
刘亚林， 梁真洁， 杨兴淼， 等． 鸭坦布苏病毒 ｐｒＭ 蛋白单克隆抗体的制备及其抗原表位鉴定 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２４， ５６ （１）： ９８－１０６．
ＬＩＵ Ｙ Ｌ， ＬＩＡＮＧ Ｚ Ｊ， ＹＡＮＧ Ｘ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｐｒＭ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｄｕｃｋ Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌ
ｅｐｉｔｏｐｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２４， ５６ （１）： ９８－１０６．

鸭坦布苏病毒 ｐｒＭ 蛋白单克隆抗体的制备及其抗原表位鉴定
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摘要： 为制备鸭坦布苏病毒 （ＤＴＭＵＶ） 膜前体蛋白 （ｐｒＭ） 的单克隆抗体， 将原核表达的重组 ｐｒＭ 蛋白配伍佐剂免疫 ６ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，
３ 次免疫后分离小鼠脾细胞并将其与 ＳＰ２ ／ ０ 细胞进行融合， 通过间接 ＥＬＩＳＡ 筛选， 获得 ２ 株能稳定分泌抗 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 蛋白单克隆抗体的杂交瘤细

胞株， 命名为 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０。 ２ 株杂交瘤细胞均能稳定分泌抗体， 制备的腹水抗体效价分别为 １ ∶ ５１ ２００ 和 １ ∶ １０２ ４００。 亚型鉴定结果显示， ３Ｈ４
和 ５Ｃ１０ 单克隆抗体的重链均属于 ＩｇＧ２ｂ， 轻链均为 Ｋａｐｐａ 型。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光试验结果显示， 这 ２ 株单克隆抗体均能与ＢＨＫ－２１ 细胞

中感染的 ＤＴＭＵＶ 发生特异性反应， 而与同属的日本脑炎病毒无交叉反应。 微量病毒空斑减少中和试验结果表明， 这 ２ 株单克隆抗体均具有中和

活性。 进一步原核表达 ｐｒＭ 蛋白不同截短体， 发现 ２ 株单抗针对不同表位， 均位于 ｐｒＭ 蛋白的 ｐｒ 片段上。 本研究制备的单克隆抗体 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０
为快速检测 ＤＴＭＵＶ 感染和研究 ｐｒＭ 蛋白的结构与功能奠定了基础。
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鸭采食量、 产蛋量骤然大幅下降为主要临床特征， 以
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出血性卵巢炎为主要病变特征的急性传染病。
ＤＴＭＵＶ 可感染不同日龄鸭， 患病鸭还会出现严重的

神经症状， 如共济失调、 瘫痪等［１－２］。 ２０１０ 年我国首

次暴发鸭坦布苏病毒病， 其感染率可高达 １００％， 死

亡率可达 １０％～３０％。 该病可危害鸭、 番鸭、 鹅、 蛋

鸡、 鸽、 麻雀等多种禽类， 给我国禽类养殖业带来严

重危害［３－４］。 ＤＴＭＵＶ 属于黄病毒科、 黄病毒属、 恩

塔亚病毒群。 病毒粒子呈球形， 病毒基因组为单股正

链 ＲＮＡ， 一个 ＯＲＦ 编码的前体蛋白经病毒和宿主蛋
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白酶水解后形成 ３ 个结构蛋白及 ７ 个非结构蛋白， 即

核衣壳蛋白 （Ｃ）、 膜前体蛋白 （ ｐｒＭ） 和囊膜蛋白

（ Ｅ ） 及 ＮＳ１、 ＮＳ２Ａ、 ＮＳ２Ｂ、 ＮＳ３、 ＮＳ４Ａ、 ＮＳ４Ｂ、
ＮＳ５［５］。 其中 ｐｒＭ 蛋白含 １６７ 个氨基酸， 主要存在于

感染细胞内未成熟的病毒粒子中， 可被细胞中的弗林

蛋白酶切割成 ｐｒ 片段 （９２ ａａ） 和 Ｍ 蛋白 （７５ ａａ），
病毒在宿主细胞内的装备过程中， ｐｒＭ 参与病毒囊膜

的组成， 对病毒复制及维持空间结构起重要作用［６］。
目前针对鸭坦布苏病毒 ｐｒＭ 蛋白结构和功能的

研究较少。 本试验首先利用 ＤＮＡＳＴＡＲ 系统分析发

现， ＤＴＭＵＶ ＸＺ２０１２ 株 ｐｒＭ 蛋白前 １５３ 个氨基酸抗原

性及疏水性较好， 故将该基因片段克隆到表达载体，
在大肠杆菌中进行诱导表达并鉴定， 然后以纯化后的

重组 ｐｒＭ 蛋白做免疫原免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 应用杂交

瘤细胞融合技术， 成功筛选获得了 ２ 株稳定分泌抗

ＤＴＭＵＶ－ｐｒＭ 的单克隆抗体， 确定了单抗识别的抗原

表位区域， 为今后研究鸭坦布苏病毒 ｐｒＭ 蛋白结构、
功能及病毒的致病机制奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

