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摘  要 

 

猪流行性腹泻病毒（Porcine epidemic diarrhea virus, PEDV）和猪德尔塔冠状病毒

(Porcine deltacoronavirus, PDCoV)是当前猪病毒性腹泻的重要病原，感染后仔猪出现

呕吐、腹泻等症状，具有高致病性和高死亡率的特点。2010 年 PEDV 变异株在中国

大规模流行，至今仍未得到有效控制；新现 PDCoV 在香港最先被发现，2014 年美国

首次从腹泻猪群中检出 PDCoV，随后亚洲地区多个国家相继暴发疫情，对于该病尚

无良好的防控制剂，上述两种猪腹泻冠状病毒使养猪业遭受巨大的经济损失。 

冠状病毒 N 蛋白相对保守，是病毒自身的优势抗原，常作为感染早期精准诊断

的最佳靶标。本研究通过 IPTG 低温诱导原核表达 PEDV N 蛋白和 PDCoV N 蛋白，

镍柱纯化的两种 N 蛋白分别免疫 BALB/c 小鼠，经眼眶静脉丛采血并收集血清，建立

间接 ELISA（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay）方法；待血清效价高于 1:10,000

时，将脾细胞与 SP2/0 细胞融合获得杂交瘤细胞。采用间接 ELISA 方法和细胞表面

荧光免疫吸附（cell surface-fluorescence immunosorbent assay, CSFIA）法进行筛选，

分别获得一株针对 PEDV N 蛋白的杂交瘤细胞株，分泌的单克隆抗体（Monoclonal 

antibody, MAb）命名为 3D3 和 1B1，比较后发现，CSFIA 筛选的 1B1 比 3D3 抗体效

价高 10 倍；同时，通过间接 ELISA 方法筛选获得两株针对 PDCoV N 蛋白的杂交瘤

细胞株，分泌的 MAb 命名为 2G12 和 2E2。间接免疫荧光试验表明，3D3 和 1B1 均

能特异性结合 PEDV；2G12 能与 PDCoV 发生特异性结合。Western blotting 试验也表

明，3D3 和 1B1 能与 PEDV 和重组表达 PEDV N 蛋白反应；2G12 和 2E2 能与 PDCoV

和重组表达 PDCoV N 蛋白反应。 

综上可知，本试验制备具有良好反应性的抗PEDV N和抗PDCoV N蛋白的MAb，

能为后续 PEDV 和 PDCoV 诊断试剂盒开发提供技术支撑，也可以在 PEDV N 和

PDCoV N 蛋白功能研究中发挥重要作用。 

 

关键词：PEDV；PDCoV；单克隆抗体；细胞表面荧光免疫吸附；酶联免疫吸附试

验 
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Abstract 
 

    PEDV (Porcine epidemic diarrhea virus) and PDCoV (Porcine deltacoronavirus) 

are important pathogens of swine viral diarrhea, which mainly cause vomiting and diarrhea 

of infected piglet characterized by high mobility and mortality. PEDV variant was 

prevalent in China in 2010 and to date has not been effectively controlled. The newly 

emerge PDCoV was first found in Hong Kong. In 2014, PDCoV was first detected from 

diarrhea pigs in the United States. Subsequently, PDCoV break out in many countries in 

asia and there are no good prevention measures for the disease. Above two diarrhea 

coronavirus make a enormous economiclosses to pigs industry. 

The N protein of conoravirus are relatively conservative and are the dominant antigen 

of the virus, which makes them as the best target for early accurate diagnosis of infection. 

In this study, PEDV N protein and PDCoV N protein were induced and expressed with 

IPTG treatment in low temperature. The BALB/c mice were immunized with purified by 

nickel column PEDV N protein and PDCoV N protein, respectively. The serums were 

acquired for the establishment of indirect ELISA, and the spleen and SP2/0 were fused 

when the titers reaches 1:10,000. The indirect ELISA and cell surface-fluorescence 

immunosorbent assay (CSFIA) were utilized to screen the positive monoclonal hybridoma, 

secreted MAbs (Monoclonal antibodies) against PEDV N protein were named as 3D3 and 

1B1, respectively. Through the detection of indirect ELISA, the titer of 1B1 is higher 10 

times than 3D3. Two strain hybridomas has been screened by indirect ELISA, and the 

secreted MAbs against PDCoV N protein were named as 2G12 and 2E2. The IFA (Indirect 

immunofluorescent assay) indicate PEDV can react with 3D3/1B1 and PDCoV react with 

2G12. The western blotting indicate PEDV or recombinant PEDV N protein can react with 

3D3/1B1 and PDCoV or recombinant PDCoV N protein can react with 2G12/2E2. 

Overview, the production of MAbs against PEDV N protein and PDCoV N protein in 

this study possess good reactivity, and can provide support for the followed development 

of diagnostic kit of PEDV or PDCoV, and play a important role in the functional research 

of PEDV N protein or PDCoV N protein. 

Key: PEDV; PDCoV; Monoclonal antibody; cell surface-fluorescence immunosorbent assay; 

ELISA
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第一章 文献综述 

 

1 PEDV 的概述 

1.1 病原学 

1.1.1 猪流行性腹泻病毒 

猪流行性腹泻病毒（Porcine epidemic diarrhea virus, PEDV）是属于尼多病毒目，

冠状病毒科，冠状病毒亚科，Alpha 冠状病毒属的成员，能感染各个年龄段猪只，造

成不同程度的呕吐、腹泻和脱水症状，成年猪只感染 PEDV 症状较轻，很少造成死亡；

仔猪感染 PEDV 会产生严重腹泻、脱水等症状，死亡率高达 100%，使养猪业遭受灾

难性的经济损失[1]。1971 年英国首次报导 PEDV， PEDV 开始在全球蔓延，1978 年

Pensaert and de Bouck 分离第一株 PEDV（CV777），在 CV777 疫苗的保护下，PEDV

疫情才逐渐得以控制。近年来，由于变异株的出现，CV777 疫苗已无法为猪群提供

良好的免疫保护，PED 再次大规模流行。2010 年，我国暴发 PEDV 变异毒株引发的

腹泻[2]，随后日本[3]、韩国[4]和越南[5]等国家也有该病的报道；2013 年 PED 首次在美

国暴发，当年生猪存栏量减少 10%，并陆续向周边的加拿大和墨西哥等国蔓延[6-8]。 

1.1.2 PEDV 基因组结构 

PEDV 是一种具有囊膜的单股正链 RNA 病毒，全基因组长度约为 28 knt， 5’端

和 3’端分别形成甲基化的帽子结构和 Poly A 尾，中间包含至少 7 个开放阅读框，它

们的排列顺序依次为 5’UTR-ORF1a/1b-S-ORF3-E-M-N-3’UTR
[9]。PEDV 四个结构基

因依次编码病毒的纤突蛋白（Spike, S）、囊膜蛋白（Envelope, E）、膜蛋白（Membrane, 

M）和核衣壳蛋白（Nucleocapsid, N），另外三个开放阅读框分别编码多聚酶蛋白ORF1a

（Open reading frame 1a）、ORF1b（Open reading frame 1b）和辅助蛋白 ORF3（Open 

reading frame 3）。 

位于 ORF1 的多聚酶基因可分为 ORF1a 和 ORF1b，同时能被病毒自身的酶水解

形成 16 个非结构蛋白（Non-structural protein, nsp）[10]。研究表明，ORF1 中的非结构

蛋白不仅是病毒的复制酶，而且能够对宿主细胞进行调控，如负反馈调节宿主先天免

疫应答从而促进病毒增殖[10]。 

S 蛋白是位于病毒囊膜表面的纤突蛋白，棒状的 S 蛋白三聚体是 PEDV 冠状外形

的结构基础，在 PEDV 识别宿主细胞、膜融合和病毒进入过程中发挥重要作用[11]。S

蛋白是一种 I 型跨膜糖蛋白，由 4,158 个碱基编码而成，根据其他冠状病毒的 S 蛋白

可将 PEDV S 蛋白分为 5 个部分，依次为信号多肽区域、S1 区域、S2 区域、跨膜区

和胞质区[12]。S1 亚基相较于 S2 亚基保守，能够进一步分为氨基端域（NTD）和羧基

域（CTD）两个亚区，参与病毒与细胞相互识别，作为受体结合域发挥重要功能[13]。

此外，S1 亚基能作为诱导剂促使细胞凋亡，这为抗病毒感染的研究提供了一个新的
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方向[14]。与所有冠状病毒的特征相似，PEDV S2 亚基有负责膜融合的 FP（Fusion 

