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摘要： 以原核系统表达的非洲猪瘟病毒 ｐ５４ 重组蛋白为免疫原接种 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 经过细胞融合、 间接 ＥＬＩＳＡ 筛选和多次亚克隆获得了 ３ 株能够

稳定分泌抗 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞系， 分别命名为 ２Ａ４、 ５Ｆ６ 和 ＲＨ１５。 ３ 株单克隆抗体的重链均属于 ＩｇＧ１ 亚类， 轻链均为 Ｋａｐｐａ 型。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫荧光试验 （ＩＦＡ） 证明 ３ 株单克隆抗体具有良好的反应性， 可以用于靶抗原的特异性检测。 通过噬菌体展示肽库筛选， 确定了

单克隆抗体 ２Ａ４、 ５Ｆ６ 识别的抗原表位为１５７ＮＴＡＳＱ１６１， ＲＨ１５ 识别的抗原表位为１７０ＲＱＲＮＴＹＴＨＫＤＬ１８０， 进一步完善了靶抗原的 Ｂ 细胞线性抗原表

位信息。
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　 　 非洲猪瘟病毒 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＡＳＦＶ）
能导致家猪和野猪的出血热， 强毒株致死率可达到

１００％。 该病毒具有相当高的跨境传播能力， 在非洲、
欧洲、 美洲和亚洲广泛流行。 疫情对猪肉产业的影响

严重， 导致全球猪肉供需失衡及价格大幅波动， 世界

动物卫生组织 （ＷＯＡＨ） 将非洲猪瘟 （ＡＳＦ） 列为法

定报告动物疫病， 我国也将之归入必须重点防范的一
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类动物疫病名录。 近期， ＡＳＦＶ 疫苗的研发和临床应

用推广取得了一定进展， 但要想彻底控制病毒传播仍

需全球合作和共同努力［１－３］。
ＡＳＦＶ 是一种双链的核质大 ＤＮＡ 病毒 （ｎｕｃｌｅｏｃｙ⁃

ｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｌａｒｇｅ ＤＮＡ ｖｉｒｕｓｅｓ， ＮＣＬＤＶ）， 基因组长度为

１７０～１９０ ｋｂ， 编码 ６８ 种结构蛋白和超过 １００ 种非结

构蛋白［４］。 内膜蛋白 ｐ５４ 与 ｐ３０、 ｐ７２ 被证实为最具

抗原性和免疫原性的 ＡＳＦＶ 结构蛋白， 能够诱导产生

中和抗体［５］。 针对 ｐ５４ 的抗体最早出现在感染后第 ８
天， 并持续存在数周， 因此， ｐ５４ 及其抗体常被作为

血清学诊断靶点， 用于监测动物 ＡＳＦＶ 感染情况和免

疫效力评估［６］。 本研究将 ＡＳＦＶ Ｐｉｇ ／ ＨＬＪ ／ ２０１８ 毒株

（ＧｅｎＢａｎｋ 号： ＭＫ３３３１８０） Ｅ１８３Ｌ （ ｐ５４） 基因的膜
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内区序列插入到 ｐＥＴ－２８ａ （＋） 载体， 通过原核表达

系统获得 ＡＳＦＶ 重组 ｐ５４ 蛋白， 借助杂交瘤技术制备

出 ３ 株针对 ｐ５４ 蛋白的单克隆抗体， 并利用噬菌体展

示肽库鉴定了 ３ 株抗体所识别的抗原表位， 为 ＡＳＦＶ
诊断方法开发和病原学基础研究提供了生物学工具。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料

携带 ＡＳＦＶ Ｐｉｇ ／ ＨＬＪ ／ ２０１８ 毒株 Ｅ１８３Ｌ （ｐ５４） 基

因的质粒 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ｐ５４ 购自南京金斯瑞生物科技

有限公司； ＡＳＦＶ 感染的猪肺泡巨噬细胞 （ＰＡＭ） 爬

片和ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 样品由中国农业科学院兰州兽医研

究所惠赠； ＡＳＦＶ 阳性血清标准品购自中国兽医微生

物菌 种 保 藏 中 心； 猪 繁 殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒

（ＰＲＲＳＶ）、 猪 瘟 病 毒 （ ＣＳＦＶ ）、 日 本 脑 炎 病 毒

（ＪＥＶ）、 抗 ｐ３０ 蛋白单克隆抗体、 小鼠骨髓瘤细胞

（ＳＰ２ ／ ０） 由本实验室保存； ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自江苏华

创信诺医药科技有限公司。
高保真 ＰＣＲ 聚合酶 Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ、 限制性内切酶

ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ、 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和

ＤＮＡ 胶回收试剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公司； ｐＥＴ－２８ａ （＋）
载体由本实验室保存； 质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ
公司； 感受态细胞 ＤＨ５α 和 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 购自北京

擎科生物技术有限公司； ６×Ｈｉｓ－ｔａｇ Ｎｉ 亲和层析柱购

于 Ｇｅｎｅｒａｌ Ｅｌｅｃｔｒｉｃ 公司； ２５０ ｋＤａ 预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、
１２􀆰 ５％ ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒购自上海雅酶生物

医药科技有限公司； １８０ ｋＤａ 预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、 ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒、 高敏型 ＥＣＬ 化学发光检测试

剂盒购自南京诺唯赞医疗科技有限公司； 聚偏二氟乙

烯膜 （ ＰＶＤＦ） 购自 ＰＡＬＬ 公司； ＨＲＰ 标记兔抗鼠

ＩｇＧ、 ＦＩＴＣ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ、 Ｈｉｓ 单克隆抗体、 小鼠单

克隆抗体亚型鉴定试剂盒购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； ＴＭＢ
底物和终止液购自碧云天生物技术有限公司； ＲＰＭＩ－
１６４０ 培养基、 胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； 弗氏完全

佐剂、 弗氏不完全佐剂、 ＨＡＴ 和 ＨＴ 培养基购自

Ｓｉｇｍａ 公司； Ｐｈ． Ｄ－１２ 肽库试剂盒、 抗 Ｍ－１３ 抗体购

自 ＮＥＢ 公司； 其他试剂均为国产分析纯。
１􀆰 ２　 重组质粒的构建与鉴定

实验室前期试验表明， 全长的 ｐ５４ 蛋白难以在原

核系统中表达， 因此选择对其进行截短表达。 根据

ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ 的蛋白质跨膜区预测结果， 针对 ｐ５４ 蛋

白的膜内区 （１５７ ～ ５５５ ｂｐ， ５３ ～ １８３ ａａ） 设计常规

ＰＣＲ 引 物， Ｆ： ５′ － ＴＧＡＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＴＣＡＡＧ⁃
ＡＡＡＧＡＡＡＡＡＡＧＣ－３′ （下划线处为 ＢａｍＨⅠ酶切位

点 ）， Ｒ： ５′ － ＴＧＡＣＣＴＣＧＡＧＣＡＡＧＧＡＧＴＴＴＴＣＴＡＧ⁃
ＧＴＣＴ－３′ （下划线处为 ＸｈｏⅠ酶切位点）， 扩增产物

长度为 ３９９ ｂｐ。 以质粒 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ｐ５４ 为 ＰＣＲ 模

板。 反应体系为： Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ ２５ μＬ， 上游引物

２ μＬ， 下游引物 ２ μＬ， 模板 ＤＮＡ １ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ
２０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件为： ９８ ℃ ５ ｍｉｎ； ９８ ℃ １０ ｓ，
５５ ℃ ５ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， 共 ３５ 个循环； ７２ ℃ 延伸

５ ｍｉｎ。 通过胶回收方法纯化 ＰＣＲ 产物。
将经过限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ处理后的

目的片段和 ｐＥＴ － ２８ａ （ ＋） 载体用 Ｔ４ 连接酶连接

８ ｈ。 之后转化连接产物到感受态细胞 ＤＨ５α 中， 从

菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳性的单克隆过夜培养物中提取质

粒， 对重组质粒进行限制性双酶切， 阳性质粒由北京

擎科生物技术有限公司测序。 测序正确的重组质粒被

命名为 ｐＥＴ－２８ａ－ｐ５４ 并于－２０ ℃保存。
１􀆰 ３　 重组 ｐ５４ 蛋白的原核表达、 纯化及反应原性

鉴定

　 　 将重组质粒 ｐＥＴ－ ２８ａ －ｐ５４ 转化到感受态细胞

ＢＬ２１ （ＤＥ３） 中， 得到 ｐ５４ 重组蛋白原核表达菌株

ｐ５４－ｐＥＴ－２８ａ－ＢＬ２１。 将 ｐ５４－ｐＥＴ－２８ａ－ＢＬ２１ 的过夜

培养物按体积比 １ ∶ １００ 接种到含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素

的 ＬＢ 液体培养基中， 在 ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培

养至对数生长期， 即菌液的 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８ 时，
加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ， 继续培养 ５ ～ ７ ｈ
后离心收集菌体。 用 ＰＢＳ 重悬菌体后在冰浴条件下

