
中国兽药杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ５１ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０．１１７５１ ／ ＩＳＳＮ．１００２－１２８０．２０１７．６．０３

不同抗原对猪瘟病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测效果的影响

曾小宇１，苗银萍１，赵冰琳２，魏 卓１，赵林萍３∗

（１． 郑州中道生物技术有限公司， 郑州 ４５００００； ２． 河南中标检测服务有限公司， 郑州 ４５００００；
３． 郑州大学生命科学学院， 郑州 ４５００００）

［收稿日期］ ２０１７－０３－０９　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１７） ０６－００１９－０８　 ［中图分类号］Ｓ８５２．６５１

［摘　 要］ 　 为研究不同抗原对猪瘟病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测效果的影响，通过原核表达获取猪瘟病毒

重组 Ｅ２ 蛋白、Ｅ０ 蛋白、Ｃ 蛋白和 ＮＳ５Ｂ 蛋白，大小分别约为 ３５、４２、１６ 和 ８０ ｋＤ。 经 Ｎｉ－ＮＴＡ 亲和层

析柱纯化并利用 ＢａｎｄＳｃａｎ 软件进行计算，纯度均在 ９０％以上，满足 ＥＬＩＳＡ 检测包被用原料纯度的

要求。 将上述 ４ 种蛋白作为包被抗原进行 ＥＬＩＳＡ，以 １０ 份企业阳性质控品血清和 １０ 份企业阴性质

控品血清为检验指标比较不同抗原对猪瘟病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测效果的影响。 结果以 Ｅ２ 蛋白为原

料的包被板检测质控血清时，灵敏度和特异性均达到 ８０％以上，能够满足猪瘟病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测

的要求，故选择 Ｅ２ 蛋白作为包被抗原并进行相关检测试剂的研制。 用研制的试剂与国际知名度

高、产品质量好的美国 ＩＤＥＸＸ 同类试剂对 ４３２ 份临床猪血清进行符合性检测，结果与美国 ＩＤＥＸＸ
试剂的阳性符合率为 ９５．５３％，阴性符合率为 ８６．５６％，总符合率为 ９１．６７％，两种试剂检测结果具有

较高的一致性。 试验表明，用 Ｅ２ 蛋白为包被抗原对猪瘟病毒抗体进行 ＥＬＩＳＡ 检测的效果最好，制
备的检测试剂可用于临床猪瘟病毒血清抗体的检测，为今后猪瘟病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂的进一

步研制奠定了基础。
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　 　 猪瘟是危害我国养猪业的主要传染病之一，广
泛存在于全世界范围内，具有发病急、发病快的特

点，给养猪生产造成了严重的经济损失［１－２］。 目前，
对该病尚无有效的治疗药物，疫苗免疫是唯一有效

预防该病的手段［３－５］，因此定期开展免疫猪场的抗

体监测对防控猪瘟疫病具有重大的意义。
目前用于猪瘟病毒抗体检测的方法有病毒中

和试验和 ＥＬＩＳＡ 试验，其中病毒中和试验包括荧光

抗体病毒中和试验（ＦＡＶＮ）和过氧化物酶联中和试

验（ＮＰＬＡ），这两种方法具有特异性强，灵敏度高等

优点，均为国际贸易指定方法［６］。 由于病毒中和试

验涉及到病毒培养，对实验室和从业人员的要求

高，存在散毒的风险，且每批次检测样本的数量有

限，仅用于对可疑样本进行确诊，不宜进行大量样

本的普查工作［７］。 ＥＬＩＳＡ 试验方法简便，易于操

作，能对样本进行批量检测，同时具有较强的敏

感度和特异性，基于以上优点，以 Ｅ２ 蛋白、Ｅ０ 蛋

白、Ｃ 蛋白和 ＮＳ５Ｂ 蛋白 ４ 种猪瘟病毒蛋白为包

被抗原进行比较，筛选出效果最好的一种蛋白作

为包被抗原进行猪瘟病毒抗体检测试剂的初步

研制，为该检测试剂的进一步研制奠定了基础。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 临床猪血清 ４３２ 份 　 来自河南省南阳市某

