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摘要： 旨在制备一种特异性强、 灵敏度高的猪 Ａ 群轮状病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ Ａ， ＰｏＲＶＡ） ＶＰ４ 单克隆抗体。 本研究通过 ＰＣＲ 扩增 ＰｏＲＶＡ 分离

株 ＶＰ４ 基因的完整片段 （２ ４６３ ｂｐ）， 构建原核表达载体 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ４ 表达蛋白后制备单克隆抗体并进行鉴定。 结果： 重组蛋白大小在 ９８ ｋＤａ 左

右， 为不可溶蛋白， 存在于包涵体中； 经验证， 猪轮状病毒阳性血清能够识别该重组蛋白， 蛋白条带单一且清晰， 具备良好的抗原性； 蛋白纯化

后， 经小鼠免疫流程以及细胞融合筛选， ３ 轮亚克隆后最终获得 １ 株能稳定分泌抗 ＶＰ４ 蛋白的阳性杂交瘤细胞株 ４Ｂ１０， 其轻链类型为 Ｋａｐｐａ 型，
重链亚型为 ＩｇＧ１， 制备的小鼠腹水效价可达 １ ∶ ３ ０００ ０００； 在此基础上制备的单克隆抗体能特异性识别 ＰｏＲＶ Ｐｉｇ ／ ＮＪ ／ ２０１２， 具有良好反应性， 可

用于靶抗原的直接检测。 综上， 本研究制备的单克隆抗体特异性强、 灵敏度高， 为后续蛋白功能及病毒致病机制的研究提供了生物材料。
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　 　 猪轮状病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ） 主要引起

８ 周龄以下仔猪急性腹泻， 猪感染该病毒后具有高发

病率和死亡率， 其感染引起的病变主要局限于消化

道， 如胃壁松弛、 充满凝乳、 小肠黏膜呈条状或弥漫

性出血［１］。 ＰｏＲＶ 经消化道进入肠道后， 在小肠绒毛

上皮细胞的细胞质中进行复制［２］。 ＰｏＲＶ 可引起小肠

绒毛细胞溶解脱落， 改变细胞膜通透性， 损害黏膜屏

障的结构和功能。 而其中猪 Ａ 群轮状病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｒｏｔａｖｉｒｕｓ Ａ， ＰｏＲＶＡ） 常导致腹泻 （猪的常见疾病），
与之相关的脱水是导致猪只死亡的主要原因， 这给养

猪业造成了相当大的经济损失。 ＶＰ４ 是 ＰｏＲＶ 的外衣

壳蛋白， 在感染过程中负责受体附着的部分。 ＶＰ４
蛋白也是一种潜在的抗 ＰｏＲＶ 感染的疫苗免疫原， 因

为它可以诱导动物机体产生特异性中和抗体， 在仔猪

中产生全身免疫［３－４］。 ＶＰ４ 蛋白在病毒的入侵过程中

主要负责识别， 能够决定病毒的毒力大小。 机体感染

病毒后， ＶＰ４ 蛋白与宿主细胞互相发生一定的作用，
相关蛋白酶水解切割 ＶＰ４ 产生 ＶＰ５ 和 ＶＰ８， 病毒通

过这种自主拆分的形式增强感染能力［５－６］。 ＶＰ５ 穿过

细胞囊泡膜的脂质双分子层， 之后细胞膜的通透性增

加， 病毒更容易进入到细胞内部［７］； ＶＰ８ 能够黏附

细胞， 对小肠上皮细胞进行一定程度的破坏， 小肠绒

毛继而变短， 变得疏松， 机体发生病理性改变［８］。
目前对 ＰｏＲＶ 感染没有有效的治疗方法， 接种疫

苗是控制的主要方法［９］。 抗 ＰｏＲＶ 单克隆抗体的研制

有助于加速解析病毒蛋白的结构与功能， 探究病毒与

宿主的相互作用和病毒的免疫逃避机制， 从而更高效

地筛选出抗病毒药物， 有针对性地开发疫苗， 同时为

建立高特异、 高灵敏性的血清学诊断方法提供

材料［１０－１１］。
本研究将 ＰｏＲＶＡ ／ Ｐｏｒｃｉｎｅ－ｔｃ ／ ＫＯＲ ／ １７４－１ ／ ２００６ ／

Ｇ８Ｐ７ （ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＦ９４０５４７􀆰 １） 毒株的 ＶＰ４ 全长序

