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摘要： 为了深入研究非洲猪瘟病毒 （ＡＳＦＶ） ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的生物学特性， 为血清学诊断技术研究和疫苗研发提供材料， 制备了 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的单

克隆抗体。 将原核表达质粒 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＣＰ３１２Ｒ 转化至大肠杆菌感受态 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 细胞中， 用 ＩＰＴＧ 诱导 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白表达并纯化， 利用 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析鉴定重组蛋白表达产物的抗原性， 用纯化后的重组蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 在进行 ４ 次免疫后， 取加强免疫后的小鼠脾

脏进行细胞融合， 经阳性克隆筛选后， 获得了 ２ 株能够稳定分泌抗 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的单克隆抗体的杂交瘤细胞。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光

（ＩＦＡ） 等试验对所获得的单克隆抗体的特异性进行鉴定， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 制备的 ２ 株单克隆抗体均能与 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白发生特异性反应；
ＩＦＡ 结果显示， ２ 株单克隆抗体均能与 ＡＳＦＶ 感染的猪肺泡巨噬细胞 （ＰＡＭ） 产生特异性绿色荧光。 综上， 本研究制备的 ２ 株单克隆抗体， 为非

洲猪瘟血清学诊断方法及疫苗的研究奠定了基础。
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　 　 非洲猪瘟 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ， ＡＳＦ） 是猪的一

种病毒性的烈性传染病， 可感染家猪和野猪， 家猪感

染通常会引起出血热， 发病率和病死率高达 １００％，
野猪等自然宿主感染通常不表现明显的临床症状。
ＡＳＦ 主要通过直接接触或软蜱等吸血昆虫进行传播，
也可通过空气等途径传播［１－２］。 ＡＳＦ 是我国重点防范

