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摘 要 

非洲猪瘟（ASF）是由非洲猪瘟病毒（ASFV）引起的一种高度传染性、致死性的动物疾病。

自 1921 年在肯尼亚首次发现至今已有百年历史，由于没有安全有效的疫苗，防控十分困难。尽

管我国采取了严格的防控措施，该病还是于 2018 年传入我国，给养猪业及相关产业造成了巨大

的损失。利用灵敏的检测技术快速、准确诊断 ASF，是及时扑灭传染源，切断传播途径，有效

控制 ASF 的必不可少的技术手段。因此，开发简便、快速、灵敏的 ASFV 检测方法对于有效防

控、净化 ASFV 至关重要。 

本研究以 ASFV p72 蛋白为研究对象，利用生物信息学技术优化 p72 基因及载体序列，构建

原核重组表达质粒，通过大肠杆菌表达、亲和纯化获得 p72重组蛋白，用弗氏完全佐剂和不完全

佐剂乳化后免疫 BALb/c 小鼠。利用经典杂交瘤技术获得 p72 蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞 17

株，并通过表位绘图法从 p72 蛋白上鉴定出 7 个线性 B 细胞表位，其中有 4 个线性表位：

249HKPHQSKPIL258、69PVGFEYENKV77、195VNGNSLDEYSS205和 223GYKHLVGQEV233为首次发

现。进一步序列分析结果显示，这 7 个表位在 9 种基因型的 27 个 ASFV 毒株中高度保守，提示

这些抗原表位的单克隆抗体是建立特异性检测 ASFV感染的良好试剂。为了获得可用于 ASFV检

测的最佳单克隆抗体，利用竞争 ELISA（cELISA）方法对上述单抗进行了筛选，结果显示，单

克隆抗体（2B8D7 株）的免疫灵敏性强、特异性好，适合用于建立 ASFV 免疫学检测方法。 

为了建立简单、灵敏、快速的 ASFV 免疫学检测方法，用上述确定的单抗（2B8D7 株）建

立检测 ASFV p72 蛋白抗体的单抗阻断化学发光检测法，通过棋盘滴定法优化反应条件，最终确

定该检测方法的程序为：抗原包被浓度为 1 μg/mL，血清样品稀释度为 1:5，酶标单抗为 0.5 

μg/mL，反应时间为 20 min+20 min。并用背景清楚的猪血清评价了该检测法的特异性、敏感性、

灵敏度、重复性等。结果显示，该方法的 Cut-off 值为 40%时，敏感性为 100%，特异性为 99.5%，

而不与 PCV2、PPV、FMDV、PRRSV、PDCOV、CSFV 和 PEDV 等 7 种病毒的阳性血清发生交

叉反应，提示敏感性好、特异性强。试剂盒比对实验结果显示，本方法检测特异性为 100%，商

品试剂盒的检测特异性为 92.5%，说明本研究建立的检测方法性能更好。 

总之，本研究获得的 p72特异性单克隆抗体为建立敏感特异性检测方法，进行病毒蛋白与宿

主互作、病毒定位等应用和基础研究奠定了物质基础；获得的高度保守的线性 B 细胞表位为研

究表位疫苗提供了理论依据和材料；建立的 ASFV p72 蛋白抗体的单抗阻断化学发光检测法，是

一种性能更好的快速新型 ASFV 免疫学检测方法，将为我国防控、净化 ASF 提供物质保障和技

术支撑，具有重要的意义。 

关键词：非洲猪瘟，p72，单克隆抗体，表位，化学发光 
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Abstract 

African swine fever (ASF) is a highly contagious and fatal animal disease caused by African swine 

fever virus (ASFV). It has been a hundred years since it was first discovered in Kenya in 1921. Because 

there is no safe and effective vaccine, it is very difficult to prevent and control it. Although China has 

taken strict prevention and control measures, the disease was introduced into China in 2018, causing huge 

losses to the pig industry and related industries. Using sensitive detection technology to diagnose ASF 

quickly and accurately is an essential technical means to extinguish the source of infection in time, cut 

off the transmission route and effectively control ASF. Therefore, it is very important to develop a simple, 

rapid and sensitive detection method for preventing and purifying ASFV effectively. 

In this study, ASFV p72 protein was taken as the research object, and the sequence of p72 gene and 

vector was optimized by bioinformatics technology, and a prokaryotic recombinant expression plasmid 

was constructed. The recombinant protein was obtained by E.coli expression and affinity purification, and 

then emulsified with Freund's complete adjuvant and incomplete adjuvant to immunize BALb/c mice. 

Seventeen hybridoma cells with monoclonal antibodies against p72 protein were obtained by classical 

hybridoma technique, and seven linear B-cell epitopes were identified from p72 protein by epitope 

mapping method, among which four linear epitopes: 249HKPHQSKPIL258, 69PVGFEYENKV77, 
195VNGNSLDEYSS205 and 223GYKHLVGQEV233 were found for the first time. Further sequence analysis 

showed that these seven epitopes were highly conserved among 27 ASFV strains of 9 genotypes, 

suggesting that monoclonal antibodies against these epitopes were good reagents for establishing specific 

detection of ASFV infection. In order to obtain the best monoclonal antibody for ASFV detection, the 

above monoclonal antibodies were screened by competitive ELISA (cELISA). The results showed that 

the monoclonal antibody (2B8D7 strain) had strong immune sensitivity and good specificity, and was 

suitable for establishing an immunological detection method for ASFV. 

In order to establish a simple, sensitive and rapid immunological detection method for ASFV, a 

monoclonal antibody blocking chemiluminescence detection method for detecting ASFV p72 protein 

antibody was established with the above-mentioned monoclonal antibody (2B8D7 strain), and the reaction 

conditions were optimized by chessboard titration. Finally, the procedure of this detection method was 

determined as follows: antigen coating concentration was 1 μg/mL, serum sample dilution was 1:5, 

enzyme-labeled monoclonal antibody was 0.5 μg/mL, and reaction time was 20 min. The specificity, 

sensitivity, sensitivity and repeatability of the detection method were evaluated with pig serum with clear 

background. The results showed that when the Cut-off value of this method was 40%, the sensitivity was 

100% and the specificity was 99.5%, and it did not cross-react with the positive sera of 7 viruses, such as 

PCV2, PPV, FMDV, PRRSV, PDCOV, CSFV and PEDV, which indicated that it was sensitive and specific. 

The experimental results of kit comparison show that the detection specificity of this method is 100%, 

and the detection specificity of commercial kit is 92.5%, which shows that the detection method 

established in this study has better performance. 

In a word, the p72-specific monoclonal antibody obtained in this study laid a material foundation for 
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the establishment of sensitive and specific detection methods, the application and basic research of virus 

protein-host interaction and virus localization. The highly conserved linear B cell epitopes obtained 

provide theoretical basis and materials for the study of epitope vaccines. The established monoclonal 

antibody blocking chemiluminescence detection method for ASFV p72 protein antibody is a rapid and 

novel immunological detection method with better performance, which will provide material guarantee 

and technical support for the prevention, control and purification of ASF in China, and is of great 

significance. 

Keywords: African swine fever, P72, MAbs, Eptiopes, Chemiluminescence 
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主要符号对照表 

英文缩写 英文全称 中文名称 
aa Amino acis 氨基酸 
Amp+ Ampicillin 氨苄抗生素 
ASF African swine fever 非洲猪瘟 
ASFV African swine fever virus 非洲猪瘟病毒 
BTV1 Bluetongue Virus 蓝舌病毒 
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 
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 Immunofluorescence Assay 间接免疫荧光实验 
mAb Monoclonal antibody 单克隆抗体 
MOI Multiplicity of infection 感染复数 
PAGE Polyacylamide Gel Eletrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 
PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 
TMB Tetramethylbenzidine 四甲基联苯胺 
WB Western blot 蛋白免疫印迹 
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第一章 引言 

1.1 非洲猪瘟概述 

1.1.1 非洲猪瘟病毒的形态结构 

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

引起的一种急性、接触性和致病性传染病，是目前已知唯一的 DNA 虫媒病毒 (GAUDREAULT et 

al., 2020; RUIZ-SAENZ et al., 2022)。ASFV 为大型线性双链 DNA 分子 (DIXON et al., 2013)，编码

68 种结构蛋白和 150-200 种非结构蛋白 (WANG et al., 2021d)。ASFV 粒子为二十面体的多层结构，

从外到内分别是外囊膜、衣壳、内膜、内核心壳和内核 (WANG et al., 2019; WANG et al., 2021d)

（图 1-1）。囊膜为 ASFV 的最外层结构，不仅可以保护病毒，而且可以促进病毒感

染 (MERCER et al., 2010; ZHANG et al., 2021b)。CD2v 是 ASFV 外膜蛋白特征性的蛋白之一，也

是目前研究热门，由于猪红细胞表面具有 CD2v 配体，因此它可以特异性介导红细胞吸附从而促

进病毒在宿主体内扩散。其在 ASFV 感染发病机制中可能与免疫逃避和增强宿主病毒复制有

关 (JIA et al., 2017)。外囊膜下一层为衣壳，可使病毒核酸免受环境中核酸酶或其他理化因素的破

坏，p72 为 ASFV 的主要衣壳蛋白，占整个病毒颗粒的 31 % -33 %，主要参与病毒衣壳组

装 (WANG et al., 2019)，在病毒吸附和侵袭易感细胞中起重要作用 (ANDRéS et al., 2020)。p72 也

是一种高免疫原性的病毒蛋白，在不同的毒株中高度保守，并在ASFV诊断中被用作抗原。衣壳

下面是内膜，单脂质双层结构，其中含有的膜蛋白可参与核心壳二十面体结构的组装 (HAWES 

et al., 2008)。核心壳是包裹基因组的厚蛋白层，具有保护病毒基因组免受宿主核酸酶以及宿主

dsDNA 传感器影响的作用 (ANDRéS et al., 2020)。此外，内核是含有基因组的类核层，基因组长

约为 17-19 万个碱基，末端为发卡环结构，紧邻末端的是由串联重复序列和多基因家族构成的可

变区域 (SHIMMON et al., 2021)。ASFV 经内吞作用后，ASFV 基因组递送到细胞质后可启动早期

病毒基因的转录，以促进病毒的复制 (CACKETT et al., 2020)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-1 非洲猪瘟病毒结构示意图（引自 YANG et al., 2023) 

Fig. 1-1 Schematic diagram of the ASFV structure 
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1.1.2 ASFV 的理化特性 

根据研究表明，ASFV 具有双层囊膜结构，因此具有较强的环境抵抗力，不仅在较低的温度

及酸碱中都能表现出较高的抵抗力，而且可以使病毒免受环境中蛋白酶的破坏 (KALMAR et al., 

2018)。此外，ASFV 耐高温，在 56℃时，需要 70 min 才可灭活，在 60℃时，仍需要 20 min 便

可灭活。ASFV 对乙醚、氯仿、2%-3%次氯酸盐溶液及 2%氢氧化纳等消毒剂敏感 (BEATO et al., 

2022)。有研究表明，血清可使 ASFV 在环境中更稳定及存活时间更长 (KALMAR et al., 2018)。 

1.1.3 ASFV 基因型与血清群 

根据 ASFV p72 蛋白编码基因 B646L C 端序列约 500 bp 核苷酸差异能将 ASFV 分离株分为 

24 种基因型。在中国流行的毒株主要是基因Ⅱ型，Sun 等 (SUN et al., 2021)在 2021 年报道中国出

现了基因Ⅰ型毒株。为了更好地区分生物学相关的表型，进一步研究ASFV毒株的多样性和抗原

变异性，根据编码蛋白 CD2v 的 EP402R 基因的系统发育分组，将分离株分为九个血清群 

(SG) (QU et al., 2022) 。 

1.1.4 ASFV 主要结构蛋白及其功能 

1.1.4.1 p72 

p72 蛋白由 B646L 基因编码，是组成病毒粒子的衣壳主要成分 ，约占病毒粒子 31%-

33% (WANG et al., 2019)。p72 蛋白的表达发生在感染后的晚期。据 Liu 等 (LIU et al., 2019)的研

究，p72 只有与 B602L 共同表达时，才能获得正确折叠和组装的 p72，并且正确折叠的 p72 三聚

体刺突的外表面有大量带电残基，因此 p72 具有高热稳定性。同时，对来自其他 ASFV 毒株的 

B646L 基因序列比较表明，p72 基因高度保守，由于其高度保守性和免疫原性，p72 被认为是血

清学诊断的重要靶标 (GALLARDO et al., 2009)。 

1.1.4.2 CD2v 

CD2v 蛋白由 EP402R 基因编码，是一种跨膜糖蛋白，是红细胞与受感染细胞结合所必需的

蛋白 (JIA et al., 2017)。因其与 T 细胞表面粘附受体 CD2 高度相似而命名为 CD2v。CD2v 由一个

信号肽区、一个胞外域（包含两个免疫球蛋白区）、一个跨膜区、一个酸性区和一个富含脯氨

酸的区域组成 (ALONSO et al., 2018)。CD2v 蛋白是唯一可以在病毒体表面检测到的病毒蛋白，

是一种重要的保护性抗原。根据研究表明，删除 EP402R 可显著降低病毒的红细胞吸附现

象 (BORCA et al., 2020)。此外，CD2v 还参与细胞间粘附、毒力增强和免疫应答调节，并且其在

ASFV 感染、免疫逃避和增强病毒复制中的作用已得到证实 (ROWLANDS et al., 2009)。 

1.1.4.3 p54 

p54 蛋白由 E183L 基因编码，是一种 II 型跨膜蛋白，具有保守肽区和可变肽区。p54 蛋白之

间的变异性主要取决于蛋白质 C 端 Pro-Ala-Ala-Ala 重复序列的数量，基因变异有助于将病毒分
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类为不同的基因型 (RODRIGUEZ et al., 1994)。p54 对病毒形态发生和病毒活力至关重

