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鲤春病毒血症病毒核蛋白原核表达
及单克隆抗体制备
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华中农业大学水产学院/淡水水产健康养殖湖北省协同创新中心,武汉４３００７０

摘要　以含有鲤春病毒血症病毒核蛋白基因的质粒 NＧRFP为模板,通过 PCR方法扩增 N 基因编码区全

长,大小为１２５４bp.将该基因连接到pGEXＧKG载体上,构建了SVCVＧNＧKG重组质粒.将重组质粒转化到

BL２１菌株中进行诱导表达,采用SDS聚丙烯酰氨凝胶电泳分析鲤春病毒血症病毒 N蛋白的表达情况.以纯化

后的 N蛋白为抗原免疫BALB/c小鼠,ELISA测定免疫小鼠的血清效价.将血清效价较高的小鼠脾细胞和骨

髓瘤细胞融合,４次亚克隆后,通过ELISA及染色体数目分析筛选出１株杂交瘤细胞,命名为 NＧ２.将杂交瘤细

胞注射到小鼠腹腔制备单克隆抗体.经间接免疫荧光和免疫印迹实验证明该抗体可以特异性识别鲤春病毒血

症病毒 N蛋白.进一步分析表明,该抗体识别的靶位点位于 N蛋白第２２７~３３６位氨基酸之间.
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　　鲤春病毒血症(springviremiaofcarp,SVC)是
鲤最主要传染病之一,具有高传染性、高致死率等特

征.该病被世界动物卫生组织列入水生动物疫病名

录[１].感染鱼出现肾脏、脾脏和肝脏组织的破坏,导
致出血、水盐平衡能力丧失及免疫反应损伤.一般

在春季１０~１７℃水温时死亡率较高.温度升高时,
受感染的鲤可以产生抗体中和病毒,并防止再次

感染[２].
引起SVC的病原为鲤春病毒血症病毒(Carp

sprivivirus),常称为(springviremaofcarpvirus,

SVCV),属于弹状病毒科(Rhabdoviridae)鲤春病

毒属(Sprivivirus).SVCV 基因组为不分节段的

单股负链 RNA,编码５ 种结构蛋白,即核蛋白 N
(nueleoprotein)、磷酸化蛋白 P(phosphoprotein)、
基质蛋白 M(marxprotein)、糖蛋白 G(glycoproＧ
tein)和RNA 聚合酶L(polymerase)[３Ｇ４].病毒的传

播主要依赖鱼的粪便、尿液及媒介物[２].自SVCV发

现以来,国内外研究者对其进行了大量研究,主要集

中在 SVCV 毒 株 遗 传 变 异 性 及 其 有 效 标 记[５Ｇ６]、

SVCV分离株的基因聚类与地理位置相关关系[７]、

EPC细胞感染SVCV后 microRNA 及蛋白的差异研

究[８]、SVCV 的致病机制研究[９Ｇ１０]以及SVCV的检测

方法等[１１Ｇ１３].
针对SVCV N 蛋白的研究较少.有研究表明

利用靶向SVCVN 及 P的干扰 RNA,可以抑制病

毒的复制,且同时靶向这２个基因的串联siRNA抑

制效果最佳[１４].SVCV 的 N 蛋白可以通过泛素化

靶标线粒体抗病毒信号蛋白,从而抑制干扰素１的

表达,达到免疫逃逸的目的[１５].
由于SVC的严重性与普遍性,探究该病的致病

机制及研制开发诊断试剂具有重要意义[１６].基于

SVCVN 蛋白在病毒转录调节中的重要功能,通
过原核表 达 SVCV 的 N 蛋 白,将 其 纯 化 后 免 疫

BALB/c小 鼠,制 备 SVCVＧN 单 克 隆 抗 体,可 为

SVCV的 致 病 机 制、快 速 检 测 及 临 床 诊 断 奠 定

基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)试验动物.４~６周龄雌性BALB/c小鼠,购
自湖北省动物疫病预防控制中心.

