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非洲猪瘟病毒 p30 单克隆抗体的制备及抗体化学发光法的建立 

 

摘 要 

 

非洲猪瘟（African swine fever，ASF）是由非洲猪瘟病毒（African 

swine fever virus，ASFV）引起的一种急性、热性、高度接触性和致死性

动物疫病，超急性型和急性型 ASFV 感染猪的死亡率近乎为 100%，严重

影响养猪业的发展及猪产品的国际贸易。ASFV 是一种大型线性双链

DNA 虫媒病毒，为非洲猪瘟病毒科（Asfarviridae）的唯一成员，其基因

组长度在 170 至 194 kbp 之间，编码 68 种结构蛋白和 150 多种非结构蛋

白。到目前为止，ASF 已经给世界各国的生猪及相关产业造成了巨大的

损失。利用快速、灵敏的检测技术准确诊断 ASFV 是控制 ASF 必不可少

的技术手段。而由于我国出现中等毒力基因 II 型毒株以及基因 I 型弱毒

株，病猪出现持续性和慢性感染，因此开发一种快速、灵敏的检测 ASFV

抗体的方法对有效防控 ASF 至关重要。 

本研究通过优化 p30基因序列，利用大肠杆菌原核表达系统表达并纯

化 p30 蛋白，然后将其免疫小鼠，最终获得 20 株单克隆抗体，并利用

Western blot 和间接免疫荧光试验（IFA）对获得的单克隆抗体进行生物学

特性分析。之后通过化学发光相加法和 WB 将 20 株 mAbs 分成了 11 组，

并通过 p30 截短重叠肽、丙氨酸突变以及 N 端和 C 端截短蛋白确定了单

抗识别的最小抗原表位。此外，从 200 多个 p30 序列选取 17 个具有代表

性的 p30 序列使用 BioEDIT 软件进行序列比对，验证 11 组单抗识别的表

位在不同 ASFV 分离株间的保守性，结果表明第 VI 组识别的表位中存在

1 个氨基酸变异（Thr116 变为 Ala116），第 I-1 组、第 I-2 组、第 II-1 组、第

II-2 组、第 III 组和第 V 中单抗所识别的表位相对保守。由此推断，这些

抗原表位的单克隆抗体是建立特异性检测 ASFV 抗体方法的良好试剂。 

本研究选取与 ASFV抗原反应性好且与 ASFV阳性血清具有良好竞争
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能力的mAb（16-5E7E8）建立了一种快速检测ASFV p30抗体的竞争化学

发光法（p30-cCLIA）。首先利用棋盘滴定法优化反应条件和反应时间，

实验结果表明最佳抗原包被浓度为 0.25 μg/mL，血清稀释度为 1:10，酶标

单抗稀释度为 0.05 μg/mL，最佳反应时间为 30 min。通过检测已知背景的

血清，对建立的 p30-cCLIA 化学发光法在诊断特异性、诊断敏感性、灵

敏度、重复性等方面进行了初步评价，结果表明，当 p30-cCLIA 的 Cut-

off 值为 50%时，诊断敏感性为 100%，诊断特异性为 100%，并且具有较

好的灵敏度、重复性。此外，p30-cCLIA与猪的其它七种病毒阳性血清没

有交叉反应。使用本研究建立的 p30-cCLIA 与商品化阻断 ELISA 试剂盒

检测临床猪血清样品，比较其诊断性能，结果表明，p30-cCLIA具有更高

的灵敏度。 

综上，本研究成功获得 20 株抗 ASFV p30 的单克隆抗体，通过 WB

和 IFA 对其生物学特性进行了分析，并利用其中一株单抗 16-5E7E8 建立

了一种检测 ASFV抗体的竞争化学发光法，这为之后大规模筛查 ASFV感

染猪，并及时控制 ASF 传播和对流行病学调查提供了可靠的工具。 

 

关键词：非洲猪瘟  单克隆抗体  p30  表位鉴定  化学发光 
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THE PREPARATION OF MONOCLONAL 

ANTIBODIES AGAINST AFRICAN 

SWINE FEVER VIRUS P30 AND 

THE ESTABLISHMENT OFAN ANTIBODY 

CHEMILUMINESCENCE METHOD 

 

ABSTRACT 

 

African swine fever (ASF), which is caused by the African swine fever 

virus (ASFV), is an acute, febrile, highly contagious and fatal animal epidemic 

disease. The mortality rate of pigs infected with superacute and acute ASF is 

almost 100%, seriously affecting the development of the pig industry and 

international trade of pork products. ASFV is a large linear double-stranded 

DNA arbovirus and the only member of the Asfarviridae family. Its genome 

length is between 170 and 194 kbp, encoding 68 structural proteins and more 

than 100 non-structural proteins. Up to now, ASF has caused huge losses to the 

pig industry and related industries in various countries around the world. Rapid 

and accurate diagnosis of ASF through sensitive detection technology is an 

indispensable technical means to promptly eradicate the source of infection, cut 

off the route of transmission, and effectively control ASF. However, due to the 

emergence of moderately virulent genotype II strains and weakly virulent 

genotype I strains in China, pigs suffer from persistent and chronic infections. 

Therefore, the detection of specific antibodies is particularly important for the 

detection and diagnosis of the epidemic. Therefore, the development of a rapid 

and sensitive method for detecting ASFV antibodies is crucial for the effective 

prevention and control of ASF. 

This study optimized the p30 gene sequence, expressed and purified 

the p30 protein using the Escherichia coli prokaryotic expression system, and 
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then immunized mice with it, ultimately obtaining 20 monoclonal antibodies 

(mAbs). Subsequently, the biological characteristics of these mAbs were 

analyzed using Western blot and indirect immunofluorescence assay (IFA). 

Furthermore, the 20 mAbs were grouped into 11 categories based on 

chemiluminescence addition and Western blot (WB). The minimal antigenic 

epitopes recognized by the mAbs were identified through truncated overlapping 

peptides of p30, alanine mutagenesis, and truncated proteins at both the N- and 

C-termini. Additionally, a representative set of 17 p30 sequences from over 200 

sequences were selected and aligned using BioEDIT software to verify the 

conservation of epitopes recognized by the 11 groups of mAbs among different 

African swine fever virus (ASFV) isolates. The results indicated that one amino 

acid variation (Thr116 to Ala116) existed in the epitope recognized by Group VI, 

while the epitopes recognized by Groups I-1, I-2, II-1, II-2, III, and V were 

relatively conserved. Based on these findings, it is inferred that the monoclonal 

antibodies targeting these antigenic epitopes are promising reagents for 

developing specific detection methods for ASFV antibodies. 

In this study, we selected a monoclonal antibody (16-5E7E8) with 

good reactivity to ASFV antigens and strong competitive ability with ASFV-

positive serum to be labeled with HRP by a company. Using 16-5E7E8-HRP, we 

established a rapid competitive chemiluminescence immunoassay (p30-cCLIA) 

for detecting ASFV p30 antibodies. Firstly, the reaction conditions and reaction 

time were optimized using the checkerboard titration method. The experimental 

results showed that the optimal antigen coating concentration was 0.25 μg/mL, 

the serum dilution was 1:10, the enzyme-labeled monoclonal antibody dilution 

was 0.05 μg/mL, and the optimal reaction time was 30 minutes. By testing sera 

with known backgrounds, the diagnostic specificity, diagnostic sensitivity, and 

repeatability of the established p30-cCLIA were initially evaluated. The results 
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showed that when the Cut-off value of p30-cCLIA was 50%, the diagnostic 

sensitivity was 100%, the diagnostic specificity was 100%, and it had good 

sensitivity and repeatability. In addition, p30-cCLIA did not have cross-

reactivity with positive sera of seven other pig viruses. By comparing the 

diagnostic performance of the p30-cCLIA established in this study with a 

commercial blocking ELISA kit for detecting clinical pig serum samples, the 

results showed that p30-cCLIA had higher sensitivity.  

In summary, this study successfully recombinantly expressed 20 

strains of mAbs against ASFV p30, analyzed their biological characteristics 

through Western Blotting and Immunofluorescence Assay, and established a 

competitive chemiluminescence method for detecting ASFV antibodies using 

one of the monoclonal antibodies, 16-5E7E8. This provides a reliable tool for 

subsequent large-scale screening of ASFV-infected pigs, timely control of ASF 

transmission, and epidemiological investigations. 

 

 

KEY WORDS: African swine fever;  mAbs;  p30;  Epitope Identification 

Chemiluminescence 
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中文所用缩略词中英文对照表 

英文缩写 英文全称 中文名称 

aa Amino acis 氨基酸 

Amp+ 

Kan+ 

Ampicillin 

Kanamycin 

氨苄抗性 

卡那抗性 

ASF African swine fever 非洲猪瘟 

ASFV African swine fever virus 非洲猪瘟病毒 

FMDV Foot-and-Mouth Disease Virus 口蹄疫病毒 

CBS Carbonate buffered saline 碳酸盐包被液 

CSFV Classical swine fever virus 猪瘟病毒 

CLIA Chemiluminescence immunoassay 化学发光免疫分析 

DNA DeoxyriboNucleic Acid 脱氧核糖核酸 

Dsn Diagnostic sensitivity 诊断敏感性 

Dsp Diagnostic specificity 诊断特异性 

ELISA Enzyme Linked Immunosobent Assay 酶联免疫吸附试验 

FBS fatal bovine serum 胎牛血清 

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

IFA Indirect ImmunofluorescenceAssay 间接免疫荧光实验 

mAb Monoclonal antibody 单克隆抗体 

MOI Multiplicity of infection 感染复数 

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

IPTG Isopropyl-β-thiogalactoside 
异丙基-β-d-硫代半乳

糖苷 

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 

SDS-PAGE 
Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gelelectrophoresis 

十二烷基硫酸钠—聚

丙烯酰胺凝胶电泳 

TMB Tetramethylbenzidine 四甲基联苯胺 
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分钟 
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第一章 绪论 

1.1 非洲猪瘟 

1.1.1 非洲猪瘟及其危害 

非洲猪瘟（African swine fever，ASF）是一种影响家猪和野猪的严重接触

性的和出血性疫病，超急性型和急性型 ASFV 感染猪的死亡率近乎为 100%。世

界动物卫生组织（World Organization for Animal Health，WOAH）将其列为必须

通报的动物疫病，我国将其列为一类动物疫病[1]。ASF 传播的主要途径包括受

感染动物及其产品的运输[2]；受感染的野猪是非常重要的感染源之一[3]。非洲猪

瘟病毒（African swine fever virus，ASFV）也可以在软蜱属（Ornithodoros）的

软蜱中复制，包括非洲的 O. moubata 和伊比利亚半岛的 O. erraticus，它们参与

了非洲猪瘟的流行病学循环[4]。猪感染非洲猪瘟病毒的临床症状为发热

（40~42°C）、心跳加快、呼吸窘迫、皮肤发绀、淋巴结、肾和胃肠道黏膜明显

出血，自 2018 年以来，由于没有疫苗和药物可用，中国爆发的非洲猪瘟已导致

数以万计的猪死亡或被屠宰[5]。 

1.1.2 非洲猪瘟流行病学 

ASF 于 1909 年在肯尼亚被首次发现，Montgomery 将其描述为一种不同于

猪瘟(CSFV)的疾病[6]。20 世纪 60 年代至 80 年代，它从西班牙和葡萄牙传播到

其他非洲国家和西欧国家[6,7]，至 1990年代中期，除撒丁岛外其他欧洲国家已经

根除了 ASFV[6,8]，ASF 多在撒哈拉以南的国家流行。2007 年，ASFV 重新进入

高加索地区，并迅速蔓延到东欧国家[6]，且自从进入东欧以来，该病严重影响

了高加索地区和俄罗斯联邦生猪产业，目前 ASF 仍在俄罗斯中部和南部两个地

区的家猪和野猪种群中大规模流行[9]。欧洲野猪（Sus scrofa）极易感染 ASFV，

并表现出与感染了 ASFV 家猪相似的临床症状和致死率；而感染了 ASFV 的非

洲野猪（African Suidae）表现为长期持续性感染的亚临床症状和无症状，充当

中间宿主[10]。Ornitodoros 属的软蜱也是该病毒的生物载体和宿主[11]。2018 年，

类似 Georgia-07 的 II 型 ASFV 在中国出现[12]，之后迅速传播到东南亚[13]，ASF
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在欧洲和亚洲一些国家的爆发使得损失了 700 多万头猪[14]。 

