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用单克隆抗体研究鸡新城疫病毒抗原 

变异与流行病学的相关性 
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提 要 

用19株抗鸡新城疫病毒 (NDV)单克隆抗体 (简称单抗 )测定与14个NDV国际参考株 

和l6千NDV国内分离株曲反应性，将毒株分为 a～h 8个群。该蛆单抗能较精细地测出流行 

病学上 同的毒株问的抗原变异．毒株分群显示了抗原变异与流行病学特征的相关性。 

关键词．一 芝壅塞苎 望塞兰生堡 垫里壅墨 流行病学特征 

鸡新城疫 (ND)是造成养禽业巨大经济损失的烈性传染病，长期以来，许 多 鸡新 

城疫病毒 (NDV)毒株得到了分离，利用经典方法亦可对与经济重要性密切相 关 的 病 

毒毒力进行测定“】，但对于病毒的抗原变异却了解不多。随着杂交瘤技术的问世，单克 

隆抗体 (简称单抗 )已被用于 NDV毒株抗原差异性分析 ”““ 。Russe]1曾根 据 ∞ 个 

NDV毒株与 9株抗NDV单抗的反应性，将毒株分为 8个群” 。术试验选用 l9株单抗测 

定与l4个国际参考株和16个国内分离株的反应性，结果表明，NDV的抗原变异与 流 行 

病学存在相关性，本试验所用单抗不仅能比 Ru sse11的 9株单抗更 精细地测出流行病学 

上不同的毒株抗原差异，而且将有助于毒株的鉴定和 ND的流行病学研究。 

材 料 和 方 法 

一 庸毒来弼l：NDV菩 毒株接种无特定病躁 ( PF)鸡胚复壮，收获 致死鸡胚 尿 囊 液，小置分 

装，一7O℃保存备朋。试验 中所 用的 NDV国 际参考株稻国 内分离株的来源厦特性见裘 1。仙台病 

毒由中国预防医学科学院病毒所 引进，鸡马立克氏病毒z‘林 (MDV-Z1)、 火鸡癌彦病毒 (HVT) 

和鸡传染性法氏囊霜病毒 (IBDV)为本室保存的毒种。 

二、细臆培养：鸡胚蟓代成纤维细胞 (CEF)用常规方法制备，用含5唏小牛血请的 199‘LF1O 

培养基 (Sigma] 晶 )培养。Vero细胞和PK一15细胞台1(1啼小牛血清I~JMEM培养基 (Nis suij 品 ) 

传代 。 

车文-Tlu~1年I2月20日收至 ，1g 年 4胄 3日修回a 

十 现在地 ：中国表科院生物中心，北京100081。 

丰研究 国家 七五’重 氨应关项目，已通过鉴定。 
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NDV毒株和分离物 

NDV 日t rIiⅡ● -自d 

分离地点 

Th0 Pl-㈨ f 

分离时间 

Tht ti⋯ f 

毒力型 

V itⅡl enct 

。l‘t 。 ilol a￡ion i●。l‘tion t
，pe 

‘：VV=Vi see rogeaie velogenle 嗜内脏速发型 

b：NV~Neu rot repi~velogeoie 嗜神经墅 

c；L=Le自togeni~ 弱毒型 

d：Fl=Field i sol|t~ 野外分离衔 

t：M~MeBogeni~ 中毒型 

f：1970s~70年代 

三 杂交癯和单抗 ：将密度梯度离心提纯的F·lE，用 T riton X-100处理，即将病 毒液 (15
． 42 

mg／m1)与等置4嘶 Tri 。n x一100，0．4mol／：L KC1．pH6．8 125mmol／L Tri HCt缓冲液混合
． 

37℃作用3O分钟后，免疫BALB／c小鼠，免疫程序采 用 G。dj 占的方法f l。骨髓瘤缅胞为 SPl／O一 
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Agl4，融台 剂为50嘧聚 乙二醇 (PEG1000，Baker产 品 )，按 Lane氏的方法进行细胞融台 I ， 

