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I 

摘 要 

 猪圆环病毒 2 型(Porcine circovirus type 2, PCV2)感染会引起机体免疫功能紊乱、免疫抑制，

多种病原继发感染和混合感染，给养猪业造成极大的损失。PCV2 持续性感染导致猪群的血清抗

体阳性率居高不下，接种疫苗产生的抗体与自然感染产生的抗体无法有效区分，这是目前疫苗免

疫防控面临的最大挑战。鉴于此，本研究通过监测猪群中 IgG 和 IgM 抗体的动态变化规律，发现

PCV2 特异性 IgM 抗体的存在时间和存在状态在区分疫苗免疫和病毒感染方面发挥重要作用，基

于此，分别建立了基于 SPG 的检测 PCV2 IgG 抗体的捕获 ELISA 和以抗猪 IgM 多抗为捕获抗原

的检测 PCV2 IgM 抗体的捕获 ELISA 方法，综合两种抗体诊断方法的判定结果可为判断猪群感染

状态和疫苗接种时机提供科学指导。研究内容可分为以下三个部分： 

1. 分析 PCV2 感染和免疫后猪群产生的 IgG 和 IgM 抗体消长规律 

利用 PCV2 商品化灭活疫苗和细胞分离毒株分别免疫和感染抗体阴性猪，接种后定期采集外

周血并分离血清，进口试剂盒 INGEZIM IgG/IgM Kit 检测血清样品。通过监测抗体的消长变化，

发现免疫和感染后 IgM 抗体首先产生，随后转变为 IgG 抗体，且持续存在；人工感染 PCV2 细胞

毒产生的 IgM 存在时间为 20-30 d，自然感染（感染组的阳性对照）产生的 IgM 持续 55 d，而接

种灭活疫苗的免疫组 IgM 的存在时间不超过 14 d。PCV2 IgM 抗体产生特点可以优化免疫程序，

区分病毒感染和疫苗免疫，首先免疫前应该避开 IgM 抗体阳性期；免疫后若 IgM 抗体变为阴性，

在下次接种疫苗之前若检测结果为阳性，那么必定出现了新一轮的 PCV2 感染，此时不建议追加

免疫。 

2. 基于 SPG 建立检测 PCV2 IgG 的捕获 ELISA 

通过比较 SPA、SPG 和 PPL 三种免疫球蛋白结合蛋白作为捕获抗原、HRP 标记的 PCV2 Cap

作为二抗的捕获法 ELISA，确定 SPG 为包被抗原，优化反应条件，绘制 ROC 曲线确定临界值

(cut-off point, cut-off 值)为 0.61，此时对应的敏感性和特异性分别为 93.9%和 90.3%。187 例临床

样本的检测结果显示，该方法与商业化的 INGEZIM Circovirus IgG Kit 的总符合率为 96.23%。 

3. 建立捕获 ELISA 检测 PCV2 IgM 抗体 

以兔抗猪 native IgM 高免血清做包被抗原，HRP 标记的 R2346 作为二抗，建立检测猪抗 PCV2 

IgM 抗体的 ELISA 方法。优化该方法的最佳反应条件后，绘制 ROC 曲线判定 cut-off 值为 0.492，

对应的敏感性和特异性分别为 96.7%和 97.2%；检测田间血清样品 IgM 与 INGEZIM IgM Kit 试剂

盒符合率为 92.7%。 

本研究分别建立检测 PCV2 IgG 和 IgM 抗体的捕获 ELISA，为优化疫苗免疫程序、PCV2 的

早期快速诊断和区分病毒感染和疫苗免疫提供了简单有效的途径，为进一步控制 PCV2 在猪场中

的流行传播提供了可靠依据。 

  

关键词：猪圆环病毒 2 型，免疫球蛋白 G，免疫球蛋白 M，酶联免疫吸附试验，感染和免疫 
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Abstract 

Infection with porcine circovirus type 2 (PCV2) causes immune dysfunction and 

immunosuppression in the body, resulting in secondary and mixed infections with other pathogens and 

occurrence of diseases,which give great losses to swine industry. PCV2 persistent infection caused a 

high positive rate of serum antibodies in pigs, and the antibodies produced by vaccination could not be 

effectively distinguished from those produced by natural infection. It has became the current biggest 

challenge of vaccine immunization prevention and control. In view of this, it was found that the 

existence time and state of PCV2 specific IgM antibodies play an important role in distinguishing 

vaccine immunity from viral infection by monitoring the dynamic changes of IgG and IgM antibodies in 

pigs. Based on this, the capture ELISA method for detecting PCV2 IgG antibody based on SPG and the 

capture ELISA method for detecting PCV2 IgM antibody with anti-pig IgM polyantibody as capture 

antigen were established, respectively. The diagnosis results of the two antibody detection methods can 

provide scientific guidance for judging the status of swine infection and the timing of vaccination. The 

content of the study can be divided into the following three parts: 

1. To analyze the regularity of IgG and IgM antibody growth and decline after PCV2 infection 

and immunization in pigs  

We used PCV2 commercial inactivated vaccine and cell-isolated virus to immunize and infect 

antibody-negative pigs respectively, and collected peripheral blood and separated serum regularly after 

inoculation. The commercial INGEZIM IgG/IgM Kit was used to detect the serum samples. By 

monitoring the dynamic changes of the antibodies, it was found that the IgM antibody was first 

produced after immunization and infection, then transformed into IgG antibody and persisted for a long 

time.The duration of IgM produced by PCV2 cytotoxicity after artificial infection lasted for 20-30 d, 

and the duration of IgM produced by natural infection (positive control of the infection group) existed 

for 55 d, while the duration of IgM in the immune group inoculated with inactivated vaccine was less 

than 14 d. PCV2 IgM antibody production characteristics can optimize the immune process and 

distinguish between virus infection and vaccine immunity. The first immune should avoid IgM antibody 

positive phase. After 7-14 d, the IgM antibody becomes negative after immunization. If the test result is 

positive before the next vaccination, then a new round of PCV2 infection must occur, and additional 

immunization is not recommended at this time. 

2. A capture method for detection of PCV2 IgG based on SPG ELISA was established  

By comparing three immunoglobulin binding proteins SPA,SPG and PPL as capture antigens, and 

HRP labeled PCV2 Cap as the second antibody, it was determined that SPG was the optimal coated 

antigen. After the reaction conditions were optimized, the cut-off value of ROC curve was 0.61, when 

the sensitivity and specificity were 93.9% and 90.3%, respectively. The total coincidence rate between 

this method and commercial INGEZIM Circovirus IgG Kit was 96.23%.  

3. A capture method for detection of PCV2 IgM antibody was established  



 

III 

By using anti-porcine native IgM polyantibody as coating antigen and HRP-labeled R2346 as 

secondary antibody, a ELISA method was established for detection of IgM antibody against PCV2. 

After optimizing the optimal reaction conditions, the ROC curve was used to determine the cut-off 

value of 0.492, the corresponding sensitivity and specificity were 96.7% and 97.2%, respectively, and 

the coincidence rate between IgM and INGEZIM IgM Kit kit was 92.7%. 

In this study, the capture ELISAs for detection of pcv2 IgG and IgM antibodies were established. It 

provide a simple and effective way to optimization of vaccine immunization procedures, early rapid 

diagnosis of PCV2 and distinction between viral infection and vaccine immunization., which lay the 

reliable basis for further control of the spread of PCV2 in pig farms. 

Key words: Porcine circovirus type 2, IgG, IgM, ELISA, Infection and immunization 
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英文缩略表 

英文缩写 英文全称 中文名称 

aa Amino acid 氨基酸 

APE Acute pulmonary edema 急性肺水肿 

bp Base pair 碱基对 

BVDV Bovine viral diarrhea virus 牛病毒性腹泻病毒 

CSFV Classical swine fever virus 猪瘟病毒 

cut-off 值 cut-off point 临界值 

DC Dendritic cells 树突状细胞 

DMEM Dulbecco，s modified eagle medium 一种细胞培养基 

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验 

h Hour 小时 

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

IFA Indirect fluorescent antibody assay 间接免疫荧光试验 

IFN Interferon  干扰素 

Ig Immunoglobulin 免疫球蛋白 

IgG Immunoglobulin G 免疫球蛋白 G 

IgM Immunoglobulin M 免疫球蛋白 M 

IL Interleukin  白细胞介素 

kDa Kilodalton 千道尔顿 

L Liter 升 

LAMP Loop mediated isothermal amplification 环介导等温扩增 PCR 

mg Milligram 毫克 

min Minute 分钟 

mL Milliliter 毫升 

NF-κB Nuclear factor-κB 核因子 κB 

nt Nucleotides 核苷酸 

OD Optical density 光密度 

ORF Open reading frames 开放阅读框 

PBS Phosphate buffer saline 磷酸盐缓冲液 

PCV Porcine circovirus type  猪圆环病毒 

PCVAD PCV-associated diseases 猪圆环病毒相关疾病 
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英文缩写 英文全称 中文名称 

