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猪 Ａ 群轮状病毒 ＶＰ７ 蛋白的原核表达及间接 ＥＬＩＳＡ
检测方法的建立

李东艳， 朱梦梦， 姜智文， 陈杰， 粟硕∗

（南京农业大学动物医学院， 江苏 南京　 ２１００９５）

摘要： 旨在建立猪 Ａ 群轮状病毒 （ｒｏｔａｖｉｒｕｓ Ａ， ＲＶＡ） 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法， 以提供一种快速、 灵敏且高效的猪 ＲＶＡ 抗体检测手段。 本

研究以原核表达的猪 ＲＶＡ ＶＰ７ 蛋白作为包被抗原， 通过对反应条件的系统优化， 成功建立针对猪 ＲＶＡ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法。 结果： ＶＰ７
蛋白以包涵体的形式表达， 主要形成 ２ 种大小的蛋白条带， 分别为 ３７ ｋＤａ 和 ３５􀆰 ３ ｋＤａ。 通过优化， 确定间接 ＥＬＩＳＡ 反应条件为： 蛋白包被量为

０􀆰 ２５ μｇ ／ 孔， ４ ℃过夜； 封闭液为 ５％脱脂乳， ３７ ℃ ２ ｈ； 一抗 （待检血清样本） 为 １ ∶ １００ 稀释， ３７ ℃ １ ｈ； 二抗 （ＨＲＰ 标记羊抗猪 ＩｇＧ） 为

１ ∶ １０ ０００ 稀释， ３７ ℃ １ ｈ； 显色为 １５ ｍｉｎ。 通过检测 ４０ 份猪阴性血清样本， 确定本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法阳性临界值 ＯＤ４５０ ｎｍ 值为

０􀆰 ２７４ ７， 批内和批间重复变异系数均在 １０％的范围内， 具有较高的特异性和灵敏性。 对 ２０ 份临床血清样本的间接 ＥＬＩＳＡ 结果与中和试验结果进

行比对， 二者的符合率为 ９５％。 通过检测其他基因型毒株灭活疫苗免疫后的血清表明， ＶＰ７ 蛋白基因型的差异对 ＥＬＩＳＡ 阴阳性判定结果没有显著

影响。 综上， 本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法可用于监测猪群轮状病毒感染情况及其疫苗的免疫反应。

关键词： 猪 Ａ 群轮状病毒； ＶＰ７ 蛋白； 原核表达； 间接 ＥＬＩＳＡ
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　 　 轮状病毒 （ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＲＶ） 属于呼肠孤病毒科
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轮状 病 毒 属 成 员， 是 一 种 分 节 段 的 双 链 ＲＮＡ
（ｄｓＲＮＡ） 病毒， 能够感染婴幼儿及幼龄动物并引起

腹泻， 根据 ＶＰ６ 蛋白抗原性差异， ＲＶ 被分为 （Ａ ～
Ｄ， Ｆ～ Ｊ） ９ 个血清群， 其中 Ａ 群是引起仔猪腹泻的

主要病原。
Ａ 群轮状病毒 （ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ Ａ， ＲＶＡ） 感染导致仔
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猪死亡率增加和日增重下降， 对养猪行业危害严

重［１］。 ＲＶＡ 在我国猪场广泛存在， 几乎各个生长阶

段的猪都可能受到感染， 但通常只有仔猪会表现出明

显的临床症状和发病情况［２］。 感染后的仔猪会出现

腹泻， 表现为水样或糊状黄色粪便， 此外还会伴有精

神萎靡、 食欲不振和呕吐等症状。 严重感染时， 仔猪

可能因脱水或因其他并发症而死亡［３］。 由于目前尚

无针对 ＲＶＡ 感染的有效治疗药物， 疫苗免疫依旧是

防控 ＲＶＡ 感染的主要手段［４－５］。 因此， 建立 ＲＶＡ 诊

断方法对于及时监测 ＲＶＡ 疫情并制定科学防控策略

至关重要［６－７］。
本研究以实验室分离毒株 ＲＶＡ ／ ｐｉｇ ／ ＣＨ ／ Ｕ９４５ ／

２０２２ ／ Ｇ９Ｐ ［２３］ 为模板， 通过 ＰＣＲ 扩增编码 ＶＰ７ 蛋

白的基因序列并进行原核表达， 以该蛋白为包被抗原

建立了用于临床诊断和疫苗免疫监测的 ＲＶＡ 抗体间

接 ＥＬＩＳＡ 检测方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 载体、 毒株及试剂

ｐＥＴ－ ３２ａ 表达载体、 大肠杆菌 ＤＨ５α 和 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 购自擎科生物科技股份有限公司； ＥｃｏＲⅠ和

