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摘要： 本研究旨在制备猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２） 衣壳蛋白 （Ｃａｐ） 的单克隆抗体， 并对其识别的抗原表位进行鉴定， 为 Ｃａｐ 蛋白结构和中和抗

原表位特性的研究提供数据支持。 试验通过细胞杂交瘤技术， 共筛选出 ６ 株单克隆抗体， 命名为 ２Ｂ６、 ３Ｄ４、 ３Ｆ６、 ４Ｃ４、 ５Ｇ４ 和 ６Ａ７。 经酶联免疫

吸附试验 （ＥＬＩＳＡ） 检测， 所有单抗杂交瘤细胞传代稳定， 小鼠腹水单抗效价达最高达 １ ∶ １􀆰 ２８×１０７。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ）
鉴定抗体特异性及中和活性， 结果显示单抗均能特异性识别 ＰＣＶ２， 且 ２Ｂ６ 和 ４Ｃ４ 单抗具有 ＰＣＶ２ 中和活性， 中和效价均为 １ ∶ １２８。 进一步利用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定单抗识别的抗原表位， 结果表明， ２Ｂ６、 ３Ｄ４、 ３Ｆ６ 和 ６Ａ７ 识别抗原表位２０３ＥＮＳＩＹＤＱＤＹＮ２１２， ４Ｃ４ 和 ５Ｇ４ 识别抗原表位２２３ＥＦＮＬＫ⁃
ＤＰＰＬＮＰＫ２３４。 综上， 本试验成功筛选出 ２ 株具有 ＰＣＶ２ 中和活性的单抗， 并鉴定其识别的抗原表位， 为后续阐明 ＰＣＶ２ 的致病机制、 表位疫苗设

计等奠定基础。
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１０１１）； 国家现代农业产业技术体系专项 （ＣＡＲＳ－３５）
第一作者： 刘晴晴， 女， 硕士研究生

∗通信作者： 姜平， 主要从事动物传染病学的教学与研究工作，
Ｅ－ｍａｉｌ： ｊｉａｎｇｐ＠ ｎｊａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ； 白娟， 主要从事兽医生物制品学教学

与研究工作， Ｅ－ｍａｉｌ： ｂａｉｊｕａｎ＠ ｎｊａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ。

种： ＰＣＶ１、 ＰＣＶ２、 ＰＣＶ３ 和 ＰＣＶ４［１－２］， 其中， ＰＣＶ２
被广泛认为是 ＰＣＶ 相关疾病 （ＰＣＶＡＤ） 的主要致病

因子， 能够加剧其他细菌和病毒的感染， 对养猪业造

成显著的经济损失［３－４］。 ＰＣＶ２ 基因组全长约为

１ ７６６～ １ ７６８ 个碱基对， 包含 １１ 个开放阅读框

（ＯＲＦｓ）， 其中 ＯＲＦ１ 和 ＯＲＦ２ 因其重要性而广受研

究［５］。 ＯＲＦ２ 编码衣壳蛋白 （Ｃａｐ）， 是病毒的主要结

构蛋白， 也是免疫反应的主要靶点［６］， 能够诱导机

·８５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ３



体产生中和抗体， 是疫苗研发的关键靶标。 ＰＣＶ２ 衣

壳蛋白能够自组装成平均半径为 ８􀆰 ３６ ｎｍ 的病毒样颗

粒 （ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ＶＬＰｓ）， 呈现出二十面体形

态［７－８］。 血清学结果表明， 使用体外组装的 ＰＣＶ２
ＶＬＰ 可获得高滴度的中和抗体， 为仔猪免受同源基

因型 ＰＣＶ２ 感染提供有力的保护［９］。 目前， ＰＣＶ２
Ｃａｐ 蛋白的单抗多用于建立检测诊断方法， 但 ＰＣＶ２
中和抗原表位的相关研究较少， 且抗原表位位点尚不

