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摘 要

禽白血病（Avian Leukosis ，AL）是由禽反转录病毒家族的禽白血病病毒引

起的一种鸡的传染性肿瘤疾病。禽白血病不仅造成病禽死亡，蛋鸡生产性能下降，

还会产生免疫抑制，致使鸡群免疫应答能力降低，继发感染其它疾病。自禽白血

病病毒 J亚群发现以来，其宿主范围不断扩大，从最早的只感染肉鸡，蔓延到蛋

鸡，扩大到地方鸡种，甚至有野鸭感染 ALV-J的报道。目前几乎可感染所有品系

的鸡种，给养禽业造成了巨大的经济损失。自 2011年起，我国一些地方陆续分

离到不同于已知的外源性禽白血病病毒（Avian Leukosis Virus，ALV）株，经鉴

定发现其不属于 ALV中的任一亚群，命名为 K亚群。K亚群病毒的发现揭示了

我国鸡群中禽白血病病毒感染的复杂性。目前尚无商品化疫苗可以预防此病，也

无有效抗病毒药治疗该病，只有依靠净化种群，淘汰阳性鸡来控制 ALV的传播。

因此，针对亚群特异性单克隆抗体（Monoclonal Antibody，MAb）建立 ALV抗

原检测方法，实现临床上对疾病的快速诊断显得尤为重要。

ALV包含三个结构基因，分别为 gag 基因，pol基因和 env基因。env 基因

编码病毒囊膜蛋白，由 gp85基因和 gp37基因组成。gp37基因在 ALV各亚群间

高度保守，gp85基因在 ALV各亚群间差异较大，也是 ALV各亚群分类的基础。

本研究分别针对 ALV-J 和 ALV-K 的 gp85 基因制备了禽白血病病毒 J 亚群和 K
亚群囊膜蛋白单克隆抗体。本研究首先将 ALV-J和 ALV-K的 gp85基因分别构建

到 2种表达载体 pET-28a和 pGEX-6P-1 上，然后进行原核表达及纯化，获得纯

化蛋白后，分别建立了检测 ALV-J和 ALV-K抗体的间接 ELISA方法。经过一系

列对比试验确定 ALV-J抗体间接 ELISA 检测方法的最佳包被液为 pH9.6碳酸盐

缓冲液，抗原包被浓度为 14μg/mL，封闭液选择 5%脱脂乳，血清最佳稀释度为

1:1000，酶标二抗最佳稀释度为 1:2000，底物最佳作用时间为 15min。采用建立

的检测 ALV-J抗体间接 ELISA方法的最佳包被液，封闭液和底物最佳作用时间，

确定检测 ALV-K抗体间接 ELISA方法的抗原最佳包被浓度为 6.6μg/mL，血清最

佳稀释度为 1:2000。以带 GST标签的 J-gp85重组蛋白免疫小鼠，利用杂交瘤技

术进行细胞融合，以带 HIS标签的 J-gp85蛋白包被酶标板经间接 ELISA方法筛

选阳性细胞，避免了细胞融合后 ELISA筛选实验过程中标签蛋白产生抗体造成

的假阳性，经过 5次细胞融合后筛选出 1株能稳定分泌 ALV-J-gp85蛋白的单克

隆抗体，命名为 JB7。以带 HIS标签 K-gp85重组蛋白免疫小鼠，以带 GST标签

的 K-gp85 蛋白包板，经过 4 次细胞融合筛选出 2 株能稳定分泌 ALV-K 抗体的

MAb，命名为 KD4 和 KE5。对制备的单抗 JB7 进行Western blot检测，表明该

株单抗能特异性识别 ALV-J-gp85 蛋白。进行 IFA验证，表明单抗能与 ALV-J毒
株发生特异性反应，不与 ALV-A毒株和 ALV-K 毒株反应。对制备的单抗 KD4
和 KE5进行Western blot检测，表明 2株单抗都能特异性识别 ALV-K-gp85蛋白。
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进行 IFA验证，表明 2株单抗都能与 ALV-K毒株发生反应，此外，2株单抗还

能识别 ALV-A毒株。

本次研究制备的 ALV-J单克隆抗体为制备 ALV-J国产化抗原诊断试剂盒奠

定基础，研制的 ALV-AK单克隆抗体对于 ALV-K今后的研究是一个重要的补充，

为今后 ALV-AK抗原检测试剂盒的研制奠定了基础。

关键词：J亚群禽白血病病毒，K亚群禽白血病病毒，gp85 基因，间接 ELISA，
单克隆抗体
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Abstract
Avian Leukosis (AL) is a type of infectious tumor disease caused by avian

retrovirus. Avian leukemia not only causes the death of diseased chickens, but also
declines in production performance of layer chickens and results in
immunosuppression, lower immune response ability and infection of other diseases.

Since the discovery of avian leukosis virus subgroup J（ALV-J）, its host range has

been expanding, from the earliest infected only broiler chickens to layer chickens,
extended to indigenous chickens, and even the wild ducks. At present, ALV can
almost infect chicken breeds of all strains, which has resulted in huge economic losses
to the poultry industry. Since 2011, some exogenous ALV strains have been isolated
from several provinces in China. they have been identified that they do not belong to
any subgroup of ALV, desigated as subgroup K. The emerging of subgroup K reveals
the complexity of avian leukosis virus infection in Chinese flocks. Up to now, there is
no commercialized vaccine or effective antiviral drugs to prevent this disease. The
eradication program of ALV is the only way to control the spread of ALV. Therefore,
it is particularly important to establish the ALV diagnostic method based on subgroup
specific monoclonal antibody (Monoclonal Antibody, MAb), so as to achieve the
rapid clinical diagnosis.

ALV contains three structural genes: gag gene, pol gene and env gene. The env
gene encodes envelope protein composed of gp85 and gp37 genes. gp37 gene is
highly conserved among ALV subgroups, and gp85 gene of ALV were different of
each other. It is also the basis for classification of ALV subgroups. In this study,
primers were designed to amplify the gp85 gene of ALV-J and ALV- K respectively
and then cloned into the pET-28a and pGEX-6P-1. The recombinant plasmids were
transformed into BL21 to express and purify the fusion protein. After the obtaining of
purified protein, we established indirect ELISA methods for detection of ALV-J
antibody and ALV-K antibody respectively. After a series of comparative tests, the
best reaction conditions for indirect ELISA detection method of ALV-J antibody as
follows: 14μg/ml antigen used to coat ELISA plate with pH 9.6 CB Buffer, 5%
skimmed milk, 1:1000 of sera as detecting samples. The working concentration of
HRP-labelled Goat anti mouse IgG was 1:2000 and the reaction time was 15 minthe.
The best reaction conditions for indirect ELISA detection method of ALV-K antibody
as follows: 6.6μg/ml antigen used to coat ELISA plate, 1:2000 of sera as detecting
samples. The mice were immunized with recombinant protein GST-J-gp85, and the
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cells were fused by hybridoma technology. The positive cells were screened, through
indirect ELISA method using HIS-J-gp85 protein as coating antigen. Finally, one
hybridoma cells line, named JB7, stably secreting MAb against ALV-J-gp85 protein
after five cell fusion was generated. Besides mice were immunized with recombinant
protein HIS-K-gp85, and ELISA plate coated with GST-K-gp85 protein. Two
hybridoma cells, named KD4, KE5, stably secreting MAb against ALV-K-gp85
protein after four cell fusion was generated. Western blot showed that the MAb JB7
could specifically recognize ALV-J-gp85 protein. IFA approved that the MAb JB7
reacted with ALV-J but not with ALV-A or ALV-K. Western blot using two MAbs
(KD4 and KE5) showed that two MAbs could specifically recognize ALV-K-gp85
protein. IFA approved that two MAbs reacted with ALV-K and ALV-A but not with
ALV-J.

The ALV-J monoclonal antibody prepared in this study lay the foundation for the
preparation of ALV-J localization diagnostic kit. ALV-AK monoclonal antibodies
developed here were important for the future research of ALV-K and lay the
foundation for the preparation of ALV-AK diagnostic kit.

Key words: avian leukosis virus subgroup J , avian leukosis virus subgroup K , gene
of gp85 , indirect ELISA, monoclonal antibody
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第一章 文献综述

1.1 禽白血病概述

禽白血病（Avian Leukosis ，AL）是由禽反转录病毒引起的一种传染性肿瘤

疾病[1]。常见的有淋巴细胞性白血病和髓细胞性白血病，禽白血病病毒还能导致

其他不常见的肿瘤疾病：成髓细胞性白血病、成红细胞性白血病、骨石化病和血

管瘤等
[2]
。有关禽白血病的危害可追溯到 19世纪末，尽管养殖户知道该病的危

害，但其造成的损失很小，在当时并未引起人们对该病的重视。1988年前，在

鸡群中常见的为淋巴细胞性白血病，该病的病原为 ALV-A 和 ALV-B。20 世纪

80年代后期，英国 Campton动物保健协会在对肉鸡感染禽白血病血病病毒的情

况进行调查时，分别从一临床健康的肉鸡和发生髓细胞性白血病的肉鸡病例中分

离到几株禽白血病病毒。1991年，Payne的研究结果表明这几株外源性禽白血病

病毒不属于 A、B、C、D中的任何一种，属于一个新的亚群，命名为 J亚群，

并将其中的 HPRS-103株作为 J亚群原型株进行深入研究[3]。1999年，美国的禽

病肿瘤研究所又从许多典型的髓细胞性白血病病例中分离到多株 ALV-J毒株。随

后，世界上许多地区相继报道白羽肉鸡暴发髓细胞性白血病。我国杜岩等于 1999
年首次从江苏和山东的白羽肉鸡中分离到 ALV-J[4]。几年时间内，我国的许多省

份也发现白羽肉鸡感染 ALV-J的病例。徐镔蕊等于 2002年通过间接荧光抗体法

检测到海兰褐蛋鸡也能感染 ALV-J[5]。经过一段时间严格的种群净化，基本清除

了我国的白羽肉鸡群和蛋鸡群中的禽白血病。然而，在我国各地饲养的黄羽肉鸡

和地方鸡种中也相继暴发了禽白血病，一时间我国各类鸡群都遭受了禽白血病的

侵袭，ALV-J也成为了危害养禽业最严重的 ALV的流行亚群
[6]。显然 J亚群的传

染性和致病性远高于 ALV的其它亚群，这引起了国内外禽病研究者的高度关注。

然而，自 2010年来，通过用 DF1 细胞培养检测我国地方鸡群中 ALV的感染情

况，分离到一些野毒株，通过比较他们 gp85 基因的同源性，发现与已知的外源

性禽白血病病毒 gp85基因同源性不到 90%，属于一个新的亚群，命名为 K亚群。
[7]。

1.2 禽白血病病毒概述

1.2.1 禽白血病病毒分类

禽白血病病毒（Avian Leukosis Virus，ALV）属于ɑ反转录病毒[8]。早期的禽

白血病病毒分为慢转化型病毒和急性转化型病毒，主要依据病毒引起的临床潜伏

期和诱发肿瘤范围划分的。急性转化型病毒主要来自于实验室增值的病毒，慢转

化型白血病病毒为常见的禽白血病病毒[9]。后期禽白血病病毒分类标准是依据囊

膜糖蛋白特征其分为 A-J十个亚群[10]，另有新发现的 K亚群[11]，根据其传播方式
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又可分为内源性病毒（E、F、G、H、I）和外源性病毒（A、B、C、D、J、K）。

其中能感染鸡只有 A、B、C、D、E、J和 K亚群[12-13]，F-I 亚群十分罕见，分别

存在于环颈雉、黄金雉、匈牙利鹧鸪、冈比亚鹌鹑[14-15]。E亚群是鸡体内最常见

的非致瘤性禽白血病病毒，除 E亚群外其余六中种外源性病毒都能导致鸡群产

生肿瘤，最常见的是 J亚群诱发髓细胞性白血病，其次是 A ，B亚群诱发淋巴

细胞性白血病，C，D亚群比较罕见，K亚群大多从临床健康的鸡群中分离到，

致病性不强。

1.2.2 禽白血病病毒形态学特征

禽白血病病毒粒子的外形似球状，直径在 80~130nm之间，外表有长达 8nm的纤

突。外层的囊膜和中心电子致密的核心结构组成病毒粒子，膜表面糖蛋白、跨膜

糖蛋白和病毒脂质构成病毒外层囊膜。二倍体的 RNA和非糖基化结构蛋白构成

正二十面体的核心结构。RNA核酸、脂质和蛋白质成分分别约占病毒成分的 2%，

33%和 65%[16]。

1.2.3 禽白血病病毒的理化特征

病毒对氯仿、乙醚和胆盐等脂溶剂敏感是由于大量的碳水化合物和脂类占据

在禽白血病病毒囊膜内。SDS等去垢剂对禽白血病病毒病毒粒子有裂解作用，能

使其核心蛋白和双倍体 RNA释放出来。禽白血病病毒对热敏感，高温下很快就

会失活。在 56℃时只需 30min便会失活，37℃时的半衰期为 100~540min，即使

是在-15℃时半衰期也只有 1周，只有-60℃以下才可确保病毒能存活数年。因此，

禽白血病病毒保存的一个重要条件是温度。在 pH4.5~9 间病毒能保持较好的活

性，pH不在此范围时均会失去活性。禽白血病病毒对紫外线有抵抗力[17-18]。

1.2.4 禽白血病病毒基因组结构

反转录病毒属于仅有的二倍体 RNA病毒，病毒 RNA不能作为 mRNA进行

直接表达，而是作为模板先反转录成 cDNA[19]。禽白血病病毒 RNA基因组结构

具备一个典型的序列特性，即 5’-R-U5-gag-po1-env-U3-R-3’，全长约 7.2kb，5’
为甲基化的帽子结构，3’端有 Poly A尾巴，末端序列 5’-R-U5和 U3-R-3’区域较

为保守，为非编码区（uncoding region，UTR），中间序列 gag-po1-env为编码区。

非编码区拥有启动子和增强子活性，在病毒 RNA转录成 cDNA 时构成长末端重

复序列（long terminal repeat，LTR），囊膜糖蛋白基因（env）、聚合酶基因（pol）
和衣壳蛋白基因（gag）这三个基因构成编码区主要结构基因[20]。

gag基因序列高度保守，编码的是群特异性抗原（gs），编码的蛋白主要有

P19，P2，P10，P27，P12，P15和 P1。P27蛋白构成病毒衣壳蛋白的主要成分，

该蛋白上存在很多容易被检测出的抗原位点，常常被选作用于临床检测的抗体。

P19蛋白为病毒的基质蛋白，存在于病毒外表面，具备高度保守的氨基酸序列，
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是一段 155个氨基酸的短肽，该蛋白相连于病毒穿膜糖蛋白，影响病毒的出芽生

殖[21]。P2蛋白一段长 22个氨基酸的短肽，P2的缺失对病毒粒子的形成起抑制作

用，其它功能尚不清楚。P10 是一段长 62个氨基酸的多肽，是 gag基因编码的

蛋白上最不保守的一段氨基酸序列，处于病毒囊膜和核心结构之间，在病毒的早

期感染和后期装配中发挥作用。P12是一种包绕RNA基因组的强RNA结合蛋白，

主要负责 RNA病毒的加工和包装。P15为病毒的蛋白酶，其作用是切割 gag和
pol基因编码的前体蛋白形成成熟蛋白[22-23]。

pol基因序列也高度保守，但在 J亚群有所差别，与其它外源性禽白血病病

毒相比，ALV-J原型株 HPRS-103的 pol基因上有终止密码子，位于下游第 5346
碱基处，其所编码的酶蛋白较其他外源性 ALV少 22个氨基酸[24]。pol基因在病

