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摘要

布鲁氏菌病（Beucellosis）是由布鲁氏菌（Brucella）引起的人畜共患传染病。犬可感染羊种、

牛种等光滑型布鲁氏菌和粗糙型犬种布鲁氏菌。犬感染布鲁氏菌后会出现流产、睾丸炎等生殖系

统疾病，并出现较长时间的菌血症，传播风险大，人通过直接接触带菌犬的流产胎儿、胎盘等也

有可能受到感染。若犬感染光滑型布鲁氏菌，可通过间接 ELISA等检测光滑型布鲁氏菌的血清学

方法检出。而若感染的是犬种布鲁氏菌，由于犬血清中在凝集类实验中存在抗原自凝现象，使得

试验结果中常会有假阳性出现，而目前还缺乏针对犬种布鲁氏菌的 ELISA检测方法。因此，建立

科学准确的诊断方法是有效防控犬感染犬种布鲁氏菌的前提和关键。犬种布鲁氏菌病竞争 ELISA

抗体检测方法由于使用了针对犬种布鲁氏菌的特异性单克隆抗体，使得该方法可以实现多种动物

的犬种布鲁氏菌病的诊断，并具有良好的敏感性和特异性。

本研究使用犬种布鲁氏菌 RM6/66作为免疫原免疫小鼠，经过四次亚克隆，获得针对犬种布

鲁氏菌的单克隆抗体。通过噬菌体展示技术和免疫蛋白质组学两种方法鉴定单克隆抗体识别的抗

原表位。以获得的单克隆抗体建立竞争 ELISA抗体检测方法，优化反应条件，并对该方法的特异

性、敏感性进行验证，同时进行临床样本的检测。获得以下研究结果：

1. 成功筛选获得了 4 株针对犬种布鲁氏菌分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞 1B2、1C5、1D2

及 2E6，四株杂交瘤细胞分泌的单克隆抗体均为 IgG2b亚型，分泌稳定性好。其中单克隆抗体 1C5

仅与犬种布鲁氏菌发生特异反应，与牛种、羊种布鲁氏菌流行株、A19株、S2株不发生反应。

2. 利用噬菌体展示技术经过四次淘选，获得单克隆抗体 1C5的模拟线性表位为“R-D-FGE”；

利用双向电泳分离蛋白，并通过蛋白质谱进行分析，初步鉴定单克隆抗体 1C5可能针对的蛋白为

OMP31，将该蛋白进行了原核表达，进一步确认了其与单抗的反应性。

3. 以单克隆抗体 1C5 作为竞争抗体，成功建立了犬种布鲁氏菌的竞争 ELISA 抗体检测方

法。以犬种布鲁氏菌 OMP31蛋白作为包被抗原，确定抗原包被浓度为 1 g/mL，包被条件为 4 ℃

包被 12 h；封闭液为 5% BSA，条件为 37 ℃封闭 2 h；单克隆抗体的稀释倍数为 1：12000，待检

血清稀释倍数为 1：50，反应条件为 37 ℃孵育 30 min；酶标二抗稀释度为 1：20000，反应条件

为 37 ℃孵育 30 min。确定阻断率临界值为 26.07%。进一步对该方法的敏感性及特异性进行了验

证，结果表明该方法与小肠结肠炎耶尔森氏菌 O9 阳性血清、大肠杆菌 O157阳性血清之间无交

叉反应；当犬种布鲁氏菌阳性对照血清稀释倍数为 1：1200时，仍可检测出阳性结果；本方法与

犬种布鲁氏菌微量试管凝集试验符合率达 99.30%。

本研究获得了一株仅与犬种布鲁氏菌存在特异性反应的单克隆抗体，识别了该单克隆抗体所

针对的抗原表位，建立了针对犬种布鲁氏菌的竞争 ELISA抗体检测方法，有望为犬种布鲁氏菌的

诊断提的敏感性好、特异性高的检测方法。

关键词：犬种布鲁氏菌；单克隆抗体；竞争 ELISA；噬菌体展示；双向电泳
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ABSTRACT

Brucellosis is a zoonotic infection caused by Brucella spp. Dogs can be infected with the smooth

type of Brucella such as Brucella melitensis and Brucella abortus as well as the rough type of Brucella

canis. Dogs infected with Brucella can develop reproductive disorders such as miscarriage and orchitis.

A longer period of bacteraemia also occurs, with a high risk of transmission. People may also be

infected through direct contact with aborted fetuses and placentas of infected dogs. If a dog is infected

with Brucella smootha, it can be detected by indirect ELISA and other serological methods for detecting

Brucella smootha. In the case of Brucella canis infection, the presence of antigen self-agglutination in

canine sera in agglutination-type tests often results in false-positive tests. Currently, there is no ELISA

test for Brucella canis. Therefore, the establishment of scientific and accurate diagnostic methods is the

prerequisite and key to the effective prevention and control of Brucella canis infection in dogs. The

competitive ELISA antibody test for canine brucellosis uses monoclonal antibodies specific for Brucella

canis, making it possible to diagnose canine brucellosis in a variety of animals with good sensitivity and

specificity.

In this study, monoclonal antibodies against Brucella canis were obtained using Brucella canis

RM6/66 as the immunogen in immunized mice after four subclonations. The antigenic epitopes

recognized by the monoclonal antibodies were identified by both phage display techniques as well as

immunoproteomics. A competitive ELISA method was established with the obtained monoclonal

antibodies, reaction conditions were optimized, and the specificity and sensitivity of the method were

validated, while clinical samples were tested. The following study results were obtained:

1. Four hybridoma cells 1B2, 1C5, 1D2 and 2E6 secreting monoclonal antibodies against Brucella

canis were successfully screened and obtained. The monoclonal antibodies secreted by the four

hybridoma cells were all of IgG2b subtype and had good stability of secretion. Among them,

monoclonal antibody 1C5 reacted specifically with Brucella canis only, and did not react with prevalent

strains of Brucella abortus, prevalent strains of Brucella melitensis, Brucella abortus A19 strain and

Brucella suis S2 strain .

2. After four rounds of selection by phage display technology, the mock linear epitope of

monoclonal antibody 1C5 was obtained as "R-D-FGE"; the protein was separated by bi-directional

electrophoresis and analyzed by protein profiling, and the possible protein targeted by monoclonal

antibody 1C5 was initially identified as OMP31, which was expressed in prokaryotic form. Its reactivity

with the monoclonal antibody was further verified, and the results showed a positive reaction.

3. A competitive ELISA assay for Brucella canis was successfully established using monoclonal

antibody 1C5 as a competitive antibody. The antigen concentration was determined to be 1 g/mL, and

the coating condition was 4 ℃ for 12 h. The closure solution was 5% BSA, and the condition was 37 ℃

for 2 h. The dilution of the monoclonal antibody was 1:12000, and the dilution of the serum to be tested
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was 1:50, and the reaction condition was 37 ℃ for 30 min. The threshold value of blocking rate was

determined to be 26.07%. The sensitivity and specificity of the method were further verified, and the

results showed that there was no cross-reactivity between the method and Yersinia pestis O9 positive

serum, E.coli O157 positive serum and smooth Brucella positive serum; when the Brucella canis

positive control serum was diluted to 1:1200, positive results could still be detected; the method and

Brucella canis micro-serum agglutination The compliance rate was 99.30%.

In this study, we obtained a monoclonal antibody that reacted specifically with Brucella canis only,

identified the antigenic epitopes targeted by the monoclonal antibody, and established a competitive

ELISA antibody assay for Brucella canis, which is expected to provide a sensitive and specific assay for

the diagnosis of Brucella canis.

Key Words: Brucella canis; monoclonal antibody; competitive ELISA; phage display; 2-DE
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缩略词表

缩写 英文名称 中文名称

BSA Bovine Serum Albumin 牛血清白蛋白

DNA DeoxyriboNuclec Acid 脱氧核糖核酸

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetie Acid 乙二胺四乙酸

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 酶联免疫吸附试验

FBS Fetal Bovine Serum 胎牛血清

HAT Hypoxanthine-Aminopterin-Thymidine Medium

Supplement

次黄嘌呤-氨基蝶呤-胸苷添加剂

HRP Horseradish Peroxidase 辣根过氧化物酶

HT Hypoxanthine-Thymidine Medium Supplement 次黄嘌呤-胸苷添加剂

IEF Isoelectric Focusing 等电聚焦

IPTG Isopropyl β-D-Thiogalactoside 异丙基硫代半乳糖苷

LB Luria-Bertani 溶菌肉汤

LPS Lipopolysaccharide 脂多糖

OD Optical Density 吸光度

OMP Out Memberane Proteins 外膜蛋白
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PEG Polyethylene Glycol 聚乙二醇

SDS-PAGE
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十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳

TBS Tris Buffered Saline 三乙醇胺缓冲盐水溶液

Tet Tetracyclines 四环素

TMB 3, 3′,5 ,5′-Tetramethylbenzidine 3,3',5,5'-四甲基联苯胺

Tris Tris (hydroxymethyl)aminomethane 三羟甲基氨基甲烷

TSA Soybean Casein Digest Agar 胰酪大豆胨琼脂培养基

TSB Tryptone Soy Broth 胰酪大豆胨液体培养基

X-gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactopyranoside 5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷
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第一章 引言

1.1 犬种布鲁氏菌概述

布鲁氏菌病（Beucellosis）是由布鲁氏菌（Brucella）引起的人畜共患传染病。布鲁氏菌经典

种包括马耳他布鲁氏菌（B.melitensis）、流产布鲁氏菌（B.abortus）、猪布鲁氏菌（B.suis）、绵

羊布鲁氏菌（B.ovis）、犬布鲁氏菌（B.canis）和沙林鼠布鲁氏菌（B.neotomae）。1966年 Carmichael

在美国首次在犬体内发现并分离出犬种布鲁氏菌[1]，随后世界上其他国家和地区也相继发现了犬

种布鲁氏菌的流行。犬种布鲁氏菌最开始被认为是猪种布鲁氏菌的一个生物型[2]，后由于其被发

现具有对犬和野生犬科动物独有的致病性并在犬科动物之间有自然传染性，同时具有对其他动物

致病性较低的特点，该菌被重新定名为犬种布鲁氏菌，成为布鲁氏菌属中一个独立的种[3]。

1.1.1 流行病学

犬种布鲁氏菌的主要传染源是处于发病或带菌状态的犬。传播途径主要是易感动物经口鼻黏

膜、生殖道或结膜接触到带菌犬的精液、流产胎儿、胎盘或阴道分泌物等。有研究结果表明，受

感染的母犬在发情期及流产后六周内，阴道分泌物会排出大量细菌；而在非发情期时，其阴道分

泌物也会持续排出少量细菌[4]。受感染的公犬在感染后 6~8周会通过精液排出大量细菌，而后也

会一直持续性排出少量细菌[5]。即使犬已经绝育，犬种布鲁氏菌也可存在于感染犬的前列腺和淋

巴组织中[6-7]，通过其唾液、鼻腔分泌物和尿液进行传播[8]。除此之外，易感动物通过直接接触感

染犬的粪便、被污染的注射器、阴道镜、人工授精设备等也可能受到感染[9]。

与常见并可感染多种动物的羊种布鲁氏菌、牛种布鲁氏菌和猪种布鲁氏菌相比，犬种布鲁氏

菌可感染的宿主主要只有犬及野生的犬科动物。通过对牛、羊和猪进行口服及黏膜感染犬种布鲁

氏菌的试验结果显示，这些动物对犬种布鲁氏菌有很强的抵抗力[10]。而猫在口服感染犬种布鲁氏

菌后，会出现菌血症，但血清中的抗体滴度低[11]。小鼠、大鼠和非人类灵长类动物通过实验证实

也会出现感染[12]。其中，兔子比其它实验动物更易感，在通过腹腔接种高剂量犬种布鲁氏菌后，

会出现睾丸炎和腹膜脓肿的症状[13]。人类若直接接触受感染的犬以及其生殖分泌物或血液也可能

会被感染[14-15]。

1.1.2 临床症状

犬感染犬种布鲁氏菌一般多为隐性感染，临床感染的症状主要集中于生殖器官方面。公犬感

染犬种布鲁氏菌会引起附睾炎、前列腺炎和睾丸炎[8]，其中慢性睾丸炎和附睾炎可导致单侧或双

侧睾丸萎缩和不育[6]。在发生慢性附睾炎的公犬中，大约 90%的精子在感染后 20周内呈现异常状

态[1]。母犬感染犬种布鲁氏菌的典型症状是流产和不孕，受感染的母犬会在怀孕的中期或晚期出

现自然流产，并在其后的 1~6周内流出呈棕黄色黏液状的阴道分泌物。而孕前期的母犬感染后可
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能出现胎儿死亡并被母体吸收的现象，使得母犬呈现假的无法受孕现象[10]。有些母犬流产后还可

正常怀孕，有些会间歇性出现不孕症状。流产出的死胎可能出现皮下水肿、出血或充血现象并存

在支气管肺炎、心肌炎、肾出血、淋巴结炎、肝炎的症状[16]。感染的母犬也可能诞下胎儿，但幼

犬出生后会较为衰弱，死亡率高[17]。

除此之外，感染犬种布鲁氏菌的犬还可能会出现眼部和骨骼方面的病变。眼部方面的病变包

括轻度至中度的葡萄膜炎、虹膜色素沉着、玻璃体炎症浸润等[18]。而骨骼方面的病变主要是椎间

盘炎，感染犬会出现跛行、脊柱疼痛、神经功能障碍、肌肉无力等症状[19-21]。

1.1.3 诊断技术

1.1.3.1 临床诊断

犬种布鲁氏菌导致的犬种布鲁氏菌病通过临床诊断通常很难被诊断出来。一般来说如果没有

观察到犬流产或不孕不育，该病就很难被发现。一些常规诊断，例如全血细胞计数、血清生化分

析和尿液分析通常都会呈现正常结果。偶尔会发现一些支持炎症表现的非特异性结果，如白细胞

增多、中性粒细胞增多、高球蛋白血症、低蛋白血症等，这通常可能是在提示有菌血症的出现[21]。

1.1.3.2 细菌分离培养

犬种布鲁氏菌检测的金标准是细菌的分离培养。通常可以从受感染犬的血液、阴道分泌物、

胎盘和胎儿组织、尿液、精液、乳汁以及尸检样本，例如淋巴结、脾脏、前列腺、附睾、子宫、

骨髓、眼睛、椎间盘中分离培养出布鲁氏菌[15,22]。一般情况下会从犬的血液中进行细菌的分离培

养，有实验证明，若犬一直没有接受过抗生素治疗，那么其在感染犬种布鲁氏菌的 7天后会开始

出现菌血症[23]，在感染后 2~3周，血液中的细菌就已经可以分离培养出来作为确诊的依据。同时，

犬感染布鲁氏菌后的菌血症持续时间长，通常会持续 6个月至 2年[11]。国外也曾有文献报道通过

试验感染的犬在感染 5年半后依旧可以从血液中分离出布鲁氏菌[7]。

除此之外，当犬出现脑膜炎的临床症状，可选择抽取脑脊液进行细菌分离和培养；若犬出现

葡萄膜炎等眼部病变，则可以抽取眼部的玻璃体液进行细菌培养；若出现椎间盘炎，也可从椎间

盘收集样本。若患病犬已经死亡，可以从其淋巴结及脾脏进行细菌的分离培养[24]。

通过对上述样本的细菌分离培养，若有菌落生长，则可确定是布鲁氏菌阳性。但样本的运输

和储藏时间、处理及操作手法都会对布鲁氏菌是否可以成功分离有很大的影响[25]，例如运输或储

藏的时间越长，样本中存活的布鲁氏菌的量就越少，分离成功的可能性也就越低。故细菌的分离

培养作为犬种布鲁氏菌诊断方法的敏感性较低，培养阴性结果的出现也并不能代表彻底排除犬种

布鲁氏菌的感染。

1.1.3.3 血清学诊断

血清学诊断方法比细菌学诊断更加简便快捷，常用的犬种布鲁氏菌血清学检测方法包括虎红

平板凝集试验、琼脂糖免疫凝胶扩散试验、试管凝集试验、荧光偏振试验、补体结合试验和酶联

免疫吸附试验等[26]。犬感染犬种布鲁氏菌的 5~8周后，血清中的抗体会到达一个较高的滴度，且

抗体滴度在之后的 4～6个月依旧维持在可检出的水平[11]。
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1.1.3.3.1 虎红平板凝集试验

