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猫杯状病毒抗原检测胶体金免疫层析试纸条的

研制 

摘 要 

猫杯状病毒（Feline calicivirus，FCV）是猫的一种重要传染性和地方性病原体，可

引起轻微自限性临床症状，包括呼吸系统疾病、口腔炎和口腔炎症综合征；极少数情况

下，FCV 感染可能会导致急性关节炎、毒性全身性疾病(virulent-systemic disease ,VSD)、

严重肺炎、流产甚至猝死。目前在欧洲和美国的 VSD 发生率越来越高，并且在中国也

已经出现，FCV 感染时多伴随其它病原的感染，诊断较困难，因此建立快速高效检测方

法是必要的。 

FCV 是杯状病毒科无囊膜的 RNA 病毒，基因组包含 3 个开放阅读框（Open Reading 

Frame, ORF），ORF2 编码 FCV 的衣壳蛋白 VP1，在诱导机体产生免疫应答中起着重要

的作用。VP1 蛋白分为六个区（A~F），其中 VP1-B 蛋白高度保守，可以诱导机体产生

广谱性抗 FCV 抗体，适合作为免疫原制备抗 FCV 单克隆抗体。本试验将疫苗株 FCV-

F9 的 VP1-B 区序列的重组质粒 pET22b(+)-B 转化到 BL21（DE3）表达菌中，通过 IPTG

诱导进行表达，表达产物经 SDS-PAGE 和 Western-blot 鉴定，结果表明该蛋白为可溶性

抗原，大小约为 55 kDa，且有良好的反应原性。 

将纯化后的 VP1-B 蛋白与弗氏佐剂混匀免疫 6~8 周龄 BALB/c 小鼠，选择血清效

价较高小鼠的脾细胞与骨髓瘤细胞进行融合，制备杂交瘤细胞；纯化的 FCV-SX1 病毒

粒子作为包被抗原，建立间接 ELISA 方法筛选杂交瘤细胞株系。经 3 次亚克隆筛选得

到 3 株稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株，分别命名为：1E3、3A4 和 4F11；Western-

blot 结果表明 1E3、3A4、4F11 均能识别 FCV-SX1、FCV-SX2、FCV CH-JL2，具有良好

的反应性；间接 ELISA 方法对杂交瘤细胞上清及制备的腹水进行抗体效价检测，结果表

明 1E3、3A4 和 4F11 的细胞上清效价分别为 1:1.6×103、1:1.6×103、1:8.0×103，腹水效

价分别为 1:1.28×106、1:2.56×106、1:1.28×106，其中 1E3 和 3A4 为 IgG1，4F11 为 IgM。 

本试验中，选用单抗 3A4 为金标抗体，单抗 4F11 作为检测线抗体，羊抗鼠二抗为

质检抗体，制备 FCV 抗原检测胶体金试纸条。用柠檬酸三钠还原法制备胶体金颗粒，

经检测 3A4 与胶体金颗粒结合的最适 pH 为 7.5；进一步优化试验结果表明，金标抗体

的最适浓度为 7.2 μg/mL，检测线包被浓度为 1.0 mg/mL，质控线浓度为 0.5 mg/mL，样

品稀释液选择为 PBST。组装的试纸条对 4 种常见的猫病毒 FCV 毒株、猫细小病毒毒株
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（Feline panleukopenia virus，FPV）、猫疱疹病毒毒株（Feline Herpesvirus，FHV）及猫

传染性腹膜炎病毒（Feline Infectious Peritonitis vrius，FIPV）毒株进行检测，显示特异性

良好，与 FPV、FHV、FIPV 没有交叉反应；试纸条的敏感度为 104 TCID50/mL；稳定性

试验显示，该试纸条在 4 ℃条件下可以保存 6 个月。用制备的胶体金试纸条与 RT-PCR

方法同时对 94 份猫鼻咽拭子进行检测，符合率为 93.6%，符合率在 90%以上。综上试

验结果表明，本试验研制的胶体金试纸条可以用于猫杯状病毒临床检测。 

关键词：猫杯状病毒；VP1-B 蛋白；单克隆抗体；胶体金免疫层析技术；试纸条 
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前 言 

1 FCV 概述 

猫杯状病毒（Feline calicivirus, FCV）属于杯状病毒科（Caliciviridae）杯状病毒属

（Pestivirus）成员，基因组为单股正链不分节段的 RNA，无囊膜。FCV 主要感染猫，其

常见的临床症状多表现为上呼吸道疾病和口腔疾病，例如：口腔溃疡、流涎和牙龈炎-口

炎等[1]，此外该病毒还可以感染狮子、老虎、猎豹等猫科野生动物[2-4]；1957 年 Fastier 首

次分离得到 FCV，随后世界各地都分离得到了该病毒。近年来北美洲、欧洲、亚洲等地

更是陆续分离到高毒且高致死率的 FCV-VSD（FCV- associated virulent systemic disease）

株[5-9]，该病毒常引起成年猫多系统疾病，致死率高达 30%~60%[6, 10, 11]，并且疫苗不能

阻止该病毒的传播和感染。目前 FCV 虽仅有 1 个血清型，但 FCV 的高突变性及其高遗

传可塑性使该病毒能够在猫科动物种群中长时间存活，同时在免疫压力下该病毒的免疫

逃避会引发疫苗免疫失败及加快病毒进一步变异，其给 FCV 疾病的诊断、治疗和预防

方面构成了挑战，近年来国内外对 FCV 的研究热度逐步提高[1]。 

1.1 FCV 临床症状 

FCV 不同的变异毒株会引起不同的临床症状，口腔溃疡和上呼吸道为其经典症状；

随着免疫应激而形成的新毒株，其影响的领域从口腔、上呼吸道逐渐发展到下呼吸道、

四肢乃至多个脏器[12]。首先最为常见的是急性口腔溃疡和轻微的急性上呼吸道疾病，临

床检查体征与猫疱疹病毒感染相似，该症状多发于小猫，多表现为发烧、打喷嚏、流鼻

涕、食欲不振及口腔唾液增多[13,14]，严重时会引起肺炎[15]，但该情况下死亡率较低，对

症治疗几天后大多可以痊愈。其次少数猫感染 FCV 后呈现口腔和上呼吸道疾病后，可

能会出现短暂性跛行[16,17]；TerWee 研究不同途径接种 FCV-255 疫苗株时，发现约有 30%

的猫出现轻微的跛行[16]。也有少部分人发现，该病毒会引起手足口病，症状为四肢及头

部水肿和溃疡，特殊情况下会出现黄疸症状，与 VS-FCV（Virulent-systemic strains of 

Feline calicivirus）感染初期症状相似，但该疾病情况下未发现传播且死亡率低[18-21]。1998

年首次报道 VSD，当时称为出血性发热[5]，随后研究人员发现该类病毒感染的猫很少出

血[6,22]，改名猫系统性疾病，由其宿主分离的病毒称为 VS-FCV。目前 VS-FCV 在美国、

欧洲及中国等国家已有相关报道并且其死亡率高达 30%~60%[5,6,8,9,22]。2016 年瑞士曾爆

发了一次大规模的 VS-FCV，调查显示感染该种毒株的猫，大约 80%没有接种 FCV 疫

苗[19]，提示饲养猫时应注意疫苗的接种。VS-FCV 感染大多数猫最初症状为典型的口腔
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及上呼吸道疾病，逐渐转变为特征性的四肢及头部水肿和溃疡[23]，但少数猫发病其症状

并非如此，给该病毒感染早期的发现及对其及时做出相应的治疗设立了障碍[19]；严重时

VS-FCV 感染还会导致全身性炎症反应、弥散性血管内凝血及多器官衰竭等高死亡率全

身性疾病[22,24]。最近有人指出 FCV 可能与肉息、膀胱炎、肠炎等疾病有关[25,26]，但缺乏

相关证据，目前只有 Di Martione 在肠炎猫粪便中分离得到一株 FCV 毒株，发现该毒株

可能有肠道嗜性并且提出其可能是肠道病原体[27]，但仍没有足够的证据证明其与肠炎有

关。 

1.2 FCV 流行病学 

室温下，FCV 在干燥物体表面能够保持长达一个月的感染力，在潮湿的环境中持续

时间更长，因此间接传播是其主要的传播方式，发病猫和隐性感染猫的分泌物会污染环

境、清洁工具及人员，良好的卫生和生物安全措施是减少 FCV 感染的重要措施，Spiri

等人发现该病毒可以以气溶胶的形式传播扩散[28]；大多数病猫在康复后 30 d 内仍会持

续排毒，对该疾病的防控也带来了一定的挑战，该期间应该注意隔离，定时对地面和笼

舍进行消毒。此外研究表明，流浪猫发病率高于家养猫，发病率与猫的数量呈正相关；

调查显示数量多的猫群患病率是猫群数量少的 3~4 倍。该病毒多发于幼猫，并且日龄越

小的猫感染死亡率越高。 

国内外学者从不同的动物中分离得到了该病毒，主要以猫及猫科为主，但也有狗感

染该病毒的报道[29]，目前该病已呈世界性分布。澳大利亚 2013~2015 年对猫上呼吸道疾

病进行流行病学调查显示最常见的病毒为 FHV 和 FCV[30]；2016 年 J Hou 通过调查欧洲

的五个国家（法国、德国、希腊、葡萄牙和英国）具有淋巴浆质性牙龈炎的 426 只猫，

发现 FCV 的患病率为 22.2%[31]，此外在 2017 年米兰大学通过对米兰流浪猫进行流行病

学调查显示 FCV 相较于 FPV 和 FPV 有更高的发病率，其发病率高达 85.4%，并且 VS-

FCV 在该地区流行[8,32]；在韩国发现本土的 FCV 和与出血性相关的 FCV 发生了重组的

现象，给该病的防控带来了挑战[33]。 

在国内，许楚楚等人对北京市 2015~2017 年中国农业大学就诊的 412 例样本进行调

查，显示 FCV 感染率为 46.11%，其中与猫疱疹病毒混合感染高达 11.8%[34]；郑梦杰对

2018~2020 年杭州地区疑似 FCV 临床症状的猫进行调查，发现该地区的 FCV 阳性率高

达 43%[35]；杨玥晗等人通过对安徽省猫疱疹病毒Ⅰ型和猫杯状病毒流行病学调查显示

FCV 的发病率高达 71.5%[36]；曲雪婷等人对山东部分地区流浪猫进行流行病学调查发现

FCV 的阳性率最高明显高于猫疱疹病毒和猫细小病毒[37]；Liu Caihong 等人对 2016~2019

年国内 16 个城市 6 种猫传染病血清学调查中发现，FCV 疫苗的血清学效力不足，并且
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在未接种疫苗的猫中 FCV 的检出率最高[38]；汤傲星等人对华东地区的 FCV 进行遗传进

