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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

aa Amino acid 氨基酸 

ADE Antibody-dependent enhancement 抗体依赖性增强 

Amp Ampicillin 氨苄青霉素 

BBB Blood brain barrier 血脑屏障 

BHK Baby hamster kidney cell 幼仓鼠肾细胞 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

BSL Biosafety level 生物安全等级 

CDRs  Complementarity determining regions 互补决定区 

DENV Dengue virus 登革病毒 

ELISA  Enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附测定 

Eecto Envelope ectodomain 包膜蛋白胞外区 

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附测定 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

FPLC                                          Fast protein liquid chromatography 快速蛋白液相色谱 

IFA Immunofluorescence assay 免疫荧光试验 

IgG Immunoglobulin G 免疫球蛋白 G 

JEV Japanese encephalitis virus 日本脑炎病毒 

Kana Kanamycin 卡那霉素 
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MOI Multiplicity of infection 感染复数 

ORF Open reading frame 开放读码框 

PRNT Plaque reduction neutralization test 空斑减少中和试验 

RdRp RNA-dependent RNA polymerase 
RNA 依赖的 RNA 聚

合酶 

RLU Relative light unit 相对光强度 

RVP Reporter virus particle 报告病毒颗粒 

SDS-PAGE 
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel  

electrophoresis 
聚丙烯酰胺凝胶电泳 

TBE Tick-borne encephalitis 森林脑炎 

TBEV Tick-borne encephalitis virus 森林脑炎病毒 

TMB Tetramethyl benzidine 四甲基联苯胺 

VLP                                                              Virus like particle   病毒样颗粒 

WNV West nile virus 西尼罗病毒 

ZIKV Zika virus 寨卡病毒 
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中文摘要 
 

森林脑炎病毒又称蜱传脑炎病毒（Tick-borne encephalitis virus，TBEV），经蜱

虫传播，可引起以急性中枢神经系统病变为特征的森林脑炎（Tick-borne encephalitis，

TBE）（又称为俄罗斯春夏脑炎）。每年全球报道的森林脑炎病例超过 10000 例，主

要流行于东欧、北欧、俄罗斯，我国东北和西北林区也有流行。TBEV 致死率较高

且伴有长期的神经精神后遗症，目前尚无特异性治疗药物。因此，TBEV 感染是严

重的公共卫生问题之一。 

TBEV 基因组为单股正链 RNA，其开放读码框（Open reading frame，ORF）编

码 3 种结构蛋白（C、PrM、E）和 7 种非结构蛋白（NS1、NS2A、NS2B、NS3、

NS4A、NS4B、NS5）。其中包膜蛋白 E 与宿主细胞受体结合介导病毒入胞，可诱导

机体产生保护性中和抗体，是疫苗的主要抗原成分，也是血清学诊断的主要靶标。

E 蛋白主要四个结构域组成，DⅠ、DⅡ和 DⅢ三个结构域构成了 E 蛋白胞外区

（Envelope ectodomain，Eecto），DⅣ为茎区和跨膜锚定区。Eecto 暴露于病毒表面，

在胰蛋白酶处理病毒粒子后可脱落，也称为可溶性 E 蛋白（souble Envelope，sE），

其晶体结构与完整病毒颗粒 E 蛋白基本一致，含有 E 蛋白几乎所有的抗原表位。结

构蛋白 PrME 在细胞中表达后可形成病毒样颗粒（virus like particle，VLP），与病毒
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具有相似的空间结构，将其转染复制子细胞后制备的报告病毒颗粒（Reporter virus 

particle，RVP）可用于血清及抗体的中和活性评价。 

本研究以我国主要流行的 TBEV 森张株为对象，首先化学合成密码子优化的

Eecto序列，构建原核表达载体进行表达与纯化，纯化蛋白免疫小鼠评价血清抗体活

性；采用杂交瘤技术制备 Eecto 单克隆抗体，分别从效价、特异性及交叉反应性评

价 Eecto 特异性单克隆抗体；最后以实验室构建的黄热病毒复制子稳转细胞系为基

础制备含有报告基因的 TBEV-RVP，对获得的单克隆抗体进行中和活性评价。相关

研究方法及结果： 

1. TBEV-E 蛋白胞外区的原核表达、纯化及免疫原性鉴定； 

首先从 Genbank 数据库检索 TBEV 森张株的基因序列，选择 Eecto 序列并进行

大肠杆菌密码子优化和化学合成。将 Eecto 基因克隆入原核表达载体 pET28a 中构建

重组质粒 pET28a-TBEV-Eecto。重组质粒经 PCR 鉴定，扩增出了分子量约为 1,200 

bp 的特异性条带，与理论大小一致；双酶切后的条带，符合预期大小；测序结果显

示 Eecto 序列无误。 

其次将 pET28a-TBEV-Eecto转化BL21感受态，经 1 mM/L IPTG小量诱导表达，

SDS-PAGE显示Eecto蛋白以包涵体的形式表达；大量诱导表达后离心收集菌体提取

包涵体，经6M 盐酸胍（Gua-HCl）溶解后在复性缓冲液作用下获得可溶性蛋白，后

者经超滤及 Ni 预装柱亲和层析纯化，最后再经超滤去除咪唑，SDS-PAGE 分析显示

获得纯度较高的 TBEV-Eecto 蛋白，利用组氨酸标签抗体进行蛋白印迹试验

（Western blotting，Western blot），结果显示目的条带特异，与预期大小一致。 

为鉴定 TBEV-Eecto的免疫原性，取 20 μg TBEV-Eecto蛋白与佐剂混合后肌肉接

种免疫小鼠。第 3 周后以同样方式加强免疫 1 次，第 5 周后鼠尾采血。以 TBEV-

PrME 真核表达质粒转染的 293T 细胞为对象，利用上述免疫血清做为一抗进行免疫

印迹（Western blot）和免疫荧光测定（Immunofluorescence assay，IFA）实验。

Western blot 结果显示特异条带与 TBEV-E 蛋白大小一致，IFA 结果显示在表达了

TBEV-PrME 的细胞存在特异性绿色荧光。该结果表明 TBEV-Eecto 蛋白免疫的小鼠

血清能够识别真核表达的 E 蛋白，提示 Eecto 蛋白具有良好的免疫原性。 

2. TBEV-E 蛋白胞外区的单克隆抗体制备及初步评价 

为制备 Eecto 的单克隆抗体，利用间接 ELISA 法测定上述 Eecto 蛋白免疫小鼠
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血清，选取免疫血清经 1：1000稀释后的 OD480nm最高的 2只小鼠分离脾细胞。将脾

细胞和小鼠骨髓瘤 Sp2/0 细胞以 PEG 1500 为促融剂进行融合，融合后先后经 HAT

和 HT 培养基选择性培养，利用间接 ELISA 法测定杂交瘤细胞上清的效价，选取效

价较高的细胞孔进行有限稀释法克隆化，经过 4 次克隆化得到稳定表达 Eecto 蛋白

特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞，共 6 株。抗体亚类分型显示，2H8H4 和 2E3G6 的

抗体亚型为 IgG1 型，而 3C5D4、4H10D4、4H3B11 、2B11H4 均为 IgG2b 型，6 株

单克隆抗体的轻链均为 к链。随后将 6株细胞分别注射石蜡油预处理过的 BALB/c小

鼠，制备腹水后检测效价，结果显示有 4株单抗效价可达 1：106，2株仅为1：103。  

为进一步分析 Eecto 蛋白单克隆抗体的特异性和交叉反应性，首先以真核细胞

表达 TBEV-PrME 的为抗原，采用 6 株单抗的腹水为一抗进行 Western blot 和 IFA 实

验，Western blot 结果显示 2E3G6 可结合 TBEV-E 蛋白的线性表位，IFA 结果显示除

2E3G6外5株单抗均可结合TBEV-E蛋白的空间构象表位；再以pCAGGS-YFV-PrME

和 pCAGGS-ZIKV-PrME 转染 BHK 细胞，日本脑炎病毒（Japanese encephalitis virus，

JEV）和登革病毒（Dengue virus，DENV）2 型感染 BHK 细胞制备抗原片，IFA 结

果显示 2H8H4、3C5D4、4H3B11 和 2B11H4 与 JEV 存在交叉反应性，3C5D4、

4H3B11、4H10D4与 DENV2存在交叉反应，6株单抗与与黄热病病毒（Yellow fever 

virus，YFV）以及寨卡病毒（Zika virus，ZIKV）均无交叉反应。进一步用 protein G

色谱柱对腹水进行亲和层析纯化，除 2H8H4 外其它 5 株均纯化得到抗体，SDS-

PAGE 显示获得的单克隆抗体纯度较好。  

为评价上述获得 Eecto 蛋白单克隆抗体的中和活性，我们利用 TBEV-RVP 对上

述抗体进行中和活性评价。首先构建了 pCAGGS-TBEV-C 表达质粒，将其该质粒与

pCAGGS-TBEV-PrME 表达载体共转染 YFV 复制子细胞（本室构建）制备 TBEV-

RVP，将纯化后的抗体以不同浓度与 TBEV-RVP 在 37℃孵育后感染 BHK 细胞，最

后测定相对光强度（Relative fluorescence unit，RLU）判定抗体的中和效果，结果显

示 5 个单抗均不能抑制 TBEV-RVP 对 BHK 细胞的感染，提示单抗无中和活性。 

结论： 

本研究成功在大肠杆菌中表达并纯化了TBEV-Eecto蛋白，具有较好的免疫原性，

制备了 6 株单克隆抗体，与同属黄病毒间存在不同程度的交叉反应，成功制备了

TBEV-RVP。本研究为 TBEV 的研究提供了一定的实验材料基础。 



空军军医大学硕 士 学 位 论 文 

-6- 

 

关键词：TBEV；E 蛋白；胞外区；原核表达；单克隆抗体；报告病毒颗粒 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



空军军医大学硕 士 学 位 论 文 

-7- 

 

 

Prokaryotic expression, purification and Monoclonal 

Antibody preparation of ectodomain of E protein of 

TBEV Senzhang strain 

 

Candidate for master: Chen Yang 

Supervisor: Lei Yingfeng Associate professor 

Tutor: Ye Chuantao Lecturer 

Department of Microbiology and pathogenic Biology, School of basic Medicine, Air Force 

Medical University  

Xi’an  710032, China 

Sponsored Programs: Military Medical talents support Program of Air Force Medical 

University（2020rcfclyf） 

 

Abstract 
 

Forest encephalitis virus, also known as tick-borne encephalitis virus (TBEV), is 

transmitted by ticks and can cause forest encephalitis characterized by acute central nervous 

system lesions (also known as Russian spring/summer encephalitis TBE). More than 10,000 

cases of forest encephalitis are reported globally each year, mainly in Eastern and Northern 

Europe, Russia, and also in the northeastern and northwestern forest areas of China. TBEV 

is associated with long-term neuropsychiatric sequelae and has no specific treatment. 

Therefore, TBEV infection is one of the serious public health problems. 

The genome of TBEV is a single-positive-stranded RNA, and its Open reading frame 

(ORF) encodes three structural proteins (C, PrM, and E) and seven non-structural proteins 

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5). The envelope protein E is the main 

structural protein, which binds to host cell receptors to mediate virus entry into cells and 
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induce protective neutralizing antibodies in the body, and is the main antigenic component 

of the vaccine, and the main target for serological diagnosis. The E protein consists of four 

main structural domains: DI, DII, and DIII, which form the ectodomain of the E protein 

(Envelope ectodomain, Eecto)，and DIV, which is the stem region and transmembrane 

anchoring region. Eecto is exposed to the surface of the virus and can be shed upon treatment 

of virion by trypsin. It is also known as the soluble E protein (soluble Envelope, sE), which 

has a crystal structure consistent with the E protein on intact viral particles and contains 

almost all of the antigenic epitopes of the E protein. After the expression of structural protein 

PrME in cells, virus like particle (VLP) can be formed, which has a similar spatial structure 

to virus. The Reporter virus particle, prepared by transfecting PrMe into replicant cells, RVP 

can be used to evaluate the neutralizing activity of serum and antibody. 

In this study, the main prevalent strain of TBEV Senzhang in China were selected to 

study. Firstly, codon-optimized Eecto sequences was chemically synthesized and a 

prokaryotic expression vector was constructed for expression and purification; Preparation 

of Eecto specific monoclonal antibodies using hybridoma technology, and evaluation of 

Eecto specific monoclonal antibodies based on their potency, specificity, and cross reactivity. 

Finally, TBEV-RVP containing the reporter gene were prepared based on the stable 

transformation cell line of yellow fever virus replicon constructed in the laboratory, and the 

neutralizing activity of the obtained monoclonal antibody was evaluated. The ralated study 

methods and results are as follows: 

1. prokaryotic expression, purification, and immunogenicity indentification of the 

extracellar of the TBEV-E protein. 

Firstly, the gene sequence of the TBEV Senzhang strain was retrieved from the 

GenBank database, and the Eecto sequence was selected for E. coli codon optimization and 

chemical synthesis. The Eecto gene was cloned into the prokaryotic expression vector 

pET28a to construct the recombinant plasmid pET28a-TBEV-Eecto. The recombinant 

plasmid was identified by PCR, and a specific band with a molecular weight of 

approximately 1,200 bp was amplified, which was consistent with the theoretical size; The 

band after double enzyme digestion was in line with the expected size; The sequencing 
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results showed that the Eecto sequence was correct. 

Next, pET28a-TBEV-Eecto was transformed into the BL21 receptor state, and induced 

to be expressed in small amounts by 1 mM/L IPTG. SDS-PAGE showed that the Eecto 

protein was expressed in the form of an inclusion body; After a large amount of induced 

expression, the inclusion bodies were collected by centrifugation, and dissolved in 6M 

guanidine hydrochloride (Gua HCl) to obtain soluble proteins under the action of refolding 

buffer. The latter was purified by ultrafiltration and affinity chromatographic purification by 

a Ni preloading column. Finally, imidazole was removed by ultrafiltration. SDS-PAGE 

analysis showed that high purity TBEV-Eco protein was obtained. Western blotting 

(Western blot) was performed using histidine labeled antibodies, The results showed that 

the target band was specific and consistent with the expected size. 

To indentify the immunogenicity of TBEV-Eecto, 20 μg of TBEV-Eecto protein was 

mixed with adjuvant, and the mice were immunized by intramuscular injection. Strengthen 

immunity once in the same way after the third week, and collect blood from the tail of the 

mouse after the fifth week.The 293T cells transfected with the TBEV-PrME eukaryotic 

expression plasmid, the above immune serum was used as the primary antibody for Western 

blot and immunofluorescence assay (IFA) experiments. The Western blot results showed 

that the specific bands were consistent with the size of TBEV-E protein, while the IFA results 

showed the presence of specific green fluorescence in cells expressing TBEV PrME. This 

result indicates that the serum of mice immunized with TBEV-Eecto protein can recognize 

eukaryotic expressed E protein, indicating that Eeco protein has good immunogenicity. 

2. Preparation and preliminary evaluation of monoclonal antibodies against the 

extracellular domain of TBEV-E protein 

To prepare monoclonal antibodies against Eecto, indirect ELISA was used to determine 

the serum of mice immunized with the above-mentioned Eecto protein. Two mice with the 

highest OD480nm of the immune serum after 1:1000 dilution were selected to prepare spleen 

cells. Spleen cells and mouse myeloma Sp2/0 cells were fused with PEG 1500 as a fusion 

promoter. After fusion, they were selectively cultured in HAT and HT media, and the titer 

of the supernatant of the hybridoma cells was determined using indirect ELISA. Cells with 
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higher titer were selected for limited dilution cloning. After 4 rounds of cloning, a total of 6 

hybridoma cells stably expressing Eeco protein specific monoclonal antibodies were 

obtained. The antibody subtypes of 2H8H4 and 2E3G6 were IgG1 type, while 3C5D4, 

4H10D4, 4H3B11, and 2B11H4 were IgG2 b type. The light chains of the six monoclonal 

antibodies were к Chain. Subsequently, 6 cell lines were injected into BALB/c mice 

pretreated with paraffin oil to prepare ascites and detect their titers. The results showed that 

4 monoclonal antibodies had a titer of 1:106, while 2 were only 1:103. 

In order to further analyze the specificity and cross reactivity of Eecto protein 

monoclonal antibodies, the ascites of six monoclonal antibodies expressing TBEV PrME in 

eukaryotic cell were used as the first antibody to carry out Western blot and IFA experiments. 

Western blot results showed that 2E3G6 could bind to the Linear List of TBEV-E protein, 

and IFA results showed that all five monoclonal antibodies except 2E3G6 could bind to the 

spatial conformational epitope of TBEV-E protein; Then, BHK cells were transfected with 

pCAGGS-YFV-PrME and pCAGGS-ZIKV-PrME, and BHK cells were infected with 

Japanese encephalitis virus (JEV) and dengue virus (DENV) type 2 to prepare antigen plates. 

