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摘要： 为制备伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ） ＶＨＳ 蛋白单克隆抗体， 通过原核表达系统将目的基因克隆至原核表达载体 ｐＥＴ－３２ａ （ ＋）， 获得 ｐＥＴ－３２ａ－

ＶＨＳ 重组质粒， 成功制备了 ＰＲＶ ＶＨＳ 重组蛋白， 将纯化后的蛋白作为免疫原接种 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠， 经过细胞融合、 间接 ＥＬＩＳＡ 筛选和 ３ 轮亚克隆

获得了 ２ 株 ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白的单克隆抗体， 分别命名为 １Ｈ８ 和 ４Ｃ３。 使用间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测， ２ 株 ＶＨＳ 单抗细胞均能稳定分泌抗体， 且腹水抗

体效价均达到 １ ∶ ４０９ ６００。 １Ｈ８ 和 ４Ｃ３ 的轻链均属于 Ｋａｐｐａ 型， 重链皆为 ＩｇＧ１ 亚类。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ） 显示， ２ 株杂交瘤

细胞株分泌的单抗均能与 ＰＲＶ 病毒蛋白发生特异性反应。 通过 ＶＨＳ 蛋白的截短表达和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定出 １Ｈ８ 单抗可以识别抗原表位２４１ＶＡＰＥＤ⁃
ＶＫＬＫＹ２５０， 单抗 ４Ｃ３ 可以识别抗原表位１０３ＲＡＤＧＤＧＡＡＤＡＰＰ１１４。 本研究制备出 ２ 株 ＶＨＳ 的单克隆抗体， 鉴定出 ２ 个新的抗原表位， 为后续研究

ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白功能及其在病毒感染和免疫应答中的作用提供了重要依据。
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　 　 伪狂犬病 （ＰＲ） 是由伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ） 感

染动物而引起的急性传染病， 其宿主范围广， 包括

猪、 牛、 羊、 猫、 犬等。 猪是 ＰＲＶ 唯一的天然宿

主［１］。 新生仔猪感染 ＰＲＶ， 临床症状表现为高热、
神经症状， 且死亡率高， 也可表现出发热和呼吸系统

症状； 怀孕母猪则常出现流产、 产死胎和木乃伊胎等

症状［２］， 对我国养猪产业造成了巨大的经济损失。
此外， 有研究称 ＰＲＶ 可以直接感染人， 并引起脑炎、
角膜炎等症状［３］， 对人类健康也构成了潜在威胁。

ＰＲＶ 属于疱疹病毒科， 基因组大小约 １５０ ｋｂ，
为双链 ＤＮＡ［４］， ＰＲＶ 基因组包含超过 ７０ 个开放阅读

框， 可以编码约 ７０ 种蛋白［５］。 其中 ＰＲＶ 的宿主关闭

蛋白 （ＶＨＳ） 是一个 ３６５ 个氨基酸的多肽， 蛋白大小

约为 ４０ ｋＤａ［６］。 ＶＨＳ 蛋白因其能够通过抑制 ｍＲＮＡ
的活性使宿主细胞中的蛋白质合成减少而得名。 Ｌｉｕ
等［７］研究发现， ＰＲＶ ＶＨＳ 不仅可以降解 ｍＲＮＡ， 还

可以降解 ｒＲＮＡ。 翻译起始因子 ｅＩＦ４Ｈ 和 ｅＩＦ４Ｂ 能够

刺激 ＰＲＶ ＶＨＳ 的核糖核酸酶活性［８］。 Ｌｉｎ 等［９］ 研究

发现缺失 ＶＨＳ 的 ＰＲＶ 在细胞中的复制能力和对小鼠

的致病能力都有明显下降， 表明 ＶＨＳ 是病毒的重要

毒力相关蛋白。 然而， 目前关于 ＰＲＶ ＶＨＳ 的功能和

致病机制尚不清楚， 还有待进一步研究。 本研究通过

大肠杆菌表达系统获得了 ＰＲＶ ＶＨＳ 重组蛋白， 将其

免疫小鼠， 获得了 ２ 株单克隆抗体， 为未来研究

ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白的功能提供了材料支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

大肠杆菌 ＤＨ５α 及大肠杆菌 ＢＬ２１、 ＨＥＫ２９３Ｔ 细

胞、 ＳＰ２ ／ ０ 骨髓瘤细胞、 Ｖｅｒｏ 细胞、 ｐＥＴ－ ３２ａ （ ＋）
载体和 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株， 本实验室保存； ６ ～ ８ 周龄的

