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摘要： 旨在制备牛冠状病毒 （Ｂｏｖｉｎｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＢＣｏＶ） 单克隆抗体 （ＭＡｂ）， 为 ＢＣｏＶ 疫苗制备和建立免疫胶体金等特异性检测方法奠定基础。
使用原核表达系统制备重组 ＢＣｏＶ Ｎ 蛋白， ＢＣｏＶ 灭活全病毒液免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠； 以 Ｎ 蛋白和全病毒为抗原， 通过间接 ＥＬＩＳＡ 法检测抗体效价。
经细胞融合与 ５ 轮亚克隆， 筛选出分泌目标抗体的单克隆细胞株。 采用腹水法制备单克隆抗体并纯化， 通过间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 验证抗体反应性与特异性。 结果： 筛选出 ３ 株针对 ＢＣｏＶ Ｎ 蛋白的杂交瘤细胞株 （２Ｄ１２Ｃ、 ３Ｄ６Ｅ、 ４Ｄ１Ｆ）， 分泌的单克隆抗体轻链均为 Ｋａｐｐａ
链， ２Ｄ１２Ｃ 与 ４Ｄ１Ｆ 重链为 ＩｇＧ２ａ 亚型， ３Ｄ６Ｅ 重链为 ＩｇＧ１ 亚型； ＩＦＡ 试验表明 ３ 株单克隆抗体均能与 ＢＣｏＶ 发生特异性结合； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证明 ３
株单克隆抗体与 ＢＣｏＶ 和重组表达 ＢＣｏＶ Ｎ 蛋白均反应良好， 且 ３ 株单克隆抗体与感染牛轮状病毒、 牛传染性鼻气管炎病毒、 牛病毒性腹泻病毒

及牛副流感病毒 ３ 型的细胞均不发生特异性反应。 综上， 制备了 ３ 株特异性较高、 生物学活性良好的 ＢＣｏＶ 单克隆抗体， 为后续疫苗制备及检测

方法研究奠定了基础。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｂｏｖｉｎｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ； Ｎ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ； ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

　 　 牛 冠 状 病 毒 病 是 由 牛 冠 状 病 毒 （ Ｂｏｖｉｎｅ
ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＢＣｏＶ） 引起的一种危害性极大的传染

