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摘要 经纯化的 JSRV-CA融合蛋白乳化后免疫 Balb/c小鼠，四免后，取其脾细胞与 SP2/0骨髓瘤细胞经杂交瘤技术进行融
合．最终获得了三株稳定分泌单克隆抗体的细胞系．同时，分段克隆绵羊肺腺瘤病毒 ca基因并构建原核表达质粒，在
E援 coli BL21中诱导表达．以获得的三株抗 JSRV-CA蛋白的单克隆细胞分泌的 McAb为一抗，应用 Western blot对分段表达
的 CA蛋白进行肽探针扫描，初步鉴定了三株单抗识别的线性表位，并应用非竞争性 ELISA法测定了三株单抗的功能性亲和
常数．为建立特异性的病原诊断方法、分析 CA蛋白的功能及疫苗设计奠定了基础．
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绵羊肺腺瘤病(ovine pulmonary adenomatosis，
OPA )又名“驱赶病”(Jaagsiekte)，是引起绵羊肺
脏肿瘤的一种接触性传染病，也发生于山羊．绵羊

肺腺瘤病病毒(Jaagsiekte retrovirus，JSRV)为病原，
属于 茁反转录病毒，为线性单股正链 RNA，全长
7.4 kb，编码相互重叠的 gag、 pro、pol、 env 基
因[1]．该病最早于 1825年报道于非洲，主要病征
为患羊咳嗽、呼吸困难、消瘦、大量浆液性鼻漏、

域型肺泡上皮细胞和无纤毛细支气管上皮细胞肿瘤
性增生 [2 ～4]．OPA 与人的细支气管 - 肺泡癌
(bronchiolo-alveolar carcinoma，BAC)在临床症状、
影像学及病理组织学特征方面极为相似，为人类这

一常见癌症提供了研究模型[5]．

OPA主要发生于欧洲、美洲、非洲、东南亚
等地区，几乎所有的养羊业发达的国家和地区，包

括我国新疆、内蒙古等地都有该病的发生和流行，

严重影响着世界各国养羊业的发展．目前，国内外

对 OPA的诊断主要依靠临床症状检查和病理组织
学检查，但 OPA的自然感染潜伏期为 2～4年[6]，

常规诊断方法不能及早发现本病，难于胜任对

OPA快速诊断的需要．最近发现，感染羊的肺脏
分泌物以及肿瘤组织中含有一种分子质量为 26 ku
的蛋白质———衣壳蛋白(CA)p26，而非肿瘤组织中
却检测不到此蛋白质．因此 JSRV p26被广泛认为

是 JSRV的标准抗原[7, 8]．更令人惊讶的是，人类肺

癌与 JSRV相关蛋白的抗体有抗原交叉反应，30%
的 BAC 病例及 26%的肺腺癌病例的病料能被抗
JSRV-CA的血清所识别[9]．并且，Morozov等[10]发

现与 JSRV相关的序列存在于非洲健康人群及 HIV
阳性人群的基因组中，但调查的几例肺癌患者中没

有发现相关的序列．

鉴于以上情况，本研究以纯化的 CA蛋白为抗
原，筛选制备稳定分泌抗 JSRV-CA单克隆抗体的
细胞系，并应用 Pepscan技术，通过表达连续的重
叠短肽，与特异性单克隆抗体反应，经 Western
blot检测，确定阳性反应片段，从而初步鉴定了三
株单抗识别的线性表位，并应用非竞争性 ELISA
法测定了三株单抗的功能性亲和常数．此项研究将

