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摘要院目的 探讨制备和鉴定SARS冠状病毒 N蛋白单克隆抗体渊mAb冤快速免疫方法遥方法 用基因重组SARS冠状病
毒 N蛋白和足垫免疫 2周的 BALB/c小鼠制备 mAb袁并采用ELISA间接法尧免疫荧光和免疫印迹进行筛选和鉴定遥结
果 筛选出 4株抗 SARS冠状病毒 N蛋白 mAb 杂交瘤细胞株袁ELISA间接法和免疫荧光证实这组单克隆抗体仅与
SARS冠状病毒特异性反应袁而与其他病原体无交叉反应袁IgG亚类鉴定 2株为 IgG1袁另 2株分别 IgG2a 和 IgG2b遥2株
抗体亲和常数分别为 4.14伊10-9M 和 3.19伊10-9M遥结论 获得特异性针对 SARS冠状病毒的单克隆抗体袁为 SARS的早
期诊断尧蛋白组学和发病机制的研究奠定了基础遥
关键词院严重急性呼吸道综合征曰SARS冠状病毒曰核壳蛋白曰单克隆抗体
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Abstract: Objective Todeveloparapidandefficientmethodforpreparingmonoclonalantibodies(mAb)againstSARS-as-
sociated coronavirus (SARS-Cov) nucleocapsid(N)protein. Methods BALB/cmicewereinjectedwiththerecombinantN
proteinofSARS-Covinto thefoot-pads for the immunization, andthepopliteal lymphnodeswereisolated15 d laterfor
mAb-producinghybridomas, fromwhichthemAbsagainsttheNproteinofSARS-Covwerescreened. Theidentificationof
themAbagainsttheNproteinofSARS-Covwasperformedusingindirectenzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA),in-
directfluorescent-antibodyassay(IFA),andWesternimmunoblotting. Results Fourstrainsofhybridomaswereobtainedthat
producedthemAbspecifictotheNproteinwithoutdetectablecross-reactivitywithotherpathogens.Ofthe4strains,2werei-
dentified as theimmunoglobulinG1(IgG1) isotype, 1 IgG2a, and the otherIgG2b, with affinity constants(Ka) of2of the
strainsbeing4.14伊10-9M and3.19伊10-9M respectively. Conclusion ThisisthefirstreportonthepreparationofmAbthatis
specifictotheSARS-Cov, andthehigh-specificityandhigh-affinitymAbproducedbythe4strainsofhybridomasprovidea
basisfor furtherresearchesonthepathogenesisandearlydiagnosisofSARS.
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SARS 是人类在 21 世纪面临的一种新的传染
病袁严重危害人民群众身体健康袁给社会经济带来巨
大影响遥尽管 SARS疫情已基本控制袁但人们至今对
它还知之不多袁尚有一系列问题需要解决遥
本研究率先采用简单尧快速尧有效的免疫方法袁获
得了高效价尧特异性 SARS冠状病毒单克隆抗体袁现

