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摘 要

鸡传染性支气管炎（IB）是由鸡传染性支气管炎病毒（Infectious bronchitis virus，

IBV）引起的一种呼吸道疾病，该病可感染不同日龄的鸡且具有高度传染性。本研究

分离出一株 QX型的 IBV，在对其进行了分子特性分析及致病性分析的基础上，进而

建立了 ELISA检测方法，制备了该株病毒 N蛋白的单克隆抗体。

研究一（QX型 IBV流行株 CK/CH/WJ215分子特性分析及致病性研究）：本研

究将疑似感染 IBV的病料通过鸡胚盲传增殖，RT-PCR检测及序列测定，成功分离到

1株 QX型 IBV毒株，命名为 CK/CH/WJ215。为掌握 QX型 IBV流行株 CK/CH/WJ215

的遗传进化情况，本研究设计 22对引物对 CK/CH/WJ215株进行全基因测序，结果

显示 CK/CH/WJ215株 IBV基因组全长 27440bp；与 41株参考毒株及疫苗株 S1序列

进行相似性比对发现，分离株与 GⅠ-19（QX-like）型毒株的相似性在 84.6%~94.3%之

间，同属一群。同源重组分析发现 CK/CH/WJ215 分离株存在 3 个重组事件，表明

CK/CH/WJ215 株可能来源于 QX 型不同毒株的多次重组。为了评估 CK/CH/WJ215

株的致病性，对 7日龄 SPF雏鸡按照 106EID50/只的剂量接种 CK/CH/WJ215株进行攻

毒实验，结果显示雏鸡在攻毒后的第 2天出现明显的临床症状，发病率为 100%，通

过剖检病死鸡发现其肾脏有尿酸盐沉积且气管内部有大量粘液，均为 IBV 感染的典

型症状。经 RT-PCR检测病死鸡的肾脏器官 IBV均为阳性，鸡群死亡率达 66.7%，表

明 CK/CH/WJ215株具有较强的致病力。

研究二（IBV抗体 ELISA检测方法的建立及抗 N蛋白单克隆抗体的制备）：本

研究通过分析不同基因型 IBV毒株 N基因序列后选取保守的序列，并将 N蛋白序列

克隆至原核表达载体 pET-32a（+）载体。然后利用原核表达系统对 N蛋白进行表达

并纯化后，建立 ELISA方法。该方法可以与不同血清型 IBV 血清抗体反应，能够有

效检测 IBV 感染及免疫鸡群抗体水平，特异性和敏感性强。同时，以杆状病毒表达

系统表达并纯化了 N蛋白作为免疫原，免疫六周龄的 Balb/c小鼠，将免疫后小鼠的

脾细胞与骨髓瘤细胞融合，通过建立的 ELISA 方法筛选到能稳定分泌抗

CK/CH/WJ215株 N蛋白的单克隆抗体细胞株 6B3B2，亚类鉴定显示该单克隆抗体属

于 IgG2b重链、κ轻链型。该 IBV N蛋白单克隆抗体的制备为建立广谱灵敏的 IBV抗

原检测方法奠定了基础。

综上，本研究完成了一株鸡传染性支气管炎病毒的分离鉴定并成功制备了该病毒

N蛋白的单克隆抗体，为 IBV的研究提供了生物材料。

关键词：鸡传染性支气管炎病毒；分离鉴定；原核表达；N蛋白；单克隆抗体
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ABSTRACT

Infectious bronchitis (IB) in chickens is a respiratory disease caused by the Infectious

Bronchitis Virus (IBV), which can infect chickens of different ages and is highly

contagious. This study isolated a QX type IBV strain, and based on molecular

characterization and pathogenicity analysis, an ELISA detection method was established to

prepare monoclonal antibodies against the N protein of the virus strain.

Study 1 (Molecular Characteristic Analysis and Pathogenicity Study of QX Type IBV

Epidemic Strain CK/CH/WJ215): In this study, suspected IBV infected materials were

blindly propagated through chicken embryos, and RT-PCR detection and sequencing were

performed to successfully isolate a QX type IBV strain, named CK/CH/WJ215. To

understand the genetic evolution of the QX type IBV epidemic strain CK/CH/WJ215, this

study designed 22 pairs of primers to sequence the entire gene of CK/CH/WJ215 strain.

The results showed that the total length of the IBV genome of CK/CH/WJ215 strain was

27440 bp; Comparing the S1 sequences of 41 reference and vaccine strains, it was found

that the similarity between the isolated strains and the G Ⅰ -19 (QX like) strain was between

84.6% and 94.3%, belonging to the same group. Homologous recombination analysis

revealed three recombination events in the CK/CH/WJ215 isolate, indicating that the

CK/CH/WJ215 strain may have originated from multiple recombinations of different QX

strains. In order to evaluate the pathogenicity of CK/CH/WJ215 strain, seven day old SPF

chickens were inoculated with CK/CH/WJ215 strain at the dose of 106EID50 per chicken

for virus challenge test. The results showed that the chickens appeared obvious clinical

symptoms on the second day after virus challenge, with a incidence rate of 100%. The

dead chickens were found to have uric acid deposits in their kidneys and a large amount of

mucus in their tracheas through autopsy, which were typical symptoms of IBV infection.

The renal organs of dead chickens were tested positive for IBV by RT-PCR, and the

mortality rate of the flock reached 66.7%, indicating that the CK/CH/WJ215 strain has

strong pathogenicity.

Study 2 (Establishment of ELISA detection method for IBV antibodies and preparation

of monoclonal antibodies against N protein): This study selected conserved sequences by

analyzing the N gene sequences of different genotypes of IBV strains, and cloned the N

protein sequence into the prokaryotic expression vector pET-32a (+) vector. Then, the N

protein was expressed and purified using a prokaryotic expression system, and an ELISA
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method was established. This method can react with serum antibodies of different

serotypes of IBV, effectively detecting IBV infection and immune chicken antibody levels,

with strong specificity and sensitivity. At the same time, N protein was expressed and

purified as an immunogen using a rod-shaped virus expression system. Six week old

Balb/c mice were immunized, and the spleen cells of the immunized mice were fused with

myeloma cells. A monoclonal antibody cell line 6B3B2 was screened using an established

ELISA method, which can stably secrete N protein against the CK/CH/WJ215 strain.

Subclass identification showed that the monoclonal antibody belongs to the IgG2b heavy

chain κ Light chain type. The preparation of monoclonal antibodies against IBV N protein

lays the foundation for establishing a broad-spectrum and sensitive IBV antigen detection

method.

In summary, this study has isolated and identified a strain of avian infectious bronchitis

virus and successfully prepared a monoclonal antibody against its N protein, providing

biomaterials for the study of IBV.

KEYWORDS: Infectious bronchitis virus; Separation and identification; Prokaryotic

expression; N protein; monoclonal antibody
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第一章 绪论

1.1 研究背景和意义

鸡传染性支气管炎病毒（Infectious bronchitis virus，IBV）可引发鸡群产生严重

的、具有传染性的呼吸道疾病[1-2]，它给养殖行业造成巨大损失，包括鸡群死亡、养

殖类肉鸡体重下降以及饲料的效率下降、蛋鸡的产蛋数量和质量下降等[3-4]。该病毒

主要影响鸡的泌尿道、消化道、生殖道等[5]，雏鸡感染 IBV会出现明显的呼吸道症状，

还会引起继发性的细菌感染，甚至会导致死亡[6]，有些毒株可以引起严重的肾脏病变

[7]，这类毒株往往毒力较强，发病率和死亡率都较高。IBV能够在输卵管中复制，造

成输卵管损伤，从而影响生殖系统导致生产力下降[8]，养殖类产蛋鸡感染该病毒后不

仅产蛋量会下降很多，产蛋品质也会下降，且感染 IBV 的鸡群产蛋率一般不能再恢

复[9]。IB 目前己经成为养殖业主要流行病之一，对 IBV 的研究以及找到防控手段具

有重要的意义。

由于 IBV独特的病毒结构使得该病毒易发生高度变异，因此 IBV的防控一直比

较困难。自世界范围内分离鉴定出多种基因型和血清型的 IBV以来，QX型毒株是 IBV

研究进展中的主要毒株[10-11]，且通过接种市场上的疫苗无法对该血清型 IBV 带来完

全的保护，甚至会存在一定的交叉保护作用，这给通过接种疫苗来控制 IB带来了极

大的挑战[12-14]。因此 QX型 IBV 的深入研究对养殖业意义重大。由于 N 蛋白的保守

性[15]，在研发对不同血清型 IBV 能够产生交叉保护性抗体的试验中，N蛋白具有重

要意义。同时 N蛋白在机体对 IBV的免疫识别中十分重要，作为免疫识别的靶位点，

N蛋白能够影响机体的细胞免疫和体液免疫水平。因此研制出 IBV N蛋白的单克隆

抗体对于 IBV的实验室诊断以及流行情况研究有重要的意义。

1.2 文献综述

1.2.1 IBV感染临床症状及流行概况

1.2.1.1 临床症状

IB 主要造成鸡的呼吸道感染。该病有很强的传染性且可感染不同日龄的鸡，然

而，在野外普遍观察到 IBV感染的三种临床表现，即呼吸道疾病、生殖障碍和肾炎[1]，

临床症状会根据雏鸡的年龄、病毒株的致病性和现有的免疫水平而有所不同。此外，

一些强毒的 IBV 毒株可对肾脏造成很大的损害导致高死亡率[12,16]。IB 可导致鸡的气

管受损，感染 IBV的鸡在气管组织受到损伤的基础上还容易引发继发性感染如细菌、



2

支原体或其他病原体，从而使得死亡率更高[17]。雏鸡最容易感染 IBV 且感染较严重

时可能直接导致死亡。IBV在影响呼吸道的同时，还会损害消化系统和泌尿生殖系统，

如前脑室、肾脏、卵巢和输卵管，导致呼吸道疾病、间质性肾炎和输卵管发育不良[18-20]。

打喷嚏、张口呼吸、气管啰音、甩头和饮水增多是雏鸡主要的临床症状，成年鸡患病

初期与雏鸡有相似的症状，但呼吸症状有所减弱，主要症状为嗜睡、精神低靡、拉稀

粪。解剖病死鸡可见肾小管中有尿酸盐沉积，呈现“花斑肾”，这也是 IBV 感染的

主要症状之一。除此之外还可观察到气管环有出血点且切开发现内侧有较多粘液。

1.2.1.2 流行概况

IBV于 1930年在美国首次被分离出来[21]。从那时起，已经报道分离出了几种被

确定为马萨诸塞州(Mass)型 IBV的基因型[22]。IBV从 1991年开始在中国广泛传播，

自 1997年以来，一种新的 IBV 突变体在中国流行，被确定为 QX毒株[23]。先前的一

项研究表明，在过去的 20年中，中国 QX型 IBV 的分离率从 11.7%上升到 70%，而

疫苗基因型 IBV的流行率从 50.4%下降到 4.4%[24]。不同 IBV基因型之间缺乏交叉保

护以及新 IBV基因型的不断出现对 IB的预防和控制构成了严重挑战[25]。我国主要使

用Mass和 Conn血清型的减毒和灭活疫苗对 IBV 进行控制[26-27]，这种方法只能一定

程度的预防 IBV的爆发但不能完全消除[28]。陈良珂等在 2013~2017年期间在 17个省

市疑似感染 IBV的病料中检测出了 390株 IBV并对其 S1基因进行遗传进化分析发现

其中 QX型占分离毒株的 55%（218株）[29]，苗中立于 2014~2016年在山东地区收集

疑似 IBV感染的病料并对其进行 IBV的分离鉴定结果发现QX型为最大的优势毒株，

而 QX型与当下普及常用的 H52（AF352315）和 H120（EU822341）两种弱毒疫苗的

同源性仅为 77.41%~80.9%，这说明现在市场上使用的Mass型疫苗对 QX型毒株的保

护能力有限[30]，李彬等在 2019~2021年期间对我国 29个省级行政区的病料进行 IBV

的分离鉴定，结果白羽鸡中 IBV 的阳性率最高为 28.9％。此次研究共分离鉴定到 5

种基因型，其中 QX型占比最高为 66.5%[31]。赵佳等在 2018-2021年间从临床样品中

共分离鉴定到 102份 IBV毒株，基于 S1基因的遗传进化分析显示，有 69株为 GI-19

（QX）型，占毒株总数的 68.27％，依然是优势基因型[32]。由此可知目前 QX型毒株

仍是 IBV 研究进展中的主要毒株，且目前疫苗对该血清型保护性差，若想获得突破

性进展仍需努力。

1.2.2 IBV病原学概述

1.2.2.1 IBV的结构特征

IBV目前被归入伽玛冠状病毒属冠状病毒科尼多病毒目[33]。IBV的形态大多数为

椭圆形且对称。半径大约为 40~60nm[34]。
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IBV表面具有较大的呈放射状的纤突，长度约为 20nm，参与病毒与宿主细胞的

附着并诱导产生中和抗体。IBV的结构组成主要有核衣壳和囊膜。核衣壳位于囊膜内

部，是由病毒基因组与高度磷酸化的核衣壳 N蛋白组成。囊膜结构为脂质双分子层，

主要含有 S蛋白和M蛋白，位于病毒外层[35]。

1.2.2.2 IBV的理化特性

IBV对温度敏感；在热敏性方面可能存在一些菌株差异，但一般来说，大多数菌

株在 56℃环境下 15分钟至 45分钟会完全失活[36]。在室温下，病毒只能存活几天。

在 4℃下储存会影响病毒的传染性，长期储存时，建议温度为-70℃。冷冻后的病毒

可在 4℃下保存至少 21个月[37]。IBV 很容易被许多常见的消毒剂灭活，包括酒精、

氯仿、1%苯酚、1%福尔马林和碘[37]。病毒在低 pH值下比在高 pH值下更稳定。在

pH值为 3.0时，病毒可以稳定 14天[38]。有研究发现接种疫苗期间，IBV的寿命还会

受到水质和添加剂含量的影响[39]。

1.2.2.3 IBV的体外培养

IBV的体外培养方式主要有活体鸡胚培养方法与气管环（TOC）培养方法[40,41]。

活体鸡胚培养方法：可以将 IBV 病毒稀释到合适的浓度接种于 SPF鸡胚中，通

过收获其尿囊液完成 IBV 的增殖。期间也可观察胚体的变化，同时与未接种病毒的

SPF鸡胚胚胎进行对照。与正常鸡胚相比，接种 IBV 的鸡胚胚体较小且身体呈蜷曲

状。从自然界获得的野毒株可能由于病原体不纯需要在鸡胚尿囊腔中传代几次，当毒

株适应后才会表现出上述特征[41-42]。此方法可来鉴定 IBV，当病毒进行第六次传代时

胚体还没有相关感染症状则可将该样品视为 IBV阴性[43]。

气管环培养方法：因为 IBV 感染主要表现为呼吸道症状，感染鸡的气管组织病

变情况可作为 IBV 感染的鉴定依据[44]。可根据气管环的纤毛摆动与停滞情况判断是

否感染 IBV[45]。对鸡胚的气管环接种病毒是病毒分离和血清分型最敏感的方法，特别

的是该方法不需要病毒适应，短时间内就可在显微镜下观察纤毛运动的活跃情况并由

此做出判断[46]。此方法也存在一定问题，比如新城疫病毒也会导致纤毛停滞，使用此

法鉴定 IBV有出现假阳性的可能性[47]。

1.2.2.4 IBV基因组结构

IBV基因组为单股正链 RNA，属于冠状 RNA病毒[48]。现有的资料显示冠状病毒

的基因组是 RNA病毒中最大的[49]。IBV 的 RNA分子在 5´端有“帽子”结构，3´端

有聚腺苷酸化 Poly（A）尾巴结构[50]。基因组大小约 27.6 Kb，不同毒株的基因组大

小各不相同[51-52]。已知的基因组如下：5’UTR-1a-1b-S-3a-3b-E-M-5a-5b-N-3’UTR[53]。

整个基因组至少包含 10个开放阅读框（ORF），能够实现多蛋白的翻译与复制，其
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编码区占据病毒基因组的 2/3。IBV 的两个非翻译区(UTR)能够与病毒复制酶和其他

宿主蛋白相互作用，从而在病毒复制中发挥关键作用[54]。编码四种结构蛋白（S、E、

M和 N）的基因约占基因组的 1/3，共同组装成 IBV粒子[55]。IBV进入宿主细胞后会

根据不连续转录机制转录出6条大小互不相同的亚基因组mRNA（mRNA1～mRNA6）
[56]。这些 mRNA都具有与正链 RNA相同的结构，5´端均有帽子结构，3´端均为 Poly

