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摘要! 为制备抗 )6%..62 蛋白的单克隆抗体!对其基本特性进行鉴定并进行初步应用" 实

验利用 %;7%L&亲和层析纯化的 )6%..62 -",重组蛋白作为免疫原!免疫 1 周龄的雌性

8&'85?小鼠!经 / 次免疫后!将免疫小鼠的脾细胞与骨髓瘤 *6253 细胞融合" 采用间接

,')*&和有限稀释法筛选杂交瘤细胞!共得到 2 株能稳定分泌特异性抗体的阳性细胞株!分别

命名为 8I43 和 8(/!亚类鉴定均为 )3I4 亚类" 2 株杂交瘤细胞的染色体数目在 08 <423 之

间" 间接 ,')*&检测 8I43 和 8(/ 细胞培养上清的效价分别为 4D43

8

&4D43

2

!腹水效价分别为

4D43

1

&4D43

9

" GC>@CDH7A0/@@;H3 和间接免疫荧光鉴定结果显示!2 株单抗均能特异性地识别

)6%." 间接 ,')*&表明!2 株单抗不与 )+%.&.+*.&*.-.&+$.等病毒反应!说明获得的

单抗具有高度的特异性" 相加 ,')*&实验结果显示!2 株单克隆抗体分别识别 )6%..62 蛋

白上不同的抗原位点" 应用间接免疫荧光方法对临床确定为患有 )6%虹鳟肝组织进行检测!

结果证实该 2 株单克隆抗体可用于后续实验"

关键词! 传染性胰腺坏死病毒% .62 重组蛋白% 单克隆抗体

中图分类号! K018% *:9419455555555文献标志码'&

55 传染性胰腺坏死病 # ;HSC?@;/2>B:H?DC:@;?

HC?D/>;>")6%$是鲑科鱼类鱼苗(鱼种和海水养殖

鱼类的一种严重病毒性传染病"其病原为传染性

胰腺坏死病毒#;HSC?@;/2>B:H?DC:@;?HC?D/>;>U;D2>"

)6%.$) 该 病 主 要 发 生 于 人 工 养 殖 的 虹 鳟

#I3,0(953,9*+>5G.++$鱼场"23 周龄以内的虹鳟

苗最为易感"死亡率可高达 :3O以上
*4+

"给鲑科

鱼类特别是虹鳟和大西洋鲑# C';>03 +';'($的养

殖业造成了严重的经济损失
*2+

) 目前很多学者

针对 )6%.的检测建立了几种诊断方法"如生物

素标记寡核苷酸 4%&探针法
*/+

(酶联免疫吸附

实验
*9+

(实时荧光定量 $L76-$法
*8 67+

(逆转录环

介导法
*0+

等)

)6%.属双链 $%&病毒"呈二十面体"直径

约为 80 <09 H9"无囊膜"对热和酸稳定"对脂溶

剂不敏感
*1+

) 结构蛋白是传染性胰腺坏死病病

毒的主要免疫原性抗原) 在 )6%.基因编码的 8

种蛋白中结构蛋白有 2 种!.62 和 .6/%它们的分

子量为 89 和 /4 Q2) )6%.基因组的 &片段编码

的蛋白前体 B.627.697.6/ 被非结构蛋白裂解形

成了成熟的结构蛋白 .62 和 .6/"结构蛋白形成

后"三聚体 .62 形成外衣壳蛋白".6/ 形成内衣

壳蛋白"装配成病毒粒子
*: 643+

) .62 蛋白 # 83

Q2$是 )6%.的外衣壳蛋白"含有病毒主要抗原决

定簇"其诱导的中和抗体能被动地保护宿主不受

)6%.的感染"是 )6%.的保护性抗原
*44 642+

) 因
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此".62 基因及编码蛋白是 )6%.诊断学候选基

因) 从本实验室分离到的中国株扩增到结构蛋白

.62 的抗原表位区基因#889 <4 403 AB$"命名为

.62 -",#747 AB$)

本实验利用杂交瘤技术建立了能稳定分泌抗

)6%..62 -",单克隆抗体的杂交瘤细胞株"为

研究特异(快速的传染性胰腺坏死病诊断方法奠

定了物质基础)