进行超声破碎， 在 ４ ℃、 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心

１０ ｍｉｎ。 转移上清液到新的离心管， 并用 ＰＢＳ 重悬沉

淀， 分别制备 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 样品， 用以鉴定重组蛋白

的表达形式。
使用 Ｈｉｓ－ｔａｇ 镍离子亲和层析法纯化重组蛋白。

在预试验中用梯度咪唑浓度的洗脱缓冲液洗脱， 经

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 测定重组蛋白的最佳洗脱浓度。 后续试

验洗脱时先用低咪唑浓度的除去杂蛋白， 再用最佳浓

度的缓冲液洗脱下重组蛋白。 用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定重

组蛋白的纯度。 用透析法对纯化后的重组蛋白做脱盐

和浓缩处理。 用 ＢＣＡ 法测定重组蛋白的浓度。 通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组蛋白与 Ｈｉｓ 单克隆抗体、 ＡＳＦＶ
阳性血清标准品的反应性。
１􀆰 ４　 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体制备

１􀆰 ４􀆰 １　 动物免疫

将 １０ 只 ６ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠平均分为免疫

组和阴性对照组。 首次免疫时， 以背部皮下多点注射

方式给免疫组每只小鼠接种 ５０ μｇ 重组蛋白与等体积

弗氏完全佐剂的乳化物。 首次免疫后的第 ３ 周进行第

２ 次免疫， 第 ４ 周进行第 ３ 次免疫。 第 ２、 ３ 次免疫

时将弗氏完全佐剂换成弗氏不完全佐剂。 整个免疫程

序中， 阴性对照组用等体积灭菌 ＰＢＳ 处理。 第 ３ 次

免疫后 ７ ｄ， 采集小鼠眼眶血， 通过间接 ＥＬＩＳＡ 测定
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小鼠 血 清 效 价。 细 胞 融 合 前 ３ ｄ， 在 效 价 达 到

１ ∶ １０ ０００的小鼠中选择数值最高的那只， 腹腔注射

１００ μｇ 重组蛋白。
１􀆰 ４􀆰 ２　 单克隆抗体的制备

细胞融合前 １ ｄ， 分离小鼠腹腔巨噬细胞作为饲

养细胞， 密度调整到 １×１０５ ／ ｍＬ， 按 １００ μＬ 每孔加入

到 ９６ 孔板中培养。 处死经过 ４ 次免疫的小鼠， 分离

脾细胞， 在 ＰＥＧ４０００ 作用下与对数生长期的 ＳＰ２ ／ ０
细胞按照 ５ ∶ １ 的比例进行细胞融合。 将融合细胞用

含 １× ＨＡＴ 和 ２０％ ＦＢＳ 的选择培养基重悬， 加入到含

有饲养细胞的 ９６ 孔细胞板中培养。 细胞融合 ３ ｄ 后，
每日观察细胞状态并统计融合率。 细胞融合第 ５ 天

后， 每隔 ３ ｄ 用 ＨＡＴ 选择培养基半换液。 细胞融合

第 １４ 天后， 用 ＨＴ 补充培养基半换液， 取出的一半

细胞培养上清液用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测抗体水平， 对

阳性杂交瘤细胞至少进行 ２ ～ ３ 次亚克隆至抗体阳性

率达 １００％， 确立杂交瘤细胞系并建库冻存， 之后培

养不再添加 ＨＴ 补充培养基。 将阳性杂交瘤细胞连续

传代培养和冻存， 逐代减少 ＦＢＳ 含量至 １０％、 ５％甚

至无血清， 以利于抗体产生和后续抗体纯化。 测定不

同代次的细胞培养物上清液中抗体效价， 扩大培养能

稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株， 冻存于液氮中长期

保存。
１􀆰 ４􀆰 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法

用碳酸盐缓冲液 （０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ９􀆰 ６） 作为

包被液将重组蛋白 ｐ５４ 稀释到 ２ μｇ ／ ｍＬ， 按 １００
μＬ ／孔加入到酶标板， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ。 之后用 ＰＢＳＴ
洗涤 ４ 次， 最后一次洗涤完将酶标板在吸水纸上拍

