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摘要

犬副流感病毒 (Canine Parainfluenza Virus, CPIV) 是犬传染性呼吸道疾病的

主要病原之一，感染犬后常出现呼吸道症状，如发热、流涕、咳嗽等，危害犬类

健康。该病症状与感染犬瘟热病毒 (Canine Distemper Virus, CDV)的犬的临床症

状相似，难以直接鉴别诊断，因此建立一种快速、简便、准确的检测方法至关重

要。

通过试验验证发现目前市场上已有的CPIV检测试纸条存在灵敏度偏低的问

题，以及该病目前并没有特异性疗法，因此本研究同时筛选中和抗体及检测抗体，

以期为 CPIV的临床治疗、监测以及流行病学调查提供参考，对犬呼吸道疾病的

防控提供帮助。本研究主要结果如下：

1. 以 PEG6000 浓缩的 CPIV 病毒液作为免疫原对 BALB/c 小鼠进行免疫。

三次免疫后中和效价达到 1:104后即进行细胞融合。以 CPIV病毒液为包被抗原，

通过间接 ELISA方法对融合后筛选阳性克隆细胞，通过三次亚克隆，成功筛选

到 3株阳性杂交瘤细胞，分别以 1B12、4E3和 5F3为名。通过 ELISA实验，发

现 3株单克隆抗体均可分泌针对 CPIV的特异性抗体，与 CAV-2、CDV、CPV无

明显交叉反应，特异性良好；通过对单克隆抗体进行亚类鉴定，发现 1B12、5F3

重链为 IgG1，4E3 重链为 IgG2a，3 株单克隆抗体轻链均为 Kappa。通过

Western-Blot分析，发现 4E3为 CPIV的 F蛋白的抗体，1B12和 5F3为 HN蛋白

的抗体。通过病毒感染细胞的中和试验发现 4E3抗体具有中和作用。

2. 利用 BALB/c 小鼠制备腹水，通过 ELISA 试验发现 1B12 所产腹水效价

为 1×105，4E3为 1×106，5F3为 1×104。间接免疫荧光实验证明 3株单克隆抗

体能与 CPIV 反应。选取腹水抗体效价较高的 4E3 和 1B12 经辛酸-硫酸铵法和

Protein G 柱纯化，获得的两株单抗重链、轻链条带清晰，纯度达 95%以上，浓

度分别为 2.3 mg/mL和 1.3 mg/mL。

3. 以 4E3为胶体金标记抗体，1B12为检测抗体，确定反应最优条件，建立

双抗体夹心检测抗原胶体金试纸条方法。本研究建立的试纸条检测体系，最低检

测限度为 101.67 TCID50/mL，敏感性良好。仅与 CPIV 反应，与 CAV-2、CDV、

CPV等无明显交叉反应，特异性良好。试纸条放置于 37℃ 60 d, C线、T线条带
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强度一致，稳定性良好。分别用本研究制备的试纸条和商品化 C抗原检测试纸

条进行同类产品比较，检测 104.67 TCID50/mL的 CPIV 病毒液，本试纸条显色清

晰，稀释至 1:1000可见检测线，最低检测限度为 101.67TCID50/mL，商品化试纸

条显色较浅，稀释至 1:100可见检测线，稀释 1000倍时未见明显检测线，说明

本研究建立的检测试纸条其灵敏度比商品化试纸条高约 10倍。采集 46份临床样

品分别用本试纸条与 RT-PCR同时检测，试纸条检测率比 RT-PCR低，符合率达

97.8%。

本研究以 CPIV为免疫原，成功研制了 3株单克隆抗体，分别是针对病毒 F

蛋白（4E3）和 N蛋白（1B12、5F3）的，其中针对 F的单抗 4E3对 CPIV感染

细胞具有中和作用。以4E3为胶体金标记抗体，1B12为检测抗体建立了检测CPIV

双抗体夹心胶体金检测试纸条，该试纸条与 CAV-2、CDV、CPV等无明显交叉

反应，特异性好，同时和商品化试剂盒检测倍比稀释的 CPIV时，其灵敏度高约

10倍，与 RT-PCR同时检测采集的 46份临床样品时，试纸条检测率比 RT-PCR

低，总体符合率达到 97.8%。

关键词：犬呼吸道传染病；犬副流感病毒；单克隆抗体；胶体金检测试纸条
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Abstract

Canine Parainfluenza Virus (CPIV) is one of the main pathogens of infectious

respiratory diseases in dogs. Respiratory symptoms such as fever, runny nose, and

cough are common after CPIV infection in dogs, which are harmful to the health of

dogs. The symptoms of this disease are similar to those of dogs infected with Canine

Distemper Virus (CDV), and it is difficult to directly differentiate the disease.

Therefore, it is essential to establish a rapid, simple and accurate detection method.

It was found that the sensitivity of CPIV test strips on the market was low, and

there was no specific treatment for the disease at present. Therefore, this study

screened neutralizing antibodies and detection antibodies at the same time, in order to

provide reference for clinical treatment, monitoring and epidemiological investigation

of CPIV, and to provide help for the prevention and control of canine respiratory

disease. The main findings of this study are as follows:

1. BALB/c mice were immunized with PEG6000 concentrated CPIV virus

solution as immunogen. Cell fusion was performed as soon as the neutralization titer

reached 1:104 after three immunizations. Using CPIV as coating antigen, the fusion

cells were screened by indirect ELISA. Three positive hybridomas, named 1B12, 4E3

and 5F3, were successfully selected through three subcloning. The monoclonal

antibodies secreted by the above three hybridoma cells were identified. All three

hybridoma cells could secrete specific antibodies against CPIV. The secreted

monoclonal antibodies were IgG1 for heavy chain 1B12 and 5F3, IgG2a for heavy

chain 4E3, and Kappa for light chain of hybridoma cells. By Western-Blot analysis,

4E3 was found to be an antibody to the CPIV F protein, and 1B12 and 5F3 were

found to be antibodies to the HN protein. The 4E3 antibody was found to be

neutralizing by neutralization assays in virus-infected cells.

2. The titer of ascites produced by hybridoma cell line 1B12 was 1×105, 4E3 was

1×106, and 5F3 was 1×104. Indirect immunofluorescence assay showed that the

ascites of the 3 strains could only react with CPIV, and had no obvious cross-reaction

with CAV-2, CDV and CPV. Two monoclonal antibodies (4E3 and 1B12) with high
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ascites titer were purified by octanoic acid-ammonium sulfate method and Protein G

column. The heavy chain and light chain bands of the two monoclonal antibodies

were clear, the purity was more than 95%, and the concentrations were 2.3 mg/mL

and 1.3 mg/mL respectively.

3. Using 4E3 as the labeled antibody and 1B12 as the detection antibody, the

optimal reaction conditions were determined, and the double-antibody sandwich

colloidal gold test strip method for antigen detection was established. The minimum

detection limit of the test strip detection system established in this study was 101.67

TCID50/mL, and the sensitivity was good. It reacted only with CPIV, and there was no

obvious cross-reaction with CAV-2, CDV, CPV, etc. When the test strip was placed

at 37℃ for 60 days, the intensity of C line and T line was consistent and the stability

was good. The test strip prepared in this study and the commercial CPIV antigen

detection test strip were compared with similar products. The CPIV virus solution of

104.67 TCID50/mL was detected. The test strip showed clear color, and the detection

line could be seen when diluted to 1:1280, and the minimum detection limit was

101.67TCID50/mL. The commercial test strip showed light color, and the detection line

was visible when diluted to 1:100, but no obvious detection line was found when

diluted to 1000 times, indicating that the sensitivity of the test strip established in this

study was about 10 times higher than that of the commercial test strip. 46 clinical

samples were detected by this test strip and RT-PCR simultaneously, and the

coincidence rate was 97.8%.

Keywords: Canine Respiratory Infectious Disease; Canine Parainfluenza Virus;

Monoclonal antibody; Colloidal gold detection test strip
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缩略词表（Abbreviation Table）

缩写

Abbreviations
英文名称

English Name
中文名称

Chinese Name
CPIV Canine Parainfluenza Virus 犬副流感病毒

CPV Canine parvovirus 犬细小病毒

CAV Canine adenovirus 犬腺病毒

CDV Canine distemper virus 犬瘟热病毒

AP Ammonium persulfate 过硫酸铵

BSA albumin from bovine serum 牛血清白蛋白

ddH2O Deionized water 去离子水

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜

DTT DL-Dithiothreitol 二硫苏糖醇

ELISA Enzyme-Linked immunosorbent assay Gram 酶联免疫吸附实验

g Gram 克

h Hour 小时

HAT Hypoxantin-aminopterin-thymidin 次黄嘌呤-氨基喋呤-胸
腺嘧啶脱氧核苷

HT Hypoxantin-thymidin 次黄嘌呤-胸腺嘧啶脱

氧核苷

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶

IPTG Isopropylthiogalactoside 异丙基硫代半乳糖苷

Kan Kanamycin 卡那霉素

KDa Kilodalton 千道尔顿

LA Luria Bertani Agar LA固体培养基

LB Luria Bertani LB培养基

McAb Monoclonalantibody 单克隆抗体

min Minute 分钟

mL Milliliter 毫升

OD Optical density 光密度

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

PBS Phosphate Buffered Saline 磷酸盐缓冲液

PEG Polyethylene glycol 聚乙二醇

r/min Rotation per minute 每分钟转速

SDS Sodium dodecylsulphate 十二烷基磺酸钠

TEMED Tetramethyl ethylenediamine 四甲基乙二胺

TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺

μL μg Microliter Microgram 微升 微克
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1 文献综述

1.1 犬副流感概述

犬传染性呼吸道疾病复合体 (Canine Infectious Respiratory Disease Complex,

CIRDC) 是一种涉及多种病毒和细菌的全球流行综合征 (Leroith et al 2012)。波

德特氏支气管杆菌 (Bronchobacillus Burdett, Bb)、犬腺病毒 2 型 (Canine

adenovirus type 2, CAV-2)、犬疱疹病毒 (Canine Herpesvirus, CHV)、CDV和 CPIV

是 CIRDC的主要病原 (Decaro et al 2016, Matsuu et al 2020)，渐渐地，犬冠状病

毒 (Canine Coronavirus, CCoV)、犬流感病毒 (Canine Influenza Virus, CIV)、犬细

小病毒 (Canine Parvovirus, CPV) 从患病犬中被分离出来，划分在 CIRDC的主要

病原中 (Scott-Garrard et al 2018, Charoenkul et al 2021)。

犬副流感病遍布世界各地，传染性极强，尤其是犬舍和犬养殖基地。感染犬

表现为咳嗽、流鼻涕、发热等，与感染 CDV后的犬的症状极为相似，难以直接

鉴别，病情严重时还可以导致犬死亡。

1.2 CPIV 病原学特性

CPIV为不分节段的单股负链 RNA病毒，在病毒学分类中，CPIV病毒为副

粘病毒科、正腮腺炎病毒属成员 (Binn LN et.al 1967, Charoenkul et al 2021)。CPIV

的病毒粒子形状多样，脂质包膜是从被感染细胞的质膜上获得的核衣壳芽

(Karron RA et al 2007), 正常情况下呈圆球形，但囊膜破裂时则会失去自身形状。

融 合 蛋 白 (Fusion Protein, F) 和 血 凝 素 - 神 经 氨 酸 酶 蛋 白

(Hemagglutinin-Neuraminidase Protein, HN) 分布在病毒囊膜表面（孙明等 2016）。

核衣壳呈螺旋式对称，直径约 12 nm~17 nm (Randall 1987, Ellisl 2011)。由于 CPIV

为囊膜病毒，所以对脂溶剂较敏感。CPIV在高温环境下不稳定，容易失活；在

超低温环境下可保存数月，且仍具病毒活性。CPIV 在酸碱环境下极不稳定，中

性条件则可以保持它的活性 (Yuan P et al 2008)。除此之外，CPIV还具有血凝活

性，临床上常使用鸡红细胞进行毒价检测等实验（吴凡 2006，岑浩 2007）。
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1.3 CPIV 主要蛋白及功能介绍

CPIV的遗传物质是单股负链 RNA，其基因组长度为 15246 nt (齐宾宾 2015),

由 7个基因从 3’-5’按不变顺序排列：N-P-M-F-SH-HN-L（高菽蔓等 2016），两

端分别为 3’前导序列以及 5’尾随序列。与其他哺乳动物 PIV相比，CPIV的一个

独特的区别是在 F和 NH基因之间存在一个独有的 SH基因 (Karron et al 2007)。

从图 1-1可看出，CPIV基因组按 3’-5’顺序编码以下 7个蛋白组成 (刘腾飞 2010）。

图 1-1 CPIV基因结构

Fig.1-1 The basic structure of CPIV

CPIV的主要蛋白为核衣壳蛋白 (Nucleocapsid Protein, NP)、HN蛋白、F蛋

白。

NP蛋白通常被叫作 N蛋白，由 510个氨基酸构成，蛋白包裹 CPIV 基因组

形成 RNP，其 N端紧连病毒基因组，C端周围结构与病毒样颗粒 (VLP) 的形成

有关 (Schmitt et al 2010)。由于氨基酸的梯度转录，所以在基因组中 NP表达量

最高，诱导机体产生的特异性抗体含量更高，在检测抗原及抗体水平中应用更多。

HN蛋白与病毒附着细胞有关。有学者发现，以四聚体形式存在的 HN蛋白

出现在宿主细胞胞膜，病毒之所以能吸附在胞膜上是由于 HN蛋白与唾液酸受体

结合后可以发挥神经氨酸酶活性 (Elks et al 2004)。除此之外，HN蛋白作为 CPIV

的主要抗原之一，也可以诱导产生抗体 (Ruch-Gallie et al 2016)。

融合蛋白 F介导病毒囊膜和宿主细胞膜的融合，可以促进病毒入侵细胞 (Li

Z 2013, Bose et al 2014)。具有蛋白活性的 F蛋白的形成原因是 F0被蛋白酶水解

后形成F1和F2。有学者证明F蛋白是诱导中和抗体产生是主要抗原（杨敬 1996），

可以更好地中和病毒，也是学者们研究诊断制剂主要的靶标抗原（李超 2019）。

1.4 犬副流感流行病学

CPIV 传染性很强，流行范围极广，遍布世界各地。CPIV 感染宿主除了犬

以外还有貉、狐狸、老虎等。2004年孙贺延等人采集多地区未接种犬类疫苗的

老虎血清进行 CPIV抗体检测，发现其抗 CPIV的阳性率高达 65.79％（孙贺延等
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2004）。2007 年闫喜军等人采集多地的未接种疫苗的犬血清、貉血清以及狐狸

