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摘   要：为制备赤羽病病毒(akabane virus, AKAV) N 蛋白的单克隆抗体(monoclonal antibody, 
mAb)，本研究利用原核表达系统表达了 AKAV N 蛋白，纯化后免疫 BALB/c 小鼠，取其脾细胞与

小鼠骨髓瘤细胞进行融合获得杂交瘤细胞，采用间接酶联免疫吸附方法 (enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)筛选获得阳性杂交瘤细胞。经 3 次亚克隆筛选得到两株特异性针对

AKAV N 蛋白的杂交瘤细胞株，分别命名为 2C9 与 5E9。通过 ELISA、免疫印迹(Western blotting)、间

接免疫荧光法(indirect immunofluorescence assay, IFA)对其进行鉴定。结果显示，成功筛选到特异性

针对 AKAV N 蛋白的单克隆抗体。IFA 发现其与 AKAV N 蛋白具有良好的反应性，亚型鉴定试剂

盒鉴定 2C9 mAb 重链为 IgG2b 型，轻链为 κ 链；5E9 mAb 重链为 IgG1 型，轻链为 κ 链；ELISA 检

测效价均为 1:4 096 000。本研究成功制备了两株特异性针对AKAV N蛋白的单克隆抗体，为赤羽病

诊断方法的开发、疾病的防控以及 AKAV N 蛋白功能的研究奠定了基础。 
关键词：赤羽病病毒；N 蛋白；原核表达；单克隆抗体 
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Abstract: In order to generate monoclonal antibodies against the akabane virus (AKAV) N 
protein, this study employed a prokaryotic expression system to express the AKAV N protein. 
Following purification, BALB/c mice were immunized, and their splenocytes were fused with 
mouse myeloma cells (SP2/0) to produce hybridoma cells. The indirect ELISA method was used 
to screen for positive hybridoma cells. Two specific hybridoma cell lines targeting AKAV N 
protein, designated as 2C9 and 5E9, were isolated after three rounds of subcloning. Further 
characterization was conducted through ELISA, Western blotting, and indirect immunofluorescence 
assay (IFA). The results confirmed that the monoclonal antibodies specifically target AKAV N 
protein, exhibiting strong reactivity in IFA. Subtype analysis identified the heavy chain of the 
2C9 mAb’s as IgG2b and its light chain as κ-type; the 5E9 mAb’s heavy chain was determined 
to be IgG1, with a κ-type light chain. Their ELISA titers reached 1:4 096 000. This study 
successfully developed two monoclonal antibodies targeting AKAV N protein, which lays a 
crucial foundation for advancing diagnostic methods for akabane disease prevention and 
control, as well as for studying the function of the AKAV N protein. 
Keywords: akavirus; N protein; prokaryotic expression; monoclonal antibody 

 
赤羽病(akabane disease, AKAD)是由赤羽病

病毒(akabane disease virus, AKAV)引起的一种虫

媒性传染病，要通过吸血昆虫叮咬易感反刍动物

进行传播，具有季节性。据流行病学调查，孕期

的牛、绵羊、山羊对 AKAV 最易感，当感染发

生在妊娠中期时，发病率和致死率极高。临床上

以流产、早产、死产、积水性无脑和关节弯曲积

水性无脑综合征为特征 [1-3]。妊娠牛羊感染

AKAV 初期，胎龄较短的母牛易发生流产、死产，

胎龄较长的母牛易发生早产；母牛多不能站立。

由于 AKAV 可直接侵害胎儿致其畸形[4]，妊娠牛

羊感染中期分娩的胎儿多体型异常，如关节、脊

柱弯曲等，分娩时还可能由于胎势不正而引起难

产，进而造成产道损伤、胎衣不下、子宫炎等；

即便顺产，新生犊牛也不能站立，哺乳困难。感

染后期，还会出现无生活能力或瞎眼的犊牛，造

成生产量下降，影响食品质量安全，从而给世界

畜牧业带来巨大的经济损失。 
AKAD 多发于热带和亚热带地区[5-7]，我国

正处于此地理位置。根据血清中和试验对国内牛

羊血清中 AKAV 中和抗体水平调查显示[8]，全国

大范围内都存在 AKAD 感染情况，AKAD 已经
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在我国广西、安徽、云南地区呈区域性流行[9]。

