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　 　 摘要:　 本研究旨在利用原核大肠杆菌系统表达 １ 株猪圆环 ２ 型病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ꎬＰＣＶ２)小分子荧

光抗体ꎬ以及该荧光抗体用于 ＰＣＶ２ 病毒直接免疫荧光(Ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙꎬ ＤＩＦ)检测ꎮ 选取 １ 株筛选到

的 ＰＣＶ２ 特异性纳米抗体基因 Ｖ２２ꎬ按照 Ｅ.ｃｏｌｉ 原核表达系统进行密码子优化重新合成ꎬ与荧光蛋白基因融合后插入

ｐＥＴ２８(ａ)中ꎬ２０ ℃条件下诱导表达 １６ ｈꎬ利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 技术鉴定蛋白是否表达及其可溶性ꎬ并对可溶

荧光抗体蛋白进行镍柱亲和层析纯化ꎬ纯化蛋白用于建立 ＰＣＶ２ 特异性 ＤＩＦ 检测方法ꎬ同时对其工作条件、工作浓度、
特异性以及稳定性进行验证ꎬ并与 ＰＣＶ２ 经典间接免疫荧光检测方法进行比较ꎬ验证其灵敏度ꎮ 结果表明ꎬＰＣＶ２ 荧光

抗体基因在 Ｅ.ｃｏｌｉ 原核表达系统中表达ꎬ可溶蛋白占目的蛋白的 ６０％左右ꎻ纯化后荧光抗体蛋白呈现明显绿色ꎬ具有

良好的荧光活性ꎬ不同批次表达及纯化的荧光抗体效果一致ꎬ－２０ ℃保存 ６ 个月后抗体效价不变ꎻＰＣＶ２ 特异性ＤＩＦ 试

验结果表明该荧光抗体只对 ＰＣＶ２ 病毒感染细胞具有良好的反应原性ꎬ利用该抗体建立的直接免疫荧光法能够用于

ＰＣＶ２ 病毒滴度的测定ꎬ滴度测定结果与间接免疫荧光法检测结果一致ꎮ 说明ꎬ在原核系统中成功表达 ＰＣＶ２ 的小分

子荧光抗体ꎬ该荧光抗体蛋白具有良好的特异性、灵敏度及稳定性ꎬ用该抗体建立的 ＰＣＶ２ 特异性 ＤＩＦ 操作简单ꎬ且具

有较好的特异性和敏感性ꎬ对 ＰＣＶ２ 的检测有潜在应用价值ꎮ
关键词:　 猪圆环病毒 ２ 型(ＰＣＶ２)ꎻ 荧光抗体ꎻ 原核表达ꎻ 直接免疫荧光检测
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Ｊｉａｎｇｓｕ Ｃｏ￣ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｉｍｐｏｒｔａｎｔ Ａｎｉｍａｌ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ Ｚｏｏｎｏｓｅｓꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００９ꎬＣｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｏｕｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ ｒｅｃｏｍｂｉ￣
ｎａｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ＥＧＦＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎ Ｅ.ｃｏｌｉ ｆｏｒ ｄｅ￣
ｔｅｃｔｉｎｇ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２(ＰＣＶ２) ｉｎ ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ( ＤＩＦ). Ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ２８ａ￣ Ｖ２２ ￣
ＥＧＦＰ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３) ａｎｄ Ｖ２２ ￣ＥＧＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ. Ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｖ２２ ￣ＥＧＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｎｉ￣ＮＴＡ Ｈｉｓ􀅰Ｂｉｎｄ Ｒｅｓｉｎ. Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｖ２２ ￣ＥＧＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ＰＣＶ２ ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｒｅｃｏｍｂｉ￣
ｎａｎｔ Ｖ２２ ￣ＥＧＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ６０％ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｗｉｔｈ ａ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｇｒｅｅｎ ａｐｐｅａｒａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｐｕｒｉ￣
ｆｉｅｄ Ｖ２２ ￣ＥＧＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ｇｒｅａｔ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｅｖｅｎ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ －２０ ℃ ｆｏｒ ６ ｍｏｎｔｈｓ. Ｔｈｅ ＤＩＦ ａｓｓａｙ
ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｖ２２ ￣ＥＧＦＰ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｔｙ ｔｏ ＰＣＶ２￣ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＰＫ￣１５ ｃｅｌｌｓ ｏｎｌｙ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＶ２ ＩＦＡ
ｍｅｔｈｏｄꎬ ｔｈｅ ＰＣＶ２ ＤＩＦ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｖ２２ ￣ＥＧＦＰ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｔａｂｌｅꎬ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃꎬ ｓｏ ｉｔ ｅｎｊｏｙｓ ａ ｇｒｅａｔ ｐｏｔｅｎ￣
ｔｉａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ＰＣＶ２ ｒｅｓｅａｒｃｈ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２(ＰＣＶ２)ꎻ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ

