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　 　 摘要:　 根据已经发表的猪流行性腹泻病毒 Ｎ 基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ: ＫＸ０１６０３４.１)ꎬ设计 １ 对特异性引物(上、下
游分别插入 Ｂａｍ ＨⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点)ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术扩增 Ｎ 基因ꎬ在测序鉴定正确后经 Ｂａｍ ＨⅠ和 ＸｈｏⅠ
双酶切ꎬ将其克隆至原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ 上ꎬ获得重组表达质粒 ｐＥＴ３２ａ￣Ｎꎮ 表达的蛋白质经纯化后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定分析ꎮ 以表达的 ＰＥＤＶ￣Ｎ 蛋白作为抗原ꎬ免疫 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ取其脾细胞与 ＳＰ２ / ０ 骨髓瘤细胞进行融

合ꎬ经间接 ＥＬＩＳＡ 筛选及亚克隆ꎬ获 ２ 株 ＰＥＤＶ￣Ｎ 特异性单克隆抗体ꎮ 对获得的单抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定和间

接免疫荧光试验(ＩＦＡ)分析ꎬ结果显示 ２ 株单抗均能与 ＰＥＤＶ￣Ｎ 蛋白特异性结合和识别ꎮ 以上结果表明 ＰＥＤＶ￣Ｎ
蛋白在大肠杆菌中成功表达ꎬ且成功制备了 ２ 株具有生物学活性的特异单抗ꎬ为建立 ＰＥＤＶ 金标试纸诊断方法奠

定了基础ꎮ
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ｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ(ＩＦＡ) ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 猪 流 行 性 腹 泻 ( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａꎬ
ＰＥＤ)是由猪流行性腹泻病毒(ＰＥＤＶ)引起的一种

急性、高度传播性的猪特别是仔猪肠道疾病ꎬ以猪急

性肠炎、水样腹泻、呕吐和严重脱水为主要特征[１￣２]ꎮ
中国在 ２０１０ 年 ＰＥＤＶ 出现新的变异株[３]ꎮ 这些新

变异株造成较高的新生仔猪和哺乳猪发病率和死亡

率[４]ꎮ ＰＥＤＶ 感染不但给养猪业造成巨大经济损

失ꎬ并且导致国内猪肉价格上涨ꎮ
ＰＥＤＶ 基因组为单股正链 ＲＮＡꎬ整个基因组长

约为 ２８ Ｋｂꎬ编码的必须结构蛋白质有 ４ 种ꎬ分别为

突蛋白(Ｓ)、小膜蛋白( ｓＭ)、膜蛋白(Ｍ)和核蛋白

(Ｎ) [５￣６]ꎮ ＰＥＤＶ 的核心部分是 Ｎ 蛋白与基因组

ＲＮＡ 结合形成的螺旋状核蛋白体ꎮ Ｎ 蛋白是 ＰＥＤＶ
已知结构蛋白中唯一的磷酸化蛋白ꎬ也是组成病毒

核衣壳的结构基础ꎮ 除此之外ꎬＮ 蛋白还具有保守

性强的特点ꎬ而猪在感染 ＰＥＤＶ 的早期ꎬ体内就能产

生高水平的抗 Ｎ 蛋白抗体ꎮ 因而利用 Ｎ 蛋白建立

ＰＥＤＶ 分子生物学诊断技术具有很好的应用前

景[７]ꎮ 猪流行性腹泻与猪传染性胃肠炎、轮状病毒

病和细菌性腹泻等从临床症状上很难区分[８]ꎬ必须

进行实验室检测才能确诊ꎮ 目前ꎬ检测猪流行性腹

泻病毒的主要方法有反转录聚合酶链反应 ( ＲＴ￣
ＰＣＲ)、抗原酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)、免疫组化

等[９￣１０]ꎬ这些方法费时费力ꎬ所以快速、准确的实验

室诊断方法对于猪流行性腹泻的监测和防控具有重

要意义ꎮ 本研究以原核表达的 Ｎ 蛋白为基础制备

单克隆抗体ꎬ以期为进一步研制猪流行性腹泻病快

速诊断方法奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株和主要试剂

猪流行性腹泻病毒 Ｂ２０１５ 株由中农威特研发

中心分离保存ꎮ 载体 ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)由本实验室保

存ꎮ Ｔ￣Ｖｅｃｔｏｒ ｐＭＤＴＭ １９ ( Ｓｉｍｐｌｅ)、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ
１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ试

