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(57)摘要

本发明属于病毒检测技术领域，尤其涉及一

种鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法

及其应用。本发明所建立的鉴别非洲猪瘟强、弱

毒株抗体ELISA检测方法，其是通过原核表达制

备的非洲猪瘟强、弱毒株共有的p30蛋白和强毒

株特有而弱毒株不表达的CD2v和MGF505蛋白，并

以p30、CD2v、MGF505蛋白作为包被抗原，建立了

鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法。研

究显示，本发明建立的方法操作简单，在一块酶

标板上即可实现强、弱毒株鉴别，且具有灵敏度

高，特异性强，重复性好，与市售商品化试剂盒符

合率高等优点。本发明可用于鉴别非洲猪瘟野生

型强毒株、CD2v或MGF505基因缺失弱毒株感染，

且可为ASFV亚单位疫苗上市后的区分野毒与疫

苗毒感染及免疫效果评价提供帮助，适合于ASFV

抗体的大规模筛查。
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1.一种鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，其是以ASFVp30、CD2v、MGF505抗

原为目的基因，以pET‑32a为载体，成功构建重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑32a‑CD2v、pET‑

32a‑MGF505，通过原核表达系统获得包涵体表达的重组蛋白p30、CD2v、MGF505，并进行纯

化，分别以纯化的p30、CD2v、MGF505重组蛋白作为包被抗原，建立了鉴别非洲猪瘟强、弱毒

株抗体ELISA检测方法。

2.根据权利要求1所述鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，其特征在于，所述

重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑32a‑CD2v、pET‑32a‑MGF505构建过程如下：

(1)通过NCBI查找ASFV  Georgia  2007/1毒株p30、CD2v、MGF505基因，经Protean分析、

截短后送至生工生物工程(上海)股份有限公司合成得到重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑32a‑

CD2v、pET‑32a‑MGF505，根据p30、CD2v、MGF505基因设计特异性扩增引物，p30‑F如

SEQ .No .1，p30‑R如SEQ .No .2，CD2v‑F如SEQ .No .3，CD2v‑R如SEQ .No .4，MGF505‑F如

SEQ.No.5，MGF505‑R如SEQ.No.6。

3.根据权利要求1所述鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，其特征在于，重组

蛋白p30、CD2v、MGF505的表达过程如下：

(1)将上述构建的重组质粒分别转化到大肠杆菌BL21(D3)感受态细胞，并涂至Amp‑LB

固体培养平板，挑取单个阳性菌落接种于Amp‑LB液体培养基培养后经菌液PCR鉴定为阳性

菌液，在IPTG诱导下大量表达与His融合的ASFV重组蛋白p30、CD2v、MGF505；

PCR体系如下：

PCR反应程序如下：

4.根据权利要求1所述鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，其特征在于，重组

蛋白p30、CD2v、MGF505的纯化过程如下：

(1)将上述诱导表达后的菌液10000r/min离心10min，PBS重悬，超声裂解25min，收集沉

淀，用Binding  Buffer重悬过夜，10000r/min离心15min取上清，利用His标签蛋白纯化试剂

盒纯化，获得纯化的ASFV重组蛋白p30、CD2v、MGF505。
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(2)将Ni‑Agarose  Resin填料混匀后加入层析柱，室温静置10分钟，待凝胶与溶液分层

