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［摘　 要］ 　 为获得针对猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株 ＧＰ５ 蛋白的单克隆

抗体，采用表达纯化的 ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株的 ＧＰ５ 蛋白按常规方法免疫小鼠，采用间接免疫

荧光方法筛选出 １ 株阳性杂交瘤细胞（命名为 ３Ｅ１０），经 ３ 次亚克隆后制备腹水并进行纯化鉴定。
结果显示：该杂交瘤细胞连续传代 ２０ 代后细胞上清液的 ＩＦＡ 效价仍不低于 １∶ ４０。 纯化后的单克隆

抗体腹水浓度为 ０． ２０４ ｍｇ ／ ｍＬ，亚类鉴定为 ＩｇＭ。 特异性检测显示 ３Ｅ１０ 单克隆抗体能与 ２ 株

ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株发生荧光反应，而与 ４ 株高致病性 ＰＲＲＳＶ 疫苗毒株、２ 株经典株 ＰＲＲＳＶ
疫苗毒株以及 ＣＳＦＶ、ＰＣＶ２、ＢＶＤＶ 及 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞均无荧光反应，显示出较好的应用前景。 针对

ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株 ＧＰ５ 蛋白的单克隆抗体的成功制备，为 ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 诊断试剂

的研制提供了坚实基础。
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ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ （ ＰＲＲＳＶ ） ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ｓｔｒａｉｎ， ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ＧＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＰＲＲＳＶ
ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｍｅｔｈｏｄ． Ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ （ ｎａｍｅｄ ３Ｅ１０） ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ
ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ，ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｓｕｂｃｌｏｎｅｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
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ｔｈａｔ ｔｈｅ ＩＦＡ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｎｏｔ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １∶ ４０ ａｆｔｅｒ ２０ ｐａｓｓａｇｅｓ． Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ ａｓｃｉｔｅｓ ｗａｓ ０． ２０４ ｍｇ ／ ｍＬ，ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｂｃｌａｓｓ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ＩｇＭ． Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ３Ｅ１０ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ２ ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ｓｔｒａｉｎｓ， ｂｕｔ ｎｏｔ ｗｉｔｈ ４ ｈｉｇｈｌｙ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ＰＲＲＳＶ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ， ２ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ＰＲＲＳＶ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ， ＣＳＦＶ， ＰＣＶ２， ＢＶＤＶ ａｎｄ Ｍａｒｃ － １４５
ｃｅｌｌｓ， ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｇｏｏｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｏｆ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ
ＧＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ｓｔｒａｉｎ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｓｏｌｉｄ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＰＲＲＳＶ
ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｒｅａｇｅｎｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＰＲＲＳＶ； ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ ｓｔｒａｉｎ； ＧＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 猪繁殖与呼吸综合征 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ
ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＰＲＲＳ）是由猪繁殖与呼

吸综合征病毒（ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ）引起的猪的一种以母猪

繁殖障碍及仔猪出现严重呼吸道症状的疾病［１］ 。
该病毒于 １９９１ 年由荷兰学者首先分离报道［２］ 。
我国于 １９９６ 年首次分离出病原［３］ ，并在 ２００６ 年

爆发了由 ＰＲＲＳＶ 经典毒株突变株引起的高致病

性猪繁殖与呼吸综合征， ２０１２ 年以来 ＰＲＲＳＶ
ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株已逐步成为我国的 ＰＲＲＳＶ 优