血清对其进行流行病学调查，结果显示几种犬科动物中均存在犬副流感病毒 H

抗体（闫喜军等 2007）。据报道 54只患病犬中有一半的病犬分离到 CPIV，总

体血清抗体阳性率在 30％以上。目前对 CPIV的流行病学调查显示，CPIV在临

床上常常与其他病原混合感染，例如 CAV、CDV 以及其他细菌。犬感染 CPIV

后一周左右开始排毒，病毒粒子一般通过呼吸道传染健康犬，并且感染 CPIV后

犬体内的中和抗体水平在一个月内达到高峰。

除了以上那些已经确定的 CPIV感染物种之外，Durchfeld及 Davidson等人

的研究发现了 CPIV 还可以实现在狼、雪貂和啮齿类动物中的跨物种传播

(Davidson et al 1991, Durchfeld et al 1992)。

目前 CPIV常见的易感细胞有 VERO、MDBK、MDCK等，Chen 等用 VERO

细胞扩增 CPIV病毒毒价高达 8×108 PFU/mL (Chen et al 2018)。

1.5 临床症状和病理变化

不存在其他病原感染的情况下，犬感染 CPIV 后引起的呼吸道症状程度并

不严重 (Fenner et al 2014), 表现为发热、食欲大退、流鼻涕等症状，与流感症状

相似，病犬疲软无力。当 CPIV与其他呼吸道病原共同感染时，症状加重，甚至

持续 10 d左右 (Reagan and Sykes 2020)，严重者引起死亡；幼犬感染 CPIV后可

能导致神经症状（刘兆宇和张磊 2014），如后肢麻痹，不能正常行走。

病犬呼吸道器官病变明显，症状为常见的发热、流涕等。有学者对病犬组

织进行剖检，发现大量中性粒细胞和淋巴细胞聚集在气管、支气管粘膜处 (Binn

ll et al 1967)。感染 CPIV 后，病犬会出现不同程度脑软化、脑炎、脑水肿等神经

症状，部分免疫力低下的犬还可能出现间质性肺炎 (Evermann et al 1980,

Baumgartner et al 1982, Jacobs et al 2005)。

1.6 犬副流感病毒诊断方法

1.6.1 病原分离

犬出现呼吸道症状后，采集犬的鼻咽拭子或病死犬解剖后的呼吸道组织，使
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用MDCK或VERO等易感细胞进行病原分离，保持其培养环境为中性 (Timani et

al 2008, Ravid et al 2010)。通常情况下，传代 5次以内若未出现病变，则认为该

病料不含 CPIV；在观察到 CPIV在细胞上产生细胞融合和变圆、脱落等病变后，

应用荧光定量、血凝和血凝抑制、电镜观察等实验检测是否为 CPIV。若病料中

存在其他病毒，如 CAV、CPV等，则需进行空斑纯化 CPIV，直至得到单克隆。

刘畅、李长垒等采用此方法分别分离到了 CPIV-BJO 1株和 CPIV-CC株，并用多

种方法对病毒进行鉴定（李长垒 2014，刘畅 2019）。病原分离及鉴定所需时间

较长，并需要严格的无菌操作技术。

1.6.2 免疫荧光检测

对病死犬进行剖检，采集 CPIV可能出现的组织，如扁桃体、淋巴结、肺等

器官，进行切片固定，利用特异性荧光抗体判定切片是否为 CPIV阳性。但该方

法操作较繁琐，且病理切片质量对结果影响较大（杨亚萍 2022）。

1.6.3 血凝和血凝抑制实验

由于 CPIV具有血凝活性，因此可用血凝和血凝抑制实验来检测体内特异性

抗体水平，但该方法对红细胞的要求较高，且稳定性不好（杨亚萍 2022）。

1.6.4 酶联免疫吸附试验

酶联免疫吸附试验 (ELISA)，利用血清学原理，可以应用于 CPIV检测。宋

彩玲建立竞争 ELISA检测血清中的 CPIV抗体。该方法以 CPIV为抗原，以 CPIV

单克隆抗体为竞争抗体，检测重复性、特异性均良好（宋彩玲 2015）。ELISA

检测灵敏性高，但操作过程复杂、需要时间长、对操作要求严格。

1.6.5 RT-PCR 和 RT-qPCR

对病死犬解剖并采集 CPIV常出现的呼吸道组织，提取 RNA后反转录扩增，

通过特异性引物对 cDNA进行扩增，若核酸电泳结果条带大小与预期相符且序列

比对正确，则判定 CPIV阳性（于浩 2006，王凤雪 2007，高晓宇 2010，康泰 2013）。
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部分健康犬携带 CPIV但未出现症状，所以仅用该技术并不能完全说明问题。要

将临床症状和实验室诊断技术结合起来，这样的判读结果才准确（余春 2001）。

但解剖病料、提取 RNA及反转录各个过程较为烦琐，且易污染，耗时较长。

实时荧光定量聚合酶链式反应 (Real-Time PCR, qPCR) 获得 cDNA 的方式

与 RT-PCR相同，但该方法灵敏性、特异性远远高于普通 PCR，且可以通过多通

道同时检测多种多种病原，目前已被广泛应用于病原的诊断方面。目前利用核酸

提取试剂盒可以完成核酸提取工作，省时省力，但是存在成本高昂，无法大批量

应用于临床检测。

1.7 胶体金免疫层析技术

1.7.1 胶体金免疫层析技术及原理

二十世纪末，胶体金作为一种逐渐兴起的体外诊断技术。目前胶体金免疫层

析技术已经成功的应用于多种生物样品中分析物的快速检测，特别是许多疾病的

特异性抗原和抗体 (Koczula et al 2016)。与 PCR、ELISA等检测方法相比，胶体

金免疫层析技术具有快速、低成本和易于使用等优点。这些特性使得该检测方法

非常适合于未经培训的人员进行现场检测，成为在人类健康、兽医、食品安全和

环境研究方面的常用诊断工具 (Siu et al 2016)。目前，胶体金免疫层析技术被报

道用于多种动物病毒感染的检测 (Yang et al 2010)。

胶体金免疫层析技术是用胶体金标记的抗原或抗体作为示踪剂，以硝酸纤维

膜为载体，将用胶体金标记的抗原或抗体在检测线处与特异性的抗体或抗原结合，

之后可以在硝酸纤维膜捕获处形成肉眼可见的颜色 (Raeisossadati et al 2016)。如

图 1-2所示，胶体金检测试纸条主要由图中 5部分组成（章先等 2019，Ngom B et

al 2010)，技术成熟，操作简单，可以在短时间内看到结果（陈晓峰 2004），且

检测的准确度高，在抗原诊断和抗体检测方面具有很大的发展前景。
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图 1-胶体金检测试纸条结构组成（董旭旭 2022）
Fig.1-2 Colloidal gold test strip structure composition (Dong Xuxu 2022)

1.7.2 胶体金免疫层析技术的分类

胶体金免疫层析技术与 ELISA 技术一样，分为三类：竞争法、间接法和夹

心法。

间接法（张玲等 2007）适用于血清中抗体水平的检测，以此判定机体内是

否存在该病原的特异性抗体，达到检测病原的目的。它的的原理是胶体金标记物

为抗抗体，相当于 ELISA 中的 HRP标记的二抗，抗原则包被于 T线处。待检样

品中的抗体则可与金标抗体及抗原发生特异性反应从而显色。

夹心法 (Mahmoudi T et al 2019) 又称双抗体夹心法，主要用于检测蛋白分子

量大的物质，如细菌和病毒粒子。该方法需要两个不同位点的特异性抗体，一个

与金标探针偶联，另一个包被于 T线。检测时会形成双抗体夹心结构，该方法

准确性更高，更加可靠。

竞争法 (Mahmoudi T et al 2019) 适用于检测小分子物质，通过一个抗体与抗

原结合进而实现另一个抗体无法与抗原结合的竞争效果，需要注意的是竞争抗体

应采用一个不饱和量，其检测结果与其他两种方法相反，若为阳性，则 C线正

常，T线不显色；若为阴性，则 C线、T线均显色。
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图 1-3胶体金检测试纸条的原理（董旭旭 2022）

A:竞争法; B:夹心法; C:间接法

Figure 1-3 Principle of colloidal gold detection test strip

(A) Competitive detection. (B) Sandwich method detection. (C) Indirect detection (Dong

Xuxu 2022)
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1.7.3 胶体金免疫层析技术在病毒疾病中的诊断应用

赵少若等以犬轮状病毒 (Canine RotaVirus, CRV) 为免疫原，制备了 4株阳

性单克隆抗体，基于单克隆抗体建立的胶体金检测试纸条，检测 47份临床样品

符合率 93.6％，检测 CAV、CDV、CPV、CCoV均为阴性，准确性及特异性均良

好（赵少若等 2022）。王莹等研制的可用于检测猫细小病毒 (Feline Parvovirus,

FPV) 的胶体金免疫层析试纸在 513份临床血清样品检测中，与 PCR检测的总符

合率高达 96％，并且与猫杯状病毒 (Feline Calicivirus, FCV)、猫疱疹病毒 (Feline

Herpesvirus, FHV) 无交叉反应，表明其敏感性和特异性良好，可用于 FPV的临

床快速检测（王莹等 2021）。杨凯越建立的 CPV胶体金试纸条，可应用于患病

犬的临床快速检测，用试纸条和 PCR技术分别检测了 30份犬的临床样品，检测

符合率为 93.3%（杨凯越 2020）。贾宇旻等人以制备的猪流行性腹泻病毒 (Porcine

Epidemic Diarrhea Virus, PEDV)单克隆抗体为基础，建立的双抗体夹心胶体金检

测试纸条，最低检测线为 7.8×103 TCID50/mL，敏感性、稳定性、特异性均较高，

与 RT-PCR同时检测 115份临床样品符合率为 93％（贾宇旻等 2019）。邵雨制

备了可以检测H9亚型的胶体金试纸条和禽类鸡毒支原体抗体检测的胶体金试纸

条，H9的检测结果与 HI试验对比符合率为较高，在禽类鸡毒支原体抗体检测中，

与 SPA检测对比符合率同样较高，特异性强（邵雨 2019）。房超等人以单克隆

抗体建立的检测犬瘟热病毒的抗体胶体金试纸条，特异性及反应性良好（房超等

2011）。余春明等人以浓缩的 FCV免疫 BALB/c 小鼠，成功获得 5株阳性单克

隆细胞并制备了诊断 FCV的胶体金快速诊断试纸条，该方法的敏感性、特异性、

稳定性均较好，并与 RT-PCR的检测结果符合率在 90％以上，对病原诊断具有广

泛的应用价值（余春明等 2023）。

1.8 预防和控制

CPIV作为犬呼吸道传染病的病原之一，主要通过呼吸道途径传播给其他健

康易感宿主，对病犬采取有效隔离措施是较为有效的防止传播方式（刘腾飞 2010，

温彪 2012）。日常饲养犬时，尽量减少长途运输，更换环境，过度拥挤等情况，

降低犬的发病率（余春等 2001，陈龙如 2004）。目前我国市面上并没有根治 CPIV
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的特效药，临床上常用抗生素、补充体液等方式对病犬进行对症治疗，日常饲养

可在日粮中添加保健品来增强犬的免疫能力。

当前预防犬发病使用最多的是弱毒疫苗（焦库华等 2009），犬按照正常免

疫程序免疫后，机体产生的中和抗体最多可以在体内保持 2年，使犬免受 CPIV

的感染 (Mouzin DE et al 2004)。CPIV-XN934和 CPIV-XN4分别是我国分离的一

株犬副流感病毒强毒株和弱毒株，弱毒株适用的扩毒细胞为 VERO和MDCK，

病毒扩增滴度较高，可作为免疫原制备弱毒疫苗。中国人民解放军第四军医大学

动物研究中心李六金等人以犬瘟热、病毒性肠炎、肝炎、喉气管炎、副流感和狂

犬病为抗原研制的犬五联疫苗已经应用于临床（李六金等 1996）。
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2 研究目的与意义

