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摘要： 旨在建立可以检测非洲猪瘟病毒 （ＡＳＦＶ） 非结构蛋白 ｐＫ２０５Ｒ 抗体的血清学检测方法。 基于杆状病毒表达系统构建重组杆粒 Ｂａｃｍｉｄ－

ｐＫ２０５Ｒ， 以纯化的 ｐＫ２０５Ｒ 蛋白为包被抗原， 优化各项反应条件， 建立间接 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。 结果显示： ｐＫ２０５Ｒ 蛋白可以与 ＡＳＦＶ 阳性血清发生发应， ＥＬＩＳＡ 方法的抗原包被浓度为 ５０ ｎｇ ／ 孔， ４ ℃过夜包被， 封闭液

为 ２％牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）， ３７ ℃封闭 １ ｈ， 待检血清以 ５％脱脂乳进行 １ ∶ ２００ 稀释， ３７ ℃孵育 ０􀆰 ５ ｈ； 二抗工作浓度为 １ ∶ ５ ０００， ３７ ℃孵育

０􀆰 ５ ｈ， ３７ ℃下显色 １０ ｍｉｎ； 该方法的阳性临界值为 ０􀆰 １８６ （≥０􀆰 １８６ 为阳性， ＜０􀆰 １８６ 为阴性）， 且具有良好的特异性、 灵敏性、 可重复性， 与商

品化试剂盒符合率为 ７９􀆰 ９２％。 本研究成功建立 ｐＫ２０５Ｒ 非洲猪瘟间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法， 为进一步优化和研制非洲猪瘟抗体的快速检测试剂

盒提供了参考。
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　 　 非洲猪瘟 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ， ＡＳＦ） 是由非洲

猪瘟病毒 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＡＳＦＶ） 感染引

起的一种猪的烈性传染病， 被世界动物卫生组织

（ＷＯＡＨ） 列为必须上报的动物疫病， 在我国被列为

一类动物传染病［１－２］。 ＡＳＦ 易感动物主要为欧亚野猪

和家猪， 发病猪的急性型病例死亡率高达 １００％， 急

性型病例的症状与经典猪瘟等相似。 ＡＳＦ 于 １９２１ 年

在非洲肯尼亚首次被发现， 之后有很长一段时间在非

洲国家流行［３］。 ＡＳＦ 有 ２４ 种基因型， ２００７ 年， 基因

Ⅱ型毒株传入格鲁吉亚， 此后， 一路蔓延至俄罗斯和

东欧等国家［４］。 ２０１８ 年基因Ⅱ型毒株传入中国， ＡＳＦ
的突然袭击， 对我国养猪业造成了沉重打击［５］。

ＡＳＦＶ 是非洲猪瘟病毒科下唯一的种， 也是唯一

已知的经虫媒传播的 ＤＮＡ 病毒， 主要在宿主细胞胞

浆中复制， 是一种核质大 ＤＮＡ 病毒［６－７］。 ＡＳＦＶ 病毒

粒子呈二十面体结构， 基因组为单分子线性双链

ＤＮＡ。 不同毒株的基因组长度不同， 在 １７０ ～ １９０ ｋｂ
左右， 包含 １５０ ～ １６７ 个开放阅读框 （ＯＲＦ）， 编码

１５０～ ２００ 种蛋白质［８－９］。 ｐＫ２０５Ｒ 由 Ｋ２０５Ｒ 基因编

码， 是一种非结构蛋白， 在病毒感染后 ４ ｈ 产生，
６ ｈ 后扩散［１０］。 有研究表明， ｐＫ２０５Ｒ 蛋白在 ＡＳＦＶ
感染早期、 中期和后期诊断中具有良好的抗原性， 可