　 　 猪圆环病毒 ２ 型 ( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ꎬ
ＰＣＶ２) 是一种免疫抑制性病毒ꎬ感染后可能引发

断奶仔猪多系统衰竭综合征、猪皮炎 /肾病综合

症、猪先天性震颤等疾病ꎬ自 １９９１ 年加拿大首次

报道以来ꎬ该病毒在世界各地迅速蔓延ꎬ引发的

相关疾病已成为全球公认的危害养猪业的重要

传染病ꎬ在中国猪群中普遍流行 [１￣５] ꎮ 疫苗免疫

预防和及时有效的监测是解决 ＰＣＶ２ 流行问题的

关键ꎬ而抗原定量是疫苗质量控制的关键因素ꎮ
ＰＣＶ２ 感染 ＰＫ￣１５ 细胞不产生病变ꎬ为了配合疫

苗研制过程中抗原定量、抗体效价测定ꎬ国内外

的研究者建立了一系列的基于细胞的血清学检

测方法ꎬ有用于感染猪抗原检测的 ＩＦＡ、ＩＰＭＡ 技

术ꎬ以及用于免疫效果评价的 ＩＦＡ 和 ＩＰＭＡ 方法ꎮ
这些方法都是在细胞水平上操作ꎬ结果明确直

观ꎬ但是需要经过 ２ 次抗体孵育ꎬ操作过程繁杂ꎬ
容易引入非特异反应物质ꎬ对结果判定造成干

扰ꎮ 因此简化操作过程、减少试验干扰项对圆环

病毒检测方法的研究有实际应用意义 [６￣９] ꎮ
传统抗体主要通过免疫动物获得高免血清

或者通过杂交瘤筛选抗体技术获得ꎬ制备周期

长ꎬ抗体批次间效价和质量不稳定ꎬ使其应用受

到限制ꎮ 随着对抗体研究的不断深入ꎬ以及 ＤＮＡ
重组技术和噬菌体抗体库技术特别是噬菌体展

示技术的建立ꎬ抗体研究已经从传统的细胞工程

抗体进入到基因工程抗体阶段 [１０￣１３] ꎮ １９９８ 年ꎬ
Ｈｕｓｔｏｎ 等 [１４] 在大肠杆菌中表达获得自发折叠成

天然构象的单链抗体ꎬ该抗体分子量仅为原抗体

的 １ / ６ꎬ但保留了其对抗原的亲和活性ꎬ是包含原

亲代抗体全部抗原结合特异性的最小功能单位ꎮ
单链抗体的成功研制打开了抗体研究的新局面ꎬ
也促进了小分子抗体的研究进程 [１５￣１７] ꎮ 当前小

分子抗体研究热点主要有 Ｆａｂ 片段、ＦＶ、ｓｃＦＶ 和

纳米抗体等ꎬ其中纳米抗体ꎬ自从 １９９３ 年被发现

以来已经引发多个领域广泛的关注和研究ꎮ 纳

米抗体是自然存在的抗原最小结合片段ꎬ分子量

小、耐受性强、性质稳定ꎬ方便进行基因修饰及融

合等操作ꎬ易于生产制备和储藏使用ꎻ此外纳米

抗体的分子较小ꎬ能够到达并识别常规抗体无法

到达的抗原位点或较为隐蔽的抗原表位ꎬ具有较

强的抗原亲和能力和更好的抗原靶向性ꎬ因此在

小分子抗体研究应用中具有较大的潜力 [１７￣１９] ꎮ
本研究通过大肠杆菌表达系统将前期筛选

获得的 ＰＣＶ２ 的纳米抗体与 ＥＧＦＰ 基因进行融合

表达ꎬ获得 ＰＣＶ２ 荧光抗体蛋白 ( ＶＨＨ￣ＥＧＦＰ ) ꎬ
利用镍柱亲和层析的方法对可溶性荧光抗体进

行纯化ꎬ用于建立 ＰＣＶ２ 特异性直接免疫荧光检

测方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 质粒、菌株与细胞 　 ＤＨ５α 感受态细胞购

于 Ｔｒａｎｓ Ｇｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司ꎮ ＰＣＶ２ 纳米抗体序列

为本实验室通过噬菌体表面展示技术筛选ꎬ并送

金斯瑞公司生物合成( ｐＵＣ￣Ｖ２２) ꎮ 含有 ＥＧＦＰ 荧

光蛋白基因的重组质粒 ｐＥＴ２８￣ＥＧＦＰ 及表达菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)为国家兽用生物制品工程技术研究

中心保存ꎬＥＧＦＰ 基因 ＮＣＢＩ 登录号为 ＧｅｎＢａｎｋ:
Ｕ５５７６２.１ꎮ 猪圆环病毒 ２ 型 ( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ
ｔｙｐｅ ２ꎬ ＰＣＶ￣２) 、猪细小病毒 ( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ
ｖｉｒｕｓꎬ ＰＰＶ) 、猪瘟兔化弱毒( Ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｌａｐｉｎｉｚｅｄ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ＣＳＦＶꎬ Ｃ￣ｓｔｒａｉｎ) 、伪狂犬病病毒

( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓꎬ ＰＲＶ) 、猪蓝耳病毒

( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉ￣
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ｒｕｓꎬ ＰＰＲＳＶ) 、猪流行性腹泻病毒 ( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉ￣
ｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓꎬＰＥＤＶ)均由国家兽用生物制

品工程技术研究中心鉴定、保存ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒

购自美国 Ａｘｙｇｅｎꎬ核酸限制性内切酶、ＤＮＡ 分子量

标准 ＤＬ￣２０００、ＤＬ￣１００００、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶及相关试

剂购自宝生物工程(大连)公司ꎬ蛋白分子量标准

Ｍａｒｋｅｒ 购自 ＴｈｅｒｍｏꎬＤ￣氨基葡萄糖、异丙基￣β￣Ｄ￣硫
代半乳糖苷( Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β￣Ｄ￣１￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅꎬ
ＩＰＴＧ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＰＣＶ２ 阳性血清购自美国

ＶＲＭＤ 公司ꎬ山羊抗猪 ＨＲＰ￣ＩｇＧ、ＦＩＴＣ￣ＩｇＧ 购自美国

ＫＰＬꎬＮｉ￣ＮＴＡ Ｈｉｓ􀅰Ｂｉｎｄ Ｒｅｓｉｎ 纯化树脂购自 ＧＥꎬ其
余常规试剂为国产分析纯ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 重组质粒的构建与鉴定 　 分别用核酸限制

性内切酶 ＮｃｏⅠ与 Ｂａｍ ＨⅠ对含有荧光蛋白基因

ＥＧＦＰ 的质粒 ｐＥＴ２８￣ＥＧＦＰ(ＥＧＦＰ 插入位点为 Ｂａｍ
Ｈ Ｉ、Ｈｉｎ ｄ Ⅲ酶切位点)、ｐＵＣ￣Ｖ２２进行双酶切ꎬ胶回

收 ｐＥＴ￣ＥＧＦＰ 载体片段(约５ ７００ ｂｐ)和 Ｖ２２目的片

段(约 ４００ ｂｐ)ꎬ 用 Ｔ４ 连接酶连接ꎬ转化克隆宿主菌

ＤＨ５αꎬ提取质粒ꎬ用 ＮｃｏⅠ、Ｈｉｎ ｄ Ⅲ进行双酶切鉴

定ꎬ鉴定正确的重组质粒命名为 ｐＥＴ￣Ｖ２２Ｅꎮ
１.２.２　 荧光抗体蛋白表达与可溶性鉴定 　 将含有

荧光抗体基因的重组质粒 ｐＥＴ￣Ｖ２２ Ｅ 转化 ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ分别挑取重组表达菌株 ｐＥＴ￣Ｖ２２