雌性癌症研究所 （ＩＣＲ） 小鼠和 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 购自

南京 卡 文 斯 生 物 技 术 有 限 公 司； 聚 乙 二 醇

（ＰＥＧ４０００）、 ＨＡＴ、 异丙基 － β －Ｄ －硫代半乳糖苷

（ＩＰＴＧ） 购自 Ｓｉｇｍａ 公司； １８０ ｋＤａ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍａｒｋｅｒ 和 ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， 均购自南京诺唯

赞生物科技股份有限公司； 限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、
ＨｉｎｄⅢ、 Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ、 胎牛血清和 ＲＰＭＩ－ｌ６４０ 培

养基， 购自赛默飞世尔科技公司； 标记的山羊抗小鼠

（ＩｇＧ－ＨＲＰ、 ＩｇＧ－ＦＩＴＣ） 抗体及小鼠单克隆抗体亚型

鉴定试剂盒， 购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； ＨｉｓＳｅｐ Ｎｉ－ＮＴＡ
Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｓｉｎ 购自翌圣生物科技有限公司； 病毒

ＤＮＡ 提取试剂盒购自美国 Ｏｍｅｇａ 公司； 质粒提取试

剂盒和胶回收试剂盒， 购自康为世纪生物科技有限

公司。

１􀆰 ２　 重组质粒的构建与鉴定

根据 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株 （ＧｅｎＢａｎｋ： ＫＭ０６１３８０􀆰 １）
ＶＨＳ 的基因序列， 使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件设计了基因的

引物， 并在引物上下游分别加入酶切位点 ＢａｍＨⅠ和

ＨｉｎｄⅢ， 上游引物 ＵＬ４１ － ＢａｍＨ Ⅰ － Ｆ： ５′ － ＴＡＴＧ⁃
ＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＣＴＣＴＴＴＧＧＣＣＴＴＴＴＡＡＡ － ３′， 下游引

物 ＵＬ４１－ＨｉｎｄⅢ－Ｒ： ５′－ＴＡＴＡＡＧＣＴＴＴＴＴＴＣＴＣＣＴＡＴ⁃
ＧＧＧＣＧＴＴＡＣＡＧＴ－ ３′。 提取 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株的病毒

ＤＮＡ， 将其作为 ＤＮＡ 模板， 利用上下游引物进行

ＰＣＲ 扩增， 得到目的基因片段。 双酶切目的基因片

段和 ｐＥＴ－３２ａ （ ＋） 载体， 后将载体和 ＶＨＳ 基因片

段进行连接转化， 待菌液 ＰＣＲ 鉴定和双酶切鉴定结

果均为阳性后， 将重组质粒保存于－４０ ℃。
１􀆰 ３　 重组蛋白的表达、 纯化及鉴定

将重组质粒 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 转化至 ＢＬ２１， 从中挑

取单个菌落于 ＬＢ 液体培养基 （含有氨苄青霉素）
中， 并在 ３７ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温振荡器中摇菌至菌液

ＯＤ６００ ｎｍ值达到 ０􀆰 ６～０􀆰 ８ 后， 加入终浓度为 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的诱导剂 ＩＰＴＧ 继续培养 ５ ｈ［１０］。 收集菌体， 对其进

行超声裂解， ４ ℃离心后收集下层沉淀物和上层液体

用于制备蛋白样品， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 方法鉴定 ＶＨＳ
重组蛋白表达形式。 使用镍柱亲和层析法纯化 ＶＨＳ
重组蛋白［１１］。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＶＨＳ 重组蛋白

反应性。
１􀆰 ４　 单克隆抗体的制备

１􀆰 ４􀆰 １　 动物免疫

将纯化的 ＶＨＳ 重组蛋白与 ＩＳＡ２０６ 佐剂等体积混

合并进行乳化。 将其皮下多点注射于 ６ ～ ８ 周龄

ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠， 免疫剂量为每只小鼠 １００ μｇ， 每 ２ 周

免疫 １ 次。 免疫 ３ 次后 １０ ｄ， 对小鼠尾尖采血， 采用

间接 ＥＬＩＳＡ 检测其血清抗体效价。 当效价高于 １ ∶
１２ ８００ 时， 可以进行冲击免疫， 即在细胞融合前 ３ ～
５ ｄ 内， 对小鼠腹腔注射 １００ μｇ 纯化的 ＶＨＳ 重组