（A）尾巴，并且都有一致的先导序列[57]。

1.2.3 IBV结构蛋白及生物学功能

IBV由 S蛋白、M蛋白、N蛋白和 E蛋白构成。

1.2.3.1 S（纤突）蛋白

S蛋白约有 1160个氨基酸，是高度糖基化的跨膜蛋白，分子量大约为 150kDa～

200 kDa[54]。

有研究表明将缺乏 S1蛋白的 IBV作为免疫原进行动物试验，结果发现鸡的体内

不会产生血凝抑制抗体和中和抗体[58]。说明在 IBV 感染机体后其 S1蛋白产生的抗体

对 IBV的复制有很大影响，并且能够使机体对 IBV产生很强的免疫能力。但位于 S1

蛋白上的表位尚未明确，有研究表明 S1蛋白上有 6个抗原决定簇可能其中一个产生

的抗体能够起到血凝抑制和抗体中和的作用[59]。

S蛋白主要由 S1亚基和 S2亚基构成，S1亚基上有多个受体结合位点，所以 S1

蛋白能与宿主细胞进行结合，S2蛋白则负责与膜进行融合[60]。有研究显示将M41毒

株的 S蛋白基因替换 Beaudette毒株的 S蛋白基因，嵌合病毒同样具有与M41毒株相

同的组织嗜性，失去了 Beaudette 毒株原本的嗜性[61]。该研究说明了 IBV 的 S1蛋白

为主要变异区域，S1蛋白决定了 IBV的组织嗜性和毒力强弱。

IBV的分型也主要是由 S1蛋白所决定的。S1基因的突变和重组等导致 IBV具有

不同的血清型，这说明 S1蛋白是决定 IBV血清型的主要结构蛋白。

1.2.3.2 M蛋白

M蛋白是一种跨膜蛋白，由 224～225个氨基酸组成，分子量在 23 kDa～35 kDa。

M蛋白在同一种群属中相对保守，但是在不同种群属间差异很大。同时M基因也存

在一定的替换、重组和缺失[62]。在 IBV 的复制过程中，M蛋白发挥了重要作用。虽

然M蛋白的抗原性较弱且较为保守，但也有研究表明M蛋白上有抗原决定簇且能够

刺激机体产生特异性抗体[63]。
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1.2.3.3 N蛋白

N蛋白是位于膜内部的结构蛋白，也是 IBV 核衣壳的重要组成部分约占病毒总

蛋白的 40%。其由亚基因组 mRNA6编码，N 蛋白磷酸化程度较高，分子量约为 51

kDa[64]。N基因在进化过程中相对保守，在其蛋白序列中有定位信号序列，可将蛋白

定位到基因组 RNA并与 RNA 组合形成核蛋白复合体[65]，从而影响 IBV 的复制。N

蛋白具有良好的反应性，使用 IBV N蛋白将小鼠致敏后若再将其感染 IBV 可发现小

鼠的淋巴细胞能够对 IBV 的刺激产生反应。由于其存在能引起细胞毒性 T淋巴细胞

反应（CTL）的表位，因此 N 蛋白在诱导细胞毒性 T淋巴细胞反应中能发挥一定作

用[66]。

1.2.3.4 E蛋白

IBV的 E蛋白是在 1991年被发现的[67]，其在 IBV病毒粒子中的含量较低。E蛋

白由 76~109个氨基酸构成，分子量约 12.4 kDa。E蛋白的跨膜结构使得其具有锚定

作用，能够使其固定在 IBV 包膜上，C端构成一个疏水性尾，能够与其它蛋白相互

作用。E蛋白与其他蛋白的相互作用共同影响病毒的增殖[68]。另外有资料显示 E蛋白

在病毒囊膜的形成、组装和细胞凋亡上起到一定作用[69]。

1.2.4 IBV的诊断

IBV 易变异，在遗传进化中不断出现新的血清型，给 IBV 的防控带来挑战。随

着科研水平的进步，各种检测方法层出不穷。常用的方法有病毒中和试验（VNT）、

酶联免疫吸附试验（ELISA）、免疫荧光测定（IFA）、逆转录聚合酶链式反应（RT-PCR）、

荧光定量 PCR等[70]。

(1) 病毒中和试验（VNT）

IBV的血清型主要是通过 S1蛋白的核苷酸序列确定的。一般通过气管环和细胞

培养进行 IBV抗体的中和试验，VNT是检验 IBV血清中特异性抗体的常用方法[71]。

可通过观察气管环纤毛摆动的程度来判断不同毒株和血清之间是否会产生反应，将病

毒接种细胞并适应该细胞生长后，使用该细胞培养上清也可检测病毒的中和抗体。同

时进行不同血清型 IBV 的分离鉴定，通过观察气管环的纤毛摆动程度来判断抗体中

和结果更为准确、方便和直观[72]。

(2) 酶联免疫吸附试验（ELISA）

ELISA检测技术在实验室诊断中较为常见，其不仅可以检测抗体，也可以检测抗

原[73-74]。该方法操作简单、灵敏度高且反应迅速。生物实验室常用该方法检测 IBV

阳性血清。1981年，Mockett等使用纯化后的 IBV 作为包被抗原建立了 ELISA 检测

方法来进行 IBV的检测，结果显示该方法灵敏度很高[75]。大多数试验将 IBV的 N蛋
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白通过原核或真核表达技术进行重组表达并用作包被原建立 ELISA 方法，从而研制

IBV的 ELISA诊断试剂盒[76-77]。市面上有许多商用试剂盒可实现对 IB的诊断。无论

病毒的抗原类型或来源如何，它们都能检测血清[78]。临床试验上，ELISA 方法也常

被用来检测 SPF鸡暴露在 IBV中的抗体水平变化[79-80]。

(3) 免疫荧光试验（IFA）

Dewit等采用 IFA检测了 60个呼吸道发生损伤的鸡群的气管，结果表明特异性

IFA的敏感性大概是群特异性 IFA的 70%[81]。1990 年，Yagyu 等在 IFA中应用了抗

IBV N蛋白的单克隆抗体，结果显示多抗血清的效果较差而 IFA能够使检测的特异性

增强[82]。刘思国等[83]将感染了 IBV 的鸡的组织进行了 IFA观察，结果证实该方法在

检测抗原方面比较直观且准确。

(4) 逆转录聚合酶链式反应（RT-PCR）

研究中可以通过 RT-PCR扩增到我们需要的目的基因，针对 IBV的序列设计引物

可以实现对不同血清型 IBV 的检测，此方法快速准确且直观[84-85]。因为 IBV 的突变

主要发生在 S1基因上，S1的序列从一定程度上决定了该株病毒的血清型[86]。可以通

过设计 S1基因的引物进行 PCR反应后实现对该基因的扩增，再通过克隆技术测定目

的基因的序列，这样便可对病毒进行分型[87]。针对 S1基因设计特异引物用来检测 S1

的氨基酸序列即可迅速分析出毒株的血清型，对 IBV的防治有一定作用[88-89]。因为 N

片段较为保守，可根据 N基因序列设计引物进行 RT-PCR，通过扩增结果判断病料中

是否含有 IBV 核酸。逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)是一种可靠且灵敏的检测方法，

该检测方法适用于检测所有 IBV毒株。然而，RT-PCR操作复杂，需要一定程度的专

业知识，诊断实验室可能无法做到这一点。

1.2.5 IBV单克隆抗体研究进展

单克隆抗体技术于 20 世纪 70年代由 Kohler 和Milstein建立起来[90]，自单抗技

术建立到如今，国内已有很多学者研制出了 IBV的单抗。1987年，Niesters等研制出

抗M41毒株 S蛋白的单抗[91]。1991年，Ignjatovic和Mcwaters也研制出了 10株单克

隆抗体，分别针对澳大利亚毒株的 3种结构蛋白 S、M、N[92]。

国内也有很多关于 IBV 单克隆抗体的相关报道，并将其应用在了 IBV的免疫学

诊断上[93-95]。2009年，邢俊吉等研制出针对 IBV M蛋白的单克隆抗体[96]；2011年，

李敏等研制出针对 IBV N蛋白的单克隆抗体[97]；2013年王富妍等研制了针对 IBV M

蛋白的单克隆抗体[98]。能特异结合 IBV 的单抗通过显色系统将结果客观展现，通过

该方法研制出检测与诊断 IBV 的试剂盒提高了检测效率和准确率[99]。且可以使用不

同的单克隆抗体实现选择性检测某种血清型 IBV 或者不同种血清型的 IBV。单抗具

有稳定性高、特异性强的特点，此技术已广泛应用于疾病的预防、检测和治疗。
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第二章 材料与方法

2.1 试验材料

2.1.1 生物材料来源

2.1.1.1 毒株来源

IBV病料采集自 2021年 5月江苏某鸡场疑似感染 IBV的白羽肉鸡肾脏。该鸡群

5周龄左右出现呼吸道症状，剖检发现肾脏出现明显的红肿、出血和尿酸盐沉积，鸡

群在 6日龄免疫鸡新城疫、传染性支气管炎二联活疫苗（La Sota株+H120株），13

日龄免疫鸡新城疫、禽流感（H9亚型）、传染性法氏囊病三联灭活疫苗，由江苏省

农业科学院动物免疫工程研究所保存。对照毒株 IBV DS10 株、禽流感病毒（AIV）

115株为江苏省农业科学院动物免疫工程研究所禽用疫苗抗原创制团队分离鉴定并保

存在国家兽用生物制品工程中心，禽白血病病毒（ALV）AH10株来自扬州大学兽医

学院江苏省动物预防医学重点实验室，新城疫病毒（NDV）La Sota 株由江苏省农业

科学院动物免疫工程研究所在 SPF鸡胚上增殖并保存。

2.1.1.2 细胞来源

SP2/0细胞、SF9昆虫细胞、High Five昆虫细胞均由江苏省农业科学院动物免疫

工程研究所保存。

2.1.1.3 实验动物来源

SPF鸡胚购自济南鑫盛达生物工程有限公司；SPF雏鸡由 SPF鸡胚孵化，在 SPF

鸡隔离器中饲养；Balb/c小鼠及 ICR雌鼠购自扬州大学；

2.1.1.4 多抗血清来源

抗 DS10毒株多抗血清、抗WJ215毒株多抗血清、IBV阴性血清均由江苏省农业

科学院动物免疫工程研究所保存；

2.1.1.5 载体来源

pET-32a（+）原核表达载体、pFastbac1 杆状病毒表达载体由江苏省农业科学院

动物免疫工程研究所保存。

2.1.2 试验仪器及设备

试验中主要用到的仪器及设备见表 2-1。
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表 2-1 试验所用主要仪器及设备

Tab. 2-1 Main instruments and equipment used in the test

仪器及设备名称 生产厂家

超净工作台 苏州安泰空气技术有限公司

台式高速离心机 艾本德公司

低温冷冻离心机 日立高新技术国际贸易有限公司

PCR仪 艾本德公司

核酸电泳仪 上海天能生命科学有限公司

凝胶成像系统 上海天能生命科学有限公司

恒温振荡器 苏州捷美电子有限公司

金属浴 杭州佑宁仪器有限公司

NU系列超纯水制备系统 南京优普环保设备有限公司

涡旋振荡仪 苏州捷美电子有限公司

低速离心机 大龙兴创实验仪器股份公司

电热恒温水浴锅 杭州佑宁仪器有限公司

生化培养箱 宁波海曙赛福实验仪器厂

紫外分光光度计 Thermo Fisher公司

超声破碎仪 宁波宁波新芝生物科技股份有限公司

荧光显微镜 北京普瑞赛司仪器有限公司

光学显微镜 北京普瑞赛司仪器有限公司

2.1.3 试验耗材及试剂

试验中主要的耗材及试剂见表 2-2。

表 2-2 试验所用主要耗材及试剂

Tab. 2-2 Main consumables and reagents used in the test

实验耗材及试剂 生产厂家

GL DNAMarker 5000 艾科瑞生物公司

pGEM®-T Easy Vector Systems Promega公司

EcoRⅠ 酶 TakaRa公司

BamH Ⅰ 酶 TakaRa公司

核酸染料（Gel Red） 南京斯博慕生物科技有限公司

DH5α Chemically Competent Cell 北京擎科生物科技股份有限公司

BL21(DE3) Chemically Competent Cell 北京擎科生物科技股份有限公司

高纯度低电渗琼脂糖 北京擎科生物科技股份有限公司

2×Taq Plus Master Mix Ⅱ（Dye Plus） 诺维赞生物科技股份有限公司

总 RNA提取试剂盒 Axygen公司
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续表 2-2 试验所用主要耗材及试剂

Tab. 2-2 Main consumables and reagents used in the test(continued)

实验耗材及试剂 生产厂家

琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒 南京诺唯赞生物科技股份有限公司

质粒小提试剂盒 南京擎科生物科技有限公司

青霉素-链霉素-两性霉素 B混合溶液（100×） Solarbio公司

ApexHF HS DNA 聚合酶预混液–FS 艾科瑞生物公司

Mouse anti His-Tag mAb 武汉爱博泰克生物科技有限公司

Grace's培养基 Sigma 有限公司

胎牛血清 上海双洳生物科技有限公司

脂质体转染试剂 Lipofectamine3000 英杰公司

IB905昆虫细胞全悬浮培养基 浙江壹生科有限公司

Bac DNA提取试剂盒 Omega 生物科技有限公司

反转录试剂盒 南京擎科生物科技有限公司

50% PEG1500 solution 北京酷来搏科技有限公司

小鼠单抗 Ig类亚类鉴定用酶标二抗即用套装 博奥龙科技有限公司

2.2 试验方法

2.2.1 CK/CH/WJ215株的分离鉴定

2.2.1.1 病毒的增殖与鉴定

将病料用无菌 PBS按 1∶6比例混合，匀浆后，5000r/min离心 30min，用 0.22μm

滤膜过滤上清液，-80℃保存备用。

按照美国 Axygen 公司的 AxyPrep 总 RNA 小量制备试剂盒说明书提取

CK/CH/WJ215总 RNA，具体步骤如下：

(1) 200μL的病料研磨后上清加入 1.5mL离心管中（试剂盒中提供），然后加入

200μL Buffer R-Ⅰ。

(2) 加入 150μL Buffer R-Ⅱ，涡旋振荡 20s，低温高速离心机 4℃条件下 12000×g

离心 5min。

(3) 提前在 1.5mL离心管中加入 250μL异丙醇，离心结束后取上清至 1.5mL离心

管中，用枪头吹打混合均匀。

(4) 将制备管置于试剂盒内提供的 2mL离心管中，转移步骤 3中的混合液到制备

管中，4℃环境下 6000g离心 1min。

(5) 弃掉 2mL离心管中的滤液，将制备管置回到 2mL离心管中，用 1mL量程的

移液枪吸取 500μL Buffer W1A加入制备管，12000×g离心 1min。
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(6) 弃滤液，将制备管置回到 2mL 离心管中，制备管中加入 700μLBuffer W2，

12000×g离心 1min；以同样的方法再用 700μLBuffer W2洗涤一次。

(7) 弃滤液，将制备管置回到 2mL离心管中，12000×g离心 1min。

(8) 将制备管放入一干净的 1.5mL离心管（试剂盒内提供）中，在制备管膜中央

滴加 30μLBuffer TE。

(9) 室温静置 1min，12000×g离心 1min，洗脱得 RNA。

按照擎科生物公司的 TSINGKE TSK302S Goldenstar™ RT6 cDNA Synthesis Kit

Ver.2试剂盒说明书，以提取的总 RNA为模板，反转录合成 cDNA。

具体步骤如下：将所需试剂置于冰上直至溶解；按照表 2-3配置反转录所需反应

液，缓慢地混匀后瞬离，反转录反应程序为 55℃，40min；85℃，5min；反转录程序

结束后 4℃降温，可暂时保存备用；

表 2-3 反转录反应体系

Tab. 2-3 Reverse transcription reaction system

组分 用量

5×Goldenstar® Reaction Buffer 4μL
Goldenstar® RT6（200U/μL） 1μL

Oligo（dT）17（50μM） 1μL
dNTPMix（10mM） 1μL

DTT 1μL
RNase-free Water 1μL

RNA模板 10μL

参 照 已 发 表 文 献 设 计 引 物 [99] ， 引 物 序 列 为 S1Oligo-F ：

TGAAAACTGAACAAAAGAC，S1Oligo-R：CATAACTAACATAAGGGCAA，由华大

基因科技股份有限公司合成。将上述反转录的 cDNA 进行 RT-PCR。PCR产物用 1%

琼脂糖凝胶电泳进行检测。PCR体系见表 2-4，反应条件见表 2-5。若扩增出目的条

带则进行病毒的增殖。
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表 2-4 PCR扩增体系

Tab. 2-4 PCR amplification system

样品 体积

cDNA 2μL
2×Tap Plus Master Mix Ⅱ 25μL

引物 1 1μL
引物 2 1μL
ddH2O 21μL

表 2-5 PCR反应条件

Tab. 2-5 PCR reaction conditions

温度 时间

95℃

95℃

1min

15s

50 ℃ 15s 35cycles

72℃ 30s

72℃

4℃

5min

∞

检测结果为 IBV阳性后将病毒进行增殖，具体步骤如下：

1) 将病料与无菌 PBS按 1：6比例混合，匀浆后，5000r/min离心 30min，用 0.22μm

滤膜过滤上清液，加入青霉素和链霉素，使终浓度分别为 1000U/mL和 1000μg/mL，

按照 200μL/只经尿囊腔接种 10日龄 SPF鸡胚。

2) 将接种毒液的鸡胚置 37.5℃恒温箱中培养，每 24h照蛋一次，剔除 24h内死

亡的胚；培养 120h后将鸡胚置于 4℃冰箱中过夜，次日无菌条件下收集尿囊液。

3) 将尿囊液收集至 50mL离心管中，高度离心机 4℃6000rpm离心 40min后弃沉

淀以及上层油脂，将收集的上清液用 0.45µm滤膜过滤后接种鸡胚尿囊腔，一个鸡胚

接种 0.2ml。重复操作，盲传至第五代，收获尿囊液，期间观察鸡胚病变情况。

提第五代尿囊液的 RNA并反转录为 cDNA，参照 IBV参考毒株 Sczy3（GenBank

登 录 号 ： JF732903 ） N 基 因 序 列 设 计 扩 增 引 物 ， 其 中 上 游 引 物 为 ：

ATGGCAAGCGGTAAAGCAAC，下游引物为：AAGTTCATTTTCACCAAGTG，由

南京擎科生物科技股份有限公司合成，预计目的条带大小为 1226bp。采用该引物对

鸡胚尿囊液提取的 RNA以及 ALV、NDV、AIV 进行 RT-PCR以确定病原。
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2.2.1.2 IBV基因组分段引物的设计与 PCR扩增

