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提 要 

z． 

采 用杂 交瘤技束 ，得 到 抗小苍 兰褪 绿条纹花叶病 毒 (FCSMV )六十 单克隆 抗体P3， 

4A4，6BI，7A6，7D1~I7D8。ELISA效价 分别为 1：10 -- t l 10‘。7A6和7DI属于IgG1 

亚类 ，7D8*~I4A4分 属IgG2a和IgG2b亚 类，P3和6B1属于IgG3亚 类。电镜 观察单克隆抗 体 

与病毒形成的复合物奔现7D1能使病毒粒子发生严重断裂。 6株单克隆抗体中的P3，4A4 

6B1对应 于病毒 外壳蛋 白上的顺序决 定簇。 纯 化的病 毒外 壳蛋 白经酶 裂解和改进的盘状 直 

泳分离，得到八 段与 多克隆抗 体反 应的收集液 。 甩顺序决定 攘的单克 隆抗 体捡出 P3对应 

的肽段22和4A4对直的肽 段78。本文还 讨论 了7Di使 病毒粒子发生新 裂的 原 因 和与病 毒粒 

子表面结 构的 关系以 及分离抗原决定 簇所 在片段的意义。 

关键 调 ：小苍兰褪 绿条纹花 叶病毒 抗原决定 簇 单克隆抗 体 

自从1975年单克隆抗体技术创立以来 ，在生命科学的许多领域中得到广泛应用。 

1982年以后，单克隆抗体开始应用于植物病毒学领域，目前 已制备了数十种植物病毒的 

单克隆抗体，它们在病毒的检测与诊断以及分析病毒抗原结构等方面 发挥 了巨 大的 作 

用，因为单克隆抗体能识别抗原蛋白之间一个氨基酸的差异而成为研究病毒外壳蛋 白抗 

原决定簇的理想工具 。用单克隆抗体分析纯化抗原裂解产物的免疫学性质，可对抗 

原决定簇进行定位。 

本文FA／]苍兰褪绿条纹花叶病毒 (Freesia chlorotie stripe mosaic virus)为材 

料，制备了该病毒自自单克隆抗体，井用以研究对完整病毒和病毒外壳蛋白上的抗原决定 

簇的作用特性。 

材 料 与 方 法 

一

、 病毒的来源及纯化 FCSMV是 本室 从小 苍兰上分 离得到并 纯化保 存的， 纯化方法与 

F reitag‘‘)方法基本相 同。 

二、 单兜隆抗体 的tJt 按 文献 f '进 行。 BALB／C小 鼠的免疫 用纯化病毒 与不完全 佐剂进行 

1991年 1月 26日收 到，3月2 5日修回。 
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=次腹腔 注射 ，每1扶病 毒量约500Pg，间 隔=周。 第兰次注射于融合前 3— 4天 进行，由尾静脉注 