的一类动物疫病［３］。
非洲猪瘟病毒 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＡＳＦＶ）

是一种大型的包膜病毒， 根据其主要衣壳蛋白 ｐ７２ 基

因 Ｃ 端可变区的序列差异， 可将病毒分为 ２４ 个基因

型［４］。 １９０９ 年， ＡＳＦ 在非洲出现， １９２１ 年， 肯尼亚

首次报道［５］， 随后一直在撒哈拉以南非洲扩散传播。
１９５７ 年， ＡＳＦ 首次传入葡萄牙［６］， 之后传入西欧国

家。 到 ２０ 世纪 ９０ 年代中期， 除了撒丁岛仍有流行

外， ＡＳＦ 在美洲和欧洲被成功根除［７］。 ２００７ 年， ＡＳＦ
传入格鲁吉亚， 随后传至欧洲、 亚洲、 加勒比海地区

和大洋洲， 对全球养猪业造成严重危害［８］。 ２０１８ 年 ８
月 ＡＳＦ 在我国发生以来， 迅速传播至全国各地， 给

我国养猪业造成了巨大的经济损失。
ＡＳＦＶ 的 病 毒 粒 子 呈 二 十 面 体， 直 径 ２００ ～

２５０ ｎｍ， 具有多层结构［９］， 基因组是一条双链 ＤＮＡ，
碱基数多达 １７ 万 ～ １９ 万个， 编码 １５０ ～ ２００ 种蛋白

质［１０］。 这些蛋白参与组成病毒结构、 病毒的免疫逃

逸和 ＤＮＡ 复制， 我国目前尚无安全有效的商品化疫

苗用于防控。 因此， 筛选 ＡＳＦＶ 免疫原性好的蛋白，
鉴定免疫相关基因， 将有助于 ＡＳＦＶ 诊断试剂和疫苗

的研发。 ＣＰ３１２Ｒ 是一种多阶段表达的蛋白， 具有较

好的免疫原性和单链 ＤＮＡ （ ｓｓＤＮＡ） 结合活性［１１］。
Ｐéｒｅｚ－Ｎúñｅｚａ 等［１２］使用改良的 ｐｒｉｍｅ－ｂｏｏｓｔ 方法对选

定的病毒 ＤＮＡ 和重组蛋白的组合对猪进行免疫， 发

现 ＣＰ３１２Ｒ 可增强针对 ｐ５４ 和 ＣＤ２ｖ－Ｅ 产生的抗体反

应。 周晓丽等［１３］利用免疫表位数据库预测和筛选了

ＡＳＦＶ ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的 Ｔ 细胞表位， 最后筛选出 ２ 条

表位肽 ＰＰ８ 和 ＰＰ９， 均可促进抗原特异性脾淋巴细

胞增殖， 促进 ＣＤ８＋Ｔ 细胞分泌 γ 干扰素 （ ＩＦＮ－γ），
显著抑制 ＡＳＦＶ 的复制。 这些研究都表明， ＣＰ３１２Ｒ
是一个具有较好免疫原性和诊断潜力的蛋白。

本研究通过大肠杆菌表达系统成功表达 ＣＰ３１２Ｒ
重组蛋白， 并通过 ＧＳＴ 标签蛋白纯化试剂盒纯化，
将纯化后的重组蛋白作为抗原免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠后制

备单克隆抗体， 经筛选和鉴定， 最终获得了 ２ 株特异

性较强的单克隆抗体， 为 ＡＳＦ 血清学诊断试剂的研

发及疫苗研究提供了重要材料。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌种、 质粒和实验动物

大肠杆菌感受态 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 细胞购自大连宝

生物有限公司； 原核表达质粒 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＣＰ３１２Ｒ 由

中国动物卫生与流行病学中心构建并保存； ４ ～ ６ 周

龄的无特定病原体级别的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠购于山东

省实验动物中心。
１􀆰 ２　 病毒、 细胞和主要试剂

ＡＳＦＶ Ｃｈｉｎａ ／ ＣＮ ／ ２０１８ ／ １ 毒株和小鼠骨髓瘤细胞

ＳＰ２ ／ ０ 由中国动物卫生与流行病学中心制备并保存；
原代猪肺泡巨噬细胞 （ＰＡＭ） 取自 ＡＳＦ 阴性的正常

仔猪， 由中国动物卫生与流行病学中心保存； ＧＳＴ 标

签蛋白纯化试剂盒购自碧云天生物技术有限公司；
ＩＰＴＧ、 ＨＲＰ 标记的山羊抗猪 ＩｇＧ 二抗购自 Ｓｉｇｍａ 公

司； ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 购自 Ａｂｃａｍ 公司；
０􀆰 ４５ ｍｍ ＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司； ９６ 孔酶标

板购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ＴＭＢ 底物显色

液购自南京建成生物工程研究所。
１􀆰 ３　 重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的原核表达与纯化

将阳性重组表达质粒 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＣＰ３１２Ｒ 转化至

大肠杆菌感受态 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 中， 涂板后在恒温培

养箱中 ３７ ℃过夜。 单菌落长出后， 用接种环挑取单

个菌落加入到 ５ ｍＬ 含有氨苄西林 （Ａｍｐ， 浓度为 ５０
μｇ ／ ｍＬ） 的液体 ＬＢ 培养基中， ３７ ℃振荡培养过夜。
按照 １ ∶ １００ 的比例， 各取 ５０ μＬ 的菌液转接到两管

５ ｍＬ 含有 ５０ μｇ ／ ｍＬ Ａｍｐ ＋的 ＬＢ 液体培养基中，
３７ ℃培养直至 ＯＤ６００ ｎｍ值至 ０􀆰 ６～０􀆰 ８， 以 １ ∶ １ ０００ 的

比例加入 ＩＰＴＧ， 使其终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 另一管不

加诱导剂作为对照， 放入摇床， ３７ ℃、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振

荡培养４ ｈ。 取 ＩＰＴＧ 诱导表达后的菌液和对照组菌液

各１ ｍＬ于 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ， 离心后弃上清液，
沉淀用 ５０ μＬ ＰＢＳ 重悬后， 再加入蛋白上样缓冲液，
沸水煮 １０ ｍｉｎ 后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定表达情况， 将

