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［摘　 要］ 　 为制备血清 １ 型马立克氏病病毒（Ｍａｒｅｋ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，ＭＤＶ）单克隆抗体，以超速离心

浓缩的血清 １ 型 ＭＤＶ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 毒株免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，应用杂交瘤技术制备单克隆抗体。
通过亚克隆、间接 ＥＬＩＳＡ 和间接免疫荧光（ Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ， ＩＦＡ）筛选，获得 ３ 株分

泌特异性抗血清 １ 型 ＭＤＶ 单克隆抗体的杂交瘤细胞系，分别命名为 ４Ｄ９、１Ｃ５ 和 １Ｆ１０，并对其进行

特异性分析。 间接 ＥＬＩＳＡ 结果显示，４Ｄ９、１Ｃ５ 和 １Ｆ１０ 制备的腹水 ＥＬＩＳＡ 效价分别达 ５． １ × １０４、
８ ２ × １０５、４． １ × １０５，可用于后续建立 ＥＬＩＳＡ 检测方法；ＩＦＡ 结果显示，４Ｄ９、１Ｃ５ 和 １Ｆ１０ 制备的腹水

与不同血清 １ 型 ＭＤＶ 毒株具有良好的反应性，效价可分别达 １∶ １２８００、１∶ ２５６００ 和 １∶ １２８００，与血清

３ 型 ＭＤＶ 毒株和其他常见禽源病毒均没有交叉反应，特异性良好；亚型检测结果显示，４Ｄ９ 抗体为

ＩｇＧ２ａ ／ κ 型，１Ｃ５ 抗体为 ＩｇＧ２ｂ ／ κ 型、１Ｆ１０ 抗体为 ＩｇＧ１ ／ κ 型；应用 １Ｃ５ 建立的 ＩＦＡ 方法能检出至少

５ＰＦＵ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 毒株感染，适用于血清 １ 型 ＭＤＶ 的检测。 综上，制备的单克隆抗体可用于血

清 １ 型 ＭＤＶ 的检测，为 ＭＤＶ 致病机制研究及诊断试剂研发提供基础。
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ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｔｈｒｅｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＭｃＡｂ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ａｓ ４Ｄ９， １Ｃ５ ａｎｄ １Ｆ１０， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｔｈｅｎ， ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ＭｃＡｂｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ４Ｄ９， １Ｃ５ ａｎｄ １Ｆ１０ ｒｅａｃｈｅｄ
５ １ × １０４， ８． ２ × １０５ ａｎｄ ４． １ × １０５， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ＥＬＩＳＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ； ＩＦＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｓｃｉｔｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ４Ｄ９， １Ｃ５ ａｎｄ １Ｆ１０ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｅｒｏｔｙｐｅ １ ＭＤＶ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ １∶ １２８００， １∶ ２５６００ ａｎｄ １∶ １２８００， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｈａｖｅ
ｎｏ ｃｒｏｓｓ － ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ３ ＭＤＶ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ａｖｉａｎ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｖｉｒｕｓｅｓ； Ｔｈｅ ｓｕｂｔｙｐｅ ｔｅｓｔ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｂｏｖｅ ＭｃＡｂｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ４Ｄ９ ｗａｓ ＩｇＧ２ａ ／ к ｓｕｂｔｙｐｅ， １Ｃ５ ｗａｓ ＩｇＧ２ｂ ／ κ ｓｕｂｔｙｐｅ ａｎｄ １Ｆ１０ ｗａｓ
ＩｇＧ１ ／ κ ｓｕｂｔｙｐｅ． Ｔｈｅ ＩＦＡ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈ １Ｃ５ ｃｏｕｌｄ ｄｅｔｅｃｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ５ ＰＦＵ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ，
ｃｏｎｆｉｒｍｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｏｔｙｐｅ １ ＭＤＶ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｅ ＭｃＡｂｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｏｔｙｐｅ １ ＭＤＶ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｏｎ ＭＤＶ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｒｅａｇｅｎｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｍａｒｅｋ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 马立克氏病（Ｍａｒｅｋ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＭＤ）是由鸡马

