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［摘　 要］ 　 为获得副流感病毒 ５ 型 ＳＨ 蛋白的单克隆抗体，将构建的重组表达质粒 ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ 转

化 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓ，经 ＩＰＴＧ 诱导表达、过镍柱纯化后将重组蛋白作为免疫原，免疫 ８ 周龄 Ｂａｌｂ ／ ｃ 雌

性小鼠，并按常规方法制备杂交瘤细胞。 通过间接免疫荧光方法进行筛选，获得 ３ 株杂交瘤细胞

株，命名为 ５Ｂ９、３Ｇ８、４Ｅ１１，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
株细胞株连续传代 １０ 代均稳定分泌单克隆抗体，细胞上清液 ＩＦＡ 效价稳定，分泌单克隆抗体亚型

均为 ＩｇＧ２ａ。 制备并纯化了 １ 株（５Ｂ９）单克隆抗体，浓度为 ４． ２６ ｍｇ ／ ｍＬ，纯度不低于 ９０％ ，ＩＦＡ 效价

不低于１∶ ２０００，与猪牛等常见病毒均无交叉反应。
［关键词］ 　 副流感病毒 ５ 型；ＳＨ 蛋白；单克隆抗体

基金项目： 中国兽医药品监察所所级课题（２０１８０１）

作者简介： 吴华伟，研究员，从事兽用生物制品的检验和研究工作。

通讯作者： 秦义娴。 Ｅ － ｍａｉｌ：ｙｉｘｉａｎｑｉｎ８７＠ １２６． ｃｏｍ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＳＨ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
Ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｖｉｒｕｓ ５

ＷＵ Ｈｕａ － ｗｅｉ， ＬＩＵ Ｄａｎ， ＣＨＥＮ Ｘｉａｏ － ｃｈｕｎ， ＧＡＯ Ｊｉｎ － ｙｕａｎ，ＤＥＮＧ Ｙｏｎｇ，ＱＩＮ Ｙｉ － ｘｉａｎ∗，
ＳＵ Ｊｉａ，ＨＵＡＮＧ Ｘｉａｏ － ｊｉｅ，ＸＵＥ Ｑｉｎｇ － ｈｏｎｇ，ＣＨＥＮ Ｙａｎ － ｆｅｉ
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　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＱＩＮ Ｙｉ － ｘｉａｎ， Ｅ － ｍａｉｌ：ｙｉｘｉａｎｑｉｎ８７＠ １２６． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＳＨ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５ （ＰＩＶ５）， ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｐｌｙｓ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ， ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｎｉｃｋｅｌ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ｕｓｅｄ ａｓ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ｔｏ ｉｍｍｕｎｉｚｅ ８ － ｗｅｅｋ －
ｏｌｄ ｆｅｍａｌｅ Ｂａｌｂ ／ ｃ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｔｈｒｅｅ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ， ｎａｍｅｄ ５Ｂ９， ３Ｇ８ ａｎｄ ４Ｅ１１， ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅｉｒ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ， ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｕｂｃｌａｓｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ ｓｔａｂｌｙ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ １０ ｐａｓｓａｇｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ＩＦＡ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｓｔａｂｌｅ， ａｎｄ
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ｔｈｅ ｓｕｂｔｙｐｅ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗａｓ ＩｇＧ２ａ． Ａ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ （５Ｂ９） ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｍｏｕｓｅ ａｓｃｉｔｅｓ
ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ，ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ４． ２６ ｍｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｗａｓ ｎｏｔ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ９０％ ，ｔｈｅ ＩＦＡ
ｔｉｔｅｒ ｗａｓ ｎｏｔ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １ ∶ ２０００，ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｉｍａｌ
ｖｉｒｕｓｅｓ ｂｙ ＩＦＡ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＰＩＶ５； ＳＨ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 副流感病毒 ５ 型（Ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５， ＰＩＶ５）
属于副黏病毒科腮腺炎病毒属，基因组为不分节段