蛋白［１２］。
１􀆰 ４􀆰 ２　 细胞融合与杂交瘤细胞株的筛选

细胞融合时， 将小鼠处死， 无菌分离小鼠脾细胞

并计数， 将脾细胞与骨髓瘤细胞按 ７ ∶ １ 的比例在

ＰＥＧ４０００ 作用下进行细胞融合。 融合细胞在 ＨＡＴ 选

择培养基中培养， ６ ｄ 后使用间接 ＥＬＩＳＡ 检测细胞上

清液， 筛选阳性杂交瘤细胞。 将阳性杂交瘤细胞进行

多次亚克隆， 直至亚克隆后的细胞单团上清液检测结

果均为阳性时， 可进行扩大培养， 将传至 ２０ 代的单

抗细胞分批冻存于液氮。
１􀆰 ４􀆰 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测抗体效价

将 ＶＨＳ 重组蛋白包被于酶标板， 蛋白包被浓度

为 ２ μｇ ／ ｍＬ。 使用待检的 ＶＨＳ 单抗细胞上清液作为
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一抗， ＨＲＰ－羊抗鼠－ＩｇＧ 作为二抗。 将 ＶＨＳ 重组蛋

白冲击免疫后的小鼠血清和 ＳＰ２ ／ ０ 细胞培养上清液

分别作为阳性对照和阴性对照； 使用酶标仪检测每孔

ＯＤ４５０ ｎｍ 值， 并计算待检样品 ＯＤ４５０ ｎｍ 值 ／阴性对照

ＯＤ４５０ ｎｍ值 （Ｐ ／ Ｎ）， 当 Ｐ ／ Ｎ≥２􀆰 １ 时， 判定待检 ＶＨＳ
单抗细胞为阳性， Ｐ ／ Ｎ＜２􀆰 １ 时判定为阴性。
１􀆰 ４􀆰 ４　 腹水制备

对 ７ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠腹腔注射无菌液体石

蜡， 每只小鼠所用剂量 ５００ μＬ。 约 ７ ｄ 后， 再次进行

腹腔注射， 每只小鼠注射 １×１０６个单抗细胞。 待小鼠

精神不振， 腹部膨胀时， 采集腹水。 将腹水 ４ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ６ ｍｉｎ， 收集上清液并保存－４０ ℃。
１􀆰 ５　 单克隆抗体的鉴定

１􀆰 ５􀆰 １　 杂交瘤细胞株分泌稳定性及腹水效价测定

将 ＶＨＳ 杂交瘤细胞连续传至 ２０ 代， 细胞上清液

每隔 ５ 代收集 １ 次， 利用间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测抗体效

价。 单抗腹水也通过间接 ＥＬＩＳＡ 检测抗体效价。
１􀆰 ５􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株接种于 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞， 接毒

剂量按感染复数 （ＭＯＩ） 为 ０􀆰 １， 感染 ２４ ｈ 后收取细

胞裂解样品， 同时将不接毒细胞裂解样品作为阴性对

照。 一抗为稀释后的单抗 １Ｈ８ 和 ４Ｃ３ 腹水， 二抗为

稀释的 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 鉴定 ２ 株单克隆抗体的反应性。
１􀆰 ５􀆰 ３　 间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ）

将 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株接种于 Ｖｅｒｏ 细胞， 接毒剂量按

ＭＯＩ＝ ０􀆰 １。 感染 ２４ ｈ 后细胞在显微镜下可观察到明

显病变后， 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入 ４％多聚甲醛固

定。 ＰＢＳ 洗去 ４％多聚甲醛， 加入 ０􀆰 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００
进行透膜。 洗涤后用 ３％ ＢＳＡ 溶液进行封闭， 一抗为

