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［摘　 要］ 　 为获得禽流感病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）ＮＰ 蛋白的单克隆抗体，将构建的重组表

达质粒 ｐＥＴ － ３０ａ － ＮＰ 转化 ＢＬ２１ 细胞，经 ＩＰＴＧ 诱导表达、纯化后作为免疫原，免疫 ８ 周龄 Ｂａｌｂ ／ ｃ
雌性小鼠，并按常规方法制备杂交瘤细胞。 通过 ＥＬＩＳＡ 方法、Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 方法进行筛选，获得 ３
株杂交瘤细胞株，命名为 ３Ａ６、２Ｈ１２、５Ｆ７，并进行了培养特性、分泌抗体活性、分泌抗体亚类的鉴定。
结果显示：３ 株细胞株连续传 １０ 代均稳定分泌单克隆抗体，分泌的单克隆抗体亚型均为 ＩｇＧ２ｂ，轻链

类型均为 Ｋａｐｐａ。 制备并纯化了以上 ３ 株单克隆抗体，浓度分别为 ２． ９、２． ５、２． ８ ｍｇ ／ ｍＬ，纯度不低

于 ９０％ 。 Ｗｅｓｔ － ｂｌｏｔ 检测，单抗与 Ｈ７ 血凝抑制试验抗原、Ｈ５ 血凝抑制试验抗原、Ｈ９Ｎ２ 病毒能发生

特异性反应，说明单抗具有广谱性，且与 ＩＢＤＶ、ＲＥＶ、ＩＢＶ、ＭＤＶ、ＡＬＶ、ＡＥ、ＩＬＴ、ＮＤＶ、ＥＤＳＶ 等均无特

异性条带出现，说明特异性良好。 本研究制备的 ３ 株针对禽流感 ＮＰ 蛋白的单抗，具有较好的特异

性、保守性和广谱性，为下一步开展 ＡＩＶ 诊断试剂如 ＩＦＡ 检测试剂盒、ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒等的研制

奠定了物质基础。
［关键词］ 　 禽流感病毒；ＮＰ 蛋白；单克隆抗体；制备；鉴定
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ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｗａｓ ｇｏｏｄ． Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＮＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＡＩＶ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｈａｄ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｓｍ ａｎｄ ｂｒｏａｄ － ｓｐｅｃｔｒｕｍ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｙｅｄ ａ ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ； ＮＰ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ； ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 禽流感病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）属于正

黏病毒科 Ａ 型流感病毒属，基因组由 ８ 个单股负链

ＲＮＡ 组成，每一条 ＲＮＡ 都以不同的核糖核酸蛋白

复合物形式存在。 分别编码聚合酶（ＰＢ１、ＰＢ２ 和

ＰＡ）、血凝素 （ ＨＡ）、核蛋白 （ ＮＰ）、神经氨酸酶

（ＮＡ）和基质蛋白（Ｍ１ 和 Ｍ２）等 ８ 种结构蛋白，以
及 ＮＳ１、 ＮＳ２、 Ｍ４２ 和 ＮＳＰ３ 等非结构蛋白［１ － ３］。

ＡＩＶ 亚型众多，变异速度快，根据其表面糖蛋白 ＨＡ
和 ＮＡ 抗原性的差异，分为 １８ 个 ＨＡ 亚型（Ｈ１ ～
Ｈ１８） 和 １１ 个 ＮＡ 亚型 （ Ｎ１ ～ Ｎ１１ ） ［４ － ５］。 其中