用间接 ELISA捡谢和筛选杂交瘤细胞l 。用有限稀释法进行NDV特异性阳性杂交寤细胞的克隆 

化。将 5 X 10‘个杂交寤细胞注射于经降植烷 (Pristane)激化的BALB／C4',鼠制各单抗腹水。 

四 、单抗特性谰定：单抗亚类、单抗腹水 的ELISA、IIF效 债、血凝抑制 (HI)能 力和 溶 血抑 

制 (HLI)能力的删定分别按刘秀梵和Beard等的方法 进行 I 9’l ’Il】。 ． 

五、问接竞疫荧光试验(1lF)谰不同单抗对不同毒株的反应性：在40ZL小孔扳板孔中制备 v er0 

细 胞单层，不 同NDV毒栋尿囊 液用台i0啼小牛血清 的MEM培养基作 l ：500倍稀释后邱到细胞孔 

中，0．2ml／孔，继续培养，在细胞刚开始出现病变时，弃去板中培养基，PBS洗一遍，用 10嘶福 

尔马林生理盐水固定 10分钟 ，PBS洗三 遍，向板孔加入 100倍稀释的单 抗腹水 ，37℃温育 l小时， 

PBS洗3遍，向板孔中加入适当浓度的兔抗鼠焚光抗体 (FITC-IgG结台物 )，37℃ 温育 l小 时， 

PBS诜 3遍-将 扳翻转，置荧光显微镜低倍镜下观察，同时做不接 种NDV的Veto细胞 的llF对照 ， 

以及用抗太肠杆菌K a B粘着素抗原单抗 (本室研制 )作为第一抗体的阴性对照。出现胞浆或细胞膜 

荧光且对照无荧光的样品孔判为阳性反应，见图 l。将仙台病毒接种猪瘟病毒感染的PK一15细胞、 

MDVZ‘株、HVT、IBDV接 种cEF细胞，制备病毒 感染 的细 胞盖玻片， 进行IlF试验测定与抗
．

N Dv 

单抗的交叉反应IIl。 

图 1 NDV毒株与单抗 的反直性 

Fig． 1 Reactivity f McAb5 to NDV st rai口 

单抗与感染 Veto细胞的 NDV出现阳性反应 

Veto细胞胞浆出现绿色免症荧光 

Th e 口ositi⋯ e●ct；oⅡ of M cAb 【O NDV infec【ed Ve Yo ceII 

G re㈣ im Ⅱnofluo rc s c e pP _ri g iⅡ V efo e】ls ytoPla s 

结 果 与 讨 论 

本试验得到稳定分泌抗 NDV特异单抗杂交瘤 16株， 从本室 来经筛选的 杂交瘤细 

胞冻存株中筛选得到抗 NDV IjI=『性杂 交瘤细胞 3株，徐秀龙建棣的杂交瘤细胞 3株，共 

计22株 从中选取19株单抗用于单抗与毒株的反应性测定，单抗的生物特 眭见表 2。19 

株抗 1NDV单抗与仙台病 毒 MDV—zI、HVT、IBDV无交叉反应。根 19抹单抗时 NDV 
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单 抗 

M tAb‘ 

免症毒株 单抗亚类 日l效价 HLI效价 ELISA 效价 IIF效债 

Immun e I sotype 。f H I tlte r s IfLI tiIc，5 ELISA tit er s IIF tit●rs 

_trBin_ M cAb 

： 棘秀龙等建抗的单株 

M cAb ~f*ustt*~cted by Xu el●l 

不同毒株的反应性，将3O十毒株分为a、b、c、d、e、f、g、h／＼个群，a群分a a 、a； 

三个亚群，b群和f群各2个亚群，见表 3。国内的16个分离株与单抗出现 a 、b 、c、 

d、e、g六种反应谱。说明国内存在这 6种抗原类型的ND~，但主要集中于 a 、b 、c三 

群，而这些毒抹间的抗原差异用常规血清学方法不能区分 ’。归入a 群的 F． E。、新疆 

株和白山株抗原性很接近。归于b 群的calif·1085和 New York Parrot均是7O年代初美 

国 ND大流行时分离的强毒抹。归入 d群的 Northants 72是 1972年 夏在英国分离到的 

一 株嗜内脏速发型毒株。Allan认为 Northsnts 72与 70年代初英国ND大流行时的其他 

分离梓不同，它是从一个孤立爆发的ND疫点分离得到，性能类似对 Hert，33等 1970年 

以前英国的 NDV分离物。这一-点被 Russe“用单抗 进 行抗原差异性分析得到证实 ， 

也与本试验研究结果一致。 

归八e群的B 株和 N．J．Rokin株分别是 1948—1949年间在美四分离的弱毒和中毒 

株。归入 f群的有弱毒 F株和巾毒 Komorov株， 这两标与单抗的反应性不j，d于其他被 

试毒株。达两个毒株在流行病学上 也与其他毒株不同 (见表 1)。GB Tex n 是 19,18年 

在美国分离的强毒株，Kuwsit株是1968年在科威特分离的强毒株，这 两株的单 抗 反应 
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表 j 荤抗与 DV参考霉株和分离株的 IIF结台反应性 