所以，对 AKAV 的研究以及对 AKAD 的诊断防

控技术研究已刻不容缓。 
AKAV 于 1959年从日本群马县赤羽村的畜舍

内采集的金色库蚊和三带喙库蚊中首次分离[10]，

属于布尼亚病毒科、布尼亚病毒属、辛波病毒群

成员，为单股负链 RNA 病毒[11]。AKAV 基因组

由 S、M、L 三个片段组成[12-14]，其中，S 基因

编码的 N 蛋白呈四聚体结构，是 AKAV 主要的

核衣壳蛋白[15]，含量最高且具有较高的免疫原

性，能够诱导机体产生抗体，是诊断 AKAD 的

靶标蛋白[16]。而单克隆抗体是由单一 B 细胞产

生的针对特定表位的抗体，具有高度良好的特异

性、均一性，可广泛应用于疾病的诊断、治疗等

方面。AKAV N 蛋白是诊断和防控的重要靶标，

本研究通过原核表达系统表达、纯化 AKAV N
蛋白，用制备好的 N 蛋白免疫小鼠制备 AKAV N
蛋白的特异性单克隆抗体，为 AKAV 感染后诊

断方法的建立、AKAD 疾病的防控及 AKAV N
蛋白相关功能的研究奠定了基础。 

1  材料与方法 
1.1  质粒、实验动物及细胞 

pET-30a-AKAV-N 和 pcDNA3.1-AKAV-N 重

组质粒均由武汉金开瑞生物工程有限公司构建；

BALB/c 小鼠购自中国农业科学院兰州兽医研究

所实验动物中心，动物实验方案严格遵守相关实

验动物福利规定，并获得中国农业科学院兰州兽

医研究所实验动物伦理委员会批准(批准号：

LVRIAEC-2023-081)；BL21(DE3)感受态细胞购

于北京索莱宝科技有限公司；SP2/0 细胞、

BHK-21 细胞、O 型口蹄疫病毒(foot-and-mouth 
disease virus serotypes O, FMDV-O)和 A 型口蹄

疫病毒(foot-and-mouth disease virus serotypes A, 
FMDV-A)灭活抗原来自国家口蹄疫参考实验

室；布鲁氏杆菌(Brucellosis)、牛病毒性腹泻病

毒(bovine viral diarrhea virus, BVDV)、牛结节性

皮肤病病毒(lumpy skin disease virus, LSDV)灭
活抗原均由中国农业科学院兰州兽医研究所家

畜疫病病原生物学国家重点实验室保存。 

1.2  主要试剂 
BCA 蛋白定量试剂盒、PBS、卡那霉素、

IPTG 和脱脂奶粉均购自北京索莱宝科技有限公

司；弗氏完全佐剂、不完全佐剂、HT 和 HAT

均购自上海西格玛奥德里奇贸易有限公司；Ni

柱亲和层析树脂购自 Omega Bio-Tek 公司；HRP

标记山羊抗鼠二抗、山羊抗牛二抗均购自 abcam

公司；单抗亚类鉴定试剂盒购自 Proteintech 公

司；LIP3000 购自 Thermo Fisher 公司；酶标板

购自 Costor 公司。 

1.3  AKAV-N 重组蛋白表达及可溶性分析 
从 NCBI 查找到的 AKAV N 蛋白基因序列

(GenBank 登录号：AY383717.1)，由武汉金开瑞生

物工程有限公司合成并构建至 pET-30a 载体。将

pET-30a-AKAV-N 重组质粒转化至E. coli BL21(DE3)

