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鸡传染性支气管炎病毒单克

隆抗体杂交瘤细胞系的建立
’

林永青

(兽 医系 )

提 要

以提纯的IB V 一M 病毒抗原免疫BA L B / C 小鼠
,

末次免疫后三天取脾细胞与 s P Z / O 细胞

在 50 肠 P E G Z。。。作用下融合
,

三次融合两次获得成功
.

经抗体检测
、

筛选和克隆化培养
,

最后

获得三株分泌特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞系
。

三株杂交瘤细胞经体外连续传代培养 2 个多

月
,

以及液氮冻存 4个月后复苏培养
,

仍能稳定地分泌抗体
。

关健词 鸡传染性支气管炎病毒 ; 淋巴细胞杂交瘤 ; 单克隆抗体

引 言

鸡传染性支气管炎 ( I B ) 是由冠状病毒属鸡传染性支气管炎病毒 ( I B v ) 引起的一种高

度接触性呼吸道疾病
.

该病目前呈世界性分布
,

是威胁各国 养鸡业发展的重要疾病之一
`” 。

在国外
,

已有人应用淋巴细胞杂交瘤技术
,

生产出抗 I B v 的单克隆抗体 ( M c A b ) 并成功

地应用于抗原提 纯 【’ . ’
和临床诊断【` 。 ’ 。

在国内
,

有关 I B v一M c A b的研 究仍未见报道
,

而

对 I B的快速诊断和防治问题尚未完全解决
,

对 I B v 抗原结构与功能之间的关系也 未完全清

楚
。

鉴此
,

作者开展了这方面的研究
,

目的在于应用杂交瘤技术
,

建立分 泌抗 I B v 一 M株

病毒M c A b的杂交瘤细胞系
,

生产M c A b以图取代常规血清试剂
,

为 I B v 的快速 诊断
、

流行

病学调查
、

抗原成分的分析和提纯等方面提供高质量的试剂
。

材料和方法

( 一 ) 筑原翻 .

i B v一M F : E :
毒株 ( 中国兽药监察所 ) 接种于 10 天龄鸡胚尿囊腔中

,
3 7 ℃ 孵 化 48 小

. 本研究是在导师欧守抒教授的指导下完成的
。

还得到暨南大学免疫遗传室林剑教授
,

向军俭老师
、

卢维新老师以及华南农业大学兽医微生物教研室各位老师的指导和帮助
,

在此深

表谢 t
。

二 本校 1 9 85~ 1 9 8 8年研究生
.

本文是硕士学位毕业论文
。

1 0 88年 1 1月 s 日收稿
.
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时
,

收获尿囊液
。

含毒尿囊液经 6 5。。 x g
,

4 ℃离心 30 分钟
,

取上清再经 1。。。。。 x g ,

4 ℃

离心 1
.

5小时
。

弃上清
,

用少量 H a
kn

s液悬浮沉淀
,

然后再经蔗搪梯度离心处理 ( 1 0 5。。。 x

g ,
4 ℃

,

3 小时 )
:
收集样品带

,

经透析后得到抗原样品
。

对所得抗原作电镜观察
、

病毒

蛋白含童测定和鸡胚致病性试验
。

( 二 ) 小皿免应

10 周龄雌性 B A L B / C小鼠 ( 中山医科大学动物所 )
,

每只免疫 4 次
。

初 次 免疫每只

腹腔注射 5。“ g抗原
,

间隔 3 周
,

腹腔追加 1。。“ `抗原
,

共二次
;
融合 前 3 天

,

腹腔再注射
10 0林s抗原

。

( 三 ) 细旅胜合

方法一
:

按常规方法培养s P Z / O 小 鼠骨能瘤细胞
。

融合时
,

免疫小鼠脾 细 胞与 S P

2 / O 细胞按 8
:

1 比例混合
,

用 50 肠 P E G Z o 。。进行融合
。

融合后的细胞悬浮于含 15 肠小

牛血清并加有H A T的R P M l l 64 o选择培养基中
,

分种于已含有小鼠腹腔细胞的细胞板中
。

笠 37 ℃ ,

含 5 肠 CO :
的培养箱中培养

。

隔 3 ~ 5 天换 H A T一 次
,

14 天后用 H T ,

再 过 7 天

改用正常培养液
。

方法二
:

直接取活体内生长的骨髓瘤细胞进行融合
` 二〕 。

即先给 B A L B / C小鼠 背 部皮

下注射 s P Z / O 细胞
,

让其长成实体瘤肿块后
,

取出肿瘤细胞
,

经洗涤后马上用于融合
。

( 四 ) 特异性筑体分泌克隆的扮选及克隆化

抗体检测共用两种方法
。

酶联免疫吸附试验 ( E L I s A ) 间接法
`’ ` 〔 ` 名 ’ : 以 I B v 抗原 1 s u g 口

m l包被 55 孔聚苯 乙始

板
,

用辣根过氧化物酶标记兔抗鼠 I g G 结合物作第二抗体
,

底物为邻苯二胺
。

经温育
、

洗

涤后
,

用酶际检测仪测定
。

设以下对照
:

·

s P Z / O 细胞培养上清
,

正常小鼠血清
,

小鼠 阳

性血浦和正常鸡胚液包被对照
,

以 P / N值 ) 2
.

