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南非2型口蹄疫病毒VP1蛋白单抗的制备与特
性研究
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摘要：为制备南非2型口蹄疫病毒型特异性单克隆抗体，本研究通过原核系统表达南非2型口蹄疫病毒VP1蛋白，

亲和层析的方法纯化目的蛋白。将纯化的VP1蛋白使用弗氏佐剂乳化后，免疫BALB/c小鼠，待加强免疫后取血

清效价最稳定的小鼠脾细胞与小鼠骨髓瘤SP2/O细胞进行融合，应用间接ELISA筛选针对南非2型VP1蛋白的单

克隆抗体。采用特异性试验、叠加试验和抗体亚型鉴定等方法对筛选的单克隆抗体特性进行分析。结果发现，本研
究成功表达南非2型VP1蛋白，筛选出2株能稳定分泌特异性针对南非2型VP1蛋白的杂交瘤细胞株（3B2和

6F2），其亚型分别为IgG2a和IgG1,叠加试验结果表明2株单抗的叠加系数>40%，说明两株单抗针对不同的抗原
位点；单抗的效价可达1:256000，特异性试验证明2株单抗均不与O型、A型口蹄疫病毒及其他常见猪病病毒产生

交叉反应。由此可见，本研究制备的单克隆抗体具有良好的特异性和反应性，为南非2型口蹄疫病毒定型诊断和未

来疫苗的研制奠定了基础。
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口蹄疫（Foot-and-mouth disease，FMD)是由

蹄疫病毒（Foot-and-mouth disease virus，FMDV)引

起的牛、羊、猪等偶蹄类动物水泡性疾病，具有高度

传染性，对养殖业造成极大的危害和严重的经济损

失1.2],是世界各国最关注的传染病之一。FMDV属
于小核糖核酸病毒科,FMDV属，是单股正链RNA

病毒，突变率高，传播速度快[3.4]。因此，世界动物卫
生组织（World organization for animal health，
WOAH)将其列为必须上报的A类传染病，我国将
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其列为一类动物疫病
FMDV共有7种血清型,即O型、A型、C型、亚

洲1型（Asial）、南非1型（SouthernAfrican
Territories1，SAT1）、南非2型（SAT2）和南非3型

（SAT3），且各血清型之间无交叉保护力[5.6]。研究
发现，O型和A型流行区域最广，Asial型主要在中

东和南亚地区流行，C型自2004年在巴西和肯尼亚

引发疫情之后再未见报道，SAT1、SAT2和SAT3

主要在撒哈拉以南的非洲大陆流行(7.8)。WOAH近
几年的数据显示，世界范围内流行的FMDV都含有

SAT2型[9]。近年来SAT2FMD从非洲蔓延至中

东、西亚地区，表现出跨区域传播的趋势[10]。自
2023年以来，伊拉克报道的SAT2FMD暴发数量

和临床案例明显增加，临近的科威特和伊朗边境也

有疫情出现。而引起SAT2FMD疫情的毒株为拓

扑型XIV,与来自埃塞俄比亚的SAT2毒株密切相

关，该毒株可引起水牛和其它牛群出现严重的临床

症状(1.12]。除此之外，约旦和土耳其也先后发生了
SAT2FMD疫情[13]。而中东国家的伊朗与伊拉克、
土耳其接壤，受感染风险极高。随着宗教文化、政治
经济以及我国同周边国家经济贸易往来不断加深，
假如SAT2FMD在伊朗暴发，并在阿富汗、巴基斯

坦和印度等国家流行，这将可能通过以下2种途径
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威胁到我国的养殖业，第一种途径：FMD在巴基斯

