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猪瘟病毒糖蛋白 !"#$中和表位的鉴定和比较
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摘 要：猪瘟病毒（6:*&）囊膜结构糖蛋白 A-JK（LM!<）是诱导机体产生中和抗体及激发保护性免疫应答的第二抗原

蛋白。A$ 和 A-JK与细胞表面受体的相互作用介导 6:*& 感染细胞的过程。A-JK具有 815 酶活性，影响病毒自身复制

并涉及对病毒的中和效应。采用抗 6:*& /(E’-N >O,CJL+J 毒株 A-JK糖蛋白的 #P"，,!4$$ 和 $!9#3 单克隆中和抗体，筛

选噬菌体展示的 #$ 肽随机肽库，进行 A-JK中和表位的鉴定和比较，获得分别针对 #P"、,!4$$ 和 $!9#3 单克隆抗体的 ;
个主要中和表（拟）位基序Q@1@@R、ST18（U）V 和 5（>）6@W@T1，分别定位于 A-JK 的 ;"# 位 X ;"3 位或 ;!< 位 X ;"%
位、;<! 位 X ;<3 及 ;$$ 位 X ;$; 位、;<% 位 X ;<3 位氨基酸区域。分析表（拟）位基序与单克隆抗体的免疫反应性差

异。,!4$$ 和 $!9#3 单克隆抗体识别基序存在共有序列 !"，识别 A-JK 中的相似抗原区，但其侧翼序列及免疫印迹、

免疫荧光抗体抑制试验结果均存在显著差异。
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猪瘟病毒（#$%&&’(%$ &)’*+ ,+-+. -’./&，6:*&）属于

黄病毒科（*(/ZCZC-C[/+）瘟病毒属（R+KNZC-.K）成员，与

同属的牛病毒性腹泻病毒（01-’*+ -’.%$ 2’%..3+% -’./&，
P&S&）、羊边界病病毒（01.2+. 2’&+%&+ -’./&，PS&）、长

颈鹿瘟病毒（4’.%,,+ 5+&6-’./&）等，在病毒结构、抗原性

和遗传特性等方面密切相关［#］。P&S& 和 PS& 可感

染牛、羊等反刍动物及猪，而 6:*& 自然宿主仅局限

于猪［$］。6:*& 囊膜内包含 A-JK、A# 和 A$ 等 ; 种糖

蛋白［;］。感染动物体内可产生针对 A-JK 和 A$ 的抗

体，在自感染宿主动物体内未检测到针对 A# 的抗

体［!，"］。A$ 及 A-JK与细胞表面受体的相互作用，介导

病毒吸附和侵入细胞的过程［3］。糖基化或部分糖基

化的 A$ 和 A-JK 重组蛋白免疫动物后能刺激机体产

生中和抗体［?，<］。A$ 和 A-JK在自然感染宿主体内能

诱导保护性免疫应答［2］。针对 6:*& A$ 的抗原表位

分析有大量报道［#% X #"］。至今除对 A-JK 815 酶活性

功能域有定位报道外，尚无对其中和抗原区的精确

定位结果［#3，#?］。

免疫酶染色试验结果发现：抗 A-JK 的单克隆抗

体 #P"、,!4$$ 和 $!9#3 均能特异性识别 6:*& 毒株，

对病毒感染具有中和作用；#P" 和 $!9#3 能明显抑

制 A-JK的 815 酶活性［#<］。在检测的 $# 株 6:*& 毒

株中，#P"、,!4$$ 及 $!9#3 分别识别其中的 #! 株、#;

株、#$ 株，结果提示：#P"、,!4$$ 及 $!9#3 识别 A-JK中

的 6:*& 特异性抗原表位；所识别的均不属于 6:*&
共有表位。

本研究采用单克隆抗体，经生物淘选噬菌体展

示的 #$ 肽随机肽库，获得与单克隆抗体特异性结合

的，携带表（拟）位基序的阳性噬菌体克隆（噬菌体拟

位）；对不同克隆展示的 #$ 肽序列进行测定，比对分

析所包含的共有序列，在 6:*& A-JK氨基酸序列中查

找与共有序列相同或相似的区域，进行表位基序定

位；鉴别不同表（拟）位对单克隆抗体的免疫反应性

及亲合性差异，进一步分析和验证表位定位结果。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 病毒和细胞：猪瘟石门系强毒毒株，毒价为