1为阳性〔名 ’ 。

微量被动血凝法 ( P H A )
:

按常规方法进行
,

以出现
“
+ +

”

以上凝集强度时 定 为 阳

性
。

对阳性克隆用有限稀释法进行克隆化 2 ~ 3 次
,

并扩大培养
、

液氮冻存
。

( 五 ) 腹水单竞隆抗体的制奋

B A L B c/ 小鼠腹腔注射液体石蜡。
.

5叫后 7 ~ 14 天
,

腹腔 注入杂交瘤细胞 2 火 1。`

个 /

生成明显腹水后
,

重复采集
。

腹水置 一 20 ℃保存
。

( 六 ) 鉴定

1
.

杂交瘤细胞的染色体分析 “ , :

将秋水仙素按最终浓度 0
.

2u g / m咖入对数 生长期

的杂交瘤细胞
,

37 ℃作用 2 小时
,

用 0
.

07 6M K a 低渗处理
,

再经 甲醇一冰醋酸液固定后制

片
,

作 G ie m sa 染色
,

镜检
。

2
.

单克隆抗体 gI 亚类鉴定
:

杂交瘤细胞培养上清作 10 倍浓缩
,

与标准羊抗鼠 gI 类及

亚类血清 ( 上海生物制品研究所 ) 作免疫双扩散试验
。

3
. ’

聚丙烯阮胺凝胶电泳 ( P A G E ) 分析
:

取杂交瘤无血清培养上清浓缩样品作 P A G E

电泳
汇̀ ’ 。

电泳条件
:

先低压 1。。 v 电泳
,

让样品通过成层胶
,

然后高压 2 50 v 继 续电泳
。

当

标记染料迁移至样品胶 以外时停止电泳
。

4
.

单克隆杭体效价的测定
:

用与检测时相同的条件
,

以 E班 s A和 P H A测 定 杂交瘤
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培养上清及致瘤腹水中的 M c人 b效价
。

5
.

E I LsA 特异性阻断试验
:

含 M cA b的小鼠腹水先作 1
: 100 倍稀释

,

然 后 分别与

已知阳性的 I B v 尿襄液
、

N D v 尿襄液和 I L T v 绒毛尿囊液按 l
:

4 比例混 合
,

37 ℃作用 2

小时后
,

放 4 ℃过夜
。

用 E LI s A测定这些腹水的O D值
。

同时设阴性腹水
、

阳性 腹 水 和正

常鸡胚液对照
。

6
.

杂交瘤细胞抗体分泌稳定性的测定
:

杂交瘤细胞在体外连续传代 培 养 2 个多月

后
,

以及经液氮冻存 4 个月后复苏培养
,

用 P H A测定培养上清的M o A b效价
。

试 验 结 果

( 一 ) 抗峨鉴定

扰原样品经电镜 ( E M 4 00 ) 观察
,

可看到许多近似球形
,

直径为 80 ~ 1 20
n m 的病毒版

粒
。

经侧定
,

病毒蛋白含量为 5
.

25 二 g / m l
。

鸡胚致病性测定结果
,

抗原样品连续通过鸡胚

两代后可接近 I B v 原液的致病力水平
。

( 二 ) 细班胜合及抗体检洲结果

共进行三次细胞融合
,

除第一次失败外
,

第二
、

三次均融合成功
。

第二次的融合率为

4 2
.

2肠
,

检测筛选出抗体分泌阳性孔 (命名为 C S
、

E ll 和 2 D 6 )
、

阳性克隆率为 4
.

6肠
。

·

第三次的融合率为 5
.

8帕
,

检测出阳性孔一个 ( 命名为 4 1B 0 )
,

阳性克 隆 率 为 14
.

2肠
。

傲合及检测情况见表 1
。

衰 1 细 胞 胜 合 及 抗 体 检 洲 情 况

融合次数 接种孔数 融合孔数 融合率 抗体阳性孔数 阳性克隆率

1 1 5 4 一 一 一

2 1 5 4 6 5

3 1 2 0 7

4 2
。

2肠

5
。
8务

4
.

