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摘 要 用纯化的抗 GHI( GJK 免疫 H;*LME 小鼠，取其脾细胞与 NO$M% 细胞在聚乙二醇（O=K）作用下融合，=PGNQ 法

检测筛选，经有限稀释法克隆 & 次，获得 $ 株（2:# 株，$H9 株）分泌抗 GHI( 独特型抗体的杂交瘤细胞株，其能诱生

H;*LME 小鼠产生 =PGNQ 抗体效价分别为 !R!$ 1%% 和 !R$2 9%% 的含抗 GHI( 独特型抗体的腹水。用此独特型抗体与

福氏完全佐剂和福氏不完全佐剂乳化制备成抗 GHI( 独特型抗体疫苗，免疫接种 NO: 鸡和普通京白公鸡，然后用

GHI( 强毒株（NI 株）$%%% =PI2% 攻毒，NO: 鸡免疫组 2% 只，有 2 只发病、$ 只死亡；对照组 !% 只全部发病，1 只死亡。

普通京白鸡免疫组 &% 只，有 ’ 只发病，! 只死亡；对照组 !% 只全部发病，9 只死亡。经 3$ 检验，NO: 鸡 3$ S &#T!2，

普通鸡 3$ S !9T91，查 3$ 值表得 3$
（!）%T%! S 9T9&，NO: 鸡 3$ 和普通鸡 3$ 均大于 3$

（!）%T%!（4 U %T%!），由此表明抗 GHI(
独特型抗体疫苗具有很好的免疫原性，对易感日龄的 NO: 鸡和普通鸡均具有极其明显的保护作用。从而证实了抗

GHI( 独特型抗体疫苗有潜在的研究和应用价值。

关键词 GHI(，杂交瘤细胞，=PGNQ，抗独特型抗体，生物学特性
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鸡传染性法氏囊病（GHI）是由鸡传染性法氏囊