以诱导机体产生免疫反应， 针对 ｐＫ２０５Ｒ 蛋白的检测

可以满足对 ＡＳＦ 早发现、 早确诊的需求［１１］。
基于 ＡＳＦＶ 复杂的基因型和感染机制， 目前尚无

安全有效的商品化疫苗， 因而 ＡＳＦ 快速灵敏的早期

诊断对于疫病的防控至关重要。 由于基因组的突变和

重组， ＡＳＦＶ 在流行过程中出现了变异株， 哈尔滨兽

医研究所在山东和河南分离出 ２ 株低毒力的基因Ⅰ型

变异株， 这 ２ 株毒株均无红细胞吸附能力。 一些低毒

力变异株或许会引起隐性感染， 排毒滴度降低， 影响

了病原学检测［１２］。 因而， ＡＳＦ 的诊断还依赖于早期

的血清学诊断方法。 目前， ＡＳＦ 血清学诊断的主要靶

点是 ｐ７２、 ｐ３０、 ｐ５４ 等。 国外已有基于 ｐ７２ 和 ｐ３０ 的

相关检测试剂盒， 国内有两家公司的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

获得批准文号。
本研究利用杆状病毒表达系统制备的真核

ｐＫ２０５Ｒ 蛋白为包被抗原建立间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方

法， 为 ＡＳＦＶ 诊断试剂盒的开发提供一种可能。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 质粒、 菌株、 细胞和血清

ｐＦａｓｔＢａｃ－ＨＴＡ 和 ｐｃＤＮＡ３－２×Ｆｌａｇ－Ｋ２０５Ｒ 质粒

由本实验室保存； 大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α、
ＤＨ１０ｂａｃ 由本实验室制备并保存， ｓｆ９ 细胞由本实验

室冻存。
ＡＳＦ 标准阳性血清购自中国兽医药品监察所。

ＡＳＦ 标准阴性血清、 猪瘟病毒 （ＣＳＦＶ）、 猪繁殖与呼

吸综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ）、 猪圆环病毒 （ＰＣＶ）、 伪

狂犬病病毒 （ＰＲＶ）、 猪肺炎支原体 （Ｍｈｐ） 标准阳

性血清、 １５９ 份 ＡＳＦＶ 阴性血清由江苏省农业科学院

兽医研究所保存并提供。 ＡＳＦＶ 灭活阳性血清由北京

畜牧兽医研究所和江苏省农业科学院兽医研究所保存

并提供， 前者由中国动物疫病预防与控制中心馈赠，
后者由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所馈赠。
ＡＳＦＶ 猪临床血清由中国动物卫生与流行病学中心

保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

限制性核酸内切酶、 Ｑ５ 高保真酶、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶均购自美国 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司； ＳＩＭ－ＳＦ 细

胞培养基购自北京 Ｓｉｎｏ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ 公司； 牛血清白蛋

白 （ＢＳＡ） 购自安徽 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司； 辣根过氧化物酶

标记的兔抗猪 ＩｇＧ 二抗购自 Ｓｉｇｍａ 公司； ＴＭＢ 显色液

购于碧云天公司； ＡＳＦ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自法国

ＩＤ􀆰 ｖｅｔ 公司。 其他试剂均为国产分析纯。
１􀆰 ３　 重组杆粒的构建与鉴定

根据 ＡＳＦＶ Ｃｈｉｎａ ／ ２０１８ ／ ＡｎｈｕｉＸＣＧＱ （ ＧｅｎＢａｎｋ：
ＭＫ１２８９９５􀆰 １） 毒株中 Ｋ２０５Ｒ 基因序列设计引物， 引

入 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点， ＰＣＲ 扩增目的片段。
利用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接目的片段与 ｐＦａｓｔｂａｃ－ＨＴＡ
载体构建重组质粒， 将连接产物转化进 ＤＨ５α 感受态

细胞中进行平板培养， 挑取单菌落扩大培养获得质粒

并进行双酶切鉴定， 酶切验证成功的重组质粒转化入

ＤＨ１０ｂａｃ 感受态细胞构建重组杆粒， 经蓝白斑筛选挑
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选白色单菌落扩大培养获得杆粒， 对杆粒进行 ＰＣＲ
验证。
１􀆰 ４　 蛋白的表达、 纯化与鉴定

