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摘要

I

摘 要

非洲猪瘟（African Swine Fever，ASF）是由非洲猪瘟病毒（African Swine Fever
Virus，ASFV）引起的猪的一种烈性、高度传染性疾病，对养猪业的危害十分严重。

2018年 8月，非洲猪瘟病首次传播进入我国并蔓延全中国，给我国养猪业造成了巨

大的经济损失。在非洲猪瘟防控过程中，高效、便捷、敏感的病原检测方法对 ASF
的诊断和防控具有重要意义。目前，针对 ASFV的荧光定量检测方法已经应用比较广

泛，但是，荧光定量方法存在假阳性率高，过度依赖专业的实验室和专业操作人员，

无法在养殖场现场进行检测等缺点。针对病毒蛋白的双抗夹心 ELISA检测方法操作

简便快捷，不需要昂贵设备，能够在养殖场现场进行病原的快速检测，对 ASF的临

床诊断和防控意义重大。目前，我国在这方面研究仍然较少，也没有商业化试剂盒面

市，存在巨大空白。

非洲猪瘟病毒是一种有囊膜的大型双链 DNA病毒，编码有 151-200种病毒蛋白，

其中 P72蛋白是病毒外层衣壳的主要成分，在病毒粒子中含量高，序列保守性好，适

用于构建双抗夹心 ELISA 检测方法。本研究利用大肠杆菌原核表达系统表达并且纯

化的 P72蛋白作为抗原免疫 BALB/c小鼠，制备了 5株抗 ASFV P72蛋白的单克隆抗

体；结合本实验室保存的抗 ASFV P72蛋白的兔多克隆抗体，初步建立了 ASFV双抗

夹心 ELISA检测方法，并且测试了该检测方法的敏感性。具体研究内容如下：

1.非洲猪瘟病毒 P72蛋白的表达及单克隆抗体的制备

根据 GenBank 上发布的非洲猪瘟病毒 AuhuiXCGQ 株的序列，将合成的 P72 基

因构建至原核表达载体 pET-28a 及真核表达载体 pCAGGS-Myc 中，并分别命名为

pET-28a-P72和 pCAGGS-Myc-P72。在大肠杆菌 BL21中诱导表达并且纯化重组蛋白

P72。以原核表达的重组 His-P72蛋白为抗原，免疫 6-8周龄的 BALB/c小鼠。经过三

次亚克隆筛选，获得了 5株抗 P72蛋白的单克隆抗体，分别命名为 2C4B8、2C4C8、
5C11D12、5C11F11及 7D10C9。Western blot与 IFA实验证实制备的单克隆抗体与真

核表达的 P72蛋白具有良好的反应性与特异性，为建立双抗夹心 ELISA检测方法奠

定了基础。

2.非洲猪瘟病毒双抗夹心 ELISA检测方法的初步建立

以纯化的鼠单克隆抗体为检测抗体、本实验室保存的兔抗 ASFV P72多克隆抗体

作为捕获抗体、以及山羊抗鼠 IgG（IgG-HRP）为标记抗体，初步建立了检测 ASFV
的双抗体夹心 ELISA方法。其中以单克隆抗体 2C4C8与 5C11D12为检测抗体，对重

组 P72蛋白的检测下限为 0.25 μg/mL；以 7D10C9为检测抗体，对重组 P72蛋白的检

测下限为 0.05 μg/mL。三株单克隆抗体建立的 ELISA 方法对不同浓度的 P72抗原均

表现出较好的线性关系。该方法的建立为 ASFV检测试剂的研发提供了方法和物质基

础。

结论：本研究成功构建了 ASFV P72基因的原核表达质粒与真核表达质粒，表达
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纯化了 P72原核重组蛋白；成功制备了 5株抗 P72蛋白的单克隆抗体，5株单抗均具

有良好的特异性与反应性；初步建立了检测 ASFV的双抗体夹心 ELISA方法，验证

表明建立的双抗夹心 ELISA方法具有较好的敏感性。本研究建立的双抗夹心 ELISA
方法为 ASFV抗原 ELISA检测试剂盒的研发提供了重要材料，并且打下了实验基础。

关键词：非洲猪瘟病毒；P72蛋白；单克隆抗体；双抗夹心 ELISA
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Abstract

African Swine Fever (ASF) is a severe and highly contagious disease of pigs caused
by African Swine Fever Virus (ASFV), which poses huge threaten to pig industry. African
Swine Fever (ASF) first spread into China in August 2018, thereafter national-wide spread,
causing enormous economic losses to the pig industry. Efficient, convenient and sensitive
pathogen detection methods are of great significance for the diagnosis, prevetion and
control of ASF. At present, quantitative PCR (qPCR) methods for ASFV have been widely
used, but qPCR methods have some shortcomings, such as high false positive rate,
excessive dependence on professional laboratory and professional operators, which cannot
be detected on the farm site. The double-antibody sandwich ELISA method for antigen
detection is simple and quick to operate, does not need expensive equipment, and can be
used for rapid detection of pathogens in clinical field, which contributes to clinical
diagnosis and prevention of ASF substantially. At present, there are still few researches in
this area in China, and no commercial kits available, leaving a huge gap to fill.

African swine cholera virus (ASF) is a large double-stranded DNA virus with capsule,
encoding 151-200 viral proteins, among which P72 protein is the main component of the
outer capsid of the virus. It is the dominant protein in virion and highly conservative,
which is suitable for the construction of double-antibody sandwich ELISA method. In this
study, BALB/c mice were immunized with purified P72 protein expressed by Escherichia
coli prokaryotic expression system, and 5 monoclonal antibodies against ASFV P72
protein were generated. Combined with rabbit polyclonal antibody against ASFV P72
protein prepared by our laboratory, a sandwich ELISA method was preliminarily
established for ASFV dual antibody detection, and the sensitivity of the detection method
was tested. The specific research contents are as follows:

1. Expression of African swine Fever virus P72 protein and generation of monoclonal
antibody

According to the sequence of AuhuiXCGQ strain of ASFV published in GenBank, the
synthesized P72 gene was constructed into prokaryotic expression vector pET-28a and
eukaryotic expression vector pCAGGS-Myc, and named pET-28a-P72 and
pCAGGS-Myc-P72, respectively. The recombinant protein P72 was induced and purified
in Escherichia coli BL21. BALB/c mice aged 6-8 weeks were immunized with prokaryotic
recombinant His-P72 protein as antigen. Five monoclonal antibodies against P72 protein
were obtained by three subclonal screening, which were named 2C4B8, 2C4C8, 5C11D12,
5C11F11 and 7D10C9. Western blot and IFA experiments confirmed that the prepared
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monoclonal antibody had good reactivity and specificity with the eukaryotic expression of
P72 protein, which laid a foundation for the establishment of P72 double-antibody
sandwich ELISA detection method.

2. Preliminary establishment of double-antibody sandwich ELISA method for
detection of African swine fever virus

Using purified mouse monoclonal antibodies as detection antibody, rabbit anti-ASFV
P72 polyclonal antibody stored in our laboratory as capture antibody, and goat anti-mouse
IgG (IgG-HRP) as labeled antibody, a sandwich double-antibody ELISA method for the
detection of ASFV was preliminarily established. When onoclonal antibodies 2C4C8 and
5C11D12 were used to detect the recombinant P72 protein, the lower limit of detection was
0.25 μg/mL. When using 7D10C9 as the detection antibody, the lower limit of detection for
recombinant P72 protein was 0.05 μg/mL. The ELISA method established by the three
monoclonal antibodies showed a good linear relationship with different concentrations of
P72 antigen. The establishment of P72 double-antibody sandwich ELISA method provides
a literature and reagent basis for the development of ASFV antigen detection assay.

Conclusion: The prokaryotic expression plasmid and eukaryotic expression plasmid
of ASFV P72 gene were successfully constructed, and the prokaryotic recombinant protein
of P72 gene was expressed and purified. Five monoclonal antibodies against P72 protein
were successfully prepared, and all the five monoclonal antibodies showed good specificity
and reactivity. A double-antibody sandwich ELISA method was established for the
detection of ASFV, and the validation showed that the double-antibody sandwich ELISA
method had good sensitivity. The double-antibody sandwich ELISA method established in
this study provides important material for the development of ASFV antigen ELISA kit
and lays the experimental foundation.
Key words: African swine fever virus; P72 protein; Monoclonal antibody; Double
antibody sandwich ELISA
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缩略词

英文简写 英文全称 中文翻译

ASF

ASFV

NCLDV

African Swine Fever

African Swine Fever Virus

Nucleocytoplasmic large DNA viruses

非洲猪瘟

非洲猪瘟病毒

核质大 DNA病毒

ORF

cDNA

Open Reading Frame

complementary DNA

开放阅读框

互补 DNA

PCR

qPCR

LAMP

DAS-ELISA

ELISA

OIE

Amp

Kan

IPTG

polymerse chain reation

quantitative real-time PCR

loop mediated isothermal amplification

Double-antibody sandwich ELISA

enzyme linked immunosorbent assay

World Organization for Animal Health

Ampicillin

Kanamycin

Isopropyl-β-D-Thiogalactosede

聚合酶链式反应

实时荧光定量 PCR

环介导等温扩增

双抗体夹心 ELISA

酶联免疫吸附实验

世界动物卫生组织

氨苄青霉素

卡那霉素

异丙基硫代-β-D-半乳糖苷

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 细胞培养基

IFA indirect immunoflurescence assay 间接免疫荧光试验

WB Western blot 蛋白免疫印迹

PVDF polyvinylidene difluoride 聚偏二氟乙烯

HRP

FITC

Horseradish Peroxidase

fluorescein isothiocyanate

辣根过氧化物酶

异硫氰酸荧光素

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4',6-二脒基-2-苯基吲哚

kb kilobase 千碱基

kDa kilodalton 千道尔顿
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第一章 文献综述

1.1 非洲猪瘟病毒概述

1.1.1非洲猪瘟病毒的形态与结构

非洲猪瘟病毒（African swine fever virus，ASFV）是非洲猪瘟（African swine fever，
ASF）的病原体，属于非洲猪瘟病毒科（Asfarviridae）并且是该科唯一的成员，它是

一种大型有囊膜的双链 DNA病毒。该病毒属于核质大 DNA病毒（NCLDV）超家族
[1]，NCLDV具有双链 DNA基因组，主要复制场所位于受感染细胞的细胞质[2]。ASFV
病毒粒子的结构比较特殊，和痘病毒，虹彩病毒有一定的类似性，并且基因组的结构

和目前已知的其他病毒都不相同[3]。ASFV的形态呈二十面体，直径为 200nm，由包

膜、衣壳、内囊膜、核壳和内核组成。病毒基因组是一个线性双链 DNA分子，具有

共价闭合末端，长度为 170-190kb[4-7]，编码 151到 200个开放阅读框（Open reading
frame，ORF）。ASFV 的复制周期主要位于细胞质，但细胞核也是早期病毒 DNA 合

成的场所[8,9]。ASFV除了编码一些专门用于病毒组装的结构蛋白，还编码许多参与逃

避宿主防御和 DNA 复制修复以及基因表达调控的蛋白质[10]。虽然目前已知一部分

ASFV蛋白的功能，但近一半的 ASFV基因的功能仍完全未知[11]，需要进一步的探索。

1.1.2非洲猪瘟病毒的理化性质

非洲猪瘟病毒对低温耐受性较强而对高温耐受性不是很强，经 60℃加热 20 min
或 55℃加热 30 min可使非洲猪瘟病毒灭活[12]，在密闭容器中以最低 70℃维持 30 min
可使生肉中的 ASFV 灭活[13]。一些常见的消毒剂也能杀灭 ASFV 病毒，戊二醛能够

