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摘 要 

非洲猪瘟（African swine fever, ASF）是非洲猪瘟病毒（African swine fever vires, ASFV）感染

猪引起高度致死的接触性传染病。该病以软蜱为传播媒介，非洲野猪为储存宿主。自非洲猪瘟疫

情传入我国以来，给我国养猪业的发展和社会经济的稳定带来严峻的挑战。ASF 具有复杂的感染

与免疫逃避机制，国内尚未研制出商业化的疫苗预防和控制该病。因此，快速、准确、成本低廉，

相对便捷且适合大规模筛查的常规血清学诊断方法的建立，对于 ASF 疫情的常态化监测显得尤为

重要。 

诊断抗原的抗原性及其有效单克隆抗体的研制，对血清学诊断方法的建立至关重要。以 ASFV 

pp62 蛋白作为诊断抗原建立的间接 ELISA 方法，针对保存较差的田间血清样品，其检测效果显

著优于以 p30 或 p54 蛋白建立的间接 ELISA 方法，p35 蛋白是 pp62 多聚蛋白经 ASFV S273R 蛋

白酶水解后形成的成熟蛋白，主要参与 ASFV 核衣壳的组装和病毒粒子的稳定过程。因此，本研

究首次以 ASFV p35 成熟蛋白为研究靶标，分析了 p35 蛋白作为诊断抗原的抗原性，并制备了 p35

蛋白的单克隆抗体。研究内容及结果概括如下： 

1. 为了验证 p35 蛋白作为诊断抗原的潜力，本研究通过建立酶联免疫吸附试验（Enzyme 

linked immunosorbent assay, ELISA）方法，以杆状病毒昆虫细胞表达系统表达的 ASFV p30 蛋白

为参照，首次探讨原核表达系统表达的 ASFV p35 蛋白作为诊断抗原的抗原性和潜力。间接免疫

荧光和免疫印迹结果表明，获得了40 kDa的重组 p35蛋白和30 kDa的 p30蛋白，两种蛋白与ASFV

阳性血清均具有较好的免疫反应原性。分别用重组 p30和 p35蛋白作为诊断抗原建立ELISA方法，

并验证其敏感性、稳定性以及与进口试剂盒的符合率。结果显示，尽管 p35-ELISA 方法的检测敏

感性稍低于 p30-ELISA 方法，但其敏感性仍可达 95.8%，且 p35-ELISA 方法和 p30-ELISA 方法的

批内和批间变异系数均小于 10%。p35-ELISA 方法与进口试剂盒比较，符合率达 97.2%。结果表

明建立的 p35-ELISA 方法稳定性好且敏感性高，可应用于田间 ASFV 感染的检测。 

2. 以纯化的 p35 蛋白作为抗原免疫小鼠，当小鼠血清的抗体效价达到 1︰204800 时，取脾细

胞与 SP2/0 骨髓瘤细胞融合。用建立的 p35-ELISA 方法对杂交瘤细胞经过筛选和亚克隆后获得 15

株稳定分泌 p35 蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞；免疫印迹和间接免疫荧光方法鉴定其中的杂交瘤

细胞 2-D7E5 和 3-F7E8 分泌的单克隆抗体，获得的单克隆抗体能够特异地识别 p35 抗原；抗体亚

类鉴定结果表明：两株单抗均为 IgG1 型，轻链均是 Kappa；间接 ELISA 方法测定制备的腹水效

价均大于 214。本研究为 p35 蛋白功能表位的解析和 ASF 血清学诊断方法的建立提供重要生物原

材料。 

关键词：非洲猪瘟病毒，p30 蛋白，p35 蛋白，单克隆抗体制备 
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Abstract 

African classical swine fever (ASF) is a highly lethal contagious disease caused by African classical 

swine fever virus (ASFV) in pigs. The disease is transmitted by soft ticks and the African wild boar is 

used as the storage host. Since the epidemic of classical swine fever in Africa was introduced into China, 

it has brought severe challenges to the development of pig industry and social and economic stability in 

China. In addition, ASF has complex mechanisms of infection and immune escape, so commercial 

vaccines have not been developed to prevent and control the disease in China. Therefore, the 

establishment of routine serological diagnosis method which is rapid, accurate, low-cost, relatively 

convenient and suitable for large-scale screening is particularly important for the regular surveillance of 

ASF epidemic situation. 

The antigenicity of diagnostic antigens and the development of effective monoclonal antibodies are 

very important for the establishment of reliable serological diagnostic methods. The indirect ELISA 

method using ASFV pp62 protein as diagnostic antigen is significantly better than the indirect ELISA 

method based on p30 or p54 protein for poorly preserved field serum samples. ASFV p35 protein is a 

mature protein originated from pp62 polyprotein cleaved by ASFV S273R protease. It is mainly 

involved in the assembly of ASFV nucleocapsid and the stabilization of virions. Therefore, the 

diagnostic antigenicity of p35 protein was firstly confirmed by using ASFV p35 mature protein as the 

research target, and the monoclonal antibody against p35 protein was prepared in the study. The 

contents and results of the study are as follows: 

1. In order to verify the potential of p35 protein as a diagnostic antigen, the antigenicity and 

potential of ASFV p35 protein expressed in prokaryotic expression system as diagnostic antigen were 

discussed for the first time by establishing enzyme-linked immunosorbent assay (Enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA) with reference to ASFV p30 protein expressed in baculovirus insect cell 

expression system. The results of indirect immunofluorescence and immunoblotting showed that the 

recombinant p35 protein of 40 kDa and the p30 protein of 30 kDa were obtained. Both proteins and 

ASFV positive serum had good immunogenicity. ELISA methods were established by using 

recombinant p30 and p35 proteins as diagnostic antigens, and their sensitivity, stability and coincidence 

with imported kits were verified. The results showed that although the sensitivity of p35-ELISA method 

was slightly lower than that of p30-ELISA method, the sensitivity was still 95.8%, and the intra-and 

inter-assay coefficients of variation of p35-ELISA method and p30-ELISA method were less than 10%. 

Compared with the imported kit, the coincidence rate of p35-ELISA method was 97.2%. The results 

showed that the established p35-ELISA method was stable and sensitive, and could be used to detect 

ASFV infection in the field. 

2. Mice were immunized with the purified p35 protein, when antibody titer against p35 protein 

achieved 1︰204800, the collected splenocytes are fused with SP2/0 myeloma cells. Hybridoma cells 

were screened by the established p35-ELISA method and were subcloned, and 15 strains of hybridoma 
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cells stably secreted monoclonal antibodies were obtained. The results of Western blot and indirect 

immunofluorescence indicted that 2-D7E5 and 3-F7E8 named monoclonal antibody can specifically 

recognize p35 antigen; The obtained monoclonal antibodies can specifically recognize the p35 antigen; 

the antibody subclass identification results showed that the two monoclonal antibodies are both IgG1 

subtype, and the light chain is Kappa; The ascites titers measured by indirect ELISA method are all 

greater than 214. This study provides important biological raw materials for the analysis of p35 protein 

functional epitopes and the establishment of ASF serological diagnostic methods. 

Keywords: African swine fever virus, P30 protein, P35 protein, Monoclonal antibody preparation 
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主要符号对照表 

英文缩写 英文全称 中文名称 

ASFV African swine fever vires 非洲猪瘟病毒 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

CPE Cytopathic effect 细胞病变效应 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 良伊格尔培养基 

DIF Direct immunofluorescence technique 直接免疫荧光技术 

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附剂测定 

EU European Union 欧洲联盟 

FBS Fetal Bovine Serum 胎牛血清 

HAD Hemadsorption 红细胞吸附 

IIF Indirect Immunofluorescence 间接免疫荧光 

IPT Indirect immunoperoxidase tests 
间接免疫过氧化物酶测

试 

IgG Immunoglobulin G 免疫球蛋白 G 

IPTG Isopropyl β-D-thiogalactoside 异丙基-β-D-硫代半乳苷 

LB Luria-bertini medium LB 培养基 

NPLs national reference laboratories 国家参考实验室 

OD Optical density 光密度 

OIE Office international des épizooties 世界动物卫生组织 

PBS Phosphate buffered solution 磷酸盐缓冲溶液 

SDS-PAGE SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
十二烷基硫酸钠-聚丙烯

凝胶电泳 

Sf9 Spodoptera frugiperda cell 昆虫卵巢细胞 

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

UPL Universal Probe Library  通用探针库 

VI Virus isolation 病毒分离 

WB Western blot 蛋白免疫印迹 
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第一章 绪论 

1.1 ASFV 概况 

非洲猪瘟（ASF）是猪最复杂的传染性疾病之一。ASF 具有致死率高、传播速度快的特点，对猪

和猪肉产品的国际贸易产生巨大的经济影响，世界动物卫生组织（OIE）将其列为法定报告疫病，在

我国属于一类疫病。ASFV 呈直径 200 nm 的同心圆结构，二十面体对称，有囊膜的双链 DNA 病毒，

是非洲猪瘟病毒科的唯一成员(ALONSO et al., 2018; 林彦星 等，2018)。ASFV 根据其编码衣壳蛋白

P72 的 B646L 基因被分为 24 种不同的基因型(QUEMBO et al., 2018)。 

自上个世纪以来，ASF 在非洲国家(MULUMBA et al., 2019)和撒丁岛(JURADO et al., 2018; 