化分析发现，该地区的 FCV 基因与疫苗株的同源性较低，其导致传统疫苗免疫保护效

果较差[39]；通过检测中国西南地区动物收容所和宠物医院的猫身上采集的 162 个鼻拭子

样本，发现 FCV 的阳性率约为 23.46%[38]；此外，该病毒在野生猫科动物中也存在感染

的情况[4]，夏咸柱等人从患有眼结膜炎的病虎体内首次分离到 FCV，随后在猎豹中也分

离得到了 FCV[40, 41]，甚至有人发现该病毒对狗也有一定的感染作用；FCV 通过抑制宿

主Ⅰ型干扰素应答反应得其在天然免疫中具有了抵抗天然免疫的作用[42,43]，使得该病毒

越来越易感动物，可能在不久的将来有大流行；鉴于 FCV 目前在全球范围内的影响，

我们应加强对于 FCV 的监控和防控，并尽快研发相关的治疗手段与疫苗。 

1.3 FCV VP1 基因的研究进展 

FCV 基因组是一种正义单链 RNA，包含三个开放阅读框（ORF）。ORF1 位于基因

组的 5′端，编码病毒非结构蛋白，ORF2 编码主要的衣壳蛋白 VP1，ORF3 编码一种假

定的次要结构蛋白 VP2。与其他病毒相比，该病毒显著特征是 ORF2 的主要衣壳蛋白作

为前体蛋白（73~78 kDa）的表达，其在翻译后被切割成 60 kDa，VP1 氨基酸含量在

668~671 aa 之间，分为 6 个区域（A-F），区域 A 对应于 LC 蛋白，FCV 分离株中 B、D

和 F 区域相对保守，而区域 C 和 E 则高度可变，其可能是造成免疫失败的主要原因[44, 

45]。A 区 124 aa，其高度保守；B 区 272 aa，形成病毒的核心其高度保守；C 区和 E 区

较短，分别为 3 aa、24 aa，但是该区高度变异，可诱导机体产生中和抗体，所以该区的

变异可能是免疫失败的主要原因，也给抗体治疗的方法带来了挑战。E 区的研究较多，

E 区被认为与抗原决定簇有关，是重要的免疫学成分，存在线性 B 细胞表位[44]，并且 E

区 5′高变异区（HVR）中的 Asn-Gly-Thr 序列具有很强的免疫原性[46]，在线性 B 细胞表

位区域和区域 E 的 5′ HVR 中检测到的高序列变异性表明，使用单一疫苗株进行免疫接

种对于预防 FCV 感染的效率应该很低[47]。但对该区的氨基酸残基的分析发现其并不能

明确区分 FCV-URTD 和 FCV-VSD 表型[48]，在这种情况下我们选择了高度保守的 B 区，

其可以激发机体产生非中和广谱性抗体，能够识别大多数 FCV，是作为免疫动物，制备

单抗用于检测的合适蛋白。 

1.4 FCV 诊断 

随着宠物行业的快速发展，同时猫作为主要的宠物之一，猫的疾病也日益受到人们

关注。目前显示所有的猫科动物都可能感染 FCV，并且针对 FCV 没有特异性药物，因

此迫切需要建立快速有效检测 FCV 的方法。FCV 的检测方法主要有病毒分离鉴定、酶

联免疫吸附实验（ELISA）、聚合酶链式反应（RT-PCR）、免疫荧光分析及胶体金免疫检
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测技术。 

病毒分离是通过猫肾细胞（F81）进行 FCV 的培养，临床样本中的 FCV 通过盲传

数代后，细胞会呈现葡萄串状的细胞病变（Cytopathic effect , CPE），但是该方法从临床

样本分离到最终鉴定最少需要 1~2 周的时间，不适用于临床的鉴定。ELISA 方法也是宠

物医院常用检测方法，吉林大学艾纯旭等人通过制备单克隆抗体进而建立了 ELISA 的

检测方法[49]，之后，孟凯闻及王真真等人分别以构建表达 FCV 的 VP1 蛋白和截断的 VP1

蛋白为作为包被抗原，建立了间接 ELISA 的方法检测 FCV[50,51]的方法，但其制备的单

克隆抗体没有进行病毒广谱型分析，可能在面对检测变异毒株时效果较差，并且其操作

较为繁琐且需要专业的设备。核酸检测中有常规、嵌套和实时 RT-PCR 检测，该方法的

敏感性主要取决于设计的引物和检测的毒株本身有关。在设计引物时应对大量毒株序列

进行比对，减少假阴性结果，Meil 设计了两个完善的 FCV RT-PCR 系统，结果显示未能

扩增全部的分离株[52]；FCV 感染多伴随其他病原的感染，Sykes 研制了多重 PCR 检测

用于检测 FCV 和 FHV，但此类检测方法敏感性可能会较低[53]；实时 RT-PCR 用于检测

病毒有更高的敏感性，如果可以的话优先选择定量测定法，其除提供阳性样品时还能提

供病毒载量信息，近几年有很多定量 RT-PCR 的开发，中国农科院北京畜牧兽医研究所

建立了纳米 PCR 技术，其最低检测量为 5.4×10-3 pg/μL，灵敏度是普通 PCR 的 10 倍[54]；

姜雪等人通过 ORF2 的保守序列，设计了一对引物及相关 TaqMan 探针，其检测的最低

浓度为 2.26×101 拷贝/μL[55]；李娅建立的 SYBR Green RT-qPCR 的检测灵敏度可达 42.4

拷贝/μL，敏感性高于常规 RT-PCR 方法 100 倍左右[56]；韩国基于报道的 FCV 毒株的保

守核苷酸序列，开发了一种新型逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）测定，该方法对其他猫

科病原体的核酸没有交叉反应性，检测限计算为 10⁰ TCID50/mL[57]。目前有团队开发了

利用探针检测 FCV 的 qPCR 技术，其检出限为 50 个拷贝数[58]，Liu 等人建立了 ERA-

LFD 快速检测法，其通过酶促重组酶扩增（ERA）测定与侧流试纸（LFD）相结合用于

检测 FCV，靶向 FCV-ORF1 的位置，该方法灵敏度高，检测限低至 3.2 TCID50/mL[59]，

PCR 检测虽然灵敏度和准确度较高，但需要专业的技术人员及特殊的设备才能进行检测，

此外 RT-PCR 结果呈阴性也不能证明没有感染 FCV，需要结合抗体检测和临床症状进一

步确定，有一定的局限性。 

目前研究 VS-CFV 的人越来越多，有试验表明 VS-FCV 的衣壳蛋白可以使病毒在体

外增殖速度更快[60]，Brunet 对 VP1 E 区蛋白进行分析，发现在 E 区的七个残基可能是

导致毒力不同和临床症状不同的关键性因素[11]。尽管如此，仍没有专门检测 VS-FCV 的

方法，目前 VS-FCV 的诊断多由 RT-PCR 和临床表现结合进行判定。 

1.5 疫苗 
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FCV 的疫苗主要以单价苗为主，包括 FCV-F9 活疫苗、FCV-225、FCV-G1、FCV-

431、FCV-M8 等灭活疫苗[61]，但由于 FCV 的突变率较高，特别是近几年 VS-FCV 的流

行，单价疫苗的免疫效果在部分地区的表现不佳。为获得更好的免疫效果，美国通过改

变疫苗接种方式进行免疫，发现滴鼻接种活疫苗后，机体能够产生强烈的细胞和体液免

疫反应，对异源 FCV 也有一定的作用，猜测可能是由于该病毒本身为呼吸道病毒，因

此呼吸道相比于皮下病毒侵入细胞的受体表达量更高[62]，并且通过滴鼻的方式免疫，可

能诱导机体获得细胞免疫和体液免疫外的黏膜免疫，与目前报道的陈薇院士制备的新冠

雾化疫苗有相似之处，如果是这样，其能够在减少疫苗用量的情况下，使机体产生更强

的免疫；此外由于 FCV的变异，广谱抗病毒疫苗才是解决 FCVD（Feline calicivirus disease, 

FCVD）的重要手段，研发一个新的疫苗需要较长得时间和高昂的成本，在欧洲地区，

使用 FCV-G1 和 FCV-431 的联合疫苗进行免疫，结果表明联合免疫能够减轻临床症状并

且减少病毒在各器官的定殖[63]；此外有团队对原有的疫苗进行改良，发现改性活疫苗

FCV-F9 的接种能够更好的诱导猫产生细胞免疫，降低各脏器的病毒载量[64,65]。疫苗的

接种时间对于预防该疾病也有很大的关系，幼猫首次接种应在 9 周龄，过早接种母源抗

体可能会影响其接种效果。面对 FCV 的不断突变，接种途径和联合免疫的效果会逐渐

减弱，现急需生产一种能够抗高毒力且有广谱免疫的新疫苗才是解决该问题的主要方法。 

在药物治疗方面，以抗生素为主，病情较为严重时，在临床上动物医院多采用支持

治疗和抗生素或者抗体治疗以增强自身免疫力来缓减症状[65]，Kim 等在体外细胞实验中

发现 Fexaramine 和 NPI52 的联合用药通过抑制病毒入侵细胞和影响病毒的复制来对抗

FCV 感染[66]。在国内候选药物方面，李登亮等人做了大量的试验，天然化合物方面发现

淫羊藿苷、芒柄花素和咖啡酸苯乙酯等在体外能够抑制 FCV 的复制，且存在一定的广

谱抗病毒作用，在治疗 FCV 上是潜在的候选药物[67]；在化学合成药物方面，李登亮等

人发现氯化铜对于 FCV 有抗病毒作用，其与利巴韦林联合用药效果更好[68]，同时其发

现硝唑尼特和咪唑立宾协同用药以及西奈芬净可以降低呼吸道病毒载量，减少病毒的排

出，并且没有细胞毒性[69]，这些化合物的研究为对抗 FCV 感染提供了基础。 

2 单克隆抗体研究进展 

2.1 单克隆抗体 

抗体对疾病的诊断和防治有重要作用，随着对抗体的需求的不断增加，人工制备技

术应运而生，目前人工制备的抗体主要有多克隆抗体、单克隆抗体和基因工程抗体。多

克隆抗体（polyclonal antibody）通过免疫动物相应抗原分离血清制备，含有多株 B 细胞
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分泌的抗体，该类抗血清用于抗原检测常发生免疫交叉反应，经免疫吸收处理后仍无法