T a hl。 0 nï 1I g f M eAb I⋯ l1 i口f P。fed w L1l1 NDV Rt T a L⋯ Ⅱd i sol 

G ro~l ： 

4 53 

一  ‘一  
～  

! ：； 墨 i 三 =： 景 譬 ≈ 琶 
F48E8 十 + + + + 11 + + + + 上 ’ + + + + 

台 由 Ts J 上 上 + 一 + + + j_ 上 + + + 一 上 + + + + + 

新 强 x J 。1 } + 十 一 一 一 + + 十 + + + + + + + + + + 
‘ 一 一  一 一 — — — — — — — — — — — ⋯ — — — — — — — 一 一 — — — — — 一  

GB T ⋯ s a， 一 一 + + + + + + + 一 + + + + 上 + + 十 

一  

一 — —  

一  

K it 4 一 一 + 一 一 一 + + + + + + + 。。 一 + + + 

仙台疯毒 

HV T 

MDV．z4 

+：阳性反应 

一

： 阴性反应 N0g0ti⋯ Ⅲ tio 
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性也与其他毒株不同，但与 a群毒株相对比较一致 (见丧 3)，故将其归于a群的 a 和 

a s亚群。 

在流行病学上完全不同，分别分离自亚洲、欧洲和大洋洲的三个 毒 株 Kuwait株、 

F株和 讪 eesland栋 (见表 1)与单抗的反应性不同，分别归于a、f、和 h群表明，这 

三株之间存在较大的抗原变 ，该 结 果 与 Ru ssell的报道一致 ”。GB Texa 5和 N．J． 

Rokin虽然于 1984和1949年问在美国被分离，但GB Texas是强毒株， N．J．Rokin是中 

毒株， Kamarov是1949年在巴基斯坦分离的中毒株。本试验中，这三个毒株分别属于 

a 、e和 f群，表聪这三个毒株在抗原性上存在较大差异，而 Rus se11用单抗铡定 NDV 

毒株的抗原性时，这三个毒株的反应性相同，属同一 群⋯ 本试验所用的单抗不仅能测 

出流行病学上不同的毒株问的抗原变异，而且结果比 Russe11所用的单抗更精细。 

根据 L asota株与单抗的反应性将其归于 d组。从表 3可见：La sota株与从 其中克 

隆出的鞠 。毒株的反应性不同。用单抗测定蒋建东从鹅胚化 L asota株中克隆出的三个毒 

株的反应性，三个克隆化毒株与母系 Lasota的反应性也不同 (结果未列出 )。这 些 说 

明t在 Lasota疫苗株中存在不同抗原性的多种 病毒 粒子，N 株与 B 株的单 抗 反 应 

性一致，表明Lasota申存在与B。抗原关系相近的病毒 粒子，这 与 Ru sselY”、Meule- 
m ans “ 

、
Srinivasappa⋯ 】

、 徐秀龙I。 等报道的结果一致。 

本试验所用l9株单抗对 NDV毒株所作的抗原性分群与流 行病学特征有很好的一致 

性，显示了毒株抗原变异与流行病学的相关性，该组单抗将有助于 NDV毒株和野外分 

离株的比较，鉴定和 ND的流行病学研究。 
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Relativity Between Antigenic Variation and Epidemiologic 

Characters of Newcastle Disease Virus Strains 

Detected by Mono,clonal Antibodies 

Zhou W ei-song Liu Xiu—f an 

(Def~artmen,t 0f Anima 7 Science and Veterinary Medicine，Jiang s“ Agricu~turaf 

Co?Zege Yangzhou e25~01) 

Nineteen monoclona1 antibodies(McAh)specific for Newca stle Di sease 

Virus(NDV )was produced antl 11 sed for the 1 eactivity detection to 14 inte— 

rnationa1 ref erenee NDV strains and 16 tlomestlc NDV isolates h indirect 

immunofluorescent assay(IIF)． Aecording~
．

to the results， the 30 NDV strains 

WaS divided into 8 groups f rom a to h
．
The antigenic variation of the strains 

which are different in epidemiology could he estimated h y lIP test using the 

19 McAhs． It was showed that there is relativitY between antigenie variation 

and epidemio]ogie characters of NDV strains by the grouping of the 30 NDV 

strains． In addition． antigerile differcnt virinns were found to exist in Lasota 

strain
． 

K ey w ordsl Newcastle disease virlls Monoclona 1 antibodies 

Antigenic variation Epidemiology 
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