后，把底部的出液口打开，让乙醇通过重力作用缓慢流出。

(3)向装填好的柱中加入5倍柱体积的去离子水将乙醇冲洗干净后，再用8倍柱体积的

Binding  Buffer平衡柱子。

(4)将上清负载上柱，流速为10倍柱体积/小时，收集流穿液。

(5)使用15倍柱体积的Binding  Buffer冲洗柱子，洗去杂蛋白。

(6)使用适量Elution  Buffer洗脱，收集洗脱峰。通过蛋白监测仪监测，洗脱峰可以分

管收集，每1ml收集1管。

(7)洗脱后，依次使用5倍柱体积的Binding  Buffer，5倍柱体积的去离子水洗涤柱子，

再用3倍柱体积的20％乙醇平衡(乙醇要将填料浸没)，封柱后2‑8℃保存。

(8)通过Western‑bloting验证重组蛋白p30、CD2v、MGF505免疫原性。

5.根据权利要求1所述鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，其特征在于，鉴别

非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法建立过程如下：

(1)将上述纯化的重组蛋白p30、CD2v、MGF505用包被缓冲液倍比稀释，在96孔板上采用

方阵法，每孔加入包被液稀释好的蛋白100μL，37℃孵育1h后4℃过夜，包被完成后用PBST洗

三次，每次加入200μL，静置5min后洗涤，洗板完成后拍干；每孔加入含5％脱脂牛奶的PBST

封闭液100μL，37℃孵育3h，弃掉封闭液进行洗板；将标准阴、阳性血清用封闭液从1:100开

始进行倍比稀释后分别与重组蛋白p30、CD2v、MGF505组成方阵，每孔100μL，37℃孵育1h，再

次进行洗板；向每孔中加入100μL，用封闭液按1:5000稀释好的HRP‑兔抗猪IgG(H+L)，37℃

孵育1h，洗板三次后拍干；向每孔中加入100μL  TMB单组分显色液，37℃避光10min后每孔加

入50μL  2M  H2SO4终止显色反应，用酶标仪测OD450nm值。蛋白最佳浓度和血清的最佳稀释

倍数判定标准为：阳性OD450nm值/阴性OD450nm值(P/N)最大，且阳性OD450nm值接近1.0。

(2)通过优化实验条件，确定最适封闭液，最佳包被时间，最佳酶标二抗稀释浓度，临界

值。

6.根据权利要求1所述鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，其特征在于，所述

应用中，重组蛋白p30、CD2v、MGF505最佳包被浓度分别为0 .600ug/mL、1 .375ug/mL、

4.200ug/mL，血清最佳稀释倍数分别为1:3200、1:3200、1:1600；最佳封闭液为含5％脱脂牛

奶的PBST；最佳包被时间为37℃1h，4℃过夜；最佳酶标二抗稀释度为1:5000；p30蛋白临界

值为0.329，被检血清OD450nm>0.329为阳性，反之，则为阴性；CD2v蛋白临界值为0.293，被

检血清OD450nm>0 .293为阳性，反之，则为阴性；MGF505蛋白临界值为0 .373，被检血清

OD450nm>0.373为阳性，反之，则为阴性。
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一种鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法及应用

技术领域

[0001] 本发明属于病毒检测技术领域，尤其涉及一种鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA

检测方法。

背景技术

[0002] 非 洲 猪 瘟 ( A f r i c a n s w i n e f e v e r , A S F ) 是 由 非 洲 猪 瘟 病 毒

(Africanswinefevervirus,ASFV)感染猪引起的一种高度接触性、烈性传染病，临床上猪感

染急性ASF致死率高达100％。世界动物卫生组织(WOAH)将其列为必须报告的疫病，给全球

养猪业带来了巨大的经济损失。

[0003] ASFV是一种具有复杂分子结构的线性双链DNA病毒，基因组全长介于170～190kb

之间，可编码超过200种蛋白质，因ASFV结构和功能尚无完全探明，严重阻碍了疫苗和特效

药物的研发进程。其中，p30蛋白由CP204L基因编码，是ASFV较为保守的免疫原性衣壳结构

蛋白，可在病毒感染早期刺激机体产生具有一定中和能力的抗体，并且持续时间较长，是

ASFV理想的抗体诊断抗原；CD2v蛋白由EP402R基因编码，为ASFV感染晚期表达蛋白，可使红

细胞吸附于病毒感染细胞表面，从而促进病毒在宿主体内进行扩散传播，此外，EP402R基因

的缺失可延长病毒血症产生时间，减轻临床症状；MGF505蛋白参与免疫逃逸，可靶向TANK结

合激酶1(TANKbinding  kinase  1,TBK1)，抑制cGAS‑STING介导的IFN‑β产生，为ASFV入侵重

要结构蛋白，且CD2v和MGF505为当前基因缺失减毒活疫苗的主要缺失基因。近年来，我国北

方发生了CD2v和MGFs多基因家族基因缺失的ASFV弱毒株疫情，猪只感染弱毒株后无明显强

毒株感染的临床症状，排毒延迟，口腔、血液、粪便等病毒载量低，很难通过病原核酸检测出

ASFV，但在应激和抵抗力下降时猪只体内病毒活跃度提高而通过不同途径排毒，导致弱毒

株在猪场的蔓延传播。因此需通过鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测试剂盒鉴别是否

为CD2v和MGFs多基因家族基因缺失的ASFV弱毒株抗体阳性，以便及时精准剔除阳性猪只，

避免猪场ASFV的爆发。

[0004] 当前国内外ASFVELISA抗体检测试剂盒均为单孔包被单一或融合蛋白，董志珍等

通过原核表达的重组p30蛋白作为包被抗原，依据竞争ELISA原理制备了ELISA抗体检测试

剂盒，可用于检测猪血清中ASFV抗体；张蕾等采用MGF360、MGF505和CD2v蛋白三条多肽作为

包被抗原，开发了一种非洲猪瘟病毒MGFs和CD2v  ELISA抗体检测试剂盒；鲁龙等利用原核

表达系统表达的p54和CD2v蛋白分别作为包被抗原制备了非洲猪瘟病毒的间接ELISA抗体

鉴别检测试剂盒，该方法可用于检测针对ASFVp54和CD2v蛋白抗体。以上抗体检测方法虽可

用于ASFV抗体检测，但在鉴别当前我国流行的MGFs基因缺失的弱毒株方面有一定局限性，

无法满足我国ASFV流行现状。因此急需开发一种可用于鉴别ASFV野生型强毒株、CD2v或

MGFs基因缺失弱毒株的抗体ELISA检测方法，用于猪场大规模血清抗体筛查，精准剔除ASFV

抗体阳性猪只，对于ASFV的防控具有重要意义。
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发明内容

[0005] 本发明要解决的技术问题是提供一种用于鉴别鉴别ASFV野生型强毒株、CD2v或

MGFs基因缺失弱毒株的抗体ELISA检测方法，用于猪场大规模血清抗体筛查，以及在疫苗上

市后鉴别野毒感染和疫苗毒感染及免疫效果评价。

[0006] 为解决上述技术问题，本发明采用以下技术方案：

[0007] 鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，以ASFVp30、CD2v、MGF505抗原为目

的基因，以pET‑32a为载体，成功构建重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑32a‑CD2v、pET‑32a‑

MGF505，通过原核表达系统获得包涵体表达的重组蛋白p30、CD2v、MGF505，并进行纯化，分

别以纯化的p30、CD2v、MGF505重组蛋白作为包被抗原，建立了鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体

ELISA检测方法。

[0008] 所述鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑

32a‑CD2v、pET‑32a‑MGF505构建方法：

[0009] (1)通过NCBI查找ASFV  Georgia  2007/1毒株p30、CD2v、MGF505基因，经Protean分

析、截短后送至生工生物工程(上海)股份有限公司合成得到重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑

32a‑CD2v、pET‑32a‑MGF505，根据p30、CD2v、MGF505基因设计特异性扩增引物，p30‑F如

SEQ .No .1，p30‑R如SEQ .No .2，CD2v‑F如SEQ .No .3，CD2v‑R如SEQ .No .4，MGF505‑F如

SEQ.No.5，MGF505‑R如SEQ.No.6。

[0010] 所述鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，重组蛋白p30、CD2v、pET‑32a‑

MGF505表达纯化方法：

[0011] (1)将上述构建的重组质粒分别转化到大肠杆菌BL21(D3)感受态细胞，并涂至

Amp‑LB固体培养平板，挑取单个阳性菌落接种于Amp‑LB液体培养基培养后经菌液PCR鉴定

为阳性菌液，在IPTG诱导下大量表达与His融合的ASFV重组蛋白p30、CD2v、MGF505；

[0012] PCR体系如下：

[0013] PCR反应程序如下：

[0014] (2)将上述诱导表达后的菌液10000r/min离心10min，PBS重悬，超声裂解25min，收

集沉淀，用Binding  Buffer重悬过夜，10000r/min离心15min取上清，利用His标签蛋白纯化
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试剂盒纯化，获得纯化的ASFV重组蛋白p30、CD2v、MGF505，通过Western‑bloting验证重组