感受态细胞中，涂板温箱孵育后挑取单克隆菌落

于含卡那霉素的 LB 培养基中培养，待 OD600 至

0.6−0.8 时，加入终浓度为 0.1 mmol/L IPTG，诱

导表达 6−8 h。收集菌体，用 PBS 缓冲液重悬细

菌沉淀，超声破碎后分离上清和沉淀，通过

SDS-PAGE 分析可溶性。选取合适的蛋白表达条

件大量表达蛋白，并通过 Ni 柱对蛋白进行纯化。 

1.4  AKAV-N 重组蛋白的纯化 
用缓冲液(pH 7.4)对菌体沉淀进行重悬并超

声，重复 3 次后，4 ℃、8 000 r/min 离心 30 min，

收集上清。将上清加入用平衡液平衡后的 Ni 柱中

结合 3−5 min，分别用含 50、80、100、250 mmol/L

咪唑的缓冲液洗涤杂带 2 次，最后用含 500 mmol/L

咪唑的缓冲液洗脱目的蛋白，SDS-PAGE 分析纯
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化结果。 

1.5  AKAV-N 重组蛋白反应活性鉴定 
用 Western blotting 鉴定 AKAV N 重组蛋白

与 AKAV 阳性血清的反应活性，将 AKAV N 重

组蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，并转印至 PVDF

膜上，5%脱脂乳室温封闭 2 h；用 AKAV 阳性

血清(1:500) 4 ℃过夜孵育；TBST 洗涤 10 min，

重复 3 次。用 HRP 标记的牛二抗(1:15 000)室温

孵育 1 h；同上洗涤，显色液曝光，使用高分辨

图像采集系统(Chemdoc MP)拍照。 

1.6  AKAV N 蛋白单克隆抗体的制备 
1.6.1  动物免疫及单克隆抗体细胞株的融合和

筛选 
用 BCA 蛋白定量试剂盒将纯化的重组 N 蛋

白进行定量，以 50 μg/只的剂量经背部皮下多点

注射免疫 6−8 周龄 BALB/c 雌鼠 4 只，每间隔两

周免疫一次。首次免疫将重组 N 蛋白与弗氏完

全佐剂 1:1 比例混合乳化，二次免疫和三次免疫

与弗氏不完全佐剂 1:1 比例混合乳化。第三次免

疫后一周尾静脉采血，采用间接 ELISA 方法检

测血清抗体效价，选择血清效价最高的小鼠进行

试验，于融合前 3 d 腹腔注射 100 μg N 蛋白加强

免疫，取其脾细胞与骨髓瘤细胞进行细胞融合。

采用间接 ELISA 方法，以 AKAV N 蛋白作为包

被抗原，杂交瘤细胞上清作为一抗，HRP 标记

的山羊抗鼠 IgG (1:10 000)作为二抗，筛选与

AKAV N 蛋白反应的阳性杂交瘤细胞株，通过有

限稀释法对阳性杂交瘤细胞株进行 3 次亚克隆

后扩大培养，冻存备用。 
1.6.2  腹水制备及纯化 

将筛选到的阳性杂交瘤细胞腹腔注射预先

腹腔注射 0.5 mL 弗氏不完全佐剂致敏的小鼠，

待小鼠腹部出现膨胀现象，用注射器抽取腹水，

−80 ℃保存备用。应用饱和硫酸铵沉淀法对腹水

进行纯化[17]：将腹水与 0.06 mol/L (pH 4.8)的醋

酸盐缓冲液按 1:2 混合，混匀后加入适量的正辛

酸，边加边混匀，有少量白色颗粒出现，置于摇

床 30 min 后于 4 ℃静置 2 h；12 000 r/min 离心

30 min，收集上清，用铜网过滤，收集滤液。按

收集液总体积的 1/10 加 PBS，用 2 mol/L NaOH

调节 pH 至 7.4；冰浴条件下逐滴加入等体积   

的饱和硫酸铵，边加边混匀，置于 4 ℃静置 2 h；

12 000 r/min 离心 30 min，弃去上清；用适量 PBS

重悬沉淀，剪 3−5 cm 长度的透析袋，放于水浴

锅 100 ℃煮沸 10 min，将重悬沉淀后的溶液转

至透析袋中，PBS 透析过夜。 

1.7  AKAV N 蛋白单克隆抗体生物学特性

鉴定 
1.7.1  效价的测定 

应用间接 ELISA 方法检测纯化好的单克隆

抗体效价，以 AKAV N 蛋白为包被蛋白，倍比

稀释单克隆抗体为一抗，山羊抗鼠 IgG-HRP 
(1:15 000)作为二抗进行检测，以 P/N>2.1 所对

应的最大稀释比例作为单克隆抗体的效价。 
1.7.2  单克隆抗体的亚型鉴定 

根据Proteinech单克隆抗体亚型鉴定试剂盒

说明书操作，对 AKAV N 蛋白单克隆抗体进行

抗体亚型的鉴定。 
1.7.3  单克隆抗体叠加 ELISA 试验 

为验证获得的两株单克隆抗体针对的是否

为 N 蛋白的同一抗原表位，用低浓度重组 N 蛋

白包被酶标板，加入单种或两两组合的特定浓度

单克隆抗体为一抗；将 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG
作为二抗；用间接 ELISA 测定 OD450 值。按照

下列公式计算叠加系数(additivity index, AI)，
AI=[2A(1+2)/(A1+A2)–1]×100。当AI 大于 40%时，

判定两株单克隆抗体结合不同的抗原结合位点。 
1.7.4  IFA 鉴定 

将 pcDNA3.1-AKAV-N 重组质粒转染至
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BHK-21 细胞，同时设置阴性对照与阳性对照；

