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猪圆环病毒Ⅱ型Cap蛋白单克隆抗体的制备及鉴定

元永平h2，丛丽媛1，陈德坤1
(1．西北农林科技大学，陕西杨凌712100；2．

，蒋智勇2，张春红2，宋长绪2。

广东省农科院兽医研究所，广东广州 510640)

摘 要：以纯化复性的猪圆环病毒Ⅱ型(PCV2)Cap重组蛋白作为免疫原，按常规方法免疫BALB／c小鼠，取

其脾细胞与SP2／O细胞融合，经间接ELISA筛选，获得了3株分泌PCV2一Cap蛋白单克隆抗体的杂交瘤细

胞，分别命名为1C7A4、4F3F5和4G8F7，其染色体平均数为98～103，间接ELISA检测3株细胞培养上清效

价分别为1：3125、1：3125、1：15625，小鼠腹水效价分别为1：390000、1：390000、1：1950000。ELISA结

果显示，1C7A4、4F3F5和4G87F仅与融合表达的PCV2一Cap蛋白反应，而与PET一32a载体表达的蛋白不反

应。相加El。ISA结果显示3株单克隆抗体对应两个不同的病毒抗原位点。间接免疫荧光结果显示，1C7A4、

4F3F5和4G8F7能与PCV2发生反应，而不与PCVl发生交叉反应。结果表明所获得的3株单抗是PCV2型

特异性的，为PCVl和PCV2鉴别诊断方法的建立奠定了基础。
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Abstract：BALB／C mice were regularly immunized with redenatured and purified PCV2一Cap recomnbi—

nant protein．Spleen cells were collected and infused with SP2／0 cell．Three hybridoma cell strains a—

gainst PCV2一ORF2 recombinant protein named 1C7A4。4F3F5 and 4G8F7 were obtained by indirect

enzyme—linked immunosorbent assay method．The average number of chromosome of the hybridoma

celllines was 98～103．The ELISA titer for Cap antobodies in culture supernatant were 1：3125，

1：3125，1：15625 and ascites were 1：390000，1：390000，1：1950000 respectively．The results of

ELISA indicated that the three monoclonal antibodies were only against PCV cap recombinant protein

but not reacted with PET一3 2 a protein．The results of IFA indicated that the three monoclonal antibod—

ies could only react with PCV2 virus rather than the PCVl virus，suggesting that thes母monoclony an—

tibodies were specific to PCV2．

Key words：PCV2；ORF2 recombinant protein；Monoclonal antibodies

猪圆环病毒(porcine circovirus，PCV)是近

年来新发现的一种病毒，属圆环病毒科圆环病毒

属，存在PCVI和PCV2两种血清型，其中PCVl

对猪无致病性，而PCV2可引起仔猪多系统衰竭
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综合征(Post—weaning Multisystemic Wasting