避免，更不适用于抗体结构、抗原表位鉴定和基因组成的研究；单克隆抗体是由通过单

个淋巴 B 细胞和骨髓瘤细胞融合制备而得，表达的抗体之间均一性较高，并且可以根据

需求制备功能专一的单克隆抗体，其在诊断方面取得了广泛的应用，同时治疗方面也取

得了一定的进展，但由于制备单抗的宿主与应用抗体治疗的宿主之间存在种属差异，会

产生细胞毒作用，导致了单抗在机体中的存活期缩短，药效下降，限制了单抗在治疗方

面的使用。基因工程技术是针对细胞毒作用进行的改造，随着技术的提高，目前全人源

抗体已成为该技术发展的趋势。 

2.2 单克隆抗体的制备原理 

杂交瘤细胞技术的发明是免疫领域具有里程碑的意义，单个抗原激活的 B 细胞能够

分泌抗体，但是在体外一般只能存活 5~7 d，不能够持续分泌抗体；骨髓瘤细胞具有无

限增殖的能力，两种细胞的融合形成的杂交瘤细胞使得其具备了分泌抗体和无限增殖的

能力。在细胞融合过程中有很多种融合方式，筛选得到所需要的杂交瘤细胞是很关键的，

在筛选中 HAT 选择培养基发挥了重要的作用，细胞合成 DNA 有两种途径：一种是利用

叶酸合成 DNA 的初始途径，另一种是利用细胞合成的次黄嘌呤（Hypoxanthine, H）、胸

腺嘧啶核苷（Thymidine, T）两种酶来合成 DNA 的中间途径；在 HAT 培养基中含有叶

酸抑制剂，没有叶酸的参与初始途径无法合成 DNA，剩下只能通过中间途径来合成 DNA，

骨髓瘤细胞由于自身不能合成 H、T 两种酶，需要 B 细胞提供这两种酶才能增殖，因此

在 HAT 培养基的选择下存活的多为目标所需要的融合细胞。 

2.3 单克隆抗体的应用前景 

单克隆抗体己广泛地应用于医学生物学的各个邻域，例如：①诊断试剂广泛应用于

ELISA、免疫组化、流式细胞等技术，同时其促进了商品化试剂盒的研制，例如用于抗

原、抗体、细胞因子检测试剂盒；②由于单抗具有导向性，其与药物偶联能够直接作用

于靶细胞，在减少药物的用量的同时增强了药物作用；③在层析柱中其是主要的配体，

能够用于蛋白质的分离纯化。 

3 胶体金免疫层析技术研究进展 

3.1 胶体金 

胶体金是由氯金酸（HAuCl4）经还原剂聚合成一定大小的金颗粒，不同的还原剂和

不同剂量的还原剂会形成粒径大小不同的胶体金颗粒，还原剂的用量和还原核的数量与
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胶体金的数量成正比，与胶体金颗粒粒径大小成反比，其中胶体金的粒径大小每增加一

倍，胶体金浓度会降低 8 倍；胶体金粒径的不同在肉眼观察时会呈现不同的颜色，因为

其粒径的大小与光散性有关。胶体金颗粒质量通常可通过眼睛直接观察鉴定，溶液眼观

澄清透亮不浑浊，颜色一般为橘色到紫红色，也可以通过紫外分光光度计分析可见光吸

收光谱观察峰宽和峰形进行测定。 

3.2 金标抗体复合物的制备 

目前胶体金制备的还原试剂主要有柠檬酸钠、白磷、硼氢化钠、鞣酸等，在还原剂

的作用下其会形成 AuCl2-，带负电，在溶液中由于粒子之间相互排斥会形成稳定溶液，

该粒子对于蛋白质有强的结合能力，可以与葡萄球菌 A 蛋白、免疫球蛋白、毒素、糖蛋

白、酶、抗生素、激素、牛血清白蛋白多肽等非共价结合，该复合物就是金标抗体，胶

体金粒子对蛋白的吸附作用取决于溶液的 pH 值，当 pH 为等电点时，蛋白质为中性，

在这种情况下，蛋白质的溶解度最低，容易吸附于胶体金颗粒的表面；但在实际操作中，

通常将胶体金的 pH 值调节到 PI+0.5，此时蛋白带正电荷，与带负电的胶体金粒子能够

更好的结合形成稳定的复合物[70]。该复合物少量分布时肉眼观测不到，借助显微镜观察

下其呈黑色，当该复合物大量聚集时，肉眼可以观察红色，胶体金免疫层析技术中的显

色就是利用了这一特性，因此其在生物医学检测领域具有重要的应用价值。 

3.3 胶体金试纸条的应用 

1971 年 Faulk 和 Taytor 将胶体金引入免疫化学[71]，此后免疫胶体金技术在生物医

学多个领域得到了广泛的应用。在病毒病方面，吴海涛以抗 ASFV 的杂交瘤细胞 2D3 分

泌的抗体为金标抗体，构建表达 ASVF P72 蛋白免疫兔制备的多克隆抗体为检测抗体制

备了检测非洲猪瘟的胶体金试纸条，通过检测其构建表达的 ASVF P72 蛋白发现有较高

的敏感性[72]；在细菌检测方面，刘志科通过原核表达了沙门氏菌 InvA 蛋白制备了沙门

氏菌抗体检测的胶体金试纸条，其具有良好的敏感性最低可检出的鸡沙门氏菌阳性血清

为 1:125，与平板凝集试验结果符合率高达 96.41%[73]；在寄生虫方面，刘维建选择了弓

形虫表面抗原 SAG3，以 SAG3 为检测抗原，金黄色葡萄球菌为金标抗体，制备了见测

弓形虫抗体的胶体金试纸条，其具有良好的敏感性约 1:640，与商品化的产品对比有较

高的符合率[74]；此外，在食品安全和药物残留方面，也有很多胶体金试纸条的研制，例

如在检测猪肉中盐酸克伦特罗的残留，有团队利用胶体金试纸条和光学传感器结合制备

了可半定量检测克伦特罗的试纸条，其灵敏度可以满足基层的快速筛查，有利于快速现

场的检测[75]；此外，也有对恩诺沙星、氟喹诺酮类抗生素等药物在食品和动物体内残留

的检测试纸条[76,77]，胶体金试纸条的出现使得动物疾病诊断和食品安全检测越来越便捷，
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对动物的健康和人民的生活品质有很大的提高。 

4 研究目的及意义 

猫杯状病毒病（FCVD）是危害猫科动物的一大疾病，通常会引起急性的上呼吸道

疾病，一些毒株还可以引起跛行，严重时可引起全身性疾病（VSD）并呈现高死亡率，

这不仅对家猫的健康造成危害，而且还严重威胁野生猫科动物。本试验拟通过原核系统

表达VP1 B区蛋白作为抗原免疫小鼠制备杂交瘤细胞，利用杂交瘤细胞分泌的单克隆抗

体制备FCV抗原检测胶体金试纸条，其操作便捷，检测更快速，且由于为干试纸条形式，

无须低温保存，储运也方便，如果能将试纸条检测的方法广泛应用到动物医院、基层及

个人手中，有利于感染流行病学的调查，预防和控制该疾病的传播。 
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试验内容 

1 实验材料 

1.1 菌株、质粒和病毒株 

重组质粒 pET22b(+)-B 合成构建于通用生物有限公司；SP2/0 细胞、BL21（DE3）

感受态细胞由本实验室保存提供；FCV-SX1 病毒株、FCV-SX2 病毒株、FCV CH-JL2 病

毒株、FCV 多克隆抗体由本实验室保存；猫细小病毒毒株（Feline panleukopenia virus，

FPV）、猫疱疹病毒毒株（Feline Herpesvirus，FHV）及猫传染性腹膜炎病毒（Feline 

Infectious Peritonitis，FIP）毒株由吉林农业大学动物科技学院提供。 

1.2 试验动物 

6~8 周龄 BALB/c 小鼠购自北京市维通利华。 

1.3 主要试剂 

酵母提取物、蛋白胨、琼脂粉、异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）、低分子量蛋白 Marker、

BCA 试剂盒、包被液均购于索莱宝生物科技有限公司；ECL 发光 Marker 购自中科瑞泰；

氨苄青霉素（Ampicllin，Amp）50 mg 购于上海生工公司；2000 bp DNA Marker 购于大

连 TakaRa 公司；琼脂糖购于西班牙 BIOWEST 公司；核酸染料购于北京 GV-II 公司；

5×上样缓冲液、IgM PurifIcation Kit 均购于 Thermo Fisher 公司；ECL 超敏发光液购于

北京华兴博创基因技术有限公司；HRP 标记羊抗鼠 IgG、HRP 标记羊抗鼠 IgM、HRP 标

记羊抗兔 IgG、弗氏佐剂、DMSO 购于 Sigma；BioSci™ NewFlash Protein AnyKD PAGE

蛋白电泳凝胶试剂盒、NC 膜均购自达科为生物科技有限公司；DMEM 培养基、1×PBS

购于北京中生奥邦生物科技有限公司；RPMI 1640 培养基购自 Gibco 公司；无支原体胎

牛血清（FBS）购自浙江杭州四季青生物科技有限公司；HiTrapTM rProtein A FF 购自 GE 

Healthcare；50×HAT 和 50×HT Media Supplement 购自 Macgene 公司；PEG 细胞融合剂

购自 GENNED 公司；Clone Easy 培养基、单克隆抗体亚型鉴定试剂盒购自博奥龙公司；

玻璃纤维膜 SB08、吸水纸 CH27、PVC 胶板、样品垫均购自上海良信科技有限公司；塑

料卡槽购自北京市标驰泽慧生物科技有限公司。 

1.4 主要器材 

数显恒温水浴箱（金坛市瑞华仪器有限公司）；Thermo 生物安全柜（Scientific Visi
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ons Inc）；天能 1600 凝胶成像系统（北京赛智创业技术公司）；Precision 生化培养箱（上