peptide）、负责锚定于细胞表面的 TM（Transmembrane anchor）和位于胞内的 IC

（Intracellular tail），负责介导病毒的进入和膜融合过程[13, 15]。S 蛋白与 PEDV 的毒力

和体外适应性有关，且具有多个中和表位，能够诱导机体产生中和抗体，因此 PEDV 

S 蛋白能作为亚单位疫苗的首选抗原[16]。 

ORF3 是 PEDV 的辅助蛋白，与病毒的致病力相关，同时 ORF3 能作为离子通道，

促进病毒增殖[17]。对于冠状病毒来说，即使感染的临床症状相似，它们基因组的 ORF3

同源性也可能较低。有研究指出，ORF3 与 PEDV 的适应性呈负相关，因此在体外培

养的适应性 PEDV 中，ORF3 的表达较低，毒力较弱[18]。 

E 蛋白是病毒的囊膜蛋白，在病毒中少量存在，且不同冠状病毒的 E 蛋白间同源

性较低[19, 20]。在病毒与细胞相互作用中，E 蛋白介导细胞应激、凋亡和炎症应答等，

其在跨膜区还具有离子通道的功能，与病毒的成熟，增殖和有效释放密切相关[21-23]。 

M 蛋白是病毒的膜蛋白，具有丰富的膜糖成分，由三部分组成，分别是处于病

毒外的 N 端、跨膜区域和处于病毒内的 C 端。M 蛋白不仅负责病毒的装配，在机体

中还能诱导中和抗体[24]和 α 干扰素的产生[25]；此外，M 蛋白能延长细胞 S 期，促进

病毒的复制增殖[26]。 

N 蛋白是 PEDV 的核衣壳蛋白，能包裹 PEDV 的 RNA，为病毒遗传物质提供结

构基础。此外，N 蛋白具有多种功能[27]，能够调节宿主细胞的细胞周期、转录抑制和

免疫应答，促进病毒装配等[28, 29]。PEDV N 蛋白十分保守，占病毒总蛋白比重较大，

在 PEDV 感染早期能检测大量 N 蛋白，因此常常作为早期诊断 PEDV 的理想靶蛋白
[30]。 

1.2 PEDV 理化性质和体外分离培养特性 

PEDV 的浮力密度为 1.18，在 4-50℃下相对稳定，容易被乙醚或氯仿灭活。PEDV

在 4℃，pH 3-10 的培养基内孵育 6 h，仍然能够保持中低的感染能力；在 37℃的培养

基内孵育 6 h，当培养基 pH 在 5-8.5 范围内，PEDV 才具有感染能力，pH 大于 9 或

小于 4，PEDV 将完全失活。因此在温度越高（大于 37℃）的情况下，酸、碱消毒剂

对于 PEDV 的灭活效果越好[31]。此外，PEDV 还能被其他的消毒剂灭活，如氧化剂、

漂白剂、2%氢氧化钠、甲醛与戊二醛、碳酸钠、离子或非离子洗涤液、1%强磷酸碘

和脂溶性物质等。 

和其他冠状病毒特性相似，PEDV 最初通过识别 APN 进而吸附于细胞表面，因

此 APN 表达丰富的细胞具备感染 PEDV 的基本条件，早前有报道称 PEDV 能够在永

生化的鸭肠上皮细胞（MK-DIEC）[32]和猪小肠上皮细胞（IPEC）[33]内培养，但体外

分离、培养 PEDV 仍然具有较大的难度。胰蛋白酶能水解 PEDV S 蛋白，形成 S1 亚

基和 S2 亚基，这对于 PEDV 进入细胞、细胞膜融合和病毒粒子释放起着重要的作用，

促进病毒感染和扩散至周围细胞[34, 35]。Vero 细胞能耐受较高浓度的胰酶，因此目前

对于 PEDV 的培养主要集中于 Vero 细胞（非洲绿猴肾细胞），除此之外，另一种非洲

绿猴肾细胞 MARC-145 是良好的用于分离后适应性 PEDV 传代的靶细胞[35, 36]。在
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PEDV 感染 Vero 细胞后，能够产生明显的 CPE（Cytopathic effect，CPE），主要特征

为细胞膜融合形成空泡，同时细胞贴壁性逐渐减弱，最后细胞裂解脱离细胞培养瓶底

部。 

1.3 PEDV 的复制周期 

PEDV 与靶细胞表面受体相互作用是病毒复制周期的第一步，也是因为这重要的

一步，后续 PEDV 的遗传物质才能进入并感染细胞。在冠状病毒与受体相互作用的过

程中，S 糖蛋白三聚体发挥重要功能，大量研究表明冠状病毒 S1 亚基能够与细胞表

面氨基肽酶 N（APN，CD13）相互作用进而吸附靶细胞表面[37-40]。研究人员利用 Vero

细胞系对 PEDV 进行传代和大量的研究，但 Vero 细胞系并不表达 APN
[34]。因此，Li 

W
[41]等的研究发现，某些情况下 PEDV 并不依赖细胞表面的 APN 吸附细胞，而是识

别细胞表面的硫酸乙酰肝素[42]。 

PEDV 吸附在细胞表面后，S 蛋白被胰蛋白酶裂解，S2 亚基介导的膜融合开始。

起初，S2 亚基中的融合肽(FP)暴露并插入靶细胞膜，然后反向平行的 HR1(Heptad 

repeat region 1)和 HR2(Heptad repeat region 1)区域形成一个稳定的六螺旋束形结构，

在此过程中，融合肽(FP)与跨膜区(TM)逐渐紧密靠近从而使病毒与细胞膜发生融合，

PEDV 遗传物质得以进入目标细胞内[43]。 

事实上，病毒的复制是产生病毒全基因组大小的 mRNA，同时发挥部分功能；

病毒的转录则是产生多段 mRNA 亚基因的过程。冠状病毒的复制酶和转录酶是由基

因组 RNA 的翻译介导的，它们由 ORF1a 和 ORF1b 编码，在 ORF1a 产生过程中，合

成的 pp1ab 参与程序化核糖体框移位，在病毒自身合成的木瓜样蛋白酶和胰凝乳蛋白

酶的作用下，多聚蛋白酶被切割为 16 个非结构蛋白（nsp），nsp1-11 由 ORF1a 编码，

nsp12-16 由 ORF1b 编码。随后，复制酶和转录酶、病毒蛋白，可能还有细胞蛋白共

同形成膜结合复制转录复合体（Replicase-transcriptase complexes, RTC），这些复合体

聚集在细胞核周围进而进行复制转录功能[44, 45]。 

PEDV 完成复制转录过程后，S、E 和 M 基因开始翻译成结构蛋白并沿着分泌通

道被运送入细胞内质网和高尔基体能进行加工。随后，含有病毒 RNA 的 N 蛋白被运

送至囊泡内，与加工完成的 S、E 和 M 蛋白共同装配，形成 PEDV 病毒粒子，由细

胞内囊泡以胞吐的形式释放至胞外[46, 47]。 

1.4 PEDV 致病机理 

    PEDV 进入小肠，结合表达 APN 的上皮细胞，经过短时间孵育，PEDV 进入细

胞并迅速繁殖。在 PEDV 繁殖期间，引起细胞膜电位和线粒体功能的异常，细胞无法

进行正常生命活动，最终 PEDV 的繁殖会引起膜融合，并破坏、裂解小肠上皮细胞，

导致小肠消化吸收障碍，从而使动物机体表现腹泻症状[48]。 

1.5 PEDV 分子流行病学 

PED 被发现于 1971 年，大量暴发于 1972 年，因为与 TGE 相似的症状，最初被

称为 TGE2，但该病病感染率高、死亡率低，呈现一过性腹泻的临床症状，特别是哺
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乳仔猪不发病，因此将其命名为 ED（Epidemic Diarrhea）。1977 年，第一株 PEDV 在

比利时被分离并被纳入冠状病毒科[49]，随后的八十年代至九十年代，PEDV 成为困扰

日本和韩国等国传染病病原[50, 51]，尽管疫苗已广泛应用，但 PEDV 仍然危害韩国的

某些地区[52]。 

上世纪八、九十年代，PED 在欧洲并不多见，而在猪群中形成地方性流行，血清

学调查也表明 PEDV 低水平流行[53, 54]，呈现零星散发的状态，直到 2005-2006 年，意

大利再次暴发典型的 PED 
[55]。在 2007-2008 年期间，PED 在泰国严重暴发，对该次

疫情分离的 PEDV 测序分析发现，与中国大陆 JS-2004-2 位于同一支系[56]。2010 年以

来，我国接种 CV777 灭活毒疫苗或相关疫苗的猪场大规模暴发 PED
[57]，调查研究发

现引起腹泻病原为变异 PEDV，CV777 疫苗对新现的变异株无法提供有效的免疫保护
[58, 59]。 

2013 年，PEDV 首次在美国暴发，回溯性调查发现分离的 PEDV 美国株与中国

AH-2012 基因型相近，而 2013 年在韩国猪群流行的 PEDV 基因型则与美国 PEDV 毒

株相近。因此，目前对于 PEDV 传染路径尚有争议[60, 61]。 

1.6 PEDV 诊断 

    PEDV 与 PDCoV、PCV (Porcine cirovirus)、TGEV 和轮状病毒在临床较为常见，

经常造成巨大的经济损失。由于它们症状相似，都能导致猪的腹泻症状，根据临床经

验及症状往往很难区分。因此，必须依赖实验室检测的方法对它们进行检测，过去常

用的检测手段包括病毒的分离、病毒的中和试验和间接免疫荧光试验等。随着分子生

物学的快速发展，RT-PCR、qPCR、LAMP 和 ELISA 等应用于病原诊断方面，相比之

下它们具有快速简单的特点，能准确诊断疾病病原[62]。 

2 PDCoV 的概述 

2.1 病原学 

2.1.1 猪德尔塔冠状病毒 

    猪德尔塔冠状病毒(Porcine deltacoronavirus, PDCoV)是引起猪腹泻的病原之一，

属于尼多目冠状病毒科、冠状病毒亚科。冠状病毒亚科包括 Alphacorovirus, 

Betacorovirus, Gammacorovirus 和 Deltacoronavirus，PEDV、TGEV 和 PRCV (Porcine 

respiratory coronavirus)属于 Alphacorovirus 属，猪血凝性脑脊髓炎病毒 (Porcine 

hemagglutinating encephalomyelitis virus; PHEV)属于 Betacorovirus 属，PDCoV 属于

Deltacoronavirus 属成员。PDCoV 导致的临床症状与 PEDV 和 TGEV 相似，包括新生

小猪的腹泻和呕吐，严重时可引起死亡[63]。PDCoV 于 2012 年首次在香港被报道，2014

年美国从感染猪群中分离到 PDCoV，随后逐渐在全球多国流行，染病仔猪死亡率高

达 40%，给养猪业造成了巨大损失[64]。 

2.1.2 PDCoV 基因组结构 

PDCoV 是有囊膜的单链正股 RNA 病毒，除 Poly A 尾外的基因组全长约为 25.4 

knt。PDCoV 基因组结构排列顺序为：5’非编码区、开放阅读框 1a/1b (ORF1a/b)、纤
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突（Spike, S）、囊膜（Envelop, E）、膜（Membrane, M）、NS6、核衣壳（Nucleocapsid, 

