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摘 要 采用改进的融合技术得到 3 18 个杂交 瘤细胞系
。

经 E L IS A 筛选
,

这 些 细 胞

系所分泌的抗体均和病毒抗原发生反应
。

亚克隆出26 个杂交瘤细胞系
,

制出特异的单克 隆抗

体
,

并采用 E T
J

ISA
、

放射免疫沉淀试验 (R IPA )
、

S D S 一 PA G E
、

免疫印迹及 病 毒 中

和试验等对单克隆抗体的特性作了鉴定
。

应用单克隆抗体对牛疮疹病毒 I 塑 B o vi n e H e r p e s

V i门 5 1 (B H \一 l ) 主要结构蛋 自作了分析
。

主且词 传染性牛鼻气管炎病毒
,

单 克隆抗体
,

S D S 一 PA G E
,

免疫印迹
,

病毒中和试验

牛疙疹病毒 I型是传染性牛鼻管 炎 〔In e e tjo u s B o v i n c R h in o t r :、e he it is ( IB R ) 〕的

致病因子
,

它 可
‘

引起牛的呼吸道感染
,

结膜炎
,

外阴阴道炎
、

流产
、

脑炎和全 身 性 感

染
,

造成巨 大的经济损失
。

现行的灭活疫苗仅具有一 定的效力
,

而活的致弱疫苗与流产
、

隐性感染有关
,

也可 由疫苗毒诱发流行
。

_

另外
,

疫苗并不能防止野毒的感染或建立隐性

感染
,

故发展安全有效
,

亚单位疫苗来预防本病引起了科学家极大兴趣
。

已发展出一种

亚单位疫 苗完全可以保护犊牛感染
,

但这种疫苗
,

免疫反应的成分是不 明确的
,

为此
,

许多实验室正在努力研究这个病毒的亚单位构成
,

已报道
二’」B H V 一 1有22 种结构的非糖

多肤和 11 种糖蛋白多肤
,

这些搪蛋白在宿主 一 病毒相互作用中以及在病毒中和作用中起

重要的作川
。

本研究 i式图进一步阐明B H V
一

丁病毒的结构多肤和含糖蛋白成分
,

利用单克

隆 抗体找出与病毒感染性有关的主要多肤
,

为今后制出有效的亚单位苗或建立特异诊断

方法
,

为 卞病的研究提供可靠的理论根据
。

1 材料与方法

1
.

1 病毒

使用的毒株为BH V
一

1 L o s A n gc le s (I
二

A )强毒株 ; 从美国标准培养物收藏处 (A T C C )

获得并在 M a d in D a r b y B o v in e K in d
n e y ( 人ID BK ) 细胞传代不到 2 0次

。

N o r d e n R e sbo

( N R ) 为B H V 一 1 弱毒株 ( 从一弱毒苗分得 )
。

用 M D B K 单层细胞增殖病毒
,

增殖前

病毒经蚀斑纯化两次
,

再 接种于 单层细胞
,

右
一

:37
。

C孵育箱巾培养 36 ~ 4 8 h
,

80 %一 90 %

文稿 玫到日期
: 1 98 9 一 6 0一 0 3
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的细胞出现病变 ( C P E )
,

再将培养瓶置 一 7 0
O

C低温冰箱中冻融两次
,

以 s oo o r / m in

离心 30 m in 弃去细胞碎片
,

取上清液测其 T C ID
。 。

或 P fu 作为种毒
,

分装小瓶 置 一 7 0o C

冻存备用
。

1
.

