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　 　 摘要:　 为比较非洲猪瘟病毒(Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬ ＡＳＦＶ)ｐ３０ 蛋白氨基酸序列中不同片段的反应原性ꎬ探
究 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列中可能的抗原优势片段ꎮ 本研究通过 ＰＣＲ、克隆技术将 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列中不同片段的

编码基因分别插入表达质粒 ｐＥＴ３２ａꎬ经 ＩＰＴＧ 诱导、Ｎｉ 柱纯化、透析后ꎬ获得 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列中８~ １０１ ａａ 片

段(Ｐ￣１＃)、５８~１０１ ａａ 片段(Ｐ￣２＃)、１０１~１５８ ａａ 片段(Ｐ￣３＃)、８~ １９４ ａａ 片段(Ｐ￣４＃)ꎬ用酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)
分析 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列中不同片段与 ｐ３０ 蛋白免疫兔血清和 ＡＳＦＶ 阳性猪血清的反应原性ꎮ 结果显示ꎬ上述片

段均获得诱导表达及纯化ꎬ表达形式有可溶性表达(Ｐ￣１＃、Ｐ￣３＃)和包涵体表达(Ｐ￣２＃、Ｐ￣４＃)ꎮ 各片段以 １􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ包
被时ꎬｐ３０ 免疫兔血清与 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列中 ４ 种片段均能发生免疫反应ꎬＡＳＦＶ 阳性猪血清与 Ｐ￣４＃、Ｐ￣１＃反应较

佳ꎬ与 Ｐ￣３＃反应中等ꎬ与 Ｐ￣２＃反应最弱ꎮ 综上ꎬｐ３０ 蛋白氨基酸序列中不同片段反应原性的差异为认识 ｐ３０ 抗原优

势区域提供了数据ꎬ这将有助于非洲猪瘟血清学诊断抗原的科学筛选ꎮ
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　 　 非洲猪瘟(Ａｆｉｒｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒꎬ ＡＳＦ)是由非洲