鸭坦布苏病毒 ＸＺ２０１２ 株由本实验室分离、 鉴定

和保存。 ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） 质粒、 ｐＥＴ－３２ａ （ ＋） 质粒、
大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞、 大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３）
感受态细胞、 ＢＨＫ－２１ 细胞及 ＳＰ２ ／ ０ 小鼠骨髓瘤细胞

均由本实验室保存。 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和 ＩＣＲ
雌性小鼠 （５～６ 周龄） 购自扬州大学实验动物中心。

高保真酶 ２×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ 购自宝日医

生物技术 （北京） 有限公司； １８０ ｋＤａ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ 购自诺唯赞生物科技股份有限公司； 限制

性核酸内切酶 ＢａｍＨⅠ、 ＸｈｏⅠ和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购

自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＢＣＡ 蛋白质定量试

剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公司； ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基、 胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 羊抗鼠

ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） －ＨＲＰ 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、 小鼠单克隆

抗体亚型鉴定试剂盒购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 生物科技有限公

司； ＴａｎｏｎＴＭ Ｈｉｇｈ－ｓｉｇ ＥＣＬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 底物试剂盒购

自天 能 科 技 有 限 公 司； 异 丙 基 硫 代 半 乳 糖 苷

（ＩＰＴＧ）、 细胞融合剂 ＰＥＧ、 弗氏完全佐剂、 弗氏不

完全佐剂、 ＨＡＴ 和 ＨＴ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 其他试

剂均为国产分析纯。
１􀆰 ２　 重组质粒构建

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中 ＤＴＭＵＶ ＸＺ２０１２ （Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ： ＫＭ１８８９５３􀆰 １） 毒株的 ｐｒＭ 基因序列设计引

物， ｐｒＭ－Ｆ： ５′－ ＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＴＧＡＡＧＣＴＴＧＧＡＡ⁃

ＡＴＴＡＴＡＡ－３′， 含有 ＢａｍＨⅠ酶切位点 （下划线处）；
ｐｒＭ－Ｒ： ５′－ ＴＧＣＴＣＧＡＧＴＡＴＣＴＴＴＴＧＧＣＴＴＣＴＣＧＴＣＧ－
３′， 含有 ＸｈｏⅠ酶切位点 （下划线处）， 引物由北京

擎科生物科技有限公司合成， 用于扩增 ｐｒＭ 基因，
目的基因大小为 ４５９ ｂｐ。 以提取的 ＤＴＭＵＶ ＸＺ２０１２
株基因组 ＲＮＡ 为模板， 反转录合成 ｃＤＮＡ， 以 ｃＤＮＡ
为模板 ＰＣＲ 扩增 ｐｒＭ 基因。 ＰＣＲ 反应条件： ９８ ℃
５ ｍｉｎ； ９８ ℃ １０ ｓ， ６２ ℃ ５ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， 共 ３０ 个

循环； 最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 将目的片段和ｐＥＴ－２８ａ
（＋） 载体经 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切回收， 然后用

Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶进行连接。 将连接产物转化至 ＤＨ５α
感受态中， 细菌经抗性单克隆培养、 ＰＣＲ 和双酶切

鉴定， 正确后送通用生物系统公司测序， 将测序正确

的质粒命名为 ｐＥＴ２８ａ－ｐｒＭ， 置－２０ ℃保存备用。
１􀆰 ３　 ｐｒＭ 蛋白的诱导表达及纯化

将重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｐｒＭ 转化至 ＢＬ２１ 感受态中，
置于含卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基中培养至菌液

ＯＤ６００ ｎｍ为 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６， 加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＩＰＴＧ， 于 ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床诱导表达 ４ ｈ。 将诱

导后菌体进行超声波破碎， 于 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 分别收集上清液和沉淀， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
鉴定目的蛋白表达形式。 用 Ｈｉｓ 镍柱纯化目的蛋白，
利用 ＢＣＡ 法测定目的蛋白浓度， 重组 ｐｒＭ 蛋白分装

