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缩略词

英文缩写 英文全称 中文全称

CPE Cytopathic effect 细胞病变效应

DAS-ELISA Double-antibody sandwich ELISA 双抗夹心 ELISA

E Envelope 包膜蛋白

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清

g Gram 克

h Hour 小时

I-ELISA Indirect enzyme-linked immunosorbent assay 间接酶联免疫吸附试验

IF Immunofluorescence test 免疫荧光法

IFA Indirect immunofluorescence assay 间接免疫荧光

IFN Interferon 干扰素

IHC Immunohistochemistry 免疫组化法

kDa Kilo dalton 千道尔顿

L Liter 升

mL Millilitre 毫升

mg Milligram 毫克

min Minute 分钟

N Nucleocapsid 核衣壳蛋白

ORF Open reading frame 开放阅读框

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应

PCRV Porcine respiratory coronavirus 猪呼吸道冠状病毒

PCV Porcine circovirus 猪圆环病毒

PED Porcine epidemic diarrhea 猪流行性腹泻

PEDV Porcine epidemic diarrhea virus， 猪流行性腹泻病毒

PHEV

Porcine hemagglutinating encephalomyelitis

Virus

猪脑脊髓炎泓细胞凝集

病毒
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续表

英文缩写 英文全称 中文全称

PoRV Porcine rotavirus 猪轮状病毒

PRRSV

Porcine reproductive and respiratory

Syndrome virus

猪繁殖与呼吸障碍综合

征病

PRV Pseudorabies virus 猪伪狂犬病毒

qPCR Quantitative real-time PCR 荧光定量

RT-PCR

Reverse transcription-polymerase Chain

Reaction 逆转录聚合酶链式反应

S Spike 纤突蛋白

SDS-PAGE

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide

Gel electrophoresis

十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳
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摘要

猪流行性腹泻病毒（Porcine epidemic diarrhea virus，PEDV）是一种主要危

害仔猪肠道的冠状病毒，目前是猪场传染病的主要病原之一。为减少猪流行性

腹泻（Porcine epidemic diarrhea，PED）造成的损失，关键在于建立一种准确且

快速的诊断方法，及时控制该病的传播。本研究旨在原核表达 PEDV M蛋白，

并通过杂交瘤技术将该蛋白作为免疫原免疫小鼠制备单克隆抗体，基于抗

PEDV M 蛋白单克隆抗体建立一种高效、灵敏且特异的双抗夹心 ELISA

（Double-antibody sandwich ELISA，DAS-ELISA）方法，为 PED的防控和临床

诊断提供重要的技术手段。具体研究内容及结果如下：

1.PEDVM蛋白的表达与纯化

首先设计特异性 PCR引物扩增优化后的 PEDV M基因，载体 pET-21(b)用

EcoR I和 Xho I酶切后与扩增的M基因进行同源重组连接，经菌液 PCR和测序

鉴定，阳性重组质粒命名为 pET-21(b)-PEDV-M。将 pET-21(b)-PEDV-M阳转至

BL21（DE3）感受态细胞中诱导表达，采用镍柱纯化，经十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳（Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，

SDS-PAGE）以及蛋白质印迹（Western Blot）鉴定，结果表明，成功制备出浓

度高且反应性良好的 PEDVM蛋白。

2.抗 PEDVM蛋白单克隆抗体的制备与鉴定

将纯化的 PEDV M蛋白免疫 6周龄雌性 BALB/c小鼠，共免疫 4次，每次

免疫前进行眼球采血，通过间接酶联免疫吸附试验（Indirect enzyme-linked

immunosorbent assay，I-ELISA）检测血清效价，第四次免疫后小鼠血清效价达

到 1:32000。加强免疫后，取小鼠脾脏与 SP2/0进行融合，采用三次有限稀释法

亚克隆，并通过 ELISA和间接免疫荧光（Indirect immunofluorescence assay，

IFA）两者结合筛选出 2株能够稳定分泌抗 PEDV M蛋白单克隆抗体的杂交瘤

细胞株，分别命名为 5F2和 7E1。小鼠致敏后于腹腔注射杂交瘤细胞，制备腹

水，抗体纯化后，使用小鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂盒鉴定单抗亚型。利用套

式 PCR（Nested PCR）扩增技术对单克隆抗体 7E1可变区序列进行分析。通过

对 PEDV M蛋白两次截短，并经 SDS-PAGE和 Western Blot检测，鉴定出单克
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隆抗体 7E1识别 PEDVM蛋白区域为 92-129 aa。

3.DAS-ELISA方法的建立

将单克隆抗体 7E1作为捕获抗体，HRP-5F2作为检测抗体，采用棋盘滴定

法确定最佳包被浓度为 0.004 mg/mL以及 HRP-5F2稀释度为 1:1600，通过优化

不同反应条件，筛选出最佳包被时间为 37℃ 1 h，最佳封闭条件为 5% BSA 4℃

封闭过夜，最佳样品孵育时间为 37℃ 2 h，HRP-5F2最佳孵育时间为 37℃ 1 h。

该方法对病毒最低检测量为 1.56×105TCID50/mL，该方法与 PRRSV、PDCoV、

PoRV、PCV和 PRV并不存在交叉反应，因此表明该方法具有较强的特异性；

该方法检测样品变异系数为 6%-14%，表明重复性良好； RT-PCR与本试验建

立的方法进行对比，其符合率为 96%，表明该方法具有良好的可靠性。以上结

果表明成功建立高效、灵敏且特异的 DAS-ELISA方法。

综上所述，本试验通过原核表达成功制备出高纯度且反应性好的 PEDV M

蛋白且筛选出 2株针对该蛋白的单克隆抗体 7E1和 5F2，基于单抗 7E1和 5F2

成功建立快速、灵敏且特异的 DAS-ELISA方法。为 PEDV的基础性和应用性

研究奠定基础，为 PEDV临床检测提供有力技术手段。

关键词：猪流行性腹泻病毒；M蛋白；单克隆抗体；双抗体夹心 ELISA
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ABSTRACT

Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) is a coronavirus that mainly affects the

intestinal tract of piglets and is currently one of the major pathogens of infectious

diseases in swine farms. In order to reduce the losses caused by porcine epidemic

diarrhea (PED), it is crucial to establish an accurate and rapid diagnostic method to

control the spread of the disease in a timely manner. The aim of this study was to

express PEDV M protein in prokaryotic nuclei and prepare monoclonal antibody by

immunizing mice with the protein as an immunogen through the hybridoma technique,

and to establish a highly efficient, sensitive and specific double-antibody sandwich

ELISA (DAS-ELISA) based on the anti-PEDV M protein monoclonal antibody to

provide an important diagnostic method for the prevention, control and clinical

diagnosis of PED. It provides an important technical means for the prevention and

control of PED and clinical diagnosis. The details and results of the study are as

follows:

1. Expression and purification of PEDVM protein

Firstly, specific PCR primers were designed to amplify the optimized PEDV M

gene, and the vector pET-21(b) was homologously recombinantly ligated with the

amplified M gene after digestion with EcoR I and Xho I. The positive recombinant

plasmid was identified by bacteriophage PCR and sequencing, and the positive

recombinant plasmid was named as pET-21(b)-PEDV-M. pET-21(b)-PEDV-M was

positively transferred to BL21 (DE3) receptor cells to induce expression, purified by

nickel column, identified by Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE) and protein blotting (Western Blot). The results showed

that PEDV M protein with high concentration and good reactivity was successfully

prepared.

2.Preparation and characterization of anti-PEDV M protein monoclonal antibody

Purified PEDV M protein was immunized in 6-week-old female BALB/c mice
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for four times, and blood was collected from the eyeballs before each immunization,

and the serum potency was detected by Indirect Enzyme-linked Immunosorbent

Assay (I-ELISA), and after the fourth immunization, the serum potency of mice

reached 1:32000. After the fourth immunization, the spleens of mice were fused with

SP2/0, subcloned by three times limited dilution, and two hybridoma cell lines

capable of stably secreting monoclonal antibodies against PEDV M protein were

screened by a combination of ELISA and Indirect Immunofluorescence Assay (IFA),

named 5F2 and 7E1 respectively, which were named 5F2 and 7E1, respectively. The

mice were sensitized by intraperitoneal injection of the hybridoma cells, and ascites

was prepared for antibody purification and identification of the monoclonal antibody

subtypes using the mouse monoclonal antibody subtype identification kit. The

sequence of the 7E1 variable region of the monoclonal antibody was analyzed by

using Nested PCR (Nested PCR) amplification. The monoclonal antibody 7E1

recognized the PEDV M protein region of 92-129 aa was identified by truncating the

PEDVM protein twice and detected by SDS-PAGE and Western Blot.

3.Establishment of DAS-ELISAmethod

The monoclonal antibody 7E1 was used as the capture antibody and HRP-5F2

was used as the detection antibody. The optimal encapsulation concentration was

determined to be 0.004 mg/mL and the dilution of HRP-5F2 to be 1:1600 using

checkerboard titration, and the optimal encapsulation time was screened out to be

37℃ for 1 h, the optimal containment conditions were 5% BSA 4℃ containment

overnight, and the optimal incubation time for the samples was 37℃ for 2 h, and the

optimal incubation time for HRP-5F2 was 37℃ for 1 h. The method was compatible

with PRRSV, and the minimum detection amount of virus was 1.56×105 TCID50/mL.

The optimal incubation time for HRP-5F2 was 37℃ for 1 h. The lowest detectable

amount of virus was 1.56×105TCID50/mL, and the method did not cross-react with

PRRSV, PDCoV, PoRV, PCV, and PRV, which indicated that the method had strong

specificity; the coefficient of variation of the samples detected by the method was

6%-14%, which indicated good reproducibility; the RT-PRV method had good

repeatability. The reproducibility of the method was good; the RT-PCR method was

compared with the method established in this experiment, and the compliance rate
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was 96%, which indicated that the method had good reliability. The above results

showed that the DAS-ELISA method was successfully established with high

efficiency, sensitivity and specificity.

In summary, this experiment successfully prepared a highly pure and reactive

PEDV M protein by prokaryotic expression and screened two monoclonal antibodies

7E1 and 5F2 against this protein, and established a rapid, sensitive and specific DAS-

ELISA method based on monoclonal antibodies 7E1 and 5F2. This method lays the

foundation for the basic and applied research on PEDV and provides a powerful

technical means for the clinical detection of PEDV.

Key words: Porcine epidemic diarrhea virus; M protein; Monoclonal antibody;

Double antibody sandwich ELISA
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第一章 绪论

1.1 PED概述

冠状病毒感染全球人类及动物，生态链受到严重影响。PEDV是由猪流行

腹泻病毒引起的一种急性、仔猪高致死率肠道冠状病毒病[1]。虽然各个年龄段

的猪群均易感，但是发病率及死亡率有所不同，其中 7日龄以内的仔猪感染

PEDV后死亡率高达 100%，主要表现为水样腹泻、脱水消瘦、呕吐等临床症状

[2]。自 2010年以来，PED在全球大规模发生，现如今以关于 PED的报道日益

增加，全球养猪业经济下滑。由于 PED的危害越来越严重，并且 PEDV毒株在

不断变异，疫苗保护力下降，致使 PED的防控难度增加。临床上 PEDV与其他

病毒感染往往以混合感染形式引起猪腹泻，故实验室检测是诊断 PEDV必不可

少的技术手段。鉴于此，建立一种简便快捷的 PEDV诊断方法有利于在发病早

期控制 PEDV在猪群中的传播以减少损失。

1.2 PED流行情况

猪为 PEDV的自然宿主，一般在冬季 12月到 2月是感染 PEDV的高峰期，

偶尔在夏季也有感染。PEDV的传播途径主要有直接传播、间接传播以及气溶

胶传播。PEDV可以通过粪口直接或者间接传播，猪食用的饲料以及饲养员传

播，初乳以及精液传播，还能通过粪鼻传播[3-13]。1978年，比利时科学家给从

各种年龄猪的口服冠状病毒样本，而后从猪肠道和粪便中分鉴定出冠状病毒颗

粒，命名为 CV777，并发现该病毒在覆盖大肠绒毛以及小肠绒毛中的上皮细胞

中复制[14, 15]。1973年，在中国上海首次记录了 PEDV引起腹泻的案例，而后研

究员开始展开调查，在 1984年才核实该病毒为 PEDV [16]。在 2010年以前，

PED在中国属于散发或局部爆发，而在 2010年 10月以后中国南方大规模爆发,

并成成百上千的猪发病死亡，尤其以仔猪死亡最严重，对该地区经济发展构成

威胁[17, 18]，并且调查研究发现毒株发生了突变[19, 20]。
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1.3 PEDV基本特征

