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摘要： 为深入揭示猪萨佩罗病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｓａｐｅｌｏｖｉｒｕｓ， ＰＳＶ） 致病机制， 以毒株 ＳＨＣＭ２０１９ 为研究对象， 原核表达 ＶＰ４ 蛋白并制备多克隆抗体。
根据 ＶＰ４ 氨基酸序列进行 ＰＳＶ 遗传进化分析， 然后将 ＶＰ４ 基因与原核表达载体连接， 经诱导表达得到可溶性 ＶＰ４ 蛋白。 纯化后的 ＶＰ４ 蛋白免疫

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 制备多克隆抗体并进行 ＥＬＩＳＡ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ） 验证其反应性。 ＥＬＩＳＡ 结果显示， 多克隆抗体效价达

１ ∶ １２８ ０００； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 结果表明， 其能特异性识别和结合 ＰＳＶ， 说明重组 ＶＰ４ 蛋白具有较好的免疫原性和反应原性。 本研究成功表达了

ＶＰ４ 蛋白并制备了多克隆抗体， 为 ＶＰ４ 蛋白功能研究奠定基础。

关键词： 猪萨佩罗病毒； ＶＰ４ 蛋白； 原核表达； 多克隆抗体

中图分类号： Ｓ８５２􀆰 ６５１　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）０４－００７８－０７

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓａｐｅｒｏｖｉｒｕｓ ＶＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＺＨＯＮＧ Ｚｕｃｈａｎｇ１，２＃， ＬＩ Ｂｅｎｑｉａｎｇ２，３＃， ＴＡＯ Ｊｉｅ２，３， ＣＨＥＮＧ Ｊｉｎｇｈｕａ２，３， ＳＨＩ Ｙｉｎｇ２，３，
ＬＩＵ Ｐｅｉｈｏｎｇ２，３， ＴＡＮＧ Ｐａｎ２，３， ＪＩＡＯ Ｊｉａｊｉｅ２，３， ＬＩＵ Ｈｕｉｌｉ２，３∗

（１􀆰 Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ ａｎｄ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｏｃｅａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１３０６， Ｃｈｉｎａ；
２􀆰 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ／

Ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉ－Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１１０６， Ｃｈｉｎａ；

３􀆰 Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ Ｐｉｇ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１１０６， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｓａｐｅｌｏｖｉｒｕｓ （ＰＳＶ） ｉｎ ｄｅｐｔｈ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｈｅ ＳＨＣＭ２０１９ ｓｔｒａｉｎ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ＶＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｉｔｓ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
ＶＰ４􀆰 Ｔｈｅｎ， ｔｈｅ ＶＰ４ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｌｉｇａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ－Ｎ－ＧＳＴ－Ｐｒｅｃｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ． Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ＶＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｎｅｘｔ， ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＶＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ， ｗｈｉｃｈ
ｗｅｒｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅｉｒ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ＥＬＩＳＡ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ａｎｄ ＩＦＡ ａｓｓａｙｓ． Ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｒｅ ｒｅａｃｈｅｄ １ ∶ １２８ ０００， ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇ ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ． Ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＩＦＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｕｌｄ ｓｐｅｃｉｆ⁃
ｉｃａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ａｎｄ ｂｉｎｄ ｔｏ ＰＳＶ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＶＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｃ⁃
ｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ＶＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ａ ＧＳＴ ｔａｇ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ， ｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｕｎｄｗｏｒｋ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＶＰ４ ｇｅｎｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｃｉｎｅ ｓａｐｅｒｏｖｉｒｕｓ； ＶＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　
收稿日期： ２０２４－０４－１３； 修回日期： ２０２５－０２－１２
基金项目： 上海市农业科技创新项目 （２０２３－０２－０８－００－１２－Ｆ０４６１２）； 上海市农业科学院动物疾病防控卓越团项目 （沪农科卓 ［２０２２］ ０１２）
第一作者： 钟祖昌， 男， 硕士研究生； 李本强， 男， 副研究员。 ＃共同第一作者
∗通信作者： 刘惠莉， 研究员， 主要从事动物传染病防治和诊断技术方面的研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｈｕｉｌｉｌ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。