待检单抗腹水， 稀释的 ＦＩＴＣ－羊抗鼠 ＩｇＧ 作为二抗，

孵育条件均为 ３７ ℃孵育 １ ｈ， 荧光倒置显微镜下观察

结果。
１􀆰 ５􀆰 ４　 单克隆抗体的亚型鉴定

参照小鼠单克隆抗体的亚型鉴定试剂盒操作说明

书检测单克隆抗体亚型。
１􀆰 ６　 抗原表位的鉴定

根据 ＰＲＶ ＶＨＳ 基因序列设计一系列截短体引

物， 将构建的 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 重组质粒作为模板， 进

行 ＰＣＲ 扩增以获得多个 ＶＨＳ 基因截短体， 将这些截

短体与 ｐＥＴ－３２ａ （＋） 原核表达载体连接， 并在原核

表达系统中进行诱导表达。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验，
利用获得的单抗腹水作为一抗， 鉴定出 ２ 株 ＶＨＳ 蛋

白单抗所识别的表位。
１􀆰 ７　 抗原表位结构模型分析

通过 Ｐｈｙｒｅ２ 网站预测 ＰＲＶ ＶＨＳ 的空间结构， 使

用 ＰｙＭｏｌ 软件将 ２ 个抗原表位位置映射到预测的结构

模型上， 分析抗原表位在 ＶＨＳ 蛋白的空间分布特点。
１􀆰 ８　 ＶＨＳ 蛋白抗原表位氨基酸位点比对

运用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件对 ４７ 种 ＰＲＶ 毒株 ＶＨＳ 蛋白的

氨基酸序列进行比对， 并分析 ２ 种抗原表位序列在多

个 ＰＲＶ 毒株中的保守性。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＰＲＶ ＶＨＳ 基因的扩增和重组质粒的构建

对 ＰＲＶ ＶＨＳ 基因进行 ＰＣＲ 扩增， 如图 １Ａ 所示，
扩增得到 １ 条大小约为 １ ０９８ ｂｐ 的条带， 与预期大小

一致。 将该片段插入 ｐＥＴ－３２ａ 载体中， 利用 ＢａｍＨⅠ
与 ＨｉｎｄⅢ对得到的重组质粒 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 进行双酶

切鉴定， 试验结果显示酶切后的线性化质粒和目的片

段大小与预期相符 （图 １Ｂ）。

Ｍ１􀆰 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｍ２􀆰 ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＶＨＳ ＰＣＲ 扩增产物； ２􀆰 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 酶切产物， ３􀆰 ｐＥＴ－３２ａ 酶切产物。

图 １　 ＶＨＳ 基因的 ＰＣＲ 扩增 （Ａ） 及 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 重组质粒的双酶切鉴定 （Ｂ）
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２􀆰 ２　 重组 ＶＨＳ 蛋白表达、 纯化与鉴定

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示， ＶＨＳ 重组蛋白成功表达，
大小约 ７０ ｋＤａ， 且在包涵体和上清液中均有表达

（图 ２Ａ）。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 重组蛋白能与 Ｈｉｓ
抗体反应， 表明重组蛋白表达成功 （图 ２Ｂ）。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 表达菌上清液； ２􀆰 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 表达菌沉淀； ３􀆰 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 表达全菌； ４􀆰 ｐＥＴ－３２ａ 空载体

表达全菌； ５􀆰 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 纯化蛋白； ６􀆰 ｐＥＴ－３２ａ 空载体表达全菌。

图 ２　 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ 蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定 （Ａ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 （Ｂ）

２􀆰 ３　 杂交瘤细胞株的获得及效价测定

将 ＶＨＳ 重组蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠 ３ 次后， 间

接 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠血清效价， 皆达到 １ ∶ １２ ８００ 以

上。 选择效价最高的小鼠进行细胞融合， 经过间接

ＥＬＩＳＡ 筛选和多次亚克隆， 最终得到 ２ 株针对 ＰＲＶ

ＶＨＳ 蛋白的单克隆抗体， 分别命名为： １Ｈ８、 ４Ｃ３。
将 ２ 株单抗细胞连续传代， 取上清液进行间接 ＥＬＩＳＡ
检测， 同时也对单抗细胞制备的腹水进行检测。 结果

如表 １ 所示， 单抗细胞抗体分泌稳定， 单抗腹水效价

可达 １ ∶ ４０９ ６００。

表 １　 杂交瘤细胞上清液和腹水效价检测

单克隆抗体
不同代次细胞培养上清液

Ｐ５ Ｐ１０ Ｐ１５ Ｐ２０
腹水

１Ｈ８ １ ∶ ３ ２００ １ ∶ ３ ２００ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ６ ４００ １ ∶ ４０９ ６００