十分清楚。
本试验使用杆状系统表达的 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白， 成

功研制出 ６ 株单克隆抗体， 其中 ２ 株具有显著中和活

性， 并已确定抗体识别的抗原表位， 可为 ＰＣＶ２ 研究

提供有用生物材料。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞、 毒株、 试剂和实验动物

ＰＣＶ２ ＷＧ０９ 毒株 （ＧＱ８４５０２７􀆰 １）， ＰＫ－１５ 细胞

系、 ＳＰ２ ／ ０ 骨髓瘤细胞、 原核表达载体 ｐＥＴ － ３２ａ
（＋）、 大肠杆菌 ＤＨ５α 和 Ｒｏｓｅｔｔａ （ＤＥ３）、 ＰＣＶ２ 阴性

腹水、 ＰＣＶ２ ＯＲＦ２ 基因重组杆状病毒 ｒＢｃａｐｏｋｍ 质

粒、 重组 Ｃａｐ 蛋白及杆状病毒表达的猪繁殖与呼吸综

合征病毒 （ＰＲＲＳＶ） Ｎ 蛋白均由本实验室保存。 本

研究使用的 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白的单克隆抗体 ３Ｅ５［１２］由本

实验室制备并纯化， 该抗体通过原核表达的 ＰＣＶ２
ＣａｐＣ 蛋白免疫小鼠制备而成， 经中和试验证明具有

显著中和活性。
２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和 Ｐｒｅｓ － ｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯赞生物公司； 限制性核酸内切

酶 ＨｉｎｄⅢ、 ＸｈｏⅠ和 Ｔ４ ＤＮＡ ＬＩＧＡＳＥ 购自美国赛默飞

公司； 细胞裂解液、 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 羊抗

鼠 ＩｇＧ、 弗氏完全佐剂及弗氏不完全佐剂购自上海碧

云天生物技术有限公司； ＨｉｓＳｅｐ Ｎｉ － ＮＴＡＡｇａｒｏｓｅ
Ｒｅｓｉｎ 购自上海翊圣生物科技有限公司； ＤＭＥＭ 培养

基、 ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基和胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司； 异硫氰酸荧光素 （ＦＩＴＣ） －羊抗鼠 ＩｇＧ、 小鼠单

克隆抗体亚型鉴定试剂盒购自武汉三鹰生物科技有限

公司； Ｔａｎｏｎ ＥＣＬ 化学发光液购自天能科技有限公

司； 异丙基硫代－β－Ｄ－半乳糖 （ ＩＰＴＧ）、 ＰＥＧ１４５０、
５０×ＨＡＴ 和 ５０×ＨＴ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 质粒 ＤＮＡ
小剂量提取试剂盒购自济南朋远生物技术有限公司；
Ｂｉｏｓｐｉｎ 胶回收试剂盒购自北京博迈斯科技发展有限

公司； 其他试剂均为国产分析纯。
ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠 （７ ～ ８ 周龄） 及 ＩＣＲ 雌鼠

（５～７ 周龄） 各 ５ 只， 编号 １～５， 均购自扬州大学实

验动物中心。

１􀆰 ２　 小鼠免疫

根据文献 ［１０］ 方法首次免疫时将纯化的 Ｃａｐ
蛋白与弗氏完全佐剂等体积混合后加入灭菌钢珠， 在

匀浆仪中充分振荡乳化。 取 ５ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌

鼠， 分别编号为 １ ～ ５ 号小鼠。 按照每只小鼠 ５０ μｇ
剂量进行皮下注射， 加强免疫使用弗氏不完全佐剂。
三免 １０ ｄ 后使用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定小鼠抗体效价，
选取效价最高的小鼠进行细胞融合， 融合 ４ ｄ 前进行

