
 杜军利 等/茶尺蠖核型多角体病毒多角体蛋白单克隆抗体的制备 
 

Chinese Journal of Biotechnology   January 25, 2012, 28(1): 76−85 
http://journals.im.ac.cn/cjbcn ©2012 Chin J Biotech, All rights reserved 

                           

Received: June 21, 2011; Accepted: October 31, 2011 
Supported by: National Key Technology Research and Development Program (No. 2011BAD01B02), Science and Technology Program 
of Zhejiang Province (No. 2011R09027-13). 
Corresponding author: Qiang Xiao. Tel: +86-571-86650801; E-mail: xqtea@vip.163.com 
国家科技支撑计划 (No. 2011BAD01B02)，浙江省科技计划 (No. 2011R09027-13) 资助。 

76 
生 物 工 程 学 报  

                                                              

茶尺蠖核型多角体病毒多角体蛋白单克隆抗体的制备 

杜军利 1,3，张传溪 2，付建玉 1，陈正贤 2，肖强 1 

1 中国农业科学院茶叶研究所，浙江 杭州 310008 
2 浙江大学昆虫科学研究所，浙江 杭州 310058 
3 甘肃农业大学草业学院，甘肃 兰州 730070 

杜军利, 张传溪, 付建玉, 等. 茶尺蠖核型多角体病毒多角体蛋白单克隆抗体的制备. 生物工程学报, 2012, 28(1): 76−85. 

Du JL, Zhang CX, Fu JY, et al. Preparation of a monoclonal antibody against polyhedrin of Ectropis obliqua 
nucleopolyhedrovirus. Chin J Biotech, 2012, 28(1): 76−85. 

摘  要: 为了建立一种基于免疫反应检测茶尺蠖核型多角体病毒的方法，以纯化后的茶尺蠖核型多角体病毒作

为抗原，免疫 BALB/c 小鼠，将小鼠脾脏细胞与小鼠骨髓瘤细胞 Sp2/0 融合，经间接 ELISA 筛选及克隆得到

了一株稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株，命名为 7D3。同时克隆并在大肠杆菌中表达了 EoNPV 多角体蛋

白基因，获得重组多角体蛋白。经 Western blotting 鉴定，该抗体可与 EoNPV 的多角体蛋白特异性结合。利用

制备 EoNPV 多角体蛋白的单克隆抗体，建立了间接 ELISA 测定 EoNPV 的方法。 
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Abstract:  To develop a method based on immunoreactions for detection of Ectropis obliqua Nucleopolyhedrovirus (EoNPV), 
the polyhedra of the virus were purified and used to immunize the mouse BALB/c. The spleen cells from the immunized mice 
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were then fused with the myeloma cell line Sp2/0. A hybridoma cell line which can stably secrete the monoclonal antibody 
against EoNPV was achieved by using indirect ELISA screening and cloning methods, and was named as 7D3. Meanwhile, the 
polyhedrin gene was cloned from EoNPV and expressed in E. coli. Western blotting analysis showed that the monoclonal 
antibody prepared from 7D3 could specifically react with the recombinant polyhedrin. An indirect ELISA method based on this 
monoclonal antibody for detecting EoNPV in infected tea looper was developed. 

Keywords:  Ectropis obliqua nucleopolyhedrovirus, polyhedrin, monoclonal antibody 

