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［摘　 要］ 　 为获得鸡传染性支气管炎病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＩＢＶ）Ｎ 蛋白的单克隆抗

体，通过原核表达 ＩＢＶ Ｎ 蛋白，纯化后作为免疫原免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，并按常规方法制备杂交瘤细

胞。 经 ＥＬＩＳＡ 方法筛选阳性杂交瘤细胞，经过 ３ 次亚克隆获得 ３ 株杂交瘤细胞株，命名为 １＃、１８＃、
１９＃，并进行了抗体亚类的鉴定、Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 检测。 结果显示：制备的 ３ 株单克隆抗体亚型

均为 ＩｇＧ１，Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 试验结果表明单克隆抗体均能与 ＩＢＶ 发生特异性反应而与其他禽

病常见病毒均无交叉反应。 本研究成功制备了 ＩＢＶ 单克隆抗体，为进一步建立 ＩＢＶ 检测方法和深

入研究 ＩＢＶ 的生物学特性奠定了基础。
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ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ａｖｉａｎ ｖｉｒｕｓｅｓ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＩＢＶ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｐｒｅｐａｒｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＩＢＶ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｉｎ － ｄｅｐｔｈ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＩＢＶ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｖｉａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ； Ｎ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 鸡传染性支气管炎（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ）
是一种由鸡传染性支气管炎病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ）引起的急性高度接触性呼吸道疾

病。 该病常发生于鸡或火鸡，４ 周龄内的雏鸡最易

发病，死亡率可高达 ９０％ ，给养鸡业造成了巨大经

济损失［１ － ３］。 我国 ＩＢＶ 的主要流行毒株有呼吸型

和肾型，由于 ＩＢＶ 基因易发突变等因素给该病的防

控带来较大压力［４ － ６］。 ＩＢＶ 血清型众多且不同血

清型缺乏交叉保护，其中 Ｎ 蛋白在病毒复制中起到

重要作用，其编码的基因序列是 ＩＢＶ 进化最为保守

的基因［７］。 ＩＢ 常规的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，也是《中国兽药

典》规定必须检测的外源病毒之一，通过鸡胚接种，
以鸡胚死亡或感染发病作为判定依据作初步鉴定，
也可用鸡检查法检测 ＩＢＶ 的抗体［８］。 单克隆抗体

技术已广泛应用于禽源病毒的抗原变异分析和检

测方法建立［９ － １０］，本研究旨在采用原核表达系统表

达纯化 ＩＢＶ Ｎ 蛋白，并结合杂交瘤技术制备 ＩＢＶ 特

异性单克隆抗体，为鸡传染性支气管炎病毒的检测

方法研究和生物学特性研究提供基础。
１　 材料与方法

１． １　 质粒、毒株和实验动物　 ｐＥＴ３０ａ － Ｎ 重组质

粒，由中国兽医药品监察所构建及鉴定；ＩＢＶ Ｈ１２０
株、Ｍ４１ 株等由中国兽医药品监察所制备和保存；
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　 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；Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ、兔抗鼠 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 均购自索莱宝生物科

技有限公司；其他试剂均为国产分析纯；ＨＡＴ 为

Ｓｉｇｍａ 公司产品。

１． ３ 　 Ｎ 蛋白的原核表达及纯化 　 将重组质粒

ｐＥＴ３０ａ － Ｎ 转化至 ＢＬ２１ 感受态细胞，挑取单克隆，
接种于含氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中，于 ３７ ℃
摇床培养过夜。 将上述菌液以 １ ∶ １００ 的比例再转

接含氨苄青霉素 ＬＢ 液体培养基培养至 ＯＤ６００ ｎｍ为

０． ６ ～ ０． ８，加入 ＩＰＴＧ 诱导置 ３７ ℃摇床 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ
培养 ６ ｈ。 取诱导后的菌液进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳

检测。
１． ４　 重组 Ｎ 蛋白的可溶性分析及纯化　 将活化的

菌液加到含氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中，培养

至 ＯＤ６００ ｎｍ为 ０． ６ ～ ０． ８，ＩＰＴＧ（０． ５ ｍＭ）１６ ℃诱导

过夜。 将诱导菌液、未诱导菌液、裂解菌液上清及

沉淀分别进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测。 采用 ＧＳＴ 柱

对重组 Ｎ 蛋白进行纯化。
１． ５　 单克隆抗体的制备　 按照常规方法进行小鼠

免疫、细胞融合和杂交瘤细胞筛选。 将纯化后的 Ｎ
蛋白作为免疫原，于背部皮下多点注射免疫小鼠，
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 ＥＬＩＳＡ 抗体效价，第 ３ 次免疫后 ２ 周

腹腔注射免疫原加强免疫 １ 次。 ３ ｄ 后融合，于融

合后第 １０ ｄ 取细胞培养上清进行阳性克隆筛选，分
别以 Ｎ 蛋白和 Ｈｉｓ 蛋白作为包被抗原，通过间接

ＥＬＩＳＡ 方法进行筛选，共进行 ３ 次亚克隆。
１． ６　 单克隆抗体的鉴定

１． ６． １　 单克隆抗体的亚类鉴定　 取经亚克隆定株

后的杂交瘤细胞培养上清，根据小鼠单克隆抗体亚

型鉴定试剂盒说明书进行，测定单克隆抗体的

亚类。
１． ６． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 检测杂交瘤细胞　 将灭活后

的 ＩＢＶ Ｈ１２０ 株和 Ｍ４１ 株经处理后，进行 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 电泳分离并转至 ＰＶＤＦ 膜上；用适当稀释的

杂交瘤细胞上清作为一抗于室温孵育 １ ｈ，用

１∶ １００００稀释的 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 作为二抗于
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室温孵育 １ ｈ 并用增强型 ＤＡＢ 显色试剂盒进行

显色。
１． ６． ３ 　 ＩＦＡ 方法检测杂交瘤细胞 　 将 ＩＢＶ Ｈ１２０
株、Ｍ４１ 株以及 ＩＢＤＶ、ＩＬＴ、ＥＤＳＶ 和 ＮＤ 等常见的

禽类病毒以 ２００ＥＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ 接种 ＣＥＫ 细胞培养

５ ｄ，经甲醇固定后，以杂交瘤细胞上清作为一抗于

３７ ℃孵育 １ ｈ，用 ＦＩＴＣ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 作为二抗

于 ３７ ℃孵育 １ ｈ，置于荧光显微镜下进行观察，以
评价单抗与 ＩＢＶ 的反应性和单克隆抗体的特异性。
２　 结果与分析

２． １　 ｐＥＴ３０ａ － Ｎ 的诱导表达 　 取 １ ｍＬ 诱导表达

的 ｐＥＴ３０ａ － Ｎ 转化至 ＢＬ２１ 的菌液进行 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ，结果在 ４５ 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（ｐＥＴ３０ａ － Ｎ 转化至 ＢＬ２１）；

２ － ３：ＩＰＴＧ 诱导（ｐＥＴ３０ａ － Ｎ 转化至 ＢＬ２１）

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｏ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｃｏｎｔｒｏｌ（ＢＬ２１）；２ － ３：ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ（ＢＬ２１）

图 １　 ｐＥＴ３０ａ － Ｎ 诱导表达

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ３０ａ － Ｎ

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 － Ｎ 蛋白主要出现在沉淀中，

表明该蛋白以包涵体形式表达（图 ２）。

２． ３　 杂交瘤细胞筛选　 将杂交瘤细胞培养上清用

间接 ＥＬＩＳＡ 方法在 Ｎ 蛋白和 Ｈｉｓ 蛋白包被板上进行

ＥＬＩＳＡ 抗体检测，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 １＃、１８＃、１９＃（表 １）。

Ｍ：蛋白分子质量标准；１：超声后全菌；

２：超声后沉淀；３：超声后上清

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

ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ；２：Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ；

３：Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

图 ２　 ｐＥＴ３０ａ － Ｎ 重组蛋白可溶性分析

Ｆｉｇ ２　 Ｓｏｌｕｂｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐＥＴ３０ａ －Ｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

