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猪伪狂犬病毒 gE蛋白单克隆抗体制备及其生物学特性研究

摘 要

猪伪狂犬病（Porcine Pseudorabies）是由猪伪狂犬病病毒（PRV）引起的急性传染

病，其典型的临床症状包括发烧和神经系统疾病。哺乳仔猪感染 PRV死亡率高达 100%，

怀孕母猪感染 PRV可能会流产、死产。PRV是一种传染性很强的疾病，容易通过空气

传播或通过接触呼吸道传播，给中国和全球养猪业造成重大经济损失。

为了获得 PRV的 gE蛋白，针对 gE基因设计引物，以 PRV CD22株的 DNA为模板

进行扩增 gE 片段，将克隆出的片段经过电泳鉴定后胶回收，回收的基因片段克隆至原

核表达载体 pET-32a（+）上，获得的重组质粒命名为 pET-32a-gE。测序正确后，将重

组质粒转化至 BL21（DE3）感受态细胞中，经 IPTG诱导表达后的上清通过镍柱纯化，

纯化后的蛋白（His-gE）经过Western blot检测，结果显示，His-gE融合蛋白能与感染

PRV野毒毒株的猪阳性血清发生特异性结合。

为了获得抗 gE蛋白单克隆抗体，我们将纯化后的 His-gE融合蛋白作为抗原免疫小

鼠和兔子，免疫程序结束后，采血清进行多克隆抗体效价的检测。ELISA检测结果显示，

小鼠的抗体效价高达 1：12800；兔子的抗体效价高达 1：12800。间接免疫荧光试验（IFA）

和 western blot验证结果表明，小鼠和兔多克隆抗体均能特异性的识别 PRV感染表达的

gE蛋白。接着，选取抗体效价较高的小鼠脾细胞和 SP2/0细胞在融合剂作用下进行融合，

通过 HAT和 HT培养基筛选，对阳性孔细胞经过 3次亚克隆，最后筛选出一株能够特异

性识别 PRV gE蛋白的单克隆抗体，将其命名为 1D5。亚类鉴定结果显示，1D5重链为

IgG1型，轻链为 kappa型。ELISA结果表明，纯化前的腹水效价能够达到 1：12800。

进一步，为了验证这株单抗的反应性，我们构建了 gE真核表达质粒，转染 293T细

胞后，进行了间接免疫荧光试验和 western blot验证。IFA和 western blot结果显示，1D5

能特异性识别过表达的 gE蛋白，能用于基础研究。此外，1D5单抗也能识别 PRV CD22

感染 PK15细胞后天然的 gE蛋白，并且能够用来鉴别诊断疫苗毒株和田间流行毒株。
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最后，为了鉴定 1D5识别 gE 蛋白的抗原表位，我们构建了 gE 蛋白截短体真核表

达质粒，通过 western blot 方法鉴定出 1D5 这株单克隆抗体识别的抗原表位为

547GFDVWFRD554。此外，利用套式 PCR扩增技术获得了 1D5抗体可变区基因序列，后

期可利用基因工程或蛋白质工程方法获得该单克隆抗体。

综上所述，本研究成功制备出一株抗 PRV gE蛋白杂交瘤细胞株，我们对其进行了

抗体亚类鉴定、功能验证、表位鉴定及序列分析等，这为我们后期设计 PRV抗病毒药

物，促进疫苗开发，并协助建立抗体检测方法建立了良好的基础。

关键词：猪伪狂犬病毒；gE蛋白；单克隆抗体；表位鉴定
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Preparation of monoclonal antibody to gE protein of porcine
pseudorabies virus and its biological characteristics

Abstract

Swine pseudorabies (PR), caused by the swine pseudorabies virus (PRV), is an acute infectious disease

characterized by fever and nervous system disorders. The mortality rate for suckling pigs infected with

PRV can reach 100%, and pregnant sows infected with PRV may experience abortion or stillbirth. PRV is a

highly contagious disease that can be transmitted through the air or by contact with respiratory secretions,

causing significant economic losses to the swine industry in China and globally.

To obtain the PRV gE protein, primers were designed targeting the gE gene, and the gE fragment was

amplified using the PRV CD22 strain's DNA as a template. The cloned fragment was identified by

electrophoresis, recovered, and cloned into the prokaryotic expression vector pET-32a(+), resulting in the

recombinant plasmid named pET-32a-gE. After correct sequencing, the recombinant plasmid was

transformed into BL21(DE3) competent cells, and the induced expression supernatant was purified using a

nickel column. The purified protein (His-gE) was detected by Western blot, showing that the His-gE fusion

protein could specifically bind to positive porcine sera infected with wild-type PRV.

To obtain monoclonal antibodies against the gE protein, the purified His-gE fusion protein was used as

an antigen to immunize mice and rabbits. After the immunization program was completed, sera were

collected for the detection of polyclonal antibody titers. ELISA results showed that the antibody titers in

mice reached up to 1:12800, and in rabbits up to 1:12800. Indirect immunofluorescence assay (IFA) and

Western blot validation showed that both mouse and rabbit polyclonal antibodies could specifically

recognize the gE protein expressed by PRV infection. Subsequently, spleen cells from mice with high

antibody titers and SP2/0 cells were fused under the action of fusion agents, and positive clones were

selected through pressure screening with HAT and HT media. After three subclonings, a monoclonal

antibody specifically recognizing the PRV gE protein was selected and named 1D5. Subclassification

results showed that the heavy chain of 1D5 was IgG1 and the light chain was kappa. ELISA results

indicated that the ascitic fluid titer before purification could reach 1:12800.

Furthermore, to verify the reactivity of this monoclonal antibody, a eukaryotic expression plasmid for
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gE was constructed and transfected into 293T cells. IFA and Western blot validation showed that 1D5 could

specifically recognize overexpressed gE protein and could be used for basic research. In addition, 1D5

monoclonal antibody could also recognize the native gE protein after PRV CD22 infection of PK15 cells

and could be used to discriminate between vaccine strains and field strains.

Lastly, to identify the antigenic epitope recognized by 1D5, a truncated gE protein eukaryotic

expression plasmid was constructed and identified by Western blot. The antigenic epitope recognized by the

monoclonal antibody 1D5 was determined to be 547GFDVWFRD554. Additionally, the variable region

gene

Key words: Porcine pseudorabies virus; gE protein ; Monoclonal antibody;Epitope identification
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英文缩略词表

英文缩写 英文全称 中文名

PRV Porcine pseudorabies virus 猪伪狂犬病病毒

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验

RT-PCR Real time fluorescence quantitative PCR 实时荧光定量 PCR

PR Porcine pseudorabies 猪伪狂犬病

IFA Indirect immunofluorescence 间接免疫荧光

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳

PBS Phosphate buffer solution 磷酸盐缓冲液

PBST Phosphate Tween buffer solution 磷酸盐吐温缓冲液

SNT Serum neutralization test 血清中和试验

CM-CSF
Granulocyte macrophage colony stimulating

factor
粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

LAMP Loop-mediated isothermal amplification 环介导的等温扩增
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第 1章 绪论

1.1猪伪狂犬病原学

1.1.1猪伪狂犬病毒结构

伪狂犬病病毒，也称猪疱疹病毒Ⅰ型，是疱疹病毒科内的甲疱疹病毒亚科，属于水

疱病毒属，可编码 70多种蛋白质[1]，所有疱疹病毒粒子都有相似的双链 DNA基因组。

在形态学上，正常的 PRV病毒粒子是椭球形或球形的，直径为 150-180 nm。PRV病毒

粒子由四种结构成分组成（图 1-1）：包装在核衣壳中的双链 DNA基因组、包裹 DNA

的核衣壳、基质蛋白构成的被膜、包裹被膜的囊膜。

图 1-1 PRV病毒粒子结构模式图[2]

Fig 1-1 PRV virus particle structure pattern diagram

1.1.2猪伪狂犬病毒基因组结构

PRV是一种大小约为143 kb的双链DNA病毒，PRV基因组的排列和EHV-1、BHV-1、

和 VZV的基因组相似[3]，由独特的长链（UL）、内部重复短（IRS）、独特的短链（US）

和末端重复短（TRS）组成[4-5]。基因组中至少有 72个基因[6-8]，编码 70-100种病毒蛋白，

包括毒力相关蛋白和复制酶，以及许多对 PRV复制不是必需的蛋白[9-10]。

病毒包膜中共有 11种不同的糖蛋白，命名为 gB、gC、gD、gE、gG、gH、gI、gK、

gL、gM、gN[11]。gB糖蛋白是疱疹病毒侵入细胞复杂机制中最保守的成分，也是一种主
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要的病毒抗原，对介导病毒感染期间的膜融合过程以及病毒在细胞间传播中起着至关重

要的作用[12-13]。

1.2猪伪狂犬流行病学

1.2.1传染源

感染了 PRV的动物本身就是该病最主要的传染源，包括野猪[14]、狐狸[15]、棕熊[16]、

黑熊、狼、老鼠、单峰驼[17]、黄牛[18]、貂[19]、犬[20]、羊[21]都可以传播该病。携带 PRV

的动物可以通过交配传播、经胎盘传播、上行性传播以及分娩引起传播，带毒动物的口

腔和鼻腔的分泌物以及肛门尿道的排泄物直接排放到动物的生活环境中都会引起该病

的传播[22]。

1.2.2传播途径

PRV可以通过各种不同的途径进行传播病原，除了通过垂直传播中的经胎盘传播、

分娩传播、上行性传播外，还可以通过动物的自然交配发生传播，幼崽摄入母体的乳汁、

带毒动物的排泄物以及呼吸时候产生的气溶胶都会引起 PRV的传播[23-24]。

1.2.3易感动物

虽然猪是 PRV的天然宿主，但它也可以感染许多动物，包括绵羊、狗、狐狸、老

虎、熊等[25] 。在灵长类动物中黑猩猩不易感 PRV，绒猴较易感[26]。有研究 2019年报告

了 20多例人类严重伪狂犬病脑炎病例[27] 所有这些感染 PRV变异株的患者都与猪有过

密切接触，这表明猪可能是人类感染 PRV的病因来源。因此，PRV变异株引起的公共

威胁及其在不同种类的动物和人类之间的传播值得关注。

猪是 PRV的天然宿主，受感染的新生仔猪在出生后第二天就可以出现神经系统症

状，感染成年猪可引起公猪的睾丸出现炎症反应以及母猪妊娠失败[28-29] ，PRV还可以

传染给许多其他的哺乳动物，养殖的狐狸，貂也会有发病的情况，这可能和饲喂被污染

过的生猪肉或者猪内脏有关系[30-31]，感染后出现严重的瘙痒和中枢神经系统症状，死亡

率能够达到 100%[32]。非自然宿主的 PRV感染通常是人为操作的实验性的感染或者可能
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和猪有关的自然状态下的接触感染，在世界范围内已有报道养殖的牛自然感染与接触受

感染的猪有关[33-34]，受感染的牛表现出疯狂的瘙痒、癫痫和瘫痪。在病毒外溢的情况下，

在 PRV感染的猪场旁边饲养的羊群爆发了伪狂犬病，该农场养的猫也感染了 PRV[35]，

作为我们人类的伴侣动物，猫和狗也能够通过接触感染的猪而感染 PRV，猎犬能够经常

接触野猪和其他的野生动物而更容易感染 PRV[36-37]。野生动物被感染 PRV的也被广泛

报道，包括野猪[14]、狐狸[15]、棕熊[16]、黑熊、狼、老鼠、单峰驼[17]、黄牛[18]、貂[19]、

犬[20]、羊[21]。

1.2.4主要临床症状和病理变化

任何年龄阶段的猪都能够感染 PRV，但是它们感染后出现的临床症状各不相同，与

其他α疱疹病毒一样，PRV可以终身潜伏在受感染猪的周围神经系统，在那里它可以建

立静止的潜伏感染，这些潜伏感染的猪在某些条件下可以感染其他猪[38-39]。出生 14天

以内的仔猪对 PRV的抵抗能力最弱，受感染的新生仔猪在出生后第二天即可出现明显

的神经系统症状，感染仔猪精神沉郁，头部向后仰，全身抽搐以及四肢做出划水状的游

泳动作，新生仔猪体温升高超过 41℃，还会出现尖叫、共济失调、视疽等症状，死亡率

可高达 100%；断奶仔猪除了感染率较新生仔猪低其他症状比较类似，病程稍有增长并

且会伴有便秘的情况出现，死亡率也较新生仔猪低，大概在 50%左右，有的断奶仔猪在

发病过后会有后遗症，出现后期发育不良以及部分猪出现瘫痪的情况[40]。怀孕母猪在患

病前后没有明显的临床症状，感染初期体温升高，伴随咳嗽以及精神不振，但是随着病

情的不断发展，会对体内的胎儿造成比较严重的影响，母猪会出现流产，产下死胎或者

状态较差的弱胎，弱胎一般不能够正常长大，出生就伴随拉稀，呕吐等消化系统疾病以

及抽搐等神经症状，一般在三天内死亡。对种公猪的影响主要表现在破坏公猪的生殖系

统，公猪的睾丸和附睾肿大出现炎症，最后萎缩使其丧失产精配种的能力，对养殖场造

成严重的损失。对育肥猪的影响相对较小，体温略有升高，食欲不振、精神萎靡、咳嗽，

腹泻等症状，严重者出现全身抽搐等神经症状，即使后期能够恢复，也会出现僵猪的现

象，严重影响生产性能[41]。成年猪一般症状较轻，体温略微升高，有轻微的呼吸道症状，

一般都能够自行恢复，但这种猪终身带毒，是比较危险的传染源[41]，引起老年猪呼吸系
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统方面的疾病[38-39,42]。