#%?>67S"% 9B\，本 室 分 离 保 存。 猪 肾 传 代 细 胞 系

（RT4#"），本室保存。

%&%&’ 试剂和仪器：#P"，,!4$$ 和 $!9#3 单克隆抗

体，由德国联邦动物病毒病研究中心的 A) Q+C(/J[
博士惠赠［?］。RH)S) 4#$>]RH/L+ SCKM(/0 R+MNC[+ \C,-/-0
购自美国 P+Z+-(0 1+^ AJL(/J[ 生物实验室，辣根过氧

化物酶（_8R）标记的鼠抗 ]#; 抗体购自 5B+-KH/B4
RH/-B/IC/ 公司，碱性磷酸酶（5TR）或异硫氰酸荧光



素（!"#$）标记的羊抗鼠 "%& 抗体购自 $’()*+,- 公

司，包被重组蛋白 & 的磁性珠购自澳大利亚 ./-01
有限 公 司，2"345*+67$8 产 物 纯 化 试 剂 盒 购 自

2"3&9:公司，;*%./( 末端终止循环测序反应试剂

盒购自 79 公司，7$8 试剂购自 7<,)(%0 公司。

7$8 扩增采用 7= 9= >?@@ 基因扩增仪，.:3 序

列分 析 采 用 3;" 7<*A) BCC .:3 全 自 动 测 序 仪，

9D"E3 !" 值测定采用 9F3GHII@ 酶标分析仪进行。

!"# 肽库库容量滴定和评价

用 #;E 将待滴定肽库作 J@K J L J@K JI 稀释，取

J@@!D 稀释液与 J@@!D 处于对数生长期的大肠杆菌

（#$%&’()%&)* %+,)）98ICBM 菌株悬液混合，室温孵育

I@)*- 后，加至 B)D 融化后处于 NIO水浴箱保温的

3%0<,A( #,P（顶层琼脂糖营养液），立即涂布 D;H3%0<H
#(QHRS%01H"7#& 平板，BCO过夜培养，滴定噬菌体蚀

斑形成单位（71045( T,<)*-% 5-*Q，7!U），计算噬菌体

浓度。随机挑选 I@ 个孤立的蓝色蚀斑进行测序，评

价 JI 肽插入序列的随机性和肽库的库容量。

!"$ 生物淘选

参照试剂盒提供的操作手册及 8,V1(/ 等［J>］应

用蛋白 & 包被磁性珠俘获抗体S噬菌体复合物的方

法，作部分优化。W@!D 单克隆抗体、B@!D 噬菌体肽

库（含 > X J@J@ 7!U）及 JI@!D 含 IY脱脂奶粉的 #;E
（PZC[W）混合，室温孵育 B@)*-，与蛋白 & 包被磁性

珠混合，室温孵育 I@)*-，缓冲液洗涤，用 J@@!D 含

J)%H)D ;E3 的 @[I ),1HD Z$1（PZI[I）溶液酸洗脱

结合于磁性珠上的噬菌体，并中和至中性。对每一

轮淘选获得的洗脱液，除取 W L J@!D 稀释后按 J[I
方法涂布平板，其余用 98ICBM 增殖、纯化后，进行

下一轮淘选。逐轮降低抗体浓度，以增强淘选的特

异性；逐轮提高洗脱液涂布时的稀释数量级，以保证

获得孤立的噬菌体蚀斑。经 I L N 轮“淘选—扩增—

淘选”，可富集与抗体特异性结合的噬菌体。

!"% &’()* 鉴定

在第 I 轮淘选后涂布平板上随机挑选 >? 个孤

立蚀斑，增殖培养后，经 J;W，\NSII 或 INHJ? 及阴性

对照鼠源抗体俘获，Z87 标记的鼠抗 FJB 抗体检

测，#F; 底物显色，读取 !"NW@值。当样品针对 J;W，

\NSII 或 INHJ? 的 !"NW@ 值与针对阴性抗体的 !"NW@

值存在 J[W L I[W 倍差异时，判为阳性；I[W 倍及以上

差异时，判为强阳性。

!"+ 外源插入多肽序列分析

根据野生型噬菌体 P"基因保守区域，设计引

物 !UE9SU： W]S&$33&$#&3#333$$&3#3$SB]，

!UE9S.：W]S$$3#&#3$$&#33$3$#&3&SB]，7$8 扩

增外源基因插入区域（产物大小约 BN@\P），扩增产

物纯化后，以 B@ L ?@-% 为模板，以 !UE9SU 为引物进