坦暴发，巴基斯坦的牛羊从新疆方向输人我国，可直
接对国内养殖业产生威胁；第二种途径：如果SAT2
FMD突破南亚屏障，通过印度传人我国，也可直接

对国内养殖业产生威胁。因此，在无疫苗保护的情
况下，为严防SAT2FMDV传入我国，建立SAT2

FMDV检测方法作为进出口岸检疫和防控的技术

储备至关重要。

FMDV为无囊膜的病毒，基因组全长约8.5kb，

包含4种结构蛋白VP1、VP2、VP3和VP4。其中，

VP1蛋白位于病毒表面，是病毒吸附、穿入和复制

的关键衣壳蛋白，在病毒对抗宿主免疫系统功能时

发挥重要作用，含有FMDV重要的抗原位点，也是

FMDV变异的关键蛋白,对疫苗研发、疾病监测和

流行病学调查具有重要意义14.15]。本研究通过原核
表达SAT2FMDVVP1蛋白，免疫小鼠制备型特异

性单克隆抗体（Monoclonalantibody，MAb），并鉴
定其特性，旨在为SAT2FMD诊断方法的建立提供

关键支撑材料，为边境地区的SAT2FMD疫情监测

与预警提供保障。

材料与方法

1 细胞、实验动物及试剂

大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞，购自北京全

式金生物科技有限公司；SPF级BALB/c小鼠（7周

龄），购自中国农业科学院兰州兽医研究所实验动物

中心，动物实验方案严格遵守相关实验动物福利规

定，并获得中国农业科学院兰州兽医研究所实验动

物伦理委员会批准（LVRIAEC-2023-054）；弗氏完

全佐剂、弗氏不完全佐剂、HT、HAT、HRP标记的

山羊抗鼠IgG以及PEG等试剂，购自Sigma公司；小

鼠骨髓瘤细胞（SP2/O)由中国农业科学院兰州兽医

研究所口蹄疫与新发病流行病学团队保存；单抗亚

型鉴定试剂盒，购自protein公司；胎牛血清，购自
Gibco公司；FMDA型病毒（A/GDMM/2013）、

FMDO型病毒（O/BY/2010）和塞内卡病毒（SVA-
CH-FJ-2017)灭活抗原均由中国农业科学院兰州兽

医研究所家畜疫病病原生物学国家重点实验室

提供。
2 SAT2-VP1重组蛋白的表达鉴定

从GenBank数据库中（登录号：AF367126.1）下

载SAT2-VP1基因序列，送武汉金开瑞生物工程有

限公司进行合成，并构建至pET-28a载体中，命名为

pET-28a-SAT2-VP1。将pET-28a-SAT2-VP1重

组质粒转化至BL21(DE3）感受态细胞，在IPTG浓

度为1mmol/L，温度为16℃的条件下诱导过夜。

离心收集菌体，加人PBS洗涤2次，使用超声破碎仪

处理菌体，离心后分别收取上清液和沉淀制备样品，

按比例加人5Xloadingbuffer制备样品，用SDS-
PAGE电泳分析重组蛋白的可溶性。

3 SAT2-VP1重组蛋白的纯化

将收集到的菌体用包涵体缓冲液A（50mmol/

L Tris-HCI(pH 8.0)、2 mmol/L EDTA,100 mmol/
LNaCl溶液）,缓冲液B(50 mmol/LTris-HCl(pH
8.0)、1 mmol/L EDTA、100 mmol/L NaCl、1% NP-

40溶液）和缓冲液I（50mmol/LTris-HCl（pH

8.0)、2 mmol/L EDTA、100 mmol/L NaCl、0.5%

TritonX-100、4mol/L脲素溶液）反复超声洗涤并收

集相应的上清液，最后沉淀溶解于缓冲液C(8mol/
L脲素、10mmol/Lβ-巯基乙醇、100 mmol/LTris-
HCl(pH8.0)、2mmol/LEDTA、2mmol/L脱氧胆