表达条带大小正确的对照未诱导的菌液 １ ∶ １ 加入

３０％甘油， 于－２０ ℃保存备用。
取 １０ μＬ 保存的菌液加入到 １０ ｍＬ 含有 Ａｍｐ＋

（浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ） 的液体 ＬＢ 培养基中， 在 ３７ ℃
（２２０ ｒ ／ ｍｉｎ） 条件下振荡培养过夜， 使其活化。 取

５ ｍＬ 活化的重组菌液加入到 ５００ ｍＬ 含有 ５０ μｇ ／ ｍＬ
Ａｍｐ＋的液体 ＬＢ 培养基中， 于 ３７ ℃、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡

培养至 ＯＤ６００ ｎｍ值到 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８ 时， 向管中加入 ＩＰＴＧ，
使其终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 于 １６ ℃低温诱导 １６ ｈ。 将

诱导的菌液离心， 每克诱导表达的菌体中加入 ４ ｍＬ
细菌裂解液和 ４０ μＬ 溶菌酶， 冰浴中进行超声以裂解

菌体， 使用 ＧＳＴ 标签蛋白纯化试剂盒对蛋白进行

·２０１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ４



纯化。
１􀆰 ４　 重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的免疫学活性鉴定

取适量纯化后的重组蛋白， 加入等体积的 ２ ×
ＳＤＳ， 进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶电泳后， 转印至 ＰＶＤＦ
膜， 用含 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ Ｌ 吐温 ２０ 的 ＰＢＳＴ 配制 ５％ ＢＳＡ 溶

液， 室温摇床封闭 ２ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗 ５ 次 （５ ｍｉｎ ／次），
取 １００ μＬ 的 ＡＳＦＶ 阳性血清按 １ ∶ ５０ 的比例加入 ５％
ＢＳＡ 溶液作为一抗， ４ ℃ 过夜孵育； ＰＢＳＴ 洗 ５ 次

（５ ｍｉｎ ／次）， ＨＲＰ 标记的山羊抗猪 ＩｇＧ １ ∶ ５ ０００ 稀

释作 为 二 抗， 室 温 孵 育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗 ５ 次 （ ５
ｍｉｎ ／次）。 将 ＨＲＰ 化学发光底物 Ａ 液与 Ｂ 液 １ ∶ １ 混

合， 加在 ＰＶＤＦ 膜上， 利用 ＥＣＬ 发光成像系统显色。
１􀆰 ５　 ＡＳＦＶ ＣＰ３１２Ｒ 单克隆抗体的制备

１􀆰 ５􀆰 １　 动物免疫及血清效价的测定

选取 ４ 只 ６～８ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 以纯化后的

重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白作为抗原， 以 ６０ μｇ ／只的剂量与等

体积的弗氏完全佐剂混匀并充分乳化后， 对其多点皮

下注射作为一免， １４ ｄ 后， 以 ３０ μｇ ／只的剂量与等

体积的弗氏不完全佐剂混合并乳化， 以同样的操作进

行二免， 共免疫 ３ 次。 最后一次免疫 １ 周后， 对被免

疫的 ４ 只小鼠进行眼眶采血， 采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法

测定 ４ 只小鼠血清中抗体的效价。 将纯化后的重组

ＣＰ３１２Ｒ 蛋白用包被液稀释至 ２ μｇ ／ ｍＬ， 每孔 １００ μＬ
包被到酶标板中， ４ ℃放置过夜； 次日， 将酶标板用

ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每孔加 １５０ μＬ 的封闭液 （含 ５％
ＢＳＡ 的 ＰＢＳＴ） 进行封闭， ３７ ℃ 放置 ２ ｈ； 用含 １％
ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 将小鼠血清按 １ ∶ ２００ ～ １ ∶ １０２ ４００ 进行

二倍比稀释， 用 ＰＢＳＴ 洗涤酶标板 ３ 次后， 每孔加入

５０ μＬ 稀释好的血清， 并设置阴性对照 （阴性血清

１ ∶ １００ 稀释）， ３７ ℃孵育 １ ｈ； 用 ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次后，
每孔 加 入 ５０ μＬ 的 ＨＲＰ 标 记 的 山 羊 抗 鼠 二 抗

