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　 　 摘要:　 为了快速、高效制备非洲猪瘟病毒(ＡＳＦＶ)单克隆抗体ꎬ本研究通过大肠杆菌系统表达并纯化了 ＡＳＦＶ
重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒꎮ 以 ＡＳＦＶ 重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 为抗原ꎬ分别比较了 ＣｐＧ ＯＤＮ 联合氢氧化铝佐剂和常规弗氏佐剂

两种免疫策略ꎬ并重点比较半固体培养法和常规有限稀释法来制备 ＡＳＦＶ ｐＡ１０４Ｒ 单克隆抗体的效率ꎮ 结果显示ꎬ
本研究获得了相对分子质量为３.５×１０４的 ＡＳＦＶ 重组可溶性蛋白 ｐＡ１０４Ｒꎬ通过其与 ＣｐＧ ＯＤＮ 联合氢氧化铝佐剂免

疫小鼠ꎬ在第 ２１ ｄ 即可达到融合要求ꎬ本试验方法(重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 与 ＣｐＧ ＯＤＮ 联合氢氧化铝佐剂免疫)较重组

蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 与常规弗氏佐剂免疫节省 １４ ｄ 时间ꎮ 通过半固体培养法筛选单克隆的试验周期比有限稀释法缩短

２８ ｄꎬ并减少了亚克隆的工作量ꎮ 半固体培养法获得 ５ 株阳性杂交瘤细胞ꎬ挑选效价较高的 ３ 株(９Ａ４、９Ｈ６、１１Ｆ５)
进行鉴定ꎬ重链均为 ＩｇＧꎬ轻链均为 ＫＡＰＰＡꎮ 纯化后的 ３ 株单克隆抗体针对 ｐＡ１０４ 蛋白和全病毒蛋白质的效价分

别达１ ∶ １６０ ０００~１ ∶ ３２０ ０００和１ ∶ ２００~１ ∶ ４００ꎮ 本研究优选了 ＣｐＧ ＯＤＮ 联合氢氧化铝佐剂结合半固体培养法筛

选 ｐＡ１０４Ｒ 的单克隆抗体ꎬ为单克隆抗体制备提供了快速高效的新策略ꎮ
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ｇａｉｎｓｔ ＡＳＦＶ ｐＡ１０４Ｒ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
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ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＡ１０４Ｒ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＡＳＦＶ ｗｉｔｈ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ３.５×１０４ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｕ￣
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１ ∶ ３２０ ０００ ａｎｄ １ ∶ ２００－１ ∶ ４００ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ＣｐＧ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
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ｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ.
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　 　 非洲猪瘟(Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒꎬ ＡＳＦ)是一种由

ＡＳＦ 病毒(ＡＳＦＶ)引起的一种急性烈性传染病ꎬ是对

养猪业具有威胁性的一种疾病ꎬ致死率近 １００％[１]ꎮ
该病首次报道于 １９２１ 年肯尼亚ꎬ随后陆续在全球各

地暴发ꎬ曾在非洲、欧洲和美洲等数十个国家流行ꎮ
２０１８ 年传入中国沈阳ꎬ短短数月席卷全国ꎬ对中国

养猪业造成毁灭性打击[２]ꎮ
ＡＳＦ 疫情快速蔓延ꎬ其中一个原因就是缺乏快速

高效的现场诊断产品ꎬ因此针对 ＡＳＦＶ 的特异蛋白制

备单克隆抗体对于开发 ＡＳＦＶ 检测试剂盒至关重要ꎮ
ＡＳＦＶ 是一种线状、二十面体带囊膜的双链 ＤＮＡ 病

毒ꎬ病毒结构复杂[３￣４]ꎮ 病毒基因组长１７０~１９０ ｋｂꎬ含
有１５０~１７０ 个开放阅读框[５]ꎬ其中 ＯＲＦＡ１０４Ｒ 编码了

一种类组蛋白(ｐＡ１０４Ｒ)ꎬ高度保守ꎬｐＡ１０４Ｒ 是唯一

由病毒编码的类组蛋白[６￣８]ꎮ ＡＳＦＶ 包括基因组和核

蛋白ꎬｐＡ１０４Ｒ 是发挥主要功能的核蛋白ꎬ主要出现在

感染后期ꎬ有很好的免疫反应性ꎬ是 ＩｇＭ 和 ＩｇＧ 抗体

反应性较好的靶标蛋白[９]ꎮ 有研究结果显示ꎬ无症状

猪的抗体反应要高于慢性感染的猪ꎬ并且在细胞水平

上敲低 ｐＡ１０４Ｒ 基因ꎬＡＳＦＶ 的核酸拷贝量会显著降

低ꎬ由此ꎬ针对 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白的抗体可能有效免疫 ＡＳ￣
ＦＶ[６ꎬ９]ꎻ二苯乙烯衍生物 ＳＤ１ 和 ＳＤ４ 可以剂量依赖性