后置－８０ ℃保存备用。
１􀆰 ４　 重组蛋白 ｐｒＭ 单克隆抗体制备

１􀆰 ４􀆰 １　 动物免疫

取 ５ 只 ５～６ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 将纯化的重

组 ｐｒＭ 蛋白与弗氏完全佐剂 １ ∶ １ 混匀乳化， 通过皮

下多点注射方式免疫小鼠， ６０ μｇ ／只。 二免、 三免用

弗氏不完全佐剂乳化， 每次免疫间隔 ２ 周， 第 ３ 次免

疫后 １ 周对小鼠进行尾静脉采血， 分离血清， 用间接

ＥＬＩＳＡ 方法测定血清抗体效价。 融合前 ３ ｄ 选取抗体

效价最高的小鼠进行加强免疫， 腹腔注射重组蛋白，
６０ μｇ ／只。
１􀆰 ４􀆰 ２　 单克隆抗体制备

加强免疫后 ３ ｄ， 将小鼠安乐死并分离脾细胞，
在 ＰＥＧ４０００ 作用下与对数生长期的 ＳＰ２ ／ ０ 细胞按照

７ ∶ １ 的比例进行细胞融合。 将融合细胞铺至含有

ＨＡＴ 选择培养基的 ９６ 孔细胞板中培养。 细胞融合

７ ｄ 后观察 ９６ 孔板中细胞融合情况， 取有杂交瘤细

胞生长的细胞培养上清液 １００ μＬ， 用间接 ＥＬＩＳＡ 进

行检测。 阳性杂交瘤细胞需进行 ２ ～ ３ 次亚克隆。 将

稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株扩大培养、 冻存于液氮

中长期保存。
１􀆰 ４􀆰 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测抗体

将重组 ｐｒＭ 蛋白用碳酸盐抗原包被液稀释至
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２ μｇ ／ ｍＬ 包被酶标板， ４ ℃包被过夜， 用 ５％脱脂乳

于 ３７ ℃封闭 ２ ｈ。 将杂交瘤细胞培养上清液加入酶标

板， 同时将小鼠血清按 １ ∶ １ ０００ 稀释设立阴、 阳性

对照， 于 ３７ ℃ 反应 １ ｈ； 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加入

１００ μＬ 羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） － ＨＲＰ （１ ∶ ６ ０００ 稀释）
于 ３７ ℃ 反应 １ ｈ； 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每孔加入

１００ μＬ ＴＭＢ 显色液， 于 ３７ ℃避光显色 １０ ｍｉｎ； 加入

５０ μＬ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止反应。 为了排除载体自身诱

导表达的蛋白影响检测结果， 试验采用 ｐＥＴ２８ａ－ｖｐ７０
重组质粒诱导表达的蛋白作为抗原包被酶标板， 用制

备的抗体孵育进行反检。 用酶标仪测定每孔 ＯＤ４５０ ｎｍ

值， 待检样品 ＯＤ４５０ ｎｍ ／阴性样品 ＯＤ４５０ ｎｍ （Ｐ ／ Ｎ） ＞
２􀆰 １ 判定为阳性， 其阳性孔对应的抗体最大稀释倍数

即为该抗体的效价。
１􀆰 ４􀆰 ４　 小鼠单抗腹水的制备

选取 ７ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 先向小鼠腹腔内

注射 ５００ μＬ 无菌液体石蜡。 ７ ｄ 后， 向小鼠腹腔注射

３×１０６ ～４×１０６个杂交瘤细胞。 ５ ～ ７ ｄ 后， 观察小鼠腹

部变大、 触之有波动感、 行动不敏捷、 被毛粗糙时收

集腹水， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取中间层， 置

－８０ ℃长期保存备用。
１􀆰 ５　 单克隆抗体生物学特性鉴定

１􀆰 ５􀆰 １　 单克隆抗体分泌稳定性及亚型测定

将阳性杂交瘤细胞连续传代培养 ２０ 代， 每隔 ５
代冻存一批细胞， 利用 ＥＬＩＳＡ 测定不同代次细胞上

清液的抗体效价。 使用小鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂

盒按照说明书方法鉴定单克隆抗体亚型。
１􀆰 ５􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定单抗

分别取 ＤＴＭＵＶ 感染 ＢＨＫ－２１ 细胞和 ＪＥＶ 感染

ＢＨＫ－２１ 细胞样品， 先进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 然后转印至

聚偏二氟乙烯 （ ＰＶＤＦ 膜） 上。 ５％脱脂奶粉封闭，
以杂交瘤细胞上清液作为一抗， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ。
以 ＢＨＫ－２１ 细胞作为阴性对照， 鉴定 ｐｒＭ 单克隆抗