立克氏病病毒（Ｍａｒｅｋ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＭＤＶ）感染

鸡后引起的一种免疫抑制性疾病，发病鸡只的皮

肤、肌肉、虹膜、神经、内脏器官和性腺发生单核细

胞浸润、形成 Ｔ 淋巴细胞增生性肿瘤，影响鸡的生

长发育及产蛋性能［１， ２］。 自 １９０７ 年 ＭＤＶ 发现以

来，已扩散至世界各地区，ＭＤＶ 主要的天然宿主是

鸡，一旦感染后可终身带毒并可不断向外界排毒，
严重危害全球养禽业的健康发展［３， ４］。 如：２０１５
年，我国广西玉林某规模约 ５０００ 只肉用乌鸡的养

殖场暴发 ＭＤ 继发大肠杆菌病，发病率约 １０％ 、死
亡率约 ８％ ［５］；超强毒和特超强毒感染没有免疫的

鸡群能导致鸡群 ３ 月内全部死亡［６］。
ＭＤＶ 是疱疹病毒目（Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒａｌｅｓ）α 疱疹病毒

亚科（Ａｌｐｈａｈｅｒｐｅｓｖｉｒｉｎａｅ）马立克病毒属（Ｍａｒｄｉｖｉｒｕｓ）
的一员 （ ｈｔｔｐｓ：∥ ｔａｌｋ． ｉｃｔｖｏｎｌｉｎｅ． ｏｒｇ ／ ｔａｘｏｎｏｍｙ ／ ），
ＭＤＶ 基因组为线性双股 ＤＮＡ，大小约 １６０ ～ １８０ｋｂ，
根据病毒的血清学反应，可以分为三个血清型：致
瘤性较强的血清 １ 型 ＭＤＶ，又名禽疱疹病毒 ２ 型

（Ｇａｌｌｉｄ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２，ＧａＨＶ － ２）；非致瘤性的

血清 ２ 型 ＭＤＶ，又名禽疱疹病毒 ３ 型（Ｇａｌｌｉｄ ｈｅｒ⁃
ｐｅｓｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３，ＧａＨＶ － ３）和火鸡疱疹病毒（Ｍｅｌｅａ⁃
ｇｒｉｄ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ １，ＭｅＨＶ － １），即血清 ３ 型 ＭＤＶ。
三种血清型之间具有 ５０ ～ ８０％的同源性［７， ８］，目前

各血清型间的分子生物学鉴别诊断方法报道较多，

如普通 ＰＣＲ［９］、实时荧光定量 ＰＣＲ［１０， １１］、环介导等

温扩增 （ Ｌｏｏｐ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＬＡＭＰ）技术［１２］ 等，但相关免疫学鉴别诊断技术报

道较少。
ＭＤＶ 单克隆抗体的制备，可为研究其致病机

制及开发诊断试剂提供重要基础物质［１３］。 我们前

期通过将血清 １ 型 ＭＤＶ 和血清 ３ 型 ＭＤＶ ｇＥ 蛋白

各自保守区分别作为免疫原制备单克隆抗体，所得

单克隆抗体具有良好的 ＥＬＩＳＡ 反应特性，但不可用

于间接免疫荧光试验，严重限制了其使用范围（研
究成果未发表）。 这可能是由于体外表达蛋白无法

真实还原病毒蛋白结构，导致其作为免疫原制备的

单抗与病毒粒子反应性较差。 宋利娜等以纯化的

ＭＤＶ 免疫小鼠，通过免疫过氧化物酶单层细胞试

验和 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 筛选，获得一株分泌强阳性抗

ＭＤＶ 单克隆抗体的杂交瘤细胞株，但未对单抗的

特异性进行鉴定［１４］。 基于此，我们尝试以浓缩的

血清 １ 型 ＭＤＶ 作为免疫原，通过亚克隆、间接

ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 筛选，以期获得灵敏度高、特异性强、
交叉反应少的血清 １ 型 ＭＤＶ 单克隆抗体，为后续

研究其致病机制、开发免疫学诊断试剂提供基础。
１　 材　 料

１． １　 细胞与动物　 ９ ～ １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚购于北京

勃林格殷格翰维通生物技术有限公司；６ ～ ８ 周龄

ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小白鼠、经产昆明鼠购于北京维通利

·２·



中国兽药杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ５８ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