猪感染 PRV后会对猪的器官造成不同程度的损伤，对病猪剖检以后发现扁桃体出

现肿大，胃的底部有卡他性炎症以及以及明显的出血区域，肝脾有多处坏死，肾脏有多

处瘀块，中枢神经系统出血，脑脊液增加出现脑膜炎[43]。

1.3猪伪狂犬的致病机理

伪疱疹病毒科的成员形成了一个庞大而多元化的家族，由三个亚科组成，分别是α、

β、γ疱疹病毒，病毒粒子 DNA 基因包裹在二十面体衣壳中，而二十面体衣壳又被涂有

一层称为被毛的蛋白质和脂质双层中由病毒蛋白和糖蛋白组成的包膜包被。这些包膜蛋

白中至少有三种，有时是四种，对于病毒的进入是绝对必要的。被认为对所有疱疹病毒

进入至关重要的三种糖蛋白是 gB、 gH、gL，这些糖蛋白的基因是保守的，其中 gB表

现出最高程度的序列相似性。至少对于有些疱疹病毒，gB是一种同源二聚体或同源三

聚体，显示为突出的刺突[44]。

PRV病毒粒子进入细胞需要部分糖蛋白介导[45]。PRV病毒粒子的附着过程主要由

gC蛋白和硫酸乙酰肝素蛋白聚糖介导完成的。PRV gD 还通过稳定病毒-细胞相互作用

参与病毒进入。随后，PRV gB、gH 和 gL 通过介导病毒粒子的包膜与质膜融合来促进

病毒入侵过程，导致病毒衣壳和包膜渗透到细胞质中[46]。膜融合后，PRV衣壳与微管样

结构结合，转运至核孔[47]。随后，部分包膜蛋白从衣壳中迅速分离。最后，细胞内 PRV

基因组 DNA释放到宿主细胞核中进行复制。在这个过程中，位于细胞核中的 DNA 触

发宿主抗病毒免疫反应，并将信号传递到细胞质。尽管宿主已经进化出强大的先天免疫

机制，主要由 IFN-I介导，以应对病毒入侵，但 PRV也进化出逃逸宿主免疫反应的策略。

PRV 使用多种病毒蛋白通过降解 IFN 反应中的各种成分、减少其 mRNA 产生或干扰

其功能来逃逸宿主免疫反应。PRV用来破坏 IFN 系统的多方面努力是为了确保 IFN 的

抗病毒作用被有效阻断，以便 PRV能够成功建立持续感染。中国由于使用疫苗接种，

PRV一度得到控制。然而，不同的 PRV变异株的出现导致 PR的再传播和流行，甚至对

人类造成潜在威胁。这些出现的新毒株表现出更强的致病性。这些新毒株是否已经进化

出逃避宿主先天免疫的新策略，以及这些策略是否有助于增强致病性，还有待确定。了
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解这些问题将有助于设计更好的 PRV疫苗[48]。

1.4猪伪狂犬病的诊断

目前，血清学技术和分子生物学方法是 PRV检测的常用方法。因为传统的临床和

病理诊断方法不能够准确诊断 PR。基于 PRV特异性抗体和核酸的两种常用方法用于检

测 PRV感染，它们有各自的优缺点。

1.4.1猪伪狂犬病血清学检测技术

检测 PRV 感染的血清学方法主要原理是检测血浆、血清或者全血是否存在针对

PRV 的 IgA、IgM/IgG 抗体，由于 PRV gE 缺失疫苗在世界范围内的广泛使用，和 gE

抗体相关的血清学方法被广泛使用，并且已经开发不同种类的 PRV gE 抗体，以便快速

有效地区分感染动物和接种疫苗的动物。目前，有较多血清学方法可用于 PRV抗体的

检测，如间接免疫荧光法（IFA）、血清中和试验（SNT）、酶联免疫吸附试验（ELISA）、

乳胶凝集试验、琼脂扩散试验、颗粒浓度荧光免疫测定（PCFIA）和免疫层析试纸[49-54]。

较其他方法而言，ELISA 方法最为便捷，因此仍然是 PRV抗体临床检测中最常用的方

法，目前市场商业化的血清抗体 ELISA，主要包括 gB 阻断 ELISA、gI 阻断 ELISA 和

gE间接 ELISA[55]。为了使检测更加方便，我国已经有开发出靶向 gB或 gE抗体的竞争

性 ELISA并得到广泛应用[56-58]。一种基于阻断荧光侧流免疫测定的新型血清学技术用于

PRV检测所需的时间更短，并且对区分野生 PRV感染和接种疫苗的猪很敏感。双荧光

微球免疫测定（FMIA），用于同时检测 PRV gE和 gB IgG抗体，与市售 gE/gB ELISA

试剂盒相比，该方法还具有高灵敏度（92.3%）和特异性（99.26%）而且检测更准确，

时间和成本支出更少[59]。此外，免疫层析法和液态芯片技术方法的灵敏度也高于阻断

ELISA[60]。因此，阻断荧光侧流免疫测定、FMIA、免疫染色谱分析和液体芯片技术有

望成为检测 PRV抗体的新的临床实验室诊断方法，尽管这些方法目前还不普及。

1.4.2猪伪狂犬病分子生物学诊断方法

为了增强 PRV检测特异性，已经建立了针对 PRV基因特定序列的分子生物学方法，
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多以糖蛋白基因为主，如聚合酶链反应（PCR）[61]，实时荧光定量 PCR（RT-PCR）[62]，

TaqMan实时荧光定量 PCR（qPCR）[62]，纳米 PCR[63]、微滴数字 PCR（ddPCR）[64]，

实时重组酶辅助扩增（RT RAA）[65]，环介导等温扩增技术（LAMP）[66]和双链荧光熔

解曲线分析（FMCA）[67]，侧向层析试纸（RPALFD测定），基于磁珠的化学发光检测

[68]，通常，PCR和 RT-PCR是快速检测 PRV感染或区分 PRV野生型和疫苗株的最常用

方法[68]。还有多重 PCR检测方法用于同时检测 PRV和其他病原体，例如猪圆环病毒 3

（PCV3）、猪圆环病毒 2（PCV2）、猪细小病毒（PPV）和猪巨细胞病毒（PCMV）

以及 Torque tenosus病毒 1和 2[69-74]。采用新型高通量测序、二代和三代测序（NGS和

TGS）方法对 PRV转录组进行检测，通过 NGS检测患者 PRV的存在，这是最强大、最

灵敏的检测方法[75]。然而，高通量测序由于成本高昂，不适合临床检测[75]。与常规 PCR

相比，环介导的等温扩增检测更灵敏、特异、更快速、更具成本效益，因此更适合现场

PR诊断，在 PRV防控中具有巨大的应用潜力。

1.4.3检测 PRV感染的其它方法

除上述的血清学和分子生物学检测方法，直接检测病原也十分有效，这对设计新型

PR疫苗具有重要意义。直接检测病原体方法目前仅适用于专业人员和专业实验室[75-76]。

1.5猪伪狂犬的预防与治疗

1.5.1猪伪狂犬的防控措施

想要做好养殖场猪群伪狂犬的精准有效防控，减少野毒感染的机会，需要管理者从

多个角度着手[77]，首先猪场制定精准的免疫程序，疫苗的选择首选能够针对流行毒株的

清伪灵（硕腾动保生产），该疫苗免疫后的复制效率也比较高[77]，接种前检查猪群的健

康状况，保证在良好的状态下进行免疫，以免影响免疫的效果。

养殖人员应该加强猪舍的卫生环境管理，定期对猪舍的地面、围栏、以及饮水进食

区进行消毒，圈舍内的排泄物及时清理，以免因为细菌的滋生造成猪群免疫力下降导致

发病，对圈舍的病猪，弱猪及时隔离。

切断 PR的传播途径，猪场内容易造成 PR传播的主要是一些蚊虫，应当定期对圈
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舍的蚊虫进行杀灭，对容易滋生蚊虫的位置进行消毒处理，破坏他们的生存空间，从而

降低 PR的感染率。

做好包括猪只，药品，饲料以及相关工作人员进场的消毒检查，对于引入场的猪只

提前做好检疫工作并且在运输途中避开有疫病的地区，新引入场的猪只要单独隔离观察

至少 5周以上，不同厂区的工作人员应该避免串舍。

伪狂犬病整体比较高发，从业者必须充分意识到该病对猪群造成危害的严重性，从

思想意识上做到高度敏锐，不报侥幸心理，规范严格的做好防控工作就一定能够减少

PR对猪场造成的危害。

1.5.2抗猪伪狂犬病毒的药物

目前尚无针对猪 PRV感染的特异性治疗方法。接种疫苗可以从根本上预防 PRV的

感染和传播，是控制 PR的最有效措施。关于人类 PRV感染的临床共识和经验仍然缺乏，

因为只有少数确诊病例被报道，症状轻微的病猪无需治疗即可康复。阿昔洛韦被推荐用

于治疗由水痘带状疱疹病毒感染引起的急性视网膜坏死综合征和脑炎。由于 PRV没有

类似的治疗方法，因此发现新的药物靶点至关重要，并且正在开发新的抗病毒药物来治

疗、预防和控制 PRV。

天然药物在历史上已被广泛接受并用于治疗疾病，并且对这些药物用于抗病毒药物

开发的力度一直在增加[78-82] ，天然药物的抗病毒机制可分为直接抑制和间接抑制。直

接抑制是指在病毒复制过程中阻断一个环节，从而将病原体从体内清除出去。间接抑制

指刺激调动机体的免疫系统，发挥抗病毒作用[83-86] 。

有研究表明，一些天然药物对 PRV具有抗病毒作用，比如绿茶及其主要成分表没

食子儿茶素-3-没食子酸酯（EGCG）可缓解多种慢性疾病[87]。在固体绿茶提取物中，EGCG

是最丰富的生物活性多酚，具有抗菌、抗病毒和抗氧化特性，EGCG可防止许多病毒进

入靶细胞从而预防感染[88-89]。文章报道在 PK15 细胞和 Vero 细胞中，EGCG 显著抑制

PRV毒株的复制[88]。在文中还证实，给 PRV感染过小鼠使用 EGCG能够提高存活率。

因此，证明了 EGCG对体内 PRV感染的治疗作用，表明其作为抗 PRV药物的潜力。

研究表明白藜芦醇具有抗病毒特性，用白藜芦醇治疗能够显著降低 PRV感染仔猪
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的死亡率，提高生长性能，因为它抑制宿主细胞中的病毒增殖，并缓解宿主细胞中 PRV

诱导的炎症[90]。

姜科植物产生 Germacrone，这是一种单环倍半萜烯，具有广谱的抗肿瘤、抗病毒、

抗菌和抗炎特性[91-92]，也能够显著抑制 PRV的复制。

槲皮素是分布最广泛的植物类黄酮[93] ，研究证实，槲皮素通过影响 gD的结合能力

来抑制 PRV感染，gD对病毒感染很重要，通过计算机分子对接数据分析，发现槲皮素

与 PRV gD蛋白相互作用，从而阻断 nectin-1与 gD的结合。槲皮素还可以减少体内 PRV

复制，降低 PRV感染小鼠死亡率并降低病毒载量。槲皮素在体内也表现出抗 PRV活性，

考虑到槲皮素在体外和体内对 PRV感染的强大治疗作用，可以用作抗 PRV药物。

金银花提取物和木犀草素能够抑制 PRV诱导的 RAW264.7细胞中 NF-κB通路激活

从而降低炎性细胞因子分泌，因此表现出抗病毒活性，所以金银花提取物可用做治疗

PRV感染的抗病毒剂。

PRV感染的新生仔猪患有严重的神经系统疾病，死亡率惊人，很少有药物可以缓解

疱疹病毒引起的神经系统症状。姜黄素被证明是治疗神经退行性疾病的一种有前途的药

物，因为它可以穿过血脑屏障[94-95]。杨炳杰等人探索了缓解 PRV引起的神经系统症状

的新药，并研究了姜黄素在预防 PRV感染的大鼠海马神经元氧化应激、细胞凋亡和线

粒体功能障碍中的作用[96]，发现姜黄素能够提供针对 PRV 感染的神经保护，因此，姜

黄素非常具有成为治疗神经元 PRV感染药物的潜力。

刑玉潇等研究了大花桔梗多糖（PGPS）对 PRV的抗病毒活性及其抗 PRV作用的分

子机制[97]。他们发现 PGPS影响 PRV诱导的自噬。因此，PGPS可能通过靶向自噬来抑

制 PRV复制，并有可能成为一种新的抗 PRV药物。

潜伏感染是治疗疱疹病毒感染的一个难题。抑制潜伏感染和病毒活化对于这种疾病

的治疗都特别重要，研究表明山奈酚可抑制 PRV潜伏感染，这可能成为控制 PRV感染

的新方法[98]。

王国松等建立了一种准确可靠的方法，用于在美国食品药品监督管理局（FDA）批

准的小分子库中筛选药物，以确定它们在体内是否对 PRV有活性，并且建立了致死小

鼠模型以确认候选 PRV药物的有效性。与未治疗的小鼠相比，小鼠在接受阿德福韦酯
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地吡酯治疗后，临床死亡率明显降低，因此，阿德福韦酯可能成为识别具有控制 PRV

流行潜力的候选小分子药物。

Lv等人确定伊维菌素在体内和体外均能够抑制 PRV增殖，对 PRV具有抗病毒作用，

并研究了这种抗病毒活性的机制[99]，因此伊维菌素可以作为抗 PRV候选药物。PR对养

猪业造成了重大损害，对人类构成潜在威胁。

尽管近年来只有少数针对 PRV的抗病毒药物可用，但在开发 PRV疫苗方面取得了

很大进展。此外，几种新的技术和方法也被用于抑制 PRV，包括 DNA复制抑制剂和病

毒逆转录酶抑制剂。李军淑等人从大肠杆菌中纯化了 3D8 scFv蛋白，并评估了 3D8 scFv

蛋白在 PRV感染小鼠的抗病毒作用，结果表明 3D8 scFv蛋白能够预防小鼠感染 PRV 。

siRNAs对 PRV感染后 UL42 表达的有效抑制减少了 PRV复制，RNAi技术可能为

设计针对疱疹病毒的干预策略提供新的线索[100] 。

治疗 PRV感染的药物种类有限。抗疱疹病毒药物的研制取得了一定进展，在化学

合成技术的发展过程中发现了大量的天然抗病毒化合物。天然产物来源广泛，易于获得

且毒性低。因此，天然产物是寻找抗病毒活性成分的重要资源。此外，筛选新的小分子

药物和探索基因工程药物是抗 PRV药物开发的主要方向。然而，新型抗 PRV药物的研

究仍处于起步阶段，候选药物的抗病毒活性大多是在细胞培养物中进行的，只有少数药

物在小鼠中进行了测试，几乎没有在猪中进行了测试。

目前，抗 PRV药物靶点主要集中在宿主炎症反应相关通路、自噬相关通路和病毒

复制酶上。这些研究将为 PRV和其他疱疹病毒的绿色防控提供理论依据。

基于 PRV药物研究的现状，天然抗病毒活性成分的开发和小分子新药的筛选将是

抗 PRV药物研究的主要方向。有效药物靶点的开发和抗病毒机制的研究也是未来抗 PRV

药物研究的关键。

1.6猪伪狂犬病疫苗研究情况

自 PRV流行以来，以 Bartha K61为代表的减毒活疫苗在预防和控制该病方面发挥

了关键作用，Bartha K61 毒株是有史以来最早开发的减毒 PRV 疫苗之一，它至今仍是

各种根除计划中的黄金标准疫苗。1961年，匈牙利兽医 Adorján Bartha首次报道了该病
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[101] ，他描述了一种毒性较弱的田间毒株变体，该变异株是通过连续传代获得的，该毒

