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中文摘要

★ 鸭甲型肝炎病 毒 （ＤＨＡ Ｖ ）可 引起雏鸭发生急 性 、高度致死性传染 病 。主要感 染３周

龄以 下的雏鸭， 其 中 １ 周 龄以 内 的雏鸭死亡率高达 ９５％ ， 主要特征病变为患病鸭的肝脏肿

大和出血 。本 试验开展了Ｄ ＨＡＶ病毒单 克隆抗体及胶体金试纸条制备和快速诊断等研究，结果

如下 ： ★１ ．ＤＨ

Ａ Ｖ单克隆抗 体的制备及初步鉴定★用血清

１型鸭 甲 型肝 炎 病毒（ＤＨ Ａ Ｖ－１）

Ｘ 株病毒 尿囊液接种鸭胚，收集 ２ ４－ ７２ ｈ死亡的鸭胚

尿囊液，将含ＤＨ Ａ Ｖ－ １病毒的尿

囊 液与等量的氯仿混合，抽提３次 ， 除去 脂 类 以 及一些杂蛋

白 ，然后
在

４００ ０ ０ ｒ／ ｍｉｎ离心 ２ｈ，用 ＰＢＳ 重 悬 病 毒 并使 病 毒蛋白含量为０．５ ｍｇ／ｍＬ

， 作 为 制
备
单克隆 抗 体的抗原免疫６周龄的ＢＡＬＢ ／ ｃ雌性 小鼠。取 免疫 后小鼠 的 脾 细胞与ＳＰ２／

０小鼠骨髓瘤 进行了细胞 融 合、筛选，再 用有限稀释 法 对杂 交 瘤细胞进行３次亚克隆，最终得到

５株 可 以稳定分 泌 特异性抗 体 的阳 性杂交瘤细胞，分别命名为１＃、２＃、 ３ ＃、４＃｝和

５ ＃ 杂 交 瘤 细 胞 株 。 经 鉴 定， １ ＃单克隆抗体类 型 属于Ｉ ｇ Ｍ ，２＃单克隆抗体类型 属
于
Ｉ ｇ Ｇ１，３＃

单克隆抗体类型属 于Ｉｇ Ｇ ２ ｂ，４＃和５＃单克隆抗 体类型属于 Ｉ ｇ Ｇ２ ａ 。纯化后单抗腹水的效价均

在２×１０ ５ 以上；５株杂交瘤细胞株稳 定 性 均 较
好

，经 过 体 外传代以及细胞冻存复苏仍能 稳 定分泌

抗体。５株 单克隆抗体的相对亲和常数都在１０ ９ 数 量级以上，具有较好的抗原结合能力，

其 中
３

＃单克 隆 抗 体的亲和力更高。★ ２ ．胶 体 金试纸条的研制及应用 ★用纯

化的２＃单克隆抗体进行胶体金标记

制备成金 标 抗体，经过试验条件的优化，确定了胶体金与 抗 原的最佳标记量为３ ４μｇ

／ｍ Ｌ，最佳标记的ｐＨ值确定０． １ｍ
ｏ ｌ

／ＬＫ２ Ｃ Ｏ３加入量 为１ ２μＬ ／ ｍ Ｌ；将纯 化的兔 抗ＤＨ
ＡＶ

－１多

抗包被于 Ｎ Ｃ 膜 的Ｔ线上作为 检测线，羊

抗 鼠ＩｇＧ包 被于 ＮＣ 膜 的Ｃ线上作为对 照线，

制成 双 抗体夹 心法检 测Ｄ ＨＡ Ｖ 的胶体金免疫层 析 试纸条。对胶体金试纸 条Ｔ线和 Ｃ线浓度的

优化，确定检测线 上 的兔抗ＤＨＡＶ － １多 抗 的最佳标记量 为 １ｍｇ／ｍＬ，对照线

上羊抗鼠Ｉ

ｇ Ｇ最佳标记量为１ ｍｇ／ｍＬ。在 特 异性试验中，检 测４株 ＤＨＡＶ－１ 和６株ＤＨＡＶ －３呈

阳性反应，对鸭 常 见的 其 它 致病病原（

鸭 瘟 病 毒 、鸭大肠杆

菌 、鸭坦布苏 病 毒、鸭沙门氏菌、鸭疫里

默氏 杆 菌等）检 测 均为阴性； 对 ＤＨＡＶ－１ 最 低检出 量为 ０ ．９μｇ ，ＤＨ Ａ Ｖ－３最

低检出量 为 １ ．８μｇ

。 试纸条 在４℃ 、 室温
和３

７℃ 至 少可以保存

３ 个月； 批间和 批 内 试 纸 条对样品检 测
的

重 复性较

好。本 试 验

制

备的试纸 条与Ｒ Ｔ －Ｐ Ｃ Ｒ同时检 测临床样本的阳性符合率为９６． ５ ％（１１１

／１１５），阴 性符合率为９ ７．９％（４６／４ ７）。该胶体 金试 纸 条具有较 好 灵 敏 度 、 特 异 性、重复性

和稳定 性。

关键词 ： 鸭 甲型肝炎病毒 ； ；单克隆抗 体 ；；胶 体 金；；抗原检测
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病 学  ＃２ １．５ 临床症
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 鸭 肝 炎病 毒的诊断＃３ 

 １ ． ７ ． １根据临床 症状进

行 初 步诊断＃３ 

１ ． ７．２分子生物学诊断 ＃４

   １ ．７．３ 血清学

诊
断

 ＃ ４２．单克隆抗体技术＃６ ３

．  胶体金 的研究

概 况 及 应用  ＃７４ ．选

题 目的 和意义＃ ８

第 一 章 鸭 甲 型肝炎 病毒单

克 隆抗 体的制备及鉴定 ＃９

 １ ．  材料＃９ １
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１ ０  １． ５ 仪器

设 备 ＃１０  ２

．  试验方法＃１

１ ２．１Ｄ Ｈ ＡＶ－

１ 单克隆抗体的制备

 ＃１１２ ． １．１

ＤＨ ＡＶ－１抗 原 的制备

及纯 化 ＃ １１

 ２．１ ．２ 免疫 方法＃１２  
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０小鼠 骨髓瘤细胞 的 培养

＃１ ３ ２．１．５饲养 层 细胞、

免疫 小 鼠脾细胞的制备 ＃ １４  ２．１

．６  细胞融合＃１５  ２．

１． ７  杂交瘤细胞的筛选及 亚 克隆

＃ １５ ２．１．８  杂交瘤
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析 ＃ １８  ２．２ ．６单 抗亲和常

数的测 定＃１９ ３．结

果 ＃ １９ ３． １ 基于

ＤＨ Ａ Ｖ－１全病毒的间接Ｅ Ｌ ＩＳＡ

方法 的 构建＃１９   ３．１．１最佳抗原包被浓度和血清稀释度的条件优化＃１９３．１．２最佳酶标抗体浓度＃２０３．１．３最佳封闭液、封闭时间的优化＃２０３．１．４包被条件的确定＃２０３．１．５显色时间的确定＃２１３．１．６血清孵育时间的确定＃２１３．１．７二抗孵育时间的确定＃２１
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  ３．１．８临 界值的确
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论＃ ２７    ４．１病毒纯化＃２７４．

２  细胞 融 合及筛

选  ＃ ２７ ４．３
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 １ ．材 料＃ ２ ９
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    １ ．３主要 试剂的配

置  ＃ ２９ １．４  仪器设
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文献综述

１ ． 鸭病寒性肝炎研究进展概况

１ ． １ 引言

鸭病毒性肝炎 （ Ｄｕｃｋｖ ｉｒａｌｈｅｐａｔ ｉｔｉｓ ，ＤＶＨ ） ， 俗称
＂

背脖病
＂

， 是 由鸭肝炎病毒 （ Ｄｕｃｋ

ｈｅｐａｔｉｔｉ ｓ ｖ ｉｍｓ ） 引 起的幼龄维鸭的
一

种急性 、 高度致死性传染病 。 该病主要感染３周龄Ｗ

下的錐鸭 ， １周龄 １＾ 内 的维鸭感染后死亡率达到 ９５％ ， 该病的主要特征是潜伏期短 、 发

病急 、 传播迅速 、 死亡率高 ， 死亡鸭头部 向后仰 ， 呈角 弓 反张 ， 病变特征为鸭肝脏肿大 、

出血
［

１

－

３
１

。

１ ．２ 鸭病毒性肝炎的巧史与分布

鸭病毒性肝炎最先是 １ ９４５ 年在美国发现 ， 主要感染 １ 周龄Ｗ 内 的北京錐鸭 ， 肝脏

出血 ， 很快死亡 ， 在 １ ９５ ０ 年 Ｌｅｖｉｎｅ 等用鸡胚第
一

次分离到该病毒 ， 证实是小 ＲＮＡ 病

毒 ， 并命名为鸭肝炎病毒
Ｗ

。 １ ９ ５ ７ 年 ， Ｍａｃｐｈｅｒｓｂｎ 和 Ａｖｅｒｙ 在加拿大分离 出 ＤＨＶ 病毒

Ｗ
。 随后世界各养鸭 国家如法国 、 英国 、 印度 、 德国 、 日 本 、 苏联 、 中 国等许多 国家陆

续报道 了 鸭肝炎病毒的发生Ｐ １

。

鸭肝炎病毒 曾经分为 ３ 个血清型 ， 分别是 ＤＨＶ－

１ 、 ＤＨＶ－２ 和 ＤＨＶ－

３ ， 其中 ＤＨＶ－

１

引 起的鸭肝炎病毒呈世界性分布 ， 而 ＤＨＶ－２ 、 ＤＨＶ－

３ 分别报道于英国和美国 ， ３ 个血清

型么间有明显的差异 ， 无交叉中和作用
Ｗ

。 ＤＨＶ 还有部分毒株 ， 与 ＤＨＶ－

１ 仅有部分血

清学相关性 ， １ ９９２ 年 Ｓａｎｄｈｕ
Ｗ等用鸡胚中和试验证实 了Ｉ 型 ＤＨＶ 的变异株 Ｉａ 型 ＤＨＶ

的存在 。 ２００７ 年 ， 通过交叉中和试验和基因 同源性分析 ， 在韩 国
ｔ
７

喘我国 台湾地区Ｗ分

别报道 了 与 ＤＨＶ－

１ 感染的临床症状和病理学变化
一

致且发病率和死亡率远远高于

ＤＨＶ－２ 、 ３ 的新型 ＤＨＶ 。 郑献进Ｗ等从北京 、 广西两地分离到两株新的变异毒株 ， 称之

为 ＩＶ 型 ＤＨＶ ， 其基因组序列测定同韩国型的毒株的 同源性最高 。

在我国 ， 黄均建等 （ １ ９６３ ） 首次报道 了鸭病毒性肝炎在上海的流行 ， 王平等 ａ ９８ ０ ）

Ｗ
在北京地区分离到鸭肝炎病毒 ， 郭玉壌等 （ １ ９８４ ）

ｔＷ
利用 间接英光抗体试验对分离到

的血清型进行初步鉴定 ， 确定我国流行的鸭肝炎病毒为 １ 型 。 此后 ， 北京 、 广东 、 四川 、

深圳 、 江苏等全国各地陆续有鸭肝炎病奉 １ 型的报道 。 近年来发现賴出血性肝炎临床病

例 中分离到鸭肝炎病毒 １ 型 ｔＷ
。

１



１ ． ３ 鸭肝炎病毒的病原学

根据基因组特征和抗原 中和试验将鸭 甲型肝炎病毒分为 ３ 个基因型或血清型 ， 即鸭

甲 型肝炎病毒基因 １ 型 （ ＤＨＡＶ－

１ ） 、 ２ 型 （ ＤＨＡＶ－２ ） 、 ３ 型 （ ＤＨＡＶ－

３ ） ，ＤＨＡＶ－

１ 型 即对

应传统的 ＤＨＶ－

１ ， 我国 台湾新分离到的毒株称为 ＤＨＡＶ －

２ ， 我国和韩 国新分离到的新型

毒株称为 ＤＨＡＶ －

３ 。 其 中 ＤＨＡＶ －

１ 与 ＤＨＡＶ －２ 不产生交叉保护作用 ， 与 ＤＨＡＶ －

３ 有部

分交叉中 和反应
ｔ
Ｌ ７ － ８ ＇

ｉ ２ ’ Ｗ
。 根据 国际病毒分类委员 会 （ Ｉｎｔｅｒｎａｔ ｉｏｎａ ｌＣｏｍｍ ｉｔｔｅｅｏｎ

Ｔａｘｏｎｏｍｙ
ｏｆ 
Ｖ ｉｒｕｓｅ ｓ ，ＩＣＴＶ ） 发表的病毒分类报告显不 ， ＤＨＡＶ 属于小 ＲＮＡ 病毒科

（巧 ｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａ ） 、 禽肝病毒属Ｃ Ａｖ ｉｈｑｊａｔｏｖ ｉｒｕｓ ） 的成员 （ ｈｔｔｐ ： ／／ ｉｃｔｖｏｎ ｌ ｉｎｅ ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ ． ａｓ
ｐ

） 。

原 ＤＨＶ －２ 、 ３ 属于禽星状病毒科星状病毒属
ｔ

ｉ ｓ
ｉ

。

ＤＨＡＶ 病毒颗粒的直径约为 ２０ －４０ｎｍ ， 呈球形或类球形 ， 病毒核衣壳呈二十面体对

称 ， 无囊膜结构 ， 单股 ＲＮＡ
ｆＷ

。 ＤＨＡＶ 病毒具有很强的生命力 ， 对环境的抵抗力很强 ，

对立醜 、 氯仿 、 膜酶 、 硫酸钱等有机溶剂等都有抵抗力 ， 可 耐受 ＰＨ３ ．０ 的酸性环境 ，

一

定浓度的 ＮａＣ ｌ 、 Ｎａ２ Ｓ〇４ 、 ＭｇＯｂ 或者 ＭｇＳ〇４ 可防止病毒失活 同时具有
一

定的热

稳定性 ，

一

般情况下 ， ５ ０

’

Ｃ加热 Ｉ ｈ 后不受影响 ， ５６

°

Ｃ 、 ６０ ｍ ｉｎ 病毒仍能存活 ， ６０

‘

Ｃ加

热 ３０ｍ ｉｎ 可 Ｗ将病毒完全灭活 。 在 自 然环境条件下 ， ＤＨＡＶ 可在污染的未清洗的赔化

器 中至少存活 １ ０ 周 ， 在阴凉潮湿的粪便中至少可 Ｗ存活 ３ ７ｄ 。 病料在 ４

°

Ｃ冰箱里可 ＾＾存

活 ２ 年 Ｗ上 ， 在 －

２０

°

Ｃ冰箱里则可达到 ９ 年 ＾ ＞上 ［
３ ’

１ ６
］

。 ＤＨＡＶ 对
一

些常用 的消毒剂也有
一

定的抵抗作用 ， 在 ２２ ｇ／Ｌ 的次氯酸巧 中 ２ ｈ 、 ２０ ｇ／Ｌ 的氯氧化纳 中 ２ ｈ 、 ２ ｍｏ ｌ ／Ｌ 的福尔

马林中 ２ｈ 均可 Ｗ使病毒完全灭活
ｔＷ

。

１ ．４ 流行病学

本病潜伏期
一

般为 １
－４ 山 病程较短 ， 死亡率高 ， 成年鸭有抵抗力 ， 感染病毒后

一

般不 出现明 显 的临床症状 ， 对其产蛋率也不产生影响 ， 但可 ＾ ＞

１排毒 。 最近发现该病可在

自 然条件下感染館和體
ｌ

ｉ ｉ ＇ Ｗ
。 病鸭和带毒鸭为传染源 ， 通过消化道 、 呼吸道感染 ， 不经

垂直感染鸭Ｗ 。 本病无季节性 ， 春季多发 ， 词养管理不 良 ， 鸭舍 内湿度过高 ， 密度过大 ，

卫生条件差 ， 淮生素和矿物质缺乏 ， 均可促使本病发生
ＰＵ

１

。

１ ． ５ 临床症状和病理变化

本病潜伏期短 ， 发病急 ， 发病初期表现为精神沉郁 、 食欲废绝 、 脚软站立不稳 ， 翅

下垂 、 行动迟缓 ， 眼半 闭呈 昏睡状 ， 强行驱赶则 巧走 ， 有 的病鸭 出现绿色液状稀粪 ， 发

病后期 出现神经症状 ， 死亡时角 弓 反张 维鸭肉眼可见肝脏肿大 ， 表面有不等的 出血

点和出 血斑 ， 脾肿和 肾脏肿胀 ， 充血 ， 对死亡 １
－２ｄ 的病鸭进行姐织学诊断 ， 病变主要

２



是肝炎 ， 间隙支气管肺炎 ， 脾炎ｗ 。

１ ．６ ＤＨＡＶ 分子生物学

ＤＨＡＶ 的全基因组约 由 ７６９０ 个核昔酸组成 （
不包括 ３

＇

末端的 ｐｏ ｌｙ（Ａ ） 尾己结构 ）
，

含有编码 ２２４９ 个氨基酸的多聚蛋 白 的单
一

开放阅读框 ， 其基因组结构具有典型的小

ＲＮＡ 病毒基因组的特征 ，
目Ｐ ：５

’

非编码区 －ＬＶＰ０
（
ＶＰ４ 和

ＶＰ巧
－ＶＰ ３

－ＶＰ １
－２Ａ－２Ｂ －２Ｃ －

３Ａ －

３Ｂ －

３Ｃ －泌－

３

＇

非编码区
［
２２

１

。 ＤＨＡＶ的５

’

非编码区 （ ＵＴＲ ）

由 ６２５ 个核昔酸组成 ， 在翻译起始和 ＲＮＡ 的合成中具有重要的作用 Ｐ气 在 ５

’

ＵＴＲ 具有

典型 内 部核糖体进入位点 （ ＩＲＥＳ ） 元件 ， 位于 ％０ －６２０ｎｔ ， 由 ２６０ 个碱基組成 ， 具有 内

部起始下游蛋 白 的翻译的功能 ， ＳＵ 、 ＳＬ２ 和曲ｅ 区是维持 ＩＲＥＳ 启动 内部翻译起始功能

的关键性结构域
Ｐ４

１

， 并且不受真核起始因子 ｅ ｌＦ４Ｆ 活动的影响Ｐ Ｓ
１

。 ＤＨＡＶ 的 ３ＵＴＲ 可

Ｗ形成 ５ 个发夹结构 ， 参与病毒的复制
Ｐｓ

ｉ

。 此外 ， 有研究表 明 小 ＲＮＡ 病毒的 ３

’

末端具

有可变长度的 ｐｏ ｌｙ
（ Ａ ） 尾己结构 ， 与病毒 ｍＲＮＡ 的翻译和 ＲＮＡ 的复制有关 ＤＨＡＶ

的 ３ 个结构蛋 白 ＶＰ０ 、 ＶＰ３ 和 ＶＰ １ 位于衣壳的表面 ， 都存在潜在的免疫原性 ， 但是优

势 Ｂ 细胞抗原表位主要存在于 ＶＰ １ 和 ＶＰ３ 蛋 白 ， 并且都含有 ２ 种潜在的优势 Ｂ 细胞抗

原表位 ， ＶＰ３ 和 ＶＰ １ 可 Ｗ作为 ＤＨＡＶ 基因工程疫苗的候选免疫原ＰＳ
１

。 Ｗｅｎ 等 （ ２０ １ ３ ）

研究表明 ＤＨＡＶ－

１ 的 ＶＰ １ 蛋 白 的亲水性 、 抗原性都很島 ， 最高位于编码 Ｂ 抗原位点

的 １ ３ １
－

１ ３ ６ 和 ２０９
－

２ １ ８ａａ 。 此外 ， 有研究表明 ， ＶＰ １ 蛋 白 的 Ｃ 端有三个高变区 （ １ ５ ８
－

１ ６０ 、

１ ８０ －

１ ９３ 、 ２０５ －２ １ ９ ） ， 但是没有 引 起 ＤＨＡＶ－

１ 毒力的变化ＰＷ
。 ＤＨＡＶ －

１ 的 ＶＰ３ 与人双埃

可病毒 （ ＨｐｅＶ ）
—

样 ， Ｎ 末端富含碱性氨基酸 ， 长度约为 ２２ａａ ， 含有主要的抗原决定

簇 ， 能够诱导机体免疫反应 ＰＷ
。 ＤＨＡＶ 的 ３Ｃ 蛋 白与其他小 ＲＮＡ 病毒

一

样 ， ３Ｃ 蛋 白是

一

种蛋 白酶 ＝蛋 白 是高度保守的结构域 ， 是
一

种 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶 （ＲｄＲｐ ） ，

在病毒复制 中参与病毒 ＲＮＡ 的合成ｐｑ
， 此外 ３Ｄ 蛋 白有 Ｂ 细胞表位和 Ｔ 细胞表位 ， 因

此有很好的免疫原性 ， 可Ｗ刺激宿主的免疫反应Ｐ Ｉ

１

。

１ ． ７ 鸭肝炎病毒的诊断

１ ． ７ ． １ 根据临床症状进行初步诊断

ＤＨＡＶ 具有典型的临床症状和病理变化 ， 发病急 、 感染初期精神不济 、 食欲不振 、

继而出现运动失调的神经症状 ， 死亡时角 弓 反张 。 剖检发现肝脏肿胀 ， 质地变脆 、 有 出

血点和 出血斑等特征可 Ｗ对鸭病毒性肝炎进斤初步诊断 。 传统的诊断方法虽然有效 ， 但

是操作过程繁琐 、 费用多 、 确诊需要花费的时间长 。

３



１ ． ７ ．２ 分子生物学诊断

１ ． ７ ．２ ． １ 逆转录环介导等温扩增 （ ＲＴ－ＬＡＭＰ ）

ＲＴ －ＬＡＭＰ 是
一

种新型 的核酸扩增和检测技术 ， 在具有链置换活性的 ＤＮＡ 聚合酶

作用下 ， 能特异性的识别铅位序列上 ６ 个位点的 ４ 条 引 物 ， 在 ６０ －

６５

’

Ｃ等温条件下 ， 进

行不到 １ｈ 核酸扩增 ， 其扩増效率可 レッ达到 １ ０
９

拷 贝 ， 广泛用于病毒检测 Ｐ ２
３

。 Ｌ ｉｍ ｉｎ Ｙａｎｇ

等 （ ２０ １ ２ ）
Ｐ３

噪用 ＲＴ－ＬＡＭＰ 方法 ， 针对 ＤＨＡＶ－

１ 病毒的 ３Ｃ 基因设计 了４ 对 引物 ， 具

有特异性强 ， 灵敏度高 ， 最低能检测 出 ２ Ｘ １ ０

’