猪瘟病毒(ＡＳＦＶ)引起的一种高度致死性传染病ꎬ
可感染不同日龄和品种的家猪和野猪[１]ꎬ临床表现

急性出血热、皮肤斑点ꎬ剖检有淋巴结和内脏器官出

血等症状[２]ꎮ ＡＳＦ 被世界动物卫生组织(ＯＩＥ)列为

法定报告动物疫病ꎬ２０１８ 年 ８ 月ꎬ首次报道了非洲

猪瘟病毒基因Ⅱ型毒株传入中国ꎬ在短短 ６ 个月内ꎬ
高致死率的急性非洲猪瘟在中国大多数省份迅速传

播ꎬ给中国养猪业造成了巨大损失[３]ꎻ２０２０ 年报道

非洲猪瘟病毒出现了低毒力基因Ⅱ型毒株[４]ꎻ２０２１
年出现非洲猪瘟基因Ⅰ型毒株ꎬ该毒株可引起猪慢

性感染[５]ꎬ上述低致病力毒株的出现给非洲猪瘟的

防控带来新的挑战ꎮ
国际病毒分类委员会将 ＡＳＦＶ 归为非洲猪瘟病

毒科非洲猪瘟病毒属ꎬＡＳＦＶ 含有双层囊膜ꎬ基因组

全长１７０~ １９３ ｋｂꎬ包含１５１~ １６７ 个基因[６]ꎬ基因组

中间区域较为保守ꎬ不同 ＡＳＦＶ 毒株之间的基因组

差异主要来源于基因组末端多基因家族的不同[７]ꎮ
有研究利用原核表达系统表达了 ３５ 种 ＡＳＦＶ 结构

蛋白ꎬ并利用 ＡＳＦＶ 阳性猪血清评估这些蛋白的抗

原性ꎬ结果显示ꎬ感染 ＡＳＦＶ 后 ｐ３０ 蛋白诱发的免疫

反应早且明显[７]ꎮ ｐ３０ 定位于 ＡＳＦＶ 囊膜的内膜ꎬ
由基因 ＣＰ２０４Ｌ 编码ꎬ主要参与了 ＡＳＦＶ 与靶细胞结

合以及内化[８￣９]ꎬ目前已有较多研究利用 ｐ３０ 单克隆

抗体解析 ｐ３０ 的抗原信息ꎬ以及表达 ｐ３０ 全长蛋白

建立 ＡＳＦＶ 抗体检测方法ꎬ但大部分原核表达获得

的 ｐ３０ 蛋白是以包涵体形式存在的ꎮ 本研究拟开展

ｐ３０ 蛋白氨基酸序列不同片段的原核表达ꎬ并分析

ｐ３０ 蛋白不同区域的表达形式以及免疫反应特性ꎬ
进一步丰富对 ｐ３０ 抗原特性的认识ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 载体、重组菌、蛋白和血清

ｐ３０ 重组表达质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ｐ３０ (１~ １９４ 位氨基

酸)、表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ ( ＋)、硫氧还蛋白( ＴＲＸ)、
ｐＥＴ３２ａ￣ｐ３０ (８~１０１ 位氨基酸)重组菌、ｐＥＴ２８ａ￣ｐ３０

纯化重组蛋白均由江苏省农业科学院兽医研究所保

存[１０]ꎻ非洲猪瘟阳性猪血清购自中国兽医药品监察

所ꎮ
１.２　 主要试剂

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ􀅸Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性核酸

内切酶 Ｂａｍ ＨⅠ和 ＳａｌⅠ、ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 均购自

宝日医生物技术(北京)有限公司ꎻ大肠杆菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞购自北京全式金生物技术有限公

司ꎻ羊抗兔 ＩｇＧ￣ＨＲＰ、硫酸卡那霉素溶液、１０×ＰＢＳ 缓

冲液、溶菌酶、Ｔｗｅｅｎ ２０ 购自北京索莱宝科技有限

公司ꎻＨｉｓＴｒａｐ ＨＰ 预装柱购自 Ｃｙｔｉｖａ 公司ꎻＨＲＰ 标

记羊抗猪 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)购自 Ｂｅｔｈｙｌ 公司ꎻ弗氏完全佐

剂、弗氏不完全佐剂购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＩＰＴＧ 溶液、即
用型氨苄青霉素钠溶液均购自生工生物工程(上
海)股份有限公司ꎻ预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自 ＧｅｎｅＤｉｒｅＸ
公司ꎻ琼脂糖凝胶回收试剂盒、质粒小量提取试剂盒

均购自 Ｏｍｅｇａ 公司ꎮ
１.３　 兔 ｐ３０ 多克隆抗体的制备

取适量纯化的 ｐＥＴ２８ａ￣ｐ３０ 重组蛋白与弗氏完

全佐剂、弗氏不完全佐剂分别进行乳化ꎬ蛋白质与佐

剂体积比为１ ∶ １ꎬ乳化后 ｐ３０ 蛋白质量浓度为 １
ｇ / Ｌꎮ 取 ３ 只体重 ３ ｋｇ 的普通级新西兰兔(购自南

京市青龙山动物繁殖场)ꎬ分别皮下分点注射 １ ｍＬ
经弗氏完全佐剂乳化的 ｐ３０ 蛋白ꎬ首次免疫后 １４ ｄ
和 ２８ ｄꎬ分别取经弗氏不完全佐剂乳化的 ｐ３０ 蛋白ꎬ
同上进行皮下免疫ꎮ 首次免疫前 ７ ｄ 和末次免疫后

７ ｄꎬ分别采集兔血ꎬ分离出血清ꎬ分装后在－２０ ℃条

件下保存备用ꎮ
１.４　 编码 ｐ３０ 蛋白不同区域基因序列的克隆、转化

按重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ｐ３０ 中 ｐ３０ 优化编码基因

序列ꎬ设计系列引物ꎬ分别进行 ＰＣＲ 扩增 ｐ３０ 蛋白

５８~１０１ 位、１０１~１５８ 位、８~ １９４ 位氨基酸序列的编

码基因序列ꎬ扩增引物序列见表 １ꎻ随后将各 ＰＣＲ 扩

增片段进行胶回收ꎬ利用限制性核酸内切酶 Ｂａｍ Ｈ
Ⅰ和 ＳａｌⅠ双酶切回收 ＰＣＲ 片段ꎬ分别以连接酶连

接表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)ꎬ连接产物分别转化入感受
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态 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ经限制性核酸内切酶 Ｂａｍ ＨⅠ和

