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提 要 

采 用杂 交瘤拄术，以马铃薯卷 叶病毒 (Potato Leafroll Virns，PLRV) 为 抗原， 

用直接将病毒注^脾脏和随后 尾静脉 注射 的方法 ，免 疫BALB／C小 鼠。将免疫小 鼠的脾细 

胞与小 鼠骨髓瘤细胞sP2／0融 台。用Dot—ELtSA和阃接血凝试验筛选 分?必抗 马铃 薯卷 叶病 

毒抗体 的阳性克 窿，建立 了分泌抗PLRV单克隆抗体 姆杂交瘤细胞株 。用微量玻片 双扩散 

法测定单克窿抗体亚 类为IgGl和IgG2a，轻 链为 。注 射杂交瘤细胞株A1、A 3、C 3和D a 

于小 鼠腹硅 ，翩备出含高教价 单克隆抗体的腹水 。用 获得 的四种单克隆抗体 对马铃 薯卷 叶 

病毒I5十 分离物 进 行 了鉴定 。 

关■词：马铃薯卷叶病毒 单克隆抗体 杂交瘤 华， 

用Kahler和Milstein于1975年创立的单克隆抗体 (Monoelonal antibodies，McAb) 

技术“ 获得的单克隆抗体具有特异性高、重复性好 、建棵细胞可长期保存并分泌化学上 

单一抗体等优点。该技术已在生物学，医学等许多领域得到了日益广泛的应用。在植物 

病毒方面， 已制备出30多种病毒的单克隆抗体  ̈。马铃薯卷叶病毒 (Potato Leafroll 

Viru s' PLRV)引起马铃薯黄矮、 卷叶、 植株僵化， 严重影响马铃薯的产量和品质， 

是马铃薯重要的病毒病害。 我国南北方的许多栽 培品种均感染有这种病毒病 】。 由 于 

PLRV严格虫传和在植物体内含量低，且难于提纯，为PLRV抗血清的制备造成困难，从 

而影响了该病毒的 血清学诊断的进展。 因此建立稳定、持久地分泌抗PLRV的单克隆抗 

体，具有特殊重要意义。其次，虽然 PLRV有不 同的株系，但PLRV株系划分的 依据报 

道很少，且各株系均产生同一类型症状，因而也有待提供具有专一性的抗体。本文报道 

应用杂交瘤技术制备分泌抗PLRV的单克隆抗体及其用于鉴定PLRV分离物的结果 

材 料 与 方 法 

一

、 抗曩殛提纯 本实验所用的PLRV系由内蒙古大学分离自 ‘小叶子 × 。多子白’的毒 

源 用挑蚜 (gygus perslcae)侍到紫花球果 曼陀 罗 (Datu r~tatula L．)和无 宿马骨薯 ‘紫花 

本文于1990年l2兄2 5日收到， 1091年 4月 4 H修回 

{奉课题由国家 自然科学基金和国际马特署中 (CIP)费助， 
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白 上增殖。PLRV提 纯按本 室以前报道 的方 法进行 【I】。 

