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栉孔扇贝急性病毒性坏死症病毒单克隆抗体的制备

及 !"#$%检测
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摘 要：利用蔗糖密度梯度离心技术从自然发病的栉孔扇贝（!"#$%&’ ($)))*)+）组织分离纯化急性病毒性坏死症
（JD.I+ K>-.@ A+D-’,>’I>D E>@+/@+，J&1L）病毒，并以此为抗原免疫 M/(,7D小鼠。将免疫小鼠的脾细胞与 1N;#骨髓瘤细
胞进行融合，最终筛选出 !株能稳定传代并分泌该病毒特异性单克隆抗体（O’A’D(’A/( JAI>,’E0，OJ,）的杂交瘤细胞
系。应用胶体金标记免疫电镜技术在超微水平上对这 !株 OJ,@进行测定表明，它们对 J&1L病毒均具有高度的
特异性，并且所识别的特异性位点均位于病毒粒子囊膜的纤突上。应用该单克隆抗体对不同养殖季节的一龄贝进

行间接 <PQNJ检测发现，3月中旬至 3月底病毒感染率与感染强度均处于当年的最高峰，与这一时期栉孔扇贝所表
现出的最高死亡率完全吻合。
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自 $%世纪 2%年代起，连续爆发的养殖栉孔扇
贝（!"#$%&’ ($)))*)+）大规模死亡现象给我国的扇贝
养殖业造成了巨大的经济损失［#，$］。自 $%%% 年以
来，作者所在课题组利用超薄切片、电镜负染、组织

病理学、多抗免疫学检测及人工感染实验等方法进

行的系统性研究证实，造成养殖中后期栉孔扇贝大

规模死亡的病原是一种球形 R1J病毒，并将该种病
害定名为急性病毒性坏死症（J&1L）［# S 3］。鉴于准
确的诊断技术是实现病害控制的重要前提，本研究

利用杂交瘤单克隆抗体技术于国内首次成功地建立

了分泌该病毒特异性单克隆抗体的小鼠杂交瘤细胞

株，从而为病毒检测和进一步开展该病毒的致病机

理研究奠定了重要的基础。

& 材料和方法

&’& 材料
TRU;羊抗小鼠 QB5（T V P）、*Q6W;羊抗小鼠 QB5

购自华美生物工程公司。小鼠单抗亚型测定试剂

盒、#% A= 胶体金标记羊抗小鼠 QB5 和邻苯二胺
（XUL）均购自 N>B=/公司。福氏完全佐剂、福氏不完

全佐剂、RUOQ#:!%培养基、TJ6和 T6均购自 5>,D’
公司；酶标仪为 P/,@0@I+=@，O.I>@Y/A OZ4。
&’( 病毒的分离和纯化
病料为 $%%$ 年 3 月下旬于栉孔扇贝自然发病

并呈大量死亡时采自青岛太平角海水养殖场的病

贝。剔除闭壳肌、肝胰腺和性腺后，分装保存于

F 9"[备用。将病贝组织剪碎，按 # \ #% 比例加入
6<1 缓冲液（%]%"=’(7P 6->@;TW(；%]%#=’(7P <L6J；
%]4:=’(7P 1/W(，^T 3]9），冰浴中匀浆。匀浆液先后
经 4"%% _ , 离心 #"=>A 和 3"%% _ , 离心 #"=>A。所
得上清液经 :=P 4"‘（a7a）的蔗糖垫 ##4%%% _ ,
超速离心 2%=>A。沉淀用少量 6<1缓冲液重悬后经
9%%% _ ,离心 $%=>A，上清液铺于 4%‘ S :%‘（a7a）
连续蔗糖密度梯度上，##4%%% _ , 离心 $]"H，收取乳
白色病毒带。病毒粒子用 61 缓冲液稀释后离心洗
去其中的蔗糖，最后用少量 61缓冲液重悬病毒粒
子。测定纯化病毒悬液的蛋白质浓度［9］，分装保存

