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单克隆抗体在兽医和畜牧中的

研究现状与展望
‘

欧 阳 棍

创灯北农学院
一

兽医 系)

自K 6 ll le r ,
G

.

和入Ii ls t e i : ,

C
.

(1 0 7 5 ) 发表 J’
“

能分泌预定特异 性仁自 融合 细 池

连续培养物 ” 以来
,

分泌单一抗体的杂 交瘤技术 (即单克隆抗体 技术) 在细胞生物学
、

免疫学
、

微生物学和寄生 虫学等方而蓬勃兴起
,

发展异常迅速
。

现将近些年来在兽限和

畜牧 方面单 兑隆抗体 (以下简称单抗 ) 的研 究现状和 展望 评述于后
。

一
、

病原分群
、

分型方面的研究现状

刊用
1
仁抗测定病原的抗原决定 族差异

,

可将同种病原分为不同 的单 抗群
、

型 及
、

;:

型
。

刊用抗新城疫病毒 (N D V ) U ls t e r Z C 毒株的 9 个 单抗 川
一

将 4。个 N D V 毒 闷
:

和分 巧

物分为 a
一 h s 个单抗群 “ 3 ’ 。

在用 n 个单抗对15 个马立 克病毒 (M D V ) 和 火 玛疤 疹病

毒 (H V T ) 作间接荧光抗体试验时发现 ‘““’ ,

单抗T 81 是 共同 的 ; H 1 9 东 8 个 单号亢!
1

刁

M D V 强毒株及弱毒株反应 ; “

户
一

抗Y 另仅与非病原性的 M D V 反应 ; 单抗L 7 8 只 同非 病 系

州的 H V T 反应
。

在用 2 1个抗 兰舌病毒 血清型17 (B T V 一 1 7) 的单抗同 2 0个B T V 血清型

灼放 射免疫测定 (R 工A ) 试验中
,

发现有 4 个单抗 只结 合 1 个或 少数 儿 个B T V 皿清

型
,

其中的 1 个单抗 ( 6 C 2 A
.

4
.

2) 只对 B T V 一 17 有特异性
,

并 具中和 及凝集 抑制 公舌

性
。

另外的 17 个中抗对全部或大部分B T V 血清型 有反 应 ‘“) 。

L e t c h w ol
一

th 等 (1 9 8 3 )

用 R l人试验了 22 个抗 B T V 一 17 (}不阿明分离物) 的单抗对 21 个来源 不同 }沟B T V 一 1 7 分

离物 心怀阿明 1 个
、

加利福尼亚 1 2个
、

密西酉 比 4 个
、

阿拉巴马 2 个
、

路易斯安 那 1 个
、

阿肯色 1 个) 的反应
。

发现以 5 D 4八
.

, 为代表的 1 8个 单抗及单抗 8 B 2 B
.

3 同 2 1个 B T V 分

离物全部结合
,
以 6 D 2 A

.

7为代表的 2 个 谁抗只结 合阿拉 巴马 的 1 个 分离 物
,

而 单抗

7 D 4 D
.

i 3仅不结合加不11福 j己〕l之于向 i 个分离物
。

单抗还用于狂大病病毒
、

流感病毒
、

鼠自
、

m
.

病病毒
、

嵌沙样病毒
、

鼠乳头状瘤病毒以 硬轮状病碘; 的血清分型
〔‘” ’““、 。

二
、

有关中和抗原和被动保护的研究现状

抗 l二l蹄疫病毒 14 0 5 和 1 2 5 的单抗的研究 已获初步结果 ‘” ’“2 ’ “咯’ 5 0 ’ 。

S in , o 了: s等(z , 8 3 )

带本刊编辑 室收到此稿的时间
: 1 9 8 5年 1 月26 日

。
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试验了抗口 蹄疫病毒的 4个单抗
,

其中有 4个在小鼠和培养的细胞上中和试验阳 性
。

抗牛

白血病病毒 (B L V ) 囊膜糖蛋白 g p ”‘

的单抗能识别 B L V g p “ ‘的 8 个抗 原位 点 ‘6 ’ 7 ’。

在

传染性试验和合胞体的中和试验中
,

已证明 g p “‘

的 F
、

G 和H 位点与B L V 的生物 学活性

有关
,

至少是其中的G 位点暴露在B L V 粒子的表面
,

可能是依赖补体的
.

