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摘要： 旨在建立可以检测非洲猪瘟病毒 （ＡＳＦＶ） 结构蛋白 ｐ４９ 抗体的血清学检测方法。 通过构建 ｐＣｏｌｄ Ｉ－ｐ４９ 重组质粒， 以纯化的 ｐ４９ 蛋白为包

被抗原， 优化各项反应条件， 建立间接酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ） 抗体检测方法， 验证方法的特异性、 灵敏性、 重复性， 并对临床血清样品进

行检测。 结果： 获得的重组 ｐ４９ 蛋白可以与 Ｈｉｓ 标签抗体和 ＡＳＦＶ 标准阳性血清发生反应， ＥＬＩＳＡ 方法的抗原包被浓度为 ０􀆰 ８ μｇ ／ ｍＬ， 封闭液为

５％脱脂乳， 待检血清以 １ ∶ ４００ 稀释， ３７ ℃孵育 ０􀆰 ５ ｈ； 二抗工作浓度为 １ ∶ ２０ ０００， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 四甲基联苯胺 （ＴＭＢ） 显色 １５ ｍｉｎ； 该方法

的阳性临界值为 ０􀆰 １８９ （≥０􀆰 １８９ 为阳性， ＜０􀆰 １８９ 为阴性）， 且具有良好的特异性、 灵敏性、 可重复性， 最低检测稀释度为 １ ∶ ３ ２００， 批内变异

系数在 １􀆰 ５３％～５􀆰 ９１％之间， 批间变异系数在 ３􀆰 ４６％～５􀆰 ７３％之间， 与商品化试剂盒符合率为 ９２􀆰 ３９％ （８５ ／ ９２）。 本研究成功建立 ＡＳＦＶ ｐ４９ 蛋白

间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法， 为非洲猪瘟诊断方法开发提供重要支持。
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非洲猪瘟病毒 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＡＳＦＶ） 感
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染猪引起的急性、 烈性、 传染性疾病［１］， 其致病力

极强， 强毒株感染后的致死率接近 １００％， 对养猪业

构成毁灭性威胁。 １９１２ 年 ＡＳＦ 首次在肯尼亚暴发［２］，
逐渐突破地域限制向全球扩散， 目前已在欧洲、 亚

洲、 非洲多个国家形成流行态势， 成为影响全球猪肉

产业链安全与粮食安全的重大跨境动物疫病。 ２０１８
年 ８ 月我国辽宁省首次发现 ＡＳＦ 病例［３］， 疫情曾快

速蔓延， 给养猪业造成巨额经济损失。 鉴于 ＡＳＦ 的
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高危 害 性 与 传 播 复 杂 性， 世 界 动 物 卫 生 组 织

（ＷＯＡＨ） 规定其为法定呈报的动物疫病， 我国也将

其纳入一类动物传染病进行严格管控。 目前， 针对

ＡＳＦＶ 尚无公认安全有效的商品化疫苗， ＡＳＦＶ 防控

主要依赖于对疾病的早期诊断和对患病动物的及时清

除［４－５］。 在此背景下， 建立高灵敏、 高特异、 易操作

的 ＡＳＦＶ 检测方法， 对于阻断疫情传播、 保障生猪产

业稳定发展具有重要意义。
ＡＳＦＶ 属于非洲猪瘟病毒科非洲猪瘟病毒属， 是

现知唯一的虫媒 ＤＮＡ 病毒。 ＡＳＦＶ 为双股线状 ＤＮＡ
病毒， 具有二十面体形态和独特的 ５ 层结构［６］。
ＡＳＦＶ 基因组大小约为 １７０ ～ １９０ ｋｂ， 包括中央保守

