
书书书

中国兽药杂志 2024 年 3 月第 58 卷第 3 期 Chinese Journal of Veterinary Drug

doi: 10． 11751 / ISSN． 1002 － 1280． 2024． 03． 01

血清 1 型马立克氏病病毒单克隆抗体的
制备及其特异性鉴定

苏 佳，赵 炜，翟天舒，白洪旭，刘伟洁，薛 麒，薛青红，陈晓春*

( 中国兽医药品监察所( 农业农村部兽药评审中心) ，北京 100081)

［收稿日期］2023 － 10 － 24 ［文献标识码］A ［文章编号］1002 － 1280 ( 2024) 03 － 0001 － 09 ［中图分类号］S859． 79

［摘 要］ 为制备血清 1 型马立克氏病病毒( Marek’s disease virus，MDV) 单克隆抗体，以超速离心

浓缩的血清 1 型 MDV CVI988 /Ｒispens 毒株免疫 BALB /c 小鼠，应用杂交瘤技术制备单克隆抗体。

通过亚克隆、间接 ELISA 和间接免疫荧光( Indirect immunofluorescence assay，IFA) 筛选，获得 3 株分

泌特异性抗血清 1 型 MDV 单克隆抗体的杂交瘤细胞系，分别命名为 4D9、1C5 和 1F10，并对其进行

特异性分析。间接 ELISA 结果显示，4D9、1C5 和 1F10 制备的腹水 ELISA 效价分别达 5． 1 × 104、

8. 2 × 105、4． 1 × 105，可用于后续建立 ELISA 检测方法; IFA 结果显示，4D9、1C5 和 1F10 制备的腹水

与不同血清 1 型 MDV 毒株具有良好的反应性，效价可分别达 1∶ 12800、1∶ 25600 和 1∶ 12800，与血清

3 型 MDV 毒株和其他常见禽源病毒均没有交叉反应，特异性良好; 亚型检测结果显示，4D9 抗体为

IgG2a /κ 型，1C5 抗体为 IgG2b /κ 型、1F10 抗体为 IgG1 /κ 型; 应用 1C5 建立的 IFA 方法能检出至少

5PFU CVI988 /Ｒispens 毒株感染，适用于血清 1 型 MDV 的检测。综上，制备的单克隆抗体可用于血

清 1 型 MDV 的检测，为 MDV 致病机制研究及诊断试剂研发提供基础。
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Abstract: To prepare the monoclonal antibody ( McAb) of serotype 1 Marek’s disease virus，BALB /c mice were

immunized with the serotype 1 MDV CVI988 /Ｒispens strain concentrated by ultracentrifugation，and McAbs were

prepared by hybridoma technique． By subcloning，indirect ELISA and indirect immunofluorescence assay ( IFA)
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identification，three positive McAb cell lines were obtained and named as 4D9，1C5 and 1F10，respectively．

Then，the specificity of the obtained McAbs was analyzed． The ELISA titers of 4D9，1C5 and 1F10 reached

5. 1 × 104，8． 2 × 105 and 4． 1 × 105，indicating that all of the three could be used to establish ELISA detection

methods; IFA results showed that the ascites prepared by 4D9，1C5 and 1F10 had good reactivity with different

serotype 1 MDV strains with the titers of 1∶ 12800，1∶ 25600 and 1∶ 12800，respectively，and all of the three have

no cross － reactivity with serotype 3 MDV strains and other common avian － derived viruses; The subtype test of

the three above McAbs indicated that 4D9 was IgG2a /к subtype，1C5 was IgG2b /κ subtype and 1F10 was

IgG1 /κ subtype． The IFA method established with 1C5 could detect more than 5 PFU CVI988 /Ｒispens，

confirming that this method is suitable for the detection of serotype 1 MDV． In summary，the McAbs obtained in

this study can be used for the detection of serotype 1 MDV and provide the basis for further researches on MDV

pathogenicity and the development of diagnostic reagents．
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马立克氏病( Marek’s disease，MD) 是由鸡马