CPIV常在犬舍或流浪犬基地流行 (Piewbang C 2017), 传染性强，危害范围

广，给养殖业带来了严重损失，目前市场预防犬传染病的疫苗多为联苗，并不能

完全控制 CPIV的再感染 (Charoenkul et al 2021, Erles K et al 2004)。胶体金试纸

条具有操作简单、快捷、低廉的优点，适用于 CPIV的临床筛查，以尽早控制病

情、减少损失。

当前国内针对 CPIV 的检测技术主要是 RT-qPCR、RT-PCR、ELISA 以及胶

体金试纸条。其中 RT-PCR是宠物医院常用的的检测技术，而目前国内检测 CPIV

的胶体金试纸条研发并不多，且具备国家正式批号的试纸条较少。因此本研究基

于新的单克隆抗体建立胶体金检测病原试纸条，选取其中 2株腹水进行胶体金检

测方法的建立，通过特异性、灵敏性以及临床样品检测证明了该胶体金试纸条可

应用于临床检测，为 CPIV的临床诊断提供候补的检测产品；同时筛选了中和抗

体，为后续研发治疗制剂提供材料。
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3 材料与方法

3.1 实验材料

3.1.1 实验动物、毒种及细胞

本试验中使用的小鼠均为 SPF级 4~6周龄 BALB/c雌性小鼠，购自华中农业

大学实验动物中心。

MDCK细胞、CPIV、CAV、CDV、CPV均由本实验室保存。

SP2/0骨髓瘤细胞，中国典型培养物保藏中心提供，本实验室保存。

佐剂（免疫佐剂、腹水制备佐剂）均购自北京博奥龙免疫技术有限公司，货

号分别为 KX0210041、KX0210048-10。

3.1.2 引物设计

本研究利用 Primer Premier 5.0生物软件设计引物,引物由北京擎科生物科技

有限公司合成。引物序列见表 3-1。

表 3--1本研究所用的 PCR引物

Table 3-1 PCR primers used in this study

成份

Components
体积

Volume (μL)
CPIV-F-F CTTTAAGAAGGAGATATACCATGAAGGCAAATAAAAATG

CPIV-F-R GGTGACTGCCCCCACCTCCTAATACACTTGTAGTCG

CPIV-H-F CTTTAAGAAGGAGATATACCATGTATGAGAGTTTAATA

CPIV-H-R GTGACTGCCCCCACCTCCGGATAGTGTCACCTGACG

CPIV-N-F GTGACTGCCCCCACCTCCGGATGTCATCCGTGCTTAAAG

CPIV-N-R CTGGGTGATCTTGACATCGGAGGTGGGGGCAGTCACC

pET-28a-R CATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC

pET-28a-F GGAGGTGGGGGCAGTCACCATCATC

pET-28a-JD-F GATGTCGGCGATATAGGCGCC

pET-28a-JD-R GGGTTTTTTGCTGAAAGGAGG
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3.1.3 主要仪器与试剂

表 3-2本研究所用的主要试剂、耗材与仪器设备

Table 3-2 Main reagents, consumables and Instruments used in this study

仪器设备

Equipment
购买公司

Purchase company
EDC-810 型 PCR仪 北京东胜创新生物科技股份有限公司

DYH-III 电泳仪、核酸水平电泳槽 北京六一仪器厂

SCW-CZ-650型洁净工作台 苏州宏瑞净化科技有限公司

XW-80A微型涡旋混合仪 上海沪西分析仪器厂有限公司

DK-S22型恒温水浴锅 上海精宏试验设备有限公司

BD-BGC1蓝光切胶仪 无锡博弗瑞德生物科技有限公司

5810型台式高速大容量离心机 德国 Eppendorf公司

二氧化碳细胞培养箱 SANYO MCO-AC

光学显微镜 OLYMPUS CKX31

4℃、-20℃、-80℃冰箱 海尔公司

立式高压蒸汽灭菌锅

紫外-可见光分光光度计

上海博讯实业有限责任公司

U-2910，Hitachi
电子天平 上海科学精密仪器有限公司精平仪器厂

酶标仪 上海赛默飞世尔有限公司

照胶仪 上海能科技有限公司

化学发光成像系统 以色列 DNR公司

琼脂糖 Biosharp

Triton-X-100 Sigma-aldrich

Westernblot ECL显色液 Bio-rad公司

BSA BioFroxx

EasyTaq DNA PoLymerase 北京全式金生物技术有限公司

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

PrimeSTAR HS DNA PoLymerase 南京诺唯赞生物科技股份有限公司
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3.1.4 培养基配置

LB 液体培养基：5.0 g/L 酵母粉，10 g/L 胰蛋白胨，10 g/L 氯化钠溶于 1 L

单蒸水中，高压灭菌后常温保存。

LA 固体培养基：5.0 g/L酵母粉，10 g/L 胰蛋白胨，10 g/L 氯化钠，15 g/L

琼脂粉于 1 L水中，高压灭菌后常温保存。

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

添加剂（50×）、HT添加剂（50×）、50％PEG购于美国 Sigma公司。胎牛血

清购于 GBICO公司。

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

双抗 1 mL。

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

HAT（50×）2 mL。

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

HT（50×）2 mL。

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

恒温水浴锅中温于至 37℃备用。

胎牛血清：-80℃保存的血清放在 4℃溶解后，56℃水浴灭活半小时后，上下

颠倒混匀，4℃保存。

3.1.5 Western Blot 相关试剂

BSA (Bovine Serum Albumin) 购自 BioSharp 公司。HIS 标签抗体及 HRP羊

抗鼠二抗，均购自 Southen Biotechology 生物公司。溴酚蓝、DTT粉剂、粉剂、

甘氨胶（美国MP公司）、丙三醇、吐温-20、冰醋酸、无水乙醇、浓盐酸购自

国药集团化学试剂有限公司。蛋白质Marker购自 Theromfish 公司。

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

于 1 L烧杯中，加入单蒸水 600 mL，充分搅拌溶解，转移至容量瓶定容 1 L，用

0.22 μm滤膜过滤，于棕色瓶中 4℃避光保存。

10% 过硫酸铵溶液：称量 1.0 g过硫酸铵粉末，加入 10 mL单蒸水后搅拌溶
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解，于棕色瓶中 4℃避光保存。

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

拌溶解均匀，用浓 HCI调 pH值至 8.8，转移到容量瓶定容 1 L, 用 0.22 μm滤膜

过滤后，于 4℃保存。

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

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

后，于 4℃保存。

5×SDS Loading buffer：称量 SDS 1.0 g、溴酚蓝 0.01 g, 加入 1 M Tris-HCI

(pH6.8) 2.5 mL，甘油 5 mL，定容 10 mL，室温保存，备用。

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

管中，-20℃冻存，备用。

SDS-PAGE 凝胶配方：10% SDS-PAGE 分离胶 (5 mL): 按照 Takara 公司

SDS-PAGE凝胶配制方法，加入单蒸水 1.9 mL, 30%聚丙烯酰胺溶液 1.7 mL, 1.5M

Tris-HC1 (pH8.8) 1.3mL, 10% SDS 溶液 0.05 mL, 10%过硫酸铵溶液 0.05 mL 及

TEMED 0.002 mL, 充分混合。

5% SDS-PAGE 浓缩胶 (2 mL): 加入单蒸水 1.4 mL, 30%聚丙烯酰胺溶液

0.33 mL, 1.0 M Tris-HCI (pH6.8) 0.25 mL, 10% SDS溶液0.02 mL, 10%过硫酸铵溶

液 0.02 mL 及 TEMED 2 μL, 充分混合。

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

g的 SDS, 溶于 500 mL单蒸水中，搅拌溶解待用。

Western Blot转膜缓冲溶液：称取甘氨酸 14.4 g及 Tris-base 3.0 g, 加入约 600

mL的 ddH2O, 充分溶解后，定容至 800 mL, 加入 200 mL甲醇，现配现用。

10×TBST缓冲液：称取NaCl 88.0 g及 Tris-base 24.2 g, 加入 800 mL ddH2O，

充分溶解后，加入 5 mL Tween-20及 10 mL浓盐酸充分混匀，定容至 1 L, 4℃保

存。

1×TBST: 使用 ddH2O稀释 10×TBST，加入 0.1 M或 1 M的 HCL调节 pH

至 7.6，定容至 1 L, 再加入 0.5 mL Tween-20, 4℃保存。

Western Blot封闭液：称取 2 g BSA、5 g脱脂奶粉溶解于 100 mL TBST中，

-20℃保存。
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3.1.6 核酸胶相关试剂

50×TAE缓冲液：称取 242 g Tris和 37.2 g二水合 EDTA二钠溶解于 800 mL

单蒸水中，加 57.1 mL冰乙酸，充分溶解混匀，定容至 1 L，室温保存，用时稀

释至 1×TAE溶液。

1.0％琼脂糖凝胶：称取 1.0 g琼脂糖于 100 mL 1×TAE缓冲液中，加热融化，

待溶液冷却至 60℃左右加入 5 μL Goldview贮存液。

3.1.7 ELISA 相关试剂

包被液（0.05 mol/L pH 9.6 碳酸盐缓冲液）：称取Na2CO3 1.59 g, NaHCO3 2.93

g，加超纯水定容至 1 L, 调 PH至 9.6。

磷酸盐缓冲液（0.01 mol/L, pH 7.4）：称取 NaCl 8.0 g, NaHPO4·12H2O 2.9 g,

KCl 0.2 g, KH2PO4 0.2 g, 加超纯水定容至 1 L。

洗涤液 (0.05％PBST)： 吸取 0.5 mL Tween-20，加入到 1 L 0.01 mol/L pH7.4

PBS缓冲液中，充分混匀，室温保存。

封闭液：称取 1 g BSA, 2.5 g脱脂乳，加入到 50 mL的 PBST洗涤液中，涡

旋混匀，现配现用。

抗体稀释液 (2％BSA)：称取 1 g BSA，溶于 50 mL 的 PBST洗涤液中，涡

旋混匀，现配现用。

终止液：2 mol/L H2SO4。

3.1.8 试纸条主要试剂配制

金标保存液：0.2 mol/L硼酸盐缓冲液，pH值 9.0：称取硼酸 12.366 g、加入

到 900 mL 超纯水中溶解，待完全溶解后，混匀，用 5 mol/L NaOH 调 pH 值至

9.0，再加入超纯水定容至 1 L。

金标垫和样品垫处理液：称取 20 g BSA、0.2 g NaN3、5 g PVP K30、1 g

PEG-20000加入到 900 mL的 PBS (0.01 mol/L, pH值 7.2) 溶液中，充分溶解，再

加入 Tween-20 0.5 mL, 混匀后用 PBS (0.01 mol/L, pH值 7.2) 溶液定容至 1 L。
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3.2 试验方法

3.2.1 免疫方案制定

以浓缩后的 CPIIV 病毒液作为免疫原，佐剂选用博奥龙快速水佐剂，试验

动物为 6周龄的 BALB/c磁性小鼠。将快速佐剂与免疫原等体积混合后，按 100

μL/只的抗原量通过肌肉注射 6周龄的 BALB/c小鼠 3只，每隔 14 d免疫一次。

免疫三次后对血清效价最高的小鼠进行三次腹腔冲击免疫，每次 50 μL, 每次间

隔 1 d。最后一次冲击免疫后 1 d进行细胞融合。免疫程序如下（表 3-3）：

表 3-3小鼠免疫程序

Table 3-3 Immunization Schedule for Mice

免疫次数 免疫剂量（μL） 免疫佐剂 免疫时间（D） 免疫途径

首免 100 快速佐剂 0 肌肉注射

二免 100 快速佐剂 14 肌肉注射

三免 100 快速佐剂 28 肌肉注射

冲击免疫 50 - 36 腹腔注射

冲击免疫 50 - 38 腹腔注射

冲击免疫 50 - 40 腹腔注射

3.2.2 细胞复苏及培养

从液氮罐中取出冻存细胞后立即放入 37℃恒温水浴锅，迅速摇晃至冻存液

完全融化。室温 2000 r/min离心 5 min 弃去上清，用完全培养基重悬细胞于细胞

瓶中，置于恒温培养箱中培养，6 h~8 h后换液。

当细胞长至单层时，对细胞进行传代。首先，弃掉培养基，用胰酶洗 2遍，

加入 1 mL胰酶，置于恒温培养箱中消化细胞，至细胞瓶直立时细胞可以从瓶壁

分散滑落为准，加入适量培养基中和胰酶，保留适量比例细胞，补加完全培养基

(T25为 5 mL, T75为 15 mL), 置于恒温培养箱中培养。
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3.2.3 病毒含量测定

96孔细胞培养板接种MDCK细胞至细胞生长至单层时，将完全培养基换成

2％FBS的维持培养基，将病毒液以 10倍比稀释 8个稀释度，接种至细胞中，每

个稀释度接种 8个孔，每孔接种 100 μL, 设置两列无病毒液的空白细胞对照。将

细胞板置于恒温培养箱中培养，每日观察，直至细胞不再出现病变为止，按照

Reed-Muench方法计算病毒 TCID50。

3.2.4 病毒扩增及浓缩

MDCK细胞生长至单层时，弃掉培养基，换成 2％FBS的培养基，按照 1%

的比例接种 CPIV病毒液，于培养箱培养，每日观察病变情况，直至 80％~90％

的细胞变圆、脱落、核碎裂，将细胞及上清一起收集，于-80℃反复冻融 3次，

将收集的病毒液在 4℃、8000 r/min离心 30 min, 去除细胞碎片，收集上清即为

病毒液。

按终浓度 3％ (m/V) 加入氯化钠，终浓度 8％ (m/V) 加入 PEG6000, 反复

摇匀，4℃过夜静置，沉淀病毒粒子，4℃条件下 18000 r/min离心 1 h, 弃掉上清，

用少量 PBS重悬沉淀，过夜溶解，-80℃分装冻存待用。

3.2.5 建立间接 ELISA 检测方法

将超速离心纯化的 CPIV 病毒以及MDCK 细胞蛋白分别在碳酸盐包被缓冲

液中稀释成不同浓度，进行抗原包被浓度的摸索，具体步骤如下：

（1）设置不同梯度的抗原包被量，病毒以 1:50、1:100、1:200、1:400、1:800、

1:1600、1:3200、1:6400进行包被；细胞以 1:10、1:20、1:40、1:80、1:160、1:320、

1:640、1:1280进行包被，100 μL/孔，4℃包被过夜；

（2）弃去（1）中板子内的包被液，用 PBST清洗板子 3次，200 μL/孔，吸

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

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

干，-20℃保存备用或即用；

（4）将采集的小鼠阳性血清用 2％BSA以 1:1000、1:2000、1:4000、1:8000、
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1:16000、1:32000、1:64000、1:12800的稀释度进行稀释，100 μL/孔，37℃温育