茶尺蠖 Ectropis obliqua Prout 属鳞翅目尺蛾

科，是我国主要茶树害虫之一，广泛分布于长江

中下游茶区，其中浙江、江苏、安徽 3 省发生尤

为严重。其幼虫咬食嫩叶和芽头，严重发生时常

将整片茶园茶树啃成光杆，对茶叶生产影响大。 

茶尺蠖核型多角体病毒  (Ectropis obliqua 

nucleopolyhedrovirus，EoNPV) 于 1977 年在我国

首次发现[1]，属杆状病毒科，核型多角体病毒属。

EoNPV 是自然条件下控制茶尺蠖种群的主要病

原性天敌因子，它通过幼虫取食后侵入虫体并迅

速增殖，使其感染发病而死亡，进而在种群中造

成病毒流行病。我国较早开展了 EoNPV 的生物

学及应用基础研究，目前该病毒制剂已获批农药

登记许可，广泛应用于浙江省及周边省区茶园。

传统的 EoNPV 的检测依赖 LT50和 LC50两个生物

测定参数；作者前期研究利用荧光定量 PCR 方

法测定茶尺蠖核型多角体病毒拷贝数，为病毒的

深入研究和病毒制剂的定量检测提供了方法依

据 [2]；进一步研究建立快速定性、定量检测

EoNPV 的技术对茶园昆虫病毒研发与大面积推

广应用具有重要的作用。本研究通过制备获得

EoNPV 的单克隆抗体，该抗体能特异地与

EoNPV 病毒粒子蛋白结合，并建立了基于此单

抗的 ELISA 检测方法，从而为 EoNPV 的准确快

速检测提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
BALB/c 小鼠及其饲料购自上海医科大学；

茶尺蠖野生型种群采自中国农业科学院茶叶所

试验茶园，并经室内继代饲养；茶尺蠖核型多角

体病毒 (EoNPV) 由中国农业科学院茶叶研究所

保存。弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、辣根过

氧物酶标记的山羊抗鼠为 Sigma 公司产品；

RPMI-1640、HAT、HT 培养基、PEG6000 购自

Gibco 公司；牛血清蛋白 (BSA) 购自杭州四季

青生物工程材料有限公司；其他常规试剂均为国

产分析纯。小鼠骨髓瘤细胞株 SP2/0 引自浙江大

学农业与生物技术学院生物技术研究所，用高糖

的 DMEM 培养基传代培养。 

1.2  EoNPV 病毒粒子的分离纯化 
收集感染 EoNPV 而死亡的茶尺蠖幼虫作为

试虫，将其磨碎；用 5 层粗棉布过滤其中较大颗

粒后，反复 3 000~5 000 r/min 离心，用 1×PBS

反复洗涤纯化的多角体，至乳白色为止；加入适

量新配制的裂解液 0.1 mol/L Na2CO3，0.05 mol/L 

NaCl (pH 10.3) 裂解多角体 1~2 h；用 50％的 HCl

中和碱液，3 000 r/min 离心 5 min，去除其中未

裂解的多角体；在 160 000 r/min、1.5 h 超速离心，

沉淀 EoNPV 病毒粒子；使用 PBS 悬浮纯化的病

毒粒子，存于 4 ℃冰箱待用[3-4]。 
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1.3  小鼠免疫 
将经超速离心纯化后的茶尺蠖核型多角体

