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　　摘要：利用ＰＣＶ２病毒免疫８周龄ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠，取其脾细胞与 ＳＰ２／０骨髓瘤细胞融合，以原核表达的 ＰＣＶ２
病毒Ｃａｐ蛋白作为检测抗原进行ＥＬＩＳＡ检测，获得了１株ＰＣＶ２单抗，命名为２Ｅ９。研究证实，用ＰＣＶ２全病毒免疫小
鼠，能获得特异性针对ＰＣＶ２病毒的单克隆抗体，为建立特异性强、敏感性高、简便快速的ＰＣＶ２检测方法打下了基础。
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　　猪圆环病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ）属于圆环病毒科圆环病毒
属，根据其抗原性可分为２种类型，即 ＰＣＶ１和 ＰＣＶ２。ＰＣＶ１
和ＰＣＶ２的核苷酸序列同源性低于８０％。临床上 ＰＣＶ１不表
现致病性，而ＰＣＶ２则与猪多种疾病相关，主要引起断奶仔猪
多系 统 衰 弱 综 合 征 （ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃｗａｓｔｉｎｇ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＭＷＳ）［１－３］。更为重要的是，ＰＣＶ２感染猪后，可使
机体免疫机能下降，容易导致其他疾病的继发或并发

感染［２，４－５］。

ＰＣＶ１与 ＰＣＶ２都含有 ２个主要的开放式阅读框
（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦ），其中最大的阅读框 ＯＲＦ１编码复
制相关蛋白Ｒｅｐ，同源性较高（８５％），具有与典型滚环复制相
关的３个保守基序及结合ｄＮＴＰｓ的 Ｐ环结构，这些结构对维
持Ｒｅｐ蛋白的功能至关重要［６］。ＯＲＦ２编码核衣壳蛋白Ｃａｐ，
是病毒主要结构蛋白，分子量２８～３６ｋｕ，同源性仅为６５％，
这说明病毒的基因型是由 Ｃａｐ蛋白决定的［７－９］。研究表明

Ｃａｐ蛋白具有较好的免疫原性，能诱导机体产生较强的抗体
反应，因此 Ｃａｐ基因已成为研究基因工程疫苗的候选基因。
本研究利用ＰＣＶ２病毒免疫、原核表达的ＰＣＶ２病毒Ｃａｐ蛋白
结合ＰＣＶ２全病毒作为检测抗原，获得了１株ＰＣＶ２单克隆抗
体，为今后进一步生产ＰＣＶ２检测试剂盒等打下了基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
ＰＣＶ２病毒毒株、ＰＣＶ２重组衣壳蛋白原核表达产物

（ｐＥＴ－２８ａ－ＰＣＶ２－ＯＲＦ２）由扬州大学微生物实验室提供；
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自扬州大学实验动物中心；杜多拉细胞、
ＰＫ－１５细胞由扬州大学传染病实验室提供；荧光标记的羊抗
鼠ＩｇＧ抗体、ＰＥＧ－２０００等均购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　ＰＣＶ２病毒的扩增

在５％ＣＯ２、３７℃条件下，利用１０％ ＤＭＥＭ培养液（含
３．７ｇ碳酸氢钠、１３．４ｇＤＭＥＤ、１００ｍＬ犊牛血清、１０ｍＬ１０％
双抗，去离子水加至１０００ｍＬ，０．２２μｍ孔径滤膜过滤除菌）
培养杜多拉细胞。当细胞生长至８０％时接种 ＰＣＶ２病毒，吸

收２ｈ后，去掉病毒液，添加２％ＤＭＥＭ培养液（含３．７ｇ碳酸
氢钠、１３．４ｇＤＭＥＤ、２０ｍＬ犊牛血清、１０ｍＬ１０％双抗，去离
子水加至１０００ｍＬ，０．２２μｍ孔径滤膜过滤除菌）维持生长
４８ｈ，收获接种细胞。冻融 ３次后经超声波裂解细胞，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清过滤除菌，滤液再进行接种
细胞扩增病毒，最后将病毒液于－２０℃保存备用。
１．３　单克隆抗体的制备及筛选

