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　　摘　要：利用原核表达系统表达纯化重组非洲猪瘟病毒Ｐ３０蛋白，并进一步制备抗Ｐ３０重组蛋白的多克隆抗

体，为非洲猪瘟病毒诊断试剂盒的研发提供实验材料和理论依据。根据ＧｅｎＢａｎｋ中非洲猪瘟结构蛋白Ｐ３０序列，经

密码子优化后合成相应的基因序列，构建重组表达质粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｐ３０并转化至大肠杆菌Ｒｏｓｅｔｔａ感受态细胞中，经

异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达纯化后获得重组Ｐ３０蛋白，并制备抗Ｐ３０的多克隆抗体。结果表明：

１６℃、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ诱导表达１２ｈ获得质量浓度为０．６ｍｇ／ｍＬ以上的重组Ｐ３０蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ证实原核

表达的Ｐ３０具有较好的免疫原性，ＥＬＩＳＡ检测纯化后的多克隆抗体效价高达１∶５１２００００，且具有良好的抗原特异性。
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０　引　言

非洲猪瘟（Ａｆｒｉｃａｎ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ，ＡＳＦ）是由非洲
猪瘟病毒（Ａｆｒｉｃａｎ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＡＳＦＶ）引起
的一种出血性高度接触性传染病，ＡＳＦＶ是唯一已
知的虫媒ＤＮＡ病毒［１－３］。ＡＳＦ自１９２１年首次在非
洲爆发，随后迅速传入欧洲和南美洲，２０１８年８月
初，在辽宁省发现中国首例ＡＳＦ疫情，随后几个月，
安徽省、浙江省、上海市和重庆市等地均报道出现

ＡＳＦ疫情，病毒感染引起死亡率高达１００％，给养猪
业带来了巨大的经济损失［４－５］。

ＡＳＦＶ是一种大型包膜病毒，基因组为线性共价
封闭双链ＤＮＡ，不同分离株的基因组长度在１７０～
１９０ｋｂｐ之间［６］，编码１５１～１６７个开放阅读框，共
计表达５０多种结构蛋白和１００多种非结构蛋
白［７－８］。ＡＳＦＶ病毒颗粒为二十面体，平均直径为

２００ｎｍ，主要由５部分组成：含病毒基因组ＤＮＡ的
拟核、内核芯壳、内膜、衣壳和囊膜［９］。Ｐ３０蛋白是
由基因ＣＰ２０４　Ｌ 编码的一种膜蛋白，参与病毒内化
的过程，从病毒ＤＮＡ复制前已经产生，并持续表达
至病毒生命周期结束［１０］。Ｐ３０蛋白是参与 ＡＳＦＶ
侵染宿主最主要的抗原结构蛋白之一，在感染后２～
４ｈ就可以被检测到，并且存在于整个感染周期［１１］。

Ｐ３０蛋白包含优势抗原决定簇，具有良好的抗原性，
可以诱导机体产生较强的体液免疫效应，因此Ｐ３０
可作为ＡＳＦＶ检测中诊断抗原使用［１２］。
本文通过原核表达系统表达重组非洲猪瘟病毒

Ｐ３０蛋白，制备该蛋白的多克隆抗体，并测定该抗体
的抗原特异性和效价，为 ＡＳＦＶ 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ
诊断试剂盒的研发提供实验材料和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材　料

ｐＥＴ－３２ａ（＋）表达载体、ＴＧ１大肠杆菌感受态
和表达菌株Ｒｏｓｅｔｔａ取自本实验室。新西兰大白兔

２．５ｋｇ／只，雄性，购自杭州余杭科联兔业专业合
作社。

ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、Ｑｕｉｃｋ　Ｃｕｔ 限 制 性 内 切 酶

ＢａｍＨＩ、ＸｈｏＩ及相应的 ＰＣＲ 试剂和 Ｈｉｓ６０ Ｎｉ
Ｓｕｐｅｒｆｌｏｗ　Ｒｅｓｉｎ购自 Ｔａｋａｒａ公司，质粒小提试剂
盒购自 Ａｘｙｇｅｎ公司、蛋白 Ｍａｒｋｅｒ购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，抗非洲猪瘟病毒Ｐ３０蛋白单克隆抗
体由杭州恒奥科技有限公司馈赠，ＨＲＰ标记羊抗鼠

ＩｇＧ购自杭州华安生物技术有限公司，弗氏佐剂购

自Ｓｉｇｍａ公司，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ　Ｒｅｓｉｎ购自北京全式金生
物技术有限公司，ＢＳＡ和ＴＭＢ购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ科技
有限公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒和 ＨＲＰ标记羊抗
兔ＩｇＧ购自碧云天生物技术有限公司，其他化学试
剂购自上海生物工程有限公司。

