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［摘　 要］ 　 将禽网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ）囊膜蛋白 ｇｐ９０（ＳＵ）的基因合成后连接至原核表

达载体中进行表达，获得 ＲＥＶ － ＳＵ 蛋白，通过 Ｎｉ 柱亲和层析获得纯化的重组蛋白，免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠，应用杂交瘤技术获得 １ 株分泌特异性抗 ＲＥＶ － ＳＵ 蛋白的单克隆抗体杂交瘤细胞系（２Ａ２ 株），
该细胞株制备的腹水与不同 ＲＥＶ 毒株具有良好的反应性，荧光效价可达 １∶ ５１２００，与不同禽白血病

病毒毒株和其他常见禽的病原均没有交叉反应，特异性良好。 应用该单克隆抗体建立的间接免疫

荧光法能检出至少 ５ ＴＣＩＤ５０ ＲＥＶ 感染，与多克隆抗体作为检测一抗具有同等的效力，且检测背景更

加纯净，适用于外源性 ＲＥＶ 检验。
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ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｐ９０ （ＳＵ） ｏｆ ａｖｉａｎ ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ （ＲＥＶ） ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ａｎｄ ｌｉｇａｔｅｄ ｉｎｔｏ
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ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ （ ｓｔｒａｉｎ ２Ａ２） ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＲＥＶ － ＳＵ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ． Ｔｈｅ ａｓｃｉｔｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｈａｄ ｈｉｇｈ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＲＥＶ ｓｔｒａｉｎｓ， ｗｉｔｈ
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ｏｒ ｏｔｈｅｒ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ａｖｉａｎ ｖｉｒｕｓｅｓ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ． Ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｄｅｔｅｃｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ５ ＴＣＩＤ５０ ＲＥＶ，ａｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｓ
ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｐｕｒｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈａｔ
ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ＲＥＶ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｖｉａｎ ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ； ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｖｉｒｕｓｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ； ｇｐ９０； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ； ｉｎｄｉｒｅｃｔ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ

　 　 禽网状内皮组织增生症（Ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ，
ＲＥ）是指由反转录病毒科网状内皮组织增生症病

毒（Ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＲＥＶ）群引起的几种

禽类的一群病理综合征，主要包括矮小综合征、淋
巴组织及其他组织形成的慢性肿瘤、急性网状细

胞肿瘤等［１］ ，能引起严重的免疫抑制。 该病在禽

群中普遍存在，而且一旦种禽感染，可通过垂直传

播迅速波及整个群体。 疫苗中污染 ＲＥＶ 被认为

是近些年引起 ＲＥ 传播和流行的主要途径，报道

最多的是被 ＲＥＶ 污染的禽痘疫苗和马立克氏病

疫苗使用后引起的严重经济损失［２ － ３］ ，其次是禽

成髓细胞性白血病病毒作为反转录酶的来源而广

泛用于生化研究，其种毒含有低水平的 ＲＥＶ［４］ 。
２００４ 年，丁家波等利用间接免疫荧光法（ Ｉｎｄｉｒｅｃｔ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ， ＩＦＡ）、ＰＣＲ 和核酸杂交

等方法，对国内多家企业生产的禽痘病毒疫苗和禽

痘病毒（Ｆｏｗｌ ｐｏｘ ｖｉｒｕｓ， ＦＰＶ）临床分离株进行了

ＲＥＶ 污染和基因整合情况研究，发现所有疫苗样品

的 ＦＰＶ 基因组和临床分离株中均检出 ＲＥＶ 核酸阳

性或病毒阳性，这是我国首次关于 ＦＰＶ 基因组中整

合进 ＲＥＶ 基因组成分的报道［５］。 ２００５ － ２００９ 年，
李俊平等对 ２０３ 批次禽用活疫苗采用 ＩＦＡ 法进行

ＲＥＶ 污染检测，结果检出鸡马立克氏病火鸡疱疹病

毒活疫苗和鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒）２ 个品种共 ８
个批次呈阳性（３． ９％ ） ［４］。