体反应的特异性。
１􀆰 ５􀆰 ３　 间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ） 鉴定单抗

用 ＤＴＭＵＶ 感 染 ＢＨＫ － ２１ 细 胞， 以 未 感 染

ＤＴＭＵＶ 的细胞作为对照， 培养 ３６ ｈ 后用 ４％多聚甲

醛固定， 用 ＰＢＳ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 洗涤 ３ 次， 用 ０􀆰 １％的

Ｔｒｉｔｏｎ １００ 作用 １５ ｍｉｎ； 洗涤后每孔加入含有 ２％牛血

清白蛋白 （ＢＳＡ） ＰＢＳ ２００ μＬ， 于 ３７ ℃封闭 ２ ｈ； 洗

涤后每孔加入 ２００ μＬ 杂交瘤细胞培养上清液， 于

３７ ℃反应 １ ｈ； 洗涤后每孔加入 ２００ μＬ ＦＩＴＣ－羊抗鼠

ＩｇＧ （用 ＰＢＳ 进行 １ ∶ ２００ 稀释）， ３７ ℃反应 １ ｈ， 用

ＰＢＳ 重复洗涤 ３ 次， 将细胞板置于荧光显微镜下观

察， 使用 ＥＶＯＳ ＦＬ 细胞成像系统拍摄照片并保存。

１􀆰 ５􀆰 ４　 微量病毒空斑减少中和试验

将 ＢＨＫ－２１ 细胞接种于 ６ 孔板中， 待细胞长至细

胞孔 ８０％左右时， 将单克隆抗体细胞上清液在 ５６ ℃
水浴灭活处理 ３０ ｍｉｎ， 用 ＤＭＥＭ 培养液按 １ ∶ １０、
１ ∶ ２０、 １ ∶ ４０、 １ ∶ ８０ 进行倍比稀释， 然后将稀释成

２００ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的病毒液与等量倍比稀释的单克隆抗

体细胞上清液均匀混合， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 接种 ＢＨＫ－
２１ 细胞， ７２ ｈ 后观察空斑形成情况。
１􀆰 ６　 单抗识别 Ｂ 细胞抗原表位的鉴定

利用 ＩＥＤＢ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｉｅｄｂ． ｏｒｇ ／ ｈｏｍｅ ＿ｖ３􀆰 ｐｈｐ）
分析 ｐｒＭ 蛋白序列抗原特性， 预测单克隆抗体的 Ｂ
细胞表位， 然后将 ｐｒＭ 蛋白进行逐步截短并克隆至

ｐＥＴ－３２ａ （＋） 载体中。 以制备的单克隆抗体 ３Ｈ４ 和

５Ｃ１０ 为一抗， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ｐｒＭ 单克隆抗体

所识别的抗原表位区域。
１􀆰 ７　 抗原表位氨基酸位点比对分析

选择不同来源的 ＤＴＭＵＶ １６ 个代表毒株的 ｐｒＭ
基因序列以及同属黄病毒中的日本脑炎病毒 （ＪＥＶ）、
登革热病毒 （ＤＥＮＶ） 和西尼罗病毒 （ＷＮＶ） 的 ｐｒＭ
基因序列， 利用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件比对 ｐｒＭ 蛋白氨基酸序

列， 分析 Ｂ 细胞抗原表位序列在各毒株中的保守性。

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 ＰＣＲ 扩增的 ｐｒＭ 目的基因片段大小为

４５９ ｂｐ， 与理论值相符 （图 １）。 将构建的重组质粒

ｐＥＴ２８ａ－ｐｒＭ 进行双酶切鉴定， 酶切后的基因片段与

目的基因大小一致， 基因测序结果正确， 无任何

突变。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～４􀆰 ｐｒＭ 基因 ＰＣＲ 产物； ５􀆰 ｐＥＴ２８ａ－ｐｒＭ 重组

质粒； ６􀆰 ｐＥＴ２８ａ－ｐｒＭ 双酶切产物。

图 １　 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 基因 ＰＣＲ 扩增 （Ａ） 及重组质粒

ｐＥＴ２８ａ－ｐｒＭ 酶切鉴定 （Ｂ）
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２􀆰 ２　 重组 ｐｒＭ 蛋白表达与纯化

