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摘要： 为了制备胸膜肺炎放线杆菌 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， ＡＰＰ） Ⅰ型 ＡｐｘⅠ毒素 （ＡｐｘⅠ） ＡＩ２ 蛋白特异性单克隆抗体， 进而建立用于

评估亚单位疫苗免疫效果的阻断 ＥＬＩＳＡ 方法， 以实验室前期筛选得到的 ＡｐｘⅠ抗原优势决定簇 ＡＩ２ 重组蛋白为免疫原， 免疫 ６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠。
利用常规细胞融合和间接 ＥＬＩＳＡ 筛选阳性杂交瘤细胞， 获得 ４ 株单克隆抗体， 命名为 ２Ｃ２、 ４Ｅ４、 ５Ｅ７ 和 ６Ｆ２， 上清液效价分别为 １ ∶ ６ ４００、
１ ∶ ６ ４００、 １ ∶ １２ ８００ 和 １ ∶ ６ ４００。 ＥＬＩＳＡ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明， 制备的 ４ 株单克隆抗体均与重组 ＡＩ２ 蛋白有良好的反应性。 其中 ５Ｅ７ 可与 ＡＰＰ
天然 ＡｐｘⅠ毒素蛋白特异性结合， 同时 ４ 株单克隆抗体均不与多杀性巴氏杆菌、 支气管败血波氏菌、 猪丹毒丝菌、 副猪格拉菌和猪链球菌 ２ 型反

应。 亚类分型结果表明， ２Ｃ２、 ４Ｅ４、 ５Ｅ７ 属于 ＩｇＧ１ 亚类， ６Ｆ２ 属 ＩｇＧ２ａ 亚类， ４ 株单抗轻链均为 κ 链。 通过构建 ＡＩ２ 重组蛋白截短体， 初步确定

线性表位在７４～９３ ａａ 之间。 本研究成功制备了 ４ 株针对 ＡＩ２ 蛋白单克隆抗体， 为 ＡＰＰ 亚单位疫苗免疫效果评估方法的建立奠定了基础。
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　 　 猪传染性胸膜肺炎是由胸膜肺炎放线杆菌 （Ａｃｔｉ⁃
ｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， ＡＰＰ） 感染引起的一种以