立克氏病病毒( Marek’s disease virus，MDV) 感染

鸡后引起的一种免疫抑制性疾病，发病鸡只的皮

肤、肌肉、虹膜、神经、内脏器官和性腺发生单核细

胞浸润、形成 T 淋巴细胞增生性肿瘤，影响鸡的生

长发育及产蛋性能［1，2］。自 1907 年 MDV 发现以

来，已扩散至世界各地区，MDV 主要的天然宿主是

鸡，一旦感染后可终身带毒并可不断向外界排毒，

严重危害全球养禽业的健 康 发 展［3，4］。如: 2015

年，我国广西玉林某规模约 5000 只肉用乌鸡的养

殖场暴发 MD 继发大肠杆菌病，发病率约 10%、死

亡率约 8%［5］; 超强毒和特超强毒感染没有免疫的

鸡群能导致鸡群 3 月内全部死亡［6］。

MDV 是疱疹病毒目( Herpesvirales) α 疱疹病毒

亚科( Alphaherpesvirinae) 马立克病毒属( Mardivirus)

的 一 员 ( https: ∥ talk． ictvonline． org / taxonomy / ) ，

MDV 基因组为线性双股 DNA，大小约 160 ～ 180kb，

根据病毒的血清学反应，可以分为三个血清型: 致

瘤性较强的血清 1 型 MDV，又名禽疱疹病毒 2 型

( Gallid herpesvirus type 2，GaHV － 2 ) ; 非致瘤性的

血清 2 型 MDV，又名禽疱疹病毒 3 型( Gallid her-

pesvirus type 3，GaHV － 3) 和火鸡疱疹病毒( Melea-

grid herpesvirus 1，MeHV － 1 ) ，即血清 3 型 MDV。

三种血清型之间具有 50 ～ 80% 的同源性［7，8］，目前

各血清型间的分子生物学鉴别诊断方法报道较多，

如普通 PCＲ［9］、实时荧光定量 PCＲ［10，11］、环介导等

温扩 增 ( Loop － mediated isothermal amplification，

LAMP) 技术［12］等，但相关免疫学鉴别诊断技术报

道较少。

MDV 单克隆抗体的制备，可为研究其致病机

制及开发诊断试剂提供重要基础物质［13］。我们前

期通过将血清 1 型 MDV 和血清 3 型 MDV gE 蛋白

各自保守区分别作为免疫原制备单克隆抗体，所得

单克隆抗体具有良好的 ELISA 反应特性，但不可用

于间接免疫荧光试验，严重限制了其使用范围( 研

究成果未发表) 。这可能是由于体外表达蛋白无法

真实还原病毒蛋白结构，导致其作为免疫原制备的

单抗与病毒粒子反应性较差。宋利娜等以纯化的

MDV 免疫小鼠，通过免疫过氧化物酶单层细胞试

验和 Western － blot 筛选，获得一株分泌强阳性抗

MDV 单克隆抗体的杂交瘤细胞株，但未对单抗的

特异性进行鉴定［14］。基于此，我们尝试以浓缩的

血清 1 型 MDV 作 为 免 疫 原，通 过 亚 克 隆、间 接

ELISA 和 IFA 筛选，以期获得灵敏度高、特异性强、

交叉反应少的血清 1 型 MDV 单克隆抗体，为后续

研究其致病机制、开发免疫学诊断试剂提供基础。

1 材 料

1． 1 细胞与动物 9 ～ 10 日龄 SPF 鸡胚购于北京

勃林格殷格翰维通生物技术有限公司; 6 ～ 8 周龄

BALB /c 雌性小白鼠、经产昆明鼠购于北京维通利
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华实验动物技术有限公司; SP2 /0 骨髓瘤细胞由中

国检验检疫科学研究院动物检验与检疫研究所

提供。

1． 2 病 毒 血 清 1 型 MDV 疫 苗 株 CVI988 /

Ｒispens 株、814 株和 CVTＲ 株均购自疫苗生产厂

家; 血清 1 型 MDV 野毒株 AV1553 株和 Md5 株，血

清 3 型 MDV 火鸡疱疹病毒( Herpesvirus of turkey，

HVT) FC126 株、禽网状内皮组织增生症病毒( Avi-

an reticuloendothelial virus，ＲEV) T 株、禽白血病病

毒( Avian leukemia virus，ALV) － A ( ＲAV － 1 株)

