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［摘 要］ 目的: 制备人呼吸道合胞病毒 L 蛋白单克隆抗体，并对其进行性质鉴定。方法: 选取 ＲSV-A2 L 蛋白上具有

亲水性可能的 loop 区段，将这些目的片段展示在 HBc149 上进行原核表达并纯化。重组蛋白免疫 6～ 8 周 BALB /c 雌性小鼠，

根据免疫后血清的 ELISA 和 WB 分析结果选择 L3935 和 L4099 组小鼠进行脾脏免疫。融合后，用间接 ELISA 法筛选和多次克

隆化，获得稳定分泌抗 L 蛋白单克隆抗体细胞株，并结合 ELISA、免疫荧光和免疫印迹对所获得的单抗进行鉴定。结果: 获得

11 株 L 蛋白特异性单克隆抗体，亚类鉴定结果 IgG1、IgG2a 和 IgG3 单抗各 3 株，IgG2b 单抗 2 株。结论: 成功制备了 L 蛋白特

异性单克隆抗体，也为 ＲSV 感染的免疫和发病机制研究奠定基础。
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Preparation of monoclonal antibodies against respiratory syncytial virus L pro-
tein
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Diagnostics and Vaccine Development of Infectious Diseases，State Key Laboratory of Molecular Vaccinology and Molec-
ular Diagnostics，Xiamen University，Xiamen 361102，China

［Abstract］ Objective:To prepare the monoclonal antibodies specifically against L protein of human respiratory syncytial virus，
and to characterize these antibodies.Methods:The potential hydrophilic loop regions of ＲSV-A2 L protein were displayed on the vector
HBc149 by using prokaryotic expression and purification. Ｒecombinant protein was used to immunize female BALB /c mice for 6 to 8
weeks old，according to the results of ELISA and WB analysis，and the mice of group L3935 and L4099 were immunized by the
spleen. And then，the hybridoma cells stably secreting McAb against L protein were selected by indirect ELISA detection. The mono-
clonal antibodies was identified by ELISA，immunofluorescence assay and immunoblotting analysis. Ｒesults:Eleven Lprotein specific
monoclonal antibodies were obtained. Three mAbs were identified as IgG1 subtype，three as IgG2a，three as IgG3 and two as
IgG2b. Conclusion:Lprotein specific monoclonal antibodies are successfully prepared，which will lay the foundation for the study of im-
munity and pathogenesis of ＲSV infection.
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呼吸道合胞病毒(human respiratory syncytial vi-
rus，hＲSV 或 ＲSV)是一种单股负链 ＲNA 病毒，属于

副黏液病毒科肺炎病毒属
［1，2］，是引起全球范围内

婴幼儿下呼吸道感染的主要病原之一，两周岁以内

的婴幼儿几乎都感染过 ＲSV［3］。ＲSV 感染后，机体

会激发中和抗体及 T 细胞免疫反应，两者均在病毒

清 除 后 逐 渐 衰 退，从 而 导 致 一 生 中 反 复 感

染 ＲSV［4］。
ＲSV 基因组共有 10 个基因，编码 11 个蛋白

［5］，

其中 L 蛋白(Large nucleoprotein)为 ＲSV 的 ＲNA 聚

合酶，包含 2 165 个氨基酸，分子量为 250 kD［6］，是

ＲSV 病毒颗粒中最大的蛋白，也是核衣壳的重要组

分，P 与 N［7，8］、L 以及 M2-1 蛋白
［9］

相结合形成核衣

壳;另外，N 与 P 蛋白共定位包涵体，为病毒核酸合

成提供场所
［10］。目前对 ＲSV L 蛋白的结构、结构与

功能的关系研究还不够深入，病毒感染复制过程中

ＲNA 合成机制以及核相关蛋白在不同阶段的表达

情况及相互作用尚无明确阐述。本研究通过对 L
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蛋白进行肽段展示来制备线性表位抗体，为今后病