干。 用 ５％脱脂乳作为封闭液， 按 １００ μＬ ／孔加入到

酶标板， ３７ ℃孵育 １ ｈ。 按前述方法洗涤。 将阴性对

照、 阳性对照和样品， 按 １００ μＬ ／孔加入到酶标板，
３７ ℃孵育 ４５ ｍｉｎ。 按前述方法洗涤。 将 ＨＲＰ 标记山

羊抗鼠 ＩｇＧ 单抗以 １ ∶ ５ ０００ 比例稀释后， 按 １００
μＬ ／孔加入到酶标板， ３７ ℃孵育 ４５ ｍｉｎ。 按前述方法

洗涤。 按 １００ μＬ ／孔加入 ＴＭＢ 显色液， ３７ ℃避光显

色 １５ ｍｉｎ。 按 １００ μＬ ／孔加入终止液。 使用酶标仪读

取 ＯＤ４５０ ｎｍ 值， 待检样品 ＯＤ４５０ ｎｍ ／阴性样品 ＯＤ４５０ ｎｍ

（Ｓ ／ Ｎ） ≥２􀆰 １ 时判定为阳性。 以 ＰＢＳ 处理组的小鼠

血清作为阴性对照， 免疫组小鼠血清作为阳性对照。
１􀆰 ４􀆰 ４　 腹水制备

准备 ９ 只 １２ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠， 按 ３ 只 ／株
单克隆抗体分组。 给每只小鼠腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ 经高

压灭菌的液体石蜡。 ７ ｄ 后， 给每只小鼠腹腔接种 ５×
１０５个杂交瘤细胞。 ５ ～ ７ ｄ 后， 每日观察小鼠状态，
对腹部明显膨大、 触摸有波动感的小鼠用 ０􀆰 ５５ ｍｍ
静脉采血针收集腹水。 采集到的腹水在 ４ ℃静置过

夜， 次日 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 收集中间层， 于

－８０ ℃保存备用。
１􀆰 ５　 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体的生物学特性鉴定

１􀆰 ５􀆰 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定单克隆抗体的反应性

取感染 ＡＳＦＶ 的 ＰＡＭ 细胞裂解物， 进行 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 并转印到 ＰＶＤＦ 膜上， 以杂交瘤细胞上清液作

为一抗， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应性鉴定。 设立未感染

ＡＳＦＶ 的 ＰＡＭ 细胞作为阴性对照。
１􀆰 ５􀆰 ２　 免疫荧光试验 （ ＩＦＡ） 鉴定单克隆抗体的反

应性

鉴定抗 ｐ５４ 单克隆抗体与感染 ＡＳＦＶ 的 ＰＡＭ 细

胞的反应性， 设立未感染 ＡＳＦＶ 的 ＰＡＭ 细胞作为阴

性对照。 用 ４％多聚甲醛固定细胞， 加入 ２％ ＢＳＡ 在

３７ ℃封闭 ２ ｈ， 以杂交瘤上清液作为一抗、 ＨＲＰ 标记

山羊抗鼠 ＩｇＧ 为二抗， 在 ３７ ℃各孵育 １ ｈ， 每个步骤

之后用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 在荧光显微镜下观察并拍照。
１􀆰 ５􀆰 ３　 单克隆抗体的反应特异性鉴定

取 ＰＲＲＳＶ、 ＣＳＦＶ、 ＪＥＶ 和 ＡＳＦＶ 感染的 ＰＡＭ 细

胞裂解物， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 并转印到 ＰＶＤＦ 膜上，
以 ３ 株杂交瘤细胞上清液混合液作为一抗， 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 反应特异性鉴定。
１􀆰 ５􀆰 ４　 单克隆抗体的亚型鉴定