１．２　Ｐ３０基因的合成和扩增
在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中选择已公布的非洲猪瘟

流行毒株（ＡＡＬ６８６５７．１）结构蛋白Ｐ３０编码序列，
根据氨基酸序列对编码Ｐ３０蛋白的基因序列进行
原核表达系统密码子优化，在Ｃ端添加６×Ｈｉｓ序
列后送南京金斯瑞生物科技有限公司进行序列合

成，合成基因全长６０９ｂｐ。
根据合成的基因序列设计引物进行ＰＣＲ扩增，

上游引物：５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＡＴＡＴＧＧＡＣＴＴＣＡＴ
ＣＣＴＧＡＡＣＡＴＴＡＧ－３′（划线部分为ＢａｍＨＩ酶切
位点）；下游引物：５′－ＣＴＣＧＡＧＡＡＡＣＡＴＣＡＧＧＴ
ＧＣＡＧＧＴＧ－３′（划线部分为ＸｈｏＩ酶切位点），引物
由上海擎科生物科技有限公司合成。取上述引物各

１．５μＬ、高保真 ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ　ＰＣＲ 酶１．０μＬ、

Ｐ３０基因模板１．５μＬ、１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ、

２．０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ　５．０μＬ、２５．０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＳＯ４
３．０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ　３１．５μＬ，充分混匀后，按以下程序
进行ＰＣＲ反应：９４℃２ｍｉｎ、９４℃１５ｓ、５５℃３０ｓ、

６８℃１ｍｉｎ，共３２个循环。

１．３　ｐＥＴ－３２ａ－Ｐ３０原核表达载体的构建
用限制性内切酶ＢａｍＨＩ和 ＸｈｏＩ分别酶切

ＰＣＲ扩增的基因Ｐ３０和ｐＥＴ－３２ａ（＋）载体，酶切产
物纯化后用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接，连接产物转化

ＴＧ１大肠杆菌感受态细胞，将转化菌涂布于含有

１００ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ固体培养基平板上，
挑取单克隆菌落培养后提取质粒进行ＰＣＲ和酶切
验证，验证正确的ｐＥＴ－３２ａ－Ｐ３０质粒送至上海擎科
生物科技有限公司进行测序鉴定。

１．４　重组Ｐ３０蛋白的诱导表达
参考文献［１３］，将测序正确的质粒ｐＥＴ－３２ａ－

Ｐ３０转化到大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ中，挑取生长状态较
好的单克隆接种到含有１００ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素抗性
的ＬＢ液体培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养过夜，随
后按照１∶１００的比例扩大培养，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养

２～３ｈ，直至菌液 ＯＤ６００为０．６，再加入１ｍｏｌ／Ｌ的

ＩＰＴＧ至终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，并设置不加ＩＰＴＧ
的菌液为空白对照。４℃４０００ｒ／ｍｉｎ离心４０ｍｉｎ
收集菌体，沉淀经ＰＢＳ洗涤，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ ｍｉｎ 后 弃 去 上 清，离 心 沉 淀 用 ＢｕｆｆｅｒＡ
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（２０．０ｍｍｏｌ／Ｌ尿素，０．２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，２５．０ｍｍｏｌ／

Ｌ咪唑）洗涤后冰浴条件下进行超声破碎（频率为

４０％，超声３ｓ，停歇５ｓ，共超声８ｍｉｎ）１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ分别取上清和沉淀进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析。

１．５　重组Ｐ３０蛋白的纯化
采用０．４５μｍ 滤膜过滤诱导表达的重组蛋白

保存于４℃。将过滤后的蛋白样品加入平衡的镍柱
中，转移至摇床进行冰浴孵育，并持续２ｈ；用缓冲
液（Ｔｒｉｓ　２０．０ｍｍｏｌ／Ｌ，尿素２．０ｍｏｌ／Ｌ）洗涤镍柱

１０ｍｉｎ，加入０．１ｍｏｌ／Ｌ尿素的复性液柱上复性，分
步收集洗脱液，分别制样进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳检
测，考马斯亮蓝染色，ＢＣＡ试剂盒进行蛋白定量。

１．６　重组Ｐ３０蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定
纯化的重组Ｐ３０蛋白经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后，

１００Ｖ９０ｍｉｎ湿转于ＰＶＤＦ膜。转膜结束后，将膜
置于含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ溶液中常温封闭２ｈ，
于摇床中用ＴＢＳＴ清洗３次，每次１０ｍｉｎ。以抗非
洲猪瘟单克隆抗体（１∶５０００）作为一抗，ＨＲＰ标记的
羊抗鼠ＩｇＧ（１∶５０００）作为二抗，检测重组蛋白的免
疫原性。