Ｅ / ＢＬ２１ 和 ｐＥＴ￣２８ ａ (＋) / ＢＬ２１ 对照菌落ꎬ接种到含

有卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基培养过夜ꎮ 取 １００ μｌ
过夜培养物接种于 ５ ｍｌ 含有卡那青霉素的 ＬＢ 液体

培养基中ꎬ在 ３７ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ条件下振荡培养约 ３
ｈꎬ使 ＯＤ６００达到０.８~１􀆰 ０ꎻ加入终浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＩＰＴＧ 进行诱导表达ꎬ２０ ℃诱导表达 １６ ｈꎮ

离心收集诱导后菌体ꎬ用 ＰＢＳ 重悬ꎬ进行超声

波裂解破碎菌体ꎬ裂解后的悬液ꎬ在 ４ ℃、１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ条件下离心 １０ ｍｉｎꎬ分离裂解液上清液与沉

淀ꎬ沉淀用 ＰＢＳ 等体积重悬ꎬ然后将诱导后完整的

菌体、超声波破碎后的上清液及沉淀各取 １００ μｌꎬ加
入 ５×ＳＤＳ￣Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎬ充分混匀后 １００ ℃煮沸变

性 １０ ｍｉｎꎬ上样前瞬时离心ꎬ吸取上清液进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳ꎬ分析 Ｖ２２Ｅ 荧光抗体蛋白的表达水平及

可溶性ꎮ
１.２.３　 荧光抗体蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定　 借助序列

末端融合的 Ｈｉｓ 标签ꎬ对超声裂解前后荧光抗体蛋

白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定ꎮ
１.２.４　 荧光抗体蛋白的纯化　 根据 Ｎｉ２＋ ￣ＮＴＡ 说明

书步骤ꎬ对可溶性表达的荧光抗体蛋白上清液进行

亲和层析纯化ꎬ经过不同浓度咪唑多次洗涤ꎬ最后用

５００ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度的咪唑洗脱ꎬ洗脱下来的蛋白经

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定纯度ꎬ然后用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒

定量ꎬ加入 ５０％ 的甘油－２０ ℃保存备用ꎮ
１.２.５　 荧光抗体蛋白的应用

１.２.５.１　 ＰＣＶ２ 的培养　 将滴度为 １ ｍｌ １０６.５ ＴＣＩＤ５０

的 ＰＣＶ２ 种子毒用 ＭＥＭ 维持液稀释成 １ ｍｌ １０４

ＴＣＩＤ５０ꎬ接种于含 ＰＫ￣１５ 细胞单层的 ９６ 孔培养板ꎬ
每孔 １００ μｌꎬ同时设立细胞空白对照ꎮ 置于３７ ℃含

５％ ＣＯ２培养箱中继续培养 ２４ ｈꎬ倾去病毒液ꎬ换成

含 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ的 Ｄ￣氨基葡萄糖盐酸的 ＭＥＭ 维持液ꎬ
继续培养 ４８ ｈ 后ꎬ弃去维持液ꎬ 每孔加入 １００ μｌ 预
冷的固定液(丙酮与乙醇比例为６ ∶ ４)ꎬ置于－２０ ℃
固定 ２０ ｍｉｎꎬ弃去固定液ꎬ用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ７􀆰 ４ ＰＢＳ
洗涤 ３ 次ꎬ置于 ４ ℃备用ꎮ
１.２.５.２　 直接免疫荧光试验程序 　 取出固定好的

９６ 孔板还原至室温ꎬ每孔加入未稀释的 ＰＣＶ２ 荧光

抗体 ５０ μｌꎬ置于 ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ３
次ꎬ荧光显微镜观察结果ꎮ
１.２.５.３　 荧光抗体特异性试验　 将接种 ＰＲＲＳＶ 的

Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞、接种 ＰＥＤＶ 的 Ｖｅｒｏ 细胞、接种 ＰＣＶ２、
ＣＳＦＶ、ＰＲＶ、ＰＰＶ 的 ＰＫ￣１５ 细胞用同样的方法处理固

