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摘要： 猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ） 流行毒株存在多种基因亚型 （谱系） 和抗原性差异， 为了鉴别不同谱系流行毒株， 选取 ＰＲＲＳＶ 谱系

８ 毒株 ＢＢ０９０７ （高致病性毒株） 非结构蛋白 ２ （ＮＳＰ２） 高变区基因片段 （ｔＮＳＰ２）， 采用大肠杆菌表达制备获得 ＮＳＰ２ 重组蛋白， 并免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠。 结果： 研制出 ５ 株 ＮＳＰ２ 单克隆抗体 （３Ｄ６、 ６Ｂ２、 ６Ｃ３、 ８Ｃ２ 和 ８Ｈ６）， 小鼠腹水 ＥＬＩＳＡ 抗体效价均达 １ ∶ ２１６ ０００； ５ 株单抗轻链类型都为

Ｋａｐｐａ 型， ３Ｄ６、 ６Ｂ２ 和 ６Ｃ８ 的重链类型为 ＩｇＧ１， ８Ｃ２ 的重链类型为 ＩｇＧ２ｂ， ８Ｈ６ 重链类型为 ＩｇＧ２ａ； 通过构建 ｔＮＳＰ２ 蛋白截短体， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴
定出 ４ 个抗原表位， 即４８５ＧＰＬＮＦＰＴＰＳＥ４９４、５５５ＦＰＬＡＰＳＱＮＭＧ５６４、５７５ＥＶＬＳＥＩＳＤＩＬ５８４和５８５ＮＤＴＰＡＰＶＳ５９３； 间接免疫荧光试验结果显示， 这些单抗均能

与 ＰＲＲＳＶ 谱系 ８ 毒株发生特异性反应， 但与谱系 １ 和谱系 ５ 毒株不反应。 本研究为 ＰＲＲＳＶ 分离毒株抗原鉴别诊断和生物学研究提供了有意义的

研究材料。
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仔猪死亡和怀孕母猪繁殖障碍， 造成较大的经济损

失［１－２］。 ＰＲＲＳＶ 是一种单股正链 ＲＮＡ 病毒， 分为

ＰＲＲＳＶ－１ （欧洲型） 和 ＰＲＲＳＶ－ ２ （美洲型） ２ 个

种， 我国流行的主要是 ＰＲＲＳＶ－２， 存在多个基因亚

型 （谱系） ［３－４］。 １９９６ 年， 中国分离出属于谱系 ５ 的

ＰＲＲＳＶ 毒株［５］。 ２００６ 年， 我国暴发高致病性 ＰＲＲＳＶ
（谱系 ８）， 其非结构蛋白 ２ （ＮＳＰ２） 超变区存在特

征性的 ３０ 个氨基酸不连续缺失［６］。 ２０１３ 年后出现类

ＮＡＤＣ３０ 毒株和类 ＮＡＤＣ３４ 毒株 （谱系 １） ［７－８］。 不同
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基因亚型毒株抗原性存在一定差异， 商品疫苗交叉保

护效果不理想［９］。
ＰＲＲＳＶ 基因组约 １５ ｋｂ， 包含 １１ 个开放阅读框，

编码 １６ 个非结构蛋白和 ８ 个结构蛋白［１０］。 ＰＲＲＳＶ
的 ＮＳＰ２ 蛋白是 １ 个多结构域蛋白， 它由 ＯＲＦ１ａ 编

码， 具有 １ 个假定的半胱氨酸蛋白酶结构域 （ＰＬ２）、
１ 个功能未知的 ５００ 至 ７００ 个氨基酸的中间高变异

区、 １ 个跨膜结构域以及 １ 个大小不确定的 Ｃ 端尾

部［１１］。 ＮＳＰ２ 在病毒复制和转录复合体 （ＲＴＣ） 组

装［１２］、 病毒 ＲＮＡ 合成［１３］、 炎症调节［１４］、 宿主先天

免疫拮抗［１５］ 和可能的中和抗体诱导中都发挥了作

用［１６］。 同时， ＮＳＰ２ 具有重组、 缺失和高突变的特

点， 常作为流行病学检测和诊断的靶标［１７］。 本研究

通过大肠杆菌表达系统成功获得重组 ＮＳＰ２ 蛋白， 制

备得到 ５ 株分泌性和反应性良好的 ＮＳＰ２ 单克隆抗

体， 鉴定到 ４ 个未报道过的 Ｂ 细胞抗原表位， 为

ＰＲＲＳＶ 分离毒株抗原鉴别诊断和基础性研究提供了

有意义的材料。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

ＰＲＲＳＶ ＢＢ０９０７ 毒株、 大肠杆菌 ＤＨ５α 和大肠杆

菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３）、 ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白单克隆抗体、 小鼠