The IFA results showed that 2H8H4, 3C5D4, 4H3B11, and 2B11H4 had cross reactivity 

with JEV, 3C5D4, 4H3B11, 4H10D4 had cross reactivity with DENV2. Six monoclonal 

antibodies did not cross-react with yellow fever virus (YFV) or Zika virus (ZIKV). Further 

affinity chromatography was performed on the ascites using protein G chromatography 

column, and all 5 strains except 2H8H4 were purified to obtain antibodies. SDS-PAGE 

showed that the obtained monoclonal antibodies had good purity. 

To evaluate the neutralizing activity of the Eeco protein monoclonal antibody obtained 

above, we used TBEV RVP to evaluate the neutralizing activity of the above antibodies. 

First, the pCAGGS-TBEV-C expression plasmid was constructed, and the plasmid was co 

transfected with the pCAGGS-TBEV-PrME expression vector into YFV replicon cells 

(constructed in our laboratory) to prepare TBEV-RVP. The purified antibody was incubated 

with TBEV-RVP at different concentrations at 37 ℃ and then infected BHK cells. Finally, 

the relative light intensity (RLU) was measured to determine the neutralizing effect of the 

antibody. The results showed that none of the five monoclonal antibodies could inhibit the 
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infection of TBEV-RVP on BHK cells. It indicates that monoclonal antibodies have no 

neutralizing activity. 

Conclusion： 

In this study, TBEV-Eecto protein was successfully expressed and purified in E. coli, 

and showed better immunogenicity. Six monoclonal antibodies were prepared , and  were 

cross reactive with  four kinds of flavivirus of the same genus. TBEV RVP was successfully 

prepared. This study provides a certain experimental material for the study of TBEV. 

 

Keywords: TBEV; E protein; ectodomain; prokaryotic expression; monoclonal antibody; 

Reporter virus particle. 
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前    言 
 

TBEV 属于黄病毒科黄病毒属成员[1]，主要通过蜱虫叮咬或者食用未经灭菌的

乳制品传播感染[2]。TBEV 感染引起森林脑炎是除了莱姆病（病原体为伯氏疏螺旋

体）以外最主要的人类蜱传疾病。TBEV 于 1937 年首次在俄罗斯被分离出来，后主

要流行于欧洲和亚洲的许多国家，目前每年全球报道的病例仍在10,000例以上[3, 4]。

TBEV 根据地域分布不同分为 3 个亚型：欧洲亚型（TBEV-Eu）、西伯利亚亚型

（TBEV-Sib）以及远东亚型（TBEV-FE），其中在我国传播流行的主要为 TBEV-

FE[5]。我国 TBEV 的主要疫区分布在吉林、黑龙江和内蒙古等林区，新疆、云南、

西藏等省份也有 TBEV 流行[6]。TBEV 主要引起急性的中枢神经系统疾病，致死率

较高，恢复者大都存在感觉障碍和瘫痪等后遗症 [3]。目前尚无特异有效的 TBEV 治

疗药物，临床主要以对症治疗为主。加强 TBEV 的基础及应用研究对于其防控具有

重要意义。 

TBEV 为单股正链 RNA 病毒，基因组的长度约 11,000 nt，由一个 ORF 和两侧

的 5´和 3´非翻译区（UTR）组成。ORF 编码一个多聚蛋白前体，分为三种结构蛋白

(C、PrM 和 E)和七种非结构蛋白(NS1、NS2A、NS2B、NS3、NS4A、NS4B 和

NS5)[7, 8]。其中 E 蛋白是病毒主要的结构蛋白，位于病毒颗粒的表面，参与细胞受

体识别、病毒入胞以及病毒-细胞膜融合，而且也是病毒的主要保护性抗原，可诱导

产生中和抗体[9, 10]。E 蛋白由跨膜锚定区和胞外区组成，其胞外区可分为三个结构

域：DⅠ、DⅡ和 DⅢ[11]。N 端糖基化的 DⅠ位于中间，一侧是包含融合环肽的 DII，另

一侧则是具有免疫球蛋白样折叠的 DIII 且该区域富含中和表位[10]。 

TBEV-E 蛋白的表达是其功能研究的重要基础。目前 E 蛋白的表达存在多种形

式，如 E 蛋白全长、Eecto、E DIII 以及 E 蛋白和 PrM 蛋白共表达形成病毒样颗粒

（Virus like particle，VLP），在 TBEV诊断、疫苗等研究方面已经得到应用。譬如，

E DIII 做为疫苗的组分具有较强的诱导中和抗体效应，VLP 可替代灭活病毒抗原用

于检测[1]。TBEV-Eecto 蛋白经原核系统表达纯化后，晶体结构显示其与病毒表面的

E 蛋白结构相似，其抗原性还少有报道[2]。 
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本研究旨在原核表达TBEV-Eecto蛋白，纯化后免疫小鼠，利用小鼠血清鉴定其

免疫原性；基于TBEV-Eecto免疫小鼠制备单克隆抗体，并对单抗的特性和生物活性

进行评价。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



空军军医大学硕 士 学 位 论 文 

-14- 

 

 

文献回顾 
 

1. 森林脑炎的流行、致病机制、临床特征及防治 

1.1 流行病学特征 

TBEV 是虫媒病毒 B 组蜱传脑炎病毒复合群的一个型，属于黄病毒科黄病毒属

成员，它的同属成员还有黄热病(YFV)病毒、日本脑炎病毒（JEV）和登革病毒

(DENV)以及寨卡病毒（ZIKV）均可以严重危害人类健康。TBEV 具有嗜神经性，

经蜱传播引起的脑炎早在 18世纪就有记录，而首个 TBEV引起的森林脑炎临床病例

于 1931年在奥地利被确定，而后在欧亚大陆出现过局部流行，包括欧洲、俄罗斯、

中国、日本等，目前全球每年的发病人数超过 10,000 例[3, 4]，，由于在许多国家不强

制要求医院报道 TBEV 感染病例，因此实际发病人数可能比实际统计的数字更多一

些。根据地域分布不同，TBEV 主要分为 3 个亚型：远东亚型（TBEV-FE）、西伯利

亚亚型（TBEV-Sib）、欧洲亚型（TBEV-EU），其中远东和西伯利亚亚型主要由全沟

硬蜱传播，欧洲亚型主要由蓖麻硬蜱传播。 

 

图 1：TBEV 流行区的分布[5] 

Fig 1：Distribution of TBEV-Endemic areas 

我国于 1943 年首次报道了森林脑炎患者，是由侵华日军在东北林区发现的[6]，
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在 20 世纪 50 年代以后，东北林区开始广泛地出现森林脑炎病例[7]，我国的主要

TBEV 疫源地分布在吉林、黑龙江、内蒙古、新疆等地，近年来西南以及中部地区

等省份也有森林脑炎病例报道[8]。我国流行的 TBEV 主要为远东亚型，它是三个亚

型中致死率最高的，最高约 20%[9]。 

TBEV 主要通过蜱虫叮咬而经过血液传播，被蜱虫叮咬后感染 TBE 的概率在

1/200 到 1/1,000 之间，这与地域因素相关[10]，但也有食用被感染牲畜的未经巴氏灭

菌的乳制品传播[11]，蜱虫以及猪、牛、羊、马等哺乳动物是其重要的储存宿主，而

最新研究报道了一例经母乳传播的 TBE 病例，提示母乳喂养是 TBEV 传播的一种可

能途径[12]。  

森林脑炎的流行在我国具有明显的季节特点，蜱虫活动通常在春末夏至温度回

暖的时候，因此感染的高峰也通常集中于 5-7月份，6月份会达到顶峰，在气温较低

的月份几乎无病例发生[13]。 

森林脑炎的易感人群主要是林区工作的伐木工人、筑路工人以及野外训练的军

人等，具有明显的职业相关性。近年旅游业的发展，一些到疫区的户外旅行人员出

现森林脑炎病例也在不断增加。 

1.2 致病机制 

带毒蜱虫叮咬人之后，TBEV会随着蜱虫的唾液突破皮肤屏障进入人体。TBEV

首先在叮咬部位皮肤中的树突状细胞和单核细胞中增殖，然后随免疫细胞转移至附

近的引流淋巴结。然后经传出淋巴管和胸导管转移至脾脏、肝脏和骨髓等大量增殖

[14, 15]。对于一部分感染者，TBEV 在这些组织大量增殖并释放病毒粒子入血，感染

者出现数天的病毒血症期，病毒颗粒进而通过血脑屏障（Blood brain barrier，BBB）

入脑并引起脑炎。对于大部分感染者来说，TBEV 在病毒血症期被清除而不入脑，

将不会出现明显的临床症状[16]。关于TBEV如何突破BBB进入大脑，具体机制还不

清楚。目前有以下几种假说：（1）直接破坏 BBB；（2）从感染的周围神经进行轴突

逆向运输后通过神经肌肉接头从肌肉传播到脊髓中的躯体运动神经元；（3）通过组

成 BBB的脑毛细血管的微血管内皮细胞的内吞作用进入；（4）通过感染嗅觉神经元

进而传播至嗅球[17, 18]；（5）通过被感染的单核细胞将 TBEV 运输至中枢神经系统的

途径，称为特洛伊木马机制[19]。TBEV 突破 BBB 后，它会迅速在脑内复制，主要集
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中于脊髓前角、延髓、脑桥、齿状核、小脑中的浦肯野细胞和纹状体的神经元细胞，

但在少突胶质细胞、小胶质细胞中几乎不复制。   

TBEV 既可以引起脑炎，也可以引起脑膜脑炎。引起脑膜炎的炎性细胞浸润主

要在小脑附近，而脑膜脑炎及脑膜脑脊髓炎的炎性细胞浸润主要在大脑和脑干区域。

TBEV 感染对中枢神经系统的损伤几乎存在于脑内的各个部位，尤其以延髓、脑桥、

小脑、脑干、基底节、丘脑和脊髓为主，病理学改变主要包括免疫细胞在脑膜和血

管周围浸润、小胶质细胞增生形成的结节、神经细胞坏死以及神经元被胶质细胞吞

噬等。在森林脑炎死亡患者的尸检中发现大脑和脊髓脑膜存在大量淋巴细胞和中性

粒细胞的弥漫性浸润。部分 TBE 患者大脑皮层的运动区会发生严重损伤，例如锥体

细胞坏死、淋巴细胞聚集和神经胶质细胞增生[20]。 

TBEV 感染之后淋巴细胞有明细变化，T 细胞绝对数量大约会在病毒血症期后

的第 4 天开始减少，一直到中枢神经症状得到缓解后 T 淋巴细胞恢复正常水平。B

细胞数量会在出现首次临床症状后的 7–23天内高于正常水平[20]。在TBEV患者感染

早期的血液和脑脊液中可以检测到特异性 IgM 抗体，血清中的 IgG 抗体水平会在感

染 6 周后达到峰，在防止 TBEV 再次感染中发挥重要作用[21]。 

1.3 临床特征 

森林脑炎的潜伏期中位数通常为 8 天，最短为 4 天，而最长可至 28 天[4]。潜伏

期之后是病毒血症期，一般会持续 2-8 天，其症状与流感类似，主要表现为低热、

头晕、乏力、全身不适、背部及四肢酸痛[22]。病毒血症期过后，部分感染者会出现

一段短暂的无症状期后而痊愈，称为森林脑炎的流产形式。但大有约 1/3 的患者会

出现高热、头痛、肌肉疼痛、恶心呕吐、感觉和视觉障碍等神经系统症状[23]。在部

分患者中， TBEV突破 BBB进入中枢神经系统，导致患者出现从轻度脑膜炎、脑膜

脑炎以及脑膜脑脊髓炎等不同的临床表现，轻度脑膜炎的主要表现为剧烈头痛、恶

心、呕吐及颈强直、发热、盗汗、乏力等症状。而脑膜脑炎的临床表现则会相对较

重，患者会出现嗜睡、谵妄、昏迷甚至重度昏迷，而且伴有意识障碍，也有多动、

肢体不自主运动、共济失调、惊厥及精神错乱等表现，有的会伴有脊髓麻痹和脊髓

炎的脑膜脑脊髓炎，它与脊髓灰质炎一样会导致弛缓型瘫痪，如偏瘫、下肢轻瘫、

四肢瘫痪及呼吸肌瘫痪，其严重程度表现为上肢比下肢更易受累，近端重于远端。

当 TBEV 侵袭颅神经系统时，患者眼部、面部以及咽部肌肉功能会出现不同程度的
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障碍，而部分严重的患者会导致脑干部位受累，可导致呼吸衰竭进而导致患者死亡

[4]。森林脑炎恢复期患者的临床表现主要为体温下降、疼痛逐渐消失、瘫痪逐步恢

复、意识转醒，症状逐渐减轻至消失。但部分患者仍会遗留肌肉瘫痪、癫痫、肢体

活动障碍、感觉障碍、记忆力下降等神经系统损伤引起的后遗症。 

1.4 森林脑炎的治疗及预防 

1.4.1 森林脑炎的治疗 

森林脑炎目前尚无特异性治疗药物，以对症治疗为主。降温有助于疾病的恢复，

可采用物理降温如冰敷、酒精擦浴等，如无法缓解则需要配合服用退烧药。服用止

痛药、止吐药、维持水和电解质平衡有助于缓解病毒血症期的症状。对于重症患者，

一般采用激素如皮质类固醇联合冬眠低温疗法，但部分临床研究表明使用皮质类固

醇会显著增加森林脑炎患者的住院时长。对于神经肌肉麻痹导致的呼吸衰竭则需要

呼吸机的支持，静脉注射甘露醇或类固醇可增加脑内血管循环容量来降低颅内压，

可明显改善脑炎引起的脑水肿导致的颅内压升高[8, 24]。 

临床试验表明抗 TBEV 免疫球蛋白对于重症森林脑炎患者有明显效果，特异性

免疫球蛋白也被用于治疗其他虫媒病毒感染引起的脑炎[25, 26]。由于黄病毒感染单核

细胞时存在抗体依赖性增强（Antibody-dependent enhancement，ADE）感染效应[27]，

欧洲已经停止了 TBEV 特异性免疫球蛋白 Encegam(FSME-Bulin)在临床中的使用[28]。

近年来，有学者专门就此进行了深入研究，结果表明只要正确和及时地给予 TEBV

感染者进行静脉注射免疫球蛋白，并不会引起 ADE 效应[29]。 

核苷类似物也是治疗 TBE 的有希望的潜在药物之一。有研究表明 7-去氮-2’-C-

甲基腺苷(7dma)在小鼠实验中可成功抑制 TBEV，因此抗 TBEV 药物应将重点放在

核苷类似物抑制剂上[17, 30]。Alexey A. Chistov 等报道了 3-甲基-5-（苝-3-基乙炔基）

-尿嘧啶-1-乙酸及其酰胺，基于 5-（苝-2-基乙烯基）尿嘧啶支架的新化合物，其对

于 TBEV的 EC50值低于 1.9 nM，它以剂量依赖的方式抑制病毒融合，其在脂质双层

中的定位和对 TBEV 包膜的破坏表明病毒膜是主要靶点[31]。   

    另外一些研究显示，将重组干扰素制剂用脂质体包裹制备的口服药 Reafular-

ES-Lipint 具有较好的抗 TBEV 效果，特别是将其与特异性免疫球蛋白联合给药，可

明显改善森林脑炎患者的预后[32]。 
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除上述的药物治疗外，森林脑炎患者在康复期内的家庭护理和社会支持对于康

复也至关重要，由于后遗症带来的生理上的痛苦可能导致患者心理焦虑或抑郁，家

人的精神支持和社会的支持有助于患者积极向上地进行康复训练，因此不能忽视对

于患者的人文关怀。 

1.4.2 森林脑炎的预防 

对于森林脑炎的预防最有效的方法是接种疫苗，目前已获批上市的均为灭活疫

苗，表 1 总结了目前获批使用疫苗的毒株、抗原含量、佐剂以及接种年龄。在欧洲

批准的两款疫苗分别为 FSME-IMMUN 和 Encepur，它们所使用的毒株分别为

Neudorfl（TBEV-Eu）株和 K23（TBEV-Eu）株，两种疫苗的生产均采用原代鸡胚

胎成纤维细胞扩增病毒、甲醛灭活、超速离心法纯化，佐剂均为氢氧化铝。FSME-

IMMUN 由辉瑞研发，它在美国的商品名为 TicoVac。Encepur 由葛兰素史克研发，

于 1991 年在德国注册。研究表明 FSME-IMMUN 和 Encepur 两种疫苗不但可以预防

由 TBEV 欧洲亚型感染，对于 TBEV 西伯利亚亚型和远东亚型的感染也有交叉保护

作用。这两种疫苗还专门研发了针对 1 岁以下儿童的 FSME-IMMUN®(Junior)和

Encepur-K[17, 33]。俄罗斯目前批准在用两种基于TBEV远东亚型的疫苗(TBE-Moscow

和 EnceVir)，其制备工艺与欧洲疫苗类似，不同点在于它用福尔马林灭活[24]。俄罗

斯针对儿童的疫苗 Tick-E-Vac 由 Chumakov 联邦科学中心研发，该疫苗基于 Sofjin

毒株的甲醛灭活制备而来[34]。我国目前批准在用 TBEV 疫苗为长春生物制品所生产

的“森泰保”，它使用的毒株为远东亚型的森张株，采用地鼠肾细胞扩增病毒，佐剂

为氢氧化铝，接种对象为 8 岁以上人群，为我国森林脑炎的防治发挥了重要作用[35] 。 

除疫苗接种外，做好个人防护也相当必要，例如在林区活动时避免露出皮肤和

接触植被，疫区居住人员应定期修剪房屋周边的草，以及使用灭虫剂消杀可能存在

的蜱虫，疫区的食用奶及奶制品前进行巴氏灭菌，防止 TBEV 的感染[4, 36]。 

表 1 ：已批准使用的森林脑炎疫苗[3] 

