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摘 要

猫疱疹病毒 Ⅰ 型 (Feline herpesvirus-1，FHV-1)可以引起猫科动物急性、高度接

触性上呼吸道疾病，是导致猫上呼吸道疾病的最严重病原。目前，FHV-1 已呈世界

性流行，发病率可达 100%，病死率 20%~50%，约 80% 的猫感染该病毒后终身带

毒，严重影响着宠物猫及野生猫科动物的健康。国内主要使用灭活疫苗免疫以保护

动物机体免受 FHV-1感染，然而目前尚无获批兽药证书的抗体检测试剂盒，也无特

异性治疗药物。因此，研制中和抗体和更加方便、快捷的检测方法，对于预防和治

疗 FHV-1感染具有重要意义。

因此，本研究以实验室前期构建的 FHV-gD 中国仓鼠卵巢细胞(Chinese Hamster

Ovary Cell,CHO)细胞系表达 FHV-gD蛋白，免疫 BALB/c 小鼠后，利用传统杂交瘤

细胞技术制备单克隆抗体，并筛选中和单克隆抗体，通过鉴定中和抗体识别的表位

分析其保守性，评估其作为 FHV-1特异性治疗药物的潜力。同时将 FHV-gD 蛋白进

行荧光微球标记和包被在检测线、以单克隆抗体作为质控线划线抗体，建立双抗原

夹心时间分辨荧光微球试纸条，以检测 FHV-1抗体。本研究的主要研究结果如下：

1、FHV-gD单克隆抗体的研制

以实验室前期构建的 FHV-gD CHO细胞系分泌表达 FHV-gD蛋白，纯化浓缩后

浓度可达 3.374 mg/mL，纯度达 98%。通过蛋白与猫 FHV-1阳性血清的Western blot

实验，说明 FHV-gD具有良好的免疫反应性。将 FHV-gD蛋白作为免疫原免疫小鼠，

免疫鼠血清抗体效价达到 1:10000 后进行细胞融合，分别采用蛋白与病毒包被的

ELISA板对阳性细胞进行双重筛选，最终获得 5株能稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株，

命名为 2D-1、5E-6、2E-11、2A-12、7C-13。染色体计数实验结果显示 5株单克隆

抗体染色体数目分别为：89条、 102条、99条、100条、 99条，为融合细胞。亚

类鉴定结果显示 5E-6、2A-12的重链为 IgG1，2D-1、2E-11、7C-13的重链为 IgG2a，

5株单抗轻链均为 kappa 链；ELISA 检测 5 株单抗腹水效价为 10-6~10-8；间接免疫

荧光结果显示，研制的单克隆抗体与猫杯状病毒 (Felinecalici virus, FCV)、猫细小病

毒 (Felineparvo virus, FPV)不反应，能够特异性识别 FHV-1。

2、FHV-gD中和单克隆抗体识别表位的鉴定

本研究Western blot结果显示，5株单抗均能与 FHV-gD 蛋白特异性结合，证明
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5株单抗识别的表位均为线性表位；利用中和试验检测 5株单抗，发现 5E-6具有中

和效果，其腹水中和效价为 10-3；将 FHV-gD 全长氨基酸序列截短后进行重组蛋白

表达，其中截短蛋白 f1、f6与 5E-6单抗的Western blot均呈阳性反应，证明 5E-6单

抗识别的表位位于这两个片段的交叠区域，即 308PIIISDDDVP318；将鉴定的表位序列

与报导的 FHV-gD氨基酸序列进行比对，结果显示 5E-6单抗表位高度保守。

3、FHV-1时间分辨荧光微球试纸条抗体检测方法的建立

为检测 FHV-1疫苗免疫后的抗体水平，本研究建立了双抗原夹心荧光微球试纸

条。将 FHV-gD 蛋白与荧光微球偶联，以 FHV-gD 蛋白作为检测线包被抗原，5E-6

单抗作为质控线划线抗体，建立时间分辨荧光微球试纸条。以研制的试纸条检测猫

FCV、FPV、FHV-1阳性血清，结果显示试纸条仅与猫 FHV-1阳性血清反应，具有

良好特异性；将猫 FHV-1阳性血清进行梯度稀释，以本研究制备的试纸条检测不同

稀释度，结果显示其敏感性为 1：256；以研制的试纸条和间接免疫荧光试验两种方

法检测 34份猫临床血清，结果显示试纸条与间接免疫荧光实验试验的检测结果符合

率为 95 %。本研究建立的试纸条检测方法具有良好的特异性和敏感性，可用于

FHV-1抗体的快速检测。

本研究以 FHV-gD真核蛋白为免疫原，成功研制了 5株单克隆抗体，其中 1株

具有中和效果，并成功鉴定其识别的中和表位，该中和表位高度保守。基于 FHV-gD

蛋白和研制的单克隆抗体成功建立双抗原夹心荧光微球试纸条以检测 FHV-1抗体。

关键词：猫疱疹病毒Ⅰ型；gD蛋白；单克隆抗体；表位分析；检测方法
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Abstract

Feline herpesvirus-1 (FHV-1) can cause acute and highly contagious upper

respiratory tract disease in felines, and is the most serious pathogen causing upper

respiratory tract disease in cats. At present, FHV-1 has been a worldwide epidemic, the

incidence rate can reach 100%, the case fatality rate is 20% ~ 50%, about 80% of cats

infected with the virus carry the virus for life, seriously affecting the health of pet cats and

wild cats. In China, inactivated vaccines are mainly used to protect animals from FHV-1

infection, but there is no antibody detection kit approved for veterinary medicine

certificate, nor specific therapeutic drugs. Therefore, the development of neutralizing

antibodies and more convenient and rapid detection methods is of great significance for

the prevention and treatment of FHV-1 infection.

Therefore, in this study, the FHV-gD Chinese Hamster Ovary (CHO) cell line

constructed in the laboratory was used to express FHV-gD protein, and after immunizing

BALB/c mice, the traditional hybridoma cell technology was used to prepare monoclonal

antibodies, and the neutralizing monoclonal antibodies were screened, and their

conserved properties were analyzed by identifying the epitopes of the neutralizing

antibodies. To evaluate its potential as a specific therapeutic agent for FHV-1. At the same

time, FHV-gD protein was labeled with fluorescent microspheres and fixed on the

detection line , and monoclonal antibody was used as the quality control line to line the

antibody. A dual-antigen sandwich time-resolved fluorescent microsphere test strip was

established to detect FHV-1 antibody. The main findings of this study are as follows:

1. Preparation of FHV-gD monoclonal antibody

The FHV-gD CHO cell line constructed in the laboratory was used to secrete and

express FHV-gD protein. After purification and concentration, the concentration was up

to 3.374 mg/mL and the purity was up to 98%. Western blot assay of FHV-gD protein and

cat FHV-1 positive serum indicated that FHV-gD had good immune reactivity. The mice

were immunized with FHV-gD protein as the immunogen, and the serum antibody titer of

the immune mice reached 1:10000, and the cells were fused, and the positive cells were
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double-screened by an ELISA plate coated with protein and virus respectively. Finally, 5

hybridoma cell lines that could secrete antibodies stably were obtained. They are

designated 2D-1, 5E-6, 2E-11, 2A-12, and 7C-13. The results of chromosome counting

experiment showed that the five monoclonal antibody strains had 89, 102, 99, 100 and 99

chromosomes, respectively, and were fused cells. The results of subclass identification

showed that the heavy chain of 5E-6 and 2A-12 was IgG1, the heavy chain of 2D-1,

2E-11 and 7C-13 was IgG2a, and the light chain of the 5 strains was kappa chain. The

titers of ascites of 5 strains by ELISAwere 10-6~10-8. Indirect immunofluorescence results

showed that the monoclonal antibody did not react with Felinecalici virus (FCV) and

Felineparvo virus (FPV), and could specifically recognize FHV-1.

2. Identification of neutralizing monoclonal antibody recognition epitopes by

FHV-gD

In this study, Western blot results showed that all five monoclonal antibodies could

bind specifically to FHV-gD protein, proving that the epitopes recognized by all five

monoclonal antibodies were linear epitopes. using the neutralization assay to test the five

monoclonal antibodies, it was found that 5E-6 had a neutralizing effect, with a

neutralizing potency of 10-3. the full-length amino acid sequences of FHV-gD were

truncated and then recombinantly expressed in the recombinant proteins, in which the

truncated protein f1, The truncated proteins f1 and f6 reacted positively with the Western

blot of 5E-6 monoclonal antibody, which proved that the epitope recognized by 5E-6

monoclonal antibody was located in the overlapping region of the two fragments, and the

epitope recognized by 5E-6 monoclonal antibody was 308PIIISDDDVP318. The results of

the comparison of the identified epitope sequences and the amino acid sequences of the

reported FHV-gD showed that the epitopes of the 5E-6 monoclonal antibody were highly

conserved.

3. Establishment of antibody detection method for FHV-1 time-resolved

fluorescent microsphere strip

In order to detect the antibody level after immunization with FHV-1 vaccine, a

double-antigen sandwich fluorescent microsphere test strip was established. FHV-gD
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protein was coupled with fluorescent microspheres, FHV-gD protein was used as the

detection line coated antigen, 5E-6 monoclonal antibody was used as the quality control

line marking antibody, and time-resolved fluorescent microspheres were established. The

developed test strip was used to detect FCV, FPV and FHV-1 positive serum. The results

showed that the test strip only reacted with FHV-1 positive serum and had good

specificity. The cat FHV-1 positive serum was diluted by gradient, and the paper strip

prepared in this study was used to detect different dilutions, and the sensitivity was 1:256.

The results showed that the coincidence rate between the test strips and the indirect

immunofluorescence test was 95%. The test strip method established in this study has

good specificity and sensitivity, and can be used for the rapid detection of FHV-1

antibody.

Key words: Feline herpesvirus type I; gD protein; monoclonal antibody; Epitope analysis;

Detection method
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缩略语表(Abbreviation Table)

英文缩写 英文名称 中文名称

bp Base pair 碱基对

BSA bovine serum albumin 牛血清白蛋白

Amp Ampicillin 氨苄西林

ddH2O Double Distilled water 去离子水

DNA Deoxyribonucleotide acid 脱氧核糖核酸

dNTP Deoxynucleotide triphosphate 脱氧三磷酸核苷

DTT DL-Dithiothreitol 二硫苏糖醇

E. coli Escherichia coli 大肠杆菌

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验

FHV-1 Feline herpesvirus-1 猫疱疹病毒Ⅰ型

FCV Felinecalici virus 猫杯状病毒

FPV Felineparvo virus 猫细小病毒

BHV-1 Bovineherpesvirus-1 牛疱疹病毒 1型

PRV Pseudorabiesvirus 伪狂犬病毒

HSV Herpessimplexvrus 单纯疱疹病毒

His Histidine 组氨酸

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶

IFN Interferon 干扰素

IgG Immunoglobulin G 免疫球蛋白 G

IL Interleukin 白介素

IPTG Isopropyl beta-D-thiogalactopyranoside 异丙基硫代半乳糖苷

kb Kilo base pair 千碱基对

kDa Kilodalton 千道尔顿

LA Luria Bertani Agar LA 固体培养基

LB Luria Bertani LB 培养基

mL Milliliter 毫升
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英文缩写 英文名称 中文名称

mg Microgram 毫克

MOI Multiplicity of infection 感染复数

mol mole 摩尔

NAD Nicotinamide adenine dinucleotide 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

NC Nitrocellulose filter 硝酸纤维素

OD Optical density 光密度

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳

PBS Phosphate Buffered Saline 磷酸盐缓冲液

PCR Ploymerase chain reaction 聚合酶链式反应

pH Potential of hydrogen 氢离子浓度指数

PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟

r/min Rotation per minute 每分钟转速

SDS Sodium dodecylsulphate 十二烷基磺酸钠

SLY Suilysin 溶血素

SPF Specific Pathogen Free 无特定病原体

TAE Tris-acetate-EDTA TAE 缓冲液

TNF Tumor Necrosis Factor 肿瘤坏死因子

Tris tris-hydroxy-methy-laminomethane 三羟甲基氨基甲烷

TSA Tryptic Soy Agar 胰蛋白大豆琼脂

TSB Tryptic Soy Broth 胰蛋白大豆肉汤
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1.文献综述

1.1 猫疱疹病毒病

1.1.1病原学及流行病学

猫疱疹病毒Ⅰ型属于疱疹病毒科、α疱疹病毒亚科、水痘病毒属(Davison et al 2008)，

是引起猫鼻气管炎的“罪魁祸首”，被认为是可以引起猫呼吸系统疾病中最具临床

意义的病原体(Woo 2012)。测量病毒直径处于 128～168 nm之间，DNA呈双链，能

在猫胚细胞、肾细胞、肺以及睾丸细胞内增殖和传代(殷震等 1992)。猫疱疹病毒Ⅰ型

主要通过猫的结膜、上呼吸道进行感染，在全球猫科动物，如猫、东北虎、华南虎、

猎豹、狮子等中高度流行，但近年也有研究发现，在灰鼠中可以检测到 FHV -1，表

明灰鼠对 FHV - 1易感，并可能作为 FHV - 1的临时储存库发挥作用(Shi et al 2022)。

研究发现 FHV-1 只有一种血清型，与FCV、FPV、牛疱疹病毒Ⅰ型(Bovineherpesvirus-1,

BHV- 1)以及单纯疱疹病毒( Herpessimplexvrus, HSV)等病毒均无交叉反应(Davison

et al 2008)。

FHV-1于 1958 年在美国首次被发现，随后英国、加拿大、荷兰等多个国家也

发现了 FHV-1 (Nakamura et al 1999, Henzel et al 2012)，我国也成功分离到 FHV-1 (陈

晨 2015 吴培欣 2018)。如今，FHV-1 已在全世界范围内流行，据统计，其群体发

病率可达 100%，发病率极高(白艺兰等， 2022)。各个年龄段的猫均可感染此病，

其中 2~6月龄的幼猫最易感染，成年猫感染后经过治疗一般不会致死，90%以上的

猫血清可检到 FHV-1抗体(赵洪进等 2020)，病死率为 20%~50%(王吉等 2020)，约

80%的猫体内潜伏感染(牛同飞等 2023，许鹏程等 2023)，45%的猫感染后会终生带

毒、排毒。

猫疱疹病毒对很多商品化的消毒剂及清洁剂都敏感，尤其在酸性条件下及其不

稳定。猫疱疹病毒在 37℃下，3 h内即可失活，而 56℃下，5 min内即可失活，但在

4℃温度下，感染力可持续至少 5个月，25℃则可维持约一个月左右的感染力(陶伟

杰等 2023)。感染之后的病猫可以通过分泌物大量排毒 2 周左右，其他动物往往在



华中农业大学 2024届硕士研究生学位（毕业）论文

2

接触其分泌物或飞沫后快速感染(刘健等 2016)。大部分单纯猫传染性鼻气管炎对猫

并不致命，对猫造成严重损害的是伴随的猫杯状病毒、猫瘟病毒、支原体、波士杆

菌、衣原体葡萄球菌等病原继发或混合感染造成的多病原呼吸道综合征(Gaskell and

Povey 1977, 许鑫燕等 2022)。 FHV-1感染之后，通常会潜伏在三叉神经节中，在猫

免疫力降低时可能重新激活(Jin et al 2018)，很难彻底根治，这也是猫科动物群体中

FHV-1的患病率高的原因之一(Richter et al 2009, 陶伟杰等 2023)。

近年来研究表明，我国 FHV-1发病率越来越高，且 FHV-1在虎，狮等野生猫科

动物中的感染率也逐渐增加(肖建雄等 2013，石龙艳等 2022)，如不加以控制，其

造成的危害不可忽视。

1.1.2 临床症状

由于感染猫的免疫能力不同，猫鼻气管炎病程长短不一，潜伏期通常为 2~3 d，

急性病例可持续 10~14 d(Maggs et al 1999)，该病在 6~9周龄无被动免疫的猫中尤其

严重(陶玉珍等 2023)。急性猫疱疹病毒感染的临床症状表现为患猫体温升高，精神

不振、食欲下降，体重减轻(张先惠等 2023)。突然阵发性咳嗽，打喷嚏，流眼泪、

流鼻涕，对光敏感，出现结膜、角膜炎，其中树枝状溃疡角膜炎是疱疹病毒感染的

示病性症状(唐明瑞等 2023)。分泌物过多导致眼鼻周围被毛脱落，发生溃疡，眼、

鼻分泌物变化发展为黏脓状。嘴部溃疡，导致饮食欲不佳。继发细菌感染时炎症加

重，可能导致角膜穿孔，后期修复时角膜结膜黏连。感染严重时，发展为全眼球炎，

造成永久性失明。典型情况下死亡是由于厌食、脱水及继发细菌感染所导致(程雅玲

等 2023)。

幼猫感染时，鼻甲及粘膜发炎充血、溃疡及变形易继发细菌感染，发展为慢性

鼻窦炎。孕猫感染时，上呼吸道症状不明显，但死胎或流产概率增加，产下的幼仔

有呼吸道症状、体格衰弱、极易夭折。临床治愈的猫大部分也会转为潜伏带毒者，

可能出现间歇性结膜炎或鼻炎，环境和气候改变时较易复发(唐明瑞等 2023)。

1.2 猫疱疹病毒Ⅰ型基因结构及功能

FHV-1病毒粒子通常呈二十面体对称的卵圆形至圆形，主要组成部分为核酸、
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衣壳、壳体与囊膜。FHV-1基因组长度约为 135797 bp，总 G + C含量为 45%(Stiles et