于 F 9"[。同时，提纯病毒液经 $‘磷钨酸负染，透
射电镜（b<O;#$%%<c）下鉴定病毒粒子的纯度。



!"# $%&’()小鼠的免疫
将提纯病毒液与等量福氏完全佐剂充分乳化，

经腹腔注射（!""!#$每只）对 %只 &周龄 ’()*$+小鼠
同时进行初次免疫。每隔 ,周用提纯病毒液与等量
福氏不完全佐剂充分乳化后经腹腔注射加强免疫，

共 %次。细胞融合前 %-，用不含佐剂的提纯病毒液
经脾内直接注射法加强免疫［.］。

!"* 细胞融合及杂交瘤细胞的培养
细胞融合前，对免疫的小鼠进行尾部采血，用间

接 /0123方法检测小鼠血清的抗体滴度。无菌条件
下取抗体滴度最高的小鼠脾脏制成细胞悬液，计数

后按 4 5!的比例与处于对数生长期的 627! 骨髓瘤
细胞用 4"8 9/: ,"""进行细胞融合。将融合后的
细胞用 ;9<1!&="7>3?完全培养液（含 ,"8 新生小
牛血清）重悬，置 @A,培养箱中 %BC培养。!,-后改
用 ;9<1!&="7>?完全培养液继续培养。, 周后，待
杂交瘤细胞长满孔底 !$= D !$%时，用下述两种方法
对杂交瘤细胞进行筛选。

应用有限稀释法及时对阳性孔连续进行 %次单
克隆化后，应用小鼠单抗亚型测定试剂盒按使用说

明测定单克隆抗体亚型。另外，将稳定的、阳性反应

强的单克隆杂交瘤细胞制备相应的小鼠腹水单抗，

并应用间接 /0123测定其抗体滴度。
!"+ 间接酶联免疫吸附检测（,-./0）
将提纯病毒液用包被缓冲液（"E"4FG)$0碳酸盐

缓冲液，H> .E&）适当稀释后，包被于高吸附性 .&
孔酶标板，置 =C 过夜。甩干酶标板，用 %8 ’237
9’2（H> BE=）室温封闭 %"FIJ。用 9’2?（"E"4 8
?KLLJ7,"$9’2，H> BE=）洗板 %次，每次 4FIJ。每孔加
待测杂交瘤上清 !""!0，室温孵育 !M。同上洗板后，
每孔加 !""!0 >;97羊抗小鼠 1#:（> N 0）（! 5 !"""稀
释），室温孵育 !M。同上洗板后，每孔加显色底物液
（"E!FG)$0 柠檬酸$磷酸氢二钠缓冲液，H> 4E"；
"E"=8 A9O；"E!48 >, A,）!""!0，室温蔽光显色
!4FIJ，,FG)$0 >,2A=终止反应，酶标仪检测 =.,JF处

!" 值。
同时，设免疫小鼠的血清为阳性对照；由健康贝

（本研究中的健康贝为采于 ,""%年 %月并经电镜负
染检测［&］证实无 3P6O病毒感染的个体）组织匀浆
液经低速离心所得上清液作为阴性对照。待测孔的

!" 值（9）$ 阴性对照孔的 !" 值（6）! ,E!判定为
阳性。

!"1 间接免疫荧光检测（.20）
病贝为 ,""% 年 B 月中旬扇贝呈现大量死亡时

采自青岛太平角海水养殖场。取扇贝各主要器官组

织，用 O(QI-RGJSR固定液 =C 固定 =T M。以常规石蜡
包埋方法制备组织切片。切片经脱蜡、复水后 9’2
冲洗 % 次，每次 4 FIJ。滴加杂交瘤细胞上清液，
%BC湿盒内孵育 !M。同上冲洗后，滴加 U1?@7羊抗
小鼠 1#:（! 5!"稀释），%BC湿盒内暗处孵育 !M。最
后，用 9’2充分洗涤后缓冲甘油封片，荧光显微镜
观察拍照。同时，设健康贝的组织切片为阴性对照；

省去杂交瘤上清为空白对照。

!"3 胶体金标记免疫电镜技术（.,4）对 40’5 特
异性及病毒结合位点的检测

取提纯病毒液（," D ,4!0）滴在涂有蜡膜的载
玻片上，将带有 UGVFQ(V膜的铜网膜面朝下漂浮在液
滴上吸附 !FIJ（以下步骤均于涂有蜡膜的载玻片上
完成，并将载玻片置于室温条件下的湿盒内［!"］）。

9’2洗涤 % W 4FIJ，用 %8 ’2379’2 封闭 %"FIJ。然
后与杂交瘤上清孵育 ! M。同上洗涤后，将铜网与胶
体金标记羊抗小鼠 1#:（! 5 !"稀释）孵育 !M。最后，
铜网用 9’2洗涤 % W 4FIJ，经 ,8 磷钨酸负染，电镜
观察拍照。