纤维素性肺炎为特征的传染性、 高度接触性疾病， 各

年龄段猪群均易感［１－２］。 根据细菌荚膜抗原的不同，
可以分为 １９ 个血清型［３］， 我国主要流行血清型为 １、
２、 ３、 ５ 和 ７ 型。

ＡＰＰ 毒力因子众多， 最主要的毒力因子是溶血

毒素， 即 Ａｐｘ 毒素。 目前已发现的 Ａｐｘ 毒素有 ４ 种，
分别是 ＡｐｘⅠ、 ＡｐｘⅡ、 ＡｐｘⅢ以及 ＡｐｘⅣ［４］。 其中

ＡｐｘⅠ可引起典型的肺部病变， 是造成胸膜肺炎最强

的毒力因子［５］， 具有强溶血活性和细胞毒性， 已有

多项研究表明在 ＡＰＰ 感染后， ＡｐｘⅠ毒素蛋白通过介

导细胞死亡和溶血活性损伤宿主免疫系统， 并造成组

织损伤［６－８］。 同时 ＡｐｘⅠ抗原表位高度保守， 不易发

生突变［９］， 这也使得 ＡｐｘⅠ成为研制 ＡＰＰ 亚单位疫

苗的重要抗原。 Ｓｅａｈ 等［１０］ 将 ＡｐｘⅠ Ｎ 端蛋白免疫小

鼠， 在使用不同血清型 ＡＰＰ 攻毒后， 该抗原表现出

较好的免疫保护效果。 严客霞等［１１］ 通过表达重组

ＡｐｘⅠ蛋白并作为免疫原， 在进行 ＡＰＰ－１０ 攻毒后表

现出 ７５％的保护率。 鉴于 ＡｐｘⅠ蛋白良好的免疫原

性， 已有研究人员建立了相应的检测方法用以评估亚

单位疫苗的免疫效果。 Ｊｕｎｇ 等［１２］ 利用重组 ＡｐｘⅠ蛋

白特异性抗原区域建立了 ＥＬＩＳＡ 方法， 并检测豚鼠

对于 ＡｐｘⅠ特异性免疫反应； 胡耀方等［１３］ 利用天然

ＡｐｘⅠ毒素蛋白建立了中和抗体检测方法。 本实验室

前期通过生物信息学分析以及不同重组 ＡｐｘⅠ截短体

抗原反应原性筛选， 获得 ＡｐｘⅠ抗原优势决定簇 ＡＩ２
蛋白［１４］。 为了建立评估猪传染性胸膜肺炎亚单位疫

苗免疫效果的有效方法， 本研究利用重组 ＡＩ２ 蛋白免

疫小鼠， 制备单克隆抗体， 通过单抗的表位分析和

ＨＲＰ 标记为开发 ＡＰＰ 亚单位疫苗免疫效果评估方法

和开发可能的治疗制剂奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞、 质粒与菌种

骨髓瘤细胞系 ＳＰ２ ／ ０， 猪链球菌 ２ 型， 副猪格拉

菌， ＡＰＰ ５ 型 ＬＨ１９ 株， 猪丹毒丝菌 ＨＸ１３０７０９， 多

杀性巴氏杆菌 ＺＸＴ＋ Ｐｍ， 支气管败血波氏菌 ＡＨＢｂ，
重组大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ （表达蛋白 ＡＩ２）， ＡＰＰ 阳性血

清， 均由本实验室保存。
１􀆰 ２　 实验动物

４～６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠购自上海西普尔－必凯实

验动物公司。
１􀆰 ３　 主要实验试剂

弗氏佐剂， ＨＴ 培养基以及 ＨＡＴ 培养基剂购自

Ｓｉｇｍａ 公司， ＴＭＢ 购自碧云天生物， 山羊抗鼠 ＩｇＧ

（Ｈ＋Ｌ） 购自博士德生物， 抗体亚型鉴定试剂盒购自

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司， ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ
生物科技有限公司， 胎牛血清购自杭州四季青， 烟酰

胺嘌呤二核苷酸 （ＮＡＤ） 购自南京生兴生物技术有

限公司。
１􀆰 ４　 重组蛋白 ＡＩ２ 表达纯化

将实验室保存的携带 ｐＣｏｌｄ－ｓｕｍｏ－ＡＩ２ 重组质粒

的大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 菌株接种于含有氨苄青霉素抗性

的液体 ＬＢ 培养基中培养， 待培养至 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８
时， 加入 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ， １５ ℃， １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导

２４ ｈ。 诱导结束后， 离心收集菌体， 低温高压破碎后

收集沉淀和上清液， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定表达情况。
确定目标蛋白表达后利用亲和层析进行纯化。
１􀆰 ５　 动物免疫及抗体效价检测

选取 ６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠， 将纯化后的 ＡＩ２ 重组

蛋白与弗氏完全佐剂等体积混合并充分匀浆， １００
μｇ ／只背部皮下多点注射进行免疫。 后续每间隔 ２ 周

利用弗氏不完全佐剂进行一次加强免疫， 抗原含量与

首免相同， 共免疫 ３ 次。 在第 ３ 次免疫后 ２ 周， 采集

免疫后小鼠血清， 利用 ＡＩ２ 间接 ＥＬＩＳＡ 检测抗体效

价。 在融合前 ３ ｄ， 选取效价最高小鼠， 利用 ＡＩ２ 蛋

白腹腔注射加强免疫。
１􀆰 ６　 单克隆抗体的制备

１􀆰 ６􀆰 １　 细胞融合与筛选

选取 ＡＩ２ 蛋白加强免疫后的小鼠， 分离脾细胞，
利用常规方法将脾细胞与骨髓瘤细胞 ＳＰ２ ／ ０ 进行融

合。 融合后 ５ ｄ， 每天观察杂交瘤细胞生长情况， 待

长至细胞孔面积 ２ ／ ３ 左右时， 利用 ＡＩ２ 间接 ＥＬＩＳＡ 筛

选阳性细胞孔， 并进行 ３ 次亚克隆， 待所有亚克隆细

胞孔均为阳性后进行扩大培养， 获得分泌 ＡＩ２ 抗体的

杂交瘤细胞株。
ＡＩ２ 间 接 ＥＬＩＳＡ 方 法： 将 重 组 蛋 白 ＡＩ２ 以

１ μｇ ／ ｍＬ浓度包被于酶标板， ４ ℃包被过夜， ＰＢＳＴ 洗

涤 ３ 次， 利用 １０％脱脂乳封闭 ３ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，
以杂交瘤细胞上清液作为一抗， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 羊抗

鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 为二抗， 孵育 ４５ ｍｉｎ， ＰＢＳＴ 洗涤 ３
次， 每孔加入 １００ μＬ ＴＭＢ 避光显色 １０ ｍｉｎ， 再次加

入５０ μＬ 终止液。
１􀆰 ６􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

以 ＡＩ２ 蛋白为待检抗原， 含 ｐＣｏｌｄ Ｉ－ｓｕｍｏ 空载体

的 Ｒｏｓｅｔｔａ 菌体裂解物为对照， 以筛选获得的阳性杂

交瘤细胞上清液为一抗， 羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 为二

抗， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
１􀆰 ７　 单克隆抗体生物学特性鉴定

１􀆰 ７􀆰 １　 杂交瘤细胞株抗体分泌稳定性

将阳性杂交瘤细胞进行连续传代， 每 ５ 代收集细
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胞上清液， 利用 ＡＩ２ 间接 ＥＬＩＳＡ 检测效价， 以确定

杂交瘤细胞分泌抗体情况。
１􀆰 ７􀆰 ２　 单克隆抗体亚型鉴定

根据试剂盒说明书， 将单克隆抗体 １ ∶ １００ 稀释

加入 ＥＬＩＳＡ 酶标板中后， 不需孵育， 再次加入试剂

盒中 ＩｇＧ ＋ ＩｇＭ ＋ ＩｇＡ 抗体， 稀释比例根据说明书。
３７ ℃孵育 ２ ｈ， 避光加入 ＴＭＢ 进行显色， 再次加入

终止液进行读数。
１􀆰 ７􀆰 ３　 单克隆抗体特异性鉴定

以猪链球菌 ２ 型、 副猪格拉菌、 猪丹毒丝菌、 多

杀性巴氏杆菌、 支气管败血波氏菌为受检菌， 利用间

接 ＥＬＩＳＡ 检测单克隆抗体与受检菌反应性。 将受检

菌菌体裂解物包被于酶标板中， 以杂交瘤细胞上清液

为一抗， 羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 为二抗进行检测。 同时

将受检菌菌体裂解物进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测， 转印至

ＰＶＤＦ 膜中， 封闭过夜， 同样以杂交瘤细胞上清液为

一抗， 羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 为二抗进行检测。

１􀆰 ７􀆰 ４　 单克隆抗体与天然 ＡｐｘⅠ毒素蛋白反应性鉴定

根据参考文献 ［１５］ 略作调整， 将 Ａｐｐ ５ 型接

种于液体 ＴＳＢ （含 ２０ μｇ ／ ｍＬ ＮＡＤ） 中培养过夜， 调

整 ＯＤ６００值， 以 １ ∶ １００ 的比例接种于液体 ＬＢ （含 ２０
μｇ ／ ｍＬ ＮＡＤ） 中， 并添加 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２培养 ８ ｈ。
离心收集上清液， 加入饱和硫酸铵至 ６０％饱和度，
４ ℃沉淀过夜。 离心收集沉淀利用无菌 ＰＢＳ 进行溶解

后， 透析 ２４ ｈ， 所获样品即为天然 ＡｐｘⅠ 毒素蛋白。
将天然 ＡｐｘⅠ毒素蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 以杂交瘤细

胞上清液为一抗， 羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 为二抗进行

检测。
１􀆰 ８　 单克隆抗体识别表位初步鉴定

为防止因破坏二级结构影响截短体表达， 利用在

线网站 ＮｅｔＳｕｒｆＰ Ｖｅｒ．１．１ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｐｓ．ｂｉｏｃｕｃｋｏｏ．ｃｎ ／ ｏｎ⁃
ｌｉｎｅ＿ｆｕｌｌ．ｐｈｐ）预测 ＡＩ２ 蛋白二级结构， 根据预测结果