细胞 毒性 的靶

子
。

在研究与犊牛腹泻有关病毒的试验 中
,

已试验 了抗轮状病毒的 5 个单抗
,

但均不能

巾和牛轮状病毒的传染性
‘41

’‘“, 。

抗委内瑞拉 马 脑脊 髓炎 (V E E ) 病 毒囊 膜糖 蛋白

(g p s , “

) 的 单抗
,

在小鼠的中和试验中
。

对大多数 V E E 血清亚型有明显的 被动保护作用

‘3 ” 。

W
r ig ht 等 (1 9 8 3) 研制了抗牛巴贝斯虫保护性片段的 3 个杂交瘤

,

发现抗分子量为

4 4 x 10
3

抗原的单抗具有明显的被动保护作用
。

Ior io 等 (1 9 8 3 ) 建立的单抗 中
,

有 4 个

单抗对N D V 有明显的中和作用
,

可使感染细胞的蚀斑减少90 % 以 上
。

S h e r m e n 等报道

了给未吃初乳的新生犊牛口服抗产肠毒素大肠埃希氏菌 (E T E C ) K 99 单抗预防新生 犊牛

腹泻的试验
,

取得了较明显的效果
,

特别是在临床脱水和死亡两项判定指标上 与对照组

相比
,

有显著差异 (脱水一P < O
。

0 0 1 ,

死亡一 P< 0
.

0 0 1 )
。

在小 鼠和绵羊 抗兰舌 病毒

的被动保护试验中
,

单抗 6 C 2 A
.

4
.

2可被动保护新生小 鼠和 绵羊 抵抗 B T V 一17 的攻击
‘“7 ’ 。

在抗禽球虫的单抗试验中
,

单抗C 3
、

E S和B 10 可抑制球虫在细胞内的 发育 ‘’。’。

三
、

有关诊断和流行病学调查方面的研究现状

常规抗血清在用于诊断方面常有某些难
’

以克服的弊病
,

如可能存在种间交叉反应
,

或免疫动物本身可能存在某种与诊断有关的高滴度抗体
,

或者对种内所有毒株缺乏普遍

的特异性
。

这样
,

有可能出现误诊
。

单抗可消除这些弊病
,

达到更加正确诊断的 目的
。

抗

N D V 单抗38
、

39 对切个毒株或分离物在间接酶联免疫试验中呈明显的反 应
,

并证 实有

特异 性 ‘摇“’ 。

这 些单抗有希望用于诊断和流行病学调查
。

在猫 白血 病病 毒 (F e L V )