Ｈ５Ｎ１、Ｈ７Ｎ９ 和 Ｈ９Ｎ２ 等能够感染人类，具有重要

的公共卫生学意义［６ － ８］。 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感于 １９６６

年首次从患温和呼吸道病的火鸡中分离到，１９９８ 年

在我国发生，因该病毒毒力较弱而常被忽视，导致

该亚型禽流感在世界范围内迅速流行，给世界养禽

业造成了巨大经济损失［９ － １０］。
ＡＩＶ 宿主范围广，容易发生变异和重组，使得

检测比较困难。 常规检测方法有病毒分离鉴定、血
清学方法和分子生物学方法等［１１ － １３］。 ＡＩＶ 是《中

国兽药典》规定必须检测的外源病毒之一，通过鸡

胚接种，以鸡胚死亡或尿囊液具有 ＨＡ 特性作为判

定依据进行初步鉴定；也可用针对 ＡＩＶ 的单抗，用
免疫荧光染色作为病毒的初步鉴定。 单克隆抗体

技术已广泛应用于 ＡＩＶ 的抗原变异分析和检测方

法的建立，利用抗 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ ＨＡ 单克隆抗体

已鉴定了 ＡＩＶ 逃逸突变毒株的关键氨基酸［１４ － １５］。

通过 ＡＩＶ 序列分析，发现血凝素（ＨＡ 蛋白）及神经

氨酸酶（ＮＡ 蛋白）在各个亚型中均有较大差异，只
有其核蛋白（ＮＰ）在 Ｈ１ ～ Ｈ１８ 及 Ｎ１ ～ Ｎ１１ 各个亚

型及重组病毒中高度保守。 本研究旨在采用原核

表达系统表达并纯化 ＮＰ 蛋白，并结合杂交瘤技术

制备特异性单克隆抗体，为 ＡＩＶ 检测方法研究和致

病机制研究提供物质基础。
１　 材料与方法

１． １　 细胞、毒株、重组质粒、实验动物 　 ＭＤＣＫ 细

胞、ＡＩＶ ／ ＢＪ１５ 株，均由中国兽医药品监察所保存；
ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ 重组质粒，由中国兽医药品监察所构

建及鉴定；８ 周龄 Ｂａｌｂ ／ ｃ 雌性小鼠，购自北京勃林

格殷格翰生物技术有限公司。
１． ２　 主要试剂　 表达菌株 ＢＬ２１ 购自北京全式金

公司；ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购自上海百赛

生物技术有限公司；Ｐｒｏｔｅｒｉｎ Ｍａｒｋｅｒ、羊抗鼠 ＩｇＧ －
ＨＲＰ、一抗稀释液、膜封闭液、ＨＲＰ 抗体稀释液、增
强型 ＤＡＢ 显色试剂盒、ＴＢＳＴ 购自索莱宝生物科技

有限公司；禽流感 Ｈ７ 亚型血凝抑制试验抗原、禽流

感 Ｈ９ 亚型血凝抑制试验抗原为青岛生物工程有限

公司产品；ＨＡＴ、ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 为

Ｓｉｇｍａ 公司产品；Ｑｕｉｃｋ Ａｎｔｉｂｏｄｙ － Ｍｏｕｓｅ ３ Ｗ 佐剂

为北京博奥龙免疫技术有限公司产品。
１． ３　 重组质粒 ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ 的诱导表达　 将重组

质粒 ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ 转化至 ＢＬ２１ 感受态细胞，接种

于 ＬＢ（Ａｍｐ ＋ ）液体培养液，３７ ℃培养过夜，获得种
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子菌。 将培养物转接培养至 ＯＤ ＝ ０． ６ ～ ０． ８，加入

ＩＰＴＧ（０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）诱导，３７ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养２ ｈ。
取 １ ｍＬ 诱导的菌液，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ，弃上

清，沉淀用 ５０ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ｐＨ８． ０）溶
液吹散，加入与缓冲液等体积的 ２ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，
１００ ℃煮 ５ ｍｉｎ，ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测。
１． ４　 ＮＰ 重组蛋白的可溶性分析　 接 １ μＬ 活化的

菌液加到 ５ ｍＬ ＬＢ（Ａｍｐ ＋ ）液体培养基中，３７ ℃培

养过夜。 将培养的菌液转接到 ２５０ ｍＬ ＬＢ（Ａｍｐ ＋ ）
液体培养基中，３７ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养至 ＯＤ ＝０． ６ ～
０． ８，ＩＰＴＧ（０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）１６ ℃诱导过夜。 ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心６ ｍｉｎ，弃上清。 菌体用３０ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ
（ｐＨ ８． ０）溶液吹散，超声波破碎（５００ Ｗ，１８０ 次，每
次 ５ ｓ，间隔 ５ ｓ）。 取 １００ μＬ 超声后的菌悬液，
１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，取 ５０ μＬ 上清至另一