犬种布鲁氏菌检测使用的虎红平板凝集试验抗原是将经加热灭活的 B.canis和 B.ovis全菌离

心收集，用虎红染料染色后悬浮于碱性缓冲液中制成。待检血清中的抗体与抗原进行结合后会出

现凝集反应。与检测光滑型布鲁氏菌所用的酸性缓冲液不同，检测犬种布鲁氏菌等粗糙型布鲁氏

菌所采用的是碱性缓冲液，这是因为血清中存在非特异凝集素，会与布鲁氏菌反应出现非特异的

凝集反应，其中犬血清在凝集类试验中出现非特异性凝集反应的现象更为普遍，而使用

Tris-Maleate缓冲液体系能有效改善粗糙型布鲁氏菌的自凝状况出现[27-29]。虎红平板凝集试验检测

速度较快，试验操作简便，阳性反应最早可在感染后的三至四周就被检测出来[22]。该试验的敏感

性很高[11]，但由于血清中的抗体与其他光滑型布鲁氏菌及其它细菌之间存在广泛的交叉反应，导

致假阳性结果经常出现，使得试验特异性较低[30]。

为了降低假阳性结果的发生，研究人员在将血清与虎红平板凝集试验的抗原混合前，在血清

中加入 2-巯基乙醇，以灭活血清中特异性较差的 IgM 抗体，从而提高试验的特异性，但同时会在

一定程度上降低试验的敏感性[31]。

1.1.3.3.2 试管凝集试验

试管凝集试验的原理是待检血清中的抗体与试管凝集试验抗原发生特异性结合，一段时间后

在适量的电解质和一定的温度下，形成抗原抗体复合物并沉淀于试管底部，使得液体的清亮程度

发生改变。故可通过液体的清亮程度判断血清中是否存在布鲁氏菌抗体。试管凝集试验可在犬被

感染后二至四周检测出阳性结果，但试验所需的检测时间长，需消耗的血清量大。

同时，由于该方法检测的主要是 IgM 和 IgG2 型抗体，故当感染机体后产生的主要是 IgG1

型抗体时，试管凝集试验的阳性检出率会出现一定程度的降低[32]。与上述虎红平板凝集试验一样，

试管凝集试验的敏感性很高，但特异性较差。所以在试验开始前，向血清中加入 2-巯基乙醇，可

适当提高试验的特异性。

1.1.3.3.3 琼脂扩散试验

琼脂扩散试验的原理是可溶性抗原与血清中的抗体在琼脂糖凝胶中自由扩散，当抗原抗体结

合形成复合物时，会在相遇处形成白色沉淀线。琼脂扩散试验一般采用的抗原是从犬种布鲁氏菌

细胞壁提取的抗原或从犬种布鲁氏菌及其他种布鲁氏菌细胞质中提取的抗原[33]。使用从细胞壁提

取的物质作为抗原会出现和上述凝集试验相同的非特异反应，会导致假阳性结果出现。而使用细

胞质提取物质作为抗原，可以进一步提高试验的特异性。该试验在犬被感染后的八至十二周才能

检测出阳性结果[22]，但可在被感染后的十二个月甚至更长时间都检出阳性结果，故该方法相较感

染前期的检测更适用于检测慢性感染。同时，由于该方法所使用的抗原制备和纯化都比较困难，

对操作要求较高，故只有少量实验室会使用琼脂扩散试验作为布鲁氏菌病的检测方法。

1.1.3.3.4 ELISA

酶联免疫吸附试验（ELISA）是应用于布鲁氏菌检测中一个成熟、稳定的试验方法，有许多

研究建立了各种针对犬种布鲁氏菌的 ELISA 检测方法。ELISA 方法的效果主要取决于抗原以及

抗体的选择。一般使用的抗原主要是粗糙型布鲁氏菌的全菌抗原、OPS或者布鲁氏菌的外膜蛋白。

DE 等使用犬种布鲁氏菌的热溶性提取物作为抗原建立了间接 ELISA 方法，该方法的敏感性为

91.18%，特异性为 100%[34]。ESCOBAR等使用牛种粗糙型 RB51株作为全菌抗原建立间接 ELISA

方法，该方法可以检测包括犬种布鲁氏菌的粗糙型布鲁氏菌，其敏感性为 100%，特异性为
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98.80%[35]。Miryan等通过筛选得出可能应用于犬种布鲁氏菌血清学诊断的 14个蛋白，并选取了

PdhB和 Tuf两个蛋白进行表达，并混合作为包被抗原建立了间接 ELISA的检测方法，但结果表

明该方法更适用于检测人血清中犬种布鲁氏菌的感染，对于犬血清的检测敏感性和特异性都很低

[36]。

现有的血清学检测方法在试验操作、结果准确性、敏感性和特异性方面都各有其优缺点，没

有一种检测方法可以适用于所有流行病学情况，每种方法都有它的局限性。虎红平板凝集试验适

用于临床的快速大规模筛查，而试管凝集试验、琼脂扩散试验更适用于实验室确诊，酶联免疫吸

附试验的操作更为简单、稳定性好，适合大量样本的实验室检测。

1.1.4 预防

虽然大部分犬感染犬种布鲁氏菌都会呈现隐性感染，但同时有部分犬也会出现诸如不孕的临

床症状[22]。有调查显示全国 16 个城市的 1368 份临床宠物犬血清中，光滑型布鲁氏菌阳性率为

0.36%，粗糙型布鲁氏菌阳性率为 0.66%[37]。且其中昆明市犬血清的阳性率达到 6.90%，成都市、

重庆市的阳性率分别为 3.96%和 3.57%，说明犬种布鲁氏菌在国内的部分地区呈地方性流行，加

之近年来宠物犬作为伴侣动物越来越受到欢迎，养犬业发展极为迅速，犬跨地区的交易也更加频

繁，使得犬种布鲁氏菌感染引起的犬布鲁氏菌病对公共卫生安全及动物福利的威胁渐长。犬种布

鲁氏菌的预防和控制也已逐渐引起了更多关注[38]。但目前还没有任何可用于预防犬布鲁氏菌病的

疫苗上市。因此，犬种布鲁氏菌防控的重点应是及时、准确的早期筛查[39]。

犬舍中的犬应定期进行血清学筛查，如果在犬舍中发现阳性犬，应限制所有犬只的进出，并

将所有的犬均视为疑似病例，统一进行血清学检测。可先通过虎红平板凝集试验对所有犬只进行

初筛，接受筛查的犬应在取样前三月未接受过任何抗生素的治疗[22]。第一次检测结果呈阴性的犬

只应在至少四周后进行第二次实验室检测，若结果仍为阴性可视为未感染犬种布鲁氏菌。若第一

次检测结果为阳性，应先将视为可疑并进行隔离，在至少四周后进行第二次实验室诊断筛查，若

结果仍为阳性，应将其先淘汰出犬舍进行隔离，在第二次检测后八周进行血液培养[24]或第三次实

验室检测进行确诊。对于犬舍两次检测均呈阴性的犬应在之后的每四周进行一次血清学测试，直

至整个犬舍所有犬只连续两次血清学测试结果均呈阴性[26]，才可视为该犬舍中无布鲁氏菌流行。

当有新的犬要被引进入犬舍时，应先进行一个月左右的隔离，并在间隔一个月的两次血清学

检验中确定为阴性时，再将其引入进犬舍[40]。若隔离中的犬只有阳性出现，应将该犬只移出隔离

设施，并对剩下的犬只重新开始进行隔离观察。

由于犬布鲁氏菌病是一种具有高职业风险的人畜共患病，犬主人和犬舍工作人员应进行适当

的教育和保护，根据生物安全风险程度选择适当的防护装备，特别是在犬分娩或流产阶段要做好

防护，避免接触感染的犬和其分泌物。当阳性犬舍工作人员在协助分娩时，特别是需接触新生幼

犬、胎盘、胎膜或可能接触尿液或阴道分泌物时，应佩戴一次性保护手套并适当使用个人防护设

备[41]。

通过消毒从环境中杀灭犬种布鲁氏菌是预防犬种布鲁氏菌病流行的一个重要措施。犬种布鲁

氏菌不能在外界环境中长时间生存。大多数消毒剂，包括 1%次氯酸钠、70%乙醇、戊二醛和甲
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醛，都能快速杀灭布鲁氏菌[22]。

1.2 噬菌体展示技术概述

1.2.1 噬菌体展示技术的原理

噬菌体展示技术是将外源蛋白质、多肽的编码基因或目的基因通过基因工程技术插入到编码

噬菌体外壳蛋白的基因序列的适当位置。在阅读框正确且不影响噬菌体正常功能的情况下，使外

源蛋白质或多肽与噬菌体外壳蛋白融合形成融合蛋白，并随子代噬菌体的重新组装表达在噬菌体

表面。融合蛋白保有独立的空间结构和生物活性，能与靶分子进行识别和结合。噬菌体展示技术

的最大特点就是通过噬菌体将目的蛋白与基因的克隆偶联在一起，也在筛选过程中将重组蛋白质

的筛选与基因的筛选合二为一。

1.2.2 噬菌体展示技术的发展

1985年，George Smith将外源蛋白片段成功地展示在噬菌体表面，并将这一方法称为噬菌体

展示技术[42]。1988年，George Smith又将外源 DNA片段插入到丝状噬菌体的次要外壳蛋白基因

中，成功地将外源多肽展示在噬菌体表面，并通过抗体进行了相结合噬菌体的亲和纯化[43]。1990
年，Scotthe和 George Smith 成功地将编码随机外源多肽的 DNA插入到丝状噬菌体 pIII蛋白基因

组中，将随机肽展示在了噬菌体表面，建立了噬菌体肽库[44]。2018年，Winter和 Smith教授因在

“多肽及抗体的噬菌体展示（The phage display of peptides and antibodies）”技术方面的开创性工作

与应用获得诺贝尔化学奖[45]。

1.2.3 噬菌体展示系统的分类

1.2.3.1 丝状噬菌体展示系统

丝状噬菌体主要指具有感染革兰氏阴性菌能力的M13、Fd 和 F1 噬菌体，其中 M13 噬菌体

在噬菌体展示技术中应用最广泛[46]。M13噬菌体为一个丝状长管结构，一个环状单链 DNA基因

组编码 5个外壳蛋白（pIII, pVIII, pVI, pVII和 pIX）以及 6个组装和复制蛋白[47]。大多数噬菌体

展示系统基于外壳蛋白 pIII蛋白与 pVIII蛋白。pVIII是M13噬菌体上主要的外壳蛋白，可与 6～

7个氨基酸大小的外源蛋白融合表达。而 pIII 的拷贝数较低但可作为表达复杂结构的较大蛋白载

体。由于丝状噬菌体的增殖为非裂解增殖，在增殖期间不会裂解宿主菌，因此该噬菌体在实验淘

选过程中简化了噬菌体纯化的步骤，减少了试验所需时间。但由于丝状噬菌体的所有成分均需宿

主细胞内膜分泌转运，会对表达蛋白的长度、序列和折叠特性有所影响[48]。

1.2.3.2 T4噬菌体展示系统

T4噬菌体是肌病毒科（Myoviridae）的一种烈性噬菌体。T4噬菌体的结构相较于丝状噬菌体

更为复杂，其由头部、尾部和尾部纤维组成。T4 噬菌体的头部由一个细长二十面体衣壳包裹着

一双链 DNA组成[49]。头部与尾部之间有一颈部相连，尾部的蛋白质外壳为一中空的长管，外面
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包有可收缩的尾鞘，尾部还有六根长尾纤维（LTF）和六根短尾纤维（STF）分别连接到六角形

底座上并折叠在底板下方[50]。T4噬菌体常用于融合展示外源蛋白的主要有高度外衣壳蛋白 HOC、

小外衣壳蛋白 SOC、衣壳蛋白 gp23、顶端蛋白 gp24、门户蛋白 gp20。其中 HOC和 SOC 两种蛋

白具有很强的抗原性，且这两种蛋白发生改变也对 T4 噬菌体的感染性以及活性没有太大影响，

因此这两种蛋白最常被用于融合展示外源蛋白。T4噬菌体展示系统的一大优势就是其可以在SOC

和 HOC两个位点上展示双重外源抗原，从而筛选出双特异性抗体[51]。

1.2.3.3 T7噬菌体展示系统

T7噬菌体是短尾病毒科（Podoviridae）的一种烈性噬菌体。T7 噬菌体的头部由一个二十面

体的头部包裹着双链 DNA基因组组成。头部和尾部之间有一个环状连接器，T7的尾部为短圆锥

形带有六根尾部纤维，其尾部不能收缩。T7噬菌体由主要衣壳蛋白 gp10A、次级衣壳蛋白 gp10B、

连接蛋白 gp8、尾部蛋白 gp11和 gp12以及尾纤蛋白 gp17六种主要蛋白质组成[52]。在 T7噬菌体

展示系统中，用于展示多肽和蛋白的衣壳蛋白主要是 gp10A和 gp10B。该展示系统可以很好地适

应多肽或蛋白质序列的变化，以高拷贝数展示多肽或蛋白质，但随着插入序列大小的增加，拷贝

数有逐渐降低的趋势。此外，T7 噬菌体比起丝状噬菌体的增殖速度更快，可节省克隆和筛选的

时间[53]。

1.2.3.4 λ噬菌体展示系统

λ噬菌体是长尾病毒科（Siphoviridae）的一种温和噬菌体。λ噬菌体是双链 DNA噬菌体，有

一个二十面体的头部和一个可弯曲的尾部。λ噬菌体中的 GPD 蛋白和 PV尾蛋白常被用来展示多

肽或蛋白[54]。与 PV蛋白相比，GPD蛋白上的拷贝数更多，可展示更复杂的大蛋白，且在其上展

示蛋白对噬菌体增殖的干扰更小，因此通常使用 GPD蛋白的 N-端或 C-端作为展示位点。此外，

一些在丝状噬菌体展示系统中很难通过膜分泌的多肽也可以在λ噬菌体表面展示。但λ噬菌体具有

裂解性，增殖过程中滴度较低，较难增殖。此外，λ噬菌体的基因组大，使遗传操作变得更加复

杂困难[48]。

1.2.4 噬菌体肽库筛选抗原表位

单克隆抗体（monoclonal antibody, mAb）是指由单一 B细胞克隆产生的高度均一且仅针对某

一特定抗原表位的抗体。因此，自单克隆抗体出现以来，如何确定单克隆抗体所针对的特定表位

的序列和结构就受到了持续的研究和关注。一般来说，抗原表位可分为连续表位和不连续表位两

类。连续表位是由序列上相连或相接近的氨基酸残基构成的，其中一些线性表位可能是一个更大

的构象表位的一部分。而不连续表位又称为构象表位，是序列上一些不相连的氨基酸通过蛋白质

的空间折叠而聚集在一起形成的抗原表位。通过对单克隆抗体所针对的抗原表位进行分析，可以

明确相关表位在抗原分子中的位置，从而进一步确定单抗对靶单位的特异性和交叉反应性。自

1990年，Scotthe 和 George Smith成功将噬菌体展示技术应用于抗原表位的筛选，目前，噬菌体

随机肽库已经是容量在包含 109～1010个随机肽段的文库[55-56]，其已成为筛选单克隆抗体抗原表位

的一个重要工具。
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1.2.4.1噬菌体肽库的建立

使用噬菌体随机肽库筛选单克隆抗体抗原表位的第一步就是噬菌体肽库的建立。构建肽库的

肽段来源一般分为两类，一类是通过基因合成法，人工合成随机多肽的 DNA序列，再通过基因

工程技术将其插入噬菌体编码外壳蛋白的基因中，从而将随机多肽展示在噬菌体表面。一般来说

通过该方法建立的随机肽库，在噬菌体表面展示的短肽序列大多以线性结构出现，故淘选出的抗

原表位也基本上为线性表位[57]。另一类则是将特定基因通过 DNase进行随机酶切或通过超声进行

随机剪切[58-61]。由于是基因随机剪切成片段，故展示在噬菌体表面的肽段大小不均。同时该方法

构建的肽库针对的范围有限，仅适用于使用该基因组制备的单克隆抗体的抗原表位的识别与筛选。

该方法更适合筛选单克隆抗体的构象表位并可更有效地筛选已知蛋白质的线性表位[62-63]。

1.2.4.2 噬菌体的淘选

创建噬菌体肽库后，就可使用固定抗体进行抗体特异性噬菌体的富集[64]，这一步被称为噬菌

体淘洗。淘洗首先需将单克隆抗体固定在固相载体上，加入噬菌体颗粒后，使得表达特异抗原的

噬菌体与抗体结合。单抗分子一般是通过亲水或疏水的非共价作用力被动吸附在活化表面上的，

这一作用力可以保证单抗分子在整个淘洗过程中被牢牢吸附。另一种常见的固定方法是先将单抗

与生物素偶联，再通过与已固定在活化表面的链霉亲和素的相互作用将抗原固定在表面上[65]。

加入噬菌体随机肽库与单抗进行孵育后，需要使用洗涤缓冲液洗掉未结合的噬菌体，一般会

使用处于生理 pH下、含有吐温-20的非离子洗涤剂。洗涤的严格性与噬菌体同单抗的孵化时间、

洗涤剂的浓度、洗涤缓冲液的 pH值以及目标单抗的浓度等条件相关[66]。严格的洗涤条件更有利

于展示特异多肽序列的噬菌体富集，但多轮次淘洗过程会使一些亲和力较低的噬菌体被去除，从

而导致淘选后的克隆多样性差。故在最初几轮淘洗中，洗涤条件不应设置得过于严格，而是应随

着淘选循环的进行不断提升。

洗去未结合的噬菌体后，接下来需要洗脱与单抗结合的高亲和力噬菌体。最常使用的是例如

甘氨酸、柠檬酸等酸性或碱性缓冲液[67]。但需注意要把洗脱噬菌体的 pH值中和到 8左右，以避

免噬菌体降解或失去感染性。高亲和力的噬菌体也可通过与过量游离的单抗进行竞争达到洗脱的

目的[68]，但若用于竞争的游离单抗浓度或亲和力不够高，则可能会出现洗脱偏向风险。Rothe使

用 CysDisplay™技术洗脱高亲和力噬菌体，该技术是通过二硫键将抗体片段连接到 PIII上，再通

过添加二硫苏糖醇以减少二硫键，从而将噬菌体从固定的抗原中释放出来[69]。

经过几轮淘选后，在分离出的噬菌体池中进行 ELISA检测，以确定在池中是否有针对特定抗

体的噬菌体结合体的富集。通过 ELISA确定的阳性克隆可通过测序直接识别抗原表位的基因。

1.3 本研究的目的和意义

布鲁氏菌病是一种人畜共患的传染病，家畜感染布病后会出现流产不孕等症状，严重影响畜

牧业的发展[70]。相较致病性较强的光滑型布鲁氏菌，粗糙型布鲁氏菌虽毒力较弱，但对畜牧业发

展和公共卫生安全的危害也不容小觑。且由于粗糙型布鲁氏菌的自凝现象使得常用诊断布鲁氏菌

的凝集类试验易出现假阳性，使犬种布鲁氏菌等粗糙型布鲁氏菌的诊断更为困难。而目前建立的
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针对犬种布鲁氏菌的 ELISA方法多为间接 ELISA方法，具有种属特异性，且敏感性和特异性欠