·８７· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ４



　 　 猪萨佩罗病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｓａｐｅｌｏｖｉｒｕｓ， ＰＳＶ） 是一

种表面无囊膜包被的 ＲＮＡ 病毒， 属于微 ＲＮＡ 病毒科

萨佩罗病毒属［１］， ２０ 世纪 ６０ 年代， 由英国科学家首

次从腹泻猪的肠道中分离得到， 故又被称为猪肠道病

毒 ８ 型 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ８， ＰＥＶ８） ［２］。 之后其他

国家也报道了 ＰＳＶ 相关研究［３－７］。 ＰＳＶ 主要通过粪－
口途径传播， 猪感染后会发生严重腹泻和繁殖障碍综

合征， 同时还存在亚临床症状［８］。 随着养猪产业规

模化和区域化， 对于类似 ＰＳＶ 感染的防控应更加重

视， 避免给养猪业造成无法估计的经济损失。
ＰＳＶ 基因组大小约 ７􀆰 ５ ｋｂ， 由 ５′非编码区、 开放

阅读框、 ３′非编码区和 Ｐｏｌｙ Ａ 尾组成， 开放阅读框被

２Ａ、 ３Ｃ 及 ３Ｄ 蛋白酶所裂解， 产生三大区域 Ｐ１、 Ｐ２
和 Ｐ３。 Ｐ１ 包含 ４ 个结构蛋白， 即 ＶＰ４、 ＶＰ２、 ＶＰ３
和 ＶＰ１， Ｐ２ 和 Ｐ３ 分别包含 ２Ａ、 ２Ｂ、 ２Ｃ、 ３Ａ、 ３Ｂ、
３Ｃ、 ３Ｄ 共 ７ 个非结构蛋白［９］。 ＶＰ４、 ＶＰ１、 ＶＰ２ 和

ＶＰ３ 组成衣壳蛋白， 而 ＶＰ４ 位于内部［１０］。 ＶＰ４ 基因

大小为 １５９ ｂｐ， 编码 ５３ 个氨基酸， 蛋白质大小约为

６ ｋＤａ。 对人鼻病毒 （ｈｕｍａｎ ｒｈｉｎｏｖｉｒｕｓ， ＨＲＶ） 研究

发现， 在病毒进入细胞期间， 豆蔻酰化的衣壳蛋白

ＶＰ４ 从病毒中释放出来， 与细胞膜相互作用， 参与

将病毒 ＲＮＡ 基因组递送到细胞质中启动复制［１１］。 可

见， 研究 ＶＰ４ 蛋白的功能对于揭示 ＰＳＶ 的致病机制

具有重要意义。 本研究构建了带有 ＧＳＴ 标签的 ＶＰ４
重组质粒， 表达和纯化 ＶＰ４ 重组蛋白， 并成功制备

了小鼠多克隆抗体， 为 ＰＳＶ 的临床检测和致病机理

研究奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 毒株、 载体及菌株

ＰＳＶ 毒 株 ＳＨＣＭ２０１９ （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：
ＭＮ６８５７８５􀆰 １） 由本实验室分离保存， ｐＥＴ－Ｎ－ＧＳＴ－
Ｐｒｅｃｉｓｓｉｏｎ 质粒购于碧云天生物公司， 大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 由本实验室保存。
１􀆰 ２　 主要细胞、 实验动物和主要试剂

猪肾细胞 （ ＰＫ１５） 由本实验室保存。 ６ 周龄

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购于上海思捷实验动物有限公司。 反转

录试剂盒、 核酸 Ｍａｒｋｅｒ、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶及缓冲液购

于宝生物工程 （大连） 有限公司； 限制性内切酶

ＥｃｏＲⅠ与 ＳａｌⅠ购自 ＮＥＢ 公司； 胶回收试剂盒和质粒

小提取试剂盒购自天根生物公司； ＩＰＴＧ 购于美国

Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ 公司； ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）、
ＦＩＴＣ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）、 ＤＡＰＩ 染色液及谷