（１ ∶ ５ ０００）， 于 ３７ ℃ 作用 １ ｈ； 用 ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次

后， 在吸水纸上将液体拍干， 每孔加入 １００ μＬ 的

ＴＭＢ 显色液， 室温避光显色； １５ ｍｉｎ 后向孔中加入

５０ μＬ 终止液， 然后用酶标仪读取各孔的 ＯＤ４５０ ｎｍ值。
选择血清效价最高的小鼠， 直接腹腔注射 ５０ μｇ 纯化

后的重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白， 进行加强免疫。
１􀆰 ５􀆰 ２　 细胞融合和亚克隆筛选

加强免疫 １ 周后， 脱颈处死小鼠， 将分离的脾细

胞与准备好的 ＳＰ２ ／ ０ 细胞以 ５ ∶ １ 的比例混合， 在

３７ ℃水浴条件下向其中缓慢加入 ＰＥＧ， 进行细胞融

合。 融合结束后， 将细胞悬液离心弃上清液， 加入

ＨＡＴ 培养基吹打混合均匀， 加入到前一天准备好的

铺有饲养细胞的 ９６ 孔细胞板中， １００ μＬ ／孔， 培养

５～７ ｄ 时进行半换液， 再培养 ２ ～ ３ ｄ 后吸弃 ９６ 孔板

中的上清液， 全换液成 ＨＴ 培养基。 然后以原核表达

的 ＣＰ３１２Ｒ 重组蛋白为包被抗原包被酶标板， 利用间

接 ＥＬＩＳＡ 方法对阳性杂交瘤细胞进行筛选。 筛选出

阳性克隆孔后， 通过有限稀释法对其中的细胞进行亚

克隆。 经过 ３ 次亚克隆后， 对筛选出来的稳定表达

ＣＰ３１２Ｒ 的孔进行扩大培养。
１􀆰 ５􀆰 ３　 腹水制备

取 ６～８ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 将 ５００ μＬ 高压灭

菌后的液体石蜡通过腹腔注射到每只小鼠体内， １ 周

后， 向小鼠体内腹腔注射阳性单克隆杂交瘤细胞， 观

察小鼠的状态以及腹部隆起状况， ７ ～ １０ ｄ 后采集腹

水， 于 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后进行分装， 置于

－８０ ℃冻存备用。
１􀆰 ６　 ＡＳＦＶ ＣＰ３１２Ｒ 单克隆抗体的鉴定

１􀆰 ６􀆰 １　 单克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

取适量纯化的重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白， 加入等体积的

２×ＳＤＳ 并于 １００ ℃煮沸 １０ ｍｉｎ， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分

析， 转印至 ＰＶＤＦ 膜上， 使用封闭液 （含 ５％ ＢＳＡ 的

ＰＢＳＴ） 于室温封闭 ２ ｈ； 用 ＰＢＳＴ 洗膜 ５ 次后， 以

１ ∶ ２ ０００稀释的单克隆抗体为一抗， ４ ℃ 孵育过夜；
用 ＰＢＳＴ 洗膜 ５ 次后， 以 １ ∶ ５ ０００ 稀释的羊抗鼠

ＨＲＰ－ＩｇＧ 为二抗， 于室温孵育 １ ｈ； 充分清洗后， 将

ＨＲＰ 化学发光底物 Ａ 液与 Ｂ 液 １ ∶ １ 混合， 滴加在

ＰＶＤＦ 膜上， 在 ＥＣＬ 发光成像系统观察。
１􀆰 ６􀆰 ２　 间接免疫荧光试验 （ ＩＦＡ）

利用感染复数 （ＭＯＩ ） 为 １ 的 ＡＳＦＶ 感染 ＰＡＭ
细胞， 并设置正常细胞为阴性对照， 培养 ４８ ｈ 后处

理样品。 首先弃去孔中上清液， 用 ＰＢＳ 轻柔清洗细

胞； 然后用甲醛室温固定 １０ ｍｉｎ， 再用 ＰＢＳ 清洗细

胞 ３ 次； 用 ＢＳＡ 封闭后， 加入 １ ∶ ２００ 稀释的单克隆

抗体作为一抗， 每孔加入 ３００ μＬ 用 ＰＢＳ 稀释 ５００ 倍

的山羊抗鼠 ＩｇＧ 作为二抗， 洗涤封片后在共聚焦显微

镜下观察。

２　 结果

２􀆰 １　 重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的表达与纯化

将原核表达质粒 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＣＰ３１２Ｒ 转化至 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞中并加入 ＩＰＴＧ 进行诱导表达，
超声破碎后分离上清液和沉淀， ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 可见

６０ ｋＤａ的融合蛋白， 与预期相符， 且主要以可溶性的

形式表达 （图 １）。
使用 ＧＳＴ 标签蛋白纯化试剂盒对经 ＩＰＴＧ 大量诱

导表达的 ＣＰ３１２Ｒ 重组蛋白进行纯化， 取适量纯化后

的蛋白， 加入等体积的 ２×ＳＤＳ 混合均匀并于 １００ ℃
煮沸 １０ ｍｉｎ 后， 进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ， 结果显示， 在