Sysdrome，PMWS)，且常与PRRS、PPV、PNDS

等混合感染引起猪免疫失败，严重危害养猪业[1]，

目前世界各国都很重视对PCV2的研究，急切希

望找到一种快速、准确、适合大规模临床运用的诊

断方法。

PCV2与PCVl基因组结构相似，都包含两

个主要的阅读框：ORFl和ORF2。ORFl编码病

毒复制相关蛋白(Rep蛋白)，常引起PCVl和

PCV2抗原交叉反应，降低了PCV2血清学诊断

的准确性；ORF2编码病毒衣壳蛋白(Cap蛋白)，

与宿主免疫有关，在两型PCV之间存在抗原特异

性的主要原因，是在分子水平上诊断PCV2的理

想抗原。所以，采用一定的方法制备PCV2 Cap

蛋白的单抗对于PCV2的鉴别诊断和治疗有重要

意义。

1 材料与方法

1．1材料

骨髓瘤细胞SP2／O和PKl5细胞系由广东农

科院兽医研究所实验室保存；PET一32a—ORF2由

广东农科院兽医研究所猪病研究室构建保存；

BALB／c小鼠购自广州中山大学实验动物中心；

辣根酶标记山羊抗小鼠IgG(H+L)和FITC标

记的山羊抗鼠IgG购自北京鼎国生物技术有限

公司进口分装；聚乙二醇细胞融合试剂盒购自上

海集美公司；RPMll640为GIBCO产品；HT、

HAT和小鼠单抗Ig亚类测定试剂盒为sigma公

司产品。

1．2 PCV2 ORF2重组蛋白的诱导表达及纯化复

性

用广东农科院兽医研究所猪病研究实验室构

建保存的含PCV2 ORF2基因的PET一32a载体

转化大肠杆菌DH5a，诱导表达PCV2 ORF2融

合蛋白，经亲和层析将其纯化，采用分步透析法将

其复性，一200C保存备用[2]。

1．3动物免疫

将一定量复性的PCV2 ORF2蛋白与等体积

的完全弗氏佐剂混合并完全乳化后，小鼠腹股沟

两侧靠近淋巴结区皮下注射，100弘g／只，免疫3

只BALB／c小鼠；21 d后二免，免疫剂量为一免

的2倍，佐剂用弗氏不完全佐剂；21 d后三免，不

用佐剂，免疫途径、剂量同二免。10 d后采血测

抗体效价，间隔一周后，采用腹腔内注射法将抗体

效价高的小鼠加强免疫一次，3 d后取脾脏用于

融合。

1．4细胞融合

取免疫小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞按5：1～

10：1比例混合，1 000 r／min离心5 rain，弃上

清，参照GENMED聚乙二醇细胞融合试剂盒说

明细胞融合，用HAT选择培养基将细胞重悬并

轻轻混匀后滴加到提前制备好的96孔饲养细胞

培养板中，10％L／孑L，置37。C，5％COz培养箱培

养。3 d后半量换液，以后每隔2 d半量换液，7 d

后换HT培养基并开始检测筛选。

1．5单克隆抗体筛选

用方阵滴定法确立最佳抗原包被量，建立问

接ELISA方法，对杂交瘤培养上清液进行检

测[3“]。同时用PET一32a表达载体转化大肠杆菌

表达产物作阴性对照。用有限稀释法对杂交瘤细

胞进行多次克隆直至筛选结果100％阳性为止。

1．6单克隆抗体的特性鉴定

1．6．1单克隆抗体类与亚类的鉴定 按Sigma

公司的鼠单抗亚类检测试剂盒说明，以间接

ELISA方法鉴定。先用腹水(1：5000)和培养上

清包被酶标板，37℃孵育1 h，然后加入亚类鉴定

试剂(1：1 000)，室温孵育30 min，加酶标记的二

抗(1：1000)，室温孵育15 min，充分洗涤后，

OPDH：O。免疫底物系统显色，判定。

1．6．2杂交瘤细胞的染色体分析 将传代2～3

d的杂交瘤细胞和SP2／0细胞分别从培养箱中取

出，向细胞瓶内加入含0．06／-g／mL秋水仙素的

培养基，继续培养6 h，使染色体停止在分裂中

期。离心收集细胞，用10 mL 0．075 mol／mL

KCl溶液重悬。置37℃水浴低渗处理25 min，加

入1 mL细胞固定液(甲醇：冰醋酸一3：1)预固

定2 rain，1 000 r／m离心10 min，弃上清，用新鲜

固定液将细胞重悬，在室温固定20 min。重复操

作一次。加固定液混匀细胞，封闭管口，4℃静置

过夜。根据细胞压积的多少留一定量的固定液将

细胞悬浮，滴管吸取细胞悬液少许滴在已用冰水

浸泡的洁净载玻片上，立即吹散，火焰固定，用

10％Giemsa染色液染色10 rain，洗去染液自然干

燥，于显微镜下观察计数。每株细胞计数10个细

胞染色体数，算出平均值b]。

1．6．3腹水的制备8周龄雌性BALB／c小鼠

每只腹腔注射0．4 mL液体石蜡，10 d后腹腔注

射5×105个杂交瘤细胞。每日观察小鼠状态，7
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～10 d后收集腹水，采用间接ELISA法测其效