势流行毒株。
精准诊断是防控 ＰＲＲＳ 的基础。 国内外已建

立了许多可鉴别诊断 ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株

的检测试剂，绝大多数为 ＲＴ － ＰＣＲ 方法［４］，但尚未

有可特异性用于 ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株鉴定

用单克隆抗体的报道。 ＧＰ５ 蛋白作为 ＰＲＲＳＶ 毒的

主要糖基化结构蛋白，可诱导机体产生中和抗体，
常用于单克隆抗体制备和诊断试剂研制的靶标。
本研究以原核表达纯化的 ＧＰ５ 蛋白［５］ 作为抗原免

疫小鼠，通过间接免疫荧光筛选，获得 １ 株针对

ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株 ＧＰ５ 蛋白的单克隆抗

体，为 ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 诊断试剂的研制提供

了坚实基础。
１　 材料与方法

１． １　 细胞、毒株、ＧＰ５ 蛋白及实验动物　 ＳＰ２ ／ ０ 细

胞、Ｍａｒｃ － １４５ 细胞、ＰＲＲＳＶ ４６Ｄ（ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒

株）、ＰＲＲＳＶ ３０Ｄ（ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株）、猪瘟病毒

（ＣＳＦＶ）、猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２）、牛病毒性腹泻

病毒 （ ＢＶＤＶ）， 由 中 国 兽 医 药 品 监 察 所 保 存；

ＰＲＲＳＶ ＣＨ －１Ｒ 株、ＴＪＭ － Ｆ９２ 株、ＨｕＮ４ － Ｆ１１２ 株、
ＧＤｒ１８０ 株、Ｒ９８ 株、ＪＸＡ１ － Ｒ 株均为商品化疫苗；
ＧＰ５ 蛋白由中国兽医药品监察所制备保存；８ 周龄

Ｂａｌｂ ／ ｃ 雌性小鼠，购自北京维通利华实验动物技术

有限公司。
１． ２　 主要试剂　 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ 购于 ＴａＫａＲａ 公司；
ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购于碧云天生物技术

有限公司； ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司产品；ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 为 Ｓｉｇｍａ 公司

产品； Ｍｏｕｓｅ 单 克 隆 抗 体 亚 型 鉴 定 试 剂 盒 为

ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司产品；ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ － Ｍｏｕｓｅ３ Ｗ 佐

剂为北京博奥龙免疫技术有限公司产品。
１． ３　 动物免疫 　 将 ＧＰ５ 蛋白与 ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ －
Ｍｏｕｓｅ３ Ｗ 佐剂等体积混匀，通过后腿肌肉注射

免疫小鼠，每只小鼠注射 １００ μＬ，此后第 １４ 天按

相同剂量、相同途径加强免疫，共免疫 ２ 次。 融合

前 ３ 日使用 ２００ μＬ 抗原加强免疫一次。
１． ４　 细胞融合及筛选　 无菌条件下取免疫小鼠的

脾细胞，与处于对数生长期的 ＳＰ２ ／ ０ 细胞采用常规

方法（５０％ ＰＥＧ 法）进行细胞融合，并将融合的细

胞分置于 ９６ 孔板中，放置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱

内培养。 １０ ｄ 后收集杂交瘤细胞上清采用间接免

疫荧光方法（ＩＦＡ）进行检测，具体方法如下：将处于

对数生长期的 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞消化后分散至 ９６ 孔

细胞培养板，长成良好单层后 （２４ ｈ 左右） 加入

ＰＲＲＳＶ ４６Ｄ，每孔 １００ μＬ，放置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱内继续培养。 当细胞出现 ３０％ ～５０％病变时，
加入预冷的无水乙醇 ４ ℃ 固定细胞。 每孔加入

５０ μＬ杂交瘤细胞上清，３７ ℃作用 １ ｈ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，
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加入 １ ∶ １００ 稀释的 ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ，
３７ ℃作用 １ ｈ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 荧光显微镜下观察

结果。 将筛选出来的阳性杂交瘤细胞，按有限稀释

法进行亚克隆，连续克隆 ３ 次获得稳定分泌抗体的

杂交瘤细胞株。
１． ５　 杂交瘤细胞的鉴定

１． ５． １　 效价测定　 用 ＰＢＳ 将杂交瘤细胞上清分别

稀释为 １∶ １０、１ ∶ ２０、１ ∶ ４０、１ ∶ ８０、１ ∶ １６０ 后按照 １． ４
项间接免疫荧光方法进行检测，可观察到特异性荧

光的最高稀释度即为杂交瘤细胞上清的效价。
１． ５． ２　 类及亚类的鉴定　 采用单克隆抗体亚型鉴

定试剂盒测定单克隆抗体类及亚类，操作方法按试

剂盒说明书进行，ＯＤ 值最高孔对应的即为相应

亚型。
１． ５． ３　 稳定性检测　 将杂交瘤细胞株体外连续培

养 ２０ 代，分别取其第 ５、１０、１５ 和 ２０ 代细胞上清，
按照 １． ４ 间接免疫荧光方法测定效价。
１． ５． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定　 将 ＧＰ５ 蛋白经ＳＤＳ －ＰＡＧＥ
后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，一抗采用 １∶ ５ 稀释的杂交瘤细

