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　　摘要：为了制备鉴别犬瘟热病毒（ＣＤＶ）流行强毒株和疫苗弱毒株的单克隆抗体，将 ＣＤＶ８５１弱毒株浓缩后经蔗
糖密度梯度离心纯化，免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，取免疫小鼠脾细胞与 ＳＰ２／０瘤细胞进行细胞融合，经３～５次克隆，间接
ＥＬＩＳＡ筛选，获得稳定分泌抗ＣＤＶ的杂交瘤细胞２Ｄ１２株。该细胞株分泌的单克隆抗体亚类为ＩｇＧ１κ，与常见犬病毒
不发生交叉反应。间接免疫荧光显示，单克隆抗体与ＣＤＶ８５１毒株发生特异性反应，与杆状病毒表达的 ＣＤＶ８５１毒
株Ｈ蛋白发生特异性反应。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，单克隆抗体与２株ＣＤＶ强毒株Ｈ蛋白不发生反应，而与２株ＣＤＶ
弱毒株Ｈ蛋白有特异性反应。双抗体夹心ＥＬＩＳＡ显示，单克隆抗体能检测ＣＤＶ疫苗弱毒株而不能检测ＣＤＶ强毒株。
病毒中和试验证实，单克隆抗体对 ＣＤＶ８５１弱毒株具有中和能力。制备了区分 ＣＤＶ强毒株和疫苗弱毒的单克隆抗
体，为ＣＤＶ的鉴别诊断技术研究奠定了基础。
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　　犬瘟热（ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒ，简称ＣＤ）是由犬瘟热
病毒（ｃａｎｉｎｅｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓ，简称 ＣＤＶ）引起的急
性、高度接触性传染病。ＣＤＶ自然感染宿主范围广
泛，除了食肉目所有８个科外，还扩展到偶蹄目猪
科、灵长目的猕猴属和鳍足目海豹科等多种动物，

给养犬行业、经济动物行业和野生动物保护业等造

成了巨大的经济损失［１］。ＣＤ是由流行的ＣＤＶ野毒

株感染引起的，而ＣＤ的免疫预防普遍使用活疫苗，
如 ＣＤＶ疫苗弱毒株 Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ、ＣＤＶ３等。ＣＤＶ
疫苗弱毒株的毒力减弱而不引起免疫犬 ＣＤ发病，
但能提供有效的免疫保护。在临床中，ＣＤ疑似犬
中检测和分离的ＣＤＶ毒株并不一定是致病毒株，很
多临床分离株与疫苗株具有很高的同源性和亲缘

关系［２－３］，表明犬感染ＣＤＶ弱毒株的情况可能比较
普遍，也可能分离的毒株就是免疫接种的疫苗弱毒

株。目前，鉴别和区分ＣＤＶ野毒株和疫苗弱毒株的
检测方法很少。通过对 ＣＤＶ的基因测序能确定毒
株的基因型［４］，但费时、费力，无法实现快速准确诊

断，对ＣＤ的诊断和治疗造成一定的困难。在检测
ＣＤＶ血清抗体时，也无法判断是 ＣＤＶ疫苗弱毒株
还是ＣＤＶ野毒株产生的抗体。因此，有效区分ＣＤＶ
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强弱毒株是目前亟待解决的重要问题。本研究选

用与ＣＤＶ野毒株存在抗原性差异的 ＣＤＶ８５１弱毒
株免疫小鼠，制备能与ＣＤＶ弱毒株发生特异性反应
而与ＣＤＶ野毒株没有反应的单克隆抗体，为区分
ＣＤＶ强弱毒株提供必要的工具。

１　材料与方法

１．１　病毒及主要试剂
Ｖｅｒｏ细胞长期传代致弱的ＣＤＶ８５１毒株由笔者

所在实验室保存；６～８周龄 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自扬州
大学比较医学中心；小鼠骨髓瘤细胞 ＳＰ２／０由笔者
所在实验室保存；抗ＣＤＶＮ蛋白单克隆抗体由笔者
所在实验室制备［５］；ＨＲＰ标记羊抗鼠抗体为ＫＰＬ产
品；弗氏完全与不完全佐剂、ＰＥＧ４０００、ＲＰＭＩ－１６４０
培养基、ＨＡＴ和ＨＴ均购自Ｓｉｇｍａ公司；ＴＭＢ显色液
购自南京碧云天生物技术有限公司；单抗亚型鉴定

