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牙鲆淋巴囊肿病毒一抗原蛋白的确认及定位
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摘要：以牙鲆淋巴囊肿病毒（789:）为抗原免疫 ;%’4 < (小鼠，而后将小鼠脾细胞与 =(>!骨髓瘤细胞融合，以囊
肿组织冰冻切片的免疫荧光染色筛选杂交瘤细胞，阳性结果显示特异性块状荧光信号集中在囊肿细胞的细胞

质边缘部分，且多个荧光信号相连呈现链圈状，有限稀释法克隆阳性杂交瘤细胞，三次克隆后获得 ’株稳定产
生抗 789:抗体的单克隆杂交瘤细胞株（!"*、!9)、&;$、&9!!）。应用?*-@*A+ 4’1@@&+,法分析单抗识别蛋白的分
子量，结果显示，单抗 !9) 和 &;$均能特异性结合一条分子量 !!$ B9病毒多肽；应用免疫电镜技术定位单抗识
别的抗原决定簇，结果发现胶体金颗粒集中吸附在病毒粒子衣壳周围，且背景清洁，无散在的金颗粒或其他污

染物。实验结果说明分子量约为 !!$ B9的蛋白多肽为 789:病毒衣壳蛋白，且具有线性抗原决定簇。
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淋巴囊肿病（/,-;"(.,*!&* )&*$#*$，@AB）是鱼
类中常见的一种病毒病，该病的典型症状为患病

鱼体表可见单个或聚集成团的皮肤瘤状或菜花状

的赘生物。!%"&年 @(0$首先在欧洲的河鲽中发
现，直到 #’世纪 $’ 年代才确定其病原为淋巴囊
肿病毒（@ABC）。过去此病主要发生在欧洲和南、
北美洲，近年来，日本以及我国养殖的鲈、鰤、紫红

笛鲷、石斑鱼、真鲷、牙鲆、大菱鲆等均发生过此

病。有关 @ABC的病原特性［!，#］、超微结构［(，&］、
细胞培养［#，)，$］、基因序列［"］、诊断技术［%，*］等已

有多方面研究报道。

单克隆抗体由于其生物活性单一，与抗原结

合的特异性强等优点，已经渗透到水生动物病毒

学多个分支领域的研究中。目前，已有将单克隆

抗体技术应用到了对病毒结构蛋白的确认、定位

及功能分析研究中的报道［!’］，但是运用单克隆抗

体技术研究鱼类淋巴囊肿病毒结构蛋白，目前尚

未见报道。本文通过研制抗牙鲆淋巴囊肿病毒单

克隆抗体，应用间接免疫荧光抗体法、7$*!$+%
’/(!!&%8和免疫电镜三种方法研究与单克隆抗体
特异性结合的病毒结构蛋白，同时进一步分析与

单克隆抗体特异性结合的抗原决定簇的特性，以

期为研究鱼类淋巴囊肿病毒积累资料。

! 材料与方法

) 1) 材料与试剂
严重感染淋巴囊肿病的牙鲆采自山东威海养

殖场；D#/’ G .小鼠购自山东医科大学实验动物中

心；骨髓瘤细胞为 H(I!细胞株。
弗氏完全佐剂及不完全佐剂、异硫氰酸荧光

素（542A）标记羊抗小鼠 48J、碱性磷酸酶（6H）标
记羊抗小鼠 48J、氯化硝基四氮唑蓝（KD2）、) +溴
+ & +氯 + ( +吲哚 +磷酸（DA4H）、!) %-胶体金
标记羊抗小鼠 48J均购自 L&8-#公司。
) 1* 方法
淋巴囊肿病毒提纯 取 !’ 8病鱼的囊肿

