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摘    要 

 

猪流行性腹泻（Porcine epidemic diarrhea，PED）是由猪流行性腹泻病毒

（Porcine epidemic diarrhea virus，PEDV）感染猪所引起一种肠道传染性疫病，

以呕吐、腹泻、脱水和死亡为主要临床特征。近年来该病使我国养猪业损失惨

重。目前，商品化疫苗不能对流行毒株产生完全保护，使得该病防控效果欠

佳。准确快速的诊断对该病的防控至关重要。酶联免疫吸附实验（ELISA）检

测方法操作简单、特异性强、准确和快速等特性被广泛用于病毒诊断中。因

此，本研究首先以原核系统表达 PEDV S1 蛋白；随后将 S1 蛋白免疫小鼠并通

过杂交瘤技术筛选出针对 S1 蛋白的特异性单克隆抗体；最后基于该单克隆抗体

建立准确性高且快速的 PEDV 双抗体夹心 ELISA（Double-antibody sandwich 

ELISA，DAS-ELISA）检测方法，为诊断 PEDV 提供有力工具从而更好的防控

PED。具体的研究内容和结果如下： 

1. PEDV S1 蛋白的表达 

首先以优化后的 pGEX-6p-2-S1 为模板，扩增出 PEDV S1 基因，将扩增片

段与原核表达载体 pET-28a 通过同源重组技术进行连接，获得了重组质粒 pET-

28a-S1。将测序正确的重组质粒转化至 E.Coli BL21（DE3）感受态细胞中进行

诱导表达，通过 SDS-PAGE 进行鉴定。经鉴定成功表达 S1 蛋白且该蛋白以包

涵体为主，随后对该蛋白进行变性、纯化、复性及浓缩，最终获得纯度较高的

PEDV S1 蛋白。 

2. PEDV S1 蛋白单克隆抗体的制备 

首先，将制备的 PEDV S1 蛋白免疫小鼠，经三次免疫后，测得针对 PEDV 

S1 蛋白的血清效价达到 1:64000。通过细胞融合与三次亚克隆，成功获得 1 株

能够稳定分泌针对 PEDV S1 的抗体的阳性细胞株 C1A。其次，将筛选的阳性细

胞株注射小鼠腹部制备腹水并对腹水通过纯化、透析及浓缩后。最终获得浓度

为 2 mg/mL 的单克隆抗体 C1A。随后通过蛋白免疫印迹（Western Blot）和间接

免疫荧光试验（IFA）方法对 C1A 进行活性及抗原表位进行鉴定。结果显示

C1A 具有良好的活性，其识别表位位于 S 蛋白的 221-262 aa。另外还通过套式
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PCR 获得了抗体可变区的序列。 

3. 双抗体夹心 ELISA 检测方法的建立及优化 

以上述筛选的单克隆抗体 C1A 作为捕获抗体进行包被，HRP 标记的抗

PEDV M 蛋白单克隆抗体 5F2 为检测抗体建立一种双抗体夹心 ELISA 方法检测

PEDV。通过对各反应条件的摸索与优化，最终确定将 C1A 以 250 ng/孔进行包

被 2 h 后洗涤，用 5%BSA 进行封闭 2 h 后洗涤，随后加入样品孵育 2 h 后洗

涤，按照 1:500 加入 HRP-5F2 孵育 30 min，最后加入 TMB 进行显色，所有孵

育均在 37℃下进行。经验证，该方法与 TGEV、PRRSV、PoRV 和 PCV2 均不

存在交叉反应，且具有良好的特异性，并且灵敏性和重复性良好。与 RT-PCR

检测结果对比阳性符合率为 95%。能用于临床样品检测。 

综上所述，本研究成功表达 PEDV S1 蛋白且筛选出针对该蛋白的特异性单

克隆抗体 C1A，并基于 C1A 建立了特异性强、快速且准确用于检测 PEDV 的

双抗体夹心 ELISA 方法，为临床检测 PEDV 提供了可靠的工具。 

 

关键词：猪流行性腹泻病毒；单克隆抗体；双抗体夹心 ELISA；S1 蛋白
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ABSTRACT 

Porcine epidemic diarrhea (PED) is an intestinal infectious disease caused by 

Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) infection in pigs, characterized by vomiting, 

diarrhea, dehydration, and death. In recent years, this disease has caused heavy 

losses to China's pig farming industry. At present, commercial vaccines cannot 

provide complete protection against epidemic strains, resulting in poor disease 

prevention and control effects. Accurate and rapid diagnosis is crucial for the 

prevention and control of this disease. The enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) detection method is widely used in virus diagnosis due to its simple 

operation, strong specificity, accuracy, and speed. Therefore, this study first 

expressed PEDV S1 protein in the prokaryotic system; Subsequently, S1 protein was 

immunized in mice and specific monoclonal antibodies targeting S1 protein were 

screened using hybridoma technology; Finally, based on this monoclonal antibody, a 

highly accurate and rapid PEDV double antibody sandwich ELISA (DAS ELISA) 

detection method was established, providing a powerful tool for diagnosing PEDV 

and better preventing and controlling PED. The specific research content and results 

are as follows: 

1. Expression of PEDV S1 protein 

Firstly, using the optimized pGEX-6p-2-S1 as a template, the PEDV S1 gene 

was amplified. The amplified fragment was connected to the prokaryotic expression 

vector pET-28a through homologous recombination technology to obtain the 

recombinant plasmid pET-28a-S1. Transform the correctly sequenced recombinant 

plasmid into E.Coli BL21 (DE3) was induced and expressed in receptive cells, and 

identified by SDS-PAGE. After identification, the S1 protein was successfully 

expressed and mainly composed of inclusion bodies. Subsequently, the protein was 

denatured, purified, refolded, and concentrated to obtain a high purity PEDV S1 

protein. 
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2. Preparation of monoclonal antibody to PEDV S1 protein 

Firstly, the prepared PEDV S1 protein was immunized in mice, and after three 

immunizations, the serum titer against PEDV S1 protein was measured to reach 

1:64000. Through cell fusion and three rounds of subcloning, a positive cell line 

C1A capable of stably secreting antibodies against PEDV S1 was successfully 

obtained. Secondly, the screened positive cell lines were injected into the abdomen 

of mice to prepare ascites, which were purified, dialyzed, and concentrated. Finally, 

a monoclonal antibody C1A with a concentration of 2 mg/mL was obtained. 

Subsequently, Western blot and indirect immunofluorescence assay (IFA) were used 

to identify the activity and antigenic epitopes of C1A. The results showed that C1A 

has good activity, with its recognition epitope located at 221-262 aa of the S protein. 

In addition, the sequence of the antibody variable region was obtained through 

nested PCR. 

3. Establishment and optimization of dual-antibody sandwich ELISA detection 

methods 

A dual antibody sandwich ELISA method was established to detect PEDV using 

the screened monoclonal antibody C1A as the capture antibody and HRP labeled 

monoclonal antibody 5F2 as the detection antibody; Through exploration and 

optimization of various reaction conditions, it was ultimately determined to coat 

C1A at 250 ng/well for 2 hours before washing, seal it with 5% BSA for 2 hours 

before washing, then incubate the sample for 2 hours before washing, incubate with 

HRP-5F2 at a ratio of 1:500 for 30 minutes, and finally add TMB for color 

development. All incubation was carried out at 37 ℃. After verification, this method 

has no cross reactivity with TGEV, PRRSV, PoRV, and PCV2, and has good 

specificity, sensitivity, and repeatability. The positive coincidence rate with RT-PCR 

detection results is 95%. Can be used for clinical sample testing. 

In summary, this study successfully expressed the PEDV S1 protein and 

screened for a specific monoclonal antibody C1A against it. Based on C1A, a highly 

specific, rapid, and accurate double antibody sandwich ELISA method was 

established for detecting PEDV, providing a reliable tool for clinical detection of 
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PEDV. 

 

Keywords: Porcine epidemic diarrhea virus; Monoclonal antibody; DAS ELISA; S1 

protein
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第一章 文献综述 

猪流行性腹泻（Porcine epidemic diarrhea，PED）是由猪流行性腹泻病毒

（Porcine epidemic diarrhea virus，PEDV）感染引起的严重的肠道消耗性疾病

[1]。猪只感染 PEDV 后出现以呕吐、腹泻及仔猪高致死率为主要临床特征，给

世界的养猪业造成了巨大的经济损失[2]。商品化疫苗不能对流行毒株产生完全

保护，使得该病防空效果欠佳，急需尽快研制出安全有效的疫苗进行该病毒防

控。而第一时间快速诊断出疫病的感染，对于及时防控该病，降低经济损失至

关重要。但 PED 所引起的临床症状与其它消化道腹泻疫病很难区分，所以设

计出能够方便、快捷和特异的病原检测方法有重要意义。而对该病流行病学，

病原特征，临床症状，预防与控制以及检测方法等研究进展的全面总结，有助

于“采长补短”，设计出满足市场需求的 PED 诊断方法。 

1.1 PEDV 的流行病学 

猪流行性腹泻病毒于 20 世纪 70 年代末首次出现在英国，多发生在秋冬季

节，呈局部流行模式[3]。并被命名为冠状病毒 CV777[4]，该病毒主要感染哺乳

期仔猪，具有高发病率和高死亡率的特点[5]。从那时起，经典毒株 CV777 持

续在欧洲和亚洲国家爆发流行。自 1973 年以来，PED 相似报道在中国接连出

现。这些报道描述了与（Porcine transmissible gastroenteritis，TGE）TGE 相似

的临床症状，但没有没有见鉴定出病原体，直到 1984 年 Xuan 等人利用荧光

标记抗体和血清中和试验证实了该病原为 PEDV。在 2009 年到 2010 年从多个

省采集的 197 份仔猪腹泻样本进行检测猪轮状病毒（PoRV）阳性率为 7.61%

（15/197），猪传染性胃肠炎病毒（TGEV）阳性率为 0.51%（1/197），PEDV

阳性率为 29.44%（58/197）[7]。上述结果表明，PEDV 曾经是中国仔猪腹泻的

主要病原体之一，PEDV 毒株为 G1a 亚型，使用 CV777 疫苗可以较好地控制

疫情的发展[6]。尽管 PEDV 处于流行状态，但 PEDV 灭活疫苗和细长疫苗的使

用有效地解决了全国 PED 的流行问题。 
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然而，2010 年 10 月，在中国南方的一个养猪场发现了一种高致病性 G2b

亚型变异毒株，导致了高致病性 PED 疫情爆发，并迅速扩散到全国各地。至

少有 29 个省（区、市）报告了 PED 大流行[8]。在 2013 年，高致病性 PEDV

在美国引起大流行，并传播到加拿大、墨西哥等主要的生猪产区[9]。2010 和

2011 这 2 年中，在华中、华东和华南 9 个省共采集了 600 多份猪组织样品和

粪便样本，其中 PEDV 阳性率为 58.32%[10]。2012 年，在全国 12 个省份采集

仔猪小肠组织和粪便样本，采用胶体金检测和 RT-PCR，发现 PEDV 发病率显

著高于 TGEV 和 PoRV[11]。2011 年～2014 年，在全国 29 个省份采样，PEDV

阳性率为 70%左右，现场阳性率为 80%左右[12]。2016 年，在全国 17 个省份采

集样本 1272 份进行检测，PEDV 阳性率为 28.93%[13]。2015～2019 年河南省采

集的 575 份猪腹泻标本 PEDV 阳性率为 51.65%，2015 年（40.68%）～2017 年

（39.29%）相对稳定，2018 年大幅上升（74.19%）[14]，2019 年文献报道，采

用 ELISA 检测试剂盒对 2014～2015 年采集的 364 份藏猪血清进行 PED 抗体

检测，结果显示，藏猪血清中 PED 的阳性检出率为 39.56%[15]。2019 年，

Chen 等统计了 Pub Med、Google Scholar、Cochrane Library、Clinical Trials、

China Knowledge Network 和 Wipe 数据库中 1988 年 1 月至 2018 年 8 月 45 篇

关于中国大陆 PEDV 发病率的文章，发现 PEDV 的平均发病率为 44%，其中

北部地区为 37%，低于其他地区[16]。2020 年，Tan 等人分析总结了 2010 年以

来中国 PED 感染的报道，发现 2010 年以来中国几乎所有省份都有 PED 爆发

[17]。以往的研究结果表明，2010 年以来，高致病性 G2b 亚型变异株在中国和

世界范围内广泛流行，持续危害养猪业。PEDV 是导致仔猪腹泻的主要疾病，

变异株与 G1a 亚型疫苗株之间存在巨大的抗原性差异，乏针对新型变异株的

有效疫苗[18]。因此，开展 PEDV 毒株在中国的流行病学调查，了解病毒结构

组成及各部分功能，建立快速特性的诊断方法，对针对性的防控策略的制定和

疫病的有效控制至关重要。 
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1. 2 PEDV 的病原特征 

1.2.1 PEDV 的形态结构 

如图 1 所示，PEDV 其表面具有特征性的“冠状”结构，病毒粒子成不规则

的圆形或者椭圆形，在病毒粒子的中心区域电子的形态是不透明的，PEDV 病

毒粒子的直径长度约为 95～190 nm，在病毒的表面有类似于花瓣状的纤突，

纤突的长度在 18～23 nm 之间[19]。 

PEDV 全基因组长约 28 kb[20]（图 1）。包括 16 种非结构蛋白（Non-

structural proteins，nsp）。这些 nsp 蛋白功能包括基因组复制、非结构蛋白的转

录和病毒蛋白的加工[21]。4 种结构蛋白，包括纤突蛋白（S）、包膜蛋白（E）、

膜蛋白（M）以及核衣壳蛋白（N）[22]，这些结构蛋白在 PEDV 的入侵、复

制、组装和释放中发挥重要作用，并调控 PEDV 复制和逃逸宿主免疫应答中发

挥重要作用[23]。PEDV 的辅助性蛋白 ORF3 基因的缺失可导致毒力降[24]。 

 
图 1.1 （A）PEDV 基因组结构；（B）PEDV 病毒粒子结构示意图[25]  

Fig 1.1 (A) PEDV genome structure, (B) Schematic diagram of PEDV virion structure 

