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摘　要：为获得针对猪弓形虫 ＭＩＣ３蛋白的单克隆抗体，为进一步研制免疫金标试纸条提供材料，作者以纯化的重

组 ＭＩＣ３蛋白免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，运用杂交瘤技术制备单克隆抗体（ＭｃＡｂ）。经ＥＬＩＳＡ 筛选阳性克隆和亚克隆建

株，体内诱生腹水法制备 ＭｃＡｂ，测定其亚类、效价，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，并利用胶体金颗粒标记的 ＭｃＡｂ制备

免疫金标试纸条。成功制备了２株稳定分泌抗 ＭＩＣ３蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞株Ｂ７和Ｄ３，２株 ＭｃＡｂ的免

疫球蛋白亚类均为ＩｇＧ２ａ，其ＥＬＩＳＡ腹水效价分别为１∶６４万和１∶１９２万，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，２株 ＭｃＡｂｓ

腹水均能分别与纯化的重组 ＭＩＣ３蛋白和猪弓形虫全虫蛋白中大小为５６和３８ｋｕ左右的蛋白发生特异性反应；用

纯化后ＭｃＡｂ标记的胶体金颗粒制备的免疫金标试纸条可以检测到最低浓度为４×１０４ＣＦＵ·ｍＬ－１的弓形虫速殖

子。本研究为猪弓形虫病的现场诊断提供了有效的方法，显示出很好的临床应用前景。
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　　弓形虫病是一种呈世界性分布且严重危害人类

