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摘  要 : 猪瘟 (Classical swine fever，CSF) 是严重危害养猪业的一种烈性传染病，常造成巨大的经济损失，

是世界动物卫生组织要求必须申报的动物疫病之一。猪瘟的病原是猪瘟病毒 (Classical swine fever virus，

CSFV)，CSFV 的结构蛋白由衣壳蛋白 (C) 和囊膜糖蛋白 (Erns、E1、E2) 构成。E2 蛋白是 CSFV 主要的保护

性抗原，可以诱导机体产生中和抗体，从而抵抗 CSFV 的感染。此前，本团队制备了一株针对 CSFV E2 蛋白

的鼠源单克隆抗体 HQ06。文中将 HQ06 抗体重链和轻链可变区基因与猪源恒定区基因嵌合后克隆至真核表达

载体，利用中国仓鼠卵巢 (CHO) 细胞制备一株针对 CSFV E2 蛋白的嵌合猪源化单克隆抗体 cHQ06。应用

ELISA、Western blotting 试验证实了 cHQ06 与 CSFV E2 蛋白具有良好的反应性；中和试验结果表明 cHQ06 可

以中和 CSFV。综上所述，本研究应用 CHO 细胞稳定表达了具有良好反应性和中和活性的针对 CSFV E2 蛋白

的嵌合猪源化单克隆抗体 cHQ06，为研究 CSFV E2 蛋白结构、功能以及开发新型的 CSFV 诊断和治疗制剂奠

定基础。 

关键词 : 猪瘟病毒，单克隆抗体，基因工程抗体，嵌合表达，悬浮培养  
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Expression and antiviral activity of a chimeric porcinized 
monoclonal antibody (cHQ06) against E2 protein of 
classical swine fever virus 
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Abstract:  Classical swine fever (CSF), one of OIE-listed diseases, is a highly contagious and economically important 

disease of pigs. Classical swine fever virus (CSFV) is the causative agent of CSF. The capsid (C) protein and the 

glycoproteins Erns, E1 and E2, are structural components of the virus. E2 is the most immunogenic protein of the CSFV 

glycoproteins, inducing neutralizing antibodies that provide protection against lethal CSFV challenge. In a previous study, 

we developed a murine MAb HQ06 against the E2 protein of CSFV. In this study, the variable region genes from HQ06 and 

constant regions gene of swine antibody are fused and cloned into the eukaryotic expression vectors to establish a cell line 

which can stably express a chimeric porcinized MAb (cHQ06) against E2 in CHO cell. The purified cHQ06 antibody 

protein was determined to be successfully generated, which exhibited high reactivity between cHQ06 and the E2 protein of 

CSFV by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and Western blotting. More importantly, we investigated the 

neutralizing activity of cHQ06 against CSFV. In conclusion, this study generated cHQ06 for efficient and stable production 

which can be used against to develop novel diagnostic assays, investigate the structure and function of the E2 protein and 

generate novel preparations of diagnosis and treatment. 

Keywords:  classical swine fever virus, monoclonal antibody, genetic engineering antibody, chimeric expression, suspension 

