＶ ＶＰ２２ 基因 ＰＣＲ 扩增 （Ａ） 及重组质粒

ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２ 酶切鉴定 （Ｂ）

２􀆰 ２　 重组蛋白表达、 纯化及鉴定

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果表明， 重组菌 ＢＬ２１ ／ ｐＥＴ－２８ａ－
ＶＰ２２ 经 ＩＰＴＧ 诱导后， 重组 ＶＰ２２ 蛋白成功表达， 大

小约为 ２７ ｋＤａ， 且为包涵体表达 （图 ２Ａ）。 采用镍

柱亲和层析法纯化后得到目的蛋白。 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
鉴定， 重组蛋白能与 Ｈｉｓ 抗体反应， 而空载无特异性

条带， 表明重组蛋白表达成功 （图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 单克隆抗体效价测定

利用间接 ＥＬＩＳＡ 方法于三免后 １０ ｄ 检测免疫小

鼠的血清效价， 其效价皆高于 １ ∶ １２ ８００。 采选血清

效价最高的小鼠制备 ＶＰ２２ 蛋白的单克隆抗体， 最终

得到 ４ 株针对 ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白的阳性杂交瘤细胞， 命

名为 １Ｄ６、 １Ｄ９、 １Ｂ１２ 和 ２Ｃ１０。 将 ４ 株杂交瘤细胞

连续传代至 １５ 代， 利用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定细胞上

清液的抗体效价， 抗体分泌稳定。 同时利用杂交瘤细

胞制备腹水并检测其抗体效价， 结果如表 １ 所示。
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Ｍ􀆰 蛋白质分子量 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 重组质粒表达菌上清液； ２􀆰 重组质

粒表达菌沉淀； ３􀆰 重组质粒表达全菌； ４、 ６􀆰 空载体诱导表达全菌；
５􀆰 纯化的重组蛋白 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２。

图 ２　 重组蛋白 ＶＰ２２ 表达 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定 （Ａ） 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 （Ｂ）

表 １　 杂交瘤细胞上清液和腹水抗体效价测定

单克隆抗体
不同代次细胞培养上清液抗体效价

Ｐ５ Ｐ１０ Ｐ１５
腹水效价

１Ｄ６ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ２０４ ８００

１Ｄ９ １ ∶ ８００ １ ∶ ８００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ２０４ ８００

１Ｂ１２ １ ∶ ８００ １ ∶ ８００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ １２ ８００

２Ｃ１０ １ ∶ ４００ １ ∶ １ ６００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ２５ ６００

２􀆰 ４　 单克隆抗体亚型鉴定

ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白单克隆抗体的亚型鉴定结果表

明， ４ 株单抗的重链属于 ＩｇＧ１ 亚类， 轻链均为 κ 型

（表 ２）。

表 ２　 单克隆抗体亚型鉴定

单克隆抗体
亚型和类

ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ２ｃ ＩｇＧ３ ＩｇＭ κ λ

１Ｄ６ ２􀆰 １７９ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ０４７ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ０６７ １􀆰 ８０３ ０􀆰 ０４４

１Ｄ９ ２􀆰 １１２ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０４５ ０􀆰 ０５５ ０􀆰 ０６８ ０􀆰 ０６６ １􀆰 ８１１ ０􀆰 ０５５

１Ｂ１２ ０􀆰 ８６６ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ０４５ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０６６ ０􀆰 ５３５ ０􀆰 ０６１

２Ｃ１０ ２􀆰 ０１４ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ０４８ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 ０５９ ０􀆰 ０４７ ０􀆰 ７０５ ０􀆰 ０４９

２􀆰 ５　 单克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应性鉴定

结果表明 （图 ３）， ４ 株单克隆抗体皆可与 ＰＲＶ
感染的 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞及重组 ＶＰ２２ 蛋白发生特异性

反应， 而与 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞和 ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） 空载表

达菌体蛋白不反应， 表明这 ４ 株单克隆抗体具有良好

的特异性。

Ｍ􀆰 蛋白质分子量 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＰＲＶ ＺＪ０１； ２􀆰 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞对照； ３􀆰 重组 ＶＰ２２ 蛋白； ４􀆰 空载诱导全菌蛋白。
Ａ． １Ｄ６； Ｂ． １Ｄ９； Ｃ． １Ｂ１２； Ｄ． ２Ｃ１０。

图 ３　 ４ 株单克隆抗体与 ＰＲＶ 和重组 ＶＰ２２ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应特性鉴定

