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摘 要 实验旨在建立牛重组 OL*M!（P’5OL*M!）的 TWO=7 检测技术，为牛传染病的免疫学诊断提供新方法。IX7 刺激体外培

养的奶牛外周血白细胞，从培养细胞中提取总 1*7，经过 1@MIK1 扩增出 P’5OL*M!基因 3H*7，进一步克隆至 <T@!Q,，转化大

肠杆菌，经 OI@] 诱导，表达出预期大小（#QCH 左右）组氨酸标记蛋白，经鉴定为 P’5OL*M!；以纯化的重组 P’5OL*M!为免疫原，应

用淋巴细胞杂交瘤技术，获得 R 株能稳定分泌抗 P’5OL*M!单克隆抗体的细胞株，分别命名为 7%、7#$、]; 与 ]#$。免疫球蛋白

亚类鉴定证明杂交瘤细胞所分泌的抗体均为 O8]#，腹水效价在 # _ !#$ ‘ #$$ a # _ !## ‘ #$$ 之间。E29:2/-M?(’: 分析显示，R 株单抗

均能特异性结合重组 P’5OL*M!。TWO=7 试验表明，R 株单抗只与融合蛋白 P’5OL*M!反应，而不与非相关性蛋白 78QJP、T=7@M;M
KLIM#$、][MK=L 等发生反应。选取 7#$ 细胞株分泌的单克隆抗体、纯化的多克隆抗体及辣根过氧化物酶（X1I）标记的羊抗兔

O8]，建立了检测 P’5OL*M!的双抗体夹心 TWO=7 方法。实验结果表明，此方法检测敏感性达到 !-8b>W，特异性良好，为进一步建

立灵敏、特异的病原感染诊断方法奠定了基础。
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!干扰素（%&’(!）主要由被抗原、有丝分裂素