重组菌 ＢＬ２１－ｐｒＭ 经 ＩＰＴＧ 诱导后成功表达， 在

２０ ｋＤａ 大小处有明显条带， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示与

预期大小相符， 将诱导后的全菌超声裂解后发现重组

蛋白主要以包涵体形式表达 （图 ２Ａ）。 通过使用镍

柱亲和层析纯化， 利用不同浓度咪唑洗脱得到单一条

带的重组 ｐｒＭ 蛋白 （图 ２Ｂ）。

Ｍ． 蛋白分子量标准； １􀆰 空载体诱导全菌蛋白； ２􀆰 重组质粒诱导表达全菌蛋白； ３􀆰 重组质粒诱导表达后上清液； ４􀆰 重组质粒诱导表达后沉

淀； ５～１３􀆰 纯化的重组 ｐｒＭ 蛋白 （５ 为过柱前重组 ｐｒＭ 蛋白， ６～１０ 为 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱得到重组 ｐｒＭ 蛋白， ７～１３ 为 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱得

到重组 ｐｒＭ 蛋白）。

图 ２　 重组 ｐｒＭ 蛋白表达鉴定 （Ａ） 和纯化蛋白 （Ｂ） ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ３　 小鼠血清抗体效价测定

小鼠第 ３ 次免疫后 １０ ｄ， 通过尾静脉采血， 利用

间接 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠血清抗体效价 （图 ３）。 与阴性

小鼠相比， 免疫组的所有小鼠均表现出较高水平的

ｐｒＭ 蛋白抗体效价， 血清抗体效价均大于 １ ∶ ２５ ６００。
选取抗体效价最高的 １ 号小鼠， 取脾细胞与 ＳＰ２ ／ ０ 细

胞融合制备杂交瘤细胞。

图 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠血清效价

２􀆰 ４　 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 单克隆抗体制备及效价测定

采用间接 ＥＬＩＳＡ 筛选出 ２ 株能稳定分泌抗

ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞， 分别命

名为 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０。 将 ２ 株阳性杂交瘤细胞进行连续

传代至 ２０ 代， 用 ＥＬＩＳＡ 检测细胞上清液抗体效价稳

定 （表 １）， 同时用 ２ 株阳性杂交瘤细胞制备小鼠腹

水， 其中 ５Ｃ１０ 抗体效价为 １ ∶ １０２ ４００， ３Ｈ４ 抗体效

价为 １ ∶ ５１ ２００。

表 １　 杂交瘤细胞上清液和腹水 ＥＬＩＳＡ 抗体效价测定

单克隆抗体
细胞培养上清液抗体效价

Ｐ５ Ｐ１０ Ｐ２０
腹水效价

３Ｈ４ １ ∶ ３ ２００ １ ∶ １ ６００ １ ∶ １ ６００ １ ∶ ５１ ２００

５Ｃ１０ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ １０２ ４００

２􀆰 ５　 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 单克隆抗体亚型鉴定

单克隆抗体亚型鉴定结果表明： ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 单

克隆抗体的重链均属于 ＩｇＧ２ｂ 亚类， 轻链均为 Ｋａｐｐａ
型 （表 ２）。
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表 ２　 单克隆抗体亚型鉴定

单克隆抗体
亚类 轻链亚型

ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ３ ＩｇＡ ＩｇＭ Ｋａｐｐａ Ｌａｍｂｄａ

３Ｈ４ ０􀆰 ３３４ ０􀆰 ３９７ １􀆰 ９０１ ０􀆰 ２２７ ０􀆰 １９０ ０􀆰 ３０９ １􀆰 ５７１ ０􀆰 ３７４

５Ｃ１０ ０􀆰 ２７６ ０􀆰 ３８４ １􀆰 ８３１ ０􀆰 ３８３ ０􀆰 ２０３ ０􀆰 ２５１ １􀆰 ４７９ ０􀆰 ３５６

２􀆰 ６　 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 单克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应性

鉴定

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果显示， ２ 株单克隆抗体 ３Ｈ４
和 ５Ｃ１０ 均能特异性识别 ＤＴＭＵＶ 接种 ＢＨＫ－２１ 细胞

中大小约为 ２０ ｋＤａ 的病毒蛋白， 与 ｐｒＭ 蛋白大小一

致 （图 ４Ａ）， 而这 ２ 株单克隆抗体均不与 ＪＥＶ 接种

的 ＢＨＫ－２１ 发生特异性反应 （图 ４Ｂ）， 表明所制备

的这 ２ 株单克隆抗体均能特异性识别 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 蛋

白， 而与 ＪＥＶ 没有交叉反应。

Ｍ． 蛋白分子量标准； １􀆰 ＤＴＭＵＶ 感染的 ＢＨＫ－２１ 细胞样品； ２、 ４􀆰 正常细胞对照； ３􀆰 ＪＥＶ 感染的 ＢＨＫ－２１ 细胞样品。

图 ４　 抗 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 蛋白单克隆抗体与 ＤＴＭＵＶ （Ａ） 和 ＪＥＶ （Ｂ） Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应特性鉴定