在常温下有效灭活猪心脏组织中的 ASFV[14]、5 mg/L的臭氧水能够有效的杀灭 ASFV
[15]，1%的邻苯酚能在最短 1 h有效灭活 ASFV[18]。2%的 NaOH也能够在 24 h内杀灭

血液中的 ASFV[16]，因此养猪场常使用 3%的 NaOH溶液对畜舍进行喷洒消毒[17]。

1.1.3非洲猪瘟病毒编码的主要蛋白与功能

非洲猪瘟病毒编码有 151-200种蛋白质，其中有约 54种是结构蛋白[19]，这些蛋

白在病毒复制及逃避宿主免疫反应方面具有重要功能。其编码的部分蛋白如图 1-1所
示[3]。

P72蛋白：P72蛋白由 B646L基因编码，相对分子量为 73.2 kDa，是 ASFV的主

要结构蛋白之一，也是一种关键的抗原蛋白。P72蛋白在病毒感染的晚期表达，具有

高度抗原性和免疫原性[20]，是病毒外层正二十面体衣壳的主要成分，对病毒衣壳的形

成具有重要的作用[21]，同时 P72蛋白还是 ASFV 病毒粒子中含量最高的蛋白。有研

究表明表位 P72在 ASFV入侵中具有构象依赖性，并且其表达是病毒复制的指标[22, 23]。

有学者在杆状病毒系统中表达了 P72蛋白和一些其它的病毒蛋白，以此构建了重组疫

苗，对猪群进行免疫的结果表明虽然 P72抗体能够防止病毒与巨噬细胞的结合，但产

生的抗体不能在抗体介导的免疫保护中起到决定性的作用[20]。基于反向遗传学，陈等
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构建了表达 ASFV P72的重组新城疫病毒 rNDV/P72，并在小鼠模型中评估了其体液

和细胞免疫原性，结果表明小鼠产生了高水平的针对 P72的特异性 IgG 抗体[24]。有

学者分析了多米尼加共和国和乌干达的两种不同的 ASFV 毒株的 P72编码基因的序

列，结果表明其在不同地区分离的毒株中高度保守[25]，这些结果表明 P72可以做为

开发血清学诊断工具的良好候选抗原。目前 IDVet公司开发了基于 P72蛋白的双抗夹

心 ELISA检测方法；多家国内外公司开发了基于 B646L基因检测 ASFV的检测方法，

例如线性后指数 PCR（LATE-PCR）、PCR和实时荧光定量 PCR（qPCR）[26,27,28]。

P54蛋白与 P30蛋白：P54和 P30蛋白在病毒感染过程中的作用相似，都是参与

病毒入侵的结构蛋白，但它们的作用也存在本质上的不同。P54蛋白是 ASFV的一种

非常重要的抗原结构蛋白，由基因 E183L编码，相对分子量为 25 kDa[29]。根据多项

研究，它在病毒形态和病毒感染中起着至关重要的作用，研究人员发现抗 P54抗体可

防止 ASFV附着在易感细胞上，这意味着它在病毒入侵中发挥着一定的作用[30]。P54
蛋白定位在病毒粒子的脂质外膜上，也可以通过免疫电镜在被感染细胞的复制工厂中

找到[29]。研究人员生产了一种具有感染性的重组 ASFV 来实时跟踪病毒在受感染细

胞中的运动行为，捕捉 ASFV在细胞内运动的轨迹和速度使 ASFV的动态可视化，发

现 P54可与微管马达蛋白复合体发生相互作用，使 P54的表观分子量发生变化[31]。

有学者使用核磁共振（NMR）光谱方法发现，最小的动力蛋白轻链 DYNLL1 可与突

触后支架蛋白 gephyrin 以及结构蛋白 P54 产生直接相互作用，其结果表明 P54 和

gephyrin是 DYNLL1的两个靶标，这些蛋白质的序列都包含 GIQVD和 KXTQT基序，

并且谷氨酰胺在其结合中发挥着重要作用[32,33]。P54对于将包膜前体募集到组装位点

至关重要[34]，ASFV的血清学诊断中常用到基于杆状病毒和大肠杆菌表达系统中表达

的 P54蛋白[32,35]。有学者发现 P54蛋白的抗体抑制了与病毒附着相关的病毒感染周期

的第一步，并通过 P54在 Vero细胞中的瞬时表达实验，证实了 P54可以在 ASFV感

染早期激活 caspase-3的凋亡，这是首次报道 ASFV蛋白能够诱导细胞凋亡[36,37]。

P30蛋白由 CP204L基因编码，与 P54蛋白同样也是在病毒感染早期表达的蛋白，

相对分子量为 30 kDa，是参与 ASFV入侵的最具抗原性的结构蛋白之一[38]。早在病

毒感染后约2至4小时便可在巨噬细胞中发现P30的存在，随后该蛋白可在整个ASFV
感染周期中持续表达[23]。有学者通过酵母双杂交系统来筛选猪巨噬细胞 cDNA 文库

中可能与 P30蛋白相互作用的细胞蛋白，发现异质核核糖核蛋白 K（hnRNP-K）是

P30蛋白的第一个细胞配体[39]。研究人员基于嵌合蛋白 P54/30可以保留完整的抗原

决定簇的特点，构建了重组杆状病毒，通过在昆虫细胞和粉纹夜蛾中的表达，发现嵌

合蛋白 P54/30与 ASFV隐性感染猪的血清可以产生强烈的反应[40]。Oviedo等人发现

重组 P30 蛋白比 P54 蛋白在 ELISA 检测抗体方面效果更好，因此 P30 更适合作为

ELISA 抗原，而 P54适合作为检测 ASFV 抗体的指定抗原，但联合使用 P54和 P30
蛋白进行 ASFV的血清学诊断可以提高该方法的敏感性[41]。Giménez等人开发了一种

采用重组 P30的双基质间接 ELISA，可灵活检测血清和口腔液样本中的 ASFV抗体[42]。

有研究表明编码 P54和 P30的 DNA 融合疫苗在小鼠中诱导了良好的抗体反应[43]。然
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而，对 P54 和 P30 的中和抗体反应不足以对猪产生抗体介导的保护作用 [20,40]。

Argilaguet 等人发现通过将 ASFV 血凝素（sHA）的细胞外结构域添加到 P54和 P30
可以成倍地提高猪的 DNA免疫，并且构建的 DNA疫苗 pCMV-sHAPQ在免疫后可以

诱导强烈的体液和细胞反应[44]。

CD2V蛋白：CD2V蛋白也称为 PEP402R，由 EP402R基因编码，类似于 T淋巴

细胞表面粘附受体 CD2，相对分子量为 105 kDa[45]。CD2V蛋白是一种糖基化蛋白，

在病毒发病机制[46]、宿主定向[47]和免疫逃逸[48]中起重要作用。CD2V 蛋白是 ASFV
重要的保护性抗原，可为其提供血清型特异性交叉保护免疫[49]。对猪免疫ASFV CD2V
蛋白可以产生针对M-II 的抗体，并在用同源病毒株感染期间可以起到部分保护作用
[50,51]。研究人员发现，从 ASFV BA71V 株中删除 EP402R基因不会影响其在 Vero细
胞中的生长[52]。Frączyk 等人首先报告了与逃避宿主免疫系统有关的基因内的遗传变

异性，他们发现 EP402R基因中存在微小但显著的遗传多样性，并证明了流行的 ASFV
分离株的缓慢分子进化[52]。有学者对 1978年至 2014年收集的 ASFV毒株的 EP402R
基因进行比较表明，撒丁岛的病毒株可分为两个亚群。一组包括 1978年至 1990年的

历史分离株，第二组包含 1990年至 2014年回收的病毒[50]。研究发现，一支低毒力的

天然非血液吸附（非 HAD）分离株 ASFV/NH/P68的基因组中 EP402R和 EP153R基

因被破坏[53],然而当完整的 EP153R基因恢复时，两个重组病毒的滴度比非 HAD分离

株高约 1000倍，虽然恢复后并没有增加病毒的毒力，但在许多猪身上观察到了病毒

血症的症状，这些结果表明 CD2V蛋白在蜱病毒复制中具有新的作用[49]。

图 1-1 非洲猪瘟病毒编码的主要结构蛋白[3]

Fig.1-1 Major structural proteins encoded by African swine fever virus[3]

1.2非洲猪瘟的流行病学

1.2.1非洲猪瘟的传播与流行

1921年，Montgomery在肯尼亚首次发现了非洲猪瘟[54]，随后，非洲猪瘟在世界
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传播开来。直到 2007年 6月，它一直在撒哈拉以南 17个国家和地区传播[55]。欧洲于

1957年首次报道非洲猪瘟，当时该病毒可能与受感染的猪饲料一起从安哥拉传播到

葡萄牙[56]。从 1960年开始，病毒迅速传播到整个伊比利亚半岛并在该地区停留了 30
多年[56]。2007年，非洲猪瘟病毒通过从非洲到波蒂港的一艘运输有受非洲猪瘟污染

的屠宰场废物的船上从非洲转移到格鲁吉亚[57]，格鲁吉亚在 2007年 6月确认了首例

非洲猪瘟病例。由于诊断不及时，非洲猪瘟不仅在该国境内，而且还向其他地区蔓延。

到 2007年底，阿布哈兹、亚美尼亚、车臣、南奥塞梯和俄罗斯联邦记录了非洲猪瘟

进一步的暴发[58,59]。随后几年，该病毒进入欧盟境内，并在 2012-2014年到达乌克兰、

拉脱维亚和波兰。2020年 1月至 2021年 3月，非洲猪瘟在欧洲（塞尔维亚、拉脱维

亚、俄罗斯、匈牙利、摩尔多瓦、罗马尼亚、乌克兰、比利时、斯洛伐克、波兰、希

腊、和德国）、亚洲（韩国、中国、越南、缅甸、东帝汶、菲律宾、老挝、印度和印

度尼西亚）和非洲（南非、科特迪瓦、尼日利亚、赞比亚和坦桑尼亚）出现[60]。2021
年 7月，该疾病在几乎消失 40年后再次出现在美洲，又先后被引入多米尼加共和国