的方式阻断 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白与 ＤＮＡ 结合ꎬ抑制 ＡＳＦＶ 在

猪肺泡巨噬细胞(ＰＡＭ)中复制ꎬ提示 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白在

ＡＳＦＶ 复制过程中具有重要作用ꎬｐＡ１０４Ｒ 蛋白可用于

制备 ＡＳＦＶ 疫苗[１０]ꎮ
免疫佐剂ꎬ又被称为非特异性免疫增生剂ꎬ如氢

氧化铝、明矾、矿物油、脂多糖、ＣｐＧ 寡脱氧核苷酸

(ＣｐＧ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ)等ꎬ其与抗原同时注射到机体

可增强免疫原性或改变免疫反应类型ꎮ ＣｐＧ ＯＤＮ

是在含鸟嘌呤(Ｇｕａｎｉｎｅ)、胞嘧啶(Ｃｙｔｏｓｉｎｅ)的二核

苷酸序列(ＣｐＧ)的基础上ꎬ经非甲基化修饰后的寡

聚脱氧核苷酸链ꎮ ２０ 世纪 ８０ 年代ꎬＴｏｋｕｎａｇａ[１１] 发

现结核分枝杆菌的 ＤＮＡ 具有抗肿瘤作用ꎬ可升高

ＮＫ 活性进而诱导Ⅰ型和Ⅱ型干扰素产生ꎮ 之后

１９９５ 年发现具有抗肿瘤作用 ＤＮＡ 中所含的非甲基

化 ＣｐＧ 基序的结构和其免疫刺激特性密切相

关[１２]ꎬ上述研究结果表明 ＣｐＧ ＯＤＮ 能够增强免疫

细胞的增值ꎬ诱导其分泌多种细胞因子[１３￣１４]ꎬ和铝

佐剂联合应用可以延长其在体内的作用时间[１５] .
自 １９７５ 年 Ｋｏｈｌｅｒ 和 Ｍｉｌｓｔｅｉｎ 的单克隆抗体制

备技术问世ꎬ单克隆抗体在人类和动物疾病的诊断、
治疗领域发挥了重要作用ꎮ 目前很多实验室制备单

克隆抗体的方法仍然是传统的有限稀释法ꎬ耗时较

长ꎬ工作量较大ꎬ且不分泌抗体的杂交瘤细胞ꎬ影响

阳性杂交瘤细胞生长甚至死亡导致阳性克隆丢失ꎬ
通过甲基纤维素半固体培养法筛选单个克隆ꎬ一步

即可完成单克隆ꎬ无需进行多次亚克隆ꎬ相比较有限

稀释法ꎬ缩短试验周期ꎬ可大量节约试验成本[１６￣１７]ꎮ
本研究对非洲猪瘟病毒核蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 进行可

溶性表达ꎬ以 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白为抗原ꎬ弗氏佐剂和 ＣｐＧ
ＯＤＮ 氢氧化铝混合佐剂分别为佐剂免疫 ４ ~ ６ 周龄

ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ并利用有限稀释法和半固体培养基

法制备单克隆抗体ꎬ建立起较为快速高效的单克隆

抗体制备方法ꎮ 为后期针对 ＡＳＦＶ 抗原抗体的检测

提供重要生物材料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试验材料

小鼠骨髓瘤细胞(ＳＰ２ / ０)、ＰＥＴ￣３２ａ、 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

３８６刘蓓蓓等:半固体培养法制备非洲猪瘟病毒 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白的单克隆抗体



ｃｏｌｉ(Ｅ.ｃｏｌｉ) ｓｔｒａｉｎ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ｐＬｙｓＳ 感受态均由本

实验室保存ꎻ４~ ６ 周龄雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠购自扬州

大学比较医学中心ꎮ
ＣｐＧ ＯＤＮ１８２６(ＣｐＧ ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ１８２６)、

氢氧化铝购自 Ｉｎｖｉｖｏ 公司ꎻ弗氏完全佐剂(Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔ)、弗氏不完全佐剂(Ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ ｉｎ￣
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔ)购自 Ｍｅｒｃｋ 公司ꎻＨＡＴ、ＨＴ、聚乙

二醇(ＰＥＧ４０００)选择培养液添加剂购自 Ｍｅｒｃｋ 公

司ꎻ半固体培养基购自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司ꎻ
ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＴａｌｏｎ 填

料购自美国 Ｃｙｔｉｖａ 公司ꎻ辣根过氧化物酶标记羊抗

鼠 ＩｇＧ(ＨＲＰ￣羊抗鼠 ＩｇＧ)购自武汉博士德生物工程

公司ꎻＥＬＣ 显色液购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司ꎻ亚型鉴定试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎮ 灭