45材料与方法

!"!#实验材料

重组菌 B-/0E L(7.62 -",58'24 由本实验

室构建保存%传染性胰腺坏死病毒#)6%.$*6株

购自美国细胞菌种库#&L--.$74/41$) 鼠骨髓

瘤细胞株 *6253 由本实验室冻存%鲤上皮瘤细胞

#,6-$由深圳出入境检验检疫局刘荭教授惠赠%

7 <1 周龄雌性 8&'85?雌鼠"购自中国农业科学

院哈尔滨兽医研究所)

辣根过氧化物酶#+$6$标记羊抗鼠 )3I(异

硫氰酸荧光素#()L-$标记羊抗鼠 )3I"购自北京

中杉金桥生物技术有限公司) +&L选择性培养

基(6,I//83(J4:: 培养基(抗体亚类试剂盒"购

自 *)IJ&公司) 弗氏佐剂 #(&$购自 *;39:公

司) 秋水仙素购自北京中山生物技术有限公司)

双抗#青霉素(链霉素$购自哈尔滨制药六厂)

!"$#抗原制备及动物免疫

将实验室前期构建表达的重组菌 B-/0E L(7

.62 -",58'24 大量诱导"%;

2 >

亲和层析予以纯

化#方法参照 %;

2 >

亲和层析柱说明书$"以纯化的

重组 .62 蛋白作为免疫原"冻存于 613 N备用)

按 4D4 比例将抗原与弗氏完全佐剂混合"乳化后

腹腔注射 8&'85?小鼠"首免 83

!

35只%在第 49

天将抗原与弗氏不完全佐剂混合乳化"进行二免)

二免后第 0 天"小鼠断尾采血检测其血清抗体效

价"并建立间接 ,')*&检测方法%在第 21 天进行

腹腔注射抗原加强免疫"剂量同前"/ E 后进行

融合)

!"%#细胞融合与筛选

从免疫的8&'85?鼠眼球采血"分离血清"该

血清作为抗体检测时的阳性对照血清) 将制备好

的骨髓瘤细胞和免疫鼠脾细胞悬液按细胞数量

4D1的比例混合"用 83O6,I//83 溶液按常规融

合方法进行细胞融合) 待 :7 孔板中杂交瘤细胞

长满孔底 459 <45/ 面积时"取细胞培养上清液

433

!

'"间接 ,')*&方法以检测抗原和 )6%.病

毒同时为包被抗原进行筛选"同时用 *6253 细胞

培养上清液作阴性对照"并设阳(阴性鼠血清对

照"选择 65%B213"阳性孔采用有限稀释法进行

细胞亚克隆)

!"@#单克隆抗体的制备

将间接 ,')*&筛选出的阳性杂交瘤细胞在

细胞培养瓶中扩大培养"待细胞长满时收集培养

上清液"检测上清抗体效价% 取 1 周龄健康

8&'85?雌鼠"用液体石蜡腹腔注射致敏小鼠

#318 9'5只$"1 <43 E 后注射杂交瘤细胞 #约

4 C43

8

<4 C43

7

5只$"43 <48 E 后从腹腔活体采

集腹水"取少量腹水检测抗体效价"抗体 613 N

保存备用)

!"W#单克隆抗体的生物学鉴定

单抗亚类鉴定55采用 *;39:公司的单抗亚

类鉴定试剂盒鉴定亚型"方法按操作说明书进行)

杂交瘤细胞染色体数及其分泌抗体的稳定性

鉴定55采用秋水仙素法
*4/+

"进行杂交瘤细胞染

色体数鉴定) 将获得的阳性杂交瘤细胞株连续传

代培养 / 个月"每隔 4 周取细胞培养上清液"用间

接 ,')*&方法检测抗体效价"再将细胞株冻存 /

个月后复苏"取培养 / E 左右的细胞培养上清液

以间接 ,')*&方法检测抗体效价"以评价其分泌

抗体的稳定性)

GC>@CDH7A0/@@;H3 分析鉴定5 5将 )6%.和

,6-细胞与病 毒 沉 降 液 #终 浓 度 为 43O 的

6,I1333$4D4 混合"9 N过夜"离心弃上清液"将

沉淀与 2 C*4*按 4D4 比例混匀后 433 N煮沸 43

9;H 后"经 *4*76&I,电泳"转印至 %-膜上"用

8O的脱脂乳 9 N过夜封闭"68*L洗涤"以阳性

杂交瘤细胞培养上清液为一抗"室温作用 2 W"

