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　 　 摘要:　 为了进一步提高非洲猪瘟病毒(ＡＳＦＶ)间接酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)抗体检测方法的特异性ꎬ本研

究构建了类弹性蛋白(ＥＬＰ)标签与 ＡＳＦＶ ｐ３５ 融合表达载体ꎬ利用相变循环分离纯化融合蛋白后ꎬ用烟草蚀纹病毒

蛋白酶(ＴＥＶＰ)切除 ＥＬＰ 标签ꎬ制备获得无标签 ｐ３５ 蛋白ꎬ以此为包被抗原ꎬ通过一系列的条件摸索和优化ꎬ建立

ＡＳＦＶ 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法ꎮ 结果显示ꎬＥＬＰ￣ｐ３５ 融合蛋白的相对分子质量大小约为８０ ０００ꎻ制备获得的无标

签 ｐ３５ 蛋白能够被非洲猪瘟阳性血清所识别ꎻ抗原包被最佳质量浓度为 ２􀆰 ００ μｇ / ｍｌꎬ待检血清最佳稀释比例为１ ∶
２００ꎬ二抗最佳稀释比例为１ ∶ １０ ０００ꎬ阴性和阳性判定阈值 ＯＤ４５０为 ０􀆰 １７１ꎻ与口蹄疫病毒(ＦＭＤＶ)、猪圆环病毒 ２ 型

(ＰＣＶ２)、猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)、猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)和伪狂犬病毒(ＰＲＶ)等阳性血清无交叉反应ꎬ特异

性好ꎻ批内、批间试验结果显示变异系数都小于 ５􀆰 ０００％ꎬ重复性好ꎻ可检测 ４００ 倍稀释的血清ꎬ敏感性较高ꎻ与商品

化检测试剂盒(ＩＮＧ)检测结果的符合率高达 １００％ꎮ 结果表明ꎬ用本研究制备的 ＡＳＦＶ 无标签 ｐ３５ 蛋白作为包被抗

原建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法可用于 ＡＳＦＶ 抗体的检测ꎬ为该病的进一步精准检测提供了技术手段ꎮ
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　 　 非洲猪瘟病毒(Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬＡＳＦＶ)
感染可引起家猪和野猪高热和全身性出血ꎬ是一种

高度接触性传染病ꎬ各种年龄家猪均易感ꎬ病死率可

达 １００％[１]ꎮ 非洲猪瘟病毒最早于 １９２１ 年在肯尼

亚发现ꎬ随后蔓延至西欧、拉美等国家和地区[２]ꎮ
２０１８ 年 ８ 月首次传入中国ꎬ并迅速扩散于国内多个

地区ꎬ给生猪养殖业造成了严重的经济损失[３￣４]ꎮ
ＡＳＦＶ 呈 ２０ 面体对称ꎬ其基因组为双股 ＤＮＡ 分

子ꎬ全长１７０~ １９４ ｋｂꎬ编码１５０~ ２００ 个蛋白质ꎬ大部

分为结构蛋白质ꎬ目前仍有一半以上的蛋白质功能

尚不清楚[５￣７]ꎮ 除结构蛋白质外ꎬ病毒具有完整的酶

系统[８]、编码免疫逃逸相关的蛋白质[９]、能够吸附

红细胞 [１０￣１１]、侵害单核￣巨噬细胞[１２] 等特点ꎬ以上

病原学特点和感染特性给非洲猪瘟(ＡＳＦ)的疫苗研

制带来巨大挑战ꎬ至今尚无有效的疫苗问世ꎮ ＡＳＦ
的防控以病原检测和扑杀为主ꎮ 经过长时间的传播

和流行ꎬＡＳＦＶ 在中国发生了不同形式的变异ꎬ出现

了自然弱毒株与强毒株同时存在的新情况ꎬ致使感

染猪出现超长潜伏期感染ꎬ给非洲猪瘟的精准剔除

或“拔牙”增加了困难ꎮ 因此监测 ＡＳＦＶ 感染抗体

成为早期发现 ＡＳＦ 的重要手段之一ꎮ 研究结果表

明ꎬ由 ＡＳＦＶ ＣＰ５３０Ｒ 基因编码的 ｐｐ６２ 蛋白具有较

高的免疫原性[１３]ꎬ感染猪后会产生较高水平的

ｐｐ６２ 抗体ꎬ通过间接酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)检
测 ｐｐ６２ 抗体能够快速准确地检测感染猪的情况ꎮ
多聚蛋白 ｐｐ６２ 在病毒颗粒成熟过程中ꎬ被 Ｓ２７３Ｒ 蛋