区、 两侧的可变区以及末端的反向重复序列， 可编码

１５０ 多个开放阅读框。 以 ＡＳＦＶ 的 Ｂ６４６Ｌ 基因作为划

分依据， ＡＳＦＶ 可被划分为 ２４ 个基因型， 不同基因

型 ＡＳＦＶ 的毒力存在差异［７］。
ｐ４９ 是由 ＡＳＦＶ Ｂ４３８Ｌ 基因编码的蛋白质， 分子

量大小为 ４９􀆰 ３ ｋＤａ。 它属于 ＡＳＦＶ 感染晚期表达的一

种重要衣壳蛋白， 定位于 “病毒工厂” ［８］。 ｐ４９ 蛋白

与 ｐＭ１２４９Ｌ、 ｐＥ１２０、 ｐＨ２４０Ｒ、 ｐ７２ 等衣壳蛋白共同

组成 ＡＳＦＶ 的衣壳结构［９］。 因此 ＡＳＦＶ 缺少 ｐ４９ 蛋

白， 病毒粒子无法形成完整的衣壳结构， ｐ４９ 在构建

或稳定病毒颗粒的二十面体顶点起着一定作用。 本研

究通过大肠杆菌表达系统成功表达重组 ｐ４９ 蛋白， 其

与 ＡＳＦＶ 阳性血清反应性良好， 提示 ｐ４９ 蛋白可以作

为 ＡＳＦＶ 的血清学诊断靶标。 鉴于此， 本研究以纯化

的 ｐＣｏｌｄ Ｉ －ｐ４９ 重组蛋白作为包被抗原， 建立检测

ＡＳＦＶ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 方法， 以期为 ＡＳＦＶ 血清学

检测方法的建立提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株、 载体和血清

大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞购自北京索莱宝科技

有限公司， 大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 感受态细胞由本实验室

保存。 ｐＣＡＧＧＳ－ｐ４９ 质粒、 ｐＣｏｌｄ Ｉ 质粒由本实验室

保存。 猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ）、 猪圆环

病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２）、 伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ）、 猪瘟病

毒 （ＣＳＦＶ）、 猪捷申病毒 （ＰＴＶ） 阳性血清和猪临床

血清均由本实验室收集和保存， ＡＳＦＶ 标准阳性血

清、 标准阴性血清购自普道 （北京） 标准技术有限

公司。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＢａｍＨⅠ、 ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶均购自赛默飞世尔科技 （中国） 有限公司； 辣根

过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的羊抗猪 ＩｇＧ 抗体购自上

海碧云天生物技术有限公司； ＡＳＦ ＥＬＩＳＡ 抗体检测试

剂盒购自北京金诺百泰生物技术有限公司； 可溶性单

组分四甲基联苯胺 （ＴＭＢ） 底物溶液购自天根生化

科技有限公司； 裂解缓冲液 （Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ， 含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素、 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４、 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑）， 洗涤缓冲液 （Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ， 含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素、 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４、 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑）， 洗脱缓冲液 （ Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ， 含 ８
ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素、 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４、 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、
１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑） 以及 Ｈ２ＳＯ４ 终止液由本实验室

配制。
１􀆰 ３　 ｐＣｏｌｄ Ｉ－ｐ４９ 原核表达载体的构建

根据 ＡＳＦＶ 的 ｐ４９ 基因序列 （ ＡＳＦＶ ／ ＨＬＪ ／ ２０１８
毒 株， ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号： ＭＫ３３３１８０􀆰 １ ）， 应 用

Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计 １ 对扩增引物并在引物两端加

入酶切位点。 上游引物序列为 ５ ′－ＧＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧ⁃
ＴＡＴＣＡＴＧＡＴＴＡＴＧＣＴ－３ ′ （下划线处为 ＢａｍＨⅠ酶切

