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摘　要：为制备牛传染性鼻气管炎病毒（ＩＢＲＶ）ｇＣ蛋白的特异性单克隆抗体，并分析其免疫学特性，以原核表达并

纯化的重组ｇＣ蛋白为免疫原注射免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取其脾细胞与骨髓瘤细胞融合。建立间接ＥＬＩＳＡ方法筛选

分泌ｇＣ蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞，获得１株能稳定分泌ｇＣ蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞株，命名为３Ｄ６。

３Ｄ６的亚类为ＩｇＧ１型，轻链为κ链；上清、腹水抗体效价分别为６．４×１０
３、１．２８×１０５；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和间接免疫荧

光试验表明该单克隆抗体能识别牛ｇＣ蛋白。利用３Ｄ６细胞株分泌的单克隆抗体建立了检测ＩＢＲＶ的双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ方法，结果证明，该方法特异性和敏感性良好，为快速诊断ＩＢＲＶ和研究ｇＣ蛋白功能奠定了基础。
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　　牛传染性鼻气管炎（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｏｖｉｎｅｒｈｉｎｏｔｒａ

ｃｈｅｔｉｓ，ＩＢＲ）是由牛传染性鼻气管炎病毒（ｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｕｓｂｏｖｉｎｅｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＩＢＲＶ）引起的急

性、以呼吸道炎症为主的病毒性传染病。ＩＢＲ具有

高发病率和死亡率，可影响乳牛的产奶量、公牛的繁

殖力及役用牛的使役力，对养牛业危害很大［１］。

ＩＢＲＶ可侵袭多种器官和组织，在临床上表现呼吸

困难、鼻炎、高热等症状，可引起严重的呼吸道疾病

和生殖道疾病，导致动物产奶量降低、全身性感染及

流产等。病牛及其分泌物、病变组织是ＩＢＲ的主要

传染源，可通过接触、飞沫和交配传播［２３］。中国自

２０世纪７０年代首先在进口种牛中发现该病，近年

来调查显示部分省市各牛场牛中血清阳性率平均可

达５６％，给畜牧业带来了很大的损失
［４５］。

牛传染性鼻气管炎病毒属于疱疹病毒科，疱疹

病毒亚科，水痘病毒属，为线性双股ＤＮＡ病毒，基

因组大小约为１３８ｋｂ，可编码７０多种结构蛋白，如

ｇＢ、ｇＣ、ｇＤ和ｇＥ蛋白等。ｇＣ蛋白是病毒粒子表面

和病毒感染细胞的主要分子，介导重要的生物学功

能［６７］。目前国内外对牛传染性鼻气管炎的诊断方

法主要有病毒分离、血清学试验、ＲＴＰＣＲ等，存在

着试验周期长、仪器设备要求高、假阳性高等缺点，

难以胜任对ＩＢＲＶ快速诊断的要求。目前，国内对

ＩＢＲＶｇＣ蛋白研究较少，其单克隆抗体也没有相关

报道。本研究利用原核系统表达的ＩＢＲＶｇＣ蛋白

制备获得了单克隆抗体，进行了生物学特性鉴定，初

步建立了检测ＩＢＲＶ的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法，为

牛传染性鼻气管炎的快速检测提供了技术保证。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

１．１．１　实验动物、细胞株及毒株　　牛传染性鼻气

管炎病毒ＩＢＲＶ（ｂａｒｔｈａＮｕ／６７）、牛呼吸道合胞病毒

（ＢＲＳＶ）和牛肾细胞系细胞（ＭＤＢＫ）购于中国兽医

药品监察所；牛副流感病毒３型（ＢＰＩＶ３）、牛腺病毒

７型（ＡＤＶ７）、ＳＰ２／０多发性骨髓瘤细胞由郑州牧业

工程高等专科学校生物技术实验室保存；ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠和日本长耳大白兔均购自河南农业大学实验动