株的毒力在自然宿主中由于编码某些毒力或参与免疫逃避的基因的表达改变甚至完全

缺失而减弱。在后续的实验研究中也证明了 Bartha K61毒株作为疫苗株的安全性、有效

性[102-103]。在欧洲，Bartha K61在净化 PRV中发挥了核心作用，因为它是许多成功根除

PRV地区使用的疫苗[104] ，尽管广泛使用的伪狂犬病病毒 Bartha-K61 疫苗在根除 PRV

方面发挥了关键作用。但是，自 2011 年底以来，中国许多猪场的 Bartha-K61疫苗接种

猪中出现了一种以神经系统症状为特征的疾病，新生仔猪死亡率居高不下。对仔猪的临

床样本进行了检查。所有样本均可通过 PCR检测出 PRV gE 基因，gE 基因序列分析显

示，所有分离株均属于相对独立的簇，并含有 2个氨基酸插入。然而，Bartha K61疫苗

是否提供了足够的保护仍在争论中，因为缺乏关于疫苗接种计划如何执行的关键信息。

此外，实验性的测定结果表明 Bartha K61对新型中国 PRV毒株提供了不完全保护，这

些实验通常在小鼠或绵羊中进行，虽然这些小鼠或绵羊易感但非天然宿主，难以外推到

猪[105]。一些报告显示，事实上，接种了 Bartha K61疫苗的动物在临床上仍然受到几种

高毒力的中国毒株（包括 XJ5和 AH02LA）的致命攻击[106-107]。有文章报道，在接种 Bartha

疫苗的猪中，有 2头在受到高毒力毒株 HB1201的攻击时死亡[108]。越来越多的共识认为，

Bartha K61对一些的中国 PRV毒株的疗效可能降低。

减毒疫苗保留了病原体的大部分自然结构。尽管他们的结构没有发生太多的改变但

是它们的复制能力和毒力降低较多，现在人们普遍认为减毒疫苗能够提供更好、更完整

的免疫保护。目前，减毒活疫苗是应用和开发最广泛的疫苗。大多数 PRV疫苗是基于

部分基因（如 US3、US7 和 US8）缺失的减毒活疫苗，通常选择缺失后病毒毒力下降

且不会影响病毒复制的基因进行缺失[109-111]。

第一个减毒活 PRV Bartha K61 毒株是最为成功的改良活疫苗之一。随着 PRV遗传

学和分子生物学的进步，并且也正在通过各种技术开发更多的基因缺失的 PRV疫苗[112]。

基因工程技术的快速进步，如同源重组、细菌人工染色体和 CRISPR/Cas9 基因编辑系

统，可以快速构建基因缺失的毒株作为减毒活疫苗候选者。尽管减毒活疫苗对 PR 预防

和控制具有重要意义[113]，但是一些研究人员对减毒活疫苗在易感动物中使用的的安全

性也提出了质疑[114-115] ，如今越来越多的基于突变体的减毒 PRV疫苗正在开发中，但
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仍有几个问题需要进一步考虑。首先，衰减因子仍局限于 US2、US3、US7、US8、US9

和 UL23的单个或多个缺失，下一步需要进一步开发新的相关基因，其次，对多基因缺

失后的病毒生长特性关注较少，部分基因缺失可能会降低病毒滴度，影响减毒活疫苗的

生产，最后，疫苗在猪以外的动物中的安全性需要进一步研究，特别是在非人灵长类动

物中。而且研究人员必须持续监测田间毒株的变化，并据此构建新的候选疫苗。

灭活疫苗通常通过化学法、物理法或者生物的方法处理 PRV使其失去生物活性，

然后和相适应的佐剂进行混合后制备出疫苗，这种疫苗接种猪后，不能够在猪体内复制，

但是能够刺激猪产生抗体，一般选择全基因组病毒灭活后进行免疫，但是在猪伪狂犬病

的净化中为了能够区别疫苗毒和野毒，通常选择基因缺失的毒株进行灭活，虽然甲醛和

乙烯亚胺被广泛用于灭活病毒，但甲醛和乙烯亚胺具有增加毒性、反应原性差和免疫抑

制等不良反应。为了克服这些问题，人们对现代无害的病毒灭活剂（如促促性物质和蜂

胶）进行研究。这项工作旨在提高此类疫苗的免疫原性，我国国内的首个 PR的灭活疫

苗是在 2001年由陈焕春院士团队研发出来的，疫苗当时能够提供比较好的免疫保护，

但是后期针对变异的毒株，不能够提供完全的免疫保护[116]，灭活疫苗和经典的弱毒疫

苗相比存在抗原含量比较低，需要进行大量接种等天然的缺陷。

由于亚单位疫苗明确的成分和出色的安全性，亚单位疫苗被认为比普通的灭活和减

毒疫苗更有利于控制 PR，从而吸引了研究人员对保护动物福利和降低公共卫生成本的

关注[117]，接种亚单位疫苗的动物与田间病毒感染动物的区分可以通过接种亚单位疫苗

和血清学诊断测试来实现，这有可能根除 PR疾病并且没有毒力逆转的风险[118]。此外，

通过亚单位疫苗接种的动物没有潜伏感染，这比减毒活疫苗更适合怀孕动物。在 PRV

的 11种糖蛋白中 gB和 gD不是 PRV的初级糖蛋白，用于病毒粒子附着在宿主细胞表面，

而是刺激产生针对 PRV感染的中和抗体的免疫原性蛋白[119-120]，gC 单克隆抗体能够中

和病毒[121]，很多的实验证据表明，gB和 gD是诱导体液和细胞免疫反应的关键蛋白质，

被认为是探索新型疫苗的有吸引力的靶标[122]，尽管存在丰富的试验数据表明 gB 和 gD

的抗体可以保护猪免受 PRV 的致命感染，但针对 gB 和 gD 颗粒的可用商业亚单位疫

苗很少被测试[122]，然而，由于免疫原性较低，亚单位疫苗诱导的免疫效应通常不足，

因此，佐剂的选择对于提高亚单位疫苗免疫作用至关重要。粒细胞-巨噬细胞集落刺激
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因子（CM-CSF）是一种促炎细胞因子，能够引发强大的抗病毒和抗肿瘤功效，从而调

节树突状细胞亚群的发育和功能，以及 T淋巴细胞的活化[123]，曹志等人基于杆状病毒

表达系统表达出 gB 和 gD 蛋白，选择用 CM-CSF作为佐剂，用兔子探索其保护能力，

结果表明，gB+gD+GM-CSF亚单位疫苗诱导了强大的免疫反应，为兔子提供了有效的

保护，GM-CSF可能是亚单位疫苗的潜在候选佐剂[124]。

Rooij,Haagmans等人研究证明，通过 DNA 疫苗接种呈递的 gB 可有效刺激 T细胞

免疫，包括细胞毒性 T淋巴细胞（CTL）反应，而 gD可有效刺激 B细胞免疫。需要诱

导 T细胞免疫以在攻击后早期减少病毒排泄，因此 gB和 gD DNA 疫苗的组合形成了有

吸引力的 PRV候选疫苗。未来的研究将集中在通过佐剂或影响抗原加工途径来调节细

胞介导的免疫反应[125] ，Jeong Gon Cho等人研究发现 PRV gB 在诱导有效预防毒性病

毒感染方面非常重要。然而，考虑到将 PRV DNA疫苗应用于自然宿主猪，应该需要减

少注射 DNA的数量和增强 PRV DNA疫苗的免疫原性的策略。为了提高 DNA疫苗的功

效，一些研究人员使用了 Sindbis衍生的质粒载体，掺入细胞因子遗传佐剂[126]。

Bartha K61不能够对 PRV变异株的感染提供完全保护[127]。开发新的疫苗是显得尤

其重要[128]。破坏病毒的先天免疫逃逸能力可以降低病毒的毒力，同时建立强大的免疫

反应[129]，接种疫苗是对抗传染病最有效的策略之一[130]。然而，传统的疫苗接种并不是

一劳永逸的解决方案，人类与传染病的斗争仍在继续。PRV变异株在中国的流行促使我

们专注于开发新的、更有效的疫苗，以阻止 PRV变异株的大流行。

1.7研究的目的与意义

伪狂犬病毒是一种严重影响全世界养猪业健康良好发展的一种传染性致病菌，具有

传染力强，致死率高的特点，包括仔猪，成年猪以及妊娠母猪都可以被感染发病，猪发

病后很难恢复，严重影响猪的生产性能和经济效益。而且 PRV的低特异性宿主嗜性使

这种病毒能够感染多种动物，例如猪、牛、水貂、狗，甚至是人类。PR目前没有特定

的能够彻底治疗的药物以及方法，想要减少 PR对养猪业造成的损失，控制 PR的流行

变异，必须使用先进科学的养殖技术以及严格的管理方案，还应该加强对猪群感染田间

毒株的的监测及时清除感染的猪只。
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本研究针对本实验室分离纯化的 CD22 株 gE 基因制备了 PRV gE 单克隆抗体，为

PRV疫苗毒株和野毒毒株的鉴别以及 PRV的净化提供了良好的工具，对进一步探究 PRV

gE蛋白的功能和 PR的防控有重要意义。
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第 2章 猪伪狂犬病毒 gE蛋白的基因克隆及蛋白表达

gE蛋白是 PRV的一个囊膜糖蛋白，gE糖蛋白在病毒的入侵过程中能够促进病毒在

宿主细胞的扩散[131-132]，有研究证明，缺失 gE 基因中的部分氨基酸可以明显降低 PRV

的嗜神经性毒力[133]，本研究利用原核表达系统，在 pET32a(+)载体上插入 gE基因片段，

将融合蛋白进行诱导表达之后用Western blot的方法进行鉴定，最后用镍柱进行纯化。

2.1实验材料

2.1.1菌株、引物、质粒、毒株

本试验所用到的大肠杆菌 DH5α感受态细胞购自北京擎科科技有限公司、大肠杆菌

BL21(DE3)感受态细胞购自上海生工生物工程有限公司，pET-32a(+)空载体由本实验室

保存，引物西安擎科公司合成，毒株 PRV CD22株（GenBank 登录号：OR666765）为

本实验室分离纯化并保存。

2.1.2主要仪器设备

表 2-1 主要试验仪器设备

Table 2-1 The main experimental equipment

仪器设备 型号规格 公司

恒温水浴锅 DK-8D 上海奥吉生物技术有限公司

琼脂糖电泳槽 DYCP-32B 核小体（北京）生物技术有限公

司

PCR扩增仪 LIFE ECO 南京市玄武区博都实验室器材

经营部

涡旋振荡器 VORTEX-GENE2 北京慕鸥生物科技有限公司

低温离心机 5425R 艾本德

恒温金属浴 WD-2110A 北京依珊汇通科技有限公司

水平摇床 BETS-010 北京依珊汇通科技有限公司

小型超声波细胞破碎仪 WH001 北京沃格东方科技有限公司

中型超声波细胞破碎仪 JY92-11N 北京爱普睿晟科技有限公司

蛋白电泳槽 JK-mini4 赛多利斯（北京）生物科技有限

公司

国产凝胶成像仪 IAS-500 北京晨曦勇创科技有限公司

全自动凝胶成像分析仪 GS-500 骋克仪器有限公司

电泳仪 EPS-100 上海跃鹏贸易有限公司
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2.1.3主要试剂和耗材

表 2-2 主要试剂和耗材

Table 2-2 Main reagent and consumable

试剂 型号规格 公司

琼脂粉 A8190-500g 索莱宝

胰蛋白胨 T8490-500g 索莱宝

酵母粉 YZ-LP0021B-500g 索莱宝

氯化钠 S475655-5EA 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

EB KGF4201-10 凯基生物

SDS S19770-100g 上海吉至生化科技有限公司

DMEM C11995500CP Gibico
氨苄抗生素 A6920-5g 北京索莱宝科技有限公司

山羊抗猪 IgG二抗 A21090 武汉普兰德生物技术有限公司

核酸Marker 3428A Takara
蛋白Marker 018399 Thermo
胶回收试剂盒 NWZ308 诺维赞

质粒小提试剂盒 D6943-02 Omega
质粒大题试剂盒 OMEGA6922-01 Omega

2.1.4常规生化试剂的配制

（1）TBST：用 800 mL蒸馏水溶解 8 g氯化钠，0.2 g氯化钾和 3 gTris，酸度调至

7.4，用蒸馏水定容到 1 L后加入 1 mL的吐温-20。

（2）PBST：在 100 mLPBS缓冲液中加入 300 μL吐温-20，混匀后即可。

（3）蛋白纯化平衡液：氯化钠 23.376 g，Tris碱 1.9376 g，咪唑 3.2678 g，加蒸馏

水至 100 mL，酸度调至 7.9。

（4）蛋白纯化洗脱液：氯化钠 23.376 g，Tris碱 1.9376 g，咪唑 4.3570 g，加蒸馏

水至 100 mL，酸度调至 7.9。

2.2实验方法

2.2.1细胞复苏

将本实验室前期冻存的 PK15 细胞复苏，提前打开细胞间 37 ℃恒温水浴锅使其水
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温为 37 ℃，从液氮罐中取出冻存的 PK15细胞，套好密封袋直接浸入 37 ℃水浴锅使其

快速融化，在融化的过程中，反复的晃动冻存管并且防止污染，待细胞完全融化之后在

超净工作台中将融化后的细胞转移至 15 mL离心管中配平后 12,000 rpm离心 5 min，弃

去冻存液上清后用提前 37℃预热的培养基轻轻吹起细胞转移至 T25 细胞培养瓶中，混

匀后置于细胞培养箱中培养。

当 PK15细胞单层长满 T75细胞培养瓶后，接种 0.1 MOI的 PRV。病毒感染 48h后

待细胞出现明显的细胞病变后，反复冻融三次 12,000 rpm离心 15 min收取上清获得复

壮的 PRV，用 DNA抽提试剂盒进行 PRV全 DNA提取，剩余病毒分装于 1.5 mL离心管

冻存于-80℃冰箱备用。

2.2.2 gE（455-578 aa）基因的 PCR扩增

参照 PRV CD22毒株序列，利用抗原分析软件 EpiQuestTM对 gE蛋白进行分析，选

择 gE蛋白的主要抗原区（455-578 aa）设计一对特异性引物，上游引物 PRV-gE（455-578

aa） -F： 5ʹ- gctgatatcggatccgaattcTCCCGGCGCCGGGCGGCC -3ʹ，下游引物 PRV-gE

（455-578 aa）-R：5ʹ- tggtggtgctcgagtgcggccgcGGGGCGGGACATCAACAG -3ʹ，酶切位

点为（EcoRⅠ和 NotⅠ）。引物合成以后以 PRV全 DNA为模板用 PCR扩增酶酶进行 PCR

扩增。将所得 PCR产物进行回收纯化处理，目的片段的扩增的体系见表 2-3，目的片段

的扩增程序见表 2-4。
表 2-3 gE(455-578 aa)基因扩增体系

Table 2-3 PCR amplification system for gE(455-578 aa)
体系 体积

System Volume（μL）

2 × PCR预混液 25
PRV-gE（455-578 aa）-F 2
PRV-gE（455-578 aa）-R 2

PRV-DNA 2
NFW(无酶水) 19
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表 2-4 gE(455-578 aa)基因扩增程序