目前，我国已强制要求兽用活疫苗生产必须使

用 ＳＰＦ 鸡胚，彻底杜绝用非免疫鸡胚制备活疫苗，
在一定程度上保证了禽用疫苗的质量和养禽业的

健康发展。 《欧洲药典》和《英国药典（兽药）》只对

生产禽源疫苗的种毒和生产原材料（主要是 ＳＰＦ 鸡

胚）进行 ＲＥＶ 污染的检测，对成品中是否污染 ＲＥＶ
没有要求检测。 《日本农林水产省兽医生物制品标

准》要求对成品进行 ＲＥＶ 污染检测。 我国从 ２０１０
年版《中国兽药典》开始将 ＲＥＶ 和禽白血病病毒

（Ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＡＬＶ）的检测列入禽外源病

毒检测必检项目［３］。 ＲＥＶ 检测采用 ＩＦＡ 方法进行，
使用的一抗为 ＳＰＦ 鸡制备的多克隆抗体，染色效果

良好。 但制备多克隆抗体过程繁琐、周期长、成本

高，而且多克隆抗体本身的特异性也有待提高。 为

降低制备成本，进一步提高检验的特异性，本研究

制备了针对 ＲＥＶ 主要囊膜蛋白 ｇｐ９０ 的单克隆抗

体，并建立了基于单抗的 ＩＦＡ 方法，用于外源性

ＲＥＶ 检验。
１　 材　 料

１． １　 细胞与动物　 ＳＰ２ ／ ０ 骨髓瘤细胞、ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠等单克隆抗体制备用材料均由北京六合华大蛋

白研发中心有限公司提供。 鸡胚成纤维细胞

（Ｃｈｉｃｋ ｅｍｂｒｙｏ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ， ＣＥＦ）按照现行《中国兽药

典》附录进行制备。
１． ２　 病毒

１． ２． １　 ＲＥＶ　 ＲＥＶ － Ｔ 株由中国兽医药品监察所

保存；ＣＹ １１１１ 株（２０１１ 年，山东，蛋鸡） ［６］、ＳＹ １２０９
株（２０１２ 年，辽宁，蛋鸡） ［６］、ＨＳ ／ １４１２ Ｒ 株 （２０１４
年，辽宁，蛋鸡） ［７］、ＨＬＪＲ ０９０１ 株 （２００９ 年，黑龙

江，蛋鸡） ［８］，均由哈尔滨兽医研究所提供； ＨＡ
１１０１ 株（２０１１，江苏，蛋鸡） ［９］，由扬州大学教育部

禽类预防医学重点实验室提供；ＩＢＤ － Ｃ １６０５ 株

（２０１５，山东，ＲＥＶ 污染疫苗） ［１０］、ＲＥＶ １６１２１４ 株

（２０１６，河北，蛋鸡）、ＳＤＡＵＳ － １ 株（２０１６，河北，公
鸡精液），由山东农业大学家禽肿瘤病实验室提供。
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１． ２． ２ 　 ＡＬＶ 　 ＡＬＶ － Ａ（ＲＡＶ － １ 株）、ＡＬＶ － Ｂ
（ＲＡＶ －２ 株）由中国兽医药品监察所保存；ＡＬＶ － Ｃ
（ＲＡＶ －４９）、ＡＬＶ － Ｊ（ＨＰＲＳ － １０３）由哈尔滨兽医

研究所提供；ＡＬＶ － Ｋ（ＳＤＡＵＡＫ １１ 株） ［１１］ 由山东

农业大学家禽肿瘤病实验室提供。
１． ２． ３ 　 其他病毒 　 鸡新城疫病毒（ＮＤＶ） Ｌａ Ｓｏｔａ
株、鸡传染性法氏囊病毒（ ＩＢＤＶ）Ｂ８７ 株、火鸡疱疹