和海地，2022年 1月，在意大利发现了 ASFV基因 II 型[60]。

1.2.2 非洲猪瘟的传播途径与临床症状

非洲猪瘟的潜伏期从 4天到约 3周不等，时间的长短取决于病毒的毒力、宿主相

关因素、病毒载量和感染途径[61]。猪是 ASFV的唯一天然宿主[62]，除家猪外，野猪、

疣猪和寄生于它们的蜱都是病毒的携带者[63]。有人记录了在马达加斯加无人居住的养

猪场中，ASFV在蜱虫上存在了至少四年的情况[64]。非洲猪瘟能够通过多种途径进行

传播，直接传播和间接传播是其传播的主要方式[62]。ASFV可直接通过被感染的动物

或生肉及被感染的蜱传播，也可通过病毒污染物间接传播[65]。非洲猪瘟的临床症状可

能与其它一些临床常见的出血性疾病症状相似，如急性弓形虫病、经典猪瘟和猪丹毒

等。根据非洲猪瘟的临床表现，可以将其分为四种类型：最急性型、急性型、亚急性

型和慢性型。在由高毒力 ASFV 毒株诱导的最急性型中，在感染 4-10天后，猪死亡

率可高达 100%[66]；急性型猪不会立即死亡，可出现高热、食欲减退以及食欲减退的

症状[67]；亚急性型与急性型症状类似，症状表现相对于急性型较轻，病死率较低，发

病经过变长，病猪可出现无明显规律的体温波动[68]，慢性型的组织学特征为纤维素性

心包炎、关节炎、肺炎、胸膜炎和淋巴组织增生肥大等症状[69]。

1.3非洲猪瘟疫苗的研究进展

1.3.1减毒活疫苗

减毒活疫苗是经过减毒处理后仍然具有抗原性的病原体，在宿主体内可诱发全面、

稳定、持久的体液、细胞和粘膜免疫应答，相当于自然发生的隐性感染。减毒处理的

方式可分为两种，一种是人工诱变，一种是自然界筛选。目前最为流行的减毒处理方

式是采用分子生物学中的基因敲除技术将病原体毒力或毒力相关基因片段进行敲除

从而降低或消除病原体的毒力作用的人工诱变方法。通过该方法可制备出无潜在风险

和回复突变的新型减毒活疫苗。
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由于 ASFV的天然弱毒株或传代致弱毒株存在生物安全隐患、免疫副反应、散毒

危险及遗传背景不清等诸多缺陷，导致其在实际生产应用中出现很多问题。如伊比利

亚半岛在使用研发的一种弱毒疫苗株后，于 1960~1995年爆发了慢性的 ASF疫情，

因此该 ASFV 弱毒疫苗被认为极有可能是该疫情爆发的根源[70]。但即便如此，研发

ASFV的弱毒疫苗依旧是科研人员在开发 ASFV疫苗的热点，尤其是研发基因工程减

毒活疫苗[71]。Afonso 等[72]曾发现 ASFV 中的一个高度保守基因 NL，并构建了缺失

NL基因的欧洲致病毒株突变株用于感染家猪，结果发现该病毒株对家猪完全致弱。

但构建的两株 NL缺失的非洲高毒力致病株突变株感染家猪后仍保留毒力，且该毒力

的保留与 NL基因缺失不相关。因此他们认为 ASFV强毒株的毒力作用不需要 NL的

功能，单独缺失 NL基因的 ASFV不足以构建弱毒疫苗。9GL也是 ASFV高度保守基

因序列之一，且有体外试验表明，9GL基因编码的蛋白影响病毒在巨噬细胞培养物中

的成熟和增殖[73]。ASFV 的 9GL基因与 ASFV 在宿主体内的生长密切相关，所以缺

失 9GL基因的 ASFV毒株对家猪高度致弱[74]。将敲除 9GL基因的 ASFV病毒作为弱

毒疫苗对家猪进行免疫，再用 ASFV野毒株感染免疫后的家猪发现该疫苗可对家猪产

生完全保护。说明缺失 9GL基因的 ASFV毒株极可能成为预防 ASF的有效疫苗。此

外，A238L可对调控促炎细胞因子合成的 NF-κB和 NFAT途径的活化产生抑制作用，

有助于病毒逃逸宿主的免疫应答，是 ASFV的一种免疫调节蛋白[75]。但将缺失 A238L
基因的毒株感染家猪后其体内的 TNF-α会升高。因此，仍需要对病毒的免疫调控蛋白

对宿主攻毒免疫应答进行进一步的研究。

1.3.2亚单位疫苗

亚单位疫苗是指能够诱发机体产生抗体的微生物的某种表面结构成分，如细菌、

病毒的特殊毒素、多糖或蛋白质组分等。目前已知 ASFV编码的蛋白超过 160多种，

且有多种蛋白的功能及结构被报道，这为研制 ASFV亚单位疫苗提供了良好的基础。

因此已有报道针对 ASFV的数种蛋白制成重组蛋白疫苗，并对其免疫效果进行了研究。

P30、P54、P72和 CD2V为目前研究 ASFV亚单位疫苗的四个热点蛋白。P30和 P54
作为抗原进行免疫后均能产生中和抗体，但单独对机体进行免疫时无法抵御致死性攻

毒，且改变不了病程。由于 P30和 P54在 ASFV 感染过程中的作用相似，通常将它

们作为联合疫苗进行免疫，且该联合疫苗既可以使机体产生中和抗体，又可以改善病

程[76]。Ivanov等[77]对病毒蛋白的 46种肽进行了模拟评估，从而了解这些蛋白建立保

护免疫应答的能力。目前发现联合接种某些肽可起到延缓家猪死亡的作用，但对疣猪

的免疫作用仍需要进一步的观察。利用杆状病毒载体表达 ASFV血凝素作为疫苗免疫

猪，攻毒后猪全部存活[78]。P72具有高度的抗原性和免疫原性且该基因高度保守，尽

管 P72蛋白免疫动物后能够产生大量中和抗体，但无法提供免疫保护。CD2V 作为

ASFV唯一的糖蛋白，其作用与T淋巴细胞表面黏附受体CD2类似。据报道可知CD2V
使用重组 CD2V蛋白免疫猪只，再用强毒 E75株感染猪只，免疫保护效率高达 100%。

尽管 ASFV有很多蛋白成分可作为亚单位疫苗研制的靶蛋白，但较少的细胞免疫保护
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以及保护效率方面数据的缺乏使得其疫苗的研发难以进行。因此需要对相关的 ASFV
保护性抗原与现有病毒株多样性之间的关系做更加深入的探索。

1.3.3病毒活载体疫苗

病毒活载体疫苗是利用基因工程技术，将外源目的基因导入病毒载体的活疫苗，

该疫苗进入机体后可以通过表达的目的蛋白刺激机体，产生特异的免疫反应，从而达

到预防某种疾病发生的目的。在抗 ASFV感染中，体液免疫产生的抗体发挥着重要的

作用，但细胞免疫如细胞毒性 T淋巴细胞（Cytotoxic T lymphocyte，CTL）在建立完

全保护方面也是不可或缺的，甚至是完成免疫保护的关键[79]。有学者通过将编码

ASFV保护性抗原的基因导入腺病毒或痘病毒载体，期望制备成的疫苗能够激发机体

的细胞免疫和 CTL反应[80,81]。Lokhandwala等首次运用鸡尾酒式免疫[82]，即分别构建

ASFV的 P32、P54、pp62 和 P72基因的腺病毒载体，再分别用两种不同的佐剂和 2
种剂量（1010和 1011）对猪免疫所表达的 ASFV（Ad-ASFV）多抗原混合物，结果很

快诱导产生了针对这些抗原的特异性抗体和 CTL应答。Lokhandwala又将 ASFV的 7
种不同功能或免疫特性的新型抗原基因插入腺病毒，对商品猪进行免疫后大部分都产

生了强烈的 ASFV抗原特异性 IgG 反应[82]。当然，所选多抗疫苗是否能够对 ASFV
病毒感染的猪产生保护力还需要进一步的探究。

1.3.4 DNA疫苗

通过 ASFV的抗原决定簇可以设计制备 DNA疫苗，以达到理想的疫苗应有的诱

导机体产生中和抗体与特异性免疫应答的效果。然而，Argilaguet 等[44]构建了编码

AFSV两个基因的 DNA疫苗免疫猪，却未能引起免疫应答，在此基础上免疫融合了

猪白细胞抗原 2的基因片段之后，则检测到猪只的免疫应答呈指数提高，但当攻毒量

达到了致死量，则不能对猪只进行保护。同组研究者将编码 ASFV的 HA、P30和 P54
基因插入真核表达载体，构建 DNA疫苗免疫家猪后产生的体液免疫与细胞免疫不能

提供保护，但将泛素化基因与 P30和 P54免疫猪，可诱导猪 CD8+T细胞强力活化，

结果可提供部分保护，这表明 DNA疫苗可通过修饰抗原增强保护力[83]。另外，同研

究者将 ASFV重组蛋白与制备的 ASFV DNA 疫苗联合免疫猪，结果发现可诱导中和

抗体和刺激 IFN-γ产生，但对 ASFV强毒株没有保护作用[44]。

1.4非洲猪瘟的检测与诊断

非洲猪瘟在临床上不易于其它相似的出血性疾病鉴别，因此必须依靠实验室检测

来诊断该病。实验室诊断主要以分子生物学检测与血清学检测为主。

1.4.1分子生物学检测方法

PCR检测：PCR检测技术是实验室检测 ASFV最常用的检测技术之一，全称为

聚合酶链式反应，由变性、退火、延伸三个基本步骤构成，具有很高的特异性。PCR
可检测血液、血清和组织样品中的 ASFV基因组，在其感染早期便可检测出 ASFV。
PCR可检测出各种存在形式的 ASFV，不仅能够检测出宿主样品中的病毒，也能对携

带 ASFV 的昆虫或 ASFV 的污染物进行检验，具有很高的敏感性[84,85]。李艳等根据
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ASFV P72蛋白基因序列设计特异性引物，建立了 ASFV 锁核酸修饰引物 PCR检测

方法。该方法具有良好的敏感性和特异性，其灵敏度可达 3×101 copies/μL，是常规 PCR
的方法的 100倍，比 qPCR方法提高了 10倍。使用该方法对 72份临床样品进行检测，

其结果与 OIE推荐的 qPCR方法检测结果一致，符合率为 100%[86]。

荧光定量 PCR检测（qPCR）：qPCR由普通 PCR技术发展而来，在其基础上引

入了光谱技术，可通过对荧光信号的强弱变化来实时监控 PCR反应的过程。相比于

普通 PCR，qPCR方法灵敏度高、方便快速且不易交叉污染，并且根据其结果可定量

分析样品中病毒的含量[87]。King等首次根据 ASFV 的 VP72基因设计特异性引物和

探针，建立了一种快速检测 ASFV DNA的 Taq Man qPCR，灵敏度在 10～100个分子

之间，使用该方法对不同地区 25株代表 9个基因型（I、III、IV、V、VI、VII、VIII、
IX、X）的 ASFV 分离株和 16个非洲、欧洲蜱分离株进行验证，结果没有发现与相

关的猪病毒发生交叉反应[88]。

环介导等温扩增检测（LAMP）：LAMP技术是在恒温条件下，在特异性引物和

酶等物质的作用下对核酸进行体外扩增。该法操作简单，不需要特殊的实验设备，可

在短时间内完成检测，其结果可肉眼观察，适合在基层兽医实验室与养殖场使用[89]。

Wang等设计了针对 ASFV P10基因的 LAMP引物，并用 PRV、PCV2、CSFV、PRRSV、
PPV和 ASFV的 DNA或 cDNA验证实时 LAMP和可视化检测的特异性，证实 LAMP
可以准确和特异性检测 ASFV[90]。

1.4.2血清学检测方法

酶联免疫吸附实验（ELISA）：ELISA是 OIE指定的非洲猪瘟首选血清学检测方

法。ELISA检测方法方便快捷，敏感性好，特异性强，可在短时间内检测大量样品。

Vidal等基于抗 VP73单克隆抗体建立了一种用单克隆抗体检测猪样品中 ASFV 蛋白

的改良固相 ELISA，检测到VP73的最低抗原质量浓度为 0.05 μg/mL，低于普通 ELISA
试验检测最极限（0.5 μg/mL）[91]。郭晶等建立了以重组多表位融合蛋白 REME-P72
为包被抗原，抗原包被浓度为 15 μg/mL，一抗、二抗稀释倍数分别为 1:200、1:5000
的 ASFV间接 ELISA检测方法，呈现出了良好的特异性和敏感性[92]。