试剂盒为 Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；鼠源抗 Ｆｌａｇ标签抗体
购自Ｓｉｇｍａ公司；ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠抗体购自武汉
博士德生物技术有限公司；同源重组克隆试剂盒

（ＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ－Ｃ１１２）、高保真 ＤＮＡ聚合酶
（ＰｈａｎｔａＭａｘｓｕｐｐｅｒ－ｆｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）购自
南京诺唯赞生物科技股份有限公司；表达 ＣＤＶ８５１
毒株Ｈ蛋白的杆状病毒按参考文献［６］构建和鉴
定；７份ＣＤＶ阳性临床样品来自山东烟台和江苏南
京的宠物医院。

１．２　抗原纯化和动物免疫
将ＣＤＶ８５１毒株接种于 Ｖｅｒｏ细胞大量培养。

根据文献［７］的方法，采用醋酸锌沉淀浓缩病毒，经
蔗糖密度梯度离心，纯化和制备ＣＤＶ抗原。将纯化
的ＣＤＶ抗原用等体积弗氏完全佐剂乳化，腹腔注射
免疫６～８周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，剂量为５０μｇ／只。
以后每隔１４ｄ用等体积弗氏不完全佐剂进行乳化，
再免疫２次。３免后间隔７ｄ断尾采血，测定血清抗
体效价。取免疫小鼠血清和正常ＢＡＬＢ／ｃ小鼠血清
作为阳性血清和阴性血清。于２０１１年５月１０日至
２０１１年６月２１日在江苏省农业科学院兽医研究所
进行。

１．３　细胞融合、筛选与克隆
取ＣＤＶ免疫的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的脾脏，制备脾细

胞。根据文献［７］方法，采用 ＰＥＧ４０００将脾细胞与
ＳＰ２／０细胞进行细胞融合。用纯化的ＣＤＶ８５１株抗
原作为包被抗原，间接 ＥＬＩＳＡ方法检测杂交瘤细胞
培养上清，选择２次检测结果均为阳性的杂交瘤细

胞株。采用有限稀释法对阳性孔进行３～５次亚克
隆，至克隆后所有细胞孔上清阳性率１００％。将克
隆化的ＣＤＶ单克隆抗体杂交瘤细胞株进行扩大培
养，腹腔注射到石蜡致敏的８～１０周龄的 ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠，７～１０ｄ后收集小鼠腹水，离心后收集上清，
分装后于－２０℃保存备用。于２０１１年６月２１日
至２０１１年８月２５日在江苏省农业科学院兽医研究
所进行。

１．４　单克隆抗体的效价和亚类测定
用间接ＥＬＩＳＡ测定杂交瘤细胞培养上清和单

克隆抗体腹水的效价。按照单克隆抗体亚类鉴定

试剂盒操作说明书，测定杂交瘤细胞２Ｄ１２株分泌
单克隆抗体的亚类。于２０１１年９月１日至２０１１年
９月７日在江苏省农业科学院兽医研究所进行。
１．５　单克隆抗体的间接免疫荧光试验

将Ｖｅｒｏ细胞铺在２４孔细胞培养板中，同步接
种ＣＤＶ８５１株，培养４８ｈ，病变后吸弃细胞培养液，
用预冷的无水乙醇于４℃下固定３０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ洗
３次；加入杂交瘤细胞培养上清液，３７℃孵育１ｈ，
ＰＢＳ洗涤３次；加入２００倍稀释的ＦＩＴＣ标记的羊抗
鼠ＩｇＧ抗体，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤５次，置于荧光
显微镜下观察。将Ｓｆ９昆虫细胞铺到２４孔板中，接
种表达ＣＤＶ８５１毒株Ｈ蛋白的杆状病毒，按以上相
同的方法进行间接免疫荧光试验。于２０１１年８月
２６日至２０１１年９月１日在江苏省农业科学院兽医
研究所进行。

１．６　单克隆抗体的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
分别用 ＲＴ－ＰＣＲ方法扩增 ＣＤＶ８５１、疫苗株

Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ以及 Ａｓｉａ－４型野毒株 ＮＪ（１１）２和
Ａｓｉａ－１型野毒株 ＮＪ（１２）３的 Ｈ基因，采用同源重
组的方法克隆到真核表达载体 ｐＣＡＧＧＳ载体上，构
建ｐＣＡＧＧＳ－Ｆｌａｇ－Ｈ真核表达质粒。将２９３Ｔ细胞
铺到细胞板中，次日细胞长至６０％，分别转染以上４
个毒株Ｈ蛋白的真核表达质粒，４８ｈ后裂解细胞，
加蛋白上样缓冲液煮 １０ｍｉｎ，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测。一抗为杂交瘤细胞培养上清液，二抗为ＨＲＰ标
记的羊抗鼠ＩｇＧ，用 ＥＣＬ显色试剂盒进行显影。于
２０１９年４月７日至２０１９年５月１３日在江苏省农业
科学院兽医研究所进行。

１．７　单克隆抗体的ＥＬＩＳＡ方法
用ＨｉｓＴｒａｐＴＭＰｒｏｔｅｉｎＧ亲和层析柱纯化单克隆

抗体，按５μｇ／ｍＬ的浓度包被 ＥＬＩＳＡ板，用１０％小
牛血清的ＰＢＳＴ在３７℃封闭２ｈ，ＰＢＳＴ洗３次，加入
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ＣＤＶ阳性样品，３７℃作用１ｈ，ＰＢＳＴ洗３次，然后加
入ＨＲＰ标记的抗 ＣＤＶＮ蛋白单克隆抗体 Ｇ３Ｎ［７］，
３７℃作用１ｈ，ＰＢＳＴ洗３次，进行 ＥＬＩＳＡ显色。同
时，用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ试验检测犬细小病毒
（ＣＰＶ）、犬流感病毒 （ＣＩＶ）、犬 腺 病 毒 １型
（ＣＡＶ－１）和犬冠状病毒（ＣＣＶ），检验单克隆与犬
常见病毒的交叉反应性。于 ２０１９年 ６月 ９日至
２０１９年６月３０日在江苏省农业科学院兽医研究所
进行。

１．８　病毒中和试验
测定ＣＤＶ８５１株的 ＴＣＩＤ５０，确定其病毒滴度。

采用固定病毒稀释抗体的方法检测单克隆抗体的

中和活性。将Ｖｅｒｏ细胞消化后，接种于９６孔细胞
板中。杂交瘤细胞培养上清按２倍倍比稀释，单克
隆抗体腹水按１０倍倍比稀释。将不同稀释度的杂
交瘤细胞培养上清和单克隆抗体腹水分别与等体

积含２００ＴＣＩＤ５０的ＣＤＶ８５１株悬液混合均匀，３７℃
作用１ｈ，取该病毒－抗体混悬液按０．１ｍＬ／孔接种
于上述９６孔细胞板中，并设立 ＣＤＶ及正常 Ｖｅｒｏ细
胞对照，置３７℃、５％ ＣＯ２温箱中培养，５～７ｄ后观
察结果。于２０１１年９月１５日至２０１１年９月３０日
在江苏省农业科学院兽医研究所进行。

２　结果与分析

２．１　单克隆抗体的筛选、效价和亚类
融合的杂交瘤细胞经过３～５次克隆筛选，获得

分泌抗ＣＤＶ单克隆抗体的杂交瘤细胞２Ｄ１２株。用
间接 ＥＬＩＳＡ测定杂交瘤细胞培养上清的效价是
１∶１０３，单克隆抗体腹水的效价是１∶１０７。亚类试
剂盒鉴定单克隆抗体的重链亚类为 ＩｇＧ１，轻链亚类
为κ型。将杂交瘤细胞传代 ２０代以上，用间接
ＥＬＩＳＡ抗体检测细胞培养上清液，结果分泌的抗体
效价没有明显变化，表明该杂交瘤细胞株具有稳定

分泌单克隆抗体的能力。

２．２　单克隆抗体的特异性
采用间接免疫荧光试验（ＩＦＡ），检测单克隆抗

体的特异性。杂交瘤细胞２Ｄ１２株培养的细胞培养
上清与ＣＤＶ８５１毒株感染的 Ｖｅｒｏ细胞进行间接免
疫荧光试验，结果表明，单克隆抗体 ２Ｄ１２与
ＣＤＶ８５１毒株感染的Ｖｅｒｏ细胞发出绿色荧光，而与
正常Ｖｅｒｏ细胞没有绿色荧光（图１），表明单克隆抗
体与 ＣＤＶ８５１毒株发生特异性反应。将表达
ＣＤＶ８５１毒株 Ｈ蛋白的重组杆状病毒感染 ｓｆ９细