68*L洗涤"再以 +$6标记羊抗鼠 )3I#4D2 333$

为二抗"室温作用 2 W"68*L洗涤"用 4&8显色

液室温显色)

间接免疫荧光法鉴定55将长满单层 ,6-

细胞接种 )6%."培养 29 W 后弃去培养上清液"用

多聚甲醛室温固定 /3 9;H"68*洗涤%用 4O的

8*&/0 N封闭 4 W"68*洗涤%加入杂交瘤细胞培

养上清液和 *6253 细胞培养上清液"/0 N作用 4

W"68*洗涤%加入 ()L-标记的羊抗鼠 )3I"/0 N

作用 4 W"68*洗涤%倒置荧光显微镜观察结果)
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同时设置正常 ,6-细胞作为阴性对照)

单克隆抗体的特异性鉴定55使用 )+%.(

.+*.(*.-.(+$.细胞培养物代替 )6%.作为

包被抗原"同时设 )6%.阳性对照"*6253 细胞培

养上清液作为阴性对照) 间接 ,')*&检测各株

杂交瘤细胞培养上清液与相关病毒的反应性)

单克隆抗体抗原识别位点初步分析55用相

加 ,')*&实验进行抗原位点初步分析"步骤参照

文献*49+)

!"I#应用间接免疫荧光方法检测临床样品

将确定患有)6%的虹鳟肝组织在洁净的载玻

片上轻轻做个压迹制成触片"待干固定"进行间接

免疫荧光#)(&$实验) 具体方法如下!用多聚甲

醛固定 /3 9;H"68*洗涤 / 次%/O的 8*&于 9 N

封闭过夜"68*洗涤 / 次%用 8I43 和 8(/ 两株单

抗作为一抗"于 /0 N孵育 4 W"68*洗涤 / 次%加

入用 /O的 8*&稀释的 ()L-标记的羊抗鼠 )3I

#4D233$"于 /0 N孵育 4 W%68*洗涤 / 次%在荧光

显微镜下观察"同时设 *6253 上清液和确定未患

)6%虹鳟肝组织为阴性对照)

25结果

$"!#抗原的纯化

表达蛋白经 %;

2 >

亲和层析纯化后"进行 *4*7

6&I,")6%.7.62 -",蛋白分子质量大小为 01

Q2"结果仅在 01 Q2 处出现一条目的条带"获得纯

化的 )6%.7.62 -",蛋白#图 4$)

$"$#杂交瘤细胞系的建立及抗体效价

用间接 ,')*&筛选方法进行筛选"经过多次

克隆和筛选获得 2 株能稳定分泌抗 )6%..62 蛋

白单克隆抗体的杂交瘤细胞株"分别命名为 8I43

和 8(/ )将 这 2 株 单 抗 分 别 制 备 腹 水 " 间 接

,')*&检测方法测定其腹水效价"以 )6%.病毒

培养物为检测抗原"同时设立 *6253 细胞阴性对

照"以 65%

%

213 的抗体最大稀释倍数作为效价

值"杂交瘤细胞培养上清液的效价分别为 4D43

8

(

4D43

2

"腹水效价分别为 4D43

1

(4D43

9

"腹水效价明

显高于上清效价)

图 !#Y)$ 重组蛋白的 /&/P)(KL分析

J1蛋白质分子质量标准% 41纯化后的)6%..62 -",重组蛋

白)

M9D"!#/&/P)(KL-3-8C<9<>:=B0;04>6.93-3=

Y)$ 7;>=093

J16D/@C;H 9/0C?20:D=C;3W@J:DQCD% 4162D;S;CE DC?/9A;H:H@

.62 -",6D/@C;H1

$"%#单克隆抗体亚类

经抗体亚类试剂盒鉴定"8I43(8(/ 两株杂交

瘤细胞所产生抗体均为 )3I4 型)

$"@#杂交瘤细胞染色体数

采用秋水仙素法对 2 株杂交瘤细胞和 *6253

细胞进行染色体鉴定"*6253 骨髓瘤细胞的平均

染色体数为 88 <03"杂交瘤细胞的平均染色体数

为 08 <423"而正常 8&'85?小鼠脾细胞染色体

数是 93"由此可见"杂交瘤细胞是骨髓瘤细胞和

正常小鼠脾细胞的杂合体#图 2$)