al 2003, Maggs et al 2005, Gaskell et al 2007)。基因组被反向重复片段(IR)分为独特长

(UL)区和独特短(US)区(Rota et al 1986, Grail et al 1991) 。FHV-1基因组拥有 78个阅

读框(Openreading frame, ORF)，其中 63个 ORF处于 UL区，其余 12个处于 US区，

编码 74种复制酶、毒力蛋白、结构蛋白等 (Albà et al 2001)。目前，已对疱疹病毒

约 23种病毒特异性蛋白和免疫原性糖蛋白进行深入研究(Fargeaud et al 1984)。经报

导，疱疹病毒的囊膜糖蛋白主要包括 gB、gC、gD、gE、gK、gL、gM、gN、gG、

gI 蛋白。其中 gB、gC、gK、gL、gM、gN 蛋白由 UL 区编码，其余囊膜糖蛋白由

US区编码。目前，科学家们对 FHV-1的 gB、gC、gD、gE、gG、gI、gL、gH８种

囊膜糖蛋白研究较为深入(Maeda et al 1998)。

1.2.1 gD蛋白

由 US6基因编码、全长包括 374个氨基酸的 gD 蛋白是病毒囊膜的主要成分。

gD蛋白与宿主细胞上的受体识别后结合，具有选择宿主细胞的功能、并可以诱导机

体的体液免疫与细胞免疫。gD 蛋白高度保守，在所有的糖蛋白中变异最小(石龙艳

等 2022)。据报导，gD 蛋白上至少存在四个可与不同抗体特异性结合的抗原表位

(Limcumpao et al 1990)。gD具有特异血凝特性，不同毒株凝集不同的宿主，如 FHV-1

只能凝集猫红细胞，说明 gD蛋白可作为疱疹病毒的特异性蛋白(Maeda et al 1996)。

此外，gD 蛋白具有良好的抗原性，免疫兔和鼠的动物实验发现，gD 蛋白可以刺激

机体产生高水平细胞免疫和体液免疫(张继一等 2009， 张晓明等 2014，孙春艳等

2020)。给鼠和牛分别免疫 gD、 gB、gC 蛋白，试验结果显示，gD 蛋白引起的细

胞免疫比 gB、gC 更强且更持久(Limcumpao et al 1990)。因此， gD 蛋白似乎是良

好的亚单位疫苗的选择。

1.2.2 gB蛋白

gB蛋白由 UL27基因编码，948个氨基酸折叠形成，与其他蛋白组成疱疹病毒

囊膜表面，决定着病毒的感染过程。gB蛋白是大部分疱疹病毒科最保守的蛋白质之

一，同时具有较高的免疫原性(Maeda et al 1995)。gB 蛋白具有促进病毒与宿主细胞
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融合的作用，并可促进胞内多核体的形成，gB与 gC结合后可以识别宿主细胞肝素

样受体。以 gB 蛋白免疫动物，还可以诱导机体产生高水平的体液免疫(张继一等

2013， 李娜等 2022)，因此，FHV-1的 gB蛋白也是抗 FHV-1感染的亚单位疫苗的

最重要候选者之一。

1.2.3 gE、gI蛋白

糖蛋白 gI、gE由 US 区基因编码，高度保守，为非必需糖蛋白(Spatz et al 1994)，

在病毒毒力和嗜神经性方面起重要作用(张定姣等 2013)。gE蛋白介导宿主细胞融合，

并使病毒向神经系统转移(Van de Walle et al 2003)。研究表明，FHV-1强毒株与弱毒

株的 gE蛋白序列存在一定差异，但 Lee和 Sussman等人将 gE基因缺失经口鼻接种

后动物后 FHV仍有微弱毒力，并产生轻微的临床症状，这表明疱疹病毒的毒力是由

除了 gE基因之外的基因一起调控的，需综合评价病毒毒力(Sussman et al 1995, Lee et

al 2021)。gI蛋白可以促进细胞融合和病毒感染，并影响病毒的在体外的培养。单独

表达 gI 或 gE基因时，其蛋白均很难在细胞囊膜表面检测到，但当同时表达时，其

转录复合物可以很容易在细胞囊膜表面表达(Mijnes and de Groot 1999)，这说明 gI

和 gE 在体内相互协作以在细胞囊膜表面表达。研究表明，gI 、 gE 基因缺失毒株

可刺激接种动物产生高滴度的保护性抗体，同时潜伏在中枢神经系统中的 FHV-1含

量极低(Yang M et al 2023)。

1.2.4 gC蛋白、gG蛋白

gC 蛋白主要参与病毒吸附的过程，可以刺激机体产生细胞免疫，是 FHV-1的

主要毒力基因之一(牛江婷等 2017)，人类单纯疱疹病毒 -1 、马疱疹病毒 -1

(EHV-1)和伪狂犬病毒等甲型疱疹病毒的 gC 蛋白已被证明与病毒的吸附和侵

入有关(Lubinski et al 1999, Osterriederet al 1999, Rue and Ryan2002)。目前，对

FHV-1病毒 gG蛋白生物学功能还不够深入。但其他亚科病毒的研究证明，gG是一

种非必需的非糖基化蛋白，主要分泌到机体内发挥作用(Spatz et al 1994)。
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1.3 猫疱疹病毒Ⅰ型感染的检测技术

角膜炎和角膜溃疡是 FHV-I感染的示症特征，但是 FHV-I感染引起的其他呼吸

道症状与其他病原引起的上呼吸道症状极其相似，不易辨别，因此不能仅从发病症

状进行诊断(周光荣等 2022)，需要通过病毒分离鉴定、血清学实验检测或分子生物

学检测等方法才能作出准确的诊断。针对 FHV-1病毒抗原的检测，主要包括电子显

微镜病毒颗粒检测、核酸等温扩增技术、聚合酶链式反应、酶联免疫吸附实验、胶

体金免疫层析技术等；对于抗体的检测，除了免疫荧光试验、酶联免疫吸附实验、

免疫层析技术之外，还有可以采用中和实验检测。可根据不同场景及需求选择合适

的检测方法(周洁等 2022)。

1.3.1病毒分离与鉴定

病毒分离是指采取感染动物的分泌物样品接种于易感细胞，出现典型细胞病变

即可确诊，能准确检测出具有活性的病毒，检测准确性最高，敏感性较低，仅可以

在初次或急性感染的动物鼻子、结膜或肺脏等的样本中分离到病毒，而慢性感染的

猫和潜伏感染的猫，很难分离到病毒(林政毅等 2015)。所以病毒分离很少运用于临

床诊疗 ，常用于科学研究。刘健等人 2016 年首次从临床病例中成功分离了 5株猫

疱疹病毒，经鉴定，5株猫疱疹病毒分离株均为 I型，TCID50值为 105 TCID50/0.1mL，

其病毒粒子形态、理化特性、基因序列等与已报导的文献一致(刘健等 2016)。

1.3.2聚合酶链式反应

PCR根据检测目的基因的高度保守片段设计引物(primer)，可以特异性检测到微

量的目的基因，所以可以更准确、全面的检测目的病毒，在所有 FHV-1检测方法中

敏感性最高。目前传统 PCR及实时荧光定量 PCR己被纳为检测结膜、鼻、咽拭子、

血液或其他组织病料中是否有猫疱疹病毒核酸的常规检测方法。传统PCR过于敏感，

可以在临床病料中检测到非处于增殖阶段的病毒，这导致 PCR检测结果可能与猫患

病状态无关，因此它的诊断结果可信度不高。但实时荧光定量 PCR可以定量检测样

品中的病毒含量，根据病毒含量诊断当前动物的疾病状态，如果呈现高猫疱疹病毒
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浓度时，提示病毒复制活跃，此呼吸道疾病是由于 FHV-1感染产生的；浓度低时，

则代表潜伏感染，该动物的疾病状态可能是由于其他病原感染产生的。多重荧光定

量 PCR，可以同时检测引起猫呼吸道疾病的病原，从而达到快速鉴别诊断的目的。

陈林文等人建立 FPV、FCV、FHV-1三重荧光定量 RT-PCR方法以快速鉴别诊断猫

病毒病，该方法对 3种病毒的最低检测限均约为 1005 TCID50/mL(陈林文等 2023)。

周红蕾等人基于 FHV-1 TK 基因、FCV VP1 基因、支气管败血波氏杆菌(Bordetella

bronchiseptica, Bb)的皮肤坏死毒素基因(DNT1)序列保守区域设计荧光定量 PCR 引

物和荧光探针，建立检测 FHV-1、FCV、Bb 多重荧光定量 PCR方法区分猫上呼吸

道病，结果表明该方法对 FHV-1、FCV、Bb 的最低检出限分别为 10、10 和 100

copies/μL，灵敏度较高(周红蕾等 2023)。

1.3.3重组酶聚合酶扩增

重组酶聚合酶扩增(Recombibinase polymerase amplification，RPA)是较为新颖的

一种核酸检测方法，其利用参与细胞 DNA合成、重组和修复的蛋白实现在 37-42℃

条件下快速扩增核酸。RPA可以通过结合电泳、荧光探针、侧流层析试纸条等技术，

增强检测结果的可视化(Piepenburg et al 2006, Broughton et al 2020)。其除了兼具聚合

酶链式反应的高特异性、高灵敏度、多重扩增和层析试纸条的便携(Li 2020)、反应

简单快速等优点之外，还具备样本包容性高、可以恒温扩增等多重优势(Lobato and

O'Sullivan 2018)。黄坚等人结合 RPA、Cas12a反式酶切反应和侧流层析试纸条技术

建立 FHV-1 TKRPA-Cas12a-LFD 快速可视化检测方法(黄坚 2022)。其建立的方法不

仅特异性高，最低检测限达到 2.35×10-1 copies/μL-1，灵敏度也极高。Wang J等人设

计了特异性靶向 FHV-1 胸苷激酶(TK)基因的引物建立 FHV-1 RPA检测方法，可在

39℃条件下进行反应，并在 20 min 内获得检测结果(Wang et al 2017)。然而，目前

RPA技术在临床上的应用尚未成熟，面临着较多问题，更多还局限于科学研究。RPA

的引物与探针较 PCR引物长，不适合较短靶序列样品的检测，且目前尚未有专门用

于设计 RPA引物的软件。使用 PCR软件设计 RPA引物和探针，有时可能无法达到

最佳的扩增效果。且由于此技术出现时间较短，相应 RPA试剂及试剂盒价格较为昂

贵，反应成本较高。通过不断改进、优化 RPA的反应条件，未来其可能替代 PCR

检测核酸。
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1.3.4环介导等温扩增

环介导等温扩增技术(Loop-mediated isothermal amplification，LAMP)能够在恒温

条件下高效且特异扩增 DNA片段，在核酸检测方面应用前景较好(杨德全等 2022 )。

LAMP可不经过核酸提取步骤而直接进行反应，有效减少反应成本和检测时间(刘美

慧等 2023)，因此，在临床上应用 LAMP检测方法十分适配。何力力等人靶向 FCV、

FPV、FHV-1设计(RT)-LAMP的多重特异性引物与探针，并在其环引物标记不同的

荧光基团，可同时对 FCV、FPV、FHV-1三种病毒进行检测，最低检测限分别为 45.7

fg/μL、5.57 fg/μL、3.72 fg/μL(何力力等 2021)。冀中豪等人建立 FHV-1 LAMP检测

方法，该检测方法能够检测到最低的模版浓度为 101 copies/μL，灵敏度比 PCR检测

方法高 10倍(冀中豪等 2018)。

1.3.5病毒中和实验

病毒中和实验 (Virus Neutralization test,VNT)是一种将待检血清与病毒混合孵

育后，再加入提前铺好的长满单层细胞的细胞板中，根据细胞病变情况判断血清中

是否有相应抗体的血清学检测方法(周洁等 2022)。VNT实验流程繁琐，耗时较长；

且需要有细胞培养条件，对实验人员的实验操作技术水平要求较为严格。此外，由

于血清中一些成分的本身可能会对细胞状态照成影响，即便设置对照组，部分肉眼

观察的实验结果可能存在主观差异。由于动物感染 FHV-1后中和抗体会在初次感染

较长时间之后才可以检到(赵洪进等 2020)，而且 FHV-1感染动物刺激机体产生的抗

体滴度可能较低，所以血清学的检测在临床诊断上的意义不大，一般应用于科学研

究而较少应用于临床快速检测(R.C. Povey et al 1969)。

1.3.6酶联免疫吸附实验

酶联免疫吸附试验是固定已知抗原或抗体，使酶标记的抗原抗体反应在固相表

面进行，用于检测待检样品中的抗原或抗体的血清学试验。常见的 ELISA 有间接

ELISA、双抗体或双抗原夹心 ELISA、竞争 ELISA 。其中双抗原夹心 ELISA、间接

ELISA和竞争 ELISA常用于抗体的检测。猪传染性胃肠炎、猪伪狂犬病、蓝舌病等
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疾病均采用 ELISA作为标准诊断方法。对于感染 FHV-1的动物，也可以使用 ELISA

来检测血清、眼房水中的 FHV-1抗体(Dawson et al 1998, 王吉等 2014 ,韩聪等 2023)。

在使用 ELISA试剂盒来进行检测时，需先将待检样品于已包被抗原或抗体的板子中

反应 45~60 min，清洗后再加入 HRP酶标抗抗体反应 45~60 min，清洗后进行显色，

最后加入终止液终止读值，整个实验流程耗时为 2~3 h，时间成本较高且观察结果需

要特定的仪器设备，不大适合临床现场快速检测。

1.4猫鼻气管炎的预防与治疗

提前预防、准确诊断和尽早治疗是防控 FHV-1 的主要手段。FHV-1感染主要

对群居猫造成较为严重的后果，这与饲养管理不善和潜伏猫间歇性向外排毒有关(刘

秋瑾等 2022)。因此，可以从接种疫苗、饲养管理、筛查带毒猫、环境消毒、隔离

患病猫和疑似患病猫等方面来防控 FHV-1 在群居猫间的传播(牛江婷等 2017)。目

前国内大部分宠物医院都选择猫三联或猫四联灭活苗进行免疫(于得静等 2021)，在

一定程度上降低了 FHV-1的感染率。

临床上从抗病毒，对症治疗，支持疗法等几个方面治疗猫传染性鼻气管炎(魏弯

弯等 2022)。首先可以通过皮下注射猫干扰素 IFN-ω，口服泛昔洛韦等广谱抗病毒

药物抑制猫疱疹病毒在体内的增殖(李海波等 2023)。其次对于继发细菌感染的病猫，

可适当使用阿莫西林、头孢曲松钠等抗菌药抑制炎症的发展(魏莲清等 2023)。此外，

对出现的其他临床症状应当对症治疗，如有上呼吸道症状的病猫可以采用雾化治疗；

出现眼部症状可以滴加阿昔洛韦或利巴韦林等广谱抗疱疹病毒眼药水并清理患猫的

眼鼻分泌物(唐明瑞等 2023)；对于饮食欲不佳的动物应当静脉输液，补充营养，适

当补充赖氨酸可有效降低病毒复制的速度，治疗效果更佳。除了治疗患病猫的症状，

还需改善患猫的住宿环境，帮助患猫缓解症状(吴振华等 2017)。

1.5 猫疱疹病毒Ⅰ型的单克隆抗体研究进展

1973年，杂交瘤细胞技术问世，利用该技术可以永久制备产生针对特定免疫原

的特异性抗体的细胞系(Leavy et al 2016)。杂交瘤细胞分泌的单克隆抗体具有特异性

好、纯度高、均一性好等优势，通常被作为作疾病诊断试剂及治疗药物。随着科学

技术的不断发展和进步，如今的单克隆抗体已经广泛应用于医药治疗、食品安全检
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测、疾病诊断等领域(顾光磊等 2022)。其通常结合 ELISA、免疫组织化学技术、放