取建库的杂交瘤细胞上清液， 使用小鼠抗体亚型

鉴定试剂盒对单克隆抗体的亚型进行鉴定， 具体操作

按照说明书执行。
１􀆰 ５􀆰 ５　 单克隆抗体的 Ｂ 细胞表位鉴定

用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ／ Ｇ ＰＬＵＳ－Ａｇａｒｏｓｅ 分别捕获腹水中未

纯化的 ３ 株单克隆抗体， 与 １０ μＬ 噬菌体展示肽原始

文库共同孵育， 洗涤 ３ 次后洗脱下特异性结合的噬菌

体， 测定噬菌体滴度， 完成第一次淘选。 扩增上一次

淘选收集的噬菌体并浓缩至滴度≥１􀆰 ５×１０１２ ｐｆｕ ／ ｍＬ，
用于下一次淘选。 第 ３ 次淘选后， 从噬菌斑＜１００ 的

滴度测定平板上各挑取 ３０ 个单克隆进行间接 ＥＬＩＳＡ
鉴定。 提取阳性噬菌体克隆的基因组， 测序后翻译出

展示肽序列， 比对分析得到同一株单克隆抗体结合肽

的共有序列， 与 ｐ５４ 蛋白氨基酸序列进行同源性分

析， 确定单克隆抗体识别的抗原表位。 详细步骤参考

Ｐｈ． Ｄ－１２ 肽库试剂盒说明书。

２　 结果

２􀆰 １　 重组质粒的构建与鉴定

ｐ５４ 蛋白膜内区基因 （１５７～５５５ ｂｐ， ５３～１８３ ａａ）
的 ＰＣＲ 扩增产物长度与预期的 ３９９ ｂｐ 相符 （图

１Ａ）。 ｐ５４－ｐＥＴ－２８ａ－ＤＨ５α 重组菌的菌液 ＰＣＲ 鉴定

均为阳性 （图 １Ｂ）。 重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ｐ５４ 经过双

酶切鉴定后获得的片段与目的基因大小一致 （图
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１Ｃ）。 基因测序结果显示， 重组质粒的插入序列与目 的基因完全一致。

Ｍ． ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 ｐ５４ 基因； ３～５􀆰 ｐ５４－ｐＥＴ－２８ａ－ＤＨ５α 重组菌单克隆； ６􀆰 ｐＥＴ－２８ａ 空载体；
７􀆰 重组质粒 ｐＥＴ－２８ａ－ｐ５４。

图 １　 ｐ５４ 基因 ＰＣＲ 扩增 （Ａ）、 重组菌菌液 ＰＣＲ 鉴定 （Ｂ） 和重组质粒酶切鉴定 （Ｃ）

２􀆰 ２　 重组 ｐ５４ 蛋白表达、 纯化及鉴定

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示， 重组菌株 ｐ５４－ｐＥＴ－２８ａ－
ＢＬ２１ 经 ＩＰＴＧ 诱导后大量表达分子量约为 ２３ ｋＤａ 的

融合蛋白， 与预期大小相符， 重组蛋白部分为可溶性

表达， 部分为包涵体形式 （图 ２Ａ）。 通过 Ｈｉｓ－ｔａｇ 镍

离子亲和层析法纯化的可溶性 ｐ５４ 重组蛋白在电泳后

染色呈单一条带， 纯化效果良好 （图 ２Ｂ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 显示 Ｈｉｓ 单克隆抗体和 ＡＳＦＶ 阳性血清标准品均

能特异性识别 ｐ５４ 重组蛋白， 表明 ｐ５４ 重组蛋白成功

表达且具有良好的反应原性 （图 ３）。
２􀆰 ３　 单克隆抗体的制备

在小鼠第 ２ 次和第 ３ 次免疫后分别采集眼眶血，
按本研究建立的 ＥＬＩＳＡ 方法测定小鼠血清抗体效价，
结果显示， 免疫组小鼠的抗 ｐ５４ 蛋白抗体效价均达到

１ ∶ ５１ ２００， 可用于细胞融合。
按本研究建立的 ＥＬＩＳＡ 方法对成功融合的杂交

瘤细胞进行筛选和亚克隆， 最终获得 ３ 株能稳定分泌

抗 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体的细胞， 分别命名为 ２Ａ４、
５Ｆ６ 和 ＲＨ１５。 ３ 株阳性杂交瘤细胞经过连续传代培

养 ２０ 代次以上， 培养基上清液中抗体效价仍维持在

１ ∶ １２ ８００ 的较高水平， 表明其分泌抗体能力稳定。
每株抗 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体的细胞约收集到

１０ ｍＬ 腹水， 按照本研究建立的 ＥＬＩＳＡ 方法测定腹水

体水平， 效价均达到 １ ∶ ５ １２０ ０００。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－ＢＬ２１ 全菌； ２􀆰 未诱导 ｐ５４－ｐＥＴ－

２８ａ－ＢＬ２１ 全菌； ３～５􀆰 经诱导的 ｐ５４－ｐＥＴ－２８ａ－ＢＬ２１ 全菌及裂解后的

上清液、 沉淀； ６􀆰 流穿液； ７ ～ １０􀆰 含 ５０、 １００、 ２００、 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪

唑的洗脱液。

图 ２　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定重组蛋白 ｐ５４ 的原核表达 （Ａ）
及纯化效果 （Ｂ）
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Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＥＴ－２８ａ－ＢＬ２１； ２􀆰 ｐ５４－ｐＥＴ－２８ａ－ＢＬ２１。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定重组蛋白 ｐ５４ 与 Ｈｉｓ 单克隆抗体 （Ａ）
及 ＡＳＦＶ 阳性血清 （Ｂ） 的反应性

