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抗传染性法氏囊病病毒 !"#蛋白单克隆抗体的制备与初步应用
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摘 要 原核表达的 [F4& WOL&GI蛋白经纯化后免疫 K周龄的 F:YF]0雌性小鼠，三次基础免疫后，融合前加强免疫，取脾细
胞在 GPW（RS8I$$）的作用下与 \G!]$小鼠骨髓瘤细胞融合，经过三次亚克隆筛选，获得稳定分泌抗 &GI蛋白的杂交瘤细胞，分
别命名为 #F#、948!、"PK，以三株杂交瘤细胞制备的腹水 PY[\:效价分别为 I ^ 8$#、"_I ^ 8$#、" ^ 8$#，特异性实验表明三株单抗
能与 [F4& W<株反应。以单抗介导的间接免疫荧光检测表达 W<L&GI的 &/7’ P9细胞，可以见到特异的荧光，能做为特异性的检
测 &GI蛋白的工具，为今后 [F4& &GI蛋白的研究打下基础。
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传染性法氏囊病病毒（ :.*#(0)-,& 8,$&4+ /)&#4&#
B)$,&，:?@1）是引起鸡高度接触性传染病———传染性
法氏囊病（ :.*#(0)-,& 8,$&4+ /)&#4&#，:?@）的病原体。
此病毒复制于感染细胞的胞浆中，并靶向于法氏囊

产生抗体的前体 ?淋巴细胞，引起 ?淋巴细胞凋亡
及法氏囊萎缩，导致免疫抑制［C］。不同毒株毒力不

同，感染鸡的死亡率最高可达 D7 E以上，由于 :?@1
引起的免疫抑制造成其他疫苗的免疫失败而导致间

接损失则更为严重。:?@1是双链 FG<病毒，属于
双 FG< 病毒科（ !"#$%&"#"’()）禽双 FG< 病毒属
（*&"+"%,&"#-.），单层衣壳，无囊膜，呈 HI 面体立体对
称，其直径 77 J 37.>。其基因组由大节段 <
（KLKM8）、小节段 ?（HLNM8）组成，<节段具有两个相
互重叠的开放阅读框架（O’#. $#4/).P *$4>#&，
OF;）———大 OF;和小 OF;，大 OF;为 KIK3个核苷
酸，编码 CINQ@4的 GRHS16HT16UT16KSVOOR多聚蛋
白前体，并剪切加工为三个成熟的蛋白 16H（U7 J
7IQ@4）、16K（HI J KHM@）、16U（HNM@）。小 OF; 为
UKN个核苷酸，编码 CU7个氨基酸，大小为 CWM@的非
结构蛋白（GX）167蛋白。?节段 OF;为 HWD7个核
苷酸，编码 DIM@的 16C蛋白。此外 <、?节段还存
在末端非编码区（.-.S(-/).P $#P)-.，GVF）。<、?节段
之间通过 16P（16C的一种形态）蛋白相连。

167蛋白富含半胱氨酸，高度碱性，编码 167蛋
白的小 OF; 与大 OF; 之间有 UIU8’ 的重叠区域。
Y,./0等 CDD7年［H］发现在 :?@1感染的细胞中有此
蛋白，随后利用反向遗传操作证明 167在体外 :?@1
复制中是非必需的。16H 是病毒的主要结构蛋白，
与病毒抗原和毒力的变异、细胞凋亡有关，但缺失了

167后拯救的病毒失去了对鸡的致病性，167 在体
内的表达使细胞病变减轻，复制变慢，细胞上清液中

的病毒量降低，诱导了细胞调亡，具有很强的细胞毒

性［K］，有学者拯救了缺失 167基因的 :?@1 <G"#病
毒株能在鸡胚成纤维细胞（V2;）和鸡胚上繁殖，其
复制速度相对母本（RZH）只有轻微降低［U］。最新研
究认为 167 在病毒感染早期是一个抗细胞凋亡因
子，对病毒的早期感染和迅速增殖具有重要意义［7］，