culture 

猪瘟 (Classical swine fever，CSF) 是严重

危害养猪业的一种烈性传染病，常造成巨大的

经济损失，该病被世界动物卫生组织 (OIE) 列

为必须申报的一类动物疫病[1]。CSF 的病原是猪

瘟病毒 (Classical swine fever virus，CSFV)，

CSFV 是有囊膜的单股正链 RNA 病毒，基因组

长约 12.3 kb，是黄病毒科瘟病毒属的成员[2]。

该基因组仅编码一个大的开放阅读框，其编码

一个由 3 898 个氨基酸组成的多聚蛋白。该多聚

蛋白被宿主细胞编码的信号肽酶和自身编码的

蛋白酶 Npro、NS2 及 NS3 切割为 4 种结构蛋白 (C

和 Erns、E1、E2) 及 8 种非结构蛋白 (Npro、P7、

NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A 和 NS5B) [3-4]。 

衣壳蛋白 C 和糖蛋白 Erns、E1、E2 是 CSFV

的结构蛋白[5]。E2 为Ⅰ型跨膜蛋白，其氨基端

为胞外区，羧基端为跨膜区，将 E2 蛋白锚定在

囊膜上[6]。E2 蛋白在病毒生命周期中有重要作

用，影响病毒吸附[7]、组织嗜性[8]和病毒毒力[9]。

此外，E2 是 CSFV 的主要保护性抗原蛋白，诱

导机体产生中和抗体来抵抗病毒的感染[10]。E2

蛋白在氨基端有 B、C、D、A 四个抗原结构域，

构成两个独立的抗原区，按 B/C 和 A/D 的顺序

排列 (aa 690–800 和 766–865)[11-13]。 

E2 蛋白的抗原特性已经被许多单克隆抗体

所鉴定[14-16]。在本实验室前期的工作中，我们

制备了一株鼠源 E2 蛋白单克隆抗体 HQ06，它
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可以特异性识别 CSFV C 株和石门株 E2 蛋白的

线性表位，该单克隆抗体重链为免疫球蛋白 G 

(IgG) 1 型、轻链为 к 型[17]。 

为了克服产生单克隆抗体的杂交瘤细胞不

稳定且抗性易丢失等问题，在本研究中，我们

利用单细胞克隆技术获得 HQ06 重链 (HC)、轻

链 (LC) 的基因，将其与猪源抗体恒定区基因

相融合，克隆至真核表达载体，并在 CHO 细胞

上稳定、高效表达针对 CSFV E2 蛋白的嵌合猪

源化单克隆抗体 (cHQ06)。通过检测实验证实

cHQ06 与 CSFV E2 蛋白具有良好的反应活性。

而且，通过中和试验证实其可以抑制 CSFV 的

感染。因此，本研究证明，针对 CSFV E2 蛋

白的嵌合猪源化单克隆抗体 cHQ06 可以稳定、

高效表达，为研究 CSFV E2 蛋白结构、功能

以及开发新型的 CSFV 诊断和治疗制剂奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  细胞、病毒和质粒 

人胚肾细胞 (HEK293T)、猪肾细胞 (PK-15) 

购自美国标准菌种收藏中心；中国仓鼠卵巢细

胞 (CHO) 购于中国科学院细胞库。悬浮 HEK293

细胞由哈尔滨动物生物制品国家工程研究中心

有限公司提供。CSFV 石门株在 PK-15 细胞中传

代并用 Reed-Muench 公式计算病毒滴度[18]。慢

病毒载体 pFUGW 及辅助质粒 psPAX2、pMD2.G

由 Addgene 提供。表达抗体重链和轻链的真核

表达质粒 pcDNA-HC和 pcDNA-LC由哈尔滨兽医

研究所猪烈性传染病创新团队保存。 

1.2  主要试剂 

Prime STAR® HS DNA 聚合酶、限制性内切

酶 BamHⅠ、EcoRⅠ、T4 DNA 连接酶、DNA 上

样缓冲液等购自 TaKaRa 公司；目的质粒特异性

引物由博仕生物公司合成。HiTrap Protein A HP

预装柱 (5 mL) 购于 GE Healthcare 公司；分子

量为 10 kDa 的超滤管购于 Merck 公司。辣根过

氧化物酶 (HRP) 标记的兔抗猪免疫球蛋白 G 

(IgG) H&L (Abcam 公司 )；鼠抗猪 IgG (BD 

Pharmingen 公司)；HRP 标记的山羊抗鼠的 IgG、

3,3′,5,5′-四甲基联苯胺 (TMB) 底物、4′,6-二脒

基-2-苯基吲哚 (DAPI)、伊文斯蓝 (Evans blue)、

异硫氰酸荧光素  (FITC) 标记的 IgG 均购于

Sigma-Aldrich 公司。 

1.3  重组质粒的构建 

以 pcDNA-HC 和 pcDNA-LC 质粒为模板，

扩增 cHQ06 重链 (HC) 和轻链 (LC) 基因。琼

脂糖凝胶电泳鉴定核酸分子量正确后，将目的

条带胶回收并于 37 ℃酶切 4 h，将其与同样酶

切后的 pFUGW 质粒载体于 16 ℃连接 8 h，制备

重组质粒 pFUGW-HC 和 pFUGW-LC。引物序列

见表 1。 

1.4  共表达 cHQ06 抗体重链和轻链的细胞

系的构建 

将质粒 pFUGW-HC 和 pFUGW-LC 以及辅

助质粒 pMD2.G 和 psPAX2 共转染到 HEK293T 

 
表 1  cHQ06-HC 和 cHQ06-LC 特异性引物序列 

Table 1  Specific primer sequences for amplifying 
cHQ06-HC and cHQ06-LC 

Primer Sequence (5′–3′) 