要 (RODRíGUEZ et al., 2004)，参与病毒的早期感染，能诱导产生保护性免疫反应，病毒内化后，

p54 与宿主动力蛋白 LC8 相互作用，使病毒转运到细胞的核周区域 (HERNáEZ et al., 2010)，同时

p54 也参与了诱导 caspase-3 的激活和细胞凋亡 (RODRíGUEZ et al., 2004)。 

1.1.4.4 p30 

p30 蛋白由 CP204L 基因编码，是病毒感染表达的早期膜蛋白。该蛋白参与 ASFV 进入宿主

细胞，具有高度抗原性 (SáNCHEZ et al., 2013)。通常在感染后约 2-4  h 蛋白开始表达，并持续整

个感染周期。因此，p30 的表达表明病毒已经进入宿主细胞并脱壳 (LITHGOW et al., 2014)。之前

的研究表明，p30 在病毒感染的早期被翻译，并能在猪体内引起强烈的免疫反应 (PETROVAN et 

al., 2019; REIS et al., 2007)。 

1.2 非洲猪瘟流行病学 

ASFV 是目前唯一已知的 DNA 虫媒病毒，不同类型的家猪和野猪（包括疣猪、灌木猪、野

猪）是 ASFV的储存宿主，不同类型的软蜱为 ASFV宿主，主要通过家猪-野猪、野猪-软蜱-猪之

间传播，也可通过直接和间接接触或短距离气溶胶传播。 

ASFV 最早于 1921 年在肯尼亚被报道，发生在撒哈拉以南非洲国家，随后，传播到西欧、

拉丁美洲和东欧国家 (GAUDREAULT et al., 2020)。到 20 世纪 90 年代中期，ASFV 在美洲和欧洲

已经被根除，但撒丁岛仍然存在 (COSTARD et al., 2009)。2014 年，ASFV 传入俄罗斯和东

欧 (VERGNE et al., 2016)。2018 年 8 月，中国辽宁省首次爆发 ASF，ASF 疾病在亚洲爆发，迅速

席卷了中国大部分省份，截至 2020 年 7 月 24 日，31 个省共发生 189 例 ASF 疫情，疫情主要集

中于生猪产业贸易频繁的主要经济区，尤其是西南地区和东北地区的疫情最严重 (TAO et al., 

2020; WU et al., 2020b)，各省累计报告至少有 170 万头生猪被扑杀，造成了数百亿的直接经济损

失。非洲猪瘟的爆发导致我国生猪及其相关产业遭受了毁灭性打击。目前，ASF 的传播仍在东

南亚地区传播，包括泰国、菲律宾等其它国家 (CADENAS-FERNáNDEZ et al., 2022; ISCARO et 

al., 2022; RAMIREZ-MEDINA et al., 2022)，此外，塞尔维亚、希腊和其它欧洲国家也报告了 ASF

疫情。目前该病毒仍在全球广泛传播（图 1-2）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



中国农业科学院硕士学位论文                                                                                                                         第一章 引言 

4 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-2 世界地图显示的 2021 年 ASFV 的分布情况（OIE, 2021） 

Fig. 1-2 World map shows the distribution of the ASFV in 2021 according to the OIE 

1.3 实验室诊断技术 

1.3.1 病原检测 

1.3.1.1 病毒分离鉴定 

ASFV 感染动物后，主要在单核巨噬细胞系统（单核细胞和巨噬细胞）中复制，并通过淋巴

系统和血液循环系统扩散到肝、肾等器官。根据 OIE手册要求，ASFV分离必须在 BSL-3及以上

生物安全实验室进行，且需要从血液、脾脏、肝脏、淋巴结和扁桃体等组织样本中分离病毒，

用于下一步的实验室诊断 (MALMQUIST and HAY, 1960)。 

1.3.1.2 红细胞吸附试验 （haemadsorption test，HAD） 

红细胞吸附性是在 1960 年由 Malmquist 和 Hay 首次发现的 (MALMQUIST and HAY, 1960)。

ASFV 会粘附于猪的单核细胞或巨噬细胞表面，产生特征性的“玫瑰花环”现象。采集发病猪的

血液或组织悬液接种到猪原代骨髓细胞（PBM）、原代白细胞或肺泡巨噬细胞中进行培养，通

常，如果样本呈强烈阳性，则会在培养后 24~48 h 出现血液吸附而形成特征性的“玫瑰花环”现

象 (张丽 等, 2019)。虽然该方法敏感性高、成本低，但需要进行原代细胞培养，时间周期长，而

且现已分离出少量“非血吸附”的 ASFV，其中大多数是低毒性的，不产生红细胞吸附现象，所

以 HAD 不再是检测 ASFV 的首选方法，一般将 HAD 与病毒分离鉴定作为 ELISA、PCR 或 FAT

阳性结果确认的参考试验 (OURA et al., 2013)。 
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1.3.2 核酸检测 

1.3.2.1 PCR（Polymerase chain reaction） 

PCR全称为聚合酶链式反应，由变性、退火、延伸 3个基本反应步骤构成，其特异性依赖于

与靶序列两端互补的寡核苷酸引物。PCR 用于检测血液、血清或器官样本中的 ASFV 基因组，

在 ASFV 感染早期就可通过 PCR 检测到 ASFV。病毒脱氧核糖核酸的小片段可通过 PCR 扩增到

可检测的数量。该方法快速、敏感性高、特异性强。Agüero 等 (AGüERO et al., 2003)发现，

ASFV 引物集可以与 CSFV 的特定引物集相结合，采用多重反转录 PCR（RT-PCR）方法，可以

在 1次反应中同时区分并检测两种病毒基因组。然而，PCR的高敏感性也使样品易于交叉污染，

从而导致假阳性结果。为此，Luo 等 (LUO et al., 2017)基于 GenBank 中所有 ASFV 毒株 vp72 基

因序列的高度保守区，设计了 ASFV 特异性引物，建立了 PCR 检测方法，并与两个 OIE 验证的

PCR 检测进行了比较，结果表明灵敏性和特异性都高于 OIE 推荐的 PCR 方法。 

1.3.2.2 实时荧光定量 PCR （quantitative real-time PCR，qPCR） 

qPCR 是通过对体系中加入的荧光基团产生的信号进行实时收集积累，最后用标准曲线对未

知模板进行定量分析的方法。与基于凝胶的常规 PCR 方法相比，qPCR 方法具有快速、灵敏度

高、不容易交叉污染，以及可以定量分析的优点，现已成为病原学诊断中应用最广泛的方法。

King 等 (KING et al., 2003)首次根据 ASFV 的 VP72 基因设计特异性引物和探针，建立了一种

TaqMan qPCR 来快速检测 ASFV DNA，灵敏度在 10~100 个分子之间，并针对不同地区 25 株代

表 9 个基因型（I、III、IV、V、VI、VII、VIII、IX、X）的 ASFV 分离株和 16 个非洲、欧洲蜱

分离株进行了验证，结果没有发现与相关的猪病毒发生交叉反应。Zsak 等 (ZSAK et al., 2005)也

基于 VP72 基因建立了一种实时 TaqMan PCR 方法，可以通过使用便携式检测仪器实时获得检测

结果，从而简化聚合酶链反应操作程序。该方法比 OIE 推荐的常规 PCR 和实时荧光定量 PCR 具

有更高的灵敏度。现已成为病原学诊断中应用最广泛的方法。 

1.3.2.3 多重 PCR （multiplex polymerase chain reaction，mPCR） 

多重 PCR 是在常规 PCR 的基础上进行改进的，其在本身体系结构中增添更多的引物来进行

扩增，因目标片段之间有着较大的差异性，所以通过凝胶成像能直接进行分析，是一种应用范

围更广、更加有效的 PCR 新技术 (闫倩倩, 2021)。Giammarioli 等 (GIAMMARIOLI et al., 2008)基

于猪瘟病毒（CSFV）、ASFV、猪圆环病毒 2 型（PCV2）、猪繁殖与呼吸综合征病毒（PRRSV）

和猪细小病毒（PPV）基因组设计特异性引物，开发了一种新的热启动 mPCR方法，可同时检测

猪的多种病毒感染。 

1.3.2.4 微滴数字 PCR （droplet digital polymerase chain reaction，ddPCR） 

ddPCR 是第三代 PCR 技术，可以在不使用标准样品的情况下绝对定量核酸。它通过对样品

进行微滴化处理，经 PCR 扩增后，对每个微滴进行检测，最后根据泊松分布原理及阳性微滴的
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个数与比例得出靶分子的起始拷贝数或浓度。该方法更精确、更数字化，灵敏度更高。Wu

等 (WU et al., 2018)基于 ASFV K205R 基因的高度保守区域设计特异性引物和 TaqMan 探针，建

立了一种准确、灵敏的 ASFV ddPCR 检测方法。ddPCR 的最小检测限约为 10 拷贝/反应，而

qPCR 的检测限为 102拷贝/反应，因此 ddPCR 的检测灵敏度是 qPCR 的 10 倍。 

1.3.2.5 巢氏 PCR （nested-PCR） 

巢式 PCR 涉及两组引物，用于连续两次的聚合酶链反应，第二组引物用于扩增第一批产物

中的第二个靶标，一般适用于一些有必要增加灵敏度和/或特异性的 PCR反应。Basto等 (BASTO 

et al., 2006)首次建立了一种带有内部对照的巢式 PCR 检测方法，用于检测不同蜱种中的 ASFV 

DNA。通过蜱类中 ASFV 感染状态，有助于确定该地区有无 ASFV 感染。 

1.3.2.6 环介导等温扩增技术 （loop-mediated isothermal amplification，LAMP） 

LAMP 是用于 DNA 扩增的单管技术，使用两套或三套引物和一种具有复制活性、高链置换

活性的聚合酶，可在 15~60 min，60~65℃的恒定温度下扩增靶序列，是一种更简便、快速、精

确，且成本低的扩增方法。Wang 等 (WANG et al., 2020)设计了针对 ASFV p10 基因的 LAMP 引

物，并用伪狂犬病病毒（PRV）、PCV2、CSFV、PRRSV、PPV 和 ASFV 的 DNA 或 cDNA 检测

实时 LAMP 和可视化检测的特异性，证实 LAMP 可以准确和特异性检测 ASFV。Zhu 等 (ZHU et 

al., 2020)通过将 Hive-Chip和 LAMP相结合，设计针对 5个 ASFV 基因（B646L、B962L、C717R、

D1133L和 G1340L）的 LAMP引物，并将其预固定在 Hive-Chip中，结果发现靶基因之间没有交

叉反应。该方法无需核酸提取，不依赖精密仪器，可避免因病毒的单个基因突变引起的假阴性

问题，且灵敏度高、特异性强，检测结果可视化。Wang 等 (WANG et al., 2021c)根据 ASFV P72

基因高度保守区域设计引物，建立以中性红为显色指示剂的视觉 LAMP 检测方法，其特异性高，

不与其他猪病毒出现交叉反应，与 OIE 推荐的 qPCR 方法敏感度相当。 

1.3.2.7 重组酶聚合酶扩增技术 （recombinase polymerase amplifification，RPA） 

RPA 技术是由 Piepenburg 等 (PIEPENBURG et al., 2006)在 2006 年建立的一种等温核酸扩增

技术。该技术不需要模板的热变性，反应温度为 37~42℃，扩增反应时间一般为 10~20 min。

Miao 等 (MIAO et al., 2019)开发了一种将 ASFV p72 基因的 RPA 与侧流检测（LFD）相结合的快

速检测方法。RPA-LFD 法对 ASFV 具有高度灵敏性和特异性，并且与 CSFV 等其他猪病毒没有

交叉反应。哈登楚日亚等 (哈登楚日亚 等, 2017)建立了 ASFV 实时荧光 RPA检测方法。该方法在

39℃，20 min 内可检测 10 个拷贝的 DNA 分子，并且与 CSFV、PCV2、PPV、PRV 都无交叉反

应，可用于 ASFV 的定性检测。Wang 等 (WANG et al., 2021e)也将 RPA 与 LFD 相结合，开发了

一种用于 ASFV 现场诊断的金纳米颗粒试纸条，称为侧向流动基因检测（lateral flow gene assay ，

LFGA）。该方法使用尾部引物来产生一端具有单链尾部的双链体。该双链体与金纳米粒子

（AuNP）标记的探针杂交，使标记在检测探针上的金纳米粒子在试纸条的测试线上显示红色带，

即为阳性。在较低的反应温度和较短的反应时间下，LFGA 可以特异性区分 ASFV 和 CSFV，检

测限为 102 拷贝/μL，灵敏度与琼脂糖凝胶电泳相当，整个操作过程不需要任何昂贵的仪器，快
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速、特异，操作简单，对 ASFV 的早期诊断非常有帮助。目前，随着 CRISPR/Cas 技术的不断发