培养 48 h 后加入 4%多聚甲醛室温固定 30 min；

PBS 溶液洗 3 次，加入 0.1% Triton，室温通透

10 min；PBS 溶液洗 3 次，加入 5% BSA，室温

封闭 1 h；PBS 溶液洗 1 次，分别加入单克隆抗

体(1:500)为一抗，阳性对照组加入 AKAV 阳性

血清为一抗；阴性对照组加入阴性血清为一抗；

4 ℃过夜孵育；PBS 溶液洗 3 次，加入 FITC 标

记的鼠二抗(1:500)，室温孵育 1 h；PBS 溶液洗

3 次，用 DAPI 染核 10 min，置于激光共聚焦显

微镜与荧光显微镜下观察，拍照。 
1.7.5  单克隆抗体特异性检测 

将 AKAV N 蛋白、FMDV-O、FMDV-A、

Brucellosis、BVDV 和 LSDV 进行 SDS-PAGE 电

泳，转印至 PVDF 膜上，5%脱脂乳室温封闭 2 h；

用单克隆抗体(1:2 000) 4 ℃过夜孵育；TBST 洗

涤  10 min，重复 3 次，用 HRP 标记的山羊抗

鼠二抗(1:15 000)室温孵育 1 h；同上洗涤，显色

液曝光，使用 Chemdoc MP 拍照。 
1.7.6  单克隆抗体亲和力检测 

用间接 ELISA 对稳定分泌抗 AKAV N 蛋白

单克隆抗体的 2C9、5E9 杂交瘤细胞上清与纯化

后的腹水抗体效价进行测定，检测单克隆抗体的

相对亲和力。 

1.8  双抗体夹心 ELISA 方法的建立及最佳

反应条件的优化 
以纯化好的 5E9 mAb为包被抗体，2C9 mAb

为检测抗体，运用棋盘法对双抗体夹心 ELISA

反应条件进行确定。当样品 OD450 值在 2.0 左右，

且样品孔与阴性孔 OD450 差值最大时为最佳反

应条件。 

将包被抗体倍比稀释分别包被至酶标板，

4 ℃包被 12 h；PBST 洗 4 次并拍干，加入 1% 

BSA，100 μL/孔，4 ℃封闭 10 h；弃液并拍干。

检测 600 ng/mL 的重组 AKAV N 蛋白，同时设

置 2 个复孔，37 ℃孵育 30 min；PBST 洗 4 次

并拍干，分别加入倍比稀释的检测抗体，37 ℃

孵育 30 min；PBST 洗 4 次并拍干，加入 TMB，

37 ℃避光显色 12 min；加入终止液，酶标仪读

取 OD450 值。 

根据上述操作步骤，以确定的最佳包被抗体

包被浓度和检测抗体稀释度继续对蛋白孵育时

间(15、30、45、60 min)、检测抗体孵育时间(15、

30、45、60 min)和底物显色时间(5、12、15、

20 min)条件进行优化。 

1.9  双抗体夹心 ELISA 的特异性检测  
按照已优化的双抗体夹心 ELISA 方法检测

FMDV-O、 FMDV-A、 Brucellosis、 BVDV 和

LSDV，同时设置 AKAV N 蛋白作为对照，每份

样品重复 2 次，评价该方法的特异性。 

1.10  双抗体夹心 ELISA 的敏感性检测 
以不同浓度(1:800−1:102 400)的 AKAV N蛋

白为抗原，用优化好条件的双抗体夹心 ELISA

方法对 AKAV N 蛋白浓度底限进行检测，计算

P/N 值，检测该方法的敏感性。 

2  结果与分析 
2.1  AKAV-N 重组蛋白表达及纯化 

SDS-PAGE 结果表明，该原核表达的重组 N