ＥＰ 管，上清去除干净后沉淀用 ５０ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ 溶液吹散。 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测。
１． ５　 ＮＰ 重组蛋白的纯化　 向 ２５０ ｍＬ 菌液所得超

声沉淀中，加入 ２０ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ 溶解，４ ℃
１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，洗涤沉淀两次。 先加入

５００ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ 吹匀沉淀，再加 ２０ ｍＬ ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 尿素 ＋ １０ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ 混匀，１００００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收集上清，洗涤沉淀两次。 先加

入 ５００ μＬ１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ 吹匀沉淀，再加 ５ ～ １０ ｍＬ
８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 尿素 ＋ １０ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ ＋ ０． ５ ｇ
ＮａＣｌ，混匀，超声 ２ ～ ３ ｍｉｎ，４ ℃ １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，收集上清，向沉淀中加入 ２０ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ 溶解，取出 ８０ μＬ 进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 考染检测。
１． ６ 　 动物免疫 　 将纯化后的 ＮＰ 蛋白与 Ｑｕｉｃｋ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ － Ｍｏｕｓｅ ３ Ｗ 佐剂等体积混匀作为免疫

原，通过背部皮下多点注射免疫小鼠，每只小鼠接

种３０ μｇ。 共进行 ３ 次免疫，每次免疫接种间隔 ２
周。 第 ３ 次免疫 １ 周后采血，分离血清检测抗体效

价，第 ３ 次免疫后 ２ 周腹腔注射 ３０ μｇ 免疫原加强

免疫 １ 次。
１． ７　 ＮＰ 重组蛋白间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立 　 利用

方阵滴定法进行 ＥＬＩＳＡ 试验，确定 ＮＰ 抗原最佳包

被浓度与血清最佳稀释度。 重组蛋白 ＮＰ 纯化后浓

度为 ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ，用包被液对其进行 １∶ １００、１∶ ２００、
１∶ ４００、１∶ ８００ 及 １∶ １６００ 倍稀释，以确定最佳抗原稀

释度；同时，将小鼠阳性血清进行倍比稀释，以未免

疫小鼠血清作为阴性对照。 按照 Ｐ ／ Ｎ ＝ 阳性血清

ＯＤ４５０ ｎｍ值 ／阴性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值，求出 Ｐ ／ Ｎ 值。 以阳

性对照 ＯＤ４５０ ｎｍ读值最接近于 １． ０，且 Ｐ ／ Ｎ 大于 ２． １
的抗原和血清稀释度作为最佳工作浓度。
１． ８　 细胞融合 　 无菌条件下取免疫小鼠的脾细

胞，用无血清培养基洗 ３ 次，计数并重悬于 ２０ ｍＬ
培养液中，４ ℃放置备用。 取处于对数生长期的小

鼠骨髓瘤细胞 ＳＰ２ ／ ０，用无血清培养基洗 ３ 次，计数

并重悬，调整细胞浓度为 １ × １０７ ／ ｍＬ，４ ℃ 放置备

用。 将脾细胞和 ＳＰ２ ／ ０ 细胞按 ５∶ １ 混合，４ ℃１０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 轻轻去掉上清，并把细胞沉淀

打散，置于 ３７ ℃ 水浴中，在 １ ｍｉｎ 内边混合边逐

滴加入 １ ｍＬ ５０％ ＰＥＧ，继续混合，在 ２ ｍｉｎ 内加入

２ ｍＬ预热的 ＤＭＥＭ，４ ｍｉｎ 内边混合边加入另外

８ ｍＬ含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ。 ４ ℃ １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ。 加入含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 轻轻混匀，铺
板，０． １５ ｍＬ ／孔，每孔 １ × １０５个细胞。 加入 ０． ０５ ｍＬ
ＨＡＴ，３７ ℃、５％ＣＯ２培养。 １０ ｄ 后收集杂交瘤细胞

上清采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法进行检测。
１． ９　 间接 ＥＬＩＳＡ 鉴定单克隆抗体特异性 　 用纯

化的 ＮＰ 蛋 白 与 Ｈｉｓ 蛋 白 分 别 包 被 酶 标 板，
１００ μＬ ／孔，４ ℃包被酶标板过夜，用洗液洗涤 ３ 次。
封闭液（２％脱脂奶粉）封闭，２００ μＬ ／孔，３７ ℃孵育

