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狂犬病毒L蛋白加帽酶功能域的表达、纯化
及多克隆抗体的制备与鉴定*
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2.昆明理工大学附属云南省第一人民医院临床检验科)

【摘要】 目的 克隆狂犬病毒(RABV)L蛋白的加帽酶功能域基因,构建原核表达载体,制备了多克隆抗体,为病毒诊

断和抗病毒药物研发提供了有效工具。 方法 利用基因工程技术,扩增L蛋白加帽酶功能域的基因序列,与双酶切的

pET-32a载体连接,获得pET-32a-RABV-L重组表达质粒。经过测序确认无碱基突变,将含pET-32a-RABV-L重组表

达质粒的菌液扩大培养后,IPTG诱导表达重组蛋白。通过Ni-NTA亲和层析填料进行纯化,改变不同咪唑洗脱浓度,摸
索出适合的洗脱条件。将纯化的蛋白与弗氏佐剂混合免疫小鼠,获得的小鼠多克隆抗体进行间接ELISA检测、Western

 

blot检测、IFA检测。 结果 成功构建pET-32a-RABV-L原核表达质粒。RABV-L重组蛋白在大肠埃希菌中成功表

达,大小约40
 

ku,且与 His-tag的单克隆抗体发生特异性反应。免疫小鼠64
 

d后,采取的小鼠血清制备多克隆抗体,其
工作效价达到25

 

600,在 Western
 

blot检测和IFA检测中显示能特异性识别天然病毒L蛋白。 结论 成功表达、纯化

RABV-L蛋白加帽酶功能域的重组蛋白,并成功获得特异性识别天然表位的多克隆抗体。
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【Abstract】 Objective Cloning
 

of
 

the
 

capping
 

enzyme
 

domain
 

gene
 

of
 

the
 

rabies
 

virus
 

(RABV)
 

L
 

protein,construction
 

of
 

a
 

prokaryotic
 

expression
 

vector,and
 

preparation
 

of
 

polyclonal
 

antibodies
 

have
 

provided
 

effective
 

tools
 

for
 

virus
 

diagnosis
 

and
 

antiviral
 

drug
 

development. Methods The
 

gene
 

sequence
 

of
 

the
 

capping
 

enzyme
 

domain
 

of
 

the
 

L
 

protein
 

was
 

amplified
 

using
 

genetic
 

engineering
 

techniques,ligated
 

with
 

the
 

double-enzyme
 

digested
 

pET-32a
 

vector,resulting
 

in
 

the
 

pET-32a-RABV-L
 

recombinant
 

expression
 

plasmid.
 

After
 

the
 

confirmation
 

of
 

the
 

absence
 

of
 

base
 

mutations
 

by
 

sequencing,the
 

pET-32a-RABV-L
 

recombinant
 

expression
 

bacteria
 

was
 

cultured
 

on
 

a
 

large
 

scale
 

and
 

induced
 

with
 

IPTG
 

to
 

express
 

the
 

recombinant
 

protein.
 

Purification
 

was
 

performed
 

using
 

Ni-NTA
 

affinity
 

chromatography
 

resin,with
 

different
 

imidazole
 

elution
 

concentrations
 

explored
 

to
 

determine
 

suitable
 

elution
 

conditions.
 

The
 

purified
 

protein
 

was
 

mixed
 

with
 

Freund􀆳s
 

adjuvant
 

for
 

immunization
 

of
 

mice.The
 

resulting
 

mouse
 

polyclonal
 

antibodies
 

were
 

subjected
 

to
 

indirect
 

ELISA,

Western
 

blot,and
 

IFA
 

analyses. Results The
 

pET-32a-RABV-L
 

prokaryotic
 

expression
 

plasmid
 

was
 

successfully
 

constructed.
 

The
 

RABV-L
 

recombinant
 

protein
 

was
 

successfully
 

expressed
 

in
 

Escherichia
 

coli,with
 

a
 

size
 

of
 

approximately
 

40
 

ku,and
 

showed
 

specific
 

reactivity
 

with
 

monoclonal
 

antibodies
 

against
 

the
 

His-tag.
 