点）， 下游引物序列为 ５ ′－ＴＣＣＧＡＡＴＴＣＣＡＡＴＧＡＴＧ⁃
ＧＡＧＡＴＡＴＡＧＡＴＧ－３ ′ （下划线处为 ＥｃｏＲⅠ酶切位

点）。 以本实验室保存的质粒 ｐＣＡＧＧＳ－ｐ４９ 为聚合酶

链式反应 （ＰＣＲ） 模板进行扩增， 取 ＰＣＲ 产物进行

琼脂糖凝胶电泳， 将与预期相符的 ＤＮＡ 片段所在凝

胶切下， 进行胶回收。 使用 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ分别

对回收产物以及 ｐＣｏｌｄⅠ质粒进行双酶切， 并将酶切

产物进行琼脂糖凝胶电泳， 将与预期相符的 ＤＮＡ 片

段所在凝胶切下， 进行胶回收。 将酶切后的目的片段

与载体进行连接并转化， 挑取单菌落进行 ＰＣＲ 鉴定，
将正确菌液扩大培养并提取质粒， 使用 ＢａｍＨⅠ和

ＥｃｏＲⅠ对 ｐＣｏｌｄⅠ－ｐ４９ 质粒进行双酶切鉴定， 将鉴定

正确的质粒送至南京金斯瑞生物科技有限公司进行

测序。
１􀆰 ４　 重组蛋白的表达、 纯化与鉴定

将 ｐＣｏｌｄⅠ－ｐ４９ 和 ｐＣｏｌｄⅠ质粒转化至新鲜制备

的 Ｒｏｓｅｔｔａ 感受态细胞中， 挑取单菌落于含有氨苄青

霉素的 ＬＢ 培养液， 置于 ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培

养过夜。 次日， 按照 １ ∶ １００ 扩培菌液， 置于 ３７ ℃、
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培养至 ＯＤ６００ ｎｍ ＝ ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６。 使用终

浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的异丙基 － β －Ｄ－硫代半乳糖苷

（ＩＰＴＧ） 对 ｐＣｏｌｄ Ｉ－ｐ４９ 菌液和 ｐＣｏｌｄ Ｉ 菌液进行大量

诱导， 置于 １６ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培养１２ ｈ。 ８ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心收集菌体后超声裂解， 进行十二烷基硫酸

钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ－ＰＡＧＥ） 检测。
ｐ４９ 重组阳性菌进行大量表达后， 使用 Ｌｙｓｉｓ

Ｂｕｆｆｅｒ 溶解超声裂解后的沉淀， 对溶解后样品进行离

心， 使用 Ｎｉ 柱对溶解后的上清液进行纯化， 使用

Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ 洗脱 ２ 次， 使用 Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 洗脱蛋白，
收集流穿液和洗脱液并进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测。 分别
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使用 Ｈｉｓ 抗体和 ＡＳＦＶ 标准阳性血清对纯化后的蛋白

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。
１􀆰 ５　 ＡＳＦＶ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立

使用棋盘法测定不同包被浓度和不同血清稀释度

对应的 ＯＤ４５０ ｎｍ 值。 抗原包被浓度设为 ２、 １、 ０􀆰 ８、
０􀆰 ４、 ０􀆰 １ μｇ ／ ｍＬ ５ 个梯度， 血清稀释度设为 １ ∶ １００、
１ ∶ ２００、 １ ∶ ４００、 １ ∶ ８００ 这 ４ 个梯度， 分别加入标

准阳性血清和标准阴性血清作为对照， 计算阳性 ／阴
性 （Ｐ ／ Ｎ） 值， 确定最佳包被浓度和血清稀释度。 在

以上最佳条件下， 通过控制变量法， 计算 Ｐ ／ Ｎ 值来

确定最佳封闭液、 血清最佳作用时间、 酶标二抗最佳

稀释度、 二抗最佳作用时间及 ＴＭＢ 显色最佳时间。
封闭液使用 ５％脱脂乳、 ２％明胶、 ２％牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）、 １％ ＢＳＡ、 ０􀆰 １％ ＢＳＡ， 血清孵育时间设置为

３０、 ４５、 ６０、 ９０ ｍｉｎ， 酶标二抗稀释度设置为 １ ∶
１０ ０００、 １ ∶ ２０ ０００、 １ ∶ ４０ ０００、 １ ∶ ８０ ０００， 二抗孵