PEDV Porcine epidemic diarrhea virus 猪流行性腹泻 

PK-15 Pig kidney-15 猪肾细胞 

PMWS Postweaning multisystemic wasting syndrome  断奶仔猪多系统衰竭综合征 

PPV Porcine parvovirus 猪细小病毒 

PRDC Porcine respiratory disease complex 猪呼吸道综合征 

PRFD Porcine reproductive failure 猪繁殖障碍 

PRRSV Porcine reproductive and respiratory syndrome 

virus  
猪繁殖与呼吸综合症病毒 

PRV Porcine pseudorabies virus 猪伪狂犬病病毒 

qPCR Quantitative PCR 定量 PCR 

RFLP Restriction fragment length polymorphism  限制性片段长度多态性 

rpm Rotation per minute 每分转速 

s Second 秒 

SIV Swine influenza virus 猪流感病毒 

TLR Toll-like receptors Toll 样受体 

TMB 3,3，,5,5，-tetramethylbenzidine 四甲基联苯胺 

TNF Tumor necrosis factor  肿瘤坏死因子 

μg Microgram 微克 

μL Microliter 微升 
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第一章  引 言 

1.1 猪圆环病毒 2 型概述 

猪圆环病毒 2 型(porcine circovirus type 2, PCV2)是迄今发现最小的感染哺乳动物的 DNA 病

毒，核酸的变异速度可达 1.2×10-3 位点/年(Firth et al., 2009)，导致流行特点不断出现新的变化，

成为危害养猪业健康发展的重要病原之一。PCV2 感染与断奶仔猪多系统衰竭综合征(postweaning 

multisystemic wasting syndrome, PMWS)、猪皮炎与肾病综合征(porcine dermatitis and nephropathy 

syndrome, PDNS)、猪呼吸道综合征(porcine respiratory disease complex, PRDC)、繁殖障碍(porcine 

reproductive failure, PRFD)和急性肺水肿(acute pulmonary edema, APE)等疾病的发生密切相关

(Gillespie et al., 2009;Harms et al., 2001)，因此这些疾病称为猪圆环病毒相关疾病 (PCV-associated 

diseases, PCVAD)。PCV2 主要感染 5-12 周龄的断奶仔猪，而其中又以 6-8 周龄的仔猪最为易感，

发病动物主要表现为体重减轻、呼吸功能障碍、腹股沟浅淋巴结肿大、腹泻、淋巴细胞快速减少

等临床症状(Vigre et al., 2005)。当前控制 PCV2 感染和流行的方法主要途径是通过接种灭活疫苗

和基因工程疫苗，近几年国内外研究发现，PCV2d 基因亚型毒株大量出现并流行于疫苗免疫后

的猪场(Opriessnig et al., 2013;Salgado et al., 2014;Seo et al., 2014;Zhan et al., 2016)，给 PCV2 防控带

来新的挑战，如何有效控制 PCV2 感染成为国内外猪病防控领域的一个研究重点。本文从 PCV2

病原学、分子流行病学、致病机制及其引起的相关疾病、诊断方法和疫苗防控等方面作一综述。 

1.2 猪圆环病毒病原学 

1.2.1 PCV2 的发现及分类 

1974 年，Tischer 等发现，在多株连续传代的猪肾细胞系（PK-15 细胞系和 ATCC-CCL33 细

胞系）中发现了一种病毒样的“圆形小颗粒”，当时认为是类似于微小核糖核酸病毒的细胞污染

物，并未确定其种类和来源(Tischer et al., 1974)。1982 年，该研究小组通过超速离心方法进行提

纯，镜检观察及核酸鉴定后最终确定这种细胞污染物是一种新的小 DNA 病毒，根据病毒粒子的

形态特征将其命名为猪圆环病毒(porcine circovirus, PCV)(Tischer et al., 1982)。随后，很多学者陆

续对其进一步研究发现该病毒并没有致病性，并命名为 PCV1(Allan et al., 1995;Tischer et al., 

1986)。 

1991 年，在加拿大西部一猪场内患有 PMWS 的猪群中分离到一种 PCV 变异株，该病毒在血

清学特性、基因进化等方面均与 PK-15 细胞中分离的 PCV1 存在显著差异，发现者将其命名为

PCV2。PCV2 能在 PK-15 细胞或猪源免疫细胞上生长增殖，但在原代猪肾细胞上无法复制。研究

发现，PCV2 在所感染的宿主细胞上均不能产生细胞病变效应(cytopathic effect, CPE) (Allan et al., 

1998)。之后，在更多的 PMWS 病例中陆续分离到 PCV2 毒株，并证明 PCV2 是引起 PMWS 的主

要病原之一(Ellis et al., 1998;Mankertz et al., 2000;Meehan et al., 1998)。  

2016 年，美国首先报道了一种新型猪圆环病毒 PCV3，这一病毒感染与心脏和多系统炎症、

猪皮炎肾病综合征与生殖功能衰竭有关(Palinski et al., 2017; Phan et al., 2016)，目前多个国家已经

报告了 PCV3 在不同猪群中的流行情况及病原学特征，不同于 PCV2 的是，PCV3 核苷酸序列变



中国农业科学院硕士学位论文                                                          第一章  引言 

2 

异率很低，不同国家和地区检测到的 PCV3基因序列与美国报道的毒株序列相似性均大于 95% (刘

颖昳等，2019)。在氨基酸水平上，PCV3 与 PCV1 和 PCV2 的序列同源性分别为 31%-48%(Ye et al., 

2018)，表明 PCV3 与 PCV1 和 PCV2 在生物学特征方面存在诸多不同。目前认为，PCV3 同 PCV1、

PCV2 同属于圆环病毒科(Circoviridae)、圆环病毒属(Circovirus)，单链负股环状 DNA 病毒，是已

知最小的动物 DNA 病毒之一，无囊膜包被，基因大小 2000 bp 左右。 

1.2.2 基因组结构特点 

通过不同地区和国家流行的 PCV2 分离株的核酸序列遗传进化分析，将 PCV2 毒株分为 5 种

基因型：PCV2a、PCV2b、PCV2c、PCV2d 和 PCV2e(Cheung, 2007;de Boisseson et al., 2004;Ma et al., 

2007;Segales et al., 2008;Wang et al., 2009)。在另一项相关研究中，PCV2 基因型也被定义为有 8

个簇的两个亚组(1a-1c 和 2a-2e) (Olvera et al., 2007)。PCV2 基因组是一个单链封闭的环状 DNA，

含有 1766-1768 个核苷酸(nucleotides, nt)，PCV2 的基因组大小被浓缩为病毒基因组复制和包装

的最小复制单元(Finsterbusch and Mankertz, 2009)，基因组通过宿主合成的复制中间体的包埋病毒

DNA 和互补 DNA 编码蛋白质完成病毒复制和病毒粒子组装(Cheung, 2003)。根据核酸的组成特

征，预测 PCV2 基因组有 11 个重叠的开放阅读框(open reading frames, ORFs)，ORF1、ORF5、ORF7

和 ORF10 位于病毒加链上顺时针方向转录，而 ORF2、ORF3、ORF4、ORF6、ORF8、ORF9 和

ORF11 则在互补链上逆时针转录(Hamel et al., 1998)。这些 ORFs 具有互相补充的遗传特征，可以

充分利用有限的病毒遗传物质，完成病毒的感染和复制，可能是病毒进化过程中自然选择的结果。 

ORF1 和 ORF2 基因是两个主要的 ORFs 并且以相反的方向定向，这种排列产生双译基因组，并

产生两个基因间区。较短的基因间区位于 ORF1 和 ORF2 基因的 30 个末端之间，而较大的基因

间区位于其 50 个末端之间，包含病毒基因组复制的起源。PCV2 基因组的复制起始于推测的茎环

结构的位置，并通过滚动循环复制进行复制。基因组组织和复制策略的相似性表明 PCV2 与植物

双子病毒和纳米病毒密切相关。 

阅读框 ORF1 被称为复制酶(replicase, Rep)基因，编码病毒的复制酶蛋白 Rep，定位于病毒核

酸的正链，是 PCV2 最大的 ORF (945 bp, nt 51-995)。在 PCV2 的 Rep 基因启动子中鉴定出一个功

能性病毒干扰素刺激应答元件样序列(5
，

-ctgaaacgaaaaga-3
，

, nt 1737-1751)，在病毒转录启动中起

到重要作用(Gu et al., 2012)。 

在逆时针链上，ORF2 基因片段大小约为 702 bp (nt 1735-1034)，由 234 个氨基酸(amino acid, 

aa)组成，它编码病毒的主要免疫原性蛋白-衣壳蛋白(capsid protein, Cap)，分子量大小约为 27.8 kDa 

(Koonin and Ilyina, 1993;Nawagitgul et al., 2000a)。Cap 蛋白是构成病毒粒子的唯一的结构蛋白，

其在病毒的感染、复制和免疫方面发挥重要的作用。研究发现，在重组杆状病毒的昆虫细胞中表

达时能独立形成病毒衣壳样结构(Nawagitgulet al., 2000a)，这对研究 PCV2 的病毒粒子的组装构成

具有重要意义。PCV2 的 ORF2 基因的遗传和变异与病毒的毒力和免疫原性有关，是流行病学和

系统发育研究的主要目标基因。分子和流行病学分析表明，与 ORF1 和 ORF3 相比，ORF2 基因

序列高度变异，PCV2 衣壳区的多态性与病毒的复制周期有关(Fenaux et al., 2004;Misinzo et al., 

2006;O'Dea et al., 2008)。PCV2 通过 Cap 与包括硫酸肝素和硫酸软骨素 B 糖胺聚糖在内的病毒吸

附受体相互作用，完成感染宿主细胞的过程(Misinzoet al., 2006)。另外，Cap 蛋白也影响 PCV2 的
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组装动力学或结构稳定性(O'Deaet al., 2008)，因此，PCV2 的变异依赖于 ORF2 基因的多态性，因