２)质粒、菌株、细胞株及毒株.质粒pGEXＧKG
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为笔者所在实验室前期保存;NＧRFP质粒由笔者所

在实验室研究生柳力月构建;DH５α大肠杆菌克隆

菌株、BL２１(DE３)大肠杆菌表达菌株均购自北京全

式金生物技术有限公司;SP２/０骨髓瘤细胞、FHM
细胞与SVCV为笔者所在实验室保存.BamHⅠ、

XhoⅠ限制性内切酶购自 TaKaRa公司;PCRmix、

T４DNA连接酶购自 Thermo公司;DNA纯化回收

试剂盒、质粒小量提取试剂盒购自 OMEGA 公司;

细胞培养基购自 Hyclone公司;牛血清白蛋白、胰
酶、HAT、HT、PEG 等购自Sigma公司;抗体购自

武汉博士德生物工程有限公司.

３)引物序列.根据 GenBank中SVCVN 基因

序列(AJ３１８０７９．１),利用 Primer５．０软件设计扩增

N 基因全长及４个片段的特异性引物.所有引物

的上下游均加入酶切位点BamHⅠ/XhoⅠ.引物

序列见表１.
表１　引物序列

Table１　Primerssequences

引物名称 Primer 引物序列 Primerssequences
SVCVＧNＧF AAAGGATCCATGAGTGTCATTCGGATCA
SVCVＧNＧR AAACTCGAGTCCATAGGTTTGTTTTATCCAT
SVCVＧN１ＧF CGGGATCCGCCACCATGAGTGTCATTCGGATCAAAACAA
SVCVＧN１ＧR CCGCTCGAGCTCAGCACTCACCTCAGCGTTC
SVCVＧN２ＧF CGGGATCCGCCACCATGGCTGAGGTGAGTGCTGAGGATGA
SVCVＧN２ＧR CCGCTCGAGAACATGTCCCAGGGTGGCGAGT
SVCVＧN３ＧF CGGGATCCGCCACCATGGCCACCCTGGGACATGTTGTTAA
SVCVＧN３ＧR CCGCTCGAGTAAGGCGTAAGCCATCAGCAAGC
SVCVＧN４ＧF CGGGATCCGCCACCATGCTGATGGCTTACGCCTTAGGT
SVCVＧN４ＧR CCGCTCGAGTCCATAGGTTTGTTTTATCCATTTGCCC

1.2　重组质粒的构建

１)PCR扩增目的基因.以含有SVCV 核蛋白

基因的质粒 NＧRFP为模板,SVCVＧNＧF及SVCVＧ
NＧR为引物,PCR扩增SVCVN 基因编码区全长.

PCR程序如下:９８℃预变性２min;９８℃变性１０s,

５５℃退火１５s,７２℃延伸２５s,共３５个循环;７２℃延

伸５min.PCR产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测.

２)酶 切、连 接 与 转 化.将 PCR 回 收 产 物 及

pGEXＧKG质粒用限制性内切酶BamHⅠ和XhoⅠ
双酶切,连接并转化到大肠杆菌感受态细胞.步骤

为:冰浴３０min;４２℃水浴９０s,快速冰浴２min;加
入５００μL预热的 LB培养基,混匀后置于３７℃摇

床培养４５min;将菌液涂布到含氨苄抗生素的 LB
琼脂平板,置于３７℃培养１２h.
1.3　重组质粒的提取及鉴定

挑取平板上的单菌落,接种到６mL含０．１％氨

苄抗生素的 LB培养基中,置于３７℃摇床培养过

夜;按照试剂盒操作步骤提取重组质粒.以SVCVＧ
NＧF及SVCVＧNＧR为引物对重组质粒进行PCR鉴

定,将阳性质粒送往武汉擎科创新生物科技有限

公司 进 行 序 列 测 定.测 序 结 果 与 GenBank 中

SVCVN 基因(AJ３１８０７９．１)进行核苷酸同源性比

较分析.
1.4　重组蛋白诱导表达及纯化

对融合蛋白进行大量表达及纯化.步骤如下:

取大量诱导后的菌液,收集菌体;用 BufferA 重悬

后,进行高压破碎;４℃１２０００r/min离心１０min,
收集包 涵 体 沉 淀;加 入 BufferA、SKL(２０％)及

DTT;剧烈震荡后,室温静置０．５~２h;４℃１２０００
r/min离心１０min收集上清;加入PEG４０００、氧化

性谷胱甘肽、还原性谷胱甘肽,装袋后透析;将透析

后蛋白加入２０％甘油－８０℃保存备用.
1.5　动物免疫

用纯化后的SVCVＧN蛋白,免疫４周龄的雌性

BALB/c小鼠,共进行３次皮下免疫及１次加强免

疫.每次间隔时间为１４d,抗原免疫剂量均为每只

２００μg,第２次免疫及第３次免疫１０d后,对小鼠尾

部静脉采血.收集血清,通过间接ELISA检测产生

的抗体效价.选择抗体效价高的 BALB/c小鼠进

行加强免疫,间隔３d后进行细胞融合实验.
1.6　间接 ELISA

包被稀释至１ng/μL的抗原与pGEXＧKG诱导

的细菌全蛋白至９６孔板,PBST 洗涤３次;加入封

闭液PBSA(PBS＋１％BSA),３７℃封闭１h;制备的

单克隆抗体孵育１h;洗涤后用 HRP标记的羊抗小

鼠IgG孵育４５min,加入底物液 A 与底物液B,反
应１０min;加入终止液并用酶标仪测定 OD６３０值.

1.7　细胞融合

１)脾细胞的制备.制备免疫脾细胞及饲养脾细

胞,其方法类似,具体步骤如下:将小鼠处死,取脾脏

０８



　第３期 王　方 等:鲤春病毒血症病毒核蛋白原核表达及单克隆抗体制备 　

至研磨器中研磨.静置使组织团块沉于底部,收集

上层的细胞悬液至无菌离心管中;重复洗涤２次后,
将细胞悬液１２００r/min,离心１０ min,用 RPMIＧ
１６４０基础液重悬.免疫脾细胞重悬后计数备用.
而饲养脾细胞离心后用适量 HAT培养基重悬后放

于３７℃备用.

２)细胞融合.将复苏的瘤细胞与免疫脾细胞用

PEG方法进行融合,具体步骤如下:计数后的SP２/０
骨髓瘤细胞与免疫脾细胞按照１∶３的比例,在离心

管内混和,１２００r/min离心１０min;弃上清;将离心

管放于３７℃水中,逐滴加入PEG０．８mL;缓慢加入

RPMIＧ１６４０基础液４０mL;１２００r/min离心５min,
细胞沉淀用 HAT 培养基重悬,并与饲养脾细胞混

匀;接种于９６孔培养板中,２５０μL/孔;置于３７℃
５％ CO２培养箱中培养.
1.8　亚克隆筛选阳性杂交瘤细胞

将检测为阳性的杂交瘤进行亚克隆.将杂交瘤

细胞进行梯度稀释至３０cell/mL,与制备的饲养脾

细胞混匀后接入９６孔板;待长成集落后换液;集落

长至孔１/４时进行ELISA检测;检测值为阳性的孔

再次进行亚克隆;重复几次,待 ELISA 检测试验组

OD值阳性率１００％、而对照组 OD值阳性率为０％
时即可建株.
1.9　染色体的制备

将杂交瘤细胞在６孔板中培养;待细胞长到

８０％左右,加 入 秋 水 仙 素,使 终 质 量 浓 度 为 ０．４

μg/mL;３h后用无血清１６４０培养基将细胞吹下,

１６００r/min离心５min,收集细胞;细胞沉淀用６００

μL的 KCl(０．０７５mol/L)低渗溶液悬浮,置３７℃温

育３０min;加入６００μL 固定液１６００r/min离心

５min;细胞沉淀用８００μL固定液重悬,重复固定２
次后进行计数并滴片;用１０％ Giemsa染液染１０~
１５min,流水冲洗,自然干燥;正置显微镜进行观察

并拍照.
1.10　单克隆抗体制备

将杂交瘤细胞用无血清１６４０培养基吹下;离心

收集细胞,用１６４０培养基洗２次,最终以１×１０５

cell/mL重悬;将重悬的杂交瘤细胞４００μL/只注射

到小鼠腹腔;５~６d后收集腹水;离心上清即为单

克隆抗体.
1.11　单克隆抗体验证

１)ELISA 验证.将制备的单克隆抗体用封闭

液进行倍比稀释,从１∶１０００~１∶３２７６８０００,包被

好抗原后进行ELISA检测.根据对照孔的 OD值及

实验孔中的 OD值来验证单克隆抗体的特异性.