组织，加入适量石英砂和 !’ 倍体积的 2K9缓冲
液（’ 1’) -(/·@ + ! 2+&* + FA/；’ 1 !) -(/·@ + !K#A/；
’ 1’! -(/·@ + ! 9B26；;F " 1&），冰浴匀浆。匀浆液
$’’ 8离心 (’ -&%，取上清液，! %’’ 8再次离心 (’
-&%；收集上清液，"% ’’’ 8离心 # "；弃上清，向沉
淀中添加适量 2K9，将其轻置于由 ("M、&’M、
&"M、)#M、)"M、$#M（7GC）组成的蔗糖密度梯
度离心管上层，"% ’’’ 8离心 # "；用一次性注射
器小心吸出病毒带，2K9重悬，"% ’’’ 8离心 ! "
除去蔗糖。上述各步离心均于 & N下进行。
免疫 D#/’ G .小鼠及细胞融合 调整提纯

病毒的蛋白质量浓度为 ! -8·-@ + !，参照战文斌

等［!!］的方法。免疫四周龄 D#/’ G .小鼠，最后一次
免疫后的第 (天，将小鼠脱颈椎处死，无菌条件下
取免疫小鼠脾细胞与 H(I!骨髓瘤细胞用于细胞
融合。融合的杂交瘤细胞 (" N、AO#浓度 )M、用
F62选择性培养液培养。
免疫荧光抗体法筛选杂交瘤细胞 取新

鲜的牙鲆体表囊肿组织，切成 % -- , ) -- , "
--的小块，生理盐水清洗，吸干水分，用组织冷
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冻包埋剂 !"#包埋，! "# $放置 $# %&’，冰冻切
片，切片厚度 %!&，丙酮固定 "# %&’，室温干燥后
! "# $冻存备用。以杂交瘤细胞培养上清液为
第一抗体加在切片上，$’ $湿盒孵育 (% %&’，()*
! #（含 # +#%,#-..’ ! "#）浸洗 $次，每次 % %&’；
加第二抗体（/0#"标记的羊抗小鼠 012，) * "%+），
$’ $避光湿盒孵育 (% %&’，()* ! #浸洗 $次；甘
油封片，荧光显微镜观察。采用有限稀释法克隆

阳性杂交瘤细胞，同样采用上述免疫荧光抗体法

筛选。

3.45.6’ 78955&’1分析抗原决定簇分子量
电泳凝胶由浓度为 )",分离胶和浓度为 %,浓缩
胶两部分组成；纯化的病毒液与电泳样品缓冲液

（# +% %98·: ! ) #6&4 ! ;"8，<; + + ,；),*=*；),疏
基乙醇；)#,甘油；# +#",溴酚蓝）等体积混合，加
热煮沸 $ %&’；采用 #6&4甘氨酸（28>）电泳缓冲液
（# + #"% %98·: ! ) #6&4；# + "% %98·: ! ) 28>；# + ),
*=*；<; , +$），($条件电泳；完成后，一份考马斯
亮兰染色，一份移到电泳转移槽，稳流 "## %?，转
移 % @；将转移后的硝酸纤维素膜（A"膜）用 ",
牛血清白蛋白（)*?）( $封闭过夜，次日 ()* ! #
浸洗 $次，加入第一抗体（单克隆抗体），$’ $孵
育 (% %&’，()* ! #浸洗 $次，每次 % %&’；加入第
二抗体（?(标记羊抗小鼠 012，) *$# ###），$’ $孵
育 (% %&’，()* ! #浸洗 $次，每次 % %&’；加 A)# B
)"0(，室温显色。
免疫电镜定位病毒粒子上单抗特异结合的抗

原决定簇 取纯化的 :"=C病毒悬液 )#!:，滴
在覆盖有 /96%DE6膜的铜网上，静止 % %&’，吸去
多余的病毒悬液，()* ! #浸洗，",)?*，$’ $封
闭 ) @，()* ! #浸洗 $次；加入第一抗体（单克隆
抗体），$’ $孵育 (% %&’，()* ! #浸洗 $次；加入
第二抗体（ )% ’% 的胶体金标记羊抗小鼠
012，) *)##），$’ $孵育 (% %&’，()* ! #浸洗 $次，
双蒸水浸洗 $次，然后 ",的磷钨酸负染色 ) %&’，
吸去残留染液，电镜观察。