骨髓瘤细胞 （ＳＰ２ ／ ０）、 ｐＥＴ－２８ａ （＋） 载体均由本实

验室保存。 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 （６～８ 周龄） 购

自扬州大学实验动物中心。
ＨＲＰ－羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 购自碧云天生物技术

有限公司； ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和 １８０ ｋＤａ Ｐｒｅｓ⁃
ｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司； 培养基、 胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； 异丙基

硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ）、 ＨＡＴ 和 ＨＴ 购自 Ｓｉｇｍａ 公

司； 限制性核酸内切酶 ＢａｍＨⅠ、 ＸｈｏⅠ和 Ｔ４ 连接酶

购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＨｉｓＳｅｐ Ｎｉ － ＮＴＡ
Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｓｉｎ 购自上海翊圣生物科技有限公司； 小鼠

单克隆抗体亚型鉴定 ＥＬＩＳＡ 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。
１􀆰 ２　 ｐＥＴ－２８ａ－ｔＮＳＰ２ 重组质粒构建

根 据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 ＰＲＲＳＶ ＢＢ０９０７ （ ＧｅｎＢａｎｋ：
ＨＱ３１５８３５． １） ＮＳＰ２ 的基因序列， 经抗原性分析后，
针对高变区的 １ １８３ ～ １ ７７９ 位基因片段 （ ｔＮＳＰ２） 设

计上下游引物， 上游引物为 ｔＮＳＰ２ － Ｆ： ５′ － ＣＧＣＧ⁃
ＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣＡＣＣ － ３′； 下游

引物为 ｔＮＳＰ２ －Ｒ： ５′ －ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＣＡＧＧＴＧ⁃
ＣＡＧＧＧＴＴＧＧＴＧＴＣ－３′， 分别包含 ＢａｍＨⅠ、 ＸｈｏⅠ酶

切位点， 用于扩增 ｔＮＳＰ２ 基因片段， 片段大小为

５９７ ｂｐ。 ＰＣＲ 反应条件： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ，
６０ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ ４５ ｓ， 循环 ３５ 次； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 回

收基因片段， 双酶切后连接到载体 ｐＥＴ－２８ａ 转化至

大肠杆菌 ＤＨ５α 中。 提取质粒， 双酶切鉴定后送至南

京金斯瑞生物公司进行测序， 质粒保存于－２０ ℃。
１􀆰 ３　 重组 ＮＳＰ２ 蛋白诱导表达、 纯化与鉴定

转化重组质粒到大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态

中， 挑取单菌落于 ５００ μＬ 的 ＬＢ 液体培养基 （含有

卡那霉素） 中进行预培养， 将预培养的菌液接入

３ ｍＬ的 ＬＢ 培养基中， ３７ ℃、 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 进行表达，
在菌液 ＯＤ６００ ｎｍ值达到 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８ 时， 加入 ＩＰＴＧ 进行

诱导， 使其终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 然后继续培养 ６ ｈ。
为了对重组蛋白的表达形式进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定，
收集诱导表达的菌体进行超声破碎， １ ３００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １ ｍｉｎ 后收集上清液和沉淀制备样品进行电泳。 使

用镍柱纯化 ＮＳＰ２ 重组蛋白， 将纯化的蛋白浓缩后进

行浓度测定， 重组 ＮＳＰ２ 蛋白于－ ８０ ℃ 冻存。 利用

ＰＲＲＳＶ 阳性血清对重组蛋白的抗原性进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 鉴定。
１􀆰 ４　 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ２ 蛋白单克隆抗体制备

１􀆰 ４􀆰 １　 动物免疫

参考文献 ［ １８］， 将纯化好的 ｔＮＳＰ２ 蛋白与

ＩＳＡ２０６ 佐剂 １ ∶ １ 乳化均匀， 乳化后对 ６～８ 周龄雌性

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠进行皮下多点注射。 免疫剂量为 ５０
μｇ ／只， 每 ３ 周重复进行 １ 次免疫， ３ 次免疫后进行