将构建正确的 Ｂａｃｍｉｄ－ｐＫ２０５Ｒ 转染 ｓｆ９ 细胞获得

重组杆状病毒， 重组杆状病毒接种 ｓｆ９ 细胞表达目的

蛋白， 利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 对蛋白进行可溶性分析， 根

据蛋白可溶性情况， 利用镍柱亲和层析纯化获得高纯

度的重组抗原， ＡＳＦＶ 阳性血清对蛋白反应原性进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定。
１􀆰 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法反应条件的优化

按照间接 ＥＬＩＳＡ 的基本操作步骤， 首先采用棋

盘滴定法确定最佳抗原包被浓度和血清稀释度。 利用

ｐＨ＝ ９􀆰 ６ 的碳酸盐缓冲液将蛋白稀释为 ８００、 ４００、
２００、 １００、 ５０ ｎｇ ／孔， 每个梯度重复 １ 个孔， ４ ℃包

被过夜； 第 ２ 天弃掉包被液， 用 ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次并拍

干， 每孔加入 ３％脱脂乳 ３７ ℃封闭 １ ｈ， 弃掉封闭液

后 ＰＢＳＴ 洗板 ５ 次并拍干； ５％脱脂乳作为血清稀释

液， 阴阳性对照血清的稀释度为 １ ∶ １００、 １ ∶ ２００、
１ ∶ ４００， 每孔 １００ μＬ， ３７ ℃ 作用 ３０ ｍｉｎ， 弃掉后

ＰＢＳＴ 洗板 ５ 次并拍干； 二抗按照 １ ∶ １０ ０００ 比例稀

释， ３７ ℃作用 １ ｈ， 弃掉后 ＰＢＳＴ 洗板 ５ 次并拍干；
每孔加入 １００ μＬ ＴＭＢ 显色 １０ ｍｉｎ， 最后加入 ５０ μＬ
的 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止显色并读数。 读取 ＯＤ４５０ ｎｍ值，
求阴阳性对照平均值并计算 Ｐ ／ Ｎ 值。 根据 Ｐ ／ Ｎ 最大

值确定最佳的抗原包被浓度和血清稀释度。
按照确定的最佳抗原浓度包被酶标板， 在最佳血

清稀释度的作用条件下依次对封闭液 （２％ ＢＳＡ、 ５％
ＢＳＡ、 ３％ 脱 脂 乳、 ５％ 脱 脂 乳 ）， 血 清 作 用 时 间

（３０ ｍｉｎ、 １ ｈ、 ２ ｈ）， 二抗工作浓度 （ １ ∶ ５ ０００、
１ ∶ １０ ０００、 １ ∶ ２０ ０００、 １ ∶ ４０ ０００）， 二抗工作时间