６０ ｋＤａ 处出现单一条带 （图 ２）， 且没有杂带， 表明

纯化后的 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白纯度较高。
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Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 未诱导的 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＣＰ３１２Ｒ； ２􀆰 诱

导的 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＣＰ３１２Ｒ 全菌体； ３􀆰 诱导的 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＣＰ３１２Ｒ 上清

液； ４􀆰 诱导的 ｐＧＥＸ－６ｐ－ＣＰ３１２Ｒ 沉淀。

图 １　 重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白表达的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １～１１􀆰 纯化的重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白。

图 ２　 重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白纯化的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定

２􀆰 ２　 重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的免疫学活性鉴定

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的免疫学

活性进行鉴定， 使用 ５０ 倍稀释的 ＡＳＦＶ 阳性血清作

为一抗对 ＰＶＤＦ 膜进行孵育后， 发现原核表达的重组

ＣＰ３１２Ｒ 蛋白能够与 ＡＳＦＶ 阳性血清发生强烈的特异

性结合 （图 ３）， 说明其反应原性良好。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白与 ＡＳＦＶ 阳性血

清的免疫学活性； ２􀆰 重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白与阴性血清的免疫学活性。

图 ３　 重组 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的免疫学活性鉴定

２􀆰 ３　 血清效价的测定

三免 ７ ｄ 后， 采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定免疫小鼠

血清中抗体的效价 （图 ４）， 结果显示 ２ 号小鼠血清

效价最高， 选取 ２ 号小鼠进行加强免疫。

图 ４　 血清效价的测定

２􀆰 ４　 单克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

通过有限稀释法对阳性孔中的杂交瘤细胞进行亚

克隆， 经过 ３ 次亚克隆后， 获得 ２ 株能够稳定分泌的

细胞株， 通过腹腔注射到小鼠体内获得单克隆抗体，
将其分别命名为 ６Ｃ４ 和 ７Ｅ８。

取适量原核表达的 ＣＰ３１２Ｒ 重组蛋白， 加入等体

积的 ２×ＳＤＳ 混合均匀并煮沸 １０ ｍｉｎ 后， 进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ， 转印至 ＰＶＤＦ 膜， 用获得的 ２ 株单克隆抗体

为一抗对其进行孵育， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证， 结果

显示， ２ 株单克隆抗体均能够很好地识别原核表达的

ＣＰ３１２Ｒ 蛋白 （图 ５）。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 ＧＳＴ； ２􀆰 ６Ｃ４； ３􀆰 ７Ｅ８。

图 ５　 单克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ５　 单克隆抗体的 ＩＦＡ 鉴定

利用 ２００ 倍稀释的单克隆抗体 （６Ｃ４、 ７Ｅ８） 作

为一抗进行 ＩＦＡ 检测。 结果如图 ６ 和 ７ 所示， 感染了

ＡＳＦＶ 的 ＰＡＭ 细胞在与单克隆抗体孵育后， 产生了

特异性绿色荧光， 而对照组没有出现荧光。
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图 ６　 ＣＰ３１２Ｒ 单克隆抗体 ６Ｃ４ 的 ＩＦＡ 鉴定 （２００×）

