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摘要! 为了建立针对草鱼呼肠孤病毒"D-$.#流行株的血清学检测方法!实验构建了能高效表

达 D-$.+\2: 株主要衣壳蛋白 .79 的重组表达载体 M,N/138*6!利用纯化的 .79 重组蛋白免

疫 9&'96?小鼠!取免疫小鼠的脾细胞与 *7162 细胞融合!经过克隆和筛选!获得 / 株能稳定分

泌抗 .79 重组蛋白单克隆抗体":/B/?0/B303BH;R/J=!2&R#的杂交瘤细胞!分别命名为 1-1$1(/

和 7,7% 抗体经亚型鉴定均为 )LD3!轻链为
/

链&间接 ,')*&试验证明!/ 株杂交瘤细胞分泌的

2&R 可特异性识别 D-$.8+\2:!与 D*$.!)*O%.!)+%.均无交叉反应% 选择 1-1 作为腹水生

产细胞株!免疫小鼠后腹水,')*&效价为 3=012 222&)(&和YGAHG4B8R0/HH;BL 结果显示!这株杂交

瘤细胞分泌的 2&R 能够特异性识别 D-$.8+\2: 病毒粒子% 本实验制备的 2&R 具有良好的生

物学特性!为 D-$.流行株血清学检测方法的建立及 .79 蛋白相关功能研究奠定了基础%

关键词! 草鱼呼肠孤病毒& .79 蛋白& 单克隆抗体

中图分类号! F733& *830134444444 4文献标志码'&

44D-$.隶属于水生呼肠孤病毒属"为呼肠孤

病毒科一新成员"是中国大陆分离的第一株鱼类

病毒
(3 51)

' 该病毒主要引起中国&越南&缅甸等亚

洲国家淡水养殖中的草鱼 # $+04.7%&,4>.3.4

(30''1-$品种在鱼种阶段发生出血病"死亡率一

般为 /2E<72E"最高可达 62E<:2E"而且还

能感染青鱼&麦穗鱼等"使其发生出血病症状而

死亡' 该病毒流行广&危害大&死亡率高&发病

季节长"严重影响了广大养殖者的积极性和我

国淡水养殖业的健康发展
(3 5/)

' 草鱼呼肠孤病

毒具双层衣壳"病毒粒子平均直径为 62 <02

B:"二十面体对称"无囊膜"基因组由 33 条分节

段的双链 $%&组成' 目前己经报道了近 12 个

分离株"包括 D-$.:79&D-$.:63&D-$.:0/&

D-$.:07& D-$.:06& D-$.883& +861& \.8

::21&D-$. +\2:&!X28823&D-$.8329&D532

等"不同分离株在基因组序列&基因组带型&细

胞病变&对草鱼的致病力等方面差异较大
(9 5:)

'

D-$.8+\2: 株为从浙江湖州分离到的一个新

毒株"于 1228 年已完成全基因组测序
(6)

"并进

行了较为系统的研究
(: 532)

' 初步的流行病学调

查分析表明"目前导致草鱼出血病流行的草鱼

呼肠孤病毒"在核苷酸序列和推导的氨基酸序

列同源性上"多数和 +\2: 株比较相似
(33)

' 当

前草鱼出血病的防治工作任务非常艰巨"主要

是对疫情要早发现&早确诊&早控制&早防疫"而

关键问题之一是早确诊"也就是草鱼出血病病

毒的快速检测技术问题"只有建立快速&敏感&

特异的草鱼出血病诊断技术并应用到实际防治

工作中去"才能真正解决B一线C急需'

D-$.8+\2: 株 *6 基因编码的 .79 蛋白可

能为病毒的主要外衣壳蛋白"对 *6 编码蛋白的二

级结构&亲水性&柔性区&抗原性进行预测显示"其

抗原性区域和亲水性区域主要分布在两端"较大

的柔性区也分布在两端"在 -端有一个很显著的

抗原区域' 目前"对于 +\2: 株 *6 编码蛋白的功
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能仅仅是通过分析和推测得出"其实际功能还有

待于进一步研究和验证' 单克隆抗体只识别一种

表位#抗原决定簇$的抗体"来自单个 9淋巴细胞

的克隆或一个杂交瘤细胞的克隆' 具有相同的结

构和亲和力"性质均一"它能特异地识别单个抗原

决定簇"具有良好的特异性' 在水产动物疾病研

究方面"该技术已被广泛地用于病原诊断
(31 539)