N）、NS7 和 3’非编码区[65]。大部分冠状病毒的结构蛋白和非结构蛋白的一般特性和

它们在病毒复制中的作用已被研究证实[7]，但 PDCoV 的结构和非结构蛋白在宿主中

的具体作用还知之甚少。 

研究表明，PDCoV N 蛋白类似于其他冠状病毒，是一种多功能蛋白，病毒感染

时存在于细胞质和细胞核内，表明病毒 RNA 或蛋白的合成需要 N 蛋白与核糖体亚基

或核蛋白相互作用[66]
 。肖少波老师团队研究发现，PDCoV nsp5 蛋白能够切割 NEMO

的 Q231 抑制 RIG-I 通路、切割 STAT2 的 Q685 和 Q758 两个位点抑制 ISGs，从而拮

抗 IFN-β；此外，NS6 也能够抑制 RIG-I 和 MDA5 与病毒双链 RNA 的结合，从而减

少 RLR 介导的 IFN-β 产生，证明了 PDCoV 非结构蛋白能调控宿主细胞天然免疫，有

利于 PDCoV 的繁殖[67-69]。 

2.2 PDCoV 体外分离培养特性 

在细胞培养基中添加外源胰蛋白酶或胰液素的条件下，PDCoV 能够在 LLC-PK

和猪睾丸（Swine testicular，ST）细胞内分离培养。胰蛋白酶对于 PDCoV 在 LCC-PK

细胞中连续传代具有显著的促进作用，当 PDCoV 在缺乏外源胰蛋白酶的培养基中感

染 LLC-PK 细胞，能够顺利复制繁殖，但不能产生 CPE，且病毒滴度降低[70]。因此，

胰蛋白酶对于 PDCoV 的繁殖来是非必须的，但能促进 PDCoV 的增殖。 

研究表明外源胰蛋白酶的添加并不促进 PDCoV 在 ST 细胞的增殖，但培养基中

补充胰液素或无菌猪的小肠内容物能够加速 PDCoV 增殖[70]。PDCoV 正常传代过程

中，CPE 表现为细胞将变大、变圆和形成密集的颗粒、单独或成簇存在，最后细胞萎

缩脱落，因细胞凋亡而死亡[71]。 

2.3 PDCoV 致病机理 

    像 PEDV 和 TGEV 一样，PDCoV 导致肠上皮细胞大量损失，小肠吸收出现障碍，

最终造成腹泻。同时，肠上皮细胞功能性紊乱也可能导致吸收不良性腹泻的发生[48]。

PDCoV 感染的结肠上皮细胞可见轻微空泡形成，可能严重阻碍了水和电解质在肠道

的重吸收[72]。感染 PDCoV 猪只的肠细胞大量损失，与刷状缘膜结合的消化酶在小肠

内显著减少，最终导致消化障碍性腹泻[71]。虽然 PDCoV 的很多症状相似于 PEDV 和

TGEV，都能导致小猪腹泻和呕吐，最终导致仔猪脱水死亡，但对于 PDCoV 的了解

还太少，对于 PDCoV 是否与 PEDV 和 TGEV 急性感染一样，导致仔猪代谢性酸中毒

和高钾血症，仍然需要研究[7]。 

2.4 PDCoV 分子流行病学 

2007 年至 2011 年，Woo 等研究人员进行了冠状病毒的监测研究，在检测的各种

家畜和野生动物样品中首次发现了家猪粪便样品中的 Delta 冠状病毒[64]。证实 PDCoV

已存在于我国内陆省份和香港地区，且被检样品阳性率达到 10.1%，测定两株 PDCoV

毒株分别为 HKU15-44 和 HKU15-155 的全基因组序列，通过比较，与从亚洲豹猫和

中国白鼬獾分离的冠状病毒的解旋酶、S 和 N 基因序列十分相似，核酸同源性高达
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99.8%，表明 Delta 冠状病毒具有在小型野生哺乳动物和猪等物种之间传播的潜能[64]。 

2014 年 2 月 11 日，美国农业部首次宣布在美国本土猪群中检出 PDCoV。2014

年 2 月初，美国农业部动物疾病诊断实验室收到 42 份腹泻母猪和仔猪的粪便或小肠

样品，来源于俄亥俄州的 5 个农场，通过 RT-PCR 检测发现 PDCoV 的阳性率高达

92.9%
[73]。将美国的 PDCoV 毒株（HKU15-OH1987）与中国 HKU15-44 和 HKU15-155

毒株进行全基因组比较发现，它们的核酸同源性高达 99%。与此同时，美国的其他州

也相继暴发 PDCoV，测定上述毒株的基因同样与中国 HKU15-44 和 HKU15-155 毒株

同源性高达 98-99%
[74]。至此，PDCoV 已出现在中国、美国、加拿大[75]、日本[76]、

韩国[77]、越南[78]和泰国[79]等。 

2.5 PDCoV 诊断 

    PDCoV 诊断方法分为两种：病毒学检测和血清学检测。病毒学检测包括用电子

显微镜对病毒粒子直接观察、RT-PCR 和原位杂交检测病毒核酸、免疫荧光和免疫组

化检测病毒抗原以及病毒分离。血清学检测包括间接免疫荧光试验（IFA）、病毒中和

试验（VN）、酶联免疫吸附试验（ELISA）[80]。 

3 单克隆抗体研究进展 
单克隆抗体（Monoclonal antibody, mAb）是一种普遍存在的结合分子，能高度特

异性地与目标分子结合，是研究、诊断和治疗中不可或缺的蛋白制剂。1975 年，George 

Köhler 和 Cesar Milstein 最先发明杂交瘤细胞技术，成为最经典的 MAb 制备方法[81]，

并凭借该项开创性的技术获得 1984 年诺贝尔奖。骨髓瘤细胞不同于 B 细胞，它虽然

不能分泌任何抗体，但是却具有永远生长的特点；通过融合免疫后小鼠 B 淋巴细胞

和骨髓瘤细胞，产生长期存活且分泌抗体的细胞[82]。 

制备单克隆杂交瘤细胞已是行业内公认的 MAb 产生标准方法，经过几十年的发

展，筛选单克隆杂交瘤细胞的方法也十分多样。有限稀释法是杂交瘤细胞克隆的常用

技术，通过细胞计数，将杂交瘤细胞按照每孔 1-3 个细胞铺入 96 孔板内，培养 10-15

天后，用间接 ELISA 检测细胞上清液抗体水平，筛选出阳性细胞孔。连续进行三次

有限稀释和间接 ELISA 筛选，挑出阳性单克隆杂交瘤细胞；激光分析和处理

（Laser-Enabled Analysis and Processing， LEAP）方法，也可以较好筛选杂交瘤细胞，

通过将抗体捕获在分泌细胞周围，采用荧光标记抗原量化抗体分泌程度，LEAP 设备

识别阳性细胞，杀灭阴性细胞从而获取分泌阳性抗体的杂交瘤细胞[83, 84]；同时，

ClonePix FL (Molecular Devices: In Situ Screening and Selection)也是一种用于筛选单

克隆杂交瘤细胞的仪器，通过半固体培养基固定融合的杂交瘤细胞，半固体培养基内

的荧光标记抗体或抗原能特异性结合在细胞表面，ClonePix FL 仪器通过形状、大小

和荧光程度能挑选出最好的单克隆杂交瘤细胞[85]；其次，利用人造细胞表面标记物也

可以筛选目标细胞，通过荧光标记的蛋白 A、G 或 L 结合在抗体 Fc 等，特异性标记

于抗体分泌细胞表面，最后使用流式细胞仪分选阳性细胞[86]；此外，毒素与抗原偶合

是一种简单、快速和高效的产生 MAb 的方法，将毒素与抗原偶合物加入融合细胞内，

细胞表面特异性抗体与抗原结合导致毒素失效，不能与抗原结合的细胞在毒素作用下
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死亡，从而快速区分分泌特异性抗体的细胞[87]。 

