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摘 要 

猫杯状病毒(Feline calicivirus，FCV)属于杯状病毒科(Calicivirdae )水疱疹病毒属(Vesivirus )，

是引起猫上呼吸道疾病的一种常见病原。FCV 感染后的主要症状是口腔溃疡、打喷嚏、结膜炎、

慢性胃肠炎等。近几年出现一些强毒株可引起急性全身性疾病，造成很高的死亡率，严重危害猫

的健康。FCV 感染宿主后，常常和其他的病原混合感染，这为其诊断带来了困难，因此建立快速

高效的 FCV 检测方法已经迫在眉睫。 

VP1 是 FCV 的衣壳蛋白，是主要的免疫保护性抗原，在诱导机体产生免疫应答过程中起着

重要的作用。VP1 分为 A-F 六个区，B 区在 125-397aa 之间是保守区域，同时可诱导宿主产生非

中和性单克隆抗体（MAb）。E 区在 427-524aa 之间，又分为高变区和保守区域，可诱导宿主产

生中和性单克隆抗体。本实验首先将 FCV 毒株 FCV2280 株的 VP1 的 B、E 区序列的重组质粒

pET-B、pET-E分别转化到 E. coli BL21 Star(DE3)表达菌，经 IPTG诱导后均得到大量可溶性表达。

纯化的 VP1-B、VP1-E 蛋白和 FCV2280 病毒粒子经 Western blot 检测，三者均具有良好的反应原

性。将纯化的 VP1-B、VP1-E 蛋白分别与弗氏佐剂均匀混合免疫 BALB/c 小鼠，通过细胞融合技

术将小鼠骨髓瘤细胞（SP2/0）与免疫后的小鼠脾细胞融合。纯化的 FCV2280 病毒粒子作为包被

抗原，建立间接ELISA方法筛选分泌抗VP1-B、VP1-E蛋白的单克隆抗体杂交瘤细胞株系。经过

3次亚克隆，共筛选到6株稳定分泌抗VP1-B、VP1-E蛋白的单抗株，其中有4株仅能识别VP1-B

蛋白，分别命名为 4G2、B1E5、B4G4、B4G5；2 株稳定分泌抗 VP1-E 蛋白的单抗株，分别命名

为 E2F1、E2F6。IFA 和 Western blot 结果表明 4G2、B1E5、B4G4、B4G5、E2F1、E2F6 均识别

FCV2280、TIG-1、HRB-SS、F9，具有良好的反应性。6 株 MAbs 经过用亚型试剂盒鉴定，重链

均为 IgG1，轻链均为Kappa链。将杂交瘤细胞接种至小鼠腹腔制备腹水，结果表明VP1-B MAbs 

4G2、B1E5、B4G4、B4G5 单抗株腹水的效价约为 1:6553600；VP-E MAbs E2F1 和 E2F6 单抗株

腹水的效价约为 1:25600 和 1:12800；中和试验表明 6 MAbs 单抗均无中和活性。 

为进一步鉴定VP1-B 和 VP1-E MAbs 的抗原表位，分别将VP1-B 逐步截短表达，Western blot

结果表明 4G2、B1E5、B4G4、B4G5 识别的抗原表位均为 126
DDGSITA

132，同时对VP1-E 进行截

短原核表达和合成短肽进行 MAbs抗原表位鉴定，结果表明 VP-E MAbs E2F1、E2F6 识别的抗原

表位均为 467
YICGSLQRAWG

477。因此本研究制备的 VP1-B MAbs 属于同一株单抗，VP1-E MAbs

也属于同一株单抗。与 NCBI 其他毒株氨基酸序列比对分析的结果表明 126
DDGSITA

132不保守，

而 467
YICGSLQRAWG

477 相对保守。根据序列比对合成 126
DDGSITA

132 和 467
YICGSLQRAWG

477

突变氨基酸的表位密码子进行原核表达，鉴定表位突变的氨基酸位点是否与制备的单抗反应，结

果表明表位 126
DDGSITA

132 中的 I130V 和 A132T 突变后不与制备的单抗反应，表位
467

YICGSLQRAWG
477 中的 S471A 突变后仍能与制备的单抗反应。 

本研究制备的单抗对 FCV 的基础研究及流行病学调查具有重要的价值。 

关键词：猫杯状病毒，VP1 蛋白，单克隆抗体，抗原表位 
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Abstract 

Feline Caliciviral Disease（FCVD）is an oral and respiratory disease caused by Feline Calicivirus 

(FCV). FCV is a member of the genus Vesivirus of the family Caliciviridae. The infection of FCV cause 

seriously oral ulcers, sneezing, conjunctivitis and chronic gastroenteritis，Although there is only one 

serotype, sequence analysis of different FCV isolates suggest its mutation with high frequency. Infection 

can cause severely secondary infection. Therefore, the study on diagnosis and control of the FCV is very 

necessary. 

The main structual protein VP1 is the capsid protein and main protective antigen of FCV. VP1 is 

divided into six regions from A to F based on sequence conservation. The B region which is located in 

the 125-397aa of VP1 is highly homologous among various FCV strains. What’s more, non neutralizing 

monoclonal antibodies (MAbs) can be induced by B region. The E region is located between 427-524aa, 

which is further divided into hypervariable regions and conserved regions. Previous reporters have 

shown that neutralizing monoclonal antibodies can be induced by the E region. In this study, the 

truncated VP1, namely VP1-B and VP1-E, was expressed and purified. Next, the purified VP1-B and 

VP1-E protein were respectively mixed with Freund's adjuvant to immunize BALB/c mice. Then, the 

spleen of immuneed mice and SP2/0 cells were fused by cell fusion technology. The purified FCV2280 

virus particles were used to screen mAb-secreting hybaidoma lines by ELISA method. After three 

rounds of screening and subcloning, 4 hybridoma cells secreting antibodies against VP1-B were 

screened out and designated as 4G2, B1E5, B4G4 and B4G5. 2 strains of hybridoma clones against 

VP1-E protein were screened out and designated E2F1 and E2F6. To further analysis the 

characterization of these MAbs, positive clones were further confirmed by western blotting and IFA. All 

MAbs were reactive with four FCV strains including FCV2280, F9, TIG-1 and HRB-SS. What’s more, 

the subtype, neutralizing activity of monoclonal antibody and the titer of the ascites were analyzed.The 

result suggest that all these MAbs were IgG1 subtybe with κ chain, but had no neutralizing activity. 

Titers of VP1-B and VP1-E MAbs in the ascites were 1:6553600, 1:12800 and 1:25600 respectively. 

To map the epitope of monoclonal antibodies (MAbs) to VP1-B and VP1-E protein, a panel of 

overlapping peptides representing VP1-B and VP1-E protein was expressed in prokaryotic expression 

system. A panel of peptides of VP1-E was synthesized. The results suggest that a B-cell linear epitope 

DDGSITA at amino acids 126–132 of B region was identified by western blotting. The minimal of the 

B-cell linear epitope recognized was DDGSITA. All VP1-B MAbs can recognize DDGSITA. A B-cell 

linear epitope YICGSLQRAWG at amino acids 467–477 of E region was identified. All VP1-E MAbs 

can recognize YICGSLQRAWG. Furthermore, alignment of the sequence suggested that the epitope 

recognized by VP1-B MAbs is not conserved among FCV strains. The epitope recognized by VP1-E 

MAbs is relatively conserved among FCV strains. The change of the epitope was induced by the 

substitutions and insertion of amino acids. To define the amino acids required for antibody binding, a 

series of mutational shorter peptides was expressed and evaluated for 4G2 and E2F1. The other 

mutational shorter peptides were identified except for I130V and A132T. The study suggested that 
130
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and 
132

A of the epitope play a pivotal role in the antigenicity of VP1. 

The monoclonal antibody prepared in this study has important value for basic and epidemiological 

investigation of FCV. 

Key words: Feline Calicivirus, VP1 protein, Monoclonal antibody, Antigenic epitopes 
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英文缩略表 

英文缩写 英文全称 中文名称 

FCV Feline Calicivirus 猫杯状病毒 

FHV Feline Herpes Virus 猫疱疹病毒 

FPV Feline Panleukopaenia Virus 猫细小病毒 

ORF Open Reading Frame 开放阅读框 

CRFK Crandel Feline Kidney Cells 猫肾细胞 

VP viral protein 结构蛋白 

OD Optical density 光密度 

Bp Base pair 碱基对 

PCR Ppolymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

SDS Saium daecyl sulphate 十二烷基磺酸钠 

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

IPTG Isopropyl-β-thiogalactopyranoside 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 

Ph Hydrogenion concentration 氢离子浓度 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbnent Assay 酶联免疫吸附试验 

Amp Ampicillin 氨苄霉素 

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

PEG Polyethylene glycol 聚乙二醇 

IFA Indirect Immunofluorescent Assay 间接免疫荧光 

HRP horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

DAB 3,3'-diaminobenzidine hydrochloride 3,3'-二氨基联苯胺 

TMB 3,3',5,5'-tetramethyl benzidine 四甲基联苯胺 

NC Nitrocellulose membrane 硝酸纤维膜 
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第一章 引 言 

1.1 猫杯状病毒病概述 

猫杯状病毒病（Feline calicivirus disease FCVD）又称为猫传染性鼻-结膜炎，是猫杯状病毒

（Feline calicivirus FCV）引起的一种高度传染性的呼吸道疾病，猫感染 FCV 后会引发口腔溃疡、

发热、打喷嚏、鼻炎、结膜炎、皮肤水肿、食欲不振、黄疸等症状(Reubel et al., 1992; Hoover and 

Kahn,1975)。FCV 也能引起肠道疾病(Radford et al., 2007; Coyne et al., 2006)。虽然 FCV 主要引起

上呼吸道症状，但最初是在新西兰一只猫的胃肠道内分离。FCV 呈世界性分布，1980 年 Pcolmer

报道有 40%-50%的呼吸道症状的患病猫是被 FCV 感染。FCV 除了感染猫外还可感染其他的猫科

类动物，1992 年 Kadoi 等从非洲狮和东北虎的体内分离获得一株 FCV。还有报道称在猎豹体内

分离出 FCV。这表明 FCV 不仅感染猫同时也可以感染其他的猫科类动物如：狮子和老虎等，这

对野生动物的健康也必定形成了威胁(Martino et al., 2009; 刘秋艳等, 2015)。此外有报道称在具有

腹泻症状的狗体内也能分离到杯状病毒。但是，猫和狗之间 FCV 传染概率比较低(Battilani et 

al.,2013)。FCV 也广泛感染我国的猫科类动物，1997 年范泉水等初次从我国广西某野生动物养殖

场国家一级保护动物东北虎和华南虎体内分离获得强毒株 FCV；2002 年高玉伟等从患口腔溃疡

虎和猎豹的病料中分离获得两株 FCV。近几年越来越多的 FCV 变异株在国内外被分离，FCV 逐

渐发生变异，这给 FCV 的防控带来了严重的困难。虽然 FCV 感染通常不会危及生命，但高毒力

的 FCV 爆发导致高死亡率（40%-60%）(Coyne et al., 2006a, b; Hurley et al., 2004; Pedersen et al., 