剂盒、限制性内切酶为宝日医生物技术有限公司

产 品ꎬ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ、 Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ
Ｄ２５００ 琼脂糖凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂、Ｖｉ￣

ｒａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 为 ＯＭＥＧＡ 公司产品ꎬ克隆 ＤＨ５α 感受

态细胞、表达 ＢＬ２１(ＤＥ３) 感受态细胞、ＨＲＰ 标记

的羊抗鼠 ＩｇＧ、ＦＩＴＣ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ、ＤＭＥＭ 培

养基、胎牛血清为全式金公司产品ꎬＨｉｓ￣ｔｒａｐ ＨＰ 型

镍离子亲和层析柱为 ＧＥ 公司产品ꎮ 其他常规试

剂为国产分析纯ꎮ
１.２　 引物设计与合成

根据国内近几年猪流行性腹泻病毒株ꎬ参考

ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＫＸ０１６０３４.１ 全基因组序列设计 １ 对特异

引物扩增Ｎ 基因ꎮ 根据载体酶切位点的要求ꎬ引物分

别加入 Ｂａｍ ＨⅠ和 ＸｈｏⅠ位点ꎬ引物 ＮＦ 序列为 ５′￣
ＡＡＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＴＧＴＣＡＧＴＴＴＴＣＡ￣３′ꎬꎬ ＮＲ 为

５′￣ＡＧＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＴＴＣＣＴＧＴＡＴＣＧＡＡＧ￣３′ꎮ 引 物

由大连宝生物工程有限公司合成ꎮ
１.３　 病毒总 ＲＮＡ 提取与 Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

按照 Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒说明书提取猪流行

性腹泻病毒 Ｂ２０１５ 株的基因组 ＲＮＡꎮ 以提取的

ＲＮＡ 为模板ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增 Ｎ 基因ꎮ 反应体

系: ５×Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ １０ μｌꎬＴｅｍｐｌａｔｅ ＲＮＡ １０ μｌꎬ
Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) １ μｌꎬ Ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
(１０ μｍｏｌ / Ｌ) １ μｌꎬＭ￣ＭＬＶ ＲＴａｓｅ / Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒ￣
ａｓｅ Ｍｉｘ １ μｌꎬＮｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ２７１ μｌꎮ 反应程序:
４２ ℃ ３０ ｍｉｎꎬ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５６ ℃ ３０ ｓꎬ７２
℃ ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎬ最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产

物用 １％琼脂糖凝胶进行电泳ꎬ电泳产物用琼脂糖

凝胶回收试剂盒进行纯化ꎮ
１.４　 表达载体的构建与鉴定

将回收产物连接至 Ｔ￣Ｖｅｃｔｏｒ ｐＭＤＴＭ１９ (Ｓｉｍｐｌｅ)
载体上ꎬ并转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ３７
℃过夜培养后挑取单菌落接种至含 １００ μｇ / ｍｌ 氨苄

青霉素(Ａｍｐ＋)的 ＬＢ 液体培养基中增殖培养ꎬ提取

重组质粒进行鉴定和测序ꎮ 将测序正确的重组质粒

ｐＭＤＴＭ１９￣Ｎ 和质粒 ｐＥＴ３２ａ(＋)用 Ｂａｍ ＨⅠ和 ＸｈｏⅠ
两种内切酶进行酶切ꎬ对两种酶切产物进行切胶回

收后ꎬ使用 Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ 分别连接同样经酶切后的

质粒 ｐＥＴ３２ａ( ＋)和质粒 ｐＭＤＴＭ １９￣Ｎꎬ１６ ℃ 连接过

夜ꎮ 将连接后的产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态

细胞ꎬ并涂布于 Ａｍｐ＋ＬＢ 固体培养基平板中ꎬ培养

７７祁光宇等:猪流行性腹泻病毒 ＨＢ２０１５ 分离株 Ｎ 基因表达及单克隆抗体的制备



板倒置于 ３７ ℃培养箱中过夜培养ꎮ 挑取单菌落至

Ａｍｐ＋ＬＢ 液体培养基中增殖培养ꎬ提取质粒进行酶

切和 ＰＣＲ 鉴定、测序ꎮ 质粒测序由宝日医生物技术

有限公司进行ꎮ
１.５　 重组 Ｎ 蛋白的表达、鉴定及纯化

将测序正确的重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣Ｎ 转化至大肠

杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３) Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ Ｃｅｌｌ 感受态