物中心。

１．１．２　质粒载体与菌株　　含有ＩＢＲＶ犵犆全长基

因的重组质粒ｐＭＤ１８ｇＣ由本实验室构建；ｐＧＥＸ

６Ｐ１载体、大肠杆菌ＢＬ２１由郑州牧业工程高等专

科学校生物技术实验室保存。

１．１．３　主要试剂与药品　　质粒提取试剂盒、琼脂

糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒、ＲＮＡ酶抑制剂、ＤＬ２０００

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、蛋白质分子量标准、限制内切酶

犈犮狅ＲⅠ、犛犪犾Ⅰ和ＤＮＡＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ等购自ＴａＫａ

Ｒａ公司；高保真酶ＫＯＤＰｌｕｓ购自ＴＯＹＯＢＯ公司；

ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａ

ｒｏｓｅ４Ｂ亲和层析树脂购自 ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公

司；ＭＭＬＶ反转录酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＨＲＰ羊

抗鼠ＩｇＧ、ＨＲＰ羊抗兔ＩｇＧ、ＦＩＴＣ羊抗鼠ＩｇＧ、弗

氏佐剂、ＰＥＧ４０００、ＤＭＳＯ和ＢＳＡ 购自Ｓｉｇｍａ公

司；ＳＢＡＣｌｏｎｏｔｙｐｉｎｇＳｙｓｔｅｍ／ＨＲＰ抗体亚类鉴定

试剂盒均购自ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；引物

合成和序列测定由上海生工公司完成；兔抗ＩＢＲＶ

血清由本实验室制备；其他常规用试剂为国产或进

口分析纯。

１．２　方法

１．２．１　重组表达载体的构建及鉴定　　参照

ＩＢＲＶ犵犆基因序列设计引物序列，上游引物Ｐ１：５′

ＴＡＡＧＡＡＴＴＣＡＡＴＣＣＣＧＧＡＣＣＡＣＧＡＡＡＧＣＡＣ

３′（限制性内切酶犈犮狅ＲⅠ酶切位点）；下游引物Ｐ２：

５′ＴＴＧＧＴＣＧＡＣＧＴＣＣＡＣＴＣＧＣＧＣＴＣＣＴＴＣＧＧ

ＣＧＧＧ３′（限制性内切酶 犛犪犾Ⅰ 酶切位点）。以

ｐＭＤ１８ｇＣ重组质粒为模板，高保真酶 ＫＯＤＰｌｕｓ

扩增犵犆基因片段，琼脂糖凝胶电泳后扫描结果。

ＰＣＲ产物切胶回收后经犈犮狅ＲⅠ、犛犪犾Ⅰ双酶切，克

隆于ｐＧＥＸ６Ｐ１载体中，转化入大肠杆菌ＢＬ２１感

受态细胞，涂布平板培养，对长出的菌落进行ＰＣＲ

鉴定和酶切鉴定，阳性重组质粒送上海生工公司测

序。

１．２．２　重组蛋白的表达及鉴定　　将含重组质粒

的大肠杆菌接种至含抗生素的ＬＢ液体培养基中，

过夜振荡培养，次日扩大培养，ＯＤ６００ｎｍ达到０．６时

加ＩＰＴＧ诱导，菌体破碎后ＳＤＳＰＡＧＥ检测表达情

况。使用ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ树脂纯化重组

蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ检测洗脱上清
［８］，ＢＣＡ法测定纯

化蛋白含量［９］。

１．２．３　间接ＥＬＩＳＡ检测方法的建立　　以纯化的

ｇＣ蛋白作为包被抗原，采用方阵法确定抗原最佳包

被浓度和阳性血清的最佳稀释度，建立了间接

