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猪瘟病毒双抗原夹心 ELISA抗体检测方法的
建立与应用

谢亚格，罗俊聪，石正旺，廖焕程，陈 婕，朱昱茜，王 琳，杨倩倩，武嘉惠，

茹 毅，田 宏

*

，何继军
*

（中国农业科学院兰州兽医研究所  兰州大学动物医学与生物安全学院  动物疫病防控全国重点实验室，兰州  730000）

摘 要： 旨在建立检测猪瘟病毒 E2 蛋白抗体的双抗原夹心 ELISA 方法。利用 BioEdit软件对比猪瘟病毒与牛病毒

性腹泻病毒 E2 蛋白完整序列，筛选猪瘟病毒 E2 蛋白特异性序列，构建 pCDNA3. 1-2×rE2-His重组表达载体，通过

CHO 细胞表达 2×rE2-His 蛋白，采用凝血酶切除蛋白 His 标签，将切除 His 标签的 2×rE2 蛋白作为包被抗原，辣根

过氧化物酶标记的 2×rE2-His蛋白作为检测抗原，经过一系列的反应条件优化，建立了双抗原夹心 ELISA 方法，对

其特异性、敏感性、重复性进行评估，并比较与商品化试剂盒的符合率。结果表明，该方法的抗原包被浓度为

0. 5 μg·mL−1，血清稀释度为 1∶4，酶标抗原稀释度为 1∶40 000；该方法与其他常见猪病（塞内卡病毒、猪伪狂犬病病

毒、猪流行性腹泻病毒、口蹄疫病毒、猪繁殖与呼吸综合征病毒）阳性血清无交叉反应、与血清学检测中易发生交叉

反应的牛病毒性腹泻病毒阳性血清不反应，具有良好的特异性；可检测抗体阳性血清的最大稀释比例达 1∶2 048；批
内、批间变异系数均小于 10%，具有良好的重复性；与 IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒的检测结果符合率为 97. 1%。

本研究建立的双抗原夹心 ELISA 检测方法和 IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒同时评价猪瘟活疫苗（C 株）联合 E2 亚

单位疫苗免疫的 2 只健康猪抗体消长规律，本方法可提前 6 d 检出抗体应答，两种方法均显示抗体水平在免疫后

37 d 达到高峰，随后趋于稳定。本研究建立的猪瘟病毒双抗原夹心 ELISA 抗体检测方法特异性强、敏感性高、重复

性好，适用于猪瘟的临床诊断与免疫效果评估。
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classical swine fever virus （CSFV） E2 protein.  The complete E2 protein sequences of CSFV and 
bovine viral diarrhea virus （BVDV） were aligned using BioEdit software to identify CSFV-specific 
epitopes.  A recombinant pCDNA3. 1-2×rE2-His expression vector was constructed.  The 2×rE2-His 
protein was expressed in CHO cells， followed by thrombin cleavage to remove the His-tag.  The 
purified His-tag-free 2×rE2 protein was used as the coating antigen， while horseradish peroxidase 
（HRP）-labeled 2×rE2-His protein served as the detection antigen.  After systematic optimization of 
reaction conditions， a double-antigen sandwich ELISA method was successfully established.  The 
specificity， sensitivity， and repeatability of the assay were evaluated， and its concordance rate with a 
commercial ELISA kit was compared.  The optimized assay conditions were as follows： antigen 
coating concentration at 0. 5 μg·mL−1， serum dilution at 1∶4， and enzyme-labeled antigen dilution at 
1∶40 000.  The method exhibited no cross-reactivity with positive sera against other common swine 
pathogens， including senecavirus A （SVA）， porcine pseudorabies virus （PRV）， porcine epidemic 
diarrhea virus （PEDV）， foot-and-mouth disease virus （FMDV）， and porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus （PRRSV）， nor with BVDV sera， which frequently causes serological 
cross-reactivity， demonstrating high specificity.  The maximum detectable dilution ratio for antibody-
positive sera reached 1∶2 048.  Both intra-assay and inter-assay coefficients of variation were below 
10%， indicating excellent repeatability.  The concordance rate with the IDEXX CSFV Antibody Test 
Kit was 97. 1%.  To further evaluate the assay， both the established double-antigen sandwich ELISA 
and the IDEXX kit were used to monitor antibody kinetics in two healthy pigs immunized with CSFV 
C-strain vaccine combined with an E2 subunit vaccine.  The developed ELISA detected antibody 
responses 6 days earlier than the IDEXX kit.  Both methods demonstrated that antibody levels peaked 
at 37 days post-immunization and subsequently stabilized.  In this study， a double-antigen sandwich 
ELISA antibody detection method for CSFV was established with high specificity， sensitivity and 
reproducibility， which is suitable for the clinical diagnosis and evaluation of immunization effect of 
swine fever.
Keywords： classical swine fever virus； E2 protein； ELISA
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猪瘟（classical swine fever，CSF）是一种由猪瘟