酸钠溶液）,并于4℃条件下置于梯度降低浓度的不

同脲素溶液中进行透析，将透析后的蛋白溶液加入

平衡液平衡后的Ni柱中结合3~5min，用100

mmol/L咪唑洗杂5次，150mmol/L咪唑洗杂5次，

最后用250mmol/L咪唑洗脱目的蛋白。取收集的

各个样品并按比例加人5Xloadingbuffer，通过SDS
-PAGE分析蛋白的纯度，利用HisTagMAb以及重

组蛋白免疫的兔抗血清验证蛋白的表达

4小鼠免疫

取5只7周龄雄性BALB/c小鼠免疫制备抗体。

首次免疫时将纯化的SAT2-VP1蛋白与弗氏完全

佐剂等体积乳化，蛋白免疫剂量为每只50μg，通过

背部皮下分点注射方式免疫小鼠。每2周免疫1

次，第2次和第3次免疫使用弗氏不完全佐剂进行
乳化，方式同第一次。第3次免疫10d后，使用尾静

脉采血法采血，离心分离血清,用间接ELISA方法

检测血清效价,并对小鼠进行腹腔注射SAT2-VP1

蛋白加强免疫，

5 杂交瘤细胞融合筛选及腹水制备纯化

将加强免疫后的小鼠安乐死后取其脾脏置于

1640不完全培养基中，利用注射器吹洗出细胞后离

心收集备用，将收集好的脾细胞制备成细胞悬液与

SP2/O混合，加人PEG作为促溶剂进行细胞融合，

融合完成后加人1640培养基终止融合，离心收集细

胞，用HAT培养基重悬后铺于96孔板中，置于CO2
浓度为5%的37℃培养箱中培养7d,取细胞上清，
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应用间接ELISA方法筛选出抗体阳性孔。使用HT

培养基按有限稀释法进行2~3次亚克隆，直至
ELISA检测阳性率达100%为止，通过以上方法最

终筛选出2株能稳定分泌抗体的细胞株（3B2和

6F2），将其扩大培养并保种。取10只Balb/c小鼠，

每只腹腔提前注射弗氏不完全佐剂500μL，7d后腹

腔注射杂交瘤细胞悬液，每只腹腔注射500μL约含
1×10°个细胞，待小鼠腹部隆起后采集腹水，离心后

收集上清，用饱和硫酸铵沉淀法纯化抗体

6 单克隆抗体效价检测

利用间接ELISA方法检测抗体效价，将纯化的

SAT2-VP1蛋白以100ng/孔包被酶标板。用

PBST将纯化的MAb从1:2000开始连续2倍倍比

稀释至1:256000，用SP2/0腹水作为阴性对照，稀
释比例同MAb，转至酶标板，37℃反应30min。
PBST洗涤5次，加人用PBST1:15000稀释的辣根

过氧化物酶（HRP)标记的山羊抗鼠的IgG，37℃反

应30min。PBST洗涤5次，加人TMB显色，2M
H,SO,终止反应，酶标仪读取OD450值。计算MAb
(S）与SP2/O(N)腹水的比值，以S/N>2.1所对应

的最大稀释比例作为MAb的效价

7 单克隆抗体亚型鉴定

亚型鉴定根据试剂盒说明书进行操作，

8 单克隆抗体叠加实验

为确定MAb识别抗原表位是否一致，将抗体稀

释利用间接ELISA叠加试验。按照公式计算MAb

组合的叠加系数（Additivity index，AI），AI=
(2*A(1+2)/（A,+A,)-1)*100,其中A、A,和A(1+2)分
别为3B2、6F2和3B2叠加6F2分别进行间接

ELISA的OD45值，当叠加系数AI>40%时，判定两
株MAb识别不同的抗原位点

9 单克隆抗体特异性鉴定

按间接ELISA原理，分别以SAT1、SAT2和

SAT3的VP1蛋白及FMDO（O/BY/2010）型、

FMDA(A/GDMM/2013)型和SVA(SVA-CH-FJ-
2017）灭活抗原包被酶标反应板进行检测，验证两

株抗体的特异性。

结 果

1 SAT2-VP1重组蛋白的表达和鉴定

将重组的质粒转化至BL21（DE3)细胞，加人

IPTG诱导表达后收集菌体，加人PBS超声破碎，离

心收取上清和沉淀，以未加IPTG的菌液作对照，制

备样品。SDS-PAGE结果显示，在约30kDa处有明

显的目的条带，与预期大小相符，且SAT2-VP1蛋

白以包涵体的形式存在（图1）。

M 1 2 3 4

kDa

116

66.2

45.0

35.0
一30

25.0

18.4

14.4

图1 SAT2-VP1重组蛋白的表达鉴定

注：M.蛋白质Marker；1.未诱导菌液；2.诱导后全菌；3.诱导后超

声上清；4.诱导后超声沉淀

Figure 1  Expression of the recombinant protein of SAT2-
VP1

Notes: M.protein marker; 1.no induced bacterial solution; 2.whole
bacteria after induction ; 3.ultrasonic supernatant after induction; 4.

ultrasonic precipitationafter induction.