病， 严重威胁着全球养牛业健康发展。 ＢＣｏＶ 属冠状

病毒科、 冠状病毒属， 其病毒基因组为单股正链

ＲＮＡ， 全长约 ３１ ｋｂ， 编码多种结构蛋白和非结构蛋

白［１－２］。 该病毒主要传播途径包括呼吸道气溶胶传播

及粪口传播， 同时还可通过直接接触和间接接触进行

传播， 因其多样化传播途径和较强环境抵抗力， 导致

其防控难度极大［３］。 感染 ＢＣｏＶ 的病牛主要表现为急

性或慢性腹泻、 冬痢、 呼吸道综合征等多种临床症

状， 发病牛机体免疫力大幅下降， 继发感染风险增

加， 严重病例可导致死亡［４－５］。 该病发生不仅影响牛

只的生长发育和生产性能， 每次暴发还对当地养殖业

造成重大经济损失， 给养殖户带来巨大经济负担。
ＢＣｏＶ 广泛分布于世界各地， 在亚洲、 欧洲、 北

美洲、 南美洲、 大洋洲等五大洲的许多国家和地区均

呈现不同程度的流行趋势［６］， 已成为影响全球养牛

业发展的重要因素之一。 在我国， 该病毒分布范围也

在不断扩大［７］， 目前在新疆、 内蒙古、 山东、 广西、
黑龙江、 河北、 吉林等多个省份均已检测出该病毒存

在［８－１４］， 且有进一步扩散的趋势， 对我国畜牧业的健

康发展构成了严重威胁。
面对 ＢＣｏＶ 的严峻流行形势， 快速准确的检测技

术显得尤为重要。 然而， 目前国际市场上针对 ＢＣｏＶ
的商业化检测产品相对匮乏， 现有检测方法主要包括

病毒分离培养、 电镜检查、 逆转录聚合酶链反应

（ＲＴ－ＰＣＲ）、 血清学检测等［１５－１６］。 我国在 ＢＣｏＶ 检测

技术方面起步较晚， 目前仍缺乏自主研发的商业化检

测试剂盒， 主要依赖进口产品或实验室自建检测方

法， 这不仅增加了检测成本， 也制约了基层兽医诊断

能力的提升［１８－１９］。
灭活全病毒液作为抗原能更全面地模拟病毒的自

然感染状态， 激发针对多种病毒结构蛋白的免疫反

应， 从而大幅增加获得具有广谱反应性、 高中和活性

及高亲和力单克隆抗体的概率。 本研究以灭活全病毒

液作为抗原， 通过使用全病毒和重组 Ｎ 蛋白作为包

被抗原， 运用间接 ＥＬＩＳＡ 筛选技术， 成功筛选出能

够同时特异性结合 ２ 种抗原的高效价杂交瘤细胞株，
并最终制备获得了高特异性黏附能力的单克隆抗体

（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ， ｍＡｂｓ）， 为推进 ＢＣｏＶ 快速诊

断试剂盒的产业化开发和深入开展 Ｎ 蛋白结构功能

研究提供了坚实的试验基础和技术支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

ＢＣｏＶ 毒 株 ＸＪ － ＳＨＺ － ３７ （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：
ＯＲ７５０８５３）， 人回盲肠癌细胞 （ＨＲＴ－１８）， 重组质

粒 ｐＥＴ３０ａ－Ｎ 来自新疆畜牧科学院兽医研究所实验

室。 小鼠骨髓瘤细胞 （ＳＰ２ ／ ０） 来自中国农业科学院

上海兽医研究所实验室。 牛轮状病毒 （ＢＲＶ）、 牛传

染性鼻气管炎病毒 （ ＩＢＲＶ）、 牛副流感病毒 ３ 型

（ＢＰＩＶ３）、 牛病毒性腹泻病毒 （ＢＶＤＶ） 保存于实验

室。 ７０ 只 ６ 周龄雌性 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自上海

杰思捷实验动物有限公司 （生产许可证号： ＳＣＸＫ
（沪） ２０２３－０００４） 与新疆疾病预防与控制中心实验

动物 中 心 （ 生 产 许 可 证 号： ＳＣＸＫ （ 新 ） ２０２３ －
０００１）。 胎牛血清 （ＦＢＳ） 由苏州依科赛生物科技股

份有限公司提供； 细胞融合剂聚乙二醇 （ＰＥＧ）、 ＨＴ
选择培养基补充剂及 ＨＡＴ 筛选培养基补充剂均购自

Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 抗体纯化所需试剂盒与辣根过

氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记二抗来源于碧云天生物技术

有限公司。 亚型鉴定试剂盒购自 ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ
公司。
１􀆰 ２　 重组 ＢＣｏＶ－Ｎ 蛋白诱导表达与纯化

将含有重组质粒 ｐＥＴ３０ａ－Ｎ 的菌悬液接种至添加

卡那霉素 （终浓度 １００ ｍｇ ／ Ｌ） 的 ＬＢ 液体培养基中，
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置于 ３７ ℃恒温摇床内以 １９０ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速进行振荡培

养。 待菌液 ＯＤ６００值达到 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 时， 加入异丙基－
β－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ） 至终浓度 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
１６ ℃， 诱导表达 ２１ ｈ。 随后， 将培养液于 ４ ℃、
６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 得到菌体沉淀。 将沉淀重

悬后转移到冰水浴中并实施菌体超声破碎。 单独采集

破碎液， 离心处理 ２０ ｍｉｎ。 利用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜进行

过滤以去除杂质， 然后转移到镍亲和层析柱中进行蛋

白纯化。 用不同浓度的咪唑 （分别是 １０、 １５、 ２０、
３０、 ４０、 ６０、 ８０、 １００、 １２０、 １５０、 ２００、 ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
依次过层析柱， 每个浓度洗脱 １ ｍＬ， 并收集各个洗