胶体金免疫试纸条：胶体金免疫试纸检测检测技术是将胶体金标记的抗原或抗体

作为示踪标记物固定于硝酸纤维素膜上，将试纸条插入检测样品，通过抗原与抗体的

反应使胶体金聚集，显示出特定的条带[93]。吴海涛等制备的以 ASFV P72多克隆抗体

和葡萄球菌蛋白 A（SPA）作为检测线和质控线的 ASFV胶体金免疫试纸条，可在 10
min 内就可以检测出阳性抗原，并且具有良好的敏感性和特异性及高度稳定性，在

ASFV临床检测中有良好的应用前景[93]。林彦星等制备的快速检测 ASFV抗体的量子

点免疫层析试纸条，其实验结果表明与进口 ELISA 试剂盒对临床样品的检测符合率

为 100%[94]。

双抗体夹心 ELISA：双抗体夹心 ELISA类似于普通 ELISA，是将特异性的抗体

作为固相包被于 96孔板，作为捕获抗体，加入待测样品与酶标抗体（检测抗体）使

其显色，对样品抗原进行定性或定量检测的方法。目前已有西班牙 INGEASA公司和
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IDVet公司的 ASFV 抗原检测 ELISA 试剂盒（DAS-ELISA）[87]，但国内尚无商品化

的 ASFV 双抗夹心 ELISA 试剂盒。Gallardo 等使用此试剂盒对 277 份临床样本进行

检测并与 qPCR相比较，检测的敏感性为 77.2%[95]。张丽等建立的基于 P54蛋白单克

隆抗体的 ASFV 抗原 DAS-ELISA 检测方法，与 INGEASA 公司的 DAS-ELISA 试剂

盒检测结果符合率为 92%（134/146）[67]。该法操作简便快速且成本较低，相较于抗

体检测可以更早地检出 ASFV，适合 ASFV的高通量检测与早期筛查，在猪场适合使

用此方法进行检测。但是与现在比较成熟的荧光定量 PCR检测方法相比，双抗夹心

ELISA检测方法的准确度和特异性稍差。因此，开发出灵敏度高、特异性强的 ASFV
双抗夹心 ELISA检测方法对于非洲猪瘟的防控十分有帮助。

1.5单克隆抗体制备技术

单克隆抗体技术源自上世纪 70年代，英国科学家Milstein和 Kohler在 1975年发

明了单克隆抗体并因此在 1984年获得了诺贝尔医学奖[96]。其原理是 B淋巴细胞能够

产生抗体，却不能在体外进行无限分裂，而瘤细胞虽然可以在体外进行无限传代，却

不能够产生抗体，将这两种细胞融合，所得到的杂交瘤细胞则同时具有两种亲本细胞

的特性，科学家基于此发现成功制备了单克隆抗体。单克隆抗体发展至今已 40多年，

经过了四个发展阶段：鼠源性单抗（McAb）、人鼠嵌合性单抗（Chimeric Antibody）、
人源化单抗（Humanized Antibody）及全人源单抗（Fully Human Monoclonal Antibody），
现已被广泛应用于基础研究、医疗诊断和生物制药等方面。单抗药物具有特异性高、

性质均一、可针对特定靶点定向制备、靶向性强、疗效确切、副作用少、安全性好等

诸多优点，且相对于化学新药前期研发的盲目和困难的缺点，单抗类药物只需锁定病

变细胞的特异性抗原表位，便可进行下一步的单抗研发，因此单抗类药物的临床应用

非常广泛且前景广大[97,98]。

1.6研究目的与意义

非洲猪瘟的防控主要依赖生物安全防控，而成功的生物安全防控的前提条件就是

能够快速准确的发现 ASFV的存在。因此在非洲猪瘟的防控中 ASFV抗原检测处于核

心地位。ASFV临床诊断最常用的检测方法是荧光定量 PCR。目前已经有多个商业化

ASFV qPCR检测试剂盒获得批准在临床使用。总体来说，qPCR检测方法特异性好、

敏感性高，在 ASFV临床诊断中发挥了重要的作用。但是 qPCR检测方法也存在一些

缺陷：1）qPCR实验非常容易污染，造成假阳性；2）需要具备专业背景的操作人员；

3）qPCR检测需要高标准的，严格分区的 PCR实验室；4）qPCR检测需要的时间较

长，一般需要 4-8小时。这些缺陷导致在养殖场现场很难开展 qPCR检测。大部分养

殖企业对 ASFV核酸的检测都需要转交给专业的第三方检测实验室完成，这就大大增

加了临床诊断的时间，这一缺陷对位置偏远的养殖企业尤其致命。

双抗夹心 ELISA检测方法相较于 qPCR检测方法有以下几点优势：1）检测操作
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简便，不需要专业操作人员；2）不需要昂贵的仪器，也不需要专业的实验室；3）检

测速度快，PCR检测至少需要 4小时才能出结果，而双抗夹心 ELISA只需要 2个小

时就能出结果；4）结果稳定可靠，不容易出现假阳性；因此，双抗夹心 ELISA检测

方法非常适合用于猪场现场的 ASFV抗原检测。目前，我国在 ASFV双抗夹心 ELISA
检测方法方面研究较少，存在巨大的空白。

P72蛋白在 ASFV 病毒粒子中含量高，序列保守性强，是双抗夹心 ELISA 的理

想靶蛋白。本研究利用原核表达的 P72蛋白作为抗原，制备了 5株抗 ASFV P72蛋白

的鼠源单克隆抗体，且被证实能够与 P72蛋白发生特异性反应。基于本实验室保存的

抗 P72蛋白兔多克隆抗体和制备的抗 P72蛋白鼠单克隆抗体，建立了双抗夹心 ELISA
方法，并对其敏感性进行评估，为后续非洲猪瘟诊断技术的建立奠定了基础。
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第二章 非洲猪瘟病毒 P72蛋白的表达及单克隆抗体的制备

P72蛋白是非洲猪瘟病毒一种理想的血清学与免疫学检测抗原，本研究构建了原

核表达质粒 pET-28a-P72 及真核表达质粒 pCAGGS-Myc-P72，并将原核表达质粒

pET-28a-P72转入 BL21 感受态细胞，表达原核重组蛋白并开展重组蛋白的制备。以

原核表达的重组 ASFV P72蛋白为抗原，免疫 6-8周龄的 BALB/c小鼠，制备了 5株
抗 P72蛋白的单克隆抗体，验证表明制备的单抗具有良好的反应性，为后续建立双抗

夹心 ELISA检测方法奠定了基础。

2.1实验材料

2.1.1质粒、菌株、细胞与实验动物

原核表达载体 pET-28a与真核表达载体 pCAGGS-Myc 均由本实验室保存，大肠

杆菌 Top10、BL21（DE3）感受态细胞购自天根生化科技（北京）有限公司。HEK 293T
细胞为本实验室保存；动物免疫所用抗原为本实验室制备的重组 ASFV P72 蛋白；

SP2/0骨髓瘤细胞为本实验室保存；6-8周龄的雌性 BALB/c小鼠购自湖南斯莱克景达

实验动物有限公司。

2.1.2主要试剂

限制性核酸内切酶及其缓冲液

DNA Marker
DNA胶回收试剂盒

Takara公司

擎科生物公司

OMEGA公司

质粒小提试剂盒

Lipofectamine ™ 2000
天根生化科技（北京）有限公司

Invitrogen公司

Myc 标签抗体

HRP Goat anti Mouse IgG（H+L）
蛋白质分子质量标准

His标签蛋白纯化试剂盒

ECL化学发光试剂盒

博尔迈生物技术有限公司

武汉安特捷生物技术有限公司

索莱宝生物公司

上海生工生物工程技术服务有限公司

碧云天生物技术有限公司

弗氏完全佐剂

弗氏不完全佐剂

融合剂 PEG2000

SIGMA 公司

SIGMA 公司

SIGMA 公司

HAT培养基补充剂（50×）
HT培养基补充剂（50×）

SIGMA 公司

SIGMA 公司

L-Glutamine
DMEM基础培养基

SIGMA 公司

Gibco公司
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胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）
RPMI-1640培养基

TMB显色液

单抗亚类鉴定试剂盒

FITC及 DAPI荧光染料

Gibco公司

Gibco公司

天根生化科技（北京）有限公司

北京博奥龙免疫技术有限公司

Thermo Fisher公司

2.1.3主要溶液配制

LB液体培养基：称取胰蛋白胨 10 g，氯化钠 10 g，酵母提取物 5 g，加入 900 mL
ddH2O，使用玻璃棒搅拌使充分其溶解，使用 5 M的 NaOH调节 pH至 7.0-7.4，然后

定容至 1 L，高压灭菌后储存于 4℃，备用。

LB 固体培养基：称取氯化钠 5 g，胰蛋白胨 5 g，酵母提取物 2.5 g，加入 7.5 g
（15g/L）的琼脂粉，加入 500 mL ddH2O，充分溶解后高压灭菌，待其冷却至约 45℃，

加入终浓度为 50 μg/ml的抗生素，摇匀后倒入灭菌平皿，待其凝固后置于 4℃保存备

用。

氨苄青霉素溶液（Amp）：称取氨苄青霉素粉末 1 g并溶于 20 mL去离子水中（50
mg/mL），再用 0.22 μm的滤器过滤，分装保存在-20℃备用，使用时以 1:1000稀释。

卡那霉素溶液（Kan）：称取氨苄青霉素粉末 1 g 并溶于 20 mL 去离子水中（50
mg/mL），再用 0.22 μm的滤器过滤，分装保存在-20℃备用，使用时以 1:1000稀释。

IPTG 溶液：称取 IPTG 粉末溶于 10 mL 去离子水，使其终浓度为 1 M，待其完

全溶解后使用 0.22 μm的滤器过滤，分装保存在-20℃备用。

Tris-甘氨酸电泳缓冲液（1×）：称取 Tris碱 3.03 g，甘氨酸 14.4 g，SDS 1 g，用

ddH2O定容混匀至 1 L。
转膜缓冲液：称取 Tris碱 2.9 g，甘氨酸 1.45 g，用 300 mL ddH2O使其充分溶解，

加入 100 mL无水甲醇，用 ddH2O定容混匀至 500 mL。
考马斯亮蓝染色液：称取考马斯亮蓝 R-250粉末 1 g，95%乙醇 210 mL，冰醋酸

50 mL，用 ddH2O定容混匀至 500 mL。
PBS缓冲液：称取 KH2PO4 0.27 g，Na2HPO4 1.42 g，NaCl 8 g，KCl 0.2 g，用 ddH2O