ＸｈｏⅠ内切酶购自 ＴａＫａＲａ 公司； ＰＣＲ 酶购自诺唯赞

公司； 同源重组酶， 鼠抗 Ｈｉｓ 标签单抗购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ
公司； ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；
ＨｉｓＳｅｐ Ｎｉ－ＮＴＡ Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｓｉｎ 购自翌圣生物科技 （上
海） 股份有限公司； ＦＩＴＣ 标记羊抗猪二抗购自 Ｓｏｌａｒ⁃
ｂｉｏ； ＨＲＰ 标记羊抗猪 ＩｇＧ 购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； 猪

轮状 病 毒 分 离 毒 株 ＲＶＡ ／ ｐｉｇ ／ ＣＨ ／ Ｕ９４５ ／ ２０２２ ／ Ｇ９Ｐ
［２３］ 由本实验室分离并保存； Ｇ５ 和 Ｇ９ 基因型灭活

疫苗由本实验室利用分离毒株 ＲＶＡ ／ ｐｉｇ ／ ＣＨ ／ Ｕ９４５ ／
２０２２ ／ Ｇ９Ｐ ［２３］ 和 ＲＶＡ ／ ｐｉｇ ／ ＣＨ ／ １０􀆰 ２－２０ ／ ２０２２ ／ Ｇ５Ｐ
［２３］ 进行制备并保存。 ＲＶＡ、 猪流行性腹泻病毒

（ＰＥＤＶ）、 传染性胃肠炎病毒 （ ＴＧＥＶ）、 猪瘟病毒

（ＣＳＦＶ）、 猪 细 小 病 毒 （ ＰＰＶ）、 伪 狂 犬 病 病 毒

（ＰＲＶ） 和猪德尔塔冠状病毒 （ＰＤＣｏＶ） 阳性血清样

本及 ＭＡ１０４ 细胞由华派生物技术 （集团） 股份有限

公司赠予。
１􀆰 ２　 重组原核表达质粒的构建

通过对分离毒株进行 ＰＣＲ 扩增， 获得了编码

ＶＰ７ 蛋白的核苷酸序列， 引物序列见表 １。 通过同源

重组将编码 ＶＰ７ 蛋白的核苷酸序列连接到 ｐＥＴ－３２ａ
载体 （ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切）， 转化并提取质粒，
进行 ＰＣＲ 和测序鉴定。

表 １　 原核表达质粒引物的构建

引物名称 引物序列 （５′－３′） 引物长度 ／ ｂｐ

３２ａ－ＶＰ７－ＥｃｏＲⅠ－Ｆ ＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＡＴＧＧＴＡＴＴＧＡＡＴＡＴＡＣＣＡＣＡＧＴ

３２ａ－ＶＰ７－ＸｈｏⅠ－Ｒ ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＲＡＣＴＣＴＡＴＡＲＴＡＲＡＡＡＧＣＴＧＣＴＧＡＡＴＴ
１ ０６２