为进一步分析新获得的 IBV基因组结构，本试验设计了 22对引物对该株 IBV进

行全基因组的扩增，引物序列如下表 2-6；

表 2-6 WJ215全基因测序引物序列

Tab. 2-6 WJ215 whole gene sequencing primer sequence

引物名称 引物序列（5’→3’） 碱基 位置 长度（bp）
P1 F CAAAACGGACTTAAATACCTACAGCTG 27

62-1459 1398
P1 R GCATGCCACGGACAACAACT 20
P2 F TGTGAGTGGATTGCCACAGCGT 22

1134-2318 1185
P2 R AACCAAATTTCATCGCCATCGTG 23
P3 F GGTGAGGGCATTTGGCATCT 20

2008-3422 1415
P3 R GCAACAAGAACAAACTCGTCAACAT 25
P4 F AGCTGTTGTCGTGGAGCAGGAA 22

3294-4461 1168
P4 R AGCAACAAAATCCGTAGGGTCTCC 24
P5 F CAGCAGATGATGTTGAGGACGAA 23

4172-5946 1775
P5 R AAAATCACTTCCACAATAGCGTAAAA 26
P6 F CGCTGATAAAGTAGGCGATGGA 22

5586-7426 1841
P6 R CCCATTGATAATAACCCAAACAACAC 26
P7 F TGGAAAAGAAGGCTGGTGGTGT 22

7307-8693 1387
P7 R GCGTCAAATTTATCGCCTATCTCAT 25
P8 F GTAATTATGATCTTGCCGCGAAG 23

8596-9793 1198
P8 R CAGAAGACTGTAACCTAACACCACC 25
P9 F GAGTTGATGTTTGTAAACTTCTTCGC 26

9644-11058 1415
P9 R ATTGGCAGCTTTACGATACGC 21
P10 F CCTATGCGGAGTACGAAAGAGC 22 10949-1264

4
1696

P10 R AAAGAAATCATGATCAGCCGTTAC 24
P11 F GATGGAAATCTTGAGTATCGTGAC 24 12520-1355

6
1036

P11 R TATACCAGAAGCTAACGCACAGACAC 26
P12 F GCTACTTGTGGCTATCATTCTAAGG 25 13365-1484

9
1485

P12 R GATGCGTGATGGGTCTGGAT 20
P13 F GGCCGATTCTAAGTGTTGGGTTG 23 14720-1645

3
1734

P13 R CACTTCGCAAGGAAAATGTCAGG 23
P14 F TCGTACTTTGCTTAATGGTTCACT 24 16358-1752

6
1169

P14 R CAAAATAGCGCAAAGTGGTTAGTT 24
P15 F GACCAAGGATAGTTCAGATGTTAGC 25 17419-1878

4
1366

P15 R CGATACAGTGGCGTTTGATTAGC 23
P16 F CAGGCGAAATACCCACAGTCAT 22 18553-2002

1
1469

P16 R GGCAAAGCTACCACCCAGAG 20
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续表 2-6 WJ215全基因测序引物序列

Tab. 2-6 WJ215 whole gene sequencing primer sequence(continued)

引物

名称
引物序列（5’→3’） 碱基 位置 长度（bp）

P17 F GCAATAACTATAAAACAGAGCACAAG 26 19849-21482 1634
P17 R AAAACAGATTGCTTACACCCTCC 23 19849-21482 1634
P18 F GGCATGTAAAGGTGTTTATTCAG 23 21525-23281 1757
P18 R CATACTGACTAGCATTAGCAGGC 23 21525-23281 1757
P19 F GCACCTAATGGTATAGTGTTTATAC 25

23158-24375 1200
P19 R CCGGGACTACTACCCATGTAT 21
P20 F TGTATTTTGTGGGTTTTTAGCACTTT 26

24287-25598 1312
P20 R TCGTCCTAAACTAGACAACCATTTCA 26
P21 F GTCTACTACGAAGGACAACCCATT 24

25423-26905 1483
P21 R CATAATTATCAAACTGCGGGTCAT 24
P22 F CGTATTACAAAGCAAAAGGCAGAT 24

26593-27694 1102
P22 R TTTTGCTCTAACTCTATACTAGCCT 25

以第五代病毒尿囊液的 cDNA为模板，分别使用上述 22对引物对其进行分段基

因的 RT-PCR。

2.2.1.3 PCR产物胶回收和纯化

按照维诺赞生物公司的 FastPure Gel DNA Extraction Mini Kit试剂盒说明书操作

提取分段基因的 PCR产物。具体步骤如下：

1) DNA电泳结束后，在紫外灯下快速用刀分离出含目的 DNA片段的凝胶，注

意切除掉多余的凝胶只保留含有目的 DNA的凝胶。

2) 加入等体积的 Buffer GDP。55℃金属浴 10min，确保凝胶完全溶解。金属浴

期间颠倒混匀 2次加速溶胶。

3) 待胶块彻底融化后瞬离收集管壁上的液滴。将 FastPure DNAMini Columns-G

吸附柱置于 Collection Tubes 2mL 收集管中，把≤700μL 溶胶液转移至吸附柱中，

12000rpm离心 1min。若溶胶体积＞700μL则弃掉滤液后重复该步骤。

4) 弃滤液，把吸附柱置于收集管中。加入 300μLBuffer GDP至吸附柱中，室温

静置 1min后 12000rpm离心 1min。

5) 弃掉吸附柱外侧收集管中的滤液，把吸附柱置于收集管中。加入 700μL已加

入无水乙醇的 Buffer GW至吸附柱中。12000rpm离心 1min。

6) 重复步骤 5)。

7) 弃滤液，把吸附柱置回收集管中。12000rpm离心 2min。
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8) 将吸附柱置于新的 1.5mL灭菌的离心管中，加入 30μL预热至 55℃的 Elution

Buffer至吸附柱中央，放置 2min。12000rpm离心 1min。弃去吸附柱，把 DNA 保存

于-20℃。

2.2.1.4 PCR产物的 TA克隆

按照 Promega公司的 pGEM®-T Easy Vector Systems试剂盒进行分段基因与 T载

体的连接。

(1) 加入以下试剂：

表 2-7 TA克隆连接反应体系

Tab. 2-7 TA clone connection reaction system

样品 体积

PCR胶回收产物 3.5μL

2×Ligation Buffer 5.0μL

pGEM-T-easy vector 0.5μL

T4连接酶 1μL

(2) 充分混匀后置 4℃冰箱过夜连接。

2.2.1.5 感受态细胞转化

按照擎科生物公司的 TSINGKE TSC-C01 Trelief® 5αChemically Competent Cell

使用说明，具体步骤如下：

1) 取 50μL冰上融化的感受态细胞，加入 2.2.1.4中的连接体系，轻轻混匀（轻柔吹

打或轻弹管壁数下），冰上静置 30min。

2) 将转化体系置于 42℃金属浴热休克 90s。

3) 迅速转移至冰水浴中，静置 2min（期间注意不要震荡转化体系，否则会降低转化

效率）。

4) 向离心管中加入约 0.8mL预热至 37℃的不含抗生素的无菌液体培养基（LB），

混匀后 37℃，150rpm复苏 45min。

5) 将培养物以 5000rpm 离心 5min，在无菌条件下保留 200μL 上清，加入 IPTG 与

20mg/mL X-gal各 20μL后将沉淀菌体混匀，均匀涂布于氨苄抗性的 LB琼脂平板

上。

6) 将平板倒置放于 37℃培养箱过夜培养。
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2.2.1.6 阳性克隆的筛选与鉴定

待 2.2.1.5中平板菌落生长良好时挑取白斑，选择菌落明显且又未相互重叠的单

菌落，将挑选出的白色单菌落使用 10μL不含抗生素的 LB液体培养基重悬，取 1μL

作 为 模 板 ， 使 用 M13 引 物 （ 上 游 ： TGTAAAACGACGGCCAGT ， 下 游 ：

CAGGAAACAGCTATGACC；）进行 RT-PCR，将扩增出目的条带的阳性菌落接种到

5mL氨苄抗性 LB液体培养基中，在 37℃恒温培养箱 220rpm转速震荡培养 12-16h。

A. 重组质粒的提取

按照维诺赞生物公司 FastPure Plasmid Mini Kit试剂盒说明书提取阳性重组质粒，

具体步骤如下：

1) 将 4mL过夜培养（12-16h）的菌液加入 2mL干净的无菌离心管中，12000rpm

离心 1min，此时菌体全部沉淀在管底。弃培养基，倒扣于吸水纸上吸尽残留培养基。

2) 向留有菌体沉淀的离心管中加入 250μL Buffer P1，使用移液器或涡旋振荡仪

混匀。

3) 向步骤 2中加入 250μL Buffer P2，温和的上下颠倒混匀 8-10次，使菌体充分

裂解。

4) 向步骤 3中加入 350μL Buffer P3，立即温和地上下颠倒 8-10次让溶液彻底中

和 Buffer P2。此时应出现白色絮状沉淀。12000rpm离心 10min。

5) 将 FastPure DNAMini Columns吸附柱置于 Collection Tube 2mL收集管中。将

步骤 4上清用移液器小心转移至吸附柱中，注意不要吸到沉淀，12000rpm离心 1min。

倒掉收集管中的废液，把吸附柱重新放回收集管中。

6) 加入 500μL Buffer PW1 至吸附柱中。12000rpm离心 1min。弃废液，把吸附

柱重新放回收集管中。

7) 加入 600μL Buffer PW2 至吸附柱中。12000rpm离心 1min。弃废液，把吸附

柱重新放回收集管中。

8) 重复步骤 7)

9) 将吸附柱放回收集管中。12000rpm离心 1min干燥吸附柱，目的是将吸附柱

中残留的漂洗液彻底去除。

10)把吸附柱置于一个新的灭菌的 1.5mL 离心管中。加入 30μL 预热至 55℃的

Elution Buffer至吸附柱的膜中央。室温静置 2min，12000rpm离心 1min洗脱 DNA。

11)弃去吸附柱，DNA产物保存于-20℃，以防止 DNA降解。

B. 重组质粒的单酶切鉴定

选择 EcoR Ⅰ快切酶对重组质粒进行单酶切鉴定。反应条件为：在 37℃金属浴中

酶切 15min。EcoR Ⅰ单酶切体系如下表 2-8：
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表 2-8 单酶切反应体系

Tab. 2-8 Single enzyme cleavage reaction system

样品 体积

10×QuickCut Green Buffer 2μL
QuickCut EcoR Ⅰ 2μL

质粒 1000ng

补 ddH2O至 20μL。

2.2.1.7 全基因序列比较分析

挑选的阳性重组质粒，送到北京擎科生物科技有限公司进行测序，每个样品挑选

３个不同的阳性重组质粒进行测序。将测得的各片段序列，利用 DNAstar 软件进行

测序结果的比对鉴定及剪辑拼接命名。从 GenBank中下载 IBV参考毒株全基因序列，

利用MEGAX软件进行 S1基因遗传进化树的绘制，利用 DNAstar Megalign软件进行

S1基因相似性比对。

2.2.1.8 致病性试验

(1) EID50测定

收获第 5代尿囊液，用无菌 PBS进行 10倍倍比稀释，使之依次为 10-3、10-4、10-5、

10-6、10-7、10-8稀释度的病毒悬液，按照 0.2mL/只经尿囊腔接种 10日龄的 SPF鸡胚，

每个稀释度接种 5个 SPF鸡胚，同时设置 5个接种 0.2mL/只无菌 PBS的 SPF鸡胚作

为对照，37℃孵育 120h，去除 24h死亡鸡胚，每 12h照胚 1 次，记录 24~120h鸡胚

死亡情况，120h 取出所有鸡胚，4℃放置 12h 后取出胚体，观察病变情况，利用

Reed-Muench方法计算第 5代尿囊液的 EID50。

(2) 雏鸡致病力的测定

将 30只 7日龄的 SPF鸡随机分为试验组和对照组，每组 15只，分别饲养在 SPF

鸡隔离器中，所有鸡均能自由饮水和采食。试验组鸡采用滴鼻、点眼的方式，按

106EID50/只接种分离病毒，对照组以相同的方式接种同体积的无菌 PBS。每日观察试

验鸡的临床症状，记录死亡鸡气管和肾脏病理变化，并统计死亡情况。分别在接种病

毒后第 2、4、6、8、10、12、14、18、21天采集试验组鸡的咽拭子和肛拭子，采用

RT-PCR测定感染鸡排毒情况；分别在接种病毒后第 0、7、14、21天采集 5只鸡的血

清，应用江苏省农业科学院动物免疫工程研究所禽用疫苗抗原创制团队前期建立的

ELISA方法测定 IBV阳性抗体水平。
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2.2.2 N蛋白在大肠杆菌中的表达与纯化

2.2.2.1 构建原核表达质粒 pET-32a（+）-N

(1) 引物设计

设计 N基因与载体的线性化引物。引物信息如表 2-9。

表 2-9 原核表达特异性引物

Tab. 2-9 Prokaryotic expression specific primers

引物名称
引物序列（5’-3’）

片段大小
上游 下游

WJ215 N
ggGGTACCATGGAGTTAaagaaGa
aGGCAAGCGGTAAAGCAAC

cgGGATCCAAGTTCATTT
TCACCAAGTG

1227bp

pET-32a（+）
GAATTCGAGCTCCGTCGACAA

GC
GGATCCGATATCAGCCAT

GGCC
5900bp

(2) N基因的 RT-PCR与回收

在 2.2.1.1中已获得 CK/CH/WJ215株的 cDNA，以该 cDNA为模板扩增 N基因并

进行胶回收；

(3) RT-PCR线性化载体

1) 质粒转化：将 pET-32a（+）质粒转化至 DH5α感受态细胞中进行复制，

转化方法如下：

2) 取 50μL 冰上融化的 DH5α感受态细胞，无菌条件下加入 5μL 载体质粒，

轻轻混匀（轻柔吹打或轻弹管壁数下），冰上静置 30min。

3) 将转化体系置于 42℃金属浴热休克 90s。

4) 迅速转移至冰水浴中，静置 2min（期间注意不要震荡转化体系，否则

会降低转化效率）。

5) 向离心管中加入约 0.8mL 预热至 37℃的不含抗生素的无菌液体培养基

（LB），混匀后 37℃，150rpm 复苏 45min。

6) 取 100μL 培养物，均匀涂布于氨苄抗性的 LB 琼脂平板上。

7) 将平板倒置放于 37℃培养箱过夜培养。

8) 挑取生长状态好的单菌落，接种到 5mL 有氨苄抗性的 LB 液体培养基

中，在 37℃恒温培养箱 220rpm 转速震荡培养 12-16h。

9) 第二天按照维诺赞生物公司的 FastPure Gel DNA Extraction Mini Kit 试

剂盒说明书提取载体质粒。详细操作参考 2.2.1.6。

10) 线性化载体：以载体质粒为模板，使用高保真酶进行 RT-PCR 再通

过胶回收获得线性化载体。
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(4) 一步克隆

进行克隆时，pET-32a(+)和 N的摩尔数比为 1:5。N基因(Insert DNA)使用量的计

算方法如下： Insert DNA(ng)=nmol 数×660×Insert DNA 的 bp 数。pET-32a(+)载体

1μL(50ng)的摩尔数约为 0.03pmol。经计算于离心管当中加入如下体系：

表 2-10 原核表达连接反应体系

Tab. 2-10 Prokaryotic expression linkage reaction system

样品 体积

N(203.4ng) 4μL

2×Ligation Buffer 1.0μL

pET-32a（+）（200ng） 1μL

连接酶

ddH2O

1μL

3μL

配置体系时，连接酶最后加入。25℃金属浴反应 2h。

(5) 转化

将上述连接体系转化 DH5α感受态，按照 2.2.1.5操作。

(6) 筛选阳性克隆

过夜后挑取平板上面生长状态较好的单菌落于有氨苄抗性的 LB液体培养基中，

在 37℃恒温培养箱 220rpm转速震荡培养 12-16h，以菌液为模板，使用表 2-9中 N的

特异性引物进行 PCR鉴定。提取阳性菌液的质粒使用 EcoR Ⅰ和 BamH Ⅰ快切酶进行双

酶切鉴定。把初筛呈阳性的质粒送至北京擎科生物公司测序。测序正确的菌液保菌。

2.2.2.2 N蛋白原核表达及可溶性分析

按照2.2.2.1中载体质粒转化DH5α感受态的步骤转化上述测序成功的重组质粒到

BL21（DE3）感受态中，过夜培养后挑取平板上面生长状态较好的单菌落于有氨苄抗

性的 LB液体培养基中，在 37℃恒温培养箱 220rpm转速震荡培养 12-16h，以菌液为

模板使用 N的特异性引物进行 RT-PCR，筛选出成功转化的单菌落。

通过WB 验证 N 蛋白的原核表达情况，因为带 his标签，蛋白能与 IBV 阳性血

清以及 his单抗同时有反应，即可说明获得了有效抗体。

样品制备步骤如下：

1) 将菌液验证为阳性的菌液以 1:200 接种于含有 Amp 抗性的 5mL LB 液

体培养基内，37℃恒温培养箱 220rpm 转速震荡培养约 14h。

2) 第二天将上述菌液以 1:100 的比例转接种加入 5mL 含有 Amp 抗性的液

体 LB 培养基，37℃恒温培养箱 220rpm 转速二次活化约 3h 或更长时间直至
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OD600nm 值为 0.5~0.7，并且最好接近 0.6。