４Ｃ３ １ ∶ １ ６００ １ ∶ １ ６００ １ ∶ １ ６００ １ ∶ ３ ２００ １ ∶ ４０９ ６００

２􀆰 ４　 单克隆抗体亚型鉴定

ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白的两株单克隆抗体 １Ｈ８ 和 ４Ｃ３ 亚

型鉴定结果显示， 重链皆为 ＩｇＧ１ 亚类， 轻链类型皆

为 Ｋａｐｐａ 型 （表 ２）。

表 ２　 单克隆抗体亚型鉴定

单克隆抗体
亚型

ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ２ｃ ＩｇＧ３ ＩｇＭ Ｋａｐｐａ Ｌａｍｂｄａ

１Ｈ８ １􀆰 ９７９ ０􀆰 ０６８ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ０７１ ０􀆰 ０７２ ０􀆰 ０７５ １􀆰 ３５８ ０􀆰 ０５８

４Ｃ３ ２􀆰 ８５１ ０􀆰 ０７６ ０􀆰 ０６９ ０􀆰 ０６５ ０􀆰 ０７６ ０􀆰 ０８４ １􀆰 ５０８ ０􀆰 ０４４

２􀆰 ５　 单克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 特异性鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ３ 所示， ２ 株单抗能与感染

ＰＲＶ 的 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞裂解液发生反应， 而与未感染

ＰＲＶ 的 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞裂解液不发生反应， 说明这 ２
株单抗均具有较高的特异性。
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Ｍ􀆰 蛋白质分子质量标准； １􀆰 未感染 ＰＲＶ 的 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞； ２􀆰 感染 ＰＲＶ 的 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞。

图 ３　 单克隆抗体 １Ｈ８ （Ａ）、 ４Ｃ３ （Ｂ） 与 ＰＲＶ 反应性鉴定

２􀆰 ６　 单克隆抗体 ＩＦＡ 鉴定

ＩＦＡ 鉴定结果如图 ４， ２ 株单抗均能与感染 ＰＲＶ
的 Ｖｅｒｏ 细胞发生反应， 产生特异性绿色荧光， 在未

感染 ＰＲＶ 组的 Ｖｅｒｏ 细胞中未观察到荧光， 证明这 ２
株单抗均能与 ＰＲＶ 产生特异性反应。

图 ４　 ＶＨＳ 蛋白单克隆抗体与 ＰＲＶ 的 ＩＦＡ 反应性鉴定 （２００×）

２􀆰 ７　 单克隆抗体的表位鉴定

根据 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株 ＶＨＳ 基因序列设计了 ９ 条截

短体引物 （图 ５Ａ）， ＰＣＲ 引物扩增 ９ 个 ＶＨＳ 蛋白基

因截短片段， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验结果显示截短体均与

Ｈｉｓ 单克隆抗体反应， 截短片段长度与预期相符， 说

明成功表达了目的蛋白 （图 ５Ｂ）。 进一步对 ２ 株单抗

的识别表位进行鉴定， 结果显示， １Ｈ８ 单克隆抗体识

别表位位于 ＶＨＳ 蛋白 ２４１ ～ ２５０ ａａ 区域内 （图 ５Ｃ），
氨基酸序列为２４１ ＶＡＰＥＤＶＫＬＫＹ２５０； ４Ｃ３ 单克隆抗体

识别表位位于 ＶＨＳ 蛋白 １０３ ～ １１４ ａａ 区域内 （图

５Ｄ）， 氨基酸序列为１０３ＲＡＤＧＤＧＡＡＤＡＰＰ １１４。
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Ｍ􀆰 蛋白质分子量 Ｍａｒｋｅｒ； Ｖｅｃ． ｐＥＴ－３２ａ 空载蛋白； ＦＬ． ｐＥＴ－３２ａ－ＶＨＳ； Ｆ１～Ｆ９． ＶＨＳ 蛋白截短片段。
Ａ􀆰 ＶＨＳ 蛋白截短体； Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 （Ｈｉｓ 单抗为一抗）； Ｃ． １Ｈ８ 单抗识别区域； Ｄ． ４Ｃ３ 单抗识别区域。