胞上清，二抗采用工作浓度的 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠

ＩｇＧ。 以经诱导的 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ 空载体作为对照。
１． ６　 单克隆抗体的制备　 鼠腹腔注射液体石蜡致

敏，每只 ０． ５ ｍＬ。 ７ ｄ 后经腹腔注射杂交瘤细胞，
将杂交瘤细胞浓度调整为 ２ × １０６ ／ ｍＬ，每只小鼠注

射 ０． ５ ｍＬ。 待小鼠腹腔膨大时，收取腹水，４ ℃
９５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液，即为单克隆

抗体。
１． ７　 单克隆抗体的纯化与鉴定

１． ７． １　 单克隆抗体的纯化　 采用 ＨｉＴｒａｐ ＭａｂＳｅｌｅｃｔ
亲和纯化对腹水进行纯化，具体方法如下： 将

腹水４ ℃ １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清，用小型

滤器过滤后置于冰上；将样品用冰冷的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢ ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ ｐＨ７． ４ 溶液稀释 ５ 倍；用冰冷的

２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ ｐＨ７． ４ 溶液平衡 ５ ｍＬ
的 ＨｉＴｒａｐ ＭａｂＳｅｌｅｃｔ 亲和纯化亲和柱 １０ 个柱体积；
将 ２５ ｍＬ 稀释样品上柱结合；上样完毕用冰冷

的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ ｐＨ７． ４ 溶液平衡

２． ５ ｍＬ的 ＨｉＴｒａｐ ＭａｂＳｅｌｅｃｔ 亲和纯化亲和柱 １０ 个

柱体积；用 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘氨酸缓冲液，ｐＨ３． ０ 溶液

洗脱，收集完毕，立即加入调节溶液 ３００ μＬ，轻轻混

匀；收集完毕后，用冰冷的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ ３ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ ｐＨ７． ４ 溶液平衡 ＨｉＴｒａｐ ＭａｂＳｅｌｅｃｔ 亲和柱

１０ 个柱体积；收集的组分用 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 检测。
１． ７． ２　 浓度鉴定　 采用紫外分光光度计测定纯化

后的单克隆抗体浓度。
１． ７． ３ 　 效价测定 　 用 ＰＢＳ 将单克隆抗体稀释为

１∶ ２０、１∶ １００、１ ∶ ２００、１ ∶ ４００、１ ∶ ８００、１ ∶ １６００ 后按照

１ ４ 项间接免疫荧光方法进行检测，可观察到特异

性荧光的最高稀释度即为单克隆抗体的效价。
１． ７． ４ 　 特异性检测 　 取 ＰＲＲＳＶ 活疫苗 ＣＨ － １Ｒ
株、Ｒ９８ 株、ＧＤｒ１８０ 株、ＨｕＮ４ － Ｆ１１２ 株、ＪＸＡ１ － Ｒ
株、ＴＪＭ － Ｆ９２ 株、ＰＲＲＳＶ ４６Ｄ 和 ＰＲＲＳＶ３０Ｄ 分别

接种已长成良好单层的 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞，待细胞出

现 ３０％ ～ ５０％ 病变时使用预冷的无水乙醇进行固

定，按 １． ４ 方法进行单克隆抗体的特异性检测。 将

ＣＳＦＶ、ＰＣＶ２ 接种 ＰＫ１５ 细胞，将 ＢＶＤＶ 接种 ＭＤＢＫ
细胞后，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养 ７２ ｈ，经预冷的