展，已经有研究 (BAI et al., 2019)将 RPA 和 CRISPR/Cas12a 相结合来实现更高的灵敏度，并提供

了对条带的高灵敏度荧光检测。这在实现多基因检测的同时，为更灵敏、更快速的ASFV诊断提

供了启示。 

1.3.2.8 交叉引物扩增技术 （cross-priming amplification，CPA） 

CPA 是一类等温核酸扩增反应，利用交叉引物和探针，能够在 1 h 内扩增出至少 4 个拷贝的

基因组DNA，具有高度特异性。CPA方法依赖于具有链置换活性的DNA聚合酶，通过链置换进

行核酸扩增。该技术是我国首个具有自主知识产权的核酸扩增技术 (朱智壕 等, 2015)。Frączyk

等 (FRĄCZYK et al., 2016)基于 p72 基因，设计了一组 CPA 引物，可以特异性检测猪和野猪血液、

血清样本中的 ASFV DNA 以及 CSFV DNA，无需提取 DNA，无交叉反应性，检测灵敏度与

qPCR 一致。CPA 高度敏感，可在水浴中进行，无需使用热循环器。这种快速检测技术为储存、

运输和销毁怀疑感染 ASFV 病毒的材料提供了更好的生物安全措施 (FRĄCZYK et al., 2016)。 

1.3.2.9 原位杂交技术 （in situ hybridization，ISH） 

ISH 就是将标记的核酸探针与细胞或组织中的核酸进行杂交，目前已发展出荧光原位杂交

技术以及多彩色荧光原位杂交技术。荧光原位杂交技术克服了放射性探针检测周期长且危害人

体健康的缺点，被广泛应用于基因定位、染色体识别等研究中。Bentolila 等 (BENTOLILA and 

WEISS, 2006)进行了小鼠的量子点多彩色荧光原位杂交，发现 QD-FISH 探针可穿透完整的间期

细胞核和中期染色体，并显示出对致密染色质结构域的良好靶向，且空间位阻最小，表明 QD-

FISH 探针在多色 FISH 应用中十分有效。Ballester (BALLESTER et al., 2010)开发了一种新 ISH 法，

使用地高辛标记探针，来鉴定用福尔马林固定、石蜡包埋组织中的 ASFV 基因组，检测效果良

好。 

1.3.2.10 生物传感器技术 

该方法通过生物识别元件识别分析物，然后换能器将生物识别元件捕获目标分析物后发生

的反应转换成等效信号，最后由检测器系统将信号进行处理和分析，从而得到分析结果 (肖芳斌 

等, 2019)。Biagetti 等 (BIAGETTI et al., 2018)利用 DNA/LNA 探针作为 ASFV vp72 基因保守区的

互补识别元件，建立了一种基于生物传感器的方法来检测猪血液中的 ASFV。检测限（LOD）和

定量限（LOQ）分别为 178 拷贝/μL和 245 拷贝/μL，该结果和 OIE推荐的 qPCR敏感性相当。该

方法可用于 ASF 初步诊断的筛选，具有快速、简便、成本低的优点。Wu 等 (WU et al., 2020a)将

PCR、Cas12a 和侧流生物传感器（LFB）结合起来，基于 Cas12a 的生物传感器靶向不同 ASFV

菌株中 VP73 基因的保守区域，同时检测 7 种不同基因型的 ASFV 病毒。该方法具有极高特异性

和灵敏性，而且操作简便、价格低，可以普遍用于检测 ASFV 和其他病毒。 
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1.3.3 抗体检测 

1.3.3.1 酶联免疫吸附试验 （ELISA） 

ELISA 是目前血清检测最常用的方法，也是 OIE 指定的 ASF 首选血清学诊断方法。ELISA

的敏感性、特异性高、操作方便快速，适用于检测多头猪样本，能够快速检测群体中的ASFV抗

体。但是，当检测样品发生降解或在-20℃放置太长时间，ELISA 检测的灵敏度就会降低。目前，

常用作检测 ASFV 抗原的蛋白有 p30、p54、p72、pp62 等。Gallardo 等 (GALLARDO et al., 2006)

通过使用杆状病毒表达 p30、p54 和 pp62 重组蛋白建立的重组 ELISA 检测方法，不仅显示出比

OIE 推荐方法（ELISA）更高的灵敏度，而且还减少了检测出假阳性的概率，极大程度提高了检

测的准确性。Giménez-Lirola (GIMéNEZ-LIROLA et al., 2016)等基于多重荧光微珠的免疫测定法

（FMIA）对ASFV的三种重组多肽（p30，p54，p72）感染猪后产生的早期血清抗体进行比较，

选择最佳候选抗原，结果发现 p30 是早期诊断最佳抗原，并通过表达 ASFV p30 蛋白，开发了一

种能够检测血清或口腔液标本中 ASFV 抗体的间接酶联免疫吸附试验（I-ELISA），其对两种样

本类型都具有高度特异性，而且在 8 DPI 时，就可以检测到口腔液抗体，与 OIE 推荐的 I-ELISA

敏感度相当。 

1.3.3.2 间接荧光抗体试验 （indirect fluorescent anti-body test，IFA） 

IFA 是一种免疫标记技术，通过与抗原抗体复合物中的抗体结合而检测未知抗原。

Heimerman 等 (HEIMERMAN et al., 2018) 通过对 ASFV 感染的 Vero 细胞进行免疫荧光抗体 （IFA） 

染色，并对其中的 IFA 阳性抗体进行表征，结果显示这些抗体均位于 p72的高度保守区域，这为

开发抗体和抗原检测方法提供新方法。Wu 等 (WU et al., 2020c) 开发了一组针对 ASFV p30 的

mAb，并对其中进行 IFA检测，结果表明这些抗原区域在宿主抗体反应中高度保守并具有免疫优

势，为 ASF 血清学检测的开发提供了新工具。 

1.3.3.3 胶体金快速免疫层析法 （gold immunochromatography assay，GICA） 

GICA 是一种以胶体金颗粒标记的抗原或抗体作为标志物，以纤维素膜用作载体的免疫标记

技术。吴海涛等 (吴海涛 等, 2018) 以硝酸纤维素（NC）膜上分别包被的 ASFV p72 多克隆抗体和

SPA 作为检测线和质控线，制备了用于检测 ASFV 的胶体金免疫试纸条。该试纸条在 10 min 内

就可以检测出阳性抗原，敏感性和特异性良好，而且具有高度稳定性，在ASFV临床检测中有良

好的应用前景。 

1.3.3.4 免疫印迹法 （immunoblotting Test，IBT） 

IBT 通过 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳区分待测样品不同组分，在电流作用下，使蛋白质从凝

胶转移至固相载体（膜）上，通过特异性抗体作为探针 (ALCARAZ et al., 1995)，对靶抗原蛋白

质进行检测分析。Alcaraz 等 (VIDAL et al., 1997) 通过利用大肠杆菌表达系统表达重组蛋白 p54，

首次建立了ASFV重组蛋白的 IBT法，并展现出高度的特异性和敏感性，而且避免了假阳性结果
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的出现以及在抗原生产中使用活病毒。 

1.3.4 抗原检测 

1.3.4.1 荧光抗体试验 （fluorescent antibody test，FAT） 

FAT 是检测抗原的一种辅助方法，可以鉴别“非红细胞吸附”的毒株，可作为 HAD 试验的

补充实验进行进一步检测 (王涛 等, 2018)。FAT 需用荧光素对抗原进行标记，但对荧光素的特异

性要求较高，非特异性的荧光素染色会造成假阳性结果；对于急性 ASF 检出率较高，对于亚急

性和慢性 ASF 的检出率仅为 40%；对人员要求较高，需要荧光显微镜，不适用于现场检

测 (OURA et al., 2013)。 

1.3.4.2 抗原 ELISA 

ELISA 通过抗体和抗原的结合，再加入相应的酶标抗体或抗原，形成酶标免疫复合物，加

入底物后，根据颜色反应判定结果。Vidal 等 (VIDAL et al., 1997)基于抗 VP73 单克隆抗体建立了

一种用单克隆抗体检测猪样品中 ASFV 蛋白的改良固相酶联免疫吸附试验，其检测限低于普通

ELISA 试验的检测最低限（0.5 μg/mL）。 

1.3.4.3 侧向流动免疫色谱分析 （lateral flow assay，LFA） 

LFA 又称“试纸条”测定方法，是近几年来发展比较迅速的试纸条快速检测技术，其以条

状纤维层析材料为固相，借助毛细管的吸附作用使样品在层析材料上移动，样品中的待测物与

层析材料上一定区域的配体发生特异性的免疫结合反应，通过可目测标记物的显色反应短时间

获得直观的测试结果 (WANG et al., 2017; 钟友好 等, 2014)。Sastre 等 (SASTRE et al., 2016)基于

ASFV vp72 蛋白的单克隆抗体建立的一种用于抗原检测的 LFA，其灵敏度与市售抗原 ELISA 试

验相当。该法具有快速、特异性高、经济且易于使用的优点。此外，该法可直接用于检测血液，

非常适合现场检测，及实验室基础设施不足甚至缺乏的国家。 

1.4 化学发光免疫分析技术 

化学发光物质被催化剂催化以完成基态向激发态的转变，之后再从高能的激发态变回基态，

这种以发射光子的形式来释放能量的过程被称作化学发光。1961 年，Berson 等 (BERSON and 

YALLOW, 1961) 将放射性同位素标记检测与抗原-抗体免疫反应结合创立了放射免疫分析

（Radioimmuoassay，RIA）技术，该方法开创了检测微量物质的先河。1977 年，Halmann 

等 (HALMANN et al., 1977) 在 RIA 和酶免疫分析（EIA）理论的基础上，加入了化学发光技术，

建立了化学发光免疫分析技术。该技术消除了放射性污染，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 (MIRASOLI et al., 2014)。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  (WANG et al., 

2012)。 
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化学发光根据反应原理的不同又可分为化学酶免发光体系（Chemiluminescence enzyme 

immunoassay，CLEIA）、电化学发光体系（Electro chemiluminescence immunoassay，ECLIA）

和直接化学发光体系（Chemiluminescence immunoassay, CLIA）。 

CLEIA 的发光物是酶，用酶如辣根过氧化物酶（HRP）和碱性磷酸酶（ALP），标记抗原

或是抗体。CLEIA 具有广泛的应用。刘伟等 (刘伟, 2020) 利用口蹄疫病毒 O 型 VP1 的重组多表

位蛋白建立了一种快速检测猪 O 型口蹄疫病毒抗体间接 CLIA 试剂盒，该试剂盒相较于市售 

ELISA 试剂盒具有更高的灵敏性以及检出率。Ashenagar 等 (ASHENAGAR et al., 2022) 使用

CLEIA 对全球严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2 (SARS-CoV-2) 疫苗第一剂和第二剂接种后的

抗体反应进行监测，结果表明 CLEIA 在抗体水平低浓度的范围内，相较于酶联免疫吸附测定 

(ELISA) ，具有很好的灵敏度。Salvagno  (SALVAGNO et al., 2022) 等使用自动 CLEIA 快速检测

具有多种变体的 SARS-CoV-2 的抗原，以定量评估鼻咽拭子或唾液中存在的 SARS-CoV-2 核衣壳

蛋白，结果表现出很好的灵敏度以及特异性，表明使用 CLEIA 检测 SARS-CoV-2 抗原是一种十

分可靠的方法。 

ECLIA 是以电化学反应来间接启动化学发光反应的检测技术，是对化学发光免疫分析的继

承和发展 (RICHTER, 2004)。ECLIA 包括了电化学反应以及化学发光反应这两个过程，其中三联

吡啶钌[Ru(bpy)3]2+作为目前应用最广泛的标记物 (金茂俊 等, 2012)。Kolesova 等 (KOLESOVA et 

al., 2022)通过 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 似乎是一种快速筛查高 SARS-CoV-2 病毒载量患者的合适方法。Tiwari 等 (TIWARI et al., 

2020)对 10,164 名印度献血者的人类免疫缺陷病毒 (HIV)、丙型肝炎病毒 (HCV) 和乙型肝炎病毒 

(HBV) 的 TTD 标记物的进行了 ECLIA 检测，结果表明 ECLIA 对所有三种 TTD 标记的灵敏度均

为 100%，而对 HIV 的特异性为 99.85%；HCV 为 99.84 %，HBV 为 99.70 %。Teimouri

等 (TEIMOURI et al., 2018) 使用 ECLIA 对人血清中抗弓形虫 IgG 进行了检测，并与 ELISA 的测

定结果进行了比较，结果发现 ECLIA 相较于 ELISA 能够更快的对样品进行检测，并且具有更高

的敏感性与特异性，更适用于一线血清学筛选试验。电化学发光独特的机理使其具有良好的重

复性和极高的精密度等优势，然而 ECLIA 的检测需要配套的昂贵设备和试剂，成本较高，不适

宜在现场使用，特别是在农村地区或设备较少的实验室。 

CLIA 是将发光物直接标记在抗原或抗体上，无需电催化或酶催化，仅在碱性条件下即可释

放光子，具有光信号强度高，光信号释放迅速，干扰条件少等优势。与现在应用较为广泛的 

ELISA 相比，它的实验操作更加的简单，检测时间更短，搭配全自动化的检测分析仪器，能够

同时进行大批量样本的检测 (任世奇 等, 2008)，极大的提高了检测效率，并能够减少人为操作上

造成的误差，使结果更加可信。Kombe Kombe 等 (KOMBE KOMBE et al., 2022) 开发了基于 CLIA 

的诊断试剂盒以检测水痘-带状疱疹病毒  (VZV) 特异性免疫球蛋白滴度，该诊断方法显示出对 

VZV-糖蛋白 E 的特异性 IgA、IgG 和 IgM 的敏感性分别为 95.2%、95.2% 和 97.6%，特异性分别

为 98.0%、100% 和 98.9% 。将 IgM 与 IgG 和 IgA 检测相结合提高了诊断准确性，并且在极低免

疫球蛋白滴度下，CLIA 的诊断方法总体上比 ELISA 更敏感，并且与 ELISA 相比具有更高的特

异性。此外，Liu (LIU et al., 2018) 等开发了一种特异及灵敏的自动 CLIA 方法来检测 SARS-CoV-

2中和抗体 (NAb) 水平，结果表明该测定方法可用于严重急性呼吸系统综合症冠状病毒-2 (SARS-

CoV-2) 感染的诊断、治疗和疫苗评估。CLIA 在人类医学、动物医学等各领域疾病的预防及诊断
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中的应用，离不开其自身的诸多优点。同时，其作为一种综合性的检测技术，逐渐在各个不同