2000)，由于其传染迅速，FCV 爆发时会对野生动物和宠物行业带来重要的经济损失。 

1.1.1 流行病学 

FCV 可以感染所有的猫科类动物，自然条件下，幼猫最易感染，病死率可达 30%。感染 FCV

后，猫常无临床症状，但它们往往是处于带毒的状态能继续排毒，十分容易通过宠物医院的兽医

师或测试仪器感染其他的猫。FCV 感染猫后，主要在上呼吸道扁桃体和淋巴组织内增殖，并可以

经过病猫的口鼻、唾液分泌物或被 FCV 污染的食物等水平传播；也可以通过胎盘垂直传播(艾纯

旭, 2013)。目前流行病学研究已经证实 FCV 引起上呼吸道疾病时常常有不同的菌株混合感染如：

猫疱疹病毒(FHV)、猫细小病毒(FPV)、支气管败血波氏杆菌、支原体等，但不是所有的菌株都可

以引起呼吸道疾病。 

1.1.2 临床症状 

猫是FCV的易感动物，一岁以下的猫最易感。本病毒潜伏期短，一般为2-3d，感染后发烧

（39.5-41°C）。许多猫感染FCV后，并没有明显的临床症状，这些猫会被FCV持续感染或者继发

感染其他不容易被检测的疾病。FCV感染的主要临床症状包括打喷嚏、结膜炎、发热和口腔溃疡，
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大部分患者可自愈，发病率高，死亡率低(Addie et al., 2004Coyne et al., 2006; Coutts et al., 1994; 

Coyne et al., 2006)。FCV也可能造成跛行主要见于6-12周龄的猫，常发生在免疫疫苗后的猫。

Terwee等将FCV通过多种途径接种SPF猫，接种后的猫患有严重的出血和中性粒细胞滑膜炎，表

现出跛行的临床症状(Terwee et al., 1997; Dawson et al., 1994)。在过去的几年，有报道表明FCV毒

株可以引起系统性疾病，这种毒株可以造成很高的死亡率，这种症状在1998被公开承认，随后在

这些症状的病料中分离出FCV，起初这种FCV引起的症状称为“出血性发热”，随后被称为病毒

系统性疾病(virulent-systemic disease，VSD)，分离的FCV称为VS-FCV(Pesavento et al., 2004; Coyne 

et al., 2006)。目前，VS-FCV可导致较高的发病率和死亡率。免疫后的成年猫感染VS-FCV也不能

幸存。不过目前疫苗对VSD并无保护性(Schulz et al., 2011)。有报道称FCV感染怀孕的猫后会引起

流产及一些神经性症状(Vuuren et al., 1999; Sato et al., 2004; Schorr-Evans et al., 2003)，但从此症状

分离的FCV感染猫时并不能引起流产和神经症状，常常会出现口腔溃疡等症状，造成猫的流产和

神经症状可能和其他的因素相关(Glenn et al., 1999; Gandon et al., 2001; Geissler et al., 1997)。 

1.1.3 病理解剖变化 

感染的病猫从外观上可见眼部和鼻部有大量的粘液。猫的舌头、口腔、腭部和胃部呈现水泡，

然后造成溃疡，溃疡多发生在舌边缘和牙龈部，随着溃疡灶的形成，许多嗜中性粒白细胞会聚集

在溃疡灶周围。支气管内含有大量的渗出液、单核细胞和脱落的上皮细胞。肺水肿、间质性肺炎

和肺泡巨噬细胞积聚。肠壁和肠道粘膜充血和出血，回肠处有大量的纤维素性渗出物，肠上皮细

胞发生变性、坏死，脾脏、肾脏和肝脏等组织都有不同程度的出血及坏死，并且在发生病变的组

织中可检测到 FCV(Addie et al., 2004)。 

1.1.4 病原学特征 

FCV 病毒粒子呈二十面体对称，无囊膜，衣壳由 32 个空心颗粒组成，在氯化铯中的浮密度

为 1.37-1.42g/cm³。病毒的基因组为线性单股正链 RNA，不分节段，基因组全长含 7690 个核苷酸，

分为 3 个阅读框 ORFs。ORF1 全长 5.3Kb，位于基因组 5′末端，编码 1800aa 的非结构多聚蛋白，

随后经水解酶水解为 6 种成熟非结构蛋白，分别为 5.6kDa p5.6、32kDa p32、39kDa p39(NTPase)、

30kDa p30、13kDa p13(VPg)以及 76kDa p76(Pro-Pol) (谢守玉等, 2010)。2.4Kb 的亚基因组分别为

ORF2 和 ORF3，ORF2 全长约为 2Kb，编码大小为 75kDa 的衣壳蛋白 VP1。ORF3 位于基因的 3’

末端，编码长度为 106aa 的 VP2。5’末端连接一个小的 VPg(分子量为 10-15Da)，VPg 与病毒的感

染关系很大，3’末端为 ployA 结构。猫杯状病毒只有一种血清型。由于 RNA 病毒易发生变异，

即使同一猫群分离的两株 FCV 的基因也可能不相同，但抗原性广泛存在交叉。FCV 不凝集动物

的红细胞，可以在猫肾和胸腺的细胞系上生长，48h 后细胞出现病变，细胞浆中呈分散及晶格状

排列，不形成包涵体。此外 FCV 也可以在海豚、犬和猴的细胞生生长。本病毒在干燥的环境中

比较稳定可以存活数周，对热敏感，50°C 30min 即可灭活，2%NaOH 可以有效的将其灭活。此外，

FCV 对乙醚、氯仿等温和的有机溶剂不敏感，这可能是 FCV 持续感染猫群的重要原因。 

1.1.5 FCV VP1 的研究进展 
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VP1 是 FCV 的主要衣壳蛋白，由 ORF2 编码，最初合成为 75kDa 前体，经蛋白酶切割成 62kDa

的成熟的衣壳蛋白。FCV 衣壳蛋白在病毒生命周期中执行各种功能，因为含有抗原决定簇可以被

宿主免疫系统辨别。衣壳蛋白的功能主要包括 FCV 基因组的包装、对易感宿主细胞的粘附、与

特定宿主细胞受体的相互作用。此外，衣壳蛋白在 FCV 传播过程中保护其基因组免受环境的破

坏。实验表明 FCV 的 VP1 蛋白构成的衣壳，在外界环境条件下是相对稳定的，尤其是 pH 值为

4-8.5 时，可以在体外存活两周。 

由于为 RNA 病毒，FCV 极易发生变异，有报道表明 ORF2 基因的同源性为 80%，VP1 氨基

酸的同源性为 88%，虽然 FCV 毒株表现出明显的抗原性变异，但它们广泛存在交叉反应 

(Pesavento et al., 2008; Kreutz et al., 1998; Povey, 1974)。FCV的衣壳蛋白是有180个VP1蛋白构成，

有研究表明 FCV 的中和性表位主要集中在可变区，这可能和病毒产生逃逸有关。Carter 等对 FCV 

F9 株成熟的 VP1 进行了序列分析，结果表明蛋白酶对 VP1 的 N 端的 124aa 切割，使其成为成熟

的 VP1。被除去的为 14kDa 的前导蛋白（LC），在病毒的扩散中起着重要的作用。VP1 氨基酸含

量在 668-671aa 之间，分为 A-F 六个区(Seal and Neill, 1995)。A、B、D、和 F 区为保守区，而 C

和 E 区展现了极高的变异性，有研究表明可变区每年的突变率在 1.3×10
-2

-2.6×10
-2，这是造成疫

苗免疫失败的重要原因(Coyne et al.,2007b)。A 区位于蛋白的氨基末端，大约在 1-124aa 之间，序

列高度保守，在病毒外壳蛋白的成熟过程中 A 区会被裂解掉；B 区在 125-397aa 形成病毒的核心；

在 398-401aa 之间的 C 区高度变异；D 区是 402-426aa，高度保守；E 区大约在 427-524aa 之间，

已被证明可以诱导猫产生中和性抗体，28 个保守碱基(conE)将 E 区分成 5’端(99bp)和 3’端(102bp)

高变区(HRV)两个区域，有研究显示 FCV 不同毒株之间的交叉反应和 conE 相关 (Seal, 1994; 

Al-Molawi et al., 2003; Geissler et al.,2002b; Neill et al.,2000;Seal et al.,1993)。以往的流行病学研究

表明，分离的 FCV 毒株 C 区和 E 区的同源性为 20%(Radford et al.,1997, 2000,2001,2003)，此外 C

和 E 区是产生诱导产生中和性抗体的主要区域；F 区大约在 525-668aa 之间，在衣壳蛋白的羧基

端，位于病毒的表面，已经被证明可以诱导猫产生非中和性抗体 (Milton et al.,1992)。卢正春等研

究发现，衣壳蛋白 VP1 可以与宿主细胞受体相互作用，体外培养病毒时，VP1 调控病毒的生长，

病毒入侵过程中 VP1 蛋白起着重要的作用。由于 VP1 极易变异造成病毒在体外的生长速度和毒

力存在差异(Lu et al., 2018)。 

1.1.6 FCV 诊断及防控 

宠物行业发展迅速，越来越多的人将猫作为宠物，猫病也日益受重视。目前报道表明，FCV

可以感染所有的猫科类动物，这严重威胁猫和野生动物的健康。因此建立 FCV 有效的检测方法

十分重要。目前临床引起的呼吸系统疾病，通常由许多病原混合感染如猫细小病毒（FPV）、猫疱

疹病毒（FHV-1）、FCV、支气管败血型博代氏菌、鹦鹉热衣原体、支原体、链球菌等给其诊断带

来了麻烦。目前 FCV 的检测方法主要包括病毒分离、酶联免疫吸附反应（ELISA）、荧光定量 PCR

（RQ-PCR）、夹心 ELISA 方法、间接免疫荧光技术(IFA)等。 

目前 Abdeldaim 等建立了荧光定量 PCR 法检测 FCV，用此方法对 122 个样本进行检测，结

果表明此方法具有较高的灵敏度和特异性，而且该方法用时较短，极大的提高了检测效率

(Abdeldaim et al., 2009)。Helps 等经过荧光染料建立了荧光定量 PCR 方法，用此方法对 FCV 检测
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具有很高的特异性和灵敏性（Helps et al., 2002）。最近的报道表明通过荧光定量 PCR 对 FCV 的

流行性进行检测，FCV 的感染率为 2%-40%，在不同的猫群中 FCV 患病率是 6%-75%，其患病率

波动性很大。在国内，姜雪等建立了 FCV 的荧光定量 PCR 方法，对 24 份疑似感染 FCV 猫的病

料进行了检测，检测结果具有很高的特异性和灵敏性(姜雪, 2013)。王翀等人建立了多重 PCR 方

法，可以同时检测 FPV、FCV、FHV-1 型，用该方法对 120 份样品进行检测，FPV、FCV 和 FHV-1

的阳性率分别为 5%(6/120)、2.5%(3/120)和 4.1%(5/120)，该方法极大提高了检测效率(王翀等, 2014) 

