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减蛋综合征病毒单克隆抗体的
生物学特性鉴定

’

杨克军 孔德迎 辛朝安

(华南农业大学动物医学系
,

广州
,

51 仅抖2 )

摘要 该研究在建立分泌减蛋综合征病毒单克隆抗体杂交瘤细胞株的基础上
,

鉴定了 10 株杂

交瘤细胞所分泌的单克隆抗体 (4B I
,

ID 4, 2D 6
,

3D 6, 2A I
,

3A 5, 3C 6
,

3C I
,

IB 3 和 2C 5) 和生物学活 性
。

这 or 株杂交瘤细胞分泌的抗体有高度的特异性
,

只特异地作用于减蛋综合征病毒
。

微量血凝

抑制试验 (IH )发现 4B I
,

3C I
,

2C 5和 3C 6有血凝抑制活性
,

腹水效价分别为 2叼0 9
2

)
,

叩og J
,

7009
2

)

和 6 (of 岛 )
,

而 阳性血清 IH 价仅达 12(j 0场)
.

这 10 株单抗都没有沉淀活性
,

也不与 C E L O 抗原发生

沉淀反应
.

它们的亲和力除 3D 6外都很大
,

相对亲和力依次为 :

2D 6 > 2C 5 > 3C 6 > IB 3 > ID 4 >

4B I > 2A I > 3A 5 > 艾)1 > 3D 6
.
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中图分类号 58 58 3 1 a 43

减蛋综合征 一 19 76 作为一种影响蛋鸡和种鸡产蛋量的疾病
,

在我国已有流行 (孔德迎等
.

199 1 )
,

目前本病已发展成为引起产蛋损失的一种主要因素
,

并呈全球发展的趋势
,

正引起人

们的广泛关注
,

单克隆抗体
、

基因工程等先进实验技术正陆续应用于本 病的研究
。

从 1 9 7 5

年
“

分泌预定特异性抗体融合细胞的持续培养
勿

这一论文发表 以来单 克隆抗 休技 术 已 取得

长足的发展和进步
,

单克隆抗体及其技术在病毒的快速鉴定
、

疾病的快速诊断和治疗 以及在

其它生物学领域的应用也 日益增多
。

减蛋综合征病毒作为禽腺病毒中的一种
,

它与禽腺病

毒第 工群有着部分共 同的抗原 ( B o u q u et et al
,

19 82) 与其他禽类病 毒无共 同抗原 的报道
。

因而
,

有必要制备单克隆抗体和加深对单克隆抗体生物学及免疫学活性 的了解
。

本文对减

蛋综合征病毒单克隆抗体的有关生物学特性进行了研究
。

1 材料与方法

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 B a

nk
o
ws ik 博士提供

。

该病毒通过接

种鸭胚的尿囊腔在鸭胚内繁殖
。

1.2 病毒的提纯

鸭胚接种后 72 h 收获尿囊液
,

6 00o
r /而 n 离心30 而 n 去除其中的细胞碎片

。

用 50 % 的饱

l卯 5一 05 一 24 收稿
*

广东省 自然科学基金 (1卯 1一 199 4 )资助项 目
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和硫酸氨 4℃ 处理过夜
,

然后经 6 O00
r
/njI

n
离心 30 ~ 得到病毒沉淀

,

沉淀物溶于 10 m L PBS
.(0 ol mo lL/

,

p H 72) 缓 冲 液 中
,

再 经 3 0 0 0 r/ 而 n 离心 巧 而 n 去 除沉淀物
。

病毒悬液加 于

s e p h a d ex G 一 20 0 层析柱上 ( d 2 0

nun
X 80() mm )

,

层析柱预先用 P B S (0
.

0 1 mo l压
,

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
,

此份病毒经浓缩后备用
。

1
.

3 其它抗原与阳性血清

新城疫病毒
、

流感 甲 1
、

甲 3 型病毒
、

C E L O 病毒及正常鸭胚尿囊液
,

E D S 一 76 病毒琼扩

抗原 由教研室提供
。

鼠抗 E D S 一 76 病毒阳性血 清
:
参照孔德迎 ( 19 9 5) 的方法

,

经 3 次免疫

B A L B /e 小 鼠获得
。

1
.

4 E l粥 一 7 6 病毒单克隆抗体的制备

单抗 ZA I
,

3A 5
,

IB 3
,

2e 5
,

妞 l
,

I D 4
,

2n 6
,

3n 6
,

3C 6
,

3C I为参照孔德迎 ( 19 9 5 )的方法建立的

分泌抗 E D S 一 76 病毒单 克隆抗体杂交瘤细胞株
,

并获得用其生产的腹水与培养上清液
。

1
.

5 E D S 一 7 6 病毒单克隆抗体的特异性鉴定

用方阵法进行间接 E L sI A 试验 (徐志凯
,

19 92)
,

确定抗原
、

抗体的最佳工作浓度
。

封闭

液 为含 1% 牛血清白蛋 白 ( B SA )的碳酸盐缓冲液 (0
.