病毒（classical swine fever virus，CSFV）引起的具有

高度传染性和致病性疾病，可感染不同品种、年龄

和性别的猪［1］。感染猪表现多种临床症状，包括发

热、食欲不振、虚弱、皮下出血和结膜炎等。目前除

了美国、澳大利亚和北欧部分地区（丹麦和瑞典等）

已经成功根除猪瘟外，其他大部分国家和地区通过

持续的防控措施，使得猪瘟疫情得到了较好的控

制，但仍有部分地区存在猪瘟疫情散发情况［2-3］。

我国主要通过接种兔化猪瘟弱毒疫苗的方式

来防控猪瘟，实现了疫情从暴发式流行到零星散发

的转变。然而，疫苗在保存运输中具有失效风险，

且猪个体差异可能导致免疫应答不足，因此疫苗免

疫后抗体水平的监测对于该病的防控至关重要［4］。

基于抗体检测结果及时补免猪并优化防控策略对

于保障养猪业安全生产具有重要意义。

猪瘟抗体检测方面，世界动物卫生组织（World 
Organization for Animal Health，WOAH）主要推荐

病毒中和试验以及 ELISA［5］。中和试验通常被视为

抗体检测的金标准，但因其操作流程繁琐、检测周

期长、需要活病毒、对实验环境及操作人员要求高、

且无法高通量检测，难以在基层广泛应用［6］。相比

之下，ELISA 方法因其操作简便、检测速度快、高通

量等优点广泛应用于抗体检测，更适合在基层推广

应用。目前 WOAH 推荐以及市售的 CSFV ELISA
抗 体 检 测 方 法 主 要 是 阻 断 ELISA。 但 是 阻 断
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ELISA 通常仅针对某一免疫球蛋白（如 IgG）进行检