毒基因组插入宿主细胞染色体这一过程中起关键作用，其编码的反转录酶 p68
参与病毒基因反转录成 cDNA 过程，编码的整合酶 p32参与病毒 cDNA 整合进

入宿主 DNA过程，可以说，病毒的生活周期主要受这两种酶影响。

env基因序列在 A、B、C、D亚群间同源性较高，可达 80%~85%，而他们

与 J亚群的同源性仅 40%左右。env基因编码囊膜糖蛋白，主要包含膜表面糖蛋

白亚单位（surface glycoprotein unit，SU）gp85和跨膜糖蛋白亚单位（transmembrane
protein，TM）gp37。gp85蛋白能对宿主细胞膜上的病毒受体进行特异性识别，

对宿主的范围和亚群特异性起决定作用，非糖基化时的 gp85蛋白大小为 36kDa。
gp37 包含胞外区、跨膜区和胞内区三个结构区，胞外区有能介导病毒与细胞融

合的融合区，是病毒进入宿主细胞的关键。

1.2.5 缺陷型禽白血病病毒基因结构特征

缺陷型禽白血病病毒是指外源性禽白血病病毒部分基因缺失而形成的缺损

病毒，缺陷的部位可以发生在禽反转录病毒基因组的不同位点上。Rouse肉瘤病

毒和缺陷型白血病病毒基因组中，含有病毒性致瘤基因（ν-onc）。Rouse肉瘤病

毒除了拥有典型禽白血病病毒基因组结构外，在 3'端单独存在一个与复制无关的

src基因，即 gag-po1-env-src，额外的 src基因为致癌基因[25]。

1.2.6 禽白血病病毒的复制过程

反转录病毒的复制是一个及其复杂的过程，尽管反转录病毒对任何细胞膜都

无选择性，然而感染的发生是具有特异性的。特异性的基础在于细胞特异性受体

与 SU亚单位作为配体的相互作用和结合，进而引起 TM亚单位构象发生变化从

而作用病毒与宿主细胞进行融合，并进入宿主细胞[26]。随后，侵入的病毒失去了

病毒囊膜而在胞浆内暴露出带有核衣壳的病毒核心结构，核心结构在胞浆内发生

解离，在反转录酶的作用下病毒 RNA反转录为 cDNA，cDNA 在病毒整合酶的

作用下整合进宿主细胞基因组 DNA 中，利用细胞机制完成病毒 RNA的转录、
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翻译、装配病毒子的过程。

1.3 禽白血病的研究概况

1.3.1 禽白血病的流行病学

1.3.1.1传染源

病鸡是本病的传染源，带毒鸡和感染的蛋种为隐形传染源。带毒鸡由于无明

显临床症状，往往被人们忽视，而造成更大的危害。母鸡有病毒血症时，病毒在

生殖系统内繁殖，在输卵管的蛋清分泌部含有最多的病毒[27]。因此，病毒常存在

于带毒鸡产的卵中，使得鸡胚被垂直感染。这种感染的鸡胚内大多器官都存在病

毒粒子，并且发现其胰腺腺泡细胞内存在大量病毒聚积，这些病毒粒子传染性很

高，鸡胚长成雏鸡后，病毒粒子随粪便排出，同时引起水平感染[28]。所以除病鸡

外，带毒鸡（种蛋）及其粪便排泄物等也是及其危险的传染源，不可忽视。

在感染 ALV的鸡群中分为 4种血清型：即有病毒血症但无抗体（V+A-）。

有病毒血症且有抗体（V+A+）；无病毒血症但有抗体（V-A+）；无病毒血症也

无抗体（V-A-）；再通过排毒情况（S±）可确定鸡只的感染状况。病毒的检测

可使用 PCR或免疫荧光方法，抗体检测可通过 ELISA方法，排毒情况可采用检

测群特异性抗原的方法。鸡群中 V-A-S-鸡为未感染鸡或易感鸡群中有遗传抵抗

力的鸡；垂直感染的雏鸡，呈现免疫耐受现象（V+A-S+），有病毒血症，但缺

乏抗体，在其血液和组织中病毒浓度较高，长成成鸡后，成为带毒鸡、可排毒，

成为重要的传染源。水平感染的鸡，其带毒、抗体和排毒状况与感染日龄有关。

1~2日龄雏鸡感染时和垂直感染鸡胚相似，为 V+A-S+，发病率高、死亡率高。

4~8周龄后感染时，为 V-A+或 V+A+，这些感染鸡大部分不排毒（S-），少部分

可排毒（S+），此时感染的鸡发病率和死亡率大幅度降低。少数无病毒血症但

有抗体的母鸡可间歇性传播该病毒，常发生于抗体滴度较低的鸡[29]。

传染性病毒粒子最易在肝脏和胰脏内繁殖，也可在胆道上皮细胞、肠道及肠

腺体内繁殖。因此，鸡的排泄物中往往携带病毒常，造成了周围环境的污染，形

成水平传播的传染源。18月龄以下的感染母鸡经卵传递病毒的能力较强。

1.3.1.2 传播方式和途径

外源性 ALV有垂直传播和水平传播这两种传播方式。垂直传播在 ALV流行

病学上格外重要。除 ALV各亚群的囊膜基因有差异外，其囊膜基因仍在不断发

生突变，从而导致抗原的变动，加上和内源性病毒存在相互作用，导致 ALV在

遗传学上不断发生改变，使现有的检测手段难以跟上其变化速度，这是 ALV极

难根除的主要原因。此外，水平传播对促进垂直传播具有一定作用，特别是在孵

化期和孵出的一周内[30]。在一定条件下，经水平传播而感染的母鸡可发展成为持

续感染的带毒鸡并将病毒传递给鸡胚。然而，这种情况对 A亚群而言是极少见
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的，除非由于缺乏母源抗体、发生免疫应激或者是内源性病毒的出现使宿主的易

感性增强。本病一般不通过间接接触（分栏饲养的鸡群）进行传播，可能是因为

病毒在鸡体外不易存活的原因。

鸡种的性别对 ALV水平传播和垂直传播有影响。因此，公鸡不能经垂直传

播传染，只能是病毒携带者或通过接触和性交传染。由于病毒血症母鸡的输卵管

的蛋清分泌部病毒浓度很高，病毒被排入蛋清造成鸡胚的先天性感染。虽然公鸡

和母鸡均带毒，但仅母鸡能垂直传播，说明鸡胚感染是由输卵管内大量的 ALV
造成的，而与体内其他部位转移来的病毒无关。电子显微镜研究结果也表明，大

量病毒在输卵管的膨大部进行复制。仅管这样，蛋清中带有的 ALV并非都能引

起鸡胚或者雏鸡的感染[31]。Payne 等、Tsukamoto等和 Spencer 等的研究表明，仅

有大约 12.5%~50%的感染是由蛋清中的病毒引起，而大部分感染还是由水平传

播引起，这种间歇性的遗传传播可能由于病毒被灭活或被卵黄抗体中和导致的。

研究发现，在检测不到群特异性抗原的情况下任然能出现 ALV的先天性传播[32]。

ALV-J的传播方式为垂直传播和水平传播。经垂直传播的鸡胚，可产生持久

的免疫耐受，抗体呈阴性，孵出的雏鸡有病毒血症，这些鸡也会成为子代鸡 ALV-J
的传播者，易于产生髓细胞性白血病或其它肿瘤。据报道，实验性接种 HPRS-103
导致髓细胞性白血病的百分率大约为 30%。研究显示，与ALV-J原型株HPRS-103
关系密切的内源性病毒 ev/J 的 env基因在鸡胚中的表达和免疫耐受相关，此特

征在 ALV-J感染的肉鸡中占相当大的比例。不同日龄以及不同品系的鸡感染后的

结果不同，通过接触感染或注射 1日龄肉鸡会导致部分肉鸡产生持久的耐受病毒

血症（V+A-），而另一部分肉鸡引起短暂的病毒血症，随后成为免疫鸡。

一般情况下，经水平传播而感染 ALV-J的鸡比经垂直传播而感染鸡的存活率

和产蛋率都高[33]。在排毒鸡的蛋清中能检测到群特异性抗原，这种母鸡产的蛋在

孵化率、质量和重量方面都明显低于正常母鸡。

ALV-J的水平传播较其他亚群而言更为迅速，造成的危害更为严重。一研究

中表明，从商品肉种鸡中检测出的 ALV-J，由孵出雏鸡时的 9%增长至 4周龄时

的 88%；在水平感染鸡中，大约 50%会成为持续的病毒血症，大约 25%的母鸡

将病毒传递给了子代。感染 ALV-J的鸡免疫应答出现多样性，使感染鸡的水平传

播和他生物学特性十分复杂，而且每次分离到的 ALV-J毒株在遗传性和抗遗传性

上都存在差别。经水平感染的鸡会产生短暂的病毒血症，可不产生抗体也可产生

抗体，当 ALV-J感染卵巢时，才能将病毒传递给子代，但这些鸡通过排出粪便不

断向外界环境扩散病毒[34]。若切断鸡群间的直接接触，或将各鸡笼、鸡舍隔离开，

会大大减慢 ALV-J的传播。

实验室接种 ALV-J诱导的髓细胞性白血病可形成急性转化型病毒。急性转化

型 ALV-J相比 HPRS-103株致瘤更为迅速。接种 1日龄雏鸡后，通常情况下在 5
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周龄时出现第一例髓细胞性白血病，平均在 9周龄发生。这些发现表明急性转化

型病毒对于 ALV-J的感染及流行起到一定的作用，目前尚不清楚其传播效率。

1.3.1.3 易感动物

ALV病毒感染的宿主主要为鸡，其他宿主也包含雉、鹌鹑、火鸡、鹧鸪和

其他野禽。

1.3.2 禽白血病的临床症状

禽白血病临床症状不仅表现为体表皮肤血管瘤和内脏器官肿瘤，更常见的是

鸡出现生长迟缓、产蛋率下降和免疫抑制。鸡群感染 ALV后的临床病理作用造

成的损失不低于肿瘤性死亡造成的损失[35]。ALV感染鸡群后的临床表现和病理变

化多种多样，对于一些亚临床表现有时很难进行判定，并不是每只感染的鸡表现

症状均相同，这与毒株，感染鸡的年龄和遗传性有关。一般情况下，早期感染，

尤其是垂直传播时致病性很强，到了性成熟时多发生肿瘤，肿瘤发生部位常见于

心脏、肝脏、肾脏、脾脏和卵巢，此外还能见于皮肤、法氏囊、胸腺、肌肉和骨

膜。由 ALV不同亚型的病毒导致鸡发生肿瘤的类型也存在差异，A，B亚群常引

发淋巴细胞性白血病，J亚群多引起髓细胞性白血病。

1.3.2.1 淋巴细胞性白血病

该病是禽白血病病毒部分毒株侵害法氏囊，使淋巴滤泡囊的依赖细胞（B细

胞）癌变，增生，经血液循环转移至肝、脾等，最后形成肿瘤。该病又名大肝病、

淋巴细胞瘤和内脏淋巴瘤等。淋巴细胞性白血病一般在 14周龄后发病，在临床

上虽无特征性症状，但随病程发展鸡群出现精神萎靡，食欲不振，体型瘦弱，鸡

冠肉髯苍白、皱缩或发绀，下痢，腹部肿大，能摸到肿大的法氏囊和肝脏。剖检

病鸡可见肿瘤发生部位主要在法氏囊、肝和脾，有时也发生在心、肺、肾、性腺、

骨髓和肠系膜。肝脏变化率最大，体积明显肿大，比正常肝组织大几倍，故又称

为“大肝病”。法氏囊病变明显时呈表现为结节状，病变不明显时时结节较小不易

发现。肿瘤有的呈结节状，有的呈栗粒状，有的呈弥散型，有的是这几种类型混

合而成。肿瘤光滑亮泽且质地柔软，切面呈乳白色或淡灰色，少见坏死灶。显微

镜下镜检可见肿瘤组织均由淋巴母细胞构成，均处于原始发育阶段[36]。

1.3.2.2 成红细胞性白血病

该病是禽白血病病毒侵害骨髓成红细胞后引起的肿瘤性疾病，临床上表现为

贫血型和增生型两种，又称红细胞性骨髓病、红细胞性白血病、成红细胞增多症、

原红细胞增生症。该病一般发生在 6周龄以后的高产鸡，潜伏期不固定，病程由

数日到数月不登。发病鸡早期表现为虚弱，嗜睡，鸡冠肉髯苍白或发绀。随病情

发展慢慢演变成消瘦，下痢，并伴有毛囊出血，后期表现为严重的贫血。剖检病

鸡可见全身性贫血，水肿或积水，各组织出现不同程度出血。贫血严重时，各组

织器官发生萎缩，骨髓色淡柔软，呈胶冻样。另一种症状表现为肾脏、肝脏和脾
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脏肿大柔软，呈暗褐色或樱桃红色，偶尔可见浅色斑点状病灶。

1.3.2.3 成髓细胞性白血病

该病是由禽白血病病毒侵害成髓细胞（骨髓原始粒细胞）后导致的肿瘤性疾

病，主要表现为外周血液中出现大量成髓细胞，占全部血细胞的 75%，又称骨髓

细胞性白血病、骨髓瘤病、骨髓芽球症、成髓细胞增生性白血病、白细胞骨髓增

生、原髓细胞增生病、成粒细胞增多症等。该病潜伏期有很大差别，病程长于成

红细胞性白血病。发病鸡早期表现为虚弱，嗜睡，鸡冠肉髯苍白，而后表现为严

重贫血，消瘦，脱水并伴有毛囊出血等症状。剖检病鸡可见肝脏等实质器官肿大，

易碎。慢性病例发病鸡的实质器官则比较坚实，表面可见灰色弥漫性肿瘤结节。

骨髓通常质地坚实，呈灰红色至灰白色。显微镜镜检可见肝脏、脾脏、肺脏、肾

脏等器官血管内外有大量成髓细胞。

1.3.2.4 髓细胞性白血病

该病是禽白血病病毒侵害禽骨髓髓细胞和前体细胞引起的肿瘤性疾病，又名

髓细胞瘤病、骨髓瘤病、白血病绿色瘤和非白血病性骨髓细胞性白血病等。该病

不同病例的病程差异大，病程长。发病鸡表现为食欲减退，精神不振，虚弱，消

瘦，腹泻，鸡冠肉髯苍白，结膜发绀，羽毛蓬乱无光泽，伴有不同程度的贫血，

有时甚至出现跛行，更严重的其头部、胸部和腿根处有硬实肿块。剖检病鸡可见

新生的肿瘤生长于骨骼表面，大小不等，呈灰白色或黄白色，两侧对称，形状为

圆形隆起或结节状，质软易碎，有的质度较硬。肝、脾、肾、睾丸或卵巢有不同

程度肿大。肺淤血，有时出现灰白色结节。法氏囊、胸腺有的萎缩甚至消失，有

的则正常[9]。

1.3.2.5 骨石化病

该病是禽白血病病毒侵害骨膜和骨骼引起骨膜下成骨细胞增生，逐渐增厚、

硬化形成的肿瘤性疾病，又称骨硬化病、骨型白血病、大理石骨病等。该病一般

发生于 8~12周龄鸡，常与淋巴细胞性白血病并发。病鸡早期多发育不良，鸡冠

肉髯苍白，干骺端或长骨骨干增厚、变硬，偶有温热感，后期跖骨呈典型“长靴

状”肿大，行走拘谨或跛行。病变主要发生在骨组织，骨膜增厚，病变一般为对

称性，早期易被切开，病变严重时可阻塞骨髓腔。脾脏由轻度肿大到严重萎缩。

1.3.2.6 血管瘤

该病是禽白血病病毒侵害血管系统形成的肿瘤，包含毛细血管瘤、血管内皮

瘤、海绵状血管瘤和血管内皮肉瘤等。血管瘤发生于心、肝、脾、肺等器官，也

可发生于皮肤及皮下深层组织，多为良性。

1.3.2.7其他

其他肿瘤病极为少见，如结缔组织肿瘤、成肾细胞瘤、原发性肝癌、卵泡膜

细胞瘤和粒层细胞瘤、神经胶质瘤等。
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1.3.3 禽白血病的诊断方法