２ ｈ，后用洗液洗涤 ３ 次。 加入一抗（细胞培养上

清）、 阴 性 对 照 （ ＳＰ２ ／ ０ 培 养 上 清 ）、 空 白 对 照

（ＰＢＳ）、阳性对照（阳性血清 ＰＢＳ 稀释 １０００ 倍），均
为 １００ μＬ ／孔，３７ ℃孵育 １ ｈ，后用洗液洗涤 ３ 次。
加入 ＰＢＳ 稀释 ２００００ 倍的二抗，１００ μＬ ／孔，３７ ℃
孵育 １ ｈ，取出后用洗液洗涤 ３ 次。 加入显色液

１００ μＬ ／孔，显色时间为 １０ ｍｉｎ 左右。 每孔加入

５０ μＬ 终止液终止。 双波长（４５０ ｎｍ、６３０ ｎｍ）测

吸光值，记录保存数据。
１． １０　 杂交瘤细胞的鉴定

１． １０． １　 类及亚类的鉴定　 用包被液稀释“亚类包

被抗体”，终浓度为 ２ μｇ ／ ｍＬ，１００ μＬ ／孔，４ ℃过夜，
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后用洗液洗涤 ３ 次。 封闭液封闭，２００ μＬ ／孔，３７ ℃
孵育 ２ ｈ，后用洗液洗涤 ３ 次。 加入一抗 （细胞

培养上清）、 阴性对照 （ ＳＰ２ ／ ０ 培养上清） 均为

１００ μＬ ／孔，３７ ℃孵育 １ ｈ，后用洗液洗涤 ３ 次。 用

ＰＢＳ 稀释各型亚类二抗，１００ μＬ ／孔，分别加入适当

的孔中，３７ ℃ 孵育 １ ｈ，取出后用洗液洗涤 ３ 次。
加入显色液 １００ μＬ ／孔，显色时间为 １０ ｍｉｎ 左右。
每孔加入 ５０ μＬ 终止液终止。 双波长 （４５０ ｎｍ、
６３０ ｎｍ）测吸光值，记录保存数据。
１． １０． ２ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 检测单克隆抗体特异性 　
将灭活后的 ＡＩＶ ／ ＢＪ１５ 株、ＡＩＶ Ｈ５ 亚型血凝抑制试

验抗原、ＡＩＶ Ｈ７ 亚型血凝抑制试验抗原经处理后，
进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳分离，并转至 ＰＶＤＦ 膜上；封
闭液 ４ ℃封闭过夜，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后，用适当稀释

的杂交瘤细胞上清室温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，
用 １∶ １００００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗室

温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，用增强型 ＤＡＢ 显色试

剂盒进行显色。 将 ＩＢＤＶ、ＲＥＶ、 ＩＢＶ、ＭＤＶ、ＡＬＶ、
ＡＥ、ＩＬＴ、ＮＤＶ、ＥＤＳＶ 等常见的禽类病毒经处理后，
用 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 方法进行检测，评价单抗的特

异性。
１． １０． ３　 ＩＦＡ 鉴定单克隆抗体 　 ＭＤＣＫ 细胞置于

４８ 孔板进行培养，待细胞长至 ８０％ 左右时，接种

ＡＩＶ ／ ＢＪ１５ 病毒，培养 ４８ ｈ，进行 ＩＦＡ 试验。 以阳

性孔杂交瘤细胞培养上清作为一抗，３７ ℃ 孵育

１ ｈ；以 ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 作为二抗，
３７ ℃ 孵育 １ ｈ；洗涤后在荧光显微镜下观察

结果。
１． １１　 单克隆抗体腹水的制备 　 小鼠腹腔注射

液体石蜡致敏，每只 ０ ． ５ ｍＬ，７ ｄ 后经腹腔注射

阳性杂交瘤细胞，将杂交瘤细胞浓度调整为

２ × １０ ６ ／ ｍＬ，每只小鼠注射 ０ ． ５ ｍＬ。 ７ ～ １０ ｄ
后待 小 鼠 腹 腔 膨 大 时 无 菌 收 取 腹 水， ４ ℃
１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液，即获得