病病毒（GHI(）引起幼龄鸡的一种急性高度接触性

传染病，该病已给养鸡业造成了巨大经济损失。近

年来 GHI( 又呈现新的特点，特别是 GHI( 超强毒株

（WWGHI(）［!］和 GHI( 变异株［$］的出现，使本病的防治

又面临新的困境，因此探索新的预防方法和途径是

当务之急。

自 !"’# 年 -8BF8 提出免疫网络学说［&］以来，对

抗独特型抗体（QFX?0?D?)X/Y?E ;FX?L)D/）的研究日益增

多，尤其在感染性疾病方面，如寄生虫［#，2］、某些病

毒［9，’］、细菌［1］等。抗独特型抗体不仅可以调节和维

持机体免疫系统的稳定性，而且还可以替代抗原作

为疫苗免疫动物，产生免疫应答，抵抗相应病原体的

的侵袭。根据这一原理，我们应用纯化的抗 GHI(
GJK 免疫 H;*LME 小鼠，通过单克隆抗体（ZEQL）生产

技术，建立稳定分泌抗 GHI( GJK 的 ZEQL 杂交瘤细

胞系，以其生产抗 GHI( 独特型抗体疫苗，为 GHI(

的免疫防治探索一条新的途径。

% 材料与方法

%&% 材料

% ’% ’% 实验动物及细胞：#$ 日龄京白 NO: 鸡，购自

山东家禽研究所 NO: 鸡场；&2 日龄普通京白公鸡

（GHI( 抗体阴性），购自山东农业大学实习畜牧场；

H;*LME 小鼠，购自解放军军事医学科学院实验动物

中心；NO$M% 小鼠骨髓瘤细胞，南京农业大学动物传

染病实验室提供。

% ’% ’( 病毒与血清：GHI( 山东株（GHI(0NI 株），本

课题组分离，[ ’%\冰箱保存，对 &% ] #$ 日龄 NO:
鸡的发病率 !%%^，致死率为 9%^ ] 12^，对 " 日龄

NO: 鸡胚卵黄囊接种的 =PI2% 为 !%[ &T’9 M%T! >P。抗

鸡新 城 疫 病 毒（,I(）、鸡 传 染 性 支 气 管 炎 病 毒

（GH(）、鸡传染性喉气管炎病毒（GP7(）、禽脑脊髓炎

病毒（Q=(）、禽呼肠孤病毒（Q_(）、鸡马立克氏病



病毒（!"#）等血清，本课题组通过免疫 $%& 鸡制

备，’ ()*冰箱保存。

!"!"# 主要试剂和材料：%+,（-)))、./0)），瑞典

&1234 产品 ；56%7羊抗鼠 89,，军事医学科学院生物

制品中心产品；羊抗鼠 89,.、89,:4、89,:;、89,<、89! 等

各亚类抗体及羊抗鼠 =4>>4、?4@;A4 链抗体，$B9@4
产品；6%!87.-0) 干粉培养基，5CD、5D 培养基，$B97
@4 公司产品。

!"$ 方法

!"$"! 免疫原的制备与检验：取 8E"#7$" 株通过

滴鼻和点眼接种 0: 日龄 $%& 鸡，取死亡鸡的法氏

囊，经匀浆、反复冻融、离心、取上清液，加 (F %+,
（-)))）、<FG4H1，不断搅拌至充分溶解，放 0*过夜，

.) ))) IJ@BK 离心 :) @BK，将沉淀用少量 %E$ 溶解，

加入含 <)F、0)F、/)F、-)F蔗糖的梯密度离心管

中，以 0) ))) IJ@BK 离心 :L/ M，取含病毒带透析去除

蔗糖，电镜观察病毒颗粒，并用 (:. 紫外分光光度计

测定病毒蛋白浓度。用纯化的 8E"# 免疫 $%& 鸡，

琼脂扩散反应（C,%）检测血清中抗 8E"# 抗体效价，

合格后心脏采血，分离制备抗 8E"# 的高免血清，通

过饱和硫酸铵盐析获得抗 8E"# 89, 粗提物，经透析

除去部分 G50
N 和 $O0

: ’ ，再经 $P>M4APQ ,7:/ 层析柱

除盐，蔗糖浓缩获得抗 8E"# 89, 纯化品，用紫外分

光光度计测定其蛋白含量，$"$7%C,+ 检测其纯度。

!"$"$ 分泌抗 8E"# 独特型抗体杂交瘤细胞株的建

立：取 - R S 周龄 E41;JT 小鼠，用提纯的抗 8E"# 89,
经 < 次免疫，+?8$C 检测抗 8E"# 89, 的抗体效价达

.U.)0 时，可作细胞融合用免疫鼠。按常规方法［V］准

备免疫鼠脾细胞、饲养细胞及 $%:J) 细胞，将免疫鼠

脾细 胞 与 $%:J) 细 胞 按 .) U . 混 合，用 /)F %+,
（./0)）作融合剂进行融合。细胞融合后经加 5CD

选择性培养基培养，.)A 左右在倒置显微镜下观察

记录，当 $%:J) 细胞全部死亡后改换 5D 培养基培