（３０ ｍｉｎ、 １ ｈ、 ２ ｈ）， 底物作用时间 （５、 １０、 １５ 和

２０ ｍｉｎ） 等条件进行优化， 阴阳性对照设置 ２ 个重复

孔， 其他操作不变， 根据 Ｐ ／ Ｎ 最大值确定最佳反应

条件。
１􀆰 ６　 临界值的确定

利用初步建立的 ｐＫ２０５Ｒ 间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测

１５９ 份已知 ＡＳＦ 阴性血清， 同时设置阴阳性对照， 测

定 ＯＤ４５０ ｎｍ值并根据公式计算 １５９ 份阴性血清的 Ｓ ／ Ｐ

值， 计算 Ｓ ／ Ｐ 的平均值 （Ｘ） 和标准差 （ＳＤ）， 当数

据符合正态分布时按照 ９９％置信区间， Ｘ±３ＳＤ 作为

阳性判定标准。 待检血清的 Ｓ ／ Ｐ 值大于等于阳性临

界值时判定为阳性， 待检血清的 Ｓ ／ Ｐ 值小于阴性临

界值时判定为阴性。
１􀆰 ７　 特异性试验

利用建立的检测方法对 ＣＳＦＶ、 ＰＲＲＳＶ、 ＰＣＶ、
ＰＲＶ 和 Ｍｈｐ 标准阳性血清进行检测， 同时设置阴阳

性对照， 测量 ＯＤ４５０ ｎｍ值并计算 Ｓ ／ Ｐ 值判定结果， 评

价本方法的特异性。
１􀆰 ８　 灵敏性试验

利用优化的间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法检测 ３ 份

ＡＳＦ 阳性血清， 血清按照 １ ∶ ２００ ～ １ ∶ １２ ８００ 的比例

进行倍比稀释， 同时设置阴阳性对照， 最后读取

ＯＤ４５０ ｎｍ值并计算 Ｓ ／ Ｐ 值判定结果， 评价该方法的灵

敏性。
１􀆰 ９　 重复性试验

选取 ３ 份阳性血清和 ７ 份阴性血清， 用 ｐＫ２０５Ｒ
间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法分别进行批间和批内重复

试验， 验证方法的稳定性。
批内重复性试验： 用同批次蛋白包被的酶标板检

测 １０ 份血清， 每种血清设置 ３ 个重复孔， 计算

ＯＤ４５０ ｎｍ值的Ｘ、 ＳＤ 和变异系数 （ＣＶ）。
批间重复性试验： 用 ３ 个不同批次的抗原蛋白包

被的酶标板检测 １０ 份血清， 计算 ＯＤ４５０ ｎｍ值的Ｘ、 ＳＤ
和 ＣＶ。
１􀆰 １０　 符合率试验

使用优化的 ｐＫ２０５Ｒ 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法与

商品化试剂盒共同检测 １３０ 份临床血清样品， 将本方

法与商品化试剂盒作对比， 计算相对敏感性、 相对特

异性和符合率。 该试验在青岛中国动物卫生与流行病

学中心完成。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 重组杆粒的构建

以 ｐｃＤＮＡ３－２×Ｆｌａｇ－Ｋ２０５Ｒ 为模板进行 ＰＣＲ 扩

增， 通过核酸凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ 产物。 Ｋ２０５Ｒ 目的

条带约为 ６１８ ｂｐ （图 １ａ）； 将 Ｋ２０５Ｒ 目的基因克隆

到 ｐＦａｓｔｂａｃ－ＨＴＡ 载体中， 经 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切

鉴定可知， 酶切产物包含 ５ ０００ ｂｐ 左右的载体片段和

６１８ ｂｐ 的 Ｋ２０５Ｒ 的目的条带 （图 １ｂ）， 测序结果与

预期相符； 利用通用引物对重组杆粒进行 ＰＣＲ 鉴定

可知， Ｂａｃｍｉｄ － ｐＫ２０５Ｒ 所在泳道出现了 ３ ０００ ｂｐ
（３ ０４８ ｂｐ） 左右的目的条带 （图 １ｃ）， 与预期结果

相符， 杆粒构建成功。
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Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＰＣＲ 扩增产物； ２～４􀆰 ｐＦａｓｔＢａｃ－ＨＴＡ－Ｋ２０５Ｒ 双酶切产物； ５～７􀆰 Ｂａｃｍｉｄ－Ｋ２０５Ｒ 扩增产物。

图 １　 目的片段 （ａ）、 重组质粒 （ｂ） 及杆粒 （ｃ） 的鉴定

２􀆰 ２　 蛋白的表达、 纯化与鉴定

将 Ｂａｃｍｉｄ－ｐＫ２０５Ｒ 转染 ｓｆ９ 细胞获得重组杆状病

毒， 重组杆状病毒感染昆虫细胞表达目的蛋白， 利用

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 对蛋白进行可溶性分析， 结果显示， 蛋

白大小在 ３６ ｋＤａ 左右， 与预期大小相符， 主要表达

在上清液中 （图 ２ａ）。 镍柱亲和层析获得高纯度目的

蛋白 （图 ２ｂ）， 利用 ＡＳＦＶ 阳性血清对纯化后的蛋白

进行反应原性鉴定， ｐＫ２０５Ｒ 蛋白可以与阳性血清结

合出现特异性条带 （图 ２ｃ）， 表明蛋白表达正确且特

异性良好。

Ｍ． 标准蛋白Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 Ｂａｃｍｉｄ 空杆粒对照； ２􀆰 蛋白全菌体； ３􀆰 破碎全菌体； ４􀆰 破碎蛋白上清液； ５􀆰 破碎蛋白沉淀； ６􀆰 流穿液； ７～１１􀆰 洗