单克隆抗体。
１． １２　 单克隆抗体的纯化与鉴定　 将收集的腹水

以 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ，取上清，用小型滤

器过滤后放置于冰上。 用预冷的 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。 用预冷的

２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ、３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ ｐＨ７． ４ 溶液将样品稀

释 ５ 倍后上柱结合。 上样完毕用预冷的 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
ｍＬ 甘氨酸缓冲液，ｐＨ３． ０ 溶液洗脱，收集完毕，立
即加入 ３００ μＬ 调节溶液，轻轻混匀即可。 将收集

的组分用 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测进行纯度检测。 采

用紫外分光光度计测定纯化后的单克隆抗体浓度。
２　 结果与分析

２． １　 ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ 的诱导表达　 取 １ ｍＬ 诱导表达

的菌液进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ，结果在 ４４ ｋＤ 处可见表达

条带，符合预期大小（图 １）。

Ｍ：蛋白分子质量标准；１：未诱导对照（ＢＬ２１）；２ －３：ＩＰＴＧ 诱导（ＢＬ２１）

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｏ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ（ＢＬ２１）；

２ － ３：ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ（ＢＬ２１）

　 图 １　 ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ 诱导表达

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ

２． ２　 重组蛋白的可溶性分析　 超声裂解诱导后的

菌液，将菌液上清和沉淀分别进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电

泳，结果显示，ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ 蛋白主要出现在沉淀

中，提示该蛋白在包涵体中表达（图 ２）。
２． ３ 蛋白纯化结果　 将表达蛋白纯化后进行 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 电 泳 检 测， 结 果 显 示 获 得 纯 度 较 高 的

ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ重组蛋白，浓度为 １． ８ ｍｇ ／ ｍＬ（图 ３），
可以用于动物免疫。
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Ｍ：蛋白分子质量标准；１． ：超声后全菌；

２：超声后上清；３：超声后沉淀

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ；

２：Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；３：Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

图 ２　 ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ 重组蛋白可溶性分析

Ｆｉｇ ２　 Ｓｏｌｕｂｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐＥＴ３０ａ －ＮＰ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍ：蛋白分子质量标准；１． 纯化蛋白稀释５ 倍２：纯化蛋白稀释 １０ 倍

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；１：５ ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ

ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ；２：１０ ｆｏｌｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ；

图 ３　 ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ 重组蛋白的纯化

Ｆｉｇ ３　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｉｔｏｎ ｏｆ ｐＥＴ３０ａ － ＮＰ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

２． ４　 杂交瘤细胞筛选　 当杂交瘤细胞铺满孔底面

积的 １ ／ ５ 时，将培养上清用间接 ＥＬＩＳＡ 法在 ＮＰ 蛋

白和 Ｈｉｓ 蛋白包被板上进行 ＥＬＩＳＡ 抗体检测，在至

少进行了 ３ 次筛选后，将 ３ 次筛选均显示阳性的细

胞株进行亚克隆及扩大培养定株。 共筛选出 ３ 株

ＥＬＩＳＡ 阳性杂交瘤细胞株，分别命名为 ３Ａ６、２Ｈ１２、
５Ｆ７（表 １）。

表 １　 杂交瘤细胞株的 ＥＬＩＳＡ 分析

Ｔａｂ １　 ＥＬＩＳＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

样品 针对 ＮＰ 蛋白的 ＯＤ 值 针对 Ｈｉｓ 蛋白包被 ＯＤ 值

３Ａ６ １． ０３３ ０． １１７

２Ｈ１２ １． ０２５ ０． １０９

５Ｆ７ ０． ９９１ ０． １１４

２． ５　 杂交瘤细胞的类及亚类的鉴定　 用 ＥＬＩＳＡ 方

法对三株杂交瘤细胞进行鉴定，结果显示 ３Ａ６、
２Ｈ１２、５Ｆ７ 重链类型均为 ＩｇＧ２ｂ，轻链类型均为

Ｋａｐｐａ（表 ２）。

表 ２　 ＥＬＩＳＡ 法测定单克隆抗体类及亚类

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ ｏｆ ＭｃＡｂｓ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