毒感染机制及疫苗研究提供检测试剂。

1 材料与方法

1. 1 实验材料、试剂和仪器 大肠杆菌 DH5α 菌

株、293FT 和骨髓瘤细胞 Sp2 /0-Ag14(Sp2 /0)、载体

pC149-mut(简称 HBc)与 F1 代腹水小鼠(本实验室

提供);6～8 周雌性 BALB /c 小鼠(SPF 级) ( 上海斯

莱克公司);EＲ2566 菌株(NEB 公司);Full-L、GFP
质粒及 Hep2 细胞、ＲSV A2 病毒(美国 NIH 疫苗研

究中心馈赠);限制性核酸内切酶、T4 DNA 连接酶

(华美生物工程公司);Taq-DNA 聚合酶、逆转录酶

AMV 和 ＲNasin ( Promega 公 司); Trizol ( Ｒoche 公

司);ＲNaseA、DNase Ⅰ、氨基蝶呤、PEG1500、DAPI、
FITC 荧光标签抗抗体及弗氏佐剂 ( 美国 Sigma 公

司);胎牛血清和小牛血清(Hyclone 公司);细胞培

养所用 ＲPMI1640、DMEM、MEM 培养基、L-谷氨酰

胺、非必需氨基酸及脂质体 Lipofectamine2000( In-
vitrogen 公司);抗生素( 华北制药);硝酸纤维素膜

(PVDF)(Millipore 公司);质粒小量提取试剂盒和

PCＲ 产物胶回收试剂盒(QIAGEN 公司);ELISA 相

关试剂(北京万泰公司);GAM-HＲP(晶美公司);化

学发光底物(Thermo 公司);IPTG( Isopropyl-β-D-1-
thiogalactopyranoside，异 丙 基-β-D-硫 代 半 乳 糖 苷)