蛋白p30、CD2v、MGF505免疫原性。

[0015] 所述鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体

ELISA检测方法的建立方法：

[0016] (1)使用包被液分别将纯化的重组蛋白p30、CD2v、MGF505倍比稀释，37℃孵育1h，4

℃过夜包被抗原；使用PBST洗涤后加入含5％脱脂牛奶的PBST封闭液，37℃封闭3h；PBST洗

涤后加入使用封闭液倍比稀释的阳性血清和阴性血清，37℃孵育1h；PBST洗涤后加入使用

封闭液1:5000稀释的HRP‑兔抗猪IgG(H+L)，37℃孵育1h；PBST洗涤后加入TMB单组分显色

液，37℃孵育10min，加入2M  H2SO4终止液后使用酶标仪读取OD450nm值，并比较和分析P/N值。

[0017] (2)通过优化试验条件，确定最适抗原包被浓度和血清稀释倍数、最佳封闭液、包

被时间、最佳酶标二抗稀释度及阴阳性临界值并验证该方法的特异性、敏感性、重复性和符

合率。

[0018] 优选地，鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，p30、CD2v、MGF505最佳包被

浓度分别为0 .500ug/mL、1.000ug/mL、4.000ug/mL，血清最佳稀释倍数分别为1:3200、1:

3200、1:1600；最佳封闭液为含5％脱脂牛奶的PBST；最佳包被时间为37℃1h，4℃过夜；最佳

酶标二抗稀释度为1:5000。

[0019] 优选地，鉴别非洲猪瘟强、弱毒株抗体ELISA检测方法，p30蛋白临界值为0.329，被

检血清OD450nm>0.329为阳性，反之，则为阴性；CD2v蛋白临界值为0.293，被检血清OD450nm>

0.293为阳性，反之，则为阴性；MGF505蛋白临界值为0.373，被检血清OD450nm>0.373为阳性，

反之，则为阴性。

[0020] 本发明与现有技术相比具有如下技术优势：

[0021] 本发明建立了一种鉴别ASFV强、弱毒株抗体ELISA检测方法，用ASFV较为保守的强

免疫原性且在感染4h可产生抗体的p30蛋白，弱毒株缺失、在免疫逃逸中发挥重要作用的

CD2v和MGF505蛋白分别作为包被抗原，以间接法ELISA检测猪血清中p30、CD2v和MGF505抗

体，该方法与商品化检测试剂盒具有较高的一致性，同时可以用于鉴别ASFV野生型强毒株、

CD2v或MGFs基因缺失弱毒株感染，且可为ASFV亚单位疫苗上市后的区分野毒与疫苗毒感染

及免疫效果评价提供帮助。

[0022] 本发明所建立的鉴别ASFV强、弱毒株抗体ELISA检测方法，其灵敏度高达1:25600；

与PRRSV、CSFV、PRV、PCV2阳性血清无交叉反应；重复性试验显示，所检测的样品在同一批次

不同时间段内的变异系数在0.473％‑4.822％之间，均小于5％；而在不同批次内的变异系

数在0.250％‑4.648％之间，均小于5％，说明该方法批内以及批间内重复性良好；临床样品

检测出18份ASFV抗体阳性样品，其中1份为MGF505基因缺失弱毒株，其余17份为强毒株感

染；与商品化ASFV  ELISA抗体试剂盒的符合率为96.296％，具有良好的可行性。综上所述，

本发明制备的重组ASFVp30、CD2v和MGF505蛋白均能具有良好抗原性，建立的鉴别ASFV强、

弱毒株抗体ELISA检测方法具有灵敏、特异、高效的特点，且可鉴别出ASFV野生型强毒株、

CD2v或MGFs基因缺失弱毒株感染，适合于ASFV抗体的大规模筛查。

附图说明

[0023] 图1菌液PCR鉴定结果，其中，M：DNA  2000Marker；1‑6：p30基因，p30基因扩增阴性
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对照，CD2v基因，CD2v基因扩增阴性对照，MGF505基因，MGF505基因扩增阴性对照。