佳，所以建立针对犬种布鲁氏菌的竞争 ELISA抗体检测方法具有较大的公共卫生学意义。

本研究利用犬种布鲁氏菌 RM6/66作为抗原，筛选制备针对犬种布鲁氏菌的单克隆抗体，识

别单克隆抗体所针对的抗原表位，并建立敏感性和特异性更好的犬种布鲁氏菌竞争 ELISA抗体检

测方法。本研究的意义是建立一个针对犬种布鲁氏菌的敏感性和特异性更好的竞争 ELISA抗体检

测方法，以期为犬种布鲁氏菌的早期诊断提供新方法。
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第二章 犬种布鲁氏菌 RM6/66 单克隆抗体的制备

2.1 引言

单克隆抗体(monoclonal antibody,MAb)是一种用途广泛的生物大分子，能与多种蛋白质和非

蛋白质靶标结合，具有较高的特异性。1975年，Köhler和Milstein 首次提出了使用杂交瘤技术制

备单克隆抗体的方法。他们成功把免疫小鼠的脾脏 B淋巴细胞和骨髓瘤细胞融合，形成了 B淋巴

细胞-骨髓瘤细胞杂合体，这种杂合体既能在体外培养中无限的快速增殖且存活，又能分泌单克

隆抗体[71]。由于单克隆抗体的稳定性高、特异性强，在生物医药等多个领域的应用已愈加广泛。

目前，犬种布鲁氏菌的诊断主要是依据从血液中进行布鲁氏菌的分离培养，而由于犬种布鲁

氏菌在凝集类试验中经常有自凝现象出现，使得使用凝集类试验诊断犬种布鲁氏菌的假阳性居多。

而随着 ELISA 技术的逐渐发展与成熟，现已有许多针对布鲁氏菌病的 ELISA检测方法，但针对

犬种布鲁氏菌等粗糙型布鲁氏菌的 ELISA检测方法较少，且多为间接 ELISA方法，目前还没有

针对犬布鲁氏菌的商品化竞争 ELISA方法。其中获得一株与犬种布鲁氏菌具有高亲和力的单克隆

抗体，是建立敏感性和特异性更好得竞争 ELISA方法的前提和基础。

本章主要使用灭活的犬种布鲁氏菌 RM6/66作为免疫原免疫小鼠，三免后待小鼠血清效价达

到要求后进行细胞融合，使用间接 ELISA方法对融合后的细胞进行效价检测并进行多轮亚克隆，

以获得可以稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞。对所获的杂交瘤细胞分泌稳定性、单克隆抗体的

亚型及特异性进行检测，并进行腹水的制备与纯化。

2.2 材料

2.2.1 菌株、细胞

犬种布鲁氏菌 RM6/66株、猪种布鲁氏菌疫苗株 S2 株、牛种布鲁氏菌疫苗株 A19株由国家

兽医微生物菌（毒）种保藏中心鉴定保存。犬种布鲁氏菌流行株、牛种布鲁氏菌流行株、羊种布

鲁氏菌流行株由本实验室分离保存。骨髓瘤细胞 Sp2/0由国家兽医微生物菌（毒）种保藏中心保

存。

2.2.2 主要试剂

DMEM细胞培养基，Gibco，美国；HAT培养基添加剂、HT培养基添加剂、弗氏完全佐剂、

弗氏不完全佐剂、聚乙二醇 2000（PEG2000），Sigma-Aldrich，美国；胎牛血清，Pan-Biotech，

德国；青链霉素混合液，二甲基亚砜（细胞培养级），单组分 TMB显色液，ELISA终止液，ECL

Plus超敏发光液，蛋白上样缓冲液，索莱宝，中国；辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗鼠 IgG，
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Jackson ImmunoResearch，美国；HiTrap rProtein A FF 亲和柱，GE Healthcare，美国；12.5%

SDS-PAGE凝胶快速制备试剂盒，三色预染蛋白Marker，北京博泰斯生物技术有限公司，中国；

小鼠单抗 Ig类亚类鉴定用酶标二抗即用套装，苏州博奥龙科技有限公司，中国。

2.2.3 实验动物

6~8周龄 SPF级雌性 BALB/c 小鼠购自北京维通利华试验动物技术有限公司。

2.3 方法

2.3.1 免疫用抗原的制备

将 TSA 平板上的犬种布鲁氏菌 RM6/66 使用 10 mL灭菌生理盐水洗下，收集于 50 mL离心

管中。从中取出 100 L菌体悬液，依据现行《中国兽药典》进行细菌计数。将其余菌液置于 85 ℃

水浴灭活 1 h。灭活之后，将菌液 5000 r/min 离心 10 min以收集菌体，再使用 10 mL灭菌生理盐

水重悬，将其置于 4 ℃保存。

2.3.2 小鼠免疫

取出 2.3.1 中保存的灭活犬种布鲁氏菌 RM6/66菌液，将菌液稀释至 1×1010 CFU/mL，稀释

后的菌液与弗氏完全佐剂按照 1：1 的比例混合乳化均匀。将充分乳化后的菌液背部皮下免疫 6

只 6周龄的 BALB/c 小鼠，每只小鼠 0.25 mL。每间隔两周进行一次免疫，共免疫三次。第二、

三次免疫使用弗氏不完全佐剂与相同浓度的灭活 RM6/66菌液进行等比例混合乳化，乳化完全后

在小鼠背部皮下免疫。三次免疫后，通过颌下静脉窦采血，收集血清，通过间接 ELISA方法确定

小鼠血清效价。选取其中效价最高的一只小鼠，腹腔注射 0.25 mL、2×1010 CFU/mL的灭活 RM6/66

菌液加强免疫，在加强免疫后四天进行细胞融合。

2.3.3 血清效价的测定

2.3.3.1 包被抗原的制备

取 10 mL 2.3.1中保存的灭活菌液进行超声裂解。将菌液以 200 W功率，超声 2 s停 2 s，超

声 30 min。超声后，4 ℃ 12000 r/min 离心 30 min，取上清，使用超微量分光光度计测定浓度后，

置于-80 ℃保存。

2.3.3.2 间接 ELISA 方法检测小鼠血清效价

采用 2.3.3.1中超声破碎后的蛋白作为包被抗原，使用间接 ELISA 方法检测小鼠血清效价，

具体步骤为：
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（1）使用 ELISA包被液将蛋白稀释至 10 g/mL，100 L/孔包被 ELISA板，4 ℃过夜。

（2）用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1次。

（3）每孔加入 100 L 10%脱脂奶粉，37 ℃封闭 2 h。

（4）用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1次。

（5）将小鼠血清从 1：1000开始进行倍比稀释至 1：12800，每孔加入 100 L稀释好的小鼠

血清。37 ℃孵育 30 min。

（6）用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次。

（7）每孔加入 100 L 1：10000稀释的 HRP标记的山羊抗小鼠 IgG，37 ℃孵育 30 min。

（8）用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次。

（9）加入 100 L TMB显色液避光显色 15 min，加入 50 L终止液终止。

（10）使用酶标仪测定 OD450nm值。

2.3.4 细胞融合

2.3.4.1 饲养细胞的制备

在融合前一天进行饲养细胞的制备。取一只 4周龄的 BALB/c小鼠，眼球取血后脱颈处死，

在 75%的酒精中浸泡 5 min。将小鼠置于无菌平皿内，小心剪开腹部皮肤，分离皮肤与腹膜，充

分暴露腹腔。用无菌注射器吸取 10 mL 含有 10% FBS、1×HAT的 DMEM 注入小鼠腹腔，轻轻

按摩小鼠腹壁，吸回营养液，注入离心管内。重复冲洗腹腔三到四次。补培养基至 60 mL，混匀

后加入 6块 96孔细胞版中，置于 CO2培养箱内备用。

2.3.4.2 骨髓瘤细胞的准备

融合前 24 h将 Sp2/0细胞传代培养。在融合当天，选择形态良好、处于对数生长期的 Sp2/0

细胞，用适量 DMEM基础培养基将其从瓶壁上轻轻吹下，收集于 50 mL离心管内，进行细胞计

数。将计数后的细胞 1000 r/min离心 10 min，弃上清，用适量 DMEM培养基重悬细胞沉淀备用。

2.3.4.3 脾细胞的制备

取加强免疫后四天的小鼠，摘除眼球放血并分离血清作为抗体阳性对照。将小鼠脱颈处死，

置于 75%酒精中浸泡 5 min。无菌取出小鼠脾脏，用灭菌注射器吸取 DMEM 培养基，将针头插入

脾脏的一端轻吹，将脾脏内的细胞冲洗出来，反复冲洗数次。将洗下的脾细胞移入离心管内，进

行细胞计数。将计数后的细胞 1000 r/min 离心 10 min，弃上清，用适量 DMEM培养基重悬细胞

沉淀备用。

2.3.4.4 细胞融合

吸取适量脾细胞和骨髓瘤细胞按 5：1的数量比例加入至 50 mL离心管内进行混合。将混合

后的细胞 1000 r/min 离心 10 min，离心后将上清尽量弃去，把管底在橡胶手套上轻轻摩擦，使沉

淀细胞均匀分散成糊状。随后一手均匀转动离心管，另一只手使用滴管吸取已提前在 37 ℃预热

的 1 mL PEG2000，将其沿转动的离心管壁缓缓加入，在 60 s加完，然后将细胞悬液在 30 s左右
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吸入吸管，静置 30 s，再将其在 30 s左右轻轻吹回至离心管内。加入 25 ml DMEM液终止 PEG2000

的作用，加入后将其置于 37 ℃温箱中静置 10 min。将静置后的融合细胞 800 r/min 离心 7 min，

弃净上清。加入 60 mL 含有 20% FBS、1%HAT的 DMEM 培养液轻轻吹吸，使沉淀细胞混合均

匀。将细胞液加入 6 块铺有饲养细胞的 96孔板中，每孔 100 L。将 96孔细胞板置 CO2培养箱

中培养。融合 5天后每天观察细胞生长情况。

2.3.5 阳性杂交瘤细胞的筛选与克隆

待融合后的细胞生长至覆盖孔底 1/3 时，使用与 2.3.3.2 中相同的间接 ELISA 方法对所有长

有融合细胞的细胞孔的细胞上清的效价进行检测。选取其中阳性值较高的 10个细胞孔进行亚克

隆。

在进行亚克隆的前一天制备饲养细胞。采用有限稀释法对需要进行亚克隆的细胞孔进行稀释，

用含有 10% FBS、1×HAT的 DMEM稀释杂交瘤细胞至 10个/mL。将稀释后的细胞添加到含有

饲养细胞的 96孔细胞板中。每天观察细胞生长情况。待细胞长至覆盖孔底 1/3时，使用间接 ELISA

方法对单克隆细胞孔的细胞上清进行检测。选择其中阳性值最高的阳性单克隆细胞孔进行下一次

亚克隆。重复亚克隆 3～4次，第 3、4次亚克隆使用含有 10% FBS、1×HT的 DMEM培养基进

行稀释和培养。持续亚克隆直至连续两次阳性率达到 100%。将获得的阳性杂交瘤细胞株进行及

时扩大培养并冻存。

2.3.6 杂交瘤细胞的冻存与复苏

将阳性杂交瘤细胞扩至六孔板培养后，要及时进行冻存。冻存方法为：用 DMEM 基础培养

基将细胞吹下，将细胞悬液加入离心管中，1000 r/min离心 10 min，弃上清。将 DMEM培养基、

FBS、DMSO以 6：3：1的比例进行充分混合，配置成冻存液。使用 1 mL冻存液重悬细胞加入

至冻存管中，将冻存管放入程序冻存盒中。置于-80 ℃冰箱 24 h后，移入液氮罐中保存。

复苏方法为：取出冻存的细胞管，将其置于 37 ℃水浴中至完全融化。将冻存管 1000 r/min

离心 10 min。弃净上清，使用含有 10% FBS的 DMEM培养基将细胞进行重悬，转移至细胞板进

行培养。

2.3.7 单克隆抗体亚型鉴定

使用小鼠单抗 Ig类/亚类鉴定用酶标二抗即用试剂盒对获得的单抗的抗体亚型进行鉴定。具

体操作步骤如下：

（1）使用与 2.3.3.2中相同的蛋白与方法包被 ELISA板。将每株待测杂交瘤细胞上清加 6个

孔，每孔 100 L，37 ℃孵育 30 min。用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 5次。

（2）分别在 6个孔中加入试剂盒中的 6种酶标记物，每孔 100 L，37 ℃孵育 30 min。用含

有 0.05% Tween的 PBST洗板 5次。

（3）加 TMB显色液避光显色 20 min，加入 50 L终止液终止。
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（4）使用酶标仪测定 OD450nm值。每株单抗 6个孔中高 OD值孔对应所加的酶标二抗即为该

株单抗的 Ig类别。

2.3.8 单克隆抗体特异性鉴定

2.3.8.1 ELISA 方法鉴定

分别用犬种布鲁氏菌 RM6\66株、犬种布鲁氏菌流行株、牛种布鲁氏菌流行株、羊种布鲁氏

菌流行株、S2株、A19株经破碎后的灭活全菌蛋白包被 ELISA板，用间接 ELISA方法确定单抗

的特异性。具体操作步骤如下：

（1）将灭活后的犬种布鲁氏菌 RM6\66株、犬种布鲁氏菌流行株、牛种布鲁氏菌流行株、羊

种布鲁氏菌流行株、S2株、A19株使用与 2.3.3.1相同的方法进行超声破碎，获得上清。

（2）使用 ELISA包被液将上述获得的 5种布鲁氏菌的蛋白均稀释至 10 µg/mL，100 µL/孔包

被 ELISA板，4 ℃包被过夜。用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1 次。

（3）加入 100 µL 10%脱脂奶粉，37 ℃封闭 2 h。用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1次。