病毒 （ ＨＶＴ） Ｆｃ１２６ 株、鸡马立克氏病毒活疫苗

（ＭＤＶ）ＣＶＩ ９８８ 株、禽腺病毒 Ｉ 群（ＦＡｄＶ － Ｉ）ＹＲ３６
株，均由中国兽医药品监察所保存。
１． ３　 菌种、载体 　 表达载体 ｐＥＴ － ３０ａ、表达菌

ＢＬ２１ 及蛋白表达与纯化试剂均由北京六合华大蛋

白研发中心有限公司提供。
１． ４　 其他试剂　 ＦＩＴＣ 标记的抗小鼠 ＩｇＧ，ｓｉｇｍａ 公

司产品；新生牛血清，Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司产品；Ｍ１９９ 细胞

培养液，Ｇｉｂｃｏ 公司产品。
２　 方　 法

２． １　 免疫原的制备　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的 ＲＥＶ
序列，采用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对 ＳＵ 蛋白进行二级结构、
亲疏水性、抗原性和功能区的分析，选取抗原表位

相对集中的 ５３ ～ ３６２ ａａ 蛋白序列作为目的片段。
对该区域的核苷酸片段（１０９８ ｂｐ）进行合成，并在

５′和 ３′端加入 ＥｃｏＲⅠ和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点，用于载体

的克隆。 序列合成在北京六合华大蛋白研发中心

有限公司进行。
用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 Ｘｈｏ Ｉ 分别对合成

的序列和质粒 ｐＥＴ － ３０ａ 进行双酶切，将纯化回收

的片段和表达载体酶切产物用 ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
连接后转化至感受态细胞（ ＢＬ２１）。 挑取单克隆

菌株培养，经 ＰＣＲ 鉴定后，用 ＩＰＴＧ（０． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
１６ ℃诱导过夜，离心收获菌体，超声破菌（５００ Ｗ，
１８０ 次，每次 ５ ｓ，间隔 ５ ｓ）。 通过镍柱纯化，经
ＳＤＳ － ＰＡＧＥ电泳检测纯度在 ８５ ％ 以上时，作为

单抗的免疫原。
２． ２　 单克隆抗体的制备与鉴定　 用上述纯化蛋白

按每只小鼠 ３０ μｇ ～ ６０ μｇ 的剂量，多次皮下注射 ４
只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠。 采用间接 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠

抗体效价，对血清效价较高的小鼠，用免疫原 ５０ μｇ

进行腹腔注射免疫冲击一次，免疫后 ３ 日，按常规

方法进行细胞融合。 将上述融合细胞培养物经 ＳＵ
蛋白包被的 ＥＬＩＳＡ 板进行两次筛选，挑选 ＥＬＩＳＡ 阳

性的杂交瘤细胞株上清采用 ＩＦＡ 方法筛选与 ＲＥＶ
全病毒具有良好反应性的细胞株。 然后选取免疫

荧光检测为阳性的细胞株采用有限稀释法进行亚

克隆，直至细胞克隆抗体阳性率达 １００ ％ ，扩大培

养后液氮中保存。 对筛选出的杂交瘤细胞株分别

进行亚型鉴定、细胞稳定性检测、无菌检验、支原体

检验、外源病毒检验。
２． ３　 腹水的制备　 经鉴定合格后，制备小鼠腹水。
取 ９ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 １０ 只，腹腔注射降植烷，每
只 ０． ５ ｍＬ。 ７ ～ １０ ｄ 后每只小鼠腹腔注射杂交瘤

细胞 １ × １０６ ～ １ × １０７ ／ ０． ５ｍＬ，７ ～ １０ ｄ 后观察小鼠

状态，待小鼠腹部明显膨大、行动不便时，抽取小鼠

腹水，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清， － ４０ ℃ 保

存。 间隔 ２ ～ ３ ｄ，若腹水再次产生，可再次采集。
２． ４ 　 效价测定 　 将 ＲＥＶ － Ｔ 株病毒液用含 ２％
新生 牛 血 清 的 Ｍ１９９ 培 养 液 稀 释 成 １００
ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，接种已长成良好 ＣＥＦ 单层的 ９６ 孔