1.2.2 PEDV 的理化性质 

PEDV 在蔗糖中的浮力密度为 1.18 g/mL[26]。PEDV 的生存温度为 4～

40℃，随着温度的上升，PEDV 的感染能力会随之下降，当温度超过 60℃以

上时，病毒会失去感染的能力，所以在北方的冬季猪场的发病率会高于炎热的

夏季。PEDV 在 pH 值高于 9 或者低于 4 时，在短时间内就会完全失活。
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PEDV 在体外传播时，对体外的生存环境要求较高，抵抗力较弱，很容易就会

被灭活，比如过氧乙酸等氧化消毒剂，紫外线照射等，由于 PEDV 表面存在脂

囊膜，因此对很多有机类消毒剂消杀，例如乙醚氯仿等[27]，因为感染仔猪的主

要排毒方式为粪便传播，对排泄物及外界环境使用苯酚、季铵等消毒剂可以有

效地减少排泄物中 PEDV 病毒的数量[28]。猪流行性腹泻病毒没有血凝性，不

与人以及其它动物的红细胞发生凝集反应[29]。 

1.2.3 PEDV 的蛋白及功能 

1.2.3.1 S 蛋白 

S 蛋白位于 PEDV 颗粒表面，是一种 I 型跨膜糖蛋白。它负责形成不同的

纤突，并在病毒附着于靶细胞和产生中和抗体中发挥重要作用[30]。在病毒入侵

过程中，S 蛋白附着在细胞膜上的宿主受体上，介导病毒与宿主膜融合[31]。它

也是 PEDV 中最大的结构蛋白，分子量在 150～220 kDa 之间。S 基因是不同

PEDV 毒株之间的高变区。因此，S 蛋白的遗传变异可以作为评估 PEDV 遗传

多样性的标准[32]。根据 S 基因的遗传多样性，PEDV 可分为 G1 型 PEDV 和

G2 型 PEDV 两个基因组，再细分为 G1a、G1b、G2a、G2b 和 G2c 五个亚群

[33]。其中，G1a 型 PEDV 包括在比利时发现的原型毒株 CV777，所有毒株都

与 CV777 具有较高的遗传同源性[34]。G2 毒株毒力较强，G1b 和 G2c 的出现是

由于 G1a 和 G2 毒株之间进一步发生同源重组。在天然宿主中，S 蛋白具有诱

导产生中和性抗体的能力，因此可以作为产生中和性单克隆抗体的靶点[35]。

Song 等人通过在 Ad5 载体中表达免疫原性 PEDV S 生成了一种 PED 候选疫

苗，可诱导有效的体液免疫[36]。PEDV S 蛋白被胰蛋白酶样蛋白酶水解产生 S1

和 S2 亚基[37]。S1 亚基由两个结构域组成，包括附着于细胞碳水化合物的 N

端结构域（S1 NTD，基于 PEDV CV777 的 21～324 aa）和与宿主结合的 C 端

结构域（S1 CTD，253～638 aa）[38]。最近的一项研究表明，当 PEDV 的 S1

区被删除时，PEDV 的毒力降低，抗体的病毒中和能力受到影响[39]。 

S1 蛋白由于其含有多个抗原表位，常被作为制备疫苗的目标位点，一方

面其免疫原性强，另一方面 S1 蛋白位于细胞的表面，使游离的蛋白与完整的
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病毒粒子都能被有效检测，也是建立检测方法的优势蛋白。因此本实验着重研

究 S1 蛋白，为研究 PEDV 病毒的致病机制提供一定的材料。 

研究表明，PEDV S 可以识别猪氨肽酶 N（pAPN）[40]，外源 pAPN 过表

达会增加 PEDV 感染细胞的敏感性[41]。但试验证明 PEDV 能够感染敲除 pAPN

的猪[42]。进一步的证据表明，猪感染 PEDV 不需要功能受体 APN[43]。已经发

现许多冠状病毒通过其 S1 结构域与唾液酸聚糖结合，PEDV 也同样存在这种

情况[44]。此外，宿主蛋白 ATP1A1 可能作为 PEDV 的功能性受体，在感染的

初始阶段与 PEDV S1 蛋白在 PEDV 附着和共定位中发挥作用[45]。PEDV S 可

能是 PEDV 诱导细胞凋亡的关键基因[46]。 

S2 亚基与病毒与宿主细胞膜融合有关，其在 C 端包含一个融合肽（FP， 

891～908 aa）、两个七肽重复区 HR1（978～1117 aa）和 HR2（1274～1313 

aa）、一个跨膜区（TM，1328～1350 aa）和一个胞质结构域（CP，1351～

1386 aa）[47]。研究发现，S2 蛋白具有中和表位，表位的核心序列位于第 1261

和第 1337 氨基酸之间[48]。现有证据表明，PEDV DR13att 毒株的 S 蛋白发生

了 3 个氨基酸突变，即 A605E、E633Q 和 R891G，使减毒的 PEDV 毒株 DR13

（DR13att）与亲本毒株 DR13（DR13par）相比，能够更高效地感染 Vero 细

胞。并且能通过影响 S2 的裂解位点和 RBD 结构来改变 PEDV 的嗜性[49]。Tan

等通过比较两株 PEDV，即胰蛋白酶增强株 YN200 和不依赖胰蛋白酶的株

DR13，验证了 S 蛋白的依赖特性。与 DR13 相比，YN200 的 S 蛋白具有更强

的诱导合胞体形成和被胰蛋白酶切割的能力[50]。 

此外，PEDV 与宿主的相互作用很大程度上受 PEDV S 的影响。Zhou 等人

在研究中发现，宿主膜蛋白 HSPA5 能够通过其 N 端结构域与 PEDV S 蛋白相

互作用，从而控制 PEDV 的附着，并在 PEDV 的内化过程中发挥作用[51]。

PEDV S 在其细胞质尾部（CT）包含两个邻近的基序:一个基于酪氨酸的基序

YxxΦ （x 是任何残基，Φ 是一个庞大的疏水残基:F, M, I, L 或 V），以及一个

内质网（ers）的 ER 检索信号 KVHVQ，它可能调节内质网（ER）-高尔基中

间区室（ERGIC）或细胞表面上 PEDV S 的数量[52]。YxxØ 基序和 ERRS 可以

帮助 S 蛋白迁移到内质网和高尔基体组装成熟的病毒颗粒[53]。 

综上所述，S 蛋白的功能十分的丰富，且是病毒变异的多发生区域，通过
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反向遗传技术寻找好的位点进行突变，是研究疫苗的好方向，制备出具有中和

效果的单抗对于抗病毒药物的研制也是很好选择。 

1.2.3.2 E 蛋白 

包膜蛋白 E 蛋白在 PEDV 的结构蛋白中属于最小的结构蛋白，大小在 7 

kDa 左右，且高度保守，分布在病毒囊膜的表面[54]，具有很强的疏水性。E 蛋

白的结构包括三个部分:一个短的 N 端亲水性区、一个长度约为 25 氨基酸的 α

螺旋结构的疏水跨膜区和长 C 端结构域[55]。在 E 蛋白和 M 蛋白的相互作用

下，使 S 蛋白顺利到达病毒组装位点，并诱导 S 蛋白 N-糖基化的特异性成

熟，保证了病毒组装的顺利进行[56]。 

同时，E 蛋白还可以影响病毒的毒力。Li 等人发现 E 蛋白为 PEDV 的毒

力因子[57]。在 E 蛋白(E∆aa23～aa29)中缺失一个 7 个氨基酸区域可能是开发

PED 减毒活疫苗的一种方法。E 蛋白还可以作为一种诊断标记物，从而帮助新

的血清学检测方法的建[58]。 

1.2.3.3 M 蛋白 

膜蛋白 M 蛋白由 227 个氨基酸组成，是一种分布于 PEDV 病毒囊膜中的

必需膜糖蛋白，含量非常丰富[59]。在不同 PEDV 毒株中通过观察发现 M 基因

高度保守，这使其作为 PEDV 检测方法的应用方面提供了可行性，例如

ELISA，RT-qPCR 和 RT-PCR[60]。M 蛋白是病毒感染、复制和组装过程中必不

可少的结构蛋白。M 蛋白可以激活宿主免疫反应，虽然这些功能背后的确切

机制以及 M 蛋白是否为毒力基因仍未完全了解。PEDV M 蛋白被认为是一种

干扰素拮抗剂[61]。此外，M 蛋白直接与 HSP70 相互作用，从而促进 PEDV 复

制[62]。 

1.2.3.4 N 蛋白 

N 蛋白是高度保守的衣壳蛋白，相对分子量约为 56 kDa[63]。N 蛋白可以

控制病毒 RNA 合成，将病毒 RNA 包装到核衣壳中，以及组装病毒颗粒。
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PEDV 的 N 蛋白有三个保守的结构域：N 端结构域（NTD）、连接子区

（LKR）和 C 端结构域（CTD），另外还在两端存在一个内在无序区（IDR）

[64]。N 蛋白在 PEDV 感染的所有阶段都高度表达。因此，鉴定 N 蛋白可以评

估 PEDV 的复制，从而有助于早期发现 PEDV 感染。然而，N 蛋白可以与

NPM1 相互作用，抑制其蛋白水解裂解，提高细胞存活率，最终促进 PEDV 复

制[65]。它还可以与 M 蛋白结合，促进病毒颗粒的组装[66]。 

1.2.3.5 辅助蛋白 

PEDV 的辅助蛋白 ORF3 位于 S 蛋白和 E 蛋白之间，它由 224 个氨基酸组

成，其不存在与成熟的 PEDV 病毒粒子中[67]。研究显示 ORF3 截短后的重组

PEDV 对致病性强弱影响不明显，表明 ORF3 也许并不是 PEDV 体外繁殖所必

需的蛋白[68]。除了影响 PEDV 毒力外，ORF3 蛋白在细胞过程中也具有多种功

能，在病毒感染期间，全长和自然截短的 ORF3 蛋白与 S 蛋白之间存在潜在的

相互作用，表明 ORF3 蛋白可能潜在地支持 S 蛋白与细胞受体结合，从而增强

病毒在细胞中的感染[69]。ORF3 蛋白参与 PEDV 免疫逃避策略，可促炎因子

(IL-6)的产生，对凋亡没有作用[70]，使 PEDV 能够逃避先天免疫应答[71]。 

1.2.3.6 非结构蛋白 

Nsp1 蛋白包含 110 个氨基酸，保守的疏水氨基酸序列在保持蛋白质结构

中起着至关重要的作用，同时作为 IFN 拮抗剂，促进病毒复制，抑制促炎细胞

因子的产生，抑制 NF-κB 活性[72]。 

Nsp2 蛋白主要的作用是促进 PEDV 的复制[73]。非结构蛋白蛋白参与许多

细胞功能，包括细胞的迁移和分化以及细胞的凋亡，这也预示了 nsp2 可能参

与这些细胞进程[74]。 

Nsp3 蛋白是 PEDV 编码的最大的跨膜蛋白，也是是 PEDV 在复制的过程

中出现的多结构域蛋白[75]。PLP2 可以调节 RIG-I 的去泛素化，从而抑制 I 型

IFN 的表达[76]。nsp3 因为是支架蛋白可以与自身或其它病毒以及宿主蛋白结合

(nsp3、nsp4 和 nsp6)[77]。 
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Nsp4 蛋白可以与 nsp3 和 nsp6 蛋白共同诱导 DMV 的形成[78]，促进 IL-

1α、IL-1β、TNF-α、CCL2、CCL5 和 CXCL8 等促炎细胞因子和趋化因子的表

达[79]。 

Nsp5 蛋白也被称为 3C 样蛋白酶(3CLpro)，负责多聚蛋白的切割[80]，将原

蛋白切割成 nsp5 和 nsp16，导致其成熟并随后参与病毒复制的多个阶段[81]，

同时还具有抑制宿主先天性免疫反应。 

Nsp6 蛋白可以通过 PI3K/Akt/mTOR 信号通路诱导自噬[82]，其他对于病毒

毒力等方面的研究仍有很大探索空间。 

Nsp7 大约由 83 个氨基酸组成，它在冠状病毒科中相对比较保守，nsp7 与

nsp8 和 nsp12 结合，形成病毒复制和转录复合体，对病毒复制非常的重要

[83]。除了作为稳定 nsp7 和 nsp8 复合结构的作用[84]。nsp7 具有选择性结合

MDA5 的能力，导致 MDA5 S828 去磷酸化受到抑制，随后抑制 I 型 IFN 信号

通路[85]。 

Nsp8 可以通过体外降低 IRF1 启动子活性来抑制 I 型和 III 型 IFN 活性免

疫抑制因子的功能。然而，nsp8 引起先天免疫抑制的确切机制尚不清楚[86]。 

Nsp9 是冠状病毒复制过程中必不可少的 RNA 结合蛋白。其特征是 7 条反

平行的 β 链和 1 条 α 螺旋链[87]。Liu 等人发现 nsp9 具有激活猪免疫系统的能

力，导致体液免疫的发展，所得抗体对 PEDV 在 VERO 细胞中的增殖具有抑

制作用[88]。 

Nsp10 如果发生了变异，会使 PEDV 的复制性降低以及影响病毒的保真度

[89]，这种功能离不开 nsp10 与 nsp14 之间的相互作用[90]。研究表明，nsp10 可

上调 IL-2、TNF-α 和 IFN-γ 的表达，抑制 PEDV 复制[91]。 

Nsp12 是病毒复制的关键复制酶[92]。朱等发现 CMPK2 通过抑制 nsp12 的

RdRp 活性，从而抑制了多种冠状病毒的复制[93]。 

Nsp13 具有结合双链 RNA (dsRNA)和双链 DNA 的能力，对起始病毒基因

的复制以及翻译非常重要[94]。 

Nsp14 具有 3’-5’外核糖核酸酶(ExoN)活性[95]，这对冠状病毒 RNA 基因组

复制的保真度至关重要，还具有 N7‑甲基转移酶(N7‑MTase)活性[96]，这对病毒

转录和翻译也至关重要。Niu 等人在 nsp14-ExoN 内的关键功能位点(E191A)突
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变 PEDV 后会表现出遗传不稳定性[97]。Nsp14 可以抑制 GRP78 启动子的活