华实验动物技术有限公司；ＳＰ２ ／ ０ 骨髓瘤细胞由中

国检验检疫科学研究院动物检验与检疫研究所

提供。
１． ２ 　 病毒 　 血清 １ 型 ＭＤＶ 疫苗株 ＣＶＩ９８８ ／
Ｒｉｓｐｅｎｓ 株、８１４ 株和 ＣＶＴＲ 株均购自疫苗生产厂

家；血清 １ 型 ＭＤＶ 野毒株 ＡＶ１５５３ 株和 Ｍｄ５ 株，血
清 ３ 型 ＭＤＶ 火鸡疱疹病毒（Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ ｏｆ ｔｕｒｋｅｙ，
ＨＶＴ）ＦＣ１２６ 株、禽网状内皮组织增生症病毒（Ａｖｉ⁃
ａｎ ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｖｉｒｕｓ， ＲＥＶ）Ｔ 株、禽白血病病

毒（Ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ， ＡＬＶ） － Ａ（ＲＡＶ － １ 株）
和 ＡＬＶ － Ｂ（ＲＡＶ － ２ 株）、鸡新城疫病毒（ＮＤＶ）Ｌａ
Ｓｏｔａ 株、鸡传染性法氏囊病毒（ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＩＢＤＶ）Ｂ８７ 株、禽腺病毒 Ｉ 群（Ａｖｉａｎ ａｄｅ⁃
ｎｏｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ Ｉ， Ｆａｄｖ － Ｉ）ＹＲ３６ 株，均由中国兽医药

品监察所保存。
１． ３　 试剂　 ＨＡＴ 选择培养基、ＨＴ 选择培养基、融
合剂聚乙二醇（Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）和 ＦＩＴＣ 标

记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购于 Ｓｉｇｍａ 公司；ＨＲＰ 标记的

山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购于全式金生物技术有限公司；新
生牛血清（Ｎｅｗ － ｂｏｒｎ ｃａｌｆ ｓｅｒｕｍ，ＮＢＳ）和胎牛血清

（Ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ） 购于 ＰＡＮ 公司；Ｍ１９９、
ＤＭＥＭ 和胰酶购于 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ －
Ｍｏｕｓｅ５ Ｗ（５ 周标准鼠单抗 ／多抗制备佐剂）、腹水

专用佐剂、单抗亚类鉴定试剂盒购于北京博奥龙免

疫技术有限公司；ＭＤＶ 特异性血清由中国兽医药

品监察所保存；ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳缓冲液、ＨＲＰ 标记

的兔抗鸡 ＩｇＧ 和转膜液购于北京索莱宝科技有限

公司；ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ 公司。

ＰＢＳＴ 洗液：将 ５００ μＬ 吐温 － ２０ 加入到 １，０００
ｍＬ ＰＢＳ 中，混匀备用。
２　 方　 法

２． １ 　 鸡胚成纤维细胞 （ Ｃｈｉｃｋ ｅｍｂｒｙｏ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，
ＣＥＦ）的制备 　 参照现行《中国兽药典》 ［１５］ 附录进

行制备。 取 ９ ～ １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚，表面喷洒酒精消

毒后放入生物安全柜内，无菌取出鸡胚，放入平皿

中，ＰＢＳ 冲洗胚体后去除头、四肢和内脏；将处理好

的胚体转移至小烧杯内，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，将胚体剪

成约 ２ ～ ３ ｍｍ３小块后转移到含组织研磨球的三角

瓶内，再用 ＰＢＳ 冲洗至组织块基本不含红细胞，加
入不含 ＥＤＴＡ 的 ０． ２５％胰酶盖过组织块，封口后放

入 ３７ ℃水浴锅消化 １０ ～ １５ ｍｉｎ，期间轻轻晃动一

次，以保证消化充分；弃掉胰酶，加适量的含 ５％
ＮＢＳ 的 Ｍ１９９ 营养液终止胰酶消化反应，轻摇三角

瓶使组织与研磨球充分碰撞，细胞充分释放、分散，
适当沉淀组织块后，将上清细胞分散液倒入带有 １２
层纱布漏斗及烧杯内过滤，重复 ３ ～ ５ 次至细胞分

散完毕；细胞计数，调整细胞悬液的浓度为 １． ０ ～
２ ０ × １０６ 个 ／ ｍＬ，分瓶或铺细胞板；置 ３７ ℃、５％
ＣＯ２的细胞培养箱中培养。
２． ２ 　 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 免疫原的制备及鉴定 　 将

ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 接种已长成良好单层的 ＣＥＦ 细胞，
每日观察细胞病变（Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），在 ８０％
细胞出现 ＣＰＥ 时，收获细胞，于室温和 － ８０ ℃间反

复冻融 ３ 次，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 去除细胞沉

淀，取上清进行超速离心，３００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｈ，用
ＰＢＳ 重悬沉淀，获得浓缩的 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 抗原，
采用 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定浓缩结果，
通过 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定：将浓缩及未浓缩

ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 制备样品后，取等体积样品进行

ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳，然后进行考马斯亮蓝染色鉴定，
同时将 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳分离的蛋白转到 ＮＣ 膜

上，通过封闭、一抗（ＭＤＶ 特异性血清）孵育、二抗

（ＨＲＰ 标记的兔抗鸡 ＩｇＧ） 孵育及底物反应进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定。
２． ３　 单克隆抗体制备

２． ３． １　 免疫小鼠　 取浓缩的 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 抗原

适当稀释后与 ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ － Ｍｏｕｓｅ５ Ｗ 快速免疫

佐剂按体积 １：１ 比例混合后，在 ６ ～ ８ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ
雌性小鼠后腿小腿肌肉注射进行第 １ 次免疫，每只

小鼠免疫 １００ μＬ（含抗原 ５ μｇ）。 ２１ ｄ 后，同样的

免疫剂量与免疫途径进行第 ２ 次免疫。 二次免疫

后第 １４ 天，将小鼠断尾采血，用间接 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ
方法检测血清抗体效价，同时采集未免疫小鼠血清

作为阴性对照，若免疫小鼠血清间接 ＥＬＩＳＡ 效价达
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到 １∶ １００００，ＩＦＡ 效价达到 １∶ １０００，则按照第 １ 次免

疫的剂量与免疫途径进行加强免疫，加强免疫后 ３
天进行融合。
２． ３． ２ 　 细胞融合和筛选 　 细胞融合前一天，取 １
只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小白鼠，摘眼球采血，作为阴性血

清对照，脱颈处死后取其腹腔巨噬细胞制作饲养层

细胞，铺 ９６ 孔细胞板后置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中

备用。 加强免疫 ３ 天后，将小鼠摘眼球采血，脱颈

处死后，无菌取其脾细胞，将脾细胞与 ＳＰ ２ ／ ０ 细胞

以 ５∶ １ ～ １０∶ １ 的比例均匀混合，使用 ５０％ ＰＥＧ 溶

液诱导细胞融合，添加 ＨＡＴ 培养基终止细胞融合，
将融合后的细胞添加到已铺满单层的饲养层细胞

中，继续培养。 待融合细胞生长至 ２０％ ～ ５０％ 时，
通过间接 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 方法筛选阳性杂交瘤细胞

株，采用有限稀释法对阳性杂交瘤细胞株进行亚克

隆，至少亚克隆三次，直至所有亚克隆细胞孔抗体

均为阳性，扩大培养后于液氮中保存。 对筛选出的

阳性杂交瘤细胞株分别进行亚型鉴定、细胞稳定性

检测、支原体检验和外源病毒检验。
２． ３． ３　 腹水的制备 　 杂交瘤细胞株经鉴定合格

后，制备小鼠腹水。 取经产昆明小鼠 １０ 只，每只腹

腔注射腹水专用佐剂 ４００ μＬ，１５ ｄ 后腹腔注射杂交

瘤细胞，每只小鼠 ８ × １０５ ～ １ × １０６ ／ ５００ μＬ，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， － ７０ ℃保存。 间隔 ２ ～ ３ ｄ，若腹水再次产生，
可再次采集。
２． ４　 单克隆抗体的特异性检测 　 用制备的腹水，
对接种了血清 １ 型 ＭＤＶ（ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 株、８１４
株、 ＣＶＴＲ 株、 ＡＶ１５５３ 株和 Ｍｄ５ 株）、血清 ３ 型