＇

ｐｇ
ＤＨＡＶ－

１ 的总 ＲＮＡ模板 ， 是常规 ＲＴ－ＰＣＲ

的 １ ００ 倍 ， 对临床样本检测的符合率均为 １ ００％ 。 Ｓｏｎｇ 等 （ ２０ １ ２ ）
Ｐ４

耐 ＤＨＡＶ－

１ 高度保

守 的 ３Ｄ 基因序列设计引物 ， 应用 ＲＴ－ＬＡＭＰ 方法检测感染 ＤＨＡＶ－

１ 病毒的鸭的尿囊液

和肝脏样品 ， 具有高灵敏度 ， 并且检测 出 与其他禽类病毒和细菌病原体无交叉反应 。 Ｌ ｉ

等 （ ２０ １ ３ ）
Ｐ Ｓ

Ｉ

等建立的 ＲＴ－ＬＡＭＰ 方法对 ＤＨＡＶ－Ｃ（ 即 ＤＨＡＶ－

３ ） 的 犯 基因设计引 物 ，

最低检测量为 ０３
ｐｇ ， 样品 的阳性检 出率 比 ＲＴ－ＰＣＲ 高 。

１ ． ７ ．２ ．２ ＲＴ－ＰＣ民

ＲＴ －ＰＣＲ是
一

种体外扩增特异性基因片段的技术 ， 在检测疾病方面有广阔的应用前

景 ， Ｋｉｍ等 （ ２００７ ）
ＰＷ
建立的

一

步法民Ｔ －ＰＣ民检测ＤＨＡＶ －

１ ， 根据编码ＤＨＡＶ －

１ 的ＲＮＡ依

赖性ＲＮＡ聚合酶的 ３Ｄ基因设计 引 物 ， 扩增 出 ４６７ ｂｐ的特异性 目 的条带 ， 可 检测 出 １ ０

ＥＬＤ
ｓ ｏ

／Ｏ ． ｌｍＬ的ＤＨＡＶ －

１ ， 用ＤＨＡＶ －

１接种后 ３ｄ内死亡的鸭胚和鸡胚的肝脏和尿囊液可

检测 出ＤＨＡＶ －

１ 。 黄显 明等 （ ２００８ ）
口巧
选取ＤＨＡＶ －

１ Ａ６６毒株的ＲＮＡ聚合酶基因序列 ，

设计合成 了 ２对 引 物 ， 建立逆转录套式ＰＣＲ方法 ， 扩增 出 ３ ０４ ｂｐ的单
一

条带 ， 敏感性和特

异性有 了很大提高 ， 通过反转录套式ＰＣＲ的两次扩增 ， 套式ＰＣＲ检测灵敏度是普通ＰＣ民

的 １ ０
５

倍 ， 避免 了 ＤＨＡＶ －

１检测 中 的假阴性问题 ， 可 Ｗ应用到临床诊断 、 病料检测和流行

病学调查 。 Ｙａｎｇ Ｍ等 （ ２００８ ）采用 的实时英光定量ＲＴ －ＰＣＲ方法可Ｗ检测到大约 １ ０个

拷贝 的病毒基因组 ， 特异性强 ， 敏感性更高 ， 但是芙光ＰＣＲ方法成本较高 。 Ｋｉｍ等 （ ２００８ ）

建立 了检测ＤＨＡＶ －巧日韩 国型ＤＨＶ 的多重ＲＴ －ＰＣ民诊断方法 ， ＲＮＡ最低检出量分别为

１ ０００拷 贝和 １ ００
ｐｇ

。 程安春等 （ ２００９ ）

【Ｗ建立的逆转录聚合酶链式反应 （ ＲＴ －ＰＣＲ ） 在

检测ＤＨＶ －

１ 的ＲＮＡ的灵敏度达到 ３
ｐｇ／ １ ０ 阵 。

１ ． ７ ．３ 血清学诊断

１ ． ７ ． ３ ． １ 中和试验

中和试验是诊断 ＤＨＡＶ 的经典方法 ， 自 从 Ｌｅｖ ｉｎｅ 等 （ １ ９６ ５ ）
Ｗ
首次将中和试验应

用 到 ＤＨＡＶ－

１ 的检测后 ， 各 国学者均采用此方法在鸡胚 、 鸭胚和细胞上进行中和试验 ，

如 Ｈｗａｎｇ 等 ０ ９６ ５）
Ｗ建立 了

一

种准确性高 、 重复性好的 ＤＨＡＶ－

１ 中 和试验 ， 对 中和

试验中 的艇育 、 温度 、 病毒量等的最佳条件进行 了 研巧 ， 研究发现血清被灭活的最佳条

４



件是 ％
°

Ｃ 、 ３ ０ ｍ ｉｎ ， 并且血清和病毒的混合液在 ＾
°

Ｃ ， 水浴 ４０ ｍｉｎ 后接种 ８ 日 龄鸡胚 ，

具有灵敏度高 、 特异性强 、 重复性好等优点 ；
Ｋａｌｅｔａ 等 （ １ ９ ８８ ）用北京鸭胚肾细胞培

养的减毒 ＤＨＶ 进行 了微量中和试验 。 由于 中和试验操作繁琐 、 所需时间较长等 ， 不能

用于快速诊断 。

１ ． ７ ． ３ ．２ 凝集试验

罗 函禄等 （ １ ９９０ ）
ｔ
＂
牺用

＂

氯仿去脂－冻融交替处理－ＰＥＧ 反透析 －ＤＥＡＥ３２ 纤维色谱

法
＂

在获得纯化的 ＤＨＡＶ－

１ 的基础上成功建立 了检测 ＤＨＡＶ－

１ 抗体的间接血凝抑制试验

（ ＩＨＡ ） ， 该法测定 己知阳性样本检测率为 １ ００％ 。 汪铭书等 （ １ ９９６ ）应用基于葡萄球

菌 Ａ 蛋 白协同凝集试验 （ ＳＰＡ －ＣｏＡ ） 检测 ＤＨＡＶ－

１ ， 对患病维鸭肝脏的检 出率为 １ ００％ ，

提纯抗原的最低检 出量为 ０ ．４ｍｇ／ｍＬ ， 具有较高的敏感度和特异性 。 凝集试验虽然不需

要特殊仪器 ， 但对 ＤＨＡＶ 抗原提纯困难 ， 存在非特异性凝血因子的影响 ， 而且检测的敏

感性不够高 。

１ ． ７ ． ３ ． ３ＥＬ Ｉ ＳＡ方法

陈褲言等 （ １ ９８９ ）制备 了ＤＨＡＶ－

１ 单克隆抗体 ， 并用单克隆抗体建立 了ＥＵ ＳＡ

夹也法检测 ＤＨＡＶ－

１ 。 Ｚｈａｏ 等 （ １ ９９ １ ）
ｗｑ
等通过中和试验 、 琼脂扩散试验 、 ＥＬＩＳＡ 方法

对 ＤＨＡＶ－

１ 抗体进行检测 ， 阳性检出率分别为 １ ８ ． ８％ 、 ６８ ． ８％和 ６８ ． ８％。 杨萍萍等 （ ２００４ ）

从氯仿去脂 、 ０ ．２２ 叫ｎ 孔径滤膜过滤 、 凝胶柱浓缩层析方法纯化得到的病毒作为包被

抗原 ， 并制备鸡抗 ＤＨＡＶ－

１ 的高免血清 ， 成功建立 了检测 ＤＨＡＶ－

１ 血清抗体的间接 ＥＬＩＳＡ

方法 。 Ｕｕ 等 （ ２０ １ ０ ）
［
４８

］

用重组的 ＶＰ １ 蛋 白为抗原建立检测 ＤＨＡＶ－

１ 抗体的 化 ＩＳＡ 方

法 ， 与 中和试验相 比 ， 该 ＶＰ １
－ＥＬ ＩＳＡ 具有较高的特异性和灵敏度 ， 与蛋 白 印迹的

一

致

性达到 ８６％ 。 Ｓｈｅｎ 等 （ ２０ １ ５ ）
ＷＷ基于鸭肝炎病毒重组 ＶＰ３ 蛋 白构建的间接 ＥＬ ＩＳＡ 方法 ，

可 １＾
＞１ 同时检测 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 抗体 ， 与全病毒构建的间接 ＥＵＳＡ 方法相比符合率

达到 ９６％ 。 酶联免疫吸附试验具有敏感度高 、 特异性强 、 操作简单等优点 ， 但是在纯化

抗原方面存在
一

定的 困难 ， 而且需要数小时才能得 出结果 ， 在临床使用 中受到限制 。

１ ． ７ ． ３ ．４ 胶体金技术

程安春等 （ １ ９９４ ）噪用胶体金标记羊抗制ｇＧ建立检测ＤＨＡＶ －

１ 的免疫 电镜 ， 在

电镜中观察到大量的单个存在的 ２０
－４０ｎｍ的呈球形的病毒粒子 ， 与直接电镜比较 ， 该方

法结果清晰 ， 大大提高 了检测率 ， 胶体金技术具有简便 、 快速 、 灵敏 、 直观等特点 ， 但

对设备要求很高 ， 很难用在临床诊断 。 张小飞等 （ １ ９９７ ）
ｆ
ｓ ｕ
首次建立了检测ＤＨＡＶ －

１ 的

斑点免疫金渗滤法 （ Ｄ ＩＧＦＡ ） ， 对纯化的ＤＨＡＶ－

１ 的最小检测量为４ ． １ ２ ｎｇ／点 ， 敏感性是

抗原斑点试验 （ＡＳＴ ） 的２倍 。 Ｄ ＩＧＦＡ法对ＤＨＡＶ －

１鸡胚尿囊液检出率为 １ ００％ ， 对 ３６份

临床样本检测阳性率分别为 ８ ３ ． ３％ ， 是
一

种微量 、 敏感 、 特异 、 快速 ， 简便的检测方法 。

１ ． ７ ． ３ ． ５ 琼脂扩散试验

孙泉云等 （ １ ９９８ ）
ｔ
ｎ

ｉ

等用氯仿处理待检病料 ， 建立检测ＤＨＡＶ －

１抗原的琼脂免疫扩

５



散试验 。 张济培等 （ ２００２ ）
ｔ
５ ３

３应用琼脂扩散试验对ＤＨＡＶ －

１抗原和抗体进行 了检测 ， 阳

性检 出率为 ８０％ ， 并且检测 的琼脂配置最佳方案是ｐＨ７ ．２ ，ＮａＣ ｌ为 ８０
ｇ／Ｌ ， 最理想的抗

原是病维鸭肝脏浓缩物 。 琼脂扩散试验方法虽然简单易行 ， 不需要特殊仪器 ， 但ＤＨＡＶ －

１

抗原提纯困难 ， 抗原不纯 ， 将会产生非特异性沉淀条带 ， 而且试验灵敏度不高 ， 不 易大

范围推广应用 。

２ ． 单克隆抗体技术

１Ｗ５ 年 ， 德国 的 Ｋｏｈｌｅｒ 和英国的 Ｍ ｉ ｌ ｓ ｔｅ ｉｎ（ １ ９９２ ）
Ｉ
５４

堪细胞融合技术的基础上首次

成功的制备 了 能够永久分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株 。 单克隆抗体是用经抗原免疫的

小 鼠脾淋己细胞与骨髓瘤细胞融合 ， 经培养 ， 筛选和克隆化 ， 建立既能分泌针对特定抗

原的抗体 ， 又能无限増殖的杂交瘤细胞系 。

单克隆抗体技术 自 问世 Ｗ来 ， 己经在许多领域研巧 中得到广泛的应用 ， 在兽医学领

域也发挥 了 很重要的作用 。 建立在病毒方面 ， 单抗在病毒结构的分析 、 中和表位的鉴定 、

免疫学诊断 Ｗ及抗病毒治疗方面得到 了 广泛的应用 。 Ｗｅ ｉ ｌａｎｄ Ｅ 等 （ １ ９９０ ）用猪痛病

毒 （ ＣＳＦＶ ） 的单克隆抗体结合猪痛病毒的融合蛋 白 ， 确定 ＣＳＦＶ 主要的保护性抗原蛋

白 。 金 山等 （ １ ９９７ ）
Ｐ６

伯 具有 中和活性的抗鸡传染性法 氏囊单克隆抗体 Ｍ １ ２ 和 Ｄ２９ １

治疗 自 然发病鸡 ， 治愈率 ９ ３％－９４％ 。 Ｚｈａｎｇ 等 （ ２００６ ）
ｆ
５７

１

用禽流感单抗作为捕获抗体 ，

ＨＲＰ 标记的兔多抗作为检测抗体 ， 建立 了 双抗体夹也 ＥＬ ＩＳＡ 方法 。 仇净等 （ ２００９ ）
口 Ｓ

１

通过分段表达对鶴细小非结构蛋 白 Ｎ Ｓ １ 单克隆抗体的抗原位点进行定位 ， 鉴定 出 ３ 个抗

原表位区 。 Ｕｐａｄｈｙａｙ Ｃ 等 （ ２００９ ）
Ｐ ９

１

将重组的禽流感病毒 ＮＰ 蛋 白表达纯化后与 ＮＰ 将

异性单克隆抗体 ＨＢ６５ 建立竞争 ＥＬＩＳＡ 方法 ， 用于检测鸭 、 蜡 及野鸟血清 。

单克隆抗体在鸭肝炎病毒中也发挥 了重要的作用 。 陈辖言等 （ １ ９ ８９ ）制备 了

ＤＨＡＶ－

１ 单克隆抗体 ， 并用单克隆抗体建立了ＥＬ ＩＳＡ 夹也法检测 ＤＨＡＶ－

１ 。 Ｚｈａｎｇ 等

（ ２０ １ ４ ）
＾０

１成功筛选出 ４ 株能稳定分泌抗鸭肝炎病毒 ＶＰ １ 蛋 白 的杂交瘤细胞株 。 Ｗｕ Ｘ

等 （ ２０ １ ５ ）
Ｗ相抗 ＤＨＡＶ－

１ＶＰ １ 蛋 白 的单克隆抗体进行 ＶＰ １ 蛋 白 Ｂ 细胞抗原表位的鉴

定 ， 确定 了ＶＰ １ 蛋 白特定的 Ｂ 细胞抗原表位 ＬＰＡＰＴＳ 被单抗中 和 。 Ｚｈａｎｇ 等 （ ２０ １ ５ ）

心 ３

通过对制备的 ＤＨＡＶ－

１ＶＰ １ 单抗的抗原表位的鉴定 ， 单抗识别 的抗原表位是 ＤＨＡＶ－

１

ＶＰ １ 的
７ ５

ＧＩＩＬＴ
８ ０

， 该抗原表位在 ＤＨＡＶ 中高度保守 ， 可 Ｗ用于免疫诊断 。 单克隆抗体

的特异性好 ， 在 ＤＨＡＶ 的诊断方面使得胶体金试纸条的优点更为突出 ， 用胶体金标记单

克隆抗体检测鸭肝炎病毒的试纸条 ， 不仅在临床上可 Ｗ更加快速 、 准确的检测鸭肝炎病

毒 ， 而且还为实验室 中 的应用提供 了
一

种更为简便的途径 。

６



３ ． 胶体金的研究概况及应用

免疫胶体金试纸条 （ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏ
ｇ
ｒａｐｈ ｉ ｃ ｓ ｔｒｉ

ｐ
． ＩＣ Ｓ ） 技术是

一

种新型的 固相免

疫标记技术 ， １ ９ ７ １ 年首次 由 Ｆａｕ化 和 Ｔａｙ
ｌｏ ｒ 将胶体金与抗体结合检测沙 口 氏菌 ， 由此引

入免疫化学
Ｉ

Ｗ
１

， 具有简便 、 特异 、 快速等优点 ， 已经成为现在动物疫病检测 中 实用 的检

测技术之
一

ＩＷ
。 胶体金主要是 由 氯金酸在还原剂如 白磯 、 鞍酸 、 抗坏血酸等的作用 下 ，

聚合成特定大小的金颗粒 ， 并 由于静 电作用形成
一

种稳定的胶体状态 。 该方法的原理是

Ｗ硝酸纤维素膜为载体 ， 利用 了微孔膜的毛细管 的作用 ， 待检样 品将会沿着硝酸纤维膜

向前移动 ， 当待检样 品移动到 己经固 定 的抗体或者抗原 区域时 ， 通过抗原抗体结合 ， 并

利用胶体金呈现红色反应 ， 从而达到恃异性的 免疫诊断 。 该方法主要 由 ＮＣ 膜 、 样品垫 、

金标垫 、 吸收垫 、 底板这五 个部分组成 。 胶体金技术有很多种 ， 肖 前应用较多 的主要有

斑点 免疫金渗滤法 （ Ｄｏｔ
－

ｉｍｍｕｎｏｇｏ
ｌｄｆｉ ｌ ｔ ｒａｔ ｉ ｏｎａｓｓａｙ ，Ｄ ＩＧＦＡ ） 和胶体金免疫层析法

（ ｃｏ ｌ ｌｏ ｉｄａ ｌ

ｇ
ｏ ｌｄ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏ ｇｒａｐｈｙ ，Ｇ ＩＣＡ ）

批刈
。

近年来 ， 胶体金技术在各领域得到 了 日 益广泛的应用 ， 如病毒 、 寄生虫 、 细菌等方

面均有报道 ， 己经成为研究的热点 。 程安春等 （ １ ９９７ ）首次报道建立 了检测提纯的鸡

减蛋综合征病毒 （ ＥＤ ＳＶ ） 抗原的银加染胶体金探针的方法 ， 结果表 明病毒抗原的最低

检测量为 ０ ． １ １ ７ １ ９
＾ｇ

／ｍＬ ， 运用该方法对人工感染的 ５ ０ 只 带毒鸡 的样本进行检测 ， 卵巢 、

输卵管峡部 、 咽喉部 、 软壳蛋样本的 阳性率均为 １ ００％ ， 粪便阳性率为 ９２％ 。 Ｋａｍｅｙａｍａ

Ｋ 等 （ ２００６ ）哺胶体金标记单克隆抗体 ， 建立 了检测牛病毒性腹湾病毒 （ ＢＶＤＶ ） 抗

原 的胶体金免疫层析试纸条 。 沈婢娟等 （ ２０ １ ０ ）
Ｉ
Ｗ

１

首次建立 了检测血液样 品 中鸭磕抗体

的免疫胶体金试纸条 ， 该方法能够特异性的检测到鸭瘤抗体 ， 对 ＤＨＶ 、 ＲＡ 、 ＤＰＶ 、 ＭＰＶ 、

Ｅ ． ｃｏ ｌ ｉ 的检测结果均为阴性 ， 将血清样品倍 比稀释 ， 在稀释度为 １ ： １ ２ ８ 时 ， 检测 的结果

仍为 阳性 。 夏兴霞等 （ ２０ １ ０ ）
ＰＷ应用 大肠杆菌 ０ １ ５ ７ ：Ｈ ７ 单克隆抗体制备 了胶体金免疫

层析检测试纸条 ， 敏感度为 １ ０
６

ＣＦＵ ／ｍＬ ， 可 ＾处在 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ 内 得 出检测结果 。 Ｌ ｉｎ 等 （ ２０ １ １ ）

研制 了
一

种快速 、 特异性检测亚洲 １ 型 ＦＭＤＶ 的胶体金诊断试纸条 ， 与 间接凝集试

验
一

致性达到 ９ ８ ． ７％ 。 Ｚｈａｎｇ 等 （ ２０ １ １ ）
Ｉ

７

叫夺胶体金试纸条用于快速检测黄 曲霉毒素 Ｂ
｜

。

此外 ， 胶体金在生物检测
ｔ
ｎ

ｉ

、 水产 品 动物进 出 口 检疫 有机憐农药检测 等领

域也得到 了 广泛的应用 。 胶体金技术既可 Ｗ检测抗原 ， 又能检测抗体 ， 操作简单 ， 不需

要特殊仪器 ， 在 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ 内 就可快速检测结果 ， 具有快速 、 准确 、 特昇性强 、 灵敏度高 、

重复性好 、 易于判断等优点 ， 从而盈示 出 了 胶体金技术在检测方面具有广阔 的应用前景 。

目 前还未有研究报道是关于鸭 甲 型肝炎病毒试纸条的研究 。

７



４ ． 选题 目的和意义

目 前 ， 检测 ＤＨＡＶ 抗原的方法有很多种 ， 如病毒中和试验 、 ＥＬＩＳＡ 、 ＲＴ－ＰＣＲ 、 免

疫 电镜等 ， 这些方法都具有不可替代的优势 ， 但也有 自 身 的不足的地方 ， 如操作麻烦 、

试验所需时间长 、 不能用于快速诊断 、 灵敏度和特异性差等缺点 ， 在生产实际中有很大

的限制 。 而胶体金试纸条作为新的检测技术 ， 具有快速 、 特异性强 、 灵敏度高 、 操作简

单 、 肉眼判断结果 、 试验结果容易保存 、 不需要任何试验仪器和设备 、 被污染的机会大

大降低 、 易标准化等优点 ， 具有其他方法不可 比拟的优势 。

目 前我国养鸭生产中均有 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 的发生和流行 ， 寻找 ＤＨＡＶ－

１ 和

ＤＨＡＶ－

３ 的共同抗体
一直是学界没有很好解决的难题 。 本试验试图研制既能识别

ＤＨＡＶ－

１ 、 也能识别 ＤＨＡＶ－

３ 的单克隆抗体 ， 为生产上不漏检 ＤＨＡＶ－

１ 或 ＤＨＡＶ－３ 提供

广谱的 、 特异性强 、 灵敏度高 、 簡便 、 快速的胶体金检测技术 （试纸条 ） ， 具有重要意

义 。

８



第一章 鸭甲型肝炎病毒单克隆抗体的制备及鉴定

１ ． 材料

１ ． １ 细胞 、 菌株与毒株

ＳＰ２／０ 小 鼠骨髓瘤细胞 ， 购 自 中 国科学院细胞库 ；

鸭 甲型肝炎病毒 １ 型 （ ＤＨＡＶ－

１ ）（ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ： ＪＱ３ １ ６４５２ ． １ ） 、 鸭病毒性肠炎

（ ＤＰＶ ＣＨｖ 株 ） 、 鸭大肠杆菌 （ Ｅ ． ｃｏ ｌ ｉ
， 保藏号 ： ＣＶＣＣ ８３００３ ） 、 鸭沙 口 氏菌 （ ＳＥ

， 保藏

号 ： ＣＭＣＣ ５ ００８ ３ ） 、 鸭 甲 型肝炎病毒 ３ 型 （ＤＨＡＶ－

３ ＱＬ 株 ） 、 鸭疫里默 氏杆菌 （ＲＡ ＣＨ－

１

株 ） 、 鸭 乙肝病毒 （ＤＨＢＶ ） 、 鸭坦布苏有病毒 （ＤＴＭＵＶ ） 、 小礎痛 （ ＧＰＶ ） ： 由 四 川农

业大学禽病防治研究中也、保存提供 。

１ ．２ 试验动物

６
－

８ 周龄和 １ ０
－

１ ２ 周龄 ＳＰＦ ＢＡＬＢＡ： 雌性小 鼠 ： 购买于成都达硕实验动物有限公司 ；

１ ０ 日 龄鸭胚 ： 购买于四 川农业大学农场 。

１ ．３ 试剂 、 材料

ＨＡＴ 培养基添加剂 （ ５ ０ Ｘ ） 、 ＨＴ 培养基添加剂 （ ５０ Ｘ ） 、 二 甲基亚讽 （ ＤＭＳＯ ） 、 聚 己二

醇 （ ＰＥＧ１ ４５０ ） 、 弗 氏不完全佐剂 、 弗氏完全佐剂 、 ８
－杂氮鸟嘿岭 （ ８

－ＡＧ ） 均为 Ｓ ｉ

ｇｍａ

公司产品 ；

胎牛血清 （ ＦＢＳ ） 、 ＲＰＭＩ１ ６４０ 培养基为 Ｇ ｉｂｃｏ 公司 产品 ；

牛血清 白 蛋 白 （ ＢＳＡ ） 为 Ｂ ＩＯＳＨＡＲＰ 公 司产品 ；

鼠单克隆抗体 Ｉ
ｇ 类亚类鉴定酶标二抗套装为北京博奥龙免疫技术有限公司 ；

一

次性细胞瓶 、 细胞培养板 （ ６ 孔 、 １ ２ 孔 、 ２４ 孔 、 ４８ 孔 、 ９６ 孔 ） 、 ＥＬＩＳＡ 酶标板购 自

美国 Ｃｏｍｉｎｇ 公司 ；

ＮａＣ ｌ 、 財材
＞〇

４ 、 ＫＣ １ 、 化２
册〇４

． １ ２也０ 、 Ｈ ２ＳＯ４ 、 ＳＤＳ 、 Ｔｒｉ ｓ 、 无水乙醇 、 氯仿等常见化

学试剂购 自 万科 。

１ ．４ 主要试剂的配制

１ ．４ ． １ 细胞培养试剂

（
１
）
ＲＰＭＩ１ ６４０细胞培养液 ： ； Ｉ ０ ．４ ｇ ＲＰＭ Ｉ１ ６４０ ，ＮａＨＣ〇

３
ｌ ． ５ ｇ ， 葡萄糖２ ． ５ ｇ ， 丙醜酸销

９



化 Ｈ ｇ 溶于 Ｉ Ｌ 超纯水中 ， 攒拌溶解 ， 过滤除菌 ，

－２０

‘

Ｃ保存 。

（
２

）
ＰＢＳ（ ０ ． ０ １ ｍｏ ｌ／Ｌ ＰＨ７ ．４ ） ；８ ００ ｍＬ超纯水 中溶解Ｓ ｇ ＮａＣ ｌ ， ０ ．２ ｇ ＫＣ ｌ ， ３ ． ５ ８ ｇ

Ｎａ２ＨＰ〇４ ． １ ２Ｈ
２
〇 ，〇 ．２４ ｇ

ＫＨ ２
Ｐ〇４ ， 定容至 Ｉ Ｌ ， 分装 ， 灭菌保存备用 。

（
３

）
细胞冻存液 ： ＲＰＭ Ｉ１ ６４０ ：ＦＢＳ ：ＤＭＳＯ＝５ ：４ ： １ ， 过滤除菌 ， ４

°

Ｃ避光保存 。

１ ．４ ．２ＥＬ ＩＳＡ 相关试剂的配制

（
１
）
包被液 （ ０ ．０５ｍｏ ｌ／Ｌ

ｐＨ９ ． ６碳酸盐缓冲液 ） ： Ｎａ２
Ｃ〇

３１ ． ５ ９
ｇ ， ＮａＨＣ〇 ３

２ ． ９３
ｇ ， 加８００ｍＬ

水溶解 ， 定容至 １ ０００ｍＬ ， 过滤 ， ４

°

Ｃ保存 。

口 ）
洗涂缓冲液 （ ＰＢ Ｓ －Ｔ ） ：Ｓ ｇ ＮａＣ ｌ ， ０ ．２

ｇ
ＫＣ ｌ ， ３ ． ５ ８ ｇ Ｎａ２ＨＰ〇４ ． １ ２Ｈ

２
〇 ，０ ．２４ ｇ ＫＨ２

Ｐ〇４ ，

加水溶解 ， 定容至 ｌ ＯＯＯ ｍＬ 加 ０ ． ５％Ｔｗｅｅｎ －２０ 混匀 ， ４
°

Ｃ保存 。

（
３

）
封闭液 ： Ｉ ｇ 牛血清 白 蛋 白 （

Ｂ ＳＡ
）

， 方口洗涂缓冲液至 ｌ ＯＯ ｍＬ 。

（
４術体稀释液 ； ＢＳＡ Ｏ ． ｌ ｇ ， 加洗涂缓冲液至 ｌ ＯＯ ｍＬ 。

（
５

）
终止液 （ ２ｍｏ Ｉ ／Ｌ Ｈ２Ｓ〇４ ） ； 在１ ７８ ． ３ｍＬ加＆０中逐滴加入２ １ ． ７ｍＬ浓Ｈ２

ＳＯ
４

。

１ ．４ ． ３ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳相关溶液

（
１
）
３ ０％丙赌酷胺 ： 称取丙稀醜胺 ２９０

ｇ ， Ｎ
，
Ｎ

＇

－亚 甲叉双丙婦醜胺 １ ０
ｇ 于 １ ０００ｍＬ 烧杯

中 ， 向烧杯中加入 ８００ｍＬ 的 ｄｄＨ２〇 ， 攪拌溶解 ， 定容至 ｌ ＯＯＯ ｍＬ ，
４

°

Ｃ避光保存备

用 。

（
２

）
１ ０

＂

／〇ＡＰ ： 称取 １
ｇ ＡＰ 溶解于 ｌ Ｏ ｍＬ 超纯水中 ， ４

’