活的 ＡＳＦＶ 全病毒抗原以及灭活的 ＡＳＦＶ 阳性血清

由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所提供ꎮ
１.２　 表达菌株的构建

从 ＧｅｎＢａｎｋ 中获得 ＡＳＦＶ ＣｈｉｎａＰｉｇ / ＨＬＪ / ２０１８
株 ｐＡ１０４Ｒ 基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＭＫ３３３１８０.
１)ꎬ以该基因序列为模板ꎬ用优化软件(ｈｔｔｐ: / ｗｗｗ.
ｊｃａｔ.ｄｅ / )对密码子优化ꎬ由南京金斯瑞生物科技有

限公司合成 ｐＡ１０４Ｒ 全基因序列ꎬ基因长 ３１２ ｂｐꎬ编
码 １０４ 个氨基酸ꎬ编码的蛋白质相对分子质量为

１.１５×１０４ꎮ 将该基因连接至 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体ꎬ插入

酶切位点 Ｅｃｏ Ｒ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲꎬ构建成 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣
ｐＡ１０４Ｒ 重组表达质粒ꎮ 将重组质粒 ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)￣
ｐＡ１０４Ｒ 转化至感受态细胞 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ挑单菌落

接种于添加 ６０ μｇ / ｍｌ氨苄青霉素的 ＬＢ 平板上ꎬ３７
℃培养过夜ꎬ挑单菌落接种于 ＬＢ 培养基中ꎬ３７ ℃振

荡培养 １０ ｈ 以上ꎬ即为重组 ｐＡ１０４Ｒ 的表达菌株

ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣Ａ１０４Ｒ Ｅ.ｃｏｌｉＢＬ２１(ＤＥ３)ꎮ
１.３　 重组蛋白的表达和纯化鉴定

按１ ∶ １００ 将重组 ｐＡ１０４Ｒ 的表达菌株 ｐＥＴ￣３２ａ
(＋)￣Ａ１０４Ｒ Ｅ.ｃｏｌｉＢＬ２１(ＤＥ３)接种至 ＬＢ 培养基中ꎬ
当菌液 ＯＤ６００达到 ０.８ 时ꎬ加入 ＩＰＴＧ 溶液(终浓度

０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１８ ℃ 恒温诱导过夜ꎬ第 ２ ｄ 收集菌

体ꎬ超声波裂解后１０ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分别收集上

清液和沉淀ꎬ上清液用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤器过滤ꎮ 用基础

缓冲液洗 Ｔａｌｏｎ 纯化柱 (缓冲液:３０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌꎬｐＨ ８.０ꎬ ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ的咪唑ꎬ
２％甘油)ꎮ 将过滤后的含有重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 的上

清液全部加入 Ｔａｌｏｎ 柱进行充分挂柱ꎬ先用基础缓

冲液冲洗未挂柱的杂蛋白ꎬ再分别用含 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、
１００ ｍｍｏｌ / Ｌ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ４００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑的洗脱

液梯度洗脱ꎬ收集洗脱液ꎮ 测定收集到的洗脱液的

蛋白质浓度ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎮ 随后用分子筛

层析分离 Ｔａｌｏｎ 柱上洗脱下来的蛋白质ꎬ进行下一

步的纯化ꎬ最后将重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 超滤浓缩ꎬ使其

质量浓度在 ２ ｍｇ / ｍｌ以上ꎮ 参照实验室前期关于

Ｐ１０ 蛋白的纯化与鉴定方法[１８]ꎬ对 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白进

行鉴定ꎮ 重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ用
ＰＶＤＦ 膜进行转印ꎬ３７ ℃ 封闭 ２ ｈꎮ 一抗为１ ∶ ２００
的 ＡＳＦＶ 阳性血清ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ二抗为１ ∶ １０ ０００
稀释的羊抗猪 ＩｇＧ￣ＨＲＰꎬ３７ ℃ 孵育 ２ ｈꎮ 最后用

ＥＣＬ 显色液曝光检测ꎮ
１.４　 动物免疫和血清效价检测

将重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 作为抗原ꎬ免疫佐剂分 ２
组ꎬＣｐＧ 和氢氧化铝混合佐剂(１００ μｌ 氢氧化铝溶

解 １０ μｇ ＣｐＧ 佐剂)组和弗氏佐剂组ꎬ免疫 ４ ~ ６ 周

龄雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎮ ＣｐＧ 和氢氧化铝混合佐剂采

取腹腔免疫方式ꎬ采用 １００ μｇ 抗原＋１００ μｌ 混合佐

剂ꎬ每 ７ ｄ 用混合佐剂免疫 １ 次ꎬ共免疫 ４ 次ꎬ在第 ３
次免疫后 ７ ｄ(第 １ 次免疫后 ２１ ｄ)眼眶采血ꎬ分离

血清ꎬ用间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测小鼠抗体水平ꎮ 选取

血清效价>１×１０５的小鼠脾细胞和 ＳＰ２ / ０ 细胞进行

融合ꎬ在细胞融合开始前 ３ ｄ 用不加佐剂的 ｐＡ１０４Ｒ
重组蛋白加强免疫小鼠(每只 ５０ μｇ)ꎮ 弗氏佐剂组

采用皮下注射免疫ꎬ第 １ 次用弗氏完全佐剂和等量

的 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白进行皮下多点注射免疫ꎬ每隔 １４ ｄ
再用弗氏不完全佐剂和等量的 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白加强免