LADDOMADA et al., 2019)开始流行，2007 年非洲猪瘟传播至位于欧亚接壤的高加索地区，而后迅

速传播到其他邻国(ROWLANDS et al., 2008)，2014 年传播到欧洲联盟（EU）。2007 年以来，非洲猪

瘟在俄罗斯爆发，并向周边国家不断蔓延，给欧洲和亚洲地区带来了巨大的威胁。立陶宛和波兰在

2014 年 1 月和 2 月报告了首批感染野猪病例，随后是拉脱维亚和爱沙尼亚分别在 6 月和 9 月报告了

ASF 感染病例(CARMINA et al., 2014)。在波罗的海三国和波兰，ASF 已成为野猪种群中的地方病，

防控工作更加困难(MITEVA et al., 2020; PRZEMYSLAW et al., 2019)。2018 年 8 月，ASFV 表现了跨

境和跨洲跳跃传播的巨大能力，中国距离先前已知的感染地区几百公里，但 ASFV 迅速传播，在中

国境内确认了 149 起 ASF 疫情，不到一年时间中国便扑杀了 100 多万头猪(王颖 等，2018)。这表明

了全世界 ASF 流行病学状况的新变化，ASF 可能已经达到全球范围。ASF 不断向其他亚洲国家传播，

越南、蒙古、柬埔寨和香港以及最近的朝鲜，均已确认检测到 ASF，这将使控制传播变得更加困难

(ALBETKOVA et al., 2019)。 

尽管 ASF 在近一个世纪前被首次描述，但由于该病毒结构复杂、编码毒力蛋白多、能在单核/

巨噬细胞内复制以及宿主免疫逃避等特点(CARRILLO et al., 1994)，迄今仍未研制出有效的疫苗和治

疗方法，致使控制这种疾病难度较大。ASF 的传播只能通过早期发现和严格遵守经典疾病控制方法

来预防，包括监测，流行病学调查，追踪感染猪，扑杀受感染的牲畜，严格检疫和生物安全措施以

及控制动物流动。成功的监测，必须有快速、便捷、灵敏的诊断方法支持，以此可以及早发现疾病，

从而减少 ASFV 传播(ARIAS et al., 2017; Mur L. 等，2016)。越来越多的快速、便捷、敏感的 ASF

诊断检测技术已成功地应用于监测、控制和根除计划。然而，没有一种检测方法的敏感性和特异性

是 100%可靠的。尽管非洲猪瘟疫苗开发难度较大，且检测方法也不够准确，但通过人们不懈努力，

一些试验性疫苗和相对准确的检测方法不断出现，并表现出一定的防控效果。本文主要针对 ASF 的

诊断方法和单克隆抗体进行综述，以期为 ASF 的防控提供思路与方向。 

1.2 ASF病原学检测技术 

由于 ASF 通常表现为最急性或急性病型，在特异性抗体出现前，发病猪已经死亡，被动监视是

早期检测最直接、最有效的方法(SOLENNE et al., 2013)。从疑似、患病或死亡动物身上采集样本（血
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液和靶器官）进行检测，以此来确认是否有 ASFV 感染。因此，病毒学检测对于迅速实施控制措施

至关重要。病原学检测方法包括通过 PCR 检测病毒基因组，通过抗原 ELISA 或直接免疫荧光试验

（DIF）检测病毒抗原以及使用病毒分离进行病毒检测(GALLARDO et al., 2015)。 

表 1-1 非洲猪瘟病原学诊断方法 

Table 1-1 Etiological diagnosis of African Swine Fever 

检测类型 检测方法 使用范围 

病毒分离 病毒分离/红细胞吸附试验 首次爆发确诊 

抗原检测 
直接免疫荧光试验 个体检测 

夹心 ELISA 监测和群体检测 

普通 PCR 
PCR 监测个体和群体检测 

ASF-CSF 多重 PCR ASF 和 CSF 共同流行区域 

实时定量 PCR 

Taqmana 探针 监测个体和群体检测 

UPL 探针 监测个体和群体检测 

INGENE(Commercial) 监测个体和群体检测 

TETRACORE dried down(Commercial) 监测个体和群体检测 

ASF-CSF 多重实时 PCR ASF 和 CSF 共同流行区域 

1.2.1病毒分离（VI）和血细胞吸附（HAD）试验 

病毒分离（virus isolation）是非洲猪瘟首要的病原学诊断技术。主要从 ASFV 病毒载量大的死亡

猪中获得的病毒分离株是诊断的关键步骤。从自然暴发中收集到的所有 ASFV 均可在猪源的易感原

代白细胞培养物中分离，主要从猪血液、肺（肺泡）单核细胞或巨噬细胞中分离出来。如果猪样品

中存在 ASFV，它将在细胞中复制并产生细胞病变效应（CPE）和溶血吸附反应（HAD）(刘显强，

2019)，这是 ASFV 感染细胞的特征，此特征广泛用于病原学诊断中(BUSTOS2011; L et al., 1976)。

在猪病中，只有 ASFV 能够在白细胞培养物中进行血吸附，使得在 ASF 初次暴发时，将 HAD 分析

作为验证性试验(GALLARDO et al., 2019; NETHERTON et al., 2013)。Gallardo 等在分离 ASFV 时提

到，尽管采集的野外样品中 ASFV 的 DNA 值很高，但分离病毒的效率较低。原因在于采集的野外样

本保存不佳，影响了病毒的复制和存活能力。另外，一些田间毒株不产生 HAD，而仅产生

CPE(BOINAS et al., 2004; Gallardo C. 等，2019)。这些非 HAD 病毒不容易分离，需要使用 PCR 或

DIF 试验对细胞培养物进行进一步确认(OURA et al., 2013)。 

尽管在初次爆发或发生 ASF 的情况下，将 VI 和 HAD 试验的结果作为参考(OURA et al., 2013; 

PHIRI et al., 2003)，但这也不可能是最可靠的方法。该方法比其他技术更昂贵，在人员素质、技术条

件、生物安全条件等方面要求严苛，只能在农业部规定的实验室开展。然而，尽管有各种限制，但

病毒分离对于获得病毒库仍用于将来的分子和生物学表征研究是必不可少的。 
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1.2.2抗原检测技术 

抗原检测技术已广泛用于疾病的诊断。其中，直接免疫荧光技术（Direct immunofluorescence 

technique）是标记免疫技术中发展最早的一种，用于检测器官涂片或冷冻切片中的病毒抗原，可用于

从非 HAD 毒株的 VI 中鉴定 ASFV。DIF 是一种快速检测技术，对 ASFV 的 HAD 和非 HAD 株具有

特异性和敏感性(BOTIJA1971; OURA et al., 2013)。由于在感染后第一周出现抗体应答时，抗原-抗体

复合物的存在，该技术的灵敏度会显着下降，从而出现假阴性结果(ARIAS et al., 2008)。 

商业生产的抗原 ELISA 试剂盒是当前唯一可用的 ELISA 检测试剂盒（INgezim PPA DAS，西班

牙 Ingenasa），组织和血清样品均可进行检测。但是，用该试剂盒对 277 份实验感染猪样品和野猪和

家猪田间样品的检测结果显示，与UPL-PCR相比，商业抗原 ELISA 检测试剂盒的敏感性较差（77.2％）

(P. et al., 2016)。因此，DIF 或抗原 ELISA 应作为补充试验，与其他一些病毒学和血清学诊断技术结

合使用。 

1.2.3 ASFV基因组检测  

目前，PCR 被认为是早期检测疾病的“金标准”，由于其敏感性、特异性、稳定性较高，可检测

来自家猪、野猪和蜱类的任何种类的临床样本中的 ASFV 基因组。 

常用的检测 ASFV 核酸的方法有常规 PCR 和实时定量 PCR 在内的各种 PCR 技术，用于病毒核

酸的扩增，还可以用于毒株的分型，特别是从非 HAD 毒株的 VI 中和低毒力毒株中鉴定 ASFV。目

前，OIE 推荐的以及众多研究开发的 PCR 方法，大多是基于 VP72 编码区设计，该区是编码主要病

毒蛋白的高度保守基因，可确保（潜在）能够检出 22 种 ASFV 基因型。欧盟国家参考实验室（NRLs）

级别的通用探针库（UPL）PCR 诊断便是基于 VP72 编码区设计。UPL-PCR 对于检测低毒力毒株和

地病毒载量的样本具有更高的敏感性，即使在典型临床症状尚不明显的情况下，也可以更早地检测

出 ASFV。新病毒分离株可能随时会出现，因此定期检测常规 PCR 技术的特异性非常重要。 

现已开发出多重 PCR 检测技术，可在一次试验中对 ASFV 和其他猪病原体进行同时扩增和差异

检测。尽管与单独检测 ASFV 病原的 PCR 方法相比，多重 PCR 检测技术灵敏度可能较低，但这些技

术可用于存在 CSF 和有 ASF 入侵风险较高的地区以及两种病毒共同传播的情况下进行检测。恒温扩

增检测技术是近年分子诊断研究热点，是其他 PCR 经济诊断的替代方法，且反应时间短，适合现场

检测。虽然此技术敏感性低于其他 PCR 检测方法，但能够检测含有大量 ASFV 的病死猪样品。 

近年来，用于 ASFV 基因组检测的 PCR 商业试剂盒数量大大增加。这些 PCR 方法必须按照国际

指导标准对每种新的 ASF 商业化试剂盒进行评估和验证，以确保其特异性、灵敏度、精确度、稳定

性。只有高敏感度的 PCR 检测方法可用于检测感染初期低病毒载量的样本和出现慢性或亚临床的动

物。尽管能够用 PCR 方法做出诊断，但结果并不可靠，血清学检测仍将在识别感染动物中起关键作

用。 

1.3 血清学诊断技术  

近 40 年来，血清学诊断由于其操作简单，成本相对较低以及需要少量专用设备而成为最常用的
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诊断检测技术。血清学诊断不仅方法多样，而且微量、高效和快捷，并可对疾病的不同病程、新感

染疾病的前期或疾病的治疗效果进行评价等。血清学诊断方法在弥补病原学诊断的缺陷方面，将起

着愈来愈重要的作用。对于 ASF 诊断，鉴于没有针对 ASFV 的疫苗可用，因此抗体检测尤为重要。

感染 ASFV 的猪或康复猪的抗体在体内可以维持很长的时间，甚至可以终身携带携带抗体。因此，

基于抗体的监视对于检测存活的猪群，阐明 ASF 的流行病学特征以及检测低毒力 ASFV 的入侵至关

重要。抗体检测方法的使用对于疾病的根除计划也至关重要。OIE 批准的当前基于 ASFV 抗体的检

测涉及、ELISA 进行抗体筛选，通过免疫印迹（WB），间接免疫荧光（IIF）或间接免疫过氧化物酶

测试（IPT）作为验证性试验。 

表 1-2 非洲猪瘟血清学学诊断方法 

Table 1-2 Method for serological diagnosis of African swine fever 

检测类型 检测方法 使用范围 

筛选方法 

OIE 间接 ELISA 监测和群体检测 

阻断 ELISA 监测和群体检测 

间接 ELISA 监测和群体检测 

间接 ELISA 监测和群体检测 

确证方法 

OIE 免疫印迹 监测和群体检测 

间接免疫荧光试验 监测和群体检测 

间接免疫酶 监测和群体检测 

1.3.1酶联免疫吸附试验 

酶联免疫吸附试验（ELISA）是一种 OIE 规定针对国际贸易的指定试验，用于检测 ASFV 的特

异性抗体。目前，有市场上有多种商用 ELISA 试剂盒，主要分为间接 ELISA 和阻断 ELISA 两种方

法，所用的抗原也不尽相同。 

据报道，与病原分子学检测方法相比，ELISA 检测病毒感染后 7  12 天产生的抗体的灵敏度较

低。然而，它对于检测病毒感染后 12  14 天的特异性抗体，检出率高，结果可靠，因此 ELISA 试

验仍然是大规模血清学研究中最有用的技术。ELISA 方法敏感性强、快速、易于执行且经济，但是

只能分析血清，这限制了其应用范围。若是样品保存出现腐败、变质等情况，其敏感性会大大减低，

样品的质量对其结果的准确率影响也极大。通过使用 IPT 试验，可以分析除血清以外组织样品的提

取液。尽管如此，应该优先开发标准化的 ELISA 方法，以检测组织提取物中的 ASF 病毒特异性抗体，

以便更简单、可靠地评估受灾地区的流行病学状况。 

1.3.2免疫印迹试验（WB） 

应按照世界动物卫生组织（OIE）（2019a）的建议，通过 IPT，IIF 或 IB 试验等方法确认 ELISA

试验的阳性结果。免疫印迹试验（WB）是一种快速灵敏的检测特异性抗体的检测方法，即利用已知

抗原检测未知抗体的特异性反应。WB 是用 ASFV、重组蛋白等作为抗原与 ASFV 感染猪后获得的血
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清发生阳性反应，尽管此方法非常敏感，但仅血清样品可用于 WB 试验。此外，存在亚临床症状、