1.3.1 PEDV病原学

根据国际病毒分类委员会公布的报告，将冠状病毒分为是个属，即α、β、γ、

δ[21]。PEDV归属于套式病毒目、冠状病毒科、ａ冠状病毒属[22]，除此之外，

TGEV、猪呼吸道冠状病毒（Porcine respiratory coronavirus，PCRV）也属于α冠

状病毒属的成员，而猪脑脊髓炎泓细胞凝集病毒（Porcine hemagglutinating

encephalomyelitis virus，PHEV）和δ冠状病毒分别属于β冠状病毒属和德尔塔冠

状病毒属。在临床上又将猪冠状病毒分为肠致病性冠状病毒和呼吸道冠状病毒。

1.3.2理化特性

PEDV病毒粒子在自然环境下不能长期保存，而在零下 20℃环境中可稳定

存活长达一年，在 60℃以上加热 30 min后即可失活，另外在过酸或过碱条件

下 PEDV完全失活，并且温度越高病毒粒子越容易失活，故在高温条件下使用

酸碱消毒剂消毒效果更好[2]。有机脂溶剂可以破坏 PEDV的囊膜结构从而使病

毒粒子完全失活，例如甲醛 ，氢氧化钠、碳酸钠等。虽然 PEDV对 RNA酶敏

感，但 C9H11IN2O5对 PEDV的复制没有抑制作用，并且超声波破碎和反复冻融

不会影响 PEDV的感染力[23]。有研究表明，PEDV由于没有血凝性，不能与动

物以及人类的红细胞发生凝集反应，但 PEDV经过神经氨酸酶和胰酶处理以后

便能与红细胞发生凝血反应[22, 24]。PEDV的血清型只有一个，并且通过免疫荧

光实验、免疫电镜实验和病毒中和实验可以得知 PEDV与其他冠状病毒成员不

仅没有相同抗原而且没有血清交叉反应[25, 26]。

1.3.3培养特性及基因型

PEDV体外培养时受胎牛血清（Fetal bovine serum，FBS）影响，PEDV可

以在经胰酶处理后的非洲绿猴肾细胞（VERO）培养液中正常增殖、稳定传代。

有研究发，PEDV可在猪原代肺泡巨噬细胞中复制并增殖，除此之外 PEDV还

能够在其他传代细胞系中传代培养例如 MA-104、PK-15等[2, 27-29]。从而 PEDV

在分离、分子特性和理化性质的研究、疫苗的生产研发方面取得重大进展。
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自 1970年代 PEDV出现以来，其传播过程发生了许多变化，导致存在许

多具有不同毒力和传染性的毒株。许多科学家已经分析了 PEDV的进化和基因

型。该病毒通常分为经典株（GI）和突变株（GII），其中突变株（GII）可细分

为非 S-INDEL 和 S-INDEL 两种。经典毒株包括在欧洲和比利时发现的早期

PEDV菌株如毒力毒株 CV777，以及一些常见的毒株和通过连续体外传代获得

的大多数细胞培养适应突变毒株，如减毒 CV777和 DR13[18]。经典毒株的毒性

低于其他毒株，尽管它们已出现在欧洲和亚洲的大多数地区，但它们主要引起

散发性暴发[19]。在 2010年，各猪场普遍进行疫苗接种，基本阻断了经典毒株

的流行。目前在中国流行的主要毒株是 GII，它对中国养猪业构成极大地威胁。

1.3.4基因组结构

PEDV是一种包膜病毒，基因组为单股正链 RNA，属于冠状病毒科的甲冠

状病毒属[30, 31]。PEDV是目前发现最大的 RNA病毒之一，如图 1-1所示，其基

因组按以下顺序排列：5'-ORF1a-ORF1b-S-ORF3-E-M-N-3',ORF1a，ORF1b编码

两种非结构蛋白的 7个开放阅读框（Open reading frame，ORF），经过加工可产

生 16 种非结构蛋白（NSP1-NSP16），ORF3 编码辅助蛋白[13, 32]。剩下的 4个

ORF 编码 4 种结构蛋白，分别是纤突蛋白（ Spike， S）、核衣壳蛋白

（Nucleocapsid，N）、膜蛋白（Membrane，M）、包膜蛋白（Envelope，E）[33-

37]。
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图 1-1 PEDV基因组结构和病毒粒子结构示意图[38]

Fig. 1-1 Schematic diagram of PEDV genome structure and virion structure

(1) S蛋白

S蛋白是一个大小为 150-220 kDa的Ⅰ型跨膜糖蛋白，是 PEDV最大的结构

蛋白。PEDV生命周期始于 S蛋白通过与其受体的相互作用与宿主细胞结合[36,

39, 40]。S蛋白对于病毒进入宿主细胞至关重要。在细胞进入过程中，S蛋白与细

胞上的受体结合，并介导病毒随后与细胞膜融合[41, 42]。在正常情况下，细胞膜

通过充当屏障来保护细胞免受病毒的侵害。病毒不能进入细胞，除非它与宿主

细胞膜表面的受体相匹配。病毒融合蛋白根据其结构相似性分为两类：I型病

毒融合蛋白和 II型病毒融合蛋白。I型病毒融合蛋白在 S2亚基的 N末端包含一

个七重复序列（HR）区域和一个融合肽（FP），而 II型病毒融合蛋白没有 HR

区域但具有内部 FP。冠状病毒 S蛋白属于 I型病毒融合蛋白家族；它包含一个

具有两个疏水性 HR区域的内部 FP，称为 HR1和 HR2[43]。S蛋白是 PEDV的

主要毒力蛋白，可用于构建新型疫苗与诊断试剂研发。Shi等[44]以 PEDVS蛋白

作为免疫原免疫小鼠，使用传统方法研制出一种抗 PEDV S蛋白单克隆抗体，

该抗体能够中和 GI和 GII两种亚型，口服此抗体的新生仔猪能够抵抗 PEDV感

染，该抗体具有作为商业疫苗的潜力，且构建的 HEK293细胞系，使低成本生

产抗体成为可能。
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(2) M蛋白

M蛋白在冠状病毒囊膜中占比成分最高，它是一种由外部氨基酸末端和内

部羧基末端结构域组成的跨膜糖蛋白。M蛋白通过与其他病毒蛋白相互作用来

执行其功能。M蛋白在病毒组装过程中与刺突蛋白和核衣壳蛋白相互作用。M-

M相互作用构成了病毒包膜的整体支架[45]。M蛋白在病毒复制周期中发挥不可

或缺的作用，M 基因与 S基因相比，M 基因的遗传变异性较低 [46]。因此，

PEDV M蛋白可作为开发特定抗病毒药物和疫苗设计的靶点的首选蛋白。在

PDB数据库中可以找到一些 PEDV结晶蛋白的结构[47-49]。M蛋白可诱导猪的保

护性抗体，并参与由 I型和 III型干扰素途径协调的细胞抗病毒系统的拮抗反应

[50]。PEDV M蛋白的三维结构尚未报道。研究表明M蛋白具有保守的线性 B细

胞表位 95WAFYVR200，可以参与病毒粒子组装和出芽的过程，诱导机体α干扰

素产生中和性抗体[51]。M基因全长的表达十分困难，可能与其出芽功能或毒性

干扰作用有关[52]。M基因在 PEDV毒株间高度保守。潘孝成[53]等，通过分析安

徽流行株 M基因进行核苷酸序列分析，结果表明与 2011年后 PEDV的国内外

主要分离株核苷酸序列同源性为 99.0%～100%。

(3) N蛋白

N蛋白缠绕病毒 RNA形成螺旋状核衣壳结构，参与病毒的转录、复制过程。

N 蛋白是病毒粒子的主要结构成分，在病毒感染中具有多种功能[54-58]。它的主

要作用是组织病毒基因组并提高病毒转录和组装的效率[59]。除了在基因组管理

中发挥作用外，PEDV N蛋白似乎还可调节一些与病毒存活相关的细胞过程[60]，

保护宿主细胞免受诱导的细胞凋亡[61, 62]，并通过与 TBK1直接相互作用和抑制

干扰素（Interferon，IFN）调节因子 3（IRF3）来拮抗 I 型 IFN 的产生 [63]。

PEDV N蛋白通过与 p53直接相互作用而具有细胞周期调节功能[64]。这些研究

表明，N蛋白在 PEDV感染过程中参与多层复杂的功能作用。

(4) E蛋白

PEDV编码多种多功能蛋白，这些蛋白在病毒感染过程中抑制宿主先天免

疫反应。E蛋白基因组全长 232 bp是分布于病毒囊膜上最小的蛋白，并且 E蛋

白具有高度保守性。PEDV E蛋白在病毒生命周期中能阻断 I型 IFN的产生，

但对 E蛋白破坏宿主先天免疫的过程知之甚少。E蛋白在病毒出芽过程中起关

键作用 [65]。在进展到高尔基体装置之前，参与内质网 -高尔基体中间区室

（ERGIC）的形成，E蛋白可以短暂地驻留在高尔基体前区室中，并在冠状病
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毒感染期间诱导病毒包膜弯曲[66]。E蛋白缺失后将导致病毒在分泌途径的膜中

运输被阻断，并阻止病毒完全成熟[67]。据报道，小鼠肝炎病毒 （MHV） M和

E蛋白的共同表达导致颗粒的形成和分泌无刺突冠状病毒样病毒粒子（VLP）
[68]，并且传染性支气管炎病毒（IBV）和MHV E蛋白亦可形成 VLP[69, 71]。

1.4 PEDV病理特征及致病机理

1.4.1病理特征

对病死猪进行剖检，肠壁薄而透明并有出血点，肠系膜充血，肠系膜淋巴

结肿大，严重的伴有出血。病理切片显示浅层绒毛肠细胞肿胀伴有轻度细胞质

空泡化、散在肠细胞坏死后脱落，以及含有凋亡细胞的绒毛固有层收缩，肠道

粘膜充血，淋巴结明显肿胀，胃黏膜有大小不一的出血点[4, 18, 72]。绒毛缩短的

程度与疾病的严重程度有关，而空肠中段和后段上皮细胞空泡化和大量细胞脱

落可导致弥漫性萎缩性肠炎[73-75]。

1.4.2致病机理

PEDV引起的腹泻是由于感染肠细胞后水分的大量丢失和功能障碍导致的

结果，其次是刷缘膜结合消化酶减少[76, 77]。血清素参与催吐，促炎细胞因子反

应的增加部分导致食欲下降[78]。仔猪感染 PEDV后急性腹泻导致大量肠液丢失，

心脏收缩力受损，在临床感染猪的小肠中，绒毛肠细胞的紧密或粘附连接被破

坏[79]。连接蛋白的表达，如带闭塞蛋白-1，也降低或改变，随后跨上皮抵抗力

降低[79, 80]。感染 PEDV后小肠中杯状细胞和粘蛋白数量减少，增加了摄取食物

时引起过敏反应和混合感染的几率。受损的肠道完整性或消化功能通常在存活

猪感染后的第二周恢复[81]。

1.5 PED诊断方法

PED的诊断方法可分为临床诊断和实验室诊断。临床诊断是疾病最基本的

诊断方法，也是不可或缺的一部分。PED的流行特征具有一定的季节性，通常
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在冬季以及早春多发。PEDV潜伏期 1-8天不等，感染周期可达 30天左右[82]。

猪是 PED的主要传染源，感染后主要表现为呕吐、腹泻和脱水等症状，7日龄

以内的仔猪感染后致死率高达 100%。与仔猪相比，母猪发病率有显著差异[19]，

被感染母猪一般不会出现腹泻症状，大多表现为精神萎靡和厌食的症状。

实验室诊断包括病原学诊断，分子生物诊断和血清学诊断。其中病原学诊

断有病毒分离培养、免疫电镜法、免疫荧光法（Immunofluorescence test，IF）、

免 疫 组 化 法 （ Immunohistochemistry ， IHC ） 、 胶 体 金 免 疫 层 析 技 术

（Goldimmuno-chromatographicassay，GICA）。病毒的分离培养是临床医学界

所公认的诊断 PEDV最可靠的方法[83, 84]。VERO细胞是用于 PEDV分离和繁殖

的最广泛使用的细胞系，但必须将外源性胰蛋白酶添加到培养基中，以在细胞

培养中分离 PEDV[85-88]。IF可用于检测 PEDV抗原在细胞培养物中的分布[37, 84]，

或在肠道组织的冷冻切片中检测受感染肠细胞中的病毒抗原[3, 89, 90]。IHC已用

于检测肠道组织中的 PEDV抗原[89]。此外，IHC在福尔马林固定石蜡包埋的组

织中进行，可以对存档的组织样本进行长期储存和回顾性测试[91]。GICA对操

作人员无技术要求，不需要仪器辅助，并且反应敏捷、成本低、灵敏度高，因

此该方法在临床检测上广泛应用。

分子生物诊断包括聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction，PCR）、荧

光定量 RCP（Quantitative real-time PCR，qPCR），环介导的等温扩增（Loop-

mediated isothermal amplification，LAMP）。PCR是分子生物学领域最伟大的进

步之一。PCR方法的优势是可以检测不同的生物样本，如直肠拭子、粪便、口

腔液和肠道样本，同时具有较好的灵敏性和特异性[3, 37, 92, 93]。实时荧光定量

PCR（Real-time quantitative PCR，rRT-PCR）测定的主要优点是分析灵敏度和

与扩增反应同时检测靶序列的能力[94]。此外，rRT-PCR检测可实现高通量检测

和过程自动化。rRT-PCR的另一个优点是其多重检测能力，可以同时检测和区

分不同的 PEDV菌株[95]例如其他猪的肠道病毒病原体，包括密切相关的冠状病

毒 TGEV和 PDCoV[96, 97]。qRCP检测目前受到青睐，因为它们比标准逆转录

PCR（Reverse transcription-polymerase chain ceaction，RT-PCR）更灵敏、更快、

更容易执行，并且可以提供定量检测。世界各地的研究人员在使用临床样本或

来自实验感染猪的样本对 PEDV 的敏感性和特异性进行评估，发表了许多

qPCR检测方案，用于特异性检测 PEDV[95]。环介导的等温扩增是一种简单且

特异的核酸扩增方法，广泛应用于传染病诊断，包括 PEDV的检测[98-100]。迄今
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为止，已经设计并评估了两种等温扩增测定法用于诊断 PEDV[101]。rRT-LAMP