表 １　 杂交瘤细胞株的 ＥＬＩＳＡ 分析

Ｔａｂ １　 ＥＬＩＳＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
样品 针对 Ｎ 蛋白的 ＯＤ 值 针对 Ｈｉｓ 蛋白包被 ＯＤ 值

１＃ １． ０８０ ０． １３３

１８＃ ０． ８０７ ０． １１１

１９＃ １． ０６８ ０． １１７

２． ４　 单克隆抗体的鉴定

２． ４． １　 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 １＃、１８＃、１９＃重链类型均为

ＩｇＧ１，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

１＃ ０． ８３８ ０． ０６９ ０． ０６７ ０． ０７８ ０． ０９９ ０． ０７１ ０． １９２ ０． ０４３

１８＃ ０． ６６４ ０． ０７３ ０． ５６ ０． ０９３ ０． ０７８ ０． ０５１ ０． １６５ ０． ０７５

１９＃ ０． ７１６ ０． ０５０ ０． ０５２ ０． １１２ ０． ０７２ ０． ０６０ ０． １５４ ０． ０６２

·３·
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２． ４． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 检测单克隆抗体　 将灭活后

的 ＩＢＶ Ｈ１２０ 株进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳分离，并转至

ＰＶＤＦ 膜上，用 ３ 株单抗作为一抗，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ －
ｂｌｏｔ 鉴定，结果显示 ３ 株单抗均与 Ｈ１２０ 株产生特

异性反应，在约 ５２ ｋＤ 大小处（Ｎ 蛋白分子量）能特

异性结合（图 ３）。

Ｍ：蛋白分子质量标准；１：１＃单克隆抗体；

２：１８＃单克隆抗体；３：１９＃单克隆抗体

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；１：１＃ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ；

２：１８＃ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ；３：１９＃ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定单克隆抗体

Ｆｉｇ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

２． ４． ３　 ＩＦＡ 方法检测单克隆抗体　 为获得具有广

谱反应性的群特异性单克隆抗体，选取 １８＃单克隆

抗体，进行 ＩＦＡ 方法检测。 结果显示单克隆抗体仅

与 ＩＢＶ Ｈ１２０ 株、Ｍ４１ 株发生特异性反应，出现特异

性绿色荧光，而与 ＩＢＤＶ、ＩＬＴ、ＥＤＳＶ 和 ＮＤ 等常见

的禽类病毒均不发生反应（图 ４）。 说明单克隆抗

体的特异性良好。
３　 讨　 论

鸡传染性支气管炎是危害我国禽类的重大传

染病之一，其病毒传染性强、变异性高、血清型和基

因型复杂，感染鸡不仅会出现各种呼吸系统的症

状，也会影响鸡产蛋地数量和质量，对家禽养殖业

造成了严重的损失［１１ － １３］。 因此，建立有效的诊断和

检测方法对于更快的发现该病有着非常重要的意

义。 ＩＢＶ 有４ 种结构蛋白，其中Ｎ 蛋白是４ 种结构蛋

白中唯一位于病毒内部的结构蛋白，具有高度的保

守性，且 Ｎ 蛋白能诱导机体产生免疫应答［１４ － １５］。 此

外不同 ＩＢＶ 毒株之间 Ｎ 蛋白具有高度的同源性。
周景明等针对ＩＢＶ的Ｎ蛋白利用细胞融合法制备

Ａ：ＩＢＶ（Ｈ１２０ 株）；Ｂ：ＩＢＶ（Ｍ４１ 株）；Ｃ：正常细胞对照；Ｄ：ＩＢＤＶ（Ｊ１Ｃ７ 株）；Ｅ：ＩＬＴＶ（ＩＬＴ ／ １３ 株）；Ｆ：ＥＤＳＶ（１２７ 株）；Ｇ：ＮＤＶ（Ｌａ Ｓｏｔａ 株）