养殖场，每份 ５ ｍＬ～１０ ｍＬ 不等。
１．１．２　 对照试剂盒　 美国 ＩＤＥＸＸ 公司猪瘟病毒抗

体检测试剂盒，批号：Ｅ３３１，购自北京爱德士元亨生

物技术有限公司。
１．１．３　 企业质控品血清　 经由 ＩＤＥＸＸ 对照试剂对

大量临床血清进行筛查，挑选出阳性样本和阴性样

本各 １０ 份，挑选后再用 ＩＤＥＸＸ 对照试剂进行 ３ 次

重复检测，确定 １０ 份阳性质控品血清的检测结果

为阳性，１０ 份阴性质控品血清的检测结果为阴性。
阳性质控品血清编号 Ｐ１－Ｐ１０，阴性质控品血清编

号 Ｎ１－Ｎ１０。
１．１．４　 毒种 　 猪瘟活疫苗（细胞源），兔化弱毒株

（ＣＶＣＣＡＶ１４１２），批号：１３０１０１ＣＡ，购自洛阳普莱克

生物技术有限公司。
１．１．５　 菌株及载体 　 感受态 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α、感受态

Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）和载体 ｐＥＴ３２ａ，均购自宝生物工

程（大连）有限公司。
１．１．６　 酶标板 　 批号：ＡＴ２９２２１６０６１３，购自厦门市

云鹏科技发展有限公司，抗原吸附用的固相载体。
１．１．７　 其他试剂　 ＢＳＡ，批号：１６０９０５，纯度≥９６％，
５００ ｇ ／袋，购自盐城赛宝生物科技有限公司，用于抗

原包被板的封闭； ＨＲＰ 标记鼠抗猪 ＩｇＧ，批号：
２０１６０５０１，１０ ｍＬ ／瓶，购自洛阳佰奥通实验材料中

心，用于酶标二抗工作液的配制；ＴＭＢ·２ＨＣｌ·
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２Ｈ２Ｏ，批号：７１０５０１１０２，纯度≥９８％，５ ｇ ／瓶，购自

北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司，用于显色底

物的配制；硫酸，批号 １６１１２１，分析纯，５００ ｍＬ ／瓶，

购自上海振企化学试剂有限公司，用于终止液的配

制。 ＢａｍＨ Ｉ、Ｈｉｎｄ ＩＩＩ、ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 限制性内切

酶，均购自宝生物工程（大连）有限公司。 ＬＢ 培养

基，购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．１．８　 仪器 　 ＴＰ６５０ ＰＣＲ仪，购自宝生物工程（大