将扩增病毒液８００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｈ，取沉淀，利用 ＰＢＳ
液（８ｇＮａＣｌ、０．２ｇＫＣｌ、１．４４ｇＮａ２ＨＰＯ４和０．２４ｇＫＨ２ＰＯ４溶
于８００ｍＬ蒸馏水中，用ＨＣｌ调节溶液的ｐＨ值至７．４，最后加
蒸馏水定容至１Ｌ；高压蒸气灭菌１５ｍｉｎ，保存于室温或４℃
冰箱中备用）按原病毒液进行２００倍浓缩悬浮，与等体积的
弗氏完全佐剂混合并完全乳化后，按１００μｇ／只的量在８周龄
ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠腹股沟两侧靠近淋巴结区皮下注射进行一
免。一免后 ２０ｄ进行二免，用弗氏不完全佐剂，剂量为
２００μｇ／只，方法途径同一免。二免后２０ｄ进行三免，直接用
活病毒进行尾静脉注射免疫，剂量为２００μｇ／只。三免后３ｄ
取小鼠脾脏用于融合。

取免疫小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞按（５～１０）∶１的比例
混合，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，用 ＰＥＧ按常规方法进
行细胞融合。用ＨＡＴ选择培养基将细胞重悬并混匀后滴加
到９６孔细胞培养板中，１００μＬ／孔，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养
箱中培养，７ｄ后半量换液，待孔中液体变微黄时进行检测并
全换液。

利用ｐＥＴ－２８ａ－ＰＣＶ２－ＯＲＦ２重组蛋白原核表达产物
作为检测抗原，用 ｐＥＴ－２８ａ表达载体转化大肠杆菌表达产
物作阴性对照进行ＥＬＩＳＡ检测，用有限稀释法对杂交瘤细胞
进行３次克隆筛选，直至１００％阳性。

细胞株的建立与腹水制备：按上述判定标准，将筛选得到

的阳性杂交瘤细胞进行亚克隆，取分泌抗体稳定的和３次亚
克隆后细胞形态良好、生长旺盛的强阳性单克隆细胞命名建

株并扩大培养，一部分液氮冻存，一部分用于单抗腹水制备。

１．４　单抗腹水的制备及效价测定
８周龄雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠每只皮下注射０．５ｍＬ液体石

蜡，７ｄ后腹腔注射５×１０５个杂交瘤细胞。每日观察小鼠状
态，待小鼠腹部明显增大时收集腹水，用间接 ＥＬＩＳＡ法测定
腹水效价。
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１．５　单克隆抗体的初步应用
１．５．１　单克隆抗体介导的Ｄｏｔ－ＥＬＩＳＡ　取适当大小的硝酸
纤维素膜，压痕标记后，蒸馏水浸泡，取出晾干，分别滴加纯化

的ＰＣＶ２病毒、ＰＣＶ１病毒，每点５μＬ，３７℃温箱烘干，用含
１％ ＢＳＡ的ＰＢＳ溶液３７℃封闭２ｈ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ；
然后将其浸入１∶３２稀释的单抗腹水，３７℃作用６０ｍｉｎ，漂
洗后浸入１∶１０００稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗
体，３７℃作用６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，以 ＤＡＢ显色，
以蒸馏水终止反应。

１．５．２　单克隆抗体介导的间接免疫荧光　利用１０％ＤＭＥＭ
培养液培养杜多拉细胞，当细胞生长至８０％时接种 ＰＣＶ２病
毒，然后改为２％ＤＭＥＭ培养液维持生长４８ｈ；用同样的方法
在ＰＫ－１５细胞中培养 ＰＣＶ１病毒。细胞培养板培养物用预
冷的丙酮－乙醇（体积比为３∶２）固定１５ｍｉｎ，用含１０％ＢＳＡ
的ＰＢＳＴ室温封闭６０ｍｉｎ，用１∶１６稀释的单抗腹水３７℃ 湿
盒作用４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，加 １∶２００稀释的
ＦＩＴＣ荧光标记的羊抗鼠抗体为二抗，３７℃湿盒作用 ４５ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，荧光显微镜观察。设未接种病毒的
杜多拉细胞、ＰＫ－１５细胞对照。