的检测领域中成为分析技术中的主流技术，持续发挥着重要作用。 

1.5 研究目的和意义 

ASF 是一种危害家猪及野猪的毁灭性疾病。自 2018 年 8 月在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，目前没有有效的 ASF 疫苗，ASF 的控制必须

依靠早期、高效、准确的诊断和严格的卫生防控。因此开发一种快速、灵敏的检测ASFV抗体的

方法对于控制 ASFV 的传播至关重要。目前市场上用于检测 ASFV 抗体的试剂盒都为基于蛋白/

单抗的 ELISA 试剂盒，都具有耗时长、敏感性差的问题。因此本研究表达了 p72 重组蛋白，并

制备单克隆抗体，通过 WB、ELISA、间接免疫荧光试验以及中和试验分析单抗的生物学特性，

从而筛选出了特异性强、识别表位高度保守的单抗，并利用其建立了快速、敏感、准确的 CLIA

阻断法，为及时控制 ASFV 传播及流行病学调查提供了可靠的工具。 
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第二章 ASFV p72 单克隆抗体的制备 

p72 是 ASFV 的主要结构蛋白，该蛋白主要参与病毒衣壳的组装，在病毒吸附和入侵易感细

胞中起到重要作用。因此为了进一步了解 p72 蛋白，本研究通过对 p72 基因优化，构建 p72-

SUMO重组质粒，利用大肠杆菌表达全长 p72重组蛋白并对其进行纯化鉴定，纯化后复性的蛋白

免疫 BALb/c 小鼠，使用杂交瘤细胞融合法制备了 17 株杂交瘤细胞，并将其注入小鼠腹腔，收

集纯化腹水，共获得 17 株 p72 特异性单克隆抗体，这为进一步拓展 p72 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 

骨髓瘤细胞（SP2/0）由本实验室保存，pET-SUMO 载体质粒由本实验室保存，6-8 周龄与

10-12 周龄的 SPF 级 BALb/c 雌鼠均来自中国农业科学院兰州兽医研究所实验动物中心。 

2.1.2 主要试剂与仪器 

PEG-2000、HAT Supplement（50×）培养基、HT Supplement（50×）培养基、考马斯亮蓝

R-250 和 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 购于 Sigma，Nano Drop 紫外分光光度计、细胞培养箱、ECL 

Western Blotting Substrate 和酶标仪购于 Thermo Fisher Scientific 公司，小鼠腹水佐剂购于博奥龙

有限公司，SBA Clonotyping System-HRP 试剂盒购于 Southern Biotech 公司，咪唑、尿素和丙烯

酰胺购于上海生工生物公司， PCR 仪器购于 Bio-Rad 公司。 

2.1.3 主要试剂配制 

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，搅拌溶解后放于-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 ddH2O 定容至 20 

mL，搅拌溶解后放于-20℃保存。 

IPTG 诱导剂：称取 4.77 g IPTG，加入 ddH2O 定容至 20 mL，搅拌溶解后放于-20℃保存。 

2.2 实验方法 

2.2.1 目的基因合成 

从 GenBank 数据库（GenBank MH766894.1）中检索 p72 基因，在 5'加入酶切位点 BamHI，

3'端加入酶切位点 XbaI，并委托上海生工生物有限公司合成。 
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2.2.2 p72-SUMO 重组质粒的构建 

2.2.2.1 双酶切反应 

将 p72 基因和 pET-SUMO 载体分别用限制性内切酶 BamHI、XbaI 进行酶切，置于 37℃酶切

2 h 后，使用胶回收试剂盒进行回收备用。具体反应体系见表 2-1： 

表 2-1 双酶切反应体系 

Table 2-1 Double enzyme digestion reaction system 

组分 体积 

p72 基因/pET-SUMO 载体 2 μL 

限制性内切酶 BamHI 0.5 μL 

限制性内切酶 XbaI 0.5 μL 

Cut Smart Buffer (5×) 8 μL 

ddH2O 29 μL 

2.2.2.2 连接转化 

将胶回收后的 p72 酶切产物与载体酶切产物进行 16℃过夜连接，具体反应体系如表 2-2 所

示： 

表 2-2 连接反应体系 

Table 2-2 Linked reaction system 

组分 体积 

p72 基因 5 μL 

pET-SUMO 载体 3 μL 

T4 DNA Ligase 1 μL 

T4 DNA Ligase Buffer（10×） 1 μL 

将 2 μL 的连接产物加入到 50 μL 感受态细胞中并放置于冰上孵育 30 min。然后，在 42℃中

继续反应 60 s。再次放置于冰上继续反应 3 min，随后，加入到 500 μL 的无抗 LB 培养基振荡孵

育 45 min。最后从中吸取 100 μL，用无菌玻璃棒均匀涂抹在 Amp+抗性的 LB 琼脂板上，并在 37℃

培养箱中倒置，过夜培养。 

2.2.2.3 p72-SUMO 重组质粒的提取与双酶切鉴定 

从培养好的平板上随机挑取三个单个、颗粒较大、边缘光滑的白色菌落，接种到含有 Amp+

的 LB 培养基中，置于 37℃培养 12 h。10,000 g 离心 1 min 收菌，用小提质粒试剂盒提取 p72-

SUMO 重组质粒，具体操作参考说明书。对 p72-SUMO 重组质粒进行双酶切鉴定，将酶切后验

证正确的菌液进行保菌，具体操作为：甘油与 LB 无抗液体培养基按照 1:1 混合后高压灭菌，取
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2 mL 菌液与 2 mL 含有 50%甘油的 LB 培养基混匀，分装后放于-70℃保存备用。 

2.2.3 p72 重组蛋白的表达和纯化 

将经过验证正确的 p72-SUMO 重组质粒转入感受态细胞 BL21（DE3）中，挑取板中单个菌

落，接入 Amp+ 抗性的 LB培养基中振荡培养。加入诱导剂 IPTG，16℃振荡培养 20 h。之后，将

菌液以 5,000 rpm，离心 10 min。将菌体回收后，重悬在配制好的包涵体缓冲液中（20 mM Tris，

500 mM NaCl，10 mM EDTA，1% Triton X-100，pH 8.0），并在冰上超声，离心后，去除上清

液，将包涵体重悬于 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，并加入到Ni-NTA柱中进行纯化，纯化后用SDS-PAGE

分析洗脱蛋白的纯度。对纯化的蛋白进行透析复性。简而言之，将纯化的蛋白装入透析袋中，

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 小时。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，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，复性后的重组蛋白分装放于-20℃保存备用。 

2.2.3.1 SDS-PAGE 和蛋白免疫印迹（Western blot,  WB） 

在样品中加入蛋白上样缓冲液与之混合，加热 10 min。随后，将制备好的样品加入到 12% 

的 SDS-PAGE 凝胶中进行电泳。考马斯蓝染色液染色 10 min，加入脱色液，对凝胶上的条带进

行分析。对于 western blot，将凝胶上的蛋白质样品电转至 PVDF 膜。加入 1:200 稀释的 ASF 阳

性血清，4℃ 孵育过夜。加入 1:5000 稀释的 HRP 标记的山羊抗猪 IgG。加入显色液，使用

Odyssey CLx 成像系统扫描和分析条带。 

2.2.4 免疫动物 

将 p72 重组蛋白与等比例的弗氏完全/不完全佐剂乳化，并对小鼠（20 μg p72/只）进行免

疫，具体免疫程序如表 2-3 所示： 

表 2-3 免疫程序 

Table 2-3 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 
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2.2.5 p72 单抗的制备 

2.2.5.1 杂交瘤细胞的制备 

第4次免疫3 d后，取脾细胞与SP2/0细胞融合。具体操作为：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后，无菌取脾并将脾研碎后使用细胞筛过滤。将

SP2/0 细胞与脾细胞按 1:2 的细胞比例混匀，离心后弃上清，将细胞沉淀轻轻拍散，缓慢滴入融

合剂 PEG 1mL，再缓慢加入无抗 DMEM 培养基 25 mL，离心后弃去上清。加入含有 HAT 

Supplement DMEM 培养基将细胞沉淀重悬，并加入到铺有饲养层细胞的 96 孔板中培养。挑取阳

性细胞孔，有限稀释法亚克隆 3 次，培养 7-10 d 后收集细胞上清，用间接 ELISA 法筛选阳性细

胞孔，选取单个细胞生长的阳性孔扩大培养并冻存。 

2.2.5.2 腹水的制备与纯化 

将 0.3-0.5 mL 腹水佐剂注入 12 周龄的雌性 BALb/c 小鼠腹腔，并于 14 d 后将约 1.0×106个

杂交瘤细胞注射到小鼠腹腔内。于 9-10 d 后，腹水收集。采用亲和层析法纯化腹水，通过 SDS-

PAGE 来分析纯化后单抗的纯度。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：将稀释的单抗加入到已包被 p72 重组蛋白的 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，37℃反应 30 min。PBST 清洗 3 次，加入显色液 100 μL，37℃孵育 5 min，并使用酶标仪

测量 450 nm 的 OD 值。  

2.2.5.3 间接 ELISA （iELISA） 

将 p72 重组蛋白用 CBS 稀释至浓度为 0.25 μg/mL，4℃过夜孵育。每孔加入稀释的杂交瘤细

胞上清液或腹水单抗，37℃反应 30 min。加入 1:10000 稀释的 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG，37℃反

应 30 min。加入显色液 50 μL，37℃反应 10 min。加入终止液 50 μL，并使用酶标仪测量 450 nm

的 OD 值。 

2.3 结果  

2.3.1 p72-SUMO 重组质粒的双酶切鉴定 

p72-SUMO 重组质粒经双酶切后，可见一条大小约为 2000 bp 左右的 p72 基因条带和一条大

小约为 3000 bp 的条带，与预期相符，表明重组质粒构建成功（图 2-1）。 
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图 2-1 p72-SUMO 重组质粒双酶切鉴定 

Fig. 2-1 Identification of p72-SUMO recombinant plasmid by double enzyme digestion 

M 为 DL5000 Marker；1 为 p72-SUMO 重组质粒双酶切产物 

M is DL5000 Marker, lane 1 is a double enzyme digestion product of p72-SUMO recombinant plasmid 

2.3.2 p72 重组蛋白的表达纯化与鉴定  

p72 重组蛋白在大肠杆菌中诱导表达，SDS-PAGE 验证该蛋白的表达形式为包涵体，分子量

约为 90 kDa （p72 约为 72 kDa，载体蛋白约为 18 kDa）（图 2-2A），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 2-2B）。通过 WB 鉴定重组蛋白与 ASF 阳性血清的反应性，结果表明 p72 重组蛋

白有良好的反应性（图 2-2C）。纯化复性后的 p72 重组蛋白免疫小鼠，制备了 17 株能稳定分泌

p72 特异性抗体的杂交瘤细胞。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-2 p72 重组蛋白的表达及鉴定 

Fig. 2-2 Production and identification of the p72 recombinant protein 

A：p72 重组蛋白的表达形式，M 为蛋白 Marker，1 为诱导前的细菌；2 为诱导后的细菌，3 为超声后的细菌上清，4 为超声后的细菌沉

淀。B：p72 重组蛋白的纯化鉴定，M 为蛋白 Marker，1 为纯化前的 p72 重组蛋白，2 为纯化后的 p72 重组蛋白。C：p72 重组蛋白与

ASF 阳性血清的反应性，M 为蛋白 Marker，1 为诱导前细菌裂解物，2 为诱导后细菌裂解物 

A: Expressed form of p72 recombinant protein in E. coli. M is the protein marker, lane 1 contains the bacterial lysate before induction, lane 2 

contains the bacterial lysate after induction, lane 3 contains the supernatant after ultrasonic lysis of the bacteria, and lane 4 contains the precipitate 
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after ultrasonic lysis of the bacteria. B: Purification of the p72 recombinant protein. M is the protein marker, lane 1 contains the cell precipitate 

before purification, and lane 2 contains the purified p72 recombinant protein. C: Reactivity of p72 recombinant protein with ASF positive serum. 