(AMＲESCO 公司)。
CO2 培养箱( 美国 Forma 公司);全湿转印仪、

Power Pac 300 多用电泳仪(美国 Bio-Ｒad 公司);Ni-
kon Eclipse80 正置显微镜、Nikon coolpix990 数码相

机(日本 Nikon 公司);酶标仪( 奥地利 TECAN 公

司)。
1. 2 实验方法

1. 2. 1 肽段设计 从 GeneBank 中下载 ＲSV-A2 L
蛋白(KT992094. 1)的基因序列，全长 2 165 个氨基

酸。利用 DNAstar 软件对 L 蛋白进行亲疏水性分

析，避开 α 螺旋区域并选取亲水区与表面区域肽段

(部分截图如图 1A)，采用 15 肽展示，相邻肽段之间

5 肽重叠的方式(如图 1B)，构建了共 161 条短肽肽

库。使用 Blast 分析并确定所有肽段具有呼吸道合

胞病毒特异性。
1. 2. 2 基因克隆 肽展示片段的扩增与制备:短肽

对应的 DNA 正负链( 带 EcoＲⅠ和 BamHⅠ酶切位

点) 稀释至 10 μmol /L，各取 10 μl 与 30 μl ddH2O
混匀。按 90℃ 10 min，70℃ 10 min，70℃ 水中退火

至室温(25℃) 步骤，制备目的片段。通过 BamHⅠ
与 EcoＲⅠ双位点酶切、T4 连接酶将目的片段重组

到 HBc149 载体上(如图 1C)。
常规分子生物学操作，如:普通 PCＲ 扩增、质粒

酶切鉴定、片段与载体酶切、目的片段与载体连接等

参考《分子克隆实验指南》第三版
［11］;质粒小量提

取、小量 DNA 片段胶回收参考 QIAGEN 公司相应试

剂盒说明书。
1. 2. 3 蛋白表达纯化与复性 从平板上挑选单个

DH5α菌落转移至 2 ml 的 LB( 加相应抗生素) 液态

培养基，37℃振荡过夜，再取 200 μl 加至 2 ml 的 LB
液体培养基中 37℃振荡 2 h，OD600 nm 约为 0. 6;加

入 IPTG 至 0. 5 mmol /L，设置温度梯度诱导 4、6 或

8 h，4℃、10 000 r /min 离心 4 min 收集菌体，裂解液

重悬，冰浴超声破碎菌体;4℃、10 000 r /min 离心

10 min 后取上清逐滴加入等体积 20%或 40%饱和

硫铵溶液，混匀后静置 20 min，3 000 r /min 离 心

10 min，生理盐水溶解沉淀。
将上 述 溶 液 置 PB5. 8 缓 冲 体 系 (16 mmol /L

Na2HPO4、184 mmol /L NaH2PO4、300 mmol /L NaCl 和

50 mmol /L EDTA 用盐酸或氢氧化钠溶液调节 pH 为

5. 8 即可)中透析，然后在 50～65℃水浴 30 min，期间

不断振荡，至出现蛋白沉淀，4℃、2 000 r /min 离心

20 min去除沉淀，上清转移到透析袋中并置 PB5. 8 缓

冲体系(体积为上清-蛋白样品的 20 倍以上)中透析，

每隔 3～4 h 换新配的透析液，共 3 次;再将透析液换

为 PBS，透析全程用磁力搅拌器搅拌，环境温度为

4℃。最后收集透析袋内的样品经 4℃ 12 000 r /min
离心 10 min，上清即为目的蛋白的复性液。
1. 2. 4 小鼠免疫与脾脏免疫 免疫方案:选取 6～
8 周龄 BALB /c 雌鼠，2 只 /组，经背部皮下、四肢肌

图 1 肽段展示、质粒构建与表达

Fig． 1 Peptide display，construction and expression
of plasmid

Note:A. Secondary structure analysis of L protein;B. Scheme of peptide

display;C. Construction of plasmid
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肉、腹股沟皮下等注射免疫原( 纯化复性蛋白)。注

射前，样品(100 μg /只) 与佐剂等体积混合，用注射

器反复吹吸成乳浊液，4℃ 放置 30 min，用酒精棉球

消毒小鼠后进行免疫。初免时，使用完全弗氏佐剂

(Complete Freund' s adjuvant，CFA);初免 2 周后开

始第一次加 免，使 用 不 完 全 弗 氏 佐 剂 ( Incomplete
Freund's adjuvant，ICFA)，此后每周加免一针，共加

免 4 次。在第三、四和五周免疫前对小鼠进行眼球

采血，血样 37℃ 孵育 30 min，12 000 r /min 离心 10
min，上清－20℃保存待检。上述免疫结束后 4～6 周

进行脾脏免疫:乙醚麻醉小鼠，剖开腹腔外皮取出脾

脏，沿脾脏纵向注射 100 μg 抗原，再用手术针线缝

合切口。
1. 2. 5 细胞融合 在融合之前准备饲养层细胞，将

一只年龄为 13 d 左右的 BALB /c 小鼠脱颈处死，

75%乙醇浸泡 5 min 消毒。转移至超净工作台，使

其腹部朝上，剪开外皮暴露胸腔，取出胸腺，经 200
目细胞筛研磨后得到胸腺饲养细胞悬液。脾免 72 h
后，无菌取脾脏制成单细胞悬液与 SP2 /0 细胞融

合，采用常规 PEG 促融合方法。ELISA 检测融合细

胞分泌上清筛选克隆阳性细胞株;有限稀释法亚克

隆细胞株，将阳性孔的细胞转移到 24 孔板中，再克

隆化到 96 孔板进行培养，挑选单集落细胞孔重复克

隆化直到连续出现 3 次以上的单克隆。
1. 2. 6 间接法酶联免疫吸附分析(ELISA) 蛋白

(重组质粒或载体 HBc149 表达纯化蛋白) 用 CB
(0. 05 mol /L pH9. 6 碳 酸 盐 缓 冲 液 ) 稀 释 至

0. 5 μg /ml，100 μl /孔加至聚苯乙烯板中，4℃ 过夜;