列插入到 ｐＥＴ－２８ａ （＋） 载体， 通过原核表达系统摸

索出合适的表达条件， 在超滤纯化后获得较高浓度和

高纯度的 ＰｏＲＶ 重组 ＶＰ４ 蛋白， 应用杂交瘤技术制备

出 １ 株针对 ＶＰ４ 蛋白的单克隆抗体， 为 ＰｏＲＶ 诊断方

法开发及病原学基础研究提供了一定的生物学基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试验材料

ＰｏＲＶ ／ Ｇ９Ｐ ［７］ ／ ２０２３ 株由本实验室自行分离

并鉴定， ＰｏＲＶ Ｐｉｇ ／ ＮＪ ／ ２０１２ 感染细胞裂解样品由江

苏省农业科学院兽医研究所李彬研究员馈赠。 ＭＡ１０４
细胞、 小鼠骨髓瘤细胞 （ ＳＰ２ ／ ０） 和原核表达载体

ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） 由本实验室保存。 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠购自常州卡文斯实验动物有限公司， 小鼠在南京农

业大学实验动物中心饲养， 免疫程序等参照实验动物

操作 标 准， 实 验 动 物 福 利 与 伦 理 审 核 编 号 为

ＮＪＡＵ􀆰 Ｎｏ２０２２０７０６１４５。
ＧｒｅｅｎＴａｑ Ｍｉｘ、 高保真 ＰＣＲ 聚合酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ、

限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 １０×
核酸 Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和 ＤＮＡ 胶回收试

剂盒均购自宝日医生物技术 （北京） 有限公司， 质

粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ －Ｔｅｋ 公司， 大肠杆菌

ＤＨ５α 与 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞购自北京擎科生

物科技股份有限公司。
１８０ ｋＤａ 预染 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定

试剂盒、 高敏型 ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒均购自南

京诺唯赞医疗科技有限公司， ２５０ ｋＤａ 三色预染蛋白

Ｍａｒｋｅｒ、 １２􀆰 ５％ ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒均购自上

海雅酶生物医药科技有限公司， ５０ ｋＤａ 超滤管购自

默克旗下子公司 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ， 聚偏二氟乙烯膜 （ＰＶＤＦ）
膜 （ＩＰＶＨ０００１０） 购自 Ｍｅｒｃｋ 公司， ＰｏＲＶ 阳性血清

样本 （Ｇ１２Ｐ ［７］ 型， １ ∶ １ ０００ 稀释使用） 由新希

望六合有限公司馈赠。
ＨＲＰ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体、 ＦＩＴＣ 标记羊抗鼠

ＩｇＧ 抗体、 Ｈｉｓ 单克隆抗体、 鼠源单克隆抗体亚型鉴

定试剂盒均购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司， ＨＲＰ 标记山羊抗

猪 ＩｇＧ 购自 Ａｂｃａｍ 公司， ＴＭＢ 底物、 终止液均购自

碧云天生物技术有限公司， ９６ 孔 ＥＬＩＳＡ 板购自无锡

耐思生命科技股份有限公司， ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛

血清均购自 Ｇｉｂｃｏ 公司， 弗氏完全佐剂、 弗氏不完全

佐剂、 ＰＥＧ４０００、 ＨＡＴ 和 ＨＴ 培养基均购自 Ｓｉｇｍａ 公

司， 其他试剂均为国产分析纯。
１􀆰 ２　 ｐＥＴ２８ａ （＋） －ＶＰ４ 重组质粒的构建

在 ＧｅｎＢａｎｋ 里查找 ＲＶＡ ／ Ｐｏｒｃｉｎｅ － ｔｃ ／ ＫＯＲ ／ １７４ －
１ ／ ２００６ ／ Ｇ８Ｐ ［７］ 株 （编号 ＭＦ９４０５４７􀆰 １） 的 ＶＰ４ 全