连）有限公司；ＤＹＹ－８Ｃ电泳仪，购自上海市大一仪

器厂；ＭＫ３酶标仪，购自赛默飞；电热恒温培养箱，

购自北京中兴伟业仪器有限公司；ＴＧＬ－１６Ｍ高速台

式冷冻离心机，购自湖南湘仪离心机仪器有限公

司；数显气浴恒温振荡器，购自常州普天仪器制造

有限公司；Ｔａｎｏｎ １６００凝胶成像系统，购自上海天能

公司。

１．２　 方法

１．２．１　 猪瘟病毒 Ｅ２ 蛋白、Ｅ０ 蛋白、Ｃ 蛋白和 ＮＳ５Ｂ

蛋白的制备方法［８］

１．２．１．１　 引物的设计与合成 　 根据猪瘟兔化弱毒

株基因序列，分别设计合成用于扩增猪瘟病毒 Ｅ２

基因、Ｅ０ 基因、Ｃ 基因和 ＮＳ５Ｂ 基因的引物，并在上

下游引物中分别引入酶切位点和保护性碱基，引物

５＇端前三位是保护性碱基，斜体部分是限制性内切

酶酶切位点。 引物序列如下：

Ｅ２ 基因上游引物：

５＇－ＴＴＴＧＧＡＴＣＣＣＧＧＣＴＡＧＣＣＴＧＣＡＡＧＧＡＡＧＡ－３＇

Ｅ２ 基因下游引物：

５＇－ＴＡＴＡＡＧＣＴＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＡＡＧＣＣＡＣＡＣＣ－３＇

Ｅ０ 基因上游引物：

５＇－ＴＴＴＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＴＧＴＡＣＣＡＡＣＣＡＧＴＴＧ－３＇

Ｅ０ 基因下游引物：

５＇－ＴＴＴＣＴＣＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＴＴＧＴＴＡＧＴＧＴＡＣＣ－３＇

Ｃ 基因上游引物：

５＇－ＴＴＴＧＧＡＴＣＣＴＣＣＧＡＴＧＡＴＧＧＣＧＣＡＡＧＴＧＧ－３＇

Ｃ 基因下游引物：

５＇－ＴＴＴＡＡＧＣＴＴＧＧＣＴＴＣＡＡＣＴＧＧＴＴＧＧＴＡＣＡ－３＇

ＮＳ５Ｂ 基因上游引物：

５＇－ＴＴＴＧＡＡＴＴＣＡＧＴＡＡＴＴＧＧＧＴＧＡＴＧＣＡＡＧＡ－３＇

ＮＳ５Ｂ 基因下游引物：

５＇－ＴＴＴＣＴＣＧＡＧＴＧＣＣＣＣＴＣＴＣＣＣＴＡＴＣＡＧＣＧ－３＇

Ｅ２基因和Ｃ基因酶切位点是ＢａｍＨ Ｉ和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ，

Ｅ０基因和ＮＳ５Ｂ基因酶切位点是ＥｃｏＲ Ｉ和Ｘｈｏ Ｉ。

１．２．１．２　 ４种基因片段的扩增　 提取猪瘟兔化弱毒

株中的 ＲＮＡ，经反转录后，分别用 ４ 种特异性引物

扩增目的片段。

１．２．１．３　 ４种基因重组表达质粒的构建　 用ＢａｍＨ Ｉ

和Ｈｉｎｄ ＩＩＩ限制性内切酶分别酶切Ｅ２基因、Ｃ基因和

表达质粒ｐＥＴ３２ａ，同时用ＥｃｏＲ Ｉ和Ｘｈｏ Ｉ限制性内切

酶分别酶切Ｅ０基因、ＮＳ５Ｂ基因和表达质粒ｐＥＴ３２ａ。

将酶切后的基因和表达质粒按一定比例连接，连接

产物转化至感受态Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＨ５α中。 经ＰＣＲ鉴定、酶

切鉴定后获取４种重组表达质粒，分别为 ｐＥＴ３２ａ－

Ｅ２、ｐＥＴ３２ａ－Ｅ０、ｐＥＴ３２ａ－Ｃ 和 ｐＥＴ３２ａ－ＮＳ５Ｂ。

１．２．１．４　 ４ 种重组蛋白的诱导表达与纯化　 分别将

重组表达质粒转化至感受态 Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）中，

用 ＩＰＴＧ 诱导表达，超声破菌 ３０ ｍｉｎ。 经 ＳＤＳ －

ＰＡＧＥ 鉴定，挑选出阳性表达菌株进行大批量诱导

表达。 用 Ｎｉ－ＮＴＡ 亲和层析柱纯化重组蛋白。

１．２．２　 猪瘟病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

１．２．２．１　 操作方法 　 采用间接ＥＬＩＳＡ法原理 ［９］ ，

将蛋 白 抗 原 按 ２０ ｎｇ ／孔 包 被 到 酶 标 板 上， 经

２ ℃ ～ ８ ℃过夜吸附，次日将包被板中未吸附的

抗原包被液洗去，再用 １０％ 的ＢＳＡ溶液进行封

闭，２ ℃ ～ ８ ℃封闭１２ ｈ，洗去封闭液，３７ ℃ 烘烤

至干。 将待检样品加入到抗原包被板中，３７ ℃

温育３０ ｍｉｎ，洗涤５次后加入酶标二抗，３７ ℃ 温

育３０ ｍｉｎ，洗涤５次后加入显色底物，３７ ℃ 温育

１０ ｍｉｎ，加入终止液终止显色反应。 若待检样品

中含有猪瘟病毒抗体，则与包被板中的包被抗原

结合形成抗原 －抗体免疫复合物被固定在酶标

板上，并与随后加入的酶标记抗猪ＩｇＧ形成“固相

抗原－抗体－抗猪抗体－ＨＲＰ”免疫复合物，洗涤

后，加入显色剂即显色，为阳性，反之为阴性。
１．２．２．２　 结果判定　 参考相关文献［１０－１１］，阴性标本

·１２·
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２．１ 倍处的 ＯＤ 值是线性的中间点，此点比较敏感