育时间设置为 ３０、 ４５、 ６０、 ９０ ｍｉｎ， ＴＭＢ 显色时间

设置为 ５、 １０、 １５、 ２０ ｍｉｎ。
１􀆰 ６　 临界值的确定

使用优化后的方法检测 ８６ 份 ＡＳＦＶ 猪阴性血清

样品， 读取 ＯＤ４５０ ｎｍ值并计算其平均值 （Ｘ） 和标准

差 （ＳＤ）。 将本次试验得到的Ｘ＋３ＳＤ 设定为此方法

的临界值。
１􀆰 ７　 敏感性试验

使用本方法测定倍比稀释的标准阳性血清， 稀释

度为 １ ∶ １００、 １ ∶ ２００、 １ ∶ ４００、 １ ∶ ８００、 １ ∶ １ ６００、
１ ∶ ３ ２００、 １ ∶ ６ ４００， 读取 ＯＤ４５０ ｎｍ值， 分析此方法的

分析敏感性。
１􀆰 ８　 特异性试验

为了确定本方法是否具有特异性， 选用 ５ 种常见

猪源 病 毒 的 阳 性 血 清 进 行 检 测， 包 括 ＰＲＲＳＶ、
ＰＣＶ２、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＴＶ， 并以 ＡＳＦＶ 标准阳性血

清、 标准阴性血清作为对照， 分析此方法的特异性。
１􀆰 ９　 重复性试验

使用本方法对 ３ 份标准阳性血清和 ２ 份标准阴性

血清进行检测， 通过使用同一批次表达的 ｐ４９ 重组蛋

白， 设置 ３ 个平行重复孔进行批内重复性试验； 使用

３ 个不同批次表达的蛋白进行批间重复性试验， 读取

ＯＤ４５０ ｎｍ值并计算平均值 （Ｘ） 和标准差 （ＳＤ）， 根据

Ｘ ／ ＳＤ 计算变异系数 （ＣＶ）， 分析此方法的批内重复

性和批间重复性。
１􀆰 １０　 符合率试验

使用本方法与商品化试剂盒同时检测 ９２ 份猪临

床血清， 本试验方法根据 ＯＤ４５０ ｎｍ值判定， 商品化试

剂盒根据 Ｓ ／ Ｐ 值判定， 对比两者结果并计算符合率。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ｐＣｏｌｄⅠ－ｐ４９ 重组质粒的构建与鉴定

以 ｐＣＡＧＧＳ－ｐ４９ 质粒为模板进行 ＰＣＲ， 获得约

１ ３１７ ｂｐ 的 ｐ４９ 片段 （图 １ａ）。 将目的片段与ｐＣｏｌｄⅠ
载体连接， 重组质粒经双酶切鉴定出现 ２ 个条带， 其

中一条为 １ ３１７ ｂｐ， 与目的片段大小相同， 另一条带

大小与载体大小相同 （图 １ｂ）。 测序结果显示无误。

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５０００； １􀆰 ｐ４９ 基因 ＰＣＲ 扩增产物； ２􀆰 ｐＣｏｌｄⅠ－ｐ４９
双酶切产物。

图 １　 ｐＣｏｌｄⅠ－ｐ４９ 重组质粒的构建 （ａ） 与鉴定 （ｂ）

２􀆰 ２　 重组蛋白的表达、 纯化与鉴定

将重组质粒 ｐＣｏｌｄⅠ－ｐ４９ 及空载 ｐＣｏｌｄⅠ转化至

Ｒｏｓｅｔｔａ 感受态细胞中， ｐＣｏｌｄⅠ－ｐ４９ 和 ｐＣｏｌｄⅠ加入 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 在 １６ ℃条件下诱导 １２ ｈ。 对菌体进行