甘光肽填料购于碧云天生物公司； 弗式完全佐剂、 弗

式不完全佐剂均购自 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。
１􀆰 ３　 遗传进化分析

ＧｅｎＢａｎｋ 下载国内外代表性毒株 ＶＰ４ 蛋白序列，
与本实验分离得到的毒株 ＳＨＣＭ２０１９ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号： ＭＮ６８５７８５􀆰 １ ） 进 行 分 子 发 生 树 分 析。 利 用

ＭＥＧＡ Ｘ 软件进行多序列比对， 根据比对结果， 采用

ＮＪ 法进行系统发育树构建， Ｂｏｏｔｓｒａｐｓ 值设置为

１ ０００， 成对删除。 各毒株详细信息见表 １。

表 １　 ＰＳＶ 毒株信息

序列 毒株名称 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 分离地 时间

１ ＰＳＶ ／ ＩＮＤ ／ ＴＮ－４００－ｔｃ－ ／ ２０１６ ＭＮ２４１８２０􀆰 １ 印度 ２０１６

２ Ｊｐｓｖ４４７ ＬＣ３２６５５６􀆰 １ 日本 ２００９

３ ＪＸＸＹ－Ｃ ＭＨ６２６６３５􀆰 １ 中国 ２０１７

４ ＵＳＡ ／ ＩＡ３３３７５ ／ ２０１５ ＫＸ５７４２８４􀆰 １ 美国 ２０１５

５ ＰＳＶ ／ ＩＮＤ ／ ＷＢ－７６－ｔｃ ／ ２０１８ ＭＮ２４１８１９􀆰 １ 印度 ２０１８

６ Ｊｐｓｙ１３１５ ＬＣ３２６５５５􀆰 １ 日本 ２００９

７ ＫＳ０５５２１７ ＫＪ８２１０２１􀆰 １ 韩国 ２００５

８ ＨａＮ０１－ＣＨ２０１９ ＭＴ０８０９９９􀆰 １ 中国 ２０１９

９ ＰＳＶ－Ｃ ＭＧ７３２８１４􀆰 １ 中国 ２０１６

１０ ＫＳ０５１５１ ＫＪ８２１０２０􀆰 １ 韩国 ２００５

１１ ＳＨＣＭ２０１９ ＭＮ６８５７８５􀆰 １ 中国 ２０１９

１２ ＹＣ２０１１ ＪＸ２８６６６６􀆰 １ 中国 ２０１１

１３ ＫＳ０４１０５ ＫＪ８２１０１９􀆰 １ 韩国 ２００４

１４ ＰＳＶ－Ａ２ ＭＧ７３２８１３􀆰 １ 中国 ２０１６

１５ ＪＸＸＹ－ａ２ ＭＨ６２６６３４􀆰 １ 中国 ２０１７

１６ ＪＤ２０１１ ＫＦ５３９４１４􀆰 １ 中国 ２０１１
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续表１