VH/VL-F
CGCggatccGCCACCATGCCGATGGGC
TCCCTGCAGCCCCTGG 

VH-R 
CGgaattcTTATTTACCCTGAGTCTTGG
AGATGGAC 

VL-R 
CGgaattcCTAAGCCTCACACTCGTTCC
TGCTG 
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细胞中，制备表达抗体 HC 和 LC 的慢病毒。将

重组慢病毒按照感染复数  (MOI) 为 10 感染

CHO 细胞。48 h 之后对细胞计数，应用有限稀

释法筛选单细胞克隆，收取其上清用双抗体夹

心酶联免疫吸附试验 (DAS-ELISA) 进行检测，

通过检测结果筛选出 cHQ06 抗体细胞系。 

1.5  cHQ06 的表达和纯化 

收集 CHO-cHQ06 细胞系培养上清，使用制

备型液相层析系统 ÄKTA explorer 对抗体进行

纯化。蛋白洗脱后应用非还原性 8%十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳  (SDS-PAGE) 检测

抗体组装，并应用 Western blotting 等方法分析

cHQ06 的组装以及与兔抗猪 IgG 的反应性。 

1.6  DAS-ELISA 

将纯化的鼠抗猪 IgG经 1∶250稀释，在 4 ℃

条件下，以每孔 100 μL 包被 ELISA 板 12 h。包

被完成后，每孔加入 150 µL PBST 清洗 1 次，然

后将含有 5% FBS 的 5%脱脂乳加入到 ELISA 孔

板中，每孔 100 μL，37 ℃作用 2 h。将纯化的

cHQ06 经 2 倍系列稀释加入到孔板中，于 37 ℃作

用 1 h 后，弃掉抗体，用 PBST 洗涤 3 次。将板

子中的 PBST 吸干，加入用辣根过氧化物酶 

(HRP) 标记的兔抗猪 IgG H&L (1∶4 000)，于

37 ℃继续孵育 1 h。应用 PBST 洗涤 3 次后加入

TMB 底物显色，15 min 后加入 2 mol/L H2SO4

终止反应，最后应用酶标仪在 450 nm 波长处检

测吸光度。 

1.7  应用间接 ELISA 检测 cHQ06 与 CSFV 

E2 蛋白的反应活性 

分别应用BHK-21细胞表达的CSFV石门株

E2 蛋白、悬浮 HEK293 细胞表达的 C 株 E2 蛋

白或纯化的 CSFV 石门株包被 ELISA 板，每孔

包被 4 ng。在 4 ℃放置 12 h，然后用 5%脱脂乳

于 37 ℃封闭 2 h。将纯化的 cHQ06 经 2 倍系列

稀释加入孔板中，于 37 ℃孵育 1 h。应用 PBST

洗涤 3 次，加入用 HRP 标记的兔抗猪 IgG H&L 

(1∶4 000)，于 37 ℃孵育 1 h，TMB 底物显色后

应用酶标仪在 450 nm 波长处检测吸光度。 

1.8  应用 Western blotting 检测 cHQ06 与

CSFV E2 蛋白反应活性 

将 BHK-21 细胞表达的 CSFV 石门株 E2 蛋

白和悬浮的 HEK293 细胞表达的 C 株 E2 蛋白进

行 SDS-PAGE，将蛋白转印至硝酸纤维素 (NC) 

膜后，用 5%脱脂乳于室温孵育 2 h。应用 PBS

洗涤 1 次后，将 NC 膜放至 HQ06 腹水 (1∶1 000) 