二 、小 ■免疫 选 6— 8周 龄BALB／C健康雄性小 鼠为免疫动 物，采用将病毒直接 注入脾脏的 

免疫方 法l ‘I用0．1ml PLRV提纯制 剂 (约4001xg)进行直接牌 耻注射 ，每 间隔 3天 ，用0．iml尚 

毒制剂注 射尾静脉 两发。第二 次尾静脉 注射后 ，第 3天 融台 。 

三 、细 胞融合和选择墙 养lII I 用无血 清RPMI-1640液 (GIBCO)制备小鼠辟细胞悬壤，同 

时收集处于对数生长 期的SP2／0骨髓 瘤细胞 ，将 上述两种细胞以l0：l比侧混舍 ．离心沉淀 ，在30秒 

加50嘶PEG (MW4000，Merck)进行细胞融合 。离心 收集融合 细胞 ，~pHAT培 养液悬浮后 ，将 

悬浮的纲 逐孔加八予先 加有 巨噬细胞 饲养层妁96孔细氇培养 恨进行选择 培养。两 周右 右改换lit 

培 养l媛，之后改换 完全RPMl一1640培 养彼 。 

四、杂交瘤的啼选、竟隆和小鼠院水的射备：采月 Dot-ELISAI。I和间接血凝法l 9】筛选杂交 

瘤。Dot-ELiSA操作程序为将硝酸纤 维素膜 (0．45v．m，西德schleleher ＆ Schuel1)浸泡于PBS 

缓冲液 中， 约如 分钟；将稀释后的提 纯PLRV点 于膜上 (每个 斑点含PLRV约100ng)，80℃供干 l 

小时；打孔取下抗原斑点。将打下的 园片 放 八含3啊脱脂 奶粉 的PBS中封 闭 1小时。 抗碾 园片 与待 

检 锕】的细胞培 养上清 于37℃保 温 2小时 ，用 含0．05嘶TweBn 20 O',jPBS洗 涤。转 入用含2啊脱 脂奶粉 

的PBS稀释20陪的兔抗 鼠IgG(军事医学科学皖 放生物施行病研究 所产品)溶液中， 在37℃保温 l小 

时依 同 法’洗 涤后 再转入 l：100稀释的碱性磷酸 酯酶 (Alkaline Phosphatase，AP，西德 Boehr— 

inge r产品 )碌 记的羊抗兔lgG(军事医学 科学院龃生物 流行病研 究所产 品 )溶液 中 ，在37℃保温 l 

小时 ，用 同法洗 涤。最后用AP缓冲液冼 海一 次，加入底物BCIP-NBT藩液 中 ，在37℃显色40分钟； 

终止反应 闾接血 凝涪操作足甫PLR~致款醛化曲羊红血 球，在 待捡测细胞培 养上清中加^1：100 

稀释的PLRV致敏红细胞．室温振荡30—50分钟，静置 2小时后观察结果。选择阳性反应比较强的 

杂交瘤 细胞 袜用有 限稀释法进行三 次克隆化 ，培 养与筛选方 法 同前。筛 选出阳性 的克崔扎 细胞 进行 

扩大 培养 。将获得 的阳性杂空溜 细胞 棘悬浮于冷 冻液 (血清 ：二 甲亚 矾 9 ；1)中，置 液氮 中 ， 

长期保存 。 

小鼠腹水 刹备I1。1：取 四只经 产的雌 性Balb／c小鼠 ，每 只腹腔 注射灭菌 液体 石腊油0．7mI。 7 

天后，腹腔 内分别注入AI，A 4，c 3，和D 3杂交瘤 细胞 10 ／o．5ml。注射杂交癌细胞 l0天后 ，用 9 

号 针头，抽取活体 腹水。 

五、杂 交糟细胞的染色 体控童I1 1： F鬯长 珏盛 的杂交宿培 养壤审加入秋术汕素 ，使 酞水仙素 

终浓度这1 g／ml，37℃培 养2．s— s小 时。 0．075mol／’L KC[低渗处理．用 甲醇和 冰醋酸液 (3 

：1 )固定三次 。成 细胞 悬液 滴于洁 净冷冻最片 上。用 l0啊 Gicro sa染 色约 10分钟， 干燥， 镜 

检 。 

六 、单克隆抗 体亚类的测定：果埘强量玻片双扩散法l1 1，用PBS制备0．8嘶琼脂糖 凝肢 ，用兔 

抗 鼠亚类IgG、l gG2a、IgG2b、IgG3、 、k轻链抗血 清 (美习Mile s公司 ．由 中国科学流敲 生 l由所 纂 文 

启研究 员惠蹭 )，竹另u与限缩10售的 杂交瘸细胞培养上清 盎行免在双扩散反应 ，37℃ l呆韫 ，48小 时 

后 观察 结果，并以氨基 黑lOB枭 色。 

结 果 

一

、 杂交瘤细咆株的建立 

#~PLRV免瘙 )~BALB／C小鼠啤驻细咆桕哥髓瘤 SP／2／O细胞庄PEG作用 F融 台。融 

台后约一·嗣杂交瘤 ”j分裂、繁殖成较大的细独群落，约两周后用Dot—ELISA和间接血凝 
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法筛选 阳性孔。 抗体活性较高的阳性杂交瘤用有限稀释法进行三次克隆， 并依同法 筛 

选e现将两次融台的融台率和所得杂交瘸细胞分泌抗PLRV抗体的阳性率列表 1。 

裹 1 t台宰囊分澎抗体杂交囊纽胞系用性事 

Tab1l 1 Rate of cell fu⋯i and po日itlve bYbrldom as formed 

阳性对朋 1：BALB／c小鼠抗PLRV血清，l：50，1：1 00．1：200 

po*itiv⋯ Ⅱt rol 1 BALB／c ⋯ e_I玎ti—PLRv antj⋯ um dlluted to 

l ：50， 1 ： l00． 1 ：200 

阳性对照 2：免抗PLRV 1gG．1：100稀释 

Po日ifly⋯ at rvl 2} Rah bit—Rnti PLRV I E6 djluted t0 l：101 

阴性对照 1：RPM1 l“0(Dot ELISA)生理盐水 (同 接血凝 ) 