２􀆰 ７　 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 单克隆抗体 ＩＦＡ 反应特性鉴定

ＩＦＡ 结果显示： 单克隆抗体 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 均能与

ＤＴＭＵＶ 感染的 ＢＨＫ－２１ 细胞发生反应， 产生特异性

的绿色荧光， 阳性细胞中抗体荧光分布在细胞质， 与

ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 在细胞中的表达和分布一致， 而经单克

隆抗体处理的对照组 ＢＨＫ－２１ 细胞均未见特异性荧

光 （图 ５）。 表明这 ２ 株单克隆抗体均能特异性结合

ＤＴＭＵＶ， 具有良好的反应原性和特异性。

图 ５　 抗 ｐｒＭ 蛋白单克隆抗体与 ＤＴＭＵＶ 的 ＩＦＡ 反应特性鉴定 （２００×）
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２􀆰 ８　 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 单克隆抗体病毒中和活性测定

通过空斑减少试验测定单克隆抗体 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０
的中和活性 （图 ６）， 在等量病毒液中加入不同稀释

度的抗体作用后， 细胞孔中病毒感染空斑个数出现变

化， 意味着病毒的数量发生了变化。 通过 Ｒｅｅｄ －
Ｍｕｅｎｃｈ 法计算单克隆抗体的中和效价， ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０
的中和效价分别为 １ ∶ ３４ 和 １ ∶ １１􀆰 ５， 这表明单克隆

抗体 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 具有一定的中和活性。

１～５􀆰 单抗细胞上清液稀释比例分别为 １ ∶ １、 １ ∶ １０、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ４０、 １ ∶ ８０ 稀释； ６􀆰 ＤＭＥＭ对照。

图 ６　 单克隆抗体 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 中和 ＤＴＭＵＶ 活性试验 （Ａ） 和统计分析 （Ｂ）

２􀆰 ９　 ｐｒＭ 蛋白截短体的表达及 Ｂ 细胞抗原表位的

鉴定

　 　 为了探究单克隆抗体 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 识别的抗原表

位区域， 首先将 ｐｒＭ 片段截断分成 ２ 个片段 ｐｒＭ１～８１ ａａ

和 ｐｒＭ７０～１５３ ａａ， 成功诱导表达后通过 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 单

克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应性鉴定， 发现 ２ 株单克隆

抗体均与前段 ｐｒＭ１～８１ ａａ反应。 为了进一步分析单克隆

抗体 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 识 别 的 抗 原 表 位， 先 在 后 段

ｐｒＭ７０～１５３ ａａ的基础上逐步向前加 １０ 个氨基酸构建出 ５ 个

截短体 ｐｒＭ６０～１５３ ａａ、 ｐｒＭ５０～１５３ ａａ、 ｐｒＭ４０～１５３ ａａ、 ｐｒＭ３０～１５３ ａａ和

ｐｒＭ２０～１５３ ａａ， 将以上截短体诱导表达后通过 ３Ｈ４ 和

５Ｃ１０ 单克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应性鉴定， 同时设立

空载诱导菌体作为阴性对照。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应性鉴

定结 果 显 示 （ 图 ７Ａ ）， ｍＡｂ ３Ｈ４ 与 重 组 蛋 白

ｐｒＭ４０～１５３ ａａ、 ｐｒＭ３０～１５３ ａａ和 ｐｒＭ２０～１５３ ａａ有效结合， 但不能

与 ｐｒＭ５０～１５３ ａａ和 ｐｒＭ６０～１５３ ａａ蛋白结合， 而 ｍＡｂ ５Ｃ１０ 与

重 组 蛋 白 ｐｒＭ５０～１５３ ａａ、 ｐｒＭ４０～１５３ ａａ、 ｐｒＭ３０～１５３ ａａ 和

ｐｒＭ２０～１５３ ａａ有效结合， 但不能与 ｐｒＭ６０～１５３ ａａ蛋白结合。
为进一步确定表位所在区域， 通过将前段基因序列进

行逐步截短， 构建出截短体 ｐｒＭ１～５０ ａａ、 ｐｒＭ１～５５ ａａ、
ｐｒＭ１～６０ ａａ、 ｐｒＭ１～６５ ａａ和 ｐｒＭ１～７０ ａａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应性