性，表明 PEDV 具有通过 nsp14 拮抗内质网应激的潜力[98]。此外，还能够抑制

促炎细胞因子的表达，并阻碍 TNF-α 诱导的 p65 的磷酸化[99]。 

Nsp15 的功能是核糖核酸内切酶(EndoU)，是病毒复制和逃避宿主抗病毒

防御机制所必需的[100]。Nsp15 不仅抑制 IFN-β 和 IRF3 启动子的活性，还抑制

III 型 IFN 的活性[101]。Nsp15 可以通过破坏 IFN 应答，从而促进 PEDV 的复制

[102]。近期研究发现，nsp15 可抑制 CCL5、STAT1、IRF9 等参与免疫反应和炎

症反应的基因[103]。 

Nsp16 通过逃避先天性的免疫以及确保了病毒的有效复制[104]。nsp10 被发

现可以增强 nsp16 对 IFN-β 产生的抑制作用[105]。并且灭活 nsp16 是研发猪流

行性腹泻病减毒活疫苗的一种可以尝试的方法[106]。 

1.3 PED 的防控 

1.3.1 建立安全的生活环境 

严格的生物安全措施对于预防和控制 PEDV 至关重要，特别是对于可能与

猪接触的任何事物和人，还包括饲料的安全性以及对运输车和其他可能受污染

的设备进行消毒[107]。据报道，在 2013～2017 年期间，大多数受污染的饲料或

者运输车成为了导致美国养猪场引发疫情的主要污染物[108]。在模拟的条件

下，通过被污染的个人防护设备间接传播 PEDV 的速度很快，此外，清洗暴露

的皮肤区域和更换个人防护装备等生物安全措施可有效降低 PEDV 在猪群中传

播的风险[109]。粪口传播是养殖猪感染 PEDV 的主要途径。一旦 PEDV 入侵一

个新的养猪场，就会发生永久的循环，会导致各种基础设置的污染。因此，尤

其对于 PEDV 阳性猪场，应特别注意粪便处理，如粪便堆积、发酵或消毒，禁

止人员在不同猪舍内互动和交叉使用工具。虽然我国一些大型养猪场已经实施

了粪便处理和消毒的基本准则，但许多小型养猪场缺乏生物安全保障，粪便经

常被忽视为主要感染源。此外，猪舍应配备空气净化设备，因为目前的研究证

实，雾化的 PEDV 颗粒可以通过气溶胶传播[110]。 
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1.3.2 合理的免疫 

母猪乳汁中 PEDV 特异性 sIgA 抗体的水平是决定其后代是否能通过被动

免疫避免 PEDV 感染的关键因素 [111]。sIgA 抗体能高效中和肠黏膜中的

PEDV，且对蛋白水解酶具有抗性[112]。因此，减少易感仔猪死亡和控制 PED

疫情的关键是对妊娠母猪进行合理免疫接种 [113]。研究表明，基于 PEDV 

CV777 株的 PEDV 灭活疫苗在预防中国流行的 PEDV 变异体感染方面效果较

差[114]。由于接种过 PEDV 灭活疫苗的仔猪产生的抗体不足，因此初免和加强

免时肌肉接种 PEDV 疫苗只能部分保护仔猪免受 PEDV 感染[115]。目前，由于

中国没有基于 PEDV GII 毒株获得许可的减毒疫苗，因此只能使用 GII 灭活疫

苗进行疫苗接种。 

反饲喂养是将感染 PEDV 的仔猪肠道或粪便研磨等处理后喂给妊娠母猪，

通过肠道-乳腺-sIgA 这一系列反应来刺激母猪的乳原免疫，为仔猪提供被动免

疫以抵抗 PEDV 感染。美国在 PEDV 入侵的早期阶段，在没有 PEDV 疫苗的

情况下，通过反饲喂养对母猪进行了全群免疫，在一定程度上控制了 PEDV 传

播，仔猪存活率提高了 33%，腹泻率降低了 57%。目前，我国的一些养猪场

也实施了反饲喂养，作为降低 PEDV 患病率的一种方法。首先，PEDV 在养猪

场持续存在，随着母源抗体水平的下降，PEDV 将会不间断复发，并可能传播

到其他地区或邻近的猪场。其次，存在将其他病原体引入猪场的风险，例如非

洲猪瘟病毒和猪繁殖与呼吸综合征病毒。因此，从安全的角度来看，在我国使

用灭活疫苗比使用反饲喂养更实际，小型养猪场和养殖户缺乏足够的生物安全

性，反饲喂养更会大大增加了 PEDV 传播的风险。 

1.3.3 及时的检测 

目前中国 PED 的病原体比较复杂，临床上无法区分 TGEV、PoRV、

PDCoV、SADS-CoV 或 PEDV 的感染或合并感染。一旦猪场爆发 PED，准确

的病原体检测对于控制病情传播的措施至关重要。对 PEDV 阳性猪场，应对产

前母猪、产房、饲料、水、设备等进行检测，一旦发现 PEDV 阳性母猪，应进

行隔离和紧急免疫，并及时对阳性污染物进行消毒[116]。此外，抗体水平的监
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测也非常关键，特别是及时检测抗体水平，包括疫苗接种后血清中 PEDV 特异

性 sIgA 和中和抗体。虽然这些工作很耗时，但对疫苗免疫效果的评价和疫苗

接种计划的制定非常重要。 

1.4 PED 的临床症状与病理变化 

不同日龄的猪均可感染猪流行性腹泻病毒，但是病情的轻重与日龄的大小

为负相关，即日龄越大症状越轻，日龄越小的猪症状会更严重。猪只感染

PEDV 后总体的症状为持续性腹泻，厌食呕吐和脱水，3 日龄内的猪感染后，

可发生食欲废绝，不吃奶，死亡率可达 100%，即使没有死亡，也会变成僵

猪，需及时淘汰。3-7 日龄仔猪感染后死亡率虽然降低，但是恢复后大多数会

表现出生长发育不良。育肥猪只在感染一周后会逐渐恢复，死亡率很低，同时

也会引起发育缓慢的问题。但是母猪感染后，一般会出现厌食，反应迟钝，精

神萎靡不振等，一般不会出现腹泻。 

对于病理变化方面，患病仔猪剖检后发现肠壁薄而透明，腔内聚集大量黄

色液体，感染仔猪的胃部膨大且充满凝乳，对肠道组织进行切片观察，发现小

肠绒毛萎缩和脱落[117]。 

1.5 PEDV 的诊断方法研究进展 

1.5.1 酶联免疫吸附实验 

在售的商业化 PEDV 酶联免疫吸附法（ELISA），用于检测血清、乳汁、

粪便等。现在，间接 ELISA 使用重组表达和纯化的 PEDV 蛋白进行抗原的

包被，缺点是制备的蛋白可能不会发生正确的蛋白质折叠，这会降低 ELISA

诊断的敏感性和特异性。抗原的精确折叠对血清学检测至关重要。因此，哺

乳动物蛋白表达系统最近被用于生产具有适当构象结构的 PEDV 蛋白[118]。

在阻断 ELISA 检测时，血清中存在的抗体与特异性多克隆或单克隆抗体竞

争，阻止它们与固定在板上的抗原结合，导致所测的信号与样品中抗体的数

量成反比。这种 ELISA 检测方法已被证实比间接检测更具特异性[119]。双抗
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夹心 ELISA 检测方法用于早期检测粪便样本中的 PEDV 抗原[120]，所采用三

明治夹心方法克服了与交叉反应性相关的大多数问题，因为它采用了两种抗

体，每种抗体针对不同的表位区域。在这种 ELISA 检测方法中，ELISA 板

被 PEDV S、M 或 N 蛋白特异性的捕获抗体包被，在与样品孵育后，病毒抗

原与捕获抗体结合，再加上一个识别不同区域的酶标抗体再进行显色，有颜

色表示抗原存在，没有颜色表示不含有抗原。使用粪便样本比使用血液样本

的优点，包括容易收集不需要伤害动物。另一方面，缺点包括低病毒浓度和

非特异性反应的发生，粪便样本在猪流行性腹泻过程中并不能持续监测，在

PEDV 感染的急性期可以用于检测抗原，但在潜伏期和恢复期可能会很难检

测到。因此，在出现临床症状后应立即采集标本进行检测[121]。 

1.5.2 逆转录 PCR 和实时荧光定量 PCR 

聚合酶链反应是分子生物学最伟大的进步之一。基于 PCR 的方法的一个

实际优势是可以检测不同的生物样本，如直肠拭子、粪便、口腔液和肠道样

本，并在所有这些样本中保持合理的灵敏度和特异性[122]。链式反应利用多个

逐步温度循环和耐热性 DNA 聚合酶来扩增特定的 DNA 片段;因此，对于病毒

RNA 的检测，需要一个初步步骤，即使用逆转录酶将 RNA 转化为 cDNA。多

重 RT-PCR 可以在一个反应管中使用多个特定的引物扩增多个目标片段。多重

RT-PCR 是兽医诊断实验室常用的鉴别检测相关的多种病原体，特别是引起症

状相似疾病的病原体的方法。多重 RT-PCR 已经被开发出来，用于将 PEDV 与

其他猪病毒区分开来[123]。在 RT-PCR 中，DNA 产物通过琼脂糖凝胶电泳，显

示预期 DNA 条带的存在。使用这种技术，只能获得半定量的结果。此外，当

样品含有低浓度的 DNA 时，这种方法可能会失败。RT-qPCR 检测目前受到青

睐，因为它们比标准 RT-PCR 更敏感、更快、更容易执行，并且可以提供定量

检测。在使用临床样本或实验感染猪的样本对其敏感性和特异性进行了满意的

评估后，世界各地的研究人员发表了许多 RT-qPCR 检测方案，用于 PEDV 的

特异性检测[124]。RT-qPCR 方法的主要优点是高灵敏度、高通量和过程自动

化、病毒载量的定量以及同时识别和区分不同猪病原体。多重 PCR 检测中存

在多个引物对可能导致非特异性产物的形成。因此，需要特别注意设计特异性
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的引物和探针[125]。特别要注意的是，引物对不能互补。为了阻断非特异性引

物，一种新型的双引物寡核苷酸(DPO)系统最近被用于多重 RT-PCR[126]。由于

冠状病毒进化迅速，选择最合适的引物对至关重要。在实验设计时需要更新

PEDV 序列信息，以确定在设计时为病毒序列设计的引物和探针是否适合检测

新的病毒株。 

1.5.3 环介导等温扩增实验 

近年来，各种等温核酸扩增技术被开发出来，以改进传统的 PCR 方法。

LAMP 是一种简单、有效和快速的检测方法，可以替代传统的或实时的

PCR。该方法不需要昂贵的设备，只需水浴锅或金属浴，整个过程可在 60 min

内完成，LAMP 检测的应用可能会降低冠状病毒检测的成本，这种检测方法的

另一个推荐原因是，与标准 PCR 测定法相比，它们扩增的 DNA 量更高。许多

基于 LAMP 的检测方法已被开发并应用于 PEDV 的检测。这些试验的扩增产

物可以作为焦磷酸镁或荧光染料的沉淀来检测，并且肉眼可见，提供快速的定

性结果。LAMP 溶液中 Mg2+浓度的降低导致 HNB 溶液的颜色从紫色变为天蓝

色，从而提供了直接视觉检测的手段。该方法有望在现场的常规应用中得到应

用。该方法的缺点是当被测样品中模板含量较低时，难以区分阳性和阴性样品

的颜色变化[127]。 

1.5.4 CRISPR-Cas 技术 

CRISPR-Cas 是一种核酸检测技术，它允许使用 Cas12 和 cas13 蛋白添

加、删除或修饰基因组中的特定序列，通过将 Cas 蛋白与 PCR、RPA 或

LAMP 等前扩增步骤和单链 DNA 荧光猝灭(ssDNA-FQ)报告基因相结合，各种

生物传感平台已经开发出来。该系统在整合新型、准确、快速、便捷的分子诊

断方法方面显示出巨大的潜力[128]。Yang 等人首先将 RT-ERA 技术与 Cas12a

结合[129]。该试验的总检测时间约为 30 分钟，结果在蓝色 LED 灯下可见。该

方法灵敏，能够检测基因组 DNA 的两个拷贝，并且具有特异性，与其他猪病

毒没有交叉反应。Liu 等建立了基于 CRISPR-Cas12a 和多重 RT-LAMP 的多重

核酸检测方法，用于检测 PEDV、TGEV、PDCoV 四种猪腹泻冠状病毒和
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SADS-CoV。这种新开发的检测方法实现了单拷贝灵敏度，没有交叉反应性。

使用 ROX 标记的 ssDNA-FQ 报告基因，结果肉眼可见[130]。 

1.5.5 多重平面免疫分析法 

这是一种类似 ELISA 的多重平面免疫分析法(AgroDiag PorCoV)，该方法

将 PEDV 特异性重组 S1 蛋白打印在微孔板底部的一系列斑点上，用于同时检

测和鉴别单个样品中的 PEDV、TGEV 和 PDCoV，该技术和工作原理与酶联

免疫吸附试验相似。反应可见为蓝色斑点，其强度与阵列中特定病毒抗原目标

的抗体水平成正相关，PEDV 的总诊断灵敏度为 92%，TGEV 为 100%，

PDCov 为 98%，而每个抗原靶点的诊断特异性为 100%，表明该方法是

PEDV、TGEV 和 PDCov 鉴别检测和血清诊断的有效可靠的方法[131]。 

1.5.6 免疫层析法 

免疫层析(IC)试验，也称为侧流试验，是一种使用简单、快速的免疫测定

方法，无需专业设备或合格人员，几分钟内即可读取结果。IC 测定法也非常

稳定，生产成本相对较低。因此，该方法目前被广泛用于现场监测 PEDV 感染

的筛选试验。两种最常见的 IC 检测形式是双抗体夹心检测和竞争性检测。竞

争性分析最适合检测低分子量样品，如抗体，而双抗体夹心分析更适合检测高

分子量病原体和病毒等目标分析物[132]。因此，用于猪粪便中 PEDV 抗原检测

的 IC 方法采用双抗体夹心格式[133]。IC 也称为胶体金，金纳米颗粒是目前 IC

分析中最广泛使用的标签，因为它们价格低廉，易于制备，具有强烈的颜色，

并且可以通过肉眼感知。然而，利用胶体金的 IC 法检测 PEDV N 蛋白的灵敏

度比实时 RT-PCR or rRT-PCR 法低 10 倍。最近，一种新的基于纸张的横向流

动免疫测定方法，利用色彩丰富的乳胶珠作为标签，用于检测猪粪便样本中的

PEDV[134]，与其他相关猪病毒无交叉反应，特异性为 100%。此外，该检测结

果与 RT-PCR 结果吻合良好（92.59%），比先前报道的荧光和胶体金 IC 检测更

准确。IC 检测的缺点是不定量的，不适合大规模筛选。 
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1.6 单克隆抗体在检测 PEDV 中的应用 

