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长叶车前花叶病毒上海分离株单克隆抗

体的制备及其免疫学特性

五 单克隆抗体免疫反应方法及在株系鉴别上的应用

涂正金 于善谦

复旦大学生物系
,

上 海

提 要

采用两种不同的 方法 比较了长 叶车前 花叶病毒上 海分离株 种单 克

隆抗体对完整病毒 及其外壳蛋 白的反应
。

结果表明不同的单克隆抗体在两 种 方 法

中的反应特性各异
。

这可能由于 方法 对抗原结构 的影 响而导致抗原抗体结 合的不

同
。

比较烟草花叶病毒群 的 个分离株对 单克隆抗体和兔多克隆抗体的反应
。

结

果表明单克隆抗体能与属于 的 个分离株起反应
,

并能将它们 区分 开 来
,

与 属 于

的 个分离株均无反应
。

而兔多克隆抗体与这 个分离株均有较强 的反应
,

但难以

区分各株系
。

表明单克隆抗体在株系鉴别上具有高度的特异性
。

血清学关系很早就被用来研究表达病毒及其株系间的相互关系
。

如用血清学差异指

数 简称 表示差异的数量关系 ’〕。

近十多年

来广泛使用的 方法
,

由于不 同的使用 目的和要求
,

已发展了多 种 实 验 分 析 方

法
,

并广泛地用于单克隆抗体试验
。

该方法大大提高了血清学方法的特异 性 和 灵 敏

度
。

已经用于烟草花叶病毒
、

大麦黄矮病毒川 等的株系鉴别上
。

本文报道 用 不 同 的

方法对单克隆抗体与长叶车前花叶病毒及其外壳蛋白结合的影响及在株 系 鉴 别

上的应用
。

材 料 与 方 法

一
、

病毒株系及其单克隆抗体 长叶车前花叶病毒上海分离株同前
,

外壳蛋白

制备采用醋酸法‘ 。

其它病毒株系有长叶车前花叶病毒 “ ““ ‘
株来 自美国

,

油 青 菜

分离株 〔 由浙江农业大学提供
。

烟草花叶病毒青菜分离株 和 辣

椒分离株 由江苏农业科学院提供
。

番茄乌心果 『了由本室 分 离
。

烟

草花叶病毒普通株 。 来 白中国科学院微生物研究所
。 ” 的 种单克隆抗体

的制备及特性见前文 〔。〕。

二
、

不同 方法对病毒及外壳蛋 白的反应 实验所采用的 方法 均列

本文于 年 月 日收到



病毒学杂 志
,

于表 中
。

方法 用于单克隆抗体的筛选
。

兔 ” 抗血清按常规方法制备
, 四

次硫酸按沉淀和
一

纤维素柱层析纯化
,

使用浓度为 八 。

和外壳蛋白
一

抗原浓度为 群 。

测定采用表 中的 方法 和
。

单克隆抗

体和多克隆抗体依效价作适当稀释
,

其它步骤同前文 〔 , 。

同样测定抗体在不同稀释度下

与抗原的作用曲线
。

表 不同 测定方法

步 骤 方法 方法 方法

包被液 抗原 包被液 兔抗体 包被液

抗原 磷酸缓冲液 牛血 清白蛋 白饱和 牛血清白蛋 白饱和

牛血 清白蛋 白饱和 第一抗体 鼠 抗原 磷酸缓冲液

待测抗体 酶联第二抗体 第一抗体 鼠

酶联第二抗体 底物水解 酶联第二抗体

底物水解 底物水解

三
、

不同病毒分离株对单克隆和多克隆抗体的反应 选用烟草花叶病毒群的 个

分离株
、 。 。 , 、 、 、 、 ,

用 间 接

方法和琼脂双扩散法测定各病毒株系与单克隆和兔多克隆抗体的反应
。

今士 旦王
奋目 刁、

一
、

不同 方法对单克隆抗体与病毒及外壳蛋白结合的影响 用 方法

和 测定 种单克隆抗体与完 整病毒及外壳蛋白的反应结果见表
。

种单克隆抗体

分为两组
、

用 抗原直接包被的 方法 时基本无反应
,

而用方法 时
,

抗原先吸附于兔抗体则对完整病毒和病毒外壳蛋白都有明显的反应
,

且前者强于后者
。

了 等其它 个单克隆抗体在 方法 中对两种抗原反应都较强
,

在方法 中对完

整病毒反应较弱
,

但对外壳蛋白反应强烈
。

小 鼠和兔多克隆抗体在各种测定方法中反应

都很强
。

表 不 同 方法对单克隆抗体与病毒及外壳蛋白反应的影响
主 目 亡

抗 体 及 稀 释

抗 原 了 一 户

方法 一 ‘ ,

一

一

,

一

一

。

鼠多克隆抗体
, ’ 。 兔多克隆抗体 底物水解 。 小时
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图 多克隆抗体和单克隆抗体与病毒及外壳蛋白的 反应曲线