和 ALV － B( ＲAV － 2 株) 、鸡新城疫病毒( NDV) La

Sota 株、鸡传染性法氏囊病毒( Infectious bursal dis-

ease virus，IBDV) B87 株、禽腺病毒 I 群( Avian ade-

novirus group I，Fadv － I) YＲ36 株，均由中国兽医药

品监察所保存。

1． 3 试剂 HAT 选择培养基、HT 选择培养基、融

合剂聚乙二醇( Polyethylene glycol，PEG) 和 FITC 标

记的山羊抗小鼠 IgG 购于 Sigma 公司; HＲP 标记的

山羊抗小鼠 IgG 购于全式金生物技术有限公司; 新

生牛血清( New － born calf serum，NBS) 和胎牛血清

( Fetal bovine serum，FBS ) 购 于 PAN 公 司; M199、

DMEM 和 胰 酶 购 于 Gibco 公 司; QuickAntibody －

Mouse5 W( 5 周标准鼠单抗 /多抗制备佐剂) 、腹水

专用佐剂、单抗亚类鉴定试剂盒购于北京博奥龙免

疫技术有限公司; MDV 特异性血清由中国兽医药

品监察所保存; SDS － PAGE 电泳缓冲液、HＲP 标记

的兔抗鸡 IgG 和转膜液购于北京索莱宝科技有限

公司; BCA 蛋白定量试剂盒购于 Thermo Fisher Sci-

entific 公司。

PBST 洗液: 将 500 μL 吐温 － 20 加入到 1，000

mL PBS 中，混匀备用。

2 方 法

2． 1 鸡 胚 成 纤 维 细 胞 ( Chick embryo fibroblast，

CEF) 的制备 参照现行《中国兽药典》［15］附录进

行制备。取 9 ～ 10 日龄 SPF 鸡胚，表面喷洒酒精消

毒后放入生物安全柜内，无菌取出鸡胚，放入平皿

中，PBS 冲洗胚体后去除头、四肢和内脏; 将处理好

的胚体转移至小烧杯内，PBS 冲洗 3 次，将胚体剪

成约 2 ～ 3 mm3小块后转移到含组织研磨球的三角

瓶内，再用 PBS 冲洗至组织块基本不含红细胞，加

入不含 EDTA 的 0． 25%胰酶盖过组织块，封口后放

入 37 ℃水浴锅消化 10 ～ 15 min，期间轻轻晃动一

次，以保证消化充分; 弃掉胰酶，加适量的含 5%

NBS 的 M199 营养液终止胰酶消化反应，轻摇三角

瓶使组织与研磨球充分碰撞，细胞充分释放、分散，

适当沉淀组织块后，将上清细胞分散液倒入带有 12

层纱布漏斗及烧杯内过滤，重复 3 ～ 5 次至细胞分

散完毕; 细胞计数，调整细胞悬液的浓度为 1． 0 ～

2. 0 × 106 个 /mL，分瓶或铺细胞板; 置 37 ℃、5%

CO2的细胞培养箱中培养。

2． 2 CVI988 /Ｒispens 免疫原的制备及鉴定 将

CVI988 /Ｒispens 接种已长成良好单层的 CEF 细胞，

每日观察细胞病变( Cytopathic effect，CPE) ，在 80%

细胞出现 CPE 时，收获细胞，于室温和 － 80 ℃间反

复冻融 3 次，8000 r /min 离心 10 min 去除细胞沉

淀，取上清进行超速离心，30000 r /min 离心 3 h，用

PBS 重悬沉淀，获得浓缩的 CVI988 /Ｒispens 抗原，

采用 SDS － PAGE 和 Western － blot 鉴定浓缩结果，

通过 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。SDS －

PAGE 和 Western － blot 鉴 定: 将 浓 缩 及 未 浓 缩

CVI988 /Ｒispens 制备样 品 后，取 等 体 积 样 品 进 行

SDS － PAGE 电泳，然后进行考马斯亮蓝染色鉴定，

同时将 SDS － PAGE 电泳分离的蛋白转到 NC 膜

上，通过封闭、一抗( MDV 特异性血清) 孵育、二抗

( HＲP 标记的兔抗鸡 IgG ) 孵育及底物反应 进 行

Western － blot 鉴定。

2． 3 单克隆抗体制备

2． 3． 1 免疫小鼠 取浓缩的 CVI988 /Ｒispens 抗原

适当稀释后与 QuickAntibody － Mouse5 W 快速免疫

佐剂按体积 1: 1 比例混合后，在 6 ～ 8 周龄 BALB /c

雌性小鼠后腿小腿肌肉注射进行第 1 次免疫，每只

小鼠免疫 100 μL( 含抗原 5 μg) 。21 d 后，同样的

免疫剂量与免疫途径进行第 2 次免疫。二次免疫

后第 14 天，将小鼠断尾采血，用间接 ELISA 和 IFA

方法检测血清抗体效价，同时采集未免疫小鼠血清

作为阴性对照，若免疫小鼠血清间接 ELISA 效价达
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到 1∶ 10000，IFA 效价达到 1∶ 1000，则按照第 1 次免