慢性感染动物的 ASF 流行地区，WB 检测时会出现非特异性结果。在这种情况下，应考虑 IIF 或 IPT

等验证性血清学诊断试验，对 WB 的结果进行验证。IIF 和 IPT 都基于相同的原理，并且需要使用感

染了 ASFV 的 VERO 或 MS 细胞系。尽管存在这一局限性，但由于 IPT 具有较高的灵敏度和特异性，

而且可以检测任何种类的样本，这对于野猪的监视和控制程序尤其重要，因此成为 ASF 血清学诊断

的最佳试验方法。目前，IPT 技术是欧盟 NRL 中选定的验证性试验。 

现代免疫分析方法和技术是基础生物学实验室、国家新发病、疾病净化等检测的重要工具，许

多检测方法和技术都是以抗体-抗原结合机制为基本原理建立的。 

1.4 单克隆抗体技术 

单克隆抗体（monoclonal antibody, Mc Ab）是 1975 年 Kohler 和 Milstein 利用细胞融合技术将绵

羊红细胞免疫的小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合得到的(KOHLER et al., 1975)。单克隆抗体（Mc Ab）

是针对抗原上的特定表位而设计的免疫球蛋白，是许多分子免疫学研究的重要工具，单克隆抗体已

经成为大量实验室诊断试验的关键组成部分。单克隆抗体具有理化性状高度均一、特异性强、生物

活性单一、能够无限传代繁殖等优点，在疾病预防、检疫、诊断、治疗和流行病学调查等研究中发

挥了巨大的作用(李娇 等，2011; 刘建文 等，2003)。此外，与单克隆试剂相比，多克隆试剂生产相

对简单，成本较低，但会导致批次之间存在差异。因此，单克隆抗体使标准化和安全的免疫分析系

统得以发展，成为为研究大分子和细胞的有力工具，也为临床诊断技术的发展奠定基础。 

1.4.1单克隆抗体的原理 

单克隆抗体是一种单一特异性的抗体，即针对某一特定的抗原表位由 B 细胞在体外永生化而产

生的特异性抗体，此技术建立杂交瘤细胞的基础上(LITTLE et al., 2000; PETERSEN et al., 1989; 

SKOWICKI et al., 2016)。当免疫原引起体液免疫反应时，机体会对抗原的不同表位产生不同的抗体

来对抗，每个抗体都是单个 B 细胞针对单个表位的产生的。因此，单个 B 细胞分泌产生的具有特异

性的抗体被称为单克隆抗体(任娟，2014; 张琳琳，2016)。将这种 B 细胞与骨髓瘤细胞融合便形成杂

交瘤细胞。杂交瘤细胞通过用 HAT 和 HT 培养基进行选择性初筛，接着经过三次亚克隆化，便能够

获得很多理化性状高度均一、生物活性单一、与抗原结合的特异性强、能够长期传代的杂交瘤细胞

株。这些杂交瘤细胞便可以稳定的分泌单克隆抗体。 

1.4.2单克隆抗体在 ASF诊断和防治中的应用 

单克隆抗体在成本、稳定性、敏感性和特异性方面远优于多克隆抗体，因此，单克隆抗体的研

制对于 ASFV 编码蛋白的生物学功能研究、单克隆抗体阻断治疗药物制备和建立常规血清学诊断方

法非常关键。 

p72 蛋白是 ASFV 的主要结构蛋白，相对分子质量为 73.2 kDa，是 B646L(VP72)基因编码的关键

抗原蛋白。在病毒感染的后期表达中，对毒衣壳的形成起着非常重要的作用(NEILAN et al., 2004)。
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在缺乏疫苗的情况下，控制措施在很大程度上依赖于核酸、抗原和抗体的检测。p72 具有高度的抗原

性和免疫原性，是免疫原性最强的 ASFV 蛋白之一(KOLLNBERGER et al., 2002)，这种特性为血清

学诊断技术的开发奠定了基础。p72 的全长核苷酸序列能够在体外表达，并在检测技术中用作抗原

(FREIJE et al., 1993; LOPEZ-OTIN et al., 1990)。以 ASFV 全病毒粒子为抗原的抗 ASFV 单抗已研制

成功，其中大部分识别结构蛋白 p72(SANZ et al., 1985)。商业化生产的抗 p72 单抗(Ingenasa)已用于

ASFV 的抗原检测(VIDAL et al., 1997)。 

p54 蛋白是一种跨膜蛋白，在氮端附近含有一个潜在的跨膜区(RODRIGUEZ et al., 1994)。在病

毒形态发生和病毒感染中，参与病毒对易感细胞的吸附与进入。用 ASFV 病毒自然、实验感染或用

p54 蛋白接种的猪可以产生高水平的抗 p54 抗体(GALLARDO et al., 2009; LOKHANDWALA et al., 

2016; NETHERTON et al., 2019)。此外，针对 p54 的抗体最早出现在 10 天内，并在受感染动物的血

液中持续数周(BARDERAS et al., 2001; CUBILLOS et al., 2013)。因此 p54 基因成为血清学诊断分析

的最佳 ASFV 抗原靶位之一。Weldu Tesfagaber 等(TESFAGABER et al., 2021)针对 p54 蛋白开发一种

基于单克隆抗体的酶联免疫吸附试验(ELISA)用于 ASFV 抗体检测。该方法灵敏度为 92.5%，特异性

为 98.9%。与其他市售的封闭酶联免疫吸附试验(κ值=0.912)相比，显示出极好的一致性，并且对其

他猪病原体没有反应。可作为其他血清学检测的替代方法，用于筛查可能的 ASFV 感染。 

尽管以 ASFV 编码的部分蛋白获得了一些稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞(白晨雨 等，2020; 

曹琛福 等，2015; 陈凌燕 等，2020; 杨莎莎 等，2020)，而且许多研制单抗的目的也是用作诊断试

剂，但是利用单抗制成标准化的诊断试剂盒并不多见，市场上也难以见到国产化单抗诊断试剂盒。

随着 ASFV 在我国的根深蒂固及毒力致弱的变异毒株出现，在养猪场由其感染而引起的 ASF 致病性

和临床症状变得更为复杂，易于与其他传染性猪病的临床症状混淆，使得猪场的防疫人员不能快速

准确的判断 ASF 疫情的发生和及时地采取控制措施。因此，成本低廉，相对便捷且适合大规模筛查

的常规血清学诊断方法的建立对于 ASF 疫情的常态化监测显得尤为重要。鉴于单克隆抗体在成本、

稳定性、敏感性和特异性方面有诸多优势，应充分利用其优势，在动物新发病的防治和诊断方面发

挥其巨大作用。 

1.5 研究目的及意义 

非洲猪瘟(ASF)是家猪和野猪的一种急性、热性、出血性、高度传染性疾病。非洲猪瘟病毒(ASFV)

是一种大型、复杂的双链 DNA 病毒(GALINDO et al., 2017)，不同分离株毒力差异较大，高毒力毒株

感染后潜伏期 5  15 d，死亡率达 10%  100%；中等毒力毒株发病急，有一定的存活率；低毒力毒

株感染后无任何症状。根据世界动物卫生组织报告，2020 年以来，全球共有 27 个国家和地区发生

2660 起家猪和 9042 起野猪共 11702 起非洲猪瘟疫情(WU et al., 2020)。目前还没有针对 ASF 的有效

治疗方案和商业化疫苗，因此控制 ASF 主要依靠扑杀和防控(DIXON et al., 2019)。因此，准确、及

时 地 诊 断 ASF 感 染 对 控 制 疫 情 至 关 重 要 。 已 有 多 种 实 验 室 检 测 方 法 可 用 于 检 测

ASFV(BOSCH-CAMOS et al., 2020; DIXON et al., 2019)，这些实验室技术能够快速、准确地检测出

ASFV 和携带 ASFV 的动物。 

根据世界动物卫生组织(OIE)的建议，病毒分离是实验室诊断的黄金标准。但病毒分离既耗时、
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费力，在人员素质、技术条件、生物安全条件等方面要求严苛，并不适用于 ASF 的监测和控制(OURA 

et al., 2013)。酶联免疫吸附试验是检测 ASFV 抗原的一种快速、方便的方法(OURA et al., 2013)。然

而，它对亚急性病例或早期感染的病例缺乏敏感性，而且特异性较差，因此，ELISA 方法不能识别

不同的病毒株(BOONHAM et al., 2014; OURA et al., 2013)。目前，检测 ASFV 最方便、最安全、最

常用的技术是直接免疫荧光法(HEUSCHELE et al., 1973)、血吸附试验(HA)(MALMQUIST et al., 1960)

和聚合酶链反应(PCR)。然而，这些方法不适合现场快速病毒检测(BOONHAM et al., 2014; IKENO et 

al., 2013; KHODAKOV et al., 2016)。等温扩增技术，如重组酶聚合酶扩增(RPA)、环介导的等温扩增

和交叉引物扩增，已经成功地用于检测 ASFV(OURA et al., 2013)。最近，还开发了许多与免疫层析

试条相结合的新型等温扩增分析方法，用于现场检测 ASFV(Yao Gao 等，2018; 林彦星 等，2020)。

但与其他扩增技术一样，其分辨率取决于引物和模板之间的结合特异性，这限制了该技术的准确性

(BOONHAM et al., 2014; HE et al., 2019)。目前 OIE 认可的 ASF 常规诊断方法包括血清学 ELISA 方

法初筛后再通过免疫印迹的方法进一步确定(PASTOR et al., 1990; PASTOR et al., 1989)。OIE 认可的

检测方法中的病毒抗原来源于活病毒，涉及到生物安全三级实验室处理大量活病毒的生物安全性问

题(DIXON et al., 2019; GALLARDO et al., 2015)。因此，筛选出一些 ELISA 反应性最佳的 ASFV 诊

断抗原，对于建立可靠的血清学诊断方法和避免不必要的生物安全问题至关重要(GALLARDO et al., 

2006; GALLARDO et al., 2009)。与多克隆抗体相比，单克隆抗体在现代免疫诊断分析中的应用显示

出特异性强、灵敏度高、能够无限传代繁殖等明显的优势，在疾病预防、检疫、诊断、治疗和流行

病学调查等研究中发挥了巨大的作用。因此，单克隆抗体使标准化和安全的免疫分析系统得以发展，

为临床诊断技术的发展奠定基础。 
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第二章 非洲猪瘟病毒 p35 蛋白间接 ELISA 方法的建立 