定容至 1 L，高压灭菌后置于 4℃备用。

2.1.4主要仪器

台式高速离心机

恒温振荡培养箱

超净工作台

DK-8D数显恒温水浴锅

Thermo Fisher公司

韶关市泰宏医疗器械有限公司

Labconao仪器有限公司

金坛市医疗仪器厂

恒温金属

超声波细胞粉碎机

高压灭菌锅

核酸电泳仪

ThermoFisher公司

Invitrogen公司

宁波新芝生物科技有限公司

Bio-Rad公司

凝胶成像系统 Bio-Rad公司
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蛋白电泳仪

ChemiDoc MP System全能型成像系统

超低温冰箱

倒置荧光显微镜

CO2培养箱

多功能酶标仪

Bio-Rad公司

Bio-Rad公司

青岛海尔特种电器有限公司

Carl Zeiss公司

ThermoFisher公司

ThermoFisher公司

2.2实验方法

2.2.1原核表达载体、真核表达载体的构建与鉴定

2.2.1.1 ASFV P72基因的合成

根据GenBank发布的ASFVAuhuiXCGQ毒株序列（GenBank登录号：MK128995.1）
合成了 ASFV P72全长基因，并根据载体 pET-28a与 pCAGGS-Myc 的多克隆位点在

合成的基因上插入酶切位点，其中 5’端插入 EcoRI（GAATTC）酶切位点，3’端插入

XhoI（GAGCTC）酶切位点，便于目的基因与载体的连接，基因由苏州金唯智生物

科技有限公司合成。

2.2.1.2目的基因与载体的双酶切

取 pET-28a、pCAGGS-Myc 空载体与合成的含有 ASFV P72全长基因的质粒各 5
μg，酶切体系如下：

质粒 5 μg
EcoRI 1 μL
XhoI 1 μL
10×H Buffer 5 μL

补加 ddH2O至 50 μL，混匀离心后置于 37℃金属浴酶切 3 h。酶切产物进行核酸

电泳，使用 OMEGADNA胶回收试剂盒回收目的片段。

2.2.1.3目的基因与载体的连接与转化

将回收的目的片段与切开的载体 pET-28a和 pCAGGS-Myc 按照摩尔比 3：1加至

如下连接体系：

P72基因 5 μg
载体（线性） 5 μg
T4 DNA Ligase 1 μL
10×T4 DNA Ligase Buffer 5 μL
Total 10 μL

将配置好的连接体系置于 16℃恒温金属浴连接 6 h后，按照下列步骤将连接产物

转化至大肠杆菌 Top10感受态细胞：

1）将感受态细胞从-80℃冰箱取出，置于冰上融化后，吸取 30 μL Top10感受态

细胞至 1.5 mL离心管中，使用移液枪将 10 μL连接产物全部加入，并轻轻搅拌混匀，
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冰浴 30 min；
2）转移至 42℃水浴锅热应激处理 90 s（时间不宜过久），之后迅速转移至冰上

静置 3-5 min；
3）静置完成后在超净台中向离心管内加入 1 mL LB液体培养基（不加抗生素），

于 37℃恒温振荡培养箱以 200 rpm的转速振荡培养培养 1 h；
4）将复苏好的菌液以 4000 rpm的转速离心 5 min，弃掉 800 μL上清，将余下菌

液重悬混匀后均匀涂布于对应抗性的 LB固体平板上，平板于 37℃恒温培养箱倒置过

夜培养，待长出单个菌落后挑选 5个进行鉴定。

2.2.1.4重组质粒的提取与鉴定

挑选单克隆菌落进行鉴定，将鉴定正确的阳性菌液送至擎科生物技术有限公司进

行测序分析，测序成功的菌液进行扩大培养，保留部分菌液与 50%甘油 1:1混合后保

存于-80℃超低温冰箱备用，余下菌液使用天根质粒小提试剂盒提取质粒。将提取的

质粒进行双酶切鉴定，酶切体系如下：

质粒 2 μg
EcoRI 1 μL
XhoI 1 μL
10×H Buffer 5 μL

补加 ddH2O至 50 μL，混匀离心后置于 37℃金属浴酶切 1 h，酶切产物核酸电泳

后进行凝胶成像分析。

2.2.1.5真核重组质粒 pCAGGS-Myc-P72的WB鉴定

使 用 转 染 试 剂 Lipofectamine ™ 2000 将 酶 切 鉴 定 正 确 的 重 组 质 粒

pCAGGS-Myc-P72转染至 HEK 293T细胞，同时转染 pCAGGS-Myc空载体作为对照，

换液 12 h后使用 RIPA全细胞裂解液收集细胞样品于 1.5 mL离心管中，加入蛋白上

样缓冲液后煮沸 10 min。样品保存于-80℃备用。

按照塞维尔蛋白胶试剂盒说明书配制蛋白胶，取配制好的蛋白胶，组装好电泳装

置，加入 SDS-PAGE电泳缓冲液，拔掉胶孔梳，每孔加入 10 μL蛋白样品进行蛋白电

泳。电泳完成后按照如下操作进行Western Blot，一抗为鼠抗的 MYC标签抗体，二

抗为鼠抗。

1）转膜：将蛋白胶小心取出，依次在转膜夹中放入海绵片、3层滤纸、蛋白胶、

PVDF膜、3层滤纸和海绵片，每层放入时均进行赶气泡操作。设置恒流 200 mA，在

转膜槽外部加水及冰袋进行物理降温。

2）封闭：取出 PVDF膜于 10%的脱脂奶粉（PBS配制）中，没过 PVDF膜，并

于 37℃恒温培养箱内孵育 4 h。
3）洗涤：取出 PVDF膜于 1×PBST中，洗涤 5 min，重复三次。

4）孵育一抗：取出 PVDF膜于一抗（1:2000稀释）中，4℃孵育 12 h。
5）洗涤：取出 PVDF膜，先用清水冲洗表面的抗体，再放于 1×PBST溶液中，

洗涤 10 min，重复三次。
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6）孵育二抗：取出 PVDF膜于二抗（1:5000稀释）中，室温孵育 2 h。
7）洗涤：取出 PVDF膜，先用清水冲洗表面的抗体，再放于 1× PBST溶液中，

洗涤 10 min，重复三次。

8）显色：取出 PVDF膜，沥干清洗液，平置于显色板上，勿产生气泡，滴加 ECL
化学发光液，拍照并保存。

2.2.2原核重组蛋白的表达与鉴定

将重组原核表达质粒 pET-28a-P72转化至大肠杆菌 BL21（DE3）感受态细胞，

具体操作同 2.2.1.3，挑菌鉴定后将所得阳性菌液接种至含对应抗性抗生素（卡那霉素）

的 LB液体培养基中扩大培养，待菌液 OD600值达到 0.4-0.6 时，加入 1 mM的 IPTG
进行诱导，收集菌体进行超声破碎，以未诱导的菌体及诱导的空载体为对照，煮蛋白

样后进行 SDS-PAGE分析。

2.2.3原核重组蛋白的大量制备与纯化

1.重组蛋白的大量表达：重组蛋白经鉴定后主要以包涵体的形式存在。将分析正

确的蛋白样对应的菌液接种于 200 mL LB 液体培养基扩大培养，待菌液 OD600值至

0.4-0.6时加入终浓度为 1 mM的 IPTG于 37℃诱导培养 5 h。4000 rpm离心 10 min收
集菌体，使用 PBS洗涤菌体三次，使用 1/10体积的 PBS重悬菌体，于冰上超声破碎

30 min（至菌体清亮）。12000 rpm 4℃离心 10 min收集沉淀，沉淀中加入 20 mL 8M
尿素并剧烈搅动，于 4℃过夜使其缓慢溶解变性，次日以 12000 rpm转速，4℃离心

10 min收集上清溶液并用 0.45 μm滤器过滤。

2.重组蛋白的纯化：重组蛋白 pET-28a-P72使用上海生工 His标签蛋白纯化试剂

盒进行纯化，操作如下：

1）用 5倍柱体积的 ddH2O洗涤层析柱，然用 5倍柱体积的结合 Buffer 进行平

衡，使层析介质处于与目的蛋白相同的缓冲体系下，起到保护蛋白的作用；

2）将样品加到平衡好的层析介质中，流速控制在 0.5 mL/分钟左右（保证目的蛋

白与层析介质充分接触，提高目的蛋白的回收率），收集流出液；

3）用 10-15倍柱体积的洗杂 Buffer进行清洗，流速控制在 1-1.5 mL/分钟，去除

非特异性吸附的杂蛋白，收集洗杂液；

4）使用 5-10倍柱体积的洗脱 Buffer，收集洗脱液，即目的蛋白组分；

5）依次使用 3倍柱体积的结合 Buffer和 5倍柱体积的去离子水平衡层析介质，

最后再用 5倍柱体积的 20%的乙醇平衡，然后保存在等体积的 20%的乙醇中，置于 4℃
保存，防止层析介质被细菌污染。

3.包涵体蛋白的复性：将纯化收集的洗脱液装入预处理好的透析袋中，依次置于

6 M、4 M、2 M、1 M的尿素缓冲液中透析，每 6 h更换透析液，最后置于 PBS溶液

中透析。吸取少量透析完成的蛋白测定其浓度，加入蛋白上样缓冲液制成蛋白样品进

行 SDS-PAGE分析。

2.2.4动物免疫

挑选 6-8周龄的雌性 BALB/c小鼠，以重组 pET-28a-P72蛋白为抗原，用等体积
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的弗氏完全佐剂与抗原进行乳化，以 200 μg蛋白每只的抗原量皮下多点注射进行首

次免疫，后续免疫使用弗氏不完全佐剂乳化，免疫 4 次，每次免疫间隔 14 d。第 3
次免疫后 7 d 对被免疫小鼠进行颌下采血，对血清进行 IFA分析并用间接 ELISA 法

检测血清效价。细胞融合前第 7 d加强免疫。

2.2.5细胞融合

2.2.5.1 SP2/0骨髓瘤细胞的制备

细胞融合前 7 d，取出于液氮保存的 SP2/0细胞，使用 1640培养基复苏培养 2-3
代，选取细胞大小均一、细胞轮廓界限清晰，培养液中无杂质的细胞备用。

2.2.5.2饲养细胞的制备

细胞融合前 1 d，取阴性 BALB/c小鼠，脱颈处死后将其浸泡于 75%酒精中消毒

5 min，然后转移至无菌操作台操作；将小鼠固定在解剖板上，用提前消毒好的剪刀

剪开腹部皮肤，暴露出腹膜，用酒精棉球对腹膜消毒；使用注射器吸取 10 mL HAT
培养基注射至小鼠腹腔，轻轻按压小鼠腹腔，反复抽吸 2-3次获取巨噬细胞，将吸取

的巨噬细胞注入到提前备好的容器中并做细胞计数，稀释后加入到 96孔板中，饲养

细胞置于 37℃二氧化碳培养箱培养。

2.2.5.3免疫脾细胞的制备

取完成免疫的小鼠，眼眶放血处死并收集血液，离心收集上清即为阳性血清，将

小鼠浸泡于 75%酒精中 5 min以消毒；转移至无菌操作台，将小鼠固定在解剖板上，

用已消毒好的剪刀剪开皮肤与腹膜，无菌操作摘取脾脏，使用剪刀和镊子轻轻除去表

面附着的组织；将脾脏转移至装有少量不完全培养基的无菌平皿中，使用注射器吸取

不完全培养基后扎入脾脏，轻轻打入以冲洗出脾淋巴细胞，反复冲洗至脾脏颜色发白，

收集冲洗液至离心管，1000 rpm离心 10 min，弃上清，使用 HAT培养基重悬细胞，

做细胞计数并稀释备用。

2.2.5.4细胞融合

将提前制备好的 SP2/0骨髓瘤细胞与脾淋巴细胞按照 1:10的比例在 50 mL离心

管中混匀，1000 rpm离心 10 min收集细胞；弃去上清（可用无菌滤纸吸干，避免残

余液体对细胞融合的影响），轻轻敲弹管底使细胞沉淀松散，在 1 min内向管中加入

提前预热至 37℃的 50%PEG 1 mL并用吸管轻轻搅拌混合；加完后将其置于 37℃水浴

中静置1 min，然后向管中缓慢加入预热至37℃的1640培养基30 mL，37℃静置10 min
后 1000 rpm离心 10 min，弃去上清；向离心管中加入适量的 HAT培养基，将重悬混