After
 

64
 

days
 

of
 

immunizationof
 

mice,polyclonal
 

antibodies
 

were
 

prepared
 

from
 

mouse
 

sera,with
 

a
 

working
 

titer
 

reaching
 

25
 

600,

demonstrating
 

specific
 

recognition
 

of
 

the
 

natural
 

viral
 

L
 

protein
 

in
 

Western
 

blot
 

and
 

IFA
 

analyses. Conclusion The
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experiment
 

successfully
 

expressed
 

and
 

purified
 

the
 

recombinant
 

protein
 

containing
 

the
 

capping
 

enzyme
 

domain
 

of
 

RABV
 

L
 

protein
 

,and
 

successfully
 

obtained
 

polyclonal
 

antibodies
 

capable
 

of
 

specifically
 

recognizing
 

natural
 

epitopes.
【Keywords】 Rabies

 

virus
 

(RABV);L
 

protein;recombinant
 

expression;polyclonal
 

antibody

  狂犬病是一种由狂犬病毒(RABV)感染温血动物

后出现急性致死脑脊髓炎为特征的神经系统疾病。目

前诊 断 狂 犬 病 毒 的 方 法 按 照 不 同 的 水 平 可 分 为

RABV
 

cDNA、RABV
 

RNA、RABV 各 蛋 白 和 检 测

RABV病毒粒子,临床检测中往往根据患者状态、临
床条件、样本获取与保存难度综合多种检测方法对患

者进行疾病定性、毒株分析等[1-4]。迄今为止,针对狂

犬病最有效的方式是暴露前预防的疫苗以及注射免疫

球蛋白,但是免疫球蛋白来自人血清或马血清,制作成

本高[5]。单克隆抗体治疗常作为治疗药物,中和患者

体内RABV,使RABV的增殖能力减弱,从而达到治

疗狂犬病的效果,已有2款单克隆抗体药物在亚洲获

批上市[6]。

RABV是一种单股负链不分节段的RNA病毒,
全长基因组约为12

 

kb,从3'端到5'端编码5个结构

蛋白,即糖蛋白(G)、核蛋白(N)、磷蛋白(P)、转录酶

大蛋白(L)以及基质蛋白(M)[7-9]。转录酶大蛋白(L)
其分子质量为244

 

ku,在病毒的 mRNA转录过程中

起着催化功能[10]。L蛋白在与辅酶因子P的相互作

用下,形成病毒核糖核蛋白复合物[11];L蛋白与N蛋

白结合影响基因组RNA的合成[11-12];L蛋白与 M 蛋

白的相互作用调控病毒进入宿主细胞的过程[12-15]。在

RABV的整个生命过程中,L蛋白在与宿主细胞的分

子相互作用中扮演重要角色。因此开发针对RABV-
L蛋白的单克隆抗体在诊断和治疗狂犬病上,有着重

要意义。

RABV-L蛋白是具有多功能酶活性蛋白,其中包

括RNA聚合酶、加帽酶以及甲基化酶。本实验室的

前期工作中已经成功构建甲基化酶的原核表达系

统[16],本研究选取L蛋白加帽酶结构进行研究,通过

构建L蛋白加帽酶结构的原核表达系统,纯化该蛋白

片段,该蛋白多克隆抗体可异性识别病毒感染的细胞,
为单克隆抗体的研制与L蛋白与宿主蛋白相互作用

机制提供理论基础。

材料与方法

1 材料

Rosetta菌株和pET-32a载体、RABV-1N1单克

隆抗体[17]、His
 

tag单克隆抗体[18]由本实验室保存或

制备。RABV
 

HEP-Flury病毒株在小鼠神经母细胞

瘤N2a细胞中扩繁。T4
 

DNA连接酶、pMD19-T克

隆载体、Taq
 

DNA聚合酶、限制性内切酶(EcoR
 

Ⅰ和

Xho
 

Ⅰ)、PCR产物纯化试剂盒购自日本TaKaRa公

司;蛋白高分子质量预染 Marker购于翌圣公司;质粒

小提试剂盒和琼脂糖凝胶回收剂盒购自北京庄盟公

司;镍柱购于武汉汇研公司;Trizol购于天根生物科技

有限公司;弗氏完全佐剂及不完全佐剂 购 自 美 国

Sigma公司。SDS-PAGE电泳仪和核酸电泳仪购于

北京六一公司。

2 方法

2.1 基因片段的克隆及原核表达 载体的构建N2a
细胞培养 HEP-Flury病毒48

 