6肠

14
。

2肠

( 三 ) 杂交 , 细他的克隆化

经优体检测
,

筛选出的 4 个阳性杂交瘤细胞原始克隆
,

均经扩大培养和再次检测后再

作克隆化
。

因为其中的C S 在克隆化前的抗体检测即为阴性
,

所以只对其余三个作克 隆化

培养
。

lE l和 2 D 6 经两次克隆化后阳性率达 100 肠
,

4 1B 0经三次克隆化后亦达 100 肠
。

( 四 ) 杂交月细胞的染色体分析

显微镜下观察
,

杂交瘤细胞的核型均由大部分端着丝点染色体和少量中央或近 中着丝

点染色体所组成
。

每个标本计算 30 个完整的中期分裂相的染色体数
,

结 果 E ll
、

2 D 6 和

4 B 10 的染色体平均数分别为 98
、

97 和 94 条
。 s P Z / O 细胞平均为 69 条

。

因此
,

从染色体

形态特征和数目两方面
,

都说明杂交瘤细胞是由s P Z / 0 细胞与 小 鼠脾 细 胞融 合而成

的
。

( 五 ) 单克隆杭体的 g1 亚类及纯度的鉴定

在免疫双扩散试验中
,

三种单克隆抗体均与羊抗鼠1 9 0 1 亚类血清反应
,

呈单 一沉淀
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线
,

说明三种单克隆抗体均为 I g G I 亚类
.

P A G E凝胶电泳结果
,

三种样品均只 在 丫球 蛋白

区位出现一条带
。

以上结果显示
,

三种单克隆杭体均有很高的纯度均~ 性
。

( 六
·

) 单克隆杭体效价的洲定

三种M c A b的 P H A效价都较低
,

培养上清为原液~ 1
:

4
,

腹水为 1
二

16 ~ 1 : “ ;

但
E L I s A效价较高

,

培养上清大 l
: 一0 0~ 1

: 5 0 0 ,

腹水 可 高达 l
:

5 x 1 0 ` ~ 1
:

5 x x o

以上
。

三种M c A b的混合物可使 P H A效价提高 2 ~ 3 个滴度
。

腹水的M c

bA 与 培 养 上清的

M c A b相比
, P H A效价高 8 ~ 15 倍

,
E LI s A效价高 5 00 ~ 1 0 00 倍

。

腹水旅A b的 E rL S A 效价

性比阳血清还要高石 ( 见表 2 )

衰 2 M c A b 的 效 价 浦 定 结 果

P H A

细胞系及样品
培养上清 } 腹

一…—
-
一里型匕一一一

~

一
水 { 培 养 上 清 i 清 水

,曰46吸曰6
. .óE 1 1

2 0 6

4 B 1 0

E 1 1+ 2 D 6 + 4 B 1 0

人
5 4

1 1 4

原液

1
,

1 6

1*

l .

l :

1:

1: 2 0 0

1 : 8 0 0

1: 1 0 0

未 做

1 , Z X 1 0 .

> 1
。 万洲 10’ △

l * S X 1 0 `

未 做

刁
、
鼠阴性血清

小鼠阳性血清

S P Z / o 腹 水

S p Z / o 上清

0
。

0 0

1 : 1 0 2 4

O
。
0 0

0
.

0 0

0
。
0 0

1 : 6 4 0 0

0
。

0 0

0
。

0 0

△终点稀释度 0 0 值 = 。
.

25

( 七 ) E L I s A特算性限断试脸

三种M o A b经 I B v抗原 中和后
, E LI s A反应的 O D 值均显著降低 ( O D值 < 。

.

1。 )
,

说明

I \B
’

抗原与M c人 b特异结合从而阻断了 E lL s A 反应
。

N D v
、

I LT
v 和正常鸡胚液均不能 阻断

这些M c A b的E IL s A反应 ( O D值 > 。
.

60 )
。

按照抗体被抗原中和 后
,

O D值降低 50 肠即为

阻断试验阳性的标准衡量 [ 吕 ’ ,

三种M c

bA 均是 I B v 特异性的
。

结果还显示
,

两 个 I B v 地 方

分离株可能同属 M a

ssa hc u se tt s血清型
。

( 见表 3 )

(八 )杂交 . 细脸分泌抗体祖定性的洲定

三株杂交瘤细胞在体外连续传代培养约

30 代
,

历时 2 个多月
。

其中一段时间因培养

环境不良
,

细胞的生长状态较差
。

后来重新

配制了培养基和更换 C O : 之后
,

细胞的生 长

状态才慢慢恢复正常
。

经 P H A测定
,

4 1B 0

的效价无变化
,

但 lE l 和 2 D 6 均降 低 了 1

个滴度
。

估计主要是受前段时期生长不 良的

影响
。

三株杂交瘤细胞经液氮冻存 4 个月后

复苏
,

细胞的生长和形态特征 均 正 常
。

经

P H A测定
,

抗体效价无变化
。

上 述 结 果 表

衰 3 E L I S A特异性阻断试脸给果

} E L x s ^ ( 0 0 值、

{ E ` ’ {
2 D 6

}
` B ` 0

一

可亚殆井一{
一

赢
一

)
。 · 。 9

}
。

·

。 5

’ B
y一衣科院 {

”
·

0 8

1
“

·

0 6

{
“

·

` o

’ B y 一主室 {
” · ` o

}
”

·

` 0

1
”

·

0 8

N D v
{

“
·

6 2

}
“

·

6 0

}
“ ·

6 5

_
、 .