白酶水解切割为 ｐ１５ 和 ｐ３５ ２ 个主要蛋白质[１４]ꎬｐ３５
的释放是病毒颗粒成熟的重要标志[１５]ꎮ

类弹性蛋白多肽(Ｅｌａｓｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅꎬＥＬＰ)
是一种五肽聚合物ꎬ具有对温度敏感、可逆相变特

性ꎬ可作为纯化标签实现外源蛋白质的纯化[１６]ꎮ 本

研究将 ｐ３５ 蛋白与 ＥＬＰ 融合表达ꎬ利用可逆相变特

性获得纯化蛋白质ꎮ 为了减少假阳性ꎬ用烟草蚀纹

病毒蛋白酶(ＴＥＶＰ)切除 ＥＬＰꎬ获得无标签可溶性

ｐ３５ 蛋白ꎬ建立间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎬ为 ＡＳＦＶ 病毒

抗体精准检测提供了有效的技术手段ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

感受态细胞 ＢＬ２１(ＤＥ３)与 ＰＣＲ 产物回收试剂

盒购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司ꎬＤＮＡ 质

粒提取试剂盒购自安诺伦(北京)生物科技有限公

司ꎬ连接酶、限制性内切酶和 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自宝

生物工程(大连)有限公司ꎬ十二烷基硫酸钠￣聚丙烯

酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)蛋白质凝胶配制试剂盒

购自北京索莱宝科技有限公司ꎮ ＡＳＦＶ 标准阳性血

清购自国家兽医微生物菌(毒)种保藏中心ꎬ商品化

抗体检测试剂盒购自西班牙英吉纳公司ꎮ 原核表达

载体 ｐＥＴ￣ＥＬＰ 由本实验室构建并保存ꎮ
１.２　 引物设计

参照 ｐＵＣ￣ｐｐ６２ 序列ꎬ设计上下游引物ꎬ上游引

物序列(Ｆ)为:５′￣ＡＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＧＧＴＧＡＧＣＴ￣
ＣＣＧＡＡＡＡＣＣＴＧＴＡＣＴＴＣＣＡＧＧＧＴＡＡＣＧＡＣＣ￣
ＣＣＣＣＣＧＴＧＣＣＣＡＡ￣３′ꎬ下游引物序列 ( Ｒ) 为: ５′￣
ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＣＣＴＴＣＴＣ￣
ＣＴＣＧＧＧＧＡＴ￣３′ꎮ 斜体处分别是 Ｓａｃ Ⅰ和 Ｘｈｏ Ⅰ酶

切位点序列ꎬ加粗处为 ＴＥＶＰ 酶切位点序列ꎬ引物由

英潍捷基(上海)贸易有限公司合成ꎮ
１.３　 ｐＥＬＰ￣ｐ３５ 融合表达载体的构建与鉴定

以 ｐ３５ 重组质粒为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ回收

ｐ３５ 基因片段ꎮ ＰＣＲ 扩增体系为 ３０ μｌ:ｐ３５ 重组质

粒 １ μｌꎬ上下游引物各 １ μｌꎬ ２× ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ
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Ｐｒｅｍｉｘ １５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ １２ μｌꎮ ＰＣＲ 反应程序:９８ ℃ ２
ｍｉｎꎻ９８ ℃ １０ ｓꎬ５６ ℃ １０ ｓꎬ７２ ℃ １０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２
℃ ２ ｍｉｎꎮ 用 Ｓａｃ Ⅰ和 Ｘｈｏ Ⅰ分别双酶切 ｐＥＴ￣ＥＬＰ
与 ｐ３５ 基因片段ꎬ４ ℃过夜连接回收产物ꎬ转化ꎬ提
取阳性质粒进行双酶切鉴定ꎮ
１.４　 ＥＬＰ￣ｐ３５ 融合蛋白的诱导表达与可逆相变循

环(ＩＴＣ)纯化

　 　 将 ｐＥＬＰ￣ｐ３５ 转化 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ在营养琼脂平

板(含 ５０ μｇ / ｍｌ卡那霉素)上 ３７ ℃培养过夜ꎻ挑取

单克隆接种于 ５ ｍｌ ＬＢ 培养基(５０ μｇ / ｍｌ卡那霉素)
中ꎬ３７ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ过夜培养活化ꎻ将重组菌液按体