病毒粒子作为抗原与等量福氏完全佐剂充分混

合，经皮下多点注射 BALB/c 小鼠，每只 200 µL，

间隔 14 d 用含等量的福氏不完全佐剂的蛋白抗

原相同剂量作第 2、3 次免疫，14 d 后，腹腔注

射不加佐剂的蛋白抗原，每只 200 µL，3 d 后取

脾细胞用于细胞融合[5-7]。 

1.4  细胞融合和克隆 
在加强免疫后 3 d 左右获取小鼠脾细胞，将

其与正处于对数生长期的骨髓瘤细胞进行融合，

每次融合后，将细胞接种于 96 孔培养板，用含

HAT 的 1640 完全培养基选择培养 10 d 左右，

然后将 HAT 改为 HT 培养 1 周[8-9]。待细胞长至

显微镜视野的 1/4，取培养上清用 ELISA 法检测

抗体，将原免疫用抗原 EoNPV 病毒粒子稀释

100 倍作为包被抗原[10-11]，使用间接 ELISA 方

法检测获得阳性细胞；再以阴性对照 (包括 Bt

生物制剂、菜青虫颗粒体病毒) 作为包被抗原对

所选阳性细胞进行再筛选，最终获得的阳性细

胞株只对 EoNPV 病毒多角体蛋白表现阳性反

应；选择最终的阳性细胞以有限稀释法进行克

隆[12-14]。 

1.5  阳性单克隆抗体细胞株的筛选 
对克隆后检测为阳性的单克隆细胞株进行

规律传代培养，并且每一代检测它们的抗体分泌

情况，最终获得稳定分泌抗体的 EoNPV 单克隆

抗体细胞株。 

1.6  小鼠腹水抗体制备及效价测定 
将最后筛选出的阳性单克隆杂交瘤细胞株

进行扩大培养，并向小鼠腹部注射降植烷。1 周

后，使用生理盐水将细胞沉淀悬浮，接种于小鼠

腹腔，待小鼠腹腔明显鼓胀，抽取腹水测定其抗

体效价并保存于−20 ℃，用于检测[15]。 

培养上清或腹水经稀释后，加到包被原包被

的酶标板中，孵育、洗涤后，再加入 HRP 标记

的羊抗鼠 IgG，底物显色。阳性对照为小鼠阳性

血清，同时分别以同等稀释的 Sp2/0 培养上清，

或无免疫小鼠血清为阴性对照，空白对照为

PBS[16]。 

1.7  单抗的稳定性 
将分泌抗体的杂交瘤细胞株体外连续传代，

或置液氮中冻存 3 个月后复苏，用间接 ELISA

方法检查该细胞株分泌单抗的稳定性[17]。 

1.8  ph 基因的克隆与原核表达 
根 据 EoNPV 基 因 组 序 列  (GenBank 

Accession No. NC_008586.1) 的 ph 基因[18-21]，设

计 了 一 对 特 异 性 引 物 ， EoNPV ph F ：

5'-GGATCCatgtatactcgttaca-3'和 EoNPV ph R：

5'-CTCGAGttaatacgcaggtcct-3'，扩增 ph基因，PCR

反应采用 25 µL 体系，PCR 扩增程序如下：94 ℃

预变性 3 min；94  30 s℃ ，62 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s；

30 个循环；最后 72℃延伸 10 min。PCR 产物用

琼脂糖凝胶电泳鉴定，预测片段大小约 741 bp。 

扩增的产物克隆至 pMD18-T 克隆载体，连接

产物转化 TG1 感受态细胞，提取质粒，经 BamHⅠ

和 XhoⅠ双酶切的表达载体质粒 pGEX-4T2，提

取质粒并通过 PCR 鉴定，最后得到与谷胱甘肽

融合表达的载体质粒 pGEX- 4T-2-ph。 

将 pGEX-4T-2-ph 转化至表达菌株 E. coli 

BL21 (DE3) 中表达，挑取单菌落于 37 ℃、

200 r/min 条件下振荡培养过夜。次日转接 5％培



杜军利 等/茶尺蠖核型多角体病毒多角体蛋白单克隆抗体的制备 

cjb@im.ac.cn 

79

养液于新鲜 5 mL LB 培养基中，培养至 OD600 为

0.4~0.6 (2~3 h)，加入 IPTG，37 ℃继续诱导培养

5~8 h，分别收集菌体，用适量 PBS 稀释后，加