3) 加入 IPTG，使其终浓度为 1mmol/L，37℃恒温培养箱 150rpm 转速继续

诱导。

4) 取诱导后的菌液 2mL 于 2mLEP 管内，12000rpm 离心 1~2min，弃上清

液，沉淀用 200µL PBS 重新悬浮，重悬后的菌液按照 1:100 的比例添加蛋白酶

抑制剂，即 200µL 的重悬液添加 2µL 的蛋白酶抑制剂。

5) 使用超声破碎仪将样品放置在冰水混合物中进行超声破碎。

6) 破碎后使用离心机 4℃12000rpm 离心 10min。

7) 离心后收集上清加入 5×SDS Loading buffer 50µL，管底沉淀使用 100µL

PBS 重悬，并加入 5×SDS Loading buffer 25µL。100℃金属浴煮沸 8~10min 后

瞬离一下即获得了 N 蛋白原核表达的上清以及沉淀 WB 样品。

WB步骤如下：

1) SDS-PAGE 凝胶的制备：参考雅酶 PAGE 凝胶快速制备试剂盒 ‍说明书制

备凝胶。

2) 蛋白电泳：将凝胶置于电泳槽内，倒入 1×SDS-PAGE 电泳缓冲液，将

样品按照每孔 20μL 的体积上样，蛋白 Marker 按照每孔 5μL 的体积上样。90V

恒压电泳约 30min 后，蛋白 Marker 完全电泳至浓缩胶和分离胶的分界面以下，

调整为 130V恒压电泳直至蛋白Marker的最小条带至分离胶的最底部则停止电

泳。

3) 转膜：根据凝胶的大小裁剪 NC 膜，将转膜海绵和 NC 膜提前泡入转膜

液中活化 5min，按照负极-海绵-凝胶-NC 膜-海绵-正极的顺序配置好“三明治

结构”。将转膜液倒入电转槽中，按照正确方向放置配置好的“三明治结构”，

90V 恒压转膜 80min。

4) 封闭：取出印迹膜后加入 2%BSA 溶液直至封闭液完全覆盖印迹膜，放

置 4℃冰箱封闭过夜。

5) 第二天将膜取出置于 37℃恒温摇床内以 45 转速回温 1h。

6) 使用 PBST 摇动漂洗膜共 5 次，每次 5 分钟。

7) 孵育一抗：将膜上结合蛋白的一面朝上置于一抗溶液中，在室温下摇动

孵育 1 小时，或在 4℃下孵育过夜。确保一抗溶液可完全覆盖印迹膜。

8) 使用 PBST 室温下摇动漂洗膜共 6 次，每次 5 分钟，以去除所有未结合

的一抗。在这步操作中，是否对膜进行了充分的漂洗至关重要。

9) 孵育二抗：使用适量 PBST 按照 1:5000 稀释 HRP，37℃、45rpm 孵育

1h。弃去二抗，使用 PBST 洗涤 5 遍，每遍 5min。

10) 显影：使用 ECL 高敏化学发光液 A 液和 B 液按照体积 1:1 混匀，
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将印迹膜放置在显影仪中，将发光液均匀滴加到印迹膜上，进行显影并拍照记

录。

本试验一抗分别为 IBV DS10株鸡多抗血清和鼠 his单抗。

2.2.2.3 N蛋白的纯化

样品制备：

(1)将诱导表达的 400mLpET-32a（+）-N 的菌液收集至 50mL 离心管中（四

个 50mL 离心管配平），4℃12000rpm 离心 2min，弃上清，收集沉淀；

(2)用 30mL 裂解液重悬沉淀菌体并按照 1:100 加入蛋白酶抑制剂（pmsf），

即 30mL 的菌体重悬液加入 300µL 的蛋白酶抑制剂；

(3)将盛有 30mL 重悬菌液的离心管置于冰水混合物中，使用超声破碎仪超

声破碎，每次超声处理 8s，每次间隔 8s，通过菌液澄清程度改变超声时间长短；

(4)破碎至澄清后 4℃12000rpm 离心 10min，将上清使用 0.45µm 滤器过滤

除菌后取 160µL 上清留样作后续检测用，余下上清至一无菌 50mL 离心管中。

冰上放置备用；

按照翌圣生物科技有限公司的 HisSep Ni-NTA 6FF Chromatography Column，

1mL(His标签蛋白纯化预装柱，1mL)对上述收集的上清进行蛋白的纯化，具体纯化步

骤如下：

(1)装备纯化系统：架好柱子，折断下口；

(2)5 倍柱体积去离子水冲洗出存储缓冲液。

(3)5 倍柱体积的 Lysis Buffer 平衡柱子。

(4)将经过滤器过滤后的样品过柱。

(5)收集底部滤下的液体再次过柱三遍。

(6)使用洗涤液清洗 10 个柱体积。

(7)加入 5 倍柱体积洗脱液洗脱。

透析浓缩步骤如下：

(1)将透析袋和两端夹子以及镊子开水煮沸杀菌消毒。

(2)用镊子将透析袋一端夹紧封住以至液体不会漏出，从另一端加入纯化的

样品后用夹子封住。

(3)在 5L 烧杯里加入 4L PBS，将装有纯化产物的透析袋放入 PBS 中，并

将磁力搅拌棒置于烧杯底部正中间。

(4)将烧杯放置磁力搅拌器上，调节仪器至一个合适的转速，4℃透析过夜；

(5)第二天更换烧杯内 PBS 为新的 PBS 继续透析 5h。

(6)取出透析袋，使用 PEG8000 浓缩至适当体积。
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(7)使用移液枪吸取浓缩后的蛋白测定浓度。

2.2.2.4 N蛋白的浓度测定

通过碧云天 BCA蛋白浓度测定试剂盒对纯化后的 N蛋白浓度进行测定，具体操

作步骤如下：

(1)蛋白标准品的准备

a. 取 0.8mL 蛋白标准配制液加入到一管蛋白标准 (20mg BSA)中，充分溶

解后配制成 25mg/mL 的蛋白标准溶液。配制后可立即使用，也可以-20℃长期

保存。取 4μL 加入 PBS 稀释到 100μL，使最终浓度达到 0.2mg/mL；

b. 取适量 25mg/mL 蛋白标准，用 PBS 稀释至终浓度为 0.5mg/mL。例如

取 10μl 25mg/mL 蛋白标准，加入 490μL 稀释液即可配制成 0.5mg/mL 蛋白标

准。稀释后的 0.5mg/mL 蛋白标准可以-20℃长期保存。

(2)BCA 工作液配制

根据样品数量，按 50体积 BCA试剂 A加 1体积 BCA试剂 B(50:1)配制适量 BCA

工作液，充分混匀。例如 5mLBCA试剂 A加 100μLBCA试剂 B，混匀，配制成 5.1mL

BCA工作液。BCA工作液室温 24小时内稳定。

(3)蛋白浓度测定

a. 将标准品按 0、1、2、4、8、12、16、20μl 加到 96 孔板的标准品孔中，

加标准品稀释液补足到 20μL，相当于标准品浓度分别为 0、0.025、0.05、0.1、

0.2、0.3、0.4、0.5mg/mL。

b. 加适当体积样品到 96 孔板的样品孔中。如果样品不足 20μl，需加标准

品稀释液补足到 20μL。同时记录样品体积。

c. 各孔加入 200μL BCA 工作液，37℃放置 15 分钟。

d. 用酶标仪测定 562nm 处的吸光度。

e. 根据标准曲线和使用的样品体积计算出 N 蛋白的浓度。

2.2.3 ELISA检测方法的建立

2.2.3.1 间接 ELISA检测方法的操作步骤

(1)抗原包被：将已纯化的抗原蛋白使用包被液稀释到需要的浓度，按

100μL/孔加入 96 孔板中，在 4℃的条件下包被过夜；

(2)洗板：将过夜包被后的 96 孔板取出并弃去板内液体，用 PBST（300μL/

孔）洗 3 次，最后一次将孔内液体倒掉并拍干；

(3)封闭：取配制好的 2%的 BSA 按 300μL/孔加入 96 孔板，在 37℃的条

件下封闭 3 h；
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(4)洗板：将封闭 3h 后的 96 孔板取出并弃去板内液体，用 PBST（300μL/

孔）洗 3 次，最后一次将孔内液体倒掉并拍干；

(5)一抗孵育：一抗若为血清，则按合适稀释度使用 2% BSA 稀释后按

100μL/孔加入 96 孔板，在 37℃的条件下孵育 1 h；

(6)洗板：将孵育一抗结束的 96孔板取出并弃去板内液体，用 PBST（300μL/

孔）洗 5 次，最后一次将孔内液体倒掉并拍干；

(7)二抗孵育：取二抗（HRP）使用 2% BSA 按合适比例稀释，配制好的

二抗溶液按 100μL/孔加入 96 孔板，在 37℃的条件下孵育 1 h；

(8)洗板：将孵育二抗结束的 96孔板取出并弃去板内液体，用 PBST（300μL/

孔）洗 5 次，最后一次将孔内液体倒掉并拍干；

(9)显色：将购买的商品化 TMB 显色液按 100μL/孔加入酶标板，在避光条

件下显色 5 min；

(10) 读数：将 2 M 硫酸终止液按 100μL/孔加入，使用酶标仪读取 OD450

值，进行数据分析。

2.2.3.2 最佳包被抗原浓度的确定

将 N蛋白 1-10列依次用 3μg/mL、1μg/mL、0.5μg/mL、0.01μg/mL、0.001μg/mL、

五个不同浓度进行稀释，每个浓度设两个重复孔，最后 11-12两列做空包被为空白对

照。每个包被浓度设两个重复孔，分别孵育 IBV DS10鸡多抗血清和 SPF鸡阴性血清

作为对照。剩余步骤按照 2.2.3.1操作。试验数据以 P/N值作为衡量标准，若 P/N值

越大，则效果越佳。以此确定最佳包被抗原浓度。

2.2.3.3 最佳封闭液的确定

在已优化好的条件下，使用可拆卸的酶标板进行两种封闭液的封闭效果比较。本

试验选择 5％脱脂乳和 2％BSA 进行封闭，设置阴阳对照分别孵育 IBV DS10鸡多抗

血清和 SPF鸡阴性血清。剩余步骤与 2.2.3.1相同。试验数据以 P/N值作为衡量标准，

若 P/N值越大，则效果越佳。以此确定最佳封闭液。

2.2.3.4 最佳封闭时间的确定

在上述优化好的条件下，使用可拆卸的酶标板，设置 3组封闭时间：2h、3h、4h。

每组两个重复孔，并设置阴阳对照分别孵育 IBV DS10鸡多抗血清和 SPF鸡阴性血清，

剩余步骤与 2.2.3.1相同。试验数据以 P/N值作为衡量标准，若 P/N值越大，则效果

越佳。以此确定最佳封闭时间。
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2.2.3.5 最佳血清稀释度的确定

在上述优化好的条件下，使用可拆卸的酶标板，将一抗血清按 A-H行用 1∶50、

1∶100、1∶200三个比例进行稀释孵育，各做两个重复分别孵育 IBV DS10鸡多抗血

清和 SPF鸡阴性血清，最后两排一抗孵育 PBS作为空白对照。剩余步骤与 2.2.3.1相

同。试验数据以 P/N值作为衡量标准，若 P/N值越大，则效果越佳。以此确定最佳血

清稀释度。

2.2.3.6 最佳一抗孵育时间的确定

在上述优化好的条件下，设置 4组孵育时间：30 min、60 min、120 min。每组 4

个重复孔，两个孔孵育鸡阴性血清，另外两个孔孵育鸡阳性血清，剩余步骤与 2.2.3.1

相同。试验数据以 P/N值作为衡量标准，若 P/N值越大，则效果越佳。以此确定血清

最佳孵育时间。

2.2.3.7 最佳酶标二抗稀释度的确定

根据优化好的条件，将二抗（HRP标记羊抗鸡）按 A-H行依次用 1∶5000、1∶

10000、1∶20000、1∶40000进行稀释孵育，每个浓度设两个重复孔，分别孵育 IBV

DS10鸡多抗血清和 SPF鸡阴性血清作为对照。剩余步骤按照 2.2.3.1操作。试验数据

以 P/N值作为衡量标准，若 P/N值越大，则效果越佳。以此确定最佳包被抗原浓度及

最佳酶标二抗稀释倍数。

2.2.3.8 临界值的确定

根据优化好的条件，选取 20份 IBV阴性血清，进行间接 ELISA检测，使用酶标

仪测定 OD450nm值进行数据分析。根据统计学原理分析，计算出 20组数据的平均值

（X�）和标准差（SD），当 OD450nm≤3SD+（X�）时判定为阳性。

2.2.4 N蛋白在昆虫细胞中的表达

2.2.4.1 N的重组转移质粒构建

(1) N基因的 RT-PCR扩增及回收

设计 N基因引物。上游:CCGGATCCATGAAATTCTTGGTCAACGTTGCCCTTGT；

下游 CCCTCGAGGTGATGGTGATGGTGATGAAGTTCATTTTCACCAAG；以 IBV

WJ215株的 cDNA为模板，利用特异性上下游引物，扩增出 N基因。经 1%琼脂糖核

酸电泳后进行胶回收。

(2) 基因的酶切与连接

a. 将扩增出来的 N 基因和 pFastBac-1 载体进行 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ快切酶酶切并
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进行 1%琼脂糖凝胶电泳，切胶进行胶回收。

b. 参考表 2-10 的连接体系将胶回收后的目的基因和载体连接，16℃连接过夜。

(3) 连接产物的转化

转化步骤同 2.2.1.5。

(4) 重组转移质粒的提取

重组转移质粒的提取步骤同 2.2.1.6。

(5) 重组转移质粒的酶切鉴定

将提取的 pFastBac1-N重组转移质粒进行 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ快切酶酶切，双酶切体