脱组分， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测目的蛋白的纯化效果。
取纯化后的 Ｎ 蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 取 ５％脱

脂乳封闭 ２ ｈ， ＢＣｏＶ 多克隆抗体 ４ ℃孵育过夜， 后

使用 １ ∶ ２ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗工作

液， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ。 最后， 进行 ３ 次洗涤， 并添加

ＥＣＬ 化学发光液， 将样本放置在化学发光仪内充分

曝光以验证 Ｎ 蛋白。
１􀆰 ３　 ＢＣｏＶ 全病毒液免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠及血清抗体

效价测定

　 　 选取 ５ 只 ６ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， １、 ２、 ３、 ４
号为试验组， ５ 号为阴性对照组。 首免时， 将牛冠状

病毒全病毒液与弗氏完全佐剂 （ＦＣＡ） 按 １ ∶ １ 比例

充分乳化， 制备含 １８０ μｇ 抗原的乳剂。 将乳剂通过

多点注射方式分别注射于 ４ 只 ６ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠的背部皮下和四肢足垫， 用相同的注射方式将 ＰＢＳ
注射于对照组小鼠内。 ２ 周后 ２ 免， 采用牛冠状病毒

全病毒液与弗氏不完全佐剂 （ＦＩＡ） １ ∶ １ 混合乳化，
免疫剂量为 ２００ μｇ 抗原， 多点皮下注射。 ２ 周后以

同样方式进行 ３ 免， 第 ３ 次免疫 ７ ｄ 后， 通过眼眶静

脉丛采集小鼠血液样本， 静置离心后测定小鼠血清抗

体效价， 选取试验组中血清效价最高的小鼠， 在其腹

腔中注入 １００ μｇ 抗原进行最终的冲击免疫。
１􀆰 ４　 棋盘滴定法建立间接 ＥＬＩＳＡ 检测体系

将 ＢＣｏＶ 全病毒与 ＢＣｏＶ Ｎ 蛋白分别用包被缓冲

液稀释为 ２０、 １０、 ５、 ２􀆰 ５、 １􀆰 ２５、 ０􀆰 ６２５ μｇ ／ ｍＬ 这 ６
个浓度， 每孔 １００ μＬ， 将酶标板置于 ４ ℃条件下孵

育过夜。 随后使用 ２００ μＬ １×ＰＢＳＴ 洗涤 ３ ～ ５ 次， 每

次 ５ ｍｉｎ， 洗涤后拍干。 按照 ２００ μＬ ／孔的标准添加

５％脱脂乳， ３７ ℃封闭 ２ｈ。 阳性血清按 １ ∶ ５００、 １ ∶
１ ０００、 １ ∶ ２ ０００、 １ ∶ ４ ０００、 １ ∶ ８ ０００、 １ ∶ １６ ０００、
１ ∶ ３２ ０００ 倍比稀释， 阴性血清稀释 １ ∶ ５００。 各稀释

度血清分别加入至不同包被浓度的间接 ＥＬＩＳＡ 板中，
每孔 １００ μＬ， ３７ ℃孵育 １ ｈ。 ２００ μＬ １×ＰＢＳＴ 洗涤 ３
次、 拍干， 将 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗按 １ ∶
２ ０００、 １ ∶ ５ ０００、 １ ∶ ８ ０００、 １ ∶ １０ ０００、 １ ∶ ２０ ０００、

１ ∶ ４０ ０００ 稀释， 分别加入所有孔中， 每孔 １００ μＬ，
３７ ℃条件下孵育 １ ｈ。 洗涤拍干后转移到无光环境下

按照 １００ μＬ ／孔的标准添加 ＴＭＢ 显色液， ３７ ℃无光

环境下显色 １５ ｍｉｎ， 按照 ５０ μＬ ／孔的标准添加终止

液， 利用酶标仪测量 ＯＤ４５０值。
１􀆰 ５　 细胞融合及亚克隆

冲击免疫 ５ ｄ 后采集小鼠血清用于抗体效价测

定， 在无菌条件下取脾脏， 用空白 ＤＭＥＭ 培养基冲

洗至脾脏变白， 制备脾细胞悬液， ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ 后收集细胞。 将状态良好的 ＳＰ２ ／ ０ 细胞与脾