1.1.3 非洲猪瘟病毒的结构 

ASFV 是一种大型线性双链 DNA（Double-stranded DNA，dsDNA）虫媒病

毒，是非洲猪瘟病毒科（Asfarviridae）的唯一成员，其基因组长度在 170至 194 

kbp 之间，编码 68 种结构蛋白和 100 多种非结构蛋白[15]。ASFV 是一种具有二

十面体结构的 DNA 病毒，病毒粒子直径在 260~300 nm 之间，由内核、核壳、

内膜、衣壳和囊膜五部分组成[16–18]。囊膜是 ASFV 的最外层，在病毒粒子的囊

膜上可检测到部分 pEP402R（CD2v）蛋白[15]。在其表面的 p12 通过与宿主细胞

膜上的特定受体结合来介导 ASFV 进入宿主细胞，从而促进病毒颗粒的外膜蛋

白吸附到宿主细胞上[19]。衣壳是 ASFV 的第二层，衣壳成分由 2760 个假六聚体

和 12 个五聚体构成，一个假六聚体由三个采用双胶卷结构的 p72 蛋白分子形成

[20]。pB438L 是形成衣壳所必需的蛋白质。除了 p72 和 pB438L 蛋白外，pE120R

也是组成病毒衣壳的蛋白之一[1]。ASFV 第三层是内膜，是从内质网分离出来的

脂质双分子层膜[21]。之前有研究认为 pE183R 是内膜形成的关键蛋白，然而最

近的一个研究指出内膜上还存在 p17、pE183L、p12、pE248R 和 pH108R 等蛋

白，其中 p12和 pE248R的作用是协助病毒侵入宿主机体。还有部分研究人员提

出 p22蛋白也是病毒内膜的一个组成成分[15]。ASFV的第四层核壳是其结构的重

要组成部分，具有直径为 180 纳米的尺寸。这个核壳的形成依赖于两种多蛋白

前体 pp220 和 pp62，它们在病毒蛋白酶（pS273R）的作用下被分解成多个成熟

的蛋白质片段，进而组装成核壳。ASFV 最里层是内核层，含有基因组。ASFV

基因组约为 170~194 kbp 线性双链 DNA，编码 150~170 个开放阅读框[22]。病毒

基因组的末端由共价交联的发夹环组成[23]。p10 和 pA104R 是已在病毒类核中检

测到的 DNA 结构蛋白。此外，ASFV 基因组编码许多与病毒复制、转录和免疫

抑制相关的非结构蛋白[1]。 

1.1.4 ASFV 主要结构蛋白 p30 及其功能 

p30 是 ASFV 感染宿主动物早期形成的膜蛋白之一，由 CP204L 基因编码，

位于病毒包膜的膜上，具有很高的保守性，是最具有免疫原性的蛋白之一[24,25] 。
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在病毒感染后约 2~4 h，可以观察到 p30 的表达，并且其表达一直持续到病毒生

命周期结束[26,27]。重组 p30 蛋白疫苗接种已被证明可以在猪中引起有效的抗体

中和反应，并提供不同程度的免疫保护[25,28]。此外，有研究表明，病毒 p30 蛋

白可以作为动物感染 ASFV 的指标之一[29]。其在感染早期阶段的产生使其成为

ASFV 感染诊断检测的合适靶标[30]，因此，p30 蛋白可用于 ASFV 的早期检测，

为控制 ASFV 的传播提供诊断工具。 

1.1.5 ASFV 的理化特性 

ASFV 在自然环境中具有很强的抵抗力，但一些基于酚类和碘类化合物的

脂质溶剂和商业消毒剂可有效将其杀灭。有研究表明，ASFV 对某些消毒剂非

常敏感，例如，乙醚、氯仿、2%~3%次氯酸盐溶液以及 2%氢氧化钠等都能有

效灭活 ASFV[31]。ASFV可在冷冻的肉类食品及咸干肉制品中存活数周甚至达数

月之久[32]，并且还具有一定的耐高温能力，在 56℃的高温下，需要长达 70 min

才能使其灭活，温度提升到 60℃，也仍然需要 20 min 才能使其失去活性[33]。这

表明，在相对较高的环境温度下，ASFV 仍能保持相当的稳定性。此外，ASFV

具有一定的耐酸耐碱能力，当环境中 pH＜4 或 pH＞11 才能使其灭活[32]。 

1.1.6 ASFV 基因型与血清群 

根据 ASFV B646L 基因 3'端核苷酸序列，将 ASFV 分为 24 种不同的基因型

[34]。所有 24 种基因型在非洲均有报道，主要分布在东非和南非，其中只有两种

基因型传播到非洲以外。2018 年，类似基因 II 型（Georgia07）的 ASFV 蔓延到

中国和其他亚洲国家[35,36]。ASFV的毒力与基因类型并不完全相关，这取决于特

定的病毒株和动物物种[37,38]。ASFV强毒株传入我国后流行近三年内，引发的急

性疾病死亡率近 100%。随后，2020年出现了毒力较低的 II型 ASFV，它是由强

毒株基因组的自然突变进化而来的[39]。2021 年从猪场分离到 2 株毒力较低的 I

型毒力变异株[38]，这些毒力较低的突变株可引起猪的慢性和持续性感染，这给

ASF 的早期诊断和控制带来了困难。2023 年赵东明等在我国检测到三种基因型

I和 II型 ASFV的重组体。这些重组体在基因上相似，根据其 B646L基因被归类

为基因型 I，但占其基因组 56%以上的 10 个离散片段来自基因型 II 病毒[36]。根
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据抗体介导的红细胞吸附抑制实验，交叉保护的 ASFV 毒株可分为 8 个血清型

[34]，但很可能有更多血清型[40,41]。对于疫苗的开发，ASF 的保护性免疫似乎取

决于血清型，因为同一血清型内的病毒可为动物提供了相互交叉保护[42–44]。与

p72 基因分型相比，基于 CD2v/C 型凝集素特征测序的血清分型方法可以更好地

区分生物学相关表型[43]。 

1.2 非洲猪瘟诊断现状 

1.2.1 临床诊断 

感染 ASFV 的动物会产生多种综合征，根据临床症状程度不同可以分为超

急性型、急性型、亚急性型和慢性型。超急性型 ASF 症状主要表现为无预兆的

猝死[45]，由于这一类型的 ASF 发病极为迅速，猪只可能在没有任何明显前驱症

状的情况下突然死亡，因此很难在生前进行准确的诊断；急性型 ASF 其特征是

潜伏期短（3~5 d），出现高热，5~10 d 内死亡；亚急性型 ASF 的临床特征是出

现高热、出血和全身皮肤发红[45]，以及脾脏充血肿大，淋巴结、肝脏和肾脏全

身出血等症状，与脑脊液感染中出现的特征难以区分；慢性 ASFV 的症状轻，

发病期长，且一些临床症状与其他的猪病如猪瘟（CSF）、猪皮炎和肾病综合症

（PDNS）以及猪繁殖与呼吸综合征（PRRS）症状相似，因此仅凭患病症状难

以区分。 

1.2.2 实验室诊断 

1.2.2.1 病原学检测技术 

1.2.2.1.1 红细胞吸附实验（Hemadsorption Test，HAD） 

HAD 是检测非洲猪瘟活病毒的“金标准”[46]。该方法的原理是 ASFV 在感

染猪白细胞的培养物中复制时，会产生红细胞吸附反应，多数 ASFV 毒株会在

感染的白细胞周围吸附猪红细胞，形成“玫瑰花环”或“桑葚状”的现象[47]。该方

法由 Malmquist 等[48]建立，虽然检测灵敏性高，但检测周期长，无法实现快速

检测。且之后的研究发现，没有发生红细胞吸附，也可以出现病变特征[49]，导

致易出现假阴性的结果，因此不适合广泛推广。 
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1.2.2.1.2 荧光抗体检测（Fluorescent Antibody Test，FAT） 

FAT 可用于检测可疑猪组织中的 ASFV 抗原[50]。FAT 的原理是基于免疫学

的抗原-抗体反应，结合荧光标记技术来检测病毒抗原的存在。具体来说，FAT

在疑似感染 ASFV 的猪的印模涂片或器官材料的薄冷冻切片上应用。此外，

FAT 不仅能用于直接检测猪组织样本中的 ASFV 抗原，还能用于检测细胞中未

观察到 HAD 的病毒抗原，从而识别非红细胞吸附性毒株[50]。这种方法的另一

个重要特点是，它还能区分由非洲猪瘟病毒产生的细胞病变效应（CPE）和其

他病毒如 Aujeszky 病毒或细胞毒性接种物产生的 CPE，从而提高了诊断的准确

性。然而，FAT 在检测亚急性和慢性疾病中的 ASFV 时，其敏感性会显著降

低。 

1.2.2.1.3 抗原 ELISA 

ELISA 其基本原理是利用抗原抗体的特异性结合反应，对待测样品的抗原

进行定性或定量分析。Wardley 等[51]发明了第一个用于检测 ASFV 抗原的直接

ELISA。随后，1997 年 Vidal 等[52]基于 VP73 单克隆抗体开发了一种夹心 ELISA

用于检测猪样本中 ASFV VP73 蛋白，其检测限抗原浓度为 0.05 μg/mL。该方法

的优势在于检测成本低，不需要昂贵的设备，但是在诊断亚急性和慢性 ASF 时，

ELISA 检测抗原的敏感性显著降低[50]。 

1.2.2.1.4 常规 PCR 

PCR 技术与抗原检测其他方法（例如抗原 ELISA 和 FAT 测定）相比，具有

更高的灵敏度和特异性[53]。PCR 技术可以在收到样本后数小时内做出 ASF 的诊

断[54]。目前已有许多用于 ASFV检测的各种常规 PCR测定[55,56]。常规 PCR大多

已被 qPCR 检测所取代，然而在缺少 qPCR 设备的实验室中其依旧是检测 ASFV

的常用方法[50]。 

1.2.2.1.5 实时荧光定量 PCR（Quantitative Real-time PCR，qPCR） 

qPCR 方法是基于靶标特异性“寡核苷酸探针”的荧光信号对靶序列的扩增进

行实时检测，与基于凝胶的传统 PCR 方法相比具有多项优势。qPCR 可以使用

96孔规格，因此非常适合高通量诊断系统，并有可能实现过程自动化[50]。qPCR
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方法因其在速度、灵敏度、低交叉污染风险以及量化分析能力上的卓越表现，

在病原学诊断领域受到了广泛的青睐和应用，成为了该领域最受欢迎的技术之

一。这一技术的高效和精确性使其成为研究者和诊断专家们的首选工具。

Tignon等[57]基于 VP72基因建立了一种快速检测 ASFV的实时 TaqMan PCR法，

该方法准确性高、重复性好（变异系数在 0.7%到 5.4%之间），通过对在欧洲、

非洲和美洲不同地区收集的 44 个 ASFV 分离株进行验证，并没有发现与相关的

猪病毒发生交叉反应。该方法检测灵敏度高于世界动物卫生组织推荐的常规

PCR和 King等[58]建立的 qPCR检测方法。Ronish等[59]建立了一种 LATE-PCR法

检测 ASFV，该方法可直接扩增大量单链 DNA，具有很高的灵敏度（1~10 个分

子），不仅可以用于实验室检测还可用于便携式检测仪进行检测。 

1.2.2.1.6 微滴数字 PCR（Droplet Digital PCR，ddPCR） 

ddPCR 是一种高灵敏度、高精确的分子生物学技术，通过将样本分成大量

微小的液滴，每个液滴中含有零个或一个目标分子，从而使得每个液滴的 PCR

反应达到指数级扩增，以达到能准确计数目标分子起始拷贝数或浓度的目的。

Zhu 等[60]基于 ASFV B646L 和 EP402R 基因建立了一种双重 ddPCR 检测方法，

并表现出良好的线性关系（R2>0.99）。双重 ddPCR 的检测下限为每反应 52 个拷

贝。该检测方法未与其他猪病毒（猪瘟病毒（CSFV）、猪繁殖与呼吸综合征病

毒（PRRSV）、猪流行性腹泻病毒（PEDV）、猪细小病毒（PPV）、日本乙型脑

炎病毒（JEV）和猪圆环病毒 2 型（PCV2））发生交叉反应。Wu 等[61]利用

ASFV 的 K205R 基因开发了一种 ddPCR 技术用于检测 ASFV。该方法展现了极

高的检测灵敏度，达到了每反应 10 拷贝的病毒核酸，这一灵敏度是传统 qPCR

技术的 10 倍。ddPCR 尽管具有高灵敏度的优点，但其需要昂贵的仪器进行检测，

成本有时高于 qPCR，并不适用于大规模检测 ASFV[62]。 

1.2.2.1.7 环介导等温扩增技术（Loop-mediated Isothermal Amplification，LAMP） 

LAMP是一种新型的核酸扩增方法，这种方法能在等温（通常为 60~65℃）

条件下，通过酶的作用，在核酸模板的辅助下，使扩增产物逐渐积累，从而在

短时间内完成核酸扩增。该方法简便、快速且具有高特异性的特点，已被应用
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于病原微生物检测和传染性疾病诊断中[46]。王宏燕等[63]利用 ASFV p72 基因设