" 结果

! "# 分泌抗 $%&’病毒单克隆抗体杂交瘤细胞
株的建立

以纯化的 :"=C免疫 )E87 B F小鼠，免疫小鼠
脾细胞与 (GHI瘤细胞融合后，经含 ;?#的培养
基进行筛选，出现融合细胞克隆，融合率为 JK,，
两周后以免疫荧光抗体法检测细胞培养上清液中

的抗体，同时以 (GHI 瘤细胞培养上清为阴性对
照，筛选分泌特异性抗 :"=C抗体的强阳性克隆
进行亚克隆，经 G次亚克隆后，获得 L株稳定分泌
抗 :"=C单克隆抗体的杂交瘤细胞，分别为 I?J、
I=M、N)O、N=II。免疫荧光筛选结果显示：这 L株
单抗与囊肿细胞反应结果一致，即特异性块状荧

光信号仅出现在囊肿细胞的细胞质边缘，且数个

阳性信号相连呈现链圈状（图 I P E），对照囊肿细
胞的病理切片，可知出现特异性荧光的位置正是

囊肿细胞内形成的包涵体的位置。

图 I 免疫荧光法筛选牙鲆淋巴囊肿病毒单抗实验结果（7E6 Q KR!%）
/&1+I #@. 6.4S85 9T <94&5&D. @>76&U9%E4 6.EF5 -&5@ 8>%<@9F>45&4 F.884 7> &%%S’9T8S96.4F.’F. E44E> 4F6..’&’1

E+单抗 I?J；7+阴性对照 E+%9’9F89’E8 E’5&79U> I?J；7+ ’.1E5&D. F9’5698
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! !! "#$%#&’ ()*%%+’,测定结果
采用"#$%#&’ ()*%%+’,的方法对单抗特异性结

合的病毒蛋白多肽的分子量进行了测定。结果显

示单抗 -./、012 均能识别一条分子量约为 --2
3.蛋白多肽，单抗 -45、0.--没有反应条带（图 0
6 (）。该结果提示单抗 -./、012 特异性结合的
抗原表位是线性表位，而单抗 -45、0.-- 特异性
结合的抗原表位可能是构象表位。

图 0 单抗与 78.9病毒的"#$%#&’ ()*%%+’,结果
:+,!0 ;<# &#$=)% *> "#$%#&’ ()*%%+’, &#?@%+A+%B *>

78.9C$D#@+>+@ E*’*@)*’?) ?’%+(*F+#$
?!G.G 6 H4IJ结果，K!E?&3#&，9! 淋巴囊肿病毒；(! "#$%#&’

()*%%+’,结果，K! E?&3#&，- !单抗 -./，0 ! 单抗 012，L! 单抗

-45，M !单抗 0.--

?! &#$=)% *> G.GCH4IJ，K! E?&3#&，9! D=&+>+#F A+&+*’$；(! &#$=)%

*> "#$%#&’ ()*%%+’, ?’?)B$+$，K! E?&3#&，-! E*’*@)*’?) ?’%+(*FB

-./，0! E*’*@)*’?) ?’%+(*FB 012，L ! E*’*@)*’?) ?’%+(*FB -45，

M! E*’*@)*’?) ?’%+(*FB 0.--

! !- 单抗在病毒粒子上特异性结合的位点
利用所制备的单克隆抗体对 78.9进行免疫

胶体金标记定位，电镜观察结果显示：视野背景清

洁，无散在的金颗粒或其他污染物，病毒粒子有时

呈堆分布，胶体金颗粒集中结合在淋巴囊肿病毒

粒子衣壳周围，在病毒外区域没有胶体金颗粒散

布（图 L）。该结果证明了这 M株单抗特异性结合
的抗原决定簇均位于淋巴囊肿病毒的衣壳上。

L 讨论

本文以纯化的淋巴囊肿病毒为抗原，运用单

克隆抗体技术，筛选、克隆出 M 株稳定分泌抗
78.9病毒单克隆抗体的杂交瘤细胞（-45、-./、
012、0.--）。运用 "#$%#&’ ()*%%+’,法和免疫电镜
法对单克隆抗体特异性结合的病毒结构蛋白进行