1 h；

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

干，加入 1:10000稀释的 HRP标记的 IgG 酶标羊抗鼠二抗，100 μL/孔，37℃温

育 45 min；

（6）弃去（5）中的二抗，PBST清洗板子 3次，吸水纸拍干，加入配制好

的 TMB显色液，100 μL/孔，37℃显色孵育 15 min；

（7）显色结束后，以 2 mol/L H2SO4终止反应，每孔 50 μL/孔，测定 OD450nm

值，进行数据分析确定抗原最佳工作浓度；

（8）以（7）中摸索好的抗原包被浓度，包被 15块~20块 ELISA板，于-20℃

冻存，用于后续血清抗体效价检测及杂交瘤细胞筛选。

3.2.6 间接 ELISA 试验与中和试验检测免疫小鼠抗体水平

小鼠第三次免疫后 7 d尾尖采血，分离血清。

间接 ELISA试验具体步骤：

（1）将 3.2.5中包被好的抗原板从-20℃取出解冻，将免疫鼠血清从 1:1000

依次 2倍比稀释至 1:8192000，并做空白鼠血清 1:100阴性对照，100 μL/孔，并

置于 37℃作用 1 h；

（2）弃上清，用 PBST清洗 3次，吸水纸拍干，加入 1:10000稀释的 HRP

标记的羊抗鼠二抗，100 μL/孔，37℃孵育 45 min；

（3）弃去二抗，用 PBST清洗板子 3次，吸水纸拍干，加入配置好的 TMB

显色液，100 μL/孔，37℃显色孵育 15 min；

（4）显色结束后，以 2 mol/L H2SO4 终止反应，测定 OD450nm值。

中和试验具体步骤如下：

（1）将MDCK细胞铺一块 96孔板，100 μL/孔；

（2）将采集的小鼠血清依次按 1:100、1:1000、1:10000、1:100000 进行十

倍比稀释，稀释液为含 2％ FBS、1％青-链霉素的 DMEM; 将 CPIV 原毒按 100

TCID50/0.1 mL进行稀释，将 50 μL 稀释的病毒液与 50 μL不同稀释度的血清等

比例混匀，对照组设置为：空白细胞对照（100 μL培养基）、病毒对照（50 μL
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病毒液+50 μL培养基）、空白血清对照（50 μL未免疫鼠血清 1:100稀释+50 μL

病毒液）、免疫鼠血清对照（50 μL 1:100免疫鼠血清+50 μL 培养基），每组设

置 3个重复，于 37℃孵育 1h，将各个稀释度的血清与病毒混合液分别加入细胞

板，100 μL/孔；

（3）置于 37℃、5％CO2细胞培养箱中，每隔 24 h于细胞显微镜下观察病

变情况，判定终点为 72 h；

（4）如果抗体水平大于 1:10000，则进行冲击免疫，准备细胞融合。

3.2.7 SP2/0 骨髓瘤细胞的制备

（1）将实验室冻存的 SP2/0骨髓瘤细胞从液氮罐中取出，复苏于 T25细胞

瓶中，置于 37℃、5%CO2培养箱中培养。待细胞长满单层后弃掉培养基，用

RPMI-1640 基础培养基将细胞轻轻吹下，2000 r/min 离心 5 min, 弃上清，

RPMI-1640基础培养基重复洗一遍，最后用 1.5 mL RPMI-1640基础培养基重悬

细胞，分三点注射 BALB/c小鼠背部皮下，每点 500 μL, 约 10～14 d可见小鼠背

部形成明显肿瘤；

（2）小鼠摘眼球放血后用颈椎脱臼法处死，75%酒精浸泡 5 min, 消毒皮毛。

小鼠固定于解剖盘中，无菌状态下将肿瘤块剪下置于匀浆器中，加入 3 mL

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

2 min，吸取上层的细胞悬液于 15 mL离心管备用；该步骤重复两次；

（3）将细胞悬液以 1000 r/min 离心 10 min, 弃上清，用 12 mL RPMI-1640

基础培养基重悬细胞。在 2个 15 mL离心管中先加入 6 mL小鼠淋巴细胞分离液，

将等量 SP2/0骨髓瘤细胞悬液轻轻地加在分离液之上，500 g/min离心 20 min, 吸

取位于分界面致密的白色细胞层，取得的细胞用 RPMI-1640基本培养基洗 2遍，

将所得细胞用 RPMI-1640完全培养基重悬，于细胞瓶中培养扩大，直至细胞数

量达到 1×108个。

3.2.8 免疫脾细胞的制备

（1）将进行了 3次冲击免疫的小鼠摘眼球放血后用颈椎脱臼法处死（收集

血清为阳性血清），75%酒精浸泡 5 min，消毒皮毛；
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（2）无菌状态下将小鼠固定于解剖板上，后肢交叉固定，用无菌镊子夹住

下腹部皮肤，剪一小口，撕开皮肤露出腹膜，换一套镊子和剪刀，剪开腹膜，暴

露出脾脏，再换一套剪刀镊子，用镊子夹住脾脏，用剪刀去掉粘连的脂肪组织，

剪破脾脏外膜；

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

基，止血钳拔出 5 mL 注射器内芯，用白色端挤压出脾脏细胞，之后用适量

RPMI-1640基本培养基将脾细胞重悬，再将脾细胞悬液通过 200目的细胞筛，除

掉脂肪或组织块。

将收集的细胞悬液 1000 r/min 离心 10 min，弃上清，该步骤重复 2 次，用

RPMI-1640基础培养基重悬细胞，计数后放 37℃、5%CO2培养箱备用。

3.2.9 饲养细胞的制备

（1）取一只未免疫的 BALB/c 鼠，摘眼球放血后颈椎脱臼法处死，收集血

清为阴性血清，于-20℃保存备用；

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

后肢交叉固定，用无菌镊子夹住下腹部皮肤，剪一小口，撕开皮肤露出腹膜，换

一套镊子和剪刀，剪开腹膜，暴露出脾脏，再换一套剪刀镊子，用镊子夹住脾脏，

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

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

取上层的细胞悬液于 15 mL离心管备用；该步骤重复两次；

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

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

养板，100 μL/孔，置于 37℃、5% CO2培养箱中待用。

3.2.10 细胞融合

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

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

弹击离心管管底，使细胞沉淀略加松动，以细胞将要顺管壁下流为准；

（2）将该离心管正置于于 38℃恒温水浴锅中，保证管底完全浸入水中，在
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1 min内缓慢滴入 1 mL预温至 38℃的 50% PEG, 边加边轻轻用吸管搅拌。加完

后继续搅拌 1 min, 然后静置 45 s；

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

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

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

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

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

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

于 37℃、5% CO2培养箱中培养；

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

待融合细胞集落长至培养孔 1/3时，即可通过间接 ELISA 对细胞上清进行抗体

检测，选取 P/N值高、P值高的克隆孔进行亚克隆。

3.2.11 阳性细胞的亚克隆

采用有限稀释法对经 ELISA 筛选后的阳性杂交瘤细胞进行亚克隆，具体操

作流程如下：

将初筛阳性的细胞孔内的培养基小心弃去，向孔中加入200 μL的RPMI-1640

完全培养基，用移液器将孔内的细胞轻轻吹散，按照一定比例进行稀释，吸取

10 μL于细胞计数板上，在显微镜下对细胞进行观察计数，计算出细胞的密度，

采用有限稀释法对杂交瘤细胞悬液进行逐步稀释，使最终细胞密度为 1000个/mL，

吸取 100 μL稀释好的细胞悬液加入 10 mL RPMI-1640完全培养基中，充分混匀

后，均匀滴加到 96孔细胞培养板中，使每孔的细胞密度控制在 1个/孔，置于 37℃、

5% CO2 细胞培养箱中进行培养。5 d后在显微镜下观察亚克隆的杂交瘤细胞的

生长状况，将只含有单克隆的细胞孔做好标记，待细胞板中细胞密度铺满 50％

时，以 3.2.10中的筛选方法对单克隆细胞孔筛选，将第一次亚克隆阳性的细胞进

行第二次亚克隆，直至亚克隆的细胞阳性率达到 100％，即可筛选出稳定分泌抗

体的单克隆细胞。在每次亚克隆的同时将每次筛选为阳性的杂交瘤细胞进行扩大

培养、冻存，以防止亚克隆过程中细胞的丢失及其他意外情况的出现。
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3.2.12 杂交瘤细胞的冻存与复苏

细胞冻存：将经过多次亚克隆已经建立好细胞系的杂交瘤细胞进行扩大培养，

将生长状态良好且处于对数生长期的细胞进行冻存。首先用 RPMI-1640完全培

养基将细胞板中的杂交瘤细胞轻轻吹下，1000 r/min离心 5 min, 弃去培养基。用

提前配置的含 10％ DMSO的细胞冻存液，将细胞沉淀进行重悬，分装于冻存管，

置于冻存盒，-80℃保存过夜。次日即可将细胞转移至液氮罐中进行保存。

细胞复苏：取出液氮中冻存的杂交瘤细胞，在 37℃水浴锅中快速晃动直至

冻存液完全融化，1000 r/min离心 5 min, 弃去冻存液，用 RPMI-1640完全培养

基将细胞沉淀完全重悬，转移至细胞板中，置于 37℃、5％CO2细胞培养箱中培

养。24 h后细胞大部分贴壁后进行换液，并每日观察复苏后的细胞生长状态。

3.2.13 杂交瘤细胞染色体数目鉴定

采用秋水仙素法进行胞核学检验，取对数生长期的细胞，加入培养基体积

1/10的 0.005 M秋水仙素到培养瓶中，继续培养 4 h～5 h，150 g离心 5 min，去

除上清。将细胞重悬于 7 ml低渗 0.075% KCl溶液中，37℃温育 15 min。加入 1～

2 ml新鲜配制的固定液（甲醇：冰醋酸＝3:1）到低渗后的溶液中，轻轻混匀，

150 g离心 5 min，去上清。加入 7 ml的新鲜固定液混匀室温下固定 15 min，150

g离心 5 min，去除上清。再加入 7 ml的固定液，混匀室温下固定 15 min，150 g

离心 5 min，去除上清。加入一定量的固定液，轻轻混匀，制成悬液，滴在一张

干燥、洁净的载玻片上，轻轻吹散，火焰固定，自然干燥；用吉姆萨染液染 10 min～

15 min，流水冲洗，风干后镜检。显微镜下寻找分散良好，染色适中的分裂相，

油镜下观察，计染色体数。

3.2.14 单克隆抗体亚类鉴定

取 杂 交 瘤 细 胞 上 清 ， 使 用 SBA Clonotyping System-HRP 试 剂 盒

（SouthernBiotech) 进行亚类鉴定。具体操作如下：

（1）将先前已经包被好的抗原板从-20℃取出解冻，将 100 μL 杂交瘤上清

添加到每个孔中，并置于 37℃作用 1 h；
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（2）弃上清，用 PBST清洗 3次，吸水纸拍干，加入 1:500稀释的 HRP标

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

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

（3）弃去检测抗体，用 PBST清洗板子 3次，吸水纸拍干，加入配置好的

TMB显色液，100 μL/孔，37℃显色孵育 15 min；

（4）显色结束后，以 2 mol/L H2SO4 终止反应，测定 OD450nm值。

3.2.15 杂交瘤细胞株分泌抗体的反应性分析

利用间接免疫荧光试验对杂交瘤细胞培养上清进行反应性与特异性分析，具

体步骤如下：

（1）将MDCK细胞提前铺于二十四孔细胞板，待细胞长至单层，接种 CPIV

病毒液；

（2）待病毒入侵细胞后，弃去孔里培养基，PBS清洗 3次，加入 4％的多

聚甲醛，200 μL/孔，室温固定 25 min；

（3）弃去（2）中的固定液，PBS清洗 3遍，加入 0.2％的 Triton-100×，200

μL/孔，室温透化 20 min；

（4）弃去（3）中的透化液，PBS清洗 3遍，加入 10％的山羊血清进行封

闭，200 μL/孔，37℃封闭 1 h；

（5）弃去（4）中的封闭液，PBS清洗 3遍，分别加入杂交瘤细胞上清、免

疫鼠血清、空白鼠血清、SP2/0细胞上清以及 PBS，200 μL/孔，4℃过夜；

（6）弃去（5）中的一抗，PBS清洗 3遍，避光加入 1:250稀释的 FITC 488

羊抗鼠二抗，200 μL/孔，37℃作用 1 h；

（7）弃去（6）中的二抗，PBS清洗 5遍，避光加入 1:3000稀释的 DAPI，

200 μL/孔，4℃染色 10 min；

（8）弃去（7）中的 DAPI，向细胞孔加入 PBS，200 μL/孔，置于荧光显微

镜下观察结果。

3.2.16 杂交瘤细胞株分泌抗体的特异性分析

（1）将实验室保存的 CPIV、CAV-2、CDV、CPV病毒液以 1:10进行包被，
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100 μL/孔，4℃包被过夜；