图 $#/)$dZ"WK!Z 和 WM% 细胞染色体计数

M9D"$#,B0326.0;>:/)$dZ#WK!Z#WM%4088*<4B;>6><>60<

4/24
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$"W#单克隆抗体稳定性分析

将 2 株分泌单抗的杂交瘤细胞连续传代 / 个

月"利用间接 ,')*&方法检测单抗细胞上清原液

和冻存复苏后上清液"以 )6%.病毒培养物为检

测抗原"结果见表 4"测得的 "4

9:3

值均明显高于

*6253 值"且冻存前后 "4

9:3

值相差不大"说明这

2 株杂交瘤细胞能够稳定分泌特异性单克隆

抗体)

表 !#杂交瘤分泌抗体稳定性鉴定结果

,-."!#,B0;0<28=>:<=-.989=C >:BC.;95>6- =B-=

<04;0=05-3=9.>5C

杂交瘤细胞 WFAD;E/9:?C00 8I43 8(/ *6253

冻存前#"4

9:3

$ ACS/DCSDCCP;H3

/139: 31802 31318

冻存后#"4

9:3

$:S@CDSDCCP;H3

/1320 31897 31317

$"I#免疫印迹鉴定单克隆抗体的反应性结果

以两株杂交瘤细胞培养上清液作为一抗进行

GC>@CDH7A0/@@;H3 检测"其培养上清液与经病毒沉

降液处理的 )6%.病毒培养物只在转印膜 01 Q2

处出现了明显的特异性条带"说明此 2 株单抗都

具有良好的反应原性#图 /$)

图 %#Q0<=0;3P.8>==93D 检测单克隆抗体

J1蛋白质分子质量标准% 41,6-对照% 21)6%.)

M9D"%#&0=04=9>3>:6>3>48>3-8-3=9.>5C

.C Q0<=0;3P.8>==93D

J16D/@C;H 9/0C?20:D=C;3W@J:DQCD% 41,6-?/H@D/0% 21)6%.1

$"J#间接免疫荧光检测结果

接种 )6%.的 ,6-细胞分别与 2 株杂交瘤细

胞培养上清液和 *6253 细胞上清液作用"间接免

疫荧光检测结果显示加入杂交瘤细胞上清液作用

的细胞发出不同程度的绿色闪亮荧光"而加入

*6253 细胞上清液作用的细胞未发出荧光"表明 2

株单抗均与 )6%.发生特异性反应#图 9$)

图 @#% 种上清液与感染 [)'Y的 L)*细胞相互作用的间接免疫荧光染色结果

M9D"@#[M(;0<28=>:93=0;-4=9>3.0=E003L)*4088<93>428-=05.C [)'Y-35% =C70<>:<270;3-=-3=

$"G#单克隆抗体的特异性鉴定结果

间接 ,')*&结果表明"2 株单抗与 )6%.反

应的 "4

9:3

值明显高于 )+%.( .+*.( *.-.(

+$.) 2 株单抗与 )6%.反应的 65%值均大于 2"

而与其它几种病毒反应的 65%值在 4 左右 #表

2$) 上述结果说明"制备获得的 2 株单抗与

)+%.(.+*.(*.-.(+$.不发生交叉反应"对

)6%.具有较强的特异性)

表 $#单抗特异性鉴定结果

,-."$#,B0<7049-89\-=9>3=0<=>:A4(.<

病毒的细胞培养物 U;D2> )6%. +$. *.-. .+*. )+%.

8I43 细胞培养上清液 8I43 ?C00>2BCDH:@:H@ 31744 31408 31309 31238 31404

8(/ 细胞培养上清液 8(43 ?C00>2BCDH:@:H@ 3173/ 31497 31370 31234 314:1

*6253 细胞培养上清液 *6253 ?C00>2BCDH:@:H@ 31438 31314 31374 31447 313:0
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$"U#单克隆抗体抗原识别位点初步分析结果

根据细胞培养上清效价将上清液稀释至饱和

浓度",')*&结果显示"8I43 与 8(/ 相加指数

#&)值$为 7918O"大于 83O) 因此"8I43 与 8(/

该 2 株单克隆抗体抗针对不同的抗原表位)

