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摘要： 旨在制备猪细小病毒 （ＰＰＶ） ＶＰ２ 的多克隆抗体， 并进行其检测能力验证。 将 ＰＰＶ ＶＰ２ 克隆至原核表达载体 ｐＣｏｌｄ－ＴＦ， 由 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＩＰＴＧ 诱导得到 ＶＰ２ 蛋白； 纯化后 ＶＰ２ 蛋白免疫新西兰大白兔， 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 检测结果显示， 多克隆抗体效价达 １ ∶ １２８ ０００； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 分析表明， 其能特异性识别和结合 ＰＰＶ， 说明重组 ＶＰ２ 蛋白具有

较好的免疫原性和反应原性。 本研究为 ＶＰ２ 血清学检测方法的建立及其蛋白的功能研究提供了材料。
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　 　 猪细小病毒 （ＰＰＶ） 属于细小病毒科、 细小病

毒属， 是一种无囊膜的单股 ＤＮＡ 病毒。 ＰＰＶ 主要感

染初产母猪， 引发母猪繁殖障碍， 临床特征是产死胎

或木乃伊胎儿、 胚胎早期死亡和不孕。 此外， ＰＰＶ
还会导致猪断奶后多系统消耗综合征、 皮炎、 腹泻、
关节炎和呼吸系统疾病［１－２］。 ＰＰＶ 的基因组全长大约

为 ５ ０００ ｂｐ， 由 ２ 个主要的开放阅读框 （ＯＲＦ） 组

成， 分别是 ＯＲＦ１ 和 ＯＲＦ２。 ＯＲＦ１ 编码非结构蛋白

（ＮＳ１、 ＮＳ２ 和 ＮＳ３）， ＯＲＦ２ 编码结构蛋白 （ ＶＰ１、
ＶＰ２ 和 ＶＰ３）。 ＰＰＶ 的非结构蛋白是参与调控病毒基

因组复制的关键蛋白， 其中 ＮＳ１ 是高度保守的主要

非结构蛋白， 对晚期 ＲＮＡ 的转录调控、 宿主致病性、
细胞毒性等也至关重要［３］。 ＮＳ２ 蛋白在病毒衣壳组装

和出核过程发挥关键作用， 并可能参与 ＰＰＶ 激活Ⅰ
型干扰素的过程［４］。 病毒的衣壳由 ＶＰ１、 ＶＰ２、 ＶＰ３
组成， 其中 ＶＰ１ 参与病毒结合并进入细胞的过程；
ＶＰ３ 由 ＶＰ２ 蛋白翻译修饰形成， 维持衣壳结构的稳

定； ＶＰ２ 是衣壳蛋白最主要的成分， 具有血凝活性

与自我装配功能， 能够组装成病毒样颗粒， 同时含有

病毒重要的中和抗原表位， 是主要的免疫原性蛋白，
能够诱导机体发生免疫反应， 并通过与 ＰＰＶ 受体的

相互作用介导病毒感染［５－６］。 因此， ＶＰ２ 蛋白能够作

为猪细小病毒免疫学诊断的重要依据之一和基因工程

亚单位疫苗研制的重要靶蛋白之一。
迄今为止， 猪群中已发现 ８ 种 ＰＰＶ 基因型， 其

中猪细小病毒 ２ 型 （ＰＰＶ２） 于 ２００１ 年在缅甸被偶然

发现。 ２００６—２００７ 年在中国东南部患有所谓 “高热

病” 的猪中也发现了这种病毒。 目前， ＰＰＶ２ 在临床

和亚临床疾病中的病毒致病潜力仍有待确定［７］。 在

本研究中， 通过免疫新西兰大白兔制备 ＰＰＶ ＶＰ２ 多

克隆抗体， 继而进行间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ）、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等验证制备的多克隆抗体具有良好的特

异性。 ＰＰＶ ＶＰ２ 多克隆抗体的成功制备为进一步解

析 ＰＰＶ 致病机理以及检测方法的研发提供了试验材

料和依据， 同时为以后 ＰＰＶ 疫苗的研发奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

真核 表 达 质 粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋ ） － ＶＰ２ － Ｍｙｃ、
ＰＰＶ２ 毒株 （ ＮＣ００１７１８）、 人胚胎肾细胞系 （ ＨＥＫ
２９３Ｔ） 和猪睾丸细胞 （ＳＴ） 由中国农科院上海兽医