超声裂解后进行蛋白电泳， 结果显示， 目的蛋白主要

以包涵体形式表达， 大小为 ５５ ｋＤａ 左右， 与预期蛋

白大小相符 （图 ２ａ）。
使用镍柱对包涵体蛋白进行纯化， 如图 ２ｂ 所示，

蛋白纯化效果较好。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结果显示， 该

重组蛋白可分别与 Ｈｉｓ 标签抗体 （图 ２ｃ） 及 ＡＳＦ 标

准阳性血清抗体 （图 ２ｄ） 发生特异性结合。 这一结

果提示， ｐ４９ 重组蛋白的表达情况符合预期， 且其具

备较好的反应原性， 可满足后续检测方法建立的基础

条件。
２􀆰 ３　 ｐ４９ 蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法反应条件优化

进行 ＡＳＦＶ ｐ４９ 间接 ＥＬＩＳＡ 方法条件优化后， 得

出抗原包被的最佳浓度为 ０􀆰 ８ μｇ ／ ｍＬ， 血清稀释的最

佳比例为 １ ∶ ４００ （图 ３ａ）； 最佳封闭剂为 ５％脱脂乳

（图 ３ｂ）； 血清最佳作用时间为 ３０ ｍｉｎ （图 ３ｃ）； 二

抗最佳稀释比例为 １ ∶ ２０ ０００ （图 ３ｄ）； 二抗最佳作

用时间为 ６０ ｍｉｎ （图 ３ｅ）； ＴＭＢ 最佳作用时间为

１５ ｍｉｎ （图 ３ｆ）。
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Ｍ． 标准蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 诱导破碎后上清液； ２􀆰 诱导破碎后沉淀； ３􀆰 诱导后全菌； ４􀆰 未诱导全菌； ５、 １６、 １８􀆰 空载 ｐＣｏｌｄⅠ； ６􀆰 纯化前样

品； ７􀆰 流穿液； ８～１４􀆰 洗脱液； １５、 １７􀆰 重组蛋白 ｐＣｏｌｄⅠ－ｐ４９。

图 ２　 ｐ４９ 重组蛋白的表达 （ａ）、 纯化 （ｂ）、 Ｈｉｓ 标签抗体鉴定 （ｃ） 与 ＡＳＦＶ 标准阳性血清学鉴定 （ｄ）

ａ． 最佳抗原浓度和血清稀释度的确定； ｂ． 最佳封闭液的确定； ｃ． 最佳血清作用时间的确定； ｄ． 最佳二抗工作浓度的确定； ｅ． 最佳二抗工作

时间的确定； ｆ． 显色时间的确定。

图 ３　 ｐ４９ 蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法反应条件优化
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２􀆰 ４　 临界值的确定