腹腔加强免疫。
１􀆰 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法

使用重组 Ｃａｐ 蛋白作为阳性抗原， 杆状病毒表达

ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白作为模式阴性抗原。 杂交瘤细胞上清

液作为一抗， 同时设立阳性对照 （免疫小鼠血清 １ ∶
１００ 稀释） 和阴性对照 （ＳＰ２ ／ ０ 细胞上清液）； 羊抗

鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） －ＨＲＰ 二抗孵育； ＴＭＢ 显色后加入终

止液， 酶标仪检测 ＯＤ４５０ ｎｍ值时的读数。 阳性抗原包

被板的 ＯＤ４５０ ｎｍ值为 Ｐ１ 值， 模式阴性抗原包被板的

ＯＤ４５０ ｎｍ值为 Ｐ２ 值， 当 （Ｐ１－Ｐ２） ／ Ｎ≥２􀆰 １ 时判定为

阳性。
１􀆰 ４　 杂交瘤细胞筛选与单抗小鼠腹水制备

取进行冲击免疫的小鼠脾细胞与 ＳＰ２ ／ ０ 细胞，
按照 １ ∶ ７ 至 １ ∶ １０ 的比例进行细胞融合。 融合 １ 周

后对细胞进行全换液， ３ ｄ 后进行抗体效价检测。 选

取阳性细胞进行 ２ ～ ３ 次细胞亚克隆以获得稳定分泌

抗体的细胞， 随后扩大培养至 Ｔ２５ 细胞瓶中。 单抗细

胞注入致敏小鼠腹腔以获取腹水， 检测抗体效价后置

于－８０ ℃保存。
１􀆰 ５　 单克隆抗体特性鉴定

１􀆰 ５􀆰 １　 杂交瘤细胞稳定性与单克隆抗体亚类鉴定

将阳性杂交瘤细胞进行稳定传代培养， 第 ５、
１０、 １５ 和 ２０ 代各冻存 ２ 支细胞， 收集上清液测定抗

体效价。 按照抗体亚型鉴定试剂盒说明书进行抗体亚

型鉴定。
１􀆰 ５􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

以杆状病毒表达的 ＰＣＶ２ 重组 Ｃａｐ 蛋白、 感染

ＰＣＶ２ ４８ ｈ 的 ＰＫ－１５ 细胞为阳性样品， 同时设置杆

状病毒表达的 ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白和未接毒的 ＰＫ－１５ 细胞

作为相应的阴性对照， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ。 一抗使用获

得的单抗腹水， 使用 ＨＲＰ 标记羊抗鼠二抗进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。
根据文献 ［１１］ 进行免疫荧光试验 （ ＩＦＡ） 检

测。 ＰＣＶ２ 接种 ＰＫ－１５ 细胞， ３７ ℃培养 ４８ ｈ， 加入

预冷的甲醇固定 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤后加入单抗 ３７ ℃
作用 １ｈ， 洗涤后加入 ＦＩＴＣ－羊抗鼠 ＩｇＧ， ３７ ℃ 作用

１ｈ， 洗涤后于荧光倒置显微镜下观察。
根据文献 ［１２］ 方法进行中和试验检测。 将本
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研究制备的单克隆抗体、 具备 ＰＣＶ２ 中和活性的 ３Ｅ５
单抗腹水、 不具备 ＰＣＶ２ 中和活性的无关腹水进行 ２
倍比稀释， 与稀释至 ２００ 倍的组织培养半数感染剂量

（ＴＣＩＤ５０） 的 ＰＣＶ２ 病毒液等体积混合， 置于 ３７ ℃温

箱作用 １ ｈ。 ＰＣＶ２ 接种 ＰＫ－１５ 细胞洗涤后加入病毒

与抗体作用后的混合液， 温箱孵育 １􀆰 ５ ｈ。 洗涤后换

为纯 ＤＭＥＭ 维持液。 ４８ ｈ 后参照 ＩＦＡ 鉴定方法于倒

置显微镜下观察荧光情况。 设置 ＰＣＶ２ 阴性腹水作为

阴性对照， ＰＣＶ２ ３Ｅ５ 单抗腹水作为阳性对照， ＰＫ－
１５ 接毒细胞作为空白对照。 与阴性对照孔比较， 以

能够减少 ５０％荧光细胞数量的单抗最大稀释度作为

该单抗的中和效价。
１􀆰 ６　 Ｂ 细胞抗原表位鉴定

根据 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白重组杆状病毒目的基因序

列， 设计 ＰＣＲ 引物， 送南京金斯瑞公司合成， 序列

如表 １ 所示。 采用 ＰＣＲ 方法扩增出 ９ 个 Ｃａｐ 蛋白基

因截短体， 克隆至 ｐＥＴ－３２ａ （＋） 质粒， 转化至大肠

杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 菌株， ＩＰＴＧ 诱导表达。 以 Ｈｉｓ 抗体作为

一抗， 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定蛋白表达是否正确。 以

单抗细胞腹水稀释液作为一抗， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴
定单抗针对的 Ｂ 细胞抗原表位。