为进一步观察单抗是否同时与石蜡组织切片中

经甲醛固定后的病毒抗原发生特异性结合，利用

1/<对此进行了检测。取提纯病毒液（约 ," D
,4!0）滴在涂有蜡膜的载玻片上，将带有 UGVFQ(V膜
的铜网膜面朝下漂浮在此液滴上吸附 !FIJ。用 9’2
洗涤 % W 4FIJ 后，将铜网置于 =8甲醛79’2 中固定
!"FIJ。随后洗涤、封闭、分别与单抗和胶体金标记
二抗作用等步骤同上。同时，实验设健康贝上清液

代替病毒液为阴性对照；省去杂交瘤上清为空白对

照。

!"6 不同养殖季节栉孔扇贝感染 0789病毒的间
接 ,-./0检测

,""%年 =月至 !!月于不同养殖季节自青岛太
平角海水养殖场采集一龄栉孔扇贝，每次 !4只。解
剖扇贝，按下述方法进行样品处理以及间接 /0123
检测：取外套膜和鳃，称重后剪碎，按 ! 5 .的比例加
入 ?/6缓冲液冰浴中匀浆。匀浆液先后以 %4"" W #
离心 !4FIJ 和 B4"" W # 离心 !4FIJ，取上清液做为
/0123检测的样品。样品经包被缓冲液稀释后包被
于高吸附性 .&孔酶标板，每样品设 %个平行孔。以
下步骤与上述对杂交瘤细胞筛选的 /0123操作方法
相同。但一抗统一使用由 %@T制备的腹水抗体。同
时，设提纯病毒液作为阳性对照；由健康贝制备的

上清液作为阴性对照。样品孔的平均 !" 值（9）$
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阴性对照孔的 !" 值（!）! "#$判定为阳性。

! 结果

!"# 病毒粒子的电镜负染观察
纯化的病毒粒子在形态上近似圆球形，直径约

$$% & $’%()。病毒粒子外包双层囊膜，囊膜的表面
带有 "% & "*()的纤突，其形态特征与王崇明等所报
道的完全一致［+］（图 $）。

图 # $%&’病毒粒子的电镜负染
,-./$ !0.12-3045 621-(07 89!: 3-;-<(6 =>;-?-07 ?;<) -(?0@207 #$%&’()

*&+++,+-

A=-B06 C0;0 <D3-<>645 <( 0(304<= <? 6<)0 3-;-<(6（1;;<C）/ E1;：$%% ()/

图 ! ()$技术对单克隆抗体特异性的测定
,-./" FG0 6=0@-?-@-25 <? H1D6 C16 0I1)-(07 D5 -(7-;0@2 J,8

H8D +KL 6G<C6 =<6-2-30 ;01@2-<( C-2G 2G0 )1(240 0=-2G04->) <? 7-601607

6@144<=（8）1(7 (0.12-30 ;01@2-<( C-2G )1(240 <? G0142G5 6@144<=（89!:

3-;>6 (0.12-30 @<(2;<4）（E）/ M<6-2-30 ;01@2-<(6 <? H8D +KL C-2G .-446
（K）1(7 -(2062-(0（:）<? 7-601607 6@144<=/ E1;6："*!)/

!"! 杂交瘤细胞的培养及筛选
在所接种的 N 块 OP 孔培养板中共有 "NO 孔出

现杂交瘤细胞生长，融合率约为 P*Q。经间接
RSJA8方法初步筛选出 $" 孔阳性杂交瘤细胞。后
经原位 J,8技术进一步检测发现，其中的 $%株杂交
瘤细胞仅与病贝的组织细胞发生特异性反应（图

"）；而另外的 "孔杂交瘤细胞由于与病贝和健康贝
的血细胞均发生反应（非特异性反应）而被排除。采

用有限稀释法对这 $%孔杂交瘤细胞连续进行 +次

单克隆化后，又经过半年的连续传代培养和多次检

测，最后获得 N株能稳定传代并具有很强的阳性反
应的单克隆杂交瘤细胞系（"E+、+KL、+T’、NK’）。其
中，+KL 所分泌单抗的亚型为 J.T$，其余 + 株均为
J.T"D；由 +KL和 "E+制备的腹水单抗具有较高的抗
体滴度（均为 $ UL$O"）。
!"* 胶体金标记免疫电镜技术对 +$,- 与 $%&’
病毒特异性结合位点的检测