定ꎬ加入原倍的 ＰＣＶ２ 荧光抗体蛋白 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ
弃去孔内液体ꎬＰＢＳ 洗涤 ５ 次后进行荧光显微镜观

察ꎬ以此检验表达的 ＰＣＶ２ 荧光抗体的特异性ꎮ
１.２.６　 荧光抗体工作浓度优化 　 利用最适的病毒

接种浓度(１０￣４病毒稀释浓度)接种细胞ꎬ同时设立

不接种病毒组作为对照ꎮ 将荧光抗体(调整浓度为

８００ μｇ / ｍｌ)按照不同比例(１ ∶ ５０、１ ∶ １００、１ ∶ ２００、
１ ∶ ４００、１ ∶ ６００、１ ∶ ８００、１ ∶ １ ０００)稀释ꎬ每个浓度

梯度 ３ 次重复ꎬ不接种 ＰＣＶ２ 的对照组按照１ ∶ ５０ 稀

释荧光抗体ꎬ镜检观察ꎬ选取荧光清晰明亮的稀释梯

度为最佳工作浓度ꎮ
１.２.７　 荧光抗体孵育条件的优化 　 按照上述确定

的最佳工作浓度ꎬ进行直接免疫荧光试验ꎬ分别在

３７ ℃和室温(２０~２５ ℃)条件下ꎬ调整荧光抗体孵育

时间为 ３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次ꎬ观察孵育

温度和时间对抗体荧光效果的影响ꎬ确定最佳的孵

育条件ꎮ
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１.２.８　 荧光抗体稳定性试验 　 取相同批次细胞培

养板ꎬ用不同批次表达纯化的荧光抗体ꎬ调整浓度及

其他试验条件一致ꎬ进行荧光试验ꎬ观察荧光强弱是

否改变ꎬ检测荧光抗体的制备稳定性ꎮ 取相同批次

的细胞培养板ꎬ用同一批的荧光抗体ꎬ在－２０ ℃条件

下保存 １ 个月、２ 个月􀆺􀆺６ 个月ꎬ其他试验条件相

同ꎬ进行荧光试验ꎬ检测抗体保存稳定性ꎮ
１.２.９ 　 与间接免疫荧光试验的比较 　 将滴度为 １
ｍｌ １０６.５ ＴＣＩＤ５０的 ＰＣＶ２ 种子毒用 ＭＥＭ 维持液按照

１０－７ ~１０－１稀释ꎬ同时接种 ２ 块含 ＰＫ￣１５ 单层细胞的

９６ 孔培养板ꎬ每孔 １００ μｌꎬ同时设立细胞空白对照ꎮ
按照方法 １.２.４ 的方法培养ꎬ丙酮固定备用ꎮ 其中

一起用传统间接免疫荧光法测定滴度ꎬ具体方法参

照文献[８]ꎬ在 ＰＣＶ２ 接毒细胞孔和空白细胞孔中

分别加入每孔 ５０ μｌ １ ∶ １００ 稀释的 ＰＣＶ２ 血请

(ＶＲＭＤ)ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ弃去孔内液体ꎬ用 ＰＢＳ 洗

涤 ５ 次ꎬ加入１ ∶ ２００ 稀释的 ＦＩＴＣ 标记羊抗猪 ＩｇＧ
(ＫＰＬ)ꎬ每孔 ５０ μｌꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ弃去孔内液体ꎬ
用 ＰＢＳ 洗涤 ５ 次ꎬ置于倒置荧光显微镜下观察结