行测序反应，乙醇沉淀、洗涤后进行序列测定。采用

&(-0)*+A 9^P<(AA*,- J[J@@@ 软件包，比对分析外源 JI
肽插入序列中的共有基序。

!", 噬菌体拟位免疫印迹分析

噬菌体蛋白于变性条件下，经 JIY E.ES73&9
（;*,S8(_）分离后，电转印至硝酸纤维膜上，将转印

膜封闭后，经对应单克隆抗体检测、3‘7 标记的抗鼠

"%& 结合、;$"7H:;# 底物显色，进行免疫印迹分析。

在对照成立的前提下，预期位置未出现蛋白带判为

阴性，出现淡而模糊的蛋白带判为弱阳性，出现黑而

明显的蛋白带判为强阳性。

!"- 噬菌体拟位竞争性抑制免疫荧光抗体试验

将单克隆抗体与携带不同拟位序列的噬菌体

（含有 W X J@J@ 7!U）预先混合，孵育 J’ 后，滴加在

$E!G 感染的单层细胞表面，孵育 J’，浸洗，滴加抗

鼠 "%&S!"#$ 偶联物，孵育 J’，浸洗，封片后在荧光显

微镜下观察结果，细胞内观察到特异性荧光判为阴

性（单克隆抗体与猪瘟病毒抗原结合未受阻断或抑

制），细胞内未观察到特异性荧光判为阳性（噬菌体

拟位阻断或抑制单克隆抗体与病毒抗原的结合）（部

分阻断判为阳性，完全阻断判为强阳性）。设置阳

性、阴性及空白对照，同步进行。分析不同拟位序

列，对单克隆抗体与病毒抗原蛋白结合的抑制特性。

# 结果

#"! 噬菌体展示随机肽库的库容量评价

肽库噬菌体浓度为 B X J@JI 7!U H)D。随机挑选

I@ 个克隆的序列比对分析结果发现：I@ 个噬菌体克

隆中有 I 个无插入序列，其余 JM 个克隆展示的 JI
肽序列各不相同，且序列与序列之间无相同（相似或

共有）序列（表 J）。

#"# 单克隆抗体淘选获得噬菌体克隆的 &’()*
在 J;W，\NSII 和 INHJ? 单克隆抗体第 I 轮淘选

后获得洗脱液涂布平板上，分别随机挑取 >? 个孤立

的蓝色噬菌体蚀斑，增殖培养后，用 9D"E3 鉴定与单

克隆抗体特异性结合的噬菌体克隆。结果发现：在

J;W 淘 选 获 得 的 >? 个 噬 菌 体 克 隆 中，C 个 克 隆

9D"E3 阳性；在 \NSII 淘选获得的 >? 个克隆中，BN 个

阳性；在 INHJ? 淘选获得的 >? 个克隆中，IN 个阳性。

#"$ ./* 测序及推导 !# 肽氨基酸序列比对分析

对 J;W 及 INHJ? 单克隆抗体筛选获得的所有阳

C?J 期 张富强等：猪瘟病毒糖蛋白 9<-A中和表位的鉴定和比较



表 ! 淘选前后噬菌体展示的 !" 肽氨基酸序列比对分析

!"#$% & ’$()*+%*, -. /%/,(0% 1%23%*4%1 0(1/$"5%0 #5 /6")%1 #%.-7% -7 ".,%7 /"**(*)

’+(*- "4(0 1%23%*4%1
-. /%/,(0%1 0(1/$"5%0

#5 7"*0-+ 1%$%4,%0 /6")%1
#%.-7% /"**(*)

’+(*- "4(0 1%23%*4%1 -. /%/,(0%1
0(1/$"5%0 #5 89:;’ /-1(,(<% /6")%1
".,%7 =*0 /"**(*) #5 >’# &?@

’+(*- "4(0 1%23%*4%1 -. /%/,(0%1
0(1/$"5%0 #5 89:;’ /-1(,(<% /6")%1
".,%7 =*0 /"**(*) #5 >’# #AB==

’+(*- "4(0 1%23%*4%1 -. /%/,(0%1
0(1/$"5%0 #5 89:;’ /-1(,(<% /6")%1
".,%7 =*0 /"**(*) #5 >’# =AC&D

E%/,(0%1 1%23%*4% +-,(. F G E%/,(0%1 1%23%*4% +-,(. F E%/,(0%1 1%23%*4% +-,(. F
!!:’H!I:!!JJK;