疫的剂量与免疫途径进行加强免疫，加强免疫后 3

天进行融合。

2． 3． 2 细胞融合和筛选 细胞融合前一天，取 1

只 BALB /c 雌性小白鼠，摘眼球采血，作为阴性血

清对照，脱颈处死后取其腹腔巨噬细胞制作饲养层

细胞，铺 96 孔细胞板后置 37 ℃、5% CO2 培养箱中

备用。加强免疫 3 天后，将小鼠摘眼球采血，脱颈

处死后，无菌取其脾细胞，将脾细胞与 SP 2 /0 细胞

以 5∶ 1 ～ 10∶ 1 的比例均匀混合，使用 50% PEG 溶

液诱导细胞融合，添加 HAT 培养基终止细胞融合，

将融合后的细胞添加到已铺满单层的饲养层细胞

中，继续培养。待融合细胞生长至 20% ～ 50% 时，

通过间接 ELISA 和 IFA 方法筛选阳性杂交瘤细胞

株，采用有限稀释法对阳性杂交瘤细胞株进行亚克

隆，至少亚克隆三次，直至所有亚克隆细胞孔抗体

均为阳性，扩大培养后于液氮中保存。对筛选出的

阳性杂交瘤细胞株分别进行亚型鉴定、细胞稳定性

检测、支原体检验和外源病毒检验。

2． 3． 3 腹水的制备 杂交瘤细胞株经鉴定合格

后，制备小鼠腹水。取经产昆明小鼠 10 只，每只腹

腔注射腹水专用佐剂 400 μL，15 d 后腹腔注射杂交

瘤细胞，每只小鼠 8 × 105 ～ 1 × 106 /500 μL，7 ～ 10 d

后观察小鼠状态，待小鼠腹部明显膨大、行动不便

时，抽取小鼠腹水，3000 r /min 离心 10 min，取上

清，－ 70 ℃保存。间隔 2 ～ 3 d，若腹水再次产生，

可再次采集。

2． 4 单克隆抗体的特异性检测 用制备的腹水，

对接种了血清 1 型 MDV ( CVI988 /Ｒispens 株、814

株、CVTＲ 株、AV1553 株 和 Md5 株) 、血 清 3 型

MDV HVT FC126 株和其他常见禽源病毒的带毒细

胞进行 IFA 检测，观察是否出现特异性荧光，以确

定该单抗的特异性。

2． 5 间接 ELISA 方法的建立 包被: 使用 0． 05

mol /L 碳酸盐缓冲液( pH 9． 6) 稀释浓缩的 CVI988 /

Ｒispens 抗原，加入 96 孔酶标板，100 μL /孔，4 ℃过

夜包被; 封闭: PBST 洗涤 3 次，每次 3 min，加入 5%

脱脂乳封闭液，200 μL /孔，37 ℃ 封闭 2 h; 一抗孵

育: PBST 洗涤 3 次，每次 3 min，将腹水进行适宜稀

释后加入，100 μL /孔，37 ℃ 孵育 1 h; 二抗孵育:

PBST 洗涤 3 次，每次 3 min，加入 1 ∶ 10000 稀释的

HＲP 标记的山羊抗小鼠 IgG，100 μL /孔，37 ℃孵育

1 h; 显色: PBST 洗涤 3 次，每次 3 min，加入 TMB 底

物溶 液，100 μL /孔，室 温 避 光 反 应 15 min，用 2

mol /L H2SO4终止液终止反应，50 μL /孔，酶标仪读

取 OD450 nm值。与阴性对照 OD450 nm值比值大于 2． 1

判为阳性。

2． 6 IFA 方法的建立

2． 6． 1 IFA 试验程序 固定: 弃去细胞板中培养

基，加入冷丙酮，50 μL /孔，4 ℃固定 20 min，弃去丙

酮，自然晾干; 一抗孵育: PBS 洗板 3 次，每次 3 min，

甩干，加 入 用 PBS 适 当 稀 释 的 一 抗，100 μL /孔，

37 ℃孵育; 二抗孵育: PBS 洗板 3 次，每次 3 min，甩

干，加入用 PBS 适当稀释的 FITC 标记的山羊抗小

鼠 IgG 二抗，100 μL /孔，37 ℃孵育; 观察: PBS 洗板

3 次，每次 3 min，甩干，在倒置荧光显微镜下用蓝色

激发光( 波长 490 nm) 观察，被感染细胞呈现绿色

荧光，有完整细胞形态，未感染细胞不着色，视野

发暗。

2． 6． 2 IFA 试验最适工作条件的确定 取 1C5 株

单抗腹水进行 IFA 方法的条件优化。将一抗血清 1

型 MDV 单 克 隆 抗 体 稀 释 至 工 作 浓 度 为 1 ∶ 200、

1∶ 400、1 ∶ 800、1 ∶ 1600、1 ∶ 3200 和 1 ∶ 6400，将二抗

FITC 标记的山羊抗小鼠 IgG 稀释至工作浓度为

1∶ 100、1∶ 200 和 1∶ 400，二者进行棋盘式组合，按照

2． 6． 1 操作程序进行 IFA 试验，以出现荧光信号的

最大稀释倍数作为一抗和二抗的最佳工作浓度; 将

一抗反应时间设定为 30 min、45 min 和 60 min，将

二抗反应时间设定为 30 min、45 min 和 60 min，二

者进行棋盘式组合，以上述确定的抗体最佳工作浓

度，分别进行 IFA 试验，以呈现荧光强度最高，且背

景值最低的反应时间，作为一抗、二抗最适作用

时间。

2． 7 各禽源病毒带毒细胞的制备 MDV: 将病毒

液用含 2% NBS 的 M199 培养液稀释至适宜浓度

后，接种单层的 CEF 96 孔细胞板，100 μL /孔，置
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37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 3 ～ 5 d; ＲEV、NDV:

将病毒用含 2% NBS 的 M199 培养液稀释成 100

TCID50 /100 μL，接种已长成单层的 CEF 96 孔细胞

板，100 μL /孔，置 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 5

天; ALV、IBDV: 将病毒用含 2% FBS 的 DMEM 培养

液稀释成 100 TCID50 /100 μL，接种已长成单层的

DF －1 96 孔细胞板，100 μL /孔，置37 ℃、5% CO2 的

培养箱中培养 6 天; Fadv － I: 将病毒用含 2% FBS 的

DMEM 培养液稀释成 100 TCID50 /100 μL，接种已长

成单层的 LMH 96 孔细胞板，100 μL /孔，置 37 ℃、

5% CO2的培养箱中培养 5 天。

2． 8 人工添加试验 为研究是否可鉴别检测出血

清 3 型 MDV 中污染的血清 1 型 MDV 毒株，及最小

检出限度。取血清 3 型 MDV HVT FC － 126 株，用

含 2% NBS 的 M199 培养基稀释为 25 PFU /50 μL，

然后加 入 等 体 积 分 别 含 有 100 PFU、50 PFU、25

PFU、10 PFU、5 PFU 和 1 PFU 的 CVI988 /Ｒispens 毒

株，混合后全部接种至生长至良好单层的 CEF，同

时设定未添加 CVI988 /Ｒispens 的 HVT FC － 126 株

单感染对照组，采用上述建立的 IFA 方法进行荧光

染色，确定该方法最小检出限。

3 结果与分析

3． 1 CVI988 /Ｒispens 免疫原的制备及鉴定 将浓

缩前后的 CVI988 /Ｒispens 病毒液分别等体积上样，

进行 SDS － PAGE 和 Western － blot 鉴 定。SDS －

PAGE 结果显示( 图 1A) ，与超速离心前样品相比，超

速离心后样品蛋白条带更粗，可见经超速离心，病毒

抗原得到有效浓缩。Western － blot 鉴定结果显示

( 图 1B) ，浓缩及未浓缩的 CVI988 /Ｒispens 抗原均可

被 MDV 特异性血清识别。进一步，通过 BCA 蛋白

定量试剂盒测定浓缩后的蛋白浓度，为 9． 1 mg / mL。

3． 2 杂交瘤细胞的筛选 细胞融合成功后经过 3

次亚克隆，利用间接 ELISA 和 IFA 方法对杂交瘤细

胞培养上清进行检测，共筛选出 3 株阳性杂交瘤细

胞株，分别命名为 4D9、1C5 和 1F10。

3． 3 杂交瘤细胞株的鉴定结果 纯净性结果表

明，4D9、1C5 及 1F10 3 株杂交瘤细胞株均无支原体

生长，无外源病毒污染，纯净性良好; 用单克隆抗体

1: 浓缩的 CVI988 /Ｒispens; M: 蛋白质分子质量标准;