射50p12．5mg／ml的病 毒液。 

三、单克瞳抗 件的亚类测定 方法 同文 献[6]。 

四、多克瞳抗体制鲁 BALB／c小鼠免疫同前，于第三 次注射时， 同时腹腔注射10‘十 SP2／0 

细胞， 14王 后收集腹水，并 测其效 价。 

五、单克瞳抗体或多克瞳抗体与病毒复合物的电镶现寨 分别 取单 克 隆 和 多克 隆 抗 体 各 

5o l，各~2spl 0．67mg／ml的病毒悬液，37℃反应2小时后，铜网蘸取少量反应液，以2嘶磷钨 

酸 负染， 电镜观察 病毒粒子形态的 变化。 

六、■毒外亮蛋白抗礞决定的分类 纯化的 FCSMV制剂在0．0625mol／L pH6．8的Tris-HCL 

缓 冲液 (台 2嘶SDS， 5 巯基 乙醇 )中煮 沸 3分 钟 ， 对0．02mul／L pH7．6的磷 酸缓冲液充分透 

析除去SDS， 用间接 ELISA法 E ，测定 变性 外壳蛋 白以厦完 整的病 毒粒子分 别与单克隆抗 体和多克 

隆 抗体的 反应。 

七、外壳蛋 白的一解‘ I 2mg纯化的病毒在室温下用 1NHC1处理24小时后，8，000,／m离 

心 10分钟 ，沉淀 用1N HCI夏复 洗涤后 对蒸馏水透 析，羟 冷 冻干 燥得 到纯化 的病毒外壳蛋 白。 将此 

蛋 白溶解在0．1ml 5嘶的 甲酸溶 液 中，加 1 1胃蛋 白酶浪 (Sigma公 司)，37℃ 保 温 l小时 后取出。 

日 
L———一 下相电极旅 

图 I 改进的盘状电浊装置 

risu Te 1． Modified di⋯ 】ectl0phore sis 

八、改进的聚丙蝾t胺耀眩皂诛分膏外壳 的 

蛋白一解片段及颧序决定攮所在 片段的檀出 采 

用图l所示的改进的盘状 电泳装 置分离酶解片段。 

选 用 i0嘶的 分离胶和3．75嘶的浓缩 胶， 上 样 量 

lOOpl，电诛恒压80V，电泳管 内径9mm，其它条 

件 同文 献¨I。 用分 部收集仪 分段 收 集流出 液 ， 

流速0．12Sml／min，每管 收集 1．5ml。 收 集 液用 

ELISA法 (同前 )测出能与多克隆抗体反 应的阳 

性段 后，再 用ELISA法 捡出与对应 的单克隆 抗体 

反 应的顺序决定 簇所 在的酶解片段。 

九 、蔓光标记 及 SDS一聚丙 爝酰胺凝 胺 皂诛 

(SDS—PAGE)检 测颧序 决定攮所在 片段 纯度 B‘ 

及外壳蛋白及其一解片段 顺序决 定 麓 所 在片 

段，外壳蛋白及其酶解片段溶 液各取108pl， 在 

PH9的条件下舡100 1 0．2mol／LNsHCO5和5 l 2．5mg／ml~DNS—cl丙酮溶解液于37℃保 温 l小 

时，进行荧光标记 ‘̈ 。标记后的样品按文献‘ ，进行SDS—PAGE电 冰， 采 用 15嘶 的 分离 胶和 

3．75 的浓缩胶， 电压1 50伏。 电泳 的同时，在 紫外灯下 (一2537A。)观 察荧 光带 的运动情 况， 并 

描 下其对应位置。 

结 果 

～

、 分泌单克隆抗体杂交瘸细胞株的建立 

小苍兰褪绿条纹花叶病毒免疫的 BALB／C小鼠脾脏细胞与 SP2／0细胞融合后， 经 

HAT培养液的选择培养，ELISA法进行产抗体细胞筛选，细胞克隆，最后得到 6个分 泌 

单克抗体 的细胞株系， 分别命名为i P3，4A4，6B]，7A 6，7D1和7D8。经体外多次传 

代培养，反复冻融，仍能稳定地分泌单克隆抗体。由小鼠体内生产法得到的单克隆抗体 
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经ELISA法测定 ，7A6~6BI效价为1：10‘，4A4和7D8效价为l{10 ，P3效价为l l 10 。 