效价测定， 若血清效价≥１０ ０００ 即可进行冲击免疫，
即融合前 ３ ｄ 腹腔注射重组蛋白 １００ μｇ。
１􀆰 ４􀆰 ２　 细胞融合与杂交瘤细胞株建立

参考文献 ［１９］， 分离免疫小鼠的脾细胞， 在

ＰＥＧ４０００ 的作用下与 ＳＰ２ ／ ０ 细胞按照 ７ ∶ １ ～ ５ ∶ １ 的

比例进行融合。 为了筛选出成功融合的阳性单克隆细

胞， 用 ２％ ＨＡＴ 选择性培养基培养 ７～９ ｄ， 选取单团

细胞利用间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测 ＮＳＰ２ 蛋白抗体， 阳性

单克隆细胞挑选状态好的进行亚克隆， 亚克隆得到的

１００％阳性的杂交瘤细胞株进行扩大培养， 将培养到

２０ 代的细胞冻存于液氮中。
１􀆰 ４􀆰 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 筛选阳性单克隆细胞

将酶标板用重组 ＮＳＰ２ 蛋白包被， 收集的单抗细

胞上清液作为一抗， ＨＲＰ－羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 作为

二抗， １ ∶ ２００ 倍稀释的免疫小鼠血清和 ＳＰ２ ／ ０ 细胞

上清液分别作为阳性对照和阴性对照。 酶标仪测定每

孔 ＯＤ４５０ ｎｍ读数， Ｐ ／ Ｎ ＝阳性孔 ＯＤ 值 ／阴性孔 ＯＤ 值，
Ｐ ／ Ｎ＞２􀆰 １ 判定为阳性。
１􀆰 ４􀆰 ４　 腹水制备

参考文献 ［２０］， 制备腹水前先在 ５ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠腹腔内注射 ０􀆰 ５ ｍＬ 无菌液体石蜡， ７ ｄ 后吹下一
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整瓶 Ｔ２５ 细胞瓶的杂交瘤细胞注射到小鼠腹腔， 之后

的 ６～ １０ ｄ 进行观察， 等小鼠被毛蓬乱、 腹部隆起后

即可采集腹水。 ５ ０００ ｇ 离心 ４ ｍｉｎ 后分离上清液保存

于－８０ ℃。
１􀆰 ５　 单克隆抗体生物学特性鉴定

１􀆰 ５􀆰 １　 单抗亚型鉴定及抗体分泌稳定性测定

５ 株单抗的亚型鉴定按照小鼠单克隆抗体亚型鉴

定 ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司） 说明书进行。
为了分析单抗的分泌稳定性， 用间接 ＥＬＩＳＡ 的

方法检测不同代次 （第 ５、 １０、 １５、 ２０ 代） 单抗细

胞的上清液效价。
１􀆰 ５􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

以 ０􀆰 １ 感 染 复 数 （ ＭＯＩ ） 的 感 染 剂 量 感 染

ＰＲＲＳＶ ＢＢ０９０７ ３６ ｈ 后收取的 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞样品和

原核系统表达的重组 ＮＳＰ２ 蛋白为抗原， 同时设置空

载体表达的蛋白和未接毒的 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞作为相应

的阴性对照。 以制备的单抗上清液为一抗， ＨＲＰ－羊
抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 作为二抗， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

单抗反应性。
１􀆰 ５􀆰 ３　 间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ） 鉴定

参考文献 ［２１］， 将 ＰＲＲＳＶ 接种至铺于 ９６ 孔板

的 Ｍａｒｃ－１４５ 细胞中， 置于 ３７ ℃感染 ３６ ｈ， 接毒剂量

为 ０􀆰 １ ＭＯＩ。 随后弃掉培养基， 用 ＰＢＳ 洗涤后加入

４％多聚甲醛固定， 洗涤后加入单抗细胞培养上清液

进行孵育， 置于 ３７ ℃ 孵育 １ ｈ 或于 ４ ℃ 过夜孵育，
洗涤后与 ＨＲＰ－羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 进行作用， ３７ ℃
孵育 ４５ ｍｉｎ， 用倒置荧光显微镜观察抗体与病毒反应