"

也被用于鱼类病毒的结构蛋白分析与定位
(37 536)

'

本实验对草鱼呼肠孤病毒 +\2: 株 *6 基因编码

的 .79 蛋白进行了原核表达&纯化&制备其单克

隆抗体"并对制备的单克隆抗体部分特性进行了

鉴定"为草鱼呼肠孤病毒 +\2: 株型的快速&灵

敏&特异的检测技术研制及 .79 蛋白的相关功能

的深入研究奠定基础'

34材料与方法

$%$&质粒"菌株"细胞及血清

M,N8/13&*7162 均为本实验室保存%)*O%.&

)+%.和 D-$.8+\2: 株由本实验室分离并保

存%D*$.购自 &N--"-)O细胞购自武汉大学细

胞典藏中心%蛋白 D-$.8+\2: .79 阳性血清由

本实验室制备%大肠杆菌 5+7

"

和 9'13#5,/$感

受态细胞购自北京康为世纪生物科技有限公司'

$%'&主要试剂

异硫氰酸荧光素#()N-$标记的羊抗鼠 )LD&

()N-标记的羊抗兔 )LD&+$7标记羊抗鼠 )LD&

+&N&+N&弗氏完全佐剂&弗氏不完全佐剂和

7,D//72 均购自 *;L:3公司%)LD抗体亚类鉴定

试剂盒购自 */<HIG4B 9;/HG?I 公司%胎牛血清&

52,2812 完全培养基购自 D;R?/ 公司%预染蛋白

质 234PG4购自 @G4:GBH3A公司'

$%+&实验动物

6 周龄 *7(雌性 9&'96?小鼠购自广东省实

验动物中心'

$%,&重组蛋白的表达及纯化

将重组质粒 M,N/138*6 转化 JI).'(9'13

#5,/$感受态细胞"培养至菌体 !

622

值为 216 左

右时"以终浓度为 312 ::/06'的 )7ND于 /0 K

条件下诱导表达' 将重组菌大量诱导表达后"离

心收集菌体"用含 : :/36'尿素的 79*将沉淀悬

起" 超 声 波 破 碎 /2 :;B% 破 碎 后 的 上 清 用

+;AN43M

N2

试剂盒#购自 %/T3LGB 公司$纯化重组

蛋白"按说明书操作' 收集各步洗脱液进行 *5*8

7&D,检测蛋白纯化效果'

$%/&间接 R9LP*方法的建立

用纯化的草鱼呼肠孤病毒 +\2: 株作为检测

抗原"按常规间接 ,')*&操作步骤
(30)

采用方阵

滴度法确定抗原最佳包被浓度"试验重复 / 次"建

立用于抗 .79 蛋白血清及单抗效价检测的间接

,')*&方法' M+816 的碳酸盐缓冲液倍比稀释

抗原"N29底物显色' 以 972 B:单波长测定各

孔 "5值"以与阴性对照孔 "5值的比值 #76%$

大于 113 为限"作为判断为阳性或确定效价的临

界点'

$%V&动物免疫

用纯化的 .79 重组蛋白皮下多点免疫 6 周

龄 9&'96?小鼠"每只小鼠免疫的蛋白量均为

322

!

L"共免疫 / 次"其中第一次加等量弗氏完全

佐剂"后 1 次加等量弗氏不完全佐剂"第 / 次免疫

39 J 后尾静脉采血"分离血清",')*&方法测定

效价"7 J 后加强免疫'

$%0&杂交瘤细胞株的克隆与筛选

将骨髓瘤细胞 *7162 与免疫小鼠脾细胞按

3=3的比例混合"在 72E 7,D//72 的作用下按常

规方法进行融合
(3:)

"用含 +&N的 52,2812 完

全培养基进行筛选' 待融合细胞生长至培养孔底

面积的 369 <36/ 时"采用间接 ,')*&方法进行

检测"选择 ,')*&检测为阳性且效价较高的细胞

进行克隆纯化' 克隆纯化按有限稀释法进行"连

续克隆 / <7 次"直至杂交瘤细胞孔抗体阳性率达

到 322E'

$%\&单抗亚类鉴定

采用 */<HIG4B 9;/HG?I 公司的单抗亚类鉴定

试剂盒鉴定亚型"具体方法按操作说明书进行'

$%d&单抗腹水制备及效价测定

按常规方法进行单克隆抗体的腹水的制

备
(3:)

' 以建立的间接 ,')*&方法分别检测杂交

瘤细胞上清和小鼠腹水单克隆抗体效价'

$%$W&抗体特异性鉴定和纯度检测

分别以 D-$.8+\2:&D*$.&)*O%.")+%.