Ｃ避光保存备用 。

（
３＾ ０％ＳＤＳ ：１ ０

ｇ
ＳＤＳ 加入 ８０ｍＬ ｄｄ＆Ｏ 中 ， 加热揽拌溶解 ， 定容至 １ ００ｍＬ 。

Ｗ ｌＭ Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ（ ＰＨ６ ． ８ ） ； 称取 １ ２ １ ． １

ｇ扣 Ｓ 置于 １ Ｌ 烧杯中 ， 加入约 ８００ ｍＬ 的 加Ｈ２Ｏ ，

揽拌溶解 ， 浓盐酸调节 ＰＨ 为 ６ ． ８ ， 定容至 １ ０００ｍＬ ， 室温保存备用 。

（
５

）
１ ． ５Ｍ Ｔｒｉ ｓ

－ＨＣ ｌ（ ＰＨ ８ ． ８ ） ； 称取１ ８ １ ． ７ｇ Ｔｒｉ ｓ置于１Ｌ烧杯中 ， 力日入约８ ００ ｍＬ的 （１批 ２〇 ，

揽拌溶解 ， 浓盐酸调节 ＰＨ 为 ８ ． ８ ， 定容至 １ ０００ｍＬ ， 室温保存备用 。

（
６

）
５ Ｘ Ｔｒｉ ｓ

－Ｇ ｌｙｃ ｉｎｅ 电泳缓冲液 ： 称取 Ｔｒｉ ｓ１ ５ ． １
ｇ ， 甘氨酸 ９４

ｇ ， ＳＤＳ５
ｇ 溶解定容至 １ ０００

ｍＬ ， 室温保存备用 。

（
７

）
５ Ｘ样品缓冲液 ； ６０ ｍｍｏ ｌ／Ｌ Ｔｒｉ ｓ

－ＨＣ ｌＣ ＰＨ６ ． ８ ） ，２ ５
〇

／〇甘油 ， ２
〇
／〇ＳＤＳ ， １ ４ ．４ ｍｍｏ ｌ／Ｌ Ｂ －

琉基石醇 ， ０ ． １ ％漠龄蓝 。

（
８
）考马斯亮蓝染色液 ： ｌ Ｏ ｍＬ 冰乙酸 ， ４５ ｍＬ 甲醇 ， ４５ ｍＬ ｄ地

２
〇 ，０ ．２ ５

ｇ 考马斯亮藍

民－

２５０ ， 混匀 。

１ ． ５ 仪器设备

微量加样枪 （ １ ０
咕 、 ２００

 ｜

ｉＬ和１ｍＬ ， 美 園ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳ ｃ ｉｅｎｔｉｆｉｃ公 司 ） ；

１ ０



恒温水浴锅 （ＨＨ 型 ， 常州澳华仪器有限公司 ）
；

超纯水仪 （ＷａｔｅｒＰｒｏ ， 美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ 公司 ）
；

全 自动高压灭菌锅 （ＭＬＳ －

３ ７５０ ， ＳＡＮＹＯ 公司 ）
；

普通离屯、机 （ １
－

１ ５ ， 德 国 Ｓ ｉｇｍａ 公司 ）
；

核酸蛋 白检测仪 （ ＳｍａｒｔＳｐｅｃ３ ０００ ， 美国 Ｂ ｉｏ
－

ｒａｄ 公司 ）
；

凝胶成相系蘇 （ Ｇｅ ｌＤｏｃ３ ０００ ， 美 国 Ｂ ｉｏ
－

ｒａｄ 公司 ） ；

冰箱 Ｕ
’

Ｃ ， 海尔公司 ） ；

冰柜 （
－２０

°

Ｃ ， 海尔公司 ）
；

倒置巧光显微镜 （ ＴＥ２０００ －Ｕ ， 日 本 Ｎ ｉｋｏｎ 公司 ）
；

制冰机 （Ｎ３ ５ Ｓ ， 意大利 Ｉｃｅｍａｔｉｃ 公司 ）
；

二氧化碳培养箱 （ ３ ９５ １Ｒｅａｃｈ －虹 ， 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ 巧浊ｅｒＳｃ ｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司 ） ；

酶标仪 （ＭＯＤＥＬ ６８０ ， 美 国 Ｂ ｉｏ
－

ｒａｄ 公司 ） 。

２ ． 试验方法

２ ． １ＤＨＡＶ－

１ 单克隆抗体的制备

２丄 １ＤＨＡＶ－

１ 抗原的制备及纯化

２丄 １ ． １ＤＨＡＶ－

１ 抗原的 索 ｉ

ｊ备

（
１
）将实验室保存的 ＤＨＡＶ－

１Ｘ 菌株 （ ＪＱ３ １ ６４ ５ ２ ． １ ）病毒液用生理盐水做适当稀释 ， 用 ０ ．２２

Ｍｍ 微孔滤膜过滤 ；

口 ）通过尿囊腔接种于 １ ０ 日 龄的鸭Ｋ ， ０ ． １ｍＵ枚 ； 同时 ５ 枚为对照组接种生理盐水 ， ３ ７

’

Ｃ

条件下解育 ， 弃去接种 ２４ｈ 内死亡鸭胚 ， Ｗ后每天照蛋 ２ 次 ， 观察 ３
－

５ｄ ；

（
３
）收集接种后 ３ ６－

７２ｈ 死ｔ并且病变明显的鸭胚尿囊液 ， 冻存于 －２ （ＴＣ备用 。

２丄 １ ．２ ＤＨＡＶ－

１ 病毒的纯化

（
１
）大量收集接种 ％ｈ 后死亡鸭胚的尿囊液 ， 将尿囊液反复冻融 ３ 次后 ， 于 ４

°

Ｃ
， ６０００ｒ／ｍｉｎ

离也 １ ５ｍ ｉｎ ， 弃去沉淀 ， 取上清 ；

（
２

）
在上清液 中加入等量氯仿强烈振摇 ２０ｍ ｉｎ ， 于 ４

°

Ｃ ， ６０００ｒ／ｍ ｉｎ 离也 ２０ｍｉｎ ， 取上清

液 ；

（
３

）
重复上述操作 ３ 次 ：

（
４

）
４

’

Ｃ４００００ｒ／ｍ ｉｎ 离也 ２ｈ ， 收获沉淀并溶于少量 ０ ．０ １ｍｏ ｌ／Ｌ ｐＨ７ ．４ 的磯酸盐缓冲液悬

液中 ， 将沉淀物悬浮 ；

（
５
）
用紫外分光光度计测定其在％Ｏ ｎｍ 和 ２ ８０ｎｍ 处光密度 ， 按照公式测定纯化抗原浓度 ，

分装 ，

－２ （ＴＣ保存备用 。 公式如下 ：

Ｉ Ｉ



蛋 白浓度 （ｍｇ／ｍＬ ）＝（ １ ．４５ Ｘ 〇Ｄ２ ８〇ｎｍ

—

０ ． ７４ Ｘ 〇Ｄ
２ ６０ｎｍ ）Ｘ 稀释倍数

２丄２ 免疫方法

［＾纯化后 的 ＤＨＡＶ－

１ 病毒为免疫原 ， 免疫 ６
－

８ 周龄的 ＢＡＬＢ ／Ｃ 雌性小 鼠 。 首免按照

每只 小 鼠 ＤＨＡＶ－

１ 病毒 １ ００
＾

ｉｇ 的剂量与弗 氏完全佐剂等体积混合并充分乳化 ， 背部皮下

多点注射 。 两周 后 ， 用 弗 氏不完全佐剂处理同
一

剂量抗原进行背部皮下多 点注射 。 间隔

两周 后用 同样的方法进行第三次免疫 。 第Ｈ次免疫后 ｌ Ｏ ｄ 从小 鼠尾静脉采血 ， 放入 巧
‘

Ｃ

恒温箱 中静置 ２ｈ ， ４

°

Ｃ过夜 ， 之后 ５ ０００ｒ／ｍ ｉｎ 离屯 １ ０ｍｉｎ 用 Ｗ分离血清 。采用 间接 ＥＬ ＩＳＡ

方法检测血清抗体效价 ， 根据检测结果决定用于融合的时机 ， ＥＬ ＩＳＡ 效价在 ｌ ： １ ０
４

レッ上

时可用于融合 。 细胞融合前 ３ （１ ， 腹腔注射无佐剂抗原 ５ ０
＾
１３／只进行加强免疫 。 ３ （１ 后 ，

将 ＳＰ２／０ 骨髓瘤细胞与小 鼠脾细胞进行无菌融合 。 （ 见表 １ ）

表 １ＤＨＡＶ－

１ 抗原小 鼠免疫程序

Ｔａｂ ｌ ｅ １Ｔｈｅｍ ｉ ｃｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｐ

ｒｏｇｒａｍｏｆ ＤＨＡＶ－

１ａｎ ｔ ｉ

ｇｅ
ｎｓ

时间 抗原
＾接种的方法



备注

Ｉ ｄＤＨＡＶ－

１ 抗原＋弗 氏０ ．４ｍ Ｌ ／只 （ １ ００ 帖 纯化 背部皮下多点注射

完全佐剂ＤＨＡＶ－

１ 病毒 ）

１ ４ｄＤＨＡＶ－

１ 抗原＋弗 民０ ．４ １７１以只 （ ］ ００纯化 背部皮下多点注射

不完全佐剂ＤＨＡＶ－

１ 病毒 ）

２ ８ｄＤＨＡＶ－

１ 抗原＋弗 氏０ ．４ｍＬ／只 （ １ ００ 惦 纯化 背部皮下 多点注射 ｌ Ｏｄ 后从小 鼠尾静

不完全佐剂ＤＨＡＶ－

１ 病毒 ） 脉采血检测抗体效

价

３ ８ｄ无佐剂 的抗原 ０ ． １ｍＬ／只 （ ５ ０ 雌 纯化 腹腔注射

ＤＨＡＶ－

１病毒 ）

２丄３ 检测 ＤＨＡＶ－

１ 抗体间接 ＥＬ ＩＳＡ 方法的建立

参照文献
ｆ
４６

ｌ

， 按照常规间接 ＥＬＩＳＡ 操作步骤 ， 采用方阵滴定试验确定抗原最佳包

被浓度 、 血清最佳工作浓度 ， 作用时间等条件 ， 具体操作步骤如下并见表 ２ ；

〇 ）
包被 ： 纯化 〇｝＾￥－

１ 病毒用 ０ ． ０５ １１１〇 １先 口｝１ ９ ． ６ 碳酸盐缓冲液稀释 ， ｌ ＯＯ ＾Ｌ／孔 ， 加人酶

标板 ， ４

°

Ｃ包被过夜 ；

（
２

）
洗涂 ： 弃去包被液 ， 拍干 ， 用 ３ ００ 咕 的 ＰＢ Ｓ －Ｔ 缓冲液洗涂 ４ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ

；

（
３

）
封闭 ： 每孔加入 ２００

ｎ
Ｌ 最佳封闭液进行 ， ３ ７

’

Ｃ温箱中腊育 Ｉ ｈ
；

（
４

）洗涂 ： 同 （ ２ ）

（
５

）

—

抗 ： 将免疫小 鼠血清用 ＰＢＳ 稀释 ， 阴 、 阳血清分别作倍 比稀释 ， 置 ３ ７

°

Ｃ恒温箱作

１ ２



用
一

定时间 ；

（
６

）洗涂 ： 同 （ ２ ） ；

（
７
）酶标二抗 ： 每孔加入 １ ００ 阵 用 ＰＢ Ｓ 稀释 ＨＲＰ 标记羊抗 鼠 Ｉ

ｇ
Ｇ ， 置于 ３ ７

’

Ｃ作用 １ｈ ，

洗緣液洗涂 ４ 次 ；

（
８

）
显色 ； 每孔加入 ｌ ＯＯ ｕＬ ＴＭＢ 显色液 ， ３ ７

°

Ｃ显色 ；

（
９

）
终止 ： 每孔加入 ５０ 咕 终止液 （ ２ ｍｏ Ｉ／Ｌ Ｈ２ Ｓ〇４ ） 终止反应 ；

（
１ ０

）酶标仪 Ｗ双波长形式读取 〇〇４ ５ ０

－〇〇 ６３ ０值 。

结果判定 ： 试验孔的 〇〇４ ５ ０

－〇〇
６３ ０值记为 Ｐ ， 阴性对照孔的 ＯＤ４ ５ ０

－ＯＤ６３０值记为 Ｎ ，

计算 Ｐ／Ｎ 值 ， 若 Ｐ／Ｎ 值＞ ２ ． １ 为阳性 ， 反之为阴性 。

表 ２ 间接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 试验条件的仇化

Ｔａｂ ｌｅ２Ｏｐｔ ｉｍ ｉｚａｔ ｉｏｎｏｆ 化ｅ ｉ ｎｄ ｉ ｒｅｃｔ ＥＬ １ＳＡ

优化的 内 容 优化条件

抗原包被浓度纯化的 ＤＨＡＶ－

１Ｘ 株病毒包被量按照 １ ： １ ００ 、 １ ：２００ 、 １ ： ４００ 、 １ ： ８００ 、

１ ： １ ６００ 、 １ ：３ ２００ 、 １ ： ６４００ 、 １ ： 口 ８００进行倍 比稀释 ， 即为 １ ５００ ｎｇ 、

７５０ｎｇ 、 ３ ７５ｎｇ 、 １ ８ ７ ．５ｎｇ 、 ９３ ．７５ｎｇ 、 ４６ ． ８８ｎｇ 、 ２３ ．４４ｎｇ 、 １ １ ． ７２ｎｇ 。

一

抗稀释度按照 １ ： １ ００ 、 １ ：２００ 、 １ ：４００ 、 ｒ： ８００ 、 １ ： １ ６００ 、 １ ： ３ ２００进行倍比稀释

酶标抗体稀释度按照１ ： １ ０００ 、 １ ：２０００ 、 １ ： ３ ０００ 、 １ ：４０００ 、 １ ： ５０００ 、 １ ：６０００ 、 １ ：７０００ 、

１ ： ８０００ 进行稀释

封闲液 ５％Ｂ ＳＡ 、 １ ％Ｂ ＳＡ 、 ５％脱脂奶粉 、 １％脱脂奶粉 、 ５％明胶 、 １％明

胶

封闭时间 ３０ｍ ｉｎ 、 ６０ｍ ｉｎ 、 ９０ｍ ｉｎ 、 １ ２０ｍ ｉ ｎ

病毒包被条件直接 ４

‘

Ｃ包彼过夜 ； ３７

’

Ｃ ｌ ｈ ， 再 ４

’

Ｃ过夜 ；
３７

°

Ｃ ４ ｈ ， 再 过夜

血清腰育时间 ３ ０ｍ ｉｎ 、 ６０ｍ ｉｎ 、 ９０ｍ ｉｎ 、 １ ２０ｍ ｉ ｎ

二抗脾育时间３０ ｍ ｉｎ 、 ６０ｍ ｉｎ 、 ９０ｍ ｉｎ 、 １ ２０ｍ ｉｎ

显色时间５ｍ ｉｎ 、 】 ０ｍ ｉｎ 、 １ ５ｍ ｉｎ 、 ２０ｍ ｉｎ 、 ２５ｍ ｉｎ 、 ３ ０ｍ ｉｎ

２丄４ＳＰ＾Ｏ 小鼠骨髓瘤细胞的培养

融合前 １
－

２ 周 ， 将冻存的 ＳＰ２ ／０ 骨髓瘤细胞复苏 ， 置于 ３７

°

Ｃ 、 ５ ％ Ｃ化培养箱中培养 ，

待细胞稳定后 ， 在细胞传代时按照 ２％的 比例加入 ＨＡＴ 原液 ， 混匀 ， ４８ｈ 后观察细胞的

１ ３



生长状况 。 若骨髓瘤细胞全部萎缩 、 死亡则表明细胞对 ＨＡＴ 敏感 ； 若 出现骨髓瘤细胞

的 回复突变 ， 则需用 ２０
＾ｇ

／ｍＬ 的 ８
－杂氮鸟曝岭 （ ８ －ＡＧ ） 将 ＳＰ２／０ 骨髓瘤细胞连续传代

３ 次 ， Ｗ保持次黄嚷吟憐酸核糖转化酶 （
ＨＧＰＲＴ

）缺陷型 。 用含 ２０％胎牛血清的完全 ＲＰＭＩ

化４０ 培养基培养 ， 取对数期生长状态 良好 ， 细胞大小均匀 的细胞进行融合 。 将细胞轻轻

吹匀 ， 收集至 ５０ｍＬ 离也管 内 ， ８００ｒ／ｍ ｉｎ 离屯、

１ ０ｍ ｉｎ ， 弃去上清 。 用 ＲＰＭ Ｉ１ ６４０ 基础

培养液悬起 ， 相 同条件离也洗洛
一

次 ， 再弃去上清 ， 用 ＲＰＭｎ ６４０ 基础培养液悬起 ， 备

用 。 骨髓瘤细胞在融合前应处于对数生长阶段 ， 浓度达到 １
－２ Ｘ １ ０

５

个／ｍＬ 。

２丄 ５ 饲养层细胞 、 免疫小鼠脾细胞的制备

饲养细胞制备

（
１
）取 １ ０

－

１ ２ 周龄 上未免疫的 ＢＡＬＢ ／Ｃ 小 鼠 ， 拉颈处死 ， 流动清水冲洗 ， 将小 鼠浸泡于

７５％酒精 中 ５
－

１ ０ｍｉｎ 进行消毒 ， 将消毒后的小 鼠置于超净工作 台上 ：

口 ）
用 八％酒精消毒 ， 腹部朝上 ， 用摄子提起小 鼠腹部皮肤 ， 用 灭菌剪刀剪开腹部皮肤 ，

由两边向背部进行皮肤的純性分离 ， 使腹膜暴露 ；

（
３

）
用摄子提起腹膜 ， 取约 ５ｍＬ 预先在 巧

‘

Ｃ预热的培养液注射到小 鼠腹腔 内 ， 小屯、按摩

小 鼠腹部约 ３ ｍ ｉｎ ， 抽 出 ， 重复操作几次 。 置于 ｌ Ｏ ｍＬ 离屯、管 内 ， １ ５００ ｒ／ｍ ｉｎ ， 弃去

液体用适量培养液重悬 ， 进行活细胞计数后 ， 调整至细胞数为 ２ －

３Ｘ １ ０
５

个 ／ｎ山
；

（
４

）
１ ００ 咕／孔加入 ９６ 孔细胞板中培养 ；

（
５御胞于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％ Ｃ化培养箱中培养过夜 ， 次 日观察无污染即可使用 。

免疫小 鼠脾细胞的制备

Ｕ魄取 已经加强免疫的 ＢＡＬＢ ／Ｃ 小 鼠 ， 摘除小 鼠眼球采血 ， 收集血液 ， 分离血清作为阳

性血清各用 ；

（巧脱颈致死后 ， 将小 鼠浸泡于 ７５％的酒精溶液中浸泡 ３
－

５ｍ ｉｎ 进行消毒 ， 然后将小 鼠放

置于超净工作 台上 ；

（
３

）
用 ７ ５％酒精消毒 ， 腹部朝上 ， 用摄子提起小 鼠腹部皮肤 ， 用 灭菌剪刀剪开腹部皮肤 ，

由两值向背部进行皮肤的纯性分离 ， 使腹膜暴露 ；

（
４

）
用 另

一

把剪刀和摄子 ， 在脾脏近处用缀子提起腹膜 ， 轻轻剪开腹膜 ， 不要剪到任何脏

器 ， 防止污染 ；

（
５
）用 眼科綴子将脾脏轻轻取 出 ， 并除去其表面的脂肪姐织和结缔组织 ， 放在盛有 ｌ Ｏ ｍＬ

基础 ＲＰＭＩ１ ６４０ 培养液的平皿 内冲洗 ；

巧 ）用吸取 ＲＰＭ Ｉ１ ６４０ 培养液的无菌注射器从脾脏的
一

端缓慢注入 ， 反复冲洗 ， 挤压 出

脾细胞 ；

（
７

）
然后吸取混有脾细胞的培养液于离屯、管 中 ， 加 １ ０ｍＬＲＰＭ Ｉ１ ６４０ 基础培养液 ， １ ０００

ｒ／ｍ ｉｎ 离屯、

１ ０ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 沉淀用 １ ０ｍＬ ＲＰＭ Ｉ１ ６４０ 基础培养液重悬 ， 进行细胞计

１ ４



数 ， 达到 ２ －

３Ｘ Ｉ Ｏ
６

个 ／ｍＬ 。 巧
’

Ｃ备用 。

２丄６ 细胞融合

（
１
）将制备好的 ＳＰ２ ／０ 骨髓瘤细胞和免疫脾细胞按 １ ；５ 的 比例海匀 ， 放入 ５０ｍＬ 离屯、管

中 ， １ ８００ ｒ／ｍ ｉｎ 离屯、

５ｍ ｉｎ ， 小屯、弃去上清液体 ， 用无菌滤纸条尽量吸干细胞沉淀上

方液体 ；

（
２

）超净台 台面上轻柔旋转敲打管壁和管底 ， 使细胞松散 、 均匀 ；

（
３

）将离屯、管放置于 ３ ７

°

Ｃ水浴中 ， 在 ６０Ｓ
－９０Ｓ 间缓慢匀速逐滴加入 己经 ３ ７

’

Ｃ预热处理好

的 ＰＥＧ１ ４５ ０１ｍＬ ， 边加边轻柔转动离必管 ， 加完 Ｗ后 己 氏管轻柔揽匀细胞团块 ，

勿吹打 。 在 ３ ７

’

Ｃ水浴锅 中静置 ９０ ｓ ；

（
４

）加入预热无血清 ＲＰＭＩ１ ６４０ 培养液终止融合作用 ， 在第 １ｍｉｎ 内缓慢加入 ３ ７

°

Ｃ预热

处理的 ＲＰＭＩ１ ６４０ 液 １ｍＬ ， 边滴加边摇动 ， 轻轻混匀 。 第 ２ｍ ｉｎ 内再缓慢加入 ３ ７

‘

Ｃ

预热处理的 ＲＰＭＩ１ ６４０ 液 ２ｍＬ ， 边滴加边摇动 ， 轻轻混匀 。 第 ３ｍｉｎ 内再缓慢加入

３ ７

°

Ｃ预热处理的 ＲＰＭ＾ ６４０ 液 ５ ｍＬ ， 边滴加边摇动 ， 轻轻混匀 。 第 ４ ｍｉｎ 开始匀速

补加ＲＰＭ Ｉ１ ６４０至４０ｍＬ ；

（
５

）旋紧离也管盖 ， 水平转动混匀细胞悬液 ， 静置 ２ｍ ｉｎ ， ８００ｒ／ｍ ｉｎ 离也 ５ｍ ｉｎ ， 小也弃

去上清液体 ， 用手掌轻轻拍打管壁及底部 ， 使离也沉淀的细胞松散并混合均匀 ， 细

胞沉淀用 ３ ７

°

Ｃ预热的 ＲＰＭＩ１ ６４０ 培养基 ４０ｍＬ 清洗
一

次 ， 离也弃上清 ；

（
６

）用含 ２０％胎牛血清的 ＨＡＴ 选择培养液重悬细胞沉淀 ， 加入到含有饲养细胞的 ９６ 化

细胞板 中 ， ｌ ＯＯ
＾
ｉＬ／孔 ， 置于 ３ ７ １： 、 ５％ （：〇

２ 培养箱中进行培养 。

２丄７ 杂交瘤细胞的筛选及亚克隆

２丄７ ． １ 杂交瘤细胞的筛选

融合后的杂交瘤细胞培养
一

周后用 ＨＡＴ 选择培养液进行半换液 ， Ｗ后再隔 ３ｄ 进行

全换液
一

次 ， 然后采用 间接 ＥＬ松Ａ 方法用纯化的 ＤＨＡＶ－

１ 病毒按照 ２ ． １ ． ３ 试验步骤进行

阳性克隆的筛选 。

２丄７ ．２ 杂交瘤细胞的筛选及亚克隆

采用有限稀释法进行亚克隆 ， 试验步骤如下 ：

（Ｕ按照 ２丄 ５ 试验步骤制备饲养细胞 ；

口 ）将阳性孔 内 杂交瘤细胞轻轻吹下 ， 适当稀释后对悬浮细胞计数 ；

（
３
）用 肌 培养液将细胞稀释成 １ ００ 个 ／ｍＬ 、 ２０ 个／ｍＬ 、 １ ０ 个／ｍＬ ， 将细胞培养液加入含

饲养细胞的培养板中 ， １ ００
ＨＬ／孔 ；

（
４

）将培养板置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％ （Ｘ＞

２ 培养箱中培养 ， 倒置显微镜下观察并记录细胞克隆生长

孔情况 ， 选择只有
一

个集落生长的阳性孔进行亚克隆 ， 对其进行 ３
－４ 次亚克隆试验 ；

１ ５



（巧将能稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株进行扩大培养 。

２丄 ８ 杂交瘤细胞的传代 、 冻存及复苏

杂交瘤细胞株的传代

每天观察细胞的生长状态 ２ 次 ， 打开瓶盖 ， 弃去细胞培养液 ， 加入 己经灭菌好的

ＰＢＳ 缓冲液 ， 洗涂杂交瘤细胞 ３ 次 ， 加入新鲜的 ＲＰＭＩ１ ６４０ 完全培养液 ， 将细胞轻轻吹

下来 ， 调整到合适的细胞浓度后 ， 分装到新的培养瓶中 ， 再补充培养液 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％

