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摘要： 脱氧鸟苷三磷酸焦磷酸酶 （ｄＵＴＰａｓｅ） 作为核苷酸代谢的关键调控因子， 在自然界中广泛分布， 多种病毒基因组编码的 ｄＵＴＰａｓｅ 被报道具

有独特的生物学功能。 本研究旨在探究牛结节性皮肤病病毒 （ＬＳＤＶ） 编码的 ｄＵＴＰａｓｅ 具体功能。 基于 ＬＳＤＶ ／ ＸＪ ／ ２０１９０１ 毒株基因序列， 采用

ｍＲＮＡ 疫苗技术构建脂质纳米颗粒 （ＬＮＰ） 包装的 ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ （ＬＮＰ－ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ）， 将其作为抗原免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 制备抗 ＬＳＤＶ
ｄＵＴＰａｓｅ 的多克隆抗体。 经免疫印迹试验与间接免疫荧光试验验证， 所获抗体可特异性识别细胞外源表达蛋白。 本研究创新性地通过 ｍＲＮＡ 免疫

技术制备出抗 ｄＵＴＰａｓｅ 蛋白多克隆抗体， 为解析 ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ 的生物学功能提供了关键试验材料。

关键词： 牛结节性皮肤病病毒； ｄＵＴＰａｓｅ； 多克隆抗体

中图分类号： Ｓ８５２􀆰 ６５１　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２６）０４－００９８－０６

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍＲＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

ＺＨＡＩ Ｒｕｉｙｕ１，２， ＹＡＮＧ Ｆｕｃｈｕｎ１，２，３， ＱＵ Ｈａｉｌｏｎｇ３， ＣＨＥＮ Ｈｕａｎ１，２， ＭＩＡＯ Ｙｕｒｕｎ１，２， ＣＨＡＮＧ Ｘｉｎｇ３，
ＦＥＮＧ Ｍａｎｙｕ１，２， ＬＩ Ｊｉｎｍｉｎｇ３， ＪＵＮＧ Ｙｏｎｇ－Ｓａｍ１，２， ＷＡＮＧ Ｚｈｉｌｉａｎｇ３∗， ＱＩＡＮ Ｙｉｎｇｊｕａｎ１，２∗

（１􀆰 Ｓａｎｙａ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓａｎｙａ ５７２０００， Ｃｈｉｎａ；
２􀆰 Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ／ ＭＯＥ Ｊｏｉｎｔ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ

Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｓａｆｅｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４， Ｃｈｉｎａ；
３􀆰 Ｃｈｉｎａ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ Ｃｅｎｔｅｒ ／ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｌｕｍｐｙ Ｓｋｉｎ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６０３２， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （ｄＵＴＰａｓｅ）， ａｓ ａ ｋｅｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｉｓ ｗｉｄｅｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕ⁃
ｔｅｄ ｉｎ ｎａｔｕｒｅ． ｄＵＴＰａｓｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｏ ｈａｖｅ ｕｎｉｑｕｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｕｎｃ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄＵＴＰａｓｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ （ＬＳＤＶ） ｒｅｍａｉｎｓ ｕｎｃｌｅａｒ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＬＳＤＶ ／
ＸＪ ／ ２０１９０１ ｓｔｒａｉｎ， ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ （ＬＮＰ） ｐａｃｋａｇｅｄ ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ （ＬＮＰ ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ） ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｍＲＮＡ ｖａｃ⁃
ｃｉｎｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｓ ａｎ ａｎｔｉｇｅｎ ｔｏ ｉｍｍｕｎｉｚｅ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｐａｒｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈａｔ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｃｏｕｌｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓｌｙ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｍａｒｋｅｄ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｄＵＴＰａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｓｉｎｇ ｍＲＮＡ ｉｍｍｕｎｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｋｅｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ； ｄＵＴＰａｓｅ； ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　
收稿日期： ２０２５－０５－１６； 修回日期： ２０２６－０２－０２
基金项目： 国家重点研发计划子课题项目 （２０２２ＹＦＤ１８００５０４）； 中央高校基本科研业务费专项资金项目 （ＫＹＣＸＪＣ２０２４００５）
第一作者： 翟瑞钰， 女， 硕士研究生