,

于竺 }
“

·

“ 。

1
“

·

“ 4

{
“

·

6。

止罕鸡胶准 }
”

·

6 5 } “
·

6 7

】
“

·

6 2

_ _ 二

些爷
_ .

_
{

” .6 8

}
”

·

70 {
。

·

69

阳住服水对照 1 0
·

7 2 } 0
·

8 0 1 0
.

7 5
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三株杂交瘤细胞的抗体分泌特性是基本稳定的
。

讨 论

本研究应用淋巴细胞杂交瘤技术
,

获得了三株分泌抗 I B v一M c A卜的杂交瘤 细 胞 系
。

三种M c A b均属 19 0 1 亚类
,

它们既有 E LI s A特性
,

亦有 P H A 特性
;
虽然 P H A 效价较低

,

但有较高的 E IL s A效价
。

这些M c A b均是 I B v一M特异性
,

对 N D v 和 I L T v 不发生交叉反

应
。

抗 I B v一M o A b的研制成功
,

对 BI 的诊断
,

预防以及 I B v 抗原成分的分析和提纯等研究

将会有重要意义
。

细胞融合是M c A b技术中最重要的一个环节
。

通常认为
,

骨髓瘤细胞生长伏 态的好坏

以及是否被支原体污染
,

小牛血清
、

P E G
、

月 A T 等多种试剂的质量都 直 接影响到融合的

成败【. ’ ` “ ’ 。

本研究第一次融合失败后
,

马上采取 了如下措施
:

( 1 ) 重新配制 P E G
、

H
AT

等试掖
。

因为这些试液配制好后放置时间稍长就有可能失效
。

( 2 ) 用。
.

22 笋微孔碑膜过

滤小牛血清
。

有报道这种滤膜可有效地除去可能存在于血清中的支原体污染
` . ’ 。

结果
,

后

两次融合均获成功
.

虽然未能最终肯定是那种因素导致第一次融合失败
,

但结果提示这些试

掖的质量可能有很大关系
,

值得特别注意
。

另外
,

在融合后一段时期内的细胞管理工作对

融合的成败及融合率的高低也有着重要影响
。

首先
,

过多地搬动培养板以及换液时过度冲

击细胞孔对杂交瘤细胞的形成和生长都极为不利
;
其次

,

要积极傲好防污染工作并及时发

现和处理培养板中可能出现的污染孔
,

否则污染会很快蔓延
。

直接应用活体内生长的骨髓瘤细胞进行融合 ( 活体法 ) 的 报 道 很 少
。

国 内史 良如

( 1 9 8 6 ) 利用小鼠体内生长的 N S I 细胞直接进行融合
,

16 次融合成功率达 1 00 帕
` ” 。

本研

究的第三次融合也尝试 了利用 s P Z / 0 细胞系的活体法
,

结果也获得成 功
。

l至于融合率

较低
,

可能是 由于分离肿瘤细胞时一些组织杂质未除干净而影响到整个融合环境所致
。

应
. 日 . . 巨

用活体法的好处是
:

骨髓瘤细胞在体内生长时能清除掉可能潜在的支原体污染和增强细胞

括力
。

另方面
,

也可免除在体外反复传代和大量培养细胞
。

M c A b的高度专一性是其突出的优点
,

但在某些方面也可能成为其 弱 点
。

有 研究表

明
,

在以凝集为主的血清学反应中
,

M c A b的作用往往比常规抗血消弱
` . ’ 。

本 研究结果也

说明了这一点
。

虽然三种M c A b腹水的 E L sI A效价都高于常规阳性血清的效价
,

但 它们的
,

二口山 . .

P H 人效价却远低于常规阳性血清的效价
。

其原因可能是由于一种M c A b只针 对抗原的一个

决定簇
,

在抗原执体反应时不易形成较大的网络
,

因而不易发生明显凝集
。

与此相反
,

常

规抗血清则是一种抗体的混合物
,

不同的抗体可针对不同的决定簇
,

当与抗原结合

形成较大的网络而发生明显的凝集
。

据此
,

当把抗同一抗原的几种M c A b混合 使 用雾
更易
,

常

可大大提高刘坑原的凝集作用
,

此即M c A b的协同作用
〔 . ’ 。

为了 增 强 M c A b在检测诊断中

的效能
,

在临床应用中
,

已有不少把多种M c A b混合后使用的实例
。
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