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［摘　 要］ 　 为获得抗牛支原体 ＮＭ００１ 株单克隆抗体，并评价其特性，以牛支原体分离株 ＮＭ００１
作为抗原免疫 ６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，利用杂交瘤技术和间接 ＥＬＩＳＡ 方法筛选到 ２ 株能稳定分泌

抗牛支原体的单克隆抗体细胞，命名为 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３。 其细胞上清的间接 ＥＬＩＳＡ 抗体效价分别为

６． ４ × １０３ 和 １． ２ × １０４。 经亚型测定，单抗 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 均属于 ＩｇＧ１ 类，轻链均是 λ 型。 制备腹水

并对单抗进行纯化和特性鉴定，两株单抗的间接 ＥＬＩＳＡ 抗体效价分别为 １． ０２ × １０５ 和 ４． ０９ × １０５，
且两株单抗与无乳支原体、山羊支原体山羊肺炎亚种、丝状支原体山羊亚种、绵羊肺炎支原体、牛巴

氏杆菌均无交叉反应。 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示，２ 株单抗均能特异性识别牛支原体全菌蛋白中的相

应蛋白。 试验表明，单抗 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 能够与牛支原体发生特异性反应，从而为牛支原体血清学检测

提供一定的物质基础。
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ａｎｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ． Ｓｉｘ － ｗｅｅｋ － ｏｌｄ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ
ｗｉｔｈ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＮＭ００１， ｔｗｏ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｓｔａｂｌｙ ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＮＭ００１，
ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ ｎａｍｅｄ ａｓ ２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３， ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ． Ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３ ｗｅｒｅ ６． ４ × １０３ ａｎｄ １． ２ × １０４， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｂｏｔｈ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ ＩｇＧ１ ｃａｔｅｇｏｒｙ， ａｎｄ ａｌｌ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎｓ ｏｆ ２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３ ｗｅｒｅ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏλ ｃｈａｉｎ．
Ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３ ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ １． ０２ × １０５ ａｎｄ ４． ０９ × １０５，

·４３·



中国兽药杂志 ２０２４ 年 ２ 月第 ５８ 卷第 ２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｂｏｔｈ ２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３ ｃａｎ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
ｂｏｖｉｓ， ｂｕｔ ｎｏｔ ｒｅａｃｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ａｇａｌａｃｔｉａ， Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｃａｐｒｉｃｏｌｕｍ ｓｕｂｓｐ． ｃａｐｒｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
ｍｙｃｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． ｃａｐｒｉ ， Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｏｒ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｂｏｔｈ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３ ｃａｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ． Ｔｈｅｓｅ ｄａｔａ
ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３ ｃａｎ ｒｅａｃｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｗｉｔｈ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ， ｗｈｉｃｈ ｗｏｕｌｄ
ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ； ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

　 　 牛支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ， Ｍ． ｂｏｖｉｓ）是一种

能引起牛的肺炎、关节炎、结膜炎以及乳腺炎等多

种疾病的微生物［１］。 由于其没有细胞壁，对常规的

抗菌药物青霉素不敏感，且对其他的抗菌药物易产

生耐药性，导致感染后很难治疗［２ － ３］，严重危害养

牛业的健康发展［４］。 我国自 ２００８ 年分离到牛支原

体证实该病原存在以来［５ － ６］，全国多个地区均有报

道，且已给我国的养牛业造成了重大的经济损

失［７］。 近期我国牛支原体血清流行病学调查结果

显示，我国云南省内牛血清样本的牛支原体抗体阳

性率可达到 ３６． ３２％ ［８］，说明我国牛支原体的诊断

和防控急需加强。
目前，分离培养仍然是支原体最传统的鉴定和

诊断方法，但该方法耗时长且敏感度很低。 梁月梅

等人的研究结果表明，支原体分离培养的敏感度仅

为 ＰＣＲ 检测方法的 １ ／ ９． ５，说明聚合酶链式反应的

诊断更高效，特异性和敏感性更强［９］。 荧光 ＰＣＲ
（探针法）方法的应用使牛支原体检测的敏感度进

一步提高，但是上述检测方法需要特殊的仪器设

备，不易在基层的养殖场使用［１０］。 可视化环介导

等温扩增法可在一定的程度上克服上述检测方法

的难题， 但该方法容易因环 境 污 染 出 现 假 阳

性［１１ － １２］，急需建立快速和准确的诊断方法来预防

和控制牛支原体，而基于特异性高的单克隆抗体的

抗原检测方法的建立是一种重要的解决方案。 本

研究利用前期分离获得的牛支原体内蒙分离株

ＮＭ００１［１３］作为免疫原并结合无乳支原体等病原来

筛选和制备牛支原体单克隆抗体，从而为后期牛支

原体快速、准确诊断方法的建立提供物质基础。

１　 材料与方法

１． １　 试验材料 　 ＳＰ２ ／ ０ 骨髓瘤细胞株、牛支原体

ＮＭ００１ 株均为本实验室保存；支原体 ＥＺＨ 液体培

养基为本实验室制备；ＳＰＦ 级雌性 ６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠、经产 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌鼠购自北京维通利华实验动