计出 3 对扩增引物以及 1 条环介导等温扩增探针引物，从而创建了实时荧光的

环介导等温扩增方法。该方法的灵敏度可达 1 pg/μL，且与 WOAH 推荐的 qPCR

方法高度一致。Wang 等[64]设计了针对 ASFV p10 基因的 LAMP 引物，优化了反

应体系，检测灵敏度为 30 拷贝/μL，通过检测多种猪病病毒和 ASFV 的 DNA 或

cDNA 验证该方法的特异性，表明了 LAMP 可特异性检测出 ASFV。然而，

LAMP 易受气溶胶污染，引物设计较为复杂，使其应用范围受到了一定限制[62]。 

1.2.2.1.8 重组酶聚合酶扩增技术（Recombinase polymerase amplification，RPA） 

RPA 是一种新型的核酸恒温扩增技术，它以 T4 噬菌体核酸复制机制为原理，

利用重组酶蛋白（T4 uvsX）、单链结合蛋白（T4 gp32）和 DNA 聚合酶（Bsu）

的作用，在体外完成核酸的恒温扩增反应。RPA 技术可以在 37~42℃的恒定温

度下实现指数扩增，无需对 DNA 样品进行热预处理，从而摆脱了精密温度循环

系统的限制[65]。Fan 等[66]基于 RPA 和重组酶介导核酸扩增技术（RAA）建立了

检测 ASFV 核酸的检测方法，该方法对 24 个基因型毒株普遍具有特异性，与

qPCR 的检测符合率高度一致。Wang 等[67]通过融合 RPA 技术和横向流动检测技

术（LFD），成功开发了一种新型的金纳米颗粒试纸条，专门用于 ASFV 的现场

快速诊断，这一技术被命名为侧向流动基因检测技术（LFAD）。LFAD 在相对

较低的反应温度下展现出出色的性能，仅需 30 min 即可实现对 CSFV 和 ASFV

的特异性识别，大大提高了诊断的效率和准确性，且检测限为 102 拷贝/μL。

RPA技术不需要昂贵的设备，反应时间极短，仅需 5至 20 min。相较于 qPCR技

术，RPA 技术更加简便、迅速和经济实用。这使得 RPA 技术在实验室外的现场

检测以及资源匮乏地区具有显著优势，成为这些场景中 ASFV 核酸扩增和检测

的理想选择[68]。 

1.2.2.1.9 CRISPR/Cas 核酸检测技术 

CRISPR/Cas 核酸检测技术通过特定的 Cas 蛋白从待检测的核酸样本中识别

出与 CRISPR 序列中的间隔序列相匹配的目标序列。一旦识别到目标序列，Cas

蛋白就会发挥其切割功能，对目标核酸序列进行切割。这种切割最终导致目标
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核酸序列的断裂，从而使其能够被检测到[69]。该方法可以高效、特异性的检测

目标核酸序列。Yang 等[70]通过将 LAMP技术与 CRISPR/Cas12a系统相结合，成

功开发出一种名为 LAMP-CRISPR的检测方法，用于检测 ASFV p72基因。该方

法表现出极高的灵敏度，检测限可达 7 拷贝/μL，且与其他猪 DNA 或 RNA 病毒

没有交叉反应，确保了检测结果的特异性。通过对临床样本的检测，该方法显

示出与 qPCR 高度一致的结果，进一步验证了其准确性和可靠性。有研究表明，

将 CRISPR/Cas12a 与 RPA 结合，能够提高检测 ASFV 的效率[71]。与传统的核酸

检测技术相比，CRISPR/Cas 核酸检测技术具有更高的灵敏度和特异性。同时，

该技术还具有操作简便、快速和经济的特点，适用于实验室外的现场检测。 

1.2.2.2 血清学检测技术 

1.2.2.2.1 抗体 ELISA 

ELISA 被认为是检测大量血清非常灵敏且合适的方法。该方法是诊断亚急

性和症状不明显的 ASFV感染猪最广泛使用的技术[51,72]。ELISA用于检测 ASFV

抗体包括间接 ELISA、竞争 ELISA、阻断 ELISA 和双抗体夹心 ELISA。Wang

等[5]将 CP204L 基因克隆到表达载体 pET-30a 中，成功在大肠杆菌原核表达系统

中表达可溶性 p30 蛋白，利用纯化的重组 p30 蛋白，开发了用于 ASFV 抗体检

测的双抗体夹心 ELISA（DAS-ELISA）。该方法在临床样本检测中表现出良好

的特异性、敏感性和重复性，且成本较低，生产周期短。Li 等[73]筛选出 ASFV 

p30、p54 和 p72 基因，将其串联生成 His-p30-54-72 重组蛋白，基于此建立了一

种间接 ELISA。使用该方法与商业 ASFV 抗体检测试剂盒共同检测 192 份临床

样本，结果表明，与基于单个病毒蛋白的商业 ASFV 抗体检测试剂盒相比，该

方法的阳性检出率分别增加了 4.7%和 14.6%。对未来 ASFV 临床诊断和疫苗免

疫效果评估具有参考价值。 

1.2.2.2.2 荧光免疫层析技术（Fluorescent Immunoassay，FIA） 

FIA 是一种基于抗体-抗原特异性识别的分析技术，通过荧光信号来检测和

定量目标分子。该技术巧妙地将免疫荧光技术与免疫层析技术融为一体，既保

留了操作简便、检测迅速和便携性强的传统优势，又通过引入荧光示踪增强技
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术，实现了对检测结果的精确量化，从而显著提升了诊断的准确性和可靠性。

Li 等[74]将截短的 p54 蛋白与荧光微球结合作为示踪剂，开发了一种检测 ASFV

抗体的荧光免疫层析试纸（FICTS）。FICTS 对比商业 ELISA 试剂盒检测结果表

明了高度的一致性，并且与其他猪病毒抗体没有交叉反应。 

1.2.2.2.3 免疫胶体金技术（Immune Colloidal Gold Technique，ICGT） 

ICGT 作为一种前沿的免疫标记技术，其核心在于利用胶体金作为独特的示

踪标记物，以便在抗原抗体反应中发挥作用。胶体金的形成是通过氯金酸在还

原剂的引导下，聚合成特定尺寸的金颗粒，这些金颗粒由于静电作用相互稳定，

进而形成一种稳定的胶体状态[75]。ICGT具有灵敏度高、操作简便、快速和经济

等优点。张鑫宇等[76]通过原核表达并纯化的 p54 重组蛋白建立了一种 ASFV p54

抗体胶体金检测方法，与其他猪病毒阳性血清无交叉反应，通过检测临床样品

表明该方法对早期 ASFV 的检测优于 WOAH 推荐的间接 ELISA 方法。 

1.2.2.2.4 间接免疫荧光实验（Indirect Immunofluorescence Assay，IFA） 

IFA 是一种基于抗原抗体反应和荧光标记技术用于检测抗体的技术。

Heimerman 等[77]开发了一组针对 ASFV p72 的 mAbs，并通过 IFA 进行检测，对

筛选出的阳性抗体进行表征，结果表明这些 mAbs 都位于 p72 中的高度保守区

域，对开发新的 ASFV 抗体和抗原检测方法提供了帮助。 

1.2.2.2.5 间接免疫过氧化物酶技术（Indirect Immunoperoxidase Test，IPT） 

IPT是一种细胞免疫化学技术，通过利用耦联的过氧化物酶实现抗原抗体复

合物的检测，是 WOAH 推荐的 ASF 血清学检测方法之一[62]。Carmina 等[78]用

ASFV 感染固定在细胞培养皿上的非洲绿猴肾细胞（Vero 细胞）一定时间作为

抗原，然后将待检样本与其一起孵育，利用 IPT 技术检测，阳性样本可观察到

红褐色沉淀。在血清学诊断方面，IPT 检测 ASFV 抗体的敏感性高于 ELISA 和

免疫印迹分析（WB）。 

1.3 单克隆抗体在诊断中的应用 

单克隆抗体（mAb）是具有特异性靶点的免疫球蛋白，由单个细胞克隆产

生，是一种具有高度均一性且仅针对某一特定抗原表位的抗体[79,80]。1975 年，
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Köhler 和 Milstein 开发了杂交瘤技术，奠定了单克隆抗体作为治疗药物的基础

[81]。该技术的发明使无限量单克隆抗体的生产成为可能[82]。Köhler 和 Milstein

因此在 1984 年成为诺贝尔医学和生理学奖获得者，且二人于 1986 年生产的第

一个 mAb 治疗药物（Orthoclone OKT3）被许可用于治疗移植物抗宿主病[83]。 

在临床试验领域，单克隆抗体技术展现出了迅猛的发展势头。得益于其强

大的特异性、出色的稳定性以及单一的生物活性等特点，单克隆抗体技术被广

泛运用于生物学免疫试验和医学免疫检验[84]，在治疗器官移植过程中的免疫排

斥反应、感染性疾病的治疗以及肿瘤治疗等方面均发挥了关键作用[85]。此外，

它还为疾病的诊断和预防提供了帮助[86,87]。 

ASFV mAbs 在免疫学相关 ASFV 检测方法的建立中起到了关键作用。它可

用于建立检测 ASFV 抗原的直接免疫荧光试验（DIF）、免疫组化试验、夹心

ELISA等[88]。这些检测方法对于非洲猪瘟的快速诊断具有重要意义。mAbs因其

独特的性质，在非洲猪瘟的研究和诊断中展现出显著的优势。这些抗体不仅具

备高纯度和高灵敏度，能够精确识别目标病原体，而且其特异性极强，几乎不

与其他病毒或抗原发生交叉反应。此外，相较于其他方法，单克隆抗体的制备

成本较低，这使得它在研究和诊断中更具经济性。有研究表明[89]，某些特定的

单克隆抗体，如 p30 和 p54 单克隆抗体，能特异性识别 ASFV 感染细胞中表达

的病毒蛋白，并具有一定的阻断效果。基于单克隆抗体的高度特异性，研发出

的试剂盒不仅可检测多种 ASFV，更能精准识别特定血清型或基因型的 ASFV，

大大增强了检测的准确性[90,91]。随着技术的不断进步，单克隆抗体技术日趋完

善，其应用领域也在不断拓宽。因此，深入研究其制备方法、开发新型单抗并

进一步扩大其应用范围，具有巨大的潜力和广阔的前景[47]。 

1.4 化学发光免疫分析技术 

化学发光免疫分析（CLIA）是一种将高灵敏度的化学发光测定技术与高特

异性的免疫反应相结合的技术，用于各种抗原、半抗原、抗体、激素、酶和药

物等的检测分析。该技术是在继放免分析、酶免分析、荧光免疫分析和时间分

辨荧光免疫分析之后发展起来的一项最新免疫测定技术。 
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1.4.1 化学发光原理 

CLIA 是 1977 年 Halmann 等[92]在放射免疫分析（RIA）和酶免疫分析（EIA）

理论的基础上，通过加入化学发光技术建立起来的，该技术由免疫反应系统和

化学发光分析系统组成，其中化学发光反应系统是化学发光物质在催化剂的作

用下发生氧化还原反应，使化学发光剂分子获得能量，从基态跃迁到激发态，

但处于激发态的分子不稳定，当激发态分子重新跃迁到基态时会伴随着以光子

的形式释放出能量，从而产生化学发光。CLIA 消除了放射性污染，并以其高的

敏感性、低的干扰、宽的线性范围等优点，被广泛应用于诊断检测中[93]。 

1.4.2 化学发光分类 

CLIA 近年来在生命科学、临床诊断、食品安全和药物分析等领域得到了广

泛的应用。CLIA 根据反应原理和标记物的不同可分为根据标记物的不同可分为

三大类，即化学酶免发光体系（Chemiluminescence enzyme immunoassay，

CLEIA）、电化学发光免疫分析法（Electro chemiluminescence immunoassay，

ECLIA）和直接化学发光体系（Direct chemiluminescence immunoassay，DCLI）

[94,95]。 

1.4.2.1 CLEIA 

CLEIA 结合了酶免疫分析和化学发光分析的优势，用可催化化学发光的酶

如辣根过氧化物酶（HRP）和碱性磷酸酶（ALP）标记抗原或抗体，与待检样

品中的抗体或抗原特异性结合形成抗原-抗体复合物，随后通过加入特定的化学

发光底物（如鲁米诺、发光氨等）来触发发光反应，利用发光信号测量仪测量

光量子产额，从而确定抗原-抗体复合物的含量，进而推断出待测物的浓度。刘

伟等[94]通过开发基于口蹄疫病毒 O 型 VP1 的重组多表位蛋白的间接 CLIA 试剂

盒，成功实现了猪 O 型口蹄疫病毒抗体的快速检测，并显示出比市售 ELISA 试

剂盒更高的灵敏度和检出率。Ashenagar 等[96]的研究则利用 CLEIA 技术监测

SARS-CoV-2 疫苗接种后的抗体反应，特别是在抗体水平较低时，CLEIA 相较

于 ELISA显示出更好的灵敏度。Salvagno等[97]的研究通过自动 CLEIA技术快速

检测 SARS-CoV-2 的抗原，以评估鼻咽拭子或唾液中的核衣壳蛋白，结果表明
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CLEIA 在检测 SARS-CoV-2 抗原方面具有高灵敏度和特异性，是一种可靠的检

测方法。 

1.4.2.2 ECLIA 

ECLIA 发光原理是一种在电极表面由电化学引发的特异性化学发光反应，

实际上包含了化学发光（CL）与电化学发光（ECL）的两个过程。ECLIA 是一

种基于电化学反应启动化学发光反应的检测技术，它在化学发光免疫分析的基础上

进行了继承和发展[98]。该技术结合了电化学反应和化学发光反应两个过程，其中

三联吡啶钌[Ru(bpy)₃]²⁺是应用最广泛的标记物[99]。Kolesova 等[100]利用 ECLIA 检

测 SARS CoV 2 抗原，结果展现出 85%的敏感性和 100%的特异性，表明 ECLIA

是一种快速筛查高 SARS-CoV-2 病毒载量患者的合适方法。Tiwari 等[101]利用

ECLIA 对人类免疫缺陷病毒(HIV)、丙型肝炎病毒(HCV)和乙型肝炎病毒(HBV)

