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分泌 I H N v
一

B 病毒单克隆抗体

杂交瘤细胞株的建立
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K E YW O R D S IH N V
一

B
,

m o n o e l o n a l a n t ib o d y (M e A b )
,

h y b r id o m a

虹缚传染性造血器官坏死症是一种危害严重的鱼类病毒病
,

在北美
、

日本
、

欧洲及我国台湾等国家和地区

均有报导
。

1 9 9 0年作者曾分离出传染性造血器官坏死症病毒中国本溪株 (I H N V
一
B )

,

并报道如何应用 E LI S A

法快速检测该病毒 [赵志壮等
,
1 9 9 3 ]

。

为了找出各地病毒株之间及强弱毒株之间的抗原差异
,

以及进一步采用

M
o
A b

一
E LI S A 法快速检测该病毒打下基础

,

减轻其危害
,

本实验应用杂交瘤技术
,

制备出能够持续分泌

IH N V
一
B 病毒单克隆抗体 ( M

c
A b) 的杂交瘤细胞株

,

现简报如下
。

一
、

材 料 与 方 法

1
.

抗原制备 将 IH N V
一
B 病毒接种于 C H S E 细胞使其增殖

,

取滴度为 l o 5 T C I sD
。

0/
.

lm l 的病毒悬液冻

融
,

低速离心后取上清液
,

再超速离心 ( 1 30
,

0 009
,

4℃
,

90 分钟 )后悬于 P B S 中
,

经紫外分光光度法测定蛋白含

量后
,

作为免疫用抗原
。

纯化后的病毒经超声波处理后
,

作为检测用抗原
。

2
.

小鼠免疫接种 按 S hc ul t : 等 [ 1 9 8 5〕所述的方法
,

对 6周龄的 B A L B / C 鼠进行免疫注射
。

收稿日期
: 1 9 93

一 0 5
一 0 3

。
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3
.

酶联免疫吸附试验 采取间接 EL I SA方法
,

以浓度为 1 0 0拜g /m l 的抗原包被 96 孔酶联反应板
,

每孔

0
.

l m l
,

然后将第一抗体 (被检杂交瘤培养上清液 )和第二抗体 (辣根过氧化物酶标记的兔抗 B A L B / c 鼠 坛G )

各加 0
.

l m l /孔
,

底物为 O P D一 H ZO : ,

终止液为ZM H
:
5 0

; ,

另设阴性
、

阳性和空白对照
,

于 M R 5 8 o型微量 E L I S A

自动读数仪测定结果 (即 P / N > 2
.

1为阳性 )
。

4
.

杂交右细胞株的建立

( l) 细胞融合 取加强免疫后的 B A L B /C 鼠脾细胞悬液和 S P Z/ O骨髓瘤细胞悬液
,

按 7 : 1混于离心管中
,

100 0r p m 离心 10 分钟
,

弃上清液后振散细胞
,

在 37 ℃ 中于 60 秒 内加入 50 % 聚乙二醉溶液 ( p H 7
.

6) 0
.

7m l
,

轻轻

转动 90 秒
,

在 5分钟 内由慢到快加入 l o m lD M EM 营养液终止促融
。

l 0 0 0 rP m 离心 5分钟
,

取沉淀细胞 加入

H A T
一

D M E M 选择培养液 (内含 20 %胎牛血清
、

1%的1
.

0 x 10
一 Z
M 次黄嚷吟

、

1%的 1
.

6 x 10
一 3
M 胸腺啥吮和

0
.

2%的 4
.

o x l o
一 3

M 氨基喋吟 )
,

接种于 1天前准备好加有培养细胞的96 孔培养板中
,

置于 37 ℃含 5 % C O :

培养

箱中
,

按常规补液和换液
,
1周后改用 H T

一
D M E M 培养液

。

( 2) 阳性孔的 筛选
、

克隆
、

扩增及冻存 当融合细胞株长至场孔时
,

取上清液用 E IL S A 法进行检测
,

将阳

性孔细胞以有限稀释法进行克隆
,
3次克隆后

,

等细胞孔阳性率达 10 0% 时
,

转入 24 孔板进行扩大培养
,

于液氮

中冻存
。

( 3) 杂 交瘤腹水的制备 预先给 10 周龄左右的 B A L B /C 鼠腹腔注射。
.

s m l/ 只液体石蜡
,
7~ 10 天后腹腔

注射杂交瘤细胞。
.

s m l/ 只 (细胞浓度为 1护 ~ 1。 ,

个 / m l )
,

约经 10 天后
,

小鼠腹部明显膨大
,

抽取腹水
,
Z0 0 0pr m

离心 1 0分钟后
,

取上清液冻存
。

(4 )杭体的初 步 .WJ 定 收集杂交瘤细胞上清培养液和 小鼠腹水作 E L IS A 测定
,

确定其最高稀释效价
。

二
、

结 果 与 讨 论

1
.

细胞融合率及阳性孔率测定
。

融合后细胞共接种 2块 96 孔培养板
,

经 H A T
一
D M E M 选择培养 7天后

,

改

用 H T
一

D M E M 培养
。

第一板有 60 孔
、

第二板有 62 孔长出细胞克隆
,

平均融合率为 63
.

5%
,

经 E LI S A 检测
,

共有

8孔产生了 IH N V
一

B 病毒抗体
,

阳性孔率为 6
.

5写
。

2
.

阳性孔的克隆及 E LI S A 效价测定
。

将阳性的 E LI S A 检测结果相互比较
,

筛选出 3株强阳性的杂交瘤细

胞株
: I H 9 、

I GI
。
和 ZH

: ,

经过 3次克隆
,

阳性率均达 100 %
,

取其上清液和 2 H
5
株制备的腹水

,

测得的 E LI S A 效价

分别为
: z H

。

为1 : 5 2 0
,
一G

l 。

为 l : 3 2 0
,
2H

5
为 1 : 6 4 0

,
2H

5

腹水为 l : 8 0 0 0
。

3
.

自从 1 9 7 5年首次制备单克隆抗体报道以来〔K o hl e r

等
,
1 9 7 5〕

,

杂交瘤技术有了不少改进
,

尽管操作方

法有所不同
,

但都在设法提高细胞融合率
。

有关资料介绍〔徐宜为
,

1” 1 ;黄祯祥等
,
1 9 9。〕

,

将 H A T 改换成 H T

的时间为 2~ 3周
,

本实验中考虑到氨基蝶吟 ( A )对细胞的毒性
,

将其缩短 至 1周
,

获得了较高的融合率和阳性

率
。

此外
,

避免胎牛血清污染
、
D M EM 培养液 p H 值偏高及过期使用等因素

,

均可使融合及克隆过程顺利进

行
。

本 实脸得到 国家兽医生物技术重 点实验 室卢景良研究 员的指导与支持
,

谨此致谢
。
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