M is the protein marker, lane 1 contains the pre-induction bacterial lysate, and lane 2 contains the post-induction bacterial lysate. 

2.3.3 mAb-2B8D7 单抗的纯化 

mAb-2B8D7 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，破坏了重链和轻链间的二硫键，从而产

生了分子量分别约为50 kDa的重链和25 kDa的轻链，并且由图2-3可见纯化后的单抗纯度较高，

符合后续实验的要求。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2-3 mAb-2B8D7 纯化的 SDS-PAGE 分析 

Fig. 2-3 SDS-PAGE analysis of purified mAb-2B8D7 

M 为蛋白 Marker；1 为纯化前的 mAb-2B8D7；2 为流穿液；3 为纯化后的 mAb-2B8D7 

M is protein Marker; lane 1 is mAb-2B8D7 before purification; lane 2 is flow through liquid; lane 3 is purified mAb-2B8D7 

2.3.4 17 株单克隆抗体的亚型鉴定 

17 株单克隆抗体利用 SBA Clonotyping System-HRP 试剂盒进行亚型鉴定，具体结果如表 2-4

所示。 
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表 2-4 17 株单克隆抗体的亚型鉴定 

Table 2-4 Subtype identification of 17 mAbs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

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 (FRANZONI et 

al., 2022)。因此快速准确的实验室诊断技术对于非洲猪瘟的防控至关重要。目前，p30、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。而其中的 p72 约占整个病毒粒子的

三分之一 (REVILLA et al., 2018)，是 ASFV 的主要结构成分，也同样是检测 ASFV 感染后抗体的

主要靶点  (CUBILLOS et al., 2013)。因此本研究中选取了 p72 进行制备单克隆抗体。 

目前在国内外关于表达全长 p72 重组蛋白的研究都是仅限于利用哺乳动物或昆虫等真核系统

表达 (HEIMERMAN et al., 2018; YIN et al., 2022)，从而制备 mAb，而在本研究中，通过筛选和优

化原核表达载体和 p72 基因序列，利用大肠杆菌表达系统表达全长的 p72 重组蛋白，并用其制备

mAb，其优势在于能够在较短时间内获得大量的表达产物，而且成本相对低廉。 

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

名称 H 链类型 L 链类型 

4F6D4 IgG1 Kappa 

5C9E3 IgG2a Kappa 

4E10C9 IgG1 Kappa 

2B8B9 IgG1 Kappa 

6B10E8 IgM Kappa 

2B8F7 IgG1 Kappa 

2B7B6 IgG1 Kappa 

4E10B3 IgG1 Kappa 

3D4A9 IgG2a Kappa 

6H2C5 IgG1 Kappa 

4E10B2 IgG1 Kappa 

4D4C8 IgG1 Kappa 

6D6D9 IgG1 Kappa 

2C9D6 IgG1 Kappa 

5C9D6 IgG1 Kappa 

2B8D7 IgG1 Kappa 

4F6B8 IgG2b Kappa 
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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，单克隆抗体

识别的中和表位能够起到中和病毒的作用。作为中和抗体，中和抗体能够提高攻毒后猪的存活

率，且存活率与产生的中和抗体的水平呈正相关 (SILVA et al., 2022)。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% (ZSAK et al., 1993)。这可能

与 ASFV 感染后，由非中和抗体导致的 ADE 效应有关 (ESCRIBANO et al., 2013)。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，对抗病毒策略的开发至关重要。 
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第三章 ASFV p72 表位的鉴定及初步应用 

ASF 是一种引起猪高度致死性、出血性的病毒性疾病，在中国和其它地方造成严重损失。

开发 ASFV 疫苗和诊断技术对于预防和控制非洲猪瘟的传播至关重要。ASFV p72 蛋白具有高度

的免疫原性和反应性，是 ASF 疫苗和诊断研究中的优势抗原。本研究共获得 17 株 p72 单克隆抗

体（mAbs），这些单克隆抗体未表现出显著的中和能力。IFA 和 WB 结果显示，除三株单克隆

抗体（3D4A9、5C9E3、2C9D6）与 ASFV 反应性较差，其余单克隆抗体均与 ASFV 反应性较好。

通过在大肠杆菌中表达的一系列重叠肽进行表位鉴定，结果表明这些单克隆抗体共识别 7个线性

B 细胞表位（表位 1-7）。其中表位 1（249HKPHQSKPIL258），表位 2（69PVGFEYENKV77），

表位 5（195VNGNSLDEYSS205）和表位 7（223GYKHLVGQEV233）在之前的研究中从未被报道。

序列比对分析表明所鉴定的抗原表位高度保守。为了验证可以用于 p72抗体检测的单抗，我们用

已知的阳性和阴性血清进行初步筛选，最终确定 mAb-2B8D7 具有很好的诊断效果。本研究结果

为 ASFV p72 的抗原表位提供了新的见解。 

3.1 材料 

3.1.1 质粒、细胞 

pGEX-4T-1和 pET-28a载体质粒均由本实验室保存。ASFV/II/CN/SC/2019菌株保藏于中国农

业科学院兰州兽医研究所 P3 生物安全实验室。根据 Carrascusa 等 (CARRASCOSA et al., 1982)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。ASFV 标准阳性血清购自

中国兽医药品监察所。 

3.1.2 主要实验试剂与仪器 

限制性内切酶 BamHI、XhoI 购于北京 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 / RNA Extraction Kit 和 Pro Taq HS 

Premix Probe qPCR Kit 购于湖南 ACCURATE BIOLOGY 公司，M16000B 倒置显微镜购于德国

Leica 公司。 

3.2 实验方法 

3.2.1 间接免疫荧光法 (IFA) 

将 PAMs 细胞以 1.0×106个细胞接种于 24 孔细胞板中，用含 15% FBS 的 RPMI-1640 培养基

培养。培养 12 h 后，用 ASFV/II/CN/SC/2019 感染 PAMs 细胞 72 h，感染复数 MOI=0.1。4%多聚

甲醛放于 4℃固定 1 h。PBS 洗涤 3 次，用 0.25% Triton X-100 室温透膜 10 min。之后用 5% BSA 

37℃封闭 2 h，将细胞与 1:10 稀释的杂交瘤上清液混合孵育 1 h。分别加入 1:1000 稀释 TRITC 标

记的山羊抗鼠和抗猪 IgG 并于 37℃孵育 1 h。使用倒置荧光显微镜 M16000B 观察细胞。 
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3.2.2 p72 肽片段的表达  

为了定位 17种单克隆抗体识别的表位，基于全长 p72基因设计了一系列重叠肽（图 3-1）。

合成了 81个基因（S1-S81），所有基因序列见表 A-1－A-3。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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3-1 p72 重叠片段示意图 

Fig. 3-1 Diagram of overlapping fragments of p72 

图 A中 Grp1 代表 13 个基于全长 p72 截短的重叠肽（p72-1–p72-13）。图 B 中 Grp 2（Grp1 中以红色标出）代表四个短肽（p72-2、

p72-4、p72-5、p72-6）的截短方式；Grp3（在 Grp1 中以蓝色标出）代表两个重叠短肽（p72-45，aa 192-205；p72-56，aa 245-260）的

截短方式 

A: Grp1 comprises 13 overlapping peptides (p72-1 to p72-13) based on full-length p72. B: Grp2 (marked in red in Grp1) comprises the truncation 

mode of four peptides (p72-2, p72-4, p72-5, and p72-6). Grp3 (marked in the blue in Grp1) comprises the truncation mode of two overlapping 

peptides (p72-45, amino acids 192 to 205; p72-56, amino acids 245 to 260). 

3.2.3 序列比对 

为了验证不同 ASFV 基因型中 7 个表位的保守性，使用 Clustal W 对来自 9 种不同基因型的

27 个分离株的代表序列进行比对，以确定这些表位中是否发生突变。 
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3.2.4 SDS-PAGE 和 WB 

方法如第二章 2.2.3.1 所示。 

3.2.5 中和试验 

将 PAMs 细胞调整至 1×106个/mL 并铺到 24 孔培养板中，培养基为含有 15% FBS 的 RPMI-

1640，37℃ 5% CO2 培养箱中培养 12 h。将纯化后的单抗稀释至 5 μg/mL 与 ASFV CN/SC/2019

（200 TCID50）混合，并在 4℃下孵育过夜。将病毒和单抗的混合物接种到含有 PAMs 细胞中。

孵育 1 h 后，弃去混合物，用 PBS 洗涤 3 次，加入含 5% FBS 的 RPMI-1640 培养基，培养 72 h。

将其反复冻融 3 次，使用病毒基因组提取试剂盒提取各孔的 ASFV 基因组，并进行 qPCR 扩增。 

使 用 灭 活 的 ASFV CN/SC/2019 作 为 模 板 ， 使 用 上 下 游 引 物 p72-F（5′-

GGAATTCCATATGGCATCAGGAGGAGC-3′） 和 p72-R（5′-

CCGCTCGAGTTCTTAAACCCCGCAAAT-3′）进行 PCR 扩增 (ZHANG et al., 2021a)。PCR 扩增

产物和 pET-28a 载体经 BamHI 和 XhoI 酶双酶切后，构建 p72-pET28a 重组质粒。选取重组质粒

浓度梯度为 101-108 Copies/μL，以此为模板进行 qPCR 扩增，使用线性回归分析重组质粒浓度的

对数值和 Ct值，从而建立标准曲线，之后根据 Ct值及建立的标准曲线计算出各样本中 B646L基

因的拷贝数。病毒中和率（%）计算如下:  

3.2.6 竞争 ELISA (cELISA) 

为了验证 17 种单克隆抗体在诊断中可行性，用 cELISA 进行了初步筛选。简而言之，在 96

孔板中包被 p72 重组蛋白，用 CBS 稀释至最终浓度为 0.125-8 μg/mL，4℃包被过夜。用 5%脱脂

奶粉进行封闭，37℃封闭2 h。加入1:5-1:640稀释的ASF标准阳性和阴性血清，37℃下反应1 h。

PBST 洗 3 次，加入 1:1000–128000 稀释的单克隆抗体，37℃反应 30 min。加入 1:10000 稀释的

HRP 标记山羊抗鼠 IgG，37℃反应 30 min。加入 50 μL TMB 底物溶液，37℃孵育 10-15 min，再

加入 50 μL 2M H2SO4终止反应，并使用酶标仪测量 450 nm 下的 OD 值。通过使用最佳抗原包被

浓度、单克隆抗体稀释度和血清稀释度，计算阴性血清与阳性血清的比值（N/P）。N/P 比值越

大表明 ASFV 感染血清能够更好地阻断单克隆抗体与 p72 蛋白的结合。 

3.3 结果 

3.3.1 17 株单克隆抗体的反应性 

IFA 结果显示了所有 17 株单克隆抗体与 ASFV 的反应性。其中，3 株单克隆抗体（3D4A9，

5C9E3 和 2C9D6）与 ASFV 的反应性较差（图 3-2）。我们通过 WB 进一步验证了这 17 株单克

隆抗体与 ASFV 感染 PAMs 细胞的反应性。结果显示，4 株单克隆抗体（2B8B9，5C9D6，

4E10C9和 6D6D9）与ASFV高度反应，而 3株单克隆抗体（3D4A9，5C9E3和 2C9D6）与ASFV
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不反应（图 3-3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-2 间接免疫荧光试验（IFA）中 17 种单克隆抗体的反应性 

Fig. 3-2 Reactivity of 17 mAbs in the indirect immunofluorescence assay (IFA)  

阳性对照为 ASF 阳性血清，未感染的 PAMs 作为阴性对照 

The positive control was ASF positive serum, and uninfected PAMs was used as the negative control  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-3 WB 初步鉴定 17 株单克隆抗体与 ASFV 的反应性 

Fig. 3-3 Reactivity of 17 mAbs against ASFV was preliminarily identified by WB 

3.3.2 表位的表达与鉴定 

为了鉴定 17 株单克隆抗体识别的表位，使用大肠杆菌表达系统表达了一系列跨越 p72 全长 

（1-646 aa）的 13 个重叠肽片段（p72-1、p72-2、p72-3、p72-4、p72-5、p72-6、p72-7、p72-8、
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p72-9、p72-10、p72-11、p72-12 和 p72-13），并通过 WB 进行分析。结果表明识别的表位分别

位于肽片段 p72-2（6H2C5）、p72-4（2C9D6）、p72-5（4F6D4）、p72-45（3D4A9）、p72-6

（2B8F7、2B8B9、6D6D9、2B7B6、5C9E3、5C9D6和 2B8D7）以及 p72-56（4E10B3、4E10C9、

4F6B8、4D4C8、4E10B2 和 6B10E8)（图 3-4A）。为了进一步确定这些单克隆抗体的定位，我

们表达了一系列基于 p72-2（分九段）、p72-4（分九段）、p72-5（分九段）、p72-45（分五

段）、p72-6（分九段）和 p72-56（分五段）的重叠肽，分别与单克隆抗体反应。结果显示

3D4A9的识别表位为 195VNGNSLDEYSS205，2B8F7和2B8B9识别的表位为 271TNPKFLSQHF280，

6D6D9、2B7B6、5C9E3、5C9D6和 2B8D7识别的表位为 281PENSHNIQTA290，4E10B3、4E10C9、

4F6B8、4D4C8、4E10B2 和 6B10E8 识别的表位为 249HKPHQSKPIL258（图 3-4B）。其余三株单

抗（6H2C5、2C9D6、4F6D4）识别的表位氨基酸序列较长，因此我们通过从 N-或 C-末端连续

缩短两个或三个氨基酸。WB 结果表明，6H2C5 识别的表位为 69PVGFEYNKV77、2C9D6 识别的

表位为 158VDPFGRPIV166和 4F6D4 识别的表位为 223GYKHLVGQEVS233（图 3-4B 和 3-4C）。此

外，通过使用 PyMOL 软件将这 17 株单克隆抗体识别的表位显示在 ASFV p72蛋白的结构（图 3-

5）。 
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图 3-4 17 株单克隆抗体识别表位的绘制 

Fig. 3-4 Chromatograms of 17 mAbs recognition epitopes 

图 A 为基于全长 p72 截短的 13 个重叠肽（p72-1–p72-13）与 17 株单克隆抗体的反应性。图 B 为基于 6 个肽片段（p72-2、p72-4、p72-