疫ꎬ第 ３ 次免疫后 ７ ｄ(第 １ 次免疫后 ３５ ｄ)眼眶采

血ꎬ分离血清ꎬ间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测小鼠抗体分泌

水平ꎮ 具体方法如下:用包被液(ｐＨ ９􀆰 ６ 的碳酸盐

缓冲液)将纯化后的 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白和 ＡＳＦＶ 全病毒

蛋白 ２􀆰 ５ μｇ / ｍｌ包被 ＥＬＩＳＡ 酶标板ꎬ每孔 １００ μｌꎬ４
℃过夜ꎬ封闭液 ３７ ℃封闭 ２ ｈꎬ加入连续 １０ 倍稀释

的待检小鼠血清ꎬ同时以阳性猪血清作为阳性对照ꎬ
未免疫的小鼠血清作为阴性对照ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ加
入羊抗鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ (１ ∶ １０ ０００)ꎬ每孔 １００ μｌꎬ３７ ℃
孵育 ０􀆰 ５ ｈꎬ ＴＭＢ 显色液避光显色 １０ ｍｉｎꎬ用 ２
ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 终止反应ꎬ每孔 ５０ μｌꎬ测定 ＯＤ４５０ 值ꎬ
Ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值为阴性血清平均值的 ２􀆰 １ 倍ꎬ设定 ＯＤ４５０

值>Ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值为阳性ꎬ取待检血清对应的最高稀释

度作为血清的效价ꎮ
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１.５　 阳性杂交瘤细胞株的筛选和鉴定

融合前 ７ ｄꎬ将 ＳＰ２ / ０ 细胞复苏并扩大培养ꎬ融
合前 ３ ｄ 以不加佐剂的重组 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白为抗原加

强免疫 １ 次ꎮ 融合时ꎬ将小鼠腹腔打开ꎬ摘出脾脏研

磨后过滤ꎬ收集脾细胞ꎬ将小鼠脾细胞和 ＳＰ２ / ０ 细

胞５ ∶ １ 融合ꎬ利用 ＰＥＧ 法制备杂交瘤细胞ꎮ 半固

体培养方法:将融合后的细胞接种至恢复培养基中ꎬ
置于 ３７ ℃温箱中培养过夜ꎮ 第 ２ ｄ 离心后接种至

半固体培养基中ꎬ置于 ３７ ℃温箱中静置培养ꎮ ７~
１０ ｄ 形成肉眼可见的克隆团ꎬ将单个克隆团移至完

全培养基中继续培养扩增ꎬ在细胞长至孔底面积的

１ / ４~１ / ２ 时即可筛选ꎬ筛选到的阳性杂交瘤细胞克

隆纯化 １ 次ꎬ利用间接 ＥＬＩＳＡ 方法确认杂交瘤细胞

株的阳性率为 １００％ꎮ 有限稀释培养方法:在融合

的前 １ ｄ 准备饲养细胞ꎬ将阴性小鼠处死且表面消

毒后固定好ꎬ剪开并掀起腹部皮肤暴露腹膜ꎬ用注射

器注射 ５ ｍｌ 不完全培养基至腹腔内ꎬ轻柔按摩腹膜

后将培养基吸出离心ꎬ将细胞调整至 １ ｍｌ ２×１０５个

１ ０００ μｌ /孔接入 ９６ 孔板内ꎬ即为饲养细胞ꎮ 将

ＰＥＧ 融合后的细胞按每孔 １００ μｌ 接入已接种过饲

养细胞的培养板内置于 ３７ ℃含 ５％二氧化碳的培

养箱内培养ꎮ ５ ｄ 后换出 １ / ２ 的 ＨＡＴ 培养基ꎬ７~ １０
ｄ 后全部换成 ＨＴ 培养基ꎮ 当孔底的细胞长至孔底

面积的 １ / ４ 时即可吸出上清液进行检测ꎮ 对阳性细

胞株进行 ２ 次检测ꎬ去除假阳性和分泌不稳定的细

胞ꎬ再对剩余的阳性细胞进行 ３ 次亚克隆ꎬ每次亚克

隆前准备饲养细胞ꎮ 将 ３ 次克隆纯化后筛选的细胞

进行扩大培养并冻存ꎬ收集细胞上清液ꎬ按单克隆抗

体亚型鉴定试剂盒说明书操作ꎬ取 ８００ μｌ 杂交瘤细

胞上清液加入检测孔中进行检测ꎮ
１.６　 单克隆抗体的鉴定

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法分别将 ＡＳＦＶ 重组蛋白

ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣ｐＡ１０４Ｒ 和 ｐＥＴ￣３２ａ 空载体转化大肠杆

菌然后用 ＩＰＴＧ 诱导出的全菌蛋白经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳分离ꎬ用半干式转印方法转至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱

脂奶粉 ４ ℃封闭过夜ꎮ 小鼠腹水１ ∶ ５ ０００稀释作为

一抗分别孵育 ＡＳＦＶ 重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 和 ｐＥＴ￣３２ａ
空载体转化大肠杆菌后诱导出的全菌蛋白质ꎬ３７ ℃
孵育 ２ ｈꎮ 以１ ∶ １０ ０００稀释的 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ
为二抗 ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ 加入 ＥＣＬ 避光显色至条带

出现ꎬ拍照ꎮ

１.７　 单抗腹水的制备纯化与效价测定

每只经产母鼠腹腔注射 ０.５ ｍｌ 灭菌液体石蜡ꎬ
７~１０ ｄ 后腹腔注射１×１０６个杂交瘤细胞ꎮ ５~ ７ ｄ 后

观察到小鼠腹部开始隆起ꎬ收集腹水ꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离
心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ５６ ℃水浴灭活腹水中的蛋白

质水解酶ꎬ待温度降至室温后保存于－２０ ℃备用ꎮ
将收集的腹水按辛酸￣硫酸铵方法提取腹水中

的 ＩｇＧ 抗体ꎬ并透析 ２４ ｈ 以上保证除去其中的硫酸

铵ꎮ ＡＳＦＶ 全病毒蛋白和 ＡＳＦＶ 重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ
包被的酶标板用材料与方法 １.４ 中的 ＥＬＩＳＡ 方法测

定效价ꎮ

２　 结果与讨论

２.１　 重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 的表达

收集阳性菌液进行 ＩＰＴＧ 小量诱导表达(终浓

度 ０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ并设置未诱导菌液为阴性对照ꎬ
１８ ℃ １８０ ｒ / ｍｉｎ诱导 １２ ｈ 后进行超声波破碎ꎬ收集

上清液和沉淀分别进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定ꎮ 在表达菌

裂解后的上清液和沉淀中均能检测到重组蛋白

ｐＡ１０４Ｒꎬ表明 ｐＡ１０４Ｒ 是可溶性蛋白(图 １Ａ)ꎮ 与

未诱导菌液相比较ꎬ诱导后的菌株[ ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)￣
ｐＡ１０４Ｒ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)]可以成功表达出重组蛋

白 ｐＡ１０４Ｒꎬ相对分子质量为 ３.５× １０４ꎮ 表明重组

ｐＡ１０４Ｒ 表达菌株 ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)￣ｐＡ１０４Ｒ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３)能表达 ｐＡ１０４Ｒꎬ且上清液和沉淀中均可检测

到ꎮ
２.２　 ｐＡ１０４ 的原核表达、纯化和鉴定

重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 采用 Ｔａｌｏｎ 亲和层析柱进行

纯化ꎬ用 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ、２００
ｍｍｏｌ / Ｌ和 ４００ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪唑洗脱 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白ꎬ
结果发现 ｐＡ１０４Ｒ 主要在 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１００ ｍｍｏｌ / Ｌ和
２００ ｍｍｏｌ / Ｌ的咪唑中被洗脱(图 １Ｂ)ꎬ随后用分子筛

层析分离 Ｔａｌｏｎ 柱上洗脱下来的蛋白质ꎬ进行下一

步的纯化ꎬ通过软件 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ
的纯度ꎬ纯度大约为 ８５％ (图 １Ｃ)ꎮ 经免疫印迹

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ表明重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 能与 ＡＳ￣
ＦＶ 阳性血清发生反应(图 １Ｄ)ꎬ说明表达的重组蛋

白 ｐＡ１０４Ｒ 具有良好的免疫原性ꎮ
２.３　 融合前小鼠效价检测

采用材料与方法 １.４ 中的方法免疫小鼠ꎬ利用

ＥＬＩＳＡ 方法分别对弗氏佐剂组在第 １ 次免疫后 ２１ ｄ
(第 ２ 次免疫后 ７ ｄ)、第 １ 次免疫后 ３５(第 ３ 次免疫
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后 ７ ｄ)、第 １ 次免疫后 ４２ ｄ(第 ３ 次免疫后 １４ ｄ)和
ＣｐＧ 联合氢氧化铝佐剂组第 １ 次免疫后 １４ ｄ(第 ２
次免疫后 ７ ｄ)、第 １ 次免疫后 ２１ ｄ(第 ３ 次免疫后 ７
ｄ)、第 １ 次免疫后 ３５ ｄ(第 ４ 次免疫后 １４ ｄ)检测小