测，可能导致因抗体类型覆盖不全而漏检其他免疫

球蛋白（如 IgM 等），不完全适用于抗体的动态监测

和免疫效果评价［7-8］，同时在单抗识别表位的限制

下，检测敏感性也受到影响。因此，需要建立一种

特异性强、灵敏度高的 ELISA 抗体检测方法。

在众多 ELISA 抗体检测方法中，双抗原夹心

ELISA 凭借其广谱性、高灵敏度、跨物种通用性等

优点成为多种病原体血清学诊断的重要方法，广泛

应用于新型冠状病毒［9］（SARS-CoV-2）、非洲猪瘟

病毒［10］（African swine fever virus，ASFV）及塞内卡

病毒［11］（Senecavirus A，SVA）等重要疫病的抗体检

测。在众多 CSFV 蛋白中，囊膜糖蛋白 E2 因其良好

的免疫原性和可诱导机体产生中和抗体的能力成

为首选靶标［12-14］。E2 蛋白上存在特异性抗原表位，

可用于区分 CSFV 和牛病毒性腹泻病毒（bovine 
viral diarrhea virus，BVDV），从而减少血清学检测

中的交叉反应［15］。且 E2 蛋白包含多个糖基化修饰

位点［16］，有研究表明特定糖基化位点变化对其免疫

原性影响较大［17-18］。而真核表达系统能够高效表达

外源蛋白，并且可对表达的蛋白进行翻译后修饰，

如糖基化、磷酸化等，使得表达蛋白在结构功能、抗

原性和免疫原性上与天然蛋白相似［19］。

因此，本研究利用 CHO 细胞表达系统成功获得

最接近天然蛋白糖基化修饰的 CSFV 2×rE2-His蛋
白，并基于 2×rE2-His 蛋白建立了检测 CSFV 抗体

的双抗原夹心 ELISA 方法，能够检测不同感染阶段

产 生 的 各 种 免 疫 球 蛋 白（包 括 IgM、IgG、IgA
等）［11，20］，实现对猪瘟感染的早期、中期和晚期诊断

以及疫苗免疫后抗体水平监测，为临床 CSFV 抗体

的检测提供了新型检测方法。

1　材料与方法

1. 1　血清样本

CSFV 阴性血清和阳性血清、BVDV、SVA、伪

狂犬病病毒（pseudorabies virus，PRV）、猪流行性腹

泻 病 毒（porcine epidemic diarrhea virus，PEDV）、

A 型 口 蹄 疫 病 毒（foot-and-mouth disease virus，
FMDV）、猪 繁 殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒（porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus，PRRSV）

阳性血清来自中国农业科学院兰州兽医研究所；

208 份临床血清（采自甘肃康乐某养猪场）来自中国

农业科学院兰州兽医研究所临床服务中心；5 份中

和效价为 1∶512、1∶128、1∶32、1∶16、1∶10 的 CSFV
阳性血清保存于本实验室。

1. 2　主要试剂

CSFV 2×rE2-His 蛋白由 CHO 细胞表达并保

存于本实验室；ELISA 板购自 Costar 公司；抗体稀

释液购自百迪泰公司；TMB 购自 SurModics 公司；

BCA 蛋白定量试剂盒购自宝生物工程（大连）有限

公司；凝血酶购自索莱宝；猪瘟病毒抗体检测试剂

盒 购 自 IDEXX 公 司 ；Goat Anti-Pig IgG H&L 
（HRP）购自 Abcam 公司；His 标签单克隆抗体购自

苏州博奥龙科技有限公司；HRP 标记试剂盒购自

Roche 公司。

1. 3　CSFV E2与 BVDV E2蛋白序列比对

通过 NCBI 数据库检索并获取 5 株 BVDV 代表

毒株（包括 BVDV-1型和 BVDV-2 型）以及涵盖 3个

基因型的 CSFV 代表毒株的 E2 蛋白完整序列，使用

BioEdit 软件进行多序列比对，筛选在 CSFV 内部高

度保守且与 BVDV 同源性较低的序列区域。为进

一步增强抗原与抗体结合的效率和灵敏度，将三段

经筛选的 CSFV E2 特异性序列（共 164 个氨基酸）

通过柔性氨基酸串联为双拷贝单元，并在 N 端添加

信 号 肽、C 端 插 入 His 标 签 ，构 建 重 组 表 达 载 体

pCDNA3. 1-2×rE2-His。
1. 4　CSFV E2蛋白鉴定

通过 BCA蛋白定量试剂盒对 CSFV 2×rE2-His
蛋白进行定量，随后进行 SDS-PAGE 鉴定。同时通

过 Western blot 对 2×rE2-His 蛋白与 CSFV 阳性血

清、阴性血清的反应性进行鉴定：分别以 CSFV 阳性

血清（1∶500）和 CSFV 阴性血清（1∶500）为一抗，以

HRP 标记的山羊抗猪 IgG（1∶30 000）为二抗鉴定蛋

白反应性。

1. 5　E2蛋白 His标签的切除

将纯化的 1 mg 2×rE2-His 蛋白与 3 μL 凝血酶

于室温过夜孵育，随后通过 Ni-NTA 亲和层析柱分

离酶切产物。为评估酶切效果及 His 标签去除对蛋

白反应性的影响，分别将 2×rE2-His（酶切前）与

2×rE2（酶切后）蛋白包被于 ELISA 板，通过 His 单
抗检测酶切效率，并利用 CSFV 阴、阳性血清评估蛋

白反应性。

1. 6　酶标抗原的制备

将 2×rE2-His 蛋白按照 HRP 标记试剂盒说明

书进行标记，获得酶标抗原，-40 ℃储存备用。

1573



57 卷  畜 牧 兽 医 学 报

图
1　

C
SF

V
与

B
V

D
V

 E
2蛋

白
序
列
对
比

Fi
g.

