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禽脑脊髓炎病毒单克隆抗体的制备与初步应用
徐建生 ,唐　波 ,成大荣 ,董国雄 ,吕　玲 ,曹　军

(扬州大学 兽医学院 ,江苏 扬州　225009)

　　摘要 : 利用提纯的禽脑脊髓炎病毒 (A EV) Van Roekel 株作为免疫原 ,免疫 6周龄 BALB/ c小

鼠 ,采取其脾细胞与 SP2/ 0骨髓瘤细胞融合 ,用间接 EL ISA法筛选 ,间接免疫荧光法 ( IFA)和免疫

组织化学法鉴定 ,经 3次亚克隆得到了稳定分泌抗 A EV 单克隆抗体的杂交瘤细胞株 F11和 G2 ,制

备了腹水 ,并利用该单克隆抗体初步建立了 Dot2EL ISA、间接 EL ISA 和 IFA 等特异性检测 A EV

抗原的方法。
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Preparation and preliminary application of monoclonal
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　　Abstract : 62week old BALB/ c mice were immunized wit h p urified avian encep halomyelitis viruses at

two weeks interval . Mice were killed and t heir spleen cells f used into SP2/ 0 myeloma cells on day 3 after

t hird immunization. Indirect2EL ISA , indirect immunofluorescent assay and immunohistochemist ry were

employed to select and characterize t he f used cells secreting antibody to A EV. As a result , two hybridoma

cell lines steadily secreting antibody to A EV , named F11 and G2 , were obtained af ter subcloning for three

times. Ascites were p repared wit h t he hybridoma and indirect fluorescent assay , indirect EL ISA and Dot2
EL ISA were developed wit h t he monoclonal antibody for t he detection of A EV.
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　　禽脑脊髓炎 (avian encep halomyelitis ,A E)是由

禽脑脊髓炎病毒 (A EV)引起的以侵害雏禽中枢神

经系统为主要特征的传染病 ,鸡、火鸡、野鸡、鹌鹑均

可感染本病 ,其临床特征为病禽共济失调、振颤和非

化脓性脑脊髓炎[ 1 ,2 ]。该病于 1930年首先发现于美

国罗德岛 ( Rhode island) ,后传至美国新英格兰地

区 ,故又被称为新英格兰病 ;1932 年又根据发病雏

鸡特征性头颈振颤 ,称为禽流行性震颤。1938 年

Van Rockel等将其定名为禽脑脊髓炎。

　　A E现已遍及世界大多数国家 ,我国 1980 年以

来先后在广东、江苏、辽宁、黑龙江、河北、内蒙古、福

建、上海等省市区发生[ 3 ,4 ]。在 A E的诊断中病原分

离是较可靠的诊断方法之一 ,但比较费时、费力。目

前多采用免疫学方法 ,如免疫荧光 ( FA)和酶联免疫

吸附法 ( EL ISA)直接检测抗原[ 5 ]。在应用这些方法

时 ,为了避免非特异性反应 ,需使用提纯或吸附的抗

血清。单克隆抗体技术特异性强 ,被认为是鉴定病

毒因子的可靠方法 ,已用于多种病毒感染的诊

断[6 ,7 ]。笔者利用纯化的 A EV 作为免疫原制备了

单克隆抗体 ,并初步建立了单克隆抗体介导的检测

A EV的方法 ,为进一步建立快速、灵敏地检测和诊

断 A E的方法打下了基础。

1　材料与方法

1 . 1　毒株、细胞、种蛋和试验动物

A EV Van Roekel 株、鸡 A EV阳性血清由农业

部动物检疫所杜元钊研究员提供 ;其他 A EV 毒株 :

A TCC229 E2E4、青苗A E2E3、A E282E3 (青岛)由笔者
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所在教研室传代保存 ;对照病毒 NDV (LaSota ) 、