图 ７　 ＣＰ３１２Ｒ 单克隆抗体 ７Ｅ８ 的 ＩＦＡ 鉴定 （２００×）

３　 讨论

ＡＳＦ 作为高致死性传染病在全球蔓延。 目前， 在

我国传播的 ＡＳＦＶ 主要为基因Ⅱ型毒株［１４］， 基因Ⅰ
型毒株也有报道［１５］， ２０２１—２０２２ 年间还出现了重组

毒株［１６］。 ＡＳＦＶ 的遗传复杂性高、 发病机制信息不

足、 许多基因未得到充分研究， 流行毒株呈现多样

性， 目前我国尚未有通过审批的有效的 ＡＳＦＶ 疫苗。
筛选免疫原性良好的蛋白对血清学诊断方法的建立以

及疫苗的研发至关重要。 有研究发现， ＣＰ３１２Ｒ 蛋白

在被感染的 ＨＥＫ ２９３ 细胞和 Ｖｅｒｏ 细胞中高水平表

达［１７］， 这表明 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白可能在感染的早期阶段

发挥作用。 ２００２ 年， Ｋｏｌｌｎｂｅｒｇｅｒ 等［１８］ 通过马耳他

（Ｍａｌｔａ） 分离株的抗血清对 Ｂａ７１Ｖ 株感染 Ｖｅｒｏ 细胞

构建的文库进行筛选， 最终鉴定出 １４ 个能刺激抗体

反 应 的 ＡＳＦＶ 病 毒 蛋 白 （ ｐＢ６０２Ｌ、 ｐＣ４４Ｌ、
ｐＣＰ３１２Ｒ、 ｐＥ１８４Ｌ、 ｐＫ１４５Ｒ、 ｐＫ２０５Ｒ、 ｐＡ１０４Ｒ、
ｐ１０、 ｐ３２、 ｐ５４、 ｐ７２、 ｐＦ３３４Ｌ、 ｐＮＰ４１９Ｌ 和

ｐＫ１９６Ｒ）， 其中在有临床症状的猪体内， ＮＰ４１９Ｌ、
ＣＰ３１２Ｒ、 Ｂ６４６Ｌ、 Ｋ１９６Ｒ 和 Ｋ２０５Ｒ 的抗体滴度更

高［１９－２０］。 ２０２３ 年， Ｘｕ 等［２１］对 ３５ 个 ＡＳＦＶ 结构蛋白 ／
高表达量蛋白进行了抗原性筛选， 结果表明 ＣＰ３１２Ｒ
等 １２ 个融合蛋白均能与 ５ 份临床阳性血清和部分实

验猪血清产生反应。 上述研究表明， ＣＰ３１２Ｒ 蛋白的

抗原性较好， 也可作为诊断抗原用于血清学诊断和疫

苗研发的靶点。
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本研究通过原核系统表达并纯化了 ＣＰ３１２Ｒ 重组

蛋白， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对所获得的重

组蛋白进行分析， 该蛋白具有很高的纯度， 反应原性

良好。 随后以纯化后的 ＣＰ３１２Ｒ 重组蛋白作为免疫原

对小鼠进行免疫， 制备出 ２ 株针对该蛋白的单克隆抗

体， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明， ２ 株单克隆抗体均可特异

性识别 ＣＰ３１２Ｒ 蛋白； ＩＦＡ 鉴定结果表明， 在与单克

隆抗体孵育过后， ＡＳＦＶ 感染的 ＰＡＭ 细胞产生了特

异性绿色荧光。 本研究成功制备的单克隆抗体为 ＡＳＦ
血清学诊断方法及疫苗研究奠定了基础， 为进一步研

究 ＡＳＦＶ ＣＰ３１２Ｒ 蛋白生物学特性提供了材料。
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