弃掉液体，PBST( PBS + 0. 05% Tween-20) 洗一次，

2%牛血清白蛋白(PBS 配制) 封闭，37℃ 1 h;弃去

液体，将适当稀释比例的小鼠血清或单克隆抗体加

入，37℃孵育 1 h;PBST 洗 5 次，加入 GAM-HＲP 酶

标抗体，37℃孵育 1 h，PBST 洗 5 次;显色液 A、B 等

量混合，37℃反应 10～15 min，加终止液(2 mol /L 硫

酸)，用 酶 标 仪 单 双 波 长 450 nm /630 nm 测 定

OD 值。
1. 2. 7 蛋白印迹分析(Western blot，WB) 样品或

抗原进行常规 SDS-PAGE 电泳
［11］，恒流 300 mA，

90 min将蛋白转移到硝酸纤维素膜，去离子水漂洗

后，用 5% 脱脂奶［5 g 脱脂奶粉用 TN buffer 溶解并

定容至 100 ml，TN buffer( pH8. 0) 成份:50 mmol /L
Tris-HCl，150 mmol /L NaCl］封闭 1 h;去离子水漂

洗，用 TN 稀释待检样品，孵育 1 h;TNT(TN 中加

0. 05%Tween-20)洗膜 3 次，每次 5 min;用 TN 稀释

的 GAM-HＲP 孵育 1 h，洗膜后;去离子水漂洗，化学

发光底物流遍膜表面，在 ImageQuant LAS 4000 化学

发光成像仪上进行成像。
1. 2. 8 单克隆抗体 IgG 亚类鉴定 按照 Thermo
scientific 公司单克隆抗体分型试剂盒说明书操作。
1. 2. 9 免疫荧光 圆形玻璃片(无菌干净)铺入 24
孔板，每孔加入 1×105

个 Hep2 细胞。待细胞贴壁

后，ＲSV A2 病毒株以 MOI = 3 感染细胞，36 h 后去

上清，PBS 洗涤;200 μl /孔预冷的 4%多聚甲醛，避

光 10 min;洗涤后，200 μl /孔 0. 3%Triton X-100，孵

育 15 min。洗涤后 10%山羊血清封闭;一抗稀释合

适梯度孵育 1 h，洗涤后避光孵育 FITC 标记的 GAM
二抗(PBS 稀释)1 h，PBS 洗涤;DAPI(PBS 稀释) 避

光孵育 5 min，PBS 洗涤;在载玻片上滴加封片剂

(70%甘油，2. 5%防淬灭剂)，玻片有细胞面朝下盖

上去，吸取多余液体，用指甲油封闭玻片四周，避光

晾干。显微镜下观察，并采集图像。
1. 3 统计学处理 核酸序列分析与比较采用 Blast
软 件 和 DNAstar 软 件; 数 据 做 图 采 用 GraphPad
Prism 7. 0;图片处理采用 ImageJ 及 Adobe Photoshop
CS6 软件。

2 结果

2. 1 免疫原制备

2. 1. 1 基因克隆 本研究中，我们选择 L 蛋白非疏

水区肽段进行肽段展示，目的片段合成后重组到

HBc149 载体上，随后进行质粒转化及质粒小提。为

了减少工作量，我们对菌液 PCＲ 体系及程序进行调

试，使得目的条带在 500 bp 处，并得到了 117 个阳

性克隆。经测序及序列比对，共有 102 个正确的重

组质粒可用于下一步实验。
2. 1. 2 重组蛋白表达与纯化 将经过鉴定的 102
个质粒转化进 EＲ2566 菌株感受态中，加入 IPTG 使

目的蛋白在上清中大量表达，发现 IPTG 在诱导温

度为 30℃时诱导效果最好。20%和 40%饱和硫胺

纯化蛋白，显示 40%硫胺较好纯化目的蛋白( 如图

2A)。前期实验中发现，硫胺溶液的温度会影响纯

化效率。因此，我们对加热温度进行调试，分别设置

45℃、50℃、55℃和 60℃，最后采用 55℃为热处理温

度(如图 2B)。
2. 2 单克隆抗体的制备

2. 2. 1 小鼠免疫及免后血清分析 重组质粒表达

纯化后，获得 28 种目的蛋白可用于免疫小鼠，免疫

方案见图 3A。以 Full-L 质粒转染 293FT 细胞裂解

液为样品 进 行 WB 分 析，第 五 周 血 清 结 果 ( 如 图

3B)，显示只有 L2269、L3935 和 L4099 这 3 组免疫
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蛋白的血清有较强阳性条带(如图 3B)，暗示这些肽