2 病毒抗原的制备

M D BK 单层细胞形成后
,

用低剂量 ( < 5 Pfu / C e n ) LA 株或 N R 株 BH V
一

1 病

毒感染
, 3 7

“

C l h吸附后加入 2 %犊牛血清的 M E M ( M in im u m E s s e n tia l 介理e d iu m ) 培养

液 3 7
“

C培养
,

直到80 % ~ 90 %单层细胞出现病变
,

将其培养物冻融3次
,

再离心so O0r / m in

3 o m in 去细胞碎片
一

,

所得 含毒上清液
,

再通过 4 0 %蔗糖 离 心 2 5 0 0 o r / m in 6 o m in ( B e -

ek m a n SW 2 8 转头 )
,

沉淀物再按原体积 l / 2 0悬浮 于 T N E ( T r is
, N a el

, E D T A )

缓冲盐水中
,

将此悬浮液通过20 %一 6 。%不连续蔗糖梯度 离 心 ( 2 5 0 0 o r / m in ) 1 4 h
,

收集含毒部分
,

再经 3 5 0 0 o r / m in ( B e ek m
了

, n SW 4 1转头 ) 离心 g o m in
,

将沉淀物悬浮于

T N E 缓冲盐水中
,

进行感染试验并分装冻存 一 70
“

C备用
。

1
.

3 病毒多肤的放射标记

生长好的 M D BK 单层细胞
,

先用不含蛋氨酸的 M EM 洗 3 次
,

然后在相同的培养

基中让细胞维持 3 h
,

此时用 Z m L 含有 1 0 6 ’ 下 3 T C ID
: 。

的BH V
一

l ( L A 或 N R ) 病 毒

感染单层
, 3 h 过后用lo m L 含有5。产C i/ m L的 〔

3 5

5 ]
一蛋 氨酸 或 5 0 产C i/ m L 〔

“
H 〕

一葡

萄 糖 胺的 M E M 代替接种物
「2 , ,

感 染 J西2 4一 3 6 h 将 含 l % N o n id e t p 一 4 0
, 0

.

1 % SD S
,

1 m M 氟化苯磺酞 〔p h e n ys u lfo
,飞f了u o r id e ( p H SF ) 」混合液加入培养瓶并在冰浴 中 放

置一5一 3 0 m in
,

此后经超声裂解
,

再在3 9 0 o o r / m in ( SW 4 1转头 ) 离心 6 0 m in
,

收 获

上清液 即为溶解物
,

储存于 一 8。
。

C
,

经用 12 %三氯醋酸沉淀来测定溶解物标记 蛋 白 的

放射活性 ( cP m )
。

结 合率为 8 9
.

2 %
,

平均标记获得率为32 %
,

在免疫沉淀 试 验 中 要

达到 1 x 10
“

cP m / 每个样品
,

则需取溶解物。
。

5一 o
.

sm L
。

1
.

4 单克隆抗体的制备

取病毒抗原 ( L A ) 免疫 B A LB / c 小鼠三次
,

首次抗 原为 0
.

0 2 m g 加 等量 弗 氏 完

全佐剂皮下注射
,

第二次为两周后抗原 0
.

05 m g 加弗氏不完全佐剂腹内注射
,

第三次为

细胞融合前 3 d 静脉注射 0
.

0 15 m g 病毒抗原
。

3 天后无菌取出免 疫 BA LB / 。
小 鼠 脾

脏
,

得到的脾细胞和 P 。 一 X 。 、
一 A g 。 . 。 5 ,

骨髓瘤细咆按 2
.

5 : 1 的比例进行细 胞融 合 试

验
〔“J 。

杂交瘤细胞的筛选采用间接E LI SA 法
。

分泌特异抗体的阳性杂交瘤细胞
,

经有限稀释法克隆
,

然后一方 面冻存阳性杂交瘤

细胞系
,

另一方
一

面扩大培养生产单克隆抗体
:

是将阳性瘤细胞培养于大的培养瓶中
,

直到几乎 90 % 以上细胞死亡
,

收获培养液经离心去细胞碎片
,

上清液含有特异的单克隆

抗体, 一是将培养好的阳性瘤细胞按 2 义 1 0 6

细胞 / 甸毫升腹腔注射给一周前注射 过 降

植烷的 B A L B / c
小鼠

, s d过后注意收集腹水
,

内含高浓度单克隆抗体
。

1
.