（I#,2，JL2）等活化的 9:4 细胞、IQGR 细胞和 ’S
细胞产生，除具有抗病毒、抗肿瘤活性外，还具有免

疫调节作用，如活化巨噬细胞、提高 KLI "类和#
类分子的表达、促进抗原提呈等，在机体免疫控制和

免疫病理中起着重要的作用［4］。研究表明，外源性

的 %&’(!既可以作为药剂用于感染性疾病或肿瘤等

的治疗，又可以作为免疫佐剂，增强疫苗的免疫效

果；内源性 %&’(!水平的高低在很大程度上可以反

映机体的细胞免疫状态，而抗原特异性的 %&’(!反

应则可以作为机体针对某种特定外来抗原的细胞免

疫状态的指标［N］。 %&’(!的免 疫 学 检 测（ %&’(!试

验）是在特异性抗 %&’(!KE2> 的基础上建立的、用于

样本中 %&’(!定性定量分析的实验方法［T］，己被广

泛用于基础研究和临床免疫学［U］、疫苗免疫效果评

估［H］、器官移植［7］、过敏反应［3］以及病原感染的诊

断［G，V W 44］等。%&’(!及其 KE2> 在畜牧兽医领域也有

着广泛的应用。国外已有学者将基因重组牛 %&’(!
（!"#$%&’(!）及其 KE2> 用于牛病的研究，抗原特异

性的牛 %&’(!检测已在很多发达国家被用于多种牛

疫病的特异性检测，尤以在牛结核病诊断中的应用

最为广泛［V W 4N］。国内学者研究了牛 %&’(!的克隆与

表达［4T，4U］，但基于牛 %&’(!及其 KE2> 的诊断方法尚

未见报道。本研究在克隆与表达 "#$%&’(!的基础

上，制备了牛 %&’(!单克隆及多克隆抗体，并建立了

检测牛 %&’(!的双抗体夹心 BC%D2 方法。

) 材料和方法

)*) 材料

克隆载体 FKQ4G(9 购自 9-S-M- 公司，原核表

达载 体 FB9(NG- 为 ’#$-+*, 公 司 产 品，大 肠 杆 菌

QLH$和 "CN4（QBT）均由本实验室保存提供。DJ&
级 "-=>OI 小鼠购自湖北省疾病控制中心实验动物

中心。健康黑白花奶牛初生犊牛由华中农业大学实

验牛场提供。商品化的重组 "#$%&’(!购自 B,/#+*,

公司。’1N R (’92 L10"1,/ M*01, 为 ’#$-+*, 公司产品。

)*+ 淋巴细胞的分离培养

无菌采集初生犊牛外周血，肝素抗凝，缓慢滴加

在等量淋巴细胞分层液上，4555!O;1, 离心 N5;1, 后，

吸取血清与分层液之间的黄白色细胞层。J"D 洗涤

N 次后，用含 45X小牛血清的 MJK% 47U5 完全培养

基（61>E#），T3Y、HX IZN 培养 4: 后，弃去贴壁的单

核细胞。调整细胞浓度为 N[H \ 457 O;C，加入 H55

%+O;C JL2，T3Y、HX IZN 培养 45: 后收集细胞。

)*, -./01- 扩增 2%3456/!基因

根据 6*,"-,] 中 "#$%&’(!已知序列（6*,"-,]
-EE*001#,：KNVG73）设计引物，由大连宝生物工程公

司合 成。上 游 引 物 为 J4：H^(+.E-.+++-.EEE-+++EE--...
...-+-+(T^，下画线为 !"#L"酶切位点。下游引物为

JN：H (̂+E.+E-+--..E..-E+..+-.+E.E.EE+(T^，下 画 线 为 $%&/&
酶切位点。引物 J4 与 JN 扩增产物包括去除信号肽

后的成熟肽编码区，预计长度为 UU7>F。按 61>E# 公

司 9M%_ZC 试剂提供的程序提取上述淋巴细胞的总

M’2。在 JIM 管加入总 M’2H%C，35Y作用 H;1, 后

冷却到 5Y，依次加入 V[H%C 超纯水，H%C H \ 2K‘
缓冲 液，45;;#=OC N[H%C /’9J、4%C M’201, 和 4%C
2K‘ 反转录酶，于 H5Y反转录 75;1,，VHYH;1, 灭活

反转录酶。JIM 扩增在 JIM 管中依次加入超纯水

TU%C、45 \ JIM 缓 冲 液 H%C、反 转 录 产 物 N%C，

45;;#=OC /’9J4%C，引物 J4 和 JN 各 4%C（H5 F;#=）、

NH ;;#=OC K+I=N NH%C，9-aQ’2 聚合酶 4%C。JIM 循

环条件为 VHYH;1,，然后 VUY4;1,、HHY4;1,、3NY
4[H;1,、T5 个循环，3NY45;1,，UY45;1,。4X琼脂

糖凝胶电泳分析 JIM 产物。

)*7 2%3456/!基因的克隆与表达

用 ’()M"和 !"#L"分 别 双 酶 切 质 粒 载 体

FB9(NG- 与 "#$%&’(!基因的 JIM 产物，用试剂盒回

收目的片段和载体，9U Q’2 连接酶 47Y水浴连接

过 夜，转 化 QLH$。 构 建 的 重 组 质 粒 命 名 为
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!"#$%&’()*!，酶切与测序（大连宝生物工程公司）鉴

定。将空 白 载 体 和 重 组 质 粒 分 别 转 化 大 肠 杆 菌

$+,-（."/），用 ’0#1 诱 导 对 数 生 长 期 细 菌 表 达。

’0#1 终浓度为 -2344%56+，诱导时间为 /7。包涵体

提取与纯化按常规方法［-8］进行，-39 :.: 鉴定重组

蛋白的表达与纯度。溶解蛋白进一步用 );, < *)#=
>;?$;@A BC?;@ 柱层析纯化。

!"# 动物免疫

用 $%&’()*!免疫 D 周龄的雌性 $E5F6G 鼠各 8
只，按 -33"H6只 皮下注射福氏完全佐剂重组抗原，,
周后皮下注射等量福氏不完全佐剂抗原，, 周后皮