使用以上筛选的最佳作用条件， 对 ８６ 份猪阴性

血清进行检测 （图 ４）。 阴性样品血清的平均 ＯＤ４５０ ｎｍ

值为 ０􀆰 １２９ ８， 标准差为 ０􀆰 ０１９ ７。 确定阴阳临界值为

０􀆰 １８９， 即建立的间接 ＥＬＩＳＡ 判断条件为： 若检测血

清样品的 ＯＤ４５０ ｎｍ值≥０􀆰 １８９， 判定为阳性； 若检测血

清样品中， ０􀆰 １６９＜ＯＤ４５０ ｎｍ ＜０􀆰 １８９， 判定为可疑； 若

ＯＤ４５０ ｎｍ≤０􀆰 １６９ 时， 判定为阴性。

图 ４　 ｐ４９ 蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法临界值的确定

２􀆰 ５　 特异性试验

使用本方法对 ５ 种常见猪源病毒阳性血清以及

ＡＳＦＶ 标准阳性血清、 标准阴性血清进行检测。 血清

结果显示， ＰＲＲＳＶ、 ＰＣＶ２、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＴＶ 阳性

血清、 ＡＳＦＶ 标准阴性血清为阴性， ＡＳＦＶ 标准阳性

血清为阳性， 提示此检测方法特异性良好 （图 ５）。
２􀆰 ６　 敏感性试验

使用本方法检测 ３ 份 ＡＳＦＶ 标准阳性血清。 当血

清稀释比为 １ ∶ ３ ２００ 时， ３ 份阳性血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值

均大于临界值 ０􀆰 １８９， 而当血清稀释比为 １ ∶ ６ ４００ 时

３ 份阳性血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值均小于临界值 ０􀆰 １８９， 提示

此检测方法具备良好的敏感性 （图 ６）。

图 ５　 ｐ４９ 蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法特异性试验

图 ６　 ｐ４９ 蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法分析敏感性试验

２􀆰 ７　 重复性试验

为判定本方法是否具有重复性， 本研究同时检测

３ 份阳性血清与 ２ 份阴性血清， 进行重复性试验。 结

果显示此方法批内变异系数在 １􀆰 ５３％ ～ ５􀆰 ９１％范围

内， 批间变异系数在 ３􀆰 ４６％ ～５􀆰 ７３％范围内 （表 １），
提示此检测方法具有良好的重复性。

表 １　 ｐ４９ 蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法批内和批间重复性试验结果

血清
批内重复 批间重复

平均数 标准差 ＣＶ ／ ％ 平均数 标准差 ＣＶ ／ ％

阳性

０􀆰 ７６６ ０􀆰 ０１７ ２􀆰 ２６ ０􀆰 ７６５ ０􀆰 ０４４ ５􀆰 ７３

０􀆰 ９３５ ０􀆰 ０２３ ２􀆰 ４７ ０􀆰 ９１５ ０􀆰 ０３６ ３􀆰 ９８

０􀆰 ４４３ ０􀆰 ０２６ ５􀆰 ９１ ０􀆰 ４３５ ０􀆰 ０１５ ３􀆰 ４６

阴性
０􀆰 １３６ ０􀆰 ００２ １􀆰 ５３ ０􀆰 １２４ ０􀆰 ００７ ５􀆰 ４７

０􀆰 １２７ ０􀆰 ００３ ２􀆰 ２７ ０􀆰 １３９ ０􀆰 ００５ ３􀆰 ６０

２􀆰 ８　 符合率试验

使用本研究建立的 ｐ４９ 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法与

商品化试剂盒共同检测 ９２ 份猪临床血清样品。 对比

两者结果显示， 此方法阳性符合率为 １００％ （３９ ／
３９）， 阴性符合率为 ８６􀆰 ７９％ （４６ ／ ５３）， 总符合率为

９２􀆰 ３９％ （８５ ／ ９２） （表 ２）。
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表 ２　 ｐ４９ 蛋白抗体间接 ＥＬＩＳＡ 方法符合性检测结果 份