[0024] 图2SDS‑PAGE检测p30、CD2v、MGF505蛋白表达情况，其中，M：蛋白质分子质量标准；

1：pET‑32a空载体；2：p30/CD2v/MGF505蛋白未诱导全菌，3：p30/CD2v/MGF505蛋白37℃诱导

6h全菌。

[0025] 图3SDS‑PAGE检测p30、CD2v、MGF505蛋白可溶性情况，其中，M：蛋白质分子质量标

准；1：pET‑32a空载体；2：p30/CD2v/MGF505蛋白上清，3：p30/CD2v/MGF505蛋白沉淀。

[0026] 图4SDS‑PAGE检测p30、CD2v、MGF505蛋白纯化情况，其中，M：蛋白质分子质量标准；

1：pET‑32a空载体；2：p30/CD2v/MGF505蛋白未纯化，3：p30/CD2v/MGF505蛋白已纯化。

[0027] 图5p30、CD2v、MGF505蛋白Western‑bloting验证结果，其中，M：蛋白质分子质量标

准；1：p30/CD2v/MGF505蛋白。

[0028] 图6最佳封闭液的确定。

[0029] 图7最佳包被时间的确定。

[0030] 图8最佳酶标二抗稀释度的确定。

[0031] 图9特异性试验结果。

[0032] 图10敏感性试验结果。

[0033] 图11鉴别ASFV强、弱毒株抗体ELISA检测方法示意图。

具体实施方式

[0034] 以下通过具体实施例进一步描述本发明，但所述实施例并不以任何方式限定本发

明专利保护的范围。

[0035] 本发明下述实施例中所使用的材料如下：

[0036] 本试验使用大肠杆菌(E.coli)BL21(DE3)感受态细胞由本实验室制备；猪繁殖与

呼吸综合征病毒(PRRSV)、猪瘟病毒(CSFV)、猪伪狂犬病毒(PRV)、猪圆环病毒2型(PCV2)抗

体阳性血清、标准非洲猪瘟病毒(ASFV)抗体阳性血清、阴性血清均有本实验室保存。

[0037] 试验中所使用的主要试剂如下：

[0038] 普泰ASFV  ELISA抗体检测试剂盒购自洛阳普泰生物技术有限公司；His标签蛋白

纯化试剂盒购自江苏康为世纪生物科技股份有限公司；蛋白Marker、5XSDS上样缓冲液购自

北京聚合美生物科技有限公司；脱脂奶粉、PBST、TMB单组分显色液购自北京索莱宝科技有

限公司；DAB显色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司；HRP‑兔抗猪IgG(H+L)购自北

京博奥龙免疫技术有限公司。

[0039] 实施例1重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑32a‑CD2v、pET‑32a‑MGF505的原核表达载体

的构建：

[0040] 1.1重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑32a‑CD2v、pET‑32a‑MGF505密码子优化与合成

[0041] 根据NCBI查找p30、CD2v、MGF505基因序列(ASFV  Georgia  2007/1，GenBank:

FR682468)，经Protean软件分析、截短、密码子优化后送至生工生物工程(上海)股份有限公

司合成重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑32a‑CD2v、pET‑32a‑MGF505。

[0042] 1.2根据p30、CD2v、MGF505基因设计特异性扩增引物，p30‑F如SEQ.No.1，p30‑R如

SEQ .No .2，CD2v‑F如SEQ .No .3，CD2v‑R如SEQ .No .4，MGF505‑F如SEQ .No .5，MGF505‑R如

SEQ.No.6。
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[0043] 实施例2重组蛋白p30、CD2v、MGF505的诱导与表达

[0044] 2.1重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑32a‑CD2v、pET‑32a‑MGF505的转化与鉴定