的 TTD 标记物进行检测，结果表明 ECLIA 对这三种 TTD 标记的灵敏度高达

100%。在特异性方面，ECLIA 对 HIV 的特异性为 99.85%，HCV 为 99.84%，

HBV 为 99.70%。另一项由 Teimouri 等[102]进行的研究中，ECLIA 被用于检测人血

清中的抗弓形虫 IgG，并与 ELISA进行了对比。该研究表明，ECLIA在样品检测速

度、敏感性以及特异性上均优于 ELISA，因此更适合作为查找人血清中弓形虫的血

清学筛选方法。尽管电化学发光技术因其独特的机理而具有出色的重复性和高灵敏

度等优点，但 ECLIA 检测的成本高，需要昂贵的设备和试剂，限制了其在现场，

特别是在农村地区或资源有限的实验室中广泛应用。 

1.4.2.3 DCLI 

DCLI 是一种高效的免疫分析技术，其特点在于将发光物质直接标记在抗原

或抗体上，无需依赖电催化或酶催化过程。在碱性条件下，这些标记物能够直

接释放光子，从而产生高强度的光信号。这种技术相较于传统的 ELISA 方法，

在多个方面展现出了显著的优势。Kombe Kombe 等[103]成功研发了一种基于

DCLI 的诊断试剂盒，旨在精确测定水痘-带状疱疹病毒（VZV）特异性免疫球蛋白

的滴度。这种诊断方法对于 VZV-糖蛋白 E 的特异性 IgA、IgG 和 IgM 的检测，分

别展现出了 95.2%、95.2%和 97.6%的敏感性，同时其特异性分别高达 98.0%、



广西大学硕士专业学位论文   非洲猪瘟病毒 p30 单克隆抗体的制备及抗体化

学发光法的建立 

13 

 

100%和 98.9%。将 IgM 检测与 IgG 和 IgA 检测相结合，显著提升了诊断的准确

度。除此之外，在免疫球蛋白滴度极低的情况下，DCLI 的诊断方法相比传统的

ELISA，不仅更为敏感，而且在特异性方面也有更好的表现。 

当 CLIA 与全自动化的检测分析仪器相结合时，其优势更为明显。全自动

化的仪器能够自动完成样本处理、标记、检测和数据分析等步骤，大大提高了

检测效率。此外，这种自动化过程还减少了人为操作上的误差，使得检测结果

更加可信。Liu 等[104]研发了一种高效、特异的自动 CLIA 技术，用于检测 SARS-

CoV-2 中和抗体（NAb）的水平。该研究结果表明，这种测定方法不仅可用于

SARS-CoV-2 感染的诊断和治疗评估，还可用于疫苗效果的评估。作为一种综合性

检测技术，CLIA 已在多个不同的检测领域中逐渐崭露头角，成为分析技术中的重

要力量，并持续发挥着举足轻重的作用。并且，随着近些年来一些新技术，如磁

珠、试纸条层析、毛细管电泳以及高效液相色谱等的不断发展，使化学发光技

术更加先进与完善，极大的增加了敏感性与特异性，并缩短了检测时间与检测

费用[105]。 

1.5 研究目的和意义 

ASF 是一种可以给家猪及野猪带来极大危害的动物疫病。2018 年 8 月，在

我国辽宁省首次暴发非洲猪瘟，该病在全国迅速传播，造成了重大经济损失。

然而，ASFV 的不断进化，使得出现中等毒力基因 II 型毒株以及基因 I 型弱毒

株，导致发病猪出现持续性和慢性感染，因此特异性抗体的检测对于疫病的检

测诊断尤为重要，所以开发一种快速、灵敏的检测 ASFV 抗体的方法势在必行。

目前市场上用于检测 ASFV 抗体的试剂盒都基于蛋白/单抗的 ELISA 试剂盒，存

在检测时间长、敏感性差的问题。本研究利用原核表达系统表达了 p30 重组蛋

白，并使用杂交瘤技术制备了 p30 单克隆抗体，通过 WB、ELISA、间接免疫荧

光试验分析单抗的生物学特性，从而筛选出识别表位高度保守的单抗，然后利

用其建立了检测 p30 抗体的竞争 CLIA 法（p30-cCLIA），为及时控制 ASF 传播

及流行病学调查提供了可靠的工具。 
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第二章 p30 蛋白表达和 p30 单克隆抗体制备 

在高毒力 ASFV 流行并导致急性疾病和高死亡率的情况下，受感染的猪还

未产生针对 ASFV 的抗体就已死亡，因此及时的核酸检测至关重要。在低毒力

毒株感染情况下，非洲猪瘟特异性抗体检测成为清除受感染猪的一种非常可行

且简单的方法。ASFV p30 是感染早期产生的最具免疫原性的蛋白质。因此，更

好地了解 ASFV p30抗原特性，为早期 ASFV抗体检测方法的建立奠定基础。在

这项研究中，我们利用原核表达系统成功表达了 p30 重组蛋白，然后将纯化的

p30 重组蛋白免疫小鼠，通过杂交瘤融合技术获得了 20 株针对 ASFV p30 的单

克隆抗体（mAbs）。这为进一步拓展 p30 表位图谱以及开发新的检测方法提供

了材料。 

2.1 材料 

2.1.1 细胞、质粒及实验动物 

细胞：骨髓瘤细胞（SP2/0）、仓鼠肾细胞（BHK-21）由本实验室保存； 

质粒：pET-28a 载体质粒由本实验室保存； 

实验动物：6-8 周龄与 10-12 周龄的 SPF 级 BALB/c 雌鼠购自中国农业科学

院兰州兽医研究所实验动物中心。 

2.1.2 主要试剂 

PEG-2000、HAT Supplement（50×）培养基、HT Supplement（50×）培养基、

考马斯亮蓝 R-250、HRP 标记的山羊抗鼠 IgG（Sigma），IPTG（索莱宝）、小鼠

腹水佐剂（博奥龙），弗氏完全/不完全佐剂（Sigma）、SBA Clonotyping System-

HRP 试剂盒（Southern Biotech），四甲基联苯胺 TMB（Bioassary 公司），咪唑、

尿素、丙烯酰胺（上海生工）。 

2.1.3 常用试剂配制 

氨苄抗生素（Amp+，配置浓度为 100 mg/mL）：称取 2 g 氨苄抗生素，加入

ddH2O 定容至 20 mL，搅拌溶解后用 0.22 μm 滤器过滤于-20℃保存。 

卡那抗生素（Kan+，配置浓度为 50 mg/mL）：称取 1 g 卡那抗生素，加入
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ddH2O 定容至 20 mL，搅拌溶解后用 0.22 μm 滤器过滤于-20℃保存。 

IPTG 诱导剂（1 M）：称取 4.77 g IPTG，加入 ddH2O 定容至 20 mL，搅拌溶

解后用 0.22 μm 滤器过滤分装在 20 个 1.5 mL EP 管中于-20℃保存。 

LB 液体培养基（1 L）：称取 5 g 酵母提取物，10 g 胰蛋白胨，5 g NaCl，加

入 ddH2O 溶解后定容至 1 L，高压蒸汽灭菌，室温保存。 

LB 固体培养基（500 mL）：称取 2.5 g 酵母提取物，5 g 胰蛋白胨，2.5 g 

NaCl，7.5 g 琼脂粉，加入 ddH2O 溶解后定容至 500 mL ，高压蒸汽灭菌，待温

度降至 60°C 左右时，加入相应抗生素，倒板，4°C 保存。 

10×SDS-PAGE 电泳缓冲液：称取 Tris 30.2 g、SDS 10.0 g、Glycine 188 g 放

置在 1 L 的烧杯中，加入 800mL ddH2O 进行溶解，然后定容至 1 L，室温保存

（使用稀释度为 1×SDS-PAGE）。 

考马斯亮蓝 R-250 染液：称取 1 g 考马斯亮蓝 R-250，然后加入 250 mL 异

丙醇、100 mL 冰醋酸和 650 mL ddH2O 充分搅拌混匀。 

脱色液：量取 400 mL 乙醇、200 mL 乙酸和 400 mL ddH2O 搅拌混匀，室温

放置备用。 

转膜缓冲液：取购买的 10×转膜液 100 mL，加入 200 mL 甲醇和 700 mL 

ddH2O，4℃保存备用。 

WB 封闭缓冲液（5%脱脂乳）：称取 5 g 的脱脂奶粉，加入 1×PBST 振荡混

匀，定容至 100 mL，4℃保存备用。 

2.1.4 实验仪器 

Nano Drop 紫外-可见分光光度计、恒温培养箱、ECL Western Blotting 

Substrate、酶标仪（Thermo Fisher，美国），凝胶成像仪（Bio-Rad，美国），

PCR 仪（Bio-Rad，美国），高压灭菌器 HVE-110（Hirayama，日本），ZQZY-

85BN 震荡培养箱（上海知楚仪器有限公司），AIRTECH 双面超净工作台（苏州

安泰空气技术有限公司），蛋白电泳仪、电泳槽（Bio-Rad，美国），数显恒温水

浴锅（青岛聚创环保设备有限公司）。 

2.2 实验方法 
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2.2.1 目的基因合成及构建重组质粒 

从 GenBank 数据库（GenBank MH766894.1）中检索 p30 基因，在 5'加入酶

切位点 EcoR I，3'端加入酶切位点和 Sal I，然后连接至 pET-28a 载体，并委托上

海生工生物有限公司合成重组质粒（pET-28a-p30）。 

2.2.2 p30 重组蛋白的表达及纯化 

2.2.2.1 p30 蛋白的表达 

（1）将经过验证正确的 pET-28a-p30 重组质粒转入感受态细胞 BL21（DE3）

中，轻轻混匀，冰育 30 min； 

（2）42℃恒温水浴锅中热激 60 s，然后冰上孵育 3 min； 

（3）加入 500 μL 的无抗 LB 培养基，37℃ 220 rpm 转速振荡孵育 45 min； 

（4）吸取 100 μL 的菌液无菌涂在含有 Amp+抗性的 LB 琼脂板上，37℃恒

温培养箱中倒置培养过夜； 

（5）从平板上挑选一个生长状态良好的独立菌落，然后将其接种到含有

Amp+抗性的 LB 培养基中； 

（6）然后，将接种了菌落的 LB 培养基放入设定在 37℃的恒温摇床中，以

220 rpm 的转速进行振荡培养，以促进菌落的均匀生长和繁殖； 

（7）当菌液生长至一定密度时（OD600达到0.6~0.8），加入诱导剂 IPTG，

继续振荡培养； 

（8）将培养温度降至 16℃，继续振荡培养 20 h，以促进重组蛋白的表达。 

2.2.2.2 p30 蛋白表达形式的验证 

将菌液以 5,000rpm 的转速离心 10 min，收集上清液和菌体，收集好的菌体

用缓冲液（1×PBS）重悬，在冰上 250 W 超声破碎 30 min，然后离心收集超声

后的细菌裂解液的上清和沉淀，最后通过 SDS-PAGE 电泳验证其表达形式。 

2.2.2.3 p30 蛋白的纯化 

将超声裂解后的菌体重悬于 IB 增溶缓冲液（20 mM Tris，500 mM NaCl，8 

M 尿素，pH 8.0）中，并在 4℃下旋转溶解过夜。离心后收集上清液，将上清液

加入到 Ni-NTA 柱中进行纯化，利用重组蛋白与 Ni-NTA 柱的特异性结合进行分
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离；用洗脱液洗脱结合的重组蛋白，收集洗脱液。然后通过 SDS-PAGE 凝胶电

泳分析洗脱蛋白的纯度： 

（1）取适量样品于 1.5 mL ep 管中，按照适当的比例加入蛋白上样缓冲液，

轻轻摇晃混匀； 

（2）将混合后的样品放至 100℃的恒温水浴锅中加热 10 min，使蛋白变性； 

（3）根据实验需求，制备 12%的 SDS-PAGE凝胶，将制备好的凝胶放入电

泳槽中，加入适量的电泳缓冲液； 

（4）将制备好的样品冷却至室温后，使用 10 μL 移液枪将样品加入凝胶的

加样孔中； 

（5）接通电源，恒压 80 V 工作 30 min，然后将电压调至 120 V 工作 60 min； 

（6）电泳结束后，取出凝胶，放入新配制的考马斯蓝染色液中染色 10 min； 

（7）染色完成后，将凝胶从染色液中取出，随后将其放入脱色液中，并将

脱色液与凝胶一同置于振荡仪上进行摇动脱色，直到凝胶的背景变得清晰，且

所需的条带能够清晰地显现； 

（8）对脱色后的凝胶进行拍照或扫描，记录实验结果； 

（9）分析凝胶上的条带，确定目标蛋白的位置和纯度； 

2.2.2.4 p30 重组蛋白复性 

（1）对纯化的蛋白进行透析复性。将纯化的蛋白装入透析袋中，并依次在

复性缓冲液 1、复性缓冲液 2 和复性缓冲液 3 中进行梯度复性： 

a、在复性缓冲液 1（4 M 尿素，200 mM 咪唑，20 mM Tris，250 mM NaCl

缓冲液，0.1% Triton-100，pH 8.0）中 4℃复性 12 h。 

b、然后转移到复性缓冲液 2（2 M 尿素，100 mM 咪唑，20 mM Tris，250 

mM NaCl，0.1% Triton-100，pH 8.0）中复性 12 h。 

c、再转移到复性缓冲液 3（20 mM Tris，250 mM NaCl，0.1% Triton-100，

10%甘油，0.4 M 精氨酸，2 mM 还原型谷胱甘肽，0.2 mM 氧化型谷胱甘肽，pH 

8.0）中复性 12 h。 

（2）复性完成后，将重组蛋白分装并存放于-20℃冰箱中，以备后续使用。 
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2.2.3 p30 单克隆抗体的制备 