蛋白以上清形式表达(图 1A)。亲和层析纯化后

经 SDS-PAGE 分析鉴定，以 500 mmol/L 咪唑

浓度的缓冲液洗脱蛋白，收集液于 28 kDa 处出

现单一目的条带(图 1B)，纯度较好。 

2.2  AKAV-N 重组蛋白反应活性鉴定 
经 Western blotting 鉴定，重组 N 蛋白与

AKAV 阳性血清呈阳性反应，于 28 kDa 处出现

特异性条带(图 2)，表明重组 N 蛋白具有良好的

反应活性。 
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图 1  AKAV N 蛋白 SDS-PAGE 表达鉴定(A)及纯

化结果分析(B) 
Figure 1  Identification of AKAV N protein 
SDS-PAGE expression (A) and analysis of 
purification results (B). M: Molecular mass standard 
of unprecolumnized proteins; 1: Uninduced protein 
at 16 °C; 2: Induced protein at 16 °C; 3: Protein 
expression supernatant at 16 °C; 4: Protein 
expression precipitate at 16 °C; 5: Affinity 
chromatography flow-through protein after induction 
at 16 °C; 6: Heterogeneous protein washed with 500 
mmol/L imidazole 1 time; 7: Heterogeneous protein 
washed with 500 mmol/L imidazole 2 times; 8: 
Protein eluted with 500 mmol/L imidazole 1 time; 9: 
Protein eluted with 500 mmol/L imidazole 2 times. 

 

 
 

图 2  Western blotting 蛋白反应活性鉴定 
Figure 2  Identification of protein reactivity by 
Western blotting. M: Molecular quality standard of 
pre-stained proteins; 1: AKAV-N protein. 

2.3  动物免疫后抗体应答检测 
应用间接 ELISA 检测 4 只三免后 BALB/c

小鼠的稀释血清，发现 2#小鼠的抗体水平最高

(图 3)，选取 2#小鼠进行后续试验。 

2.4  AKAV N 蛋白单克隆抗体的鉴定 
将饱和硫酸铵沉淀法纯化好的单克隆抗体

通过间接 ELISA 方法检测效价，结果如图 4 所

示，2C9、5E9 mAb 效价均达到 1:4 096 000。 
 

 
 

图 3  AKAV N 蛋白免疫小鼠三免后间接 ELISA
检测 
Figure 3  Indirect ELISA after triple immunization 
of mice with AKAV N protein. 
 