’HE!I;L!8LM;
9!J;EN!E9’’9
NOLEEN9E;!’O
L!O’OLPEJH’F
HE;IE:!IQ!IQ
I!!;9QE8;:II
HKHEP9!EEE’M
;!O9:9EE;O;J
!:ILJO;Q;H!:
QEEF;OE’FN9>
9!!ENQ!J;L>L
H!O9:J!9JEL’
!H>OM;9E99;’
:9OQH!;;!PFM
O!OI9’ME’>:E
I;8’9!L’FO!M
!K898’:LNE99

NEN;>P Q O 9P E ;
EPP F O QN9F E E:
’O;F P L O I E !:!

@CR
&CR
&CR

;L9F KQOMJ H8:
HEN KQOMJ E!9O
;9N KQOMJ HFJ;
H!SS KQOHJ :F>

L9 KP Q ! MJ QK9E

&RC=A
&C=A
&C=A
=C=A
&C=A

H’ S H OO K !S EM9
! S M OO K !S M’EK
Q’ S ; OO ; !S FO

EHE NKQO MJE!9O
;9N KQO MJHFJ;
;FF KQO ;’IP;E
I;P KQO ;;:PPE
!PP KQO ;’!L’P
N N O QO O’;NI;;
’>J N O QO OK;99
K9EMPEJPN QO M

&AC=A
&C=A
&C=A

&C=A
&C=A
&C=A
&C=A
&C=A
&C=A
&C=A
&C=A

S-*1%*131 P T O TT E KQOM（H）J
S T OO T !S

NKQO

S;FL ’$.-7,

QIJP S OP N O :K E P:H9>OM!
UA@! UDA

Q8S’L!SMN KQO !KLOLL!
UR@ UVU

89Q8: MJ >>K’;8
U&R U=V

Q8S’L !S M NKQO !KLOLL!
UR@ UVU

!!：;(*)$% $%,,%7 4-0%1 "7% 31%0 .-7 ,6% "+(*- "4(01；G ：F )(<%1 ,6% .7%23%*45 W6%* ,6% 1%23%*4% W"1 .-3*0 (* +-7% ,6"* -*% 4$-*%；!：S;FL 87*1 1,"71 ",
,6% "+(*- "4(0 =DX -. ,6% /7%0(4,%0 YMFZ