２􀆰 ６　 单克隆抗体 ＩＦＡ 特异性鉴定

ＩＦＡ 鉴定结果见图 ４， ４ 株单克隆抗体皆与 ＰＲＶ
感染的 Ｖｅｒｏ 细胞发生反应， 产生特异性的绿色荧光。
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Ａ􀆰 １Ｄ６； Ｂ． １Ｄ９； Ｃ． １Ｂ１２； Ｄ． ２Ｃ１０； Ｅ～Ｈ． 阴性对照。

图 ４　 ＶＰ２２ 蛋白单克隆抗体与 ＰＲＶ 的 ＩＦＡ 反应特性鉴定

２􀆰 ７　 ＶＰ２２ 蛋白表达时间鉴定

结果表明 （图 ５）， 病毒感染细胞 ３ ｈ 后便可检

测到 ＶＰ２２ 蛋白， 同时参考早期蛋白 ＶＰ１６ 与晚期蛋

白 ｇＣ 的表达情况， 揭示了 ＶＰ２２ 蛋白是病毒早期

蛋白。

图 ５　 病毒早期蛋白 ＶＰ２２ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ８　 ＶＰ２２ 蛋白的细胞定位分析

利用共聚焦显微镜观察 ＶＰ２２ 蛋白在细胞中的定

位， 结果显示 （图 ６）， 蛋白 ＶＰ２２ 在细胞中处于动

态分布， 其在病毒感染早期主要分布在细胞质中， 但

在感染晚期迁移至细胞核并最终在核内积累。
２􀆰 ９　 单克隆抗体的表位鉴定

通过构建一系列 ＶＰ２２ 蛋白截短体， 并利用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术鉴定单克隆抗体 １Ｄ６、 １Ｄ９、 １Ｂ１２、
２Ｃ１０ 的抗原表位 （图 ７Ａ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，
截短体均与 Ｈｉｓ 单克隆抗体反应， 成功表达目的蛋

白。 ４ 株单克隆抗体经两轮 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定后， 可

知 １Ｄ６、 １Ｄ９ 与 １Ｂ１２ 这 ３ 株单克隆抗体的抗原表位

位于 ＶＰ２２ 蛋白 １４３ ～ １５２ ａａ 区域内 （图 ７Ｂ）， 氨基

酸序列为１４３ＬＤＶＧＲＲＲＬＡＦ１５２； ２Ｃ１０ 所识别的抗原表

位位于 ２０３ ～ ２１２ ａａ 区域内 （图 ７Ｂ）， 氨基酸序列

为２０３ＤＡＡＬＤＲＦＬＱＡ２１２。

图 ６　 蛋白 ＶＰ２２ 的细胞定位分析 （标尺＝１０ μｍ）

·６８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ５



Ｍ． 蛋白质分子量 Ｍａｒｋｅｒ； Ｖｅｃ． ｐＥＴ－２８ａ （＋）； ＦＬ． ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ２２。
Ａ􀆰 ＶＰ２２ 蛋白截短体； Ｂ． 单克隆抗体识别区域。

图 ７　 ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白截短体构建模式图 （Ａ） 及抗原表位鉴定 （Ｂ）

２􀆰 １０　 抗原表位空间结构特点

利用 Ｒｏｂｅｔｔａ 网站（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｒｏｂｅｔｔａ． ｂａｋｅｒｌａｂ． ｏｒｇ ／ ）
对 ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白建模， 预测 ２ 种抗原表位在 ＶＰ２２
蛋白中的分布情况， 结果见图 ８。 ２ 种抗原表位皆分

布于 ＶＰ２２ 蛋白表面。

图 ８　 ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白空间结构建模

２􀆰 １１　 ＶＰ２２ 蛋白抗原表位氨基酸位点比对分析

不同 ＰＲＶ 毒 株 ＶＰ２２ 蛋 白 的 氨 基 酸 序 列 经

ＢｉｏＥｄｉｔ 软件比对后， 结果如图 ９ 所示， 所鉴定出 ２
种抗原表位１４３ ＬＤＶＧＲＲＲＬＡＦ１５２ 和２０３ ＤＡＡＬＤＲＦＬＱＡ２１２

在多种 ＰＲＶ 毒株中完全保守， 氨基酸序列无差异。

３　 讨论

猪伪狂犬病作为急性、 烈性、 高度接触性传染

病， 是严重危害我国养猪业发展的重大疫病之

一［１０－１１］。 ２０１１ 年以来我国出现的 ＰＲＶ 流行毒株发生

抗原变异［１２］， 且毒力明显增强， 而某些 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１
弱毒苗可对经典野毒株提供有效的免疫防护， 但针对

一些新型变异毒株便无法产生全面的保护［１３］， 给我

国针对伪狂犬病的防控工作带来新的挑战， 所以进一

步了解 ＰＲＶ 变异毒株毒力的分子机制十分重要， 迫

切需要新的策略来控制 ＰＲＶ 传播。
ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白是由 ＵＬ４９ 基因编码的一种被膜