依据禽白血病的流行病学特点和临床病理学检查可做出初步诊断，但鸡的肿

瘤性疾病在临床上极易混淆，因为禽白血病、马立克氏病和网状内皮增生症是常

见的三种肿瘤性疾病，在外观上不易区分，确诊该病仍需进一步的实验室检验，

如病毒分离鉴定，聚合酶链式反应（PCR）技术，血清学检测。

1.3.3.1 病毒分离鉴定

病毒分离是一种检测病原的方法，尤其是对新毒株的鉴定和疫苗的安全性检

验非常有效。病毒分离方法的样品为病鸡器官、肿瘤组织、泄殖腔棉拭子、血清、

血浆、十日龄鸡胚[37-42]。将病鸡血液或病变组织悬液过滤后接种至鸡胚成纤维上，

由于 ALV感染细胞后不使细胞发生病变，需进一步验证，ALV检测方法如下：

抵抗力诱发因子试验（RIF）：虽然禽白血病病毒感染鸡胚成纤维细胞后不

发生细胞形态学变化，但肉瘤病毒感染成纤维细胞后可使细胞形态发生病变（蚀

斑）感染禽白血病病毒的细胞能抵抗同一亚群的肉瘤病毒感染，进而降低了同亚

群肉瘤病毒感染细胞的能力。根据这种干扰特性可以广泛用于区分禽白血病血病

病毒亚群。

补体结合（COFAL）试验：是一种检测 p27 抗原的传统方法。补体结合试

验的敏感性较低，需用成纤维细胞接种病毒后获得足够的待检抗原。若采用对不

同 ALV有抵抗性的细胞，这样该病毒对细胞有抵抗性就不会产生抗原。因此利

用补体结合实验就能区分禽白血病病毒亚群。

ELISA免疫检测试验：是一种较为敏感的检测 p27抗原的方法。检测外源性

病毒的 gs抗原时需考虑内源性病毒的 gs抗原产生的干扰。为排除内源性病毒的

干扰，将病鸡组织悬液过滤接种对 E亚群有遗传抗性（C/E）的敏感成纤维细胞，

培养数天后使用商品化的禽白血病病毒 P27抗原检测试剂盒检测上清液[43]。

不产毒细胞（NP）活化试验：Rous 缺陷性病毒的基因组虽然能复制病毒

RNA，但缺乏病毒囊膜基因，产生的子代没有感染性。当感染 CEF细胞并使之

转化后不能进入新宿主细胞，这样转化的细胞并不能成为 Rous肉瘤病毒的生产

者，即为不产毒细胞。将被检样品接种至鸡胚成纤维细胞，再将此培养物与 NP
细胞进行混合培养，若被检测样品中含白血病病毒，不感染的 NP细胞成为感染

性 RSV，检测培养物的上清中是否含有大量 RSV确定样品中是否存在禽白血病

血病病毒。

表型混合（PM）试验：PM试验也是一种不产毒细胞活化试验。实验需要

用到对 A-D亚群病毒均易感的鸡胚成纤维细胞（CEF）、对 E亚群病毒有遗传

抵抗性的 C/E成纤维细胞、不感染 C/E成纤维细胞的 E亚群种毒 RSV（RAV-0）。
实验时首先用 RAV-0大剂量感染 CEF细胞，产生 RSV转化细胞，将入待检样品

混合培养，7天后在 C/E成纤维细胞上检测上清。由于 RAV-0不感染 C/E成纤维
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细胞，因而在 C/E成纤维细胞上形成的蚀斑即为 RAV-0与待检样品中的外源性

ALV表型混合培养结果，表明待检样品中含外源性 ALV。
1.3.3.2 聚合酶链式反应（PCR）技术

鉴于病毒分离鉴定技术耗费时间长、试验成本高、不方便大批量检测样品，

应用聚合酶链式反应（PCR）技术能够进行病原的快速诊断。对于禽白血病病毒

来说，在各亚群间的 gag 基因和 pol基因相对保守，env基因序列差异较大。随

着分子病毒学技术的发展，比较禽白血病病毒 env基因序列来区分各亚群的方法

已逐步取代了经典病毒学方法[44]。

1.3.3.3 血清学检测

所谓血清学检测方法是指针对抗原与抗体在体内或体外发生特异性结合这一

特性建立的检测方法。在对病毒的检测中，检测病毒抗体可以监测该病毒在宿主

机体内的情况，对于预防控制禽白血病有很重要的意义。

病毒中和试验是血清学检测方法中的一种，该试验敏感且具有特异性。同一

亚群的禽白血病血病病毒只能被该亚群中的其他禽白血病病毒的抗体中和，不能

被其他亚群病毒的特异性抗体中和[45]。

1.3.4 禽白血病的预防和控制

禽白血病不仅造成病禽死亡，蛋鸡生产性能下降，还会产生免疫抑制，致使

鸡群免疫应答能力降低，继发感染其它疾病。此外，已陆续出现禽白血病病毒污

染其他禽用疫苗、兽用疫苗、以及人用疫苗的报道[46]，禽白血病病毒对疫苗造成

的污染已不容忽视。目前尚无商品化疫苗可以预防此病，也无有效抗病毒药治疗

该病，只能从引种，净化，提高鸡群抵抗力，加强管理方面控制该病的发展。

1.3.4.1 种禽场的净化

净化的方式主要是切断该病的垂直传播途径。国外进化禽白血病病毒主要有

两种方式，第一种方试是直接挑选无 ALV感染的母鸡。可有三种方法：①挑选

无 ALV抗体也不排毒（A-S-）的母鸡；②挑选有 ALV抗体但不排毒（A+S-）的

母鸡；③挑选无病毒血症的母鸡。第二种方式是检测母鸡、种蛋、鸡胚和雏鸡有

无 ALV感染，淘汰阳性鸡。主要有四步操作程序：①20周龄时，检测母鸡和公

鸡直肠拭子中的 gs抗原，淘汰阳性鸡；②22周龄时，检测母鸡阴道拭子和公鸡

直肠拭子中的 gs抗原，淘汰阳性鸡；③选择阴道拭子为阴性的母鸡产的蛋，检

测蛋清中的 gs 抗原，淘汰阳性蛋和母鸡；④孵化检测呈阴性的蛋，检测孵出第

一个雏鸡胎粪中的 gs抗原，淘汰阳性母鸡及其后代。国内一般采用羽-卵法进化，

分开产前和开产后两个阶段进化。开产前，采用羽琼法检测鸡羽髓中的 gs抗原，

淘汰阳性鸡；开产后，采用卵琼法检测种蛋蛋清中的 gs抗原，淘汰阳性鸡。

1.3.4.2 引种

选择无外源性 ALV感染，实施了严格的孵蛋卫生管理的育种公司，挑选同
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时具有遗传抵抗力的鸡种引进。

1.3.4.3 加强疫苗免疫监测

马立克氏病，网状内皮组织增生症等可引起鸡的免疫抑制，从而降低对 ALV
的抵抗力。因此，首先得做好对这些疾病的疫苗免疫工作，选用质量可靠，无污

染的疫苗，提高鸡群整体免疫力。

1.3.4.4 严格控制鸡舍环境

带毒鸡通过粪便排毒污染鸡舍是主要的水平传播途径，因此，保持鸡舍环境

卫生，定期对鸡舍进行严格的消毒尤为重要，还需对注射用器械等进行消毒。

1.4 本研究的目的及意义

自禽白血病血病病毒 J亚群发现以来，其宿主范围不断扩大，从最早的只感

染肉鸡，蔓延到蛋鸡，扩大到地方鸡种，甚至有野鸭感染 ALV-J的报道[47-48]。目

前几乎可感染所有品系的鸡种，给养禽业造成了巨大的经济损失。造成的巨大经

济损失主要来源于以下两个方面，一是直接导致发病，鸡感染该病后产生肿瘤，

最终导致死亡，成年鸡群死亡率最高，达 20%以上。二是引起感染鸡群产生免疫

抑制，影响其它疫苗的免疫效果和继发感染多种疾病[49-50]。一直以来，我国也未

完成对 ALV-J的彻底净化，反而因 ALV-J感染鸡群后造成不可挽回的损失。

2012年，我国的王鑫等在探究地方品种鸡群禽白血病病毒的特点时，从芦

花鸡中分离到 3株外源性禽白血病病毒，通过将他们的囊膜蛋白与已知各亚群

ALV的囊膜蛋白作氨基酸同源性比较，发现三株新分离到的 ALV与各亚群同源

性显著低于 A、B、C、D、E、J各亚群内的同源性范围，表明分离到的三株外

源性 ALV属于一个新的亚群，并初步命名为 K亚群。2011年至 2014年间，有

关学者对来自江苏、浙江、山东临床样品进行分析，发现 K亚群的分离比例高

于 J亚群，其中包括一些地方品系鸡种，芦花鸡、琅琊鸡、东乡绿壳蛋鸡，表明

K亚群病毒在鸡群中的感染呈增长的趋势。据报道，这些分离到的 K亚群禽白

血病病毒大多来自于临床健康鸡，本实验室分离到的 K亚群病毒来自于临床上

表现肿瘤的鸡。

虽然近几年国家在鸡肿瘤性疾病研究方面投入了大量资金，但针对禽白血病

一直无有效疫苗可以预防，也无抗病毒药物治疗该病，只能依靠净化淘汰阳性鸡。

目前，鸡场禽白血病的诊断主要依靠国外进口诊断试剂盒，价格昂贵，一般小型

鸡场及农户无法承担，使得禽白血病的净化受到一定限制。国内一些诊断试剂盒

在敏感性和符合度上差于进口试剂盒，因此研制成本低、效果好的本国试剂盒显

得尤为重要。单克隆抗体敏感性强、特异性高、重复性好，是建立特异性 ELISA
检测试剂盒的基础。gp85蛋白在 ALV各亚群中差异较大，具有亚群特异性，因

此制备针对ALV-J gp85蛋白亚群特异性单克隆抗体和针对ALV-K gp85蛋白亚群

特异性单克隆抗体及建立快速 ELISA检测方法具有较高的应用价值。
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本试验的目的在于建立检测 ALV-J抗体和 ALV-K抗体的间接 ELISA方法，

为 ALV-J和 ALV-K的血清学调查提供检测方法。制备针对 ALV-J gp85和 ALV-K
gp85蛋白的单克隆抗体，确定其反应特异性，为 J-gp85蛋白和 K-gp85蛋白结构

与功能的研究奠定基础，为 ALV-J和 ALV-K抗原检测试剂盒的研发奠定基础。
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第二章 J亚群禽白血病病毒囊膜蛋白单克隆抗体的制

备

2.1 试验材料

2.1.1病毒与细胞来源

ALV-AHB2015012病毒株，ALV-J HB2010001病毒株和 ALV-K HB2015032病毒株为

本实验室保存。

DF1（鸡胚成纤维细胞）细胞购自中国科学院上海细胞库，由本实验室冻存；

小鼠骨髓瘤（SP2/0）细胞株购自北京博奥龙免疫技术有限公司。

2.1.2 菌株、载体和实验动物

E. coli DH5ɑ和 E. coli BL21 菌株，原核表达载体 pGEX-6P-1 和 pET-28a 由
本实验室保存。所用的六周龄 BALB/c小鼠购自湖北省疾控中心。

2.1.3 主要试剂

PCR相关试剂、pMD-19T、DL-2000、DL-5000 DNAMarker 购自大连宝生

物工程有限公司；蛋白 Marker 为 Thermo 公司产品；细胞/组织基因组 DNA提取

试剂盒（GK0222）、质粒小量提取试剂盒(GK2004-50)、琼脂糖凝胶回收试剂盒

(GK2043-50)为上海捷瑞生物科技有限公司产品；限制性内切酶 EcoRⅠ、XhoⅠ、

BamHⅠ、SalⅠ，T4 DNA 连接酶购自 NEB 公司；氯化钠、酵母提取物、胰蛋

白胨、琼脂粉、琼脂糖、氨苄青霉素、卡那霉素、乙二胺四乙酸（EDTA）、异

丙基硫代半乳糖苷（IPTG）、Tris碱、尿素、β-巯基乙醇、十二烷基磺酸钠（SDS）、
丙烯酰胺、过硫酸铵、弗氏不完全佐剂、弗氏完全佐剂、HAT选择培养基、HT
选择培养基、多聚甲醛、TritonX-100购自 SIGMA公司；乙醇、氯仿、丙三醇、

异戊醇、购自国药公司；1640 培养基、DMEM 培养基、胎牛血清购自 GIBCO
公司；TMB显色液购自天根公司；HRP标记的羊抗鼠酶标二抗、FITC标记羊抗

鼠 IgG购自武汉三鹰生物有限公司。

2.1.4 主要仪器设备

PCR仪（美国，BIO-RAD，MyCycler）、核酸电泳仪（北京六一，DYY-10C）、
颗粒制冰机（ScosMan AF-103）小型高速台式离心机（eppendorf，Centrifuge
5418）、冷冻低温高速离心机（上海天美，C15RT）、外排式二级生物安全柜（苏

州安泰，BHC-1300ⅡB2）、节能型智能恒温槽（宁波新芝，DC-1006）、数字

电热恒温水浴锅（江苏金坛环宇，HH-4）、台式空气恒温摇床（北方同正，
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SHK-99-Ⅱ）、振荡培养箱（上海博讯，SPX-150B-D）、伯乐酶标仪（美国，