表 １　 Ｃａｐ 蛋白基因截短体 ＰＣＲ 引物序列

引物名称 序列 （５′→３′） 扩增区域 ／ ａａ 基因长度 ／ ｂｐ

Ｆ１
ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＣＣＧ

ＧＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＴＴＧＡＡＧＣＧＣＡＴＣＡＴＧＴＣ
１～７８ ２８５

Ｆ２
ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＣＣＧ

ＧＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＧＴＧＡＡＧＴＡＧＣＧＧＣＴＧＴＧＧＴＡＧ
１～１６２ ５１０

Ｆ３
ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＣＣＧ

ＧＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＴＣＧＡＴＧＧＴＧＣＧＧＴＣＣＡＧＣＡ
１～１７２ ５４０

Ｆ４
ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＣＣＧ

ＧＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＣＴＧＧＴＴＧＣＧＣＴＴＧＴＴＧＴＴＧＧＧＣ
１～１８２ ５７０

Ｆ５
ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＣＣＧ

ＧＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＴＴＧＣＣＧＧＴＧＧＴＣＴＧＣＡＧＧＣ
１～１９２ ６００

Ｆ６
ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＣＣＧ

ＧＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＡＡＧＧＣＧＧＴＧＣＣＣＡＧＧＣＣＣ
１～２０２ ６３０

Ｆ７
ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＣＣＧ

ＧＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＴＴＧＴＡＧＴＣＣＴＧＧＴＣＧＴＡＧＡＴＧＣＴＧＴＴＣ
１～２１２ ６６０

Ｆ８
ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＣＣＧ

ＧＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＣＧＧＡＡＣＴＧＣＡＣＧＴＡＣＡＴＧＧＴＧＡＴＧ
１～２２２ ６９０

Ｆ９
ＧＣＣＡＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＴＡＣＣＣＣＣＧＣＣＧ

ＧＣＣＡＣＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＴＧＧＧＧＴＴＣＡＧＧＧＧＧＧ
１～２３４ ７２９

　 　 　 　 　 　 注： 下划线部分为 ＨｉｎｄⅢ、 ＸｈｏⅠ酶切位点。

１􀆰 ７　 抗原表位的保守性分析

从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库下载 ＰＣＶ１、 ＰＣＶ２ａ、 ＰＣＶ２ｂ、
ＰＣＶ２ｃ、 ＰＣＶ２ｄ 和 ＰＣＶ２ｅ 共计 ２３ 株代表毒株的 Ｃａｐ
蛋白氨基酸序列， 分析单抗识别的抗原表位在各

ＰＣＶ 毒株中的保守性。

２　 结果

２􀆰 １　 免疫小鼠血清抗体效价的测定

使用 Ｃａｐ 重组蛋白免疫小鼠， 经过 ３ 次皮下注射

免疫后， 眼眶采血并分离血清后测定抗体效价。 抗体

效价测定结果见图 １， ５ 号小鼠血清中 Ｃａｐ 蛋白的抗

体效价≥１０ ０００， 选择其进行冲击免疫和细胞融合。
２􀆰 ２　 单克隆抗体的制备及抗体效价测定

通过间接 ＥＬＩＳＡ 筛选阳性杂交瘤细胞并进行亚

克隆， 最终获得 ６ 株分泌 Ｃａｐ 蛋白抗体的杂交瘤细

胞， 分别命名为 ２Ｂ６、 ３Ｄ４、 ３Ｆ６、 ４Ｃ４、 ５Ｇ４ 和 ６Ａ７；
杂交瘤细胞连续稳定传代， 每隔 ５ 代取细胞培养液检

测抗体效价， 结果如表 ２ 所示， 单抗效价保持稳定。
用单抗细胞分别制备小鼠腹水并测定其效价， 效价为

１ ∶ １􀆰 ２８×１０５ ～１ ∶ １􀆰 ２８×１０７。
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图 １　 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 免疫小鼠的血清抗体效价测定