海一恒科技公司）；HZ-931OK-B 恒温振荡培养箱（苏州华利达公司）；PEQSTAR 2×PC

R 扩增仪（德国 Peqlab 公司）；Thermo 台式离心机（德国 Thermo 公司）；MilliPore 超纯

水仪（美国 BECKMAN 公司）；生物净化工作台（北京伟达净化技术研究所）；Allegra 

64R 低温高速离心机（BECKMAN 公司）；Synergy H4 酶联仪（美国 Bio-Tek）；核酸浓

度检测仪（美国 Pultton 公司）；细胞培养瓶（NEST 公司）；细胞培养箱（MSC 1.8）（德

国 Thermo 公司）；Allegra 64R 低温高速离心机（BECKMAN 公司）；三维划膜喷金仪

（HM3030）、切纸机（上海金标生物科技有限公司）。 

1.5 常用溶液的配制 

（1）100 mg/mL 氨苄母液：100 mg 氨苄溶于 1 mL 无菌蒸馏水中，-20 ℃保存备

用； 

（2）LB 液体培养基：称取胰蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，NaCl 10 g，加入无菌

蒸馏水定容至 1 L，高压灭菌于 4 ℃保存备用； 

（3）含氨苄 LB 液体培养基：于高压灭菌后的 LB 液体培养基中加入 1/1000 体积

的 100 mg/mL 的氨苄母液，摇匀于 4 ℃保存备用； 

（4）氨苄 LB 固体培养基：向 1 L LB 液体培养基内加入 16 g 琼脂粉，高压灭菌室

温冷却至 56 ℃，于生物安全柜中加入 1/1000 体积的 100 mg/mL 的氨苄母液，混匀倒入

高压后的平皿，凝固后于 4 ℃倒置保存备用； 

（5）Binding buffer：1 L 水中加入 20 mM 磷酸钠 7.6 g、0.5 M Nacl 29.2 g 和 40 mM 

咪唑 2.72 g，调节 pH 为 7.4； 

（6）Elution buffer：1L 水中加入 20 mM 磷酸钠 7.6 g、0.5 M Nacl 29.2 g 和 400 mM 

咪唑 27.2 g，调节 pH 为 7.4；  

（7）考马斯亮蓝染色液：650 mL 蒸馏水中加入 1 g 考马斯亮蓝、100 mL 冰醋酸、

10 mL 异丙醇，混匀常温保存； 

（8）脱色液：425 mL 蒸馏水中加入 50 mL 冰醋酸和 25 mL 乙醇，混匀常温保存； 

（9）HAT PRMI 1640 培养基：在 RPMI 1640 培养基中加入 20%血清、1%双抗和 2%

的 50×HAT； 

（10）HT PRMI 1640 培养基：在 RPMI 1640 培养基中加入 20%血清、1%双抗、10% 

Clone Easy 培养基和 2%的 50×HT； 

（11）Clone sasy 培养液：在 RPMI 1640 培养基中加入 20%血清、1%双抗、2%的

50×HT 和 10% Clone Easy 培养基； 
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（12）细胞冻存液：按照血清：二甲基亚砜：RPMI 1640 培养基=2:1:7 进行配置。 

2 试验方法 

2.1 FCV VP1-B 蛋白的诱导表达及免疫原性分析 

2.1.1 重组质粒 pET-22b(+)-B 的转化 

在 25 μL 的 BL21（DE3）感受态细胞中加入 1 μL 的重组质粒 pET22b(+)-B；冰浴

30 min，42 ℃水浴 90 s，4 ℃水浴 2 min；加入 500 μL 无抗 LB 液体培养基，混匀；

37 ℃，200 r/min 振荡 1 h；吸取 200 μL 菌液在含氨苄霉素的 LB 固体培养基上用涂布

棒均匀涂布；置于 37 ℃温箱倒置过夜培养。挑取固体培养基上的单个克隆菌群接种于

含有氨苄霉素的 LB 液体培养基中，200 r/min，37 ℃摇床过夜。 

2.1.2 转化产物的鉴定 

取少量转化后得到的菌液，用特异性引物 F1：5′-ATTGAGCTCCGCTTAGAGGCTG

ATGATGGT-3′，R1：5′-ATACTCGAGTATTGGCCGGAATCTCGGCGT-3′对其进行 PCR

扩增，扩增片段大约为 816 bp，25 μL 反应体系为，2×PrimeSTAR Max Premix 12.5 μ

L、上游引物 F1（10 pmol/μL）、下游引物 R1（10 pmol/μL）及 cDNA 模板各 0.5 μL，

补加 ddH2O 11 μL。PCR 反应参数设置为 95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延

伸 60 s，35 个循环，35 个循环后 72 ℃再延伸 10 min，以 1%琼脂糖凝胶电泳分析扩增

效果。 

称取 0.1 g 琼脂糖加入 10 mL 1×TAE 电泳缓冲液中混匀；微波炉加热溶化后，将

液体倒入模具中，插好梳子，排掉气泡；待 20 min 后，将凝固的琼脂糖胶块放入电泳

槽中，加入 1×TAE 电泳缓冲液；PCR 产物 5 μL 及 Marker 分别与 2 μL 核酸染液吹吸

混匀，加入凝胶孔，150 V 恒压电泳约 15 min；天能 1600 凝胶成像系统观察并拍照。

将 PCR 鉴定结果正确的重组质粒的 PCR 产物与引物送至上海生工进行测序，使用 DN

AMAN 对生工测序结果和 FCV-F9 疫苗株 VP1-B 区基因进行比对判断重组质粒是否转

化成功。 

2.1.3 VP1-B 蛋白的诱导表达 

第 2 d 将转化的菌液以 1：100 接种于 10 mL 含氨苄霉素的 LB 液体培养基中，200 

r/min，37 ℃培养至大肠杆菌对数生长期（OD 约 0.6~0.8），加入 IPTG 至终浓度为 1 mM，

37 ℃继续振荡培养 18~24 h。 

2.1.4 VP1-B 蛋白的纯化 

（1）将诱导表达得到的菌液，10000 r/min 离心 15 min，弃上清，菌体沉淀用 3 
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mL 的 Binding buffer 重悬（取上清 10 μL 置于新的 1.5 mL 离心管，作为全菌样品待电

泳）； 

（2）超声破碎细菌，12000 r/min 离心 10 min（吸取上清置于新的 1.5 ml 离心管，

沉淀用 100 μL PBS 重悬；上清和沉淀各取 100 μl 置于 1.5 ml 离心管，作为上清和沉淀

样品检测表达的蛋白是否为可溶性蛋白，上清 SDS-PAGE 图中有目的条带为可溶性蛋

白，反之为包涵体）； 

（3）抽滤：对超声破碎蛋白、蒸馏水、Binding buffer 和 Elution buffer 进行抽滤，

先用 0.45 μm 的滤纸过滤，再用 0.22 μm 滤纸过滤，防止后期镍柱堵塞； 

（4）清洗镍柱：先用 4~5 个柱体积的 20%乙醇冲洗，再用 4~5 个柱体积的蒸馏水

冲洗； 

（5）平衡镍柱：使用 Binding buffer 平衡，约为 4~5 个柱体积； 

（6）上样：将抽滤处理的蛋白以 1 mL/min 的速度通过镍柱； 

（7）平衡镍柱：再次使用 4~5 个柱体积 Binding buffer 平衡； 

（8）洗脱蛋白：以 1 mL/min 的速度用 8 个柱体积的 Elution buffer 洗脱蛋白，分

8 管收集蛋白，-20 ℃保存； 

（9）清洗保存镍柱：首先使用 4~5 个柱体积的蒸馏水冲洗，再用 4~5 个柱体积

20%的乙醇冲洗后，浸泡于 20%的乙醇中 4 ℃保存。 

2.1.5 VP1-B 蛋白浓度测定 

（1）制备工作液：将 BCA 试剂 A 和试剂 B 按照 50:1 的比例充分混匀； 

（2）标准品制备：从-20 ℃中取出牛血清白蛋白（BSA）标准品，室温融化后，BSA

原浓度为 4000 μg/mL，吸取 20 μL 的 BSA 样品与 30 μL PBS 混匀（BSA 浓度为 1600 

μg/mL），对其进行 2 倍倍比稀释，制备 800、400、200、100、50、25 μg/mL 的标准品，

将上述稀释的标准品加入 96 孔板，每孔 225 μL，每个浓度 3 个复孔； 

（3）选择 2、4、8 倍稀释待测样品，在 96 孔板中每孔加入 25 μL 稀释的样品和 200 

μL BCA 工作液，做 3 个复孔； 

（4）加样完成后，温箱孵育 20 min，检测各孔吸光度值，绘制标准曲线计算回归

方程，代入检测样品 OD 值计算蛋白浓度。 

2.1.6 VP1-B 蛋白抗原性分析 

2.1.6.1 SDS-PAGE 蛋白质电泳 

（1）对齐厚薄两块玻璃并卡紧，垂直放入卡槽，灌蒸馏水静等 20 min，观察无漏

液后将水倒掉； 

（2）参照达科为的 BioSci™ NewFlash Protein AnyKD PAGE 蛋白电泳凝胶试剂盒
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说明书制备预制胶，首先将分离胶 A 液和 B 液 1:1 混匀，配置 4 mL；浓缩胶 A 液和 B