进行截短［１６］。 所需引物见表 １， 将截短的基因与

ｐＧＥＸ６ｐ－１ 载体相连并转入 Ｒｏｓｅｔｔａ 宿主菌中进行诱

导表达， 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定单克隆抗体与截短体

的反应性。

表 １　 ＡＩ２ 截短体引物序列

引物名称 引物序列 （５′ →３′） 内切酶 基因长度 ／ ｂｐ

ＡＩ２－１－Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＡＴＧＧＣＡＧＣＧＡＴＧＧＴＡＣＴＡＡＣ ＢａｍＨⅠ

ＡＩ２－１－Ｒ ＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＡＣＣＡＡＴＣＴＴＴＡＡＴＣＧＴＧＡＧＣＧ ＳａｌⅠ
２７９

ＡＩ２－２－Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＡＧＧＡＡＣＡＣＴＧＴＡＴＴＡＣＣＡＴ ＢａｍＨⅠ

ＡＩ２－２－Ｒ ＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＡＧＡＴＴＴＧＴＴＣＡＡＴＡＴＣＴＴＴＴＣＴＧ ＳａｌⅠ
２６１

　 　 　 　 　 注： 下划线处表示酶切位点。

２　 结果

２􀆰 １　 重组蛋白 ＡＩ２ 表达与纯化

将诱导后的 ＡＩ２ 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 结果表

明诱导后的重组蛋白大部分以可溶形式表达。 通过亲

和层析方法进行纯化， 结果表明， 纯化后蛋白条带与

预期相符， 且纯度较好， 可用于后续试验 （图 １）。
２􀆰 ２　 单克隆抗体制备与筛选

三免后小鼠血清 ＡＩ２ 抗体效价均超过 １ ∶ ２０４ ８００，
可以进行细胞融合。 经过 ３ 次亚克隆后， 利用 ＡＩ２ 间

接 ＥＬＩＳＡ 共筛选得到 ４ 株杂交瘤细胞株， 分别命名

为 ２Ｃ２、 ４Ｅ４、 ５Ｅ７ 和 ６Ｆ２。 同时 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结

果表明， ４ 株单抗对重组蛋白 ＡＩ２ 具有良好的反应性

（图 ２）。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １． 携带 ｐＣｏｌｄ－ｓｕｍｏ－ＡＩ２ 重组质粒的大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ
诱导后破碎沉淀； ２． 携带 ｐＣｏｌｄ － ｓｕｍｏ － ＡＩ２ 重组质粒的大肠杆菌

Ｒｏｓｅｔｔａ 诱导后破碎上清液； ３． 流穿液； ４～５． 洗涤液； ６． 洗脱产物。

图 １　 重组蛋白 ＡＩ２ 纯化
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Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １． 重组蛋白 ＡＩ２； ２． 携带空载体 ｐＣｏｌｄＩ－ｓｕｍｏ 的菌体裂解物。
Ａ． ２Ｃ２； Ｂ． ４Ｅ４； Ｃ． ５Ｅ７； Ｄ． ６Ｆ２。

图 ２　 单抗对重组蛋白 ＡＩ２ 反应性鉴定

２􀆰 ３　 单克隆抗体生物学特性鉴定

２􀆰 ３􀆰 １　 杂交瘤细胞株抗体分泌稳定性检测

将 ４ 株杂交瘤细胞株连续传至第 ２０ 代， 利用间

接 ＥＬＩＳＡ 检测相应分泌抗体效价。 结果表明 （表 ２），
４ 株杂交瘤细胞株均能稳定分泌抗体。 在第 ２０ 代时，
６Ｆ２ 效价最低， ５Ｅ７ 效价最高。

表 ２　 杂交瘤细胞株上清液抗体效价

单克隆抗体 Ｐ５ Ｐ１０ Ｐ１５ Ｐ２０

２Ｃ２ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００

４Ｅ４ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ３ ２００

５Ｅ７ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ １２ ８００

６Ｆ２ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ３ ２００ １ ∶ ３ ２００ １ ∶ １ ６００