∗通信作者： 钱莺娟， 教授， 研究方向为新发动物传染病、 Ｏｎｅ Ｈｅａｌｔｈ 等， Ｅ－ｍａｉｌ： ｙｑｉａｎ＠ ｎｊａｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ； 王志亮， 研究员， 研究方向为重大

外来动物疫病防控技术， Ｅ－ｍａｉｌ： ｗａｎｇｚｈｉｌｉａｎｇ＠ ｃａｈｅｃ􀆰 ｃｎ。

·８９· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ４



　 　 牛结节性皮肤病 （ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ， ＬＳＤ） 是

由牛结节性皮肤病病毒 （ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，
ＬＳＤＶ） 引发的重要传染病。 该病具有急性、 亚急性

接触性传播特征， 对畜牧业生产具有高度经济危害

性［１－２］。 世界动物卫生组织规定其为法定通报疫

病［３］， 我国现行 《动物疫病名录》 将其列入二类动

物疫病管理范畴［４］。
ＬＳＤＶ 是一种双链 ＤＮＡ 病毒， 属痘病毒科 （Ｐｏｘ⁃

ｖｉｒｉｄａｅ） 脊椎动物痘病毒亚科 （Ｃｈｏｒｄｏｐｏｘｖｉｒｎａｅ） 山

羊痘病毒属 （Ｃａｐｒｉｐｏｘｖｉｒｕｓ）。 ＬＳＤＶ 基因组大小约

１５１ ｋｂ， 共编辑 １５６ 个开放阅读框 （ＯＲＦｓ）， 包括保

守的中心区域和两侧具有较高遗传变异特征的反向末

端重复序列 （ＩＴＲｓ） ［５］。 目前 ＬＳＤＶ 大多数编码蛋白

功能仍处于预测阶段而无详细研究。
目前接种疫苗仍是控制 ＬＳＤ 疫情的主要手段，

市售疫苗以弱毒活疫苗为主， 主要包括两类， 即基于

ＬＳＤＶ Ｎｅｅｔｈｌｉｎｇ 株与 ＫＳＧＰ ２４９０ 株的同源弱毒苗及基

于羊痘的异源弱毒苗［６］。 研究表明， 弱毒苗对 ＬＳＤＶ
具有一定的保护效果， 然而也存在过敏反应、 毒力返

强与毒株重组风险， 相较之下灭活苗虽更为安全， 但

免疫原性较低而依赖于佐剂或多次免疫［７－８］。 因此，
研究 ＬＳＤＶ 未知蛋白功能， 明确其在病毒感染中的作

用， 有助于深入理解 ＬＳＤＶ 的致病机制， 有望为新型

防控策略提供理论支撑。 脱氧鸟苷三磷酸焦磷酸酶

（ｄＵＴＰ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ｄＵＴＰａｓｅ） 能够在病毒复制

过程中减少 ｄＵＴＰ 的积累， 在维护病毒基因组完整性

中起重要作用［９］。 目前对病毒 ｄＵＴＰａｓｅ 的研究多集

中于其酶活性在病毒复制中的作用， 但已有研究发

现， 病毒 ｄＵＴＰａｓｅ 也会参与调节宿主先天免疫［１０］，
因此深入研究该病毒蛋白的功能对于 ＬＳＤ 防控具有

一定的积极意义。
常规抗体制备常采用纯化的蛋白作为抗原， 面临

制备条件复杂、 蛋白构象失真等局限［１１］。 本实验室

前期尝试使用大肠杆菌原核表达系统制备 ＬＳＤＶ 蛋

白， 但在制备过程中出现蛋白表达水平低、 复性效果

差等问题。 相比之下， ｍＲＮＡ 技术能够克服传统抗原

蛋白表达与纯化的技术难题， 体外转录的 ｍＲＮＡ 抗

原具有表达效率高、 生产周期短、 安全性高、 免疫原

性强等优势， 结合脂质纳米颗粒 （ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，
ＬＮＰ） 递送系统则实现稳定递送并激发机体有效免疫