Table 2-4 The amplification program of gE(455-578 aa) gene
温度 时间 循环

Temperature Time Cycle
预变性 98℃ 3 min
变 性 98℃ 15 s
退 火 55℃ 30 s 34×
延 伸 72℃ 30 s
延 伸 72℃ 10 min

2.2.3重组质粒 pET32a-gE(455-578 aa)的构建

载体双酶切：使用NEB公司生产的 EcoRⅠ和 NotⅠ两个限制性内切酶对 pET-32a(+)

载体进行双酶切，在 37℃恒温金属浴上作用 3 h，用 1%的琼脂糖凝胶电泳鉴定双酶切

片段并用胶回收试剂盒进行酶切产物回收处理。表 2-5载体双酶切体系。

表 2-5 EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切体系

Table 2-5 The enzyme reaction for EcoRⅠ and NotⅠ

体系

System
体积

Volume (μL)
pET-32a(+)载体 2
内切酶 EcoRⅠ 2
内切酶 NotⅠ 2
cutsmart 4
无酶水 30

将扩增出来的 gE(455-578 aa)基因片段和双酶切 pET-32a(+)载体片段用诺维赞同源

重组酶在 37℃条件下连接 30 min，连接体系如表 2-6。
表 2-6 载体构建体系

Table 2-6 Vector construction system

成分

（Component）
体积

Volume (μL)
Exnase Ⅱ 2

5×CE ⅡBuffer 4
pET-32a(+)载体片段 10

gE（455-578 aa）基因片段 4
Total 20

将连接好的质粒转化至大肠杆菌 DH5α感受态，用无菌涂布棒在含有氨苄抗性的平

板上轻轻涂匀，37℃恒温培养箱倒置培养 12-16 h。
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2.2.4重组质粒 pET32a-gE(455-578 aa)的诱导表达

将构建好的 pET-32a-gE(455-578 aa)质粒，转化方法转化至大肠杆菌 BL21(DE3)感受

态细胞，挑取单个菌落接种至 5 mL液体氨苄培养基中，在 37℃摇床上震荡培养约 6 h，

测 OD600约为 0.6时，吸出 1 mL留做诱导前，在剩余的 4 mL加入 4 μL的 IPTG诱导表

达。继续同时培养 5h后，离心收集菌体，菌体重悬于适当体积 PBS中，置于冰盒中超

声（超 3 s，停 3 s）到菌液透明，在 4℃离心机中以 12 000 r/min速度离心 5 min，分别

收集上清液和沉淀，随后 SDS-PAGE上样缓冲液煮样 10 min后，进行 SDS-PAGE鉴定。

2.2.5重组蛋白 pET32a-gE(455-578 aa)的纯化

按照 2.2.4中的方法将 pET-32a-gE(455-578 aa)蛋白的表达量扩大到 2 L，收集菌体

后用 200 mLPBS重悬，用超声仪超声破碎后，以 12 000 r/min速度离心 40 min，分别收

集上清和沉淀，用 Ni-NTA亲和层析柱纯化蛋白，取保存于 4℃的镍柱，除去保护液乙

醇，加入提前配好的平衡液 15 mL柱平衡 10 min，上样超声后菌体上清 3-5 mL，室温

轻轻吹打混匀结合 3次，每次 5 min，收集流穿液后加入平衡液 10 mL冲洗镍柱一次，

不同浓度咪唑结合 2次，每次 2 min，注意吹打均匀；（25 mM-300 mM），收集流穿，

进行 SDS-PAGE电泳鉴定，确定条件后洗杂 8次，2 min/次，0.8 mL/次，洗脱 6次，2 min/

次，0.8 mL/次，收集洗脱液，对洗脱液用蛋白浓缩管浓缩后进行 SDS-PAGE电泳鉴定，

洗脱结束后用 5 mL 0.5 M NaOH冲洗镍柱一次，ddH2O 15 mL冲洗镍柱一次，加入 5 mL

30％无水乙醇保存于 4℃。

2.2.6重组蛋白 pET32a-gE(455-578aa)的Western blot鉴定

将纯化浓缩后的 pET-32a-gE(455-578 aa)按照适当比例稀释后，用 5×loading buffer

煮样，通过 SDS-PAGE电泳后转印于 NC膜上，用猪的 PRV阳性血清作为为一抗进行

western blot鉴定，以确定该蛋白能否识别猪的 PRV抗体。
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2.3实验结果

2.3.1 gE(455-578aa)基因的 PCR扩增

以 PRV全 DNA为模板，PRV-gE(455-578 aa)-F为上游引物，PRV-gE(455-578 aa)-R

为下游引物扩增出 gE(455-578 aa)片段，对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定，结果如

图 2-1所示，显示符合预期成功扩增出大小约为 372 bp的目的条带，将 PCR产物进行

切胶纯化。

注：M：DNA标准分子量；1：gE PCR产物；2：阴性对照

M:DNAMarker; 1: The PCR production of gE; 2: negative control

图 2-1 gE(455-578aa) 片段的 PCR扩增

Fig 2-1 The PCR amplification of gE

2.3.2重组质粒 pET32a-gE(455-578aa)的构建

2.3.2.1质粒 PCR鉴定

将构建的 pET32a-gE(455-578 aa)重组质粒转化至 DH5α感受态细胞中，挑取单克隆

加入 5 mL液体氨苄培养基的摇菌管中过夜培养之后用质粒小提试剂盒进行质粒提取，

对质粒进行 PCR鉴定，结果显示如图 2-2所示，符合预期。

注：M：DNA标准分子量；1：1号质粒；2：2号质粒；3：3号质粒；4：4号质粒

M:DNAMarker; 1: 1plasmid; 2: 2plasmid;3: 3plasmid;4: 4plasmid

图 2-2 pET-32a-gE(455-578 aa)质粒的 PCR鉴定

Fig 2-2 The PCR identification of pET-32a-gE(455-578 aa)
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2.3.2.2 pET-32a-gE质粒送测序结果

将质粒 PCR鉴定结果为阳性的质粒送公司测序，测序结果显示质粒构建成功，测

序结果如图 2-3所示。

图 2-3 pET-32a-gE质粒测序结果

Fig 2-3 The plasmid sequencing result of pET-32a-gE(455-578 aa)

2.3.3构建成功的质粒图谱

构建完成后的 pET32a-gE(455-578 aa)质粒图谱如图 2-4所示。

图 2-4 pET-32a-gE(455-578 aa)重组质粒图谱

Fig 2-4 pET-32a-gE(455-578 aa) map of recombinant plasmids
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2.3.4重组质粒 pET32a-gE(455-578 aa)的诱导表达

将测序结果正确的 pET-32a-gE(455-578 aa)质粒转化至 BL21(DE3)感受态细胞，挑取

单克隆进行培养，待 OD600为 0.6时，加入工作浓度的 IPTG 诱导剂进行蛋白诱导表达，

诱导表达 5h后集菌超声处理经 SDS-PAGE鉴定，鉴定结果如下图所示，相比于诱导前，

pET-32a-gE(455-578 aa)蛋白在 38 ku大小附近条带出现明显的增粗，说明蛋白表达成功，

且 gE(455-578 aa)的截短体蛋白在 pET-32a(+)载体上既有包涵体蛋白表达又有可溶性蛋

白表达。

注：M：蛋白质分子质量标准;1：pE2a-gE(455-578aa)诱导前；2：pET32a-gE(455-578aa)诱导后 3：pET32a-gE(455-578aa)

裂解上清；4：pET32a-gE(455-578aa)裂解后沉淀。

M: Protein molecular weight Marker. 1：pET32a-gE(455-578aa) pro-induced products；2：pET32a- gE(455-578aa) induced

production；3：Suspension of pET32a- gE(455-578aa) lysate；4：Precipitate of pET32a- gE(455-578aa) lysate.

图 2-5 pET32a-gE（455-578aa）蛋白诱导的诱导表达

Figure 2-5 Expression of pET32a-gE(455-578 aa) protein

2.3.5重组蛋白 pET32a-gE(455-578 aa)的纯化

通过摸索 pET-32a-gE(455-578 aa)蛋白的洗杂和洗脱条件，最终对蛋白进行纯化浓缩，

用 SDS-PAGE 进行鉴定结果如下图 A，洗脱后的蛋白浓缩后用 SDS-PAGE 进行鉴定结

果如下图 B。
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（A）pET32a-gE(455-578aa)蛋白纯化过程。1：流穿液；2：25mM咪唑：3：25mM咪唑；4：25mM咪唑；5：50mM

咪唑；6：50mM咪唑；7：150mM咪唑；8：150mM咪唑；9：300mM咪唑；10：300mM 咪唑；M：蛋白质分子质

量标准。（B）pET32a-gE(455-578aa)蛋白浓缩。M：蛋白质分子质量标准；1：纯化的 pET32a-gE(455-578aa)蛋白；2：

纯化的 pET32a-gE(455-578aa)蛋白

注：（A）Protein purification process of pET32a-gE(455-578aa). 1:fiow-through: 2: 25mM imidazole: 3: 25mM imidazole:

4: 25mM imidazole: 5: 50mM imidazole: 6: 50mM imidazole: 7: 150mM imidazole: 8: 150mM imidazole: 9: 300mM

imidazole: 10: 300mM imidazole: M: Protein molecular weight Marker.（B）Protein concentration of pET32a-gE(455-578aa).

M: Protein molecular weight Marker: 1:Protein purification of pET32a-gE(455-578aa): 2: Protein purification of

pET32a-gE(455-578aa) .

图 2-6 pET32a-gE(455-578 aa)蛋白的纯化

Figure 2-6 Purification of pET32a-gE（455-578 aa）protein

2.3.6重组蛋白 pET32a-gE(455-578 aa)的Western blot鉴定

将纯化浓缩后的 pET-32a-gE(455-578 aa)蛋白通过 SDS-PAGE 电泳后转印于 NC 膜

上，用猪的 PRV阳性血清作为一抗，HRP标记的山羊抗猪 IgG 作为二抗进行鉴定，结

果显示该蛋白能够和猪的 PRV阳性血清发生抗原抗体结合，鉴定结果如下图所示。

M：蛋白质分子质量标准；1：pET32a-gE(455-578aa)裂解上清；2：纯化的 pET32a-gE(455-578aa)蛋白。

M: Protein molecular weight Marker; 3：Suspension of pET32a- gE(455-578aa) lysate；2: Protein purification of pET32a-gE(455-578aa) .

图 2-7 Western blot 检测 pET32a-gE(455-578 aa)蛋白和 PRV抗体的反应性

Figure.2-7 Detection of protein pET32a-gE(455-578 aa) and PRV antibody reacts by Western blot
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2.4讨论

gE基因是 PRV的一个重要的毒力基因，位于 US区，当病毒缺失 gE蛋白不影响病

毒的复制以及免疫原性，但能够大大降低 PRV的毒力。2001年底，在我国多个猪场大

规模的发生重症，仔猪出现神经系统症状，妊娠母猪出现流产等症状，对发病猪临床样

本进行了检查。所有样本均可通过 PCR检测出 PRV gE 基因，gE 基因序列分析显示，

所有分离株均属于相对独立的簇，并且还有氨基酸的插入，发病猪最后确诊为感染了

PRV变异株[134-135]，这也证明了当前的商业化的疫苗不能能够对流行的 PR变异株进行

完全的保护，为我国的养猪业带来了巨大的困难和挑战，建立灵敏的检测方法对 PRV

净化显得至关重要，在 PRV的防控净化中，检测到底 PRV有无 gE 基因被作为鉴别区

分疫苗毒株和田间感染毒株的标准，准确的表达纯化出 gE蛋白显得尤为关键，相比于

真核表达蛋白的高成本，原核表达具有成本低，操作简单以及表达蛋白量大的特点，所

以本实验选择pET32a载体原核表达了截短的gE蛋白，并且用镍柱对融合蛋白进行纯化，

制备出纯度较高的 gE蛋白，为后续的动物免疫以及 ELISA检测方法的建立提供了重要

工具，由于建立检测方法所需的抗原需要有较高的纯度，在 gE抗原的纯化中，对粗纯

后的抗原选择与其蛋白分子大小匹配的超滤管进行纯化浓缩后得到较高浓度和纯度的

抗原。但相比原核系统表达蛋白，真核表达系统能够表达出具有天然活性的蛋白质，如

果能够降低真核表达的成本，使用真核表达将有更大的优势。

2.5小结

本研究在 pET32a载体上成功构建出了猪伪狂犬病毒 gE基因的主要抗原区（455-578

aa）段表达载体，成功表达了 PRV野毒毒株 CD22的 gE主要抗原区截短体蛋白，最终

用镍柱对该蛋白进行纯化，纯化后的蛋白经过Western blot检测，结果显示能够和感染

PRV野毒毒株的阳性血清发生特异性结合。
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第 3章 猪伪狂犬病毒 gE蛋白单克隆抗体的制备及鉴定

单克隆抗体制备技术发展到今天已近变的非常完善，制备单克隆抗体的方法已经有

了非常广阔的选择，但是最经典的抗原免疫小鼠后，取小鼠 B淋巴细胞和 SP2/0细胞融

合后筛选杂交瘤细胞仍然有着操作成本低的优势。

所以本实验用纯化好的 gE融合蛋白免疫小鼠，将免疫后小鼠的 B淋巴细胞和 SP2/0

细胞融合，用 ELISA 以及 IFA的方法进行 3次亚克隆操作，最后获得一株命名为 1D5

的杂交瘤细胞，通过 IFA以及Western blot对抗体鉴定后对其序列也进行了分析。

3.1实验材料

3.1.1细胞、蛋白和试验动物

PK15、VERO、SP/20、HEK293T细胞均为本实验室保存，免疫所用的抗原由自己

表达纯化，试验所用的新西兰兔和 BALB/c雌性小鼠均购自兰州兽医研究所实验动物中

心。

3.1.2主要仪器设备

表 3-1 主要试验仪器设备

Table 3-1 The main experimental equipment

仪器名称 规格型号 公司

紫外分光光度计 UV5500 国产

液氮罐 YDS-20B 北京华越洋生物科技有限公司

荧光倒置显微镜 NIB610-FL 国产

高压灭菌锅 LDZF-50L-22 上海鼎国生物技术有限公司

细胞培养箱 BPH-9162 北京依珊汇通科技有限公司

离心机 MULTIFUGE-X3R Themor
生物安全柜 BSC-1000 B2 AIRTECH
电动移液枪 X-PLORER Eppendorf

酶标仪 Varioskan LUX Themor
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3.1.3主要试剂和耗材

表 3-2 主要试剂和耗材

Table3-2 Main reagents and consumables

试剂 规格型号 公司

弗氏完全佐剂 VAC-1585-1 SIGMA
弗氏不完全佐剂 VAC-1585-2 SIGMA

腹水制备专用佐剂 KX0210048-10 博奥龙

HT 70922-5 Merck
融合剂 PEG P4338-500G SIGMA
细胞固定液 A500684-0500 生工生物工程有限公司

间接免疫荧光通透液 GMS12859 GENMED
FITC标记的山羊抗小鼠 IgG A23210 Abbkine
FITC标记的山羊抗兔 IgG A23620 Abbkine
HRP标记的山羊抗小鼠 IgG YFSA01 南京翼飞雪生物科技有限公司

