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摘要　为制备牛病毒性腹泻病毒（ＢＶＤＶ）糖蛋白Ｅ２单克隆抗体（ＭＡｂ），利用原核表达并且纯化
的重组糖蛋白Ｅ２（ｒＥ２）免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取免疫后小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞ＳＰ２／０融合。采用
以ＢＶＤＶ为检测抗原的间接ＥＬＩＳＡ筛选阳性细胞克隆，经３次克隆纯化后获得２株稳定分泌抗
Ｅ２特异性 ＭＡｂ的杂交瘤细胞株，分别命名为４Ｅ３与１Ｇ１１。用４Ｅ３与１Ｇ１１杂交瘤细胞株接种
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠制备腹水，采用ｒＥ２及ＢＶＤＶ包被的ＥＬＩＳＡ测得的效价分别是６．２１×１０６和６．８３×
１０５及６．８３×１０５和７．５×１０４。间接ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＩＦＡ试验表明两株杂交瘤细胞所分泌的
ＭＡｂ具有良好的反应性和特异性。经抗体亚类鉴定４Ｅ３与１Ｇ１１均为 ＩｇＭ／κ。特异性试验表明
４Ｅ３与１Ｇ１１这２株ＭＡｂ均不与牛传染性鼻气管炎病毒、牛副流感病毒３型、牛腺病毒３型反应；
其中４Ｅ３不与猪瘟病毒反应，而１Ｇ１１则可与猪瘟病毒发生交叉反应，这种反应特性可试用于
ＢＶＤＶ与猪瘟病毒的鉴别诊断。所制备的４Ｅ３与１Ｇ１１ＭＡｂ可以用于ＢＶＤＶ抗原的检测，为建立
检测ＢＶＤＶＥ２蛋白血清抗体的ＥＬＩＳＡ奠定了基础。
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　　牛病毒性腹泻／粘膜病（ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａ／
ｍｕｃｏｓａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＢＶＤ／ＭＤ）是由牛病毒性腹泻病毒
（ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）引起的，在牛群中以
高热、白细胞减少、沉郁、不食、下痢、大量流涎、减奶以

致停奶，反刍停止、结膜炎，口腔粘膜充血并出现溃疡

斑为主要临床症状和致病特征的一种传染病［１］。

ＢＶＤＶ与猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、绵羊边界病毒（ＢＤＶ）同属
黄病毒科瘟病毒属，是黄病毒科瘟病毒属的代表株。