研究所猪病防控技术团队构建并保存。 大肠杆菌

ＴＯＰ１０ 和大肠杆菌 ＢＬ２１ 感受态细胞为生工生物工程

（上海） 股份有限公司产品。 质粒提取试剂盒为凯杰

公司 产 品。 胎 牛 血 清 （ ＦＢＳ ） 为 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品。 弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂

为 Ｓｉｇｍａ 公司产品。 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ－４８８ 山羊抗兔 ＩｇＧ、
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ － ５９４ 山 羊 抗 鼠 ＩｇＧ 为 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品。 ＳＰＦ 级雌性新西兰大白兔购自北

京维通利华实验动物技术有限公司。
１􀆰 ２　 ｐＣｏｌｄ－ＰＰＶ－ＶＰ２ 原核质粒的构建及鉴定

对从 ＧｅｎＢａｎｋ 中查询得到的 ＰＰＶ ＶＰ２ 基因序列

进行分析和设计， 委托北京擎科生物科技有限公司合

成引物， ＶＰ２－Ｆ （ＸｈｏⅠ）： ５′－ＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＴＣＧＡ⁃
ＧＡＴＧＣＡＣＧＣＴＡＧＣＡＧＡＣＴＧＡＴＣ－３′， ＶＰ２－Ｒ （ＥｃｏＲⅠ）：
５′ － ＣＧＡＣＡＡＧＣＴＴＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＴＡＣＡＧＣＴＴＣＣＧＧＧＧ⁃
ＧＡ－３′， 下划线处为酶切位点。 以 ＶＰ２ 全长基因序列

为模板对 ＶＰ２ 目的基因进行扩增后， 限制性内切酶

ＸｈｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ对 ｐＣｏｌｄ－ＴＦ 载体进行双酶切后， 通

过同源重组酶将 ＶＰ２ 基因序列与 ｐＣｏｌｄ －ＴＦ 载体连

接， 并验证是否成功构建 ｐＣｏｌｄ － ＰＰＶ － ＶＰ２ 重组

质粒。
１􀆰 ３　 ＶＰ２ 重组蛋白的原核诱导表达与纯化

将原核表达质粒 ｐＣｏｌｄ－ＰＰＶ－ＶＰ２ 转化至大肠杆

菌 ＢＬ２１ 感受态细胞中， 涂布于含有氨苄抗性固体培

养基中， ３７ ℃倒置培养 １２ ｈ 左右， 挑取单克隆菌落

于 ３７ ℃， ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床中培养直至细菌 ＯＤ６００值在

０􀆰 ６～０􀆰 ８ 后， 试验组按照 １ ∶ １ ０００ 添加诱导剂 ＩＰＴＧ，
对照组不进行任何处理， 然后 １６ ℃、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床

低温诱导 １６～２０ ｈ。 诱导结束后 ４ ℃、 １０ ｍｉｎ、 ８ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心菌液， 弃上清液， 加 ＰＢＳ 重悬细菌沉淀，
冰上超声破碎菌液至菌液澄清透明， ４ ℃、 ２０ ｍｉｎ、
８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心使上清液和沉淀相互分离。 先利用

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和考马斯亮蓝染色检测质粒 ｐＣｏｌｄ－ＰＰＶ－
ＶＰ２ 的表达情况， 然后用尿素溶液和不同浓度咪唑

溶液对诱导后的 ＰＰＶ ＶＰ２ 重组蛋白进行纯化并收集

目的蛋白， 最后通过二喹啉甲酸法测定纯化后的蛋白

浓度， 并对纯化蛋白 ＶＰ２ 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。
１􀆰 ４　 ＰＰＶ ＶＰ２ 多克隆抗体制备

将 ４ 只大白兔， 随机分成免疫组和对照组， 每组

２ 只， 首次免疫时， 免疫组按照每只 １ ｍｇ 的免疫剂

量计算纯化后 ＶＰ２ 蛋白含量， 与等体积的弗氏完全

佐剂充分混合形成稳定乳剂， 在兔的背部与皮下进行

多点注射。 首次免疫后的第 ２ 周与第 ６ 周分别再免疫

２ 次， 使用弗氏不完全佐剂与纯化蛋白混合， 其他条

件与首次免疫相同。 在第 ３ 次免疫后的 ２ 周对免疫兔
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进行耳缘静脉采血， 分离血清并制备抗体。 对照组的