１􀆰 ３　 重组蛋白的诱导表达及纯化

将重组蛋白原核表达质粒及空载体分别转化到

ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， ３７ ℃培养， ＩＰＴＧ 诱导表

达和超声破碎后， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析蛋白表达情

况。 用 ＰＢＳ 重悬洗涤包涵体， 加入适量 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿

素， ４ ℃摇床过夜溶解。 溶解后的包涵体通过 Ｎｉ 亲
和层析柱纯化， 并进行透析复性。 复性后， 获得的

ＶＰ７ 蛋白用于包被抗原。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 用于分析纯化

复性后的 ＶＰ７ 蛋白纯度， 同时使用 ＢＣＡ 法测定其

浓度。
１􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

ＶＰ７ 蛋白电泳后转膜。 ５％脱脂乳 ４ ℃封闭 １ ｈ。
一抗为鼠抗 Ｈｉｓ－ｔａｇ 按 １ ∶ １ ０００ 进行稀释， ４ ℃孵育

１ ｈ。 二抗为 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 按 １ ∶ １０ ０００ 进行

稀释， ４ ℃ 孵育 １ ｈ。 ＰＢＳＴ 清洗二抗并进行蛋白

鉴定。
１􀆰 ５　 基于 ＶＰ７ 蛋白的间接 ＥＬＩＳＡ 建立

本研究通过优化间接 ＥＬＩＳＡ 反应条件， 包括抗

原包被浓度、 血清稀释度、 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 二

抗的稀释度和二抗反应时间， 在保持单一变量的情况

下， 测定其 ＯＤ４５０ ｎｍ 值， 并计算阳性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ 值

（Ｐ） 与阴性血清 ＯＤ４５０ ｎｍ值 （Ｎ） 的比值， Ｐ ／ Ｎ 值最

大时为最优反应条件， 从而逐步确定 ＥＬＩＳＡ 的最佳

反应条件。 随后， 采用建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法， 检

测 ４０ 份中和试验为 ＲＶＡ 阴性的血清样本， 计算平均

值 （ｘ ） 和 标 准 差 （ Ｓ ）。 根 据 统 计 学 原 理， 当

ＯＤ４５０ ｎｍ＞ｘ＋ ３Ｓ 时判定为 ＲＶＡ 抗体阳性， 反之则为

阴性。
１􀆰 ６　 特异性试验

根据本试验确定的最佳反应条件， 检测常见猪病

毒如 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＰＶ、 ＰＲＶ 和 ＰＤＣｏＶ 的

阳性血清样本。 同时以 ＲＶＡ 的阴性血清样本和阳性

血清样本作为对照。 试验结果基于 ３ 次独立试验的重

复数据。
１􀆰 ７　 灵敏性试验

从 １ ∶ １００ 开始， 按 ２ 倍稀释梯度逐步稀释 ＲＶＡ
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阳性血清样本至 １ ∶ ６ ４００， 同时以 ＲＶＡ 阴性血清样

本作为对照。 每个稀释梯度进行 ３ 次重复。
１􀆰 ８　 重复性试验

根据本试验确定的最佳反应条件， 使用 ３ 个临床

猪血清样本评估间接 ＥＬＩＳＡ 方法的批内重复性和批

间重复性。
１􀆰 ９　 符合率试验

选取 ２０ 份临床猪血清样本分别进行间接 ＥＬＩＳＡ
检测和中和抗体检测。 中和试验具体操作如下： 向

２００ 倍半数细胞感染剂量 （２００ ＴＣＩＤ５０） 病毒液中加

入终浓度为 ２０ μｇ ／ ｍＬ 的胰酶， ３７ ℃条件下作用 １ ｈ。
与等量 ２ 倍倍比稀释后的血清样本进行涡旋混合，
３７ ℃条件下作用 １ ｈ 后将其接入到生长在 ９６ 孔细胞

培养板的 ＭＡ１０４ 细胞中， １００ μＬ ／孔， ３７ ℃ 条件下

作用 １ ｈ， 弃液， 加入 ＭＥＭ 维持液 （含终浓度为 ３􀆰 ０
μｇ ／ ｍＬ 胰酶）， 培养并观察细胞的病变情况， 分析 ２０
份血清样本的 ＯＤ４５０ ｎｍ值与中和试验结果的符合率。
１􀆰 １０　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的应用

为探究基因型的差异是否影响间接 ＥＬＩＳＡ 的检

测结果， 对接种 Ｇ５ 或 Ｇ９ 灭活疫苗的猪在免疫后 ０、
１４、 ２８ ｄ 采集的血清样本 （每组 ｎ ＝ ５） 进行检测。
在 １４ ｄ 进行加强免疫。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件对

同一时间点不同组的数据进行双因素方差分析

（Ｔｗｏ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。

２　 结果

２􀆰 １　 重组原核表达质粒的鉴定

用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切 ｐＥＴ－３２ａ 载体， 同源

重组连接编码 ＶＰ７ 蛋白的核苷酸序列， 转化后的重

组原核表达质粒通过 ＰＣＲ 鉴定 （图 １） 和测序确认，
片段大小和核苷酸序列与目的基因一致， 证明成功获

得阳性重组原核表达质粒。

１． Ｍａｒｋｅｒ； ２􀆰 编码 ＶＰ７ 蛋白的基因片段。

图 １　 目的基因 ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ２　 ＶＰ７ 蛋白的诱导表达及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定超声破碎后的蛋白样品，
如图 ２ 所示， ＶＰ７ 蛋白在 ３７ ｋＤａ 和 ３５􀆰 ３ ｋＤａ 处出现