Ｃ〇２ 培养箱中培养 。

杂交瘤细胞的冻存

经检测的 阳性的杂交瘤细胞孔需尽快扩大培养并冻存 ， 冻存时挑选对数期生长的细

胞 ， 用 ＰＢＳ 洗涂 ３ 次后 １ ５ ００ｒ／ｍ ｉｎ 离 屯、

５ｍｉｎ ， 弃上清 ， 沉淀用细胞冻存液悬浮细胞 ，

将悬浮细胞分装于冻存管中 ， Ｉ ｍＵ管 ， 细胞密度不低于 ］
－２ Ｘ ｌ 〇

６

／ｍＬ ， ４

°

Ｃ放置 ２０ ｍ ｉｎ ，

用洗脱棉包裹后放入－

８ （ｒｃ过夜后 ， 移入液氮罐中长期保存 。

杂交瘤细胞的复苏

从液氮罐中取出
一

支冻存管后 ， 快速放入 己经调节成 巧
’

Ｃ 的水浴中 ， 不断摇动使其

快速融化 。将融化的细胞悬液加到 １ ０ｍＬ 的离也管中 ， 加入含 ２０％胎牛血清的 ＲＰＭｎ ６４０

完全培养液至 １ ０ｍＬ ， １ ０００ｒ／ｍ ｉｎ 离屯、

１ ０ｍｉｎ ， 弃上清 ， 用 ＨＴ 培养基重悬后加到细胞

瓶中培养 。

２丄９ 单克隆抗体的大量制备

取 １ ０
－

１ ２ 周龄左右 ＢＡＬＢ ／Ｃ 雌性小 鼠预先用弗 氏不完全佐剂致敏 ， ０ ． ５ｍＬ／只 ， ５ｄ 后

腹腔注入杂交瘤细胞 ０ ． ５ ｍＬ ／只 （ ２ ． ０ Ｘ １ ０
６

个 ／ｍＬ ） ， ７ －

ｌ Ｏ ｄ 后 ， 当小 鼠腹部显著增大时 ，

消毒腹部皮肤 ， 用注射器抽取小 鼠腹水 ， 将腹水置 巧
’

Ｃ 化 ， 随后置 ４

’

Ｃ过夜 。 次 日 将

收集到的腹水 １＾＾３ ００〇 １７１１加 ， 离也 １ ５ １１１； １１ ， 收集上清液 ， 即为含有所需单克隆抗体的腹

水 。
－２ ０

°

Ｃ保存备用 。 每隔 ２ ｄ 可Ｗ抽取腹水 １ 次 ， 可 Ｗ反复抽取小 鼠腹水多次 ，

一

共可

Ｗ取腹水 １
－

５ｍＬ 。

２丄 １ ０ 单克隆抗体的纯化

采用辛酸 －硫酸钱沉淀法 ：

（
１
）取 ５ｍＬ 腹水与 １ ０ ｍＬ ０ ．０６ ｍｏｌ ／Ｌ ｐＨ４ ． ８ 的醋酸盐缓冲液 ， 混匀 ；

（
２

）
室温下用 电磁揽拌器边揽拌边逐滴加入 巧叫＾ ／ｍＬ 的正辛酸 ， 滴加完后 ， 室温继续攪

拌 ３ ０ｍ ｉｎ 左右 ， ４

’

Ｃ静置 ２ｈ ， 使其充分沉淀 ；

（
３

）
４

。

〔１ ２００〇 １

＇

／１１血 离也 ３ 〇 １１１１ １１ ， 弃去沉淀 ；

（
４

）
取上清用滤纸过滤 ２ 次 ， 向滤液中加入 １ ／ １ ０ 体积的 Ｏ ． Ｏ ｌｍｏ ｌ／Ｌ ｐＨ７ ．４ 的 ＰＢ Ｓ ， 用 ２ｍｏ ｌ ／Ｌ

１ ６



的 ＮａＯＨ 调节 ＰＨ 值为 ７ ．４
；

（
５

）冰浴下 向液体中缓慢滴加入饱和硫酸钱溶液 ， 使其终浓度达到 ５０％ ， 不断攒拌 ３０ｍ ｉｎ ，

４

‘

Ｃ静置 １ｈ ；

（
６
）
４

°

Ｃｌ ＯＯＯＯｒ／ｍｉｎ离 ＇巳、 ３ ０ｍｉｎ ， 弃上清液 ；

（
７
）沉淀用适量 ０ ． １ｍｏｌ／Ｌ ｐＨ７ ．４ 的 ＰＢＳ 溶解 ；

巧 ）将溶解液装入透析袋中 ， ４

’

Ｃ 下用 ０ ． １ｍｏ ｌ／Ｌ ｐ
Ｈ７ ．４ 的 ＰＢＳ 透析 ， 每 ６ｈ 换液

一

次 ， 直

至 ＢａＣｂ检测透析液无沉淀为止 。 进
一

步用 ｒＰｒｏｔｅ ｉｎ Ａ／ＧＢｅａｄｓ 分离纯化粗提的单抗

腹水 ， 纯化后 ， 采用 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 检测抗体纯化效果 。

２ ．２ 单克隆抗体特性鉴定

２ ．２ ． １ 单克隆抗体亚型的鉴定

根据抗体亚型鉴定说明书 ， 采用 间接 ＥＬ投Ａ 方法进行单抗 Ｉｇ 亚型的检测 ， 操作步

骤如下 ：

ｙ ）将单克隆抗体特异结合的纯化的 ＤＨＡＶ－

１ 病毒用 ０ ． ０５ｍｏ Ｉ／Ｌ
ｐＨ９ ．６ 碳酸盐缓冲液包被

酶标微孔板 ， １ ００
＾
ｉＬ／孔 ， 置 ４

°

０：放置 １ ２ １１ ， 随后用洗板机 ？８ ８ －１ 洗 ４ 次 ；

口 ）将待测杂交瘤细胞培养上清每种加
一

排共计 ６ ？１ ， 每孔 １ ０ （＾１＾ ， 置 ３ ７

‘

（：温育 ３ ０ ？１１１１ ，

而后同样是用洗板机 ＰＢ Ｓ －Ｔ 洗 ５ 次 ；

（
３
）将 ６ 种酶标记物每种加 １ 孔 ， １ ００ 叫７孔 ， 置 巧ｒ温育 ３ ０ｍｉｎ 后继续用洗板机 ＰＢＳ －Ｔ

洗 ５ 次 ；

（
４

）
显色 ： 每孔加入 １ ００ ＾

１＾ 了１＾１８ 显色液 ， 巧
°

（： 蟲色 ；

（
５
）
终止 ： 每孔加入 ５ ０

｜

ｉＬ 终止液 （ ２ｍｏ ｌ化 Ｈ
２ＳＯ４

） 终止反应 ；

（
６
）酶标仪 Ｗ双波长形式读取 ＯＤ

４ ５ ０

－ＯＤ６３０ 值 。 ＯＤ 值最高孔所对应的酶标二抗为杂交瘤

细胞的单抗亚型 。

２ ．２ ．２ 单克隆抗体特异性鉴定

采用 间接 ＥＬＩＳＡ 方法 ：

（
１
）常见鸭致病茜 ： 在 ３ ７

°

Ｃ ，１ ８０ ｒ／ｍｉｎ 恒定条件下 ， 对鸭疫里默 氏杆菌 、 沙 ｎ 巧菌 、 大

肠杆菌进行増殖培养 ２４ ｈ 后 ， 超声破碎 ， 离也 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 并取各苗株对应上清液包被

酶标板 ； 将鸭致病病毒 ： 鸭病毒性肝炎 、 鸭病毒性肠炎 、 鸭己肝 、 鸭坦布苏 、 小鶴

塩的病毒液包被酶标板 ； 用 ＰＢＳ 作空 白对照 。 ４
’

Ｃ脾育 １ ２ ｈ ， 随后用 ＰＢ Ｓ －Ｔ 洗 ４ 次 ；

口 ）用封闭液封闭 ＥＬ ＩＳＡ 板 ２ｈ ， ＰＢＳ －Ｔ 洗 ４ 次 ；

（
３

）加入杂交瘤细胞株的培养上清液为
一

抗 ， 同时用 ＳＰ２／０ 小 鼠骨髓瘤细胞上清液为阴性

对照 ；

１ ７



（
４

）酶标二抗 ： 每孔加入 １ ００
 ｜

ｉＬ 用 ＰＢＳ 稀释 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ ， 置于 ３ ７

°

Ｃ作用 １ｈ ，

洗络液洗涂 ４ 次 ；

（
５
）
显色 ： 每孔加入 １ ００ 叫＾ ＴＭＢ 显色液 ， ３ ７

°

Ｃ显色 ；

（
６

）终止 ： 每孔加入 ５０ 阵 终止液 （ ２ ｍｏ ｌ ／Ｌ Ｈ
２
Ｓ〇

４ ） 终止反应 ；

（
７

）酶标仪读取各孔 ＯＤ４５ ０
－

６ ３ ０ｎｍ 值 。 试验孔的 〇Ｄ４ ５ ０
－

６３ ０ｎｍ 值记为 Ｐ ， 阴性对照的 〇Ｄ
４ ５０ －

６３ ０ｎｍ

值记为 Ｎ ， 计算 Ｐ／Ｎ 值 ， 若 Ｐ／Ｎ 值 ＞ ２ ． １ 判为阳性 ， 反之判为阴性 。

２ ．２ ．３ 杂交瘤细胞稳定性测定

对 ５ 株杂交癌细胞株进行连续的传代培养 ， 分别取其第 １ 代 、 第 ５ 代 、 第 １ ０ 代细

胞培养的上清和经过反复冻存复苏 １ 个月 后的细胞培养上清按照 ２丄 ３ 间接 ＥＬ ＩＳＡ 试验

步骤进行检测 ， 测定其效价 ， 用 ＳＰ２ ／０ 细胞上清为阴性对照 ， 对杂交瘤细胞进行抗体分

泌稳定性的检测 。

２ ．２ ．４ 各株单抗 ＥＬ ＩＳＡ 效价测定

应用 间接 ＥＬ ＩＳＡ 方法 ， 对 ５ 株杂交瘤细胞的培养上清液 ［＾及腹水中 Ｍ ｃＡｂｓ 的效价

的测定 。 用纯化的 ＤＨＡＶ－

１ 病毒包被酶标板 ， ４
°

Ｃ包被过夜 ； 封闭 ， ３ ７

°

Ｃ２ｈ
； 将待测的

５ 株杂交瘤细胞培养上清 、 腹水倍 比稀释 ， 同时用 ＳＰ２／０ 细胞培养上清和阴性腹水平行

稀释作为阴性对照 ， 其它步骤同本章 ２丄３ 方法进行间接 ＥＬ ＩＳＡ 试验 ， 测定各孔 ＯＤ 值 。

判定 ： 试验孔的 ＯＤ４ ５ ０Ｗ ０ｎｍ值记为 Ｐ ， 阴性对照的 〇Ｄ４ ５０
－

６３ ０ｎｍ 值记为 Ｎ ， 计算 Ｐ／Ｎ 值 ，

若 Ｐ／Ｎ 值＞ ２ ． １ 为阳性 ， 反之为阴性 ， 重复 ３ 次 ， 计算平均值 。

２ ．２ ． ５ 单抗识别抗原位点的相加试验分析

（
１
）根据单抗效价选取适宜稀释倍数 ；

口 ）
相加试验 ：

将纯化的 ＤＨＡＶ－

１ 病毒包被酶标板 ， ４

‘

Ｃ过夜 ；

一

抗分别加入稀释好的 ＭｃＡｂ 和按

照最适 比例稀释好的等 比例混合后 的 ２ 株纯化的 ＭｃＡｂ ， １ ００ 阵 ／孔 ； 洗緣 ４ 次 ； 再加入

ＨＲＰ －羊抗 鼠 ＩｇＧ 脖育 ， 洗澡 ； 加底物显色 ， 终止反应 ， 酶标仪读取 ＯＤ４ ５ ０
＿

６ ３ ０ｎｍ 值 ， 设立

１ 次重复 。

结果按如下公式分别计算 ２ 种单克隆抗体两两叠加后 的 ＡＩ 值 ： Ａ Ｉ
＝

［
２ Ｘ

（
Ａ

，
＋２ ）

＇

^

（
Ａ

１

＋Ａ
２Ｈ ］ 

Ｘ １ ００％ 。 式中 Ａ
｜
和 Ａ２ 为两个 ＭｃＡｂ 单独所测的 ＯＤ 值 ， Ａ

１

＋Ａ
２ 为两个 Ｍ ｃＡｂ

相加所测的 ＯＤ 值 。 如果 ＡＫ １ ０％ ， 则两种单抗针对抗原表位相近 ； 如果 １ ０％＜ ＡＫ５ ０％ ，

则可认为两种单抗识别的抗原表位存在
一

定差异 ： 如果 ＡＩ＞５ ０ ％ ， 则识别不同抗原表位 ，

具有相加效应 ， 并且 ＡＩ 越大 ， 其抗原识别位点重叠的可能性就越小 。

１ ８



２ ．２ ．６ 单抗亲和常数的测定

纯化后的 ＤＨＡＶ－

１ 病毒包被酶标板过夜 ， 将待检单抗进行倍比稀释 ， １ ００
＾

ｉＬ／孔 ， ３ ７

‘

Ｃ

解育 ２ ｈ ， 方法同本章 ２丄 ３ 间接 ＥＬ ＩＳＡ 法的试验步骤 ， 读取最终 ＯＤ４５０
＿

６３ ０ｎｍ 值 。 根据 曲

线中 ５０％ ＯＤ４５ 〇
＊

６３〇ｎｍ值所对应的抗体稀释倍数计算 Ｋａｆｆ ， 计算公式 ： Ｋａｆｆｗ ｌ ５００００ Ｘ Ａ ／

［
Ａｇ ］

， 亲和常数的单位 Ｋａｆｆ为 Ｌ／ｍｏ ｌ ， 其中 Ａ 为 曲线平台二分之
一

ＯＤ 值所对应的抗体

稀释倍数 ，

［
Ａ
ｇ ］
为抗体浓度 。

３ ． 结果

３ ． １ 基于 ＤＨＡＶ－

１ 全病毒的间接 ＥＬＩＳＡ 方法的构建

３丄 １ 最佳抗原包被浓度和血清稀释度的条件优化

纯化的ＤＨＡＶ－

１ Ｘ株病毒包被量按照１ ： １ ００ 、 １ ：２００ 、 １ ：４００ 、 １ ： ８００ 、 １ ： １ ６００ 、 １ ： ３２００ 、

１ ： ６４００ 、 １ ： １ ２８００进行倍比稀释 ， 即为１ ５ ００ ｎｇ 、 ７５ ０ ｎｇ 、 ３Ｗ ｎｇ 、 １ ８ ７ ． ５ ｎｇ 、 ９３ ． ７５ｎｇ 、

４６ ． ８ ８ｎｇ 、 ２ ３ ．４４ｎｇ 、 １ １ ． ７２ｎｇ 。 每个抗原的稀释度设置 ２ 个重复结果 ， 取其平均值 ， 取

其 Ｐ／Ｎ 值最大的为最佳优化条件 。 从表 ３ 试验结果可知 ， 最佳优化的抗原包被稀释度为

１ ：８００ ， 即纯化的 ＤＨＡＶ－

１ 病毒包被量为 １ ８７ ． ５ｎ
ｇ
／孔 ；

血清的最佳稀释浓度为 １ ：８００ 。

表 ３ 抗原包被浓度和血清稀释度选择

Ｔａｂ ｌｅ３Ｏｐｔ ｉｍａ ｌ ａｎｔ ｉｇ
ｅｎｃｏａｔｉｎｇ

ｃｏｎｓｅｎｔｒａｔ ｉｏｎａｎｄ化ａｉｍ出 ｌｕｔ ｉｏｎ

血清稀


抗原稀释度


释 
ｓ １ ： １ ００ １

：２００ １
：４００ １ ： ８００ １ ： １ ６００ １ ： ３ ２００ １ ：６４００ １ ： １ ２８００

１ ： １ ００＋Ｌ ３ ８９Ｕ ２ １ ２ ５２Ｕ ７９０ ．９８２０＾５ １

１
： １ ００－０ ． ６２２０ ． ５０ ． ３０３０ ． １ ６３０ ． １ ４０ ． １ ４ ８０ ． １ ４２０ ． １扣

Ｐ／Ｎ２ ． ２３ ３２ ． ６４４ ． １ ３２ ７ ． ５４６８ ．６７ ． ６２ ８６ ．９ １ ５４ ． １ ７４

１ ：２００＋ １ ． １ ４７ １ ．００２０ ． ８ ５ １０ ． ８ １ ３０ ． ７ １ ９０ ． ６５ ９０ ． ５ ７ １０Ｊ ３ ７

１ ： ２００
－０ ． ３９３０ ．２ ３ ６０ ． １訂 ０ ．０９９０ ．０ ７８０ ．０７４０ ．０ ８６０ ．０ ５

Ｐ／Ｎ２ ．９ １ ９４ ．２４６６ ． ７０ １８ ． ２ １ ２９ ．２ １ ８８ ． ９０５ｔ６４０６ ． ７４

１ ：４００＋０ ． ８８７０ ． ７４０ ． ：５９８０ ．５ ８３０別４０ ． ５ １０ ． ４２０ ． １ ８６

１ ：４００－０ ．２ １ ５０ ． １ ３ ７０ ．０８８０ ．０５ ３０ ． ０ ５ １０ ． ０５４０ ． ０５ ９０ ．０４

Ｐ／Ｎ４ ． １ ２６５ ．４０ １６ ． ７９５ １ １ １ １ ．４５ １９ ．４４４７ ． １ １ ９４ ．６ ５

１ ： ８００＋０ ． ７ １ ６０ ．６５ ７０ ． ５ ８ ５０ ．５６６０ ．４８６０ ．４９ １０ ．４ ７２０ ． １ ５ ５

１ ： ８００ －０」０ ．０６８０ ． ０４ ８０ ．０３３０ ． ０２９０ ． ０３ ７０ ． ０３ ８０ ． ０３

Ｐ ／Ｎ７ ． １ ６９ ．６６２ １ ２ ． １ ８ ８ １７ ． １５２ １ ６ ． ７５９ １ ３ ． ２７０ １ ２ ．４２ １５ ． １ ６７

１ ： １ ６００＋０ ．４２ ７０ ． ３ ８ ７０ ．４０７０ ．４０８０ ．３ ７３０ ． ３０９０ ．２４５０ ． １ ８ ５

１ ： １ ６００ －

０ ． ０５ ６０ ．０５ ２０ ． ０３ ７０ ． ０３ ７０ ．０２９０ ． ０３ １０ ． ０３０ ． ０３ １

Ｐ／Ｎ７ ．６２５７ ．４４２ １ １ １ １ ． ０２７ １ ２ ． ８６２９ ． ９６８８ ． １ ６７５ ． ９６８

１ ： ３ ２００＋〇 ．巧９０ ．２５ ９０ ．２６６０ ．２ １ ９０ ． ２０ ５０ ． １ ５ ３０ ． １ ２ １０ ． １ １ ５

１ ： ３２００ －０ ． ０５ ３０ ．０４２０ ．０３ ３０ ． ０２９０ ． ０２５０ ． ０２６０ ． ０２５０ ． ０２

Ｐ／Ｎ５ ．６４２６ ． １ ６ ７８ ． ０６ １７ ． ５ ５２ ８ ．２５ ． ８８５４ ． ８４５ ． ７５

１ ９



３丄２ 最佳酶标抗体巧度

根据确定的 ＤＨＡＶ－

１Ｘ 株病毒的最佳包被浓度和血清最佳稀释度后 ， 然后测定酶标

二抗最佳稀释度 ， 每个浓度同样设置 ２ 个重复 ， 取其平均值 ， ３ ７

’

Ｃ脖育 Ｉ ｈ ， 选取 Ｐ／Ｎ

值最大者为最佳二抗稀释度 ， 即为 １ ： ５０００（见表 ４ ） 。

表 ４ 酶标抗体工作浓度优化

Ｔａｂ ｌｅ４Ｗｏｒｋ ｉｎｇ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉ ｏｎｏｆ Ｇ ｏａｔ

－

ａｎｔ ｉ

－ｍｏｕ ｓｅＨＲＰ－

ｌｇＧ

酶标抗体
１ ： １ ０００ １ ： ２０００ １ ： ３ ０００ １ ：４０００１ ： ５０００ １ ：６０００ １ ： ７０００ １ ： ８０００

稀释度


阳性 １ ． １ ２０５ １ ． ２０７ ５ １ ． ０巧 １ ． ０５ ７ ５０ ．９２８０ ．６５４５０ ． ３ ９６０ ． ３ １ ４

阴性０ ． ３０４０ ． ２７ ５ ５０ ．２ １ ７ ５０ ．２０３ ５０ ． １ ６９０ ． １ ３ １０ ． １ ４２０ ． １ １ ２ ５

Ｐ／Ｎ３ ．６８６４ ． ３ ８ ３４ ．％９５ ． １ ９７５ ．４９ １ ４ ． ９９６２ ． ７８９２ ． ７９ １

３丄３ 最佳封闭液 、 封闭时间的优化

根据之前优化好的条件对封闭液和封闭时间进行优化 ， 每个设置 ２ 个重复 ， 均于 ３ ７

°

Ｃ

封闲 ， 根据表 ５ 、 表 ６ 试验结果所示 ， 选择 Ｐ／Ｎ 值最大者作为最佳封闭液 ， 即最佳封闭

液为 １ ％Ｂ ＳＡ ， 最佳封闭时间为 ２ｈ 。

表 ５ 最佳封闭液选择

Ｔａｂ ｌ ｅ５Ｏｐ
ｔ ｉｍａ ｌｂ ｌｏｃｋ ｉｎｇ

ｂ ｕｆｆｅ ｒ ｏｐｔ ｉ ｏｎ

封闭液５％ＢＳＡ１％ＢＳＡ５％脱脂奶粉 １ ％脱脂奶粉 ５％明胶 １ ％明胶

阳性０ ． ７２９０ ．７２６ ０ ．３４７ ０ ． ３ ８２ ０ ． ７２ １ ０ ．６７ １

阴性０ ． １ １ ３０ ． １ ０５ ０ ． １ ０３ ０ ．０８９ ０ ． １ １ ４ ０ ． １ ２

Ｐ／Ｎ６ ．４ ５ １６ ．９ １ ４ ３ ．％９ ４ ．２９２ ６ ． ３２ ５ ５ ．巧２

表 ６ 封闭时间选择

Ｔａｂ ｌ ｅ６Ｏｐ
ｔ ｉｍａ ｌｂ ｌ ｏｃｋ ｉ打ｇ 

ｔ ｉｍ ｅｏｐ
ｔ ｉｏｎ

封闭时间 １２０ｍ ｉｎ ９０ｍ ｉｎ ６０ｍ ｉｎ ３ ０ｍ ｉｎ

阳性 １ ．５５６ １ ． ５ ５２ １ ． ５４３ １ ． ５４３

阴性 ０ ． １ ２ ７ ０ ． １ ２４ ０ ． １ ２ ７ ０ ． １
巧

Ｐ ／Ｎ １ ２ ．６ １ ２ １ ２ ． ５ ８４ １ ２ ． １ ８２ １ １ ． ０９ ８

３丄４ 包被条件的确定

抗原在 ３ ７

°

Ｃ赔育 Ｉ ｈ 、 ４ ｈ 和直接 ４

’

Ｃ包被过夜进行 了 优化 ， 每个设置 了２ 个重复 ，

取其平均值 ， 选取 Ｐ／Ｎ 值最大的为最佳包被条件 ， 即为直接 ４

’

Ｃ包被过夜 （ 见表 ７ ） 。

２０



表 ７ 包被条件的优化

Ｔａｂ ｌｅ７Ｏ
ｐ

ｔ ｉｍａ ｌｃｏａｔ ｉｎｇ
ｃｏｎｄ ｉ ｔ ｉｏｎｏｐｔ ｉｏｎ

包被条件直接 ４
＊

Ｃ包被过夜３ ７

’

Ｃ ｌ ｈ ， 再 ４

’

Ｃ过夜３ ７

’

Ｃ４ ｈ ， 再 ４

‘

Ｃ过夜

阳性 １ ． １ ７８ １ ． ２０５ ５ １ ．３ ４７

阴性 ０ ． １２ ０ ．２０ １ ０ ． ；２６６

Ｐ／Ｎ ９ ．８ １ ７ ５ ． ９９８ ５ ．０６４

３ ． １ ． ５ 远色时间的确定

根据优化好的条件 ， 对显色时间进巧优化 ， 每个设置 ２ 个重复 ， 均于 ３ ７

’

Ｃ显色 ， 选

择 Ｐ ／Ｎ 值最大的作为最佳优化条件 ， 即最佳显色时间为 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ（ 见表 ８ ） 。