和稳定。 故以阴性对照 ＯＤ 值的 ２．１ 倍为临界值，
若待检样本的 ＯＤ 值≥临界值，结果判为阳性；若
待检样本的 ＯＤ 值＜临界值，结果判为阴性。
１．２．２．３　 ４ 种包被蛋白的筛选　 将原核表达获取的

猪瘟病毒重组 Ｅ２ 蛋白、Ｅ０ 蛋白、Ｃ 蛋白和 ＮＳ５Ｂ 蛋

白分别进行包被，以 １０ 份企业阳性质控品血清和

１０ 份企业阴性质控品血清为检验指标，筛选出最合

适的包被原料。
１．２．２．４　 与美国 ＩＤＥＸＸ 同类试剂进行符合性试验

分别用郑州中道生物技术有限公司初步研制的猪

瘟病毒抗体检测试剂（以下简称“中道试剂”）和美

国 ＩＤＥＸＸ 同类试剂检测 ４３２ 份临床猪血清，并进

行符合率比较，计算阳性符合率、阴性符合率和总

符合率。
２　 结果与分析

２．１　 ４ 种基因片段的 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增结果　 经 ＲＴ－
ＰＣＲ 扩增，获得大小为 ６３６ ｂｐ、７６８ ｂｐ、２９７ ｂｐ 和

２１５４ ｂｐ 的目的片段（图 １），与预计 Ｅ２ 基因、Ｅ０ 基

因、Ｃ 基因和 ＮＳ５Ｂ 基因大小一致。

１： Ｅ２ 基因；２，４，６ 和 ８： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００；３： Ｅ０ 基因；５： Ｃ 基因；７： ＮＳ５Ｂ 基因

１： Ｅ２ ｇｅｎｅ； ２， ４， ６ａｎｄ ８： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； ３： Ｅ０ ｇｅｎｅ； ５： Ｃ ｇｅｎｅ； ７： ＮＳ５Ｂ ｇｅｎｅ

图 １　 ４ 种基因片段的 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ １　 ＲＴ－ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｇｅｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．２　 ４ 种基因重组表达质粒的构建 　 重组质粒经

ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定，均获得与目的基因大小一致的片

段。 分别用相应的限制性内切酶作用，然后将酶切

产物进行琼脂糖凝胶电泳，结果见图 ２。 由图可见，

酶切后均出现与目的片段大小一致的条带和预期

大小的载体。

２．３　 ４ 种蛋白的诱导表达与纯化　 经ＩＰＴＧ诱导２ ｈ

后，重组蛋白获得表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图可见，重

组Ｅ２蛋白、Ｅ０蛋白、Ｃ蛋白和ＮＳ５Ｂ蛋白大小分别约

为 ３５ 、４２、１６ 和８０ ｋＤ（图 ３ 中的２，５，８和１１）。 挑

选阳性重组菌进行大批量诱导表达，超声破菌，用

Ｎｉ－ＮＴＡ 亲和层析柱纯化，纯化后蛋白（图 ３ 中的

３，６，９ 和 １２）经 ＢａｎｄＳｃａｎ 软件计算，纯度分别为

９５％、９０％、９１％和 ９２％，满足 ＥＬＩＳＡ 检测包被用原

料纯度的要求。

２．４　 ４ 种包被蛋白检测企业质控品血清的结果

将Ｅ２蛋白、Ｅ０蛋白、Ｃ蛋白和ＮＳ５Ｂ蛋白分别进行包

被，检测１０份企业阳性质控品血清，Ｐ１－Ｐ１０，结果

见表１。 检测１０份企业阴性质控品血清，Ｎ１－Ｎ１０，

结果见表２。
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１，６： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ５０００；２： ｐＥＴ３２ａ－Ｃ 酶切产物；３： ｐＥＴ３２ａ－ Ｅ２ 酶切产物；

４： ｐＥＴ３２ａ－ Ｅ０ 酶切产物；５： ｐＥＴ３２ａ－ＮＳ５Ｂ 酶切产物

１， ６： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ５０００； ２： ｐＥＴ３２ａ－Ｃ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ； ３： ｐＥＴ３２ａ－ Ｅ２ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ；

４： ｐＥＴ３２ａ－ Ｅ０ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ； ５： ｐＥＴ３２ａ－ＮＳ５Ｂ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ２　 重组表达质粒酶切鉴定