感染时
,

该病毒蛋 白 (F e L V 一P.L7 ) 大量存在于猫血中
,

是检测 F e L V 感染的一种 良好

的标志
。

L ut z 等 (1 9 8 3) 利用单抗确定了F e L V 粒子表面的 3 个抗原 区
,

用酶联免疫试

验和免疫沉淀试验证实了单抗MC一 1
、

M C一 2 和M C一 3 对F e L V 有特异性
,

证 实了

Fe L V 一P
“7

是种特异性抗原决定簇
,

还证实了用这些单抗作酶联免疫 试验 是检 测猫血

中 F e L V 一P
2 7

的一种敏感方法
。

抗哺乳动物腺病毒六角体蛋白的单 抗 ZH X 一 2 具 有群

特异性
,

在免疫沉淀试验
、

间接免疫荧光试验和放射免疫 测定 中
,

证 明 ZH X 一 2 能同

人及猴
、

犬
、

猪
、

鼠和牛等哺乳动物的腺病毒呈特异性反应
,

但不 同禽腺病毒反应
,

因

此
,

可用于哺乳动物腺病毒临床标本的诊断
‘幻

。

L e e 和刘 秀凡 等 (1 9 8 3 ) 建 立了抗马

立克病瘤有关表面抗原 (M A T SA )的 单抗 R PH一 6
。

这个单抗在 间接免疫荧光试验中
,

能特异地同含有M A T S A的马立克病淋巴瘤细胞反应
,

与常规的兔抗M A T S A 血清相比

有较高的结合率
,

特别是对野毒 引起的淋巴瘤反应更为明显
。

单抗 R PH 一 6 不同 禽白

血病病毒及网状内皮病毒引起的淋巴瘤反应
。

这个单抗有希望用于马立克病的诊断
。

抗

犬心虫单抗 J4 和J10 合并应用于E L巧 A 系统
,

可 以检测 2 5 n g 以下的犬心虫抗原
,

并具有

明显的特异性 (今7 ’ 。
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四
、

有关病原方面的研究现状

劳斯肉瘤病毒 (R S V ) 对宿主细胞的转化 (成为肿瘤细胞 ) 必须有该病毒
s r 。 基因

的表达
。

R S V s r c 基因的产物 p p 3 ,
, ·

是一种蛋白激酶
,

能催化底物肤链上酪氨酸 的磷酸

化作用
。

这一作用被认为是R S V 引起肿瘤形成的关键环节
,

在细胞转化中起 着决 定性

的作用
。

因而
,

可以认为R S V p p 6 0.
! ·

是研究劳斯肉瘤病毒肿瘤形成机理的靶 细胞蛋 白, .

也是研究反转录病毒致癌机理的理想系统
。

多年来
,

在R S V 形成肿 瘤的 研究 中
,

均利

用带瘤的兔血清或小 鼠血清
。

但由于这些皿清是一类含有抗R S V 多种抗原决定簇的混合

抗体
,

对进一步研究R S V p p 托一的结构和功能受到了限制
。

近几年来
,

已开 始利用基

因重组技术通过大肠杆菌合成 R sv p p o 0’
r 。 ,

经纯化后
,

用作抗原免疫 小 鼠
,

再用 小 鼠

脾细胞与骨髓瘤细胞融合
,

制备单抗
。

P a r s o n 等 (1 9 8 3 ) 利用此法成功地 研制 了能 识

别 R S V 感染的鸡胚细胞转化蛋 白的单抗 ; L IPs ic h等 (1 9 8 3 ) 用 同 样的 方法 建立 了抗

R S V p p 6 0.
, ·

的13 个单抗
。

无疑
,

这些单抗的建立
,

为研究R S V p p 6 0. 二的结构和 功能以

及研究反转录病毒引起肿瘤形成的转化机理将是非常有价值的
。

此外
,

抗禽疟原 虫配子

表面抗原决定簇的单抗
,

在无活性补体存在时
,

可阻断疟原 虫配子传给蚊子
,

阻止两性

细胞受精
“ 。, 。

单抗还可用于病毒遗传变异的研究
。

L a io n 等 (1 9 8 3) 用一 组抗 狂犬病

病毒C V S一 n 毒株糖蛋 白的单抗在体外分离变异毒株
,

发现这种病毒的 变异 有很 高的

频率 (1 0
一‘

一 1 0
一 5
)