有助于分析 CA蛋白的分子特性及生物功能，为今
后了解 OPA与人类肺癌的关系及应用抗 CA蛋白
的单克隆抗体建立特异性血清学诊断方法和肽疫苗

的研制奠定基础．
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1 材料与方法

1.1 抗原、细胞、实验动物与菌株、质粒

抗原为原核表达的 JSRV-NM株 GST-CA融合
蛋白纯化产物[11]；6～8周龄 Balb/c健康小鼠购自
中国农业科学院哈尔滨兽医研究所小动物房．骨髓

瘤细胞 SP2/0、293细胞、pcDNA3.1(+)、pET-32a、
菌株 E援 coli BL21由哈尔滨兽医研究所慢病毒研究
室保存．

1.2 主要试剂

HAT、聚乙二醇、OPD、辣根过氧化物酶及
FITC 标记的山羊抗小鼠 IgG 购自 Sigma 公司；
DMEM培养基购自 Gibco公司；胎牛血清为天津
灏洋生物制品公司产品；LipofectamineTM2000脂质
体转染试剂购自 Invitrogen 公司；IPTG、DMSO、
0.25%胰酶、2 mmol/L L-谷氨酰胺、青链霉素等均
为进口或国产分析纯试剂；Ex Taq DNA聚合酶、
dNTP Mixture、DNA marker DL2000购自大连宝生
物工程有限公司；Super ECL Plus超敏发光液购自
普利莱基因技术有限公司； QIA quick PCR
Purification Kit购自美国 QIAGEN公司．
1.3 免疫程序

选择与骨髓瘤细胞同源的 6～8周龄 Balb/c健
康小鼠 4只，雌雄不限．纯化 CA蛋白与等体积弗
氏完全佐剂混合并乳化，按 50 滋g/鼠经腹腔注射，
对 6～8周龄的 SPF级 Balb/c小鼠进行首免，每 2
周用等量抗原与弗氏不完全佐剂充分乳化后加强免

疫 2次．选择 ELISA 效价高于 1∶10 000 的免疫
鼠，按 100 滋g/鼠的量进行冲击免疫，3天后进行
融合．

1.4 杂交瘤细胞系的建立及其鉴定

取免疫小鼠脾细胞与小鼠骨髓瘤细胞 SP2/0在
融合剂 PEG3350中按常规方法进行融合．融合细
胞在含 HAT的培养液中培养 7 天后，以含 HAT
的培养液半量换液，10天后全量换液．待克隆株
长到约占整个孔 1/10时，用间接 ELISA方法进行
筛选．

1.4援1 杂交瘤细胞系的建立．“方阵法”确定最佳

反应条件：梯度稀释包被抗原(GST-CA 重组蛋白
和 GST标签蛋白)及阳性、阴性血清，以辣根过氧
化物酶标记的山羊抗小鼠 IgG为二抗，OPD显色，
建立间接 ELISA方法．以确定的最佳抗原包被浓
度包被 ELISA板，检测杂交瘤细胞培养上清，同
时以 SP2/0细胞培养上清作阴性对照，以免疫小鼠

血清及 GST抗体为阳性对照．其中，把只与 CA
重组蛋白反应，而不与 GST标签蛋白反应且 P/N >
2.1的细胞株初步确定为阳性株．检出的阳性孔用
有限稀释法进行克隆化，建立单克隆细胞株．

1.4援2 真核表达质粒的构建．为了检测单克隆细胞

株分泌的McAb能否识别天然 CA蛋白，构建了真
核表达质粒 pcDNA3.1(+)-ca-HA．上下游引物 5忆端
分别加入 EcoR玉和 Xho玉限制性酶切位点，下游
引物 5忆端融入 HA-Tag．上游引物为：5忆 CGCGA-
ATTCATGTGCTCACAATACGGTCCTAC 3忆 ；下
游引物为：5忆 GACCTCGAGTCACGCGTAGTCCG-
GGACGTCGTATGGGTAAGCGATA 3忆. 以 pGEM-
T-ca[11]为模板进行 PCR 扩增，反应体系为 25 滋l：
10伊PCR缓冲液 2.5 滋l，dNTPs(各 2.5 mmol/L)2 滋l，
Ex Taq DNA聚合酶 0.5 滋l(5U/滋l)，引物各 10 pmol，
模板 0.5 滋l，灭菌双蒸水补至 25 滋l；反应条件为
95℃预变性 5 min，94℃变性 50 s，57℃退火 50 s，
72℃延伸 30 s，30个循环后 72℃延伸 5 min，扩增
产物片段大小约为 558 bp．用 EcoR玉和 Xho玉双
酶切 PCR扩增产物和真核表达载体 pcDNA3.1(+)，
酶切产物用试剂盒 QIA quick PCR Purification Kit
回收，16℃连接 2 h，连接产物转化 E援 coli DH5琢
感受态细胞．提取重组质粒双酶切鉴定并测序．