价，一20。C保存。

1．6．4 腹水单克隆抗体的纯度鉴定PCV2

ORF2融合蛋白与PET一32a载体蛋白经SDS—

PAGE后电转移至NC膜上用1％BSA 37℃封闭

2 h，与单抗(1：1000稀释的腹水)37℃作用2 h，

用PBST彻底洗涤后，与HRP标记的兔抗鼠IgG

(1：500稀释)室温孵育2 h，再用PBST彻底洗

涤，加入底物显色10 min，终止反应，观察结果。

1．6．5 单克隆抗体对应抗原表位分析 采用

ELISA相加法进行测定。即按建立好的ELISA

检测方法将反应板包被、封闭，然后先加入第一株

饱和浓度的单克隆抗体与之反应，洗涤，拍干，再

加入另一株饱和浓度的单克隆抗体与之反应。两

株单克隆抗体反应完毕后，再加入辣根酶标记的

羊抗鼠IgG与之反应，洗涤、显色、测定OD值。3

株单克隆抗体均两两配对，按公式分别计算3株

单克隆抗体两两叠加的增值指数AI。AI一

[(A12一A，)／A：]×100％，A。、A：为单抗1和2

的OD值，AⅥ为单抗1叠加单抗2的OD值，AI

大于10％即可初步断定两种单抗对应不同的抗

原结合位点。

1．6．6特异性鉴定将PKl5细胞培养于24孔

培养板，用一定浓度PCV2感染细胞[6]，同时设阴

性对照，连续传代培养4次，待细胞长成单层后，

弃上清，PBS洗3次，再用丙酮固定细胞，室温放

置10 min，PBS洗3次，再用10％牛血清封闭，

37℃，30 rain。用PBS洗3次，加入小鼠腹水，

37℃，45 rain，PBS洗3次，再加入FITC标记的

羊抗鼠IgG继续孵育，37℃，45 rain后，PBS洗3

次，置荧光显微镜下观察口’8]。以PCVl感染

PKl5细胞，以同样方法做间接免疫荧光试验。

2 结果与分析

2．1 PCV2-ORF2重组蛋白的表达、纯化及

BALB／c小鼠的免疫

表达所得PCV2一ORF2重组蛋白经纯化复性

后测定浓度为2 mg／mL，用其作抗原按计划免疫

BALB／c小鼠，第三次免疫后血清效价最高的达

到107，免疫效果很好，将其进行一次加强免疫后

用于融合。

2．2杂交瘤细胞株的建立

免疫脾细胞与SP2／O的融合后3 d即可见杂

交瘤细胞生长，细胞融合率达到85％以上。间接

ELISA初次筛选得到10余个阳性孔，经3次亚

克隆化后获得3株能稳定分泌抗PCV2一ORF2融

合蛋白的杂交瘤细胞株，分别命名为1C7A4、

4F3F5和4G8F7。将其连续传代两个月以及经

过冻存复苏后仍能保持分泌抗体的能力。

2．3单克隆抗体的鉴定

2．3．1 单克隆抗体的效价及亚类 利用间接

ELISA对所得3株单克隆抗体进行检测，小鼠腹

水效价明显高于细胞培养上清效价(表1)。

表1 3株单克隆抗体的效价及亚类

Table 1 The titer and Isotypes of 3 PCV2-

oRF2 monoclonal antibodies

2．3．2 染色体分析 3株杂交瘤细胞的染色体

数均在98～103之间，多数核型为端着丝点染色

体，还有少数核型为中间着丝点的标志染色体，如

图中箭头所指(图1)。

4F3F5 4G8F7

圈1 3株杂交瘤细胞的染色体

Fig．1 Chromosome of the three hybridoma cell lines
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2．3．3单抗纯度鉴定经Western Blot分析，3

株单抗均仅在25 kD左右处有1条清晰条带，说

明单抗纯度较高。

表2 3株单克隆抗体结合位点的EI。ISA叠加结果(AI％)

Table 2 Results of additivity ELISA for three

monoclonal antibodies《AI％)

2．3．4单克隆抗体对应的抗原表位分析4G8F7

3 讨论

和4F3F5，1C7A4和4G8F7之间反应的AI均大

于10％，1C7A4和4F3F5之间反应的AI小于

10％。可以初步判定获得的3株单克隆抗体有2

个不同的结合位点。

2．4间接免疫荧光

PCV2感染的阳性孔出现明显绿色荧光，且

荧光多聚集在PK一15细胞的细胞质中，阴性孔无

绿色荧光(图2)。PCVl感染后的PKl5细胞间

接免疫荧光试验呈阴性。

IC7A4 4F3F5 4GSF7 阴性对照

图2 3株单克隆杭体对PCV2感染的PKl5细胞涂片的间接免疫荧光试验结果(10×40)

Fig．2 Immunofluorescence assay(IFA)of the 3 MAbs on PCV2 infected PKl5 cells(10×40)

本试验采用原核表达的PET-32a—ORF2融

合蛋白作抗原，一方面，该蛋白免疫原性好且便于

大量制备提纯，同时避免了基因免疫后效价低、制

备单抗困难的缺陷。另一方面，在前期试验中采

用ELISA方法证实了本实验中采用的融合蛋白

与天然cap蛋白具有相似的免疫原性，与韩凌

霞[9J叩等原核表达的cap蛋白具有病毒特异的免

疫原性结果相似，确保了用该蛋白制备单抗的可

行性和实用性，减少了试验的盲目性口1|。

笔者采用常规方法免疫制备单抗，虽然耗时

比较长，但取得了较好的免疫效果，制备所得单抗

的稳定性和亲和力也表现出明显的优势。在采用

间接ELISA法筛选杂交瘤细胞的过程中，使用以

空表达载体转化的细菌蛋白包板作为对照[1 2I，快

速准确的检测到特异性针对PCV2 Cap蛋白的单

克隆抗体，并在经3次亚克隆后最终获得3株能

稳定分泌抗PCV2一ORF2蛋白单克隆抗体的细胞

株1C7A4、4F3F5和4G8F7。

在试验中，对3株分泌PCV2一ORF2蛋白单

抗的杂交瘤细胞株的生物学特性进行了系统鉴

定。从杂交瘤细胞染色体核型、经过连续传代培

养和冻存后的生物学特性、以及单克隆抗体的亚

类、纯度、效价针对的抗原表位等多方面，全方位

考察证明了这3株杂交瘤细胞分泌抗体的能力强

而且稳定，三种单克隆抗体效价高，对应两个不同

的抗原表位，具有一定的一应用价值。

间接免疫荧光试验结果表明3株单抗均具有

针对PCV2病毒天然Cap蛋白的结合表位，具有

很强的特异性，为PCVl和PCV2的鉴别诊断方

法的研究提供了材料。其中4G8F7的亲和力最

高，荧光最强，本实验室已经用4GSF7单抗建立

实验室检测PCV2病毒的IFA方法，为其初步应

用做了一些摸索研究，并希望用这些单克隆抗体

做进一步的研究，建立快速、简便的PCV2病原的

检测方法，为PCV2引发的一系列疾病的预防诊

断提供帮助。

本研究系在广东农科院兽医研究所猪病研究

室完成。
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