无水乙醇固定细胞后按 １． ４ 方法进行单克隆抗体

的特异性检测。
２　 结果与分析

２． １　 杂交瘤细胞株的建立及鉴定 　 采用纯化的

ＧＰ５ 重组蛋白免疫 ８ 周龄 Ｂａｌｂ ／ ｃ 雌性小鼠，免疫

３ 次后无菌采集小鼠的脾细胞，与处于对数生长

期的 Ｓ ／ Ｐ２０ 细胞融合，通过间接免疫荧光方法筛

选到 １ 株针对 ＧＰ５ 蛋白的杂交瘤细胞株，命名为

３Ｅ１０（图 １）。 对 ３Ｅ１０ 按有限稀释法进行亚克隆，
连续克隆 ３ 次获得稳定分泌抗体的杂交瘤细

胞株。
２． ２　 类及亚类的鉴定　 采用 Ｍｏｕｓｅ 单克隆抗体亚

型鉴定试剂盒对 ３Ｅ１０ 杂交瘤细胞进行鉴定，结果

显示重链类型为 ＩｇＭ，轻链类型为 Ｋａｐｐａ（表 １）。
２． ３　 效价测定 　 将 ３Ｅ１０ 杂交瘤细胞上清进行

１∶ １０、１∶ ２０、１∶ ４０、１∶ ８０、１∶ １６０ 稀释后按照 １． ４ 项间

接免疫荧光方法进行检测。 结果 １∶ １０、１∶ ２０、１∶ ４０
均可观察到特异性荧光，３Ｅ１０ 杂交瘤细胞上清效

价为 １∶ ４０。
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１． ３Ｅ１０ 杂交瘤细胞上清；２． 正常细胞对照

１． Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ３Ｅ１０ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌｓ； ２． Ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 ３Ｅ１０ 杂交瘤细胞的间接免疫荧光鉴定（１００ × ）

Ｆｉｇ １　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ３Ｅ１０（１００ × ）

表 １　 ＥＬＩＳＡ 法测定单克隆抗体类及亚类

Ｔａｂ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ ｏｆ ＭｃＡｂｓ ｂｙ ＥＬＩＳＡ
样品 ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ３ ＩｇＡ ＩｇＭ Ｋａｐｐａ Ｌａｍｂｄａ

３Ｅ１０ ０． ０６０１ ０． ０５７５ ０． ０５５２ ０． ０５６６ ０． ０５４１ ２． ３０６２ ２． ００８３ ０． ０６０９

２． ４ 　 稳定性检测 　 使用间接免疫荧光方法对 ５

代、１０ 代、１５ 代、２０ 代杂交瘤细胞上清进行检测，结

果效价均不低于 １∶ ４０，表明已获得能够稳定分泌单

克隆抗体的杂交瘤细胞株。

２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定　 图 ２ 结果显示，３Ｅ１０ 可与

纯化的 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ － ＧＰ５ 发生特异性结合，在 ７２ ｋｕ

的位置上出现特异性条带，阴性对照没有条带出

Ｍ． 蛋白分子质量标准；１． 诱导的 ｐＣｏｌｄ － ＴＦ 空载体；２． ＧＰ５ 蛋白

Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；

１． Ｉｎｄｕｃｅｄ ｐＣｏｌｄ － ＴＦ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２． ＧＰ５ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ２　 单克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｃＡｂ

现，这进一步表明单抗是针对 ＧＰ５ 蛋白。

２． ６ 　 腹水的纯化　 待小鼠腹腔膨大时采集腹水，

采集三次后对小鼠安乐死处死。 将三次采集的腹水

混合后采用 ＨｉＴｒａｐ ＭａｂＳｅｌｅｃｔ 亲和纯化方法进行纯

化，ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 检测结果表明单抗由 ２ 条清晰的带

（轻链、重链各 １ 条）组成，而无其他杂带（图 ３）。

Ｍ． 蛋白分子质量标准； １． 纯化的 ３Ｅ１０ 单克隆抗体

Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；

１． Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ３Ｅ１０

图 ３　 ３Ｅ１０ 的纯度鉴定

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ３Ｅ１０
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２． ７　 腹水浓度及效价的测定　 采用紫外分光光度