。刘秋艳等人用 VP1 蛋白建立的 ELISA 检测方法，对吉林省、上海和广西三个省份的猫血清进

行检测，结果表明血清的总阳性率 85.92%（244/288），此方法纯化 VP1 蛋白是通过变性复性获

得，建立的 ELISA 方法具有一定的局限性(刘秋艳, 2015)。艾纯旭等人通过制备单克隆抗体建立

的双夹心 ELISA 方法，酶联免疫吸附反应和单克隆抗体技术结合，在检测具有高度的特异性及敏

感性并且可降低生产成本(艾纯旭, 2013)，但由于其筛选的单克隆抗体并未进行广谱性试验，因此

有些变异的 FCV 可能不能被检测到。蒋艳妹等将 VP1 截短表达，建立的间接 ELISA 方法，对

FHV 阳性血清、FPV 阳性血清、FHV-I 阳性血清、FHV-Ⅱ型阳性血清进行检测均无交叉反应，

特异性良好(蒋艳妹, 2016)，但本试验是检测猫体内的 FCV 抗体，而免疫疫苗后的猫也可以产生

抗体，并不能有效的说明其是否感染 FCV，目前在国内外仍缺乏快速高效的 FCV 检测方法。 

目前针对 FCV 相关的疾病还没有特异性药物，疫苗接种是防治本病的有效方法。疫苗已使

用几十年，当前广泛使用的活疫苗株为 FCV-F9、灭活苗株主要有 FCV-225、FCV-431、FCV-49、

FCV-G1(Earl et al., 2013; Hou et al., 2016; Masubuchi et al., 2010; Wardley et al., 1974)。尽管疫苗广

泛被使用，但 FCV 仍在猫群中高度传染，其原因是在不同的地区疫苗的免疫保护能力不同，而

接种的弱毒疫苗会产生变异，从而在猫体内持续感染(Schneider and Truyen, 1998; Johnson, 1992)。

目前市场上缺乏抵抗所有 FCV 的疫苗，同时市场上的疫苗存在安全隐患，除了在注射部位出现

炎症反应和疫苗相关的肉瘤等症状外，活疫苗用滴鼻的方式免疫猫后，由于病毒在接种部位复制，

因此会产生一些相关的临床症状如：打喷嚏(Radford et al., 2009)。但当 FCV 爆发时滴鼻免疫的活

疫苗可以很快控制此病，与其他的疫苗相比，鼻内疫苗通常初次接种后即可诱导免疫(Huang and 

Hess, 2014; Audonnet et al., 2005)。目前市场上使用的疫苗大部分为单价苗，最近有些国家制备了

二价苗(Poulet and David, 2010)、FCV 弱毒苗、FCV 重组疫苗和 DNA 疫苗可以诱导粘膜免疫

(Sommerville et al., 2002; Dawson et al., 1993; Mccabe and Spibey, 2005; Mccabe et al., 2002)。理想的

抗 FCV 疫苗针对不同的 FCV 毒株应具有广泛交叉免疫保护，减少抗原变异株的出现，降低失败

时病毒复制时间(Radford et al., 1997; Pedersen et al., 2000; Poulet et al., 2005; Vuuren et al., 1999)。

目前有研究学者已经寻找到对多种毒株起保护作用的免疫原，它已被证明能产生高水平的中和抗

体(Masubuchi et al., 2010)。当前的疫苗一般免疫 8-9 周龄的猫，但并不是所有免疫的猫都可以得

到很好的免疫保护，一些免疫后的猫感染 FCV 后可能仍出现一些临床症状(Povey and Ingersoll, 

1975; Radford et al., 1997b; Radford et al., 2000; ;Radford et al., 2001)。有报道表明疫苗免疫后，在

四年之内均可以检测到中和性抗体，7.5 年后，滴度降至最低，其保护率免疫后三周降至 85%，

7.5 年后保护率降至 65%(Berger et al., 2015; Radford et al., 2007)。目前 FCV 疫苗面临的最重要的

问题是缺乏可以中和所有的 FCV 毒株的疫苗，针对此问题一些二价疫苗和无佐剂疫苗已投入使

用，这有效的减慢此病的蔓延(Lappin et al., 2006; Dawson et al., 2001; Johnson et al, 1983; Kreutz et 

al., 1998; Orr et al., 1978)。 
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当 FCV 感染时，广谱性的抗生素被广泛使用，可以有效的减少 FCV 的继发性感染(Taira et al., 

2005; Horzinek et al., 2013; Pedersen et al., 2000b)。同时良好的护理和定期清理其排泄物在治疗过

程中也是必不可少的。若引起严重的感染时，需要输液治疗以减轻此病(Umehashi et al., 2003; 

Umehashi et al., 2002)。 

1.2 FCV VP1 表位的研究进展 

单克隆抗体是检测大分子物质的常用工具(Nelson et al., 2000)。Tohya Y 等证实 FCV F4 株存

在 7 个中和表位，其中 4 个是在存在 VP1 中(Tohya et al., 1991b, 1991a)。Milton 等证实 VP1 在

422-458aa 存在中和性表位(Milton et al., 1992)。Shin 等证实 FCV 的构象表位有 3 个，线性表位有

4 个，其分别位于 VP1 蛋白的 381-454 的 74aa 之间(Shin et al., 1993)。Tohya 等证实，在 426-466aa 

和 490-520aa 分别存在 4个线性表位和 2个构象表位(Tohya et al., 1997)。Radford AD通过表达VP1

的随机文库证实 B 细胞线性表位在 415-421aa、445-451aa、451-457aa 和 475-479aa，其中 475-479aa

的表位可与 FCV 感染猫的阳性血清产生反应(Radford et al., 1999)。VP1 的 B、D、F 区是保守区，

这三个区可能会诱导宿主产生广谱性的单克隆抗体，但目前这三个区的抗原表位并未有人报道。 

1.3 研究目的和意义 

FCV 是引起猫疾病的三大病原之一，感染宿主后会引发口腔溃疡，上呼吸道疾病、慢性胃肠

炎和急性关节炎等症状，严重危害猫的健康。作为 RNA 病毒，FCV 高度变异，传染迅速，高毒

力 FCV 毒株的爆发会导致高死亡率。近年来出现的一种能导致急性、致死性全身性疾病(Virulent 

systemic disease，VSD)的变异株，不仅给野生动物和宠物行业带来极大的危害，也为 FCV 的防

控增加困难。 

VP1 作为 FCV 的主要衣壳蛋白，具有良好的免疫原性，且能诱导机体产生中和抗体，是 FCV

诊断试剂的首选抗原以及新型疫苗研发主要研究对象。本研究以筛选新的 VP1 蛋白单克隆抗体作

为工具，采用截短表达、多肽图谱和氨基酸突变等手段从多肽和蛋白水平上对单抗所识别的表位

进行鉴定，补充和完善了 FCV VP1 蛋白的表位图谱，同时为深入了解 VP1 蛋白的结构、开发新

型的标记疫苗和诊断方法奠定理论基础，也为进一步研究 FCV 分子生物学特性、免疫机制、致

病机理等方面提供科学依据。 
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第二章 猫杯病毒 FCV2280 株及 VP1-B、VP1-E 蛋白的纯化和抗

原性分析 

2.1 材料 

2.1.1 载体、毒株和感受态细胞 

含有 FCV2280 vp1 截短的基因的 vp1-B 和 vp1-E 重组质粒 pET-B、pET-E、CRFK 细胞由中

国农业科学院哈尔滨兽医研究所自然疫源性人兽共患病创新团队保存；BL21(DE3)感受态购自

TakaRa 公司；FCV2280 株（ATCC 编号 VR-2057）购自于 ATCC。 

2.1.2 主要试剂 

预染蛋白Marker和硝酸纤维素膜(NC膜)购自Thermo Fisher公司；异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)

购自索莱宝公司；质粒小量提取试剂盒购自 Axygen 公司；二氨基联苯胺(DAB)购自 Sigma 公司；

胎牛血清(FBS)均购自 Excell 公司；DMEM 基础培养液和青链霉素混合液(双抗，100×)购自

Hyclone 公司；猫杯状病毒阳性血清为本实验室制备及保存；Ni-NTA His 结合树脂购自 Novagen

公司；5×SDS-PAGE Sample Buffer 和 BCA 蛋白定量试剂盒购自 Thermo Fisher 公司；5×SDS-PAGE

电泳缓冲液购自于哈尔滨兽医研究所动物生物制品工程中心；考马斯亮兰蛋白快速染色液购自索

莱宝有限公司；辣根过氧化酶标记的山羊抗猫 IgG(H+L)购自 Jackson ImmunoResearch 公司；

100kDa 超滤浓缩管购自 Millipore 公司，其他试剂均为国产试剂。 

2.1.3 主要仪器 

电子天平(Mettler AE240)、DYY-6C 型稳压电泳仪(北京六一仪器厂)、台式高速离心机(上海

力申科学仪器有限公司产品)、精密 PH 计（上海雷磁仪器厂）、电热恒温培养箱（上海一恒科学

仪器有限公司）、全温立式震荡培养箱（哈尔滨市东联电子技术开发有限公司）、数字翻转摇匀仪

（北京奥诺斯公司）、生物安全柜（哈尔滨东联仪器制造有限公司）、可编程半导体制冷温控金属

浴（北京鼎昊源科技有限公司）、蛋白电泳系统（美国 Bio-rad 公司）、快速转膜仪（美国 Thermo

公司）、JY92-超声波破碎仪(上海新芝生物技术研究所)、HF-212UV 型 CO2 培养箱(Heal Force)、

脱色摇床(常州华冠仪器制造有限公司)、Model 550 型酶标仪（美国 Bio-rad 公司）、立式超低温保

存箱(Thermo Fisher)、红外影像扫描仪(Odyssey） 

2.1.4 主要溶液和培养基的配制 

(1) 常规配制 LB 液体培养基、LB 固体培养基、膜转移缓冲液和 IPTG 溶液、TBST 溶液。 

(2) CRFK 细胞完全培养液：1%双抗(100×)+10%FBS+89%DMEM 基础培养液。 

(3) DAB 储存液的配制：称取 DAB 粉末 0.4g，溶于 10mL100mmol/L pH7.5 的 Tris-HCl 溶液

冲。充分溶解后 0.22μm 滤器过滤，200μL 分装，-20°C 避光保存。 

(4) DAB 显色液的配制：10mL 100mmol/LpH7.5 的 Tris-HCl 溶液加入 200mL DAB、10μL30%
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的 H2O2混匀用于 Western blot 显色。 