的单股负链 ＲＮＡ，全长 １５２４６ ｂｐ，由 ３’前导序列、
５’尾随序列和 ７ 个非重叠基因组成：３’－ Ｎ － Ｐ ／ Ｖ －
Ｍ － Ｆ － ＳＨ － ＨＮ － Ｌ － ５’，依次编码核衣壳蛋白

（ＮＰ）、磷酸化蛋白（Ｐ）、Ｖ 蛋白、膜基质蛋白（Ｍ）、
小疏水性蛋白（ＳＨ）、血凝素 － 神经氨酸酶（ＨＮ）、
聚合酶蛋白（Ｌ） ［１］。 ＳＨ 蛋白作为病毒的主要包膜

糖蛋白，能够抑制 ＴＮＦ － α 介导的细胞凋亡［２ － ４］。
２０１８ 年，中监所采用 ＲＴ － ＰＣＲ 方法首次从某企业

的猪伪狂犬病活疫苗中检测到 ＰＩＶ５ 污染［５］，随后

在 ＰＩＶ５ 污染来源筛查中发现细胞和牛血清为主要

的污染来源。 对于兽用生物制品以及动物源性原

辅材料中是否污染 ＰＩＶ５ 外源病毒的检测而言，ＲＴ
－ ＰＣＲ 方法仅可以作为初筛方法或企业内控方法，
荧光抗体检查法是现行《中国兽药典》检测特定外

源病毒的推荐方法。 国外已有个别 ＰＩＶ５ 蛋白的单

克隆抗体（如 Ｆ 蛋白）供应，但国内除 ＰＩＶ５ ＲＴ －
ＰＣＲ 检测试剂盒外，尚无 ＰＩＶ５ 单克隆抗体或荧光

抗体检测试剂供应，亟需开展 ＰＩＶ５ 单克隆抗体研

究。 研究采用原核表达的 ＰＩＶ５ ＳＨ 蛋白按常规方

法免疫小鼠后，共筛选到 ３ 株杂交瘤细胞，均可识

别 ＰＩＶ５ 毒株，为外源性 ＰＩＶ５ 污染检测用免疫荧光

试剂奠定了基础。
１　 材料与方法

１． １　 细胞、毒株、重组质粒、实验动物　 Ｖｅｒｏ 细胞、
ＰＩＶ５ ／ ０１ 株， 均 由 中 国 兽 医 药 品 监 察 所 保 存；
ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ 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（ＤＥ３） ｐｌｙｓ 购自

北京全式金公司；ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购

自碧云天生物技术有限公司；Ｐｒｏｔｅｒｉｎ Ｍａｒｋｅｒ 购自

ＴａＫａＲａ 公司；ＨＡＴ、ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ
为 Ｓｉｇｍａ 公司产品；Ｍｏｕｓｅ 单克隆抗体亚型鉴定试

剂盒 为 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公 司 产 品； ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ －
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 ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ 的诱导表达　 将重组

质粒 ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ ０． ５ μＬ 转化 １００ μＬ ＢＬ２１（ＤＥ３）
ｐｌｙｓ 感受态细胞，挑菌于 ２ ｍＬ 相应抗性的 ＬＢ 培养

液中 ３７ ℃振荡培养 １２ ｈ，获得种子菌。 按 １ ∶ １００
（Ｖ ／ Ｖ）接种于 ３ ｍＬ ＬＢ 培养液中，３７ ℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ
培养。 培养至 ＯＤ ＝ ０． ６ － ０． ８，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 －
１００ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ｐＨ８． ０）溶液吹散（加
入缓冲液的量视菌体量而定），加入与缓冲液等体

积的 ２ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，１００ ℃煮 ５ ｍｉｎ，电泳检测。
１． ４　 ＳＨ 重组蛋白的可溶性分析　 接 １ ～ ２ μＬ 活

化的菌液到 ５ ｍｌ 相应抗性 ＬＢ 液体培养基中，
３７ ℃培 养， ２００ ｒ ／ ｍｉｎ。 将 培 养 的 菌 液 转 接 到

１０００ ｍＬ相 应 抗 性 ＬＢ 液 体 培 养 基 中， ３７ ℃，
２００ ｒ ／ ｍｉｎ，培养至 ＯＤ ＝０． ６ －０． ８，ＩＰＴＧ（０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
３７ ℃诱导 ４ ｈ。 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（ｐＨ ８． ０）
溶液吹散。 电泳检测。
１． ５　 ＳＨ 重组蛋白的纯化　 用去离子水洗镍柱，至
ｐＨ ７． ０。 挂镍，至 ｐＨ ２ － ３。 用去离子水洗柱至