5 单克隆抗体的纯化
.

腹水或细胞培养液用饱和硫酸钱沉淀法 , 二
或蛋 白A 一 琼脂糖凝胶 4 B亲和层析法提

取免疫球蛋白
。

1
。

6 E L!SA
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按下列程序进行
: 5 0 尽L I :

30 一 1 : 40 稀释的病毒抗原加至96 孔 板 让 其 4
“

C 过

液
,

第二天取出洗 3 次
,

每次 3 m in ( 3 火 3’ )
,

然后加 入50 召L 杂交瘤细胞培养液或 腹

液
, 3 7

o

C孵育l h 后洗 3 x 3 ‘ ,

再加 5 0 群L l : 2 0 0 一 l : 4 0 0稀释的兔 抗 鼠 Ig G 碱 性

磷酸酶结合物
,

置37
“

C孵育 l h 再洗 3 x 3,
,

最后加底物溶液5 0 卜L ,

室温下待 出 现 颜

色
,

约 10 ~ 30 m in
,

用 E LIS A 读 数 器在 4 o s n m 下测 o
.

D 值
,

同时设阳性和阴性血清

又寸月双
。

1
.

7 病毒中和试验

采用微量中和试验法
,

腹液或抗血清用不含血清的 M EM 在细胞培养 9 6孔板 连续 二

倍稀释后
,

每个稀释度 2 孔
,

每孔50 、L ,

然后向每孔加 入 1 00 T C I0 s 。

/ 0
.

05 m L BH v 一 1

( LA ) 毒 3 7
O

C l h 或 4
“

C 过夜
,

再加 1 x 2 0 7

细 胞/ m L 0
.

1 m L M D B K 细 胞 悬 液
,

置

5 % C 0
2

的37
“

C孵箱培养48 h 或72 h
,

根据能否抑制细胞出现病变来判定其中和滴 度
。

在评价补体促进 中和作用时
,

以 5 % 的浓度加入豚 鼠补体或兔补体
。

1
.

8 放射免疫沉淀试验 ( R IPA )

取 [
“ ‘

S〕一 标记的或〔
3
H 〕一 标记的病毒溶解物0

.

5 ~ o
.

s m L 或对照细胞溶解物 l m L

与 10 ~ 50 ; L单克隆抗体或抗血清混合置冰浴 90 m in
,

然后加 50 一 1 0 0 o L活化 的 金 黄 色

葡萄球菌悬液
,

混合后再置冰浴 9 0 m in
,

再离心 1 2 0 0 o r / m in 2 m in ,

去上清加 1 m L溶

解缓冲液悬浮洗涤 4 次
。

最后 l 次剩余 1 5 o L溶解液
,

加热95
O

C 3 m in
,

离心取上清加等

量 2 倍的样品缓冲液 ( 内含 2 一

琉基乙醇或不 含 ) 又加热 95
O

C 5 m in
,

快速冷 却
,

将 样

品加入聚丙烯酞胺凝胶 进行电泳
。

1
.

9 S D S一 PAG E

按 L壮m m li所述方法
仁S J进 行

。

凝胶 由 5 % 的堆积胶祠 7
.

5%一儿% 的不连续梯度胶

( 或称分离胶 ) 组成
,

缓冲液为 T r is 一 甘氨酸缓 冲 液 ( p于I: . ;

)
,

电 压 1 5 0一 2 2 o V
,

1 6 ~ 18 h电泳后将凝胶处理
、

干燥
,

最后放上 K od 众 X R 胶片自显影
。

1
.

