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摘要　 利用PCR方法扩增鲤疱疹病毒Ⅱ型(CyHVＧ２)ORF２５基因的部分基因序列,并将扩增产物连接到

原核表达载体pGEXＧKG,成功构建了 CyHVＧ２ＧORF２５ＧKG 重组质粒.IPTG 将其诱导后,SDSＧPAGE分析表

明:目的蛋白得到表达,分子质量大小为４２ku,且主要以包涵体形式存在;用纯化的融合蛋白免疫 BALB/c小

鼠,多次免疫后通过细胞融合,筛选出１株单抗５C６;经间接免疫荧光试验和 Westernblot试验验证,这株单抗可

以识别CyHVＧ２ORF２５蛋白.
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　　鲤疱疹病毒Ⅱ型(cyprinidherpesvirus２,CyＧ
HVＧ２)是从鲤科鱼类分离的第２种疱疹病毒,因此

被国际病毒系统分类与命名委员会命名为鲤疱疹病

毒Ⅱ型,也被称为金鱼造血器官坏死病毒;CyHVＧ２
为线性双链DNA病毒,基因组大小为２９０３０４bp,
具有１５４个开放性阅读框[１];其核衣壳外有囊膜包

被,呈椭圆形,直径在１７５~２００nm 之间,其核衣壳

为球形或六角形,直径为１００~１１０nm[２];隶属于疱

疹病毒目、异疱疹病毒科、鲤疱疹病毒属,与鲤痘疱

疹病毒(carppoxherpesvirus,cyprinidherpesvirus
Ⅰ,CyHVＧ１)及鲤疱疹病毒Ⅲ型(koiherpesvirus,

cyprinidherpesvirus Ⅲ,CyHVＧ３)均 属 疱 疹 病 毒

(Alloherpesviridae)[３Ｇ４].

１９９２年春季,日本学者首次从患病金鱼中分离

到CyHVＧ２,该病毒能引起EPC(epitheliomapapilＧ
losumcyprini)和FHM(fatheadminnowcells)细胞

产生病变[５].之后,Wang等[６]报道了 CyHVＧ２感

染养殖鲫,并造成了我国异育银鲫(CarassiusauraＧ
tusgibelio)的大规模死亡.２０１３年,武汉、广州、江
苏等地也报道了该病的暴发,自发病异育银鲫中检

测到CyHVＧ２[７].CyHVＧ２感染谱较小,感染对象

局限于鲫(Carassiusauratus)[８]、金鱼(Carassius
auratus)[９]及鲤与金鱼杂交体[１０].金鱼感染 CyＧ
HVＧ２后,初期表现为游动缓慢、食欲不振、精神沉

郁、在池塘底部停留,而后以眼球突出、皮肤苍白且

有粘液、鳃出血坏死、鳔出血[１１]等为主要临床症状.
早期的诊断对于有效防控 CyHVＧ２感染引起

的鲫造血器官坏死症尤为重要.传统的细胞分离培

养技术是非常重要的检测方法,但培养 CyHVＧ２的

敏感细胞系较难获得[１２],且操作复杂、周期较长,不
适合快速检测及诊断;电镜技术检测虽是最直接的

方法,但设备昂贵、操作繁琐,不适合临床大规模检

测;分子生物学技术耗时且技术要求高.因此,迫切

需要研制并建立ELISA等免疫学快速检测方法,为
该病的临床诊断及检测提供有效方法.本研究通过

克隆 CyHVＧ２ 具 有 良 好 抗 原 特 性 的 膜 蛋 白

ORF２５[１３Ｇ１４] 基 因 部 分 片 段,原 核 表 达 后 免 疫

BALB/c小鼠,筛选出１株特异性较高的单克隆抗

体,以期为CyHVＧ２的致病机制的研究及检测方法

的建立奠定基础.
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1　材料与方法

1.1　试验材料

质粒 pGEXＧKG、SP２/０骨髓瘤细胞、CyHVＧ２
DNA均为笔者所在实验室保存;所用鲫脑细胞

(GiCB细胞)与鲤疱疹病毒Ⅱ型(CyHVＧ２)由长江

水产研究所曾令兵研究员提供;BALB/c小鼠购自

湖北省动物疫病预防控制中心;BL２１和 DH５α购

于北京全式金生物技术有限公司.