射免疫分析和流式细胞法等技术运用于疾病诊治和食品安全领域。同时利妥昔单抗、

曲妥珠单抗、阿伦珠单抗等肿瘤单克隆抗体治疗药剂的的出现使得单克隆抗体治疗

药物的研发成为医药治疗热点(秦雨婷等 2024)。

单克隆抗体的出现，极大促进了 FHV-1病毒或抗体检测试剂盒的研发，这些单

抗不仅可以用于 FHV-1的检测和诊断，还可作为特效药物治疗猫鼻气管炎(王吉等

2014， 黄坚等 2022， 刘迪等 2022， 韩聪等 2023)。国内针对 FHV-1的单克隆抗

体主要是由 FHV-1 灭活毒免疫制备的(王旭贞等 2023)，靶向 FHV-1其他蛋白的单

克隆抗体的研究则较少。

特异性单克隆抗体可变区可结合抗原分子的特定区域，即抗体识别的抗原表位

(Hopp T P et al 1981)。抗原表位可分为线性表位和构象性表位，线性表位识别并结

合抗原一级结构连续的氨基酸序列(Parker JM et al 1986)，而构象性表位结合抗原的

是不连续的氨基酸序列，构象性表位的抗体在抗原结构瓦解之后与抗原不在具有结

合能力(Karplus and Schulz 1985)。B 细胞的表面受体识别并结合抗原表位后(B-cell

receptor, BCR)，可以刺激机体产生体液免疫反应，合成并分泌抗体抵抗病毒的入侵。

抗体与不同表位结合，可能抑制或激活某个信号，即抗原表位决定了单克隆抗体的

功能，所以确定抗体的抗原表位是单克隆抗体鉴定的关键步骤(Pellequer J L et al

1991)。通过分析抗原表位，可以鉴定单克隆抗体的特异性和与其他抗原是否具有交

叉反应性，也可用于鉴定该抗原表位是否是特异表位，然而，目前对于 FHV-gD抗

原表位的研究较为空白

随着计算机算法及结构生物学技术的发展，抗原表位鉴定(Epitope mapping)从传

统的抗原表位鉴定方法：合成多肽技术、肽扫描技术、丙氨酸突变技术、噬菌体展

示技术等发展到冷冻电镜单颗粒分析、氢氘交换质谱、核磁共振(Chen J et al 2007)、

X-射线晶体学(Emini et al 1985)和生物信息学表位预测方法(程明俊等 2020)等技术，

这些技术极大方便了对抗原-抗体相互作用的氨基酸残基的精确定位研究(马凡舒等

2016)，可根据不同的表位类型选择合适的鉴定方法。
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1.6时间分辨荧光微球免疫层析试技术

免疫层析试纸快速检测技术的检测流程十分简单与迅速，通常在 5~20 min即可

得到检测结果，因此对检测人员的专业技能要求不高。仅需特定光线的仪器，如紫

外光等，即可实现对抗原或抗体定性、半定量的快速检测(Beggs et al 1990)。适用于

医院、兽医临床、检验检疫等领域，快速检测病原微生物、肿瘤、药物靶标、激素

等，是理想的免疫学快速检测技术，具有广阔的应用前景(Liao 2016)。

层析试纸条由样品垫、结合垫、NC膜、吸水纸和底板组成(图 1-1)，样品垫可

迅速吸收样品液，样品随着毛细作用不断朝着吸附有标记抗原/抗体的方向运动，形

成肉眼可见的带有标记的抗原抗体复合物，继续层析到达“检测线”(Test line)，带

标记的复合物运动在此浓集显色，形成肉眼可见的检测结果；多余标记抗原/抗体继

续流动到达“质控线”(Control line)，与 C 线上固定的抗体/抗原结合形成印迹。T

线显示印迹表明检测样品为阳性，C 线印迹有无提示该试纸条是否可信。该技术主

要分为直接法和竞争法两种检测模式，前者既可用于抗原检测，也可用于抗体检测。

后者主要用于抗原位点少或小分子化合物的检测。

免疫层析试纸条中所用到的标记材料通常具有放大效应，可以使检测的抗原或

抗体含量更明显，进而达到定性或半定量检测的目的。所以，应慎重选择标记材料，

因为这直接影响试纸检测敏感度。已报导的免疫标记材料主要包括胶体金、稀土纳

米材料、胶体碳、量子点、超顺磁性纳米材料等。目前应用最广泛及最多的标记材

料是胶体金，但是胶体金试纸条在灵敏度和准确度较为欠缺，不适用于高要求的检

测。寻找新型有效的标记材料，提高试纸条的灵敏度和准确度一直是科学家想要攻

克的难点。而近年来研究发现，镧系元素无放射性，半衰期长，可以消除基质的干

扰从而提高准确性；且荧光比基质荧光物质淬灭时间长 5~6个数量级，因此可以通

过延长测量时间待基质物质的荧光衰减后减少非特异性反应，达到提高灵敏度的目

的，现有研究表明，时间分辨荧光微球试纸条的敏感性比胶体金试纸条高 2~3 倍(卓

训妮等 2021)。特别是铕离子荧光微球(Eu-CM)，微球可高效包裹大量荧光分子，从

而有效提高灵敏度(方蓉等 2020)；同时纳米荧光微球与抗原或抗体偶联方式为共价

结合，相较于其他标记材料其结合稳定更高，并可在 5 min内观察其检测结果。
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图 1-1免疫层析试纸条结构组成

Fig.1-1 Immunochromatographic test strip structure composition

2研究目的及意义

FHV-1 可以引起猫科动物上呼吸道疾病，其发病率及病死率较高，且可导致动

物终身带毒，严重影响着宠物猫及野生猫科动物的健康。然而，目前我国尚无特效

的药物治疗猫鼻气管炎，亦无 FHV-1抗体检测试剂盒以配合疫苗评估免疫效果，所

以本研究拟以实验室前期构建的 FHV-gD CHO细胞系表达 FHV-gD蛋白，免疫小鼠

后筛选中和单克隆抗体，鉴定中和抗体识别的表位，分析其保守性。同时将 FHV-gD

蛋白进行荧光微球标记和包被在检测线，以单克隆抗体作为控制线划线抗体，建立

双抗原夹心时间分辨荧光微球试纸条，以检测 FHV-1抗体。以期为 FHV-1 抗体检

测方法的优化、治疗药物及深入研究提供生物原料，对猫鼻气管炎诊疗、以及野生

猫科动物保护等方面有重要意义。

3 材料与方法

3.1试验材料

3.1.1 实验动物、实验菌株、质粒、毒种及细胞

实验动物：本试验中使用的小鼠均为 SPF 级 4~6 周龄 BALB/c 雌鼠，购自华

中农业大学实验动物中心。

实验细胞与菌株：PXC17.4-FHV-gD CHO细胞由本实验室构建并保存(图 3-1)，
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SP2/0 骨髓瘤细胞、CRFK细胞由本实验室保存，DH5α感受态、Rosetta感受态菌株

由本实验室制备并保存。

猫血清来源：猫疱疹病毒阳性血清、猫细小病毒阳性血清、猫杯状细小病毒阳

性血清和阴性血清由本实验室收集并保存。

毒株：FHV、FPV、FCV均由本实验室保存。

质粒：PXC17.4-FHV-gD质粒、pET-23a-sfGFP-FHV-gD质粒由本实验室构建并

保存(图 3-1)。

图 3-1 质粒图谱

Fig 3-1 Plasmid map

图 A：PXC17.4-FHV-gD质粒图谱; 图 B : pET-23a-sfGFP-FHV-gD质粒图谱

3.1.2主要试剂、耗材与仪器设备

表 3-1本研究所用的主要试剂、耗材与仪器设备

Table 3-1 Main reagents、 consumables and Instruments used in this study

试剂、仪器设备与耗材

（各种生理生化试剂均为国产分析纯）
购买公司

Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase
南京诺为赞生物科技股份有限公司

2 × KeyPo Master Mix (Dye Plus)

In-Fusion HD Enzyme Premix
宝生物工程(大连)有限公司

Pvu 1
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试剂、仪器设备与耗材

（各种生理生化试剂均为国产分析纯）
购买公司

EasyTaq DNA Polymerase 北京全式金生物技术有限公司

High Pure dNTPs (2.5 mM)

DL2000 DNAMarker
北京擎科新业生物技术有限公司

DL15000 DNAMarker

酵母提取物(Yeast extract)
OXOID公司

胰蛋白胨 (Tryptone)

恒温生化培养箱
上海博讯实业有限责任公司

立式高压蒸汽灭菌锅

大振幅恒温摇床 武汉中科科仪技术发展有限责任公司

DK-S22型恒温水浴锅 上海精宏试验设备有限公司

FiveEasy Plus PE28 pH计 梅特勒-托利多(上海)有限公司

DYH-III稳压电泳仪

德国 EppendORF公司5424R型冷冻离心机

移液器

SPX-160B生化培养箱 上海福玛实验设备有限公司

4℃、-20℃、-80℃冰箱 海尔公司

DL-CJ-2NDI超净工作台 北京东联哈尔仪器制造有限公司

CR-GIII高速离心机 日立公司

Nanodrop 2000微量分光光度计 赛默飞世尔(上海)仪器有限公司

蛋白质Marker Theromfish公司

His标签的鼠一抗
Southen Biotechology生物公司

HRP标记的鼠二抗

质粒小提试剂盒 天根生化科技(北京)有限公司

琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒 Magen公司

Ni-NTA树脂 上海碧云天生物技术公司

免疫佐剂（弗氏完全/不完全佐剂） 北京博奥龙免疫技术有限公司

EDC-810型 PCR仪 北京东胜创新生物科技有限公司
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3.1.3主要培养基及试剂配制

3.1.3.1蛋白表达及纯化相关试剂

浓盐酸、过硫酸胺、无水乙醇、咪唑、十二水合磷酸氢二钠(Na2HPO4 · 12H2O)、

氯化钾(KCl)、氯化钙(CaCl2)、二水合磷酸二氢钠(NaH2PO4 · 2H2O)、磷酸二氢钾

(KH2PO4)、氯化钠(NaCl)、Tris-Base粉剂、聚丙烯酰胺均为购自国药集团化学试剂

有限公司。

纯化用PBS：称量Na2HPO4 7.16 g，NaH2PO4 · 2H2O 3.12 g ， NaCl 29.22 g 混

试剂、仪器设备与耗材

（各种生理生化试剂均为国产分析纯）
购买公司

凝胶成像系统 美国 Alpha公司

DH-II旋转混合仪 宁波新芝公司

Nanodrop 2000微量分光光度计 赛默飞世尔(上海)仪器有限公司

时间分辨荧光微球 南京微测有限公司

HAT添加剂

Sigma 公司

HT添加剂

50％PEG

MES

EDC

NHS

甘氨酸 北京鼎国生物科技公司

硝酸纤维素膜
上海杰一有限公司

底板

样品垫

上海杰一有限公司结合垫

吸水纸

平板式喷膜机 美国 Imagene 公司

手持紫外灯 本实验室提供

PY-120水平摇床 北京鼎国生物公司

切纸机 得力文具文化商店
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匀溶解后，加去离子水定容至1 L，0.22 µm滤膜过滤，常温保存。

20%乙醇：200 mL无水乙醇，加入800 mL去离子水，混匀，现配现用。

3.1.3.2 SDS-PAGE和Western Blot相关试剂

BSA(bovine serum albumin)购自 Biosharp公司。溴酚蓝、DTT粉剂、SDS粉剂、

甘氨酸购自美国MP公司、丙三醇、Tween-20、冰醋酸、无水乙醇、甲醇、浓盐酸

购自国药集团化学试剂有限公司。

5×SDS Loading buffer：称量 SDS 1.0 g、溴酚蓝 0.01 g，加入 1M Tris-HCl (pH 6.8)

2.5 mL，甘油 5 mL，定容至 10 mL，室温保存，备用。

10% DTT：称量 1.0 g DTT粉剂，溶于 10 mL三蒸水中，分装到 1.5 mL EP管中，

-20℃冻存，备用。

SDS-PAGE 电泳缓冲液：现用现配，称量 1.5 g Tris-Base，7.2 g 甘氨酸，0.5 g

SDS ，溶于 500 mL三蒸水中，搅拌溶解待用。

考马斯亮蓝染色液配制：称量 1.0 g R-250粉剂，溶解于 1 L混合液 (40%无水

乙醇，10%冰醋酸，50%三蒸水)中，搅拌均匀，滤纸过滤除去颗粒物质后室温放置。

考马斯亮蓝脱色液配制：量取 200 mL无水乙醇，50 mL冰醋酸，加到 250 mL 三

蒸水中，混合均匀即可使用。

30%聚丙烯酰胺溶液：称量 290 g聚丙烯酰胺，10 g N，N-亚甲基双丙烯酰胺于

1 L烧杯中，加入三蒸水 600 mL，充分搅拌溶解，转移至容量瓶定容 1L，用 0.22

µm滤膜过滤，于棕色瓶中 4℃避光保存。

10%过硫酸铵溶液：称量 1.0 g过硫酸铵粉末，加入 10 mL三蒸水后搅拌溶解，

于棕色瓶中 4℃避光保存。

1.5 M Tris(pH 8.8)溶液：称量 182 g Tris-Base，溶于 800 mL三蒸水中，搅拌溶

解均匀，用浓 HCl调 pH值至 8.8，转移到容量瓶定容 1 L，用 0.22 µm滤膜过滤后，

于 4℃保存。

1M Tris (pH 6.8)溶液：称量 121 g Tris-Base，溶于 800 mL三蒸水中，搅拌溶解

均匀，用浓 HCl调 pH值至 6.8，转移到容量瓶定容 1L，用 0.22µm滤膜过滤后，于

4℃保存。

Western Blot电转缓冲溶液：现用现配，称量 1.5 g Tris-Base，7.2 g甘氨酸，加
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400 mL三蒸水搅拌溶解，再加 100 mL甲醇混匀待用。

封闭液：含 2% BSA、5%脱脂乳的 TBST。

10×TBST Buffer：称量 24.2 g Tris-Base、88 g NaCl，加入 800 mL 三蒸水搅拌溶

解，加入 5 mL Tween-20，混匀后用浓 HCl 调节 pH值至 7.5，转移至容量瓶定容 1

L。量取 50 mL该溶液，加入 450 mL单蒸水混匀后即为 1×TBST。

HRP标记的鼠二抗：1:10000稀释至含有 2% BSA的 TBST。

HRP标记的猪二抗：1:5000稀释至含有 2% BSA的 TBST。

3.1.3.3 单克隆抗体制备和细胞培养相关试剂

RPMI-1640基础培养基、双抗 (青-链霉素)购于美国 Thermo公司。胎牛血清购

于 GBICO 公司。

RPMI-1640 完全培养基：RPMI-1640 基础培养基 79 mL，胎牛血清 20 mL，双

抗 1 mL。

HAT 培养基：RPMI-1640 基础培养基 77 mL，胎牛血清 20 mL，双抗 1 mL，

HAT(50×)2 mL。

HT 培养基：RPMI-1640 基础培养基 77 mL，胎牛血清 20 mL，双抗 1 mL，

HT(50×)2 mL。

50％PEG: 用灭菌的 EP 管分装成 1 mL 每支，4℃保存，融合当天取一支于恒

温水浴锅中温于至 37℃备用。

胎牛血清：-80℃保存的血清置于 4℃溶解后，56℃水浴灭活半小时后，上下颠

倒混匀，4℃保存。

3.1.3.4核酸试剂及培养基配制

LB液体培养基：胰蛋白胨 10.0 g，酵母提取物 5.0 g，NaCl 5.0 g，加入 900 mL

去离子水，搅拌均匀，定容至 1 L，121℃高压蒸汽灭菌 20 min，室温保存备用。

LB固体培养基：胰蛋白胨 10.0 g，酵母提取物 5.0 g，NaCl 5.0 g，加入 900 mL

去离子水，搅拌均匀，加 15 g琼脂，定容至 1L，121℃高压蒸汽灭菌 20 min，室温

保存备用。

1×PBS：称量 8 g氯化钠，0.2 g氯化钾，1.42 g磷酸氢二钠，0.27 g磷酸二氢钾，

使用浓盐酸将 pH值调节至 7.4，然后加入去离子水将溶液定容至 1 L，0.22 µm滤器
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过滤，121℃高压蒸汽灭菌 20 min，室温保存。