和 rRT-PCR的检测限相同，而传统 RT-PCR的检出限比其他两种测定方法高出

100倍[100]。

血清学诊断包括病毒中和试验（Virus neutralization assays，VNs）、酶联免

疫吸附实验（Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）、IFA。VNs广泛用

于检测 PEDV特异性抗体。通过与病毒粒子结合，NAb阻断病毒复制周期的一

个或多个步骤引起病毒颗粒的聚集或裂解，从而中和或降低病毒感染性[102]。

PEDV抗原可以使用抗原捕获 ELISA在粪便中检测[103-105]。PEDV感染后采用

DAS-ELISA检测方法其原理是用一种 PEDV特异性抗体将病毒抗原捕获并用另

一抗体进行检测，该方法灵敏可靠[103-106]。DAS-ELISA已被开发用于检测粪便

样本中的 PEDV[107]。应在感染的急性期，在临床症状出现后不久收集样本，及

时运送到实验室，以减少感染带来的损失[107]。IFA测定已常规用于检测针对

PEDV的抗体并评估受影响畜群的免疫状态[82, 108]。

1.6单克隆抗体的临床应用

抗体是一种异二聚体蛋白分子，由两条相同的轻链和两条相同的重链组成，

每个链由不同的结构域组成。重链和轻链通过二硫键结合在一起，形成 Y形结

构。根据其重链序列，有五类抗体：IgM、IgD、IgG、IgE 和 IgA。每个类分为

不同的子类型；例如，IgG分为 IgG1、IgG2、IgG3和 IgG4。单克隆抗体已成

为市场上的一类主要治疗剂。迄今为止，已有约 80个 mAb获得上市批准。

2018年，FDA批准了 12种新的单克隆抗体，占获批药物总数的 20%。大多数

单克隆抗体疗法用于肿瘤和免疫/传染病，但这些疗法正在扩展到其他疾病领域。

目前，单克隆抗体疗法对许多自身免疫性疾病和癌症有重大影响，可分为三类：

免疫、肿瘤和抗感染。

重组单克隆抗体为疾病治疗提供了更多的解决方案。与多克隆相比，高效

筛选、安全的药物生产与临床试验中的疗效以及生产大量产品的能力相结合，

具有优势。单克隆抗体通常在疾病的诊断及治疗中应用。将单克隆抗体的表位

定位，实现分子上关键抗原区域的可视化，为蛋白质以及其他具有临床相关性

的分子的结构功能关系研究奠定基础。
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1.7抗原表位

当免疫原刺激机体产生体液免疫反应时，机体会产生大量针对该抗原表面

的不同部位或区域的抗体，这些部位即为抗原决定簇或表位。通常表位包含六

到八个氨基酸。大多数抗体识别三维形状并与之相互作用，该三维形状由分子

折叠产生的“不连续”残基并列。抗体也可以识别氨基酸的线性延伸或“连续”表

位。每个抗体分子对单个表位具有特异性，并且每个抗体都是单个 B细胞克隆

的产物。因此，来源于单个 B细胞克隆的具有独特特异性的抗体称为单克隆抗

体。抗原抗体识别和结合过程启动了宿主体内抗体的后续制造和产生，从而促

进了体液免疫反应。鉴定 B细胞表位具有至关重要的生物学意义，有利于增强

我们对免疫反应和免疫疾病的了解。因此，全面了解抗原表位对于免疫干预治

疗、疾病检测和无副作用有效疫苗的开发具有重要意义[109, 110]。

1.8 PED防控

PED主要感染仔猪，发病迅速，死亡率高且无特殊治疗药物，因此接种疫

苗是预防 PED的最佳手段之一。在实际生产中，混合感染往往较为常见，因此

养猪场不仅要做好 PEDV的预防工作，同时要加强猪繁殖与呼吸障碍综合征病

毒（Porcine rreproductive and respiratory syndrome virus，PRRSV）、猪圆环病毒

（Porcine circovirus，PCV）和猪伪狂犬病毒（Pseudorabies virus，PRV）等基

础免疫。加强饲养管理，做好生物安全，是控制病毒性腹泻的唯一有效手段[111-

113]。

饲养管理方面提高饮食营养水平，在饲料中添加益生菌，改善肠道健康和

抗病能力，并使用一些抗病毒草药进行预防。春秋两季昼夜温差差异大，应及

时保持通风和保暖，以减轻猪的温度应激。遏制感染源，限制从疫区获取仔猪，

引入病原体，防止狗和猫进入养猪场，做好养猪场的虫鼠防治工作，严格执行

养猪场内外的消毒制度，提高环境控制水平对于防止该病的传入具有重要意义

[114, 115]。

选择适当的疫苗并制定合理有效的免疫计划。接种疫苗是控制和预防 PED

感染的主要手段。定期对猪的健康状况进行检查吗，并给健康的猪进行疫苗接
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种，从而产生有效的抗体，提高保护力。接种疫苗后，应每年对猪进行抗体检

测，并对母猪乳汁进行 IgA水平检测，以制定合理的免疫计划，以应对抗体和

IgA的变化。

1.9研究目的和意义

PEDV是目前影响中国养猪业健康发展的最主要病原体之一。PED主要为

地方性流行病，在各省份均流行。高致病性毒株和突变毒株的出现以及不同毒

株之间抗原性的显着差异导致了感染仔猪腹泻的临床情况更加复杂。目前，临

床上对于 PED的感染发病仍未取得有效的控制，快速准确的诊断方法是疾病科

学防治的前提条件。

PEDV以仔猪腹泻为主要临床症状，感染初期即可通过粪便检测病毒粒子

的存在，目前，实验室的检测方法较多，例如病原学诊断，分子生物诊断和血

清学诊断。各个检测方法均有优点和缺点，根据不同的诊断材料和诊断条件选

择合适的检测方法，提高对该病诊断的准确性。DAS-ELISA方法不仅成本低，

操作简单，并且适用于现场大批量样本检测，故建立该方法为快速诊断 PEDV

提供有力技术手段。

本试验将 PEDV M基因克隆至载 pET-21(b)成功构建重组质粒 pET-21(b)-

PEDV-M；利用原核表达系统，成功表达 PEDV M蛋白。将 PEDV M蛋白做为

免疫原，制备出 2株针对 PEDV的单克隆抗体，并对单克隆抗体 7E1可变区序

列测序，通过截短表达M蛋白，筛选出单克隆抗体 7E1能特异性识别 PEDV M

蛋白的区域为 92-129 aa。将 7E1作为捕获抗体，HRP-5F2作为检测抗体，建立

一种特异性强且灵敏性高的 DAS-ELISA方法。该方法的建立，为 PEDV感染

检测提供临床应用价值；为 PEDV的流行病学调查提供有力工具；为 PEDV的

基础性和应用性研究提供重要的物质基础。
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第二章 PEDV M蛋白表达及纯化

M蛋白属于 PEDV囊膜中含量最丰的成分，其主要在病毒粒子组装和出芽

的过程起着重要作用，M蛋白可以刺激机体产生免疫反应，产生中抗体。M蛋

白在毒株之间相对保守，是检测病毒的首选靶点。本章主要采用原核表达系统

表达 PEDV M蛋白，通过 EcoR I和 Xho I双酶切载体 pET-21(b)与扩增的 M基

因进行连接转化，成功构建重组质粒 pET-21(b)-PEDV-M，将质粒转入 BL21

（DE3）中进行诱导表达，并通过镍柱纯化，蛋白透析浓缩后经 SDS-PAGE以

及WB鉴定，成功获得纯度高且反应性好的 PEDV M蛋白。为后续 PEDV单克

隆抗体的制备奠定基础。

2.1试验材料

2.1.1病毒株及质粒质粒

感染 PEDV CH//SX//2016 株（GenBank:MT787025.1）的肠道组织和 pET-

21(b)原核表达载体均由中国农业科学院兰州兽医研究所保存。

2.1.2主要试剂

见表 2-1：
表 2-1 主要试剂

Table 2-1 main reagents
试剂名称 公司

RNAiso Puls、限制性内切酶 日本 Takara公司

DH5α感受态细胞、250 bp DNA Ladder 北京擎科生物科技股份有限公司

BL21（DE3）感受态细胞、ProteinIso Ni-NTAResin 北京全式金生物科技股份有限公司

反转录试剂盒 南京诺唯赞生物科技股份有限公司

质粒提取试剂盒 Magen生物科技有限公司

蛋白 maker、核酸 maker 擎科生物有限公司

脱脂奶粉、吐温 Solarbio公司
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2.1.3主要仪器设备

见下表 2-2：
表 2-2 主要设备

Table 2-2 main machine
设备名称 公司

恒温水浴锅、金属浴恒温器、涡旋震荡器 苏州捷美电子有限公司

生物安全柜 苏州安泰空气技术有限公司

脱色摇床 北京六一生物科技有限公司

蛋白电泳仪、核酸电泳仪 美国 Bio-Red公司

超微量分光光度计 美国赛默飞世尔科技公司

荧光成像分析系统、微生物培养箱、4℃离心机 美国 Thermo Fisher Scientific公司

电子天平秤（万分之一） 华志（福建）电子科技有限公司

2.1.4主要试剂配制

(1)蛋白表达相关试剂

液体 LB：胰蛋白胨 10 g，酵母粉 5 g，氯化钠 10 g，ddH2O定容至 1 L；

固体 LB：胰蛋白胨 5 g，酵母粉 2.5 g，氯化钠 5 g，ddH2O定容至 0.5 L；

1%琼脂糖凝胶：琼脂糖 3 g，1×TAE 30 mL，煮沸后加入 10000×绿色荧光

核酸染料；

IPTG：异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 5 g，ddH2O定容至 20 mL，0.22滤膜过

滤；

(2)超声及纯化相关试剂

平衡缓冲液：尿素 480 g，NaH2PO4 14.2 g，Tris 1.21 g，ddH2O定容至 1 L，

调 pH值到 8.0；

2 M咪唑：咪唑 68 g，平衡缓冲液定容至 500 mL；

洗脱液：将 2 M咪唑用平衡缓冲液按 0.01 M，0.05 M，0.1 M，0.25 M，

0.5 M，1 M浓度进行稀释；

(3)蛋白鉴定相关试剂

10×Tris：Tirs 90 g，甘氨酸 432 g，ddH2O定容至 3 L；

Running buffer：10×Tris 100 mL，10% SDS 10 mL，ddH2O 900 mL；

转膜液：10×Tris 100 mL，ddH2O 700 mL，甲醇 200 mL；

12%浓缩胶：ddH2O 4.1 mL，30%Acrylamide 1mL，1.0 M Tirs PH=6.8 0.75
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mL，10% SDS 0.06 mL，10%过硫酸铵 0.06 mL，TEMED 0.006 mL；

12%分离胶：ddH2O 4.9 mL，30% Acrylamide 6 mL，1.0 M Tirs PH=8.8 3.8

mL，10% SDS 0.15 mL，10%过硫酸铵 0.15 mL，TEMED 0.006 mL；

1×PBST：10×PBS 100 mL，吐温 1 mL。

2.2试验方法

2.2.1 PEDV RNA提取

采用 TRIZOL 法提取感染 PEDV CH/SX/2016毒株的肠道组织 RNA，具体

操作步骤如下：

(1)研磨感染 PEDV CH/SX/2016毒株的肠道组织，加入等体积 PBS，6000

r/min离心 5 min，取 400 μL上清加入 400 μL RNAiso Plus，裂解 5 min，收取至

离心管；

(2)加入 80 μL的氯仿（RNAiso Plus1/5体积的量），震荡 15 s，室温静置 5

min，13000 r/min 4℃ 离心 10 min，离心后溶液从下至上主要分为红色、白色

和透明三层；

(3)将最上层透明液体转移到 1.5 mL离心管中，与转移液体体积 1:1加入如

异丙醇，缓慢颠倒混匀，常温静置 10 min 13000 r/min 4℃离心 10 min；

(4)弃掉上清，加入 75%乙醇 600 μL，13000 r/min 4℃离心 5 min；

(5)弃上清，重复上述步骤(4)；

(6)弃上清，在通风橱内将 1.5 mL离心管倒置于纸上 20 min后，待 1.5 mL

离心管内水分彻底干透后加入 30 μL的无菌无酶水，轻弹混匀，保存于﹣80℃

冰箱。

将所提取的 RNA反转为 cDNA做为基因克隆的模板。具体 RNA反转录体

系如下表 2-3：
表 2-3反转录体系

Table 2-3 Reverse transcription system
成分 用量

5×Hiscript 11 qRT super Mix 2 μL
无菌无酶水 3 μL
PEDV RNA 5 μL
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反应程序为：50℃ 15 min，85℃ 5 s，16℃ 4 min。反转的 cDNA放于﹣

20℃保存。

2.2.2 PEDVM基因克隆

(1)特异性引物设计

根据 PEDV毒株 CH//SX//2016(GenBank:MT787025.1)的M基因序列，利用

软件 Snapgene选择基因序列中的酶切位点 EcoR I和 Xho I设计特异性 PCR扩

增引物如下：

PEDV-M-F: GTCGGGATCCGAATTCGAACTCCATCCGTCTGTGGC

PEDV-M-R: GGTGGTGGTGCTCGAGAACCAGATGCAGGACTTTTTCGC

(2) PEDV M基因扩增

将以上特异性 PCR扩增引物送由西安擎科生物科技股份有限公司合成，合

成特异性 PCR扩增引物对 PEDV M基因进行扩增，从而得到本试验所需要的

目的片段 PEDV-M。具体 PCR扩增体系见下表 2-4：
表 2-4 PCR扩增体系

Table 2-4 Amplification system
成分 用量

PEDV cDNA模板 2 μL
PEDV-M-F 1.5 μL
PEDV-M-R 1.5 μL

5×PS GXL Buffer 10 μL
dNTP Mix 4 μL

Prime STAR GXL 1 μL
ddH2O 29 μL

反应程序见表 2-5。
表 2-5 PCR反应程序

Table 2-5 PCR reaction procedure
温度 时间

预变性 94℃ 5 min
98℃ 10 s

35个循环 60℃ 15 s
68℃ 1 min

最后延伸 72℃ 5 min
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扩增结束后，PCR产物电泳后于凝胶成像仪紫外鉴定并回收。凝胶回收方