鼠抗体水平ꎬ本研究将不同时间点采集的小鼠血清

按１ ∶ １００ ０００倍稀释后进行抗体检测ꎬ结果显示弗

氏佐剂组需在第 １ 次免疫后 ４２ ｄ 小鼠抗体才达到

１ ∶ １００ ０００以上(图 ２Ａ)ꎬ而 ＣｐＧ 联合氢氧化铝佐

剂组小鼠抗体在第 １ 次免疫后 ２１ ｄ 即可达到１ ∶
１００ ０００以上(图 ２Ｂ)ꎬ比弗氏佐剂组早 ２１ ｄꎮ 在总

免疫程序上 ＣｐＧ 联合氢氧化铝佐剂免疫组在第 １
次免疫后 ２８ ｄ 小鼠脾细胞和 ＳＰ２ / ０ 细胞开始融合ꎬ
比弗氏佐剂免疫组(第 １ 次免疫后 ４２ ｄ 小鼠脾细胞

和 ＳＰ２ / ０ 细胞融合)缩短 １４ ｄꎮ

Ａ:表达的重组蛋白 ｐＡ１０４ＲꎬＭ:蛋白质相对分子质量标准ꎻ１:诱导后的重组 ｐＡ１０４Ｒ 大肠杆菌工程菌菌液ꎻ２:诱导后的重组 ｐＡ１０４Ｒ 大肠杆

菌工程菌裂解后的上清液ꎻ３:诱导后的重组 ｐＡ１０４Ｒ 大肠杆菌工程菌裂解后的沉淀ꎻ４:未诱导的重组 ｐＡ１０４Ｒ 大肠杆菌工程菌菌液ꎮ Ｂ:ＩＰＴＧ
诱导后大肠杆菌工程菌ꎬＭ:蛋白质相对分子质量标准ꎻ１:全菌超声波裂解产物ꎻ２:全菌超声波裂解后的上清液ꎻ３:全菌超声波裂解后的沉

淀ꎻ４:挂柱 ３ 次后的液体ꎻ５:２０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑洗脱的蛋白质ꎻ６:５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑洗脱的蛋白质ꎻ７:１００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑洗脱的蛋白质ꎻ８:２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
咪唑洗脱的蛋白质ꎻ９:４００ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑洗脱的蛋白质ꎮ Ｃ:ｐＡ１０４Ｒ 蛋白的分子筛纯化ꎮ Ｄ:ＡＳＦＶ 阳性猪血清鉴定重组蛋白 ｐＡ１０４ＲꎬＭ:蛋白

质相对分子质量标准ꎻ１:重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒꎮ
图 １　 表达的重组蛋白 ｐＡ１０４Ｒ 及其纯化结果

Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐＡ１０４Ｒ

２.４　 阳性杂交瘤细胞株的筛选及鉴定

在融合后 ７ ｄꎬ半固体培养基法培养的克隆团

大小肉眼可见(图 ３)ꎮ 吸取单个克隆接种于含有

完全培养基的 ９６ 孔板内ꎬ３ ｄ 后培养基颜色由橙

红色变成橘黄色或黄色吸取上清液进行 ＥＬＩＳＡ 检

测ꎮ 有限稀释法在 ７ ｄ 换成 ＨＴ 培养液ꎬ２ ｄ 后营

养液由橙红色变成橘黄色或黄色ꎬ此时吸取上清

液进行 ＥＬＩＳＡ 检测ꎮ 通过间接 ＥＬＩＳＡ 方法共筛选

到 ９ 株杂交瘤细胞株ꎬ其中有限稀释法筛选到 ４
株ꎬ半固体培养基法筛选到 ５ 株ꎮ 共挑选效价较

高的 ３ 株(均来自半固体培养法)进行亚型鉴定ꎬ
结果显示 ３ 株杂交瘤细胞株重链均为 ＩｇＧꎬ轻链均

为 ＫＡＰＰＡꎮ 对这 ３ 株杂交瘤细胞上清液进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ结果显示ꎬ从这 ３ 株杂交瘤细胞

分别获得的单克隆抗体 ９Ｈ６、９Ａ４、１１Ｆ５ 均能特异

性地识别 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白(图 ４)ꎮ
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Ａ:弗氏佐剂组不同免疫时间小鼠抗体水平变化(抗体１ ∶ １００ ０００稀释)ꎻＢ:ＣｐＧ 联合氢氧化铝佐剂组不同免疫时间小鼠抗体水平变化(抗
体１ ∶ １００ ０００稀释)ꎮ Ｃｕｔ￣ｏｆｆ 值为阴性血清平均值的 ２.１ 倍ꎮ
图 ２　 弗氏佐剂组和 ＣＰＧ 联合氢氧化铝佐剂组免疫小鼠后抗体水平比较