。

五
、

单抗在病原方面的研究展望

单抗可识别病原微生物的种
、

型及亚型之间的抗原差异
,

这已被 一 些研 究所 证实

‘艺, 。’ ““’ “

川
3 ’ ‘弓, 。

由于它 具有识别单一抗原决定簇的特点
,

优于常规法制备的分型血

清
。

今后 必将研制出更好的单抗分型血清
,

把某些病原分为若干单抗型
。

在诊断方面
,

也将制备出有高度特异性并能代表
“种 ” 内致病的型和亚型的单抗诊断液

,

包括各种标

记抗体在内
。

一些病原微生物的生理功能及致病机理的研究
,

也同样会随着 单抗技术的

普遍应用 而逐步深 2 、
。

在亚单位疫苗的研究方面
,

已用物理化学方法或基因重组技术开

展了一些研究工作
“ ‘” 2 , ’。’吕7 ’ ”‘’“弓, 。

下面以鸡瘟病毒 (F PV. , 为例提出用单抗技 术和

基因重组技术相结合制备病毒亚单位疫苗可能发展的简略程序
:

( 1 ) 利用单抗识别病

毒中和抗原决定簇 (H A )
。

(2 ) 用限制性内切酶 (H in dl lD 切割病毒中 和抗 原的

基因片段
,

并部分纯化
。

( 3 ) 将切割的病毒基因片
一

段插入已用同种酶切割的细菌质粒

(pW T z Z i ) 的D N A 上
,

并用 D N A 连接酶把病毒和质粒的D N A 在 H in d lll 切割 位点

(A
,

A G C T T ) 连接起来
,

组成p W T 1 2 1 / FP V 4 i l (R ) 杂 合 D N A 分子 (这 个杂 合

物含有pW T 12 1的 色氨酸操纵基因和带有 7 个氨基酸密码的结 构基 因E
,

以 及 F PV 的

H A 基因
,

其产物为5 89 个氨基酸组成的肤链
,

分子量 为6 9
,

。O。)
。

(4 ) 转 化大 肠埃

希氏菌 (K 12 H B 1 01 )
。

( 5 ) 培养并利用选择标记挑选出已被转化的菌落 (pW T 1 2 1
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含有A PI
·

(抗氨节青霉素 ) 和T c r

(抗四环素) 基因 ) 可作选择标记
,

能选出已 经转化

的菌落
。

( 6 ) 扩大培养已转化的细菌
,

生产病毒中和抗原 (p W T 12 1色氨酸操纵子的

阻遏物是色氨酸
,

每o
.

l m l培养液含 5 冬, g 色氨酸时
,

能达最大抑制
; 它的 诱导 物是日一

叫睬丙烯酸
,

每。
.

lm l培养液中含 4 一 8 卜: g时
,

能引起最大的诱导作用
,

此 时 H A的含

量 比抑制时的水平提高 12 0倍 )
。

( 7 ) 溶解菌体
,

利用特异性单杭作亲和层 析
,

提纯

病毒中和抗原
。

( 8 ) 把病毒中和抗原制成胶态分子团
。

( 9 ) 加佐剂制成病毒亚单位

透苗
。

六
、

单抗在哺乳动物精子表面抗原方面的研究现状与展望

很 多研究已经证明
,

哺乳动物的精子在正常情况下是单倍体
,

性别基因是X 或Y
。

Y基

因在雄性体细胞和精子膜上的表达是H 一Y抗原 (H is t oc
o m p a t ibi h ty Y抗原 ) “

’ 。’‘”