ASF 给我国猪场养殖业造成毁灭性的打击，但随着田间 ASFV 毒株变异，出现了 ASF 疾病

进程变的温和，死亡率下降的趋势，使得 ASF 传播控制更加困难。除了全面提高养猪场的生物安

全防护水平之外，实行定点式拔牙清除感染猪群的方法来预防非洲猪瘟疫情的蔓延，已成为我国

非洲猪瘟预防控制的重要措施。因此，分子诊断方法和血清学诊断方法在控制重大疫情蔓延初期

发挥着至关重要的作用。分子诊断方法的高昂成本，繁琐操作和耗时等不利因素限制了养殖场的

广泛使用，在血清学方法初筛的基础上采用分子诊断方法确证的防疫措施可能成为较好的诊断防

控措施。诊断抗原的筛选对于建立有效便捷的血清学方法非常关键，诊断抗原的生物学特性直接

决定了所建立血清学方法的特异性、敏感性和稳定性。诊断抗原的抗原性涉及到抗原蛋白的活性

和裸露抗原表位的数量等诸多因素。因此，尝试采用不同表达系统获得诊断抗原以评价所获得的

抗原作为诊断抗原的有效性成为必然，特别是血清学方法的敏感性对于非洲猪瘟病毒感染的早期

确证至关重要。 

2.1 实验材料 

2.1.1质粒、细胞、菌株／毒株及动物 

DH5α、BL21（DE3）大肠杆菌感受态购白北京全式金生物技术有限公司。杆状病毒表达载

体 pFastBacTM、pET-30a 载体、标准 ASFV 阳性血清和阴性血清均保存于国家非洲猪瘟区域（兰

州）实验室。 

BALB／c 小鼠购自兰州兽医研究所实验动物中心。 

2.1.2主要药品及试剂 

Complete His-Tag Purification Resin 购自上海罗氏公司；INgezim PPA COMPAC 11.PPA.K.3 (5 

plates kit，Lote/Batch:050819) 购自西班牙英吉纳公司；Bradford 蛋白浓度测定试剂盒购自 Solarbio

公司。Cellfectin® Ⅱ Reagent （昆虫细胞脂质体转染试剂）、PureLinkTM HiPure Plasmid Midiprep Kit、 

SuperSignal TM West Pico PLUS 化学发光底物购自 Thermo 公司；Plasmid Mini Kit I(200)（质粒抽

提试剂盒）购自 Omega Bio-Tek 公司；Alexa Fluor 488 标记的山羊抗小鼠 IgG 购自 Abcam 公司。

HRP 标记的羊抗鼠 IgG、HRP 标记山羊抗猪 IgG 购自南京巴傲得生物科技有限公司。 

2.2 实验方法 

2.2.1 ASFV p35基因和 p30基因的获取 

2.2.1.1 p35 和 p30 基因表达引物设计 

参照于 GenBank 中 ASFV（Pig/HLJ/18）参考序列，利用 Primer Premier 5.0 软件设计带有 His

表达标签的 p35 基因表达引物（p35F 和 p35R）、p30 基因表达引物（p30F 和引入 His 表达标签序

列的 p30R）和重组杆状病毒穿梭质粒鉴定引物（M13F 和 M13R）。引物及基因合成与测序均委
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托擎科生物科技有限公司完成。 

表 2-1 引物序列 

Table 2-1 Primer sequence 

Primer name Sequence (5′–3′) Size (bp) 

p35F GCGAATTCATGGGGAATGACCCGCCGGT 28 

p35R CTGTCGACTTAATGGTGATGATCCCCCCTACCTTTTCCT 39 

p30F GCGAATTCATGGATTTTATTTTAAATA 27 

p30R TGTCTAGATTAATGGTGATGGTGATGATGTTTTTTTTTTAAAAGTTTAAT 59 

M13F TGTAAAACGACGGCCAGT 18 

M13R AGCGGATAACAATTTCACACAGG 23 

2.2.1.2 p35 和 p30 基因扩增 

含有目的基因 p35（934 bp）和带有 His 表达标签的 p30（636 bp）基因的质粒 pUC57-p35、

pUC57-p30 委托擎科生物科技有限公司完成。将目的基因的甘油菌液接种于 l mL LB 液体培养基

中，37℃ 220 r/min 过夜震荡培养，然后按 1:100 比例接种到 30 mL LB/Amp 液体培养基中，37℃ 

220 r/min 震荡培养 12 ~ 16 h 后离心收取菌体，用 Plasmid Mini Kit I(200)（质粒抽提试剂盒）提

取质粒。以合成的引物对 p35 和 p30 基因进行 PCR 扩增，p35 反应程序为：95℃ 5 min；95℃ 1 min，

58℃ 30 s，72℃ 1.5 min，34 个循环；72℃ 10 min。以合成的带有 His 表达标签的 ASFV p30 基因

为模板进行 PCR 扩增，反应条件：95℃ 5 min；95℃ 1 min，48℃ 30 s，72℃ 1.5 min，34 个循环；

72℃ 10 min。 

2.2.2 ASFV p35重组蛋白的制备 

2.2.2.1 重组 p35 基因的构建 

将 p35 基因胶回收产物与 pET-30a 载体用 EcoR I 和 Sal I 酶 37℃酶切 5 h。切胶回收后，与酶

切好的 pET-30a 载体按摩尔比 1︰8 用 T4 DNA 连接酶于 16℃过夜连接。在连接产物转化至大肠

杆菌感受态 DH5α 后，将其均匀涂到含 50 g/mL 卡那霉素抗生素的 LB 琼脂固体培养基上，倒置

平板，37℃恒温培养箱培养 14 h。 

次日挑取单个菌落于 l mL 含 50 g/mL 卡那霉素的 LB 培养基中，置于 37℃恒温摇床上，220 

rpm 培养 6 h 后按 1︰100 进行扩大培养后提取质粒，PCR 鉴定为阳性的菌液经天启生物科技有限

公司测序正确后，将其命名为 pET-30a-p35。 

2.2.2.2 重组 p35 的诱导表达 

将鉴定正确的阳性重组质粒转化至 BL21 感受态细胞，将其命名为 pET-p35，按上述转化方

法转化，挑取单菌落，摇菌，进行诱导表达。取 50 mL 离心管分为 6 组，按 1︰100 接种菌液 30 

mL，当 OD 值达到 0.6  0.8 时，分别加入 IPTG 使终浓度分别为 0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L，并

设不加 IPTG 对照，置于 37℃恒温摇床上，220 rpm 分别诱导培养 2 h、4 h、6 h、8 h 后，5 000 rpm

离心 5 min，收集菌体。菌体用 PBS 洗两遍，用 40 L PBS 重悬后加入 10 L 5×SDS-PAGE Loading 

Buffer，100℃金属浴加热 10 min，用 SDS-PAGE 检测蛋白表达量。 

2.2.2.3 p35 蛋白的可溶性分析 
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将 pET-p35 的菌液分别在 37℃和 16℃摇床上 220 rpm 诱导 6 h。诱导结束后，8 000 rpm 离心

10 min，沉淀菌体，用 10 mL PBS 重悬后，经超声仪破碎裂解菌体，离心获得诱导上清和沉淀。

分别取适量的上清和沉淀悬液制样，用于 p35 蛋白的可溶性分析。 

2.2.2.4 p35 蛋白的纯化 

将 pET-p35 的菌液 500 mL 在 16℃大量诱导后，12 000 rpm 离心 10 min，菌体用 10 mL NPI-10

重悬后，在冰上裂解 10 min，接着超声破碎 30 min。超声完成后，4℃ 12 000 rpm 离心 20 min，

收集上清按照 Ni-NTA Superflow Cartridge 手册在非变性条件下进行镍柱亲和层析纯化重组蛋白。 

2.2.3 ASFV p30重组杆状病毒的制备 

2.2.3.1 构建 pFastBac-p30 重组质粒 

将 p30 基因和 pFastBacTM载体经 EcoR I 和 Xba I 双酶切后，按 2.2.2 的方法转入大肠杆菌感

受态 DH5α 中，在含有 100 µg/mL 氨苄青霉素的 LB 琼脂板上筛选转化体，提取质粒后委托天启

生物科技有限公司测序验证，将测序正确的质粒命名为 pFastBac-p30。 

2.2.3.2 重组杆状病毒 Bac-p30 的制备 

重组质粒 pFastBac-p30 转化至感受态 DH10BacTM，经三次蓝白斑筛选，挑取白斑摇菌，用引

物M13-F和 p30-R对菌液进行 PCR鉴定，将鉴定正确的重组杆粒DNA提纯后命名为Bacmid-p30。

将 Bacmid-p30 转染 Sf9 细胞。细胞出现明显病变后，病毒空斑试验测定感染细胞上清中的病毒滴

度。 

2.2.3.3 重组杆状病毒 Bac-p30 空斑分析 

在感染前一天，将 Sf9 细胞接入 12 孔细胞培养板中，培养至 80％90％后，弃去培养基，

用 PBS 洗细胞两次；重组杆状病毒 Bac-p30 上清在 4℃ 5000 rpm 条件下离心 5 min，去除细胞

碎片后，以 10 倍稀释至 10-5、10-6、10-7、10-8、 10-9、10-10 6 个稀释度，分别加入每孔中，每

个稀释度设两个重复；室温孵育 2 h 后，弃去孔中液体，加入 1 mL 40°C 用 Sf-900 II SFM 配置

的 4%琼脂糖凝胶，待琼脂凝固后，置于 28℃细胞培养箱中培养孵育 7  10 d。当可以观察到空

斑时，于细胞孔中加入 10%甲醛固定液固定 2 h 以上，弃去孔中的琼脂糖凝胶，加入结晶紫染色

液，染色 5 min，进行空斑计数。 

2.2.4 ASFV p35 和 p30重组蛋白的免疫印迹和间接免疫荧光鉴定 

分别取 40 L 纯化的 p35 蛋白和重组杆状病毒 Bac-p30 感染的 Sf9 昆虫细胞裂解上清，加

入 10 L 的 5×SDS Loading Buffer，100℃金属浴煮样 10 min，然后冰浴 3 min，进行电泳。将

蛋白胶转印至 PVDF 膜，用 5%脱脂乳室温封闭 2 h。以 ASFV 阳性血清（1︰500）作为一抗，

并将阴性血清（1︰500）设为阴性对照，山羊抗猪 IgG（1︰20 000）作为二抗进行免疫印迹分

析。用 SuperSignal West Pico 显色后，于成像系统中拍照。 

用重组杆状病毒 Bac-p30 感染的 Sf9 细胞作为检测组，同时设杆状病毒感染的 Sf9 细胞作

为空白对照组。细胞用 4％的多聚甲醇固定，0.1%Triton X-100 透化后，加入 1% BSA 封闭液封

闭 l h。用小鼠抗 His 标签抗体（1︰200）作为一抗，室温孵育 l h 后，用 PBS 洗涤 3 次，每次

5 min；加入 Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG（1︰1 000），室温孵育 l h，PBS 洗涤 3 次后，
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进行间接免疫荧光分析，在倒置荧光显微镜下观察特异性绿色荧光的产生情况。 