单克隆抗体是由 B 细胞分泌的只针对一种特定抗原表位的抗体。含有这

种特性的单个杂交瘤细胞扩繁起来的细胞群落，即可分泌较多的针对于一种特

定的抗原表位的特异性单克隆抗体。 

用于 PEDV 抗体检测的 ELISA 主要以结构蛋白（S、M、N 和 E）为抗

原。市售 ELISA 主要使用核衣壳蛋白，因为它是表达最丰富的蛋白，是早期

诊断 PEDV 最合适的抗原[135]。在大肠杆菌表达系统中，N 蛋白的表达量也高

于 S 蛋白的表达量。但是，N 蛋白和 M 蛋白与其他猪冠状病毒如猪传染性胃

肠炎病毒和猪呼吸道冠状病毒产生的抗体发生非特异性反应[136]。为了解决这

个问题，开发了截短表达 PEDV N 蛋白和 PEDV M 蛋白的方法[137]。在检测中

使用截短的蛋白抗原，PEDV 和 TGEV 之间未观察到交叉反应，这表明它们可

以用于制备特异性检测 PEDV 实验方法。S 蛋白的免疫原性明显高于 N 蛋

白，因此基于刺突的 ELISA 比核衣壳蛋白的 ELISA 检测方法更具有敏感性和

特异性[138]。 

与 N 蛋白相反，S 蛋白是检测抗体的好选择[139]。刺突蛋白被认为是抗原

性最强的 PEDV 蛋白。PEDV S 蛋白上的许多中和性表位已被鉴定，包括 S1A-

3（252～263 aa）[140]，E（499～638 aa）[141]、S1D（636～789 aa）[142]和 2C10

（ 1368 ～ 1374 aa ） [143] ，刺突蛋白羧基末端的 S10 、 S1B 亚区以及

1368GPRLQPY1374 氨基酸序列也被认为具有中和性表位[144]。其他 B 细胞表

位 592TSLLASACTIDLFGYP607 、 SS2 （ 748YSNIGVCK755 ） [145] 和 SE16 

（722SSTFNSTREL731）[146]、被鉴定为线性表位，可用于开发 PEDV 检测方

法。大多数中和性表位位于 S1 区，因此，该区域是构建 PEDV 诊断的主要目

标[147]。然而，全长的 S 蛋白很难重组表达出来，因此，研究者倾向于只使用

S1 蛋白而不使用全长 S 糖蛋白[148]。此外，Chang 等人的研究表明，基于 S1

蛋白的 ELISA 比基于全长 S 蛋白的 ELISA 具有更高的灵敏度和特异性[149]。

使用该区域的缺点是，与本身具有多样性的全长 S 蛋白相比，它具有特别高的

遗传多样性。因此，使用 S1 蛋白的 ELISA 试验，不一定会检测到针对所有

PEDV 毒株的抗体反应。 

PEDV M 蛋白是一种定位于病毒表面的结构膜糖蛋白，是病毒包膜中含量
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最丰富的成分。到目前为止，一个线性 b 细胞表位 195WAFYVR200 已经通过

杂交瘤技术筛选出来。实现全长 M 蛋白的表达非常困难，M 蛋白的低水平表

达会限制其作为 ELISA 诊断抗原的潜力[150]。上述方法利用传统的 PEDV 制备

的单克隆抗体，往往会表现出不稳定性，这会降低产品产量，制备这些抗体的

另一个缺点是它们的成本比较高[151]，所以需要引用新兴技术改变这些难题来

制备出更好的蛋白与抗体。 

1.7 研究的目的和意义 

自 2010 年 PEDV 变异以来，一直危害我国养殖业的发展，且危害的严重

性可以和非洲猪瘟及蓝耳一起称为危害养猪业的三座大山。PEDV 的 G1 型毒

株有针对 CV777 毒株的疫苗可以起到预防的作用，但是在我国普遍流行的是

G2 型毒株，使得疫苗保护效果欠佳，需要养殖场做好预防是重中之重，当

PED 发生后，初生仔猪发生严重的腹泻，不断地通过粪便散毒，死亡率极

高。即使没有死亡也会成为僵猪，生长速度十分缓慢应及时淘汰。一般养殖场

很难做到净化 PED，大多数养殖场会存在始终带毒的情况，因此，养殖场需

要遵循更加科学的方式进行该病的防控。快速准确的诊断是防控 PED 的重要

手段之一， 

目前，关于检测 PEDV 的方法有多种，如 RT-PCR 和 RT-qPCR 等需要精

密的仪器及专业人员，且成本高。市面上有关于 PEDV 抗体 ELISA 检测试剂

盒，但猪体内抗体的产生需要一定时间，有可能错过最佳防控时间，因此，建

立快速且准确的 PEDV 诊断方法势在必行。本研究利用筛选的 PEDV S1 蛋白

单克隆抗体 C1A 建立了一种特异性强、重复性好、可信度高且快速的双抗体

夹心 ELISA 检测方法，用于检测 PEDV，以期为临床诊断提供便利。 
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第二章 PEDV S1 蛋白的原核表达与纯化 

S 蛋白是 PEDV 表面的纤突蛋白，在 PEDV 入侵时与细胞受体互相作用，

使动物产生免疫反应，是检测病毒和研发疫苗的关键靶点。此外，PEDV S 的

蛋白位于病毒表面，可以更好的同抗体结合，以此蛋白为基础建立的 ELISA

方法既可以检测游离蛋白也可以检测完整的病毒粒子。本研究选择 PEDV S1

蛋白作为靶点进行原核表达。通过基因合成、PCR 扩增和双酶切技术，成功

构建了含 S1 基因的载体，经转化诱导表达，获得了能表达 PEDV S1 蛋白的菌

株，对表达的蛋白进行纯化、透析和浓缩后，成功获得了纯度较高的 PEDV 

S1 蛋白。为后续单克隆抗体的制备提供了试验原材料。 

2.1 试验材料 

2.1.1 细菌和载体 

E.Coli DH5α 感受态细胞购自擎科生物科技股份有限公司，E.Coli BL21

（DE3）购自北京全式金生物技术有限公司。pET-28a 空载菌液由本实验室保

存，pGEX-6p-2-S1 优化由苏州鸿讯生物技术股份有限公司合成。 

2.1.2 主要试剂与仪器 

ClonExpress II One Step Cloning Kit 和 2×Phanta Flash Master Mix 均购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司，内切酶 Xho I 和 Nco I 均购自 Takara 公

司，核酸 Marker、蛋白 Marker 均购自擎科生物科技股份有限公司，蛋白浓度

测定试剂盒购自碧云天生物技术有限公司，Ni-NTA 购自北京全式金生物技术

股份有限公司，SDS、APS、Tris、尿素（Urea）和甘氨酸购自北京索莱宝科

技有限公司，蛋白电泳仪和凝胶成像仪均购自 Bio-Rad 公司。 



第二章 PEDV S1 蛋白的原核表达与纯化 

18 

2.2 试验方法 

2.2.1 重组质粒构建 

2.2.1.1 PEDV S1 基因的扩增与 pET-28a 载体酶切 

（1）根据鸿讯生物公司优化的 S1 基因设计引物，如表 2.1 所示，引物序

列由北京擎科生物科技股份有限公司合成。 

表 2.1 PCR 引物 

Table 2.1 PCR primers 

基因名称  引物名称 引物序列 酶切位点 

PEDV S1  S1-F TAAGAAGGAGATATACCATGGCGCCGCAA

GACGTTACCCGTTGTAGCG 

Nco I 

PEDV S1  S1-R GTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGGCCG

GTAAAGTTAATGGTAACCGCG 

Xho I 

注：下划线部分为酶切位点。 

（2）而后使用引物扩增 pGEX-6P-2-S1 优化质粒扩增出 PEDV S1 片段，

PCR 扩增体系和扩增程序如下（见表 2.2 和表 2.3） 

 

表 2.2 PCR 扩增体系 

Table 2.2 PCR amplification system 

试剂 体积 

2xPhanta Max Master Mix 25 μL 

S1-F 1.5 μL 

S1-R 1.5 μL 

质粒 2 μL 

ddH2O Up to 50 μL 

 

表 2.3 PCR 扩增程序 

Table 2.3 PCR amplification procedures 

 温度 时间 循环 

预变性 95℃ 3 min 1X 

变性 95℃ 15 s 

30X 退火 56℃ 15 s 

延伸 72℃ 1 min 

终延伸 72℃ 5 min 1X 

（3）pET-28a 载体进行双酶切，体系如表 2.4 所示。 
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表 2.4 双酶切体系 

Table 2.4 Double digestion system 

试剂 体积 

pET-28a 1000 ng 

Nco I 1 μL 

Xho I 1 μL 

10× k Buffer 5 μL 

ddH2O Up to 50 μL 

2.2.1.2 pET-28a-S1 重组表达载体的构建 

将回收的产物通过同源重组酶进行连接，反应条件为 37℃，30 min，而后

4℃保存。连接体系如表 2.5 所示。 

表 2.5 同源重组体系 

Table 2.5 Homologous recombination system 

试剂 体积 

酶切 pET-28a 100 ng 

S1 片段 50 ng 

5×CE II Buffer 4 μL 

Exnase II 2 μL 

ddH2O Up to 20 μL 

接着将连接好的载体按照转化说明书转化至 E.Coli DH5α 感受态细胞中。 

长菌后，挑取 5 个单菌落进行扩大培养，浑浊后通过 S1 扩增引物进行确

认是否连接成功，将鉴定正确的菌液送擎科生物科技有限公司进行测序。 

2.2.2 S1 蛋白诱导表达 

将测序正确的 pET-28a-S1 质粒按照说明书阳转到 E.Coli BL21（DE3）

中。长菌后挑取单菌落与 1.5 mL 离心管中摇菌，浑浊后按照 1:100 接入 10 mL

卡纳抗性培养基中摇菌，约 3 h 后，当 OD600nm 值在 0.6～0.8 之间时，加入 10 

μL 的 IPTG 进行诱导。结束后，进行超声处理，收集上清和沉淀，沉淀使用

10 mL 的 8 M Urea 室温溶解 3 h，之后处理样品，进行 SDS‑PAGE 鉴定是否表

达成功及可溶性情况。 

2.2.3 PEDV S1 蛋白纯化 

按照上述方法大量诱导，取超声后细菌沉淀与 8 M Urea 在 4℃条件下溶解

过夜，次日对变性的蛋白使用 0.45 μm 的滤膜进行过滤，过滤后与 Ni-NTA 在
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4℃条件下进行孵育 8 h，之后进行镍柱纯化。具体操作步骤如下： 

a.装柱：在纯化管中加入柱体积为 2 mL 的 Ni-NTA 树脂，首先使用 10 mL

蒸馏水清洗柱子一次，然后再用 10 mL 平衡液（8M Urea，10mM NaH2PO4，

10mM Tris base，pH=8.6）对柱子进行平衡两次； 

b.上样：蛋白样品在上样时需要用 0.45 μm 的滤器进行过滤，而后与镍柱

混匀，装至 50 mL 离心管 4℃孵育过夜，8 h 后进行纯化，收集样品各梯度的

洗脱液，最后使用 10 mL 平衡液冲洗柱子 2 次，再向镍柱中加入 20%乙醇 8 

mL，4℃保存； 

c.洗脱蛋白：使用上述的平衡液配置不同浓度咪唑（10 mM，50 mM，100 

mM，250 mM，500 mM，1 M 和 2 M）对蛋白样品进行洗脱，每次洗脱的量

为 10 mL，收集好洗脱液； 

d.SDS‑PAGE 鉴定：将洗脱样品处理后跑 SDS-PAGE，确定蛋白的最佳洗

脱浓度。 

e.蛋白透析：将洗脱后条带单一的蛋白进行梯度透析，设置平衡缓冲液的

透析梯度为（6 M Urea，5 M Urea，4 M Urea，3.5 M Urea），每种透析平衡缓

冲液的透析条件为 4℃，6 h。 

2.2.4 PEDV S1 蛋白浓缩与蛋白浓度测定 

由于透析结束后蛋白的浓度可能会偏低，免疫小鼠需要蛋白浓度高一些，

以避免对小鼠的刺激过强，这时需要对蛋白浓度进行测定，并根据蛋白浓度进

行浓缩，浓缩时使用蛋白浓缩柱，条件为 4℃，4000rpm，当从 10mL 浓缩至

2mL 时，按照蛋白浓度测定试剂盒说明书测定蛋白浓度。 

2.3 结果 

2.3.1 pET-28a-S1 质粒的构建和菌液 PCR 鉴定 

PCR 扩增 S1 基因经过 1%琼脂糖凝胶电泳，与预期大小相符（图 2.1A 所

示）。将 pET-28a 载体双酶切后，经过 1%琼脂糖凝胶电泳，与预期大小相符

（图 2.1B 所示）。 
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图 2.1 PEDV S1 基因扩增结果和 pET-28a 载体双酶切结果 

Figure 2.1 The result of Amplification of PEDV S1 gene and the result of double digestion of 

pET-28a vector 

A.PEDV S1 PCR 扩增结果：（M.250 bp DNA Ladder 相对分子质量标准；1. PEDV S1） 

B.pET-28a 双酶切结果：（M.250 bp DNA Ladder 相对分子质量标准；1. pET-28a 双酶切） 

A.PEDV S1 PCR amplification results: (M.250 bp DNA Ladder relative molecular mass 

standard; 1. PEDV S1) B.pET-28a double digestion results: (M.250 bp DNA Ladder relative 

molecular mass standard;1. pET-28a double digestion) 

所扩增的 5 个单菌落全部为阳性（如图 2.2 所示，其中 1～5 号为挑取的

单菌落，6 号为阴性对照，7 号为阳性对照），送擎科科技有限公司测序同样正

确。 

 

图 2.2 菌液 PCR 鉴定 

Figure 2.2 Bacterial solution was identified by PCR 

M.250 bp DNA Ladder 相对分子质量标准；1～5.挑取的单菌落；6.阴性对照；7.阳性对

照。 

M.250 bp DNA Ladder relative molecular mass standard;1～5.Single colony picked;6.Negative 

control;7.Positive control. 