其适合携带 ORF2 内的某些等位基因。对 PCV2 毒力决定因子的研究表明，在体外培养的 PK-15

细胞中，替换 PCV2 Cap 蛋白中的某些氨基酸能够增强 PCV2 的复制能力，通过体内的 120 次传

代引起病毒毒力下降(Fenauxet al., 2004)。研究证实，PCV2 Cap 蛋白至少具有 8 个不同的抗原表

位。它们分别是 aa 69-83、aa 117-131、aa 169-183 三个特异的抗原位点，以及 aa 47-63、aa 165-200

内的 5 个不同的空间重叠抗原表位以及位于 C 末端的最后 4 个 aa (Lekcharoensuk et al., 2004;Mahe 

et al., 2000)。进一步研究发现，Cap 蛋白在 N 的前 41 个 aa 处含有高度保守的碱性 aa 序列（如精

氨酸），与鸡贫血病毒主要结构蛋白相似的端部(Meehanet al., 1998)，该区域在 Cap 蛋白中具有功

能核定位信号，是影响 PCV2 亚细胞分布的重要基序。此外，氨基端定向突变试验表明，在 ORF2

的核定位基序中，N 末端的 aa残基 12-18 和 34-41 起着关键作用(Liu et al., 2001a;Liu et al., 2001b)。

因此，可以利用 Cap 蛋白抗原表位的分布特点，研究 PCV2 诊断方法和基因工程疫苗。 

PCV1 和 PCV2 的 Cap 蛋白的氨基酸组成差异不大，但组成两种 PCV 的 Rep 蛋白氨基酸序列

保守程度有显著差异。因此，Rep 蛋白的氨基酸变异程度可以作为指示 PCV1 和 PCV2 致病性差

异的分子标记物。在 PCV2 感染早期，可以在细胞核和细胞质中检测到 Cap 和 Rep 蛋白，但 Cap

和 Rep 蛋白最终归宿可能是细胞核的不同区域(Gilpin et al., 2003;Timmusk et al., 2006)。 

ORF3 基因称为凋亡诱导基因，与 ORF1 基因完全重叠、方向相反(Liu et al., 2005)。ORF3 基

因约 315 个 bp (nt 671-357)，编码 104 个 aa。自 2005 年在 PCV2 生产感染中首次被鉴定为非结构

蛋白以来，其结构和功能受到了国内外学者的关注。研究表明，PCV2 的 ORF3 编码的蛋白（也

称为凋亡蛋白，11.9 kDa）主要位于细胞核中，在细胞质中占较小的比例(Liuet al., 2005)。ORF3

蛋白对培养细胞的病毒复制不是必需的，但可以诱导病毒感染细胞如猪肾 PK-15 细胞、猪外周血

单核细胞的凋亡(Lin et al., 2011a)，因此，ORF3 在研究 PCV2 的致病力方面具有重要意义。 

1.2.3 形态结构与理化性质 

    PCV 病毒粒子表面呈二十面体对称结构，无囊膜，病毒粒子大约 14nm-26nm，直径约为 17nm。

PCV 病毒为单股、闭合环状 DNA 病毒，是目前所知最小的动物病毒(殷震等, 1997)。PCV 病毒

粒子不具备凝集红细胞的能力，在 pH 3 和氯仿条件下病毒对灭活具有抵抗力，对所有抗菌素均

不表现敏感性，病毒在 56℃和 70℃下的稳定性较好(Allen et al., 1994)。碘和酚类产品对病毒滴度

没有影响，NaOH、NaClO 和酒精等能够降低病毒滴度(Martin et al., 2008)。 

1.3 猪圆环病毒 2 型分子流行病学 

1.3.1 不同猪圆环病毒 2 型毒株的共感染 

根据 Cap 基因序列特征，PCV2 被分为五种基因型：PCV2a、PCV2b、PCV2c、PCV2d 和

PCV2e(Jantafong et al., 2011;Ren et al., 2016)，此外，PCV2b 基因型被分为三个簇：1a-1c，PCV2a

基因型被细分为五个簇：2a-2f (An et al., 2007;Jiang et al., 2017;Olveraet al., 2007;Renet al., 2016)，

近期对 1996 年至 1999 年中国 PCV2 感染的回顾性研究表明，PCV2f 基因与其他已知基因型具有

较低的序列同源性(Bao et al., 2018)。自从 20 世纪 90 年代末发现 PCV2 以来，该病毒一直在进化，

并且观察到两种主要的基因型转移。在 2004/2005 年，PCV2 的第一次基因型转移是从 PCV2a 到
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PCV2b(Eddicks et al., 2017;Ramos et al., 2017)。自 2012 年以来，猪群中广泛流行的 PCV2b 亚型逐

渐被北美、中国、韩国和乌拉圭的 PCV2d 基因型取代 (Eddickset al., 2017;Jianget al., 

2017;Karuppannan and Opriessnig, 2017;Kwon et al., 2017;Li et al., 2016;Ramoset al., 2017)。此外，

国内猪群中，PCV2f 成为 PCV2a 群的主要基因型(Jianget al., 2017)，导致 PCV2 的防控遇到新的

挑战。 

据报道，在同一头病毒感染猪体内能够检测到不同 PCV2 基因型，这说明 PCV2 不同基因型

可以在体内实现随机的基因内重组(Huang et al., 2012;Khaiseb et al., 2011;Wang et al., 2019;Zhai et 

al., 2011)。通过应用优化的差异聚合酶链反应分析从患病猪中分离出 118 个 PCV2 阳性 DNA 样品

发现，病猪体内不同 PCV2 基因型的共存水平达到 32.2% (38/118)。38 份共感染样本的测序结果

显示，共存的基因型为 PCV2a-PCV2b(12/38)、PCV2a-PCV2d(15/38)和 PCV2e-PCV2d(11/38)(Zhaiet 

al., 2011)。不同 PCV2 基因型毒株的共感染可能会引起有感染猪中发生更严重的临床症状，更危

险的是，不同基因型的共感染会导致田间毒株之间发生更高频率的重组事件(Harding et al., 

2010;Hesse et al., 2008;Huang et al., 2013;Zhaiet al., 2011)，造成现有疫苗的免疫效果不足，甚至免

疫失败的发生。因此，将更多的研究重点聚焦于分析 PCV2 毒株的重组趋、特征及对病毒毒力和

免疫原性的影响，为开发高效的疫苗提供科学的指导。 

1.3.2 猪圆环病毒 2 型与多种病原的共感染 

大量流行病学研究证实，PCV2 与多种常见病原体存在共感染现象，如猪繁殖与呼吸综合征

病毒(porcine reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV)、猪瘟病毒(classical swine fever 

virus, CSFV)、猪细小病毒(porcine parvovirus, PPV)、猪伪狂犬病病毒(porcine pseudorabies virus, 

PRV )、牛病毒性腹泻病毒(bovine viral diarrhea virus, BVDV)、猪流行性腹泻(porcine epidemic 

diarrhea virus, PEDV)和猪流感病毒(swine influenza virus, SIV)等共同感染(Cao et al., 2005;Deng et 

al., 2012;Jiang et al., 2010;Jung et al., 2006;Liu et al., 2013;Opriessnig and Halbur, 2012;Xu et al., 

2012;Yue et al., 2009;Zheng et al., 2013)，同时也可能与新出现的病原体混合感染(Li et al., 

2013b;Zhai et al., 2010;Zhai et al., 2013;Zhang et al., 2011)。PCV2 增加了 PRRSV、CSFV、SwIV、

PRV 或 PEDV 感染的临床征象，同时继发性感染（如 PPV 感染）和较差的生理生长状况也可以

为 PCV2 感染提供一个较好的体内环境。 

PCV3 与心脏和多系统炎症、PRDC、PDNS 和生殖障碍有关(Phan et al., 2016; Palinski et al., 

2017)(Klaumann et al., 2018;Zhang et al., 2018)，其中大多数与 PCV2 引起的 PCVAD 相似。此外发

现 PCV3 阳性的临床样本大多与 PCV2 共感染，猪场和屠宰场的共感染率分别为 27.6%-39.39%和

19.14% (Kim et al., 2017;Li et al., 2018;Wen et al., 2018;Zhanget al., 2018;Zhao et al., 2018;Zheng et 

al., 2017)，表明 PCV2 和 PCV3 混合感染在猪群中普遍存在。 

PRRSV 和 PCV2 共感染在临床上是常见的，并可引起多种多微生物病综合征(Kwonet al., 

2017;Niederwerder et al., 2016;Sun et al., 2015)。在断奶猪肺组织中，PRRSV 和 PCV2 的混合感染

率分别为 42%和 85.4%(Drolet et al., 2003)。国内一团队从中国贵州省养猪场采集的 103 份临床标

本中，PRRSV 和 PCV2 的共感染率为 52.4%，此外还发现了 PRRSV 和 PCV2 自然共感染的野猪

(Burgara-Estrella et al., 2012)。 
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在猪和野猪中观察到不同组合的 PCV2 和 PPV 同时感染(Saekhow et al., 2016;Sharma and 