匀后的细胞加入至培养有饲养细胞的 96孔板中，每孔 100 μL；将 96孔板置于 37℃
二氧化碳培养箱继续培养；融合 5 d后弃去原始孔中一半的培养基并补加新鲜的 HAT
培养基，融合 7-10 d后更换为 HT培养基，待融合细胞的集落长至培养孔底部的 1/4
时，可吸取细胞培养上清进行抗体检测。

2.2.6阳性杂交瘤细胞的筛选

使用间接 ELISA方法筛选杂交瘤细胞：

1）抗原包被：将纯化好的重组 P72蛋白用抗原包被液稀释到浓度为 10 μg/mL，
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以每孔 100 μL加入酶标板中，于 4℃包被过夜；

2）封闭：次日弃掉孔中的包被液并拍干，加入 PBST洗涤 3次，每次 2 min，拍

干后每孔加入 300 μL封闭液，置于 37℃培养箱封闭 2 h；弃掉孔中的封闭液并拍干，

加入 PBST洗涤 3次，每次 2 min，拍干后用于下一步；

3）孵育一抗：将杂交瘤细胞上清以每孔 100 μL 加入孔中，同时设置 PBS为阴

性对照，P72蛋白免疫的小鼠血清为阳性对照，酶标板置于 37℃培养箱孵育 1 h；
4）孵育二抗：弃去一抗，加入 PBST 洗涤 3 次，每次 2 min，每孔加入 100 μL

用 PBST稀释（1:2000）的 HRP标记的羊抗鼠 IgG（H+L）二抗，置于 37℃培养箱孵

育 1 h；
5）显色：弃去二抗，加入 PBST洗涤 3次，每次 2 min，每孔加入 100 μL TMB

显色底物，于室温避光静置 15 min；
6）终止显色：加入终止液（2 M H2SO4）50 μL每孔终止显色；

7）OD值测定：将酶标板置于酶标仪读取 OD450 nm的吸光值，保存结果以分

析，以 P /N ≥ 2.1作为阳性判定标准。

2.2.7杂交瘤细胞的亚克隆

采用有限稀释法进行杂交瘤细胞的亚克隆：

1）制备饲养细胞悬液，方法同 2.2.5.2；
2）制备待克隆的杂交瘤细胞悬液：选取长势较好，细胞集落单一的阳性杂交瘤

细胞，用 11 mL含 20% FBS的 HT 培养基将原始孔中细胞重悬，逐步稀释至每毫升

含 10个细胞（按照 10倍比稀释，104-101）；
3）按照每毫升加入 5×104-1×105个细胞的比例，在制备的杂交瘤细胞悬液中加入

饲养细胞；

4）将上述细胞悬液以每孔 100 μL的量分装至 96孔板，每块 96孔板做好标记，

定时观察细胞生长情况；

5）37℃，5% CO2培养箱湿润培养 7-10 d，取杂交瘤细胞上清进行 ELISA检测，

选取阳性孔再次进行亚克隆，以相同方法重复进行 3次获取阳性杂交瘤细胞；

6）3次亚克隆后，挑选出 100%阳性的杂交瘤细胞进行扩大培养，建立细胞株并

命名，细胞冻存于液氮中备用。

2.2.8单克隆抗体的反应原性检测

2.2.8.1单克隆抗体的Western blot鉴定

将真核表达质粒 pCAGGS-Myc-P72及空载体 pCAGGS-Myc转染至HEK 293T细

胞，以制备的单抗为一抗（1:5000稀释），HRP标记的 Goat anti Mouse IgG（H+L）
为二抗（1:2000稀释）进行Western blot 分析，具体操作同 2.2.1.5。
2.2.8.2单克隆抗体的间接免疫荧光检测

以间接免疫荧光实验（Indirect immunofluorescence assay，indirect IFA）检测所制

备单抗的特异性与反应原性：将 HEK 293T细胞接种至 24孔细胞培养板，待细胞长

至 80%-90%后，转染真核表达质粒 pCAGGS-Myc-P72，同时转染空载体 pCAGGS-Myc
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为对照；转染 5 h后将培养液更换为含 2% FBS的培养基，继续培养 12 h；弃去培养

液，用 PBS洗涤 3次；加入 4%多聚甲醛于 4℃过夜固定，PBS洗涤 3次；加入无水

甲醇透化处理 15 min，PBS洗涤 3次；加入封闭液（10% BSA）室温孵育 1 h，PBS 洗

涤 3次；加入待检的单抗样品（1:5000稀释），室温孵育 1 h；PBS洗涤 3次；加入异

硫氰酸荧光素染料（FITC），37℃避光孵育 30 min；PBS洗涤 3次后，加入 DAPI染
色液，室温避光放置 15 min；PBS洗涤 3次后在荧光显微镜下观察并拍照。

2.2.9单克隆抗体的效价测定

使用间接 ELISA法测定所得单抗的效价，以所得杂交瘤细胞上清为一抗， HRP
标记的羊抗鼠 IgG为二抗（1:2000稀释），阴性对照为 PBS，显色后用酶标仪测定 450
nm处的吸光值，具体操作同 2.2.6。
2.2.10单克隆抗体的亚类鉴定

使用博奥龙小鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂盒，按照其说明书对获得的单克隆抗体

进行亚类鉴定。

2.2.11单克隆抗体的纯化

选取 3株特异性良好，效价水平较高的单克隆抗体（2C4C8、5C11D12、7D10C9），
以 1×105个/只的细胞量对小鼠进行腹腔注射，以辛酸-硫酸铵法从腹水中纯化单克隆

抗体，收集纯化的抗体测定其浓度并作 SDS-PAGE 鉴定。将真核表达质粒

pCAGGS-Myc-P72及空载体 pCAGGS-Myc 转染至 HEK 293T细胞，以纯化的单抗为

一抗进行Western blot 分析，具体操作同 2.2.1.5。

2.3实验结果与分析

2.3.1重组质粒的双酶切鉴定

将 P72基因克隆至原核表达载体 pET-28a及真核表达载体 pCAGGS-Myc，使用

EcoRI、XhoI对重组质粒进行双酶切鉴定，经 1%的琼脂糖凝胶电泳，得到两个预期

大小的目的片段（图 2-1），大片段为载体，小片段为 1941 bp的 P72基因，且基因测

序结果完全正确，表明重组质粒构建成功。
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图 2-1 重组质粒的双酶切鉴定

A：M：DL 5000 DNAMarker 1:pET-28a-P72 2：pCAGGS-Myc-P72

Fig.2-1 Double enzyme digestion identification of recombinant plasmid

A：M：DL 5000 DNAMarker 1:pET-28a-P72 2：pCAGGS-Myc-P72

2.3.2重组真核表达质粒的WB鉴定

以Western Blot 实验验证真核表达质粒 pCAGGS-Myc-P72 的真核表达效果。使

用转染试剂 Lipofectamine™2000将酶切鉴定正确的重组质粒 pCAGGS-Myc-P72转染

至 HEK 293T细胞，同时转染 pCAGGS-Myc 空载体作为对照。以 1:2000稀释的Myc
标签抗体为一抗进行WB。结果如图 2-2 所示，真核表达质粒 pCAGGS-Myc-P72 可

表达出 73 kDa特异条带，表明 P72蛋白成功在 293T细胞中表达。

图 2-2 重组质粒 pCAGGS-Myc-P72的Western Blot鉴定

1:pCAGGS-Myc-P72 2：pCAGGS-Myc

Fig.2-2 Western Blot identification of recombinant plasmid pCAGGS-Myc-P72

1:pCAGGS-Myc-P72 2：pCAGGS-Myc

2.3.3重组原核蛋白的表达与纯化鉴定

将重组质粒 pET-28a-P72转化至大肠杆菌 BL21（DE3），经 1mM的 IPTG 诱导表

达 5 h 后，超声破碎收集菌体，制备蛋白样品进行 SDS-PAGE 分析。结果显示，

pET-28a-P72可以表达出大小约为 75.9 kDa的蛋白，与预期大小一致，重组蛋白以包

涵体的形式存在。将成功表达的 P72重组蛋白用 His标签蛋白纯化试剂盒纯化后进行

SDS-PAGE分析，结果显示出约 75.9 kDa大小的条带，与预期大小一致（图 2-3）。
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图 2-3 重组蛋白 pET-28a-P72的原核表达与纯化

A：1:诱导的 pET-28a-P72；2：未诱导的 pET-28a-P72；3：诱导的 pET-28a；M：蛋白分子

质量标准

B：M:蛋白分子质量标准；1:纯化的 pET-28a-P72重组蛋白

Fig.2-3 Prokaryotic expression and purification of recombinant pET-28a-P72 protein

A：1: Induced pET-28a-P72；2: Uninduced pET-28a-P72；

3: Induced pET-28a；M: Protein molecular quality standard；

B：M: Protein molecular quality standard；1: Purified recombinant pET-28a-P72 protein

2.3.4免疫小鼠血清的验证与效价测定

2.3.4.1免疫小鼠血清的 IFA验证

将真核表达质粒 pCAGGS-Myc-P72及空载体 pCAGGS-Myc转染至HEK 293T细

胞，将采集的免疫三次 P72蛋白的小鼠血清作为一抗（1:5000稀释）进行间接免疫荧

光实验。结果显示，转染 pCAGGS-Myc-P72的细胞可出现特异性的荧光，而空载体

没有（图 2-4），说明 P72蛋白诱导了特异性的免疫反应，产生的抗体具有良好的敏

感性和特异性。

图 2-4 免疫小鼠血清的 IFA验证

Fig.2-4 IFA validation of serum of immunized mice
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2.3.4.2免疫小鼠血清的效价测定

将三次免疫后的小鼠颌下采血，收集血清作为一抗，HRP标记的羊抗鼠 IgG 作

为二抗（1:2000稀释），用间接 ELISA法测定血清的效价，血清从 1:200做倍比稀释

至 1:25600。结果显示免疫的三只小鼠的血清效价均可达到 1:25600以上，可用作下

一步的细胞融合制备单克隆抗体（图 2-5）。

图 2-5 免疫小鼠的血清效价测定

Fig.2-5 Assay of serum titer of immunized mice

2.3.5单克隆抗体的Western blot鉴定

三次有限稀释后，得到了 5株单克隆抗体，分别命名为 2C4B8、2C4C8、5C11D12、
5C11F11及 7D10C9。将真核表达质粒 pCAGGS-Myc-P72及空载体 pCAGGS-Myc 转
染至 HEK 293T细胞，以制备的单抗为一抗（1:5000稀释），HRP标记的羊抗鼠 IgG
（H+L）为二抗（1:2000稀释）进行WB。结果显示，制备的 5株单抗均能与 P72蛋
白产生特异性反应，出现约 73 kDa大小的条带，而空载没有条带，表明所制备的单