BIO-RAD 680）、蛋白电泳槽（美国 BIO-RAD，Mini-PROTEAN）、蛋白电泳

仪（美国 BIO-RAD，PowerPac™）台式空气恒温摇床（北方同正，SHK-99-Ⅱ）、

紫外光凝胶成像分析仪（美国 BIO-RAD，GELDOC XR）、超声波细胞粉碎仪

（宁波新芝，JY92-2D）、集热式恒温加热磁力搅拌器（郑州长城，DF-101S）、

CO2细胞培养箱（日本，SANYO MCO-15AC）、倒置荧光显微镜（宁波舜宇，

XD30-RFL）。

2.1.5 主要试剂的配制

（1）细菌培养基

LB 培养基：配制 100 mL 无抗 LB 液体培养基时，称取 1 g氯化钠，1 g 胰

蛋白胨，0.5 g酵母提取物，用 80 mL去离子水溶解，最后定容至 100 mL；加入

1.2 g琼脂粉可配成相应体积的 LB固体培养基。高温高压灭菌冷却至 50℃左右

时加入过滤的抗生素可制备选择选择培养基。

（2）核酸电泳相关溶液

50×TAE 电 泳 缓冲 液 ： 配 制 1 L 50×TAE 时 称 取 242 g Tris， 37.2g
Na2EDTA·2H2O，加入 800 mL 去离子水溶解后加入 57.1 mL 的醋酸充分搅拌，

最后定容至 1 L。
1%的琼脂糖凝胶：向稀释至 1×的 100mL TAE电泳缓冲液中加入 1 g琼脂糖，

加热溶解后加入核酸染料倒胶。

（3）蛋白表达及纯化相关溶液

24 mg/mL的 IPTG：称取 1.2 g IPTG 加入 40ml去离子水，溶解搅拌，定容

至 50 mL，过滤除菌分装至 EP管中，-20℃保存。

10 mg/mL的溶菌酶：称取 0.5 g溶菌酶，加入 40 mL去离子水，搅拌溶解，

定容至 50 mL，过滤除菌分装至 EP管中，-20℃保存。

缓冲液 A:称取 3.0274 g Tris，0.3 g EDTA，3 gNaCl，加去离子水搅拌溶解，

调节 pH至 8.0，最后定容至 500 mL，室温保存。

缓冲液 B：称取 3.0274 g Tris，0.3 g EDTA，3 gNaCl，加入 5 mL 1% Nonidet
P-40，加去离子水搅拌溶解，定容至 500 mL，室温保存。

缓冲液 C：称取尿素 120 g，Tris 3.0274 g，EDTA 0.15 g，脱氧胆酸钠 0.2070
g，加入 TritonX-100 1.25 mL，β-巯基乙醇 180 μL，加去离子水搅拌溶解，定容

至 250 mL。
缓冲液Ⅰ：称取 Tris 1.5137 g，EDTA 0.15 g，NaCl 1.5 g，尿素 60 g，加入

TritonX-100 1.25 mL，加去离子水搅拌溶解，调节 pH至 8.0，最后定容至 250 mL，
室温保存。

缓冲液Ⅱ：称取 Tris 1.5137 g，EDTA 0.15 g，NaCl 1.5 g，加入 TritonX-100 7.5
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mL，加去离子水搅拌溶解，最后定容至 250 mL，室温保存。

缓冲液Ⅲ：称取 Tris 1.5137 g，EDTA 0.15 g，NaCl 1.5 g，盐酸胍 47.75 g，
加入 TritonX-1001.25 mL，加去离子水搅拌溶解，最后定容至 250 mL，室温保存。

500 mM 咪唑：称取 1.7 g 咪唑于 50mL 离心管中，加缓冲液 C 水溶解，最

后定容至 50 mL，室温保存。

（4）SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳相关溶液

1.5 M Tris-HCl：称取 181.7 g Tris加入 800 mL 去离子水，搅拌溶解，调节

pH至 8.8，最后定容至 1 L。
1.0 M Tris-HCl：称取 121.1 g Tris加入 800 mL 去离子水，搅拌溶解，调节

pH至 6.8，最后定容至 1 L。
10%的 SDS：称取 10 g SDS加入到 80 mL去离子水中，搅拌溶解，定容至

100 mL。
10%的过硫酸铵：称取 0.1 g过硫酸铵粉末加入 1 mL去离子水中混匀，4℃

保存。

5×SDS-PAGE电泳缓冲液：称取 15.1 g Tris，94 g Glycine，5 g SDS加入 800
mL去离子水溶解，最后定容至 1 L。

5×SDS-PAGE loading buffer：称取 0.5 g SDS，25 mg 溴酚蓝，加入 1 M
Tris-HCl（pH6.8）1.25 mL，2.5 mL甘油，加去离子水溶解定容至 5 mL，500 μl/
管，使用前每管加入 25 μL β-巯基乙醇。

考马斯亮蓝 R-250 染色液：称取 1g 考马斯亮蓝 R-250 于 1L 烧杯中，加入

250 mL异丙醇，搅拌溶解，加入 100 mL冰醋酸，加入 650 mL去离子水搅拌均

匀，用滤纸出去颗粒物质，室温保存。

考马斯亮蓝脱色液：用量筒量取 100 mL醋酸，50 mL乙醇，850 mL去离子

水于 1 L烧杯中搅拌混匀，室温保存。

（5）Western-blot相关溶液

Western杂交膜转移缓冲液：称取 2.9 g Glycine、5.8 g Tris、0.37 g SDS、加

水溶解，加入 200 mL甲醇，最后加水定容至 1 L，室温保存。

Western杂交膜清洗液：称取 8.8 g氯化钠，加入 20 mL 1M Tris-HCl，加入

0.5 ml Tween-20，加水定容至 1 L，4℃保存。

Western杂交膜封闭液：称取 5 g 脱脂乳加入 100 mLWestern杂交膜清洗液

中混匀，现配现用。

（6）ELISA相关溶液

0.05 M碳酸盐缓冲液：称取 0.795 g碳酸钠，1.465 g碳酸氢钠于 500 mL烧

杯中，加水溶解，调节 pH至 9.6，最后定容至 500 mL，4℃保存。

1×PBS：称取 NaCl 4 g，KCl 0.1 g，Na2HPO4·12H2O 1.79 g，KH2PO4 0.135 g
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于 500 mL烧杯中，加水溶解，调节 pH至 7.4，最后定容至 500 mL。
PBST清洗液：取 1 L 1×PBS加入 500μL Tween-20，搅拌均匀。

ELISA封闭液：称取 5 g脱脂乳加入 100 mL PBST清洗液，搅拌均匀.
2 M硫酸终止液：量取一定体积的去离子水，然后按浓硫酸与去离子水 1:8

的比例，将浓硫酸缓慢加入去离子水中，边加入边搅拌，室温保存。

（7）细胞培养基相关溶液

10%的 1640培养基：胎牛血清与 1640培养基按 1:9配置。

HAT选择培养基：取 5 mL 1640培养基加入瓶装 HAT粉末（SIGMA）中，

用移液枪吹打溶解，全部加入 500 mL 10%的 1640培养基中摇匀，4℃保存。

HT 选择培养基：取 5 mL1640 培养基加入瓶装 HT 粉末（SIGMA）中，同

上述方法制备。

（8）间接免疫荧光相关溶液

4%多聚甲醛：称取 4 g多聚甲醛粉末溶解于 100 mL PBS（加入一到两滴 1 M
NaOH），60℃水浴 10 ~ 20 min，使之溶解，避光 4℃保存。

10%FBS：FBS与 PBS按 1：9进行稀释，4℃保存。

0.5% TritonX-100：取 5 μL Triton-100 加入到 1 mLPBS 中溶解均匀，4℃保

存。

2.2 方法

2.2.1重组蛋白的制备

2.2.1.1 病毒模板 DNA的制备

将分离的 ALV-J病毒接种长至 80%密度的单层 DF1 细胞，孵育 2 h后弃去

病毒液，用 PBS清洗两遍，以 1% DMEM培养基培养 5 d后收集细胞，按 DNA
提取试剂盒说明书提取细胞基因组 DNA。
2.2.1.2引物设计

参照 GenBank上 J亚群禽白血病病毒毒株序列，设计一对特异性引物截短

扩增 gp85基因。上游引物为 5'-CCGGAATTCCCTTGGGACCCCCAAGAATTG-
3'，含有 EcoRⅠ酶切位点；下游引物为 5'-CCGCTCGAGCTTAGCAGTCCCGTT-
ATTCCAC-3'，含有 XhoⅠ酶切位点，扩增目的片段大小为 510bp。
2.2.1.3聚合酶链式反应（PCR）

PCR反应体系：10×PCR buffer 5 μL，dNTP（2.5mM）4 μL，Mg2+（25 mM）

4 μL，10 pmol/L的上下游引物各 2.5 μL，模板 DNA 1 μL，rTaq（5U/μL）0.5 μL,
加灭菌去离子水补足至 50 μL。

PCR反应条件：94℃预变性 3 min，94℃变性 40 s，62℃退火 30 s，72℃延

伸 30 s，共 33个循环，72℃终末延伸 10 min，4℃保存。
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2.2.1.4 PCR产物的纯化回收及重组质粒 pMD -19T-simple-ALV-J-gp85的构建

扩增的 PCR产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，胶回收 gp85目的片段。按

说明书连接至 pMD -19T-simple载体上，16℃连接过夜。连接产物转化进大肠杆

菌 DH5ɑ感受态细胞，冰浴 30 min，置于 42℃恒温水浴槽热激 90 s，加入无抗液

体 LB培养基后 37℃恒温摇床复苏 1 h，涂氨苄平板，置于 37℃细菌培养箱培养

过夜。挑取单菌落摇菌培养，进行菌液 PCR鉴定。阳性菌摇菌提质粒，参照质

粒小量提取试剂盒说明书提取质粒。

2.2.1.5 ALV-J-gp85两种不同重组表达质粒的构建及鉴定

将重组质粒 pMD -19T-simple-ALV-J-gp85、pET-28a和 pGEX-6P-1分别用限

制性内切酶 EcoRⅠ和 XhoⅠ进行酶切，酶切体系（50 μL）如下：

10×cutsmart 5 μL
EcoRⅠ 1.5 μL
XhoⅠ 1.5 μL
pMD -19T-simple-ALV-J-gp85/ pET-28a/pGEX-6P-1 12/11/10 μL
ddH2O 30/31/32 μL
酶切体系置 37℃恒温水浴槽中 3 h，酶切产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，

胶回收目的片段。

酶切过的 gp85基因与酶切过的 pET-28a和 pGEX-6P-1载体分别进行连接，

连接体系（10 μL）如下：

10×Ligation Buffer 1 μL
Ligase T4 0.5 μL
gp85基因 5 μL
pET-28a/pGEX-6P-1 3.5 μL
混匀后室温连接 1 h，将连接产物转化进大肠杆菌 DH5ɑ感受态细胞，加入

无抗液体 LB培养基后 37℃恒温摇床复苏 1 h，分别涂板氨苄培养基和卡那培养

基，置于 37℃培养箱培养过夜，挑取单菌落摇菌培养，进行菌液 PCR鉴定。

将鉴定的阳性菌液提质粒，分别用 EcoRⅠ和 XhoⅠ限制性内切酶对重组表

达质粒 pET-28a-ALV-J-gp85和 pGEX-6P-1- ALV-J-gp85进行双酶切，酶切体系（10
μL）如下：

10×cutsmart 1 μL
EcoRⅠ 0.3 μL
XhoⅠ 0.3 μL
重组质粒 3 μL
ddH2O 5.4 μL
酶切产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，将酶切鉴定正确的阳性菌送武汉擎科
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创新生物有限公司测序。

2.2.1.6 重组蛋白的诱导表达

将测序正确的两种阳性重组质粒转入大肠杆菌 BL21感受态细胞，加入无抗

液体 LB培养基后 37℃恒温摇床复苏 1 h，分别涂板氨苄培养基和卡那培养基，

置于 37℃细菌培养箱培养过夜，次日分别挑取单菌落接入 1 mLAmp+培养基和 1
mL Ka+培养基，37℃小摇过夜，次日按 1:100分别接入 4 mLAmp+培养基和 4 mL
Ka+培养基中 37℃大摇，待细菌 OD 值接近 0.6 时，分别取 2 mL 于干净试管，

加入 IPTG至终浓度为 1 mM设为诱导组，原试管内剩余的 2 mL设为未诱导组，

分别于 25℃、30℃、37℃诱导 4 h，每管收集 300 μL菌液，12000 r离心 1 min，
弃上清，加入 40 μL PBS重悬菌体，加入 10 μL 5× loading buffer，混匀后，沸水

浴 10 min，进行 SDS-PAGE电泳检测。电泳结束后经考马斯亮蓝染色，脱色，

对 J亚群 gp85蛋白表达产物进行鉴定。

此外，若表达效果均不佳可尝试 IPTG浓度 1 mM，16℃低温诱导过夜。

2.2.1.7 两种重组蛋白的超声裂解

将诱导表达出的菌液对应的未表达组的菌液按 1:100分别接入 5 mL Ka+培养

基和 5 mLAmp+培养基，37℃小摇过夜，次日按 1:100分别接入 500 mL Ka+培养

基和 5 mLAmp+培养基中，待细菌 OD值接近 0.6时，加入 IPTG至终浓度为 0.1
mM，诱导 3 h收菌。纯化前需对细菌表达的蛋白进行检测，确定其表达蛋白在

上清里还是沉淀中。分别取少许细菌沉淀用 4 mL PBS重悬，加入溶菌酶至终浓

度为 1 mg/mL，加入蛋白酶抑制剂至终浓度为 1 mM，混匀后冰浴 30 min后超声

破碎菌体，超声功率为 400 w，破碎 10 s，间歇 10 s，工作时间为 30 min，超声

结束后 12000 rpm/min离心 10 min，分离上清和沉淀。分别对上清和沉淀处理后

经 SDS-PAGE检测，两种细菌表达的蛋白均在沉淀中，为包涵体蛋白。

2.2.1.8重组蛋白 HIS-J-gp85的纯化

将上一步收集的细菌用 40mL缓冲液 A重悬，12000 rpm，4℃离心 10 min，
弃上清，用 10 mL缓冲液 C重悬菌体，加入溶菌酶至终浓度为 1 mg/mL，加入

蛋白酶抑制剂至终浓度为 1 mM，混匀冰浴 30 min，超声破碎菌体，超声功率为

400 w，破碎 10 s，间歇 10 s，工作时间为 80 min，超声结束后 12000 r离心 15 min，
分离上清，过滤待用。

超纯水冲洗空柱 2遍，1×PBS冲洗空柱 2遍，关闭阀门，向柱内加入 2 mL Ni
填料，超纯水加满柱子，打开阀门使液体缓慢流出，待柱内页面高于 Ni填料 1 mL
时再加满超纯水 1次，以后依次加入 1×PBS 2次，缓冲液 C 2次，待柱内缓冲液

C剩余 1 mL时关闭阀门，加入过滤好的蛋白液，混匀，移入赶紧小烧杯中，反

复操作，尽可能将柱内 Ni填料都转移进小烧杯中。将小烧杯放入装有冰块的大

烧杯中，在小烧杯内放入转子，将大烧杯放入磁力搅拌器中，缓慢搅拌 4 h。期
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间将空柱子用超纯水冲洗 2遍，1×PBS冲洗 2遍，关闭阀门待用。

搅拌结束后，将小烧杯内蛋白液和 Ni填料均转入空柱内，打开阀门，使液

体缓慢流出，流出的同时并用小烧杯接流出液，将流出液重新加回柱里，缓慢流

出的同时收集流出液，待柱内液面只有 1 mL时，加入 10 mM咪唑 5 mL，用 EP
管接流出液，每管接 1 mL，待液面只有 1 mL时，加入 20 mM咪唑 2 mL，接流