2 SAT2-VP1重组蛋白的纯化

收集诱导后的菌体进行超声处理（图2A），通过

SDS-PAGE确定蛋白的纯度，结果发现纯化获得的

目的蛋白具有较高的纯度（图2B）。通过Western
blot试验，利用HisTagMAb和免多抗血清验证蛋
白的表达，可见30kDa处有明显的特异性条带，表

明成功纯化SAT2-VP1重组蛋白（图2C）。

3 免疫小鼠抗体水平检测

利用纯化的SAT2-VP1蛋白免疫小鼠，每次免

疫前尾静脉采血并离心分离血清，待三次免疫后采
用间接ELISA方法检测血清效价，结果发现血清稀

释比例在1:64000时，小鼠的阳性血清OD45值/阴

性血清OD45值仍大于2.1，其中5#小鼠相较其他小

鼠稳定，因此选用5#小鼠进行试验（图3）。

4单克隆抗体阳性孔的筛选

MAb阳性孔的筛选检测数据见表1,利用间接

ELISA方法，经三次亚克隆后检测阳性率达100%。

选取OD450最大值的细胞株扩大培养，并将稳定分泌

抗体的细胞株注射小鼠腹腔制备腹水并保存细
胞株。
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A B C

MI 1 2 3 4 5 6 M1 7 M2 8 M2 9
kDa kDa

170

116 130

100
66.2 70

55
45.0

40

35.0 35

25
25.0

18.4

14.4 15

图2SAT2-VP1重组蛋白的纯化与鉴定
注：A.M1.蛋白质Marker；1.2.缓冲液A的超声上清；3，4.缓冲液B的超声上清；5.缓冲液I超声上清；6.缓冲液C溶解包涵体；B.SDS

PAGE分析纯化的SAT2-VP1重组蛋白；M1.蛋白质Marker；7.纯化的重组蛋白；C.Westernblot分析纯化的SAT2-VP1重组蛋白；M2.蛋

白质Marker;8.HisTag鉴定纯化的重组蛋白；9.免多抗血清鉴定重组蛋白

Figure 2Purification and characterization of the recombinant protein of SAT2-VP1
Notes:A. M1. protein marker; 1 and 2. ultrasonic supernatant of buffer A; 3 and 4. ultrasonic supernatant of buffer B; 5. ultrasonic supernatant
of buffer I; 6. buffer C solubilized inclusion bodies;B. SDS-PAGE of the purified recombinant protein of SAT2-VP1; M1. protein marker; 7.
purified recombinant protein;C. Western blot of the purified recombinant protein of SAT2-VP1; M2. protein marker; 8. purified recombinant

proteins identified by His Tag; 9. rabbit polyantiserum-identified recombinant protein

30

1#
C

2#
20

3#
4#
5#

10

cutoffvalue

00S:1
000Z:11:1000

Serumdilutionratio

图3 SAT2-VP1重组蛋白免疫血清效价检测

Figure3 Serum titer of the recombinant protein of SA T2-
VP1

5 单克隆抗体效价检测

利用间接ELISA方法检测抗体效价。结果发

现在抗体稀释比例达1:256000时，3B2和6F2两株

单抗的S/N值均>2.1（图4），说明制备的MAb具有

较高的反应性。

6 单克隆抗体叠加实验

MAb叠加实验数据见表2和图5，发现3B2和

6F2两株抗体的叠加系数>40%，判定两株MAb识

别不同的抗原位点。

表1 ELISA方法筛选MAb阳性孔的试验结果

Table1 Results of ELISA for screening Mab-positive pores
3B2 6F2

MAb
Numberof subclones(hole)