法根据胶回收试剂盒说明书进行操作。

(3)重组质粒构建

EcoR I和 Xho I双酶切载体 pET-21(b)，酶切体系如下表 2-6：
表 2-6酶切体系

Table 2-6 Digestion system
成分 用量

EcoR I 2 μL
Xho I 2 μL

10×QuickCut Green Buffer 5 μL
载体 pET-21(b) 2 μg

ddH2O to 50 μL

将酶切混合物置于 37℃水浴锅中进行酶切 3 h，酶切产物电泳后于凝胶成

像仪紫外鉴定并切胶回收。

将上述双酶切载体回收产物与 PCR扩增产物进行连接，连接体系如下表 2-

7：
表 2-7连接体系

Table 2-7 Connection system
成分 用量

5×CE II Buffer 4 μL
Exnase II 2 μL

PEDV-M目的片段 150 ng
双酶切载体 pET-21(b) 150 ng

ddH2O to 20 μL

反应程序为 37℃ 30 min。

2.2.3 PEDVM蛋白诱导表达

将上述连接产物转入 DH5α感受态细胞。具体步骤为：DH5α感受态细胞置

于冰上融化，而后缓慢加入 1/10感受态细胞体积的连接产物，轻弹管壁，于冰

上静置 30 min，之后将其置于 42℃水浴锅中热激 45 s，迅速放回冰上，此过程

切勿剧烈晃动，静置 2 min后加入 500 μL的无抗 LB培养基，混匀后 37℃，置

于恒温摇床 220 r/min 复苏 60 min，在此期间将氨苄抗性的固体培养基放置

37℃微生物培养箱中进行预热。将复苏的菌液 4000 r/min离心 5 min，弃去 450

μL的上清，用剩余的培养基将菌块重悬，并将其涂布于氨苄抗性固体培养基中，
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37℃微生物培养箱过夜培养。

于次日挑取单个菌落，将其接种于 1 mL氨苄抗性的液体培养基中，37℃，

220 r/min活化菌液，而后将菌液进行 PCR鉴定，并把 1%琼脂糖凝胶电泳结果

鉴定为阳性的菌液送至西安擎科生物科技有限公司测序，挑选出测序正确的菌

液进行质粒提取并将重组阳性质粒命名为 pET-21(b)-PEDV-M。将阳性菌液与

50%甘油按照 2:3混合后放于﹣20℃冰箱储存。

取阳性重组质粒 pET-21(b)-PEDV-M转入 BL21（DE3）感受态细胞中，具

体操作过程同上述转化操作一致，即冰浴、热激、复苏以及涂板后挑取单个菌

落于 1.5 mL离心管中进行活化，待细菌生长达到繁殖高峰期时进行扩大培养，

同时将菌液和 50%甘油按照 2:3混合后放于﹣20℃冰箱储存。阳转菌液按 1:100

接种于 5 mL氨苄抗性 LB中，放置于 37℃，220 r/min的恒温摇床进行培养，

待 OD600nm在 0.6时，吸取 1 mL菌液作为未诱导组，而后加入 IPTG（终浓度为

0.001 M）进行诱导，继续放置于 37℃，220 r/min的恒温摇床培养 6 h。吸取 1

mL菌液作为诱导组，而后 8000 r/min离心 5 min收集诱导以及未诱导菌液沉淀，

加入 2×loading buffer，金属浴上 100℃加热 10 min而后进行 SDS-PAGE鉴定。

2.2.4 PEDVM蛋白超声及镍柱纯化

待 SDS-PAGE鉴定鉴定菌液表达后，将保存的菌液 1:100接种于 300 mL的

氨苄抗性的液体培养基中，同上述操作方法进行诱导，用 50 mL离心管收集菌

体。将收集的菌体用 20 mL PBS重悬后，与细胞超声破碎仪中超声 15 min（超

3s，间隔 3s），超声后 4℃ 12000 r/min离心 10 min，分别收集上清和沉淀，各

吸 1 ml处理后通过 SDS‑PAGE进行可溶性分析。将沉淀用 8 M尿素 20 mL室

温溶解 3 h或者 4℃过夜溶解，用 ProteinIso Ni-NTAResin对 His标签蛋白进行

分离纯化。具体操作步骤如下：

装柱：将空柱架于铁架台上，加入镍柱混合物，静置，待保存液下降至柱

体表面时镍柱量为 2 mL时，用 5倍柱体积平衡液对柱子进行平衡；

上样：为避免堵塞层析柱，蛋白样品在上样前需用 0.45 μm的滤器进行过

滤，而后与镍柱混匀后，转子 4℃孵育过夜，次日进行纯化，将混合物放入亲

和层析柱空柱管中。将亲和层析柱管底部的盖子打开，利用重力作用的原理，

使柱内部的混合液体流出，收集液体；
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蛋白洗脱：用平衡液配置不同浓度洗脱液对蛋白样品进行洗脱，每次 10

mL。根 SDS-PAGE电泳来分析蛋白在哪个浓度被洗脱下来；

柱子清洗及保存：最后使用 5倍柱体积的平衡液冲洗柱子 2次，然后用蒸

馏水冲洗一次，再将镍柱中加入 20%乙醇，4℃保存。

2.2.5 PEDVM蛋白透析与浓缩

配制不同浓度咪唑的透析液，主要为 6 M尿素、4 M尿和 2 M尿素。选择

透析袋截留分子量不超过蛋白大小 1/3的透析袋，裁剪至合适大小，用纯水煮

沸 10 min后自然冷却，将纯化的蛋白装入透析袋中，在 4℃环境中从高往低进

行梯度透析，每个浓度透析 6 h。透析后的蛋白用浓缩管进行浓缩。通过 BCA；

快速蛋白定量检测试剂盒测蛋白浓度，并将蛋白保存于﹣80℃冰箱。

2.2.6 PEDVM重组蛋白鉴定

浓缩后的蛋白通过 SDS-PAGE和 Western Blot鉴定。SDS-PAGE具体操作

步骤如下：

(1)蛋白样品处理：将浓缩后的蛋白吸取 50 μL加入 50 μL PBS混匀而后加

入 100 μL 2×loading buffer而后放置金属浴 100℃加热 10 min，而后置于离心机

顺离；

(2) 上样：将配制好的蛋白胶与电泳槽进行组装，电泳槽内加入 running

buffer至刻度线，蛋白胶每孔上样量为 10 μL，蛋白 maker上样量为 3 μL；

(3) 电泳：上样后接通电源，先用 100 V电压进行电泳，待 maker分层后将

电压调至 200 V，直至 maker条带跑到目标位置后后即可切断电源；

(4)染色：电泳结束后，拆除胶板，将凝胶转移至考马斯亮蓝染色液中染色

3 h

(5) 脱色：将考马斯亮蓝染色液回收，加入自来水放入微波炉中加热 8 min

后换液继续加水加热直至凝胶变得透明，蛋白条带清晰可见。

Western Blot鉴定操作步骤如下：

首先处理样品、上样、电泳操作步骤同上 SDS-PAGE操作步骤，电泳结束

后，拆除玻璃板，将 PVDF膜浸泡以甲醇溶液中 30 s，而后按照从下至上，黑

板、纤维垫、滤纸、凝胶、PVDF膜、滤纸、纤维垫和白板的顺序进行转膜“三



第二章 PEDV M蛋白表达及纯化

18

明治”的组装，并且在电泳槽内加入冰砖，整个电泳过程均在冰浴环境下进行。

电泳结束后将转有蛋白的 PVDF膜浸泡与 PBST配制的 5%脱脂奶粉中进行封闭，

室温摇床封闭 2 h；封闭结束后将纯化的单克隆抗体用 5%脱脂奶粉 1:2000进行

稀释，室温转子孵育 1 h，PBST洗膜 4次，5 min/次；将 HRP标记的山羊抗鼠

IgG用 5%脱脂奶粉按 1:2500进行稀释，于室温转子孵育 1 h，同上洗的方式洗

膜；而后配制发光液，浸泡 1 min后，置于化学发光分析仪中进行曝光。

2.3试验结果

2.3.1 PEDVM基因克隆

pET-21(b)载体用 EcoR Ⅰ与 Xho I进行双酶切，结果如图 2-1中(a)所示，双

酶切产物在 5239 bp处有条带与预期大小相符；以 PEDV cDNA为模板，用设

计的引物进行扩增，并将 PCR产物经 1％琼脂糖凝胶电泳鉴定，如图 2-1中(b)

所示，成功扩增目的基因 PEDV M，大小为 387 bp，与预期大小相符合。

图 2-1双酶切载体及M基因扩增结果

Fig. 2-1 Amplification results of double digestion vector and M gene
（a）双酶切载体 pET-21(b)结果；（b）PEDV M基因扩增结果

(a) Results of pET-21(b) of double digestion vector; (b) Amplification of PEDV M gene

M 基因 PCR 胶回收产物与 pET-21(b)载体双酶切产物，连接后转化至

DH5α感受态细胞。挑取单个菌落进行菌液 PCR鉴定，结果如图 2-2所示，将

鉴定结果为阳性的菌液送北京擎科生物科技股份有限公司测序，并将序列对比

无误的重组阳性质粒命名为 pET-21(b)-PEDV-M。
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图 2-2 PEDV-M菌液 PCR鉴定

Fig. 2-2 PCR identification of PEDV-M bacterial solution

2.3.2 PEDVM蛋白诱导表达

将重组质粒 pET-21(b)-PEDV-M转化至大肠杆菌 BL21（DE3）中，1:1000

加入 IPTG进行诱导表达，结果如图 2-3中(a)所示，泳道 1为未诱导菌液，泳

道 2为诱导菌液，在泳道 2中可见 16 kDa大小处有相应条带，表明 M蛋白成

功表达。将诱导产物超声处理后进行 SDS-PAGE鉴定，结果如图 2-3中(b)所示，

泳道 1为菌体裂解后上清，泳道 2为菌体裂解后沉淀，在泳道 2中 16kDa处有

一条与预期相符合的条带即 PEDV M蛋白在沉淀中表达，表明 M蛋白表达形

式为包涵体。

图 2-3 PEDV M重组蛋白表达结果

Fig. 2-3 Expression of pET-21(b)M recombinant protein
（a）M蛋白诱导结果；（b）菌体裂解淀鉴定结果

(a) M protein induction results; (b) Identification results of cell lysis lake
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2.3.3 PEDVM蛋白超声纯化

将成功表达的M蛋白通过镍柱亲和层析法对蛋白进行纯化，使用梯度浓度

咪唑对蛋白进行洗脱，结果如图 2-4，泳道 1-9分别为流出液、0.01 M咪唑、

0.05 M咪唑、0.1 M咪唑、0.25 M咪唑、0.5 M咪唑、1 M咪唑和 2 M咪唑，

PEDVM蛋白在 0.1 M咪唑以及 0.25 M咪唑下被洗脱下来。

图 2-4 M蛋白纯化 SDS-PAGE分析

Fig. 2-4 M protein purification SDS-PAGE analysis

2.3.4重组M蛋白鉴定

采用镍柱亲和层析法对 M蛋白进行纯化，经 SDS-PAGE鉴定，结果如图

2-5中(a)所示，在 16 kDa处有相应条带，与预期大小相符合，说明成功获得了

重组 PEDV M蛋白。通过 His标签抗体检测M蛋白，结果如图 2-5中(b)所示，

在 16 kDa出有相应大小的条带，即成功制备出反应性良好的 PEDV M蛋白。

图 2-5蛋白纯化 SDS-PAGE和Western Blot鉴定结果

Fig. 2-5 Identification results of protein purification SDS-PAGE and Western Blot
（a）PEDV M蛋白 SDS-PAGE鉴定；（b）PEDV M蛋白Western Blot鉴定

(a) SDS-PAGE identification of PEDV M protein; (b) Western Blot identification of PEDV M
protein
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2.4讨论

PED是一种急性高度接触性肠道传染病，感染各年龄段猪，对仔猪致死率

极高[116]。近年来，PED在我国广泛传播，由于 PEDV毒株不断变异增强，导

致 PEDV相关疫苗免疫效果不理想。有研究表明[117] ，PEDV变异毒株中 S基

因的大部分区域发生变异，导致变异毒株之间的免疫原性存在较大的差异，从

而导致疫苗免疫效果不佳。因此建立一个快速且有效的检测方法有利于 PED的

预防和控制。M蛋白在病毒的组装和出芽过程中是不可或缺的，同时也可以诱

导机体产生具有病毒中和活性的保护性抗体。M基因在 PEDV毒株之间相对保

守，这一特性使其作为常用靶基因广泛应用于各种诊断方法中。M蛋白的成功

表达，为M蛋白结构及功能的研究奠定基础。M蛋白是检测 PEDV靶蛋白的不

二之选。M蛋白在细胞中表达到一定量时，可能会对细胞壁造成伤害，从而出

现生长抑制现象，故在冠状病毒中，M蛋白的体外表达较为困难，并且不稳定

甚至不表达[118-120]。早在 20世纪，PEDV M蛋白用真核表达系统进行表达，经

评估发现其表达水平较低，从而影响 M蛋白在诊断中的潜力[121]。为提高表达

水平，有研究者将M蛋白截短后克隆至 pGEX-6P-1，优化诱导条件后，其表达

水平较高[122]。本试验即通过原核表达系统将 PEDV M基因转入载体 pET-21(b)