（4）在五个 ELISA 板上分别加入 4株杂交瘤细胞上清，100 L/孔，37 ℃孵育 30 min。用

含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次。

（5）每孔加入 100 µL 1：10000稀释的 HRP标记的山羊抗小鼠 IgG，37 ℃孵育 30 min。用

含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次。

（6）加入 100 µL TMB显色液，避光显色 15 min，加入 50 L终止液终止。

（7）使用酶标仪测定 OD450nm值。

2.3.8.2 Western Blot 方法鉴定

为了进一步鉴定单抗的特异性，用犬种布鲁氏菌 RM6\66株、牛种布鲁氏菌流行株、羊种布

鲁氏菌流行株、S2株、A19株经灭活破碎后的全菌蛋白进行 SDS-PAGE及Western Blot反应。

SDS-PAGE具体操作步骤如下：

（1）使用博泰斯的一步法 SDS-PAGE凝胶快速制备试剂盒制备 2块12.5% SDS-PAGE凝胶。

（2）将 2.3.8.1 中获得的 5 种蛋白稀释至同一浓度，稀释后各取 20 L 样品，加入 5 L 4×

上样缓冲液。在金属浴中 100 ℃煮沸 10 min。

（3）取上述制备好的 2块凝胶置于电泳槽中，依次分别加入 10 L蛋白Marker和制备好的

样品。

（4）以恒压 80 V电泳 30 min跑浓缩胶，待条带进入分离胶后，改为恒压 120 V电泳 45 min。

（5）电泳结束后，取出其中一块凝胶，切除上层浓缩胶。

（6）将凝胶置于考马斯亮蓝染色液中，在摇床上摇动染色过夜。

（7）染色后，将胶块置于脱色液中摇动，至凝胶变透明。

Western Blot具体方法如下：

（1）取出上述 SDS-PAGE剩下的一块凝胶，切去上层浓缩胶后，将其置于转膜缓冲液中孵
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育 10 min。

（2）剪出与凝胶同等大小的 PVDF膜，将膜在甲醇中活化 10 s。

（3）按照转印电极装置从负极到正极依次放置海绵垫、4层滤纸、凝胶、PVDF膜、四层滤

纸及海绵垫。注意需排净凝胶与 PVDF膜之间的气泡。

（4）恒压 110 V转印 55 min。

（5）将转印结束后的 PVDF膜取出，置于 5%脱脂奶粉中室温孵育 2 h。

（6）封闭之后使用含有 0.05% Tween的 PBST漂洗 5 min。

（7）用 5%脱脂奶粉以 1：500的稀释度稀释 4株杂交瘤细胞上清，将 PVDF膜置于其中 4 ℃

孵育过夜。

（8）用含有 0.05% Tween的 PBST漂洗 5次，每次 5 min。

（9）用 5%脱脂奶粉以 1：8000的稀释度稀释 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG，将 PVDF 膜置

于其中室温孵育 1 h。

（10）用含有 0.05% Tween的 PBST漂洗 5次，每次 5 min。再用 PBS漂洗 5 min。

（11）根据 PVDF膜的大小，配置适量的超敏发光液，向 PVDF膜上均匀滴加。使用化学发

光成像仪检测发光信号。

2.3.9 杂交瘤细胞抗体分泌稳定性的检测

将杂交瘤细胞进行连续传代培养，分别在第 5、10、20代收集细胞上清，使用间接 ELISA方

法检测其抗体效价。将冻存后 6个月的杂交瘤细胞复苏后培养，收集细胞上清，使用间接 ELISA

方法检测抗体效价。

2.3.10 单克隆抗体腹水制备

准备 6 只经产 BALB/c 母鼠，腹腔注射液体石蜡 0.5 mL。7 天后，使用 DMEM 培养基将扩

大培养的杂交瘤细胞吹打下来计数，将细胞浓度调整为 0.5×107 个/mL。将杂交瘤细胞株 0.5 ml/

只腹腔接种小鼠。7天后，可见小鼠腹部明显增大，待小鼠行动迟缓，腹部胀大接近饱和时，采

集腹水。将腹水 5000 r/min离心 10 min，收集上清于-20 ℃保存备用。

2.3.11 腹水纯化

（1）使用 IgG2b偶联缓冲液将腹水进行 1：3稀释，12000 r/min 4 ℃离心 10 min，取上清再

使用 0.22 µm滤膜过滤，以除去脂肪、细胞残渣及小颗粒物质。

（2）使用 10倍柱体积的 IgG2b偶联缓冲液平衡柱子，保持流速为 2 s/滴。

（3）用注射器把样品加入至柱子上端接口，将流出液收集于 50 mL离心管中，保持流速为

4 s/滴。

（4）用 5倍柱体积的 IgG2b偶联缓冲液过柱，保持流速为 2 s/滴。

（5）在不同 EP管中加入不同体积的 1 M Tris-HCl缓冲液（pH 9.0），滴加洗脱液到 1.0 mL，



中国兽医药品监察所硕士学位论文 第二章 犬种布鲁氏菌 RM6/66单克隆抗体的制备

15

混匀后检测 pH值。根据结果调整 Tris-HCl的量，使中和后溶液 pH为 7.0。

（6）取 5个 EP管，根据中和调试结果，按量分别加入中和液。

（7）用 5倍柱体积洗脱缓冲液洗脱抗体，收集于上述 EP管中，保持流速为 4 s/滴。

（8）用间接 ELISA 方法测定腹水纯化前和纯化后的效价。并将纯化前后的腹水进行

SDS-PAGE，分析单克隆抗体的纯度。

2.4 结果

2.4.1 小鼠血清抗体效价的测定

使用间接 ELISA方法，以未免疫小鼠血清为空白对照，对 6只三次免疫后的小鼠血清效价进

行测定，结果如表 2.1所示，1、2、3、4、5号小鼠血清效价均达到了 1：128000，从中选取了 4

号小鼠进行加强免疫。

表 2.1 三次免疫后小鼠血清抗体效价 ELISA 检测结果

Table 2.1 ELISA results of mouse serum antibody potency after three immunizations

2.4.2 阳性杂交瘤细胞株的确定

将使用 RM6/66全菌免疫的小鼠脾细胞与 Sp2/0细胞进行融合，如图 2.1所示，细胞融合后 7

天，可见成团的杂交瘤细胞。使用同 2.3.3.2建立的间接 ELISA方法检测杂交瘤细胞上清效价，

筛选阳性杂交瘤细胞孔进行亚克隆。经 4次亚克隆后，获得 4株稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株，

将其分别命名为 1B2、1C5、1D2和 2E6。

小鼠编号
不同血清稀释倍数测定 OD450nm

1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1:64000 1:128000

1 3.005 2.879 2.452 2.387 2.185 1.966 1.618 1.417

2 2.894 2.832 2.554 2.303 2.090 1.900 1.615 1.508

3 2.920 2.924 2.561 2.455 2.156 1.945 1.571 1.356

4 2.935 2.823 2.604 2.472 2.251 2.019 1.632 1.495

5 2.978 2.876 2.632 2.345 1.891 1.919 1.646 1.338

6 2.188 1.643 1.474 1.231 1.019 0.848 0.663 0.532

空白 0.132 0.096 0.084 0.083 0.057 0.052 0.047 0.032
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图 2.1 融合后 7天杂交瘤细胞状态

Figure 2.1 Status of hybridoma cells at 7 days after fusion

2.4.3 单克隆抗体亚型鉴定

采用小鼠单抗 Ig类/亚类鉴定用酶标二抗即用试剂盒，鉴定结果如表 2.2所示，1B2、1C5、

1D2和 2E6的抗体亚型均为 IgG2b亚型。

表 2.2 四株单克隆抗体亚型鉴定结果

Table 2.2 Identification results of four monoclonal antibody subtypes

2.4.4 单克隆抗体特异性鉴定

4株单克隆抗体使用间接 ELISA方法进行特异性检测的结果见表 2.3。由表 2.3中结果可知单

克隆抗体 1C5 与犬种布鲁氏菌 RM6/66 株、犬种布鲁氏菌流行株发生反应。1B2 与犬种 RM6/66

株、犬种布鲁氏菌流行株、牛种流行株有阳性反应，与羊种流行株、牛种 A19株、猪种 S2株有

弱阳性反应。1D2与犬种 RM6/66株、犬种布鲁氏菌流行株、牛种流行株、羊种流行株、牛种 A19

株、猪种 S2株均有阳性反应。2E6与犬种 RM6/66株、犬种布鲁氏菌流行株、牛种流行株、羊种

流行株有阳性反应，与牛种 A19株、猪种 S2株有弱阳性反应。

为了进一步鉴定单抗 1C5的特异性，将其与犬种 RM6/66株、牛种流行株、羊种流行株、牛

种 A19株、猪种 S2株进行Western Blot反应。结果如图 2.2所示，1C5与犬种 RM6/66株的蛋白

发生特异性反应，于 23 kDa 处有一清晰条带，而不与其它株布鲁氏菌发生反应。

杂交瘤细

胞株
IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgM IgA

1B2 0.223 0.067 1.245 0.049 0.094 0.065

1C5 0.047 0.12 0.956 0.05 0.059 0.043

1D2 0.045 0.094 1.304 0.101 0.085 0.045

2E6 0.047 0.065 1.012 0.045 0.069 0.059
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表 2.3四株单克隆抗体特异性间接 ELISA鉴定结果

Table 2.3 Four monoclonal antibody-specific indirect ELISA identification results

图 2.2 单克隆抗体 1C5特异性Western Blot检测结果

（M.蛋白质Marker；1.犬种布鲁氏菌 RM6\66株灭活破碎蛋白；2.牛种布鲁氏菌流行株灭活破碎蛋白；3.羊种布

鲁氏菌流行株灭活破碎蛋白；4.S2株灭活破碎蛋白；5.A19株灭活破碎蛋白）

Figure 2.2 Monoclonal antibody 1C5 specific Western Blot assay results

(M. Protein Marker; 1. Inactivated fragmented protein of Brucella canis strain RM6\66; 2. Inactivated fragmented

protein of B.abortus prevalent strain; 3. Inactivated fragmented protein of B.melitensis prevalent strain; 4.

Inactivated fragmented protein of strain S2; 5. Inactivated fragmented protein of strain A19)

2.4.5 杂交瘤细胞分泌抗体稳定性的鉴定

将杂交瘤细胞进行连续传代培养，分别在第 5、10、20代收集细胞上清，使用间接 ELISA方

法检测其抗体效价。将冻存后 6个月的杂交瘤细胞复苏后培养，收集细胞上清，使用间接 ELISA

方法检测抗体效价。检测抗体效价的结果见表 2.4，4株杂交瘤细胞均具有稳定传代培养并分泌单

克隆抗体的能力，且冻存 6个月后复苏，不会影响其分泌单克隆抗体的能力。

杂交瘤

细胞株

间接 ELISA反应 OD值

犬种布鲁氏菌

RM6/66

犬种布鲁氏菌

流行株
牛种流行株 羊种流行株 牛种 A19株 猪种 S2株

1B2 2.457 2.332 2.269 1.231 0.853 0.518

1C5 2.081 2.191 0.226 0.163 0.126 0.115

1D2 2.996 2.362 2.715 2.472 2.365 1.729

2E6 2.563 2.014 2.513 1.461 1.069 0.729
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表 2.4 四株杂交瘤细胞分泌抗体稳定性检测结果

Table 2.4 Results of stability assay of four antibody secreted by hybridoma cells

杂交瘤细

胞株

传代次数 冻存 6月后复

苏1 2 5 10 20

1B2 2.190 2.162 2.265 2.145 2.258 2.132

1C5 2.230 2.148 2.257 2.235 2.139 2.364

1D2 2.278 2.275 2.240 2.268 2.249 2.265

2E6 2.154 2.235 2.180 2.147 2.231 2.260

2.4.6 腹水纯化效果

用 Protein G亲和柱纯化后的腹水，经 SDS-PAGE检测后，如图 2.3所见，纯化后的腹水杂带

明显减少，并清晰显示出在 55 kDa处有一重链和在 23 kDa 附近处有一轻链。

图 2.3 单克隆抗体 1C5腹水纯化前后效果比较

（M.蛋白质Marker；1.纯化前腹水；2.纯化后腹水）

Figure 2.3 Comparison of the effect of monoclonal antibody 1C5 before and after purification of ascites

(M. Protein Marker; 1. Pre-purified ascites; 2. Post-purified ascites)

2.4.7 腹水纯化前后效价测定

如表 2.5所示，使用间接 ELISA方法测定纯化前后腹水效价，结果显示纯化前后的腹水效价

均达到 1×105以上。
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表 2.5腹水纯化前后效价测定结果

Table 2.4 Results of potency determination before and after purification of ascites

腹水稀释倍数

1：1000 1：2000 1：4000 1：8000 1：16000 1：32000 1：64000 1：128000 1：256000 1：512000

纯化前 2.1783 2.0778 2.0783 1.7647 1.2889 0.9395 0.6694 0.5813 0.368 0.2002

纯化后 2.9958 2.8495 2.5716 2.1844 1.8248 1.3112 0.8244 0.5356 0.3629 0.1924

2.5 讨论

布鲁氏菌病是世界上分布最广泛的人畜共患病之一[72]，不同种布鲁氏菌的宿主嗜性和致病性

都各有不同[73]。LPS是布鲁氏菌结构的重要组成部分，LPS由类脂 A、核心多糖以及 O-链多糖组

成，根据布鲁氏菌外膜 LPS 是否含有 O-链多糖，将布鲁氏菌分为了光滑型和粗糙型两种，光滑

型布鲁氏菌与粗糙型布鲁氏菌在菌落形态、细胞形态、免疫生化反应、毒力等方面均存在一定差

异。

常见的羊种布鲁氏菌、牛种布鲁氏菌及猪种布鲁氏菌等均为光滑型布鲁氏菌，它们对动物致

病力强，严重影响畜牧业发展和公共卫生安全，对其研究颇为广泛。而粗糙型布鲁氏菌，例如犬

种布鲁氏菌、绵羊附睾种布鲁氏菌，由于它们相较光滑型布鲁氏菌致病力弱，对人类致病力低，

所以粗糙型布鲁氏菌的危害常被人们所忽视。目前，犬种布鲁氏菌在国内某些地区呈地方性流行，

加上近年来饲养宠物犬的数量不断增多，犬跨地区的交易日渐频繁，犬种布鲁氏菌感染引起的公

共卫生安全的问题也不容小觑[74]。

竞争 ELISA方法相较常用的凝集类试验方法具有更好的敏感性，更适合布鲁氏菌病的初筛。

竞争 ELISA方法的敏感性更高，主要因为利用了特异性的单克隆抗体与血清中的抗体进行竞争。

因此获得一株特异性与竞争性好的单抗尤为重要。单克隆抗体的制备过程中，小鼠脾细胞与 Sp2/0

细胞的融合是最至关重要的一步。融合的成功与否取决于多个因素，例如 Sp2/0 细胞的状态、

PEG2000的滴加速度、PEG2000的温度、小鼠血清效价等等。通过总结几次融合失败时的问题，

发现 Sp2/0 细胞的状态是能否融合成功的关键。融合前，应选择处于对数生长期、大小均一，圆

润透亮，未传过多代次的 Sp2/0 细胞。Sp2/0细胞的数量与脾细胞的数量应按照 5:1的比例进行添

加，若 Sp2/0 细胞过少，可能会导致融合效率低；若 Sp2/0 细胞数量过多，可能会导致培养基中

的 HAT不能及时杀灭掉多余的 Sp2/0细胞，导致细胞培养基中营养物质消耗过快，从而影响杂交

瘤细胞的生长。

细胞融合后，待杂交瘤细胞团长至孔底 1/6时，可对杂交瘤细胞的上清进行效价检测。在几

次融合中，常遇到融合细胞板中的每一个孔，包括确定无杂交瘤细胞生长的孔的上清均呈阳性，

OD450nm值均在 2.5以上，阴阳性无法区分。这时需要进行两次全换液，并在第二次全换液后两天

再次检测细胞上清效价。若细胞生长速度过快，可能需将细胞转至 48孔板中，待杂交瘤生长至

适当数目时，再次检测细胞上清效价，以确定阳性克隆。这种情况出现的原因可能是融合细胞孔

中存在没有融合上的脾细胞中分泌抗体的细胞在被 HAT杀灭之前，仍然分泌了一定量的抗体存
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在于细胞上清中，导致出现假阳性。还有可能是阳性孔中有阴性克隆，而阴性克隆的生长速度远