序列 毒株名称 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 分离地 时间

１７ ＨＮＮＹ－０４ ／ ＣＨＮ ／ ２０１８ ＭＮ７５５８６０􀆰 １ 中国 ２０１８

１８ ＸＴＮＤ ／ ２０１８ ＬＣ４９３０８８􀆰 １ 越南 ２０１８

１９ Ｖ１３ ＮＣ＿００３９８７􀆰 １ 美国 ２００２

２０ ＩＶＲＩ ／ ＰＳＶ ／ ＳＰＦ ／ Ｃ－６ ／ ２０１５ ＫＹ０５３８３５􀆰 １ 印度 ２０１５

２１ ＳｗＰＳＶ７５ＢＯ２０１２ ＭＮ８３６６８３􀆰 １ 意大利 ２０１２

２２ ＤＩＡＰＤ５４６９－１０ ＭＫ４９７０４４􀆰 １ 意大利 ２０１５

２３ ＳＺ１Ｍ－Ｆ ／ ＰＳＶ ／ ＨＵＮ ／ ２０１３″ ＭＮ８０７７５２􀆰 １ 匈牙利 ２０１３

２４ ＮＧＲ＿２０１７＿ＮＨＰ＿ＳＶ ＭＮ７８４１２２􀆰 １ 尼日利亚 ２０１７

１􀆰 ４　 引物设计与合成

参照 ＰＳＶ ＳＨＣＭ２０１９ 毒株序列， 针对 ＶＰ４ 基因

设计特异性引物 １ 对， 由生工生物公司合成， 详见

表 ２。

表 ２　 引物信息

引物名称 序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ 内切酶

ＶＰ４－Ｆ ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＧＴＧＣＴＴＡＣＡＡＣＣＡＴＧＧＣＴＣ

ＶＰ４－Ｒ ＧＣＧＴＣＧＡＣＣＴＴＣＡＡＴＧＡＴＧＧＴＣＣＡＧＣＣＡ
１５９

ＥｃｏＲⅠ

ＳａｌⅠ

　 　 　 　 　 　 注： 下划线为酶切位点。

１􀆰 ５　 重组质粒 ｐＥＴ－Ｎ－ＧＳＴ－ＶＰ４ 的构建和鉴定

使用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取 ＰＳＶ 毒株 ＳＨＣＭ２０１９
的 ＲＮＡ， 以其为模板， 反转录为 ｃＤＮＡ， 经 ＲＴ－ＰＣＲ
扩增。 切胶后回收， 再经双酶切后与同样酶切的

ｐＥＴ－Ｎ－ＧＳＴ－Ｐｒｅｃｉｓｓｉｏｎ 原核表达过夜载体连接， 连

接后转化， 单菌落经 ＰＣＲ 鉴定后， 送至铂尚生物技

术 （上海） 有限公司进行测序， 同时提质粒进行酶

切验证， 将阳性质粒命名为 ｐＥＴ－Ｎ－ＧＳＴ－ＶＰ４。
１􀆰 ６　 ＶＰ４ 重组蛋白的诱导表达和可溶性条件优化

将过夜培养的阳性菌液按 １ ∶ １００ 接种量加到含

有 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素 ＬＢ 培养基中， 于 ３７ ℃摇床培

养， 直至菌液 ＯＤ６００值达到 ０􀆰 ５ ～ ０􀆰 ７ 时， 加入终浓度

为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 进行诱导表达， 在继续培养 ６ ｈ
之后， 对菌液进行收集。 随后， 通过超声破碎处理，
将菌体破碎并分离出上清液和沉淀物。 同时为了增加

ＧＳＴ－ＶＰ４ 重组蛋白的可溶性， 进行了可溶性蛋白诱

导表达条件优化。 在同一 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 浓度下，
分别设置 ３０、 ２５、 ２０ 和 １６ ℃共 ４ 个温度梯度， 进行

诱导表达 １２ ｈ 后取样， 用 １ ｍＬ 预冷的 ＰＢＳ 重悬菌体

后， 于超声破碎仪中破碎菌体。 破碎结束后于 ４ ℃条

件下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 将上清液和沉淀分离

开， 并进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析。
１􀆰 ７　 ＶＰ４ 重组蛋白的纯化

收集诱导表达的菌体 （总体积 ４００ ｍＬ） 后， 用

预冷的 ＰＢＳ 重悬菌体， 洗涤 ３ 次后， 加入洗涤缓冲

液 （ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ， ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ｐＨ ＝

８􀆰 ０） 重悬， 随后置于冰上超声破碎 １０ ｍｉｎ （超声

４ ｓ， 停 ６ ｓ）， 结束后于 ４ ℃条件下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 收集上清液。 将上清液加入平衡好的 ＧＳＴ 标