HRP标记的山羊抗兔 IgG A21020 Abbkine
DAPI染色试剂 D9542-10MG Sigma
1640培养基 C11875500BT Gibco

杂交瘤专用血清 BF08005 博奥龙

细胞添加因子 GM-2002 博奥龙

小鼠单克隆抗体亚类鉴定试剂

盒

88-50660-22 Invitrogen

青链霉素混合液 15140122 Gibico
ELISA板 A10043 康宁

HAT EPS001-1MG Sigma

3.2实验方法

3.2.1间接 ELISA检测方法建立

建立 PRV-gE蛋白间接 ELISA方法用于阳性杂交瘤细胞的筛选，通过棋盘法确定出

最优的血清稀释倍数以及蛋白的包被浓度，按照 3.125 mg/ mL、6.25 mg/ mL、12.5 mg/ mL、

25 mg/ mL、50 mg/ mL、100 mg/ mL、200 mg/ mL、400 mg/ mL、这八个浓度进行包被

酶标板，做好技术重复。PRV的猪阳性血清和猪阴性血清用 PBS按照 1：10、1：20、1：

40、1：80、1：160、1：320、进行稀释后作一抗，HRP标记的山羊抗鼠二抗作二抗，

最佳条件选用 P/N数值最大的蛋白包被浓度和血清稀释倍数。最佳抗原包被条件、最佳

封闭液、最佳封闭条件、最佳二抗稀释倍数、最佳二抗反应时间、最佳显色时间的确定
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均按照普通间接 ELISA方法进行。

3.2.2小鼠免疫和新西兰兔免疫

将纯化的 gE 重组蛋白作为免疫源免疫 6只 6周龄健康状况良好的雌性 BALB/c 小

鼠，采用皮下三点法对小鼠进行免疫，每只小鼠免疫剂量为 60 μg，首次免疫将蛋白用

PBS稀释至 600 μL后和等体积的弗氏完全佐剂混合进行乳化至乳白色进行免疫，共进

行四次免疫每次间隔两周，除首免外，其余免疫均用弗氏不完全佐剂，免疫程序结束后

进行抗体效价检测，在小鼠融合前三天挑选抗体效价最高的小鼠对其腹腔注射 100 μg

抗原经行加强免疫。

同样将纯化的 gE 重组蛋白作为免疫源免疫 6周龄（约 2 kg）健康状况良好的雌性

新西兰兔，采用皮下多点法进行免疫，首次免疫剂量为每只 300 μg, 后期每只均免疫 100

μg，免疫佐剂用法同小鼠相同，首次免疫用弗氏完全佐剂后续全部用弗氏不完全佐剂，

免疫结束后检测多克隆抗体效价后，对兔子进行心脏采血处死，收集分离血清加入防腐

剂分装后于负 80 ℃进行保存备用。

表 3-3 小鼠免疫程序

Table 3-3 Mouse immunization procedures

免疫天数（d） 抗原 抗原剂量（μg） 免疫方法

1 PRV-gE蛋白和弗氏完全佐剂 60 皮下三点法注射

14 PRV-gE蛋白和弗氏不完全佐剂 60 皮下三点法注射

28 PRV-gE蛋白和弗氏不完全佐剂 60 皮下三点法注射

42 PRV-gE蛋白和弗氏不完全佐剂 60 皮下三点法注射

融合前 3 PRV-gE蛋白和 PBS 100 腹腔注射

表 3-4 新西兰免疫程序

Table3-4 New Zealand Rabbits immunization procedures

免疫天数（d） 抗原 抗原剂量（μg） 免疫方法

1 PRV-gE蛋白和弗氏完全佐剂 200 皮下多点法注射

14 PRV-gE蛋白和弗氏不完全佐剂 100 皮下多点法注射

28 PRV-gE蛋白和弗氏不完全佐剂 100 皮下多点法注射

42 PRV-gE蛋白和弗氏不完全佐剂 100 皮下多点法注射

3.2.3间接 ELISA检测小鼠和兔子血清抗体效价

将纯化的 gE 蛋白加入 20 mL的 ELISA包被液中，终浓度为 1 μg/ mL，每个孔加

入 100 μL，于 4℃封闭 12 h，在洗板机中加入 PBST，每个板子清洗四次后拍干，每孔
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加入 120 μL 酶标板稳定剂 4 ℃包被 12 h后，弃去包被液将 ELISA板置于通风橱吹干。

将四次免疫后小鼠和新西兰兔的血清依次按照 1000、2000、4000、8000、16000、32000、

64000、128000倍进行稀释，共稀释 8个梯度，每孔加入 50 μL稀释后的血清于 37 ℃作

用 30 min，加入二抗后 37 ℃避光作用 30 min，显色 15 min后加入终止液进行终止后立

即读值。

3.2.4 IFA检测多抗反应性

待 96孔细胞培养板中 PK15细胞密度长至 80%后，用 PRV CD22 感染细胞，留出

一列作为阴性对照，待 24 h后观察细胞出现明显的细胞病变后，弃去上清，用固定液固

定细胞 30 min后弃去，用免疫荧光染色通透液通透 15 min后弃去，用 PBS轻轻洗 3次，

将小鼠和兔多抗作为一抗 4 ℃过夜孵育，荧光二抗室温孵育 1 h，用 PBS轻轻洗 3次后，

染核 10 min，最后用 PBS轻轻洗 3次后于荧光显微镜下观察结果。

3.2.5 Western blot检测多抗反应性

待 6孔板中 PK15细胞长满 80%，用 PRV CD22感染细胞，不接毒细胞作为阴性对

照，当感染细胞出现明显的病变后，弃去上清，用 RIPA细胞裂解液裂解细胞收样，加

入 SDS Loading Buffer在 100 ℃变性 10 min，先跑蛋白胶 SDS-PAGE浓缩胶后，将蛋白

转印于 NC膜上，转膜结束后将 NC膜置于 5%的脱脂乳中封闭 2 h，将小鼠和兔的阳性

血清用商品化抗体稀释液分别用 500倍稀释后作一抗，4 ℃过夜孵育，用 5%的脱脂乳

稀释 HRP标记的山羊抗鼠二抗和山羊抗兔二抗，室温孵育 1 h后 1×TBST洗膜，每次 3

min，总共洗 5次，将 NC膜置于显影液浸泡后开始显影观察实验结果。

3.2.6 SP2/0细胞培养

从液氮罐中取出冻存的 SP2/0细胞细胞，浸入 37 ℃水浴锅内快速反复摇动使其快

速融化，在超净工作台中将融化后的细胞转移至 15 mL离心管中配平后 10,000 rpm离心

4 min，弃去冻存液，用提前预热好的培养基轻轻吹起细胞转移至 T25混匀后置于 37 ℃

细胞恒温培养箱中培养。车达，王亮在 SP2/0培养条件优化一文中研究发现在血清浓度

为 15%时 SP2/0 细胞生长状态最为良好[136]，故本实验 SP2/0细胞的培养基用含有 15%
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杂交瘤专用血清的 1640培养基进行培养。

3.2.7饲养层细胞的制备

小鼠融合前一天进行小鼠饲养层细胞制备，饲养层细胞可以分泌特殊的生长因子，

促进实验细胞的分裂、分化为后续的融合实验提供良好的营养和模拟环境。挑选健康状

况良好的小鼠，饥饿 2～3 h。HAT培养液 37 ℃预热 30 min。鼠架、剪刀、镊子先高压

高压灭菌处理，使用前紫外照射消毒。小鼠用断颈法处死后，75％酒精浸泡 5 min。取

32 mL培养液于平皿中，每板 10 mL，6块板/只鼠。用镊子和剪刀将小鼠的皮肤和腹膜

分离，腹膜完全暴露后，10 mL注射器中吸入 8 mL培养液，针头插入腹腔，开始缓慢

反复的抽吸。待注射器中的液体变成微黄色后，将液体注入平皿中混合均匀。处理小鼠，

消毒操作台。取 3块 96孔板，用排抢加液，每孔加入含有饲养层细胞的培养基 100uL

后置于细胞培养箱第二天融合使用。

3.2.8小鼠脾脏 B淋巴细胞的获取

将免疫结束的小鼠眼球采血法处死，收集血清，将小鼠浸泡于 75％酒精中 5 min。

取出小鼠置于无菌操作盘中，左侧腹部偏上放置，沿小鼠腹中线剪开小口，分离皮肤，

使腹壁完全暴露后，可以透过腹壁，看到左侧有深红色长条形状的脾脏。用镊子暴露出

脾脏。一把镊子夹起脾脏，另一把镊子轻轻摘除脾脏上连接的结缔组织，取出脾脏，放

入 10 mL含有 1640培养基的培养皿中等待研磨。将 100目的铜网放到无菌离心管上面，

把脾用镊子夹到铜网中用玻璃注射器内芯反复研磨脾脏，一边研磨一边用 1640培养基

向下冲洗，直到用完 25 mL培养基。弃去铜网，盖好离心管盖子，等待备用。

3.2.9细胞融合

提前准备好两瓶状态良好长满 80％T75的 SP2/0细胞，弃掉培养液，用 1640培养

基轻轻冲洗两遍，再用 15 mL培养基吹下混匀。将吹下的 SP2/0细胞转移入 50 mL离心

管中，将其和提前准备好的脾细胞混合，盖好，轻轻的颠倒混匀后，配平离心，1000 rpm

26 ℃ 10 min。弃去上清，加入 20 mLDMEM,800rpm离心 5 min，弃去上清，将管底部

没有倒干净的培养基用 1 mL移液枪吸干净弃去，拧紧离心管盖子，轻轻拍击管底，使
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细胞松散，分散。将装有细胞的离心管放入 37℃水的烧杯中。取出提前预热的融合剂

PEG，沿着管壁逐滴缓慢的加入离心管中，边读秒计数边滴加，1 min加完 1 mL PEG，

加完之后静置 1～2 min。加 1640培养基终止融合操作，5 min内共加入 25 mL1640培养

基，由慢到快，贴壁滴加，加完盖好离心管，混匀后静置 10 min。配平后离心，800 rpm

8 min 弃上清。用 60 mL HAT培养基重悬细胞吹打混合均匀后，分装于 6块铺有饲养层

细胞的 96孔板，100 μL/孔。

3.2.10杂交瘤细胞阳性筛选

3.2.10.1间接 ELISA检测方法

通过 3.2.1棋盘法确定出最优的抗原的包被浓度以及最优的反应条件经行阳性孔的

筛选。

3.2.10.2间接免疫荧光（IFA）检测方法

待96孔细胞培养板中PK15细胞长至底层的90%时，接种PRV CD22，24 h后，弃去

培养液，加入4%的多聚甲醛，100 μL /孔，固定15 min后弃去，加入免疫染色通透液，

100 μL /孔通透15 min后，PBS轻洗3次。以鼠抗PRV-gE蛋白多克隆抗体为阳性对照，

BALB/c鼠阴性血清为阴性对照，同时设立细胞对照。37℃孵育30 min，FITC标记的羊

抗鼠IgG二抗37℃避光孵育30 min，反应完毕后用PBS洗涤3次，每次5 min，结束后用

DAPI染核试剂在室温下避光染色8 min, 作用结束后用PBS洗涤3次，每次5 min，最后观

察结果。

3.2.11杂交瘤细胞阳性亚克隆

对ELISA和IFA检测结果呈阳性的细胞孔进行亚克隆。采用有限稀释法将阳性孔的

细胞制备成杂交瘤细胞悬液，细胞记数后将杂交瘤细胞用含20%杂交瘤专用血清的

HT1640培养基准确地稀释至每毫升含15-20个细胞，每孔接种100 μL细胞悬液，每孔含

1.5-2个细胞。每株杂交瘤细胞铺制一块96孔板，于细胞培养箱内下培养7-10天，在倒置

显微镜下观察，提前标记出只有单个克隆生长的孔，当细胞长满培养板底部面积40%即

可取上清作抗体检测。重复3次亚克隆，筛选出能够稳定分泌抗体的单克隆，将抗体检

测阳性孔的细胞扩大培养，并及时冻存。
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3.2.12单克隆抗体腹水制备

取10-12 周龄健康状况良好的BALB/c小鼠，每只小鼠腹腔注射的腹水制备专用佐剂

500 μL，10 天后每只小鼠腹腔注射5×105 个杂交瘤细胞(0.2 mL)，8-10 天后，小鼠腹腔

明显隆起，用5 mL注射器抽取腹水后离心吸取黄色上清，ELISA检测其效价，分装，-80℃

保存。

3.2.13单克隆抗体腹水效价检测

通过间接 ELISA 方法将所获得的单克隆抗体腹水由 1:100 二倍比稀释至 1:128000

进行抗体效价检测。

3.2.14单克隆抗体腹水纯化

实验采用辛酸-饱和硫酸铵法对制备的腹水进行纯化，整个操作过程均在冰上进行，

操作步骤按照小鼠腹水IgG类单克隆抗体纯化方法的研究一文中进行[137]。对纯化好的抗

体进行浓度测定后，用SDS-PAGE进行纯度检测。

3.2.15 ELISA检测抗体特异性

用灭活后的全病毒包被 ELISA板子，分别用猪传染性胃肠炎病毒（TGEV）、猪流

行性腹泻病毒（PEDV）、猪急性腹泻综合征冠状病毒（SADS-COV）、猪圆环病毒（PCV-2）、

猪细小病毒（PPV）、猪繁殖障碍与呼吸系统综合征病毒（PRRSV）灭活后和 ELISA

包被液 1：1混合包被，包被结束后 PBST清洗 4次，用封闭液封闭结束后拍干进行抗

体的特异性检测。

3.2.16单克隆抗体亚类鉴定

用商品化小鼠单克隆抗体亚类鉴定试剂盒鉴定。

3.2.17单克隆抗体可变区 PCR扩增及序列测定

首先提取单克隆抗体杂交瘤细胞 RNA，利用 Oligo-dt或随机引物分别将其逆转录合

成 cDNA。抗体可变区基因采用套式 PCR扩增。首先以上述 cDNA 为模板，利用鼠源
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抗体 IgG1及κ轻链引物扩增抗体可变区基因，扩增完成后进行 1%琼脂糖凝胶电泳，重

链、κ轻链可变区基因大小约为 300 bp，切胶回收目的片段。将回收的目的片段插入

pMD-18T载体中，进行序列测定。抗体可变区基因扩增的引物参照文献[138]，见表 3-5，

表 3-6。
表 3-5 PCR扩增体系

Table 3-5 PCR amplification system

体系 体积

System Volume（μL）
PrimeSTAR Max Premix（2×） 25

P1 1
P2 1

cDNA 1
NFW(无酶水) 22

表 3-6 PCR扩增程序

Table 3-6 PCR amplification program

温度 时间 循环

Temperature Time Cycle
预变性 98℃ 2 min
变 性 98℃ 10 s
退 火 55℃ 30 s 30×
延 伸 72℃ 30 s
延 伸 72℃ 10 min