1 0 兔疫印迹 ( lm m u n o blo t )

采用 Bi 。一 R 记 电泳装置
,

将凝胶上分离的多肤转移到硝酸纤维素纸上
,

缓冲液 为

T r is
一

甘氨酸 ( PH
。 . ;

) 或碳酸盐缓冲液 ( PH
, . :

)
,

电压 5 0一 6 o V 6 h 或 3 o V 1 6 h
,

然

后取下硝酸纤维素纸放于玻板上待干后切成条与单克隆 抗体作用
,

采 用生物素
一亲和素

-

碱性磷酸酶检测盒 ( A BC 一 A P V E C T A ST A IN K it ) (按说 明书操作 )
,

可见黑色不溶

性沉淀带出现
。

2 结果

2
.

1 杂交 . 的特性

采用改进的融合试验法
,

将骨髓瘤细胞系 P3 x 63 一 A g8
.

65 3和B H V 一 1 病毒抗原免

疫 的B A LB / c小鼠脾细胞在 PE G 作用下
,

得到 3 18 个杂交瘤细 胞 系
,

经 E LJ S A
、

病

毒中和试验和免疫沉淀试验证明含有 B H V 一 l 病毒抗原的特异抗体
。

经有限稀 释 法 克

隆出35 个杂交瘤细胞系
,

其中2 6个为 馆G 类
,

9 个为 IgM
。

这些克隆 的杂交瘤细胞系

分别注射给小鼠腹腔或让其在培养瓶中增殖
,

得到的腹水和培养液 中含有高浓度单克隆

抗体
。

经饱和硫酸按沉淀提纯后使用或直接应用于 E L IS A
、

病毒中和试验
,

放射 免 疫
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沉淀试验以及免疫印迹等
,

对其特性作了较为详细的鉴定
,

其结果见表 l
。

表 1 抗B H V 一 1病毒单克隆抗体的特性

1 8卷

克隆 的瘤 原始 瘤 单克隆 E L巧A 病 毒 中 和 试 验 免疫印迹 免疫印迹 R IPA R IP A 识别

细胞系 细胞系 抗 体 滴 度 未加补体 加补体 识别的多脸 的多肤
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未做试验 , ·

需要加第二抗体

从表 1 看 出
,

克隆出的瘤细胞系均分泌抗 B H V 一 l 病毒特异的单克隆抗体
。

这些单

克隆抗体具有强的或较强的免疫沉淀反应及病毒中和能力
,

它们都有识别病毒结构多肤

的能力
。

2
.

2 B H V
一

1 病容的结构多肤以及被兔疫血清和单克隆抗体所识别的病毒结构多肚

( 1 ) 病毒的结构多肤

将〔
” “

S〕一 标记的病毒感染细胞24 ~ 36 h 的细胞溶解物经 SD S
一

P A G E 后
,

通过对放

射自显影图的对比分析表明
,

B H V 一 l 病毒至少含有25 种结构多肤 ( 图 I A
、

B
、

C)
,

多肤

分子量介于 1 5 kd 到Zo ok d
,

其中15个是主要的
,

它们是 1 8 0 , 1 5 0 , 1 4 4 , 1 3 0 , 1 1 2 , 9 7 ,

8 9 , 7 1
, 5 6 , 4 5 , 3 7 , 3 2 , 2 8 , 2 5 和 1 8k d

。

( 2 ) 抗 B H V
一

1 病毒免疫血清所识别的病毒多肤

为了鉴定 B H V
一 1 病毒主要抗原决定簇

,

将 BH V
一 1 病毒免疫犊牛血清 ( 血清中和

滴度 1 , 6 40 ) 适当稀释后与标记的感染细胞溶解物作用
,

再经 SD S
一

PA G E 和放 射 自

显影分析可看到有 5 条沉淀带
,

其分子量为 1 80
, 1 30

,

71
,

56 和25 k d
,

而以分子量 13。
、

7 1和 5 6 kd 出现的沉淀带最强 ( 图 z D )
。
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图 1 (“ “S )一标记病毒感染细胞溶解物及其与

免疫血清作用经S D S一A G E P和放射自显 影后显

示 出病毒多肤成份
。

A
。

未感染细胞解物对照 B
。

BH V 一1 感染

细胞溶解物 (LA 株) C
。

B H V 一 1 感染细胞溶

解物 (N R 株 ) D
。

免疫血清与B作用后所识别 的

多肚E
。

标准分子量蛋白

图 2 单一型单克隆抗体反应类型

A
.