出液，之后依次加入 50 mM咪唑 3 mL，100 mM咪唑 5 mL，150 mM咪唑 4 mL，
250 mM咪唑 2 mL，500 mM咪唑 5 mL，分别用 EP管接流出液，每管做好标记，

每管取 40 μL蛋白液加入 10 μL 5×loading buffer，煮样，每管剩余的蛋白液放置

-80℃保存。

用 500 mM咪唑加满柱子冲洗，用 1×PBS 加满柱子冲洗 2 次，用超纯水加

满柱子冲洗 2次，关闭阀门，最后用 20%乙醇灌满柱子，塞上塞子，4℃保存柱

子，以备下次重复利用。

将处理好的样品经 SDS-PAGE检测，根据跑胶结果检测蛋白纯化的情况。

2.2.1.9 重组蛋白 GST-J-gp85的纯化

将 2.2.1.6收集的菌用 40 mL缓冲液 A重悬，12000 rpm，4℃离心 10 min，
弃上清；用 40 mL缓冲液 B重悬，加入蛋白酶抑制剂至终浓度为 1 mM，加入溶

菌酶至终浓度为 1 mg/mL，混匀冰浴 30 min，超声破碎菌体，超声功率为 400 w，
破碎 10 s，间歇 10 s，工作时间为 90 min，超声结束后 12000 rpm离心 15 min，
分离上清于干净 50 mL离心管；用 40 mL缓冲液Ⅰ重悬菌体，超声破碎菌体，

工作时间为 80 min，离心分离上清于干净 50 mL离心管；用 40 mL缓冲液Ⅱ重

悬菌体，超声破碎菌体，工作时间为 70 min，离心分离上清于干净 50 mL离心

管；用 40 mL缓冲液Ⅲ重悬菌体，超声破碎菌体，工作时间为 60 min，离心分

离上清于干净 50 mL离心管；用 10 mL缓冲液 C溶解菌体，分装至 1.5 mL干净

EP管，每管 1 mL，同时取 40 μL于 EP管，加入 10 μL 5×loading buffer。每次离

心分离的上清，取 40 μL于 EP管，加入 10 μL 5×loading buffer，沸水浴 10 min。
将处理好的样品经 SDS-PAGE检测。

2.2.2 ALV-J-gp85蛋白单克隆抗体的制备

2.2.2.1 动物免疫及阳性血清的制备

以纯化的GST-J-gp85重组蛋白为免疫抗原，与等量的弗氏完全佐剂混合乳化，

乳化完皮下多点注射 7周龄 BALB/c小鼠，每只小鼠 200 μL。两周后，将纯化的

蛋白中与等量的弗氏不完全佐剂混合乳化，乳化完皮下多点注射以加强免疫。再

间隔两周，按二免的方法再次加强免疫。融合前三天按二免方法进行一次冲击免

疫。三免完间隔一周鼠尾静脉采血，1500 rpm/min离心 10 min，吸取上清液作为

阳性血清，-20℃保存。

2.2.2.2 检测 ALV-J gp85间接 ELISA方法的建立
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以纯化的 HIS-J-gp85蛋白为检测抗原，进行间接 ELISA检测方法的建立。

2.2.2.2.1 间接 ELISA检测方法的基本操作

（1）抗原的包被：以包被液按一定比例稀释纯化的重组蛋白 HIS-J-gp85，充分

混匀，以每孔 100 μL加入 96孔酶标板，加完后轻轻摇晃使抗原均匀分布孔底，

套上封口袋置于 4℃冰箱过夜。

（2）酶标板的洗涤：取出 4℃冰箱的酶标板，室温下平衡 5 min，倒掉孔内液体，

在吸水纸上轻轻拍干，向孔内加满事先配好的 PBST洗液，静置 5 min，弃掉溶

液，反复洗涤 3次，在吸水纸上轻轻拍干。

（3）封闭：以每孔 200 μL加入封闭液，轻轻摇晃使封闭液均匀分布孔底，套上

封口袋置于 37℃恒温箱孵育 2 h。
（4）洗涤：参照（2）的方法进行洗涤。

（5）一抗孵育：用封闭液以一定比例稀释一抗（小鼠血清或杂交瘤细胞上清液），

每孔 100 μL加入 96孔酶标板，阴性和阳性对照每孔 100 μL也加入酶标板，轻

轻摇晃使一抗均匀分布孔底，套上封口袋置于 37℃恒温箱孵育 1 h。
（6）洗涤：参照（2）的方法进行洗涤。

（7）二抗孵育：：用封闭液以一定比例稀释 HRP标记的羊抗鼠 IgG，以每孔 100
μL 加入 96孔酶标板，轻轻摇晃使一抗均匀分布孔底，套上封口袋置于 37℃恒

温箱孵育 1 h。
（8）洗涤：参照（2）的方法进行洗涤。

（9）显色：提前 15 min将 TMB显色液从 4℃冰箱取出置于 37℃恒温培养箱，

洗涤完酶标板，以每孔 100 μL加入 96孔酶标板，避光显色 15 min。
（10）终止显色：显色结束后，每孔加入 50 μL 2 M硫酸，轻轻摇晃使溶液均匀

分布孔底，置于酶标仪中读取波长 450 nm时的吸光值。

ELISA 结果的判定：记录好阳性和阴性孔的 OD 值，计算 OD 阳性与 OD 阴性

比值，只有 OD 阳性为 OD 阴性2倍以上时才认为此次检测结果有效，否则重新检测。

计算 OD 样品与 OD 阴性比值，用 P/N 表示，当 P/N>2 时，检测样品为阳性；当

1.5<P/N<2时，样品为可疑；当 P/N<1.5时，样品为阴性。

2.2.2.2.2间接 ELISA检测的最佳反应条件确定

抗原包被稀释液的选择：分别以生理盐水，蒸馏水，pH9.6碳酸盐缓冲液，

pH7.4磷酸盐缓冲液作包被液，以一定比例稀释抗原，每孔 100 μL加入 96孔酶

标板，置于 37恒温培养箱 2 h或 4℃冰箱过夜，参照上述步骤对阳性血清进行检

测，同一血清至少 2个孔，读数，计算 P/N 值。选取 P/N 值大且 P值接近 1 的

孔对应的包被液作为最佳抗原稀释液。

封闭液的选择：分别以 5%脱脂乳、1%BSA作封闭液，封闭液用 PBST稀释，

每孔 200 μL加入 96孔酶标板，同时设立重复组，参照上述步骤对阳性血清进行
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检测，读数，计算 P/N值。选取 P/N 值大且 P值接近 1 的孔对应的封闭液作为

最佳封闭液。

二抗最佳稀释浓度的选择：用封闭液分别对小鼠阳性和阴性血清作 500倍稀

释，每孔 100 μL加入 96孔酶标板，置于 37℃恒温培养箱 2 h或 4℃冰箱过夜，

洗涤干净，用封闭液稀释HRP标记的羊抗鼠 IgG，稀释浓度分别为 1:2000，1:3000，
1:4000，1:5000，1:6000，每孔 100 μL加入 96孔酶标板，同一稀释度设立重复，

参照上述步骤对阳性血清进行检测，读数，计算 P/N值。选取 P/N值大且 P值

接近 1的孔对应的稀释浓度为最佳二抗稀释浓度。

抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释度的选择：选取方阵滴定法确定抗原最佳

包被浓度和血清最佳稀释度，用上述确定好的包被液稀释纯化的蛋白，稀释倍数

分别为 1:20、1:40、1:80、1:160、1:320、1:640，每孔 100 μL加入 96孔酶标板，

套上封口袋置于 4℃冰箱过夜。洗涤，加入封闭液，置于 37℃培养箱封闭 2 h。
洗涤，每孔加入 100 μL 稀释的阳性和阴性小鼠血清，稀释浓度分别为 1:500，
1:1000，1:2000，1:4000，同一稀释度设立重复。参照上述步骤对阳性血清进行

检测，读数，计算 P/N值。选取 P/N 值大且 P值接近 1 的孔作为抗原最佳包被

浓度和血清最佳稀释度。

底物的最佳作用时间选择：按照上述确定好的最佳包被液，最佳抗原稀释浓

度，稀释抗原并包被过夜，选取最佳封闭液封闭后洗涤，加入最佳一抗稀释浓度

孵育，洗涤，加入最佳二抗稀释浓度孵育，洗涤，加入底物显色，显色时间分别

为 5 min、10 min、15 min、20 min、25 min，同一显色时间设置重复，加入终止

液 2 M硫酸，经酶标仪读值，计算 P/N值。选取 P/N值大且 P值接近 1的孔作

为底物最佳作用时间。

2.2.2.3 细胞融合

SP2/0细胞的准备：融合前一天，将培养状态良好的 SP2/0细胞进行传代，

调整其密度，以达到融合时 SP2/0细胞在培养皿里的密度约 80%。

饲养层细胞的制备：融合前一晚，取 6~8周龄健康阴性 BALB/c小鼠，摘除

其眼球放血，并用干净 1.5 mL EP管收集血清，然后拉颈处死，浸泡入 75%医用

酒精消毒 3~5 min。将收集的血清放入 37℃恒温培养箱内 30 min，取出置于 4℃
冰箱过夜，第二天离心吸上清（阴性性血清）于-80℃保存。用镊子取出小鼠，

放入事先喷有 75%医用酒精，在紫外下照射 15 min以上的解剖板上固定。取灭

菌烘干的眼科剪和小镊子，剪开小鼠腹部的皮肤，将小鼠的皮肤与 腹腔分离，

暴露其腹腔，取一次性 5 mL注射器，吸取 5 mL HAT选择培养基注入小鼠腹腔，

勿将针头插入任何脏器，拔出针头用事先在紫外下灭菌的干净卫生纸，轻轻按摩

腹部 2 min，插入注射器抽取腹腔液体，将注射器内抽取的液体注入干净培养皿，

加入 45 mL HAT选择培养基吹匀，100 μL每孔加入 96孔细胞培养板，置于 37℃，
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5% CO2细胞培养箱内培养。

免疫脾细胞的制备：取一只冲击免疫的小鼠，摘除其眼球放血，同时用干净

1.5 mL EP管收集血清，然后拉颈处死，浸泡入 75%医用酒精消毒 3~5 min。将

收集的血清放入 37℃恒温培养箱内 30 min，取出置于 4℃冰箱过夜，第二天离心

吸上清（阳性血清）于-80℃保存。将浸泡好的小鼠用镊子取出放入干净培养皿

中，取灭菌的眼科剪和小镊子剪开背部皮肤，换一套干净的剪刀镊子剪开腹膜，

暴露出脏器，换一套干净的剪刀镊子取出脾脏移入干净的培养皿，用 1640完全

培养基清洗脾脏，同时用剪刀镊子剪干净脾脏周围的脂肪组织。将脾脏移入另一

干净培养皿，加入 10 mL 1640完全培养基，用一次性 5 mL注射器吸取皿内培养

基，用注射器针头在脾脏表面扎出许多小孔，将注射器内液体注入脾脏内吹出脾

细胞，再吸取皿内液体反复吹打脾脏直至几乎将脾脏内脾细胞吹出。吸取皿内液

体于干净 15 mL离心管中，并对细胞进行计数。

SP2/0细胞的收集：取前一天传代的 SP2/0细胞，用 1×PBS洗 2遍，加入适

量胰酶后放置 37℃培养箱 2 min，取出后吸去胰酶，以 10 mL 1640完全培养基

吹下细胞瓶上的 SP2/0细胞，并对细胞进行计数。

脾细胞与骨髓瘤细胞的融合：融合前将 PEG、1640完全培养基、HAT选择

培养基和准备的一杯 37℃热水置于 37℃水浴锅中，将计数的骨髓瘤细胞与脾细

胞按 1:8 的比例于 50 ml离心管混匀，1000 r，室温离心 10 min。弃去上清，用

移液器吸去残留的液体，将离心管底在手掌上轻轻拍打以使细胞均匀散开。将离

心管置于装有 37℃热水的烧杯中，用移液枪吸取 1mL预热的 50% PEG，在 1 min
内缓慢匀速的滴入离心管底，一边滴加一边轻轻摇晃离心管。滴加完静置 1 min，
用移液枪吸取 5 mL 预热的 1640 完全培养基在 5 min 内缓慢匀速地滴入离心管

内，一边滴加一边轻轻摇晃离心管。用移液枪吸取 10 mL预热的 1640完全培养

基在 5 min内匀速滴入离心管内，一边滴加一边轻轻摇晃离心管。再用移液枪取

12 mL 预热 1640 完全培养基在 2 min内匀速滴入离心管内，一边滴加一边轻轻

摇晃离心管。滴加完 800 r，室温离心 10 min。弃去上清，将离心管底在手掌上

轻轻拍打使细胞均匀散开，加入预热的 50 mL HAT选择培养基将细胞均匀吹散，

以每孔 100 μL加入前一晚制备好的饲养层细胞中。融合后每天需对细胞进行观

察，是否存在细胞污染的情况，每 3~4天进行一次半换液，每孔吸取 100 μL培

养基弃掉，加入 100 μL HAT选择培养基。对长出细胞团的孔做好标记，待孔里

细胞长至培养孔面积 1/5以上时，可吸取 100 μL上清液进行 ELISA检测。

2.2.2.4 间接 ELISA法筛选阳性细胞

融合后阳性细胞的筛选采用的是间接 ELISA 方法，按照上述建立的最佳

ELISA 检测方法，将纯化的 pET-28a-ALV-J-gp85 重组蛋白稀释后进行包被，封

闭，洗涤后加入杂交瘤细胞上清，同时加入稀释的小鼠阳性和阴性血清，洗涤，
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加入稀释的二抗，洗涤，加入底物显色，加入终止液，置于酶标仪上读取波长

450 nm时的吸光值，计算 P/N值，筛选阳性孔。

2.2.2.5 阳性孔的亚克隆

亚克隆前仍需按实验 2.2.2.3 方法制备饲养层细胞，饲养层细胞改为用 HT
选择培养基培养。采用有限稀释法对筛选出的阳性孔细胞进行亚克隆，尽量选取

细胞团单一，读值大的阳性孔进行亚克隆。用枪头将阳性孔底的细胞团吹起吸出

转移至 24孔细胞培养板，加入 HT选择培养基进行稀释吹匀后，取 50uL进行细

胞计数，计算 150个细胞需要取多少体积的液体，剩余液体留在 24孔板内继续

培养，以免亚克隆不成功导致阳性细胞丢失。用 10 mL HT选择培养基重悬取出

的液体，每孔 100 μL加入事先制备好的饲养层细胞内，置于 37℃，CO2培养箱

培养。

2.2.2.6 亚克隆细胞的筛选

每 4天半换液一次，按试验 2.2.2.4方法进行亚克隆细胞的筛选以及阳性细

胞的再次克隆化。

2.2.2.7 杂交瘤细胞的冻存

为防止阳性细胞污染或丢失，挑取的阳性细胞经扩大培养后可部分进行冻

存。细胞冻存前先制备冻存液，冻存液由 10%的 DMSO，50%血清，40% 1640
培养基组成，也可由 10%的 DMSO和 90%血清组成，亦或是其它组分，需保证