IBDV、EDSV和 IBV 以及 SP2/ 0 骨髓瘤细胞由扬

州大学兽医学院预防兽医学教研室保存 ; SPF种蛋

购自山东家禽研究所 ;清洁级 BALB/ c 小鼠由扬州

大学比较医学中心提供。

1 . 2　主要试剂

DM EM基础培养基购自 Sigma公司 ;次黄嘌呤

( H) 、胸腺嘧啶 ( T) 、氨基喋呤 ( A)为 Gibco 公司产

品 ;犊牛血清购自郑州伯安生物公司 ;辣根过氧化物

酶 ( HRP)标记的羊抗鼠 Ig G抗体、荧光标记的羊抗

鼠 Ig G抗体、荧光标记的羊抗鸡 Ig G抗体、PEG2
2000购自 Sigma公司 ;二氨基联苯二胺 (DAB) 、低

分子质量蛋白质标准购自华美生物工程公司。

1 . 3　单克隆抗体的制备

1. 3. 1 　小鼠免疫　免疫原为纯化的 A EV ,由笔者

所在教研室利用氯化铯密度梯度离心进行纯化。将

纯化的 A EV 测定蛋白浓度 (019 mg/ mL )后 ,按 V

(A EV) ∶V (佐剂) = 1 ∶1 加入弗氏完全佐剂混合 ,

乳化后皮下免疫 BALB/ c小鼠 ,013 mL/只 ;2周后 ,

改用弗氏不完全佐剂乳化病毒 ,以同样方法进行二

次免疫 ;二次免疫后 2 周 ,腹腔注射纯化病毒 013

mL 加强免疫。

1. 3. 2　杂交瘤细胞的融合 　按文献 [ 8 ]所述方法

进行。将加强免疫后 3 d的小鼠脱颈处死 ,无菌取

其脾细胞 ,与对数生长期的 SP2/ 0 骨髓瘤细胞用

PEG22000融合。融合后的细胞悬浮于 HA T 培养

基 ,分装于 96孔板 ,置 37 ℃,60 mL/ L CO2培养箱

内培养 ,3～5 d 更换新鲜的 HA T 培养基 ; 8～10 d

后改用 H T培养基 ,定时观察 ,适时换液和检测。

1. 3. 3　杂交瘤细胞的检测与腹水制备 　用纯化的

A EV包被 EL ISA板 ,以常规间接 EL ISA 检测杂交

瘤细胞培养上清液 ,同时设正常 18 日龄 SPF 鸡胚

脑悬液为阴性抗原对照。将初步筛选确定为阳性的

杂交瘤细胞按有限稀释法进行亚克隆 ,对稳定分泌

抗体的细胞经 3次亚克隆后取形态良好、生长旺盛

的单克隆细胞命名后扩大培养 ,一部分放于液氮中

冻存 ,一部分用于制备单克隆抗体腹水。其方法为 :