蛋白［１４］， 在 α 疱疹病毒中十分保守， 对病毒毒力有

重要影响。 作为病毒粒子被膜的主要组成部分［１５］，
ＶＰ２２ 蛋白在病毒感染各个阶段通过与病毒和细胞蛋

白的相互作用来执行多种功能， 如影响病毒蛋白合

成、 参与病毒粒子的组装、 逃避先天免疫反应以促进

病毒生命周期等。 当前， 已有研究表明， ＶＰ２２ 不仅

在单纯疱疹病毒 １ 型 （ＨＳＶ－１） 感染早期能增强 ｇＥ
和 ｇＤ ｍＲＮＡ 的积累， 还可在感染后期促进蛋白质的

合成， 如糖蛋白 ｇＤ、 ｇＢ［１６］。 同时 ＶＰ２２ 已被证明可

与许多蛋白质相互作用， 如病毒糖蛋白 ｇＥ、 ｇＭ 和立

即早期基因表达的病毒反式激活因子 ＶＰ１６［１７］， 这些
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相互作用与成熟病毒颗粒的形成有关， 尤其是 ＶＰ２２
蛋白可能在病毒体二次包膜过程中发挥作用［１８］， 因

而未来的研究将确定 ＶＰ２２ 蛋白如何发挥作用以促进

病毒传播［１９］。 据报道， 感染 ＨＳＶ－１ 后 ＶＰ２２ 蛋白可

直接结合并抑制环状 ＧＭＰ－ＡＭＰ 合成酶 （ｃＧＡＳ） 活

性， 导致干扰素 β （ ＩＦＮ－β） 产生下调， 从而抑制

ｃＧＡＳ ／ ＳＴＩＮＧ 介导的天然抗病毒免疫途径［２０］。 此外，
还发现 ＶＰ２２ 可以与黑素瘤缺乏因子 ２ （ＡＩＭ２） 相互

作用并阻止其寡聚化， 从而抑制 ＡＩＭ２ 依赖性炎症小

体的激活， 逃避宿主免疫反应以实现体内有效的病毒

复制［２１］。 ＶＰ２２ 蛋白不仅在 ＨＳＶ－１、 ＰＲＶ 中具有重

要作用， 在其他疱疹病毒中同样发挥重大功能。
ＯＲＦ９ｐ 是水痘－带状疱疹病毒 （ＶＺＶ） 中 ＶＰ２２ 的同

源蛋白， 对病毒复制至关重要［２２］， 在病毒核出芽和

二次包膜中具有重要作用［２３］。 研究发现， 在 γ 疱疹

病毒卡波齐肉瘤相关疱疹病毒 （ＫＳＨＶ） 中， ＶＰ２２
的同源蛋白 ＯＲＦ５２ 可抑制 ｃＧＡＳ 酶活性［２４］， 并能够

有效限制体外和细胞中 ｃＧＡＳ－ＤＮＡ 的相分离［２５］。 而

蛋白 ｐｐ６５ 作为 ＶＰ２２ 在人巨细胞病毒 （ＨＣＭＶ） 中

的同系物， 可能在逃避宿主先天免疫反应中发挥作用

如影响 ＮＦ－κＢ 和干扰素调节因子的抗病毒作用［２６］。
总而言之， ＶＰ２２ 蛋白在病毒生命周期中具有至关重

要的作用， 对其功能和机制的进一步研究将为宿主细

胞中疱疹病毒的生命周期以及病原体同宿主细胞分子

间的相互作用提供重要的参考数据。

图 ９　 ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白抗原表位保守性分析

　 　 综上， 本研究通过原核表达系统成功制备重组

ＶＰ２２ 蛋白， 并用其免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 后采用常规

的细胞融合和间接 ＥＬＩＳＡ 筛选方法制备出 ４ 株单克

隆抗体。 ４ 株单克隆抗体皆能与 ＰＲＶ 发生特异性反
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应， 是可靠的病毒分子生物学研究工具。 利用 ＶＰ２２
单克隆抗体鉴定出 ＶＰ２２ 蛋白为病毒早期蛋白， 并且

其在病毒感染早期定位于细胞质中， 感染后期迁移到

细胞核内。 同时， 本研究鉴定出 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株 ＶＰ２２
蛋白 ２ 个 Ｂ 细胞线性表位， 分别位于 １４３ ～ １５２ ａａ 和

２０３～２１２ ａａ， 为研究 ＰＲＶ ＶＰ２２ 蛋白结构与功能提供

了重要材料。
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ｖｉｒｕｓ １ ＶＰ２２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＡＩＭ２－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｏ
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