3 8 ’ ‘。’。

了解哺乳动物精子表面的抗原分子结构
,

特别是对 H一Y扣
一

原的研究
,

对于认识

精于受精过程及其机理以及控制后代性别均有着特殊重要的意义
。

单克隆抗体问
一

世后
,

科学家们很快就把这种能识别 单个抗原决定簇的技术运用于哺乳动物精子表面抗原的研

究 ‘。’‘“’ “” ’ 4 巴’。

在用 田鼠精子免疫雌性B al b/ C小鼠
,

再用免疫小 鼠的脾细 胞 同骨髓瘤

细胞 株P 3 X “A g
一

8融合的 杂交瘤试验 中
,

M o
or

s
等 (1 9 8 ) ) 获得 了 7 个 能分泌抗 休的

杂交瘤
。

用间接免疫荧光测定
,

其中的 5 个单抗能与田鼠精子表面不同部 位 的杭 原结合
。

S c h m e ll等 (
,

1 9 8 2 ) 利用 单抗对大 鼠精子表面抗原进 行 了分 析研 究
。

C r ic h t o n 等

(1 9 8 3 ) 用C 5 7 B L /盯 (B的 雄性小鼠精 子免疫同系母鼠
,

再取其脾细胞 同骨髓 瘤细脸

科
:
P 3一 N S / 1 一

:
比 一 8 融合

,

获得了 3 个在放射免疫测定试 骑中 能 识别免 疫原 的 单

抗
。

B e c
h 士ol 等 (19 7 9) 曾作过与此类似的研究

。

上述这些研究
,

目前均 未得 到抗 H一

Y 的单抗
。

近年来用流动活细胞微荧光测定法分析了公牛
、

公猪
、

公羊和公兔的 X 精 子和Y精

子 D N A 的含量及两类精子的 比例
‘工4 ’ “。’ 。

发现这些动物明显地存在着两类不 同的 精子
,

而小公鸡的精子则是同一类型的 (同质精子)
。

K O 。等 (1 9 7 3 ) 用C 5 7BL / 6品系的雄鼠

皮肤先后两次移植给同系雌 鼠
。

在第二次皮肤移植物被排斥后的 7 一 21 天
,

从受体雌鼠

得到抗 H 一Y 血
_

洁
。

另外
,

分别制备兔抗 鼠Ig G 和兔抗烟草花叶病毒 (T M V ) 的杂 交抗

体
,

并以 T M V 为标记物作梯度离心
。

在离心过程中通过杂交抗体 的一 个
“臂” 与抗血

清的Ig 结合
,

另一个
“竹” 与T M V 结合

,

最终把 T M V 带到 H一Y抗原存在 的部 位
。

然

后用电镜检查沉于管底的精子表面所吸附的烟草花叶病毒
。

他的实验 结果 是
,

有 20 一

4峭的精子没有标记上T M V 或者 T M V 的数量少于对照水平 (对照组的精子不吸附病毒或

少于20 个病毒) ; 肋一40 %的精子标记了 2G 一 60 个 TM V ; 20 一 3 0 % 的精 子标 记 了6c 一

2 00 个 T M V
。

可以这样认定
,

与对照组结果相同的2G 一 4。% 的精子是 X 精子
,

吸附病毒

在60 一 2 00 个的 ZC一 30 % 的精子是 Y精子
。

他的实验初步证明了H 一Y抗原存在 精子顶体

部位置
。

生物膜的成分及其功能是受基因控制的 “ ’,

生物细胞表面成分的差异是 细胞 分化



单克隆抗体在兽医和畜牧中的研究现状与展望

的结果 旧
, ,

受 Y基因控制的精子表面的H 一Y抗原
,

就是 Y精子表面特有的标志
。

可以

预料
,

今后完全有可能利用单抗技术把两类性质不同的精子分开
。

为此
,

作者提出关于

H 一Y抗原在精子表面的存在部位
、

精子表面抗原的复杂性以及与受精机理有关的 精子

表面结构等问题的看法
。

1
.

根据K 。。 ,
C

.

G 等 1 9 7 3年利用杂交抗体所作的梯度离心试验
,

可 以认 为H一Y抗

原存在精子顶体部的质膜表面
。

2
.