细胞按 １ ∶ ３ 比例混合， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后弃

上清液， 轻拍管底使细胞团松散混合。 ３７ ℃水浴预

热３～５ ｍｉｎ， 在 ４５ ｓ 内匀速加入 １ ｍＬ 预热的 ＰＥＧ 溶

液， 室温静置 ６０ ｓ。 随后分阶段终止融合： 先于 ３０ ｓ
内沿管壁缓慢加入 １ ｍＬ 预热的空白 ＤＭＥＭ， 再于

３０ ｓ 内加入 ２ ｍＬ， 最后在 ２ ｍｉｎ 内缓慢加入 １２ ｍＬ 空

白 ＤＭＥＭ （所有试剂均预热至 ３７ ℃）， 缓慢操作以

避免打散融合细胞。 终止后于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养

箱静置 １０ ｍｉｎ， ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 弃上清液。 用

１０ ｍＬ 含 ＨＡＴ 的 ２０％ ＦＢＳ ＤＭＥＭ 培养基重悬细胞，
轻柔混匀后接种到铺有饲养层细胞的 ９６ 孔板中 （１００
μＬ ／孔）， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中静置培养， 融

合后 ３～５ ｄ 内避免振动。 培养 ７～１０ ｄ 后， ９６ 孔板中

部分孔培养基变黄， 吸取细胞上清液进行间接 ＥＬＩＳＡ
检测。 以小鼠阳性血清为阳性对照， ＳＰ２ ／ ０ 细胞上清

液为阴性对照， 当孔内 Ｐ ／ Ｎ 值≥２􀆰 １ 且待测样本 ＯＤ
值≥０􀆰 ６ 时判定为阳性 （Ｐ 为待测样本吸光度， Ｎ 为

阴性对照吸光度）。 筛选全病毒与 Ｎ 蛋白检测板均阳

性的孔， 更换为含 ２０％ ＦＢＳ 的 ＨＴ 培养基 （ １００
μＬ ／孔）， 继续培养 ６ ～ ８ ｄ 后进行亚克隆。 选择生长

状态良好 （形态规则、 贴壁紧密） 且 ＯＤ 值较高的阳

性孔细胞， 重悬后采用有限稀释法将细胞稀释至终浓

度 １０４ 个 ／ ｍＬ， 按 １００ μＬ ／孔接种到铺有饲养层细胞

的 ９６ 孔板中， 使每孔理论细胞数为 ０􀆰 ５ ～ １ 个。 重复

亚克隆 ３～５ 次， 每次均用间接 ＥＬＩＳＡ 检测上清液抗

体效价， 对高效价细胞株进行扩大培养并冻存保种，
最终获得能稳定生长且高效分泌目标抗体的单克隆杂

交瘤细胞株。
１􀆰 ６　 腹水制备与单克隆抗体纯化

杂交瘤细胞接种前 ３０ ｄ， 选取高龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠

进行预处理。 对同批次同剂量牛冠状病毒灭活全病毒

液免疫后的小鼠腹腔注射石蜡 油 （ 每 次 ３００ ～
５００ μＬ）， 间隔 ７ ～ １０ ｄ， 共施加 ３ ～ ４ 次。 最后 １ 次

腹腔注射石蜡油 ７～１０ ｄ 后将杂交瘤细胞用生理盐水

稀释到 ２×１０６ 个 ／ ｍＬ， 按照 ０􀆰 ３ ｍＬ ／只 （即 ６×１０５ 个

细胞） 的标准注入小鼠腹腔中。 等待 ９ ～１４ ｄ， 小鼠
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腹部明显凸起， 每天记录小鼠状态， 最后采集腹水样

本。 把腹水放置在离心机中， ６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心１５～
２０ ｍｉｎ， 可见明显分层， 采用无菌操作技术收集抗体