[0045] 将重组质粒pET‑32a‑p30、pET‑32a‑CD2v、pET‑32a‑MGF505分别转化到大肠杆菌

BL21(D3)感受态细胞并涂至Amp‑LB固体培养平板，挑取单个阳性菌落接种于Amp‑LB液体培

养基培养后，将菌液PCR鉴定为阳性的样品送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序。

[0046] PCR体系如下：

[0047] PCR反应程序如下：

[0048] 试验结果显示，菌液PCR鉴定后经1 .5％琼脂糖凝胶电泳得到目的条带分别为

540bp、363bp、594bp，与预期大小相符(图1)。

[0049] 2.2重组蛋白p30、CD2v、MGF505的诱导与表达

[0050] 2.2.1重组蛋白诱导表达

[0051] 将菌液PCR鉴定及测序正确的阳性菌液分别接种于Amp‑LB液体培养基中，置培养

箱中37℃，200r/min震荡培养至OD450nm为0.7，加入1％的IPTG诱导剂继续诱导表达6h，同步

进行阴性对照菌株的培养，收集菌液。

[0052] 2.2.2重组蛋白SDS‑PAGE鉴定

[0053] 将上述菌液，4℃，10000r/min离心10min，弃上清，用1×PBS按2mL/100mg重悬。将

重悬液超声裂解25min(功率400W，工作5S，间歇10S)，4℃，10000r/min离心15min，收集上

清，沉淀用Binding  Buffer按2mL/0.1g重悬后4℃过夜裂解后4℃，10000r/min离心20min，

收集上清。

[0054] 取上述上清40uL，加入10uL  5×SDS上样缓冲液，105℃变性8min，进行SDS‑PAGE

(150V，2h)，SDS‑PAGE后考马斯亮蓝染色鉴定重组蛋白p30、CD2v、MGF505的表达情况和可溶

性。

[0055] SDS‑PAGE用分离胶和浓缩胶配置如下：

[0056] (1)12％分离胶
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[0057]

[0058] 试验结果显示，p30、CD2v、MGF505蛋白分别在46.8kDa、39.6kDa、42.3kDa表达(图

2)，均以包涵体形式表达(图3)。

[0059] 2.3重组蛋白纯化与Western‑bloting鉴定

[0060] 将上述经SDS‑PAGE分析鉴定后的上清0.45μm滤器过滤后使用His标签蛋白纯化试

剂盒纯化，使用NanoDrop  2000检测浓度后，‑80℃备用。取纯化后的重组蛋白40uL，加入

10uL  5×SDS上样缓冲液，105℃变性8min，进行SDS‑PAGE，鉴定重组蛋白p30、CD2v、MGF505

的纯化情况。

[0061] His标签蛋白纯化试剂盒纯化步骤如下：

[0062] (1)将Ni‑Agarose  Resin填料混匀后加入层析柱，室温静置10分钟，待凝胶与溶液

分层后，把底部的出液口打开，让乙醇通过重力作用缓慢流出。

[0063] (2)向装填好的柱中加入5倍柱体积的去离子水将乙醇冲洗干净后，再用8倍柱体

积的Binding  Buffer平衡柱子。

[0064] (3)将上清负载上柱，流速为10倍柱体积/小时，收集流穿液。

[0065] (4)使用15倍柱体积的Binding  Buffer冲洗柱子，洗去杂蛋白。

[0066] (5)使用适量Elution  Buffer洗脱，收集洗脱峰。通过蛋白监测仪监测，洗脱峰可

以分管收集，每1ml收集1管。

[0067] (6)洗脱后，依次使用5倍柱体积的Binding  Buffer，5倍柱体积的去离子水洗涤柱

子，再用3倍柱体积的20％乙醇平衡(乙醇要将填料浸没)，封柱后2‑8℃保存。

[0068] 将纯化后的蛋白制样SDS‑PAGE后，23V，25min转印到NC膜上，用含5％脱脂牛奶的

PBST  4℃过夜封闭，加入标准ASFV抗体阳性血清37℃孵育3h，PBST洗膜3次后，再加入1:

5000稀释的HRP‑兔抗猪IgG(H+L)孵育2h，使用DAB显色液显色以验证重组蛋白p30、CD2v、

MGF505的免疫原性。

[0069] 试验结果显示，纯化后的重组蛋白p30、CD2v、MGF505分别仅在39.8kDa、39.6kDa、
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42 .3kDa处存在单一条带，表明纯化效果良好(图4)；经DAB显色液显色显示，分别在