进行诱导表达，成功制备出 PEDVM蛋白。

PEDV结构蛋白中，M、S和 N蛋白是主要蛋白，但目前还没有关于 M蛋

白的血清学诊断试剂的报道。M蛋白与 PEDV的其他结构蛋白相比，M蛋白相

对保守，因此，将M蛋白作为诊断抗原优势更佳。M蛋白是 PEDV颗粒囊膜中

含量最丰富的成分，在全病毒抗原提取过程中，M包膜外部比 S更加稳定，故

在血清学诊断中将M蛋白作为诊断抗原更为可靠。为使抗原抗体充分结合，抗

原必需将蛋白暴露于外部。而M蛋白的包膜外部最初暴露在外，与之相比，N

蛋白位于病毒颗粒的胞内，显然直接使用M蛋白做为检测抗原用于实际诊断中

效率更高。

在本试验中，曾将 PEDV M基因克隆于载体 pET-28a，但表达量较低并且

纯化过程中蛋白不与镍柱结合。而后选用 pET-21(b)载体，成功表达 M蛋白，

但表达的蛋白为不可溶性蛋白，虽然表达水平高，但复性较为困难。形成包涵

体的原因目前暂不明确，是否可以通过优化诱导条件，例如诱导时长，细菌生
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长温度来转化蛋白表达形式。

综上所述，M蛋白在原核表达系统中的表达水平更高，并且M蛋白的成功

表达使有利于相关诊断技术的研发，对该蛋白功能结构的研究具有重要的意义。

2.5本章小结

成功构建原核表达载体pET-21(b)PEDV-M；通过诱导表达、纯化、透析和

浓缩，成功获得纯度较好的重组PEDV M蛋白。
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第三章 抗 PEDV M蛋白单克隆抗体的制备与鉴定

PED至今任危害着养猪业的发展，对该病的防控以及对该病毒感染机制的

研究成为焦点。单克隆抗体作为一种特异性强，均质性好且效价高的理想靶向

工具，为病原学和血清学检测，以及 PEDV的免疫机制的研究提供有力工具。

本试验将纯化后的M蛋白免疫小鼠，采取小鼠脾细胞与 SP/20细胞进行融合，

筛选出能 2株能稳定分泌抗 PEDV M蛋白的单克隆抗体 7E1和 5F2，通过 IFA

和 Western Blot验证单克隆抗体的反应性。对单克隆抗体 7E1可变区进行测序

以及鉴定该抗体与 PEDV M蛋白特异性识别的区域。为建立特异性强、灵敏性

好的 DAS-ELISA方法奠定基础。

3.1试验材料

SP/20细胞由本实验室储存，SPF级 BALB/c小鼠购自中国农业科学院兰州

兽医研究所实验动物中心。

3.1.1主要试剂

见下表 3-1。
表 3-1 主要试剂

Table 3-1 Main reagents
试剂名称 公司

弗氏完全（不完全）佐剂 美国西格玛公司

胎牛血清、Protein G抗体纯化柱 北京全式金生物有限公司

HAT、HT Sigma公司

TMB显色液、ELISA终止液、腹水专用佐剂 Biodragon公司

T4 DNA连接酶 日本 Takara公司

3.1.2主要仪器设备

见表 3-2：
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表 3-2 主要仪器

Table 3-2 Main instruments
设备名称 公司

ELISA洗板机 北京六一生物科技有限公司

CO2细胞培养箱、恒温培养箱和生物安全柜 美国 Thermo Fisher Scientific公司

荧光显微镜 宁波永新光学股份有限公司

普通倒置显微镜 日本尼康株式会社

酶标仪 美国 BioTek公司

3.1.3主要试剂配制

平衡缓冲液：称取 PB 4.14 g，KCL 11.1 g定容至 1L ddH2O中，调 PH=7；

中和液：称取 Tris-HCL 121 g定容至 1L ddH2O中，调 PH=9；

洗脱液：称取柠檬酸 3.84 g，定容至 1L ddH2O中，调 PH=3。

3.2试验方法

3.2.1 PEDVM蛋白单克隆抗体的制备

(1) 动物免疫

挑选 3只 6周龄雌性 BALB/c小鼠，制订相应的免疫程序如下表 3-3：
表 3-3小鼠免疫程序

Table 3-3 Mouse immunization program
免疫次数 免疫剂量（只/μg） 乳化剂 免疫途径

首免 50 等体积完全复试佐剂 背部皮下多点注射

二免 100 等体积不完全弗氏佐剂 背部皮下多点注射

三免 100 等体积不完全佛寺佐剂 背部皮下多点注射

加强免疫 50 无 腹腔注射

首次免疫为 50 μg的 PEDV M蛋白与等体积完全弗氏佐剂利用三通器乳化，

待其形成油包水状态后，于小鼠背部皮下多点注射。每隔 2周进行一次免疫，

免疫前进行眼球采血测定血清效价，共免疫四次，四免后 7天眼部采血进行

ELISA测定血清效价，抗体滴度在 1:10000-1:0000000范围内即可免疫冲击后 3
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天进行细胞融合，并采小鼠全血作为多克隆抗体。

(2)小鼠血清效价测定

准备 ELSIA板，将纯化后的 PEDV M蛋白用 PBS稀释后以每孔 200 ng浓

度包被于 ELISA板上，置于 37℃培养箱包被 2 h，而后使用 PBST洗 4遍，拍

干水分，加入 5%脱脂奶粉于 37℃封闭 2 h，用 PBST洗 4遍，拍干水分，将免

疫小鼠血清和未免疫小鼠血清用 PBST 倍比稀释，稀释梯度从 1:1000 至

1:128000，共稀释 8个梯度，以每孔 100 μL加入，而后 37℃作用 1 h，PBST洗

4遍，拍干水分，加入 HRP标记的山羊抗鼠 IgG（1:10000稀释），PBST洗 4

遍后，拍干水分，每孔加入 100 μL的 TMB进行显色，15 min后加入 ELISA中

终止液，置于酶标仪上测定 OD450nm。

(3)细胞融合

试验前准备：将水 1 L、镊子剪刀三套和一个 1 L的烧杯提前一天高压。试

验当天，提前将超净台的紫外照射灯打开，对整个台面以及固定小鼠的针头和

泡沫板用 75%乙醇消毒后进行紫外杀菌 30 min；提前将水浴锅调至 37℃，用于

高压水保温，或将高压水放至 37℃培养箱保温即可；PEG也需要提前放 37℃，

有利于促进融合，另外需要准备无血清 RPMI 1640培养基、75%乙醇、HAT、

添加因子、2个细胞培养皿、5 mL注射器、研磨筛和烧杯。具体操作步骤如下：

1)小鼠眼球采血，取小鼠全血，分离血清得到鼠多抗，将死亡后的小鼠放

入装有 75%乙醇的烧杯中，乙醇需淹没小鼠浸泡 5 min及以上；

2)将 RPMI 1640培养基倒入 2个培养皿中，准备 50 mL离心管将研磨筛固

定在 50 mL离心管管口；

3)将小鼠四肢固定在泡沫板上，沿两个大腿内侧剪开，分别向头和向头垂

直方向剪开，然后用镊子挑起皮肤向上撕拉即可，找到脾脏，用另一把高压的

剪刀将脾脏剪下，放入细胞培养皿中；

4)取下的脾脏尽可能的去掉脂肪组织等，先在细胞培养皿中加入 RPMI

1640培养基清洗一遍，再转移到另外一个装有 RPMI 1640培养基的细胞培养皿

中，用 5 mL注射器吸入 RPMI 1640培养基轻柔地灌入脾脏，反复吹打直至脾

脏接近透明，而后将脾脏放入研磨筛中用注射器的活塞进行研磨，细胞培养皿

内带有脾细胞的 RPMI 1640培养液冲洗研磨筛；

5)取 2瓶事先培养好的 SP2/0细胞，用无血清 RPMI 1640培养基清洗两遍，

往 T75细胞培养瓶里加 10 mL左右 RPMI 1640培养基，轻轻拍下细胞，另一瓶
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SP2/0细胞亦是如此拍下，将两瓶细胞合并到一起，而后将细胞转移到洗有脾

细胞的 50 mL离心管中，轻轻颠倒混匀， 500 r/min离心 10 min；

6)弃上清，加血清 RPMI 1640培养基重悬， 500 r/min再次离心 10 min；

7)弃上清，轻拍管底，使细胞松散；

8)将高压的水倒入烧杯中，将 50 mL离心管放入 37℃水中；

9)取预热的 PEG，加 1 mL PEG，缓慢加入时间控制在 1 min，边加边旋转

50 mL离心管，可用枪头轻柔搅拌，于水中静置 1-2 min；

10)将 RPMI 1640培养基倒入加样槽，加 RPMI 1640培养基终止，倒计时 5

min，每分钟分别加 1 mL、1 mL、3 mL、10 mL与 10 mL RPMI 1640培养基，

旋转贴壁滴加，过程缓慢轻柔；

11)静置 2 min，颠倒 2次，再静置 7 min，全程于 37℃高压水中进行；

12)800 r/min离心 8 min，弃上清加入适量含有 HAT的培养基重悬细胞，分

装到 96孔板，每孔 100 μL，置于 37℃细胞培养箱培养。

(4)杂交瘤细胞筛选

细胞融合后 24 h进行补液，每孔加 50 μL含 HAT的培养基；5-7天进行换

液，吸 120 μL上清弃掉，加入 150 μL含 HT的培养基；24 h后再次进行换液，

24 h后吸上清 40 μL用 5%脱脂奶粉 40倍稀释进行 ELISA鉴定，操作步骤同(2)

中 ELISA步骤；读取 OD450nm值后，挑出 ELISA阳性孔进行 IFA鉴定，具体步

骤为：PEDV感染 VERO细胞 24 h后，在显微镜下观察细胞是否发生病变。将

细胞从细胞间取出后倒掉培养液，加 100 μL的 PBS洗 2遍，由于 VERO细胞

的贴壁性较好，故可以直接弃液，整个操作过程需轻柔；细胞固定用 4%多聚

甲醛 50 μL/孔，室温孵育 15 min，弃掉液体用 PBS清洗 3次；使用 0.25%的

Trition-x-100进行破膜，50 μL/孔，室温反应 15 min，Trition-x-100质地粘稠需

要提前用 PBS配制，PBS洗三遍；用 5%脱脂奶粉封闭，50 mL/孔， 37℃温箱

作用 30 min，PBS洗 3遍；用 5%脱脂奶粉将杂交瘤细胞上清稀释 5倍，100

μL/孔，37℃反应 1 h，PBS洗 3遍；1:100稀释 FITC-山羊抗鼠，37℃反应 1 h，

PBS洗 3遍，最后加入 PBS防止细胞干燥；而后将板子置于荧光显微镜下观察。

(5)阳性杂交瘤细胞亚克隆

有限稀释法亚克隆，具体步骤如下：

1)挑选出细胞融合后 ELISA和 IFA双重鉴定均为阳性的孔进行亚克隆；

2) 准备一个新的 96孔细胞板，每孔加入 100 μL 20% FBS的 RPMI 1640培
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养基；

3)在挑选的阳性孔中加入 50 μL含 20% FBS的 RPMI 1640培养基吹打混匀

后，吸出 100 μL加到步骤(2)中的 96孔细胞板中，从第一个孔往下进行稀释，

再往阳性孔板内补加 100 μL RPMI 1640培养基里继续培养；

4)在显微镜下观察稀释后的 96孔板内细胞数量，选择细胞数量在 100-200

的孔，吸 100 μL加入 5.5 mL的培养基里（含 20% FBS的 RPMI 1640培养基、

HT和生长因子），用排枪吹打混匀后加入新的 96孔板中，加满半个 96孔细胞

板；

5)培养 5-6天后观察细胞状态并进行补液，补液后 5-7天细胞长满 1/4孔即

可吸取上清进行 ELISA和 IFA鉴定。将细胞上清用 5%脱脂奶粉 40倍稀释后作

为 ELISA 鉴定一抗，稀释上清 5 倍稀释后作为 IFA 鉴定的一抗，二抗均为

FITC-羊抗鼠；

6)挑选 ELISA和 IFA鉴定结果均为阳性的孔进行第二次亚克隆，第二次第

三次亚克隆方法同第一次亚克隆；

7)第三次亚克隆结束以后挑选阳性孔进行扩大培养到 T75细胞培养瓶，部

分细胞用于冻存，部分细胞用于小鼠腹腔注射。细胞冻存具体操作如下。

a．将培养到 T75细胞瓶中的细胞轻柔拍下，转移至 15 mL离心管中；

b．将细胞置于离心机 1000 r/min离心 5 min，而后弃上清；

c．预混冻存液：总体积 10%的细胞冻存液（DMSO）、总体积 30%的 FBS、

总体积 60%的无血清 RPMI 1640培养基；

d．向细胞沉淀中加 3 mL冻存液重悬，1个 T75细胞瓶分装为 3个冻存管，

一个管里装 1 mL细胞混合物。

(6)腹水的制备

细胞复苏：取出冻存于液氮罐的杂交瘤细胞，迅速将细胞放于 37℃水浴锅

中，融化后将细胞液吸到离心管，加入 5 mL无血清 RPMI 1640培养基 1000

r/min离心 5 min，弃掉上清，重新加入 5 mL无血清 RPMI 1640培养基重悬细

胞，而后转移到细胞瓶内于 37℃细胞培养箱培养。

取 10-12周的 BALB/c雌性小鼠，每只小鼠于腹腔左侧或右侧下腹部注射

博奥龙腹水制备专用佐剂 0.5 mL，15天后每只小鼠腹腔注射 5×105个杂交瘤细

胞（0.5 mL），7-10天左右，鼠体腹腔明显隆起，行动不便，食欲不佳毛色暗

沉，即可采集腹水，用 2 mL的注射器刺入下腹部缓慢抽取腹水，13000 r/min
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离心 10 min，吸取上清，于-80℃保存。