细胞ꎬ并涂布于 Ａｍｐ ＋ＬＢ 平板中ꎬ挑取单菌落至

Ａｍｐ＋ＬＢ 液体培养基中培养活化ꎬ加入终浓度为 １
ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 在 ３７ ℃条件下诱导表达 ５ ｈꎮ 将不同

时间收集的菌液１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ
沉淀用 ５０ μｌ ＰＢＳ 重悬后加等量的２×ＳＤＳ 凝胶上样

缓冲液ꎬ沸水煮 １０ ｍｉｎ 后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检

测ꎮ
１.６　 表达蛋白纯化及动物免疫

将大量表达的细菌沉淀用 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬

并用超声波裂解菌体ꎬ离心取上清部分ꎬ参照 Ｈｉｓ￣
ｔｒａｐ ＨＰ 型镍离子亲和层析柱说明书纯化蛋白质ꎮ
将所得蛋白质免疫 ６ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ同时做空

白对照ꎬ在融合前 ３ ｄ 每只小鼠腹腔注射 ２００ μｇ 进

行加强免疫ꎮ
１.７　 ＰＥＤＶ￣Ｎ 蛋白单抗的制备

小鼠尾静脉取血ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 方法测定各小鼠血

清效价ꎬ效价高于１ ∶ １０ ０００的鼠脾脏细胞与 ＳＰ２ / ０
骨髓瘤细胞按聚乙二醇(ＰＥＧ)方法进行杂交融合ꎮ
用间接 ＥＬＩＳＡ 对杂交瘤细胞上清液进行筛选ꎬ阳性

孔再经过 ３ 次有限稀释法进行亚克隆[１１]ꎬ待阳性率

达到 １００％时扩大培养ꎬ用于制备腹水ꎬ并保存于液

氮ꎮ 参照文献[１２]制备腹水ꎬ待小鼠腹部膨大后抽

取腹水ꎬ离心取上清液ꎮ
１.８　 单克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将 ＰＥＤＶ 感染的细胞用细胞裂解液和 ＳＤＳ 处

理ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 试验ꎬ转 ＰＶＤＦ 膜后封闭ꎮ 以制

备的单克隆抗体反应 １ ｈꎬ ＴＢＳＴ 洗涤后加入 ＨＲＰ
标记羊抗鼠 ＩｇＧ 反应 １ ｈꎬ ＴＢＳＴ 洗涤后显色进行鉴

定ꎮ 同时设立空质粒表达的菌体蛋白为阴性对照

组ꎮ
１.９　 单克隆抗体的间接免疫荧光试验(ＩＦＡ)检测

　 　 用 ＰＥＤＶ 感染接种于 ２４ 孔细胞板的 Ｖｅｒｏ 细

胞ꎮ 培养至出现明显病变时ꎬ先用甲醛固定细胞ꎬ
ＰＢＳ 洗涤之后加入 ＰＢＳＡ 封闭 １ ｈꎮ ＰＢＳ 洗涤后加

入制备的单克隆抗体反应 １ ｈꎬＰＢＳ 洗涤干净ꎬ并

加入绿色荧光二抗反应 １ ｈꎬ洗涤干净后进行荧光

观察ꎮ 同时设未感染的细胞作空白对照ꎮ

２　 结 果

２.１ 　 ＰＥＤＶ Ｎ 基因重组表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣Ｎ 的

鉴定

　 　 对重组质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣Ｎ 进行 Ｂａｍ Ｈ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 双
酶切和 ＰＣＲ 后进行电泳ꎬ分别在约６ ０００ ｂｐ 和１ ３２６
ｂｐ 处出现明亮的条带ꎬ与预期大小一致(图 １)ꎮ 测