50×TAE缓冲液：称量 242 g Tris，37.2 g Na2EDTA·2H2O，加 800 mL去离子水

充分搅拌溶解后，加入 57.1 mL冰乙酸，定容至 1L，室温保存。

1×TAE缓冲液：量取已配制的 50×TAE缓冲液 10 mL，加入 490 mL 去离子水

充分混匀后使用。

80%甘油溶液：量取 80 mL丙三醇，加入 20 mL 去离子水，混匀后，121℃高

压灭菌 20 min后室温保存。

50 mg/mL氨苄青霉素：称量 1 g氨苄青霉素，用 20 mL灭菌水溶解，然后分装

储存于-20℃备用。

3.2.3.5时间分辨荧光微球试剂配制

封闭液：用电子天平准确称取 0.1 g BSA充分溶解于 10 mL超纯水中。

磷酸缓冲盐溶液(PBS):准确称取 0.2 g磷酸氢二钾、2.9 g十二水合磷酸氢二钠、

8.7 g氯化钠、0.2 g氯化钾，溶于超纯水中，调节 pH至 7.4，最后定容至 1000 mL。

MES 缓冲液：称取 1.065 g的 2- (N-吗啉)乙磺酸充分溶解于 90 mL超纯水中，

用氢氧化钠调节 pH为 6.0，最后定容至 100 mL。

NHS溶液：称取 5 mg NHS充分溶解于 1mLMES缓冲液中，现配现用。

EDC溶液：称取 5 mg EDC充分溶解于 1 mL MES缓冲液中，现配现用。

0.05 mol/L Tris-HCl缓冲液：:准确称取 1.2 g Tris， 溶于 100 mL 超纯水中，配

制 0.05 mol/L Tris溶液，再吸取 8.36 mL的浓盐酸用超纯水定容至 100 mL，使用盐

酸稀释液调节 Tris溶液 pH至 10.5。

3.2 试验方法

3.2.1 FHV-gD蛋白高密度表达

将冻存的 FHV-gD CHO细胞复苏后，连续传 2代，待其细胞状态良好时，按照

1×106细胞/mL的密度，接种于50 mL 15 μM MSX浓度的CD04培养基中，于5% CO2，
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37℃，120 rpm摇床中培养。每天取样计算细胞密度，并进行台盼蓝染色计存活率，

检测葡萄糖浓度，pH值。在接种后第 1、3、5天补加 5 % Feed A，1 % Feed B补料

培养基，第 7、9天补加 7.5 % Feed A，1% Feed B补料培养基，当葡萄糖浓度低于 3

g/L 时，使用 200 g/L 的葡萄糖浓缩液补充葡萄浓度至 6 g/L。培养至细胞密度在

1~2×107细胞/mL左右，细胞存活率 80%左右时收获上清。

3.2.2 FHV-gD蛋白纯化

（1）过滤：将收获的细胞悬液按 1000 r/min 5 min离心两次，取上清，将上清

使用 0.45 μm的滤膜进行过滤。

（2）孵育：滤液加入 500 mM咪唑，使滤液中所含咪唑的终浓度为 10 mM，向

滤液中加入适量已去乙醇及平衡的树脂，在 4℃冰箱中使用转子进行混合孵育 3 h。

（3）纯化：孵育完成后，800 r/min离心 5 min，取树脂填入亲和层析柱中，再

使用不同浓度的咪唑(3~10%)进行杂蛋白洗杂和目的蛋白洗脱(30~50%)。可根据培养

体积及表达量适当增加洗杂及洗脱的体积。

（4）检测：随后取样跑 SDS-PAGE凝胶确定洗脱蛋白的纯度，收集较纯的蛋

白进行透析或脱盐。

（5）透析：将收集的蛋白洗脱液装至透析袋中，密封后浸泡于 0.01 M PBS缓

冲液中，4℃ 静置 3~4 h后换液，重复 5~6次，去除咪唑。

（6）浓缩：将透析完成的蛋白样置于蔗糖上，待蔗糖融化时更换新的蔗糖，直

到蛋白溶液体积浓缩至 2 mL左右 ，收集到 EP管中进行冻存。

3.2.3纯化蛋白反应性检测

制备 SDS-PAGE凝胶，制胶槽中灌入 2/3的相应浓度的分离胶，随后立即加入

ddH2O封胶。静置半小时，待分离胶凝固后将 ddH2O倒出，吸干 ddH2O，然后灌入

5%的浓缩胶，立即插入梳子，静置 20 min，待浓缩胶凝固后，拔出梳子。然后上样

电泳，取 10 μL样品，直接上样到 SDS-PAGE凝胶加样孔内。浓缩胶釆用 80 V恒压

电泳 30 min，分离胶采用 120 V恒压电泳 1 h，电泳至溴酚蓝到达胶的底端处附近停

止电泳。经 SDS-PAGE 凝胶电泳后，考马斯亮蓝 R-250 染色液染色 2 h，脱色液脱
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色 2 h，ddH2O脱色 1 h后分析结果。

Western Blot电转步骤：电转 Buffer提前预冷，SDS-PAGE凝胶切去浓缩胶，电

转夹板先铺一层海绵，加两层滤纸 (均用预冷电转 Buffer浸泡)放上凝胶，轻轻铺上

硝酸纤维素(NC)膜，再依次叠放上两层滤纸和海绵 (全程保证无气泡)。100 V恒压

电泳 1h (全程冰浴进行)。

加入脱脂乳封闭液摇床封闭 1 h，TBST洗 3遍，一抗孵育 1 h，TBST洗 3遍，

二抗孵育 45 min，TBST洗 5遍，显色。

3.2.4 动物免疫

将纯化的 FHV-gD蛋白，与弗氏佐剂等体积混合后，使用乳化仪进行乳化，按

100 μg/只的抗原量，通过皮下或腹腔注射 6周龄的 BALB/c雌鼠 3只，具体免疫程

如表 3-2 所示。尾部采血测定免疫鼠血清抗体效价，当血清抗体效价达

1:5000~1:10000时进行细胞融合。

表 3-2 小鼠免疫程序

Table 3-2 Immunization Schedule for Mice

免疫 佐剂 剂量 免疫途径

一免 弗氏完全佐剂 100 µg/只 皮下

二免 弗氏不完全佐剂 100 µg/只 腹腔+皮下

三免 弗氏不完全佐剂 100 µg/只 腹腔+皮下

加强免疫 无 50 µg/只 腹腔

加强免疫 无 50 µg/只 腹腔

3.2.5间接 ELISA 筛选方法的建立

（一）FHV-gD蛋白筛选条件摸索

将纯化的 CHO表达的 FHV-gD蛋白以及 CHO杂蛋白流出液分别在碳酸盐包被

缓冲液中稀释成不同浓度，进行抗原包被浓度的摸索，具体步骤如下：

（1）设置不同梯度的抗原包被量，蛋白和流出液以 1:100、1:200、1:400、 1:800、

1:1600进行包被。100 μL/孔，4℃包被过夜；
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（2）弃去（1）中板子内的包被液，用 PBST清洗板子 3次，200 μL/孔，吸水

纸拍干，以 5％脱脂乳和 2％ BSA进行封闭，100 μL/孔，37℃温育 1 h；

（3）弃去（2）中的封闭液，用 PBST清洗板子 3次，200 μL/孔，吸水纸拍干，

-20℃保存备用或即用；

（4）将采集的小鼠阳性血清用 2％BSA以 1:1000的稀释度进行稀释，100 μL/

孔，37℃温育 1 h；

（5）将（4）中的一抗弃去，用 PBST 清洗板子 3次，200 μL/孔，吸水纸拍干，

加入 1:10000稀释的HRP标记的 IgG 酶标羊抗鼠二抗，100 μL/孔，37℃温育 45 min；

（6）弃去（5）中的二抗，PBST 清洗板子 3 次，吸水纸拍干，加入配制好的

TMB显色液，100 μL/孔，37℃显色孵育 15 min；

（7）显色结束后，以 2 mol/L H2SO4终止反应，每孔 50 μL/孔，测定 OD450 值，

进行数据分析确定抗原最佳工作浓度；

（8）以（7）中摸索好的抗原包被浓度，包被 15块 96孔酶标板，按照 ELISA 常

规操作步骤进行杂交瘤细胞筛选，挑取 P值高、且 P/N值高的细胞孔，扩大并进行

亚克隆。

（二） FHV病毒筛选条件摸索

将超离浓缩 FHV-1病毒以及CRFK细胞裂解液分别在碳酸盐包被缓冲液中稀释

成不同浓度，进行抗原包被浓度的摸索，具体步骤如下：

设置不同梯度的抗原包被量，FHV-1超离病毒以 1：50、1:100、1:200、1:400、

1:800、1:1600、1:3200进行包被；CRFK细胞裂解液以 1:10进行包被，100 μL/孔，

4℃包被过夜；其余步骤参照 3.2.5中（2）~（8）。

3.2.6免疫鼠血清抗体效价检测

小鼠第 3次免疫 14d后剪尾采血，分离血清。从 1:1000开始将血清进行 2倍比

稀释，用提前包被好 FHV-gD蛋白的 ELISA板测定免疫小鼠和 SPF小鼠血清的效价。

用间接 ELISA方法检测小鼠腹水抗体效价，操作程序为：将小鼠血清作为一抗，从

1:1000开始依次 2倍比稀释至 1：10240， 以 HRP标记的羊抗鼠 IgG 为二抗。同时

SP2/0骨髓瘤细胞上清液作为阴性对照，检测血清的最大效价，效价达 5000-10000

时进行细胞融合。
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3.2.7 免疫脾细胞的制备

（1）将进行了冲击免疫的小鼠摘眼球放血后用颈椎脱臼法处死并收集血清为阳

性血清，75%酒精浸泡 5 min，消毒皮毛；

（2）在超净工作台中将小鼠固定于解剖板上，后肢交叉固定，用无菌镊子夹住

下腹部皮肤，剪一小口，撕开皮肤露出腹膜，换一套镊子和剪刀，剪开腹膜，暴露

出脾脏，再换一套剪刀镊子，用镊子夹住脾脏，用剪刀去掉粘连的脂肪组织，剪破

脾脏外膜；

（3）将脾脏置于 10 mm细胞平皿中，加 3~5 mL RPMI-1640基本培养基，止血

钳拔出 5 mL注射器内芯，用白色端挤压出脾脏细胞，之后用适量 1640 基本培养基

将脾细胞重悬，再将脾细胞悬液通过 200目的细胞筛，除掉脂肪或组织块。将收集

的细胞悬液 1000 r/min离心 10 min，弃上清，该步骤重复 2次，1640基础培养基重

悬细胞，计数后放 37℃、5% CO2培养箱备用。

3.2.8 饲养细胞的制备

（1）取一只未免疫的 BALB/c鼠，摘眼球放血后颈椎脱臼法处死，收集血

清为阴性血清；

（2）75%酒精中浸泡 5 min，皮毛消毒。无菌状态下将小鼠固定于解剖板上，

后肢交叉固定，用无菌镊子夹住下腹部皮肤，剪一小口，撕开皮肤露出腹膜，换一

套镊子和剪刀，剪开腹膜，暴露出脾脏，再换一套剪刀镊子，用镊子夹住脾脏，用

剪刀去掉粘连的脂肪组织，剥离脾脏，置于匀浆器中。加入 3 mL RPMI-1640 基本

培养基充分研磨，再补加 RPMI-1640 基本培养基至 10 mL， 静置 2 min，吸取上

层的细胞悬液于 15 mL 离心管备用；该步骤重复两次；

（3）1000 r/min离心 10 min 后弃上清，RPMI-1640基本培养基清洗两遍，

之后用 RPMI-1640完全培养基重悬，以 40％左右的密度铺 5块 96孔细胞培养板，

100 μL/孔，置于 37℃、5% CO2培养箱中待用。
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3.2.9细胞融合

（1）将 SP2/0骨髓瘤细胞与免疫脾细胞以 1:5的比例在 50 mL离心管中混匀，

1000 r/min离心 10 min，弃去上清，用灭菌滤纸吸干离心管侧壁液体，轻轻弹击离

心管管底，使细胞沉淀略加松动，以细胞将要顺管壁下流为准；

（2）将该离心管正置于 38℃恒温水浴锅中，保证管底完全浸入水中，在 1 min

内缓慢滴入 1 mL预温至 38℃的 50% PEG ，边加边轻轻用吸管搅拌。加完后继续搅

拌 1 min，然后静置 45 s；

（3） 缓慢加入 38℃预热的 RPMI-1640基本培养基 40 mL。具体方案为：第 1

min缓慢加入 1 mL， 第 2 min 缓慢加入 1 mL， 第 3~5 min缓慢加入 3 mL， 最后

缓慢加入 35 mL培养基，整个过程 20 min左右。加培养基时需缓慢加入，并不断轻

轻地搅拌；将融合后的细胞悬液正置于 37℃、5% CO2 培养箱放置 10 min， 室温

1000 r/min离心 10 min 后弃掉上清，用 HAT 培养基重悬融合细胞，用 1 mL 枪头

均匀滴加入 5块已经铺过饲养细胞的 96孔细胞培养板中，约 100 μL/孔，置 于 37℃、

5% CO2培养箱中培养；

（4）次日观察细胞有无污染，8~10 d时将 HAT培养基更换为 HT培养基。

待融合细胞集落长至培养孔 50%时，即可通过间接ELISA对细胞上清进行抗体检测。

3.2.10 阳性细胞的亚克隆

采用有限稀释法对间接 ELISA 筛选的 FHV-gD 蛋白和 FHV-1 病毒均是阳性的

杂交瘤细胞进行亚克隆，具体操作流程如下：

（1）将初筛阳性的细胞孔内的培养基小心弃去，向孔中加入 200 μL 的

RPMI-1640完全培养基，用移液器将孔内的细胞轻轻吹散，按照一定比例进行稀释，

吸取 10 μL于细胞计数板上，在显微镜下对细胞进行观察计数，计算出细胞的密度。

（2） 采用有限稀释法对杂交瘤细胞悬液进行逐步稀释，使最终细胞密度为

1000 个/mL，吸取 100 μL稀释好的细胞悬液加入 10 mLRPMI-1640完全培养基中，

充分混匀后，均匀滴加到 96孔细胞培养板中，使每孔的细胞密度控制在 1个/孔，

置于 37℃、5% CO2细胞培养箱中进行培养。
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（3） 3d~5d后在显微镜下观察亚克隆的杂交瘤细胞的生长状况，将只含有单

克隆的细胞孔做好标记。

（4）待细胞板中细胞密度铺满 20~30％时，再用间接 ELISA 筛选方法对单克

隆细胞孔筛选。

（5） 将第一次亚克隆阳性的细胞进行第二次亚克隆，直至亚克隆的细胞阳性

率达到 100％，即可筛选出稳定分泌抗体的单克隆细胞。

（6） 在每次亚克隆的同时将每次筛选为阳性的杂交瘤细胞进行扩大培养、冻

存，以防止亚克隆过程中细胞的丢失及其他意外情况的出现。

3.2.11杂交瘤细胞株分泌抗体亚类鉴定

取杂交瘤细胞上清，使用 SBA Clonotyping System-HRP试剂盒进行 ELISA 试

验。具体操作如下：

（1）将步骤 3.2.1.5中包被好的抗原板从-20℃取出解冻，将 100 μL杂交瘤上清

添加到每个孔中，并置于 37℃作用 1 h；

（2）弃上清，用 PBST清洗 3次，吸水纸拍干，加入 1:500稀释的 HRP标记

的检测抗体，包括 Ig screening antibody、IgA、IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3、

kappa、Lambda，每孔 100 μL/孔，37℃孵育 45 min；

（3）弃去检测抗体，用 PBST清洗板子 3次，吸水纸拍干，加入配置好的 TMB

显色液，100 μL/孔，37℃显色孵育 15 min；

（4）显色结束后，以 2 mol/L H2SO4 终止反应，测定 OD450值。

3.2.12杂交瘤细胞株染色体计数

（1）秋水仙素处理：取目的代次的、处于对数生长期的细胞，加入使秋水仙素

使其终浓度为 0.1 μg/mL，继续培养 4~5 h。

（2）获取细胞：重悬细胞， 150 g离心 5 min，去除秋水仙素。将细胞重悬于

5~7 mL低渗 0.075% KCl溶液中，37℃温育 15 min。

（3）预固定：加入 1~2 mL新鲜配制的固定液到低渗后的溶液中，轻轻混匀，

150 g离心 5 min，去上清。
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（4）一次固定：加入 5~7 mL的新鲜固定液混匀室温下固定 15 min。150 g离