２ 条带。 这是由于 ＶＰ７ 蛋白由 ２ 个不同的起始密码子

翻译， 分别产生 ２ 种不同分子大小的蛋白， 这些蛋白

以包涵体的形式表达， 蛋白条带大小与预期结果一

致。 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对复性纯化后的

蛋白进行鉴定， 在 ３７ ｋＤａ 和 ３５􀆰 ３ ｋＤａ 处可以观察到

明显的条带。 ＶＰ７ 蛋白纯化后浓度为 １􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未诱导的 ｐＥＴ－３２ａ 对照； ２􀆰 诱导后的 ｐＥＴ－３２ａ 对照； ３􀆰 未诱导的 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＰ７ 全菌； ４􀆰 诱导后的 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＰ７ 全

菌； ５􀆰 超声处理后的 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＰ７ 上清液； ６􀆰 超声处理后的 ｐＥＴ－３２ａ－ＶＰ７ 沉淀； ７􀆰 纯化得到的 ＶＰ７ 蛋白。

图 ２　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析 ＶＰ７ 蛋白表达 （Ａ）、 纯化 （Ｂ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定 （Ｃ）
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２􀆰 ３　 抗原包被浓度及血清样本稀释度的确定

为了优化间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法， 本研究设置了

不同抗原包被浓度和血清样本稀释度组合。 在确保阴

性血清样本 ＯＤ４５０ ｎｍ≤０􀆰 ２００、 Ｐ ／ Ｎ≥２ 的条件下， 所

获得的最大值为最佳反应条件。 由表 ２ 可知， 血清样

本的最佳稀释度为 １ ∶ １００， 抗原最佳包被浓度为每

孔 ０􀆰 ２５ μｇ ／ １００ μＬ， Ｐ ／ Ｎ 值为 ７􀆰 ３９０。

表 ２　 抗原包被浓度及血清样本稀释度的确定

抗原包被浓度 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
项目

血清样本稀释度

１ ∶ ５０ １ ∶ １００ １ ∶ ２００ １ ∶ ４００

１０

Ｐ １􀆰 ６９５ １􀆰 ４８４ ０􀆰 ８３５ ０􀆰 ７７８

Ｎ ０􀆰 ４４７ ０􀆰 ３１７ ０􀆰 ２３８ ０􀆰 １５６

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 ７９０ ４􀆰 ６７７ ３􀆰 ５０４ ５􀆰 ００３

５

Ｐ １􀆰 ５１７ １􀆰 ３０２ ０􀆰 ８００ ０􀆰 ６２４

Ｎ ０􀆰 ４１７ ０􀆰 ２６０ ０􀆰 ２０９ ０􀆰 １１４

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 ６４２ ５􀆰 ００６ ３􀆰 ８２４ ５􀆰 ４７６

２􀆰 ５

Ｐ １􀆰 ４０８ １􀆰 ２８９ ０􀆰 ７０８ ０􀆰 ６０９

Ｎ ０􀆰 ３７４ ０􀆰 １７４ ０􀆰 １５６ ０􀆰 １０４

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 ７６８ ７􀆰 ３９０ ４􀆰 ５５５ ５􀆰 ８８８

１􀆰 ２５

Ｐ １􀆰 ２４１ １􀆰 ０７７ ０􀆰 ６０４ ０􀆰 ５０３

Ｎ ０􀆰 ３４１ ０􀆰 １６５ ０􀆰 １３４ ０􀆰 ０８０