２ 只大白兔， 只注射与免疫组等体积佐剂， 其他条件

与免疫组相同。
１􀆰 ５　 ＰＰＶ ＶＰ２ 多克隆抗体效价测定

用碳酸盐包被缓冲液将纯化的重组蛋白 ＶＰ２ 稀

释至 ２ μｇ ／ ｍＬ 的浓度并包被至酶标板中， 在 ４ ℃条

件下过夜。 接着， 用磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳＴ） 洗涤酶

标板 ３ 次， 用 ５％脱脂乳 ３７ ℃孵育 ２ ｈ 进行封闭， 用

ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次。 然后， 使用不同稀释度的免疫组的

多抗血清作为一抗， 同时以只注射佐剂的兔血清为阴

性对照， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ， 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次； 使用

１ ∶ ２ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 作为二抗，
３７ ℃孵育 １ ｈ， 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次； 加入 ＴＭＢ 显色

液， 避光条件下显色 １５ ｍｉｎ， 加入 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 终止液终

止反应。 最后根据酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下测的吸光

度值， 对血清的效价进行测定。 结果判定： 当 Ｐ ／ Ｎ≥
２􀆰 １ 时判为阳性； Ｐ ／ Ｎ 值 ＜ ２􀆰 １， 但≥１􀆰 ５ 为可疑；
Ｐ ／ Ｎ 值＜１􀆰 ５ 为阴性。 以阳性血清最大稀释倍数为多

克隆抗体的效价。
１􀆰 ６　 ＶＰ２ 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＶＰ２ 多抗的特异性， 在六

孔板中铺 ＳＴ 细胞， 当细胞生长的密度约占每孔的

８０％时， 进行如下试验： ＰＰＶ 以 ０􀆰 １ 感染比感染 ＳＴ
细胞， 并在相同条件下设置阴性对照， ２ 组均 ３７ ℃
培养 １ ｈ 后换液， ３６ ｈ 后收蛋白， 即用２００ μＬ ＲＩＰＡ
冰上裂解细胞 １５ ｍｉｎ 后， ４ ℃、 １０ ｍｉｎ、 １ ２０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心后取含有蛋白的上清液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 并

转膜。 用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， ５％脱脂乳室温封闭 ２ ｈ；
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 以制备的 ＶＰ２ 多抗 （１ ∶ ５００） 为一

抗室温孵育 ２ ｈ； ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， ＨＲＰ 标记的山羊

抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ６ ０００） 作为二抗室温孵育１ ｈ， ＴＢＳＴ
洗膜 ３ 次； 最后加入显色液进行显影拍照。

在六孔板中铺 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞， 当细胞生长的密

度 约 占 每 孔 的 ８０％ 时， 将 真 核 表 达 质 粒

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＶＰ２ －Ｍｙｃ 分别以每孔 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、
２􀆰 ０ 和 ３􀆰 ０ μｇ 剂量转染至 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞， 同时在相

同条件下将空载质粒转染至 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞作为对照

组， ２ 组均 ３７ ℃培养 ６ ｈ 后换液， ２４ ｈ 后收蛋白： 即

用 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 冰上裂解细胞 １５ ｍｉｎ 后， ４ ℃、
１０ ｍｉｎ、 １ ２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心后取含有蛋白的上清液进

行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 并转膜。 用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， ５％脱脂

乳室温封闭 ２ ｈ； ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 以制备的 ＶＰ２ 兔

多抗 （１ ∶ ５００） 与鼠抗 Ｍｙｃ 标签抗体 （１ ∶ １ ０００）
分别为一抗室温孵育 ２ ｈ； ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， ＨＲＰ 标

记的山羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ６ ０００） 与山羊抗鼠 ＩｇＧ （１ ∶
６ ０００） 作为二抗室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次； 最