3.3实验结果

3.3.1间接 ELISA方法建立结果

3.3.1.1抗原包被浓度和最佳血清稀释倍数

由表 3-7得知通过棋盘法筛选最佳抗原包被浓度和最佳血清稀释倍数如下表所示，

确定出最佳的抗原包被浓度为 12.5 μg/mL，最佳的血清稀释倍数为 1：20倍稀释。

表 3-7 最佳抗原包被浓度和血清稀释倍数筛选

Table3-7 Best choice of antigen coating concentration and serum dilution

血清稀释度

Serum
dilution

抗原包被浓度/(μg/mL-1)Antigen coating concentration

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400

1：10 4.537 5.858 6.427 4.371 2.489 1.840 1.822 1.884
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1：20 5.132 6.120 6.733 4.508 2.698 2.171 1.816 2.209
1：40 4.432 6.020 6.086 5.460 2.704 2.787 2.650 2.724
1：80 3.500 4.325 5.078 4.916 3.092 2.801 2.683 2.640
1：160 2.973 3.237 3.842 3.439 3.018 2.841 2.834 3.121
1：320 2.211 2.973 2.567 3.000 2.863 2.340 2.294 2.223

3.3.1.2最佳抗原包被条件筛选

由表 3-8得知最佳的抗原包被结果，最佳的抗原包被条件为 4℃，2 h包被。

表 3-8 最佳抗原包被浓度和血清稀释倍数筛选

Table3-8 Best choice of antigen enveloping condition

包被条件

Enveloping condition
P N P/N

37 ℃, 1 h 0.498 0.127 3.921
37 ℃, 2 h 0.492 0.118 4.178
37 ℃, 3 h 0.504 0.124 4.072
37 ℃, 24h 0.599 0.126 4.744
4 ℃, 12 h 0.700 0.129 5.401

3.3.1.3封闭液选择

由表 3-9得知最佳的封闭液筛选结果如下表所示，确定使用 2%海藻糖的封闭液。

表 3-9 封闭液选择

Table 3-9 Sealing fluid selection

封闭液

confining liquid
P N P/N

5%脱脂乳 0.741 0.136 5.450
5% BSA 0.7196 0.128 5.593

2% 海藻糖 0.815 0.142 5.741

3.3.1.4封闭条件选择

由表 3-10得知最佳的封闭条件选择结果如下表所示，当选择 37℃， 2 h进行封闭操

作时，P/N的数值最大，最终选择 37℃，2 h作为封闭条件。

表 3-10 封闭条件选择

Table 3-10 Closure condition selection

封闭条件

closure condition
P N P/N

37 ℃ ， 1 h 1.077 0.105 10.263
37 ℃, 2h 1.127 0.097 11.542
37℃, 3h 1.068 0.096 11.128
37 ℃, 4h 0.985 0.093 10.523
4 ℃, 12 h 0.921 0.096 9.600
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3.3.1.5二抗稀释倍数

由表 3-11得知最佳的二抗稀释倍数结果如下表所示，当二抗选择 1：15000进行稀释

时，P/N的数值最大，所以最终二抗选择用 1：15000进行稀释。

表 3-11 二抗稀释倍数选择

Table 3-11 Dilution ratio selection of secondary antibody

二抗稀释倍数

Dilution ratio of
secondary antibody

P N P/N

1：5000 3.327 1.101 3.021
1：10000 2.144 0.732 2.927
1：15000 1.427 0.322 4.430
1：20000 0.847 0.296 2.863
1：25000 1.001 0.259 3.854
1：30000 0.744 0.226 3.285

3.3.1.6二抗作用时间

由表 3-12得知最佳的二抗作用时间为 60min时，P/N的数值最大。

表 3-12 二抗作用时间选择

Table 3-12 Second antibody action time selection

二抗作用时间

second antibody action time
P N P/N

15 min 0.791 0.147 5.366
30 min 0.942 0.163 5.774
45 min 1.034 0.200 5.157
60 min 1.473 0.253 5.804
90 min 1.755 0.324 5.417

3.3.1.7最佳显色时间

由表 3-13得知最佳的显色液作用时间结果如下表所示，当显示液作用10min时，P/N

的数值最大，所以最终选择显色液作用 10min。
表 3-13显色时间选择

Table 3-13 Color development time slection

显色时间

color development time
P N P/N

5 min 1.429 0.341 4.191
10 min 2.042 0.364 5.604
15 min 2.479 0.650 3.814
20 min 3.814 0.464 5.545
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3.3.2间接 ELISA检测小鼠和兔多抗效价

利用间接 ELISA检测多克隆抗体效价。结果如图 3-1所示，1、2、3、5、6号小鼠

以及 1、2号新西兰兔免疫后抗体效价均能超过 1∶12 800，6只鼠的抗体效价比较接近，

因此，挑选出抗体效价最高的 3号小鼠进行加强免疫，3天后进行细胞融合操作，对两

只兔子进行心脏采血的方法收集血液，分离血清冻存备用。

图 3-1 ELISA检测小鼠和兔多抗效价

Figure3-1 ELISA was used to detect the titer of polyantibodies in mice and rbbits

3.3.3 IFA检测小鼠和兔多抗

用 PRV CD22病毒感染 PK15细胞后，通过间接免疫荧光实验检测结果如图 3-2所

示，制备的小鼠和兔的多克隆抗体均能够识别病毒中的 gE蛋白。

图 3-2 IFA检测小鼠和兔多抗效价

Figure 3-2 IFAwas used to detect the titer of polyantibodies in mice and rabbits
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3.3.4 Western blot检测多抗反应性

将 PK15细胞以 0.1MOI 感染 PRV CD22，以不接毒细胞作为阴性对照，24 h后收

样，通过Western blot鉴定，结果如图 3-3 所示，获得的小鼠和兔多克隆抗体都能够识

别病毒的 gE蛋白。

图 3-3 Western blot验证小鼠和兔多抗反应性

Figure 3-3 Multiantibody reactivity in mice and rabbits was verified by western blot

3.3.5杂交瘤细胞筛选

用间接 ELISA筛选出的阳性细胞株同时用 IFA进行验证，当两者结果都为阳性时，

确定为单克隆抗体，本实验最终筛选出一株能够稳定分泌 PRV-gE抗体的单克隆细胞，

命名为 1D5，IFA结果如图 3-4所示。

图 3-4 IFA筛选阳性杂交瘤细胞

Figure 3-4 IFA screening positive hybridoma cells

3.3.6腹水效价检测

通过 ELLISA检测腹水效价结果如图 3-5所示，制备的单克隆抗体腹水效价能够超

过 1∶12 800。
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图 3-5腹水效价检测

Figure 3-5 Ascites potency testing

3.3.7单克隆抗体腹水纯化

按照腹水纯化步骤对采集的腹水进行亲和层析纯化，经 SDS-PAGE检测，纯化后的

1D5单抗的重链和轻链分别约为 55 ku和 25 ku（图 3-6）。

注：M：蛋白质分子质量标准；1：纯化后的抗体

M: Protein molecular weight Marker;1：Purified antibodies

图 3-6腹水纯化鉴定

Figure 3-6 Purification and identification of ascites

3.3.8 ELISA检测抗体特异性

通过将 TGEV、PEDV、SADS-COV、PCV-2、PPV、PRRSV和 PRV灭活后作为抗

原包被 ELISA酶标板进行检测 1D5和其他病毒有无交叉反应，鉴定结果如表 3-14所示。
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表 3-14 单克隆抗体 1D5的特异性鉴定

Table 3-14 Specific identification of monoclonal antibody 1D5

血清 serum D450值 结果判定

猪传染性胃肠炎病毒（TGEV） 0.235 －

猪流行性腹泻病毒（PEDV） 0.228 －

猪急性腹泻综合征冠状病毒

（SADS-COV）
0.217 －

猪圆环病毒（PCV-2） 0.209 －

猪细小病毒（PPV） 0.212 －

猪繁殖障碍与呼吸系统综合征

病毒（PRRSV）
0.198 －

猪伪狂犬病毒（PRV） 2.875 ＋

3.3.9单克隆抗体亚类鉴定

用商品化小鼠单克隆抗体亚类鉴定试剂盒，鉴定出 1D5单抗重链恒定区为 IgG1型，

轻链恒定区为 Kappa型，见表 3-15。
表 3-15 1D5单克隆抗体亚型

Table 3-15 Subtype of monoclonal antibody

单克隆抗体名称
重链类型 轻链类型

1D5 IgG1 Kappa

3.3.10单克隆抗体序列分析

从 1D5杂交瘤细胞 cDNA中扩增得到如图 3-7所示大小约为 300 bp的 PCR产物，

如下图所示，切胶回收后，克隆至 pMD18T载体测序。将测序结果与抗体基因库（IMGT）

进行比对分析，测序结果证实扩增得到的序列为单克隆抗体的重链可变区的 DNA序列

和轻链可变区的 DNA序列。具体的序列分析结果如图 3-16，表 3-17所示。

图 3-16单克隆抗体重链和轻链 PCR结果

Figure 3-16 Monoclonal antibody heavy chain and light chain PCR results
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表 3-17 抗体重链和轻链可变区氨基酸序列

Table 3-17 Amino acid sequences in the variable regions of antibody heavy and light chains

序列名称 重链 VH 轻链 VL
CDR1 GYRFTDYV QSIVHSNGDTY
CDR2 ISTYYNDA KVS

CDR3 ARPHDNLAWFAY FQGSHFPWT

3.3.10.1 重链 DNA序列

GTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGGTCTCAGTGA

AGATTTCCTGCAAGGGTTCTGGCTACAGATTCACTGATTATGTTATCCACTGGGTGA

AGCAGAGTCATGCAAAGAGTTTAGAGTGGATTGGAGTTATTAGTACTTACTATAATG

ATGCTAGCTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACAGTGACTGTAGACAAATC

CTCCAGAACAGCCTATATGGAACTTGCCAGACTGACATCTGAGGATTCTGCCATCT

ATTACTGTGCAAGACCTCATGATAACTTGGCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGG

ACTCTGGTCACTGTCTCTGCA。

3.3.10.2 重链氨基酸序列

VQLQESGAELVRPGVSVKISCKGSGYRFTDYVIHWVKQSHAKSLEWIGVISTYY

NDASYNQKFKGKATVTVDKSSRTAYMELARLTSEDSAIYYCARPHDNLAWFAYWGQ

GILVTVSA。

3.3.10.3 轻链 DNA序列

GACATTGTGATCACACAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCA

AGCCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCATTGTACATAGTAATGGAGACACCTA

TTTAGACTGGTACCTGCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAA

GTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGA

CAGATTTCACACTCGAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGACTTTATTAC

TGCTTTCAAGGTTCACATTTTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAAT

CAAA。

3.3.10.4 重链氨基酸序列

DIVITQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGDTYLDWYLQKPGQSPKLLIYKV

SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLEISRVEAEDLGLYYCFQGSHFPWTFGGGTKLEIK。
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3.4讨论

前期的实验我们在 pET32a载体成功表达了可溶性的 PRV重组 gE蛋白，为 PRV的

小鼠单克隆抗体以及 PRV兔多克隆抗体的制备提供重要材料。

本研究首先确定出融合表达的 PRV-gE蛋白间接 ELISA的最佳反应条件，然后通过

间接 ELISA结合 IFA的实验进行阳性杂交瘤细胞的筛选，最终成功制备出一株命名为

1D5的 PRV-gE蛋白单克隆抗体，通过对融合前的小鼠多抗以及兔子的多抗效价进行分

析，小鼠多抗和兔多抗都能够达到较高水平，说明前期表达纯化的 gE 蛋白免疫原性良

好，能够刺激免疫动物产生特异性的 B淋巴细胞，并且通过 ELISA试验，间接免疫荧

光试验以及Western blot试验对获得的这株单克隆抗体进行评估。结果显示这株单克隆

抗体能够特异性的识别 PRV野毒毒株，这株单克隆抗体的腹水效价也能够达到 128000

倍，为后续 PRV的研究以及 PRV的检测方法的建立奠定了良好的基础。在小鼠单克隆

抗体的制备过程中，不同的免疫方式，不同的免疫途径都会对小鼠产生的抗体类型有所

影响，口服免疫以及滴鼻免疫会较大概率的产生 IgA 型，而皮下免疫产生的抗体大部分

为 IgG 型，不同的抗原类型刺激机体产生的抗体也有所不同，可溶性表达蛋白的蛋白由

于有较高的生物活性，诱导小鼠产生 IgG 型的可能性较大，包涵体蛋白免疫更容易产生

IgE 抗体，对 1D5单克隆抗体亚类鉴定显示，1D5的重链为 IgG1，轻链为 Kappa，且特

异性良好，后期可将这株单克隆抗体用于 ELISA方法的建立或者制备试纸条等用于 PR

的诊断，同时也为 PRV-gE 蛋白的结构功能研究提供了材料，还可以用于 PRV的一些

基础研究。

3.5小结

本研究通过免疫小鼠和兔制备了小鼠和兔的多克隆抗体，对小鼠的 B 淋巴细胞和

SP/20细胞进行融合后，通过 ELISA以及 IFA的方法进行 3次亚克隆筛选后，成功筛选

出一株 1D5 单克隆抗体并且对这株抗体的序列进行了分析。通过 ELISA、IFA 以及

Western blot的方法对这株单抗进行验证发现这株单抗都能够特异性的识别病毒的 gE蛋

白，为后期检测方法的建立提供了工具。
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第 4章 猪伪狂犬病毒 gE蛋白 mAbs的功能验证

单克隆抗体技术的出现大大推动了人类对免疫学的研究进展，单克隆抗体在生命科

学领域发挥着重要作用，所以了解抗体的功能显得尤为重要。本研究利用 IFA和Western

blot方法验证了这株单克隆抗体结合病毒蛋白的能力，以及在 gB 抗体辅助的条件下能

够用来鉴别 PRV疫苗毒株和野毒毒株。

4.1实验材料

4.1.1质粒、细胞和毒株

pcDNA3.1质粒为本实验室自己保存，293T细胞为本实验室冻存，PK15细胞为本

实验室自己冻存，PRV-CD22毒株为本实验室自己分离纯化。

4.1.2主要仪器设备

表 4-1 主要仪器设备

Table 4-1 Main instruments and equipment

仪器设备 规格型号 公司

细胞培养箱 BPH-9162 KENTA
恒温金属浴 2016C BEAVER
转膜仪 1703940 伯乐

超声破碎仪 JY88-11N 新芝

4.1.3主要试剂

表 4-2 主要试剂

Table 4-2Main reagents

试剂 规格型号 公司

FLAG 抗体 YFBF06 翼飞雪

HRP标记的山羊抗小鼠 IgG YFSA01 翼飞雪

DAPI染色试剂 D9542-10MG Sigma
DMEM培养基 C11995500CP Gibco

胎牛血清 10437-028 赛默飞

青霉素-链霉素-庆大霉素混合溶

液（100×）
DHGF-26532 索莱宝
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4.2实验方法

