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减蛋综合征 19 7 6病毒单克隆抗体
的制备及其初步鉴定

’

孔德迎 蓝乃 洪 辛朝安 杨克军

(华南农业大学动物 医学系
,

广州
,

51 伙抖2 )

摘要 采用经层析方法提纯的减蛋综合征 l 97 6( E E 6 `

简 病毒免疫 B L AB /。 小 鼠
.

最后一次

加强免疫后第 d3 制备脾脏细胞
,

然后用 50 % 的聚乙二醇 ( P EG
,

分子量 40 00 )融合脾脏细胞和

S P Z0/ 骨盆瘤细胞
.

通过选择培养
、

特异性抗体检测
、

筛选和克隆
,

最后制备出 5 株分泌抗体的细

胞株
,

命名为 M Z, M 3
,

M 10
,

M 14 和 M 15
.

微量血凝抑制试验 (H l) 证明 M 15 单克隆抗体具有血

凝抑制活性
,

H l 价为 印
。乡 )

.

对单克隆抗体进行测定显示 5株均对 E D S
/

76 病毒有很强的特异

性
,

与传染性支气管炎病毒 a B V )
、

传染性喉气管炎病毒 (I L T V )
、

甲型流感病毒 (I nn ue anz A vi
-

usr )
、

鸡胚致死性孤儿病毒 (C E L O )
、

新城疫病毒 (N D V )和传染性囊病病毒 a BD V )无交叉反应
.
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减蛋综合征于 19 76 年首次报道于荷兰 ( E改 et al
,

19 7 6)
,

简称为 E E 6
’

76
,

现在该病呈

世界性分布
.

该病是 由家禽腺病毒引起的
,

以产蛋 量减少和产软壳蛋
、

薄壳蛋
、

无壳蛋为特

征
.

这种病毒类似于其他腺病毒
,

具有血凝活性
,

能凝集家禽红血球
,

但不能凝集哺乳类动

物 的红血球
.

琼脂 扩散试验说明该 病毒 与常规禽腺病 毒 (I 群禽 腺病毒 )无直接 的关 系

(M d F明 a n et ia
,

19 78 a ; B妹。 血 le
,

197 8)
,

但用免疫荧光试验证实它们又有共同的抗原

性 ( M d免n 妞 n et al
,

19 7a8 )
.

以前感染过常规腺病毒 的鸡群
,

到抗体水平消失时接种 E L 6
`

76

病毒
,

在产生抗 E E旧
户

76 病毒抗体的同时也刺激产生抗常规腺病毒 的抗体 (M么F e n a n et al,

197 8b )
,

由此也说明它们有一定的抗原相关性
.

因此在血清学试验中
,

E D s’ 76 病毒和常规腺

病毒会有一定程度的交叉反应
.

要建立高特异性
、

高敏感性的 E U S A 检测方法
,

克服潜在的交

叉反应
,

必须制备抗 E D S
产

76 病毒的单克隆抗体
.

本研究旨在 制备该病毒 的单克 隆抗体和

进行初步的鉴定
.

1 材料和方法

L l 病毒

试验用病毒是 由美国加州大学戴维斯分校的 .R .A aB nk
o
锵ik 博士提供

。

该病毒通过接

种鸭胚的尿囊腔在鸭胚内繁殖
.

L Z 病毒的提纯

鸭胚接种后 72 h收获尿囊液
,

6 0以〕 r
rr/ 血 离心 30 m jn 去除其中的细胞碎片

。

用 50 % 的

饱和硫酸氨 4 ℃处理过夜
,

然后经 6 0 X()
r
rr/ jnI 离心 so ~ 得 到病毒沉 淀

,

沉淀物溶 于10 m L
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P B S0(. 0 1 mol压
,

p H .7 2) 缓冲液 中
,

再经 3 00 0 r
/m in 离心 巧 ~ 去除沉淀物

。

病毒悬液加于

s e p h a de
x

G 一 2 0 0 层 析柱上 ( d 2 0

mm
x s oo nmr

)
,

层 析柱 预先用 P B S ( o
.

o l mo 牲
,

p H 7
.

2 )

缓冲液平衡
.

收集第一峰
,

在电子显微镜下证实是纯的病毒
,

此份病毒液用于小鼠的免疫
.

L 3 小鼠的免疫

试验用小 鼠是 B A L B c/ 系小 白鼠
.