２　结果与分析

２．１　杂交瘤细胞的检测与细胞株的建立
经常规ＥＬＩＳＡ检测，获得１株生长状况良好且阳性反应

最强的亚克隆细胞株，命名为２Ｅ９，扩大培养后一部分冻存，
一部分用于制备腹水。

２．２　单抗腹水的ＥＬＩＳＡ检测及效价
经ＥＬＩＳＡ检测，单抗腹水与ｐＥＴ－２８ａ－ＰＣＶ２－ＯＲＦ２重

组蛋白发生特异性反应，效价为２８。
２．３　单克隆抗体介导的Ｄｏｔ－ＥＬＩＳＡ

以ＰＣＶ２病毒为抗原的３个点为阳性，以ＰＣＶ１为抗原的
点为阴性（图１）。

２．４　单克隆抗体介导的间接免疫荧光
免疫荧光检测结果表明，该单抗能与 ＰＣＶ２病毒发生良

好的阳性反应，与ＰＣＶ１病毒不发生反应（图２）。

３　讨论

ＰＣＶ２Ｃａｐ蛋白具有较好的免疫原性，且可以区分 ＰＣＶ１
和ＰＣＶ２［１０－１２］，可用于两者的鉴别诊断。因此，本研究利用
ＰＣＶ２Ｃａｐ蛋白基因ＯＲＦ２的原核可溶性表达产物进行检测，
极大地方便了检测。

本研究利用 ＰＣＶ２全病毒进行免疫，ＰＣＶ２Ｃａｐ蛋白基因
ＯＲＦ２的原核可溶性表达产物进行检测，成功筛选出１株ＰＣＶ２
单克隆抗体，并制备单抗腹水，其腹水ＥＬＩＳＡ效价为２８。

经Ｄｏｔ－ＥＬＩＳＡ和间接免疫荧光试验证明，本研究制备的
ＰＣＶ２单抗能区分 ＰＣＶ１病毒和 ＰＣＶ２病毒，与 ＰＣＶ２病毒发
生特异性反应，为临床快速检测猪圆环病毒病打下了良好的

基础。

目前，ＰＣＶ２检测已经建立了间接免疫荧光试验（ＩＦＡ），
ＩＦＡ快速简单，花费较少，应用非常广泛，但是试验过程中会
出现非特异性染色，即所谓的假阳性。免疫组织化学技术

（ＩＨＣ）的优点是可以对携带抗原的细胞及组织的大体形态进
行评价，用普通显微镜在日光下即可进行观察，且因颜色稳

定，样本保存也较容易。但 ＩＨＣ操作比较繁琐，需要时间较
长，且必须在试验过程中除去内源过氧化物酶对反应的干扰；

病原核酸检测［ＰＣＲ方法、原位杂交技术（ＩＳＨ）］、病原抗体检
测［间接ＥＬＩＳ、免疫过氧化物酶单层细胞实验（ＩＰＭＡ）］敏感
性强，但费时费力。虽然圆环病毒的检测方法有很多种，但是

由于种种原因，各种方法都具有其局限性，因此单一检测方法

的结果并不能取信于人，即不能对圆环病毒病作出正确的判

断。笔者认为将几种方法结合起来且检测结果差异小于

１％，这样的结果才最为可信，才能为圆环病毒病的诊治提供
基础。
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茅苍术无菌培养体系的构建

宋　刚，沈　菲，王庆涛，杨士虎，谢正林
（江苏农林职业技术学院生物工程系，江苏句容２１２４００）

　　摘要：以野生茅苍术种子为外植体，研究不同清水浸泡时间和氯化汞消毒时间对茅苍术种子无菌培养的影响和不
同培养基对茅苍术种子的影响。结果表明，清水浸泡０．５ｈ、０．１％氯化汞消毒１５～１８ｍｉｎ的消毒处理，污染率最低，与
其他处理比较差异达显著水平（Ｐ＜０．０５）。ＭＳ、１／２ＭＳ、１／４ＭＳ培养基间发芽率差异不显著。
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作者简介：宋　刚（１９７８—），男，江苏盐城人，硕士，讲师，研究方向为
植物资源利用。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｇｄｘｘｘ＠１２６．ｃｏｍ。

