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摘要： 旨在优化 Ｇ６Ｐ ［１］ 型牛轮状病毒 （ｂｏｖｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＢＲＶ） 在ＭＡＲＣ－１４５ 细胞中的培养条件， 制备其兔源多克隆抗体， 并对制备的多抗进

行效价检测及鉴定。 对 Ｇ６Ｐ ［１］ 型 ＢＲＶ 毒株 ＮＣＤＶ 进行不同病毒接种量及收毒时间优化， 确定病毒在 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞中的最佳培养条件； 以

１×１０７ ＴＣＩＤ５０ ＮＣＤＶ 活毒作为免疫原免疫成年兔， 制备兔源多克隆抗体； 通过间接 ＥＬＩＳＡ 检测多抗效价， 并通过间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ） 及中

和试验鉴定其特异性。 结果： ＮＣＤＶ 毒株以感染比 ０􀆰 １、 感染时间 ２４ ｈ 为最佳培养条件， 病毒滴度可至 ４􀆰 ９×１０６ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 间接 ＥＬＩＳＡ 结果显

示， 多克隆抗体的效价为 １ ∶ ５１ ２００， 表明 ＮＣＤＶ 具有良好的免疫原性； ＩＦＡ 及中和试验结果表明， ＮＣＤＶ 多克隆抗体与 Ｇ６Ｐ ［１］ 型、 Ｇ９Ｐ ［１］
型和 Ｇ１０Ｐ ［１１］ 型 ＢＲＶ 毒株均能发生特异性反应， 存在良好的交叉中和效应， 表明制备的多抗具有良好的反应性。 综上， 本试验成功优化了

ＮＣＤＶ 毒株在 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞中的增殖条件， 并制备了高效价的兔源多克隆抗体， 为后续 ＢＲＶ 感染的血清学诊断及疫苗研发奠定了理论基础。
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　 　 轮状病毒 （ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＲＶ） 属于呼肠孤病毒科轮

状病毒属， 是引起世界范围内儿童和幼畜急性腹泻的

主要病原之一。 已报道 ＲＶ 可感染多种动物， 比如

牛［１］、 猪［２］、 兔［３］、 犬和猫［４］、 驴［５］、 小熊猫［６］、
大熊猫［７］ 等， 造成了重大经济损失。 牛轮状病毒

（ｂｏｖｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＢＲＶ） 主要感染 １ 月龄内的犊牛，
引发腹泻、 食欲不振、 脱水和精神沉郁等一系列症

状， 腹泻严重时粪便中带有血丝及脱落的肠黏膜。
有学者从数据库中筛选了 １９８４—２０２１ 年国内

ＢＲＶ 调查的文献， 发现共计有 ２５ 个省市检出 ＢＲＶ，
总流行率为 ４６％ （６ ６３５ ／ １０ ６７７） ［８］。 另据报道， 在

国内 ６ 个省共 ２３ 个养殖场采集了 ２６９ 例犊牛腹泻样

本， 阳性率高达 ７１％［９］。 崔鑫等［１０］从新疆 １２ 个奶牛

场采集 ３２５ 份犊牛粪便样品， 用 ＲＴ－ＰＣＲ 检测牛冠

状病毒和 ＢＲＶ， 感染率分别为 ９􀆰 ５４％ 和 １５􀆰 ３８％，
ＢＲＶ 检出率相对较高。 由此可见， 牛轮状病毒在我

国流行范围广， 流行时间长， 是引起犊牛腹泻最重要

的病原之一。
根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中不同 ＢＲＶ 毒株的 １１ 个基因节段