N*getiv⋯ o t ro】 1： RPM 1-1640 fo r Dot—ELISA
．
0、85％ NaCI fo r Indl u 

⋯ t Ha emagglutination test 

二、杂交瘤培养上清中单克隆抗体效价测定 

取经过克隆化的杂交瘤A 、A c，和D。培养上请，用间接血凝试验，测得抗 PLRV 

的单克隆抗体效价均为1 t 320，结果见图 1。 

一I■ 
图 1 用间接血凝试验铡定杂变瘤培养上清的效债 版 2 杂交瘤细胞的染色体 

Fig．1 Dete ctlon of the tlte r 0f monoclona[xntibodles fig 2
．
Chromosom es in t be 

t0 PLRV iⅡ th c】 d hybrido⋯ el ㈨ Itu e b Yb Tid⋯ cell。 

日 p ern t ⅡI hY in dircct haemagglutin atlon te st 

三、杂交瘤细胞染色体的数目 

用秋水仙素处理杂交瘤细胞， 再给 KCI溶液低渗处理， 用甲醇一 冰醋酸固定， 以 

Giemsa染色镜检结果。杂交瘤细胞中染色体数 目为80余条，如图 2所示。 

四、单克隆抗体亚类的测定 

用美~Miles公司兔抗鼠亚类 IgG ，lgG2a，lgG2b、lgG 3及 、k轻链抗血清 、用 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

第4期 郭素华等：马铃薯卷叶崭毒单克隆抗体的制备 353 

微量玻片双扩散试验鉴定结果表明杂交瘤细胞株分泌的单克隆抗体属于小鼠IgG2a亚类， 

轻链为 。 

五、制备小 鼠腹水 

将杂交瘤细胞系A 。A a、C a和D。分别进行扩增并移入 同系小鼠腹腔 内． 制备高效 

裹 2 用间接血凝试噎撞翻小鼠腹木抗PLRV单竟癌抗体技债 

T b【亡 2． Det⋯ ti Ⅱ of th0 tlt⋯ f M Ab in ● iti 

fluid s to PLRV hy ladl revt Haemag[]uti一 

■atiOn te自t 

杂交瘤细胞系 

Hyhridoma ce】]Iiae 

腹水中抗PLRV抗体 拽价 
Titez of MeAb t0 PLRV i 

B5citie fluid 

A l 

A 2 

C3 

D3 

价抗马铃 薯卷 叶病毒的单 克隆抗 

体。 用间接血凝试 验测得 小鼠腹 

水抗体效 价为4×10。一8×10‘(见 

表 2 )。 

六、单 克隆抗体特异性鉴别 

用间接血凝试验和 Dot ELISA 

鉴定结果，所得各杂交瘸细胞系分 

泌的单克隆抗体和马铃薯Y病毒、 

马铃薯 x病毒 、 马铃 薯 S病毒、 

TMV以及健康马铃薯提取液不发生反应。 

七、杂交瘤细胞分泌抗体的稳定往 

c；杂交瘤细胞在液氮中经过30次反复冷冻复苏，培养后测定上清中单 克隆抗体效价 

均可稳定在 1：16—32(间接血凝法 )。 

将分泌抗PLRV抗津的c。杂交瘤细胞接种子6 X 13cm~瓶中培养，每 3天测定培养 

上清中的IgG的抗体效价。结果表 明，其效价逐渐上升，第 3天为l；l6— 3 第1O天即 

可达到 1 l 320-- 640。 

八、用单克隆抗体鉴定马铃薯卷叶病毒的分离物 

用获得的四种杂交瘤细胞株分泌的抗 PLRV的单克隆抗体，用 ELISA和被动血凝 

(PHA)鉴定了l5个不 同马铃薯品种上的PLRV分离物，结果见表 3。 

褒 j 用单克囊抗体鉴定马锋薯卷叶赢毒分鼻秭 

Tah]e 3 I dedtjfie●tlo 0f PLRV iso】BteB wit b M c^ h 

分 离 物 
1日0lgteB 

高 7号 Hjgh】B r rd N o． 

鸟 8o1 。g 601 
Kuf rt 

普 6 Jia No．6 

Fm ritt 

京造 l号 Ji⋯szh N o．1 

克新 2号 Kexln No．2 
De i 0 

郑薯 6号 Zheagsha NO．5 

圭抗 白 JinkeⅡ ai 

东农303 Do g⋯ g 303 

821 

At⋯ b日 

S㈨h 】he 

Mi rB 

单克隆抗件 Me 

O  0  0  O  
“ “ 
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试验结果表明，由杂交瘤细胞A ，C。分泌的单 克隆抗体可以和广泛的PLRV分离物 