后， 立即分装至冻存管中， 于－８０ ℃超低温冰箱保存

以避免反复冻融导致的活性损失。 随后通过间接

ＥＬＩＳＡ 法进行腹水效价测定， 将腹水样本进行 １０ 倍

稀释作为一抗工作液， 同时设置杂交瘤细胞培养上清

液和未免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠血清分别作为阳性和阴性对

照。 按照蛋白 Ａ ／ Ｇ 琼脂糖亲和层析柱说明书进行腹

水纯化， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 验证纯化效果， 最终将纯

化产物于－８０ ℃冰箱保存。
１􀆰 ７　 单克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将 ＢＣｏＶ 接种于 ＨＲＴ－１８ 细胞系， 经 ２４ ｈ 培养

后， 采用 １×蛋白质变性缓冲液收获感染细胞， 将蛋

白样本和上样缓冲液混在一起， 整体转移到沸水浴环

境下， １０ ｍｉｎ 后取出， 接着实施 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 分离。
结束电泳后， 通过湿转法对蛋白胶实施转印， 在

０􀆰 ３３ Ａ 恒流下转印 ２ ｈ。 将膜转移到含 ５％脱脂乳的

ＰＢＳ 溶液中， 振荡封闭 ２ ｈ， 避免发生非特异性结合。
采用 ＰＢＳＴ 缓冲液对膜进行 ３ 次漂洗后， 加入 １ ∶
３ ０００ 稀释的单克隆抗体， ３７ ℃恒温孵育 ６０ ｍｉｎ。 随

后更换新的 ＰＢＳＴ 缓冲液重复漂洗 ３ 次， 继而加入

１ ∶ ２ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗工作液。
３７ ℃孵育 １ ｈ。 最后， 进行 ３ 次洗涤， 并添加 ＥＣＬ 化

学发光液， 并将样本放置在化学发光仪内充分曝光以

检测单克隆抗体的表达情况。
１􀆰 ８　 单克隆抗体间接免疫荧光鉴定及特异性检测

待 ＨＲＴ－１８ 细胞在 ６ 孔板中生长至 ８０％ ～９０％汇

合后， 采用 ０􀆰 １ 感染复数 （ＭＯＩ） 的 ＢＣｏＶ 病毒悬液

接种细胞。 感染 ２４ ｈ 后， 用 ４％多聚甲醛室温固定细

胞 １５ ｍｉｎ。 随后， 加入含 ５％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 封闭液，
３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ 以阻断非特异性结合。 最后， 加入

经 １ ∶ ５００ 稀释的一抗工作液， ４ ℃孵育过夜。 添加

１ ∶ ３００ 稀释的 ＦＩＴＣ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 作为二抗， 在

３７ ℃避光条件下孵育 ３０ ｍｉｎ。 最后， 通过共聚焦显

微镜观察染色结果， 以评估病毒感染的效果。 使用

ＭＤＢＫ 细胞系分别接种 ＢＶＤＶ、 ＩＢＲＶ 及 ＢＰＩＶ３， 采

用 ＭＡ１０４ 细胞系接种 ＢＲＶ， 选用筛选到的 ＢＣｏＶ 单

克隆抗体作为一抗， 稀释至工作浓度 （１ ∶ １００）， 分

别采用 ＢＲＶ、 ＢＶＤＶ、 ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３ 的阳性血清设

定成阳性对照， 使用 ＦＩＴＣ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 荧光抗

体作为二抗 （１ ∶ ２００ 稀释）， 避光孵育， 利用相同方

法实施 ＢＣｏＶ 单克隆抗体特异性检测。
１􀆰 ９　 单克隆抗体亚型鉴定

将重组 ＢＣｏＶ－Ｎ 蛋白 （５ ｍｇ ／ Ｌ） 包被于 ９６ 孔酶

标板中， ４ ℃孵育过夜。 将腹水样本按 １ ∶ １ ０００ 比例

稀释后加入孔板设定成一抗， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ。 使用

ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 Ｉｇ （包含 Ｇ１ ／ Ｇ２ａ ／ Ｇ２ｂ ／ Ｇ３ ／ Ｍ ／ Ａ ／
κ ／ λ 亚型） 设定成二抗， 依次孵育抗原， 每孔加入