而 /&FG<病毒科另一病毒 :6G1，无论是在体内还是
在体外其 167 与 :6G1 细胞凋亡诱导能力均无
关［3］，目前这种不一致性的分子机制还不清楚。

自 CDW7年 Q-"+#$与 Y)+&0#).建立的杂交瘤技术
以来，单克隆抗体技术已广泛应用于基础研究的各

个领域，同时在临床疾病的诊断和治疗中也得到了

广泛的应用［W］。国外学者 Y,./0早在发现 167蛋白
后就获得了抗 167蛋白的单克隆抗体，而在国内还
没有相关的报道，本研究利用原核表达的 :?@1 [5S
167蛋白纯化后免疫 ?<\?T(小鼠，运用单克隆抗体
技术进行抗 167蛋白单克隆抗体的研究工作。

) 材料与方法
)*) 菌株、毒株与细胞、试剂

BB:?@1S[5 株（[#.?4.M 登陆号 <]UUUNWK）由中
国农业科学院哈尔滨兽医研究所分离鉴定［N］，通过

鸡胚及鸡胚成纤维细胞连续传代致弱获得了疫苗株

:?@1S[0（[#.?4.M登陆号 @^UIKHUN），免疫用表达菌
株 / = ,$0" ?\HC（@2K）由本实验室保存；X6HTI骨髓瘤
细胞，1#$- 23细胞系均由本实验室保存；?<\?T(小
鼠、X6;鸡胚购于中国农业科学院哈尔滨兽医研究
所实验动物中心；Y-.04.)/# :X< HI3 佐剂购自法国
X266:V 公司；62[（Y_C7II）、RF6S兔抗鼠 :P[ 酶标
结合物、;:!VS兔抗鼠 :P[酶标结合物购自 X)P>4 公
司；D3 孔聚乙烯细胞培养板、优质胎牛血清、R<!、
R!及 @Y2Y培养基购自 :.B)0$-P#. 公司；单克隆抗
体亚型鉴定试剂盒购于 6#$&#.公司；其他试剂为商
业公司购买的分析纯产品。

)*+ 免疫原制备及动物免疫
将原核表达的带有 R)&标签的重组 167蛋白进

行大量诱导［D］，收集菌体，超声波裂解，电泳纯化，将

纯化的目的蛋白经紫外分光光度计定量后与等量的

Y-.04.)/# :X< HI3佐剂混合乳化，腹腔及背部皮下多
点注射 N周龄的 ?<\?T(雌性小鼠，7I!PT只，以后每隔
CU /用佐剂乳化的蛋白免疫 K次，剂量同首免，融合
前三天经尾静脉及腹腔加强免疫，剂量加倍。

)*, 细胞融合及杂交瘤细胞的筛选与纯化
用纯化的原核表达的 [5S167蛋白作为抗原包

被反应板，用方阵滴定试验确定抗原最佳包被浓度，

待检抗体最佳工作浓度等，用于单克隆抗体的筛选。

融合前取正常小鼠的腹腔巨噬细胞作为饲养细

胞铺于 D3孔细胞培养板中，KW‘ VOH 培养箱中培养

HU"，然后取免疫小鼠的脾细胞与 X6HTI细胞以 C a CI

IHW 12"%).) 3$-#%(0 $4 !"$5),2%$0$67 生物工程学报 HIIW，1-+LHK，G-LU



的比例在融合剂 !"#（$%&’((）作用下进行细胞融
合，融合过程按文献［&(］的方法进行。细胞融合后
加入选择培养基 )*+，于 ,-. /01 培养箱选择培养

约 - 2 &(3，当有融合细胞出现时，更换 )+培养基继
续培养。待 &1 2 &43克隆长大时即可进行检测。
以纯化的 #567!’蛋白作为检测抗原，按已建立

的间接 "89:*方法对融合细胞上清液进行检测，筛
选阳性细胞克隆株。将初步筛选得到的阳性克隆株

用有限稀释法进行三次亚克隆，同时用间接 "89:*
方法进行检测，当其检测率为 &((;阳性时，即得到
了能稳定分泌特异性抗体的杂交瘤细胞克隆，分别

扩大培养，冻存于液氮中长期保存。

!"# 单克隆抗体腹水的制备及效价的测定
取 <=龄的 >*8>?@雌性小鼠预先 - 2 &(3注射

液体石蜡，(A&B8?只，取对数生长期的阳性杂交瘤细
胞分别以 1 2 , C &(’ @DEE?(A’B8的剂量注入小鼠腹
腔，约 - 2 &(3 左右，当小鼠腹腔增大时抽取腹水，
4(((F?BGH，<BGH，离心取上清，I -(.保存备用。
以纯化的 #567!’蛋白为抗原，将杂交瘤上清及