段可能是 L 蛋白的线性表位，能有效刺激机体产生

大量 L 蛋白特异性抗体。ELISA 检测免疫后小鼠血

清中针对免疫原的抗体水平，第五周血清的反应性

检测结果以 EC50 ( 血清的稀释倍数) 表示 ( 如图

3C)，发现 28 种免疫蛋白均能刺激小鼠产生较好的

免疫应答。为确认血清反应性，挑选了 WB 阳性

较强的L3935和L4099两组血清重复WB检测，以

图 2 不同浓度硫铵( A) 和热处理温度( B) 的对比

Fig．2 Comparison of different concentrations of Ammon-
ium sulphate ( A ) and temperature of heat
treatment( B)

Note:P. Precipitate;S. Supernatant.

图 3 小鼠免疫及免疫血清检测

Fig．3 Mouse immunization and serum detection
Note:A. Immunization scheme;B. Western blot;C. Ｒeactivity.

病毒感染的 Hep2 细胞裂解液为对照(如图 4)，发现

这两种免疫原激发的血清抗体既能与质粒转染表达

的 L 蛋白反应，也能与天然表达的 L 蛋白相互作用。
2. 2. 2 L 蛋白抗体筛选 根据免疫血清检测结果，

选择血清反应性与 WB 阳性较强的 L3935 和 L4099
两组小鼠进行脾脏免疫、融合与单克隆细胞筛选，情

况见表 1 所示，将得到的单克隆细胞分别进行细胞

冻存和腹水纯化抗体。
2. 2. 3 单克隆抗体鉴定 将 11 株单克隆抗体进行

IgG 亚类分型、ELISA 检测 EC50(如表 2)和单抗性质

鉴定与分析(如图 5)。亚类分型结果为:3 株 IgG1、3
株 IgG2a、2 株 IgG2b、3 株 IgG3，分布均匀，没有表现

亚类偏向性;14A10 和 9H3 的 EC50 数值较小，分别为

0. 032 μg /ml 和 0. 093 μg /ml，说明这两株抗体对相应

的免疫原的亲和力较强。WB 检测结果显示:L3935
有 2 株(13G4 和 14A10)，L4099 有 3 株(2F7、9H3 和

13G2)WB 显示阳性(如图 5A);SDS-PAGE 分析(如

图 5B)可见单克隆抗体的轻、重链均单一。
随后，挑选 14A10、9H3 两株单抗进行免疫荧光

实验，对 ＲSV A2 感染的 Hep2 细胞内 L 蛋白进行定

位( 如图 6)。蓝色为 DAPI 对细胞核的染色，绿色

为 GAM-FITC 指示 L 蛋白;结果显示 L 蛋白定位于

宿主细胞的细胞膜表面、包涵体以及核区。

图 4 部分血清 Western blot 分析

Fig．4 Western blot of partial serum
Note:A. Lysate of cells virus infected;B. Lysate of cells transfected with

L plasmid;C. Lysate of Hep2 cells;L. Lysate of 293FT cells trans-

fected with L plasmid;V. Lysate of Hep2 cells ＲSV A2 infected;

GFP. Lysate of 293FT cells transfected with GFP plasmid.