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｎｄ ＣＰＧ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ａｄｊｕｖａｎｔ

Ａ:肉眼可见融合后的细胞克隆团ꎬＢ:融合后 ７ ｄ 显微镜下细胞

克隆团(×４０)ꎮ
图 ３　 融合后 ７ ｄ 半固体培养基上生长的克隆团

Ｆｉｇ.３ 　 Ｃｌｏｎａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｇｒｏｗｎ ｏｎ ｓｅｍｉ￣ｓｏｌｉｄ ｍｅｄｉｕｍ ａｔ ｓｅｖｅｎ
ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｆｕｓｉｏｎ

Ａ:单克隆抗体 ９Ａ４ꎻＢ:单克隆抗体 ９Ｈ６ꎻＣ:单克隆抗体 １１Ｆ５ꎮ
Ｍ:蛋白质相对分子质量标准ꎻ１:ｐＡ１０４Ｒ 蛋白ꎻ２:空载体转化大

肠杆菌然后用 ＩＰＴＧ 诱导出的全菌蛋白ꎮ
图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测单克隆抗体 ９Ａ４、９Ｈ６、１１Ｆ５ 特异性

Ｆｉｇ.４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
９Ａ４ꎬ ９Ｈ６ꎬ １１Ｆ５

２.５　 小鼠腹水制备及效价测定

将 ３ 株杂交瘤细胞分别注射至提前注射了液体

石蜡的小鼠腹腔内ꎬ使小鼠产生腹水ꎬ收集腹水进行

效价检测ꎮ ９Ａ４ 细胞株针对 ｐＡ１０４Ｒ 效价为 １ ∶

３２０ ０００ꎬ针对 ＡＳＦＶ 全病毒蛋白质效价为１ ∶ ２００ꎬ
９Ｈ６ 和 １１Ｆ５ 细 胞 株 针 对 ｐＡ１０４Ｒ 效 价 为 １ ∶
１６０ ０００ꎬ针对 ＡＳＦＶ 全病毒蛋白质效价为１ ∶ ４００ꎮ
２.６　 有限稀释法和半固体培养法的比较

有限稀释法和半固体培养法相比较ꎬ半固体培

养法在节省时间上优势明显ꎬ整个试验周期比有限

稀释法缩短 ２８ ｄꎻ有限稀释法在亚克隆过程中需要

饲养细胞ꎬ且需要 ３ 次亚克隆ꎬ步骤繁琐ꎬ半固体法

不需要饲养细胞ꎬ仅需要 １ 次亚克隆(表 １)ꎬ其中半

固体法的亚克隆方法同有限稀释法ꎬ目的是鉴定克

隆团的纯度ꎮ

表 １　 半固体培养法和有限稀释法制备单抗比较

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ

ｓｅｍｉ￣ｓｏｌｉｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｌｉｍｉｔｅｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

类别　 　 有限稀释法 半固体培养基法

是否需要饲养细胞 是 否

融合后培养时间(ｄ) １０±２ １４±２

亚克隆次数 ３ １

试验总周期(ｄ) ５６ ２８

３　 讨 论

单克隆抗体在人类和动物的疾病诊断、治疗领

域发挥了重要作用ꎮ 目前很多实验室制备单克隆抗

体使用的方法仍然是传统的有限稀释法ꎬ亚克隆工

作量大ꎬ想得到很纯的单克隆需要进行至少 ３ 次的

亚克隆ꎬ而 ３ 次亚克隆至少需要 ２０ ~ ３０ ｄꎬ使用 ５ ~
１０ 块 ９６ 孔板进行 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬ耗时较长ꎬ工作量较

大ꎮ 更为重要的是ꎬ生长较快的细胞一般是不分泌

７８６刘蓓蓓等:半固体培养法制备非洲猪瘟病毒 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白的单克隆抗体