图 ５　 ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白截短体构建策略及抗原表位鉴定

２􀆰 ８　 抗原表位空间结构分析

通过 Ｐｈｙｒｅ２ 网站对 ＰＲＶ ＶＨＳ 的三维结构进行预

测， 使用 ＰｙＭｏｌ 软件将 ２ 个抗原表位位置映射到预测

的结构模型上。 如图 ６ 所示， ２ 个抗原表位均分布于

ＶＨＳ 蛋白的表面。

２􀆰 ９　 ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白抗原表位氨基酸位点比对

运用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件对 ４７ 种 ＰＲＶ 毒株 ＶＨＳ 蛋白的

氨基酸序列进行分析， 结果如图 ７ 所示， 所鉴定出的

抗原表位１０３ＲＡＤＧＤＧＡＡＤＡＰＰ １１４和２４１ＶＡＰＥＤＶＫＬＫＹ２５０

在多种 ＰＲＶ 毒株中有较高的保守性。
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图 ６　 ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白的空间结构模型及抗原表位的分布

图 ７　 ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白抗原表位保守性分析

３　 讨论

ＰＲＶ 是危害我国养猪业发展的重要疾病之一。
疫苗免疫是防治该疾病的最有效措施， 但 ２０１１ 年底，
我国许多猪场的 ＰＲＶ 流行毒株出现了变异， 毒力增

强， 抗原性也发生了变化［１３］， 导致 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 弱毒

苗保护率降低， 无法产生完全保护［１４］， 给我国针对

ＰＲ 的防控工作带来了新的挑战。 因此， 进一步研究

ＰＲＶ 变异毒株致病机制十分重要， 可以为控制该疾

病提供新的策略。
ＰＲＶ 和单纯疱疹病毒 １ 型 （ＨＳＶ－１） 同属于 α

疱疹病毒， 而 ＨＳＶ－１ 作为目前研究最广泛的疱疹病

毒之一， 对其编码的 ＶＨＳ 的研究也最深入和全面。
ＨＳＶ － １ ＶＨＳ 蛋 白 由 ＵＬ４１ 基 因 编 码， 大 小 为
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５８ ｋＤａ［１５］。 ＶＨＳ 蛋白是一种核糖核酸酶， 作为感染

性病毒粒子的组成部分， ＶＨＳ 蛋白进入宿主细胞后，
会加速宿主细胞 ｍＲＮＡ 的降解， 从而导致宿主蛋白

的合成减少［１６］。 ＶＨＳ 还促进了属于所有 ３ 种时间类

别 （立即早期、 早期和晚期） 的病毒 ｍＲＮＡ 的周转，
协助病毒蛋白合成的连续阶段之间的过渡［１７］。 尽管

ＶＨＳ 蛋白也破坏了病毒 ｍＲＮＡ 的稳定性， 但 ＶＰ１６ 作

为一种病毒转录因子， 它直接与 ＶＨＳ 蛋白结合并抑

制其降解活性， 从而在宿主 ｍＲＮＡ 被降解后， 促使

病毒 ｍＲＮＡ 得以积累［１８］。
ＰＲＶ 与 ＨＳＶ－１ 的 ＶＨＳ 蛋白在氨基酸序列上同源

性仅为 ４１％， 此外， ＨＳＶ－ １ ＶＨＳ 氨基酸序列中的

１１３～ １６４ ａａ 和 ２８３ ～ ３８６ ａａ 区域不存在于 ＰＲＶ ＶＨＳ
中［６］。 尽管存在缺失区域， 但 ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白携带了

ＶＨＳ 蛋白中保守的大部分氨基酸， 仍具有核糖核酸

酶活性［１９］。 已有研究表明， ＰＲＶ ＶＨＳ 是一种新的

ＩＦＮ 拮抗蛋白。 ＰＲＶ ＶＨＳ 通过抑制 ＮＦ－κＢ 和阻断磷

酸化的 ＩＲＦ３ 向细胞核移位， 从而阻碍抗病毒因子的

逃避［２０］。 此外， ＰＲＶ ＶＨＳ 的 ＲＮａｓｅ 活性弱于 ＨＳＶ
ＶＨＳ［２１］。 目前关于 ＰＲＶ ＶＨＳ 的功能了解得不够全

面， 还需要做更深入的研究。
综上， 本研究通过原核表达系统成功制备了

ＰＲＶ ＶＨＳ 重组蛋白， 并利用该重组蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠， 然后通过细胞融合、 亚克隆技术以及间接