取 2 1l l L 病毒悬液 (蛋 白含量为 .4 79 9压) 与 2 In L 弗

氏完全佐剂混合成油乳剂
,

每只小白鼠腹腔内接种 0
.

I n止
。

2 周后用弗氏不完全佐剂制备抗

原进行加强免疫
.

再过 3 个月后
,

在进行融合前 3 d 经腹腔接种 0
.

l in L 病毒悬液
。

1 .4 杂交瘤细胞的制备

在融合的前一天
,

制备小 鼠腹腔巨噬细胞作为融合细胞 的饲养细胞
。

骨髓瘤细胞在融合

前三天传代一次
,

使其在融合时处于对数生长阶段
,

取 已免疫 的小白鼠
,

制备脾脏细胞
,

按 1:0

1的比例与 S P Z0/ 骨髓瘤细胞混合
,

用 50 % 的聚乙二醇 ( P E G )进行融合操作
.

方法参考 oZ la

( 19 8 2 )
.

1 5 d 后用 E L IS A 方法检测细胞生长孔是否分泌抗体 ( P o sn e r ,

19 8 2 )
.

阳性孔用 有 限

稀释法进行克隆操作
,

重复 3次直至所有的细胞生长孔均为阳性孔
.

所得到的杂交瘤细胞进

行扩大培养
,

保存于液氮 中待用
.

1.5 单克隆抗体的生产

单克隆抗体的生产可通过体外直接培养杂交瘤细胞而获得单克 隆抗体
,

也可将 杂交 瘤

细胞接种于小 鼠腹腔 内在体 内生产单克隆抗体
.

后者生产的单克隆抗体
,

滴度高
、

收获量

大
,

是常用的生产方法
.

用于生产的 BAL B/
。 小 白鼠预先用液体 石腊致 敏 ( F az ek as

,

19 8 0)
,

4 d后经腹腔内接种约 10 5
个杂交瘤细胞

,

巧 d 后 (视腹水形成的情况 )收集腹水
,

保存备用
.

1.6 单克隆抗体的鉴定

1
.

.6 1 染色体计数 杂交瘤细胞和 S P Z0/ 细胞在对数 生长 期
,

用含秋水仙 素 .0 3 gnr 压 的
16 4 0 培养液处理 4 h

.

然后用 .0 0 75 mo l压的 K C I低渗液处理
,

经固定和染色后在显微镜下

观察计数 (章谷生等
,

19 87 )
.

1
.

.6 2 血凝抑制活性 血凝素是该病毒的重要表面抗原
,

并 且与病毒 的感染性有 关
.

可 用

血凝抑制试验 ( IH )检测各株单克隆抗体的血凝抑制活性 ( M c F e rr an ct al
,

19 7 8 a)
,

从而确

定它是否针对病毒的血凝素
.

试验采用 .0 8% 的鸡红细胞作为指示系统
.

1
.

.6 3 特异性测定 采用 E L IS A 方法测定获得的单克隆抗体与其 它家禽病毒 的交叉反应

(oP 在沈 r
,

19 82 )
,

从而确定单克隆抗体的特异性
.

用于交叉反应 的病 毒包括传染性支气管炎

病毒 (I B V)
、

传染性喉气管炎病毒 ( IL T V )
、

甲型流感病毒 ( In fl

~
A

~
)

、

鸡胚致死性

孤儿病毒 (C E L O
,

即家禽 I 群腺病毒 )
、

新城疫病毒 ( N D v) 和传染性囊病病毒 (BI D V)
。

2 结果

1 1 杂交瘤细胞的制备

小 鼠脾细胞和 S P Z0/ 细胞融合后
,

分散在细胞培养板的 33 6 个孔中培养
,

结果有 2 00 个

细胞生长孔
.

用 E L B A 方法检测
,

其中 5个孔为分泌抗体的阳性孔
,

经 3 次克隆操作后
,

获

得 T S株杂交瘤细胞株
,

分别命名为 M Z
,

M 3
,

M 10
,

M 14 和 M 1 5
.

.2 2 单克隆抗体的生产

小 鼠接种杂交瘤细胞 巧 d 后
,

每只小 鼠可收获 5 一 10 n止 的腹水
.