养，在融合细胞生长的细胞集落占细胞培养板孔底

面积的 .J< R .J: 时，用 +?8$C 检测上清液，强阳性孔

经有限稀释，进行克隆化培养，对克隆阳性细胞培养

后按此法再克隆 : 次，可获得稳定分泌抗 8E"# 独特

型抗体的杂交瘤细胞株。

!"$"# 分泌抗 8E"# 独特型抗体杂交瘤细胞株产物

的制备及生物学特性检测：

.）小鼠腹水制备：取 < 月龄以上的 E41;JT 小鼠

腹腔注射灭菌液体石蜡，)L/ @?J只，: R < 周后腹腔

注射抗 8E"# 独特型抗体的杂交瘤细胞株（每鼠约

.)( 个细胞），至 .:A 小鼠腹部明显膨大隆起，开始收

集腹水，所得腹水经 .))) IJ@BK 离心 .) @BK，去沉淀，

用间接 +?8$C 通过酶标仪测定 0V) K@ 的 !" 值，再

加抗生素 ’ ()*保存。

:）分泌抗 8E"# 独特型抗体杂交瘤细胞株染色

体计数：参照鄂征［.)］介绍的方法。

<）抗 8E"# 独特型抗体亚类及轻链型（=4>>4 或

?4@;A4 型）鉴定：用羊抗鼠 89,.、89,:4、89,:;、89,<、

89! 等亚类抗体及羊抗鼠 =4>>4、?4@;A4 链抗体与抗

8E"# 独特型抗体杂交瘤细胞培养上清液进行 C,%，

根据出现的沉淀线确定抗 8E"# 独特型抗体亚类及

轻链型。

0）抗 8E"# 独特型抗体小鼠腹水特异性鉴定：

应用 +?8$C 测定小鼠腹水与抗 8E"# 89,，抗 8E#、

8?D#、C+#、!"#、C6# 等抗血清的交叉反应性，同

时用健康 $%& 鸡血清作为阴性对照。

/）抗 8E"# 独特型抗体小鼠腹水免疫原性的检

测 ：将抗 8E"# 独特型抗体小鼠腹水离心后的上清

液分别与福氏完全佐剂和福氏不完全佐剂按一定比

例乳化制备成抗 8E"# 独特型抗体疫苗，用此疫苗

分别免疫 $%& 鸡和普通京白鸡。首先接种福氏完全

佐剂苗，每只鸡肌肉注射 )L: @?，间隔 . 周，二免接

种不完全福氏佐剂苗，每 只 鸡 肌 肉 注 射 )L< @?。

$%& 鸡接种 /) 只，对照 .) 只；普通京白鸡接种 <)
只，对 照 .) 只。二 免 后 .)A 用 8E"#7$" 株 :)))
+?"/)滴鼻、点眼攻毒，观察发病、死亡情况。

$ 结 果

$"! 免疫原的制备

经蔗糖梯密度离心后的病毒带，电镜下可见有

典型的 8E"# 颗粒，没有发现其它病毒颗粒。提纯

后的病毒蛋白浓度为 .)LS @9J@?。用纯化的 8E"#
免疫 $%& 鸡，C,% 检测高免血清中抗 8E"# 抗体效

价为 . U .:S R . U :/-。蔗糖浓缩获得的抗 8E"# 89,
纯化 品，紫 外 分 光 光 度 计 测 定 蛋 白 含 量 为 .-L/
@9J@?。抗 8E"# 89,经 $"$7%C,+ 后，分别出现两条

89, 的特异条带，最前面一条带分子量在 :) R <)3"
之间，约为 :<3"，为抗 8E"# 89, 的轻链；第二条带分

子量在 0/ R --3" 之间，约为 /<3"，为抗 8E"# 89, 的

重链（见图 .），由此说明提取的抗 8E"# 89, 纯度较

高。

$"$ 分泌抗 %&’( 独特型抗体杂交瘤细胞株的建

立及其产物生物学特性测定

$"$"! 抗 8E"# 独特型抗体杂交瘤细胞株的建立：

细胞融合后，强阳性孔经有限稀释法克隆 < 次后，获

<-00 期 朱瑞良等：抗 8E"# 独特型抗体杂交瘤细胞株的建立及其产物生物学特性测定



得 ! 株分泌抗 "#$% 独特型抗体杂交瘤细胞株（!#&、

’()），其 *+",- 检测结果见表 .。

图 . 抗 "#$% "/0 ,$,12-0* 电泳结果

(3/4. ,$,12-0* 56789:;<:95=3= :> ?@831"#$% "/0
,4-@831"#$% "/0；A4A?9B59

表 ! " 株杂交瘤细胞培养上清液 #$%&’
测定结果（!"()*+,）

-./01 ! #$%&’ 23 451 62+78482+17 ,1789, /: 451 " 5:/;872,.
6100 08+<（!"()*+,）

"85C= !#& ’() 2:=383D5 7:@89:6 E5/?83D5 7:@89:6

F$ D?6G5 HIJJ’ HIKJ) HIL.’ HI!K!