入 2×SDS-PAGE 上样缓冲液，沸水浴 5 min 后，

12 000 r/min 离心 10 min 去除不溶物，取 10 µL

进行 SDS-PAGE 检测及 Western blotting 分析。

同时，以 BL21 菌液和转化 pGEX-4T2 的诱导菌

液作为对照。 

1.9  Western blotting 分析 
多角体蛋白 (Polyhedrin，PH)、EoNPV 病毒

粒子、PGEX-4T-2 载体蛋白样品经 SDS-PAGE 电

泳后，分离胶及与胶相同大小的 PVDF 膜和 3 层

滤纸在转移缓冲液中平衡 15~20 min；将 3 层滤

纸、分离胶、PVDF 膜和 3 层滤纸依次装入转移

夹中，以 Bio-Rad 转印槽半干转移，转移条件为

恒电压 15V 15 min；PVDF 膜用封闭液 (4％脱脂

奶粉) 室温封闭 1 h；加入小鼠腹水于洗涤液中

稀释 1 000 倍，室温反应 1 h 或 4 ℃反应过夜；

PBST 洗涤 3~5 次，每次 5 min；HRP 酶标的羊

抗鼠二抗于洗涤液中室温反应 1 h；洗涤 3~5 次，

每次 5 min；加入 10 mL HRP 反应底物 DAB 溶

液覆盖于 PVDF 膜上显色，待阳性条带显示后，

用 ddH2O 终止反应[22-24]。 

1.10  最适工作浓度的确定 
把浓度为 1.5 g/L 的纯化病毒从 1∶100 开始

依次倍比稀释，稀释至 1∶204 800。由左至右依

次加入 96 孔板，置于 4℃包被过夜或者 37 ℃包

被 2 h。使用间接 ELISA 进行检测，当需加入一

抗时，将单克隆抗体从 1∶1 500 开始依次倍比稀

释，稀释至 1∶192 000，由上而下依次加入 96

孔板。显色后置于酶标仪上读板[25-26]。 

1.11  检测灵敏度的测定 
感染 EoNPV 的虫体汁液按 1∶10~1∶327 680

倍比稀释，把纯化后的 EoNPV 病毒粒子 (1.5 g/L) 

使用包被液从 1∶10~1∶5 120 倍比稀释后，分

别作为抗原，设置 3 个重复，并以未感染病毒的

茶尺蠖虫体汁液作为阴性对照。再将上述稀释液

加入反应孔中，4 ℃包被过夜，使用间接 ELISA

方法进行灵敏度检测[27-28]。 

1.12  样品检测 
获取涂抹 EoNPV 的叶片饲喂的茶尺蠖和健

康叶片饲喂茶尺蠖各 30 头，称取虫体重量。磨

碎后，根据体重分别稀释 10 倍，进行 ELISA 检

测。用提纯的 EoNPV 作阳性对照，包被液作阴

性对照。 

2  结果与分析 

2.1  杂交瘤细胞株的建立 
杂交瘤细胞培养上清的间接 ELISA 的检测

结果表明：以细胞培养上清对 EoNPV 抗原 OD492

值，与正常 BALB/c 小鼠血清对 EoNPV 抗原的

OD450 值之比大于 2.1，且杂交瘤细胞上清对 Bt

的检测结果为阴性，判为阳性杂交瘤细胞。经过

筛选和有限稀释法亚克隆，获得了 1 株阳性杂交

瘤细胞，命名为 7D3。 

2.2  单抗的稳定性 
经过连续传代冻存 2 个月后，将杂交瘤细胞

复苏，该细胞株仍能分泌抗体，间接 ELISA 检

测效价和原来效价无差别，表明该杂交瘤细胞分

泌抗体的稳定性较好。 

2.3  杂交瘤细胞腹水效价测定 
把杂交瘤细胞注射进入小鼠腹部后，获得该
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杂交瘤细胞的腹水。腹水先稀释 100 倍，而后再

依次倍比系列稀释，最后使用间接 ELISA 法测

定 OD450 值，同时设立阳性阴性血清对照。杂交

瘤细胞腹水的 OD450 值之比大于 2.1 时的最大稀

释度即为其 ELISA 效价，经检测得知该杂交瘤

细胞的效价为 106 (图１)。 

 

图 1  细胞株 7D3 的抗体效价测定 
Fig. 1  The titres of ascitic of cell line 7D3. 
 