积比１ ∶ １００ 接种于 ２００ ｍｌ ２×ＹＴ 培养基(５０ μｇ / ｍｌ
卡那霉素)中ꎬ３７ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ培养至 ＯＤ６００ 约为

０.６~ ０􀆰 ８ 时ꎬ加入 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳

糖苷(ＩＰＴＧ)ꎬ２０ ℃ １８０ ｒ / ｍｉｎ过夜诱导ꎬ同时设置对

照ꎻ诱导结束后用超声波破碎仪将菌液破碎 １０ ｍｉｎꎬ
直至液体清亮ꎻ将破碎后的菌液于 ４ ℃、８ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ８ ｍｉｎꎬ分别收集上清液、沉淀ꎬ沉淀用等量磷酸

盐缓冲液(ＰＢＳ)悬浮ꎬ各取 １０ μｌ 进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳ꎮ 在重组菌破碎离心的上清液中加入 ６ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ 溶液ꎬ在 ２２ ℃、２４ ℃、２６ ℃、２８ ℃、３０ ℃孵育

１０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ分别取沉淀制样ꎬ进
行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ根据蛋白质条带大小确定 ＩＴＣ
最佳温度ꎻ在重组菌上清液中分别加入不同浓度的

氯化钠溶液至终浓度为 １􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ、２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ、２􀆰 ５
ｍｏｌ / Ｌ和 ３􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌꎬ２８ ℃孵育 １０ ｍｉｎꎬ２８ ℃、１２ ０００
ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ用 ３００ μｌ ＴＥＶＰ 反应液重悬沉淀ꎬ进
行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ根据蛋白质条带含量大小确定

可逆相变循环(ＩＴＣ)纯化的氯化钠最佳浓度ꎮ
１.５　 无标签 ｐ３５ 蛋白的制备与鉴定

纯化 ＥＬＰ￣ｐ３５ 融合蛋白的相变循环参照文献

[１７]的方法进行ꎬ将重组菌裂解液与等量 ６ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ 混匀ꎬ２８ ℃孵育 １０ ｍｉｎꎬ室温下１２ ０００ ｇ 离心 ５
ｍｉｎꎬ沉淀用 ＴＥＶＰ 溶液重悬ꎬ４ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃、
１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ取上清液 １０ μｌ
进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析ꎮ 标签 ＥＬＰ 切割参考 Ｌｉ
等[１８]的方法进行ꎬ蛋白酶用量为 １００ μｇ / ｍｌꎬ３０ ℃
孵育 ３６ ｈꎻ４ ℃、１６ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎻ与等量 ６
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 混合ꎬ２８ ℃孵育 １０ ｍｉｎꎻ室温下１４ ０００ ｇ
离心 ５ ｍｉｎꎬ离心后的上清液用 ＰＢＳ(ｐＨ ７􀆰 ２)透析 ２
次ꎬ每次 ２ ｈꎬ４ ℃、１４ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清

液即为纯化无标签重组 ｐ３５ 蛋白ꎮ 将切割回收的蛋

白质通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离并转移到聚偏二氟乙烯膜

(ＰＶＤＦ)上ꎬ封闭后加入体积比１ ∶ ２００ 稀释的 ＡＳＦＶ
抗体阳性血清孵育 ２ ｈꎬ用含有吐温 ２０(Ｔｗｅｅｎ￣２０)
的 Ｔｒｉｓ 盐缓冲液(ＴＢＳＴ)洗涤 ４ 次ꎬ加入羊抗猪 ＩｇＧ
二抗反应 ４５ ｍｉｎꎬＴＢＳＴ 洗膜 ４ 次后ꎬ滴加超敏发光

液并置于化学发光仪内曝光ꎮ
１.６　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立

１.６.１　 抗原最适质量浓度与血清最佳稀释度的确

定　 采用棋盘滴定方法ꎬ将不同质量浓度 ( ８􀆰 ０
μｇ / ｍｌ、 ４􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、 ２􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、 １􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ５
μｇ / ｍｌ、０􀆰 ２５ μｇ / ｍｌ)的 ｐ３５ 包被到酶标板中ꎬ每孔