（2）弃去（1）中板子内的包被液，用 PBST清洗板子 3次，200 μL/孔，吸

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

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

干，-20℃保存备用或即用；

（4）将 3株阳性杂交瘤细胞培养上清以 1:10的稀释度进行稀释，100 μL/

孔，37℃温育 1 h；

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

干，加入 1:10000稀释的 HRP标记的 IgG酶标羊抗鼠二抗，100 μL/孔，37℃温

育 45 min；

（6）弃去（5）中的二抗，PBST清洗板子 3次，吸水纸拍干，加入配制好

的 TMB显色液，100 μL/孔，37℃显色孵育 15 min；

（7）显色结束后，以 2 mol/L H2SO4终止反应，每孔 50 μL/孔，测定 OD450nm

值。

3.2.17 杂交瘤细胞上清抗体效价测定

用间接 ELISA方法检测杂交瘤细胞培养上清抗体效价，操作程序为：将先

前包被的 ELISA板解冻，3株杂交瘤细胞培养上清作为一抗，从 1:100开始依次

2倍比稀释至 1:6400，以 HRP标记的羊抗鼠 IgG为二抗。同时 SP2/0骨髓瘤细

胞上清液作为阴性对照，检测单抗培养上清的最大效价。

将中和抗体 4E3的杂交瘤细胞上清从 1:50、1:100、1:200、1:400、1:800、

1:1600稀释，与 100 TCID50/0.1mL的 CPIV病毒液混合接种于长满单层的MDCK

细胞，同时做好病毒对照、空白细胞对照、SP2/0培养上清对照，判定终点为 72

h。

3.2.18 单抗靶标抗原鉴定

3.2.18.1 病毒 RNA 的提取

200 μL CPIV病毒液中加入 500 μL Trizol，涡旋混匀后于冰上裂解 15 min。
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向其中加入 200 μL 氯仿，涡旋 15 s 于冰上静置 10 min, 于 4℃12000 r/min离心

15 min, 吸取 600 μL上清于另一个无 RNA酶的 1.5 mL EP管中，向其中加入 600

μL异丙醇，轻轻混匀，冰上静置 10 min, 于 4℃12000 r/min离心 10 min, 小心弃

去上清，加入 1 mL无水乙醇轻轻重悬沉淀，于 4℃12000 r/min离心 10 min, 重

复一次后将液体吸净并置于超净台中风干 5 min, 最后加入 20 μL DEPC水溶解。

3.2.18.2 RNA 反转录及基因扩增

使用美国普罗麦格生物公司的 RQ1 RNase-Free DNase 除去样品中 RNA 溶

液中基因组 DNA，去 DNA体系见表 3-4：

表 3-4去 DNA反应体系

Table 3-4 The Reaction system for DNA removal

成份

Components
体积

Volume (μL)
RNA < 2μg

RNase-Free DNase 7
10×Buffer 3
DEPC水 up to 30 μL

37℃反应 1 h后，加入 5 μL Stop Solution, 65℃反应 10 min终止反应；

使用美国普洛麦格生物公司的 M-MLV Reverse Transciptase 对样品 RNA 进

行反转录，反转录体系见表 3-5。

表 3-5反转录预反应体系

Table 3-5 Retrotranscriptional preresponse system

成份

Components
体积

Volume (μL)
RNA < 2 μg

特异性引物

（10μmol/μL）
1

DEPC水 up to 15 μL

70℃反应 5min，冰浴 2min，再加入其他体系，进行反转录；
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表 3-6反转录反应体系

Table 3-6 The Reaction system for RT-PCR

成份

Components
体积

Volume (μL)
上一步反应液 15
M-MLV RT 1

M-MLV 5×Reaction Buffer 4

Recombinant RNase Inhibtior 0.5

dNTP（2.5μmol/μL） 4
DEPC水 up to 25 μL
RNA <2μg

RNase-Free DNase 7
10×Buffer 3
DEPC水 up to 30 μL

37℃反应 5 min, 42℃反应 1 h, 72℃反应 15 min, 得到反转录产物（cDNA）。

3.2.18.3 CPIV-H、F、N 抗原目的基因的扩增

通过 SnapGene设计特异性引物后，分别用 CPIV-F-F、CPIV-F-R、CPIV-H-F、

CPIV-H-R、CPIV-N-F、CPIV-N-R、pET-28a-F、pET-28a-R进行扩增 CPIV-H、F、

N基因及 pET-28a载体的扩增。使用扩增体系及反应条件如表 3-7所示：

表 3-7片段扩增反应体系

Table 3-7 Fragment amplification reaction system
成份

Components
体积

Volume (μL)
cDNA <100ng

酶 1

特异性上下游引物 各 2

dNTP 1

Buffer 10

MgSO4 1

ddH2O up to 50 μL

扩增条件如表 3-8：
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表 3-8片段扩增反应条件

Table 3-8 The reaction conditions of PCR amplification of the target fragment

Temperature Time Cycles

95℃ 5min

95℃ 10sec

32
60℃ 10sec

72℃ 15sec/kb

72℃ 5min

25℃ 1min

3.2.18.4 扩增片段胶回收

（1）快速切下含目的 DNA片段的凝胶，并尽量去除多余的凝胶，

（2）称取凝胶块的重量，并转移至 2 mL离心管中。加入 1~3倍凝胶体积

Buffer GDP, 55℃水浴至凝胶块完全溶解；

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

离心管中。把 700 μL溶胶液转移至柱子中。12000 r/min离心 30 s；

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

子中。静置 1 min。12000 r/min离心 30 s；

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

用无水乙醇稀释）至柱子中。12000 r/min离心 30 s；

（6）重复（5）一次，12000 r/min离心 2 min；

（7）把柱子套在 1.5 mL离心管中，加入 20 μL ddH2O（预热至 55℃）至柱

子膜中央。放置 2 min。12000 r/min离心 1 min。

3.2.18.5 目的片段与载体融合转化

利用融合 PCR技术，将 CPIV-N、CPIV-F、CPIV-H三个片段构建至线性化

的 pET-28a载体上。融合 PCR的原理是采用具有互补末端的引物，扩增出有重

叠链的 PCR产物，再通过融合酶的作用，将两个具有重叠链的不同 PCR产物片

段连接起来，若是目的片段与质粒载体片段融合成完整的质粒，其产物可直接转

化到 DH5α 感受态细胞中。重叠 PCR的反应体系中 DNA 片段与载体片段的摩
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尔比 3:1~10:1，插入片段添加量不超过 200 ng, 如表 3-9所示，反应条件如表 3-10

所示：

表 3-9重叠体系

Table 3-9 The first step reaction system of overlap PCR

反应体系如表 3-10所示：

表 3-10重叠 PCR的反应条件

TabLe 3-10 The first step reaction condition of overlap PCR

Temperature Time

37℃ 15min

50℃ 8min

52℃ 8min

54℃ 8min

58℃ 8min

60℃ 8min

25℃ 1min

3.2.18.6 CaCl2处理法制备感受态

（1）菌种复苏：取-80℃保存的 DH5α菌种划线接种于 LA平皿上，做好标

记，于 37℃温箱培养过夜。挑取单菌落接种于 1 mL LB液体培养基中，置于 37℃

摇床中，200 r/min震荡培养 10 h；

（2）菌液扩大培养：次日将活化的菌液按 1:1000转接到 50 mL LB培养基

中，置于 37℃摇床，160 r/min震荡培养 4 h；

（3）当 OD600nm≈0.5时，取出培养物，冰上静置 30 min；

成份

Components

体积

Volume (μL)

片段 200ng

载体 20ng

酶 4

ddH2O up to 20
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（4）4℃条件下，5000 r/min离心 10 min，在无菌超净台中弃去上清，收集

菌体，将管倒置于干滤纸上 1 min，吸干残留的培养液，加入 25~30 mL预冷的

0.1 mol/L CaCl2重悬菌体，冰浴 15 min；

（5）4℃条件下，5000 r/min离心 10 min, 超净台中弃去上清，收集菌体，

加入 1 mL预冷的含有 15%甘油的 0.1 mol/L CaCl2，轻轻吹散，重悬菌体，冰浴

10 min；

（6）取感受态细胞悬 100 μL 每管分装于 1.5 mL 预冷的灭菌离心管中，保

存于-80℃冰箱中。

3.2.18.7 融合产物的转化

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

如下：

（1）取出在-80℃冰箱中保存的感受态细胞，置于冰上解冻；

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

受态细胞的离心管中，轻轻吹打，冰上静置 30 min；

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

管迅速置于冰上冷却 2 min, 每管加 1 mL LB培养基，置于 37℃摇床，160 r/min

复苏 1 h；

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

仅剩 200 μL，涂布含有四环素的 LA琼脂平皿中。待平皿表面无明显液滴后，将

平皿倒置于 37℃恒温培养箱中培养过夜。

3.2.18.8 质粒转化子的 PCR 鉴定

在无菌环境下挑取转化子到含菌体，无菌取出 3 μL到外开的 PCR管中用作

鉴定 PCR的模板，其余的补上 1 mL对应抗性的 LB培养基，置于 37℃恒温振荡

器中摇菌。使用引物 pET-28a-JD-F、pET-28a-JD-R进行 PCR扩增鉴定。反应体

系如表 3-11所示，反应条件如表 3-12所示。
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表 3-11鉴定 PCR反应体系

TabLe 3-11 The reaction system of identification PCR

System composition Reagent dosage

10×Easy Taq Buffer 2.5μL

dNTPMixture (2.5 mmol/L each) 1μL

Forward Primer (10 μmol/L) 1.5μL

Reverse Primer (10 μmol/L) 1.5μL

Template 2μL

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

ddH2O up to 25μL

表 3-12鉴定 PCR的反应条件

TabLe 3-12 The reaction conditions of identification PCR

Temperature Time Cycles

98℃ 10min

95℃ 30sec
3259℃ 30sec

72℃ 30sec/kb

72℃ 10min

25℃ 1min

若鉴定的转化子疑似正确，则将对应的内开离心管中的菌液取出 200 μL送

测序。

3.2.18.9 质粒提取

将鉴定正确的单菌落转接，过夜摇菌提取质粒

（1）柱平衡步骤：向吸附柱 CP3中（吸附柱放入收集管中）加入 500 μL的

平衡液 BL，12,000 r/min离心 1 min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱重新放回

收集管中；

（2）取 1 mL~5 mL过夜培养的菌液，加入离心管中，常温离心 12000 r/min

离心 1 min，尽量吸除上清(菌液较多时可以通过多次离心将菌体沉淀收集到一

个离心管中)；
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（3）向留有菌体沉淀的离心管中加入 250 μL溶液 P1，使用移液器或涡旋

振荡器彻底悬浮细菌沉淀注意如果有未彻底混匀的菌块，会影响裂解，导致提取

量和纯度偏低；

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

裂解；

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

匀，此时将出现白色絮状沉淀。12000 r/min离心 10 min；

（6）将上一步收集的上清液用移液器转移到吸附柱 CP3中（吸附柱放入收

集管中），尽量不要吸出沉淀。12000 r/min离心 30 s，倒掉收集管中的废液，将

吸附柱 CP3放入收集管中；

（7）向吸附柱 CP3中加入 600 μL含有无水乙醇的漂洗液 PW，12000 r/min

离心 30s，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CP3放入收集管中；

（8）重复操作步骤 8；

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

柱中残余的漂洗液去除。然后将吸附柱 CP3开盖，置于室温放置数分钟，以彻

底晾干残余的漂洗液；

（10）将吸附柱 CP3置于个干净的离心管中，向吸附膜的中间部位滴加 100

μL洗脱缓冲液 EB，室温放置 2 min，12000 r/min离心 2 min，将质粒溶液收集到

离心管中。

3.2.18.10 Western Blot 验证

将上述提取的质粒转化至 Rosetta感受态中，次日挑取单菌落摇菌并扩大菌

液体积进行蛋白表达。表达后的各抗原菌液超声破碎后，收集上清与各杂交瘤细

胞株上清进行Western Blot验证，方法如下：

（1）取重组 pET-28a-CPIV-N、pET-28a-CPIV-F、pET-28a-CPIV-H蛋白各 80

μL，每管中加入 20 μL 5×SDS Loding Bufer，将充分混匀后的样品在沸水水中煮

沸 15 min，之后再加 10 μL 10%DTT，4℃条件下 12000 r/min 离心 2 min。将处

理好的样品加入提前组装好的凝胶加样孔中，样品量为 10 μL/孔，进行

SDS-PAGE电泳，先 80 V电泳 30 min，后调至 120 V电泳 1 h，结束电泳，关闭
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电源；

（2）将玻璃板上的凝胶小心剥离，参照剥离凝胶的大小，裁剪相同大小的

NC膜和滤纸，裁剪完后用缓冲液将 NC膜和滤纸进行充分浸润，取出夹子，按

照蛋白胶在负极，NC膜在正极的规则，将滤纸凝胶 NC膜组装成三明治的结构，

组装完后进行挤压以防气泡而导致实验不成功。将组装好的结构浸润在缓冲液中，

打开电源开关，调整电压为 100V，时间为 1 h。实验结束后，将 NC 膜浸润于

5%BSA中孵育 1 h。一抗选用阳性杂交瘤上清，对照组为 SP2/0细胞上清，室温

孵育 1 h，反应结束后，格 NC膜浸没于盛有 TBST 的容器中于摇床进行振荡洗

涤，洗涤 5次，每次 3 min，选用 HRP标记的 IgG 抗体，按 1:5000进行稀释，

恒温振荡孵育 1 h。反应结束后，将 NC膜浸没于盛有 TBST 的容器中于摇床进

行振荡洗涤，洗涤 5次，每次 3 min完成后，轻轻拭干 NC膜上残留液体，将其

置于超灵敏化学发光成像系统内，将配制好的化学发光底物显色液均匀涂布于

NC膜表面，然后对其进行拍照保存。

3.2.19 腹水的制备

选取健康状况良好的 8～10周龄雌性 BALB/c 小鼠，将腹水制备佐剂以 0.5

mL/只的量进行腹腔注射；10 d 后，将计数好的杂交瘤细胞注射入小鼠腹腔（1

×105个/只），注意小鼠腹部变化，待小鼠腹部膨大（大约 10 d）后，采集腹水，

1000 r/min离心 10 min（离心红细胞及其他杂质），吸取离心后上清（避免吸到

油脂）12000 r/min离心 10 min，吸取上清，加入石英砂后在旋转混合仪上过夜

孵育进行除脂，12000 r/min离心 10 min，吸取上清，-80℃保存备用。

3.2.20 腹水效价的测定

用间接 ELISA方法检测小鼠腹水抗体效价，操作程序为：以浓缩的 CPIV

作为包被抗原，将小鼠腹水作为一抗，从 1:100开始依次 10倍比稀释至 1:109，

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

检测单抗腹水的最大效价。效价达 105以上进行纯化。
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3.2.21 腹水的纯化