情况。
１􀆰 ６　 单克隆抗体表位鉴定

参考文献 ［２２］， 根据 ｔＮＳＰ２ 基因序列设计了 １０
个截短体引物， 引物序列如表 １ 所示。 以重组质粒

ｐＥＴ－２８ａ－ｔＮＳＰ２ 为模板， ＰＣＲ 扩增 ＮＳＰ２ 基因截短

体， 克隆至 ｐＥＴ－２８ａ 载体， 利用大肠杆菌表达系统

进行诱导表达， 用 Ｈｉｓ 单抗和研制的单抗分别进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， 鉴定各单抗针对的抗原表位。

表 １　 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ２ 基因截短体 ＰＣＲ 引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 扩增区域 ／ ａａ 基因长度 ／ ｂｐ

Ｌ０
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＣＧＧＡＴＧＧＴＧＴＣＧＧＡＡＡＧＴＴ

３９５～４９４ ３００

Ｒ１
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＣＣＣＣＴＣＡＡＣＴＴＴＣＣＧＡＣＡ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＣＡＧＧＴＧＣＡＧＧＧＴＴＧＧＴ

４８５～５９３ ３２７

Ｌ１
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＡＧＣＴＴＧＧＧＧＡＣＡＡＡＴＴＧＣＧＡ

３９５～５１４ ３６０

Ｌ２
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＡＣＴＧＧＴＧＣＴＧＡＣＣＣＡＡＴＣＡＡ

３９５～５２４ ３９０

Ｌ３
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＴＴＧＴＴＧＴＣＡＣＡＧＴＴＣＴＡＣＧ

３９５～５３４ ４２０

Ｌ４
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＡＡＡＴＣＴＡＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＣＴＧ

３９５～５４４ ４５０

Ｌ５
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＧＣＣＴＴＡＴＡＴＴＣＣＧＴＴＴＧＴＧＡ

３９５～５５４ ４８０

Ｌ６
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＣＣＡＴＧＴＴＣＴＧＣＧＡＴＧＧＴＧＣ

３９５～５６４ ５１０

Ｌ７
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＣＡＧＣＴＴＣＴＴＧＣＣＣＣＣＣＣＧＣ

３９５～５７４ ５４０

Ｌ８
Ｆ： ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＧＣＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＡＧＴＡＴＡＴＣＣＧＡＧＡＴＴＴＣＡＣＴ

３９５～５８４ ５７０

　 　 　 注： 下划线为酶切位点。

１􀆰 ７　 ＮＳＰ２ 单抗抗原表位氨基酸位点比对分析

从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库下载 １５ 株来自谱系 １、 ３、 ５
和 ８ 的 ＰＲＲＳＶ 毒 株 （ ＢＢ０９０７、 ＳＹ０６０８、 ＪＸＡ１、
ＨｕＮ４、 ＣＨ－１ａ、 ＱＹＹＺ、 ＧＭ２、 ＢＪ－４、 Ｓ１、 ＶＲ２３３２、
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ＦＪ１４０２、 ＮＡＤＣ３０、 ＮＡＤＣ３１、 ＡＨＪ４、 ＩＡ － ２０１４ －
ＮＡＤＣ３４）， 利用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件比对经过表位鉴定得到

的 Ｂ 细胞表位所在的氨基酸序列的保守性。
１􀆰 ８　 ＮＳＰ２ 单抗与不同谱系毒株的反应性

选择抗原表位不相同的单克隆抗体与不同谱系的

ＰＲＲＳＶ 毒株 （ＢＢ０９０７、 ＦＪ１４０２、 Ｓ１） 分别进行 ＩＦＡ，
鉴定其与不同谱系毒株间的反应性， 对其抗原表位保

守性进行分析。

２　 结果

２􀆰 １　 ＮＳＰ２ 蛋白基因扩增及重组质粒的构建

ＮＳＰ２ 基因超变区基因片段 （ ｔＮＳＰ２） ＰＣＲ 产物

克隆至 ｐＥＴ － ２８ａ 载体， 获得重组质粒 ｐＥＴ － ２８ａ －
ｔＮＳＰ２， 由图 １ 可知， 目的片段酶切后呈现条带的大

小与目的基因一致。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． ｔＮＳＰ２ 基因 ＰＣＲ 产物； ２． ｐＥＴ－ ２８ａ－