１００ μｌꎬ４ ℃过夜ꎻ用 ＴＢＳＴ 洗涤 ４ 次ꎬ用 ５％脱脂牛

奶封闭 １ ｈꎻ按照１ ∶ １００、１ ∶ ２００、１ ∶ ４００、１ ∶ ８００ 稀

释倍比加入标准阴性血清、标准阳性血清ꎬ每孔 １００
μｌꎬ３７ ℃ １ ｈꎬ洗涤 ４ 次ꎬ加入辣根过氧化物酶

(ＨＲＰ)标记羊抗猪 ＩｇＧ(１ ∶ １０ ０００)ꎬ３７ ℃孵育 ３０
ｍｉｎ 后洗涤ꎻ加入四甲基联苯胺(ＴＭＢ)显色反应 １０
ｍｉｎꎻ用 ５０ μｌ 稀硫酸终止反应ꎬ测定 ＯＤ４５０ꎻ以标准

阳性血清 ＯＤ４５０接近 １ꎬ阳性血清 ＯＤ４５０与阴性血清

ＯＤ４５０的比值(Ｐ / Ｎ 值)最大的孔蛋白质包被质量浓

度和血清稀释度作为最适包被质量浓度和血清最佳

稀释度ꎮ
１.６.２　 其他反应条件的优化 　 以优化的最佳抗原

包被质量浓度和血清稀释度ꎬ对包被液(去离子水、
０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ９􀆰 ６ 碳酸盐缓冲液、 ｐＨ ７􀆰 ２ ＰＢＳ、
０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ８􀆰 ５ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液)、封闭液[５％
卵清蛋白(ＯＶＡ)、５％脱脂牛奶、５％牛血清白蛋白、
１％明胶、１％海藻糖]、血清稀释液(１％脱脂牛奶、
３％脱脂牛奶、５％脱脂牛奶)、酶标抗体稀释度(１ ∶
５ ０００、１ ∶ ７ ０００、１ ∶ １０ ０００、１ ∶ １５ ０００、１ ∶ ２０ ０００、
１ ∶ ４０ ０００)和底物显色时间(５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、
２０ ｍｉｎ)等条件进行优化ꎬ每个反应设置 ３ 个重复

孔ꎬ测定 ＯＤ４５０ꎬ取其平均值ꎮ
１.６.３　 阴性与阳性标准临界值的确定 　 以优化后

的 ｐ３５￣ＥＬＩＳＡ 检测条件对已知 １４３ 份阴性血清进行

检测ꎬ计算 ＯＤ４５０ 平均值 ( ｘ—) 和标准差 ( ＳＤ)ꎬ当

ＯＤ４５０大于等于ｘ—＋３ＳＤ 时判定为阳性ꎻ小于ｘ—＋３ＳＤ 时

判定为阴性ꎮ
１.６.４　 特异性试验　 按照最优的检测条件ꎬ对口蹄

疫病毒(ＦＭＤＶ)、猪圆环病毒 ２ 型(ＰＣＶ２)、猪繁殖

与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)、猪瘟病毒(ＣＳＦＶ)和

伪狂犬病毒(ＰＲＶ)等抗体阳性血清进行特异性检

１１２１吴　 植等:非洲猪瘟病毒无标签 ｐ３５ 蛋白的制备及间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法的建立



测ꎬ同时设置标准阴性血清对照和标准阳性血清对

照ꎬ３ 次重复ꎬ测定 ＯＤ４５０ꎬ取平均值ꎬ判断是否存在

非特异性交叉反应ꎬ判定特异性ꎮ
１.６.５　 重复性试验　 按照最优的检测条件ꎬ用相同

批次及不同批次制备的无标签 ｐ５３ 蛋白作为包被抗

原检测 ６ 份血清ꎬ其中阳性血清 ５ 份ꎬ阴性血清 １
份ꎬ每个样品重复 ３ 孔ꎬ测定 ＯＤ４５０ꎬ取其平均值ꎬ计
算批内试验和批间试验变异系数ꎬ分析重复性ꎮ
１.６.６　 敏感性试验　 在最优条件下ꎬ将标准阳性血

清进行倍比稀释 ８００ 倍ꎬ并设置阴性对照ꎬ根据检测

结果判定评价 ＥＬＩＳＡ 方法的灵敏度ꎮ
１.６.７ 　 临床样品的检测 　 应用建立的 ｐ３５ 间接

ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法对实验室保存的 １０３ 份临床血

清样品进行检测ꎬ并与 ＩＮＧＥＮＡＳＡ 公司 ＡＳＦＶ 抗体

检测试剂盒的检测结果进行比较ꎬ计算符合率ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＡＳＦＶ ｐ３５ 基因的扩增