2.3.2 PEDV S1 蛋白诱导表达 SDS-PAGE 分析 

将 pET-28a-S1 质粒转化表达感受态中。通过诱导表达，SDS-PAGE 鉴
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定，如图 2.3 所示，在 43 kDa 处可见表达的 S1 蛋白，与预期蛋白大小相一

致。超声后上清中无蛋白表达。用尿素溶解超声后沉淀，SDS-PAGE 鉴定结果

表明 S1 蛋白存在沉淀中。这些结果表明，PEDV S1 蛋白成功表达，并以包涵

体的形式存在。 

 
图 2.3 SDS-PAGE 分析 PEDV S1 诱导表达结果 

Figure 2.3 The result of analysis of PEDV S1-induced expression by SDS-PAGE 

2.3.3 PEDV S1 蛋白纯化 SDS-PAGE 分析 

上述试验表明 PEDV S1 成功表达，但以包涵体形式存在，且杂蛋白较

多。为获得较纯蛋白，用镍柱对表达的蛋白进行纯，如图 2.4 所示，其中 1～9

分别代表了流出液、洗杂液、10 mM 咪唑、50 mM 咪唑、100 mM 咪唑、250 

mM 咪唑、500 mM 咪唑、1 M 咪唑和 2 M 咪唑。不同浓度的咪唑洗脱液均有

条带，但在 100 mM 与 250 mM 条件下条带较粗，表明洗脱 S1 蛋白的最佳洗

脱浓度为 100 mM 与 250 mM 的平衡缓冲液，为节约试剂和降低成本，后续纯

化用 100 mM 的咪唑。 
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图 2.4 PEDV S1 蛋白纯化 

Figure 2.4 PEDV S1 protein purification 

2.3.4 蛋白浓缩和蛋白浓度曲线 

通过上一步骤获得了纯度较高的 PEDV S1 蛋白，但蛋白浓度较低。为获

得浓度较高的蛋白，使用超速离心管进行浓缩，通过蛋白浓度试剂盒绘制蛋白

浓度的标准曲（图 2.5 B），根据曲线拟合的公式计算 PEDV S1 蛋白的浓度。

如图 2.4 所示，获得纯度良好的 PEDV S1 蛋白（图 2.5 A），测得蛋白浓度为

0.5 mg/mL，可进行后续免疫小鼠试验。 

 

图 2.5 PEDV S1 蛋白浓缩结果及浓度测定标准曲 

Figure 2.5 The result of concentration of PEDV S1 protein and the standard curve of the 

determination of protein concentration 

A： PEDV S1 蛋白浓缩结果；B：蛋白浓度测定标准曲 

A: The result of concentration of PEDV S1 protein; B: The standard curve of the determination 

of protein concentration 
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2.4 讨论 

PEDV S 蛋白是 I 类跨膜蛋白。S1 蛋白（499～638 aa）是产生中和抗体的

关键抗原表位[152]；S1 蛋白的（697～771 aa）含有 3 个线性抗原表位[153]，S1

蛋具有多个抗原表位[154]，免疫原性强，是生产疫苗和建立方法的理想蛋白。

但是 PEDV S1 蛋白很难表达。使用哺乳动物虽然能成功表达 PEDV S1 蛋白

[155]，但表达量低。大肠杆菌表达系统由于其高效表达的潜力、遗传操作的简

易性和快速繁殖等特性，可在短时间内大量表达蛋白、操作简单、周期短等，

已成为外源蛋白表达的首选。但原核表达系统更难直接表达出感染真核动物细

胞的病毒蛋白，PEDV S1 蛋白很难应用原核表达系统表达。 

为使用原核表达系统表达 PEDV S1 蛋白。本研究首先对 S1 基因进行了优

化，成功将该蛋白表达。接着进行一系列条件的优化，包括温度、诱导时间、

IPTG 浓度等，发现蛋白表达量并没有很大的区别，所以我认为蛋白表达最重

要的一步是目的片段的选择与优化以及载体的筛选，条件优化对病毒蛋白表达

量的影响可能具有蛋白特异性。 

如果一次产生过多的蛋白,蛋白就会聚集，从而形成包涵体。这时需要对

蛋白进行变性，使蛋白从菌体中变性出来，但是这样破环了其构象，成为了线

性表位，影响了抗原的空间结构，要对其进行复性，尽可能地使蛋白恢复空间

结构，同时复性蛋白时条件的摸索有时是十分复杂的，既要尽可能的恢复蛋白

的构象结构，又要避免蛋白的析出。在本研究中，利用尿素对包涵体形式的

PEDV S1 蛋白进行复性，使蛋白从线性状态恢复一定的空间结构，通过多次

的尝试，最终发现，蛋白最多透析到 3.5 M Urea，更低的尿素浓度会有蛋白的

析出，影响蛋白的纯化，通多低温、长时间、小梯度的透析，更有利于确保良

好的抗原性。 

2.5 本章小结 

本章利用原核表达系统成功表达出 PEDV S1 蛋白。经过纯化、透析复性

和浓缩后，获得了了纯度和浓度良好的 PEDV S1 蛋白。为后续单克隆抗体制

备准备了抗原材料。 
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第三章 抗 PEDV S1 蛋白单克隆抗体的制备 

PEDV 在 2010 年之前，通过免疫接种，可以起到很好的保护作用，但是

变异毒株在中国的爆发对养猪业造成巨大的经济损失，由于没有有效疫苗的生

产，疫病防控与场内监测净化是对抗病毒的有效手段，所以灵敏、特异和迅速

的检测方法建立是十分必要的。 

为了给这一检测方法提供原材料，本实验通过自己制备的 S1 蛋白作为抗

原免疫小鼠，再通过细胞融合和亚克隆技术，获得了单克隆抗体，该单克隆抗

体能够特异性识别 G1 型 PEDV 和 G2 型 PEDV。为制备 ELISA 检测试剂盒提

供了原材料。 

3.1 试验材料 

3.1.1 试验动物、细胞和病毒 

SP2/0 小鼠骨髓瘤细胞、G1 型 PEDV 毒株 CH/SX/2015（GenBank: 

MT783684.1）、G2 型 PEDV GX-2023 毒株（本实验室分离）、PCV2、

PRRSV、PoRV、PRV 和 VERO 细胞由本实验室保存，BALB/c 小鼠购自兰州

兽医研究所实验动物中心。 

3.1.2 主要试剂与仪器 

三抗（100×）购自索莱宝生物科技有限公司；1×PBS 缓冲溶液、RPMI 

1640 培养基购自上海源培生物科技股份有限公司；RNAiso Plus 和 T4 连接酶

购自 Takara 公司；Protein G 纯化柱购自北京全式金生物有限公司；细胞融合

剂 PEG、HTA 和 HT 均购自 Sigma 公司；5 周标准鼠单抗制备佐剂、

Hybridoma Feeder 添加因子和腹水制备专用佐剂购自苏州博奥龙科技有限公

司；胎牛血清（FBS）购自上海诺娃医药科技有限公司；生物安全柜购自苏州

安泰空气技术有限公司；超微量分光光度计与超低温冰箱购自赛默飞苏州仪器

有限公司；高速冷冻离心机购自德国 Eppendorf 公司。 



第三章 抗 PEDV S1 蛋白单克隆抗体的制备 

26 

3.2 实验方法 

3.2.1 免疫小鼠与血清效价测定 

将博奥龙 5 周制备抗体水佐剂与 PEDV S1 蛋白等体积混匀，无菌操作，

共免疫 3 只小鼠。免疫的蛋白量为 50 μg，选取皮下两点注射，间隔 21 d 后，

进行第二次免疫。二免后 14 d 进行第三次免疫，三免后 14 d，对小鼠进行眼

框采血，方法为左手保定小鼠并控制其头部，右手使用毛细针管从后眼眶斜

45 度角刺入，轻微旋转，流血时将血液导流至 1.5 mL 离心管中，37℃ 30 

min，然后 3000 g/min，离心 5 min，收集上层血清，冻-20℃冰箱备用。 

通过间接 ELISA 方法测小鼠血清效价，待测血清进行倍比稀释（1:1000、

1:2000，1:4000，1:8000，1:16000，1:32000，1:64000 和 1:128000）共 8 个梯

度，最后置酶标仪上读取 OD450nm 值。 

3.2.2 细胞融合 

3.2.2.1 复苏 SP2/0 骨髓瘤细胞 

从液氮中取出骨髓瘤细胞后，迅速放入 37℃水浴锅中进行解冻，然后加

入 T25 细胞培养瓶。加入含有 20% FBS 的 RPMI 164 置细胞培养箱培养，过

程需轻柔，因为骨髓瘤细胞贴壁不牢固，当细胞长至瓶子底部 80%时进行轻拍

瓶底，细胞脱落后进行传代，在细胞融合前需要两瓶长满的 T75 进行细胞融

合，多余的骨髓瘤细胞进行冻存。 

3.2.2.2 小鼠脾细胞的准备 

将加强免疫小鼠进行处死，放 75%酒精中浸泡 5 min。然后将小鼠转移至

生物安全柜中，用针头将其四肢固定在已消毒的泡沫板上，使用手术刀在小鼠

的腹部下方开一个口，接着将创口向两侧延伸至胸腔下方；再用灭菌的镊子将

小鼠皮肤直接扒开，这时可看到小鼠的脾脏，比正常小鼠脾脏将近要大两倍；

使用灭菌的剪刀镊子将脾脏取出，放到含有 RPMI 1640 培养基的平皿中，尽
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可能地剔除脾脏外周的结缔组织；去除干净后，再将其放入一个新的含有

RPMI 1640 培养基的平皿中冲洗两遍，在将脾脏放在研磨筛上使用研磨棒进行

轻柔的研磨，期间不停的用 20 mL PRMI 1640 培养基将分离出来的脾细胞冲洗

到 50 mL 离心管中备用。 

3.2.2.3 小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞进行细胞融合 

在融合开始之前，需要以下准备：a. 准备大约 30 mL 的 RPMI 1640 培养

基，将其和 PEG 溶液提前放于细胞培养箱中预热备用。b. 将 SP20 拍打下

来，收集于 50 mL 离心管中，1000 rpm，离心 5 min，再使用 RPMI 1640 培养

基进行重悬，再进行离心，重复两遍备用。c 配置细胞融合使用的培养基，配

比为 20%胎牛血清、10%添加因子、1×HAT、抗生素、RPMI 1640，铺 8 块细

胞板，大概需要 200 mL 的融合用培养基。d. 高压一个 1L 地烧杯和一瓶 1L 的

ddH2O 备用，目的是进行融合时能持续的保持温度，大大的提高了融合的效

率。 

细胞融合的过程为： 

a. 将脾细胞和 SP2/0 在离心管中混匀，1000 rpm 离心 5 min； 

b. 轻拍管底处沉淀的细胞，充分的使细胞散开，将离心管放入含有 37℃

左右温水的烧杯中，把预热的 PEG 缓慢加入，期间使用枪头轻柔搅拌，在 1 

min 内加完，然后持续搅拌 2 min； 

c. 接着加入 37℃ RPMI 1640 培养基 1 mL，1 min 内加完，过程中枪头搅

拌混匀，然后再加入 37℃ RPMI 1640 培养基 3 mL，3 min 内加完；过程中用

枪头搅拌混匀； 

d. 加入 37℃ RPMI 1640 培养基 10 mL 后，置细胞培养箱 5 min，再将细

胞进行上述方法离心，弃上清； 

e. 将细胞使用 20 mL 融合用的培养基轻柔吹打，再将其与剩余的培养基

一起混匀，再用排枪按照每孔 200 μL 将融合的细胞加到细胞板中，放细胞培

养箱； 

f. 8 d 后进行半换液，将细胞板中吸出一半含 HAT 的培养基，补加含有

HT 的融合培养基，HT 培养基和 HAT 培养基的配置一样，只是更改了 HAT，
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融合后 10 d 在显微镜下挑选单克隆，在第 14 d 左右观察单克隆细胞占 96 孔细

胞板孔底 50%左右即可进行检测。 

3.2.3 融合细胞亚克隆及细胞冻存 

当融合细胞的生长占孔一半左右时，先对融合细胞进行换液，2 d 后选取

融合细胞数量较多的孔，吸出 100 μL 进行检测，细胞上清进行 1:40 稀释后，

进行间接 ELISA 实验，方法同 3.2.1，确定阳性孔后。再通过 IFA 试验再次确

认阳性孔分泌的抗体为目标抗体，具体步骤为：将培养好的 VERO 细胞铺 96

孔细胞板；然后对铺好的细胞板接入 PEDV 病毒，待细胞出现 CPE 后；使用

PBS 洗两遍，再每孔加入 4%的甲醛固定液 100 μL，室温固定 10 min，结束后

弃上清；PBS 洗两遍后进行破膜，洗涤后 37℃封闭半小时；洗涤后再每孔加

入 100 μL 稀释的细胞上清（细胞上清用 5%脱脂奶粉进行 1:5 稀释），同时设

置好阴阳性对照，37℃，1 h；洗涤后每孔加入 100 μL 按照 1:500 稀释的 FITC

标签的山羊抗小鼠 IgG，37℃孵育 1 h；洗涤后加入 DAPI 进行细胞核染色。

荧光显微镜下观测结果。 

进行亚克隆时，将一块 96 孔细胞板每孔加入 100 μL 20%胎牛血清的

RPMI 1640。再将上述 ELISA 和 IFA 共同鉴定为 PEDV 阳性的细胞孔使用移

液器吹打混匀，吸取 100 μL 准备的 96 孔细胞版的第一个孔中，使用同样的方

法，继续选取 11 个阳性孔。然后使用排枪从第一排向下进行倍比稀释，每次

吹打 20 下，结束后在显微镜下观察细胞数，选择每孔大约有 50 到 100 个细胞

的孔吸出到 6 mL 的亚克隆培养基中（亚克隆培养基配制为 20%胎牛血清、

10%添加因子、1×HT、抗生素和 RPMI 1640）。吹打混匀后，使用排枪加入到

96 孔细胞板前 6 排，每孔 120 μL，其余的 11 个孔也是按照同样的方法进行铺

板。7 d 后进行补液。12 d 后换液，14 d 按照 ELISA 和 IFA 方法继续筛选阳性

孔，亚克隆一共需要重复 3 次，这样能够保证所筛选的杂交瘤细胞为单克隆的

杂交瘤细胞。 

当三次亚克隆后，将挑选出来的阳性孔命名好，并进行扩大培养。其中一

部分准备免疫小鼠制备腹水，其余部分进行细胞的冻存，步骤如下：将细胞拍

落，然后转入 15 mL 无菌离心管中，1000 rpm 离心 5 min，然后每瓶 T75 细胞
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使用 3 mL 冻存液进行重悬，细胞冻存液的配制为： 30%胎牛血清、