２)间接免疫荧光实验.２４孔板培养 FHM 细

胞,待长满单层后感染SVCV,设未感染孔为阴性对

照.２４h后进行间接免疫荧光实验.步骤如下(每
进行下一步之前用PBS充分洗涤):吸弃培养基,用
甲醇固定１０ min;０．２％的 TritonXＧ１００通透１０
min;封闭液 PBSA封闭１h;单克隆抗体用封闭液

１∶５００稀释加入细胞孔孵育１~２h;羊抗鼠IgG
４８８孵育４５min;DAPI染液孵育１０min;用 PBS
洗涤后在荧光显微镜下进行免疫荧光观察.

３)Westernblot检 测.用 T２５ 细 胞 瓶 培 养

FHM 细胞,待长满单层后感染SVCV,设未感染细

胞为阴性对照.２４h后进行样品收集,煮样后进行

Westernblot检测,具体步骤如下:配制１２％的聚丙

烯酰氨凝胶;点样后８０V 电压２．５h进行跑胶;采
用干转的方法,９V 电压３０min进行转膜;封闭后

加入制备的单克隆抗体(１∶５０００稀释)孵育１~
２h;洗 涤 ４ 次 后 加 入 HRP 标 记 的 羊 抗 鼠 二 抗

(１∶５０００稀释)孵育４５min;洗涤４次,用 ECL化

学发光底物进行孵育显色.
1.12　单克隆抗体所识别抗原位点初步确定

通过对SVCVＧN蛋白抗原表位进行预测,将 N
蛋白分为４段,每段之间重复６个氨基酸.第１段:

１~１２７位氨基酸;第２段:１２２~２３２位氨基酸;第３
段:２２７~３３６位氨基酸;第４段:３３１~４１８位氨基

酸.根据分段结果分别设计引物进行扩增,并连接

到pGEXＧKG载体进行表达.将４段表达的蛋白进

行 Westernblot检测.用制备的单克隆抗体为一

抗,HRP标记的羊抗鼠抗体作为二抗.根据显色结

果来确定制备的单克隆抗体所识别的抗原位置.

2　结果与分析

2.1　SVCVＧN 基因的扩增

以含有 SVCV N 基因的质粒为模板,SVCVＧ
NＧF及SVCVＧNＧR为引物进行PCR扩增.扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳,在１２５４bp位置检测到特

异性目的条带(图１),与预期结果一致.
2.2　重组质粒 SVCVＧNＧKG 的验证

将连接产物转化到大肠杆菌感受态细胞,将长

出的单菌落进行培养.质粒提取后进行PCR鉴定,

１％琼脂糖凝胶电泳.在凝胶成像仪下观察到大小

为１２５４bp的目的条带(图２),PCR验证为阳性的

１８
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质粒送到公司进行序列测定,将测序结果在 NCBI上

与SVCV的N 基因进行比对,核苷酸同源性为９９％,
证明重组质粒构建成功,命名为SVCVＧNＧKG.

　M:DL２０００ marker;１,２:SVCVＧN 基 因 PCR 扩 增 产 物.

M:DL２０００marker;１,２:PCRamplificationproductofSVCVＧN．

图１　SVCVＧN 基因PCR扩增产物

Fig．１　PCRproductofSVCVＧN

　M:DL２０００marker;１~６:重组质粒 PCR 产物;７:阴性对照.

M:DL２０００marker;１~６:PCRamplificationproductofrecombiＧ

nantplasmid;７:Negativecontrol．

图２　重组质粒PCR鉴定

Fig．２　PCRidentificationofrecombinantplasmid

2.3　SVCVＧN 原核表达

将提取的重组质粒 SVCVＧNＧKG 转化大肠杆

菌BL２１,加入０．１％IPTG,３７℃诱导６h.５０００
r/min离心１０min.收集菌液,高压破碎后收集上

清、沉淀进行SDSＧPAGE检测;结果表明该融合蛋

白主要以包涵体形式表达,上清中也有少量表达,蛋
白大小约为７０ku(图３),与预期大小一致.

