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番木瓜环斑病毒单克隆抗体的制 

备及在病毒分型上的初步应用 

林壁润 李英杰@ 欧阳明辉固 范怀忠 

(华南农业大学植保系，广州 ) 

提 要 

本试验是用番术瓜环斑病毒(Papayi riagspot vir们 PRY)提纯制剂免疫的BALB／* 

小 白碌碑细胞与sp ／o—Agl4骨tj蕾细胞融合，获得三个能稳定侍代并分泌抗番术瓜环斑 

病毒的单克隆抗体的杂交瘤细胞系。其中 23H1 McAb的效价较高 用 ELISA检谢。腹水 

抗体鼓价高达 l：76800．能被 PRV兔抗血清所阻断 。 这 3个杂交瘤细胞系产生的单抗 

与 TMV和 CMV无血请交叉反应 它们可把 PRY四个毒林初步区分为三个血清型。 

美奠诵：番木瓜 环 斑病 毒 ，单克隆抗 体 ，血 清型 

自从 1975年英国Kohler and Milstein建立杂交癌按术生产单克隆抗体 (McAb)⋯ 

以来，国外已研制出 TMV等三十种植物病毒的单克隆抗体 ，并应用于植物病毒病的诊 

断、检测、鉴定和抗原决定簇分析等方面 )。我国也已先后研制了 TMV【3、，CMVt ， 

pVY C ，和 RMV(Ribgrass mosaic w'rus) 四种植物病毒的单克隆抗体 。 关于PRV 

单克隆抗体的研究国内外尚未见报道。 

番木瓜环斑病毒是番木瓜最重要的病害之一，国内外产区大多数遭严重为害” 。 

PRV寄 范围比较窄 ，目前尚没有发现较理想的枯斑寄主 。因此，用常规生物学方 

法较难把 PRV株系鉴别出来 。 为了探索应用单克隆抗体区分 PRV株系 ，进行了本 

项试验。 

材 料 与 方 法 

(一 )抗曩■毒 PRV四个分离物 PRV—l，PRY-2．PRV-8，PRY-15 果 自广州地区，经过 

纯化和初步鉴定 ．认为他们的生物学特性和理化特性宥一些差异。i 】 

病毒提纯采用 Mercedes[̈ 】和 Goasslve I1 J报道的方法并略加修改 【 ，即取接种后 20天 

的西 葫芦(Cuourbita#epo)病叶用 0．5mol／L曲 PB进行捣碎 、离心 ，用 6％的 PEG(Mw 6000) 

进行二次沉淀得到的，病毒提纯制剂经电镜观寮，为典蛩的 PRV长线状病毒粒体(600--800ut~)， 

经紫外线分光光 度计测定 ，呈现典型的 桉蛋 白吸收峰。 

本文子1 988年 1月 12日起收到． 

丰强象直然科学基盘套项目．奉实验在第一军医大学疟癀免疫研究室进行 

0第一军医大学疟疾蔸疫研究室，广州 
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(= )小 白■与免疫方~BALB／e 小 白鼠由北京生物制 品研究所 目l进 在第 一军区大学疟 疾 

免疫研究室饲养繁殖。免疫用小鼠为 6～ 8周龄，雌雄不分。 

免疫方法是 PRV—I病 毒提纯制剂与 等量福 氏完垒佐剂 (FCA Difco)混台成乳剂 ． 每 鼠每 扶 

腹腔注射病 毒制剂 160pg， 每次 间隔 10一l5天 ． 共 免疫 5次 ， 在进 行融 台前 三天 ． 用 不含佐 剂 

的病 毒制 剂作静脉 加强免疫一 次。 

(三 )小■■绷■幕 实验采用非分泌型的 Sp ／0-Agi4瘤细胞系 ，北京生物制品研究所提 

供 ．幽第一军医 大学疟痰免疫研 究室 培养 和保释 。 

(四 )绷■H合 按文献方法I1 0】进行，以 l0：I比例选取免疫脾细胞和骨髓瘤细胞 ．用s0和 

PEG(MW 4000)为 融台剂 ．进行细胞融台．随后将融台细胞分种于三块96孔培养板(Falcon．307 2) 