ＭＤＶ ＨＶＴ ＦＣ１２６ 株和其他常见禽源病毒的带毒细

胞进行 ＩＦＡ 检测，观察是否出现特异性荧光，以确

定该单抗的特异性。
２． ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立 　 包被：使用 ０． ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸盐缓冲液（ｐＨ ９． ６）稀释浓缩的 ＣＶＩ９８８ ／
Ｒｉｓｐｅｎｓ 抗原，加入 ９６ 孔酶标板，１００ μＬ ／孔，４ ℃过

夜包被；封闭：ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，加入 ５％
脱脂乳封闭液，２００ μＬ ／孔，３７ ℃封闭 ２ ｈ；一抗孵

育：ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，将腹水进行适宜稀

释后加入，１００ μＬ ／孔，３７ ℃ 孵育 １ ｈ；二抗孵育：
ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，加入 １ ∶ １００００ 稀释的

ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ，１００ μＬ ／孔，３７ ℃孵育

１ ｈ；显色：ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，加入 ＴＭＢ 底

物溶液，１００ μＬ ／孔，室温避光反应 １５ ｍｉｎ，用 ２
ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止液终止反应，５０ μＬ ／孔，酶标仪读

取 ＯＤ４５０ ｎｍ值。 与阴性对照 ＯＤ４５０ ｎｍ值比值大于 ２． １
判为阳性。
２． ６　 ＩＦＡ 方法的建立

２． ６． １ 　 ＩＦＡ 试验程序 　 固定：弃去细胞板中培养

基，加入冷丙酮，５０ μＬ ／孔，４ ℃固定 ２０ ｍｉｎ，弃去丙

酮，自然晾干；一抗孵育：ＰＢＳ 洗板 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，
甩干，加入用 ＰＢＳ 适当稀释的一抗，１００ μＬ ／孔，
３７ ℃孵育；二抗孵育：ＰＢＳ 洗板 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，甩
干，加入用 ＰＢＳ 适当稀释的 ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小

鼠 ＩｇＧ 二抗，１００ μＬ ／孔，３７ ℃孵育；观察：ＰＢＳ 洗板

３ 次，每次 ３ ｍｉｎ，甩干，在倒置荧光显微镜下用蓝色

激发光（波长 ４９０ ｎｍ）观察，被感染细胞呈现绿色

荧光，有完整细胞形态，未感染细胞不着色，视野

发暗。
２． ６． ２　 ＩＦＡ 试验最适工作条件的确定　 取 １Ｃ５ 株

单抗腹水进行 ＩＦＡ 方法的条件优化。 将一抗血清 １
型 ＭＤＶ 单克隆抗体稀释至工作浓度为 １ ∶ ２００、
１∶ ４００、１ ∶ ８００、１ ∶ １６００、１ ∶ ３２００ 和 １ ∶ ６４００，将二抗

ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 稀释至工作浓度为

１∶ １００、１∶ ２００ 和 １∶ ４００，二者进行棋盘式组合，按照

２． ６． １ 操作程序进行 ＩＦＡ 试验，以出现荧光信号的

最大稀释倍数作为一抗和二抗的最佳工作浓度；将
一抗反应时间设定为 ３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ，将
二抗反应时间设定为 ３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ，二
者进行棋盘式组合，以上述确定的抗体最佳工作浓

度，分别进行 ＩＦＡ 试验，以呈现荧光强度最高，且背

景值最低的反应时间，作为一抗、二抗最适作用

时间。
２． ７　 各禽源病毒带毒细胞的制备 　 ＭＤＶ：将病毒

液用含 ２％ ＮＢＳ 的 Ｍ１９９ 培养液稀释至适宜浓度

后，接种单层的 ＣＥＦ ９６ 孔细胞板，１００ μＬ ／孔，置
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３７ ℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养 ３ ～ ５ ｄ；ＲＥＶ、ＮＤＶ：
将病毒用含 ２％ ＮＢＳ 的 Ｍ１９９ 培养液稀释成 １００
ＴＣＩＤ５０ ／ １００ μＬ，接种已长成单层的 ＣＥＦ ９６ 孔细胞