每只 BALB/ c小鼠注射 015 mL 降植烷与弗氏不完

全佐剂的等体积混合物 ,7 d 后腹腔注射杂交瘤细

胞 ,接种细胞量为 5×105 ,约经过 1周 ,待小鼠腹部

膨大后抽取腹水 ,以 5 000 r/ min离心 2 min ,取上清

液 , - 20 ℃保存备用。

1 . 4　单克隆抗体的鉴定

1. 4. 1　间接免疫荧光法 ( IFA) 　按文献 [ 9 ,10 ]制

备 CEB细胞。取 9～14 日龄 SPF 鸡胚 ,无菌取出

脑组织 ,用无菌 PBS(0101 mol/ L , p H 713)洗 3次 ,

加预冷的 1125 g/ L 胰酶悬浮 ,用量为每胚 10 mL ,

吸管吹打分散 ,4 ℃作用 4 h ,然后剧烈摇振 15 s ,用

8层无菌纱布过滤后 ,以 1 000 r/ min 离心 10 min ,

测定离心沉淀细胞的体积。用含 200 mL/ L 犊牛血

清的 DM EM培养基按 1 ∶100 稀释 CEB 细胞。加

于细胞培养瓶和 12 孔细胞培养板中 ,8 mL/瓶 (2

mL/孔) ,37 ℃,60 mL/ L CO2条件下培养 5～7 d ,待

细胞长至单层后 ,接种 A EV ,换用含 100 mL/ L 犊

牛血清的 DM EM维持生长 4 d后 ,将细胞培养板中

的培养物用预冷的 V (丙酮) ∶V (乙醇) = 3∶2的固

定液固定 15 min ,用含 100 g/ L 牛血清蛋白的 PBST

室温封闭 60 min ,1∶80稀释单克隆抗体腹水 ,37 ℃

湿盒作用 45 min ,PBS洗 3次 ,5 min/次 ,加 1 ∶200

稀释的绿色荧光标记的羊抗鼠抗体 ,37 ℃湿盒作用

45 min ,PBS洗 3次 ,5 min/次 ,置荧光显微镜观察。

同时设未接种病毒的 CEB细胞为阴性对照。

1. 4. 2　免疫组织化学法 　用纯化的 A EV 经脑内

接种 1日龄雏鸡。待感染鸡发病后取其脑组织、胰

和小肠 ,经 100 mL/ L 甲醛固定后 ,制备石蜡切片

(厚度为 3μm)备用。免疫组化具体步骤参考文献

[11 ]。切片经水化、胰酶消化、正常非免疫血清封闭

后 ,以单克隆抗体腹水 1 ∶80 稀释液作为一抗加于

切片上 ,37 ℃湿盒中作用 45 min ;洗涤后加 1 ∶200

稀释的过氧化物酶标记的羊抗鼠抗体 ,37 ℃湿盒中

作用 45 min ;洗涤后以 DAB显色 ,苏木素染色作为

对比染色 ,封片后镜检。以正常的 10 日龄 SPF 雏

鸡脑、胰、小肠组织切片为阴性对照。

1. 4. 3 　单克隆抗体的特异性试验 　分别用接种

NDV (LaSota) 、IBDV、EDSV、IBV 的鸡胚尿囊液包

被 EL ISA板 ,将本研究制备的单克隆抗体腹水用

PBS以 1∶1 000 稀释 ,通过间接 EL ISA 反应鉴定

单克隆抗体的特异性 ,并以正常 SPF鸡胚尿囊液和

鸡胚脑悬液分别包被 EL ISA板作为阴性抗原对照 ,

以纯化的 A EV 和接种 A EV 的鸡胚脑悬液 (1 ∶5

稀释)上清液分别为阳性抗原对照 ,以抗其他病原的

单克隆抗体腹水为阴性抗体对照。

1. 4. 4　腹水的 EL ISA 效价测定 　用纯化的 A EV

包被 EL ISA板 ,将单克隆抗体腹水以 PBS倍比稀

释 ,进行间接 EL ISA反应。

1 . 5　单克隆抗体的初步应用

1. 5. 1　单克隆抗体介导的 Dot2EL ISA 　取适当大

小的硝酸纤维素膜 ,压痕标记后用蒸馏水浸泡 ,之后

从蒸馏水中取出 ,晾干后将经传代复壮的 A EV 毒

株 (V R株、A TCC229 E、青苗 A E、A E28 )以及 1日龄
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雏鸡脑内接种 A EV 发病后采取的脑组织悬液