,M2 D?6G5 HIL’ HIJH

E:85：,M2 N（,1E）M（21E）,：F$ D?6G5 :> 895?8C5@8；2：F$ D?6G5 :>

;:=383D5 7:@89:6；E：F$ D?6G5 :> @5/?83D5 7:@89:6

O<5 C:G=5 ?@8317<37B5@ "#$% "/0 P?= G=5Q >:9 ;:=383D5 7:@89:6 ?@Q 8<5

7:@Q383:@5Q C5Q3GC RS @:9C?6 7566= P?= G=5Q >:9 @5/?83D5 7:@89:6

"="=" 抗 "#$% 独特型抗体杂交瘤细胞株染色体计

数：杂交瘤细胞 !#&、’() 染色体数均在 JJ T .H& 范围

内变化，平均 L’ 条。

"="=> 抗 "#$% 独 特 型 抗 体 杂 交 瘤 细 胞 株 诱 生

#?6RM7 小鼠腹水 *+",- 抗体效价测定：! 株分泌抗

"#$% 独特型抗体杂交瘤细胞株诱生 #?6RM7 小鼠产

生腹水的 *+",- 抗体效价 !#& 为 . U !’&HH、’() 为 . U
.!JHH。

"="=( 抗 "#$% 独特型抗体小鼠腹水特异性鉴定：

用 *+",- 测定 !#&、’() 小鼠腹水与抗 "#$% "/0，抗

"#%、"+O%、-*%、A$%、-V% 抗血清的交叉反应，结

果见表 !。

"="=? 抗 "#$% 独特型抗体亚类及轻链型鉴定：用

羊抗鼠 "/0.、"/0!?、"/0!R、"/0W、"/A 各亚类抗体及羊

抗鼠 X?;;?、+?CRQ? 链抗体分别与 !#&、’() 杂交瘤细

胞培养上清液进行 -02，结果表明这两株抗独特型

抗体均为 "/0.、X?;;? 型，而与 "/0!?、"/0!R、"/0W、"/A
不反应，说明所获得的杂交瘤细胞具有分泌单一抗

体的能力。

"="=@ 抗 "#$% 独特型抗体的免疫原性：实验鸡用

抗 "#$% 独特型抗体疫苗免疫 ! 次后，"#$%1,$ 株攻

毒，,2( 鸡对照组 .H 只 J’ < 内全部发病，.!H < 内死

亡 J 只，另 ! 只逐渐恢复，但生长受阻；,2( 鸡免疫

组 ’H 只攻毒后逐日观察 KQ，有 ’ 只精神出现异常，

采食量下降，死亡 ! 只，另 W 只逐渐恢复。普通京白

鸡对照组 .H 只攻毒后 LH < 内全部出现精神萎顿，

扎毛，食欲降低，粪便呈黄绿色，死亡 & 只；免疫组

WH 只攻毒后连续观察 KQ，有 K 只出现精神欠佳，死

亡 . 只，其余 & 只逐渐恢复正常。经 !! 检验，,2(
鸡 !! N W)I.’，普 通 鸡 !! N .&I&J，查 !! 值 表 得

!!
（.）HIH. N &I&W，,2( 鸡 !! 和 普 通 鸡 !! 均 大 于

!!
（.）HIH.（" Y HIH.），由此说明抗 "#$% 独特型抗体疫

苗具有很好的免疫原性，对易感日龄的 ,2( 鸡和普

通鸡均具有极其明显的保护作用。

表 " 抗 %ABC 独特型抗体特异性鉴定（!"()*+,）

-./01 " #D.09.482+ 23 <E16838684: 23 .+48F87824:E86 .+48/27:（%7F’/）.G.8+<4 %ABC（!"()*+,）

-@83=59GC "#$% "#% "+O% -*% A$% -V%

F$ 2ME F$ 2ME F$ 2ME F$ 2ME F$ 2ME F$ 2ME