果ꎮ 另一块细胞板用本试验构建的荧光抗体检测ꎬ
按照方法 １.２.４ 中摸索出的最佳抗体浓度稀释荧光

抗体ꎬ每孔 １００ μｌ ꎬ３７ ℃孵育 ４５ ｍｉｎꎬ弃去孔内液

体ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 ５ 次ꎬ置于倒置荧光显微镜下观察

比较ꎮ

２　 结 果

２.１　 重组质粒 ｐＥＴ￣Ｖ２２Ｅ 的酶切结果

用 Ｈｉｎ ｄ Ⅲ和 ＮｃｏⅠ对重组质粒 ｐＥＴ￣Ｖ２２Ｅ 进行

双酶切ꎬ琼脂糖凝胶电泳结果(图 １)显示获得 ２ 条

条带ꎬ大小分别约为５ ０００ ｂｐ 和１ １００ ｂｐꎬ分别与预

期载体和目的片段大小相符ꎬ经鉴定 ｐＥＴ￣Ｖ２２Ｅ 重组

质粒构建成功ꎮ
２.２　 荧光抗体蛋白的表达及可溶性鉴定

如图 ２ 所示ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 显示ꎬ与空载体对照菌

相比ꎬ 诱导后重组表达菌株 ｐＥＴ￣Ｖ２２ Ｅ / ＢＬ２１ 在

４０ ０００左右处多出 １ 条明显的条带ꎬ与预期目的蛋

白大小相符ꎬ相应的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定结果(图 ３)也
证实表达蛋白为目的蛋白ꎮ 超声破碎后上清液与沉

淀中都有抗体蛋白ꎮ 但大部分在超声处理后的上清

液中ꎬ离心分离上清液和沉淀ꎬ在超声裂解蛋白上清

液中可见抗体蛋白呈现明显绿色ꎮ

１、２ 为重组质粒 ｐＥＴ￣Ｖ２２ Ｅ 双酶切产物ꎻ ３ 为未酶切质粒

ｐＥＴ￣Ｖ２２Ｅ对照ꎻＭ 为 ＤＮＡ 分子量标准(ＤＬ２０００)ꎮ
图 １　 重组表达质粒酶切鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

１:诱导对照菌ꎻＭ:预染蛋白分子量标准ꎻ２:诱导后重组蛋白

Ｖ２２Ｅ全菌ꎻ３:Ｖ２２Ｅ 表达菌超声裂解液上清液ꎻ４:Ｖ２２Ｅ 表达菌超

声裂解液沉淀ꎮ

图 ２　 荧光抗体蛋白 Ｖ２２Ｅ 原核表达及可溶性 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

分析

Ｆｉｇ.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｖ２２Ｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｅ.
ｃｏｌｉ

Ｍ:预染蛋白分子量标准ꎻ１:Ｖ２２Ｅ 表达菌超声裂解液上清液ꎻ２:

诱导后重组蛋白 Ｖ２２Ｅ 全菌ꎻ ３:Ｖ２２Ｅ 表达菌超声裂解液沉淀ꎮ
图 ３　 荧光抗体蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｖ２２Ｅ
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　 　 如图 ４ 所示ꎬ荧光抗体蛋白 Ｖ２２Ｅ 在 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ
咪唑浓度条件下可以从镍柱上被洗脱下来ꎬ洗涤下

来的蛋白溶液呈现眼观可见的绿色ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

析发现纯化后去除了绝大部分杂蛋白条带ꎬ纯化效

果较好ꎮ
２.３　 荧光抗体蛋白特异性试验

抗体特异性结果(图 ５)表明ꎬ表达的荧光抗体

Ｖ２２Ｅ 只与 ＰＣＶ２ 特异性结合ꎬ与其他几种病毒不结

合或出现少许非特异染色ꎮ Ｍ:预染蛋白分子量标准ꎻ１~５:５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑蛋白洗脱液ꎮ

图 ４　 荧光抗体蛋白 Ｖ２２Ｅ 镍柱纯化 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定

Ｆｉｇ.４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｖ２２ Ｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ Ｎｉ￣
ｓｅｐｈａｒｏｓｅ

ａ~ ｄ:分别为感染 ＰＣＶ２、ＰＰＶ、ＰＲＶ、ＣＳＦＶ 的 ＰＫ￣１５ 细胞(×１００)ꎻｅ:感染 ＰＥＤＶ 的 Ｖｅｒｏ 细胞(×１００)ꎻｆ:感染 ＰＲＲＳＶ 的 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞ꎻｇ:ＰＫ￣
１５ 细胞(×１００)ꎮ