5、p72-45、p72-6 和 p72-56，具有图 5A 所示的反应性）截短的重叠肽与 17 株单克隆抗体的反应性。图 C 为了进一步确定 3 种单克隆

抗体（6H2C5，2C9D6 和 4F6D4）识别的表位，肽片段（72-2-45，72-4-23 和 72-5-7）的 N-或 C-末端依次减去 2 或 3 个氨基酸，并分

别与这 3 种单克隆抗体反应 
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A: The reactivity of 13 overlapping peptides (p72-1 – p72-13) truncated based on full-length p72 with 17 mAbs. B: The reactivity of truncated 

overlapping peptides based on six peptide fragments (p72-2, p72-4, p72-5, p72-45, p72-6 and p72-56, which have reactivities identified in Figure 

5A) with 17 mAbs. C: To further define the epitopes identified by the 3 mAbs (6H2C5, 2C9D6, 4F6D4), the N- or C-terminus of the peptide 

fragments (72-2-45, 72-4-23, 72-5-7) were sequentially subtracted by 2 or 3 amino acids and reacted with these 3 mAbs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-5 17 株单克隆抗体识别表位在 ASFV p72 蛋白结构中的定位 

Fig. 3-5 Localization of epitopes recognized by 17 mAbs in the structure of ASFV p72 protein 

3.3.3 保守性分析 

来自 9种基因型的 27个 ASFV分离株的序列比对显示，本研究中获得的 17 株单克隆抗体识

别的 7 个表位高度保守（图 3-6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-6 17 株单克隆抗体识别的表位与不同 ASFV 基因型分离株序列对比 

Fig. 3-6 Sequence comparison of phenotypes identified using the 17 mAbs with different ASFV genotypic isolates 
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3.3.4 中和试验 

标准曲线线性方程：y = -2.9401x+34.956（R = 0.9923）（图 3-7A）。将识别七种表位的七

种单克隆抗体（分为四组）与 ASFV（200 TCID50）共同孵育，并接种到 PAMs 中。根据 Ct 值及

建立的标准曲线计算出各样本中 B646L 基因的拷贝数，每组重复 3 次，数据用平均值±标准差表

示，组间差异的显著性用 GraphPad Prism 软件计算 (ZHANG et al., 2021a)，P > 0.05 表示无差异

（NS）。结果显示ASFV-mAbs与ASFV阴性对照之间的 p72基因的拷贝数无差异（P > 0.05），

说明本研究获得的单克隆抗体对 ASFV 病毒没有显著的中和能力（图 3-7B）。 
 

图 3-7 7 株单克隆抗体对 ASFV 感染 PAMs 细胞的中和活性 

Fig. 3-7 Neutralizing activity of 7 mAbs against ASFV-infected PAMs cells 

图 A 为质粒浓度对数值与 Ct 值线性回归。图 B 为组 1-4 中 B646L 基因的拷贝数。组 1 为 mAbs 6D6D9（识别表位 3）+ 2B8F7（识别

表位 6）和 ASFV CN/SC/2019（200 TCID50）的混合液。组 2 为 mAbs 4F6D4（识别表位 4） + 2C9D6（识别表位 7）和 ASFV 

CN/SC/2019（200 TCID50）的混合液。组 3 为 mAbs 4E10B3（识别表位 1） + 6H2C5（识别表位 2）和 ASFV CN/SC/2019（200 

TCID50）的混合液。组 4 为 mAb 3D4A9（识别表位 5）和 ASFV CN/SC/2019（200 TCID50）的混合液。 

A: Linear regression between the logarithmic value of plasmid concentration and Ct. B: The number of copies of B646L gene was measured in 

group 1-4. Group 1 is the mixture of mAbs 6D6D9 (identify epitope 3) + 2B8F7 (identify epitope 6) and ASFV CN/SC/2019 (200 TCID50). 

Group 2 is the mixture of mAbs 4F6D4 (identify epitope 4) + 2C9D6 (identify epitope 7) and ASFV CN/SC/2019 (200 TCID50). Group 3 is the 

mixture of mAbs 4E10B3 (identify epitope 1) + 6H2C5 (identify epitope 2) and ASFV CN/SC/2019 (200 TCID50). Group 4 is the mixture of 

mAb 3D4A9 (identify epitope 5) and ASFV CN/SC/2019 (200 TCID50).  

3.3.5 单克隆抗体的初步应用 

为确定 17 株单克隆抗体是否可用于诊断，在抗原包被浓度为 0.25 μg/mL、杂交瘤细胞上清

液稀释为 1:5、血清稀释为 1:10 的条件下检测标准阴阳性血清，根据其 N/P 比值进行初步筛选

（图 3-8A），实验结果表明只有四种单克隆抗体（2B8D7、2B8F7、2B7B6 和 5C9D6）的 N/P

值> 7。为了进一步优化反应条件，我们对最佳包被抗原浓度、血清稀释度和四种单克隆抗体的

最佳稀释度进行逐步优化（图 3-8B、C 和 D）。在最佳抗原包被浓度 1 μg/mL，最佳血清稀释度
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为 1:5，单抗浓度为 0.6 μg/mL，单抗 2B8D7 的 N/P 值最高（N/P 为 8.5）。因此选择 mAb-

2B8D7 验证诊断的可行性。在上述最佳条件下，检测背景清楚的 6 份阳性血清和 1 份阴性血

清。使用以下公式计算每份样品阻断率： 

抑制百分比（PI）=[1 –（待检样本 OD 450/标准阴性 OD450）] × 100%。 

结果显示：6 份阳性血清的 PI 值分别为 93.56%、95.13%、92.61%、91.25%、90.15%、

88.63%，阴性血清的 PI 值为 9.34%。初步表明，mAb-2B8D7 能够区分阴性血清和阳性血清。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-8 用于 ASFV 诊断的单克隆抗体筛选 

Fig. 3-8 Screening of mAbs for ASFV diagnosis 

图 A 为在抗原包被浓度 0.25 μg/mL、杂交瘤细胞上清液稀释液 1: 5、血清稀释度 1: 10 的相同条件下，根据 N/P 比值对 17 株单克隆抗

体进行初步筛选。图 B 为所选四种单克隆抗体在不同包被浓度下的 N/P 值。图 C 为在最佳包被浓度条件下（2B8D7 和 2B8F7 为

1μg/mL，2B7B6 和 5C9D6 为 0.5μg/mL），四种单克隆抗体在不同血清稀释度下的 N/P 值。图 D 为在抗原最佳包被浓度（2B8D7 和

2B8F7 为 1μg/mL，2B7B6 和 5C9D6为 0.5μg/mL）和血清最佳稀释度（1:5）条件下，4 种单克隆抗体在不同稀释度下的 N/P 值。 

A: The 17 mAbs were preliminarily selected based on their N/P ratios in the same conditions of antigen coating concentration of 0.25 μg/mL, 

hybridoma cell supernatant dilution of 1: 5, and serum dilution of 1: 10. B: N/P ratios of the four selected mAbs at different coating 

concentrations. C: N/P ratios of the four mAbs at different dilutions of sera in the condition of optimum coating concentrations (1 μg/mL of 

2B8D7 and 2B8F7, 0.5 μg/mL of 2B7B6 and 5C9D6). D: N/P ratios of the four mAbs at different dilutions in the condition of optimum coating 

concentrations of antigens (1 μg/mL of 2B8D7 and 2B8F7, 0.5 μg/mL of 2B7B6 and 5C9D6) and optimum serum dilution (1:5). 

3.4 讨论 

ASFV 在全球已有 100 多年的历史 (GAUDREAULT et al., 2020)。然而，目前仍没有商业化的



中国农业科学院硕士学位论文                                                                        第三章 ASFV p72 表位的鉴定及初步应用 

29 
 

疫苗。提高生物安全水平仍然是预防和控制 ASF 的主要手段 (DANZETTA et al., 2020)。p72 具有

良好的反应性和免疫原性，而且它是受感染猪中最常检测的抗体之一 (LI et al., 2022; LIU et al., 

2019)，以及亚单位疫苗的主要靶标之一 (CADENAS-FERNáNDEZ et al., 2020; LOKHANDWALA 

et al., 2016; LOPERA-MADRID et al., 2017)。鉴定 p72 蛋白的表位将有助于开发 ASF 亚单位疫苗

和血清学诊断，并可拓展当前对抗原结构和病毒-抗体相互作用的理解。 

为了获得更全面的单克隆抗体和绘制 p72的表位图谱，本研究采用原核系统表达全长 p72 蛋

白，对小鼠进行免疫。使用获得的 17 个单克隆抗体鉴定得到了 7 个线性 B 细胞表位（表位 1-

7）。mAb 2C9D6 识别的表位 4（158VDPFGRPIV166）、mAbs 2B8F7 和 2B8B9 识别的表位 6

（271TNPKFLSQHF280）、mAbs 6D6D9、2B7B6、5C9E3、5C9D6 和 2B8D7 识别的表位 3

（281PENSHNIQTA290)，这三个表位与 Heimerman 等 (HEIMERMAN et al., 2018) 的研究结果相似

（156TLVDPFGRPI165、265QRTCSHTNPKFLSQHF280、 和 280FPENSHNIQTAGKQD294） ，mAb 

6H2C5 识别的表位 2（69PVGFEYENKV77）、mAb 4F6D4 识别的表位 7（223GYKHLVGQEV233）、

mAb 3D4A9 识别的表位 5（195VNGNSLDEYSS205）以及 mAbs 4E10B3、4E10C9、4F6B8、

4D4C8、4E10B2和 6B10E8识别的表位 1（249HKPHQSKPIL258），这四个表位在以前的研究中还

从未报道过。 

中和试验表明这七类单克隆抗体未显示出显著的中和能力。此外，在 Yin 等 (2022) 的研究

中，识别四种线性表位的四种单克隆抗体也没有中和能力 (YIN et al., 2022)。但是，在 Borca

等 (BORCA et al., 1994) 的研究中，识别 p72 上构象表位的 mAb 135D4 具有部分中和能力。此外，

在 Wang 等 (WANG et al., 2021d) 研究中发现 p72 顶体冠部的暴露区 1（ER1）和 ER2 朝向衣壳外

部，这可能有助于形成构象表位；同一亚单位内 ER3 和 ER4 的 β-链构成一个四链 β-片，形成

p72 顶体的头部，这可能是另一个构象表位，这四个 ER 区可能存在中和表位 (WANG et al., 

2021d)。而本研究中鉴定的 7 个表位均为线性表位，可能是因为我们用于免疫小鼠的 p72 蛋白是

非天然重折叠结构蛋白。 

17 株单克隆抗体识别的表位在 ASFV 不同基因型中高度保守。因此，我们初步评估了这些

单克隆抗体在诊断中的应用。结果显示，mAb-2B8D7 的 N/P 值最高，能特异性区分阳性血清和

阴性血清，说明该单克隆抗体在诊断方法中的潜力。mAb-2B8D7 可进一步用于磁微粒化学发光

免疫分析的开发，实现未来的自动化、高通量、快速检测 (FENG et al., 2014; FU et al., 2018; 

ZHANG and QI, 2011)。 

综上所述，本研究制备了 17 株特异性单克隆抗体，但是这些单克隆抗体并无显著的中和能

力。共鉴定了 7 个线性 B 细胞表位（表位 1-7），其中四个线性表位（表位 1、2、5 和 7）是鉴

定的新表位。这些表位在 9 种 ASFV 基因型中均高度保守。此外，还筛选了识别表位 3 的 mAb-

2B8D7 (HEIMERMAN et al., 2018)，并证明了其在 cELISA 中的潜在价值。这些结果为进一步研

究 p72 表位和磁微粒化学发光免疫分析提供了坚实的基础。 
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第四章 针对 ASFV p72 单克隆抗体化学发光法的建立 

非洲猪瘟（ASF）是由一种高传染和致死性病毒性疾病，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，因此快速、准确、灵敏的实验室检测技术对于

ASF的防控至关重要。但是由于近年来ASFV毒株毒力减弱，针对核酸或蛋白质的诊断不易检测

ASFV 感染，因此特异性抗体检测对于 ASFV 的诊断至关重要。在本研究中我们开发了一种检测

ASFV p72 抗体的单抗阻断 CLIA 法。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 40%，诊断敏感性（Dsn）为 100%，诊断特异性（Dsp）为 99.5%。在灵敏度评价中，该方

法比商品化 ELISA试剂盒灵敏度更高。同时，使用 p72 CLIA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，结果显示该方法比商品化试剂盒准确率更高。 