液 1:1 混合，配置 2 mL；分别在分离胶和浓缩胶中加入 10% APS 溶液，混匀后按先分

离胶后浓缩胶的顺序灌注至模具，插入梳子，静置 20 min，待凝胶凝固； 

（3）凝胶凝固后，小心拔出梳子，倒入电泳液冲洗加样孔，注入电泳液至凝胶高度

的一半左右； 

（4）取 1 倍体积的 5×上样缓冲液加入到 4 倍体积的样品中混匀，加热（95 ℃，5 

min）； 

（5）胶浸泡在电泳液中，每个上样孔加入 15 μL 样品或 marker 蛋白，接通电源，

跑浓缩胶（电压 80 V），待跑完浓缩胶切换电压跑分离胶（电压 120 V）；待样品跑至凝

胶边缘，停止电泳； 

（6）将蛋白胶置于考马斯亮蓝染液染色 1 h； 

（7）用脱色液置于摇床上脱色 3 次，每次 10 min； 

（8）浸泡于脱色液中，过夜脱色拍照。 

2.1.6.2 Western-blot 鉴定 

（1）在转膜前将滤纸、海绵和 NC 膜用转膜液浸泡； 

（2）将 2.1.6.1（5）中得到的蛋白胶放在 NC 膜上，从内向外依次用滤纸、海绵包

裹，去除气泡并用转膜夹夹紧，切记胶放在靠近负极的一面； 

（3）垂直插入转膜夹，转膜（电流 300 mA，2 h），并用碎冰将电泳槽包裹； 

（4）转膜结束后；配制 5% BSA，用于浸泡 NC 膜，摇床封闭（室温，1 h）； 

（5）封闭结束，将膜浸泡在 1×TBST 缓冲液清洗 3 次，每次 5 min； 

（6）将 FCV 多克隆抗体以 1:1000 的比例用 5% BSA 稀释，用于 Western-blot 反应

的第 1 抗体，NC 膜浸泡于其中，摇床孵育（4 ℃，过夜）； 

（7）回收 1 抗，将 NC 膜浸泡在 1×TBST 缓冲液清洗 3 次，每次 10 min； 

（8）用 5% BSA 以 1:5000 的比例稀释羊抗兔二抗，NC 膜浸泡于 2 抗稀释液中，

摇床孵育（常温，1 h），回收 2 抗稀释液，将膜浸泡在 1×TBST 缓冲液清洗 5 次，每次

5 min； 

（9）按照 ECL 超敏发光液说明书配制显色液工作液； 

（10）将 NC 膜平铺在显影盘中，显色工作液滴在膜一侧，并尽量排除气泡，避光

孵育 1 min，暗室曝光显影。 

2.2 抗 FCV VP1-B 蛋白单克隆抗体的制备与鉴定 

2.2.1 动物免疫 



 

16 

 

选用 5 只 6~8 周龄的 BALB/c 小鼠，通过免疫纯化的 VP1-B 蛋白制备 FCV 抗体，

共免疫 4 次，免疫剂量分别为 200 μg、200 μg、200 μg、200 μg；首免与完全弗氏佐剂

1:1 混合，免疫方式采用皮下多点注射；14 d 后，将纯化后的 VP1-B 蛋白与不完全弗氏

佐剂混合，免疫方式同上；28 d 后进行 3 免，采用的仍是不完全弗氏佐剂混合，免疫方

式同上，在 3 免后 1 周经小鼠眼眶采血，利用 ELISA 测定每只小鼠的抗体效价；42 d 后

进行 4 免，纯化蛋白直接采用腹腔注射免疫；4 免 3 d 后，选择 3 免中小鼠血清效价高

的进行细胞融合。 

2.2.2 小鼠免疫后血清抗体效价测定 

（1）包被 取 200 mL FCV-SX1 细胞培养毒经 3000 r/min，15 min 去细胞碎片后，

经超速离心及蔗糖密度梯度离心对其进行纯化，纯化后的 FCV-SX1 用包被液稀释至 5 

μg/mL 的浓度进行包被，37 ℃包被过夜。 

（2）封闭 每孔加入 300 μL 5%的 BSA 进行封闭，37 ℃封闭 2 h。 

（3）孵一抗 每孔加入 300 μL PBST 洗涤 3 次，用 PBS 对鼠血清进行 2 倍倍比稀

释，首孔的稀释度为 1:100，共 10 个稀释梯度，以 100 μL 的体积加入 96 孔酶标板，每

个稀释度做 3 个重复，设空白对照和阴性对照；37 ℃孵育 2 h。 

（4）孵二抗 每孔加入 300 μL PBST 洗涤 3 次，用 5% BSA 对 HRP 标记羊抗鼠 IgG

进行 1:2000 稀释，每孔加 100 μL，37 ℃孵育 2 h。 

（5）显色 每孔加入 300 μL PBST 洗涤 5 次，加入 TMB 避光显色，10 min 后，加

入 2%的 H2SO4 终止显色。 

（6）读数 用酶标仪进行 OD 值的读取，血清阳性判定：P/N＞2.1 时，即为阳性。 

2.2.3 阳性杂交瘤细胞的制备筛选与亚克隆 

2.2.3.1 SP2/0 细胞的培养 

从液氮罐中取出冻存的 SP2/0 细胞，37 ℃水浴锅融化，850 r/min 离心 5 min，弃

去上清，将沉淀细胞先用 1 mL 10%血清的 RMIP 1640 重悬，转移至含有 5 mL 10%血

清的 RMIP 1640 细胞瓶中，37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中培养，待细胞约长至

80~90%，进行细胞传代，每只小鼠的脾需 3 瓶 T75 的 SP2/0 细胞进行融合。 

2.2.3.2 脾细胞与 SP2/0 细胞的融合 

4 免第 3 d 挑选血清效价高的小鼠，摘眼球处死小鼠后，用 75%的酒精对小鼠全身

消毒，在超净台中对小鼠解剖，剖取脾脏过程中要严格注意无菌，摘取的脾脏于 RMIP 

1640 中去除其脂肪和结缔组织后，用高压的细胞筛和研磨棒对其进行研磨，对研磨得到

的脾细胞计数，按脾细胞:SP2/0 细胞=1:10 进行混合，加入 30 mL RMIP 1640 培养基，

1000 r/min，离心 8 min，弃上清，反复进行 3 次；弃去上清，沿离心管内壁缓慢加入 0.8 
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mL 预热的 PEG，静置 90 s；加入 30 mL 的 PMIP 1640 培养基轻轻混匀，1000 r/min 离

心 5 min，加入 45 mL HAT PRMI 1640 培养基，混合均匀，倒入培养皿，用排枪以 200 

μL/孔铺于 2 块 96 孔板。 

2.2.3.3 阳性杂交瘤细胞的筛选及亚克隆 

上述融合细胞培养 4 d 后，每孔弃去 100 μL 细胞上清，加入 100 μL HT PRMI 1640

选择培养基，10 d 时选择细胞密度较高的孔，吸取细胞上清 100 μL 进行抗体效价检

测，以纯化的 FCV-SX1 为抗原进行间接 ELISA 检测，同时设空白对照、阴性对照，

计算 P/N 值，选择阳性的杂交瘤细胞进行亚克隆。将阳性杂交瘤细胞孔的上清弃去，

加入少量的 Clone easy 培养基将孔内细胞吹起，吸出细胞于培养皿，加入 Clone Easy

培养基进行稀释，稀释至每 200 μL 一个细胞铺于 96 孔板，放入细胞培养箱培养，之

后选择细胞增殖能力较好且抗体效价较高的孔进行再次亚克隆，一共进行 3 次克隆

化，待第 3 次克隆时每孔细胞长至约 60%左右时，经 24 孔板、12 孔板、6 孔板最后传

至 T25，逐步扩大培养，对每次传代后的细胞上清进行抗体效价检测，以确定其稳定

性，并对每次筛选的阳性杂交瘤细胞及时冻存。  

2.2.3.4 杂交瘤细胞的冻存 

将扩大培养的细胞冻存，首先将细胞瓶中的上清弃去，加入 RMIP 1640 培养基将细

胞轻轻的吹起后，转移到离心管，850 r/min 离心 5 min 后弃去上清，加入 1 mL 的细胞

冻存液吹打混匀，转移至冻存管，放入冻存盒，先于-80 ℃冻存，1 d 后转移至液氮罐保

存。在液氮中保存 1 个月后，用 Clone Easy 培养基对其进行复苏，吸取细胞上清检测抗

体表达情况。 

2.2.4 杂交瘤细胞腹水的制备 

选择 8 周龄的 BALB/c 小鼠，经腹腔注入液体石蜡，0.5 mL/只，7 d 后，挑选生长

状态良好杂交瘤细胞，850 r/min，离心 5 min，弃去上清，用 PBS 洗 3 次后重悬细胞，

106 个细胞/只腹腔注射，10 d 后，观察到小鼠的腹腔部明显变大；经摘眼球处死后，剪

开腹部表皮，镊子提起腹膜，用注射器收集腹水，4000 r/min 离心 10 min，将收集的腹

水保存于-20 ℃冰箱。 

2.2.5 单克隆抗体的特性鉴定  

2.2.5.1 单克隆抗体 Western-blot 鉴定 

将 FCV-SX1、FCV-SX2 和 FCV CH-JL2 感染的 F81 细胞于-80 ℃反复冻融 3 次，使

细胞破碎释放病毒，12000 r/min 离心 10 min，具体方法同 2.1.6.2。用 TBST 将制备的单

抗稀释 100 倍，室温摇床孵育 2 h，TBST 洗涤 3 次，每次 10 min；将羊抗鼠 IgG 和 IgM

抗体稀释 5000 倍，室温摇床孵育 1 h，TBST 洗涤 5 次，每次 10 min；将 ECL 超敏发光
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液均匀的滴加于 NC 膜上，孵育 1 min，显影拍照。 