鉴定结果显示 （图 ７Ｂ）， ｍＡｂ ３Ｈ４ 可以和重组蛋白

ｐｒＭ１～５５ ａａ、 ｐｒＭ１～６０ ａａ、 ｐｒＭ１～６５ ａａ、 ｐｒＭ１～７０ ａａ反应， 而与

重组 蛋 白 ｐｒＭ１～５０ ａａ 不 反 应； ｍＡｂ ５Ｃ１０ 可 以 和

ｐｒＭ１～６０ ａａ、 ｐｒＭ１～６５ ａａ和 ｐｒＭ１～７０ ａａ 反应， 而与重组蛋白

ｐｒＭ１～５０ ａａ和 ｐｒＭ１～５５ ａａ不反应。 综上根据 ２ 次截短体的

鉴定结果， 绘制抗原表位鉴定示意图（图 ７Ｃ）及简化

示意图（图 ７Ｄ），可以证明 ｍＡｂ ３Ｈ４ 的抗原识别区域大

概为第 ４０～５５ 位氨基酸，即 ４０ＤＶＧＬＭＣＱＤＤＩＴＹＬＣＰＫ５５，
ｍＡｂ ５Ｃ１０ 的抗原识别区域大概为第 ５０ ～ ６０ 位氨基

酸， 即 ５０ＴＹＬＣＰＫＬＥＹＧＹ６０。
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注： Ａ． 单抗与截短体蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果， 其中 Ｍ 为蛋白分子量标准， １ 为 Ｌ１ 截短体， ２～ ６ 分别为 Ｒ１～ Ｒ６ 截短体， ９ 为 Ｌ６ 截短体， １０
为 Ｌ５ 截短体， １１ 为 Ｌ４ 截短体， １２ 为 Ｌ３ 截短体， １３ 为 Ｌ２ 截短体， ８、 １４ 为 ｐＥＴ－３２ａ； Ｂ． 单抗识别抗原表位鉴定示意及判定结果， ＋表示有反

应， －表示不反应。

图 ７　 ３Ｈ４、 ５Ｃ１０ 单克隆抗体抗原表位鉴定

２􀆰 １０　 ＤＴＭＵＶ 等黄病毒 ｐｒ 蛋白抗原表位氨基酸位

点比对分析

　 　 通过利用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件比对 ＤＴＭＵＶ 的不同毒株

和黄病毒属中其他病毒如： ＪＥＶ、 ＤＥＮＶ、 ＷＮＶ 的 ｐｒ
蛋白氨基酸序列， 结果发现 （图 ８）： 第 ４０ ～ ６０ 位氨

基酸之间的这 ２ 个抗原表位区域， 在 ＤＴＭＵＶ 不同毒

株间无氨基酸差异， 保守性较高； ＤＴＭＵＶ 与 ＤＥＮＶ
和 ＷＮＶ 差异较大， 推测 ＤＴＭＵＶ 的 ｐｒＭ 蛋白单克隆

抗体与其应该无交叉反应； ＤＴＭＵＶ 与 ＪＥＶ 存在 ７ 个

氨基酸差异， 推测这 ７ 个氨基酸是导致这 ２ 株 ｐｒＭ 蛋

白单克隆抗体与 ＪＥＶ 无交叉反应的关键氨基酸。
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图 ８　 ＤＴＭＵＶ 等黄病毒 ｐｒＭ 蛋白氨基酸序列分析

３　 讨论

本研究成功制备了 ２ 株针对 ＤＴＭＵＶ－ｐｒＭ 的单克

隆抗体 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０， 小鼠腹水抗体效价分别为 １ ∶
５１ ２００ 和 １ ∶ １０ ２４００， ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 单克隆抗体的重

链均属于 ＩｇＧ２ｂ 亚类， 轻链均为 Ｋａｐｐａ 型； Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 反应性鉴定试验显示， ２ 株单克隆抗体均能与