脱蛋白； １２􀆰 ＡＳＦＶ 标准阳性血清。

图 ２　 重组蛋白表达 （ａ）、 纯化 （ｂ） 与反应原性 （ｃ） 鉴定

２􀆰 ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法反应条件优化

棋盘滴定法确定 ｐＫ２０５Ｒ 的最佳包被浓度为

５０ ｎｇ ／孔， 血清稀释度为 １ ∶ ２００ （图 ３ａ）。 依次优化

各项反应条件， 结果显示， ２％ ＢＳＡ 为最佳封闭液，
３７ ℃封闭 １ ｈ （图 ３ｂ）； ５％脱脂乳稀释血清样品，
３７ ℃环境下作用 ０􀆰 ５ ｈ 孵育效果最好 （图 ３ｃ）； 二抗

工作浓度最佳比例为 １ ∶ ５ ０００ （图 ３ｄ）， ３７ ℃环境

下孵育 ０􀆰 ５ ｈ 时效果最好 （图 ３ｅ）； 底物作用最佳时

间为 ３７ ℃ １０ ｍｉｎ （图 ３ｆ）。

２􀆰 ４　 临界值的确定

利用已经初步建立的 ｐＫ２０５Ｒ 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检

测方法对 １５９ 份 ＡＳＦ 阴性血清进行检测， 根据阴阳

性对照及阴性血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值按照计算公式求出相

应的 Ｓ ／ Ｐ 值 （图 ４）， 利用 ＳＰＳＳ 软件分析该组数据不

符合正态分布， 经百分位数法分析， 其单侧 ９９％上

限临界值为 ０􀆰 １８６。 当待检血清的 Ｓ ／ Ｐ 值≥０􀆰 １８６ 时

为阳性， 当待检血清的 Ｓ ／ Ｐ 值＜０􀆰 １８６ 时为阴性。
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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． 最佳底物作用时间的确定。

图 ３　 反应条件优化

图 ４　 １５９ 份阴性血清的 Ｓ ／ Ｐ 值

２􀆰 ５　 特异性试验

利用已经初步建立的 ｐＫ２０５Ｒ 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检

测方法对 ＣＳＦＶ、 ＰＲＲＳＶ、 ＰＣＶ、 ＰＲＶ、 Ｍｈｐ 标准阳

性血清进行检测。 结果如表 １ 所示， 该检测方法与除

ＡＳＦＶ 阳性血清外的其他病原阳性血清反应均为阴

性， 表明该检测方法具有良好的特异性。

表 １　 不同病原标准阳性血清的特异性试验结果

项目 ＡＳＦＶ ＣＳＦＶ ＰＲＲＳＶ ＰＣＶ ＰＲＶ Ｍｈｐ

ＯＤ４５０ ｎｍ值 １􀆰 ４６９ ０􀆰 １３５ ０􀆰 １４３ ０􀆰 ２６６ ０􀆰 １１４ ０􀆰 １４０

Ｓ ／ Ｐ 值 １ ０􀆰 ００７ ０􀆰 ０１３ ０􀆰 １０５ －０􀆰 ００８ ０􀆰 ０１１

判定结果 ＋ － － － － －

　 　 注： “＋” 表示阳性， “－” 表示阴性。 下同。
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２􀆰 ６　 灵敏性试验