远快于阳性克隆，会压制阳性克隆的生长，导致阳性克隆丢失，但其丢失前仍分泌过一些抗体存

在于细胞上清之中。

2.6 小结

使用犬种布鲁氏菌 RM6/66成功制备并筛选出 4株单克隆抗体 1B2、1C5、1D2、2E6，抗体

亚型均为 IgG2b亚型。其中经过鉴定 1C5仅与犬种布鲁氏菌发生反应，与牛种、羊种布鲁氏菌流

行株、A19株、S2 株均不发生反应。对单克隆抗体 1C5 进行了腹水制备，并对腹水进行了纯化

鉴定。
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第三章 抗原表位的鉴定

3.1 引言

单克隆抗体的出现与发展，不仅促进了免疫学、生物学等学科的发展，这一技术也广泛应用

于生物医药领域，成为临床诊断和药物治疗的重要组成部分。单克隆抗体与抗原表位的结构互补

与亲和力决定了抗原和抗体的特异性结合[75]，确定单克隆抗体在抗原上识别的相应表位，也是单

克隆抗体筛选中重要的一步。

本章研究首先使用了噬菌体展示技术进行筛选。常用的截短表达、生物酶切法鉴定抗原表位，

都需先知道确切的蛋白序列，再合成所需的短肽进行筛选，因此对蛋白序列过于庞大的筛选较为

困难。而噬菌体展示技术可通过抗原与抗体的特异性结合，直接从随机肽库中筛选出与抗体反应

的抗原表位，并通过对噬菌体基因组进行测序，直接获得抗原表位的基因序列。与此同时,利用

双向电泳及质谱进行抗原蛋白的筛选。双向电泳技术是将等电聚焦技术和 SDS-PAGE相结合的电

泳技术，该方法可将蛋白依据等电点和相对分子量分离成一个二维分布的蛋白质图。由于全菌中

包含的蛋白序列过于庞大，使用双向电泳可将蛋白进行初步分离，并通过单克隆抗体同蛋白质图

谱进行Western-blot以获得同单克隆抗体反应的蛋白点，再对获得的蛋白点进行质谱分析，以得

到相应的蛋白信息。

3.2 材料

3.2.1 主要试剂配制

LB培养基：10 g Tryptone，5 g Yeast extract，5 g NaCl，加蒸馏水定容至 1 L，高压灭菌。

IPTG-Xgal混合液：1.25 g IPTG，1 g Xgal溶于 25 mL二甲基甲酰胺。

LB/IPTG-Xgal 平板：5 g Tryptone，2.5 g Yeast extract，2.5 g NaCl，7.5 g 琼脂粉，加蒸馏水

定容至 500 mL，高压灭菌，待降温至 70 ℃时，加入 1 mL IPTG-Xgal 混合液，倾倒平板，将平

板置于 4 ℃避光保存。

顶层琼脂：5 g Tryptone，2.5 g Yeast extract，2.5 g NaCl，0.5 g MgCl2•6H2O，3.5 g琼脂粉，

加蒸馏水定容至 500 mL，高压灭菌，分成 12 mL等份。

LB-Tet平板：5 g Tryptone，2.5 g Yeast extract，2.5 g NaCl，7.5 g 琼脂粉，加蒸馏水定容至

500 mL，高压灭菌，待降温至 70 ℃时，加入 0.5 mL 20 mg/mL 的四环素贮液，倾倒平板，将平

板置于 4 ℃避光保存。

包被液：1.59 g Na2CO3，2.93 g NaHCO3，加蒸馏水定容至 1000 ml，调节 pH为 9.6。

封闭液：0.84 g NaHCO3，0.5 g BSA，加蒸馏定容至 100 mL，过滤除菌，置于 4 ℃储存。
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TBS：4.388 g NaCl，25 mL 1M Tris-HCl，定容至 500 mL，高压灭菌。

PEG/NaCl：40 g PEG-8000，29.2 g NaCl，定容至 200 mL，高压灭菌。

碘化物缓冲液：0.0029 g EDTA，7.4368 g NaI•2H2O，100 µL 1M Tris-HCl，定容至 10 mL，

避光保存。

3.2.2 主要试剂

噬菌体随机十二肽库，NEB，美国；HRP标记的鼠抗M13抗体，义翘神州，中国；TE buffer，

索莱宝，中国；His标签蛋白纯化试剂盒（耐还原螯合型），碧云天，中国。

3.3 方法

3.3.1 噬菌体随机十二肽库筛选单抗模拟表位

3.3.1.1 ER2738 菌株的准备

将试剂盒提供的 ER2738甘油菌划线接种含四环素抗性的 LB平板，将平板置于 37 ℃中倒置

过夜。将培养板用封口膜密封，置于 4 ℃避光保存。

3.3.1.2 噬菌体滴度测定

（1）在 10 mL LB培养基中接种 ER2738单菌落，在 37 ℃摇床中震荡培养至 OD600值在 0.5

左右。

（2）使用水浴锅 80 ℃融化顶层琼脂，分装 3 mL至灭菌试管中，每个噬菌体稀释度一管，

将其置于 45 ℃水浴锅中保温备用。在 37 ℃温箱中预热 LB-IPTG/Xgal平板，每个噬菌体稀释度

取一个板备用。

（3）在每只离心管中装入 90 µL LB培养基，在第一个离心管中加入 10 µL噬菌体悬液，使

用涡旋振荡器混匀，制成 101稀释度噬菌体。从第一个离心管中取出 10 µL 101稀释度噬菌体加入

第二个离心管中，用涡旋振荡器混匀，制成 102稀释度噬菌体。以此类推将噬菌体 10倍倍比稀释。

一般未扩增的噬菌体洗脱物稀释至 104，扩增后的噬菌体培养物上清稀释至 1010。

（4）将培养至对数中期的 ER2738菌液分成 200 µL等份于离心管中，每个噬菌体稀释度一

管。

（5）每管菌液中加入 10 µL不同稀释度的噬菌体，使用涡旋振荡器快速混匀，室温温育 5 min。

（6）将上述温育后的噬菌体菌液混合物加入顶层琼脂中，每个稀释度一管，将其与顶层琼

脂快速混匀，立即倒入 LB-IPTG/Xgal平板上，适当倾斜平板，将琼脂均匀铺开。

（7）将平板置于安全柜中冷却，确认凝固后，将其放入 37 ℃培养箱中倒置培养过夜。

（8）检查平板，选取其中有 10～100个噬菌斑的平板进行计数，使用此数目乘以稀释倍数

得到每 10 µL噬菌体的空斑形成单位（pfu）滴度。



中国兽医药品监察所硕士学位论文 第三章 抗原表位的鉴定

23

3.3.1.3 第一轮淘选

（1）将纯化后的单抗 1C5用包被液稀释至 100 µg/mL，取 150 µL加入 96孔酶标板的一个孔

中，4 ℃孵育过夜。

（2）挑取 ER2738单菌落于含有四环素抗性的 LB液体培养基中，37 ℃震荡培养过夜。

（3）将过夜培养的 ER2738培养物 1：100稀释置于 22 mL LB液体培养基中，37 ℃摇至对

数前期。

（4）弃净 96孔板中的包被液，倒置在纸巾上拍净液体，在孔中加满封阻液，4 ℃封闭 1 h。

（5）弃净封阻液，用含有 0.1 %Tween的 TBST缓冲液洗板 6次，每次均需拍净孔中液体。

（6）用 100 µL含有 0.1% Tween的 TBST缓冲液稀释 10 µL的原始文库，将其加至已包被好

的孔中，在摇床上室温温和摇动 60 min。

（7）弃去未结合的噬菌体，倒置在纸巾上拍净液体，用含有 0.1% Tween的 TBST缓冲液洗

板 10次，每次均需拍净孔中液体。

（8）用 100 µL TBS溶液将纯化后的单抗 1C5稀释至 100 µg/mL，加入孔中，在摇床上室温

温和摇动 60 min。将洗脱液加入灭菌离心管中。

（9）按 3.3.1.2的方法测定洗脱液的滴度。

（10）将剩余洗脱物加入 20 mL处于对数前期的 ER2738菌液中，37 ℃震荡培养 4.5 h。

（11）将培养物转入 50 mL离心管中，4 ℃ 10000 r/min 离心 10 min。将上清液转入另一离

心管中，再次 4 ℃ 10000 r/min离心 10 min。

（12）将上清上部的 80%转入另一离心管中，加入 1/6 体积的 PEG/NaCl。置于 4 ℃静置沉

淀过夜。

（13）将上述沉淀物 4 ℃ 10000 r/min离心 15 min。弃净上清液。

（14）使用 1 mL TBS 重悬沉淀物，将其转入新的 1.5 mL离心管中，4 ℃ 10000 r/min离心

5 min。

（15）将上清转入另一 1.5 mL离心管中，加入 1/6体积的 PEG/NaCl，冰上静置 60 min。4 ℃

10000 r/min离心 10 min，弃净上清。

（16）使用 200 µL TBS 将沉淀重悬，4 ℃ 10000 r/min离心 1 min，使残余的不溶物沉淀。

将上清转入新的 1.5 mL离心管中，即为扩增后的洗脱物。

（17）按 3.3.1.2的方法测定扩增后洗脱液的滴度。

3.3.1.4 第二、三、四轮淘选

按 3.3.1.3的操作步骤进行第二、三、四轮淘选，加入噬菌体的量均为 1×1011pfu。第二、三、

四轮抗体包被浓度分别为 80、60、40 µg/mL，第二轮淘选洗涤液为含有 0.3% Tween的 TBST缓

冲液，第三、四轮淘选洗涤液为含有 0.5% Tween的 TBST缓冲液。第三、四轮的洗脱时间为 30 min。

3.3.1.5 间接 ELISA 鉴定噬菌体克隆

（1）挑取 ER2738单菌落于含有四环素抗性的 LB液体培养基中，37 ℃震荡培养过夜。

（2）将过夜培养的菌液按 1：100 稀释加入 LB 培养基中，每个要鉴定的克隆需加入 2 mL

培养基于灭菌试管中。
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（3）在第四轮淘选后，选取一少于 100个噬菌体克隆的平板。使用灭菌吸头挑取蓝色噬菌

斑至上述含有 2 mL培养基的试管中。共挑取 30个噬菌斑。

（4）置于 37 ℃震荡培养 4.5 h。

（5）将培养物转入离心管中，10000 r/min 离心 30 s。将上清转入新离心管中，即为噬菌体

储液。

（6）将纯化后的 1C5单抗用 ELISA包被液稀释至 100 µg/mL包被 ELISA板，4 ℃过夜。用

含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1次。加入 100 µL 10%脱脂牛奶于 37 ℃封闭 2 h。用含有 0.05%

Tween的 PBST洗板 1次。

（7）每孔加入 100 µL噬菌体储液，37 ℃孵育 30 min，用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3

次。

（8）每孔加入 100 µL使用 PBS稀释至工作浓度的鼠抗M13 噬菌体，37 ℃孵育 30 min，用

含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次。

（9）加入 100 µL TMB显色液显色 15 min，加入 50 µL终止液终止。测定 OD450nm值。

3.3.1.6 测序

（1）选取 3.3.1.5中的阳性噬菌体克隆，将其 500 µL噬菌体储液转入一新鲜离心管中。

（2）加入 200 µL PEG/NaCl，颠倒混匀，置于室温静置 10 min。25 ℃ 10000 r/min离心 10 min，

弃净上清液。

（3）使用 100 µL碘化物缓冲液重悬沉淀物，加入 250 µL乙醇溶液。置于室温静置 10 min。

4 ℃ 10000 r/min离心 10 min，弃上清。

（4）使用 70%乙醇重悬沉淀物，4 ℃ 10000 r/min离心 10 min，弃上清。开盖静置 10 min，

使多余乙醇挥发。

（5）使用 30 µL TE Buffer重悬沉淀，即获得噬菌体的 DNA模板。

（6）将 DNA模板送生工测序。

3.3.1.7 竞争 ELISA 分析

（1）将单克隆抗体 1C5用包被液稀释至 10 µg/mL。96孔酶标板中每孔加入 100 µL，4 ℃包

被过夜。

（2）用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1次，拍净板内液体。

（3）将 10%的脱脂奶粉 100 µL/孔加入至酶标板中，37 ℃封闭 2 h。

（4）用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1次，拍净板内液体。

（5）将 8株阳性噬菌体克隆进行扩增并计数，将 8株噬菌体均稀释至 109 pfu/mL。再将其按

照 1:100、1:400、1:1600、1:6400、1:25600、1:102400的比例稀释，每孔加入 50 µL。

（6）每孔加入 50 µL犬种布鲁氏菌 RM6\66株灭活全菌抗原或 50 µL PBS 对照振荡混匀。置

于 37 ℃温箱中孵育 30 min。

（7）用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次，拍净板内液体。

（8）每孔加入 100 µL使用 PBS稀释至工作浓度的鼠抗M13 噬菌体，37 ℃孵育 30 min。

（9）用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次，拍净板内液体。
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（10）加入 100 µL TMB显色液，避光显色 15 min。加入 50 µL终止液终止。使用酶标仪测

定 OD450nm值，读数，记录结果。

3.3.1.8 十二肽合成及验证

分析测序结果，将其翻译成相应的 12肽序列，将其委托生工进行与 BSA偶联的多肽合成。

将合成的多肽与单克隆抗体 1C5和阳性标准血清进行间接 ELISA，验证其反应性。

（1）将合成的多肽用 ELISA 包被液分别稀释至 1 µg/mL、2 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL，

100 µL/孔包被 ELISA板，4 ℃过夜。用含有 0.05% Tween的 PBST 洗板 1 次。加入 100 µL 10%

脱脂牛奶于 37 ℃封闭 2 h。用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1次。

（2）每孔加入 100 µL 1：1000稀释的纯化后单抗 1C5或 1：50稀释的阳性血清，37 ℃孵育

30 min，用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次。

（3）每孔加入 1：10000 稀释的山羊抗鼠 IgG 酶标二抗，37 ℃孵育 30 min，用含有 0.05%

Tween的 PBST洗板 3次。

（4）加入 100 µL TMB显色液显色 15 min，加入 50 µL终止液终止。测定 OD450nm值。

3.3.2 双向电泳及质谱鉴定

将制备的 RM6/66蛋白样品及 1C5单抗送至北京百泰派克生物科技有限公司进行双向电泳及

质谱鉴定。具体步骤如下：

3.3.2.1 等电聚焦

（1）取 1 mg RM6/66蛋白样品，使用 2D Clearn up kit处理，将干燥后的蛋白用 340 µL IEF

sample loading solution溶解。

（2）将试管以 12000×g离心 10 min，以去除不溶杂质并避免气泡产生。

（3）将样品上样至 IPG胶条槽内。从冰箱取出干胶条复温。吸取样品上清液加到聚焦盘的

槽中，从槽顶端开始，沿边缘加入，使样液加成一条细线，均匀分布在聚焦盘中。撕去胶条保护

膜，将胶面朝下从一端慢慢覆盖在样液上，避免产生气泡，若有气泡产生，可用镊子掀起胶条一

角缓慢放下，以排尽气泡。接着往胶条上加入 1.2 mL矿物油覆盖在胶条上方，隔绝胶条与空气。

最后将盖子轻轻压在胶条上。

（4）等电聚焦程序为：S1: 30 V 6 h 水化；S2: 60 V 6 h 除盐；S3: 100 V 1 h 除盐；S4: 500 V

1 h 升压；S5: 1000 V 1 h 升压；S6: 5000 V 2 h 升压，S7: 8000 V 2 h 升压；S8: 8000 V 64000 vhr

聚焦；S9: 500 V 10 h。

3.3.2.2 SDS-PAGE

（1）将聚焦好的胶条用镊子拿出，用纯水小心冲去矿物油后分别用平衡液Ⅰ和Ⅱ各平衡 15 min，

结束后用水轻轻冲去平衡液。

（2）配制 12.5％的丙烯酰胺凝胶一块，室温凝固 40 min 后，将Marker放在滤纸上，并将滤

纸放入大胶中，胶条裁取合适长度后放入大胶，小心倒入琼脂糖封胶液以避免产生气泡。
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（3）将电压设定为 70 V，运行 40 min。然后将电压设定在 200 V，运行至结束。

（4）将转膜后的胶取出，考马斯亮蓝染色过夜，用水脱色 30 min，拍照。

3.3.2.3 Western Blot

（1）使用半干转膜法对电泳后的胶进行转膜。

（2）完成转膜电泳后，小心取出 PVDF膜，放置在清洗容器中，用 PBST清洗膜表面两次，

每次 5分钟。

（3）配制 5%的脱脂奶粉，放置在水平摇床上摇匀封闭 2 h。

（4）完成封闭后，弃去脱脂奶粉，用含有 0.05% Tween的 PBST 清洗 3 次 PVDF 膜，每次

10 min。

（5）用 5%脱脂奶粉 1：1000稀释单抗 1C5，4℃孵育过夜。

（6）用含有 0.05% Tween的 PBST清洗 3次 PVDF膜，每次 10 min。

（7）用 5%脱脂奶粉 1：8000稀释山羊抗鼠酶标二抗，放置在水平摇床上慢摇常温孵育 1 h。

（8）用 PBST清洗 3次，每次 10 min。

（9）用 PBS清洗 1次。

（10）将显色液 A、B等体积均匀混合。滴加至 PVDF膜上，显色，拍照。

（11）对应WB显色图和凝胶显色图，在胶上切取胶点。

3.3.2.4 质谱

对切取的胶点进行洗涤、脱色、脱水、干燥以及酶切，将处理好的胶粒用质谱仪进行

LC-MS/MS分析。液相色谱条件为：分析柱为 150 um i.d. ×150 mm， packed with Acclaim PepMap

RPLC C18，3 um，100 Å；流动相 A 为 0.1%甲酸；流动相 B 为 0.1%甲酸，80% ACN；流速为

600 nL/min；每个组分分析时间为 66 min。一级质谱参数为 Resolution：70000；AGCtarget：3e6；

MaximumIT：100 ms；Scanrange：300 to 1800 m/z。二级质谱参数为 Resolution：17500；AGCtarget：

1e5；MaximumIT：50 ms；TopN：20；NCE/steppedNCE：28。将质谱原始文件使用 MaxQuant (2.1.4.0)