2.4  用制备的单抗对病毒进行 Western 
blotting 检测 

把 EoNPV 进行 SDS-PAGE 后转移到 PVDF

膜，用制备的单抗为一抗，进行 Western blotting

检测。结果显示，在约 28 kDa 处有强阳性条带 

(图 2)，与 SDS-PAGE 上出现的多角体蛋白条带

大小相近，推测所获得的单抗应是一种多角体蛋

白 (PH 蛋白) 单抗。 

2.5  ph 基因原核表达质粒的构建 
为了确认获得的单抗是一种多角体蛋白单

抗，进一步克隆表达多角体蛋白基因 ph。首先用

引物 ph F、ph R 从 EoNPV 基因组 DNA 中扩增

出长度 741 bp 的 ph 基因，连接至 pMD18-T 克

隆载体，测序结果与预期结果相符，使用 BamHⅠ

和 XhoⅠ双酶切鉴定，回收片段，将其定向克隆

至由 BamHⅠ和 XhoⅠ酶切过的 pGEX-4T-2 载

体 ， PCR 鉴 定 ， 结 果 显 示 获 得 表 达 质 粒

pGEX-4T-2-ph (图 3)。 

 

图 2  EoNPV 的 Western blotting 分析 
Fig. 2  Western blotting analysis of EoNPV. M: protein 
marker; 1: virus of EoNPV. 
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图 3  ph 基因原核表达质粒的构建 
Fig. 3  Construction of ph gene prokaryotic expression-vector plasmid. 1: PCR product of ph gene; 2: recombinant 
pMD18-T vector was identified by double enzyme digestion with BamH I and Xho I; 3: pGEX-4T-2-ph was identified 
by PCR. 
 

 

2.6  ph 基因的表达和 Western blotting 分析 
表达质粒 pGEX-4T-2-ph 转化大肠杆菌

BL21，收集经 IPTG 诱导的菌体进行 SDS-PAGE

检测，结果表明，大约 54 kDa 处有明显的特异

性条带 (图 4)，与 GST 和 polyhedrin 融合表达

产物大小相符。然后使用已制备的 EoNPV 的单

抗进行 Western blotting 分析，发现该抗体与

EoNPV 病毒粒子和 ph 基因原核表达蛋白均有

特异性条带，而且蛋白大小与预期一致，同时

显示阳性的还有一条分子量约为 40 kDa 的条

带，可能是 ph 基因不完全表达产物或表达产物

的降解产物。而作为阴性对照的空 PGEX-4T-2

载体表达产物与杂交瘤细胞的腹水无明显的条

带出现 (图 4)。 

2.7  工作浓度的确定 
检测用的 EoNPV 单抗腹水倍比稀释后进行

间接 ELISA 检测，单抗在 1∶192 000 范围内均

可用于检测，与在此范围内的阴性对照的 OD 值

非常低，P/N 值大于＞8，但是在实际应用时要

求有较高的灵敏度，因此我们选择单抗腹水稀释

倍数为 1∶6 000 作为间接 ELISA 的最适工作浓

度，另外二抗的最适浓度为 1∶5 000。 

2.8  检测灵敏度的确定 
把感染病毒的病虫体液倍比稀释后经间接

ELISA 检测，从 1∶10 到 1∶20 480 都是较理想

的稀释度，当稀释度为 1∶10 240 时，P/N＜2.1，

所以其检测极限为 1∶5 120。纯化后的 EoNPV

粒子 (1.5 g/L) 及未感染的茶尺蠖虫体液倍比稀

释后，进行间接 ELISA 检测，7D3 细胞株所得

单抗对纯化的 EoNPV 粒子有较高的灵敏度，灵

敏度可达到 6 ng (图 5)。由此可建立了一条标准

曲线，方程为 y=−0.4144x+3.0742 (R2=0.9929，图

6)。该标准曲线可计算未知样品的稀释倍数 x，

病毒浓度 (g/L) 即为 1.5÷ (2x×100)。一般实验中
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都以多角体个数为病毒的单位，即 PIB/mL，

通过实验得知多角体数量与 g/L 的换算关系为

1 g/L=2.75×108 PIB/mL。因此在使用图 6 所示公

式计算出病毒的浓度后，再换算成多角体个数。 

 

图 4  SDS-PAGE 和 Western blotting 分析结果 
Fig. 4  SDS-PAGE and Western blotting analysis. M: 
protein molecular weight marker; 1,2: SDS-PAGE 
analysis of ph protein, PGEX-4T-2 vector, respectively; 
3,4: Western blotting analysis of GST-ph fusion protein, 
PGEX-4T-2 vector, respectively. 