抗具有良好的特异性（图 2-6）。

图 2-6 单克隆抗体的Western blot鉴定

1:pCAGGS-Myc-P72 2：pCAGGS-Myc

Fig.2-6 Western blot identification of monoclonal antibodies

1:pCAGGS-Myc-P72 2：pCAGGS-Myc
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2.3.6单克隆抗体的间接免疫荧光检测

将真核表达质粒 pCAGGS-Myc-P72 转染 HEK 293T 细胞，同时转染空载体

pCAGGS-Myc 为对照，以所制备的单克隆抗体为一抗（1:5000稀释），对获得的 5株
单抗进行 IFA鉴定。结果表明，5株单抗均能呈现特异性的荧光，而空载体对照细胞

没有观察到任何荧光信号（图 2-7）。

图 2-7 单克隆抗体的间接免疫荧光鉴定

1:2C4B8；2：2C4C8；3：5C11D12；4：5C11F11；5：7D10C9
Fig.2-7 Indirect immunofluorescence detection of monoclonal antibodies

1:2C4B8；2：2C4C8；3：5C11D12；4：5C11F11；5：7D10C9

2.3.7单克隆抗体的效价测定及亚类鉴定

以制备 5株的单克隆抗体为一抗，采用间接 ELISA 法测定其效价。用小鼠单克

隆抗体亚型鉴定试剂盒对获得的五株单抗进行亚型鉴定，结果如表 3-1所示，2C4B8
和 2C4C8属于 IgG1，5C11D12和 5C11F11属于 IgG2b，7D10C9属于 IgG2a。

表 2-1 单克隆抗体的效价测定与亚类鉴定

MAbs ELISA Titer MAb subclass Light chain

2C4B8

2C4C8

5C11D12

5C11F11

7D10C9

102400

＞204800

＞204800

102400

＞204800

IgG1

IgG1

IgG2b

IgG2b

IgG2a

Kappa

Kappa

Kappa

Kappa

Kappa

2.3.8单克隆抗体的纯化鉴定

选取 3株特异性良好，效价水平较高的单克隆抗体（2C4C8、5C11D12、7D10C9）
以辛酸-硫酸铵法从腹水中纯化。纯化后使用 BCA蛋白浓度测定试剂盒测定其浓度，

单抗 2C4C8浓度为 1.5 mg/mL，单抗 5C11D12浓度为 2.9 mg/mL，单抗 7D10C9浓度

为 1.5 mg/mL。经 SDS-PAGE验证，纯化出的 3株单克隆抗体分别在 55 kDa和 25 kDa
处有明显的条带，和抗体的重链与轻链的分子量大小吻合（图 2-8）。经 WB验证表

明，纯化的单克隆抗体仍具有良好的反应性（图 2-9）。
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图 2-8 纯化的单克隆抗体 SDS-PAGE鉴定

Fig.2-8 SDS-PAGE identification of purified monoclonal antibodies

图 2-9 纯化的单克隆抗体Western blot鉴定

1:pCAGGS-Myc 2：pCAGGS-Myc-P72

Fig.2-9 Western blot identification of purified monoclonal antibodies

1:pCAGGS-Myc 2：pCAGGS-Myc-P72

2.4讨论

P72蛋白是非洲猪瘟病毒衣壳的主要成分之一，在不同ASFV毒株之间高度保守，

并且免疫原性较好，是理想的抗原检测靶蛋白之一[99]。因此，本研究选择 P72蛋白

作为双抗夹心 ELISA 方法的检测靶标。在诊断试剂的研发过程需要表达抗原用于单

克隆抗体的制备和筛选，常见的抗原表达方式有真核表达和原核表达。其中大肠杆菌
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原核表达系统具有操作便捷，高效，廉价的优势，劣势就是大肠杆菌不能完成复杂的

翻译后修饰。真核表达系统的优势是能够完成复杂的翻译后修饰，但是时间周期较长，

成本较高。根据已有研究报道，ASFV P72蛋白并没有复杂的糖基化修饰和复杂的二

硫键结构[3]，因此选择大肠杆菌表达系统完全能够胜任 P72的抗原制备。

非洲猪瘟病毒活毒株只能在国家规定的实验室保存与研究，因此本研究以人工合

成的 P72基因来进行克隆与表达。参照 ASFVAuhuiXCGQ毒株序列（GenBank登录

号：MK128995.1），委托上海生工生物科技有限公司合成了 P72全长基因用于原核表

达。本研究成功构建了原核表达载体 pET-28a-P72，将其转入 BL21 感受态细胞进行

原核表达，通过 PAGE 电泳检测，证明本研究成功表达了重组 P72 蛋白，重组蛋白

pET-28a-P72大小为 75.9 kDa。并将重组的 P72蛋白作为免疫小鼠的抗原，为后续单

克隆抗体的制备奠定了基础。本研究构建的真核表达载体 pCAGGS-Myc-P72，经

Western blot实验证明，该质粒能够有效表达 P72-Myc 蛋白。真核表达载体的构建保

障了后续单克隆抗体的验证。

制备高敏感性、高特异性的 P72单克隆抗体是双抗夹心 ELISA检测方法建立的

重要一环。本研究选取原核表达的重组 P72蛋白做为抗原，免疫 BALB/c小鼠。通过

有限稀释和不断的 ELISA筛选，成功制备出 5株针对 P72蛋白的特异性的单克隆抗

体，其中 2株为 IgG1型，2 株为 IgG2b型，1株为 IgG2a型。通过Western blot和 IFA
实验证明这 5株单克隆抗体的特异性较好，和猪源蛋白没有任何交叉反应。

在单克隆抗体的制备过程中，由 B细胞和骨髓瘤细胞融合得到的杂交瘤细胞在

早期十分不稳定，容易发生突变与染色体丢失，有可能会逐渐丧失产生抗体的能力[12]，

因此需要经过多次克隆。本研究经过了三次杂交瘤细胞的亚克隆，通过Western blot
实验证明得到的杂交瘤细胞均可稳定分泌针对 P72的抗体。选取其中 3株表达量高，

特异性和敏感性均较好的单克隆抗体进行纯化，结果表明 3株单克隆抗体纯化效果良

好，可用作一下步的抗原检测方法的建立。

综上，本研究成功构建了 ASFV P72的原核表达质粒 pET-28a-P72与真核表达质

粒 pCAGGS-Myc-P72，纯化出了原核重组的 P72蛋白；成功制备了 5 株 P72蛋白的

单克隆抗体，经验证，所获得的单抗均有良好的特异性与敏感性，为双抗夹心 ELISA
检测方法的建立奠定了基础。
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第三章 非洲猪瘟病毒双抗夹心 ELISA检测方法的初步建立

本研究利用纯化出的 3株单克隆抗体作为检测抗体，本实验室制备的兔抗 ASFV
P72多克隆抗体作为捕获抗体，以及山羊抗鼠 IgG（IgG-HRP）为标记抗体，初步建

立了检测 ASFV 的双抗体夹心 ELISA方法，结果表明建立的方法具有良好的灵敏度

与反应性，为 ASFV抗原检测方法的研发奠定了基础。

3.1实验材料

3.1.1抗原与抗体

三株单克隆抗体为第二章中制备的 2C4C8、5C11D12、7D10C9，检测所用的抗

原为重组 pET-28a-P72蛋白，针对 P72蛋白的兔源多克隆抗体由本实验室提供。标记

抗体山羊抗鼠 IgG（IgG-HRP）为武汉安特捷生物技术有限公司产品。

3.1.2主要试剂配制

碳酸盐包被液：称取 0.8 g碳酸钠，1.45 g碳酸氢钠，使用 ddH2O定容至 500 mL
备用。

PBST溶液：取高压灭菌好的 PBS缓冲液，加入 0.05%的 Tweeen-20，充分摇匀

后置于 4℃备用。

封闭液（10%脱脂奶粉）：称取脱脂奶粉 10 g，加入到 100 mL PBST溶液中，使

用玻璃棒搅拌使其充分溶解，现配现用。

终止液（2 M的浓硫酸）：量取 10.9 mL的 98%浓硫酸，缓慢加入 89.1 mL ddH2O
中，一边添加浓硫酸，一边充分混匀，混匀后备用。

其它有关试剂同 2.1.2。
3.1.3主要仪器

同 2.1.4。

3.2实验方法

3.2.1最佳多抗包被浓度的确定

用进一步制备和纯化所得的 3 株单克隆抗体（2C4C8、5C11D12、7D10C9）及

P72多克隆抗体建立双抗体夹心 ELISA 方法，对纯化的不同浓度的 P72蛋白进行检

测。为确定不同的单克隆抗体所对应的多克隆抗体包被浓度，分别用包被 10 μg/mL、
20 μg/mL、40 μg/mL 的 P72多抗的酶标板对不同浓度的 P72蛋白进行检测，其中单

抗以 1:100稀释。采用常规的夹心 ELISA方法，以 pH=7.4的磷酸盐缓冲液稀释纯化

的 ASFV P72多克隆抗体包被酶标板，100 μL/孔，4℃过夜；采用含 0.05％ Tweeen-20
的 PBS（PBST）洗板 3次，每次 5 min；含 10％脱脂奶粉的 PBST封闭酶标板，37℃
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孵育 2 h，洗板 3次，每次 5 min；加入不同浓度的 P72蛋白，100 μL/孔，37℃孵育 1
h，PBST洗板 5次，每次 3 min；加入单克隆抗体，100 μL/孔，37℃孵育 1 h，洗板

5次，每次 3 min；再加入山羊抗鼠 IgG，100 μL/孔，37℃孵育 1 h，通过 TMB底物

进行显色，100 μL/孔，37 ℃孵育 1 h；最后以 2 M的浓硫酸 50 μL/孔终止反应，用

多功能酶标仪读取 OD450nm的吸光值。

3.2.2最佳单抗稀释度的确定

以所确定的最佳多抗包被浓度包被酶标板，将 3株单克隆抗体均以 1:20、1:50、
1:100进行稀释，对 10-60 μg的 P72蛋白进行 ELISA检测，以确定单克隆抗体的最佳

稀释度。

3.2.3双抗夹心 ELISA的灵敏度检测

为确定 3株单克隆抗体与 P72多克隆抗体组合后建立的双抗体夹心 ELISA方法

所能检测的 P72抗原浓度的最低检出范围，用确定的最佳 P72多抗包被浓度的多抗体

包被酶标板，1:100稀释的单克隆抗体作为检测抗体，对 0.01-60 μg/mL的 p72蛋白进

行检测，以 P/N（N为对照组 OD450nm）> 2.1为阳性判断依据。

3.2.4 ASFV P72 ELISA的标准曲线

用确定的最佳 P72多抗包被浓度的多抗体包被酶标板，1:100稀释的单克隆抗体

作为检测抗体，将 P72蛋白稀释至 6个不同的浓度，每个浓度做 4个重复。用建立的

双抗夹心 ELISA方法对稀释的蛋白进行检测，并取 4个重复的平均 OD450nm值作为

纵坐标，蛋白浓度值作为横坐标建立 ELISA标准曲线。

3.2.5统计学分析

数据的统计分析使用的是 GraphPad Prismversion 5.00（GraphPad Software，CA）。
使用 Tukey’s test做组间显著性分析。P < 0.05为差异显著；P < 0.01为差异极其显著。