图 ５　 荧光抗体特异性试验

Ｆｉｇ.５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｖ２２Ｅ

２.４　 荧光抗体使用浓度优化

如图 ６ 所示ꎬ使用不同的抗体浓度孵育相

同病毒接种滴度的细胞ꎬ镜检观察到各个稀释

度的荧光蛋白都能与 ＰＣＶ２ 病毒反应ꎬ呈现明

显荧光ꎬ而且各稀释梯度间没有明显荧光数量

差异ꎬ但是在荧光强度上ꎬ低稀释度抗体荧光强

度较好ꎬ抗体稀释度高于 ４００ 倍以后荧光强度

渐弱ꎬ１ ０００倍时已经有荧光数量轻微减少现

象ꎬ而 ５０ 与 １００ ２ 个稀释度虽然荧光强度较

强ꎬ却因为浓度较高ꎬ出现稍多的非特异性染

色ꎬ因此最佳荧光抗体活性使用稀释度为 ４００
倍ꎬ即抗体浓度为 ２ μｇ / ｍｌꎮ
２.５　 荧光抗体孵育条件优化

试验结果表明ꎬ荧光抗体 Ｖ２２Ｅ 浓度为 ２ μｇ / ｍｌ

时ꎬ在 ３７ ℃条件下孵育 ４５ ｍｉｎ 与室温条件下孵育 １
ｈ 荧光效果差异不明显ꎬ并且 ３７ ℃孵育试验结果较

稳定ꎮ ３７ ℃条件下ꎬ抗体孵育 ３０ ｍｉｎ 细胞荧光强度

与孵育 ４５ ｍｉｎ、１ ｈ 相差不明显ꎬ但是荧光数量略有

减少ꎬ而孵育 ４５ ｍｉｎ 与 １ ｈ 在强度和荧光点数量上

几乎没有差异ꎬ因此选定抗体孵育条件为:２ μｇ / ｍｌꎬ
３７ ℃孵育 ４５ ｍｉｎꎮ
２.６　 稳定性试验

相同批次抗原细胞板在不同批次抗体条件下的

检测结果完全一致ꎬ说明本试验制备荧光抗体的方

法具有可重复性ꎮ 抗体保存试验结果显示ꎬ保存 １
至 ６ 个月的荧光抗体检测效果与新鲜制备的抗体基

本一致ꎬ说明本试验制备的荧光抗体具有良好的稳

定性ꎮ
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ａ~ ｇ:５０、１００、２００、４００、６００、８００、１ ０００倍稀释荧光抗体孵育接种 ＰＣＶ２ 的 ＰＫ￣１５ 细胞ꎻｈ:５０ 倍稀释荧光抗体孵育的 ＰＫ￣１５ 细胞ꎮ
图 ６　 荧光抗体工作浓度优化试验(×１００)

Ｆｉｇ.６　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖ２２Ｅ

２.７　 与间接免疫荧光法的比较

同时用间接免疫荧光法和直接免疫荧光法对实

验室滴度为 １ ｍｌ １０６.５ ＴＣＩＤ５０的 ＰＣＶ２ 病毒进行滴度

测定ꎬ结果(图 ７)显示 ２ 种方法测出的滴度一致ꎮ

但是相对于间接免疫荧光法ꎬ用 Ｖ２２Ｅ 孵育荧光图上

显示出较少的非特异着色ꎬ且能观察到荧光着染病

毒在细胞内的分布ꎮ

ａ１~ ａ５:间接免疫荧光法测定感染 １ ｍｌ １０１ ~ １０５ ＴＣＩＤ５０ ＰＣＶ２ ＰＫ￣１５ 细胞滴度( ×１００)ꎻｂ１ ~ ｂ５:直接免疫荧光法测定感染 １ ｍｌ １０１ ~ １０５

ＴＣＩＤ５０ ＰＣＶ２ ＰＫ￣１５ 细胞滴度(×１００)ꎻｃ:放大观察 Ｖ２２Ｅ 抗体在细胞内的荧光着染(×４００)ꎮ

图 ７　 间接免疫荧光法和直接免疫荧光法测定 ＰＣＶ２ 滴度比较

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＣＶ２ ｔｉｔｅｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ＩＦＡ ａｎｄ ＤＩＦ