物技术有限公司；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ Ｍａｒｋｅｒ，
均购自南京金斯瑞生物科技有限公司；ＭＥＭ 培养

液购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；马血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；胎牛血

清购自 ＰＡＮ 公司；聚乙二醇（ＰＥＧ １４５０）、弗氏佐

剂、ＨＡＴ 和 ＨＴ 选择性培养基均购自 Ｓｉｇｍａ 公司；
Ｍａｂ 亚类鉴定试剂盒均购自于北京博奥龙公司；
ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 购自宝生物工程（大连）有
限公司；细胞培养板、细胞培养瓶均购自 Ｃｏｒｓｔａｒ
公司。
１． ２　 免疫原的制备 　 牛支原体 ＮＭ００１ 株在 １０００
ｍＬ ＥＺＨ 培养基 ３７ ℃培养 ７２ ｈ 后，取适量作计数

用，剩余用终浓度为 ０． ４％ 的甲醛灭活 ４８ ｈ，９０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４５ ｍｉｎ 收集菌体，再用灭菌 ＰＢＳ 洗涤

５ 次，用 ＢＣＡ 试剂盒测定总蛋白浓度，于 － ８０ ℃
冻存。
１． ３ 　 动物免疫 　 以牛支原体 ＮＭ００１ 株灭活菌体

用等体积弗氏佐剂乳化，皮下多点注射免疫 ５ 只雌

性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，每只小鼠每次免疫抗原剂量为

１００ μｇ。 每隔 １４ ｄ 免疫 １ 次，三免后 ７ ～ １０ ｄ，眼眶

采血适量，用间接 ＥＬＩＳＡ 法测定血清效价，若血清

效价达到融合要求（效价高于 １２８００），则在融合前

三天加强免疫，直接用菌体蛋白腹腔注射，剂量为

５０ μｇ ／只。 免疫程序如表 １。
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表 １　 小鼠的免疫程序

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｍｉｃｅ
免疫次数 免疫途径 抗原剂量 ／ μｇ 佐剂

首免 颈背部多点皮下注射 １００ 弗氏完全佐剂

二免 颈背部多点皮下注射 １００ 弗氏不完全佐剂

三免 颈背部多点皮下注射 １００ 弗氏不完全佐剂

加强免疫 腹腔注射 ５０ 不加佐剂

１． ４　 细胞融合　 取免疫小鼠脾细胞与 ＳＰ２ ／ ０ 细胞

（１０∶ １）在 ＰＥＧ１４５０ 的作用下融合。 具体方法：取
５０ ｍＬ 离心管将细胞混合离心，弃上清，加入 １ ｍＬ
３７ ℃预热的 ＰＥＧ１４５０，轻轻旋动离心管，缓慢加入

１０ ｍＬ 无血清 ＤＭＥＭ 培养基，离心后弃上清；用含

２０％胎牛血清的 ＨＡＴ 培养基重悬细胞，铺布在含

有饲养细胞的 ９６ 孔细胞培养板中，细胞培养板放

入培养箱中培养。
１． ５　 杂交瘤细胞的筛选　 筛选用间接 ＥＬＩＳＡ，所
用包被抗原的制备方法是：分别收集牛支原体培

养物、无乳支原体培养物、山羊支原体山羊肺炎亚

种培养物，反复冻融 ８ 次后超声波破碎，用 ＢＣＡ
试剂盒测定蛋白浓度，分装保存于 － ２０ ℃，包被

浓度经滴定确定为 ２ μｇ ／ ｍＬ。 采用间接 ＥＬＩＳＡ 法

筛选与牛支原体反应阳性、与无乳支原体反应阴

性、与山羊支原体山羊肺炎亚种反应阴性的杂交

瘤细胞，有限稀释法分别亚克隆、建株、扩大培养，
并置于液氮中长期保存。
１． ６　 杂交瘤细胞分泌抗体的亚型鉴定　 按照北京

博奥龙公司单抗亚型鉴定试剂盒所附带的说明书

操作流程，用 ２ 株杂交瘤细胞培养上清分别检测单

抗亚型。
１． ７　 牛支原体单抗腹水的制备与纯化　 选取经产

的健康 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，腹腔注入 ０． ５ ｍＬ 弗氏不完

全佐剂。 １０ ｄ 后再向小鼠腹腔内注射杂交瘤细胞，
每只小鼠注射约 １０６ 个细胞。 当小鼠腹围明显膨

大，行动不便时，无菌抽取腹水。 选用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ
（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ １７ － ５０７９ － ０１）亲和柱纯化方法进