板，１００ μＬ ／孔。 然后置 ３７ ℃、含 ５％ ＣＯ２的温箱中

培养 ５ ｄ，冷甲醇固定。 将腹水进行 １∶ ２００、１∶ ４００、
１∶ ８００、１∶ １６００、１∶ ３２００、１∶ ６４００、１ ∶ １２８００、１∶ ２５６００、
１∶ ５１２００、１∶ １０２４００ 稀释，测定效价。
２． ５　 特异性试验 　 对接种了 ＡＬＶ（ＲＡＶ － １ 株和

ＲＡＶ － ２ 株）、ＮＤＶ（Ｌａ Ｓｏｔａ 株）、ＩＢＤＶ（Ｂ８７ 株）、
ＦＡｄＶ － Ｉ（ＹＲ３６ 株）、ＨＶＴ（Ｆｃ１２６ 株）、ＭＤＶ（ＣＶＩ
９８８ 株）等病原（毒株信息见 １． ２ 项）的带毒细胞进

行检测，观察是否出现特异性荧光，以确定该单抗

的特异性。
２． ６　 单抗反应性协作标定　 委托中国农业科学院

哈尔滨兽医研究所、山东农业大学家禽肿瘤病实验

室、扬州大学教育部禽类预防医学重点实验室对该

单抗进行不同 ＲＥＶ 毒株反应性和不同亚型 ＡＬＶ 毒

株反应性验证试验。 毒株信息见 １． ２ 项。
２． ７　 ＩＦＡ 方法的建立

２． ７． １　 ＩＦＡ 试验程序

２． ７． １． １　 病毒感染细胞板的制备　 将阳性病毒用

·３·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 ６ 月第 ５６ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

含 ２％ 新 生 牛 血 清 的 Ｍ１９９ 培 养 液 稀 释 成

１００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，接种已长成良好 ＣＥＦ 单层的

９６ 孔板，１００ μＬ ／孔。 然后置 ３７ ℃、含 ５％ ＣＯ２ 的

温箱中培养 ５ ｄ，进行间接免疫荧光染色。
２． ７． １． ２ 　 固定　 采用冷甲醇固定细胞板，自然晾

干，２ ～ ８ ℃保存备用。
２． ７． １． ３　 加一抗（单克隆抗体）　 将待检的单克隆

抗体用 ＰＢＳ 稀释适宜倍数，加入 ＲＥＶ 感染细胞板

中，３７ ℃孵育。
２． ７． １． ４　 洗涤　 弃去板孔中的一抗，用 ＰＢＳ 洗涤

并轻微振荡洗涤。
２． ７． １． ５ 　 荧光二抗染色　 尽量弃尽洗液，每孔加

入用 ＰＢＳ 作适当稀释的荧光标记的羊抗小鼠 ＩｇＧ，
３７ ℃避光孵育。
２． ７． １． ６　 洗涤　 方法同 ２． ７． １． ４ 项。
２． ７． １． ７　 观察　 在倒置荧光显微镜下用蓝色激发