2.2 方法 

2.2.1 FCV2280 的培养及纯化 

首先培养 CRFK 细胞，待细胞铺满 90%时；将培养基弃去，用 PBS 洗两次；加入无血清的

培养基；按培养基 1:100 接毒；将细胞放置细胞培养箱培养，待细胞完全病变时收毒。病毒溶液

放置在-80°C，然后冻融三次，8000r/min、6min 离心，取上清；将上清与等量的氯仿混合，并剧

烈震荡，使病毒与氯仿充分混合，4°C 静置使其充分分层后取最上层溶液，此步骤重复 4-5 次；

最后 12000r/min、20min 离心，离心后取最上层溶液；溶液用超滤浓缩管浓缩，然后用 0.22μm 的

滤菌器过滤，分装并放置-80°C 保存。 

2.2.2 纯化的 FCV2280 电镜观察及 Western blot 鉴定 

将纯化的 FCV2280 送电镜观察，然后 FCV2280 经 SDS-PAGE 电泳后，将滤纸、NC 膜和具

有相同的大小的胶放置在转膜缓冲液中，使滤纸浸润并按照从下到上的顺序顺序依次排列，同时

去除气泡。设置条件为 20V、20min 进行转膜；配制封闭液，量取 50mL TBST 缓冲液和 2.5g 脱

脂乳加到小盒内，使其混合均匀。转膜结束后，将膜放入封闭液中进行封闭，37°C 封闭 2h；用

TBST 缓冲液按 1:200 稀释 FCV 猫阳性血清，室温孵育 1h；1h 后弃去一抗，用 TBST 洗涤 3 次；

用 TBST 缓冲液按 1:8000 稀释辣根过氧化酶标记的山羊抗猫 IgG，室温作用 1h，同样用 TBST 洗

涤 3 次；将膜置于 10mL DAB 显色液中进行显色，目的条带出现后，用蒸馏水终止反应，同时拍

照留图。 

2.2.3 纯化 FCV2280 浓度测定 

使用 Thermo Fisher 公司的 BCA 蛋白质浓度测定试剂盒测定纯化 FCV2280 的浓度，BCA 工

作液的浓度是现用现配，将 A 液和 B 液按 50:1 的体积比充分混合。其次 BSA 标准品的的配制，

将 2000μg/mL 的 BSA 标准品和等体积的 PBS 充分混匀，依次进行倍比稀释，标准蛋白的浓度最

后稀释到 15.625μg/mL。最后进行样品浓度测定，将样品进行稀释分别吸取 25μL，加入 96 孔酶

标板中，每组做三个重复，同时，在 96 孔酶标板中加入不同浓度的标准品，空白对照组加入 25μL 

PBS，每组做三个重复。将 200μL BCA 工作液添加到样品和标准品孔内，并放置在 37°C，30min。

最后在波长 562nm 处测定其吸光值，并绘制其标准曲线；参照标准曲线和蛋白稀释倍数计算纯化

FCV2280 的浓度。 

2.2.4 VP1-B、VP1-E 蛋白的表达及纯化 

转化程序：最初将 BL21(DE3)感受态细胞放于冰中，并在超净台内将 pET-B 和 pET-E 重组质

粒 0.5μL 加入，冰浴 30min；将混合物置 42°C 热激 90s，而后放入冰中 2min；在超净台内向混合

物中加入 800μL 无抗性的液体 LB，置 37°C 摇床中，180r/min、1h；1h 后，吸取 200μL 均匀涂布

在 Amp+的 LB 平板上，当液体被均匀吸收时，在恒温培养箱中倒置培养 12h，长出菌落后，单菌



中国农业科学院硕士学位论文      第二章 猫杯状病毒 FCV2280 株及 VP1-B、VP1-E 蛋白的纯化和抗原性分析 

8 

落随机接种在 800μL 液体 LB（Amp+,100ng/μL）中，并在 37°C 摇床，180r/min 孵育过夜。将菌

液依照 1：100 接种到 200mL LB(Amp+,100ng/μL)液体培养基中，37°C，180r/min 孵育，当 OD600nm

约为 0.8-1.0时，加入终浓度为 0.01mmol/L的 IPTG，转到 22°C振荡培养 12h，12,000×g离心 1min，

弃上清。沉淀用 Bing buffer 按菌液 1:10 重悬，重复三次，然后进行纯化。 

在超声破碎仪的作用下进行破碎，每次运行 2s，暂停 5s，15min，共 3 次。整个过程均在冰

浴中操作，12,000 ×g 离心 30min，上清转移到另一个离心管中，-20°C 保存。将 2mL Ni-NTA 树

脂混合均匀加至纯化柱中，静置 5min,弃去在重力作用下析出的上清,将 6mL 的无菌蒸馏水加至柱

子内，使树脂和蒸馏水充分混匀，静置 5min，弃去在重力作用下析出的上清，将 6mL 的 Native 

Binding Buffer 和树脂充分混匀，静置 5min，弃去在重力作用下析出的上清此步骤重复两次。最

后进行蛋白纯化，将超声破碎的菌液上清加入纯化柱中使其在 4°C 摇床上和树脂作用 8h，静置

5min，弃去在重力作用下析出的上清，加 8mL Native Wash Buffer 来洗树脂，4°C 摇床上使其和

树脂混匀 2min，静置 5min，弃去重力作用下析出上清，此步骤重复三次。加 8mL Native Elusion 

Buffer 来洗树脂，4°C 摇床上使其和树脂混匀 2min，静置 5min，在重力作用下析出上清，并收集，

上清即为纯化的蛋白，部分上清保存放在 4°C 作 SDS-PAGE 凝胶电泳分析，最后用红外影像扫描

仪进行扫描，其余的放在-20°C 保存。 

2.2.5 VP1-B、VP1-E蛋白Western blot鉴定 

参照2.2.2进行Western blot鉴定。 

2.2.6 VP1-B、VP1-E蛋白浓度测定 

参照 2.2.3 进行蛋白浓度测定。 

2.3 结果 

2.3.1 纯化的 FCV2280 病毒电镜观察和抗原性分析 

电镜观察结果表明纯化的 FCV2280 较纯（2.1A）；纯化 FCV-2280 经 Western blot 分析得到了

单一的目的条带，大小越为为 62kDa，且具有良好的反应原性（图 2.1B）。 
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A: 纯化的 FCV2280 电镜分析；B:纯化的 FCV2280 分析 Western blot 1:纯化的 FCV2280；2：CRFK 细胞 

图 2.1.纯化的 FCV 电镜分析和 Western blot 分析 

Fig 2.1 Purifed FCV2280 was identified by Electron microscope and Western blot  

2.3.2 VP1-B、VP1-E 蛋白的抗原性分析 

纯化 VP1-B、VP1-E 蛋白经 SDS-PAGE 电泳检测，得到了单一的目的条带（图 2.2A）。用猫

FCV 高免血清为一抗，经 Western blot 分析 VP1-B、VP1-E 蛋白得到正确表达，大小约为 55kDa

和 36kDa，且具有良好的反应原性（图 2.2B）。 

 

A:纯化的 VP1-B、VP1-E 蛋白经 SDS-PAGE 鉴定;B:纯化的 VP1-B、VP1-E 蛋白经 Western blot 鉴定 

M: Protein Marker ；1:纯化的 VP1-B 蛋白；2：纯化的 VP1-E 蛋白 
图 2.2. 纯化的 VP1-B、VP1-E 蛋白经 SDS-PAGE 和 Western blot 鉴定 

Fig2.2 Purifed VP1-B and VP1-E protein were identified by SDS-PAGE and Western blot 

2.3.3 纯化的 FCV2280、VP1-B 和 VP1-E 蛋白浓度测定 

FCV2280、VP1-B 和 VP1-E 蛋白经纯化后，通过 BCA 法测定其浓度，结果表明其浓度分别

为 3.63mg/mL、1.5mg/mL 和 2.3mg/mL。 
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2.4 讨论 

VP1 是 FCV 主要衣壳蛋白，在病毒感染的免疫反应中起重要作用。通过原核表达系统可以

快速高效的获得大量的目的蛋白。刘秋艳等从一株豹源的 FCV 中成功克隆出 vp1 基因，将其克

隆至 pET-28a中，IPTG诱导后VP1重组蛋白以包涵体的形式表达，通过 FCV阳性血清Western blot

分析表达的 VP1 蛋白具有很好的反应原性，并以表达的 VP1 蛋白作为包被抗原建立了 ELISA 检

测方法(刘秋艳, 2015)。尽管包涵体的表达量很高但包涵体的复性水平往往很低，而且需要经过变

性复性等繁琐的步骤。蒋艳妹等将 FCV2280 株 vp1 截短蛋白基因克隆至 pET-32a 中，VP1 截短重

组蛋白以可溶性的形式得到大量的表达，通过 FCV 猫阳性血清 Western blot 分析表达的 VP1 截短

蛋白 VP1-F 具有良好的的反应原性，同时以纯化的 VP1-F 蛋白为诊断抗原建立了检测 FCV 抗体

的间接 ELISA 方法(蒋艳妹, 2016)。以上研究表明以原核系统表达的 VP1 重组蛋白以包涵体的形

式表达，但仍具有一定的反应原性。通过截短表达可以获得可溶性表达的重组蛋白，并且具有良

好的反应原性。本实验选用原核表达系统成功表达了 VP1 截短蛋白 VP1-B 和 VP1-E。通过用猫

FCV 高免血清 Western blot 分析重组蛋白 VP1-B 和 VP1-E，从结果可以看出重组蛋白得到了准确

表达并具有良好的反应原性。为了避免单克隆抗体筛选时出现非特异反应，本实验又对 FCV2280

进行了纯化，FCV 无囊膜且对氯仿不敏感，纯化后通过电镜分析，结果表明纯化的病毒较纯。

Western blot 分析表明纯化的 FCV2280 拥有良好的反应原性，这为单克隆抗体的制备奠定了基础。 



中国农业科学院硕士学位论文                         第三章 VP1-B、VP1-E 蛋白单克隆抗体的制备及鉴定 

11 

第三章 VP1-B、VP1-E 蛋白单克隆抗体的制备及鉴定 

3.1 材料 

3.1.1 细胞、毒株和抗原 

SP2/0 骨髓瘤细胞、CRFK 细胞、FCV2280、F9 毒株购自于 ATCC、HRB-SS、TIG-1、猫冠

状病毒（FcoV）、猫疱疹病毒（FHV）、猫细小病毒（FPV）毒株由本实验室保存、纯化的 FCV2280、

VP1-B、VP1-E 蛋白均由本实验室保存。 

3.1.2 实验动物 

7-9 周龄 BALB/c 雌鼠购自北京维通利华公司。 

3.1.3 主要试剂 

RPMI1640 培养基购自 Hyclone 公司；FBS 购自 Excell 公司、完全弗氏佐剂、不完全弗氏佐

剂、50×HAT、50×HT、融合剂 PEGSOLUTION 50%、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG(IgG-HRP)、

红外荧光标记的山羊抗鼠 IgG、DMSO、羊抗小鼠 IgG-FITC 均购自 Sigma 公司；羊抗猫 IgG-FITC

购自、抗体亚类鉴定试剂盒购于 SouthernBiotech 公司；TMB 显色液购自 abcam 公司；Clone easy

培养基购自博奥龙公司；FcoV 猫阳性血清、FHV 猫阳性血清、FPV 猫阳性血清、FCV 猫阳性血

清由本实验室制备保存。 

3.1.4 主要仪器 

Nanovue 型超微量分光光度计(GE)、ELx808 型酶标仪(Bio Tek)、荧光倒置显微镜(AMG)，其

它同 2.1.2。 

3.1.5 主要溶液和培养基的配制 

(1) 用于杂交瘤细胞培养的完全培养液：20%FBS＋1%双抗(100×)＋78%的 RPMI1640 培养基。 

(2) RPMI1640 基础培养基：1%双抗(100×)+ 99%的 RPMI1640 培养基。 

(3) HAT 培养液：2%50×HAT＋80%杂交瘤细胞完全培养液。 

(4) HT 培养液：2%50×HA＋80%杂交瘤细胞完全培养液。 

(5) 细胞冻存液：10%DMSO＋90%FBS。 

(6) Clone easy 培养液：10%Clone easy 培养基+90%HT 培养液。 
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3.2 方法 