10%DMSO 和 60%RPMI 1640，再分装至细胞冻存管，每管 1 mL，细胞冻存

一段时间后要进行复苏测试是否分泌抗体，保证细胞活性，再继续进行冻存。 

3.2.4 腹水制备及单克隆抗体纯化 

腹水纯化：选 4 只 10 周龄以上的 BALB/c 雌性小鼠，致敏后 12 d，使用

PBS 洗一遍；在进行离心去上清，1 mL PBS 进行重悬计数，调整稀释比例，

约 1×106 个细胞/mL；每只小鼠腹腔注射 0.5 mL，注射时以小鼠的左侧下腹部

位置进针，避开肝脏和膀胱，进针大约针尖的 1/3 左右，有刺空感，然后进行

注射。前 5 d 每天观察一次小鼠状态；5 d 后，每天早晚各观察一次小鼠状

态；当小鼠毛发粗糙，精神状态差，腹腔变的很大，且行动迟缓时，进行腹水

的采集。采集步骤如下：对将要采集腹水的小鼠在小鼠腹部右下方斜一定角度

进针，有刺空感，然后缓慢抽取腹水，打到 15 mL 离心管中，重复以上步

骤，腹水采集完毕后，使用离心机 3000 rpm，离心 15 min，吸取中间层腹

水，不要吸取到上层的油状物和下层的血细胞。 

单克隆抗体纯化：将 Protein G 加入到纯化管中，使柱体积为约 2 mL；使

用 10 倍柱体积的 PB 平衡缓冲液进行平衡柱子；将 4 mL 腹水与 16 mL PB 平

衡缓冲液混匀后，再使用 0.45 μm 的滤膜进行过滤；将过滤后的腹水稀释液在

G 柱中过两遍，每次控制流速，滴落速度为 5 s 每滴，收集流出液；再使用 

PB 缓冲液洗杂；加入 9 mL 洗脱液（20 mM 柠檬酸）进行洗脱；再加入 1 mL

的中和液（1 M Tris-HCl，pH=9）；然后再纯化结束后，测量 pH 值，确保 pH

在 7～8 之间；在 PBS 中进行透析，每次 8 h，重复两次；最后测定抗体浓

度，浓缩至 2 mg/ mL 后分装，放-20℃冰箱保存。 

 

3.2.5 单克隆抗体活性的验证 

3.2.5.1 Western blot 验证抗体反应性 

为检测所制备的抗体是否特异性结合 PEDV，将实验室保存的 PCV2、
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PRRSV、PoRV、PRV、G1 型 PEDV、G2 型 PEDV 和 DMEM 一起进行处理，

100 μL 的上清中加入 25 μL 的 5×sample buffer，100℃煮沸 10 min，然后等其

冷却后进行 Western blot，具体操作如下：将样品加入到蛋白胶的点样孔上，

每孔加样 10 μL；先用 100 V，当 marker 的条带出现分层后，将电压转为 200 

V，直到最下面的条带跑到底部，将电源关闭；将 SDS-PAGE 胶转至 PVDF

膜，再将转膜槽置冰水中降温，然后 100 V 工作 120 min；完成后进行室温封

闭 1 h，然后使用 C1A 单克隆抗体室温孵育 1 h；结束后，将膜使用 PBS’T 洗

四遍，每次 5 min，室温山羊抗鼠二抗孵育 1 h；洗膜后进行曝光，根据结果分

析其特异性。 

 

3.2.5.2 间接免疫荧光验证抗体反应性 

将 G1 型 PEDV 和 G2 型 PEDV 接毒到 VERO，当出现 CPE 后，用 3.2.3

中的 IFA 检测方法验证抗体的活性。 

3.2.6 单克隆抗体识别 PEDV S1 蛋白表位初步鉴定 

将所制备的 PEDV S1 基因共进行了两次的截短，第 1 次分成了三段，第

2 次截短是将第 1 次截短确定的抗体识别区截短成四段，每次扩增出来的片段

都按照 2.2.1 同源重组构建载体的方法与 pMAL-C2X 载体相连接，进行诱导表

达，通过 Western blot 确定抗体的识别区域，引物序列如表 3.1 所示： 
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表 3.1 截短表达引物 

Table 3.1 Truncated expression primers 

引物名称 引物序列 

L1-F 

L1-R 

GAGGGAAGGATTTCAGAATTCCCGCAAGACGTTACCCGTTGTAG 

ACGACGGCCAGTGCCAAGCTTAACGCTATGTTCGCTCATATGTGC 

L2-F 

L2-R 

TCGAGGGAAGGATTTCAGAATTCATCCCGGCACATATGAGCGAAC 

AAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTAAACTGGCCCAGACCGTAGATTT 

L3-F 

L3-R 

CGAGGGAAGGATTTCAGAATTCATCCCGAAAATCTACGGTCTGGG 

AACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCCGGTAAAGTTAATGGTAACCGC 

L2.1-F 

L2.1-R 

ATCGAGGGAAGGATTTCAGAATTCATCCCGGCACATATGAGCGAACA 

AAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATTTGGTAGCGACACGGCTCC 

L2.2-F 

L2.2-R 

ATCGAGGGAAGGATTTCAGAATTCACCGACTGGAGCCGTGTCGCTA 

AAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTACGGTTGATAAGAAATACCGTCTTCG 

L2.3-F 

L2.3-R 

ATCGAGGGAAGGATTTCAGAATTCGGCGAAGACGGTATTTCTTATCAACC 

AAAACGACGGCCATGCCAAGCTTGCTCAGCAGAAACCAGTTGTTGAAGC 

L2.4-F 

L2.4-R 

ATCGAGGGAAGGATTTCAGAATTCTTCAGCTTCAACAACTGGTTTCTGCT 

AAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTAAACTGGCCCAGACCGTAGAT 

3.2.7 单克隆抗体可变区测定 

从液氮中取出冻存的杂交瘤细胞，解冻后离心弃上清，根据 RNAiso Plus

说明书提取细胞 RNA，再反转录为 cDNA。 

根据参考文献设计抗体可变区引物[156]，通过套式 PCR 共进行两轮扩增，

以 cDNA 为模板，扩增产物跑胶回收后；以回收产物为模板，再进行扩增第二

轮，结束后跑胶回收，将回收产物与 pMD19-T 连接，转化后挑菌测序，根据

测序结果进行可变区的鉴定。扩增第一轮的轻链可变区引物如表 3.2 所示，扩

增第一轮重链可变区的引物如表 3.3 所示，扩增第二轮的重链和轻链可变区的

引物序列如表 3.4 所示： 
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表 3.2 第一轮轻链可变区引物 

Table 3.2 First round of light chain variable region primers 

引物 上游引物（5’- 3’） 下游引物（5’- 3’） 

1L-1 RGTGCAGATTTTCAGCTTCCTGCT  

 

 

 

ACTGAGGCACCTCCAGATGTT 

1L-2 TGGACATGAGGGCYCCTGCTCAGT 

1L-3 CTSTGGTTGTCTGGTGTTGAYGGA 

1L-4 GTTGCTGCTGCTGTGGCTTACA 

1L-5 GTATCTGGTACCTGTGG 

1L-6 TGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT 

1L-7 GCTCAGTTCCTTGGTCTCCTGTTGC 

1L-8 TGGGTGCTGCTGCTCTGGGT 

1L-9 CAGTTCCTGTTTCTGTTARTGCTCTGG 

1L-10 TGCTCTGGTTATATGGTGCTGATGGG 

 

表 3.3 第一轮重链可变区引物 

Table 3.3 Primers in the variable region of the first round of heavy chains 

引物 上游引物（5’- 3’） 下游引物（5’- 3’） 

1H-1 AGGAACTGCAGGTGTCC  

 

 

 

 

AGAAGGTGTGCACACCGCTGGAC 

1H-2 CAGCTACAGGTGTCCACTCC 

1H-3 TGGCAGCARCAGCTACAGG 

1H-4 CTGCCTGGTGACATTCCCA 

1H-5 CCAAGCTGTGTCCTGTC 

1H-6 TTTTAAAAGGTGTCCAGKGT 

1H-7 CCTGTCAGTAACTRCAGGTGTCC 

1H-8 TTTTAAAAGGGGTCCAGTGT 

1H-9 CGTTCCTGGTATCCTGTCT 

1H-10 ATGAAGTTGTGGYTRAACTGG 

1H-11 TGTTGGGGCTKAAGTGGG 

 

表 3.4 第二轮轻链重链扩增引物 

Table 3.4 The second round of light chain and heavy chain amplification primers 

引物 上游引物（5’- 3’） 下游引物（5’- 3’） 

2-L GAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA TGGGAAGATGGATACAGTT 

2-H GGGAATTCGAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGG GCTCAGGGAARTAGCCCTTGAC 
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3.2.8 单克隆抗体 C1A 亚型鉴定 

使用抗体亚型检测试剂盒根据说明书对单克隆抗体进行亚型验证。 

3.3 结果 

3.3.1 小鼠血清效价检测 

小鼠三免后 14 d 采血，血清效价利用间接 ELISA 进行检测，结果如图 3.1

所示，PEDV S 蛋白特异性抗体效价为 1:64000 以上，对 3 号小鼠在细胞融合

前 3 d 进行加强免疫。 

 

图 3.1 ELISA 检测小鼠血清效价 

Figure 3.1 ELISA detection of serum titers in mouse 

3.3.2 细胞融合与亚克隆 

通过细胞融合，ELISA 和 IFA 共同筛选阳性孔，通过三次亚克隆，成功筛

选出来了一株分泌抗 PEDV S1 蛋白抗体的细胞株，命名为 C1A。 
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图 3.2 细胞融合第 14 d 

Figure 3.2 On the 14th day of cell fusion 

3.3.3 单克隆抗体 C1A 抗体纯化 

采集小鼠腹水后，对采集的腹水、纯化时流出液、洗脱液以及浓缩后的

C1A 进行 SDS-PAGE 鉴定，50 kDa 为抗体的重链，25 kDa 为。结果如图 3.3

所示，其中 1～4 分别是腹水、流出液、洗涤液和洗脱液。小鼠腹水中有大量

抗体，且部分 Protein G 结合，结合的抗体经洗脱后进行浓缩，得到纯度较好

的 C1A 抗体，用于后续的实验所用。 

 

图 3.3 单克隆抗体 C1A 的纯化结果 

Fig.3.3 Purification of monoclonal antibody C1A 
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3.3.4 Western blot 验证单克隆抗体 C1A 的特异性 

为进一步确定纯化的单克隆抗体 C1A 针对 PEDV S 蛋白，而不与其他病

毒蛋白反应，进行 Western blot 验证，结果 C1A 只与 PEDV 发生特异性反应，

且与 G1 型 PEDV 和 G2 型 PEDV 均反应，条带为 S 蛋白的大小，而与

PCV2、PRRSV、PoRV、PRV 以及 DMEM 培养基不发生反应，表明抗体 C1A

具有良好的特异性，如图 3.4 所示。 

 

 

图 3.4 单克隆抗体 C1A 的特异性结果 

Figure 3.4 The specificity of monoclonal antibody C1A  

3.3.5 IFA 验证单克隆抗体 C1A 的反应性 

为了进一步明确纯化的单克隆抗体的 C1A 的活性，通过 IFA 明确 C1A 与

G1 型 PEDV 和 G2 型 PEDV 的反应性，结果如 3.5 所示，与 NC 相比，CIA 能

够与 VERO 细胞中的 G1 型和 G2 型均发生反应，呈绿色，表明单克隆抗体

CIA 具有良好的反应性。 
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图 3.5 IFA 验证单克隆抗体的反应性 

Figure 3.5 IFA validation of monoclonal antibody reactivity 

 

3.3.6 单克隆抗体 C1A 识别 PEDV S1 蛋白表位初步鉴定 

首先对 PEDV S1 蛋白进行截短后诱导表达，截短的示意图如图 3.6A，共

分为 3 段，分别是（20～163 aa、154～296 aa 和 287～428 aa）。诱导表达后进

行 SDS-PAGE，结果如图 3.6B 所示，3 个截短体均成功表达；最后，通过

Western blot 明确 C1A 与这 3 个截短体蛋白的反应性，结果如图 3.6C 所示

C1A 抗体的识别区 PEDV S 蛋白的位于截短体 154～296 aa。 
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图 3.6 初次确定单克隆抗体 C1A 的识别区域 

Figure 3.6 Initial identified the C1A recognition region 

A：PEDV S1 蛋白截短示意图；B：SDS‑PAGE 鉴定截短体表达情况 C：Western blot 

鉴定 C1A 识别区 

A: Schematic diagram of the truncation of PEDV S1; B: SDS-PAGE identification of 

truncated proteins expression; C: Western blot identifies the C1A recognition region 

 

 

上述以鉴定单克隆抗体 C1A 识别的表位为 154～296 aa，为确定缩小 C1A

识别区域，在 154～296 aa 的基础上进行进一步截短，分为 4 个截短体，具体

如图 3.7A 所示。对 4 个截短体诱导表达后进行 SDS-PAGE，结果如图 3.7B 所

示，4 个截短体均成功表达；最后，通过 Western blot 明确 C1A 与这 4 个截短

体蛋白的反应性，结果如图 3.7C 所示 C1A 抗体的识别区 PEDV S 蛋白的位于

截短体 221～262 aa，具体的识别的氨基酸序列为：

GEDGISYQPCTANCIGYAANVFATEPNGHIPEGFSFNNWFLL。 

 



第三章 抗 PEDV S1 蛋白单克隆抗体的制备 

38 

 