2: 未浓缩的 CVI988 /Ｒispens。

1: Concentrated CVI988 /Ｒispens antigens; M: Protein molecular

quality standard; 2: Non － concentrated CVI988 /Ｒispens antigens．

A: CVI988 /Ｒispens 的 SDS － PAGE 鉴定;

B: CVI988 /Ｒispens 的 Western － blot 鉴定。

A: SDS － PAGE analysis of CVI988 /Ｒispens;

B: Western － blot analysis of CVI988 /Ｒispens．

图 1 CVI988 /Ｒispens 的鉴定

Fig 1 Identification of CVI988 /Ｒispens

亚类鉴定试剂盒分别进行抗体亚型测定，结果显示，

4D9 抗 体 为 IgG2a /κ 型，1C5 抗 体 为 IgG2b /κ 型、

1F10 抗体为 IgG1 /κ型; 分别连续培养 10 代，各代次

培养上清 ELISA 效价均在 1∶ 20 ～1∶ 40，稳定性好。

3． 4 腹水间接 ELISA 效价的测定 将 3 株阳性杂

交瘤细胞株制备的腹水分别进行 2 倍系列稀释，从

1∶ 200 系列稀释至 1 ∶ 1639600，使用间接 ELISA 方

法测定各稀释度的腹水效价。结果表明( 图 2) 1C5

效价最高，为 8． 2 × 105，其次是 1F10，效价为 4． 1 ×

105，4D9 效价最低，效价为 5． 1 × 104。

3． 5 腹水 IFA 效价测定 将 3 株阳性杂交瘤细胞

株制备的腹水分别进行 1 ∶ 800、1 ∶ 1600、1 ∶ 3200、

1∶ 6400、1∶ 12800、1∶ 25600、1∶ 51200 和 1∶ 102400 稀

释，对 CVI988 /Ｒispens 感染的 CEF 细胞板进行 IFA

检测，结果表明，4D9、1C5 及 1F10 单抗腹水分别稀

释至 1∶ 12800、1∶ 25600、1∶ 12800 时，细胞仍可见明

亮的特异性绿色荧光( 图 3) ，判定 3 株单抗腹水效

价分别为 1∶ 12800、1∶ 25600、1∶ 12800。
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图 2 单克隆抗体 ELISA 效价测定

Fig 2 ELISA titer determination of monoclonal antibodies

图 3 单抗 4D9、1C5 及 1F10 腹水效价测定结果

Fig 3 Determination of IFA titer of 4D9，1C5 and 1F10 ascites

3． 6 IFA 方法的条件优化 取 1C5 株单抗腹水

进行 IFA 方法的条件优化，经优化，确定 IFA 最适

反应条件为: 一抗 1 ∶ 1600 稀释，作用时间 60 min;

二抗 1∶ 200 稀释，作用时间 60 min。

3． 7 单抗特异性鉴定 将 3 个单克隆抗体分别作

为一抗，对分别接种了血清 1 型 MDV 和血清 3 型

MDV 的带毒 CEF 细胞进行 IFA 检测，同时设立未

接毒阴性细胞对照。结果显示( 图4 ) ，3株单克隆
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图 4 单克隆抗体特异性检测

Fig 4 Specificity test of the monoclonal antibodies
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抗 体 除 可 特 异 性 识 别 血 清 1 型 MDV 疫 苗 株