表 ８ 显色时间优化

Ｔａｂ ｌ ｅ８Ｏｐｔ ｉｍａ ｌｃｈｒｏｍｏｇｅｎ ｉｃｔ ｉｍｅｏｐｔ ｉｏｎ

显色时间５ｍ ｉｎ １ ０ｍ ｉｎ １ ５ｍ ｉｎ２０ｍ ｉｎ２５ｍ ｉｎ３０ｍ ｉｎ

阳性 １ ． １％ １ ．３５０ １ ． ２４９ １ ． ０２８０ ． ７４８０ ．４３ ８

阴性 ０ ． １ ５２０ ． １ ６７０ ． １ ７７０ ． １ ５ ７０ ． １ ４５０ ． １ ３ ２

Ｐ／Ｎ ７ ． ６２７８ ． １０５７ ．０５４６ ． ５ ４８５ ． １ 巧３Ｊ ２ ７

３ ． １ ．６ 血清解育时间的确定

根据优化好的条件 ， 对
一

抗血清解育时间进行优化 ， 每个设置 ２ 个重复 ， 均于 ３ ７

°

Ｃ．

腊育 ， 选择 Ｐ／Ｎ 值最大的作为最佳优化条件 ， 即最佳
一

抗血清解育时间为 ３ ０ ｍ ｉｎ（ 见表

９ ） 。

表 ９ 血清解育时间 的确定

Ｔａｂ ｌｅ９Ｏ
ｐｔ ｉｍａ ｌ ｉｎｃｕｂａｔ ｉｎｇ 

ｔ ｉｍｅｏｆ ｓｅｒｕｍ ｏｐｔ ｉｏｎ

僻育时间 ３０ｍｍ ６０ｍ ｉ ｎ ９０ｍ ｉ ｎ １ ２０ｍ ｉ ｎ

阳性 １ ．３６６ １ ． ３ ０３ １ ． ３ ３ ９ １ ． ３２４

阴性 ０．０於 ０ ． １ ３ ７ ０ ． １ ６４ ０ ． １ ７７

Ｐ／Ｎ １４ ．８４３ ９ ． ５ ８ ． １ ５ ６ ７ ．４９５

３ ． １ ．７ 二抗解育时间的确定

根据优化好的条件 ， 对酶标二抗腊育时间进行优化 ， 每个设置 ２ 个重复 ， 均于 ３ ７

°

Ｃ

腊育 ， 选择 Ｐ／Ｎ 值最大的作为最佳酶标二抗优化条件 ， 即最佳酶标二抗赔育时间为 ６０ｍ ｉｎ

（ 见表 １ ０ ） 。

２ １



表 １ ０ 二抗脾育时 间 的化化

Ｔａｂ ｌ ｅ １ ０Ｏ
ｐ

ｔ ｉｍ ａ ｌ ｉ ｎ ｃ ｕｂａｔ ｉ ｎｇ
ｔ ｉｍ ｅｏｆ Ｇ ｏａ ｔ

－

ａｎ ｔ ｉ

－

ｍ ｏ ｕ ｓ ｅＨ 民Ｐ－

ｌ

ｇＧｏｐ ｔ ｉ ｏ ｎ

卵晕育时 间 ３ ０ｍ ｉ ｎ ６０ｍ ｉ ｎ ９ ０ｍ ｉ ｎ １ ２ ０ｍ ｉ ｎ

阳性 １ ． ２ ３ １ ８ １ ？巧３ ６ １ ． ３ ５ ３ ４ １
．
４ １ ４８

阴 性 ０ ． １ ０３ ６ ０ ． １ ０６ ０ ． １ ３ ８ ２ ０ ． １ ５ ８２

Ｐ／Ｎ １ １ ． ８ ８９９６ １ ２ ． ７６９８ １ ９ ． ７ ９ ３ ０ ５ ４ ８ ． ９４ ３ １ １

３丄 ８ 临界值的确定

按照优化的所有条件 ， 对 １ ５ 份小 鼠阴性血清进行检测 ， 测 定血清 ＯＤ 值 ， 取平均

值＋ ３ Ｘ ＳＤ 作为阳性临 界值 ， 计算得到平均数为 ０ ． ２ ３ １ ， 标准方差为 ０ ． ０ ５ １ ２ ７ ３ ， 临界值为

０ ． ３ ８ ５（ 见表１ １ ） 。

表 Ｍ １ ５ 份阴性血清

Ｔａｂ ｌ ｅ １ １Ｔｈ ｅ ０〇
４ ５ 〇

－

（ 、引 １ ｏｆ １ ５ｎａｇ ａｔ ｉ ｖｅｓ ｅ ｒ ｕｍ ｓ

０ ． ２ ２ ７０ ． １ ８ ６４０ ． １ ８ ８ ８０ ． ２ ０ １ ８０ ． ２ １ ２ ８０ ． １ ９ ０ ２０ ． ３ １ ６ ２０ ． ２４ １ ８

０ ． ２ ３ ８０ ． ２ ０ ３ ４０ ． １ ８ ２０ ． ２ ０ ７ ２０ ． ２ ０４４０ ． ３４５ ４０ ． ３ １ ９ ６

３ ． ２ 脾细胞 、 饲养细胞及 ＳＰ２ ／０ 细胞

如 图 １ 结果所示 ， 脾细胞呈圆形 ， 较小 ， 与 ＳＰ２ ／０ 小 鼠骨髓瘤细胞的形态相似 ， 不

易 区分 。 小 鼠腹腔饲养细胞在过夜培养后呈梭形 ， 若梭形细胞数量越多 ， 则说明饲养细

胞的状态越好 ， 为融合的细胞生长提供的条件也越好 。

匿Ｓ國
隱Ｈ
图 １ 脾细 胞 、 Ｓ Ｐ２ ／０细胞 及饲养细胞形态

ａ ．脾细胞 ；
ｂ ．培养 ２４ ｈ后 的饲养细胞 ： Ｃ ．培养 ７ ｄ后 的饲养细胞 ： ｄ ． Ｓ Ｐ２ ／０小 顧骨髓瘤细胞

Ｆ ｉｇ ．  ＩＴｈｅｓｐ ｌ ｅ ｅｎｃｅ ｌ ｌ ．Ｓ Ｐ２ ／０ｃ ｅ ｉ ｌａｎｄｆｅ ｅｄｅ ｒｃｅ ｉ ｌ

ａ ．Ｔｈ ｅｓｐ
ｌ ｅｅｎｃｅ ｌ ｌ ； ，ｂ ．Ｔｈｅｆｅｅｄ ｅ ｒｃｅ ｌ ｌｗ ｅ ｒｅｃ ｕ ｌ ｔ ｉｖａｔｅｄａｆｔｅ ｒ２４ ｈ ．ｃ ． Ｔｈ ｅｆｅｅｄ ｅ ｒ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗｅ ｒｅｃ ｕ ｌ ｔ ｉ ｖａｔｅｄａｆｔｅ ｒ７ ｄ ．

ｄ ．ＳＰ２ ／０ｍ
ｙ
ｅ ｌ ｏｍ ａｃｅ ｌ ｌ ｓ

２２



３ ． ３ 细胞融合

杂交瘤细胞融合后第 ３ｄ 可见克隆细胞集団 ， 大部分的培养孔 中生长的克隆细胞集

团数多于 ２ 个 ， 随着时间推移克隆细胞集团数量继续増 多 ， ７ ｄ 进行半换液 ， ２ ｄ 后利用

构建 的 间接 ＥＬ ＩＳＡ 方法初检阳性孔 。 经过 ３ 次亚克隆 后 ， 最终得到 ５ 株能够稳定分

泌特异性抗体的 Ｍ ｃＡｂ ｓ ， 分别命名 为 １ ＃ 、 ２＃ 、 ３＃ 、 ４＃和 ５＃杂交瘤细胞株 （ 见 图 ２ ） 。

ｌｉＷ
图 ２ 離合后 的杂交瘤细胞

１ 为培养 ５ｄ 后 的杂交瘤细胞 ；
２ 为培养 ９ｄ 后 的杂交瘤细胞

Ｆ ｉ

ｇ ． ２Ｏ ｂ ｓｅ ｒｖａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｆｕ ｓ ｉ ｏ ｎｈｙ
ｂ ｒ ｉｄ ｏｍ ａｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

＇

１ ｉ ｓ 化 ｅｈ
ｙ
ｂｒ ｉ ｄ ｏｍ ａｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗ ｅ ｒｅｃ ｕ ｌ ｔ ｉ ｖ ａｔ ｅｄａ ｆｔ ｅ ｒ５ｄ ．２ ｉ ｓ 化 ｅｈ

ｙ
ｂ ｒ ｉ ｄｏｍ ａｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗ ｅ ｒｅｃ ｕ ｌ ｔ ｉ ｖａ ｔ ｅｄａｆｔｅ ｒ ９ｄ

３ ． ４ 腹水单抗的制备和纯化

５ 株杂交瘤细胞的腹水经辛酸 －硫酸锭粗提和 ｒＰｒｏ ｔｅ ｉｎ Ａ／Ｇ Ｂ ｅａｄｓ 过柱纯化后 ， 经

ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 结果分析如 图 ３ 所示 。

Ｍ ］２３斗５

巧口 細献
義顏瞧 鳴 補雜 化链

－

） ？化 ；

舉
冉
亩 淹

巧旺 耻＊

ＨＩ修 私巧

巧奸

图 ３ 纯化腹水的 ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 分析

Ｍ ； 蛋 白 Ｍ ａｒｋｅ ｒ
； １

－

５ 分别表示 １ ＃ 、 ２＃ 、 ３＃ 、 ４＃ 、 ５杜纯化腹水

Ｆ ｉｇ ． ３ＳＤＳ －ＰＡＧＥａｎａ ｌ ｙｓ ｉ ｓｏｆ
ｐ ｕｒ巧 ｅｄａｓ ｃ ｉ化 Ｓ

Ｍ ： ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎｍ ａ ｒｋｅ ｒ ．Ｆ ｒｏｍ １ｔｏ５ａｒｅ １ 冉 ． ２冉 ． ３ 肖 ． ４冉 ． ５持ｏｆ
ｐ ｕ ｒ ｉ ｆ ｉ ｅｄａｓｃ ｉ ｔｅｓ ．

２ ３



３ ． ５ 抗体亚类鉴定

对 ５ 株 ＭｃＡｂ ｓ 亚型鉴定结果见表 １ ２ 。 ｌ ＃ ＭｃＡｂｓ 类型属于 Ｉ
ｇ Ｍ ，２ ＃ ＭｃＡｂｓ 类型

属于ＩｇＧ ｌ ，３ ＃ ＭｃＡｂｓ类型属于ＩｇＧ２ｂ ，４ ＃ 、 ５ ＃ ＭｃＡｂｓ类型属于ＩｇＧ２ａ（ 见表１ ２ ） 。

表 １ ２ 单克隆抗体的亚型鉴定

Ｔａｂ ｌ ｅ１ ２ Ｉ ｄｅｎ ｔ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎｓｕｂｔｙｐｅｏｆ ｍｏｎｏｃ ｌ ｏｎａｌａｎｙｂｏｄ ｉ ｅｓ

１社 ２持 ３掉 ４特 ５持

ＩｇＭ ０ ． ７５ ０ ．０ ５４０ ． ０４９０ ．０４６０ ．０４ １

ＩｇＧ ｌ ０ ．０７ ０ ．４３８０ ．０６３０ ．０６７０ ．０６ ５

ｌｇＧ２ａ ０ ．０８７０ ．０ ８ ８０ ． ０７ ７０ ．３４６ ０ ．３３７

ＩｇＧ２ｂ ０ ． ０７４０ ． ０６２ ０ ．６７７ ０ ． ０６６ ０ ． ０６５

ＩｇＧ３ ０ ． ０７ ０ ． ０６２ ０ ． ０５ ６ ０ ． ０５ ９ ０ ． ０ ８２

ＩｇＡ ０ ． ０６３０ ．０５６０ ．０５３０ ．０８４０ ． ０６４

３ ． ６ 细胞培养上清及腹水效价的测定

将杂交瘤细胞上清及腹水作倍 比稀释 ， 采用 间接 ＥＬ ＩＳＡ 法检测其 ＯＤ 值 ， 确定其效

价 。 结果表明 ５ 株杂交瘤细胞培养上清的 ＭｃＡｂ ｓ 效价在 １ ： ３ ２０
－

１ ： １ ０２４０ 么间 ； 纯化后腹

水 Ｍ ｃＡｂｓ 的效价均在 ２ Ｘ ｌ 〇
５

ｌｉｌ上 （ 见表 １ ３ ） 。

表 １ ３ 细胞培养上清及腹水 Ｍ ｃＡ ｂｓ 的效价检测结果

Ｔａｂ ｌ ｅ １ ３Ｔｈｅｔ ｉ ｔｅｒ ｏｆ ｃｅ ｌ ｌｃｕ ｌ ｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｎｄａｓｃ ｉｔｅｓＭ ｃＡｂｓ

ＭｃＡｂ杂交瘤细胞培养上清效价纯化后的腹水效价

１持 １ ：６４０ １ ：２０４ ８００

２拌 １ ： １ ２ ８０ １
： ８ １ ９２００

３ ＃ ］ ： １ ０２４０ １ ： １ ６３ ８４００

４掉 １ ：３ ２ ０ ］ ： ８ 】％００

５ ＃ １ ：６４０ １ ：２ ０４８００

３ ． ７ 杂交瘤细胞株的稳定性

对细胞上清进行连续传代和冻存后 ， 对抗 ＤＨＡＶ－

１ 病毒的 ５ 株杂交瘤细胞株进行 了

细胞培养上清的检测 ， 如表 １ ４ 所示 ， 细胞培养上清的 ＯＤ
４ ５ ０

＿

６３ ０ｎｍ 值无明显差异 ， 表明 ５

株杂交瘤细胞株具有稳定分泌抗体的能力 。

２４



表 １ ４ 杂交瘤细胞传代和冻存后稳定性测定

Ｔａｂ ｌｅ１ ４Ｓｔａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｏｆ 

ｈｙｂｒ ｉｄｏｍ ａｃｅ ｌ ｌａｆｔｅｒ 化６ｃｅ ｌ ｌｓ
ｐ

ａｓ ｓａｇｅａｎｄｆｒｅｅｚｅ

第 １ ０ 代细胞培养上 冻存 Ｉ 个月 后复苏细
第 １ 代细胞培养上清 第 ５ 代细胞培养上清



ｍ


胞上清

〇〇４ ５ ０ －６ ３ ０Ｐ／Ｎ〇〇
４ ５〇

￣６３ ０〇〇
４ ５０如 ０ＰＷＯＤ＂ ０

＞６ ３０ ｆＶＮ

１持０ ． ７４９ １ ４ ．６８７０ ．７ １ ９８ ． ３ ６０５０ ．７９９ １ ３ ．０９７０ ． ８０ １ １ ３ ． ３ ５

２ ＃ １ ． １ ２７２２ ．０９８ １ ． ００７ １ １ ． ７０９ １ ． ０５ ８ １ ７ ．３４４ １ ． １ ３４ １ ８ ．９

３ ＃ １ ． １ ７７２３ ．０７ ８０ ．９８４ １ １ ．４４２ １ ． １ ７ ８ １ ９ ． ３ １ １ １ ．２ １ ６２０ ．２６７

４ ＃０ ．９３ １ ８ ． ２３ ５０ ． ７９２９ ．２０９０ ． ８６９ １ ４ ．２４６ １ ． ０９５ １ ８ ．２５

５材０ ．９７ ３ １ ９ ．０７ ８０ ．７ １ ４８ ． ３０２０ ．６６７ １ ０ ，９３ ４ １ ．０５ ５ １ ７ ．巧３

３ ． ８ 特异性

采用 间接 ＥＬ ＩＳＡ 检测杂交瘤细胞株细胞上清及纯化腹水结果显示 ： 不与鸭痘病毒 、

鸭坦布苏病毒 、 鸭己肝病毒 、 小搪摇病毒 、 鸭大肠杆菌 、 鸭沙口 氏菌 、 鸭疫里默 氏杆菌

发生特异性反应 ， ５ 株杂交瘤细胞与 ＤＨＡＶ－

３ 能够发生交叉反应 。 试验表明 ， 本试验制

备的 ５ 株 ＭｃＡｂ ｓ 对 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 具有较强的特异性 （ 见表 １ ５ ） 。

表 １ ５ 单抗特异性反应间接 ＥＬ ＩＳＡ 鉴定结果

Ｔａｂ ｌｅ １ ５Ｔｈｅ ｉ

＊

ｅｓｕ ｌ ｔ ｏｆ ｓｐｅｃ ｉｆｉ ｃ ｉ ｔｙ
ｏｆ Ｍ ｃＡ ｂｓｂｙ

ｉ ｎｄ ｒｅｃｔＥＬ ＩＳＡ

阴性 阳性
ＤＨＡＶ－

１ＤＨＡＶ－

３ＤＰＶＤＨＢＶＤＴＭＵＶＧＰＶＥ ．ｃｏ ｌ ｉＳＥＲＡ

对照 对照

］ ＃０ ． ７０９０ ． ３ ５ ２０ ． ０５ ３０ ． ０９２０ ． １ ３ 】０ ． ０５６０ ．０４７０ ． ０５ １０ ． ０６７０ ． ０６６ １ ． １ ６７

２壮 １ ． １ ０８０ ．４４２０ ．０５ ７０ ． １ １ １０ ． １ ０４０ ． ０６６０ ． ０５３０ ．０５４０ ．０５２

３＃ １ ． ２ ７ １０ ． ８ ３ ９０ ．０ ５ ７０ ．０４６０ ．０９ ３０ ．０５４０ ．０７８０ ．０７３０ ．０７２

４＃０ ． ８ ７２０ ．４ １ ８０ ． １ ３０ ．０４７０ ． １ ０７０ ． ０９３０ ．０６ １０ ． ０５ ８０ ． ０５ ９

５持０ ． ８４６０Ｊ ６ １０ ． ０８３０ ． ０６９０ ． １ ２２０ ． ０６６０ ．０４３０ ． ０４０ ． ０４５

２ ５



３ ．９ 单抗亲和常数的测定

经 曲线 回 归拟合抗体浓度与 ＯＤ
４ ５ ０ 的 曲线模型 ， 得 出 ５ ０％ＯＤ４ ５ ０

．

６３ ０ ， ｉｍ 对应的抗体浓

度 ， 根据亲和常数计算公式计算 ， 本试验结果得到 １ ＃亲和常数＝

６ ． ０３ Ｘ１ ０

９

Ｌ ／ｍｏ ｌ ；２＃亲

和常数＝

２ ．４ Ｘ ｌ 〇
ｉ ＂

Ｌ ／ｍ ｏ ｌ ； ３＃亲和常数＝

３ ． ８ Ｘ ｌ 〇
ｉ ＂

Ｌ ／ｍｏ ｌ ；
４＃亲和常数＝

： １ ． ４ Ｘ ｌ 〇
ｉ Ｇ

Ｌ ／ｍｏ ｌ ；

５＃亲和常数＝
１ ． ５ Ｘ ｌ 〇

Ｗ
Ｌ ／ｍｏ ｌ ， 结果表明 ５ 株单克隆抗体的相对亲和常数都在 １ ０

９

数量级

Ｗ上 ， 具有较好的抗原结合能 力 ， 通过 比较 ５ 株单克隆抗体亲和常数值的大小 ， 可 兰^得

出 ３＃单克隆抗体的亲和 力 更高 （ 见 图 ４ ） 。

—

私 、

占
中巧

Ｉ 巧 古 吗

０２

片 式 卢 片
、
卢并

＂

／＾护 ＜／ ．卢 ，
奸／／

：

ｔ
、

＂

Ｖ占
－

、

ｉ
－ ￣ ： ｆ

图 ４ 不 同抗体浓度下 〇〇
４ ５０ ＿６ ３ ０ 值

Ｆ ｉ ｇ ． ４ＯＤ
４ ５ ０

． ６Ｍ ） 
Ｖａ ｌ ｕｅｏ ｆ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ

ｃｏｎ ｃ ｅｎ ｔ ｒａ ｔ ｉ ｏｎｓ

３ ． １ ０ 单抗抗原表位的初步鉴定

经相加 ＥＬ Ｉ ＳＡ 法计算 出 ５ 种 ＭｃＡｂ ｓ 的 Ａ Ｉ 值 ， 试验结果表明 ， ４＃杂交瘤细胞与 ５＃

杂交瘤细胞 Ａ Ｉ
＜

１ ０％ ， 表示两株 Ｍ ｃＡｂ ｓ 针对抗原表位相近 ： 其余的杂交瘤细胞

１ ０％＜Ａ Ｉ＜ ５０％ ， 表 明被测两株 Ｍ ｃＡｂ ｓ 识别 的抗原结 合位点有差异抗原表位 （ 结果见表

１ ６ ） 。

表 １ ６ 抗原表位巧步 鉴定结果

Ｔａｂ ｌ ｅ １ ６ Ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ａｎ ｔ ｉ

ｇｅｎｅｐ
ｉ ｔｏｐｅｓ

１ 冉 ２＃ ３ 掉 ４掉 ５冉

］ 材 ０ ． ７８９ ３ １ ． ５９％４０ ． ２ ８％２２ ． ８ ７％ ３ ３ ． ７ ５％

２＃ １ ． ２ ８ ９ １ ． １ ７ １ ２ １ ．０ ７％ １ ６ ． ５９％ ２６ ． １ １ ％

３＃ １ ． ３ ７ ８ １ ． ４ ２ ０ １ ． １ ７５６７２ ３ ． ５ ６％ ２ ２ ． ９ ０％

４材 １ ． １ ５ ２ １ ． ３ １ ５ １ ． ３ ９ ７ １ ． ０８６ ０ ． ２４％

５材 １ ． ２ ２ １ ． ３ ９ １ １ ． ３ ５ ７ １ ． ０６３ １ ． ０３ ５３３

黑体字表示每 种 单化的 ｏＤｗ ｕｗ ，
实 际测 定 ； 黑 体字 ｒ面表示每两株单抗共 同僻 育 的 〇ｄ

４ｗ＿ ６ｗ 实际测

定 ： 黑体字上面表示每两种单抗的 Ａ Ｉ 値
Ｂｏ ｌ ｄ ｆａｃｅ ｉ ｓｅａｃ ｈａｃ ｔ ｕａ ｌｍ ｅａｓｕ ｒｅｍ ｅｎ ｔｏｆ Ｍ ｃＡ ｂ ｓ ．Ｎ ｎｄ ｅ ｒ  ｔ ｈｅｂｏ ｌ ｄ ｆａｃ ｅ ｉ ｓａｃ ｔ ｕ ａ ｌｍｅａ ｓ ｕ ｒｅｍ ｅｎ ｔｏｆ ｅｖｅｎ

＾

ｔｗｏ

Ｍ ｃＡ ｂ ｓｃ ｏｍｍ ｏ ｎ ｉ ｎ ｃ ｕｂａ ｔ ｉ ｏ ｎ ． Ａ ｂｏｖｅｔ ｈｅｂｏ ｌ ｄ ｆａｃ ｅ ｉ ｓ ｔ ｈｅＡ Ｉｏ ｆ ｅｖｅ ｒｙ
ｔｗ ｏＭ ｃＡ ｂ ｓ

２ ６



４ ． 讨论

４ ． １ 病毒纯化

ＤＨＡＶ 病毒的颗粒直径为 ２０
－４０ｎｍ ， 呈球形或类球形 ， 病毒核衣壳呈二十面体对称 ，

衣壳上有 ３ ２ 个壳粒 ， 无囊膜结构 ， 包浆 内増殖
Ｉ Ｗ

。 ＤＨＡＶ－

１ 病毒纯化 比较困 难 ， 但是

病毒的纯化对于制备单克隆抗体和胶体金试纸条都是试验成败的关键因素 。 由 于该病毒

没有囊膜 ， 对环境的抵抗力很强 ， 对氯仿不敏感 ， 本试验根据文献 中 的报道的纯化

ＤＨＡＶ－

１ 病毒的方法 ， 将尿囊液反复冻融 ３ 次 ， 去除
一

些脂类物质 和杂蛋 白 ， ６０００ｒ／ｍｍ

离 屯、

１ ５ｍ ｉｎ ， 氯仿抽提 ３ 次 ， ４００００ｒ／ｍ ｉｎ 离 屯 、

２ｈ ， 纯化后 得到的病毒进行单克隆抗体

的制备 ， 因此本试验结 果表 明 ， 采用此方法纯化的 ＤＨＡＶ－

］ 病毒能够进行动物的 免疫 ，

成功进行 了 单克隆抗体的制备 。

４ ． ２ 细胞融合及筛选

本试验采用 小 鼠血清效价达到 １ ： １ 〇
４

上的 ＢＡＬＢ ／Ｃ 小 鼠进行细胞融合 ， 在做细胞

融合的时候 ， 融合率受很多 因素的影响 ： １ ． 血清效价 ： 细胞融合前小 鼠血清效价不高导

致阳性克隆少甚至没有 ；
２ ． 融合的时候 ＳＰ２ ／０ 小 鼠骨髓瘤细胞的状态 ： 选择对数生长期

的细胞 ， 此时细胞的形态 、 活力等均有利于细胞融合及筛选 ， ＳＰ２ ／０ 骨髓瘤细胞是次黄

嘿岭磯酸核糖转化酶 （
ＨＧＰＲＴ

）
缺陷型 的骨髓瘤细胞 ， 长期培养的骨髓瘤细胞系可能 会产

生突变细胞 ， 因此融合 的骨髓瘤细胞必须确保有无 回 复突变 ， 必要时可 ＾心用 ８
－杂氮鸟嘿

岭对细胞进行再诱导 ；
３ ． 饲养层细胞 ： 它并不是培养杂交瘤细胞所必须的 ， 但是它可

在很大程度上可 提高细胞的存活率 ， 加快细胞的生长速度 ， 为杂交瘤细胞提供必要的

生存条件 ， 吞喔死亡细胞及细胞碎片 ， 但是饲养层细胞数量过大 ， 消耗大量的营养物质 ，

不利于杂交瘤细胞生长 ， 因此饲养层细胞的浓度建议为 ２ －

３Ｘ １ ０
５

个 ／ｍ＾４ ．细胞融合 ：

融合的过程也是决定融合率高低的重要因素 ， 在融合的过程中
一

定要注意加 入融合剂的

时间 ， 时间过长或者过短对融合都有
一

定 的影响 ， 融合过程中动作
一

定要轻 ， 本试验主

要选择的是 ＰＥＧ１ ４５ ０ ，ＰＥＧ１ ４５ ０ 它 的融合效率虽然没有 ＰＥＧ４０００ 好 ， 但是它对细胞

的损害程度 比较小 ， 本试验结果表 明 ， 应用 ＰＥＧ １ ４ ５ ０ 细胞总体融合率较好 ； ５ ． 抗原纯

度 ： 抗原纯度较低 ， 在细胞飄合时得到的 阳性杂交瘤细胞的数量较少 ， 在后续筛选的时

候工作量较大 ， 本试验 由于鸭 甲 型肝炎病毒纯化较困 难 ， 得到的病毒量较少 ， 在筛选的

时候得到的 阳性孔较少 ， 给试验带来 了
一

定的 困难 。

在进行杂交瘤细胞的培养时 ， 耍注意观察细胞的状态 ， 及时进行亚克隆 ，
１＾、免阳性

克隆丢失 。 因此本试验巧构建好的 间接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法进 行亚型克隆的筛选 ， 通过有限稀