ＳａｌⅠ双酶切鉴定阳性重组菌ꎬ送生工生物工程(上
海)股份有限公司测序ꎮ 将实验室保存的 ｐＥＴ３２ａ￣
ｐ３０ (８~１０１)重组菌以及新构建的表达 ｐ３０ 蛋白不

同氨基酸序列片段的重组菌 ｐＥＴ３２￣ｐ３０ (５８~１０１)、
ｐＥＴ３２￣ｐ３０ (１０１~ １５８)、ｐＥＴ３２￣ｐ３０ (８~ １９４)分别命

名为 １＃、２＃、３＃、４＃ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名称　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 酶切位点 产物大小(ｂｐ)

ｐ３０(５８~１０１)￣Ｆ ＣＣＧＧＡＴＣＣＧＴＧＡＡＡＴＡＴＧＡＴＡＴＣＧ Ｂａｍ ＨⅠ １５１

ｐ３０(５８~１０１)￣Ｒ ＡＡＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＣＴＧＣＴＣＧＣＧＣＴＧＣＴＴＴ ＳａｌⅠ

ｐ３０(１０１~１５８)￣Ｆ ＣＣＧＧＡＴＣＣＧＡＧＡＡＣＡＴＴＣＡＣＧＡＧＡＡＧ Ｂａｍ ＨⅠ １９０

ｐ３０(１０１~１５８)￣Ｒ ＧＧＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＴＴＧＡＡＡＴＣＣＧＧＣＧ ＳａｌⅠ

ｐ３０(８~１９４)￣Ｆ ＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＡＴＧＧＡＡＧＴＧ Ｂａｍ ＨⅠ ５７７

ｐ３０(８~１９４)￣Ｒ ＧＧＧＴＣＧＡＣＴＴＡＣＴＴＴＴＴＣＴＴＣＡＧＣＡＧＣ ＳａｌⅠ

１.５　 蛋白质表达及纯化

将 ４ 种重组菌进行体外扩大培养ꎬ按 １％的比例

接种至 ２００ ｍＬ 的 ＬＢ 液体培养基(含 ５０ ｍｇ / Ｌ氨苄

青霉素钠)中ꎬ３７ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养至细菌液
ＯＤ６００值达到 ０􀆰 ５ 左右时ꎬ加入终浓度 １ ｍｍｏｌ / Ｌ的

ＩＰＴＧꎬ３７ ℃ꎬ２２０ ｒ / ｍｉｎ继续振荡培养 ４ ｈꎬ１０ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心收集菌体ꎬ加入 １０ ｍＬ １×ＰＢＳ 重悬菌体ꎬ
再加入终浓度为 ０􀆰 ２ ｇ / Ｌ的溶菌酶ꎬ混匀后冰上孵育

３０ ｍｉｎꎬ以 ３００ Ｗꎬ５ ｓ 超声ꎬ１０ ｓ 间歇的条件ꎬ超声波

破碎上述细菌混悬液ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ分
别收集上清液和沉淀ꎬ沉淀以变性缓冲液(８ ｍｏｌ / Ｌ
尿素、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ磷酸二氢钠、５００ ｍｍｏｌ / Ｌ氯化钠、２０
ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑、 ｐＨ ７􀆰 ４) 溶解ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５
ｍｉｎꎬ收集上清液(包涵体蛋白)ꎮ 收集诱导前菌体

蛋白、诱导后菌体超声上清液、诱导后菌体超声沉淀

样品各 １６ μＬꎬ加入 ４ μＬ ５×ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上样缓

冲液混匀ꎬ沸水浴 １０ ｍｉｎꎬ处理后样品进行 ＳＤＳ￣聚
丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)ꎬ分析不同重组蛋

白的表达形式ꎮ 收集 ＰＢＳ 重悬的各诱导后的菌体ꎬ
同上处理样品并进行免疫印迹试验(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)ꎬ
分析各重组菌诱导蛋白质与 Ｈｉｓ 单抗的反应原性ꎮ
随后参照 ＨｉＴｒａｐ ＨＰ 亲和层析柱说明书ꎬ纯化 ４ 种