　M:蛋白 marker;１:pGEXＧKG组细菌蛋白;２:SVCVＧNＧKG组

细菌总蛋白;３:SVCVＧNＧKG 组上清液;４:SVCVＧNＧKG 组包涵

体.M:Protein marker;１:TotalbacteriaproteinofpGEXＧKG

group;２:TotalbacteriaproteinofSVCVＧNＧKGgroup;３:Soluble

groupofSVCVＧNＧKG;４:InsolublegroupofSVCVＧNＧKG．

图３　SVCVＧNＧKG可溶性分析

Fig．３　SolubilityanalysisofSVCVＧNＧKGbySDSＧPAGE
2.4　免疫后小鼠血清效价测定

将纯化的融合蛋白免疫５只雌性 BALB/c小

鼠.经过３次免疫后进行断尾采血,血清处理后用

ELISA封闭液倍比稀释(１∶１００~１∶１２８００),测
定 血清中的抗体效价.结果如表２所示,小鼠免疫

表２　免疫小鼠血清效价

Table２　Serumtiterinimmunemice

血清稀释比例

Dilutionratio
ofserum

１号鼠 OD值

Opticaldensity
ofmouse１

２号鼠 OD值

Opticaldensity
ofmouse２

３号鼠 OD值

Opticaldensity
ofmouse３

４号鼠 OD值

Opticaldensity
ofmouse４

５号鼠 OD值

Opticaldensity
ofmouse５

阴性鼠 OD值

Opticaldensity
ofNCmouse

１∶１００ ２．７４９ ２．６３０ ２．８３８ ２．６８７ ２．８１２ ０．１２３
１∶２００ ２．６８１ ２．７２１ ２．７８４ ２．８６２ ２．８１１ ０．１４９
１∶４００ ２．６８４ ２．６０３ ２．７２５ ２．８３７ ２．８００ ０．１１２
１∶８００ ２．６２７ ２．４８４ ２．６９０ ２．７９０ ２．６８４ ０．１３８

１∶１６００ ２．６０５ ２．２１５ ２．５２０ ２．６７３ ２．５８５ ０．１１４
１∶３２００ ２．４８４ １．９２３ ２．３０１ ２．６２０ ２．３４９ ０．１０９
１∶６４００ ２．４２１ １．５０４ １．８８３ ２．３１２ １．９７７ ０．１４９
１∶１２８００ ２．１２３ １．０１５ １．４８８ １．９０４ １．５１２ ０．１４６

效果良好,在稀释度１∶１２８００时,５只小鼠 OD值

仍在１以上,按照 ELISA 检测结果,选择１号小鼠

进行加强免疫,用于后期细胞融合实验.
2.5　杂交瘤细胞的染色体制备

将分泌特异性抗 SVCVＧNＧKG 的细胞株扩大

培养,进行染色体制备,同时制备SP２/０瘤细胞的

染色体作为对照.如图４所示,杂交瘤细胞染色体

数目大于瘤细胞染色体数目,表明瘤细胞与脾细胞

成功融合.
2.6　单克隆抗体效价测定

将筛选出的杂交瘤细胞扩大培养后注入小鼠腹

腔制备腹水.将收集的腹水离心后进行倍比稀释
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　A:SP２/０;B:杂交瘤细胞.A:SP２/０cells;B:Hybridomacells．

图４　细胞染色体计数

Fig．４　Chromosomecountingofcells
表３　单克隆抗体效价测定

Table３　Titerdeterminationofmonoclonal

抗体稀释比例

Dilutionratio
ofantibody

conＧNＧ２OD值

Opticaldensity
ofconＧNＧ２

NＧ２OD值

Opticaldensity
ofNＧ２

１∶１０００ ０．０７５ ２．３５６
１∶２０００ ０．０６９ ２．０６１
１∶４０００ ０．０８６ ２．３１０
１∶８０００ ０．０７３ １．６９６
１∶１６０００ ０．０６１ １．５４９
１∶３２０００ ０．０６６ １．００２
１∶６４０００ ０．０６５ ０．６７３
１∶１２８０００ ０．０６８ ０．３７１
１∶２５６０００ ０．０６１ ０．２３７
１∶５１２０００ ０．０５９ ０．１１１