Talbe 1：Approved Tick-borne Encephalitis Vaccine 

疫苗 毒株（亚型） 抗原含量 佐剂 接种年龄 

FSME-IMMUN Neudoerfl (TBEV-Eu) 
2.4µg 

 
氢氧化铝 任意 

Encepur K23 (TBEV-Eu) 
1.5µg 

 
氢氧化铝 任意 
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TBE vaccine Moscow Sofjin (TBEV-FE) 
1.0±0.5µg/mL 

 
氢氧化铝 ≥3 岁 

EnceVir Sofjin (TBEV-FE) 
2.0–2.5µg 

 
氢氧化铝 任意 

Tick-E-Vac 205 (TBEV-FE) 
1.0±0.5µg/mL 

 
氢氧化铝 任意 

森泰保 森张(TBEV-FE) 未知 氢氧化铝 ≥8 岁 

 

2. TBEV 的分子生物学特征 

TBEV 属于黄病毒科黄病毒属成员，成熟的病毒是一个正二十面体对称的球形

颗粒，直径约 50 nm，外层为脂质包膜[4]。 基因组为长度约 11,000 nt 的单股正链

RNA，其ORF编码一个多聚蛋白前体，在翻译后被病毒蛋白酶和宿主蛋白酶的水解

下分为 3 个结构蛋白（衣壳蛋白 C、膜蛋白 M、包膜蛋白 E）和 7 个非结构蛋白

（NS1、NS2A、NS2B、NS3、NS4A、NS4B、NS5）[37]。衣壳（Capsid）蛋白和基

因组 RNA 共同组成了直径约 30nm 的核衣壳结构，外面包裹着双层脂质膜，上面镶

嵌着 E 蛋白和 M 蛋白。 

 

图 2 ：TBEV 基因组及病毒蛋白表达[38] 

Fig 2 ：Genome organization and gene expression of Tick-borneencephalitis virus 

TBEV 病毒膜表面呈现 90 个反向平行的 E 蛋白二聚体，每个 E 蛋白单体由四个

结构域组成，DⅠ、DⅡ和 D Ⅲ三个结构域构成了 E 蛋白胞外区，D Ⅳ为茎区和跨膜

锚定区[39]。胞外区主要以 β 片层结构为主，D Ⅰ位于 D Ⅱ和 D Ⅲ之间， 其上含有唯

一的糖基化位点天冬酰胺（Asn 154），它对于 TBEV 的出芽及神经毒力至关重要，

WNV、ZIKV、JEV 也在此位置有相同的糖基化位点[40, 41]。D II 含有融合环，它包

含了 E 蛋白二聚体接触的界面，该界面的掩埋表面积为 14.9nm2，融合环（100aa-
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109aa）高度保守且隐藏在二聚体中另一个 E 蛋白 D Ⅰ和 D Ⅲ形成的铰链区中，它诱

导 TBEV 在入胞阶段时的膜融合，病毒基因组 RNA 才可进入胞质。TBEV-E 蛋白胞

外区在天然状态下有小幅度弯曲，这样可保持融合环隐藏在疏水口袋中，从而防止

融合环在非低 pH 条件下诱导膜融合。D III 含有免疫球蛋白样折叠结构域，高度抗

原性，可诱导中和抗体的产生，其侧表面的氨基酸突变会显著影响小鼠的神经毒力，

可能参与了入胞过程中与神经元细胞的受体结合[39, 42-44]。D Ⅳ的主要功能是将 E 蛋

白锚定在膜上，研究表明其 421 位的色氨酸（Trp）对维持病毒结构及病毒释放有关

键作用[45]。因此E蛋白胞外域参与了受体识别、病毒入胞以及病毒-细胞膜融合，而

且也是病毒的主要保护性抗原，诱导产生中和抗体[46, 47]。 

 

图 3 ：TBEV-E 蛋白结构示意图（A）及 E 蛋白二聚体胞外区结构示意图（B）[3] 

Fig 3 ：Structure of TBEV-E protein (A)and the ectodomain of E protein dimers (B) 

M蛋白仅有 75个氨基酸，含有一个外周膜螺旋、和 2个跨膜螺旋以及一个 N端

环状结构。M 蛋白完全深埋于 E 二聚体的界面中，其可能作为粘合剂加强了 E 二聚

体之间的相互作用。M 蛋白的前体为 PrM 蛋白，在病毒成熟过程中由宿主细胞的弗

林蛋白酶会将 Pr 部分切除[39, 48]。 

NS1 蛋白有两种活性形式，分别为二聚体和六聚体，当它以二聚体形式发挥作

用时可促进病毒的复制，而作为六聚体形式时它可与病毒粒子共同出胞参与病毒的

致病作用[49]。NS2A 蛋白 和 NS2B 蛋白都为整合膜蛋白，有助于病毒颗粒的组装。 

NS2A 蛋白 在复制和免疫调节中起作用，而 NS2B 蛋白 作为辅助因子与 NS3 蛋白形

成复合物，其作为蛋白酶参与了病毒多聚蛋白前体的裂解[50]，NS3 蛋白还具有 ATP

酶的活性，受 NS4A 调节。 NS4A 蛋白 和 NS4B 蛋白会在病毒复制增殖过程中分离，

该而后 NS4B 迁移至内质网膜（ER） ，它参与了复制复合物的形成以及免疫调节等

多种功能[51, 52]。 NS5 蛋白 作为 RNA 依赖性 RNA 聚合酶（RdRp）和甲基转移酶参
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与病毒基因组 RNA 的复制，且参与固有免疫系统的调节作用[53, 54]。 

3. TBEV 包膜 E 蛋白及 VLP 表达研究现状 

3.1 E 蛋白 DⅢ的表达 

TBEV-E 蛋白 DⅢ位于 DⅠ的另外一侧，通过柔性铰链连接，紧靠 E 蛋白的跨膜

锚定区。E 蛋白 DⅢ大约含有 100 个氨基酸[55]，许多中和抗体可结合的表位都位于

DⅢ上，这些表位参与 TBEV 病毒粒子在入胞时与细胞膜表面受体的结合。

EXE/DPPFG是位于DⅢ上的一种在黄病毒上高度保守的抗原表位[56]。利用E蛋白全

长或者胞外区作为抗原进行血清学检测时，由于黄病毒之间的高度同源性会与其它

黄病毒交叉反应，而不同黄病毒之间的 E DIII 氨基酸序列存在显著差异，能避免同

属黄病毒的交叉反应性对临床诊断的干扰。正因如此，E DIII 是制备 TBEV 治疗性

单抗和血清学诊断的重要抗原。 

吉林农业大学和军事医学科学院成功用原核表达载体 GSTpET-30a(+)表达了

TBEV-E DⅢ段，Western blot 以及 ELISA 试验证明其均可与兔抗 TBEV 血清特异性

反应，原核表达的 TBEV-E DⅢ具有良好的特异性[57]。国外由 Anna S Ershova 等研

究利用大肠杆菌表达 TBEV 三个亚型的  E 蛋白 D Ⅲ结构域与柠檬明串珠菌

（Leuconostoc citreum） KM20 的葡聚糖结合结构域的融合蛋白， 3 种亚型 DⅢ都可

与来自森林脑炎患者血清的抗体的特异性反应[58]。Vasily Golotin 等表达了一种基

于假结核耶尔森菌的细菌伴侣 HSP70 和 TBEV-E DIII 的嵌合蛋白，该嵌合蛋白作为

管状免疫刺激复合物（TI 复合物）免疫小鼠，试验证明与单独的 E DⅢ相比，嵌合

蛋白诱导的特异性抗 DIII 抗体的数量是单独使用 DⅢ的两倍[59]。 

3.2 E 蛋白胞外区的表达 

TBEV-E 蛋白去除跨膜锚定区的胞外部分称为 E 蛋白胞外区，它可在胰蛋白酶

处理病毒粒子后脱落，也称为可溶性 E 蛋白（souble Encelope，sE）。由于 E 蛋白胞

外区去除了跨膜区，保留了几乎所有的抗原表位，免疫原性基本与全长 E 蛋白一样。 

Rizzo 等在大肠杆菌中通过原核表达含有 GST 标签的 TBEV-Eecto 蛋白，经过亲

和层析纯化后使用 SDS-PAGE 和 Western blot 分析其纯度，利用 DNA 免疫小鼠血清

和疫苗接种者血清进行 ELISA 试验，结果显示获得了纯度较高的目的蛋白且保留了
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抗原性[60]。Dubova 等也在 BL21 大肠杆菌表达了 TBEV 远东亚型 Sofjin 株的 Eecto

蛋白，而且通过重折叠获得了复性成功的蛋白，并制备了 Eecto 蛋白结晶，对其进

行了 X 射线衍射分析（分辨率为 3.2 Å），与 TBEV 欧洲 亚型（Neudoerfl 株）的 

Eecto（PDB： 1SVB ）的分子结构叠加得到 1.519 Å 的均方根偏差（root mean square 

deviation， rmsd）。1SVB 是用胰蛋白酶处理天然病毒颗粒获得可溶性 Eecto 后解析

的晶体结构。该研究提示原核表达的重组 Eecto 蛋白经过变性与复性之后和病毒颗

粒表面的 E 蛋白构象相似，可用于 E 蛋白的生物学功能研究[2]。 

3.3 全长 E 蛋白的表达 

E 蛋白在病毒入胞时介导了与细胞表面受体的结合，又可诱导机体产生保护性

抗体，因此是疫苗、诊断、抗病毒药物研究的重点靶标。由于 E 蛋白含有跨膜区，

外源表达全长 E 蛋白存在一定困难。 

ALLISON 等构建野生型 TBEV-E 基因全长表达质粒，同时构建了 Eecto 以及

PrME 蛋白的表达质粒，将其分别电穿孔转染 COS 1 细胞，收集它们的上清液和细

胞裂解物分析发现 PrME 表达最高， 全长 E 蛋白次之，Eecto 最低[61]。 

国内长春生物制品所的邴振虹等人构建了全长 E 蛋白表达载体 pET28a-TBEV-

E，在 BL21 细菌中成功表达了全长 E 蛋白，镍柱亲和层析后纯度达 90%，它可与小

鼠抗 TBEV 血清发生特异反应，提示全长 E 蛋白具有较好的免疫原性[62]。温中华等

人也成功原核表达了 TBEV 全长 E 蛋白，蛋白以包涵体形式存在，经过十二烷基肌

氨酸钠的变性处理，通过逐步去除变性剂的透析复性法成功获得了复性的全长 E 蛋

白，为亚单位疫苗及血清学诊断提供了候选抗原[63]。目前尚未见到全长 E 蛋白的疫

苗进入临床试验。 

3.4 TBEV-VLP 的表达 

病毒样颗粒（VLP）是指病毒衣壳、核心或包膜等蛋白质表达，或者是源自多

层病毒的单层颗粒的制备物而自组装的颗粒，VLP 自组装成类似于原始病毒大小和

对称性的结构，但其不包含病毒基因组，因此不会在细胞中复制。是灭活疫苗、减

毒疫苗或亚单位疫苗的更稳定、更安全的替代品，因为它们不具有感染性，不能恢

复为感染性形式。此外，VLP 的颗粒形式使它们比亚单位疫苗更具免疫原性，VLP

的优点包括 B 细胞受体的高效交联以及更易被天然 IgM 抗体识别，从而激活经典补
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体途径，导致抗原在滤泡树突状细胞上沉积，增强生发中心形成，并诱导持久和长

寿命的浆细胞[64]。TBEV 的 E 和 PrM 的共表达可使其在内质网中成功组装成为

TBEV-VLP，由于其不具有结构蛋白 C 和基因组 RNA，它被认为在人体内使用具有

较好的安全性[61]。 

TBEV-VLP比天然完整病毒颗粒小，直径约 30nm，但与天然病毒颗粒表现出相

似的表面蛋白组织(包括抗原结构)和功能反应性(低 pH 下的重排和融合，血凝活性)，

由于其结构与天然的病毒颗粒相似，TBEV-VLP 具有高度的免疫原性，能够激发体

液和细胞免疫反应[4, 65, 66]。 

国外已有多项关于 TBEV-VLP 的研究，如 Yoshii K 等将编码 PrM 和 E 基因之间

序列的 TBEV cDNA 插入 pCAGGSS 载体，获得 pCAGprME 表达质粒，用 IFA 检测

重组蛋白在 pCAGprME 转染 HEK 293T 细胞中的抗原性，结果显示其与 TBEV 活毒

感染的 BHK 细胞具有相似的反应模式[67]。Seok-Min Yun 基于甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（GAP）启动子的毕赤酵母表达系统生产 TBEV-VLP，使用毒株为 TBEV 韩国株

KrM 93，结果显示重组 VLP可成功被分泌到巴斯德毕赤酵母的培养上清液中并被糖

基化修饰[68]。 

4. TBEV 报告病毒颗粒 

4.1 报告病毒颗粒 

        RVP（reporter virus particle）是指带有报告基因的假病毒，由于其结构与天然

病毒相似，可代替天然病毒进行多种生物学试验，特别是对于生物危害性极高需要

较高生物安全等级实验室操作的病毒，因此带有报告基因的 RVP 是病毒学研究的重

要工具[69]。目前黄病毒的 RVP研究已经取得了很大进展，其核心在于首先构建黄病

毒基因组复制子（编码病毒结构蛋白的基因被报告基因取代，其非结构基因形成的

亚基因组复制子可进行自我复制），然后通过反式提供编码结构蛋白的基因进行互

补而包装出 RVP[70]。RVP 由于其包裹的基因组中缺乏结构蛋白编码基因，因此只具

有单轮感染性，可在 BSL-2 级别的实验室进行操作。 

4.2 黄病毒 RVP 

黄病毒的血清学诊断中因为 E 蛋白的高度同源性而易发生交叉反应，导致诊断

容易发生非特异性的假阳性结果，空斑减少中和试验（plaque reduction neutralization 
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test，PRNT）被认为是血清学试验的金标准，但使用天然黄病毒的 PRNT 耗时耗力，