核苷酸序列的同源性， 能确定该毒株的基因型， 其中

Ｐ 型和 Ｇ 型分别由 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 基因决定［１１］。 目前已

分离鉴定的 ＲＶ 有 ４２ 个 Ｇ 型、 ５８ 个 Ｐ 型［１２］。 国外

ＢＲＶ 毒株的 Ｇ 型以 Ｇ６ 为主导， 其次是 Ｇ１０； Ｐ 型主

要是 Ｐ ［５］， 其次是 Ｐ ［１１］ ［１３－１６］， 而最常见的病毒

型组合是 Ｇ６Ｐ ［５］、 Ｇ６Ｐ ［１１］ 和 Ｇ１０Ｐ ［１１］ 基因

型［１５－１８］。 我国主要存在的是 Ｇ６、 Ｇ１０ 和 Ｐ ［１］、 Ｐ
［５］、 Ｐ ［ １１ ］ 基 因 型， Ｇ６Ｐ ［ １ ］ 组 合 最 为 常

见［９，１９－２１］。 ＲＶ 的基因型众多， 遗传进化机制复杂多

变， 不同型 ＢＲＶ 毒株间交叉保护效率低［２２］。 本研究

拟制备 Ｇ６Ｐ ［１］ 型牛轮状病毒的兔多克隆抗体， 并

鉴定其交叉中和效应， 为后续的疫苗研发奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞及病毒培养

ＭＡＲＣ－ １４５ 细胞购自美国模式菌种收集中心

（ＡＴＣＣ）， 由本实验室传代保存， 其培养在含 １０％胎

牛血清的 ＤＭＥＭ （上海源培生物科技股份有限公司）
营养液中， 消化液为 ０􀆰 ２５％胰酶 （含 ０􀆰 ０２％ ＥＤＴＡ，
南京生航生物技术有限公司）。 ＢＲＶ ＮＣＤＶ 标准株

（Ｇ６Ｐ ［１］ 型）、 ＳＤＬＹ 株 （Ｇ９Ｐ ［１］ 型） 及 Ｎ３ 株

（Ｇ１０Ｐ ［１１］ 型） 为本实验室保存。 ＢＲＶ 毒株先在

胰酶作用下 ３７ ℃体外激活 １ ｈ， 再将其接种至长满单

层的 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞， ３７ ℃孵育 １ ｈ 后弃除病毒液，
向细胞中添加细胞维持液 （含有胰酶的 ＤＭＥＭ 营养

液）， 待培养至特定时间收集细胞上清液， 测定半数

组织细胞感染量 （ＴＣＩＤ５０）， 或收集细胞沉淀， 测定

病毒蛋白表达水平。
１􀆰 ２　 病毒滴度的测定

病毒液需先加入 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 胰酶， 放入 ３７ ℃培

养箱激活 １ ｈ， 用 ＤＭＥＭ 将激活的病毒液按照 １０ 倍

梯度稀释成 １１ 个稀释度， 用 ＰＢＳ 将长满单层的 ９６
孔细胞板内的 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞洗涤 ３ 次， 将稀释好

的病毒液按照稀释梯度依次加入 ９６ 孔板内 （每孔

１００ μＬ）。 最后一排设置正常细胞阴性对照组， 每孔

加 １００ μＬ 细胞维持液。 将细胞板放入细胞培养箱中

培养， 逐日观察并记录病变情况， 并用 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ
计算 ＴＣＩＤ５０。
１􀆰 ３　 病毒培养条件的优化

将 ＮＣＤＶ 毒株按照不同感染复数 （ＭＯＩ） 感染

ＭＡＲＣ－ １４５ 细胞， 于感染后 １８ ｈ 观察细胞病变

（ＣＰＥ）， 收集细胞上清液测定病毒滴度， 并利用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测病毒蛋白 ＶＰ６ 表达水平， 比较相同

时间不同接毒量下 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞中病毒的增殖情

况。 同时， 按照上述 ＭＯＩ 感染细胞， 于感染后不同

时间观察细胞病变， 收集细胞上清液及细胞蛋白， 比

较不同收毒时间下病毒在 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞中的增殖

情况， 绘制 ＮＣＤＶ 的一步生长曲线。
１􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

利用 ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒 （上海雅酶生

物医药科技有限公司） 制备 １２􀆰 ５％的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝

胶。 将 ＮＣＤＶ 不同感染条件下收集的细胞蛋白与 ２×
蛋白上样缓冲液 （江苏碧云天高新技术有限公司）
１ ∶ １ 混合后， 煮沸 １０ ｍｉｎ 使蛋白变性， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液加入 ＳＤＳ 变性胶， １５０ Ｖ 电泳

约 ５０ ｍｉｎ。 取蛋白胶湿转至 ＰＶＤＦ 膜上 （３００ ｍＡ，
１ ｈ）， 用含 ５％脱脂奶的 ＴＢＳＴ （实验室自备） 进行

封闭 （３７ ℃， ２ ｈ）。 封闭后加入 ＲＶ ＶＰ６ 蛋白特异

性单克隆抗体 （本实验室自制） ４ ℃ 孵育过夜，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 再加 ＨＲＰ 标记山羊抗

小鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （武汉博士德生物工程有限公司）
３７ ℃孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ。 最后，
利用 ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒 （南京诺唯赞生物科

