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　　禽流感 ( avian influenza, A I)是由 A型流感病毒 (A IV )引

起的一种禽类的感染和 (或 )疾病综合征 [ 1 ]。本病在世界各国

均有存在 , 我国自 1992年报道 A I以来 , 已分离到了多株病

毒 [ 2 ] , 绝大多数都是低致病力毒株 , 却也给养禽业造成巨大

的经济损失 [ 3 ]。血凝抑制试验 (H I)试验快速、简便 , 且价格

低廉 , 因此是最常用的一种检测 A IV的方法。但多抗血清的

制备比较繁琐 , 不同批次的抗体质量差异大。如能制备出针

对 A IV HA蛋白的 mAb, 将会弥补以上多抗血清的缺点 , 还

可无限制的制备同质的抗体 [ 4 ]。

1　材料和方法
1. 1　材料 　6株 H11亚型 A IV分离株 , H1、H6、H10亚型

A IV分离株各 2株 , H4、H5、H9亚型 A IV分离株各 1株 , 1

株新城疫病毒分离株 , 均由本室保存 ; 免疫原所用毒株 : H11

亚型 A IV A /Duck /YangZhou /343 /2003; 8周龄 BALB /c小鼠

及 ICR小鼠购自扬州大学实验动物中心 ; SPF鸡胚购自山东

省家禽科学研究所 ; 高糖型 DMEM干粉购自 Sigma公司 ; 小

牛血清购自中美合资兰州民海生物工程有限公司 ; ISO22 mAb

亚类鉴定试剂盒购自 Sigma公司 ; PEG Solution ( P7181)购自

Sigma公司。

1. 2　方法　SPF鸡胚扩增病毒 , 收集尿囊液 , 腹腔注射免疫

8周龄 BALB /c小鼠 (0. 2 mL /只 )。隔 2周再免疫 1次 , 3周

后加强免疫 , 剂量、途径同前述。加强免疫 3 d后 , 进行细胞

融合。筛选用 H I试验 (β2微量法 ) , 常规法进行克隆化及

mAb腹水的制备。杂交瘤细胞培养上清及腹水中的 mAb的

效价 , 均采用 H I法测定。 Ig亚类鉴定按照说明书进行 , 主要

操作如下 : 取蔗糖垫底提纯的抗原包被酶标板 , 加入稀释好

的 mAb, 37℃作用 1. 5 h。PBST洗涤 3次 , 加入试剂盒中提

供的羊抗鼠 IgG1、 IgG3、 IgG2a、 IgG2b、 IgA、 IgM亚类血清 ,

37℃作用 1 h。PBST洗涤 3次 , 加入工作浓度的兔抗羊辣根

过氧化物酶结合物 , 37℃作用 1 h。PBST洗涤 3次 , 加 OPD

显色 , 2 mol/L H2 SO4终止。mAb的特异性鉴定 : 腹水分别与

H1、H4、H5、H9、H10亚型 A IV及 NDV用 H I法测定。mAb

的排谱试验 : 用 mAb腹水与本室现存的 6株 H11亚型 A IV作

H I测定。

2　结果
2. 1　杂交瘤细胞株的建立　经融合 , 2次克隆化 , 最后获得 1

株稳定分泌抗 H11亚型 A IV HA mAb的细胞株 , 命名为 3F10。

2. 2　mAb的特性鉴定　杂交瘤细胞上清 mAb的 H I效价为

25 , 腹水 mAb H I效价为 210。mAb的 Ig亚类为 IgG2a。以 H I

试验作 mAb的特异性鉴定显示 , mAb与其他亚型 A IV及

NDV不反应。

2. 3　mAb的排谱试验　mAb腹水与 6株分离自不同时间不

同地点 H11亚型 A IV毒株做 H I排谱试验 ,均起反应 ,对受试

6株 H11亚型 A IV的 H I效价为 210～211。

3　讨论
A IV亚型较多 , 国际动物卫生组织 (O IE)最新报告有 16

个血凝素 (HA)亚型 , 禽流感的多亚型性为该病的诊断和防

制带来了很大的困难。本实验室从水禽分离到多种亚型的禽

流感病毒 , 并对各种亚型的 mAb进行研制 , 为病原分类 , 病

原进化 , 该疫病的监测和防制提供有用工具。

本实验得到 1株针对 H11亚型 A IV HA的 mAb, 具有较

高的血凝抑制效价 , 与 6株分离株均反应 , 且不同毒株间差

异不大 , 表明该 mAb具有亚型内毒株反应的广谱性。而该

mAb不能抑制其他亚型禽流感病毒及新城疫病毒的血凝作

用 , 说明该 mAb具有 H11亚型特异性。在抗原抗体反应中 ,

抗体与配体表位作用强弱主要在于其亲和力 , 而本实验中筛

选出的 mAb 3F10与免疫原的亲和力并不比其他毒株的亲和

力强 , 因此造成该 mAb对免疫原的 H I作用低于与其他毒株

的 H I作用。

水禽是禽流感病毒的储存库。各种亚型的 A IV均能从野

生水禽中分离到 , H11亚型在水禽中的存在也已被证实。由

于水禽这种宿主的特性会导致基因重排与互换 , 病毒基因重

排后的毒株传播给人类 , 对人类新毒株的演化产生一定的作

用 [ 5 ] , 严重威胁人类的健康和安全。因此 , 这些 mAb的制备

将为流感疫情预警提供必须的生物材料。
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