单克隆抗休
.

92 所识别的 9 7 k d 多肚 B
.

单克

隆扰休
. 1 81 所识别的 9 7 k d 多肚 C

。

单克隆抗

体
.

18 6所识别的71 k d 多肚 D
.

单克 隆抗体
二 1 3 1

所识别 的7 1 k d 多肤 E
.

单克隆抗卷
.
1 01 所识

别的9 7 k d 多肤 F
。

标准子分量蛋白质

( 3 ) 单克隆抗体所识另11的病毒多肤成分

根据 SD S
一 PA G E 和免疫印迹试验结果

,

可将克隆的单克隆抗体 (不包括 Ig M ) 分

为两大反应类型
,

第一类为单一型即单克隆抗体和病毒抗原作用后只 形成一条沉淀带如

图 2 和图 4 所示
,

在图 2 中单克隆抗体
”

92
, “ 1 8 1 和

书 1 01 只和病毒 97 k d 多肤发生作用
,

而单克隆抗体
” 1 86

, # 1 9 1 和 ” 1 32 只和病毒的 7 1 kd 多肤发生作用
,

这 是 BH V
一

l 病 毒

两种主要结构成分
,

它与病毒的感染性有关
,

相应的单克隆 抗体有强的病毒中和能力 ;

第二类为复合型
,

即单克隆 抗体与病毒抗原作用后可形成一条或多条沉淀带如图 3 B
、

C

和图 4 B
、

D 所示
,

在图 3 B
、

C 中
,

单克隆 抗体
仁3 3 不}1

“ 7 6 可与病毒多肤 x 3 o , 7 1和 5 6k d

发生强的免疫沉淀作用
,

但在非还原条件下只看到一条沉淀带 ( 图 7 B
、

C )
。

( 4 ) 病毒结构糖蛋 白的分析

为了能弃别出 B H v
一 l 病毒结构多肤中的含糖多肤及其它们在病毒感染中的作用

,

采 用 〔““ ’
葡萄糖胺标记病毒感染细胞溶解物经 SD S

一

P A G E 和放射自显影分析和刀 豆素

A 一生物素一 亲和素反应系统检查
,

证实 13 O kd
, 7 1 k d 和 5 6 k d 是含糖 的病毒多肤

,

我

们还采用 T u ni c a m yc in 阻断糖化蛋白合成敏感性试验来证明上述结果
,

还未取得满 意

效果
。
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图 丘 〔”即
一

葡萄糖胺标记 B H V
一

1 病毒感染细

胞溶解物与单克隆杭体作用显示出含糖的病毒多肤

A
。

单克隆抗体
. 3 3识别的多肤 1 3 o k d / 7 1 k d / 5 6 k d ,

B
.

单克隆杭体 181 识别的多肚 97 k山 C
.

单克 隆抗

休
’
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.
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图 7 不同单克隆抗体与蛋白A 的结合力
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图6 (左 ) 〔“ ”S 〕 标记病毒感染细胞济解物

A .

还 原条件下 B
.

非还原条件下

A B C

(右 ) 单克隆抗体
‘

33 和
.

76 在还原条件

( A ) 和非还原条 件 ( B 。C ) 所识别的多肚

公B

3 讨 论

传染性牛鼻气管 炎病毒的生物学特性已作过大量的研究
,

但对其结构成分与致病性

有关 的主要结构成分研究不够
,

自8。年代以来
,

采 用多种分子生物学技术和方法
,

对病

毒结构成分做了研究
, M isl 。 。t 0 1

.

报 道 病毒有25 ~ 3 3种结构多肤
经‘ ,

B ol to n et al
.