板，１００ μＬ ／孔，置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养 ５
天；ＡＬＶ、ＩＢＤＶ：将病毒用含 ２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养

液稀释成 １００ ＴＣＩＤ５０ ／ １００ μＬ，接种已长成单层的

ＤＦ －１ ９６ 孔细胞板，１００ μＬ ／孔，置３７ ℃、５％ ＣＯ２的

培养箱中培养 ６ 天；Ｆａｄｖ － Ｉ：将病毒用含 ２％ ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 培养液稀释成 １００ ＴＣＩＤ５０ ／ １００ μＬ，接种已长

成单层的 ＬＭＨ ９６ 孔细胞板，１００ μＬ ／孔，置 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２的培养箱中培养 ５ 天。
２． ８　 人工添加试验　 为研究是否可鉴别检测出血

清 ３ 型 ＭＤＶ 中污染的血清 １ 型 ＭＤＶ 毒株，及最小

检出限度。 取血清 ３ 型 ＭＤＶ ＨＶＴ ＦＣ － １２６ 株，用
含 ２％ ＮＢＳ 的 Ｍ１９９ 培养基稀释为 ２５ ＰＦＵ ／ ５０ μＬ，
然后加入等体积分别含有 １００ ＰＦＵ、５０ ＰＦＵ、２５
ＰＦＵ、１０ ＰＦＵ、５ ＰＦＵ 和 １ ＰＦＵ 的 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 毒
株，混合后全部接种至生长至良好单层的 ＣＥＦ，同
时设定未添加 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 的 ＨＶＴ ＦＣ － １２６ 株

单感染对照组，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。
３　 结果与分析

３． １ 　 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 免疫原的制备及鉴定　 将浓

缩前后的 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 病毒液分别等体积上样，
进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定。 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 结果显示（图 １Ａ），与超速离心前样品相比，超
速离心后样品蛋白条带更粗，可见经超速离心，病毒

抗原得到有效浓缩。 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定结果显示

（图 １Ｂ），浓缩及未浓缩的 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 抗原均可

被 ＭＤＶ 特异性血清识别。 进一步，通过 ＢＣＡ 蛋白

定量试剂盒测定浓缩后的蛋白浓度，为 ９． １ ｍｇ ／ ｍＬ。
３． ２　 杂交瘤细胞的筛选　 细胞融合成功后经过 ３
次亚克隆，利用间接 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 方法对杂交瘤细

胞培养上清进行检测，共筛选出 ３ 株阳性杂交瘤细

胞株，分别命名为 ４Ｄ９、１Ｃ５ 和 １Ｆ１０。
３． ３　 杂交瘤细胞株的鉴定结果 　 纯净性结果表

明，４Ｄ９、１Ｃ５ 及 １Ｆ１０ ３ 株杂交瘤细胞株均无支原体

生长，无外源病毒污染，纯净性良好；用单克隆抗体

１：浓缩的 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ；Ｍ：蛋白质分子质量标准；

２：未浓缩的 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ。

１： Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ ａｎｔｉｇｅｎｓ； Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ； ２： Ｎｏｎ － ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ ａｎｔｉｇｅｎｓ．

Ａ：ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 鉴定；

Ｂ：ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 鉴定。

Ａ： ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ；

Ｂ： Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ．

图 １　 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 的鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ

亚类鉴定试剂盒分别进行抗体亚型测定，结果显示，
４Ｄ９ 抗体为 ＩｇＧ２ａ ／ κ 型，１Ｃ５ 抗体为 ＩｇＧ２ｂ ／ κ 型、
１Ｆ１０ 抗体为 ＩｇＧ１ ／ κ 型；分别连续培养 １０ 代，各代次

培养上清 ＥＬＩＳＡ 效价均在 １∶ ２０ ～１∶ ４０，稳定性好。
３． ４　 腹水间接 ＥＬＩＳＡ 效价的测定　 将 ３ 株阳性杂

交瘤细胞株制备的腹水分别进行 ２ 倍系列稀释，从
１∶ ２００ 系列稀释至 １ ∶ １６３９６００，使用间接 ＥＬＩＳＡ 方

法测定各稀释度的腹水效价。 结果表明（图 ２）１Ｃ５
效价最高，为 ８． ２ × １０５，其次是 １Ｆ１０，效价为 ４． １ ×
１０５，４Ｄ９ 效价最低，效价为 ５． １ × １０４。
３． ５　 腹水 ＩＦＡ 效价测定　 将 ３ 株阳性杂交瘤细胞