重组蛋白ꎬ以１×ＰＢＳ 作为缓冲液透析处理纯化蛋白

质ꎬ随后 ＮａｎｏＤｒｏｐ 分析蛋白质含量ꎬ调整含量后取

适量重组蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ
１.６　 ＥＬＩＳＡ

以包 被 液 ( １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３、 ４６ ｍｍｏｌ / Ｌ

Ｎａ２ＣＯ３、ｐＨ ９􀆰 ６)将各纯化的重组蛋白及硫氧还蛋白

分别稀释至 １􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ和 ０􀆰 １ ｍｇ / Ｌꎬ每孔 １００ μＬꎬ分别

加入 ９６ 微孔板中ꎬ４ ℃ 包被过夜ꎻ弃去抗原液ꎬ用
ＰＢＳＴ (１×ＰＢＳꎬ含 ０􀆰 ０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０)洗涤 ５ 次ꎬ每孔

３００ μＬꎬ每次 １０ ｓꎬ加入 ＰＢＳＴ(含 ５％脱脂奶粉)封闭ꎬ
每孔 ３００ μＬꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎻ弃去孵育液ꎬ同上洗涤ꎬ
用 ＰＢＳＴ(含 ２％脱脂奶粉)分别稀释 ｐ３０ 免疫兔血清

或非洲猪瘟阳性猪血清(按体积比１ ∶ ４０、１ ∶ ８０、
１ ∶ １６０、１ ∶ ３２０ 稀释)ꎬ同时设立 ４０ 倍稀释的兔免疫

ｐ３０ 前血清或 ＡＳＦＶ 抗体阴性猪血清分别作为阴性对

照ꎬ每孔 １００ μＬꎬ加入 ９６ 微孔板ꎬ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ
弃去血清ꎬ同上洗涤ꎬ加入１ ∶ １０ ０００稀释的 ＨＲＰ 标记

羊抗兔二抗或 ＨＲＰ 标记羊抗猪二抗ꎬ每孔 １００ μＬꎬ在
３７ ℃条件下作用 ３０ ｍｉｎꎬ弃去二抗ꎬ同上洗涤ꎬ每孔

加入 ５０ μＬ 单组分 ＴＭＢ 显色液ꎬ３７ ℃避光作用 １０
ｍｉｎꎬ最后加入 ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ꎬ每孔 ５０ μＬꎬ终止反应ꎬ
用酶标仪读 ＯＤ４５０值ꎬ计算样品 ＯＤ４５０(Ｓ￣Ｎ)值[样品

ＯＤ４５０(Ｓ￣Ｎ)值＝样品 ＯＤ４５０－阴性血清ＯＤ４５０]ꎮ 试验重

复 ２ 次ꎬ计算平均值ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 重组质粒鉴定

提取重组菌 １ ＃、 ２ ＃、 ３ ＃、 ４ ＃ 重组质粒ꎬ 经

Ｂａｍ ＨⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切ꎬ１􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳显

示ꎬ均获得约５ ９００ ｂｐ 的 ｐＥＴ３２ａ 载体片段ꎬ同时分

别产生 ２８２ ｂｐ、１３２ ｂｐ、１７４ ｂｐ 和 ５６１ ｂｐ 的插入片
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段ꎬ与预期目的片段长度相符ꎬ结果见图 １ꎮ 经测

序ꎬ各载体中插入碱基序列编码的多肽氨基酸序列

均包含有 Ｐｉｇ / ＨＬＪ / ２０１８ 毒株的 ＣＰ２０４Ｌ 蛋白氨基

酸序列(ＧｅｎＢａｎｋ ＱＢＨ９０５８１.１)ꎮ

１、２、３、４分别代表重组菌 １＃、２＃、３＃、４＃的重组质粒经 Ｂａｍ ＨⅠ和 ＳａｌⅠ
双酶切ꎻＭ１ 代表 ＤＬ２ ０００ ｂｐ ＭａｒｋｅｒꎻＭ２ 代表 ＤＬ５ ０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒꎮ

图 １　 重组质粒的双酶切鉴定

Ｆｉｇ.１ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｂｙ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ
Ｂａｍ ＨⅠ ａｎｄ ＳａｌⅠ