长基因序列， 经蛋白质跨膜区预测在线工具 ＴＭＨＭＭ－
２􀆰 ０ 分析， 该序列不含跨膜区， 可全长表达。

选择卡那霉素抗性的 ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） 作为空载，
使用 Ｓｎａｐｇｅｎｅ 生物分析软件选取 ＢａｍＨⅠ （５′） 和

ＸｈｏⅠ （３′） 作为酶切位点， 以合成的质粒为模板，
根据 ＶＰ４ 目的基因序列设计引物进行 ＰＣＲ 扩增 （表
１）， 用 ＴａＫａＲａ 胶回收试剂盒按照说明书回收扩增产

物， 选择 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点， 双酶切产物和

ｐＥＴ－２８ａ （＋） 空载质粒， ３７ ℃水浴条件下恒温酶切

２ ｈ 后， Ｔ４ 连接酶 １６ ℃过夜连接， 琼脂糖凝胶电泳

判断条带位置与预期条带一致后， 质粒加入 ＤＨ５α 感

受态细胞进行转化， 第 ２ 天挑取 ３～５ 个单克隆菌落，
加入 １ ｍＬ ＬＢ 培养基 （按照 １％的比例加入卡那霉

素） 中３７ ℃摇至 ＯＤ６００ ｎｍ值为 ０􀆰 ６ 时进行菌液 ＰＣＲ。
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表 １　 ＶＰ４ 基因 ＰＣＲ 扩增引物

引物 序列 （５′ →３′ ） 产物大小 ／ ｂｐ

ＰｏＲＶ－ＶＰ４－Ｆ
ＰｏＲＶ－ＶＰ４－Ｒ

ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＡＴＴＡＡＴＡＴＡＴＡＧＧＣＡＡＴＴＧ
ＡＣＧＣＴＣＧＡＧＣＡＧＡＣＧＡＣＡＴＴＧＣＡＴＡＡＴＣＡＧＡＴＴ

２ ４６３

　 　 　 　 　 　 　 　 注： 上游引物下划线标注为 ＢａｍＨⅠ酶切位点， 下游引物下划线标注为 ＸｈｏⅠ酶切位点。

１􀆰 ３　 ＶＰ４ 重组蛋白的表达与纯化

鉴定质粒为阳性后， 提取 ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） －ＶＰ４
质粒， 转化进 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 小量诱导，
十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ） 后通过考马斯亮蓝染色判断 ＶＰ４ 蛋白表达的

最佳诱导条件， 加入终浓度为 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 异丙基－
β－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ） ３７ ℃诱导表达 ６ ｈ， 将

大量表达的 ＶＰ４ 蛋白包涵体部分用 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 的尿素变

性后经过复性纯化并通过超滤管进行蛋白的脱盐与浓

缩， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证该重组蛋白与小鼠抗轮状病毒

血清的免疫反应性， 以 １ ∶ １ ０００ 稀释的 ＰｏＲＶ 阳性血

清为一抗。
１􀆰 ４　 纯化蛋白免疫小鼠

选择 ４ 只 ６～８ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠， 将纯化后的

ＶＰ４ 蛋白与弗氏完全佐剂在 ４ ℃环境下以 １ ∶ １ 的比

例混匀乳化， 装入 １ ｍＬ 容量的注射器进行首次免疫。
腹腔注射 ３ 只小鼠 （编号 １～ ３）， 每只小鼠注射量为

１００ μｇ 作为试验组， 剩余 １ 只作为对照组， 注射同

等量 ＰＢＳ 溶液与弗氏完全佐剂的混合溶液； ２ 周后进

行第 ２ 次免疫， 弗氏完全佐剂更换为弗氏不完全佐

剂， ２ 周后第 ３ 次免疫； 第 ３ 次免疫后 ３ ｄ， 眼眶采

血试验组及对照组， 采血 ２００ ～ ５００ μＬ， ３７ ℃ 静置

２ ｈ 后４ ℃过夜， 第 ２ 天离心取上清液即血清。 每只

小鼠取 １００ ～ ２００ μＬ 血清， 按照 １ ∶ １００ 稀释血清，
用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法判断小鼠抗体水平，
１ ｄ 后选取小鼠抗体水平最高的 １ 只， 进行冲击免