最新研究发现，非杂交瘤细胞的方法也可以用于制备 MAb，通过分析成熟浆细

胞抗体库基因，直接表达特异性抗体蛋白，但该方法所用成本较高，需要利用流式细

胞仪分选和高通量测序等技术[88]。 

4 细胞表面荧光免疫吸附法 
细胞膜是两亲性的磷脂双分子层结构，其中包含多种蛋白质和糖链，共同发挥受

体、酶、离子通道等功能。因此，研究人员设法修饰细胞膜表面结构从而使其具备新

的功能，基因转染和化学修饰是细胞膜中外源蛋白引入的常用方法。根据细胞类型的

不同，转染或表达常常无法在细胞内正常进行，或者表达蛋白也不能有效展示在细胞

膜表面，甚至因为表达蛋白的缘故致使细胞表面的正常结构受损。上述技术难题一直

阻碍着相关研究的推进。后续的研究发现，通过聚乙二醇修饰的脂质体与脂锚连接，

能够有效延长脂质体在机体内的循环寿命[89, 90]。而且，利用脂锚修饰细胞膜表面的技

术已相当成熟，如利用硬脂酰、胆固醇衍生物、糖基磷脂酰肌醇（GPI）锚定剂和螯

合脂锚定剂等。但这些锚定剂都存在一定的缺陷，胆固醇衍生物常常作用于细胞膜的

脂筏区域，引起细胞信号的干扰；硬脂酰、胆固醇衍生物和螯合脂锚定剂由于缺乏亲

水链，易形成胶态离子，导致融入细胞过程缓慢，增加试验难度；GPI 锚定剂的方法

需要 GPI 与重组目标蛋白共同孵育，并且依赖于重组蛋白载体构建和表达纯化技术等

辅助作用，因此该方法需要耗费较多时间[91-94]。 

最近，Koichi Kato
[95]等人利用油烯基链作为脂锚，发明了一种简单、快速的方法，

将蛋白等分子锚定于各种细胞的细胞膜。油烯基属于不饱和脂链锚，在细胞膜上不影

响细胞膜脂筏和细胞膜信号功能，是一种十分良好的锚定剂材料。然而，油烯基不溶

于水，无法应用于水介质，因此将油烯基与聚乙二醇结合，增加油烯基锚定链的溶水

性。油烯基与聚乙二醇结合后的衍生物能够作为脂锚，与细胞膜能够结合良好。 

基于上述方法，暨南大学唐勇[96]教授团队开发了细胞表面荧光免疫吸附法（cell 

surface-fluorescence immunosorbent assay, CSFIA）进行杂交瘤细胞的筛选。利用

Oleyl-PEG4000-NHS 与抗原偶合，非特异性锚定于杂交瘤细胞膜表面。锚定于细胞膜

表面的抗原能捕获杂交瘤细胞分泌的特异性抗体，通过加入荧光标记抗 Fc 抗体，使

目标细胞表面激发出荧光。在荧光显微镜下标记针对目标蛋白的单克隆杂交瘤细胞，

并在无菌环境中挑选标记的细胞继续培养，获得 MAb。 

5 针对 PEDV 单克隆抗体研究进展 
单克隆抗体技术是PEDV研究、诊断和防治不可或缺的工具之一。1993年Utiger

[97]

等针对 PEDV（CV777）制备了一株单克隆抗体，为了探究该单克隆抗体所识别病毒

的蛋白位置，真核表达 M 蛋白并验证该株单抗能够与 PEDV 的 M 蛋白结合。1998

年，孙智锋[98]等为了获得免疫抗原，将华株病毒饲喂给 4 日龄仔猪，24 h 后扑杀病猪

并取小肠内容物及小肠粘膜；经蔗糖密度梯度离心纯化得到病毒粒子后，进行免疫并

制备单克隆抗体，筛出的 15 株单克隆抗体分子类型均为 IgG，且有的具有中和作用，

能够为 PEDV 防控提供很好的参考。2012 年张丽燕[99]等在 Vero 细胞系培养 PEDV，

并利用 PEG 法浓缩粗体 PEDV 作为免疫原，制备单克隆抗体。随着人们对 PEDV 研
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究的深入，韩蓉[99]等人原核表达了 nsp2 蛋白并以此为免疫原制备单克隆抗体，为研

究 PEDV 非结构蛋白的功能打下基础。 

由于 PEDV 的 S、N 和 M 蛋白能够诱导产生中和抗体，因此大部分单克隆抗体

靶点选取在这些蛋白上，通常采用原核表达结构蛋白作为免疫原制备单克隆抗体，以

建立 ELISA 方法、研制胶体金等，达到诊断疾病的目的。 

6 针对 PDCoV 单克隆抗体研究进展 
    PDCoV 是新现的导致猪腹泻的冠状病毒之一，其造成的危害在逐年上升，而基

于 PDCoV 单克隆抗体的诊断方法研制并不多见。Okda
[100]等人基于 HKU15 原核表达

N 蛋白，常规制备单克隆抗体可作为工具抗体运用在疾病的防控和基础研究上，基于

该抗体建立的 ELISA 方法用于检测临床样品具有 96.1%的敏感性和 96.2%的特异性，

为 PDCoV 的诊断奠定基础。2017 年张雨迪[101]等原核表达 S1 重组蛋白，并通过免疫

小鼠和杂交瘤细胞技术筛得单抗 4G12，经鉴定该株单抗特异性良好，与其他病毒无

交叉反应，能为 PDCoV 的诊断及防控提供技术支持。相比之下，PEDV 的研究已较

为完备，同属于冠状病毒的 PDCoV 能够较好地借鉴于 PEDV 的研究方法，不但对于

PDCoV 单克隆抗体的研制、疾病诊断和防治提供参考，还能为 PDCoV 基础性研究提

供理论依据。 

7 研究目的及意义 
猪的腹泻病一直是猪群健康的主要威胁因素之一， PEDV 和 PDCoV 是当前导致

猪病毒性腹泻的主要病原，具有传染性强、死亡率高的特点，给全球养猪业造成了巨

大的经济损失。因此，准确诊断对于防控上述两种病毒引起的腹泻显得尤为重要。目

前，对于 PEDV 和 PDCoV 的诊断手段主要包括 PCR、荧光定量 PCR 和血清学检测

等，相比较之下，血清学检测抗原、抗体水平的方法更为简单和快速。N 蛋白在 PEDV

和 PDCoV 编码蛋白中相对保守，不易在病毒的繁殖过程中产生突变，十分适于作为

检测病毒的靶蛋白。本研究针对 PEDV N 蛋白和 PDCoV N 蛋白制备 MAb，能为后续

检测试剂盒的开发提供技术基础。 

此外，MAb 自 1975 年发明以来，已成为医药领域重要的治疗药物和研究工具，

为改进传统 MAb 生产方法时间周期长的缺点，其制备技术和工艺不断推陈出新
[102-104]。因此，本研究采用 CSFIA 筛选细胞，能高效率筛选单克隆杂交瘤细胞株，具

有直观和简单的特点，能够节省大量筛选时间和精力，快速制备 MAb。 
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第二章 针对 PEDV N 蛋白单克隆抗体的制备 

 

1 材料 

1.1 细胞及实验动物 

小鼠骨髓瘤细胞（SP2/0）由本实验室保存。6-8 周龄雌性 BALB/c 小鼠购自湖南

斯莱克景达实验动物有限公司。 

1.2 主要试剂及仪器 

    胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）和 RPMI-1640 培养基为 Gibco 公司产品；融

合剂（polyethylene glycol 1450, PEG 1450）、HAT 培养基补充剂（50×）及 HT 培养基

补充剂（50×）和 L-Glutamine 为 SIGMA 公司产品；青链霉素混合液（100×）为 Solarbio

公司产品；单组分 TMB 显色液为天根生化科技（北京）有限公司产品；SDS-PAGE

凝胶配置试剂盒为湖南艾佳生物科技股份有限公司产品；极超敏 ECL 化学发光试剂

盒为碧云天生物技术有限公司产品；酶标二抗（ProteinFind Goat Anti-Mouse IgG(H+L), 

HRP Conjugate）为北京全式金生物技术有限公司产品；IPTG 为生工生物工程（上海）

股份有限公司产品；台盼蓝染色液（0.4%）为北京雷根生物技术有限公司产品；偶联

剂 Oleyl-PEG4000-NHS、荧光标记羊抗鼠 IgG 和半固体培养基均为暨南大学唐勇教授

馈赠；Ni 层析介质（NTA）重力预装柱套装和亚型鉴定试剂盒（小鼠单抗 Ig 类/亚类

鉴定用酶标二抗即用套装）为北京博奥龙免疫技术有限公司产品；玻璃毛细管为成都

华西医科大学仪器厂生产；微量移液器为德国 Eppendorf 产品；显微镜（Axio Vert.A1）

为德国卡尔蔡司公司产品；二氧化碳培养箱（3111）、高速冷冻离心机（Sorvall ST16R）

和多功能酶标仪（Varioskan Flash）为美国赛默飞世尔科技公司产品；数显恒温水浴

锅（DK-8D）为江苏金坛市医疗仪器厂产品。 

1.3 主要试剂的配制 

1）10×PBS 缓冲液 

Na2HPO4·12H2O 29 g 

KH2PO4 2 g 

NaCl 80 g 

KCl 2 g 

    加双蒸水定容至 1L，放 4℃保存备用。 

2）PBS 缓冲液 

    用双蒸水 10 倍稀释 10×PBS 缓冲液。 

3）PBST 洗涤液 

4）TBS 缓冲液 
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Tris·HCl (1mM, pH7.5) 10 ml 

氯化钠 8.8 g 

    加双蒸水定容至 1 L。 

5）TBST 缓冲液 

TBS 缓冲液 1,000 ml 

100% Tween-20 0.25 ml 

6）封闭液（5%脱脂乳） 

脱脂奶粉 5 g 

PBS 缓冲液 100 ml 

7）抗原包被液 

Na2CO3 1.95g 

NaHCO3 2.93 g 

    加双蒸水定容至 1 L，将 pH 调整为 9.4。 

8）终止液（2M 硫酸溶液） 

H2SO4 22.2 ml 

双蒸水 77.8 ml 

    硫酸具有强腐蚀性且配置过程会大量产热，将硫酸缓慢加入双蒸水过程中应注意

控制温度避免液体沸腾喷溅。 

9）1640 不完全培养基 

将 1 袋 RPMI-1640 成品粉末用 1 L 无菌双蒸水充分溶解，经 0.22 μm 滤器过滤，

放 4℃保存备用。 

10）1640 完全培养基 

1640 不完全培养基 86 ml 

100×NaHCO3 1 ml 

100×HEPES 1 ml 

100×L-Glutamine 1 ml 

FBS 10 ml 

双抗 1 ml 

11）HT 完全培养基 

1640 不完全培养基 76 ml 

100×NaHCO3 1 ml 

100×HEPES 1 ml 

100×L-Glutamine 1 ml 

FBS 20 ml 

双抗 1 ml 

50×HT 添加剂 2 g 

12）HAT 完全培养基 

1640 不完全培养基 76 ml 
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100×NaHCO3 1 ml 