序结果显示与标准基因同源性为 １００％ꎬ说明已成

功构建了猪流行性腹泻病毒 Ｎ 基因原核表达载体

ｐＥＴ￣３２ａ￣Ｎꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 标准 ＤＬ ８０００ꎻ１:重组表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣Ｎ 对照ꎻ２:ｐＥＴ￣
３２ａ￣Ｎ 的 Ｂａｍ Ｈ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 双酶切ꎻ３:Ｎ 基因的 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 猪流行性腹泻病毒 Ｎ 基因重组表达质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣Ｎ 的鉴

定

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣３２ａ￣Ｎ ｏｆ ｐｏｒ￣
ｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ Ｎ ｇｅｎｅ

２.２　 重组 Ｎ 蛋白的诱导表达和纯化

含有重组质粒的 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)经 ＩＰＴＧ 诱

导表达后ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析结果显示有 １ 条分

子量约为 ６.８×１０４大小的蛋白质条带ꎬ与预期大小

一致ꎬ说明重组质粒在大肠杆菌中成功表达(图 ２)ꎮ
将纯化后的蛋白质经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后ꎬ转印到 ＮＣ
膜上ꎬ用猪流行性腹泻阳性血清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ￣
ｔｉｎｇ 鉴定ꎮ 结果显示ꎬ在分子量约 ６.８×１０４处可见特

异性条带ꎬ而菌体蛋白无条带(图 ３)ꎮ
２.３　 阳性杂交瘤细胞的筛选

用 ＥＬＩＳＡ 方法筛选得到稳定的阳性杂交瘤细

胞ꎮ 将初步筛选出的阳性杂交瘤细胞再经 ３ 次亚克

隆ꎬ共获得 ２ 株稳定分泌抗 Ｎ 蛋白的杂交瘤细胞

株ꎬ分别命名为 Ｃ５Ｄ３ 和 Ｈ３Ｅ７ꎬ将其扩大培养后保

存于液氮备用ꎮ
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Ｍ:蛋白质分子质量标准ꎻ１:诱导后的 ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)空载体ꎻ２:未
诱导的 ｐＥＴ￣３２ａ￣Ｎ / Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)重组菌ꎻ３:诱导后的 ｐＥＴ￣
３２ａ￣Ｎ / Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)重组菌ꎮ
图 ２　 重组 Ｎ 蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍ:蛋白质分子质量标准ꎻ１:纯化 Ｎ 蛋白ꎮ
图 ３　 纯化的重组 Ｎ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４　 单克隆抗体 Ｃ５Ｄ３ 和 Ｈ３Ｅ７ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ￣
ｔｉｎｇ 鉴定

　 　 ２ 株单抗 Ｃ５Ｄ３ 和 Ｈ３Ｅ７ 均可特异性识别 Ｎ 蛋

白ꎬ在分子量约 ６.８×１０４处出现特异性条带ꎬ而与空

质粒表达的菌体蛋白不发生反应(图 ４)ꎮ
２.５　 单克隆抗体 Ｃ５Ｄ３ 和 Ｈ３Ｅ７ 的 ＩＦＡ 分析

ＩＦＡ 检测结果显示ꎬ感染 ＰＥＤＶ 病毒的细胞出

现明显绿色荧光ꎬ而对照组无荧光出现(图 ５)ꎬ证明

这 ２ 个单抗能特异地识别和结合 ＰＥＤＶ 病毒 Ｎ 蛋

白ꎮ

３　 讨 论

中国近几年 ＰＥＤ 的发病率、死亡率均呈明显上

升趋势ꎬ特别是从 ２０１０ 年 １０ 月以后ꎬＰＥＤ 在中国广

Ｍ:蛋白质分子质量标准ꎻ１:Ｃ５Ｄ３ 株ꎻ２:Ｈ３Ｅ７ 株ꎻ３:阴性对照ꎮ
图 ４　 单抗 Ｃ５Ｄ３ 和 Ｈ３Ｅ７ 株的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｆ
Ｃ５Ｄ３ ａｎｄ Ｈ３Ｅ７