后加入显色液进行显影拍照。
１􀆰 ７　 ＶＰ２ 多克隆抗体 ＩＦＡ 鉴定

在六孔板中铺 ＳＴ 细胞， 当细胞生长的密度约占

每孔的 ８０％时， 进行如下试验： ＰＰＶ 以 ０􀆰 １ 感染比

感染 ＳＴ 细胞， ３７ ℃培养 ３６ ｈ， 并在相同条件下设置

阴性对照。 然后， 冰甲醇冰上固定细胞 ２０ ｍｉｎ 后，
用 ５％牛血清白蛋白 ３７ ℃封闭 ２ ｈ， 用 ＰＢＳ 对制备的

ＶＰ２ 兔多抗进行 １ ∶ ５００ 稀释后作为一抗， ３７ ℃孵育

１ ｈ 后， 按照 １ ∶ ６ ０００ 稀释山羊抗兔荧光二抗检测

ＰＰＶ 感染 ＳＴ 细胞后 ＶＰ２ 蛋白的表达。
在六孔板中铺 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞， 当细胞生长的密

度约占每孔的 ８０％时，将真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３􀆰 １（＋）－
ＶＰ２－Ｍｙｃ 转染 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞， ３７ ℃培养 ２４ ｈ， 同

时在相同条件下将空载质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） 转染至

ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞作为对照。 然后， 冰甲醇冰上固定细

胞 ２０ ｍｉｎ 后， 用 ５％牛血清白蛋白 ３７ ℃封闭 ２ ｈ， 以

制备的 ＶＰ２ 兔多抗 （１ ∶ ５００） 和鼠抗 Ｍｙｃ 标签抗体

（１ ∶ １ ０００） 分别作为一抗， ３７ ℃孵育 １ ｈ 后， 按照

１ ∶ ６ ０００ 比例稀释山羊抗鼠与山羊抗兔的荧光二抗检

测真核质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） －ＶＰ２－Ｍｙｃ 转染至 ＨＥＫ
２９３Ｔ 细胞后 Ｍｙｃ 标签蛋白与 ＶＰ２ 蛋白的表达。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ｐＣｏｌｄ－ＰＰＶ－ＶＰ２ 重组质粒的构建及鉴定

对构建的重组质粒 ｐＣｏｌｄ－ＰＰＶ－ＶＰ２ 进行 ＸｈｏⅠ
和 ＥｃｏＲ Ⅰ 双酶切后， 核酸胶电泳产生条带， 与

１ ５９３ ｂｐ 目标大小一致。 胶回收酶切片段并送公司测

序验证序列正确， 证明 ｐＣｏｌｄ－ＰＰＶ－ＶＰ２ 重组质粒构

建成功 （图 １）。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １􀆰 ＸｈｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切 ｐＣｏｌｄ－ＰＰＶ－

ＶＰ２。 　

图 １　 原核表达质粒 ｐＣｏｌｄ－ＰＰＶ－ＶＰ２ 的构建及鉴定

２􀆰 ２　 ＶＰ２ 重组蛋白的原核诱导表达与纯化

将原核表达质粒 ｐＣｏｌｄ－ＰＰＶ－ＶＰ２ 转化至 ＢＬ２１
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感受态细胞， 诱导剂 ＩＰＴＧ 诱导表达。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结

果显示， ＶＰ２ 蛋白同时表达于上清液与沉淀内， 但

上清液表达量高于沉淀， 在 １２８ ｋｕ 处有一明显条带，
符合预期 （图 ２）。 对大量诱导菌液超声后的上清液

蛋白进行一系列的洗涤纯化， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析得

到 ＶＰ２ 蛋白条带 （图 ３）。 通过 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

测定蛋白浓度为 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ。 以 ＶＰ２ 纯化蛋白作抗

原， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 在 １２８ ｋｕ 处出现了单一

的特异性目的条带 （图 ４）， 证明已成功纯化目的蛋

白 ＶＰ２。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 未诱导的 ｐＣｏｌｄ －ＶＰ２ 重组菌液；
２􀆰 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ－ＶＰ２ 重组菌液； ３􀆰 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ－ＶＰ２ 重

组菌液上清液； ４􀆰 ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＣｏｌｄ－ＶＰ２ 重组菌液沉淀。

图 ２　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测 ＶＰ２ 蛋白重组表达

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 流穿液； ２ ～ ８： １０、 ４０、 ６０、 ８０、
１００、 ２００、 ５００ ｍｍｏｌ 咪唑洗脱。