h后,用 Trizol裂解细

胞提取病毒RNA逆转录获取cDNA。根据NCBI中

RABV
 

HEP-Flury毒株L蛋白的基因序列,选择L蛋

白的加帽结构功能域片段(8687-9391)设计引物并添

加 保 护 碱 基:F:5'-GGAATTCTGCTCTTCAGAG
 

AGGGC-3'(EcoR
 

Ⅰ);R:5'-CCGCTCGAGTATAT
 

CCTCAATGGGCC-3'(Xho
 

Ⅰ)。
以cDNA为模板进行PCR扩增,通过1%的琼脂

糖凝胶电泳进行验证后进行胶回收,产物与pMD-19T
克隆性载体进行连接,通过化学法转化至DH5α感受

态细胞中表达。菌液涂布于Amp抗性筛选平板过夜

培养,挑取单菌落进行PCR阳性产物测序分析。测序

结果比对正确后,pET-32a表达载体与目的基因通过

T4连接酶进行连接,连接产物转化至Rosetta感受态

细胞中表达。

2.2 RABV-L重组蛋白的表达 将含有pET-32a-
RABV-L表达载体的工程菌进行放大培养,待菌液的

A600 为0.8时在超净台中加入终浓度为0.1
 

mmol/L
的IPTG,并置于25

 

℃,100
 

r/min的恒温摇床里进行

诱导。诱导12
 

h后离心收集菌液与之前收集的未诱

导菌液进行12%
 

SDS-PAGE电泳分析,确定目的蛋

白的正确表达。将诱导后菌液超声破碎进行可溶性分

析,确定目的蛋白以包涵体形式存在,收集沉淀用尿素

进行处理,之后通过 Ni-NTA 亲和层析填料进行纯

化[19]。采用含不同浓度咪唑的洗脱液进行洗脱,收集

流出液进行A280 的测定。

2.3 重组RABV-L蛋白多克隆抗体的制备 以6~8
周的雌性小鼠为实验对象。第1次免疫取30

 

μg纯化

后得到的RABV-L重组蛋白与PBS稀释至200
 

μL后

加入等量的弗氏完全佐剂进行2
 

h的震荡,再用注射

器进行反复吹打充分乳化后对小鼠进行皮下多点注

射。14
 

d后将弗氏完全佐剂替换为弗氏不完全佐剂,
进行2次免疫[20]。免疫方案如下:初次免疫为30

 

μg
抗原与弗氏完全佐剂混合;14、28

 

d后为30
 

μg抗原与
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弗氏不完全佐剂混合;第42、57、64
 

d采用80
 

μg抗原

与弗氏不完全佐剂混合。

2.4 ELISA检测多克隆抗体的效价 用5%的脱脂

奶将纯化后的重组L蛋白稀释至10
 

μg/mL,保持100
 

μL/孔,4
 

℃包被过夜。24
 

h弃掉包被液,用PBST洗

涤3次;5%脱脂奶37
 

℃封闭2
 

h,200
 

μL/孔,PBST
洗3次,至孔内没有洗液残留;加入5%脱脂奶倍比稀

释(1∶100~1∶204
 

800)的多抗血清,100
 

μL/孔,37
 

℃孵育2
 

h,PBST洗5次;加入用5%脱脂奶按1∶
10

 

000稀释的HRP标记山羊抗鼠的IgG,100
 

μL/孔,

37
 

℃孵育1
 

h,PBST洗3次;每孔加入100
 

μL
 

TMB
显色液避光反应20

 

min;50
 

μL/孔的2
 

mol/L
 

H2SO4
终止 反 应,测 A450 值,分 析 数 据,采 用 GraphPad

 

prism8进行数据绘图。

2.5 Western
 

blot检 测 多 克 隆 抗 体 的 特 异 性

RABV病毒感染N2a细胞并培养48
 

h后,6孔板中每

孔细胞使用1
 

mL的RIPA强裂解液裂解细胞,冰上

裂解30
 

min。控制细胞裂解液蛋白总量一致为20
 

μg,置于金属浴95
 

℃进行蛋白变性。在SDS-PAGE
中通过恒压分离总蛋白。取出胶,375

 

mA恒流条件

下转膜55
 

min。结束后,37
 

℃、60
 

r/min将膜用脱脂

奶封闭2
 

h。加入多克隆抗体、1N1(1∶1000)与β-
actin(1∶1000)于37

 