3.2.1 动物免疫 

将 15 只 7-9 周龄的 BALB/c 小鼠分 3 笼饲养；将纯化的 VP1-B、VP1-E 重组蛋白分别免疫

BALB/c 雌性小鼠，另外 5 只小鼠在相同条件下饲养用来做饲养层细胞和做阴性对照。具体步骤

如下： 

(1) 首免，将纯化的 VP1-B 和 VP1-E 重组蛋白稀释至 400µg/mL，取 1.5mL 和等体积的弗氏

完全佐剂均匀混合，每只经皮下多点注射免疫 0.5mL。 

(2) 两周后，纯化的 VP1-B 和 VP1-E 重组蛋白稀释至 400µg/mL，取 1.5mL 和等体积的弗氏

不完全佐剂混合，采用相同的方法进行第 2 次免疫，第三次免疫以相同的方式在两周后

进行。 

(3) 第 3 次免疫后一周对免疫鼠进行眼眶采血，37°C 放置 2h，4°C 静置过夜，4°C 离心 20min

分离血清，采用间接 ELISA 方法测定血清效价。 

(4) 选择血清效价最高的小鼠于融合前 3 天分别腹腔注射 100µg 不加佐剂的 VP1-B 和 VP1-E

蛋白，进行加强免疫。 

3.2.2 小鼠免疫血清效价的测定 

纯化的 FCV2280 用 CBS 包被液稀释成 4μg/mL，混合均匀后，分别按每孔 100μL 加入 96 孔

酶标板中，4°C 过夜包被；倒掉包被液，用 PBST 洗 3 次板，每次 3min；5%的脱脂乳用 PBST 配

制，250μL/孔加至酶标板中，置 37°C 恒温培养箱 2h；用 PBST 洗涤 3 次板；用 PBS 稀释血清，

加入 96 孔酶标板中，第一个孔按 1:200 稀释血清，然后按倍比稀释，稀释梯度分别为 1:200、1:400、

1:800、1:1600、1:3200、1:6400、1:12800、1:25600，每份血清作 3 个重复，同时设立空白对照和

阴性对照，放置 37°C 作用 1h。用 PBST 洗 3 次板，将 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 按 1：8000 稀释，

每孔 100μL，37°C 恒温培养箱作用 1h。用 PBST 洗 3 次板；加入 TMB 显色液，在避光的环境，

首先添加 A 液 50μL/孔，然后加入 B 液 50μL/孔，室温反应 5min，最后加入 2M H2SO4终止反应，

50mL/孔，用酶标仪检测 OD450nm 的吸光度。 

用 P/N 值判断其阳性值：（样品孔 OD450nm 值－空白对照 OD450nm 值）/（阴性对照孔 OD450nm

值－空白对照 OD450nm 值）>2.1。当效价达到 16000 以上时即可进行融合。 

3.2.3 细胞融合 

3.2.3.1 SP2/0 细胞的复苏与培养 

从液氮槽中取出低温保存的 SP2/0 细胞冻存管，放入 37°C 使其完全融化；融化后，SP2/0 细

胞被转移到含有 5mL RMPI1640 基础培养基离心管中，1000r/min，5min 离心。上清弃去，用 5mL

杂交瘤完全培养液将细胞沉淀吹散后加至细胞培养瓶中，置细胞培养箱中培养；当细胞完全贴壁
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后，更换新鲜的培养基继续培养。 

3.2.3.2 饲养层细胞的制备 

细胞融合时，以一只未免疫健康状况良好的BALB/c小鼠制备饲养层细胞，首先眼眶放血，

采集小鼠血清作为阴性血清，然后脱颈处死，用75%的酒精溶液中浸泡10min消毒；将小鼠的四

肢固定后，在小鼠腹腔注入2mL RPMI1640基础液，上下移动小鼠，吸出小鼠腹腔的液体并置于

50mL离心管，此操作重复三次，50mL离心管内的液体即为腹腔巨噬细胞；1000r/min，10min离

心，弃掉上清液，然后用HAT培养基将细胞重悬，转到细胞培养瓶中，置于细胞培养箱中培养，

用于细胞融合。 

3.2.3.3 脾细胞的制备和细胞融合 

融合前准备： 

(1) 材料：镊子 3 把、剪刀 3 把、高温灭菌处理匀浆器 1 个、50mL 无菌离心管 2 个、灭菌的

泡沫板 1 个，融合前放入灭菌台，紫外照射 1h。无菌水提前 37°C 预热、50% PEG(0.8mL)，

37°C 温箱预热。 

(2) 细胞：SP2/0 细胞、小鼠饲养层细胞。 

(3) 培养液：RPMI1640 基础培养基，HAT 培养基。 

融合过程： 

(1) 将加强免疫的 BALB/c 小鼠经眼眶放血杀死，将小鼠置于 75%酒精中浸泡消毒。 

(2) 将消毒好的老鼠固定于解剖板上，取出脾细胞，并将其加入事先准备好的灭菌的匀浆器

中。 

(3) 匀浆器中加入 5mL RPMI1640 基础液，进而分离脾细胞，滴加 10mL RPMI1640 基础液，

静置 2min，将上清转移到另一个无菌的 50mL 离心管中，重复同样的步骤 3 次，取准备

好的 SP2/0 细胞，弃培养基并用适量 RPMI1640 基础培养液冲洗 2 次，加入 5mL RPMI1640

基础培养基吹下 SP2/0 并计数，把 1-2x10
7 个 SP2/0 细胞和脾细胞的充分混合，1000r/min，

离心 8min。 

(4) 将上清弃去，将其置于 37°C 水浴中。然后加入提前预热的 50%PEG 0.8mL，1min 内加

完，加入时不停的搅拌。 

(5) 连续搅拌 30 秒，静置 30 秒，然后缓慢加入 37°C 预热的 RMPI1640 终止液终止。 

(6) 1000r/min 离心 5min，弃上清，将含有腹腔巨噬细胞的 HAT 培养基与融合后的细胞混合，

并添加适量的 HAT 培养基，铺到 96 孔细胞培养板中，约 250μL/孔，置于细胞培养箱中

进行培养。 

3.2.4 阳性杂交瘤细胞的间接 ELISA 筛选 

在融合后第二天来观察是否污染，4 天左右将更换 HT 培养基。待融合细胞集落长密即可进

行抗体的挑选；无菌条件下每孔取出 100μL 细胞培养上清，按照 3.2.2 的间接 ELISA 方法，以纯
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化的 FCV2280 为包被抗原初步筛选出阳性杂交瘤细胞，同时设置阳性对照、阴性对照和空白对

照。参照 3.2.2 方法进行计算 P/N 值，根据 ELISA 结果选择 OD450nm 值较高的融合细胞进行细胞

亚克隆，同时，杂交瘤细胞进行扩大培养和冻存；经 3 次细胞亚克隆后，选择 OD450nm 值高的阳

性细胞逐渐扩大培养。将收集的阳性杂交瘤细胞上清，分别以 FCV2280(400ng/孔)、VP1-B 蛋白

（400ng/孔）和 VP1-E 蛋白（400ng/孔）为包被抗原进行交叉间接 ELISA 分析。 

3.2.5 杂交瘤细胞的亚克隆、冻存和复苏 

3.2.5.1 杂交瘤细胞的亚克隆 

在 OD450nm 测定值较高的细胞孔中加入适量的培养液轻轻吹起孔内细胞，取适量细胞液到离

心管中，将细胞按十倍进行稀释，同时利用细胞计数板进行计数。第 1 次亚克隆用移液器吸取 100

个细胞，用 10mL Clone easy 培养液稀释，混匀后加至 96 孔细胞培养板中培养，每孔添加 100μL。

其余的细胞应及时培养冻存；第一次亚克隆后，待细胞培养液变为黄色时，吸取孔内的培养液进

行间接 ELISA 检测及第 2 次亚克隆。第 2 和第 3 次亚克隆和第 1 次亚克隆采用相同的方法，3 次

亚克隆后，若所有细胞的 ELISA 结果均为阳性，即为能稳定分泌抗 VP1-B 和 VP1-E 蛋白的阳性

杂交瘤细胞株。杂交瘤细胞应及时扩增并冷冻保存。 

3.2.5.2 杂交瘤细胞的冻存和复苏 

间接 ELISA 的方法筛选的阳性孔的杂交瘤细胞扩大培养后应及时对细胞进行冻存。具体步骤

为：用 RPMI1640 基础培养液吹起生长状态良好的阳性杂交瘤细胞，转入离心管中，1000r/min，

5min 离心，同时弃上清。用 1mL 细胞冻存液悬起细胞沉淀并分装到 2mL 细胞冻存管内。把冻存

管放入冻存盒中，-80°C 放置，24h 后转入到液氮罐中冻存。 

杂交瘤细胞的复苏参照 3.2.3.1 进行，刚培养时加入含有 10%Clone easy 杂交瘤完全培养基,

待杂交瘤细胞状态良好时更换杂交瘤完全培养基，当细胞长满时进行传代培养。 

3.2.6 杂交瘤细胞腹水的制备 

用灭菌的石蜡油腹腔注射 8-10 周龄的小鼠 0.5mL/只，将其致敏，一周后，将处于生长状态

良好的的杂交瘤细胞用 PBS 吹起，低速离心三次，用 PBS 将细胞沉淀悬起并稀释，通过腹腔注

射每只接种 5x10
6 个杂交瘤细胞，一周后抽取小鼠腹水，腹水经 12000r/min,离心 1min 后，测定

其效价，并置于-80°C 保存。 

3.2.7 VP1-B、VP1-E MAbs 的生物学特性分析 

3.2.7.1 VP1-B、VP1-E MAbs 的 Western blot 鉴定 

FCV2280、F9、HRB-SS、TIG-1 感染 CRFK 细胞，细胞完全病变后，置于-80°C 反复冻融三

次，12000×g 离心 5min，参照 2.2.2 进行 Western blot 鉴定。按 1:200 用 TBST 稀释阳性杂交瘤细
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胞上清，室温作用 1h，用 TBST 洗涤 3 次，以 1：8000 稀释的荧光标记的羊抗鼠 IgG，室温作用

1h，用 TBST 洗涤 3 次，最后用红外影像扫描仪扫描。 

3.2.7.2 VP1-B、VP1-E MAbs 的 IFA 鉴定 

FCV2280、F9、HRB-SS、TIG-1 毒株感染 CRFK 细胞，12h 后弃去培养液，PBS 小心冲洗细

胞 3 次，甲醇事先在-20°C 预冷，用其将细胞固定；固定后用 PBS 缓慢洗涤 3 次，并分别加入阳

性杂交瘤细胞培养上清，SP2/0 细胞培养上清和 FCV 猫的阳性血清，在 37°C 作用 1h；用 PBS 缓

慢洗涤 3 次，将 FITC 标记的山羊抗鼠 IgG 和 FITC 标记的山羊抗猫 IgG 按 1:500 稀释，37°C 避

光作用 1h；在暗室用 PBS 清洗 3 次，3min/次，清洗完之后置于荧光显微镜下观察并拍照。 

3.2.7.3 VP1-B、VP1-E MAbs 的特异性鉴定 

FcoV、FHV、FPV 毒株分别感染 CRFK 细胞，36h 后参照 3.2.7.2 进行 IFA 试验，同时设置

阳性对照和阴性对照。阳性对照的一抗分别是 FcoV 猫阳性血清、FHV 猫阳性血清、FPV 猫阳性

血清,二抗为 FITC 标记的山羊抗猫 IgG。阴性对照的一抗为 SP2/0 细胞培养上清。 

3.2.7.4 VP1-B、VP1-E MAbs 的亚型鉴定 

将标本检测孔每孔先加入标本稀释液各 50μL。然后 50μL 细胞培养上清液加至酶标板中，每

个样品设置 6 个重复；同时设立阳性对照、阴性对照和空白对照，根据 3.2.4 方法确定其亚型。 

3.2.7.5 VP1-B、VP1-E MAbs 腹水的效价测定 

腹水效价是参照 3.2.4 进行测定。 

3.2.7.6 VP1-B、VP1-E MAbs 的中和活性鉴定 

(1) TCID50测定:待CRFK细胞于96孔细胞培养板中长至90%时，将FCV2280细胞培养液进行

10
-1

-10
-11十倍倍比稀释，分别接种至96孔细胞培养板中，接种量为100μL，每个梯度做4

个重复，最后两列孔均加入等量的DMEM，设为对照组，置于细胞培养箱中培养，48h

后观察细胞病变，最后根据Reed—Muench法计算出FCV2280的TCID50。 

(2) 中和试验的测定:稀释单抗的腹水，加入96孔微量细胞培养板里，倍比稀释，使其稀释至

1:20、1:40、1:80、1:160、1:320、1:640、1:1280、1:2560、1:5120，每个稀释度作3个重

复；将FCV2280稀释至200TCID50与等量的单抗腹水充分混合，于37°C，1h；单克隆抗体

和病毒作用1h后，将100μL混合物加入96孔细胞培养板CRFK细胞中。置细胞培养箱培养，

培养48h后，逐日观察细胞病变效应，72h为终判点。 
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3.3.1 VP1-B、VP1-E MAbs 的 Western blot 鉴定 