用双抗夹心EL ISA法测定 的单克隆抗体 的亚类见表 1。 

裹 1． 取 抗夹心ELlŝ 法曩定单兜■抗体亚娄 

Table I． Detectloa of the bcl 55 of moholloa●1 

Bntibodi$E bT doable 0㈣ dwi h ELISA 

}PBS：磷酸缓冲液 Pho E hIle buff⋯ alut ian- 

由表l可知，7A6和7D1属于IgG1亚类， 7D8属于I~G2a亚类，4A4属于IgG2b亚类， 

P35~16B1属于IgG3亚类。 

二、单克隆，多克隆抗体与病毒形成复合物后对病毒形态的影响 

电镜 观察表 明，病毒粒 子与单克隆抗体 7DB，P3，4A4，6B1及7A6形成抗原～抗 

体复合物后 ，病毒粒子形态无明显变化 (图 2b)，而与7DI形成复合物后，粒子大多发 

生了断裂，并且病毒粒子浓度大大下降 (图2C)j病毒与多克隆抗体形成复合物后，则 

可见病毒粒子外形加粗，边缘粗糙。 

三、外壳蛋 白抗原决定簇分类 

变性的病毒外 壳蛋白和完整的病毒粒子与单克隆， 多克 隆抗体的反应结果 (见表 

2)。P3，4A4和6B1能与变性后 的外壳蛋白反应，其对应的抗原决定簇应为顺序决定簇 ， 

而7A6，7D1和7D8不能与变性 的外壳 蛋白反应，仅能与完整的病毒粒子反应，其对应 

的抗原决定簇可能与外壳蛋 白的高级结构有关 。 

裹 2． ELISA~幢测病毒井亮蛋白麒序决定■对直的单竟■抗体 

T0ble 2 Det㈣ tio 0f 皿0Ⅱ0cl⋯ al ntiboditE to 

of lhe Tirts br ELIS  ̂

往 抗体拜释倍数 P3，4A4和?D8， ×l0，7A 6，7D J×l 0‘ 

四、顺序决定簇所在片段的检出 

外壳 蛋白的 蛋白酶解片段经改进的盘状 电泳分离后，收集在86只管中，用多克隆 
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Figure P． FCSMV and Vira日一nntibo ely 蛐 Ple ⋯ le ctr0丑 

micrograph (The ba r r。P ⋯ Ⅱf s 500nm) 

j： FCSMV b． Vi ru 一BB1 ~omplexe~(病毒~'BBI复台物 ) 

c． Vi ru s-TD1 complexes(病毒与7DI复合物) 

抗体对其检测的结果 (图3)表明，在 86只收集 管中， 和有 8个阳性峰， 分别位于管 

22，管32—33，管35，管45，管6 2，管64，管71—73和管78中，取 各阳性管的组分与对 

应 于顺序决定簇的单克隆抗体P3，4A4和6BI反应， 结果见表3。数据表 明，P3对应 的 

顺序决定簇所在片段在管78中，定为肽段78。 

OD 405 

1．0 

0．8 

0．6 

0．{ 

0．2 

0．0 ： ／1＼ 
管 号 Fr日ct 0n ND． 

蒯 3 Fi．ISA 检删改进盘裱电 收集液 多克 隆抗体的反 

F jg⋯ 3． Det⋯ r L 口 of f⋯ f 0⋯ fro modif L ed d】$ 

e]et rophore 8is h ELISA With P—Ab 
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袁 5． ELISA法拉谢外橐蛋 白一懈片段与单竟隆抗体的豆应 

Tahle 3
．

Det e ctioⅡ of ㈣le age s of c04t P Dt ein by ELISA 

wlth ∞Ab 

P 3 

4A4 

6Bi 

PAb 

管 号 F⋯cti ns No． 

7B 

0．014 

0．046 

0．00T 

1．094 

O．0I B 

0．67L 

0．Cl50 

1．I43 

五 、顺序决定簇所在片段纯度和外壳蛋白及其酶解片段的电泳 

用荧光试剂DNS—C1对顺序决定 簇所在肽段22和肽段78以及外壳蛋白，外壳蛋白酶 

解片段标记后，在 紫外灯下观察电泳分离情况表明，肽段22和肽段78是纯的，它们除前 

沿外只产生一条荧光带，外壳蛋白也仅产生一条带}外 壳蛋白的胃蛋 白酶裂解 液产生一 

条主带以及主带下方的一片荧光区域 (图 4为 电泳过程在紫外灯下的观察结果，荧光较 

弱不易照相。仅 以线条图表示 )。 

围 4．DNS CI标记外壳肽段蛋白囊其酶解片段的sDs PAG E 

电诛条帚的位置甯 (荧光较弱不易照 相 ) 