且如 DENV 和 TBEV 需在 BSL-3 级别实验室进行，限制了该方法的使用，因此黄病

毒RVP是一种安全、易操作的替代品。黄病毒在通过反式提供结构基因包装RVP时

的策略有多重，有将结构蛋白基因（CPrME）通过一个质粒提供，也有分开通过 2

个质粒提供，Khromykh 等的研究表明后者包装 RVP 的产量高于前者 10 倍[71]。也有

仅反式提供 PrME 基因，在复制子中表达衣壳蛋白 C[72]。目前已有多种不同黄病毒

的 RVP 被成功包装，使用其在体外和体内进行黄病毒致病机制和抗体筛选多方面研

究。 

 Davis 等在 WNV BHK WNIIrep REN 细胞（含有表达 Renilla 荧光素酶基因的亚

基因组 WNV 复制子）中转染含有 DENV CprME 结构基因和弗林蛋白酶的质粒产生

DENV RVP。离心纯化后进行 Western blotting 验证，发现其可成功与兔抗 DENV 

M/E 多克隆血清结合，中和试验证实其可被特异性抗体抑制，表现出与天然病毒粒

子相似的生物活性[73]。Arlen-Celina Lücke 等则采用双复制子的方法来构建，即在辛

德比斯病毒（SINV）复制子中 2 个亚基因组分别插入 YFV 的 prME 和 C 基因，而

YFV 的复制子带有人源化的 Gaussia 荧光素酶（Gluc），两个个复制子经体外转录后

经电穿孔共转染 BHK 细胞，随后在电穿孔后的细胞上清液中产生了 Gluc，说明成

功制备了 YFV-RVP。与经典的 PRNT 相比，以 Gluc 作为报告蛋白，在 96 孔板下可

快速进行活性测定，适用于黄病毒中和抗体的高通量分析[74]。Mami Matsuda 等构建

了携带含有纳米荧光素酶(NanoLuc)基因的 DENV1 复制子质粒，将其转染 293T 细

胞后用利巴韦林处理可明显观察到 NanoLuc 活性降低，然后将该复制子质粒与

DENV1 的 C 蛋白表达质粒以及编码 WNV 的 PrME 白的质粒共转染 293T 细胞产生

WNV-RVP，感染 Vero 细胞的后的 NanoLuc 活性与感染细胞的数量密切相关，而

WNV- PrME 质粒免疫小鼠的血清可特异性中和 WNV-RVP，表明基于 WNV-RVP 的

中和试验是一种比传统 PRNT 效率更高、安全性更好的方案[75]。 

4.3 TBEV-RVP 

在 TBEV-RVP 的生产中，既有直接在其基因组中插入报告基因的方法，也有通

过将带有报告基因的复制子和结构蛋白基因通过互补来包装。Jan Haviernik 将报告

基因 mCherry（一种亮红色单体荧光蛋白，其高度光稳定且抗光漂白）插入 TBEV 



空军军医大学硕 士 学 位 论 文 

-25- 

基因组 C 端中，基于反向遗传学将包含全基因组的 3 个带有重叠 DNA 片段的感染

性亚基因组质粒等摩尔转染 BHK 细胞产生重组 mCherry-TBEV，mCherry-TBEV 和

野生型 TBEV 表现出相似的生长动力学，mCherry 的表达与病毒复制存在良好相关

性，且在 4 代以内的细胞培养中保持稳定，是 TBEV 体外细胞水平研究的有力工具

[11]。Yoshii等利用含有 GFP的 WNV复制子质粒与 TBEV的 CprME质粒共转染 HEK 

293T 细胞，收集含有 TBEV-RVP 的上清，过滤后感染 Vero 细胞，流式细胞术测定

滴度，利用其鉴定同为蜱传黄病毒的波瓦桑病毒（POWV）单克隆抗体的交叉反应

性，成功鉴定出对多种蜱传黄病毒（TBFV）都存在抑制作用的中和抗体[47]。Arlen-

Celina Lücke等利用前述构建的 YFV复制子，以及将 SINV复制子中的 PrME替换为

TBEV 的 PrME 也成功产生了嵌合 TBEV/YFV-RVP，利用 TBEV-RVP 以及 TBEV 活

毒分别与抗 TBEV、DENV、WNV、ZIKV、YFV 的人血清进行中和试验，结果显

示抗 TBEV人血清虽然存在与其它黄病毒 RVP及其活毒的交叉反应，但都在 TBEV-

RVP 和其活毒的对应组别中取得了最高的中和效率，包装出的 TBEV-RVP 与天然病

毒有着相似的生物活性，且荧光素酶的信号更为灵敏，因此基于 RVP 的中和试验是

传统 PRNT 的良好替代方案 [74]。 
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正    文 

第一部分 TBEV 包膜蛋白胞外区原核表达、纯化及免

疫原性鉴定 

1 材料 

1.1 感受态、细胞、质粒 

1.1.1 感受态 

DH5α、BL21(DE3)：购自上海维地生物技术有限公司，由本实验室保存。 

1.1.2 细胞 

        293T（人胚肾细胞）、BHK（原代仓鼠肾细胞）：均由本实验室保存。 

1.1.3 质粒  

pET28a:购自日本 Takara 公司，由本实验室保存；pCAGGS 质粒，由本实验室

保存。 

1.2 试剂 

实验所用相关试剂如表 1-1 所示： 

表 1-1: 实验试剂 

Table 1-1：Experimental reagents 

试剂名称 来源 

高糖 DMEM 培养基 美国 Corning 公司 

胎牛血清 HyClone 公司 

磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer saline，PBS） HyClone 公司 

脱脂奶粉 美国 BD 公司 

DL 2000 DNA Maker、DL 5000 DNA Maker 日本 Takara 公司 

BamH I 和 Sal I 、EcoR Ⅰ、 Kpn Ⅰ  限制性内切酶 日本 Takara 公司 

T4 DNA 连接酶、Premix PrimeSTAR MAX PCR 酶            日本 Takara 公司 

10×核酸上样缓冲液、4% 多聚甲醛（PFA） 日本 Takara 公司 
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胰蛋白胨、酵母提取物、琼脂粉、琼脂糖 

50×TAE 溶液、氯化钠、PMSF、溶菌酶 

异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG） 

硫代苏糖醇（DTT）、咪唑、SOC 培养液 

Ni-NTA 琼脂糖纯化色谱柱 

上海生工 

上海生工 

上海生工 

上海生工 

上海生工 

质粒小提试剂盒、凝胶回收试剂盒 天根生化科技有限公司 

RIPA（强）裂解液、100×三抗、牛血清白蛋白 碧云天公司 

PEI MAX Polysciences 公司 

5×蛋白上样缓冲液 新赛美公司 

QuickAntibody-Mouse5W 免疫佐剂 博奥龙科技有限公司 

核酸染料 Everbright 公司 

非洗涤剂磺基甜菜碱-201（non-detergent sulfobetaine，

NDSB-201） 

0.22 µm 针头式过滤器（33 mm） 

美国 Millipore 公司 

美国 Millipore 公司 

无水乙醇、异丙醇、冰醋酸 富宇精细化工 

蛋白 maker 美国 Thermo 公司 

Triton X-100 Sigma 公司 

1.3 抗体 

实验所用抗体如表 1-2 所示： 

表 1-2：抗体 

Table 1-2：Experimental antibodies 

抗体 来源 

兔抗 6× his 抗体 上海生工 

辣根过氧化物酶（Horseradish peroxidase，

HRP）conjugated Goat Anti-Mouse IgG 
上海生工 

IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit IgG 

Secondary Antibody 
美国 LI-COR 公司 

IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG 

Secondary Antibody 
美国 LI-COR 公司 

CoreLite® 488 Goat anti-Mouse IgG 

Secondary Antibody 
美国 Proteintech 公司 
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1.4 溶液及相关试剂配制 

1.4.1 琼脂糖凝胶电泳 

1.4.1.1 1×TAE 溶液：量取 20 mL 50×TAE 溶液，加入去离子水定容至 1 L。现配现

用，室温保存。 

1.4.1.2 1% 琼脂糖凝胶：使用精密天平称取琼脂糖 1 g 置于锥形瓶中，加入 40 mL 

1×TAE 溶液使其溶解，定容至100 mL后加热至100 ℃，待其全部溶解后拿出冷却，

待温度降至不烫手为止，加入 10 μL 核酸染料并混匀。室温保存，使用时加热。 

1.4.2 细菌培养相关溶液 

1.4.2.1 1000×Kanamycin 溶液：使用精密天平称取 Kanamycin 5 g 置于 100 mL 烧杯

中，加入 40 mL 去离子水，待溶解后定容至 50 mL。使用 0.22 μm 一次性针头式过

滤器过滤除菌，分装保存于 -20 ℃。 

1.4.2.2 1000×Ampicillin 溶液：使用精密天平 Ampicillin 5 g 加入 100 mL 烧杯中，加

入 40 mL 去离子水，待溶解后定容至 50 mL。使用 0.22 μm 一次性针头式过滤器过

滤除菌，分装保存于 -20 ℃。 

1.4.2.3 2×YT 液体培养基：使用精密天平称取 16 g 胰蛋白胨、5 g 氯化钠、10 g 酵母

粉置于 2 L 烧杯中，加入约 700 mL 去离子水后不间断搅拌，待全部溶解后加入去离

子水定容至 1 L，使用 1 M 氢氧化钠溶液调节溶液 pH 值 至 7.4，分装至 500 mL 三

角烧瓶中，高压蒸汽灭菌后于 4 ℃保存。 

1.4.2.4 2×YT 平板培养基：称取 8 g 胰蛋白胨、2.5 g 氯化钠、5 g 酵母粉置于 2 L 烧

杯中，加入约 400 mL 去离子水后不间断搅拌，待全部溶解后去离子水定容至 500 

mL，使用 1 M 氢氧化钠溶液调节溶液 pH 值 至 7.4，高压蒸汽灭菌。室温放置，待

温度降至约 40 ℃后按比例加入抗生素至终浓度为 100 μg/mL，充分混合均匀后约每 

10 mL 倒入 1 块 10 cm 无菌平皿。室温放置直至平板培养基凝固，4 ℃保存，短期使

用。 

1.4.3 蛋白电泳缓冲液 

1.4.3.1 1×电泳缓冲液：分别取 Tris 0.6 g、甘氨酸 2.88 g、SDS 1 g 溶于去离子水中，

定容至 1 L，室温下保存。 

1.4.3.2 1×转膜缓冲液：分别取 Tris 3.03 g、甘氨酸 14.3 g 溶于去离子水中，定容至 1 
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L，室温下保存。 

1.4.3.3 1×TBS缓冲液：分别取 Tris 3.03 g、氯化钠 9 g 溶于去离子水中，定容至 1L，

室温下保存. 

1.4.3.4 TBST 缓冲液：取 500 mL 1×TBS 缓冲液加入 250 μL Tween-20，终浓度为

0.05% ，室温下保存。 

1.4.3.5 考马斯亮蓝染色液：使用精密天平称取考马斯亮蓝 R-250 1 g 加入烧杯中，然

后加入 250 mL 异丙醇和 100 mL 冰醋酸，最后加入去离子水定容至 1 L，使用滤纸

过滤去除不溶性颗粒，室温下保存。 

1.4.3.6 考马斯亮蓝脱色液：量取 50 mL 乙醇、100 mL 冰醋酸溶于去离子水中，定容

至 1 L，室温下保存。 

1.4.4 原核蛋白复性及纯化缓冲液 

1.4.4.1 洗涤缓冲液：0.5% Triton-100、50 mmol/L Tris pH8.0、300 mmol/L NaCl、10 

mmol/L EDTA 10 mmol/L DTT。 

1.4.4.2 包涵体溶解缓冲液：6 mol/L Gua-HCl、100 mL/L 甘油、50 mmol/L Tris 

pH8.0、100 mmol/L NaCl、10 mmol/L EDTA、10 mmol/L DTT）。 

1.4.4.2 重折叠缓冲液：400 mmol/L NDSB-201、50 mmol/L Tris pH 8.0、0.5 mmol/L 

oxidized glutathione 氧化型谷胱甘肽、5 mmol/L reduced glutathion 还原型谷胱甘肽、

0.5 mmol/L PMSF。 

1.4.4.3 结合缓冲液：20 mM Tris-HCl，500 mM 氯化钠，10 mM 咪唑，pH 8.0。 

1.4.4.4 洗脱缓冲液：20 mM Tris-HCl，500 mM 氯化钠，250 mM 咪唑，pH 8.0。 

1.5 实验仪器 

实验所用仪器如表 1-3 所示： 

表 1-3：实验仪器 

Table 1-3：Experimental instruments  
仪器 来源 

精密天平 梅特勒-托利多公司 

超纯水净化机 南京易普易达公司 

凝胶成像仪 美国 Alpha Innotech 公司 
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低速离心机 美国 Thermo 公司 

低温超速离心机 美国贝克曼公司 

PCR 扩增仪 美国 Eppendorf 公司 

核酸电泳仪 北京六一生物 

荧光显微镜 Olympus 公司 

超净工作台 上海新苗医疗公司 

二氧化碳恒温培养箱 美国 Thermo 

普通光学显微镜 日本蔡司 

超声破碎仪 美国 SONICS 

蛋白电泳仪 美国 Bio-Rad 

转膜仪 美国 Bio-Rad 

Odyssey 双色红外荧光成像系统 美国 LI-COR 公司 

蠕动泵 英国 Watson Marlow 公司 

快速蛋白层析仪 美国 GE 公司 

AKTA 超滤系统 美国 Cytiva 公司 

1.6 动物 

5 周龄雌性 BALB/c 小鼠，购自空军军医大学实验动物中心，本研究通过空军

军医大学医学伦理委员会批准，批准编号为 20200410。 

1.7 分析软件及网站 

病毒序列查询使用 NCBI 网站（https://www.ncbi.nlm.nih.gov），测序结果比对及

引物设计使用 SnapeGene3.2.1 软件。 

2 方法 

2.1 TBEV-Eecto 原核表达质粒的构建 

2.1.1 TBEV-Eecto基因合成、引物合成 

      根据 TBEV senzhang 株（GenBank 中登录号 AY182009.1）进行密码子优化并合

成 TBEV-Eecto 片段，基因长度为 1,203 bp： 

tctcgttgcacccacctggaaaaccgtgacttcatcaccggtacccagggtaccacccgtgttaccctggttctggaactgggtggt

tgcgttaccatcaccgctgaaggtaaaccgtctatggacgtttggctggactctatctaccaggaaaacccggctaaaacccgtga
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atactgcctgcacgctaaactgtctgacaccaaagttgttgctcgttgcccgaccatgggtccggctaccctggctgaagaacacc

agtctggtaccgtttgcaaacgtgaccagtctgaccgtggttggggtaaccactgcggtctgttcggtaaaggttctatcgttacctg

cgttaaagcttcttgcgaagctaaaaaaaaagctaccggtcacgtttacgacgctaacaaaatcgtttacaccgttaaagttgaacc

gcacaccggtgactacgttgctgctaacgaaacccactctggtcgtaaaaccgcttctttcaccgtttcttctgaaaaaaccatcctg

accatgggtgactacggtgacgtttctctgctgtgccgtgttgcttctggtgttgacctggctcagaccgttatcctggaactggaca

aaacctctgaacacctgccgaccgcttggcaggttcaccgtgactggttcaacgacctggctctgccgtggaaacacgaaggtgc

tcagaactggaacaacgctgaacgtctggttgaattcggtgctccgcacgctgttaaaatggacgtttacaacctgggtgaccaga

ccggtgttctgctgaaatctctggctggtgttccggttgctcacatcgacggtaccaaataccacctgaaatctggtcacgttacctg

cgaagttggtctggaaaaactgaaaatgaaaggtctgacctacaccatgtgcgacaaaaccaaattcacctggaaacgtatcccg

accgactctggtcacgacaccgttgttatggaagttgctttctctggtaccaaaccgtgccgtatcccggttcgtgctgttgctcacg

gttctccggacgttaacgttgctatgctgatcaccccgaacccgaccatcgaaaccaacggtggtggtttcatcgaaatgcagctg

ccgccgggtgacaacatcatctacgttggtgaactgtctcaccagtggttccagaaaggttcttctatcggtcgt 

公司合成该序列后将其连接至 pUC57 载体，应用 SnapGene 软件设计引物如

表 1-4 所示： 

表 1-4: TBEV-Eecto 引物序列 

Table 1-4: The primer sequences of TBEV-Eecto 

引物名称 序列 5ˊ-3ˊ 

TBEV-Eecto-F TTCGGATCCTCTCGTTGCACCCAC 

TBEV-Eecto-R GCAGTCGACACGACCGATAGAAGAACCT 

2.1.2  TBEV-Eecto 基因的扩增  

 以公司合成的 pUC57-TBEV-Eecto 质粒为模板，上述引物、Premix PrimeSTAR 

MAX 酶等配置反应体系如表 1-5 所示： 

表 1-5: TBEV-Eecto PCR 扩增体系 

Table 1-5: The reaction for TBEV-Eecto PCR 

试剂 体积 

2×PrimeSTAR MAX 12.5 µL 

pUC57-TBEV-Eecto

（100 ng） 
0.1 µL 

无 RNA 酶水 10.4 µL 

TBEV-Eecto-F 0.5 µL 
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TBEV-Eecto-R 0.5 µL 

合计 25 µL 

PCR扩增条件为：98℃  5 min；98℃ 10 s，61℃ 15 s，72℃ 15 s，共 30个循环；

72℃再延伸 5 min。 

2.1.3 连接、转 pET28a-TBEV-Eecto 重组载体的鉴定 

A. 向 PCR 产物中加入 3 µL 10×核酸上样缓冲液，混合均匀后进行 1%琼脂糖凝胶

电泳，电泳结果于凝胶成像仪中观察； 

B. 从琼脂糖凝胶切取出片段大小在 1,203 bp 大小的特异性片段； 

C. 使用天根胶回收试剂盒回收 TBEV-Eecto 片段，测定回收产物浓度； 

D. 使用 BamH I、 Sal I限制性内切酶对回收的 TBEV-Eecto 片段以及 pET28a载体进

行双酶切：37℃孵育 2 h； 

E. 使用天根 DNA回收试剂盒进行回收双酶切后的 TBEV-Eecto片段以及 pET28a载

体，测定回收产物浓度； 

F. 将 TBEV-Eecto 片段连接至 pET28a 载体，按表 1-6 配置连接体系于 16℃过夜连

接： 

表 1-6: TBEV-Eecto 与 pET28a 连接体系 

 Table 1-6: The connection reaction for TBEV-Eecto and pET28a 

试剂 体积 

T4 连接酶 1 µL 

TBEV-Eecto 片段 5 µL 

pET28a 载体 2 µL 

无 RNA 酶水 3 µL 

合计 10 µL 

取连接产物加入 50 μL DH5α 感受态中，立即置于冰上 30 min，42℃热休克 90 

s； 

G. 复壮 1 h 后涂布于 Kana 抗性琼脂板上，放置 5 min 待其晾干，然后培养于 37 ℃

恒温培养箱中； 

H. 待其生长约 12 h，拿出平板观察，挑取其中形态较为规则的单克隆菌落，加入 

至 6 mL 2×YT 培养液中（Kana），然后放置于 37℃恒温摇床中，200 r/min 继续
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培养 12-15 h ； 