DMSO浓度为 10%，而血清浓度越大越能保证杂交瘤细胞的存活率。弃去细胞

瓶里的培养基，用 PBS洗 2遍，加入胰酶消化，加入 PBS用移液枪将瓶上的细

胞吹落，移入 15 mL离心管中，1000 r，离心 10 min，弃上清，用冻存液重悬杂

交瘤细胞转移至细胞冻存管，做好标记后放入细胞冻存盒中-80℃过夜，次日转

移进液氮中。

2.2.2.8 腹水的制备

取 8周龄 BALB/c小鼠，用一次性 1 mL注射器吸取弗氏不完全佐剂，每只

小鼠腹腔注射 0.5 mL致敏，一周后将杂交瘤细胞用 PBS重悬，每只小鼠注射约

5×105个细胞，一株杂交瘤细胞注射 2只小鼠。观察小鼠腹部，待腹部明显隆起

时用一次性 5 mL注射器抽取腹水，之后每天都需观察小鼠腹部有无明显隆起，

有隆起就立马采集腹水。采集的腹水离心后吸上清于-80℃保存。

2.2.2.9 腹水效价的测定

采用已建立的间接 ELISA法最佳工作条件测定腹水效价，将腹水按 1:1000
开始稀释，往后依次倍比稀释，按顺序加入酶标板中，进行 ELISA 检测。按照

判定标准计算腹水的效价。

2.2.2.10 单抗的Western blot分析

为验证所制备的单克隆抗体能识别 ALV-J-gp85 蛋白，以纯化的 HIS-J-gp85
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蛋白为检测抗原，含 pET-28a空载的表达菌液为阴性对照，按比例与 5×loading
buffer混匀，沸水浴 10 min，分别加入事先制备好的 SDS-PAGE胶内，加满电泳

缓冲液，接通电源，电压加大到 80 V，待蛋白 marker分开后加大电压至 130 V。
在另一电泳槽内倒入预冷的转膜缓冲液，放入海绵，滤纸，将事先裁好的 PVDF
膜在甲醇溶液里浸泡 2 min后一并放入电泳槽内浸泡。电泳结束后，取下凝胶，

切去上层胶和溴酚蓝及其以下的胶，放入装有转膜缓冲液的电泳槽内。 按照 2
片海绵，一张滤纸，蛋白胶，PVDF膜，一张滤纸，一片海绵从下至上的顺序安

装转印装置，胶和膜之间不能有气泡。倒入转膜缓冲液至淹没转印装置，将电泳

槽放置冰水浴中，接通电源，调节电流 230 mA恒定，转印 80min。转印结束后，

拆开转印装置，取出 PVDF膜，用洗膜液漂洗一次，置于 5%脱脂乳，在水平摇

床上室温封闭 2 h。弃去封闭液，TBST洗 2次，将稀释的腹水作为一抗（1:1000
5%脱脂乳稀释），水平摇床上室温孵育 1.5 h。弃去一抗，TBST洗 3次，每次 5
min，加入稀释的 HRP标记的羊抗鼠 IgG（1:2000 5%脱脂乳稀释），水平摇床

上室温孵育 1 h。弃去二抗，TBST洗 5次，每次 5 min。将 PVDF膜置于新鲜配

制的 DAB显色液中，避光显色 15 min，取出，TBST洗一次，查看显色结果。

2.2.2.11 间接免疫荧光实验

为验证所制备的MAb 能特异性识别 ALV-J病毒，在 24孔板中分别培养阴

性 DF1细胞和感染 ALV-J、ALV-A、ALV-K的 DF1细胞，培养 3-5 d后弃去培养

基，PBS洗 2次。每孔加入 4%多聚甲醛 300 μL，固定 15 min，弃去，PBS洗 3
次。每孔加入 300 μL 10%FBS室温封闭 1 h，弃去，PBS洗 3次。每孔加入 300 μL
稀释的单抗（用 10% FBS 作 100 倍稀释），室温孵育 45 min，弃去，PBS 洗 3
次，每次 5 min。每孔加入 300 μL稀释的 FITC标记的羊抗鼠 IgG（用 10% FBS
作 150倍稀释），室温孵育 30 min，弃去，PBS洗 3次，每次 10 min。弃去 PBS
后在吸水纸上拍干，置于荧光显微镜下观察结果，出现特异性亮绿色则为阳性，

未出现则为阴性。

2.2.2.12 单抗亚型的鉴定

按购买的单克隆抗体亚型鉴定试剂盒说明书进行抗体亚型的鉴定。具体方法

如下：将腹水以 1×PBST 1:100000稀释，每孔 50 μL加入酶标板条（预包被了针

对小鼠 IgG1，IgG2a，IgG2b，IgG3，IgA，IgM，Kappa light chain，lambda light
chain的特异性抗体），每个待测样品需 1条酶标板条，同时每孔加入 50 μL 1×
羊抗鼠 IgA+IgM+IgG-HRP，混匀器上轻轻混匀，也可用手轻轻敲击板架两侧 1
min。盖上封板膜，室温孵育 1 h，弃去孔内液体，1×PBST洗板 3次，吸水纸上

拍干。将显色液 A液和显色液 B液按 1:100混合，混匀后每孔加入 100 μL，室

温避光显色 10-20 min 后每孔加入 100 μL 终止液，放置酶标仪读数，记录波长

450 nm时的吸光值，颜色最深或是 OD值最高孔对应的即为相应亚型。
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2.3 实验结果

2.3.1 ALV-J-gp85基因的扩增

扩增的 PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，得到的 ALV-J-gp85 目的片段

大小为 510bp，与预期大小相符，如图 1-1。

2.3.2 重组表达载体的双酶切鉴定

挑取转化后的单菌落，提取质粒进行双酶切鉴定，结果表明，重组表达质粒

pET-28a-ALV-J-gp85和 pGEX-6P-1- ALV-J-gp85经EcoRⅠ和 XhoⅠ限制性内切酶

双酶切后，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，在 510bp左右位置均出现目的条带，如

图 1-2和 1-3，表明重组表达质粒 pET-28a-ALV-J-gp85和 pGEX-6P-1- ALV-J-gp85
均构建成功。

M

12000bp

1000bp
750bp

500bp

250bp

100bp

M 1

图 1-1 ALV-J-gp85 基因的 PCR扩增

M：DNA Marker DL-2000；1：ALV-J-gp85 基因的 PCR扩增

510bp

图 1-2 重组质粒 pET-28a- ALV-J-gp85 双酶切鉴定

M：DNA Marker DL-5000；

1：重组质粒 pET-28a- ALV-J-gp85 双酶切

5000bp
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2000bp

1500bp

1000bp

750bp

500bp
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100bp

M 1

510bp

图 1-3重组质粒 pGEX-6P-1- ALV-J-gp85 双酶切鉴定

M：DNA Marker DL-5000；

1：重组质粒 pGEX-6P-1- ALV-J-gp85双酶切
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3000bp

2000bp
1500bp

1000bp
750bp

250bp

100bp

M 1

510bp500bp
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2.3.3 重组蛋白的诱导表达

将测序正确的两种阳性表达质粒转入 BL21 大肠杆菌，经 1 mM IPTG 诱导

后，处理诱导产物，通过 SDS-PAGE 胶检测，经不同温度诱导表达重组蛋白

HIS-J-gp85超声裂解后均在沉淀中，且不同温度诱导时的表达量几乎没有差别，

后续下游试验采用 37℃诱导表达 HIS-J-gp85 重组蛋白；经不同温度诱导表达重

组蛋白GST-J-gp85超声裂解后均在沉淀中，而 16℃诱导表达量最高，故采用 16℃
过夜诱导表达 GST-J-gp85蛋白。根据 gp85蛋白的分子量加上插入的表达载体的

分子量，计算得到的诱导蛋白 HIS-J-gp85 和 GST-J-gp85 分子量大小分别为 25
KDa和 43 KDa，电泳结果显示的诱导蛋白大小与预期相符，如图 1-4和 1-5。

2.3.4 重组蛋白的纯化

重组蛋白 HIS-J-gp85经 Ni柱亲和层析的方法，经不同浓度咪唑洗脱，获得

的重组蛋白浓度为 2.3 mg/mL。重组蛋白 GST-J-gp85经洗包涵体的方法纯化，获

得的重组蛋白浓度为 4.1 mg/mL。纯化后的两种蛋白经 SDS-PAGE检测，基本去

除了多余的杂带，获得了较纯重组蛋白，如图 1-6和 1-7。

M 1
130KDa
180KDa

95KDa

72KDa

55KDa

43KDa

34KDa

26KDa

图 1-7 纯化的 GST-J-gp85 重组蛋白

M：protein marker；

1 纯化的 GST-J-gp85 重组蛋白

43KDa

M 1 2
180KDa
130KDa
95KDa
72KDa

55KDa

43KDa

34KDa

26KDa

图 1-4 HIS-J-gp85 蛋白诱导表达产物

M：protein marker

1：未诱导组; 2：HIS-J-gp85 蛋白诱导表达组

25KDa

17KDa

图 1-6 纯化的 HIS-J-gp85 重组蛋白

M：protein marker；

1 纯化的 HIS-J-gp85 重组蛋白

M 1
130KDa
180KDa

95KDa
72KDa
55KDa

43KDa

34KDa

26KDa 25KDa

17KDa

10KDa

M 1 2
130KDa
180KDa

95KDa

72KDa

55KDa

43KDa

34KDa

26KDa

图 1-5 GST-J-gp85 蛋白诱导表达产物

M：protein marker

1：GST-J-gp85 蛋白诱导表达组; 2：未诱导组

43KDa
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2.3.5 检测 ALV-J gp85抗体的间接 ELISA方法建立

2.3.5.1 最佳抗原包被液的确定

以生理盐水，蒸馏水，pH9.6碳酸盐缓冲液，pH7.4磷酸盐缓冲液作包被液，

将抗原按一定比例进行稀释，进行 ELISA检测，经酶标仪读取波长 450 nm吸光

值，计算 P/N值，经过对比，pH9.6碳酸盐缓冲液作抗原包被液的效果明显优于

其他几种（表 1-1）。

2.3.5.2 最佳封闭液的确定

根据确定的最佳抗原包被液以一定比例稀释抗原包被酶标板，以 5%脱脂乳、

1%BSA作为封闭液封闭后进行 ELISA检测，经酶标仪读取波长 450 nm吸光值，

计算 P/N值，经过对比，发现 5%脱脂乳作为封闭液的效果明显优于 1%BSA（表

1-2）。

2.3.5.3 酶标二抗最佳稀释浓度的确定

以 pH9.6碳酸盐缓冲液稀释抗原包被酶标板，以 5%脱脂乳封闭后，加入稀

释的小鼠阳性和阴性血清，加入不同稀释浓度的HRP标记羊抗鼠 IgG进行ELISA
检测，经酶标仪读取波长 450 nm吸光值，计算 P/N值，经过对比，发现酶标二

抗最佳稀释浓度为 1:2000时效果最佳（表 1-3）

包被液 阳性对照 阳性均值（P） 阴性对照 阴性均值（N） P/N

PBS 1.178 1.173 1.1755 0.112 0.121 0.1165 10.09

CB 1.213 1.189 1.201 0.103 0.115 0.109 11.02

生理盐水 0.982 0.827 0.9045 0.107 0.115 0.111 8.15

蒸馏水 1.33 1.392 1.361 0.156 0.147 0.1515 8.98

封闭液 阳性对照 阳性均值（P） 阴性对照 阴性均值（N） P/N

1% BSA 1.093 1.101 1.097 0.088 0.102 0.095 11.55

5%脱脂乳 1.211 1.189 1.2 0.103 0.95 0.099 12.12

表 1-1 最佳包被液的确定

Table 1-1 The optimal coating buffer

表 1-2 最佳封闭液的确定

Table 1-2 The optimal blocking agent
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2.3.5.4 抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释度的确定

在确定最佳包被液，最佳封闭液，最佳二抗稀释度的基础上，采用方阵滴定

法，包被不同稀释浓度的抗原，加入不同稀释浓度的血清，进行 ELISA 检测，

经酶标仪读取波长 450 nm吸光值，计算 P/N值，经过对比，发现当抗原稀释度

为 1:160，即浓度为 14 μg/mL，血清稀释度为 1:1000时，P/N值最大（表 1-4），

因此确定了抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释度。

HRP-羊抗鼠

IgG稀释比例
阳性对照 阳性均值（P） 阴性对照 阴性均值（N） P/N

1:2000 1.273 1.1 1.1865 0.099 0.103 0.101 11.75

1:3000 1.055 1.133 1.094 0.103 0.097 0.1 10.94

1:4000 0.91 1.01 0.96 0.095 0.103 0.099 9.70

1:5000 0.978 0.946 0.962 0.119 0.117 0.118 8.15

1:6000 0.82 0.702 0.761 0.101 0.095 0.098 7.77

血清稀释度 抗原稀释度

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640

阳性均值（1:500） 1.556 1.387 1.358 1.209 1.111 1.114

阴性均值（1:500） 0.128 0.117 0.111 0.102 0.097 0.103

P/N 12.15 11.85 12.23 11.85 11.45 10.82

阳性均值（1:1000） 1.415 1.287 1.216 1.199 1.094 1.027

阴性均值（1:1000） 0.122 0.112 0.101 0.094 0.099 0.087

P/N 11.60 11.49 12.04 12.76 11.05 11.80

阳性均值（1:2000） 1.213 1.117 1.209 1.118 0.928 1.002

阴性均值（1:2000） 0.103 0.106 0.102 0.093 0.089 0.093

P/N 11.78 10.54 11.85 12.02 10.43 10.77

阳性均值（1:4000） 0.911 0.928 0.911 0.896 0.838 0.716

阴性均值（1:4000） 0.092 0.096 0.093 0.089 0.085 0.088

P/N 9.90 9.67 9.80 10.07 9.86 8.12

表 1-3 酶标二抗最佳稀释度

Table 1-3 The best dilution of labeled antibody

表 1-4 抗原和血清的最佳稀释度

Table1-4 The optimal dilution of the antigen and serum
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2.3.5.5 底物的最佳作用时间的确定

在已确定的最佳包被液，最佳抗原包被浓度，最佳封闭液，最佳血清稀释度，

最佳二抗稀释度的反应条件下，优化底物的最佳作用，进行 ELISA 检测后，经

酶标仪读取波长 450 nm吸光值，计算 P/N值，经过对比，当底物作用时间为 15
min时效果最佳（表 1-5）。

2.3.6 杂交瘤细胞的建立

一共进行了 5次细胞融合实验，最后一次经过 2次亚克隆，筛选出的阳性杂

交瘤细胞株扩大培养后进行了 8次 ELISA 检测，仍能稳定分泌抗体，成功筛选

出 1株杂交瘤细胞，命名为 JB7。

2.3.7 腹水效价的测定结果

以 HIS-J-gp85蛋白为检测抗原，采用建立的检测 ALV-J抗体间接 ELISA 方

法，对 JB7单抗进行效价的测定，结果显示小鼠腹水效价为 1：64000。

2.3.8 单抗Western blot检测结果

为验证所制备的MAb能特异性识别 ALV-J-gp85蛋白，以纯化的 HIS-J-gp85
为检测抗原，pET-28a 空载蛋白为阴性对照，进行 SDS-PAGE 电泳，以 1:1000
稀释的 JB7 单抗作一抗，1:2000 稀释的 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 作二抗，进行