１∶１０２４０００ ０．０５８ ０．１０３
１∶２０４８０００ ０．０６４ ０．０７７
１∶４０９６０００ ０．０５６ ０．０６５
１∶８１９２０００ ０．０６１ ０．０６４
１∶１６３８４０００ ０．０５９ ０．０６０
１∶３２７６８０００ ０．０５８ ０．０５６

(１∶１０００~１∶３２７６８０００),将稀释好的抗体进行

ELISA检测.包被pGEXＧKG 细菌全蛋白作为对

照,包被纯化的SVCVＧN融合蛋白作为试验组.结

果如表３所示:对照组 OD值较低,而试验组 OD值

较高,表明制备的单克隆抗体对原核表达的 N 蛋白

特异性较好.

2.7　单克隆抗体的间接免疫荧光(IFA)分析

将 SVCV接种于FHM 细胞,同时设未感染的

细胞作为阴性对照组,３６h后用所制备的单克隆抗

体为一抗,AlexaFluor４８８goatantiＧmouseIgG为

二抗,DAPI为细胞核染料,进行间接免疫荧光分

析.结果显示,感染SVCV 的FHM 细胞呈现特异

性绿色荧光,而未感染组细胞中无明显绿色荧光,表
明制备的单克隆抗体可以与SVCV 病毒的蛋白结

合(图５).

2.8　单克隆抗体的 Western blot 分析

SVCV感染FHM 细胞,设置未感染组作为对

照.２４h后进行 Westernblot实验.SVCV 感染

组在约４７ku处有明显条带,对照组样品未检测到

明显条带(图６),表明制备的单克隆抗体特异性

良好.

　A:对照组 DAPI;B:对照组 FITC;C:A与B合并图;D:试验组 DAPI;E:试验组 FITC;F:D与E合并图.A:DAPIstaininginthe

control;B:FITCinthecontrol;C:MergeofAandB;D:DAPIstaininginthetreatmentgroup;E:FITCinthetreatmentgroup;

F:MergeofDandE．

图５　单克隆抗体在FHM细胞上的IFA分析

Fig．５　IndirectimmunofluorescenceassayofMAbsinFHMcells

2.9　单克隆抗体靶位点的初步分析

利用 DNAStar软件预测 SVCVＧN 蛋白抗原

表位.根据预测结果将SVCV N 蛋白分成４段表

达,第１段:１~１２７位氨基酸;第２段:１２２~２３２位

氨基酸;第３段:２２７~３３６位氨基酸;第４段:３３１~
４１８位氨基酸.将４个蛋白片段分别用制备的单克

隆抗体进行 Westernblot检测,结果表明单克隆抗

体主要识别 N３段,即 N蛋白第２２７~３３６位氨基酸
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之间(图７).