ＥＬＩＳＡ方法。通过酶标仪读取ＯＤ值判定结果，以

ＯＤ待检血清＞０．４且Ｐ／Ｎ≥２．１为阳性判定标准
［１０１２］。

另外检测３０份阴性血清４５０ｎｍ波长处的ＯＤ值，

并将平均ＯＤ值与３倍的标准差（狊）之和作为阴阳

８３６１
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性的临界值，即狓＋３狊为确定的阴阳性界限。

１．２．４　小鼠免疫及杂交瘤细胞系的建立　　将纯

化的ｇＣ蛋白加等体积弗氏完全佐剂初次免疫６～８

周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，每隔２周再分别注射２次，加强

免疫。细胞融合前３ｄ，再加强免疫一次，按１００

μｇ·只
－１腹腔注射抗原。按常规方法进行细胞融

合，使用建立的ＥＬＩＳＡ方法筛选阳性杂交瘤细胞，

有限稀释法进行克隆化培养，选择能够稳定分泌、效

价高的单个克隆培养。

１．２．５　ＭＡｂ腹水制备及效价测定　　选取８～１０

周龄的ＢＡＢＬ／ｃ雌鼠，腹腔注射０．５ｍＬ弗氏不完

全佐剂，７ｄ后将筛选的阳性细胞株对敏化的小鼠

进行腹腔注射，约７ｄ后收集腹水，采用辛酸硫酸

铵盐析法纯化腹水中的 ＭＡｂ。

１．２．６　ＭＡｂ生物学特性的鉴定　　（１）采用ＳＢＡ

ＣｌｏｎｏｔｙｐｉｎｇＳｙｓｔｅｍ! ＨＲＰ抗体亚类试剂盒对制

备的 ＭＡｂ进行亚类鉴定。（２）将杂交瘤细胞连续

传代培养，每传５代即收集１次细胞培养上清，以已

建立的ＥＬＩＳＡ方法检测Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０、Ｆ２５代

杂交瘤细胞培养上清的抗体效价，对比效价变化情

况分析该细胞株的稳定性。（３）选择生长良好的杂

交瘤细胞用秋水仙素处理，按常规方法固定、染色，

在光学显微镜下选择６个染色体分散良好的细胞观

察并计数。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　　将纯化后重组蛋白

经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，转移到硝酸纤维素膜上，以

杂交瘤细胞上清为一抗，用 ＨＲＰ标记羊抗鼠ＩｇＧ

抗体作为二抗，二抗以１∶２０００稀释，进行免疫印

迹检测［１３］。

１．２．８　单克隆抗体特异性的检测　　将牛传染性

鼻气 管 炎 病 毒 （ＩＢＲＶ）、牛 呼 吸 道 合 胞 病 毒

（ＢＲＳＶ）、牛肾细胞系细胞（ＭＤＢＫ）、牛副流感病毒

３型（ＢＰＩＶ３）和牛腺病毒７型（ＡＤＶ７）作为包被抗

原进行间接ＥＬＩＳＡ，检测该单克隆抗体的特异性。

１．２．９　间接免疫荧光（ＩＦＡ）检测　　分别用

ＩＢＲＶ、ＢＲＳＶ、ＢＰＩＶ３和 ＡＤＶ７接种 ＭＤＢＫ细胞，

培养４８ｈ后固定细胞，加入 ＭＡｂ为一抗，以ＦＩＴＣ

标记羊抗鼠ＩｇＧ为二抗进行ＩＦＡ检测，二抗以１∶

５００稀释，以正常 ＭＤＢＫ细胞作为阴性对照。

１．２．１０　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法的建立　　最佳

反应条件的选择：对单克隆抗体３Ｄ６包被浓度（８、

４、２、１μｇ·ｍＬ
－１），夹心抗体（兔抗ＩＢＲＶＩｇＧ）工作