100×HEPES 1 ml 

100×L-Glutamine 1 ml 

FBS 20 ml 

双抗 1 ml 

50×HAT 添加剂 2 g 

13）100×7.5% NaHCO3 溶液 

NaHCO3 7.5 g 

去离子水 100 ml 

混合均匀后，用 0.22 μm 滤器除菌，-20℃保存。 

14）100×HEPES 缓冲液 

HEPES MW 238.3 23.83 g 

去离子水 100 ml 

混合均匀后，用 0.22 μm 滤器除菌，-20℃保存。 

15）100×L-Glutamine（L.G.）溶液 

L-谷氨酰胺（L-glutamine，

MW 146.15） 
2.92 g 

去离子水 100 ml 

    混合均匀后，用 0.22 μm 滤器除菌，-20℃保存。 

16）LB 培养基和固体 LB 培养基 

    参照本实验室郭楠楠师姐毕业论文配置[105]。 

17）2×蛋白加样缓冲液、考马斯亮蓝染色液、脱色液、甘氨酸缓冲液、转膜液 

    参照本实验室郭楠楠师姐毕业论文配置[105]。 

2 方法 

2.1 抗原制备 

2.1.1 IPTG 诱导表达 PEDV N 蛋白 

表达 PEDV N 蛋白的菌种由本实验保存。 

1）将冻存的菌液置于 37℃快速溶解，以 1%接菌量接入 10 ml 含氨苄的 LB 培养

基内，37℃恒温摇床 230 r/min 培养 18-20 h； 

2）将活化后菌液以 1%的量接种至 250 ml 上述 LB 培养基中，相同条件下进行

震荡培养，至菌液 OD600 达到 0.4-0.6 时将其置于冰水中冰浴 30 min； 

3）冰浴结束后，在菌液中加入终浓度为 1 mM 的 IPTG，16℃恒温摇床低温诱导

表达 20 h； 

4）诱导表达完成后，将菌液置于 4℃预冷离心机 5,000 rpm 离心 10 min，用预冷

的 PBS 充分重悬，继续以上述条件重悬及离心两遍，用 20 ml 预冷的 Lysis Buffer 重

悬菌体，加工作浓度为 0.3 mg/ml 的溶菌酶和工作浓度为 1 mM 的 PMSF，在冰水浴

中进行超声破碎，600 W×35%功率超声 5 秒间隔 5 秒，总时长 15 min。超声破碎结
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束后，可见菌液变澄清且粘稠性增大。收集破碎液，4℃预冷离心机内 12,000 rpm 离

心 30 min，收集上清在 0.22 μm 滤器过滤除杂。 

2.1.2 镍柱纯化 PEDV N 蛋白 

本试验表达的重组蛋白带有 his 标签，因此采用镍柱纯化的方法。将镍柱固定于

铁架台上，调整为合适高度，依次打开镍柱下部塞子和上部塞子，将保护液全部流出。

加入 5 ml Lysis Buffer 平衡镍柱，重复平衡两次，经过镍柱的平衡液弃去。在平衡好

的镍柱中加入 2.1.1 中滤过的上清液，每次 1 ml 并依次收集过柱液，该过程中应使液

体缓慢流出，确保带 his 标签的重组蛋白与 Ni
2+充分结合。为了去除非特异性结合的

杂质蛋白，在镍柱中加入 5 ml Lysis Buffer，并收集滤过液，重复除杂并收集滤过液 5

次。用 5 ml Elution Buffer 洗脱目的蛋白，共加入三次，依次收集洗脱的目的蛋白，

每管收集 1 ml。纯化完成后，交替加入 5 ml Lysis Buffer 和去离子水平衡镍柱，共进

行三次。最后加入 5 ml 20%乙醇平衡镍柱，重复一次，在镍柱内保留 5 ml 20%乙醇，

至 4℃冰箱保存。 

2.1.3 SDS-PAGE 检测纯化效果 

1）查漏 按照 Bio-Rad 蛋白电泳仪说明书将胶板固定，在胶槽中加满双蒸水，等

待 15 min 后，查看液面下降程度判断是否漏液。若漏液则应重新调整并固定胶板进

行查漏；待不漏液的情况下方可倒出胶槽内的双蒸水进行蛋白胶的配置。 

2）分离胶及浓缩胶 在小烧杯中按 SDS-PAGE 制胶说明进行 10%分离胶的配置，

配置完成后沿胶槽的边缘加入分离胶（注意预留约 2 cm 加浓缩胶），用双蒸水封闭分

离胶。待分离胶凝固，方可倒出双蒸水并滤干，最后配置 5%浓缩胶，按上述操作加

入胶槽中并插入孔梳，至室温凝固后，放置于 4℃保存备用。 

3）蛋白样品处理 取样品蛋白液 2.5 μl 与等量蛋白上样 Buffer 混合，在 100℃中

作用 10 min 后，用 12,000 rpm 离心 3 min。 

4）上样及电泳 夹好胶板放入电泳槽，使电泳液没过胶孔，在胶孔内加入 10 μl

处理好的蛋白样品。80 V 电泳 30 min，调整电压至 120 V 继续电泳，约 3-4 小时完成

电泳后关闭蛋白电泳仪。 

5）染色 小心地打开制胶板，取出夹在中间的分离胶至染色液中，在摇床中常温

染色 1 h。 

6）脱色 将蛋白胶放入脱色液中，每 30 min 更换一次脱色液，待蛋白条带明显

而背景较淡时停止脱色。 

2.2 实验动物的免疫及小鼠血清的收集 

用结晶紫在小鼠皮毛进行染色，按照左前肢、右前肢、背部依次进行编号。用生

理盐水稀释纯化的重组蛋白，等量弗氏佐剂与重组蛋白在乳化器内充分乳化。将乳化

完成的抗原在 6-8 周龄雌性 BALB/c 小鼠背部进行多点（3-4 点）注射，注射总体积

为 200μl，免疫程序如下表 1.1。 
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表 1.1  免疫程序 

Table 1.1  Immunization procedure 

 

首免（第一周） 

The first  

immunization 

二免（第三周） 

The second 

immunization 

三免（第五周） 

The third 

immunization 

冲击免疫（三免 7 d

后） 

The fourth 

immunization 

抗原量 

Dose 
200 μg（CFA） 100 μg（IFA） 100 μg（IFA） 

100 μg 

（Normal saline） 

免疫方式 

Immunization route 

皮内 

Intracutaneous 

皮下 

Subcutaneous 

皮下 

Subcutaneous 

腹腔 

Intraperitoneal 

准备开口为 0.1 mm 长度为 500 mm 的玻璃毛细管和 3 支 1.5 ml EP 管。将小鼠取

出，左手大拇指和食指捏住小鼠耳根部，中指与大拇指根部捏住小鼠背部，同时小拇

指拉住小鼠尾部。将小鼠轻轻按在平台边缘，使其眼球突出眼眶，水平插入毛细管至

小鼠眼眶下部，轻轻旋转毛细管，使其转动至小鼠内眼睑部，待有血液进入毛细管即

可松手，收集毛细管中流出的血液。（每只小鼠单次采血不得超过 350 μl）收集的血

液置 37℃恒温箱中 1.5 h，然后 4℃过夜。次日吸出血清，至 2,000 rpm 离心 5 min，

分装为 6 μl/管置于-20℃冰箱保存。 

2.3 间接 ELISA 确定最佳抗原抗体稀释度 

2.3.1 间接 ELISA 步骤 

参照本实验室师姐郭楠楠师姐毕业论文间接 ELISA 步骤[105]。 

2.3.2 最佳抗原抗体浓度的确定 

    以重组 PEDV N 蛋白作为抗原，采用方阵滴定法确定抗原抗体最佳浓度。用抗原

包被液（pH 9.5）按 2.5 μg/ml、5 μg/ml、10 μg/ml 稀释抗原，分别过夜包被至 96 孔

板底部。以免疫小鼠血清和未免疫小鼠血清作为阳性对照和阴性对照，按 1:100、

1:200、1:400、1:800 1:1,600、1：3,200、1:6,400、1:12,800、1:24,600 稀释血清，加

入至不同抗原包被浓度的 96 孔板中。HRP 标记羊抗鼠 IgG 二抗稀释浓度为 1:2,000，

孵育完成后，采用 TMB 显色系统避光显色 20 min，在 OD450 nm 下读取吸光度。 

2.4 抗 PEDV N 蛋白单克隆抗体的制备 

2.4.1 SP2/0 细胞的复苏及计数 

提前15天复苏SP2/0细胞，将冷冻细胞在37℃恒温水浴锅中迅速回温。以800 rpm

离心回温的 sp2/0 细胞 8 min，弃上清，加入 1640 完全培养基重悬细胞，至于 25T 细

胞培养瓶，37℃ 5% CO2 细胞培养箱中培养。 

细胞计数：将血球计数板从无水乙醇中取出晾干备用。在 96 孔板中加入 90 μl

台盼蓝（0.4%）染液和 10 μl 待计数细胞（加入前充分重悬细胞）。充分混合染液和

细胞后，吸取 10 μl 加入血球计数板内，在毛细作用下细胞将平铺于计数板和盖玻片
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中间。最后计数细胞并根据每毫升细胞数=四个大方格细胞数×10
5
/4 算出细胞浓度。 