DNA分子质量标准 DL５０００购自东盛生物科

技有 限 公 司,PCR Mix、LAＧTaq 酶、限 制 酶、T４
DNA 连接酶均购自 TaKaRa公司,HRP标记羊抗

鼠IgG购于武汉博士德生物公司,淋巴细胞分离液

购于天津灏洋生物公司,荧光二抗IgG 购于InＧ
vitrogen生物公司,牛血清白蛋白、胰酶、佐剂、HT、

HAT培养基、融合试剂均购于Sigma生物公司.
1.2　引物的设计和目的基因的 PCR 扩增

根 据 GenBank CyHVＧ２ ORF２５ 基 因 序 列

(NC_０１９４９５),选取其第４~４５６bp核苷酸序列设计

１对 特 异 性 引 物,序 列 为 F:５′CGGGATCCATＧ
GGGGTTCCAACGGTG３′,R:５′CGGAATTCTTAＧ
GATCAGGTCGAACG３′,该引物送往武汉擎科生物

公司合成,划线处是BamHⅠ/EcoRⅠ酶切位点.
以CyHVＧ２DNA为模板,按照以下体系进行 PCR

反应:２×PCRMix１０μL,引物F与引物R各１μL,
模板 DNA１μL,ddH２O 补至２０μL.反应条件:

９５℃预变性５min;９５℃变性３０s,５５℃退火３０s,

７２℃延伸４０s,３５个循环,之后７２℃延伸１０min,
产物用琼脂糖凝胶电泳鉴定.
1.3　重组质粒的构建

将 ORF２５PCR 产物回收,并对其与 PGEXＧ
KG进行BamHⅠ/EcoRⅠ双酶切,酶切产物回收

后,用 T４连接酶连接(２２℃,３０min),转化大肠杆

菌感受态细胞DH５α,接种于氨苄青霉素抗性LB平

板;挑取单菌落,接种到３mL含氨苄青霉素的 LB
中,置于３７℃摇床培养过夜;通过菌落PCR鉴定,
并将菌液送往武汉擎科生物公司进行测序.
1.4　重组蛋白的原核表达

将上述构建成功的重组质粒转化感受态细胞

BL２１之后接种至 LB液体培养基,通过１mmol/L
IPTG在３７℃诱导４h之后,离心,并将菌液收集进

行高压破碎,将上清与沉淀收集处理,通过 SDSＧ
PAGE分析其表达情况.
1.5　重组蛋白纯化及动物免疫

将上述高压破碎后收集的沉淀通过半透膜,进
行透析之后浓缩,将所得蛋白免疫４周龄 BALB/c
小鼠,同时以未免疫的小鼠为空白对照,免疫剂量及

时间如表１所示,于融合前３d腹腔注射２００μg/只

表１　小鼠免疫程序

Table１　Immunizationscheduleofmice

免疫时间/dTime 免疫途径 Route 每只鼠免疫剂量/μgDose 佐剂 Adjuvant
０ 皮下多点注射 Hypodermicinjection １００ 完全氟氏佐剂 Completefreud’sadjuvant
１４ 皮下多点注射 Hypodermicinjection １００ 不完全氟氏佐剂Incompletefreud’sadjuvant
２８ 皮下多点注射 Hypodermicinjection １００ 不完全氟氏佐剂Incompletefreud’sadjuvant
４２ 皮下多点注射 Hypodermicinjection １００ 不完全氟氏佐剂Incompletefreud’sadjuvant

进行加强免疫.
1.6　免疫后小鼠血清效价测定

用纯化的融合蛋白免疫小鼠４次后,尾静脉采

血,ELISA试验测定各小鼠血清效价.ELISA步骤

如下:用融合蛋白包被酶标板,１００μL/孔,４℃过夜

之后,拍干包被液并用 PBST 洗涤干净,加入１００

μL/孔封闭液 于 ３７ ℃ 封 闭 １h,拍 干 包 被 液 后

PBST洗涤干净,每孔加入１００μL稀释好的血清,
即从１∶２００开始稀释至１∶２５６００,空白小鼠血清

作为阴性对照,置于３７℃１h后拍干洗涤干净,每
孔加入１００μLHRP标记羊抗鼠IgG,于３７℃１h
后拍干洗净,分别加入底物 A 与B于３７℃放置１０
min后,加入终止液并测定D６３０值.