报告如下遥

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 动物 6周龄雌性 SPF级 BALB/C小鼠袁购自
第一军医大学动物研究所遥
1.1.2 主要试剂 谷胱甘肽 S-转移酶渊GST冤融合蛋白
纯化试剂盒为 Amersham PharmaciaBiotech产品曰弗
氏佐剂尧MPL+TDM佐剂尧50%PEG分子质量为 1450
溶液尧HAT尧HT 为 Sigma 产品曰HRP标记羊抗小鼠
IgG尧IgG1尧IgG2a尧IgG2b尧IgG3尧FITC标记羊抗小鼠
IgG尧AEC 渊aminoethyl carbazole冤底物显影剂为
ZYMED产品袁RPMI1640 培养基和胎牛血清 Gibco-
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BRL产品曰流感病毒尧副流感病毒尧肺炎衣原体尧肺炎
支原体抗体检测试剂盒为康润生物制品公司产品遥
1.2 方法
1.2.1 SARS冠状病毒核壳 渊N冤抗原表达和纯化
BL21菌种表达 GST-N融合蛋白渊香港大学微生物系
提供冤袁用 GST融合蛋白纯化试剂盒提取与纯化袁经
SDS-PAGE鉴定纯度达 95%以上遥
1.2.2 动物免疫 3种免疫方法院渊1冤首次用福氏完全
佐剂与抗原乳化注射小鼠足垫袁10滋g/只袁共 5只袁以
后每隔 3 d以弗氏不完全佐剂与抗原乳化后足垫注
射袁共免疫 5次曰渊2冤首次用弗氏完全佐剂与抗原乳化
后予小鼠腹腔注射袁20滋g /只袁共 5只袁以后每隔 10 d
以弗氏不完全佐剂与抗原乳化后皮下多点注射袁共免
疫 4次曰用MPL+TDM佐剂与抗原乳化后予小鼠皮
下 2点注射袁20滋g /只袁共 10只袁免疫 3周后袁用同法
加强免疫 1次袁10 d后眼眶采血测抗体效价遥
1.2.3 间接 ELISA 检测血清效价 以纯化 GST-N 融
合蛋白 5滋g/ml袁4益1 6 h包被聚苯乙烯微孔板袁100
滋l/孔曰用含 3% BSA封闭液200滋l/孔袁4益1 6 h封
闭曰洗涤后袁每孔加入各种血清稀释度袁100滋l/孔袁同
时设相同稀释度的正常小鼠血清对照袁置 37益孵育
3 0 m袁洗涤后加入 HRP标记羊抗小鼠 IgG1颐2000袁
置 37 益孵育 30 m曰TMB 100 滋l／孔显色 10 min曰2
M H2SO4 100滋l／孔终止反应曰BioRad-550型酶联免
疫检测仪读取 D450值遥
1.2.4 杂交瘤制备和筛选 取足垫免疫小鼠腘窝淋
巴结细胞 1伊108个细胞与骨髓瘤细胞株 NS-11伊107

个细胞与按常规方法用 50%PEG进行融合遥用
SARS 冠状病毒N蛋白建立的间接 ELISA 检测培
养上清袁选择强阳性克隆袁用有限稀释法连续克隆
化袁将克隆化后阳性率达 100%的细胞扩增培养后
液氮冻存遥
1.2.5 抗体纯化和免疫球蛋白 Ig亚类鉴定 每只小
鼠腹腔注射 2.5伊106个杂交瘤细胞制备腹水袁采用
辛酸－硫酸铵方法纯化 IgG袁并用 SDS－PAGE电泳
鉴定其纯度遥IgG亚类鉴定采用间接 ELISA法袁包被
抗原袁封闭后与杂交瘤细胞培养上清孵育袁再分别与
HRP标记羊抗小鼠 IgG1尧IgG2a尧IgG2b和 IgG3 抗体
反应袁充分洗涤后 TMB显色袁测 D450值遥
1.2.6 抗体特异性鉴定 渊1冤间接 ELISA法院用纯化流
感病毒尧副流感病毒尧肺炎衣原体尧肺炎支原体全抗原
包被的微孔板与杂交瘤细胞培养上清反应遥渊2冤间接免
疫荧光法院用 SARS冠状病毒感染 VeroE6 细胞袁5
型腺病毒感染 293细胞袁A组轮状病毒感染MA104
细胞袁然后将病毒感染的细胞制备成涂片袁充分干燥袁
用丙酮 -福尔马林固定袁分别与杂交瘤细胞培养上清
和 FITC标记的羊抗兔 IgG孵育袁荧光显微镜下观察

结果遥渊3冤免疫印迹院用 10%SDS-PAGE 分离GST-N袁
转印到硝酸纤维膜袁转印膜在 10%脱脂牛奶 4益封闭
过夜袁分别与杂交瘤细胞培养上清和 HRP标记羊抗
小鼠 IgG孵育袁洗涤膜后袁用AEC显色遥
1.2.7 抗体亲和常数测定 参照 Beatty的方法咱1暂袁即选
用间接 ELISA 方法测定袁将抗原分别以 0.625尧1.125尧
2.5和5滋g/ml包被袁加入倍比稀释的 mAb袁再加入 HRP
标记羊抗鼠 IgG抗体袁TMB显色测 D(姿)值遥以抗体
浓度的对数为横座标袁以D(姿)值为纵座标袁每种 mAb
得出 4条反应曲线袁以每条曲线上部平坦段的D(姿)
值作为 100%袁在曲线上查出 50% D(姿)值时相对应的
抗体浓度袁按 Beatty推导公式院Kaff=(n-1)/2(n[Ab']t-
[Ab]t)计算亲和常数遥