℃、60
 

r/min孵育2
 

h。弃掉一

抗稀释液,将膜用PBST洗涤5次,每次5
 

min。加入

1∶8
 

000稀释的HRP标记的山羊抗鼠IgG孵育1
 

h。
弃去二抗,将膜用PBST洗涤5次,每次5

 

min,加入

显影液观察结果。

2.6 IFA检测 多克隆抗体的特异性使用10%的血

清培养基稀释N2a细胞于96孔板中,过夜培养后,细
胞贴壁。RABV病毒感染 N2a细胞,培养48

 

h后去

除原培养基。将预冷的固定液(甲醛∶丙酮=1∶1)加
入96孔板中,置于-20

 

℃
 

20
 

min,固定好细胞后,去
除固定液,风干细胞孔。5%脱脂奶封闭细胞,每孔

200
 

μL,37
 

℃,2
 

h。将多克隆抗体按比例稀释,稀释

后的抗体溶液作为一抗孵育细胞。使用PBST清洗孔

板。加入1∶1500稀释的荧光二抗,每孔50
 

μL,37
 

℃
避光孵育1

 

h。再次洗涤孔板5遍并加入100
 

μL
 

PBS
保持细胞湿润,于倒置荧光显微镜下观察荧光,并将细

胞荧光图片保存。

结 果

1 PCR扩增L蛋白基因

从感染Flury病毒的N2a细胞中提取病毒RNA,
逆转录获取cDNA后,按照PCR流程扩增出RABV-
L中加帽酶功能域的编码DNA序列。扩增的目的L
基因片段约为700

 

bp,与目的序列大小一致(图1)。

M DNA
 

marker1~3L蛋白基因扩增片段
图

 

1 狂犬病毒HEP-Flury毒株
 

L蛋白基因扩增

M DNA
 

marker1-3L
 

protein
 

gene
 

amplified
 

fragments
Fig.1 L

 

protein
 

gene
 

amplification
 

of
 

RABV
 

HEP-Flury
 

strain

2 pET-32a-RABV-L重组质粒鉴定

将扩增后的RABV-L片段与载体pMD-19T连接

后转入Rosetta感受态细胞进行表达,挑取阳性单克

隆进 行 测 序,测 序 结 果(图2)与 NCBI数 据 库 中

RABV-L序 列 结 果 进 行 比 对,碱 基 未 发 生 突 变。

RABV-L重组蛋白的原核表达原理如图3,选择酶切

位点EcoR
 

Ⅰ和Xho
 

Ⅰ,将构建的pMD-19T-RABV-
L克隆载体与pET-32a表达载体进行双酶切。酶切

结果如图4,酶切后的pET-32a表达载体大小为5
 

000
 

bp以上。pMD-19T-RABV-L质粒酶切后,RABV-L
目的大小为700

 

bp左右,与预期结果一致。成功构建

pET-32a-RABV-L重组质粒,转化后在 Amp抗性的

固体培养基上培养过夜,24
 

h挑取阳性单克隆进行菌

液PCR鉴定,鉴定结果如图5,阳性条带在700
 

bp左

右,与预期结果一致。

图
 

2 RABV-L 目的基因与扩增后的基因测序结果比对

Fig.2 Comparison
 

of
 

theRABV-L
 

target
 

gene
 

with
 

the
 

sequencing
results

 

of
 

the
 

amplified
 

gene
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图
 

3 pET-32a-RABV-L重组质粒构建原理示意图

Fig.3 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

construction
 

principle
 

of
 

the
prokaryotic

 

expression
 

vector
 

of
 

pET-32a-RABV-L

  M DNA
 

marker 1、2 pET-32a载体酶切 3、4 pMD-19T-
RABV-L克隆载体酶切

图
 

4
 

克隆载体酶切

M DNA
 

marker 1,2 pET-32a
 

vector
 

digest 3,4 pMD-19T-
RABV-L

 

cloning
 

vector
 

digest
Fig.4 Cloning

 

vector
 

digestion

M 阴性对照 1~10 pET-32a-RABV-L重组表达载体
图

 