从模板扩增特异性 ｐ３５ 基因片段ꎬ经 １􀆰 ５％琼脂

糖凝胶电泳检测ꎬ目的片段的大小为 ９１５ ｂｐꎬ主要包

含 ＣＰ５３０Ｒ 基因序列 Ｃ 端的４７８~ １ ３８３ ｂｐ、酶切位

点序列、烟草蚀纹病毒蛋白酶(ＴＥＶＰ)酶切位点序列

和保护性碱基等ꎬ与预期大小一致ꎬ结果见图 １ꎮ

Ｍ:ＤＬ５ ０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐ３５ 扩增片段ꎮ
图 １　 ｐ３５ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐ３５

２.２　 融合表达载体的鉴定

将 ｐ３５ 基因片段定向克隆至 ｐＥＴ￣ＥＬＰꎬ构建融

合重组表达质粒 ｐＥＴ￣ＥＬＰ￣ｐ３５ꎬ经过Ｓａｃ Ⅰ＋Ｘｈｏ Ⅰ
双酶切后ꎬ获得预期大小的 ２ 个片段ꎬ即 ９５１ ｂｐ 和

６ ９１２ ｂｐꎬ表明重组质粒 ｐＥＴ￣ＥＬＰ￣ｐ３５ 构建正确ꎬ结

果见图 ２ꎮ

Ｍ:ＤＬ５ ０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＥＴ￣ＥＬＰ￣ｐ３５ 经 ＳａｃⅠ＋ＸｈｏⅠ双酶切ꎮ
图 ２　 重组载体 ｐＥＴ￣ＥＬＰ￣ｐ３５ 双酶切鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ￣ＥＬＰ￣ｐ３５ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓ￣
ｔｉｏｎ

２.３ 融合蛋白的表达与 ＩＴＣ 纯化

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳结果(图 ３)显示ꎬ重组菌

出现相对分子质量为８０ ０００的蛋白质条带ꎬ与预期

大小相符ꎬ且在上清液中获得表达ꎮ ＥＬＰ￣ｐ３５ 融合

蛋白 ＩＴＣ 的最佳孵育温度为 ２８ ℃(图 ４)ꎮ ＩＴＣ 纯化

的最佳 ＮａＣｌ 浓度为 ４ ｍｏｌ / Ｌ(图 ５)ꎮ

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＥＴ￣ＥＬＰ 空载体对照ꎻ２:未诱导的 ｐＥＴ￣
ＥＬＰ￣ｐ３５ꎻ３:诱导的 ｐＥＴ￣ＥＬＰ￣ｐ３５ꎮ
图 ３　 融合蛋白 ＥＬＰ￣ｐ３５ 的十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶

电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＥＬＰ￣ｐ３５ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏ￣
ｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ( ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)

２.４　 无标签重组 ｐ３０ 蛋白纯化与免疫印迹鉴定

将烟草蚀纹病毒蛋白酶按一定比例加入纯化的

ＥＬＰ￣ｐ３５ 融合蛋白溶液中ꎬ在水浴锅中 ３０ ℃孵育切

割 ＥＬＰ 标签ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 去除 ＴＥＶＰꎬ
在上清液中加入对应体积的 ４ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ２８ ℃孵
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Ｍ:蛋白质Ｍａｒｋｅｒꎻ１:未纯化ꎻ２:２２ ℃ꎻ３:２４ ℃ꎻ４:２６ ℃ꎻ４:２８ ℃ꎻ
５:３０ ℃ꎮ
图 ４　 可逆相变循环(ＩＴＣ)温度优化

Ｆｉｇ.４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｉｎｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｃｙｃ￣
ｌｉｎｇ (ＩＴＣ)

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:未纯化ꎻ２:３ ｍｏｌ / Ｌꎻ３:４ ｍｏｌ / Ｌꎻ４:５ ｍｏｌ / Ｌꎻ
４:６ ｍｏｌ / Ｌꎮ
图 ５　 可逆相变循环(ＩＴＣ) ＮａＣｌ 离子浓度优化

Ｆｉｇ.５　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓａｌｔ ｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｉ￣
ｔｉｏｎ ｃｙｃｌｉｎｇ (ＩＴＣ)

育 １０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ将上清液透析

至 ＰＢＳ(ｐＨ ７􀆰 ２)ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果(图 ６)显示ꎬ
经纯化后获得可溶性无标签 ｐ３５ 重组蛋白ꎮ 用非洲