２.２　 重组蛋白氨基酸序列片段诱导表达和鉴定

经过 ＩＰＴＧ 诱导ꎬｐＥＴ３２ａ￣ｐ３０(８ ~ １０１)、ｐＥＴ３２￣
ｐ３０ (５８ ~ １０１)、ｐＥＴ３２￣ｐ３０ (１０１ ~ １５８)、ｐＥＴ３２￣ｐ３０
(８ ~ １９４)分别表达获得相对分子量３２ ０００、２５ ０００、
３３ ０００、５０ ０００的重组蛋白氨基酸序列片段ꎬ分别命

名为Ｐ￣１＃、Ｐ￣２＃、Ｐ￣３＃、Ｐ￣４＃ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析显示ꎬＰ￣
１＃和 Ｐ￣３＃表达在诱导细菌超声波破碎的上清液中ꎬ
Ｐ￣４＃表达在包涵体中ꎬＰ￣２＃表达在上清液和包涵体

中ꎬ但以表达在包涵体中为主(图 ２Ａ)ꎮ 诱导后的 ４
种重组菌ꎬ与 Ｈｉｓ 单克隆抗体均有对应的特异性反

应条带(图 ２Ｂ)ꎮ
２.３　 重组蛋白氨基酸序列片段纯化

分别将表达在上清液中的 Ｐ￣１＃和 Ｐ￣３＃和表达

在包涵体中的 Ｐ￣２＃和 Ｐ￣４＃进行 Ｎｉ 柱纯化ꎬＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 显示ꎬ获得 ４ 种纯化的 ｐ３０ 重组蛋白氨基酸

序列片段ꎬ各相对分子量符合预期(图 ３)ꎮ

Ａ 为 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析重组蛋白表达形式ꎻＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎮ １、４、７、１０ 分别为 ＩＰＴＧ 诱导前重组菌 １＃、２＃、３＃、４＃菌体蛋白质ꎻ２、５、８、１１
分别为 ＩＰＴＧ 诱导 ４ ｈ 后重组菌 １＃、２＃、３＃、４＃菌体上清液中蛋白质ꎻ３、６、９、１２ 分别为 ＩＰＴＧ 诱导 ４ ｈ 后重组菌 １＃、２＃、３＃、４＃菌体包涵体中蛋

白质ꎻ１３ꎬ１４ꎬ１５ꎬ１６ 分别为 ＩＰＴＧ 诱导后的重组菌 １＃、２＃、３＃、４＃全菌蛋白质ꎻＭ 为蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ２　 非洲猪瘟病毒 ｐ３０ 蛋白分片段原核表达及鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ ｐ３０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

２.４　 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列不同片段的反应原性

将纯化、透析后的 ４ 种重组蛋白氨基酸序列片

段分别稀释至 １􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ和 ０􀆰 １ ｍｇ / Ｌ进行包被ꎬ与不