Saikumar, 2010;Sliz et al., 2015;Sunet al., 2015)。同时在母猪中感染 PCV2 和 PPV 会导致生木乃伊

胎和死胎，以及血清呈阳性的仔猪，表明在母猪中缺乏抗 PCV2 和 PPV 感染的抗体(Dias et al., 

2013)。此外，实验性接种 PCV2 和 PPV 复制了类似于 PMWS 现场病例的病变(Allan et al., 1999;Ha 

et al., 2008;Kennedy et al., 2000;Kim et al., 2003a)。 

1.3.3 猪圆环病毒 2 型流行病学特性 

几乎所有猪对 PCV2 均易感，其中以妊娠母猪和新生仔猪最为敏感。感染 PCV2 的猪群主要

集中在生长初期(Rodriguez-Arrioja et al., 2002; Mckeown et al., 2005; Segales et al., 2005; Mcintosh 

et al., 2006)，15 日龄以内低龄仔猪病死率高达 50% 以上。PCV2 可以存在于粪便和口鼻液中

(Segales et al., 2005)，猪与猪之间的直接接触被认为是 PCV2 的主要传播途径。病毒可以通过水

平传播和垂直传播两种方式扩散，病毒存在于猪群眼分泌物、尿液、粪便等排泄物中导致用具、

饮水和接触环境污染，是潜在传染源。PCV2 主要传播途径是通过呼吸道和消化道进行猪群的水

平传播，而间接传播在 PCV2 跨区流行中作用明显(Park et al., 2009;Shibata et al., 2003)；在妊娠

母猪感染病毒后，PCV2 会存在于乳汁中进行传播(Ha et al., 2009)，也有试验证明，PCV2 可通过

胎盘屏障进行垂直传播(Park et al., 2005)。 

1.4 猪圆环病毒 2 型致病机制及相关疾病 

1.4.1 猪圆环病毒 2 型致病机制 

PCV2 可以在上皮细胞、单核细胞、内皮细胞和纤维细胞中复制(Meng, 2013;Misinzo et al., 

2009;Steiner et al., 2008)，此外还可以驻留在树突状细胞(dendritic cells, DCs)中，而病毒很少发生

复制或降解的现象(Vincent et al., 2003)。PCV2 首先感染淋巴组织，引起淋巴细胞耗竭和免疫抑制

(Meng, 2013)，导致有关组织器官炎症反应，抗体抗感染能力下降，极易发生继发感染和混合感

染。 

在 PCV2 感染过程中，病毒被宿主感染细胞的病原体识别受体识别，从而触发信号级联，启

动细胞内天然抗病毒免疫反应，抑制病毒的增殖和扩散(Altfeld and Gale, 2015)。此外，不同基因

型的 PCV2 可能同时存在于同一仔猪体内，并发生复制和体内重组，可能导致这些仔猪出现更为

严重的临床症状(Khaisebet al., 2011;Zhaiet al., 2011)。DCs 在激活先天免疫反应和适应性免疫反应

中起着至关重要的作用，这使它们成为病毒感染的关键目标(Lin et al., 2012;Vincentet al., 2003)。

大多数 DCs (80%-90%)与 PCV2 相互作用，然而令人意外的是，病毒滞留在细胞内，极少发生复

制或被细胞降解，表明树突状细胞可能仅作为病毒储存和转运的中间载体(Vincentet al., 2003)，但

并不是病毒复制和繁殖的场所。PCV2 通过抑制干扰素 α (interferon α, IFN-α)和肿瘤坏死因子 α 

(tumor necrosis factor α, TNF-α)的产生限制髓样树突状细胞的成熟，削弱它们识别病毒抗原的能力

(Kreikemeier et al., 2015)。PCV2 DNA 还抑制肌动蛋白聚合和内吞作用(Balmelli et al., 2011)。包膜

病毒单链 DNA 在 IFN-γ 存在时刺激 pDCs，而病毒双链 DNA 抑制 pDCs 中 IFN-α 的产生(Baumann 

et al., 2013)。 
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PCV2 感染影响胸腺成熟 T 细胞的选择(Klausmann et al., 2015)，导致对病毒衣壳蛋白的免疫

反应失调(Klausmannet al., 2015;Lee et al., 2015;Stevenson et al., 2007)，PCV2 感染的免疫细胞移位

到胸腺的皮质髓质交界处(Klausmannet al., 2015)。PCV2 感染还通过干扰 CD4 共受体和 T 细胞受

体表达，导致体内胸腺细胞选择和 T 细胞重编程失调(Klausmannet al., 2015)。T 淋巴细胞对 PCV2

的反应主要针对非结构蛋白 ORF1 和 ORF3 的表位(Stevensonet al., 2007)。Lin 等人发现在 PCV2

感染过程中，96 个被选择的上调免疫基因中有 61 个主要参与 DC 和 B、T 淋巴细胞的活化(Leeet 

al., 2015)。近年来，ORF4 通过调节 CD4+和 CD8+ T 淋巴细胞来调节宿主免疫系统，与野生型 PCV2

感染小鼠相比，ORF4 缺陷 PCV2 感染小鼠的 CD4+和 CD8+ T 细胞的相对比例显著降低(Yang et al., 

2013)。 

在单核巨噬细胞系统中，PCV2 感染上调了前炎性细胞因子相关基因的表达，并通过 Toll 样

受体(toll-like receptors, TLR) TLR1和TLR9通路持续诱导高水平的细胞因子分泌(Li et al., 2013a)。

白细胞介素 2 (interleukin-2, IL-2)可诱导外周血淋巴细胞增殖和 PCV2 复制(Linet al., 2012)，并且

发生 PCVAD 猪的 IL-10 和促炎性细胞因子表达水平上调(Kekarainen et al., 2010;Meng, 2013)。此

外，ORF3 蛋白促进猪上皮细胞分泌 IL-6(Choi et al., 2015)。患病猪体内 IL-2 增加 IFN-γ 略微降低

(Sipos et al., 2004)，在外周血单核细胞中 IFN-γ 和 IL-2 表达水平也有减少的现象(Kekarainenet al., 

2010)，这些结果说明 IFN-γ 和 IL-2 的表达水平在病毒感染的不同阶段变化特征存在显著差异

(Yang et al., 2015)。另外，在 PCV2 感染过程中，CD74 分子通过激活 NF-κB 信号通路显著增强炎

症反应(Zhang et al., 2013)，促进机体抗病毒天然免疫反应的强度。 

1.4.2 猪圆环病毒 2 型相关疾病 

1.4.2.1 断奶仔猪多系统衰竭综合征(postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS) 

PMWS 是 PCVAD 最常见的形式，最早发现于 1991 年加拿大猪场内，之后此病在全球范围

内迅速蔓延，严重影响养猪业的生产。临床上将 PMWS 分为两个阶段：早期 PMWS 和晚期 PMWS。

早期 PMWS 主要发生在 4-8 周龄的猪身上，这种形式是典型的 PMWS，临床上以消瘦、体重增

加、淋巴结肿大和呼吸困难为特征(Chae, 2004)。晚期 PMWS 主要发生在 8-12 周龄的猪中，主要

临床表现为腹泻，并常与沙门氏菌病混合感染，晚期 PMWS 感染猪病死率高达 80%(Ha et al., 

2005)。病理解剖变化为腹股沟和支气管淋巴结肿大、肝硬化、肺脏出血萎缩伴有间质性肺炎、脾

脏肿大出血、肾脏肿大苍白，表现为广泛的淋巴细胞缺失和浸润(Kennedy et al., 2003)。 

1.4.2.2 猪皮炎与肾病综合征(porcine dermatitis and nephropathy syndrome, PDNS) 

PDNS 感染的猪临床表现为厌食和抑郁、很少或没有发热(Drolet et al.,1999)，表现为匍匐或

不愿意走动，或显示僵硬的步态。最明显的征象是皮肤出现不规则的红到紫的斑疹和丘疹，主要

发生在后肢和会阴区域，但有时更广泛分布。随着时间的推移，发生病变的斑疹或丘疹部位会逐

渐被黑色的硬壳覆盖。皮肤病变逐渐消退，有时留下疤痕(Segales et al., 1998)。PDNS 影响育幼猪、

保育猪和成年猪(Drolet et al.,1999)，该综合征的患病率通常低于 1%(Segaleset al., 1998)，尽管偶

尔也有较高的发生率(Gresham et al., 2000)。3 个月以上的猪的病死率可能达到 100%，而受感染的

较年轻的猪的病死率大约为 50%，严重、急性感染的猪在出现临床症状后几天内死亡，存活下来

的猪往往会在症状开始后的 7 到 10 天内恢复并增加体重(Segaleset al., 1998)。 

1.4.2.3 猪呼吸道综合征(porcine respiratory disease complex, PRDC) 