2.4.2 饲养细胞的准备 

本试验使用的饲养细胞来自 BALB/c 小鼠腹腔。处死一只空白小鼠放入消毒酒精

中浸泡 5 min，然后固定小鼠四肢，使腹部充分暴露。左手持镊子夹起小鼠下腹部皮

肤，右手持外科剪水平剪开皮肤层约 1-2 mm 小口，将外科剪伸入小口并完全剪开其

表皮，将表皮向两侧拉开固定，充分暴露腹膜。用 10 ml 注射器吸取 7 ml 不完全培养

基，左手持镊子轻轻夹起腹膜，右手持注射器沿夹起的腹膜进针，注意避免刺穿内脏

和肠管，将不完全培养基全部注入腹腔。右手固定注射器，左手持酒精棉球轻轻按摩

腹部 1 min，吸出注入的培养基至 50 ml 离心管中。补加 32 ml 不完全培养基并充分

混匀细胞，在 37℃预热离心机 1,000 rpm 离心 10 min，弃上清，用 40 ml 不完全培养

基重悬底部细胞，按上述条件离心并反复洗涤 3 次，加 10 ml HAT 完全培养基充分重

悬细胞。计数饲养细胞，用 HAT 完全培养基稀释细胞至 2×10
5 个/ ml。 

通常每只小鼠可获得 3-5×10
6 个细胞，在 96 孔板中每孔铺 2×10

4 个细胞（48 孔

板中每孔铺 5×10
4 个细胞），每只小鼠可制备 2-2.5 个 96 孔板。 

2.4.3 脾细胞的准备 

经间接 ELISA 测出小鼠血清效价，挑选效价最高对应的小鼠进行眼球采血，收

集阳性血清备用。按 2.5.2 步骤打开小鼠表皮，换一套灭菌镊子和外科剪，左手持镊

子轻轻夹住腹膜，右手持外科剪在腹膜剪开一小口，将外科剪伸进小口完全剪开腹膜，

向左右拉开腹膜并固定，使腹腔充分暴露。小鼠紧贴胃的位置有一条狭长的红色组织

即是脾脏，小心地分离脾脏，轻轻洗涤，尽可能除去脾脏上的结缔组织，将脾脏放入

盛有 5 ml 不完全培养基的平皿中。 

左手持镊子夹起脾脏，用 1 ml 注射器吸取培养基穿刺入脾脏内，一边穿刺一边

将培养基注入脾脏，此时单细胞将沿穿刺孔流出。反复该步骤，将流出的单细胞吸入

50 ml 离心管，加不完全培养基至 40 ml，按 2.5.2 中操作进行脾细胞的洗涤，最后用

10 ml 不完全培养基重悬，进行细胞计数。 

2.4.4 SP2/0 与脾细胞融合 

    将 2-5 ×10
7 个对数生长期的 SP2/0 细胞与 1×10

8 个脾细胞混合于 50 ml 离心管，

于 1,000 rpm 离心 10 min，用 40 ml 不完全培养基充分重悬并重复洗涤一次。离心完

成后尽量吸去上清，在手掌上轻击管底使沉淀细胞松散均匀，置于 37℃水浴锅预热。

在 1 min 内将 37℃预热的 PEG 加入预热的沉淀细胞内，共加 1 ml，边加边缓慢搅拌

均匀。融合完成后，立刻缓慢加入 30 ml 预热的不完全培养基终止融合反应，在 90 S

内加完。在 20-37℃水浴下静置 10 min，1,000 rpm 离心 10 min，用 40 ml 含 20% FBS

的 HAT 选择培养基充分重悬细胞，将重悬细胞加入准备好的饲养细胞中培养。 

2.4.5 间接 ELISA 筛选阳性杂交瘤细胞并亚克隆 

在 96 孔板内杂交瘤细胞的阳性孔筛选采用传统间接 ELISA 方法：融合后 6-7 天，

在 96 孔板中小心吸取上清液至 ELISA 板（按最适抗原浓度包被），每孔吸 100 μl，

按 2.4.1 中操作进行间接 ELISA 检测，当孔内 OD450 nm ≥ N+3SD 即判定为阳性。在每
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孔中补 100 μl 含 20% FBS 的 HT 选择培养基，放入细胞培养箱培养。 

杂交瘤细胞的亚克隆采用有限稀释法：在融合后的第 12-14 d 进行亚克隆，标记

长势较好、OD450 nm 值较大的阳性孔，充分重悬标记孔的细胞，吸入 15 ml 管，加入

完全培养基至 11 ml，以每孔 100 μl 加入至已铺好饲养细胞的 96 孔板中，标记为 10
1；

在余下的 1 ml 培养基中加入 10 ml 完全培养基，按上一步操作继续铺板标记为 10
2；

直至稀释至 10
4 后，放入细胞培养箱培养。亚克隆步骤至少进行 3-4 轮才能保证所挑

选细胞为单克隆，每次亚克隆周期为 14-15 d。 

2.4.6 CSFIA 筛选阳性杂交瘤细胞 

2.4.6.1 偶联 PEDV N 蛋白与 Oleyl-PEG4000-NHS 

将 1 mg 偶联剂 Oleyl-PEG4000-NHS（MW=4,000）与 0.58 mg 重组 PEDV N 蛋

白混合（抗原：偶联剂的分子摩尔比保持在 1:25 左右），在小玻璃瓶内用磁力搅拌器

充分搅拌，在冰上搅拌 3-6 h，确保偶联剂与抗原充分结合。在 10 k 规格超滤管超内

加入搅拌后的抗原偶联混合液，以 6,000 rpm 离心 10 min 去除多余偶联剂，吸取上清

经 0.22 μm 滤膜过滤除菌，即得“偶联剂-抗原”工作母液。月内短期保存可放 4℃冰

箱，如长期保存应分装冷冻于-20℃。 

2.4.6.2 荧光工作液制备 

    将 4.7 mL不完全培养基加入 15 ml离心管，同时加入 250 μl抗原工作母液和 50 μl

荧光标记羊抗鼠 IgG，混匀即得荧光工作液。荧光工作液现配现用，只可短暂避光保

存于 4℃。 

2.4.6.3 阳性杂交瘤细胞的标记及固定 

在融合细胞第 7 天，待 48 孔板内融合细胞有明显的生长趋势即可开始标记阳性

细胞。将 48 孔板内液体全部吸出，用不完全培养基清洗细胞三次（清洗过程一定要

缓慢，避免底部细胞被吸出），尽量吸干孔内剩余的不完全培养基。在每孔中加入 100 

μl 荧光工作液铺满培养板底部，置于 5% CO2培养箱 37℃培养 1 h。将培养好的细胞

取出（此时抗原已间接地非特异性吸附于细胞表面，经过 1 h 培养，阳性细胞分泌的

特异性抗体与荧光二抗和细胞表面抗原结合），弃上清，用 200 μl 不完全培养基清洗

一遍，去除未结合的抗原工作母液和荧光二抗，最后在每孔中加入 150 μl 不完全培养

基。 

在荧光显微镜下观察细胞，根据有无荧光可区分细胞是否分泌特异性抗体，根据

荧光强度可区分细胞分泌抗体是否丰富。在显微镜下，用记号笔标记标记长势较好、

荧光较强且单一的阳性细胞团。标记完成后，去除上清，在每孔中加入 200 μl 半固体

培养基，固定的杂交瘤细胞即可开始进行挑选。 

2.4.6.4 阳性杂交瘤细胞的筛选 

    根据阳性标记，在无菌操作台中用移液枪缓慢吸取阳性细胞团块，将吸出的阳性

细胞加入至已铺有饲养细胞的 48 孔板中，每孔为一个单克隆，放入细胞培养箱继续

培养。 

2.4.6.5 杂交瘤细胞冻存与复苏 
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    用培养基将阳性杂交瘤细胞充分重悬，1,000 rpm 离心 10 min，用新配置的细胞

冻存液重悬细胞，分装入细胞冻存管中。分装完后，将细胞冻存管放入冻存盒中，放

入-80℃冰箱冻存 24 h 以上，将细胞取出放入液氮保存。 

2.4.6.6 腹水制备及效价测定 

腹水制备参照刘秀梵老师等人的单抗制备方案。在接种杂交瘤细胞前 7-10 天，

将 0.5 ml 石蜡油分两点注射入背景空白的 BALB/c 小鼠腹腔，降低小鼠免疫力并刺激

腹腔产生各种生长因子，利于后续接种的杂交瘤生长和腹水的生成。 

用微量移液器将状态良好的杂交瘤细胞从培养瓶中悬起，用生理盐水洗涤细胞 3

遍，1,000 rpm 离心 10 min，最后重悬并进行细胞计数。用生理盐水按 2.5×10
6
/ml 稀

释细胞，每只小鼠腹腔注射 200 μl (5×10
5 细胞)即可。 

随时观察小鼠状态及腹部隆起情况，约 8-14 天可观察小鼠腹部明显隆起即可采

集腹水，可分单次和多次采集，一般每只小鼠可收得 7-10 ml 腹水。收集的腹水在

12,000 rpm 离心 15 min，分装并放入-80℃备用。 

按常规间接 ELISA 步骤测试腹水效价，按照 10 倍浓度梯度稀释腹水作为一抗，

细胞上清作为阳性对照，阴性血清作为阴性对照，HRP 标记羊抗鼠 IgG 二抗稀释浓

度为 1:2,000，孵育完成后，采用 TMB 显色系统避光显色 20 min，在 OD450 nm 下读取

吸光度。 

2.5 Western blotting 鉴定单抗反应性 

1）转膜 将电泳好的蛋白胶、夹板和海绵放入转膜缓冲液中浸泡。根据蛋白胶大

小，裁剪出 1 张 PVDF 膜和 4 张吸水滤纸放入甲醇中浸泡 10 min。按照黑色最下，依

次叠放海绵、两层滤纸、蛋白胶、PVDF 膜、两层滤纸、海绵和白色夹板，注意除去

气泡，即可开始转膜。转膜条件为 0.33 A 转 1-2 h，转膜过程中会大量产热影响试验

效果，应使用冰块降温。 

2）封闭 取出 PVDF 膜放入 5%脱脂乳中，在脱色摇床上缓慢震荡 2 h。封闭完

成后，换 PBST 洗涤 PVDF 膜，在脱色摇床中继续震荡，每 10 min 更换一次 PBST，

共洗涤三次。 

3）孵育一抗 将 PVDF 膜放入 1:3,000 稀释的抗体中，在常温下置于脱色摇床缓

慢震荡，1 h 后换 PBST 洗涤 PVDF 膜，在脱色摇床中继续震荡，每 10 min 更换一次

PBST，共洗涤三次。 

4）孵育二抗 将 PVDF 膜放入 1:2,000 稀释的 HRP 标记羊抗鼠二抗中，在常温下

置于脱色摇床缓慢震荡，1 h 后换 PBST 洗涤 PVDF 膜，在脱色摇床中继续震荡，每

10 min 更换一次 PBST，共洗涤三次。 

5）显色 将洗涤三遍的 PVDF 膜夹出置于曝光仪内，依次将 ECL 发光液 A 液和

B 液加至 PVDF 膜上，短暂孵育 1 min 即可曝光显色。 

2.6 IFA 鉴定单抗反应性 

1）PEDV 感染 Vero81 提前一天铺 Vero81 至 6 孔板中，待单层细胞生长至 80-90%
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时即可攻毒。用病毒维持液稀释病毒至合适浓度，以 MOI=0.1 将 200 μl PEDV 病毒