签纯化树脂中， 置于 ４ ℃摇床上结合 ３ ｈ 后， 将其加

到纯化柱中， 用 ３ 倍柱体积的洗涤缓冲液洗涤填料，
再用 ２ 倍柱体积的洗脱缓冲液 （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 谷胱甘

肽， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ， ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ｐＨ ＝
８􀆰 ０） 洗脱蛋白。 用超滤离心管对纯化的重组蛋白

ＶＰ４ 进行蛋白浓缩和脱盐， 测定蛋白浓度， 分装后

于－８０ ℃冻存。
１􀆰 ８　 多克隆抗体制备

每只小鼠免疫剂量为 ５０ μｇ， 将弗氏完全佐剂与

纯化的 ＶＰ４ 重组蛋白按 １ ∶ １ 比例混合， 乳化后采用

皮下及肌肉注射方式免疫小鼠。 首次免疫 ２ 周后， 每

隔 １ 周进行二免及三免 （采用弗氏不完全佐剂）。 三

免结束， 断尾采血并分离血清， 置于－４０ ℃保存。
１􀆰 ９　 抗体效价检测

纯化后的重组蛋白 ＶＰ４ 以碳酸盐缓冲液稀释至 ２
μｇ ／ ｍＬ， 每孔 １００ μＬ， ４ ℃ 包被过夜； 次日， 经

ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后， 每孔加入 ２００ μＬ 的 ５％脱脂奶粉，
３７ ℃恒温箱中封闭 ２ ｈ； ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后， 将获得

的小鼠血清用 ＰＢＳＴ 稀释， 由 １ ∶ １ ０００ 倍比稀释至

１ ∶ ２５６ ０００， 免前血清作为阴性对照， 每孔 １００ μＬ，
３７ ℃孵育 １􀆰 ５ ｈ； ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后， ＨＲＰ 标记的山

羊抗 小 鼠 ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 作 为 二 抗， 用 ＰＢＳＴ 以

１ ∶ ２０ ０００ 进 行 稀 释， 每 孔 １００ μＬ， ３７ ℃ 孵 育
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３０ ｍｉｎ； ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后， 每孔加入 １００ μＬ 的 ＴＭＢ
显色液显色； 最后加入 １００ μＬ 的 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止

反应， 并使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下测定 ＯＤ 值。
１􀆰 １０　 多克隆血清抗体特异性检测

将纯化的 ＶＰ４ 蛋白稀释至 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ， 每孔

１００ μＬ， ４ ℃包被过夜； ＰＢＳＴ 洗涤 ４ 次后， 每孔加

入 ２００ μＬ 的 ５％脱脂奶粉， ３７ ℃包被 ２ ｈ； ＰＢＳＴ 洗

涤 ５ 次后， 将获得的 ＶＰ４ 多克隆抗体以及作为阴性

对照的其他病毒阳性血清， 如猪流行性腹泻病毒

（ＰＥＤＶ ）、 口 蹄 疫 病 毒 （ ＦＭＤＶ ）、 猪 瘟 病 毒

（ＣＳＦＶ）、 猪 细 小 病 毒 （ ＰＰＶ）、 伪 狂 犬 病 病 毒

（ＰＲＶ）、 猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ） 等血

清及健康猪阴性血清， 用 ＰＢＳＴ 按 １ ∶ １ ０００ 稀释， 每

孔 １００ μＬ， ３７ ℃ 孵育 １􀆰 ５ ｈ； ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后，
ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 和 ＨＲＰ 标记的

山羊 抗 猪 ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ ） 作 为 二 抗， 用 ＰＢＳＴ 以

１ ∶ ２０ ０００ 进 行 稀 释， 每 孔 １００ μＬ， ３７ ℃ 孵 育

３０ ｍｉｎ； ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后， 加入 １００ μＬ 的 ＴＭＢ 显

色液 （ＡＢ 液混合）， 显色 １０ ｍｉｎ； 最后加入 １００ μＬ
的 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 终止反应， 并使用酶标仪测定