2.2.5.2 单克隆抗体的效价测定 

方法同 2.2.2。 

2.2.5.3 单克隆抗体 IG 亚型鉴定 

购买博奥龙小鼠单抗 Ig 类/亚型鉴定用 ELISA 试剂盒，具体步骤参照说明书，先在

酶标板每孔加入 40 μL 样品稀释液，再加入 10 μL 腹水，振荡混匀，37 ℃孵育 30 min；

洗涤 3 次后，加入 50 μL 酶标试剂，37 ℃孵育 30 min；洗涤 5 次后，加入显色液，避光

静置 10 min，加入 50 μL 终止液，于 450 nm 波长测定吸光值。 

2.2.6 单克隆抗体的纯化 

用 0.45 μm 孔滤膜过滤腹水，除去较大的凝块及脂肪滴，10000 r/min，4°C 离心 10 

min，留上清。取 1 份腹水与 2 份 0.06 mol/L 乙酸盐绥冲液混合。室温下，按照每毫升

腹水稀释液加人 25 μL 的正辛酸比例缓慢加入正辛酸 750 μL，搅拌 30 min，4°C 沉淀 2 

h，4°C 15000 r/min 离心 30 min，收集上清液。上清液经 125 μm 尼龙饰过滤，加入 1/10

体积的 0.1 mol/L 的 PBS，用氢氧化钠溶液调 pH 至 7.2。滤液加入饱和硫酸铵，使其饱

和度为 45%，4°C 沉淀过夜，以 13000 r/min 4°C 离心 30 min，保留沉淀。沉淀溶于适量

0.01 mol/L PBS 中，再将其装入透析袋，用 50~100 倍体积 0.01 mol/L PBS 透析，4°C 过

夜。4°C 10000 r/min 离心 30 min，除去不溶性沉淀；将得到的溶液用 0.45 μm 的滤膜过

滤后，按照 HiTrapTM rProtein A FF 和 IgM PurifIcation Kit 试剂盒说明书对过滤得到的蛋

白进行进一步的提纯，最后使用葡萄糖凝胶 G25 脱盐柱脱盐，收集蛋白溶液于-20 保存。 

2.3 FCV 抗原检测胶体金试纸条的制备 

2.3.1 胶体金溶液的准备 

取 155.5 mL 的蒸馏水，加热沸腾 1 min 后直接加入 4.95 mL 1% HAuC14 溶液，加

热至沸腾后，边搅拌边加入 6.3 mL 1% 柠檬酸三钠溶液，煮沸 15 min，待溶液稳定呈

酒红色后冷却至室温，4 ℃保存。 

2.3.2 胶体金标记抗体的制备 

2.3.2.1 胶体金标记抗体 pH 值确定 

取 8 支 1.5 mL 离心管，每支加入 1 mL 胶体金溶液，通过滴加 0.1 mol/L 的 K2CO3

溶液来调节 pH，pH 的范围为 7~10；再加入 FCV 单抗 3A4 15 μg，静置 30 min，加入

100 μL 10%的 NaCl，静置 1 h，通过观察胶体金溶液来确定胶体金标记抗体的最佳 pH

值。 

2.3.2.2 胶体金标记蛋白的最适浓度确定 
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取 8 支 1.5 mL 的离心管，每支加入 1 mL 的胶体金溶液，通过滴加 0.1 mol/L 的

K2CO3 溶液至最适 pH，每管依次加入 0、2、4、6、8、10、12、15 μg 的 FCV 单抗

3A4，静置 30 min，加入 100 μL 10%的 NaCl，静置 1 h，通过观察胶体金溶液颜色来

确定金标抗体的最适浓度。 

2.3.3 胶体金标记抗体复合物的制备 

取 1 mL 制备好的胶体金溶液，最适的 pH 的条件下，加入最适金标抗体 3A4，混匀

后反应 30 min；加入 20% BSA 10 mL，混匀后反应 5 min，加入 20% PEG 20000 10 μL，

混匀后反应 30 min，10000 r/min 离心 10 min，弃上清，加入 100 μL 复融液（20%蔗糖、

1% BSA、0.1 Triton×100、0.1%硼酸缓冲液），4 ℃备用。 

2.3.4 胶体金试纸条的优化 

2.3.4.1 胶体金标记抗体复合物工作浓度的测定 

将玻璃纤维膜先于 Tris-HCL 缓冲液中漂洗，去除表面杂质，37 ℃真空干燥 30 min，

Tris-HCL 缓冲液稀释金标单抗 1:0、1:1、1:2、1:3 充分混匀，喷于玻璃纤维膜上，吸附

1 h，37 ℃过夜干燥，通过检测 FCV 细胞培养毒，确定金标单抗最佳工作浓度。 

2.3.4.2 检测抗体和质控抗体浓度的确定 

用 0.01 M pH 7.6 的 PBS 分别将纯化的单抗 4F11 和羊抗鼠二抗稀释为以下浓度：

0.5 mg/mL、1 mg/mL、1.5 mg/mL、2 mg/mL、2.5 mg/mL、3 mg/mL，喷涂于硝酸纤维素

膜（NC）上，形成间距为 0.5 cm 的检测线和对照线，置室温自然干燥。通过检测 FCV

细胞培养毒，观察显色情况，确定两者最佳工作浓度。 

2.3.4.3 样品稀释液的选择  

分别用蒸馏水、PBS 和 PBST 处理实验室培养的 FCV 样品，每孔滴加相同的稀释

样品，利用自制的 FCV 胶体金试纸条进行检测，通过观察条带颜色深浅及其出现的时

间评价样品稀释液。  

2.3.5 胶体金试纸条的组装 

首先将 NC 膜（14 mm）固定到 PVC 底板上，NC 膜检测线一侧为金标垫（8 mm）

和样品垫（20 mm），质控线一侧为吸水纸（32 mm），组装时彼此重叠 2 mm，用切纸机

将组装的试纸板切成 4 mm 宽的试纸条，组装于试纸条卡壳即为成品。 

胶体金试纸条检测原理：滴加检测样品后，样品在毛细管作用下向前移动，移动至

金标垫处与金标抗体形成复合物，继续向前移动，移至 T 线时，复合物被 T 线的抗体抓

取捕获，在 T 线呈线酒红色；没有捕捉的金标抗体继续向前，移至 C 线与 C 线抗体结

合聚集，呈现酒红色。在 C 线呈现酒红色的情况下，T 线有颜色为阳性，否则为阴性；

C 线如没有颜色，该试纸条结果不能使用。 
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2.3.6 胶体金试纸条的性能评价 

2.3.6.1 特异性评价 

对 FCV 毒株、猫细小病毒毒株（Feline panleukopenia virus，FPV）、猫疱疹病毒毒

株（Feline Herpesvirus，FHV）及猫传染性腹膜炎病毒（Feline Infectious Peritonitis，FIP）

毒株进行检测，确定试纸条特异性。 

2.3.6.2 敏感性评价 

将 107.5 TCID50/mL 的 FCV 细胞培养毒进行 1:100~1:12800 系列稀释，用制备的试

纸条进行检测，以评价试纸条的敏感性。 

2.3.6.3 稳定性评价 

分别用保存 1、2、3、4、5、6 个月（4 ℃保存）的试纸条检测 FCV 阳性样品，以

检测试纸条的稳定性。 

2.3.6.4 临床试验应用 

用制备的胶体金试纸条与 RT-PCR 方法同时对 94 份猫鼻咽拭子进行检测，比较二

者的符合率。 
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结果与分析 

1 FCV VP1-B 蛋白的诱导表达及免疫原性分析 

1.1 VP1-B 重组质粒的提取和鉴定 

对提取的质粒进行 PCR 扩增，经核酸电泳后，试验结果显示，电泳片段大小约 816 

bp，约预期的大小一致（见图 1）；将 PCR 产物送上海生工测序检测，测序结果与 FCV-

F9 疫苗株 VPI B 区序列比对显示重组质粒构建成功。 

 

 

图 1  重组质粒 PCR 鉴定结果 

M: DNA 标准 DL2000; 1: VP1-B 质粒 PCR 

Figure 1 PCR identification results of recombinant plasmids 

M: DNA Marker DL 1000; 1: The of VP1-B plasmids 

1.2 VP1-B 蛋白纯化后浓度测定 

根据 BSA 标准品测定的 OD 值绘制标准曲线（如图 2），测得的 VP1-B 蛋白浓度约

为 1.5 mg/mL。 

 

图 2  BSA 标准曲线 

Figure 2 The standard curve of  BSA  
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1.3 VP1-B 蛋白纯化抗原性分析 

纯化后的 VP1-B 蛋白经 SDS-PAGE 鉴定，结果显示表达的蛋白为可溶性蛋白，大

小约 55 kDa（见图 3A）；经 Western-blot 鉴定，结果显示表达的 VP1-B 蛋白能够与 FCV

多克隆抗体结合（见图 3B），说明有很好的抗原性。 

 

图 3  纯化的 VP1-B 蛋白 SDS-PAGE 和 Western-blot 鉴定 

A:VP1-B 蛋白 SDS-PAGE 图；B:VP1-B 蛋白 Western-blot 图 

M：低分子量 Marker；1: 超声后上清；2：诱导表达全菌；3：超声后沉淀 

B. M：ECL 发光 Marker；1：VP1-B 蛋白 

Figure 3 Purifed VP1-B protein were identified by SDS-PAGE and Westren-blot  

A :The SDS-PAGE of VP1-B protein; B:The Western-blot of VP1-B protein 

M: Low molecular weight Marker; 1: Supernatant after ultrasonic treatment; 2: Induced expression of 

bacterial fluid; 3: Precipitate after ultrasonic treatment 

M: ECL Glow Marker; 1: VP1-B protein 

2 VP1-B 蛋白单克隆抗体的制备与鉴定 

2.1 单克隆抗体 Western-blot 鉴定 

将 FCV-SX1、FCV-SX2、FCV CH-JL2 病毒蛋白转印至 NC 膜，以亚克隆筛选得到

的 3 株阳性杂交瘤细胞上清为一抗孵育，经 Western-blot 鉴定结果如图（见图 4），3 株

杂交瘤细胞分泌的抗体能识别不同的 FCV 毒株，试验结果表明筛选得到 3 株能够分泌

抗 FCV 抗体的杂交瘤细胞，分别命名为：1E3、3A4 和 4F11。 
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图 4  3 株单抗与 3 种 FCV 毒株的 Western-blot 分析 