 

图 5  细胞株 7D3 对纯病毒的检测 
Fig. 5  Detection of the purified EoNPV with cell line 
7D3. 

 

图 6  不同浓度梯度的纯化病毒 OD450 值的标准曲线  
Fig 6  Standard curve of OD450 value with different 
concentration of purified EoNPV. 
 

2.9  样品检测 
通过间接 ELISA 检测得知，使用 EoNPV 的

叶片饲喂的茶尺蠖检测率为 100％，另外用血清

计数法对其进行观察，表明饲喂 EoNPV 的叶片

的茶尺蠖体内确含有 EoNPV 病毒，而饲喂健康

叶片的茶尺蠖检测率为 0，使用血清计数法检测

未发现 EoNPV 的多角体。因此间接 ELISA 方法

与血清计数法检出阳性率一致。 

3  讨论 

单克隆抗体技术是当今生物学领域中一次

重大技术突破，杂交瘤细胞既具有大量无限生长

的特性，又具有合成和分泌抗体的能力，是由识

别单一抗原决定簇的细胞克隆所产生的均一性

抗体。与常规多克隆抗体相比，由杂交瘤技术制

备的单克隆抗体，具有特异性强，灵敏度高、质

地均一，可以大量生产等优点，因此在近 20 年

内得到了快速地发展，而且在生物科学的许多领

域得到了广泛的应用，但是用杂交瘤技术制备单
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抗耗时长，成本也较高，又难获得对某些半抗原

和抗原的抗体，因而阻碍了单抗技术应用的进一

步发展。在植保科研领域，国内外先后研制出多

种植物病毒、真菌、细菌和昆虫病毒等病原微生

物的单克隆抗体，并初步开始相关的应用研究，

突显出其广阔的应用前景 [29]。1982 年德国的

Robert 等首次研制出 5 株分泌抗苜蓿银纹夜蛾核

型多角体病毒 (AcNPV) 单抗杂交瘤细胞株[30]，

接着加拿大的 Hohman 等研制出 34 株抗 AcNPV

单克隆抗体[31]。随后 10 年来，相继研发出一些

昆虫病毒单克隆抗体。虽然与其他动物病毒相

比，昆虫病毒单克隆抗体应用研究起步比较晚，

但已初步显示出广泛的应用前景，因此研制昆虫

病毒单克隆抗体诊断试剂逐渐取代常规的抗血

清已成为大势所趋。 

单抗的专一性与选用的抗原有密切的关系，

在 NPV 中多角体蛋白量最大，制备方便，抗原

性也很强。在本试验中，利用细胞融合技术制备

了能稳定分泌抗 EoNPV 多角体蛋白的杂交瘤细

胞株 (7D3)，该细胞株灵敏度较高，效价为 105，

能够检测EoNPV生物制剂中是否含有EoNPV的

多角体，由此建立了快速检测的 ELISA 检测方

法。由于自然界存在许多种杆状病毒，EoNPV

多角体蛋白与其他多种 NPV 的多角体基因同源

性比较高[3]，例如茶刺蛾核型多角体病毒、茶毛

虫核型多角体病毒、家蚕核型多角体病毒等杆状

病毒等，所制备的抗体可能对含有多角体蛋白的

其它杆状病毒也能特异性结合，因此有必要作进

一步研究，以明确目前所筛选出的是否是只对

EoNPV 专一性结合的单克隆抗体，进而建立更

加完善的定性定量检测 EoNPV 的方法。 
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