Western blot实验，加 DAB 显色液后 PVDF膜上约 25KDa 大小处出现一条清晰

条带，表明制备的单体 JB7能特异性识别 J亚群 gp85蛋白，如图 1-8。

显色时间 阳性对照 阳性均值 阴性对照 阴性均值 P/N

5min 0.899 0.978 0.9385 0.096 0.098 0.097 9.68

10min 1.024 1.098 1.061 0.103 0.101 0.102 10.40

15min 1.135 1.127 1.131 0.099 0.093 0.096 11.78

20min 1.226 1.108 1.167 0.111 0.105 0.108 10.81

25min 1.235 1.279 1.257 0.122 0.118 0.12 10.48

表 1-5 底物反应时间的确定

Table1-5 The optimal time of substrate reaction
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2.3.9 单抗间接免疫荧光实验结果

在荧光倒置显微镜下观察 IFA结果，可见制备的单抗与 ALV-J感染的 DF1
细胞产生了特异性结合，并显示较高的荧光强度，而与 ALV-A，ALV-K感染的

DF1细胞未发生反应，阴性对照组也未见荧光，如图 1-9，表明制备的单抗能够

特异性识别 J亚群禽白血病病毒分泌的天然蛋白。

2.3.10 单抗亚型鉴定结果

免疫球蛋白亚型鉴定试剂盒检测的 1株MAb亚型为 IgG1。

ALV-A

ALV-J阴性对照

ALV-K

图 1-9 单抗 JB7 的 IFA鉴定

M 1 2
130KDa
180KDa

95KDa
72KDa
55KDa
43KDa

34KDa

17KDa

图 1-8 单抗 JB7的 western blot鉴定

M：protein marker；1：pET-28a空载对照；2：单抗 JB7

26KDa 25KDa
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2.4 讨论

禽白血病在鸡群中已有 100多年的历史，经典的白血病主要由 A、B亚群病

毒导致，但致病性并不强。自 1988年在英国的白羽肉鸡中发现 J亚群禽白血病

病毒，很快其他许多国家都受到波及，当时很多育种公司被迫倒闭，白羽肉鸡业

造成了极大的经济损。ALV-J的传染性和致病性比 ALV各经典亚群强得多，其

宿主范围不断扩大，几乎能感染所有鸡种[51]。gp85基因是 ALV上最易发生变异

的部位，也是 ALV各亚群分类的基础。ALV-J的 gp85 基因与 ALV其他亚群的

gp85基因同源性最低，保持在 50%左右[52]。。

单克隆抗体具备特异性强，灵敏度高的优点，在畜禽业的疾病诊断方面运用

也越来越广,研制单抗前抗原的制备是最重要的基础工作，免疫抗原的好坏直接

影响到细胞融合后阳性杂交瘤细胞的筛选。gp85蛋白为 ALV外膜蛋白，作为配

体负责识别机体细胞膜上的病毒受体并与之结合，介导病毒与宿主细胞融合，进

入宿主，gp85蛋白可作为检测 ALV-J特异性抗体的诊断抗原。本试验针对 ALV-J
的 gp85基因，构建了 2种原核表达质粒 pET-28a-ALV-J-gp85和 pGEX-6P-1-ALV-J
-gp85，本实验采用不同温度条件（16℃、25℃、30℃、37℃）通过大肠杆菌表

达系统，对目的蛋白进行表达，HIS-J-gp85重组蛋白最终选择 37℃，4h诱导表

达，GST-J-gp85最终选择 16℃过夜诱导表达。

目前单克隆抗体制备技术运用最广的还是小鼠免疫脾细胞和小鼠骨髓瘤细

胞的融合技术，该方法中除免疫时间比较长外，最麻烦和费时的就是融合后阳性

杂交瘤细胞的筛选，这一过程需要用到建立好的 ELISA检测方法筛选能分泌特

异性抗体的杂交瘤细胞，以确定下一步需要进行亚克隆的杂交瘤细胞株。因此，

本试验在制备 ALV-J gp85 蛋白单克隆抗体前先建立了检测 ALV-J gp85 的间接

ELISA方法。在试验过程中，为避免通过建立的检测 ALV-J gp85抗体间接 ELISA
方法筛选阳性细胞时标签蛋白产生抗体造成的假阳性，以纯化的 GST-J-gp85重
组蛋白免疫 BALB/c小鼠，以纯化的 HIS-J-gp85蛋白为检测抗原包被酶标板，以

三免后采集的小鼠血清为阳性血清，健康小鼠血清为阴性血清，经过多次的间接

ELISA对比试验，确定了 ELISA反应的最佳包被液为 pH9.6碳酸盐缓冲液，抗

原包被浓度为 14 μg/mL，封闭液选择 5%脱脂乳，血清最佳稀释度为 1:1000，酶

标二抗最佳稀释度为 1:2000，底物最佳作用时间为 15 min。
虽然，目前单克隆抗体制备技术已相对较成熟[53-55]，但是单抗制备过程中的

细胞融合实验，细胞培养，阳性细胞的筛选等却又是费时和复杂的工作。本次实

验前后一共进行了 5次细胞融合工作，前几次融合后筛选到的阳性杂交瘤细胞分

泌抗体极不稳定，融合后筛选到的阳性细胞亚克隆后通过间接 ELISA方法检测，

筛选不到阳性细胞，经过了 5次细胞融合工作，融合后每天观察细胞生长状态，

当孔内融合细胞约占孔面积 1/5时，立马进行检测，为确保筛选的杂交瘤细胞株
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能稳定分泌特异性抗体，检测为阳性的孔换液后隔天再检，挑选在波长 450nm
时读值大且孔内细胞株单一的杂交瘤细胞进行亚克隆。我们知道抗体分泌量取决

于杂交瘤细胞的数量和分泌的时间，细胞株面积大的分泌的抗体更有可能是我们

所需的抗体，所以，在采用有限稀释法进行亚克隆，孔内细胞团不单一时，应尽

量挑选大的细胞团进行亚克隆，过小的细胞团舍弃，用加样枪对准选取的细胞团

进行重悬，不可重悬整个孔内细胞。一共进行了 2次亚克隆，最后挑选抗体反应

较强的孔对应的杂交瘤细胞株扩大培养，筛选出 1株能稳定分泌抗体的杂交瘤细

胞。对筛选出的杂交瘤细胞注射小鼠后产生的腹水进行Western blot鉴定，表明

该株杂交瘤细胞产生的腹水能与 ALV-J-gp85蛋白发生特异性反应。此外，通过

对单抗进行 IFA鉴定试验，表明单抗能与 ALV-J毒株呈阳性反应，与 ALV-A和

ALV-K毒株不发生反应，因此该单抗能特异性识别 ALV-J。
市面上现有的只有 ALV-J 抗体检测试剂盒，通过此试剂盒检测鸡群体内

ALV-J的抗体水平为养禽场 ALV-J的净化提供快速有效。我们知道 ALV-J感染的

鸡群出现 4种血清型，其中无病毒血症有抗体不排毒（V-A+S-），部分有病毒

血症有抗体不排毒（V+A+S-），鸡体内中和抗体能抑制病毒数量，单纯检测鸡

群体内 ALV-J抗体水平，不能确保鸡群是否排毒，我国大多数地方品系鸡 ALV-J
抗体检测呈阳性，尽管该诊断方法快速有效，但淘汰的产生 ALV-J抗体阳性鸡造

成的损失过大，因此建立一种直接检测 ALV-J抗原的诊断试剂盒，使阳性鸡的淘

汰率降到最低是目前急需解决的问题。本次研究成功制备的 ALV-J单克隆抗体经

建立的检测 ALV-J抗体间接 ELISA方法测定效价为 1：64000，为进一步开发检

测 ALV-J抗原的双抗体夹心 ELISA诊断试剂盒奠定基础。
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第三章 K亚群禽白血病病毒 gp85蛋白单克隆抗体的

制备

3.1 试验材料

3.1.1 病毒、细胞、菌株、载体和实验动物

试验所用的主要材料见 2.1.1

3.1.2 主要试剂

试验所用的主要试剂见 2.1.2

3.1.3 主要仪器设备

试验所用的主要仪器设备见 2.1.3

3.1.4 主要试剂配制

实验所用主要试剂配制见 2.1.4

3.2 方法

3.2.1重组蛋白的制备

3.2.1.1病毒模板 DNA的制备

将分离的 ALV-K病毒接种长至 80%密度的单层 DF1细胞，剩余步骤同实验

2.2.1.1。
3.2.1.2 引物设计

参照 GenBank上 K亚群禽白血病病毒毒株序列，设计一对特异性引物扩增

gp85基因。上游引物为 5'-CGCGGATCCCACTTACTCGAGCAGCCAGGGAAC-3'
，含有 BamHⅠ酶切位点；下游引物为 5'-ACGCGTCGACGGGTGCTTCGTTTA-
CGTCTTATACC-3'，含有 SalⅠ酶切位点，扩增目的片段大小为 1005bp。
3.2.1.3聚合酶链式反应（PCR）

PCR反应体系：10×PCR buffer 5 μL，dNTP（2.5 mM）4 μL，Mg2+（25 mM）

4 μL，10 pmol/L的上下游引物各 2.5 μL，模板 DNA 1 μL，rTaq（5 U/uL）0.5 μL,
加灭菌去离子水补足至 50 μL。

PCR反应条件：94℃预变性 3 min，94℃变性 40 s，65℃退火 30 s，72℃延

伸 1min，共 33个循环，72℃终末延伸 10 min，4℃保存。

3.2.1.4 PCR产物的纯化回收及重组质粒 PMD -19T-simple-ALV-J-gp85的构建

扩增的 PCR产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，胶回收 gp85目的片段。连接

至 PMD -19T-simple载体上，连接产物转化进大肠杆菌 DH5ɑ感受态细胞，复苏
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1 h后涂氨苄平板，次日进行菌液 PCR鉴定。

3.2.1.5 ALV-K-gp85两种不同重组表达质粒的构建及鉴定

将阳性重组质粒 pMD -19T-simple-ALV-K-gp85、pET-28a和 pGEX-6P-1分别

用限制性内切酶 BamHⅠ和 SalⅠ进行酶切，酶切体系（50 μL）如下：

10×cutsmart 5 μL
BamHⅠ 1.5 μL
SalⅠ 1.5 μL
pMD -19T-simple-ALV-K-gp85/ pET-28a/pGEX-6P-1 15/11/10 μL
ddH2O 27/31/32 μL
37℃酶切 3 h，酶切产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，胶回收目的片段。

酶切过的 gp85基因与酶切过的 pET-28a和 pGEX-6P-1载体分别进行连接，

连接体系（10 μL）如下：

10×Ligation Buffer 1 μL
Ligase T4 0.5 μL
gp85基因 4 μL
pET-28a/pGEX-6P-1 4.5 μL
室温连接 1 h，转化进大肠杆菌 DH5ɑ感受态细胞，复苏 1 h，分别涂板氨苄

培养基和卡那培养基，次日进行菌液 PCR鉴定。

将鉴定的阳性菌液提质粒，分别用 BamHⅠ和 SalⅠ限制性内切酶对重组表

达质粒 pET-28a-ALV-K-gp85和 pGEX-6P-1- ALV-K-gp85 进行双酶切，酶切体系

（10 μL）同实验 2.2.1.5。酶切产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，将酶切鉴定正确

的阳性菌送武汉擎科创新生物有限公司测序。

3.2.1.6 重组蛋白的诱导表达

将测序正确阳性重组质粒 pET-28a-ALV-K-gp85 和 pGEX-6P-1- ALV-K-gp85
分别转入大肠杆菌 BL21感受态细胞，加入无抗液体 LB培养基后 37℃恒温摇床

复苏 1 h，分别涂板卡那培养基和氨苄培养基，置于 37℃细菌培养箱培养过夜，

次日分别挑取单菌落接入 1 mL Ka+培养基和 1 mLAmp+培养基，37℃小摇过夜，

次日按 1:100分别接入 4 mL Ka+培养基和 4 mLAmp+培养基中 37℃大摇，待细菌

OD值接近 0.6时，分别取 2 mL于干净试管，加入 IPTG 至终浓度为 1 mM设为

诱导组，原试管内剩余的 2 mL设为未诱导组，分别于 25℃、30℃、37℃诱导 4
h，收菌后进行 SDS-PAGE电泳检测。

此外，若表达效果均不佳可尝试 IPTG浓度 1 mM，16℃低温诱导过夜。

3.2.1.7 两种重组蛋白的超声裂解

为鉴定两种重组蛋白表达在上清里还是沉淀中，将表达的两种蛋白分别超声

破碎后进行 SDS-PAGE电泳检测，方法同实验 2.2.1.7。
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3.2.1.8 重组蛋白 HIS-K-gp85的纯化

重组蛋白 HIS-K-gp85的纯化及鉴定方法参照实验 2.2.1.8。
3.2.1.9 重组蛋白 GST-K-gp85的纯化

重组蛋白 GST-K-gp85的纯化及鉴定方法参照实验 2.2.1.9。

3.2.2 ALV-K-gp85蛋白单克隆抗体的制备

3.2.2.1 动物免疫及阳性血清的制备

原核表达并纯化的重组蛋白 HIS-K-gp85 与等体积弗氏完全佐剂混匀后乳

化，皮下多点注射 7周龄 BALB/c小鼠。两周后将蛋白与等体积弗氏不完全佐剂

混合乳化，加强免疫。两周后，同二免方法一样再次免疫小鼠，融合前 3天再进

行一次加强免疫。

3.2.2.2检测 ALV-K gp85抗体的间接 ELISA方法建立

以纯化的 GST-K-gp85蛋白为检测抗原，参照实验 2.2.2.2.1间接 ELISA检测

方法的基本操作，确定抗原最佳包被浓度和血清最佳稀释度。

3.2.2.3 细胞融合

SP2/0细胞的准备：具体方法参照实验 2.2.2.3。
饲养层细胞的制备：具体方法参照实验 2.2.2.3。
免疫脾细胞的制备：具体方法参照实验 2.2.2.3。
SP2/0细胞的收集：具体方法参照实验 2.2.2.3。
脾细胞与骨髓瘤细胞的融合：具体方法参照实验 2.2.2.3。

3.2.2.4 间接 ELISA法筛选阳性细胞

具体方法参照实验 2.2.2.4。
3.2.2.5 阳性孔的亚克隆

具体方法参照实验 2.2.2.5。
3.2.2.6 亚克隆细胞的筛选

具体方法参照实验 2.2.2.6。
3.2.2.7 杂交瘤细胞的冻存

具体方法参照实验 2.2.2.7。
3.2.2.8 腹水的制备

具体方法参照实验 2.2.2.8。
3.2.2.9 腹水效价的测定

具体方法参照实验 2.2.2.9。
3.2.2.10 单抗的Western blotting分析

为验证所制备的单克隆抗体能识别 ALV-K-gp85蛋白，以纯化的 GST-K-gp85
蛋白为检测抗原，pGEX-6P-1 空载蛋白为阴性对照，按比例与 5×loading buffer
按混匀后煮样，进行 SDS-PAGE电泳，电泳结束后转印至 PVDF膜上，以 1:1000
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稀释的腹水作一抗孵育 1.5 h，1:2000稀释的 HRP标记的羊抗鼠 IgG 作二抗孵育