Ｆｉｇ ２　 Ｅｎｚｙｍｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄｓ

１，４，１０： 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ ８０ ｋＤ；２： ｐＥＴ３２ａ－ Ｅ２ ／ ＢＬ２１（ＤＥ３）诱导后；３： 纯化后 Ｅ２ 蛋白；５： ｐＥＴ３２ａ－ Ｅ０ ／ ＢＬ２１（ＤＥ３）诱导后；

６： 纯化后 Ｅ０ 蛋白；７： 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ １００ ｋＤ；８： ｐＥＴ３２ａ－ Ｃ ／ ＢＬ２１（ＤＥ３）诱导后；９： 纯化后 Ｃ 蛋白；

１１： ｐＥＴ３２ａ－ ＮＳ５Ｂ ／ ＢＬ２１（ＤＥ３）诱导后；１２： 纯化后 ＮＳ５Ｂ 蛋白

１， ４，１０： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ ８０ ｋＤ； ２： ｐＥＴ３２ａ－ Ｅ２ ／ ＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ； ３： ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ２ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；

５： ｐＥＴ３２ａ－ Ｅ０ ／ ＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ； ６： ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅ０ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ７： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ １００ ｋＤ；

８： ｐＥＴ３２ａ－ Ｃ ／ ＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ； ９： ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；

１１： ｐＥＴ３２ａ－ ＮＳ５Ｂ ／ ＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ； １２： ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＮＳ５Ｂ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ３　 ４ 种重组蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定

Ｆｉｇ ３　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

·３２·
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表 １　 ４ 种猪瘟病毒蛋白分别作为包被抗原检测 １０ 份企业阳性质控品血清结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｒａ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｏｕｒ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
包被原料 临界值 Ｐ１ Ｐ２ Ｐ３ Ｐ４ Ｐ５ Ｐ６ Ｐ７ Ｐ８ Ｐ９ Ｐ１０

Ｅ２ ０．１７９
０．３５４ ０．３９０ ０．０５２ ０．７８４ ０．６９１ ０．４８９ ０．９９８ １．５８７ １．２２７ １．９９８

＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｅ０ ０．２２１
０．０４５ ０．１０１ ０．０８７ ０．４３５ １．６４５ ０．０５６ ０．７４１ ０．１１３ １．０５７ １．５２４

－ － － ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋

Ｃ ０．２００
０．５７８ ０．６４７ ０．７４６ ０．８２７ １．２６７ ０．１５４ １．６４５ １．０８７ １．２８５ ０．７９８

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋

ＮＳ５Ｂ ０．１８３
０．０５７ ０．０６８ ０．０７８ ０．０９５ ０．１０４ ０．０８２ ０．０６２ １．０４５ ０．９２４ ０．０４５

－ － － － － － － ＋ ＋ －

　 Ｐ１－Ｐ１０ 为 １０ 份阳性质控品血清编号。 Ｐ１－Ｐ１０ 酶标仪检测结果在表中用数值表示，判定结果用＂ ＋＂和＂ －＂表示。＂ ＋＂表示检测结果大于临
界值，为阳性；＂ －＂表示检测结果小于临界值，为阴性
　 Ｐ１－Ｐ１０ ｉｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｅｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｒａ． Ｔｈｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐ１－Ｐ１０ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｎｕｍｅｒｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａ⁃
ｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐ１－Ｐ１０ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｓｙｍｂｏｌ ＂ ＋＂ ａｎｄ ＂ －＂ ． Ｉｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ， ｓｙｍｂｏｌ ＂ ＋＂ ｗａｓ ｕｓｅｄ．
Ｉｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ， ｓｙｍｂｏｌ ＂ －＂ ｗａｓ ｕｓｅｄ

表 ２　 ４ 种猪瘟病毒蛋白分别作为包被抗原检测 １０ 份企业阴性质控品血清结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｒａ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｏｕｒ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
包被原料 临界值 Ｎ１ Ｎ２ Ｎ３ Ｎ４ Ｎ５ Ｎ６ Ｎ７ Ｎ８ Ｎ９ Ｎ１０