ＯＤ４５０值。
１􀆰 １１　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

纯化的重组蛋白 ＶＰ４ 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 采用湿

转法转印至 ＮＣ 膜上， ５％脱脂奶室温封闭 ３０ ｍｉｎ；
随后 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， ＶＰ４ 多克隆抗体

（１ ∶ ２ ０００ 稀释） 作为一抗， ３７ ℃孵育 １ ｈ； ＴＢＳＴ 清

洗 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 洗涤后以 ＨＲＰ 标记的羊抗小

鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （１ ∶ １０ ０００ 稀释） 作为二抗， ３７ ℃
孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤后用化学发光 ＨＲＰ 底物显色液

进行显色， 利用化学发光成像系统进行成像。
１􀆰 １２　 多克隆抗体的间接免疫荧光 （ＩＦＡ） 验证

将 ＰＫ－１５ 细胞均匀铺在 ２４ 孔细胞板上， 当细胞

生长至 ８０％时， 使用感染比 （ＭＯＩ） 为 ０􀆰 １ 的 ＰＳＶ
接种细胞。 感染细胞后 ４８ ｈ， 将细胞培养基倒掉， 用

ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次， 加入 ４％多聚甲醛溶液于 ４ ℃固

定过夜。 用 ＰＢＳ 洗涤 ５ 次， 使用 １‰ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 室

温处理细胞 １０ ｍｉｎ。 接着用 ＰＢＳ 洗涤 ５ 次， 使用 ＰＢＳ
稀释 （１ ∶ １ ０００） 后 ＶＰ４ 多克隆抗体、 免前小鼠血

清作为一抗加入细胞板， ３７ ℃孵育 １ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤 ５
次， 加入用 ＰＢＳ 稀释 （１ ∶ １ ０００） 的 ＦＩＴＣ 标记的山

羊抗小鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）， ３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 最后

用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入 ＤＡＰＩ 染细胞核 ５ ｍｉｎ 后， 于

荧光显微镜下观察。

２　 结果

２􀆰 １　 遗传进化分析

利用 Ｍｅｇａ Ｘ 软件对毒株 ＳＣＨＭ２０１９ 的 ＶＰ４ 蛋白

序列和国内外其他代表毒株进行遗传进化分析。 结果

表明， 这些毒株的 ＶＰ４ 蛋白序列高度相似 （１００％），
说明 ＶＰ４ 蛋白是一个高度保守的蛋白 （图 １）。

注： ●为本试验毒株。

图 １　 基于 ＶＰ４ 蛋白序列构建系统进化树
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２􀆰 ２　 重组表达载体构建与鉴定

以 ＰＳＶ ＳＨＣＭ２０１９ 毒株的 ｃＤＮＡ 为模板， 进行

ＰＣＲ 扩增， 获得大小约 １５９ ｂｐ 条带的 ＶＰ４ 基因 （图
２Ａ）。 将其克隆至 ｐＥＴ－Ｎ－ＧＳＴ －Ｐｒｅｃｉｓｓｉｏｎ 载体中，
构建重组质粒 ｐＥＴ－Ｎ－ＧＳＴ－ＶＰ４。 双酶切重组质粒进

行鉴定， 同时将阳性重组质粒进行测序， 测序结果与

目的序列一致 （图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 重组蛋白 ＶＰ４ 的诱导表达及可溶性优化

对诱导表达后分离得到的上清液和沉淀进行

ＳＤＳ－ ＰＡＧＥ 分 析， 结 果 显 示， 表 达 的 蛋 白 约 为

３１ ｋＤａ， 与预测结果一致， 且表达的 ＶＰ４ 蛋白主要

以包涵体的形式存在 （图 ３Ａ）， 但也有部分可溶。
为了增加重组蛋白 ＶＰ４ 的水溶性， 进行了可溶性蛋

白诱导表达及条件优化， 结果显示， 在 ２５ ℃、 ２０ ℃
及 １６ ℃诱导 １２ ｈ 后可溶性的 ＧＳＴ－ＶＰ４ 蛋白获得了

显著性提高， 其中在 ２５ ℃、 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ、 诱导

１２ ｈ 条件下， 可溶性表达效果最明显 （图 ３Ｂ）。

Ｍ１􀆰 ＤＬ１０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～２􀆰 ＶＰ４ 基因； ３􀆰 阴性对照；
Ｍ２􀆰 ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； ４􀆰 ｐＥＴ－Ｎ－ＧＳＴ－ＶＰ４ 的酶切鉴定。