(7)腹水纯化

将抽取的腹水离心处理后，将上清进行纯化，具体步骤如下：

1)装柱：将介质重悬后装入层析柱中，待保存液流掉后剩余 2 mL柱体积；

2)平衡：用 5倍柱体积的平衡缓冲液平衡层析柱；

3)上样：样品每 4 mL腹水加 16 mL平衡缓冲液混匀后用 0.45 μm滤器过滤，

过柱两遍；

4)洗杂：用 5倍柱体积平衡缓冲液洗杂，收集流出；

5)洗脱：准备 15 mL离心管提前加入 1 mL中和液，往柱子里加 9 mL洗脱

液，收集流出后立即用 NaOH或浓 HcL调 PH至 7.0；

6)柱子加水冲洗，加入 20%乙醇保存。

洗脱下来的腹水用 500 mL PBS透析 2次，每 4 h换一次透析液；透析后用

浓缩管 4000 r/min离心，直至单抗浓度为 2 mg/mL；浓缩后的单抗用 PCR管或

者 1.5 mL离心管分装保存。

3.2.2 PEDVM蛋白单克隆抗体验证及抗体序列分析

(1)单克隆抗体 ELISA鉴定分析

将单克隆抗体从 1:1000梯度稀释，通过间接 ELISA方法鉴定其效价，未

免疫小鼠血清为阴性对照。具体步骤如下：

1)包被：将M蛋白用 PBS稀释，以 400 ng/孔进行包被，37℃反应 2 h，而

后用 PBST洗板 4次，每次 1 min，拍干水分；

2)封闭：使用 PBST配制的 5%脱脂奶粉进行封闭，100 μL/孔，37℃反应 2

h，洗涤方式同上；

3)一抗：将所制备单克隆抗体用 PBST配制的 5%脱脂奶粉进行梯度稀释，

100 μL/孔，37℃反应 1 h，洗涤方式同上；

4)二抗：使用 PBST配制的 5%脱脂奶粉对 HRP标记的羊抗鼠二抗 1:2500

稀释，100 μL/孔，37℃反应 1 h，洗涤方式同上；

5)显色：将 ELISA显色液 TMB加入酶标孔，100 μL/孔，37℃反应 15 min；

6)终止：显色结束后每孔加入 100 μL的 ELISA终止液终止反应；

7)读值：将酶标板置于酶标仪上进行 OD450nm读值。
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(2) Western Blot验证

病毒样品处理：将 12孔板内接种 PEDV GI型和 GII型病毒的 VERO细胞

1000 r/min 4℃离心，加入裂解液（RIPI Buffer、PMSF以 100:1比例混合）插在

冰上静置 30 min，每过 5 min轻弹管壁使其充分裂解。而后 4℃ 13000 r/min离

心 10 min，转移上清加入 5×loading buffer，置于 100℃金属浴上加热 10 min。

样品处理完之后其Western Blot操作步骤同 2.2.6中 Western Blot具体操作过程。

(3) IFA验证

IFA验证：将 GI型 PEDV和 GII型 PEDV分别感染 VERO细胞，病毒感染

后 24 h，显微镜下观察细胞出现细胞病变效应（cytopathic effect，CPE）时，

弃掉培养基，用 4%多聚甲醛固定，而后具体 IFA操作步骤见 3.2.1(4)中 IFA操

作步骤。

(4)单克隆抗体亚型鉴定

按照小鼠单克隆抗体亚类鉴定试剂盒操作说明对所获得的单抗进行抗体亚

类鉴定。首先将样本按照推荐稀释度进行稀释，以每孔 50 μL加入反应板，而

后加入商品化的羊抗鼠 IgA+IgM+IgM-HRP，50 μL/孔，混合后室温孵育，洗板

后加入显色液进行显色，通过酶标仪读取 OD450nm。

(5)单克隆抗体序列分析

取出冻存于液氮罐的杂交瘤细胞，迅速放到 37℃水浴锅中，使其快速融化。

将细胞悬液全部吸入无菌离心管内，1000 r/min离心 5 min，收集细胞沉淀，提

取单克隆抗体杂交瘤细胞 RNA，根据文献设计 PCR引物[123]，采用套式 PCR扩

增。首先以杂交瘤细胞 cDNA为模板，进行第一轮抗体可变区基因扩增，然后

以第一轮产物为模板，进行第二轮抗体可变区基因扩增。PCR反应体系为见下

表 3-4：
表 3-4扩增体系

Table 3-4 Amplification system
成分 用量

2×Phanta Flash Master Mix 25 μL
F 1 μL
R 1 μL

cDNA 1 μL
ddH2O to 50 μL

反应程序见下表 3-5：
表 3-5反应程序
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Table 3-5 Reaction procedure
步骤 温度 时间

预变性 98℃ 30 s
98℃ 10 s

30个循环 55℃ 5 s
72℃ 30 s

最后延伸 72℃ 1 min

扩增后进行 1％琼脂糖凝胶电泳，重链、κ轻链可变区基因大小为 300 bp，

切胶回收目的片段。将回收的目的片段插入 pMD-19T载体中，进行序列测定。

3.2.3单克隆抗体特异性结合 PEDVM蛋白区域分析

本试验将M蛋白进行截短表达，截短示意图如 3-1。分别为 A1、A2、A3、

A4，利用 Snapgene软件设计 PCR扩增引物，并通过原核表达的方式表达截短

的M蛋白，通过 SDS-PAGE验证截短蛋白表达情况，并通过Western Blot验证

单克隆抗体 7E1与 PEDV的 GI型和 GII型病毒的反应性，从而筛选出所制备的

单克隆抗体 7E1与 PEDVM蛋白特异性结合的区域。

图 3-1 M蛋白截短示意图

Fig. 3-1 Schematic diagram of M protein truncation

根据M基因截短示意图，先针对M基因 A1和 A2两端基因设计特异性引

物，如下表 3-6：

表 3-6引物序列

Table 3-6 Primer sequences
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引物名称 序列

A1-F GGGAAGGATTTCAGAATTCAACTCCATCCGTCTGTGGC
A1-R GACGGCCAGTGCCAAGCTTGGTGGTGGTTGCTTTCGCA
A2-F GGGAAGGATTTCAGAATTCCAGCTGCCGAATTTTGTCACC
A2-R GACGGCCAGTGCCAAGCTTAACCAGATGCAGGACTTTTTCGC

按照 2.2.2 和 2.2.3 操作方法构建质粒并进行诱导表达。表达后进行 SDS-

PAGE鉴定，并将单克隆抗体 7E1作为一抗进行Western Blot鉴定；将于抗体反

应的部分继续截短为 A3和 A4，设计特异性引物如表 3-7：
表 3-7引物序列

Table 3-7 Primer sequences
引物名称 序列

A3-F GGGAAGGATTTCAGAATTCCAGCTGCCGAATTTTGTCACC
A3-R GACGGCCAGTGCCAAGCTTCCAGCCGGTGCCACTAC
A4-F GGGAAGGATTTCAGAATTCGCAAGTAGTGGCACCGGC
A4-R GACGGCCAGTGCCAAGCTTAACCAGATGCAGGACTTTTTCGC

3.3试验结果

3.3.1单克隆抗体制备结果

(1)小鼠血清效价结果

纯化的M重组蛋白免疫 BALB/c小鼠，共免疫四次，随后进行抗体效价检

测。用纯化后的 PEDV M蛋白包被 ELISA板，检测抗体效价，以未免疫小鼠血

清作为阴性对照（NC），结果显示如图 3-2所示，序号 1-4分别为第一次免疫

后效价、第二次免疫后效价、第三次免疫后效价和第四次免疫后效价。在第四

次免疫后该抗体效价能达到 1:32000以上，可进行下一步细胞融合。
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图 3-2 四次免疫小鼠血清效价检测

Fig. 3-2 Serum titer detection in four immunized mice

(2)细胞亚克隆结果

细胞通过有限稀释法进行三次亚克隆，利用 ELISA以及 IFA结果筛选出 2

株分泌抗 PEDVM蛋白抗体的细胞株，命名为 7E1和 5F2。

(3)腹水纯化结果

三次亚克隆以后挑选阳性孔杂交瘤细胞注入小鼠腹腔，待小鼠产生腹水后

抽取腹水进行纯化，将纯化的腹水通过 SDS-PAGE鉴定，结果如图 3-3所示，

图(a)中泳道 1-4分别为腹水 7E1、流出液、洗杂、洗脱；图(b)中泳道 1-4分别

为腹水 5F2、流出液、洗杂、洗脱；在 54 kDa以及 20 kDa处有重链以及轻链

相应大小的条带，表明成功纯化出抗 PEDV M蛋白的单克隆抗体 7E1和 5F2。

图 3-3 腹水纯化 SDS-PAGE结果

Fig. 3-3 Results of ascites fluid purification by SDS-PAGE
（a）腹水 7E1纯化结果；（b）腹水 5F2纯化结果

(a)7E1 purification of ascites; (b)Ascites 5F2 purification results
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3.3.2单克隆抗体活性验证及抗体序列分析结果

(1)单克隆抗体的活性验证

通过细胞融合技术，筛选得到 2株抗 PEDV M蛋白的单克隆抗体，分别命

名为 7E1和 5F2。对单克隆抗体 7E1进行 IFA鉴定，结果如图 3-4所示 7E1和

5F2作用 GI型 PEDV和 GII型 PEDV感染的 VERO细胞均能够检测到特异性的

绿色荧光信号，而 SP2/0细胞上清液作用 PEDV感染细胞未见荧光信号。

图 3-4 IFA验证单克隆抗体 7E1和 5F2的反应性

Fig. 3-4 IFA verifies the reactivity of monoclonal antibody 7E1

进一步对 2株单克隆抗体进行Western Blot鉴定图 3-5所示，7E1和 5F2均

能与 GI型 PEDV和 GII型 PEDV病毒蛋白反应，表明 7E1和 5F2具有良好活

性。
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图 3-5单克隆抗体Western Blot验证结果结果

Fig. 3-5 Western Blot validation results of monoclonal antibody
（a）单克隆抗体 7E1与病毒 GI和 GII型；（b）单克隆抗体 5F2与病毒 GI型；（c）单克

隆抗体 5F2与病毒 GII型
(a)Monoclonal antibody 7E1 with viral GI and GII types; (b)Monoclonal antibody 5F2 versus

viral GI type; (c)Monoclonal antibody 5F2 versus viral GII type

(2)单克隆抗体亚型鉴定

按照小鼠单克隆抗体亚类鉴定试剂盒对单克隆抗体 7E1进行亚型鉴定，结

果如图所示 3-6(a)所示单克隆抗体，7E1抗重链恒定区为 IgG2a和 IgG2b型，轻

链恒定区为 Kappa型；同样方法对单克隆抗体 5F2进行鉴定，结果如图所示 3-

6(b)所示 5F2 单抗重链恒定区为 IgG1、 IgG2a 和 IgG2b 型，轻链恒定区为

Kappa型。

图 3-6单克隆抗体亚型鉴定

Fig. 3-6 Identification of monoclonal antibody isoforms
（a）单克隆抗体 7E1亚型鉴定；（b）单克隆抗体 5F2亚型鉴定

(a) Identification of monoclonal antibody 7E1 isoform; (b) Identification of the 5F2 isoform of
monoclonal antibodies
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(3)单克隆抗体可变区序列分析

从 7E1杂交瘤细胞 cDNA中扩增，结果如图 3-7所示，得到大小为 300 bp

的 PCR产物，与预期扩增产物大小一致。

图 3-7重链轻链可变区扩增结果

Fig. 3-7 Amplification results of variable regions of heavy chains and light chains

切胶回收后，克隆至 pMD19T 载体测序。将测序结果与抗体基因库

（IMGT）进行比对分析，结果如表 3-8所示，测序结果证实扩增得到的序列为

单克隆抗体的重链可变区的 DNA序列和轻链可变区的 DNA序列。

表 3-8重链和轻链可变区序列

Table 3-8 Variable region sequences of heavy and light chains
CDR1 CDR2 CDR3

重链可变区 HMYSYGSTSVSKSAR SELNSVLY RTLERIHQ

轻链可变区 DYAMH VISPYHGYTSYNQKFKG YFCARGWVDYW

3.3.3单克隆抗体特异性识别M蛋白区域鉴定

为进一步明确单克隆抗体 7E1识别 M蛋白的区域，将 M蛋截短两次。第

一次将M蛋白截短为 A1和 A2两部分，通过 SDS-PAGE鉴定其诱导表达情况，

结果如图 3-8(a)所示，泳道 1-4依次为：A1段未诱导菌、A1段诱导菌、A2段

未诱导菌、A2 段诱导菌，结果表明截短 M 蛋白 A1 和 A2 成功表达；通过

Western Blot鉴定其与单抗反应情况，结果如图 3-8中(b)所示，泳道 1和 2分别

为 A1段诱导菌，A2段诱导菌，结果表明单克隆抗体与截短M蛋白 A2部分发
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生反应。将能 A2部分继续截短为 A3和 A4并诱导表达，同样通过 SDS-PAGE

鉴定，结果如图 3-8(c)所示，泳道 1-4依次为：A3段未诱导菌、A3段诱导菌、

A4段未诱导菌、A4段诱导菌，结果表明 A3和 A4成功表达；Western Blot鉴

定，结果如图 3-8(d)所示，泳道 1和 2为 A3段诱导菌和 A4段诱导菌，结果表

明单克隆抗体 7E1能与 A4部分反应，从而鉴定单克隆该抗体 7E1能特异性识

别并结合M蛋白的区域为 92-129 aa。

图 3-8 M蛋白截短表达鉴定结果

Fig. 3-8 Identification of truncated expression of M protein
（a）A1、A2段 SDS-PAGE鉴定；（b）A1、A2段Western Blot鉴定；（c）A3、