1.4援3 用真核表达蛋白对 McAb进行鉴定．目前，
国内外无有效的 JSRV体外培养系统，无法得到大
量的纯化病毒粒子，成为制约 OPA研究的瓶颈．
因而，本研究用真核表达质粒 pcDNA3.1(+)-ca-HA
瞬时转染 293细胞，设空载体转染的 293细胞为阴
性对照，进行Western blot及 IFA检测．具体方法
为：在含 10% FBS的 DMEM培养基，37℃、5%
CO2条件下培养 293细胞，转染前一天，用胰酶消
化细胞，计数并铺板．第二天，在 LipofectamineTM

2000脂质体的介导下按产品说明书进行转染．转
染细胞培养 36 h后，弃上清，用 PBS洗涤 2次后
行Western blot和 IFA． a．Western blot．用细胞裂
解液分别消化并收集转染细胞与阴性对照细胞，立

即进行 SDS-PAGE 分析， 用半干式电转仪(16 V
15 min)转移到 PVDF膜上，以杂交瘤细胞培养液
上清为一抗，HRP标记的山羊抗小鼠 IgG(1∶5 000
倍稀释)为二抗，经化学发光法成像仪成像．b． IFA.
洗涤后的细胞用预冷的无水乙醇室温固定 20 min，
PBS再洗涤，分别以三株McAb作为一抗，室温孵
育 2 h，PBS洗涤 3遍，加入 FITC 标记山羊抗小
鼠 IgG二抗(1∶100倍稀释)室温孵育 1 h，PBS洗
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1.7 JSRV衣壳蛋白基因的 PCR分段扩增及表达
以 pGEM-T-ca为模板，分 4段对衣壳蛋白基

因分别进行 PCR扩增．反应条件为：反应总体系
25 滋l，包括 Ex Taq酶 0.25 滋l，10伊缓冲液 2.5 滋l，
dNTP 2 滋l，20 滋mol/L的上游引物和下游引物各
1 滋l，模板 0.5 滋l，双蒸水补至 25 滋l．PCR反应
扩增参数为：95℃预变性 3 min，94℃变性 30 s，
56℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，30个循环后，再
72℃延伸 3 min．分段扩增的 PCR 产物用试剂盒
QIA quick PCR Purification Kit 回收．将表达载体
pET-32a及 4个片段的 PCR产物进行 BamH玉/Not玉
双酶切，酶切产物用试剂盒 QIA quick PCR
Purification Kit 回收．PCR 酶切产物分别与载体
pET-32a酶切产物 16℃连接 2 h．连接产物按常规
方法转化感受态 BL21细胞．以 PCR 方法鉴定目
的基因的插入，并挑选阳性菌送上海生工生物技术

公司测序．将 4个测序正确的含重组质粒 pET-ca1、
pET-ca2、pET-ca3、pET-ca4 的 BL21 菌种接种于
含氨苄的 LB培养液中，于 37℃空气摇床中培养至
A 600为 0.4～0.6时，加入诱导剂 IPTG至终浓度为
0.8 mmol/L，同时设空白菌及空载体诱导菌为对
照．继续培养 6 h，经 5 000 r/min离心收获细菌．
1.8 表达蛋白的 SDS鄄PAGE分析
将诱导的表达菌体用 0.1 mol/L PBS洗涤 2次，

然后 0.1 mol/L PBS悬浮细胞，经超声波裂解后，
取适量诱导产物加入等体积的 2伊SDS电泳上样缓
冲液裂解细胞，在沸水中煮沸 5 min，然后用 15%
的 SDS-PAGE分析，经 0.25%考马斯亮蓝染色过

夜，脱色液脱色观察电泳结果．

1.9 重叠短肽的表位分析

将表达蛋白经 SDS-PAGE后，用半干式电转
仪(16 V 15 min)转移到 PVDF膜上进行Western blot
分析：以杂交瘤细胞培养液上清为一抗，HRP标
记的山羊抗小鼠 IgG为二抗，工作浓度为 1∶5 000,
经化学发光法成像仪成像．