3.2.21.1 辛酸-硫酸铵法初步纯化

（1）采集的腹水加入 4倍体积的乙酸钠缓冲溶液 (pH4.8)；

（2）室温条件下，逐滴加入辛酸并搅拌（每毫升腹水加入 33 μL辛酸），

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

置 2 h以上使其充分沉淀；

（3）在 4℃条件下，12000 r/min离心 30 min, 吸取上清；

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

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

铵溶液，在冰上操作，逐滴缓慢加入并搅拌 30 min；

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

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

12 h换液一次；

（6）4℃条件下，12000 r/min离心 30 min，吸取上清。

3.2.21.2 Protein G 柱再次纯化

（1）结合缓冲液流过柱子，在流液状态下装柱子；

（2）5倍柱体积的结合缓冲液平衡柱子，1 mL/min.；

（3）按照 5 mg～10 mg/mL柱子的载量来准备样品，调节样品的流速至 1

mL/min，样品自循环排气；

（4）打开上样阀，开始上样，循环上样 30 min~60 min, 样品冰浴；

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

杂蛋白；

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

60 μL中和缓冲液的 EP管接收。每支 1 mL左右；

（7）洗脱完毕，立即用 10倍柱体积的结合缓冲液平衡柱子，再用 20%的乙

醇浸泡，4℃过夜保存。
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3.2.22 纯化后单克隆抗体的检验

使用蛋白含量测定试剂盒按照说明书测定纯化后单抗的蛋白含量。采用

SDS-PAGE检验纯化后单抗的纯度：每株单抗分别取 40 μL样品，加入 10 μL 5

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

5 min。将处理后蛋白样品点样 10 μL于蛋白胶孔，并点样 5 μL蛋白Marker 于相

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

胶电泳 60 min。待电泳结束，小心剥离凝胶，加入考马斯亮蓝 R-250染色液(完

全浸没凝胶)，置于摇床上染色 1 h。染色结束后，将考马斯亮蓝 R-250染色液回

收，将凝胶浸泡在考马斯亮蓝脱色液中，置于摇床上，每隔 30 min换一次脱色

液直至脱色完全。最后将凝胶放于凝胶成像系统观察并照相保存结果。

将蛋白含量较高纯度较好的单抗混合后进行透析脱盐。透析后单抗分装保存

备用。

3.2.23 基于单克隆抗体的 CPIV 胶体金检测方法的建立

3.2.23.1 胶体金纳米粒子制备

取 100 mL超纯水中加入预先配制的 1.0 mL 1%氯金酸溶液，于磁力加热搅

拌器上加热至沸腾，迅速向其中加入 1%柠檬酸三钠溶液（现配现用）1.2 mL，

并充分混匀，继续加热沸腾 10 min。冷却至室温后，加入超纯水定容至 100 mL。

冷却至室温后于 4℃保存。用肉眼观察法、紫外-可见光分光光度计扫描法对胶体

金颗粒进行鉴定。

3.2.23.2 金标抗体和检测抗体的选择

将克隆号 4E3和 1B12的单克隆抗体分别作为金标记抗体和检测抗体按常规

条件制备试纸条，用 CPIV病毒液进行检测，观察不同克隆号单克隆抗体分别作

为金标记抗体和检测抗体的检测结果。
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3.2.23.3 最佳金标 pH 摸索

（1）取 5 mL EP管，每管加入 3 mL胶体金溶液；

（2）分别加入体积为 0、3、15、27、39、51 uL的 0.2 M K2CO3溶液；

（3）分别加入 90 μg单克隆抗体 4E3，颠倒混匀，室温静置 30 min，使用

紫外-可见分光光度进行扫描，选取出现最大吸收峰时对应的胶体金 pH值为最佳

标记 pH值。该 pH值对应的 0.2 M K2CO3溶液添加体积为最佳添加体积。

3.2.23.4 最佳标记蛋白量摸索

（1）取 5 mL EP管，每管加入 2 mL胶体金溶液；

（2）用 0.2 M K2CO3溶液调节胶体金 pH为最佳标记 pH值；

（3）分别加入 1 mg/mL不同体积的单克隆抗体使之浓度为 0、2、4、6、8、

10、12、14、16 μg单抗/mL胶体金，颠倒混匀，室温静置 15 min；

（4）每管再加入 200 μL 10% NaCL溶液，混匀并室温下静置 15 min；

（5）眼观胶体金溶液颜色变化并使用紫外-可见光分光光度计进行扫描，依

据胶体金溶液由蓝变红时的单克隆抗体量再加 20%，并选取出现最大吸收峰时对

应的抗体量，即为抗犬副流感病毒单克隆抗体的最佳标记量；

表 3-13单克隆抗体最佳标记量的确定

Table 3-13 Determination of optimal labeling amount of monoclonal antibody

3.2.23.5 金标抗犬副流感病毒单克隆抗体的制备

将胶体金溶液用 0.2 M碳酸钾溶液调至最佳 pH值，混匀 20 min～30 min。

将单克隆抗体按最佳标记量加入到胶体金溶液中，混匀 30 min。加入 BSA至终

浓度为 1%，搅拌 30 min。4℃ 8500 r/min离心 40 min，收集沉淀。加入金标保

编号

项目
1 2 3 4 5 6 7 8 9

胶体金体积

（mL）
2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

单抗用量（μL） 0 4 8 12 16 20 24 28 32

10%NaCL用量

（mL）
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
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存液复溶至原体积，再以 4℃ 9000 r/min离心 40 min，收集沉淀。沉淀用 1/10

初始胶体金体积的金标保存液重悬，即为金标记抗体。使用紫外-可见光分光光

度计在 400 nm～600 nm范围内进行扫描，测定最大吸收波长和吸光值，获得胶

体金标记抗体的吸收光谱。当单克隆抗体结合到胶体金颗粒表面后，会使得胶体

金颗粒增大，扫描图谱的最大吸收峰发生红移，吸收峰峰宽增加，吸收 OD值变

大。即证明单克隆抗体成功标记到胶体金颗粒表面。

3.2.23.6 试纸条的组装与制备:

（1）处理金标垫和样品垫，配制金标垫和样品垫处理液，完全浸泡裁剪好

垫子 30 min，于 37℃烘箱中过夜干燥；

（2）将金标抗 CPIV单抗涂布于金标垫处理液处理过的金标垫上，干燥 3～

7 h；

（3）试纸条划线，将 1B12、4E3和羊抗鼠抗体稀释成合适浓度，上样清洗

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

mm, 两线间隔 5 mm, 划线完成后于 37℃烘箱烘干 20 min；

（4）组装试纸条，将样品垫、金标垫、NC膜、吸水纸依次裁剪为合适宽

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

试纸条切条，使用切条机，将系统参数中试纸条宽度设置为 4 mm；

（5）试纸条组装，将切割好的试纸条按照正确方向装于塑料卡套中，用于

进行下一步实验。

3.2.23.7 反应时间优化

制备试纸条，金标探针添加量为最佳添加体积。用所制备的试纸条检测同-

一个阳性样品，点样后观察 10 min、15 min、20 min、25 min, 选择 T线、C线

条带强度趋于稳定的最佳时间点为反应终点。

3.2.23.8 试纸条敏感性检验

用 PBS溶液稀释病毒含量为 104.67 TCID50/mL的 CPIV病毒液样品，按 1:5、

1:10、1:20、1:40、1:80、1:160、1:2560进行倍比稀释，每个样品取 100 μL用同
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一批试纸条进行检测，判定试纸条的最低检测限。

3.2.23.9 试纸条特异性检验

用同一批试纸条，分别检测犬常见病毒 CPV、CDV、CPIV、CAV-2、PBS

以及他们的混合物和阴性临床样品，检测胶体金试纸条特异性。

3.2.23.10 试纸条稳定性检验

试纸条于 37℃保存，进行加速老化试验。分别在 0 d、10 d、20 d、30 d、40

d、50 d、60 d用制备的试纸条检测同一份阳性和阴性样品，进行试纸条稳定性

分析。

3.2.23.11 商品化同类产品比较试验

将病毒含量为 104.67 TCID50/mL的 CPIV病毒液阳性样品进行 1:5、1:10、1:100、

1:1000、1:2000、1:4000稀释。购买具有国家正式批准文号的市面上某犬副流感

病毒胶体金检测试纸条，与自研胶体金试纸条同时检测倍比稀释后的样品，比较

检测结果。

3.2.23.12 临床样品符合率检测

采集 46份犬的眼、鼻拭子，样本大多无明显症状，个别有泪痕、鼻涕症状。

用自研试纸条检测 46份犬眼、鼻分泌物拭子，记录样品检测结果，与 RT-PCR

检测结果进行比较，计算符合率。

表 3-14临床样品符合率检测

Table 3-14 Coincidence detection of clinical samples

比对方法

阳性 阴性 总计

诊断

试验

阳性 a（真阳性） b（假阳性） a+b

阴性 c（假阴性） d（真阴性） c+d

总计 a+c b+d a+b+c+d
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4 结果与分析

4.1 CPIV 单克隆抗体的制备

4.1.1 犬副流感病毒的 TCID50的测定及病毒扩增、浓缩

事先将MDCK细胞铺进 96孔细胞培养板，当细胞长至 80％时接种 1:10依

次十倍比稀释直至 1:108的 CPIV 病毒液，并设置未接毒的空白细胞对照。每日

观察细胞病变情况直到细胞不再出现病变时,观察每个稀释度的细胞病变孔数，

根据 Reed-Muench法测得 CPIV原液 TCID50为 104.67/mL。

A B C

D E F

G F H

图 4-1 CPIV接种MDCK 后的 TCID50测定

A~G: 分别接种 1:10、1:102、1:103、1:104、1:105、1:106、1:107、1:108稀释的 CPIV的MDCK

细胞 H: MDCK 细胞

Fig.4-1 TCID50 determination of CPIV after inoculation with MDCK

MDCK cells were seeded 1:10, 1:102, 1:103, 1:104, 1:105, 1:106, 1:107, and 1:108 diluted with

CPIV H:MDCK cells
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4.1.2 间接 ELISA 检测方法的建立

为了确定融合后阳性杂交瘤细胞的抗原筛选条件，利用 CPIV超离病毒液建

立间接 ELISA方法。第三次免疫后进行尾尖采血，CPIV浓缩病毒液最佳包被浓

度，以 CPIV超离病毒液为正向筛选，MDCK细胞为 CPIV的感染细胞，故选择

MDCK细胞裂解液为负向筛选。P/N=(CPIV超离病毒液 OD/MDCK细胞裂解液

OD), 取 P/N值最大所对应的蛋白浓度作为后续测定效价的抗原包被浓度。根据

表 4-1 可以看出，CPIV 超离病毒液稀释度在 1:200、MDCK细胞裂解液稀释度

在 1:20时，P/N值最高，故 CPIV 超离病毒液包被浓度为 1:200, MDCK 细胞裂

解液包被浓度为 1:20作为间接 ELISA最佳工作条件。
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表 4-1抗原最佳工作浓度方阵滴定结果

Table 4-1 The results of square matrix titration of optimal working concentration

4.1.3 病毒感染后间接 ELISA 与细胞中和实验测定免疫鼠血清抗体

水平

通过间接 ELISA 与中和试验同时检测小鼠血清抗体水平，从图 4-2 可以看

出，3只小鼠中 1号鼠血清抗体效价最高，为 1:10240; 因此检测 1号小鼠的血清

中和抗体水平，对照组均成立的情况下，免疫鼠血清中和抗体水平达到 1:10000

可以进行细胞融合。

血清稀释度

抗原稀释度
1:2×103 1:4×103 1:8×103 1:16×103 1:32×103 1:64×103 1:128×103 1:256×103

空白

血清

1:100

CPIV 2.86 2.911 2.872 2.492 1.797 1.075 0.63 0.38 0.113

MDCK 1.33 0.87 0.547 0.328 0.198 0.136 0.107 0.097 0.088

P/N 2.150 3.346 5.250 7.598 8.076 7.904 5.888 3.918 -

1:200

CPIV 2.871 2.918 2.79 2.436 1.687 1.042 0.601 0.365 0.099

MDCK 1.284 0.791 0.534 0.293 0.186 0.135 0.103 0.08 0.095

P/N 2.236 3.689 5.225 8.314 9.070 7.719 5.835 4.563 -

1:400

CPIV 2.857 2.815 2.591 2.053 1.375 0.826 0.477 0.27 0.082

MDCK 1.043 0.68 0.424 0.26 0.164 0.112 0.09 0.076 0.086

P/N 2.739 4.140 6.111 7.896 8.384 7.375 5.300 3.553 -

1:800

CPIV 2.703 2.441 1.973 1.409 0.895 0.508 0.287 0.177 0.074

MDCK 0.889 0.594 0.383 0.241 0.151 0.114 0.083 0.069 0.097

P/N 3.040 4.109 5.151 5.846 5.927 4.456 3.458 2.565 -

1:1600

CPIV 2.081 1.725 1.315 0.877 0.552 0.308 0.187 0.122 0.067

MDCK 0.6 0.398 0.268 0.181 0.13 0.105 0.08 0.068 0.162

P/N 3.468 4.334 4.907 4.845 4.246 2.933 2.338 1.794 -
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图 4-2 间接 ELISA试验测定免疫鼠血清抗体水平