2.2.3.1 免疫动物 

将 p30 重组蛋白与等比例的弗氏完全/不完全佐剂乳化，并对 6~8 周龄的雌

性 BALB/c 小鼠小鼠（20 μg p30/只）进行免疫，具体免疫程序如表 2-1 所示： 

表 2-1 免疫程序 

Table 2-1 Immunization program 

时间 途径 剂量 

0 d 肌肉免疫 20 μg 

14 d 肌肉免疫 20 μg 

28 d 肌肉免疫 20 μg 

42 d 腹腔免疫 50 μg 

2.2.3.2 杂交瘤细胞的制备 

腹腔冲击免疫 3 d 后，取脾细胞与 SP2/0 细胞融合，并提前 1 d 制备饲养层

细胞。 

制备饲养层细胞步骤：首先将饥饿 2~3 h的小鼠采用脱颈法处死，然后将其

迅速放入 75%酒精浸泡消毒 5 min；随后用干净的纸巾擦干酒精并将小鼠固定在

特质的鼠架上，然后用高压的剪刀镊子分离小鼠的皮肤与腹膜，直至腹膜完全

暴露；使用 10 mL 注射器吸取 8 mL HAT 培养基，将针头轻轻刺入小鼠腹膜并缓

慢地反复抽吸，待注射器中液体逐渐变为微黄色后迅速拔出针头并摘下，然后

将注射器中的液体缓慢注入提前备好的平皿中，操作全程在无菌条件下完成。 

细胞融合具体步骤：将小鼠眼球摘除采取阳性血，放于 4℃过夜分离血清； 

然后将小鼠脱颈处死，无菌条件下取出脾脏并将其研碎；使用细胞筛过滤脾细

胞碎片，去除较大的组织块，收集脾细胞悬液；将状态良好且处于对数生长期

的 SP2/0 细胞与脾细胞按 5~10:1 的细胞比例混匀，离心后弃上清，将细胞沉淀

轻轻拍散，缓慢滴入 1mL PEG 融合剂。然后缓慢加入 25 mL 无抗 DMEM 培养

基，离心后弃去上清。将细胞沉淀用含有 HAT Supplement 的 DMEM 培养基重

悬，然后加入到铺有饲养层细胞的 96 孔培养皿中培养。培养过程中观察细胞生

长情况，挑取阳性细胞孔并用有限稀释法亚克隆三次。培养 7~10 d 后，收集细
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胞上清液。 

间接ELISA：使用碳酸盐缓冲液（CBS）将 p30重组蛋白稀释至浓度为 0.25 

μg/mL，确保稀释过程中操作准确，100 μL/孔加入 ELISA 板中，4℃孵育过夜；

将稀释好的杂交瘤细胞上清液或腹水单抗加入到已经孵育好 p30 重组蛋白的孔

中，37℃反应 30 min；PBST 洗 5 次，拍干；将 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 抗体

按照 1:10000 的比例进行稀释；之后，在每个孔中均匀地加入 100 μL 稀释后的

HRP 标记山羊抗鼠 IgG 抗体，并在 37℃的条件下反应 30 min；使用 PBST 清洗

5 次，然后拍干；加入 TMB 显色液 50 μL/孔，37℃反应 10 min；加入终止液 50 

μL/孔，并使用酶标仪测量 450 nm 的 OD 值。 

2.2.3.3 腹水的制备与纯化 

（1）将 0.3~0.5 mL 腹水佐剂通过无菌操作注入 12 周龄的雌性 BALB/c 小

鼠腹腔； 

（2）在注射试剂的第 14 d，将约 1.0×106 个细胞状态良好的杂交瘤细胞轻

轻注射到小鼠腹腔内； 

（3）在注射杂交瘤细胞后的 9~10 d，收集小鼠腹水；  

（4）采用亲和层析法（HiTrap Protein G，GE，GA，美国）纯化腹水，将

腹水样品上样到预先准备好的亲和层析柱上； 

（5）根据层析柱的使用说明，通过蛋白纯化仪逐步洗脱非特异性结合的杂

质，直到收集到纯度较高的单抗； 

（6）将收集的单抗取少量进行 SDS-PAGE 电泳，剩下的置于-20℃冰箱保

存。 

2.2.3.4 单克隆抗体的亚型鉴定 

利用 SBA Clonotyping System-HRP 试剂盒对单克隆抗体进行亚型鉴定，具

体操作为：准备 SBA Clonotyping System-HRP 试剂盒以及相应的包被有 p30 重

组蛋白的 ELISA 板；将稀释的单抗加入到已包被 p30的 ELISA板中，37℃孵育 30 

min；加入 1:1000 稀释的 HRP 标记羊抗鼠 IgG（IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3）、

IgM、IgA以及 λ、κ，继续在 37℃下反应 30 min；PBST清洗ELISA板 3次，拍干；
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向每个孔中加入 100 μL 显色液，37℃孵育 5 min；使用酶标仪测量每个孔在 450 nm

处的 OD 值。根据 OD 值的大小可以判断单抗的亚型。 

2.3 结果  

2.3.1 p30 重组蛋白的表达纯化与鉴定 

p30 重组蛋白通过大肠杆菌原核表达系统诱导表达，SDS-PAGE 验证该蛋白

的表达形式为包涵体，分子量约为 30 kDa，与预期大小一致。表达的重组蛋白

经 Ni-NTA 纯化，通过 SDS-PAGE 验证洗脱蛋白的纯度，可见纯化后无其它杂

带，纯化效果较好（图 2-1）。将纯化复性后的 p30 重组蛋白免疫小鼠，获得了

20 株能稳定分泌 p30 特异性抗体的杂交瘤细胞。 

 

图 2-1 p30 重组蛋白纯化的 SDS-PAGE 分析 

Figure 2-1 SDS-PAGE analysis of purified p30 recombinant protein 

M：蛋白质相对分子质量标准；1：诱导前的细菌裂解液；2：诱导后的细菌裂解液；3：

超声裂解细菌后的上清液；4：超声裂解细菌后的沉淀；5：纯化的 p30 重组蛋白 

M:Protein molecular weight standard；1:Bacterial lysate before induction；2:Bacterial 

lysate after induction；3:Supernatant after ultrasonic lysis of bacteria；4:Precipitate after 

ultrasonic lysis of bacteria；5:Purified p30 recombinant protein 

2.3.2 单克隆抗体的纯化 

单克隆抗体经 Protein G 亲和层析柱纯化后，通过 SDS-PAGE 分析单抗纯度，

结果显示了两条目的条带，单克隆抗体经 β-巯基乙醇或 SDS 还原后，破坏了重
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链和轻链间的二硫键，从而产生了分子量分别约为 48 kDa 的重链和 25 kDa 的轻

链，并且由图 2-2 可见纯化后的单抗纯度较高，符合后续实验的要求。 

 

图 2-2 mAb 纯化的 SDS-PAGE 分析 

Figure 2-2 SDS-PAGE analysis of mAb purification  

M：蛋白质相对分子质量标准；1：腹水；2：腹水 5 倍稀释；3：流穿液；4：纯化的单抗  

M:Protein molecular weight standard；1:Ascites；2:5-fold dilution of ascites；3:flow 

through liquid；4:Purified monoclonal antibody 

2.3.3 20 株单克隆抗体的亚型鉴定 

利用 SBA Clonotyping System-HRP 试剂盒对获得的 20 株单克隆抗体进行亚

型鉴定，结果表明， 1-1D2B3 、 2-1B3G3 、 3-1E3G11 、 5-1C8B6 、 7-

1C11F4、8-2B4A3、11-2E1D9、12-3B2G5、13-3D2H8、14-3D4C6、16-

5E7E8、18-6B4C10、Q1-1G4B2、Q3-1C9F6、Q4-1F10B7 和 Q8-4F9F3

为 IgG1 亚类，4-1D4C9、10-2D7F6 和 17-5C11E3 为 IgG2a 亚类，15-

4B9H10 为 IgA 亚类。20 株单抗具有 κ 类型的轻链（表 2-2）。 
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表 2-2 20 株单克隆抗体的亚型鉴定 

Table 2-2 Subtype identification of 20 mAbs 

mAbs Light chains mAbs subclass 

2-1B3G3 k IgG1 

3-1E3G11 k IgG1 

4-1D4C9 k IgG2a 

10-2D7F6 k IgG2a 

13-3D2H8 k IgG1 

14-3D4C6 k IgG1 

18-6B4C10 k IgG1 

7-1C11F4 k IgG1 

11-2E1D9 k IgG1 

12-3B2G5 k IgG1 

17-5C11E3 k IgG2a 

Q3-1C9F6 k IgG1 

16-5E7E8 k IgG1 

1-1D2B3 k IgG1 

8-2B4A3 k IgG1 

15-4B9H10 k IgA 

Q4-1F10B7 k IgG1 

5-1C8B6 k IgG1 

Q1-1G4B2 k IgG1 

Q8-4F9F3 k IgG1 

2.4 讨论 

ASF 给全球生猪及相关产业造成了巨大损失，目前还没有商业化的 ASF 疫

苗[106]，因此快速准确的诊断技术对于非洲猪瘟的防控至关重要。目前，p30、
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p54、p72 等因其高免疫原性和抗原性，常被用作血清学诊断靶点。而其中 p30

在病毒感染后 2~4 h表达，是 ASFV的主要结构蛋白[21]，是检测 ASFV感染后抗

体的主要靶点[107]，因此本研究通过原核表达 ASFV p30 蛋白，并将其免疫小鼠，

将脾细胞和骨髓瘤细胞融合制备了 20 株 p30 mAbs。 

在体外表达蛋白的各种方法中，利用原核表达系统获取目的蛋白是一种常

见且有效的方法。其中，大肠杆菌表达系统因其操作简便、培养周期短以及目

的基因表达水平高等优点，成为了重要的原核表达体系之一。在本研究中，通

过筛选和优化原核表达载体和 p30 基因序列，利用大肠杆菌表达系统表达全长

的 p30 重组蛋白，并用其制备 mAbs，较短时间内获得大量的表达产物，且成本

相对低廉。 

单克隆抗体是对抗原或表位具有高度特异性的免疫球蛋白，具有特异性强、

纯度高、灵敏度高、易大量生产和成本低等优点，因此具有广泛的临床和医疗

用途，在兽医诊断和治疗中发挥着重要作用。将单克隆抗体应用于诊断中可以

提高诊断敏感性和特异性，此外，识别的中和表位的单克隆抗体能够起到中和

病毒的作用，其作为中和抗体能够提高攻毒后猪的存活率[108]。然而有研究表明，

即使存在中和抗体也不能完全中和 ASFV，不能被中和的病毒约占 4%~13%[109]。

这可能与 ASFV 感染后，由非中和抗体导致的 ADE 效应有关[110]。总之，筛选

和鉴定识别 ASFV 的中和表位的单克隆抗体有助于 ASFV 亚单位疫苗以及诊断

方法的开发，并且能够帮助拓展 ASFV 表位图谱，同时对抗病毒策略的开发也

至关重要。 

2.5 本章小结 

（1）通过大肠杆菌原核表达系统成功表达并纯化 p30 重组蛋白； 

（2）将纯化的p30重组蛋白作为免疫原免疫6~8周龄的雌性BALB/c小鼠，

利用经典杂交瘤细胞技术成功制备了 20 株 ASFV 单克隆抗体。 
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第三章 20 株 ASFV p30 单克隆抗体识别表位的鉴定 

表位的鉴定对于在分子水平上了解病毒的抗原结构、宿主对感染的免疫应

答具有重要意义，因此，通过单克隆抗体鉴定抗原表位成为研究抗原结构的有

力工具。本研究获得了 20 株 p30 单克隆抗体并通过 IFA 和 WB 对其生物学特性

进行研究，IFA 结果表明，除 12-3B2G5、 17-5C11E3、Q3-1C9F6、 16-

5E7E8、8-2B4A3、15-4B9H10、5-1C8B6 之外，另外 13 株 mAbs 都识别

ASFV ；WB 结果表明，除两株单克隆抗体（Q1-1G4B2 和 Q8-4F9F3）不与

ASFV 反应及四株（1-1D2B3、51C8B6、8-2B4A3 和 15-4B9H10）与 ASFV

反应性较差，其余单克隆抗体均与 ASFV 反应性较好。然后通过化学发光相加

法和 WB 将 20 株单抗分为 11 组，并通过 p30 截短重叠肽、丙氨酸突变以及 N

端和 C 端截短蛋白确定了单抗识别的最小表位，其中组 I-1、I-2、II-1、III、

IV 和 V 识别的最小表位为 137aa~194aa，组 II-2 识别的最小表位为 154aa~190aa，

Q4-1F10B7 识别的“116TSSFETLFEQ125”是线性表位，Q1-1G4B2 和 Q8-

4F9F3 可能识别构象依赖性表位。序列比对结果表明第 VI 组中 mAb 识别

的表位存在 1个氨基酸的变异，第 I-1、I-2、II-1、II-2、III和 V组中 mAbs

识别的表位相对保守，仅在某些 ASFV 分离株中存在 Met139、Thr144、

Tyr171、Thr173 和 Val182 的突变，且这些突变不是关键氨基酸突变。  

3.1 材料 

3.1.1 质粒、菌株和细胞 

质粒：pGEX-4T-1 和 pET-28a 载体质粒均由本实验室保存。 

菌株：ASFV/II/CN/SC/2019 菌株保藏于兰州兽医研究所 P3 生物安全实验室。 

细胞：从健康猪的肺组织中分离的原代猪肺泡巨噬细胞（PAM）储存在液

氮中。 

3.1.2 实验试剂 

限制性内切酶 EcoR I、Sal I（北京 NEB有限公司），四甲基罗丹明异硫氰酸

酯（TRITC）标记的山羊抗鼠 IgG（英国 Abcam 公司），SteadyPure Virus DNA / 
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RNA Extraction Kit 和 Pro Taq HS Premix Probe qPCR Kit（湖南 ACCURATE 