A4段 SDS-PAGE鉴定；（d）A3、A4段Western Blot鉴定

(a)SDS-PAGE identification of A1 and A2 segments; (b)Western Blot identification of A1
and A2 segments; (c)SDS-PAGE identification of A3 and A4 segments; (d)Western Blot

identification of A3 and A4 segments

3.4讨论

单克隆抗体是许多分子免疫学研究的重要工具，在诱导抗体产生免疫反应

中起着重要作用[124]。抗原表位的研究对于开发疫苗和诊断方法的建立至关重要。

此外，单克隆抗体已成为大量临床实验室诊断测技术的关键组成部分，由于单

克隆抗体具有高度特异性，广泛应用于检测和鉴定血清分析物、细胞标志物和

病原体方面。显然，多克隆抗体和单克隆抗体在产生、成本和整体应用方面各

有优缺点。单克隆抗体可以在常规病理学实验室中应用也可以帮助患者的临床

诊断和治疗。
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随着分子生物技术的发展，单克隆抗体的制备方法在不断进步。通常将纯

化后的 PEDV全病毒作为免疫原免疫小鼠制备单克隆抗体，但此方法存在一定

缺陷，即 PEDV分离比较困难，纯化过程复杂[125]。而利用原核表达系统制备单

克隆抗体成本低，耗时短，制备过程简单[126]。

特异性识别M蛋白的单克隆抗体是不可缺少的诊断工具，在基础研究和应

用开发中发挥着重要作用。鉴定单抗识别的抗原表位，有利于丰富完善病原的

抗原表位图谱，揭示病原体抗原表位特征与变异规律。Ye等人[127] 成功制备出

3株针对 PEDV Nsp3的单克隆抗体，并坚定出这些单抗中不同的线性表位，这

3中线性表位在 PEDV基因中高度保守，为识别可能促进病毒感染的宿主蛋白

提供了有力的检测工具。Li等人[128]针对 S蛋白制备出 5株单克隆抗体，并通过

进一步鉴定单克隆抗体靶序列，507FNDHSF512和 553LFYNVTNSYG562首先被鉴

定为 B细胞线性表位，其中 553LFYNVTNSYG562是一种中和表位。张志榜[129]

通过 RT-PCR分别克隆了 PEDV CH/SHH/06株的M蛋白和 N蛋白的基因，利

用原核表达成功获得重组蛋白白 tM- His6和 N-His6并免疫小鼠，通过常规杂交

瘤技术获得一株稳定分泌抗M蛋白抗体的杂交瘤细胞和三株稳定分泌抗 N蛋

白抗体的杂交瘤细胞，分别命名为 D4、4G1、4H7、2G3。并鉴定出M蛋白高

度保守的表位“195WAFYVR200”和 N蛋白表位“60RMRRGERIEQPS71”，为进一步

阐明M蛋白和 N蛋白的抗原结构及设计表位疫苗和鉴别诊断方法提供了有用

信息。

生产高效特异的单克隆抗体的关键是获得高纯度和高免疫原性的抗原。本

试验采用原核表达系统表达 PEDV M蛋白，并将其作为免疫源免疫小鼠成功制

备出 2株单克隆抗体 7E1和 5F2。使用小鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂盒鉴定 2

株单抗亚型出现多个条带的原因可能是腹水中有杂抗体或者样本抗体浓度过高

以及杂交瘤细胞中好友多个细胞系。对单克隆抗体 7E1的可变区序列进行分析，

采用截短表达 M蛋白鉴定出能与单克隆抗体 7E1特异性结合的区域为 92-129

aa，后续将进一步鉴定单克隆抗体 7E1所识别M蛋白的具体表位。PEDV单克

隆抗体的制备在临床检测以及致病机制研究方面的应用前景较为广阔，为建立

PEDV相关检测方法的建立奠定基础。
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3.5本章小结

采用杂交瘤技术成功制备出 2株单克隆抗体 7E1和 5F2；并获得单克隆抗

体 7E1的可变区序列以及与M蛋白特异性结合的区域为 92-129 aa。
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第四章 DAS-ELISA方法的建立

PEDV的检测方法中，DAS-ELISA方法操作简单快捷，具有特异性强、灵

敏性好且可批量检测等优势，是临床上 PEDV感染检测手段的不二之选。由于

DAS-ELISA检测方法是利用两种抗体进行捕获和检测，故对目标抗原具有高特

异性，并且与直接或间接 ELISA相比，DAS-ELISA方法灵敏性更高。本章主

要基于第三章中所制备的 2 株单克隆抗体，建立一种高效、特异且灵敏的

DAS-ELISA方法。

4.1试验材料

4.1.1主要试剂

主要试剂见表 4-1。
表 4-1 主要试剂

Table 4-1 Main reagents
试剂名称 公司

高糖 DMEM 上海源培生物科技股份有限公司

TMB显色液 苏州博奥龙科技公司

吐温 20 北京索莱宝科技有限公司

HRP标记抗体试剂盒 武汉三鹰生物技术有限公司

4.1.2主要仪器设备

主要仪器见表 4-2：
表 4-2主要仪器设备

Table 4-2 Main equipment
设备名称 公司

ELISA洗板机 北京六一生物科技有限公司

旋涡混匀仪 上海珂淮仪器有限公司

各规格单通道移液器 德国 Eppendorf公司

12孔排枪 梅特勒托利多国际有限公司
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4.2试验方法

4.2.1 HRP标记单克隆抗体

根据 HRP标记抗体试剂盒操作方法对单克隆抗体 5F2进行标记。取出试剂

盒放于室温，按照说明加入启动液以及辣根过氧化物酶，室温静置 3 h后加入

终止液，而后加入抗体保护液分装后放于-20℃保存。

通过间接 ELISA方法测定 HRP标记单克隆抗体 5F2效价，将单克隆抗体

从 1:100开始梯度稀释八个梯度。具体操作步骤同上 3.2.2(1)。

4.2.2常规 DAS-ELISA方法基本操作

将纯化后的抗 PED病毒 M蛋白的单克隆抗体 7E1作为捕获抗原，HRP-

5F2作为检测抗原。常规 DAS-ELISA方法的基本操作如下：

(1)抗原包被：使用 PBS将捕获抗原进行稀释至合适浓度，每孔加入 100

μL，37℃反应 2 h，PBST洗板机洗 4次，1 min/次，拍干 ELISA板；

(2)封闭：使用 PBST配制的 5%脱脂奶粉进行封闭，每孔 100 μL，37℃反

应 1 h，洗涤方式同上；

(3)捕获：在 ELISA孔内加入阳性病毒液，每孔 100 μL，并且设置相应的

阴性对照，37℃反应 1 h，洗涤方式同上；

(4)二抗孵育：使用 PBST配制的 5%脱脂奶粉稀释 HRP-5F2至合适浓度，

37℃反应 1 h，洗涤方式同上；

(5)显色：加入 TMB显色液，每孔 100 μL，37℃避光反应 10 min；

(6)终止：显色结束后每孔加入 100 μL ELISA终止液；

(7)读值：终止结束后将酶标板置于酶标仪读取 OD450nm值。

4.2.3捕获抗体和检测抗体最佳浓度的确定

采用方阵滴定确定法确定 DAS-ELISA方法最佳工作浓度，用 PBS对捕获

抗原进行梯度稀释，每孔包被量设置为 100 ng/孔、200 ng/孔、400 ng/孔、800

ng/孔、1600 ng/孔，横向加入 ELISA板，37℃作用 1 h后 PBST洗涤 ELISA板

4次，1 min/次，拍干 ELISA 板；用 PBST配制的 5%脱脂奶粉每孔 100 μL，
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37℃封闭 1 h，PBST洗涤 ELISA板 4次，1 min/次，拍干 ELISA板；将 PEDV

病毒原液作为待检抗原以每孔 100 μL加入 ELISA板，37℃作用 1 h，PBST洗

涤 ELISA板 4次，1 min/次，拍干 ELISA板；用 PBST配制的 5%脱脂奶粉稀

释 HRP-5F2，从 1:100倍比稀释 1:3200，纵向加入 ELISA板，每孔 100 μL，

37℃封闭 1 h，PBST洗涤 ELISA板 4次，1 min/次，拍干 ELISA板；用 TMB

显色液进行显色，每孔 100 μL，37℃作用 12 min后，每孔加入 100 μL终止液，

酶标仪 OD450nm读值。

4.2.4 DAS-ELISA方法包被时间的优化

通过设置不同反应时间来确定 PEDV M蛋白单克隆抗体 7E1包被的最佳反

应时间。试验设置 37℃ 1 h、37℃ 2 h、4℃过夜、37℃ 1h后 4℃过夜、37℃ 2

h后 4℃过夜 5个不同的反应时间，通过上述确定的最佳工作浓度以及 DAS-

ELISA方法的基本操作步骤进行试验。

4.2.5 DAS-ELISA方法封闭条件的优化

为确定 DAS-ELISA方法的最佳封闭条件，设置脱脂奶粉和牛血清白蛋白

两种不同的封闭液，并且分别设置 1%、3%、5%三种不同的浓度梯度。在同一

封闭液同一封闭浓度下设置不同的反应时间，分别是 37℃ 1 h、37℃ 2 h、4℃

过夜、37℃ 1 h后 4℃过夜、37℃ 2 h后 4℃过夜 5个不同封闭时间。捕获抗原

浓度以及检测抗体浓度参照最佳工作浓度结果，包被时间参照最佳包被时间，

其他条件及操作同 DAS-ELISA方法基本操作步骤。

4.2.6 DAS-ELISA方法样品孵育时间的优化

为确定样品的最佳孵育时间，设置 6个不同反应时间，37℃ 30 min、37℃

60 min、37℃ 90 min、37℃ 120 min、37℃ 150 min、37℃ 180 min，其他条件

同优化结果以及 DAS-ELISA方法的基本操作。

4.2.7 DAS-ELISA方法 HRP-5F2孵育条件优化

设置 5 个不同的反应时间来优化 HRP-5F2 的作用时间，分别是 37℃ 30
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min、37℃ 60 min、37℃ 90 min、37℃ 120 min、37℃ 150 min。其他条件同优

化结果，操作步骤同 DAS-ELISA方法基本步骤。

4.2.8 DAS-ELISA方法临界值的测定

为了判断待检样品是否属于阳性或者阴性，通过批量临床样本的数据统计

分析得出具有临床意义的判断水平。本试验主要选取 60份仔猪肛拭子且经 RT-

PCR鉴定为阴性的肛拭子，采用所建立的 DAS-ELISA方法进行检测，每个肛

拭子均用 DMEM处理，离心后取上清 100 μL加入 ELISA孔内，每个样品重复

3次，阳性对照用 PEDV病毒液，阴性对照用 DMEM，同样重复 3次点样。读

取 OD450nm，计算阴性样品 OD450nm平均值，以及所有样品的标准差，依据统计

学分析方法计算临界值即平均值加上 3倍的标准差得出临界值。

4.2.9 DAS-ELISA方法灵敏性的测定

为确定建立的 DAS-ELISA方法灵敏性如何，将 PEDV的病毒原液用无血

清 DMEM在稀释板中进行倍比稀释，从 1:2开始稀释 12个梯度后，每孔 100

μL 转移至包被有捕获抗体 ELISA 板中，并用上述优化好的条件进行 DAS-

ELISA方法进行检测，同时用未接毒 VERO细胞上清做相应的阴性对照。分析

OD450nm值，计算 P/N值，将大于临界值并且 P/N≥2时的 OD450nm值认为是最低

抗原检测量。

4.2.10 DAS-ELISA方法特异性的测定

本试验 PRV、PRRSV、PCV、PORV、PEDV（CH/SX/2015毒株）以及猪

PEDV阳性肛拭子，设置 VERO细胞上清为阴性对照进行 DAS-ELISA特异性

分析，每个样品设置 3个重复，测定 OD450nm进行特异性分析。

4.2.11 DAS-ELISA方法重复性的测定

为确定 ELISA板与板之间，以及同一 ELISA板中每个孔之间的变异系数。

选择 5个同批次 PEDV细胞培养物作为 5个样品，每个样品在同一个 ELISA板

上重复点样 5次，同样将 5个样品同时在 5个不同批次的 ELISA板重复点样 4
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次设置 VERO细胞为阴性对照。根据测定的 OD450nm分析重复性。

4.2.12 DAS-EISA方法符合率的测定

临床上挑选 92份肛拭子，加入 1 mL PBS浸泡棉棒，于涡旋仪上震荡 10 s，

而后放于离心机顺离，吸取上清进行 RT-PCR鉴定，RT-PCR鉴定引物为国标引

物（上游引物 P1： 5’-TATGGCTTGCATCATCTTA-3’；下游引物 P2： 5’-

TTGACTGAACGACCAACACG-3’）。同时将肛拭子用所建立的 DAS-ELISA方

法进行检测，将两者结果进行对比，通过数据统计法分析得出符合率。

4.3试验结果

4.3.1捕获抗体和检测抗体最佳浓度的确定

通过方阵滴定法确定 DAS-ELISA方法的最佳工作浓度，经过 OD450nm值分

析筛选出 P/N值最高的反应孔，结果见下表 4-3和图 4-1所示，DAS-ELISA方

法的最佳单克隆抗体的包被浓度为 400 ng，HRP标记抗体最佳稀释度为 1:1600。
表 4-3捕获抗体和检测抗体最佳浓度的确定

Table 4-3 Determination of the optimal concentration of capture antibody and detection antibody
HRP标记抗体稀释浓度 捕获抗体稀释浓度（ng）