3.3实验结果与分析

3.3.1最佳多抗包被浓度的确定

用进一步制备的 3株单克隆抗体 2C4C8、5C11D12、7D10C9及 P72多克隆抗体

建立双抗体夹心 ELISA方法。其中多克隆抗体包被在 ELISA板中，用于捕获抗原，

而单克隆抗体用于检测捕获的 P72抗原。为确定不同的单克隆抗体所对应的多克隆抗

体的最佳包被浓度，用包被 10 μg/mL、20 μg/mL、40 μg/mL 的 P72多抗的酶标板对

不同浓度的 P72 蛋白进行检测，其中单抗均以 1:100 稀释。2C4C8株，10 μg/mL 的

多抗对应的读数最高且与另外两组数据差异显著（P < 0.05），以 10 μg/mL作为其最

佳的多抗包被浓度（图 3-1A）；5C11D12株，经差异性分析显示 3组数据之间差异不

显著（P > 0.05），因此选择 10 μg/mL作为其最佳的多抗包被浓度（图 3-1B）；7D10C9
株，40 μg/mL的多抗对应的读数最高且与另外两组数据差异显著（P < 0.05），以 40
μg/mL作为其最佳的多抗包被浓度（图 3-1C）。
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图 3-1 多抗包被浓度的确定

Fig.3-1 Determination of polyclonal antibody coating concentration

3.3.2最佳单抗稀释度的确定

以所得的各单抗所对应的多抗的最佳浓度对酶标板进行包被，将 3 株单抗均按

1:20、1:50、1:100 进行稀释，对不同浓度的 P72蛋白进行检测。根据结果进行统计

学分析显示，2C4C8各稀释度之间差异性不显著（P > 0.05），因此以 1:100为其最佳

单抗稀释度，终浓度为 15 μg/mL（图 3-2A）；5C11D12稀释度 1:20与 1:50差异性显

著（P < 0.05），稀释度 1:20与 1:100差异性显著（P < 0.05），而稀释度 1:50与 1:100
差异性不显著（P > 0.05），因此以 1:100为其最佳单抗稀释度，终浓度为 29 μg/mL（图

3-2B）；7D10C9稀释度 1:20与 1:50差异性不显著（P > 0.05），稀释度 1:50与 1:100
差异性不显著（P > 0.05），稀释度 1:20与 1:100差异性显著（P < 0.05），因此以 1:100
为其最佳单抗稀释度，终浓度为 15 μg/mL（图 3-2C）。

图 3-2 单抗稀释度的确定

Fig.3-2 Determination of dilution of monoclonal antibody

3.3.3双抗夹心 ELISA的灵敏度检测

确定 3株单克隆抗体与 P72多克隆抗体组合后建立的双抗体夹心 ELISA方法所

能检测的 P72抗原浓度的最低检出范围：将 P72多抗按照各单抗所对应的最佳多抗包

被浓度对酶标板进行包被，以 1:100 稀释的单克隆抗体作为检测抗体，对 0.01-60
μg/mL的 P72抗原进行检测，以 P/N（N为对照组 OD450nm）> 2.1为阳性判断依据，

结果显示以单克隆抗体 2C4C8与 5C11D12为检测抗体，对重组 P72蛋白的检测下限

为 0.25 μg/mL；以 7D10C9为检测抗体，对重组 P72蛋白的检测下限为 0.05 μg/mL。
因此，7D10C9的的敏感性优于 2C4C8和 5C11D12（图 3-3）。
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图 3-3 P72蛋白的最低检出范围确定

Fig.3-3 The minimum detection range of P72 protein was determined

3.3.4 ASFV P72 ELISA的标准曲线

将 P72多抗按照各单抗所对应的最佳多抗包被浓度对酶标板进行包被，1:100稀
释的单克隆抗体作为检测抗体，将 P72 蛋白稀释至 6 个不同的浓度，每个浓度做 4
个重复。用建立的双抗夹心 ELISA 方法对稀释的蛋白进行检测，并取 4个重复的平

均 OD450nm值作为纵坐标，蛋白浓度值作为横坐标建立 ELISA标准曲线。结果显示，

三株单克隆抗体建立的ELISA方法对不同浓度的 P72抗原均表现出较好的线性关系，

但是曲线的斜率较低（图 3-4）。

图 3-4 双抗体夹心法检测 P72抗原的标准曲线

Fig.3-4 Standard curve of double antibody sandwich method for detection of P72 antigen

3.4讨论

由于缺乏安全有效的非洲猪瘟疫苗，其防控主要依靠尽早的检测与扑杀。因此，

可靠、有效且迅速的早期检测诊断对于非洲猪瘟的防控十分重要。目前 ASFV病原学

检测包括针对病毒本身的检测方法（病毒分离和红细胞吸附试验）以及针对病毒核酸

的分子生物学检测技术。我国初期主要以核酸检测为主。但 PCR检测对人员要求较

高，且需要特殊的仪器设备，不适用于现场检测，通过检测活病毒进行诊断有一定局

限性。ELISA检测方法具备操作简单，不容易出现假阳性的特点，并且无需特殊的仪

器设备，因此相较于 PCR检测方法更容易在养殖场现场应用。因此，ASFV抗原 ELISA
检测方法的建立对于非洲猪瘟的快速诊断和现场诊断有重要意义[100,101]。目前国内尚
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无商品化的 ASFV双抗夹心 ELISA检测试剂盒，而进口的双抗夹心 ELISA试剂盒价

格昂贵[67]，使得检测成本偏高。因此，建立一种特异性强、灵敏度高的双抗夹心 ELISA
方法很有帮助。

本研究用纯化后的单克隆抗体与本实验室提供的 P72兔源多克隆抗体组合，通过

对多抗包被浓度及单克隆抗体稀释浓度的优化，初步建立了检测 ASFV 的双抗夹心

ELISA方法。选取多克隆抗体作为捕获抗体可以保障检测的敏感性，因为多克隆体能

够识别抗原的多个表位，亲和力往往较单一一株单克隆抗体要高，但其相比于单克隆

抗体，特异性较差，容易产生交叉反应，导致检测的本底值较高。

在建立双抗夹心 ELISA检测方法的过程中，我们观察到多克隆抗体的包被浓度

提高，P/N读数反而下降（图 3-1），出现这一现象的原因是由于多克隆抗体的特异性

较差，随着多克隆抗体用量的增加，阴性对照的 OD450读数上升过高，导致 P/N的

数值下降。在将来的研究中，如果能够用 1株，或者多株高亲和力的 P72单克隆抗体

来代替多克隆抗体，有可能能够进一步降低非特异性反应，提高检测的敏感性。

通过比较多克隆抗体的最佳包被浓度和各单抗的最佳稀释比，可知 2C4C8所对

应的多克隆抗体的最佳包被浓度和单克隆抗体的最佳稀释比均较低，更适合用于双抗

体夹心 EILSA制备试剂盒。但采用 2C4C8所对应的最佳多抗包被浓度和最佳稀释度

组合来检测各单抗所对应的最低检测抗原浓度时，发现在同样的组合条件下 7D10C9
的灵敏度相对更高。因此三株纯化的单抗中 7D10C9可能更适合用于进一步优化后双

抗体夹心 EILSA 制备试剂盒或胶体金检测试剂盒的制备。ASFV 是我国的一类动物

疫病，受限于严格的生物安全管理措施，获得活病毒存在一定的困难。因此在制备单

克隆抗体时，未能在病毒感染情况下验证单克隆抗体。在建立双抗夹心 ELISA 时，

未能用建立的检测方法对病毒进行检测。均仅限于用 P72蛋白进行检测和验证，使得

实验结果与病毒感染情况可能存在偏差，有待更多的实验进行验证。

使用建立的双抗夹心 ELISA检测方法对重组 P72蛋白进行检测，结果显示以单

克隆抗体 2C4C8与 5C11D12为检测抗体，对重组 P72蛋白的检测下限为 0.25 μg/mL；
以 7D10C9为检测抗体，对重组 P72蛋白的检测下限为 0.05 μg/mL，表明所建立的双

抗夹心 ELISA 方法中 7D10C9能够带来更高的检测敏感性。对这一现象存在两种可

能的解释：1）可能因为单克隆抗体 7D10C9和 P72蛋白的亲和力较其他 2株单克隆

抗体更高；2）有可能是多克隆抗体针对的表位和单克隆抗体 7D10C9重合较少，但

是和单克隆抗体 2C4C8，5C11D12针对的表位重合较多。也有可能这两个原因同时

存在。使用建立的双抗夹心 ELISA检测方法对原核表达的 P72蛋白进行检测，得到

了检测 P72抗原的标准曲线（图 3-4）。这 3株单克隆抗体对应的标准曲线的斜率较

低，这可能和多克隆抗体作为捕获抗体有关系。多克隆抗体针对多个抗原表位，有可

能会封闭掉一部分单抗结合的表位，导致随着抗原量的增加，ELISA的读数的上升比

较缓慢。

以上结果显示本研究所建立的 ELISA 方法能够用于 ASFV P72抗原的检测，具

备较好的敏感性和特异性。但本研究也存在一些缺憾，首先，本研究建立的检测方法
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没有进行系统的特异性测试，虽然我们制备的抗体与猪源蛋白没有交叉反应，但是仍

然需要使用其他常见的猪的病毒来测试检测方法的特异性；其次，未与同类产品进行

符合性比较，也并未获取临床样品进行检验，其特异性与符合率需要进一步的研究；

第三，本研究建立的检测方法没有对 ASFV全病毒的样品进行特异性和敏感性测试；

在将来的研究中，我们计划联合有 ASFV 研究资质的单位共同测试该方法对检测

ASFV全病毒的敏感性和特异性。

综上，本研究初步建立了针对 ASFV P72的双抗夹心 ELISA 方法，建立的方法

具有良好的灵敏度，为进一步研发 ASFV的检测试剂盒打下了基础。
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结 论

1.本研究成功构建了 ASFV P72 基因的原核表达质粒 pET-28a-P72，表达纯化了

P72 原核重组蛋白，为制备单克隆抗体打下了基础；同时构建了真核表达质粒

pCAGGS-Myc-P72，为后续单克隆抗体的筛选和验证打下了基础。

2.本研究以原核表达的重组 P72蛋白为免疫原，免疫 BALB/c小鼠，制备了 5株
P72蛋白的单克隆抗体：2C4B8（IgG1）、2C4C8（IgG1）、5C11D12（IgG2b）、5C11F11
（IgG2b）及 7D10C9（IgG2a），验证表明 5株单抗均具有良好的特异性与反应性。

3.本研究以纯化的 3株 P72单克隆抗体为检测抗体，本实验室制备的 ASFV P72
兔源多克隆抗体作为捕获抗体，以及山羊抗鼠 IgG（IgG-HRP）为标记抗体，初步建

立了检测 ASFV的双抗体夹心 ELISA方法。使用重组 P72蛋白为检测抗原对检测方

法进行优化和评价，显示本研究建立的双抗夹心 ELISA方法具有较好的敏感性，其

中以单克隆抗体 2C4C8与 5C11D12为检测抗体，对重组 P72蛋白的检测下限为 0.25
μg/mL；以 7D10C9为检测抗体，对重组 P72蛋白的检测下限为 0.05 μg/mL。三株单

克隆抗体建立的 ELISA方法对不同浓度的 P72抗原均表现出较好的线性关系。综上

所述，本研究建立的双抗夹心 ELISA方法为 ASFV抗原 ELISA检测试剂盒的研发提

供了重要材料，并且打下了实验基础。
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