系参考 2-11。

(6) 重组转移质粒的测序

将重组转移质粒送至擎科生物公司测序，使用 DNASTAR软件对测序结果对比

序列分析。成功获得了含有目的基因的 pFastBac1-N重组转移质粒。

表 2-11 双酶切反应体系

Tab. 2-11 Double enzyme cleavage reaction system

样品 体积

10×QuickCut Green Buffer 2μL
QuickCut EcoR Ⅰ 1μL
QuickCut BamH I 1μL

质粒 1000ng

补 ddH2O至总体积为 20μL。

2.2.4.2 重组穿梭质粒的构建

A. 转座

(1) 从超低温冰箱中取出 DH10Bac感受态细胞 100 μL，置于冰上融化。

(2) 将 1ug鉴定正确的重组转移质粒 pFastBac1-HBM-N，加入 DH10Bac 感受态细胞

内，轻弹混匀，静置冰水浴 30 min。

(3) 将离心管置于 42℃热激活 45 s，冰水浴 2 min。

(4) 向离心管内加入 900 μL LB液体培养基，37 ℃、225 rpm振荡培养 4h。

(5) 5000 rpm离心 5 min，弃去 400 μL上清，轻柔吹打重悬沉淀。

(6) 用无抗 LB液体培养基将菌液作 10-1、10-2、10-3梯度稀释。

(7) 取 X-gal 30 μL涂布三抗 LB固体平板（含 Kan/Tet/Gen/IPTG/X-Gal）。

(8) 取 10-1 、 10-2 、 10-3 稀 释 度 的 菌 液 各 100μL 涂 布 至 LB 平 板 （ 含

Kan/Tet/Gen/IPTG/X-Gal），37 ℃避光倒置培养 48 h。

(9) 将出现蓝/白菌落的 LB固体平板置于 4℃过夜，使菌落充分显色。



25

(10)挑取白色单菌落，接种于三抗 LB液体培养基（含 Kan/Tet/Gen），37℃、220 rpm

振荡培养 12-16h。

(11)再取菌液划线接种至三抗 LB平板（含 Kan/Tet/Gen/IPTG/X-Gal），37℃避光倒

置培养 36-48 h。

(12)再次将出现蓝/白菌落的 LB平板置于 4℃过夜，使菌落充分显色。

(13)挑取白色单菌落，接种于 LB液体培养基（含 Kan/Tet/Gen），37 ℃、220 rpm 振

荡培养过夜。

(14)再取菌液划线接种至 LB平板（含 Kan/Tet/Gen/IPTG/X-Gal），37℃避光倒置培

养 36-48 h。

(15)将出现白色单菌落的 LB平板置于 4℃过夜，使菌落充分显色。

B. 重组穿梭质粒的提取

挑取第三代白色单菌落，接种于三抗 LB液体培养基（含 Kan/Tet/Gen），37℃、

220 rpm振荡培养 16h。利用 Bac DNA提取试剂盒提取 DNA，具体步骤如下：

(1) 吸取 5 mL菌液于离心管，室温下 13000×g离心 3 min，弃掉上层培养基。

(2) 加入 200 μL BufferT1重悬菌液沉淀，涡旋混匀。

(3) 加入 200 μL BufferT2，轻柔上下颠倒 10次混匀，室温放置 5 min。

(4) 加入 200 μL BufferT3，轻柔上下颠倒 20次混匀，直至出现白色絮状沉淀，冰上

放置 5 min。4℃条件下 13000×g离心 10 min。

(5) 小心将上清液转移至 1.5 mL离心管内，加入 200 μL BAC Binding Buffer，上下颠

倒至彻底混匀。

(6) 将吸附柱置于 2mL收集管内，将（5）中混合液全部吸至吸附柱内，室温下 10000×g

离心 1min。

(7) 弃滤液，将吸附柱置于 2mL收集管内，吸附柱内加入 750 μL SPM Buffer，室温

下 10000×g离心 1min。

(8) 弃滤液，将吸附柱置于 2mL收集管内，室温下 13000×g空离 3 min。

(9) 将吸附柱置于新的无菌 1.5 mL离心管内，吸附柱中央滴加 30 μL Elution Buffer，

室温放置 5 min，10000×g离心 1min。弃去吸附柱，将提取的 DNA 使用紫外分光光

度计测其浓度，并放置-20℃保存。

2.2.4.3 重组穿梭质粒的鉴定

使用特异性引物和M13引物对重组穿梭质粒进行 PCR鉴定。反应结束后，产物

经 1%琼脂糖核酸电泳鉴定。将鉴定正确的重组杆粒命名为 rBacmid -N。
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2.2.4.4 细胞转染及重组杆状病毒的拯救

(1) 在 6孔细胞板中，将 SF9细胞按照 1.5×106个/孔的密度进行铺板，轻轻摇匀

后放置 27℃恒温培养箱中培养 12h，当细胞密度约为 90%时进行转染。

(2) 配制体系 1：取一个无菌的 1.5mL离心管加入 300μL Opti-Mem培养基；再加

入 3μg的 rBacmid -N最后加入 6μL P3000，轻轻弹匀。

(3) 配制体系 2：取一个无菌的 1.5mL离心管标记加入 300μL Opti-Mem培养基和

9μL lipofectamine3000转染试剂，轻轻弹匀。

(4) 将体系 1中的离心管混匀后轻轻滴加到体系 2中的离心管中，轻轻弹匀，室

温孵育 15min。

(5) 将 6孔细胞板中完全培养基更换成无血清的 Grace’s培养基。

(6) 将步骤（4）中的 DNA-lipofectamine3000混合物轻轻滴加至 6孔细胞板中，

轻轻晃动 6孔细胞板，使 DNA-lipofectamine3000混合物均匀分散。

(7) 27℃恒温培养箱培养 5 h后吸出上清液，6孔细胞板中每孔轻轻补加 3mL含

10%血清的 Grace’s培养基。

(8) 27℃恒温培养箱培养 4-5天，每 12 h观察细胞形态的变化。

(9) 5天后收获细胞上清液，即为 P1代重组杆状病毒。命名为 P1-rBv-N。

2.2.4.5 重组杆状病毒 DNA的提取及鉴定

将 P1代重组杆状病毒感染 SF9细胞，待细胞出现明显病变后（约 96h），收取

细胞及其上清，提取重组杆状病毒 DNA。

(1) 取 500 μL细胞上清于 1.5 mL离心管内，加入 260 μL含 RNaseA的 Buffer T1，

充分混匀。

(2) 加入 260 μL Buffer T2，轻柔上下颠倒 5-10次，室温静置 5min。

(3) 加入 260 μL Buffer T3，轻柔上下颠倒 15-20次，冰上静置 5min。

(4) 4℃ 14000 ×g离心 10min。

(5) 将上清液转移到无菌的 1.5 mL 离心管中，加入 0.7 倍体积的异丙醇和 2μL

linear polyacrylamides，混匀样品 15s。室温下 14000 ×g离心 10min。

(6) 弃上清，可见底部有少数 DNA颗粒，向管中加入 500 μL 70%乙醇，室温 14000

×g离心 10min。

(7) 弃上清，将离心管倒置 15分钟，使乙醇充分挥发，使 DNA颗粒干燥。

(8) 管中滴加 35 μL无菌 ddw，室温过夜使 DNA颗粒融解。

(9) 使用M13载体通用引物鉴定重组杆状病毒 DNA。
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2.2.4.6 重组杆状病毒的滴度测定及其传代

(1)在 96孔细胞板中，将 SF9细胞按照 5×104个/孔的密度进行铺板，轻轻摇匀后，

27℃恒温培养箱中培养 12h，待细胞密度约为 90%时吸去培养基，每孔补加含 100μL

2%血清的 Grace’s培养基。

（2）将重组杆状病毒 P4-rBv-N在无菌 1.5mL离心管中进行 10倍倍比稀释，稀

释液为含 2%血清的 Grace’s培养基。

（3）取稀释度 10-1~10-9的病毒稀释液接种到 96孔板中，每孔 100μL，每个稀释

度设置 8个重复孔，同时设置正常细胞作为阴性对照。

（4）27℃恒温培养箱培养 5天，待细胞出现明显病变，使用间接免疫荧光法观

察结果。

（5）固定：5天后吸去细胞培养基，每孔加 100μl 4%多聚甲醛细胞固定液，室

温固定 20min。吸去固定液，PBS清洗 3遍，拍干。

（6）透膜：每孔加 100μl 0.25%曲拉通（Triton X-100），室温透膜 10min。吸去

透膜液，PBS清洗 3遍，拍干。

（7）孵育一抗：将 IBVWJ215株鸡多抗血清 1:200稀释，每孔 100μL，37℃孵

育 1h。吸去一抗，PBS清洗 5遍，拍干。

（8）孵育二抗：避光将 FITC-IgY 羊抗鸡抗体 1:200稀释，每孔 100μL，37℃孵

育 1h。吸去二抗，PBS清洗 5遍，拍干。

（9）每孔加入 50μl 50%甘油，荧光显微镜下观察荧光结果并记录，使用

Reed-Muench两氏法计算各重组杆状病毒的滴度。

（10）待细胞密度约为 90%时，按照MOI=0.1的接毒量进行病毒传代，传至 P6

代。

2.2.4.7 IFA鉴定重组蛋白的表达

(1) 在 24孔细胞板中将 SF9 细胞按照 2×105 个/孔的密度进行铺板，轻轻摇匀后，

27℃恒温培养箱中培养 12h，待细胞密度约为 90%时，吸去培养基，每孔补加含 200μL

2%血清的 Grace’s培养基。

(2) 将 P6代重组杆状病毒 rBv-N按照MOI=1接种至 24孔板中，27℃恒温培养

箱中培养。同时设置正常 SF9细胞对照。

(3) 120h后细胞出现明显病变，吸取细胞上清，使用无菌 PBS洗涤一遍。

(4) 固定：每孔加 300μl 4%多聚甲醛细胞固定液，室温固定 20min。吸去固定液，

PBS清洗 3遍，拍干。

(5) 透膜：每孔加 300μl 0.25%曲拉通（Triton X-100），室温透膜 10min。吸去透

膜液，PBS清洗 3遍，拍干。
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(6) 孵育一抗：将 IBVWJ215株鸡多抗血清 1:200稀释，每孔 300μL，37℃孵育

1h。吸去一抗，PBS清洗 5遍，拍干。

(7) 孵育二抗：避光将 FITC-IgY 羊抗鸡抗体 1:200稀释，每孔 300μL，37℃孵育

1h。吸去二抗，PBS清洗 5遍，拍干。

(8) 每孔加入 200μl 50%甘油，荧光显微镜下观察荧光结果。

2.2.4.8 High Five细胞表达重组蛋白

将活细胞密度＞95%的 High Five细胞接种至无菌锥形瓶中，接种体积为 50mL，

接种密度为 2×106 cells/mL，将重组杆状病毒以 MOI=0.1 的接种量接种 High Five 细

胞，27℃、170 rpm摇床恒温培养 4-5天。培养期间每 24 h将细胞混悬液与 0.04%台

盼蓝染色，计算死亡细胞比例。待死亡细胞数占比细胞总数 98%，此时收获细胞培养

液。

2.2.4.9 Western blot鉴定重组蛋白的表达

将 2.2.4.8中收获的细胞培养液离心弃去上清，使用预冷的 PBS重悬后在冰水浴

中进行超声破碎，破碎至液体透明且不粘稠，将重组蛋白和 5×蛋白 Loading Buffer

按照体积比 4:1的比例混合，100℃煮样 10min。本试验中一抗为 IBV DS10鸡多抗血

清，二抗为 HRP-IgY羊抗鸡抗体，参考 2.2.2.2中WB步骤鉴定重组蛋白。

2.2.5 N蛋白单克隆抗体的制备

2.2.5.1 小鼠的免疫

将 2.2.1.1中 6000rpm/min 离心 40min所得的上清用 PEG8000透析浓缩至适当体

积，采用蔗糖密度梯度离心法 35000rpm/min 离心 2.5h收集 30％与 45％中间的病毒

带，适量 PBS稀释后再次 35000r/min 离心 3h去除蔗糖。沉淀再以适量 PBS稀释，

参考 2.2.2.3中 BCA法测定病毒蛋白的浓度。分装至无菌 EP管中并做好标记保存在

-80℃冰箱备用。按照每只小鼠免疫 0.5mg纯化后的 CK/CH/WJ215株病毒量来对病毒

做合理稀释，再向其中加入等体积的弗氏佐剂（初次免疫用弗氏完全佐剂，再次免疫

用弗氏不完全佐剂），将其完全乳化后皮下注射 3只 6周龄的雌性 BALB/c小鼠，同

时设立阴性对照为 PBS与等体积的佐剂乳化，每两周免疫一次。免疫流程见表 2-12。
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表 2-12 BALB/c 小鼠免疫程序

Tab. 2-12 The immune program for BALB/c mouse

免疫时间（d） 抗原 免疫剂量/只 接种方法

1 CK/CH/WJ215＋等量完全佐剂 0.5mg 腹腔注射

14 CK/CH/WJ215＋等量不完全佐剂 0.5mg 腹腔注射

28 CK/CH/WJ215＋等量不完全佐剂 0.5mg 腹腔注射

35 N蛋白在昆虫细胞中的表达产物 0.5mg 腹腔注射

2.2.5.2 免疫 BALB/c小鼠血清效价测定

为保证免疫的效果，在第三次免疫一周后测定小鼠血清中的抗体效价。将三只免

疫后的 BALB/c 小鼠进行下颌窦采血，提取血清后采用间接 ELISA法测定血清中的

抗体效价。选取效价高的一只小鼠皮下注射 N的真核蛋白，超强免疫 3天后进行细

胞融合。

采用 ELISA检测方法测定免疫鼠的多抗血清的效价，其具体步骤如下：

(1)包被：将纯化后的 N 蛋白用包被液调整浓度至 1µg/mL；在 96 孔酶标

板中每孔加入 100µL，同时设置空包被孔作为阴性对照。4℃过夜包被。

(2)第二天弃掉孔内溶液，每孔加入 300µL PBST 后拍打震荡倒掉孔内洗涤

液。重复操作洗板 3 次后在吸水纸上拍干。

(3)封闭：300µL/孔，加现配的 2%BSA，37℃孵育 3h。

(4)每孔加入 300µL PBST 后拍打震荡倒掉孔内洗涤液。重复操作洗板 3 次

后在吸水纸上拍干。

(5)加样：100µL/孔，用 2%BSA 按 1:200～1:409600 稀释小鼠阳性血清，

同时设阴性血清对照（未免疫的小鼠血清），37℃孵育 1h 后用 PBST 洗板 5

次后拍干。

(6)加酶标抗体：用 2%BSA 将羊抗鼠 IgG-HRP 进行 1:20000 倍稀释，100µL/

孔，37℃孵育 1h 后用 PBST 洗 5 次后拍干。

(7)显色：将商品化 TMB 反应液 100μL/孔加入需要显色的孔内，37℃反应

5~8min。

(8)终止：100μL/孔，加入 2M H2SO4 终止液。

(9)读数：加入终止液后迅速用酶标仪检测各待测孔的 OD450nm 值，记录数

据。

(10) 结果判断：如果待测孔的 OD450nm 值大于临界值，即为阳性结果，
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在阳性孔中最高的稀释倍数即为效价。

2.2.5.3 SP2/0细胞的制备

细胞融合前一周左右复苏 SP2/0细胞，用含有 10%FBS的 HT培养基进行培养。

融合前一天，把生长状态较好的 SP2/0进行传代，保证融合时 SP2/0在对数生长期。

融合当天，把 SP2/0细胞从培养瓶上缓缓吹打下来，转移到 50mL离心管里，1000rpm

离心 10min，用少量 DMEM完全培养基把细胞重悬进行细胞计数，把细胞密度稀释

到 105~106个/mL。

2.2.5.4 饲养细胞的制备

融合前一天，把一只健康的 ICR雌鼠引颈处死，浸泡在 75%的酒精中大约 5min，

在超净台中取出将其腹部朝上固定于解剖板上。用无菌手术剪刀把小鼠腹部的表皮剪

开，使其腹膜暴露并用酒精棉球擦拭消毒。无菌镊子轻轻夹起腹膜，用一次性 10mL

的注射器把 5mL HAT培养基注射进腹腔，夹取酒精棉球缓缓按压拍打腹部 2~3min，

然后用无菌 10mL注射器吸取腹部内带有饲养细胞的培养基，转入灭菌培养皿中，进

行细胞计数，把细胞密度稀释到 105个/mL。转入 96孔细胞培养板，放于 37℃、5%CO2

的细胞培养箱中。第二天观察细胞生长状态，细胞呈多形性、贴壁紧密、无污染时可

用。

2.2.5.5 脾细胞的制备

取超强免疫 3天后的小鼠，眼球采血，37℃静置 2h至血清析出，5000rpm离心

10min，取血清-20℃储存备用，即为阳性对照。采血后将小鼠引颈处死，浸泡在 75%

酒精中大约 5min，在超净工作台内取出将其仰面固定在解剖盘上，无菌手术剪刀依

次剪开腹部表皮以及小鼠左侧腹膜，尽量剥去脾脏周围的脂肪以及结缔组织，缓慢取

出脾脏。用 10mL左右有抗的 DMEM清洗一次，转移到另一个装有 10mL左右无抗

的 DMEM平板中，尽量将结缔组织去除干净后再转移到另一个干净的装有 10mL无

抗的 DMEM平板中。取出 1mL注射器折弯用来固定脾脏，然后取出另一支 1mL注

射器在脾脏上打孔，直到脾脏只剩下一层皮。将平皿中的脾细胞悬液转移到 15mL离

心管中，沉降 3min。期间将 SP2/0细胞吹下来并收集到 50mL离心管中。

2.2.5.6 细胞融合

把上述脾细胞以及 SP2/0细胞按照 1:5~1:10的比例加入 50mL离心管中，1000rpm

离心 10min，倒掉上清液，轻轻把细胞团打散使其混合平铺在离心管管底。将该离心

管管底握在手心，用巴氏管吸取 1mL预热至 37℃的 PEG1500，沿着离心管的管壁，

一边轻轻转动管底一边缓慢滴加 PEG，时间控制在 1min内滴加完（前面 3s一滴，之
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后 2s一滴，最后 1s一滴）。接着保持在 37℃水浴中缓慢晃动离心管 60s，立即向其