样品 ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ３ ＩｇＡ ＩｇＭ Ｋａｐｐａ Ｌａｍｂｄａ

３Ａ６ ０． ０５０ ０． ０３１ ０． ５７６ ０． ０５１ ０． ０５９ ０． ０４２ ０． ５５５ ０． ０５６

２Ｈ１２ ０． ０４３ ０． ０４７ ０． ５５９ ０． ０４９ ０． ０４１ ０． ０５０ ０． ４３５ ０． ０６２

５Ｆ７ ０． ０５８ ０． ０３９ ０． ５５５ ０． ０６２ ０． ０５５ ０． ０４８ ０． ４４１ ０． ０６１

２． ６　 ＩＦＡ 鉴定单克隆抗体　 制备的 ３ 株单抗均可与

ＡＩＶ Ｈ９Ｎ２ 株感染的 ＭＤＣＫ 细胞发生反应，产生绿色

荧光，而对照组均未见绿色荧光（图 ４）。 结果表明，
制备的 ３ 株单抗均能识别并结合 ＡＩＶ 的某些蛋白。

Ａ：３Ａ６ 样品；Ｂ：２Ｈ１２ 样品；Ｃ：５Ｆ７ 样品；Ｄ：对照

Ａ：３Ａ６ ｓａｍｐｌｅ； Ｂ： ２Ｈ１２ ｓａｍｐｌｅ； Ｃ： ５Ｆ７ ｓａｍｐｌｅ； Ｄ： Ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 ＩＦＡ 鉴定单克隆抗体特异性

Ｆｉｇ ４　 ＩＦＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ
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２． ７　 腹水纯化结果　 将 ３Ａ６、２Ｈ１２、５Ｆ７ 三株杂

交瘤细胞株扩大培养后接种小鼠制备腹水。 采

用 ＨｉＴｒａｐ ＭａｂＳｅｌｅｃｔ 亲和纯化方法对采集的腹水

进行纯化，获得纯度不低于 ９０％ 的单克隆抗体

（图 ５） 。
２． ８　 腹水单抗浓度测定　 采用紫外分光光度计检

测抗体浓度，３Ａ６、２Ｈ１２、５Ｆ７ 单抗浓度分别为 ２． ９、
２． ５、２． ８ ｍｇ ／ ｍＬ。
２． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 检测　 三株单抗与 Ｈ７ 血凝抑

制试验抗原、Ｈ５ 血凝抑制试验抗原、Ｈ９Ｎ２ 病毒在

５６ ｋＤ 处发生特异性反应（图 ６），与 ＩＢＤＶ、ＲＥＶ、
ＩＢＶ、ＭＤＶ、ＡＬＶ、ＡＥ、ＩＬＴ、ＮＤＶ、ＥＤＳＶ 等均无特异

性条带出现，说明特异性良好。

Ｍ：蛋白分子质量标准；Ｂ：３Ａ６ 腹水；Ｃ：２Ｈ１２ 腹水；Ｄ：５Ｆ７ 腹水

Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；Ｂ： ３Ａ６ ａｓｃｉｔｅｓ；

Ｃ： ２Ｈ１２ ａｓｃｉｔｅｓ； Ｄ： ５Ｆ７ ａｓｃｉｔｅｓ

图 ５　 腹水纯化结果

Ｆｉｇ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｓｃｉｔｅｓ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｍ：蛋白分子质量标准；Ａ：３Ａ６ 与 Ｈ７ 血凝抑制试验抗原反应； Ｂ：３Ａ６ 与 Ｈ５ 血凝抑制试验抗原反应；Ｃ：３Ａ６ 与 Ｈ９Ｎ２ 病毒反应；

Ｄ：２Ｈ１２ 与 Ｈ７ 血凝抑制试验抗原反应；Ｅ：２Ｈ１２ 与 Ｈ５ 血凝抑制试验抗原；Ｆ：２Ｈ１２ 与 Ｈ９Ｎ２ 病毒反应；

Ｇ：５Ｆ７ 与 Ｈ７ 血凝抑制试验抗原反应；Ｈ：５Ｆ７ 与 Ｈ５ 血凝抑制试验抗原反应；Ｉ：５Ｆ７ 与 Ｈ９Ｎ２ 病毒反应

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；Ａ： ３Ａ６ ｒｅａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ７ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｔｉｇｅｎ；