２ ７



释法第 ３ 次亚克隆后阳性细胞率为 １ ００％ ， 表明筛选出来的 ５ 株杂交瘤细胞是单克隆 ，

分别命名为 １ ＃ 、 ２ ＃ 、 ３ ＃ 、 ４ ＃和 ５ ＃ 。

一

定注意在融合和筛选的各个环节必须要保证细

胞不能污染 ， 在亚克隆时注意随时冻存细胞 ， 不然就会造成前功尽弃 。 在筛选的时候 ，

要考虑所制备的单克隆抗体的用途 ， 在本试验中所制备的单克隆抗体主要用 于之后胶体

金试纸条的标记 ， 来检测鸭 甲型巧炎病毒 ， 因此 ， 在筛选的时候 ， 所筛 出来的抗体必须

能跟全病毒反应 。

４３ 单抗特性

一

般情况下 ， 动物免疫应答反应首先产生亚型为 ＩｇＭ 型抗体 ， 在之后的二次应答反

应和加强反应时产生 ＩｇＧ 型抗体 ， ＩｇＧ 型抗体在抗体介导 的防御机理中 占主要位置 ， 在

实际应用 中 Ｉ
ｇＧ 抗体的应用较广 。 对本试验所获得的抗体进行 了抗体亚型 的鉴定 ， 有利

于我们更 多的去 了解抗体的特性 。 不 同 的抗体亚型 由于它 的性质不 同 ， 其纯化方法 レッ及

应用都有
一

定的差异
Ｐ ｓ

ｉ

。 本试验对筛选出来的 ５ 株抗体亚型鉴定表明 ， ｌ ＃ ＭｃＡｂｓ 类型

属于 Ｉｇ
Ｍ ，２ ＃ Ｍ ｃＡｂｓ 类型属于 ＩｇＧ ｌ ， ３ ＃ ＭｃＡｂｓ 类型属于 ＩｇＧ化 ， ４ ＃ 和 ５ ＃ ＭｃＡｂ ｓ

类型属于 ＩｇＧ２ａ 。 本试验中 ＩｇＭ 抗体的产生可能与小 鼠免疫系统对免疫原的应答不同有

关 ， Ｉｇ
Ｇ 抗体的获得为后续做胶体金试纸条准备好 了材料 。 将各株杂交瘤细胞注入 己用

弗 氏不完全佐剂致敏的 ＢＡＬＢ ／Ｃ 小 鼠体 内 ， 待小 鼠腹部明盈变大 ， 抽取腹水 ， 采用辛酸

－硫酸钱粗提和 ｒＰｒｏｔｅ ｉｎ Ａ／Ｇ 过柱纯化 ， 纯化结果如本章 图 ３ 结果所示 ， 包括
一

条重链和

一

条轻链 ， 纯化后 的单克隆抗体的效价均在 ２ Ｘ １ ０
５

Ｗ上 ， 与纯化前的效价无差异 。 在制

备腹水的时候 ， 要注意细胞的注射量和注射部位 ， 注射量过多容易形成实体瘤或者小 鼠

还未产生腹水就死亡 ， 注射量太少或者接种的细胞的状态不好将不容易产生腹水 。 用 间

接 ＥＬ ＩＳＡ 方法检测均能检测到传代至 １ ０代和冻存 １ 个月 后复苏的细胞上清呈阳性结果 ，

表明杂交瘤细胞性能稳定 。 在特异性试验中 ， ５ 株单抗均与 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 呈阳性

反应 ， 对鸭常见的其它致病病原 （ 鸭痛病毒 、 鸭大肠杆菌 、 鸭 己肝病毒 、 鸭坦布苏病毒 、

鸭沙 口 氏菌 、 鸭疫里默 氏杆菌等 ） 检测均为阴性 ， 进
一

步证实 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 之间

存在抗原交叉 Ｚｈａｎｇ 等 （ ２０ １ ３ ）用 ＤＨＡＶ－

１ 全病毒免疫小 鼠制备的单克隆抗体

４Ｆ８ 同时能识别 ＤＨＡＶ－

１Ｖ ＩＭ 抗原表位
７ ５

ＧＥ ＩＩＬＴ
８０

和 ＤＨＡＶ－

３ＶＰ １ 抗原表位
７ ５

ＧＥＶ ＩＬＴ
８ ０

。

本试验制备的单抗可 Ｗ识别 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 相 同 的抗原表位 。

２ ８



第二章 检测 １ 巧 ３ 型鸭甲肝病毒胶体金试纸条的研制

１ ． 材料

１ ． １ 毒株与菌株

ＤＨＡＶ－

１毒株 （ ＢＺＢ株 、 ＣＤ １ ２３ １株 、 ＤＹ０９０３株和Ｘ株 ） ， ＤＨＡＶ－

３毒株 （ ＣＺ １ ６０３ １ ２

株 、 ＱＬ株 、 ＱＬ １ ３株 、 ＭＹ０２株 、 ＹＡ １ ５ １ ００６株和ＳＤ １ ５ １ ２２７株 ） ， 鸭遍病毒 （ ＤＰＶ ＣＨｖ

株 ） ， 鸭大肠杆菌 （ Ｅ ． ｃｏ ｌ ｉ
， 保藏号 ： ＣＶＣＣ ８３００３ ） ， 肠炎沙口 氏菌 （ ＳＥ

， 保藏号 ；

ＣＭＣＣ ５ ００８ ３ ） ， 鸭疫里默 氏杆菌 （ ＲＡ ＣＨ－

１ 株 ） ， 鸭坦布苏有病毒 （ ＤＴＭＵＶ ） 、 小總痘

（ ＧＰＶ ） ： 由 四 川农业大学禽病防治研巧 中也保存提供 。

１ ．２ 试剂 、 材輯

兔抗ＤＨＡＶ－

１血清 ， 由 四川农业大学禽病防治研究中 屯、保存提供 ；

玻璃纤维素膜 （ＭＡ０２８０ 、 ＧＬ０ １ ９４ ） 、 样品垫 （ ＧＬｂ０３和ＧＬ －ｂ０４ ） 、 吸收垫 （Ｈ５ ０７２ ） 、

白色塑料卡 （Ａ－９ ） 、 底板 （ ＤＢ －

６ ） 、 ＮＣ膜 （ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＣＮＭＯ ， Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＣＮ％ ， ｖ ｉｖ ｉｄ ｎＯ

和Ｍｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ ｌ ３ ５ ） 、 衔接胶带 、 ２０ｎｍ胶体金溶液均购 自 上海杰
一

生物技术有限公司 ；

玻璃纤维素膜 （ ＣＢ －０８０ １ 、 ＳＢ０６ 、 ＶＬ ７８ ） ， 均购买于上海金标生物科技有限公司 ；

海藻糖 ， 购 自 于上海瑞永生物科技有限公司 ；

ＢＳＡ ， 购 自 上海艾信生物科技有限公司 ；

１ ． ３ 主要试剂的配置

（
１
）金标抗体重悬液 ： Ｉ

ｇ Ｂ ＳＡ ， ｌ Ｏ ｇ 薦糖 ， ５ ｇ 海藻糖 ， 化０ ５ ｇ 酪蛋 白 ， Ｏ ． ｌ ｇ 叠氮化钢 ，

１
ｇ

ＰＥＧ ２００００ 用 Ｏ ．Ｏ ｌｍｏ ｌ／Ｌ 的 ｐＨ８ ． ０阳 Ｓ 缓冲液 １ ００ｍＬ 溶解 ， 分装 ，

－

２０

’

Ｃ储存备

用 ；

口 ）
１ ０％ ＮａＣ ｌ ：ＮａＣ ｌ ｌ ｇ ， 加入 ｌ Ｏ ｍＬ 超纯水 ， 分装 ４

‘

Ｃ保存各用 ；

（
３
）

１ ０
〇
／〇 ＢＳＡ ： 称取 Ｉ ｇ ＢＳＡ ， 加入超纯水 ｌ Ｏ ｍＬ ， 分装 ，

－２０

’

Ｃ保存备用 ；

（
４
）
０ ． １ｍｏ ｌ／Ｌ Ｋ

２
Ｃ〇

３
； 称取 Ｋ２Ｃ〇 ３

Ｕ ８
ｇ ， 溶解于 ｌ ＯＯ ｍＬ 超纯水中 ， 分装 ， ４

°

Ｃ保存备用 。

（
５
）
ＮＣ 膜封闭液 １％ＢＳＡ ；Ｉ

ｇ Ｂ ＳＡ 溶解于 ｌ Ｏ ｍＬ ＰＢ Ｓ 中 ， 分装 ，

－

２０

°

Ｃ保存备用 ；

１ ．４ 仪器设备

Ｈ维平面点膜喷金仪 （ ＨＭ３ ０３０ ， 上海金标生物科技有限公司 ）
；

２ ９



压壳机 （ ＹＫ７２ ５ ， 上海金标生物科技有限公司 ） ；

微电脑 自 动斩切机 （ 上海金标生物科技有限公司 ）
；

ＪＢ －

５ 定时双向数显恒温磁力揽拌器 （江苏省金坛市荣华仪器制造有限公 司 ）
；

２ ． 试验方法

２ ． １ 玻璃器皿的清洁

制备胶体金试纸条所需要的所有玻璃器皿需要泡酸处理 （重铭酸钟 １ ０００
ｇ ， 加入浓

硫酸 ２ ５００ ｍＬ ， 加蒸饱水至 ｌ ＯＯＯＯ ｍＬ ） ， 浸泡过夜 ， 然后取出 ， 再用 自 来水清洗干净 ，

用蒸傭水冲洗 ４ －６ 次 ， 在烘箱中干燥 ， 然后进行珪化处理 ， 干燥备用 。

２ ．２ 胶体金颗粒质量鉴定

２ ．２ ． １ 肉眼观测

取 出在上海杰
一

生物技术有限公司购买的制备好的 ２０ｒｎｎ 的胶体金溶液 ， 用 肉眼观

察 ， 判定胶体金溶液的质量 。 质量较好的胶体金溶液肉眼观察清亮透明 ， 无浑浊沉淀 、

漂浮物 。

２ ．２ ．２ 紫外扫描鉴定

将胶体金溶液在 ４００ －６６０ｎｍ 条件下进行紫外光谱扫描 ， 观察胶体金颗粒的波峰位

置 ， 对胶体金溶液的质量进行鉴定 。

２ ． ３ 待标记抗体的处理

采用透析除盐的方法对抗体蛋 白进行处理

将待标记的抗体蛋 白溶液放置于透析袋中 ， 置于 化 ０ １ｍｏ ｌ／Ｌ 、 ｐＨ７ ．４ 的 ＰＢ Ｓ 溶液中 ４
°

Ｃ

透析过夜 ， 每隔 ４ｈ 更换透析液 。 ４

°

Ｃ ， １ ００００ｒ／ｍ ｉｎ 离必 ３０ｍｉｎ ， 去除抗体溶液中 的不

溶物 及蛋 白沉淀 ， 取上清液 ， 再测定蛋 白含量 ， 分装 ，

－２ （ＴＣ保存备用 。

２ ．４ 金标单克隆抗体的制备和纯化

２ ．４ ． １ 最适标记 Ｋ
２
ＣＯ

３ 的量

根据资料显示 ， 单克隆抗体的最佳 ｐ
Ｈ 为 ８ ．２ ， 但是 自 己按照要求也进行 了 优化 。 根

据表 １ ７ 试验步骤 ， 取 ２ ５０
 ｜

ｉＬ 胶体金溶液加入各管中 ， 向上述各管中加入不同浓度的 ０ ． １

３ ０



ｍｏ ｌ／Ｌ Ｋ２Ｃ〇３ 溶液量 ， 混匀 ， 静置 １ ０ｍ ｉｎ ， 将之前透析好的单克隆抗体用 化０ １ｍｏ ｌ／Ｌ ｐＨ７ ．４

的 阳 Ｓ 液稀释到 ２ｍｇ／ｍＬ 依次加入各管中 ， 混匀 ， 静置 １ ０ｍ ｉｎ ， 静止后加入 ２ ５ 咕 的

ＮａＣ ｌ 溶液混匀 ， 静止 ２ｈ 。 观察结果 ， 颜色保持红色不变的时候所对应 ０ ． １ｍｏ ｌ／Ｌ Ｋ
２
Ｃ〇

３

的添加量为最适标记单克隆抗体所加入的 ０ ． １ｍｏ ｌ／Ｌ Ｋ２Ｃ〇 ３ 的量 。

表 １ ７ ： 胶体金标记单克隆抗体 Ｋ
＾
ＣＯ

．

， 的量测定

Ｔａｂ ｌ ｅ １ ７ Ｔｈｅａｍｏｕｎｔ ｏｆ 化ｅ ｃｏ ｌ ｌｏ ｉｄａｌ

ｇｏ
ｌｄ

－

ｌａｂｅ ｌｅｄＫ
＾
ＣＯ

］

空 白 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １ ０ １ １

胶体金 （ ＨＬ ）２５０２５０２５０２５０２ ５０２ ５ ０２５０２５０２５ ０２ ５０２５０２５０

单克隆抗体 （
ＨＬ

）０ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５

０ ． １ ｍｏ ｌ ／ＬＫ
２
Ｃ〇

３０００ ． ５ １ １ ． ５２２ ． ５３３ ． ５４４ ． ５５

（
［

ｘＤ

ＰＢＳ仙 ） １ ０ ５４ ．５４３ ． ５３２ ． ５２ １ ． ５ １０ ． ５０

Ｎ ａＣ ｌ（
＾
ｉ Ｌ ）２５２５２５２５２ ５２５２５２ ５２５２ ５２５２５

２ ．４ ．２ 单克隆抗体最适稳定量

取 ２５０
＾

ｌＬ 胶体金溶液加入各管中 ， 向上述各管中加入己调节至最佳 ＰＨ 值的 ０ ． １

ｍｏ ｌ／Ｌ Ｋ２Ｃ〇 ３ 溶液量 ， 混匀 ， 静置 １ ０ｍ ｉｎ ， 将之前透析好的单克隆抗体按照表的步骤 ，

用 ０ ．０ １ １１１〇 １化 ９１１７ ．４ 的 ？８ ８ 液稀释成每管浓度分别为 ０ 帖／１１山 ， ４ ＾ｇ／ｍＬ ， ８ ｎｇ／ｍＬ ， １ ２

Ｈｇ／ｍＬ ，１ ６
 ｉ

－ｉｇ
／ｍＬ ，２０２４

 ｜

ｊｇ
／ｍＬ ， ２ ８

 ｜

ａｇ／ｍＬ ，３ ２
 ｜

Ｌｉｇ／ｍＬ ， ３６
 ｉ

＾ｇ／ｍＬ ，４０
 ｌ

ａｇ／ｍＬ ，

依次加入各管中 ， 混匀 ， 静置 １ ０ｍｉｎ ， 静止后加入 ２ ５
 ｆ
ｉＬ 的 １ ０％ ＮａＣｒ溶液混匀 ， 按照

表 １ ８ 试验步骤的顺序进行 ， 静止 ２ｈ Ｗ上 。 观察胶体金溶液颜色的变化的结果 ， Ｗ胶体

金溶液颜色保持红色不变的最低单克隆抗体加入量为单克隆抗体的最适稳定量 ， 在试验

操作 中 ， 常在最适稳定量的基础上再加上 １ ０％－２０％作为胶体金标记单克隆抗体的实际蛋

白 用量 。

表 １８ 胶体金标记单克隆抗体最低惊记里的测定

Ｔａｂ ｌ ｅ １ ８Ｏｐｔ ｉｍａ ｌａｐｐｒｏ
ｐ
ｒ ｉａｔｅｔｈｅａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｃｏ ｌ ｌｏ ｉｄａ ｌ

ｇｏ
ｌｄ ｌａｂｅ ｌｅｄｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌａｎｔ ｉｂｏｄｙ

空 白 １２３４ ５６７ ８９ １ ０ １ １

胶体金 （叫Ｊ２５ ０２ ５０２５０２５０２５０２５０２ ５０２５０２ ５ ０２ ５ ０２５０２５０

０ ． １ｍｏ ｌ ／ＬＫ
２
Ｃ〇

３

０３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３ ３

Ｃ ＾Ｌ ）

单
丐
隆
ｆ

端００ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １ ０

（雌 ）

Ｎ ａＣ Ｉ（
｜

ｉＬ ）２５２５２５２ ５２ ５２ ５２ ５２ ５２５２５２５２５

３ ］



２ ．４ ． ３ 单克隆抗体的胶体金标记

根据 ２ ．４ ． １ 和 ２ ．４ ．２ 试验优化出来的最适标记的单克隆抗体稳定量和最适标记单抗所

加入的 ０ ． １ｍｏ ｌ ／Ｌ ＫｓＣＸＤｓ 溶液量 ， 进行单克隆抗体的标记 。

（
１
）根据标记的总的胶体金溶液的量 ， 计算 出所需要标记的 ２＃单克隆抗体的量 ；

（
２

）
取 ５０ｍＬ 小烧杯 ， 加入 ２０ｍＬ 胶体金溶液 ， 用 ０ ． １ｍｏ ｌ ／Ｌ 杉〔〇

３ 按照 ２ ．４ ． １ 优化的用

量将胶体金溶液的 ＰＨ 值调节至最适 ＰＨ 值 ， 然后将小烧杯放置于磁力揽拌器上进

行揽拌 ， 海匀 ；

（
３

）
在梭拌的条件下 ， 用２００

＾
ｉＬ 移液器逐滴加入 己经纯化透析好的单克隆抗体 ， 继续揽

拌混匀 ， 室温静置 ３０ｍ ｉｎ ；

（
４

）在攪拌条件下 ， 加入 １ ０％Ｂ ＳＡ 至终浓度为 １ ％ ， 再继续攒拌 １ ０ｍ ｉｎ ， 室温静置 １ ５ｍ ｉｎ ，

４
‘

Ｃ保存备用 。

２ ．４ ．４ 金标单克隆抗体的纯化

（
１
）将标记好的金标单克隆抗体 ４

°

Ｃ ，２０００ｒ／ｍ ｉｎ ， 离也 １ ５ｍ ｉｎ ， 收集上清 ， 弃沉淀 ；

（
２

）将上清液 式^ ９００〇 １

＇

／ １１山１ ， ４

°

（：离屯、

２〇 １１１如 弃去上清 ， 注意轻轻吸取上清 ， 避免沉淀

重悬 ；

（
３

）
将沉淀用胶体金重悬液稀释至原体积 ， ９０００ｒ／ｍ ｉｎ ，４

‘

Ｃ离屯、 ２０ｍ ｉｎ ， 弃去上清 ；

（
４

）
重复上步操作 １

－２ 次 ；

（
５

）离屯、后的金标沉淀溶解于
一

定量的金标抗体重悬液中 ， ４
－

Ｃ密封保存 ；

（
６

）
将标记好的金标抗体溶液做紫外光谱扫描观察 ， 鉴定是否标记上 。

２ ． ５ 试纸条最佳试验条件的优化

２ ． ５ ． １ 纯化的兔抗 ＤＨＡＶ－

ｌ ＩｇＧ 的包被巧度的确定

按照第
一

章 ２丄 １ ０进行抗体的纯化 ， 将纯化的兔抗 ＤＨＡＶ－

１ 多抗用 化 ０ １ｍｏ ｌ／Ｌ 的 ＰＢ Ｓ

缓 ？中液稀释成〇 ．６ ｍｇ／ｍＬ ， ０ ． ８ ｍｇ
／ｍＬ ， Ｌ Ｏ ｍｇ／ｍＬ ， Ｌ２ ｍｇ／ｍＬ ， Ｌ４ ｍｇ／ｍＬ ， １ ． ６ ｍｇ

／ｍＬ ，

包被于 ＮＣ 膜上 ， 形成 Ｔ 线 。 将制备好的试纸条在其他条件不变的情况下 ， 观察试验结

果 ， 确定达到试纸条敏感度要求的最低兔抗 ＤＨＡＶ－

１ 多抗的稀释度 ， 即为多抗的最适包

被浓度 。

２ ． ５ ．２ 羊抗鼠 ＩｇＧ 的包被浓度的确定

将羊抗鼠 ＩｇＧ 用 ０ ． ０ １ｍｏ ｌ／Ｌ ＰＢ Ｓ 缓冲液稀释成羊抗 鼠 Ｉ
ｇ
Ｇ 浓度为 ０ ．２ｍｇ／ｍＬ ，０ ．６

ｍｇ
／ｍＬ ，Ｌ Ｏ ｍｇ

／ｍＬ ，１ ．４ ｍｇ／ｍＬ ， １ ． ８ ｍｇ／ｍＬ ， ２ ． ０ ｍ
ｇ
／ｍＬ ， 包被于ＮＣ膜上 ， 开若成 £ ！ 线 。

３ ２



将制备好的试纸条在其他条件不变的情况下 ， 观察显色结果 ， 确定达到试纸条敏感度要

求的最适羊抗鼠 ＩｇＧ 的稀释度 ， 即为所需的羊抗 鼠 ＩｇＧ 的最适包被浓度 。

２ ． ５ ．３ 胶体金标记的单克隆抗体的稀释度的确定

将胶体金标记好的单克隆抗体每 ｍＬ 分别加入 １ ００ １ ５ ０
＾

ｉＬ ， ２００
 ｜

ｉＬ ， ２５０

３ ００
 ｉ

ｉｉＬ ，３ ５０ 叫 ４００ 軒 ４５０
 ｜

ｉＬ 金标抗体重悬液 ， 分别滴加在相 同大小的玻璃纤维素

膜上 。 将制备好的试纸条在其他条件不变的情况下 ， 观察试验结果 ， 确定达到试纸条敏

感度要求所需要的最低金标抗体重悬液的量 ， 即为胶体金标记的单克隆抗体的最适稀释

度 。

２ ． ５ ．４ 试纸条组成材料的选择

２ ． ５ ．４ ． １ＮＣ 膜的选择

ＮＣ膜主要有ＳａｒｔｏｒｉｕｓＣＮ １ ４０ ，ＳａｒｔｏｒｉｕｓＣＮ％ ，ｖｉｖ ｉｄ１ ７０和Ｍ ｉＵ ｉｐｏｒｅ１ ３ ５这４种型

号 ， 用其分别包被 Ｔ 、 Ｃ 线 ， 干燥 、 封闭后进斤组装 ， 待检样品完全层析过 ＮＣ 膜后进

行结果的观察 ， 比较不同膜的显色情况 ， 选择流速在 ５
－

１ ０ｍｉｎ 的硝酸纤维素膜 。

２ ． ５Ａ２ 玻璃纤维素膜的选择

将 己经制各好的金标抗体分别标记在 ＣＢ０８０ １ 、 ＳＢ０６ 、 ＶＬ７８ 、 ＭＡ ０２８ ０ 、 ＧＬ ０ １ ９４

这 ５ 种不同型号的玻璃纤维素膜上 ， 巧
°

Ｃ温箱干燥烘干后 ， 按照 ２ ．６ 试验步驟组装试纸

条 ， 比较这 ５ 种不同的玻璃纤维素膜上金标抗体的释放情况 。

２ ． ５ ．４ ． Ｓ 样品垫的选择

样品垫主要有 〇心０３ 和 〇心０４ 两个货号 ， 将阴性 、 阳性鸭脏尿囊液滴加在样品垫

上 ， 按照 ２ ． ６ 试验步骤组装胶体金试纸条 ， 比较两种样品垫的释放情况 ， 选择最佳的样

品垫 。

２ ． ５ ．４ ．４ ＮＣ 膜封闭时间 的确定

为 了 降低对硝酸纤维素膜 （ＮＣ 膜 ） 的非特异性吸附 ， 采用 １％ ＢＳＡ 对 ＮＣ 进行封

闭 ， ＮＣ 膜上的 Ｔ 线包被兔抗 ＤＨＡＶ－

１ 多抗和 Ｃ 线包被羊抗鼠 ＩｇＧ 后 ， 干燥 ， 用 １％ＢＳＡ

分别在 巧
°

０条件下腊育 ０ｍ ｉｎ ， ３ ０ｍ ｉｎ ， ６０ｍ ｉｎ ， １ ２０ｍ ｉｎ ， 干燥 ， 按照 ２ ．６ 试验步骤将

制备好的试纸在其他条件不变的情况下进行姐装 ， 观察显色结果 ， 从而确定 ＮＣ 膜的封

闭时间 。

２ ．６ 胶体金试纸的组装

试纸条由样品垫 、 金标垫 、 ＮＣ 膜 、 吸水垫 、 底板 ５ 个部分组成 ， 按照试纸条的常

规方法进行姐装 ｔ
ｗ

’
ｗ

ｉ

， 具体步骤如下 ；

３ ３



（
１

）将纯化后 的兔抗 ＤＨＡＶ－

１ 多抗和羊抗 鼠 Ｉ ｇＧ 分别用 ０ ． ０ １ｍｏ ｌ ／Ｌ 的 ＰＢ Ｓ 缓冲液按照 ２ ． ５ ． １

和 ２ ． ５ ．２ 试验步骤稀释成最佳包被浓度 ， 分别包被于 ＮＣ 膜上 ， 形成检测线 （ Ｔ 线 ）

和质控线 （ Ｃ 线 ） ， 置 ３ ７

‘

Ｃ千燥过夜后 ， ４

°

Ｃ 密封保存备用 ；

口 ）将 己经标记好的 ２ ＃单克隆抗体用金标复溶液稀释成最适浓度 ， 滴加于玻璃纤维素膜

上 ， ３ ７

°

Ｃ干燥过夜 ， 制备成金标垫 ；

（
３

）按照 图 ５ 所示 ， 分别将 ＮＣ 膜 、 样 品垫 、 金标垫 、 吸收垫干燥后依次粘在底板上 ， 组

． 装成检测试纸条 ， 再将其装入塑料盒中 ’ 密封包装 ， 加入干燥剂 ’４

°

Ｃ 密封保存备

麵 １
；瞒 霉

ｉ＆ ｉ

ｉ

ｐ
Ｉ金

＾一

义公
师Ｌ －

１ 帛抗
ＮＣ膜 戊板

巧紅艳

图 ５ 胶体金试纸条组装示意 图

Ｆ ｉ ｇ ． ５Ｔｈｅａｓｓｅｍｂ ｌ

ｙ
ｄ ｉ ａｇｒａｍｏｆ ｃｏ ｌ ｌ ｏ ｉ ｄａ ｌ

ｇｏ ｌｄ化Ｓｔｓ ｔ ｒ ｉ ｐ

２ ． ７ 检测程序与结果判疋

２ ． ７ ． １ 鸭胚尿囊液或者菌体培养液的处理
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无菌采集鸭病料后 ， 剪碎 ， 放入盛有约 ５ ００生理盐水的灭菌 ＥＰ 管 中 ， 反复冻融