２􀆰 ４　 单克隆抗体的反应性鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明， ３ 株单克隆抗体能够特异

性地识别感染 ＡＳＦＶ 的 ＰＡＭ 细胞 （图 ４Ａ）， 而不与

ＰＲＲＳＶ、 ＣＳＦＶ、 ＪＥＶ 感染细胞裂解物发生反应 （图
４Ｂ）。

ＩＦＡ 表明， ３ 株单克隆抗体能够识别感染 ＡＳＦＶ
的 ＰＡＭ 细胞， 产生特异性的红色荧光， 荧光集中于

ＡＳＦＶ 感染细胞的病毒工厂区域。 单克隆抗体不与阴

性对照细胞发生反应 （图 ５）。
２􀆰 ５　 单克隆抗体的亚型鉴定

结果见表 １， ３ 株单克隆抗体的重链均属于 ＩｇＧ１
亚类， 轻链均为 Ｋａｐｐａ 型。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未感染的 ＰＡＭ 细胞； ２􀆰 ＡＳＦＶ 感染的 ＰＡＭ 细胞； ３～６． 依次为 ＰＲＲＳＶ、 ＣＳＦＶ、 ＪＥＶ 和 ＡＳＦＶ 感染细胞裂解物。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体与 ＡＳＦＶ 的反应性 （Ａ） 及反应特异性 （Ｂ）

图 ５　 ＩＦＡ 鉴定 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体与 ＡＳＦＶ 的反应性
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表 １　 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体亚型鉴定