ＢＶＤ呈世界性分布，尤其是在很多养牛业发达国家中
更为严重。

　　ＢＶＤＶ病毒的基因组为单股正链 ＲＮＡ，有感染性。
其基因组编码的结构蛋白有 Ｐ１４、ｇＰ４８、ｇＰ２５、ｇＰ５３，其

余为非结构蛋白。组成病毒囊膜结构的３种糖蛋白，

依次为ｇＰ４８（Ｅ０）、ｇＰ２５（Ｅ１）和 ｇＰ５３（Ｅ２），约位于２６８

～１０６０氨基酸之间［２］。Ｅ２是由 ６９０～１０６０位的 ３７０

个氨基酸残基组成，因糖基化程度的不同而使分子质

量有所变化，为５１～５５ｋＤａ。Ｅ２靠近 Ｎ端的一半含有

多种构像依赖性抗原结构域，其 Ｎ端伸出 ＢＶＤＶ囊膜

表面，是决定ＢＶＤＶ抗原性的主要部位，也是与 ＢＶＤＶ

抗体结合、介导免疫中和反应及宿主细胞识别、吸附的

主要部位。糖蛋白Ｅ２存在着２个高可变结构域，位于

病毒粒子的外表面，是病毒引起机体免疫应答的重要

保护性抗原决定簇［３］。

本研究利用大肠杆菌表达的 ＢＶＤＶ重组 Ｅ２蛋白免疫

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，通过细胞融合和杂交瘤细胞株的筛选，

制备了针对重组Ｅ２蛋白的单克隆抗体，对其反应性和

特异性进行了鉴定，介绍如下。
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１　材料与方法

１．１　重组表达质粒、表达菌株、病毒株和抗血清

　　表达ＢＶＤＶＢＡ株Ｅ２蛋白的重组表达质粒ｐＥＴ３０

Ｅ２（不含Ｅ２蛋白的跨膜区及疏水区）［４］与表达菌ＢＬ２１

由本实验室保存；ＢＶＤＶＢＡ株、牛副流感病毒 ３型

（ＢＰＩＶ３）、牛传染性鼻气管炎病毒（ＩＢＲＶ）与牛腺病毒

３型（ＢＡＶ３）均由本实验室保存；兔源 ＢＶＤＶ的 Ｅ２蛋

白多克隆抗体［５］由本实验室保存。

１．２　实验动物和细胞

　　６周龄～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠购自哈尔滨兽医

研究所实验动物中心；ＳＰ２／０细胞与 ＭＤＢＫ细胞由本

实验室保存。

１．３　试　剂

　　蛋白质纯化试剂盒（ＮｉＮＴＡＡｇａｒｏｓｅＫｉｔ）购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；弗氏完全佐剂（ＦＣＡ）、弗氏不完全佐剂

（ＦＩＣＡ）、ＨＲＰ羊抗鼠 ＩｇＧ、聚乙二醇（ＰＥＧ，ＭＷ１４５０）、

ＨＡＴ、ＨＴ、ＦＩＴＣ羊抗鼠ＩｇＧ均购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＴＭＢ购

自北京泰天河生物科技有限公司；ＭＡｂ亚类鉴定试剂

盒购自ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ公司；ＤＡＢ显色液购自北京中

山金桥生物技术有限公司；ＤＭＥＭ培养基购自 ＧＩＢＣＯ

公司；胎牛血清购自德国 ＢｉｏｃｈｒｏｍＡＧ公司；超滤管

ＣｏｒｎｉｎｇＳｐｉｎＸＵＦ２０ｍｌＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒｓ购自上海吉泰

生物科技有限公司。

１．４　重组Ｅ２蛋白的表达纯化与鉴定

　　通过生物学软件 ＤＮＡｓｔａｒ对 Ｅ２蛋白的抗原性、亲

水性和表面展示率进行分析，最终均是截取抗原性好、

亲水性强及表面展示概率高的片段进行克隆及表达。

参照已发表的ＢＶＤＶ的ＶＥＤＥＶＡＣ毒株基因组序列，利

用Ｏｌｉｇｏ６生物学软件设计扩增Ｅ２基因的一对引物，引

入酶切位点并去掉 Ｅ２蛋白的跨膜区及疏水区。通过

ＲＴＰＣＲ扩增了长约 １０００ｂｐ的 Ｅ２基因片段，克隆到

ＰＭＤ１８Ｔ载体上，酶切并测序鉴定。然后将目的片段

进一步定向克隆到 ｐＥＴ３０ａ表达载体，转化 ＢＬ２１表达

菌。经过转化菌培养，并用 ＩＰＴＧ诱导，获得了以包涵

体形式表达的重组蛋白，大小为４６ｋＤａ［４］。将获得的重

组Ｅ２蛋白按蛋白纯化试剂盒推荐的使用说明书进行

纯化，并用超滤管进行复性，去除尿素及杂蛋白。用

ＳＤＳＰＡＧＥ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ对纯化的重组 Ｅ２蛋白进

行鉴定，用紫外分光光度计测定其浓度，并于 －７０℃保

存备用。

１．５　ＭＡｂ的制备

１．５．１　动物免疫　首免时，取纯化的重组 Ｅ２蛋白与
等体积的弗氏完全佐剂乳化均匀，皮下多点注射，

１００μｇ／只小鼠。首免后每隔两周进行第二、第三次免
疫，用纯化的重组Ｅ２蛋白与弗氏不完全佐剂等体积乳
化均匀，腹腔注射，１５０μｇ／只小鼠。三免７ｄ后检测抗
体效价，两周后进行加强免疫，腹腔注射 １５０μｇ／只小

鼠。加强免疫３ｄ后取其脾细胞与ＳＰ２／０进行融合。
１．５．２　ＭＡｂ检测方法的建立　将 ＢＶＤＶ在 ＭＤＢＫ细
胞中增值，反复冻融３次，５０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ后收集
上清液。病毒上清液 ＴＣＩＤ５０测定结果为１０