利用已经初步建立的 ｐＫ２０５Ｒ 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检

测方法对已知的 ３ 份 ＡＳＦ 阳性血清进行检测， 结果

如表 ２ 所示， ３ 份血清可识别的的最大稀释倍数分别

为 １ ∶ ４００、 １ ∶ １ ６００、 １ ∶ ３ ２００， 表明该方法有较好

的灵敏性。

表 ２　 灵敏性试验结果

血清稀释度
血清 １ 血清 ２ 血清 ３

Ｓ ／ Ｐ 值 判定 Ｓ ／ Ｐ 值 判定 Ｓ ／ Ｐ 值 判定

１ ∶ ２００ １􀆰 ０３５ ＋ ０􀆰 ６１８ ＋ １􀆰 ３９５ ＋

１ ∶ ４００ ０􀆰 ７４６ ＋ ０􀆰 ３０９ ＋ １􀆰 ０９０ ＋

１ ∶ ８００ ０􀆰 ４９５ ＋ ０􀆰 １４８ － ０􀆰 ７８８ ＋

１ ∶ １ ６００ ０􀆰 ２９５ ＋ ０􀆰 ０６５ － ０􀆰 ５５３ ＋

１ ∶ ３ ２００ ０􀆰 １６６ － ０􀆰 ００９ － ０􀆰 ２８７ ＋

１ ∶ ６ ４００ ０􀆰 ０８４ － －０􀆰 ００９ － ０􀆰 １４１ －

１ ∶ １２ ８００ ０􀆰 ０３７ － －０􀆰 ０１９ － ０􀆰 ０７４ －

２􀆰 ７　 重复性试验

利用已经初步建立的 ｐＫ２０５Ｒ 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检

测方法进行批内重复试验和批间重复试验， 选取 ３ 份

阳性血清和 ７ 份阴性血清作为检测样本， 结果如表 ３
所示。 批内重复试验和批间重复试验的 ＣＶ 均小于

１０％， 说明该方法具有良好的可重复性。

表 ３　 批内和批间重复性试验结果

样品
批内重复 批间重复

检测值 ＣＶ ／ ％ 检测值 ＣＶ ／ ％

阳性血清

０􀆰 ９８９±０􀆰 ０４８ ４􀆰 ８４ ０􀆰 ９５５±０􀆰 ０１８ １􀆰 ８４

０􀆰 ７３１±０􀆰 ０１１ １􀆰 ５１ ０􀆰 ６４５±０􀆰 ０４９ ７􀆰 ５７

１􀆰 ４４８±０􀆰 ０６６ ４􀆰 ５７ １􀆰 ３６３±０􀆰 ０７０ ５􀆰 １３

阴性血清

０􀆰 ０９５±０􀆰 ００１ １􀆰 ２１ ０􀆰 ０７７±０􀆰 ００６ ７􀆰 ２３

０􀆰 １００±０􀆰 ００２ ２􀆰 ０９ ０􀆰 ０７８±０􀆰 ００５ ６􀆰 ４１

０􀆰 ０９４±０􀆰 ００２ １􀆰 ６２ ０􀆰 ０７７±０􀆰 ００６ ７􀆰 ２３

０􀆰 ０９８±０􀆰 ００２ １􀆰 ５５ ０􀆰 ０７９±０􀆰 ００６ ７􀆰 ５９

０􀆰 ０９７±０􀆰 ００１ １􀆰 １９ ０􀆰 ０８７±０􀆰 ００３ ３􀆰 ６８

０􀆰 １１１±０􀆰 ００３ ２􀆰 ２６ ０􀆰 ０８８±０􀆰 ００６ ６􀆰 ２３

０􀆰 １０４±０􀆰 ００４ ３􀆰 ４７ ０􀆰 ０７８±０􀆰 ００４ ５􀆰 １６

２􀆰 ８　 符合率试验

使用本研究建立的 ｐＫ２０５Ｒ 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法

与商品化试剂盒共同检测 １３０ 份 ＡＳＦ 临床血清样品，
两种方法的结果对比如表 ４ 所示， 计算得到该方法的

相对特异性为 ８４􀆰 ８５％， 相对敏感性为 ７５％， 总符合

率为 ７９􀆰 ９２％。

表 ４　 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测与商品化试剂盒符合率检测

间接 ＥＬＩＳＡ
商品化试剂盒

阳性样品 ／ 份 阴性样品 ／ 份 总计 ／ 份

阳性样品 ／ 份 ４８ １０ ５８

阴性样品 ／ 份 １６ ５６ ７２

总计 ／ 份 ６４ ６６ １３０

３　 讨论

ＡＳＦ 是一种可以引起家猪和野猪急性发病、 死亡

率极高的一类传染病。 该传染病自暴发以来， 已经蔓

延到许多国家和地区， 对与生猪养殖等相关行业造成