39.8kDa、39.6kDa、42.3kDa处可见明显的条带，表明重组蛋白均有较好的免疫原性(图5)。

[0070] 实施例3基于ASFV  p30、CD2v、MGF505蛋白的鉴别强、弱毒株间接ELISA抗体检测方

法的建立

[0071] 3.1重组蛋白最佳包被浓度和血清最佳稀释倍数确定

[0072] 将上述纯化的重组蛋白p30、CD2v、MGF505用包被缓冲液倍比稀释，在96孔板上采

用方阵法，每孔加入包被液稀释好的蛋白100μL，37℃孵育1h后4℃过夜，包被完成后用PBST

洗三次，每次加入200μL，静置5min后洗涤，洗板完成后拍干；每孔加入含5％脱脂牛奶的

PBST封闭液100μL，37℃孵育3h，弃掉封闭液进行洗板；

[0073] 将标准阴、阳性血清用封闭液从1:100开始进行倍比稀释后分别与重组蛋白p30、

CD2v、MGF505组成方阵，每孔100μL，37℃孵育1h，再次进行洗板；向每孔中加入100μL，用封

闭液按1:5000稀释好的HRP‑兔抗猪IgG(H+L)，37℃孵育1h，洗板三次后拍干；向每孔中加入

100μLTMB单组分显色液，37℃避光10min后每孔加入50μL  2M  H2SO4终止显色反应，用酶标仪

测OD450nm值。蛋白最佳浓度和血清的最佳稀释倍数判定标准为：阳性OD450nm值/阴性OD450nm值

(P/N)最大，且阳性OD450nm值接近1.0。

[0074] 3.2最适封闭液的确定

[0075] 在仅用封闭液作为变量的条件下，将重组蛋白p30、CD2v、MGF505用上述确定好的

蛋白浓度分别进行包被，设置5％脱脂牛奶、5％胎牛血清、5％新牛血清和1％BSA四组封闭

液，用上述确定血清浓度进行孵育一抗，其他步骤同3.1。最适封闭液的判定标准为：P/N最

大，且阳性OD450nm值接近1.0。

[0076] 3.3包被时间的确定

[0077] 用上述确定好浓度的重组蛋白p30、CD2v、MGF505分别进行包被，在仅包被时间作

为变量的情况下，设置4℃过夜，37℃1h，37℃2h，37℃1h后4℃过夜四组对照，血清浓度按照

上述确定好的浓度进行孵育，封闭液按照3.2中确定好的进行，其他步骤同3.1。包被时间通

过酶标仪测定不同包被时间下阳性OD450nm值及P/N最大来确定。

[0078] 3.4酶标二抗稀释浓度的确定

[0079] 将HRP‑兔抗猪IgG(H+L)按1:1250，1:2500，1:5000，1:10000稀释作为唯一变量的

情况下，其他按上述确定好的条件和步骤进行操作，通过不同酶标二抗稀释浓度下的阴、阳

性血清OD450nm值及P/N值大小来确定最适稀释倍数。

[0080] 3.5临界值的确定

[0081] 用上述优化好的间接ELISA方法对30份ASFV抗体阴性猪血清进行检测，测定OD450nm
值并统计学分析，当检测样品的OD450nm值≥阴性对照平均值x)+3×阴性对照标准差(SD)时，

就可以判定样品为阳性；当检测样品的OD450nm值<阴性对照平均值x)+3×阴阴性对照标准差

(SD)时，就可以判定样品为阴性。

[0082] 基于ASFV  p30、CD2v、MGF505蛋白的鉴别强、弱毒株间接ELISA抗体检测方法初步

条件：

[0083] 重组蛋白p30、CD2v、MGF505最佳包被浓度分别为0 .600ug/mL、1 .375ug/mL、

4.200ug/mL，血清最佳稀释倍数分别为1:3200、1:3200、1:1600(表1)；最佳封闭液为含5％

脱脂牛奶的PBST(图6)；最佳包被时间为37℃1h，4℃过夜(图7)；最佳酶标二抗稀释度为1:
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5000(图8)；p30蛋白临界值为0.329，被检血清OD450nm>0.329为阳性，反之，则为阴性；CD2v蛋