６．３５／０．１ｍｌ，
作为包被抗原；以免疫后的小鼠血清作为阳性血清，未

免疫后的小鼠血清作为阴性血清，采用方阵法确定抗

原最佳包被浓度、阳性血清最佳稀释度及判定标准，建

立间接 ＥＬＩＳＡ。根据阳性血清孔的 ＯＤ值接近１．０，阴

性血清ＯＤ值＜０．２，Ｐ／Ｎ＞２．１判定为阳性。
１．５．３　细胞融合及阳性杂交瘤细胞的筛选　按照常
规方法［６］进行细胞融合。采用上述建立的间接 ＥＬＩＳＡ
筛选杂交瘤细胞，有限稀释法进行阳性细胞筛选与克

隆纯化。

１．６　腹水的制备
　　将灭菌液体石蜡以 ０．５ｍｌ／只腹腔注射 ８周龄
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，一周后将杂交瘤细胞以５×１０５个／只 ～
１×１０６个／只腹腔注射小鼠，待小鼠腹腔明显增大时抽
取腹水，离心去除上层油脂和沉淀，上清即为 ＭＡｂ
腹水。

１．７　ＭＡｂ的鉴定

１．７．１　腹水效价的鉴定　用已建立的筛选阳性杂交
瘤细胞的间接 ＥＬＩＳＡ测定腹水效价，同时设立 ＳＰ２／０
细胞腹水作为阴性对照，以 Ｐ／Ｎ值 ＞２．１的抗体最大
稀释度为ＭＡｂ的腹水效价。
１．７．２　ＭＡｂ亚型的鉴定　按照抗体亚类试剂盒说明
书进行ＭＡｂ亚类鉴定。
１．８　ＭＡｂ特异性的鉴定

１．８．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　将纯化后的 ＢＶＤＶ及纯化
的重组Ｅ２蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，转印至硝酸纤维素膜
上，ＭＡｂ腹水（１∶５０）为一抗，二抗为 ＨＲＰ标记羊抗鼠
ＩｇＧ（１∶１０００），用ＤＡＢ显色判定结果。
１．８．２　间接免疫荧光试验（ＩＦＡ）　用 ＢＶＤＶ、ＢＰＩＶ３、
ＩＢＲＶ与 ＢＡＶ３分别接种 ＭＤＢＫ细胞，用 ＣＳＦＶ接种

ＰＫ１５细胞。分别在接种病毒后不同时间内用无水乙
醇室温固定细胞，同时以未接毒的ＭＤＢＫ和ＰＫ１５细胞

１４
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为阴性对照，加入待检的２株单抗作用后，进行间接免

疫荧光检测，操作步骤按照参考文献［７］进行。

２　结　果

２．１　重组Ｅ２蛋白的表达与纯化

　　用ｐＥＴ３０ａＥ２重组表达质粒转化表达菌 ＢＬ２１，经

培养与诱导后表达ＢＶＤＶ的重组Ｅ２蛋白（ｒＥ２）。利用

蛋白纯化试剂盒纯化ｒＥ２，然后用离心柱去除尿素及杂

蛋白，并进行蛋白复性，经 ＳＤＳＰＡＧＥ及染色和脱色

后，纯化的ｒＥ２分子量约为４６ｋＤａ，与以前的报道完全

一致［４］。

２．２　重组Ｅ２蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

　　对纯化及复性的 ｒＥ２进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，结果

表明纯化及复性的 ｒＥ２均能够被兔源 ＢＶＤＶ的 Ｅ２蛋

白多克隆抗体特异性识别（图１）。

图１　纯化重组Ｅ２蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
Ｆｉｇ．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥ２ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ：ＰｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１：ＰｕｒｉｆｉｅｄＥ２ｐｒｏｔｅｉｎ；
２：ＲｅｆｏｌｄｅｄｐｕｒｉｆｉｅｄＥ２ｐｒｏｔｅｉｎ；３：Ｎｅｇｅｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．３　筛选抗Ｅ２ＭＡｂ的间接ＥＬＩＳＡ的建立