包被酶标板"间接 ,')*&法对 / 株单抗的特异性

进行检测"将 *7162 细胞培养上清作为阴性对照"

76%

(

113 判为阳性反应'

以硫酸铵沉淀和凝胶过滤层析法对其中 3 株

杂交瘤细胞#1-1$制备的腹水进行纯化"参照文

献(3:)的方法进行'

379
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$%$$&b2=G2>3"8@:GGA3B 分析

将表达的重组蛋白和纯化的 D-$.+\2: 株

病毒制样进行 *5*87&D,后"电转印于硝酸纤维

素膜#%-$上"用 7E的脱脂奶粉溶液将 %-膜

9 K封闭过夜"/0 K下与 3=322 稀释的小鼠腹水

单克隆抗体孵育 3 I"再用 79*N洗涤 / 次"加入

用 79*N3=3 222 稀释的 +$7标记的山羊抗小鼠

)LD#购自 *)D2&公司 $"温和振荡结合 3 I%

79*N洗涤 / 次"加入 5&9显色液显色 7 :;B 后

转入 79*N缓冲液终止显色'

$%$'&间接免疫荧光试验

在 9: 孔板中培养单层的 -)O细胞"D-$.8

+\2: 接毒 86 I 后"以 2123 :/06'79*N洗涤 1

次"用预冷的甲醇固定 12 :;B"79*洗涤 1 次"每

次 7 :;B% 加入一抗 #小鼠腹水单克隆抗体 $"

/0 K孵育 62 :;B"79*N洗 / 次"每次 7 :;B%然后

加羊抗鼠 )LD8()N-标记抗体#3=3 222"稀释液为

含 1E 9*&的 79*$"/0 K作用 62 :;B"79*N洗

/ 次%以 72E甘油879*封片镜检"荧光倒置显微

镜#%;P/B",?0;MAGN;8*$观察结果"阴性抗原对照

为正常 -)O细胞'

14结果

'%$&重组蛋白的表达与纯化

将阳性重组质粒 M,N/138*6 转化大肠杆菌

9'13#5,/$"经 )7ND诱导"*5*87&D,电泳结果

显示"在约 73 P< 处有一条特异的蛋白条带"与预

期的蛋白分子质量大小一致"目的蛋白的表达量

占细菌总蛋白主要部分"而且目的蛋白主要在沉

淀中"即目的蛋白主要以包涵体的形式存在 #图

3$' 重组菌大量诱导表达后"离心收集菌体"超

声波破碎 /2 :;B"离心收集沉淀&用含 : :/36'

尿素的 79*将沉淀悬起对包涵体形式的蛋白进

行变性处理后离心"上清用 +;AN43MN2 试剂盒纯

化重组蛋白"纯化后的目的蛋白条带单一无明显

杂带"纯度很高"*5*87&D,电泳仅显示单一的目

的条带#图 3$'

'%'&间接 R9LP*检测方法的建立

经方阵滴定法"确定 .79 蛋白的最佳包被质

量浓度为 1

!

L6

!

'"最佳封闭条件 /0 K 封闭

1 I"杂交瘤细胞培养上清&腹水6单克隆抗体的作

用时间为 317 I"+$7标记的山羊抗小鼠 )LD工

作滴度为 3=7 222"工作时间为 /2 :;B"N29底物

显色时间约为 37 </2 :;B#表 3$'