腹水分别按原倍、& J &((开始做倍比稀释，用已建立
的间接 "89:*方法测定其效价，当 !?K值大于 ,倍
时判定为阳性。

!"$ 单克隆抗体的特异性鉴定
按文献［&&］的方法制作鸡胚成纤维细胞

（/"L），用 9>M7 #N株感染 /"L，14O后用 &((;无水
乙醇室温固定 1(BGH，分别用抗 9>M7 7!’ 多抗、抗
9>M7阳性鼠血清、阴性血清及本试验制备的单克隆
抗体为一抗，以 L9+/标记的兔抗鼠 9P#为二抗，按
常规间接免疫荧光（9L*）试验方法进行检测。
用 9>M7 #N株感染 /"L &1O、14O后收集的病毒

&(倍稀释液，7!’、7!&、7!1 蛋白包被 "89:* 反应
板，以筛选的三株杂交瘤细胞株腹水为一抗 & J ’(开
始倍比稀释进行 "89:* 检测；以原核表达的 #56
7!’、#N67!’蛋白进行 :M:6!*#"后，转印至硝酸纤
维素膜（K/膜）上，进行 %DQNDFH RESN分析。
!"% 单克隆抗体稳定性及亚类鉴定
将筛选到的阳性杂交瘤细胞株连续培养 1’代，

运用已建立的间接 "89:*方法及判定标准，取其中
的 L’，L&(，L&’，L1(，L1’ 代细胞上清测定其效价。
按亚类鉴定试剂盒说明运用间接 "89:*方法鉴定所
属亚类。

!"& 单克隆抗体染色体分析
将筛选得到的三株杂交瘤细胞用秋水仙素处

理，按常规方法［&(］进行，收集细胞，观察计数。

!"’ 单克隆抗体的初步应用
将已构建的真核重组表达 9>M7 #N67!’ 质粒，

按文献［&1］中量提取，按转染试剂盒说明书瞬时转
染铺有 7DFS "T细胞的 14孔板，放入 ,-. /01 培养

箱中培养，4< 2 T(O 后取出细胞板，将培养液取出，
每孔加入 ’((!8 !>:，洗涤两次，每次 ’BGH，每孔加
入 ,((!8 &((;无水乙醇室温固定 1(BGH，以本实验
获得的三株单克隆抗体为一抗按常规方法进行间接

免疫荧光检测。

( 结果
("! 免疫原的制备
目的蛋白 #567!’以包涵体形式存在，表达量为

,4; 2 44;，将收集的诱导后菌体经超声波裂解，电
泳回收目的蛋白，纯化产物进行 :M:6!*#" 及
%DQNDFH RESN鉴定。结果见图 &。

图 & 重组融合蛋白 #567!’的 :M:6!*#" 检测
LGPU & :M:6!*#" 3DND@NGSH SV FD@SBRGHWHN

VXQGSH YFSNDGH 9>M7 #567!’
$：YFSNDGH BWFZDF；&：Y"+,(W NFWHQVSFBD3 >81&（M",）；1：Y"+,(W6
#57!’ NFWHQVSFBD3 >81&（M",）（ RDVSFD GH3X@D3 =GNO 9!+#）；,：
Y"+,(W6#57!’ NFWHQVSFBD3 >81&（M",）（ WVNDF GH3X@D3 =GNO 9!+# 4
OSXFQ）；4：YXFGVGD3 FD@SBRGHWHN VXQGSH YFSNDGHU