各株单克隆抗体生



第 2期 孔德迎等 :减蛋综合征 19 7 6病毒单克隆抗体的制备及其初步鉴定 3

产后
,

置 一 20 ℃ 保存备用
。

1 3 单克隆抗体的鉴定

杂交瘤和 S P Z0/ 细胞培养物经秋水仙素和低渗溶液处理后
,

在光学显微镜下 进行计

数
,

结果 S P Z0/ 骨髓瘤细胞的染色体数为 50 至 65
,

而杂交瘤细胞的染色体数是 92 至 10 7
。

正

常的小 鼠体细胞的染色体数是 40
,

由此可见杂交瘤细胞是骨髓瘤细胞和小 鼠正 常体细 胞的

杂合体
。

血球凝集抑制试验表明
,

仅有 M 巧 株的单克隆抗体表现血球凝集抑 制活性
,

IH 滴 价为

2气其它 4 株均无血球凝集抑制活性
。

特异性试验证明
,

所有 5株单克隆抗体与传染性支气管炎病毒 (BI V )
、

传染性 喉气管炎

病毒 (I L T V )
、

甲型流感病毒 ( I胡 u

enz
a A v

iusr )
、

鸡胚致死 性孤 儿病毒 ( C E L O
,

即 家禽 I 群

腺病毒 )
、

新城疫病毒 ( N D v) 和传染性囊病病毒 ( BI D V) 均无交叉反应
,

它们仅与 E D s’ 76 病

毒起强阳性反应
.

3 讨论

减蛋综合征 19 76 已在我国的一些大型商品化蛋鸡场和种鸡场流行 (孔德迎等
,

19 9 1)
,

在临床应用上有必要建立一种高特异性
、

高敏感性的诊断方法
,

因此就必须制备 E D S
/

76 病

毒的单克隆抗体
。

本研究最终建立起 5株分泌抗体的杂交瘤细胞株
。

经过融合操作和选择培养后
,

用 E L IS A

方法筛选出分泌抗 E l ) S
产

76 病毒抗体的杂交瘤细胞
,

保存 阳性反 应的杂交瘤细胞并进一步

进行克隆
,

然后在致敏小 鼠内生产腹水单克隆抗体
,

最后对单克隆抗体进行初步的鉴定
。

染

色体数的范围表 明
,

杂交瘤细胞是 S P Z0/ 细胞和小鼠正常体细胞的杂交体
。

所有 5株单克隆抗体均对 E D S
/

76 病 毒 有 高 度 的 特 异 性
。

与 传 染性 支气 管 炎病毒

( m V)
、

传染性喉气管炎病毒 (几 T V )
、

甲型流感病毒 ( In if u

enz
a A v ll 飞` )

、

鸡胚致 死性 孤儿

病毒 ( C E L O
,

即家禽 I 群腺病毒 )
、

新城疫病毒 (N D V) 和传染性囊病病毒 ( BI D V ) 的交 叉反

应证明
,

所有 5 株单克隆抗体与这些病毒均无阳性反应
,

而仅对 E D S
’

76 病毒本 身起强 阳性

反应
.

从血球凝集抑制试验的结果推论
,

M 巧 株单克隆抗体是特异性对应 E D S
/

76 病毒 纤 突

上的抗原决定族
.

IH 试验结果
,

仅有 M 巧单克隆抗体表现 出血 球凝集抑 制活性
,

而每 一 种

单克隆抗体仅特异性地对应目标抗原的一个决定族
,

E】粥
产

76 病毒上纤突是产生凝集作用的

抗原
,

由此可以认为 M 巧 单克隆抗体是对应病毒纤突上的抗原决定族
。

在单克隆抗体的制备过程中
,

如使用可靠性较差的二氧化碳培养箱 或二氧化碳 的质量

较差时
,

应采用碳酸盐和 HE p ES 双重缓冲系统
,

以确保培养液的 p H 稳定
。

高分子量的 P E G

融合效果高
,

但对细胞的毒性也增大
,

选择恰当的融合剂是获得杂交瘤细胞较关键的因素
,

一般以 4 00 0 分子量的 P E G 使用效果较好
.

制备的 E L 6
产

76 病毒单克隆抗体
,

除 了建立诊断方法外
,

还可用于病毒分子水平的研

究
,

如用于基因克隆和基因定位
,

也可用于 E】〕S
`

76 病毒不同分离毒株的鉴定
.
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