1 h，加入配制的 DAB显色液避光显色。

3.2.2.11 间接免疫荧光实验

具体方法参照实验 2.2.2.11。
3.2.2.12 单抗亚型的鉴定

具体方法参照实验 2.2.2.12。

3.3 实验结果

3.3.1 ALV-K-gp85基因的扩增

扩增的 PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，得到的 ALV-K-gp85目的片段

大小为 1005bp，与预期大小相符，如图 2-1。

3.3.2重组表达载体的双酶切鉴定

挑取转化后的单菌落，提取质粒进行双酶切鉴定，结果表明，重组表达质粒

pET-28a-ALV-K-gp85和 pGEX-6P-1- ALV-K-gp85 经 BamHⅠ和 SalⅠ限制性内切

酶双酶切后，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，在 1005bp左右位置均出现目的条带，

如图 2-2 和 2-3，表明重组表达质粒 pET-28a-ALV-K-gp85 和 pGEX-6P-1-
ALV-K-gp85均构建成功。

5000bp

3000bp
2000bp

1000bp

1500bp

750bp
500bp

250bp
100bp

1005bp

图 2-1 ALV-K-gp85 基因的 PCR扩增

M：DNA Marker DL-5000；1：ALV-K-gp85 基因的 PCR 扩增

M 1
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3.3.3重组蛋白的诱导表达

将测序正确的两种阳性表达质粒转入 BL21 大肠杆菌，经 1 mM IPTG 诱导

后，处理诱导产物，通过 SDS-PAGE 胶检测，经不同温度诱导表达重组蛋白

HIS-K-gp85和 GST-K-gp85超声裂解后均在沉淀中，且不同温度诱导时的表达量

几乎没有差别，因此，均采用 37℃诱导表达。根据 gp85蛋白的分子量加上插入

的表达载体的分子量，计算得到的诱导蛋白 HIS-K-gp85 和 GST-K-gp85 分子量

大小分别为 43 KDa和 62 KDa，电泳结果显示的诱导蛋白大小与预期相符，如图

2-4和 2-5。

130KDa
180KDa

95KDa

72KDa
55KDa

43KDa

34KDa

26KDa

M 1 2

图 2-4 HIS-K-gp85 蛋白诱导表达产物

M：protein marker

1：未诱导组；2：HIS-K-gp85 蛋白诱导表达组

43KDa

M 1 2
130KDa
180KDa
95KDa
72KDa
55KDa

43KDa

34KDa

26KDa

图 2-5 GST-K-gp85 蛋白诱导表达产物

M：protein marker

1：GST-K-gp85 蛋白诱导表达组; 2：未诱导组

62KDa

17KDa

5000bp
3000bp

500bp

2000bp
1500bp

1000bp
750bp

100bp

250bp

图 2-3 重组质粒 pGEX-6P-1- ALV-K-gp85 双酶切鉴定

M：DNA Marker DL-5000；

1：重组质粒 pGEX-6P-1- ALV-K-gp85 双酶切

1005bp

M 1
5000bp

3000bp

2000bp

1500bp

1000bp
750bp

500bp

250bp

100bp

图 2-2 重组质粒 pET-28a- ALV-K-gp85 双酶切鉴定

M：DNA Marker DL-5000；

1：重组质粒 pET-28a- ALV-K-gp85 双酶切

M 1

1005bp
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3.3.4重组蛋白的纯化

重组蛋白 HIS-K-gp85经 Ni柱亲和层析的方法，用不同浓度咪唑洗脱，获得

的重组蛋白浓度为 2.5 mg/mL。重组蛋白 GST-K-gp85经洗包涵体的方法纯化，

获得的重组蛋白浓度为 4.2 mg/mL。纯化后的两种蛋白经 SDS-PAGE检测，基本

去除了多余的杂带，获得了较纯重组蛋白，如图 2-6和 2-7。

3.3.5 检测 ALV-K- gp85抗体的间接 ELISA方法建立

通过建立的检测 ALV-J抗体间接 ELISA方法确定的最佳包被液，最佳封闭

液，最佳二抗稀释度的基础上，采用方阵滴定法，包被不同稀释浓度的抗原，加

入不同稀释浓度的血清，进行 ELISA检测，经酶标仪读取波长 450 nm吸光值，

计算 P/N值，经过对比，发现，当抗原稀释度为 1:640，即浓度为 6.6 μg/mL，血

清稀释度为 1:2000时，P/N值最大（表 2-1），因此确定了抗原最佳包被浓度和

血清最佳稀释度。

M 1

130KDa
180KDa

95KDa
72KDa

55KDa
43KDa

34KDa

26KDa

图 2-7 GST-K-gp85 蛋白诱导表达产物

M：protein marker：

1 GST-K-gp85 蛋白诱导表达组

62KDa

17KDa

图 2-6 纯化的 HIS-K-gp85 重组蛋白

M：protein marker；

1纯化的 HIS-K-gp85 重组蛋白

M 1

130KDa
180KDa

95KDa
72KDa
55KDa

43KDa

34KDa

26KDa

43KDa

17KDa
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3.3.6 杂交瘤细胞的建立

一共进行了 4次细胞融合实验，最后一次经过 2次亚克隆，筛选出的阳性杂

交瘤细胞株扩大培养后进行了 8次 ELISA 检测，仍能稳定分泌抗体，成功筛选

出 2株杂交瘤细胞，分别命名为 KD4和 KE5。

3.3.7 腹水效价的测定结果

以 GST-K-gp85 蛋白为检测抗原，采用建立的检测 ALV-K 抗体间接 ELISA
方法，对单抗 KD4和 KE5进行效价的测定，结果显示小鼠腹水效价为 1：64000
和 1：128000。

3.3.8 单抗Western blot检测结果

为验证所制备的 MAb 能特异性识别 ALV-K-gp85 蛋白，以纯化的

GST-K-gp85蛋白为检测抗原，pGEX-6P-1空载蛋白为阴性对照，进行 SDS-PAGE
电泳，以 1:1000稀释的单抗作一抗，1:2000稀释的 HRP标记的羊抗鼠 IgG作二

抗进行Western blot实验，加 DAB显色液后 PVDF膜上约 62KDa大小均处出现

一条清晰条带，表明制备的单体 KD4和 KE5均能特异性识别 K亚群 gp85蛋白，

如图 2-8和 2-9。

血清稀释度 抗原稀释度

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640

阳性均值（1:500） 1.583 1.357 1.367 1.224 1.107 1.089

阴性均值（1:500） 0.131 0.122 0.109 0.101 0.099 0.108

P/N 12.08 11.12 12.54 12.11 11.18 10.08

阳性均值（1:1000） 1.335 1.347 1.256 1.189 1.133 1.107

阴性均值（1:1000） 0.127 0.129 0.113 0.118 0.101 0.097

P/N 10.51 10.44 11.12 10.08 11.22 11.41

阳性均值（1:2000） 1.298 1.239 1.254 1.178 1.10 1.059

阴性均值（1:2000） 0.106 0.116 0.102 0.099 0.103 0.082

P/N 12.25 10.68 12.29 11.90 10.68 12.91

阳性均值（1:4000） 1.012 0.998 0.908 0.889 0.913 0.828

阴性均值（1:4000） 0.101 0.096 0.093 0.089 0.097 0.094

P/N 10.02 10.39 9.76 9.99 9.41 8.81

表 2-1 抗原和血清的最佳稀释度

Table2-1 The optimal dilution of the antigen and serum
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3.3.9单抗间接免疫荧光实验结果

在荧光倒置显微镜下观察 IFA结果，单抗 KD4 和 KE5 均与 ALV-K感染的

细胞产生了特异性结合，并显示较高的荧光强度，值得注意的是，单抗 KD4和
KE5还能与实验室分离的 ALV-A毒株发生反应，也显示出较高的荧光强度，但

不与 ALV-J感染的细胞发生反应，阴性对照组也未见荧光，这说明单抗 KD4和
KE5 是特异性抗 ALV-AK 的单克隆抗体，2株单抗能够特异性识别 A亚群和 K
亚群禽白血病病毒分泌的天然蛋白，如图 2-10和 2-11。

ALV-A ALV-K

ALV-J 阴性对照

图 2-10 单抗 KD4的 IFA鉴定

M 1 2

130KDa
180KDa

95KDa

72KDa

55KDa

43KDa

图 2-8单抗 KD4的 western blot鉴定

M：protein marker；

1：pGEX-6P-1 空载对照；2：单抗 KD4

62KDa

34KDa

M 1 2

130KDa
180KDa

95KDa

72KDa

55KDa

43KDa

图 2-9单抗 KE5的 western blot 鉴定

M：protein marker；

1：单抗 KE5；2：pGEX-6P-1空载对照

62KDa

34KDa
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3.3.10 单抗亚型鉴定结果

免疫球蛋白亚型鉴定试剂盒检测的 2株MAb亚型均为 IgG1。

3.4 讨论

近几年，我国鸡群中 ALV的感染也越发复杂，大量报道证实在我国蛋鸡群，

肉鸡群和地方品种鸡中出现不同亚群 ALV感染或多种亚群 ALV的混合感染[56]。

2011-2014年间，董宣等在对从浙江、江苏和山东的 22个地方品种鸡收集的 270
份临床样品进行 ALV流行病学调查时，分离到 47株 ALV病毒，包括 4株 ALV-A
病毒，2株 ALV-C病毒，18株 ALV-J病毒，23株 ALV-K病毒。2012-2016年间，

李阳等在调查浙江、江苏和山东等地的 12个地方品种鸡 ALV的感染情况时，分

离到 14株 ALV病毒，其中包括 2株 ALV-A病毒，1株 ALV-B病毒，8株 ALV-J
病毒和 3株 ALV-K病毒。我国不同地区饲养着多种地方品种鸡，他们的遗传背

景各不相同，基本未做过任何的净化工作，因此，ALV感染在我国地方品种鸡

中相对普遍，K亚群病毒的发现自然也就不足为奇了。

K亚群为新发现的禽白血病病毒，有关其研究并不详尽[57]。2016年孙鹏等通

过扩增ALV-K gp85基因，构建原核表达质粒，免疫小鼠制备了特异性识别ALV-K
的单因子血清[58]；2017年，袁丽霞等通过原核表达的蛋白包被酶标板建立了检

测 ALV-K抗体的间接 ELISA 方法[59]；2018年，陈轩等建立了 ALV-K的实时荧

光 RT-PCR 检测方法 [60]，曹伟胜等建立了特异性检测 ALV-K 的 SYBR green

ALV-A ALV-K

ALV-J 阴性对照

图 2-11 单抗 KE5的 IFA鉴定
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real-time PCR方法[61]。目前临床上缺少直接检测 ALV-K的诊断试剂盒，只能通

过 P27抗原检测试剂盒检测为外源性病毒后，再通过病毒分离鉴定，消耗时间较

长。仅管孙鹏等通过免疫昆明白小鼠制备了 K亚群禽白血病病毒 gp85单因子血

清，但每次通过小鼠制备的单因子血清比较有限，不能用于大量生产。若通过杂

交瘤技术制备单克隆抗体，获得的单抗不仅特异性强，灵敏度高，还能实现大量

生产。

本试验针对 ALV-K的 gp85 基因，设计一对特异性 PCR引物，通过大肠杆

菌表达系统，构建原核表达载体，试验过程中为避免细胞融合后 ELISA 筛选实

验过程中标签蛋白产生抗体造成的假阳性，针对 ALV-K的 gp85基因一共构建了

2 种原核表达质粒 pET-28a-ALV-K-gp85 和 pGEX-6P-1- ALV-K-gp85，以纯化的

HIS-K-gp85 免疫小鼠，三免完后采血收集阳性血清。为细胞融合后能筛选到效

果较好的杂交瘤细胞，在制备 ALV-K-gp85 蛋白单克隆抗体前先建立了检测

ALV-K抗体的间接 ELISA 方法，以纯化的 GST-K-gp85 蛋白为检测抗原，分别

以收集的小鼠阳性血清和健康小鼠阴性血清为一抗，经过多次的对比试验，确定

了抗原最佳包被浓度为 6.6 μg/mL，血清最佳稀释度为 1:2000。通过建立的检测

ALV-K抗体的间接 ELISA方法筛选融合后细胞分泌的抗体，取读值大且孔内细

胞株单一的杂交瘤细胞株进行亚克隆，经过这样反复 2次亚克隆，最后一共筛选

出 2株效果好的杂交瘤细胞株，分别命名为 KD4和 KE5。在 ELISA筛选过程中，

抗原浓度始终保持在较低水平，使筛选到的杂交瘤细胞产生抗体敏感性强。通过

建立的检测 ALV-K抗体间接 ELISA方法对收集的腹水进行效价的测定，腹水效

价分别达到 1：64000和 1：128000。此外，以 GST-K-gp85蛋白为检测抗原，以

单抗 KD4和 KE5为一抗，进行Western blot检测，表明 2株单抗都能与 K亚群

gp85 蛋白发生特异性反应。同时，通过对单抗进行 IFA鉴定试验，结果显示 2
株单抗除能识别 ALV-K毒株外，还能与 ALV-A毒株发生反应，表明 2株单抗能

同时识别 ALV-AK。
研究表明，目前分离到的 K 亚群禽白血病病毒株 env 基因与 ALV-A env 基

因的同源性比较高，达 90%左右[52]。经过序列比对发现，本实验室分离的 ALV-K
毒株 gp85 基因与本实验室分离的 ALV-A毒株 gp85 基因的同源性为 88.4%，氨

基酸序列同源性为 83.3%。由于单克隆抗体识别的抗原表位较短，而经过序列比

对，K 亚群 gp85 氨基酸序列与 A亚群 gp85 氨基酸序列的同源性较高，推测本

次实验筛选到的 2株MAb抗原表位应该位于ALV-A gp85基因和 ALV-K gp85基
因同源区段上，这可能是导致本实验未能成功筛选到特异性识别 ALV-K gp85蛋
白单克隆抗体的原因。与此同时，近几年我国报道的分离到的 A亚群禽白血病

病毒株也越来越多，有些鸡群感染 ALV-A的情况也很严重[62]，临床上进行禽白

血病病毒检测时往往容易忽视对 ALV-A病原的检测，加之市面上缺少针对 A亚
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群的抗原检测试剂盒。虽然本实验未能成功研制出针对 ALV-K gp85蛋白的特异

性单克隆抗体，但制备了能同时识别 ALV-AK 的 2 株单克隆抗体，能用于临床

上 ALV-AK的检测，对于 ALV-K的研究也是一个重要的补充，为今后 ALV-AK
抗原检测试剂盒的研制奠定了基础。

全文结论

1. 将 ALV-J-gp85基因和 ALV-K-gp85 基因分别克隆到原核表达载体 pET-28a和
pGEX-6P-1 中，成功表达并纯化了 HIS-J-gp85 蛋白，GST-J-gp85 蛋白和

HIS-K-gp85蛋白，GST-K-gp85蛋白。

2. 建立了检测ALV-J- gp85的间接ELISA方法和检测ALV-K- gp85的间接ELISA
方法。

3. 利用杂交瘤技术筛选到 1株特异性识别 ALV-J的单克隆抗体和 2株能同时识

别 ALV-AK的单克隆抗体。
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