浓度（１２、６、３、１．５μｇ·ｍＬ
－１）进行ＥＬＩＳＡ方阵试

验，检测同一阳性样品和阴性样品，测定ＯＤ４５０ｎｍ值，

并计算Ｐ／Ｎ值，确定单抗３Ｄ６最佳包被浓度、夹心

抗体最佳浓度、酶标抗体工作浓度。用建立的

ＥＬＩＳＡ方法测定２０份阴性样品，计算ＯＤ４５０ｎｍ平均

值（狓）和标准差（狊），将狓＋３狊设定为阳性临界值。

双抗体夹心ＥＬＩＳＡ操作程序：用包被液适当稀

释单克隆抗体３Ｄ６，每孔１００ｍＬ，置４℃包被过夜，

用洗涤液洗涤３次后加入封闭液，３７℃封闭１ｈ。

加入待测样品，每孔１００μＬ，３７℃孵育１ｈ，洗涤３

次。加入兔抗ＩＢＲＶＩｇＧ，每孔１００μＬ，３７℃孵育１

ｈ，洗涤３次，加入 ＨＲＰ标记羊抗兔ＩｇＧ，每孔１００

μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗涤３次。每孔加入１００μＬ

ＴＭＢ底物液室温避光反应１０ｍｉｎ，每孔加５０μＬ

终止液，室温５ｍｉｎ后读取４５０ｎｍ处的吸光值。

１．２．１１　夹心ＥＬＩＳＡ法的特异性试验　　用建立

的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 法分别检测ＩＢＲＶ、ＢＲＳＶ、

ＭＤＢＫ、ＢＰＩＶ３、ＡＤＶ７及阴性样品，判断该ＥＬＩＳＡ

方法的特异性。

１．２．１２　夹心 ＥＬＩＳＡ 法的敏感性试验　　将

ＩＢＲＶ病毒从１００倍起连续二倍稀释，其余条件按

最适反应条件进行，检测该ＥＬＩＳＡ方法的敏感性。

１．２．１３　与琼脂扩散试验比较　　用建立的双抗体

夹心ＥＬＩＳＡ检测临床样品４０份，并与琼脂扩散试

验结果进行比较分析。

２　结　果

２．１　狆犌犈犡６犘犵犆原核表达载体的构建

通过ＰＣＲ扩增，得到５５２ｂｐ左右的目的片段。

将此片段克隆于ｐＧＥＸ６Ｐ１载体中，重组质粒经

犈犮狅ＲⅠ和犛犪犾Ⅰ双酶切，出现了预期大小的条带。

ＤＮＡ测序结果表明成功构建ｐＧＥＸ６ＰｇＣ表达载

体。

２．２　重组蛋白的表达、纯化与检测

将重组菌培养后，进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结果显

示在４５ｋｕ处有高表达的蛋白条带，菌体破碎后的上

清和沉淀中都存在融合蛋白。利用 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ亲和层析树脂进行亲和纯化，得到了纯

度较高的ｇＣ蛋白，表达量达到２４０ｍｇ·Ｌ
－１（图１）。

２．３　间接犈犔犐犛犃方法建立

采用方阵法确定抗原的最佳包被浓度和阳性血

清的最佳稀释度，阳性判断标准为ＯＤ待检血清＞０．４且

９３６１
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１、２．诱导表达后的上清和沉淀；３．纯化后的ｇＣ；Ｍ．
蛋白质相对分子质量标准

１，２．ＴｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｎｄｐｅｌｌｅｔｓｏｆｉｎｄｕｃｅｄｐＧＥＸ６ＰｇＣ；

３．ＰｕｒｉｆｉｅｄｇＣｐｒｏｔｅｉｎ；Ｍ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ
图１　狆犌犈犡６犘犵犆在犅犔２１中表达与纯化