心 5 min，去除上清。

（5）二次固定：加入 5~7 mL的固定液，混匀室温下固定 15 min，150 g离心 5

min，去除上清。

（6）滴片：加入一定量的固定液(固定液的量视最后离心所得细胞的量而定)，

轻轻混匀，制成悬液取出悬液从一米高处滴两滴于载玻片上，然后立即置于预热好

的 72℃烤箱中烤干。

（7）染色：用吉姆萨染液染 10~15 min，流水冲洗，风干后镜检。

（9）观察：显微镜下确定 5个处于有丝分裂中期的细胞进行检查，观察并比

较各代细胞的染色体标志，计算各代细胞的染色体模式数的差异，观察染色特征是

否一致，且是否符合文献中该细胞的染色体特征。

3.2.13杂交瘤细胞株分泌抗体特异性分析

（1）病毒感染 48孔板：待 48孔板中 CRFK细胞长满单层，用 FHV、FPV、

FCV 分别接种细胞，待细胞大部分病变但未脱落时固定。

（2）固定：PBS洗 3遍，4%多聚甲醛 200 μL/孔，室温静置 20~30 min。

（3）透化：PBS洗 3遍，0.2% Triton-100 200 μL/孔，室温静置 20~30 min。

（4）封闭：PBS洗 3遍，10%山羊血清，室温 1h孵育。

（5）一抗：PBS洗 3遍，单抗上清 (原倍)、阳性鼠血清、阴性鼠血清、SP2/0

细胞上清液、PBS，37℃ 孵育 1 h。

（6）二抗：PBS洗 3遍，FITC488荧光鼠二抗 1:250稀释，37℃ 孵育 1 h。

（7）染色：PBS洗 3遍，Dapi染色液 1:2000稀释，室温孵育 10 min。

3.2.14杂交瘤细胞株分泌抗体结合表位交叉性验证

相加 ELISA步骤参照文献(Woo 2012)：

（1）固定适当浓度的抗原 (使得在此固定抗原浓度下，抗体过饱和的 OD450读

值在 1~1.5之间)。
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（2）将一株单抗上清标记为 A，另一株记为 B，分别将 A和 B加入不同的孔

中，同时做等体积的 A+B为一抗，(同时做 2A和 2B以便确定加入的单抗上清是否

过量)。孵育 1 h，PBST洗 3遍。

（3）加入 HRP标记的羊抗鼠二抗，孵育 45 min，PBST洗 5遍。

（4）加入 TMB显色，测定 OD450值。

（5）判定标准：当 A+B＞A或 B单独的读值时，则表明 A和 B两株单克隆抗

体识别的表位有区别；当 A+B＜A或 B单独的读值时，则表明 A和 B两株单克隆

抗体识别的表位相同或相近。

（6）算出两株单抗的 AI=[2×A(1+2)-(A1+A2)]/A(1+2)×100%(徐正中等 2015)。

3.2.15 杂交瘤细胞株分泌抗体中和试验

根据实验室测定的FHV-1 TCID50 值，将FHV-1 悬液稀释成 200 TCID50/0.1mL。

将收集的杂交瘤细胞上清液与病毒液体积 1：1 (50 μL+50 μL)混合，37℃孵育 1 h后

加入到长满单层的 CRFK细胞中，每孔 100 µL，每个稀释度重复 4 个孔。同时设

置细胞对照、病毒组对照、阴阳性血清对照、S/P20细胞上清液。每天观察细胞病变

情况，显微镜下观察细胞病变 3~7 d。一半以上细胞出现 CPE 的孔视为中和阳性，

该血清稀释倍数即为血清抗体效价。

3.2.16 腹水的制备

选取健康状况良好的 15 周龄以上 BALB/c 雌鼠，每株单克隆抗体分别注射 3

只小鼠，将腹水制备佐剂以 0.5 mL/只的量进行腹腔注射。10 d后，将计数好的杂交

瘤细胞注射入小鼠腹腔 (1~2×105个/只)。每天观察小鼠腹部变化，待小鼠腹部膨大

后，采集腹水。收集的腹水进行处理，具体步骤如下：

（1）4℃ 1000 r/min 离心 5 min (离心红细胞及其他杂质)。

（2）离心后吸取上清，4℃ 12000 r/min离心 5 min，吸取上清。

（3）加入石英砂后在旋转混合仪上过夜孵育去除脂肪，4℃ 12000 r/min离心 5

min，吸取上清，-80℃保存备用。
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3.2.17 腹水抗体效价的测定

用间接 ELISA方法检测小鼠腹水抗体效价，操作程序为：以 FHV-gD蛋白作为

包被抗原，将小鼠腹水作为一抗，从 1:102开始依次 10倍比稀释至 1：1010， 以 HRP

标记的羊抗鼠 IgG为二抗。同时 SP2/0骨髓瘤细胞上清液作为阴性对照，检测单抗

腹水的最大效价。

3.2.18腹水抗体纯化

（一）辛酸-硫酸铵法初步纯化

辛酸－硫酸铵法提纯 IgG 的原理是(张凡 2023)：在酸性条件下(pH=4.5)非 IgG

的蛋白成份能被辛酸等短链脂肪酸沉淀，上清中剩余的蛋白主要为 IgG，再用硫酸

铵沉淀上清，即可获得纯度较高的 IgG。但需要注意的是，辛酸沉淀与一些抗体的

亲和性下降有关，并且不适用于纯化小鼠的 IgA和 IgG3(Woo 2012)。

其具体操作步骤如下：

（1）采集的腹水加入 4倍体积的乙酸钠缓冲溶液(pH 4.8)。

（2）室温条件下，逐滴加入辛酸并搅拌 (每毫升腹水加入 33 μL辛酸)，

加入时注意，待前一滴完全溶解后再加入另一滴。加入辛酸后搅拌 30 min，4℃静置

2 h以上使其充分沉淀。

（3）在 4℃条件下，12000 r/min离心 30 min，吸取上清。

（4）上清液用 0.22 μM滤膜过滤进行过滤，加入 0.1倍体积的 10×PBS (0.1 mol

pH7.4)，用 2 M NaOH调 pH值至 7.4。上述混合液中加入等体积的饱和硫酸铵溶液，

在冰上操作，逐滴缓慢加入并搅拌 30 min。

（5）静置 2 h，在 4℃条件，12000 r/min离心 30 min，弃上清。用 100 mM Tris

盐酸缓冲溶液重悬沉淀，用 50~100 倍体积的缓冲液透析，4℃透析过夜，每隔 12 h

换液一次。

（6）4℃条件下，12000 r/min 离心 30 min，吸取上清。

（二）Protein G 柱再次纯化

（1）结合缓冲液流过柱子，在流液状态下装柱子。

（2）5倍柱体积的结合缓冲液平衡柱子，1 mL/min。
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（3）按照 5~10 mg/mL 柱子的载量来准备样品，调节样品的流速至 1 mL/min，

样品自循环排气。

（4）打开上样阀，开始上样，循环上样 30~60 min，样品冰浴。

（5）用 5倍柱体积的结合缓冲液洗涤柱子，1 mL/min，收集峰值时流出的杂蛋

白。

（6）用 5倍柱体积的洗脱缓冲液进行洗脱，1 mL/min，峰值时流出液用含 60 μL

中和缓冲液的 EP管接收，每支 1 mL左右。

（7）洗脱完毕，立即用 10倍柱体积的结合缓冲液平衡柱子，再用 20%的乙醇

浸泡，4℃过夜保存。

3.2.19 纯化后腹水抗体的检验

使用 A280nm紫外光吸收法测定腹水纯化后的抗体含量，并采用

SDS-PAGE检验纯化后单抗的纯度：每株单抗分别取 40 μL样品，加入 10 μL

5×SDS-PAGE Loading buffer，混匀后煮沸 10 min，冰浴 5 min，5000 r/min离心 5 min。

将处理后蛋白样品点样 10 μL于蛋白胶孔，并点样 5 μL蛋白 Marker 于相邻孔道，

上层浓缩胶于 80 V电压下电泳 30 min，而后调整电压到 120 V，于分离胶电泳 60

min。待电泳结束，小心剥离凝胶，加入考马斯亮蓝 R-250染色液(完全浸没凝胶)，

置于摇床上染色 1 h。染色结束后，将考马斯亮蓝 R-250 染色液回收，将凝胶浸泡

在考马斯亮蓝脱色液中，置于摇床上，每隔 30 min换一次脱色液直至脱色完全。最

后将凝胶放于凝胶成像系统观察并保存结果。将蛋白含量较高纯度较好的单抗混合

后进行透析脱盐。透析后将单抗分装保存备用。

3.2.20 5E-6单抗中和效价测定

根据实验室测定的 FHV-1 TCID50 值，将 FHV-1 悬液稀释成 100 TCID50/0.1mL。

将纯化前 5E-6的腹水从 1：100开始 10倍比稀释，稀释 10个梯度，每个梯度抗体

悬液与病毒液体积 1：1 (50 μL+50 μL)混合，37℃孵育 1 h后加入到长满单层的 CRFK

细胞中，每孔 100 µL，每个稀释度重复 4 个孔。同时设置细胞对照，病毒组对照，

SPF鼠血清对照。每天观察细胞病变情况，显微镜下观察细胞病变 3~7 d。一半以上
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细胞出现 CPE 的孔视为阳性，该血清稀释倍数即为血清效价。待检血清的中和指

数大于 50，即可判为阳性，10~49 为可疑，小于 10为阴性。

3.2.21 单克隆抗体的反应性分析

利用Western Blot试验对杂交瘤细胞培养上清进行反应性分析，具体步骤如下：

取 10 μL FHV-gD 蛋白样品、10 μL FHV-1 病毒样品，直接上样到 SDS-PAGE

凝胶加样孔内。浓缩胶釆用 80 V恒压电泳 30 min，分离胶采用 120 V恒压电泳 1 h，

电泳至溴酚蓝到达胶的底端处附近停止电泳。

Western Blot 电转步骤：电转 Buffer 提前预冷，SDS-PAGE 凝胶切去浓缩胶，

电转夹板先铺一层海绵，放上凝胶，轻轻铺上硝酸纤维素(NC)膜，再叠放上海绵 (全

程保证无气泡)。100 V恒压电泳 1 h (全程冰浴进行)。

加入脱脂乳封闭液摇床封闭 1 h，使用 1×TBST洗 3遍，每遍 5 min。分别加入

5E-6细胞上清液和 His标签抗体作为一抗，37℃震荡孵育 1 h，孵育结束后用 TBST

洗 3遍，每遍 5 min。二抗 37℃震荡孵育 45 min，TBST洗 5遍，每遍 5 min。使用

显色液在化学发光仪进行显色。

3.2.22 FHV-gD截短重组蛋白构建策略

对 FHV-gD蛋白序列进行截短，与 sfGFP蛋白串联后以原核表达系统表达蛋白，

将 FHV-gD基因序列截短成 17个重叠片段，截短方案如下图 3-2、表 3-3所示。

图 3-2 FHV-gD 截短蛋白构建示意图

Fig. 3-2 Construction diagram of FHV-gD truncated protein
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表 3-3 FHV-gD 截短蛋白序列表

Table 3-3 FHV-gD truncated protein sequence list

序号 截短蛋白序列（N端~C端） 区域

FHV-gD-f1 PIIISDDDVPTAPPKGMNNQ 308~329aa

FHV-gD-f2 IISDDDVPTAPPKGMNNQ 310~329aa

FHV-gD-f3 SDDDVPTAPPKGMNNQ 312~329aa

FHV-gD-f4 NVPIIISD 306~314aa

FHV-gD-f5 NVPIIISDDD 306~316aa

FHV-gD-f6 NVPIIISDDDVP 306~318aa

3.2.23引物设计

本研究参考 pET-23a-sfGFP-FHV-gD质粒的基因组序列，利用 primer premier5.0

生物软件设计引物，引物由北京擎科生物科技有限公司合成。引物序列见表 3-4。

表 3-4本研究所用的 PCR引物

Table 3-4 PCR primers used in this study

序号 引物 序列(5´~3´) 用途

1 pET-23a-J
D-F ACTATAGGGAGACCACAACGGT

鉴定插入质粒

的不同片段
2 pET-23a-J

D-R GTTATGCTAGTTATTGCTCAGCG

3 pET-23a-
ZT-F GGTGGTGGTGGTAGCCATCATCA PCR 扩增

pET-23a-sfGFP
载体片段4 pET-23a-

ZT-R ACCCTGGAAATACAGATTTTCTTTATACAGTTCATCCA
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序号 引物 序列(5´~3´) 用途

6 A-R TGATGGCTACCACCACCACCGTCCGGTTCGCTAATTAATGC
AACC

融合引物

7 B-F ATAAAGAAAATCTGTATTTCCAGGGTGTTGCATTAATTAGC
GAACCGGAC

8 B-R TGATGGCTACCACCACCACCTCTTTTCGGATCACACAGCC
G

9 C-F ATAAAGAAAATCTGTATTTCCAGGGTATGCGGCTGTGTGAT
CCG

10 C-R TGATGGCTACCACCACCACCAACCATGAAGTCGGTGTAAA
ACATAC

11 D-F ATAAAGAAAATCTGTATTTCCAGGGTATGTTTTACACCGAC
TTCATGGTTC

12 D-R TGATGGCTACCACCACCACCATGATGCGGCTGCGGATTATA

13 E-F ATAAAGAAAATCTGTATTTCCAGGGTCCGTATAATCCGCAG
CCG

14 E-R TGATGGCTACCACCACCACCGGGGCCGCTGCTTTC

15 F-F GAAAATCTGTATTTCCAGGGTAATTGGATTGATATAGAGAA
TTATACCCCGAAAAAC

16 F-R GATGATGGCTACCACCACCACCGTGATGGTGGTGATGATG
GTGATGC

25 F1-F AATTATACCCCGAAAAACGGTGGTGGTGGTAGCCATCATC

26 F1--R GTTTTTCGGGGTATAATTCTCTATATCAATCCAATTGGGGCC
GC

27 F2-F ATGTATACCCCGAAAAACAATGTGCC

28 F2-R GTTTTTCGGGGTATACATACCCTGGAAATACAGATTTTCTTT
ATACAGT

29 F3-F AATGTGCCGATTATTATTGGTGGTGGTGGTAGCCATCATC

30 F3-R AATAATAATCGGCACATTGTTTTTCGGGGTATAATTCTCTAT
ATCAATC

31 F4-F GATGATGTTCCGACCGCACCACCTAAAGGCATGAATAACC
AGGGTGGTGG

32 F4-R AGGTGGTGCGGTCGGAACATCATCACCCTGGAAATACAGA
TTTTCTTTAT

33 F5-F AATGTGCCGATTATTATTAGCGATGATGATGTTCCGACCGC
ACCACCT
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续表

序号 引物 序列(5´~3´) 用途

34 F5-R TCGCTAATAATAATCGGCACATTACCCTGGAAATACAGATT
TTCTTTATA

35 f1-F CCGATTATTATTAGCGATGATGATGTTCCGAC

36 f1-R GCTAATAATAATCGGACCCTGGAAATACAGATTTTC

37 f2-F ATTATTAGCGATGATGATGTTCCGACCGC

38 f2-R ATCATCGCTAATAATACCCTGGAAATACAGATTTTCTT
TATAC 融合引物

39 f3-F AGCGATGATGATGTTCCGACCG

40 F3-R AACATCATCATCGCTACCCTGGAAATACAGATTTTCTTTATA
C

41 f4-F AATGTGCCGATTATTATTAGCGATGGTGGTGGTGGTAGCCA
TCATCATC

42 f4-R ATCGCTAATAATAATCGGCACATTACCCTGGAAATACAGAT
TTTCTTTATAC

43 f5-F GATGATGGTGGTGGTGGTAGCCATCATC

44 f5-R GATGGCTACCACCACCACCATCATCATCGCTAATAATAATC
GGCAC

45 f6-F GATGATGTTCCGGGTGGTGGTGGTAGCCATCATCATC

46 f6-R CGGAACATCATCATCGCTAATAATAATCGGCACATTACCCT
GG

3.2.24目的片段扩增

FHV-gD截短片段的扩增，采用表 3-8 中第 5-46条引物和 Phanta Super-Fidelity

DNA Polymerase扩增，A、B、C、D、E、F截短目的片段大小分别为 180 bp、159 bp、

204 bp、174 bp、174 bp、126 bp，F1、F2、F3、F4、F5目的片段大小分别为 4512 bp、

4530 bp、4488 bp、4512 bp、4467 bp、f1、f2、f3、f4、f5、f6目的片段大小分别为

4506 bp、4500 bp、4494 bp、4470 bp、4476 bp、4482 bp。Phanta Super-Fidelity DNA

Polymerase扩增目的片段的 PCR反应体系如表 3-5所示，反应条件如表 3-6所示。
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表 3-5 PCR扩增目的片段的反应体系