FCV2280、F9、HRB-SS、TIG-1 病毒转印到 NC 膜，分别与 VP1-B、VP1-E MAbs 阳性杂交

瘤细胞上清为一抗，荧光标记的山羊抗鼠 IgG 为二抗。结果表明 VP1-B、VP1-E MAbs 均能识别

这 4 株 FCV（图 3.1）。 

 

1：CRFK 细胞；2：FCV-2280；3：F9；4：HRB-SS；5：TIG-1 

图 3.1 6 株单抗与 4 种 FCV 毒株的 Western blot 分析 

Fig3.1 Western blot analysis of 4 different FCV strains 

3.3.2 VP1-B、VP1-E MAbs 的 IFA 鉴定 

FCV2280、F9、HRB-SS、TIG-1 病毒感染 CRFK 细胞杂交瘤细胞的培养上清作 IFA 交叉分

析，结果表明 VP1-B、VP1-E MAbs 均能与 4 株 FCV 反应（图 3.2）。 

3.3 结果 
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A：FCV-2280；B：F9；C：HRB-SS；D：TIG-1；E：阴性对照；阳性对照：一抗为猫的 FCV 阳性血清 

图 3.2 IFA 方法鉴定 VP1-B 和 VP1-E MAbs 

Fig3.2 VP1-B and VP1-E MAbs were identified by IFA 

3.3.3 VP1-B、VP1-E MAbs 特异性分析 

FcoV、FHV、FPV 毒株分别感染 CRFK 细胞进行 IFA 分析，结果表明 6 株单抗均不和 FcoV、

FHV、FPV 毒株反应，特异性良好(图 3.3)。 
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A: FcoV; B:FHV; C:FPV;D:FcoV、一抗为猫 FcoV 阳性血清；E: FHV、一抗为猫 FHV 阳性血清;F: FPV、一抗为

猫 FPV 阳性血清 

图 3.3 6 株单抗与 FcoV、FHV、FPV 毒株的 IFA 分析 

Fig3.3 IFA analysis of FcoV,FHV and FPV strains 

3.3.4 VP1-B、VP1-E MAbs 的亚型鉴定 

根据 SouthernBiotech 公司的单抗亚型鉴定试剂盒鉴定 VP1-B、VP1-E MAbs 的亚型。结果如

表 3.1，结果表明 VP1-B MAbs 4G2、B1E5、B4G4、B4G5 的重链是 IgG1；VP1-E MAbs E2F1 和

E2F6 的重链为 IgG1；6 株 MAbs 的轻链均为 Kappa 链。 
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3.1VP1-B、VP1-E MAbs 的亚型鉴定 

3.1Identification of subtypes of VP1-B and VP1-E MAbs 

Name heavy chain Light  chain 

4G2 

B1E5 

B4G4 

B4G5 

E2F1 

E2F6 

IgG1 

IgG1 

IgG1 

IgG1 

IgG1 

IgG1 

Kappa 

Kappa 

Kappa 

Kappa 

Kappa 

Kappa 

3.3.5 VP1-B、VP1-E MAbs 腹水效价的测定 

通过间接ELISA测得VP1-B MAbs 4G2、B1E5、B4G4、B4G5单抗株腹水的效价约为1:6553600；

VP-E MAbs E2F1 和 E2F6 单抗株腹水效价约为 1:25600 和 1:12800。 

3.3.6 VP1-B、VP1-E MAbs 的中和活性鉴定 

通过中和试验，分别接种 VP1-B、VP1-E MAbs 腹水与 200TCID50 的 FCV2280 混合物的 CRFK

的细胞，48h 后 CRFK 细胞全部病变，证明 6 株 MAbs 均无中和活性。 

3.4 讨论 

在过去 40 多年，单克隆抗体逐步由纯粹的科研工具变为高效的生物制药和诊断试剂用于许

多疾病治疗和诊断。制备单克隆抗体的杂交瘤可以在体外存活并传代，在细胞不发生细胞株的丢

失和细胞发生基因突变的情况下，就可以连续产生高特异性、高同质性和单一生物功能的抗体。

因此单克隆抗体普遍用于 ELISA、流式细胞仪和放射免疫分析等技术。国外 Carter MJ 通过 FCV

的衣壳蛋白获得了两株不同表位的 MAbs(Carter et al., 1989)；Tohya Y 等以纯化的 FCV 为免疫原

共筛选出 18 株中和性单克隆抗体，并检测了这些单克隆抗体和 20 株 FCV 毒株的中和活性，其

中一株单克隆抗体对所有的毒株都具有中和活性，8 株单克隆抗体仅对 F4 毒株具有中和活性，其

其他的单克隆抗体仅对部分毒株具有中和活性(Tohya et al., 1991b, 1991a; Tohya et al., 1997)。

Milton 等以原核表达 FCV 的衣壳蛋白为免疫原制备了 2 株具有中和活性的单克隆抗体和 1 株非

中和活性单克隆抗体(Milton et al., 1992)。Shin 通过以真核表达衣壳蛋白为免疫原制备的单克隆抗

体与 FCV 具有良好的反应性(Shin et al., 1993)。Tajima 等通过以混合的 FCV 为免疫原筛选出一株

广谱的单克隆抗体，此单克隆抗体可以与 36 株 FCV 和 2 株实验室分离的 FCV 具有良好的反应

性(Tajima et al., 1998)。Radford AD 通过制备 MAbs 及表达 VP1 的随机文库鉴定了 VP1 的抗原表

位(Radford et al., 1999)。Geisser 等通过制备 MAbs 和 MVA/T7 疫苗表达系统构建重组嵌合病毒免

https://baike.baidu.com/item/%E9%85%B6%E8%81%94%E5%85%8D%E7%96%AB%E5%90%B8%E9%99%84%E8%AF%95%E9%AA%8C
https://baike.baidu.com/item/%E6%B5%81%E5%BC%8F%E7%BB%86%E8%83%9E%E4%BB%AA
https://baike.baidu.com/item/%E6%94%BE%E5%B0%84%E5%85%8D%E7%96%AB%E5%88%86%E6%9E%90
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carter%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2475582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tohya%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1708228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radford%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10482602
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疫小鼠证实 E 区的 5’高变区和 C 区可产生中和性单克隆抗体，B、D 和 F 区可以诱导产生非中和

性单克隆抗体(Geissler et al., 2002)。国内艾纯旭等用纯化的 FCV 为免疫原制备了 3 株单克隆抗体

并经过筛选的单克隆抗体建立了双夹心 ELISA 检测方法(艾纯旭, 2013)。以上研究表明，无论以

FCV 全病毒为免疫原还是以 FCV 衣壳蛋白 VP1 为免疫原都能筛选到良好的单克隆抗体。 

本研究纯化的FCV2280、VP1-B和VP1-E重组蛋白经Western blot鉴定具有良好的反应原性，

所以将纯化的 VP1-B 和 VP1-E 重组蛋白免疫 BALB/c 小鼠，以 FCV2280 为包被抗原，经过有限

稀释法共筛选出 6 株能稳定分泌抗 FCV2280 的杂交瘤细胞株。与 FCV2280、F9、HRB-SS、TIG-1 

Western blot 和 IFA 分析，结果表明 6 株单克隆抗体与 FCV 有良好的反应原性。亚型鉴定结果表

明，MAbs 的重链是 IgG1，轻链为 Kappa 链，且腹水效价很高。这 6 株单克隆抗体不与 FcoV、

FHV 和 FPV 反应，特异性良好。但经中和试验表明，6 株单克隆抗体并无中和活性，在实验中我

们同时用 VP1-B、VP1-E 蛋白免疫小鼠的血清进行了中和试验，VP1-B 蛋白免疫小鼠的血清不具

有中和活性，VP1-E 免疫小鼠的血清具有中和活性，但中和效价比较低，而在筛选单克隆抗体时

并未筛选到具有中和活性的单抗，可能是产生中和性单克隆抗体的浆细胞比较少或者是在杂交瘤

在传代时会有染色体丢失等原因造成的。本实验成功筛选到了 VP1-B 和 VP1-E 重组蛋白的单克

隆抗体，为 FCV 的基础研究和建立诊断方法奠定了基础。 
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第四章 VP1-B、VP1-E MAbs 抗原表位的鉴定 

4.1 材料 

4.1.1 载体、感受态细胞 

原核表达载体 pET-32a、DH5α 感受态细胞由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所自然疫源性

人兽共患病创新团队保存，其他的参照 2.1。 

4.1.2 主要试剂 

Ex Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、DNAmarker、限制性内切酶 XhoI、BamHI 购自 Thermo 

scientific 公司，其他参照 2.1。 

4.1.3 主要仪器 

参照 2.1。 

4.1.4 主要溶液和培养基的配制 

参照 2.1。 

4.2 方法 

4.2.1 VP1-B MAbs 抗原表位鉴定 

通过逐步截短表达 Western blot 分析的方法鉴定 VP1-B MAbs 4G2、B1E5、B4G4、B4G5 的

抗原表位。首先通过 (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/ABC_submission.html)网站对VP1-B

的抗原表位进行了预测，根据预测结果将 VP1-B 首先分为 3 段，以 pET-B 为模板，设计引物扩

增目的片段，并与 pET-32a 表达载体连接，进行蛋白的分段表达。分段表达的蛋白与 VP1-B MAbs 

4G2、B1E5、B4G4、B4G5 进行 Western blot 分析，根据 Western blot 鉴定的结果进行进一步的截

短，直到 N 端或 C 段减少 1 个氨基酸残基不能和单抗株反应，对单克隆抗体的表位进行精确的

定位。 

4.2.1.1 引物设计 

根据 Genbank 中 FCV2280 株 vp1 基因序列，利用 Oligo7 软件选取其 5’端和 3’端分别设计上
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下游引物，引物是在哈尔滨库美生物技术有限公司来合成的，一部分 vp1-B 截短的基因由库美生

物技术有限公司合成，下划线部分为酶切位点，上游酶切位点为 XhoI，下游酶切位点为 BamHI，

相对应的引物和合成的基因序列如表 4.1 和 4.2。 

表 4.1 VP1-B 截短表达引物序列 

Table 4.1 truncated VP1-B primer sequences 

Name Primer sequences (5’-3’)a           Position Vector         

B1 

 

B2 

 

B3 

 

B1.1 

 