Fig.4-2Serum antibody levels were measured by indirect ELISA

A B C

D E F

图 4-3 病毒感染后细胞中和实验测定免疫鼠血清中和抗体水平

A~C: 分别接种 1:1000、1:10000、1:100000稀释的免疫鼠血清与 CPIV的MDCK 细胞

D: MDCK细胞 E: 接种 CPIV的MDCK细胞 F: 接种 CPIV与空白鼠血清的MDCK细

胞

Fig. 4-3 The level of antibody in serum of immunized mice was detected by cell
neutralization test after virus infection

A~C:MDCK cells were inoculated with 1:1000, 1:1000 and 1:10000 diluted serum of

immunized mice and CPIV respectively D:MDCK cells E:MDCK cells inoculated with

CPIV F:MDCK cells inoculated with CPIV and blank mouse serum
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4.1.4 细胞融合后阳性杂交瘤细胞的筛选与亚克隆

免疫脾细胞和 SP2/0骨髓瘤细胞进行细胞融合后 10 d, 于显微镜下观察杂交

瘤细胞生长情况。若细胞状态良好，且未融合的脾细胞和瘤细胞已经凋亡，则可

以更换 HT培养基。换液后 1 d, 对有杂交瘤细胞生长的细胞孔计数。待杂交瘤细

胞长至 1/4 培养孔面积时对其筛选，同时统计细胞融合率和阳性率。结果表明

86％的细胞孔内有杂交瘤细胞生长；对有杂交瘤细胞的细胞孔进行检测，阳性检

出率为 1％，用有限稀释法对阳性杂交瘤细胞亚克亚克隆、扩大及冻存，经过三

轮亚克隆后成功筛选出 3株，分别命名为 1B12、4E3、5F3。

表 4-2细胞融合后阳性单克隆细胞筛选结果

Table 4-2 Screening results of positive monoclonal cells after cells fusion

细胞板 融合孔数（个） 融合率（％） 阳性孔数（个） 阳性率（％）

1 83 86 70 84

2 89 92 74 83

3 80 83 63 79

4 79 82 58 73

5 85 88 65 76

6 90 98 83 92

4.1.5 杂交瘤细胞染色体数目鉴定

对数生长期的杂交瘤细胞经秋水仙素处理，吉姆萨染液进行染色，置于显微

镜下仔细观察染色体数目。结果见图 4-4，杂交瘤细胞染色体数目分别为 1B12:76

±5条，4E3为 84±5条，5F3为 66±5条。而单一 SP2/0骨髓瘤细胞染色体数

目为 62条，脾细胞的染色体数目为 40条。筛选到的杂交瘤细胞染色体数介于骨

髓瘤细胞和脾细胞融合染色体数之间，说明所得的杂交瘤细胞是骨髓瘤细胞和脾

细胞的融合产物。
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A B C

图 4-4 杂交瘤细胞染色体数目鉴定

A:1B12 B:4E3 C:5F3

Fig.4-4 Identification of chromosome number in hybridoma cells

A:1B12 B:4E3 C:5F3

4.1.6 阳性单克隆抗体亚类鉴定

使用亚类鉴定试剂盒对筛选到的 3株阳性杂交瘤细胞进行鉴定，结果见表：

1B12、5F3重链为 IgG1，4E3重链为 IgG2a; 3株杂交瘤细胞轻链均为 Kappa。

表 4-3 3株阳性单克隆细胞的亚类鉴定结果

Table 4-3 Subclass identification results of three positive monoclonal cells

IgA IgM IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 Kappa Lambda Ig

1B12 0.156 0.157 2.766 0.164 0.166 0.186 0.577 0.127 2.608

4E3 0.242 0.203 0.45 2.756 0.187 0.143 0.877 0.213 2.417

5F3 0.156 0.138 2.811 0.21 0.129 0.186 0.57 0.125 2.613

4.1.7 单克隆抗体反应性验证

采用间接免疫荧光法，一抗分别用 3株单克隆抗体培养上清，同时用免疫鼠

血清作为阳性对照，空白鼠血清作为阴性对照，PBS作为二抗对照，通过荧光二

抗观察单克隆抗体与感染 CPIV的MDCK细胞反应性。从图 4-5可以看出，免

疫鼠血清阳性对照与 3株单抗均能与 CPIV反应，板孔内出现特异性绿色荧光，

空白鼠血清对照与 PBS对照组则无特异性绿色荧光出现，说明制备的 3株单抗

与 CPIV有较好的反应性。
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A B C

D E F

图 4-5 间接免疫荧光试验验证 3株单克隆抗体对感染 CPIV的MDCK 细胞反应性

A:免疫鼠血清 B:空白鼠血清 C: PBS D:1B12 E:4E3 F:5F3

Fig.4-5 Indirect immunofluorescence assay was used to verify the reactivity of three

monoclonal antibodies against CPIV-infected MDCK cells

A:Immune mouse serum B:Blank rat serum C: PBS D:1B12 E:4E3 F:5F3

4.1.8 单克隆抗体反应特异性验证

将实验室保存的 CPIV、CAV、CDV、CPV分别包被酶标板，以 3株单克隆

抗体上清作为一抗进行常规 ELISA试验。结果如表 4-4所示，3株单抗与 CPIV

的 OD450nm读值分别为 2.455、2.877、2.497，与 CAV、CDV、CPV的 OD450nm读

值均在 0.5以下，说明筛选到的 3株单抗特异性均良好。
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表 4-4 间接 ELISA试验验证 3株单克隆抗体的特异性

Table 4-4 Indirect ELISA was used to verify the specificity of the three monoclonal

antibodies

单抗名称 1B12 4E3 5F3

CPIV 2.455 2.877 2.497

CAV 0.332 0.303 0.215

CDV 0.289 0.329 0.193

CPV 0.225 0.259 0.414

4.1.9 单克隆抗体杂交瘤细胞上清抗体效价测定

将 3 株单抗的细胞培养上清从 1:100 开始 2 倍比稀释至 1:6400，应用间接

ELISA进行效价测定。结果见图 4-6，1B12与 4E3细胞上清效价为 1:3200，5F3

为 1:1600。说明 3株杂交瘤细胞生产特异性抗体能力较强。

图 4-6间接 ELISA测定单克隆抗体杂交瘤细胞培养上清抗体效价

Fig.4-6 Indirect ELISA was used to determine the antibody titer of hybridoma cell culture

supernatant

4.1.10 测定单克隆抗体 4E3 的中和抗体效价

将中和抗体 4E3 的杂交瘤细胞上清从 1:50、1:100、1:200、1:400、1:800、

1:1600稀释，与 100 TCID50/0.1mL的 CPIV病毒液混合接种于长满单层的MDCK

细胞，同时做好病毒对照、空白细胞对照、SP2/0培养上清对照，72 h观察最终
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结果。如图 4-7所示，当杂交瘤细胞株 4E3的细胞培养上清稀释至 1:400时，4E3

可以完全中和 CPIV，当 4E3的细胞培养上清稀释至 1:800时，4E3 的中和抗体

可以中和 30％~50％的 CPIV。

A B C

D E F

G H I

图 4-7 通过病毒感染后的细胞中和试验测定 4E3的中和抗体效价

A: MDCK细胞 B: 接种 CPIV的MDCK 细胞 C: 接种 CPIV与 SP2/0的MDCK细胞

D~I: 分别接种 1:50、1:100、1:200、1:400、1:800、1:1600稀释的 4E3细胞培养上清与 CPIV

的MDCK 细胞

Fig.4-7 Neutralizing antibody titers against 4E3 were determined by cell neutralization assay

after virus infection

A: MDCK cells B: MDCK cells inoculated with CPIV C: MDCK cells inoculated with

CPIV and SP2/0 D~I: MDCK cells inoculated with 4E3 cell culture supernatant diluted

1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 and 1:1600 with CPIV, respectively
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4.1.11 单克隆抗体靶标抗原鉴定

4.1.11.1 质粒构建

以 CPIV病毒液反转后的 cDNA 为模板设计 HN、NP、F三个基因对应的特

异性引物，进行片段扩增，分别于 1524 bp、1077 bp、1590 bp出现目的条带；

之后分别与实验室保存的原核表达载体 pET-28a进行融合转化，挑菌鉴定结果显

示三个质粒序列正确，均构建成功。结果见图 4-8：

图 4-8 NP、F、HN片段的扩增、pET-28a载体的线性化及重组质粒测序结果

A: 基因、载体扩增结果 B: 重组质粒测序结果

1: Marker 2: CPIV-NP 3: CPIV-F 4: CPIV-HN 5: 线性化 pET-28a

Fig.4-8 Amplification of NP,F and HN fragments, linearization of pET-28a vector and

sequencing of recombinant plasmids were performed

A:Results of gene and vector amplification B:Sequencing results of recombinant plasmids

1: Marker 2: CPIV-NP 3: CPIV-F 4: CPIV-HN 5:Linearization pET-28a

4.1.11.2 单克隆抗体的靶标抗原检测结果

将构建成功的质粒转入 Rosetta 感受态后进行蛋白表达 .如图 4-9 所示，

Western blot试验表明，杂交瘤细胞株 1B12和 5F3分泌的单抗特异性识别重组 N

蛋白，分子量大小为 56KDa；4E3为中和抗体，特异识别重组 F蛋白，分子量大

小为 38KDa。
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图 4-9 Western Blot 验证 3株单克隆抗体针对 CPIV靶标抗原结果

A:1B12 B:4E3 C:5F3 1:Marker 2:pET-28a-CPIV-H 3:pET-28a-CPIV-N

4:pET-28a-CPIV-F

Fig.4-9 The results of three monoclonal antibodies against CPIV target antigen were verified

by Western Blot

A:1B12 B:4E3 C:5F3 1:Marker 2:pET-28a-CPIV-H 3:pET-28a-CPIV-N

4:pET-28a-CPIV-F

4.2 双抗体夹心胶体金试纸条检测方法的建立

4.2.1 单克隆抗体腹水效价测定

将 3 株单抗的腹水从 1:102稀释至 1:108，应用间接 ELISA 进行效价测定。

结果见图 4-10，3株单抗的效价在 1×104~1×106之间，其中 1B12 所产腹水效价

为 1×105，4E3为 1×106，5F3为 1×104。说明 3株杂交瘤细胞生产特异性抗体能

力较强。选取效价达 105之上的腹水进行纯化。
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图 4-10间接 ELISA测定 3株单克隆抗体的腹水效价

Fig.4-10 Indirect ELISA was used to determine the ascites titer of 3 monoclonal antibodies

4.2.2 腹水纯化

选取辛酸硫酸铵粗纯后抗体效价高的 2株抗体 1B12 和 4E3 用 Protein G 柱

进行再次纯化，纯化后抗体用 SDS-PAGE鉴定，结果如图 4-11所示，2株单抗

均在 55 KDa左右出现重链，25 KDa左右出现轻链，纯度达 95%以上。经蛋白含

量测定试剂盒测定，1B12单抗浓度为 1.28 mg/mL、4E3单抗浓度为 2.27 mg/mL。

M A B

图 4-11通过 Protein G柱再纯化腹水结果

M: Marker A:1B12 B:4E3

Fig.4-11 Results of repurification of ascitic fluid by Protein G column

M: Marker A:1B12 B:4E3
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4.2.3 胶体金纳米粒子的鉴定

通过柠檬酸钠还原法制备的胶体金溶液，肉眼观察澄清透明，呈紫红色，无

漂浮物和沉淀。通过紫外-可见光分光光度计对胶体金进行扫描，扫描图谱为单

波峰，倒钟形，波峰较窄，最大吸收峰波长为522 nm，说明胶体金溶液质量较好。

图 4-12胶体金纳米粒子眼观和紫外吸收光谱图

Fig.4-12 Uv absorption spectra of colloidal gold nanoparticles and gold labeled probes

4.2.4 1B12 和 4E3 分别作为金标记抗体与检测抗体的选择

4E3作为金标记抗体，1B12作为检测抗体，检测CPIV（104.67TCID50/mL）敏

感性至1:1000，特异性良好，显色清晰明艳。1B12作为金标记抗体在样品垫与T

线中间的胶体金垫处固定，4E3作为检测抗体于T线处固定，检测CPIV（104.67

TCID50/mL），敏感性虽至1:1000, 但1:100和1:1000稀释度显色没有4E3作为金标

记抗体在样品垫与T线中间的胶体金垫处固定，1B12作为检测抗于T线处固定时

体清晰明艳。为保证试纸条读取结果的准确性，本试纸条选择4E3作为金标记抗

体在样品垫与T线中间的胶体金垫处固定，1B12作为检测抗体于T线处固定。
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图 4-13金标记抗体与检测抗体选择结果图

A: 1B12为金标记抗体在胶体金垫固定，4E3为检测抗体在 T线固定 B: 4E3为金标记抗

体，1B12为检测抗体

a:1:100 b:1:1000 c:1:10000 d:1:100000 e:1:1000000 f:10000000 g: 阴性对照

Fig.4-13 Uv absorption spectra of colloidal gold nanoparticles and gold labeled probes