Table 3-5 The reaction system for PCR amplification of the target fragment

System composition Reagent dosage

5×SF Buffer (with 10 mmol/L MgSO4) 10 μL

dNTP Mix (10mmol/L each) 1 μL

25 mmol/L MgSO4 2 μL
Forward Primer (10μmol/L) 2 μL

Reverse Primer (10μmol/L) 2 μL

Template 100 ng

Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase 1 μL

ddH2O up to 50 μL

表 3-6 PCR扩增目的片段的反应条件

Table 3-6 The reaction conditions of PCR amplification of the target fragment

Temperature Time Cycles

95℃ 5 min

95℃ 10 sec
3360℃ 10 sec

72℃ 15 sec/kb

72℃ 5 min

25℃ 1 min

3.2.25载体片段扩增

使用 Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase扩增 pET-23a-sfGFP原核质粒载

体，用表 3-4中的引物 pET-23a-ZT-F/R和表 3-7的 PCR反应体系及表 3-8的 PCR反

应条件进行载体扩增，目的片段大小为 4446 bp。退火温度根据引物的最佳退火温度

确定为 60℃，延伸时间根据目的片段的大小设置为 2 min30 s。
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表 3-7 PCR扩增载体的反应体系

Table 3-7 The reaction systems for PCR amplification vectors

System composition Reagent dosage

2 × Phanta Max Buffera 25 μL

dNTP Mix (10 mM each ) 1 μL

Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase 1 μL

Forward Primer (10μmol/L) 2 μL

Reverse Primer (10μmol/L) 2 μL

Template 100 ng

ddH2O up to 50 μL

表 3-8 PCR扩增载体的反应条件

Table 3-8 The reaction conditions for PCR amplification vectors

Temperature Time Cycles

95℃ 3 min

95℃ 15 sec

3260℃ 15 sec

72℃ 30~60 sec/kb

72℃ 5 min

3.2.26 PCR产物的纯化

PCR产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳检测后，用Magen琼脂凝胶糖 DNA回收试剂

盒进行纯化。操作步骤参考试剂盒说明书，具体如下：

（1）配制合适浓度的琼脂糖凝胶，电泳分离 DNA片段。当 DNA片段分离后，

把凝胶放置于紫外灯下，快速切下含目的 DNA片段的凝胶，并尽量去除多余的凝

胶。

（2）称量凝胶块的重量，并转移至 2 mL离心管中。按 100 mg凝胶块相当 100

μL体积计算，加入 1~3倍体积 Buffer GDP。55℃水浴，让凝胶块完全溶解。水浴期
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间，颠倒混匀3次加速溶胶。若凝胶块重量为200 mg，则加入 200~600 μL Buffer GDP。

凝胶浓度超过 2.0%时，加入 2~3倍体积的 Buffer GDP。处理超过 5 kb的片段，加 3

倍凝胶体积 Buffer GDP溶胶后，再加入 1倍凝胶体积异丙醇混匀后，再按第（3）

步进行操作。

（3）短暂离心收集管壁上的液滴。将 HiPure DNAMini Column套在 2 mL 离

心管中。把溶胶液转移至柱子中，12000 r/min离心 1 min。

（4）倒弃滤液，把柱子套回 2 mL离心管中。把剩余的溶胶液转移至柱子中，

12000 r/min离心 1 min

（5）倒弃滤液，把柱子套回 2 mL离心管中。加入 300 µl Buffer GDP至柱子中。

静置 1 min，12000 r/min离心 1 min。

（6）倒弃滤液，把柱子套回 2 mL离心管中。加入 600 μL Buffer DW2(已用无

水乙醇稀释)至柱子中，12000 r/min离心 1 min，重复此操作步骤一次。

（7）倒弃滤液，把柱子套回 2 mL离心管中。12000 r/min离心 2 min，打开柱

子的盖子，空气干燥 5 min以彻底去除乙醇。

（8）把柱子套在 1.5 mL离心管中，加入 15~30 μL Elution Buffer至柱子膜中央。

室温放置 2 min，12000 r/min离心 2 min。

（9）重复操作步骤（8），弃柱子，做好标记，把 DNA保存于-20℃。

3.2.27 载体片段线性化

将纯化后的载体用 Dpn1酶进行线性化以便于下步目的片段与载体的融合，质

粒线性化反应体系如 3-9所示，配制体系后，涡旋混匀，在 37℃水浴锅中反应 30 min。

表 3-9质粒线性化反应体系

Table 3-9 plasmid linearization reaction system

System composition Reagent dosage

Dpn1 1 μL

Template 10 μg

10×K Buffer 2 μL

ddH2O up to 20 μL
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3.2.28融合质粒载体和插入片段

利用融合 PCR技术，将 FHV-gD截短目的基因片段连接至 pET-23a-sfGFP原核

质粒载体上。融合 PCR的原理是采用具有互补末端的引物，扩增出有重叠链的 PCR

产物，再通过融合酶的作用，将两个具有重叠链的不同 PCR产物片段连接起来，若

是目的片段与质粒载体片段融合成完整的质粒，其产物可直接转化到 DH5α感受态

细胞中。融合 PCR的反应体系中 DNA片段与载体片段的摩尔比 3:1~10:1，插入片

段添加量不超过 200 ng。融合体系如表 3-10所示，反应条件如表 3-11所示。

表 3-10融合 PCR的反应体系

Table3-10 The reaction system of fusion PCR

System composition Reagent dosage

Purified PCR fragment 10~200 ng

Linearized vector 50~200 ng

5× In-Fusion HD Enzyme Premix 4 μL

ddH2O up to 20 μL

表 3-11融合 PCR的反应条件

Table 3-11 The Reaction conditions of fusion PCR

Temperature Time

37℃ 15 min

50℃ 8 min

52℃ 8 min

54℃ 8 min

58℃ 8 min

60℃ 8 min

25℃ 1 min
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3.2.29 融合产物的转化

融合 PCR结束后取 10 μL产物直接转化至 DH5α感受态细胞中。转化步骤如下：

（1）取出在-80℃冰箱中保存的感受态细胞，置于冰上解冻。

（2）待感受态细胞解冻后，无菌环境下取 10 μL融合 PCR产物加入装有感受

态细胞的离心管中，轻轻吹打，冰上静置 30 min。

（3）结束后，将感受态在 42℃水浴锅中热激 90 s，热激结束后将离心管迅速

置于冰上冷却 2 min，每管加 800 μL LB培养基，置于 37℃摇床，160 r/min复苏 1 h。

（4）将复苏后的菌液取 200 μL或者 5000 r/min离心 5 min后弃去培养基至仅剩

200 μL，涂布含有氨苄的 LA 琼脂平皿中。待平皿表面无明显液滴后，将平皿倒置

于 37℃恒温培养箱中培养过夜。

3.2.30 质粒转化子的 PCR鉴定

在无菌环境下挑取转化子到含有 20 μL灭菌水的 1.5 mL EP管中，充分吹散菌

体，无菌取出 15 μL到外开的 1.5 mL EP管中，加入含相应浓度抗生素的 LB培养基

中，37℃震荡培养 14~16 h。取 2 μL至 PCR管中用作鉴定 PCR的模板。使用 Easy Taq

DNA Polymerase，采用表 3-4的引物 pET-23a-JD-F/R进行 PCR扩增鉴定。反应体系

如表 3-12所示，反应条件如表 3-13所示。

表 3-12 鉴定 PCR反应体系

Table 3-12 The reaction system of identification PCR

System composition Reagent dosage

10×Easy Taq Buffer 2.5 μL

dNTP Mixture (2.5 mmol/L each) 1 μL

Forward Primer (10 μmol/L) 1.5 μL

Reverse Primer (10 μmol/L) 1.5 μL

Template 2 μL

Easy Taq DNA Polymerase (5 U /μL) 0.5 μL

ddH2O up to 25 μL
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表 3-13鉴定 PCR的反应条件

Table 3-13 The reaction conditions of identification PCR

Temperature Time Cycles

98℃ 10 min

95℃ 30 sec

32
59℃ 30 sec

72℃ 30 sec/kb

72℃ 10 min

25℃ 1 min

若鉴定的转化子疑似正确，将对应的菌液送测序。

3.2.31 质粒转化子的提取

（1）柱平衡步骤:向吸附柱 CP3中加入 500 μL的平衡液 BL，12000 r/min离心

1 min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱重新放回收集管中。

（2）取 1~5 mL过夜培养的菌液，加入离心管中，使用常规台式离心机，

12000 r/min离心 1 min，尽量吸除上清。

（3）向留有菌体沉淀的离心管中加入 250 μL溶液 P1。

（4）向离心管中加入 250 μL溶液 P2，温和地上下翻转 6~8次使菌体充分裂解。

（5）向离心管中加入 350 μL溶液 P3，立即温和地上下翻转 6~8次，充分混匀，

此时将出现白色絮状沉淀。12000 r/min离心 10 min.

（6）将上一步收集的上清液用移液器转移到吸附柱 CP3中，注意尽量不要吸

出沉淀。12000 r/min离心 30~60 s，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CP3放入收集

管中。

（7）向吸附柱 CP3中加入 600 μL漂洗液 PW，12000 r/min离心 30~60 s，倒掉

收集管中的废液，将吸附柱 CP3放入收集管中，重复操作步骤 7。

（8）将吸附柱 CP3放入收集管中，12000 r/min离心 2 min，目的是将吸附柱中

残余的漂洗液去除。
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（9）将吸附柱 CP3置于 EP管中，向吸附膜的中间部位滴加 50~100 μL洗脱缓

冲液 EB，室温放置 2 min， 12000 r/min离心 2 min将质粒溶液收集到离心管中。

3.2.32 截短重组质粒转化至 Rosetta菌株

取 2 μL质粒直接转化至 Rosetta感受态菌株中。转化步骤如下：

（1）取出在-80℃冰箱中保存的感受态细胞，置于冰上解冻。

（2）待感受态细胞解冻后，无菌环境下取 2 μL融合 PCR产物加入装有感受态

细胞的离心管中，轻轻吹打，冰上静置 30 min。

（3）静置结束后，将感受态在 42℃水浴锅中热激 90 s，热激结束后将离心管

迅速置于冰上冷却 2 min，每管加 800 μL LB培养基，置于 37℃摇床，160 r/min复

苏 1h。

（4）将复苏后的菌液取 200 μL或者 5000 r/min离心 5 min后弃去培养基至仅剩

200 μL，涂布含有氨苄的 LA 琼脂平皿中。待平皿表面无明显液滴后，将平皿倒置

于 37℃恒温培养箱中培养过夜。

3.2.33 FHV-gD截短蛋白表达

取菌液转接至 5 mL 含氨苄抗生素的 LB培养基中，37℃，200 rpm，5% CO2

震荡培养菌液 OD值为 0.4~0.6时，加入 50 μL 浓度为 2 μm/mL的 IPTG，于 16℃，

160 r/min中震荡培养 18 h-24 h。18 h后，将菌液 12000 r/min离心 1 min，用 500 μL

PBS重悬，进行超声破碎后，加入 5×SDS Loading在开水中煮沸 10 min。

3.2.34 FHV-gD截短蛋白Western Blot验证

取 10 μL样品，直接上样到 SDS-PAGE凝胶加样孔内。浓缩胶釆用 80 V恒压电

泳 30 min，分离胶采用 120 V恒压电泳 1 h，电泳至溴酚蓝到达胶的底端处附近停止

电泳。

Western Blot电转步骤：电转 Buffer提前预冷，SDS-PAGE凝胶切去浓缩胶，电

转夹板先铺一层海绵，放上凝胶，轻轻铺上硝酸纤维素(NC)膜，再叠放上海绵 (全

程保证无气泡)。100 V恒压电泳 1 h (全程冰浴进行)。
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加入脱脂乳封闭液摇床封闭 1 h，使用 1×TBST洗 3遍，每遍 5 min。分别加入

5E-6细胞上清液和 His标签抗体作为一抗，37℃震荡孵育 1 h，孵育结束后 1×TBST

洗 3遍，每遍 5 min。二抗 37℃震荡孵育 45 min，1×TBST洗 5遍，每遍 5 min。使

用显色液在化学发光仪进行显色。

3.2.35时间分辨荧光微球标记 FHV-gD蛋白

本研究采用时间分辨荧光微球作为标记物，利用 N-乙基-N′- (3-二甲基氨基丙

基)碳二亚胺盐酸盐 (EDC)和 N-羟基琥珀酰亚胺 (NHS)活化微球上的羧基，通过两

步法将活化后的羧基与蛋白上的氨基结合，促使 Eu-CM 偶联上 FHV-gD蛋白。

(1)取 1.5 mL 的离心管加入 50 μL(固含量 1%)时间分辨荧光微球和 800 μL 的

MES 缓冲液，14500 r/min条件下离心除上清，重复以上步骤两次；

(2)加入 10 μL 5 mg/mL新鲜配制的 NHS溶液，混匀，再加入 10 μL 5 mg/mL的

EDC溶液，超声 1 min混匀，室温孵育 30 min活化荧光微球；

(3)活化结束后，14500 r/min 离心 10 min，去除过量的活化剂，用 500 μL 0.02

mol/L pH 7.0 Tris-HCl 缓冲液重新复溶沉淀物，超声 1 min 混匀，再加入 10 μg 的

AFM-FHV-gD进行标记，震荡偶联 3 h后，14500 r/min离心 10 min，弃上清；

(4)缓慢加入 100 μL的封闭液( 1% BSA)，用移液器吹打混匀，在紫外灯照射下

无明显悬浮颗粒聚集，室温震荡封闭 30 min，离心弃上清，除去未结合的蛋白，再

加入标记洗涤液重悬，离心去上清；

(5)最后用 200 μL的荧光微球复溶液重新复溶，4°C避光保存备用。

3.2.36 FHV-gD蛋白和荧光微球偶联最佳浓度选择

为确定荧光微球偶联的最佳蛋白量，取荧光微球进行 10倍比稀释后，将 FHV-gD

蛋白不同浓度与荧光微球进行偶联，将 FHV-gD原浓度分别按照 2、1、0.5、0.25、

0.125 mg/mL 进行 2倍比稀释，分别检测同一猫 FHV-1阳性血清，根据试纸条的显

色情况来确定 FHV-gD蛋白和荧光微球偶联的最佳浓度。
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3.2.37 检测线 FHV-gD蛋白最佳包被浓度的确定