B1.2 

CGCGGATCCATGGCTGATGATGGTTCTATCACG 

CCGCTCGAGTTAAGAGAACCTAACATCAATAGA 

CGCGGATCCATGGCTTGGTCTGGATCTATTGAT 

CCGCTCGAGTTAAGCATAAGGGTTAATGAGATC 

CGCGGATCCATGATGGTGTATAATGATCTCATT 

CCGCTCGAGTTATTCACTAACTGTAACAGTTAT 

CGCGGATCCATGGCTGATGATGGTTCTATCACG 

CCGCTCGAGTTATTGAGTTTCTGTGGTACTCCA 

CGCGGATCCATGTCTGAGTGGGAGGCATTCTTT 

CCGCTCGAGTTAAGAGAACCTAACATCAATAGA 
 

125-220aa 

 

210-300aa 

 

290-397aa 

 

125-184aa 

 

164-220aa 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

  注: a:下划线为引入的酶切位点：上游为 XhoI；下游为 BamHI 
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表 4.2 VP1-B 截短表达合成序列 

Table 4.2 Truncated VP1-B synthetic gene sequences 

Name Synthetic  sequences (5’-3’)a Position Vector 

B1.1.1 

 

 

 

B1.1.2 

 

 

 

B1.1.3 

 

 

 

B1.1.1.1 

 

B1.1.1.2 

 

B1.1.1.1.1 

 

B1.1.1.1.2 

 

B1.1.1.1.3 

 

B1.1.1.1.4 

 

B1.1.1.1.5 

 

B1.1.1.1.6 

GATCCATGGCTGATGATGGTTCTATCACG 

GCCCCTGAGCAAGGAACGGTTGTTC 

TCGAGAACAACCGTTCCTTGCTCAGGGG 

CCGTGATAGAACCATCATCAGCCATG 

GATCCATGGAGCAAGGAACGGTTGTTGG 

TGGGGTCATTGCCGAGCCTAGTGCACAAC 

TCGAGTTGTGCACTAGGCTCGGCAATGAC 

CCCACCAACAACCGTTCCTTGCTCCATG 

GATCCATGGCCGAGCCTAGTGCACAAATGTCAACAG 

CTGCTGATATGGCCACAGGGAAAAGCGTTGACTCTC 

TCGAGAGAGTCAACGCTTTTCCCTGTGGCCATATCA 

GCAGCTGTTGACATTTGTGCACTAGGCTCGGCCATG 

GATCCATGGCTGATGATGGTTCTATCACGGCCC 

TCGAGGGCCGTGATAGAACCATCATCAGCCATG 

GATCCATG ATCACGGCCCCTGAGCAAGGAACGGTTGTTC 

TCGAGAACAACCGTTCCTTGCTCAGGGGCCGTGATCATG 

GATCCATGGCTGATGATGGTTCTATCACGC 

TCGAGCGTGATAGAACCATCATCAGCCATG 

GATCCATG GCTGATGATGGTTCTATCC 

TCGAGGATAGAACCATCATCAGCCATG 

GATCCATG GCTGATGATGGTTCTC 

TCGAGAGAACCATCATCAGCCATG 

GATCCATG GATGATGGTTCTATCACGGCCC 

TCGAG GGCCGTGATAGAACCATCATCCATG 

GATCCATGGATGGTTCTATCACGGCCC 

TCGAGGGCCGTGATAGAACCATCCATG 

GATCCATGGGTTCTATCACGGCCC 

TCGAGGGCCGTGATAGAACCCATG 
 

125-139aa 

 

 

 

134-149aa 

 

 

 

144-184aa 

 

 

 

125-132aa 

 

130-139aa 

 

125-131aa 

 

125-130aa 

 

125-129aa 

 

126-132aa 

 

127-132aa 

 

128-132aa 

pET-32a 

 

 

 

pET-32a 

 

 

 

pET-32a 

 

 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

注：a:下划线为引入的酶切位点：上游为 XhoI；下游为 BamHI 
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4.2.1.2 VP1-B 截短片段的扩增 

以重组质粒 pET-B 为模板，利用上述的上下游引物 PCR 扩增截短的基因，PCR 扩增体系如

下： 

PCR 胶回收产物 15μL 

BamHI 

XhoI 

1μL 

1μL 

ddH2O 26μL 

10×FastDigest green buffer 5μL 

Total volume 50μL 

截短的基因扩增反应条件：95°C，5min、95°C，30s、55°C，30s、72°C，1min、72°C，10min

共 30 个循环。 

4.2.1.3 VP1-B 截短片段蛋白原核表达载体的构建 

PCR 产物与载体 pET-32a 双酶切和连接，PCR 产物通过 2%琼脂糖凝胶分析，同时 PCR 扩增

正确的片段切下，然后通过胶回收和载体连接。胶回收得到的截短 vp1-B基因的PCR产物和合成

的截短 vp1-B 基因，分别用 XhoI、BamHI 双酶切，酶切体系如下： 

 

PCR 胶回收产物 15μL 

BamHI 

XhoI 

1μL 

1μL 

ddH2O 26μL 

10×FastDigest green buffer 5μL 

Total volume   50μL 

原核表达载体 pET-32a 同样由 XhoI 和 BamHI 酶切，反应体系如下： 
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pET-32a 15μL 

BamHI 1μL 

XhoI 1μL 

ddH2O 26μL 

10×FastDigest green buffer 5μL 

Total volume 50μL 

将酶反应体系混合后，置于 37°C水浴 1h。然后根据 PCR纯化试剂盒将双酶切后的基因纯化，

同时用胶回收试剂盒回收双酶切后的 pET-32a 载体。通过 T4 DNA 连接酶将酶切的基因片段和载

体片段连接，连接体系充分混匀后于室温 2h。连接体系如下： 

酶切 pET-32a 载体 1μL 

酶切截短 vp1-B 基因 7μL 

10×T4 DNA Ligase Buffer 1μL 

T4 DNA 连接酶 1μL 

Total volume 10μL 

4.2.1.4 转化、挑菌、菌液 PCR 鉴定 

根据 2.2.4，产物转化至 DH5α 感受细胞，并在 37°C 恒温培养箱培养，待平板长出单菌落后，

在平板上随机挑取单个菌落，分别接种含有 800μL LB 培养基（100µg/mLAmp
+）的离心管中，置

于 37°C 摇床中，培养 12h。将浑浊的菌液进行 PCR 鉴定，PCR 反应进程如 4.2.1.2。用 2%琼脂

糖凝胶鉴定 PCR 产物，PCR 反应体系如下： 

菌液 1μL 

ddH2O 7μL 

2×Taq PCR StarMix 10μL 

上游引物(10pM) 1μL 

下游引物(10pM) 1μL 

Total volume 20μL 

4.2.1.5 重组质粒的提取、鉴定与测序 
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鉴定为阳性细菌液质粒通过试剂盒提取，重组质粒保存于-20°C。同时对提取的质粒通过双

酶切进行鉴定，酶切反应体系充分混匀后于 37°C 反应 1h，然后用 2%琼脂糖凝胶电泳分析鉴定

其阳性。同时取 10μL 阳性质粒，通过哈尔滨库美生物技术有限公司测序，测序结果经 DNAstar

软件比对鉴定。双酶切体系如下： 

重组质粒 8μL 

BamHI 1μL 

XhoI 1μL 

ddH2O 8μL 

10×FastDigest green buffer 2μL 

Total volume 20μL 

4.2.1.6 截短蛋白 Western blot 分析 

参照 2.2.4 进行诱导表达，表达的截短蛋白通过 Western blot 进行分析，结果表明 VP1-B MAbs 

4G2、B1E5、B4G4、B4G5 的抗原表位初步确定在 B1.1.1.1(8aa)，对这 8 个氨基酸残基从 N 端和

C 端进行逐个氨基酸截短表达，对 VP1-B MAbs 4G2、B1E5、B4G4、B4G5 的识别表位进行精确

定位。 

4.2.2 VP1-E MAbs 抗原表位鉴定 

VP1-E MAbs 抗原表位鉴定经(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/ABC_submission.html)

网站首先对 FCV2280 VP1-E 的抗原表位进行了预测，根据预测结果 VP-E 首先分为 2 段，以 pET-E

为模板，设计引物扩增目的片段，与 pET-32a 重组进行分段表达。截短表达的蛋白和 VP1-E MAbs 

E2F1、E2F6 通过 Western blot 鉴定，相应的引物和合成的基因如表 4.3 和 4.4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/ABC_submission.html
http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/ABC_submission.html
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表 4.3 VP1-E 截短表达引物序列 

Table 4.3 Amplification of truncated VP1-E primer sequences 

Name Primer sequences (5’-3’)a Position Vector 

E1 

 

E2 

 

E2.1 

 

E2.2 

CGCGGATCCATGCCTGAAAAGCTTACCCCTGCA 

CCGCTCGAGTTATCCACAGATGTACATACTTTT 

CGCGGATCCATGAACACAAACTTTAAAAGTATG 

CCGCTCGAGTTAATCGGAAGTTTGCACATCATT 

CGCGGATCCATGAACACAAACTTTAAAAGTATG 

CCGCTCGAGTTACGGTGTGATGCTGTTACCTTC 

CGCGGATCCATGAAGAAGATATCTAATACTGCT 

CCGCTCGAGTTAATCGGAAGTTTGCACATCATT 
 

426-470aa 

 

460-524aa 

 

460-499aa 

 

479-524aa 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

注：a:下划线为引入的酶切位点：上游为 XhoI；下游为 BamHI 

表 4.4 VP1-E 截短合成基因序列 

Table 4.4 Truncated VP1-E synthetic gene sequences 

Name Synthetic  sequences (5’-3’)a Position Vector 

E2.1.1 

 

 

 

E2.1.2  

 

 

 

E2.1.2.1 

 

E2.1.2.2 

 

GATCCATGAACACAAACTTTAAAAGTATGTACA 

TCTGTGGATCAC 

TCGAGTGATCCACAGATGTACATACTTTTAAAGT 

TTGTGTTCATG 

GATCCATGTACATCTGTGGATCATTGCAAAGAGC 

TTGGGGTGACAAGC 

TCGAGCTTGTCACCCCAAGCTCTTTGCAATGATC 

CACAGATGTACATG 

GATCCATGTACATCTGTGGATCATTGCAAAGAC             

TCGAGTCTTTGCAATGATCCACAGATGTACATG 

GATCCATGTTGCAAAGAGCTTGGGGTGACAAGC 

TCGAGCTTGTCACCCCAAGCTCTTTGCAACATG 

 

460-471aa 

 

 

 

467-499aa 

 

 

 

467-479aa 

 

475-499aa 

 

pET-32a 

 

 

 

pET-32a 

 

 

 

pET-32a 

 

pET-32a 

 

   注：a:下划线为引入的酶切位点：上游为 XhoI；下游为 BamHI 

参照 4.2.1 对 VP1-E 进行截短表达和 Western blot 分析，VP1-E MAbs E2F1、E2F6 的抗原表

位初步确定在短肽 E2.1.2.1(
467

YICGSLQRAWGDK
479

 这 13 个氨基酸残基)，对这 13 个氨基酸残

基做从 N 端和 C 端进行逐个截短合成短肽，对 VP1-E MAbs E2F1、E2F6 的抗原表位进行精确定

位，合成的短肽如表 4.5，用 ELISA 鉴定合成的短肽。方法参照 3.2.2，以合成的短肽为包被抗原，

用 VP1-E MAbs E2F1、E2F6 进行检测。 
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表 4.5VP1-E 截短合成的短肽序列 