Ａ：ＩＢＶ（Ｈ１２０）；Ｂ：ＩＢＶ（Ｍ４１）；Ｃ：ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｄ：ＩＢＤＶ（Ｊ１Ｃ７）；Ｅ：ＩＬＴＶ（ＩＬＴ ／ １３）；Ｆ：ＥＤＳＶ（１２７）；Ｇ：ＮＤＶ（Ｌａ Ｓｏｔａ）

图 ４　 １８＃单克隆抗体 ＩＦＡ 检测

Ｆｉｇ ４　 ＩＦＡ ｏｆ ｔｈｅ １８＃ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

筛选出了 ８ 株能与所有基因型 ＩＢＶ 结合的单克隆

抗体，并对其中 １ 株纯化与鉴定，具有良好的特异

性和较高的亲和力［１６］。 杜旭彬等同样针对 ＩＢＶ 的

Ｎ 蛋白制备并筛选出 ８ 株能与所有基因型 ＩＢＶ 结

合的单克隆抗体，单抗具有良好的广谱性［１７］。 但

周景明等与杜旭彬等仅用 ＥＬＩＳＡ 方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ －
ｂｌｏｔ 方法鉴定单克隆抗体，均没有使用 ＩＦＡ 方法鉴

定单抗。 ＩＦＡ 方法由于 ＩＢＶ 不易适应体外细胞培

·４·
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养存在较大的难度。 其病毒在传代细胞系上需要

连续数次传代才能使其适应细胞生长，但大多数毒

株可以在鸡胚原代细胞（如 ＣＥＦ 细胞、ＣＥＫ 细胞）
上生长，然而仅在 ＣＥＫ 细胞上会出现典型的细胞

病变［１８ － １９］。 单克隆抗体技术广泛地应用于病毒的

基因、蛋白的结构和功能研究，在病毒的快速诊断

和检测中发挥了重要作用，开展 ＩＢＶ 单克隆抗体研

制十分必要。
Ｎ 蛋白在宿主体内产生高水平的抗体，其抗体

产生时间和免疫原性均优于其他蛋白，因此，本研

究对 ＩＢＶ Ｈ１２０ 株编码 Ｎ 蛋白的基因序列进行综合

性二级分析及抗原性分析，选择亲水性好且抗原性

较好的 ４１ － ３９１ａａ 区域进行后期抗原制备。 利用

大肠杆菌感受态细胞（ＢＬ２１）表达并纯化 ＩＢＶ ＮＰ
蛋白，多次免疫小鼠后进行细胞融合，采用 ＥＬＩＳＡ
方法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法筛选出 ３ 株杂交瘤细胞

株。 可靠的筛选方法在制备单抗的过程中起到关

键作用，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 ３ 轮双筛选，此方

法简化了筛选过程并排除标签蛋白在筛选过程中

的干扰。 ３ 株单克隆抗体经 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定，能
与常见基因型的 ＩＢＶ 特异性结合。 同时采用 ＩＦＡ
方法检测单抗的特异性，筛选出的 ３ 株单抗均与能

Ｈ１２０ 毒株、Ｈ５２ 毒株产生 ＩＦＡ 反应，但 １＃和 １９＃不
与 Ｍ４１、疫苗株等产生 ＩＦＡ 反应。 １８ ＃单抗能与

Ｈ１２０ 毒株、Ｈ５２ 毒株 Ｍ４１、疫苗株等产生 ＩＦＡ 反

应，说明其具有广谱的反应性。 因此，后续可以选

择群特异性单克隆抗体 １８＃，以期为 ＩＢＶ ＩＦＡ 快速

检测方法的建立打下基础。 该单克隆抗体仅与

ＩＢＶ 发生特异性反应而与 ＮＤＶ、ＩＢＤ、ＡＩＶ 等禽类常

见病毒均无交叉反应。 本研究成功制备了 ＩＢＶ 单

克隆抗体，为下一步开展 ＩＢＶ 诊断试剂如 ＩＦＡ 检测

试剂盒、ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒等的研制和进行 ＩＢＶ 生

物学特性研究奠定了物质基础。
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［１１］ Ｋａｔｏ Ａ， Ｏｇｕｒｏ Ｓ， Ｋｕｒｉｈａｒａ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｖｉａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈｉｎ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｃｈｉｃｋｅｎ ｆａｒｍ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｔ

Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０１９， ８１（４）：６３６ － ６４０．

［１２］ Ｒｅｎ Ｇ， Ｌｉｕ Ｆ， Ｈｕａｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ａ ＱＸ － ｌｉｋｅ

ａｖｉａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎａ［Ｊ］ ． Ｐｏｕｌｔ Ｓｃｉ，

２０２０， ９９（１）：１１１ － １１８．

［１３］ Ｌｖ Ｄ， Ｄｏｎｇ ＺＨ， Ｆａｎ ＷＳ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ａｖｉａｎ

ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｖａｒｉａｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ －

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ － ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｔ

Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０２１， ８３（１０）：１６０８ － １６１９．

［１４］ Ｑｉｎ Ｙ， Ｔｕ Ｋ， Ｔｅｎｇ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｖｅｌ Ｔ － Ｃｅｌｌ

Ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｎ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ Ｖｉｒｕｓ Ｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ Ｍｕｌｔｉ － ｅｐｉｔｏｐｅ Ｖａｃｃｉｎｅ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ，２０２１，９５

（１７）： ｅ００６６７２１．

［１５］ Ｙｉｌｍａｚ Ｈ， Ｆａｂｕｒａｙ Ｂ， Ｔｕｒａｎ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ Ｖｉｒｕｓ Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ

·５·
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Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ Ｉｔｓ Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ａｓ ａ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ

Ａｎｔｉｇｅｎ ［ Ｊ ］ ． Ａｐｐｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１９， １８７ （ ２ ）：

５０６ － ５１７．

［１６］ 周景明，耿 玥，马文利，等． 抗传染性支气管炎病毒 Ｎ 蛋白单

克隆抗体的制备及鉴定［Ｊ］ ． 郑州大学学报（理学版），２０１８，

５０（０４）：７５ － ７９．

Ｚｈｏｕ ＪＭ， Ｇｅｎｇ Ｙ， Ｍａ ＷＬ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ａｇａｉｎｓｔ Ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

Ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ Ｖｉｒｕｓ［ Ｊ］ ． Ｊ． Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖ． （ Ｎａｔ． Ｓｃｉ． Ｅｄ． ），

２０１８，５０（０４）：７５ － ７９．

［１７］ 杜旭彬，赵 佳，郭梦娇，等． 传染性支气管炎病毒 Ｎ 蛋白广谱

单克隆抗体的制备与鉴定［ Ｊ］ ． 中国家禽，２０２１，４３ （０５）：

２７ － ３２．

Ｄｕ ＸＢ， Ｚｈａｏ Ｊ， Ｇｕｏ ＭＪ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｂｒｏａｄ － ｓｐｅｃｔｒｕｍ Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ Ａｇａｉｎｓｔ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

Ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ Ｖｉｒｕｓ Ｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｐｏｕｌｔｒｙ， ２０２１，４３ （０５）：

２７ － ３２．

［１８］ 周雪雁，李琼毅，曹 欣，等． 禽冠状病毒 ＩＢＶ 细胞适应性及其

相关机制研究进展［Ｊ］ ． 病毒学报，２０１９，３５（０５）：８３６ － ８４６．

Ｚｈｏｕ ＸＹ， Ｌｉ ＱＹ， Ｃａｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｃｅｌｌｕｌａｒ

Ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ Ａｖｉａｎ Ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ＩＢＶ ａｎｄ Ｉｔｓ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ

Ａｃｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２０１９， ３５ （ ０５ ）：

８３６ － ８４６．

［１９］ 王娜娜． 传染性支气管炎病毒体外细胞培养体系的初探

［Ｄ］． 中国农业科学院，２０１８．

Ｗａｎｇ ＮＮ． Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ

Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ Ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ Ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ Ｃｅｌｌ Ｃｕｌｔｕｒｅ［Ｄ］．

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎ， ２０１８．

（编 辑：侯向辉）
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