光（波长 ４９０ ｎｍ）观察。 被感染的 ＣＥＦ 细胞呈现绿

色荧光，有完整的细胞形态，周围未感染细胞不着

色，视野发暗。
２． ７． １． ８　 结果判定　 正常细胞对照背景最暗且无

特异性荧光。 根据荧光强弱，其结果可判为 － （无
特异性荧光，背景纯净）、 ＋ （１ 个视野内有 １ 个左

右的特异性荧光）、 ＋＋ （１ 个视野内有 １ ～ １０ 个特

异性荧光）、 ＋＋＋ （１ 个视野内有 １０ 个以上特异性

荧光）。
２． ７． ２　 ＩＦＡ 试验最适工作条件的确定

２． ７． ２． １　 一抗工作浓度的确定 　 按照 ２ ． ７ ． １ 项

程序，以 ＲＥＶ 单克隆抗体作为一抗，工作浓度设

１ ∶ ２００、１ ∶ ４００、１ ∶ ８００、１ ∶ １６００、１ ∶ ３２００、１ ∶ ６４００
稀释度，以呈现“ ＋＋＋ ”荧光强度的最大稀释倍

数作为一抗的最适工作浓度。
２． ７． ２． ２　 二抗工作浓度的确定　 以上述确定的反

应条件，将二抗分别作 １ ∶ １００、１ ∶ ２００、１ ∶ ４００ 稀释，
进行 ＩＦＡ 反应，以呈现“ ＋＋＋ ”荧光强度的最大稀释

倍数作为二抗的最适工作浓度。
２． ７． ２． ３　 一抗作用时间的确定　 以上述确定的反

应条件，分别以 ３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ 作为一抗作

用时间，进行 ＩＦＡ 反应，观察比较一抗作用时间对

试验结果的影响，确定一抗最适作用时间。
２． ７． ２． ４　 二抗作用时间的确定　 以上述确定的反

应条件，分别以 ３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ 作为二抗作

用时间，进行 ＩＦＡ 反应，观察比较二抗作用时间对

试验结果的影响，确定二抗最适作用时间。
２． ８　 人工感染试验　 取鸡传染性支气管炎活疫苗

（Ｈ１２０ 株）、鸡新城疫病毒活疫苗（Ｌａ Ｓｏｔａ 株）和鸡

马立克氏病活疫苗（ＣＶＩ ９８８ 株）三种疫苗各 １ 批，
样品处理前每 ５００ 羽份分别加入含 ５０ ＴＣＩＤ５０、
１０ ＴＣＩＤ５０、５ ＴＣＩＤ５０、１ ＴＣＩＤ５０ 的 ＲＥＶ － Ｔ 株阳性

病毒，同时设定未添加 ＲＥＶ 的疫苗对照组，按照

《中国兽药典》２０１５ 年版三部附录 ３３０４ 进行样品

处理、接种和传代培养，采用上述建立的 ＩＦＡ 方法

进行荧光染色，确定该方法最小检出限。 同时采

用 ＲＥＶ 多克隆抗体进行比较和验证。
３　 结果与分析

３． １　 重组 ＳＵ 蛋白的表达　 重组菌经诱导表达后，
超声破菌，离心，分别取上清和沉淀进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ
检测。 结果在沉淀中检测到大量的目的蛋白，说明

该重组蛋白表达形式为包涵体表达（图 １）。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：超声后上清； ２：超声后沉淀

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ； １：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ；

２：Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

图 １　 ＲＥＶ － ＳＵ 蛋白可溶性分析

Ｆｉｇ １　 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＥＶ － ＳＵ ｐｒｏｔｅｉｎ

３． ２　 重组 ＳＵ 蛋白的纯化与鉴定　 纯化后的蛋白

进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳，以 ＢＳＡ 为标准，通过 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 凝胶扫描分析估计蛋白浓度为 ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ，

·４·
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纯度为 ８５％ 。 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 结果显示在约 ４６ ｋＤ 处

有明显蛋白条带（图 ２）。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：蛋白原样；２：流穿；

３： １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱；４： ６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱；

５： ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱；６： ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ； １：Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ； ２：Ｆｌｏｗ ｔｈｒｏｕｇｈ； ３：Ｅｌｕｔｅｄ

ｂｙ １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ； ４：Ｅｌｕｔｅｄ ｂｙ ６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ；

５：Ｅｌｕｔｅｄ ｂｙ ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ； ６： ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ

图 ２　 ＲＥＶ － ＳＵ 蛋白纯化 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 图

Ｆｉｇ ２　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＲＥＶ － ＳＵ ｐｒｏｔｅｉｎ

３． ３ 　 杂交瘤细胞的筛选 　 采用 ＲＥＶ － Ｔ 株对

ＥＬＩＳＡ 阳性的杂交瘤细胞进行 ＩＦＡ 筛选，结果筛选

出 １ 株与病毒产生特异性荧光的杂交瘤细胞，命名

为 Ｍａｂ － ＳＵ －２Ａ２ 株。 结果见图 ３。

图 ３　 杂交瘤细胞上清液 ＩＦＡ 检测

Ｆｉｇ ３　 ＩＦＡ ｗｉｔｈ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

３． ４　 杂交瘤细胞的鉴定结果　 纯净性检验结果表

明，杂交瘤细胞株 Ｍａｂ － ＳＵ － ２Ａ２ 株无菌生长，无
支原体生长，无外源病毒污染，纯净性良好；该细胞

株亚型为 ＩｇＧ２ａ 亚型；连续培养 １０ 代，培养上清

ＩＦＡ 效价均在 １∶ １０ ～ １∶ ２０，稳定性好。

３． ５　 腹水效价测定 　 大量制备小鼠腹水，用 ＩＦＡ
方法测定抗体效价，结果表明，Ｍａｂ － ＳＵ － ２Ａ２ 株

单抗腹水稀释至 １∶ ５１２００ 时，细胞仍可见特异性绿

色荧光（图 ４），ＩＦＡ 效价为 １∶ ５１２００。

图 ４　 单抗 ２Ａ２ 腹水效价测定结果

Ｆｉｇ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＡ ｔｉｔｅｒ ｏｆ Ｍａｂ ２Ａ２ ａｓｃｉｔｅｓ

３． ６　 特异性试验 　 对接种了 ＡＬＶ（ＲＡＶ － １ 株和

ＲＡＶ － ２ 株）、ＮＤＶ（Ｌａ Ｓｏｔａ 株）、ＩＢＤＶ（Ｂ８７ 株）、
ＦＡｄＶ － Ｉ（ＹＲ３６ 株）、ＨＶＴ（Ｆｃ１２６ 株）、ＭＤＶ（ＣＶＩ
９８８ 株）病原的带毒细胞进行 ＲＥＶ 单抗荧光染色，
均未检测到特异性荧光，说明该单抗特异性良好。
３． ７　 协作标定结果　 三家实验室协作标定结果显

示，Ｍａｂ － ＳＵ －２Ａ２ 株单克隆抗体对于不同的 ＲＥＶ
毒株具有良好的反应性，分离株分别分离自山东、
辽宁、黑龙江、吉林、河北等地，分离年份从 ２０１１ 年

至 ２０１６ 年，样品来源包括蛋鸡、公鸡精液及受污染

的 ＩＢＤＶ 疫苗（图 ５）；与分离自不同年份的 Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｊ、Ｋ 等亚群的 ＡＬＶ 毒株均无交叉反应（图 ６），特异

性良好。
３． ８　 ＩＦＡ 方法条件优化 　 经优化，确定 ＩＦＡ 最适

反应条件为：一抗 １∶ ８００ 稀释，作用时间 ６０ ｍｉｎ；二
抗 １∶ ２００ 稀释，作用时间 ６０ ｍｉｎ。
３． ９　 人工感染试验　 结果表明，采用 ＲＥＶ 单克隆

抗体作为一抗对污染了不同剂量 ＲＥＶ 的鸡传染性

支气管炎活疫苗（Ｈ１２０ 株）、鸡新城疫病毒活疫苗

（Ｌａ Ｓｏｔａ 株）和鸡马立克氏病活疫苗（ＣＶＩ ９８８ 株）
三种疫苗进行检测的最低检出量分别为 ５ ＴＣＩＤ５０、
５ ＴＣＩＤ５０、１０ ＴＣＩＤ５０，与鸡抗 ＲＥＶ 多克隆抗体作为

一抗进行荧光染色结果相当 （分别为 ５ ＴＣＩＤ５０、
１０ ＴＣＩＤ５０、１０ ＴＣＩＤ５０），且背景更加纯净（图 ７）。
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图 ５　 单抗 ２Ａ２ 与不同 ＲＥＶ 毒株反应性结果

Ｆｉｇ ５　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍａｂ － Ｓｕ －２Ａ２ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＲＥＶ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ６　 单抗 ２Ａ２ 与不同 ＡＬＶ 毒株反应性结果