３ 次 ， 将 巨Ｐ 管在赖润振荡器上剧烈振荡 １
－

３ｍ ｉｎ 后 ， 向液体中加入等体积的裂解液

（ ０ ． ０ １ｍｏ ｌ ／Ｌ ＰＨ ７ ． ４ ＰＢ Ｓ溶液含２
〇
／〇Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ－

１ ００ ） 作 用５ｍ ｉｎ ， 剧烈振荡 ， ４

°

Ｃ８ ０００ｒ／ｍ ｉｎ

离 ，巳、

５ｍ ｉ ｎ ， 收集上清液用于检测 。

２ ． ７ ． ３ 样品检测的结果判化

取 １ ００ 咕 样 品 滴加到样品垫上 ， ５
－

１ ０ｍ ｉｎ 内 观察显色结果 ， 结果判定 ： 如果 Ｔ 线

和 Ｃ 线均显示 出清晰的红色条带则表示检测结 果为阳性 ， 样品 中 ＤＨＡＶ 病毒含量越高 ，

Ｔ 线显色就越深 ： 如果 只有 Ｃ 线显示 出红色条带则表示检测结果为 阴性 ： 如 果 Ｃ 线没显

３ ４



示出红色条带表示试验失败 ， 需重新进行检测 。

２ ． ８ 胶体金试纸条的检测

２ ． ８ ． １ 胶体金试纸条的灵敏性试验

将处理好的含有 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 的鸭胚尿囊液进行浓度的测定 ， 按照 ２ ． ６ 组装

的胶体金试纸条的检测方法 ， 将含毒鸭胚尿囊液按照 １ ： １ 、 １ ：２ 、 １ ：４ 、 １ ： ８ 、 １ ： １ ６ 、 １ ： ３２ 、

１ ：６４ 等倍比稀释后 ， 每个胶体金试纸条加入 １ ００ 叫＾ 的样品 ， １ ０ｍｉｎ 后观察显色情况 ，

确定该试纸条的最低检测浓度 。

２ ． ８ ．２ 胶体金试纸条的特异性试验

按照 ２ ． ６ 组装的胶体金试纸条的检测方法 ， 将所制备好的胶体金试纸条分别检测正

常的鸭胚尿案液 、 ＤＨＡＶ－

１ 病毒的鸭巧尿囊液 、 ＤＨＡＶ－

３ 病毒的鸭胚尿囊液 、 鸭瘋病毒 、

小据癌病毒 、 鸭坦布苏病毒 、 鸭疫的菌体培养液 、 沙 口 氏菌的菌体培养液和大肠杆菌的

菌体培养液 ， 观察显色结果 ， 判定该胶体金试纸条的特异性 。

２ ． ８ ．３ 胶体金试纸条的重复性试验

按照 ２ ．６ 姐装的胶体金试纸条的检测方法 ， 分别 同时检测含有 ＤＨＡＶ－

１ 病毒的尿囊

液 、 含有 ＤＨＡＶ－

３ 病毒的尿囊液 ， Ｌ义及阴性鸭歴尿囊液 ， 用 ３ 个不 同批次的胶体金试纸

条进行检测 ， 每个批次用 阴性 、 阳性鸭胚尿囊液各重复检测 ３ 次 ， 观察显色结果 ， 碗定

其重复性 。

２ ． ８ ．４ 胶体金试纸条的保存期试验

按照 ２ ．６ 组装的胶体金试纸条的检测方法 ， 将胶体金试纸条干燥密封后 ， 分别保存

于 ４

‘

Ｃ 、 室温和 ３ ７

‘

Ｃ ， 每隔
一

个月 ， 分别用 阴性鸭胚尿襄液和含 ＤＨＡＶ 的 阳性鸭胚尿囊

液进行检测 ， 观察显色结果 ， 确定其试纸条的稳定性 。

２ ． ８ ． ５ 临床样品的检测

分别用制备好的胶体金试纸条与本实验室构建的 ＲＴ－ＰＣ民方法 ｆ
ｓｑ
同时对养殖场送检

的 １ ６２ 份疑似样品按照 ２ ． ７ ．２ 方法处理后 ， 进行胶体金试纸条和 ＲＴ－ＰＣＲ 的检测 ， 比较

两者的符合率 。

３ ５



３ ． 结果

３ ． １ 胶体金溶液质量鉴定

２０ｎｍ 胶体金溶液颜色为红色 ， 溶液均匀透明 。 紫外光谱扫描 ， 在 ５ ２０ｎｍ 左右为

最大吸收值 ， 符合试验要求 （如 图 ６ 所示 ） 。
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》

图 ６ ．胶体金溶液紫外光谱扫描

Ｆ ｉｇ ． ６ＵＶ－

ｖ ｉ ｓｓｐｅｃ
ｔｒｏ ｓｃｏｐｙ

ｏｆ ｎａｋｅｄｃｏ ｌ ｌｏ ｉｄａ ｌ

ｇｏ
ｌ ｄ

３ ．２ 胶体金标记抗 ＤＨＡＶ－

ｌ 单抗复合物的鉴定

胶体金颗粒标记 ＤＨＡＶ－

ｌ 单抗后 ， 将胶体金 －单抗复合物在 ４００
－

６６０ｎｍ 范围 内进行

紫外光谱的扫描 ， 与未标记的胶体金颗粒相 比 ， 它的最大吸收峰向右移动 ４ｎｍ ， 由此可

Ｗ说明单抗被成功标记上 了 ， 使得直径增加 （ 见图 ７ ） 。
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图 ７ 胶体金紫外光谱妇描
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３ ． ３ 金标抗体的优化

３ ．３ ． １ 胶体金最佳标记 Ｋ
２
ＣＯ

３ 的量的确定

２冉纯化腹水进行胶体金的标记 ， 每 ｎｉＬ 胶体金溶液分别加入不 同浓度的 ０ ． １ｍｏ ｌ ／Ｌ

Ｋ
２ＣＯ ３ 溶液 ， Ｔ 线包被兔抗 ＤＨＡＶ－

１ ， Ｃ 线包被羊抗 鼠 Ｉ

ｇ
Ｇ ， 按照 ２ ． ４ ． １ 试验步骤 ， 保持

红色稳定不变的最低量为佳标记 Ｋ
２
０）

３ 的量 ， 确定 ７ 号为最佳 Ｋ
２
ＣＯ

３ 的标记量 ． 即 ０ ． １

ｍｏ ｌ ／Ｌ Ｋ ２
Ｃ〇 ３加入量为 １ ２

 ｜

ｉＬ／ｍＬ（ 见图８ ） 。
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图 ８ 胶体金试纸条最佳标记 Ｋ
２
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３ 的量
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３ ． ３ ．２ 胶体金最佳标记蛋 白量

将胶体金溶液对 ２ ＃ 纯化腹水进巧标记后 ， 如 图 ９ 结果所示 ， 发现 ２ ＃ 纯化腹水的

标记量在 ５ 号时颜色呈灰色 ， 单克隆抗体的标记量在第 ６ 和 ７ 号颜色呈红色不变 ， 但是

离私后部分不能复溶 ， 因此单克隆抗体浓度在第 ８ 号时为最佳蛋 白标记量 ， 即最佳标记

量为 ２ ８
＾
１
爸
／ １１１＾ 在这个量的基础上加上 ２０％ ， 此时 ３４

４呂細１ 为单克隆抗体 的最佳标记

量 。

空 商１２３ ４ ５ ６７８目１０１ １

图 ９ 胶体金最佳标记蛋 白量
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３ ． ４ 试纸条的优化

３ ．４ ． １Ｃ 线浓度的优化

Ｃ线用０ ． ２ ｍｇ／ｍＬ 、 ０ ． ６ ｍｇ／ｍＬ 、 ｌ ．Ｏ ｍｇ／ｍＬ 、 １ ． ４ ｍｇ／ｍＬ 、 １ ． ８ ｍｇ／ｍＬ 、 ２ ． ０ ｍｇ
／ｍＬ羊

抗 鼠 ＩｇＧ 进行包被 ， 结果显示 ２ 号 （ 即 ０ ． ６ｍｇ／ｍＬ 羊抗 鼠 Ｉ ｇＧ ） 显色颜色较浅 ， 不 易观

察试验结果 ， 因此 ３ 号为最佳包被量 ， 即羊抗 鼠 ＩｇＧ 浓度为 ｌ ． Ｏ ｍｇ
／ｍＬ （ 见图 １ ０ ） 。
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團 ， ０ 胶体金试纸条 ｃ 线浓度 自ｍ 化

１

－６分别表示羊抗 鼠 Ｉｇ
Ｇ浓度 为 ０ ． ２ｍ ｇ
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／ｍ Ｌ 、 １ ． ８ｍｇ
／ｍ Ｌ 、 ２ ． ０ｍ

ｇ
／ｍＬ ；

７ 表示 阴性
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Ｔｈｅｃｏｎｃｅ ｎ ｔ ｒａ ｔ ｉ ｏｎｏｆ
ｇｏａ ｔａｎ ｔ ｉ

－
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１ ． ８ｍｇ／ｍ Ｌ
，２ ． ０ｍ ｇ

／ｍＬ ．７ ｉ ｓｎｅｇａｔ ｉ ｖ ｅ

３ ．４ ． ２ 金标抗体巧度的优化

１ｍＬ 胶体金溶液 中加入 ３ ４ 帖 的 ２＃ 纯化腹水进行标记 ， 离屯、后用胶体金复溶液进

行重悬 ， 当每 ｍＬ 标记液添加金溶胶复溶液 ０ ．４ｍＬ ， 显色较浅 ， 即 ８ 号思色略浅 ， 则在

７ 号时 ， 为最佳复溶液添加量 ， 即最佳复溶液为每毫升标记后加入 ４００胶体金复溶液

（ 见图 １ １ ） 。

玉２ ３ ４ ５ ６ ７ ８削 化

１１ １ １１ １ １ １ １

图 ｎ 胶体金试纸条金标抗体浓度 的优化
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３ ．４ ． ３Ｔ 线巧度优化

Ｔ线分别用０ ． ６ ｍｇ
／ｍＬ ，０ ． ８ ｍｇ／ｍＬ ， ｌ ． Ｏ ｍｇ／ｍＬ ， １ ．２ ｍｇ／ｍＬ ， １ ．４ ｍｇ／ｍＬ ， １ ． ６ ｍｇ

／ｍＬ

的纯化的兔多抗进巧包被 ， 结果显示 ２ 号 （ 即 ０ ． ８ｍｇ
／ｍＬ ） 显色颜色较浅 ， 不 易观察结

果 ， 因此 Ｔ 线上兔抗 ＤＨＡＶ－

１ 多抗浓度为 ３ 号 （ 即 ｌ ． Ｏ ｍｇ
／ｍＬ ） 为最佳包被量 （ 见 图 １ ２ ） 。
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图 １ ２ 胶体金试纸条 Ｔ 线浓度 的优化
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６号分别表示Ｔ线 多抗浓度为０ ．６ｍｇ／ｍＬ 、 ０ ． ８ｍｇ
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３ ．４ ．４ＮＣ 膜的选择

试验结果 由表 １ ９ 可知 ， ８３１１〇 １

＇

山 ５ 灯４ １ ４０ 和 ＾ １邮〇化 １ ３ ５ 显色均较快 ， 在 １ 〇 １１１ ； １１ 左

右均可盈色 ， 但是 Ｓａｒｔｏｒ山 ｓ ＣＮＭＯ 显色后背景不干净 ， 有层析不完全的现象 ， 通过综合

比较这 ４ 种膜 ， Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｐｏ ｒｅ１ ３ ５ 更符合试纸条设计要求 。

表 １ ９ 不 同 ＮＣ 膜 比较结果

Ｔａ ｂ ｌ ｅ １ ９Ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒｅｎ ｔＮＣｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅｃ ｏｍ ｐ ａ ｒ ｉ ｓｏｎｒｅ ｓ ｕ ｌ ｔ ｓ

ＮＣ膜Ｓ ａｒｔｏ ｒ ｉ ｕ ｓＣＮ １ ４ ０Ｓａ ｒｔｏ ｒ ｉ ｕ ｓＣＮ ９ ５ｖ ｉ ｖ ｉ ｄ １ ７０Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｐｏ
ｒｅ １ ３ ５

显色时间８
－

１ ０ｍ ｉ ｎ（ 适 中 ） １ ５
－２０ｍ ｉ ｎ（ 慢 ） ２０ －３ ０ｍ ｉ ｎ（ 慢 ）５

－

１ ０ｍ ｉ ｎ（ 适 中 ）

虽色背景不干净不干净干净干净

３ ．４ ． ５ 玻璃纤维素膜的选择

ＣＢ ０ ８０ １ 、 ＳＢ０６ 、 ＶＬ７ ８ Ｗ 及 ＧＬ０ １ ９４ 上的金标抗体释放不完全 ， 有很多金标抗体残

留在膜上 ， ＣＢ０ ８０ １ 上的金标抗体释放速度极慢 ， ＭＡ０２０８ 上释放完全 ， 故选择 ＭＡ０２ ０８

作为结合释放垫 。

３９



３ ． ４ ． ６ 样品垫的选择

购买的胶体金套装 中 〇心０ ３ 和 ＧＬ０４ 样品垫不需要做任何处理 ， 直接用于检测 ，

检测结果显示 ， 样 品垫 Ｇレ０ ３ 样品在垫上流动速度较慢 ， 样 品 大量被样 品垫直接吸收 ，

不利于样品与金标抗体结合 ， 造成样 品 的浪费 ， 故选择 〇心０４ 。

３ ． ４ ． ７ＮＣ 膜封闭时间的确定

取 出封闭 ０ｍ ｉｎ ，３ ０ｍ ｉｎ ， ６０ｍ ｉ ｎ ，１ ２０ｍ ｉｎ 试纸条后进行干燥 ． 观察试纸条 的显色

结果 ， 试验结果表明 ， 封闭 ０ｍ ｉｎ 和 ３ ０ｍ ｉｎ 试纸条拖带 比较严重 ， 封 闭 ６０ｍ ｉｎ 和 １ ２０ｍ ｉｎ

效果均较好 ， 无 明 显差异 ， 因此选择 ６０ｍ ｉｎ 为 ＮＣ 膜最佳封 闭时 间 。

３ ． ５ 胶体金试纸条的检测

３ ． ５ ． １ 重复性

用 ３ 个不 同批次的胶体金试纸条分别检测 ＤＨＡＶ－

１ 、 ＤＨＡＶ－

３ 感染鸭胚尿囊液 Ｌ义及

阴性鸭胚尿囊液 ， 每个批次重复检测 ３ 次 ， 显色结果如 图 １ ３ 所示 ． 均无明虽 的差异 ，

试验结果表明该试纸条具有 良好的重复性 。

１ ２ ３ １ ２ ３

’



＾—＿

Ｉ
－

－
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ＰｆＰ
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：
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图 １ ３ ．胶体金试纸条重复性试验

Ｋ２ 和 ３ 分别表示第 １ 批次 、 第 ２ 批次和第 ３ 批次 ；
ａ 表示检测 ＤＨＡＶ－

１ 的重复性试验 ；
ｂ 表示检

测 ＤＨＡＶ－

３ 的 重复性试验

Ｆ ｉ

ｇ ．  １ ３Ｔｈ ｅｒｅ
ｐ
ｅ ａ ｔ ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙ

ｏ ｆ ｃｏ ｌ ｌ ｏ ｉ ｄ ａ ｌ

ｇ
ｏ ｌ ｄｓ ｔ ｒ ｉ

ｐ

Ｆ ｒｏｍ １Ｋ）３ａｒｅ化 ｒｅ ｅｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｂａ ｔ ｃ ｈ ｅ ｓｏ ｆ ｓ ｔ ｒ ｉ

ｐ
ｓ ，ａ ｉ ｓ化 ｅｒｅ

ｐ
ｅａ化 ｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ｏ ｆ ＤＨＡＶ－

１ ．ｂ ｉ ｓ 化 ｅｒｅｐ ｅ ａ化ｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｏｆ

ＤＨＡＶ－

３

３ ． ５ ． ２ 特异性

应用 制备 的胶体金试纸条对不 同 的水禽病滴 原进行检测 ， 结果如 图 １ ４ 所示 ， 对鸭

胚尿囊液 、 鸭磕摘毒 、 鴨坦布苏病毒 、 小鶴磕病毒 ， 肠 灾沙 ｎ 氏 齒 、 ＲＡ 和 Ｅ ． ｃｏ ｌ ｉ 的检

测结果呈阴性 ， 该试纸条具有 良好的特异性 。

４０



Ｇ ＰＶ ＤＴＭＵＶｔ ｃｏ ｌ ｉ Ｓ ＥＲＡＤ ＰＶＤＨＡＶ － ３ＤＨＡＶ －

１阴巧
Ｐ Ｗ ＊ ， ＞ Ｙ １  ＜ ＊

，

？ ； ／ ＞
＇

＂ ？ ０
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， Ｉ ｔ ｔ
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 ；４
；
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： Ｉｉｉ
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，

Ｉ ＪＩ

Ｉ１ ｊ＃ ：

＃

图 １ ４ ．胶体金试纸条特异性试验

Ｆ ｉ ｇ ．  １ ４Ｔｈ ｅｃｏ ｌ ｌ ｏ ｉ ｄａ ｌ

ｇｏ ｌ ｄｓｔｒ ｉｐ

ｆｏｒ 化巧 ｉ ｎｇ
ｄ ｉｆｆｅ ｒｅｎ ｔｗａｔｅ ｒｆｏｗ ｌ

ｐａ
ｔｈｏｇｅｎ

应用制备的胶体金试纸条对 ＤＨＡＶ－

ｌ 和 ＤＨＡＶ－

３ 进行检测 ， 结 果如 图 １ ５ 所示 ， 其

中 ４ 株 ＤＨＡＶ－ Ｕ Ｂ沈 株 、 ＣＤ １ ２ ３ １ 株 、 ＤＹ０９０３ 株和 Ｘ 株 ）检测结果呈阳性 ， ６ 株 ＤＨＡＶ－

３

（ ＣＺ １ ６ （ｍ ２株 、 ＱＬ株 、 ＱＬ １ ３株 、 ＭＹ０２株 、 ＹＡ １ ５ １ ００６株和ＳＤ １ ５ １ ２２７ ） 检测结果呈

阳性 。

１２ ３４ ５ ６ ７ ８ ９１０１ １

ＩＩ
ＩＩＩ

ｉ？ ＾ ４Ｊ

ｉｌ ｌｒｉ ｌ ｌＩ ｔｉ
圍 １ ５ ． 胶体金试纸条对 ＤＨＡＶ－

ｌ 和 ＤＨＡＶ－

３ 进行检测

１

－

５ 、 ７分别表示ＤＨＡＶ－

３毒株 （ ＣＺ １ ６０３ １ ２株 、 ＱＬ株 、 ＱＬ １ ３株 、 ＭＹ０２株 、 ＹＡ １ ５ １ ００６株 、 ＳＤ １ ５ １ ２ ２ ７

株 ）
；

６ 、 ８
－

１ ０ 分别表示 ＤＨＡＶ－

１ 毒株 （ ＢＺＢ 株 、 ＣＤ Ｉ ２ ３ １ 株 、 ＤＹ０９０３ 株 、 Ｘ 株 ）
；
ｎ 表示阴性对照

Ｆ ｉ

ｇ
．  ］ ５Ｔｈ ｅｃ ｏ ｌ ｌ ｏ ｉ ｄ ａ ｌ

ｇ
ｏ ｌ ｄｓ ｔ ｒ ｉ

ｐ
ｆｏ ｒ ｋ ｓ ｔ ｉ ｎ

ｇ
ＤＨＡＶ－

１ａｎ ｄＤＨＡＶ－

３

１Ｕ）５ａｎ ｄ７ａ ｒｅＤＨＡＶ－

３ （
ＣＺ １ ６０３ １ ２ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ －

Ｑ Ｌｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ．

ＱＵ ３ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ．Ｍ Ｙ ０２ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ．ＹＡ １ ５  ］ ００ ６ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ．

ＳＤ １ ５ １ ２ ２ ７ｓＵａ ｉ ｎｒｅ ｓｐｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌ ｙ ）
．６ａｎｄ８ｔｏ １ ０ａ ｒ ｅＤ ＨＡＶ－

１（
ＢＺＢｓ ｔ ｒａ ｉｎ

，ＣＤ １ ２ ３ １ｓｔｒａ ｉｎ ．ＤＹ０９０３＾ｒａ ｉｎ
，
Ｘ

ｓｔｒａ ｉ ｎ ｉ

＊

ｅ ｓ
ｐ
ｅｃ ｔ ｉ ｖｅ ｌｙ ）

．ｎ ｉ ｓｎ ｅｇａｔ ｉ ｖ ｅｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

３ ． ５ ． ３ 稳定性

将胶体金试纸条密封保存于 巧
°

Ｃ 、 室温和 ４

°

Ｃ ， 每隔
一

个月 后进行检测 ， 结果表 明

Ｈ个不 同储存条件保存Ｈ个月 后 阴性 、 阳性检测效果均较好 ， 因此试纸条在 巧
’

Ｃ 、 室温

和 ４

°

ＣＨ种不 同 的条件下至少可 Ｗ保存 ３ 个月 ， 其稳定性均较好 （ 见 图 １ ６ ） 。

４ １
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图 １ ６ 胶体金试纸条稳定性试验结果

１ ； 保存 １ 个 月 ：
２ ： 保存 ２ 个 月 ：

３ ： 保存 ３ 个 月

Ｆ ｉ ｇ ．  １ ６ＴｈｅＳ化ｂ ｉ ｉ ｉ ｔｙ
ｏ ｆ 化 ｅｃｏ ｌ ｌ ｏ ｉ ｄａ ｌ

ｇｏ ｌ ｄＳｔ ｒ ｉ

ｐ

１ ｉ ｓｓａｖｅａｍｏｎｔｈ ．２ ｉ ｓｋｅｅｐ
２ｍｏｎｔｈ ，３ ｉ ｓｋｅｅｐ

３ｍ ｏｎ ｔｈ

３ ． ５ ． ４ 灵敏度

通过 ＢＣＡ 检测 ＤＨＡＶ－

ｌ 病毒蛋 白 的含量为 ０ ． ６ ｍｇ ／ｍＬ ， 每个试纸条 的添加量为 １ ００

ｍＬ ， 因此按照 １ ： １ 、 １ ： ２ 、 １ ：４ 、 １ ： ８ 、 １ ： １ ６ 等进行倍 比稀释 ， 在 ７ 号 （ 即 １ ： ６４ ） 的稀释度

时条带较浅 ， 在 ８ 号 （ 即 １ ： １ ２ ８ ） 稀释度时 ， 只有 Ｃ 线显色 ， Ｔ 线不显色 ， 因此 ， 该试

纸条 的 灵敏度为 １ ： ６４ ， 即 ０ ． ９
｜

ａ ｇ（ 见 图 １ ７ ） 。

４ ２



１ ２ ３４ ５ ６ ７ ８ ９ １ ０

圓 Ｉ

图 １ ７ ＤＨＡＶ－

１ 病毒 灵敏度试验结果

１
－９ 分别表示病毒蛋 白 含量为 １ ： １（ ６０ 峭 ） 、 １ ： ２ （ ３０ 鸭 ） 、 １ ： ４ （ １ ５ 化 ） 、 ｌ ： ８ （ ７ ． ５ ＾ｇ ） 、 １ ： １ ６ （ ３ ． ６ 鸭 ） 、
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Ｈｇ ）
． ｌ ：＾

（
１ ． ８ ＾ｇ ） ． １ ：６４

（
０ ． ９

＾ｇ ）
． １ ： １ ２ ８

（
０ ． ４ ５

＾
ｉｇ ）

． １ ：２ ５ ６
（
０ ． ２ ３

 ＾
ｉｇ ）

通过 ＢＣＡ 法检测 ＤＨＡＶ－

３ 病毒蛋 白 的含量为 ０ ． ３ｍｇ
／ｍＬ ， 每 个试纸条的添加量为

１ ００
ｙ
Ｌ ， 因此按照 １ ： １ 、 １ ：２ 、 １ ： ４ 、 １ ： ８ 、 １ ： １ ６ 等进行倍 比稀释 ， 在 ５ 号 （ 即 １ ： １ ６ ） 的稀