-@831 "Q1-R !#& !I!H) ..IWJ HI!.! HI&J HI!.& HIKH HI.KW HI)K HI!!K HIK& HI.K! HI)&

-/?3@=8 "#$% ’() !IH!. .HI)H HI.J’ HI’W HI.&’ HI)! HI.J! HI’! HI.L’ HI’L HI.!) HI!H

E:85：2ME N（ F$ D?6G5 :> 895?8C5@81F$ D?6G5 :> R6?@B 7:@89:6）M（F$ D?6G5 :> @5/?83D5 7:@89:61 F$ D?6G5 :> R6?@B 7:@89:6），2ME!!I. >:9 ;:=383D54

> 讨 论

.）构建分泌抗独特性抗体（-R!）的杂交瘤细胞

克隆，通常是先构建分泌抗某一抗原的 A7-R（-R.）

的细胞克隆 ，然后用 -R. 免疫 #?6RM7 小鼠，再制备

分泌 -R! 的杂交瘤细胞克隆［’］。我们采取先制备抗

"#$% 高免血清、提取纯化 "/0，再建立分泌抗该 "/0

的 A7-R 杂交瘤细胞株而生产抗独特型抗体，从实

验结果看这种方法生产抗 "#$% 独特型抗体是可行

的，仅通过一次 A7-R 制备过程，使研制方法简单

化。

!）在抗独特型抗体制备过程中，免疫原的纯度

对杂交瘤细胞的筛选有一定影响，低纯度的免疫原

制备抗独特型抗体筛选麻烦，工作量大，也会影响抗

)&) 生 物 工 程 学 报 .L 卷



独特型抗体的产生；高纯度的免疫原，筛选简单，工

作量小［!］。本研究用纯度较高的 "#$% 免疫 &’( 鸡，

制备抗 "#$% 的高免血清，经盐析法等处理，获得纯

化的 ")* 免疫 #+,-./ 小鼠，取其脾细胞与 &’0.1 细胞

融合后，经 2 次克隆化，即获得了稳定分泌抗 "#$%
独特型抗体的细胞株。

2）用抗 "#$% 独特型抗体疫苗免疫 &’( 鸡和普通

京白鸡后，"#$%3&$ 株攻毒，&’( 鸡对照组 4115发病，

615死亡，而免疫组存活率为 785；普通京白鸡对照

组 4115发病，815死亡，而免疫组存活率 7!5。经

!0 检验，&’( 鸡 !0 和普通鸡 !0 均大于 !0
（4）1914（" :

1914），由此可见抗 "#$% 独特型抗体疫苗免疫易感鸡

后，可有效地抵抗 "#$% 强毒株的感染，说明用抗 "#3
$% 独特型抗体疫苗代替常规 "#$% 疫苗是可行的。

使用此种疫苗可以避免 "#$% 活疫苗对鸡群造成的不

良反应，为从根本上消灭 "#$% 对环境的污染、自然清

除 "#$% 提供了保证。而且这种疫苗可以不断地、均

一地制备 ，有利于疫苗的标准化，这为 "#$% 的免疫

防制开辟了一条新的途径。

;）本项研究在抗 "#$% 独特型抗体方面进行了

初步探讨，获得了不含有传播病原的 "#$% 疫苗替

代物—抗 "#$% 独特型抗体。在免疫易感日龄鸡的

试验中，表明抗 "#$% 独特型抗体与 "#$% 具有“内

映像”关系，可模拟 "#$% 抗原，作为 "#$% 的替代物

进行无病原免疫学研究，这与 <=>?= 提出的免疫网络

调节学说［2］相一致，本研究初步显示出了抗 "#$%

独特型抗体的应用价值和潜在的研究价值。
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