ＴＭＢ 显色底物， ３７ ℃避光反应 １５ ｍｉｎ， 加入 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈ２ＳＯ４ 终止液终止反应。 利用酶标仪读取 ＯＤ４５０值。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 重组 ＢＣｏＶ－Ｎ 蛋白的表达与纯化

如图 １Ａ 显示， 成功诱导表达 ＢＣｏＶ－Ｎ 蛋白， 其

分子量约为 ５５ ｋＤａ， 与理论预测值相符。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 鉴定表明， 利用 ＢＣｏＶ 抗体检测， 在约 ５５ ｋＤａ 位

置形成明显的免疫复合物条带 （图 １Ｂ）， 说明ＢＣｏＶ－
Ｎ 蛋白成功表达并具备良好的免疫反应性。

Ａ． 蛋白诱导表达， Ｍ 为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ， １ ～ ３ 为空白对照， ４ ～ ６ 为

Ｎ 蛋白； Ｂ． 免疫印迹， Ｍ 为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 Ｎ 蛋白， ２􀆰 空载体

对照。

图 １　 重组 ＢＣｏＶ－Ｎ 蛋白诱导表达和免疫印迹

２􀆰 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测体系的建立

经棋盘滴定试验， 酶标仪 ４５０ ｎｍ 测定， 能使固

相载体吸附饱和的灭活全病毒抗原包被最佳稀释浓度

为 ５ μｇ ／ ｍＬ， 在该包被浓度下， 选取阳性 ＯＤ 值达标

且阴性背景最低的稀释度， 确定血清稀释浓度为 １ ∶
８ ０００， 此时 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗最佳稀释浓

度为 １ ∶ ５ ０００。 能使固相载体吸附饱和的 Ｎ 蛋白抗

原包被最佳稀释浓度为 ７ μｇ ／ ｍＬ， 在该包被浓度下，
选取阳性 ＯＤ 值达标且阴性背景最低的稀释度， 确定
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血清稀释浓度为 １ ∶ ８ ０００， 此时 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠

ＩｇＧ 二抗最佳稀释浓度为 １ ∶ ４ ０００。
２􀆰 ３　 杂交瘤细胞的筛选及亚克隆试验

眼眶静脉丛采血法采集第 ３ 次免疫后 ５ 只小鼠的

血清样本。 利用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定血清抗体效价，
发现 ３ 号小鼠的抗体效价水平高于其他小鼠 （图 ２），
对其实施冲击免疫， ５ ｄ 后细胞融合。 细胞融合第 ５
天出现了小细胞集落。 融合细胞继续生长， 可明显观

察到孔内培养基由红色转变为黄色， 表明细胞状态较

好且代谢活跃。 细胞各时间段生长状况见图 ３。 经细

胞计数后， 挑选细胞数量及状态均适宜的孔进行上清

液抗体效价检测。 统计结果显示， １２ 块 ９６ 孔板的融

合率达到 ７２􀆰 ８％ （８３９ ／ １ １５２）。 选取抗体水平较高的

孔 （阳性孔且 ＯＤ 值＞１， 共 ２５ 个）， 亚克隆后得到 ３
株可以稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株， 依次编号

２Ｄ１２Ｃ、 ３Ｄ６Ｅ 和 ４Ｄ１Ｆ， 间接 ＥＬＩＳＡ 法检测 ３ 株细胞

上清效价均达到 １ ∶ ２５ ６００， 表明 ３ 株单克隆抗体均

与 Ｎ 蛋白有良好的结合。

图 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠血清抗体效价

图 ３　 显微镜下融合细胞生长状态

２􀆰 ４　 单克隆抗体腹水制备与纯化

３ 株杂交瘤细胞株注入小鼠腹腔 ９ ～ １４ ｄ 后， 小

鼠腹腔明显膨大。 利用间接 ＥＬＩＳＡ 法测量腹水抗体

效价， 发现 ２Ｄ１２Ｃ、 ３Ｄ６Ｅ、 ４Ｄ１Ｆ 的抗体效价依次是

１ ∶ ３２０ ０００、 １ ∶ ４００ ０００ 和 １ ∶ ６４０ ０００。 ４Ｄ１Ｆ 单克

隆抗体的腹水效价显著高于其他株系， 因此选择该株

进行后续的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和层析纯化。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 图