犉犻犵．１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犌犈犡６犘犵犆犻狀

犅犔２１（犇犈３）

ＯＤ待检血清／ＯＤ标准阴性值≥２．１，当血清的稀释度为１∶

８０，抗原的稀释浓度为１∶１６０，阴性与阳性血清的

ＯＤ４５０ｎｍ值相差最大（Ｐ／Ｎ＝８．９５９）。因此，最终确定

抗原最佳包被浓度为１．５μｇ·ｍＬ
－１，血清最佳稀释

度为１∶８０，建立了筛选 ｇＣ 蛋白 ＭＡｂ的间接

ＥＬＩＳＡ方法（表１）。

２．４　杂交瘤细胞株的筛选

将纯化的ｇＣ蛋白免疫小鼠的脾细胞与骨髓瘤

细胞ＳＰ２／０进行细胞融合，间接ＥＬＩＳＡ筛选后，获

得１株能高效分泌抗ｇＣ蛋白抗体的杂交瘤细胞

株，命名为３Ｄ６。间接ＥＬＩＳＡ检测无血清培养上清

效价为１∶６．４×１０３，腹水效价为１∶１．２８×１０５。

２．５　犕犃犫的亚类鉴定和稳定性检测

鉴定结果表明３Ｄ６属ＩｇＧ１亚类，轻链为κ链。

将３Ｄ６连续培养２５代，检测第Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０、

Ｆ２５代细胞培养上清的抗体效价，结果表明此细胞株

在连续传代中效价差异不明显，稳定性较好（表２）。

表１　最佳抗原包被浓度及血清稀释度的确定

犜犪犫犾犲１　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳犮狅犪狋犻狀犵犪狀狋犻犵犲狀犪狀犱犱犻犾狌狋犻狅狀狅犳狊犲狉狌犿狑犻狋犺犻狀犱犻狉犲犮狋犈犔犐犛犃

血清稀释度

Ｓｅｒｕｍｄｉｌｕｔｉｏｎ

抗原稀释度 Ｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｇｅｎ

１∶１０ １∶２０ １∶４０ １∶８０ １∶１６０ １∶３２０ １∶６４０

Ｐ（１∶２０） ２．４０７ ２．１０１ １．８９８ １．６４５ １．４２３ １．２０８ ０．９９１

Ｎ（１∶２０） ０．２９７ ０．２３８ ０．２２１ ０．２４５ ０．１８３ ０．１４８ ０．１１１

Ｐ／Ｎ ８．１０４ ８．８２８ ８．５８８ ６．７１４ ７．７７６ ８．１６２ ８．９２８

Ｐ（１∶４０） ２．０８１ １．９８８ １．７５６ １．４４３ １．２１３ ０．８２３ ０．７５３

Ｎ（１∶４０） ０．２６８ ０．２７６ ０．２０６ ０．２３３ ０．１４３ ０．１２３ ０．１２３

Ｐ／Ｎ ７．７６５ ７．２０３ ８．５２４ ６．１９３ ８．４８３ ６．６９１ ６．１２２

Ｐ（１∶８０） １．６５４ １．３９６ １．０９１ ０．８８７ ０．８７８ ０．７３６ ０．６１６

Ｎ（１∶８０） ０．２７６ ０．２６８ ０．１９１ ０．１７７ ０．０９８ ０．０９６ ０．０８７

Ｐ／Ｎ ５．９９３ ５．２０９ ５．７１２ ５．０１１ ８．９５９ ７．６６６ ７．０８０

Ｐ（１∶１６０） １．２１３ ０．９９３ ０．８７２ ０．６１２ ０．６１０ ０．５３４ ０．４３４

Ｎ（１∶１６０） ０．２２３ ０．２２３ ０．１２２ ０．１１２ ０．０８２ ０．１２４ ０．０９４

Ｐ／Ｎ ５．４３９ ４．４５３ ７．１４８ ５．４６４ ７．４３９ ４．３０６ ４．６１７

Ｐ（１∶３２０） ０．７０２ ０．６３１ ０．５８４ ０．５３３ ０．５６７ ０．４８７ ０．３７６

Ｎ（１∶３２０） ０．２０２ ０．２５１ ０．２６４ ０．１８３ ０．０８７ ０．１１７ ０．０７６

Ｐ／Ｎ ３．４７５ ２．５１４ ２．２１２ ２．９１３ ６．５１７ ４．１６２ ４．９４７

Ｐ（１∶６４０） ０．５５６ ０．５５３ ０．５５０ ０．４４９ ０．４２１ ０．３９７ ０．２２１

Ｎ（１∶６４０） ０．１５６ ０．１２３ ０．１１０ ０．１０９ ０．１１１ ０．１０６ ０．０５１

Ｐ／Ｎ ３．５６４ ４．４９６ ５．０００ ４．１１９ ３．７９３ ３．７４５ ４．３３３
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表２　３犇６细胞株稳定性检测结果