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 ６３９ ６􀆰 ５２１ ４􀆰 ５２６ ６􀆰 ２９５

０􀆰 ６２５

Ｐ ０􀆰 ９０１ ０􀆰 ８８８ ０􀆰 ５９７ ０􀆰 ３６１

Ｎ ０􀆰 ２８８ ０􀆰 １２９ ０􀆰 １２７ ０􀆰 ０７６

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 １２７ ６􀆰 ９０８ ４􀆰 ７０４ ４􀆰 ７３８

０􀆰 ３１２ ５

Ｐ ０􀆰 ８８２ ０􀆰 ６８６ ０􀆰 ４３３ ０􀆰 ３４５

Ｎ ０􀆰 ２４１ ０􀆰 １０２ ０􀆰 １１４ ０􀆰 ０７４

Ｐ ／ Ｎ ３􀆰 ６５９ ６􀆰 ７４０ ３􀆰 ７９４ ４􀆰 ６５７

２􀆰 ４　 酶标二抗最佳反应条件的确定

为了优化间接 ＥＬＩＳＡ 酶标二抗稀释度及孵育时

间， 本研究设置了不同组合的酶标二抗稀释度和孵育

时间， 以 Ｐ ／ Ｎ 最大值为最佳反应条件。 结果表明，
１ ∶ １０ ０００ 稀释酶标二抗， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ 条件最佳

（表 ３）。

表 ３　 酶标二抗最佳反应条件的确定

作用时

间 ／ ｈ

１ ∶ １０ ０００ １ ∶ ２０ ０００

Ｐ Ｎ Ｐ ／ Ｎ Ｐ Ｎ Ｐ ／ Ｎ

０􀆰 ５ １􀆰 ０８３ ０􀆰 １８１ ５􀆰 ９８３ ０􀆰 ８４８ ０􀆰 １９０ ４􀆰 ４６３

１ １􀆰 ２５４ ０􀆰 １８９ ６􀆰 ６３５ ０􀆰 ９２１ ０􀆰 １８１ ５􀆰 ０８８

１􀆰 ５ １􀆰 ３６８ ０􀆰 ２０７ ６􀆰 ６０９ １􀆰 １０３ ０􀆰 １９５ ５􀆰 ６５６

２􀆰 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法阳性临界值的确定

通过优化， 确定本研究间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的

反应条件： 包被为 ０􀆰 ２５ μｇ ／孔， ４ ℃ 过夜； 封闭为

５％脱脂乳， ３７ ℃ ２ ｈ； 一抗 （待检血清样本） 为

１ ∶ １００ 稀释， ３７ ℃ １ ｈ； 酶标二抗为 １ ∶ １０ ０００ 稀

释， ３７ ℃ １ ｈ； 显色为 １５ ｍｉｎ。 通过检测 ４０ 份阴性

猪血清样本， 确定该 ＥＬＩＳＡ 检测方法的阳性临界值。
结果显示平均值 ＯＤ４５０ ｎｍ 值为 ０􀆰 １７６ ４， 标准差为

０􀆰 ０３２ ８， 阳性临界值 ＯＤ４５０ ｎｍ值为 ０􀆰 ２７４ ７。 因此血清

样本的 ＯＤ４５０ ｎｍ＞０􀆰 ２７４ ７ 判为阳性， 反之则为阴性。
２􀆰 ６　 特异性和灵敏性试验

如图 ３Ａ 所示， 间接 ＥＬＩＳＡ 方法只与 ＲＶＡ 阳性

血清样本反应， 与 ＲＶＡ 的阳性样本相比， ＰＥＤＶ、
ＴＧＥＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＰＶ、 ＰＲＶ 和 ＰＤＣｏＶ 阳性血清样本

ＯＤ４５０ ｎｍ值低于判定值， 表明该检测方法特异性良好。
通过检测二倍倍比稀释猪轮状病毒阳性猪血清样

本， 对本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法的灵敏性进行

评估。 结果如图 ３Ｂ 所示， 本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ
方法， ＯＤ４５０ ｎｍ＞０􀆰 ２７４ ７ 最高稀释度为 １ ∶ １ ６００， 意

味着该方法能够检测到抗体的最大稀释度为 １ ∶
１ ６００， 表明该检测方法具有良好的灵敏性。

图 ３　 特异性 （Ａ） 和灵敏性 （Ｂ） 试验结果
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２􀆰 ７　 重复性试验