图 3.7 单克隆抗体 C1A 的识别区域 

Figure 3.7 Identifies the C1A recognition region 

A：PEDV S1 蛋白截短示意图；B：SDS‑PAGE 鉴定截短体表达情况 C：Western blot 

鉴定 C1A 识别区 

A: Schematic diagram of the truncation of PEDV S1; B: SDS-PAGE identification of truncated 

proteins expression; C: Western blot identifies the C1A recognition region 

3.3.7 单克隆抗体可变区的测定 

为进一步明确单克隆抗体 C1A 的可变区，通过套式 PRC 以分泌 C1A 杂

交瘤细胞的 cDNA 为模板进行 C1A 抗体轻链和重链区域进行扩增。结果如图

3.8 所示，成功扩增出轻链和重链条带，大小与预期一致。 

 

图 3.8 RT-PCR 扩增单克隆抗体 C1A 的轻链重链 

Figure 3.8 RT-PCR amplification of the light and heavy chains of monoclonal antibody C1A 

A：重链可变区；B：轻链可变区 

A: Variable area of heavy chain; B: Light chain variable area 
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对上述扩增的C1A的重链和轻链的条带进行回收，再与pMD19-T载体进行

连接转化后，挑单菌落送至擎科生物科技股份公司进行测序，根据测序结果，

确定单克隆抗体C1A重链可变区的氨基酸序列和轻链可变区的氨基酸序列分别

为：

GEYCGRRLGFEVQLQESGAELVRPGVSVKISCKGSGYTFTDYAMHWVKQSH

AKSLEWIGVISPYHGYTSYNQKFKGKATMTVDKSSSTAYMELARLTSEDSAI

YFCARGWVDYWGQGTTLTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLV

KGYFPEQSLEDPRVPSSNS； 

单克隆抗体轻链可变区的氨基酸序列为： 

MTMITNSSSVPGDPLEIDIVLTQSPASLAVSLGQRATISYRASKSVSTSGYSY

MHWNQQKPGQPPRLLIYLVSNLESGVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAA

TYYCQHIRELTRSEGGPSWK。 

进一步将 C1A 的序列与抗体基因库(IMGT)进行对比分析，其重链和轻链

可变区的互补决定簇(CDR)序列如表 3.5 所示。 

表 3.5 抗体可变区序列 

Table 3.5 Antibody variable region sequences 

 CDR1 CDR2 CDR3 

重链可变区 DYAMH VISPYHGYTSYNQKFKG GWVDYWGQG 

轻链可变区 HMYSYGSTSVSKSAR SELNSVL LVIDIELPD 

3.3.8 单克隆抗体 C1A 亚型鉴定结果 

根据抗体亚型鉴定试剂盒测得单克隆抗体 C1A 重链为 IgG1 型，轻链为 κ

链，如图 3.9 所示。 

 

图 3.9 单克隆抗体 C1A 亚型鉴定 

Figure 3.9 Identification of C1A isoform of monoclonal antibody 
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3.4 讨论 

单克隆抗体的大量制备源自于 1975 年细胞融合技术的出现[157]，杂交瘤细

胞的无线增值特性并且不断产生特异性抗体给生活带来了巨大的便利，特别是

单克隆抗体运用于疾病的治疗以及诊断等方面[158]。单克隆抗体的制备，这一

流程看似简单，但是时间跨度很长，且具有连续性，中间的每一个环节都不能

出现问题，特别是细胞融合与亚克隆时，在这些操作的过程中十分注意细胞污

染的发生，应该在实验前的准备，以及操作过程中都要十分的规范。 

在进行第一次亚克隆时，如果不在 ELISA 和 IFA 实验之前对融合细胞进

行换液，则会出现很高的阳性率，但是这种结果往往是错误的，原因是所添加

的 HAT 并不能杀死脾细胞，但脾细胞不是永生化细胞，大概一周左右就会自

己死亡，在这之前，脾细胞仍会分泌抗体，所以会造成假阳性的出现，因此细

胞换液很重要。同时在进行亚克隆的过程中，可以初步的实验，所选择的阳性

孔是否能够建立阻断 ELISA 方法，在初期筛选时就进行了筛选有阻断效果的

细胞株，可以极大的提高了所想要建立方法的成功率。当然，此法也可以用于

筛选具有能够分泌中和抗体的细胞株，可以为实验提供更高的成功率，相对的

就是工作强度比较大，要合理的规划时间。在制备腹水时，要及时观察小鼠的

状态，因为小鼠可能会突然死亡，要有一个准确的判断，对腹水准确及时采集

很有必要。所制备的 C1A 抗体纯化后，对抗体的生物学特性检测发现抗体的

特异性良好，可以为后续制备双抗体夹心 ELISA 检测试剂盒提供生物原材

料。在对单克隆抗体进行截短表达测抗体识别区的结果中发现[159]，与现阶段

所报道的 PEDV 序列对比，单克隆抗体识别的区域在所有的序列中都是变异较

少发生的点，目前与本实验室保存的各种亚型的毒株都有反应，需要对抗体识

别区域进一步的缩短，以最终测得单克隆抗体的抗原表位，看是否与报道的表

位重复，由于时间原因，进行表位截短的工作时间比较长，有时不容易表达出

来，所以只能先完成毕业论文，再继续进行截短，并为检测试剂盒的研发提供

依据。 
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3.5 本章小结  

本章研究成功获得了一株抗 PEDV S1 蛋白的单克隆抗体（C1A），鉴定出

其抗体重链可变区和轻链可变区的序列，并鉴定出了 C1A 识别的抗原区域为

PEDV S1 蛋白的 221-262 aa。 
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第四章 双抗夹心 ELISA 方法的建立及优化 

ELISA 检测方法是一种常见的检测方法，其操作简单、灵敏度高以及特异

性好常被开发应用于各种病原或抗体的检测。其中 DAS-ELIAS 常被应用于样

品中抗原的检测，其主要操作步骤是：添加待检样品与酶标孔，让抗原被抗体

捕获，再加入不同结合表位的抗体进行检测，最终形成了捕获抗体-抗原-检测

抗体复合物，当检测抗体标记了 HRP 后，就可以加入 TMB 进行显色，来确定

是否有抗原的存在。本试验以 C1A 进行包被，以标记 HRP 的 5F2 进行检测，

建立了 DAS-ELISA 检测方法。该方法特异性良好，灵敏度高，有望可以用于

临床诊断。 

4.1 试验材料  

4.1.1 主要试剂 

高糖 DMEM 和 PBS 购自上海源培生物科技股份有限公司；TMB 显色液

购自苏州博奥龙科技公司；吐温 20 和 ELISA 终止液均购自北京索莱宝科技有

限公司；HRP 标记抗体试剂盒购自武汉三鹰生物技术有限公司；抗 PEDV M

蛋白的单克隆抗体命名为 5F2 由本实验室制备储存。 

4.1.2 主要仪器 

超净工作台购自苏净安泰；-40℃冰箱购自冰山松洋生物科技有限公司； 

37℃恒温培养箱与-20℃冰箱均购自赛默飞世尔仪器有限公司；旋涡混匀仪购

自上海珂淮仪器有限公司；各规格单通道移液器购自德国 Eppendorf 公司，12

孔排枪购自梅特勒托利多国际有限公司。 
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4.2 试验方法 

4.2.1 HRP 标记抗体 

对建立 DAS-ELISA 方法所用的针对 PEDV M 蛋白的单克隆抗体 5F2 进行

HRP（HRP-5F2）后作为检测抗体，具体操作方法为：首先将 HRP 标记试剂

盒在冰箱取出恢复至室温。室温平衡 30 min 后，充分混匀试剂盒中的反应液

和终止液。然后取出要标记的抗体，一般来说抗体初始的最佳浓度为 2 

mg/mL。抗体解冻后，在每 10 μL 抗体中加入 1 μL 启动液，充分混匀，再将

其加入到 HPR 的管中吹打混匀，室温放置 3 h。结束后以同样体积启动液的量

加入终止液，室温放置 1 h，结束后加入等体积的甘油保护液，再进行分装到

PCR 管中，每管 10 μL，最后放置-20℃冰箱长期保存。 

4.2.2 双抗夹心 ELISA 方法的优化 

4.2.2.1 最适包被抗体与检测抗体浓度的确定 

利用棋盘滴定法确定 DAS-ELISA 的最适的捕获抗体 C1A 包被浓度与检测

抗体 HRP-5F2 稀释度。包被抗体 C1A 初始浓度为 2 mg/mL，将其按照

1:500，1:1000，1:2000 和 1:4000 梯度稀释后，于 96 孔 ELISA 板中每孔加入

100 μL 进行包被，37℃孵育 2 h；使用 PBS’T 清洗 3 遍，每孔 200 μL，拍干后

加入 5%的脱脂奶粉 100 μL/孔，37℃封闭 2 h；上述洗涤方法，再每孔加入

PEDV 病毒液 100 μL 的 PEDV 病毒液，对照孔加入 DMEM 培养基，37℃反应

1 h；洗涤后，每个包被梯度分别加入 100、200、400、800 和 1600 倍稀释的

HPR-5F2 抗体， 100 μL/孔，37℃反应 1 h；上述洗涤方法，再加入 TMB 显色

液 50 μL/孔，37℃避光 12 min；加入等体积的终止液，酶标仪上读 OD450nm

值，确定最佳包被抗体 C1A 与 HRP-5F2 检测抗体稀释度。 

4.2.2.2 抗体最佳包被时间的优化 

共设置五个试验组，分别为 C1A 抗体 37℃包被 2 h 后 4℃过夜、37℃包

被 1 h 后 4℃过夜、4℃包被过夜、37℃包被 1 h 和 37℃包被 2 h。包被结束

后，DAS-ELISA 步骤参照 4.2.2.1 方法，根据最终的 P/N 值确定最佳的封闭液
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与封闭的时间。 

4.2.2.3 最佳封闭液的选择和封闭时间的优化 

为选择最佳的封闭液以及确定最佳封闭时间，将捕获抗体 C1A 按照上述

最佳包被条件进行包被后，设置以下几组变量：（1.5%、3%及 5%）BSA、

（1.5%、3%和 5%）脱脂奶粉；在此基础上设置以下时间梯度：37℃封闭 1 h

后 4℃过夜、4℃封闭过夜、37℃封闭 2 h、37℃封闭 1 h。随后 DAS-ELISA 步

骤参照 4.2.2.1 方法，根据最终的 P/N 值确定最佳的封闭液与封闭的时间。 

4.2.2.4 样品作用时间的优化 

按照上述优化后的反应条件，进一步对检测样品孵育时间进行优化。共设

置五个梯度：分别于 37℃孵育 150 min、120 min、90 min、60 min 和 30 min。

其余 DAS-ELISA 方法的步骤与 4.2.2.1 方法一致，显色后根据 P/N 值确定待测

样品最佳的作用时间。 

4.2.2.5 检测抗体 HRP-5F2 孵育时间的优化 

依据上述优化后的反应条件，进一步检测抗体 HRP-5F2 孵育时间进行优

化。检测抗体 HRP-5F2 按照以下时间梯度进行孵育：分别于 37℃条件下孵育

120 min、90 min、60 min 和 30 min。后续步骤与 4.2.2.1 方法一致，显色后根

据 P/N 值确定检测抗体 HRP-5F2 的最佳作用时间。 

4.2.2.6 DSA-ELISA 临界值的确定 

采集 32 份经 RT-PCR 检测为 PEDV 阴性的仔猪肛式子，每份加入 1 mL 的

PBS 进行稀释。随后使用涡旋仪充分混匀，静置 10 min 后，每管吸取 300 μL

液体，3000 rpm 离心 10 min，吸取上清液作为待检样品。利用上述优化后的

DAS-ELISA 反应条件，对 40 份肛拭子样品进行检测，测定其 OD450nm，计算

出所检阴性肛式子的平均值（x̅）和标准差（SD），临界值=x̅+3×SD，当所测

样品的 OD450nm≥ 临界值时，判断为 PEDV 抗原阳性，反之则为 PEDV 抗原阴

性。 

4.2.2.7 DSA-ELISA 灵敏性实验 

使用无血清的 DMEM 对 PEDV 病毒液从 1:2 依次倍比稀释至 1:2048 倍，
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同时以 DMEM 培养基作为阴性对照。依据上述优化的 DAS-ELISA 对不同稀

释度的病毒液进行检测。 

4.2.2.8 DSA-ELISA 特异性实验 

利用上述建立的 DAS-ELISA 方法分别对 PCV2、PRRSV、PoRV、PRV、

PEDV 以及 DMEM，从而确定 DAS-ELISA 方法的特异性。 

4.2.2.9 DSA-ELISA 重复性实验 

测试板内变异系数的试验：使用 4 个不同批次扩繁的 PEDV 培养物作为检

测样品，DMEM 培养基为阴性对照，每组设计 3 个重复，按照上述建立的

DAS-ELISA 进行检测，计算变异系数。 

测试板间变异系数的试验：使用同一批的病毒液作为检测样品，DMEM

培养基为阴性对照，每个样品做 3 个重复，用 6 个不同批次的酶标版进行试

验，按照上述建立的 DAS-ELISA 进行检测计算变异系数。 

4.2.2.10 DSA-ELISA 对临床样品的检测 

对由本实验室保存的 PEDV 攻毒实验所采集的包含对照组与攻毒组的共

64 份肛拭子样品，每份样品加入 1 mL 无血清 DMEM 充分震荡溶解，随后每

管样品吸取 400 μL 悬液，3000 rpm 条件下离心 5 min，吸取 300 μL 上清提取

RNA。提取 RNA 后，对样品进行反转录，通过使用国标引物进行 PCR 检测，

判断样品的阴阳性。同时，对上述溶解后的肛拭子样，每管吸出 200 μL 样品

悬液，同样的离心方法，再吸取 100 μL 上清作为待检样品。最后，使用上述

建立的 DAS-ELISA 方法对待检样品进行检测，判断阴阳性，并与 RT-PCR 结

果进行对比，验证其符合率。 
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4.3 结果 

4.3.1 DAS-ELISA 各反应条件的优化结果 

4.3.1.1 最适包被抗体与检测抗体浓度的确定 

利用棋盘滴定法确定 DAS-ELISA 的最适的捕获抗体 C1A 包被浓度与检测

抗体 HRP-5F2。根据检测结果，选择 P/N 值相对比较大的且阴性样品的

OD450nm 相对较小的作为本试验捕获抗体 C1A 包被浓度与检测抗体 HRP-5F2

的最佳条件。结果如表 4.1 和图 4.1 所示，C1A 单克隆抗体最佳包被浓度为

1:800，250 ng/孔，HRP-5F2 的最佳稀释浓度为 1:500（浓度为 2.5 μg/mL）。 

表 4.1 C1A 抗体最佳包被浓度与 HRP-5F2 标记抗体稀释度 

Table 4.1 Optimal C1A antibody coating concentration and HRP-5F2 antibody dilution 