． 外壳蛋 白酶 梓． h．外壳蛋白CMW 互17，s00) 

c．瞧段0 ，d，肽段T8。一 条帝位置，荧 光区 

Fig re 4 Tbc band s IDcation of Peptide。’ to·t 

p 0tein ⋯ d IeⅢ S⋯ f coat P Dtei口 

l Ied bv DHS—CI·ft 1e c r r。Pho⋯ i s． 

4
．

Cl ⋯ g⋯ f coEr p ofeiⅡ f r tted 

wllb Pep，i ； b． Co·t P oti ； 

c． P PH d e ； d
．

P。Ptide 78． 

⋯ Th h-nd lo e日tio } 

The ●r bi eh is f⋯ ⋯ s ent． 

讨 论 

用杂交瘤技术得到 了抗小苍兰褪绿条纹花叶病毒的 6种单克 隆抗体，它们分属于四 

个 IgG亚类。用单克隆抗体与完整病毒和病毒外壳蛋白进行免疫 定的结果表明 6种单 

克隆抗体中7A6，7Dl~1 7D8专--于结构决定簇，因为在外壳蛋白变性之后结构改变，使 

失去与这几种单抗结合的能力。单抗4A4，P3和 6B1专一于顺序决定簇，顺序决定簇在 

变性后 的外壳蛋白上仍能与抗体结合 。 

变性的病毒外壳蛋白经过 胃蛋 白 酶降解后， 以 改进的流动盘状聚丙烯酰胺凝胶电 

泳，能将酶解蛋白片段分离。分段收集液经过多克隆抗体检测表明，所收集的各段从第 

㈣ 

D  0  0  O  

! I  ∞ 吣 如 

0  0  0  0  

¨ 盯 

D  0  O  9  

0  O  0  0  

2  5  2  0  ∞ 们 

0  0  O  1  

” 姻 

0  O  0  
c； 

m 呲 IlIlllIllllIllIll■ll-IIl『 i _ ‘lt____●ll__Il，l____l ll____Ill ●● ●●●● ●●●1_- 

_ I ●  l _ _ _ _ l l _ _ _ _
1 l _ _ _ ● ● I _ _ _ _ l

L I l  

l l I I l l l I l l l

Ill■lllllIlIIllI 二二二二二二二二二U二二二二二二 __●●●●●●●●●●●●，J ●11 & 一．|_．．一 
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22管到78管分段中共有 8段含有与抗体结合的肽段。再以顺序决定簇的三种单抗检测 8 

个 有抗原性的肽段，发现分子量较小的第22肽段 与单抗P 3有抗体结合反应，分子量较大 

的第78肽段与单抗4A4有抗体结台反应。用荧光试剂DNS—CI顺序决定簇所在肽段进行标 

记以后的电泳观察证实这两个 肽段皆是单一肽段 。实验表明用单克隆抗体作为棵针能有 

效地分离和鉴定抗原大分子上的个别顺序决定簇，它对于研究个别抗原决定簇的化学组 

成与免疫活性，监测抗原的微小变异具有重要的作用。 

此外从所得到单抗7Dl与完整病毒结合以后看到的病毒颗粒 降解现象表明单抗 7D1 

与完整病毒上的结构决定簇结合以后，可能因为改变了病毒的掏象以使病毒的结构失去 

平衡受到破坏。这与我们以前曾观察到个 4单克隆抗体，能使长叶车前花叶病毒” 及香 

石竹潜病毒 (末发表 )失去侵染性是一致的。有的单抗甚至会造成病毒粒宅壳增加⋯ ， 

可能与我们的实验有某些联系。这种现象在多克降抗体反应中末 见报道。 

至于这类单克 隆抗体是否起到抗体酶的 作用 “ 是一个 极为有趣 的问题有待研究 

证实。 

(1] 

(2] 

(3] 

(4] 

(5] 

(6] 

(T] 

(8] 

(9] 

(1O] 

(11] 

(1P) 

(1 3] 

[14] 