２􀆰 ３􀆰 ２　 单克隆抗体亚型鉴定

经鉴定， ４ 株单克隆抗体中， ２Ｃ２、 ４Ｅ４ 和 ５Ｅ７
重链属于 ＩｇＧ１ 亚型， ６Ｆ２ 重链属于 ＩｇＧ２ａ 亚型， ４ 株

单克隆抗体轻链均属于 κ 型 （表 ３）。

表 ３　 单克隆抗体亚型鉴定

亚型
单克隆抗体

２Ｃ２ ４Ｅ４ ５Ｅ７ ６Ｆ２

ＩｇＧ１ ２．４７５ ２．４６８ ２．３６７ ０􀆰 ０６３

ＩｇＧ２ａ ０􀆰 ０６３ ０􀆰 ０８１ ０􀆰 ０５９ ２．２９９

ＩｇＧ２ｂ ０􀆰 ０６２ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ０６３ ０􀆰 ０６７

ＩｇＧ３ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０６５

ＩｇＡ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ０６０

ＩｇＭ ０􀆰 ０６５ ０􀆰 ０６８ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０６４

κ １．１２５ １．１３５ １．０７８ １．６６８

λ ０􀆰 ０７２ ０􀆰 ０５８ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ０５９

２􀆰 ３􀆰 ３　 单克隆抗体特异性检测

以 ５ 种异源细菌为受检菌， 检测单克隆抗体特异

性。 ＥＬＩＳＡ （图 ３） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （图 ４） 结果表

明， ４ 株单抗与多杀性巴氏杆菌、 支气管败血波氏

菌、 猪丹毒丝菌、 猪链球菌 ２ 型和副猪格拉菌抗原均

不反应， 所制备单抗具有较好的特异性。

图 ３　 单抗特异性检测 （ＥＬＩＳＡ）
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Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １， ＡＩ２ 重组蛋白； ２． 多杀性巴氏杆菌； ３． 支气管败血波氏菌； ４． 猪丹毒丝菌； ５． 猪链球菌 ２ 型； ６． 副猪格拉菌。
Ａ． ２Ｃ２； Ｂ． ４Ｅ４； Ｃ． ５Ｅ７； Ｄ． ６Ｆ２。

图 ４　 单抗特异性鉴定 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）

２􀆰 ３􀆰 ４　 单克隆抗体与天然 ＡｐｘⅠ毒素蛋白反应性

鉴定

经鉴定， 单克隆抗体 ５Ｅ７ 可以与天然 ＡｐｘⅠ毒素

蛋白结合 （图 ５、 图 ６）。
２􀆰 ４　 单克隆抗体识别表位初步鉴定

根据二级结构预测结果， 将 ＡＩ２ 重组蛋白截为 ２
段， 重复 ２０ 个氨基酸 （如图 ７Ａ）， 分别克隆至

ｐＧＥＸ６ｐ－１ 中进行诱导表达。 将表达的截短蛋白分别

孵育 ４ 株单克隆抗体鉴定反应性。 结果表明， ２Ｃ２ 和

５Ｅ７ 均可与 ＡＩ２－１ 和 ＡＩ２－２ 反应， ４Ｅ４ 和 ６Ｆ２ 均不与

２ 个截短重组蛋白反应 （见图 ７）。
Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １． ＡｐｘⅠ毒素。

图 ５　 天然 ＡｐｘⅠ毒素蛋白提取
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Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １． 天然 ＡｐｘⅠ毒素蛋白。 Ａ． ２Ｃ２； Ｂ． ４Ｅ４； Ｃ． ５Ｅ７； Ｄ． ６Ｆ２。

图 ６　 单克隆抗体与天然 ＡｐｘⅠ毒素蛋白反应性鉴定

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； １． 携带 ＡＩ２－１－ｐＧＥＸ６ｐ－１ 重组质粒大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 未诱导菌体； ２． 诱导表达后 ＡＩ２－１ 重组蛋白； ３． 携带 ＡＩ２－２－ｐＧＥＸ６ｐ－１ 重组