HRP-5F2 

C1A单抗稀释度 

1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 

阳性1:500 1.403 1.665 1.678 1.72 1.27 1.799 

阳性1:1000 0.693 0.823 0.823 0.797 0.968 0.877 

阳性1:2000 0.566 0.472 0.472 0.475 0.493 0.551 

阳性1:4000 0.367 0.285 0.285 0.281 0.427 0.31 

阴性1:500 0.436 0.272 0.272 0.283 0.226 0.266 

阴性1:1000 0.205 0.2 0.2 0.173 0.188 0.164 

阴性1:2000 0.224 0.122 0.122 0.112 0.116 0.099 

阴性1:5000 0.111 0.101 0.101 0.106 0.089 0.069 

 

图 4.1 C1A 抗体最佳包被浓度与 HRP-5F2 标记抗体稀释度 

Figure 4.1 Optimal C1A antibody coating concentration and HRP-5F2 antibody dilution 
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4.3.1.2 捕获抗体 C1A 最佳包被时间的优化 

将捕获抗体 C1A 按照不同的包被时间进行包被，如表 4.2 所示，当 P/N

最大时，所对应的包被时间为 37℃包被 1 h，然后 4℃封闭过夜，选此条件进

行后续试验。 

表 4.2 最佳包被时间的优化 

Table 4.2 Optimization of optimal coating time 

包被时间 37℃ 2h 4℃过夜 37℃ 1h 4℃过夜 4℃过夜 37℃ 1 h 37℃ 2 h 

阳性对照 0.869 0.839 0.806 0.857 0.946 

阴性对照 0.287 0.106 0.123 0.115 0.137 

P/N 3.03 7.92 6.55 7.45 6.91 

4.3.1.3 最佳封闭液的选择和封闭时间的优化 

在分别使用 BSA 和脱脂奶粉作为封闭液并封闭不同时间的结果如表 4.3

所示和图 4.2 所示，使用 5%BSA，37℃封闭 2 h 分别为最佳封闭液的选择和封

闭时间。 

表 4.3 封闭条件的优化结果 

Table 4.3 Optimization results for closed conditions 

封闭时间 

封闭液 

1.5% BSA 3% BSA 5% BSA 
1.5%脱

脂奶粉 

3%脱脂

奶粉 

5%脱脂

奶粉 

37℃ 1 h+4℃过夜阳性 1.17 1.11 1.05 1.01 0.95 0.90 

4℃过夜阳性 1.05 1.08 1.15 0.91 0.91 0.92 

37℃ 2 h阳性 1.14 1.29 1.32 0.99 0.78 0.74 

37℃ 1 h阳性 1.22 1.16 1.32 0.86 0.77 0.93 

37℃ 1 h+4℃过夜阴性 0.21 0.2 0.19 0.19 0.17 0.19 

4℃过夜阴性 0.19 0.27 0.23 0.26 0.33 0.37 

37℃ 2 h阴性 0.19 0.14 0.15 0.38 0.33 0.29 

37℃ 1 h阴性 0.16 0.25 0.32 0.35 0.36 0.23 
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图 4.2 最适封闭条件的确定 

Fig 4.2 Determination of the most suitable Closed conditions 

4.3.1.4 样品最佳孵育时间的确定 

在上述 DAS-ELISA 优化条件的基础上，进行待检样品孵育时间的优化，

结果如表 4.4 所示，当 P/N 最大时，所对应的反应时间为 37℃孵育 120 min。

因此，37℃孵育 120 min 为样品最佳孵育时间。 

表 4.4 样品孵育时间的确定 

Table 4.4 Determination of sample incubation time  

样品作用时间 150 min 120 min 90 min 60 min 30 min 

阳性对照 1.48 1.31 1.18 1.06 0.91 

阴性对照 0.12 0.10 0.10 0.12 0.13 

P/N 11.9 13.1 11 8.57 6.79 

4.3.1.5 HRP-5F2 孵育时间的确定 

在以上条件的基础上，进行 HRP-5F2 作用时间的优化，结果如表 4.5 所

示，当 P/N 最大时，为 37℃孵育 30 min，此为 HRP-5F2 孵育的最佳时间。 

 

 

表 4.5 HRP-5F2 标记抗体作用时间的确定 

Table 4.5 The identification of reaction time about HRP-5F2 

HRP-5F2 作用时间 120 min 90 min 60 min 30 min 

阳性对照 3.14 3.01 3.07 2.81 

阳性对照 0.47 0.45 0.32 0.22 

P/N 6.71 6.67 9.62 12.66 
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4.3.2 DAS-ELISA 临界值的确定 

使用经 RT-PCR 鉴定为阴性的猪肛拭子共 32 份，使用优化后的双抗体夹

心 ELISA 方法进行检测，根据结果计算出 OD450nm 的平均值平均值（x̅）为

0.202 ，标准差 (SD) 为 0.074 ，临界值的结果为 x̅+3×SD=0.424 。即当

P/N≥2.1，且样本 OD450nm≥0.424 时，判断为阳性，反之则为阴性。 

4.3.3 DAS-ELISA 的灵敏性测定 

进一步对所建立的 DAS-ELISA 的灵敏性进行测定，样品为 PEDV 病毒液

（1×106 TCID50/mL）。结果如图 4.3 所示，当 PEDV 病毒液以 1:512 稀释时，

OD450nm 值为 0.491，大于 0.424，且 P/N 值≥2.1，在进行 1:1024 稀释时检测结

果为阴性。因此，所以本方法最低病毒检测量为 1.953×103 TCID50/mL。 

 

图 4.3 DAS-ELISA 的灵敏性 

Figure 4.3 Sensitivity of DAS-ELISA 

4.3.4 DAS-ELISA 的特异性 

进一步对所建立的 DAS-ELISA 的特异性进行测定，对 PEDV、PCV2、

PRRS、PoRV、PRV 和 DMEM 培养基进行检测，结果如图 4.4 所示，对于

PCV2、PRRS、PoRV 和 PRV 病毒液的检测结果大于 0.424，且 P/N 值≥2.1，

结果为阴性。而 PEDV 病毒液检测为阳性，表明 DAS-ELISA 的特异性良好。 
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图 4.4 DAS-ELISA 的特异性 

Figure 4.4 Specificity of DAS-ELISA  

4.3.5 DAS-ELISA 的重复性 

板内重复性：使用同一批的包被板检测不同批次的 PEDV 毒株和 DMEM

培养基各 4 份，每份样品做 3 次重复，结果显示批内变异系数为 0.2%～

12.2%，说明批内重复性良好（见表 4.8） 

表 4.8 板内重复性试验结果 

Table 4.8 Results of intraplate repeatability 

样品 OD450nm x̅ SD CV(%) 

阳性 1 3.225 3.059 3.045 3.11 0.0818 2.6% 

阳性 2 3.236 3.10 3.091 3.14 0.0663 2.1% 

阳性 3 3.092 2.882 3.065 3.01 0.0933 3.1% 

阳性 4 3.067 3.046 3.062 3.06 0.0089 0.2% 

阴性 1 0.224 0.220 0.250 0.23 0.0133 5.7% 

阴性 2 0.209 0.207 0.267 0.23 0.0278 12.2% 

阴性 3 0.213 0.216 0.237 0.22 0.0107 4.8% 

阴性 4 0.213 0.222 0.246 0.23 0.2220 6.1% 

板间重复性：使用不同包被批次的抗体包被板检测同一批 PEDV 病毒液，

分别在 4 个板子上进行双抗体夹心 ELISA 检测，结果板间变异系数为 0.7%～

5.2%（见表 4.9），表明板间重复性良好。以上结果表明该方法具有良好的重复

性。 
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表 4.9 板间重复性试验结果 

Table 4.9 Results of inter-plate repeatability experiments 

样品 板1 板2 板3 板4 x SD CV(%) 

阳性1 3.196 3.205 3.096 3.082 3.145 0.056 1.8% 

阳性2 3.006 3.039 2.901 2.995 2.986 0.051 1.7% 

阳性3 3.031 3.058 3.038 2.998 3.031 0.022 0.7% 

阳性4 3.104 3.043 3.045 2.977 3.042 0.045 1.5% 

阴性1 0.215 0.222 0.247 0.226 0.228 0.012 5.2% 

阴性2 0.226 0.213 0.216 0.219 0.219 0.005 2.2% 

阴性3 0.222 0.211 0.213 0.218 0.216 0.004 2.0% 

阴性4 0.251 0.268 0.237 0.236 0.258 0.013 5.2% 

4.3.6 DAS-ELISA 临床样品的检测 

用所建立的 DAS-ELISA 共检测临床肛拭子样品 64 份，结果如表 4.10 所

示，利用 RT-PCR 检测，其中阳性样品 40 份，其余为阴性；通过使用 DAS-

ELISA 检测，阳性样品 38 份，阴性样品数 26 份。与 RT-PCR 进行对比，阳性

符合率为 95%。 

 

表 4.10 DAS-ELISA 和 RT-PCR 检测结果比较 

Table 4.10 Comparison of DAS-ELISA and RT-PCR results 

DAS-ELISA 
RT-PCR 

总数 符合率（%） 
阳性样品数 阴性样品数 

阳性样品数 38 0 38 

95% 阴性样品数 2 24 26 

总共 40 24 64 

 

4.4 讨论 

PEDV 在临床表现上主要以仔猪腹泻为主，但是与其它肠道性疾病，如

TGEV 和 PRoV 的临床症状十分相似，通过症状难以在临床上直接进行鉴别诊
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断。可使用 RT-PCR 方法进行诊断，且灵敏度很高，但是缺陷是不能现场诊

断，而且还需要操作人员有一定的实验基础以及对设备有较高的要求[160]，所

以很难进行普及。而 ELISA 检测方法是适用于推广的检测方法，它操作简

单，不需要专业人员，并可在简短的时间内对大批量的样品进行检测，ELISA

检测方法的种类直接 ELISA、间接 ELISA[162]、双抗体夹心 ELISA 和竞争

ELISA[161]。但目前市面上用于检测 PEDV 抗原的双抗夹心 ELISA 试剂盒较

少，且多是用同一抗原的抗体用作捕获抗体和检测抗，且抗原检测通常为 N

蛋白，N 蛋白作为病毒核衣壳蛋白被包围在病毒囊膜内部[63]，这使得 N 蛋白

抗体无法直接与结合，只有暴漏出来的 N 蛋白或者游离的 N 蛋白能被检测到

而完整病毒粒子很大程度无法被此种类型试剂盒检测到，对结果的诊断有一定

程度偏差。本实验建立的 DAS-ELISA 使用了抗 PEDV M 蛋白和抗 PEDV S 蛋

白的单克隆抗体，S 蛋白是病毒纤突蛋白是诱导机体产生中和抗体的主要蛋

白，其存在多个抗原表位，一方面其免疫原性强，可以更好的同抗体结合；另

一方面因为 S 和 M 蛋白都位于细胞表面，这有利于其直接与相应抗体结合，

游离蛋白和完整病毒粒子都能被有效检测，结果更有可信度。此方法操作简单

常温孵育亦可进行检测，而后使用 HRP 标记的抗体作用一段时间后，进行显

色，即使没有酶标仪，也可通过肉眼观察进行初步的判断，这也降低了工作的

成本。本实验与 RT-PCR 方法进行比较的原因是因为 RT-PCR 符合国际标准，

为国际中规定可以使用的标准鉴定方法，具有权威性。本研究提供的检测方法

操作简单、检测时间短以及结果可靠为临床中提供了 PEDV 抗原诊断的有效手

段。 

本试验建立的 ELISA 方法还有很大的提升空间，对于临床样品的检测，

需要继续优化检测温度、检测时间，同时也需要加大样本量，以尽一步提高方

法的准确性和权威性。在建立 ELISA 检测方法时，很多细节需要格外注意，

比如在洗板时，为了避免交叉污染，所用的枪头尽可能悬空加入 PBS’T，加完

后在平面上用手轻微震动一段时间。为了洗涤更加充分，要尽可能将洗涤液拍

干吸水纸要及时更换，以避免样品在吸水纸上拍打时造成污染。在进行 TMB

显色的过程中，要避光进行，且要对 TMB 显色液进行分装，避免造成大批量

的污染，而使结果不可信和大量浪费。对制备好的 ELISA 板进行抽真空处理
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后，同实验室的做过试验，发现可在 4℃保存一年以上，不仅保证产品研发的

效率，同时也能让同时间制备的原材料的利用率提高。 

4.5 本章小结 

本章基于 PEDV S1 蛋白单克隆抗体 C1A 建立了一种特异性强、重复性好

且准确率高的用于检测 PEDV 抗原的 DAS-ELISA 方法，为临床检测 PEDV 感

染提供了有力工具。 
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全 文 总 结 

1、 PEDV S1 蛋白的表达与纯化。 

首先构建 pET-28a-S1 载体，通过原核表达系统表达 PEDV S1 蛋白，对蛋

白进行纯化、透析、浓缩，最终获得纯度良好浓度为 0.5 mg/mL PEDV S1

蛋白。 

2、 抗 PEDV S1 蛋白单克隆抗体的制备。 

将制备的 PEDV S1 蛋白免疫小鼠，通过细胞融合、亚克隆技术成功获得了

能分泌抗 PEDV S 蛋白单克隆抗体的单克隆细胞株，经腹水纯化，验证了

该单克隆抗体的生物学活性良好，并初步判断了该单克隆抗体的识别区域

为 221～262 aa。 

3、 双抗体夹心 ELISA 检测方法的建立。 

基于单克隆抗体 C1A 所建立了一种特异性强、重复性好且准确率高的

PEDV 双抗体夹心 ELISA 方法，可用于临床 PEDV 抗原检测。
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