同稀释浓度下的 ＡＳＦＶ 阳性猪血清或 ｐ３０ 免疫兔血

清进行 ＥＬＩＳＡ 反应ꎬ结果显示 ２ 种蛋白质浓度包被

下 Ｐ￣１＃和 Ｐ￣４＃ꎬ与 ４０ 倍稀释 ＡＳＦＶ 阳性猪血清均有

较好的免疫反应ꎬ随着血清稀释度增加ꎬ其 ＥＬＩＳＡ
反应 ＯＤ４５０(Ｓ￣Ｎ)值均显示出下降趋势ꎻ２ 种蛋白质

浓度包被的 Ｐ￣２＃ꎬ与 ４０ 倍稀释的 ＡＳＦＶ 阳性猪血清

ＥＬＩＳＡ 反应 ＯＤ４５０(Ｓ￣Ｎ)值均较低ꎬ提示 Ｐ￣２＃的抗原

较弱ꎮ
由图 ４ 可见ꎬ４ 种重组蛋白氨基酸序列片段以

１􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ进行包被ꎬ与系列稀释的 ｐ３０ 免疫兔血清

均有较好的免疫反应ꎬ随着血清稀释度增加ꎬＰ￣２＃和
Ｐ￣３＃的 ＥＬＩＳＡ 反应 ＯＤ４５０(Ｓ￣Ｎ)值略有下降ꎻ当蛋白

质包被浓度为 ０􀆰 １ ｍｇ / Ｌ时ꎬＰ￣２＃与 ｐ３０ 免疫兔血清

反应最弱ꎬ随着血清稀释度增加ꎬＰ￣３＃的 ＥＬＩＳＡ 反

应ＯＤ４５０( Ｓ￣Ｎ)值显示出下降趋势ꎬ而Ｐ ￣１＃和Ｐ ￣４＃
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１、２、３、４ 分别代表 Ｎｉ 柱纯化后的重组蛋白 Ｐ￣１＃、Ｐ￣２＃、Ｐ￣３＃、
Ｐ￣４＃ꎻ５ 代表硫氧还蛋白(Ｔｒｘ)ꎻＭ 代表蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ３　 纯化的 ｐ３０ 重组蛋白氨基酸序列片段 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐ３０ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

与系列稀释的 ｐ３０ 免疫兔血清均保持较好的免疫反

应ꎬ由此可见 Ｐ￣２＃和 Ｐ￣３＃诱导的兔多抗效价弱于

Ｐ￣１＃和 Ｐ￣４＃ꎬ硫氧还蛋白(Ｔｒｘ)与 ＡＳＦＶ 阳性猪血清

和 ｐ３０ 免疫兔血清均无反应ꎮ

３　 讨 论

非洲猪瘟是一种高传染性动物疫病ꎬ家猪感染

后死亡率最高可达 １００％ꎬ２０ 世纪 ９０ 年代末ꎬ其流

行仅限于非洲大陆和欧洲部分地区ꎬ２００７ 年高加索

地区出现非洲猪瘟疫情ꎬ加速了其在欧洲和亚洲的

流行[１１￣１２]ꎬ现今 ＡＳＦＶ 基因Ⅱ毒株已经传至世界各

大洲[１３]ꎮ 目前ꎬ由于尚未有成熟的非洲猪瘟疫苗ꎬ
对于该病的防控依赖于主动监测ꎬＡＳＦＶ 可编码接

近 ２００ 种结构蛋白和非结构蛋白ꎬ其中结构蛋白

ｐ３０ 分布于病毒囊膜的内膜ꎬ是 ＡＳＦＶ 主要的免疫

原性蛋白之一ꎬｐ３０和ｐ５４的嵌合蛋白可产生中和

Ａ、Ｂ 分别代表包被蛋白质浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ / ＬꎬＣ、Ｄ 分别代表包被蛋白质浓度为 ０􀆰 １ ｍｇ / Ｌꎮ Ｐ￣１＃、Ｐ￣２＃、Ｐ￣３＃、Ｐ￣４＃分别代表 ｐＥＴ３２ａ￣ｐ３０(８ ~
１０１)、ｐＥＴ３２￣ｐ３０ (５８~１０１)、ｐＥＴ３２￣ｐ３０ (１０１~１５８)、ｐＥＴ３２￣ｐ３０ (８~１９４)诱导表达纯化的重组蛋白氨基酸序列片段ꎮ
图 ４　 ＥＬＩＳＡ 分析 ４ 种 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列片段与血清的反应原性

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｆｏｕｒ ｐ３０ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ
(ＥＬＩＳＡ)

性抗体[１４]ꎬｐ３０ 抗体对病毒内化有一定的抑制作

用[１５]ꎬ因此较多诊断试剂和亚单位疫苗的研制均将

ｐ３０ 蛋白列为重要的研究靶标ꎮ
　 　 通常以单克隆抗体来获取 ｐ３０ 蛋白抗原信息ꎬ
目前已制备出多株 ｐ３０ 单克隆抗体ꎬ同时对 ｐ３０ 蛋

白的表位有了进一步认识[１６￣１７]ꎮ 本研究通过对 ｐ３０
蛋白氨基酸序列进行分片段原核表达ꎬ直接分析

ＡＳＦＶ 阳性猪血清和 ｐ３０ 免疫兔血清与不同 ｐ３０ 蛋

白氨基酸序列片段的反应原性ꎬ结果显示 Ｐ￣２＃与
ｐ３０ 免疫兔血清有免疫反应ꎬ但与 ＡＳＦＶ 阳性猪血
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清反应较弱ꎬ表明 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列中第５８~ １０１
位片段的反应原性弱ꎬ而该片段内已被证实含有