技股份有限公司） 曝光显色后， 全自动化学发光成

像分析系统 （上海天能科技有限公司） 采集和分析

印迹膜图像。
１􀆰 ５　 多克隆抗体的制备

成年兔免疫前采集耳缘静脉血， 分离阴性血清备

用。 将 ＮＣＤＶ 培养上清液超速离心去除细胞碎片后，
采用背部皮下多点注射免疫成年兔， 免疫程序如图 １
所示。 每次免疫前耳缘静脉采血， ３７ ℃ 温箱静置

１ ｈ， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ， 分离血清， 分装

于 ＥＰ 管中， 放置于－８０ ℃冻存备用。
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图 １　 牛轮状病毒多克隆抗体免疫程序

１􀆰 ６　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测

用包被液稀释轮状病毒的 ＶＰ６ 蛋白， 并将其包

被至酶标板 （５０ ｎｇ ／孔）， ４ ℃包被过夜， ＰＢＳＴ 洗涤

３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 用含 ５％脱脂乳的 ＰＢＳＴ 于 ３７ ℃封

闭 ２ ｈ 后， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ。 用 ＮＣＤＶ 毒

株免疫后血清作为一抗， 并进行倍比稀释后加入酶标

板， ３７ ℃孵育 １ ｈ 后， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ；
再用 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （武汉博士德

生物工程有限公司） 作为二抗， ３７ ℃ 孵育 ５０ ｍｉｎ，
ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 最后加入 ＴＭＢ 显色液

（武汉爱博泰克生物科技有限公司）， 显色 １０ ｍｉｎ 后

加入 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 终止显色， 放入酶标仪检测

ＯＤ４５０值。
１􀆰 ７　 间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ）

ＭＡＲＣ－１４５ 细胞长满单层后以 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １ 分别接

种 ＮＣＤＶ、 ＳＤＬＹ 及 Ｎ３ 毒株， 以未接毒细胞作为阴性

对照。 病毒培养 ２４ ｈ 后弃掉上清液， ＰＢＳＴ 洗涤细胞

３ 次； 固定液 （上海碧云天生物技术股份有限公司）
常温固定 ３０ ｍｉｎ 后， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 ３ ｍｉｎ；
封闭液 （上海碧云天生物技术股份有限公司） ３７ ℃
封闭 ２ ｈ 后， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次； 加入 １％ ＢＳＡ 稀释的

兔多克隆抗体 （１ ∶ １ ０００） ３７ ℃孵育 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 洗

涤 ３ 次， 每次 ３ ｍｉｎ； 细胞中添加 １％ ＢＳＡ 稀释的

ＦＩＴＣ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） （１ ∶ ５００， 武汉博

士德生物工程有限公司）， ３７ ℃避光孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ
洗涤 ３ 次； 最后向细胞中添加 ＤＡＰＩ （武汉博士德生

物工程有限公司） 细胞核染色， ３７ ℃ 孵育 ５ ｍｉｎ，
ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 吸干上清液后置于倒置荧光显微镜

下观察拍照。
１􀆰 ８　 中和效价测定

将免疫后兔血清置于 ５６ ℃ 水浴锅灭活 ３０ ｍｉｎ，
用 ＤＭＥＭ 按照 ２ 倍倍比连续稀释至 ２－１２。 将已测定病

毒滴度的 ＢＲＶ 病毒液激活后稀释至 ２００ ＴＣＩＤ５０ ／
０􀆰 １ ｍＬ， 与稀释后的血清 １ ∶ １ 混匀后放于 ３７ ℃细胞

培养箱中反应 １ ｈ。 将长满单层 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞的 ９６
孔板洗涤 ３ 次， 按照稀释度每孔加入 １００ μＬ 病毒血