参 考 文 献 

Kohle r_ G．4日d Mi1日tein_ C．_ 1975， N at“r 256：495— 49 T． 

W iIIi4ms， G．_ 1988， TIBTECH ， 6 ：36— 42． 

螂光字，赵荣乐，1988，生 物科学动态，3：17。 

Freit g， J．H．B-d Milnc_ R⋯S I9 70， Phyl0#atho 7og ， B0— 6 B． 

于 善稀等，1g8B，中国科学-B．12：1抽日一1270。 

涂正叠辱-1988，病毒学杂志-(4)：3B4一 种9 a 

S／aort， M
．
N

．
198T， A口Ⅱ．̂ ppI．1~io1

． ， 1’O：21 3— 2lg． 

C r0ft_ L
．
R．， 1981~， Hi bd13oo~ of p oleiⅡ Seq⋯  A ·lys【。_ 14— 15． 

L⋯ mli， U．K ．_ 197(I， N Ⅱ“tr ， 227 ：B80— 85． 

w ‘lkef_I．H．_ 19e{_Mtthod‘iⅡ MoI啪 ItT Bi日1og，(I) Pr日teiⅡ 2O5— 2a6， HumⅢ PreEE 

C】，fl 0Ⅱ． 1gJ． 

V-n Rege ¨el_ M．H．V．， 19B6_ The P?Ⅱ c D 5PⅡsf． 2； 79— 104． 

shoktt， K
．

t4i
． ， et·l，1驰9，Nd￡̈ re，j矾 ： 2e9— 2 1． 

Ri chi rd， ^．，et II，科 学， 7：lT一 2B a 

⋯i ， D．B．， 1992， Vir0 y_ 1 B2：2 79— 289+ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 1期 陈伟丽等： 单克隆抗体对小差兰褪绿荣纹花叶寤毒反其决定簇的作用特性 101 

Monoclonal Antibodies to Freesia Chlorotic Stripe 

Mosaic Vi rus and Thei r Characteristics of Binding to 

Antigenic Determinants on the Coat Protein 

Chen Wei]i Tu Zhengjin Yu Shanqian 

(Viro：ogy Section，School of Lif e Scie riCe． Fadan University·Shanghai 20043 3】 

Using hybridoma t cehniqu e3， six monoelonal antibodies(mAh)， P3， 4A4 

6B】， 7A6， 7D1 and 7D8 to Freesia chlorotie stripe mosaic virus(FCSMV)， 

w re prepared
．
The titer s of mAb we re 1：10 m l I 10 ． MAb 7As and 7D1 were 

lgG 1 subcla ss
．

7D 8 and 4A4 were IgG2a and lgG2h subclass，re speetively， m Ab 

P3 and 6Bi we r(_of lgG3 subclass
．

The reactions of m Ab to virus partie 

le s and denatu ral coat protein indicated that mAb P3， 4A4 and 6B1 were ns～ 

-=oeiated with different sequential epitopes of eoat protein， and others were 

a ssoeiated with different structural epitope s on virus particle S． MAb P3 rea。 

cted wit h epitdpe on No
．

22 peptide fraction and m Ab 4A4 reaeted with epitope 

on No
．

7 8 peptide fraction when each fraction which was separated by modified 

di se eleetrophore si S after degestion of coat protein by pepsin waB detected by 

m Ah S p3
．
4A4 and 6B1

． 

Only one band of N0
．
22 0r N o

．

78 peptide fraction m ls shown by DNS—C1 

labling， SDS—PAGE
．  

It was found that the virus particles were broken severely when virus 

p reparation wa s mixed only with mAb 7D1 but not with other mAbs and 

even polyclonal antibody
．

It is posssible that the virus structure Wa S changed 

When the struotufa1。pitop binded with relatire mAb 7D1 or the mAh 7D1 

may have function of Abzyme
．
M ore evidence s are requi red

． 

K ey w ords： Free sin chlorotie stripe mosaic vi rus Antigenic deter’ 

m inant Monoclonal antibody 
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