应答［１２－１３］。 为探索 ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ 在 ＬＳＤＶ 感染过程

中的作用， 本文基于 ｍＲＮＡ 技术设计获得 ＬＮＰ －
ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ， 免疫小鼠后制备多克隆抗体，
为深入研究 ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ 的功能奠定了材料基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞和实验动物

人胚胎肾 ２９３Ｔ 细胞 （ ２９３Ｔ）、 乳仓鼠肾细胞

（ＢＨＫ２１） 以及 ｐＣＡＧＧＳ － ｆｌａｇ 质粒均由本实验室保

存， 牛乳腺上皮细胞 （ＭＡＣ－Ｔ） 购自海星生物公司。
ＳＰＦ 级 ４ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自扬州大学比

较医学中心， 试验期间所有小鼠均饲养于南京农业大

学实验动物中心。 动物实验严格遵循实验动物福利伦

理准则， 已通过南京农业大学动物医学院实验动物福

利与伦理委员会审核。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

帽类似物 ７－甲基化鸟苷酸帽结构、 Ｔ７ 体外转录

试剂盒 （含 ＤＮａｓｅＩ） 及 ＲＮＡ 纯化试剂盒购自诺维赞

公 司； 转 染 试 剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购 自 美 国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ＴＭＢ 显色液购自天根生化科技有限

公司； 高糖培养基 ＤＭＥＭ、 胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司。

Ｈｉｓ 标签特异性单克隆抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司； ＨＲＰ 偶联的羊抗鼠抗体购自南京 ＳｕｎＳｈｉｎｅ 公

司； Ａｌｅｘａ ４８８ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司； Ｍ － β － ａｃｔｉｎ 特 异 性 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； Ｆｌａｇ 标签特异性单克隆抗体、 ＤＡＰＩ
均购自德国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。

蛋白电泳仪 （型号： ＳＥ２５０－１０Ａ－１􀆰 ０） 及转印

仪 （型号： ＴＥ２２） 购自美国 Ｈｏｅｆｅｒ 公司； 化学发光

成像系统 （型号： Ｂｉｏ Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ８１０ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ）
购自美国 ＵＶＰ 公司； 酶标仪 （型号： ８００ＴＳ） 购自

美国 ＢｉｏＴｅｋ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公司； 荧光显微镜 （型号：
ＤＳ－Ｒｉ２） 购自德国徕卡公司。
１􀆰 ３　 抗原制备

１􀆰 ３􀆰 １　 ｍＲＮＡ 的制备

在 ｍＲＮＡ 疫苗构建过程中， 以 ＬＳＤＶ ／ ＸＪ２０１９０１
毒株的 ＬＳＤＶ０１８ （ｄＵＴＰａｓｅ） 基因为靶点， 设计合成

模板质粒。 该 ｍＲＮＡ 抗原包含分泌信号肽、 多个串

联的 ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 序列以及优化 ｍＲＮＡ 体内翻译

的调控元件。 将模板质粒通过酶切线性化， 采用磁珠

纯化的方式回收线性化的 ＤＮＡ 模板。 限制性内切酶

酶切线性化模板后， 通过 １％琼脂糖凝胶电泳验证质

粒构建是否成功。 采用 Ｔ７ 体外转录试剂盒合成

ｍＲＮＡ， 以纯化的线性质粒 ＤＮＡ 为模板， 并在体系

中加入帽类似物 ７－甲基化鸟苷酸帽结构， 共转录合

成 ５′端携带帽类似物的 ｍＲＮＡ。 体外转录反应结束

后， 使用 ＤＮａｓｅ 酶降解模板 ＤＮＡ。
使用 ＲＮＡ 纯化试剂盒， 纯化 ｎａｋｅｄ ｍＲＮＡ （未

包被的 ｍＲＮＡ）。 使用分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度和纯
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度， 采用毛细管电泳法检测制备的 ｍＲＮＡ 完整性。
１􀆰 ３􀆰 ２　 体外验证 ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 表达情况