中添加 10mL 预热至 37℃的 DMEM，稀释 PEG终止融合，放置在 37℃培养箱中温

育 10min。1000rpm 离心 10min弃上清后补加预热至 37℃的含两倍氨苄蝶蛉和 10％

FBS的 HAT培养基到 40mL，将细胞团打散。将其移至两块无菌平皿，一块平皿加入

20mL的细胞重悬液后再补加 30mL预热至 37℃的含两倍氨苄蝶蛉和 10％FBS的HAT

培养基，混匀后按照 150μL/孔加到提前一天制备好的饲养细胞内，平放在 37℃、

5%CO2的细胞培养箱里。培养七天后观察细胞的状态，若培养基蒸发则可选择补合

适体积的含 10％FBS的 HAT培养基。

2.2.5.7 杂交瘤细胞阳性孔筛选

待杂交瘤细胞状态生长良好且细胞的集团密集时，使用移液枪将每个孔细胞吹散，

两天后即可进行阳性孔筛选。将纯化后的 N蛋白作为包被原，96孔板内杂交瘤的上

清作为一抗，使用 2.2.3中建立好的 ELISA筛选方法筛选出分泌抗体能力强的阳性孔，

转移到 24 孔细胞培养板进行 1:1 扩大培养，至孔内细胞培养基变黄时，再次使用

ELISA对抗体效价进行检测，选择阳性且效价高的细胞孔扩大到细胞瓶中冻存一部分

并取一部分进行亚克隆。

2.2.5.8 杂交瘤细胞的亚克隆

选取效价高的阳性杂交瘤细胞采用有限稀释法亚克隆，具体步骤如下：

把待克隆的杂交瘤细胞采用台盼蓝活细胞计数，再用含 10％FBS的 HT培养基调

整其细胞浓度为 4~5个/mL。把细胞悬液按照 200µL/孔铺满 3块 96孔板。放于 37℃、

5%CO2培养箱里，6天后观察每个孔内细胞集团，标记有单个细胞集团的孔，待细胞

集团生长至出现打堆时使用移液枪将孔内细胞吹散，2-3天后细胞培养上清变黄即可

使用 ELISA检测方法筛选出呈强阳性的单克隆细胞株，转移至 24孔板扩大培养。重

复亚克隆 2轮，保证筛选的是单克隆细胞株且能够稳定分泌抗 IBV N蛋白抗体。

2.2.5.9 单克隆抗体亚类鉴定

按照建立的 ELISA检测方法将获得的单克隆上清作为一抗，按照博奥龙科技有

限公司的小鼠单抗 Ig 类亚类鉴定用酶标二抗即用套装说明书操作进行 Mouse Ig

（G1\G2a\G2b\G3\M\A\κ\λ）鉴定。

2.2.5.10 单克隆抗体的大量制备

用体内诱生腹水法对 IBV N蛋白 mAb进行大量制备。提前一周于 BALB/c经产

母鼠腹腔内接种 500µL无菌的液体石蜡，将筛选到的单克隆细胞株转至细胞培养瓶

内用含有 10%FBS的 HT培养基扩大培养。到对数增长状态，把细胞从培养瓶上缓缓



32

吹打下来，1000rpm离心 10min，用 DMEM 培养基重悬计数。分别向石蜡致敏的两

只母鼠腹腔内注射 0.5×106个/mL~1×106个/mL细胞。每天查看小鼠的腹部情况，约

一周后小鼠腹部肿胀较大而且表皮紧绷、行动不便。将小鼠引颈处死，浸泡在 75%

乙醇里大约 5min，仰面固定于解剖盘上，剪开小鼠腹部表皮，用一次性 10mL注射

器采集腹水，3000rpm离心 10min，除去上层油脂。取上清，分装到无菌的 1.5mL离

心管放置于-20℃备用。
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第三章 结果与分析

3.1 CK/CH/WJ215株的分离鉴定

3.1.1 病原鉴定结果

病料研磨后提取的RNA使用 S1基因的特异性引物扩增出 1620 bp左右的特异性

条带，与 IBV 阳性对照扩增条带大小一致，符合预期 （见图 3-1），说明样品中含

有 IBV核酸。

图 3-1 病原初步鉴定结果

Fig. 3-1 Preliminary identification results of pathogens

注：M. DL5000 DNA Marker；1. 病料扩增产物；2. IBV DS10 株扩增产物； 3. 阴性对照。

在 SPF 鸡胚上连续盲传 5 代后，鸡胚表现为发育受阻，尿囊膜增厚等侏儒胚

的典型症状，严重的可导致鸡胚死亡，“侏儒胚”病变（见图 3-2）。并且，IBV N

基因引物对尿囊液扩增出与预期大小相符的目的条带，而 ALV、AIV、NDV 和阴性

尿囊液均未扩增出目的条带（见图 3-3）。确定分离病原为 IBV，命名为CK/CH/WJ215。

图 3-2 CK/CH/WJ215株接种鸡胚病变

Fig. 3-2 CK/CH/WJ215 strain inoculated with chicken embryo lesions

注：a. 含病毒的尿囊液接种鸡胚；b.健康对照鸡胚；
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图 3-3 最高代次尿囊液 N基因特异性引物鉴定结果

Fig. 3-3 Identification results of N-gene specific primers in the highest generation of urinary bladder
fluid

注：M. DL5000 DNA Marker；1. 含病毒的尿囊液；2.AIV；3. NDV；4. ALV；5. 阴性对照。

3.1.2 CK/CH/WJ215株全基因组结构

使用特异性引物对分离株进行分段 RT-PCR，阳性质粒送到北京擎科生物科技有

限公司进行测序。将测得的各片段序列利用 DNAstar 软件进行测序结果的比对鉴定

及剪辑拼接命名。结果显示，CK/CH/WJ215 基因组全长 27440bp。各片段测序结果

拼接完成，核苷酸序列已上传（GenBank登录号：PP212853.1），经整理 CK/CH/WJ215

全基因组结构如表 3-1所示。

表 3-1 IBV分离株的全基因组结构

Tab. 3-1 The Whole Genome Structure of IBV Isolates

Gene
Gene1 Gene2 Gene3

Gene
4

Gene5 Gene6

1a 1b S1 S2 3a 3b E M 5a 5b N

CK
/C
H/
WJ
21
5

Start 526
1246
2

2037
1

2200
0

2386
5

2403
8

2421
3

2451
1

2553
9

2573
3

25924

End
1238
7

2042
0

2199
9

2387
7

2403
8

2422
6

2453
9

2518
8

2573
6

2598
1

27153

Size（nt） 1186 7959 1629 1878 174 189 327 678 198 249 1230
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3.1.3 CK/CH/WJ215株 S1基因遗传进化分析

结果显示，以本试验分离株（CK/CH/WJ215株）第 5 代尿囊液获得的 cDNA 为

模板，PCR 扩增 S1基因结果显示出现 1620 bp 的目的条带，测序获得该分离株 S1

基因核苷酸序列。将其与附录 C中参考毒株的 S1序列进行比较。

同源性分析结果显示，CK/CH/WJ215 株 S1 氨基酸序列与 D1466（M21971）

毒株同源性最低，仅为 51.9%，与 4/91、LDT3、M41、QX 等毒株的相似性分别为

78.2%、79.3%、75.9%、84.6%，与 GⅠ-19（QX-like）型毒株同源性最高。进一步遗

传进化分析显示，CK/CH/WJ215 株与 GⅠ-19 基因型 IBV 毒株位于同一分支，核苷

酸相似性为 94.3%，表明 CK/CH/WJ215株属于 GⅠ-19基因型（见图 3-4）。

图 3-4 分离株 S1 基因遗传进化树分析

Fig. 3-4 Genetic Evolution Tree Analysis of S1 Gene in Isolates
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3.1.4 CK/CH/WJ215株同源重组分析

为了探究分离到的 CK/CH/WJ215毒株的基因组特点，本研究通过 RDP4生物信

息软件，将分离毒株与 2株同源较高的毒株（DY07和 YX10 D90）进行重组事件分

析，下图 3-5（A）中结果显示分离株 CK/CH/WJ215与对比毒株相比其 S基因发生了

突变。通过同源重组分析发现 CK/CH/WJ215 分离株存在 3 个重组事件，为

CK/CH/WJ215提供重组片段的主要和次要亲本株为 QX型 YX10 D90株和 DY07株，

表明 CK/CH/WJ215株可能来源于 QX型不同毒株的多次重组。

图 3-5 分离株 CK/CH/WJ215 基因组 simplot（A）与 Bootscan（B）分析

Fig. 3-5 Genomic Simplot (A) and Bootscan (B) Analysis of CK/CH/WJ215 Isolates

根据结果整理并分析了分离株 CK/CH/WJ215基因组中检测重组事件信息如下表：
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表 3-2 分离株 CK/CH/WJ215基因组中检测重组事件信息

Tab. 3-2 Detection of recombinant event information in the genome of CK/CH/WJ215 isolated strains

重组事件
断点

相关基因 重组片段亲本株 主要亲本株
起点 终点

1 4312 5033 1a YX10 D90 ck/CH/LSD/112
2

20086 25416
1b，S，3a，
3b，E，M

unknown/DY07 YX10 D90

3 25530 26322 5a，5b，N CK/CH/LSD/0903 CH/CH/LJL1309

3.1.5 致病性试验结果

结果显示，在攻毒后的第 2天，试验组 SPF鸡开始出现临床症状，表现为精神

沉郁，羽毛杂乱，甩鼻，有气管啰音，排白色稀粪，眼鼻部有黏性液体，在攻毒后第

4~5天表现最为严重，发病率为 100%（15/15）；在攻毒后第 2天开始死亡，至第 21

天共死亡 10只，死亡率达 66.7%（10/15），死亡 SPF鸡表现为脱水严重（见图 3-6A）。

攻毒后 7天能够产生 IBV 阳性抗体，抗体水平随着感染时间增加而逐渐升高（见图

3-6B）。试验组病死鸡可见肾脏肿胀、苍白，并伴有大量尿酸盐沉积（见图 3-7D），

气管未见明显病变（见图 3-7B）。对照组 SPF 鸡肾脏（见图 3-7C）和气管（见图

3-7A）均未见异常。病理组织切片结果显示，试验组肾脏组织出现大量炎性细胞浸润，

肾小管上皮细胞坏死、脱落，对照组肾脏组织未见异常（见图 3-8）。表明CK/CH/ WJ215

株对 SPF 雏鸡具有较强的致病性，并且肾脏致病性明显。

图 3-6 分离株对 SPF鸡致病性及 IBV抗体产生水平

Fig. 3-6 Pathogenicity and IBV antibody production levels of isolated strains in SPF chickens

注：A. 存活率；B. 抗体水平；
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图 3-7 分离株感染鸡的器官病理变化

Fig. 3-7 Organ pathological changes in chickens infected with isolated strains

注：A. 对照组气管；B. 实验组气管；C：对照组肾脏；D：实验组肾脏

图 3-8 本试验分离株感染鸡肾脏组织病理学变化

Fig. 3-8 Pathological changes in kidney tissue of chickens infected with strains isolated in this
experiment

注：A. 对照组肾脏；B：实验组肾脏

3.2 N蛋白在大肠杆菌中的表达与纯化

3.2.1 pET-32a（+）-N的酶切鉴定结果

提取菌液鉴定有目的条带的菌液质粒，测定浓度后使用 EcoR Ⅰ和 BamH Ⅰ进行双

酶切，37℃金属浴酶切 15min后取 10μL进行凝胶电泳，电泳结果显示重组原核表达

质粒酶切的载体以及 N基因大小全部正确，证明载体与目的片段成功连接。将该菌

液送往擎科生物公司进行测序，测序的结果显示该重组质粒无变异，到此完成原核表

达质粒 pET-32a（+）-N的构建。
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图 3-9 pET-32a(+)-N双酶切结果

Fig. 3-9 PET-32a(+)-N dual enzyme digestion results

注：M. DL5000 DNA Marker；1. pET-32a(+)-N质粒

3.2.2 N蛋白的可溶性分析

将 N的原核表达菌液进行诱导，诱导后将菌体进行超声破碎。破碎后离心获得

上清和沉淀，将上清和沉淀分别加蛋白 buffer煮样。完成样品制备后进行WB验证，

本试验中 pET-32a（+）载体带 His标签，WB一抗分别使用 IBV DS10鸡多抗血清与

鼠 His单抗进行孵育。结果显示表达的蛋白与 IBV阳性血清以及 His单抗均能发生反

应，到此成功表达了反应性较好的 N蛋白。且可溶性分析显示 N蛋白在上清和沉淀

中均有表达，上清中表达量较沉淀多。后续可选择使用 N蛋白上清进行纯化。

图 3-10 N蛋白WB验证

Fig. 3-10 N-protein WB validation

注：M. 蛋白Marker；1. N破碎后上清；2.N破碎后沉淀；A.一抗为鼠 his单抗；B.一抗为 IBV
DS10鸡多抗血清；
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3.2.3 N蛋白的纯化

通过前期研究发现上清中蛋白量较沉淀中更多，考虑实验操作难度与复杂程度，

上清纯化更为方便。因此本试验选择将 N蛋白的上清使用翌圣生物科技有限公司的

HisSep Ni-NTA 6FF Chromatography Column，1mL( His 标签蛋白纯化预装柱，1mL)

进行纯化。并在纯化前收集一部分样品作为未纯化样品，与纯化后的 N蛋白进行WB

验证。由图 3-11可见 N蛋白纯化后杂带减少至几乎没有杂带，至此 N蛋白纯化成功。

图 3-11 N蛋白纯化WB结果

Fig. 3-11 N-protein purification WB results

注：M. 蛋白Marker；1. 纯化后的 N蛋白；2.纯化前的 N蛋白；

3.2.4 N蛋白的浓度测定

取一部分纯化后的 N蛋白，使用 BCA蛋白浓度测定试剂盒测定浓度。使用酶标

仪测得不同浓度蛋白标准品与不同浓度 N蛋白 570nm处的 OD值，通过蛋白标准品

OD值随浓度变化来绘制标准曲线 y=1.2034x - 0.1837，R2=0.999，说明该曲线准确率

较高。代入得出纯化后的 N蛋白浓度为 0.2085mg/mL。

图 3-12 BSA法测定 N蛋白浓度的标准曲线

Fig. 3-12 Standard curve for measuring N protein concentration using BSAmethod
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3.3 ELISA检测方法的建立

3.3.1 最佳包被抗原浓度的确定

本试验对抗原包被浓度 3μg/mL、1μg/mL、0.5μg/mL、0.1μg/mL、0.01μg/mL、五

个不同包被浓度进行对比；使用酶标仪读 OD450nm值，在表格中记录下 P/N值，进行

数据分析如下表 3-3。

表 3-3 最佳包被抗原浓度的确定

Tab. 3-3 Determination of optimal antigen concentration for encapsulation

包被量

0.3μg 0.1μg 0.05μg 0.01μg 0.001μg

IBV阳性血清 2.163 1.462 1.173 0.846 0.372

IBV阴性血清 0.831 0.212 0.203 0.182 0.096

P/N值 2.6029 6.8962 5.7783 4.6484 3.8750

结果显示当每孔包被 0.1μg的 N蛋白时 P/N值最高为 6.8962，因此，N蛋白作为

包被抗原最合适的包被量为每孔 0.1μg。

3.3.2 最佳封闭液的确定

本试验在其他条件不变的情况下，对比了两种封闭液的封闭效果，使用酶标仪读

OD450nm值，在表格中记录下 P/N值，进行数据分析如下表 3-4。

表 3-4 最佳封闭液的确定

Tab. 3-4 Determination of the optimal sealing solution

封闭液

5％脱脂乳 2％BSA

IBV阳性血清 1.721 1.452

IBV阴性血清 0.513 0.221

P/N值 3.3548 6.5701

结果显示封闭液为 2％BSA时 P/N值最高，经优化，选择 2％BSA进行封闭效果

最佳。

3.3.3 最佳封闭时间的确定

本试验选择在 37℃条件下封闭，封闭时间分别为 2h、3h、4h，使用酶标仪测得

450nm处的读值，进行数据分析如表 3-5，计算出在 37℃封闭 3h条件时，P/N值最
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大为 5.5498。因此确定封闭 3h为最佳条件。

表 3-5 最佳封闭时间的确定

Tab. 3-5 Determination of optimal closure time

封闭时间

2h 3h 4h

IBV阳性血清 1.157 1.726 1.789

IBV阴性血清 0.213 0.311 0.371

P/N值 5.4319 5.5498 4.8221

3.3.4 最佳血清稀释度的确定

(1)血清稀释倍数的确定

使用上述优化好的条件完成 ELISA 检测，将一抗（IBV DS10 鸡多抗血清）按

A-H行用 1∶50、1∶100、1∶200三个比例进行稀释孵育，各做两个重复分别孵育 IBV

DS10鸡多抗血清和 SPF鸡阴性血清，最后两排以 PBS作为空白对照。实时计算每个

条件下的 P/N值，数值越大则效果越佳。以此确定最佳血清稀释度。进行数据分析如

表 3-6。

表 3-6 最佳血清稀释度的确定

Tab. 3-6 Determination of optimal serum dilution

血清稀释度

1∶50 1∶100 1∶200 空白

IBV阳性血清 2.421 1.973 1.785 0.030

IBV阴性血清 0.927 0.625 0.325 0.027

P/N值 2.6116 3.1568 5.4923 1.111

结果显示，在其他条件不变的情况下将一抗血清以 1:200稀释孵育时 P/N值最高，

因此血清最佳稀释浓度为 1∶200。

3.3.5 最佳一抗孵育时间的确定

本试验设置三组孵育时间：30 min、60 min、120 min。每组 4个重复孔，两个孔

孵育 SPF鸡阴性血清，另外两个孔孵育 IBV DS10鸡多抗血清，实时记录每种条件孵

育的结果，计算 P/N值，若越大，则效果越佳。以此确定血清最佳孵育时间。进行数

据分析如表 3-7。
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表 3-7 最佳一抗孵育时间的确定