泛流行并出现新的变异株ꎮ 感染 ＰＥＤＶ 后ꎬ哺乳仔

猪死亡率可达８０％~ １００％ꎬ但繁殖母猪和公猪感染

后很少表现出临床症状ꎮ ＰＥＤ 大规模暴发的最主

要原因是病毒的变异ꎬ这给 ＰＥＤ 的防控带来了新的

挑战[１３]ꎮ
在 ＰＥＤＶ 合成过程中ꎬＮ 蛋白既能与病毒 ＲＮＡ

缠绕成为病毒粒子的核衣壳ꎬ又能结合磷脂和细胞

膜ꎬ促进形成 ＲＮＡ 复合体ꎬ对病毒组装有重要作

用[５￣６]ꎮ 同时 Ｎ 蛋白的保守性很高ꎬ在猪感染早期ꎬ
机体就可以产生抗 Ｎ 蛋白抗体ꎬ所以 Ｎ 蛋白可以作

为早期诊断的靶蛋白ꎬ同时可以用于研制开发抗

ＰＥＤＶ 的表位疫苗[１４]ꎮ
本试验通过构建 ＰＥＤＶ Ｎ 基因重组质粒 ｐＥＴ￣

３０ａ￣Ｎꎬ然后以纯化后的 ＰＥＤＶ￣Ｎ 蛋白为免疫原免疫

小鼠ꎬ成功制备了 ２ 株抗 ＰＥＤＶ 的单克隆抗体ꎮ 经

ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 方法检验ꎬ制备的单抗均能与 ＰＥＤＶ
Ｎ 蛋白和 ＰＥＤＶ 结合ꎮ 在试验过程中ꎬ发现对杂交

瘤细胞系定期克隆化检测抗体水平是很有必要的ꎬ
其目的是防止杂交瘤细胞在长期传代过程中丧失分

泌抗体的功能ꎬ影响后续试验的进行ꎮ 对杂交瘤细

胞稳定性分析结果显示ꎬ２ 株单抗分泌能力稳定性

良好ꎬ未出现急性下降甚至消失的情况ꎮ 在制备腹

水过程中发现ꎬＣ５Ｄ３ 株单抗细胞产生腹水量很少ꎬ
Ｈ３Ｅ７ 株细胞产生的腹水量比较多ꎮ 其中腹水量少

的原因:一是于注射石蜡后 ７ ｄ 就注射细胞ꎬ时间过

早ꎻ二是细胞量过多也会引起腹水过少或不出现ꎬ出
现实体瘤现象[１４]ꎮ
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Ａ:Ｃ５Ｄ３ 株ꎻＢ:Ｈ３Ｅ７ 株ꎻＣ:阴性对照ꎮ
图 ５　 单克隆抗体 Ｃ５Ｄ３ 和 Ｈ３Ｅ７ 与感染 ＰＥＤＶ 的 Ｖｅｒｏ 细胞 ＩＦＡ 试验

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ (ＩＦＡ) ｏｆ ＰＥＤＶ ｉｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｆ Ｃ５Ｄ３ ａｎｄ Ｈ３Ｅ７

　 　 快速、准确以及操作简单易行的诊断方法是有

效防控疫病的基础和前提条件ꎮ 近年来在 ＰＥＤ 诊

断方法上取得了很大进展ꎬ目前已经有很多新技术

应用于 ＰＥＤ 的诊断ꎬ比如 ＥＬＩＳＡ、ＲＴ￣ＰＣＲ 和免疫荧

光技术[１５]ꎮ 虽然这些检测方法准确率较高ꎬ但所需

试剂繁多、经济成本高ꎬ且有设备和技术要求ꎬ难以

在基层推广普及[１６]ꎮ 胶体金免疫层析法(ＧＩＣＡ)是
近些年发展起来的一种以抗原抗体特异性反应为基

础的新型免疫检测技术ꎬ可以弥补仪器检测方法的

不足ꎬ在现场检测方面具有广阔的应用前景[１７]ꎮ 本

试验成功制备并鉴定了抗 ＰＥＤＶ￣Ｎ 蛋白单克隆抗

体ꎬ为猪流行性腹泻病毒金标试纸检测方法的建立

奠定了坚实基础ꎮ
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