下注射无佐剂的等量抗原。至少间隔 - 个月后，在

融合前的第 / I 8 天，选择抗体滴度高的 $E5F6G 小

鼠，按 ,33 I /33"H6只 剂量脾内和尾静脉注射重组

抗原，连续免疫 /A 后进行细胞融合与杂交瘤细胞的

筛选鉴定。

用 $%&’()*!作为免疫抗原，按以上方法免疫两

只-2/JH 重的雌 性 日 本 长 耳 兔，首 免 抗 原 剂 量 为

-33"H6只，二免与三免的抗原剂量为 -83"H6只。三

免后通过间接 "+’:= 测定血清滴度。

!"$ 细胞融合与筛选

无菌取小鼠脾细胞，将 :0,63 和脾细胞按 - K 8 I
-K-3 比例混合后离心。弃上清，于 /LM水浴中加入

预温的 839 0"1，静置 -284;@，滴加不含 -39小牛

血清的 B0N’ -OD3 不完全培养基，然后 -333P64;@ 离

心 -34;@，弃上清。加 B0N’ -OD3 完全培养基，接种

QO 孔细胞培养板，置 /LM 89 GR, 培养。第 , 天换

含 -9 >=# B0N’ -OD3 完全培养基。-DA 后换 -9
># 的完全培养基，挑选克隆。用牛 ’()*!蛋白作包

被抗原，"+’:= 检测培养液中的抗体，筛选阳性杂交

瘤细胞，进 一 步 克 隆 建 株，并 进 行 染 色 体 数 量 鉴

定［-O］。

!"% 单克隆抗体的生产和效价测定

建株后的杂交瘤细胞扩大培养，收集上清液，用

间接 "+’:= 测定效价。取 S I -3 周龄的小鼠，腹腔

注射灭菌的液体石蜡 3284+6只，L I -3A 后腹腔注射

杂交瘤细胞 8 T -38 I -3O 6只，L I -3A 后抽取小鼠腹

水，离心取上清，用间接 "+’:= 测定抗体效价，并冻

存杂交瘤细胞。

!"& 单克隆抗体鉴定

单克隆抗体的亚类用间接 "+’:= 鉴定，使用的

二抗为 >B0 标记的羊抗鼠 ’H1、1- 与 1,#*>B0。

提取 $%&’()*!重组蛋白作为包被抗原，用间接

"+’:= 和 UC?VCP@ F5%V 对 $%&’()*!单克隆抗体进行

特异性鉴定。用于特异性鉴定的非相关抗原包括：

=HS8$、":=#*O6G(0*-3、00. 与 1N*G:( 等。 将

$%&’()*!蛋白进行 :.:*0=1"，转印硝酸纤维素膜，

与单克隆抗体杂交，.=$ 显色。

!"’ 牛 ()*+!的双抗体夹心 ,-(./ 的建立

!"’"! 抗体包被量和血清稀释度的确定：选取 / 个

单克隆抗体包被浓度（- 万、8 万和 -3 万倍），及 D 个

夹心抗体（兔抗 ’()*!多克隆抗体）浓度（-333、8333、

- 万和 -3 万），将 $%&’()*!稀释 -33、,33、D33、-333、

,333、D333、-3333 和 83333 倍，进行夹心 "+’:= 方阵

滴定。以阳性对照 !" 值（#）!32D、阴性 !"O/3 值

"32, 为有效测试。以 !"O/3值!32D 时的最大稀释

度为最佳稀释度。

!"’"0 $%&’()*!的双抗体夹心 "+’:= 操作程序：按

滴 定 结 果 用 包 被 液（,844%56+ 碳 酸 盐 缓 冲 液，

!>Q2O）适当稀释单克隆抗体 =-3，每孔 -33"+，置

DM包 被 过 夜，按 常 规 方 法 洗 涤（洗 涤 液：32389
#WCC@*,3 的 0$:，!>L2D）与 封 闭（ 封 闭 液：32,9
$:=）。用保温液（含 32,9 $:=、32389 #WCC@*,3
的 0$:，!>L2D ）稀释抗原（重组 $%&’()*!纯化蛋白