ｐ３０ 单克隆抗体识别的抗原表位(６１~ ９３ ａａ) [１８]ꎮ
有研究以甲病毒表达的关联片段(６１~ １１０ ａａ)２ 次

免疫 １０ 头猪ꎬ不能有效激活抗体产生(转阳比例 １ /
１０)ꎬ以 ＡＳＦＶ 弱毒株 ＯＵＲＴ８８ / ３ 继续攻毒后ꎬ才激

活了抗体产生(转阳比例 ９ / １０) [１９]ꎮ 综上ꎬ该片段

存在的抗原表位(６１~ ９３ ａａ)可能不是 ｐ３０ 的优势

抗原表位ꎬ其抗体的产生需要该片段抗原的多次刺

激ꎮ 此外ꎬ甲病毒表达的 ｐ３０ 的不同氨基酸片段ꎬ发
现 ｐ３０ (１~１００ ａａ)与 ＡＳＦＶ 弱毒株 ＯＵＲＴ８８ / ３ 感染

血清的反应原性最弱ꎬ同时推测 ｐ３０ 蛋白的优势抗

原区域集中在１０１~１５０ ａａ[１９]ꎬ而本研究以大肠杆菌

原核表达 ｐ３０ 蛋白不同氨基酸片段ꎬ发现Ｐ￣１＃(８~
１０１ ａａ)与 ＡＳＦＶ 阳性猪血清的反应原性高于 Ｐ￣３＃
(１０１~１５８ ａａ)ꎬ上述结果差异是否与蛋白质表达系

统差异或者血清来源差异有关ꎬ值得后续进一步研

究ꎮ
原核表达系统表达 ｐ３０ 全长蛋白ꎬ用于建立

ＡＳＦＶ 抗体检测方法已见多次报道[２０￣２１]ꎬ但多数获

得的蛋白质是以包涵体形式表达ꎬ尽管通过蛋白质

复性可恢复部分活性ꎬ但复性效率较低ꎮ 本研究通

过大肠杆菌表达系统表达了 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列系

列片段ꎬ其中 Ｐ￣１＃(８~１０１ ａａ)和 Ｐ￣３＃(１０１~１５８ ａａ)
均是可溶性表达ꎬ同时 Ｐ￣１ ＃ (８~ １０１ ａａ) 能够与

ＡＳＦＶ阳性猪血清和 ｐ３０ 免疫兔血清有较好的反应

原性ꎬ仅次于包涵体表达的 Ｐ￣４＃(８~ １９４ ａａ)ꎬ结果

表明 Ｐ￣１＃(８~ １０１ ａａ)可用于后续 ＡＳＦＶ 诊断候选

靶抗原ꎮ 此外ꎬ研制非洲猪瘟诊断试剂时ꎬ由于制备

ＡＳＦＶ 感染或免疫阳性猪血清有条件限制ꎬ常以蛋

白质免疫猪或其他种属动物制备阳性血清替代ꎬ本
研究中 １􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ包被的 Ｐ￣２＃与 ＡＳＦＶ 阳性猪血清

反应较弱ꎬ但与 ｐ３０ 免疫兔血清有较明显的免疫反

应ꎬ表示经过抗原的多次免疫刺激可能存在较弱抗

原性区域反应性提升的现象ꎬ因此建议筛选诊断优

势抗原和优化诊断方法时ꎬ应慎重选用多次免疫血

清去评价ꎮ

４　 结 论

本研究分析了非洲猪瘟病毒 ｐ３０ 蛋白不同氨基

酸序列片段反应原性ꎬ发现 ｐ３０ 蛋白的８~ １０１ ａａ 氨

基酸序列片段可在大肠杆菌表达系统中实现可溶性

表达ꎬ同时该氨基酸序列为 ｐ３０ 潜在抗原优势区域ꎮ
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１８８１周俊明等:非洲猪瘟病毒 ｐ３０ 蛋白氨基酸序列分段表达及反应原性分析