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狊狋犪犫犻犾犻狋狔狋犲狊狋狅犳３犇６犾犻狀犲

Ｆ５ Ｆ１０ Ｆ１５ Ｆ２０ Ｆ２５

抗体效价 Ｔｉｔｅｒ １∶６．４×１０３ １∶６．４×１０３ １∶６．４×１０３ １∶３．２×１０３ １∶３．２×１０３

２．６　杂交瘤细胞染色体数目

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾细胞染色体的数目为４０条，

ＳＰ２／０多发性骨髓瘤细胞的染色体众数目为６２～

６８条。统计结果表明，该细胞株染色体数目为９８～

１０５条，大约为小鼠脾细胞和ＳＰ２／０细胞染色体数

目之和，与预期结果一致（图２）。

图２　杂交瘤细胞的染色体分析

犉犻犵．２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犮犺狉狅犿狅狊狅犿犲狊狅犳犺狔犫狉犻犱狅犿犪犮犲犾犾

２．７　犕犃犫的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

以纯化后的ＩＢＲＶ和原核表达的ｇＣ蛋白进行

ＳＤＳＰＡＧＥ后，转印至硝酸纤维素膜上，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析结果表示，３Ｄ６能识别并与重组ｇＣ蛋白发

生特异性反应（图３）。

２．８　犕犃犫的特异性检测

将３Ｄ６分别与ＩＢＲＶ、ＢＲＳＶ、ＭＤＢＫ、ＢＰＩＶ３、

ＡＤＶ７包被的ＥＬＩＳＡ板反应，结果３Ｄ６与ＩＢＲＶ包

被的ＥＬＩＳＡ板可发生阳性反应，与ＢＲＳＶ、ＭＤＢＫ、

ＢＰＩＶ３和ＡＤＶ７不发生反应，表明３Ｄ６可与ＩＢＲＶ

特异性结合。

２．９　间接免疫荧光（犐犉犃）检测

以３Ｄ６ＭＡｂ进行的ＩＦＡ检测表明：接种ＩＢＲＶ

的细胞中出现绿色荧光，未接种ＩＢＲＶ的 ＭＤＢＫ细

胞则未见有荧光，表明３Ｄ６可与ＩＢＲＶ发生特异性

结合（图４）。

１．纯化的空载体转染对照蛋白；２．纯化后的ｇＣ蛋白；

３．蛋白质相对分子质量标准

１．ＰｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｎｃｏｄｅｄｂｙｐＧＥＸ６Ｐ１；２．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏ

ｔｅｉｎｅｎｃｏｄｅｄｂｙｐＧＥＸ６ＰｇＣ；Ｍ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ
图３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋结果

犉犻犵．３　犚犲狊狌犾狋狅犳犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

Ａ．接种ＩＢＲＶ的 ＭＤＢＫ细胞；Ｂ．ＭＤＢＫ细胞对照

Ａ．ＩＦＡｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅ３Ｄ６ＭＡｂｏｎＩＢＲＶｉｎｆｅｃｔｅｄＭＤ

ＢＫ；Ｂ．ＩＦＡｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅ３Ｄ６ＭＡｂｏｎｎｏｒｍａｌＭＤＢＫ
图４　３犇６的犐犉犃检测结果

犉犻犵．４　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳３犇６犕犃犫犻狀犐犅犚犞犻狀犳犲犮狋犲犱犕犇

犅犓犮犲犾犾狊
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２．１０　双抗体夹心犈犔犐犛犃方法的建立

通过ＥＬＩＳＡ方阵试验初步确定了最佳反应条

件，当单克隆抗体３Ｄ６包被浓度为４μｇ·ｍＬ
－１，兔

抗ＩＢＲＶＩｇＧ包被浓度为６μｇ·ｍＬ
－１时，Ｐ／Ｎ值为

最大（见表３，表中结果为Ｐ／Ｎ值）。用双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ法检测２０份阴性样品的ＯＤ４５０ｎｍ值，计算狓

＋３狊，该ＥＬＩＳＡ方法阳性临界值为０．２８０。

表３　抗体最佳稀释浓度确定

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狋犻狋狉犪狋犻狅狀狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔

３Ｄ６浓度／

（μｇ·ｍＬ
－１）

Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ３Ｄ６

兔抗ＩＢＲＶＩｇＧ／（μｇ·ｍＬ
－１）

ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｒａｂｂｉｔａｎｔｉＩＢＲＶＩｇＧ

１２ ６ ３ １．５

８ ４．３６ ４．８０ ４．９７ ４．９６

４ ４．６９ ５．２２ ５．０８ ４．７３

２ ４．２３ ４．７１ ４．６４ ４．３９

１ ４．０７ ３．８５ ４．０９ ４．２５

２．１１　夹心犈犔犐犛犃法的特异性试验

特异 性 试 验 结 果 表 明，该 ＥＬＩＳＡ 方 法 与

ＢＲＳＶ、ＭＤＢＫ、ＢＰＩＶ３和 ＡＤＶ７无交叉反应，表明

该方法特异性良好（表４）。

表４　双抗体夹心法犈犔犐犛犃方法特异性试验

犜犪犫犾犲４　犜犺犲狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅犳犱狅狌犫犾犲犪狀狋犻犫狅犱狔狊犪狀犱狑犻犮犺

犈犔犐犛犃

待测样品

Ｓａｍｐｌｅｓ

ＯＤ４５０ｎｍ值

ＯＤ４５０ｎｍｖａｌｕｅ
Ｐ／Ｎ

结果判定

Ｒｅｓｕｌｔｓ

牛传染性鼻气管炎病毒

ＩＢＲＶ
１．０９２ ８．１４９ ＋

牛呼吸道合胞病毒

ＢＲＳＶ
０．１１３ １．３４５ －

牛肾细胞系细胞

ＭＤＢＫ
０．０９６ １．０５５ －

牛副流感病毒３型

ＢＰＩＶ３
０．２０７ １．６４３ －

牛腺病毒７型

ＡＤＶ７
０．１２２ １．１４０ －

２．１２　夹心犈犔犐犛犃法的敏感性试验

本研究建立的夹心ＥＬＩＳＡ法的敏感性结果表

明，ＩＢＲＶ病毒稀释１６００倍时，病毒含量为１．５６

μｇ·ｍＬ
－１，其 ＯＤ４５０ｎｍ值为０．３４０，大于阳性临界

值，而１∶３２００稀释的阳性血清检测结果低于阳性

临界值，表明该方法具有较好的敏感性，其最低检测

浓度为１．５６μｇ·ｍＬ
－１（表５）。

表５　双抗体夹心法犈犔犐犛犃方法敏感性试验

犜犪犫犾犲５　犜犺犲狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋犲狊狋狅犳犱狅狌犫犾犲犪狀狋犻犫狅犱狔狊犪狀犱狑犻犮犺

犈犔犐犛犃

血清稀释度

Ｓｅｒｕｍｄｉｌｕｔｉｏｎ

ＯＤ４５０ｎｍ值 ＯＤ４５０ｎｍｖａｌｕｅ

阳性血清

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

阴性血清

Ｎｅｇａｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

１∶１００ １．１７８ ０．２０２

１∶２００ １．１０３ ０．１８７

１∶４００ １．０８５ ０．１５８

１∶８００ ０．８３９ ０．１３６

１∶１６００ ０．３４０ ０．１１５

１∶３２００ ０．１９０ ０．０９２

２．１３　与琼脂扩散试验比较

用建立的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ检测临床样品４０

份，共检出阳性样品１２份，阳性率为３０％；而琼脂

扩散试验检测出阳性样品１１份，阳性率为２７．５％，

两者符合率为９１．５％，证明建立的双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ方法特异性良好，可用于临床检测。