中国农业科学院硕士学位论文                                                          第一章  引言 

7 

PRDC 是 PCVAD 中一种独特的临床表现，其特点是生长缓慢、饲料效率降低、嗜睡、厌食、

发烧、咳嗽和呼吸困难，一般发生在生长和育成的猪，尤其是 16-22 周龄左右(Chae, 2005;Kim et al., 

2003b)。组织学上，PCV2 相关的 PRDC 的特征是广泛的肉芽肿性炎症、多核巨细胞和浸润的组

织细胞和巨噬细胞内嗜碱性病毒包涵体数目不等。而在韩国的一项研究中，PCV2 相关的 PRDC

最显著和一致的病变是支气管间质性肺炎，伴有支气管周或支气管周纤维化，没有非呼吸组织特

征性病变的证据(Kimet al., 2003b)。 

1.4.2.4 猪繁殖障碍(porcine reproductive failure, PRFD) 

PRFD 引起的肉眼可见的病变包括胎儿木乃伊或水肿胎儿、胎儿肝脏肿大充血、胎儿心肌肥

厚伴有多灶性心肌变色和胎儿腹水、胸腔积液和心包积液，显微镜下可见非化脓性胎儿坏死性心

肌炎或纤维化心肌炎和胎儿慢性、被动肝充血以及胎儿轻度肺炎。然而，在田间条件下 PCV2 相

关的繁殖疾病是罕见的(Pensaert et al., 2004)，这可能是由于在成年猪中的 PCV2 血清学阳性率较

高，因此大多数种猪群没有遭受临床疾病的折磨，受影响的牧群通常母猪数量较高的新种群或

PCV2 血清阴性猪群(Opriessnig et al., 2007;Togashi et al., 2011;West et al., 1999)。 

1.4.2.5 急性肺水肿(acute pulmonary edema, APE) 

APE 主要影响健康年轻的育幼猪，病死率可达 20%。临床症状包括呼吸窘迫的迅速发作，随

后几乎立即死亡，通常猪被发现死亡之前没有任何疾病迹象。在 7 周龄的仔猪中临床体征明显，

对 APE 猪的检查显示胸腔内有清晰的液体积聚，肺内弥漫湿重，小叶间隔有中到重度扩张，肺

镜检查可见小叶内隔弥漫性扩张，这是由于水肿所致；巨噬细胞和淋巴细胞也有弥漫性间质浸润，

存在弥漫性淋巴样耗竭，血管壁伴有纤维蛋白样坏死(AG et al., 2011)。 

1.5 猪圆环病毒 2 型诊断方法 

PCV2 感染引起的 PCVAD 常表现为亚临床症状，并伴有其他类型病原体的混合或继发感染。

当前 PCV2 的诊断主要基于流行病学、病理解剖和临床症状的综合结果，此外还需通过实验室病

原学和血清学方法进行确诊。 

1.5.1 病毒分离与鉴定 

将感染猪的组织器官如淋巴结、肝脏、脾脏、肺脏等取出分离研磨成组织匀浆，离心取上清

接种至 PK-15 细胞系中培养传代，通过比较传代病毒的核苷酸序列和在组织器官中检测到的原病

毒的核苷酸序列确认分离株的身份。该过程耗时耗力，不符合临床上大批量诊断的要求。 

1.5.2 病原学诊断 

检测组织病变中 PCV2 特异性 DNA 和蛋白被认为是 PCV2 诊断的标志之一。限制性片段长

度多态性(restriction fragment length polymorphism, RFLP)分析和原位杂交(Ogawa et al., 2009)检测

组织病变中 PCV2 DNA 是 PCV2 的早期检测方法(McNeilly et al., 1999;Nawagitgul et al., 2000b)，

RFLP 分析结合其他手段有助于 PCV2 基因组变异的早期检测。 

目前，利用 PCR 技术从多种样本，如血清、血液、组织、精液、口腔和鼻腔分泌物以及环

境样本中检测 PCV2 核酸的方法陆续被报道(Caprioli et al., 2006;Shibataet al., 2003;Sinha et al., 
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2011)，为病毒的快速诊断提供了更多的选择。定量 PCR(quantitative PCR, qPCR)和环介导等温扩

增 PCR (loop mediated isothermal amplification, LAMP)方法通过靶向这些毒株中存在差异的 DNA

序列，已成功地区分了 PCV1 和 PCV2、PCV2a、PCV2b、现有的嵌合 PCV2a/b 疫苗株以及新突

变的 PCV2b 株(Chang et al., 2010;Liu et al., 2011;Opriessnig et al., 2014;Shen et al., 2012;Wang et al., 

2011;Zhou et al., 2011)。与早期的 RFLP 分析相似，PCR 检测在病毒进化过程中对基因序列的改

变反映在敏感性或特异性的变化上，例如检测了一种 PCV1-2a 重组病毒，通过 qPCR 检测 ct 值异

常则怀疑它是由加拿大的一种嵌合 PCV1-2a 商业疫苗引起的(Gagnon et al., 2008;Gagnon et al., 

2010)。目前开发了多种多重 PCR 检测方法，甚至可以同时检测多达 9 个病毒的 RNA 和 DNA 包

括 PCV2(Ogawaet al., 2009;Wernike et al., 2013)；也有研究基于荧光检测 PCV2 和 PRRSV 的 DNA

微阵列或 DNA 芯片(Jiang et al., 2011;Nicholson et al., 2011)，虽然 DNA 芯片技术在筛选多种感染

因子方面具有巨大的潜力，但在将其应用于常规兽医诊断之前，还必须实现显著的成本和敏感性

改进。 

鉴于 PCV2 在世界各地猪群中的高感染率，仅用 PCR 方法对临床病例进行检测或基因分型，

对 PCVAD 的诊断作用有限。然而以检测核酸为目标技术可能是发现病毒变异的最佳和最有效的

方式。鉴于 PCV2 的快速进化，核酸检测在监测 PCV2 进化中的作用和重要性不能低估。 

1.5.3 血清抗体诊断 

目前，许多用于检测 PCV2 抗原和特异性抗体的酶联免疫吸附试验 (enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA)试剂盒已在诊断实验室中得到应用。PCV2 血清抗体检测的 ELISA 分

为间接 ELISA、竞争 ELISA 和阻断 ELISA 三类产品，在这些试剂盒问世之前，免疫荧光法和免

疫过氧化物酶单层法被广泛应用于检测 PCV2 特异性抗体和鉴定感染性 PCV2 病毒(Opriessniget 

al., 2007)。已经开发出 PCV2 特异性抗体的血清学检测的平台系统，包括基于微珠的检测，例如

Luminex，它允许同时检测针对其他病原体的抗体(Lin et al., 2011b)。由于 PCV2 感染被认为是普

遍存在于猪群的，而且大多数猪在出生后都接种 PCV2 疫苗，所以很多国家的养殖猪群体内都存

在抗 PCV2 的血清抗体，导致区分疫苗免疫抗体和野毒感染抗体变得尤为困难。 

根据对 PCV2 核酸序列的遗传分析研究发现，PCV2b 到 PCV2d 的两种基因型在世界范围内

广泛存在，因此，开发能够区分两种基因型的检测方法显得尤为重要。基于 ELISA 技术对 PCV2

感染基因型的鉴别具有较高的实用价值，目前利用序列信息研究分子流行病学的方法不能直接反

应新兴基因型的免疫学特征，因此开发血清学检测方法来研究感染 PCV2 或接种疫苗的猪血清中

和谱的变化是至关重要的。目前检测血清抗体常用的 ELISA 方法有阻断（竞争）ELISA、捕获

ELISA、间接 ELISA、双抗原夹心 ELISA 等。 

1.5.3.1 间接 ELISA 

    主要操作步骤是包被抗原，加入待检血清，再加入酶标二抗，最后显色读数。这是最基本的

ELISA 方法，反应物颜色深浅与待检抗体量成正比。 

1.5.3.2 捕获 ELISA 

先把能特异性结合待测抗体的抗原固定于固相载体表面，加入待测样品，通过固定在载体表

面的针对该抗体的抗原固定于载体表面，加入特异性酶标抗原，再加入酶促反应底物，发生显色
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反应，显色的深浅与待测抗体的量成正比。 

1.5.3.3 阻断（竞争）ELISA 

受检抗体和酶标抗体竞争与固相抗原结合，因此结合于固相的酶标抗体量与受检抗体的量呈

反比。具体步骤为将特异抗原与固相载体连接，形成固相抗原；待测孔中加受检标本和一定量酶

标抗体的混合溶液，使之与固相抗原反应，也可以分步加入；加底物显色读数。待测孔颜色越淡，

表示标本中抗体含量越多。 

1.5.3.4 双抗原夹心 ELISA 

    将特异性抗原与固相载体连接，形成固相抗原；加受检标本，使之与固相抗原接触反应一段

时间，让标本中的抗体与固相载体上的抗原结合，形成固相抗体复合物；加酶标抗原，使固相免

疫复合物上的抗体与酶标抗原结合，加底物显色读数。颜色越深表明待检样品中抗体含量越高。 

1.6 猪圆环病毒 2 型防控 

为了加强 PCV2 相关疾病的防控工作，除了改善医疗基础设施和完善管理制度外，抗 PCV2

疫苗是减少 PCVAD的有效方法。目前，常用的 PCV2商业化疫苗约有 7种，包括Circovac® (Merial, 

France)、 Ingelvac® CircoFLEX、 FLEXcombo® (Boehringer Ingelheim, USA)、 Circumvent® PCV 