及纯化的 cHQ06 中，室温孵育 1.5 h。用 PBST

洗涤 5 次，每次 5 min，洗涤完毕后，分别于

HRP 标记的山羊抗鼠 (1∶1 000)、兔抗猪 IgG 

(1∶2 500) 中室温孵育 1 h。应用 PBST 洗涤后，

使用多功能荧光化学发光成像分析系统进行扫

描，保存灰白图。 

1.9  病毒中和试验 

将纯化的 cHQ06 抗体 2 倍系列稀释，做 6

个稀释梯度和 4 个重复，与每孔中 100 TCID50 的

CSFV 石门株等体积混合，于 37 ℃温箱中孵育

2 h。应用冷无水乙醇于20 ℃冰箱中固定细胞

15 min，然后将 CSFV 阳性血清 1∶100 稀释，

加入每孔，于 37 ℃孵育 2 h 后，应用 PBS 洗涤

5 次，每次 5 min。洗涤结束后加入 1∶100 稀释

的 FITC标记的 IgG和 1∶1 000稀释的伊文斯蓝，

放入 37 ℃温箱，孵育 1 h。孵育结束应用 PBST

清洗 5 次，再加入 1∶1 000 稀释的 DAPI 将细胞

核染色，37 ℃放置 10 min，用 PBS 清洗 5 次后，

应用荧光显微镜分析抗体中和效价。 
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1.10  统计学分析 

应用 GraphPad Prism 5 软件分析所有的数据。

误差线表示图中所有平均值( x )的标准偏差(s)。 

2  结果与分析 

2.1  cHQ06 重链、轻链重组质粒的构建 

以质粒 pcDNA-HC 和 pcDNA-LC 为模板，

分别应用特异性引物分别扩增 cHQ06-HC、LC

目的基因，如图 1A 所示，重链大小为 1 500 bp，

轻链大小为 750 bp，表明目的片段已被成功克

隆。重组质粒经 BamHⅠ和 EcoRⅠ双酶切后在

1 500 bp 和 750 bp 处出现特异条带，测序结果

显示，其与目标序列一致。结果表明，质粒

pFUGW-HC 和 pFUGW-LC 构建成功 (图 1B)。 

2.2  过表达 cHQ06 细胞系的筛选 

将转导后的细胞接种于 96 孔板中，应用

有限稀释法筛选单克隆细胞，显微镜下共观察

到有 26 株单克隆细胞，收取其上清，应用双

抗体夹心 ELISA 检测抗体与兔抗猪 IgG 的反

应性。检测结果表明，6 号、21 号和 25 号细

胞克隆的培养上清与兔抗猪的 IgG 反应性较

强，有可能为阳性细胞  (图 2A)。将这 3 株细

胞扩大培养，收取上清进行纯化，双抗体夹心

ELISA 检测结果显示，6 号细胞克隆的培养上

清与兔抗猪 IgG 反应性最好，且呈剂量依赖

性  (图 2B)。  

2.3  cHQ06 猪源抗体活性的检测 

将纯化后的 6 号细胞克隆的培养上清 (浓度

为 1 mg/mL) 进行非还原性的 SDS-PAGE 分析，

结果表明 cHQ06 抗体可成功组装成为 160 kDa

大小的蛋白，与猪源抗体蛋白的分子量一致 (图

3A)。为了进一步证明 cHQ06 抗体是否是猪源化

抗体，我们应用 8%非还原性 SDS-PAGE 进行

Western blotting 试验，在 160 kDa 处检测到抗体

蛋白，这表明，cHQ06 可以和抗猪 IgG 抗体反应 

(图 3B)。以上结果证明，cHQ06 抗体成功组装，

并且可被兔抗猪 IgG 识别，已成功获得猪源化

的 E2 蛋白单克隆抗体。 
 

 
图 1  重组质粒 pFUGW-HC 和 pFUGW-LC 的构建 

Fig. 1  Construction of recombinant plasmids pFUGW-HC and pFUGW-LC. (A) Amplification results of cHQ06 
heavy chain and light chain by RT-PCR; 1–3: the gene of HC and LC; 4: negative control. (B) Identification of 
plasmids pFUGW-HC and pFUGW-LC; 1: pFUGW-HC; 2: pFUGW-LC; 3: pFUGW. 
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图 2  cHQ06 细胞系的筛选 

Fig. 2  Screening of cHQ06 cell line. (A) Screening of positive cell clones of cHQ06 using double-antibody 
sandwich ELISA. (B) Reactivity of different cell clones of cHQ06 with rabbit anti-pig IgG in a dose-dependent 
manner. 