分别检索目标蛋白数据库。

3.3.3 蛋白的原核表达及鉴定

3.3.3.1 原核表达质粒的构建

根据 GenBank上犬种布鲁氏菌 Omp31基因序列（AF366073.1），在序列两端加入 EcoRI和

XhoI的酶切位点，将该基因交由北京六合华大公司进行基因合成。将其构建至 pColdII表达载体

上。

3.3.3.2 质粒的克隆

将质粒使用常规化学转化方法转化进 BL21 感受态细胞，挑取单菌落送测序，使用 SnapGene

软件比对测序结果，保存测序正确的阳性克隆。
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3.3.4.3 蛋白的原核表达

将测序正确的阳性克隆 1：100 接种与含有氨苄霉素的 LB 液体培养基中，15 ℃ 150 r/min

震荡培养至对数期。在其中加入 IPTG，使其终浓度为 1.0 mmol/L。在 15 ℃摇床上继续震荡培养

18 h。将培养基倒入 50 mL 离心管中 4 ℃ 5000 r/min 离心 10 min，收集沉淀。将沉淀使用灭菌

的生理盐水重悬。将菌液以 200 W功率，超声 2 s停 2 s，超声 45 min。将超声后的溶液 4 ℃ 12000

r/min 离心 30 min。将上清和沉淀分别收集，保存于-80 ℃。

3.3.4.4 蛋白的 SDS-PAGE 及 Western blot 鉴定

按与 2.3.8.2相同的方法将原核表达出的蛋白进行 SDS-PAGE及Western blot鉴定。在Western

blot中分别使用单抗 1C5和抗 His标签的抗体作为一抗，以鉴定单抗与蛋白的反应性。

3.3.4.5 蛋白的纯化

按 His 标签蛋白纯化试剂盒进行操作，具体步骤为：取 1 mL 混合均匀的 50% BeyoGold™

His-tag Purification Resin，1000 g 4 ℃离心 10 s，弃去液体，再向凝胶中加入 0.5 mL 非变性裂解

液，混合均匀以平衡凝胶，1000 g 4 ℃离心 10 s，弃去液体，再重复平衡 1～2次。将 4 ml 3.3.4.3

中收集的上清加入凝胶，将凝胶置于冰盒中，在水平摇床上缓慢摇动 60 min。将裂解液和

BeyoGold™ His-tag Purification Resin 的混合物装入试剂盒提供的亲和层析柱空柱管中。将纯化柱

底部的盖子打开，在重力作用下使柱内液体流出，收集约 20 µL流穿液。使用非变性洗涤液洗柱

5次，每次加入 1 mL非变性洗涤液，并在每次均收集约 20 µL流下的洗涤液。再用 0.5 mL非变

性洗脱液洗脱目的蛋白 8次，将每次的洗脱液分别收集到不同的离心管中，收集获得的洗脱液即

为纯化的 His标签蛋白样品。取流穿液、洗涤液及每次的洗脱液进行 SDS-PAGE鉴定。

3.4 结果

3.4.1 噬菌体随机肽库淘选产率

每一轮淘选中加入噬菌体的量为投入量，洗脱下的噬菌体数量为产出量，富集率=噬菌体产

出量/噬菌体投入量×100%。由表 3.1可知，噬菌体的富集率随着淘选轮次的增加而逐渐升高，说

明与单克隆抗体 1C5特异性结合的噬菌体得到了富集。

表 3.1噬菌体随机肽库淘选富集率

Table 3.1 Enrichment rate of phage random peptide library panning

轮次 噬菌体投入量（pfu） 噬菌体产出量（pfu） 富集率

1 2×1011 1.2×103 6.0×10-9

2 2×1011 2.3×103 1.15×10-8

3 2×1011 6.9×105 3.45×10-6

4 2×1011 3.0×106 1.5×10-4
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3.4.2 间接 ELISA 方法筛选噬菌体阳性克隆

从第四轮淘选测定洗脱噬菌体滴度的平板上随机挑选 30 个克隆进行扩增，用其噬菌体储液

进行间接 ELISA 反应。如图 3.1 所示，间接 ELISA 共显示有 28 个阳性噬菌体克隆，其中有 17

个噬菌体克隆与单克隆抗体 1C5有强阳性反应（OD450nm＞1.5）。

图 3.1间接 ELISA方法检测噬菌体阳性克隆结果

Figure 3.1 Results of phage-positive clones detected by indirect ELISA method

3.4.3 阳性噬菌体克隆的测序及结果比对

将 28个阳性噬菌体克隆送至生工生物公司进行测序。将测序结果按照噬菌体随机肽库的遗

传密码子表翻译为氨基酸序列，如表 3.2结果显示，共得到 8种不同的多肽序列。将 8个序列分

别通过 DNASTAR与 6/66的氨基酸序列进行比对，未发现有 4 个或 4 个以上氨基酸与 6/66的氨

基酸序列相同。推测单克隆抗体 1C5针对的抗原表位可能是构象依赖性表位。综合 8个序列，其

共有的序列为 R-D-FGE，推测该序列可能模拟一不连续的结合位点。

表 3.2阳性噬菌体克隆的测序及结果比对结果

Table 3.2 Sequencing of positive phage clones and comparison of results

阳性噬菌体克隆 氨基酸序列

1、4、5、7、13、17、22、23、25、30 G S T T T R W L D F G E

2、6、9、10、16、20、27、28 A P L Y D R A D A F G E

14、15、21 F Y L P R E D E P D F G

18、29 G V L K L F D E P D F G

21、24 T L R D Q M L D M F G E

12 G F Y N T R C L D F G E

8 Q D H Y G R N Q M F G E

3 E T T C S M F G C S R N
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3.4.4 竞争 ELISA 检测结果

以 RM6/66 的单克隆抗体 1C5作为包被，加入 8 株被命名为 A至 H的展现不同表位的噬菌

体，以 RM6/66全菌抗原作为噬菌体模拟表位的竞争剂，PBS 作为空白对照。结果如图 3.2所示，

在噬菌体稀释至 1.5×105PFU时，8株展现不同表位的噬菌体与单克隆抗体 1C5之间的结合，可

被 RM6/66全菌抗原所抑制，且随噬菌体浓度的降低，抑制率逐渐升高。说明所筛选出的表位均

可与单克隆抗体特异性结合并具有竞争活性。选取表位 GSTTTRWLDFGE、APLYDRADAFGE

进行与 BSA偶联的十二肽的合成。

图 3.2 噬菌体阳性克隆与全菌抗原进行竞争 ELISA试验结果

Figure 3.2 Results of ELISA test for competition between phage-positive clones and whole bacteria antigens

3.4.5 多肽验证

将两条合成多肽BSA-GSTTTRWLDFGE、BSA-APLYDRADAFGE以不同浓度包被ELISA板，

分别与 RM6/66阳性血清、空白血清和单克隆抗体 1C5进行间接 ELISA反应，结果如表 3.3所示，

阳性血清及单克隆抗体 1C5均可与两条多肽进行特异性结合。
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表 3.3阳性血清及单克隆抗体 1C5与多肽特异性结合验证结果

Table 3.3 Positive serum and monoclonal antibody 1C5 with peptide specific binding verification results

蛋白包被

浓度

BSA-GSTTTRWLDFGE BSA-APLYDRADAFGE

1：50阳性血清 1：50空白血清 1：1000单抗 1C5 1：50阳性血清 1：50空白血清 1：1000单抗 1C5

1 ug/mL 0.8732 0.1257 1.8631 0.9932 0.1034 2.0876

2 ug/mL 1.2059 0.1439 2.1375 1.2464 0.1456 2.8529

5 ug/mL 2.8521 0.2177 3.0594 2.581 0.2154 3.3385

10 ug/mL 3.1923 0.2521 3.2103 2.8892 0.2537 3.2941

3.4.6 双向电泳及 Western blot 试验结果

图 3.3为将犬种布鲁氏菌 RM6/66 全菌蛋白进行双向电泳分离后，使用考马斯亮蓝染色后的

结果。图 3.4为将全菌蛋白进行双向电泳分离转膜后，以纯化后的单克隆抗体 1C5为一抗，HRP

标记的羊抗鼠 IgG为二抗，进行Western blot的结果图。结果显示蛋白在多个大小及 pH区间都有

分布。将两张图进行叠合，如图 3.5 所示，并结合 2.4.4 中的 Western blot 结果，选取在 25 kDa

附近，pH在 3~5区间，阳性反应最强的 5个蛋白点作为疑似反应蛋白点。

图 3.3犬种布鲁氏菌 RM6/66蛋白双向电泳考马斯亮蓝染色结果

Figure 3.3 Results of bi-directional electrophoresis of the whole bacteriophage protein of Brucella canis RM6/66 by

Komas Brilliant Blue staining
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图 3.4犬种布鲁氏菌 RM6/66蛋白 2D-Western blot结果

Figure 3.4 2D-Western blot results of Brucella canis RM6/66 protein

图 3.5犬种布鲁氏菌 RM6/66蛋白双向电泳分析

Figure 3.5 Bi-directional electrophoresis analysis of Brucella canis RM6/66 protein

3.4.7 抗原蛋白质谱结果

从双向凝胶电泳的结果中选取了 5个蛋白点进行质谱分析，将蛋白点分别命名为 1、2、3、4、

5，各蛋白肽指纹图谱如图 3.6所示。对 5个蛋白点的质谱结果进行分析总结，将每个蛋白点质谱
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结果中得分最高几个预测蛋白汇集在表 3.4。在 UniPort蛋白质数据库中搜索所获预测蛋白，选取

了其中在三个蛋白点质谱结果重复出现，大小在 25 kDa 左右且在犬种布鲁氏菌与其他布鲁氏菌

中有差异的蛋白 OMP31进行表达。

图 3.6 双向电泳选取五个蛋白点的蛋白肽指纹图谱

（A.蛋白点 1指纹图谱；B. 蛋白点 2指纹图谱；C. 蛋白点 3指纹图谱；D. 蛋白点 4指纹图谱；E. 蛋白点 5指

纹图谱）

Figure 3.6 Protein peptide fingerprinting of five protein spots selected by Bi-directional electrophoresis analysis

(A. Protein site 1 fingerprinting; B. Protein site 2 fingerprinting; C. Protein site 3 fingerprinting; D. Protein site 4

fingerprinting; E. Protein site 5 fingerprinting)
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表 3.4 五个蛋白点质谱结果预测蛋白汇总

Table 3.4 Summary of predicted proteins from five protein spot mass spectrometry results

Majority

protein IDs
Fasta headers

Number

of

proteins

Unique

peptides

Sequence

coverage

[%]

Mol.

weight

[kDa]

Sequenc

e length
Score Intensity

蛋白点 1

A9M843

sp|A9M843|TAL_BRUC2 Probable transaldolase

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=tal PE=3 SV=1

1 22 79.7 23.359 217 323.31 99252000000

Q075Q3;

A9M5Q2

tr|Q075Q3|Q075Q3_BRUCA Elongation factor Tu OS=

Brucella canis OX=36855 GN=tuf-2 PE=3 SV=1;

sp|A9M5Q2|EFTU_BRUC2 Elongation factor Tu OS=Br

ucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854) OX=

483179 GN=tuf2 PE=3 SV=1

2 4 10.5 42.604 391 283.32 753580000

A9M866

tr|A9M866|A9M866_BRUC2 Carbonic anhydrase

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=BCAN_A1866 PE=3 SV=1

1 8 42.3 23.315 213 178.36 8512900000

A0A7T8G420

tr|A0A7T8G420|A0A7T8G420_BRUCA 25 kDa

outer-membrane immunogenic protein (Fragment)

OS=Brucella canis OX=36855 GN=omp25 PE=4 SV=1

1 6 24.4 21.314 197 113.83 439120000

蛋白点 2
A9MB71;

Q93E87

tr|A9MB71|A9MB71_BRUC2 Porin OS=Brucella canis

(strain ATCC 23365 / NCTC 10854) OX=483179 GN=

BCAN_B0426 PE=4 SV=1; tr|Q93E87|Q93E87_BRUCA

Outer membrane protein Omp31 OS=Brucella canis O

X=36855 GN=omp31 PE=4 SV=1

2 12 39.6 25.333 240 259.5 31432000000
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续表

Majority

protein IDs
Fasta headers

Number

of

proteins

Unique

peptides

Sequence

coverage

[%]

Mol.

weight

[kDa]

Sequence

length
Score Intensity

蛋白点 2

A9M5Q0

sp|A9M5Q0|RL3_BRUC2 50S ribosomal protein L3 OS=

Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854) OX=

483179 GN=rplC PE=3 SV=1

1 9 37.6 25.077 237 162.96 4464600000

A9MA57

tr|A9MA57|A9MA57_BRUC2 Chaperone surA OS=Brucella

canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854) OX=483179

GN=surA PE=4 SV=1

1 12 37.7 35.22 318 154.17 352870000

A9M973

tr|A9M973|A9M973_BRUC2 ATP synthase subunits region

ORF 4 OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC

10854) OX=483179 GN=BCAN_A2031 PE=4 SV=1

1 12 44.8 28.885 259 129.76 760560000

A9M5S5

tr|A9M5S5|A9M5S5_BRUC2 Serine acetyltransferase

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=cysE PE=3 SV=1

1 13 51.8 29.826 274 125.31 685530000

蛋白点 3

A9MB71;

Q93E87

tr|A9MB71|A9MB71_BRUC2 Porin OS=Brucella canis

(strain ATCC 23365 / NCTC 10854) OX=483179 GN=

BCAN_B0426 PE=4 SV=1; tr|Q93E87|Q93E87_BRUCA

Outer membrane protein Omp31 OS=Brucella canis OX=

36855 GN=omp31 PE=4 SV=1

2 16 41.2 25.333 240 323.31 161500000000

A9M736

tr|A9M736|A9M736_BRUC2 Sorbitol dehydrogenase

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=polS PE=4 SV=1

1 18 75.1 26.444 257 297.89 143430000000
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续表

Majority

protein IDs
Fasta headers

Number

of

proteins

Unique

peptides

Sequence

coverage

[%]

Mol.

weight

[kDa]

Sequence

length
Score Intensity

蛋白点 3

A9M6E2

tr|A9M6E2|A9M6E2_BRUC2 26 kDa periplasmic

immunogenic protein OS=Brucella canis (strain ATCC 23365

/ NCTC 10854) OX=483179 GN=BCAN_A1512 PE=4 SV=1

1 22 58.4 26.552 250 288.58 108860000000

A9M5P4

sp|A9M5P4|RS3_BRUC2 30S ribosomal protein S3

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=rpsC PE=3 SV=1

1 23 70.8 26.629 236 242.7 29326000000

Q075Q3;A9M

5Q2

tr|Q075Q3|Q075Q3_BRUCA Elongation factor Tu OS=

Brucella canis OX=36855 GN=tuf-2 PE=3 SV=1;

sp|A9M5Q2|EFTU_BRUC2 Elongation factor Tu OS=

Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854) OX

=483179 GN=tuf2 PE=3 SV=1

2 23 50.9 42.604 391 233.77 24330000000

蛋白点 4

A9M6E2

tr|A9M6E2|A9M6E2_BRUC2 26 kDa periplasmic

immunogenic protein OS=Brucella canis (strain ATCC 23365

/ NCTC 10854) OX=483179 GN=BCAN_A1512 PE=4 SV=1

1 17 45.6 26.552 250 323.31 78463000000

A9M736

tr|A9M736|A9M736_BRUC2 Sorbitol dehydrogenase

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=polS PE=4 SV=1

1 16 58 26.444 257 323.31 49154000000

A9M8Y7

tr|A9M8Y7|A9M8Y7_BRUC2 Guanylate kinase

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=gmk PE=3 SV=1

1 10 37.7 25.222 220 323.31 16845000000
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续表

Majority

protein IDs
Fasta headers

Number

of

proteins

Unique

peptides

Sequence

coverage

[%]

Mol.

weight

[kDa]