性噬菌体克隆及 #AB== 单克隆抗体筛选获得的 =A
个阳性克隆的 KO’ 插入序列进行测定，推导展示于

噬菌体表面的 &= 肽氨基酸序列，进行比对分析。

"#$#! &?@ 单克隆抗体：&?@ 筛选获得的 R 个阳性

克隆中，@ 个克隆展示的 &= 肽氨基酸序列均 为：

NEN;>PQO9PE;，其余两个克隆展示序列分别为：

EPPFOQN9FEE: 和 ’O;FPLOIE!:! 序列，其共有

基序为PTTOTTE，与 S;FL ’$.-70 毒株 87*1 氨基酸序

列比 较，发 现 此 基 序 与 87*1 的 U@& 位 [ U@D 位

（PNO:KE）或 UAX 位 [ U@\ 位（PSO）区域的氨基酸

序列相似（表 &）。

"#$#" #AB== 单克隆抗体：#AB== 筛选获得的 =A 个

阳性克隆中，&R 个克隆展示的 &= 肽氨基酸序列均

为：;L9FKQOMJH8:；= 个 克 隆 的 展 示 序 列 均 为：

H!SSKQOHJ:F>；有 U 个克隆的展示序列分别为：

HENKQOMJE!9O、 ;9NKQOMJHFJ;、 L9KPQ!MJ
QK9E；其余 = 个克隆未发现任何相似序列。共有基

序为KQOM（H）J，其中KQO 序列与 87*1 的 UXA 位 [

UXD 位氨基酸序列一致，M（H）J 序列与 U== 位 [ U=U
位氨基酸序列一致（表 &），此二区域在 87*1中相隔 D\
个氨基酸。

"#$#$ =AC&D 单克隆抗体：=AC&D 筛选获得的 =A 个

阳性克隆中，包含 && 种不同的 &= 肽序列，可划分为

两群，共有基序分别为 STOOT!S（有 &D 个克隆包含

此基序）和 NTQO（有 X 个克隆包含此基序）。第一群

的主要拟位氨基酸序列为：H’SHOOK!SEM9，&D 个

克隆 中 有 &A 个 展 示 该 序 列，其 余 两 个 克 隆 包 含

STOOK!S、STOO;!S 基序，但其侧翼序列不同。除以

!S 替代 S! 外，OOK!S 与反向排列的 87*1 UX\ [ UXD
位氨基酸序列（!SMNKQO）相似。第二群共有基序

包含 #AB== 识别表位的部分序列!"（表 &）。

"#% 瘟病毒不同分离毒株 &’() 糖蛋白表（拟）位区

域氨基酸序列分析比较

选择有代表性瘟病毒（S;FL、?LKL、?KL）不同

分离毒 株，对 87*1 PTOTTE，KQOM（H）J 和 ’（!）

STNTQO区域附近的氨基酸序列进行比较，结果发

XD 微 生 物 学 报 A@ 卷



现：!"#$ 不同分离毒株 %&’( )*+ , )-. 位、)// , )/)
位、)+) , )+- 位氨基酸序列分别为 0!102（或 3）

14560478、9: 或 7:、25;1 或 25;5。与 <$5$、

<5$ 相应区域氨基酸序列存在差异（表 /）。

表 ! 瘟病毒 "#$%&’ (’’ )，*+ 或 ,+ 和 -./( 区域氨基酸序列比较

=>?@A / !BCD>&E(B’ BF DA(GEHE&I( %&’( >CE’B >JEK (ALIA’JA( >&BI’K GMA 0N 1NN 6，9: B& 7: >’K 25;1 &AOEB’(

$E&I( "G&>E’ "ALIA’JA >&BI’K 0N 1NN 6 &AOEB’! "ALIA’JA >&BI’K 9: B& 7: &AOEB’ "ALIA’JA >&BI’K 25;1 &AOEB’
!"#$ P@FB&G

<&A(JE>
!ME’A(A
"MECA’
86!QP394
RST-.
+UTV/P
S.T28V
+)T(V.-

)*U ;3:0!10 2 1 45 6 0478W19= )-*
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X 3X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X 3X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

)VR %8;%4 9: WW5P"% )/S
X X X X X 7X X X X X X X
X X X X X 7X X X X X X X
X X X X X 7X X X X X X X
X X X X X 7X X X X X X X
X X X X X 9X X X X X X X
X X X X X 9X X X X X X X
X X =X X 9X X X X X X X
X X 4 X X 9X X X X X X X

)RU ;%!P$=!9 25;1 =5$1 )SV
X X X X X X X X X X X X PX 4 X
X X X X X X X X X X X 5PX 4 X
X X X X X X X X X X X 5PX 4 X
X X X X X X X X X X X X PX 4 X
X X X X X X X X X X X 5PX 4 X
X X X X X X X X X X X 5PX 4 X
X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X PX X X

<$5$ 1P58
"5TV
4881!

X X X X X X X X X X %X X X 8$X X X X
X X X X X X X X X X %X X X 84 X X X X
X X X X X X X X X X %X X X 8X X X ;X

X X X =X3X X X X X X X
X X X =X3X X X X X X X
X X X PX3X X X X X X X

9X X X X X X X X X 9P "X 8X
9X X X X X X X X X 95 "X 8X
9X X X X X X X X X 95 "X 8X

<5$ !*V) X X X X X X X #3X %X X X0X X X X X X X X X X $X X X X X X X 9X X X X X X X X X X % P%8X
! "BCA >CE’B >JEK (ALIA’JA( YA&A B?G>E’AK F&BC :A’<>’Z K>G>?>(AX

图 0 123!!、045 单克隆抗体淘选获得噬菌体拟位的免疫

印迹分析

#EOXV 0A(GA&’ ?@BG >’>@[(E( BF DM>OA CECBGBDA( (A@AJGAK ?[ WP? ?*T//

B& V<U

P：?*T//；<：V<UX WX 6&A(G>E’KAK D&BGAE’ CB@AJI@>& YAEOMG (G>’K>&K(；

V\ <*U. DM>OA（ J>&&EAK DADGEKA (ALIA’JA "$8#5;19::%4）；/\ <*U/

（7=!!5;17:4#W）； )\ <*R)（ $850;=9:;586）； *\ V<UV)