图 ２　 ＶＰ４ 基因的 ＰＣＲ 扩增 （Ａ） 及双酶切鉴定 （Ｂ）

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 诱导前全菌； ２􀆰 诱导产物； ３􀆰 诱导后沉淀； ４􀆰 诱导后上清液； ５、 ６􀆰 ＶＰ４ 经 ３０ ℃诱导后沉淀和上清液；
７、 ８􀆰 ２５ ℃诱导后沉淀和上清液； ９、 １０􀆰 ２０ ℃诱导后沉淀和上清液； １１、 １２􀆰 １６ ℃诱导后沉淀和上清液。

图 ３　 重组蛋白 ＶＰ４ 诱导表达产物 （Ａ） 及诱导表达条件优化 （Ｂ）

２􀆰 ４　 重组蛋白 ＶＰ４ 的纯化

在最佳条件下大量诱导表达， 对收集的菌体进行

超声波破碎并收集上清液。 利用 ＧＳＴ 亲和层析技术

对上清液中的蛋白进行纯化 （见图 ４）。 使用超滤离

心管脱盐和浓缩后， 经 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测

得蛋白浓度约为 ８５２ μｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ５　 抗体效价及特异性分析

采集小鼠三免后的血清， 利用 ＥＬＩＳＡ 检测抗体

效价。 结果显示， ＶＰ４ 多克隆抗体效价 能 达 到

１ ∶ １２８ ０００ （图 ５Ａ）。 经特异性检测发现， 仅 ＶＰ４
多克隆抗体呈阳性， 说明 ＶＰ４ 蛋白特异性强 （图

５Ｂ）。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 流穿液； ２􀆰 裂解缓冲液洗涤；
３～６􀆰 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 谷胱甘肽洗脱。

图 ４　 重组蛋白 ＶＰ４ 的纯化
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图 ５　 ＶＰ４ 多克隆抗体的效价测定 （Ａ） 及特异性分析 （Ｂ）

２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

重组蛋白 ＶＰ４ 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后， 以制备的 ＶＰ４
多克隆抗体作为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测， 结果显

示， 有一条约 ３１ ｋＤａ 的特异性条带， 说明 ＶＰ４ 多克

隆抗体可特异性识别重组 ＶＰ４ 蛋白 （图 ６）。
２􀆰 ７　 ＩＦＡ 鉴定多克隆抗体

将 ＰＳＶ 感染 ＰＫ－１５ 细胞 ４８ ｈ 后， 用制备的 ＶＰ４
蛋白多克隆抗体进行 ＩＦＡ， 结果显示， 制备的 ＶＰ４ 多

克隆抗体能与感染细胞发生反应， 出现荧光， 说明制

备的 ＶＰ４ 多克隆抗体能与 ＰＳＶ 毒株发生特异性结合

（图 ７）。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ－Ｎ－ＧＳＴ－Ｐｒｅｃｉｓｓｉｏｎ 空载；
２􀆰 纯化的 ＶＰ４ 重组蛋白。