("( 单克隆抗体的筛选及单克隆杂交瘤细胞株的
建立

细胞融合率为 T4;，用建立的间接 "89:*方法
检测出了阳性杂交瘤细胞 ,< 株，选择其中 &( 株经
三次亚克隆筛选，共获得三株能稳定分泌单克隆抗

体的阳性细胞株，分别命名为 4>4，TM&1，,"<。
(") 单克隆抗体上清及腹水效价的测定
用纯化的重组 7!’蛋白为抗原包被 [T孔聚乙

烯酶标反应板，将杂交瘤细胞上清及腹水分别按原

倍、& J &(( 开始做倍比稀释，间接 "89:* 检测 4>4、
TM&1，,"<株培养液上清及腹水效价分别为 4(、, C
&(1、& C &(1 和 ’ C &(4、,A’ C &(4、, C &(4，结果见图 1。
("# 单克隆抗体特异性鉴定
用 9>M7 #N感染的 /"L细胞对制备的三株单抗

进行间接免疫荧光检测，同时分别用抗 9>M7 7!’多

&1-张 宁等：抗传染性法氏囊病病毒 7!’蛋白单克隆抗体的制备与初步应用



图 ! 杂交瘤细胞株 "#"，$%&!，’()上清及腹水效价测定
*+,- ! ./0 (1234 5+5067 805095+:; :< "#"，$%&!，’() =94>7

抗、抗 2#%?鼠阳性血清、鼠阴性血清做对照，制备
的三株单抗对感染细胞均呈现阳性反应，说明其可

以与病毒发生反应，并且与全病毒血清比较，具有良

好的特异性，结果见图 ’（!@@ A）。

图 ’ 2#%? B5感染的 C(*细胞 !" /间接免疫荧光实验
*+,- ’ 2*4 5075+;, :; 2#%? B5 +;<09508 C(* 90DD7

用 2#%? B5株感染 C(* &!/、!"/后收集的病毒
&@倍稀释液，?EF、?E&、?E! 蛋白包被 (1234 反应
板，分别以 "#"，$%&!，’()的腹水与其反应，实验结
果表明三株单抗与 2#%? B5有反应，其中 "#" 反应
性较好；另外三株单抗只与 ?EF 蛋白发生反应，无
交叉反应。

以原核表达的 BGH?EF、B5H?EF 蛋白进行 3%3H
E4B(后，转印至硝酸纤维素膜（IC 膜）上，J07506;
>D:5结果显示本实验制得的三株单克隆抗体均能与
其发生特异性反应。

!"# 单克隆抗体稳定性及亚类鉴定
将 "#"，$%&!，’() 连续培养 !F 代，取其中的

*F，*&@，*&F，*!@，*!F 代细胞培养上清液用间接

(1234方法测定其效价，结果表明细胞株在连续传
代中的效价差异不明显，其稳定性较好，结果见表

&。三株单抗 "#"，$%&!，’()亚类鉴定结果均为 2,B&
型，且轻链为 K链。
表 $ 杂交瘤细胞株 %&%，’($!，)*+稳定性检测

,-./0 $ ,10 23-.4/435 603073489 8: %&%，’($!，)*+ ;7<.2
"#" $%&! ’()

*F &L$M! &L"$$ &L&)’
*&@ &L’&& &L)&" &L&N’
*&F &L!)& &L&@) &LF’&
*!@ &L!’& &L@)’ &L"$@
*!F &L"&F @LM&! &L!NM

!"’ 单克隆抗体染色体分析
阳性杂交瘤细胞用秋水仙素处理后镜下观察计

数，三个细胞平均染色体数为 MN条，基本符合脾细
胞与 3E!O@细胞染色体数目之和。
!"= 单克隆抗体的初步应用
瞬时表达 B5H?EF的 ?06: ($细胞用单抗介导的

间接免疫荧光检测，在 ?06: ($细胞的胞浆内有 ?EF
蛋白的表达，可以看到特异性的荧光，说明本实验获

得的三株单克降抗体能与 ?EF蛋白发生特异性反应，
但由于蛋白表达量很少故荧光较微弱，结果见图 "。

) 讨论
一般来说，良好的免疫原接种动物将会诱发典

型的抗体反应，此后的免疫或加强免疫诱生的 2,B
亲和力会提高。颗粒性蛋白抗原是良好的免疫原，

图 " 单抗介导的 2*4检测瞬时表达 B5 ?EF的 ?06: ($细胞
*+,- " 2*4 5075+;, >P =94>7 :; 56Q;7+0;5 0GR607708