I. 菌液 PCR 初步鉴定，5,000 r/min 离心 2 min 收集正确单克隆菌体，弃去上清，

使用天根质粒小量提取试剂盒小量提取质粒，将该质粒进行双酶切，酶切产物

经琼脂糖凝胶电泳鉴定后送公司测序； 

J. 测序正确后保存于-20 ℃的，构建成功的重组表达载体命名为 pET28a-TBEV-

Eecto。 

2.2 TBEV-Eecto 蛋白的原核表达、复性及纯化 

2.2.1 TBEV-Eecto 的小量诱导表达及可溶性分析 

A. 在冰上解冻 E. coli BL21（DE3）感受态细胞； 

B. 向装有感受态的离心管中加入 1 μg pET28a-TBEV-Eecto 重组质粒，轻弹底部混

匀； 

C. 冰上孵育 30 min； 

D. 42℃金属浴中将感受态热休克 45 s； 

E. 立即将感受态转移至冰上，静置 1 min； 

F. 往感受态中加入 600 μL SOC 培养液，并用封口膜封住管口； 

G. 置于 37℃恒温摇床中以 200 r/min 的转速复壮 1 h； 

H. 提前制备所需的 Kana 抗性的琼脂平板，所含 Kana 为 100 μg/mL； 

I. 复壮的感受态 5,000 g 离心 2min 后弃取 400 μL 上清，剩余液体重悬后涂布于

Kana 抗性的琼脂平板上，于 37℃继续培养 12-18 h； 

J. 挑取形态较为规则的单克隆菌落，加入至 5 mL含 Kana抗性的 2×YT 培养液（50 

µg/mL）中，于 37 ℃恒温摇床中以 200 r/min 转速培养 8-12 h； 

K. 将培养过夜的菌液按 1:50 转接于含 Kana 抗性的 5 mL 2×YT 培养基中，于 37℃

恒温摇床中以 200 r/min 转速培养 3-4 h； 

L. 于超净台中吸取少量菌液，使用分光光度计测定菌液 600 纳米处吸光值 A600； 

M. 待 A600约为 0.6 时，加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol/L 诱导表达，继续于 37 ℃恒

温摇床中以 200 r/min 转速培养 4-6 h； 

N. 分别取诱导前后的菌液 5000 g 离心 3 min 收集菌体，弃去上清，加入适量 PBS

后重悬； 
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O. 将重悬后的菌体置于冰上，设置参数为 300W、5s、5s，超声 3 min； 

P. 5,000 g 离心 3 min 离心，分离上清与沉淀，沉淀种加入适量 PBS 重悬，分别加

入适量 5×蛋白上样缓冲液，于沸水中加热 10 min； 

Q. SDS-PAGE 鉴定重组蛋白表达形式：将制备的样品使用 12%蛋白凝胶中进行电

泳，条件为 120V 电泳 90 min，电泳结束后将凝胶放入考马斯亮蓝染色液中，摇

床上染色 30 min，结束后加入脱色液进行脱色，间隔 2 h 换脱色液直至条带清

晰，凝胶成像仪采集图像。 

2.2.2 TBEV-Eecto 蛋白大量表达及复性 

A. 将成功表达以包涵体形式TBEV-Eecto蛋白的菌液以 1：50的比例转接至含Kana

抗性的 1 L 2×YT 培养基中，其余操作同小量诱导表达； 

B. 将诱导表达后菌液以 5,000g 离心 10 min 收取菌体，用适量 PBS（加入适量溶菌

酶、DNase 及 PMSF）重悬； 

C. 将重悬后的菌体置于冰上，设置参数为 300W、5s、5s，超声 45 min； 

D. 4℃，4,000 g 离心 10 min 后弃去上清，沉淀使用洗涤缓冲液重悬； 

E. 4℃，12,000 r/min 离心 20 min，弃去上清； 

F. 重复上步操作； 

G. 4 ℃，12,000 r/min 离心 20 min，弃去上清后置于吸水纸上，待水分吸收完毕后

称重； 

H. 按照 35 mL/g 的比例向洗涤完的菌体中加入包涵体溶解缓冲液，置于反转摇床

上于 4 ℃溶解 4-6 h； 

I. 12,000 r/min 离心 20 min 去除沉淀，对上清进行 BCA 定量测定蛋白浓度； 

J. 按照 0.5 g 目的蛋白/L 的比例加入预冷复性缓冲液，使用蠕动泵以 0.1 mL/min 的

速度将蛋白溶液缓慢加入至复性缓冲液中，在 4 ℃以 30 r/min 搅拌 14-16 h 复性。 

2.2.3 TBEV-Eecto 蛋白的纯化 

A. 将复性完的蛋白使用 0.22 µm 一次性针头式过滤器过滤，上 AKTA 超滤仪进行

浓缩，使用 10 kD 膜柱，将体积浓缩 20 倍后使用结合缓冲液进行洗滤，洗滤 3-

5 次后收获样品； 

B. 使用 Ni-NTA 1 mL 色谱柱进行蛋白纯化，在快速蛋白层析仪（Fast protein flow 
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chromatography ，FPLC）上进行： 

① 去离子水清洗管道，清除残留物。将 Ni-NTA 1 mL 色谱柱点对点连接至系  

统，设置流速为 1 mL/min，清洗预装柱 10 min； 

② 使用结合缓冲液平衡柱子，设置流速为 1 mL/min，运行 10 min； 

③ 将超滤收获的样品上样，设置流速为 1 mL/min； 

④ 使用结合缓冲液洗涤柱子，设置流速为 1 mL/min，直至吸光值降至基线水

平； 

⑤ 洗脱：使用洗脱液进行洗脱，设置流速 1 mL/min， 按顺序收集洗脱液，每    

管收集约 1 mL，每管吸取少量洗脱液保存； 

⑥ 使用 10 kD 超滤管对收集的蛋白进行超滤浓缩置换洗脱液：将洗脱的蛋白加

入超滤管中，4,000g 离心 15 min 后加入适量 PBS，重复多次后收集样品； 

⑦ 对纯化完成的蛋白进行 BCA 定量，分装保存于-80 ℃。 

2.2.4 TBEV-Eecto 蛋白的鉴定 

A. 将顺序洗脱液以及纯化完成的目的蛋白制样后进行 SDS-PAGE 分析，操作同前; 

B. Western blot 分析： 

① 将上述制备的 TBEV-Eecto 蛋白以及顺序洗脱液制样后进行 SDS-PAGE 电泳，

操作同第一部分 2.2.1，然后转移至 PVDF 膜上； 

② 使用含 50 g/L 脱脂奶粉的 TBST 室温封闭 1 h； 

③ TBST 洗涤 3 次，每次 5 min，加入使用 1:5,000（TBST）稀释的兔抗 6×his

抗体，4 ℃摇床上过夜孵育。 

④ TBST洗涤 3次，每次 5 min，加入 1:15,000（TBST）稀释的 IRDye® 680RD 

Goat anti-Rabbit IgG Secondary Antibody； 

⑤ TBST 洗涤 3 次，每次 5 min，最后用 PBS 洗涤一次，用 Odyssey 双色红外

荧光成像系统扫描。 

2.3 TBEV-Eecto 蛋白免疫小鼠 

A. 准备 5 周龄 BALB/c 雌鼠 5 只，免疫前 1 天鼠尾采血，每只取 100 μL； 

B. 将 20 μg TBEV-Eecto 蛋白用生理盐水稀释至 50 μL 与 50 μL QuickAntibody-

Mouse5W 佐剂充分混匀； 
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C. 每只 100 μL 经后腿肌肉注射，对照组注射等体积生理盐水； 

D. 第一次免疫 3 周后进行第二次免疫，免疫剂量和给药方式同第一次； 

E. 第二次免疫 2 周后通过鼠尾采血，每只取 100 μL， 静置 30 min，12,000 r/min 离

心 10 min 后分离血清，保存于-40℃。 

2.4 TBEV-Eecto 蛋白的免疫原性鉴定 

为鉴定原核表达 TBEV-Eecto 蛋白免疫小鼠后能否产生 TBEV-Eecto 蛋白特异性

抗体，需构建表达 TBEV E 蛋白的质粒，又因研究后期需包装 TBEV-RVP，因此构

建表达 TBEV-PrME 的表达载体来对免疫血清进行特异性鉴定。 

2.4.1 pCAGGS-TBEV-PrME 载体的构建 

A. 以本教研室保存的 PCI-neo-TBEV-PrME（森张株）质粒为模板，利用 Snapegene

软件设计引物如表 1-7 所示： 

表 1-7: TBEV-PrME 引物序列 

Table 1-7：The primer sequences of TBEV-PrME 

引物名称 序列 5ˊ-3ˊ 

TBEV-PrME-F TTCGAATTCATGGTGGGCC 

TBEV-PrME-R GCAGGTACCTTAGTCGTAC 

B. 以上述模板质粒、引物、Premix PrimeSTAR MAX PCR 酶等配置扩增体系如表

1-8： 

表 1-8: TBEV-PrME PCR 扩增体系 

Table 1-8: The reaction for TBEV-PrME PCR 

 

 

 

 

 

 

 

PCR 扩增条件为：98 ℃  5 min；98 ℃ 10 s，51 ℃ 15 s，72 ℃ 25 s，共 30 个 循

试剂 体积 

2×PrimeSTAR MAX 12.5 µL 

PCI-neo-TBEV-PrME（100 ng） 0.1 µL 

无 RNA 酶水 10.4 µL 

TBEV- PrME-F 0.5 µL 

TBEV- PrME-R 0.5 µL 

合计 25 µL 
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环；72 ℃再延伸 5 min。 

C.  TBEV-PrME 与 pCAGGS 使用 EcoR I 和 Kpn I 双酶切后使用天根通用型 DNA 回

收试剂盒进行回收，配置连接体系如表 1-9： 

表 1-9: TBEV-PrME 与 pCAGGS 连接体系 

 Table 1-9: The connection reaction for TBEV-PrME and pCAGGS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

将连接体系置于 PCR 仪上，设置为 16 ℃孵育 12 h； 

D. 转化及单克隆挑选操作同第一部分 2.1.3（Kana 抗性换为 Amp 抗性）； 

E. 菌液 PCR 初步鉴定，5,000 r/min 离心收集正确单克隆菌体，弃去上清，使用天

根质粒小量提取试剂盒小量提取质粒，将该质粒进行双酶切，酶切产物经琼脂

糖凝胶电泳鉴定正确后送公司测序； 

F. 测序正确后保存于-20 ℃，构建成功的重组表达载体命名为 pCAGGS-TBEV-

PrME。 

2.4.2 Western blotting 鉴定免疫血清的特异性 

A. 提前使用含 10 % FBS 、1 %三抗 DMEM 于 5% CO2、37℃孵箱培养 293T 细胞； 

B. 将 293T 细胞消化后接种于 6 孔板，汇合度约为 40%； 

C. 继续培养至次日，待其汇合度 80%左右时转染 pCAGGS-TBEV-PrME 质粒和

pCAGGS 空载： 

①  将质粒与转染试剂 PEI MAX 以 1：3（质量：体积）分别用适量无血清

DMEM 培养基稀释，将两者混匀后于室温下孵育 20 min; 

②  将 6 孔板中的培养基换为双无 DMEM 培养基； 

③ 将前述混合物加入至 293T 细胞中，等待 5 h 后换液为 10 % FBS DMEM ； 

④ 等待 48 h 后弃取液体，细胞保存于-80℃。 

试剂 体积 

T4 连接酶 1 µL 

TBEV-PrME 5 µL 

pCAGGS 载体 2 µL 

无 RNA 酶水 2 µL 

合计 10 µL 
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D. 将上步所得细胞用 PBS 洗涤 2 遍，每次 3 min； 

E. 每孔加入 100 μL 适量 RIPA（强），冰上裂解 27 min； 

F. 冰上进行超声，参数为 200W、5S、10S，共超声 2 min; 

G. BCA 定量后加入 5×蛋白上样缓冲液； 

H. Western blot 分析：操作同 2.4.1，使用 1：200 稀释（TBST）的免疫血清作为一

抗，使用 1：15,000（TBST）稀释的 IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG 

Secondary Antibody 作为二抗，用 Odyssey 双色红外荧光成像系统扫描。 

2.4.3 免疫荧光鉴定免疫血清的特异性 

A. 提前使用含 10 % FBS、1%三抗的 DMEM 于 5%CO2、37 ℃孵箱培养 BHK 细胞； 

B. 消化 BHK 细胞，加入培养液重悬后接种于铺有细胞爬片的 24 孔板，密度约为

20%； 

C. 继续培养至次日，待其汇合度为 40%左右时转染 pCAGGS-TBEV-PrME 质粒和

pCAGGS 空载，操作同第一部分 2.4.2； 

D. 48 h 后使用 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min； 

E. 加入 4 % PFA，室温固定 15 min，PBS 洗涤 3 次，每次 5 min； 

F. 加入 0.2 % Triton X-100 的 PBS 室温透膜 15 min，PBS 洗涤 3 次，每次 5 min； 

G. 加入 3 % BSA 的 PBST 于 37 ℃封闭 35 min，PBS 洗涤 3 次，每次 5 min； 

H. 加入 1:200 稀释的免疫血清，4 ℃孵育 14-16h，PBS 洗涤 3 次，每次 5min； 

I. 加入 1:300 稀释的 CoreLite® 488 Goat anti-Mouse IgG Secondary Antibody，室温

孵育 1 h，PBS 洗涤 3 次，每次 5 min； 

J. 加入 DAPI 对细胞核进行染色，室温孵育 10 min，PBS 洗涤 3 次，每次 5min； 

K. 小心地将爬片抠出，放置于滴有抗荧光淬灭封片剂的载玻片上，然后使用荧光

显微镜观察并拍照。 
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3 结果 

3.1 TBEV-Eecto 基因的扩增分析 

以合成的 pUC57-TBEV-Eecto 为模板，PCR 扩增 TBEV-Eecto，产物经 1 %琼脂

糖凝胶电泳分析，图 1-1约在 1,200 bp处可见特异性条带，符合目的基因预期大小，

可见成功得到了 TBEV-Eecto 基因片段。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-1：TBEV-Eecto PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳分析 

M：DL 2,000 DNA marker；1~2： TBEV-Eecto 的 PCR 扩增产物 

Fig 1-1: The PCR products of TBEV-Eecto were analysised by agarose gel 

electrophoresis 

M：DL 2,000 DNA marker；1~2：PCR products of TBEV-Eecto 

3.2 重组质粒 pET28a-TBEV-Eecto 的酶切鉴定 

将重组表达载体 pET28a-TBEV-Eecto-进行双酶切验证（BamH I/Sal I），在 1 %

琼脂糖凝胶电泳分析后， 图 1-2 约在 5,300 bp 和 1,200 bp 处可见特异性条带，符合

TBEV-Eecto 片段及 pET28a 载体预期大小。测序结果显示与理论序列一致。表明重

组质粒 pET28a-TBEV-Eecto 构建成功。 
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图 1-2：pET28-TBEV-Eecto 的酶切鉴定 

M: DL5,000 DNA marker；1~2： 重组质粒 pET28-TBEV-Eecto 的酶切产物 

Fig 1-2:  Identification of pET28-TBEV-Eecto by restriction enzyme digestion 

M:DL 5,000 DNA Maker；1~2： pET28-TBEV-Eecto recombinant plasmid digested by 

restriction enzyme 

3.3 TBEV-Eecto 重组蛋白小量诱导表达鉴定 

将小量诱导表达的菌体超声破碎后分离上清沉淀，制样后进行 SDS-PAGE 分析，

考马斯亮蓝染色脱色后发现目的蛋白主要以包涵体形式表达，图 1-3 在 40 kD-55 kD

中间可见特异性条带，符合目的蛋白分子量大小（分子量为 49.1 kD）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-3：TBEV-Eecto 诱导表达及可溶性分析。 

M:蛋白分子质量标准；1: 未诱导菌体上清; 2: 未诱导菌体沉淀; 3: 诱导后菌体上清;  

4: 诱导后菌体沉淀;  

Fig 1-3: TBEV-Eecto exprsssion and solubility analysis were identified by SDS-

PAGE. 