行纯化。

１． ８　 单抗特异性分析

１． ８． １　 单抗间接 ＥＬＩＳＡ 效价的测定　 用 ＰＢＳ 做稀

释液，杂交瘤细胞培养上清、纯化后的腹水从 １∶ １０
开始做倍比稀释，按上述建立的牛支原体间接

ＥＬＩＳＡ 方法测定效价，测定 ＯＤ４５０ ｎｍ后以阳性值 ／阴
性值 ＞ ２． １ 的最大稀释度为样品抗体效价。
１． ８． ２ 　 ＥＬＩＳＡ 检测单抗特异性 　 将无乳支原体、
山羊支原体山羊肺炎亚种、丝状支原体山羊亚种、
绵羊肺炎支原体、牛巴氏杆菌的全菌蛋白以及马血

清按照 １． ５ 项方法处理，包被 ＥＬＩＳＡ 板，２ μｇ ／ ｍＬ，
以间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定各株单抗的特异性。
１． ８． ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定单克隆抗体反应性 　 将

牛支原体和马血清进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳并转印

（５０ Ｖ，２ ｈ）至 ＰＶＤＦ 膜上，５％脱脂奶封闭 ９０ ｍｉｎ。
用不同种类的纯化后单克隆抗体（１∶ １０００ 稀释）与
不同的牛支原体泳道分别孵育（３７ ℃，１ ｈ）， 用单

克隆抗体的等量混合物（最终稀释度为 １∶ １０００）与
马血清泳道在相同条件下反应，ＰＢＳＴ 洗涤后，与
ＨＲＰ －羊抗鼠 ＩｇＧ（１∶ ５０００ 稀释）室温作用 ０． ５ ｈ，
洗涤后，化学发光检测仪检测。
２　 结　 果

２． １　 免疫原的制备　 通过培养、灭活、洗涤，获得

浓度为 １． ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的牛支原体 ＮＭ００１ 株，ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 鉴定结果如图 １ 所示。

Ｍ： 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； ＮＭ００１： 牛支原体分离株 ＮＭ００１

Ｍ： ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； ＮＭ００１： Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ＮＭ００１

图 １　 牛支原体分离株 ＮＭ００１ 的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ

Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ＮＭ００１ ｂｙ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ
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２． ２　 杂交瘤细胞的筛选和分泌抗体的亚型鉴定　
细胞融合后，经间接 ＥＬＩＳＡ 筛选出与牛支原体反应

阳性、与无乳支原体和山羊支原体山羊肺炎亚种反

应阴性的杂交瘤细胞阳性克隆，经过 ３ 次亚克隆

后，得到两株能稳定分泌抗牛支原体单克隆抗体的

杂交瘤细胞株，分别为 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３，杂交瘤细胞上

清的间接 ＥＬＩＳＡ 效价可达 ６． ４ × １０３ 和 １． ２ × １０４。
如表 ２ 所示，抗体亚型鉴定结果表明，２ 株分泌的单

克隆抗体均属于 ＩｇＧ１ 亚型，轻链均是 λ 型。

表 ２　 单克隆抗体亚型的鉴定

Ｔａｂ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｓｏｔｙｐｉｎｇ ｔｏ

ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
单抗 轻链 Ｉｇ 亚类

ＭｃＡｂ Ｌ ｃｈａｉｎ Ｉｇ ｓｕｂｃｌａｓｓ
２Ｃ５ λ ＩｇＧ１
７Ｇ３ λ ＩｇＧ１

２． ３　 单克隆抗体 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 的制备与纯化　 利用

经产小鼠制备杂交瘤细胞株 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 的腹水，将
收集到的腹水用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ （ ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ １７ －
５０７９ － ０１）亲和柱纯化方法进行纯化，结果如图 ２
所示，获得纯度较高的单克隆抗体 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３，其
浓度可达 ２． １ ｍｇ ／ ｍＬ 和 ３． ２ ｍｇ ／ ｍＬ。

Ｍ： 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １： 单克隆抗体 ２Ｃ５；２： 单克隆抗体 ７Ｇ３

Ｍ： ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ２Ｃ５；

２： Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ７Ｇ３

图 ２　 单克隆抗体的纯化

Ｆｉｇ ２　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３

２． ４　 单克隆抗体 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 的鉴定

２． ４． １　 单克隆抗体 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 的间接 ＥＬＩＳＡ 效价