胞，间接免疫荧光试验显示，杂交瘤细胞２Ｄ１２株培
养的细胞上清与之发出绿色荧光，而与正常的 ｓｆ９
细胞无绿色荧光，表明单克隆抗体与 ＣＤＶ８５１毒株
Ｈ蛋白发生特异性反应（图 ２）。用双抗体夹心
ＥＬＩＳＡ检测犬细小病毒（ＣＰＶ）、犬流感病毒（ＣＩＶ）、
犬腺病毒１型（ＣＡＶ－１）和犬冠状病毒（ＣＣＶ），结
果均为阴性，表明该单克隆抗体与犬常见病毒不发

生交叉反应。

２．３　单克隆抗体与不同ＣＤＶ毒株的反应性
将表达 ＣＤＶ８５１毒株、疫苗株 Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ以

及Ａｓｉａ－４型野毒株ＮＪ（１１）２和 Ａｓｉａ－１型野毒株
ＮＪ（１２）３的 Ｈ蛋白的真核表达质粒转染 ２９３Ｔ细
胞，２４ｈ后收获细胞样品，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验。
结果 表 明，单 克 隆 抗 体 与 ＣＤＶ ８５１毒 株、
Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ毒株Ｈ蛋白在７０ｋｕ左右出现特异性
条带，与 Ｈ蛋白预期大小相符，而与 ＣＤＶＮＪ（１１）２
毒株、ＣＤＶＮＪ（１２）３毒株没有出现条带（图３－Ａ、
图３－Ｂ）。用 Ｆｌａｇ抗体检测 ＣＤＶＮＪ（１１）２毒株、
ＣＤＶＮＪ（１２）３毒株Ｈ蛋白，在７０ｋｕ左右出现特异
性条带，表明这２个毒株的Ｈ蛋白得到表达（图３－
Ｃ）。以上结果表明，单克隆抗体特异性地识别弱毒
株ＣＤＶ８５１和疫苗株Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ的Ｈ蛋白，但是
与ＣＤＶ野毒株ＮＪ（１１）２和ＮＪ（１２）３毒株不发生特
异性反应。为了进一步检测单克隆抗体与 ＣＤＶ野
毒株的反应性，用该单克隆抗体建立双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ方法，检测９份犬临床 ＣＤ样品，检测结果均
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为阴性，空白对照也为阴性；而检测 ＣＤＶ弱毒株
ＣＤＶ８５１和 Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ株时，则为 ＣＤＶ阳性
（图４－Ａ）。用之前建立的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ［７］检

测，则均为ＣＤＶ阳性（图４－Ｂ）。以上结果进一步
确定单克隆抗体能够识别ＣＤＶ疫苗弱毒株，而不能
识别临床ＣＤＶ野毒株。

２．４　单克隆抗体的中和活性试验
用ＣＤＶ８５１毒株在 Ｖｅｒｏ细胞上进行病毒中和

试验，检测单克隆抗体的病毒中和活性。杂交瘤细

胞２Ｄ１２株培养上清液按２倍倍比稀释，测得的中
和效价是１∶２５６；单克隆抗体腹水按１０倍倍比稀
释，单克隆抗体腹水的中和效价为１∶１０６。

３　讨论与结论

ＣＤＶ引起犬和其他陆生食肉动物产生呼吸系
统、消化系统、神经系统等多系统临床症状，危害严

重。ＣＤＶＨ蛋白是刺激机体产生中和抗体的主要
蛋白［８－９］。但是，Ｈ基因的变异率很高，不同 ＣＤＶ
毒株之间Ｈ基因的变异性高达１１％。因此，Ｈ基因
已经被广泛的用于研究 ＣＤＶ的分子流行病学和遗