清混合液。 同时设置 ２００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ 和 ＤＭＥＭ

１ ∶ １ 混合阴性对照组以及只加 ＤＭＥＭ 的空白对照组。
３７ ℃孵育 １ ｈ 后， 换液， 逐日观察细胞病变情况， 根

据记录结果用 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算出 ５０％血清中和

效价。
１􀆰 ９　 数据统计与分析

整理不同处理组中病毒的 ＴＣＩＤ５０ 结果及间接

ＥＬＩＳＡ 中 ＯＤ４５０值， 利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件统计

数据的显著性并作图。

２　 结果

２􀆰 １　 ＮＣＤＶ 最优 ＭＯＩ 值确定

将 ＮＣＤＶ 毒株按照 ＭＯＩ 为 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 １ 及

０􀆰 ５ 分别接种 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞， 同时设置阴性对照组

（Ｍｏｃｋ）， 病毒感染后 １８ ｈ （１８ ｈｐｉ） 观察 ＣＰＥ、 测

定 ＶＰ６ 蛋白表达及病毒滴度水平。 结果显示， ＭＯＩ
为 ０􀆰 ０１ 或 ０􀆰 ０５ 时， 细胞病变不完全， 蛋白表达水平

及病毒滴度较低； ＭＯＩ 为 ０􀆰 ５ 时， 细胞上清液内病毒

滴度最高， 但细胞病变过快， １８ ｈｐｉ 时细胞几乎完全

脱落， 不利于病毒传代增殖及感染特性测定； 而 ＭＯＩ
为 ０􀆰 １ 时， 细胞病变完全且细胞脱落较少 （图 ２Ａ），
ＶＰ６ 蛋白表达水平高 （图 ２Ｂ）， １８ ｈｐｉ 时病毒滴度可

至 ２􀆰 ８×１０５ ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ （图 ２Ｃ）， 因此后续选取

ＭＯＩ 为 ０􀆰 １ 感染 ＭＡＲＣ－１４５ 细胞。
２􀆰 ２　 ＮＣＤＶ 生长曲线的绘制

将 ＮＣＤＶ 毒株按照 ＭＯＩ＝ ０􀆰 １ 接种 ＭＡＲＣ－１４５ 细

胞， 同时设置阴性对照组 （Ｍｏｃｋ）， 分别在接种后

６、 １２、 １８ 和 ２４ ｈ 时观察 ＣＰＥ， 测定病毒滴度及 ＶＰ６
蛋白表达情况。 结果显示， 随着感染时间延长， 细胞

逐渐开始出现病变， 细胞皱缩聚集， 界限不清晰， 表

面崩解导致间隙变大 （图 ３Ａ）； 感染后 ６ ｈ 未检测出

ＶＰ６ 蛋白表达， 感染后 １２ ｈ 开始检测到并逐步增多，
感染后 ２４ ｈ 时 ＶＰ６ 蛋白表达量最高 （图 ３Ｂ）； 生长

曲线测定结果显示， ＮＣＤＶ 病毒滴度随感染时间延长

滴度逐步升高， 感染后 ６ ｈ 病毒滴度为 １􀆰 ２ × １０２

ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ， 感染后 ２４ ｈ 病毒滴度约为 ４􀆰 ９×１０５

ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ （图 ３Ｃ）。
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Ａ． ＮＣＤＶ 以不同 ＭＯＩ 值感染细胞后细胞病变特征； Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＮＣＤＶ 以不同 ＭＯＩ 值感染细胞后病毒蛋白 ＶＰ６ 表达水平， 泳道上方数

值为灰度值， 是以 ０􀆰 ０１ ＭＯＩ 的 ＶＰ６ 条带灰度值作为基数的倍数； Ｃ． ＮＣＤＶ 以不同 ＭＯＩ 值感染细胞后病毒滴度的对数， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示

Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 ＮＣＤＶ 最佳感染 ＭＯＩ 值确定

Ａ． ＮＣＤＶ 感染不同时间后细胞病变特征； Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ＮＣＤＶ 感染不同时间后病毒蛋白 ＶＰ６ 表达水平， 泳道上方数值为灰度值， 是以

１２ ｈｐｉ 的 ＶＰ６ 条带灰度值作为基数的倍数； Ｃ． ＮＣＤＶ 生长曲线。

图 ３　 ＮＣＤＶ 生长曲线绘制

２􀆰 ３　 多克隆抗体效价测定

ＮＣＤＶ 毒株免疫成年兔达到三免后， 采集免疫后

的兔血清作为一抗， 以免疫前的兔血清为阴性对照，
利用间接 ＥＬＩＳＡ 测定血清抗体效价。 图 ４ 结果显示，

抗体稀释度为 １ ∶ ５１ ２００ 时， 阳性血清 ＯＤ４５０值＞２􀆰 １
倍阴性血清 ＯＤ４５０值， 说明 ＮＣＤＶ 免疫原性良好， 抗

体效价可达到 １ ∶ ５１ ２００。
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图 ４　 兔多克隆抗体 ＥＬＩＳＡ 效价测定