疫， 即不混合任何佐剂直接注射上次同等剂量的蛋

白， 阴性组注射相同量 ＰＢＳ， ３ ｄ 后准备细胞融合

试验。
１􀆰 ５　 细胞融合及间接 ＥＬＩＳＡ 筛选阳性杂交瘤细胞并

亚克隆

　 　 准备细胞量≥８０％的 ＳＰ２ ／ ０ 细胞 ３ ～ ４ 瓶， 冲击

免疫后 ３ ｄ 分离脾细胞， 在 ＰＥＧ４０００ 作用下按照 １ ∶
５～１ ∶ １０ 的比例进行细胞融合。 事先备好含有 ＨＡＴ
选择培养基的饲养细胞， 将其铺至 ９６ 孔细胞板。 融

合 ５ ｄ 后， 取 １００ μＬ 细胞培养上清用建立的间接

ＥＬＩＳＡ 方法进行检测， ７ ｄ 后重复检测。 挑选阳性杂

交瘤细胞进行 ２ ～ ３ 次亚克隆直至抗体阳性率达

１００％。 将稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株扩大培养并

冻存于液氮中长期保存。

间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法建立如下： 碳酸盐缓冲溶

液 ＣＢＳ 稀释 ＶＰ４ 蛋白至 １ μｇ ／ ｍＬ 及 １􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ， 每

孔 １００ μＬ 分别包被酶标板， ４ ℃孵育 ８ ｈ 后选取 ５％
脱脂乳封闭液于 ３７ ℃分别封闭 １ ｈ 与 ２ ｈ； ＰＢＳＴ 溶

液洗涤 ３ 次， 每孔加入待检样品 １００ μＬ， ４ ℃ 孵育

８ ｈ； ＰＢＳＴ 溶液洗涤 ３ 次， 每孔加入 ＨＲＰ 羊抗鼠酶

标二抗 １００ μＬ （１ ∶ ５ ０００、 １ ∶ １０ ０００ 稀释）， ３７ ℃
孵育 １ ｈ； ＰＢＳＴ 溶液洗涤 ３ 次， 每孔加入 １００ μＬ
ＴＭＢ 显色液， 室温避光孵育 ２０ ｍｉｎ。 每孔加入终止

液 １００ μＬ， 酶联免疫检测 ＯＤ４５０ ｎｍ值。
１􀆰 ６　 单克隆抗体的制备

６ ～ ８ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 状态稳定后注射

５００ μＬ 的弗氏不完全佐剂致敏， 小鼠腹部鼓胀后准

备注射杂交瘤细胞。 选取含有大约 ２×１０６ 个细胞的悬

液， 离心后用 １ ｍＬ 无血清无抗生素的 ＤＭＥＭ 重悬细

胞， 腹腔注射小鼠。 注射后一周左右当小鼠腹部明显

鼓胀时用输液针采集小鼠腹水， 连续采集 ３ ｄ 共收集

１０ ｍＬ 左右， 腹水在 ４ ℃ ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，
去除杂质后－２０ ℃ 冻存， ＥＬＩＳＡ 测量效价， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 验证抗体特异性， 间接免疫荧光 （ ＩＦＡ） 验证抗

体与病毒反应性。
１􀆰 ７　 琼脂糖凝胶电泳、 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和考马斯亮蓝

染色

　 　 琼脂糖凝胶电泳： 将琼脂糖以 １％ ～１􀆰 ５％的比例

加入 ＴＡＥ 溶液里， 微波炉加热至完全熔化， 加入 １‰
核酸染料。 将凝固后的核酸胶轻轻放入倒有 １×ＴＡＥ
缓冲溶液的核酸电泳仪中， 上样， 按照正负极接通线

路。 ３０ ～ ４５ ｍｉｎ 后取出核酸胶， 在紫外仪器下观察

条带。
ＳＤＳ－ ＰＡＧＥ： 蛋白样加入 ５ × ＳＤＳ ｂｕｆｆｅｒ 后在

１００ ℃以上煮沸 １０ ｍｉｎ 使蛋白预变性。 按照雅酶试剂

盒说明书配制好 １２􀆰 ５％蛋白胶， 按照正确步骤将胶

板插入电泳槽。 倒入适量的 ＳＤＳ 电泳缓冲液， 上样

后 ８０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ 将电压上调至 １２０ Ｖ 至电泳结束。
考马斯亮蓝染色： 用雅酶公司购买的速染液在室