ｔＮＳＰ２ 双酶切产物； ３． ｐＥＴ－２８ａ－ ｔＮＳＰ２ 重组质粒。

图 １　 ＰＲＲＳＶ ｔＮＳＰ２ 基因 ＰＣＲ 扩增及重组质粒

ｐＥＴ－２８ａ－ ｔＮＳＰ２ 酶切鉴定

２􀆰 ２　 重组 ＮＳＰ２ 蛋白表达、 纯化及鉴定

收集诱导表达的菌体进行超声裂解， 离心后收集

上清液， 通过镍柱进行纯化。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定结果

显示， ｔＮＳＰ２ 重组蛋白大小约为 ３０ ｋｕ， 与预期蛋白

大小一致 （图 ２Ａ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， ｔＮＳＰ２
重组蛋白与 ＰＲＲＳＶ 阳性血清反应性良好 （图 ２Ｂ）。

Ｍ． 蛋白质相对分子质量标准； １． 空载体诱导全菌； ２． 诱导表达

全菌； ３． 未诱导表达全菌； ４． 诱导表达上清液； ５． 诱导表达沉淀；
６． 纯化的重组 ＮＳＰ２ 蛋白。

图 ２　 ＰＲＲＳＶ 重组 ＮＳＰ２ 蛋白表达鉴定 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ （Ａ）
及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 （Ｂ）

２􀆰 ３　 单克隆抗体制备及效价测定

小鼠免疫接种 ｔＮＳＰ２ 重组蛋白 ３ 次后， 血清

ＮＳＰ２ 蛋白 ＥＬＩＳＡ 抗体效价达 １ ∶ １０ ０００ 以上。 利用

ＮＳＰ２ 间接 ＥＬＩＳＡ 将细胞融合后的单克隆细胞进行筛

选， 然后亚克隆筛选到的阳性杂交瘤细胞， 最终获得

３Ｄ６、 ６Ｂ２、 ６Ｃ８、 ８Ｃ２ 和 ８Ｈ６ 共 ５ 株 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ２ 单

克隆抗体杂交瘤细胞。 单抗细胞 ＥＬＩＳＡ 抗体效价在

２０ 代以内均大于 １ ∶ ６ ４００ 且较稳定。 用 ５ 株细胞分

别制备小鼠腹水， ＥＬＩＳＡ 抗体效价均≥１ ∶ ２１６ ０００
（表 ２）。

表 ２　 ５ 株单克隆抗体杂交瘤细胞培养上清液及其小鼠腹水 ＥＬＩＳＡ 抗体效价测定

单克隆抗体
代次

Ｐ５ Ｐ１０ Ｐ１５ Ｐ２０
腹水效价

３Ｄ６ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ２５ ６００ １ ∶ ２５ ６００ １ ∶ ５１ ２００ １ ∶ ２１６ ０００

６Ｂ２ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ２５ ６００ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ２１６ ０００

６Ｃ８ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ １ ０２４ ０００

８Ｃ２ １ ∶ １０２ ４００ １ ∶ ５１ ２００ １ ∶ １０２ ４００ １ ∶ １０２ ４００ １ ∶ １ ０２４ ０００

８Ｈ６ １ ∶ １０２ ４００ １ ∶ １０２ ４００ １ ∶ ５１ ２００ １ ∶ １０２ ４００ １ ∶ ２１６ ０００

２􀆰 ４　 单克隆抗体亚型鉴定

重链类型为 ＩｇＧ１ 的单抗有 ３Ｄ６、 ６Ｂ２、 ６Ｃ８， 重

链类型为 ＩｇＧ２ｂ 的单抗有 ８Ｃ２， 重链类型为 ＩｇＧ２ａ 的

单抗有 ８Ｈ６， 所有单抗轻链类型都为 Ｋａｐｐａ 型 （表
３）。
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表 ３　 ５ 株单克隆抗体亚型的鉴定