反应。而A 和D 分泌的单克隆抗体只能和部分 PLRV分离物反应，如高原 7号，乌盟 

60i，Kufra，晋 6，Fevorita，京造 l号和克新 2号。同对也表明所有上述四种单克隆 

抗体 A-，AI，C 和D。均不与抗马钤薯卷叶病毒品种提取物反应。 

根据对不 同单克隆抗体的反应，可将供鉴定的马钤薯卷叶病毒分离物分为三组。一 

组是可以和所有上述四种单抗发生反应，包括高原 7号，乌盟60i，Kufra，晋 6， Fe— 

vorita，京造 1号和克新 2号。第二组分离物只和较为广谱的单克隆抗体A 和C 反应， 

而和A。，D 3单抗反应很弱或不反应，如郑薯 6号， Desiree，金抗自，东农303等。第三 

组分离物只tnC D；单抗反应，而和A ，A，反应镀弱或不反应，其中包括82i2~Atzin— 

ba。PLRV不 同分离物列单克隆抗体的不词反应，为 PLRV株系的鉴定提供了可参考的 

依据。 

讨 论 

1． 奉头验采用了将提纯的马铸薯卷叶痫毒直接注入脾脏的免疫程序。与常规免疫 

程序相比，具有免疫周期短，抗原直接进入脾脏，直接刺激B细胞，使B细胞迅速分化， 

增殖成浆细胞，导致很快产生抗体，免疫反应较强。一般认为直接注射脾脏后融台，易 

产生 IgM。我们在脾脏注射后两次尾静脉加强免疫，获得了较高的融台率和产生高效价 

lgG的免疫活性较强的杂交瘤细胞株。 

2． 用于杂交瘤培养上清中单克隆抗体检测的Dot—ELISA~间接血凝试验。均具有 

快速灵敏。重复性高和适于大量样品测定的优点。经过作者多次使用。证明这两种方法 

均是筛选分泌抗体的杂交瘸细胞株的较为理想的方法。二者几乎具有相同的灵敏度。在 

Dot—ELISA试验中。将硝酸纤维膜打成，』、园片，直接浸入抗原溶液 中吸附抗原，用以代 

替负压下在硝酸纤维膜 上点抗原样品，可得同样效果，但更为省时和简便。 

3． 曾根据在洋酸浆 (Physalis florida~la)上引起的症状强 弱，Webh等(1 951) 

把马铃薯卷叶病毒分为 5个株系 ，而Rozenda 1(i952)则依简法将其分为 3个株系。 

但所有株系均产生同一类型的症状，国际马铃薯中心 (CIP)研究了一些 PLRV分离物 

在洋酸浆、白花剌果曼陀罗等数种寄主上引起的症状。认为PLRV的侵染强弱， 能作 

为鉴{jlj株系的标准，CIP)~单克隆抗体，用ELI SA鉴定了收集 白世界各地的 PLRV分离 

物，根据读取的光密度麓，把PLRV分离物分为 3个血清组 (Se rogroups)q 。到 前 

为止，关于PLRV株系研究的报道尚不多见，我们的试验表 lJ月不同PLRV分离物对单克隆 

抗体的反应有所不同，经鉴定的l5个PLRV分离物，依其和不同单抗狗反应为 3个 清 

反应不同的类型，和单克隆抗体血清学反应的差异，能否作为PLRV株系埘分的依据， 

尚有待 进一 步 研究。 

1． 由于马铃薯卷叶病毒严格虫传，植物体内含量低，难于大量提纯和抗原性弱等 

原 ，为其抗血清制备和血清学诊断造成困难。分泌抗马铃薯卷叶病毒单克隆抗体杂交 

瘤细胞株的建立．对 一改进抗PLRV抗体制备和生产，提高抗体特异性，从 对改善其 

血清 诊断具有重要现实意义。同时也为选一步研究PLRV株系和 T uteoviru s组内成员 
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问血清学关系，以及PLRV抗原结构分析创造了条件。 
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Preparation of Monoelonal Antibodies to 

Potato Leafroll Virus 

Guo Shu-hua Zhou Lan Meng Qing Zhang He—ling 

(Del~artment 0，Biology，Inn er Mongolia University，Huhehaote OlOO21) 

The hybridom a cell lines secreting monoclonal antibodies to Potat~ Leaf— 

roll Virus(PLRV)WOlfe established by fu sion of myeloma cells SP2／0 with 

spleen cell s of BALBIC mOLl Se immLlnized with purified PLRV by direct sple- 

en injection followed by two tail injections．The hybridoma were screened by 

Dot—ELISA and indirect haem gg utination test
．
The subclasses of m onoelonal 

antibodies obtaied belong to IgG 2a with light chain examined by m ieroslide 

gel double diffu sion test． The aseitie fluid with high titer of monoclona! 

antibodies 1．4× 10‘ to PLRV was prepared and u sed for identification of 

PLR V isolate 5． 

Key w ordsl Potato leafroll viru s Monolonal antibodies 

Hybridom a 
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