Sequence

length
Score Intensity

蛋白点 4

A9MB25

tr|A9MB25|A9MB25_BRUC2 Ribose-5-phosphate isomerase

A OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=rpiA PE=3 SV=1

1 11 55.2 24.264 232 200.82 4742800000

A9MB71;Q93

E87

tr|A9MB71|A9MB71_BRUC2 Porin OS=Brucella canis

(strain ATCC 23365 / NCTC 10854) OX=483179

GN=BCAN_B0426 PE=4 SV=1;tr|Q93E87|Q93E87_BRUCA

Outer membrane protein Omp31 OS=Brucella canis

OX=36855 GN=omp31 PE=4 SV=1

2 12 38.8 25.333 240 196.57 30301000000

蛋白点 5

A9M837

sp|A9M837|ATPB_BRUC2 ATP synthase subunit beta

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=atpD PE=3 SV=1

1 1 2.7 54.79 521 9.4469 51245000

A9M5K3

tr|A9M5K3|A9M5K3_BRUC2 Propionyl-CoA carboxylase

beta chain OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC

10854) OX=483179 GN=pccB PE=4 SV=1

1 1 2.4 27.523 251 6.2196 0

A9MDH6

tr|A9MDH6|A9MDH6_BRUC2 Type IV secretion system

protein OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC

10854) OX=483179 GN=BCAN_B0062 PE=3 SV=1

1 1 1.9 40.726 361 1.6699 27294000

A9M848

tr|A9M848|A9M848_BRUC2 Usg family protein

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=BCAN_A1848 PE=4 SV=1

1 1 7.4 11.069 95 1.1551 13749000

A9M604

tr|A9M604|A9M604_BRUC2 Periplasmic binding protein

OS=Brucella canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854)

OX=483179 GN=BCAN_A1373 PE=4 SV=1

1 1 2.5 30.346 279 0.6394 103880000
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3.4.8 原核表达载体的构建

使用限制性内切酶 EcoRI和 XhoI酶切重组质粒，如图 3.7 所示，琼脂糖凝胶电泳显示在 4300

bp附近和 723 bp附近处出现电泳条带，与预期大小一致，说明原核表达载体构建成功。

图 3.7 重组质粒双酶切鉴定结果

（M. DNAMarker；1.双酶切后的重组质粒）

Figure 3.7 Recombinant plasmid double digestion identification results

(M. DNAMarker; 1. recombinant plasmid after double digestion)

3.4.9 OMP31 蛋白原核表达结果

将构建的表达载体转化至 pColdII感受态细胞，选取阳性克隆进行 IPTG诱导表达，收集菌体

超声破碎，取离心后的上清和沉淀进行 SDS-PAGE，使用抗 His标签的单克隆抗体作为一抗进行

Western blot验证。结果如图 3.8所示，上清和沉淀均有特异性反应条带，表明蛋白成功表达。

图 3.8 OMP31蛋白原核表达验证

（M.蛋白质Marker；1-2.破碎蛋白离心沉淀；3-4.破碎蛋白离心上清）

Figure 3.8 Validation of protein OMP31 prokaryotic expression

(M. Protein Marker;1-2. Centrifuged precipitate of crushed protein; 3-4. Centrifuged supernatant of crushed

protein. )
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3.4.10 OMP31 蛋白特异性验证结果

以表达的 OMP31 蛋白上清以及沉淀作为抗原，以纯化后的单克隆抗体 1C5作为一抗，HRP

标记的羊抗鼠 IgG 作为二抗，进行Western blot验证。结果如图 3.9所示，单克隆抗体 1C5 与表

达的 OMP31 蛋白出现了特异性反应条带，说明 OMP31是单克隆抗体 1C5的抗原表位蛋白。

图 3.9 OMP31蛋白与单克隆抗体 1C5的特异性反应验证

（M. 蛋白质Marker；1.破碎蛋白离心上清；2.破碎蛋白离心沉淀）

Figure 3.9 Validation of the specific reaction of OMP31 with monoclonal antibody 1C5

(M. Protein Marker; 1. Centrifuged supernatant of crushed protein; 2. Centrifuged precipitate of crushed protein)

3.4.11 OMP31 的初步纯化

将经 IPTG诱导后的菌体超声裂解，将其于 4 ℃离心后取上清，使用 His标签蛋白纯化试剂

盒进行纯化，将纯化的蛋白进行 SDS-PAGE电泳，结果如图 3.10所示，成功获得了纯度较高的

OMP31蛋白。

图 3.10 OMP31蛋白纯化结果

（M.蛋白质Marker；1.蛋白流穿液；2.蛋白洗涤液；3~9.蛋白洗脱液）

Figure 3.10 Protein OMP31 purification results

(M. Protein Marker; 1. Protein Flow-through Solution; 2. Protein Wash Solution; 3~9. Protein Elution Solution)
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3.5 讨论

噬菌体展示技术是一种体外筛选技术，该技术是通过将编码外源多肽或蛋白质的 DNA插入

噬菌体 DNA中，从而将外源多肽或蛋白质文库展示在噬菌体表面，通过和单克隆抗体的淘选，

筛选出所需多肽序列。噬菌体展示技术的基本步骤包括：将单克隆抗体等靶分子包被在平板上，

加入噬菌体随机肽库进行孵育，洗去未结合的噬菌体，再洗脱与单克隆抗体特异结合的噬菌体，

将上述噬菌体进行扩增，并重复淘选步骤。经过 3至 4轮淘选后，通过 ELISA方法及测序，获取

淘选出的序列。

试验设计中本想选择使用噬菌体随机肽库筛选出的表位作为包被抗原，但在试验过程中遇到

了两个问题。一是合成的十二肽的长度太短，用常规的包被液和包被方法很难将其包被到 ELISA

板上，若想确保多肽可以包被，需将多肽偶联到大的载体蛋白上再进行包被。而与 BSA 偶联的

造价很高，很难大批量生产。二是在将多肽与 BSA偶联后的结合体包被在 ELISA板后，出现了

阳性血清与该序列反应性大大弱于单抗的问题。由于该两段多肽序列是由单克隆抗体在噬菌体随

机肽库中筛选四轮后得到的，所以多肽序列与单抗的反应性极强。而阳性血清中的抗体针对的是

布鲁氏菌菌体的多个表位，针对该多肽的抗体可能少之又少。所以无论是再降低单克隆抗体的浓

度，抑或是先加入阳性血清与多肽进行反应，都无法解决血清中的抗体无法与单克隆抗体进行竞

争这一问题。

通过双向电泳技术将 RM6/66全菌蛋白进行分离，考马斯亮蓝染色结果显示，蛋白主要集中

在 15~100 kDa区间，而Western blot的结果显示，与单克隆抗体发生特异性反应的区域主要集中

在 20~40 kDa 区间内。将双向电泳凝胶图谱与 2D-Western blot反应图谱结合进行比对，加之考虑

前期做Western blot单克隆抗体与蛋白反应条带在 25 kDa 附近，选取了在 25 kDa 附近 5 个着色

点深且反应性最强的点位进行质谱鉴定。质谱结果显示所选的 5个蛋白点均有信号，但根据鉴定

出的肽段比对出的蛋白结果有很多，特别是反应最强的蛋白点 3和蛋白点 5。这可能是因为以下

几个原因，首先可能是蛋白进行等电聚焦或 SDS-PAGE分离时分离的不够完全，在同一位置可能

依旧存在多个蛋白；且在从凝胶上将蛋白点挖取下来的过程中，会存在不可避免的误差，可能挖

取的范围过大；除此之外，在全菌中，可能存在多个表位与单克隆抗体反应的特异性表位具有相

似性，使得存在的反应点较多。

将 5个蛋白点获取的质谱结果进行整合，先从中筛选出重复次数最多，大小在 23~30 kDa，

肽链长度在 210~260的蛋白，在 UniPort蛋白质数据库中进行搜索，查找蛋白的信息、在不同种

布鲁氏菌中是否存在差异等等。最终选择了大小在 25.33 kDa，肽链长度在 240的 OMP31进行表

达验证，验证结果显示单克隆抗体 1C5 与 OMP31 蛋白有特异性反应。下一步试验可将 OMP31

与筛选出得构象表位进行进一步比较，对单克隆抗体 1C5所针对的表位进行进一步分析。

在布鲁氏菌中除 LPS 外，布鲁氏菌的主要外膜蛋白（outer membrane proteins，OMP）被认

为具有很强的免疫原性和抗原保护作用[76]。OMP31 蛋白由 240 个氨基酸组成，其是布鲁氏菌的

膜孔蛋白，主要作用是维持布鲁氏菌外膜的结构完整及稳定。除牛种布鲁氏菌外，其他所有种布

鲁氏菌都含有 OMP31 蛋白[77]，虽然 OMP31 蛋白在不同种的布鲁氏菌之间相对保守，但还是存

在一些差异。Nieves分别将羊种布鲁氏菌 1 型 16M株、羊种布鲁氏菌 3型 Ether株 、猪种布鲁

氏菌 2型 Thomsen 株、猪种布鲁氏菌 4型 40株、犬种布鲁氏菌 RM6/66株以及绵羊附睾种布鲁
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氏菌 63/290株的 OMP31蛋白的核苷酸序列进行比较[78]。结果如图 3.9所示，与羊种布鲁氏菌 16M

株的 OMP31 蛋白相比，羊种布鲁氏菌 Ether株、猪种布鲁氏菌 40株和犬种布鲁氏菌 RM6/ 66株

有 1个氨基酸的差异，与猪种布鲁氏菌 Thomsen株有两个氨基酸的差异，而与绵羊附睾种布鲁氏

菌 63/290株有 7个氨基酸的差异。Cloeckaert已经证明在布鲁氏菌的一些基因中，不同种布鲁氏

菌之间微小的核苷酸序列差异会导致编码出蛋白存在一些差别[79]。故筛选出的单克隆抗体 1C5

可能恰巧针对犬种布鲁氏菌 OMP31 蛋白与其他种布鲁氏菌 OMP31蛋白这一核苷酸的微小差异，

使得单克隆抗体 1C5在特异性检测中呈现只针对于犬种布鲁氏菌的结果。

图 3.9不同种型布鲁氏菌 OMP31蛋白核苷酸序列比较

Figure 3.9 Comparison of nucleotide sequences of OMP31 proteins of different Brucella species

（M1：羊种布鲁氏菌 1型 16M株；M3：羊种布鲁氏菌 3型 Ether株；S2：猪种布鲁氏菌 2型 Thomsen株；S4：

猪种布鲁氏菌 4型 40株；C：犬种布鲁氏菌 RM6/66株；O：绵羊附睾种布鲁氏菌 63/290株）

(M1: Brucella melitensis 16M（biovar 1）; M3: Brucella melitensis Ether（biovar 3）; S2: Brucella suis Thomsen（biovar

2）; S4: Brucella suis 40（biovar 4）; C: Brucella canis RM6/66; O: Brucella ovis 63/290)
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3.6 小结

利用噬菌体展示技术获得单克隆抗体 1C5的模拟线性表位为“R-D-FGE”。利用双向电泳及

蛋白质谱技术获得单克隆抗体 1C5所针对的蛋白可能为 OMP31。
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第四章 基于单抗 1C5 的竞争 ELISA 抗体检测方法的建立

4.1 引言

布鲁氏菌的分离鉴定是诊断布鲁氏菌病的金标准，但是该方法所需时间长，对试验场地的需

求高，同时还存在一定的生物安全风险，因此该方法不适合在临床使用。而常用的检测布鲁氏菌

的血清学方法，例如虎红平板凝集试验（RBT）、试管凝集试验（SAT）等，这些方法快速简便，

适合临床大量样本的初筛。但由于犬血清中存在非特异性的凝集素，使得在凝集类试验中常有自

凝现象，使得假阳性结果经常出现。因此使用凝集类试验检测犬血清时需要使用特殊的缓冲液体

系或对预先对血清进行处理，使得凝集类方法在临床上使用较为困难。因此，亟须建立一个易于

操作且敏感性和特异性更高的血清学检测方法。由于竞争 ELISA方法使用了针对特定抗原的特异

性单克隆抗体，使该方法具有更好的敏感性与特异性，适合布鲁氏菌病的大规模初筛。本章研究

使用了上述筛选出犬种布鲁氏菌 RM6/66单克隆抗体及纯化出的 OMP31蛋白建立竞争 ELISA抗

体检测方法，优化条件，并对临床血清进行检测，以期为犬种布鲁氏菌临床诊断提供一新的快速、

简便的检测方法。

4.2 材料

ELISA包被液，单组分 TMB显色液，ELISA终止液，索莱宝，中国；辣根过氧化物酶（HRP）

标记的羊抗鼠 IgG，Jackson ImmunoResearch，美国。

犬种布鲁氏菌病试管凝集试验抗原、犬种布鲁氏菌阳性血清、犬种布鲁氏菌阴性血清、光滑

型布鲁氏菌标准阳性血清、小肠结肠炎耶尔森氏菌 O9 阳性血清、大肠杆菌 O157 阳性血清由本

实验室制备保存。

4.3 方法

4.3.1 竞争 ELISA 方法的建立

使用单克隆抗体 1C5及原核表达的犬种布鲁氏菌 OMP31蛋白建立犬种布鲁氏菌竞争 ELISA

抗体检测方法，具体操作步骤如下：

（1）包被：将纯化后的犬种布鲁氏菌 OMP31蛋白用包被液稀释至 1 g/mL。100uL/孔加入

至 96孔酶标板中，4 ℃包被过夜。

（2）洗板：用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1次，拍净板内液体。

（3）封闭：将 10%的脱脂奶粉 100 L/孔加入至酶标板中，37 ℃封闭 2 h。
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（4）洗板：用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 1次，拍净板内液体。

（5）加待检血清：将待检血清在血清稀释板上 1：100稀释，每孔加入 50 L稀释后的待检

血清。

（6）加单克隆抗体：将单克隆抗体 1C5 1：4000倍稀释，每孔加入 50 L稀释后的单抗。

振荡混匀。置于 37 ℃温箱中孵育 30 min。

（7）洗板：用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次，拍净板内液体。

（8）加酶标二抗：每孔中加入 100 L 1：10000稀释的 HRP标记的山羊抗鼠 IgG 酶标二抗，

置于 37 ℃温箱中孵育 30 min。

（9）洗板：用含有 0.05% Tween的 PBST洗板 3次，拍净板内液体。

（10）显色：加入 100 L TMB显色液，避光显色 15 min。

（11）终止：加入 50 L终止液终止。

（12）读数：使用酶标仪测定 OD450nm值，读数，记录结果。

（13）计算：抑制率（PI）=（阴性血清 OD450nm-样品血清 OD450nm）/阴性血清 OD450nm×100%。

4.3.2 犬种布鲁氏菌阳性血清的效价测定

将实验室预先制备的犬种布鲁氏菌阳性血清使用犬种布鲁氏菌病微量试管凝集抗原测定犬

种布鲁氏菌阳性血清效价。具体步骤为：将阳性血清用稀释液以 1：100、1：200、1：400、1：

800、1：1200、1：1600、1：2000、1：2400、1：2800、1：3200、1：3600、1：4000、1：4400、

1：4800、1：5200进行稀释，在 U型板中每孔加入 100 L稀释好的血清，再将犬种布鲁氏菌试

管凝集抗原进行 1：20稀释，每孔加入 100 L。将加样后的 U型板用塑料薄膜密封后放入 37 ℃

孵育 18 h，取出读取结果。根据试管凝集试验的结果将阳性血清稀释至效价 1：1000，即得犬种

布鲁氏菌参考阳性血清。

4.3.3 抗原最佳包被浓度、血清最佳稀释度及酶标二抗最佳工作浓度的确定

使用棋盘法对竞争 ELISA抗体检测方法的抗原最佳包被浓度、血清最佳稀释度及酶标二抗最

佳工作浓度进行确定。

分别使用包被液将纯化后的犬种布鲁氏菌 OMP31 蛋白稀释至 0.1 g/mL、0.3 g/mL、0.5

g/mL、1 g/mL、1.5 g/mL、2 g/mL，每个稀释度包被 4条酶标板，4 ℃包被过夜。PBST 洗

板 1次。将 10%的脱脂奶粉 100 L/孔加入至酶标板中，37 ℃封闭 2 h。将阳性血清和阴性血清

在血清稀释板上分别使用 PBS进行 1：10、1：20、1：40、1：80、1：100、1：160、1：320、1：

640稀释，按浓度自高至低由上至下分别加入，每孔加入 50 L。再在每孔中加入 50 L 1：4000

稀释的单克隆抗体 1C5，振荡混匀。37 ℃温箱孵育 30 min。用 PBST 洗板 3次。在两块酶标板

中分别加入 100 L 1：10000、1：20000稀释的 HRP标记的山羊抗鼠 IgG 酶标二抗，37 ℃温箱

孵育 30 min。用 PBST洗板 3次。每孔加入 100 L TMB显色液，避光显色 15 min。每孔加入 50

L终止液终止。使用酶标仪测定 OD450nm值，读数，记录结果，计算抑制率。
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4.3.4 单克隆抗体最佳工作浓度的确定