G2、 Circumvent® PCV-M G2 (Merck, USA)、 Fostera™ PCV 和 Fostera™ PCV MH(Zoetis Inc, 

USA)，它们都是灭活疫苗或病毒样颗粒(virus-like particles, VLP)疫苗。亚单位疫苗在商业化生产

中占有主导地位，大多数商业化的 PCV2 亚单位疫苗都表达来自昆虫杆状病毒表达系统的 Cap 蛋

白，但制备过程耗时较长，可产生较高的外源蛋白产量。相比之下，原核表达系统更便宜、更容

易扩增，可以产生大量的外源蛋白，但也存在目标蛋白水溶性低、空间折叠不正确等缺点，影响

了应用效果(Chen et al., 2018)。 

1.7 本研究的目的和意义 

PCV2 在当前己经成为严重阻碍养猪业健康发展的主要病原之一，由于猪感染 PCV2 主要破

坏机体免疫器官及其功能，导致机体抗感染能力下降，极易诱发多种病原微生物的继发感染，给

养殖户造成经济损失。另外，血清学调查证实，PCV2 持续性感染导致猪群的血清抗体阳性率居

高不下，接种疫苗产生的抗体与自然感染产生的抗体无法有效区分，这是目前疫苗免疫防控面临

的最大挑战。鉴于此，本研究通过监测猪群中 IgG 和 IgM 抗体的动态变化规律，发现 PCV2 特

异性 IgM 抗体的存在时间和存在状态在区分疫苗免疫和病毒感染方面发挥重要作用，基于此，分

别建立了基于 SPG 的检测 PCV2 IgG 抗体的捕获 ELISA 和以抗猪 IgM 多抗为捕获抗原的检测

PCV2 IgM 抗体的捕获 ELISA 方法，综合两种抗体诊断方法的判定结果为判断猪群感染状态和疫

苗接种时机提供科学指导。 
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    第二章  PCV2 感染和免疫后的猪群产生 IgG 和 IgM 抗体

消长规律 

PCV2 感染可以引起机体免疫抑制，导致一系列疾病。接种 PCV2 疫苗可以大幅度降低 PCV2

发病率，保证猪群健康，但也带来新的问题。由于猪群中 PCV2 持续性带毒的个体或者隐性感染

动物占极大比例，导致猪群血清抗体的阳性率很高，区分或者鉴别疫苗免疫产生的抗体和野毒感

染抗体，对于选择合理的疫苗接种时机、最大程度发挥疫苗的免疫效果具有重要意义。通常，疫

苗免疫的前提是猪群不能处于 PCV2 感染期，否则容易诱发疾病的发生。本研究通过血清抗体

ELISA 检测方法分析疫苗免疫猪和病毒感染实验猪群体内 IgG 和 IgM 抗体产生和动态变化规律，

确定猪群的病毒感染状态，为接种 PCV2 疫苗的时机提供理论指导，从而发挥疫苗的最佳免疫效

果，有效的防控 PCV2 的发生。 

2.1 材料与方法 

2.1.1 材料 

2.1.1.1 PCV2 疫苗 

购自圆毕净上海海利生物技术有限公司，20mL/瓶，产品批号为 20161131。 

2.1.1.2 PCV2 细胞毒 

    PCV2 细胞毒由中国农业科学院兰州兽医研究所猪禽消化道感染与黏膜免疫研究创新团队分

离保存。 

2.1.1.3 实验动物 

    体重为 25-35kg 的 7 周龄断奶仔猪，均购自甘肃省康乐县养殖场。  

2.1.1.4 主要试剂 

    西班牙 INGEZIM Circovirus IgG/IgM Kit 试剂盒（货号 1.1.PCV.K.2）购自甘肃科美特生物有

限公司，其他试剂系国产分析纯。 

2.1.1.5 主要仪器 

    移液器和离心机（台式）均为 Eppendorf 公司产品，酶标仪购自美谷分子仪器（上海）有限

公司。 

2.1.2 方法 

2.1.2.1 实验动物筛选 

实验动物分为免疫组和感染组两组。各选取 18 只健康断奶仔猪隔离饲养，颈动脉采血，离

心分离上层血清后，首先通过研究所的布病抗体检测证实无布病感染，然后用商品化的 INGEZIM 

Circovirus IgG/IgM Kit 试剂盒检测 PCV2 抗体。具体操作步骤如下： 

1、 所有试剂（酶结合物除外）使用前恢复至室温； 

2、 对应的板中每孔加入 100 μL IgM 阳性对照或 IgG 阳性对照、阴性对照，其余每孔加 

100 μL 稀释样品。待检血清样品需用稀释液 1:100 稀释，对照不用稀释。封板 37℃孵育 60 min； 
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3、 每孔加 300 μL 洗涤液，轻摇微孔板，迅速翻转微孔板甩出洗涤液，按此步骤洗涤 4 次；  

4、 每孔加入 100 μL 抗原，封板，37℃孵育 30 min； 

5、 按步骤描述洗涤 4 次； 

6、 每孔加入 100 μL 稀释好的酶标记物（用稀释液 1:100 稀释，现用现配），封板 37℃孵 

育 30 min； 

7、 按洗涤步骤洗涤 4 次； 

8、 每孔加入 100 μL 底物溶液，室温放置 5 min 后，每孔再加入 100 μL 终止液； 

9、 加终止液 5 min 内，450nm 读取 OD 值。 

选取 IgG 和 IgM 双阴性的仔猪作为本研究实验动物，感染组还分别设置两只自然感染 PCV2 

仔猪即 IgM、IgG 抗体阳性作为阳性对照和抗体双阴性作为阴性对照。 

2.1.2.2 细胞毒感染与疫苗免疫 

    疫苗免疫组：肌肉注射，2 mL/只，每周采集一次血清，35 日后对 IgG 和 IgM 抗体双阴性猪

用相同剂量的疫苗追加免疫；感染组：取 PCV2 细胞毒株，通过肌肉注射（2 mL/只）和鼻腔（2 

mL/只）接种进行感染，每隔 5 天进行颈动脉采血。追加免疫实际上增加了实验动物数量，因为

再次免疫和感染的猪血清抗体均表现为 IgG 和 IgM 抗体阴性。 

2.1.2.3 血清采集与处理 

    将采集的血液样本 12000 rpm 离心，分离血清，分装保存至-20℃，留出一管进行抗体检测。 

2.1.2.4 血清抗体检测 

    按照实验动物筛选中的操作步骤，用商品化的 INGEZIM Circovirus IgG/IgM Kit 试剂盒检测

抗体消长水平。使用该试剂盒需注意以下几点：避免混同使用其他试剂盒的试剂；使用前所有试

剂恢复至室温（20℃-25℃）；避免使用过期的试剂和混合不同批次的试剂；每次使用试剂盒都要

对阳性对照和阴性对照进行系统的检测。试验结果有效性的前提是 IgG 和 IgM 阳性对照 OD

值>0.7，阴性对照 OD 值<0.3。结果判定：样品 OD450 >cut-off 值为阳性，反之为阴性，而 IgM cut-off

值 = IgM 阳性对照 OD450*0.4，IgG cut-off 值 =IgG 阳性对照 OD450*0.3。 

2.1.2.5 抗体动态结果分析 

将检测的抗体结果用 Excel 表格进行统计分析。 

2.2 实验结果 

2.2.1 实验动物筛选结果 

    布病检测结果均为阴性。免疫组筛选出 9 只 IgG 和 IgM 抗体双阴性猪，标号为 1702、1704、

1708、1709、1710、1713、1714、1717 和 1720，进行疫苗接种，免疫后 35 天对抗体双阴性的 1704、

1708 和 1713 追加免疫；感染组共筛选出 8 只，其中 1902 和 1903 作为自然感染的阳性对照组（IgM

抗体阳性），而 1904 和 1906 作为阴性对照组（IgG 和 IgM 抗体双阴性），剩余 4 只编号为 1907、

1909、1911 和 1912 作为感染组进行人为 PCV2 细胞毒感染。  
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2.2.2 免疫和感染组抗体动态规律 

免疫和感染后，IgM 抗体首先产生，持续时间较短；而后 IgG 抗体占主导地位，且持续时间

较长，这与抗体产生的一般规律相符；与免疫组相比，感染组（自然感染和细胞毒感染）产生的

IgM 持续时间较长，细胞毒感染产生的 IgM 存在时间为 20 d-30 d，自然感染（感染组的阳性对

照）产生的 IgM 持续 55 d，而免疫组产生的 IgM 存在时间不超过 14 d。通过监测 IgM 抗体规律，

可以优化疫苗接种程序，免疫后 IgM 首先产生，再次加强免疫时应避开 IgM 阳性期；一般来说

免疫后 IgM 由阳性变为阴性，如果不追加免疫，IgM 应一直为阴性，如果此时 IgM 变为阳性，

一定是病毒感染所致，由此可以区分 PCV2 感染和免疫。 

表 1.1 疫苗免疫实验猪血清中 PCV2 IgG 抗体消长 

Table 1.1 The growth and decline of IgG antibodies detected from PCV2 vaccine immunization group 

                     

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 
 

注：1704
，
、1708

，
和 1713

，
为追加免疫，故免疫 35 天之后的抗体没有相应值 

1704,、1708, and 1713, were in the enhanced immune group, so there was no corresponding value for antibodies after 35 days of immunization. 