液接入 3 个孔，以等量维持液接入另外 3 个孔作为空白对照。孵育 2 h 后，用 2 ml

维持液替换 6 孔板内液体，放入细胞培养箱培养。 

2）细胞的固定 培养 18 h 后，用 PBS 洗涤细胞 3 遍，每次 10 min。将孔内液体

吸干，加入 300 μl 4%多聚甲醛在室温下固定细胞 15 min。 

3）封闭 洗涤同上，加入 500 μl 封闭液（含 5% BSA 的 PBS）37℃封闭 30 min。 

4）孵育一抗 洗涤操作同上，每孔加入 100 μl 一抗（1:500 稀释），置于 4℃过夜

孵育。 

5）孵育荧光二抗 洗涤操作同上，每孔加入 FITC 标记羊抗鼠二抗（1:300 稀释），

置于 37℃避光孵育 30 min。 

6）观察 洗涤操作同上，在荧光显微镜下观察。 

2.7 单克隆抗体亚型鉴定 

    参照 2.4.1 间接 ELISA 步骤和小鼠单抗 Ig 类/亚类鉴定用酶标二抗即用套装说明

书，以 5 μg/ml 重组 PEDV N 蛋白包被抗原，按 1:1,000 稀释腹水作为一抗，以试剂

盒内 Goat Anti-Mouse Ig(G1/G2a/G2b/G3/M/A/κ/λ)-HRP 为二抗先后孵育抗原，用单组

分 TMB 为显色剂避光显色 15 min，用 2 M 硫酸溶液终止反应后，肉眼观察或用多功

能酶标仪读取 OD450 nm。 

3 结果 

3.1 重组 PEDV N 蛋白纯化结果 

    大量诱导表达重组 PEDV N 蛋白，经超声波破碎离心，经过镍柱纯化后，获得纯

度较高的重组 PEDV N 蛋白。SDS-PAGE 电泳结果如图 2.1。 

 

图 2.1  纯化 PEDV N 蛋白结果 

M: Protein marker; 1：纯化后的 PEDV N 蛋白 

Fig 2.1  The purification results of PEDV N protein  

M: Protein marker; 1: Purified PEDV N protein 
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3.2 最佳抗原抗体工作浓度的确定 

选取 OD450 nm 接近 1.0，阴性值<0.2，以 P/N 最大的孔作为最佳抗原抗体反应浓

度。确定最佳抗原包被浓度为 5 μg/ml，抗体最佳稀释倍数为 1:400。 

3.3 抗 PEDV N 蛋白单克隆抗体制备结果 

3.3.1 CSFIA 筛选单克隆杂交瘤细胞结果 

CSFIA 挑选阳性单克隆杂交瘤细胞原则上应挑选细胞长势较好、细胞团较为单一

的细胞团。如图 2.2 所示，a、b、c 和 d 中均有阳性细胞，c 和 d 中均有两个细胞团且

相距过近，不能确保挑中单一细胞团细胞，因此不进行挑选；a 和 b 中只有一个阳性

细胞团且附近无其他细胞团，但 b 细胞团生长趋势明显高于 a 细胞团，因此挑选 b 细

胞团块扩大培养，命名为 1B1。 

 

图 2.2  细胞表面荧光免疫吸附方法结果 

Fig 2.2  The result of cell surface-fluorescence immunosorbent assay 

3.3.2 杂交瘤细胞株的建立 

通过 CSFIA 筛选出一株稳定分泌抗 PEDV N 蛋白的杂交瘤细胞株命名为 1B1；

通过传统间接 ELISA 法和有限稀释法连续筛选 3 轮，得到三株稳定分泌抗 PEDV N

蛋白的杂交瘤细胞株分别命名为 2D8、3D3、3E12。 

3.3.3 单抗效价测定 

以 5 μg/ml 重组 PEDV N 蛋白包被 ELISA 板，分别以腹水、细胞培养上清和阴性

血清作为一抗，从 1:10
2 作 10 倍梯度稀释一抗至 10

9。如图 2.3 所示，1B1 培养上清

抗体效价约为 1:10
4，用 1B1 细胞株制备的腹水效价高于 1:10

6；如图 2.4 所示，3D3

培养上清抗体效价约为 1:10
3，用 3D3 细胞株制备的腹水效价高于 10

5。 
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图 2.3  1B1 单克隆抗体效价的测定 

Fig 2.3  Detection of 1B1 mAb titer 

 

图 2.4  3D3 单克隆抗体效价的测定 

Fig 2.4  Detection of 3D3 mAb titer 

3.4 Western blotting 鉴定单抗反应性结果 

    杂交瘤细胞株 1B1、2D8、3D3 和 3E12 所分泌抗体与 PEDV 在 Western blotting

反应性结果如下图 2.5。四株杂交瘤细胞所分泌抗体与重组 PEDV N 蛋白能够反应，

空白表达 pCold 质粒产物与其均不反应；且四株单抗能够与纯化的 PEDV 产生反应，

Vero81 细胞与其均无反应。 

 

图 2.5  单克隆抗体与 PEDV 和重组蛋白作用的 Western Blotting 结果 

Fig 2.5  The Western Blotting result of interactions between mAbs and PEDV or recombinant PEDV N 

protein 
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3.5 IFA 鉴定单抗反应性结果 

    Vero81 细胞感染 PEDV 后，用 1B1 和 3D3 杂交瘤细胞株所分泌抗体进行间接免

疫荧光试验结果如图 2.6。1B1 和 3D3 所分泌抗体能用于的间接免疫荧光实验中，均

能与感染的 PEDV 反应。 

 

图 2.6  1B1 和 3D3 单克隆抗体与 PEDV 作用的间接免疫荧光试验结果 

Fig 2.6  The IFA result of interaction between 1B1 or 3D3 mAb and PEDV 

3.6 单抗亚型鉴定结果 

    经 ELISA 方法鉴定 1B1 和 3D3 分泌单抗亚型均为 IgG1/κ。（如图 2.7） 

 

图 2.7  单克隆抗体的亚型鉴定 

Fig 2.7  Identification of mAbs subtypes 
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4 讨论 
由于中国经济的高速发展，中国养殖产业不断扩大，国内生猪产量已排名世界前