　　茅苍术［Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓｌａｎｃｅａ（Ｔｈｕｎｂ．）ＤＣ．］是菊科苍术
属多年生草本植物，以根茎入药，是我国传统中药材。茅苍术

性辛、苦、温，归脾、胃、肝经。临床上主要用于治疗脘腹胀满，

水肿，脚气痿辟，风湿痹痛，风寒感冒，雀目夜盲等。近年来对

茅苍术的综合开发使茅苍术的用途扩大，除药用外可用作各

种饮料的添加剂和加工工艺品香包［１］。

茅苍术，茎直立，上部分枝，株高一般３０～８０ｃｍ，性喜凉
爽较干燥气候，耐寒，幼苗最低能耐－１５℃低温，最适生长温
度１５～２２℃，怕高温高湿，茅苍术主要分布在海拔 ４０～
４００ｍ的丘陵山区，对土壤要求不高，喜丛生在疏松的砂质土
壤和富含腐殖质的土壤中。根际土壤多为酸性，ｐＨ在５左
右，极少弱碱性（ｐＨ值７．５），向阳山坡疏林下及少见阳光的
密林下皆可生长。现代《中药志》记录“茅苍术主产于湖北、

江苏及河南”。至今茅苍术主要分布于长江流域的江苏、安

徽、湖北、四川、浙江、江西等省，江苏茅山一带是茅苍术道地

药材的产区［２］。但长期以来，茅山野生茅苍术被掠夺性采

挖，野生资源面临枯竭。根据中国中医研究院中药研究所孙

宇章博士的遥感监测，茅山大茅峰、二茅峰和小茅峰的茅苍术

生物量为１２．１７～１０．０８ｋｇ，大约１００００余株［３］，茅山苍术面

临濒危和枯竭［４］。繁殖上茅苍术既可以用种子繁殖也可用

根茎繁殖，但种子的生命力较差，种子繁殖的繁殖系数低，用

根茎繁殖则需要大量根茎材料，而且品质易退化。通过组培

快繁技术能在短期内获得大量无菌苗，解决茅苍术种苗问题，

为大规模繁殖种苗提供有效途径。通过组培不仅能提供优质

茅苍术种苗，还可以在此基础上选育出高产优质的新品种。

本研究试图以种子为材料建立茅苍术无菌培养体系后深

入开展茅苍术组培快繁奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验所用茅苍术种子于２０１１年１１月采自句容茅山野生

苍术植株。

１．２　外植体预处理
首先在培养皿中放入大小适宜的滤纸，选取粒大饱满的

种子，用洗衣粉清洗后，放在滤纸上，加入适量清水浸泡［５－６］

（以刚好浸没种子为宜）。浸泡结束后，用流水反复冲洗，再

用蒸馏水冲洗２次，备用。
１．３　无菌播种形成无菌苗
１．３．１　种子无菌处理　种子清水浸泡时间设置０．５、５．０、
１２．０ｈ３个水平；茅苍术种子消毒灭菌采用常规的先７０％乙
醇浸泡后０．１％氯化汞浸泡的２次消毒方法。０．１％升汞浸
泡时间设置９、１２、１５、１８、２１ｍｉｎ５个水平。接种时每瓶培养
基接入１粒种子，每处理组合接１０～１５瓶，培养２５ｄ后，统
计污染率。

１．３．２　种子最优发芽培养基筛选　以“１．３．１”节试验筛选
出的最佳灭菌组合进行种子灭菌处理，接入 ＭＳ、１／２ＭＳ、
１／４ＭＳ３种发芽培养基［５］，每瓶培养基接入１粒种子，每处理
接１０～１５瓶，培养３６ｄ后，统计发芽率。发芽培养基均添加
琼脂７．５ｇ／Ｌ，白砂糖３０．０ｇ／Ｌ，培养基ｐＨ值调至５．８～６．２。
１．４　培养条件

光照度：２０００～２５００ｌｘ；光照时间：１２ｈ／ｄ；培养温度：
（２２±２）℃。
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