4.1 材料 

4.1.1 实验试剂及仪器 

化学发光板购于美国 Thermo Fisher Scientific 公司，血清稀释液购于济南百迪泰公司，碳酸

盐缓冲液购于北京索莱宝公司，化学发光液购于北京科跃中楷生物技术有限公司，脱脂奶粉购

于 美国 BD-Pharmingen 公司，非洲猪瘟阻断试剂盒购于青岛立行见远生物科技有限公司。化学

发光仪和细胞恒温培养箱购于美国 Thermo Fisher Scientific 公司。 

4.1.2 血清样本 

标准阳性血清：购于中国兽医药品监察所。 

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。 

已知背景清楚的血清：来自本实验室 2018 年从中国两个养猪场（甘肃天水秦安和庄浪）采

集了 432份猪血清，由于 2018年之前中国没有发生过 ASF疫情暴发，这些血清被认为是 ASF阴

性猪血清，并用于确定 p72-CLIA 的 Cut-off 值和诊断特异性。68 份阳性血清来自感染的猪，这

些血清样本用于确定 Cut-off 值、诊断敏感性。40 份血清来自田间感染后的猪血清；66 份血清来

自临床阴性的猪血清，用于比较 p72-CLIA 与商品化阻断试剂盒的符合率。 

4.2 实验方法 

4.2.1 p72-CLIA 

4.2.1.1 p72-CLIA 检测条件的优化 

利用棋盘滴定法优化抗原包被浓度、血清稀释度以及酶标单抗浓度。简而言之，在 96 孔化

学发光板中包被 p72 重组蛋白，用 CBS 稀释至最终浓度为 0.5 μg/mL、1 μg/mL、2 μg/mL，4℃

包被过夜。用 3% BSA 进行封闭，37℃封闭 2 h。加入 1:5、1:10、1:20、1:40 稀释的 ASF 标准阴

阳性血清，37℃反应 1 h。加入 0.25 μg/mL、0.5 μg/mL、1 μg/mL 稀释的酶标单抗 2B8D7-HRP，
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37℃反应 30 min。PBST 洗 3 次后，加入化学发光液，37℃反应 5 min，并使用化学发光仪检测

化学发光值。 

4.2.1.2 p72-CLIA 两步反应时间的优化 

使用最佳包被抗原浓度、血清稀释度以及单抗稀释度，进行两步反应时间优化。简而言之，

在 96 孔化学发光板中包被 p72 重组蛋白，用 CBS 稀释至最终浓度为 1 μg/mL，放于 4℃包被过

夜。加入 1:5 稀释的 ASF 标准阴阳性血清，每板三个重复孔，37℃反应 10 min、20 min、30 min、

40 min、50 min、1 h。PBST 洗 3 次，加入 1:1000稀释的酶标单抗 2B8D7-HRP，37℃反应 10 min、

20 min、30 min、40 min、50 min、1 h。PBST 洗 3 次后，加入化学发光液，37℃反应 5 min，并

使用化学发光仪测量发光值。 

4.2.2 p72-CLIA 检测血清样本  

将 p72 重组蛋白用 CBS 稀释为终浓度 1 μg/mL，4℃过夜。用 3% BSA 进行封闭，37℃封闭

2 h，拍干后抽真空，放于 4℃保存备用。使用上述优化的最佳检测条件检测 ASF 阴性血清（432

份）和 ASF 阳性血清（68 份）。具体操作为：取出包被好 p72 抗原的化学发光板，加入在 U 型

稀释板按 1:5稀释的待检血清和标准阴阳性血清，37℃反应 20 min。加入 1:1000稀释的酶标单抗

2B8D7-HRP，37℃孵育 20 min。PBST 洗 3 次后，加化学发光液，37℃反应 5 min，并使用化学

发光仪测量发光值。 

4.2.3 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，使用公式计算阻断率： 

阻断率（PI）=[1-(测试样品 CLIA/标准阴性平均 CLIA 值)] × 100%。使用 MedCalc 软件作

（ROC）曲线分析，来确定 Cut-off 值、Dsp 和 Dsn。为确保检测的有效性，需满足以下条件： 

标准阴性血清的化学发光值应≥10,000,000 

标准阳性血清的阻断率（PI）≥95% 

4.2.4 p72-CLIA 与商品化试剂盒检测性能对比 

使用 p72-CLIA 和商品化阻断试剂盒分别检测感染后猪血清和临床健康的猪血清，比较这两

种检测方法的准确性和符合率。 

4.2.5 p72-CLIA 灵敏度、重复性、交叉反应性实验 

灵敏度：将 ASFV 标准阳性血清按 1:2 – 1:4096连续 2倍稀释，采用 p72-CLIA法和商品化阻

断试剂盒同时检测 PI 值。PI 值超过 Cut-off 值时血清的最高稀释度为检测的灵敏度。 

重复性：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包被的板在不同的

时间里对六份具有不同 PI 值的血清样品进行三个重复进行评估。根据化学发光值计算变异系数

（CV），计算公式如下：。 
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交叉反应性：开发的 p72-CLIA 对七种针对其他猪病毒（PCV2、PPV、FMDV、PRRSV、

PDCOV、CSFV、PEDV）的血清进行检测，以分析其特异性。 

4.3 结果 

4.3.1 p72-CLIA 的最佳检测条件 

根据棋盘滴定法结果以及信噪比，确定最佳反应条件为：最佳抗原包被浓度为 1 μg/ml，最

佳血清稀释度为 1:5，最佳酶标单抗浓度为 0.5 μg/ml（图 4-1），最佳反应时间为 20 min+20 min

（图 4-2）。在这些最佳条件下，标准阳性血清的化学发光值为 362850，标准阴性血清发光值为

382200000，阻断率为 98.55%。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-1 棋盘滴定法优化抗原包被浓度和血清稀释度 

Fig. 4-1 Optimization of antigen coating concentration and serum dilution by chessboard titration  

N 为阴性血清样本，P 为阳性血清样本 

N represents a negative serum sample, P represents a positive serum sample 
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图 4-2 反应时间的优化 

Fig. 4-2 Optimization of reaction time 

4.3.2 p72-CLIA Cut off 值、Dsn、Dsp 的确定 

使用上述优化的最佳条件来检测已知背景清楚的 432 份阴性猪血清和 58 份阳性猪血清，作

ROC 曲线（图 4-3A）和背景交互点图（图 4-3B）来确定 Cut off 值、Dsn 和 Dsp。结果显示当

Cut-off 值为 40%时，Dsn 为 100%，Dsp 为 99.5%。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-3 p72-CLIA Cut-off 值的确定 

Fig. 4-3 Determination of the Cut-off value for the p72-CLIA 

图 A 为 ROC 曲线，图上的每个点代表特定阈值下的 Dsn 和 Dsp；图 B 为背景交互点图，0 为阴性血清样本，1 为阳性血清样本 

A is the ROC curve, with each point on the graph representing the Dsn and Dsp at a specific threshold; B is a background cross-point plot, 0 

represents a negative serum sample and 1 represents a positive serum sample 

 4.3.3 p72-CLIA 与商品化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 p72 CLIA 和 商品化阻断试剂盒的诊断性能。结果如表
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4-1 所示，p72 CLIA 符合率为 100%，而商品化试剂盒符合率为 92.5%。 

表 4-1 p72-CLIA 与商品化试剂盒符合率对比 

Table 4-1 Comparison of coincidence rates of p72-CLIA and commercial kit 

样本来源 样本数量 
p72-CLIA 商品化阻断试剂盒 

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 40 40 0 100% 37 3 92.5% 

阴性猪血清 66 0 66 100% 0 66 100% 

4.3.4 p72-CLIA 灵敏度、重复性、特异性实验 

使用 2 倍连续稀释的标准阳性猪血清样品测定 p72 CLIA 的灵敏度，并与商品化阻断试剂盒

进行比较（图 4-4）。结果显示 p72 CLIA 检测限为 1:2,048；商品化阻断 ELISA 盒的检测限为 

1:1,024。因此，结果表明 p72-CLIA 比商业试剂盒的灵敏度更高。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-4 p72-CLIA 与商品化试剂盒灵敏度的对比 

Fig. 4-4 Comparison of sensitivity between p72-CLIA and commercial kit 

通过检测六份猪血清，p72 CLIA 的批内变异系数 (CV) 从 1.2% ~14% 不等，批间 CV 从 

3.6%~14% 不等。由于所有 CV 值均≤14%，该测定显示出良好的重复性（表 4-2）。 
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表 4-2 p72-CLIA 的批内重复性和批间重复性 

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

为了评估已建立的 p72-CLIA 的特异性，测试了七种针对其他病毒（PCV2、PPV、FMDV、

PRRSV、PDCOV、CSFV、PEDV）。结果显示 ASFV 阳性血清的 PI 值约为 99.4%，而其它非特

异性阳性血清的 PI 值范围为 1.44% ~ 31.6%，PI 值明显小于 Cut-off 值，表明开发的 p72-CLIA 与

这些病毒感染血清无交叉反应。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-5 p72-CLIA 检测八种猪病毒的 PI 值 

Fig. 4-5 PI values of eight porcine viruses after p72-CLIA detection 

 

4.4 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。因此，快速

准确的实验室诊断技术为及早发现并控制 ASFV的传播至关重要。近年来，由于 ASFV基因组的

高突变率，天然突变株表现出低毒力和高传播性 (SUN et al., 2021)，使针对核酸或蛋白的诊断准

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 3.35 0.46 13 3.82 0.54 14 

2 3.84 0.53 13.8 4.87 0.59 12 

3 18.56 0.84 4.5 11.05 0.79 7.1 

4 15.92 1.78 11.2 10.44 1.02 9.7 

5 98.52 3.57 3.6 97.45 1.15 1.2 

6 23.33 3.27 14 27.18 0.80 2.9 
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确性逐渐降低。因此，特异性抗体的检测对 ASFV 诊断至关重要。 

目前研究中已经开发了多种用于检测 ASFV 特异性抗体的血清学诊断技术，如 ELISA (LV et 

al., 2021; ZHAO et al., 2022)、免疫印迹 (KAZAKOVA et al., 2017)、间接免疫过氧化物酶试验 

（IPT） (CARMINA et al., 2022)和横向流动试验（LFT） (ZHU et al., 2021)等。其中 ELISA 是当

前最常用的血清学检测方法，而且也是 OIE 推荐使用的方法，但它存在耗时长和容易出现假阳

性等的缺点 (GAUDREAULT et al., 2020)。而化学发光法由于其反应时不需要任何外置光源，不

受背景杂散光的干扰，并且该方法的灵敏度高、特异性强、方法简便快速以及容易实现自动化。 

对于理想的诊断候选靶标，Kollnberger 等 (KOLLNBERGER et al., 2002) 鉴定了 ASFV 的几

种免疫原性蛋白，包括结构蛋白和非结构蛋白。其中，p72 被认为是抗体检测的候选靶标之一。

并且由于其高度免疫原性，它被广泛用作开发诊断方法中的抗原 (CAIXIA et al., 2022; GENG et 

al., 2022; WAN et al., 2022)。基于 p72 的检测方法是目前市场上最灵敏的检测技术 (WANG et al., 

2021b)。 

因此，在本研究我们利用 mAb-2B8D7，开发了一种快速、准确检测 ASFV 抗体的化学发光

免疫法（p72-CLIA）。p72-CLIA通过检测已知背景的猪血清，确定了 Cut-off值为 40%时，诊断

敏感性（Dsn）为 100%，诊断特异性（Dsp）为 99.5%，比商品化阻断试剂盒的灵敏度和准确率

更高。由于目前市场上商品化的 ELISA 试剂盒检测需要较长时间，如 INgezim PPA COMPAC 

ELISA 及立行见远阻断试剂盒，检测需要 1 h 30 min。近 20年来，化学发光法作为最新的标记技

术在兽医诊断中得到了广泛的应用。纳米诊断技术尤其是针对量子点的诊断技术在人医中受到

了广泛关注。近年来，人们开始将生物标志物（如蛋白质、基因和化学发光剂）标记到纳米材

料表面来提高化学发光的灵敏度 (PERVEEN et al., 2023)，并通过与侧流免疫测定（LFA）结合用

于现场的即时检测（POCT） (WANG et al., 2021a)。这为之后进一步发展 ASFV 的快速现场诊断

提供了新参考。 

总之，本研究基于 p72 mAb-2B8D7 开发了一种阻断 CLIA 方法，可以快速准确的检测针对

ASFV p72 的抗体。与传统的 ELISA 相比，该方法只需 45 分钟即可完成检测，而且，该方法还

显示出了良好的 Dsn、Dsp 和重复性。因此，p72-cCLIA 为大规模筛查感染 ASFV 的猪并及时控

制 ASFV 的传播提供了有利的工具。 
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第五章 全文结论 