85 mo lL/
,

p H .g 6)
。

特异性鉴定时分别用

多种抗原 (减蛋综合征病毒
、

C E L O 病毒
、

流感病毒 甲 1
、

甲 3 型
、

新城疫病毒及正常鸭胚 尿

囊液 )包被聚苯 乙烯板
,

然后同上法进行试验
。

在 4 90 nln 波长处测其 O D 值
,

以待测与标准

阴性材料 O D 值之比大于 2
.

1 为阳性作出判断
。

1
.

6 E D S 一 76 病毒单克隆抗体的血凝抑制活性的鉴定

按 B ax en d a le 等 ( 198 0) 介绍的微量血凝试验方法来确定并制备 4单位血凝价的 E D S 一 76

病毒
。

试验中抗原用生理盐水稀释
,

鸡红细胞使用浓度为 .0 8%
。

然后参考唐桂运等译 《禽

病原分离鉴定实验室手册 (第 3 版 ) 》 ( P u比h a se
,

19 9 3) 上的微量血凝抑制试验方法进行
。

1
.

7 E l〕 S 一 7 6 病毒单克隆抗体的沉淀活性的测定

参考 D a r b y sh i er ( 19 8 0 )介绍 的琼脂双扩散方法
。

用含 1
.

5 mo l压aN a 的 BP S (0
.

0 1 mo l压
,

p H 7
.

2) 配成 1% 的琼脂糖凝胶
,

然后按常规方法检测各单抗 和它们两两混合物 的沉淀 活

性
。

在上述琼脂糖凝胶 中加人终浓度为 2% 的 P E G 一 60 00 (邹发明等
,

19 83)
,

制成另一种凝

胶
,

再次用琼脂双扩散法观测单抗的沉淀活性
。

1
.

8 E D S 一 7 6 病毒单克隆抗体的亲和力鉴定

参考 F ir g u et 等 ( 19 85 ) 和徐志凯 ( 19 9 2) 的方法
。

用最佳抗原浓度包被聚苯乙烯板 18 h

以 上 ( 4 ℃ 冰箱 中 )
,

用 P B S 一 吐温洗 涤
,

用含 l % B S A 的包被缓冲液封闭 l h
,

同样 洗 涤 3

次
。

将一定量单抗 与等量倍 比稀释后的 E D S 一 76 病毒于 4 ℃ 作用 24 h 后加入上述洗涤过

的板中
,

37 ℃作用 l h
,

然后 同样洗涤 3 次
。

加人羊抗 鼠 gI G 一 H R P
,

37 ℃作用 l h
,

然后洗涤 3

次
。

加人现配的底物 100 拜L 于暗处显色 15 im
n 左右

,

然后用 2 mo l压硫酸终止反应
,

于酶标检

测仪上测定每孔的 A 值
。

按公式 A
。

Z( A
。

一 A ) 二 1 十
oK a/

。

计算各单抗的亲和常数
,

同时比

较它们 的相对亲和力大小
。

( A
。

为无抗 原时的光密度值
,

A 为不 同抗原浓度 时的 光密 度

值
,

K
D

为亲和常数
, a

。

为与单抗反应的抗原初始浓度 )
。



第 l期 杨克军等 :减蛋综合征病毒单克隆抗体的生物学特性鉴定

2 实验结果

2
.

1减蛋综合征病毒单克隆抗体的特异性

间接 EL IS A的结果表明 :这 o r株单抗只特异地作用于减蛋综合征病毒
,

而与 C E L O 病

毒
、

新城疫病毒
、

禽流感甲 l
、

甲 3 型病毒
、

及正常鸭胚尿囊液都不发生反应
。

.2 2 减蛋综合征病毒单克隆抗体的血凝抑制活性

微量血凝抑制试验的结果表明这 10 株单抗 中 4 BI
,

3C I
,

2C 5
,

3 C 6具有阻断减蛋综合征

病毒凝集鸡红细胞的能力
,

它们的效价分别为 2 4 ( 10 9
2

)
,

4 ( 10 9
2

)
,

7 ( 1
0 9

2

)
,

6 ( 1
0 9

2

)
。

其中 4 B I

的细胞培养上清液的血凝抑制效价为 1 l( lo g 2
)

,

其效价与阳性血清相近
,

效价为 12( lo g 2
)

。

.2 3 减蛋综合征病毒单克隆抗体的沉淀活性

这 10 株单抗在琼扩试验中都未能与减蛋综合征病毒形成可见 的沉淀线
,

但单抗两两的

混合物能 与抗原形成沉淀线
。

参照邹发明等 ( 19 83) 的方法
,

在琼脂糖凝胶 中加人 2% 的

P E G 一 600 0 也未发现有沉淀线出现
.