5 pET-32a-RABV-L菌液PCR鉴定

M  Negative
 

control 1-10 pET-32a-RABV-L
 

recombinant
 

expression
 

vector
Fig.5 pET-32a-RABV-L

 

bacterial
 

PCR
 

identification

3 重组L蛋白的表达与纯化

重组表达质粒pET-32a-RABV-L成功转入大肠

埃希菌Rosetta(DE3)后,经过扩大培养与IPTG诱导

后,对于诱导前后的菌液进行SDS-PAGE和 Western
 

blot分析。重组表达工程菌在IPTG诱导下,表达目

的蛋白大小与预期相符,大小为40
 

ku(图6)。在

Western
 

blot实验中,诱导表达出来的重组L蛋白与

鼠源抗His-tag单克隆抗体发生反应,在约40ku处出

现了1条特异性的蛋白条带,未进行诱导的菌体无蛋

白条带(图7),与SDS-PAGE的分析结果一致,含有

His标签的重组L蛋白正确表达。经可溶性分析,表
明得到的pET-32a-RABV-L蛋白主要以包涵体形式

存在,将包涵体通过尿素处理并用含不同浓度的咪唑

洗脱收集目的蛋白(图8A)。在pET-32a-RABV-L的

纯化洗脱中,250
 

mmol/L咪唑得到的重组蛋白含量

最高,且蛋白条带较为单一(图8B)。

  M 180
 

ku蛋白marker 1 未诱导菌体蛋白 2 添加IPTG进
行诱导后的菌体蛋白

图
 

6 SDS-PAGE鉴定RABV-L重组蛋白的表达

M 180
 

ku
 

protein
 

marker 1 Uninduced
 

bacterial
 

protein 2 
Bacterial

 

protein
 

after
 

induction
 

by
 

adding
 

IPTG
Fig.6 SDS-PAGE

 

to
 

identify
 

the
 

expression
 

of
 

RABV-L
recombinant

 

protein

  M 180ku蛋白marker 1 未诱导菌体蛋白 2 添加IPTG进
行诱导后的菌体蛋白

图
 

7 Western
 

blot鉴定RABV-L重组蛋白的表达

M 180ku
 

protein
 

marker 1 Uninduced
 

bacterial
 

protein 2 
Bacterial

 

protein
 

after
 

induction
 

by
 

adding
 

IPTG
Fig.7 Identification

 

of
 

the
 

expression
 

of
 

RABV-L
 

recombinant
protein

 

by
 

Western
 

blot

4 多克隆抗体的效价和特异性检测

ELISA检测小鼠血清中抗体效价,结果显示蛋白

与弗氏佐剂混合物能够诱导小鼠产生的抗体效价达

1∶25
 

600(图9),表明重组 L蛋白具有免疫原性。

Western
 

blot鉴定所制备的多克隆抗体结果显示在

242
 

ku处出现特异性条带,大小与L蛋白一致,并且

阳性对照RABV-N单克隆抗体能检测55
 

ku蛋白,与

RABV-N蛋白的大小一致,细胞内的β-actin表达正

常,说明免疫了RABV-L重组蛋白的小鼠血清对于感

染CVS病毒的细胞有特异性反应(图10)。使用间接

免疫荧光检测多克隆抗体的特异性,结果如图11所

示,实验组有荧光但较为分散,对照组无荧光,且阳性

对照组RABV-1N1单克隆抗体组有荧光,且细胞荧光

集中。
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  A SDS-PAGE鉴定不同咪唑洗脱浓度的蛋白纯化效果 M 180
 

ku蛋白marker 1~6 分别为250、300、350、400、450、500
 

mmol/L咪
唑洗脱液 B 紫外检测不同咪唑洗脱浓度的蛋白含量

图
 

8 鉴定不同咪唑洗脱浓度下的纯化蛋白

A SDS-PAGE
 

identification
 

of
 

protein
 

purification
 

at
 

different
 

imidazole
 

elution
 

concentrations M 180
 

ku
 

protein
 

marker 1-6 
250,300,350,400,450,500

 

mmol/L
 

imidazole
 

eluent,respectively
 

B
 

UV
 

detection
 

of
 

protein
 

content
 

in
 

different
 

imidazole
 

elution
 

concentrations
Fig.8 Identification

 

of
 

purified
 

protein
 

at
 

different
 

imidazole
eluting

 

concentrations

注:蓝色为实验组,红色为对照组。
图

 

9 间接ELISA检测小鼠多抗血清效价

Note:Experimental
 

group
 

in
 

blue;
 

control
 

group
 

in
 

red。
Fig.9 Indirect

 

ELISA
 

for
 

mouse
 

polyclonal
 

antibody
 

potency
 

in
 

serum.