2.2.5 p35-ELISA 方法和 p30-ELISA 方法的建立 

2.2.5.1 反应条件的优化  

按照常规间接 ELISA 的操作方法(仉薇 等，2017)，通过方阵滴定法对最佳抗原包被量、

最佳血清稀释倍数和最佳封闭液及作用时间进行摸索与优化。将纯化的重组 p35 蛋白以 5、2.5、

1.25 和 0.625 μg/mL 进行 100 μL/孔的抗原量包被；同时将适量重组杆状病毒 Bac-p30 感染昆虫

sf9 细胞 72 h 后收集的细胞裂解上清测定总蛋白浓度为 14.9 mg/mL，将获得的蛋白用 PBS 缓冲

液以 1︰10、1︰50、1︰100 和 1︰200 稀释后 100 μL/孔的抗原量包被，将标准 ASFV 阴性和

阳性血清做 1︰100、1︰200、1︰400、1︰800、1︰1 600、1︰3 200 和 1︰6 400 稀释。分别加

入到 2%脱脂乳或 1% BSA 封闭的 ELISA 酶标板中，根据 ASFV 阴性和阳性血清的 OD450 值及

P/N 值最大时选择合适的抗原包被量和最佳血清稀释倍数和封闭液。将 ASFV 阳性和阴性血清

按最佳稀释度在 37℃分别孵育 0.5、1.0 和 1.5 h，根据阴性和阳性血清的 OD450 值及 P/N 值选择

合适的血清作用时间；将山羊抗猪 IgG（1︰20 000）加入 ELISA 板后，37℃分别作用 0.5、1.0

和 1.5 h，根据 P/N 值选择合适的酶标二抗作用浓度和作用时间。 

2.2.5.2 临界值的确定 

在重组蛋白 p30 和 p35 为诊断抗原建立的最佳 ELISA 反应条件下，通过实验室保存的 92

份田间非洲猪瘟阴性血清(经西班牙英吉纳公司的 ASFV 抗体检测试剂盒和 OIE 建议的 ASFV

荧光 PCR 检测均为阴性，以公式：临界值=阴性样品的平均 OD450 值+3×标准偏差(s)，确定临界

值。当待检血清的 OD450 平均值≥ x +3s，则判定为阳性，当 OD450< x +2s 则判定为阴性，介于

二者之间则判定为可疑样品。  

2.2.5.3 敏感性检测  

使用 p35-ELISA 方法和 p30-ELISA 方法对用同一批次重组蛋白包被的酶标板对同一批次不

同 稀释倍数的血清样品进行检测，从 1︰100 起，2 倍倍比稀释至 1︰6 400，统计不同稀释倍

数下二者的阳性率，进行 p35-ELISA 方法和 p30-ELISA 方法检测灵敏度的比较。此外，用

p35-ELISA 方法对 48 份 ASFV 感染血清进行检测，计算其敏感性。 

2.2.5.4 稳定性检测  

按已建立的间接 ELISA 最佳反应体系和条件，用同一批次重组蛋白包被的酶标板对同一批

次不同稀释倍数的标准 ASFV 阳性血清样品进行检测；用不同批次重组蛋白包被的酶标板对同

一批次不同稀释倍数的标准 ASFV 阳性血清样品进行检测，计算批内和批间样本的变异系数

CV，评价批内和批间重复性试验的稳定性。 

2.2.5.5 特异性试验 

以上述建立的 ELISA 检测方法，对 PPV、PRRSV、FMDV、SVA、PCV2 和 PCV3 的阳性

血清以及 ASFV 阳性、阴性血清进行检测，根据几种血清检测的 OD450 值，判定该 ELISA 检

测方法的特异性。 

2.2.5.6 符合率试验  

同时用本研究建立的 p35-ELISA 方法和西班牙英吉纳公司非洲猪瘟抗体检测试剂盒对 48



中国农业科学院硕士学位论文                        第二章 非洲猪瘟病毒 p35 蛋白间接 ELISA 方法的建立 

12 

份 ASFV 感染血清和 60 份健康血清进行检测，计算二者符合率。 

2.3 结果与分析 

2.3.1重组质粒的构建及鉴定 

2.3.1.1 p35 重组质粒的构建 

合成的 p35 引物对 p35 基因进行 PCR 扩增，基因片段结果表明扩增出的片段与预期一致，

片段大小为 934 bp。 

图 2-1 p35 重组质粒的构建 

Figure 2-1 Construction of p35 recombinant plasmid 

（A）p35 基因的 PCR 扩增；（B）p35 重组质粒的鉴定 

(A) PCR amplification of p35 gene;(B) Identification of p35 recombinant plasmid 

2.3.1.2 p30 重组质粒的构建 

以合成的 p30 基因为模板，p30-F 和 p30-R 为引物扩增 p30 基因，获得约为 636 bp 的目的

条带（图 A），与预期大小相符。对重组转移质粒 pFast-Bac-p30 进行 PCR 鉴定，成功扩增出一

条 636 bp 的特异性条带，与预期大小相符（图 B）；对重组 Bac-p30 利用 M13-F 和 P35-R 引物

进行 PCR 鉴定，可扩增得到 3196 bp（2560 bp + 636 bp）的目的条带（图 C），与预期片段长度

一致，表明 p30 重组质粒构建成功。 

图 2-2 p30 重组质粒的构建 

Figure 2-2 Construction of p30 recombinant plasmid 

（A）p30 基因的 PCR 扩增；（B）p30 重组转移质粒的鉴定；（C）p30 重组杆状病毒穿梭质粒的鉴定。 

(A) PCR amplification of p30 gene;(B) Identification of recombinant p30 transfer plasmid;(C) Identification of the p30 

recombinant baculovirus shuttle plasmid. 
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2.3.2重组蛋白的表达和鉴定 

2.3.2.1 重组 p35 蛋白的诱导表达及鉴定 

SDS-PAGE 结果显示，部分重组 p35 蛋白以可溶性的形式表达，通过非变性条件下的镍柱

亲和层析纯化获得了纯度较高的重组 p35 蛋白，分子量约为 40 kDa（图 A）；与阴性血清对照

组相比，ASFV 阳性血清能够特异性识别纯化的重组 p35 蛋白（图 B）。SDS-PAGE 和 Western 

blotting 结果表明 p35 蛋白在原核表达系统中得以正确表达。 

图 2-3 重组 p35 蛋白的表达鉴定 

Fig. 2-3 Identification of the recombinant p35 protein. 

（A）重组 p35 蛋白 SDS-PAGE。M：蛋白质分子质量标准；1：未诱导对照；2：诱导 6 h 包涵体表达样品；3：

诱导 6 h 上清表达样品。（B）p35 蛋白纯化 SDS-PAGE。M：蛋白质分子质量标准;1: 未诱导对照；2：诱导 6 h

上清表达样品；3：纯化的重组 p35 蛋白。（C）ASFV 阳性血清对纯化的重组蛋白 p35 的反应性，M：蛋白质分

子质量标准；1：ASFV 阳性血清；2：ASFV 阴性血清。 

(A) Recombinant p35 protein SDS-PAGE.M: Protein molecular weight standard;1. No induced control;2: Induction of 

inclusion body expression samples for 6 h; 3: Supernatant expression samples were induced for 6 h. (B) SDS-PAGE for 

purification of p35 protein.M: Protein molecular weight standard; 1. No induced control; 2: Supernatant expression 

samples were induced for 6 h; 3: Purified recombinant p35 protein. (C) Reactivity of ASFV-positive serum to purified 

recombinant protein p35, M: protein molecular weight standard; 1: ASFV positive serum; 2: ASFV positive serum. 

2.3.2.2 重组 p30 蛋白的表达和鉴定 

与正常 Sf9 细胞相比，p3 代重组杆状病毒 Bac-p30 感染 Sf9 细胞 72 h 后，显微镜下可观察

到明显的细胞病变，主要表现为细胞生长缓慢，开始膨大变成囊泡状，裂解和脱落。间接免疫

荧光结果表明：杆状病毒感染的 Sf9 细胞作为对照组无特异性荧光出现，但重组杆状病毒感染

的 Sf9 细胞在倒置荧光显微镜下出现特异性的绿色荧光（图 A）。免疫印迹结果显示，ASFV 阳

性血清能够特异性识别重组杆状病毒 Bac-p30 感染的 Sf9 细胞裂解上清中的 p30 抗原条带（图

B）。 
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图 2-4 重组 p30 蛋白的表达鉴定 

Fig. 2-4 Identification of the recombinant p30 protein by Western blotting. 

（A）Bac-p30 感染 Sf9 细胞的细胞病变效应及间接免疫荧光分析。（a）正常 Sf9 细胞;（b）感染 Bac-p30 的

Sf9 细胞;（c）感染野生型杆状病毒的 Sf9 细胞;（d）感染 Bac-p30 的 Sf9 细胞。 

(A) The cytopathic effect and indirect immunofluorescence assay of Sf9 cells infected with Bac-p30. (a) Normal 

Sf9 cells; (b) Sf9 cells infected with Bac-p30; (c) Sf9 cells infected with wild type baculovirus; (d) Sf9 cells 

infected with Bac-p30. 

（B）M:蛋白分子质量标准;1: Sf9 细胞感染野生型杆状病毒;2: Bac-p30 感染 Sf9 细胞的超声上清。 

(B) M: Protein marker; 1: Sf9 cells infected with wild type baculovirus; 2: ultrasonic supernatant of Sf9 cells 

infected with Bac-p30.  