　　采用方阵法确定了抗原最佳包被浓度和阳性血清最

佳稀释度，建立了筛选Ｅ２ＭＡｂ的间接ＥＬＩＳＡ（表１）。根

据方阵滴定结果，可以初步确定最佳包被抗原浓度为１∶４

稀释的病毒液，阳性血清最佳稀释倍数均为１∶１００。
表１　最佳抗原包被量及阳性血清最佳稀释度的确定

Ｔａｂｌｅ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏａｔｉｎｇａｎｔｉｇｅｎａｎｄｔｉｔｅｒｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

病毒液
阳性血清 阴性血清

１∶１００ １∶２００ １∶４００ １∶８００ １∶１６００ １∶１００ １∶２００ １∶４００ １∶８００ １∶１６００

１∶２ ０．４１８ ０．４２ ０．２６９ ０．１５８ ０．１０８ ０．０９４ ０．０７９ ０．０６６ ０．０５６ ０．０５４
１∶４ ０．５８６ ０．４５６ ０．３１９ ０．１８９ ０．１０３ ０．０８８ ０．０７８ ０．０７４ ０．０６１ ０．０６２
１∶８ ０．５７６ ０．４６２ ０．３６５ ０．１７３ ０．１２３ ０．０９９ ０．０７３ ０．０６８ ０．０５８ ０．０５６
１∶１６ ０．４２６ ０．２９４ ０．２１７ ０．１５ ０．０９８ ０．０５５ ０．０５２ ０．０５７ ０．０６６ ０．０５２
１∶３２ ０．３５５ ０．２７５ ０．２０７ ０．１２ ０．０８３ ０．０５５ ０．０５２ ０．０５４ ０．０５１ ０．０５２
１∶６４ ０．３１２ ０．２３４ ０．１６１ ０．１１４ ０．０６７ ０．０５２ ０．０５１ ０．０５３ ０．０５３ ０．０５２

２．４　ＭＡｂ腹水抗体效价测定

　　将收集的杂交瘤细胞４Ｅ３与１Ｇ１１腹水分别用纯

化的ｒＥ２及ＢＶＤＶ包被的 ＥＬＩＳＡ板进行效价检测，以

ＳＰ２／０细胞产生的腹水作为阴性对照。用 ｒＥ２检测

４Ｅ３与１Ｇ１１腹水效价分别为６．２１×１０６与６．８３×１０５，

用ＢＶＤＶ检测４Ｅ３与１Ｇ１１腹水效价分别为６．８３×１０５

与７．５×１０４。

２．５　ＭＡｂ亚型鉴定结果

　　利用ＳＢＡＣｌｏｎｏｔｙｐｉｎｇＴＭＳｙｓｔｅｍ／ＨＲＰ抗体亚类试剂

盒测得杂交瘤细胞株４Ｅ３与１Ｇ１１所分泌的ＭＡｂ抗体

亚型均为ＩｇＭ，轻链为κ链。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

　　将纯化的ｒＥ２与纯化后的ＢＶＤＶ作为抗原经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳后，转印到ＮＣ膜上，分别与４Ｅ３和１Ｇ１１作

用（图２、图３），结果表明两株杂交瘤细胞都能与纯化

的ｒＥ２及ＢＶＤＶ发生特异性反应，与阴性对照的ＳＰ２／０

细胞腹水不发生反应。

图２　ＭＡｂ４Ｅ３Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
Ｆｉｇ．２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＡｂ４Ｅ３
Ｍ：ＰｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１：ＰｕｒｉｆｉｅｄＥ２ｐｒｏｔｅｉｎ；

２：ＰｕｒｉｆｉｅｄＢＶＤＶ；３：Ｎｅｇｅｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２４



２０１３，３３（４） 王　姝 等：牛病毒性腹泻病毒Ｅ２蛋白单克隆抗体的制备及初步鉴定

图３　ＭＡｂ１Ｇ１１Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
Ｆｉｇ．３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＡｂ１Ｇ１１
Ｍ：ＰｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１：ＰｕｒｉｆｉｅｄＥ２ｐｒｏｔｅｉｎ；