1：F81 细胞；2：FCV-SX1；3：FCV-SX2；4：FCV CH-JL2 

Figure 4 Western-blot analysis of 3 different FCV strain 

1: F81 cell; 2: FCV-SX1; 3: FCV-SX2; 4: FCV CH-JL2 

2.2 单克隆抗体的血清效价测定 

通过 ELISA 检测单克隆抗体效价（见表 3），1E3、3A4 和 4F11 的细胞上清效价分

别为 1:1.6×103、1:1.6×103、1:8.0×103，腹水效价分别为 1:1.28×106、1:2.56×106、1:1.28×106。 

表 1  单克隆抗体的 ELISA 效价测定 

Table 1 The ELISA titer determination of Mabs 

杂交瘤细胞 

Hybridoma cells 

细胞上清 

Cell supernatant 

单克隆抗体 

Monoclonal antibodies 

1E3 1:1.6×103 1:1.28×106 

3A4 1:1.6×103 1:2.56×106 

4F11 1:8.0×103 1:1.28×106 

2.3 单克隆抗体 Ig 亚型的鉴定 

单克隆抗体亚型鉴定结果为：1E3 和 3A4 为 IgG1，4F11 为 IgM。 

表 2  单克隆抗体 Ig 亚类和型 

Table 2 The Ig subtypes and types of Mabs 

单克隆抗体 

Monoclonal 

antibodies 

1E3 3A4 4F11 

亚型 

Subtype 
IgG1 IgG1 IgM 

3 FCV 抗原检测胶体金试纸条的制备 

3.1 胶体金的制备 

胶体金颜色呈酒红色，液体颜色澄清透亮，没有沉淀，说明胶体金制备成功。 
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图 5  胶体金溶液图 

Figure 5 The diagram of Colloidal gold solution  

3.2 金标抗体 pH 值确定 

通过 0.1 mol/L 的 K2CO3 溶液调节胶体金溶液 pH 为 7~10，通过颜色观察发现在 pH

在原液到 8.0 之间的溶液都能使用，本试验选择 pH 为 7.5。 

 

图 6  胶体金标记抗体最适 pH 值 

Figure 6 The optimum pH value of colloidal gold labeling antibody 

3.3 金标抗体最佳标记蛋白浓度 

在最适 pH 7.5 的情况下，分别加入 0、2、4、6、8、10、12、15 μg 的抗体，观察胶

体金溶液颜色发现在加入 6~15 μg 时，肉眼观察溶液没有明显的变化，在 6 μg 基础上增

加 20%的蛋白量，最终确定蛋白浓度为 7.2 μg/mL。 

 

图 7  胶体金标记蛋白的最适浓度 

Figure 7 The optimum concentration of colloidal gold labeled protein 

3.4 金标抗体复合物工作浓度的鉴定 

通过检测 FCV 细胞培养液发现，在金标抗体 1:2 的浓度下，肉眼可清晰观察到 T 线
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和 C 线条带，在考虑成本的情况下选择金标抗体工作浓度为 1:2。 

3.5 检测抗体和质控抗体工作浓度的测定 

金标抗体 1:2 喷于玻璃纤维膜，T、C 线抗体浓度分别以 1.0 mg/mL、0.5 mg/mL 包

被组装试纸条，检测 FCV 细胞培养毒，T、C 线均可清晰显色，且无较大差异。 

3.6 样品稀释的确定 

利用制备的胶体金试纸条分别对蒸馏水稀释样品、PBS 稀释样品和 PBST 稀释样品

进行检测，试验结果显示，蒸馏水和 PBS 稀释样品条带出现的时间大致相同且略快于

PBST 稀释样品，但 PBST 呈现的条带最为清晰，并且结果较为一致，猜测可能是吐温

的加入影响了其扩散速度，同时吐温为表面活性剂可增加样品的稳定性，检测结果更加

稳定准确；综合考虑选择 PBST 为样品稀释液。 

3.7 胶体金试纸条特异性 

通过检测 FCV、FPV、FHV、FIPV 的细胞上清培养液，结果显示只有检测 FCV 时，

T 线和 C 线同时显色，结果为阳性；其余的细胞上清培养液 T 线并无变化，说明制备的

试纸条特异性良好。 

 

图 8  试纸条特异性检测 

Figure 8 The results of test strip specificity 

3.8 试纸条的敏感性 

将 107.5 TCID50/mL 的 FCV 细胞上清培养液系列梯度稀释，结果显示在 1:6400 时，

T 线条带稍有模糊，在 1:3200 时，T 线和 C 线条带颜色清晰，初步判定本试验制备的试

纸条的灵敏度约为 104 TCID50/mL。 
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图 9  试纸条敏感性测定 

Figure 9 The results of test strip sensitivity  

3.9 试纸条的稳定性 

通过 4 ℃保存 1、2、3、4、5、6 个月的试纸条检测结果显示，保存 6 个月的试纸

条仍能够良好的检测 FCV，检测结果目的条带清晰；说明制备的试纸条在 4 ℃的条件下

至少能够保存 6 个月，后期试验会对其保存时间进行进一步的检测。 

3.10 试纸条临床试验应用 

用制备的胶体金试纸条与 RT-PCR 方法同时对 94 份猫鼻咽拭子进行检测，结果显

示（表 3），RT-PCR 方法与所研制的试纸条的总体符合率为（61+27）/94=93.6%，二者

符合率在 90%以上。 

表 3  胶体金试纸条检测与 RT-PCR 检测结果比较 

Table 3 Comparison of colloidal gold test strip and RT-PCR test results 

试纸条 

Test strips 

PCR 

阳性 阴性 总数 

阳性 61 1 62 

阴性 5 27 32 

总数 66 28 94 
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讨 论 

1 VP1-B 蛋白构建表达与抗原性分析 

FCV 基因组含有三个开放阅读框（ORF），其中 ORF2 编码的是衣壳蛋白 VP1，其

在免疫反应中具有重要的作用。在这之前蒋艳妹和程晨曦通过截取 FCV2280 VP1 基因

序列构建了多个 VP1 小分子蛋白，其构建的 VP1-B 蛋白性质和大小与本试验构建一

致，并且发现其都有很好的免疫原性[78,79]；此外刘秋艳截取了豹源 FCV 的 ORF2 约

1734 bp 的序列，但通过原核表达该蛋白发现其为包涵体，同样发现有很好的反应原性

[80]；研究报道发现 VP1 中 B、D、F 区域较为保守，结合本试验目的是为了检测 FCV

抗原，为了避免 FCV 的变异引起漏检现象的发生，本试验选择了保守的 VP1-B 蛋白，

其作为抗原制备的单抗更容易得到广谱性单抗。本试验通过截取 FCV-F9 疫苗株 VP1

的 B 区序列，构建了重组质粒 pET-B，转染至大肠杆菌（DE3）中经 IPTG 诱导表达得

到了 VP1-B 蛋白，通过 SDS-PAGE 电泳及 Western-blot 鉴定发现，通过该方法构建的

蛋白为可溶性蛋白，大小约 55 kDa 与前人的试验结果一致；同时作为抗原免疫动物，

应保证蛋白的纯度，避免产生非特异性免疫，本试验经镍柱纯化，经 SDS-PAGE 检测

显示蛋白条带较为单一，可以作为抗原免疫动物制备单抗。 

2 VP1-B 蛋白单克隆抗体的制备与鉴定 

自 1975 年 Kohler 首次制备出单克隆抗体，单克隆抗体在很多领域都得到了应用，

目前在临床上多用于疾病的诊断，在猫传染性疾病诊断方面就有很广的应用，如王莹利

用 FPV 临床分离株制备了 FPV 单克隆抗体胶体金试纸条，用于现场快速检测[81]；杭州

格朗瑞生物科技制备了抗猫传染性腹膜炎单克隆抗体用于胶体金、ELISA、Western-blot

等体外免疫诊断方面；艾纯旭以 FCV 全病毒为抗原免疫小鼠得到了单克隆抗体用于

ELISA 检测 FCV[49]；单克隆抗体给疾病的诊断带来了一定的便捷；此外也可以作为生

物药物用于治疗，其高度的特异性和疗效确切的特点在肿瘤治疗、代谢、自身免疫和病

毒感染等领域有独特的优势，自 1986 年第一个单克隆抗体药物上市以来，目前全球获

批的单抗药物以超过了 100 种；2022 年 1 月 13 号美国 FDA 批准了第一款用于动物的

单克隆抗体新药 Solensia。此外，其也推动了生物研究方面的发展：例如用于蛋白纯化

或作为探针检测特定的分子在组织和细胞中的分布。 

在 FCV 单克隆抗体制备方面有很多的研究，Tohya Y 以 FCV 全病毒为抗原免疫动
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物[82]，制备得到 18 株具有中和活性的单抗，并进一步检测了其对不同毒株的中和活性；