2.3.3 p35-ELISA方法和 p30-ELISA方法的建立及比较 

2.3.3.1 反应条件的优化  

根据得到的 ASFV 阳性血清和阴性血清 OD450 值及 P/N 值可以得出本研究所建立的

p35-ELISA 方法的最适抗原包被量为 2.5 μg/mL，1% BSA 作为封闭液封闭，最适封闭时间为 45 

min，血清稀释倍数为 1︰100，酶标二抗的稀释倍数为 1︰20 000，最适酶标二抗封闭时间为 45 min

效果最佳；将重组杆状病毒 Bac-p30 感染昆虫 Sf9 细胞获得的细胞裂解上清蛋白总浓度为 14.9 

mg/mL 以 1︰200 稀释后 100 μL/孔的抗原量包被，1% BSA 作为封闭液封闭，最适封闭时间为 1 h，

血清稀释倍数为 1︰100，酶标二抗的稀释倍数为 1︰20 000，最适酶标二抗封闭时间为 1 h，产

生的 P/N 值最大，效果最佳。 

2.3.3.2 临界值确定和敏感性检测  

以建立的 p35-ELISA 方法对 92 份 ASFV 阴性血清样品进行检测，平均 OD450 值为 0.163 6，

标准差为 0.017 8，确定的临界值为 0.217，当待检血清 OD450 值≥0.217 判定为阳性，当 OD450

值<0.199 判定为阴性（表 2-2）；p30-ELISA 方法对同一批次 ASFV 阴性血清样品进行检测，平

均 OD450 值为 0.160 3，标准差为 0.030 8，按照公式计算其临界值为 0.253，当待检血清 OD450

值≥0.253 判定为阳性，当 OD450 值<0.222 判定为阴性（表 2-3）。 

通过 ASFV 阳性血清倍比稀释的方法比较 p30-ELISA 方法和 p35-ELISA 方法的检测灵敏

度。结果表明，p30-ELISA 方法的检测敏感性稍高于 p35-ELISA 方法（表 2-4）。在被检的 48

份 ASFV 感染血清中，p35-ELISA 方法有 46 份血清检测结果为阳性，该方法的敏感性为 95.8%。 
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表 2-2 p35 间接 ELISA 临界值判定标准的确定  

Table 2-2 Determination of the cut off value of the p35-ELISA 

 

表 2-3 p30 间接 ELISA 临界值判定标准的确定 

Table 2-3 Determination of the cut off value of the p30-ELISA 

 

表 2-4 间接 p35-ELISA 和 p30-ELISA 的检测灵敏度比较  

Table 2-4 Comparison of the sensitivity of the p35-ELISA and p30-ELISA 

注：+代表阳性；−代表阴性 

2.3.3.3 稳定性评价 

p35-ELISA 方法的批内变异系数在 1.42%  7.40%之间，批间变异系数在 0.58%  1.71%之

间（表 2-5）。p30-ELISA 方法的批内变异系数在 0.39%  3.39%之间，批间变异系数在 0.87%  

3.58%之间(表 2-6)。 

 

 

 

 

Critical value determination 

ELISA detection of ASFV as negative samples OD450 

0.1307 0.1285 0.1634 0.1456 

0.1108 0.1713 0.1941 0.1428 

0.1505 0.1613 0.1839 0.1129 

0.169 0.1228 0.1014 0.1510 

0.1327 0.1726 0.1168 0.1883 

0.1159 0.2008 0.1405 0.1993 

0.1517 0.1525 0.1055 0.2168 

0.1302 0.1824 0.2128 0.2126 

Average value  0.1554 

Standard deviation 0.0334 

Result determination 
≥0.2554Judge as positive, <0.2221 Judge as 

negative 

Critical value determination 

ELISA detection of ASFV as negative samples OD 450 

0.1566 0.1790 0.1937 0.1807 

0.1570 0.1585 0.1889 0.1627 

0.1234 0.1133 0.1606 0.1248 

0.1166 0.1147 0.1560 0.1322 

0.1205 0.1264 0.1297 0.1420 

0.1232 0.1282 0.1293 0.1381 

0.1592 0.1366 0.1401 0.1315 

0.1655 0.1414 0.1600 0.1313 

Average value  0.1452 

Standard deviation 0.0213 

Result determination 
≥0.2090Judge as positive, <0.1877Judge as 

negative 

 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 

p35 ELISA + + + + + − − 

p30 ELISA  + + + + + + + 
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表 2-5 p35-ELISA 的稳定性试验 

Table 2-5 Stability test of the p35 -ELISA 

Dilution 

ratio 

p35 In-batch p35 Batch-to-batch 

Average value Standard deviation CV (%) Average value Standard deviation CV (%) 

1︰100 1.725 6 0.024 5 1.42 1.725 6 0.024 5 1.42 

1︰200 0.882 0 0.017 9 2.03 0.882 0 0.017 9 2.03 

1︰400 0.634 0 0.022 3 3.52 0.634 0 0.022 3 3.52 

1︰800 0.435 3 0.032 2 7.40 0.435 3 0.032 2 7.40 

1︰1 600 0.267 0 0.005 0 1.87 0.267 0 0.005 0 1.87 

 

表 2-6 p30-ELISA 的稳定性试验 

Table 2-6 Stability test of the p30-ELISA 

2.3.3.4 特异性试验 

试验结果（表 2-7）显示，仅 ASFV 阳性血清的检测结果 OD450 值高于 0.22，为阳性，而

PPV、PRRSV、FMDV、SVA、PCV2 和 PCV3 的阳性血清检测的 OD450 值均低于 0.22，即为阴

性，表明该检测方法具有良好的特异性。 

表 2-7 间接 ELISA 的特异性 

Table 2-7 Specificity of the indirect ELISA 

2.3.3.5 符合率试验 

对 108 份血清（48 份 ASFV 感染猪血清和 60 份健康猪血清）进行检测，结果显示，本研

究建立的 p35-ELISA 抗体检测方法和西班牙英吉纳公司非洲猪瘟抗体检测试剂盒（ING）共有

105 份血清检测结果一致，符合率为 97.2%。 

表 2-8 p35-ELISA 与进口试剂盒符合率试验 

Table 2-8 Coincidence rate test of p35-ELISA with imported kit 

p35-ELISA 
ING 

Total 
Positive Negative 

Positive 45 1 46 

Negative 2 60 62 

Total 47 61 108 

Dilution 

ratio 

p30 In-batch p30 Batch-to-batch 

Average value Standard deviation CV (%) Average value Standard deviation CV (%) 

1︰100 1.320 6 0.031 8 2.41 1.288 8 0.011 7 0.91 

1︰200 1.201 4 0.010 4 0.87 1.191 0 0.005 1 0.43 

1︰400 1.070 6 0.038 3 3.58 1.032 3 0.035 0 3.39 

1︰800 0.935 0 0.030 1 3.22 0.904 9 0.028 1 3.11 

1︰1 600 0.827 1 0.009 7 1.17 0.817 4 0.003 2 0.39 

 阴性血清 ASFV PPV PRRSV FMDV SVA PCV2 PCV3 

p35 ELISA 0.1630 1.693 0.0452 0.0424 0.0679 0.0802 0.0308 0.0642 

p30 ELISA 0.1438 1.306 0.0395 0.0513 0.0708 0.079 0.0402 0.0664 
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2.4 讨论 

非洲猪瘟给我国乃至全球养猪业带来了毁灭性的打击(王颖 等，2018)。在国际上还没有研

发出针对 ASF 有效的疫苗和治疗方法之前，分子诊断方法和血清学检测技术仍被认为是识别感

染动物、根除潜在 ASFV 感染风险的主要手段(ARIAS et al., 2018; ZSAK et al., 2005)。尽管分子

诊断方法对于 ASF 的早期诊断预防至关重要，但血清学方法成本低廉和便捷的特点更适合于大

规模的田间流行病学调查(GALLARDO et al., 2019; GALLARDO et al., 2015)。可靠的血清学诊断

方法的建立与所选抗原的抗原性密切相关(GALLARDO et al., 2009; PEREZ-FILGUEIRA et al., 

2006)。以前的研究结果表明，在昆虫杆状病毒表达系统中制备的 ASFV 诊断抗原中，ASFV pp62

蛋白作为诊断抗原建立的 ELISA 方法针对保存较差的田间血清样品的检测结果优于以 p54 和

p30 蛋白为抗原靶标建立的 ELISA 方法(GALLARDO et al., 2009)。 

为了进一步确认 pp62 蛋白水解产物 p35 蛋白作为诊断抗原的抗原性和潜力，本研究采用原

核表达系统表达了 p35 蛋白和昆虫杆状病毒表达系统表达 p30 蛋白，以上述方法制备的抗原建

立的 ELISA 诊断方法进行检测灵敏度的比较。获得了与预期理论蛋白分子量大小一致的 40 kDa

重组 p35 蛋白和 30 kDa 重组 p30 蛋白。制备的诊断抗原能与 ASFV 阳性血清发生特异性反应，

获得的 p30 蛋白和 p35 蛋白均具有较好的反应原性。在确定的最佳 ELISA 反应体系和条件下，

确定了 p30-ELISA 和 p35-ELISA 方法的临界值、检测灵敏度和批内和批间重复性试验的稳定性

评价。原核表达系统制备诊断抗原的生产成本相对低廉，制备的蛋白易于纯化，稳定性较好，

适合大规模生产(POROWINSKA et al., 2013)。本研究在原核表达系统中制备 ASFV p35 重组蛋

白，通过与昆虫杆状病毒表达系统表达的 p30 重组蛋白在抗原性及其 ELISA 中的反应性进行对

比分析。以原核表达纯化的 p35 抗原为基础建立的间接 ELISA 方法的检测灵敏度稍低于以昆虫

杆状病毒表达系统制备的 p30 抗原为基础建立的间接 ELISA 方法。昆虫杆状病毒表达系统高效

表达重组蛋白的同时能够正确折叠以维持表达蛋白的空间构象和蛋白活性，而原核表达系统表

达的蛋白仅展示线性表位。因此，与原核表达的 p35 蛋白相比，昆虫杆状病毒表达系统表达的

p30 蛋白可展示较多的线性和构象性表位，这可能解释昆虫杆状病毒表达系统表达制备的 p30

重组蛋白作为诊断抗原时，p30-ELISA 方法的灵敏度稍高于原核表达系统制备的重组 p35 蛋白

为包被抗原建立的 ELISA 方法。因此，在后续的研究中可将 ASFV p35 蛋白在昆虫杆状病毒表

达系统中表达，获得具有生物学活性的 p35 重组蛋白，以便于该重组蛋白展示更多抗原表位用

于提高重组 p35 蛋白诊断抗原的抗原性和检测灵敏度。尽管如此，建立的 p35-ELISA 方法与进

口试剂盒相比，其符合率达到 97.9%，可见，所建立的 p35-ELISA 方法可用于田间 ASFV 抗体

特异性检测。总之，本研究中的原核表达系统制备的 p35 蛋白和昆虫杆状病毒表达系统制备的

p30 蛋白的反应原性较好，建立的 p35-ELISA 方法和 p30-ELISA 方法检测灵敏度高且稳定性好，

两种方法均可用于田间 ASF 血清样本的流行病学调查。该研究为建立 ASF 血清学诊断方法制

备优质诊断抗原提供了新的思路和物质基础。 
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第三章 非洲猪瘟病毒 p35 蛋白单克隆抗体的制备 