ｐ５４ 蛋白单

克隆抗体

重链亚类 轻链类型

ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ２ｃ ＩｇＧ３ ＩｇＭ Ｋａｐｐａ Ｌａｍｂｄａ

２Ａ４ １􀆰 ４１ ０􀆰 １１４ ０􀆰 １１１ ０􀆰 ０９２ ０􀆰 １０６ ０􀆰 １０４ ０􀆰 ７４１ ０􀆰 ０８６

５Ｆ６ １􀆰 ５１６ ０􀆰 １３８ ０􀆰 １５４ ０􀆰 １２ ０􀆰 １５９ ０􀆰 １３ ０􀆰 ７７４ ０􀆰 １０５

ＲＨ１５ １􀆰 ６１ ０􀆰 １４５ ０􀆰 １３７ ０􀆰 １１４ ０􀆰 １３９ ０􀆰 １２１ ０􀆰 ９０１ ０􀆰 ０９

２􀆰 ６　 ｐ５４ 蛋白的抗原表位鉴定

２􀆰 ６􀆰 １　 液相淘洗的富集效果

经过 ４ 次淘洗， 扩增后与扩增前的噬菌体滴度比

值逐渐升高， 回收率逐渐增大 （表 ２）， 说明与单克

隆抗体特异性结合的噬菌体得到了选择性富集。

表 ２　 ４ 轮筛选的噬菌体滴度和回收率

ｐ５４ 蛋白单克隆抗体 淘选轮次 筛选前 ／ （ｐｆｕ·ｍＬ－１） 筛选后 ／ （ｐｆｕ·ｍＬ－１） 回收率

２Ａ４

１ １×１０１１ １􀆰 ６×１０５ １􀆰 ６×１０－６

２ １×１０１１ ２􀆰 ４×１０６ ２􀆰 ４×１０－５

３ １×１０１１ ５􀆰 ４×１０７ ５􀆰 ４×１０－４

４ １×１０１１ １􀆰 １×１０９ １􀆰 １×１０－２

５Ｆ６

１ １×１０１１ ３􀆰 ８×１０４ ３􀆰 ８×１０－７

２ １×１０１１ ３􀆰 ３×１０５ ３􀆰 ３×１０－６

３ １×１０１１ １􀆰 ６×１０５ １􀆰 ６×１０－６

４ １×１０１１ １􀆰 ５×１０８ １􀆰 ５×１０－３

ＲＨ１５

１ １×１０１１ ５􀆰 ６×１０４ ５􀆰 ６×１０－７

２ １×１０１１ ２􀆰 ４×１０５ ２􀆰 ４×１０－６

３ １×１０１１ ５􀆰 ５×１０６ ５􀆰 ５×１０－５

４ １×１０１１ ９􀆰 ３×１０８ ９􀆰 ３×１０－３

２􀆰 ６􀆰 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 鉴定淘选

用间接 ＥＬＩＳＡ 鉴定第 ４ 次淘选得到的噬菌体。
从第 ４ 次淘选产物滴度测定的 ＬＢ ／ ＩＰＴＧ ／ Ｘ－ｇａｌ 平板

中选择噬菌斑＜１００ 个的平板， 每种单克隆抗体随机

挑取出 ３０ 个蓝色噬菌斑进行扩增， 用于间接 ＥＬＩＳＡ

鉴定。 结果显示， 单克隆抗体 ２Ａ４、 ５Ｆ６、 ＲＨ１５ 各

有 ２５、 ２０、 ２８ 个阳性噬菌体克隆 （Ｓ ／ Ｎ≥２􀆰 １）， 这

表明， 经过 ４ 次淘选， 能与 ３ 株单克隆抗体特异性结

合的噬菌体得到有效富集。

图 ６　 间接 ＥＬＩＳＡ 鉴定抗 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体与噬菌体克隆的结合
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２􀆰 ６􀆰 ３　 氨基酸多序列比对分析

提取间接 ＥＬＩＳＡ 为阳性的噬菌体核酸进行测序，
使用 Ｅｘｐａｓｙ－Ｔｒａｎｓｌａｔｅ 在线工具分析得到噬菌体展示

的 １２ 肽序列， 之后用 ＮＣＢＩ Ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＬＡＳＴ 工具进行