表 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 测定杂交瘤细胞培养液和小鼠腹水的抗体效价

单抗名称
代次

Ｐ５ Ｐ１０ Ｐ１５ Ｐ２０

小鼠腹水

抗体效价

２Ｂ６ １ ∶ ２５６ ０００ １ ∶ ２０４ ８００ １ ∶ ４０９ ６００ １ ∶ ４０９ ６００ １ ∶ １􀆰 ６４×１０７

３Ｄ４ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ２５ ６００ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ １􀆰 ６４×１０７

３Ｆ６ １ ∶ ２５ ６００ １ ∶ ４０９ ６００ １ ∶ ４０９ ６００ １ ∶ ２０４ ８００ １ ∶ ８􀆰 １９×１０６

４Ｃ４ １ ∶ １０２ ４００ １ ∶ １０２ ４００ １ ∶ ２０４ ８００ １ ∶ １０２ ４００ １ ∶ ８􀆰 １９×１０６

５Ｇ４ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ２５ ６００ １ ∶ ２５ ６００ １ ∶ ２５ ６００ １ ∶ １􀆰 ６４×１０７

６Ａ７ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ ２５ ６００ １ ∶ １２ ８００ １ ∶ １􀆰 ２８×１０５

２􀆰 ３　 单克隆抗体免疫反应特性鉴定

由图 ２ 可知， ６ 株单抗都能与 Ｃａｐ 重组蛋白发生

特异性反应， 其中 ５ 株也能与 ＰＣＶ２ 产生特异性反

应， 而与杆状病毒表达的 ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白和未接毒的

ＰＫ－１５ 细胞不发生反应。
如图 ３ 所示， 与未接毒的 ＰＫ－１５ 细胞相比， 所

有单抗对 ＰＣＶ２ 感染的 ＰＫ－１５ 细胞都有明显的特异

性结合， 发出清晰可见的绿色荧光。
如图 ４ 所示， 不具备 ＰＣＶ２ 中和活性的无关腹水

能够非特异性地减少荧光细胞数量， 其在 １ ∶ １００ 倍

稀释时， 荧光细胞数量与空白对照基本无差异， 故所

有单抗以此稀释度为基准线 （ １ ∶ １ 稀释）。 ＰＣＶ２
Ｃａｐ 单抗 ３Ｅ５ 腹水在 １ ∶ １２８ 倍稀释下， 与阴性对照

孔比较， 能够减少 ５０％荧光细胞数量， 表现出显著

的中和效果。 本试验制备的单克隆抗体 ２Ｂ６ 和 ４Ｃ４
株在 １ ∶ １２８ 倍稀释的情况下， 与阴性对照孔比较，

也能够减少 ５０％荧光细胞数量， 对 ＰＣＶ２ 病毒液有中

和效果。 ６Ａ７ 及其余株在不同稀释度下的荧光细胞数

量均与阴性对照孔基本无差异， 故判定为不具有中和

活性。
２􀆰 ４　 单抗亚类鉴定

单克隆抗体亚型鉴定结果显示， ２Ｂ６、 ３Ｄ４、
３Ｆ６、 ４Ｃ４ 和 ５Ｇ４ 抗体的重链类型为 ＩｇＧ２ａ， ６Ａ７ 的重

链类 型 为 ＩｇＧ２ｂ， 所 有 单 抗 的 轻 链 类 型 均 为

Ｋａｐｐａ 型。
２􀆰 ５　 单抗识别的抗原表位鉴定

使用大肠杆菌表达出 Ｃａｐ 基因 ９ 个截断体片段，
Ｈｉｓ 单抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 结果表明所有截短

片段长度与预期相符 （图 ５）。 单抗 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

显示， ２Ｂ６、 ３Ｄ４、 ３Ｆ６ 和 ６Ａ７ 单抗识别抗原表位
２０３ＥＮＳＩＹＤＱＤＹＮ２１２； ４Ｃ４ 和 ５Ｇ４ 单抗识别抗原表位
２２３ＥＦＮＬＫＤＰＰＬＮＰＫ２３４。 　
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Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＰＣＶ２ 感染细胞样品； ２􀆰 未感染细胞对照； ３􀆰 Ｃａｐ 重组蛋白； ４􀆰 ＰＲＲＳＶ Ｎ 重组蛋白。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 Ｃａｐ 重组蛋白单克隆抗体与 ＰＣＶ２ （Ａ） 和 Ｃａｐ 重组蛋白 （Ｂ） 的反应性