 
 

图 4  间接 ELISA 抗体效价检测分析 
Figure 4  Indirect ELISA for antibody potency 
analysis. 
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用单抗亚类鉴定试剂盒对 2C9、5E9 mAb
亚型进行测定，结果如图 5 所示，2C9 mAb 为

IgG2b/к 型，5E9 mAb 为 IgG1/к 型。 
通过叠加 ELISA 验证，获得的两株单克隆抗

体针对的为 N 蛋白的不同抗原表位。结果如图 6
所示，2C9、5E9 mAb 的 AI 值均在 40%以上。 

 
 

 
 

图 5  2C9、5E9 单克隆抗体亚型鉴定 
Figure 5  Identification of 2C9 and 5E9 monoclonal 
antibody isoforms. 

 
 

图 6  2C9、5E9 单克隆抗体叠加分析 
Figure 6  2C9 and 5E9 monoclonal antibody overlay. 

 
对 BHK-21 细胞及对照组细胞进行 IFA 检

测，结果如图 7 所示，2C9、5E9 mAb 与转染了

pcDNA3.1-AKAV-N 重组质粒的 BHK-21 细胞发

生阳性反应，表明 2C9、5E9 mAb 与 AKAV N
蛋白具有良好的反应性。 

 

 
 

 

图 7  2C9、5E9 单克隆抗体 IFA 鉴定 
Figure 7  2C9 and 5E9 monoclonal antibody IFA identification. 
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选用 AKAV N 蛋白、FMDV-O、FMDV-A、

Brucellosis、BVDV 和 LSDV 对单克隆抗体特

异性进行鉴定，结果如图 8 所示，单克隆抗体

仅特异性识别 AKAV N 蛋白，于 28 kDa 处出

现特异性条带，不与 FMDV-O、FMDV-A、

Brucellosis、BVDV 和 LSDV 反应，具有较好

的特异性。 

将稳定分泌抗 AKAV N 蛋白单克隆抗体的

2C9、5E9 杂交瘤细胞上清经间接 ELISA 方法测

定，结果如图 9 所示，发现 2C9 杂交瘤细胞上

清的效价为 1:1 600，5E9 杂交瘤细胞上清的效

价为 1:6 400，由于 2C9、5E9 腹水抗体效价均

达到 1:4 096 000，腹水中抗体效价明显高于杂

交瘤细胞上清，证明了两株单克隆抗体的相对

亲和力良好。 

 
 

 
 
 

图 8  Western blotting 抗体特异性鉴定 
Figure 8  Western blotting antibody specificity 
identification. M: Molecular quality standard of 
pre-stained proteins; 1: AKAV N protein; 2: LSDV; 
3: FMDV-O; 4: FMDN-A; 5: BVDV; 6: 
Brucellosis. 

 
 

图 9  2C9、5E9 杂交瘤细胞上清效价检测 
Figure 9  2C9 and 5E9 hybridoma cell serum 
potency assay. 
 
2.5  双抗体夹心 ELISA 方法最佳反应条件

的确定 
经条件优化，确定了双抗体夹心 ELISA 方

法包被抗体最佳包被稀释比例如图 10 所示为

1:800 (0.25 μg/ml)，检测抗体最佳稀释比例为

1:24 000，蛋白及检测抗体最佳孵育时间为 37 ℃
下孵育 30 min；底物溶液最佳显色时间为 37 ℃
下避光显色 12 min。 

 

 
 

图 10  包被抗体及检测抗体最佳工作浓度测定结

果分析 
Figure 10  Determination of optimal working 
concentration for encapsulated and detected 
antibodies.  
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2.6  双抗体夹心 ELISA 方法的特异性检测  
用建立的双抗体夹心 ELISA 方法同时检测