猪瘟抗体阳性猪血清通过免疫印迹鉴定(Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ)检测重组 ｐ３５ 蛋白ꎬ结果显示切割后的 ｐ３５ 重

组蛋白能被非洲猪瘟抗体特异性识别(图 ７)ꎮ
２.５　 间接 ＥＬＩＳＡ 条件的确定

２.５.１　 重组蛋白质包被质量浓度和待检样品稀

释度的确定 　 通过方阵滴定试验可知ꎬ当无标签

ｐ３５ 蛋白包被质量浓度为 ２􀆰 ００ μｇ / ｍｌꎬ待检血清

按１ ∶ ２００ 稀释时ꎬ此时 Ｐ / Ｎ 值(１.５１４ / ０􀆰 ０９１)最

大ꎬ且 此 时 阳 性 血 清 ＯＤ４５０> １ꎬ 所 以 确 定 ２􀆰 ００
μｇ / ｍｌ为最适包被质量浓度ꎬ血清最适稀释比例

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:未纯化ꎻ２:ＥＬＰ￣ｐ３５ ＩＴＣ 纯化ꎻ３:无标签 ｐ３５
蛋白ꎮ
图 ６　 ＥＬＰ￣ｐ３５ 融合蛋白标签切除回收十二烷基硫酸钠￣聚丙烯

酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分析

Ｆｉｇ.６　 Ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ￣
ｓｉｓ (ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｇ ｃｌｅａｖａｇｅ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＥＬＰ￣ｐ３５

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐ３５ 蛋白ꎮ
图 ７　 重组蛋白质 ｐ３５ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定

Ｆｉｇ.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３５ ｐｒｏｔｅｉｎ

为１ ∶ ２００(表 １) ꎮ
２.５.２　 其他条件的优化　 根据 Ｐ / Ｎ 值的大小确定

包被液为 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ、 ｐＨ ９􀆰 ６ 碳酸盐缓冲液ꎬ封闭

液为 ５％脱脂牛奶ꎬ血清稀释液为 ５％脱脂牛奶ꎬ二
抗稀释比例为１ ∶ １０ ０００ꎬ３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′￣四甲基联苯胺

(ＴＭＢ)显色时间为 １０ ｍｉｎꎮ
２.５.３　 临界值的确定　 在最优化条件下ꎬ对已知的

１４３ 份阴性血清进行检测ꎬ同时设置已知的 ＡＳＦＶ 抗

体阳性样品作为对照ꎬ阴性血清样本 ＯＤ４５０的平均值

(ｘ—)为 ０􀆰 ０８１ꎬ标准误(ＳＤ)为 ０􀆰 ０３ꎬ则血清阴性和阳
性判定阈值 ＯＤ４５０为 ０.１７１ꎬ即待测血清ＯＤ４５０>０􀆰 １７１

３１２１吴　 植等:非洲猪瘟病毒无标签 ｐ３５ 蛋白的制备及间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法的建立



为阳性ꎬ待测血清ＯＤ４５０≤０􀆰 １７１ 为阴性ꎮ
２.５.４ 　 批内、批间重复试验 　 批内重复试验结果

(表 ２)显示ꎬ变异系数为０.３４８％~ ３􀆰 ７５７％ꎻ批间重

复试验结果显示ꎬ变异系数为０.３２０％~ ２􀆰 ０４０％ꎬ变
异系数均小于 ５􀆰 ０００％ꎬ表明建立的 ＥＬＩＳＡ 方法重

复性良好ꎮ

表 １　 无标签 ｐ３５ 蛋白包被质量浓度和血清稀释度的确定

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏａｔｉｎｇ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｇ￣ｆｒｅｅ ｐ３５ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｓｅｒａ ｄｉｌｕｔｉｏｎ

样品 稀释比例
不同包被抗原质量浓度的阳性血清 ＯＤ４５０与阴性血清 ＯＤ４５０比值

８.００ (μｇ / ｍｌ) ４.００ (μｇ / ｍｌ) ２.００ (μｇ / ｍｌ) １.００ (μｇ / ｍｌ) ０.５０ (μｇ / ｍｌ) ０.２５ (μｇ / ｍｌ)