通过批内和批间试验评估间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法

的重复性， 结果表明， 批内变异系数在 ２􀆰 ２２％ 至

５􀆰 ７７％之间， 批间变异系数在 ４􀆰 ５３％至 ６􀆰 ９６％之间

（表 ４）， 表明该检测方法具有良好的重复性。

表 ４　 批内和批间重复性试验

血清样本
批内重复性试验

１ ２ ３

批内差异

系数 ／ ％

批间重复性试验

１ ２ ３

批间差异

系数 ／ ％

１ ０􀆰 ６５３ ０􀆰 ６６２ ０􀆰 ６８８ ２􀆰 ２２ ０􀆰 ６８３ ０􀆰 ６２２ ０􀆰 ７３８ ６􀆰 ９６

２ ０􀆰 ５４３ ０􀆰 ５９７ ０􀆰 ５２７ ５􀆰 ３９ ０􀆰 ６５６ ０􀆰 ６２３ ０􀆰 ５８７ ４􀆰 ５３

３ ０􀆰 ３５２ ０􀆰 ４０５ ０􀆰 ３８７ ５􀆰 ７７ ０􀆰 ３３７ ０􀆰 ３５５ ０􀆰 ３８３ ５􀆰 ２８

２􀆰 ８　 间接 ＥＬＩＳＡ 与中和试验的符合率

通过检测 ２０ 份临床猪血清样本， 分析间接

ＥＬＩＳＡ 与中和试验的符合率， 结果显示 ＯＤ４５０ ｎｍ值越

高， 通常对应较高的中和抗体滴度， 中和试验和间接

ＥＬＩＳＡ 方法分别检测到 １１ 份和 １２ 份阳性血清样本，
以及 ９ 份和 ８ 份阴性血清样本， 总符合率为 ９５％ （表
５）。

表 ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 与中和试验结果的符合率

中和试验
间接 ＥＬＩＳＡ 方法

阳性血清样本 阴性血清样本
合计

符合

率 ／ ％

阳性血清样本 １１ ０ １１ １００

阴性血清样本 １ ８ ９ ８８􀆰 ８９

合计 １２ ８ ２０ ９５

２􀆰 ９　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的应用

如图 ４ 所示， 灭活疫苗一免后 １４ ｄ， 体液免疫反

应较弱； 一免后 ２８ ｄ， 针对 ＶＰ７ 蛋白的 ＩｇＧ 抗体显

著提高。 结果表明， 本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法

能够有效检测其他 Ｇ 基因型血清样本中的 ＩｇＧ 抗体，
且阴阳性的判定不受基因型差异的影响。

∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １， ｎｓ 表示无显著

差异。

图 ４　 不同时间点血清样本抗体水平

３　 讨论

猪 ＲＶ 在我国广泛流行， 多个省份和地区已有相

关报道。 例如， 胡兴义等［８］ 在贵州 ２７ 个猪场采集的

２０３ 份猪粪便样本中检测出 １６ 份 ＲＶＡ 阳性， 阳性率

为 ７􀆰 ８８％； 周群等［９］ 在四川 ４０ 多个猪场采集的 ３０３
份病料中检测出 ９８ 份 ＲＶＡ 阳性， 阳性率为 ３２􀆰 ３４％；
谷拉强等［１０］在江苏、 江西、 福建、 山西和贵州 ３６ 个