Ｂ： ３Ａ６ ｒｅａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ５ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｔｉｇｅｎ；Ｃ： ３Ａ６ ｒｅａｃｔｓ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ｖｉｒｕｓ；

Ｄ： ２Ｈ１２ ｒｅａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ７ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｔｉｇｅｎ；Ｅ： ２Ｈ１２ ａｎｄ Ｈ５ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｔｉｇｅｎ；

Ｆ： ２Ｈ１２ ｒｅａｃｔｓ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ｖｉｒｕｓ；Ｇ： ５Ｆ７ ｒｅａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ７ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｔｉｇｅｎ；

Ｈ： ５Ｆ７ ｒｅａｃｔｓ ｗｉｔｈ Ｈ５ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｔｉｇｅｎ；Ｉ： ５Ｆ７ ｒｅａｃｔｓ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ｖｉｒｕｓ

图 ６　 单抗与各亚型 ＡＩＶ Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 检测结果

Ｆｉｇ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｕｂｔｙｐｅｓ

３　 讨　 论

禽流感被我国列为一类传染病，其病毒具有变

异性强、传播速度快、死亡率高等特点，严重威胁养

禽业的发展和人类生命安全。 对禽流感疫情防控

的原则是早发现、早隔离、早诊断、早控制，因此建

立有效的检测方法尤为重要。 ＡＩＶ 为囊膜病毒，其

ＨＡ 和 ＮＡ 蛋白在病毒感染和免疫识别过程中发挥

重要作用，是流感疫苗和快速检测的主要靶标。

Ｄｏｎｇ 等利用细胞融合法筛选了 １２ 株针对 ＨＡ 基因

中和表位的单克隆抗体，并建立了一种检测 ＡＩＶ －

Ｈ７ 抗体的竞争 ＥＬＩＳＡ 方法，与经典的血凝抑制试

验方法的符合率为 ９７． ５２％ ，可用于鸡、鸭、鹅、鹌鹑
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和鸽的 ＡＩＶ Ｈ７ 抗体的诊断［１１］。 Ｌｉ 等利用灭活纯

化的 Ｈ７Ｎ９ ＡＩＶ 作为免疫原制备了单克隆抗体，并
以单克隆抗体作为检测抗体研制了检测 Ｈ７ ＡＩＶ 的

免疫层析试纸条，为 ＡＩＶ 的快速早期检测提供了一

种有效的方法［１６］。 单克隆抗体技术在病毒的基

因、蛋白的结构和功能研究，诊断和检测中发挥了

重要作用，开展相关单克隆抗体研制十分必要。
本研究对 ＡＩＶ ＮＰ 基因序列进行综合性二级分

析及抗原性分析，选择亲水性好且抗原性较好的

１５７ － ４９８ａａ 区域进行后期抗原制备。 利用大肠杆

菌表达的纯化 ＡＩＶ ＮＰ 蛋白，按常规方法免疫小鼠，
采用 ＥＬＩＳＡ 方法、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法和间接免疫荧

光方法筛选出 ３ 株杂交瘤细胞株，ＥＬＩＳＡ 方法筛选

时，选用表达 ＮＰ 蛋白和标签蛋白 Ｈｉｓ 作为包被抗

原，进行多次筛选。 和 ＥＬＩＳＡ 方法比较，ＩＦＡ 方法

直接与感染病毒进行反应，能更大可能识别 ＡＩＶ
ＮＰ 蛋白的天然抗原表位，从而避免采用表达的蛋

白可能存在的交叉反应现象，检测时间更短，结果

更直观可靠。 对于筛选用于 ＦＡ 或 ＩＦＡ 的单克隆抗

体而言，直接采用 ＩＦＡ 方法可以快速筛选出符合目

的要求的杂交瘤细胞。 本研究制备的单抗与 ＮＤＶ、
ＩＢＤＶ 等禽常见病毒均无交叉反应，为下一步开展

ＡＩＶ 诊断试剂如 ＩＦＡ 检测试剂盒、ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒等的研制奠定了物质基础。
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