株制备的腹水分别进行 １ ∶ ８００、１ ∶ １６００、１ ∶ ３２００、
１∶ ６４００、１∶ １２８００、１∶ ２５６００、１∶ ５１２００ 和 １∶ １０２４００ 稀

释，对 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 感染的 ＣＥＦ 细胞板进行 ＩＦＡ
检测，结果表明，４Ｄ９、１Ｃ５ 及 １Ｆ１０ 单抗腹水分别稀

释至 １∶ １２８００、１∶ ２５６００、１∶ １２８００ 时，细胞仍可见明

亮的特异性绿色荧光（图 ３），判定 ３ 株单抗腹水效

价分别为 １∶ １２８００、１∶ ２５６００、１∶ １２８００。
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图 ２　 单克隆抗体 ＥＬＩＳＡ 效价测定

Ｆｉｇ ２　 ＥＬＩＳＡ ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

图 ３　 单抗 ４Ｄ９、１Ｃ５ 及 １Ｆ１０ 腹水效价测定结果

Ｆｉｇ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＡ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ４Ｄ９， １Ｃ５ ａｎｄ １Ｆ１０ ａｓｃｉｔｅｓ

３． ６　 ＩＦＡ 方法的条件优化　 　 取 １Ｃ５ 株单抗腹水

进行 ＩＦＡ 方法的条件优化，经优化，确定 ＩＦＡ 最适

反应条件为：一抗 １ ∶ １６００ 稀释，作用时间 ６０ ｍｉｎ；
二抗 １∶ ２００ 稀释，作用时间 ６０ ｍｉｎ。

３． ７　 单抗特异性鉴定　 将 ３ 个单克隆抗体分别作

为一抗，对分别接种了血清 １ 型 ＭＤＶ 和血清 ３ 型

ＭＤＶ 的带毒 ＣＥＦ 细胞进行 ＩＦＡ 检测，同时设立未

接毒阴性细胞对照。结果显示（图４） ，３株单克隆

·６·
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图 ４　 单克隆抗体特异性检测

Ｆｉｇ ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

·７·
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抗体除可特异性识别血清 １ 型 ＭＤＶ 疫苗株

ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 株、８１４ 株和 ＣＶＴＲ 株感染的细胞

外，还可以识别血清 １ 型ＭＤＶ 野毒株 ＡＶ１５５３ 株和

Ｍｄ５ 株感染的细胞，而与血清 ３ 型 ＭＤＶ ＦＣ１２６ 毒

株感染的细胞不反应。 此外，对接种了 ＲＥＶ （ Ｔ
株）、ＡＬＶ（ＲＡＶ －１ 株和 ＲＡＶ － ２ 株）、ＮＤＶ（Ｌａ Ｓｏ⁃
ｔａ 株）、ＩＢＤＶ（Ｂ８７ 株）、Ｆａｄｖ － Ｉ（ＹＲ３６ 株）的带毒

细胞进行 ＩＦＡ 检测，均未检测到特异性荧光。 综

上，说明所制备的 ３ 个单克隆抗体特异性良好，可
用于血清 １ 型 ＭＤＶ 毒株的检测。
３． ８　 人工添加试验　 结果表明，采用 １Ｃ５ 株单抗

腹水作为一抗建立的 ＩＦＡ 方法，可鉴别检测出 ＨＶＴ
ＦＣ － １２６ 株中人工添加的 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ，最低检

出量为 ５ ＰＦＵ（图 ５）。

Ａ：５ ＰＦＵ 添加组 １Ｃ５ 单抗染色；Ｂ：ＨＶＴ ＦＣ１２６ 单感染对照组 １Ｃ５ 单抗染色。

Ａ：Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ １Ｃ５ Ｍａｂ ｉｎ ５ ＰＦＵ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ １Ｃ５ Ｍａｂ ｉｎ ｔｈｅ ＨＶＴ ＦＣ１２６ ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 ＨＶＴ ＦＣ －１２６ 株中人工添加血清 １ 型 ＭＤＶ 的 ＩＦＡ 检测