释度时条带较浅 ， 在 ６ 号 （ 即 １ ： ３ ２ ） 稀释度时 ， 只有 Ｃ 线显色 ， Ｔ 线不显色 ， 因此 ， 该

试纸条的灵敏度为 １ ： １ ６ ， 即 １ ． ８
 ｜

ｉｇ（ 见 图 １ ８ ） 。

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

ｉ
ｌ ｉ ｌ ｌ ｎｙｙ ■  Ｈ    ｍ ｉ

ｌ ｌ
ａ   ｍ ＊ Ｍ

Ｉ ，

｛ ｔ
户 ／ ’

‘ ： ｉ Ｉ ｆ
■

 、 ｄ

？
ｉ ｉ

ｒ：ｉｐ ｌ
ｉ
ｉ
Ｅ

ｔ
：ｉ

图 １ ８ ＤＨＡＶ－

３ 病毒 灵敏度试验结果

１

－

７分别表示病毒蛋 白 含量为 １ ： １（ ３〇 ｎｇ
） 、 １ ：２（ １ ５ 侣 ） 、 １ ：４（ ７ ． ５

ｆ
ｉ
ｇ

） 、 １ ： ８（ ３ ．６
ｆ
ｉ
ｇ

） 、 １ ： １ ６（ １ ． ８ ｎｇ
） 、

１ ： ３ ２（ ０ ．９ ＾ｇ
） 、 １ ：６４（ ０ ． ４ ５

＾ｇ
）

；８ 表示阴性

Ｆ ｉ

ｇ
．  １ ８Ｔｈｅｅｘｐｅｒ

ｉｍｅｎ ｔａ ｌ巧 ５ １ １ １ １５ｏｆ 化 ６ｓｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔｙ
ｏｆ ＤＨＡＶ－

３

Ｔｈｅｃ ｏｎ ｃ ｅ ｎ ｔ ｒａｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ
ｐ阳 ｔ ｅ ｉ ｎ行ｏｍ １化７ａ ｒｅ １

：
１（

３ ０
 ｜

ｉｇ ）
． １ ：２０ ５

 ｜

ｉｇ ）
． １ ： ４（

７ ． ５
 ｜

ｉｇ ） ． １ ： ８ （
３ ． ６

ｎｇ）
． １ ： １ ６

０ ． ８

｜

ｉｇ ）
． １  ： ；５ ２ （

Ｏ ．
９
 ｌ

ａ ｇ ）
． １ ： ６ ４

 （
Ｏ ．４５

 ｆ

ｉｇ ）

３ ． ５ ． ５ 临床样本的检测

对养殖场送检病料的 １ ６ ２ 份样品进行试纸条的检测 ， 并对其进行 ＲＴ－ＰＣＲ 的检测 ，

通过 比较试验结 果如表 ２０ 所示 ， 在 ＲＴ－ＰＣＲ 中检测 出 的 １ １ ５ 个阳性样本 中 ， 胶体金试

纸条检测 出 １ １ １ 个阳性 ； 在 ＲＴ－ＰＣＲ 检测 出 的 ４７ 个阴性样本 中 ， 胶体金试纸条检测 出 １

个阳性 ， ４６ 个阴性 。 因此本试验制 备的试纸条与 ＲＴ－ＰＣ民 相 比阳性符合率为 ９６ ． ５％

４ ３



（ Ｉ ｉｍ ｉ ５ ） ， 阴性符合率为９７ ．９％（ ４６ ／４７ ） 。

表 ２０ 试纸条检测临床样本的结果

Ｔａｂ ｌ ｅ２０Ｄｅｔｅｃｔ ｉｏｎｏｆ ｃ ｌ ｉｎ ｉｃａｌｓａｍｐ ｌ ｅｓ

试纸条检测ＲＴ－ＰＣＲ符合率

阳性阴性阳性阴性阳性阴性

总 １ ６２ １ １ ２５ ０ １ １ ５４７

肝脏 １ ４４ １ １ ０３４ １ １ ４３ ０

粪便 ３ １ ２０ ３９６ ． ５％ ９７ ． ９％
共巧 Ｊ ＾

 （ １ １ １ ／ １ １ ５ ） （ ４６／４ ７ ）

脾 １ ０ １ ９ １ ９

肾脏 ５ ０ ５ ０ ５

４ ．讨论

目 前检测 ＤＨＡＶ 的方法有很多种 ， 主要是根据临床诊断和病理学诊断 、 病毒中和试

验 ｔ气 ＥＬＩＳａ
Ｉ气 ＲＴ－ＰＣＲ

Ｐ ９
１

、 免疫 电镜 等 ， 其操作程序复杂 ， 用 时较长 ， 给试验带

来 了 很多不便 ， 从本试验的胶体金检测方法来看 ， 肉眼可 Ｗ观察试验结果 ， 操作简便 ，

缩短 了检测 的时间 ， 不需要特殊试验仪器设备 ， 具有广泛的应用价值 。

胶体金免疫层析技术 （ ＩＣＳ
，

ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ ｉｃ ｓｔｒｉｐ ） 常见的有 １＾
＾

＞下 ３ 种方法 ：

（ １ ） 双抗体夹屯、法 ： 常用于抗原样品 的检测 ， 用针对某
一

个抗原表位的单抗进行胶体

金的标记 ， 用 另
一

抗体包被于检测线上形成 Ｔ 线 ， 如检测人绒毛膜促性腺激素的早孕检

测试纸条
ｉ
ｗ

ｉ

；（ ２ ） 双抗原夹屯、法 ： 常用于血清中抗体的检测 ， 用抗原进行胶体金的标记 ，

用 另
一

抗原包被于检测线上形成 Ｔ 线 ， 如鸭肠炎病毒抗体的检测 （ ３ ） 间接法 ： 常用

于血清中抗体的检测 ， 用 ＳＰＡ 进行胶体金的标记 ， 用抗原包被于检测线上形成 Ｔ 线 ，

如猪圆环病毒 ２ 型抗体的检测 ｔＷ
。

本试验采用双抗体夹屯、法检测 ＤＨＡＶ－

１ ， 用胶体金标记 ＤＨＡＶ－

１ 单克隆抗体 ， 将纯

化的兔抗 ＤＨＡＶ－

１ 的 多抗包被于 Ｔ 线上形成检测线 ， 羊抗鼠 Ｉ
ｇ
Ｇ 包被于 Ｃ 线形成对照

线 ， 当检测的样品 中含有 ＤＨＡＶ－

１ 时 ， 抗原与胶体金 －单抗结合物中 的抗 ＤＨＡＶ－

１ 单抗

结合形成
＂

鸭 甲 型肝炎病毒 －金标 ＤＨＡＶ－

１ 单抗
＂

， 在层析过程中 ， 与包被于 Ｔ 线上兔抗

ＤＨＡＶ－

１ 多抗发生特异性结合 ， 形成
＂

ＤＨＡＶ－

１ 多抗 －鸭 甲型肝炎病毒 －金标 ＤＨＡＶ－

１ 单抗
＂

，

在 Ｔ 线上呈现出红色的条带 ， 没有与 ＤＨＡＶ－

１ 病毒结合的胶体金单克隆抗体继续 向前层

析 ， 达到 Ｃ 线处时 ， 胶体金颗粒上的单克隆抗体与 Ｃ 线处包被的羊抗 鼠 Ｉ
ｇＧ 发生特异

性结合 ， 在 Ｃ 线处也呈现 出红色的条带 ； 如果样品 中不含有 ＤＨＡＶ 病毒或者 ＤＨＡＶ－

１

病毒含量低于为 ０ ．９或者 ＤＨＡＶ－

３ 病毒含量低于 １ ． ８
４ｇ ， 则 只有 Ｃ 线 出现红色条带 ，

Ｔ 线不产生红色反应 。

４４



胶体金是
一

种 富含负 电荷的疏水溶液 ， 可 ｗ与 多种生物大分子结合形成稳定的复合

物 。 制备胶体金主要是用梓樣酸Ｈ納还原法
ｆ
ｓ －

ｓ
ｊ

， 在胶体金试纸条的制备过程 中 ， 需要注

意容器是否干净 ， 配制 的所有溶液必须用超纯水 ， 它对胶体金试验结果有很大的影响 ，

是试验成功的前提 ， 容器不干净容 易造成胶体金颗粒的 聚沉 ， 因此容器必须进行泡酸处

理 。

４ ． １ 胶体金试纸条的优化

４丄 １ 抗体的选择

本试验应用 的是双抗体夹私法试纸条 ， Ｃ 线上包被羊抗 鼠 ＩｇＧ ， 金标垫上 的抗体和

Ｔ 线上的抗体分别用 １ ＃ 、 ２ ＃ 、 ３ ＃ 、 ４ ＃ 、 ５ ＃单克隆抗体 切、及兔抗 ＤＨＡＶ－

１ 多抗进行配对

试验 ， 结果显示 ， ２ ＃单抗用 于金标抗体 ， 兔抗 ＤＨＡＶ－

］ 多抗包被于 Ｔ 线时 ， 显色效果

较好 ， 背景干净 。 因此 ， 最终确定 ２ ＃单克隆抗体为金标抗体 ， Ｔ 线上包被抗 ＤＨＡＶ－

１

多抗 ， Ｃ 线上包被羊抗 鼠 Ｉ
ｇ
Ｇ 。

４丄２ＮＣ 膜的优化

蛋 白与 ＮＣ 膜结合主要包括疏水作用 、 氨键 、 静 电作用 力等 ， ＮＣ 膜的孔径 、 Ｃ 线

和 Ｔ 线上的生物原料 、 缓冲液和封 闭液的配方 、 点样环境等对膜与蛋 白 的结合有很大的

影响 。

ＮＣ 膜 的选择主要考虑膜的孔径和蛋 白 的吸附能力 ， ＮＣ 膜的孔径越大 ， 蛋 白 与 ＮＣ

膜的结合 力就越低 ， 层析速度就越快 ；
ＮＣ 膜的孔径越 小 ， 层析速度也越小 ， 金标复合

物通过 Ｔ 线 的时 间就越长 ， 反应就越充分 １

８ ６
１

， 但是在减慢层析速度 的 同时 ， 也会増加非

特异性结合的机会 ， 造成假阳性 。 本试验通过对 Ｓａｒｔｏｒ ｉｕｓ ＣＮＭＯ ，Ｓａｒｔｏｒ ｉ ｕ ｓ ＣＮ％ ，ｖ ｉ ｖ ｉｄ

１ ７０ 和 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｐｏｒｅ１ ３ ５ 这 ４ 种膜 比较发现 Ｓａｒｔｏ ｒ ｉ ｕｓＣＮ １ ４０ 和 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｐｏ ｒｅ １ ３ ５ 显色均较快 ， 在

ｌ Ｏ ｍ ｉｎ 左右均可显色 ， 但是 Ｓａｒｔｏ ｒ ｉ ｕｓＣＮ １ ４０ 显色后背景不干净 ， 有层析不完全的现象 。

本试验中采用 化 ０ １ｍｏ ｌ ／ＬＰＨ ７ ．４ 的 ＰＢ Ｓ 缓冲液 ， １％Ｂ ＳＡ 对 Ｎ Ｃ 膜进行封 闭处理 ， 封闭

抗体上未结合的位点

如果 ＮＣ 膜上结合的蛋 白量太少 ， 那么检测结果 中 显色较弱 ， 而且检测灵敏度较低 ；

如果蛋 白不能牢固 的吸附于 ＮＣ 膜上 ， 那么在蛋 白 吸附于 ＮＣ 膜之前就会发生扩散或者

流过的检测物和表面活性剂溶液可能将吸 附于 ＮＣ 膜上的蛋 白洗掉 ， 从而使检测线较宽 、

显色较弱 ， 或者显色不清晰 ， 影响试验结果的观察 ； 如果 ＮＣ 膜上结合的蛋 白 太多 ， 造

成原料的浪 费 。 同 时在对 ＮＣ 膜点膜时 ， 要注意环境的湿度 ， 最佳湿度
一

般在 ４５％－

６ ５％ ，

湿度过低容 易 出现散点 ， 湿度过高 ， 容 易 引 起 Ｔ 线 、 Ｃ 线变宽扩散 ｆ
８ ６ ＇ ８ ７

ｌ

。 本试验在试纸

条的研制方面 ， 环境湿度较难控制 ， 只 能更 多 的对 Ｔ 线和 Ｃ 线上包被的 兔抗 ＤＨＡＶ－

１

４ ５



多抗和羊抗 鼠 ＩｇＧ 进行优化 ， 确定 Ｔ 线上兔抗 ＤＨＡＶ－

１ 多抗的包被浓度为 １ｍｇ
／ｍＬ ，Ｃ

线羊抗 鼠 ＩｇＧ 的包被浓度为 １ｍｇ／ｍＬ 。

４丄３ 金巧的优化

玻璃纤维素膜在胶体金试纸条的研制 中也有重要的作用 ：

一

方面是对金标抗体的固

定 ； 另
一

方面是对金标抗体的释放 。 本试验通过对玻璃纤维素膜材料的选择 ， 结果显示 ，

使用 £ ８ ０８０ １ 、 ＳＢ ０６ 、 ＶＬ ７８
＾＾ｉ ＞及 ＧＬ ０ １ ９４ 作金标结合垫时 ， 金标抗体释放不完全 ， 有

很多金标抗体残留在膜上 ， 而且 ＣＢ０８０ １ 上的金标抗体释放速度极慢 ， ＭＡ０２０ ８ 上择放

完全 ， 速度适中 ， 故选择 ＭＡ ０２０ ８ 作为结合释放垫 。

胶体金对溶液的标记是 由于胶体金溶液在碱性条件下带负电荷 ， 蛋 白 质在等电点稍

高的位点带正 电荷 ， 两者之间的 电荷吸附能力是最强的 ， 最容易形成稳定的胶体金复溶

液 。 金标垫上胶体金溶液与被标记的单克隆抗体之间的用量比例 、 溶液 ｐＨ 值等对标记

结果有很大的影响 ， 需要找到最佳标记量和最佳标记 ＰＨ ：（ １ ） 对标记 ＰＨ 的调节 ： 在

调节溶液 ＰＨ 值时 ， 溶液中 的胶体金颗粒容易吸附于 ＰＨ 计的 电极上面使其堵塞 ， 对 ＰＨ

计有损害 ， 因此不能使用 ＰＨ 计测定胶体金溶液的 ＰＨ 值 ， 本试验按照表 １ ７ ， 采用 的是

不 同量的 ０ ． １ｍｏ ｌ ／Ｌ Ｋ
２
Ｃ〇

３ 对其进行 ＰＨ 的优化 ， 选择颜色为红色稳定不变的最低 Ｋ
２
０）

３

加入量为胶体金标记单克隆抗体的最佳 ＰＨ ， 从而确定 Ｋ
２
ＣＯ

３ 的用量为 １ ２
ｎＬ／ｎ止

；
（ ２ ）

对最佳单抗标记量的确定 ： 本试验按照表 １ ８ ， 采用优化 ＰＨ 的相 同方法 ， 选择颜色为红

色稳定不变的最低单克隆抗体加入量 ， 在此基础上加上 １ ０％－２０％为最佳标记蛋 白量 ， 确

定单抗的最佳标记量为 ３４
 ｜

ｉｇ／ｍＬ 。 同时对胶体金复溶液进行 了工艺的优化 ， 胶体金重悬

液 中加入叠氮钢作为防腐剂 ， 有利于胶体金试纸条的长久保存 ； 庶糖 、 ＰＥＧ 等对金标抗

体起到保护和稳定的作用 ；
０ ． ０ ５％水解酪蛋 白可 降低非特异性反应 。

４ ．２ 胶体金试纸条性能的检测

本试验通过对胶体金试纸条灵敏度 、 特异性 、 稳定性 、 重复性进行检测 ， 胶体金试

纸条在室温 、 ４
°

Ｃ Ｌ义及 ３ ７

°

Ｃ至少可 保存 ３ 个月 ， 检测结果无明显差异 ； 批间和批 内试

纸条对样品检测 的重复性均较好 ； 对 ＤＨＡＶ－

１ 病毒蛋 白最低检出量为 ０ ． ９ 邮 ； 对 ＤＨＡＶ－

３

病毒蛋 白最低检出量为 Ｌ ８
＾

ｉ
ｇ ； 在特异性试验中 ， 检测 ４ 株 ＤＨＡＶ－

１ 和 ６ 株 ＤＨＡＶ－３ 呈

阳性反应 ， 对鸭常见的其它致病病原 （ 如鸭磕病毒 、 鸭大肠杆菌 、 鸭坦布苏病毒 、 鸭沙

口 氏菌 、 鸭疫里默氏杆菌等 ） 检测均为阴性 。 本试验可 Ｗ 同时检测 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３

病毒可能 由于本试验制备的单抗识别 的抗原表位是 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 相 同 的抗原表

位 ， 兔抗 ＤＨＡＶ－

１ 多抗血清也可 同时识别 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 型 ， 如果检测样本中含有

ＤＨＡＶ－

１ 病毒或者 ＤＨＡＶ－

３ 病毒 ， 将会与金标垫上的单抗结合 ， 结合的复合物向前流动 ，

４６



与 Ｔ 线上包被的 多抗反应 ， 呈现出红色 。 根据 己有的研究结 果盈示 ， ＤＨＡＶ－

］ 和 ＤＨＡＶ－

３

有部分交叉 杨发龙等 （ ２０ １ ４ ）
ｆ

ｓ ｓ
］

用 ＤＨＡＶ－

３ ＶＰ １ 重组蛋 白 作为包被抗原构建的检测

ＤＨＡＶ－

３ 抗体的 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法 ， 与 ＤＨＡＶ－

１ 阳性血清有交叉反应 ， 存在相 同 的抗原表位 ，

用 ＧｅｎＢ ａｎｋ 通过对 ＤＨＡＶ－

１ＶＰ １ 和 ＤＨＡＶ－

３ＶＰ １ 的核昔酸相似性进行分析 ， 表明核昔

酸序列相似性为 ６７乂％－ ７２％ ， 氨基酸序列相似性为 ６７ ． ６％－

７ ７ ． ７％ ， 两者相似性较高 ；
Ｓｈｅｎ

等 （ ２０ １ ５ ）用 ＤＨＡＶ－

１ＶＰ３ 重组蛋 白 作为包被抗原构建的检测 ＤＨＡＶ－

１ 抗体的 间接

ＥＬ ＩＳＡ 方法 ， 同时可 检测 出 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 血清 ， 表 明 ＤＨＡＶ－

］ 和 ＤＨＡＶ－

３ 有交

叉反应 ， 存在相 同 的抗原表位 ， 同 时 ＶＰ ３ 相对保守 ， 通过 ＢＬＡ ＳＴ 序列 分析表 明 ＤＨＡＶ－

１

和 ＤＨＡＶ－

３ＶＰ ３ 序列相似性为 ７９％－

８ ０％ ， 高于两基 因之间 ＶＰ １ 的相似性

（ ７０ ． ５ １ ％－ ７２ ． ８ １ ％ ） 。 Ｍａ 等 （ ２ ０ １ ５ ）
Ｉ

Ｗ
１

用 Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔａ ｌＷ 序列对位排列软件对 ＶＰ １ 蛋 白 序列

进行分析 ， ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ＶＰ １ 的序列相似性为 ７６％ ， 该试验发现 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３

的 Ｖ Ｐ １ 蛋 白 的变异区主要位于 １ ３ ８
－

１ ４６ 和 Ｃ 端 （ １ ７ ８
－

１ ９９ 和 ２ １ ２
－

２ １ ９ ） 。 Ｚｈａｎ
ｇ 等 （ ２０ １ ５ ）

巧 ＤＨＡＶ－

１ 全病毒粒子免疫 ＢＡＬＢ ／Ｃ 小 鼠制备的单抗 ４Ｆ ８ 既可 打、识别 ＤＨＡＶ－

１ＶＰ １ 蛋

白 上保守线性表位
＂
ＧＥ Ｉ ＩＬＴ

８ ＂

， 又可 ｔＵ只别 ＤＨＡＶ－

３ＶＰ １ 蛋 白 上保守线性表位

７ ５ＧＥＶ ＩＬＴ ８ ０ ， 进行序列 比对发现 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ 的 ＶＰ １ 蛋 白 在 ７ ５
－

８０ 为氨基酸均

非常保守 。 ＤＨＡＶ 的 ３ 个结构蛋 白 ＶＰ０ 、 ＶＰ３ 和 ＶＰ １ 位于衣壳的表面 ， 都存在潜在的

免疫原性 ， 但是优势抗原表位主要存在于 ＶＰ １ 和 ＶＰ３ 蛋 白 ， 是病毒的主要抗原决定 区 ，

能够起到诱导机体产生 中 和抗体的作用
ｐ ｓ

＇
ｗ

ｉ

， 因此本试验构建的单克隆抗体是用

ＤＨＡＶ －

１ 全病毒进行 ＢＡＬＢ ／Ｃ 小 鼠免疫的 ， 是能识 另ＵＤＨＡＶ －

１ 病毒的 ， 由于 ＤＨＡＶ －

１

的主要抗原表位存在于 ＶＰ １ 和 ＶＰ３ ，ＤＨＡＶ －

１ 病毒和 ＤＨＡＶ －

３ 病毒的 ＶＰ １ 和 ＶＰ ３ 序列

的相似性较高 ， 本试验构建的单抗识别的抗原表位可能是 ＤＨＡＶ －

１ 和 ＤＨＡＶ －

３ 相 同 的

抗原表位 ， 因此制备 的胶体金试纸条在进行检测时 ， 既能检测 出 ＤＨＡＶ －

１ ， 又能检测 出

ＤＨＡＶ －

３ ， 具体识别 ＤＨＡＶ －

１ 和 ＤＨＡＶ －

３ 哪
一

个相 同 的抗原表位 尚需开展进
一

步的 三 １ ：

作 。

４ ． ３ 临床样本的检测

本试验研制的胶体金检测方法与 ＲＴ－ＰＣＲ
ｆ

８２
Ｊ

在检测临床样本时相 比较 ， 试纸条与

ＲＴ－ＰＣ民 相 比阳性符合率为 ９６ ． ５％ （ １ １ Ｕ ： １ １ ５ ） ， 阴性符合率为 ９７ ．９
。
／〇 （ ４６／４７ ） ， 虽然 民Ｔ－ＰＣＲ

检测 出 的 阳性率略高于胶体金试纸条 ， 但相差很小 。 民Ｔ－ＰＣ民 的 阳性率较高 ， 主要原因 ：

（ １ ）ＲＴ－ＰＣＲ 技术 比胶体金试纸条的 灵敏度更高 ， 临床样本 中 ＤＨＡＶ－

］ 或者 ＤＨＡＶ－

３ 病

毒的含量较少 ， 还未达到胶体金试纸条的检测 限度 ， 试纸条不能检测 出来 ：
（ ２ ） 胶体金

试纸条 中 的胶体金颗粒的直径小 ， ＮＣ 膜为快速层析膜 ， 导致速度太快 ， 还未与 Ｔ 线 、

Ｃ 线牢 固结合就 己经流 出 ： （ ３ ） 由于试纸条需耍长期保存 ， 在胶体金复溶液 中 加入稳定

４ ７



剂 ＰＥＧ ， 它对试纸条的灵敏度有
一

定的影响 。 此外 ， 本试纸条检测 出 的粪便呈阳性结果 ，

可能 由于临床样本中成分复杂 ， 造成假阳性的现象 。 从这两种方法 比较而言 ， 民Ｔ－ＰＣＲ

操作繁琐 ， 需要特殊的试验仪器 ， 而试纸条不需要专 口 的仪器设备 ， 易于操作 ， 可

期保存 ， 并且 ５
－

ｌ Ｏｍ ｉｎ 就可 ｔＵ观察到试验结果 ， 为临床快速诊断和基层单位的现场应用

提供 了
一

种简单 、 快速的诊断方法 。

４ ８



结 论

１ ．研制成功 ５ 株 ＤＨＡＶ 单克隆抗体

将 ＤＨＡＶ 抗原免疫 Ｂａ比／Ｃ 雌性小 鼠 ， 通过细胞融合和有限稀释法成功筛选到 ５ 株可

Ｗ稳定分泌抗 ＤＨＡＶ 病毒的单克隆抗体 ， 其巧对亲和常数都在 １ ０
９

数量级 Ｗ上 ， 具有较

好的抗原结合能力 。 ５ 株杂交瘤细胞传 １ ０ 代 、 冻存 １ 个月 仍可稳定分泌单抗 。

２ ．建立 了能够特异检测 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－３ 胶体金试纸条

建立的胶体金试纸条可特异检测 ＤＨＡＶ－

１ 和 ＤＨＡＶ－

３ ， 对鸭的常见致病病原 （ 鸭瘋

病毒 、 鸭大肠杆菌 、 鸭坦布苏病毒 、 鸭沙口 氏菌 、 鸭疫里默 氏杆菌等 ） 检测均为阴性 ，

ＤＨＡＶ－

１ 病毒蛋 白最低检出量为 ０ ．９ 惦 ， ＤＨＡＶ－

３ 病毒蛋 白最低检出量为 １ ． ８ 惦 。 试纸条

在 ４

’

Ｃ 、 室温和 ３ ７

°

Ｃ至少可 Ｗ保存 ３ 个月 ； 批间和批内试纸条对样品检测的重复性较好 。

本试验制备的试纸条与 ＲＴ－ＰＣＲ 同时检测临床样本的阳性符合率为 ９６ ． ５％（ １ １ １ ／ １ １ ５ ） ，

阴性符合率为 ９７ ．９％（ ４６／４７ ） 。 其敏感性 、 特异性 、 稳定性 、 重复性均较好 ， 有 良好现

场使用前景 。

４９
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