ＥＬＩＳＡ 筛选， 最终得到 ２ 株单克隆抗体， 皆能与 ＰＲＶ
发生特异性反应。 本研究鉴定出 ＰＲＶ ＺＪ０１ 毒株 ＶＨＳ
蛋白 ２ 个 Ｂ 细胞线性表位， 分别位于 １０３ ～ １１４ ａａ 和

２４１～２５０ ａａ， 为研究 ＰＲＶ ＶＨＳ 蛋白结构与功能提供

了重要材料。

参考文献：

［１］ 　 ＰＯＭＥＲＡＮＺ Ｌ Ｅ， ＲＥＹＮＯＬＤＳ Ａ Ｅ， ＨＥＮＧＡＲＴＮＥＲ Ｃ Ｊ．
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ： ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｎｅｕｒｏｖｉｒｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｒｅｖ， ２００５， ６９ （３）：
４６２－５００．

［２］ 　 ＺＨＥＮＧ Ｈ Ｈ， ＦＵ Ｐ Ｆ， ＣＨＥＮ Ｈ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ： ｆｒｏｍ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２２， １４ （８）：
１６３８． 　

［３］ 　 ＹＡＮＧ Ｈ， ＨＡＮ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃａｓｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｖｉｒａｌ ｅｎｃｅｐｈ⁃
ａｌｉｔｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ
Ｎｅｕｒｏｌ， ２０１９， １０： ５３４．

［４］ 　 ＫＬＵＰＰ Ｂ Ｇ， ＨＥＮＧＡＲＴＮＥＲ Ｃ Ｊ， ＭＥＴＴＥＮＬＥＩＴＥＲ Ｔ Ｃ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｏｍｐｌｅｔｅ， ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｇｅｎｏｍｅ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２００４， ７８ （１）： ４２４－４４０．

［５］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｃ Ｊ， ＬＩＵ Ｙ Ｍ， ＣＨＥＮ Ｓ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｇＤ＆ｇＣ－ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ
ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ

ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｓ ｈｅｌｐｆｕｌ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｖｉｒｕｓ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ａｇａｉｎｓｔ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ
ｂｙ ａ ｃｈｉｎｅｓｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖａｒｉａｎｔ ［ Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｖｅｔ Ｒｅｓ， ２０１９， １５
（１）： ２．

［６］ 　 ＢＥＲＴＨＯＭＭＥ Ｈ， ＪＡＣＱＵＥＭＯＮＴ Ｂ， ＥＰＳＴＥＩＮ Ａ． Ｔｈｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ
ｖｉｒｕｓ ｈｏｓｔ－ｓｈｕｔｏｆｆ ｈｏｍｏｌｏｇ ｇｅｎｅ： ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｗｉｔｈ ａｌｐｈａｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， １９９３，
１９３ （２）： １０２８－１０３２．

［７］ 　 ＬＩＵ Ｙ Ｆ， ＴＳＡＩ Ｐ Ｙ， ＬＩＮ Ｆ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｓｕｂ⁃
ｓｔｒａｔｅｓ ａｎｄ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｖｈｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ
［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｒｅｓ， ２０１５， ４６： １４１．

［８］ 　 ＬＩＵ Ｙ Ｆ， ＴＳＡＩ Ｐ Ｙ， ＣＨＵＬＡＫＡＳＩＡＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉ⁃
ｒｕｓ ｖｈｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｌｅａｖｅｓ ＲＮＡ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｎ ｉｒｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ［Ｊ］ ． ＦＥＢＳ
Ｊ， ２０１６， ２８３ （５）： ８９９－９１１．

［９］ 　 ＬＩＮ Ｈ Ｗ， ＨＳＵ Ｗ Ｌ， ＣＨＡＮＧ Ｙ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ＵＬ４１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｈｏｓｔ ｓｈｕｔｏｆｆ， ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＴＮＦ－α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１０， ７２ （９）： １１７９ －

１１８７． 　
［１０］ 李科茫， 周金柱， 周俊明， 等． 猪 Ａ 群轮状病毒 ＶＰ６ 单克隆抗

体的制备和初步鉴定 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２３， ５５： ７９－８５．
［１１］ 齐艳丽， 刘桃雪， 于海深， 等． 非洲猪瘟病毒 ｐ５４ 蛋白单克隆抗