利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂将制备的用于

ＬＮＰ 包被的 ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 转染至 ２９３Ｔ 细胞中。 细

胞密度约 ６０％时更换新鲜培养基准备转染， ３􀆰 ５ ｃｍ
培养皿转染 １ μｇ ｍＲＮＡ。 转染 ４８ ｈ 后离心收集上清

液作为分泌蛋白样品， 细胞沉淀裂解后作为胞内蛋白

样品， 加入 ３５０ μＬ ２×ＳＤＳ ｓａｍｐｌｅ ｂｕｆｆｅｒ， 振荡裂解

５ ｍｉｎ 后转移至 ＥＰ 管中， ９８ ℃金属浴 １０ ｍｉｎ。
制备 １２％分离胶进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离蛋白样品。

经湿式转印法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜。 ３％脱脂乳常

温封闭 １ ｈ 后， 与 Ｈｉｓ 标签特异性单克隆抗体于 ４ ℃
摇床孵育 １２ ｈ。 经 ＰＢＳＴ 充分洗涤后与 ＨＲＰ 偶联的

羊抗鼠抗体 ４ ℃摇床孵育 ４ ｈ， 最后用 ＥＣＬ 发光成像

系统显色。
１􀆰 ３􀆰 ３　 合成 ＬＮＰ－ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ

采用微流控技术混合 ｍＲＮＡ 与脂质纳米颗粒。
其中脂类混合物包括可电离脂质 ＳＭ－１０２、 辅助中性

脂质 ＤＳＰＣ、 胆固醇、 ＤＭＧ－ＰＥＧ２０００ 共 ４ 种， 混合

摩尔比为 ５０ ∶ １０ ∶ ３８􀆰 ５ ∶ １􀆰 ５， ｍＲＮＡ 与 ＬＮＰ （４ 种

脂类混合物总和） 的质量比为 １ ∶ ６。
将脂质混合物溶解于无水乙醇中， ｍＲＮＡ 溶解于

ｐＨ＝ ５􀆰 ５ 的柠檬酸盐缓冲液中， 通过微流控混合器实

现两相湍流混合。 脂质分子通过疏水作用及静电吸附

完成 ｍＲＮＡ 包载， 获得 ＬＮＰ－ｍＲＮＡ 粗产物， 之后通

过透析法浓缩及 ＰＢＳ 换液操作， 完成最终 ＬＮＰ －
ｍＲＮＡ 制剂制备。
１􀆰 ４　 动物免疫

按 １０ μｇ ／次剂量， 双侧后肢肌注 ＬＮＰ －ｄＵＴＰａｓｅ
ｍＲＮＡ。 首次免疫后每 １４ ｄ 加强免疫 １ 次， 共计 ４ 次

免疫接种。 首免前经眼眶静脉丛采血获取血清作为阴

性对照。 四免后采血测定血清效价。
１􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 最佳抗原包被浓度测定

将全长Ｈｉｓ 标签的 ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 转染 ２９３Ｔ， ２４ ｈ 后收样。 细胞弃去上清液， 用

预冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 遍后加入 ５００ μＬ 蛋白裂解液， 冰上

静置 １０ ｍｉｎ。 收集细胞裂解液并超声至液体透亮， 离

心收集上清液作为 ＥＬＩＳＡ 抗原。
用包被液将抗原按一定比例进行等比稀释， 按

１００ μＬ ／孔包被 ９６ 孔酶标板， ４ ℃静置 １２ ｈ。 次日弃

包被液， ３％脱脂乳封闭。 将多抗血清和阴性对照血

清用 ＰＢＳＴ 进行倍比稀释， 各稀释度每孔 １００ μＬ，
３７ ℃温育 １ ｈ。 洗板后将 ＨＲＰ 偶联的羊抗鼠多克隆

抗体作为二抗 （１ ∶ ５ ０００ 稀释）， 操作同一抗， 结束

后用 ＴＭＢ 显色液显色， 终止后测定 ＯＤ４５０ ｎｍ值。 以阳

性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ ≈１􀆰 ０ 且 Ｐ ／ Ｎ 值 （阳性与阴性的

ＯＤ４５０ ｎｍ值比） 最大时对应的抗原浓度作为最佳包被

浓度。
１􀆰 ６　 多克隆抗体效价测定

以 １􀆰 ５ 建立的间接 ＥＬＩＳＡ 法测定抗体效价。 将过

表达的细胞裂解液以 １ ∶ ６ ４００ 稀释度包被酶标板，
免疫多抗血清用 ＰＢＳ 进行 １ ∶ １ ０００ 起始的连续梯度

稀释。 同时以 １ ∶ １０ ０００ 稀释的 Ｈｉｓ 抗体为阳性对照，
未免疫小鼠血清为阴性对照。 当检测孔 ＯＤ４５０ ｎｍ值大

于 １􀆰 ０ 时稀释倍数为抗体效价。
１􀆰 ７　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将 ＭＡＣ－Ｔ 细胞以 ６０％密度提前 １ ｄ 铺至 ３􀆰 ５ ｃｍ
培养皿中， 转染前 ４ ｈ 更换新鲜培养基， 之后转染全

长 Ｈｉｓ 标签的 ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ， ２４ ｈ 后收样。 将

ＬＳＤＶ ／ ＸＪ２０１９０１ 毒株的 ｄＵＴＰａｓｅ 基因， 以及经密码

子优化后的 ｄＵＴＰａｓｅＯＰ 基因， 均通过酶切连接法分

别构建至 ｐＣＡＧＧＳ－ｆｌａｇ 质粒中， 成功构建出重组质

粒 ｐＣＡＧＧＳ － ｆｌａｇ － ｄＵＴＰａｓｅ 与 ｐＣＡＧＧＳ － ｆｌａｇ －
ｄＵＴＰａｓｅＯＰ。 将 ＢＨＫ２１ 细胞以 ６０％密度提前 １ ｄ 铺至

３􀆰 ５ ｃｍ 培 养 皿 中， ２０ ｈ 后 转 染 ｐＣＡＧＧＳ － ｆｌａｇ －
ｄＵＴＰａｓｅ 或 ｐＣＡＧＧＳ－ｆｌａｇ－ｄＵＴＰａｓｅＯＰ， 转染后 ６ ｈ 换

液， ２４ ｈ 后收样。 将蛋白样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后湿

转至 ＰＶＤＦ 膜上。 将制备多抗用 ＰＢＳＴ 按 １ ∶ １００ 稀释

作为一抗， 以 １ ∶ ３ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 羊抗鼠 ＩｇＧ 作为

二抗， 利用 ＥＣＬ 发光成像系统显色。
１􀆰 ８　 多克隆抗体的间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ） 鉴定

将盖玻片蘸取酒精在酒精灯上点燃， 表面无水痕

后置于 ６ 孔板中， 每孔加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 润洗 １ 遍， 再

加入 １ ｍＬ 营养液润洗一遍， 每孔接种 ５×１０５个ＭＡＣ－
Ｔ 细胞， 次日转染。

转染 ２４ ｈ 后弃去细胞上清液， 加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 润

洗 ３ 遍后吸净上清液， 多聚甲醛固定液 １ ｍＬ ／孔，
３７ ℃固定 ３０ ｍｉｎ。 每孔 １ ｍＬ 含甘氨酸 （Ｇｌｙｓｉｎｅ） 的

ＰＢＳ 润洗 ２ 遍， 再加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 润洗 ３ 遍。 多克隆

抗体用 ＰＢＳ １ ∶ １００ 稀释， 抗 Ｈｉｓ 多抗 １ ∶ ５００ 稀释，
分别滴加 １００ μＬ 于玻片上， ４ ℃过夜孵育， 弃去一

抗后每孔加入 １ ｍＬ ＰＢＳ， 摇床轻柔振荡 ５ ｍｉｎ， 重复

洗涤 ３ 遍。 之后避光孵育二抗， 将 Ａｌｅｘａ ４８８ 标记羊

抗鼠 ＩｇＧ 用 ＰＢＳ １ ∶ ５００ 稀释滴加 １００ μＬ 于玻片上，
３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， 之后同一抗步骤洗涤。 细胞核用

ＤＡＰＩ 染色， 按 １ ∶ ５ ０００ 稀释于 ＰＢＳ 中， 每孔加入

１ ｍＬ， 染色完成后 ＰＢＳ 润洗， 将玻片倒置于载玻片

上， 指甲油封片， 置于倒置荧光显微镜下观察。
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２　 结果