温摇床染色 １ ｈ 左右， 用去离子水洗涤至胶底接近透

明， 出现明显蛋白条带。
１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验

预先配制好转印液。 将转印槽的夹板负极置于下

方摊开， ３ 层滤纸浸润转印液后重叠在海绵上， 将蛋
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白胶小心放置在滤纸上， 盖上 ＮＣ 膜， 再放 ３ 层浸润

转印液的滤纸， 合上后在转印槽内倒满转印液， 接通

电路， 在冰浴条件下 ３００ ｍＡ 转印 ２ ｈ 左右。 １０％的

脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ 后， 选择一抗 ４ ℃ 孵育 １０ ～
１２ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 二抗 １ ∶ ５ ０００ 稀释后室温孵

育 ４５ ｍｉｎ， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 曝光验证条带。
１􀆰 ９　 ＩＦＡ 试验

铺 ３～４ 个长满ＭＡ１０４ 细胞的 ２４ 孔板， 以感染复

数 （ＭＯＩ） ＝ １ 的量将轮状病毒接种于 ＭＡ１０４ 细胞，
接毒至细胞出现明显病变后， 用无血清无抗生素的

ＤＭＥＭ 清洗 ２ 次细胞， 用 ４％的多聚甲醛室温固定

２０ ｍｉｎ 左右； 后用 ＰＢＳ 溶液轻轻洗涤 ３ 次， 加入

０􀆰 １‰ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 透膜， 室温静置 １０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次， 取杂交瘤上清或稀释后的抗体， ３７ ℃孵育

４５ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后， 羊抗鼠荧光二抗 １ ∶ ５ ０００
稀释后避光加入， ２７ ℃避光孵育 ４５ ｍｉｎ 左右。 ＤＡＰＩ
染色 １０ ｍｉｎ 后用 ＰＢＳ 洗涤， 在倒置荧光显微镜下观

察细胞。
１􀆰 １０　 病毒中和试验

将连续 １０ 倍稀释的 ＶＰ４ 单克隆抗体， 分别加入

２００ ＴＣＩＤ５０ ＰｏＲＶ 病毒液， 二者等体积混合后加至生

长状态良好的 ＭＡ１０４ 细胞单层， ２ ｈ 后用无血清无抗

生素的 ＤＭＥＭ 洗涤， 维持 ２４ ｈ 后作为感染组用 ＩＦＡ
试验步骤观察细胞， 并设置不做处理的 ＭＡ１０４ 细胞

作为对照组。

２　 结果

２􀆰 １　 重组蛋白 ｐＥＴ－２８ａ （＋） －ＶＰ４ 的鉴定

通过 在 ＧｅｎＢａｎｋ 中 查 询 到 ＲＶＡ ／ Ｐｏｒｃｉｎｅ － ｔｃ ／
ＫＯＲ ／ １７４－１ ／ ２００６ ／ Ｇ８Ｐ ［７］ 株 （编号 ＭＦ９４０５４７􀆰 １）
的全长序列， 通过 ＴＭＨＭＭ 网站预测 ＶＰ４ 蛋白不存

在跨膜结构域 （图 １Ａ）， 经分析可以选择全长表达。
选定酶切位点后， 对金斯瑞公司寄送的合成质粒进行

ＰＣＲ 扩增 （图 １Ｂ） 和双酶切鉴定 （图 １Ｃ）， 条带大

小与预期一致。
２􀆰 ２　 重组蛋白 ｐＥＴ－２８ａ （＋） －ＶＰ４ 的表达鉴定

鉴定成功后后将 ＶＰ４ 重组质粒转化并进行蛋白

表达， 考马斯亮蓝染色验证蛋白表达纯化前后情况

（图 ２Ａ）； 使用 ＰｏＲＶ 感染阳性血清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
试验， 证实 ＶＰ４ 蛋白具有良好的抗原反应性 （图