Milton 和 Shin 分别通过原核系统和真核系统表达 VP1 蛋白制备得到了具有良好反应性

的单克隆抗体[83,84]，此外 Geissler 和程晨曦通过截取 VP1 部分序列构建表达蛋白为免疫

原也筛选得到了反应性良好的单抗[79,85]，综上表明，完整病毒、完整 VP1 蛋白和截短的

VP1 蛋白都能作为免疫原制备单抗。 

在制备杂交瘤细胞时，应选择生长状态良好的 SP2/0 细胞，选择细胞透亮能够轻易

吹下脱离细胞瓶的细胞。当 SP2/0 细胞细胞状态不良时，后期观察细胞融合状况时会发

现大量的细胞碎片，并且有复制能力的的杂交瘤细胞，在亚克隆时，会出现生长缓慢和

无法吹落的现象，本试验第一次制备杂交瘤细胞就出现了这种情况；SP2/0 细胞在传达

过程中需要定期用 8-氮鸟嘌呤处理，以保证其对HAT的敏感性。本试验在重新复苏SP2/0

细胞后成功得到 3 株能够稳定分泌抗体的杂交瘤细胞。 

在细胞融合后的 3~4 天，尽量不要对细胞进行观察，避免影响细胞的融合；要提前

制定检测抗体的试验，避免贻误抗体检测，因为在融合细胞中，存在分泌抗体细胞和不

分泌抗体的细胞，两种细胞中不分泌抗体的细胞生长速度较快会影响到目标所需的杂交

瘤细胞；此外要定期对冻存的杂交瘤细胞再克隆，因为杂交瘤细胞在培养的过程可能出

现突变和染色体的突变引起抗体分泌异常，因此在冻存的要多冻存几管，并且要保留每

次克隆的细胞株。 

本试验通过原核表达 VP1-B 蛋白，经鉴定其可以作为抗原免疫小鼠制备单克隆抗

体，免疫了 5 只 BALB/c 小鼠，选择小鼠血清抗体效价较高小鼠的脾细胞进行细胞融合，

经 3 次亚克隆，筛选得到 3 株杂交瘤细胞，并能够稳定分泌抗 FCV 抗体，分别命名为

1E3、3A4、4F11；单克隆抗体亚型鉴定结果显示 1E3 和 3A4 为 IgG1，4F11 为 IgM，且

腹水效价较高；经 Western-blot 鉴定，均能够特异性的识别 FCV。Geissler 和程晨曦通过

试验发现[79,85]，B 区大多诱导机体产生的是非中和性抗体，因此本试验未对制备的抗体

进行中和性分析。本试验制备的单抗为 VP1-B 的免疫学特征和 FCV 诊断提供了生物材

料。 

3 FCV 抗原检测胶体金试纸条的制备 

自从 1998 年加利福尼亚州报道了 FCV 强毒株引起猫的系统性全身性感染疾病

（FCV-associated virulent systemic disease，FCV-VSD）以来[5]，世界各地不断有高致死性

变异 FCV 毒株报道，其不仅危害家猫的健康[6,84]，也严重威胁野生猫科动物，如老虎、

猎豹等的健康，目前用于 FCV 常规检测方法有病毒分离鉴定、中和试验及 RT-PCR 等，
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病毒分离及中和试验由于对专业技术及设备要求较高，而且试验周期较长不能满足基层

人员的需求；而 RT-PCR 方法虽然灵敏，也由于其操作复杂而干扰因素较多；因此，建

立快速检测 FCV 的方法对预防和控制 FCV 的流行具有重要的意义。 

本试验通过构建表达 VP1-B 蛋白免疫 BALB/c 小鼠获得了 3 株 FCV 单克隆抗体杂

交瘤细胞株，亚型鉴定 1E3 和 3A4 为 IgG1，4F11 为 IgM，为了避免抗体配对失败，选

择了不同的抗体类型，IgG1 选择了腹水效价较高的 3A4，其中选用 3A4 为金标抗体，4

F11 为检测抗体。 

制备胶体金试纸条中，首先，胶体金溶液颗粒的粒径大小对最终检测有很大的影响，

粒径过大其可视性强，但是稳定性较差，粒径过小其可视性较差且需要标记的抗体量会

增多[86]，本试验选用的胶体金颗粒约为 20 nm。其次，金标抗体的制备是另一个关键性

技术，首先用于标记的单克隆抗体需要做除盐处理，如果用于标记的抗体经历了长时间

的低温保存，需要离心去除其中的聚合物[87]；此外 pH 值对胶体金和蛋白的结合力也有

很大的影响，其选用的 pH 多在标记蛋白的等电点附近，具体 pH 需要通过试验进行进

一步确定，本试验通过观察不同 pH 下胶体金溶液，最终选定 pH 为 7.5。标记抗体的蛋

白浓度的选择与制备成本和最终可视性相关，蛋白浓度过高，成本增加且在检测时可能

会有拖带的现象，浓度过低时，捕捉的抗原减少，显现的条带可能颜色过浅，本试验最

终选定蛋白浓度为 7.2 μg/mL，此外 T 线和 C 线抗体的包被要在确保检测结果准确的同

时尽量避免抗体的浪费，因此进行了检测抗体和质控抗体包被浓度得测定，最后确定 T

线包被浓度为 0.5 mg/mL，C 线包被浓度为 1 mg/mL。 

本试验制备的 FCV 检测试纸条具有特异性强，灵敏度高的特点，除与 FCV 毒株呈

阳性反应外和与引起猫常见临床疾病的其他病毒均不反应，灵敏度可达约 104 TCID50/mL；

用制备的胶体金试纸条与 RT-PCR 方法同时对 94 份猫鼻咽拭子进行检测，比较二者的

符合率，符合率在 90%以上，其中 6 份检测样品胶体金试纸条与 RT-PCR 检测结果不相

符，原因可能是当检测样本中病毒量较少时，由于胶体金敏感度低于 RT-PCR，胶体金

试纸条呈阴性而 RT-PCR 阳性的检测结果；而 RT-PCR 检测结果为阴性胶体金试纸条为

阳性时，分析原因可能是 RT-PCR 操作较为复杂，结果呈假阴性。 

胶体金试纸条相对于其他的诊断手段，主要的优势在于其操作简单，实验结果简洁

明了，适用于不同层次的群众，更容易推广。本试验制备的胶体金试纸条在上样后 5 min

就能对其结果进行判定，此外本试验利用的单克隆抗体由自己开发，在胶体金制备成本

上有一定的优势；下一步，继续制备筛选新的单抗株，对制备的杂交瘤细胞株分泌的单

抗进行配对试验，选择配对良好并且具有广谱病毒检测效果的抗体对制备胶体金试纸条，

进一步提高检测试纸条的敏感性和特异性，以实现该检测品种的商品化。  
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结 论 

1、本试验将疫苗株 FCV-F9 的 VP1-B 区序列的重组质粒 pET22b(+)-B 转化到 BL21

（DE3）表达菌中，成功构建表达了 VP1-B 蛋白，且有良好的反应原性。 

2、获得 3 株能稳定分泌 FCV 单克隆抗体的杂交瘤细胞株，分别命名为 1E3、3A4、

4F11；Western-blot 结果表明 1E3、3A4、4F11 均能识别 FCV-SX1、FCV-SX2、FCV CH-

JL2，具有良好的反应性；1E3、3A4 和 4F11 的细胞上清效价分别为 1:1.6×103、1:1.6×103、

1:8.0×103，腹水效价分别为 1:1.28×106、1:2.56×106、1:1.28×106，其中 1E3 和 3A4 为 IgG1，

4F11 为 IgM。 

3、成功制备了 FCV 抗原检测胶体金试纸条，经检测其具有良好的特异性，敏感度

为 104 TCID50/mL，4 ℃条件下可以保存 6 个月；用制备的胶体金试纸条与 RT-PCR 方法

同时对 94 份猫鼻咽拭子进行检测，符合率为 93.6%，本试验研制的胶体金试纸条具有

操作简单、便于保存、成本低等特点，可用于现场快速检测 FCV。 
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Development of colloidal gold immunochromatographic strip for 

detection of Feline calicivirus antigen 

Abstract 

Feline calicivirus (FCV) is an important infectious and endemic pathogen in felines, which can cause 

mild self-limited clinical symptoms, including respiratory diseases, stomatitis and oral inflammatory 

syndrome. In rare cases, FCV infection may lead to acute arthritis, virulent-systemic disease (VSD), severe 

pneumonia, miscarriage and even sudden death. At present, the VSD is getting higher and higher in Europe 

and the United States, and it has also appeared in China. It is difficult to diagnose because FCV infection is 

often accompanied by other pathogens, Establishing a fast and effective detection method is urgent. 

FCV is a non-enveloped RNA virus of the calicivirus family. The genome contains three open reading 

frames (ORF). ORF2 encodes the capsid protein VP1 of FCV, which plays an important role in inducing 

immune response. VP1 protein is divided into six regions, among which VP1-B protein is highly conserved 

and can induce the body to produce broad-spectrum anti-FCV antibodies, which is suitable to be used as 

immunogen to prepare anti-FCV monoclonal antibodies. In this experiment, the recombinant plasmid 

pET22b (+)-B of the FCV-F9 VP1-B protein of the vaccine strain was transformed into BL21 (DE3), and the 

expression product was induced by IPTG. The expression product was identified by SDS-PAGE and Western-

blot. The results showed that the protein was soluble antigen, the size was about 55kDa, and had good 

reactivity. 

The purified VP1-B protein was mixed with Freund's adjuvant to immunize 6-8-week-old BALB/c mice, 

and the spleen cells that mice with high serum titer were fused with myeloma cells to prepare hybridoma 

cells. Purified FCV-SX1 virus particles were used as the encapsulated antigen to establish an indirect ELISA 

method to screen hybridoma cell lines. Three hybridoma cell lines with stable monoclonal antibody secretion, 

named 1E3, 3A4 and 4F11, were obtained after three subclonal screens; Western-blot results showed that 

1E3, 3A4 and 4F11 all recognized FCV-SX1, FCV-SX2 and FCV CH-JL2 with good reactivity. The ELISA 

results showed that the cell supernatant titers of 1E3, 3A4 and 4F11 were 1:1.6x103, 1:1.6x103, 1:8.0x103 

respectively, and the ascites titers were 1:1.28x106, 1:2.56x106, 1:1.28x106, in which 1E3 and 3A4 were 

IgG1, 4F11 was IgM. 
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In this experiment, monoclonal antibody 3A4 was selected as gold standard antibody, monoclonal 

antibody 4F11 as detection line antibody and sheep anti-mouse antibody as quality detection antibody to 

prepare colloidal gold test strip. The colloidal gold particles were prepared by trisodium citrate reduction 

method, and the optimum pH for the binding of 3A4 to colloidal gold particles was 7.5. The results of further 

optimization showed that the optimum concentration of gold label antibody was 7.2 μ g / mL, the detection 

line coating concentration was 1.0 mg/mL, the quality control line concentration was 0.5 mg/mL, and the 

sample diluent was PBST. The assembled test strip was used to detect four common feline virus strains FCV, 

Feline panleukopenia virus (FPV), Feline Herpesvirus (FHV) and Feline Infectious Peritonitis (FIP). The 

results showed that the specificity of the test strip was good. The sensitivity of the test strip was 104 

TCID50/mL, and the stability test showed that the strip could be preserved for 6 months at 4 ℃. The prepared 

colloidal gold test strip and RT-PCR method were used to detect 94 feline nasopharyngeal swabs at the same 

time, the coincidence rate was 93.6%, and the coincidence rate was more than 90%. In summary, the test 

results show that the colloidal gold test strip developed in this experiment can be used for clinical detection 

of feline calicivirus. 

Keywords: Feline calicivirus; VP1-B protein; monoclonal antibody; colloidal gold 

immunochromatography; test strip 
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