图 ３　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析重组 ＶＰ２ 蛋白纯化效果

２􀆰 ３　 多克隆抗体效价的测定

第 ３ 次免疫结束后的 ２ 周， 对兔进行耳缘静脉采

血， 离心分离血清获得多克隆抗体； 用 ＰＢＳＴ 按照不

同的梯度 （ １ ∶ １ ０００、 １ ∶ ２ ０００、 １ ∶ ４ ０００、 １ ∶
８ ０００、 １ ∶ １６ ０００、 １ ∶ ３２ ０００、 １ ∶ ６４ ０００、 １ ∶
１２８ ０００） 稀释血清， 通过间接 ＥＬＩＳＡ 测定多克隆抗

体的效价。 结果表明 （表 １， 图 ５）， 抗体稀释度为

１ ∶ １２８ ０００ 时， Ｐ ／ Ｎ＞２􀆰 １， 即纯化蛋白 ＶＰ２ 具有良

好的抗原性和免疫原性， 可以诱导动物产生高效价的

抗体， 能够进行后续试验。
２􀆰 ４　 兔抗 ＶＰ２ 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） －ＶＰ２－Ｍｙｃ 转

染到 ２９３Ｔ 细胞后， 裂解细胞提取蛋白， 将制备的兔

血清作为一抗， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验， 结果显示试

验组出现了特异性目的条带， 而空载转染对照组则无

条带， 且 ＶＰ２ 蛋白的表达量随着转染质粒剂量的增

加而增加 （图 ６）。 同时， 用 ＰＰＶ 感染 ＳＴ 细胞后，
裂解细胞提取蛋白， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验， 结果显

示试验组也出现了特异性目的条带， 而阴性对照组则

无条带， 即 ＶＰ２ 多克隆抗体能够识别 ＰＰＶ 感染细胞

表达的 ＶＰ２ 蛋白 （图 ７）。 以上结果都表明 ＶＰ２ 多克

隆抗体可以特异性识别真核质粒转染 ２９３Ｔ 细胞和

ＰＰＶ 感染 ＳＴ 细胞后表达的 ＶＰ２ 蛋白。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 ＶＰ２ 重组蛋白。

图 ４　 ＶＰ２ 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

表 １　 重组蛋白 ＶＰ２ 多克隆抗体效价检测

血清稀释倍数
Ｐ ／ Ｎ 值

免疫兔 １ ／ 阴性兔 １ 免疫兔 ２ ／ 阴性兔 ２

１ ∶ １ ０００ １６􀆰 ５ １５􀆰 ３

１ ∶ ２ ０００ ２３􀆰 ９ ２１􀆰 ４

１ ∶ ４ ０００ ２５􀆰 ７ ２６􀆰 ４

１ ∶ ８ ０００ ２３􀆰 ４ ２５􀆰 １

１ ∶ １６ ０００ ２３􀆰 ４ ２３􀆰 ７

１ ∶ ３２ ０００ １４􀆰 ７ １４􀆰 ５

１ ∶ ６４ ０００ ９􀆰 ５ １１􀆰 １

１ ∶ １２８ ０００ ８􀆰 ０ ８􀆰 ３
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图 ５　 兔血清抗体效价测定

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； ＋． ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＶＰ２－Ｍｙｃ 质粒； －． 阴性对照。
Ａ􀆰 ＶＰ２ 标签抗体验证 ＶＰ２ 表达； Ｂ． ＶＰ２ 标签抗体验证梯度 ＶＰ２ 表达； Ｃ． Ｍｙｃ 抗体验证 ＶＰ２ 表达； Ｄ． Ｍｙｃ 抗体验证梯度 ＶＰ２ 表达。

图 ６　 ＶＰ２ 多克隆抗体通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ２９３Ｔ 细胞中过表达的 ＶＰ２ 蛋白