100 200 400 800 1600

1:100 3.5124 3.4849 3.4428 3.4639 3.5449

1:200 3.4829 3.4405 3.3946 3.4337 3.4449

阳性 1:400 3.3333 3.3282 3.2099 3.2639 3.2093

1:800 2.8109 2.8488 2.8834 2.5416 2.6065

1:1600 2.1391 1.8913 2.0869 1.6935 1.7555

1:3200 1.2909 1.2736 1.3358 1.0753 1.043

1:100 0.4609 0.4866 0.5389 0.2682 1.2129

1:200 0.3338 0.3587 0.3948 0.4155 0.6819

阴性 1:400 0.196 0.2029 0.2401 0.2369 0.3263

1:800 0.126 0.1368 0.1451 0.1796 0.3291

1:1600 0.1045 0.1049 0.085 0.0989 0.201

1:3200 0.0608 0.0662 0.0686 0.0681 0.1009
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图 4-1最佳工作浓度的确定

Fig. 4-1 Determination of the optimal working concentration

4.3.2包被条件的确定

将纯化的后的单克隆抗体按照上述最佳包被浓度进行包被，设置 37℃ 1 h、

37℃ 2 h、4℃过夜、37℃ 1 h后 4℃过夜、37℃ 2 h后 4℃过夜 5个不同的反应

时间，其他条件保持不变，分析 P/N比值，结果如表 4-4和图 4-3所示，37℃

包被 1 h时效果最佳。

表 4-4最佳包被时间优化结果

Table 4-4 Optimal coating time optimization results
包被时间 37℃ 1 h 37℃ 2 h 4℃过夜 37℃ 1 h后 4℃过夜 37℃ 2 h后 4℃过夜

1.687 1.5703 1.516 1.586 1.616

阳性 1.588 1.445 1.355 1.497 1.574

1.476 1.427 1.383 1.546 1.662

0.069 0.092 0.065 0.123 0.077

阴性 0.067 0.081 0.084 0.098 0.078

0.068 0.070 0.097 0.099 0.101
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图 4-2 最佳包被时间优化

Fig. 4-2 Optimal coating time optimization

4.3.3封闭条件的优化

确定包被条件后，设置不同浓度封闭液以及不同封闭时间，其他条件保持

不变，通过 ELISA测定 OD450nm值分析 P/N比值，结果如表 4-5和图 4-3所示，

采用 5% BSA封闭 4℃过夜效果最佳。

表 4-5封闭条件的优化结果

Table 4-5 Optimization results of the closed conditions
封闭时间 BSA 脱脂乳

1% 3% 5% 1% 3% 5%

37℃ 1h 0.906 0.954 1.051 0.879 0.827 0.81

37℃ 2h 0.735 0.794 0.893 0.628 0.691 0.663

4℃过夜 阳性 0.896 0.931 0.936 1.0445 0.896 0.886

37℃ 1h 4℃过夜 0.999 0.987 1.069 0.884 0.837 0.791

37℃ 2h 4℃过夜 0.971 0.972 0.951 0.958 0.789 0.862

37℃ 1h 0.07 0.072 0.074 0.072 0.063 0.062

37℃ 2h 0.068 0.063 0.068 0.051 0.06 0.056

4℃过夜 阴性 0.064 0.062 0.059 0.077 0.081 0.062

37℃ 1h 4℃过夜 0.073 0.068 0.078 0.081 0.111 0.071

37℃ 2h 4℃过夜 0.076 0.077 0.073 0.096 0.108 0.074
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图 4-3封闭条件的优化

Fig. 4-3 Optimization of the closure condition

4.3.4样品孵育条件优化

在其他条件不变的条件下，设置样品不同反应时间，通过 OD450nm值分析

比较 P/N比值以及时间成本的考虑，结果表 4-6和图 4-4所示，在 37℃条件下

反应 120 min最合适。

表 4-6样品孵育时间优化结果

Table 4-6 Optimization results of sample incubation time
样品作用时间 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

0.719 1.016 1.228 1.411 1.641 1.885

阳性 0.624 0.849 1.135 1.243 1.488 1.646

0.575 0.837 1.032 1.254 1.386 1.611

0.096 0.108 0.094 0.107 0.122 0.148

阴性 0.115 0.101 0.098 0.108 0.125 0.126

0.125 0.142 0.16 0.140 0.157 0.186
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图 4-4 样品孵育时间优化

Fig. 4-4 Sample incubation time optimization

4.3.5 HRP-5F2反应时间

在包被、封闭以及样品孵育时间保持不变的情况下，设置不同 HRP-5F2反

应时间，结果如表 4-7和图 4-5所示，在 37℃条件下反应 60 min时，P/N比值

最大，故 37℃ 60 min反应条件最佳。

表 4-7 HRP-5F2作用时间优化结果

Table 4-7 Results of HRP-5F2 action time optimization
HRP-5F2作用

时间

30 min 60 min 90 min 120 min 150 min

1.2346 2.094 2.4829 2.8688 3.1569
阳性 1.1046 1.8021 2.3524 2.6357 2.9094

1.0919 1.9064 1.768 2.5773 2.2981
0.0657 0.1082 0.1533 0.2814 0.2998

阴性 0.0665 0.0991 0.1474 0.2321 0.364
0.07 0.1208 0.1665 0.2104 0.2663
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图 4-5 HRP-5F2时间优化

Fig. 4-5 HRP-5F2 time optimization

4.3.6 DAS-ELISA方法临界值的确定

采取临床肛拭子样品 60份，并且进过 RT-PCR鉴定为阴性，用优化好条件

的 DAS-ELISA方法进行临界值的判定。读取 60份阴性粪便样本 OD450nm的平

均值为 0.209，标准方差为 0.014。根据统计学原理，用平均值+3×标准差的方

法确认该检测方法最终的临界值为 0.253，结果如图 4-6所示，该 DAS-ELISA

判断标准为 OD450nm≥2倍阴性值且大于临界值 0.253，则判断为阳性。

图 4-6 DAS-ELISA判断标准

Fig. 4-6 DAS-ELISA Judgment Criteria

4.3.7 DAS-ELISA方法灵敏性试验

TCID50测定 PEDV感染细胞后的繁殖滴定，将滴度为 107TCID50/mL的病

毒细胞上清进行梯度稀释，并且利用建立的 DAS-ELISA方法检测该方法的灵
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敏性。结果如图 4-7，当病毒以 1:64稀释时，其 OD450nm为 0.248，大于临界值

且 P/N≥2，当病毒以 1:128稀释时不能检测出病毒。因此，本方法最低病毒检

测量为 1.56×105TCID50/mL。

图 4-7 DAS-ELISA灵敏性

Fig. 4-7 DAS-ELISA sensitivity

4.3.8 DAS-ELISA方法特异性试验

选取 PRV、PRRSV、PCV、PORV、PEDV（CH/SX/2015 毒株）以及猪

PEDV阳性肛拭子，设置 VERO细胞上清为阴性对照，每个样品做 3个重复，

对所建立的 DAS-ELISA方法的特异性进行试验，结果如图 4-8所示，PRV、

PRRSV、 PCV 和 PORV 的 OD450nm 值远低于该方法临界值，而 PEDV

（CH/SX/2015毒株）和猪 PEDV阳性肛拭子明显大于该方法临界值，表明建立

的本方法与其他感染猪的病毒并不存在交叉反应，因此本方法特异性较好。

图 4-8 DAS-ELISA特异性

Fig. 4-8 DAS-ELISA specificity
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4.3.9 DAS-ELISA方法重复性试验

经优化的双抗体夹心ELISA方法对批内、批间重复性进行验证，如表4-8和

表4-9所示，批内变异系数为6%-9%，批间变异系数为7%-14%。表明所建立的

双抗体夹心ELISA方法检测PEDV稳定可靠。

表 4-8板间重复性试验结果

Table 4-8 Results of inter-plate repeatability test
样品 板 1 板 2 板 3 板 4 X̅ S.D. CV（%）

阳 0.846 0.7 0.849 0.692 0.772 0.087 11

阳 0.777 0.715 0.66 0.624 0.694 0.066 10

阳 0.645 0.753 0.692 0.625 0.674 0.049 7

阳 0.798 0.709 0.68 0.681 0.717 0.055 8

阳 1.289 1.293 1.236 1.479 1.324 0.1 8

阴 0.06 0.051 0.04 0.043 0.659 0.008 14

阴 0.0695 0.068 0.085 0.076 0.071 0.007 11

阴 0.081 0.078 0.075 0.07 0.069 0.004 7

阴 0.066 0.062 0.051 0.056 0.068 0.006 9

阴 0.091 0.097 0.085 0.083 0.083 0.006 8

表 4-9板内重复性试验结果

Table 4-9 Results of intraplate repeatability
样品 OD450nm X̅ S.D. CV（%）

阳 1.296 1.249 1.085 1.217 1.212 0.09 7

阳 0.844 0.842 0.948 0.921 0.889 0.005 6

阳 0.882 0.982 0.877 0.794 0.884 0.076 9

阳 0.784 0.709 0.693 0.711 0.724 0.04 6

阳 0.826 0.928 0.839 0.856 0.862 0.045 5

阴 0.053 0.055 0.043 0.052 0.061 0.005 9

阴 0.053 0.056 0.05 0.049 0.062 0.003 5

阴 0.053 0.055 0.046 0.05 0.064 0.003 6

阴 0.055 0.067 0.059 0.054 0.066 0.005 9

阴 0.084 0.079 0.074 0.079 0.068 0.003 6

4.3.10 DAS-ELISA方法符合率试验

选取猪肛拭子样品共 92份，使用国标引物进行 RT-PCR鉴定与所建立的

DAS-ELISA方法对样品进行检测，DAS-ELISA方法检测结果如表 4-10所示；

RT-PCR共检出 34份阴性，而 DAS-ELISA方法检测出 32份阴性；通过统计学
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分析，计算出 DAS-ELISA方法与 RT-PCR的检测阳性符合率为 96%。

表 4-10 DAS-ELISA方法与 RT-PCR检测结果

Table 4-10 DAS-ELISAmethod and RT-PCR results
RT-PCR DAS-ELISA 符合率（%）

阳性 阴性 合计

阳性 58 2 60

阴性 0 32 32 96

合计 58 34 92

4.4讨论

PED全球广泛流行，给养猪业造成巨大经济损失[25]。而临床上缺乏快速简

便的检测手段，现场无法根据腹泻症状进行确诊，因此容易延误病情，故现在

急需一种快速检测手段来辅助检测人员诊断病情。DAS-ELISA方法已经广泛运

用于病原检测[130]。有研究表明，通过使用 PEDV 经典菌株 CV777 的针对抗

PEDV M蛋白的单克隆抗体建立了一种 DAS-ELISA[105]。然而，近年来，高毒

力 PEDV 变异株已成为猪腹泻病的主要病原体，与经典菌株，如 CV777 和

DR13相比，表现出较大的遗传差异[131]。快速识别病原体有助于实施有效的防

控措施。与 RT-PRC相比，DAS-ELSA操作简单。

PED主要经粪口感染，猪在感染 PEDV初期便能在其粪便中检测到病毒粒

子，随着病情加重粪便中的病毒粒子逐渐增多[132]。关于 PEDV的检测方法有很

多，例如免疫电镜通过冠状病毒的典型特征观察判断，但在样品处理过程中病

毒的纤突蛋白脱落影响观察结果，并且免疫电镜需要较为精密的设备，不利于

现场检测；RT-PCR检测方法较为快速灵敏，但容易出现假阳性，也不适用于

现场诊断；ELISA方法既可以检测抗体又可以检测病原[133]，并且 ELISA成本

低，耗时短，操作简单，可以实现批量化检测，临床上以试剂盒的形式广泛运

用，而 DAS-ELISA方法是用两种不同表位的抗体进行检测，故与其他 ELISA

方法相比该检测方法特异性和灵敏更高。

Lyoo[134]等建立一种检测粪便拭子中 PEDV的免疫层析检测技术，敏感性

和特异性分别为 95.0%和 98.6%，在感染 PEDV的仔猪样本中，与 RT-PCR 测

定的结果 100%一致。张清真[135]等人，以体外表达的 PEDV S蛋白作为抗原，

商品化的 PEDV单抗作为捕获抗体，生物素标记的 IgG作为检测抗体，建立了
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一种检测 PEDV的生物素-亲和素系统的 DAS-EISA方法，该方法稳定且灵敏，

与 RT-PCR共同检测临床样品符合率为 100%。本试验利用原核表达的 M蛋白

免疫小鼠后制备的 2株单克隆抗体 7E1和 5F2，使用试剂盒对单克隆抗体 5F2

进行辣根过氧化物酶标记，将 7E1作为捕获抗体，HRP-5F2作为检测抗体，优

化各试验条件，并检测该方法的灵敏性，该方法最低检测病毒量为

1.56×105TCID50/mL，并且与 PRV、PRRSV、PCV、PoRV没有交叉反应变异系

数 6-14%，表明成功建立高效、特异且稳定可靠的 DAS-ELISA方法。充分发

挥该方法检测病原的应用价值，为临床检 PEDV的测提供更简便的、可靠的检

测手段。

4.5本章小结

基于 PEDV M蛋白单克隆抗体 7E1和 5F2，成功建立一种效率高、特异性

好、灵敏性高的 DAS-ELISA，该方法可用于诊断 PEDV引起的疾病。
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全文总结

1.成功构建原核表达载体 pET-21(b)-PEDV-M，通过诱导表达和镍柱纯化，成功

获得纯度较好的重组 PEDV M蛋白；

2.将重组M蛋白作为免疫原免疫小鼠，通过细胞融合技术成功获得 2株活性较

好的单克隆抗体 5F2和 7E1，并对单克隆抗体的可变区进行序列分析，通过截

短表达M蛋白筛选出单克隆 7E1识别表位的区域为 92-129 aa；

3.基于所制备的 2株抗 PEDV M蛋白的单克隆抗体，并建立了一种特异性强、

准确率高且稳定可靠的 DAS-ELISA方法，可用于临床 PEDV抗原检测。
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