谱显示， 在 ５５ ｋＤａ 附近可见明显条带 （图 ４）， 与

ＩｇＧ 重链的理论分子量相符。 通过比较发现， 纯化后

的抗体样品中非特异性条带明显减少， 说明获得了较

高纯度的目标抗体。
２􀆰 ５　 单克隆抗体的 ＩＦＡ 鉴定

由图 ５ 可知， ２Ｄ１２Ｃ、 ３Ｄ６Ｅ、 ４Ｄ１Ｆ 都能够和

ＢＣｏＶ 反应并释放出特异性荧光， 而阴性血清对照组

中没有观察到荧光， 说明筛选到的 ３ 株单克隆抗体均

能与 ＢＣｏＶ 发生特异性结合。
２􀆰 ６　 单克隆抗体特异性检测

由图 ６ 可知， ＢＶＤＶ、 ＩＢＲＶ、 ＢＰＩＶ３ 和 ＢＲＶ 等 ４
种病毒阳性血清均与相应病毒感染细胞反应出现特异

性荧光， 而 ３ 株单克隆抗体组均没有观察到荧光， 说

明筛选到的 ３ 株单克隆抗体均不与这 ４ 种病毒发生特

异性反应。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 流穿液； ２ ～ ３􀆰 ２Ｄ１２Ｃ； ４ ～ ５􀆰 ３Ｄ６Ｅ； ６ ～ ７􀆰
４Ｄ１Ｆ； ８～ ９􀆰 纯化后 ２Ｄ１２Ｃ； １０ ～ １１􀆰 纯化后 ３Ｄ６Ｅ； １２ ～ １３􀆰 纯化

后 ４Ｄ１Ｆ。

图 ４　 腹水纯化情况
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图 ５　 单克隆抗体 ＩＦＡ 鉴定

图 ６　 单克隆抗体特异性检测
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２􀆰 ７　 单克隆抗体的亚类鉴定

表 １ 显示 ３ 株单克隆抗体轻链均为 Ｋａｐｐａ 链，
３Ｄ６Ｅ 重链为 ＩｇＧ１， ２Ｄ１２Ｃ、 ４Ｄ１Ｆ 重链为 ＩｇＧ２ａ。

表 １　 抗体亚类鉴定

细胞株 ＩｇＡ ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ３ ＩｇＧ Ｍ ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） Ｋａｐｐａ Ｌ