1　
C

om
pa

ri
so

n 
of

 C
SF

V
 a

nd
 B

V
D

V
 E

2 
pr

ot
ei

n 
se

qu
en

ce
s

1574



3 期 谢亚格等：猪瘟病毒双抗原夹心 ELISA 抗体检测方法的建立与应用

1. 7　双抗原夹心 ELISA检测方法的建立

1. 7. 1　E2 蛋白最佳包被浓度及血清稀释度　　采

用棋盘滴定法确定抗原的最佳包被浓度和血清最

佳稀释度。用包被缓冲液以 100 μL·孔−1将 2×rE2
蛋白分别稀释为 100、50、25 和 12. 5 ng·孔−1，包被

ELISA 板，2~8 ℃包被 10 h，用 PBST 洗涤 4 次，拍

干。加入封闭液 120 μL，37 ℃温箱封闭酶标板 2 h；
弃掉封闭液，吹干。将阳性对照血清（P）和阴性对

照血清（N）进行 1∶2、1∶4、1∶8、1∶16、1∶32、1∶64、
1∶128 和 1∶256 稀释，按照棋盘滴定的模式加入到酶

标反应板中，50 μL·孔−1，37 ℃作用 30 min。PBST
洗 涤 4 次 并 拍 干 ，将 酶 标 抗 原 稀 释 至 1∶40 000，
50 μL·孔−1，37 ℃孵育 30 min。PBST 洗涤 4 次并拍

干，加入 TMB，50 μL·孔−1，37 ℃避光显色 12 min
后，加终止液，在酶标仪上读取 OD450 nm 值。以 P/N
值最大的原则确定最佳抗原包被浓度和血清稀

释度。

1. 7. 2　酶标抗原最佳稀释度的确定　　以“1. 7. 1”
中确定的最佳条件为基础，将标记好的 HRP-2×
rE2-His 用抗体稀释液稀释成 1∶10 000、1∶20 000、
1∶40 000、1∶80 000 四个梯度，以 P/N 值最大的原则