报道 B H V
一

1 病毒有33 种病毒蛋白成分
〔6 ,

我们采用放射标记和 SD S
一

P A G E 以及 银

染色法
〔7 3
对 BH V

一

1 病毒粒子的结构成分的分析表 明
,

病毒至少有 2 5 种结 构 多肮
,

这

与上述研究者的结果从 本一致
,

也扫}其它疤疹病毒的结构成分相近
。

单纯疤疹病毒有 33 种

多肤
〔”’ ,

伪狂犬病毒有20 种多肤
L
‘’ 了 ,

鼠巨 细胞病毒有 2 6种多肤
￡‘ 。口 ,

以及 EPs te i n
一
B “r r

病毒有 33 种多肤
「” 」 。

在 BH V
一

1 病毒结构多肤中
, M喻

a et 0 1
.

洲明 有 n 种 糖 蛋

白 〔‘」 ,

M
( , r sll、、11 o t a l

.

表 明 有 1 0种含糖蛋 l勺 厂“ ,

我们分析表 J归有 4 种主要的 含 糖

蛋白 ( 2 3 0 k d
, 9 7 k d

, 7 1 k d 不11 5 6 k d )
,

其 中 z 3 o k d
、

7 1 k d 和 5 6 k d 可被免疫血 清 和

单抗
“

33
、 封

76 和
# 19 1听识别

,

据其他研究者证实
,

这 3 种多肤在还原条件下 ( 即样 品

处理液中含有 2
一

琉华乙醇 ) 可呈 3 条沉淀带即在 1 3 o kd
,

7 1 kd 和 5 6 k d 处分别可 见
,

而在非还原条件下仅在 1 3 0 kd 处显出沉淀
,

{若
,

因此说明 1 3 0 k d是 7 1 kd 和 5 6 kd 的肤聚

合体
,

它们借助 二硫键相连
,

我们 也证实了上述结果如图 6 所示
。

7 1 k d 多肤是病毒的主要结构成分
,

位于病毒粒子表面
,

与病毒的致病性 有 关
,

这

种多肤相对应的单抗
# 1 8 6 , “ 1 3 2 祠} “ l盯 具有很强的病 毒

「
一

扫和作用
,

可比 免疫血清病毒

中和 滴度 ( 1 : 6 4 0 ) 高 2 一 3 倍
,

这种以,和 力不 囚 什体的加入而增 强
,

这 一 点 与 文

( 1 2 ) 报道的结果一致
。

它是 B 日V 一 1 亚单位疫苗有希望的候选多肤成分
。

97 kd 多肤也 是病毒主要成分之一
,

是病毒 的显性抗原决定簇
,

在克隆的26 个杂 交

瘤 中
,

可识别这种多肤的有 1 7个
,

占其克隆杂交瘤细胞系的6 5
.

4 %
,

其相应的单抗具有

较强的病毒中和作用
。

在巾和试验中
,

有些单抗如
林 1 2 8 , “

1了7在加入适 量补体后 可 使

其病毒中和力提高 2 一 3 倍 ( 见表 1 )
。

单克隆抗体对蛋白A 的结合力有差别
,

若在试验过程中加入第二抗 体
—

兔 抗 鼠

地G
,

可助其结合力的提高如图 7 所示
。

单抗
“ 1 8 6 , “

玲艺 在不 加 第
一 ‘

抗 体 时 ( 图 7
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C
,

E )不出现沉淀带
,

而在加入第二抗体后出现清晰的沉淀带 ( 图 7 D , F )
。

据 M a r sh all e t a l
.

报道
, 1 8 0 kd 和 15 0 kd 分 别 是 9 7 kd 和 7 7 k d 的二聚体

〔“〕 。

而文 〔12 〕报道
, 1 8 0 k d 是 9 1 k d 的二聚体

。

在我们的实验中多次出现 15 0 k d 和 1 5 0 kd

的沉淀带
,

但未确定它们之间的二 聚体关系
。
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