M:protein Maker；1: Uninduced bacterial supernatant; 2: Uninduced bacterial Precipitation;  

3: Induced bacterial supernatant; 2: Induced bacterial Precipitation;  

3.4 TBEV-Eecto 重组蛋白纯化产物鉴定 

3.4.1  TBEV-Eecto 重组蛋白纯化产物的 SDS-PAGE 分析 

将大量表达的 TBEV-Eecto 重组蛋白包涵体用 6 mol/L 盐酸胍变性溶解，经

NDSB-201复性后超滤浓缩及 Ni-NTA色谱柱亲和层析纯化，将目的蛋白使用超滤管
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进行浓缩和洗滤将洗脱液置换为 PBS，将咪唑顺序洗脱的以及最终纯化的目的蛋白

分别制样进行 SDS-PAGE 分析，如图 1-4 所示，经包涵体溶解、复性及纯化得到了

纯度较高的 TBEV-Eecto 蛋白。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-4：SDS-PAGE 分析纯化的 TBEV-Eecto 蛋白 

M: 蛋白分子质量标准 ; 1-8: 咪唑顺序洗脱的目的蛋白;9: 纯化后的目的蛋白 

Fig 1-4: SDS-PAGE analysis of the purified TBEV-Eecto 

M: protein maker; 1-8: Target protein eluted sequentially with imidazole; 9: The target 

protein after purifying 

3.4.2  TBEV-Eecto 重组蛋白纯化产物的 Western blot 分析 

将上述纯化的蛋白、诱导表达的菌体及未诱导制样后进行 SDS-PAGE，之后转

膜，用兔抗 6×his 抗体作为一抗，使用 1：15,000 稀释的 IRDye® 680RD Goat anti-

Rabbit IgG Secondary Antibody 作为二抗，图 1-5 在诱导菌体沉淀和纯化后蛋白处可

见符合目的蛋白大小的特异性条带，未诱导菌体处无条带，再次证明成功纯化得到

了 TBEV-Eecto 蛋白，BCA 定量结果显示浓度为 1 mg/mL。 

 

 

 

 

图 1-5：Western blot 分析 TBEV-Eecto 蛋白 

M：蛋白质分子质量标准；1: 未诱导菌体上清 ; 2: 未诱导菌体沉淀;3: 纯化的 TBEV-

Eecto 蛋白; 4:诱导后菌体沉淀. 

Fig 1-5: Analysis for TBEV-Eecto proteins by Western blot 

M: protein maker;1: Uninduced bacterial supernatant; 2: Uninduced bacterial 

Precipitation;3: Purified TBEV-Eecto protein; 4: Induced bacterial Precipitation. 

3.5 pCAGGS-TBEV-PrME 重组表达载体的构建 

利用本教研室保存的 PCI-neo-TBEV-PrME（森张株）质粒为模板，设计特异性

引物扩增 TBEV-PrME 基因片段，酶切后克隆至 pCAGGS 质粒，双酶切后进行核酸

电泳鉴定，如图 1-6 所示，在约 2,200bp 和 4,700bp 处存在特异性条带，与 TBEV-
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PrME 和 pCAGGS 理论大小一致，测序结果进一步证实成功构建了 pCAGGS-TBEV-

PrME 重组表达载体。 

 
图 1-6：重组质粒 pCAGGS-TBEV-PrME 的酶切鉴定 

M:DNA Maker DL 5,000；1~2：重组质粒 pCAGGS-TBEV-PrME 的酶切产物 

Fig 1-6: Indentification for PCR products of pCAGGS-TBEV-PrME by 

restriction enzyme digestion 

M:DL 5,000 DNA Maker；1~2： pCAGGS-TBEV-PrME pET28-TBEV-Eecto 

recombinant plasmid digested by restriction enzyme 

3.6 TBEV-Eecto 蛋白的免疫原性鉴定 

将 pCAGGS-TBEV-PrME 质粒分别转染 293T 细胞，利用 Western blotting 鉴定

TBEV-Eecto 的免疫小鼠血清中是否存在针对 E 蛋白的多克隆抗体。如 1-7 所示，

Western blotting实验中，在约54 kD处存在特异性条带，符合E蛋白分子量大小（53. 

7 kD），而对照组无条带，结果说明了免疫后小鼠体内存在具有 E蛋白亲和活性的抗

体。 

 

图 1-7 : Western blotting 分析 TBEV-Eecto 蛋白的免疫原性 

Fig 1-7:The immunogenicity of TBEV-Eecto were analysed by Western blotting 

将 pCAGGS-TBEV-PrME 质粒分别转染 BHK 细胞，利用免疫荧光 IFA 鉴定

TBEV-Eecto 的免疫小鼠血清中是否存在识别 E 蛋白的多克隆抗体。如图 1-8 所示，
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TBEV PrME 蛋白表达的 BHK 细胞中可见特异性绿色荧光，pCAGGS 空载转染组无

荧光。以上均说明TBEV-Eecto蛋白具有良好的免疫原性，免疫小鼠后产生了对应的

抗体。 

 
图 1-8：IFA 分析 TBEV-Eecto 蛋白的免疫原性(标尺为 50 μm) 

Fig1-8 : The immunogenicity of TBEV-Eecto were analysed by IFA. 

（Scale bar=50 μm） 

4 讨论 

E 蛋白在 TBEV 感染宿主细胞的整个生命周期中发挥着重要作用，成熟 TBEV

的表明 E 蛋白以二聚体形式存在。在病毒附着细胞后进入内吞体，其内的低 pH 诱

导了 E 蛋白从同源二聚体重排为三聚体，融合环暴露出来插入细胞膜介导病毒膜和

内吞体膜融合，从而释放病毒基因组。在子代病毒成熟过程中，E 蛋白和 PrM 蛋白

首先以异二聚体形式嵌于内质网膜中，随后 E-PrM 异二聚体会形成三聚体覆盖于未

成熟病毒表面，E蛋白在进入高尔基复合体及跨高尔基网络时被其中的低 pH环境诱

导重组为人字形排列，Pr 蛋白被弗林蛋白酶切割并导致 E 蛋白融合环的暴露，E 蛋

白重组为同源二聚体，未成熟病毒粒子转变为成熟病毒粒子[76, 77]。E 蛋白在去除跨

膜锚定区后的胞外区包含 3 个结构域，DⅠ中含有对其分泌至关重要的糖基化位点，

而DⅡ中的融合环介导了病毒粒子与内吞体膜的融合，DIII具有免疫球蛋白样折叠，

有研究表明，针对 E DIII 的中和抗体可阻止低 pH 诱导的 E 蛋白构象变化阻断膜融

合[78]。E 蛋白跨膜锚定区包含了 2 个疏水性的螺旋，这是 E 蛋白在外源表达时不易

溶解的原因[39]。E 蛋白存在着主要的抗原表位，而其跨膜锚定区几乎不存在中和抗
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体表位。Allison, S. L 等报道去除跨膜锚定区的 Eecto 重组蛋白作为可溶性 E 蛋白分

泌且保留了主要的抗原表位 [79]。 

目前 TBEV-E 蛋白已使用多种表达系统成功表达，包括昆虫细胞表达系统、哺

乳动物细胞表达系统、酵母表达系统和原核表达系统。Anu Jääskeläinen 等首次利用

重组杆状病毒系统在昆虫细胞中表达了 PrM/M 和 E 蛋白，获得了分泌到培养基中的

TBEV-VLP[80]。昆虫表达系统成本昂贵且人力成本过高 ，不便推广使用[80]。

Nozyechi N Chidumayo 将兔 IgG Fc 结合域与 TBEV-Eecto 在哺乳动物细胞中融合表

达，保留了 E 蛋白与兔 IgG 的免疫原性[81]。哺乳动物表达系统表达量低、技术复杂

且纯化步骤繁琐，而且成本也很高。Seok-Min Yun 等毕赤酵母表达系统表达 prME

蛋白，在上清液中收获了 TBEV-VLP[68]。酵母表达系统存在目的蛋白分泌效率低、

容易形成多聚体等问题。以大肠杆菌为代表的原核表达系统因为其廉价的发酵要求、

快速的增殖能力和稳定的高水平表达在重组蛋白的生产中得到了大规模使用[82, 83]。

大肠杆菌 BL21（DE3）和 pET表达系统被认为是大肠杆菌表达重组蛋白的最常用的

载体系统，其主要归因于 BL21（DE3）基因组中 λ 噬菌体的 T7 RNA 聚合酶，它可

以特异性识别 pET 质粒上的 T7 启动子，并以大肠杆菌天然 RNA 聚合酶的 8 倍速度

转录[84]。 当 mRNA 被有效翻译时，目的蛋白可以在 3 小时或更短的时间内积累到

总细胞蛋白的 50%以上[85]。 

国外 Rizzo 等分别成功原核表达 TBEV-Eecto 的报道，结果显示得到的目的蛋白

纯度较高且保留了免疫原性，且 Dubova 等人的 X 射线衍射分析实验表明，变性后

在一定复性缓冲液中可获得与天然 TBEV-E 结构相似的 TBEV-Eecto[2, 60]。国内温中

华、邴振虹等成功在大肠杆菌中表达了全长 E 蛋白，ELISA 实验显示免疫原性较高，

但并未测试其针对其他黄病毒的交叉反应性[62, 63]。朱晓磊、王丹等建立了以 E 蛋白

DⅢ作为抗原进行快速 ELISA 检测的方法，此方法能避免同属黄病毒对临床诊断的

干扰，但作为疫苗候选抗原效果不佳[57, 86]。近年来，随着结构生物学的进展，以及

蛋白复性技术的改进，原核表达的重组蛋白也可在复性后恢复其原有构象形成较好

的二聚体形式，而且具有相当好的生物活性。 

本研究选用 1953年从东北某森林脑炎致死的病人脑中分离的 TBEV森张株为研

究对象，属于 TBEV 远东亚型，在 TBEV 三个亚型中毒力最强，致死率最高可达

20%，在我国批准的 TBEV 疫苗也为森张株灭活后制备[9]。本研究使用了大肠杆菌



空军军医大学硕 士 学 位 论 文 

-45- 

BL21（DE3）和 pET 表达系统，在成功构建 pET28a-TBEV-Eecto 重组表达载体后，

成功地在大肠杆菌中以包涵体形式表达了 TBEV-Eecto，通过变性裂解包涵体、超滤

和亲和层析的获得了纯度较高的TBEV-Eecto蛋白，而且将其免疫小鼠后制备的免疫

血清能够识别真核表达的 TBEV PrME 蛋白，特异性好，提示 TBEV-Eecto 具有较好

的生物活性和免疫原性。鉴于 Eecto 在原核细胞中表达为包涵体，因此复性对于能

否获得具有生物活性的蛋白具有十分重要的作用。本研究尝试了逐步去除变性剂的

透析复性法以及加入 HSP、精氨酸盐酸盐及 NDSB-201 等小分子物质帮助折叠使蛋

白恢复其原有构象，最终发现 NDSB-201 复性成功得到具有良好生物活性的 TBEV-

Eecto蛋白。而且，复性后的超滤浓缩置换复性液的过程中总是有目的蛋白的析出，

经分析为 PBS 的 pH 靠近蛋白的等电点导致，因此调节 pH 远离 Eecto 的等电点也是

获得正确折叠的可溶性蛋白的关键。 

本研究成功表达了 TBEV-Eecto，其具有良好的免疫原性，为后续制备 TBEV的

单克隆抗体奠定了基础。 
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第二部分 TBEV-Eecto 蛋白的单克隆抗体制

备及鉴定 

1 材料 

1.1 细胞及病毒 

1.1.1 小鼠骨髓瘤细胞 Sp2/0，由本实验室保存。 

1.1.2 饲养细胞来源于 BALB/c 小鼠腹腔巨噬细胞。 

1.1.3 稳定表达 YFV 复制子的 huh-7 细胞系由本实验室制备。 

1.1.4 JEV P3 株、DENV2 16681 株由本实验室保存。 

1.2 质粒 

1.2.1 pCAGGS-YFV-PrME 、pCAGGS-ZIKV-PrME 质粒由本实验室构建保存。 

1.3 试剂 

实验所用试剂如表 2-1 所示: 

表 2-1: 实验试剂 

Table 2-1：Experimental reagents 

试剂 来源 

RIPM 1640 培养基 Corning 公司 

抗体亚类鉴定试剂盒、ELISA 封闭液 proteintech 公司 

TMB 单组份显色液、ELISA 终止液 索莱宝公司 

Lipofectamine 3000 转染试剂 Thermo Fisher Scientific 公司 

Nano-Glo® 荧光素酶检测试剂盒 Promega 公司 

PEG 8000 Sigma 公司 

Hybridoma Feeder 添加因子 博奥龙科技有限公司 

50×次黄嘌呤-氨基蝶呤-胸腺嘧啶核苷

( hypoxanthine aminopterin thymidine， HAT) 
博奥龙科技有限公司 

50×HT 博奥龙科技有限公司 

无缝克隆试剂盒 近岸蛋白质科技股份有限公司 

protein G 1mL 预装柱 Cytiva 公司 
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1.4 溶液及相关试剂配制 

1.4.1 ELISA 相关溶液 

1.4.1.1  10×PBS 缓冲液：精密天平称取氯化钠 8 g、氯化钾 2 g、磷酸氢二钠 14.2 g 、

磷酸二氢钠 2.7 g 放入烧杯中，加入 800 mL 去离子水不断搅拌溶解，定容至 1L，室

温下保存。 

1.4.1.2  PBST 缓冲液：取 500 mL PBS 缓冲液加入 250 μL Tween-20，终浓度为 0.05% ，

室温下保存。 

1.4.1.3 包被液：分别取碳酸钠 1.59 g， 碳酸氢钠 2.93 g 至烧杯中，加入去离子水至

定容至 1 L，调节 pH 至 9.6，保存于室温。 

1.4.1.4 稀释液：取 BSA 1 g，加入 PBST 定容至 1 L，保存于 4 ℃。 

1.4.2 抗体纯化缓冲液 

1.4.2.1 结合缓冲液（20mM PBS，pH 7.0）：取 200 mL 10×PBS 加入 2L 烧杯中，加入

去离子水定容至 1 L，调节 pH 至 7.0，保存于 4 ℃。 

1.4.2.2 洗脱缓冲液（0.1M 甘氨酸-HCl，pH 2.5）：天平称取甘氨酸 7.51 g 于 2 L 烧杯

中，加入去离子水定容至 1 L，浓盐酸调节 pH 至 2.5，保存于 4 ℃。 

1.4.2.3 碱性中和液（1 M Tris-HCl，pH 9.0）：称取 60.57 g Tris 粉剂与烧杯中，加入 

400 mL 去离子水搅拌使其充分溶解，定容至 500 mL，使用浓盐酸调节 pH 至 9.0，

使用 0.22 μm 滤器过滤除菌， 保存于 4 ℃。 

1.4.3 杂交瘤细胞培养相关溶液 

1.4.3.1 HT 培养液：于超净台内量取 10 mL 50×HT、5 mL 100×三抗、100 mL FBS，

加入 RIPM 1640 培养基，定容至 500 mL，4℃保存。 

1.4.3.2 HAT 培养液：于超净台内量取 10 mL 50×HAT、5 mL 100×三抗、100 mL FBS，

加入 RIPM 1640 培养基，定容至 500 mL，4℃保存。 

1.5 仪器 

实验所用仪器如表 2-2 所示： 
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表 2-2：实验仪器 

Table 2-2：Experimental instrucments 

仪器 来源 

生物安全柜 美国 Jouan 公司 

Glomax20/20 发光检测仪 美国 Promega 公司 

涡旋振荡器 海门其林贝尔公司 

1.6 分析软件 

数据分析使用 GraphPad Prism 8.3.0 软件。 

2 方法 

2.1 小鼠血清抗体的测定 

A. 使用 TBEV-Eecto 原核表达蛋白包被酶标板，每孔 1 µg，使用包被液稀释至 100 

µL 后加入，4℃包被 16 h，弃去液体后加入 PBST 洗涤 3 次，每次 3 min； 

B. 加入100 µL 5 %脱脂奶粉的ELISA封闭液，室温封闭2 h，弃去液体，加入PBST

洗涤 3 次，每次 3 min； 

C. 分别加入 100 µL免疫前及免疫后使用稀释液 1：1,000稀释的小鼠血清，37 ℃孵

育 1 h，弃去液体后使用 PBST 洗涤 3 min，然后放置在含有吸水纸的毛巾上拍

干，重复 3 次； 

D.   加入 100 µL 使用稀释液 1：10,000 稀释的 HRP 标记的山羊抗鼠抗体，37℃孵

育 50 min，弃去液体后使用 PBST 洗涤 3 min，然后放置在含有吸水纸的毛巾上

拍干，重复 3 次； 

E. 加入 100 µL TMB 单组分显色液，室温显色 5 min，待显色后加入 50 µL 2 M 硫

酸终止显色； 

F. 使用酶标仪测定其 450 nm 处吸光值 OD450。 

2.2 杂交瘤细胞制备 

2.1.1 Sp2/0 细胞的培养 

A. 将冻存于液氮中的 Sp2/0 细胞复苏：取出细胞迅速在 37℃水浴锅中融化，加入

适量 10% FBS RIPM-1640 培养基混匀，1,000 r/min 离心 3 min，弃上清使用新鲜
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培养基重悬细胞，然后置于 5% CO2的 37℃恒温培养箱中培养； 