1.10 非竞争性 ELISA法测定三株单抗的功能性
亲和常数

按文献方法[12, 13]，确定最佳反应条件．具体方

案为：用包被液梯度稀释 CA 重组蛋白至 2.0、
1.0、0.5、0.25 mg/L，每孔 100 滋l 加入酶标板后
4℃湿盒孵育 24 h．洗板后室温封闭 2 h，用洗涤液
梯度稀释三株纯化单抗(源于自制腹水，经鉴定均
为 IgG)至 10 000、2 500、625、156.3、39.1、9.8、
2.5、1.2 滋g/L，每孔 100 滋l，每浓度 3个重复，分
别加入上述不同浓度抗原包被的酶标板中．抗原抗

体于 4℃湿盒反应 16 h，以辣根过氧化物酶标记的
山羊抗小鼠 IgG为二抗，室温作用 2 h，OPD显色．

2 结 果

2援1 杂交瘤细胞筛选及分泌稳定性检测

运用“方阵法”确立最佳抗原包被浓度，

CA 重组蛋白约为 0.4 mg/L，GST 标签蛋白约为
0.5 mg/L．经间接 ELISA方法检测融合细胞培养上
清，有三株杂交瘤细胞培养上清与纯化的 CA重组
蛋白呈阳性反应，而不与 GST标签蛋白反应，分
别命名为 A1a、F11a、D6c．对建立的三株单克隆

涤 3遍．倒置荧光显微镜下观察、成像．
1.4援4 杂交瘤细胞分泌稳定性检测．对建立的三株

单克隆细胞株进行传代 12次，每传 3代进行一次
细胞的冻存与复苏，并对细胞上清进行检测．

1.5 ELISA相加法预测McAb识别表位
以 CA重组蛋白为包被抗原，采用间接 ELISA

相加法鉴别McAb识别的表位是否相同：三株杂交
瘤培养上清两两相配，等量混合，取混合液 100 滋l
作为一抗，同时设未混合的三株杂交瘤培养上清为

参照，每样品设 4个复孔．以辣根过氧化物酶标

记的山羊抗小鼠 IgG 为二抗，OPD 显色，测定
A 490值．

1.6 重叠短肽的引物设计

应用 Oligo6.0 生物学软件，对质粒 pGEM-T-
ca[11]中的 ca基因序列进行分析，将其分为相互重
叠的 4个片段：ca1、ca2、ca3、ca4，并设计了相
应的 4对引物．在上下游引物中分别引入 BamH玉、
Not玉两个酶切位点，并加了保护碱基，同时保证
阅读框架没有移码．引物由大连宝生物工程有限公

司合成，序列如表 1．

Table 1 Sequences of oligonucleotide primers used in PCR amplification
Primer Sequence

G1a/G1b 5忆 ATAGGATCCATGTGCTCACAATACGGTCCT 3忆/ 5忆 GGCGCGGCCGCTTTCCATAGTAAATAATC 3忆
G2a/G2b 5忆 TAAGGATCCATGGGGGGAGATTATTTACTA 3忆/ 5忆 GCGGCGGCCGCTGCATATGCACCAGGTAA 3忆
G3a/G3b 5忆 GCGGGATCCATGACTCAACTTAATTTCTTA 3忆/ 5忆 ATAGCGGCCGCCTGTTCATCTGACATTAT 3忆
G4a/G4b 5忆 ATAGGATCCATGGATAGTATAGGTAAGATA 3忆/ 5忆 GCGGCGGCCGCACAAATGCGAATAAAATC 3忆
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细胞株进行传代 12次，每 3代进行一次细胞的冻
存与复苏，并对细胞上清进行检测．结果表明，三

株细胞均能稳定分泌单克隆抗体，其 A 值检测结
果如图 1a，图中斜线柱为 CA重组蛋白作为抗原
对 A1a、F11a、D6c、SP2/0细胞上清检测的 A 均
值，白色柱为 GST标签蛋白为抗原对 A1a、F11a、
D6c细胞上清检测的 A 均值．并且三株杂交瘤细
胞培养上清的效价检测结果均稳定为 1∶256．
2援2 ELISA相加法预测McAb识别表位
如果两株McAb针对同一表位，则混合抗体反

应的 A 值与单株 McAb相比不增高．如果它们针
对的是不同表位，则其 A 值比单株相比表现为增
高．基于此原理，设计了 ELISA相加法，用于测
定三株McAb识别的表位是否相互独立[14]．按公式