３　讨　论

本研究开始用ＩＢＲＶ犵犆全基因与ｐＧＥＸ６Ｐ１

载体构建重组表达质粒，结果表达效果不理想，表达

量较少；经过生物信息学工具对犵犆全基因序列及

编码的氨基酸序列进行分析，预测目的蛋白跨膜区、

信号肽序列及抗原表位，找到ｇＣ蛋白上抗原决定

簇较集中、抗原性较强、不含跨膜区和疏水序列的一

段区域，扩增表达此氨基酸序列的基因片段，构建了

重组表达质粒。通过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测表明，表

达蛋白质相对分子质量与理论值相符，蛋白的表达

量和蛋白的溶解性得到了明显提高［１４］。作者以纯

化的重组ＩＢＲＶｇＣ蛋白为抗原，多次腹腔注射免疫

获得了能够分泌抗ＩＢＲＶｇＣｍＡｂ的小鼠脾细胞。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＩＦＡ结果表明产生的 ｍＡｂ只与重

组蛋白发生特异性反应，表明此 ｍＡｂ能准确识别

ｇＣ蛋白抗原。

牛传染性鼻气管炎具有鼻黏膜充血、呼吸困难、
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鼻腔流脓等症状，结合流行病学，可作出初步诊断，

但ＩＢＲＶ感染后一般发生病毒潜伏，且目前检测

ＩＢＲＶ及抗体的常规方法一般为病毒的分离和常量

血清中和试验等，步骤繁琐，耗时较长。ＭＡｂ具有

特异性强、敏感性高等优点，因此，制备敏感、特异的

抗ＩＢＲＶＭＡｂ为建立检测体液中ＩＢＲＶ抗原或抗

体的血清学方法和实现标准化诊断奠定了基础。本

研究应用抗ＩＢＲＶ保守的ｇＣ蛋白的单克隆抗体建

立了双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法，特异性良好，有助于

ＩＢＲ的快速检测。

ＩＢＲＶｇＣ蛋白主要存在于病毒粒子表面和病

毒感染的宿主细胞表面，可作为吸附蛋白与细胞表

面上糖蛋白受体相互作用，介导起始病毒的吸附，参

与病毒多种生物学功能［１５１６］；ｇＣ蛋白能诱导细胞介

导的免疫应答，是抗原诱导免疫应答的主要靶位，因

此ｇＣ蛋白可作为鉴别诊断的可靠标记。

疫苗免疫接种是目前预防和控制各种传染病的

主要措施，但传统疫苗中灭活苗存在着免疫效果差、

接种量大、无法区分免疫接种牛和野毒感染牛等缺

点，而弱毒苗易出现潜伏感染、毒力回复等情况，因

此使用常规疫苗不易预防和根治该病，因此，新型疫

苗的研制就非常迫切，随着基因工程的发展和对疱

疹病毒研究的深入，目前已有ＤＮＡ疫苗
［１７１８］和基

因工程缺失苗［１９］陆续问世，如编码ｇＣ蛋白的ＤＮＡ

疫苗可诱导中和抗体的产生和Ｂ细胞的应答
［１７］，另

外通过缺失犜犓 基因研制的牛传染性鼻气管炎病毒

减毒疫苗已投放市场，该疫苗不会发生毒力返祖，确

实性和可靠性较高，取得了良好的效果，为根除该病

提供了新的契机。犵犆基因是１个非必需基因，在构

建基因缺失疫苗时，可以将缺失犵犆基因作为遗传

标志，构建犜犓／犵犆
基因工程缺失苗，甚至三基因

缺失的减毒苗控制该病，并可使用抗ｇＣ单克隆抗

体鉴别缺失株和野毒株［２０］。

目前，国内尚无ＩＢＲＶｇＣ单克隆抗体制备的报

道；本研究通过分析目的蛋白的跨膜区，原核表达

ｇＣ蛋白并获得了敏感性较高、稳定性较好的抗ｇＣ

单克隆抗体，并建立了双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法，为

牛传染性鼻气管炎的检测和研究ｇＣ蛋白的功能奠

定了基础。

４　结　论

本研究利用原核系统表达的ＩＢＲＶｇＣ蛋白制

备获得了单克隆抗体，进行了生物学特性鉴定，初步

建立了检测ＩＢＲＶ的双抗体夹心ＥＬＩＳＡ方法，为检

测牛传染性鼻气管炎和研究ｇＣ蛋白的功能奠定了

基础。
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