1.7　细胞融合及亚克隆筛选

将SP２/０骨髓瘤细胞培养后收集并注射于小

鼠皮下,１０d左右实体瘤长大,在无菌操作台中将

其取出,通过研磨、离心等步骤收集骨髓瘤细胞;选
取血清效价最高的小鼠,以同样的方法收集脾脏细

胞,同时收集１只空白小鼠的脾脏细胞作为饲养细

胞;然后将免疫脾细胞与骨髓瘤细胞在融合剂的作

用下,进行细胞融合,将融合后的细胞重悬后与饲养

细胞混合,接于９６孔细胞培养板,培养基为 HAT
培养基,将培养板放置于３７℃培养,注意全程无菌

操作;待融合后杂交瘤细胞集落长约培养孔１/４大

小时,通过ELISA 检测其效价,选取效价较高的细

胞进行亚克隆筛选,即将效价较高的阳性杂交瘤细

７９
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胞稀释成每孔１个细胞,换为 HT培养基,加入饲养

细胞继续培养,通过３次亚克隆筛选出效价较高的

阳性细胞,并将其扩大培养后冻存.
1.8　单克隆抗体的大量制备

将扩大后的阳性杂交瘤细胞收集后,腹腔注射

小鼠,细胞数量为１０５~１０６/只,１０d后收集小鼠腹

水,离心之后取上清并纯化、冻存.
1.9　单克隆抗体的 IFA 检测

用CyHVＧ２感染接种于２４孔细胞板的鲫脑细

胞,培养至出现明显的病变时,进行间接免疫荧光试

验(IFA),即先用甲醛固定细胞,PBS洗涤之后加入

PBSA封闭１h,PBS洗涤后加入制备的单克隆抗体

反应１h后,PBS洗涤干净,并加入绿色荧光二抗

(１∶５００稀释)反应１h,洗涤干净后,通过荧光显微

镜观察并拍照保存,同时设未感染的细胞作空白

对照.
1.10　单克隆抗体 Western blot 检测

将上述病变的细胞收集并用细胞裂解液及SDS
处理后,进行 SDSＧPAGE 试验,转 PVDF膜后,封
闭,并以制备的单克隆抗体为一抗反应１h,TBST
洗涤后加入 HRP标记羊抗鼠IgG反应１h,TBST
洗涤后显色并拍照保存.

2　结果与分析

2.1　目的基因 PCR 扩增结果

以CyHVＧ２DNA为模板,扩增ORF２５基因的

部分片段,PCR 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳,结
果显 示 在 ４５９bp 位 置 检 测 到 特 异 性 目 的 条 带

(图１),与预期结果一致.

　M:DL５０００marker;１,２:ORF２５PCR 产物 PCRamplification

productofORF２５．

图１　ORF２５PCR产物

Fig．１　PCRproductofORF２５
2.2　ORF25 菌落 PCR 检测

将上述PCR产物回收后,与载体pGEXＧKG经

BamHⅠ/EcoRⅠ双酶切、连接、转化 DH５α后,菌
落PCR鉴定,目的基因大小为４５９bp(图２);阳性

克隆经武汉生工测序公司测序,结果与 GenBank上

ORF２５序列一致,表明质粒 CyHVＧ２ＧORF２５ＧKG
构建成功.