AI=[2A 1 +2/(A 1+A 2)-1]伊100%计算相加系数，结果表
明 AI值均大于 50%，如图 1b．提示三株McAb间
没有竞争性抑制现象，相加试验阳性，说明了三株

McAb针对的是不同的三个表位．

2援3 真核表达质粒的构建与鉴定

以 pGEM-T-ca[11]为模板扩增目的片段，PCR
产物经 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定，符合预期片段大
小 585 bp，见图 2a．连接 PCR产物和真核表达载
体 pcDNA3.1(+)，连接产物转化感受态细胞，小提
质粒用 EcoR玉和 Xho玉双酶切，结果如图 2b．酶
切鉴定阳性的菌株命名为 pcDNA3.1(+)-ca-HA．经
上海生工生物技术公司测序表明序列完全正确．

2援4 真核表达蛋白对McAb进行鉴定
用细胞裂解液分别消化并收集转染细胞与阴性

对照细胞(图 3)，Western blot检测结果显示，转染
细胞有一条与预期大小相符的约 25 ku的特异性条
带，而阴性对照均未出现条带，表明三种单克隆抗

体均能识别真核细胞表达的 CA蛋白． IFA检测结
果也表明三株McAb能与真核表达的蛋白质反应并
呈现特异性荧光，而阴性对照未见荧光(图 4)．

Fig. 1 Screening anti鄄JSRV鄄CA McAbs by indirect
ELISA(a) and epitope identification by indirect ELISA(b)

1: Supernatant collected from hybridoma cell line A1a; 2: Supernatant
collected from hybridoma cell line F11a; 3: Supernatant collected from
hybridoma cell line D6c; -: Supernatant collected from SP2/0 myeloma
cell (negative control); GST: Supernatant collected from hybridoma cell
line A1a, F11a, D6c respectively; 1 + 2: Supernatant collected from
hybridoma cell line A1a and D6c in half and half; 1 + 3: Supernatant
collected from hybridoma cell line A1a and F11a in half and half; 2+3:
Supernatant collected from hybridoma cell line D6c and F11a in half and
half. : ELISA plates were coated with GST-CA fusion protein; :
ELISA plates were coated with GST tag.
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Fig. 2 The construction of pcDNA3援1(+)鄄ca鄄HA(a)
and identification by restriction enzyme digestion(b)

M: DNA marker (DL2000). (a) 1: Negative control; 2: PCR product of
gene ca. (b) 1: pcDNA3.1 (+ ) digested by EcoR 玉 and Xho 玉 ; 2:
pcDNA3.1(+)-ca-HA digested by EcoR玉 and Xho玉.
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Fig. 3 Specific reaction between eukaryotic expression
protein and McAb detected by Western blot

A1a, F11a, D6c:293 cells infected by pcDNA3.1 (+)-ca-HA; N: Negative
control (293 cells infected by pcDNA3.1 (+ )); M: Prestained protein
molecular mass marker.
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Fig. 4 Specific reaction between eukaryotic expression
protein and McAb detected by IFA(400伊)

(a) Supernatant collected from hybridoma cell line A1a. (b) Supernatant
collected from hybridoma cell line F11a. (c) Supernatant collected from
hybridoma cell line D6c. (d) Supernatant collected from SP2/0 myeloma
cell.
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用 IPTG对测序正确的重组表达菌进行诱导表
达，经 SDS-PAGE分析结果为：空载体诱导菌表
达出约 21 ku的标签蛋白，各重组表达菌表达出约
28 ku 的融合蛋白，均与理论大小相符．结果见
图 7a．

2援8 三株单抗Western blot表位鉴定
将经 SDS-PAGE分离的蛋白质转移到硝酸纤

维素膜上，分别以杂交瘤细胞株 A1a、D6c、F11a
培养上清作为一抗，进行Western blot试验．结果
表明，A1a、F11a分泌的单抗均与 CA2蛋白发生
特异性反应(图 7b, 7d)，而 D6c分泌的单抗与 CA3
蛋白发生特异性反应(图 7c)．分析图 6各段多肽的
重叠区域并结合Western blot试验结果可知：A1a、
F11a分泌的单抗识别同一段多肽，初步鉴定的线
性表位氨基酸序列为 SEYVEQCARIADVNRQQ-
GIQTSYEMLTGEGAFQATD，ELISA 相加法表位
预测结果表明，A1a、F11a识别的表位是相对独立
的，即它们识别多肽 CA2的不同区域．而 D6c分
泌的单抗识别的线性表位氨基酸序列为 QISNAA-
RQAWKKLPSSSTKTEDLSKVRQGPDEPYQDFVA-
RLL．
2援9 三株单抗的抗原抗体结合反应曲线及抗体亲