根据最佳蛋白标记量，将荧光微球标记的蛋白溶液均匀涂布在结合垫上，用样

品稀释液将 FHV-gD 蛋白进行 2倍比稀释，浓度分别为 2、1、0.5、0.25、0.125、

0.0625 mg/mL，混合均匀后喷涂于 T线上，烘干后分别检测同一猫 FHV-1阳性血清，

根据试纸条的显色情况来确定检测线 FHV-gD蛋白的最佳浓度。

3.2.38控制线包被单克隆抗体 5E-6的最适浓度

用点膜仪以 1 μL/cm 的量将单克隆抗体 5E-6 喷到硝酸纤维膜上的 C 线上，C

线包被单克隆抗体 5E-6的浓度为 4、2、1、0.5、0.25 mg/mL，与 T线 FHV-gD蛋

白最佳浓度、FHV-gD 蛋白偶联荧光微球的最佳浓度组装试纸条，分别检测同一猫

FHV-1阳性血清，根据试纸条质控线显色情况来确定其最适浓度。

3.2.39试纸条的组装与制备

（1）处理结合垫和样品垫，配制结合垫和样品垫处理液，完全浸泡裁剪好的垫

子 30 min，于 37℃ 烘箱中过夜烘干；

（2）将荧光微球偶联 FHV-gD 蛋白涂布在用处理液处理过的结合垫上，干燥

3~7 h；

（3）试纸条划线，用 PBS溶液将 FHV-gD蛋白和 5E-6单克隆抗体稀释成最适

工作浓度，包被在硝酸纤维素膜上，作为检测线和质控线，组装成试纸条，用 BIODOT

划线机划线，修改机器参数，检测线设置 y=19.5 mm，质控线设置 y=14.5 mm，两

线间隔 5 mm，划线完成后于 37℃烘箱烘干 20 min；

（4）组装试纸条，将样品垫、结合垫、NC膜、吸水纸依次裁剪为合适宽度，

并依次粘贴到 PVC底板上，每个原件重叠 1 mm左右，保证样本液体流动。 试纸

条切条，使用切条机，将系统参数中试纸条宽度设置为 4 mm；

（5）试纸条组装，将切割好的试纸条按照正确方向装于塑料卡套中，用于进行

下一步实验。
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3.2.40反应时间优化

以上述摸索到的最优条件制备一批试纸条，用于反应条件的优化摸索。用所制

备的试纸条检测同一个阳性样品，点样后观察 5 min、10 min、15 min，选择 T线、

C线条带强度趋于稳定的最佳时间点为反应终点。

3.2.41试纸条敏感性检验

用样品稀释液稀释抗体效价为 1：512猫 FHV-1阳性血清，从 1:4开始，1:4、

1:16、1:64、1:256、1:1024、进行 4倍比稀释，及用样品稀释液稀释猫阴性血清作为

阴性对照，每个样品取 100 μL用同一批试纸条进行检测，判定试纸条的最低检测限。

3.2.42试纸条特异性检验

用同一批试纸条，分别检测猫常见病毒 FCV、FPV、FHV 的阳性血清，并用稀

释液 PBS为空白对照，检测荧光微球试纸条特异性。

3.2.43试纸条重复性检验

分别选择不同批次和同批次组装的试纸条，由两名实验人员检测已知的 FHV阳

性、阴性血清样品，并重复 3 次，观察 T线显色结果。

3.2.44试纸条稳定性检验

将试纸条于 42℃保存，分别在第 0 d、10 d、20 d、30 d用制备的试纸条检测同

一份阳性和阴性样品，进行试纸条稳定性分析，观察不同时间节点其结果的变化。

3.2.45临床样品符合率检测

用荧光试纸条试纸条检 34份临床样品，记录样品检测结果，与间接免疫荧光

试验检测结果进行比较，计算符合率。
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4 实验结果分析

4.1 单克隆抗体的研制

4.1.1 FHV-gD 蛋白的纯化

将高密度表达的 FHV-gD CHO细胞上清制成原液样品，与镍柱孵育 3 h后的

样品制备为流出液样，目的蛋白洗脱样品分别制样。以 10 μL 每孔上样，进行

SDS-PAGE分析 FHV-gD 蛋白镍柱纯化效果，结果如图 4-1所示，目的条带大小

为 55 KDa (糖基化修饰)，与预测大小相符。纯度达 98%以上，且表达量较高。

图 4-1 SDS-PAGE检测 FHV-gD 蛋白纯化效果

Fig.4-1 SDS-PAGE assay for FHV-gD protein purification effect

M：Marker 1：培养上清 2：流出液 3：FHV-gD纯化蛋白

4.1.2 FHV-gD蛋白的反应性检测

电转结束后，将 NC膜封闭 1 h，分别孵育猫 FHV-1阳性血清 (血清按 1:200

稀释)、His标签抗体。以 His标签抗体检测 FHV-gD真核蛋白是否正常表达，猫

FHV-1阳性血清检测重组表达的 FHV-gD真核蛋白是否能与 FHV-1特异性抗体反

应。Western Blot结果如图 4-2所示：CHO表达的 FHV-gD蛋白能够与猫 FHV-1

阳性血清发生反应，具有良好的免疫反应性。
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图 4-2 Western Blot 检测 FHV-gD 真核蛋白的反应性

Fig.4-2 Reactivity of FHV-gD eukaryotic proteins detected by Western Blot

图 A:FHV-1猫阳性血清 ；图 B：His标签抗体；M：Marker

4.1.3 FHV-gD蛋白的浓度测定

将 SDS-PAGE检测中条带清晰且杂带较少的对应咪唑洗脱液进行透析，去除咪

唑，最后进行蔗糖浓缩，收集的蛋白使用 A280 (nm)紫外光吸收法检测蛋白浓度，

结果见表 4-1。

表 4-1 FHV-gD纯化蛋白浓度测定

Table4-1 Determination of FHV-gD purified protein concentration

蛋白 培养体积( mL) 预测大小(kDa) 消光系数 纯化浓度(mg/mL)

FHV-gD 50 35 66810 3.374

4.1.4 间接 ELISA 筛选方法的建立

固定抗体稀释抗原法以确定间接 ELISA蛋白包被浓度结果如表 4-2与表 4-3所

示：P/N=阳性样品 OD/阴性样品 OD。取 P/N值最高的点作为间接 ELISA筛选的工

作浓度。因此根据结果，本实验用原始浓度为 2.500 mg/mL的的 FHV-gD蛋白以

1:3200的稀释比例即 0.781 ug/mL终浓度的蛋白进行包被，FHV超离毒以 1：100的

稀释度进行包被。而抗原对照包被选取标准：按照 OD450尽可能高且与阳性读值有

区分的稀释度包被，可以更大程度的筛选到特异性单克隆抗体。

A B
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表 4-2 抗原最佳包被浓度摸索结果

Table 4-2 Results of the mapping of optimal antigen encapsulation concentration

抗原稀释度

血清抗体
200 400 800 1600 3200 6400

CHO

流出液

FHV鼠阳性血清

1：1000
2.809 2.788 2.730 2.748 2.648 2.099 0.211

SPF血清 0.095 0.090 0.096 0.094 0.080 0.087 0.082

P/N 29.568 30.978 28.438 29.234 33.100 24.126 2.573

表 4-3 超离毒最佳包被浓度摸索结果

Table4-3 Results of the square titration of the optimal concentration of supertoxic coated

超离毒稀释度

血清抗体
50 100 200 400 800 1600

CRFK

(1:10)

FHV鼠阳性血清 1：1000 1.223 1.201 1.099 0.947 0.608 0.331 0.153

SPF血清 0.101 0.078 0.076 0.079 0.058 0.073 0.101

P/N 12.109 15.397 14.461 11.987 10.483 4.534 1.515

4.1.5 免疫鼠血清抗体效价检测

小鼠第三次免疫 14 d后剪尾采血，分离血清。从 1:1000开始将血清进行 2倍比

稀释，用步骤 3.2.5中摸索的包被条件建立的间接 ELISA方法分别测定免疫小鼠和

SPF小鼠血清的效价。结果如图 4-3所示，第三次免疫后小鼠免疫效价均大于 1:10000。

选择免疫效价高且稳定的 3号小鼠进行 2次强化免疫，每次间隔 1 d，48 h之后取其

脾细胞进行细胞融合。
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图 4-3间接 ELISA检测免疫血清效价

Fig. 4-3 The titer of immune serum was detected by indirect ELISA

4.1.6 杂交瘤细胞的筛选

融合后的前三天需观察细胞是否污染，融合后 7~10 d统计融合率，并将 HAT

培养基全换成 HT培养基。当融合孔内细胞密度为 50%左右时取上清液进行检测，

并统计阳性率 (蛋白阳性率和病毒阳性率)。结果如表 4-4所示。对筛选呈蛋白和病

毒均为阳性的细胞孔扩大并进行两次亚克隆，成功筛选出 5株与 FHV-1反应的杂交

瘤细胞，并将 5株单抗命名为 2D-1、5E-6、2E-11、2A-12、7C-13。

表 4-4融合筛选结果

Table4-4 Fusion screening results

细胞板号
成功融合

孔数

融合率

（%）

蛋白反应

阳性孔数

蛋白反应

阳性率

（%）

病毒反应

阳性

孔数

病毒反应

阳性率

（%）

1 85 88.54% 17 20.00% 5 5.88%

2 89 92.71% 18 20.22% 4 4.49%

3 86 89.58% 20 23.26% 5 5.81%

4 89 92.71% 24 26.97% 6 6.74%

5 83 86.46% 20 24.10% 9 10.84%

合计 432 90.00% 99 22.92% 29 6.71%
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4.1.7杂交瘤细胞株分泌抗体亚类鉴定

采用小鼠亚型鉴定试剂盒对单克隆抗体的亚型进行鉴定，结果如图 4-4所示，5

株单抗中，5E-6、2A-12的重链为 IgG1，2D-1、2E-11、7C-13的重链为 IgG2a，轻

链均为 kappa链。

图 4-4 单克隆抗体的亚型鉴定结果

Fig 4-4 Results of subtype identification of monoclonal antibodies

4.1.8 杂交瘤细胞株染色体计数

对 5株原代杂交瘤细胞进行染色体计数，结果如图 4-5所示，单克隆杂交瘤细

胞染色体数目分别为 2D-1: 89条、5E-6: 102条、2E-11: 99条、2A-12: 100条、7C-13:

99条。杂交瘤细胞染色体条数在 88-108条之间，证明本实验筛选的 5株单克隆抗体

为脾细胞和骨髓瘤细胞融合所得。

图 4-5 原代杂交瘤细胞染色体鉴定

Fig.4-5 Chromosome identification of primary hybridoma cells
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4.1.9 单克隆抗体的特异性鉴定

将 FHV-1、FPV、FCV 三种病毒分别接种 CRFK细胞，以单抗细胞培养上清液

作为一抗，FITC488标记的羊抗鼠 IgG 作为二抗进行 IFA鉴定。结果如图 4-6所示，

只有 FHV-1阳性血清，5株单抗上清与 FHV-1的实验组有特异性的荧光，证明筛选

的 5株单克隆抗体只与 FHV-1反应，而与 FPV、FCV不发生反应，具有较好的特异

性。

图 4-6 IFA检测单克隆抗体特异性

Fig. 4-6 Detection of monoclonal antibodys specificity by IFA

1: PBS； 2: 鼠阴性血清+小鼠骨髓瘤细胞培养上清液； 3: FHV阳性鼠血清； 4: 5E-6； 5: 2D-1； 6:2E-11

7: 2A-12； 8：7C-13
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4.1.10杂交瘤细胞株分泌抗体中和试验

分别收集 5株单抗细胞培养上清液，将收集的杂交瘤细胞上清液与 200

TCID50/0.1mL病毒液体积 1：1 (50 μL+50 μL)混合，37℃孵育 1 h后加入到长满单层

的 CRFK细胞中，同时设置细胞对照、FHV-1阴阳性血清对照组。显微镜下观察细

胞病变 3~7 d，一半以上细胞出现 CPE 的孔视为阳性。结果如图 4-7所示，在阴阳

性对照组成立的条件下，2D-1、2E-11、2A-12、7C-13实验组出现细胞病变，5E-6

组细胞没有发生病变，说明仅 5E-6单抗具有中和效果。

图 4-7 单抗中和试验

Fig .4-7 Monoclonal antibody neutralization test

4.1.11杂交瘤细胞株分泌抗体结合表位交叉性验证

五株单抗中，5E-6具有中和效果，确定为中和表位。其余四株单抗进行相加

ELISA分析表位在抗原上的位置，按照 3.2.14步骤进行相加表位鉴定，当 2.66 mg/mL

浓度的FHV-gD蛋白稀释 128000倍后，即包被浓度为 0.2 μg/mL时，单抗的饱和OD450

处于 0.8~1.2之间。因此，选用 0.2 μg/mL的蛋白浓度包被酶标板，将两株单抗等体

积混合加入后孵育酶标鼠二抗，由相加指数 AI来计算，AI=[2×A(1+2)-(A1+A2)]/A(1+2)

×100%，当 AI>50% 时，两株抗体表位不相同；AI<50%时，则表位相同。由表 4-5

与表 4-6中的数据分析可知：2D-1与 2A-12，2D-1与 7C-13 的 AI>50%，2D-1与

2A-12、7C-13不处于同一表位。
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表 4-5相加 ELISA包被抗原条件摸索

Table 4-5 Additive ELISA packages are fumbled by antigen conditions

FHV-gD

稀释度

2D-1

（OD450）

2E-11

（OD450）

2A-12

（OD450）

7C-13

（OD450）

1:1000 2.92 2.64 2.76 2.69
1:2000 2.39 2.22 2.43 2.41
1:4000 2.69 2.70 2.85 2.69
1:8000 2.86 2.60 3.00 2.68
1:16000 2.40 2.17 2.65 2.30
1:32000 2.18 1.94 2.44 1.96
1:64000 1.60 1.38 1.86 1.47
1:128000 1.15 0.94 1.30 0.93
1:256000 0.71 0.60 0.89 0.57

表 4-6相加 ELISA鉴定单抗识别表位

Table 4-6 combined ELISA identifying the single identification table

A（OD450） B（OD450） A+B（OD450） AI (%)

2D-1（0.88）

2E-11（1.00） 0.97 6%

2A-12（1.37） 0.83 -71%

7C-13（0.97） 1.32 59.8%

2E-11（1.00）
2A-12（1.37） 1.21 37.2%

7C-13（0.97） 0.92 14%

2A-12（1.37） 7C-13（0.97） 1.04 -25%

4.1.12 腹水抗体效价检测

将 5株单抗的腹水从 1:10-3 稀释至 1:10-10，采用间接 ELISA 进行腹水效价测

定。 结果如图 4-8所示，5株单抗的效价在 1×10-6~1×10-8左右，说明 5株杂交瘤细

胞分泌特异性抗体能力较强。
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图 4-8单克隆抗体腹水效价测定

Table 4-8 Determination of ascites titer

1: 10-3； 2: 10-4； 3:10-5； 4: 10-6； 5: 10-7； 6:10-8 ; 7:10-9； 8：10-10

4.1.13 腹水抗体纯化

经辛酸硫酸铵粗纯后的抗体采用 Protein G柱进行二次纯化，纯化后抗体经

SDS-PAGE 电泳鉴定。结果如图 4-9 所示，重链大小为 55 KDa左右，轻链大小为

25 KDa，纯度达 90%以上。

图 4-9 腹水纯化结果

Fig.4-9 Results of ascites purfication

A:5E-6 Protein G纯化峰图；B:5E-6 抗体纯化结果； M: Marker；1：原液；2：流出液； 3-6：洗脱液
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4.2 5E-6中和抗体识别表位鉴定

4.2.1 5E-6腹水中和抗体效价测定

将纯化前 5E-6的腹水从 1：100开始 10倍比稀释，与 200 TCID50/0.1mL病毒液

混合孵育后加入到长满单层的 CRFK细胞中，观察 3 d后，由图 4-10可知，5E-6的

腹水中和效价为 10-3。

图 4-10 5E-6中和抗体效价测定

Fig. 4-10 Titer determination of 5E-6 neutralizing antibody

A：FHV-1病毒组对照; B:1:100 FHV-1阴性血清; C:1:100 FHV-1阳性血清 ; D腹水 1：100

E:腹水 1：1000; F：腹水 1：10000

4.2.2单克隆抗体的反应性鉴定

以单抗上清作为一抗，羊抗鼠二抗作为二抗，进行Western Blot分析。结果如

图 4-11所示，本实验筛选的 5株单抗均与变性的 FHV-gD蛋白结合，证明 5株单抗

与 FHV-gD蛋白具有良好的反应性且 5株单抗识别的表位为线性。
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图 4-11 Western Blot 检测单克隆抗体与 FHV-gD蛋白反应性

Fig.4-11 Western Blot detection of monoclonal antibody reactivity with FHV gD protein

A: 2D-1单抗; B:5E-6单抗; C：2E-11单抗; D：2A-12单抗 ; E：7C-13单抗; M：Marker ; 1：FHV-gD蛋白

4.2.3 FHV-gD截短质粒的构建

使用表 3-4中的引物扩增目的片段与载体片段，结果如图 4-12的 A图、C图、

E图所示，扩增 A、B、C、D、E、F截短目的片段大小分别为 180 bp、159 bp、204

bp、174 bp、174 bp、126 bp，F1、F2、F3、F4、F5目的片段大小分别为 4512 bp、

4530 bp、4488 bp、4512 bp、4467 bp、f1、f2、f3、f4、f5、f6目的片段大小分别为

4506 bp、4500 bp、4494 bp、4470 bp、4476 bp、4482 bp，条带大小正确。挑取重组

质粒的单克隆菌落测序，结果如 4-12的 B图、D图、F图所示，截短蛋白重组质粒

构建成功，提取质粒转化到 Rosetta菌株中进行蛋白表达。
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图 4-12 FHV-gD截短质粒构建结果