小鼠多克隆抗体
,

单克隆抗体
,

单克隆抗体
,

, ,

一一 方法
,

一 方法

功

二
,

, 一, ,

,

一一
,

一

、

及鼠多克隆抗体 。 在不同稀释度下对病毒及外壳蛋白抗原 户

的反应曲线如图 所示
。

从图 可见多克隆抗体对抗原反应用 方法 较 方

法 灵敏度高
。

图 示单克隆抗体 在 方法 中对完 整病毒反应 较 强
,

与

外壳蛋白反应较弱
,

方法 与两者基本无反应
。

图 则表明单克 隆 抗 体

用 方法 时对外壳蛋白反应强度较病毒粒子高 倍
,

完整病毒反 应 很 弱
。

而

方法 中对病毒的反应强度高于外壳蛋 白
。

二
、

病毒株系的鉴另 种 单克隆抗体在一定稀释度下与烟草花叶病毒群的 个分

离株及健三生烟抽提物
,

用 方法测定反应
,

结果列于表 中
。

种单克 隆 抗 体

对
、 。 , 二 。 , 、

都有反应
,

而对
、 、 、

均无反应
。

但 兔多克隆抗体与上述 个分离株均有强烈反应
。

健株对照 均无反

应
。

单克隆抗体
、

及兔多克隆抗体与不 同浓度的抗原反应曲线如图 所示
。

单克隆抗体 图 对 反应最强
, , 。 , 。 ,

中等但较 强
。

而单克隆抗体 图 对 反应仍最 强
,

反应 比
。 , ‘

反

应强
。

两者与
、 、 “ 、 “ 均无反应

。

兔多克隆抗体与上述 个分

离株均有较强反应
,

但很难区分各株系 图
。
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表 单克隆抗体与烟草花叶病毒群的几个分离株的反应
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图 多克隆抗体和单克隆抗体与烟草花叶病毒群的几 个分离株的反应曲线

单克隆抗体
,

单克隆抗体
,

兔多克隆抗体
,

, , ’ ,

五
,

, , ,

呈 、

卫 亡 ,

了
,

用琼脂双扩散法比较单克隆抗体和多克隆抗体对病毒分离株的免疫沉淀反应特性如

图 所示
。 、

与
、 。工。 。 ‘ 、 五 个分离株都产生一 条 沉

淀线 , 而对其它 个分离株均无反应 图
, 。

兔多克隆抗体与 个分离株均产生
免疫沉淀线 图 ,
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图 单克隆抗体和兔多克隆抗体对几个病毒株系的免疫双扩散反应
, 一 , 。 ,

五
,

五
, , , ,

丫

讨 论

以 方法 筛选的单克隆抗体用 方法 和 方法 测定与病毒及

其外壳蛋白的结合作用
,

结果表明不同 方法明显地影响到单克隆抗体的 筛 选 及

抗原抗体反应测定的结果
。

方法 中
,

抗原在高碱性 的包被液中直接

吸附于聚苯乙烯板表面
,

可能对抗原结构改变较大 〔’。, 。

方法 中抗原在 中性溶

液中吸附有利于保持结构的完整
。

单克隆抗体
、

在 方法 中与抗原基

本不反应
,

而在方法 中与完整病毒反应较强
,

与外壳蛋白反应较弱
。

等 个单克

隆抗体在 方法 中与完整病毒及外壳蛋白反应都较强
,

但在 方法 中 对

完整病毒结合大大低于外壳蛋 白
。

从而推断
、

结合的抗原决定簇可 能 属 于

与结构有关的不连续决定簇
。

后 种单克隆抗体结合的抗

原决定簇可能属于顺序有关的连续决定簇
,

在病毒结构 较完

整时可能处于隐蔽部分
,

也有人称隐蔽决定簇 〔川
。 〔‘ , 在 比

较 单克隆抗体时也发现了类似的现象
。

因此在筛选单克隆抗体及进行株系鉴另 时

要注意不同测定方法可能带来的差异
。

间接 法测定所制备的 个单克隆抗体与不同株系的反应
。

结果 个 单 克隆

抗体都与属于 的 个分离株反应
,

不能与 各分离株反应
。

不同的单 克 隆抗

体可以区分 的不同株系
。

兔多克隆抗体能与所用的 个分离株 起 反 应
,

但很难将它们 区分开来
。

免疫双扩散反应结果也相似
。

因此 兔多克隆抗体包 含

了能与 及 各株系起反应的抗体
。

而我们所制备的 小 鼠的 种单克

隆抗体都不能与 反应
。

至今仅 “ “ ” 〕用 品系小 鼠制备的 单克隆抗

体与 有反应外
,

其它用 小 鼠制备的 单克隆抗体均未发现 与

有反应 〔‘幻 。

这可能由于 与 外壳蛋白氨基酸同源性仅为 灿 , ,

而 同 源 部

分可能对 小鼠的免疫原性很弱或无免疫原性所致
。

但这有待进 一 步研 究 证

寒
,
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