和常数的推导

参照 Beatty等[12]建立的方法，不同浓度抗原包

2援5 ca基因的分段扩增
各基因片段预测大小分别为 ca1 159 bp，ca2

189 bp，ca3 216 bp，ca4 168 bp．用含 EB 替代染
料的 10 g/L琼脂糖凝胶对各基因片段的 PCR产物

进行电泳，结果表明各目的基因均与预测的大小相

符(图 5)．
2援6 阳性表达菌的鉴定

挑转化后的克隆菌接种 LB培养液，37℃震荡
培养过夜．分别取 3 滋l菌液于 96℃变性 10 min作
为模板进行菌液 PCR鉴定，PCR产物与预期大小
一致的菌株为阳性菌，经上海生工生物技术公司测

序，结果表明，送检的 4个样品核苷酸序列与 ca
基因的对应片段完全一致，插入方向正确，读码框

没有移位，保证了表达的多肽片段的正确性．

2援7 CA蛋白的分段表达
CA蛋白全长 183个氨基酸，CA1编码第 1～

45位氨基酸，CA2编码第 38～92位氨基酸，CA3
编码第 81～145位氨基酸，CA4编码第 134～183
位氨基酸．各片段在全长蛋白中对应的位置如

图 6所示．

Fig. 6 The locations of overlapping proteins in the CA sequence

CA:CSQYGPTAPFTIAMIENLCTQNLPPNDWKQIARACLSGGDYLLWKSEYVEQCARIADVNRQQGIQTSYEMLTGEGAFQATDTQLNFLPGAYAQISNAAPQAWKKL

CA1:CSQYGPTAPFTIAMIENLCTQNLPPNDWKQIARACLSGGDYLLWK

CA2:GGDYLLWKSEYVEQCARIADVNRQQGIQTSYEMLTGEGAFQATDTQLNFLPGAYA

CA3:TQLNFLPGAYAQISNAAPQAWKKL

PSSSTKTEDLSKVRQGPDEPYQDFVARLLDSIGKIMSDEQAGMVLAKQLAFENANSACQAALRPYRKKGDLSDFIRIC

PSSSTKTEDLSKVRQGPDEPYQDFVARLLDSIGKIMSDEQ

CA4:DSIGKIMSDEQAGMVLAKQLAFENANSACQAALRPYRKKGDLSDFIRIC

Fig. 7 Expression of plasmid pET鄄ca1，pET鄄ca2，
pET鄄ca3，pET鄄ca4(a) and epitopes analysis by

Western blot(b: A1a，c: D6c，d: F11a)
M: Prestained protein molecular mass marker; 1: BL21 bacteria; 2:

Induced pET-32a (GST tag); 3: Induced pET-ca1 (CA1); 4: Induced

pET-ca2(CA2); 5: Induced pET-ca3(CA3); 6: Induced pET-ca4(CA4).
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Fig. 5 PCR products of ca gene fragment
1: PCR product of ca1; 2: PCR product of ca2; M: DNA marker
DL2000; 3: PCR product of ca3; 4: PCR product of ca4.
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被条件下，一定范围内 A 值与包被的抗原浓度呈
良好的线性关系．以 5%递减法确定各曲线的结合
反应平台期，取 A 值在 0.15～2.5间的数值建立抗
原抗体结合反应曲线(图 8)．通过作图法取最大 A
值一半(即 A 50%)处对应的抗体浓度，按经典的质
量作用定律推导的公式 K=(n-1)/2(nA b忆-Ab)计算亲

和常数，式中 Ab忆和 Ab分别为抗原浓度为 Ag忆和
Ag时，A 50%的抗体浓度，n=Ag/Ag忆．经两两比
较，可得 K 值．如：n为 2﹑4﹑8时分别可得 3﹑
2﹑1个 K 值，取其均值为最终结果．经计算三株
单抗 A1a﹑D6c﹑F11a的亲和常数分别为 1.52伊108﹑