Fig. 4-12 Construction results of FHV-gD truncated plasmid

A：第一次截短目的片段与载体 PCR扩增琼脂糖电泳 B:第一次截短重组质粒鉴定琼脂糖电泳 C:第二次截短

目的片段 PCR扩增琼脂糖电泳 D:第二次截短重组质粒鉴定琼脂糖电泳 E:第三次截短目的片段 PCR扩增琼脂糖

电泳 F:第三次截短重组质粒鉴定琼脂糖电泳

4.2.4 FHV-gD截短蛋白Western Blot鉴定

将 FHV-gD基因截短体重组质粒原核表达蛋白电转至 NC膜上，分别孵育 His

标签抗体和 5E-6单抗，Western Blot检测结果如图 4-13所示，FHV-gD全长蛋白

大小约为 55 KDa，A、B、C、D、E、F截短蛋白大小约为 37 KDa，F1、F2、F3、

F4、F5截短蛋白大小约为 36 KDa，f1、f2、f3、f4、f5、f6截短蛋白大小约为 35 KDa，

对照组 sfGFP蛋白串联其他蛋白大小约为 35 KDa，与预测大小一致。His标签抗

体作为一抗时，FHV-gD全长蛋白与各截短蛋白均有条带，说明 FHV-gD全长蛋白

与各截短蛋白均正常表达。从 B图结果可以得知，5E-6单克隆抗体识别并结合 F

序列区域，对 F段进一步截短，从 D图结果可以看出，5E-6单抗识别的是 F2和

F3段，说明其识别表位范围为 306NVPIIISDDDVPTAPP321，对此区域进一步截短，
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结果如 F图所示，5E-6单抗识别的是 308~329aa区域以及 306~318aa区域，证明 5E-6

单克隆抗体识别的表位为 308PIIISDDDVP318。

图 4-13 FHV-gD截短蛋白Western Blot 检测结果

Fig.4-13 Western Blot results of FHV-gD truncated protein

A：Western Blot 检测第一次截短重组蛋白与 HIS标签抗体反应性；B:Western Blot 检测第二次截短重组蛋白与

HIS标签抗体反应性； C:Western Blot 检测第三次截短重组蛋白与 HIS标签抗体反应性；D:Western Blot 检测

第一次截短重组蛋白与 5E-6单抗反应性；E:Western Blot 检测第二次截短重组蛋白与 5E-6单抗反应 F:Western

Blot 检测第三次截短重组蛋白与 5E-6单抗反应性； +：FHV--gD全长蛋白; —：pET-23a-sfGFP 对照蛋白

4.2.5 5E-6单抗识别表位的空间模拟定位

使用 Alphafold 2软件对 FHV-gD蛋白进行空间结构模拟，结果如图 4-14所示，

5E-6单抗识别的表位位于 FHV-gD蛋白的外层，便于与抗原的结合，有抗体检测技

术开发的潜力。

图 4-14 FHV-gD蛋白空间结构的模拟及表位的定位

Fig. 4-14 Spatial structure simulation and epitope localization of FHV-gD protein
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4.2.6 5E-6单抗识别表位保守性分析

使用MegAlign软件分析氨基酸序列保守性，将 5E-6单抗识别表位序列与目前

已发布的 FHV-gD氨基酸序列 (截至 2024.3.19，共 63条序列)进行比对，结果如图

4-15所示，该表位在目前已发表的 FHV-gD氨基酸序列中完全保守，保守性较高。

图 4-15表位保守性比对

Fig. 4-15 Epitope conservative comparison

4.3 时间分辨荧光微球试纸条抗体检测方法的建立

4.3.1 FHV-gD蛋白和荧光微球偶联最佳浓度选择

将 FHV-gD蛋白稀释成 2、1、0.5、0.25、0.125 mg/mL的浓度，与荧光微球偶

联后，检测同一份猫 FHV-1阳性血清。结果如图 4-16 ，0.25 mg/mL、0.125 mg/mL

浓度的 FHV-gD蛋白与荧光微球偶联后 T线条带较弱，高于 0.5 mg/mL偶联蛋白浓

度有较明显的检测线，为了在不增加非特异性反应的基础上提高试纸条的敏感度，

本研究选择了偶联的 FHV-gD蛋白浓度为 0.5 mg/mL。

图 4-16最佳标记量的确定

Fig. 4-16 Determination of the optimal amount of labeling

A:2 mg/mL ; B:1 mg/mL ; C:0.5 mg/mL ; D:0.25 mg/mL ; E:0.125 mg/mL
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4.3.2检测线 FHV-gD蛋白最佳包被浓度的确定

为确定检测线 FHV-gD蛋白最佳浓度，在 pH 固定为最佳值条件下，将蛋白进

行 2、1、0.5、0.25、0.125 mg/mL，2倍比稀释。结果如图 4-17 所示：因此检测线

FHV-gD蛋白最佳浓度约为 1 mg/mL。

图 4-17检测线 FHV-gD蛋白最佳划线浓度

Fig.4-17 Test line FHV-gD protein optimum streaking concentration

A:2 mg/mL ; B:1 mg/mL ; C:0.5 mg/mL ; D:0.25 mg/mL ; E:0.125 mg/mL

4.3.3控制线 5E-6单抗包被的最适浓度

将 5E-6 单克隆抗体稀释成为 4、2、1、0.5、0.25 mg/mL 的浓度，与 FHV-gD

蛋白偶联荧光微球的最佳浓度组装试纸条，检测同一猫 FHV-1阳性血清。如图 4-18

可知，C 线包被单抗浓度大于 0.5 mg/mL都可以显色，但为了提高敏感度，所以 C 线

选用 1 mg/mL 浓度的抗体划线。

图 4-18控制线单克隆抗体最佳划线浓度

Fig.4-18 Optimal scribing concentration of monoclonal antibody for control line

A:4 mg/mL ; B:2 mg/mL ; C:1 mg/mL ; D:0.5 mg/mL ; E:0.25 mg/mL

4.3.4 最佳反应时间的确定

将同一份猫 FHV-1阳性血清用同一批试纸条检测，加样后分别反应 5 min、10

min、15 min，其结果如图 4-19所示，反应 10 min以后，C线与 T线荧光趋于稳定，

因此判定 10 min为最佳反应时间。
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图 4-19最佳反应时间的确定

Fig.4-19 Determination of the optimalreaction time

A: 5 min ; B: 10 min ; C: 15 min

4.3.5试纸条敏感性检验

将抗体效价为 1：512 (IFA检测)的猫 FHV阳性血清按照 1:22、1:24、1:26、1:28、

1:210比例进行 4倍数稀释，使用本研究建立的荧光微球试纸条检测每个稀释度的血

清，敏感度测试结果如图 4-20所示，可检测最高稀释度血清 1:256。

图 4-20试纸条敏感性检测

Fig.4-20 The limit of detection of dipstick strips

A :1:4 B:1:16 C:1:64 D:1:256 E:1:1024

4.3.6试纸条特异性检验

采用同一批研制的荧光微球试纸条分别检测FHV-1阳性血清 、FCV阳性血清 、

FPV阳性血清 ，如图 4-21所示，与 FHV-1阳性血清检测呈阳性，其它猫阳性血清

呈阴性，证明该试纸条特异性良好。
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图 4-21试纸条特异性检测

Fig.4-21 Specificity detection of dipstick strips

A: FHV阳性血清 ； D: FCV阳性血清 ； C: FPV阳性血清 ； D: 猫阴性血清

4.3.7试纸条重复性检验

选用同一批次和不同批次制备的试纸条，分别由两个实验人员检测同一份

FHV-1阳、阴性血清，重复 3次，检测结果如表 4-7所示，检测结果无差别，此荧

光微球试纸条的检测结果重复性良好。

表 4-7试纸条重复性检验

Fig.4-7 Repeatability test of test strips

试纸条批次 1批 2批 3批

样品名 实验员 1

FHV阳性血清 + + + + + + + + +

FHV阴性血清 - - - - - - - - -

试纸条批次 1批 2批 3批

样品名 实验员 2

FHV阳性血清 + + + + + + + + +

FHV阴性血清 - - - - - - - - -

4.3.8试纸条稳定性检测

研究表明试纸条存放于 42℃ 1个月等于室温保存 1年。将自制的胶体金试纸条

置于 42℃进行加速破坏试验，于第 0 d、10 d、20 d、30 d别分别进行血清抗体检测，
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结果如图 4-22，30 d时的试纸条检测线信号与 0 d无明显差异，说明本研究建立的

荧光微球试纸条稳定性较好。

图 4-22试纸条稳定性检测

Fig.4-22 Stability detection of test strips

A:0d B: 10d C:20d D:30d

4.3.9临床样品符合率检测

将收集到的 34份临床猫血清一分为二，一部分用本研究研制的双抗原夹心荧光

微球试纸条进行检测，另一部分进行间接免疫荧光实验检测。最后比较二者的符合

率。由表 4-8、图 4-27、图 4-28可以看出，荧光微球试纸条检出 FHV-1阳性血清 19

份，阳性率为 55.88 %；IFA检出阳性血清 20 份，阳性率为 58.82%，二者检测符

合率为 95%。

表 4-8 符合率试验结果

Table 4-8 Results of coincidence rate test

自制荧光微球试纸条 IFA 符合率

阳性 19 20

95%
阴性 15 14

总计 34 34

阳性率 55.88% 58.82%
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图 4-23临床样品荧光微球试纸条检测结果

Fig.4-23 Results of fluorescent microsphere test strip in clinical samples
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图 4-24临床样品 IFA检测结果

Fig.4-24 IFA test results of clinical samples

1-34：猫临床血清样品； 35：猫 FHV阳性血清对照组；36：猫 FHV阴性血清对照组

5讨论

5.1单克隆抗体的研制

FHV-1单克隆抗体的研制，不仅有助于开发抗体检测试剂盒以配合疫苗免疫的

评估，还可以进一步开发猫鼻气管炎单克隆抗体生物特效治疗药药。而本研究筛选

到针对 FHV-gD蛋白的 5株特异性单克隆抗体，其中 5E-6为中和抗体。5株单抗均

能与 FHV-1发生特异性反应，与 FCV、FPV无交叉反应，并通过本章试验证明，5
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株单抗具有良好的特异性、稳定性。因此，本研究制备的单克隆抗体对 FHV-1感染

的预防与治疗具有一定积极意义。

本次实验原实验方案为：以 CHO细胞表达的 FHV-gD、FHV-gE蛋白混合免疫

小鼠，筛选针对 FHV-gD、FHV-gE的单克隆抗体。然而最终只筛选到 FHV-gD单抗。

对本次实验 FHV-gE筛选失败原因及 FHV-gD单抗筛选成功的原因进行分析总结，

得到以下经验：1、免疫原选择：首先应选用具有良好免疫原性，浓度高且纯度较高

的免疫原免疫小鼠，在 FHV-gD、FHV-gE混合免疫过程中，由于纯化的 FHV-gE蛋

白浓度较低，免疫小鼠的 FHV-gE血清抗体效价增长不明显，进行细胞融合时血清

抗体效价仅达到 1：2560，导致阳性杂交瘤细胞的筛选较为困难；2、实验动物选择：

用于免疫的小鼠应选用 5~6周龄，周龄小的小鼠免疫系统发育不完全，无法达到理

想抗体水平，且对小鼠机体损害较大影响后续免疫。若实验鼠的周龄较大，免疫结

束之后小鼠免疫系统可能已经开始退化，其机体刺激 B细胞产生抗体的能力降低，

可能导致融合后阳性率低下；3、免疫方案：选用合适的免疫佐剂，在进行乳化时应

注意乳化时间以及免疫混合物的状态，例如弗氏佐剂与蛋白乳化时，混合物滴入水

中不立刻溶解即可，如果入水立即溶解，说明乳化不充分，若入水长时间不溶解，

则说明乳化过久，可能影响小鼠的吸收。此外，免疫的途径也可灵活搭配，皮下注

射与腹腔注射交替使用。最后，应避免多次重复低剂量免疫，导致小鼠产生免疫耐

受。实验后期提高 FHV-gE蛋白免疫量，实验鼠的血清抗体水平始终不提升的原因

可能是实验鼠已对 FHV-gE蛋白产生免疫耐受。4、筛选方案：在进行阳性杂交瘤细

胞筛选时，除了采用 FHV-gD蛋白间接 ELISA筛选，还可用辅以超离毒 ELISA或

间接免疫荧光实验进行同步筛选。以保证成功筛选到能与病毒反应的单抗。单抗制

备过程中的每个步骤都十分关键，严格把握每一个细节，认真按照实验步骤来进行，

才能保证实验的成功。

5.2 5E-6抗体识别表位的鉴定

抗原表位是决定病毒结构蛋白的抗原性和诱导体液免疫应答的关键元素。对单

克隆抗体进行 B 细胞表位定位，有助于深入研究病毒与宿主的作用机制，通过分析

表位的保守性、覆盖性与特异性，对开发诊断试剂和治疗药物具有重要意义。

在本研究中，鉴定 5E-6单克隆抗体识别的表位为 308PIIISDDDVP318，与已发布
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的 FHV-gD氨基酸序列进行对比，显示高度保守，这表明 5E-6中和抗体能够检测和

中和大部分 FHV-1毒株，是良好的候选阻断抗体。但目前所公布的 FHV-gD氨基酸

序列较少，其保守性待进一步评估。

这是 FHV- gD 蛋白线性中和表位的首次研究报道，为 FHV-1的基础研究和应

用提供了生物学材料和分子基础，为深入开发 FHV-1单克隆抗体特异治疗药物和诊

断试剂提供了理论依据。

5.3 时间分辨荧光微球试纸条抗体检测方法的建立

抗体诊断是用于检测 FHV-1感染或免疫状态的主要手段，FHV-1抗体的存在意

味着有过感染或因疫苗免疫产生了体液免疫应答，以此可以判断动物机体此时的身

体状态，决定是否治疗或加强免疫。因此，需要一种灵敏、快速、准确的诊断方法，

以便能够有效检测出 FHV-1抗体。而本研究的试验结果证明建立的荧光微球试纸条

具有良好特异性，敏感性以及可靠性，可用于 FHV-1抗体的快速检测。

对本次实验建立的荧光微球试纸条进行经验总结：首先，应明确检测的对象。

在建立检测方法之前，明确检测的对象为抗原或抗体，若检测对象为抗原，可采用

双抗体夹心法组建试纸条，检测抗体则可考虑阻断法等。其次是标记材料的选择，

标记材料对试纸条的敏感度至关重要，可综合考虑检测现场条件选择理想的标记材

料。最后是试纸条的材料及其他条件的优化，其中 pH 值，吸水垫、结合垫、样品

稀释液等选择也会影响试纸条的效果。

本研究建立的双抗原夹心荧光微球试纸条敏感性为 1：256，而 IFA实验检测的

猫 FHV-1阳性血清抗体效价为 1：512，敏感度相差 1倍。使用研制的试纸条检测临

床猫血清样品时，由于溶血影响，试纸条检测弱阳血清时的弱荧光带被遮盖，导致

试纸条与 IFA检测结果不符，此情况可通过更换样品点与结合垫的材质进行优化。

本研究建立的荧光微球试纸条可借助 365 nm的紫外照射仪实现定性检测，借助专业

的荧光试纸条读卡仪可实现半定量检测，可根据需求选择不同的结果分析方式。

综上，我们基于 FHV-1单克隆抗体和 FHV-gD蛋白开发了一种新型、快速、特

异的荧光微球试纸条，并可用于评估临床血清样本，开发的荧光微球试纸条为临床

检测 FHV-1血清抗体提供了一种有理想的诊断方法。



华中农业大学 2024届硕士研究生学位（毕业）论文

64

6结论

1.本研究通过杂交瘤细胞技术研制了 5株针对 FHV-gD蛋白的特异性单克隆抗

体，命名为 2D-1、5E-6、2E-11、2A-12、7C-13，其中 5E-6为中和抗体。

2.本研究鉴定 5E-6中和抗体的线性 B 细胞表位为 308PIIISDDDVP318，具有高

度保守性。

3.本研究建立了基于 FHV-gD蛋白与 5E-6单抗的双抗原夹心荧光微球试纸条以

检测 FHV-1抗体。该试纸条特异性好、灵敏度与可靠性较高，可实现临床快速检测

目的。
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