２􀆰 ４　 多克隆抗体的 ＩＦＡ 鉴定

ＭＡＲＣ－１４５ 细胞长满单层后以 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １ 分别接

种 ＮＣＤＶ、 ＳＤＬＹ 及 Ｎ３ 毒株， 以未接毒细胞作为阴性

对照 （Ｍｏｃｋ）。 结果显示， 兔多抗可与 ＮＣＤＶ 感染细

胞发生特异性结合， 且绿色荧光可分布于整个细胞

中； 同时， ＮＣＤＶ 免疫制备的兔多抗可与 Ｇ９Ｐ ［１］
型 ＳＤＬＹ 毒株及 Ｇ１０Ｐ ［１１］ 型 Ｎ３ 毒株感染细胞特

异性结合产生荧光， 而未接毒的阴性对照没有特异性

荧光 （图 ５）， 说明 Ｇ６Ｐ ［１］ 型 ＮＣＤＶ 毒株的兔多

抗可与不同型 ＢＲＶ 毒株发生特异性结合。

图 ５　 多克隆抗体的 ＩＦＡ 鉴定

２􀆰 ５　 多克隆抗体中和效价的测定

用 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算得出多抗对 ＮＣＤＶ 的中

和效价是 １ ∶ ５１２， 对 ＳＤＬＹ （Ｇ９Ｐ ［１］ 型） 和 Ｎ３
（Ｇ１０Ｐ ［１１］ 型） 毒株的交叉中和效价均为 １ ∶ ２５６，
说明 Ｇ６Ｐ ［１］ 型全病毒免疫兔所产生的兔多克隆抗

体对同源毒株具有良好的中和活性， 对异源毒株具有

部分交叉中和活性。

３　 讨论

目前预防 ＢＲＶ 感染最有效的手段是疫苗接种，

即通过诱导机体产生特异性抗体而预防 ＢＲＶ 的流行

与传播。 近年来， ＢＲＶ 疫苗研制主要集中于灭活疫

苗及亚单位疫苗等。 本研究利用 ＢＲＶ 活病毒免疫成

年兔， 其三免后 ＥＬＩＳＡ 效价最终可达到 １ ∶ ５１ ２００，
中和效价为 １ ∶ ５１２， 表明 ＢＲＶ 活疫苗也具有较好的

免疫原性。
ＶＰ６ 是 ＲＶ 中表达最丰富且在毒株间高度保守的

病毒蛋白， 具有良好的免疫原性。 陆亚冬［２３］ 用原核

表达的重组 ＶＰ６ 蛋白包被酶标板， 建立了检测 ＢＲＶ
抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法， 确定了 ＶＰ６ 蛋白可以用来
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作为检测 ＢＲＶ 抗体的抗原， 同时， 利用 ＶＰ６ 蛋白进

行 ＥＬＩＳＡ 检测的抗体效价与 ＢＲＶ 中和抗体效价间存

在相关性。 本研究中以 ＶＰ６ 蛋白作为抗原检测免疫

血清的 ＥＬＩＳＡ 效价， 确定 ＶＰ６ 蛋白表达水平随着

ＢＲＶ 感染复数、 感染时间等条件发生变化， 与病毒

滴度呈正相关， 可作为评价 ＢＲＶ 复制效率的靶蛋白。
益准［２４］研制的 ＢＲＶ ＶＰ６＋ＬＴＢ 亚单位疫苗对奶

牛轮状病毒 （ Ｇ６Ｐ ［１］ ） 和牦牛轮状病毒 （ Ｇ８Ｐ
［１］ ） 的中和效价分别为 １ ∶ ８２０ 和 １ ∶ ５１２， 而王

冬［２２］利用 Ｇ６Ｐ ［１］ 型 ＢＲＶ 毒株 ＳＤＡ２ 灭活疫苗的

免疫血清， 对 Ｇ６Ｐ ［１］ 型和 Ｇ８Ｐ ［１］ 型毒株的中

和效价分别是 １ ∶ ２ １４３ 和 １ ∶ ４７， 说明不同类型疫苗

对 ＢＲＶ 毒株的交叉保护效率不同。 本研究发现，
Ｇ６Ｐ ［１］ 型 ＢＲＶ 毒株活疫苗诱导抗体的中和效价可

达 １ ∶ ５１２， 对 Ｇ９Ｐ ［１］ 型和 Ｇ１０Ｐ ［１１］ 型毒株的

交叉中和效价均为 １ ∶ ２５６， 说明 Ｇ６Ｐ ［１］ 型 ＢＲＶ
活疫苗具有较好的交叉保护潜力， 为后续 ＢＲＶ 的疫

苗研发提供了理论基础。
综上， 本试验成功优化了 ＢＲＶ ＮＣＤＶ 毒株在

ＭＡＲＣ－１４５ 细胞中的增殖条件， 制备了高效价的兔

源多克隆抗体， 并确定该抗体可用于不同分型 ＢＲＶ
毒株的 ＩＦＡ 检测， 且具有广谱的中和活性， 为后续

ＢＲＶ 血清学诊断及疫苗研发奠定了理论基础。
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