'%+&杂交瘤细胞株的建立

骨髓瘤细胞 *7162 与免疫鼠脾细胞融合后经

+&N进行筛选"共筛选出 / 株可高效&稳定分泌

抗 .79 抗体的杂交瘤细胞株"分别命名为 1-1&

1(/ 和 7,7"其中 1-1 株杂交瘤细胞分泌的抗体

效价较高"用纯化蛋白免疫 9&'96?小鼠的脾细

胞与 *7162 骨髓瘤细胞融合"+&N选择性培养液

筛选' 用建立的间接 ,')*&方法筛检"阳性孔经

9 次克隆纯化"最终获得 / 株能够稳定分泌 2&R

的杂交瘤细胞株'

图 $& -̂, 重组蛋白表达与纯化结果

31上清中的总蛋白% 11沉淀中的总蛋白% /1纯化后的蛋白%

91菌体总蛋白% 21低分子量蛋白 234PG4'

SAB%$&7J2>2=<@G:F̂ -, C>:G2A3

2UC>2==A:353DC<>AFA;5GA:3

31H/H30M4/HG;B ;B HIGA<MG43BH3BH% 11H/H30@<A;/B M4/HG;B% /1HIG

M<4;@;GJ M4/HG;B% 91H/H30R3?HG4;30M4/HG;B% 210/V :/0G?<034

VG;LIH:34PG41

表 $&杂交瘤细胞上清及腹水的抗体效价 Q(

,/W

758%$&7J253GA8:DI GAG2>:FGJ2JI8>AD:E5 ;2@@=

=<C2>35G53G53D5=;AG2=$Q(

,/W

%

杂交瘤细胞株

I=R4;J/:3?G00A

,')*&效价

H;HG4A/@,')*&

细胞上清

?G00AA<MG4B3H3BH

腹水

3A?;HGA

1-1 3=7 312 3=73 122

1(/ 3=3 1:2 3=17 622

7,7 3=1 762 3=17 622

'%,&单克隆抗体亚型鉴定

抗体亚类鉴定结果表明"所获得的 / 株 2&R

均为 )LD3 亚类"轻链为 P3MM3链#表 1$'

179
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表 '&单克隆抗体亚型鉴定结果$Q(

,/W

%

758%'&7J2>2=<@G:F=<8GIC2AD23GAFA;5GA:3:FE:3:;@:35@53GA8:DI 5B5A3=G1#.̂ "]gW\$Q(

,/W

%

杂交瘤细胞株

I=R4;J/:3?G00A

)LD3 )LD13 )LD1R )LD/ )L2 )L& O3MM3 '3:J3

1-1 316/0 21290 21296 21291 21290 21296 31/:3 21297

1(/ 31182 2129/ 21298 212:2 21270 2129: 2161: 21277

7,7 21:2: 21273 21272 21272 21262 21276 2163: 21298

'%/&单克隆抗体特异性鉴定

间接 ,')*&法测定结果显示"/ 株杂交瘤细

胞分泌的单抗均可与 D-$.8+\2: 结合"而与

D*$.&)*O%.和 )+%.均未发生交叉反应"表明

其具有良好的特异性#表 /$'

表 +&单克隆抗体的特异性检测结果$Q(

,/W

%

758%+&PC2;AFA;AGI :FE:3:;@:35@53GA8:DA2=5B5A3=GGJ21#.̂ "]gW\$Q(

,/W

%

杂交瘤细胞株

I=R4;J/:3?G00A

D-$.8+\2: D*$. )*O%. )+%.

阴性对照

BGL3H;TG?/BH4/0

1-1 11:07 21103 2113/ 21130 21391

1(/ /131/ 211:3 21196 213:6 213/7

7,7 /12/9 211:/ 2112: 21123 21369

'%V&单克隆抗体的纯化

经辛酸 5饱和硫酸铵法纯化的单抗经 *5*8

7&D,电泳后"在约 77 P< 和 16 P< 处可见 1 条清

晰条带"与预期的 )LD重链&轻链条带大小相符

#图 1$'

图 '&纯化 '#' 单抗的 P(P"-*1R分析

21预染蛋白 234PG4% 31纯化的单抗'

SAB '&7J2C<>AFA;5GA:3'#' 53GA8:DA2=O2>2

535@I=2D8I P(P"-*1R

2174/HG;B :34PG4% 31M<4;@;GJ 2&R1

'%0&b2=G2>3"8@:GGA3B 分析

采用纯化的 D-$.8+\2: 进行 *5*87&D,后

转印至硝酸纤维素膜上"以纯化的抗 .79 蛋白

2&R 为一抗"+$7标记的羊抗鼠 )LD为二抗' 结

果显示"纯化的病毒能够与2&R 发生反应"目的条

带约为 6: P<"与病毒编码的.79 蛋白大小相符%而

*7162 上清不能与病毒发生反应"表明该 2&R 可

以与 D-$.8+\2: 发生特异性反应#图 /$'