目前，ASF 疫情的控制只能通过在养殖场落实严格的生物安全防控措施来避免 ASF 疫情的

发生。此外，猪场一旦暴发 ASF 疫情，利用现有的 ASF 商品化分子诊断试剂盒检测和快速定点

根除感染猪只的“拔牙式”控制措施成为我国早期 ASF 疫情发生控制的有效手段。随着 ASFV

在我国的根深蒂固及毒力致弱的变异毒株出现，在养猪场由其感染而引起的 ASF 致病性和临床症

状变得更为复杂，易于与其他传染性猪病的临床症状混淆，使得猪场的防疫人员不能快速准确的

判断 ASF 疫情的发生和及时地采取控制措施。因此，成本低廉，相对便捷且适合大规模筛查的常

规血清学诊断方法的建立对于 ASF 疫情的常态化监测显得尤为重要。单克隆抗体在成本、稳定性、

敏感性和特异性方面远优于多克隆抗体，因此，单克隆抗体的研制对于 ASFV 编码蛋白的生物学

功能研究、单克隆抗体阻断治疗药物制备和建立常规血清学诊断方法非常关键。 

诊断抗原的生物学特性直接决定了所建立血清学方法的特异性、敏感性和稳定性，研究抗原

蛋白的活性和裸露抗原表位的数量等诸多特性有利于开发新的诊断抗原。在上一章节的研究中，

将 p35 作为诊断抗原，其优势类似于 ASFV p30 蛋白。尽管 ASFV 编码的部分蛋白已制备出单克

隆抗体，但单独针对 ASFV p35 蛋白单克隆抗体的研制尚未报道。目前，ASFV p35 蛋白的晶体结

构已被解析(LI et al., 2020)，但晶体结构上存在哪些重要的表位还不清楚。因此，本研究以原核

表达系统制备的重组 p35 蛋白免疫小鼠，通过筛选鉴定获得能够稳定分泌 p35 蛋白单克隆抗体的

杂交瘤细胞，以期为 p35 蛋白的功能表位解析和 ASF 血清学诊断方法的建立以及完善 p35 蛋白的

晶体结构功能解析提供重要生物材料。 

3.1 实验材料 

3.1.1引物 

根据合成的 p35 基因序列，利用 Primer Premier 5.0 软件设计 p35 基因表达引物（p35F 和

p35R），在上下游引物 5'端加入酶切位点 EcoR I 和 Sal I；用重组杆状病毒穿梭质粒鉴定引物 

（M13F 和 M13R）对重组 p35 穿梭质粒进行鉴定。引物和基因合成均委托擎科生物科技有限公

司完成。 

表 3-1 引物序列 

Table 3-1 Primer sequence 

Primer name Sequence (5′–3′) Size (bp) 

p35F GCGAATTCATGGGGAATGACCCGCCGGT 28 

p35R CTGTCGACttaCCCCCCTACCTTTTCCT 28 

M13F TGTAAAACGACGGCCAGT 18 

M13R AGCGGATAACAATTTCACACAGG 23 

3.1.2质粒、菌株、细胞及动物 

杆状病毒表达载体 pFastBacTM，Sf9 昆虫细胞，大肠杆菌 DH10BacTM 菌株 SP2/0 骨髓瘤细胞、

Sf9 细胞均保存于国家非洲猪瘟区域（兰州）实验室。BALB/c 小鼠由中国农业科学院兰州兽医研
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究所实验动物中心提供。 

3.1.3主要药品及试剂 

Cellfectin○R II Reagent 和荧光二抗 Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG 购自 Invitrogen 公司，

HRP 标记的羊抗鼠 IgG 购自南京巴傲得生物科技有限公司，Grace’s Insect Medium (1×)培养基、

Sf-900TMⅡSFM (1×)培养基、骨髓瘤细胞培养液和细胞融合用培养试剂均购自 Sigma 公司，抗体

亚类鉴定试剂盒购自北京博奥龙免疫技术有限公司。 

3.2 实验方法 

3.2.1免疫原的制备 

本实验所用的免疫原为第二章中原核表达的 p35 融合蛋白，将蛋白大量纯化后，测定浓度，

将其分装，于-80℃保存备用。 

3.2.2小鼠免疫及抗体效价测定 

将 15 只 6  8 周龄 BALB/c 小鼠随机分为 3 组，其中两组免疫纯化的 p35 蛋白，另外一组设

为空白对照。需要免疫三次，程序如下所示：第一次免疫用完全弗氏佐剂与免疫原乳化。将弗氏

完全佐剂和 p35 蛋白的体积按 1︰1 混合吸入乳化管中进行乳化。当乳化管发热时，立即停止乳

化，将其放置冰上进行冷却，目的是减少抗原因发热而降解。如此重复数次后，直至混合物滴入

清水中 2 min 内不溶解扩散为止。充分乳化后，每只小鼠背部皮下多点免疫 200 g/只，总体积不

超过 500 l。第二次免疫与第三次免疫，用不完全弗氏佐剂与等体积的 p35 蛋白乳化，背部多点

免疫 200 g/只，总体积不超过 500 l。三免 7  10 天后，小鼠尾尖采血 100 l/只，分离血清，

用第二章中建立的间接 p35-ELISA 方法检测抗体效价。 

3.2.3 ASFV p35重组杆状病毒的制备  

按照第二章中 p30 重组杆状病毒制备的方法，制备 p35 重组杆状病毒，将其命名为 Bac-p35。

将适量重组杆状病毒 Bac-p35 感染昆虫 Sf9 细胞 72 h 后，收集的病毒感染的细胞，用 NP-40 裂解

液裂解细胞后，收集裂解上清测定总蛋白浓度为 13.6 mg/mL，将其分装冻存于-80℃备用。 

3.2.4 SP2/0骨髓瘤细胞的制备 

融合前复苏 SP2/0 骨髓瘤细胞，用 8 mL 完全 1640 培养基培养。将细胞生长状态调整到最

佳状态，即细胞圆润透明、大小均一、边缘清晰时，收集细胞进行活化。收集的细胞用 PBS 重

悬，细胞计数后，每只小鼠注射 1106 个细胞。10  14 d 后，将小鼠安乐死，摘取骨髓瘤。将

骨髓瘤研磨后，用 100 目的细胞滤网过滤，PBS 洗 2  3 次后，计数。按每瓶 11010 个细胞，

培养 6 瓶状态良好的 SP2/0 细胞准备细胞融合。 
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3.2.5免疫脾细胞的制备 

取抗体效价达到 1︰409 600 的小鼠加强免疫，3  5 d 后眼眶放血处死，于 75％酒精中浸泡

消毒 5 min 后，将其置于超净台解剖板上。用高压好的剪刀、镊子无菌取出小鼠脾脏，PBS 漂

洗后，放入盛有 10 mL 基础 1640 培养基的一次性培养皿中。用注射器针头将脾脏一端扎数个

小孔，然后用吸满培养基的注射器在脾脏另一端吹打，将注射器中的液体尽数打入脾脏中。此

时脾细胞会随培养基的注入从数个小孔中流出，吹打数次后，待脾细胞颜色变浅，即脾脏破碎，

只剩被膜。用镊子将脾脏一端压住，用无菌细胞刮反复刮脾脏被膜，使残存的脾细胞刮取。接

着用移液枪吹打液体，使脾细胞吹散。用 100 目细胞筛过滤液体，弃去杂质后，1 000 rpm 离心

10 min，弃上清，加入 10 mL 基础 1640 培养基，离心后弃上清。如此清洗细胞两次。用适量基

础 1640 培养基重悬脾细胞后计数备用。 

3.2.6饲养细胞的制备 

取一只未免疫 BALB/c 小鼠，眼眶放血处死，于 75％酒精中浸泡消毒 5 min 后。腹部朝上

置于超净台内解剖板上，无菌剪开腹部皮肤，使腹膜完全暴露。酒精棉消毒后，将 8 mL HAT

培养基用 10 mL 注射器注入腹腔，用酒精棉球轻轻按压腹部 30 s 后，慢慢吸出腹腔中的培养基

注入 50 mL 无菌离心管中。如此重复 4 次，补加培养基至 40 mL，轻轻混匀。一只小鼠制备的

饲养层细胞可以铺 4 块 96 孔细胞培养板，50 L/孔，置于 37℃细胞培养箱中备用。 

3.2.7细胞融合及筛选 

取抗体效价达到 1︰204 800 的小鼠，在细胞融合前 3 d 加强免疫。按常规方法进行细胞融

合(NELSON et al., 2000)，融合的细胞用 HAT 培养液混匀后以 100 l/孔加入提前铺好饲养层细

胞的 96 孔细胞培养板中，置于 37℃ 5% CO2 的细胞培养箱中培养。培养至第四天，每孔吸弃

50 l 液体，加入 80 l HAT 培养液，8 d 时，将培养液换成 HT 培养液。当杂交瘤细胞生长至孔

底面积的 1/5 时，采用常规间接 ELISA 方法筛选杂交瘤细胞阳性克隆。 

3.2.8阳性杂交瘤细胞的亚克隆 

将检测为阳性的杂交瘤细胞从孔内轻轻吹下，计数后，用 HT 培养基将细胞稀释至 10、30、

50 个/mL。每个稀释度四个重复，100 L/孔加入至提前铺好饲养层细胞的 96 孔细胞培养板中。

培养至第 4 天时半数换液，每天观察孔内细胞生长情况并记录。待克隆后 10  14 d，细胞长至

孔底面积的 1/3  1/2，用间接 ELISA 方法再次检测；克隆 3 次后，选阳性单克隆孔建株，扩大

培养后进行腹水制备，并冻存。 

3.2.9小鼠腹水制备 

选 6  8 周龄 BALB/c 小鼠 6 只，将收集扩大培养的阳性杂交瘤细胞，1 000 rpm 离心 10 min，

用适量 PBS 重悬后，腹腔注射杂交瘤细胞 105  106 个/只。8  10 天后收集腹水，3 000 rpm 离

心 10 min，取上清备用。 
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3.2.10单克隆抗体的效价测定 

用 p35-ELISA 方法将腹水和杂交瘤细胞上清进行倍比稀释后作为一抗加入包被有抗原的酶

标板中，并设置阳、阴性小鼠血清作为对照。以 P/N>2.1 作为阳性判定标准，对获得的阳性细

胞株培养上清以及腹水进行抗体效价检测。 

3.2.11单克隆抗体的亚类鉴定 

对筛选三次稳定分泌 p35 蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞，按照小鼠单克隆抗体 IgG 亚类鉴定

ELISA 试剂盒说明书进行鉴定。 

3.2.12单克隆抗体特异性鉴定 

将重组杆状病毒表达的 p35 蛋白作为抗原，杂交瘤细胞培养上清作为一抗，SP2/0 细胞培

养上清设为对照，HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 作为二抗，Western blot 分析获得的单克隆抗体