阳性样品 １ ∶ １００ １.６３２ １.４４６ １.６２７ １.４３６ １.１３６ ０.６４８

１ ∶ ２００ １.１２３ １.０３８ １.５１４ １.１０２ ０.８２３ ０.４１２

１ ∶ ４００ ０.９２３ ０.９４７ ０.９１３ ０.６４３ ０.５３５ ０.４１１

１ ∶ ８００ ０.６６５ ０.５８８ ０.５３２ ０.５３８ ０.４２６ ０.３７９

阴性样品 １ ∶ １００ ０.１３１ ０.１２６ ０.１１８ ０.１０６ ０.０９３ ０.０８２

１ ∶ ２００ ０.１１３ ０.０９６ ０.０９１ ０.０８５ ０.０９１ ０.０６３

１ ∶ ４００ ０.０９５ ０.０８１ ０.０８１ ０.０８１ ０.０８５ ０.０６２

１ ∶ ８００ ０.０９２ ０.０６３ ０.０７２ ０.０７６ ０.０７３ ０.０５６

表 ２　 批内重复和批间重复试验

Ｔａｂｌｅ ２　 ｉｎｔｒａ￣ａｓｓａｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ￣ａｓｓａｙ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ

样品
批内重复试验

平均值 标准差 变异系数(％)

批间重复试验

平均值 标准差 变异系数(％)

Ａ ０.８６２ ０.００３ ０.３４８ ０.８３９ ０.０１０ １.１９２

Ｂ ０.４４５ ０.０１３ ２.９２１ ０.４６９ ０.００３ ０.６４０

Ｃ ０.６６７ ０.００３ ０.４５０ ０.６８２ ０.０１１ １.６１３

Ｄ ０.１１２ ０.００３ ２.６７９ ０.０９８ ０.００２ ２.０４０

Ｅ ０.６９２ ０.０２６ ３.７５７ ０.６２２ ０.００２ ０.３２２

Ｆ １.００８ ０.００４ ０.３９７ ０.９３７ ０.００３ ０.３２０

Ａ~Ｆ 为血清代号ꎬ其中 Ｄ 为阴性血清ꎬ其余为阳性血清ꎮ

２.５.５　 敏感性试验　 在最优条件下ꎬ对倍比稀释的

标准阳性血清进行 ＥＬＩＳＡ 抗体检测ꎬ结果显示ꎬ当
按１ ∶ ４００ 稀释时ＯＤ４５０>０􀆰 １７１ꎬ说明该方法有较好

的灵敏度ꎮ
２.５.６ 　 特异性试验 　 在优化条件下ꎬ检测 ＣＳＦＶ、
ＰＲＲＳＶ、ＦＭＤＶ、ＰＣＶ２ 和 ＰＲＶ 的阳性血清ꎬ结果(表
３)显示ꎬ建立的以 ｐ３５ 为包被抗原的检测结果均为

阴性ꎬ表明该方法特异性好ꎮ
２.５.７ 　 临床样品的检测 　 利用本研究建立的 ｐ３５
间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法与商品化非洲猪瘟抗体

检测试剂盒(ＩＮＧ)分别对 １０３ 份临床血清样品进行

检测ꎮ 检测结果均为阴性(表 ４)ꎬ与商品化试剂盒

检测结果相比ꎬ两者的符合率为 １００％ꎮ

表 ３　 特异性试验

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ

病毒　 　 ＯＤ４５０ 结果

ＰＣＶ２ ０.０６８ －

ＰＲＶ ０.０７５ －

ＣＳＦＶ ０.０９５ －

ＰＲＲＳＶ ０.０８５ －

ＦＭＤＶ ０.０７１ －

阴性对照 ０.０８２ －

阳性对照 １.１１３ ＋
－:阴性ꎻ＋:阳性ꎮ ＰＣＶ２:猪圆环病毒 ２ 型ꎻＰＲＶ:伪狂犬病毒ꎻＣＳＦＶ:
猪瘟病毒ꎻＰＲＲＳＶ:猪繁殖与呼吸综合征病毒ꎻＦＭＤＶ:口蹄疫病毒ꎮ
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表 ４　 与商品化试剂盒的比对试验

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｅ ｔｅｓｔ ｗｉｔｈ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｋｉｔｓ

方法 结果
ＩＮＧ

阳性 阴性
小计

ｐ３５ ｉＥＬＩＳＡ 阳性 ０ ０ ０

阴性 ０ １０３ １０３

小计 ０ １０３ １０３

ＩＮＧ:商品化检测试剂盒ꎻｉＥＬＩＳＡ:间接酶联免疫吸附试验ꎮ

３　 讨 论

目前ꎬ非洲猪瘟仍然是危害中国养猪业的重要

传染病ꎬ造成了极大的经济损失ꎮ 当前该病防控最

主要的困扰是仍未有有效的疫苗ꎬ主要依靠检测、监
测和扑杀来综合防控ꎮ 当前病原学检测大多依靠普

通 ＰＣＲ 和荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ但当前中国非洲猪

瘟出现了新的流行特点ꎬ主要表现为由急性发病转

变为缓慢发病、出现隐性感染或耐过猪[１９] 和不定期

排毒ꎬ这给病原的核酸检测带来了很大的不确定性ꎮ
而猪可在感染后７~ ９ ｄ 产生抗体ꎬ血清学抗体检测

成为可靠的检测、监测手段ꎮ 研究结果表明ꎬＡＳＦＶ
ｐｐ６２ 蛋白具有强抗原性ꎬ在感染猪体内相应的抗体

滴度较高ꎬ可作为抗原建立相应的血清学检测方法ꎬ
用于 ＡＳＦＶ 的抗体检测[２０]ꎮ 在病毒颗粒成熟的过

程中ꎬｐｐ６２ 被 Ｓ２７３Ｒ 蛋白酶水解切割为 ｐ１５、ｐ３５ꎬ
ｐ１５ 和 ｐ３５ 蛋白存在于成熟病毒颗粒的内膜ꎬ因此

针对水解产物 ｐ１５ 和 ｐ３５ 蛋白开展抗体检测、监测

更能够反映病毒感染的实际水平ꎮ 本研究为了评估

ｐ３５ 蛋白作为 ＥＬＩＳＡ 血清学诊断抗原的可行性ꎬ选
用 ｐ３５ 作为包被抗原来建立 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ

当前研发的各种亚单位疫苗在中国大部分猪场

被广泛应用ꎬ亚单位疫苗在研制过程中都会将抗原

基因与纯化标签融合表达ꎬ这样猪群经过多次免疫

后ꎬ会产生相应的抗多聚组氨酸抗体ꎮ 同时在

ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法建立的过程中ꎬ往往为了纯化

目的蛋白的方便ꎬ用于检测包被的抗原大多数是与

组氨酸的标签融合表达[２１￣２３]ꎮ 用这样的检测方法

去开展临床猪群血清样品的检测ꎬ往往会出现假阳

性的检测结果ꎮ 为了消除影响ꎬ本研究选用 ｐ３５ 与

ＥＬＰ 融合表达ꎬ并在 ＥＬＰ 和 ｐ３５ 蛋白之间插入了

ＴＥＶＰ 切割位点ꎬ利用 ＥＬＰ 相变特性纯化融合蛋白

后ꎬ通过 ＴＥＶＰ 切割可获得无标签的 ＡＳＦＶ 抗原ꎮ

与于学祥等[２４] 制备的无标签 ＡＳＦＶ ｐ３０ 蛋白相比ꎬ
本研究不需要经过包涵体的变复性和镍柱亲和层析

纯化等复杂步骤ꎬ利用 ＥＬＰ 标签具有温度敏感的可

逆相变特性ꎬ通过升温、降温、离心和洗涤等步骤即

可获得抗原蛋白ꎬ纯化过程不仅简单ꎬ而且经济实

惠ꎬ最后得到了纯度较高的无标签 ｐ３５ 蛋白ꎬ为使用

该蛋白质作为包被抗原建立 ＥＬＩＳＡ 检测方法奠定

了良好的基础ꎮ
本 研 究 参 考 ＡＳＦＶ ＳＹ１８ 毒 株 ( ＧｅｎＢａｎｋ:

ＭＨ７１３６１２.１)的 ｐ３５ 基因ꎬ该毒株是中国的流行毒株ꎬ
在此基础上建立的 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法更具有针对

性ꎮ 建立的间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法对 ＦＭＤＶ、ＰＣＶ２、
ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ 和 ＰＲＶ 均无交叉反应ꎬ可检测稀释 ４００
倍的阳性血清ꎬ组间重复试验和组内重复试验变异系

数均小于 ５􀆰 ０００％ꎬ该检测方法具有特异性好、敏感性

高和重复性好的特点ꎬ且与非洲猪瘟商品化抗体检测

进口试剂盒(ＩＮＧ)检测结果的符合率高达 １００％ꎮ
本研究成功制备了无标签 ｐ３５ 重组蛋白ꎬ并以此

建立了 ＡＳＦＶ 抗体 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎬ为非洲猪瘟的检

测、监测提供了更精准的技术工具ꎮ
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