ｐＨ ７． ０。 用 １００ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ｐＨ ８． ０）
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溶液平衡镍柱。 用 ５０ ｍＬ 含 ０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠的

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ｐＨ ８． ０）溶液平衡镍柱。 稀

释样品，使样品中含氯化钠终浓度为 ０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ，上
样。 上 样 结 束 后， 用 含 ０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯 化 钠 的

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ｐＨ ８． ０）溶液洗柱。 分别用

含 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑、６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ（ｐＨ ８． ０）（含 ０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠）溶液洗

脱，分别收集蛋白峰。 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测蛋白

纯化效果。
１． ６　 动物免疫 　 将纯化后的 ＳＨ 蛋白与 Ｑｕｉｃｋ⁃
Ａｎｔｉｂｏｄｙ － Ｍｏｕｓｅ ３ Ｗ 佐剂等体积混匀，通过后腿

肌肉注射免疫小鼠，每只小鼠接种 １００ μＬ。 此后

每隔 １４ 天按相同剂量、相同途径加强免疫，共免

疫 ３ 次。 融合前 ３ 日使用 ２００ μＬ 抗原加强免疫

一次。
１． ７　 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

ＳＰ２ ／ ０ 细胞，用无血清培养基洗 ３ 次，计数并重悬，
调整细胞浓度为 １ × １０７个 ／ ｍＬ，４ ℃放置备用。 将

脾细胞和 ＳＰ２ ／ ０ 细胞按 ５ ∶ １ 混合，４ ℃ 离心，１０００
ｒ ／ ｍｉｎ，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 ℃离心，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ，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

采用间接免疫荧光方法进行检测。
１． ８　 杂交瘤细胞筛选

１． ８． １　 荧光筛选板制备　 将 ＰＩＶ５ ／ ０１ 株用病毒培

养液稀释为 １０００ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，接种已长成细胞单层

的 ９６ 孔 Ｖｅｒｏ 细胞培养板，每孔 １００ μＬ， 同时设立

正常细胞对照。 置 ３７ ℃培养 ９６ ～ １２０ ｈ。 然后弃

去培养液，用 ８０％冷丙酮每孔加入 １００ μＬ 固定 ３０
ｍｉｎ，自然风干后作为荧光染色板。
１． ８． ２　 间接免疫荧光试验程序　 在 ＰＩＶ５ ／ ０１ 株接

毒孔和正常细胞孔中各加入 ５０ μＬ 细胞培养上清，
置 ３７ ℃湿盒作用 ４５ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 液洗涤 ５ 次，每次

３ ｍｉｎ；然后加入二抗 （羊抗小鼠 ＦＩＴＣ 荧光抗体

１∶ ２００），３７ ℃ 湿盒作用 ４５ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 液洗涤 ５
次，每次 ３ ｍｉｎ，置于倒置显微镜下观察结果，以
正常细胞对照背景最暗且无特异性荧光，阳性病

毒孔出现特异性荧光作为阳性杂交瘤细胞选择

的依据。
１． ９　 杂交瘤细胞的鉴定

１． ９． １　 类及亚类的鉴定　 使用 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司的

Ｍｏｕｓｅ 单克隆抗体亚型鉴定试剂盒鉴定单抗亚类。
具体步骤如下：将杂交瘤细胞上清以 １ × ＰＢＳＴ
１∶ １００稀释后加入样品孔中，５０ μＬ ／孔。 将 １ ×羊抗