确定最佳酶标抗原稀释度。

1. 7. 3　最佳反应时间的确定　　在上述最佳反应

条件下，逐步优化双抗原夹心 ELISA 的反应时间，

包括待检样品孵育时间（15、30、45、60 min）、酶标抗

原孵育时间（15、30、45、60 min）和底物显色时间

（5、12、15、20 min），根据检测结果的 OD450 nm 值，计

算 P/N 值，以 P/N 值最大时对应的时间为最佳反应

时间。

1. 7. 4　临界值的确定　　用优化好的双抗原夹心

ELISA 方法检测 103 份血清样本，其中 60 份 CSFV
阴性血清，43 份 CSFV 阳性血清。计算每份样品

S/N 值，绘制 ROC 曲线，并以 Youden 指数［Youden
指数=敏感性-（1-特异性）］最大时对应的 S/N
值为临界值（cut-off值）。

1. 7. 5　特异性试验　　用已建立的双抗原夹心

ELISA 方法对以下血清样本进行检测：CSFV 阴、

阳性对照血清；与 CSFV 存在交叉反应的 BVDV 阳

性血清；与 CSFV 临床症状相似的常见猪病阳性血

清（FMDV、PRRSV、PRV、PEDV、SVA）。每份样

品设置 3 个重复，评价本方法的特异性。

1. 7. 6　敏感性试验　　将 CSFV 阴、阳性血清按

IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒（1∶2）和本研究建立的

双抗原夹心 ELISA（1∶4）进行初始稀释，随后对初

始稀释后的样本从 1∶2 连续两倍倍比稀释，将每一

份稀释后的样品作为待检样品，采用两种方法检测

上述样品，所有样品均设置 3 个重复；同时用两种方

法对不同中和效价的 CSFV 阳性血清进行检测，综

合分析比较两种方法敏感性差异。

1. 7. 7　重复性试验　　选取经 IDEXX 猪瘟抗体检

测试剂盒确认的田间血清样本进行本试剂盒重复

性试验，选取强阳性血清（阻断率>80%，n=1）、中

阳性血清（阻断率 60%~80%，n=3）、弱阳性血清

（阻 断 率 40%~60%，n=3）以 及 阴 性 血 清（阻 断

率<30%，n=3）。批内重复：用同一批次试剂盒检

测上述 10 份血清样本，每份样本设置 3 个重复孔，

根据测定的 OD450 nm值，计算批内变异系数。批间重

复：用 3 个批次试剂盒检测上述 10 份血清样本，每

份样本设置 3 个重复孔，根据测定的 OD450 nm 值，计

算批间变异系数。综合分析本方法的重复性。

1. 7. 8　符合率　　以本研究中建立的 ELISA 检测

方法与 IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒分别对 208 份

临床样本进行检测，评估这两种方法的符合率。

1. 8　抗体消长规律测定

选取 4 头健康试验猪，将其分为两组（试验组和

对照组），试验组首免猪瘟活疫苗，首免 16 d 后试验

组用 E2 亚单位疫苗加强免疫 1 次，对照组同步注射

等量 PBS 缓冲液。在首次免疫后 0、7、9、11、13、15、
17、19、21、23、25、27、32、37、42 和 47 d 采集两组血

清样本，采用本方法和 IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒

检测抗体水平，分析不同免疫时期的抗体水平和抗

体消长规律。

2　结 果

2. 1　CSFV E2蛋白的鉴定

通过 BCA 蛋白定量试剂盒测得的 2×rE2-His
蛋白浓度为 1 mg·mL−1。对 2×rE2-His 蛋白进行

SDS-PAGE 和 Western blot 鉴定，SDS-PAGE 结果

表明目的蛋白与预期大小一致且纯度较高（图 2A）。

Western blot 结果表明 2×rE2-His 蛋白与 CSFV 阳

性血清能发生特异性反应（图 2B）。

2. 2　CSFV E2蛋白 His标签的切除

通过 ELISA 对 His 标签酶切效果验证，结果表

明，His 标签成功切除并且 2×rE2 蛋白仍具有良好

反应性（图 3），因此选择酶切后无 His标签的 2×rE2
蛋白作为后续的包被蛋白。
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2. 3　双抗原夹心 ELISA方法的建立及优化

通过棋盘滴定试验，确定双抗原夹心 ELISA 最

佳蛋白包被浓度为 0. 5 µg·mL-1，血清稀释度为

1∶4，酶标抗原稀释度为 1∶40 000，样品及酶标抗原

最佳孵育时间均为 37 ℃孵育 30 min，底物溶液最佳

显色时间为 37 ℃避光显色 12 min（表 1）。

2. 4　临界值的确定

用优化好的双抗原夹心 ELISA 方法检测 43 份

阳性血清和 60 份阴性血清，计算 S/N 值并绘制成

ROC 曲线（图 4A），结果表明，当 S/N 值为 2. 097
时 ，Youden 指 数 最 高 为 97. 67%，此 时 灵 敏 度 为

97. 67%，特异性为 100%，因此，将该方法的临界值

定为 2. 1。散点图（图 4B）分布显示了临界值及样本

的分布情况。

2. 5　特异性试验

按照本研究中建立的双抗原夹心 ELISA 方法

分 别 检 测 PRRSV、PEDV、PRV、SVA、FMDV、

BVDV、CSFV 阳性血清及 CSFV 阴性血清，结果表

明，CSFV 阳性血清 S/N 值≥2. 1，CSFV 阴性血清

及其他常见病阳性血清 S/N 值<2. 1（图 5），表明所

建立的 ELISA 方法具有良好的特异性。

2. 6　敏感性试验

通过本研究建立的 ELISA 检测方法和 IDEXX
猪瘟抗体检测试剂盒对倍比稀释的血清进行检测，

M. 蛋白质分子质量标准；1.  2×rE2-His 蛋白；2.  2×rE2-His 蛋白与 CSFV 抗体阳性血清反应原性鉴定；3.  2×rE2-His 蛋白

与 CSFV 抗体阴性血清反应原性鉴定

M.  Protein marker； 1.  2×rE2-His protein； 2.  Identification of the reactivity of 2×rE2-His protein and CSFV antibody-positive 
serum； 3.  Identification of the reactivity of 2×rE2-His protein and CSFV antibody-negative serum
图 2　CSFV 2×rE2-His蛋白 SDS-PAGE分析（A）及 2×rE2-His蛋白的 Western blot 鉴定（B）
Fig. 2　SDS-PAGE analysis of CSFV 2×rE2-His protein （A） and Western blot identification of 2×rE2-His protein （B）