1 2 3 1 2 3
1 0.782 1.883 2.038 0.061 2.202 2.383
2 2.008 0.215 1.71 2.281 0.261 1.982
3 1.213 1.825 1.675 2.01 1.759 0.925
4 1.752 0.069 1.79 0.072 0.067 1.052
5 0.321 1.985 2.022 0.071 0.145 1.12
6 0.068 1.609 1.179 0.092 2.16 2.121
7 0.967 1.972 1.511 2.054 0.072 2.332
8 0.069 0.113 1.654 0.06 0.068 2.165
9 0.092 1.058 2.14 0.063 1.973 1.839

Negative 0.088 0.08 0.091 0.079 0.095 0.082

7 单克隆抗体亚型鉴定

利用试剂盒检测MAb的亚型（图6），单抗6F2

重链为IgG2a，轻链为Kappa链；单抗3B2重链为
IgG1,轻链为Kappa链。

8单克隆抗体的特异性检测

抗体特异性检测结果（图7），制备的MAb3B2

和6F2与SAT2-VP1蛋白均有良好的反应性，且与

其他血清型（FMDSAT1型和SAT3型VP1蛋白、
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图4单克隆抗体效价检测
Figure 4 Titerdetection of monoclonal antibodies

表2 ELISA叠加分析2株MAb叠加试验的结果

Table2 The results of MAb-superimposed test of two
strains analyzed by ELISA

MAb OD450 value AI(%)
Meanvalue 3B2+6F2

3B2(A,) 1.558 1.563 1.561
6F2(A2) 1.407 1.392 1.400 42.9

3B2+6F2(A(1+2) 2.136 2.096 2.116

2.5斤

2.0

1.5

oSt

“ao
1.0

0.5

0.0
3B2 6F2 3B2+6F2

Monoclonalantibodyname

图5单克隆抗体叠加试验

Figure5 Superposition of the monoclonal antibody test

FMDO型、FMDA型以及SVA灭活抗原）无反应，

说明制备的两株单抗具有良好的特异性。

讨 论

FMD是一种可对养殖业造成巨大伤害的家畜

疾病，可以远距离传播感染家畜，且短时间内可在无
FMD地区引起急性流行病[16.17]。我国将FMD归为
严格控制和强制免疫的一类动物疫病,FMD的多态

性和变异性给防控带来很大的困难。在SAT2血清

3
6F2
3B2

2

OSt

0

epqueT epqueTKappa Kappa

Subtypes

图6 MAb亚型的鉴定

Figure6 Identificationof MAb subtypes

4
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3

2
St

ao
1

0

SAT2 SAT3
O/BY/2010
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图7 抗体特异性检测

Figure7 Antibodyspecificitytest

型中，SAT2型至少由14种拓扑型组成，这种拓扑

遗传多样性可能是由于较高的非典型重组引起[18]
SAT2型与FMDV其他血清型相比，致病力更强

因此，SAT2型FMD拓扑的多样性可能使疫情的控

制变得更加困难。当前，SAT2FMD在非洲、中东

和南亚呈现扩散蔓延趋势，严重威胁到我国家畜养

殖产业健康发展。加上这些流行国家的经济普遍落

后，FMD防治技术能力薄弱，而这也恰好为FMDV

的流行、变异和传播提供了便利。通常情况下，病毒

人侵宿主细胞就会刺激机体的免疫系统发挥作用，
抑制病毒增殖到最终清除病毒。而FMDV为了持

续感染宿主，通过不断地变异来逃避免疫系统的防
御。VP1作为主要的结构蛋白之一，含有主要的抗

原表位，其遗传变异决定了FMDV的进化速率及感

染能力[19]。因此，根据VP1的生物学特性和功能，
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VP1蛋白常被用于疫苗和诊断制剂的研制及流行