6.7伊107﹑6.5伊107 L/mol．

3 讨 论

JSRV 感染羊后，形成整合有外源性前病毒
DNA(exJSRV)的肺肿瘤细胞．有趣的是，健康羊
基因组携有 15～20拷贝，与 JSRV密切相关的内
源性病毒 DNA(enJSRV)． enJSRV 是几百万年前，
JSRV形成前病毒 DNA整合入羊生殖细胞，在羊
与病毒漫长的共进化过程中固定下来，随宿主细胞

基因组遗传复制并发挥一定的生理功能[15]．健康羊

体内，enJSRV表达的蛋白与 JSRV病毒粒子的蛋
白高度一致，能与 JSRV 的受体结合竞争性阻断
JSRV的感染，并导致免疫耐受，使得感染羊无针
对 JSRV的循环性抗体．因此，无论是该疾病的诊
断还是免疫，均需另辟蹊径．

绵羊肺腺瘤(OPA)作为人类肺癌的研究模型被
广泛认同，尤其与人的细支气管 -肺泡癌(BAC)的
相关性研究得到了国际上的极大关注．OPA 与
BAC均为鲜有转移扩散的慢性肿瘤，临床上表现
为咳嗽及进行性呼吸困难．BAC不同于其他的非
小细胞肺癌：在流行病学上，BAC与吸烟无明显
的相关性，且在妇女和年轻人群中发生率呈上升趋

势，较其他类型的非小细胞肺癌有相对良好的预后

(五年存活率：60%较 7.3%)．基于两种肿瘤的相似
性，长期以来人们一直假定 BAC是由某一种病毒
引起的肿瘤性疾病(约 15%～20%的人类肿瘤被认
为与相关的病原相关联)．临床学及分子学两个层
面上，支持两种肿瘤相关性的证据主要有：症状及

流行病学特征，人类细胞表面广泛存在有 JSRV的
受体 Hyal2，JSRV囊膜蛋白致人类细胞恶性转化

的可能性，一定比例的抗原交叉性反应，非洲人群

有 JSRV相关序列．而不支持两者相关性的证据主
要有：无从羊群传播 JSRV感染人的证据，迄今为
止，在肺癌病人中没检测到 JSRV的相关 DNA或
RNA[16]．因而，关于两种疾病的相关性研究还有很

漫长的探索之路．

近年来，单克隆抗体在研究蛋白质结构及功能

方面，以及抗原表位的分析和精确定位方面都起到

了促进作用．抗原表位的获得在新一代疫苗的研制

和诊断抗原的设计过程中都是至关重要的．

Western blot法表位鉴定及 ELISA相加法表位预测
的结果表明，本研究获得的三株单克隆抗体分别识

别不同的三个表位，其亲和常数约在 108水平，与

目的蛋白具有较高的亲和力，可应用于免疫学检

测，并可望在以后的研究工作中发挥一定的作用：

鉴定人肺癌病例中与 JSRV-CA呈抗原交叉反应的
特异性蛋白及编码该蛋白的 DNA序列；探测人肺
癌病例中与 JSRV 相关的 DNA 序列和反转录病
毒．我们初步建立的双夹心 ELISA 捕获抗原法，
表明它们均能与自然感染病例的鼻液及肺肿瘤组织

匀浆液发生阳性反应，进一步说明三株单抗均可识

别天然病毒粒子．
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Abstract Balb/c mice were immunized four times by the purified fusion CA protein which was emulsified with
freund忆s adjuvant. Then, cell fusion was conducted according to standard procedure. Positive hybridoma clones
were screened by indirect ELISA and Western blot. Three hybridoma clones that stably secreted specific
monoclonal antibody against JSRV-CA were developed. Meanwhile, JSRV ca gene was divided into four
overlapping fragments and expressed in E. coli BL21 respectively. Pepscan technology was employed to screen the
antigen epitope through the expressed fusion proteins were detected respectively with three McAbs by Western
blot. Then three liner epitopes recognized by three McAbs were preliminary identified, and the functional affinities
of anti-CA McAbs were assessed with non-competitive ELISA method. All this may be helpful in understanding
molecular properties of JSRV-CA and may be useful for pathogenic diagnosis and vaccine design.
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