　M:DL５０００marker;１:空白对照组 Controlgroup;２Ｇ９:ORF２５菌

落PCR产物 ColonyPCR．

图２　菌落PCR鉴定

Fig．２　IdentificationofcolonyPCR

amplificationproductofORF２５

2.3　融合蛋白的原核表达

将 成 功 构 建 的 重 组 质 粒 命 名 为 CyHVＧ２Ｇ
ORF２５ＧKG,并转化大肠杆菌BL２１,经１．０mmol/L
IPTG于３７℃诱导４h后,将菌液收集并高压破碎,
离心 之 后,将 上 清 与 沉 淀 收 集 处 理,通 过 SDSＧ
PAGE分析表明该融合蛋白主要以包涵体形式表

达,上清中也有少量表达,蛋白大小为４２ku(图３),
与预期大小一致.

　M:Proteinmarker;１:IPTG诱导上清Supernategroupinduced

byIPTG;２:IPTG 诱导沉淀 SedimentgroupinducedbyIPTG;

３:pGEXＧKG空载体空白对照 NegativecontrolpGEXＧKG．

图３　 融合蛋白原核表达SDSＧPAGE分析

Fig．３　TheanalysisoftheexpressionofCyHVＧ２ＧORF２５ＧKG

2.4　小鼠免疫后血清效价测定

用纯化的融合蛋白免疫小鼠４次后,尾静脉采

血,ELISA试验测定各小鼠血清效价,１、２、３、４、５号

小鼠效价均较高,血清在１∶１２８００稀释时,OD值

在１．０以上(图４);选取３号小鼠加强免疫,进行融

合试验.

８９
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　N:空白小鼠 Controlmouse;１~５:１~５号小鼠 Marked１Ｇ５mice．

图４　小鼠免疫后效价测定

Fig．４　Determinationofserumtitersofmiceimmunized
byCyHVＧ２ＧORF２５ＧKGprotein

2.5　融合后阳性杂交瘤细胞的筛选和扩大培养

细胞融合后,取细胞上清用 ELISA 方法检测,
即用融合蛋白包被酶标板,同时用空载蛋白包被作

为阴性对照,筛选出３株效价较高的细胞,经过３次

亚克隆,筛选出１株效价较高的细胞,命名为５C６,
将其扩大培养后冻存于液氮备用.
2.6　单克隆抗体的 IFA 分析

用CyHVＧ２感染鲫脑细胞(GiCB细胞),待细

胞出现明显病变时,进行间接免疫荧光试验,以５C６
收集的腹水作为一抗,羊抗鼠荧光IgG 为二抗,同
时以未感染细胞作为阴性对照组,结果表明,感染病

毒CyHVＧ２的细胞出现明显的绿色荧光,而对照组无

荧 光出现(图５),证明该单抗能识别并结合CyHVＧ２

A:未感染细胞组 Uninfectedcellsascontrol;B:CyHVＧ２感染细胞荧光照片 MabagainstCyHVＧ２ORF２５protein．

图５　间接免疫荧光检测单克隆抗体(１００×)

Fig．５　Indirectimmunofluorescenceassay(IFA)ofMabs(１００×)

ORF２５蛋白.
2.7　单克隆抗体的 Western blot 分析

用CyHVＧ２感染鲫脑细胞,待细胞出现明显病

变时收集细胞,用细胞裂解液与SDS处理后,进行

免疫印迹试验,以５C６收集的腹水作为一抗,羊抗

鼠IgG 为二抗,同时以未感染细胞作为阴性对照

组.结果发现,感染病毒 CyHVＧ２的细胞组出现明

显的特异性条带,大小６０ku左右,与预期相符,而

　１:未感染细胞组 Uninfectedcellsascontrol;２:CyHVＧ２感染

细胞组 MabsagainstCyHVＧ２ORF２５protein．

图６　单克隆抗体的 Westernblot分析

Fig．６　Specificityofmonoclonalantibodiesagainst

ORF２５proteinanalyzedbyWesternblot

对照组无任何条带(图６),证明该单抗能识别并结

合CyHVＧ２ORF２５蛋白.