２􀆰 １　 ＬＮＰ－ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 的合成与理化参数测定

设计的 ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 抗原结构如图 １Ａ
所示， ｍＲＮＡ 分子从 ５′端开始依次为 Ｃａｐ １ 帽结构，
５′ＵＴＲ， 编码区 （含分泌信号肽、 多个串联 ｄＵＴＰａｓｅ
ｍＲＮＡ 及利于 ｍＲＮＡ 体内翻译的元件）， ３′ＵＴＲ， 最

后为 ｐｏｌｙＡ 尾， 编码蛋白分子量约 ６５ ｋＤａ。 毛细管电

泳法验证合成的 ｍＲＮＡ 在 ２ ０００～３ ０００ ｎｔ 间有目标单

峰， 且周围无杂峰， 表明合成 ｍＲＮＡ 无模版 ＤＮＡ 残

留， 降解程度低， 完整性较高 （图 １Ｂ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
验证合成的 ｍＲＮＡ 转染细胞后翻译蛋白为分泌型，
在 ６５ ｋＤａ 大小处有相应条带， 表明 ｍＲＮＡ 抗原制备

成功 （图 １Ｃ）。
用 ＬＮＰ 试剂包被合成的 ｍＲＮＡ 检测制备完成的

ＬＮＰ－ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 理化参数， 结果表明 ＬＮＰ 包封

率为 ８２％， 聚合物粒径 １４３ ｎｍ， 颗粒多分散指数

（ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， ＰＤＩ） 为 ０􀆰 １７１。 理化参数结果

表明 ＬＮＰ －ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 颗粒大小分布较为均匀，
属于良好范围， 利于维持 ＬＮＰ－ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 稳定

性和有效性。
２􀆰 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 最佳包被条件的测定

用转染 ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 的 ２９３Ｔ 细胞裂解液作为

抗原， 分别包被不同稀释度， 并用不同稀释倍数的小

鼠多抗血清作为一抗， 采用间接 ＥＬＩＳＡ 的方法测定

抗原最佳包被浓度。 结果显示细胞裂解液作为抗原的

最佳包被稀释度为 １ ∶ １２ ８００， 此时检测孔 ＯＤ４５０ ｎｍ值

在 １􀆰 ０ 左右且与阴性血清比值最大 （表 １）。

Ａ． ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 体外转录载体的结构； Ｂ． 毛细管电泳法检测制

备的 ｍＲＮＡ 完整性； Ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 转染 ２９３Ｔ 细

胞的蛋白表达结果， 其中 Ｍ 为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为胞内裂解蛋白， ２ 为