单克隆抗体
亚类 ／ 型

ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ２ｃ ＩｇＧ３ ＩｇＭ Ｋａｐｐａ Ｌａｍｂｄａ

３Ｄ６ １．５５ ０．１６８ ０．３３７ ０．１６ ０．０９２ ０．０６３ ０．９０７ ０．０７３

６Ｂ２ １．５６５ ０．３０６ ０．６８５ ０．０９９ ０．０８７ ０．１１ ０．９３４ ０．０６１

６Ｃ８ １．６１６ ０．２１２ ０．５５１ ０．０６３ ０．０６８ ０．０６６ １．０５９ ０．０６１

８Ｃ２ ０．１１１ ０．１３５ １．６６２ ０．１ ０．１１３ ０．０７７ ０．９７５ ０．０９２

８Ｈ６ ０．２０４ １．５７５ ０．４６９ ０．１５ ０．０８ ０．０６８ １．１５５ ０．０８９

２􀆰 ５　 单克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应性鉴定

５ 株单抗均能与 ＰＲＲＳＶ ＢＢ０９０７ 毒株和原核表达

的重组 ＮＳＰ２ 蛋白发生特异性反应， 未接毒的 Ｍａｒｃ－

１４５ 细胞和大肠杆菌 ＢＬ２１ 宿主菌则不与之发生反应

（图 ３）。

１． ＰＲＲＳＶ 感染 ３６ ｈ 后细胞样品； ２． Ｍａｒｃ－１４５ 细胞 （ｍｏｃｋ） 样品； ３． 重组 ＮＳＰ２ 蛋白； ４． 空载诱导全菌。

图 ３　 ５ 株单克隆抗体与 ＰＲＲＳＶ （Ａ） 和 ＮＳＰ２ 重组蛋白 （Ｂ） 反应特性的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ６　 单克隆抗体 ＩＦＡ 反应性鉴定

５ 株 ＮＳＰ２ 单抗与 ＰＲＲＳＶ ＢＢ０９０７ 毒株感染细胞

发生良好的特异性反应， 产生绿色荧光， 未接毒的

Ｍａｒｃ－１４５ 细胞则观察不到绿色荧光， 说明不能与之

发生特异性反应 （图 ４）。

图 ４　 单克隆抗体 ＩＦＡ 反应性鉴定 （２００×）

２􀆰 ７　 单克隆抗体表位的鉴定

如图 ５Ａ 的截短策略构建了 １０ 条 ＮＳＰ２ 蛋白截短

体， 以鉴定单抗所识别的抗原表位。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴
定结果见图 ５Ｂ、 Ｃ 所示， Ｈｉｓ 单抗鉴定截短体大小正

确。 ５ 株 ＮＳＰ２ 蛋白单克隆抗体中， ６Ｂ２、 ８Ｈ６ 识别

表位４８５ＧＰＬＮＦＰＴＰＳＥ４９４， ３Ｄ６ 识别表位５５５ＦＰＬＡＰＳＱＮ⁃
ＭＧ５６４， ８Ｃ２ 识别表位５７５ ＥＶＬＳＥＩＳＤＩＬ５８４， ６Ｃ８ 识别表

位５８５ＮＤＴＰＡＰＶＳ５９３。
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Ａ． ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ２ 蛋白截短体； Ｂ． 单抗 ６Ｂ２、 ８Ｈ６ 识别区域； Ｃ． 单抗 ３Ｄ６、 ８Ｃ２、 ６Ｃ８ 识别区域。

图 ５　 ＮＳＰ２ 蛋白单克隆抗体截短体构建策略及表位鉴定

２􀆰 ８　 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ２ 蛋白抗原表位氨基酸位点比对

采用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件对不同谱系毒株 ＮＳＰ２ 序列进

行分析， 结果如图 ６ 所示， ＢＢ０９０７ 毒株所在谱系 ８

的抗原表位的氨基酸序列在谱系内有较好的保守性，
与其他谱系毒株相比较有较强的特异性。

图 ６　 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ２ 蛋白单克隆抗体抗原表位氨基酸序列比对分析
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２􀆰 ９　 ＮＳＰ２ 单抗与不同谱系 ＰＲＲＳＶ 的 ＩＦＡ 反应