3　讨　论

鲤疱疹病毒Ⅱ型(CyHVＧ２)可引起金鱼病毒性

造血器官坏死病,对鲫也有很高致病性,致死率可达

８０％以上,对我国鲫及其变种的养殖和金鱼的养殖

造成严重的威胁,经济损失巨大.因此,对此病早期

的诊断尤为重要.
本研究针对 CyHVＧ２具有良好免疫原性的囊

膜蛋白 ORF２５[１３Ｇ１４]设计特异性引物,通过 PCR 扩

增出目的片段,将其连接至原核表达载体 PGEXＧ
KG上,经IPTG诱导表达后,SDS分析发现其主要

以包涵体形式表达,进一步将该融合蛋白纯化,作为

免疫原免疫 BALB/c小鼠,免疫剂量尤为重要,免
疫剂量过低或过高都会引起不良效果[１５].４次免疫

后,对小鼠断尾取血,通过ELISA检测血清效价,并

９９
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对效价最高的小鼠加强免疫后,通过细胞融合和

ELISA试验筛选出５株效价较高的阳性细胞株,而
经过３次亚克隆试验,最终筛选出１株命名为５C６
的阳性细胞株;将其扩大培养,并收集该细胞注入小

鼠腹腔,１０d左右收集腹水冻存.细胞融合及细胞

培养过程操作复杂繁琐,且周期较长,细胞被污染概

率大,因此,严格无菌操作和及时冻存细胞尤为必

要[１６Ｇ１７].细胞融合与亚克隆筛选时,需以空载体

GST蛋白为空白对照,因为细胞融合后的杂交瘤细

胞中也有抗 GST蛋白的细胞株,只有这样才能保证

筛选出的细胞株仅抗 ORF２５蛋白[１８].
本试验从５株阳性细胞株中最终只筛选出１株

效价较高的阳性细胞株,可能是由于在筛选过程中

杂交瘤细胞分泌抗体不稳定,最终导致其效价降低

甚至消失.传统的方法所制备的单抗是鼠源性的,
制备成本高、周期长,且在人体中会被免疫系统识别

并清除,不能激活补体等应答系统,所以在应用于

人类疾病的治疗时,会存在诸多问题.近年来,随
着分子生物学的发展,出现了一些单抗制备的新

技术,如嵌合单克隆抗体、核糖体展示技术、噬菌

体展示技术,克服了传统单抗制备方法中出现的

问题,为单克隆抗体制备的技术和发展奠定了基

础[１８].
将制备的单克隆抗体进行IFA与 Westernblot

试验验证,证明该单克隆抗体能够识别并结合 CyＧ
HVＧ２ORF２５蛋白;本试验制备了 CyHVＧ２病毒囊

膜蛋白 ORF２５单克隆抗体,为 CyHVＧ２的致病机

制的研究及检测方法的建立奠定了基础.
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Prokaryoticexpressionandpreparationofmonoclonalantibody
againstORF２５proteinofcyprinidherpesvirusⅡ
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Abstract　ThecyprinidherpesvirusⅡ (CyHVＧ２)ORF２５genemainlyencodemembraneproteins,

whichshowgoodantigenicitybyantigeneptitopeprediction．Inthisstudy,ORF２５genesegmentwasamＧ
plifiedbyPCRandclonedintotheprokaryoticexpressionvectorpGEXＧKG．TheCyHVＧ２ＧORF２５ＧKGfuＧ
sionprotein(４２ku)wasexpressedhighlyunderinductionofIPTGintheE．coliBL２１,andthisfusion
proteinwas mainlyexpressedintheinsolublecomposition．One monoclonalantibody (McAb５C６)

againstORF２５proteinweregeneratedbyfusionofmousemyelomacelllineSP２/０andspleenlymphoＧ
cytesfromimmunizedmice．TheMcAb５C６wasfurthercharacterizedbyIFA (indirectimmunofluoresＧ
centassay)andWesternblotassay．Thisstudylaidafoundationfortheresearchofthepathogenesisand
thedetectionmethodofCyHVＧ２．

Keywords　cyprinidherpesvirusⅡ;ORF２５protein;prokaryoticexpression;monoclonalantibody
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