中 ，培养24小时 后加 HAT选 择培养基 ． 4～ 6天 后改为 HT培养基 ．当有大 量的杂交瘤细胞 团 出 

现时，取培养上渚液进行捡铡。 

(五 )ELI sA问臻法■选产抗体的囊空■ 按文献报道方法 [I 31进行． 辣根过氧亿物酶标记 

的兔抗小 鼠 lgG由北京生物 制品研究所 提供 ．最 适工 作浓度为 It500 病 毒制 剂最适 包被浓度为 

8~tg／ml。每次试验均设有 Sp2／e的细胞培养上蒲液，RPML一1640完垒培养基和正常小白鼠血清 

为 阴性对照 ，小 自鼠抗 PRV-I多克隆抗 体为 阳性对照 。试 验以 P／N≥2．I者为 阳性，每 个试验 重 

复 三次 。 

(六 )EcA b IgG卫娄和囊空矗细臆染色件数测定 按文献报道I 进行。 

结 果 

1．杂交瘤细胞株的建立 

免疫脾细胞和 sP ／o—Agl4瘤细胞融合 后，接种 283个培养孔， 天后全部出现杂 

交瘤细胞集落。经 ELISA三次重复检铡，三次检测 均为阳性的有 19个孔，阳性克隆率 

为 7 。选择其中三个强阳性孔的细胞 ，进行 3— 4敬有限稀释克隆化，经过三个月的 

体扑培养，冻存，复苏，三个杂交癌 细胞 (23H1， 22A12一B2，22A12-EI2)能稳定繁殖 

和分泌抗 PRV—l的 McAb。 其中 22A12一B2和 22A12-E12来源于同一融合细胞培 养 孔 

22A12的融合细胞，从第一次有限稀释克隆化开始，B2贴壁生长，El2悬浮生长。按常 

规方法分别制备了该三种细胞系的小鼠腹水抗体，其效价以23H1为较高， ELISA法检 

测达 ll 76800 

2．杂交瘤细胞系和单克艟抗 体的特性 

裹1 三十嗣囊系的辕色体救殛其单抗 IgG翌 粪 

T mb e 1 M ~Ab IgG 5uhc less Ⅱd chromosom e or ell lines 

50个细胞平均 
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按常规方法分别对三个杂交瘤细胞系的染色体 ，单克隆抗体IgG亚类进行了 测定 

分析。结果 (见表 1)表明，三个杂交瘤系所分泌的单抗分属 lgG1和IgG3两个亚类， 

染 色体数平均在 90以上。 

3．单克隆抗体的特异性 

用 PRV—l病毒制剂包被反应板，用兔 抗 PRV特异性多克隆抗体对 23H1细胞培养 

上清液进行封闭试验。结果封闭组的 23H1细胞培养上清液的效价小于 l：1O， 对照组 

效价剐大于 l。l 6O，表 明 23H1细胞 系所分泌的 McAb可被兔抗 PRV特异血清所封闭。 

用三个杂交瘤细胞系的腹水抗体与 CMV和 TMV病毒提纯制剂进行血清试验， 结 

果均无反应。 

4．PRV四个分离物血清型分析 

应用间接 ELISA怯检涣j三个杂交瘸细胞系腹水抗体与 4个PRV分离物 的反应 ， 结 

果列于表 2，根据反应性的差异，可将四个PRV分离物初步划分为三个血清型： 

寰2单克瞳抗体与 PRV分鼻■反应培果 
Tib1t 2 Reast；oⅡ_ of moH0cIo 1 ntih0di ith PRV iso1ttc日． 

血清塑 I l PRV一1和PRV一2，能与单抗22A12一B2~22A12一El2反应。 

血清型ⅡI PRV一15，能与单抗 23H1和 22A12一B2反应。 

血清塑Ⅲ：PRY一8，不能与这三个单抗反应。 

讨 论 

本试验所建立 的三个杂交瘸细胞系，经过体外长期传代培 养，定期抗体活性检测，液 

氮冻冷后复苏培养，染 色体分析等试验结果证 明，这些细胞系分泌的抗体稳定，细胞染 色 

体符合杂交瘤细胞的特点。它们之间又有不同，可以初步认为它们起三个不同的细胞系。 

这三个细胞系的单抗均为 lgG，而且特异性较强，这对于 PRV病毒血清型的划分 

和病害的诊断将 有一定意义 

细胞系 22A12一El2和22A12一B2虽来源于同一融合细胞培养孑L，但它们的染色体数 

不同(见表1)，它们的单抗对 PRV四个分离物的反应性不同，因此他们可能是来自二个 

不同亲代的杂交细胞，可认为是二个不屙的细胞系。 
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本试验所用 PRV四个分离物在寄主范围和理化特性上虽略有差异[日 ，但还是比较 

难以鉴别开来tS]。然而， 根据这四个 PRV分离物与所建立的三个杂交瘤系 McAb的反 

应性，则可初步把它们分为三个血清型。 

上述为初步试验结果，PRV只用了四个分离物，而且都只采 自广州地区，试 验只 

研制出 McAb三个细胞系，因此只能初步地把 PRV四个分离物划分为三个血清型。而实 

际上PRV可能不只这三个血清型。因此，有待进一步研究。 
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Preparation of Monoclonal Antibodies to Papaya Ringspot 

Virus and Application in Serotyping 

Lin Bi-run Li Ying-jic。 Ouyang Min-hui。 Faan Hwei—chung 

Three stable hybridom a cc】I】ines secreting monoclonaI antibodies against 

papaya ringspot virus were produced by fusing spleen ceils of mice immunized 

with
． papaya ringspot virus(PRV—1)to mouse myeloma ceil lines Sp2／0-Agl4． 

of three hybridoma cell lines， the titer of 23H1 secreting monoclonal antibody 

WaS found to be the highest， when testing by ELISA method
，
the titer of 

23HI in asciti~fluid was l l 76800． Three cell Iines secreting monoelonal anti 

bodies were specific for papaya ringspot virus， not reactive to CM V and TM V
． 

McAbs 23H1 and 22A12-B2 were reactive to isolates PRV—l， PRV．2 and PRV 

- 15， and 22A12-E12 was reactive to i solates PRV一1 and PRV-2
．

Three sero— 

types of PRV were proposed hy the authors after testing these m onoclonal 

antibodies with four isolates of PRV． 

Key w ordsl Papaya ringspot virus， Monoclonal antibody Serotype 

1．The Project Supported by National Natu ral Seien~~Fou ndation of China． 

2 ． Sonth ChlnL Ag rlculturaI University- Gazogthoa
。 

3。 The F rist Medicine Univ ersit? of PLA， Cua~gffihou． 
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