列，但传染病的发生和传播仍然制约着我国养猪业的发展，使我国养猪业遭受巨大的

损失。猪腹泻病是猪群中流行的严重传染病，PEDV 是导致猪腹泻的头号病原，预防

和初期诊断是控制 PEDV 的有效手段。PEDV N 蛋白在不同 PEDV 毒株高度保守，因

此，N 蛋白能够作为早期诊断 PEDV 感染的靶标蛋白，评估 PEDV 疫苗的免疫效价。

此外，为了促进 PEDV 感染的相关研究，如免疫应答研究、PEDV 的 RNAi 研究和抗

病毒药物研究等，本试验挑选了两株针对 PEDV N 蛋白的 MAb。经过鉴定，这两株

MAb 均能够进行 ELISA、间接免疫荧光和 Western blotting 试验。 

MAb 技术已建立四十多年，ELISA 技术与有限稀释是应用最广泛的筛选方法。

间接 ELISA 方法筛选阳性细胞，有限稀释对阳性细胞进行亚克隆选择，至少连续进

行三次才能获得稳定分泌特异性抗体的杂交瘤细胞，操作过程繁琐且费时[106]。利用

标记抗原结合分泌在细胞表面的特异性抗体，流式细胞仪分选携带标记抗原的阳性细

胞[107]，也可以实现短时间内获得分泌特异性抗体的细胞。此方法具有快速、大通量

的特点，但前期细胞分选条件需优化，所得细胞量较低，后续还需进行测序和表达等

工作[108]。此外，利用半固体培养基进行杂交瘤细胞筛选替代有限稀释法，虽省去稀

释等繁琐步骤，但其无法准确挑出阳性单克隆细胞团，工作量也十分巨大。 

2004 年 Koichi kato
[95]等提出了哺乳动物细胞膜锚定方法，将大分子蛋白质非特

异性锚定在细胞膜表面，即用油烯基衍生物与聚乙二醇 90（PEG90）制备成

Oleyl-PEG90 锚定子，油烯基与细胞膜表面脂质具有亲和性，PEG 则负责增加锚定子

的亲水性及偶合目的蛋白，从而使目的蛋白锚定在细胞膜表面。在其基础上，暨南大

学唐勇教授团队研发了 CSFIA 的方法，即利用 Oleyl-PEG4000 锚定子与抗原蛋白偶

合后形成 Oleyl-PEG4000-Antigen，Oleyl 端非特异性亲和于细胞表面，当杂交瘤细胞

分泌抗体时被细胞表面抗原捕获，同时被捕获的抗体能与加入的荧光标记二抗结合而

发出荧光，最后采用半固体培养基固定并选择性挑取分泌特异性抗体的杂交瘤细胞[96, 

109]。该方法能够一步挑选出目的细胞，根据荧光强度可选择分泌抗体亲和力最强的

杂交瘤单细胞株，具有直观、简单、快速的优点，且制备的抗体效价高，无需流式等

昂贵的仪器。除此之外，ELISA 检测细胞上清的 OD 值能反映抗体效价，但抗体效价

与杂交瘤细胞数量有关。因此，采用 CSFIA 时，不必考虑细胞数量，通过荧光强弱

对比，能直观筛选出细胞分泌抗体较强、生长趋势良好的细胞，两种方法过程中均挑

选长势最好的细胞，发现 CSFIA 相比传统方法所制备抗体效价高 10 倍。 

本研究中，间接 ELISA 方法连续三轮筛选单细胞株需要 45 d，使用 CSFIA 筛选

过程只需 15 d，时间周期只有传统方法的 1/3；本研究将 CSFIA 筛选的分泌 1B1 的杂

交瘤细胞扩大培养后，与间接 ELISA 法挑取的分泌 3D3 细胞株以相同量接种于小鼠

腹腔，对比腹水中抗体效价得出，1B1 的效价明显高于 3D3。因此，这项技术可用于

快速制备高效价 MAb，这对于进一步研发检测试剂甚至治疗药物，在应对突发传染

病疫情等方面都具有极高的应用价值和广阔的市场前景。
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第三章 针对 PDCoV N 蛋白单克隆抗体的制备 

 

1 材料 

1.1 细胞及实验动物 

参照第一章 1.1。 

1.2 主要试剂及仪器 

参照第一章 1.2。 

1.3 主要试剂的配置 

参照第一章 1.3。 

2 方法 

2.1 抗原制备 

2.1.1 IPTG 诱导表达 PDCoV N 蛋白 

    表达 PDCoV N 蛋白的菌种由本实验室保存。表达菌种的复苏、诱导表达步骤参

照第二章 2.1.1。 

2.1.2 镍柱纯化 PDCoV N 蛋白 

    由于重组 PDCoV N 蛋白表达采用 pCold 冷载体，诱导表达产物大部分可溶，且

携带 his 标签，因此纯化步骤参照第二章 2.1.2。 

2.1.3 SDS-PAGE 检测纯化效果 

    参照第二章 2.1.3。 

2.2 实验动物的免疫与小鼠血清的收集 

    参照第二章 2.2。 

2.3 间接 ELISA 确定最佳抗原抗体稀释度 

    间接 ELISA 步骤及最适抗原抗体浓度确定方法参照第二章 2.4.1 和 2.4.2，使用抗

原为重组 PDCoV N 蛋白，使用抗体为重组 PDCoV N 蛋白免疫后的小鼠阳性血清。 

2.4 抗 PDCoV N 蛋白单克隆抗体制备 

本试验仅使用间接 ELISA 筛选阳性杂交瘤细胞并进行亚克隆。具体步骤参照第

二章 2.4。 

2.5 Western blotting 鉴定单抗反应性 

    使用一抗为制备的抗 PDCoV N 蛋白 MAb，其他方法步骤参照第二章 2.5。 
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2.6 IFA 鉴定单抗反应性 

PK1 细胞提前一天铺至 6 孔板中，待单层细胞长至 80-90%，即可攻毒。用病毒

维持液稀释病毒至合适浓度，以 MOI=0.1 将 200 μl PDCoV 病毒液接入 3 个孔，以等

量维持液接入另外 3 个孔作为空白对照。在细胞培养箱中孵育 2 h，每 30 min 摇晃一

次，使病毒粒子与细胞充分接触。孵育结束后，用 2 ml 维持液替换 6 孔板内液体，

放入细胞培养箱培养。IFA 操作步骤参照第二章 2.6。 

2.7 单抗亚型鉴定 

    参照第二章 2.7。 

3 结果 

3.1 重组 PDCoV N 蛋白纯化结果 

大量诱导表达重组 PDCoV N 蛋白，用纯化后蛋白进行 SDS-PAGE 结果如图 3.1

所示，蛋白纯度良好，在 Elution Buffer 滤出液中，第 2 和第 3 毫升内的蛋白浓度较

高。 

 

 

图 3.1  重组 PDCoV N 蛋白纯化结果 

1-8：纯化的蛋白；M：Protein marker 

Fig 3.1  The purification results of recombinant PDCoV N protein 

1-8: The purified protein; M: Protein marker 

3.2 最佳抗原抗体浓度的确定 

选取 OD450 nm 接近 1.0，阴性值<0.2，以 P/N 最大的孔作为最佳抗原抗体反应浓

度。确定最佳抗原包被浓度为 5 μg/ml，抗体最佳稀释倍数为 1:160。 

3.3 抗 PDCoV N 蛋白单克隆抗体制备结果 

3.3.1 杂交瘤细胞株的建立 

通过传统间接ELISA法和有限稀释法连续筛选4轮，得到两株稳定分泌抗PDCoV 

N 蛋白抗体的杂交瘤细胞株分别命名为 2G12 和 2E2。 

40 kDa 

55 kDa 
41 kDa 

1    2    3     4    M    5    6     7    8 
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3.3.2 单抗效价测定 

以 5 μg/ml 重组 PDCoV N 蛋白包被 ELISA 板，分别倍比稀释腹水、阳性血清和

阴性血清作为一抗。如图 3.2 所示，按照 P/N>2.1 计算效价，阳性血清效价为 1:409,600，

用 2G12 细胞株制备的腹水效价为 1:1,638,400。 

 

图 3.2  2G12 单克隆效价的测定 

Fig 3.2  Detection of 2G12 mAb titer 

3.4 Western blotting 鉴定单抗反应性结果 

    如图 3.3 所示， 2G12 和 2E2 杂交瘤细胞株所分泌抗体能识别纯化的 PDCoV 和

过表达的 PDCoV N 蛋白。 

 

图 3.3  单克隆抗体与 PDCoV 和重组 PDCoV N 蛋白作用的 Western Blotting 结果 

Fig 3.3  The Western Blotting result of interactions between mAbs and PDCoV or recombinant 

PDCoV N protein 

3.5 IFA 鉴定单抗反应性结果 

    用 2G12 细胞株制备的腹水作为一抗，测试抗体与感染 PK-1 细胞中的 PDCoV 的

反应性结果如图 3.4，在 PK-1 细胞的胞浆中发出大量荧光，说明 2G12 细胞株分泌抗

体与感染细胞的 PDCoV 相互识别。 
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图 3.4  2G12 单克隆抗体与 PDCoV 作用的间接免疫荧光试验结果 

Fig 3.4  The IFA result of interaction between 2G12 mAb and PDCoV 

3.6 单抗亚型鉴定结果 

    如图 3.5 结果所示，通过间接 ELISA 方法鉴定 2G12 分泌单抗亚型为 IgG1/κ； 2E2

分泌单抗亚型为 IgG2a/κ。 

 

图 3.5  单克隆抗体的亚型鉴定 

Fig 3.5  Identification of mAbs subtypes 

4 讨论 
猪腹泻病是危害我国养猪业的主要疾病之一，PDCoV 是引起猪腹泻的第二大病

原。在 2012 年中国出现第一株新现猪 Delta 冠状病毒 HKU15 后，2014 年初，美国本

土也鉴定出 HKU15 相似株，随后几年，研究人员才发现无其他病原存在的情况下，

PDCoV 能导致猪的腹泻、呕吐和脱水等临床症状。由于 PDCoV 在全球的流行，使全

球养猪业遭受巨大损失，PDCoV 也成为严重程度仅次于 PEDV 的导致猪腹泻的病毒。
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PDCoV 属于新现病毒，目前很少有针对 PDCoV 的特异性抗体为基础的检测试剂盒用

于诊断 PDCoV
[100]。 

PDCoV N 蛋白具有保守、病毒内含量较高的特点，常常作为病毒早期诊断的靶

蛋白，因此本研究针对 PDCoV N 蛋白作为抗原制备 MAb，能够为后续 PDCoV 诊断

试剂盒的开发提供抗体。 

目前，对于 PDCoV 的研究还十分有限，需要大量的研究帮助人们了解 PDCoV

从而监测及控制它的暴发，针对 PDCoV 的抗体是研究 PDCoV 必不可少的工具之一，

但市面上的 PDCoV 的抗体相当罕见。经鉴定，本试验制备的 MAb 2G12 能够用于

PDCoV 和 PDCoV N 蛋白相关的 ELISA、间接免疫荧光和 Western blotting 试验，这

为 PDCoV 的研究提供了十分有价值的工具，利于研究人员对 PDCoV 进行下一步的

研究。
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全文总结 

 

1、成功制备针对 PEDV N 蛋白的 MAb，命名为 3D3 和 1B1；3D3 和 1B1 均能应用

在 ELISA、间接免疫荧光和 Western blotting 试验中；经亚型鉴定 3D3 和 1B1 均为

IgG1/κ。 

 

2、采用了 CSFIA 的方法筛选针对 PEDV N 蛋白的 MAb，相比常规间接 ELISA 方法，

能够在筛选时间上节省至少 30 d 以上，且 CSFIA 的方法所筛选的单抗比间接 ELISA

方法筛选的单抗效价高 10 倍。 

 

3、成功制备针对 PDCoV N 蛋白的 MAb，命名为 2G12 和 2E2；其中，2G12 能应用

在 ELISA、间接免疫荧光和 Western blotting 试验中；经亚型鉴定 2G12 为 IgG1/κ，2E2

为 IgG2a/κ。 
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