１．７　动物免疫
免疫前进行耳缘静脉取血，分离血清，作为阴性

对照血清。动物免疫均使用皮下多点注射的方法，
每隔１０ｄ皮下多点免疫１．０ｍｇ重组Ｐ３０蛋白，第

０天免疫等量乳化的弗氏完全佐剂和重组Ｐ３０蛋
白，第１０、２０ｄ和３０ｄ免疫等量乳化的弗氏不完全
佐剂和Ｐ３０蛋白。第一次免疫后的第３７ｄ，对实验
兔进行耳缘静脉和心脏采血，血液置于４℃过夜，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ分离血清制备抗血清，具体
方法参考文献［１４］。

１．８　抗血清的纯化和多克隆抗体效价的测定
上述收集的抗血清经０．４５μｍ 滤膜过滤除杂

后，用Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ柱子进行纯化。用１０倍柱体积的
平衡缓冲液（２０．０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢ，０．１ｍｏｌ／Ｌ的

ＫＣｌ）平衡柱子，至流出液ｐＨ 值和平衡缓冲液一
致，用相同体积的抗血清和Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ结合１ｈ，使
血清中的ＩｇＧ和Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ充分结合，用１０倍柱体
积的平衡缓冲液洗涤层析柱，用 ＮａｎｏＤｒｏｐ测定

２８０ｎｍ的吸光度，持续洗涤直至洗脱不出杂蛋白。
洗涤结束以后，用洗脱缓冲液洗脱，并收集流出液。
洗脱后，立即用碱性缓冲液中和收集到的多克隆抗
体，加入甘油至终浓度为５０％，－８０℃分装保存。
采用间接ＥＬＩＳＡ检测多克隆抗体的效价。以

浓度１μｇ／ｍＬ的重组Ｐ３０蛋白包被９６孔酶标板４℃
过夜，ＰＢＳＴ洗涤液振动洗涤３次，每次１ｍｉｎ；加入

５％脱脂奶粉和５％ ＢＳＡ的封闭液（３００μＬ／孔），

３７℃封闭２ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，对纯化的抗体进行
倍比稀释，每孔１００μＬ，同时设置阴性对照，３７℃孵
育１ｈ；同样的方法洗涤３次，加入 ＨＲＰ标记羊抗
兔ＩｇＧ，２５０倍稀释，３７℃孵育１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤４次，
加入 １００μＬ 的 ＴＭＢ 显色液 ３７ ℃ 避光显色

１５ｍｉｎ，２．０ｍｏｌ／Ｌ的浓硫酸（５０μＬ／孔）终止反应
后使用酶标仪检测ＯＤ４５０吸光度。

１．９　抗非洲猪瘟病毒Ｐ３０蛋白多克隆抗体特异性
检测

以抗Ｐ３０多克隆抗体为一抗（１∶１００００）孵育，
以 ＨＲＰ－羊抗兔ＩｇＧ为二抗（１∶１０００）孵育后，超灵
敏化学发光成像仪显影。

２　结果与分析

２．１　ｐＥＴ－３２ａ－Ｐ３０重组表达质粒的构建和鉴定
以人工合成的非洲猪瘟病毒Ｐ３０基因作为模

板进行ＰＣＲ扩增，产物琼脂糖凝胶电泳后在５００～
７５０ｂｐ之间有一条特异性条带，与理论大小６０９ｂｐ
相符合（见图１）。对质粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｐ３０进行双酶切
鉴定，发现酶切产物有明显的两条带（见图２），经比
对片段大小符合预期。测序结果和目的基因序列经
比对完全一致，说明已成功构建了含有Ｐ３０基因的
重组质粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｐ３０。

图１　Ｐ３０基因ＰＣＲ扩增产物电泳
注：Ｍ代表ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１，２代表Ｐ３０基因ＰＣＲ产物。

２．２　重组Ｐ３０蛋白的表达和纯化
经１６℃、２００ｒ／ｍｉｎ　１２ｈ条件诱导后，发现Ｐ３０

蛋白主要以包涵体的形式表达。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳
发现，与未诱导对照相比，经过０．５ｍｍｏｌ／Ｌ诱导后
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图２　重组质粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｐ３０双酶切鉴定
注：Ｍ代表ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１，２分别代表重组质粒

ＢａｍＨＩ和ＸｈｏＩ双酶切鉴定。

的Ｐ３０蛋白在４０～５５ｋＤａ左右有一条清晰条带（见
图３），ＢＣＡ蛋白定量法检测镍柱纯化后的重组Ｐ３０
蛋白含量为０．６ｍｇ／ｍＬ以上。

图３　非洲猪瘟病毒Ｐ３０重组蛋白的诱导表达和纯化
注：Ｍ代表Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１代表未诱导菌体；