２Ｂ）。
２􀆰 ３　 阳性杂交瘤细胞株的获得

小鼠免疫后检测血清效价， 挑选免疫效果最好的

小鼠进行细胞融合 （图 ３）。 共经过 ４ 次亚克隆， 通

过建立的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法 （最适蛋白包被浓度

为 １ μｇ ／ ｍＬ， 最适封闭时间为 ３７ ℃下封闭 ２ ｈ， 酶标

二抗最适稀释浓度为 １ ∶ ５ ０００） 检测效价， 筛选后

得到 １ 株状态稳定且持续分泌阳性抗体的杂交瘤细胞

株， 命名为 ４Ｂ１０。
２􀆰 ４　 单克隆抗体效价测定及亚型鉴定

测定细胞上清液效价， 杂交瘤细胞在 Ｔ２５ 细胞瓶

的密度达到 ８０％以上， 收集细胞腹腔注射预先致敏

的小鼠， 得到小鼠单克隆抗体。 用抗体亚型检测试剂

盒鉴定出该株单克隆抗体重链亚型为 ＩｇＧ１ 型， 轻链

亚型为 Ｋａｐｐａ 型， ＥＬＩＳＡ 测定 ４Ｂ１０ 腹水稀释度在

１ ∶ ３ ０００ ０００ 以上， 未检出中和活性。
２􀆰 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证单克隆抗体 ４Ｂ１０ 与不同

ＰｏＲＶＡ 的反应性

　 　 分别收集 ＰｏＲＶ ＮＪ２０１２ 和 Ｇ９Ｐ ［ ７］ 株感染

ＭＡ１０４ 细胞样品的蛋白， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后转印至醋

酸纤维素膜， 以小鼠单克隆抗体 ４Ｂ１０ 作一抗， ＨＲＰ
标记羊抗鼠 ＩｇＧ 作二抗， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果显示，
出现特异性条带， 大小与轮状病毒 ＶＰ４ 蛋白大小基

本相符 （图 ４）， 而阴性小鼠腹水未见特异性条带。

Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准； １􀆰 ＶＰ４ 基因普通 ＰＣＲ 扩增产物； ２、 ３􀆰 重

组质粒 ｐＥＴ２８ａ （＋） －ＶＰ４ 双酶切产物。

图 １　 ＶＰ４ 基因的结构预测 （Ａ） 及重组质粒

ｐＥＴ２８ａ （＋） －ＶＰ４ 的 ＰＣＲ （Ｂ） 和酶切 （Ｃ） 鉴定
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Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） 空载蛋白； ２􀆰 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ／ ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） －ＶＰ４ 未诱导的表达； ３􀆰 重组蛋白

ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｐＥＴ－２８ａ （＋） －ＶＰ４ 在 ３７ ℃ １２ ｈ 条件下诱导全菌表达； ４􀆰 重组蛋白 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｐＥＴ－２８ａ （＋） －ＶＰ４ 诱导在 ３７ ℃ １２ ｈ 条件下诱

导上清表达； ５􀆰 重组蛋白 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｐＥＴ－２８ａ （＋） －ＶＰ４ 诱导在 ３７ ℃ １２ ｈ 条件下诱导包涵体表达； ６􀆰 重组蛋白 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｐＥＴ－２８ａ （＋） －

ＶＰ４ 纯化后条带； ７􀆰 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｐＥＴ－２８ａ （＋） 空载蛋白； ８􀆰 重组蛋白 ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｐＥＴ－２８ａ （＋） －ＶＰ４。

图 ２　 重组蛋白 ｐＥＴ－２８ａ （＋） －ＶＰ４ 的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ （Ａ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （Ｂ） 分析

图 ３　 小鼠免疫后抗体水平

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 ＭＡ１０４ 正常未感染细胞样； ２􀆰 感染

ＰｏＲＶ ＮＪ２０１２ 的 ＭＡ１０４ 细胞裂解物； ３􀆰 感染 ＰｏＲＶ Ｇ９Ｐ ［ ７］ 的

ＭＡ１０４ 细胞裂解物； ４􀆰 未感染 ＰｏＲＶ 的 ＭＡ１０４ 细胞裂解物。

图 ４　 单克隆抗体 ４Ｂ１０ 与 ＰｏＲＶ ＮＪ２０１２ （Ａ） 及

Ｇ９Ｐ ［７］ 株 （Ｂ） 反应的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ６　 ＩＦＡ 验证单克隆抗体 ４Ｂ１０ 与 ＰｏＲＶＡ 的反应性