 

 
 
图 3  cHQ06 猪源抗体活性的检测 

Fig. 3  Activity measurement of porcinized antibody cHQ06. (A) The generation of cHQ06 was examined using 
SDS-PAGE. (B) The reactivity of cHQ06 and rabbit anti-pig IgG was examined using Western blotting. 
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2.4  cHQ06 反应性的鉴定 

应用间接 ELISA 和 Western blotting 验证

cHQ06 抗体和 CSFV E2 蛋白的反应性。间接

ELISA 结果表明，cHQ06 抗体与不同表达系统

表达的 E2 蛋白均具有良好的反应性，并且呈剂

量依赖性 (图 4A)。为了进一步证明 cHQ06 抗

体的特异性，应用 Western blotting 试验检测

CSFV C 株和石门株 E2 蛋白与 cHQ06 抗体的反

应性，并用鼠源 HQ06 (浓度为 1 mg/mL) 作为阳

性对照。结果表明，cHQ06 抗体识别 CSFV E2 蛋

白的能力强于亲本抗体 HQ06 (图 4B)，综上所述，

cHQ06 抗体与 CSFV E2 蛋白有良好的反应性。 

2.5  cHQ06 抗体对猪瘟病毒的中和作用 

HQ06 可以识别 CSFV E2 蛋白表面的
772LFDGTNP778 表位[19]。为了鉴别 cHQ06 是否

具有中和病毒的能力，将 CSFV 以 100 TCID50

与等体积的 2倍系列稀释 cHQ06抗体进行孵育，

然后感染 PK-15 细胞，48 h 后进行间接免疫荧光

试验 (IFA)。结果显示，在 1∶2、1∶4 和 1∶8 的

cHQ06稀释孔中，未检测到CSFV的特异性荧光灶，

且在1∶16 的 cHQ06 稀释孔中，只检测到少量荧光

灶，这表明，cHQ06 中和效价为1∶12 (图 5)。 

 

 
图 4  cHQ06 抗体的反应性检测 

Fig. 4  Detection of the reactivity of cHQ06 with the CSFV E2 protein. (A) Indirect ELISA. (B) Western blotting. 
 

 
 

图 5  用中和试验检测 cHQ06 抗体对 CSFV 的中和作用 

Fig. 5  Neutralizing activity of cHQ06 against CSFV infection determined by neutralization test. Scale bars 
represent 400 μm. 
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3  讨论 

实验室前期制备了一株针对 CSFV E2 蛋白

的鼠源单克隆抗体 HQ06，并证实该抗体识别

CSFV E2 蛋白 772LFDGTNP778 上的一个线性表

位[19]。由于传统制备单克隆抗体的方法周期过

长，并且因杂交瘤细胞不能长期保存，有可能

造成分泌抗体的细胞活力下降、抗性丢失。在

国内外的研究中，已经有很多制备成功的基因

工程嵌合抗体，将鼠源抗体重链和轻链的可变区

嵌合到人源抗体的恒定区的报道有很多[20-23]，但

鲜有将鼠源抗体嵌合到猪源抗体中的报道。因

此，在抗 CSFV E2 蛋白抗体的研究中，考虑到

抗体潜在的治疗应用价值，我们将实验室已有

的鼠源抗体嵌合入猪源抗体的恒定区，使之成

为猪源抗体；并由于 CHO 细胞表达系统产生杂

蛋白较少，能够高效表达 cHQ06 抗体蛋白，因

此成功构建了稳定表达 cHQ06 的 CHO 细胞系，

并通过大量培养细胞、收集和纯化上清以获得

抗体蛋白。 

在蛋白纯化方面，我们使用制备型液相层

析系统 ÄKTA explorer 纯化抗体蛋白，现已有很

多应用 ÄKTA 纯化蛋白的报道[24-25]。传统的蛋白

纯化方法费时、费力，且蛋白容易降解，洗脱效

果不佳。ÄKTA explorer 相比于传统纯化蛋白的

方法更高效，可在短时间内，在大量流入样品

的情况下，根据紫外峰值快速精准地收取纯化的

目的蛋白，最大程度地避免抗体蛋白的降解。 

在中和试验中，我们应用 IFA 进行检测，

确定了该抗体的中和效价。试验方法参考了欧

盟猪瘟诊断标准操作手册，该抗体在 1 mg/mL

浓度下的中和效价为 1∶12，中和效价不高，可

能是由于单克隆抗体只能识别一个抗原表位，

所以中和效价偏低。 

我们已经证实了该抗体的反应性和抑制病

毒复制的能力，并且有较好的亲和力。因此，

cHQ06 在检测方面的应用具有很高的研究价

值。在下一步研究中，我们计划应用 cHQ06 抗

体建立竞争 ELISA 检测方法，为开发新型 CSFV

抗体检测试剂奠定基础。 
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