2 结果
2.1 不同免疫方法小鼠血清效价的比较

ELISA间接法比较 3种免疫方法的血清效价袁结
果显示足垫快速免疫小鼠的血清效价与用弗氏佐剂

常规免疫的效价相同袁而用MPL+TDM佐剂免疫 4
周的血清效价比前述的 2种方法要低渊图 1冤遥

2.2 杂交瘤细胞株的建立
经细胞融合袁共获得 11株阳性杂交瘤细胞株袁挑
选 4株培养上清中抗体滴度高的进行亚克隆化袁克隆
化 1 次阳性性率达 100%遥IgG亚类鉴定袁2 株为
IgG1尧另 2株分别为 IgG2a和 Ig2b遥
2.3 抗体的纯度及亲和常数渊Ka冤

SDS-PAGE蛋白电泳显示采用辛酸－硫酸铵方
法所制备抗体纯度达 95%以上遥测定 2株 mAb袁A7
和 C7值分别为 4.14伊10-9M和 3.17伊10-9M渊注院至投
稿时袁尚有另外 2株单抗因腹水未形成袁没有进行亲
和常数测定冤遥
2.4 抗体特异性
间接 ELISA 法和间接免疫荧光法检 4 株 mAb

特异性与 SARS冠状病毒结合袁与其他呼吸道病毒如
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图 1 三种免疫方法比较BALB/c小鼠免疫血清效价
Fig.1 Antiserum titer in BALB/c mice by the 3

immunization methods
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图 2 杂交瘤克隆A7培养上清的间接免疫荧光染色结果
Fig.2 Indirect immunofluorescence staining of vero E6 cells, 293 cells and MA 104 cells infected with

SARS-Cov, adenovirus and rotavirus respectively
A:VeroE6cellsinfectedbySARS-Cov(伊200);B:VeroE6cellsinfectedbySARS-Cov(伊400);C:293cellsinfectedby

adenovirus(伊200); D:MA104cellsinfectedbyrotavirus(伊400)
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流感病毒尧腺病毒尧肠道病毒如轮状病毒以及肺炎衣
原体尧肺炎支原体均无交叉反应渊图 2冤遥免疫免疫印

迹结果渊图 3冤显示 4株 mAb与 GST-N 特异性结合袁
结合蛋白相对分子质量为 74000遥

图 3 mAb特异性结合 N蛋白的免疫印迹结果
Fig.3 Western blotting analysis of monoclonal

antibodies to N protein
Lanes1-4:Differentmonoclonalantibodyclones(A7,

C7,E4andE8respectively)
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3 讨论
本文率先报道了针对 SARS 冠状病毒 N蛋白抗
原的单克隆抗体研究结果遥我们采用多次尧少量抗原
足垫快速免疫方法袁免疫 2周获得了高效价的免疫血
清袁与其他 2种常规的免疫方法相比较袁足垫快速免
疫法具有快速尧高效尧抗原用量少等的优点袁在此基础
上用腘窝淋巴结细胞进行细胞融合袁成功获得 4株稳
定分泌抗 SARS冠状病毒 N蛋白单克隆抗体的杂交

瘤细胞株袁经鉴定 4株单抗特异性好尧亲和力高袁达到
了抗体用于诊断试剂亲和力的要求咱2暂遥
以往对动物冠状病毒的结构蛋白的研究发现袁冠
状病毒的 N蛋白在病毒复制和产生的病理反应中起
重要的作用咱3暂袁在动物冠状病毒感染的细胞中发现袁N
蛋白抗原性比病毒 S蛋白强咱4暂袁是病毒主要的抗原部
分遥因此袁这组针对 SARS冠状病毒N蛋白的单克隆
抗体袁为进一步研制快速诊断试剂盒袁用于早期诊断
SARS 感染提供一种快速尧敏感性高尧特异性强的方
法袁同时为 SARS蛋白组学及发病机制的研究奠定了
基础遥
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