CVI988 /Ｒispens 株、814 株和 CVTＲ 株感染的细胞

外，还可以识别血清 1 型 MDV 野毒株 AV1553 株和

Md5 株感染的细胞，而与血清 3 型 MDV FC126 毒

株感染 的 细 胞 不 反 应。此 外，对 接 种 了 ＲEV ( T

株) 、ALV( ＲAV －1 株和 ＲAV － 2 株) 、NDV( La So-

ta 株) 、IBDV ( B87 株) 、Fadv － I ( YＲ36 株) 的带毒

细胞进行 IFA 检测，均未检测到特异性荧光。综

上，说明所制备的 3 个单克隆抗体特异性良好，可

用于血清 1 型 MDV 毒株的检测。

3． 8 人工添加试验 结果表明，采用 1C5 株单抗

腹水作为一抗建立的 IFA 方法，可鉴别检测出 HVT

FC － 126 株中人工添加的 CVI988 /Ｒispens，最低检

出量为 5 PFU( 图 5) 。

A: 5 PFU 添加组 1C5 单抗染色; B: HVT FC126 单感染对照组 1C5 单抗染色。

A: Stained with 1C5 Mab in 5 PFU artificially added group; B: Stained with 1C5 Mab in the HVT FC126 single infection control group．

图 5 HVT FC －126 株中人工添加血清 1 型 MDV 的 IFA 检测

Fig 5 IFA detection of artificially added serotype 1 MDV in HVT FC －126

4 讨论与结论

MDV 的检测方法大致可分为免疫学和分子生

物学技术。本课题组已建立特异性好，灵敏度高，

重复性好的血清 1 型 MDV 和血清 3 型 MDV 实时

荧光定量 PCＲ 检测方法，可分别用于禽用生物制

品中外源性血清 1 型 MDV、血清 3 型 MDV 毒株核

酸的检测［16］。抗体是免疫学检测方法的核心材

料，因此，本研究通过将浓缩的血清 1 型 MDV 病毒

粒子免疫小鼠，应用杂交瘤技术制备单克隆抗体，

以期为建立血清 1 型 MDV 免疫学检测技术提供物

质基础。

浓缩的血清 1 型 MDV CVI988 /Ｒispens 毒株不

可避免的还含有 CEF 杂蛋白，其免疫 BALB /c 小

鼠，在刺激机体产生大量针对 CVI988 /Ｒispens 毒株

特异性 B 细胞的同时，还会产生很多针对 CEF 抗

原成分的 B 细胞，增加了筛选阳性杂交瘤细胞株的

难度，因此需要选用适宜的筛选方法。鉴于 ELISA

方法的高灵敏度，可以避免因培养细胞上清所含抗

体浓度不足导致检测不到、阳性克隆细胞株丢失，

我们选择间接 ELISA 方法初步筛选融合后的细胞，

对于初步获得的阳性克隆细胞株，再进行 IFA 筛

选，以排除假阳性。此外，为减少 CEF 杂蛋白的干

扰，在间接 ELISA 筛选中同时分别包被 CVI988 /

Ｒispens 抗原和 CEF 裂解液，在 IFA 筛选中设置空

白未接种 CVI988 /Ｒispens 的细胞对照，进行平行筛

选，与 CVI988 /Ｒispens 反应呈阳性而对 CEF 空白

组反应呈阴性者为阳性克隆细胞株。总之，通过间

接 ELISA 和 IFA 筛选方法的结合，还有平行筛选的

设立，既最大程度避免了阳性克隆细胞株的遗漏，

又排除了 CEF 杂蛋白的干扰，为筛选得到特异性良

好的血清 1 型 MDV 单克隆细胞株奠定了基础。

将筛选得到的 4D9、1C5 和 1F10 三株阳性杂交

瘤细胞株，分别制备腹水，经检测 ELISA 效价分别

为 5． 1x104、8． 2x105、4． 1x105，可为后续建立血清 1

型 MDV 相关 ELISA 检测方法提供物质基础; 经检

测，IFA 效价分别为 1∶ 12800、1∶ 25600、1∶ 12800，特
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异性鉴定结果显示三株单抗均可特异性识别血清 1

型 MDV 疫苗株和野毒株，而与血清 3 型 MDV 及其

他常见禽源病毒不存在交叉反应。进一步，选择

IFA 效价最高的 1C5 单抗腹水进行 IFA 方法的条

件优化，建立了检测血清 1 型 MDV 毒株的 IFA 方

法，人工添加试验显示该方法能检出血清 3 型 MDV

中至少 5 PFU 血清 1 型 MDV CVI988 /Ｒispens 毒株

感染，为血清 1 型 MDV 的检测提供了良好的技术

基础。
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