健康和畜牧业发展的人兽共患寄生虫病。人类可通

过食用未煮熟的含有弓形虫包囊的猪肉感染弓形虫

病，引起孕妇流产、早产、畸胎、死胎等，存在严重的

公共卫生安全问题。目前，弓形虫病的检测虽然早

已成为孕妇的常规检查项目之一，但随着食品安全

的问题越来越被人们重视，我们希望可以对生猪进

行检测监管，以最大可能降低人们感染弓形虫病的

可能性。

微线体蛋白３（ＭＩＣ３）是一种由弓形虫微线体

产生的排泄分泌抗原，存在于弓形虫速殖子期、缓殖

子期和子孢子期等不同时期，持续时间长，非常适

合作为弓形虫病的诊断抗原［１２］。本研究以纯化的

大肠杆菌表达的重组 ＭＩＣ３蛋白作为免疫原，经

ＥＬＩＳＡ筛选阳性克隆和亚克隆建株，运用杂交瘤技

术制备了弓形虫 ＭＩＣ３蛋白的特异性单抗，并应用

此单抗制备了胶体金检测试纸条，成功检测到了弓

形虫，为下一步的诊断检测及研制弓形虫的亚单位

疫苗奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　菌株与蛋白表达系统

弓形虫 ＮＴ株由本实验室保种；表达菌ｐＥＴ

３２ａ（＋）ＭＩＣ３／ＢＬ２１（ＤＥ３）由本实验室构建。大

肠杆菌犈．犮狅犾犻Ｏ２６、猪霍乱沙门菌、猪囊尾蚴、华支

睾吸虫和猪蛔虫的灭活抗原，均由江苏省农业科学

院兽医研究所保存。

１．２　实验动物和细胞系

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自扬州大学动物实验中心。

Ｓｐ２／０骨髓瘤细胞和Ｖｅｒｏ细胞为本实验室保存。

１．３　主要试剂和仪器

ＤＭＥＭ培养基、ＨＡＴ、ＨＴ、弗氏完全佐剂及不

完全佐剂均为Ｓｉｇｍａ产品；蛋白质分子量标准为

ＴａＫａＲａ产品；鼠单克隆抗体亚类检测试剂盒为

ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ公司产品；胎牛血清购自杭州四季

青生物工程材料有限公司；聚已二醇（ＰＥＧ４０００）购

自Ｒｏｃｈｅ公司；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗

小鼠ＩｇＧ、ＮＣ膜购自ＢＩＯＲＡＤ公司；氯金酸为上

海化学试剂有限公司产品，硝酸纤维素膜、玻璃纤维

垫、吸收垫及背衬等层析材料为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产

品，购自上海金标生物科技有限公司；ＰｒｏｔｅｉｎＧ亲

和层析纯化柱为 ＧＥ公司产品；ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００

核酸蛋白含量测定仪为Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；ＣＯ２ 培

养箱为美国Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；酶标仪为美国ＢＩＯ

ＲＡＤ公司产品。

１．４　免疫抗原的制备及纯化

将实验 室保存 的重组 质粒 ｐＥＴ３２ａ（＋）

ＭＩＣ３／ＢＬ２１（ＤＥ３）工程菌低温诱导表达１６ｈ后，取

菌体裂解上清得到可溶性 ＭＩＣ３重组蛋白
［３］。经

Ｈｉｓ标签蛋白纯化试剂盒过柱纯化，ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳鉴定及核酸蛋白含量测定仪测定蛋白含量后，

－２０℃保存备用。

１．５　犅犃犔犅／犮小鼠的免疫

用纯化后的重组猪弓形虫 ＭＩＣ３蛋白免疫８～

１２周龄的小鼠，首免加弗氏完全佐剂皮下注射，５０

μｇ·只
－１；２周后二免，加弗氏不完全佐剂皮下注

射，５０μｇ·只
－１；２周后三免，不加佐剂腹腔注射，

５０μｇ·只
－１；１０ｄ后采血测定抗体效价，如达到融

合条件，不加佐剂进行静脉注射免疫，２０μｇ·只
－１，

３ｄ后无菌取脾脏进行细胞融合。

１．６　间接犈犔犐犛犃检测方法的建立

参照文献［４］所述略加改动，简要如下：用

ｐＨ９．６的包被液将纯化的 ＭＩＣ３蛋白稀释至２．５

μｇ·ｍＬ
－１包被ＥＬＩＳＡ板，１％明胶封闭，与１∶８０

稀释的待检血清在３７℃作用９０ｍｉｎ后用ＰＢＳＴ（含

０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０的磷酸盐缓冲液）洗涤３次，拍干；

再与１∶１００００稀释的羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ酶标二

抗在３７℃作用３０ｍｉｎ，然后加入新配的ＴＭＢ（３，４，

５三甲氧基苯甲醛）显色液，避光显色５ｍｉｎ后每孔

加入５０μＬ２ｍｏｌ·Ｌ
－１的Ｈ２ＳＯ４ 终止反应，在酶标

仪上读取 ＯＤ４５０ｎｍ值，当 ＯＤ４５０ｎｍ≥２．１×阴性血清

ＯＤ４５０ｎｍ时判为阳性。
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１．７　细胞融合及阳性杂交瘤细胞株的筛选

细胞融合按刘秀梵的方法［５］进行。脾细胞与

ＳＰ２／０细胞融合后，于９６孔培养板中３７℃在ＣＯ２

培养箱中培养至长满孔底面积的１／１０时，吸取上清

液，经间接ＥＬＩＳＡ法筛选阳性杂交瘤细胞。用有限

稀释法对阳性孔进行连续３次亚克隆，至所有单克

隆孔均为阳性为止。最终将获得的单克隆扩大培养

后建株，冻存。

１．８　单抗腹水的制备

按Ｊ．Ｗ．Ｇｏｌｄｉｎｇ
［６］报道的方法进行。取１２周

龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔注射灭菌石蜡油（每只注射

０．５ｍＬ），１０ｄ后将生长状态良好的杂交瘤细胞以

每只约１×１０６ 个细胞腹腔注射ＢＡＬＢ／ｃ小鼠。７ｄ

左右小鼠腹部开始明显膨大，反复抽取腹水，以

３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ除去细胞成分和其他沉

淀，收集上清，分装，－７０℃保存。

１．９　犕犮犃犫特性鉴定

１．９．１　ＭｃＡｂ效价测定　　将 ＭｃＡｂ腹水用ＰＢＳ

做３倍递增稀释，以纯化的弓形虫重组 ＭＩＣ３蛋白

（２．５μｇ·ｍＬ
－１）包板，间接ＥＬＩＳＡ法测定培养上

清和腹水的抗体效价。

１．９．２　亚型鉴定　　单抗亚型鉴定按照亚型鉴定

试剂盒（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．）操作说

明，对以上试验中得到的单克隆抗体进行亚型鉴定。

１．９．３　ＭｃＡｂ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　　采用蛋白

质技术手册方法［７］。纯化的重组 ＭＩＣ３蛋白、弓形

虫全虫裂解蛋白及空载体菌体蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳后以恒流转膜１．５ｈ。一抗为腹水上清，以１∶