按已确定的抗原包被量对 ELISA反应板进行包被，4 ℃包被过夜。PBST洗板 1次。将 10%

的脱脂奶粉 100 L/孔加入至酶标板中，37 ℃封闭 2 h。将阳性血清和阴性血清在血清稀释板上

进行 1：50稀释，每个单抗稀释度加一个孔，每孔加入 50 L。再将单克隆抗体 1C5进行 1：100、

1：500、 1：1000、1：2000、1：4000、1：6000、1：8000、1：10000、1：12000、1：15000

稀释，在对应的孔中加入 50 L稀释后的单克隆抗体，振荡混匀。37 ℃温箱孵育 30 min。用 PBST

洗板 3次。在每孔中加入 100 L 1：20000稀释的 HRP标记的山羊抗鼠 IgG酶标二抗，37 ℃温

箱孵育 30 min。用 PBST洗板 3次。每孔加入 100 L TMB显色液，避光显色 15 min。每孔加入

50 L终止液终止。使用酶标仪测定 OD450nm值，读数，记录结果，计算抑制率。

4.3.5 包被时间的确定

按已确定的抗原包被量对 ELISA反应板进行包被，分别进行 4 ℃包被过夜、37 ℃包被 1 h、

37 ℃包被 2 h。PBST洗板 1次。将 10%的脱脂奶粉 100 L/孔加入至酶标板中，37 ℃封闭 2 h。

将阳性血清和阴性血清在血清稀释板上进行 1：100稀释，每孔加入 50 L。再将单克隆抗体 1C5

进行 1：12000稀释，每孔中加入 50 L，振荡混匀。37 ℃温箱孵育 30 min。用 PBST 洗板 3次。

在每孔中加入 100 L 1：20000稀释的HRP标记的山羊抗鼠 IgG酶标二抗，37 ℃温箱孵育 30 min。

用 PBST 洗板 3 次。每孔加入 100 L TMB显色液，避光显色 15 min。每孔加入 50 L终止液终

止。使用酶标仪测定 OD450nm值，读数，记录结果，计算抑制率。

4.3.6 封闭液及封闭时间的确定

按已确定的抗原包被量对 ELISA反应板 4 ℃包被过夜。分别用 2%脱脂奶、5%脱脂奶、10%

脱脂奶、5% BSA、10% BSA、15% BSA、0.5%明胶、1%明胶 8种封闭液在 37 ℃封闭 1h、1.5h、

2h。将阳性血清和阴性血清在血清稀释板上进行 1：100 稀释，每孔加入 50 L。再将单克隆抗体

1C5进行 1：12000稀释，每孔中加入 50 L，振荡混匀。37 ℃温箱孵育 30 min。用 PBST洗板

3次。在每孔中加入 100 L 1：20000稀释的 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 酶标二抗，37 ℃温箱孵

育 30 min。用 PBST洗板 3次。每孔加入 100 L TMB显色液，避光显色 15 min。每孔加入 50 L

终止液终止。使用酶标仪测定 OD450nm值，读数，记录结果，计算抑制率。

4.3.7 阴阳性临界值的确定

取经由虎红平板凝集试验、试管凝集试验检测均为阴性犬血清 200份，按试验确定的方法进

行竞争 ELISA反应，测定 OD450nm，计算抑制率（PI）=（阴性血清 OD450nm-样品血清 OD450nm）/

阴性血清 OD450nm×100%。计算出血清样品的平均抑制率（X）和标准差（SD）。当 PI≥X +3SD

时，判断该血清为犬种布鲁氏菌抗体阳性，当 PI≤X +2SD 时，判断该血清为犬种布鲁氏菌抗体

阴性，当X +2SD＜PI＜X +3SD时，判断该血清为可疑。
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4.3.8 特异性试验

使用已建立优化的竞争 ELISA 抗体检测方法分别检测与布鲁氏菌存在一定交叉反应的小肠

结肠炎耶尔森氏菌 O9阳性血清、大肠杆菌 O157 阳性血清、光滑型布鲁氏菌阳性血清，并加入犬

种布鲁氏菌阳性血清、犬种布鲁氏菌病阴性血清作为对照，确定建立的竞争 ELISA抗体检测方法

的特异性。

4.3.9 敏感性试验

将犬种布鲁氏菌参考阳性血清以 1：50、1：100、1：200、1：400、1：800、1：1000、1：

1200、1：1400进行稀释，使用已建立优化的竞争 ELISA抗体检测方法进行试验，确定竞争 ELISA

抗体检测方法的敏感性。

4.3.10 临床样本检测

通过粗糙型微量试管凝集试验以及本试验建立优化的竞争 ELISA 抗体检测方法对实验室收

集的来自北京市的 300份犬血清进行检测，统计其符合率。

4.4 结果

4.4.1 抗原最佳包被浓度、血清最佳稀释度及酶标二抗最佳工作浓度的确定

使用棋盘法对竞争 ELISA抗体检测方法中的抗原最佳包被浓度、血清最佳稀释度及酶标二抗

最佳工作浓度进行了确定。结果如表 4.1所示，当抗原包被浓度为 1 g/mL；血清稀释倍数为 1：

50；二抗稀释倍数为 1：20000时抑制率最高。故选定竞争 ELISA抗体检测方法的抗原最佳包被

浓度为 1 g/mL，血清稀释倍数为 1：50，HRP标记的羊抗鼠 IgG 稀释倍数为 1：20000。

表 4.1 竞争 ELISA方法抗原包被浓度、血清稀释度及酶标二抗工作浓度的确定

Table 4.1 Determination of antigen coating concentration, serum dilution and working concentration of enzyme-labeled

secondary antibody for Competition ELISA

二抗稀释

倍数

血清稀释

倍数

抗原包被浓度

2 g/mL 1.5 g/mL 1 g/mL 0.5 g/mL 0.3 g/mL 0.1 g/mL

1：10000

1：10 93.36% 95.27% 94.34% 94.08% 94.02% 94.28%

1：20 94.14% 95.24% 93.03% 93.15% 94.66% 93.06%

1：50 92.89% 94.33% 92.24% 92.65% 95.22% 93.73%

1：80 91.98% 93.56% 90.52% 92.53% 95.47% 94.34%

1：100 92.02% 93.49% 91.61% 92.92% 95.57% 94.10%

1：150 89.89% 91.40% 89.85% 90.76% 95.03% 94.60%

1：200 77.95% 78.29% 75.04% 83.92% 94.56% 93.99%

1：400 62.52% 60.02% 55.52% 71.45% 91.00% 88.29%
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续表

4.4.2 单克隆抗体最佳工作浓度的确定

如表 4.2结果显示，将单克隆抗体 1C5以 1：12000稀释时，抑制率最高。故选定竞争 ELISA

抗体检测方法中单克隆抗体的稀释度为 1：12000。

表 4.2 竞争 ELISA方法单克隆抗体工作浓度的确定

Table 4.2 Determination of working concentrations of monoclonal antibodies for Competition ELISA

单克隆抗体 1C5稀释倍数

1：100 1：500 1：1000 1：2000 1：4000 1：6000 1：8000 1：10000 1：12000 1：15000

88.23% 89.38% 90.97% 88.14% 91.80% 91.89% 92.41% 92.53% 94.69% 92.19%

4.4.3 包被时间的确定

如表 4.3 所示，当包被液均为 pH 9.6、0.05 mol/L的碳酸盐缓冲液时，包被条件为 4 ℃过夜

包被 12 h时，抑制率最高，包被效果最好。

表 4.3竞争 ELISA方法包被时间的确定

Table 4.3 Determination of encapsulation time for competitive ELISA

包被时间 阴性血清 阳性血清 抑制率

4 ℃过夜 0.141 2.152 93.45%

37 ℃ 1 h 0.152 1.513 66.16%

37 ℃ 2 h 0.149 1.813 91.78%

4.4.4 封闭液及封闭时间的确定

通过棋盘法，分别选择不同的封闭液以及不同的封闭时间，固定其余条件进行竞争 ELISA试

验。结果如表 4.4所示，当封闭液为 5% BSA，封闭条件为 37 ℃封闭 2 h，抑制率最高，封闭效

果最好。

二抗稀释

倍数

血清稀释

倍数

抗原包被浓度

2 g/mL 1.5 g/mL 1 g/mL 0.5 g/mL 0.3 g/mL 0.1 g/mL

1：20000

1：10 90.09% 96.53% 94.30% 94.77% 91.01% 90.17%

1：20 92.65% 93.55% 94.31% 94.64% 91.05% 88.98%

1：50 93.11% 93.67% 95.59% 94.26% 87.95% 92.19%

1：80 92.87% 93.41% 94.99% 93.33% 94.27% 93.01%

1：100 92.52% 93.72% 95.18% 94.13% 90.58% 94.21%

1：150 92.45% 92.28% 93.84% 94.05% 92.88% 94.41%

1：200 86.08% 84.53% 88.40% 89.97% 92.07% 94.44%

1：400 63.19% 62.86% 70.37% 76.35% 85.52% 91.07%
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表 4.4竞争 ELISA方法封闭液及封闭时间的确定

Table 4.4 Closure fluid and the determination of the closure time for competitive ELISA

封闭液
封闭时间

37 ℃封闭 1 h 37 ℃封闭 1.5 h 37 ℃封闭 2 h

10% BSA 93.51% 93.82% 93.69%

5% BSA 93.49% 94.28% 94.72%

1% BSA 93.62% 94.17% 94.71%

10% 脱脂奶粉 91.96% 92.99% 93.37%

5% 脱脂奶粉 91.86% 92.53% 93.01%

2% 脱脂奶粉 90.28% 92.41% 92.47%

1% 明胶 92.22% 91.92% 92.64%

0.5% 明胶 90.86% 91.11% 91.39%

4.4.5 阴阳性临界值的确定

采用上述已优化建立好的竞争 ELISA抗体检测方法，对 200份经微量试管凝集试验确定为阴

性的临床犬血清样本进行了检测。结果显示，平均抑制率为 1.54%，标准差为 8.17%。根据公式

当 PI≥X +3SD时，判断该血清为犬种布鲁氏菌抗体阳性，当 PI≤X +2SD时，判断该血清为犬种

布鲁氏菌抗体阴性，当X +2SD＜PI＜X +3SD时，判断该血清为可疑。可得，当样品抑制率大于

26.07%时，判断该样品血清为犬种布鲁氏菌抗体阳性，当样品抑制率小于 17.89%时，判断该样

品为犬种布鲁氏菌抗体阴性；若抑制率在两者之间，重新进行试验，若检测结果抑制率仍小于

26.07%，则判定为阴性。

4.4.6 特异性试验

采用上述已优化建立好的竞争 ELISA抗体检测方法，分别检测了小肠结肠炎耶尔森氏菌 O9

阳性血清、大肠杆菌 O157阳性血清。由表 4.5的结果可知，使用本研究建立的竞争 ELISA方法

检测上述血清均为阴性，说明该竞争 ELISA抗体检测方法特异性较好。

表 4.5竞争 ELISA方法特异性结果分析

Table 4.5 Results of specificity analysis for competitive ELISA

小肠结肠炎耶尔森氏菌 O9阳

性血清
大肠杆菌 O157阳性血清 犬种布鲁氏菌阳性血清

抑制率 -13.34% 7.16% 96.18%

4.4.7 敏感性试验

将犬种布鲁氏菌阳性血清进行倍比稀释，利用上述已优化建立好的竞争 ELISA抗体检测方法

进行检测。由表 4.6可知，当犬种布鲁氏菌标准阳性血清稀释至 1：1200时，竞争 ELISA方法仍

能检测出阳性，说明该竞争 ELISA抗体检测方法敏感性较好。
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表 4.6竞争 ELISA方法敏感性试验结果

Table 4.6 Results of sensitivity experiments for competitive ELISA

4.4.8 临床样本检测

将 300份临床样品和粗糙型微量试管凝集试验的试验结果进行比对，结果显示，粗糙型微量

试管凝集试验检出阳性样本 8个，阴性 292个。建立的竞争 ELISA抗体检测方法检测出阳性样本

7个，阴性样本 293个。阳性符合率为 87.50%，阴性符合率为 99.60%，总体符合率为 99.30%。

4.5 讨论

目前，中国还没有商品化诊断犬种布鲁氏菌的试剂盒上市应用。基于 LPS或全菌的光滑型布

鲁氏菌的 ELISA诊断方法并不能完全适用于犬种布鲁氏菌的诊断。传统的试管凝集试验和虎红平

板凝集试验的特异性低，易有假阳性出现，YAO使用虎红平板凝集试验对临床的 1220份犬血清

进行了筛查，结果显示阳性率为 10%，而使用 PCR或 qPCR方法作为验证，阳性率降至了 2.78%[80]。

PCR或 qPCR技术虽具有很高的敏感性和特异性，但需要在配备专用仪器的实验室使用，临床使

用难度大。故仍需要建立一个敏感性高、特异性好且在临床方便使用的方法来诊断犬种布鲁氏菌

病。

近年来，对犬种布鲁氏菌病的诊断方法研究主要聚焦在间接 ELISA技术并集中于以布鲁氏菌

外膜和细胞质蛋白作为为抗原的方法上。YAO通过原核表达将 OMP31、BP26以及 OMP25蛋白

进行了表达，并将 3个蛋白作为包被原与犬血清进行间接 ELISA反应，结果显示以 OMP31蛋白

作为抗原建立的间接 ELISA方法，比使用 BP26和 OMP25蛋白作为包被原建立的方法具有更好

的灵敏性，且根据特异性试验，基于 OMP31的间接 ELISA方法与其他常见的病原体的阳性血清

的交叉反应最弱[80-81]。

本试验建立的竞争 ELISA抗体检测方法使用犬种布鲁氏菌 OMP31蛋白作为包被抗原，并以

筛选出的单克隆抗体 1C5作为竞争原。通过对临床样品的检测结果显示该方法与粗糙型试管凝集

试验的符合率达 99.30%，证明该方法具有较高的敏感性。且与肠结肠炎耶尔森氏菌 O9 阳性血清、

大肠杆菌 O157阳性血清、光滑型布鲁氏菌阳性血清均无交叉反应，证明该方法具有良好的特异

性。说明该方法可用于犬种布鲁氏菌的临床检测。

由于条件以及时间的限制，在特异性验证方面只选择了与犬种布鲁氏菌有较强抗原交叉反应

的菌株进行了实验。故后续可进一步对该方法进行完善，在特异性验证方面增加犬常见病病原的

阳性血清，并对建立的竞争 ELISA抗体检测方法的重复性进行进一步验证。

阳性血清稀释倍数

1：50 1：100 1：200 1：400 1：800 1：1000 1：1200 1：1400

抑制率 95.67% 93.70% 88.59% 79.29% 61.64% 44.67% 26.20% 10.33%
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4.6 小结

成功建立检测犬种布鲁氏菌的竞争 ELISA检测方法，该方法与小肠结肠炎耶尔森氏菌 O9阳

性血清、大肠杆菌 O157阳性血清、光滑型布鲁氏菌阳性血清之间无交叉反应；当犬种布鲁氏菌

参考阳性血清稀释至 1：1200时，仍能检测出阳性结果；与犬种布鲁氏菌微量试管凝集试验符合

率达 99.30%。
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第五章 结论

1. 本研究筛选出了 4株针对犬种布鲁氏菌 RM6/66的单克隆抗体，其中单克隆抗体 1C5具

有良好的亲和力和较好的特异性。

2. 本研究经噬菌体随机肽库筛选出单克隆抗体 1C5的线性模拟表位“R-D-FGE”，利用双

向电泳及蛋白质谱分离鉴定出单克隆抗体 1C5与 OMP31 蛋白具有反应性。

3. 本研究成功建立犬种布鲁氏菌竞争 ELISA抗体检测方法。该方法与小肠结肠炎耶尔森氏

菌 O9阳性血清、大肠杆菌 O157阳性血清、光滑型布鲁氏菌阳性血清之间无交叉反应，特异性、

敏感性较好。临床样品检测与粗糙型微量试管凝集试验的符合率达 99.30%。
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第六章 创新点

1.获得一株与犬种布鲁氏菌有特异性反应，而与光滑型布鲁氏菌不反应的单克隆抗体。

2.建立了针对犬种布鲁氏菌的竞争 ELISA抗体检测方法，该方法可快速准确地检测出犬种布

鲁氏感染后的血清抗体，同时与小肠结肠炎耶尔森氏菌 O9阳性血清、大肠杆菌 O157阳性血清

无交叉反应，证明该方法具有较好的敏感性和特异性。
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