$"!Z#应用间接免疫荧光方法检测临床样品

)(&结果显示"本实验制备的 2 株单抗与已

患 )6%的虹鳟肝组织发生特异性的反应"出现明

显的绿色荧光病灶"*6253 细胞上清液阴性对照

未出现荧光#图 8$)

图 W#% 种上清液与感染 [)'Y虹鳟肝组织相互作用的间接免疫荧光染色结果

M9D"W#[M(;0<28=>:93=0;-4=9>3.0=E003=B089N0;=9<<20<93:04=05.C [)'Y-35% =C70<>:<270;3-=-3=

/5讨论

传染性胰腺坏死病是一种重要的水生动物病

毒性疾病"死亡率极高"其流行范围遍及世界多

国"给水产养殖业带来了巨大的经济损失) .62

蛋白是 )6%.的主要衣壳蛋白"由 483 个氨基酸

多肽构成"还携带决定病毒毒力的因子和适应细

胞培养的因子
*48+

)

本实验首先将纯化的)6%..62 -",蛋白作

为免疫原"对小鼠进行 / 次腹腔免疫"经过细胞融

合和亚克隆"并用 )6%. .62 -",重组蛋白和

)6%.细胞培养物分别作为检测抗原进行筛选"

最终获得 2 株杂交瘤细胞"分别命名为 8I43 和

8(/"其亚类鉴定均为 )3I4 型) 单克隆抗体稳定

性分析结果显示其具有很好的稳定性"可长期保

存用于后续实验) GC>@CDH7A0/@@;H3 显示的唯一特

异性条带和间接免疫荧光方法明显的绿色荧光充

分证明了 2 株杂交瘤细胞能与 )6%.发生特异性

反应) 在单克隆抗体特异性实验中"2 株单抗不

与 )+%.(.+*.(*.-.(+$.发生交叉反应"仅

与 )6%.反应) 在本实验中显示 8I43 细胞株其

细胞培养上清液中分泌的抗体和腹水的抗体均明

显高于 8(/ 细胞株"可见在组装 )6%.的 ,')*&

抗体检测试剂盒时"8I43 细胞株将是优先选择抗

体) 单克隆抗体抗原识别位点初步分析显示

8I43 和 8(/ 分别针对不同的抗原表位"但 2 者亲

和力的具体差异有待求证"此结果表明在建立

)6%.胶体金检测方法时可以选取这 2 株单抗进

行相应的检测方法研究) 鉴于所制备 2 株单抗的

良好特性"应用间接免疫荧光实验检测了已确定

患有 )6%的虹鳟鱼的肝脏组织"结果直观地证明

了所制备单克隆抗体的初步实用性"可应用于后

期实验)

在单克隆抗体的制备过程中"免疫原的制备

是基本前提"而污染的预防则是重要保障) 本实

验选择用重组蛋白作为免疫原"克服了天然免疫

原获得量较小和提纯较难等问题"通过利用 %;7

%L&亲和层析纯化了免疫原"解决了其纯度难

题) 预防污染是细胞培养的关键因素"常用抗生

素和在动物体内接种杂交瘤细胞再进行培养"可

以有效避免细胞污染)

近年来国内外学者已经建立了一些检测

)6%.的新方法"如生物素标记寡核苷酸 4%&探

针法(实时荧光定量 $L76-$法以及逆转录环介

导法等"这些方法虽然灵敏度很高"但对于检测的

仪器设备要求却很高"存在变异性"用于检测临床

样本稳定性较低) 相对比较之下"单克隆抗体具

有均质性好(纯度高(特异性强(亲和力不变和易

于标准化生产等优点"已成为生物领域基础性或

应用性研究的一种重要的工具) 间接免疫荧光实

验具有很高的敏感性"能够充分体现出抗原抗体

结合的特异性"并能利用定量技术测定含量"可用

以检测多种病原"所以作者选择应用该方法来检

测证明 2 株单克隆抗体可用于后续研究) 为了提

高检测率和准确性"在选取病料时"选择了虹鳟鱼

的肝脏组织)
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综上所述"本实验旨在制备出有良好特性的

单克隆抗体并进行初步检测"为了更深入研究

)6%.而奠定基础"进而探索检测 )6%.双抗体夹

心 ,')*&法试剂盒的组装以及 )6%.胶体金试纸

条的制备等相关研究内容)
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