应用胶体金标记免疫电镜技术对上述 N株单抗
分别进行研究发现，它们均能获得高特异性和低背

景污染的金颗粒标记的病毒粒子，且金颗粒均特异

性地标记在病毒粒子囊膜表面的纤突上（图 +）。而
阴性对照和空白对照检测中，整个铜网几乎观察不

到胶体金颗粒存在。实验结果还显示，N 株单抗能
与甲醛固定的病毒粒子同样发生明显地特异性反应

（图 +VE）。

图 * 胶体金标记免疫电镜对单克隆抗体与病毒粒子结
合位点的检测

,-./ + R=-2<=06 >42;162;>@2>;14 4<@14-W12-<(6 C0;0 0I1)-(07 D5

-))>(<040@2;<( )-@;<6@<=5

FG0 H8D >607 C16 +KL# T<47 =1;2-@406 4<@1207 <( 6=-B06 <? 3-;-<(6（8）

1(7 146< @<)D-(07 C-2G 6=-B06 <? ?<;)1470G570 ?-I07 3-;-<(6（E）/ E1;6：

$%%()/

!". 不同养殖季节栉孔扇贝病毒感染的 /0(1$
检测

应用单抗建立的 RSJA8检测技术对 "%%+ 年不
同养殖季节的一龄贝进行动态检测显示：’ 月中旬
之前，扇贝的平均病毒感染率一直保持在相对较底

的水平（图 NV8）；自 ’月中旬开始，平均病毒感染率
呈现出急剧上升。至 ’月底，感染率达到当年的最
高峰（O"#+Q）。自 L 月底，病毒感染率开始出现明
显下降的趋势。RSJA8 检测还显示，扇贝的病毒感
染强度也表现出与此相似的规律（图 NVE）。

* 讨论
目前，利用间接 RSJA8方法对大量的杂交瘤细

胞进行筛选是单克隆抗体制备中常用的方法。但常

因病毒提纯液中极易污染宿主的组织蛋白成分，以

间接 RSJA8方法所筛选出的单抗中有可能包含针对
宿主蛋白的非目的抗体。这种问题同样也在对虾不

L$$ 微 生 物 学 报 N* 卷



图 ! 栉孔扇贝不同养殖季节病毒感染率（"）和感染强度
（#）的 $%&’"检测
!"#$% &"’() "*+,-."/* ’0.)（1）0*2 3"’() "*+,-."/* 2,*)".",)（4）2(’"*#

2"++,’,*. ),0)/*) /+ 5667（,809"*,2 :; "*2"’,-. <=>?1）

同病毒的单抗制备中遇到［@@ A @7］。为此，本研究使用

经电镜负染检测的健康扇贝为阴性对照，应用原位

>!1技术对 <=>?1所筛选的 @5 株阳性杂交瘤细胞
进行了特异性鉴定。结果表明，有 @6株杂交瘤细胞
株所产生的单克隆抗体可以特异性地原位检测出病

贝主要器官组织（如外套膜、鳃、肾、生殖腺、胃、肠、

肝胰腺等）中病毒感染的阳性细胞，而作为阴性对照

的健康贝的组织切片中则没有检测到特异性阳性反

应。另外，利用胶体金免疫电镜技术还进一步证实，

最后所获得的 % 株稳定的单克隆抗体（547，7BC，
7DE，%BE）所识别的特异性位点均位于 1&FG 病毒
的囊膜纤突上。利用该单抗建立的 >!1技术对病贝
所进行的原位检测显示，病毒可广泛感染栉孔扇贝

与外环境直接接触的器官外膜上皮细胞和消化道黏

膜上皮细胞，并由此进一步侵染到皮下结缔组织中

的某些细胞（另文发表）。这与本课题组以前电镜

超薄切片的观察结果完全一致［5，%，H］。上述结果表

明，本研究所建立的单克隆抗体对该病毒具有高度

的特异性。

流行病学调查结果显示，养殖栉孔扇贝的大规

模死亡通常为一龄贝，并且死亡高峰集中在 E月下
旬的高水温期［5］。本工作应用特异性单克隆抗体建

立的 <=>?1检测技术对不同养殖季节的一龄贝进行
检测发现，E月中旬前，养殖扇贝群体具有较低的感
染率，但是，体内的病毒感染强度均处于很低水平。

至 E月中旬，病毒的感染率和强度均呈现急剧上升

的趋势，至 E月底，感染率和强度均达到当年的最高
峰，与这一时期栉孔扇贝所表现出的高死亡率完全

吻合［5］。该结果提示，在水温较低时，仅有少数扇贝

体内携带病毒，随着水温的升高，病毒复制和水平传

播速度加快，至 E月中旬，病毒的感染率和强度达到
致病的临界水平后，导致扇贝群体随后爆发大规模

的死亡。
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