Ｆｉｇ ５　 ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｓｅｒｏｔｙｐｅ １ ＭＤＶ ｉｎ ＨＶＴ ＦＣ －１２６

４　 讨论与结论

ＭＤＶ 的检测方法大致可分为免疫学和分子生

物学技术。 本课题组已建立特异性好，灵敏度高，

重复性好的血清 １ 型 ＭＤＶ 和血清 ３ 型 ＭＤＶ 实时

荧光定量 ＰＣＲ 检测方法，可分别用于禽用生物制

品中外源性血清 １ 型 ＭＤＶ、血清 ３ 型 ＭＤＶ 毒株核

酸的检测［１６］。 抗体是免疫学检测方法的核心材

料，因此，本研究通过将浓缩的血清 １ 型 ＭＤＶ 病毒

粒子免疫小鼠，应用杂交瘤技术制备单克隆抗体，

以期为建立血清 １ 型 ＭＤＶ 免疫学检测技术提供物

质基础。

浓缩的血清 １ 型 ＭＤＶ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 毒株不

可避免的还含有 ＣＥＦ 杂蛋白，其免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠，在刺激机体产生大量针对 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 毒株

特异性 Ｂ 细胞的同时，还会产生很多针对 ＣＥＦ 抗

原成分的 Ｂ 细胞，增加了筛选阳性杂交瘤细胞株的

难度，因此需要选用适宜的筛选方法。 鉴于 ＥＬＩＳＡ

方法的高灵敏度，可以避免因培养细胞上清所含抗

体浓度不足导致检测不到、阳性克隆细胞株丢失，
我们选择间接 ＥＬＩＳＡ 方法初步筛选融合后的细胞，

对于初步获得的阳性克隆细胞株，再进行 ＩＦＡ 筛

选，以排除假阳性。 此外，为减少 ＣＥＦ 杂蛋白的干

扰，在间接 ＥＬＩＳＡ 筛选中同时分别包被 ＣＶＩ９８８ ／

Ｒｉｓｐｅｎｓ 抗原和 ＣＥＦ 裂解液，在 ＩＦＡ 筛选中设置空

白未接种 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 的细胞对照，进行平行筛

选，与 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 反应呈阳性而对 ＣＥＦ 空白

组反应呈阴性者为阳性克隆细胞株。 总之，通过间

接 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 筛选方法的结合，还有平行筛选的

设立，既最大程度避免了阳性克隆细胞株的遗漏，
又排除了 ＣＥＦ 杂蛋白的干扰，为筛选得到特异性良

好的血清 １ 型 ＭＤＶ 单克隆细胞株奠定了基础。

将筛选得到的 ４Ｄ９、１Ｃ５ 和 １Ｆ１０ 三株阳性杂交

瘤细胞株，分别制备腹水，经检测 ＥＬＩＳＡ 效价分别

为 ５． １ｘ１０４、８． ２ｘ１０５、４． １ｘ１０５，可为后续建立血清 １

型 ＭＤＶ 相关 ＥＬＩＳＡ 检测方法提供物质基础；经检

测，ＩＦＡ 效价分别为 １∶ １２８００、１∶ ２５６００、１∶ １２８００，特

·８·
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异性鉴定结果显示三株单抗均可特异性识别血清 １
型 ＭＤＶ 疫苗株和野毒株，而与血清 ３ 型 ＭＤＶ 及其

他常见禽源病毒不存在交叉反应。 进一步，选择

ＩＦＡ 效价最高的 １Ｃ５ 单抗腹水进行 ＩＦＡ 方法的条

件优化，建立了检测血清 １ 型 ＭＤＶ 毒株的 ＩＦＡ 方

法，人工添加试验显示该方法能检出血清 ３ 型ＭＤＶ
中至少 ５ ＰＦＵ 血清 １ 型 ＭＤＶ ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 毒株

感染，为血清 １ 型 ＭＤＶ 的检测提供了良好的技术

基础。
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