分泌蛋白 （上清液）。

图 １　 ＬＳＤＶ ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 抗原的设计与合成

表 １　 间接 ＥＬＩＳＡ 最佳抗原包被条件的测定结果 （ＯＤ４５０ ｎｍ值）

抗原稀释度
阳性血清稀释度

１ ∶ １ ０００ １ ∶ ２ ０００ １ ∶ ４ ０００ １ ∶ ８ ０００ １ ∶ １６ ０００ １ ∶ ３２ ０００

１ ∶ ２００ ０􀆰 ４８３ ０􀆰 ３５０ ０􀆰 ２３０ ０􀆰 １５７ ０􀆰 １０６ ０􀆰 ０８９

１ ∶ ４００ ０􀆰 ４２５ ０􀆰 ２９８ ０􀆰 ２１５ ０􀆰 １５６ ０􀆰 １０８ ０􀆰 ０９８

１ ∶ ８００ ０􀆰 ４７４ ０􀆰 ３５８ ０􀆰 ２１４ ０􀆰 １５５ ０􀆰 １０５ ０􀆰 ０９１

１ ∶ １ ６００ ０􀆰 ７０７ ０􀆰 ５０２ ０􀆰 ３４９ ０􀆰 ２０８ ０􀆰 １３４ ０􀆰 １０１

１ ∶ ３ ２００ ０􀆰 ８３７ ０􀆰 ６６６ ０􀆰 ４４７ ０􀆰 ２８３ ０􀆰 １８３ ０􀆰 １２６

１ ∶ ６ ４００ ０􀆰 ９８４ ０􀆰 ６９６ ０􀆰 ４６０ ０􀆰 ２８９ ０􀆰 １８０ ０􀆰 １３５

１ ∶ １２ ８００ ０􀆰 ９９４ ０􀆰 ７２０ ０􀆰 ４３５ ０􀆰 ２８６ ０􀆰 １８５ ０􀆰 １２３

１ ∶ ２５ ６００ ０􀆰 ６７３ ０􀆰 ５１５ ０􀆰 ３２３ ０􀆰 ２０７ ０􀆰 １３８ ０􀆰 １０７

抗原稀释度
阴性血清稀释度

１ ∶ １ ０００ １ ∶ ２ ０００ １ ∶ ４ ０００ １ ∶ ８ ０００ １ ∶ １６ ０００ １ ∶ ３２ ０００

１ ∶ ２００ ０􀆰 ０８４ ０􀆰 ０８５ ０􀆰 ０８５ ０􀆰 ０９４ ０􀆰 １０９ ０􀆰 １４７

１ ∶ ４００ ０􀆰 ０９８ ０􀆰 １０４ ０􀆰 １２１ ０􀆰 １２７ ０􀆰 １４１ ０􀆰 １８３

１ ∶ ８００ ０􀆰 ０８４ ０􀆰 １０５ ０􀆰 ０９２ ０􀆰 ０９８ ０􀆰 １１０ ０􀆰 １６８

１ ∶ １ ６００ ０􀆰 ０９３ ０􀆰 ０９９ ０􀆰 １０２ ０􀆰 １０９ ０􀆰 １２６ ０􀆰 １６８

１ ∶ ３ ２００ ０􀆰 １１２ ０􀆰 １１１ ０􀆰 １０８ ０􀆰 １１５ ０􀆰 １１９ ０􀆰 １８７

１ ∶ ６ ４００ ０􀆰 １２０ ０􀆰 １３１ ０􀆰 １４１ ０􀆰 １５０ ０􀆰 １６９ ０􀆰 ２２５

１ ∶ １２ ８００ ０􀆰 １０６ ０􀆰 １１３ ０􀆰 １０６ ０􀆰 １１１ ０􀆰 １２９ ０􀆰 １９８

１ ∶ ２５ ６００ ０􀆰 １０３ ０􀆰 １０７ ０􀆰 １０９ ０􀆰 １２７ ０􀆰 １６３ ０􀆰 ２０６
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２􀆰 ３　 ＬＮＰ －ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 免疫小鼠血清效价的

测定

　 　 使用 ＬＮＰ－ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ 免疫小鼠， 每 ２ 周肌

内注射 １００ ｎｇ， 四免后眼眶采血分离血清测定血清中

多克隆抗体效价。 将小鼠血清倍比稀释至 １ ∶ ３２ ０００
作为 ＥＬＩＳＡ 一抗， 结果如图 ２ 所示， １ 号小鼠血清中

抗 ｄＵＴＰａｓｅ 多克隆抗体效价最高， 大于 １ ∶ ４ ０００。

图 ２　 多克隆抗体血清效价测定

２􀆰 ４　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将 ４ 次免疫后获得的多抗血清作为一抗， 对

ＭＡＣ－Ｔ、 ＢＨＫ２１ 细胞过表达 ｄＵＴＰａｓｅ 的细胞样品进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。 结果显示： 所获得的多抗能够

特异性识别 ＭＡＣ－Ｔ 细胞中过表达的 ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ，
质粒转染的 ｄＵＴＰａｓｅ 及密码子优化后的 ｄＵＴＰａｓｅＯＰ，
条带大小约 １８ ｋＤａ， 与标签抗体阳性对照一致 （图
３Ａ、 Ｂ）

Ａ． ＭＡＣ－Ｔ 细胞中过表达全长 Ｈｉｓ 标签 ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ；
Ｂ． ＢＨＫ２１ 细胞中过表达 Ｆｌａｇ－ｄＵＴＰａｓｅ 或 Ｆｌａｇ－ｄＵＴＰａｓｅＯＰ。