或全血刺激产物），每孔 -33"+，置 /LM -7，洗涤 /
次。加保温液适当稀释的夹心兔抗 $%&’()*!多克

隆抗体，每孔 -33"+，置 /LM-7。洗涤 / 次，加封闭

液稀 释（- K -3333）的 >B0 标 记 羊 抗 兔 ’H1，每 孔

-33"+，置 /LM /34;@，洗涤 D 次。每孔 -33"+ #N$
底物液室温避光反应 -34;@，每孔加 83"+ 终止液

（32,89 氢氟酸），室温 84;@ 后读取 O/3@4 处的吸光

值（!"O/3@4）。

0 结果与分析

0"! 123()*+!基因的克隆鉴定与表达

利用 B#*0GB 技术，从 0>= 体外刺激培养的奶

牛外周血淋巴细胞中扩增到预期大小（DDOF!）的目

的条带。0GB 纯化产物经 $%&B$和 ’()>$双酶

切克隆至 !"#*,SE，获得重组质粒 !"#$%&’()*!，酶切

鉴定与测序分析证实，所克隆基因为 $%&’()*!基

因，与已知序列（1C@$E@J 编号 N,QSOL）的同源性为

-339。’0#1 诱导表达后，目标蛋白主要存在于包

涵体中，纯化后浓度为 -83"H64+。-39:.:*0=1" 检

测证实，其蛋白大小约为 -SJ.，与预期大小相符（图

-）。上清液中的表达蛋白用 );, < *)#= >;?$;@A BC?;@
层析 纯 化。UC?VCP@ F5%V 表 明 重 组 蛋 白 含 组 氨 酸

标签。
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图 ! "#"$%&’( 鉴定 )*+,-.$!的表达

-/01! "#"$%&’( 232456/6 *7 )*+,-.$!89:;866/*3
<：%;*=8/3 >2;?8; "<$@AB!（<),）；!：C562=8 *7 =D8 )CE!（ #(B）

=;2367*;>8F G5 :(H$EI2；E："J:8;32=23= *7 =D8 )CE!（#(B）=;2367*;>8F G5

:(H,-.$!83K*F/30 )*+,-.$!0838；B：,3K4J6/*3 G*F/86 89=;2K=8F 7;*> =D8

)CE!（#(B）=;2367*;>8F G5 :(H,-.$! 83K*F/30 )*+,-.$! 08381 HD8

2;;*L 6D*L6 =D8 ;8K*>G/323= M/6$=2008F )*+,-.$!2G*J= !I?#1

!"! #$%&’()!单克隆抗体的鉴定

用提纯 )*+,-.$!蛋白 B 次免疫 )24GNO 小鼠后，

取尾静脉血进行 (C,"& 分析。血清以 !@@ 倍预稀

释，之后倍比稀释。结果表明血清中抗 )*+,-.$!抗

体的效价为 EP Q !@@。将免疫小鼠与 "%EN@ 细胞融

合，用 )*+,-.$!包被酶板标，(C,"& 检测杂交瘤细胞

上清抗 )*+,-.$!抗体以筛选阳性克隆孔，同时以空

表达载体转化菌 )CE!（#(B）裂解液及标准的提纯

)*+,-.$!作为对照。经过多次检测，用有限稀释法

克隆 B 次后获得 A 株稳定分泌抗 )*+,-.$!单克隆抗

体的杂交瘤细胞，将其分别命名为克隆 &R、&!@、’S、

’!@。进一步以杂交瘤细胞诱生小鼠腹水，(C,"& 检

&R、’S 与 ’!@ 的腹水抗体效价分别为 !@@ Q E!!、!@@
Q E!@与 !@@ Q E!!，而 &!@ 的抗体效价高于 !@@ Q E!!