(1∶5)上清液氯仿抽提处理后 ,滴加于硝酸纤维膜

上 ,每点 5μL ,37 ℃温箱烘干 ;用含 10 g/ L 牛血清

白蛋白的 PBS溶液 37 ℃封闭 2 h , PBS洗 3 次 ,5

min/次 ;然后将其浸入 1∶1 000稀释的单克隆抗体

腹水 ,37 ℃作用 60 min ,漂洗后浸入 1 ∶1 000 稀释

的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗体 ,37 ℃作用 60

min ,PBS洗 3次 ,5 min/次 ;以 DAB显色 ,蒸馏水终

止反应。以正常 18日龄 SPF鸡胚脑组织为阴性对

照 ,以纯化的 A EV为阳性对照。

1. 5. 2　单克隆抗体介导的间接 EL ISA 　将经传代

复壮的 A EV 毒株 ( VR 株、A TCC229 E、青苗 A E、

A E28 )的鸡脑以及 1 日龄雏鸡脑内接种 A EV 发病

后采取的脑组织分别研磨后 ,用 PBS按 1 g/ 5 mL

稀释 ,离心取上清液 ,氯仿抽提后包被 EL ISA板 ,以

1∶1 000稀释的单克隆抗体腹水作一抗 ,过氧化物

酶标记的羊抗鼠抗体为二抗 ,OPD显色。设纯化的

A EV为阳性抗原对照 ,以抗其他病原的单克隆抗体

腹水为阴性抗体对照。

2　结果

2 . 1　杂交瘤细胞的检测与细胞株的建立

经常规 EL ISA检测 ,得到 2株阳性反应的细胞

株 ,命名为 F11和 G2。经 3 次亚克隆后全部杂交瘤

细胞保持分泌抗 A EV抗体的能力。

2 . 2　单克隆抗体的鉴定

2. 2. 1　IFA　接种 A EV的 CEB以 A EV单克隆抗

体腹水为一抗 ,经免疫荧光染色后可见光亮的绿色

荧光 (见图 121) ,而未接种 A EV 的 CEB 经免疫荧

光染色后未见特异性的绿色荧光 (见图 122) 。

图 1　单克隆抗体的 IFA检测结果

Fig. 1　Detecting results of the monoclonal antibody by IFA

2. 2. 2　单克隆抗体的特异性试验 　单克隆抗体腹

水与 NDV、IBV、IBDV、EDSV、正常脑组织以及正

常 SPF尿囊液反应 ,均为阴性 ;单克隆抗体腹水与

纯化的 A EV以及接种 A EV 的鸡胚脑组织悬液上

清反应 ,均为阳性。

2. 2. 3　免疫组织化学法 　发病雏鸡的脑、胰、小肠

组织石蜡切片经免疫组化染色后呈现特异性的黄褐

色 ;正常的 10 日龄 SPF雏鸡脑、胰、小肠组织切片

经免疫组织化学染色后未见特异性染色。

2. 2. 4 　腹水的 EL ISA 效价测定 　用间接 EL ISA

检测本研究制备的单克隆抗体腹水效价为 17 lb。

2 . 3　单克隆抗体的初步应用

2. 3. 1　单克隆抗体介导的 Dot2EL ISA 　在硝酸纤

维膜上 ,包被接种 A EV V R 株、A TCC229 E、青苗

A E株的鸡胚脑悬液抽提物的点出现特异性黄褐色

染色 ,包被接种 A E28株的鸡胚脑悬液抽提物的点未

出现特异性黄褐色染色 ,正常 18 日龄 SPF 鸡胚脑

组织的点未出现特异性染色 ,作为阳性对照的纯化

A EV的点出现特异性染色。

2. 3. 2　单克隆抗体介导的间接 EL ISA 　包被接种

A EV VR株、A TCC229 E、青苗 A E株的鸡胚脑悬液

抽提物的孔反应为阳性 ,包被接种 A E28株的鸡胚脑

悬液抽提物的孔反应为阴性 ,包被正常 18日龄 SPF

鸡胚脑组织的孔反应为阴性 ,作为阳性对照的纯化

A EV的孔反应为阳性。

3　讨论

　　单克隆抗体特异性强 ,被认为是鉴定病毒的可

靠方法 ,已用于多种病毒感染的诊断。国外已有报

道利用 A EV 单克隆抗体 VR921 株建立检测 A EV

抗原的方法[6 ]。本研究利用 A EV VR株作为免疫

原制备单克隆抗体 ,经过筛选获得了 2 株稳定分泌

抗 A EV抗体的杂交瘤细胞株 ,分别命名为 F11和

G2 ,按有限稀释法亚克隆 3次后 ,100 %细胞稳定分

泌 A EV抗体 ,证明获得了纯化的单克隆细胞株。

　　在杂交瘤细胞株的筛选过程中 ,始终应用正常
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的 SPF鸡胚脑悬液作为对照抗原 ,以排除在病毒纯

化过程中可能污染的非病毒成分的干扰 ;在筛选方

法上 ,应用了不同的选择系统 ,以间接 EL ISA为主 ,

用 Dot2EL ISA和免疫组织化学染色法确认 ,从而确

保了单克隆抗体的反应特异性。

　　利用获得的杂交瘤细胞制备了单克隆抗体腹

水 ,并初步建立了 Dot2EL ISA、间接 EL ISA 和 IFA

等特异性检测 A EV抗原的方法。从检测方法的初

步应用结果看 ,Dot2EL ISA 和间接 EL ISA 操作简

单 ,结果容易判断 ,且比较准确 ; IFA灵敏度较高 ,但

对仪器要求较高 ,需要荧光显微镜。因此 , Dot2
EL ISA和间接 EL ISA的应用前景较好。在本试验

中应用 Dot2EL ISA 和间接 EL ISA 检测笔者所在教

研室保存的 A EV 不同毒株的试验中 ,A E28株用两

种检测方法检测的结果均为阴性 ,这可能与病毒的

含量较少有关。此外 ,还须探索 Dot2EL ISA 和间接

EL ISA这两种方法的最佳检测条件 ,以便最终建立

简便易行的检测 A EV的方法。

　　在用超免疫血清进行免疫学研究时 ,通常需要

用正常的鸡组织吸附鸡血清以排除非特异性反应。

本研究所制备的单克隆抗体腹水无需进行这一过

程 ,即对 A EV 产生特异性反应 ,且不与 NDV、

IBDV、IBV 和 EDSV 等鸡的常见病毒发生交

叉反应。
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