病学的调查。目前，除非洲国家外，其他国家均没有
SAT2FMD疫苗，这对疫情的防控有一定的局限

性。因此，检疫与诊断就变得尤为重要

大肠杆菌被广泛应用于表达重组蛋白，具有表

达量高、便于操作、周期短和成本低等特点。本研究

利用大肠杆菌成功表达了以包涵体形式存在的

SAT2-VP1蛋白，使用脲素溶解并通过稀释降低脲

素浓度，亲和层析纯化获得目的蛋白。高闪电等[201
对SAT2-VP1及其C端125个氨基酸区段进行了表

达和纯化，同样是以包涵体的形式表达。而包涵体
的形成与胞质内蛋白质生成速率有关，且纯化时可

以避开蛋白酶对蛋白的损伤，对机械破碎不敏感

用纯化的SAT2-VP1蛋白作为抗原免疫小鼠，通过

检测血清得到的高效价已经证实目的蛋白具有较好
的免疫性。杂交瘤细胞技术制备MAb已被广泛应

用与生物医学的各个领域，并且与多克隆抗体相比，

MAb具有特异性高、亲和力强以及可以大量生产等

优点121],也是诊断病毒感染的关键试剂。而获得高
质量的MAb与抗原的质量、免疫程序、细胞融合以

及筛选过程等诸多因素有关。本研究利用杂交瘤细

胞技术成功筛选出两株能稳定分泌针对SAT2-VP1

蛋白的细胞株，采用ELISA检测两株抗体的效价达

1:256000。且两株单抗均具有高反应性和型特异

性，不与其他型FMD抗原（SAT1型、SAT3型、O型

和A型)发生反应，也不与临床症状最为相似的

SVA发生反应，只与SAT2FMD型抗原反应。通

过抗体叠加试验发现，两株单抗具有不同的抗原结
合位点，这为SAT2FMD抗体和抗原（双抗夹心
ELISA)检测方法的建立奠定了基础。亚型鉴定结
果证明两株单抗有相同的k轻链和不同的亚型

重链。
综上所述，本研究利用大肠杆菌表达系统获得

SAT2-VP1蛋白，并成功制备了2株针对SAT2
VP1蛋白的MAb，为快速诊断SAT2FMDV提供

生物原材料，为后期诊断方法的建立提供技术支撑，

也为边境高风险地区FMD监测提供战略保障
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Preparation and Characterization of A VP1- Specific Monoclonal Antibody of
South African Type 2 Foot-and-Mouth Disease Virus

ZHU Yuqian'-2, SHI Zhengwang", LUO Juncong", CHEN Jie", LIN Yongyu'2, XI Tao", ZHANG Fan",
SHI Xintai?, ZHENG Haixuel", BAO Shijun", TIAN Hong

(1. College of Veterinary Medicine,Gansu Agricultural University,Lanzhou 730070, China; 2. State Key Laboratory of Veterinary Etiological
Biology, College of Veterinary Medicine,Lanzhou University, Lanzhou Veterinary Research Institute,Chinese Academy of Agricultural

Sciences,Lanzhou730000,China)

Abstract: In order to prepare South African type 2 foot-and-mouth disease virus (SAT2-FMDV) specific
monoclonal antibodies, in this study, the VP1 protein of SAT2-FMDV was expressed by a prokaryotic system.
The target protein was purified by affinity chromatography. The purified VP1 protein was emulsified with
Freund's adjuvant and immunized to Balb/c mice. Mouse splenocytes with the most stable serum potency in
serum were fused with mouse myeloma SP2/O cells after reinforcement of the immunization. Indirect ELISA
was applied to screen for monoclonal antibodies against the VP1 protein.of SAT2-FMDV. The characteristics
of the screened monoclonal antibodies were analyzed by specificity tests, overlay tests, and identification of
antibody subtype. The VP1 protein of SAT2-FMDVwas expressed in this study. Two hybridoma cell lines
(3B2 and 6F2) were screened that could stably secrete antibodies specifically targeting the VP1 protein of SAT2
-FMDV, and their subtypes were IgG2a and IgGl, respectively. A superposition assay showed that the
stacking coefficients of the two monoclonal antibodies was >40% , which indicated that the two monoclonal
antibodies were directed against different antigenic sites. The potency of the monoclonal antibodies was up to l:
256 000. A specificity assay used to characterize the monoclonal antibodies revealed no cross-reaction with O-
type or A-type foot-and-mouth disease viruses or other common viruses that cause diseases in pigs. The
monoclonal antibodies prepared in this study had good specificity and reactivity. Our data lay a foundation for the
SAT2-FMDV diagnosis and vaccine development.
Keywords: South African type 2 foot-and-mouth disease virus; VP1 protein;Specific monoclonal antibody
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