鼠 ＩｇＡ ＋ ＩｇＭ ＋ ＩｇＧ － ＨＲＰ 加入样品孔中，５０ μＬ ／
孔。 混匀器上轻轻混匀，盖上封板膜，室温孵育

１ ｈ。 弃去孔内液体，１ × ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次，吸水纸上

拍干。 将显色液 Ａ 液和 Ｂ 液按 １∶ １００ 混合后加入

孔中，１００ μＬ ／孔。 室温避光显色 １０ ～ ２０ ｍｉｎ，每孔

加入终止液，１００ μＬ ／孔。 结果判定：通过酶标仪读

取 ＯＤ４５０值，以 ＯＤ４５０值最高的孔对应的亚类即为单

抗亚类。
１． ９． ２　 ＩＦＡ 效价测定　 用 ＰＢＳ 将杂交瘤细胞上清

分别稀释为 １∶ １０、１∶ ２０、１∶ ４０、１∶ ８０、１ ∶ １６０ 后按照

１． ８． ２ 间接免疫荧光方法进行检测，可观察到特异

性荧光的最高稀释度即为杂交瘤细胞上清的 ＩＦＡ
效价。
１． ９． ３　 细胞稳定性检测　 将杂交瘤细胞株体外

连续培养 １０ 代，分别取第 １、５、１０ 代细胞上清及

其１ ∶ ５、１ ∶ １０、１ ∶ ２０、１ ∶ ４０、１ ∶ ８０ 稀释度，按照

１ ． ８ ． ２间接免疫荧光方法测定 ＩＦＡ 效价。 以 ＩＦＡ
效价不低于第 １ 代 ＩＦＡ 效价作为细胞稳定性判

定标准。
１． １０　 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 后经腹腔注射杂交

瘤细胞，将杂交瘤细胞浓度调整为 ２ × １０６个细胞 ／
ｍＬ，每只小鼠注射 ０． ５ ｍＬ。 待小鼠腹腔膨大时收

取腹水，４ ℃ １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清

液，即获得单克隆抗体。
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１． １１　 单克隆抗体的纯化与鉴定

１． １１． １ 　 单克隆抗体的纯化 　 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，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 ｐＨ ７． 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 ｐＨ ７． 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 ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘

氨酸缓冲液， ｐＨ ３． 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。
１． １１． ２ 　 浓度测定　 采用紫外分光光度计测定纯

化后的单克隆抗体浓度。
１． １１． ３　 ＩＦＡ 效价测定 　 用 ＰＢＳ 将纯化后的单克

隆抗体稀释为 １ ∶ １００、 １ ∶ ２００、 １ ∶ ５００、 １ ∶ １０００、
１∶ ２０００、１∶ ４０００ 后按照 １． ８． ２ 间接免疫荧光方法进

行检测，可观察到特异性荧光的最高稀释度即为单

克隆抗体的 ＩＦＡ 效价。
１． １１． ４ 　 特异性检测 　 将 ＢＰＩＶ３、ＢＶＤＶ、 ＩＢＲＶ、
ＢＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＰＶ、ＰＲＶ、ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ、ＰＲＲＳＶ、ＰＣＶ２
等毒株分别稀释为 １０００ＴＣＩＤ５０ ／ ｍｌ，然后接种已长

成单层的敏感细胞的 ９６ 孔培养培养板，同时设正

常细胞对照。 培养 ３ ～ ４ 日后弃去上清液，８０％ 冷

丙酮固定后，采用制备的 ＰＩＶ５ 单克隆抗体进行 ＩＦＡ
染色，评价单抗的特异性。
２　 结果与分析

２． １　 ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ 的诱导表达　 取 １ ｍＬ 诱导表达

的菌液进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ，结果在 ６８ ｋｕ 处可见表达

条带，符合预期（图 １）。
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，ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ 蛋白主要出现在上清

中，提示该蛋白在上清中表达（图 ２）。
２． ３　 蛋白纯化结果　 将表达蛋白挂镍柱后用不同

浓度的咪唑（１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）洗脱，分别收集

蛋白峰，进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测，结果显示咪唑

Ｍ． 蛋白分子质量标准；１． 未诱导对照（ＢＬ２１）；

２ － ４：ＩＰＴＧ 诱导（ＢＬ２１）；５：０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ；

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

２ － ４：ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ（ＢＬ２１）；５． ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ；

图 １　 ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ 诱导表达

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ

Ｍ． 蛋白分子质量标准；１． ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ；

２． 超声后全菌；３． 超声后上清；４． 超声后沉淀

Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ；１． ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ；

２． Ｔｏｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ；

３． Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ； ３． Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ．

图 ２　 ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ 重组蛋白可溶性分析

Ｆｉｇ ２　 Ｓｏｌｕｂｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐＥＴ４３ａ －ＳＨ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

洗脱的最佳浓度为 ６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 最终获得纯度较高

的 ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ 重组蛋白，浓度为 １． ７ ｍｇ ／ ｍＬ（图 ３）。
２． ４　 杂交瘤细胞筛选　 共筛选出 ３ 株 ＩＦＡ 荧光阳

性杂交瘤细胞株， 分别命名为 ５Ｂ９、 ３Ｇ８、 ４Ｅ１１
（图 ４）。
２． ５　 杂交瘤细胞的鉴定

２． ５． １　 类及亚类的鉴定　 采用 Ｍｏｕｓｅ 单克隆抗体

亚型鉴定试剂盒对三株杂交瘤细胞进行鉴定，结果

显示 ５Ｂ９、３Ｇ８、４Ｅ１１ 重链类型均为 ＩｇＧ２ａ，轻链类

型均为 Ｋａｐｐａ（表 １）。
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Ｍ． 蛋白分子质量标准；１． 蛋白原样；２：流穿；３：１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱；

４ － ５：６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱；６：０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ

Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ； １． Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ； ２． Ｆｌｏｗ ｔｈｒｏｕｇｈ； ３． １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ；

４ － ５： ６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｅｌｕｔｉｏｎ； ６． ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ

图 ３　 ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ 重组蛋白的纯化

Ｆｉｇ ３　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｉｔｏｎ ｏｆ ｐＥＴ４３ａ － ＳＨ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

１． 杂交瘤细胞株 ５Ｂ９； ２． 杂交瘤细胞株 ３Ｇ８；３． 杂交瘤细胞株 ４Ｅ１１；４． 正常细胞对照

１． Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ５Ｂ９； ２． Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ３Ｇ８； ３． Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ４Ｅ１１； ４． Ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 杂交瘤细胞株的间接免疫荧光分析

Ｆｉｇ ４　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

表 １　 ＥＬＩＳＡ 法测定单克隆抗体类及亚类

Ｔａｂ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ ｏｆ ＭｃＡｂｓ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

样品编号 ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ３ ＩｇＡ ＩｇＭ Ｋａｐｐａ Ｌａｍｂｄａ

５Ｂ９ ０． ０５９３ １． ８７０３ ０． ０５７６ ０． ０８１６ ０． ０５９６ ０． １６２２ １． ３８８２ ０． ０５５６

３Ｇ８ ０． ０６３２ ２． １７８５ ０． ０６５ ０． ０６９４ ０． ０８１５ ０． ７１６２ １． ８８０７ ０． １１４４

４Ｅ１１ ０． ０５８２ １． ７８１４ ０． ０５９３ ０． ０５７９ ０． ０５５６ ０． ０６０９ １． ５１２５ ０． ０６１２

·５·
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２． ５． ２ 　 细胞上清 ＩＦＡ 效价测定 　 经测定，５Ｂ９、
３Ｇ８、４Ｅ１１ 三株杂交瘤细胞细胞上清 ＩＦＡ 效价分别

为 １∶ ２０、１∶ １０：１∶ ５。
２． ５． ３　 细胞分泌稳定性　 将杂交瘤细胞株体外连

续培养 １０ 代，分别取其第 １、５、１０ 代细胞上清，
５Ｂ９、３Ｇ８、４Ｅ１１ 三株杂交瘤细胞细胞上清 ＩＦＡ 效价

分别为 １∶ ２０ ～ １∶ ４０、１∶ １０、１∶ ５ ～ １∶ １０，稳定性较好。
２． ６　 腹水纯化结果　 将 ５Ｂ９ 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）。

Ｍ． 蛋白分子质量标准；１． ５Ｂ９ 腹水挂柱后流穿液；

２． ５Ｂ９ 腹水挂柱后平衡液洗杂；３． ５Ｂ９ 腹水纯化洗脱液

Ｍ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｒｋｅｒ； １． ５Ｂ９ ａｓｃｉｔｅｓ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｕｓｅｄ

ａｆｔｅｒ ｈａｎｇｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍ； ２． Ｃｌｅａｎｉｎｇ ｏｆ ５Ｂ９ ａｓｃｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｂａｌａｎｃｅｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｈａｎｇｉｎｇ ｃｏｌｕｍｎ； ３． ５Ｂ９ ａｓｃｉｔｅｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｅｌｕｅｎｔ

图 ５　 ５Ｂ９ 腹水纯化结果

Ｆｉｇ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ５Ｂ９ ａｓｃｉｔｅｓ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２． ７　 腹水单抗浓度测定　 采用紫外分光光度计检

测抗体浓度，浓度为 ４． ２５６ ｍｇ ／ ｍＬ。
２． ８　 ＩＦＡ 效价测定　 经测定，纯化后 ５Ｂ９ 单抗 ＩＦＡ
效价可达到 １∶ ２０００（图 ６）。
２． ９　 特异性检验 　 采用纯化后的 ５Ｂ９ 单抗进行

ＩＦＡ 染色，除 ＰＩＶ５ ／ ０１ 株阳性对照外，与 ＢＰＩＶ３、
ＢＶＤＶ、ＩＢＲＶ、ＢＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＰＶ、ＰＲＶ、ＰＥＤＶ、ＴＧＥＶ、
ＰＲＲＳＶ、ＰＣＶ２ 等感染的细胞孔及其正常细胞对照

孔均无特异性绿色荧光出现，说明特异性良好。
３　 讨论与结论

副流感病毒 ５ 型自 １９５６ 年从原代猴肾细胞中

首次分离［６］ 以来，传播迅速，目前已分布至全球。

１． ５Ｂ９ 腹水 １∶ １０００ 染色；２． ５Ｂ９ 腹水 １∶ ２０００ 染色；

３． 正常细胞对照

１． ５Ｂ９ ａｓｃｉｔｅｓ １∶ １０００ ｓｔａｉｎｉｎｇ； ２． ５Ｂ９ ａｓｃｉｔｅｓ １∶ ２０００ ｓｔａｉｎｉｎｇ；

３． Ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ６　 ５Ｂ９ 腹水的 ＩＦＡ 效价测定

Ｆｉｇ ６　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＡ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ５Ｂ９ ａｓｃｉｔｅｓ

ＰＩＶ５ 感染宿主范围较广，可感染人、犬、猫、猪、牛、
虎、小熊猫、豚鼠等多种宿主［７ － ９］。 ＰＩＶ５ 可通过呼

吸道途径在易感动物中水平传播，除犬出现明显的

呼吸道症状可诱发感染犬出现“犬窝咳”外，其他动

物大都呈现隐性感染，不易被发现，可成为影响兽

用生物制品质量的潜在风险。 牛血清、细胞（原代

细胞或传代细胞）、种毒等为 ＰＩＶ５ 污染的主要来

源［１０］，除可采用 ＲＴ － ＰＣＲ 方法进行快速初筛外，
最终需要采用病毒分离并结合免疫荧光方法才能

进行确诊。 鉴于国内尚无 ＰＩＶ５ 单克隆抗体及免疫

荧光抗体，开展相关试剂研制十分迫切。
目前，常用 ＥＬＩＳＡ、ＩＦＡ 等方法作为杂交瘤细胞

筛选的方法。 相比较 ＥＬＩＳＡ 方法而言，ＩＦＡ 方法直

接与感染病毒进行反应，能更大可能识别 ＰＩＶ５ ＳＨ

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。 本研究利用大肠杆菌表达的纯化 ＰＩＶ５ ＳＨ

蛋白，按常规方法免疫小鼠，采用间接免疫荧光方

法筛选出 ３ 株杂交瘤细胞株，制备的腹水单抗 ＩＦＡ

效价可达到 １∶ ２０００，与 ＢＰＩＶ３ 等猪牛常见病毒均无

·６·
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交叉反应，为下一步开展 ＰＩＶ５ 诊断试剂（如 ＩＦＡ 检

测试剂盒）研制奠定了物质基础。
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