传进化［１］。ＣＤＶ是副黏病毒科麻疹病毒属的 ＲＮＡ
病毒，容易发生变异。近年来，新的 ＣＤＶ基因型不
断地出现。到目前为止，基于 Ｈ基因的进化显示
ＣＤＶ至少有１７个不同的基因型，即 Ａｍｅｒｉｃａ－１型
（包括几乎所有的商业现有疫苗株）、Ａｍｅｒｉｃａ－２～５
型、Ａｒｃｔｉｃ－ｌｉｋｅ型、Ｒｏｃｋｂｏｒｎ－ｌｉｋｅ型、Ａｓｉａ－１～４
型、Ａｆｒｉｃａ－１和 ２型、Ｅｕｒｏｐｅｗｉｌｄ型、Ｅｕｒｏｐｅ／Ｓｏｕｔｈ
Ａｍｅｒｉｃａ－１型、ＳｏｕｔｈＡｍｅｒｉｃａ－２和３［１，４－５］。目前，
中国流行的 ＣＤＶ毒株主要是 Ａｓｉａ－１型 ＣＤＶ［４］。
Ｈ基因的多样性也影响到了抗原性，单克隆抗体鉴
定不同 ＣＤＶ毒株 Ｈ蛋白存在抗原差异性［１０－１２］。

本研究用ＣＤＶ８５１弱毒株制备的单克隆抗体２Ｄ１２
能区分 ＣＤＶ疫苗弱毒株和 ＣＤＶ野毒株，且对该毒
株具有中和活性。考虑到 Ｈ蛋白的免疫保护性和
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较高的抗原变异性，用杆状病毒表达的 ＣＤＶ８５１株
Ｈ蛋白检测与单克隆抗体２Ｄ１２的反应性，结果为
阳性，说明该单克隆抗体结合的是Ｈ蛋白。

ＣＤ疫苗的使用很好地控制了该病。最近在全
世界包括我国，频繁地出现ＣＤ病例，之后较大规模
爆发，包括家养动物和野生动物，甚至是在接种疫

苗的动物上。Ｌｉ等分离的９株 ＣＤＶ野毒株，其中３
个毒株是来自免疫犬［１３］。交叉中和试验结果表明，

ＣＤＶ野生型分离株之间以及 ＣＤＶ野生型分离株与
美国目前使用的疫苗株之间存在抗原差异［１４］。本

研究制备的单克隆抗体与疫苗弱毒株反应而与野

毒株不反应，表明单克隆抗体识别的中和抗原表位

在野毒株上已经发生变异。目前 ＣＤＶ疫苗仍然有
效，但是中和抗原表位的改变可能会降低或者减弱

疫苗的免疫效率。

Ｃｈｅｎ等从１５只犬中扩增到１５个 ＣＤＶ毒株的
Ｈ基因，其中９个ＣＤＶ毒株属于Ａｓｉａ－１型，而４个
毒株与Ｏｎｄｅｒｓｔｅｐｏｏｒｔ毒株有着最近的关系［２］。事实

上，在对ＮＣＢＩ中注册的 ＣＤＶ毒株进行遗传进化分
析，发现很多毒株都与疫苗弱毒株有着非常近的关

系［３］。临床ＣＤＶ强弱毒株无法有效鉴别，严重影响
ＣＤＶ诊断的准确性。曲丛华等建立了鉴别 ＣＤＶ强
弱毒株的荧光定量 ＰＣＲ方法［１５］。本研究制备的单

克隆抗体能用来鉴别 ＣＤＶ疫苗弱毒株和流行野毒
株。鉴定该单克隆抗体识别的ＣＤＶ中和表位，用该
表位建立间接ＥＬＩＳＡ方法可区分 ＣＤＶ强弱毒株感
染产生的抗体，也可用该单克隆抗体建立竞争

ＥＬＩＳＡ方法区分ＣＤＶ强弱毒株产生的抗体，具体研
究正在进行中。

Ｈ蛋白主要影响ＣＤＶ的抗原性、宿主范围和组
织嗜性，其高变异率使ＣＤＶ种间传播现象加剧［１６］。

单克隆抗体通过不同的机制对病毒起到中和作用，

如阻断Ｈ蛋白与受体的结合，干扰Ｈ蛋白与Ｆ蛋白
的结合而抑制病毒与细胞的融合以及改变病毒蛋

白构象等［１７］。本研究制备的单克隆抗体２Ｄ１２也具
有中和活性，但其具体的机制须要通过受体结合试

验、细胞融合试验、表位鉴定等试验来进一步研究

阐明。
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Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１５，５９（４）：２０２－２０８．
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［１３］ＬｉＷ，ＣａｉＣ，ＸｕｅＭ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｎｉｎｅ

ｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓｅｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｖａｃｃｉｎａｔｅｄｄｏｇｓｉｎＷｕｈａｎ［Ｊ］．
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ＧｒｅｅｎⅠ　荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立［Ｊ］．中国兽医
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