了研究，结果表明分子量约为 --2 3.的蛋白多肽

具有单抗（-./、012）特异性结合的线性抗原表
位，且此蛋白多肽位于淋巴囊肿病毒的衣壳上。

图 L 单抗 -./胶体金标记免疫电镜结果（(?& N 0OO ’E）
:+,!L PEE=’# #)#@%&*’ E+@&*$@*DB =$+’, @*))*+F?) ,*)F ?$

? E?&3#& %* A+$=?))B F#%#@% %<# @*E(+’+’, D*$+%+*’ *>
7BED<*@B$%+$ F+$#?$# A+&=$（(?& N 0OO ’E）

本研究运用冰冻切片的免疫荧光抗体方法筛

选抗 78.9的单克隆抗体，阳性结果显示，特异性
荧光信号集中在囊肿细胞的细胞质的边缘部分，

且多个荧光信号相连呈现链圈状。牙鲆体表细胞

感染 78.9后典型的病理特征为在肿大细胞的细
胞质边缘散有嗜碱性的、大小不一的包涵体，呈带

状，或链圈状分布［L，M，2，-0，-L］。对照囊肿细胞病

理变化可知，荧光信号恰好位于包涵体上。一般

来讲，细胞在感染病毒后，出现的包涵体是病毒核

酸和病毒蛋白质在细胞内集中合成及装配成病毒

粒子的场所，或者是病毒粒子发生的部位。本实

验结果提示，筛选得到的杂交瘤细胞分泌的抗体

特异性结合的是 78.9病毒的蛋白质。此外，采
用免疫荧光抗体法筛选阳性杂交瘤细胞株主要是

因为免疫荧光抗体法反应灵敏，结果直观，能够避

免酶联免疫吸附法和免疫酶法等由于细胞和组织

内存在内源酶而出现的假阳性［-M］。本实验共进

行了三次有限稀释克隆，最后一次克隆阳性孔率

为 -OOQ，保证杂交瘤细胞为单克隆。
本文采用间接免疫荧光抗体、"#$%#&’ ()*%%+’,

和免疫电镜三种方法验证抗体的特异性，结果显

示单抗 -45和 0.--的 "#$%#&’ ()*%%+’,没有出现
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阳性结果，单抗 !"#、$%& 检测到特异反应的条
带，而另外两种方法显示，’ 株单抗结果均为阳
性，究其原因：一是在筛选阳性克隆时，直接将新

鲜囊肿组织的冷冻切片进行荧光染色筛选。冷冻

切片能最大限度的保存样品中生物大分子的活

性、天然构型，保持组织的生活状态，使其抗原性

不受破坏。二是 ()*+),- ./0++1-2 时，经过煮沸和
其他处理后病毒变性，破坏了抗原的空间结构。

筛选得到的单抗 !34、$"!!特异性结合的抗原表
位是构象表位，而单抗 !"#、$%&特异性结合的抗
原表位是线性表位。

本实验应用免疫胶体金标记的方法来定位单

抗特异性结合的抗原决定簇，该技术把免疫学中

抗原抗体反应的高度特异性、敏感性与形态的可

见性有机地结合起来。本实验结果显示 56"7病
毒粒子结构完整，吸附的胶体金颗粒清晰可见，无

非特异性散在的金颗粒，该结果直接证明这 ’株
单抗的抗原决定簇均位于 56"7病毒衣壳上。结
合免疫电镜和 ()*+),- ./0++1-2 结果，可以断定分
子量约为 !!& 8"的蛋白多肽为淋巴囊肿病毒衣
壳蛋白，并且具有线性抗原决定簇。
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