２：ＰｕｒｉｆｉｅｄＢＶＤＶ；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．７　ＩＦＡ检测结果

　　用４Ｅ３与１Ｇ１１ＭＡｂ进行的ＩＦＡ检测结果表明，感

染了ＢＶＤＶＢＡ株的 ＭＤＢＫ细胞产生了绿色的特异性

荧光（图４１，图４２），而未接种病毒的ＭＤＢＫ细胞无荧

光反应（图４５）。同时，１Ｇ１１ＭＡｂ可与接种猪瘟病毒

（ＣＳＦＶ）的ＰＫ１５细胞发生反应（图４３），但绿色荧光反

应强度稍弱；而４Ｅ３与猪瘟病毒则无反应（图４４）。此

外，４Ｅ３与 １Ｇ１１ＭＡｂ与接种牛副流感病毒 ３型

（ＢＰＩＶ３）、牛传染性鼻气管炎病毒（ＩＢＲＶ）及牛腺病毒

３型（ＢＡＶ３）的ＭＤＢＫ细胞均无反应（图４６，图４７，图

４８）。

图４　４Ｅ３与１Ｇ１１ＭＡｂ的 ＩＦＡ结果

Ｆｉｇ．４　ＲｅａｃｔｉｏｎｏｆＭＡｂｓ４Ｅ３ａｎｄ１Ｇ１１ｗｉｔｈＢＶＤＶａｎｄＣＳＦＶｉｎｆｅｃｔｅｄＭＤＢＫｃｅｌｌｓ
１：ＢＶＤＶｉｎｆｅｃｔｅｄＭＤＢＫｃｅｌｌｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ４Ｅ３；２：ＢＶＤＶｉｎｆｅｃｔｅｄＭＤＢＫｃｅｌｌｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ１Ｇ１１；３：ＣＳＦＶｉｎｆｅｃｔｅｄＰＫ１５ｃｅｌｌｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ

１Ｇ１１；４：ＣＳＦＶｉｎｆｅｃｔｅｄＰＫ１５ｃｅｌｌｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ４Ｅ３；５：ＭＤＢＫｃｅｌｌｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ１Ｇ１１；６：ＢＰＩＶ３ｉｎｆｅｃｔｅｄＭＤＢＫｃｅｌｌｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ４Ｅ３；７：

ＩＢＲｉｎｆｅｃｔｅｄＭＤＢＫｃｅｌｌｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ４Ｅ３；８：ＢＡＶ３ｉｎｆｅｃｔｅｄＭＤＢｋｃｅｌｌｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ４Ｅ３