　 　 选择抗原表位不相同的 ４ 株单克隆抗体 ６Ｂ２、
６Ｃ８、 ３Ｄ６ 和 ８Ｃ２ 与 ＢＢ０９０７ （谱系 ８）、 ＦＪ１４０２ （谱

系 １）、 Ｓ１ （谱系 ５） 毒株分别进行反应， ４ 株单抗与

ＢＢ０９０７ 毒株发生特异性反应， 与 ＦＪ１４０２ 和 Ｓ１ 毒株

则不发生特异性反应 （图 ７）。

图 ７　 ＮＳＰ２ 单抗与不同基因亚型 ＰＲＲＳＶ 的 ＩＦＡ 反应性鉴定 （４００×）

３　 讨论

猪繁殖与呼吸综合征严重影响我国养猪业的经济

效益， 由于 ＰＲＲＳＶ 具有免疫抑制和高突变重组率的

特点， 给疫苗防控带来了巨大挑战［２３］。 为了鉴定不

同基因谱系的流行毒株， 本研究选择高致病性

ＰＲＲＳＶ 毒株 ＢＢ０９０７ 的 ＮＳＰ２ 高变区基因， 研制了 ５
株稳定分泌的单克隆抗体， 均只与谱系 ８ 毒株发生

ＩＦＡ 反应， 不与谱系 １ 和谱系 ５ 毒株反应， 为建立不

同谱系毒株的诊断方法提供了重要生物材料。
ＮＳＰ２ 对 ＰＲＲＳＶ 的致病性有着重要影响， 例如，

它能参与病毒复制， 促进形成病毒复制复合体［２４］；
ＮＳＰ２ 的 ＰＬＰ２ 区能够通过多种途径抑制干扰素 －β
（ ＩＦＮ － β） 和干扰素刺激基因 １５ （ ＩＳＧ１５） 的产

生［２５－２６］， 并阻止 ＩＳＧ１５ 和宿主蛋白的结合［１４］； 此

外， 有研究报道 ＮＳＰ２ 可能通过内质网应激途径诱导

细胞凋亡［２７－２８］。 作为基因组中变异最大的功能蛋白，
ＮＳＰ２ 在不同谱系毒株间存在巨大差异， 这些差异对

病毒的致病性产生影响［２９］。 同时， ＮＳＰ２ 具有丰富的

Ｂ 细胞表位， 临床感染发生时， 猪血清中的 ＮＳＰ２ 蛋

白抗体产生时间较早， 是 ＰＲＲＳＶ 感染诊断的理想

靶标［３０］。
单克隆抗体技术由于其高度的特异性和可以长期

大量分泌抗体， 被用于研究、 诊断和治疗等多个方

面［３１］。 目前， 已有一些关于 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ２ 单克隆抗

体及其 Ｂ 细胞表位的相关报道。 Ｙａｎ 等［３２］ 制备了 ６

株 ＮＳＰ２ 单抗， 利用合成肽技术鉴定到 ６ 个抗原表

位。 Ｂｉ 等［３３］ 制备了 ３ 株 ＮＳＰ２ 单抗， 识别了 ３ 个抗

原表位。 Ｏｌｅｋｓｉｅｗｉｃｚ 等［３４］ 利用噬菌体展示文库证明

了欧洲型 ＰＲＲＳＶ 毒株的 Ｎｓｐ２ 蛋白中存在大量 Ｂ 细

胞表位。 ｄｅ Ｌｉｍａ 等［６］通过肽扫描技术鉴定到了 １８ 个

美洲型 ＰＲＲＳＶ 毒株 ＮＳＰ２ 蛋白的 Ｂ 细胞线性表位。
本研究通过大肠杆菌对 ＮＳＰ２ 蛋白高变区截短表达，
研制了 ５ 株稳定分泌的单克隆抗体， 鉴定出 ４ 个抗原

表 位４８５ ＧＰＬＮＦＰＴＰＳＥ４９４、５５５ ＦＰＬＡＰＳＱＮＭＧ５６４、５７５ ＥＶＬ⁃
ＳＥＩＳＤＩＬ５８４ 和５８５ ＮＤＴＰＡＰＶＳ５９３， 与上述报道均不完全

一致， 从而丰富了 ＮＳＰ２ 蛋白抗原结构的理论基础。
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ｄｉｓｐｌａｙ： ｔｈｅ ｎｓｐ２ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｓｅ ｐｏｌｙｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａ
ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ Ｂ－ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２００１， ７５ （７）：
３２７７－３２９０．
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