表 1 融合与筛选情况

Tab．1 Summary of fusion and screening conditions

ELISA value
HBc-L-peptide HBc

Positive wells
L3935 L4099

After fusion ≥1. 0 ＜0. 5 37 100

1st cloning ≥1. 0 ＜0. 5 9 13

2nd cloning ≥1. 0 ＜0. 5 3 8

3rd cloning ≥1. 0 ＜0. 5 3 8

McAbs 3 8
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表 2 11 株单抗分型及反应性

Tab．2 Subtypes and reactivity of 11 McAbs

McAbs 13E2 13G4 14A10 2F7 5D8 9H3 10C8 10D6 10F10 12H9 13G2

Subtype IgG2a IgG3 IgG1 IgG3 IgG2b IgG2a IgG1 IgG3 IgG2b IgG2a IgG1

EC50(μg /ml) 0. 141 0. 141 0. 032 2. 032 0. 612 0. 093 45. 42 1. 311 8. 964 5. 729 0. 173

图 5 11 株单抗 WB( A) 和 SDS-PAGE( B) 分析

Fig．5 Western blot ( A) and SDS-PAGE ( B) analysis of
11 McAbs

Note :+. Lysate of Hep2 cells ＲSV A2 infected;－. Lysate of Hep2 cells.

图 6 ＲSV 感染的 Hep2 细胞内 L 蛋白定位

Fig．6 Localization of L protein in Hep2 cells ＲSV infec-
ted

3 讨论

一份全球疾病死亡率分析报告显示，一周岁以

内的儿童死亡约有 6. 7%是由 ＲSV 感染引起的
［12］，

是仅次于肺炎链球菌及副流感嗜血杆菌引起儿童下

呼吸道感染死亡的第三大病原体;老年人感染 ＲSV
后会出现严重的症状甚至死亡

［13，14］，目前针对 ＲSV
感染尚无有效治疗及预防措施。而对 ＲSV 感染的

发病机制及机体抵抗 ＲSV 的免疫机制进一步理解

有助于为 ＲSV 疫苗的研究提供新的线索、为主动免

疫预防 ＲSV 的疫苗研发开拓新的思路，从而有望减

轻因 ＲSV 造成的全世界范围内医疗负担。L 蛋白

的研究在 ＲSV 感染机制研究中占有重要地位，不可

或缺。能用于免疫印迹及免疫荧光实验的单克隆抗

体-14A10 和 9H3 的制备，对 ＲSV L 蛋白的结构以及

结构与功能的关系研究、ＲSV 的生物学作用以及病

毒感染机制研究提供基本实验检测材料。
本研究中免疫原制备前期，我们直接选择表面

亲水非二级结构区域进行肽段展示的策略大大减少

了不必要的工作量。考虑到基因工程抗原免疫原性

较弱，我们采用初免混合完全弗氏佐剂，2 周后加强

免疫混合不完全弗氏佐剂，每周一次共 4 针加免的

免疫方案;ELISA 和 WB 检测结合的方式挑选能激

发高亲和力血清抗体的免疫原;阳性细胞株筛选过

程中，利用“双抗原筛选”的间接 ELISA 方法，不仅

排除了血清抗体中针对载体 HBc149 的那部分抗

体、避免假阳性的干扰，也大大提高了筛选抗体的准

确性。最终获得 11 株抗 L 蛋白单克隆抗体，5 株显

示 WB 阳性条带，其中 14A10 和 9H3 有较好的 WB
反应性;并免疫荧光实验对病毒感染后细胞内 L 蛋

白进行定位;免疫荧光实验中 L 蛋白定位细胞膜表

面可能指示正在出胞的 ＲSV 病毒颗粒;有报道显示

ＲSV L、P 及 N 蛋白和病毒 ＲNA 共定位于宿主细胞

包涵体内，进行病毒核酸复制与转录
［7，8，10］。另有报

道显示 L 蛋白定位于被 ＲSV 感染的 Hep-2 细胞核

周包涵 体，暗 示 N、P 和 L 可 能 与 核 膜 有 紧 密 联

系
［15］;图拉病毒(Tula virus)聚合酶 L 蛋白是一种负

链 ＲNA 病 毒 来 源 的 被 描 述 为 核 周 膜 相 关 的 蛋

白
［16］;而 L 蛋白在被感染细胞中的核特异性，提示

L 蛋白可能拥有其他未知功能，为 ＲSV 感染机制研

究提供了新的信息。
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