图 ３　 ＩＦＡ 鉴定 Ｃａｐ 单克隆抗体与 ＰＣＶ２ 反应特性 （比例尺＝２００ μｍ）

图 ４　 单克隆抗体中和活性鉴定 （比例尺＝４００ μｍ）
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Ａ． Ｃａｐ 截短体构建策略； Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果， １～９ 为大肠杆菌表达 Ｃａｐ 蛋白 Ｆ１～Ｆ９ 截短体； １０ 为空载诱导全菌蛋白。

图 ５　 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 重组蛋白单抗识别抗原表位 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定
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２􀆰 ６　 单抗识别的抗原表位氨基酸位点对比分析

采用 ＭＥＧＡ１１ 软件对 ＰＣＶ 不同基因型的 ２３ 个毒

株 Ｃａｐ 序列进行分析， 结果如图 ６ 所示，２２３ＥＦＮＬＫＤＰ⁃

ＰＬＮＰＫ２３４ 在 ＰＣＶ２ｂ、 ＰＣＶ２ｃ、 ＰＣＶ２ｄ 毒株间保守性

较好， 而２０３ＥＮＳＩＹＤＱＤＹＮ２１２ 只在 ＰＣＶ２ｄ 毒株中有较

好保守性。

图 ６　 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白抗原表位保守性分析

３　 讨论

ＰＣＶ２ 是一种高传染性、 能够引起免疫抑制的病

毒， 在全球范围内广泛传播， 对猪只的健康和养殖业

经济造成了严重影响［１３］。 单克隆抗体具有高特异性、
高浓度、 稳定均一等特性， 在生物医学、 疾病诊断等

领域普遍应用［１４］。 ＰＣＶ２ 单抗研究比较多， 包括 Ｃａｐ
和 Ｒｅｐ 单克隆抗体， 多用于探究相应的 Ｂ 细胞抗原

表 位 或 建 立 ＰＣＶ２ 特 异 性 检 测 诊 断 方 法。
Ｌｅｋｃｈａｒｏｅｎｓｕｋ 等［１５］ 使用嵌合 ＰＣＶ１ ／ ＰＣＶ２ 感染性克

隆， 研制了 ７ 株单抗， 并在 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白第 ４７ ～
８５、 １６５～２００ 和 ２３０～２３３ 氨基酸残基中鉴定出至少 ５
个重叠的构象表位。 Ｈｕｎｇ 等［１６］ 研制了 ２ 株单抗

（３Ｈ１１ 和 ６Ｈ１１） 可识别 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白 Ｃ 端 ２０５ ～
２３３ 氨基酸残基。 Ｓｈａｎｇ 等［１７］ 研制了 １６ 株单抗， 使

用合成多肽 ＥＬＩＳＡ 方法， 发现２３１ ＬＮＰ ２３３ 缺失会导致

２１３～２３３ 短肽的抗原性丧失， 表明２３１ＬＮＰ ２３３是该表位

的核心基序， 且第 ２３３ 位脯氨酸 （ ２３３ Ｐｒｏ） 是 ＰＣＶ１
和 ＰＣＶ２ 的关键特异性残基。 Ｗａｎｇ 等［１８］ 研制了 ４ 株

针对 ＰＣＶ３ Ｃａｐ 的单克隆抗体， 使用 ７Ｅ３ 株单抗鉴定

出一种新型 Ｂ 细胞表位１１０ＤＬＤＧＡＷ１１５， 并成功建立了

ＰＣＶ３ Ｃａｐ 蛋白阻断 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法。 郭振光［１９］

使用 Ｃａｐ 重组蛋白研制出 ２ 株单抗， 并建立了检测

ＰＣＶ２ Ｃａｐ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法。 郝俊芳等［２０］使用

实验室制备的针对 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白的 ６Ａ５ 株单抗， 建

立了亲和肽双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法， 具有良好

的特异性、 灵敏性。 本研究使用杆状病毒表达的重组

Ｃａｐ 蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 成功制备出 ６ 株稳定分

泌抗体的 Ｃａｐ 单克隆抗体 （２Ｂ６、 ３Ｄ４、 ３Ｆ６、 ４Ｃ４、
５Ｇ４ 及 ６Ａ７）， 单抗腹水效价最高达 １ ∶ １􀆰 ２８ × １０７。
其中 ６ 株单抗与 ＰＣＶ２ 具有 ＩＦＡ 反应特性。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 证实， ５ 株单抗 （２Ｂ６、 ３Ｄ４、 ３Ｆ６、 ４Ｃ４ 及 ５Ｇ４）
能够特异性识别 ＰＣＶ２， ２ 株单抗 （２Ｂ６ 和 ４Ｃ４） 具