Tab. 3-7 Determination of the optimal incubation time for primary antibodies

血清孵育时间

30min 60min 120min

IBV阳性血清 0.931 1.721 1.732

IBV阴性血清 0.172 0.302 0.572

P/N值 5.4128 5.6987 3.026

通过 P/N 值的计算结果，一抗血清孵育 1h 时比值最高，因此一抗血清孵育 1h

为最佳条件。

3.3.6 最佳酶标二抗稀释度的确定

本试验对酶标二抗四种稀释倍数 1∶5000、1∶10000、1∶20000、1∶40000进行

比较，使用酶标仪读 OD450nm值，在表格中记录下 P/N值，进行数据分析如下表 3-8。

表 3-8 最佳酶标二抗稀释度的确定

Tab. 3-8 Determination of the optimal dilution of enzyme-linked immunosorbent assay secondary
antibody

二抗稀释倍数

1：5000 1：10000 1：20000 1：40000 空白

IBV阳性血清 1.735 1.623 1.598 1.361 2.523

IBV阴性血清 0.422 0.293 0.221 0.202 2.140

P/N值 4.1114 5.5392 7.2308 6.7376 1.179

结果显示当酶标二抗以 1:20000 稀释时 P/N 值最高为 7.2308，因此酶标二抗以

1:20000稀释为最佳条件。

3.3.7 临界值的确定

本试验选取 20份 IBV阴性血清进行 ELISA，通过不同阴性血清的 OD450nm值计

算得出本试验建立的 ELISA方法临界值的多少。使用上述优化好的条件进行 ELISA

检测，实时记录下每个阴性血清的读值。根据统计学原理分析，计算出 20组数据的

平均值（��）和标准差（SD），当 OD450nm≤3SD+（��）时判定为阳性。检测结果如

下表 3-9。
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表 3-9 临界值结果

Tab. 3-9 Critical Value Results

阴性血清

0.231 0.125 0.179 0.283

0.172 0.231 0.242 0.164

0.165 0.122 0.286 0.221

0.194 0.253 0.176 0.169

0.176 0.184 0.251 0.236

结果计算得 20 份 IBV 阴性血清 OD450nm读值的平均值为 0.203，标准差（SD）

为 0.0462，根据统计学原理计算出 3SD+（X�）值为 0.3416，因此确定建立的 ELISA

方法的临界值为 0.341，大于这个值时样品可判定为阳性，小于 0.3416时，样品判定

为阴性。

3.4 N蛋白在昆虫细胞中的表达

3.4.1 目的基因的扩增结果

通过 RT-PCR，使用特异性引物对 IBV N基因进行扩增。结果显示 PT-PCR成功

扩增出目的基因大小与预期条带相符的片段。

图 3-13 N基因的 RT-PCR结果

Fig. 3-13 RT-PCR results of N gene

注：M. DL5000 DNA Marker；1. IBV-N片段；
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3.4.2 重组转移质粒酶切鉴定结果

将胶回收的目的基因 N与经过酶切的 pFastBac1载体连接，转化至 DH5α感受态

细胞，菌落 PCR筛选出阳性菌液。提取该阳性菌液的重组转移质粒，选择 BamH Ⅰ

和 Xho Ⅰ快切酶进行双酶切反应，酶切产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳，结果如下图：

图 3-14 重组转移载体酶切结果

Fig. 3-14 Recombinant transfer vector enzyme digestion results

注：M. DL5000 DNA Marker；1. pFastbac1-N；2. pFastbac1载体；

结果显示目的基因和 pFastBac1载体序列大小与预期条带大小一致。测序结果表

明重组转移质粒 pFastBac1-N成功构建。

3.4.3 重组穿梭质粒的鉴定结果

将重组穿梭质粒使用 M13 载体通用引物进行 PCR 鉴定，扩增产物片段大小为

2300bp+插入片段长度，即为阳性产物，重组穿梭质粒 pFastBac1-N 扩增大小均与预

期目的片段大小相符，说明穿梭质粒经鉴定正确，构建成功。

图 3-15 M13引物扩增 pFastBac1-N 结果

Fig. 3-15 M13 primer amplification of pFastBac1-N results

注：M. DL5000 DNA Marker；1. rBacmid-N；
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3.4.4 重组杆状病毒的获得

将获得的重组穿梭质粒 rBacmid-N在转染试剂 lipofectamine3000作用下转入 SF9

细胞。转染后，对照组 SF9细胞生长状态良好，未发生变化；转染 2d后，转染组的

SF9细胞变大变圆，细胞内出现囊泡及包涵体颗粒，最后停止生长。

图 3-16 SF9 扩增病毒病变图（倍数：200×）

Fig. 3-16 SF9 amplification virus lesion map （fold: 200×）

注：A. SF9 病变图；B. SF9 阴性图；（放大倍数：200×）

结果表明，重组穿梭质粒成功转入了昆虫细胞（SF9细胞）中，并在细胞内完成

了组装获得了感染活性。至此本次试验获得了具有感染活性的 N蛋白重组杆状病毒。

3.4.5 PCR鉴定重组杆状病毒

将重组杆状病毒感染 SF9细胞，120h后待细胞完全病变，收获病变细胞提取 DNA。

以该 DNA为模板使用特异性引物进行 PCR扩增，将 PCR产物进行 1%的琼脂糖凝胶

电泳。电泳结果如下图 3-17：

图 3-17 特异性引物扩增 pFastBac1-N结果

Fig. 3-17 Specific primer amplification of pFastBac1-N results

注：M. DL5000 DNA Marker；1. rBacmid-N；

PCR结果显示有扩增到与预期片段大小一致的片段。试验结果验证了重组穿梭

质粒 rBacmid-N成功转染到了 SF9细胞中，至此成功获得重组杆状病毒。
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3.4.6 重组杆状病毒的滴度测定

使用间接免疫荧光方法来进行重组杆状病毒的滴度测定。将 P6代重组杆状病毒

感染 SF9细胞 120h后，能够在显微镜下观察到在低稀释度处出现明显病变。使用固

定液将此时的 96孔细胞板进行固定，以 IBV DS10多抗血清为一抗孵育固定后的 96

孔板，使用 PBS洗净后将 FITC-IgY 羊抗鸡抗体作为二抗孵育。在荧光显微镜下观察

每个梯度中有特异性绿色荧光的孔数并作好记录，按照 Reed-Muench 两氏法计算每

种病毒的滴度。重组杆状病毒 rBv-N的病毒滴度为 1×106.75TCID50/mL。

3.4.7 间接免疫荧光法鉴定重组蛋白

将 P6代重组杆状病毒 rBv-N按照MOI=1接种至 24孔板中，27℃恒温培养箱中

培养。同时设置正常 SF9细胞作为阴性对照。待细胞出现病变后固定细胞板，将 IBV

DS10多抗血清作为一抗孵育固定后的 24孔板，使用 PBS洗净后再将 FITC-IgY 羊抗

鸡抗体作为二抗，使用间接免疫荧光方法鉴定重组蛋白表达。而正常 SF9细胞未出现

特异性绿色荧光。结果表明，N的重组蛋白能在 SF9细胞中成功表达。

图 3-18 rBv-N的间接免疫荧光结果（倍数：200×）

Fig. 3-18 Indirect immunofluorescence results of rBv-N（fold: 200×）

注：a. 接种 rBv-N的孔；b.阴性对照（正常 SF9）；

3.4.8 Western blot鉴定重组蛋白

将重组杆状病毒以MOI=0.1的接种量接种 High Five细胞，27℃、170 rpm 摇床

恒温培养 4-5天后收获细胞培养液，同时培养正常细胞作为阴性对照。将细胞培养液

离心弃去上清，使用预冷的 PBS重悬后细胞培后冰水浴中进行超声破碎，SDS-PAGE

对重组蛋白进行Western blot鉴定。结果表明，感染了 rBv-N的细胞沉淀检测到大小
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约为 56kDa的蛋白条带。结果显示重组蛋白和 IBV DS10鸡多抗血清反应，表明重组

蛋白具有良好的抗原性。

图 3-19 Western Blot鉴定重组杆状病毒中 N蛋白的表达

Fig. 3-19 Western blot identification of the expression of N protein in recombinant rod-shaped viruses

注：M. 蛋白Marker；1. 阴性对照；2.rBv-N；

3.5 N蛋白单克隆抗体的制备

3.5.1 免疫 BALB/c小鼠血清效价测定

将三只免疫 BALB/c小鼠的血清按 1:200、1:400、1:800、1:1600、1:3200、1:6400、

1:12800、1:25600、1:51200、1:102400稀释，使用建立的 ELISA 检测方法测定血清

效价，结果见图 3-20。

图 3-20 多抗血清效价图

Fig. 3-20 The titer of polyclonal serum
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结果显示小鼠一的多抗血清效价为 1:1.28×104，小鼠二的多抗血清效价为 1:6.4

×103，小鼠三的多抗血清效价为 1:1.024×105。其中小鼠三的血清效价最高，因此本

试验选择该只老鼠进行冲击免疫。

3.5.2 细胞融合

本试验一共铺了 6块 96孔细胞板，共计 576孔。细胞融合后第 5天观察每块 96

孔板，发现长出融合细胞的孔共有 535个，融合率为 92.9％。待孔内细胞上清变黄后

且用已建立的 ELISA 检测方法进行检测，结果显示阳性孔为 122个，占融合细胞孔

的 22.8％。结果见表 3-10。

表 3-10 细胞融合情况

Tab. 3-10 The results of cell fusion

总孔数 融合细胞孔数 阳性孔数 阴性孔数 融合率 阳性率

576 535 122 497 92.9％ 22.8％

3.5.3 杂交瘤细胞阳性孔筛选

使用 ELISA检测方法筛选出 OD值最高的 2个孔，读值分别为 2.635和 2.928，

均高于阴阳临界值 0.3416。同时设置的阴性小鼠血清对照读值为 0.159，说明两个原

始孔内存在能与 N蛋白发生特异性反应的抗体，将这两个初筛为阳性的原始孔一比

一转移至 24孔板进行扩大培养。

表 3-11 板一 ELISA检测结果

Tab. 3-11 Plate 1 ELISA test results

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.257 0.157 0.157 0.177 0.137 0.165 0.203 0.222 0.16 0.26 0.299 1.19
B 0.114 1.496 0.26 0.208 0.162 0.215 0.125 0.237 0.157 0.241 0.184 2.635
C 0.169 0.286 0.373 0.371 0.292 0.27 0.413 0.355 1.095 0.5 0.173 0.247
D 0.156 0.286 0.305 0.226 0.342 0.344 0.293 0.473 0.447 0.296 0.224 0.195
E 0.139 0.588 0.3 0.397 0.359 0.4 0.347 0.367 0.74 0.321 0.981 0.216
F 0.176 0.195 0.358 0.28 0.934 0.368 0.483 0.528 0.286 0.383 0.487 0.261
G 0.269 1.23 0.861 0.312 0.271 0.237 0.189 0.243 0.229 0.266 0.24 0.282
H 0.199 0.242 0.329 0.234 0.384 0.707 0.207 1.69 0.331 0.213 0.236 0.192

注：加粗孔为阳性孔，板一有 32个阳性孔。



50

表 3-12 板二 ELISA检测结果

Tab. 3-12 Plate 2 ELISA test results

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.276 0.196 0.455 0.416 0.25 0.214 0.205 0.139 0.16 0.136 0.155 1.095
B 0.212 0.174 0.199 0.186 0.142 0.104 0.237 0.147 0.618 0.426 0.712 0.218
C 0.231 0.228 0.215 0.212 1.379 0.165 0.242 0.271 0.356 0.126 0.257 0.249
D 0.216 0.983 0.304 0.207 0.177 0.49 0.287 0.166 0.186 0.271 0.276 0.204
E 0.275 0.294 0.341 0.45 0.274 0.366 0.159 0.524 0.226 0.283 0.665 0.26
F 0.253 0.255 0.197 0.208 0.185 0.094 0.181 0.165 0.419 0.305 0.218 0.258
G 0.359 0.395 0.274 0.196 0.202 0.735 0.14 0.209 0.194 0.277 0.292 0.362
H 0.242 0.219 0.264 0.13 0.167 1.103 0.153 0.153 1.302 0.339 0.276 0.194

注：加粗孔为阳性孔，板二有 21个阳性孔。

表 3-13 板三 ELISA检测结果

Tab. 3-13 Plate 3 ELISA test results

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.249 0.125 0.474 0.136 0.172 0.1 0.67 0.113 0.129 0.11 0.417 1.238
B 0.163 0.155 0.237 0.161 1.382 0.208 0.147 0.125 1.061 0.256 0.259 0.923
C 0.169 0.166 0.18 0.195 0.361 0.41 0.097 0.258 0.21 0.893 0.187 0.174
D 0.15 0.144 0.292 0.354 0.633 1.272 0.176 0.394 0.224 0.139 0.768 0.174
E 0.184 0.126 0.176 0.306 0.165 0.694 0.752 0.265 0.215 0.127 0.923 0.186
F 0.224 0.185 0.268 0.19 0.29 0.585 0.182 0.363 0.247 0.208 0.318 0.221
G 0.289 0.314 0.349 0.38 0.39 0.248 0.735 0.313 0.254 0.238 1.22 0.372
H 0.325 0.407 0.847 0.316 0.273 0.277 0.683 0.471 0.325 0.372 0.943 0.308

注：加粗孔为阳性孔，板三有 32个阳性孔。

表 3-14 板四 ELISA检测结果

Tab. 3-14 Plate 4 ELISA test results

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A 0.225 0.138 0.118 0.829 0.119 0.108 0.193 1.032 0.734 0.112 0.21
B 0.203 0.249 0.405 0.197 0.285 1.096 0.16 0.184 0.171 0.175 0.2
C 0.176 0.854 0.161 0.16 0.203 0.122 0.158 0.135 0.2 0.162 0.169
D 0.205 0.154 0.179 0.708 0.202 0.206 0.173 0.172 0.204 0.73 0.185
E 0.244 0.196 0.195 0.182 0.313 0.184 0.18 0.259 0.336 0.227 0.275
F 0.263 0.224 0.379 0.206 0.456 0.196 0.2 0.218 0.217 0.167 0.255
G 0.696 0.257 0.537 0.314 1.161 0.393 0.285 0.628 0.281 0.797 0.276

注：加粗孔为阳性孔，板四有 16个阳性孔。
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表 3-15 板五 ELISA检测结果

Tab. 3-15 Plate 5 ELISA test results

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.142 0.103 0.109 0.108 0.112 0.383 0.318 0.114 0.735 0.182 0.194 0.115
B 0.183 0.118 0.194 0.145 0.106 0.236 0.142 0.133 0.288 0.206 0.188 0.168
C 0.143 0.12 0.12 0.111 0.108 0.144 0.222 1.084 0.157 0.122 0.117 0.138
D 0.161 0.138 1.674 0.207 0.138 0.785 0.084 0.133 0.13 0.126 0.185 0.141
E 0.135 0.122 0.174 2.586 0.183 0.923 0.109 0.242 0.147 0.131 0.158 0.152
F 0.151 0.126 0.197 0.123 0.139 0.907 0.446 0.125 0.154 0.276 0.16 0.27
G 0.253 0.175 0.182 0.209 0.18 0.165 0.202 0.168 0.329 0.214 0.212 0.279
H 0.197 0.24 0.162 0.132 0.176 0.248 0.206 0.193 0.243 0.25 0.421 0.219

注：加粗孔为阳性孔，板五有 10个阳性孔。

表 3-16 板六 ELISA检测结果

Tab. 3-16 Plate 6 ELISA test results

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.071 0.081 0.077 0.21 0.285 0.297 0.092 0.766 0.197 0.096 0.075 0.076
B 0.082 0.103 0.507 0.083 0.198 0.251 0.205 0.094 1.716 0.112 0.825 0.083
C 0.082 0.134 0.062 0.261 0.076 0.076 0.063 0.086 0.069 0.117 0.234 0.079
D 0.079 0.076 0.414 0.105 0.21 0.635 0.082 0.07 0.082 0.106 0.071 0.097
E 0.078 0.087 0.066 0.871 0.091 0.088 0.22 0.086 0.085 0.071 0.151 0.091
F 0.078 0.16 0.129 0.11 0.244 0.089 2.928 0.206 0.073 0.64 0.073 0.074
G 0.07 0.103 0.079 0.078 0.435 0.064 1.369 0.128 0.133 0.072 0.119 0.087
H 0.083 0.085 0.076 0.089 0.127 0.074 0.331 0.75 0.094 0.274 0.08 0.073