２００稀释；二抗为羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ，以１∶５０００

稀释。其他步骤按文献 ［４］方法进行。

１．９．４　ＭｃＡｂ的抗原表位分析　　采用相加指数

法［８］。以最适抗原浓度包被酶标板，洗涤后分别加

入饱和浓度的单抗Ｂ７和Ｄ３，每株６个孔，３７℃孵

育１ｈ，洗板后每株分别取３个孔加入羊抗鼠 ＨＲＰ

ＩｇＧ，３７℃孵育１ｈ，洗板后显色，分别测定ＯＤ４５０ｎｍ

值。在每株剩余３个孔中分别加入另外一株饱和浓

度的单抗，３７℃孵育１ｈ，洗板后加入羊抗鼠 ＨＲＰ

ＩｇＧ，３７℃孵育１ｈ，洗板后显色，分别测定ＯＤ４５０ｎｍ

值。按如下公式分别计算２株单抗叠加后的 ＡＩ

值，ＡＩ＝（Ａ１．２Ａ１）／Ａ２×１００％；其中Ａ１．２表示２

株单抗叠加后的ＯＤ４５０ｎｍ值；Ａ１表示第１株单抗的

ＯＤ４５０ｎｍ值；Ａ２表示第２株单抗的 ＯＤ４５０ｎｍ值。当

ＡＩ＞１０％时，表明这２株单抗所识别的抗原位点不

同，若ＡＩ≤１０％时，表明这２株单抗所识别的抗原

位点相近或相同。

１．１０　２０～３０狀犿胶体金颗粒的制备

采用柠檬酸三钠还原法制备金溶液。取０．０１％

氯金酸水溶液１００ｍＬ加热至煮沸，搅动下准确加

入１％柠檬酸三钠水溶液１．８ｍＬ，继续煮沸１０

ｍｉｎ，冷却后加入蒸馏水使其恢复至原体积，测定金

溶液的吸收峰波长，避光４℃保存。

１．１１　胶体金标记单克隆抗体玻璃纤维素膜的制备

１．１１．１　抗体标记最适ｐＨ 的选择　　用０．２

ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸钾溶液和０．２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液将１