间接 ＥＬＩＳＡ
商品化试剂盒

阳性样品 阴性样品
总计

阳性样品 ３９ ７ ４６

阴性样品 ０ ４６ ４６

总计 ３９ ５３ ９２

３　 讨论

ＡＳＦ 是一种能够感染家猪和野猪的高度传染性动

物疾病， 发病急、 致死率极高， 且 ＡＳＦＶ 对外界环境

的抵抗能力极强， 室温条件下在血液、 尿液和粪便中

可以存活 １ 年以上［１０－１１］。 自首次暴发以来， 该疫情

已在全球多个国家和地区扩散， 对生猪养殖业及相关

产业链造成严重冲击。 ＡＳＦＶ 的不同基因型之间的毒

力存在差异［９］， 其中， 急性型 ＡＳＦ 主要是由 ＡＳＦＶⅡ
型流行株引起［１２－１３］， 目前基因Ⅱ型毒株出现显著变

异， 且遗传多样性增加， 并衍生出低毒力变异株。 这

类变异毒株可在猪群中造成隐性感染， 表现为低水平

病毒血症和间歇性排毒等非典型临床症状， 极大增加

了早期识别与防控的难度。 此外， 部分区域还检测到

基因Ⅰ型毒株的流行， 使得疫情形势更加复杂， 对监

测与检测工作提出了更高要求［１４］。 荧光定量 ＰＣＲ、
数字 ＰＣＲ 等核酸检测方法通过检测病毒核酸， 具有

高灵敏度和特异性， 能够较早发现动物感染， 是实验

室确诊 ＡＳＦＶ 感染的关键技术。 然而由于 ＡＳＦＶ 核酸

检测对实验室条件要求较高， 仅少数政府授权机构单

位可进行， 无法满足大规模检测需求。 血清学方法可

通过检测血清中的特异性抗体判断动物是否发生过感

染， 并检测其免疫水平， 操作简便、 快捷， 适用于临

床对疾病感染情况进行大规模筛查。 实验室诊断

ＡＳＦＶ 的血清学方法有 ＥＬＩＳＡ 检测方法、 胶体金免疫

层析试纸条、 间接免疫荧光试验、 病毒中和试验

等［１５－１６］， 其中 ＥＬＩＳＡ 因性能稳定、 实用性强， 被世

界动物卫生组织指定为 ＡＳＦＶ 首选血清学诊断方

法［１７］。 因此， 建立准确度高、 特异性强的 ＡＳＦＶ
ＥＬＩＳＡ 检测方法， 对完善临床防控技术体系、 提升综

合防控能力具有重要意义。 目前， 针对 ＡＳＦＶ 的

ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒主要使用的包被蛋白包括 ｐ７２、
ｐ５４、 ｐ３０ 等。 ｐ７２ 为病毒晚期表达蛋白， 感染早期血

清中抗体水平可能低于检测阈值［１８］； ｐ５４ 蛋白作为

检测靶标存在特异性和灵敏度相对较低的缺点［１９－２０］，
部分毒株的 ｐ５４ 蛋白表位变异可能导致漏检［２１］； ｐ３０
作为早期蛋白是早期抗体检测的理想靶标， 但现有

ＡＳＦＶ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒的敏感性和特异性仍有待提

高［２２］。 因此， 筛选新的 ＡＳＦＶ 检测靶标并开发检测

试剂盒至关重要。
在 ＡＳＦＶ 感染宿主细胞的过程中， ｐ４９ 蛋白可与

细胞膜相互作用， 表现为完整的膜蛋白， 同时 ｐ４９ 蛋

白与 ｐ７２ 等蛋白共同组成 ＡＳＦＶ 的衣壳结构［９］。 ｐ４９
蛋白本身具有多种抗原表位， 多种抗原表位能与

ＡＳＦＶ 的阳性血清发生反应， 且有研究表明其抗原表

位与其他结构蛋白的表位组合使用时， 可通过多表位

协同作用显著提高检测敏感性［２３］。 此外， ｐ４９ 蛋白

的关键表位在不同 ＡＳＦＶ 毒株中高度保守， 使其适用

于不同基因型毒株的检测， 降低因病毒变异导致的漏

检率［２４］。
本研究利用原核表达系统表达重组 ｐ４９ 蛋白， 并

证实其与 ＡＳＦＶ 标准阳性血清及临床阳性血清均具有

良好反应性， 提示 ｐ４９ 蛋白在 ＡＳＦＶ 检测方法上也具

有一定潜力。 因此， 本研究选用 ｐ４９ 蛋白作为包被抗

原， 建立了一种高灵敏度， 高特异性的间接 ＥＬＩＳＡ
方法。 以 ＯＤ４５０ ｎｍ值作为判定标准， 在临床检测中具

有快速、 便捷的优点。 通过使用 ３ 种标准阳性血清进

行检测， 测得此方法的血清检测灵敏度为 １ ∶ ３ ２００，
敏感性在文献报道的针对 ＡＳＦＶ 其他蛋白的抗体检测

方法中属于较高水平［２５－２８］。 与常见猪病的阳性血清

无交叉反应， 特异性良好， 与商品化试剂盒总符合率

达 ９２􀆰 ３９％。 在后续研究中， 可通过扩大血清样本量

开展验证试验， 或采用间接免疫荧光试验、 免疫印迹

试验等技术验证血清样本， 从而更精准地评估该方法

的符合率。 此外， 后续研究还可采用多抗原或多表位

协同表达并组合应用的策略， 以提升检测敏感性， 进

而为开发适用范围更广的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒提供支持。
综上所述， 本研究成功建立的 ＡＳＦＶ ｐ４９ 间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法具备良好的敏感性、 特异性与重复

性。 该方法不仅为 ＡＳＦ 抗体快速检测试剂盒的研发

奠定基础， 也为 ＡＳＦ 的临床诊断及流行病学调查提

供技术支持。
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