５１６乔绪稳等:猪圆环病毒 ２ 型荧光抗体的原核表达及初步应用



３　 讨 论

ＰＣＶ２ 抗原滴度测定是疫苗生产过程的重要环

节之一ꎬ当前主要以间接免疫荧光法( ＩＦＡ)最为常

用ꎮ 间接免疫光法需要 ２ 个检测抗体:病毒特异性

抗体和相对应的荧光标记抗体ꎮ 荧光检测方法需要

借助试验人的主观判定ꎬ同时使用 ２ 个抗体很大程

度上提高了检测的灵敏度ꎬ但是也带来一定程度的

非特异性反应ꎬ影响结果判定准确性ꎮ 借助本研究

制备的 ＰＣＶ２ 小分子荧光抗体而建立 ＰＣＶ２ 直接免

疫荧光检测法(ＤＩＦ)ꎬ只需要经过 １ 次抗体孵育及

洗涤过程ꎬ不仅操作简单ꎬ且由于抗体特异性较好ꎬ
对细胞非特异性着染也明显减少ꎬ提高结果判定的

准确性ꎮ
随着基因工程抗体技术的迅速发展ꎬ各种基因

标记小分子抗体大量出现并应用到各个领域中ꎬ尤
其是各类检测技术ꎮ 与传统标记的 ＰＣＶ２ 单抗或多

抗不同ꎬ本试验选用的抗体为圆环病毒纳米抗体ꎬ通
过基因工程的手段与荧光蛋白基因融合ꎬ形成同时

具有荧光活性和 ＰＣＶ２ 抗体活性的荧光抗体蛋白ꎮ
该抗体蛋白保留了小分子纳米抗体的优势:可识别

很多常规抗体无法到达的部位或抗原的构造表位ꎬ
因此比常规抗体具有更加广泛的抗原结合能力和更

为精准的靶向性[２０￣２１]ꎮ 我们从实验室前期工作中

选取的 Ｖ２２纳米抗体ꎬ本身具有较好的亲和活性和

特异性ꎬ与荧光蛋白融合后也能够精准而特异地定

位到感染 ＰＣＶ２ 的 ＰＫ￣１５ 细胞表面ꎮ 低倍镜观察ꎬ
染毒细胞由于荧光特异性附着在镜下形成清晰可辨

的轮廓ꎬ高倍镜观察可以看到圆环病毒粒子主要集

中分布在 ＰＫ￣１５ 细胞胞质内ꎬ检测结果明晰直观ꎬ
在一定程度上降低试验操作者主观判定对结果的干

扰ꎬ提高测定结果的可重复性和稳定性ꎮ
小分子抗体制备终产物的获得必须通过基因工

程表达系统实现ꎬ而原核表达系统因其遗传背景清

晰、产量高、成本低、易于大规模生产操作ꎬ是目前生

产和研究中的优势体系ꎬ但是因为该系统缺乏基因

翻译后修饰功能、稀有密码子缺失等原因ꎬ导致对某

些结构复杂的蛋白表达受到限制ꎮ 本研究选择纳米

抗体作为荧光抗体蛋白的抗原识别部分ꎬ除了其较

强的亲和活性和靶向性ꎬ还与其易于在原核系统中

表达有关ꎮ 纳米抗体分子量小、结构简单ꎬ易于在原

核表达系统中获得高效表达ꎬ且纳米抗体溶解性好ꎬ

对外界环境耐受性强ꎬ性质稳定ꎬ易于生产制备和保

存使用ꎮ 本试验设计的小分子荧光抗体蛋白经原核

表达系统高效表达ꎬ可占总蛋白 １２％ ~１８％ꎬ可溶部

分可达目的蛋白的 ６０％以上ꎬ在未纯化缓冲液中即

呈现明显绿色荧光ꎬ表明其具有良好的荧光活性ꎬ后
续试验中我们也证实了蛋白颜色越深表明抗体活性

越强ꎬ反应也越灵敏ꎮ
本试验成功通过大肠杆菌原核表达系统获得 １

株 ＰＣＶ２ 特异性小分子荧光抗体ꎬ该抗体蛋白具有

较好的抗原亲和活性和荧光活性ꎬ特异性强ꎬ可用于

ＰＣＶ２ 直接免疫荧光的检测ꎮ
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