猪场采集的 ４３４ 份腹泻样品中检测出 １９６ 份 ＲＶＡ 阳

性， 阳性率为 ４５􀆰 １６％。 ＲＶ 的广泛传播给我国养猪

行业造成了巨大经济损失［１１－１３］。
ＲＶ 不仅在猪群中广泛传播， 而且具有显著的种

间传播能力， 特别是在人与猪之间。 家庭养殖、 市场

交易以及存在人与猪共同生活的环境， 这些情况促进

了 ＲＶ 在人与猪之间的种间传播和基因重配［１１，１４］。 研

究发现， 在人的腹泻样本中检测到与猪 ＲＶ 有基因重

配特征的毒株［１５］， 同时在猪的样本中也检测到与人

ＲＶ 有基因重配特征毒株［１６］。 不同宿主来源的轮状病

毒可能通过种间传播和基因重配形成新的毒株， 不仅

提高了轮状病毒病的防控难度， 还对公共卫生构成潜

在威胁。 因此， 采用高效的 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法对

于及时识别和监测 ＲＶ 的流行至关重要。
ＲＶ 抗体 ＥＬＩＳＡ 检测， 通常以 ＶＰ６ 蛋白作为目标

抗原。 例如原霖［１７］通过杆状病毒表达 ＶＰ６ 蛋白建立

了猪 ＲＶ 血清 ＩｇＡ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法。 高力

国等［１８］ 通过原核表达 ＶＰ６ 的截短片段 （ ＶＰ６∗，
１４９～ ３３２ ａａ） 建立了猪 ＲＶ 血清 ＩｇＧ 抗体的间接

ＥＬＩＳＡ 检测方法。 本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法的包

被抗原为原核表达的 ＶＰ７ 蛋白， ＶＰ７ 蛋白全长

１ ０７８ ｂｐ， 由 ３２６ 个氨基酸组成， 分子量为 ３７ ｋＤａ。
编码 ＶＰ７ 蛋白的核苷酸序列差异决定 ＲＶ 的 Ｇ 基因

型分型［１９－２０］。 作为 ＲＶ 的主要中和抗原， ＶＰ７ 蛋白

同样具有很强的免疫原性， 因此也成为 ＲＶ 免疫检测

的另一个重要目标。 尽管 ＲＶ 存在多种 Ｇ 基因型， 但

本研究检测结果显示， 使用 Ｇ９ 基因型 ＶＰ７ 蛋白作为
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目标抗原时， 能够有效检测到针对 Ｇ５ 基因型 ＲＶ 的

抗体。 为进一步验证不同 Ｇ 基因型的差异是否影响

间接 ＥＬＩＳＡ 中血清样本阴阳性的判定， 还尝试了以

Ｇ５ 基因型 ＶＰ７ 蛋白为包被抗原， 检测了 Ｇ９ 基因型

灭活疫苗接种的血清样本。 结果表明， 不同 Ｇ 基因

型的 ＶＰ７ 蛋白对血清样本中 ＲＶ 抗体阴阳性判定无显

著影响。 此外， 结果表明该检测方法具备良好的特异

性、 灵敏性和重复性， 与中和试验的检测结果符合率

达到 ９５％。
综上， 本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法可用于监

测猪群中 ＲＶ 的感染情况， 通过检测血清样本中与

ＲＶ 相关的抗体水平， 为疾病防控提供科学依据， 同

时为猪 ＲＶ 的免疫学相关研究及疫苗评估提供可靠的

抗体检测手段。

参考文献：

［１］ 　 ＨＯＬＬＡＮＤ Ｒ Ｅ． Ｓｏｍｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃａｕｓｅｓ ｏｆ ｄｉａｒｒｈｅａ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｆａｒｍ
ａｎｉｍａｌｓ ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｒｅｖ， １９９０， ３ （４）： ３４５－３７５．

［２］ 　 王振玲， 王金秋， 王黎霞． 北京地区腹泻仔猪轮状病毒感染的流

行病学调查 ［Ｊ］ ． 养猪， ２０１３， （６）： １０３－１０４．
［３］ 　 王修武， 邓可辉， 马沐林， 等． 猪轮状病毒 Ｇ９Ｐ ［７］ 型云南株

的分离鉴定及 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 基因测序分析 ［ Ｊ］ ． 动物医学进展，
２０２４， ４５ （８）： １－７．

［４］ 　 ＳＡＩＦ Ｌ Ｊ， ＦＥＲＮＡＮＤＥＺ Ｆ Ｍ． Ｇｒｏｕｐ Ａ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｖａｃｃｉｎｅｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， １９９６， １７４ （Ｓｕｐｐｌ １）： Ｓ９８－Ｓ１０６．

［５］ 　 ＸＵＥ Ｒ， ＴＩＡＮ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ａ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ｏｆ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｖｉｒｏｌ，
２０１８， ６２ （３）： ２２９－２３４．

［６］ 　 ＦＩＮＧＡＳ Ｆ， ＲüＣＫＮＥＲ Ａ， ＨＥＥＮＥＭＡＮＮ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ＥＤＩＭ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｉｔｓ ｍａｊｏｒ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ＶＰ６ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１８， ２６２：
７２－７８．

［７］ 　 ＫＵＭＡＲ Ｎ， ＭＡＬＩＫ Ｙ Ｓ， ＫＵＭＡＲ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｐｅｐｔｉｄｅ－ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ＶＰ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｓｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ａ
ｒｏｔａｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｈｏｓｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１６， １１
（７）： ｅ０１５９０２７．

［８］ 　 胡兴义， 张双翔， 冯旭芳， 等． 猪轮状病毒 ＲＴ－ＬＡＭＰ 检测方法

的建立及应用 ［Ｊ］ ． 病毒学报， ２０１６， ３２ （６）： ７４０－７４６．
［９］ 　 周群， 陈小飞， 阚蕊慈， 等． ２０１７—２０１９ 年四川地区猪 Ａ 群轮