B. 传代培养：待细胞密度接近 100%时进行传代处理，即使用巴氏管将贴壁细胞吹

下，离心去除培养基，后加入适量新鲜培养基重悬后继续培养； 

C. 融合前使用 20% FBS RIPM 1640 培养基进行扩大培养。 

2.1.2 饲养细胞的制备 

A. 将 BALB/c 小鼠脱颈处死，浸泡于 75%乙醇中放置 5 min，然后放入超净工作台

中，腹部朝上固定于解剖台板上; 

B. 使用镊子夹起小鼠腹部皮肤，用剪刀剪开小口，注意不能剪破腹膜，然后小心

翼翼地用手撕开皮肤，充分暴露腹膜; 

C. 使用酒精棉球擦拭腹膜消毒; 

D. 用注射器吸取 8 mL 左右不完全 RIPM-1640 培养基注入腹腔中，反复抽吸数次; 

E. 将腹腔内液体抽出转移至离心管中； 

F. 1,000 r/min 离心 10 min，弃去上清； 

G. 使用少量 HAT培养液重悬，进行细胞计数，根据细胞密度补加适量 HAT培养液

至细胞密度为 2×105个/ mL; 

H. 将稀释完的细胞悬液以每孔 100 µL 的体积加入至 96 孔细胞培养板中，然后于 5% 

CO2的 37℃恒温培养箱中培养。 

2.1.3 细胞融合 

A. 取第一部分 TBEV-Eecto蛋白免疫的小鼠，选取其中血清 1：1,000稀释后效价最

高的 2只小鼠，分别为 1号和 2号，麻醉后摘眼球取血，脱颈处死后浸泡于 75%

乙醇中，5 min 后放入超净工作台中固定于解剖台板上； 

B. 用灭菌的剪刀开腹，取出脾脏，放入已经盛有不完全 RIPM-1640 培养基的平皿

中洗涤一次，小心操作去除周边组织； 

C. 将 100 目筛网置于提前加入了不完全 RIPM-1640 离心管上，将脾脏置于筛网上，

一边使用玻璃棒研磨一边滴加不完全 RIPM-1640 培养基，使脾细胞通过网孔透

过至离心管中； 

D. 1,000 r/min 离心 5min，弃去上清； 

E. 用不完全 RIPM-1640 洗涤脾细胞一次，离心弃去上清后重悬； 
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F. 取脾细胞悬液 20 µL，加入等量台盼蓝染液后进行活细胞计数； 

G. 将提前扩大培养的 Sp2/0 细胞吹下，离心弃去上清，重悬后进行活细胞计数； 

H. 分别取 2 只小鼠各 1×108个脾细胞与 3×107个 Sp2/0 细胞悬液，各于一个离心管

中补加适量不完全 RIPM-1640 后轻轻吹打混匀； 

I. 1,000 r/min 离心 7 min，弃去上清，轻弹管底使细胞尽量松散； 

J. 吸取约 750 µL PEG 1,500（50%，w/v）缓慢加入离心管中，期间不断转动离心

管，时间控制在 60 S 左右，然后立即用约 30 S 时间将细胞悬液吸入吸管内，静

置 30 S 后用 30 S 的时间吹回至离心管中； 

K. 用 5 min 时间加入 25 mL 不完全 RIPM-1640，800 r/min 离心 7 min，弃去上清； 

L. 缓慢加入 10 mL HAT 培养基，吹打混匀，切记动作轻柔； 

M. 将上述细胞悬液加入已铺有饲养细胞的 96 孔培养板中，然后于 5% CO2的 37℃

恒温培养箱中培养。 

2.3 杂交瘤细胞的选择性培养 

A. 将融合后的细胞于 HAT 培养液中培养 7 d 左右，间隔 2-3 d 需进行换液处理，在

换液时小心地从上面吸取 1/2培养液，然后补加等量新鲜培养液，期间不断观察

细胞状况； 

B. 在 7-14 d 使用 HT 培养液，同样间隔 2-3d 需进行换液处理，方法也为半换液； 

C. 14 d 看情况是否将 HT 培养液换为 20% FBS RIPM 1640 培养基继续培养。 

2.4 克隆化 

A. 细胞融合后 16 d 左右，进行间接 ELISA 检测，使用 1µg/孔 TBEV-Eecto 蛋白作

为抗原包被酶标板，取杂交瘤细胞上清检测其效价，对阳性孔中的细胞进行克

隆化; 

B. 将 96 孔板中待克隆化的杂交瘤细胞用巴氏管吹下，取细胞悬液进行计数； 

C. 取 160 个细胞量的悬液，加入含有添加因子的 HT 培养液至 1.6 mL 吹打混匀，

在新的 96 孔板中的 8 个孔中每孔加入 100 µL 细胞悬液； 

D. 继续补加培养液至 1.6 mL 吹打混匀，在新的 96 孔板中的 8 个孔中每孔加入 100 

µL 细胞悬液； 

E. 重复上步操作 4 次; 
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F. 将克隆化完成的细胞置于 5% CO2的 37℃恒温培养箱中继续培养； 

G. 适时进行换液和观察细胞状态，待细胞形成单克隆后检测，尽量选取阳性孔中

单个克隆的细胞进行再次克隆化，操作同前。 

2.5 单克隆抗体腹水效价测定 

A. 经过共计 4 次克隆化之后筛选出 6 株细胞上清效价较高且为单克隆的杂交瘤细

胞，于 T25 细胞培养瓶中培养； 

B. 领取 6 W 左右的 BALB/c 雌鼠，腹腔注射 500 μL 经高压灭菌的液体石蜡； 

C. 1 W 后将生长状态良好的阳性杂交瘤细胞从培养瓶吹下，1,000 r/min 离心 3 min，

弃上清后用无血清 1640 重悬，进行细胞计数，每只小鼠腹腔注射约 1×106 个细

胞，体积控制在 500 μL； 

D. 等待 1-2 W 左右，将腹腔明显胀大，毛发蓬松的小鼠处死，将小鼠固定于解剖

板上，小心翼翼地剪开腹腔后使用塑料吸管吸取腹水，10,000g 离心 5 min 后取

上清，分装后保存于-80℃； 

E. 使用 1 µg/孔 TBEV-Eecto蛋白作为抗原包被酶标板，首次将腹水以 1：10稀释，

然后进行 10倍梯度稀释作为一抗进行间接 ELISA法测定其效价，操作同第二部

分 2.1。 

2.6 单克隆抗体亚型鉴定 

A. 从 4℃中取出鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂盒，室温条件下平衡 30 min； 

B. 配置 1×IgA+IgM+IgG-HRP : 10 μL 100×羊抗鼠 IgA+IgM+IgG-HRP + 990 μL 

1×PBST ； 

C. 腹水使用 PBST 以 1：105稀释后加入至孔中； 

D. 将 1×羊抗鼠 IgA+IgM+IgG-HRP 加入样品孔中，50 μL/孔。将板子置于摇床上慢

速振荡混匀，也可用手轻轻敲击板架两侧 1 min； 

E. 盖上封板膜，室温孵育 1 h；  

F. 弃去孔内液体，1×PBST 洗板 3 次，置于含有吸水纸的毛巾上拍干； 

G. 配置显色液，A 液：B 液=1:100 后将现配的显色液加入孔中，100 μL/孔； 

H. 室温避光显色 15 min。加入终止液，100 μL/孔； 

I. 结果可用肉眼观察，颜色最深的孔为对应亚型。 
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2.7 单克隆抗体特异性测定 

2.7.1 Western blotting 鉴定单克隆抗体的特异性 

pCAGGS-TBEV-PrME质粒转染 BHK细胞，其余操作同第一部分 2.4.2，一抗使

用 6 株单克隆抗体腹水，使用 TBST 以 1：100 稀释。  

2.7.2 免疫荧光鉴定免疫血清的特异性 

操作同第一部分 2.4.3，一抗使用 6 株单克隆抗体腹水，使用 PBS 以 1：200 稀

释。  

2.8 免疫荧光测定单克隆抗体交叉反应性 

A. 将 BHK细胞消化后接种于铺有细胞爬片的 2个 24孔细胞培养板，密度约为 20%； 

B. 继续培养至次日，待其密度为 40%左右时，换液为无血清 DMEM，一部分细胞

转染 pCAGGS-YFV-PrME、pCAGGS-ZIKV-PrME质粒和 pCAGGS空载，转染试

剂为 PEI MAX，其余操作同第一部分 2.4.3；另外一部分细胞换液为无血清

DMEM，于生物安全柜中分别感染 JEV和 DENV2，MOI分别为 2和 0.1，2 h后

换液为 5% FBS DMEM 维持液； 

C. 其余操作同第一部分 2.4.3，将 6 株单克隆抗体腹水以 1：200 稀释后分别鉴定其

是否可结合 YFV、ZIKV、JEV 和 DENV2 的 E 蛋白。 

2.9 单克隆抗体纯化及鉴定 

A. 将小鼠腹水将腹水与结合缓冲液 1：10 稀释后使用 0.22 µm 针头式过滤器过滤； 

B. 运行 FPLC,以 20 mL/min 的速度使用去离子水洗泵，然后以 1 mL/min 的速度洗

涤管道，清除残留物。然后在泵运行的状态下将 protein G 1 mL 预装柱点对点连

接至系统，设置流速为 1 mL/min，清洗预装柱 10 min； 

C. 使用结合缓冲液平衡柱子，设置流速为 1 mL/min，运行 10 min； 

D. 过滤后的样品上样，设置流速为 0.5 mL/min； 

E. 使用结合缓冲液洗涤柱子，设置流速为 1 mL/min，直至其 280nm 处吸光值 A280

降至基线水平； 

F. 洗脱：使用洗脱液进行洗脱，设置流速 1 mL/min， 按顺序收集洗脱液，每管收

集约 500 μL，迅速加入碱性中和液调节 pH 至 7.0；  
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G. 对纯化完成的抗体进行 BCA 定量，分装保存于-80℃； 

H. 将抗体制样后进行 SDS-PAGE 鉴定，操作同第一部分 2.2.1。 

2.10 TBEV-RVP 的包装及检测 

2.10.1 pCAGGS-TBEV-C 重组载体的构建 

查阅文献，包装 TBEV-RVP 需反式提供其结构蛋白基因至稳定表达带有报告基

因的复制子细胞，前述已成功构建 pCAGGS-YFV-PrME，因此需构建 TBEV-C 表达

载体，于 NCBI 网站获得 TBEV 森张株（GenBank 查询号 AY182009.1）的 C 基因后，

对其进行密码子优化后交由公司合成，基因长度为 288 bp。 

atggctggaaaggccatcctgaaaggcaaaggcggcggccctcctagaagagtgagcaaagaaaccgccagaaagaccaga

cagagcagagtgcagatgcccaacggcctggtgctgatgagaatgctgggaatcctgtggcatgccgtggctggaaccgctag

aagccctgtgctgaaaagcttctggaacagcgtgcccctgaagcaggccatggctgctctgagaaagatcaagaaggccgtga

gcaccctgatggtgggactgcagagaagaggcaagagaaga 

A. 应用 SnapGene 软件设计引物如下表 2-3： 

表 2-3： TBEV-C 引物序列 

Table 2-3： The primer sequences of TBEV-C 

引物名称 序列 5´-3ˊ 

TBEV-C-F TTCGAATTCATGGTGGGCC 

TBEV-C-R GCAGGTACCTTAGTCGTAC 

B. 以公司合成的 TBEV-C-pUC57 为模板、引物、Premix PrimeSTAR MAX PCR 酶

等配置反应体系如表 2-4： 

表 2-4：TBEV-C PCR 扩增体系 

Table 2-4：The reaction for TBEV-C PCR 

试剂 体积 

2×PrimeSTAR MAX 12.5 µL 

pUC57-TBEV-C（100 ng） 0.1 µL 

无 RNA 酶水 10.4 µL 

TBEV- C-F 0.5 µL 

TBEV- C-R 0.5 µL 

合计 25µL 

PCR 扩增条件为：98℃  5 min；98℃ 10 s，58℃ 15 s，72℃ 3 s，共 30 个循环；
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72℃再延伸 5 min。 

C. 2 %琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产物 

D. TBEV-C 的 PCR 产物与 EcoR I 和 Kpn I 双酶切后的 pCAGGS 载体使用天根通用

型 DNA 回收试剂盒回收，配置连接体系表 2-5： 

表 2-5: TBEV-C 与 pCAGGS 连接体系 

 Table 2-5: The connection reaction for TBEV-C and pCAGGS 

试剂 体积 

NovoRec®PlusRecombinase 1 µL 

5×Reaction Buffer 4 µL 

TBEV-C 6 µL 

pCAGGS 载体 2 µL 

无 RNA 酶水 7 µL 

合计 20 µL 

将连接体系置于 PCR 仪上，设置为 50 ℃孵育 10 min; 

E. 转化及单克隆挑选操作同第一部分 2.1.3； 

F. 将小量提取的重组质粒进行双酶切鉴定，鉴定正确的质粒送公司测序； 

G. 将测序正确的重组质粒保存于-20 ℃，命名为 pCAGGS-TBEV-C。 

2.10.2 TBEV-RVP 的包装 

A. 复苏本室构建及保存的稳定表达 YFV 复制子的 huh-7 细胞，由于其带有报告基

因纳米荧光素酶（Nano Luciferase，Nluc），因此命名为 YFV-Rep-Nluc； 

B. 使用20% FBS DMEM将YFV-Rep-Nluc细胞培养至密度约为 80 %时换液为OPTI-

MEM 培养基； 

C. 将 pCAGGS-TBEV-PrME和 pCAGGS-TBEV-C质粒（比例为 1：1）用适量OPTI-

MEM 稀释后加入 P3000 混合后置于一个 EP 管中，将 Lipofectamine 3,000 同样

用适量OPTI-MEM稀释后置于另一个EP管中，将两者混合后室温静置 25 min。 

D. 6 h 后换液为 10% FBS DMEM 维持液； 

E. 48 h 后收取上清，1,000 g 离心 3 min，使用 0.22 μm 一次性针头式滤器过滤后分

装保存于-80℃。 
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2.10.3 TBEV-RVP 的检测 

A. 消化 BHK 细胞后进行细胞计数，分别以 5,000、10,000、15,000 个/孔的密度接

种于 96 孔板中，继续培养 24 h； 

B. 感染：将 96孔板中的 BHK细胞换液为无血清 DMEM，取出保存于-80℃的含有

TBEV-RVP 的细胞上清于 37℃水浴锅中快速解冻融化，分别向 3 个不同细胞密

度的孔中分别加入 0、40、80、160 μL，体积不足 160 µL 的用无血清 DMEM 补

齐； 

C. 2 h 后换液为 10% FBS DMEM； 

D. 48 h 后取出 96 孔板，在室温下平衡 10 min，弃去细胞上清，用 PBS 洗涤 2 次，

每次 5 min，然后弃去 PBS； 

E. 取出于-20℃保存的 Nano-Glo® 荧光素酶检测试剂盒在在室温下平衡 10 min，将

裂解液以 100 μL 加入至 96 孔板的细胞中，室温裂解 15 min； 

F. 吸出裂解液，5,000 g 离心 5 min； 

G. 准备检测液：将检测底物与检测缓冲液以 1：50 的比例混合； 

H. 取 10 μL 裂解液与 10 μL 检测液混合，静置 3 min 待其反应； 

I. 用 Promaga 发光仪检测 RLU 值。 

2.11 单克隆抗体中和活性测定 

为测定单抗的中和活性，选择微量中和试验（Micro neutralization assay，MN）

来进行测定，首先我们为了测定单抗是否存在中和活性，仅使用一种抗体浓度即每

孔加入 20 ng单抗，将其与第二部分 2.10.2中所包装的 TBEV-RVP孵育后感染细胞，

通过在感染后 48 h比较加入单抗和未加入单抗组的 RLU值判断是否具有中和活性，

具体操作如下： 

A. 消化 BHK 细胞后进行细胞计数，以 10,000 个/孔的密度接种于 96 孔板中，继续

培养 24 h； 

B. 将 5 株单克隆抗体无血清 DMEM 外均稀释至 0.4 ng/µL，使用 0.22 µm 针头式滤

器过滤除菌，分别取 50 µL 稀释后的抗体与 50 µL TBEV-RVP 混合后用涡旋振荡

器混匀，同时将 50 µL TBEV-RVP 与 50 µL PBS 混合作为对照，所有组于 37℃

孵育 1 h； 
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C. 96 孔板中的 BHK 细胞进行换液为无血清 DMEM，将上步得到的抗体-RVP 混合