注：加粗孔为阳性孔，板六有 11个阳性孔。

3.5.4 杂交瘤细胞株的建立

待 24孔板上清变黄后用建立的 ELISA检测方法测得上清 OD值分别为 1.732和

1.58。说明上清内均存在针对 N蛋白的抗体，即在转孔后阳性杂交瘤没有丢失。将该

24 孔内杂交瘤进行亚克隆。本试验通过两轮亚克隆，获得了两株抗 N 蛋白单抗

（2A12C5、6B3B2），选择 ELISA检测结果中数值高的 6B3B2杂交瘤细胞株通过体

内诱生腹水法对其进行大量制备。

3.5.5 单克隆抗体亚型鉴定

采用小鼠单克隆抗体亚类鉴定试剂盒测定本试验筛到的单克隆细胞株 6B3B2的

亚型，在重链的鉴定孔中 IgG2b孔的 OD450nm值最高，在轻链的鉴定孔中 kappa孔的

OD450nm值最高，由此得出 6B3B2单抗属于 IgG2b重链、κ轻链型。
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图 3-21 单抗亚类鉴定结果

Fig. 3-21 Identification results of monoclonal antibody subclasses
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第四章 讨论

随着我国养禽业的迅速发展，IBV已在全国广泛流行。目前，尽管 IB 疫苗已被

广泛使用，但由于 IB 血清型变异复杂，各地区的血清型与疫苗株无法完全匹配，导

致常用的疫苗无法起到理想的免疫效果，甚至出现交叉感染的情况[100-102]。掌握 IBV

的分子生物学特征以及遗传进化规律，对 IB的防控至关重要，为 IB的防治、免疫程

序的制定及疫苗的研发提供科学依据[102]。

QX株是我国 1996年首次分离鉴定的流行 IBV 毒株，之后其分离率持续上升，

已经成为我国的主要基因型[103-104]。Yuan 等[37]2021-2022 年对我国南部地区进行 IB

流行病学调查，发现此期间分离的 IBV 中 QX 基因型仍然占主要地位。目前，我国

广泛使用的疫苗株以Mass株为主，如 H120、H52和M41等[105]。然而，面对 QX毒

株及其变异株的流行，由于不同血清型间的交叉保护效果有限，Mass株的免疫保护

作用显得不足[106]。本研究在免疫 H120疫苗的鸡群中分离到 CK/CH/WJ215株，遗传

进化分析显示其属于 QX基因型。说明目前广泛应用的Mass型疫苗无法对 QX型野

毒株提供有效的免疫保护。准确掌握本地区 IBV流行情况及分子生物学特征，是 IBV

防控的关键。为了解 IBV 的分子生物学特征以及遗传进化规律，本研究对

CK/CH/WJ215分离株进行了全基因测序，结果显示 CK/CH/WJ215株 IBV 基因组全

长 27440bp；与 40株参考毒株及疫苗株 S1序列进行相似性比对发现，分离株与 QX

型毒株的相似性在 84.6%~94.3%之间，同属一群。同源重组分析发现 CK/CH/WJ215

分离株存在 3 个重组事件，为 CK/CH/WJ215 提供重组片段的主要和次要亲本株为

QX 型 YX10 D90 株和 DY07 株，表明 CK/CH/WJ215 株可能来源于 QX 型不同毒株

的多次重组。同时 CK/CH/WJ215株与 H120、4/91和 LDT-A 等疫苗株的同源性均较

低，有必要持续进行 IBV 流行病学监测，进而合理选择疫苗和制定科学免疫程序。

CK/CH/WJ215在 SPF鸡胚上连续盲传 5代后，鸡胚表现为发育受阻，尿囊膜增厚等

侏儒胚的典型症状，严重的可导致鸡胚死亡，表明 CK/CH/WJ215株符合 IBV感染鸡

胚后的致病特征，SPF鸡致病性试验显示，7日龄 SPF鸡被 CK/CH/WJ215株感染后，

SPF鸡表现为精神沉郁，羽毛杂乱，有气管啰音，拉白色稀粪等典型的临床症状。死

亡鸡肾脏呈现出典型花斑肾，输尿管、泄殖腔均有大量尿酸盐沉积，发病率为 100%，

死亡率为 66.7%，表明 CK/CH/WJ215株具有较强的致病力，可用于后续的攻毒保护

研究。

Ｎ蛋白作为 IBV 最保守的结构蛋白质之一，其在病毒粒子中的蛋白含量高，常

被作为 IBV抗原和抗体检测的靶标[107]。目前，已有多个研究报道了基于原核或真核

表达重组 N蛋白、Ｎ蛋白表位多肽检测 IBV抗体的 ELISA方法，显示了不同的反应
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性。N 蛋白在鸡群免疫或感染 IBV 时可诱导高水平的特异性抗体，且在激发细胞免

疫过程中发挥着重要作用，故检测针对Ｎ蛋白特异性抗体水平也很重要。检测病毒感

染鸡群或免疫鸡群体内针对不同抗原的抗体水平对进一步了解 IBV 的免疫保护机制

具有指导作用。

本研究扩增了 CK/CH/WJ215 株的 N 蛋白序列，将其克隆到 PET-32a（+）原核

表达载体中，通过 IPTG 诱导，成功获得重组 N 蛋白。本试验将 N 蛋白作为样品进

行 SDS-PAGE鉴定时发现 N蛋白在大肠杆菌系统中的表达产物出现两条带且这两条

带都能同时与 IBV阳性血清以及 his单抗反应，一种片段较大且蛋白表达量较高，另

一种片段较小且表达量较低。在杜恩岐[78]、张淑霞[108]、王宏俊[109]的试验中也曾出现

相同情况，这也许是目的蛋白的某一部位受电荷影响过大导致蛋白内部断裂造成的，

也有可能是目的蛋白在表达的过程中基因编码错误导致出现两条带[107,109]。将纯化的

重组 N蛋白作为包被抗原，建立 IBV抗体检测 ELISA方法。通过对 ELISA检测抗体

条件的优化，最终确定最佳的包被抗原量为每孔 0.1 μg，最佳一抗血清稀释度为 1:200，

最佳二抗 HRP稀释度为 1:20000，最佳一抗孵育时间为 1 h，最佳封闭时间为 3 h。该

方法具有很好的特异性，能够与 IBV 不同基因型血清抗体反应，同时不与其他病毒

抗原 AIV、NDV、IBDV和 FAdV的阳性血清反应。

本试验使用真核表达技术实现了 N蛋白的真核表达，将 N的真核表达蛋白作为

免疫原对小鼠进行加强免疫，进行 IBV N蛋白单克隆抗体制备，增加了筛选到能分

泌 N蛋白特异性抗体的杂交瘤的可能性。细胞融合过程是制备单克隆过程中最重要

的一步。为了获得更多融合成功的杂交瘤细胞，本试验滴加 PEG后选择孵育 60s，增

加了细胞融合的成功率，但同时也出现了三个细胞甚至更多细胞融合为一个细胞的错

误融合。可考虑减少 PEG孵育的时间，摸索最适合杂交瘤生成的条件从而增加单克

隆制备的成功率。免疫程序以及融合步骤对获得融合成功的单克隆抗体也十分重要，

在研制单抗前应做好充足准备与时间安排，在小鼠抗体水平最佳的时候进行细胞融合，

这能够大大增加筛到我们想要的针对目的蛋白的单克隆抗体。本研究最终筛选获得一

株 IBV N蛋白抗体 6B3B2，与 IBV具有较好的反应性。
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第五章 结论

1.分离到一株 QX型 IBV 毒株 CK/CH/WJ215，该毒株对 SPF雏鸡具有较强的致

病性，可导致 100%雏鸡发病，66.7%雏鸡死亡，可作为疫苗开发的攻毒模型。

2.利用 IBV N重组蛋白建立了高效特异的 ELISA检测方法，以真核表达重组 N

蛋白作为免疫原制备了 1株具有很好的反应性的 IBV N蛋白单克隆抗体。
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附录 A
本试验中部分试剂为自己配置，配方如下：

(1) LB 培养基：取胰蛋白胨(Trypton)5g、酵母提取物(Yeast Extraction)2.5g、氯

化钠(NaCl)5g，加去离子水溶解使其终体积为 500mL，高压灭菌后即为液体培养基，

配方中按 1.5%（W/V）加入琼脂粉，高压灭菌后即为固体培养基。

(2) 50×TAE：称取三羟甲基氨基甲烷(Tris)242g，Na2EDTA•2H2O 37.2g，置于烧

杯中。向烧杯中加入约 940mL去离子水中，用醋酸调 pH至 8.5（加入 57.1mL的醋

酸），滴加离子水使其终体积为 1L。

(3) 1%琼脂糖凝胶：称取 Agarous 0.6g，溶于 60mL1×TAE溶液，放置于微波炉，

加热待其充分溶解后，加 6µL核酸染料缓慢摇晃混合，稍加冷却在凝固前倒入安装

好的模具中。

(4) PBS Buffer(PH7.4，0.01mol/L)：取 Na2HPO4 1.42g，氯化钾(KCl)0.2g，氯化

钠(NaCl)8g，KH2PO4 0.27g，加入约 950mL的去离子水溶解，调节 pH 到 7.4，加入

去离子水至其体积为 1L，常温下保存。

(5) 氨苄青霉素(Ampicillin)母液：称取 5 g溶于 50 mL灭菌水，配制成 100 mg/mL，

0.22 μm滤器过滤除菌分装，-20℃保存。

(6) 庆大霉素(Gentamicin)母液、四环素(Tetracycline)母液、卡那霉素(Kanamycin)

母液：分别称取 0.5 g溶于 50 mL灭菌水，配制成 10 mg/mL，0.22 μm滤器过滤除菌

分装，-20℃保存。

(7) X-Gal 贮存液：称取 1g 5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D 半乳糖苷(X-Gal)溶于 50 mL的

DMSO，0.22 μm滤器过滤除菌分装，-20℃避光保存。

(8) IPTG贮存液：称取 1g异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷(IPTG)溶于 50 mL灭菌

水，0.22 μm滤器过滤除菌分装，-20℃避光保存。

(9) 5×Tris-Glycine Buffer（SDS-PAGE电泳缓冲液）：称量 Tris15.1g，Glycine94g，

SDS5.0g，加入约 800mL去离子水，搅拌溶解后补加去离子水定容至 1L。

(10) 膜转移缓冲液（Western杂交用）：称量 Glycine2.9g，SDS0.37g，Tris5.8g

于广口瓶中，向广口瓶中加入约 600mL的去离子水，充分搅拌溶解后加入 200mL的

甲醇。

(11) 考马斯亮蓝脱色液：用相应量程的量筒量取醋酸 100mL，乙醇 50mL，

ddH2O850mL，倒入 1L容积的干净广口瓶中充分混匀后使用。

(12) 纯化裂解液（Lysis Buffer）：需要 50M NaH2PO4、300 mM NaCl和 10 mM

imidazole。配制 1L溶液需加入 7.8g的 NaH2PO4 ·2H2O、17.54 g 的 NaCl和 0.68 g 的

Imidazole，NaOH 调 pH至 8.0，用 0.45 µm滤器过滤除菌；



65

(13) 纯化洗涤液（Wash Buffer）：需要 50M NaH2PO4、300 mM NaCl 和 20 mM

imidazole。配制 1L 溶液需加入 7.8 g 的 NaH2PO4 ·2H2O、17.54 g 的 NaCl 和 1.36 g

的 Imidazole。NaOH 调 pH至 8.0，用 0.45 µm滤器过滤除菌；

(14) 纯化洗脱液（Elution Buffer)：需要 50 mM 的 NaH2PO4、300 mM NaCl

和 250 mM imidazole。配制 1L溶液需加入 7.8 g NaH2PO4 ·2H2O、17.54 g 的 NaCl和

17.0 g 的 Imidazole。NaOH 调 pH至 8.0，使用 0.45 µm滤器过滤除菌；

(15) IPTG贮存液：称量 IPTG粉末 2.4g，加去离子水使其终体积为 10mL，并

用 0.22µm滤器将该溶液过滤，过滤后分装到 1.5 mL EP管中，放置于-20℃储存。

(16) 5%脱脂乳封闭液：称取 2.5 g脱脂奶粉溶于 50 mL PBST Buffer，充分搅

拌溶解，配制成 5%脱脂乳，现用现配。
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附录 B

英文缩写

Abbreviation

英文全称

English full name

中文全称

Chinese full name

IBV Infectious bronchitis virus 传染性支气管炎病毒

IB Infectious bronchitis 传染性支气管炎

bp Base pair 碱基对

cDNA Complementary DNA 互补脱氧核苷酸

HRP Horseradish Peroxidase 辣根过氧化物

HT hypoxantin-thymidin 次黄嘌呤-胸腺嘧啶

SPF Specified pathogen free 无特定病原体

ELISA Enzyme linked inmun sorbent assay 酶联免疫吸附试验

FITC Fluorescein isothiocyanate 异硫氰酸荧光素

IFA Immunofluorescence Assay 间接免疫荧光

TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine 3,3',5,5'-四甲基联苯胺

RT-PCR Reverse transcriptase-polymerase chain reaction 反转录聚合酶链式反应

TAE Tris-acetate EDTA 电缓冲液

RNA Ribonucleic acide 核糖核酸

PEG Polyethylele glycol 聚乙二醇

IPTG Isoprophlthio-beta-galactoside 异丙基硫代-β-半乳糖

PBS Phosphate-buffered sodium 磷酸盐缓冲液

LB Luria-Bertani medium 营养肉汤培养基

μL Microliter 微升

CO2 Carbon dioxide 二氧化碳
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附录 C
毒株名称 GenBank登录号 基因型 分离年份 分离国家 来源动物

SZ KY421672 GⅠ-19 2012 中国 鸡

DY07 GQ265927 GⅠ-19 2007 中国 鸡

CK/CH/HN/NX17-
8

MF447709 GⅠ-19 2017 中国 鸡

QXIBV AF193423 GⅠ-19 1999 中国 鸡

SD KY421673 GⅠ-19 2013 中国 鸡

BJ AY319651 GⅠ-19 未知 中国 鸡

LDT3 AY702975 GⅠ-22 2004 中国 鸭

YN JF893452 GⅠ-22 2005 中国 鸡

SAIBK DQ288927 GⅠ-22 未知 中国 鸡

TW2575/98 DQ646405 GⅠ-7 2008 中国 鸡

IZO 28/86 KJ941019 GⅠ-16 1986 意大利 鸡

V13 KF757447 GⅠ-24 1998 印度 鸡

Beaudette AJ311317 GⅠ-1 1937 美国 鸡

M41 GQ219712 GⅠ-1 1941 美国 鸡

Ma5 AY561713 GⅠ-1 2004 美国 鸡

H120 M21970 GⅠ-1 1960 荷兰 鸡

28/86 AY846750 GⅠ-1 2004 中国 鸡

L165 JQ964061 GⅠ-8 1965 美国 鸡

Gray GU393334 GⅠ-3 1960 美国 鸡

Holte GU393336 GⅠ-2 1954 美国 鸡

Qu_mv AF349621 GⅠ-20 1996 加拿大 鸡

Holte L18988 GⅠ-4 1962 美国 鸡

Georgia 08 GU301925 GⅠ-27 2009 美国 鸡

CA/Machado/88 AF419315 GⅠ-17 1988 美国 鸡

B4 FJ807932 GⅠ-15 1986 韩国 鸡

N1/62 U29522 GⅠ-5 1962 澳大利亚 鸡

T AY775779 GⅠ-5 2004 澳大利亚 鸡

Vic S U29519 GⅠ-6 1962 澳大利亚 鸡

B AF151954 GⅠ-10 1970s 新西兰 鸡

UFMG/G JX182775 GⅠ-11 1975 巴西 鸡
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毒株名称
GenBank登录

号
基因型 分离年份 分离国家 来源动物

NGA/B401/20
06

FN182243 GⅠ-26 2006 尼日利亚 鸡

UK/7/93 Z83979 GⅠ-13 1997 英国 鸡

4/91 GN192154 GⅠ-13 2013 中国 鸡

TA03 AY837465 GⅠ-13 2004 中国 鸡

N4/02 DQ059618 GⅠ-1 2005 澳大利亚 鸡

N1/88 U29450 GⅠ-1 1988 澳大利亚 鸡

TC07-2 GQ265948 GⅠ-1 2007 中国 鸡

D1466 M21971 GⅠ-1 1979 荷兰 鸡

Georgia 1998 GQ504723 GⅠ-1 1998 美国 鸡

QXL87 MH743141 GⅠ-19 2012 中国 鸡

LX4 AY189157 GⅠ-19 2002 中国 鸡
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