白临界值为0 .293，被检血清OD450nm>0 .293为阳性，反之，则为阴性；MGF505蛋白临界值为

0.373，被检血清OD450nm>0.373为阳性，反之，则为阴性(表2)。

[0084] 表1‑1  p30蛋白最佳包被浓度和血清最佳稀释倍数确定

[0085] 表1‑2  CD2v蛋白最佳包被浓度和血清最佳稀释倍数确定

[0086] 表1‑3  MGF505蛋白最佳包被浓度和血清最佳稀释倍数确定
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[0087] 表2‑1  p30蛋白临界值确定

[0088] 表2‑2  CD2v蛋白临界值确定

[0089] 表2‑3  MGF505蛋白临界值确定
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[0090] 实施例4基于ASFV  p30、CD2v、MGF505蛋白的鉴别强、弱毒株间接ELISA抗体检测方

法的性能测定

[0091] 4.1特异性试验

[0092] 按照上述已经确定好的条件，对PRRSV、CSFV、PRV、PCV2抗体阳性血清进行检测，同

时设置阴、阳对照，对本试验建立的ELISA检测方法进行特异性检验。

[0093] 结果显示，本试验建立的ELISA检测方法检测ASFV标准阳性血清为阳性外，其他阳

性血清均可判定为阴性，表明本试验建立的鉴别强、弱毒株间接ELISA抗体检测方法与其他

血清没有交叉反应，具有良好的特异性(图9)。

[0094] 4.2敏感性试验

[0095] 利用已建立的间接ELISA检测方法，对标准阳性血清倍比稀释后进行检测，验证本

方法的灵敏度。

[0096] 结果显示，本试验建立的ELISA检测方法p30、CD2v、MGF505蛋白对标椎阳性血清的

检测灵敏度分别为1:51200、1:51200、1:25600，则本试验鉴别强、弱毒株间接ELISA抗体检

测方法灵敏度为1:25600，表明该方法具有较高的灵敏度(图10)。

[0097] 4.3重复性试验

[0098] 利用已建立的间接ELISA检测方法，对5份ASFV阳性血清进行平行试验，每份样品

重复3次，在同一酶标板中进行；再对5份ASFV阳性血清进行平行试验，每份样品重复3次，在

3块酶标板中同时进行，分别统计样品OD450nm值并计算组内及组间变异系数。

[0099] 试验结果显示，鉴别强、弱毒株间接ELISA抗体检测方法批内变异系数在0.473％‑

4.822％之间，而在不同批次内的批间变异系数在0.250％‑4.648％之间，均小于5％，表明

该方法具有较好的重复性(表3)。

[0100] 表3‑1  p30蛋白组内及组间重复性试验
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[0101] 表3‑2  CD2v蛋白组内及组间重复性试验

[0102] 表3‑3  MGF505蛋白组内及组间重复性试验
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[0103] 4.4符合率试验

[0104] 利用已建立的鉴别强、弱毒株间接ELISA抗体检测方法(图11)对来自于猪场的54

份临床样品进行检测，将检测结果与商品化ASFV  ELISA抗体试剂盒的检测结果进行比对分

析，以验证该方法的临床应用可行性。

[0105] 用本发明建立的鉴别强、弱毒株间接ELISA抗体检测方法与商品化ASFV  ELISA抗

体试剂盒对54份临床猪血清进行检测，结果显示：两种方法检测结果的符合率为96.296％，

可应用于临床(表4)，其中1份为MGF505基因缺失弱毒株。

[0106] 表4鉴别强、弱毒株间接ELISA抗体检测方法

SEQUENCE  LISTING

[0107] Primer  1:ATGAAAATGGAGGTCATCTTCAA

[0108] Primer  2:TAAAAGTTTAATGACCATGAGTC

[0109] Primer  3:AGTATTGATTATTGGGTTAGTT

[0110] Primer  4:GTTACTATTATTCCAGTTATATTCAAG

[0111] Primer  5:ATGTTCTCTCTCCAGAACTTA

[0112] Primer  6:AGCACATTCAAAGGTATCTAT
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图1

图2

图3
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图4

图5

图6
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图7

图8

图9
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图10

图11
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