表 1.2 疫苗免疫实验猪血清中 PCV2 IgM 抗体消长 

Table 1.2 The growth and decline of IgM antibodies detected from PCV2 vaccine immunization group 

                       

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
                  

 

 

 

注：1704
，
、1708

，
和 1713

，
为追加免疫，故免疫 35 天之后的抗体没有相应值 

1704,、 1708, and 1713, were in the enhanced immune group, so there was no corresponding value for antibodies after 35 days of immunization.  

 

Dpi 7 14 21 28 35 42 49 56 63 

1702 - - - + + + + + + 

1704 - - - - -     

1708 - - - - -     

1709 + + + + + + + + + 

1710 + + + + - + + + + 

1713 - - - - -     

1714 - + + + + + + + + 

1717 + + + + - - + + + 

1720 - - - - - - + + + 

1704
，

 - + + + + + + + + 

1708
，

 - + + + + + + + - 

1713
，

 - - + + + + + + + 

Dpi  7 14 21 28 35 42 49 56 63 

1702 - + - - - - - - - 

1704 - - - - -     

1708 - - - - -     

1709 - - - - - - - - - 

1710 - - - - - - - - - 

1713 - - - - -     

1714 + + - - - - - - - 

1717 + - - - - - - - - 

1720 - - - - - - - - - 

1704
，

 - + - - - - - - - 

1708
，

 - + + - - - - - - 

1713
，

 - - + - - - - - - 



中国农业科学院硕士学位论文             第二章  PCV2 感染和免疫后的猪群产生 IgG 和 IgM 抗体消长规律 

13 

表 1.3 PCV2 感染实验猪血清中 PCV2 IgG 抗体消长 

Table 1.3 The growth and decline of IgG antibodies detected from PCV2-infected group 

  

 
 

 

 

 
 

 

                                                            

 
 

 

 

 
 

 

 

表 1.4 PCV2 感染实验猪血清中 PCV2 IgM 抗体消长 

Table 1.4 The growth and decline of IgM antibodies detected from PCV2-infected group 

   
 

 

 

 

 

 

2.3 讨论 

本试验探究了 PCV2 感染和疫苗免疫后机体产生的 IgG 和 IgM 抗体的消长规律，PCV2 疫苗

免疫或者病毒感染后，IgM 抗体首先产生，持续时间相对短暂，而后 IgG 抗体稍晚产生，存在时

间较长，符合抗体产生的一般规律；感染组（自然感染和细胞毒感染）产生的 IgM 持续时间较长，

细胞毒感染产生的 IgM 存在时间为 20-30 d，自然感染（感染组的阳性对照）产生的 IgM 超过 55 

d，而接种灭活疫苗的免疫组 IgM 的存在时间不超过 14 d。 

有研究表明，猪感染 PCV2 后，即使表现为亚临床症状，血清抗体在感染 10-28 d 后发生转

变(Allan et al., 1999; Meerts et al.,2005)，而患有 PMWS 的猪血清抗体转变时间会延后(Okuda et 

al.,2003)。Meerts 发现猪在感染 10 d 产生高滴度 IgM 抗体(Meerts et al.,2006)，但也有研究报道，

IgM 抗体产生早于抗猪 PCV2 IgG 抗体，在 14-21 d 发生转变，而 IgG 抗体更能持续存在 69 d，

且认为 IgM 抗体阳性标志着 PCV2 病毒血症产生(Fort et al., 2007)。在研究 ELISAs 和病毒中和试

验相互关系中发现，PCV2 感染后猪群产生的中和抗体为 IgG 而不是 IgM (Fort et al., 2007)，中和

抗体 IgG 水平与能否降低病毒感染有关(Fort et al., 2007, 2009a)，相关报道也证实，患有 PMWS

猪体内存在较低或不存在抗 PCV2 感染的中和抗体(Meerts et al., 2006)。 

Dpi 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 

1902 + + + + + + + + + + + 

1903 + + + + + + + + + + + 

1904 - - - + + + + + + + + 

1906 - - - - - - - - - - - 

1907 - - - - + + + + + + + 

1909 - - - + + + + + + + + 

1911 - - - - - - - + + + + 

1912 - - - + + + + + + + + 

Dpi 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 

1902 + + + + + + + + + + + 

1903 + + + + + + + + + + + 

1904 - - + + + + + + + + - 

1906 - - - - - - - - - - - 

1907 - - + + + + - - - - - 

1909 - + + + + - - - - - - 

1911 - - - - - - + + + + + 

1912 + + + + + + - - - - - 
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本研究发现，通过监测 IgM 抗体产生特点，可为优化 PCV2 疫苗接种程序提供技术支持。由

表 1.1、1.2、1.3 和 1.4 可知，疫苗免疫或者病毒感染后 IgM 抗体的存在时间相对稳定，会在一段

时间内持续存在，继而迅速下降变为阴性，通过免疫球蛋白类别转换产生 IgG，而后血清中 IgG

抗体占据主导地位。因此，建议 PCV2 疫苗免疫接种时应该考虑避开 IgM 抗体阳性期，此时机体

内的病毒复制可能正处于活跃期，接种疫苗容易诱发疾病的发生，或者达不到免疫效果，甚至发

生免疫失败；IgM 抗体在免疫后 7-14 d 表现为阳性，然后抗体水平迅速下降变为阴性，在下次接

种疫苗之前如果检测到 IgM 抗体结果为阳性，那么必定出现了新一轮的 PCV2 感染，建议加强免

疫时要避开此时期。 

值得注意的是，在本研究中 PCV2 自然感染即筛选时 IgM 为阳性的猪和 PCV2 抗体为双阴性

的猪都饲养在相同的猪舍中， PCV2 可能会通过直接传播和间接传播的方式感染阴性猪。由表

1.3 和 1.4 可知，实验动物中确定了同群感染的现象。1904 和 1906 作为阴性对照存在，未感染 PCV2

细胞毒，但是感染后 15d 1904 的 IgM 抗体变为阳性，并持续了 40 d 左右，IgG 抗体在感染后 20 d

也变为阳性，这明显符合感染病毒后抗体产生的规律，由此可推测 1904 组在试验过程中出现了

PCV2 自然感染的问题。类似的情况也发生在 1911 组，1911 作为实验组人工感染过 PCV2 细胞毒，

但是感染后 5-30 d 时， IgG 和 IgM 抗体一直表现为阴性，可能原因是人为感染 PCV2 失败，未

引起机体的免疫应答反应。但在感染后 35 d 时，IgM 抗体变为阳性，IgG 抗体在感染后 40 d 也

变为阳性，导致这种现象的原因可能是 PCV2 自然感染所致。表 1.3 和 1.4 结果表明，人工感染

PCV2 室验动物机体产生的 IgM 抗体比自然感染 PCV2 产生的 IgM 持续时间相对短暂，1907、1909

和 1912 作为实验组 IgM 存在周期为 20-30 d，而自然感染的阳性对照组 1902 和 1903 实验猪体内

产生的 IgM 一直持续存在，1904 组的 IgM 也持续了 40 d，推测可能原因是 PCV2 的细胞毒毒力

弱于自然感染的 PCV2 野毒或者分离毒株的毒力发生改变所致。 

 此外，有文章报道通过 INGEZIM IgG/IgM 试剂盒检测 IgM/IgG 抗体，结合免疫时间可以综

合判断疫苗免疫效果(牛德料, 2018)，与本文研究目的有异曲同工之处，但是本文主要通过 IgM 的

存在时间和状态可以区分病毒感染与疫苗免疫产生的抗体，对优化疫苗免疫程序提供技术参考。 

本研究通过阐明 PCV2 疫苗免疫和病毒感染的 IgG 和 IgM 抗体消长规律，发现人工感染

PCV2 细胞毒产生的 IgM 存在时间为 20-30 d，自然感染（感染组的阳性对照）产生的 IgM 持续

55 d，而接种灭活疫苗的免疫组 IgM 的存在时间不超过 14 d，建议 PCV2 疫苗首免或加强免疫时

应该考虑避开 IgM 抗体阳性期；IgM 抗体如果在免疫后变为阴性，在下次接种疫苗之前如检测到

结果为阳性，那么必定出现了新一轮的 PCV2 感染。通过监测 PCV2 IgM 抗体产生特点可以为优

化 PCV2 免疫程序、区分病毒感染和免疫提供理论依据和技术支持。
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a 