组及对照组分别加入至各个孔中，每组均做 2 个复孔； 

D.  2 h 后换液为 10% FBS DMEM； 

E. 48 h 后测定 RLU 值，操作同第二部分 2.10.3。 

3 结果 

3.1 小鼠血清中抗体及单克隆抗体腹水效价测定 

3.1.1 小鼠血清抗体的测定 

将小鼠免疫前后血清经1：1000稀释后使用间接ELISA法测定，如表2-6所示，

小鼠在免疫后血清中存在与TBEV-Eecto特异性反应的多克隆抗体，所有免疫小鼠血

清经 1：1,000 稀释后仍为阳性，表明 TBEV-Eecto 原核表达蛋白的免疫原性较好。 

表 2-6: ELISA 测定 TBEV-Eecto 蛋白免疫小鼠前后血清 1：1000 的 OD480nm值 

Table 2-6: Detection  of OD480nm value of immuned serum at 1：1000 before and 

after immunization by ELISA 

小鼠 免疫前 免疫后 

1 0.086 2.400 

2 0.073 2.314 

3 0.084 2.314 

4 0.061 1.933 

5 0.056 1.7925 

3.1.2 单克隆抗体腹水效价测定 

        经过选择性培养和 4 次克隆化后，取单克隆杂交瘤细胞进行间接 ELISA 检测法

筛选出 6 株阳性杂交瘤细胞系，分别为 2H8H4、3C5D4、4H10D4、4H3B11 、

2B11H4 、2E3G6，均可分泌针对 TBEV-Eecto 的特异性抗体，将其扩大培养后腹腔

注射小鼠，取小鼠腹水测定其效价，结果如表 2-7 所示 2H8H4 和 2E3G6 的效价 1：

103，3C5D4、4H10D4、、4H3B11 和 2B11H4 的效价为 1：106。 

表 2-7: 间接 ELISA 法检测单克隆抗体腹水效价 

Table 2-7: Detection of titer of monoclonal antibody in ascites by indirect ELISA 

稀释倍数 2H8H4 3C5D4 4H10D4 4H3B11 2B11H4 2E3G6 阳性对照 阴性对照 

102 0.577 1.156 1.163 1.246 1.135 0.736 1.422 0.070 

103 0.148 1.127 1.053 1.244 1.132 0.289 1.055 0.051 
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3.2 单克隆抗体亚型鉴定 

分别取 6株单克隆抗体腹水鉴定其抗体亚型，结果显示 2H8H4和 2E3G6的抗体

亚型为 IgG1 型，而 3C5D4、4H10D4、4H3B11 、2B11H4 均为 IgG2b 型，6 株单克

隆抗体的轻链均为 к 链，结果如图 2-1 所示。 

 

图 2-1 ：单克隆抗体亚型鉴定 

Fig 2-1: Identification of monoclonal antibody subtypes 

3.3 单克隆抗体特异性测定 

3.3.1 Western blotting 鉴定单抗特异性 

pCAGGS-TBEV-PrME重组载体和 pCAGGS空载分别转染 293T细胞，制样后进

行 Western blotting 鉴定， 6 株单抗腹水作为一抗，如图 2-2 所示，2E3G6 株单抗可

结合 TBEV-E 蛋白上的线性表位，其它单抗则不能结合。 

104 0.062 1.118 1.050 1.087 1.096 0.096 N/A N/A 

105 0.047 0.574 0.567 0.743 0.997 0.056 N/A N/A 

106 0.089 0.231 0.186 0.234 0.428 0.046 N/A N/A 

107 0.045 0.066 0.061 0.074 0.119 0.044 N/A N/A 

108 0.045 0.046 0.047 0.049 0.056 0.047 N/A N/A 

109 0.045 0.0045 0.046 0.045 0.048 0.049 N/A N/A 
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图 2-2:Western blotting 鉴定单抗特异性 

Figure 2-2: Identification of monoclonal antibody specificity by Western blotting 

3.3.2 免疫荧光鉴定单抗特异性 

pCAGGS-TBEV-PrME 转染 BHK 细胞，取细胞爬片进行 IFA 鉴定， 6 株单抗腹

水作为一抗，如图 2-3 所示，2H8H4、3C5D4、4H10D4、4H3B11 、2B11H4 等 5 株

单抗均可结合 TBEV-E蛋白上的构象表位，结果表明 TBEV-Eecto原核蛋白经复性后

恢复天然构象，免疫小鼠产生的单抗不仅可结合 TBEV-E 蛋白上的线性表位也可结

合其构象表位。 

 

图 2-3: IFA 鉴定单抗特异性（标尺为 200 μm） 

Figure 2-3: Identification of monoclonal antibody specificity by IFA 

（Scale bar=200 μm） 

A:2H8H4;   B:3C5D4;    C:4H10D4;  D:Postive Control；E:4H3B11;  F: 2B11H4;  

G:2E3G6;   H: Negative Control 

3.4 单克隆抗体交叉反应性测定 

一部分 BHK 细胞转染 pCAGGS-YFV-PrME、pCAGGS-ZIKV-PrME 质粒和
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pCAGGS 空载，另外一部分分别感染 JEV 和 JEV，使用 6 株单抗的腹水稀释后作为

一抗，免疫荧光测定其交叉反应性，如图 2-4 所示 2H8H4 株与 JEV 存在交叉反应，

3C5D4 与 JEV 和 DENV2 存在交叉反应性， 4H10D4 与 DENV2 存在交叉反应，

4H3B11与 JEV和 DENV2存在交叉反应性，2B11H4与 JEV存在交叉反应, 2E3G6与

JEV、DENV2、YFV 以及 ZIKV 均不存在交叉反应。 
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图 2-4: IFA 鉴定单抗的交叉反应性（标尺为 200 μm） 

Fig 2-4: Identification cross-reactivity of monoclonal antibodies by IFA 

（Scale bar=200 μm） 

A:2H8H4;   B:3C5D4;    C:4H10D4;D:4H3B11;  E: 2B11H4;  F:2E3G6; 

3.5 单克隆抗体的纯化及鉴定 

 使用 protein G 1 mL 预装柱对腹水进行亲和层析纯化，但 2H8H4 株腹水在洗脱
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时在 280 nm 处的吸光值 A280始终为基线水平，无法得到单抗，经分析 2H8H4 株腹

水效价较低导致抗体水平低下，柱子上结合的抗体含量过低而无法纯化成功，其余

5 株单抗都成功纯化，抗体的 SDS-PAGE 鉴定如图所示，每个泳道都存在一个约 25 

kD 而另一个约 48 kD 的特异性条带，符合 IgG 抗体轻链和重链的大小，表明抗体纯

化成功。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-5： SDS-PAGE 鉴定纯化后的抗体 

Figure 2-5: Identification of the purified antibodies by SDS-PAGE 

M:Protein maker； 1：4H10D4; 2：4H3B11;3：3C5D4;   4： 2B11H4;  5：2E3G6; 

3.6 pCAGGS-TBEV-C 重组表达载体的酶切鉴定 

        将小量提取的 pCAGGS-TBEV-C 重组表达载体进行双酶切（EcoR I/Kpn I），然

后将酶切产物进行 1.5 %琼脂糖凝胶电泳，如图 2-6 所示在约 5,000 bp 和 250 bp 处存

在特异性条带，符合 pCAGGS 载体和 TBEV-C 片段理论大小，测序结果证实成功将

TBEV-C 克隆至 pCAGGS 载体，因此表明成功构建了 pCAGGS-TBEV-C 重组表达载

体。 
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图 2-6：重组质粒 pCAGGS-TBEV-C 的酶切鉴定 

M:DL 5,000 DNA Maker；1-2：重组质粒 pCAGGS-TBEV-C 的酶切产物 

Fig 2-6：Identification of pCAGGS-TBEV-C by restriction enzyme digestion  

M:DL 5,000 DNA Maker；1-2： pCAGGS-TBEV-C recombinant plasmid digested by 

restriction enzyme 

3.7 TBEV-RVP 的检测 

为测定 TBEV-RVP 的感染活性，将包装出的 TBEV-RVP 以不同体积感染 96 孔

培养板前一天接种细胞数不同的 BHK 细胞，在感染 48 h 后通过测定其 RLU 值来判

定 TBEV-RVP 的感染效率，如表 2-8 所示，随着 TBEV-RVP 加入量的增多，被感染

细胞的 RLU 值也随之上升，相较于对照组变化明显；而相较于前一天接种 5,000 个

细胞，接种 10,000 个或 15,000 细胞进行感染 TBEV-RVP 的 RLU 值随加入量的变化

更为明显，因此提示我们在使用TBEV-RVP代替活病毒感染时，在 96孔板中提前一

天接种 10,000 个/15,000 个细胞的感染效率更高，本实验也说明了成功包装出了存在

感染活性的 TBEV-RVP。 

表 2-8：TBEV-RVP 感染 BHK 细胞的 RLU 值测定 

Table 2-8：Determinnation of RLU value of TBEV-RVP infected BHK cells 

RVP 加入体积（μL）/接种细胞数 5000 10000 15000 

0 146 197 208 

40 694 73,066 128,798 

80 195,736 292,559 1,709,539 

160 1435,957 12,453,207 8,599,151 

3.8 单克隆抗体中和活性测定 

为测定制备的 5 株单克隆抗体的中和活性，使用本研究包装出的 TBEV-RVP 进

行微量中和实验。首先提前一天于 96 孔板中接种 10,000 个 BHK细胞，每孔加入 20 

ng（50 μL ）单抗以及 50 μL TBEV-RVP 的方案进行初步尝试，在将单抗与 TBEV-
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RVP 混合后在 37 ℃孵育 1h 后感染 BHK 细胞，同时做加入 50 μL TBEV-RVP 与 50 

μL PBS 混合的对照组，在感染 48 h 后通过测定其 RLU 值来判定单抗是否存在中和

活性，如图所示，对 5 株单抗-TBEV-RVP 混合物感染 BHK 细胞后 48 h 的 RLU 值与

单纯加入 TBEV-RVP 组进行单因素方差分析比较，结果显示无统计学差异，提示纯

化的 5 株单抗均不存在中和活性。 

 

图 2-7： 微量中和试验的 RLU 值测定 

Figure 2-7： Determinnation of RLU value in microneutralization test  

4 讨论 

近年来随着旅游业的发展也增加了人们感染蜱传 TBEV 的风险，而其特异性药

物尚未研发成功，黄病毒成员之间的交叉反应给森林脑炎的诊断与中和抗体的研制

带来了更多困难。因此，制备 TBEV 的单克隆抗体将为其防控提供重要基础。 

目前抗体的制备技术快速发展，从杂交瘤到抗体库筛选再到单 B 细胞测序技术，

为研制针对目的抗原的特异性抗体提供了多种选择[87]。鼠源单克隆抗体制备技术仍

然是当今最为经典的技术，它主要是基于 1975 年 Kohler 和 Milstein 研发的杂交瘤技

术，使得抗体的制备由多克隆抗体走向单克隆抗体。其基本原理在于使用 PEG 等方

法促进免疫小鼠的脾细胞与小鼠骨髓瘤细胞进行融合，然后选择并克隆阳性的单克

隆杂交瘤细胞，最后将其注射小鼠产生腹水后从中纯化出单克隆抗体[88]。鼠源单克

隆抗体技术具有抗体多样性高、效价高、易制备、成本低廉等优势，已经广泛应用

于感染性疾病、自身免疫疾病以及癌症的诊断和治疗制剂的开发[89]。 
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在抗体制备方面，抗原选择和佐剂运用有着十分重要的作用。本研究在第一部

分利用大肠杆菌已经表达了TBEV-Eecto蛋白，而且已证实其具有良好的免疫原性。

在免疫动物佐剂方面，弗氏佐剂(Freunds Adjuvant)是目前动物免疫实验中最常用的

佐剂，它又可分为完全弗氏佐剂和不完全弗氏佐剂。弗氏佐剂是在 20 世纪 40 年代

由 Jules Freund发明，其原理在于可以使抗原持续缓释，同时又能非特异性地增强机

体对抗原的特异性免疫应答，增强相应抗原的免疫原性或改变免疫反应类型[90]。与

常规使用的弗氏佐剂相比，QuickAntibody免疫佐剂具有免疫周期短、针次少、无需

乳化、抗原用量低、抗体滴度高、抗体亲合力高、易获得构象型表位的抗体等多方

面优点。本研究中采用了该佐剂，5 周免疫即达到了较好的免疫效果。 

本研究利用前述制备的TBEV-Eecto原核蛋白免疫小鼠的脾细胞经融合后得到了

杂交瘤细胞，对其进行选择性和克隆化培养后，我们使用间接 ELISA 法快速筛选出

6 株阳性杂交瘤细胞系，将杂交瘤细胞注射小鼠后获取了腹水，亚型鉴定表明 6 株

单抗均为 IgG 型，间接 ELISA 法测定腹水效价显示 4 株单抗效价可达 1：106，2 株

仅为 1：103，原因可能为部分杂交瘤细胞培养过程中表达抗体能力丢失。利用真核

表达的 TBEV-PrME测定其识别表位的特点，结果显示 1株单抗可结合 TBEV-E蛋白

的线性表位，而其他 5 株可结合构象表位，提示 Eecto 原核蛋白经复性后其空间结

构得到较好的折叠。IFA 鉴定其交叉反应性，除 2E3G6 外，5 株单抗中均存在与

JEVD、DENV2、YFV 反应的单抗。这一结果提示本研究制备的单抗针对的抗原表

位可能多数位于 E DⅡ上，此处的抗原表位在黄病毒中高度保守。为了进一步评价所

制备抗体是否具有中和 TBEV 的活性，我们进行了微量中和试验。由于实验室缺乏

TBEV 活毒，而且也不具备生物安全三级实验室条件，我们采用 TBEV RVP 代替活

病毒。目前黄病毒的 RVP 研究已经比较成熟，其核心在于首先构建黄病毒基因组复

制子（编码病毒结构蛋白的基因被报告基因取代，其非结构基因形成的亚基因组复

制子可进行自我复制），然后通过反式提供编码结构蛋白的基因进行互补而包装出

RVP[70]。RVP 由于其包裹的基因组中缺乏结构蛋白编码基因，因此只具有单轮感染

性，可在 BSL-2 级别的实验室进行操作，能够用于抗体的中和活性评价等。本研究

中，我们利用实验室构建的 YFV 复制子细胞通过反式提供 TBEV-CprME 基因成功

包装了 TBEV-RVP。将 TBEV-RVP 感染 BHK 细胞后测定 RLU 值，结果显示其具有

较好的感染活性。进一步利用 TBEV-RVP 进行微量中和试验鉴定抗体中和活性，结
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果表明制备的 5 株单抗均无中和活性。分析其原因，一个是我们筛选得到的抗体较

少，正好这些抗体不具有中和活性；另一个原因是原核表达的TBEV-Eecto原核蛋白

在经过复性后虽可恢复部分天然构象，但缺少糖基化修饰，在刺激中和抗体方面的

作用较弱。 

本研究的不足之处在于：一是筛选抗体数量不够多，另外对于获得的抗体缺少

表位鉴定等。未来的研究将继续改进 TBEV 抗体的制备方法，以期获得效价较高、

特异性强的单克隆抗体。 
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小    结 
 

 

1. TBEV-Eecto 蛋白的原核表达、纯化及免疫原性鉴定 

1) 构建了 pET28a-TBEV-Eecto 原核表达载体，SDS-PAGE 以及 Western blotting

结果显示，其可在 BL21 感受态中成功表达 TBEV-Eecto 蛋白，经过 NDSB-201 复性

及 Ni 柱亲和层析纯化后获得了纯度较高的目的蛋白。 

2) TBEV-Eecto原核表达蛋白免疫小鼠，Western blotting和 IFA结果显示免疫血

清可成功识别真核表达的 TBEV-E 蛋白，TBEV-Eecto 原核表达蛋白具有较好的免疫

原性。 

2. TBEV-Eecto 蛋白单克隆抗体的制备及鉴定 

1) 获得了 6 株表达 TBEV-Eecto 单抗的杂交瘤细胞系，间接 ELISA 测定结果显

示单抗腹水效价较低，Western blotting 结果显示 2E3G6 株可结合 TBEV-E 蛋白的线

性表位，IFA 结果显示除 2E3G6 株外其他 5 株可结合 TBEV-E 蛋白的构象表位，IFA

鉴定交叉反应性结果表明除 2E3G6外，4株单抗中存在与 JEV、DENV 2、YFV反应

的单抗。 

2) 利用 protein G 柱从腹水中纯化出了除 2H8H4 外的 5 株单克隆抗体，SDS-

PAGE结果显示纯化成功；利用 YFV复制子细胞成功包装 TBEV-RVP，感染 BHK细

胞后测定RLU值显示其存在感染活性；利用 TBEV-RVP进行微量中和试验，结果显

示 5 株单抗均不存在中和活性。 
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