质粒的大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 未诱导菌体； ４． 诱导表达后 ＡＩ２－２ 重组蛋白。 Ａ． ＡＩ２ 截短示意图； Ｂ． 单克隆抗体与 ＡＩ２－１ 和 ＡＩ２－２ 反应性的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
鉴定。

图 ７　 单克隆抗体与 ＡＩ２ 重组蛋白截短体反应原性鉴定
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３　 讨论

ＡＰＰ 可引起猪传染性胸膜肺炎， 该病典型病变

包括纤维素性出血性胸膜炎或者肺脏出现干酪样化脓

病灶［１７－１８］。 我国自 １９８７ 年发现该病后， 逐渐在全国

范围内流行， 成为养猪业主要的细菌性疾病， 造成了

巨大的经济损失［１９－２０］。 因此对于 ＡＰＰ 的防控尤为重

要， 但鉴于灭活疫苗的局限性， 研制亚单位疫苗成为

目前的热点［２１－２３］。 而在 ＡＰＰ 亚单位疫苗抗原筛选的

研究中， ＡｐｘⅠ蛋白成为应用最为广泛的抗原之一。
Ｓｈｉｎ 等［２４］以真核表达的截短 ＡｐｘⅠ蛋白为免疫原，
在免疫小鼠后， 可以检测到较高水平的抗体， 同时对

野毒感染具有一定的防护效果。 Ｓｈａｏ 等［２５］ 通过原核

表达， 制备包含 ｒＡｐｘⅠ、 ｒＡｐｘⅡ、 ｒＡｐｘⅢ和 ｒＯＭＰ 重

组蛋白的亚单位疫苗， 在小鼠中可以提供一定交叉保

护性。 Ｊｉｎ 等［２６］利用减毒沙门菌表达 ＡｐｘⅠＡ、 ＡｐｘⅡ
Ａ、 ＡｐｘⅢＡ 和 ＯｍｐＡ， 免疫小鼠后可有效诱导 Ｔｈ１ 和

Ｔｈ２ 型免疫反应。 同时目前商品化的进口亚单位疫苗

中也同样包含 ＡｐｘⅠ抗原［２７］。
实验室前期通过构建表达不同 ＡｐｘⅠ蛋白截短

体， 筛选得到抗原优势决定簇 ＡＩ２ 蛋白， 并实现了高

效可溶性表达。 由于单克隆抗体制备周期较长， 致使

每一步试验都至关重要， 抗原的纯度、 免疫程序、 细

胞融合方法等均会对其性质造成一定影响［２８］。 有文

献表明， 免疫原纯度越高， 所制备出的单克隆抗体效

价越高［２９］。 因此， 对其纯化条件进行优化， 最终纯

化后纯度达到 ８５％以上， 并作为免疫原， 利用常规

细胞融合的方法， 最终获得 ４ 株单克隆抗体。 ４ 株单

克隆抗体均具有较好的特异性， 可与 ＡＩ２ 蛋白发生特

异性结合， 不与表达宿主菌和其他外源细菌反应， 可

稳定持续分泌 ＡＩ２ 抗体。 同时， ５Ｅ７ 还可与天然

ＡｐｘⅠ毒素蛋白结合。
随着抗原表位的深入研究， 表位疫苗的研究方法

逐渐多样化， 成为疾病防治的一大热点领域［３０－３１］。
抗原表位又称抗原决定簇， 可以被机体识别并产生抗

体。 因此与传统疫苗相比， 表位疫苗达到更好的免疫

效果［３２］。 本研究中通过原核表达的方式， 初步鉴定

２Ｃ２ 和 ５Ｅ７ 所识别线性表位在 ７４ ～ ９３ ａａ 之间。 对于

其他 ２ 株单克隆抗体与 ＡＩ２－１ 和 ＡＩ２－２ 均不反应，
推测 ＡＩ２ 蛋白本身为 ＡｐｘⅠ蛋白的抗原优势决定簇，
再次截短后可能破坏了表位完整性， 进而无法发生反

应， 这一推论还需进一步试验。

４　 结论

本研究成功制备 ４ 株胸膜肺炎放线杆菌 ＡＩ２ 蛋白

单克隆抗体， 为建立猪传染性胸膜肺炎亚单位疫苗免

疫效果评估方法奠定基础。
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