同源性分析， 发现单克隆抗体 ２Ａ４、 ５Ｆ６ 的噬菌体 １２
肽共有序列为 ＮＴＡＳＱ， 单抗 ＲＨ１５ 的噬菌体 １２ 肽共

有序列为 ＲＱＲＮＴＹＴＨＫＤＬ。 将这 ２ 段多肽序列与

ＡＳＦＶ 内膜蛋白 ｐ５４ 蛋白的氨基酸序列作进一步比

对， 结果显示， 单克隆抗体 ２Ａ４、 ５Ｆ６ 筛选出的共有

序列 ＮＴＡＳＱ 与 ｐ５４ 蛋白的 １５７ ～ １６１ 位氨基酸一致，
单抗 ＲＨ１５ 筛选出的共有序列 ＲＱＲＮＴＹＴＨＫＤＬ 则与

ｐ５４ 蛋白的 １７０～１８０ 位氨基酸一致， ２ 段多肽序列与

ｐ５４ 蛋白的一级结构有 ３ 个以上的连续氨基酸残基重

合， 说明 ３ 株单抗识别的抗原表位均为线性表位。

３　 讨论

自 ２０１８ 年 ８ 月 ＡＳＦ 在中国首次被报道以来， 疫

情迅速蔓延至全国， 仅 ４ 个月已有 ２１ 个省份受到波

及， ６３􀆰 １ 万头生猪被扑杀。 同时期， ＡＳＦ 在全球的

流行也很活跃， 包括俄罗斯、 罗马尼亚、 波兰在内的

２２ 个国家累计报告发生疫情 ５ ８００ 余起［７－８］。 急性型

ＡＳＦ 不仅致死率可高达 １００％， 还具有极强的传播能

力， 严重打击了全球养猪业， 引起猪肉市场价格的大

幅波动。 ＡＳＦＶ 疫苗研制始于 １９６０ 年， 由于病毒具

有遗传多变性、 结构复杂等特点， 对单核－巨噬细胞

之外的非靶细胞适应性差， 易发生生物学特性的改

变， 另外宿主免疫保护和病毒免疫逃避机制也尚不明

晰， 因此疫苗的研发进程较为缓慢［９－１１］。 ２０２２ 年 ６
月， 首个商品化 ＡＳＦＶ 疫苗 ＮＡＶＥＴ－ＡＳＦＶＡＣ 在越南

上市， 该疫苗是由高毒力的 ＡＳＦＶ Ｇｅｏｒｇｉａ ２００７ ／ １ 株

缺失 Ｉ１７７Ｌ 基因后制备的减毒活疫苗， 经评估能在强

毒株感染后给生长育肥猪提供有效的免疫保护， 阻断

动物死亡并阻止经济损失［１２］。 不过， 接种 ＮＡＶＥＴ－
ＡＳＦＶＡＣ 的猪群存在严重的排毒现象， 不能排除毒力

返强、 变异和基因整合等风险， 疫苗对母猪群的安全

性评价并不明确， 现今该疫苗的应用范围仅局限于越

南国内［１２－１３］。 综上， 由于缺乏有效的治疗药物和安

全的且能够阻断病毒感染的疫苗， ＡＳＦ 的防治和净化

策略仍侧重于生物安全措施、 提升猪群自身免疫力、
全面监测与精准清除［１４－１５］。

单克隆抗体是由单一 Ｂ 细胞克隆所产生， 能特

异性识别单一抗原表位， 被广泛地应用于生物学基础

研究和临床治疗与诊断， 如鉴定蛋白的表达与定位、
靶向传递药物、 阻断病原感染、 富集和纯化生物制

品、 检测靶抗原等［１６］。 抗 ＡＳＦＶ 单克隆抗体的研制

有助于加速解析病毒蛋白的结构与功能， 探究病毒与

宿主的相互作用和病毒的免疫逃避机制， 从而更高效

地筛选出抗病毒药物， 有针对性地开发疫苗， 同时为

建立高特异、 高灵敏性的血清学诊断方法提供材

料［１７］。 在以往研究中， 结构蛋白 ｐ３０、 ｐ５４、 ｐ７２ 被

证明在 ＡＳＦＶ 感染过程中表现出强抗原性， 且针对这

３ 种蛋白的抗体具有一定的中和活性， 能够抑制病毒

的黏附和内化［５］。 遗憾的是， 这 ３ 种蛋白并不足以引

起完全的由抗体介导的体内中和作用， 无法对不同毒

株的感染产生有效的免疫保护， 因此候选 ＡＳＦＶ 亚单

位疫苗的应用局限性较大， 仅仅能够延缓临床症状的

出现时间和降低病毒血症水平［１８］。 不过在 ＡＳＦＶ 血

清学 诊 断 方 面， 这 些 蛋 白 仍 然 是 相 当 重 要 的

靶标［１９－２０］。
本研究通过原核表达系统成功表达了 ＡＳＦＶ ｐ５４

重组蛋白， 免疫小鼠后使用杂交瘤技术制备单克隆抗

体， 经过间接 ＥＬＩＳＡ 筛选和多次亚克隆获得了 ３ 株

能够稳定分泌抗 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞

系。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验显示， ３ 株单克隆抗体均能与

ＡＳＦＶ 感染的猪肺泡巨噬细胞发生特异性反应； ＩＦＡ
试验也显示， ３ 株单克隆抗体能够识别 ＡＳＦＶ 感染的

猪肺泡巨噬细胞， 证明这 ３ 株单抗具有良好的反应

性， 可用于靶抗原的特异性检测。 在 ＩＦＡ 试验中可以

看到， 与作为阳性对照的抗 ｐ３０ 蛋白单克隆抗体分布

在胞浆中的弥散性点状荧光不同， 本研究制备的 ３ 株

单克隆抗体所识别的靶蛋白 ｐ５４ 集中定位于靠近细胞

核的病毒工厂中， 呈致密的斑点状荧光， 这一表现与

以往关于 ＡＳＦＶ 结构蛋白定位的研究相符［２１－２３］。 亚

型鉴定试验显示， ３ 株单克隆抗体的重链均属于 ＩｇＧ１
亚类， 轻链均为 Ｋａｐｐａ 型， 提示后续抗体纯化如以腹

水为来源材料时可能去除其中的自身免疫球蛋白

（一般为 ＩｇＧ１ 和 ＩｇＭ）。 通过噬菌体展示肽库筛选，
确定了抗 ｐ５４ 蛋白单克隆抗体 ２Ａ４、 ５Ｆ６ 识别的抗原

表位为１５７ＮＴＡＳＱ１６１， 该表位与 ｐ５４ 蛋白的动力蛋白轻

链 （ＤＹＮＬＬ１ ／ ＤＬＣ８） 结合域１５１ ＴＴＶＴＴＱＮＴＡＳＱＴ１６２ 存

在部分重合［２４－２５］， 后续将探究这 ２ 株单克隆抗体阻

断此结合位点的潜力， 以期为研究 ＡＳＦＶ 与宿主蛋白

的相互作用提供精准的生物学工具。 单克隆抗体

ＲＨ１５ 识别的抗原表位经鉴定为１７０ＲＱＲＮＴＹＴＨＫＤＬ１８０，
该表位目前未被免疫表位数据库 （ ＩＥＤＢ） 收录， 也

未见有相关文章报道， 这一结果丰富了 ｐ５４ 蛋白的 Ｂ
细胞线性抗原表位信息， 可为进一步解析 ＡＳＦＶ 结构

蛋白的功能结构域和更有针对性地设计亚单位疫苗提

供参考。
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