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １． ＰＰＶ。

图 ７　 ＶＰ２ 多克隆抗体通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测被

ＰＰＶ 感染的 ＳＴ 细胞表达的 ＶＰ２ 蛋白

２􀆰 ５　 兔抗 ＶＰ２ 多克隆抗体 ＩＦＡ 鉴定

将真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） －ＶＰ２－Ｍｙｃ 转

染 ２９３Ｔ 细胞 ２４ ｈ 后， 经过 ＩＦＡ 检测， 能够清楚观察

到 ＶＰ２ 抗体的绿色荧光和 Ｍｙｃ 标签抗体的红色荧光

（图 ８）。 此外， ＰＰＶ 感染 ＳＴ 细胞 ３６ ｈ 后， 经过 ＩＦＡ
检测， 同样出现了特异性 ＶＰ２ 抗体的红色荧光， 阴

性对照组则不显示荧光 （图 ９）。 以上结果同样表明

ＶＰ２ 多克隆抗体可以特异性识别真核质粒转染 ２９３Ｔ
细胞后和 ＰＰＶ 感染 ＳＴ 细胞后表达的 ＶＰ２ 蛋白。
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图 ８　 ＶＰ２ 多克隆抗体通过 ＩＦＡ 检测 ２９３Ｔ 细胞中过表达的 ＶＰ２ 蛋白 （２００×）

图 ９　 ＶＰ２ 多克隆抗体通过 ＩＦＡ 检测被 ＰＰＶ 感染的 ＳＴ 细胞表达的 ＶＰ２ 蛋白 （２００×）
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３　 讨论

ＰＰＶ 是一种全球范围内普遍存在的、 严重影响

母猪繁殖性能的病毒， 对各种年龄、 性别的猪都易

感， 特别对初产母猪和仔猪的危害最为严重［８］。 自

ＰＰＶ２ 在 ２００１ 年缅甸进行戊型肝炎病毒血清调查时

被发现以来， ＰＰＶ２ 一直被广泛深入研究。 Ｃｓａｇｏｌａ
等［９］通过对感染 ＰＰＶ２ 猪群的病毒载量、 抗体水平和

临床体征的研究， 证实 ＰＰＶ２ 也会导致呼吸道疾病。
何玉［１０］研究发现， ＰＰＶ２ 的流行存在季节性， 冬春季

节的检出率 （７３􀆰 ０％） 高于夏秋季节 （１６􀆰 ４％）。 同

时， Ｋｉｍ 等［１１］通过对 ＰＰＶ２ 与 ＰＣＶ２ 混合感染的病例

进行研究， 发现 ＰＰＶ２ 能够与 ＰＣＶ２ 发生协同作用，
即 ＰＰＶ２ 的存在会刺激 ＰＣＶ２ 复制从而加重 ＰＣＶ２ 引

起的相关疾病。 此外， ＰＰＶ２ 与 ＰＰＶ７ 也会经常发生

混合感染， 其混合感染率高达 ３５􀆰 ８３％［１２］。
ＶＰ２ 蛋白是主要的衣壳蛋白， 含有大量诱导中

和抗体产生的 Ｂ 细胞表位， 是 ＰＰＶ 疫苗的主要保护

抗原并具有自组装功能， 可自组装成病毒样颗粒， 在

研发疫苗和诊断试剂中发挥重要作用［１３］。 有研究证

明， ＶＰ２ 基因序列决定着 ＰＰＶ 的种系进化以及病毒

的血凝活性、 组织嗜性及宿主范围， ＶＰ２ 暴露在外

的几个氨基酸残基 （３７８、 ３８３、 ４３６ 等） 是决定病毒

趋向性和毒力的关键位点［１４］。
目前对 ＰＰＶ２ 的研究主要集中在遗传进化方面，

而对其基因功能的研究尚不深入。 高效价抗体是检测

基因表达和研究基因功能的重要手段之一， 其中多克

隆抗体由于其制备过程简单快捷以及具有多个抗原簇

结合位点等优点， 而在免疫学应用上有着广泛的空

间。 由于 ＶＰ２ 蛋白是作为 ＰＰＶ 疫苗研制和检测的首

选靶蛋白， 因此本研究构建了表达 ＰＰＶ２ ＶＰ２ 结构蛋

白的重组质粒， 表达、 纯化重组蛋白后， 通过免疫大

白兔成功制备多克隆抗体， 并利用该多抗通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 与 ＩＦＡ 检测重组蛋白的反应原性与 ＰＰＶ
的病毒学特性， 间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测多克隆抗体的

效价。 结果显示， 制备的多克隆抗体特异性良好， 且

效价可达 １ ∶ １２８ ０００。
综上所述， 本研究所制备的多克隆抗体为建立检

测 ＶＰ２ 蛋白的抗原捕获 ＥＬＩＳＡ， 以及揭示 ＰＰＶ 对宿

主细胞功能影响的机制奠定了基础。
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