状病毒的分子流行病学调查 ［ Ｊ］ ． 中国农业科学， ２０２１， ５４
（５）： １０６３－１０７２．

［１０］ 谷拉强， 陶然， 程曦， 等． ２０２２—２０２３ 年我国部分地区猪 Ａ 群轮

状病毒分子流行病学调查分析 ［ Ｊ］ ． 南方农业学报， ２０２３， ５４
（１０）： ３０８３－３０９１．

［１１］ ＱＩＡＯ Ｍ， ＬＩ Ｍ， ＬＩ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎ⁃
ｓｈｉｐｓ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｒｏｔａｖｉｒｕｓｅｓ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２４， １６ （３）： ４５３．

［１２］ 乔成鹏． ２０１５—２０１６ 年中国部分地区猪轮状病毒感染检测及病

毒分离与鉴定 ［Ｄ］． 大庆： 黑龙江八一农垦大学， ２０１９．
［１３］ 张家祺， 甲呷格西， 周群， 等． 宏基因组学技术分析四川省集约

化猪场中仔猪腹泻粪便的病毒种群 ［Ｊ］ ． 畜牧兽医学报， ２０２３，
５４ （６）： ２４７８－２４８６．

［１４］ ＧＨＯＮＡＩＭ Ａ Ｈ， ＹＩ Ｇ， ＬＥＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｗｈｏｌｅ－ｇｅｎｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｇ９ ｇｒｏｕｐ ａ ｒｏｔａｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ： ｅｖｉ⁃
ｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｐｏｒｃｉｎｅ － ｈｕｍａｎ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２０２４， ５９７： １１０１２９．

［１５］ ＤＯ Ｌ Ｐ， ＫＡＮＥＫＯ Ｍ， ＮＡＫＡＧＯＭＩ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ Ａ， ｃａｕｓｉｎｇ ａｃｕｔｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｈｏｓｐｉｔａｌｉｚａ⁃
ｔｉｏｎｓ ａｍｏｎｇ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｉｎ Ｎｈａ Ｔｒａｎｇ， Ｖｉｅｔｎａｍ， ２００７－２００８： Ｉｄｅｎｔｉｆｉ⁃
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｒｅ Ｇ９Ｐ ［ １９］ ａｎｄ Ｇ１０Ｐ ［ １４］ ｓｔｒａｉｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｍｅｄ
Ｖｉｒｏｌ， ２０１７， ８９ （４）： ６２１－６３１．

［１６］ ＭＩＡＯ Ｑ， ＰＡＮ Ｙ， ＧＯＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｌｌ ｇｅｎｏｍｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｈｕｍａｎ－ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅａｓｓｏｒｔｍｅｎｔ Ｇ１２Ｐ ［７］ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｇｅ⁃
ｎｉｃｉｔｙ ｉｎ ｐｉｇｌｅｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄ Ｅｍｅｒｇ Ｄｉｓ， ２０２２， ６９ （ ６ ）：
３５０６－３５１７．

［１７］ 原霖． 猪轮状病毒 Ｇ４Ｐ ［６］ 株的分离鉴定及新型检测方法的

建立与应用 ［Ｄ］． 北京： 中国农业大学， ２０１８．
［１８］ 高力国， 申翰钦， 陈诒全， 等． 猪轮状病毒重组 ＶＰ６∗蛋白的原

核表达及间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立 ［ Ｊ］ ． 畜牧兽医学报，
２０２４， ５５ （９）： ４０２１－４０２８．

［１９］ ＭＡＥＳ Ｐ， ＭＡＴＴＨＩＪＮＳＳＥＮＳ Ｊ， ＲＡＨＭＡＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＲｏｔａＣ： ａ ｗｅｂ－

ｂａｓｅｄ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒｏｕｐ Ａ ｒｏｔａｖｉｒ⁃
ｕｓｅｓ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００９， ９： ２３８．

［２０］ ＤＥＳＳＥＬＢＥＲＧＥＲ Ｕ． Ｒｏｔａｖｉｒｕｓｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｒｅｓ， ２０１４， １９０：
７５－９６．

·６８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ９