３　讨　论

　　牛病毒性腹泻在许多养牛业发达国家的流行比较

严重，并呈世界性分布。国内自李佑民等于１９８０年从

牛流产胎儿脾脏中首次分离到 ＢＶＤＶ以来，许多地区

先后报道有该病毒感染引发的疾病［８］。随着我国养牛

业的迅速发展，国外不同品种牛的不断引入，该病在我

国发生、流行呈上升趋势。Ｅ２蛋白是由牛病毒性腹泻

病毒基因组编码的主要保护性抗原，可诱导宿主产生

中和抗体，保护实验动物不受同源毒株的攻击感染。

Ｅ２蛋白具有中和活性，含有病毒的主要抗原决定簇，免

疫原性最强，是病毒引起机体免疫应答的重要保护性

抗原。

　　本研究大肠杆菌表达的ＢＶＤＶ重组Ｅ２蛋白，经复

性后免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，免疫鼠血清与纯化的ＢＶＤＶ和

重组Ｅ２蛋白具有良好的反应性，用免疫鼠脾细胞成功

３４



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３３Ｎｏ．４２０１３

制备了ＭＡｂ。在建立筛选ＭＡｂ的间接 ＥＬＩＳＡ时，尝试

以高速离心、超速离心及ＴｒｉｔｏｎＸ１００、ＳＤＳ裂解处理病

毒悬液，筛选结果几乎相当［９１１］。最后选择粗分离的

ＢＶＤＶ作为包被抗原，建立了筛选 Ｅ２ＭＡｂ的间接

ＥＬＩＳＡ，筛选到两株稳定生长并分泌抗 ＢＶＤＶ的 Ｅ２

ＭＡｂ的杂交瘤细胞株 ４Ｅ３和１Ｇ１１。经抗体亚类试剂

盒鉴定，４Ｅ３和 １Ｇ１１所分泌的 ＭＡｂ抗体亚型均为

ＩｇＭ，轻链为κ链。从ＭＡｂ的亚型鉴定结果来看，用真

核系统表达的重组蛋白免疫融合后得到的大多数为

ＩｇＭ，虽然原核表达系统表达的重组蛋白在结构上不能

完全趋近于天然结构，但免疫融合的结果基本趋近于

真核系统表达的重组蛋白。ＩｇＭ是个体发育过程中最

早合成和分泌的抗体，是初次体液免疫应答中最早出

现的抗体，因此本研究所获得的单抗可以通过建立固

相阻断ＥＬＩＳＡ法检测到抗 ＢＶＤＶ的抗体。此外，本研

究的间接免疫荧光试验表明４Ｅ３只能与ＢＶＤＶ发生反

应，与ＣＳＦＶ、ＢＰＩＶ３、ＩＢＲＶ和ＢＡＤＶ３不发生反应，具有

良好的反应性与特异性；１Ｇ１１则可以与 ＢＶＤＶ和

ＣＳＦＶ反应，但不与 ＢＰＩＶ３、ＩＢＲＶ和 ＢＡＤＶ３发生反应。

ＢＶＤＶ是组织细胞培养及生物制品中最为常见的外源

性病毒，特别是用胎牛睾丸等组织细胞培养生产猪瘟

疫苗时，ＢＶＤＶ是必需检测的一个重要外源病毒。因

此，４Ｅ３可试用于胎牛血清、培养的组织细胞及生物制

品中污染的 ＢＶＤＶ的检测。同时，上述研究的初步结

果表明４Ｅ３与１Ｇ１１与 ＢＶＤＶ和 ＣＳＦＶ具有不同的反

应特性，这两种单抗的联合使用可试用于 ＢＶＤＶ与

ＣＳＦＶ的鉴别诊断，特别是猪瘟疫苗中可能污染的

ＢＶＤＶ的检测。本研究为 ＢＶＤＶ的相关检测提供了

便利。

　　致　谢　在用本研究制备的２株 ＢＶＤＶ单抗检测

接种猪瘟病毒的 ＰＫ１５细胞的研究中获得了中国农业

科学院哈尔滨兽医研究所猪病研究室仇华吉研究员与

李素助理研究员的帮助，在此一并表示感谢。
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［１１］沈敏，王新华，周鹏飞，等．ＢＶＤＭＤＶ细胞毒的快速粗提．中
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ＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，１９９７，４（９５）：５８５９．
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２０１３，３３（４） 王　姝 等：牛病毒性腹泻病毒Ｅ２蛋白单克隆抗体的制备及初步鉴定
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ＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡｃｏａｔｅｄｗｉｔｈＢＶＤＶ．ＴｈｅｔｉｔｅｒｓｏｆＭＡｂ４Ｅ３ａｎｄ１Ｇ１１ｉｎａｓｃｉｔｅｓｗｅｒｅ６．２１×
１０６，６．８３×１０５，６．８３×１０５，ａｎｄ７．５×１０４ａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒＥ２ａｎｄＢＶＤＶ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＭＡｂｓｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙ
ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ４Ｅ３ａｎｄ１Ｇ１１ｈａｄｈｉｇｈｌｙｒｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｉｎｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ＩＦＡａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＩｇＭｗｉｔｈａｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｏｆκｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ．ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｔｅｓｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅＭＡｂｓ４Ｅ３ａｎｄ
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广 告 索 引

　　北京中原领先科技有限公司（封面），伯乐生命医学产品（上海）有限公司（封面拉页），默克化工技术（上海）有

限公司（封二），英潍捷基（上海）贸易有限公司（彩１），通用电气医疗系统贸易发展（上海）有限公司（彩２），默克

化工技术（上海）有限公司（彩３），上海森松制药设备工程有限公司（彩４），宝生物工程（大连）有限公司（彩５），镇

江东方生物工程设备公司（彩６７），必蔼贸易（上海）有限公司（彩８），第十三届世界制药原料中国展（彩９），第十

一届中国国际科学仪器及实验室装备展览会（彩１０），第十八届生物化学工程与分子工程国际大会（彩１１），颇尔过

滤器（北京）有限公司（目次对页），上海派森诺生物科技有限公司（中插１），上海国强生化装备工程有限公司（中

插２３），伯乐生命医学产品（上海）有限公司（中插４），安琪酵母股份有限公司（封三），江苏省科海生物工程设备

有限公司（封底）
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