图 3　酶切后蛋白反应性鉴定

Fig. 3　Characterization of protein reactivity after digestion

表 1　ELISA最佳反应条件的确定

Table 1　Determination of optimal reaction conditions for ELISA

反应条件
Reaction condition
最佳稀释比例
Optimal dilution ratio
最佳反应条件
Optimal reaction conditions

包被抗原
Encapsulated antigen

0. 5 µg·mL−1

4 ℃ 10 h

待检样品
Sample

1∶4

37 ℃ 30 min

酶标抗原
Enzyme-labeled antigen

1∶40 000

37 ℃ 30 min

底物
Substrate

50 µL

37 ℃ 12 min
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结果表明（图 6）：本研究建立的 ELISA 最低检出样

品稀释度为 1∶2 048，IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒

最低检出样品稀释度为 1∶64。如表 2 所示，针对不

同 中 和 效 价 的 CSFV 阳 性 血 清 ，本 研 究 建 立 的

ELISA 可检出中和效价为 1∶10 的 CSFV 阳性血清，

而 IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒可检出中和效价为

1∶16 的 CSFV 阳性血清。综上所述，本研究建立的

ELISA 检测方法具有良好的敏感性。

2. 7　重复性试验

通过本试剂盒检测 1份强阳性血清、3份中阳性血

清、3份弱阳性血清和 3份阴性血清，进行批内和批间试

验，结果显示，批内变异系数为 1. 39%~4. 03%，批间

变异系数为 2. 32%~6. 95%，批内、批间变异系数均

小于 10%（表 3），表明该方法具有良好的重复性。

2. 8　符合率

通过本研究建立的 ELISA 检测方法与 IDEXX
猪瘟抗体检测试剂盒分别对 208 份临床样本进行检

测，阳性血清符合率为 95. 5%，阴性血清符合率为

97. 9%，总符合率为 97. 1%（表 4），表明两种检测方

法符合率较高。

图 6　ELISA与 IDEXX试剂盒敏感性试验

Fig. 6　ELISA with IDEXX kit sensitivity test图 5　ELISA特异性试验

Fig. 5　ELISA specificity test

图 4　临界值的确定

Fig. 4　Determination of critical values

表 2　CSFV抗体检测方法敏感性比较

Table 2　Comparison of sensitivity in CSFV antibody detection methods

检测方法
Detection method

双抗原夹心 ELISA
Double-antigen sandwich ELISA
IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒
The IDEXX CSFV antibody test kit

中和效价  Neutralization titer
1∶512

+

+

1∶128
+

+

1∶32
+

+

1∶16
+

+

1∶10
+

-
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2. 9　抗体消长规律测定

通过比较双抗原夹心 ELISA 与 IDEXX 猪瘟抗

体检测试剂盒的检测结果表明（图 7）：在检测灵敏

度方面，双抗原夹心 ELISA 方法与 IDEXX 试剂盒

相比可提前至少 6 d 检出抗体应答，试验组的抗体

转阳时间为免疫后 11 d；在抗体动态特征方面，两种

方法均显示试验组抗体水平在 37 d 达到峰值；在抗

体持久性方面，双抗原 ELISA 检测显示试验组的抗

体维持时间大于 47 d，与 IDEXX 试剂盒的检测趋势

一致。

表 3　ELISA重复性检测结果

Table 3　ELISA repeatability test results

血清
Serum

阳性血清（n=7）
Positive samples

阴性血清（n=3）
Negative samples

批内重复性
Intra batch repeatability

平均数 x

2. 87
1. 88
1. 08
0. 43
0. 41
0. 34
0. 23

0. 071
0. 103
0. 12

变异系数/% CV

2. 88
4. 03
2. 72
3. 63
2. 93
1. 39
3. 58
1. 72
3. 43
3. 58

批间重复性
Inter batch repeatability

平均数 x

2. 86
1. 91
1. 07
0. 45
0. 39
0. 31
0. 22
0. 07
0. 11
0. 12

变异系数/% CV

2. 39
3. 48
3. 15
2. 42
5. 58
4. 97
4. 73
2. 32
6. 95
4. 93

表 4　ELISA与 IDEXX试剂盒比对结果

Table 4　Comparative results of ELISA and IDEXX kits

方法
Method

IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒
The IDEXX CSFV antibody test kit