FMDV-O、FMDV-A、Brucellosis、BVDV、LSDV
和 AKAV N 蛋白，结果如图 11 所示，只有 AKAV 
N 蛋白有明显的 OD450 值。表明该方法的特异性

良好，与其他抗原无交叉反应。 

2.7  双抗体夹心 ELISA 方法的敏感性检测 
用建立的双抗体夹心 ELISA 方法对 AKAV 

N 蛋白浓度底限进行检测，结果如图 12 所示，

最低检测至 1:12 800，说明建立的双抗体夹心

ELISA 方法具有良好的敏感性。 
 

 
 

图 11  双抗体夹心 ELISA 方法的特异性检测结果 
Figure 11  Specific detection results of double 
antibody sandwich ELISA method. 
 

 
 

图 12  双抗体夹心 ELISA方法的敏感性检测结果 
Figure 12  Sensitivity test results of the double 
antibody sandwich ELISA method. 

3  讨论与结论 
赤羽病在我国被列为二类进境动物疫病[18]，

是目前对养牛业和养羊业危害较为严重的疫病。

在感染妊娠中期发病率和致死率极高，目前世界

范围内也暂时没有疫苗防控。由于我国处于赤羽

病多发的地理位置，流行风险较大，一旦暴发将

会对我国畜牧业造成严重的经济损失[19]。因此，

要加强对赤羽病毒、赤羽病诊断监测及防控技术

的研究。在此过程中，特异性高反应性强的检测

抗体为赤羽病诊断技术的建立提供了高效的基

础材料。 
在免疫学检测方法中，应用单克隆抗体高纯

度、高特异性、制备成本低和易重复等特点，建

立结果准确、反应时间快速、敏感性高及特异性

强的检测方法已相当普遍。先前的研究表明，大

多数 AKAV 特异性单克隆抗体针对其他蛋白，而

不是N蛋白[20-21]。本研究用原核系统表达出AKAV 
N 蛋白，通过 SDS-PAGE 分析，AKAV 重组 N 蛋

白以上清形式表达，500 mmol/L 咪唑洗脱纯化后

纯度最好。经 Western blotting 方法鉴定 AKAV
重组 N 蛋白与 AKAV 阳性血清反应性较好，表

明重组 N 蛋白反应性良好。用其免疫小鼠对效

价最高的小鼠加强免疫后进行细胞融合，利用间

接 ELISA 与有限稀释法筛选出两株可稳定分泌

抗 AKAV 重组 N 蛋白单克隆抗体的阳性细胞株

2C9 与 5E9。经间接 ELISA 检测，2C9、5E9 mAb
效价均达到 1:4 096 000。单克隆抗体亚型鉴定结

果显示，2C9 mAb 重链为 IgG2b 型，轻链为 κ
链；5E9 mAb 重链为 IgG1 型，轻链为 κ 链。IFA
以及 Western blotting 验证结果表明，纯化出的

单克隆抗体不仅能与转染了 pcDNA3.1-AKAV-N
重组质粒的 BHK-21 细胞发生反应，还能通过

Western blotting 检测识别 AKAV 重组 N 蛋白，这

对 AKAV 感染后检测方法的研究与建立具有重
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要意义。Western blotting 检测还显示所纯化的单

克隆抗体仅与 AKAV 重组 N 蛋白发生阳性反应

而与其他抗原不存在交叉反应，具有良好的反应

性与较高的特异性；并且应用纯化出的单克隆抗

体所建立的双抗体夹心 ELISA 方法经验证也具

有较好的特异性与敏感性。 
综上所述，本研究针对 AKAV N 蛋白制备

的 2C9、5E9 mAb 特异性强、反应性高，能够为

AKAV N 蛋白功能的进一步研究和 AKAV 抗原

检测研究提供技术支撑，为 AKAD 监测及防控

奠定了一定的基础。 
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