体制备及其抗原表位鉴定 ［Ｊ］ ． 畜牧兽医学报， ２０２３， ５４： ２８１－

２９２． 　
［１２］ 张路捷， 高雁怩， 夏婷婷， 等． 非洲猪瘟病毒 ｐ３０ 蛋白单克隆抗

体的制备与鉴定 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２１， ５３： １１１－１１５．
［１３］ ＷＡＮＧ Ｃ Ｈ， ＹＵＡＮ Ｊ， ＱＩＮ Ｈ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｇＥ－ｄｅｌｅｔｅｄ ｐｓｅｕｄ⁃

ｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ （ ＰＲＶ） ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ｌｅｔｈａｌ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＲＶ ｖａｒｉａｎｔ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｉｎ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１－ｖａｃ⁃
ｃｉｎａｔｅｄ ｓｗｉｎｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ． Ｖａｃｃｉｎｅ， ２０１４， ３２ （２７）：
３３７９－３３８５．

［１４］ ＡＮ Ｔ Ｑ， ＰＥＮＧ Ｊ Ｍ， ＴＩＡＮ Ｚ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｖａｒｉａｎｔ ｉｎ
Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１－ｖａｃｃｉｎａｔｅｄ ｐｉｇｓ， Ｃｈｉｎａ， ２０１２ ［Ｊ］ ． Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ，
２０１３， １９ （１１）： １７４９－１７５５．

［１５］ 叶超． 伪狂犬病病毒遗传变异及 ＵＬ４１ 和 ＵＬ２４ 基因功能分析

［Ｄ］． 北京： 中国农业科学院， ２０１８．
［１６］ ＳＨＥＮ Ｇ， ＷＡＮＧ Ｋ， ＷＡＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ １ ｃｏｕｎ⁃

ｔｅｒａｃｔｓ ｖｉｐｅｒｉｎ ｖｉａ ｉｔｓ ｖｉｒｉｏｎ ｈｏｓｔ ｓｈｕｔｏｆｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＵＬ４１ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ，
２０１４， ８８ （２０）： １２１６３－１２１６６．

［１７］ ＫＷＯＮＧ Ａ Ｄ， ＦＲＥＮＫＥＬ Ｎ． Ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ－ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ
ｃｏｎｔａｉｎ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎ （ｓ） ｔｈａｔ ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ ｂｏｔｈ ｈｏｓｔ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ｍＲＮＡｓ
［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ， １９８７， ８４ （７）： １９２６－１９３０．

［１８］ ＬＡＭ Ｑ， ＳＭＩＢＥＲＴ Ｃ Ａ， ＫＯＯＰ Ｋ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ
ＶＰ１６ ｒｅｓｃｕｅｓ ｖｉｒａｌ ｍＲＮＡ ｆｒｏｍ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｖｉｒｉｏｎ ｈｏｓｔ ｓｈｕｔｏｆｆ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． ＥＭＢＯ Ｊ， １９９６， １５ （１０）： ２５７５－２５８１．

［１９］ ＡＭＢＡＧＡＬＡ Ａ Ｐ Ｎ， ＧＯＰＩＮＡＴＨ Ｒ Ｓ， ＳＲＩＫＵＭＡＲＡＮ Ｓ． Ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ＴＡＰ ｂｙ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｉｓ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ ｉｔｓ ＶＨＳ ａｃｔｉｖｉｔｙ
［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｒｅｓ， ２００３， ９６ （１）： ３７－４８．

［２０］ ＹＡＮ Ｚ， ＹＵＥ Ｊ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ＶＨＳ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｂｒｏｇａｔｅｓ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｂｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ＮＦ－κＢ ａｎｄ ＩＲＦ３ ｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｏｌ Ｓｉｎ， ２０２４， ３９ （４）： ５８７－５９９．

［２１］ ＥＬＧＡＤＩ Ｍ Ｍ， ＨＡＹＥＳ Ｃ Ｅ， ＳＭＩＬＥＹ Ｊ Ｒ． Ｔｈｅ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ
ｖｉｒｕｓ ＶＨＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ｅｎｄｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｌｙｔｉｃ ｃｌｅａｖａｇｅ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ
ＲＮＡｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， １９９９， ７３ （ ９ ）： ７１５３ －

７１６４． 　

·６０１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ５