BIOLOGY 公司），聚偏二氟乙烯膜（美国 Bio-Rad），TMB（Bioassary 公司）。 

3.1.3 实验仪器 

荧光显微镜、M16000B 倒置显微镜（Leica 公司，德国），成像系统(NE，

美国)，分光光度计，Varioskan Lux 仪器（Thermo Fisher，美国）。 

3.2 实验方法 

3.2.1 IFA 

将 PAM 细胞用含 15%胎牛血清的 RPMI1640 培养基铺至 12 孔板中，然后

用 0.1 MOI的 ASFV/II/SC/2019/S感染 48 h。感染结束后，弃细胞培养液，用 4%

多聚甲醛固定细胞 30 min，之后用 0.1%Triton X-100 透膜 10 min。用 2%牛血清

白蛋白封闭 1 h，然后将杂交瘤细胞上清液按 1:20 稀释，与 TRITC 偶联的羊抗

鼠抗体按 1:1000 稀释孵育 1 h。最后用 DAPI 对细胞核进行染色，并用荧光显微

镜观察染色结果。 

3.2.2 Western blot 

将等量的上述融合蛋白与 4×上样缓冲液混合并用沸水加热 10 mi。用 10%

或 15%Tris-Glyine 凝胶进行 SDS-PAGE 电泳，并印迹至聚偏二氟乙烯（PVDF）

膜上。使用 1×PBST 配制的 5%脱脂奶粉室温封闭 2 h 后，加入杂交瘤的上清液

（用 1×PBST 以 1∶20 的比例稀释），并在 4℃下过夜孵育。用 1×PBST 洗涤 5

次，之后加入 1:10000稀释度的辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗鼠抗体，在

室温下孵育 1 h。清洗后，将膜与化学发光试剂孵育，并使用成像系统进行分析。 

3.2.3 间接 CLIA 和间接 ELISA 

将稀释在碳酸盐-碳酸氢盐缓冲液（pH 9.6）中的 p30 蛋白以 100 μL/孔的量

添加至 96 孔化学发光板（用于 CLIA）或 96 孔聚苯乙烯板（用于 ELISA）中，

并在 4℃下孵育过夜。使用 1×PBST 洗板 5 次后，加入封闭缓冲液，并在 37℃

下孵育 2 h。将杂交瘤细胞培养上清液稀释后加入 96 孔板，并将其置于 37℃孵

育 30 min；接着加入 HRP 偶联的山羊抗小鼠 IgG，37℃孵育 30 min。1×PBST

洗涤 5次，在间接 CLIA中加入化学发光底物（Key-Bio）100 μL/孔，反应 5 min
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后，使用 Varioskan Lux 仪器测量 CL 信号；在间接 ELISA 中，加入 TMB 50 μL/

孔，并在 37℃反应 10~15 min，然后加入 50 μL/孔 2 M H2SO4终止反应，并使用

分光光度计在 450 nm 处测量光密度（OD）值。 

3.2.4 化学发光相加法 

为了初步确定 20 种单克隆抗体（mAbs）识别的不同表位，我们通过化学

发光相加法替代 ELISA 分类单抗[111,112]。首先，将第一种杂交瘤的上清液稀释

并加入到包被了 p30 蛋白的化学发光板上，在 37°C 下孵育 30 min；使用

1×PBST 洗涤后，加入第二种杂交瘤的上清液，并在 37°C 下孵育 30 min。接着

加入 HRP 偶联的山羊抗小鼠 IgG，37℃下孵育 30 min；1×PBST 洗涤 5 次，然

后加入化学发光底物 100 μL/孔，反应 5 min后，使用 Varioskan Lux仪器测量 CL

信号。 

为了定量分析CLIA相加法测试的实验结果，根据公式为一对抗体定义了一

个相加性指数（AI）：AI=（2×A1+2/（A1+A2）-1）×100 

其中，A1指第一种单克隆抗体单独作用时的化学发光（CL）值，A2指第二

种单克隆抗体单独作用时 CL 值，A1+2 指两种单克隆抗体一起作用时的 CL 值。

理论上，当第一个单克隆抗体饱和地结合到抗原上后，然后加入识别相同的表

位的第二个单克隆抗体，第二个单克隆抗体将不会结合到抗原上，从而使得化

学发光值不会随着第二个单克隆抗体的加入而增加，因此加和性指数（AI）将

趋于零。相反，如果两种抗体结合不同的表位，则CL值随着第二单抗的加入而

增加。 

3.2.5 p30 肽片段的表达 

为了定位 20 株单克隆抗体识别的表位，基于全长 p30 基因设计了一系列重

叠肽（图 3-1），并将其连接到 pGEX-4T-1表达载体中，构建重组质粒。经 DNA

测序分析验证后，将重组质粒转化至感受态细胞 BL21（DE3）进行诱导表达，

16℃培养 20 h，1,0000 rpm 离心，弃上清，菌体沉淀用 PBS 重悬后，加入蛋白

上样缓冲液，煮沸 10 min，进行 SDS-PAGE 和 WB。 
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图 3-1 p30 重叠肽片段示意图 

Figure 3-1 Diagram of overlapping fragments of p30 

3.2.6 序列比对 

为了验证 11 组单抗识别的表位在不同 ASFV 分离株间的保守性，从 200 多

个 p30 序列中挑选了 17 个具有代表性的 p30序列用 BioEDIT 软件（7.2.5 版）进

行分析和比对。 

3.3 实验结果 

3.3.1 20 株单克隆抗体的反应性 

我们通过 IFA 和 WB 对 20 株 mAbs 的生物学特性进行研究，结果表

明，除了 12-3B2G5、17-5C11E3、Q3-1C9F6、16-5E7E8、8-2B4A3、15-

4B9H10、5-1C8B6 之外，另外 13 株 mAbs 都识别了 ASFV（图 3-2，表 3-

1）。通过 WB 的验证结果发现 Q1-1G4B2 和 Q8-4F9F3 不与 ASFV 反应，
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而 1-1D2B3、5-1C8B6、8-2B4A3 和 15-4B9H10 对 ASFV 的反应性较低

（图 3-3，表 3-1）。接着本实验通过 WB 进一步验证了这些单克隆抗体与

p30 蛋白的反应性，除 Q1-1G4B2 和 Q8-4F9F3 外，其他单克隆抗体均与

p30 蛋白反应（图 3-4，表 3-1），结果同上述 mAbs 与 ASFV 反应一致。

上述结果表明，Q1-1G4B2 和 Q8-4F9F3 识别构象依赖性表位。  

图 3-2 用间接免疫荧光法(IFA)鉴定 20 株单抗 

Figure 3-2 Identification of 20 mAbs by indirect immunofluorescence assay 

(IFA) 
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图 3-3 WB 鉴定 20 株 mAbs 与 ASFV 的反应性 

Figure 3-3 Reacticity of 20 mAbs against ASFV was identified by WB 

 

图 3-4 用 Wb 鉴定 20 株单抗对 p30 蛋白的反应性 

Figure 3-4 Reacticity of 20 mAbs against p30 protein was identified by WB 
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3.3.2 化学发光相加法分类 mAbs 

通过化学发光相加法来估计 mAbs 的种类需要将 mAb 与抗原反应达到

饱和。因此，通过间接 CLIA 确定了每种 mAb 对抗原的饱和曲线。结果如

图 3-5 所示，当每种杂交瘤上清液达到的最大 CL 值没有显著变化时，这表

明与抗原的反应确实达到了饱和，从而确定了化学发光相加法中每种杂交

瘤上清液的稀释度。接着，进行了化学发光相加法，根据实验结果这 20 株

mAbs 可分为 9 组（组 I~IX），如图 3-6，表 3-1 所示。 

图 3-5 各单抗对 p30 抗原(0.125μg/ml，每孔 100μL)饱和曲线的测定  

注：红色方块是在 CLIA 可加性试验中选择的单抗饱和稀释度  

Fig 3-5 The determination of the saturation curves of the p30 antigen (0.125 

μg/ml in a 100 μl/well) by each Mab 

Note:The red square is the mAbs saturation dilution, which was chosen in 

CLIA additivity test  
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图 3-6 20 株单抗的相加性指数(AI) 

注：对于每一对单抗，当 AI 大于 50%时，两种单抗识别的表位不同；当 AI 低于

50%时，这对单抗识别同一表位 

Figure 3-6 Additivity index (AI) for 20 Mabs  

Note:For each pair of mAbs,the AI higher than 50% was consider as the 

distinct epitopes recognized by the pair of mAbs.The same epitope was 

recognized by the pair of mAbs,when AI is lower than 50%  
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表 3-1 20 株单抗的反应性及基于化学发光相加法的分类 

Table 3-1 Reacticity of 20 mAbs and the classification based on CLIA additivity 

test 

mAbs Subgroups IFA 

WB 

The reaction with  

P30 protein 

The reaction  

with ASFV 

2-1B3G3 Group I + + + 

3-1E3G11 Group I + + + 

4-1D4C9 Group I + + + 

10-2D7F6 Group I + + + 

13-3D2H8 Group I + + + 

14-3D4C6 Group I + + + 

18-6B4C10 Group I + + + 

7-1C11F4 Group I + + + 

11-2E1D9 Group I + + + 

12-3B2G5 Group II - + + 

17-5C11E3 Group II - + + 

Q3-1C9F6 Group II - + + 

16-5E7E8 Group II - + + 

1-1D2B3 Group III + + ± 

8-2B4A3 Group IV - + ± 

15-4B9H10 Group V - + ± 

Q4-1F10B7 Group VI + + + 

5-1C8B6 Group VII - + ± 

Q1-1G4B2 Group VIII + - - 

Q8-4F9F3 Group IX + - - 

缩略词：“+”高反应性，“±”低反应性，“-”无反应性 

Abbreviations: “+” reactivity, “±” low reactivity, “-” non- reactivity 
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3.3.3 表位的表达与鉴定 

我们通过 WB 验证单抗与 p30 的 5 个重叠肽段的反应性，从而确定单

抗识别的表位。结果表明，只有 16-5E7E8 与 p30-E（146aa~194aa）有反

应，Q4-1F10B7 与 p30-C（84aa~125aa）和 p30-D（116aa~160aa）有反应。

因此，Q4-1F10B7 识别的表位是“116TSSFETLFEQ125”（图 3-7A）。为了进

一步确定单克隆抗体识别的表位，我们验证和分析了 5 个超长重叠肽片段

（p30-15、p30-26、p30-37、p30-48、p30-58）与 20 株 mAbs 反应的反应

性。结果表明，除了 5-1C8B6、Q1-1G4B2 和 Q8-4F9F3 外，所有单克隆抗

体都与 p30-48 和 p30-58 有反应（图 3-7B）。随后，笔者利用丙氨酸突变对

其余的 16 株单抗进行分类，。根据上述实验得出结果，结合化学发光相加

法结果将 I 组分为 I-1 组（2-1B3G3、3-1E3G11、4-1D4C9、10-2D7F6、

13-3D2H8、14-3D4C6 和 18-6B4C10）和 I-2 组（7-1C11F4、11-2E1D9），

将 II 组分为 II-1 组（12-3B2G5、17-5C11E3 和 Q3-1C9F6）和 II-2 组（16-

5E7E8）（图 3-7C）。 

为了确定这些单抗识别的最小表位并精确定位表位中的关键氨基酸，

表达了一组连续 4 个丙氨酸突变的蛋白以及 N 端和 C 端截短的肽段，并通

过 WB 进行分析。最终确定了每组代表性单克隆抗体识别的关键氨基酸和

最小表位（图 3-7D，表 3-2）。组 II-2 识别的最小表位是 154~190aa，I-1、

I-2、II-1、III、IV 和 V 组识别的最小表位是 137~194aa。I-1 组和 I-2 组，

以及 II-1 组和 II-2 组识别的关键氨基酸相似，因此，在化学发光相加法中，

加入另一种 mAb 并不会增加 CL 值（AI＜50%）。 
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图 3-7 20 种单克隆抗体识别表位的作图分析 

A：5 个重叠多肽的 WB 分析图（p30-a–p30-e）；B：WB 鉴定 5 个超长重叠多肽

（p30-15、p30-26、p30-37、p30-48 和 p30-58）与 20 种克隆抗体的反应性；C：

16 株单克隆抗体与八个丙氨酸突变的重组蛋白（IA~XIIIA）反应性，IA~XIIIA 顶
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部的数字代表每个重组蛋白中丙氨酸突变的位置；D：  7 株单克隆抗体和连续 4 个丙

氨酸突变蛋白质（1A~18A）的反应性及 N 端（L1~L8）和 C 端（R1~R3）截短肽

的反应性。1A~18A 顶部的数字代表每个蛋白质中丙氨酸突变的位置，L1~L8 和

R1~R3（蓝色字体）顶部的数字代表截短肽的氨基酸长度 

Figure 3-7 Mapping analysis of epitopes recognized by 20 monoclonal 

antibodies 

A: WB analysis graph of five overlapping peptides (p30-a to p30-e)；B: WB 

identification of the reactivity between five ultra -long overlapping peptides 

(p30-15, p30-26, p30-37, p30-48, and p30-58) and 20 monoclonal antibodies：C: 