ｍＬ胶体金溶液的ｐＨ分别调为２．０、３．０、４．０、５．０、

６．０、７．０、８．０、９．０，每支管加入５０μＬ１．０ｍｇ·ｍＬ
－１

的抗弓形虫单克隆抗体Ｄ３，迅速振荡混匀，室温下

放置２０ｍｉｎ后每管分别加入１００μＬ１０％ＮａＣｌ溶

液，振荡混合，室温下放置４ｈ，观察胶体金颜色变

化，记录保持红色的最低ｐＨ，最佳ｐＨ 确定为最低

ｐＨ的基础上增加０．５。

１．１１．２　抗体最适标记量的选择　　取１．５ｍＬ离

心管，分别加入最佳ｐＨ 的胶体金５００μＬ，各管依

次加入不同量的抗体，使其终浓度达到每毫升含有

抗体４０．０、２０．０、１０．０、５．０、２．５和１．３μｇ，振荡混合

后室温下放置１０ｍｉｎ。然后每管加入１００μＬ１０％

ＮａＣｌ，振荡混合后室温下放置４ｈ。颜色仍保持红

色的最小抗体用量即为最小抗体浓度，抗体与胶体

金结合的最佳浓度确定为最小抗体浓度的１２０％～

１３０％。

１．１１．３　胶体金探针的制备和纯化　　根据测得的

胶体金标记的最适ｐＨ 值与最佳抗体浓度，取２０

ｍＬ胶体金溶液室温磁力搅拌下缓慢加入待标记的

单克隆抗体Ｄ３，室温搅拌３０ｍｉｎ。加入终浓度为

０．１％的ＢＳＡ，室温搅拌５ｍｉｎ，继续加入终浓度为

０．２％的ＰＥＧ（ＭＷ２００００），室温搅拌５ｍｉｎ，１００００

ｒ·ｍｉｎ－１离心６０ｍｉｎ，小心吸弃上清，加２ｍＬ保存

液悬浮沉淀，用０．４５μｍ滤膜过滤，获得单克隆抗

体标记的胶体金探针。

１．１１．４　金标垫的制备　　用工作液将胶体金探针

原液按４∶１进行稀释混匀，均匀地喷涂在玻璃纤维

素膜上，制成胶体金标记单克隆抗体玻璃纤维素膜

（金标垫）。自然干燥后，加入干燥剂密封保存于４

℃冰箱中备用。

１．１２　硝酸纤维素膜的处理

用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ７．０的ＰＢＳ分别稀释猪

４２６１
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抗弓形虫多克隆抗体ＩｇＧ和羊抗鼠ＩｇＧ，以不同的

蛋白浓度分别作为检测和质控捕获抗体包被在硝酸

纤维素膜上。选择显色效果最优的一组作为猪抗弓

形虫多克隆抗体ＩｇＧ使用浓度（Ｔ线）和羊抗鼠ＩｇＧ

抗体使用浓度（Ｃ线）。

１．１３　试纸条的组装

在ＰＶＣ底板上分别将包被有猪抗弓形虫多克

隆抗体ＩｇＧ和羊抗鼠ＩｇＧ的硝酸纤维素膜、包被有

胶体金标记单克隆抗体玻璃纤维素膜（金标垫）与玻

璃纤维素膜制成的样品垫、滤纸制成的吸水垫依次

组装、用切刀裁成０．４ｃｍ宽的试纸条，即为弓形虫

抗原胶体金免疫层析检测试纸条成品。与干燥剂一

起密封，于４℃贮存。

１．１４　检测与结果判读

将试纸条恢复至常温、开封，将检测端浸泡在样

品检测液中（液面不可超过箭头线），取出水平放置

３～５ｍｉｎ后观察结果，如试纸条上仅Ｃ线出现紫红

条带为阴性；Ｃ线、Ｔ线均出现紫红色带为阳性；Ｃ

线没有条带，则试纸条失效。

１．１５　猪弓形虫胶体金试纸条适用性评价

１．１５．１　敏感性试验　　收集Ｖｅｒｏ细胞培养的猪

弓形虫速殖子计数，用ＰＢＳ将其分别稀释为４×

１０６、４×１０５、４×１０４、４×１０３、４×１０２ＣＦＵ·ｍＬ－１的

猪弓形虫阳性标准样品，同时以ＰＢＳ作为阴性对

照，以试纸条检测到的猪弓形虫阳性标准样品最低

含虫浓度定为试纸条的灵敏度。

１．１５．２　特异性试验　　用胶体金免疫层析检测试

纸条对大肠杆菌犈．犮狅犾犻Ｏ２６、猪霍乱沙门菌、猪囊

尾蚴、华支睾吸虫和猪蛔虫的灭活抗原进行检测，并

设弓形虫为阳性，ＰＢＳ为阴性对照。

１．１５．３　稳定性试验　　将制备好的试纸条密闭包

装，分别保存于４℃和室温 （２５℃）条件下，每隔３０

ｄ取出进行外观及功能检验。

２　结　果

２．１　重组 犕犐犆３蛋白的表达与纯化

表达的重组 ＭＩＣ３蛋白经ＰＡＧＥ电泳显示大

小为５６ｋｕ左右，与设计的目的条带相符；纯化后的

蛋白中杂蛋白较少（图１），经蛋白含量测定仪检测

得到蛋白的浓度为２２５μｇ·ｍＬ
－１。

２．２　单克隆抗体杂交瘤细胞株的建立

以纯化的重组 ＭＩＣ３蛋白免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，

脾细胞与ＳＰ２／０骨髓瘤细胞进行融合，用 ＨＡＴ选

择性培养液筛选。通过以纯化的 ＭＩＣ３蛋白作为检

测抗原的间接ＥＬＩＳＡ筛选，阳性孔杂交瘤细胞株经

３次亚克隆，最终获得２株能稳定分泌抗重组 ＭＩＣ３

蛋白的杂交瘤细胞株，命名为Ｂ７和Ｄ３。

１．经ＩＰＴＧ诱导的空载体重组菌；２．未诱导的重组菌；３．
经ＩＰＴＧ诱导后的重组菌上清；４．纯化的表达蛋白；Ｍ．
蛋白质分子质量标准

１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２．Ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｅ；３．

Ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｅ；４．ＰｕｒｉｆｉｅｄＨｉｓＭＩＣ３；Ｍ．

Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ（ｌｏｗ）

图１　猪弓形虫重组 犕犐犆３蛋白原核表达犛犇犛犘犃犌犈分

析

犉犻犵．１　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犕犐犆３狆狉狅狋犲犻狀狅犳犜狅狓狅

狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻犲狓狆狉犲狊狊犲犱犻狀犈．犮狅犾犻

２．３　犕犮犃犫的特性鉴定

２．３．１　ＭｃＡｂ效价测定　 结果显示，２株杂交瘤细

胞上清和腹水与重组 ＭＩＣ３蛋白均具有较强的反应

性，且可以与全虫蛋白发生反应，效价见表１。

２．３．２　ＭｃＡｂ的亚型鉴定　　抗体亚类鉴定结果

表明，所获得的两株单克隆抗体分泌类型均为

ＩｇＧ２ａ亚类，轻链为κ链。

２．３．３　ＭｃＡｂ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　　２株单抗

的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定结果（图２）表明，单抗Ｂ７和

Ｄ３均可与５６ｋｕ的重组 ＭＩＣ３蛋白发生特异性反

应，其中单抗Ｄ３与重组 ＭＩＣ３蛋白的反应较强，而

Ｂ７反应较弱；２株单抗均可与大小为３８ｋｕ左右的

弓形虫全菌裂解蛋白发生微弱反应，可能是由于虫

体中天然的 ＭＩＣ３蛋白表达量很小所致，这与 Ｏ．

Ｃｅｒｅｄｅ等的报道相一致
［２］。

２．３．４　ＭｃＡｂ的抗原表位分析　　经相加ＥＬＩＳＡ

测定，单克隆抗体Ｂ７和Ｄ３两两叠加后的ＡＩ值分

别为２３．９％和１６．７％，均大于１０％，说明它们分别

识别不同的抗原位点。

２．４　胶体金的制备

经紫外可见光分光光度计对胶体金颗粒的扫描

观察，测定其吸收曲线在５２１ｎｍ处为吸收峰，峰值

５２６１
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的扫描结果为Ｄ５２１ｎｍ＝０．８５７，其对应的颗粒直径为 ２０～３０ｎｍ。

表１　杂交瘤细胞培养上清及腹水抗体效价

犜犪犫犾犲１　犜犻狋犲狉狊狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔犻狀犮犲犾犾狊狌狆犲狉狀犪狋犪狀狋犪狀犱犪狊犮犻狋犲狊狅犳犕犮犃犫狊犅７犪狀犱犇３

抗原

Ａｎｔｉｇｅｎ

细胞上清Ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ

Ｂ７ Ｄ３

腹水 Ａｓｃｉｔｅ

Ｂ７ Ｄ３

重组 ＭＩＣ３蛋白

ｒＭＩＣ３ｐｒｏｔｅｉｎ
１∶９００ １∶２７００ １∶６４００００ １∶１９２００００

全虫蛋白

Ｗｈｏｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻
１∶１００ １∶３００ １∶３０００ １∶２４０００

空载体蛋白

Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ
０ ０ ０ ０

Ａ．单克隆抗体Ｂ７；Ｂ．单克隆抗体 Ｄ３；１．ＭＩＣ３纯化蛋

白；２．ｐＥＴ３２ａ（＋）空载体蛋白；３．全虫裂解蛋白；Ｍ．蛋

白质 Ｍａｒｋｅｒ

Ａ．ＭｃＡｂＢ７；Ｂ．ＭｃＡｂＤ３；１．ＨｉｓＭＩＣ３；２．ｐＥＴ３２ａ；

３．Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻；Ｍ．Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ

图２　２株纯化单克隆抗体的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵．２　 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆狌狉犻犳犻犲犱 犕犮犃犫狊狏狊

狋犪犮犺狔狕狅犻狋犲犪狀狋犻犵犲狀犪狀犱 犕犐犆３狅犳犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪

犵狅狀犱犻犻

２．５　胶体金标记单克隆抗体玻璃纤维素膜的制备

在胶体金标记的最适ｐＨ 值测定试验中，当

ｐＨ２．０～６．０时，免疫胶体金溶液颜色逐渐由酒红

色转变为紫黑色，并出现了凝集沉淀现象；当ｐＨ

７．０～９．０时，免疫胶体金溶液颜色始终保持酒红

色，故将最适ｐＨ值设为７．５。

在胶体金标记的最适抗体浓度测定试验中，胶

体金稳定的最小抗体浓度为５．０μｇ·ｍＬ
－１，在此基

础上增加２０％为标记单克隆抗体Ｄ３的实际抗体浓

度，即６．０μｇ·ｍＬ
－１。

２．６　包被抗体硝酸纤维素膜的制备

包被于硝酸纤维素膜上，分别作为检测线和质

检线的猪抗弓形虫多抗ＩｇＧ和羊抗鼠ＩｇＧ的最佳

包被浓度均为２．０ｍｇ·ｍＬ
－１，此时条带清晰，无拖

带，阴阳性肉眼区别明显。

２．７　敏感性试验

试验结果（图３）显示随着样品含虫量的降低，

试纸条检测线显色逐渐变淡，当样品含虫量降低到

４×１０４ＣＦＵ·ｍＬ－１时，检测线虽然已有些模糊，但

还是可以与阴性对照相互区分；当样品含虫量降低

到４×１０３ＣＦＵ·ｍＬ－１时，检测线几乎看不到，与阴

性对照没有明显区别，即该胶体金试纸条检测弓形

虫的最低敏感度为４×１０４ＣＦＵ·ｍＬ－１。

１～５．含虫量为４×１０
６
～４×１０

２ＣＦＵ·ｍＬ－１的弓形虫

阳性标准样品；６．阴性对照

１５．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｔｈａｔｃｏｎｔａｉｎ４×１０
６４×１０２

ｔａｃｈｙｚｏｉｔｅｓｐｅｒｍｉｌｌｉｌｉｔｅｒ；６．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图３　敏感性试验

犉犻犵．３　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犪狊狊犪狔狉犲狊狌犾狋狊

２．８　特异性试验

用试纸条进行交叉反应检测，结果表明该试纸
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条特异性良好，与大肠杆菌犈．犮狅犾犻Ｏ２６、猪霍乱沙

门菌、猪囊尾蚴、华支睾吸虫和猪蛔虫无交叉反应

（图４）。

１．弓形虫；２．大肠杆菌犈．犮狅犾犻Ｏ２６；３．猪霍乱沙门菌；

４．猪囊尾蚴；５．华支睾吸虫；６．猪蛔虫；７．阴性对照

１．犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻；２．犈．犮狅犾犻Ｏ２６；３．犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪

犮犺狅犾犲狉犪犲狊狌犻狊；４．犆狔狊狋犻犮犲狉犮狌狊犮犲犾犾狌犾狅狊犪犲；５．犆犾狅狀狅狉犮犺犻狊

狊犻狀犲狀狊犻狊；６．犃狊犮犪狉犻狊狊狌狌犿；７．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图４　特异性试验

犉犻犵．４　犛狆犲犮犻犳犻犮犪狊狊犪狔狉犲狊狌犾狋狊

２．９　稳定性试验

检测结果显示胶体金试纸条在４℃保存有效期

为１２个月，在室温２５℃保存有效期为３个月。

３　讨　论

弓形虫的微线体蛋白（ｍｉｃｒｏｎｅｍｅｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ＭＩＣｓ）是由散布于虫体前端棒状体周围的微线体分