图 +&1#.̂ "]gW\ 与 !*8的 b2=G2>3"8@:GGA3B 鉴定

21预染蛋白 :34PG4% 31纯化的 2&R% 11*7162 上清'

SAB%+&PC2;AFA;AD23GAFA;5GA:3:FGJ2

!*8OAGJ1#.̂ "]gW\

21M4/HG;B :34PG4% 313A?;HGA2&R% 11*7162 ?G00A<MG4B3H3BH1

'%\&间接免疫荧光试验结果

.79 蛋白2&R 能对病毒感染的细胞产生特异

性的荧光染色"在尚未感染的区域呈现阴性反应"

且单抗上清与正常 -)O细胞都没有反应"表明

D-$.+\2: .79 单抗具备良好的特异性' 同时"

该单抗对病毒感染的细胞都只能在细胞质中观察

到绿色的荧光信号#图 9$'

/79
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图 ,&!*8的 LS*鉴定

SAB%,&LD23GAFA;5GA:3:F!*88I LS*

/4讨论

单克隆抗体是病原微生物研究&疫病快速诊

断和治疗以及病原结构蛋白结构与功能分析极为

重要的工具"单抗抗体技术已经在生命科学各个

领域得到了广泛应用"尤其是在病原学领域的应

用尤为显著
(38)

' 单克隆抗体技术在水生动物病

原学上的应用已经有二十多年的历史"在鱼类病

原学方面的研究应用比较早的有 -I;B?I34等
(12)

研制出的虹彩病毒 #(./$和 &<AH;B

(13)

把抗耶尔

森氏菌和杀鲑气单胞菌的单克隆抗体用于鲑鳟鱼

类红嘴病及疖疮病的诊断' 目前"多种鱼类的细

菌&病毒和寄生虫抗体已经得到研制和应用
(11)

'

草鱼呼肠孤病毒单克隆抗体的研制与应用也有报

道"贺路等
(1/)

和杨倩等
(19)

分别针对 :0/ 株和

D5.229 株草鱼呼肠孤病毒制备了相应的单克隆

抗体"并利用制备的单克隆抗体建立了免疫学检

测方法' 但由于草鱼呼肠孤病毒变异较快"毒株

类型众多"各毒株之间差异较大"针对不同的毒株

都应当建立其相应的快速检测方法和对其病原学

分别进行研究' D-$.8+\2: 是新分离的到一个

新毒株"目前的初步研究表明"+\2: 株为当前主

要的流行毒株
(33)

"而且该毒株和其它毒株在基因

组序列&毒力&细胞培养特性等各方面均存在较大

差异
(6": 532)

"因此"研制针对 D-$.8+\2: 株的单

克隆抗体非常有必要'

本实验采用纯化的 D-$.8+\2: .79 重组蛋

白免疫 9&'96?小鼠"采用纯化的 D-$.8+\2:

病毒作为抗原包被反应板"利用建立的间接

,')*&方法检测"筛选出 / 株稳定分泌抗 D-$.8

+\2: 单抗的杂交瘤细胞株"抗体亚类鉴定结果

显示"/ 株单抗均为 )LD3"收集腹水经辛酸 5饱和

硫酸铵法纯化后获得高纯度的抗体' 抗体亚类鉴

定结果显示"/ 株单抗均为为 )LD3"轻链均为
/

链' 特异性鉴定结果显示"本试验获得的 / 株单

抗均 可 与 D-$.8+\2: 结 合" 而 与 D*$.&

)*O%.&)+%.无交叉反应"这表明所获得的单抗

具有良好的特异性' YGAHG4B8R0/HH;BL 和 )(&结果

表明"获得的 2&R 与纯化 D-$.能够发生特异

性反应"说明该单克隆抗体可识别 D-$.8+\2:

毒株结构蛋白 .79 蛋白上的某一抗原表位"而该

抗原表位的具体特征则有待于进一步深入研究'
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