计检测抗体纯度为 ０． ２０４ ｍｇ ／ ｍＬ。 将单克隆抗体

进行系列稀释后进行间接免疫荧光检测，结果表明

单克隆抗体效价为 １∶ ２００。
２． ８　 单克隆抗体的特异性检测　 图 ４ 结果表明，

３Ｅ１０ 仅与 ＰＲＲＳＶ ４６Ｄ、ＰＲＲＳＶ３０Ｄ 反应，与 ＰＲＲＳＶ
ＣＨ － １Ｒ 株、 Ｒ９８ 株、 ＧＤｒ１８０ 株、 ＨｕＮ４ － Ｆ１１２ 株、
ＪＸＡ１ －Ｒ 株、ＴＪＭ － Ｆ９２ 株其他分离株无荧光反应，
与 ＣＳＦＶ、ＰＣＶ２、 ＢＶＤＶ 及正常 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞无

荧光反应。

Ａ． ＰＲＲＳＶ ４６Ｄ； Ｂ． ＰＲＲＳＶ ３０Ｄ； Ｃ． ＣＨ － １Ｒ； Ｄ． Ｒ９８； Ｅ． ＧＤｒ１８０； Ｆ． ＨｕＮ４ － Ｆ９２；

Ｇ． ＪＸＡ１ － Ｒ； Ｈ． ＴＪＭ － Ｆ９２； Ｉ． Ｎｏｒｍａｌ Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌ

图 ４　 单抗的特异性检测

Ｆｉｇ ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭｃＡｂ

３　 讨　 论

目前 ＰＲＲＳＶ 的诊断有间接免疫荧光、免疫组

化、ＲＴ － ＰＣＲ 等方法，通常采用 ＲＴ － ＰＣＲ 方法用

于 ＰＲＲＳＶ 经典株、高致病性毒株和 ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ

毒株的鉴别检验［４］。 相较于其他方法，间接免疫荧

光方法具有操作简单、准确性高、特异性好的特点。

此外，基于 ＧＰ５ 蛋白的单抗也有用于中和试验的价

值，国内已有成功制备具有中和活性 ＩｇＭ 亚类单抗

的报道［６］。 本研究制备的 ３Ｅ１０ 单克隆抗体，亚类

鉴定为 ＩｇＭ，效价仅为 １∶ ２００，可能与纯化的方式不

合适、腹水浓度较低有关。 ＩｇＭ 抗体以五聚体结构

存在，纯化难度极大，需要结合盐析及 ＩＥＣ 或者

ＳＥＣ 的多步操作，不仅繁琐且预期产量低。 据报

道，采用蛋白质 Ｌ 亲和层析和山羊抗鼠 ＩｇＭ 抗体亲

和层析效果较好［７］，可以作为下一步 ３Ｅ１０ 单克隆

抗体纯化的参考。

ＰＲＲＳＶ 极易变异，这给该病防控工作带来了

挑战。 自 １９９６ 年 郭宝清等首次从我国分离到

ＰＲＲＳＶ［３］，该病毒在我国已存在二十余年。 根据田

间自然分离株的基因组及致病性特征，可人为地将

我国 ＰＲＲＳ 的流行大致分为三个阶段：第一个阶段

为经典毒株流行阶段，第二个阶段为高致病性变异

株的流行阶段，第三个阶段为 ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株

的流行［８］。 自 ２０１２ 年周峰等［９］ 首次发现并报道

ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株以来，该病毒已在我国猪群内

广泛传播。 通过对 ＧＰ５ 氨基酸序列进行比对发现，

ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒 株 与 经 典 ＰＲＲＳＶ、 高 致 病 性

ＰＲＲＳＶ 的氨基酸同源性较低，分别为 ８３． ６％ ～

８４ ９％ 、８３． ６％ ～ ８６． ６％ ［１０］，比较适合用于 ＰＲＲＳＶ

鉴别用单克隆抗体制备用免疫原。 本研究采用纯

·５·
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化表达的 ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株 ＧＰ５，成功筛

选出一株可有效区分 ＰＲＲＳＶ ＮＡＤＣ３０ － ｌｉｋｅ 毒株

与经典株的单克隆抗体，证明了采用 ＧＰ５ 蛋白用于

ＰＲＲＳＶ 鉴别用单克隆抗体制备的可行性，也为下

一步建立区分类 ＮＡＤＣ３０ 毒株与经典株和变异株

的诊断试剂奠定了基础。
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