Ｅ２ ０．１７９
０．０４１ ０．０６７ ０．０５２ ０．１０４ ０．４５１ ０．０８１ ０．４６２ ０．０５７ ０．０６８ ０．０７２

－ － － － ＋ － ＋ － － －

Ｅ０ ０．２２１
０．０５７ １．２０１ ０．１７５ ０．８５２ ０．１３７ ０．９６４ ０．１２０ ０．８４３ ０．１０７ ０．０９８

－ ＋ － ＋ － ＋ － ＋ － －

Ｃ ０．２００
１．４５１ ０．９５７ ０．６２８ ０．７５１ ０．６５７ ０．１５４ ０．３５４ ０．７４１ ０．０５２ ０．８９８

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋

ＮＳ５Ｂ ０．１８３
０．１４７ ０．０５６ ０．０９８ ０．１０４ ０．０５８ ０．０６４ ０．０８９ ０．１６３ ０．０８７ ０．０９３

－ － － － － － － － － －

　 Ｎ１－Ｎ１０ 为 １０ 份阴性质控品血清编号。 Ｎ１－Ｎ１０ 酶标仪检测结果用数值表示，判定结果用＂ ＋＂和＂ －＂表示。＂ ＋＂表示检测结果大于临界值，
为阳性；＂ －＂表示检测结果小于临界值，为阴性
　 Ｎ１－Ｎ１０ ｉｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｅｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｅｒａ． Ｔｈｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｎ１－Ｎ１０ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｎｕｍｅｒｉｃａｌ ｖａｌｕｅｓ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａ⁃
ｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｎ１－Ｎ１０ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｓｙｍｂｏｌ ＂ ＋＂ ａｎｄ ＂ －＂ ． Ｉｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ， ｓｙｍｂｏｌ ＂ ＋＂ ｗａｓ ｕｓｅｄ．
Ｉｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ， ｓｙｍｂｏｌ ＂ －＂ ｗａｓ ｕｓｅｄ

　 　 由表１和表２可见，采用Ｅ２蛋白作为原料进行包

被，１０份阳性质控品血清检测出９份为阳性结果，灵

敏度为９０％，１０份阴性质控品血清检测出８份为阴

性结果，特异性为８０％；采用Ｅ０蛋白作为原料进行

包被，阳性质控品血清检测出５份为阳性，阴性质控

品血清检测出６份为阴性，其灵敏度与特异性均在

５０％附近，说明用Ｅ０蛋白包被进行样本检测时存在

很大的随机性；采用Ｃ蛋白作为原料进行包被，虽然

阳性质控品血清检测出９份为阳性，但阴性质控品

血清检测出８份为阳性结果，说明该蛋白存在很严

重的非特异性结合，特异性效果很差；采用ＮＳ５Ｂ蛋

白作为原料进行包被，检测的质控品血清基本为阴

性，说明该蛋白的捕获能力很弱，不能满足猪瘟病

毒抗体ＥＬＩＳＡ检测的要求。 故采用Ｅ２蛋白作为包被

原料进行猪瘟病毒抗体检测试剂的初步研制。

２．５　 与美国ＩＤＥＸＸ同类试剂进行符合性检测的结果

分别用中道试剂与美国 ＩＤＥＸＸ 同类试剂对 ４３２ 份

临床猪血清进行符合性检测，结果见表 ３。

·４２·
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表 ３　 两种试剂检测 ４３２ 份临床猪血清样本的数据统计

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｄａｔａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｉｇ ｃｌｉｎｉｃａｌ ４３２ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｓｅｒａ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｒｅａｇｅｎｔｓ

中道试剂
ＩＤＥＸＸ 试剂

阳性 阴性
合计

阳性 ２３５ （Ａ） ２５ （Ｂ） ２６０ （Ａ＋Ｂ）

阴性 １１ （Ｃ） １６１（Ｄ） １７２ （Ｃ＋Ｄ）

合计 ２４６ （Ａ＋Ｃ） １８６ （Ｂ＋Ｄ） ４３２ （Ａ＋Ｂ＋Ｃ＋Ｄ）

　 　 表 ３ 中 Ａ 区域表示两种试剂均检测为阳性结

果；Ｂ 区域表示中道试剂检测为阳性结果，ＩＤＥＸＸ

试剂检测为阴性结果；Ｃ 区域表示中道试剂检测为

阴性结果，美国 ＩＤＥＸＸ 试剂检测为阳性结果；Ｄ 区

域表示两种试剂均检测为阴性结果。 以 ＩＤＥＸＸ 试

剂作为参考，中道试剂与之比较的结果为：阳性符

合率为 Ａ ／ （Ａ＋Ｃ）∗１００％ ＝ ９５．５３％；阴性符合率为

Ｄ ／ （Ｂ＋Ｄ）∗１００％ ＝ ８６．５６％；总符合率为（Ａ＋Ｄ） ／

（Ａ＋Ｂ＋Ｃ＋Ｄ）∗１００％ ＝ ９１．６７％。 由此可见中道试

剂与美国 ＩＤＥＸＸ 同类试剂具有较高的一致性，能

用于临床猪瘟病毒血清抗体的检测。

３　 小结与讨论

与细胞培养病毒相比，原核表达系统具有易于

控制、成本低、不需要大量的人力物力、不会出现散

毒等优点；与真核表达系统相比，原核表达系统具

有操作简单、易于控制、蛋白表达量多、成本低等优

点。 故本文通过原核表达获取重组猪瘟病毒 Ｅ２ 蛋

白、Ｅ０ 蛋白、Ｃ 蛋白和 ＮＳ５Ｂ 蛋白，大小分别约为

３５、４２、１６ 和 ８０ ｋＤ。 经过 Ｎｉ－ＮＴＡ 亲和层析柱纯化

并利用 ＢａｎｄＳｃａｎ 软件计算，纯度均在 ９０％以上，满

足 ＥＬＩＳＡ 检测包被用原料纯度的要求。

以上述 ４ 种蛋白作为包被原料，分别进行抗原

包被板的制备，以 １０ 份企业阳性质控品血清和 １０

份企业阴性质控品血清为检验指标比较不同抗原

对猪瘟病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测效果的影响。 结果采

用 Ｅ２ 蛋白作为原料进行包被时，检测灵敏度和特

异性均达到 ８０％ 以上，能够满足猪瘟病毒抗体

ＥＬＩＳＡ 检测的要求；采用 Ｅ０ 蛋白作为原料进行包

被时，检测结果随机性很大，数据无规律；采用 Ｃ 蛋

白作为原料进行包被时，检测结果存在很严重的非

特异性结合；采用 ＮＳ５Ｂ 蛋白作为原料进行包被

时，检测结果基本为阴性，说明该蛋白的捕获能力

很弱，不能满足猪瘟病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测的要求。

故采用 Ｅ２ 蛋白作为包被原料并进行猪瘟病毒抗体

检测试剂的初步研制。

利用酶联免疫间接法原理，初步研制出猪瘟病

毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂，并将其与国际知名度高、

产品质量好的美国 ＩＤＥＸＸ 同类试剂对 ４３２ 份临床

猪血清进行符合性检测，结果与美国 ＩＤＥＸＸ 试剂

的阳性符合率为 ９５．５３％，阴性符合率为 ８６．５６％，总

符合率为 ９１．６７％，符合性检测数据显示两种试剂

检测结果具有较高的一致性。 同时，两种试剂盒还

存在有 １０％左右的差异，出现这种差异的可能原因

有以下两点：１）两种试剂组分及检验原理上的差

异，美国 ＩＤＥＸＸ 试剂是采用酶联免疫阻断法的原

理，涉及到酶标记单克隆抗体，中道试剂是采用酶

联免疫间接法的原理，涉及到物种 ＩｇＧ 的酶标二

抗，因酶标记物的不同，间接法酶标的二抗相对于

阻断法而言，将样本检测出为阳性结果的概率要稍

大一些。 ２）由于各地猪瘟病毒 Ｅ２ 蛋白的基因序列

略有不同，猪瘟病毒可以划分为 ３ 个基因群，同时

每群又划分为一些亚群。 据相关文献报道［１２］，中

国的猪瘟病毒主要是在第 ２．１ 亚群，英美国家的猪

瘟病毒主要在第 １．１ 亚群。 所以同属猪瘟病毒的

Ｅ２ 蛋白，我国的 Ｅ２ 蛋白和美国的 Ｅ２ 蛋白在一些

基因序列上也会存在些许的差异，从而以它们为原

·５２·
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料进行产品生产后会导致产品间检测结果存在一

些差异。 综上所述，用 Ｅ２ 蛋白为包被抗原对猪瘟

病毒抗体进行 ＥＬＩＳＡ 检测的效果最好，制备的检测

试剂可初步用于临床猪瘟病毒血清抗体的检测，为

今后猪瘟病毒抗体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂的进一步研制

奠定了基础。
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