A:1B12 is the gold-labeled antibody and 4E3 is the detection antibody B:4E3 is the

gold-labeled antibody and 1B12 is the detection antibody

a:1:100 b:1:1000 c:1:10000 d:1:100000 e:1:1000000 f:10000000 g: Negative

Control

4.2.5 胶体金溶液最佳标记 pH 的确定

当每毫升胶体金溶液 K2CO3添加量为 1 μL时，扫描图谱波峰明显较矮，说

明有聚沉现象，当每毫升胶体金溶液 K2CO3添加量为 5、9、13、17 μL时，紫外

可见光扫描最大吸收峰无明显差别，但 K2CO3添加量为 9 μL时出现最大吸收峰，

即最佳标记 pH值时，每毫升胶体金溶液 K2CO3添加量为 9 μL。
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图 4-14胶体金溶液最佳 pH 的确定

Fig.4-14 Determination of the optimal pH of colloidal gold solution

4.2.6 单克隆抗体最佳标记量的确定

为确定与金标探针偶联的最佳抗体量，pH固定为最佳值，将 4E3抗体以不

同浓度进行添加，如图 4-15所示，当每毫升胶体金溶液抗体添加量为 2和 4 μg

时，眼观颜色变紫、明显聚沉，当抗体添加量为 6 μg时偏蓝紫色，当抗体添加

量为 8 μg之后均为正常红色，因此眼观最佳标记量加 20%，最佳标记量为每毫

升胶体金溶液抗体添加量为 9.6 μg，即最佳标记量为每毫升胶体金溶液抗体添加

量约为 10 μg。紫外可见光分光光度计扫描抗体添加量为 6～16 μg时的图谱显示，

抗体添加量为 6 μg时最高吸收峰值最小，10、12、14和 16 μg时吸收峰值差别

很小，眼观不易分辨，数值上当抗体添加量为 10 μg时位于最高吸收峰，与眼观

结果一致。
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2 4 6 8 10 12 14 16

图 4-15单克隆抗体 4E3最佳金标记量的确定

Fig.4-15 Determination of the optimal amount of gold labeling for monoclonal antibody 4E3

4.2.7 胶体金标记单克隆抗体 4E3 鉴定结果

从图 4-16可看出，胶体金标记抗体扫描图谱为单波峰、倒钟形，最大吸收

峰出现在波长 531 nm处。与胶体金纳米粒子溶液相比，胶体金标记抗体的最大

吸收峰发生红移，吸收峰峰宽增加，吸收 OD值变大。即证明单克隆抗体成功标

记到胶体金纳米粒子表面。
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图 4-16金标记抗体 4E3标记结果鉴定结果图

Fig.4-16 Figure of the identification results of the gold labeled antibody 4E3 labeling

4.2.8 最佳反应时间的确定

为了确定完成试纸条检测的最佳反应时间，用同一份CPIV病毒液进行检测，

反应时间分别为 10 min、15 min、20 min、25 min, 反应结果如图 4-17所示，反

应 15 min以后，检测结果趋于稳定，因此判定反应时间为 15 min是反应的最短

时间。

图 4-17本研究胶体金试纸条最佳反应时间的确定

A: 10min B: 15min C: 20min D: 25min

Fig.4-17 Determination of the optimal reaction time of colloidal gold dipstick strips in this

study

A: 10 min B: 15 min C: 20 min D: 25 min
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4.2.9 试纸条敏感性检验

将病毒含量为 104.67 TCID50/mL的 CPIV病毒液用 PBS (pH7.4) 按 1:5、1:10、

1:100、1:1000、1:0000进行稀释，用稀释液 PBS作为阴性对照，用试纸条检测，

如图 4-18所示，将病毒液稀释至 1:1000时试纸条 T线仍有微弱反应，因此判定

病毒液稀释度为 1:1000、对应的病毒含量约为 101.67 TCID50/mL时为该试纸条的

最低检测限。试纸条敏感性良好。

图 4-18本研究胶体金试纸条敏感性检测

a:1:5 b:1:10 c:1:100 d:1:1000 e:1:100000 f: 阴性对照

Fig.4-18 the sensitivity of colloidal gold test strip was detected in this study

a:1:5 b:1:10 c:1:100 d:1:1000 e:1:100000 f: Negative Control

4.2.10 试纸条特异性检验

同一批试纸条分别检测 CPIV、CPV、CDV、CAV-2、MDCK细胞裂解液及

阴性犬眼鼻分泌物样品，如图 4-19所示，该试纸条仅与 CPIV 反应，与其他犬

源传染病病原无交叉反应，特异性良好。

图 4-19本研究胶体金试纸条特异性检测

A: CPIV B: CPV C: CDV D: CAV-2 E: MDCK F: 阴性临床样品 G：阴性对照

Fig.4-19 Specificity detection of dipstick strips in this study
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A: CPIV B: CPV C: CDV D: CAV-2 E: MDCK F: Negative clinical samples

G:Negative Control

4.2.11 试纸条稳定性检测

将放置于 37℃ 0 d、10 d、20 d、30 d、40 d、50 d、60 d的试纸条检测 CPIV，

结果如图 4-20，60 d时的试纸条检测线信号与 0 d无明显差异，试纸条于 37℃保

存 2个月相当于常温保存 2年，说明本研究建立的检测 CPIV胶体金试纸条稳定

性较好。

图 4-20本研究胶体金试纸条稳定性检测

A:0 d B:10 d C:20 d D:30 d E:40 d F:50 d G:60 d

Fig.4-20 the stability of colloidal gold test strip was detected in this study

A:0 d B:10 d C:20 d D:30 d E:40 d F:50 d G:60 d

4.2.12 本研究建立胶体金试纸条与商业化同类产品比较结果

官网购买某品牌（具有国家正式注册文号）的 CPIV胶体金检测试纸条，检

测病毒含量为 104.67 TCID50/mL的 CPIV 病毒液，本研究建立的试纸条在稀释度

为 1:5~1:100时，检测线清晰直观，呈紫红色；稀释至 1:1000仍可见检测线，检

测限约为 101.67 TCID50/mL，而商品化试纸条显色微弱，稀释至 1:100可见检测线，

检测限约为 102.67TCID50/mL。说明本研究建立的试纸条敏感性高于商品化试纸条

约 10倍，即检测效果由于商品化试纸条。
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图 4-21本研究建立胶体金试纸条与商业化产品检测 CPIV效果比较

A商业化试纸条 B本研究试纸条

a:1:5 b:1:10 c:1:100 d:1:1000 e:1:100000 f: 阴性对照

Fig.4-21 The colloidal gold test strip was established to compare with commercial products

in the detection of CPIV in this study

(A) commercial products; (B) Strips of this paper

a:1:5 b:1:10 c:1:100 d:1:1000 e:1:100000 f:Negative Control

4.2.13 临床样品符合率检测

采集 46 份犬的眼鼻分泌物拭子，每份样品一分为二，一部分提取 RNA 后

进行反转录，用 RT-PCR方法进行检测，另一部分用本研究建立的试纸条检测。

结果如表 4-6所示，本研究试纸条检测出阳性 1份，可疑阳性样品 1份，阴性为

44份；从图 4-22 可以看出，RT-PCR检测方法检测弱阳性 2份，分别为 5 号和

10号，阴性 44 份。试纸条检测的阳性样品检测结果与 PCR方法一致，试纸条

检测可疑阳性样品，PCR方法检测结果为阳性。本研究建立的检测方法与RT-PCR

相比总符合率为 97.8％。
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表 4-6 利用本研究试纸条与 RT-PCR分别检测临床样品结果

Table 4-6 The test strip and RT-PCR were used to detect the results of clinical samples

RT-PCR

阳性 阴性 总计 总符合率

自研

试纸条

阳性 1 0 1 -

阴性 1 44 45 -

总计 2 44 46 97.8%

灵敏度 50% - - -

特异度 - 100% - -

图 4-22 46份临床样品 RT-PCR检测结果

-: 阴性对照 +: 阳性对照 M: Marker 1~46: 46份临床样品

Fig.4-22 Results of RT-PCR assay of clinical samples

-:Negative Control +:Positive Control 1~46:1~46 clinical samples
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5 讨论

犬副流感病毒作为犬呼吸道传染病的主要病原 (Mitchel et al 2015, Sykes et

al 2014)，常与其他病原混合感染，严重危害犬的健康 (Day et al 2020)。2016年，

Decaro等人调查了在急性感染 CIRDC的犬、暴露于 CIRD的犬和 CIRD 康复犬

中 CPIV的阳性率为 20.5%、4.5%和 2.6% (Decaro et al 2016)，这表明 CPIV在有

CIRDC症状的犬和无症状犬中都很常见 (Erles et al 2004, Schulz et al 2014）。多

项研究证实 CPIV 是犬呼吸道疾病的主要病原(Monteiro et al 2016, Maboni et al

2019)。CPIV在国内流行范围广泛，犬类携带率高，易与其他病毒和细菌混合感

染，导致犬类出现严重的呼吸道症状，并且由于感染症状极为相似，不易与其他

病原辨别 (Emery et al 1976, Kontor et al 1981, Hess et al 2011, Wilson et al 2014)。

因此建立一种快速可靠、价格低廉的检测技术尤为重要。

5.1 CPIV 单克隆抗体的制备

若要提高单克隆抗体的阳性率，免疫原的选择十分重要。本实验以 CPIV为

免疫原，通过 PEG6000将病毒液浓缩 50倍，提高了免疫原的浓度。除此之外，

佐剂的选择也至关重要，本试验采用了博奥龙快速水佐剂，该佐剂的注射方式为

肌肉注射，应用该佐剂对小鼠免疫 3次后，中和抗体效价已达到融合水平。

SP2/0骨髓瘤细胞是另一个影响细胞融合率的关键因素。瘤细胞的状态，如

生长速度、折光性、是否较圆等对细胞融合的影响很大。瘤细胞和脾细胞最适于

细胞融合的比例为 1:3~1:5。饲养细胞的密度也非常关键，一般控制在 40％~50％

左右，饲养细胞密度过小，则无法刺激杂交瘤细胞生长，密度过大，则会过度消

耗培养基中的营养。细胞融合的过程需要在 37℃进行，融合时滴加 PEG的速度

尤为关键，巴氏吸管更好控制滴加速度，并且边滴加边搅拌，使瘤细胞和脾细胞

充分融合。细胞融合后对杂交瘤细胞及时检测筛选，避免细胞密度过大，造成阳

性杂交瘤细胞丢失。在对杂交瘤细胞筛选时，筛选抗原的纯度和浓度要高。本研

究采用超高速离心的 CPIV病毒浓缩液作为包被抗原用来筛选，一定程度上提高

了病毒浓度，但超离过程病毒损失较大，且本研究并未对病毒进行纯化。同时用

CPIV的扩增细胞MDCK裂解液作为负向筛选，极大程度上减少了假阳性孔。制
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备腹水时，要选择合适的细胞量，一般在 1×105个细胞左右，细胞量过大容易

使小鼠形成实体瘤，过小则杂交瘤细胞分泌抗体能力不足。

5.2 胶体金检测方法的建立

本研究建立了检测 CPIV-N、CPIV-F蛋白的双抗体夹心胶体金试纸条，并且

15 min内出现清晰可见的检测线。本实验以 4E3与胶体金偶联作为金标探针，

1B12包被于 T线处，羊抗鼠二抗包被于质控线上作为反应的质控，组成双抗体

夹心检测 CPIV的胶体金免疫层析试纸条。结果表明，检测 CPIV 的双抗体夹心

试纸条与犬源病毒 CDV、CAV-2、CPV、CcoV均无交叉反应，特异性良好；试

纸条最低检测限为 101.67 TCID50/mL，灵敏性较高。用该试纸条检测了 46份疑似

犬呼吸道疾病的眼鼻拭子，阳性率为 2.2％，阴性率为 97.8％；RT-PCR检测阳性

率为 4.3％，阴性率为 95.7％，试纸条与 RT-PCR方法总符合率为 97.8%，但由

于阳性样本量较少，一份弱阳性样品试纸条检测为可疑阳性结果，而 RT-PCR检

测为弱阳性结果，虽然检测结果有一定的对应性，但可以看出试纸条敏感性应低

于 RT-PCR方法，并且需搜集更多阳性样本评估试纸条对临床样品的敏感性。目

前少量临床样品检测结果表明试纸条检测结果准确性较高，可以用于大规模的临

床初步检测，对可疑样品再通过 RT-PCR或 RT-qPCR进行进一步检测。CPIV在

国内流行范围广泛，犬类携带率高，易与其他病毒和细菌混合感染，导致犬类出

现严重的呼吸道症状，并且由于感染症状极为相似，不易与其他病原辨别。所以

本研究根据实际需求，通过研制针对 CPIV的单克隆抗体，并以 1B12和 4E3两

株单克隆抗体建立了检测 CPIV抗原的胶体金检测方法，为犬的副流感病毒病临

床诊断提供了可靠的检测方法。
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6 结论

1 本研究利用单克隆抗体技术，成功制备了 3株抗 CPIV的单克隆抗体，分

别命名为 1B12、4E3、5F3,其中 4E3为中和抗体。

2.本研究以 1B12 和 4E3单克隆抗体为基础建立了检测 CPIV 的双抗体夹心

胶体金试纸条检测方法，该试纸条特异性、灵敏性、重复性均较好，与 PCR相

比，该试纸条符合率为 97.8%；与商品化的 CPIV抗原检测试纸条相比，该试纸

条灵敏度更高。
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