Ｆｉｇ ６　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍａｂ － Ｓｕ －２Ａ２ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＡＬＶ ｓｔｒａｉｎｓ

Ａ：１０ ＴＣＩＤ５０污染组 ＲＥＶ 单抗染色；Ｂ：疫苗对照组 ＲＥＶ 单抗染色；

Ｃ：１０ ＴＣＩＤ５０污染组 ＲＥＶ 多克隆抗体染色；Ｄ：疫苗对照组 ＲＥＶ 多克隆抗体染色

Ａ：Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＲＥＶ Ｍａｂ ｉｎ １０ ＴＣＩＤ５０ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｂ：Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＲＥＶ Ｍａｂ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

Ｃ：Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＲＥＶ Ｐａｂ ｉｎ １０ ＴＣＩＤ５０ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ； Ｄ：Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＲＥＶ Ｐａｂ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ７　 活疫苗中人工感染 ＲＥＶ 的 ＩＦＡ 检测

Ｆｉｇ ７　 ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ － ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＲＥＶ ｉｎ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ
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４　 讨论与结论

ＲＥＶ 感染可引起鸡群生产性能下降和免疫功

能低下，一旦疫苗污染 ＲＥＶ，可对养殖业造成巨大

经济损失［１］。 因此对禽用活疫苗进行 ＲＥＶ 污染检

测是确保疫苗产品质量和严格控制 ＲＥＶ 的重要手

段。 《中国兽药典》 ２０１０ 年版三部收录了外源性

ＲＥＶ 检验方法［１２］，该方法的颁布实施对禽用生物

制品的质量控制起到了至关重要的作用。 ２０２１ 年，
李雪莲随机抽取 ４ 种市售活疫苗，利用 ＲＴ － ＰＣＲ
法、《中国兽药典》ＩＦＡ 检测法和 ＳＰＦ 鸡检查法检测

活疫苗中的 ＲＥＶ 污染，比较三种检测方法的优劣。
结果表明，ＲＴ － ＰＣＲ 法方便、快捷，但会出现假阳

性；ＳＰＦ 鸡检查法结果可靠，但周期较长，成本高；
ＩＦＡ 检测法与传统鸡检查法相比具有快速、准确、
成本低的优点，便于临床推广应用［１３］。 《中国兽药

典》２０１０ 年版和 ２０１５ 年版中该方法采用 ＲＥＶ 多克

隆抗体作为荧光染色的一抗，在实施过程中发现，
受细胞状态、接种样品品种等因素的影响，偶尔会

出现检测背景不清的现象。
ｇｐ９０ 蛋白是一种膜表面糖蛋白，在不同时期和

地域的 ＲＥＶ 分离株基因组中其氨基酸同源性超过

９５％ ［１４］，保守性好，常被作为 ＲＥＶ 检测和禽病毒性

淋巴瘤（ＭＤＶ 和 ＡＬＶ）鉴别诊断的一个重要靶标蛋

白［１５ － １６］。 因此本研究将 ＲＥＶ 囊膜蛋白 ｇｐ９０（ＳＵ）
作为免疫原制备了单克隆抗体。 该单抗与不同

ＲＥＶ 毒株均具有良好的反应性，且与不同 ＡＬＶ 毒

株和常见禽源病毒均没有交叉反应，特异性良好。
采用该单克隆抗体建立的 ＩＦＡ 方法可检出至少

５ ＴＣＩＤ５０的 ＲＥＶ 感染，与多克隆抗体作为检测一抗

具有同等效力，且检测背景更加纯净清晰。 该成果

已被《中国兽药典》２０２０ 年版三部收录［１７］，用于禽

用生物制品及原材料中外源性 ＲＥＶ 的检测，为有

效控制我国禽用活疫苗质量、完善国家标准和动物

疫病防控提供了技术支持。

　 　 致谢：感谢哈尔滨兽医研究所高玉龙研究员、
扬州大学钱琨博士、山东农业大学赵鹏教授对本文

给予的大力支持和帮助！
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