Table 4.5 Short peptide sequence of VP1-E truncated synthesis 

Name Amino acid sequence Position Name Amino acid sequence Position 

1 ICGSLQRAWGDK 468-479aa 9 WGDK 476-479aa 

2 CGSLQRAWGDK 469-479aa 10 YICGSLQRAWGD 467-478aa 

3 GSLQRAWGDK 470-479aa 11 YICGSLQRAWG 467-477aa 

4 SLQRAWGDK 471-479aa 12 YICGSLQRAW 467-476aa 

5 LQRAWGDK 472-479aa 13 YICGSLQRA 467-475aa 

6 QRAWGDK 473-479aa 14 YICGSLQR 467-474aa 

7 RAWGDK 474-479aa 15 YICGSLQ 467-473aa 

8 AWGDK 475-479aa   

4.2.3 VP1-B、VP1-E MAbs 抗原表位的保守性分析 

应用 MEGA6.0 软件比对 NCBI(National Center for Biotechnology Information)数据库中已经发

布的 FCV 序列，分析 VP1-B、VP1-E MAbs 抗原表位的保守性。为了进一步确定 VP1-B、VP1-E 

MAbs 的抗原表位序列比对中突变的氨基酸是否影响制备的抗体和鉴定的表位结合，根据表位序

列比对，合成含有突变氨基酸密码子的表位基因序列并进行原核表达，含有突变氨基酸密码子的

表位基因氨基酸序列如表 4.6 和 4.7。合成含有突变氨基酸密码子的表位基因序列与载体 pET-32a

连接，构建重组质粒并参照 4.2.1 进行鉴定。 

表 4.6 VP1-B MAb 表位突变氨基酸的短肽序列 

Table 4.6 Short peptide sequence of epitope mutant amino acids of VP1-B MAb 

Name Amino acid sequence Position Name Amino acid sequence Position 

BT1 DGDGSITA 126-132aa BT5 DDGSVTA 126-132aa 

BT2 DSDGSITA 126-132aa BT6 DDGSIVA 126-132aa 

BT3 DDSSITA 126-132aa BT7 DDGSITS 126-132aa 

BT4 DDASITA 126-132aa BT8 DDGSITT 126-132aa 

  注：红色字体表示突变的氨基酸 

表 4.7 VP1-E MAb 表位突变氨基酸的短肽序列 

Table 4.7 Short peptide sequences of epitope mutant amino acids of VP1-E MAb 

Name  Amino acid sequence Position 

E-T  YICGALQRAWG 467-477aa 

   注：红色字体表示突变的氨基酸 
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4.3.1 VP1-B MAbs 抗原表位鉴定 

截短表达的蛋白通过 Western blot 进行鉴定，结果表明 VP1-B MAbs 4G2、B1E5、B4G4、B4G5

与短肽 B1 特异性反应，结果表明，MAbs 4G2、B1E5、B4G4、B4G5 所识别的抗原表位位于

125-220aa 之间。然后将 B1 进一步截短表达及 Western blot 分析，如此进行重复的操作，第四次

截短表达表位定位在 125-132aa，对此氨基酸序列的 N 端和 C 端进行逐个截短表达，以对 VP1-B 

MAbs 4G2、B1E5、B4G4、B4G5 的抗原表位进行精确定位（图 4.1）。最终将 VP1-B MAbs 4G2、

B1E5、B4G4、B4G5 的抗原表位精确至 126
DDGSITA

132。 

4.3 结果 
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N:His 标签的蛋白；A：B1~B3 表达蛋白被 VP1-B MAbs 鉴定；B：B1.1~B1.2 表达蛋白被 VP1-B MAbs 鉴定；C：

B1.1.1~B1.1.3 表达蛋白被 VP1-B MAbs 鉴定；D：B1.1.1.1~B1.1.1.2 表达蛋白被 VP1-B MAbs 鉴定；E: 

B1.1.1.1.1~B1.1.1.1.6 表达蛋白被 VP1-B MAbs 鉴定；F：所有截短的表达的蛋白被 anti-His antibody 鉴定 

图 4.1 通过 Western blot 鉴定 VP1-B MAbs 的抗原表位 

Fig 4.1VP1-B MAbs epitope mapping by Western blot analysis 
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4.3.2 VP1-E MAbs 抗原表位鉴定 

对 VP1-E 初步截短表达和 Western blot 分析表明，MAbs E2F1、E2F1 与短肽 E2 呈特异性反

应，表明，MAbs E2F1、E2F6 所识别的抗原表位位于 460-524aa 之间。然后将 E2 进一步截短表

达并通过 Western blot 分析，如此进行相同的操作，第四次截短表达表位定位在 467-479aa，对此

氨基酸序列的 N 端和 C 端进行逐个截短合成短肽，以对 MAbs E2F1、E2F6 的抗原表位进行精确

定位（图 4.2）。ELISA 分析结果表明，当 N 端 467
Y 缺失后 MAbs E2F1、E2F6 不予其反应；当 C

端 477
G 缺失后 MAbs E2F1、E2F6 不与短肽反应，最终将 MAbs E2F1、E2F6 的抗原表位精确到

467
YICGSLQRAWG

477。 

 

N:His 标签的蛋白；A：E1~E2 表达蛋白被 VP1-E MAbs 鉴定；B：E2.1~E2.2 表达蛋白被 VP1-E MAbs 鉴定；C：

E2.1.1~E2.1.2 表达蛋白被 VP1-E MAbs 鉴定；D：E2.1.2.1~E2.1.2.2 表达蛋白被 VP1-E MAbs 鉴定；E:所有截短的

表达的蛋白通过 anti-His antibody 鉴定; F: 467-479aa 逐步截短合成短肽通过 ELISA 方法鉴定 

图 4.2 通过 Western blot 和 ELISA 方法鉴定 VP1-E MAbs 的抗原表位 

Fig 4.2 VP1-E MAbs epitope mapping by Western blot and ELISA analysis 
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4.3.3 VP1-B、VP1-E MAbs 抗原表位保守性分析 

为分析识别 VP1-B 和 VP1-E MAbs 抗原表位的保守性，将鉴定的抗原表位与 NCBI 公布的

FCV VP1 的氨基酸序列进行了比对分析（图 4.3 和图 4.4）。比对结果表明 126
DDGSITA

132 的抗原

表位与所有毒株之间比较，此表位不保守。与 FCV2280 毒株相比 G 和 S 插入在 126
D 和 127

D 之间、
128

G 突变为 128
S 和 128

A、130
I 突变为 130

V、131
T 突变为 131

V、132
A 突变为 132

S 和 132
T；

467
YICGSLQRAWG

477 抗原表位与所有毒株之间比较，此表位相对保守。与 FCV2280 毒株相比 471
S

突变为 471
A，表位中的其他氨基酸是保守的。 

 

图 4.3VP1-B MAb 抗原表位序列比对 

Fig 4.3Sequence Alignment of VP1-B MAb epitope  
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图 4.4 VP1-E MAb 的抗原表位序列比对 

Fig 4.4 Sequence Alignment of VP1-E MAb epitope 

为了进一步分析 VP1-B、VP1-E MAbs 的抗原表位中的突变的氨基酸是否和表位突变的氨基

酸结合，根据 NCBI 中序列比对的结果，合成含有突变氨基酸密码子的表位基因序列并进行原核

表达，将表达的蛋白与 VP1-B MAb 进行 Western blot 分析如图 4.5(A 和 B)，结果表明 129
I 突变为

129
V 将失去反应能力，132

A 突变为 132
T 将失去反应能力。由此推测序列比对中的毒株 I130V 和

A132T 发生突变后可能和本研究制备的 VP1-B MAb 失去反应能力。将表达的蛋白与 VP1-E MAb

进行 Western blot 分析如图 4.5(C 和 D)，结果表明 G471A 突变后仍与 VP1-E MAb 发生反应。由

此推测序列比对中的毒株 G471A 发生突变后可能和本研究制备的 VP1-E MAb 发生反应。 
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A：VP1-B MAb 表位突变表达的短肽通过 4G2 鉴定；B: VP1-B MAb 表位突变 

的表达的短肽通过 anti-His antibody 鉴定；C：VP1-E MAb 表位突变表达的短肽通 

过 E2F1 鉴定；D：VP1-E MAb 表位突变表达的短肽通过 anti-His antibody 

图 4.5 通过 Western blot 鉴定 VP1-B、VP1-E MAbs 突变的抗原表位 

Fig 4.5 VP1-B、VP1-E MAbs the mutated epitopes by Western blot analysis 

4.4 讨论 

目前，鉴定抗原表位的方法主要有噬菌体展示法、肽探针法以及合成重叠短肽用相应单克隆

抗体的鉴定，阳性片段即为单克隆抗体的抗原表位。VP1为FCV的衣壳蛋白，VP1-B位于125-397aa，

目前VP1-B的表位并无报道，VP1-E区大约在426-524aa之间，含有FCV的中和抗原表位；E区被28

个保守碱基(conE)分成5’端(99bp)和3’端(102bp)高变区(HRV)，有人认为FCV不同菌株的交叉反应

性与其conE有关。Milton等通过制备单克隆抗体和构建重组质粒原核表达证实VP1在422-458aa存

在中和性表位(Milton et al., 1992)。Shin等通过制备单克隆抗体和构建VP1的cDNA文库证实FCV

有3个中和性表位为构象表位，有4个为线性表位，它们分别位于VP1的381-454的74aa之间(Shin et 

al., 1993)。Radford AD等通过制备单克隆抗体和表达VP1的随机文库证实在415-421aa、445-451aa、

451-457aa和475-479aa存在B细胞线性表位 (Radford et al., 1999)。Tohya首次发现VP1含有7个中和

表位，同时有2个构象表位存在426-460aa，4个线性表位存在490-520aa。Geisser等通过制备MAb

和MVA/T7疫苗表达系统构建重组嵌合病毒免疫小鼠证实E区的5’高变区和C区存在中和性单克隆

抗体的表位。  

本研究进一步鉴定了制备的单克隆抗体的抗原表位，将VP1-B进行截短原核表达、VP1-E进

行截短表达及合成短肽，最后通过Western blot和ELISA鉴定，结果表明4G2、B1E5、B4G4、B4G5

识别的抗原表位均为126
DDGSITA

132、E2F1和E2F6识别表位467
YICGSLQRAWG

477，本研究鉴定的

这两个表位均为线性表位且这两个表位都是首次发现并未有报道。通过序列比对结果表明，抗原

表位125
DDGSITA

131不保守，而抗原表位467
YICGSLQRAWG

477相对保守。根据序列比对，将突变

表位的基因表达，通过Western blot鉴定，结果表明I129V突变后将失去反应能力，A132T突变后

将失去反应能力；467
YICGSLQRAWG

477的G471S突变后仍与VP1-E MAb发生反应。但这两个表位

发生突变的毒株是否与本研究制备的单抗发生反应仍需要进一步去鉴定。本研究鉴定的表位可为

了解VP1的抗原性变异和建立有效的FCV检测方法奠定基础。 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radford%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10482602
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第五章 全文结论 

1. 本实验成功纯化了 FCV2280 病毒粒子和原核表达的 VP1-B、VP1-E 重组蛋白，且 VP1-B、

VP1-E 重组蛋白和 FCV2280 具有良好的反应原性。 

2. 本实验成功制备了 1 株针对 VP1-B MAb，1 株针对 VP1-E 蛋 MAb，这 2 株 MAbs 和

FCV2280、TIG-1、HRB-SS、F9 具有良好的反应性；重链均为 IgG1，轻链均为 Kappa

链；中和试验表明无中和活性。 

3. VP1-B MAb 识别的抗原表位为 126
DDGSITA

132，VP1-E MAb 识别抗原表位为
467

YICGSLQRAWG
477。 
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