讨 论

狂犬病毒中转录L大蛋白能够调节病毒的复制

和转录,并参与到免疫逃逸、细胞凋亡和炎症反应等病

毒感染的关键步骤中。最近的研究表明,APOBEC3G
可以抑制 HIV等病毒的复制[21],RABV-L蛋白可能

与APOBEC3G相互作用,从而降低 APOBEC3G的

抗病毒活性。L蛋白促进了APOBEC3G的泛素化降

解,降低了在其细胞内的稳定性,从而进一步入侵细

胞[22-25]。L蛋白与宿主细胞中的蛋白酶体 Mdm2相

互作用。其中蛋白酶体 Mdm2是负向调节因子,主要

抑制P53的功能和促进P53的降解。L蛋白与蛋白

酶体 Mdm2结合后,可能抑制蛋白酶体 Mdm2的功

能[26-28]。

1 感染CVS的N2a细胞 2 正常的N2a细胞
图

 

10 Western
 

blot检测小鼠多克隆抗体对天然L蛋白的识别

1 N2a
 

cells
 

infected
 

with
 

CVS 2 Normal
 

N2a
 

cells
Fig.10 Recognization

 

of
 

native
 

L
 

protein
 

by
 

mouse
 

polyclonal
antibody

 

through
 

Western
 

blot

图
 

11 间接免疫荧光检测小鼠多克隆抗体的特异性

Fig.11 Specificity
 

of
 

the
 

mousepolyclonal
 

antibody
 

detected
by

 

indirect
 

immunofluorescence

L蛋白由于其分子质量大,表达量少,目前尚无L
蛋白的商业化抗体。L蛋白的PRNTase基序A至E
中的一些保守氨基酸残基(G1112、T1170、W1201、

H1241、R1242、F1285和Q1286)是加帽结构形成所必

需的,且PRNTase结构域反应涉及pRNA向GDP转

移的共价催化,是新的开发抗病毒药物的靶点[12]。因

此选取L蛋白加帽酶结构进行研究,表达并纯化了一

种重组形式的L蛋白片段。
本研究采用大肠埃希菌系统表达L蛋白,能够高

产量的稳定表达目的蛋白。扩增 RABV-L中8687-
9391氨基酸序列区域的 DNA序列,并连接到pET-
32a表达载体,其L蛋白具有高度保守性,氨基酸突变

对L蛋白的功能影响较大,因此研究中必须保证氨基

酸的一致性。在本研究蛋白纯化时发现RABV-L重

组蛋白片段表达在包涵体中,添加IPTG进行诱导后,
蛋白表达量增多。然而咪唑浓度影响洗脱效率,摸索

咪唑亲和洗脱的浓度时,发现咪唑浓度为250
 

mmol/

L和400
 

mmol/L时洗脱效率较高,并且咪唑浓度为

250
 

mmol/L时洗脱蛋白含量最高,因此本研究中采

用咪唑浓度为250
 

mmol/L洗脱目的蛋白。RABV-L
重组蛋白带有His标签,Western

 

blot鉴定时,RABV-
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L蛋白与 His
 

tag单克隆抗体出现特异性单一条带,
说明成功表达纯化RABV-L重组蛋白。小鼠免疫过

程中,ELISA 测定多克隆效价为1∶25
 

600,但在

Western
 

blot中使用多克隆抗体鉴定感染RABV的

N2a细胞,未出现单一条带。考虑到L蛋白全长分子

质量为244
 

ku,且在感染病毒细胞中表达量较少,本
研究中摸索更换转膜条件,使用375

 

mA恒流转膜55
 

min效果最佳,在NC膜中出现240
 

ku左右的特异性

单一条带,条带大小与L蛋白一致。
综上,本研究成功扩增获得RABV

 

L蛋白加帽结

构的DNA序列,并连接到pET-32a载体上。连接产

物转入大肠埃希菌中,成功构建pET-32a-RABV-L重

组质粒,进一步成功纯化获得 RABV-L重组蛋白。

RABV-L重组蛋白免疫小鼠后收取血清,经 Western
 

blot和IFA鉴定成功获得RABV-L蛋白多克隆抗体。
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