总计
Total

阳性  Positive
阴性  Negative

双抗原夹心 ELISA
Double-antigen sandwich ELISA

阳性  Positive
64
3

67

阴性  Negative
3

138
141

总计
Total

67
141
208

图 7　抗体消长规律检测

Fig. 7　Detection of antibody patterns
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3　讨 论

CSF 是危害我国养猪业的重大动物疫病，不仅

会导致生猪大规模发病死亡，还会对养殖业经济效

益和公共卫生安全构成严重威胁。我国主要采用

兔化猪瘟弱毒疫苗进行免疫防控，通过对疫苗免疫

后抗体水平的评估与动态监测进一步优化防控策

略，有效抑制了疫情的大规模流行［21］。

在众多抗体评价方法中，双抗原夹心 ELISA 具

有操作简便、检测谱广、敏感性高、特异性强等优

点。但由于 CSFV 与 BVDV 具有较高的序列同源

性，可在检测中产生交叉反应，影响诊断准确性。

因此，为避免检测过程中产生的交叉反应，本研究

通过生物信息学分析比较 CSFV 与 BVDV E2 蛋白

的氨基酸序列，发现 N 端抗原表位区的同源性较

低。基于 Ji等［22］的研究策略，选取 CSFV E2 蛋白的

特异性区域进行双拷贝串联设计，构建了重组表达

载体 pCDNA3. 1-2×rE2-His，通过引入信号肽和优

化 CHO 细胞表达条件，实现了 2×rE2-His 蛋白的

高效可溶性表达。SDS-PAGE 与 Western blot 结果

表明，2×rE2-His 蛋白相对分子质量约为 55 ku，与
预期大小一致，且能够与 CSFV 阳性血清特异性反

应；ELISA 结果表明与 BVDV 阳性血清无交叉反

应，蛋白特异性良好。由于亚单位疫苗在当前应用

中较为广泛，而这类疫苗相关蛋白常带有 His 标签，

可能会在 ELISA 检测中发生非特异性结合，导致背

景升高或假阳性结果，因此本研究利用凝血酶切除

蛋白 His标签，获得反应性良好的 2×rE2 蛋白。

本 研 究 基 于 2×rE2 蛋 白（捕 获 抗 原）与

HRP-2×rE2-His（检测抗原）成功建立了双抗原夹

心 ELISA 方法，该方法可识别抗体的抗原结合位点

（Fab 段），不受抗体类别限制，可检测 IgM、IgG 和

IgA 等多种免疫球蛋白，适用于猪瘟感染的早、中、

晚期诊断，同时与阻断 ELISA 相比，该方法不依赖

于单克隆抗体对单一表位的识别，从而显著提高了

检测灵敏度。本研究建立的双抗原夹心 ELISA 方

法检测灵敏度可达 1∶2 048，显著高于 IDEXX 猪瘟

抗体检测试剂盒（1∶64），且本研究建立的 ELISA 用

时相较于 IDEXX 猪瘟抗体检测试剂盒更短，仅需

72 min。特异性试验中，该方法与 PRRSV、PRV、

PEDV 等常见猪病抗体无交叉反应，与 Gopinath
等［23］、Wang 等［24］基于 E2 蛋白建立的抗体检测方法

特异性相当，确保了检测结果的准确性。批内与批

间变异系数均小于 10%，表明该方法重复性良好。

本方法与 IDEXX 试剂盒符合率可达 97. 1%，准确

性好，可以应用于 CSF 临床诊断。

4　结 论

本研究成功建立了检测猪瘟病毒的双抗原夹

心 ELISA 检测方法，该方法具有良好的特异性、敏

感性和重复性，可为临床 CSFV 诊断和疫苗免疫效

果评估提供技术支持。
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