打击。 与 ＡＳＦ 暴发之初相比， 目前临床流行的 ＡＳＦＶ
基因Ⅱ型毒株变异复杂， 出现了低毒力变异株， 临床

呈隐性感染、 低病毒血症、 间隙排毒等新情况， 同时

部分地区也发现了基因 Ｉ 型毒株， 增加了检测监测的

难度［１３］。 建立高灵敏、 高特异的 ＡＳＦ 早期诊断方法，
是实现 ＡＳＦＶ 快速检测的关键。 ＥＬＩＳＡ 是一种 ＷＯＡＨ
规定针对国际贸易的指定试验， 用于检测 ＡＳＦＶ 的特

异性抗体。 ＥＬＩＳＡ 方法敏感性强、 操作简便且经济实

惠， 适用于初步的大规模筛查［１４］。 当前商品化 ＡＳＦ
的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒包被用蛋白主要包括 ｐ７２、 ｐ３０、
ｐ５４、 ｐｐ６２ 等， 另外， 有相关研究发现重组 ｐＫ２０５Ｒ、
Ａ１０４Ｒ、 Ｂ６０２Ｌ 检测抗体也有较好的敏感性和特异

性［１５－１６］。 ｐＫ２０５Ｒ 蛋白可诱导猪产生强烈的免疫应

答， 是 ＡＳＦＶ 的 主 要 抗 原 之 一［１１，１７］。 国 内 关 于

ｐＫ２０５Ｒ 的研究较少， 该基因在感染早期复制， 可作

为 ＡＳＦＶ 及时检测的靶标。
本课题组在前期研究中建立了 ｐ７２ 间接 ＥＬＩＳＡ

检测方法， 其符合率仅为 ６８􀆰 ８５％。 我们猜测， 可能

是因为 ｐ７２ 采用原核表达系统制备， 且主要表达在包

涵体中， 无高级结构； 另外， 作为一种晚期蛋白，
ｐ７２ 对早期感染的检出率也不太理想。 因此， 为了优

化检测效果， 本研究利用杆状病毒表达系统制备

ｐＫ２０５Ｒ 重组抗原， 相较于原核表达系统， 该系统制

备的蛋白更接近天然构象。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明，
制备的 ｐＫ２０５Ｒ 蛋白与 ＡＳＦＶ 阳性血清发生特异性反

应， 表明该蛋白的抗原性良好。
检测方法临界值的确定， 若 Ｓ ／ Ｐ 值符合正态分

布， 可利用置信区间进行判断， ＳＰＳＳ 统计软件分析

该组数据不符合正态分布， 属于偏态分布， 可利用百

分位数法进行分析， 由于阳性样本数量低， 无法确定

可疑区范围， 存在假阳性率高的局限性， 选择单侧

９９％上限来降低假阳性的可能性。 基于 ＡＳＦ 严格的

实验室条件， 在后续研究中， 可以增加血清样本对临

界值进一步确定。 最后， 用本方法和 ＡＳＦ 商品化试
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剂盒共同检测 １３０ 份临床血清样品， ｐＫ２０５Ｒ 检测方

法符合率为 ７９􀆰 ９２％， 可见其检测效果优于 ｐ７２ 间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法。 在后续研究中， 可以利用更多的临

床血清样本如感染 ＡＳＦＶ 后不同时间点的试验猪血清

等进行检测， 并利用间接免疫荧光、 免疫印迹等试验

确定临床血清的阴阳性， 进一步判定该方法的符合

度。 另外， 可以进一步优化抗原制备， 同时尝试双抗

原或多抗原包被， 以提高检测敏感性， 研制能应用于

实际需要的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒。
综上， 本研究成功建立了具有良好特异性和重复

性的 ｐＫ２０５Ｒ 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法。 该方法与国

外商品化抗体检测试剂盒符合率为 ７９􀆰 ９２％， 为研发

ＡＳＦ 抗体的快速检测试剂盒奠定了基础。
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