抗体的ꎬ它的快速生长影响阳性杂交瘤细胞的生长

进而导致阳性克隆可能丢失ꎮ 早在 １９９１ 年国内就

有报道ꎬ利用甲基纤维素制备半固体培养基ꎬ成功培

养细胞集落而筛选出单抗细胞株[１９]ꎮ 采用半固体

培养基筛选单个克隆团ꎬ相互不混杂ꎬ每个克隆团都

是独立生长于半固体培养基上ꎬ彼此之间不连接ꎬ在
显微镜下挑选克隆团时同时吸取两个克隆团的几率

很小ꎬ保证了每个克隆团的纯度ꎮ 每融合 １ 只小鼠ꎬ
则可以得到几百上千个克隆团ꎬ大量的克隆团可增

加筛选到高质量克隆团的概率ꎬ也可避免阳性克隆

团因生长缓慢而被阴性克隆团覆盖导致阳性克隆团

丢失的可能ꎬ无需进行多次亚克隆ꎬ可缩短约一半试

验时间ꎬ节省培养基血清的消耗ꎬ可大量节约人力物

力ꎬ降低试验成本[１６ꎬ２０]ꎮ 半固体培养基法也会出现

假阳性ꎬ在将克隆团转移至 ９６ 孔板中培养后第 １ 次

检测中可能会出现很多假阳性ꎬ在经过 ２~３ 次传代

后检测得到的阳性克隆即为稳定的阳性杂交瘤细胞

株ꎬ将得到的阳性杂交瘤细胞株连续培养 １０ 代仍然

可以稳定分泌抗体ꎬ这一过程可淘汰掉抗体分泌不

稳定的细胞株ꎮ 本实验室总结分析多次制备单克隆

抗体的数据ꎬ在抗体效价方面ꎬ有限稀释法和半固体

培养法未见明显区别ꎬ因半固体培养法试验进程较

快ꎬ遂本试验鉴定所用的 ３ 株杂交瘤细胞株均来自

半固体法ꎮ
免疫佐剂作为 １ 种增强剂在疫苗的研发和生产

中发挥了至关重要的作用ꎮ 不同的佐剂在动物体内

可以产生不同的影响ꎬ选择合适的佐剂对提高免疫

效果有促进作用ꎮ ＣｐＧ ＯＤＮ 是人工合成的有免疫

刺激活性的 ＤＮＡ 序列ꎬ它有和细菌 ＤＮＡ 类似的免

疫刺激作用ꎬ具有促进 Ｔｈ１ 免疫应答的特点ꎬ已在动

物临床研究中被证明其具有免疫活性ꎬ能诱导宿主

产生细胞免疫和体液免疫应答ꎬ增强机体的免疫应

答[２１]ꎮ ＣｐＧ ＯＤＮ 佐剂与氢氧化铝联合使用ꎬ可明

显增强机体的免疫应答ꎬ产生高浓度的抗体[２２]ꎮ 而

不同类型的 ＣｐＧ ＯＤＮ 佐剂效应也有一定的差异ꎬ例
如 ＧＴＣＧＴＴ 对人淋巴细胞具有良好的刺激活性ꎬ是
人敏感基序ꎻＧＡＣＧＴＴ 对鼠淋巴细胞有较好的刺激

活性ꎬ是鼠敏感基序[２３￣２４]ꎬＣｐＧ ＯＤＮ１８２６ 是小鼠的

最佳免疫佐剂ꎮ ＣｐＧ ＯＤＮ 可通过化学方法大量合

成ꎬ以冻干粉形式保存ꎬ状态稳定便于运输ꎬ且具有

易于质量控制ꎬ成本低等特点被广泛关注和研究ꎬ其
在肿瘤和传染病等领域具有潜在的应用价值ꎬ在人

药和疫苗研发中被广泛应用ꎬ例如乙肝疫苗等[２５]ꎮ
本研究以 ＡＳＦＶ 重组 ｐＡ１０４Ｒ 蛋白为抗原ꎬ ＣｐＧ
ＯＤＮ 联合氢氧化铝为佐剂免疫小鼠ꎬ全程免疫时间

２８ ｄ 即可结束ꎬ而使用传统弗氏佐剂需要 ４２ ｄ 的免

疫时间ꎬ可节省 １４ ｄ 免疫时间ꎮ
本研究分别使用 ＣｐＧ ＯＤＮ 联合氢氧化铝免疫

佐剂和 ＡＳＦＶ ｐＡ１０４Ｒ 蛋白、 弗氏佐剂和 ＡＳＦＶ
ｐＡ１０４Ｒ 蛋白免疫小鼠ꎬ通过半固体培养法和有限

稀释法共得到 ９ 株阳性杂交瘤细胞ꎬ对其中的 ３ 株

进行鉴定ꎬ均能和 ＡＳＦＶ 全病毒蛋白以及 ｐＡ１０４Ｒ
蛋白发生特异性反应ꎮ 虽已有研究制备了 ＡＳＦＶ
ｐＡ１０４Ｒ 蛋白的单克隆抗体ꎬ但其使用的佐剂为传

统的弗氏佐剂ꎬ且使用传统有限稀释法制备单

抗[２６]ꎮ 相比于先前的报道ꎬ本研究获得的单克隆抗

体 ９Ａ４、１１Ｆ５、９Ｈ６ 效价高ꎬ制备周期短ꎬ可节约大量

的试验成本ꎮ 本研究结果为 ＡＳＦＶ ｐＡ１０４Ｒ 蛋白功

能鉴定和 ＡＳＦＶ 血清学诊断方法的建立奠定了重要

基础ꎬ还为单克隆抗体制备提供了新的策略ꎮ
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