这些单抗也不与 C E L O 病毒沉淀抗原发生沉淀反应
。

.2 4 减蛋综合征病毒单克隆抗体的真实亲和力

根据 间接 E L IS A 试验所得 O D 值计算得各单抗 的真实亲和常数见表 1
。

这 10 株单抗

的亲和力大小依次为 2D 6 > 2 C 5 > 3C 6 > IB 3 > ID 4 > 4B I > 2A I > 3A 5 > 3C I > 3D 6
。

单抗

丸 g/
·

L
一 ’

表 1 各单抗的真实亲和常数 (凡 )

刀0 6 太二5 〕C6 IB3 1】】 4B I 么A I

0 D5 0
.

5 0
.

6 .0研 0
.

8 1
.

朋 2
.

43

35A 3C I 3D 6

.2 47 .3肠 58

3 讨论

间接 E L sI A 试验表 明这 10 株单抗都只作用于减蛋综合征病毒
,

与所试的其它病毒无交

叉反应
,

说明它们具有高度的特异性
。

同时
,

这些单抗也不与正常鸭胚尿囊液发生反应
,

这

表明我们所用的抗原其提纯效果是确实的
。

减蛋综合征病毒作为禽腺病 毒中的一种
,

它 与

禽腺病毒第 I 群有着部分共同的抗原 (B o u quet
et al

,

19 82)
,

但 M d F e

drr n 等 (19 7 8) 发现用

免疫荧光试验和琼脂扩散试验却不能检测到减蛋综合征病毒 与禽腺 病毒 的共 同抗 原
。

在

本试验 中无论是用间接 E L IS A 方法还是用琼脂扩散 的方法 都没 有检 测到 这些 单克 隆抗

体与 C E L O 病毒抗原发生反应
,

因而这 10 株单抗不是针对二者间的共同抗原
,

所以 可用这

些 单抗 区别减蛋综合征病毒与禽 工 群腺病毒
。

在这 or 株单抗 中
,

4BI
,

3C I
,

2C 5
,

3C 6 具有血凝抑制能力
,

其中以 4BI 的血凝抑制效价最

高
,

2 c 5
,

3C 6次之
,

3 C I 效价最低
。

这初步表明在涉及减蛋综合征病毒血凝活性的结构蛋白

多肤上有多个与血凝活性有关的抗原决定簇
,

它们的作用有主次之分
。

其 中 4B I 的作用位

点就是一个关键点
,

该位点的封闭与否直接关系到减蛋综合征病毒凝集 鸡红细胞的能力
。

根据减蛋综合征病毒纤突的结构特点可推测
,

这一位点处于纤突的顶端
,

2 C 5
,

3C 6 的作用位

点则偏离顶端
,

位于纤突的柄上
。

3 C I 针对的抗原位点受到的空间位阻作用最大
,

因而效价

最低
。

这 10 株单抗没有一株能沉淀减蛋综合征病毒琼扩抗原
,

在加了 2% P E G 一日〕(X ) 的琼扩
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试验 中也未发现有沉淀线出现
。

我们知道多克隆抗体在琼脂凝胶 中与相应的抗原反应可形

成沉淀线
,

但单抗则不然
,

有的能形成
、

有的则不能形成
,

这与单抗 只作用于相应抗 原上单

一的抗原决定簇有关 (顾方舟
,

19 8 5)
。

另一方 面
。

这 10 株单抗都属 lg G ( 因都是用辣根过

氧化物酶标记的羊抗 鼠 gI G 筛选出来的 )
。

刘宝全 ( 19 82) 认为 gI G 与抗 原只有两个 结合位

点
,

它们不能与大多数的抗原形成复杂的网络结构
,

而网络形成又恰恰是沉淀反应的必要条

件
,

所以有些单抗不能用于以沉淀反应为基础的检测方法
,

如免疫电泳或琼脂扩散试验等
。

进一步的 试验表明
,

两个单抗混合使用能产生可见的沉淀线
,

从另一方面说明了单抗在沉淀

反应上的局限性
。

亲和常数是单抗与抗原在均一的液相体系中达到结合 一 解离平衡时的平衡 常数
,

亦 称

解离常数 (坑 ) (张继全等
,

1993 )
。

单抗真实亲和力的计算不仅能让我们知道各单抗 与抗原

反应的具体情况
,

还能对它们的相对亲和力作 出比较
。

亲和常数愈大
,

表示单抗与抗原达到

结合 一 解离平衡时液体中游离的单抗愈多
,

那么
,

单抗的亲和力就愈小 ; 反之则愈大
。

单 抗

亲和力的大小 为单抗的合理应用提供了有力的证据
。

从试验结果可 以看 出
,

各单抗 的亲和

常数除 3D 6 外都很小
,

这说明单抗 的亲和力都很大
,

它们与病毒 的结合都是相 当牢固的
。

根据它们的其它生物学活性可有选择地将它们用于不同的目的
,

如应用亲和力相对较小 的

3 C I 来制备亲和层析柱
。
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