1、成功构建重组质粒 p72-SUMO，并成功表达及纯化了 p72 重组蛋白。 

2、将纯化的 p72蛋白免疫小鼠，最终获得 17 株能稳定分泌 p72 特异性抗体的单克隆抗体。 

3、对 17 株单克隆抗体进行生物学特性分析，中和实验结果表明 17 株单克隆抗体并无显著

的中和能力，共鉴定得到 7 个高度保守的线性 B 细胞表位，分别为 195VNGNSLDEYSS205、

271TNPKFLSQHF280、281PENSHNIQTA290、249HKPHQSKPIL258、69PVGFEYNKV77、

158VDPFGRPIV166和 223GYKHLVGQEVS233。 

4、基于 p72 mAb-2B8D7 建立了快速检测非洲猪瘟病毒 p72 抗体的阻断化学发光法，该方法

的 Cut-off 值为 40%，Dsp 为 99.5%，Dsn 为 100%，具有较好的灵敏性、重复性及准确率，且与

商品化试剂盒相比，检测时间较短，全程只需 45 min。
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附录 A 

p72 基因： 

5’-

ATGGCTTCAGGGGGAGCATTTTGTCTAATAGCGAATGATGGTAAGGCAGATAAGATCATCCTT

GCCCAAGACCTGTTGAATAGCCGTATCTCTAACATCAAGAACGTCAATAAAAGCTATGGCAA

ACCGGACCCGGAACCGACGCTGTCCCAAATTGAGGAAACCCATCTGGTGCATTTTAATGCG

CACTTCAAACCGTATGTTCCGGTGGGCTTTGAATACAATAAGGTGCGCCCACACACCGGCAC

TCCGACGCTGGGTAATAAGTTGACCTTCGGCATTCCGCAATATGGTGACTTTTTCCACGACAT

GGTTGGCCACCATATTCTGGGTGCATGTCATAGCAGCTGGCAGGACGCGCCCATCCAAGGTA

CGAGCCAAATGGGTGCGCACGGCCAGCTGCAGACCTTTCCGCGTAACGGCTACGACTGGGA

TAATCAGACCCCGTTGGAAGGTGCGGTGTACACCCTGGTCGATCCGTTTGGCCGTCCGATTG

TTCCGGGTACCAAAAACGCGTATCGTAACCTCGTCTATTACTGCGAATACCCGGGCGAGCGC

CTGTACGAAAACGTTCGTTTTGATGTGAATGGCAACTCTCTGGATGAGTATTCCAGCGATGTT

ACCACCCTCGTGCGTAAATTCTGTATCCCGGGCGATAAAATGACCGGTTATAAACATCTGGTC

GGTCAGGAGGTGTCCGTTGAAGGCACCTCTGGTCCGCTGTTGTGCAACATCCACGATCTGC

ATAAGCCGCATCAATCCAAACCGATCCTAACTGACGAGAACGACACCCAGCGTACGTGCAG

CCATACCAACCCGAAGTTTCTGAGCCAGCACTTTCCGGAAAACAGCCACAACATCCAGACC

GCTGGTAAACAGGACATCACCCCGATTACCGACGCAACCTACCTGGACATTCGTCGTAACGT

GCACTACTCCTGTAATGGCCCTCAGACCCCGAAGTATTATCAGCCACCGCTGGCTCTCTGGA

TTAAGCTGCGCTTCTGGTTCAACGAGAACGTCAACCTGGCGATCCCGTCCGTTTCTATCCCG

TTTGGTGAACGTTTCATCACCATTAAGCTGGCAAGCCAAAAAGATCTTGTAAATGAGTTTCC

TGGTCTGTTCGTTCGCCAGAGCAGATTTATCGCTGGTCGTCCAAGTCGCAGAAACATTCGCT

TCAAGCCGTGGTTTATCCCAGGAGTTATTAACGAGATCTCGTTGACCAACAACGAGCTGTAC

ATAAACAACCTGTTTGTTACCCCGGAGATTCACAATCTGTTCGTGAAACGTGTTCGTTTCAG

CCTGATCCGCGTGCACAAGACTCAAGTTACCCATACTAATAATAACCACCACGACGAGAAAC

TGATGTCAGCTTTGAAGTGGCCGATCGAATACATGTTTATAGGGCTGAAACCAACCTGGAAT

ATCTCCGACCAGAACCCGCACCAGCATCGTGATTGGCATAAATTCGGTCATGTTGTGAACGC

CATTATGCAACCGACACATCACGCGGAAATCTCTTTTCAGGATAGAGACACCGCCTTACCGG

ACGCGTGCAGCAGCATTTCTGATATCTCTCCGGTGACGTACCCGATTACTCTGCCGATCATTA

AGAACATCTCCGTTACCGCGCACGGCATCAACCTGATTGACAAGTTCCCGAGCAAATTCTGC

AGCTCGTACATTCCGTTCCACTATGGTGGTAACGCCATCAAGACCCCGGATGATCCTGGCGC

AATGATGATTACGTTTGCACTGAAACCGCGTGAGGAGTACCAACCGAGCGGTCACATCAAC

GTTTCACGCGCGCGTGAGTTCTATATCAGTTGGGACACGGACTACGTGGGTAGCATTACTAC

GGCCGACTTGGTCGTGAGCGCGTCCGCGATCAATTTCTTGTTGTTGCAAAACGGCAGCGCT

GTTCTGCGTTATAGCACC -3’ 
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pET-SUMO 载体： 

5’-

CAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAA

ACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATAT

AGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAG

GATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAA

CAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGGCAGCAGC

CATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCATGTCGGACTC

AGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACAT

CAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTT

TAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATT

CTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATA

ACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTAGACAAGCTTAGGTATTTATTCGG

CGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGcTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAG

ATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATA

ACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGA

ACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTG

GTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTT

CTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCC

TTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATG

GTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACG

TTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCT

TTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAA

AAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAA

ATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAA

TTAATTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATC

AATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCC

ATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTA

TTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAA

TCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATT

ACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAG

CGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCG

GCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATAC

CTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGA

TAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCA

TCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGG

CTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATAC

CCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGA
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ATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACC

AAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAG

GATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCG

CTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGG

CTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACT

TCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTG

CCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCG

CAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTAC

ACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAA

AGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTC

CAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGT

CGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCT

TTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGA

TTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGA

CCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCT

TACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCAATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCC

GCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGA

CACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACA

GACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAA

ACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCT

GCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATA

AAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGG

ATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTA

CTGATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATG

CGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAG

GTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGG

CGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTG

CTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCA

TTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGA

TCATGCGCACCCGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTG

GTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGC

GACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCG

CTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATA

GTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTC

GAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTT

TCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGG

CGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTG

ATTGCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCC
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AGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGT

ATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGC

GCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCA

TTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGC

TATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCG

AGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATG

CTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGT

CAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATC

CTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCA

CCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGCACCC

AGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGAC

TGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTT

GGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGT

GGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTCTGCGAC

ATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCAT

GCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATG

CGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCA

AGGAATGGTGCATG-3’ 
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ASFV p72 表位的鉴定及初步应用中所合成的基因序列 

表 A-1 基于全长 p72 的 13 个重叠肽（p72-1－p72-13）的基因序列 

Table A-1 Gene sequence of 13 overlapping peptides (p72-1-p72-13) based on full-length p72 

Polypeptide fragment amino acid sequences (5’ - 3’) 

p72 (1-13) 

S1 MASGGAFCLIANDGKADKIILAQDLLNSRISNIKNVN
KSYGKPDPEPTLSQIEETHLVHF 

S2 PTLSQIEETHLVHFNAHFKPYVPVGFEYNKVRPHTGT
PTLGNKLTFGIPQYGDFFHDMVGHHIL 

S3 DFFHDMVGHHILGACHSSWQDAPIQGTSQMGAHGQ
LQTFPRNGYDWDNQTPLEGAVYTLVDP 

S4 NQTPLEGAVYTLVDPFGRPIVPGTKNAYRNLVYYCE
YPGERLYENVRFDVNGNSLDEYSS 

S5 FDVNGNSLDEYSSDVTTLVRKFCIPGDKMTGYKHLV
GQEVSVEGTSGPLLCNIHDLHKPHQSKPILTD 

S6 HDLHKPHQSKPILTDENDTQRTCSHTNPKFLSQHFPE
NSHNIQTAGKQDITPITDATYLD 

S7 KQDITPITDATYLDIRRNVHYSCNGPQTPKYYQPPLA
LWIKLRFWFNENVNLAIPSVSIPFGERF 

S8 LAIPSVSIPFGERFITIKLASQKDLVNEFPGLFVRQSRFI
AGRPSRRNIRFKPWFIPGVI 

S9 RNIRFKPWFIPGVINEISLTNNELYINNLFVTPEIHNLF
VKRVRFSLIRVHKTQVTHTNNNH 

S10 RVHKTQVTHTNNNHHDEKLMSALKWPIEYMFIGLKP
TWNISDQNPHQHRDWHKFGHVVNAIMQP 

S11 DWHKFGHVVNAIMQPTHHAEISFQDRDTALPDACSSI
SDISPVTYPITLPIIKNISVTAH 

S12 PITLPIIKNISVTAHGINLIDKFPSKFCSSYIPFHYGGNAI
KTPDDPGAMMITFALKPREEYQPS 

S13 ITFALKPREEYQPSGHINVSRAREFYISWDTDYVGSIT
TADLVVSASAINFLLLQNGSAVLRYST 
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表 A-2 基于 6 个肽段（p72-2，p72-4，p72-5、p72-6，p72-45，p72-56）截短短肽的基因序列 

Table A-2 Gene sequence of truncated peptides based on 6 peptides (p72-2, p72-4, p72-5, p72-6, p72-45, p72-56) 
Polypeptide fragment  amino acid sequences (5’ - 3’) 

p72-2 (1-9) 

S14 PTLSQIEETHLVHFNAHFKP 
S15 IEETHLVHFNAHFKPYVPVG 
S16 LVHFNAHFKPYVPVGFEYNK 
S17 AHFKPYVPVGFEYNKVRPHT 
S18 YVPVGFEYNKVRPHTGTPTL 
S19 FEYNKVRPHTGTPTLGNKLT 
S20 VRPHTGTPTLGNKLTFGIPQ 
S21 GTPTLGNKLTFGIPQYGDFF 
S22 GNKLTFGIPQYGDFFHDMVGHHIL 

p72-4 (1-9) 

S23 NQTPLEGAVYTLVDPFGRPI 
S24 EGAVYTLVDPFGRPIVPGTK 
S25 TLVDPFGRPIVPGTKNAYRN 
S26 FGRPIVPGTKNAYRNLVYYC 
S27 VPGTKNAYRNLVYYCEYPGE 
S28 NAYRNLVYYCEYPGERLYEN 
S29 LVYYCEYPGERLYENVRFDV 
S30 EYPGERLYENVRFDVNGNSL 
S31 RLYENVRFDVNGNSLDEYSS 

p72-5 (1-9) 

S32 FDVNGNSLDEYSSDVTTLVR 
S33 NSLDEYSSDVTTLVRKFCIP 
S34 YSSDVTTLVRKFCIPGDKMT 
S35 TTLVRKFCIPGDKMTGYKHL 
S36 KFCIPGDKMTGYKHLVGQEV 
S37 GDKMTGYKHLVGQEVSVEGT 
S38 GYKHLVGQEVSVEGTSGPLL 
S39 VGQEVSVEGTSGPLLCNIHD 
S40 SVEGTSGPLLCNIHDLHKPHQSKPILTD 

p72-6 (1-9) 

S41 HDLHKPHQSK PILTDENDTQ 
S42 PHQSKPILTDENDTQRTCSH 
S43 PILTDENDTQ RTCSHTNPKF 
S44 ENDTQRTCSHTNPKFLSQHF 
S45 RTCSHTNPKFLSQHFPENSH 
S46 TNPKFLSQHFPENSHNIQTA 
S47 LSQHFPENSHNIQTAGKQDI 
S48 PENSHNIQTAGKQDITPITD 
S49 NIQTAGKQDITPITDATYLD 

p72-45 (1-5) 

S50 FDVNGNSLDEY 
S51 VNGNSLDEYSS 
S52 GNSLDEYSS 
S53 VNGNSLDEY 
S54 SLDEY 

p72-56 (1-5) 

S55 HDLHKPHQSKPIL 
S56 LHKPHQSKPILTD 
S57 PHQSKPIL 
S58 LHKPHQSKP 
S59 HQSKP 
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表 A-3 基于 3 个肽段（p72-2-45，p72-4-23，p72-5-7）截短短肽的基因序列 

Table A-3 Gene sequence of truncated peptides based on 3 peptides（p72-2-45, p72-4-23, p72-5-7） 
Polypeptide fragment    amino acid sequences (5’ - 3’) 

p72-2-45 (1-6) 

S60 PVGFEYNKVRPHT 
S61 GFEYNKVRPHT 
S62 EYNKVRPHT 
S63 NKVRPHT 
S64 YVPVGFEYNKVRP 
S65 YVPVGFEYNKV 

p72-4-23 (1-6) 

S66 VDPFGRPIVPGTK 
S67 PFGRPIVPGTK 
S68 GRPIVPGTK 
S69 TLVDPFGRPIVPG 
S70 TLVDPFGRPIV 
S71 TLVDPFGRP 

p72-5-7 (1-10) 

S72 GYKHLVGQEVSVEGTSG 
S73 GYKHLVGQEVSVEG 
S74 GYKHLVGQEVS 
S75 GYKHLVGQ 
S76 GYKHL 
S77 HLVGQEVSVEGTSGPLL 
S78 GQEVSVEGTSGPLL 
S79 VSVEGTSGPLL 
S80 EGTSGPLL 
S81 SGPLL 
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