图 ３　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ５　 多克隆抗体的 ＩＦＡ 鉴定

分别使用本试验制备的抗 ｄＵＴＰａｓｅ 多克隆抗体与

抗 Ｈｉｓ 多克隆抗体作为一抗， 对过表达 ｄＵＴＰａｓｅ 的

ＭＡＣ－Ｔ 进行 ＩＦＡ 检测。 如图 ４ 所示， 与空白对照相

比， 多克隆抗体组呈现特异性绿色荧光， 其荧光定位

与 Ｈｉｓ 阳性对照组一致， 主要分布于细胞质。 试验结

果表明该多克隆抗体适用于 ＩＦＡ 检测。

图 ４　 多克隆抗体的 ＩＦＡ 鉴定 （２００×）

３　 讨论

ＬＳＤ 目前已形成全球性流行态势， 我国自 ２０１９
年起疫情已波及多个省市， 防控形势严峻［１－２］。 当前

以疫苗预防为主的 ＬＳＤ 防控体系仍然面临免疫保护

效力不确定与病毒重组进化的风险［１４－１５］。 ＬＳＤＶ 编码

蛋白的功能解析将为新型防控策略的开发提供理论

依据。
ｄＵＴＰａｓｅ 广泛存在于自然界生物中， 作为维持基

因组完整性的关键酶， 其基础功能是催化 ｄＵＴＰ 水解

为 ｄＵＭＰ 和焦磷酸盐， 既防止尿嘧啶错误掺入 ＤＮＡ
链， 又为胸腺嘧啶合成提供前体物质［１０］。 在病毒系

统中， ｄＵＴＰａｓｅ 的功能呈现显著差别。 部分病毒， 如

鼠巨细胞病毒、 锦鲤疱疹病毒、 蛙虹彩病毒等

ｄＵＴＰａｓｅ 对病毒复制无显著影响［１６－１９］， 而人类免疫

缺陷病毒 （ＨＩＶ） 等依赖其酶活性增强病毒复制能

力［２０］。 此外， 人巨细胞病毒的 ｄＵＴＰａｓｅ 类似基因

ＵＬ８２ 编码的 ｄＵＴＰａｓｅ 无酶活性， 但可通过与 ＲＮＡ 输

出因子 Ｒａｅ１ 互作， 参与病毒的核质转运， 增强病毒

感染能力［２１］； 人类疱疹病毒 ＥＢ 病毒 ＢＬＬＦ３ 编码的

ｄＵＴＰａｓｅ 可通过激活活化素 Ａ ／ ＩＬ－２１ 信号轴促进病毒

潜伏感染［２２］。 亦有研究揭示， 病毒编码 ｄＵＴＰａｓｅ 也

能参与病毒免疫逃逸过程， 如 α－疱疹病毒编码的
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ｄＵＴＰａｓｅ ＵＬ５０ 可加速溶酶体降解 ＩＦＮＡＲ１［２３］； 山羊

关节炎脑炎病毒 ｄＵＴＰａｓｅ 通过抑制 ＩＲＦ３ 信号通路下

调 ＩＦＮ－β 表达［２４］； 禽流感病毒 ＦＡｄＶ－９ ＯＲＦ１ 编码

的 ｄＵＴＰａｓｅ 则通过调控 Ｉ 型干扰素应答影响宿主免疫

反应 强 度［２５］。 这 些 研 究 结 果 充 分 体 现 了 病 毒

ｄＵＴＰａｓｅ 功能的物种特异性。
综上， 本研究创新性采用 ｍＲＮＡ－ＬＮＰ 递送系统

成功 合 成 ＬＮＰ － ｄＵＴＰａｓｅ ｍＲＮＡ， 并 成 功 制 备 抗

ｄＵＴＰａｓｅ 多克隆抗体。 经验证， 该抗体在 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
与 ＩＦＡ 检测中表现出优异特异性， 为深入探究 ＬＳＤＶ
ｄＵＴＰａｓｅ 蛋白的分子功能及其在病毒感染中的作用机

制奠定了重要的试验基础。
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