A series of eight alanine-mutated recombinant proteins (IA~XIIIA) were 

analyzed with 16 monoclonal antibodies. The numbers at the top of IA ~XIIIA 

represent the location of alanine mutation in each recombinant protein：D: 

Seven monoclonal antibodies were used to analyze four consecutive alanine -

mutated proteins (1A~18A) as well as N-terminal (L1~L8) and C-terminal 

truncated peptides (R1~R3). The numbers at the top of 1A~18A represent the 

location of alanine mutation in each protein, while the numbers at the top of 

L1~L8 and R1~R3 (in blue font) indicate the length of amino acids in the 

truncated peptides 
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表 3-2：20 株单克隆抗体识别的最小表位和这些表位中的关键氨基酸 

Table 3-2: Profile of the minimal epitopes of 20 mAbs and determination of critical residues 

in these epitopes 

Subgroup
a
 Epitopes

b
 Location mAbs 

Group I-1 LYMLAQKTVQHIEQYGKAPDFNKVIRAHNFIQTIYGTPLKEEEKEVVRLMVIKLLKKK 137aa~194aa 

2-1B3G3, 3-1E3G11, 4-1D4C9, 10-2D7F6, 13-

3D2H8, 14-3D4C6, 18-6B4C10 

Group I-2 LYMLAQKTVQHIEQYGKAPDFNKVIRAHNFIQTIYGTPLKEEEKEVVRLMVIKLLKKK 137aa~194aa 7-1C11F4, 11-2E1D9 

Group II-1 LYMLAQKTVQHIEQYGKAPDFNKVIRAHNFIQTIYGTPLKEEEKEVVRLMVIKLLKKK 137aa~194aa 12-3B2G5, 17-5C11E3 and Q3-1C9F6 

Group II-2 APDFNKVIRAHNFIQTIYGTPLKEEEKEVVRLMVIKL 154aa~190aa 16-5E7E8 

Group III LYMLAQKTVQHIEQYGKAPDFNKVIRAHNFIQTIYGTPLKEEEKEVVRLMVIKLLKKK 137aa~194aa 1-1D2B3 

Group IV LYMLAQKTVQHIEQYGKAPDFNKVIRAHNFIQTIYGTPLKEEEKEVVRLMVIKLLKKK 137aa~194aa 8-2B4A3 

Group V  LYMLAQKTVQHIEQYGKAPDFNKVIRAHNFIQTIYGTPLKEEEKEVVRLMVIKLLKKK 137aa~194aa 15-4B9H10 

Group VI  TSSFETLFEQ 116aa~125aa Q4-1F10B7 

Group VII   Unidentified  5-1C8B6 

Group VIII    Unidentified  Q1-1G4B2 

Group IX  Unidentified  Q8-4F9F3 

注：a 根据 WB 和化学发光相加法相加法将 20 株单抗分为 11 组； 

b 表位中红色、蓝色和绿色代表氨基酸关键程度逐渐降低，即标记为红色的氨基

酸表示如果表位中的氨基酸发生突变，则表位将不会与相应的单抗发生反应；标记

为蓝色的氨基酸表示当这些残基被 ALa 取代时，这些表位与抗体的反应会显著降

低；标记为绿色的氨基酸表示当发生突变时与抗体的反应略降低 

Note：a20 mAbs were classified into 11 groups basing on WB and CLIA additivity test. 

bThe color red, blue, and green in the epitopes represent gradually reduction of the 

critical degree of the amino acid, namely the amino acid labeled red denoted that the epitope 

would not react with corresponding mAbs if the amino acid in the epitope was mutated, and 

the amino acid labeled blue denoted that the reactions between these epitope and antibodies 
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were significantly decreased when these residues were replaced by Ala, and the amino acid 

labeled green denoted that the reactions 

3.3.4 不同 ASFV 分离株中表位的保守性 

验证了 11 组单克隆抗体识别的表位在不同 ASFV 分离株中的保守性。

序列比对发现，仅在第 VI 组识别的表位中存在 1 个氨基酸变异（Thr116 变

为 Ala116）。第 I-1 组、第 I-2 组、第 II-1 组、第 II-2 组、第 III 组和第 V

所识别的表位相对保守。仅在某些 ASFV 分离株中存在 Met139、Thr144、

Tyr171、Thr173 和 Val182 的突变，但这些突变并非关键性突变，不会严重影

响与单抗的反应（图 3-8）。 

图 3-8 17 个 ASFV p30 代表性序列的比对 

Figure 3-8 Sequence alignment of 17 ASFV p30 representative sequences 

3.4 讨论 

表位鉴定有助于研究人员更好地了解抗原结构及病毒与抗体相互作用。

它也为亚单位疫苗的设计和诊断方法的开发提供了重要信息 [113,114]。在本研

究中，获得了 20 株针对 ASFV p30 抗原的 mAbs。通过使用 5 个短重叠肽、

5 个超长重叠肽片段、一系列连续的丙氨酸突变对这些 mAbs 识别表位进行

鉴定，结合化学发光相加法将这 20 种 mAbs 分为 11 组。 

其中 6 组 mAbs（组 I-1、I-2、II-1、III、IV 和 V，共 15 株 mAbs）识

别的表位在 137~194aa，而组 II-2 中 mAb（16-5E7E8）识别的表位在
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154~190aa，但每组 mAb 识别表位中关键氨基酸不同。其中，组 I-1 和 I-

2，以及组 II-1 和 II-2 识别表位中的某些关键氨基酸相似。上述 7 组 mAbs

识别的表位均超过 15aa，但能够在 WB 中以变性形式反应，这可能与 p30 

C 末端的结构有关。某些表位上的 137~145aa 不是关键氨基酸，但这些氨

基酸的缺失导致相应的单抗不会与其发生反应，这表明这些氨基酸对维持

p30 C 末端的结构具有重要作用。上述 mAbs 识别的这些表位与 Petrovan

等[115]报道的 mAbs 62-35 和 142-4 以及 Wu 等[114]报道的其余 7 个 mAbs 相

似 。Petrovan 等[115]使 用 GeneSilico MetaDisorder 预 测 了 一 个 包 含

91~143aa 肽段序列的区域是无序或灵活的，并认为该区域与在 Western 

blot 变性条件下的 mAbs 反应性有关。显性表位区域对于亚单位疫苗中表

位的选择和诊断方法灵敏度的提高非常重要。结果表明，该表位区域相对

保守，仅在一些 ASFV 分离株之间发生少数突变，且这些突变不是关键的

氨基酸。这些特性可能为基于此类 mAbs 或表位区域的诊断方法提供更广

泛的诊断覆盖范围。组 VI 单抗 Q4-1F10B7 识别的“116TSSFETLFEQ125”是

线性表位，与 Wu 等[114]之前报道的相同。组 VII 单抗 5-1C8B6、组 VIII 单

抗 Q1-1G4B2 和组 IX 单抗 Q8-4F9F3 识别的表位可能是构象表位。  

3.5 本章小结 

（1）结合 WB 与化学发光相加法将 20 株 mAbs 分成 11 组。 

（2）基于 p30 基因片段设计并表达了一系列 p30 重叠肽和丙氨酸突变

蛋白，通过 WB 确定单抗识别的抗原表位。结果表明组 I-1、I-2、II-1、III、

IV 和 V 中单抗识别的最小表位为 137aa~194aa，组 II-2 中单抗识别的最小表位

为 154aa~190aa，单抗 Q4-1F10B7 识别表位 116TSSFETLFEQ125 是线性表位，

单抗 5-1C8B6、Q1-1G4B2 和 Q8-4F9F3 识别的表位可能是构象表位。  

（3）序列比对发现仅在第 VI 组识别的表位中存在 1 个氨基酸变异

（Thr116 变为 Ala116）。第 I-1 组、第 I-2 组、第 II-1 组、第 II-2 组、第 III

组和第 V 中单抗所识别的表位相对保守。  
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第四章 检测 ASFV p30 抗体竞争化学发光法 p30-cCLIA 的

建立 

非洲猪瘟（ASF）是由非洲猪瘟病毒（ASFV）感染引起猪的一种急性、热

性、高度接触性和致死性动物疫病，给全球的生猪及其相关产业造成了巨大的

经济损失。由于目前尚无商品化的疫苗，而近年来 ASFV 的不断进化，出现中

等毒力基因 II 型毒株，以及基因 I 型弱毒株的传入，使发病猪出现持续性和慢

性感染，因此特异性抗体检测对于 ASFV 的诊断至关重要。在本研究中我们建

立了一种检测 ASFV p30 抗体的竞争化学发光法（p30-cCLIA）。并通过检测背

景清楚的阴阳性血清确定了该方法的 Cut-off 值为 50%，诊断敏感性（Dsn）为

100%，诊断特异性（Dsp）为 100%。在灵敏度评价中，该方法比商品化 ELISA

试剂盒灵敏度更高。使用 p30-cCLIA 与商品化 ELISA 试剂盒检测感染后的猪血

清及临床阴性猪血清，结果显示该方法与商品化试剂盒准确率一致。 

4.1 材料 

4.1.1 实验试剂 

化学发光板购于（Thermo Fisher 公司），血清稀释液（济南百迪泰），碳酸

盐缓冲液购于（北京索莱宝），化学发光液（北京科跃中楷生物技术有限公司），

脱脂奶粉购于（BD-Pharmingen 公司），非洲猪瘟阻断试剂盒（青岛立行见远生

物科技有限公司）。 

4.1.2 实验仪器 

化学发光仪、细胞恒温培养箱（Thermo Fisher，美国），蛋白纯化仪（GE 

AKTA pure，美国）。 

4.1.3 血清样本 

ASF 标准阳性血清：购于北京兽医药品监察所。 

ASF 标准阴性血清（P734）：来自本实验室在非洲猪瘟疫情暴发前采集的猪

血清。 
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已知背景清楚的血清：来自本实验室保存从我国两个养猪场（甘肃天水秦

安和庄浪）采集的 445 份阴性猪血清，用于确定 p30-cCLIA 的 Cut-off 值和诊断

特异性；27 份阳性血清来自田间感染的猪，用于确定 p30-cCLIA 的 Cut-off值和

诊断敏感性；七种猪病毒（猪繁殖与呼吸综合征病毒（PRRSV）、猪圆环病毒

2 型（PCV2）、猪细小病毒（PPV）、猪瘟病毒（CSFV）、猪德尔塔冠状病毒

（PDCoV）、口蹄疫病毒（FMDV）、猪流行性腹泻病毒（PEDV））阳性血

清由本实验室保存并提供。 

4.2 实验方法 

4.2.1 p30-cCLIA 的建立 

4.2.1.1 p30-cCLIA 检测条件优化 

根据上述实验，笔者选取与 ASFV 抗原反应性好且与 ASFV 阳性血清具有

良好竞争能力的 mAb（16-5E7E8）送去金斯瑞生物科技公司标记 HRP，将其作

为酶标单抗用于后续试验。 

（1）使用 CBS 将 p30 重组蛋白稀释至终浓度为 1 μg/mL、0.5 μg/mL、0.25 

μg/mL、0.125 μg/mL，按 100 μL/孔加入 96 孔化学发光板中，置于 4℃冰箱过夜

包被； 

（2）弃液拍干； 

（3）使用加有 6%马血清的酶标板封闭液进行封闭，按每孔 220 μL 加入包

被有 p30 的化学发光板中，将其置于 37℃恒温培养箱封闭 2 h； 

（4）准备不同稀释度的 ASF 标准阴阳性血清和酶标单抗 16-5E7E8-HRP。

将血清稀释至 1:2.5、1:5、1:10、1:20，将酶标单抗稀释至 1:25000、1:50000、

1:100000； 

（5）将封闭后的化学发光板取出，弃掉封闭液，1×PBST 洗 3 次，拍干； 

（6）在每个孔中同时加入相应稀释度的血清和酶标单抗各 50 μL，将化学

发光板置于 37℃恒温培养箱中反应 30 min； 

（7）弃掉反应后的液体，使用 1×PBST 洗涤化学发光板 5 次，拍干； 

（8）将恢复至室温的化学发光 A 液和 B 液按 1:1 的比例混合，每孔加入
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100 μL 混合后的化学发光液，37℃恒温培养箱中反应 5 min； 