ＤＴＭＵＶ 感染的 ＢＨＫ－２１ 细胞发生特异性反应， 而与

ＪＥＶ 没有交叉反应性， 均在 ２０ ｋＤａ 处出现 ｐｒＭ 蛋白

大小的预期条带， 这说明细胞内的病毒多数以未成熟

病毒粒子的形式存在； ＩＦＡ 反应性鉴定试验显示， ２
株单克隆抗体均能够识别 ＤＴＭＵＶ 感染的 ＢＨＫ－２１ 细

胞， 同时通过空斑减少中和试验结果发现这 ２ 株单克

隆抗体具有一定的中和活性， 证明制备的这 ２ 株单抗

具有重要应用价值； 而且鉴定出这 ２ 株单抗针对 ｐｒＭ
的不同表位， 均分别位于 ｐｒ 部分， 其中 ｍＡｂ ３Ｈ４ 的

抗原位点识别区域为第 ４０ ～ ５５ 位氨基酸， ｍＡｂ ５Ｃ１０
的抗原位点识别区域为第 ５０ ～ ６０ 位氨基酸， 这为后

续建立检测方法和研究 ＤＴＭＵＶ 的生物学功能奠定了

基础。
目前， 对 ＤＴＭＵＶ 等一些重要黄病毒的 Ｅ、 ＮＳ１、

ＮＳ５ 等蛋白进行了深入研究［７－１１］， 然而针对 ＤＴＭＵＶ
ｐｒＭ 蛋白功能的研究还非常有限， 仅见 Ｈｕａｎｇ 等［１２］

制备了 ３ 株针对 ｐｒＭ 蛋白的单克隆抗体， 且没有进行

中和试验和抗原表位的鉴定。 本研究针对 ｐｒＭ 蛋白

获得的 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 单克隆抗体能特异性识别

ＤＴＭＵＶ， 与 ＪＥＶ 无交叉反应。 利用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件

对 ＤＴＭＵＶ、 ＪＥＶ、 ＷＮＶ、 ＤＥＮＶ 等黄病毒的 ｐｒＭ 第

４０～６０ 位抗原表位区域进行氨基酸序列比对， 发现

不同 ＤＴＭＵＶ 毒株之间在 ｐｒＭ 这一抗原表位区域无差

异， 保守性较高， 而 ＤＴＭＵＶ 与 ＪＥＶ 有 ７ 个氨基酸的

差异， 说明 ＪＥＶ 这 ７ 个氨基酸对抗体表位的识别起

着关键作用， 与 ＷＮＶ 和 ＤＥＮＶ 差异较大。 这些结果

提示： 针对 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ 蛋白的单克隆抗体仅能特异

性识别 ＤＴＭＵＶ， 对于多种黄病毒共存地区， 在黄病

毒感染的血清学研究中具有潜在的应用价值， 为后续

建立 ＥＬＩＳＡ 检测方法提供了物质基础。
黄病毒的 ｐｒＭ 蛋白被弗林蛋白酶裂解是激活产

生成熟的具有感染性病毒粒子的必要条件［１３－１５］， ｐｒＭ
未裂解的病毒粒子进入细胞后会使 Ｅ 蛋白不能顺利

和内体膜融合， 从而影响病毒基因组的释放， ｐｒＭ 蛋

白的裂解程度将影响病毒复制和毒力。 在病毒成熟的

过程中， ｐｒＭ 蛋白会被切割为 ｐｒ 部分和 Ｍ 蛋白， ｐｒ
部分对于 Ｅ 蛋白在内质网的再加工及 Ｅ 蛋白最后的

组装均起着重要作用［１６－１７］； Ｍ 蛋白参与病毒囊膜的

构成， 与插入脂双层 Ｅ 蛋白的完全疏水 Ｃ 端相互作

用， 在细胞内对 Ｅ 蛋白进行折叠、 修饰和装配， 可

诱生具有轻度中和作用的抗体， 与病毒核心组成具有

感染性的病毒粒子。 本研究发现 ３Ｈ４ 和 ５Ｃ１０ 单克隆

抗体能特异性识别 ＤＴＭＵＶ 的 ｐｒ 部分， 而且具有一定

的病毒中和活性， 因为黄病毒弗林蛋白酶介导的 ｐｒＭ
蛋白裂解通常是不完全的， 可在细胞外检测到未成

熟、 部分成熟和成熟病毒颗粒混合物［１８－１９］， 因此单

克隆抗体可以和病毒粒子暴露出来的 ｐｒＭ 蛋白结合，
起到一定的中和作用。 本试验发现针对 ＤＴＭＵＶ ｐｒＭ
蛋白的单克隆抗体具有中和活性， 而 ｐｒＭ 蛋白诱导

中和抗体产生的功能域， ｐｒＭ 蛋白对病毒入侵、 组装

和释放的影响机制及 ｐｒＭ 蛋白与其宿主分子之间的

相互作用均有待进一步的研究。
综上， 本研究通过杂交瘤细胞融合技术获得 ２ 株

单克隆抗体， 为建立 ＤＴＭＵＶ 检测方法和研究 ｐｒＭ 蛋

白生物学功能提供了物质基础。
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