2#%? B5 ?EF :; ?06: ($ 90DD7

而可溶性抗原能通过自身聚合而转变为颗粒性抗
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原。本实验使用原核表达经纯化的重组 !"#蛋白做
为免疫原，其纯度及免疫原性均较好，且为颗粒性抗

原，能诱发机体较高的抗体分泌能力。采用常规免

疫方案进行免疫，融合前加强免疫时采取尾静脉和

腹腔同时注射来增强机体的抗体水平，提高 $淋巴
细胞的抗体分泌能力，%&’()检测血清结果表明小
鼠抗体水平较高，证明这种免疫方法效果确实，机体

的抗体水平明显提高，从而获得了高效价的单克隆

抗体。诱导可溶性抗原的抗体反应必须科学的使用

佐剂，福氏佐剂是研究工作中最常用的佐剂，其主要

缺点是造成持续性肉芽肿，本实验选择法国 (%""’*
公司生产的 +,-./-012 ’() 345佐剂等量与蛋白混合
进行免疫，机体能够长时间地产生抗体，且没有明显

的副作用，保证了机体持续性产生高效价的抗体。

细胞融合成功与否是单克隆抗体制备的关键一

步，选择合适的骨髓瘤细胞对获得阳性杂交瘤细胞

的影响很大。("364 、"785#7、9(:;是常用的小鼠骨
髓瘤细胞，("364骨髓瘤细胞易培养，融合率高，自身
不分泌 ’<=，是目前最理想的融合细胞［;7］，因此本实
验选择 ("364 骨髓瘤细胞。("364 细胞对培养条件
的变化较敏感易产生返祖现象，因此在细胞融合前

用 34!<6>&的 ?:杂氮鸟嘌呤（?:)=）处理，防止缺乏
@="AB酶的细胞发生逆转，达到遏制或去除返祖细
胞和增强细胞对 @)B的敏感性的目的。另外本实
验选择对细胞损害较小且融合效率较高的 "%=
（+C;#44）为融合剂，有利于细胞的融合。
本实验获得的三株特异型抗 !"# 蛋白的单克

隆抗体经 %&’()检测，其腹水效价均能达到 ;4D 以
上。用 ’$E! =.感染 *%F细胞，以三株单克隆抗体
进行间接免疫荧光检测，结果显示单抗可以与病毒

发生特异性反应；瞬时表达 =. !"#的 !2G, %5细胞
用 ’F)检测有特异性荧光出现，说明了表达的 !"#
蛋白能被特异性的抗 !"#蛋白的单克隆抗体检出。
%&’()检测显示三株单克隆抗体只与 !"#蛋白反应
而不与 !";、!"3等结构蛋白发生反应，表明其有良
好的特异性。C2H.2G- IJ,.实验也表明三株单克隆抗
体与强、弱毒 !"#蛋白都有特异性反应。将三株杂
交瘤细胞连续传代，检测结果表明杂交瘤细胞能保

持稳定的分泌抗体能力，冻存后复苏细胞活力仍然

较强，其分泌抗体水平与连续传代细胞没有明显差

异。

本实验通过经典的融合技术，利用有限稀释法

经过三次亚克隆得到三株稳定分泌抗 !"# 蛋白的
单克隆抗体，分别命名为 D$D，5E;3，7%?。单克隆抗

体介导间接免疫荧光实验证明在 ’$E!感染细胞早
期（;3 K 3DL）可以检测到 !"# 蛋白，且定位于细胞
质，这与国外学者 %J2M.2G0, &,>I/G1,［;D］的实验结果
一致。另外获得的单克隆抗体还能够特异性的检测

出 !2G,细胞中表达的 ’$E! =.:!"#蛋白，为建立稳
定表达 !"#蛋白的 !2G,细胞系提供有利的特异性
检测工具，为研究 !"#蛋白的细胞毒性及对病毒毒
力的影响做好基础工作，也可为本实验室研究 !"#
缺失疫苗提供检测工具。
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