（9）使用化学发光仪测量化学发光值，做好记录并进行数据分析。 

4.2.1.2 p30-cCLIA 反应时间的优化 

通过 4.2.1.1 的实验，确定最佳抗原包被浓度、酶标单抗稀释度和血清稀释

度后，对反应时间进行优化。 

（1）使用 CBS 将 p30 重组蛋白稀释至最终浓度为 0.25 μg/mL，按 100 μL/

孔加入 96 孔化学发光板中，置于 4℃冰箱过夜包被； 

（2）弃液拍干； 

（3）每孔加入 220 μL 加有 6%马血清的酶标板封闭液，37℃封闭 2 h； 

（4）弃液，1×PBST 洗 3 次，拍干； 

（5）将 ASF 标准阴阳性血清 1:5 稀释后加入到包被 p30 的化学发光板，50 

μL/孔，然后立即加入 50 μL 1:50000 稀释的酶标单抗 16-5E7E8-HRP。每板设置

三个重复孔； 

（6）将化学发光板置于 37℃条件下，分别进行 10 min、20 min、30 min、

40 min、50 min、60 min 的反应，在每个时间点，取出相应的孔板进行检测； 

（7）弃液，1×PBST 洗 3 次，拍干； 

（8）每孔加入 100 μL 化学发光液，37℃反应 5 min； 

（9）使用化学发光仪测化学发光值。 

4.2.2 抗体稳定剂加速实验 

为了筛选并获得适合保存单抗 16-5E7E8-HRP的酶标抗体稳定剂，笔者分别

用 M1、M3、M5、M 和 MZ 5 种酶标抗体稳定剂将酶标单抗 16-5E7E8-HRP 按

照 1:50000 稀释，置于 37℃进行加速实验，即保存 0，1，3，7 和 15 d 时用来检

测标准阳性血清（P3352）、标准阴性血清（P734）；结果用 PI（ （1-阳性对照平

均 CLIA 值/阴性对照平均 CLIA 值）×100%）来评价。 

4.2.3 p30-cCLIA 检测血清样本 

将p30重组蛋白用CBS稀释为终浓度0.25 μg/mL，4℃过夜包被。用加有6%

马血清的酶标板封闭液进行封闭，37℃封闭 2 h，拍干后抽真空，放于 4℃保存
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备用。使用上述优化的最佳检测条件检测 ASF 阴性血清（445 份）和 ASF 阳性

血清（27 份）。具体操作为： 

（1）从冷库中取出包被好 p30 的化学发光板，将其平衡至室温； 

（2）在 U 型稀释板上，按 1:5 的比例稀释待检血清和标准阴阳性血清；然

后，在 U 型槽中，将酶标单抗 16-5E7E8-HRP 按 1:50000 的比例稀释； 

（3）然后将稀释好的血清按 50 μL/孔从 U 型稀释板中转移到之前取出的化

学发光板上； 

（4）然后每孔迅速加入 50μL 稀释好的酶标单抗 16-5E7E8-HRP； 

（5）将加样后的化学发光板放入 37℃恒温箱中，孵育 30 min； 

（6）弃液，1×PBST 洗 5 次，拍干； 

（7）每孔加入 100 μL 化学发光液，37℃反应 5 min； 

（8）使用化学发光仪测化学发光值。 

4.2.4 Cut-off 值、诊断敏感性（Dsn）、诊断特异性（Dsp）的确定 

通过检测上述背景清楚的 ASF阳性和阴性血清，计算阻断率（PI）。然后使

用 MedCalc 软件作 ROC 曲线和背景交互点图，来确定 Cut-off 值、Dsp 和 Dsn。 

当标准阴性血清的化学发光值≥10,000,000，标准阳性血清的阻断率（PI）

≥95%时，表示检测结果有效。 

4.2.5 p30-cCLIA 与商品化试剂盒检测性能对比 

使用 p30-cCLIA 和商品化阻断试剂盒分别检测 27 份感染后猪血清和 66 份

临床健康的猪血清，比较这两种检测方法的准确性和符合率。 

4.2.6 p30-cCLIA 灵敏度、重复性、交叉反应性实验 

将 ASFV 标准阳性血清按 1:2~1:4096 连续 2 倍稀释，然后用 p30-cCLIA 和

商品化阻断试剂盒进行检测，灵敏度为 PI 值超过 Cut-off 值时血清的最高稀释

度。 

为了计算批次内和批次间的重复性性能，使用相同和不同批次 p30 包被的

化学发光板在不同的时间里对六份具有不同 PI 值的血清样品进行检测，评估其

重复性。 
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用已建立的 p30 抗体化学发光法分别对 7 种其他七种猪病毒（PCV2、PPV、

FMDV、PRRSV、PDCoV、CSFV、PEDV）的阳性血清进行检测，以分析是否

存在交叉反应。 

4.3 结果 

4.3.1 p30-cCLIA 的最佳检测条件 

结合棋盘滴定法的结果和信噪比，确定了最佳反应条件为：最佳抗原包被

浓度为 0.5 μg/mL，最佳血清稀释度为 1:10，最佳酶标单抗浓度为 0.05 μg/mL

（图 4-1）。 

然后对 p30-cCLIA 反应时间进行了优化，确定了最佳反应时间为 30 min

（图 4-2）。在这些最佳反应条件下，阻断率可达 99.5%。 

图 4-1 棋盘滴定法优化抗原包被浓度和血清稀释度 

Figure 4-1 Optimization of antigen coating concentration and serum dilution by chessboard 

titration 

N：阴性血清样本；P：阳性血清样本 

N:Negative serum samples；P:Positive serum sample 
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图 4-2 反应时间的优化 

Figure 4-2 Optimization of reaction time 

4.3.2 酶标抗体稳定剂的筛选 

5 种酶标抗体稳定剂加速试验结果表明，保存酶标抗体 16-5E7E8-HRP 的最

适酶标抗体稳定剂为 M1 和 M5，根据经济因素和信噪比，我们最终确定将 M5

用于保存 16-5E7E8-HRP 的酶标抗体稳定剂（图 4-3）。 

图 4-3 酶标抗体稳定剂的筛选 

Figure 4-3 The stabilizers of enzyme-labeled antibody were screened 
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4.3.3 p30-cCLIA 的 Cut off 值、Dsn、Dsp 

使用上述优化的最佳检测条件检测已知背景清楚的 445 份阴性猪血清和 27

份阳性猪血清，作 ROC 曲线图（图 4-4-A）和背景交互点图（图 4-4-B），结果

表明，当 Cut off 值为 50%时，Dsn 为 100%，Dsp 为 100%。  

图 4-4 p30-cCLIA Cut-off 值的确定 

Figure 4-4 Determination of the Cut-off value for the p30-cCLIA 

A：ROC 曲线图，图上的每个点代表特定阈值下的 Dsn 和 Dsp；B：背景交互点图，0 为

阴性血清样本，1 为阳性血清样本 

A:ROC curve, with each point on the graph representing the Dsn and Dsp at a specific 

threshold；B:Background cross-point plot, 0 represents a negative serum sample and 1 

represents a positive serum sample 

4.3.4 p30-cCLIA 和商品化检测试剂盒检测性能对比 

通过检测背景清楚的血清样本来评估 p30-cCLIA 和商品化阻断试剂盒的检

测性能。结果如表 4-1 所示：p30-cCLIA 检测准确性与商品化诊断试剂盒结果一

致，说明 p30-cCLIA 的符合率达到要求。 
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表 4-1 p30-cCLIA 与商品化试剂盒符合率对比 

Table 4-1 Comparison of coincidence rates of p30-cCLIA and commercial kit 

4.3.5 p30-cCLIA 灵敏度实验 

通过 2 倍连续稀释标准阳性猪血清样品测定 p30-cCLIA 的灵敏度，并与商

品化阻断试剂盒进行比较（图4-5）。结果表明，p30-cCLIA的灵敏度为1:2048，

商品化阻断试剂盒的灵敏度为 1:512，表明 p30-cCLIA 比商品化试剂盒的灵敏度

更高。 

图 4-5 p30-cCLIA 与商品化试剂盒灵敏度比对 

Figure 4-5 Comparison of sensitivity between p30-cCLIA and commercial kit 

4.3.6 p30-cCLIA 重复性实验 

用 6 组血清的 PI值计算 p30-cCLIA 的重复性（表 4-2），p30-cCLIA 的批内

样本来源 样本数量 

p30-cCLIA 立行见远阻断试剂盒  

阳性样

本 
阴性样本 准确率 阳性样本 阴性样本 准确率 

感染阳性猪

血清 
27 27 0 100% 27 0 100% 

阴性猪血清 66 0 66 100% 0 66 100% 
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变异系数为 0.1%~14.8%，批间变异系数为 0.1%~18.7%，表明该方法具有良好

的重复性。 

表 4-2 p30-cCLIA 的批内重复性和批间重复性 

Table 4-2 Repetitiveness of intra-batch and inter-batch 

4.3.7 p30-cCLIA 特异性实验 

为了评估 p30-cCLIA 的特异性，我们检测了七种其他猪病毒（PCV2、PPV、

FMDV、PRRSV、PDCoV、CSFV、PEDV）的阳性血清（图 4-6）。结果表明：

ASFV阳性血清的 PI值约为 99.5%，七种其他病毒阳性血清的 PI值在 2.2%~29.5%

之间，PI 值明显小于 Cut-off 值，表明新开发的 p30-cCLIA 与这些病毒感染血清

无交叉反应。 

 

血清 

批间  批内 

平均值

（AVG） 

标准差

（SD） 

变异系数

（CV） 

平均值

（AVG） 

标准差

（SD） 

变异系数

（CV） 

1 17.21 3.22 18.7 12.00 0.59 4.9 

2 21.21 2.93 13.8 23.12 2.42 10.4 

3 25.96 2.20 8.5 23.20 3.19 13.7 

4 26.06 4.27 16.4 18.28 2.70 14.8 

5 98.73 0.08 0.1 98.79 0.09 0.1 

6 99.20 0.06 0.1 99.03 0.18 0.2 
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图 4-6 p30-cCLIA 检测 8 种猪病毒血清的 PI 值 

Figure 4-6 PI values of eight porcine viruses after p30-cCLIA detection 

4.4 讨论 

自 2018 年我国首次发生 ASF 以来，严重影响了我国生猪养殖业的发展[116]。

之后，我国又出现中等毒力基因 II 型毒株和低毒力基因基因 I 型毒株，使得

ASFV 抗体检测势在必行[39]。因此，建立一种能准确、快速检测 ASFV 抗体的

诊断方法对疫情发现和早期防控尤其重要。 

目前，已经涌现出多种血清学诊断技术用于检测 ASFV 特异性抗体[73,74,76,77]。

ELISA 是 WOAH 推荐用于检测 ASFV 抗体的方法，也是血清学诊断中最常用的

检测方法，基于各种抗原蛋白的间接 ELISA 以及基于单抗的竞争性 ELISA 已被

广泛建立[93]。Zhou 等[117]基于 p30 和 pB602L 蛋白建立了一种用于检测 ASFV 抗

体的双抗原间接 ELISA，结果展示了其良好的特异性，检测灵敏度为 1∶1600。

Zhou 等[118]利用 p30 单抗建立了一种竞争 ELISA，结果显示建立的 cELISA 具有

良好的重复性，且不与其他六种猪病的感染血清（CSFV、PEDV、RV、PRV、

PRRSV、PCV2）发生交叉反应。本研究基于 p30 单克隆抗体，开发了一种检测

ASFV 抗体的竞争化学发光法（p30-cCLIA）。相较于商品化 INgezim PPA 

COMPAC ELISA 试剂盒及青岛立行见远阻断 ELISA 试剂盒的检测时间 1 h 30 

min，p30-cCLIA 仅需 30 min，大大缩短了检测时间。在检测灵敏度方面，Zhou

等[117]和 Yu等[119]建立检测 ASFV抗体的 ELISA检测阳性标准血清的最大稀释度

分别为 1∶1600 和 1∶512，而本研究建立的 p30-cCLIA 检测灵敏度为 1∶2048，
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表明 p30-cCLIA 具有很好的敏感性。 

本研究建立 cut-off 值所用的阳性样品较少，因此通过检测大量背景清楚的

阴性血清来确定更准确的 Cut off 值，最终确定了 Cut off 值为 50%，诊断敏感性

（Dsn）为 100%，诊断特异性（Dsp）为 100%。 

4.5 本章小结 

总之，本研究基于p30单抗建立了一种检测ASFV抗体的竞争化学发光法。

该方法展示了良好的敏感性、特异性和重复性，且与商品化试剂盒的符合率一

致。与传统的 ELISA相比，p30-cCLIA大大缩短了检测时间。因此，p30-cCLIA

可为 ASFV 的早期、快速诊断提供有力工具。 
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第五章 全文结论 

1、成功构建重组质粒 pET-28a-p30，并成功表达及纯化了 p30 重组蛋白。

将纯化的 p30 重组蛋白免疫小鼠，最终获得 20 株能稳定分泌 p30 特异性抗体的

单克隆抗体。 

2、通过 IFA和 WB对 20株单克隆抗体进行生物学特性分析，IFA结果表明

除了 12-3B2G5 、 17-5C11E3 、 Q3-1C9F6 、 16-5E7E8 、 8-2B4A3 、 15-

4B9H10、5-1C8B6 之外，另外 13 株 mAbs 都与 ASFV 反应；WB 结果表

明 Q1-1G4B2 和 Q8-4F9F3 不与 ASFV 反应，而 1-1D2B3、5-1C8B6、8-

2B4A3 和 15-4B9H10 与 ASFV 的反应性较低。 

3、结合 WB 与化学发光相加法将 20 株 mAbs 分成 11 组。基于 p30 基

因片段设计并表达了一系列 p30 重叠肽，通过 WB 和丙氨酸突变确定单抗

识别的抗原表位。结果表明单抗 Q4-1F10B7 识别表位 116TSSFETLFEQ125

是线性表位，单抗 5-1C8B6、Q1-1G4B2 和 Q8-4F9F3 识别的表位可能是构

象表位。 

4、基于 p30 mAb-16-5E7E8 建立了快速检测非洲猪瘟病毒 p30 抗体的竞争

化学发光法 p30-cCLIA，该方法的Cut-off值为 50%，Dsp为 100%，Dsn为 100%，

具有较好的重复性和准确率，与商品化阻断 ELISA 试剂盒有很高的符合率，且

检测灵敏度更高，检测时间短，仅需 35分钟，为 ASFV的早期检测及 ASF的防

控提供有力工具。 
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