２Ｄ１２Ｃ ０􀆰 １２７ ０􀆰 １２４ １􀆰 ７６６ ０􀆰 １３８ ０􀆰 １２１ ０􀆰 ０８６ １􀆰 ７２１ １􀆰 ２５７ ０􀆰 １６９

３Ｄ６Ｅ ０􀆰 １７１ １􀆰 ８２４ ０􀆰 ９６２ ０􀆰 １５６ ０􀆰 ０９５ ０􀆰 ０９４ １􀆰 ８６６ １􀆰 ３４６ ０􀆰 １５１

４Ｄ１Ｆ ０􀆰 １１３ ０􀆰 ９８９ １􀆰 ９１３ ０􀆰 １０２ ０􀆰 ０８８ ０􀆰 ０７８ １􀆰 ８３９ １􀆰 ３８８ ０􀆰 １３８

３　 讨论

ＢＣｏＶ 在全球范围内对牛群健康构成严重威胁，
其中在西班牙的血清流行病学调查显示分布广泛， 在

腹泻粪便中的检出率为 ３􀆰 ４％ ～ ６９％， 在出现呼吸道

症状的牛中的检出率为 １１􀆰 ８％ ～７４􀆰 ６％［２０］ ＢＣｏＶ 可导

致呼吸道疾病、 腹泻等多种临床症状， 给畜牧业造成

显著经济损失。
在血清学检测方面， 目前已建立多种基于不同抗

原的间接 ＥＬＩＳＡ 方法用于 ＢＣｏＶ 抗体检测， 包括以原

核系统表达的 Ｎ 蛋白为包被抗原的 ＥＬＩＳＡ、 以原核表

达的 Ｓ 蛋白为包被抗原的 ＥＬＩＳＡ 以及采用完整病毒

颗粒的 ＥＬＩＳＡ。 这些方法通过检测抗体应答间接反映

病毒感染状况［２１］。 然而， 目前尚未有直接检测粪便

样本中 ＢＣｏＶ 抗原的 ＥＬＩＳＡ 方法［２２］。
从疫苗研发角度来看， Ｎ 蛋白因其特有的 ＲＮＡ

结合特性成为潜在靶点［２３］。 以 Ｎ 蛋白为免疫原设计

的疫苗可通过以下机制发挥作用： 干扰 Ｎ 蛋白与病

毒基因组的正常结合， 或诱导 Ｎ 蛋白发生异常聚合，
使核糖核蛋白复合体 （ＲＮＰ） 的组装出现错误， 由

此阻碍病毒子代的复制过程。
由于来自不同 ＢＣｏＶ 毒株的 Ｎ 蛋白氨基酸序列具

有高度同源性， 并且 Ｎ 蛋白具有高度免疫原性， 因

此 Ｎ 蛋白是最合适用于诊断 ＢＣｏＶ 感染的抗原标记

物。 本研究采用了灭活病毒直接免疫， 全病毒和 Ｎ
蛋白分别作为间接 ＥＬＩＳＡ 包被抗原， 筛选出对 ２ 种

抗原效价均高的单克隆抗体制备方法。 在保留病毒表

面蛋白的天然构象从而诱导更具特异性的免疫应答的

同时， 筛选出了 ３ 株针对 Ｎ 蛋白高效价的单克隆抗

体。 这一方法与 Ｏｕ 等［２４］ 在 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 研究中采

用的方法类似， 他们同样发现保持病毒蛋白天然构象

有助于获得高特异性抗体。
从细胞融合到成功制备单抗需经历多个筛选环

节， 最终只筛选到 ３ 株针对 Ｎ 蛋白的单抗， 分析原

因如下： 细胞融合效率低， ＰＥＧ 化学融合法本身具

有随机性和毒性， 且骨髓瘤细胞与脾细胞的比例、 细

胞状态及操作条件不佳会进一步降低有效杂交瘤的形

成率； 筛选过程严苛， ＨＡＴ 选择培养基仅允许成功

融合的杂交瘤存活， 但其中仅部分细胞分泌目标抗

体， 且初筛阳性克隆可能因检测方法灵敏度或特异性

问题包含假阳性； 杂交瘤细胞具有不稳定性， 杂交瘤

细胞在传代培养中易发生染色体丢失而丧失抗体分泌

能力， 或受支原体污染影响其健康与稳定性； 筛选合

格抗体标准严苛， 需同时满足高特异性、 高亲和力、
预期免疫球蛋白类型、 良好稳定性及适用特定应用场

景等多重要求， 多数候选抗体难以全面达标。
本研究的局限性在于尚未确定单克隆抗体的精确

靶点。 未来计划通过质谱分析、 表位映射等技术进一

步鉴定抗体识别的具体病毒蛋白及表位。 此外， 还将

评估这些抗体在病毒中和、 诊断检测等应用方面的

潜力。
综上， 本研究成功制备了针对 ＢＣｏＶ 的特异性单

克隆抗体， 为牛冠状病毒病的早期诊断和防控提供了

重要工具。 这些抗体有望应用于快速诊断试剂开发，
帮助畜牧业及早发现感染并采取防控措施， 减少经济

损失。 同时， 本研究对冠状病毒单克隆抗体制备技术

的优化也为冠状病毒研究相关领域研究提供参考。
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