4.2.1 gE全长基因 PCR扩增

参照 PRV CD22毒株序列，利用 SnapGene软件针对 gE全长基因设计一异性引物，

设 计 一 对 特 异 性 引 物 ， 上 游 引 物 PRV-gE-F ： 5 ʹ -

atgtccagtgtggtggaattcATGCGGCCCTTTCTGCTG-3 ʹ ， 下 游 引 物 PRV-gE-R ： 5 ʹ -

gccctctagactcgagcggccgcTTAAGCGGGGCGGGACAT -3ʹ，酶切位点为（EcoRⅠ和 NotⅠ），

以 PRV-CD22毒株 DNA为模板进行扩增，扩增程序体系见表 4-3，4-4。
表 4-3 gE基因扩增体系

Table 4-3 gE gene amplification system

体系 体积

System Volume（μL）
2 × PCR预混液 25

PRV-gE-F 2
PRV-gE-R 2
PRV-DNA 2

NFW(无酶水) 19

表 4-4 gE基因扩增程序

Table 4-4 gE gene amplification program

温度 时间 循环

Temperature Time Cycle
预变性 98℃ 3 min
变 性 98℃ 15 s
退 火 55℃ 30 s 34
延 伸 72℃ 1 min
延 伸 72℃ 10 min

4.2.2构建 pcDNA3.1-gE真核表达质粒

载体双酶切：使用 NEB公司生产的 EcoRⅠ和 NotⅠ两个限制性内切酶对 pcDNA3.1

载体进行双酶切，在 37℃恒温金属浴上作用 3 h，用 1%的琼脂糖凝胶电泳鉴定双酶切

片段并用胶回收试剂盒进行酶切产物回收处理。表 4-5双酶切体系。

表 4-5 质粒双酶切体系

Table 4-5 Plasmid double enzyme digestion system

pcDNA3.1空载体酶切体系

pcDNA3.1载体 2 μg
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续表 4-5

pcDNA3.1空载体酶切体系

内切酶 EcoRⅠ 2 μL
内切酶 NotⅠ 2 μL
cutsmart 4 μL
无酶水 30 μL

将扩增出来的 gE全长基因片段和双酶切 pcDNA3.1载体片段用诺维赞同源重组酶

在 37℃条件下连接 30 min，连接体系如表 4-6。
表 4-6 质粒连接体系

Table 4-6 Plasmid linkage system

成分

Component
体积

Volume
Exnase Ⅱ 2 μL

5×CE ⅡBuffer 4 μL
pcDNA3.1载体片段 10 μL
gE全长基因片段 4 μL

Total 20 μL

将 pcDNA3.1-gE质粒转化到大肠杆菌 DH5α感受态中，用无菌涂布棒在含有氨苄抗

性的平板上轻轻涂匀。37℃恒温培养箱倒置培养 12- 16 h后，挑单个菌落送生物公司进

行测序比对。

4.2.3 Western blot验证重组质粒 pcDNA3.1-gE的表达

提前准备好两个单层长满 80%293T 细胞的 10 cm 细胞培养皿，一个转染

pcDNA3.1-gE质粒，另一个转染 pcDNA3.1空载做对照，转染后 4-6 h更换细胞培养液，

24h后弃去培养基，用 PBS轻洗 3次，加入 800 μL RIPA细胞裂解液在冰上裂解 30 min，

加入 200 μL 5×loading buffer100 ℃变性 10 min，将蛋白样电泳结束后将蛋白转印于 NC

膜上，转膜结束后将 NC膜置于 5%的脱脂乳中封闭 2 h，用鼠抗 flag一抗 4 ℃过夜孵育，

回收一抗后，1×TBST洗膜，每 3 min洗一次，总共洗 5次，用 HRP标记的山羊抗鼠二

抗，室温孵育 1 h后 1×TBST 洗膜，每 3 min洗一次，总共洗 5次，将 NC膜置于显影

液浸泡后开始显影，观察实验结果。
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4.2.4 IFA验证 gE单抗识别过表达的 gE蛋白

把 pcDNA3.1-gE 质粒转染到提前准备好的 293T 细胞中，pcDNA3.1 空载体作为空

白对照，转染 12 h 后，弃去培养基，用固定液固体 15 min，间接免疫荧光染色通透液

作用 15 min后，用 flag一抗孵育转染 pcDNA3.1空载体的细胞孔，用 gE单克隆抗体一

抗孵育转染 pcDNA3.1-gE质粒的细胞孔，用 gE单克隆抗体作为一抗孵育没有转染质粒

的细胞孔作为阴性对照，用绿色荧光二抗室温孵育 1h,PBS轻洗三次后用 DAPI染核 10

min观察实验结果。

4.2.5 Western blot验证 gE单抗识别过表达的 gE蛋白

将 4.2.3中收取的蛋白样进行 SDS-PAGE电泳后转印于 NC膜上，转膜结束后将 NC

膜置于 5%的脱脂乳中封闭 2 h，用 gE单克隆抗体 4 ℃过夜孵育，回收一抗后，1×TBST

洗膜，每 3 min洗一次，总共洗 5次，二抗室温孵育 1 h后，1×TBST洗膜，每 3 min洗

一次，总共洗 5次，将 NC膜置于显影液浸泡后开始显影，观察 1D5这株单克隆抗体能

否识别过表达的 gE蛋白。

4.2.6 IFA检测 gE单抗的反应性

将单层长满 90% PK15细胞的 96孔细胞培养板，以 0.1 MOI的剂量感染 PRV CD22

设置阴性对照，待 24 h后观察细胞出现明显的细胞病变后收样，弃去上清，用 4%多聚

甲醛固定细胞 30 min后弃去，用免疫荧光染色通透液通透 15 min后弃去，用 PBS轻轻

洗 3次，用 gE抗体 4℃过夜孵育，用 PBS轻轻洗 3次后，用荧光二抗室温孵育 1 h，用

DAPI室温避光染核 10 min，观察结果。

4.2.7 Western blot检测 gE单抗的反应性

将 PK15细胞铺于 10 cm细胞皿，待细胞单层长满 80%，用 PRV CD22感染细胞，

不接毒细胞作为阴性对照，当病毒感染 24 h后出现明显的细胞病变后，弃去上清，加入

800 μLRIPA 细胞裂解液在冰上裂解 30 min，加入 200 μL5×loading buffer100 ℃变性 10

min，将蛋白样进行 SDS-PAGE电泳后转印于 NC膜上，封闭，一抗，二抗孵育结束后

扫膜观察实验结果。
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4.2.8用 gE单抗通过 IFA方法区别疫苗毒和野毒

待 24 孔细胞板中 PK15 细胞单层长满 80%后，分别 Bartha-K61 疫苗毒以 0.1 MOI

接种剂量，将 PRV CD22野毒以 0.1 MOI接种剂量感染不同的细胞孔，当两者都出现细

胞病变后弃去上清，PBS轻洗三次后用 4%的多聚甲醛进行固定收样。第一组用 gB单克

隆抗体作为一抗分别孵育 PRV CD22和 Bartha-K61感染的细胞孔，用红色荧光二抗进行

孵育；第二组用 gE 单克隆抗体作为一抗分别孵育 PRV CD22和 Bartha-K61感染的细胞

孔，用绿色荧光二抗进行孵育，抗体孵育结束后用 DAPI染核 10 min，弃去 DAPI后用

PBS洗三次在荧光显微镜下观察实验结果，以确定这株 gE 单抗能否通过 IFA的方法鉴

别出疫苗毒株和野毒。

4.2.9用 gE单抗通过Western blot方法区别疫苗毒和野毒

待 6孔细胞板中 PK15细胞单层长满 80%后，两个孔以 Bartha-K61疫苗毒感染细胞，

两个孔以 PRV CD22 野毒，两个孔作为阴性对照，当病毒感染 24 h 后，弃去上清，用

PBS 轻洗 3 次，每个孔加入 160 μLRIPA 细胞裂解液在冰上裂解 30 min 后，加入 40

μL5×loading buffer100 ℃变性 10 min 收样，将蛋白样以阴性对照，PRV CD22 野毒，

Bartha-K61疫苗毒的顺序进行上样，重复上样两组进行 SDS-PAGE电泳后转印于 NC膜

上，5%脱脂乳封闭 2 h，第一组用 gB单克隆抗体作为一抗 4℃过夜孵育，第二组用 gE

单克隆抗体作为一抗 4℃过夜孵育，TBST清洗 3次，每次 5 min，两组二抗都采用 HRP

标记的山羊抗鼠二抗，最后显影以确定这株 gE 单抗能否通过Western blot的方法鉴别出

疫苗毒株和野毒。

4.3实验结果

4.3.1 pEGFP-N1-gE全长重组质粒的构建

4.3.1.1 gE全长基因扩增

以 PRV全 DNA为模板，PRV-gE-F为上游引物，PRV-gE-R为下游引物扩增出 gE

基因片段，对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定，结果显示符合预期成功扩增出大小约
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为 1740 bp的目的条带，将 PCR产物进行切胶纯化，见图 4-1。

注：M：DNA标准分子量；1：阴性对照；2：gE PCR产物

M: DNAMarker; 1: negative control;2: The PCR production of gE

图 4-1 gE 片段的 PCR扩增

Fig 4-1 The PCR amplification of gE

4.3.1.2重组质粒 PCR鉴定

将构建的 pcDNA3.1-gE重组质粒转化至 DH5α感受态细胞中，涂布于氨苄抗性的固

体培养基上 18 h后，重组质粒形成较多个单克隆，阴性对照反应转化平板上没有单克隆，

在平板上挑取四个单克隆，在加入 5 mL液体氨苄培养基的摇菌管中过夜培养之后用质

粒小提试剂盒进行质粒提取，对质粒进行 PCR鉴定，结果显示如图 4-2所示。

注：M：DNA标准分子量；1：1号质粒；2：2号质粒；3：3号质粒；4：4号质粒；5：5号质粒

M: DNAMarker; 1: 1 plasmid; 2: 2plasmid;3: 3plasmid;4: 4plasmid;5: 5plasmid

图 4-2 pcDNA3.1-gE 质粒菌液 PCR鉴定

Fig 4-2 The bacteria solution PCR identification of pcDNA3.1-gE

4.3.1.3重组质粒测序结果

将质粒 PCR鉴定结果为阳性的质粒送至北京擎科生物科技股份有限公司西安分公

司进行测序，测序结果显示 pcDNA3.1-gE质粒构建成功，结果如下图所示。
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4.3.1.4 pcDNA3.1-gE质粒图谱

构建完成后的 pcDNA3.1-gE质粒图谱如图 4-3 所示。

图 4-3 pcDNA3.1-gE 重组质粒图谱

Fig 4-3 pcDNA3.1-gE map of recombinant plasmids

4.3.2 pEGFP-N1-gE全长重组质粒的表达鉴定

将 pEGFP-N1-gE质粒和 pEGFP-N1空载体分别转染 293T细胞 24 h后收样，用 flag

抗体作为一抗进行孵育，结果如下图所示，构建的 pEGFP-N1-gE质粒能够正常表达。

注：1：空载体;2：pEGFP-N1-gE质粒

1: Empty body; 2:PEGFP-N1-gE plasmid

图 4-4 Western blot验证 pEGFP-N1-gE 质粒表达

Fig 4-4 Western blot identification of pEGFP-N1-gE plasmid expression

4.3.3 IFA验证 gE单抗识别过表达的 gE蛋白

IFA实验结果如下图所示，用 fiag抗体和 gE孵育转染 pcDNA3.1-gE质粒的细胞孔

都能够出现绿色荧光，用 gE抗体孵育不转染质粒的细胞孔不能够出现绿色荧光说明 1D5

这株单抗能够识别过表达的 gE蛋白，且有良好的特异性。
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图 4-5 IFA验证 gE单抗识别过表达的 gE蛋白

Fig 4-5 IFA validation of gE monoclonal antibody recognition of overexpressed gE proteins

4.3.4 Western blot检测 gE单抗识别过表达的 gE蛋白

Western blot，实验结果如下图所示，用 gE单克隆抗体作为一抗孵育，在大小约为

120 ku的位置出现条带，条带大小和 flag作为一抗孵育出现的条带大小一致，所以 1D5

这株单抗能够识别过表达的 gE蛋白。

1：空载体;2：pEGFP-N1-gE 质粒

1: Empty body; 2:PEGFP-N1-gE plasmid

图 4-6 Westerrn blot验证 gE单抗识别过表达的 gE蛋白

Fig 4-6Westerrn blot validation of gE monoclonal antibody recognition of overexpressed gE proteins

4.3.5 IFA检测 gE单抗的反应性

IFA实验结果如下图所示，该株 1D1单抗能够识别野毒中的 gE蛋白，且具有良好

的特异性。

图 4-7 IFA检测 gE单抗的反应性

Fig 4-7 Reactivity of gE monoclonal antibody detected by IFA
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4.3.6 Western blot检测 gE单抗的反应性

Western blot实验结果如下图所示，该株 1D1单抗能够识别野毒中的 gE蛋白，且具

有良好的特异性。

图 4-8 Westerrn blot检测 gE单抗的反应性

Fig 4-8 Reactivity of gE monoclonal antibody detected byWesterrn blot

4.3.7 IFA鉴别疫苗毒和野毒

IFA实验结果如下图所示，该株 gE单抗能够用来鉴别疫苗毒株和野毒毒株。

图 4-9 gE单克隆抗体鉴别疫苗毒和野毒通过 IFA
Fig 4-9 Identification of vaccine and wild-type viruses using gE monoclonal antibodies by IFA
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4.3.8 Western blot鉴别疫苗毒和野毒