与 p35 蛋白的免疫反应原性；用重组杆状病毒 Bac-p35 感染 Sf9 细胞 48h 后，杂交瘤细胞培养

上清用作一抗，Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG（1︰1 000 稀释）作为荧光二抗，进行间接

免疫荧光分析。 

3.3 结果 

3.3.1 p35重组杆状病毒的构建 

按照第二章方法，构建 p35 重组杆状病毒。对重组转移质粒 pFast-Bac-p35 进行 PCR 鉴定，

成功扩增出一条 934 bp 的特异性条带，与预期大小相符（图 A）；对重组 Bac-p35 利用 M13-F

和 M13-R 引物进行 PCR 鉴定，可扩增得到 3494 bp（2560 bp +934 bp）的目的条带（图 B），与

预期片段长度一致，表明 p35 重组质粒构建成功。 

图 3-1 p35 重组质粒的构建 

Figure 3-1 Construction of p35 recombinant plasmid 

（A）p35 重组转移质粒的鉴定；（B）p35 重组杆状病毒穿梭质粒的鉴定。 

(A) Identification of recombinant p35 transfer plasmid;(B) Identification of the p35 recombinant baculovirus shuttle 

plasmid. 
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3.3.2 p35蛋白免疫小鼠血清效价检测 

根据方阵滴定得出本研究所建立间接p35-ELISA方法的条件是：浓度13.6 mg/mL杆状病毒

表达的p35蛋白以1:200稀释时为最适抗原包被量，1% BSA作为封闭液封闭，最适封闭时间为1 h，

血清稀释倍数为1︰100，酶标二抗的稀释倍数为1︰10 000，最适酶标二抗封闭时间为45 min 效

果最佳，产生的P/N值最大。用血清稀释液将免疫小鼠血清稀释以1：100至1:409 600稀释，每

孔100 L加入至酶标板中，然后进行常规的间接ELISA反应。测得有四只小鼠抗体效价达到1:204 

800（图3-2），符合细胞融合的条件。 

图 3-2 p35 蛋白免疫小鼠血清效价测定 

Fig. 3-2 Determination of serum titer of mice immunized with p35 protein 

3.3.3细胞融合与亚克隆 

细胞融合4  6 d后观察融合情况（图A），融合的杂交瘤细胞经间接ELISA方法筛选和亚

克隆后（图B和C），获得了15株能够稳定分泌p35蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞，将其中两株杂

交瘤细胞命名为2-D7E5和3-F7E8。 

图 3-3 细胞融合与亚克隆 

Figure 3-3 Cell fusion and subcloning  

A.细胞融合第五天；B.2-D7E 亚克隆；C.3-F7E8 亚克隆 

A. Day 5 of cell fusion; B. 2-D7E subclone; C. 3-F7E8 subclone 

A 

5.0mm 

B 

5.0mm 

C 

5.0mm 



中国农业科学院硕士学位论文                            第三章 非洲猪瘟病毒 p35 蛋白单克隆抗体的制备 

23 

3.3.4 Western-blot 检测 

免疫印迹结果显示，p35 蛋白阳性血清能够特异地识别重组杆状病毒 Bac-p35 感染的 Sf9 细

胞裂解上清中的 p35 抗原条带，在野生型杆状病毒感染的 Sf9 细胞中无相应条带出现（图 A）；

2-D7E5 和 3-F7E8 杂交瘤细胞培养上清能够特异性识别 Bac-p35 病毒感染的 Sf9 细胞中的 p35 重

组蛋白（图 B, C），而 SP2/0 骨髓瘤细胞培养上清作为阴性对照，未出现相应的 p35 重组蛋白条

带。 

图 3-4 p35 多抗血清、单抗 Western blot 验证 

A.p35 多抗血清的 Western blot 验证结果；B,C.单抗 2-D7E5 和 3-F7E8 Western blot 验证 

Fig. 3-4 Western blot verification of p35 polyantiserum and monoclonal antibody. 

A. Results of Western blot verification of p35 polyantiserum; B,C. 2-D7E5 and 3-F7E8 Western blot verification of 

monoclonal antibody. 

3.3.5间接免疫荧光分析 

与正常 Sf9 细胞相比（图 A），p3 代重组杆状病毒 Bac-p35 感染 Sf9 细胞 72h 后，显微镜下

可观察到明显的细胞病变（图 B）。间接免疫荧光结果表明：杆状病毒感染的 Sf9 细胞作为对照组

无特异性荧光出现（图 D），但重组杆状病毒 Bac-p35 感染的 Sf9 细胞在倒置荧光显微镜下出现特

异性的绿色荧光（图 C）；杂交瘤细胞 2-D7E5 和 3-F7E8 培养上清检测组出现特异的绿色荧光（图

E, F），而阴性鼠血清对照组无特异性的荧光出现（图 D）。 
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图 3-5 Bac-p35 感染 Sf9 细胞的细胞病变效应及间接免疫荧光分析 

A.正常 Sf9 细胞；B.Bac-p35 感染的 Sf9 细胞；C,E,F.p35 多克隆抗体、2-D7E5 和 3-F7E8 培养上清分别与 p35

蛋白结合的 IFA 试验结果；D.阴性对照 

Figure 3-5 Cytopathic effect and indirect immunofluorescence analysis of Sf9 cells infected with Bac-p35 

A. Normal Sf9 cells; B. Sf9 cells infected with Bac-p35; C, E, F. IFA test results of p35 polyclonal antibody, 

2-D7E5 and 3-F7E8 culture supernatant binding to p35 protein respectively; D. Negative control. 

3.3.6单克隆抗体亚类鉴定和腹水效价测定 

对 2-D7E5 和 3-F7E8 杂交瘤细胞分泌的单克隆抗体进行亚类鉴定，结果表明：两者均为 lgG1。

用间接 ELISA 测定腹水效价，结果表明：2-D7E5 和 3-F7E8 杂交瘤细胞制备的腹水效价均大于

214。 

表 3-2 单克隆抗体亚类鉴定和腹水效价 

Table 3-2 monoclonal antibody subclass identification and ascites titer 

杂交瘤细胞株 亚类 轻链 腹水效价 

Hybridoma cell Subclass Light chain Ascites titer 

2-D7E5 IgG1 kappa >216 

3-F7E8 IgG1 kappa >214 

3.4 讨论 

在过去的 100年里ASFV 已经成为全球养猪业的主要威胁。根据世界动物卫生组织报告，2020

年以来，全球共有 27 个国家和地区发生 2660 起家猪和 9042 起野猪共 11702 起非洲猪瘟疫情(WU 

et al., 2020)。作为一种致命性极强的病毒，ASF 的发生必定会对疫区的生猪产业及全球猪肉市场

产生极大冲击，造成不可估量的经济影响。 

ASFV 病毒是一种胞质内复制的病毒，呈二十面体对称结果，编码大量的毒力蛋白(ALEJO et 

al., 2018; WANG et al., 2019)。此外，ASFV 结构复杂、编码毒力蛋白多、宿主免疫逃避等特点，

阻碍了 ASFV 病毒的疫苗开发(TEKLUE et al., 2020)。严格的检疫、标准的生物安全措施和限制

动物活动等方法对控制和限制疫病的传播显得尤为重要(SANCHEZ-CORDON et al., 2018)。

ASFV 感染猪后，抗 ASFV 的抗体在感染后很快出现，并持续数月至数年(SANCHEZ-VIZCAINO 

et al., 2015)，ASFV 抗体的检测是疾病诊断的突破口(GALLARDO et al., 2009; OIE2015)。研制快

F 
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速而精准且适合于大规模筛查的诊断方法非常关键。因此，选择 ASFV 编码蛋白制备相应的高特

异性单克隆抗体，为建立可靠的血清学诊断方法提供重要原材料迫在眉睫(郑丁丁 等，2020)。 

ASFV 编码的结构蛋白大约有 50 多种，p35 成熟蛋白是其中重要的结构蛋白，在病毒粒子的

包装和成熟过程中发挥重要作用(GALLARDO et al., 2009; OIE2015)。P35 蛋白作为前体多聚蛋白

pp62 水解切割而来的成熟蛋白(GERMÁN et al., 2002; JIA et al., 2017)，作为诊断抗原的抗原性方

面类似于 p30 蛋白(施磊 等，2021)。在以前的研究中，以杆状病毒表达系统制备重组 pp62 蛋白

免疫小鼠获得了一些能稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞，其中针对 p35 蛋白获得了 3 株单克隆

抗体(白晨雨 等，2020)。蛋白的生物学特性和空间构象是影响获得的单克隆抗体数量和种类的

一个关键因素。我们推断，前体多聚蛋白 pp62 中的 p35 蛋白的空间构象可能与切割后的成熟 p35

蛋白空间构象不完全一致，这势必会影响获得的单克隆抗体的种类和数量。因此，本研究首次以

原核表达纯化的 p35 蛋白作为抗原免疫小鼠，将免疫小鼠的脾细胞与 SP2/0 骨髓瘤细胞融合，以

重组 p35杆状病毒表达系统制备的重组 p35蛋白作为抗原建立的间接ELISA方法进行杂交瘤细胞

阳性克隆的筛选。经过三次亚克隆后，获得了 15 株稳定分泌 p35 单克隆抗体的杂交瘤细胞，选

其中两株对其中命名为 2-D7E5 和 3-F7E8 的杂交瘤细胞进行鉴定。间接 ELISA、间接免疫荧光和

免疫印迹方法结果表明，两株单克隆抗体都能够特异地识别重组杆状病毒表达系统表达的 p35 蛋

白，且腹水抗体效价均在 214 以上。 

总之，本研究获得的杂交瘤细胞能够稳定分泌 p35 蛋白单克隆抗体，制备的 p35 蛋白单克隆

抗体效价高、特异性好，可以为下一步解析非洲猪瘟病毒 p35 蛋白的重要表位及后续以单克隆抗

体为原材料建立非洲猪瘟血清学诊断方法奠定基础。
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第四章 结论 

1. ASFV p35 蛋白作为诊断抗原建立的间接 ELISA 方法检测效果类似于以杆状病毒昆虫细胞

表达系统表达的 ASFV p30 蛋白为诊断抗原建立的间接 ELISA 方法，具有敏感性高和稳定性好的

特点，建立的 p35-ELISA 方法可应用于田间 ASFV 感染血清的检测。 

2. 以原核表达纯化的 p35 蛋白免疫小鼠后，通过杂交瘤技术得到 15 株杂交瘤细胞。2-D7E5

和 3-F7E8 单抗分泌的单克隆抗体能够特异识别重组杆状病毒表达系统表达的 p35 蛋白，且制备

的腹水效价分别为 1:65536 和 1:16384。本研究为 p35 蛋白功能表位的解析和 ASF 血清学诊断方

法的建立提供重要生物原材料。 
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