由于 “血液辜丸
”
屏障

‘3 ) ,

精子表面所有的抗原对同系母鼠均有抗 原性
,

对雄

鼠自身也有抗原性 (H 一Y抗原例外)
。

这大概就是 B e c h t ol 和 C r ic h t o n
在 用同 系小 鼠

的精子免疫母 鼠的单抗试验中
,

没有轻易获得抗H 一Y单抗的原 因
。

由 于H 一Y抗 原是

一种 “弱
’夕

的移植抗原
‘4 ”’ ,

在用精子作抗原要获得对H 一Y 的单 抗
,

机率是 小的
。

假

如用雄性小鼠的皮肤移植给同系母 鼠或者把雄性小 鼠的脾
、

肾细胞 (有H 一Y抗 原) 给

同系母鼠免疫
,

可能比较容易得到抗H 一Y单克隆抗体
。

3
.

精子顶体部质膜表面可能有
“

种特异性受体
”

组
,

它与同种卵子透明带表面的
“
种

特异性 受体
” 组成互补结构

。

异种动物的精子不能进入完整的卵细胞
,

这大概是生物种

为繁衍后代的一种巧妙的生物学特性
。

不同种类动物精子顶体中酶的种类以及卵子透明

带的化学成分基本上是相同的
‘““, ”“’,

如果只用酶来解释受精机理
,

就无法说清异种动

物的精子和卵子一般不能受精的事实
;
而受体具有严格的种属特异性

,

能准确地进行生

物学选择
。

4
.

卵子表面为数众多的
“种特异性受体

” 组
,

可能有一种连锁机构
,

通过某种机制

能同时启闭
。

在正常情况下
,

卵子只允许 1 个精子进入
,

多精子 受精 通常 为 1 一 2 %

‘“。’ 。

精子在母体子宫内向输卵管一端前进
,

这本身就是一种生物学选择
。

活力最 强的

精子跑在最前面
,

得到受精的机会最多
。

可以设想
,

卵子外膜必须有一种严密的机构和

敏捷的反应
,

既能选择接受 同
“
种

”
精子

,

又必须在第一个精子到达透明带之后
,

立即

拒绝接受第二个到达的精子
。

可以认为
,

多精子受精的情况只有在两个或两个以上的精

子同时到达卵子透明带时
,

才有可能发生
。

这种机率当然是很低的
。

精子表面H 一Y抗原及其他抗原的分析
,

有赖于单抗技术的应用
。

很可能
,

受 精过

程的研究也要依靠单克隆抗体来解决某些理论上的问题
。

七
、

有关淋巴细胞等方面的研究现状与展望

在 T 淋巴细胞和免疫球蛋白方面
,

已建立了抗牛淋巴细胞 表面抗原 “。’
、

抗犬 外周淋

巴细胞
‘2 2 , 2 , ’ 、

抗鲤鱼胸腺及其胸外周血淋巴细胞 ““’
、

抗马Ig M ‘“3 ’、

抗牛IgM ‘“名)
抗牛1 9

G Za
‘“

’“3 ’以及抗鲤鱼血清1 9 ‘“’
等的单克隆抗体

。

上海细胞生物研究所葛锡 锐 等 已建

立了抗北京鸭红细胞
‘“么, 等单克隆抗体

。

这些单抗对淋巴细胞的发生
、

发展
、

分布和功能的深入研究
,

将是有益的
。

在兽医

学应用方面
,

最明显的例 子是关于免疫缺陷病的研究
。

在新生幼畜或雏禽的某些不明原
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因
,

又无法治疗的疾病
,

或者可 以查明直接原因 (如细菌反复感染)
,

但终归死亡的疾

病
,

可能 与某种类型或亚类的 T
、

B淋巴细胞
,

或某类免疫球蛋白
、

某种补体 成分 或某

种类型的吞噬细胞等缺陷有关
。

单抗则是这些细胞和活性物质细致分类的最好手段
。

可

以预料
,

抗各种畜禽淋巴细胞
、

Ig
、

补体
、

还可能包括吞噬细胞在内的类和亚类的单抗

将不断建立起来
,

并将在免疫缺陷病的研究中发挥积极的作用
。

另外
,

研究抗血型因子

的单抗可望用于畜禽品系调查及用于遗传育种的研究
。
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