１ ∶ ５００ 比例稀释 ４Ｂ１０ 单克隆抗体作为一抗， 加

至感染 ＰｏＲＶ Ｇ９Ｐ ［７］ 毒株的 ＭＡ１０４ 细胞上， 以

ＦＩＴＣ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗， ＤＡＰＩ 染色液进行细胞

核染色， 结果显示， 感染 ＰｏＲＶ 试验组镜下可见绿色

荧光， 而阴性对照组仅见蓝色细胞核 （图 ５）。 单克

隆抗体 ４Ｂ１０ 能够与猪 ＰｏＲＶＡ 毒株 Ｇ９Ｐ ［７］ 的 ＶＰ４
蛋白特异性结合且荧光清晰。 由于轮状细胞感染后易

脱落， 故细胞量较少， 该抗体未见有中和活性。

图 ５　 ＩＦＡ 分析单克隆抗体 ４Ｂ１０ 与猪 Ａ 群轮状病毒

Ｇ９Ｐ ［７］ 反应性

３　 讨论

轮状病毒是与人类和动物的严重腹泻病相关的主
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要病原体， 是含有 １１ 个 ＲＮＡ 节段的非囊膜病毒， 外

衣壳蛋白在其感染和免疫中起重要作用［１２］。 尽管随

着人类轮状病毒疫苗在世界范围内的应用， 其腹泻导

致的死亡率有所下降［１３］， 但该病毒仍是 ５ 岁以下儿

童严重脱水性腹泻的最常见原因。 疫苗被普遍认为是

历史上最成功的预防性干预措施之一， 它们的发展需

要持续的研究努力， 以提高疗效和降低风险［１２］。
ＶＰ４ 是 ＰｏＲＶ 的一种非糖基化的外衣壳蛋白， 被

认为是毒力决定因素之一。 此外， ＶＰ４ 还诱导中和

抗体在体外中和病毒， 同时在体内被动保护小鼠免受

异源轮状病毒的攻击［３］。 进一步的研究表明， ＶＰ４
能有效地诱导动物的保护性免疫， ＶＰ４ 蛋白水解裂

解成 ＶＰ５ 和 ＶＰ８ 导致病毒感染性增强， 编码轮状病

毒蛋白 ＶＰ４、 ＶＰ６ 或 ＶＰ７ 的 ＤＮＡ 疫苗可诱导小鼠产

生轮状病毒特异性血清抗体和病毒特异性细胞毒性 Ｔ
淋巴细胞反应， 但只有接种了编码 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 的

ＤＮＡ 疫苗的小鼠才能检测到病毒中和抗体［１４］。 由此

可见， ＶＰ４ 蛋白在 ＰｏＲＶ 防治中起着重要的作用。 由

于 ＶＰ４ 蛋白与保护性免疫相关， 可将其作为疫苗的

候选抗原， 具体的 ＶＰ４ 相关疫苗作用机制尚有待

研究。
尽管逆转录聚合酶链式反应 （ＲＴ－ＰＣＲ） 和实时

荧光定量逆转录 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 等分子方法对病

毒基因组的检测具有很高的灵敏度， 但这些技术并不

经济， 不能实际应用于该领域［１５］。 虽然已经有研究

制备出兔和鼠的多克隆抗体用于检测方法研究， 但由

于它们识别目标抗原上的多个表位， 所以特异性相对

较低［１６］。 单克隆抗体同时具备特异性强、 灵敏度高、
制备成本相对较低等优点， 在免疫学检测方法建立上

具有重要价值， 然而截至目前还未见开发出 ＶＰ４ 蛋

白单克隆抗体以及相关检测方法的报道。
本研究成功制备出 １ 株特异性好、 效价高的 ＶＰ４

蛋白单克隆抗体， 为后期开发出灵敏度高、 检测速度

快、 特异性好的 ＰｏＲＶ 检测方法奠定了基础。
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