（262"W0;1806"）； U\ PV+V*（ 2W"6=]9$W==7 ）； -\ /*U-

（P2"6=:8$036:）；R\ V.!-.R（ P7"265667=8;）X

!65 免疫印迹检测

V<U、?*T//、/*QV- 单克隆抗体对各自筛选获得

阳性克隆，在免疫印迹分析中均呈强阳性反应，分别

特异 性 的 识 别 0N1NN6、5;19（7）:、25;1 及

!N11N=! 基序，免疫印迹与 %84"P 结果一致，展示此

基序的噬菌体构成针对各自单克隆抗体的噬菌体拟

位（6M>OA CECBGBDA）。V<U 与 ?*T//、/*QV- 识别的基

序明显不同，彼此不存在交叉反应（图 V）。?*T//、/*Q
V- 识别的基序存在共有序列!"。基序中9（7）: 序

列是与 ?*T// 发生强阳性反应的关键序列，但对 /*Q
V- 则不然。基序中仅包含 5;1（B& 1;1）序列部分

丧失与 ?*T// 的结合能力，呈弱阳性反应，但对 /*Q
V- 仍呈强阳性反应。115（"）=! 基序能被 /*QV- 特

异性识别，呈强阳性反应，但对 ?*T// 呈阴性（表 )）。

!67 免疫荧光抗体抑制试验

将 V<U 与 ?*T//、/*QV- 单克隆抗体预先与待测

噬菌体拟位结合后，进行免疫荧光抗体抑制试验。

结果发现：V<UV)、<*U.、<*U/、/*V-V(G U.、/*V-/’K -.、

/*V-/’KR* 和 /*V-/’K +* 分别完全（V..^）阻断 V<U、

?*T//、/*QV- 与病毒抗原的结合，在 !"#$ 感染细胞

内未观察到荧光，而阴性及缓冲液对照组感染细胞

内均 有 明 亮 的 特 异 性 荧 光（部 分 结 果 见 图 /）。

V<UR) 和 <*R) 分别部分（U.^）阻断 V<U、?*T// 与病

毒抗 原 的 结 合，试 验 组 产 生 微 弱 的 特 异 性 荧 光。

/*V-V(GU.、/*V-/’K/)、/*V-/’K/* 虽然在 %84"P 和免疫

印迹中对 /*QV- 呈强阳性反应，但不能阻断单克隆

抗体与病毒抗原的结合（表 )）。

图 ! 噬菌体拟位抑制免疫荧光抗体分析

#EOX/ P’>@[(E( BF E’ME?EGEB’ BF ECCI’BF@IB&AJA’G >’GE?BK[ ?[ CECBGBDA(

P：CP? ?*T// CENAK YEGM <*U. DM>OA（ J>&&EAK DADGEKA (ALIA’JA

"$8#5;19:7%4）；<：CP? ?*T// CENAK YEGM V.!-.R DM>OA（J>&&EAK

DADGEKA (ALIA’JA P7"265667=8;）X
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表 ! 噬菌体拟位与 "#$，%&’((，(&)"* 在免疫印迹及荧光抗体抑制试验中结合特性分析

!"#$% & ’("$)*+* ,- ./% #+(0+(1 2%"3.+4+.+%* ,- *%$%3.%0 5/"1% 6+6,.,5%* "6,(1 ./% 7’#*，89:，#;<== ,2 =;>8?

+( @%*.%2( #$,. "(0 +(/+#+.+,( ,- +66A(,-$A,2%3%(. "(.+#,0) "**")（BC’’）

D/"1% (A6#%2 D%5.+0% *%EA%(3% 6,.+- ,- 5/"1%
@%*.%2( #$,.! BC’’ +(/+#+.+,(!!

89: #;<== =;>8? 89: #;<== =;>8?
9;:F
9;:=
9;G&

HIJC KLMNO PQB
P!RR KLMPO BC7

IJ K@ L ! NO LKJD

S
S
S

T T T
T T T
T T T

T T T
T
S

S
S
S

T T T
T T T
T

S
S
S

=;8?H!&U
=;8?8H!:F
=;8?=MK=&
=;8?=MK=;
=;8?=MK?F
=;8?=MKG;
=;8?=MKU;

VH@ KLM HHB@@D
HJW KLMNO PCOH
’7O W M LM MKHJJ
W W M LM M’HWVHH
L’ R H MM H !R CMD
P’ R P MM K !R DNJ
! R N MM K !R N’DK

S
S
S
S
S
S
S

T
T T T
T
T
S
S
S

T T T
T T T
T T T
T T T
T T T
T T T
T T T

S
S
S
S
S
S
S

T
T T T
S
S
S
S
S

S
S
S
S

T T T
T T T
T T T

89:8&
89:U;