泌的多种蛋白［９］，目前发现的微线体蛋白有１５种以

上，包 括 ＭＩＣ１～ ＭＩＣ１２、ＡＭＡ１、ＳＵＢ１、ＳＵＢ２

等［１０］。微线体蛋白３（ｍｉｃｒｏｎｅｍｅｐｒｏｔｅｉｎ３，ＭＩＣ３）

是弓形虫微线体分泌至体外的一种蛋白质，是重要

的黏附分子，是一种由弓形虫微线体产生的排泄分

泌抗原，存在于弓形虫速殖子期、缓殖子期和子孢子

期等不同时期，参与虫体对宿主细胞的识别、黏附及

入侵过程，还与虫体毒力相关［２，９，１１１２］。微线体蛋

白３在弓形虫病的诊断制剂及其疫苗研制上是很有

潜力的候选因子，也是近年来研究的热点之一。

本研究对构建的ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＭＩＣ３重组质

粒通过优化表达条件，成功得到可溶性上清表达蛋

白，并通过亲和层析 Ｎｉ柱，获得纯化的重组 ＭＩＣ３

蛋白，最大限度地避免了沉淀表达复性之后蛋白结

构的改变，从而使重组 ＭＩＣ３蛋白在体外能保持最

大的活性，以此纯化的重组 ＭＩＣ３蛋白作为免疫原，

为成功获得特异性好的单克隆抗体提供了保证。作

者也曾使用纯化的弓形虫全虫裂解蛋白作为免疫

原，重组 ＭＩＣ３蛋白作为检测原来制备单抗，但未检

测出阳性克隆，可能是因为 ＭＩＣ３蛋白占全虫蛋白

的比例非常小，使得针对 ＭＩＣ３蛋白的单克隆抗体

细胞则更少，不容易被检测到。

在单抗筛选过程中，作者分别用重组 ＭＩＣ３融

合蛋白、全虫裂解蛋白和空载体蛋白包被同时进行

ＥＬＩＳＡ检测筛选，避免了载体蛋白及其他成分对筛

选所造成的干扰，经过３次亚克隆，最终获得Ｂ７和

Ｄ３２株特异性强、分泌能力高的杂交瘤细胞，培养

上清的抗体效价分别达到１∶９００和１∶２７００，小鼠

腹水效价分别达到１∶６４００００和１∶１９２００００；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，２株杂交瘤细胞的单克隆

抗体均能与弓形虫重组 ＭＩＣ３蛋白和全虫裂解蛋白

发生特异性反应，而不与空载体裂解蛋白发生反应，

这为研制弓形虫检测试剂盒提供了条件。

在胶体金免疫层析试纸条的制备过程中，作者

对诸多因素进行了优化，如：胶体金颗粒的大小，胶

体金标记蛋白的ｐＨ 与蛋白浓度，玻璃纤维素膜及

硝酸纤维素膜的选择，以及喷涂检测线和对照线使

用的抗体浓度等。检测线的包被蛋白原本是Ｂ７单

克隆抗体ＩｇＧ，但经试验发现其敏感度较差，只能检

测出浓度为４×１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１的弓形虫速殖子，

分析原因可能是其针对全虫蛋白的效价较低，只有

１∶３０００，不能完全拦截住胶体金抗体抗原结合

物。而经ＰｒｏｔｅｉｎＧ亲和层析柱纯化后的猪抗弓形

虫高免血清ＩｇＧ与弓形虫全虫抗原的ＥＬＩＳＡ反应

效价可以达到１∶７２０００，大大提高了其捕获能力，

同时以金标单克隆抗体的高特异性也可以弥补高免

血清特异性的不足，成为较好的组合。

本研究制备的弓形虫胶体金检测试纸条可以成

功地检测到最低浓度为４×１０４ＣＦＵ·ｍＬ－１的弓形

虫速殖子，且与大肠杆菌和猪囊尾蚴等其他病原没

有交叉反应，但并没有对弓形虫包囊进行检测。弓

形虫感染猪体后通常以包囊的形式存在于肌肉和大

脑中，这也是下一步研究亟待解决的问题。

４　结　论

成功制备了２株针对猪弓形虫重组 ＭＩＣ３蛋白

的单抗，其中Ｄ３株单抗与重组 ＭＩＣ３蛋白和全虫

裂解蛋白均有较强反应，用其制备的胶体金试纸条

可以检测猪弓形虫临床样品。
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