Western blot实验结果如下图所示，该株 gE单抗能够用来鉴别疫苗毒株和野毒毒株。

图 4-10 gE单克隆抗体鉴别疫苗毒和野毒通过Westerrn blot
Fig 4-10 Identification of vaccine and wild-type viruses using gE monoclonal antibodies by Westerrn

blot

4.4讨论

PR是由 PRV引起的传染病，该病一旦发病就会在猪群迅速蔓延，造成猪群大面积

的感染，该病主要对怀孕母猪和哺乳仔猪的影响较为严重，会引起哺乳仔猪出现腹泻发

热等症状死亡率较高，怀孕母猪感染会引发流产，生产出死胎，木乃伊胎，育肥猪感染

会变成僵猪，感染后的猪只如果不及时的从圈舍内清除，会一直往圈舍内排毒感染其他

健康的猪只，导致该猪场内 PR的阳性率难以降低，不能对猪群进行净化[40]，使用糖蛋

白 E缺失的疫苗免疫猪群是在猪中根除伪狂犬病病毒的方法。在全球范围内，猪群密集

的地区，使用这种标志疫苗进行密集疫苗接种已经使田间病毒流行率降至足够低的水平，

使用糖蛋白 E的单克隆抗体，运用酶联免疫吸附测定法，通过血清学的方法监测猪群感

染田间病毒的情况以及演变经济成本较低，可行性较高。本研究制备出的这株 1D5单克

隆抗体经过 Western blot鉴定既能够识别过表达的 gE 蛋白，也能够识别田间毒株的 gE

蛋白，通过Western blot的方法也能够对疫苗毒株和田间毒株进行鉴别诊断，同样经过

间接免疫荧光的方法验证发现 1D5这株单克隆抗体既能够识别过表达的 gE蛋白，也能

够识别田间毒株的 gE蛋白，并且可以对疫苗毒株和田间毒株进行鉴别诊断。在猪伪狂

犬病的净化中，除了疫苗接种本身之外，其他措施也很重要，例如正确使用和管理疫苗、

加强免疫、防止引入 gE 阳性动物以及限制动物从 gE 阳性畜群中移动等。当感染带仍

然存在时，可能需要加强疫苗接种。通常需要扑杀剩余的 gE 阳性动物。一些欧盟成员
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国已使用这种方法实现无 PR。其他国家仍在努力。能否成功实现 PR根除往往取决于是

否存在良好的管理纪律，建议在猪群密集的无 PRV地区，不要过早停止疫苗接种。

4.5小结

本研究通过构建 gE全长真核质粒转染 293T细胞后，通过 IFA的方法以及Western

blot 的方法验证了 1D5 这株单克隆抗体能够成功识别过表达的 gE 的蛋白；本研究在

PK15 细胞上感染 PRV-CD22 毒株通过 IFA的方法以及 Western blot 的方法验证了 1D5

这株单克隆抗体能够成功识别 PRV 的 gE 的蛋白；本研究在 PK15 细胞上分别感染

PRV-CD22毒株和 Bartha K61毒株，发现通过 IFA的方法以及 Western blot的方法都能

够用来鉴别疫苗毒和田间毒株。
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第 5章 猪伪狂犬病毒 gE蛋白 mAbs的抗原表位鉴定

本研究通过不断构建 gE截短体真核表达质粒，将截短体质粒转染 293t细胞 24h后

收样，通过Western blot的方法找到这株单克隆抗体识别的肽段。

5.1实验材料

5.1.1菌株、细胞、质粒

本组实验所用到的大肠杆菌 DH5α感受态细胞购自北京擎科生物科技有限公司、

293T细胞为本实验室自己保存，pEGFP-N1空载体购自武汉淼灵生物科技有限公司。

5.1.2主要仪器设备

表 5-1 主要仪器设备

Table 5-1 Main instruments and equipment

仪器设备 规格型号 公司

电泳仪 SO-EP600 北京赛欧华创科技有限公司

转膜仪 1703940 伯乐

细胞超声破碎仪 JY-9211N 新芝

超净工作台 SW-CJ-2D 成都华瑞信念达科技有限公司

5.1.3主要试剂

表 5-2 主要试剂

Table 5-2 Main reagents

试剂 规格型号 公司

DNEM 培养基 11965092 Gibco
胎牛血清 F8687-500ML Sigma
三抗 P7630 索莱宝

Polyplus DNA转染试剂 1 mL 北京百奥科技有限公司

5.2实验方法

5.2.1 gE截短体目的基因扩增

参照 PRV CD22毒株序列，利用 SnapGene软件针对 gE（455-494 aa）、gE（484-524
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aa）、gE（514-554 aa）、gE（544-578 aa）、gE（455-529 aa）、gE（454-534 aa）、gE

（454-539 aa）、gE（454-544 aa）、gE（524-578 aa）、gE（529-578 aa）、gE（534-578

aa）、gE（539-578 aa）、gE（547-578 aa）、gE（550-578 aa）、gE（554-578 aa）共

15段截短体设计引物，引物合成以后以 PRV全 DNA为模板用 PrimeSTAR Max Premix

高保真聚合酶进行 PCR扩增。将所得 PCR产物进行琼脂糖凝胶鉴定后用胶回收试剂盒

进行回收处理。

表 5-3 主要引物列表

Table 5-3 List of main primers

引物

Primers
序列

Sequences（5’-3’）
大小

Size（bp）
gE-F（455-494 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatgacgcacgaggactactacgac 42
gE-R（455-494 aa） GGCGACCGGTGGATCCCGgtcgtcgtcgccgtcgta 36
gE-F（484-524 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatgacgcacgaggactactacgac 44
gE-R（484-524 aa） GGCGACCGGTGGATCCCGggggtccaggctcgcg 34
gE-F（514-554 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatgggctacgaggggccgtacg 42
gE-R（514-554 aa） GGCGACCGGTGGATCCCGgggtccattcgtcacttccgg 39
gE-R（455-529 aa） GGCGACCGGTGGATCCCGgctgaactcgtcctcggg 36
gE-R（455-534 aa） GGCGACCGGTGGATCCCGgtcgtcctcgtcgctgc 35
gE-R（455-539 aa） GGCGACCGGTGGATCCCGgcgcacgtacagcccg 34
gE-R（455-544 aa） GGCGACCGGTGGATCCCGgggcgcctcctcggg 33
gE-F（524-578 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatgcccgaggacgagttcagcag 43
gE-F（529-578 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatgagcagcgacgaggacga 40
gE-F（534-578 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatggacgggctgtacgtgcg 40
gE-F（539-578 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatgcgccccgaggaggcgcc 40
gE-F（547-578 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatgtccggcttcgacgtct 39
gE-F（550-578 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatggtctggttccgcgatcc 40
gE-F（554-578 aa） TACCGGACTCAGATCTCGAGatggatccggagaaaccggaagtg 44

表 5-4 扩增体系

Table 5-4 Amplification system

体系 体积

System Volume（μL）
2 × PCR预混液 25
PRV-gE截短体-F 2
PRV-gE截短体-R 2

PRV-DNA 2
NFW(无酶水) 19
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表 5-5 扩增程序

Table 5-5 Amplification program

温度 时间 循环

Temperature Time Cycle
预变性 98℃ 3 min
变 性 98℃ 15 s
退 火 55℃ 30 s 34

延 伸 72℃ 20 s
延 伸 72℃ 10 min

5.2.2 gE截短体真核表达质粒构建

载体双酶切：使用NEB公司生产的BamHⅠ和XhoⅠ两个限制性内切酶对pEGFP-N1

载体进行双酶切，在 37℃恒温金属浴上作用 3 h，用 1%的琼脂糖凝胶电泳鉴定双酶切

片段并用胶回收试剂盒进行酶切产物回收处理，体系如表 5-6。
表 5-6 双酶切体系

Table 5-6 Double enzyme digestion system

pEGFP-N1空载体酶切体系

pEGFP-N1载体 2 μg
内切酶 BamHⅠ 2 μL
内切酶 XhoⅠ 2 μL
cutsmart 4 μL
无酶水 30 μL

将扩增出来的 gE截短体基因片段和双酶切 pEGFP-N1载体片段用诺维赞同源重组

酶在 37℃条件下连接 30 min，连接体系如表 5-7。
表 5-7 片段连接体系

Table 5-7 Fragment connection system

成分（Component） 体积（Volume）
Exnase Ⅱ 2 μL

5×CE ⅡBuffer 4 μL
pEGFP-N1载体片段 10 μL
gE截短体基因片段 4 μL

Total 20 μL

将截短体质粒转化至大肠杆菌 DH5α感受态细胞中，用无菌涂布棒在含有卡那抗性

的平板上轻轻涂匀。37℃恒温培养箱倒置培养 12-16 h，挑取单个菌落扩大培养后送公

司测序。
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5.2.3验证 gE截短体重组质粒表达

gE的截短体片段插在带有绿色荧光标签的质粒上，提前准备好 293T细胞，把构建

成功测序正确的质粒转染到 293T细胞，转染 pEGFP-N1质粒作为阳性对照，12 h后在

绿色荧光显微镜下观察是否有绿色荧光出现，有绿色荧光出现说明质粒能够正常表达。

5.2.4 gE单抗所识别抗原表位的鉴定

利用软件SnapGene针对原核表达的gE(455-578 aa)片段设计引物进行截短扩增目的

片段构建真核表达质粒，将构建好的质粒转染 293T细胞 24 h后收样，进行Western blot

鉴定，对 1D5能够识别的截短片段继续进行分段截短表达，继续进行Western blot鉴定，

最后确定出这株单抗识别的表位。

5.3实验结果

5.3.1截短体 gE真核表达质粒的鉴定

将 gE的截短体目的基因扩增成功后，扩增结果如下图所示，连接在 pEGFP-N1载

体上，经过转化提质粒后送北京擎科生物科技股份有限公司西安分公司进行测序，测序

结果全部正确，15条 gE截短体质粒构建成功。

注：M：DNA标准分子量；1：阴性对照 ; 2：gE（455-494aa）; 3：gE（484-524aa）; 4：gE（514-554aa）; 5：gE（544-578aa）; 6：

gE（455-529aa）; 7：gE（454-534aa）; 8：gE（454-539aa）; 9：gE（454-544aa）; 10：gE（524-578aa）; 11：gE（529-578aa）; 12：gE（534-578aa）;

13：gE（539-578aa）; 14：gE（547-578aa）; 15：gE（550-578aa）; 16：gE（554-578aa）

M:DNAMarker; 1:negative control ;2：gE（455-494aa）; 3：gE（484-524aa）; 4：gE（514-554aa）; 5：gE（544-578aa）; 6：gE（455-529aa）;

7：gE（454-534aa）; 8：gE（454-539aa）; 9：gE（454-544aa）; 10：gE（524-578aa）; 11：gE（529-578aa）; 12：gE（534-578aa）; 13：gE

（539-578aa）; 14：gE（547-578aa）; 15：gE（550-578aa）; 16：gE（554-578aa）

图 5-1 截短体质粒 PCR鉴定

Fig 5-1 Identification of truncated plasmid by PCR
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5.3.2荧光显微镜观察截短体 gE真核质粒的表达

把构建成功的 15条截短体质粒转染到 293T细胞中，pEGFP-N1空载做阳性对照，

12 h后置于荧光显微镜下观察全部有绿色荧光出现，结果如下图所示，说明构建的 gE

截短体质粒全部都能够正常表达。

图 5-2 截短体质粒表达鉴定

Fig 5-2 Identification of truncated plasmid expression

5.3.3 Western-blot检测 gE单抗的抗原表位

首先在 pEGFP-N1载体上构建 gE1-1（455-494 aa）、gE1-2（484-524 aa）、gE1-3

（514-554 aa）、gE1-4（544-578 aa）这四个真核质粒把 gE（455-578 aa）分为四段通过

Western-blot初步鉴定，该株单抗识别 gE1-3（514-554 aa）、gE1-4（544-578 aa）这两

段氨基酸，鉴定结果如下图所。
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图 5-3 gE 单克隆抗体表位鉴定

Fig 5-3 Identification of gE monoclonal antibody epitopes

根据上图结果继续构建了 gE2-1（455-529 aa）、gE2-2（454-534 aa）、gE2-3（454-539

aa）、gE2-4（454-544 aa）、gE2-5（524-578 aa）、gE2-6（529-578 aa）、gE2-7（534-578

aa）、gE2-8（539-578 aa）这八个质粒，转染 293T细胞收样后继续进行Western-blot鉴

定，该株单抗能够识别 gE（524-578 aa）、gE（529-578 aa）、gE（534-578 aa）、gE（539-578

aa）这四段氨基酸序列，鉴定结果如下图所示。

图 5-4 gE 单克隆抗体表位鉴定

Fig 5-4 Identification of gE monoclonal antibody epitopes
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据上图结果继续构建了 gE3-1（547-578 aa）、gE3-2（550-578 aa）、gE3-3（554-578

aa）这三个质粒，转染 293T细胞收样后继续进行Western-blot鉴定，该株单抗能够识别

gE3-1（547-578 aa）这段氨基酸序列。

图 5-5 gE 单克隆抗体表位鉴定

Fig 5-5 Identification of gE monoclonal antibody epitopes

综合上述三次Western-blot实验结果，我们发现 1D5这株单抗能够识别 gE(547-554)

这段氨基酸序列，识别的抗原序列为 547GFDVWFRD554。

5.4讨论

研究人员对中国地方性 PRV毒株的遗传分析显示，与其他国家发现的毒株和以前

在中国流行的经典 PRV毒株相比存在显著差异[140]，这些变化主要体现在糖蛋白 E（gE）

基因上[141]。此外，与中国以往毒株相比，这些毒株的毒力增强，抗原性发生变化[142-143]，

目前，商业市场主要提供用于检测抗糖蛋白 B（gB）和抗 gE抗体的酶联免疫吸附测定

（ELISA）试剂盒。然而，这些试剂盒通常利用先前流行的中国毒株或在中国境外传播

的毒株[144-146]，PRV防控的重点在于接种疫苗，定期监测猪的抗 gB 抗体水平，检测抗

gE 抗体以识别野生型病毒感染。欧洲国家、美国等国已通过免疫疫苗和相应的鉴别诊

断完成了 PRV的根除[147] ，自 2011年以来，中国报告了 PRV变异株的检出，这给防控

带来了新的挑战。许多针对 PRV变异株的疫苗已经开发出来[148]，但以前开发的检测试
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剂盒仍然可用。尽管这些试剂盒在 PRV 检测中发挥着重要作用，但值得考虑的是，随

着 PRV 发生分子和抗原突变，以前为经典 PRV 设计的检测方法在当前检测实践中使

用时可能会出现一些偏差，在本研究中，我们针对自己实验室分离纯化的 PRV CD22毒

株的 gE基因，制备出一株单克隆抗体，并且通过对相应的 gE氨基酸序列不断截短表达

鉴定的方法，鉴定出这株单克隆抗体识别的抗原序列为 547GFDVWFRD554，单克隆抗体

及其表位是研究 PRV蛋白结构和功能的重要工具。这些工具可以分析抗原表位特征，

帮助设计抗病毒药物，促进疫苗开发，并协助建立抗体检测方法。

5.5小结

本研究通过不断在 pEGFP-N1载体上构建 gE截短体真核表达质粒，对质粒转染 293t

细胞后收样，通过 Western blot 的方法鉴定出 1D5 这株单抗识别的抗原表位为

547GFDVWFRD554。
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第 6章 全文结论

（1）本研究成功构建了 PRV-gE重组蛋白表达质粒，成功表达了可溶性的 PRV-gE

重组蛋白，并对蛋白进行了纯化。

（2）本研究成功制备出一株 1D5 抗 PRV-gE 蛋白的单克隆抗体并且可以用于

Western blot、ELISA、IFA等实验中 PRV-gE蛋白的监测中。

（3）本研究对 1D5这株单克隆抗体进行了抗原表位鉴定，1D5识别的抗原表位为

547GFDVWFRD554。
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