有 ＰＣＶ２ 中和活性， 为 ＰＣＶ２ 检测和研究提供了有用

的生物材料。
ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白具有重要免疫原性。 昆虫细胞中

表达的 Ｃａｐ 重组蛋白能够自组装形成病毒样颗粒［６］，
诱导宿主产生强烈的抗体反应。 ＰＣＶ２ 中和抗体可识

别病毒表面抗原 （主要为 Ｃａｐ 蛋白）， 阻止病毒与宿

主细胞表面的受体结合， 限制病毒感染和传播［２１］。
ＰＣＶ２ 中和抗体水平与疫苗免疫保护作用直接相

关［２２］。 中和抗体还能作为免疫记忆的一部分， 提供

长期的免疫保护。 ＰＣＶ２ 中和抗原表位尚不十分清

楚。 Ｍｏ 等［８］通过冷冻电镜技术， 观察到具有中和活

性单抗 ３Ｈ１１ Ｆａｂ 的 ＣＤＲ 区域与位于 ＰＣＶ２ ＶＬＰ 表面

的 ＥＦ 环 区 域 结 合 （ １３４ ＫＡＴＡＬＴ１３９ ）， 表 明
１３４ＫＡＴＡＬＴ１３９可能是 ＰＣＶ２ 中和抗原表位。 Ｌｉｕ 等［２３］

研究表明， ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白第 ５９ 和 ６０ 位氨基酸参与

构象中和表位的形成， 对单抗 ８Ｅ４ 的中和能力起重

要作用。 翟淑燕等［２４］ 报道， ３Ｅ５ 中和单抗针对的抗
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原表位为非线性抗原表位， Ｎ 端 ４２ ～ ５０ 位氨基酸发

挥关键作用。 因此， 中和抗原表位可能为保护性线性

表位或非线性表位。 本研究 ６ 株单抗识别抗原表位鉴

定结果显示， ２Ｂ６、 ３Ｄ４、 ３Ｆ６ 和 ６Ａ７ 单抗识别表位

为２０３ ＥＮＳＩＹＤＱＤＹＮ２１２， 该 表 位 在 ＰＣＶ２ｂ、 ＰＣＶ２ｃ、
ＰＣＶ２ｄ 毒株间保守性较好， ４Ｃ４ 和 ５Ｇ４ 单抗识别表

位为２２３ＥＦＮＬＫＤＰＰＬＮＰＫ２３４， 该表位只在 ＰＣＶ２ｄ 毒株

中有较好保守性。 根据抗原表位保守性分析结果， 可

利用２０３ＥＮＳＩＹＤＱＤＹＮ２１２表位开发针对多种 ＰＣＶ２ 亚型

的广谱疫苗， 提高疫苗对病毒变异株的保护效果。 可

综合使用 ２ 种表位作为抗原靶点， 建立鉴别不同

ＰＣＶ２ 亚型的检测方法， 实现快 速 区 分 ＰＣＶ２ｂ ／
ＰＣＶ２ｄ 及 ＰＣＶ２ｄ 的特异性检测。 根据中和活性的鉴

定结果， 仅 ２Ｂ６ 和 ４Ｃ４ 单抗具有 ＰＣＶ２ 中和活性。 针

对同一抗原表位的单克隆抗体却表现出不同的中和活

性， 可能与单抗亲和力有关， 亲和力高的单克隆抗体

将表现出更好的中和活性。 不同单抗发挥中和活性的

机制可能存在差异， 很多中和单抗识别的抗原表位为

非线性表位。 该研究鉴定出的 ２ 个抗原表位可能是

ＰＣＶ２ Ｃａｐ 中和表位的重要组成部分， 可为 ＰＣＶ２ 疫

苗抗原分子设计提供理论依据。
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