WDWH7@ L M J@ D H
D@@ C M LWJC D DB

T T T
T T T

S
S

S
S

T T T
T

S
S

S
S

=;:?
8FR?FG
9A--%2

’WHD!OJI@VDP
’PHWDKDDP!JL

S
S

S
S

S
S

S
S
S

S
S
S

S
S
S

!：T T T H.2,(1 5,*+.+4%，T @%"X 5,*+.+4%，S M%1".+4%；!!：T T T 8FFY +(/+#+.+,(，T M%"2$) :FY +(/+#+.+,(，S M, +(/+#+.+,(Z

! 讨论

89:、#;<==、=;>8? 单克隆中和抗体在 QJBH’ 和

免疫印迹分析中，分别特异性的识别@[M[[D、KLMN
（P）O、WKLM 或R[MM[!R 基序，并且@[M[[D、KLMN
（P）O、R[MM[!R 基序在免疫荧光抗体抑制试验中，

能特异性的完全阻断单克隆抗体与病毒抗原的结

合。结果表明：@[M[[D、KLMN（P）O、R[MM[!R 基序

和病毒天然抗原表位识别各自单克隆抗体中的同一

抗原结合部位。结果证实：Q2(*的 &;U \ &:F 或 &:8 \
&:? 位、&== \ &=& 位和 &U& \ &U? 位、&UF \ &U? 位氨基

酸区域构成 & 个分别针对 89:、#;<==、=;>8? 的 RHCI
特异性中和表位：@[M[[D，KLMN（P）O 和 ’（!）

R[W[LM，表位基序在 RHCI 不同分离毒株间存在差

异，不属于 RHCI 共有表位。#;<== 识别的共有基序

由 Q2(*中相隔 ?F 个氨基酸的两个区域构成，表明 #;<
== 针对 Q2(*中的构象型表位。

#;<== 和 =;>8? 识别表位基序间存在共有序列

!"，识别 Q2(*中的相似抗原区，但其侧翼序列及免疫

反应性存在显著差异，不属于同一表位。表位基序

中的N（P）O 序列是与 #;<== 发生强结合的关键序

列，但对 =;>8? 则不然。MMK（H）!R 基序能被 =;>8?
特异性识别，但对 #;<== 呈阴性。结果表明：#;<==
识别的表位包容 =;>8? 识别表位的关键性氨基酸残

基，反之则不然。

89:G&、9;G& 分别部分阻断 89:、#;<== 与病毒抗

原的结合，可能是病毒抗原对抗体的亲合性较表

（拟）位基序对抗体亲合性强，在抗原、抗体动态反应

过程中，优先竞争性与抗体结合所致。=;8?8*. :F、

=;8?=(0=&、=;8?=(0=; 虽然在 QJBH’ 和免疫印迹中对

=;>8? 呈强阳性反应，但不能阻断单克隆抗体与病毒

抗原的结合，可能存在两种原因：（8）拟位基序和病

毒抗原对抗体亲合性存在差异；（=）拟位基序和病毒

抗原与抗体结合部位不同。

Q2(*的两个 NM’ 酶功能域定位于 =]: \ &F= 位、

&;= \ &:F 位氨基酸区域（包含ML、@[M 序列）。89:、

=;>8? 能明显抑制 Q2(*的 NM’ 酶活性，而 #;<== 且不

能。=;>8? 筛选获得含有ML 序列的噬菌体拟位，在

免疫印迹分析中对 =;>8? 呈强阳性反应，而对 #;<==
为弱阳性；89: 筛选获得共有基序@[M[[L 定位于

Q2(*的 &;U 位 \ &:F 或 &:8 S &:? 位氨基酸区域，与

&;= 位 \ &:F 位 NM’ 酶功能域重叠或紧密相连。结

果提示：89:、=;>8? 通过与 NM’ 酶功能域结合而导

致其丧失 NM’ 酶活性，可能是单克隆抗体抑制 NM’
酶活性的作用机制。

致谢 本 研 究 得 到 澳 大 利 亚 动 物 卫 生 实 验 室

（’’VJ）王林发博士和郁 萌博士的协助和指导，谨

致谢意！
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BDB 期 张富强等：猪瘟病毒糖蛋白 ($8/中和表位的鉴定和比较