　M:蛋白分子质量梯度;１:未感染细胞组;２:SVCV感染细胞组

M:Proteinmarker;１:Uninfectedcellsascontrol;２:Infectedcells

bySVCV．

图６　单克隆抗体的 Westernblot分析

Fig．６　Specificityofmonoclonalantibodies
analyzebyWesternblot

　M:蛋白梯度;１:pGEXＧKG组细菌总蛋白;２:SVCVＧN１ＧKG组

细菌总蛋白３:SVCVＧN２ＧKG 组细菌总蛋白;４:空;５:SVCVＧN３Ｇ

KG组细菌总蛋白;６:SVCVＧN４ＧKG 组细菌总蛋白 M:Protein

marker;１:TotalbacteriaproteinofpGEXＧKGgroup;２:Total

bacteriaproteinofSVCVＧN１ＧKGgroup;３:Totalbacteriaprotein

ofSVCVＧN２ＧKGgroup;４:Blankwell;５:Totalbacteriaprotein

ofSVCVＧN３ＧKGgroup;６:TotalbacteriaproteinofSVCVＧN４Ｇ

KGgroup．

图７　单抗识别SVCVＧN蛋白靶位点的初步分析

Fig．７　Preliminaryanalysisofthetargetsiteof
monoclonalantibodyinSVCVＧN

3　讨　论

SVCV的宿主范围很广,能感染四大家鱼和其

他鲤科鱼类,其中鲤是最主要、最易感的宿主[１７].
感染SVCV的鱼体内水盐平衡遭到破坏,临床症状

表现为体内出血、腹膜炎以及大量腹水,病鱼体色发

黑、腹部膨大、眼球突出、肛门红肿,皮肤、鳃和眼球

常有出血斑点[１８].这些临床症状的出现是SVCV
在鱼体内增殖,尤其是在毛细血管内皮细胞、造血组

织和肾细胞内增殖所致[１９].
在SVCV编码的５种蛋白中,核蛋白 N含量最

丰富,可以与病毒 RNA 相互作用,形成核衣壳的双

螺旋结构,在转录调节中起着重要的作用[１６].目前

针对SVCVN 蛋白的研究较少.早在１９７０年,研
究 者 对 同 属 于 弹 状 病 毒 科 的 水 泡 性 口 炎 病 毒

(VSV)N蛋白的形态发生进行了研究[２０].VSV 核

蛋白的 N末端氨基酸残基可以保护病毒RNA不被

核酸酶降解[２１],C末端结构决定 NＧRNA的装配、衣
壳化及RNA合成[２２].同属于弹状病毒的 VSV 和

狂犬病毒的 N蛋白在RNA结合及组装上有高度保

守的折叠特性[２３].也有研究表明将病毒性出血败

血症病毒(VHSV)N 蛋白的多肽免疫鱼体,对其进

行病毒感染会导致死亡率升高,解释了亚单位疫苗

失败的原因[２４].
单克隆抗体在传染病、免疫性疾病、内分泌性疾

病等方面,皆优于现有的抗血清,具有特异性强、灵
敏度高和易标准化等优点[２５].本研究制备了针对

SVCVＧN的单克隆抗体,为研究 SVCV N 蛋白在

SVCV致病机制及宿主抗病毒免疫过程中的作用提

供了有效工具.单克隆抗体靶位点初步鉴定为 N
蛋白第２２７~３３６位氨基酸之间,为病毒疫苗的研发

提供一定的参考价值.另外,制备的单克隆抗体在

临床诊断和治疗方面也具有一定的应用价值.
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Prokaryoticexpressionandpreparationofmonoclonalantibody
againstnucleoproteinofspringviremiaofcarpvirus

WANGFang　PENGJunjie　WANGYeda　LIUXueqin

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/FreshwaterAquacultureCollaborative
InnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThefullＧlengthcodingsequenceofthenueleoprotein(N)geneinspringviremaofcarp
virus(SVCV)wasamplifiedbyPCRmethodusingNＧRFPplasmidasthetemplate．ThePCRproduction
wasclonedintotheprokaryoticexpressionvectorpGEXＧKG．ThefusionproteinSVCVＧNＧKGwasanaＧ
lyzedbySDSＧPAGE．TheBALB/cmicewasimmunedbypurifiedSVCVＧNＧKGproteinandtheserum
titerwasdeterminedbyELISA．Onemonoclonalantibody(McAbNＧ２)againstNproteinweregeneraＧ
tedandselectedbyELISAandchromosomenumberanalysisafterfourtimesofsubcloningselection．
McAbNＧ２wascharacterizedbyIFA (indirectimmunofluorescentassay)andWesternblotassay．FurＧ
theranalysisshowedthatMcAbNＧ２targetedthe２２７Ｇ３３６aminoacidregionofNprotein．Thisstudylaid
afoundationforthestudyofpathologicalmechanismsandclinicaldiagnosisofSVCV．

Keywords　springviremiaofcarpvirus;nucleoprotein;prokaryoticexpression;monoclonalantibody
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