２代表诱导后菌体；３代表未纯化蛋白；４代表纯化后蛋白。

２．３　Ｐ３０蛋白的免疫原性测定
利用抗非洲猪瘟病毒Ｐ３０蛋白单克隆抗体对

纯化后的产物进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定，结果显示在

４０～５５ｋＤａ处有一条特异性的条带（见图４），表明
该蛋白具有良好的免疫原性。

２．４　Ｐ３０蛋白多克隆抗体的制备及效价测定
纯化后的重组Ｐ３０蛋白免疫新西兰大白兔制

备抗血清，抗血清经Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ纯化后获得多克隆
抗体，采用间接ＥＬＩＳＡ测定其效价。实验组样品孔

ＯＤ４５０数值大于阴性对照孔ＯＤ４５０数值２．１倍时，判
定为阳性，通过４次免疫，测得相应的多克隆抗体效
价为１∶５１２００００。

２．５　抗Ｐ３０蛋白多克隆抗体特异性检测
为了进一步确定制备Ｐ３０多克隆抗体的特异

性，以多克隆抗体为一抗，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测原核

图４　非洲猪瘟病毒Ｐ３０蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定
注：Ｍ代表Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１，２，３代表Ｐ３０蛋白。

表达的重组Ｐ３０蛋白，结果显示纯化的重组Ｐ３０蛋
白在４０～５５ｋＤａ处有明显清晰的条带（见图５），表
明该多克隆抗体特异性较好。

图５　抗Ｐ３０多克隆抗体特异性检测
注：Ｍ代表Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１代表抗Ｐ３０多克隆抗体。

３　讨　论

ＡＳＦ作为一种急性、烈性和高度接触性传染
病，给世界养猪业造成巨大经济损失，２０１８年以后
传入中国各省市区。由于目前尚无有效的疫苗和预
防该病的特异性药物，因此在疫苗尚未上市前，早期
诊断对 ＡＳＦＶ的有效防控至关重要。非洲猪瘟病
毒的检测方法主要 包 括 ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 检 测
等［１５－１６］。Ｓｔｅｉｇｅｒ等［１５］在用ＰＣＲ检测细胞培养和组
织中的 ＡＳＦＶ时，在血液样品检测时，可检测出假
阳性和非特异性条带。ＥＬＩＳＡ 方法具有灵敏度高、
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特异性好、操作方便等特点，适用于大批量样品的检
测，因此，世界动物卫生组织（ＯＩＥ）把ＥＬＩＳＡ批准
为标准的血清学检测方法［１７－１９］。
尽管国外已经有相关的ＥＬＩＳＡ诊断试剂盒产

品上市，但是考虑到价格、成本等原因，研制出高效、
经济的诊断方式对于防控非洲猪瘟非常重要。Ｐ３０
蛋白是最具有抗原性的蛋白之一，在感染动物体内
可以诱导产生中和抗体，具有高度保守的线性表位
区域，可以提供广泛的诊断依据［２０］。杆状病毒表达
系统等方法成功表达Ｐ３０蛋白，但成本较高，操作
繁琐，并且病毒侵染导致的细胞崩解会造成胞内蛋
白降解［２１－２２］。大肠杆菌原核表达系统，繁殖快、抗污
染能力强，表达产量高、表达产物分离纯化较简单、
稳定性好等特点［２３］。Ｋａｚａｋｏｖａ等［２４］通过原核表达
系统表达了Ｐ３０蛋白，建立一种可以从ＡＳＦＶ中检
测到特异性抗体的免疫分析检测方法，黄剑等［２５］构
建原核表达载体免疫小鼠制备了相应的多克隆抗

体，有关多克隆抗体效价并没有明确报道，因此，通
过原核表达系统制备重组Ｐ３０蛋白，并制备了高效
价的多克隆抗体，为研制双抗夹心ＥＬＩＳＡ诊断试剂
奠定基础。

４　结　论

本文通过原核系统成功制备了重组Ｐ３０蛋白，
以纯化后的Ｐ３０作为抗原制备相应的多克隆抗体，
获得以下主要结论：

ａ）通过ＰＣＲ、双酶切和测序鉴定，获得ｐＥＴ－
３２ａ－Ｐ３０原核表达载体。

ｂ）重组表达菌株在 １６ ℃ 和 ０．５ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ条件下诱导表达出Ｐ３０蛋白，纯化后蛋白浓
度高于０．６ｍｇ／ｍＬ。

ｃ）重组Ｐ３０蛋白免疫新西兰大白兔获得多克
隆抗体，ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测确定抗体具有
较高的效价和良好的特异性。
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