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

图 ７　 ＶＰ４ 多克隆抗体的 ＩＦＡ 分析

３　 讨论

ＰＳＶ 作为一种肠道病毒， 感染猪后可引起腹泻，
中后期甚至会导致死亡， 还会引起猪的多种病症。 母

猪感染 ＰＳＶ 后， 易发生流产和产死胎等繁殖障碍性

疾病， 还存在肺炎和脑脊髓灰质炎等症状［１２－１３］。
ＰＳＶ 与其他病原体共感染， 不仅会形成不同的病理

特征， 还会干扰诊断和防控。 目前对 ＰＳＶ 感染的致

病性和致病机制尚不完全清楚， 阻碍了疾病的防控。
随着 ＰＳＶ 的危害性逐渐被认识， 越来越多的学

者开始对其展开研究。 在检测方法方面， 由于 ＶＰ１
是 ＰＳＶ 的主要免疫原性蛋白， 发挥着重要的抗原效

应， 孔祥雨等［１２］、 李娜娜等［１３］、 郝晨琳［１４］ 原核表

达 ＶＰ１ 重组蛋白， 并制备了 ＰＳＶ ＶＰ１ 多克隆抗体，
建立 ＥＬＩＳＡ 方法用于 ＰＳＶ 的检测； 孙杰等［１５］ 原核表

达 ＰＳＶ 的非结构蛋白 ３Ｃ， 并以 ３Ｃ 蛋白为抗原， 建
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立 ＥＬＩＳＡ 用于检测 ＰＳＶ。 在致病机制方面， Ｍｏｕ
等［１６］研究发现， ＰＳＶ 感染后可诱导细胞凋亡 （核固

缩和碎裂）， ２Ａ 蛋白是诱导线粒体凋亡途径的重要

因子； Ｙｉｎ 等［１７］ 研 究 发 现， ＰＳＶ 对 Ⅰ 型 干 扰 素

（ＩＦＮ－β） 敏感， 通过病毒 ３Ｃ 蛋白抑制 ＩＦＮ－β 的产

生， 同时 ３Ｃ 蛋白通过其蛋白酶活性降解黑色素瘤分

化相 关 基 因 ５ （ ＭＤＡ５ ） 和 ＴＡＮＫ 结 合 激 酶 １
（ＴＢＫ１）， 并通过 ｃａｓｐａｓｅ 途径切割线粒体抗病毒信号

蛋白 （ＭＡＶＳ）。
对微 ＲＮＡ 病毒科的其他病毒研究发现， 病毒感

染期间， 无囊膜病毒无法通过膜融合的方式进入细胞

并复制其基因组。 ＨＲＶ［１１，１８］、 肠道病毒［２０］、 脊髓灰

质炎病毒［２０－２１］等都含有一种被称为 ＶＰ４ 的衣壳蛋白，
其位于病毒粒子表面的最内部， 是最小的蛋白， 约

５ ｋＤａ。 当病毒感染细胞时， ＶＰ４ 蛋白 Ｎ 端豆蔻酰

化， 改变细胞膜通透性， 形成离子通道， 释放病毒

ＲＮＡ 进入细胞。 因此， ＶＰ４ 蛋白是一种潜在的抗病

毒靶点， 可用于抗病毒药物的研发。 Ｒａｍｓｉｎｇｈ 等［２２］

对柯萨奇病毒 Ｂ４ 型 ＶＰ４ 蛋白序列进行点突变， 丧失

豆蔻酰化能力， 结果表明点突变的 ＶＰ４ 蛋白使得病

毒的毒力降低， 病毒对细胞的感染力下降， 这与 Ｃａｏ
等［１９］对肠道病毒 ７１ 的研究结果相一致。 由此可见，
ＶＰ４ 蛋白可能在 ＰＳＶ 入侵细胞过程中很重要。

本研究中， 表达的 ＶＰ４ 重组蛋白为可溶性且高

度保守， 可应用于后续 ＰＳＶ 检测方法的建立。 另外，
ＶＰ４ 蛋白制备的抗体效价达 １ ∶ １２８ ０００， 且不与其他

病原血清发生反应， ＩＦＡ 证实该抗体能识别并结合

ＰＳＶ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证实该抗体能特异性识别 ＶＰ４ 蛋

白， 表明制备的多克隆抗体可用于深入研究 ＶＰ４ 蛋

白与宿主细胞的互作。
综上， 本研究成功表达了 ＶＰ４ 重组蛋白， 并制

备了具有良好抗原特异性的 ＶＰ４ 多克隆抗体， 为

ＰＳＶ 感染的临床诊断和致病机制研究奠定了基础。
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