测定　 选用牛支原体作为包被抗原建立的间接

ＥＬＩＳＡ 方法对单克隆抗体 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 进行效价测

定，结果显示单克隆抗体 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 的效价可达

１ ０２ ×１０５ 和 ４． ０９ ×１０５，工作浓度分别为２． ０６ ×１０ －５

ｍｇ ／ ｍＬ 和 ７． ８２ × １０ － ６ｍｇ ／ ｍＬ。

２． ４． ２　 单克隆抗体 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 的特异性检测　 如

表 ３ 所示，间接 ＥＬＩＳＡ 结果表明，２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 与无

乳支原体、山羊支原体山羊肺炎亚种、丝状支原体

山羊亚种、绵羊肺炎支原体、牛巴氏杆菌以及马血

清均不反应。
表 ３　 单克隆抗体特异性鉴定

Ｔａｂ ３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

菌株
单抗

２Ｃ５ ７Ｇ３

牛支原体 ＮＭ００１ 株 ＋ ＋
无乳支原体 － －

山羊支原体山羊肺炎亚种 － －
丝状支原体山羊亚种 － －

绵羊支原体 － －
多杀性巴氏杆菌马血清 － －

２． ４． ３　 单克隆抗体 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 与牛支原体反应的

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果表明，单克隆

抗体 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 均能与牛支原体全菌蛋白发生反

应，且两株单抗识别的蛋白大小相近，均在 ６０ ｋＤ

左右，而两株单抗均不与马血清发生反应。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１． ２Ｃ５ 与牛支原体的反应；２． ７Ｇ３ 与牛支

原体的反应；３． ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 等量混合物与马血清的反应

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ

ｗｉｔｈ ２Ｃ５； ２： Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ｗｉｔｈ ７Ｇ３；

３： Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｒｓｅ ｓｅｒｕｍ ｗｉｔｈ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３

图 ３　 ２Ｃ５ 和 ７Ｇ３ 与牛支原体反应的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ｗｉｔｈ

２Ｃ５ ａｎｄ ７Ｇ３ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
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３　 讨　 论

单克隆抗体的制备是建立优良抗原检测方法

的基础，而免疫原的选择是单克隆抗体制备的

关键。 虽然研究者通过基因组学以及蛋白组学分

析技术已经鉴定出了许多相对保守的抗原蛋白

（如 Ｐ２６、Ｐ４８、Ｐ８１、ＨＳＰ６０、α － 烯醇化酶、ＧＡＰＤＨ、
ＥＦ － Ｔｓ、ＭｉｌＡ 以及 ＴｒｍＦＯ 等） ［１４］，但很多蛋白的免

疫保护作用（如 Ｖｓｐｓ、ＰＭＢ６７ 以及 ＧＡＰＤＨ） ［１５ － １６］

未得到确认，导致单一的蛋白很难作为免疫原来制

备牛支原体的单克隆抗体。 为了制备出优良的抗

牛支原体单克隆抗体，选择以牛支原体全菌体作为

免疫原。 为了保证灭活彻底且免疫原性不被破坏，
选择终浓度为 ０． ４％的甲醛灭活 ４８ ｈ。

已有的研究表明牛支原体和无乳支原体 ＰＧ２
同源性很高［１７ － １８］，以牛支原体为免疫原制备的单

抗，易产生与无乳支原体发生交叉反应的克隆株。
任泽民等以牛支原体全菌体制备的 ６ 株单克隆均

能够与无乳支原体发生交叉反应［１９］。 为此，本研

究在杂交瘤细胞株的筛选阶段，用牛支原体包被

ＥＬＩＳＡ 板做阳性筛选，用无乳支原体、山羊支原体

山羊肺炎亚种包被 ＥＬＩＳＡ 板做阴性筛选，从源头淘

汰发生交叉反应的克隆株，从而保证筛到特异性高

的牛支原体单抗。 此外，为了排除马血清对单克隆

抗体筛选的干扰，本研究采用灭菌 ＰＢＳ 将灭活后的

牛支原体洗涤了 ５ 次，同时通过 ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 方法证实了单克隆抗体与马血清无反应性。

ＥＬＩＳＡ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果均表明本研究制备

的两株单克隆抗体与牛支原体能够发生很好的特

异性结合，但两株单抗针对的抗原表位还未知。 本

研究前期分别通过原核表达系统获得了 ３ 种常见

的重组牛支原体蛋白，但均未能与获得的两株单抗

发生特异性的反应，这可能是由于牛支原体抗原复

杂，未获得单克隆抗体的靶标蛋白，或者是由于原

核表达的重组蛋白丧失了单克隆抗体针对的天然

表位。 上述获得的牛支原体单克隆抗体一方面可

与灭活的支原体结合，建立牛支原体抗体阻断

ＥＬＩＳＡ 方法；另一方面可将获得的单克隆抗体作为

包被抗原建立用于双抗夹心检测牛支原体病原。

为了将抗牛支原体单克隆抗体更好地运用到牛支

原体的抗原 ／抗体血清学检测以及牛支原体 ＮＭ００１
株的致病性研究，后期需要投入更多的研究来分析

获得这两株特异性单克隆抗体针对的抗原表位

信息。
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