（图 E）。以羊抗鼠 ,0’、’!、’E"$MT% 为酶标二抗，用

间接 (C,"& 鉴定单克隆抗体的亚类，结果表明四株

单抗均为 ,0’!。

杂交瘤细胞染色体计数表明，"%ENU 的染色体

平均数为 R@，脾细胞染色体为 A@ 条，而杂交瘤细胞

的染色体数目在 RP V PA 之间。均高于两亲本细胞

的染色体数目，证实这四株细胞均为杂交瘤细胞。

!"* 多克隆抗体的生产和效价测定

用重组 )*+,-.$!免疫日本长耳兔，三免之后用

间接 (C,"& 测 定 血 清 效 价。血 清 初 始 稀 释 度 为

! W!@@，之后倍比稀释。结果表明，多克隆抗体的

(C,"& 滴度达 E!@ Q !@@。

!"+ #$%&’()!抗体的结合活性与特异性

X86=8;3$G4*= 与 (C,"& 被用于鉴定抗体的结合特

性。将 )*+,-.$!进行 "#"$%&’( 分离，转印至硝酸

图 E &R、&!@、’S、’!@ 杂交瘤细胞诱生

的单克隆抗体腹水效价

-/01E (C,"& =/=8;6 *7 26K/=8 /3FJK8F G5
&R、&!@、’S、’!@ D5G;/F*>2 K8446

纤维膜上，分别用四株单抗与兔抗 )*+,-.$!多抗作

用，通过与相应的 MT% 标记二抗孵育及 #&) 显色

后，结 果 表 明 抗 体 结 合 在 预 期 大 小 的 目 标 位 置

（!I?#）（图 B）。

图 B X86=8;3$G4*= 检测单克隆抗体

及多克隆抗体与 )*+,-.$!结合能力

-/01B ,F83=/7/K2=/*3 *7 277/3/=5 *7 =D8 >*3*K4*324（<K&G）

23F :*45K4*324（%K&G）23=/G*F/86 202/36=
)*+,-.$!J6/30 X86=8;3 G4*= 232456/6

<：:;*=8/3 >2;?8;（?#）；!：%K&G；E：<K&G &R；B：<K&G &!@；A：<K&G

’S；Y：<K&G ’!@1 HD8 2;;*L 6D*L6 =D8 ;8K*>G/323= M/6$=2008F )*+,-.$!
2G*J= !I?#1

将 )*+,-.$!或其它对照抗原（B@@30N>C）包被

(C,"& 板，检测与单克隆抗体的结合能力。结果表

明，所有单克隆抗体均与 )*+,-.$!反应良好，!"SB@

值在 ! 以上；而与其它非相关抗原（&0IY)，("&H$S，

O-%$!@，’<$O"-）不反应，!" 值在 @ZE 以下。

!", #$%&’()!双抗体夹心 -.&/0 条件优化

以抗体效价最高的 &!@ 株单抗为包被抗体，兔

抗 )*+,-.$!多抗为夹心抗体，MT% 标记羊抗兔 ,0’
作为酶标二抗，进行 (C,"& 方阵滴定，结果证明，在

所选择的三个包被抗体稀释度 ! 万、Y 万与 !@ 万

中，最佳稀释度为 ! 万倍；夹心抗体四个稀释度 !
千、Y 千、! 万与 !@ 万中，最佳稀释度为 !@@@ 倍。在

包被抗体 ! 万倍稀释、夹心抗体 !@@@ 稀释条件下，

BA李 川等：牛 ,-.$!原核表达、单克隆抗体制备及其 (C,"& 检测方法的建立



!"#$%&’!())"*+,-）稀释 .)))) 倍时，其 !" 值仍可

达 )/0，此时 !"#$%&’!的浓度为 12*+,-（图 3）。

图 3 !"#$%&’!与抗体最佳稀释度滴定

%4*53 678 949:;94"2 "< !"#$%&’! ;2= 49> ;294?"=48>5 678
<4*@:8 :8A:8>8298= ())))’<"B= =4B@98= C";98= D"2"CB"2;B ;294?"=E
:8;C98= F497 =4<<8:829 =4B@94"2> "< !"#$%&’! ;2= 978 >;2=F4C7
A"BECB"2;B ;294?"=E5 678 ?8*42242* C"2C829:;94"2 "< !"#$%&’!
F;> ())"*+,-5

分别 用 !"#$%&’!、G*0.!、HIG6’J+K%L’()、LLM
与 LNG 作为检测抗原，用建立的夹心 H-$IG 方法测

定，结果显示建立的间接夹心 H-$IG 方法用于检测

!"#$%&’!效果很好，而对其他抗原的检测均为阴性

反应，证明建立的方法特异性良好。

! 讨论

由于 $%&’!在抗感染、调节免疫功能等方面的

重要意义，国外学者对利用基因工程技术生产人重

组 $%&’!进行了广泛研究［3 O ((］。!"#$%&’!的体外表

达研究方兴未艾。国内外学者分别对 !"#$%&’!基

因进 行 了 大 肠 杆 菌［P，(P O (3，(Q］、酵 母［(3，(Q O (0］、昆 虫 细

胞［(R］等原核与真核表达，并证实了重组 !"#$%&’!的

抗感 染 活 性［P，(3，(0，1)］。本 研 究 克 隆 并 原 核 表 达 了

!"#$%&’!基因，免疫学试验证明该重组蛋白具有免

疫学活性。尽管未作抗病毒活性检测，相关研究已

证实 !"#$%&’!基因大肠杆菌表达产物具有抗病毒

活性。该重组 !"#$%&’!可望在牛感染性疾病的防

治中发挥作用。

基于抗原特异性的 $%&’!反应可用于评价机体

特异性细胞免疫状态的原理［1］，特异性抗原刺激的

外周血淋巴细胞 $%&’!体外释放试验已被广泛用于

抗感染诊断［0，R O ((］。!"#$%&’!诊断试验由于其高敏

感度与特异性而在发达国家的牛结核病根除中发挥

了重要作用［R O (1］。这 种 诊 断 方 法 是 以!"#$%&’!单

克隆抗体为基础建立的一种夹心 H-$IG。将外周血

淋巴细胞与特异性抗原共同孵育过夜，通过夹心

H-$IG 检测培养上清中的 !"#$%&’!浓度以诊断特异

性感染。但目前国外公司生产的商品化试剂盒价格

昂贵，每个样本的检测费用达数十元。为了进一步

将 !"#$%&’!应用于感染性诊断，本研究进行了单克

隆抗体研制。以组氨酸标记的重组 !"#$%&’!为抗

原免疫小鼠，通过经典的杂交瘤技术，获得 3 株能稳

定分泌高效价单克隆抗体的杂交瘤细胞系，利用这

些细胞分别诱生了腹水。H-$IG 与 S8>98:2 ?B"9 证

明，所生产的单克隆抗体与 !"#$%&’!结合效价高，

特异性好。因此，这些单克隆抗体在牛感染性疾病

诊断中具有重要的应用前景。

选用其中一株效价较高的单克隆抗体（G()）作

为包被抗体，兔抗 !"#$%&’!多克隆抗体作为夹心抗

体，建立了检测 !"#$%&’!的夹心 H-$IG。通过方阵

滴定获得了两种抗体的最佳稀释度。在该抗体稀释

度条件下，对 !"#$%&’!测定的灵敏度进行了检测，

确定该夹心 H-$IG 的检测灵敏度为 12*+,-。国外

的同类产品（!"#428 $%&!IC:88242* I89，H2="*82 公司）

可检测范围为 P(/1A*+,-’12*+,-。相比之下，本研

究所建方法的灵敏度有待进一步提高。鉴于现研究

结果中一抗（( 万倍）与夹心抗体（())) 倍）的最佳稀

释度均为试验设置中的第一个稀释度，该方法可望

通过方阵滴定进一步调整一抗与二抗的稀释度，充

分优化反应条件，以提高检测灵敏度。

此外，本方法具有良好的特异性。由于目前市

场上很难买到天然 !"#$%&’!，所 以 本 研 究 应 用 的

!"#$%&’!标准品及生产抗体用的抗原均为重组蛋

白。但初步研究证明，所研制的 !"#$%&’!单克隆抗

体与多克隆抗体及建立的夹心 H-$IG 同样适应于天

然 !"#$%&’!。用该夹心 H-$IG 方法测定了 11 头牛

结核菌素皮内变态反应阳性牛的全血淋巴细胞体外

!"#$%&’!的释放，结果 (R 头为阳性，与皮试阳性符

合率为 0J/3T（资料未显示）。同时所建立的夹心

H-$IG 对几种非相关性抗原的检测均为阴性，表明

该方法的特异性良好。将该方法转化为特定感染的

诊断方法将对牛重大疫病的防制具有重要意义。尤

其是近年来，我国奶牛结核病发病呈上升趋势，而传

统的结核菌素皮试检测对动物刺激大、操作复杂、与

环境分枝杆菌间存在非特异性反应等缺点，开发具

有自主知识产权的新型诊断方法对于我国结核病的

根除具有深刻的现实意义与广阔的应用前景。
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诚 征 广 告
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