     第三章  基于免疫球蛋白结合蛋白建立检测 PCV2 IgG 的

捕获 ELISA 

    葡萄球菌蛋白 A(Staphylococcal protein A, SPA)、链球菌蛋白 G(Streptococcal protein G, SPG)

和大消化链球菌蛋白 L(Peptostreptococcus magnus protein L, PPL)是一类定义明确的细菌免疫球蛋

白结合蛋白(Immunoglobulin-binding proteins, IBPs)，通过以非免疫方式与 IgG 的特定片段相互作

用，广泛应用于 IgG 抗体的纯化和检测(Firthet al., 2009;Harmset al., 2001)。本研究中将 IBPs 为包

被抗原以结合血清中总 IgG，辣根过氧化物酶(Horseradish peroxidase, HRP)标记的 PCV2 Cap 作为

二抗来结合 PCV2 特异性 IgG 抗体。结果表明，OD450和 P/N 值均显示 SPG 比 SPA 和 PPL 更能

有效地捕获猪血清中的 IgG；ROC 曲线确定该方法的 cut-off 值为 0.61，对应的敏感度和特异性分

别为 93.9%和 90.3%。对 187 份临床标本的检测结果表明，该方法与商品化的 INGEZIM Circovirus 

IgG/IgM Kit (N-ELISA)总符合率为 96.26%。鉴于猪场中大规模检测所需的 N-ELISA 成本较高，

建立的基于 SPG 高特异性、高灵敏度的抗体捕获 ELISA 检测试剂盒具有较好的应用前景。 

3.1 材料与方法 

3.1.1 材料 

3.1.1.1 重组质粒、细胞和毒株 

重组 PCV2 Cap 质粒、PCV2 细胞毒株和 PK-15 细胞均为中国农业科学院兰州兽医研究所猪

禽消化道感染与黏膜免疫研究创新团队构建并保存。  

3.1.1.2 血清样品 

    所有血清样品均为中国农业科学院兰州兽医研究所猪禽消化道感染与黏膜免疫研究创新团

队保存。 

3.1.1.3 主要试剂 

SPA 购自北京博奥龙免疫技术有限公司，SPG 和 PPL 购自兰州乾煜宏达商贸有限公司，

INGEZIM Circovirus IgG/IgM Kit 试剂盒购自甘肃科美特生物有限公司，细胞培养液 DMEM、

Carbonate-Bicarbonate Buffer、Phosphate-Citrate Buffer with Sodium Perborate 和 anti-pig IgG (HRP)

抗体系 SIGMA 产品，Triton x100、4%多聚甲醛、羊抗猪 FITC 抗体和 DNase/RNase-Free Deionized 

water 系 Solarbio 产品，Ni-NTA Agarose 系 QIAGEN 产品，脱脂奶粉系 BD 产品，ECL 发光底物

系 Thermo Fisher 产品，蛋白 HRP 标记服务系北京博奥龙免疫技术有限公司支持，其他试剂系国

产分析纯。 

3.1.1.4 主要仪器设备 

    ELISA 酶标板系 Costar 产品，移液器和离心机（台式）均为 Eppendorf 公司产品，酶标仪购

自美谷分子仪器（上海）有限公司，电泳仪和凝胶成像系统均为 Bio-Rad 产品。 

3.1.2 方法 

3.1.2.1 标准对照血清筛选 
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在 24 孔板中接种 PK-15 细胞，于 37℃ 5% CO2培养箱中培养 1 d，汇合度约为 70%-90%时

感染 PCV2 传代细胞毒，18-24 h 后换成含 2%胎牛血清的细胞维持液，继续于培养箱中培养 24 h，

按照间接免疫荧光(Indirect immunofluorescenceand, IFA)的步骤进行操作。具体程序为：用 4%多

聚甲醛室温固定细胞 15 min，PBS 洗涤 3 次后，加入 5% Triton x100 (PBS)浸润细胞 15-20min，

PBS 洗涤，将待测血清 1:50 稀释，作为一抗加至细胞中，4℃过夜或者 37℃孵育 2 h，TBS-T 洗

涤后，加入 1:300 稀释的 anti-pig FITC 二抗，37℃ 孵育 1 h 后，倒置荧光显微镜下观察荧光强度。 

3.1.2.2 PCV2 Cap 蛋白的表达和鉴定  

将实验室构建和保存的重组 PCV2 Cap 质粒在 E.coil 中进行诱导和表达(Yin et al., 2010)。将

表达后的大肠杆菌进行超声波破碎，7000 rpm 离心，分别收集上清和沉淀，跑 SDS-PAGE 电泳后

进行考马斯亮蓝染色，检测 PCV2 Cap 的表达水平。用 Ni+亲和层析柱纯化 His 标记的 Cap 蛋白， 

western blot 鉴定。具体步骤为：将纯化蛋白的 Cap 蛋白（1mg/mL）转移到硝酸纤维素膜上，室

温下用 5%脱脂乳孵育 1 h 后，分别与 PCV2 抗体（猪阳性血清，1:100）和二抗（抗猪 HRP，1:5000）

孵育；最后，利用 ECL 发光底物对膜进行暗室曝光。将纯化的 Cap 进行 HRP 标记服务。 

3.1.2.3 筛选最佳包被抗原以及包被抗原和待检血清最佳浓度的确定 

采用棋盘滴定法，将三种包被抗原 SPA、SPG 和 PPL（浓度 15 ng/μL）分别按照 1:400、1:800

和 1:1600 三个梯度稀释于 0.05M 碳酸盐缓冲液(pH 9.6）中，100 μL/孔包被在 96 孔板中，4℃过

夜孵育；洗涤后，将标准血清用 TBS-T(pH 7.4, 0.05% Tween-20)稀释至 1:40、1:80 和 1:160 分别

加至对应孔中，然后按照常规 ELISA 方法进行剩余部分的操作。 

3.1.2.4 最佳血清反应时间的确立 

包被抗原和血清的最佳浓度确定之后，将血清样品在 37℃分别孵育 0.5 h、1 h 和 2 h，比较

阴阳性标准血清的 OD450和 P/N 值，确定血清与包被抗原结合的最适反应时间。 

3.1.2.5 反应体系最佳 pH 的确立 

包被抗原及血清浓度、反应时间确定之后，通过设置一系列血清稀释液的 pH 值：pH 4.5、

pH 5.5、pH 6.5、pH 7.5、pH 8.5、pH 9.5 和 pH 10.5，观察包被抗原在不同 pH 值下结合血清中

IgG 抗体的能力，根据 OD450 值确定反应体系的最佳 pH。 

3.1.2.6 cut-off 值的确立 

根据已建立的 ELISA 程序，选择 64 份标准血清进行测定，每份设置两个平行对照孔。将血

清的 OD450值输入到 SPSS Statistics 17.0 中绘制特性曲线 ROC。从与 ROC 曲线敏感性和特异性相

关的一系列数值中选择最大 Youden 指数（敏感性与特异性之和减去 1）作为该方法的临界值。而

高于临界值的 ELISA 结果被认为是阳性，反之阴性。 

3.1.2.7 特异性、敏感性试验 

通过检测 4 份标准阳性血清，评价该方法的敏感性，即每份血清样品用 PBS-T 作倍比稀释，

从 1:50 稀释至 1:3200，然后用建立的 ELISA 方法进行检测；为确定该方法的特异性，对 CSFV、

PEDV 和 FMDV 的阳性样品进行检测，同时设置 PCV2 标准阴性和阳性血清对照组，测定血清交

叉反应。 

3.1.2.8 符合率试验 

通过对 187 份 PCV2 疫苗免疫组和病毒感染组采集的血清样品进行检测，比较该方法与商品

化 N-ELISA 方法的定性结果，分析两者之间的符合率，以确定所建立的 ELISA 方法的可靠性。 
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3.2 实验结果 

3.2.1 血清样品盘的建立 

通过 IFA 的方法筛选出 31 份 PCV2 阴性血清和 33 份阳性血清，作为样品盘以建立该 ELISA

方法并确定 cut-off 值及其敏感性。 

 

图 2.1 部分标准血清的 IFA 结果  

Fig 2.1 Partial reference serum immunofluorescence results  

3.2.2 PCV2 Cap 蛋白的表达及鉴定 

通过SDA-PAGE证实 PCV2 Cap重组蛋白在大肠杆菌中成功表达，镍离子柱纯化效果较好（图

2.2）。Western blot 显示抗体能够识别纯化的 Cap 蛋白，说明具有反应原性（图 2.2）。 
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图 2.2 PCV2 Cap 蛋白的 SDS-PEGE 和 Western Blot 分析 

Fig 2.2 SDS-PAGE and Western Blot analysis of PCV2 Cap 

M：分子蛋白 Marker (10-170 kDa)；1 和 2：IPTG 未诱导和诱导后的重组 PCV2 Cap；3：纯化的 PCV2 Cap； 

4：纯化 Cap 的 Western Blot。 

M: Protein molecular weight Marker(10-170 kDa); Line1 and Line2: Uninduced and IPTG-induced recombinant PCV2 

Cap; Line3: Purified PCV2 Cap; Lane 4: Western Blot of purified proteins. 

3.2.3 ELISA 反应条件的优化 

棋盘滴定法结果表明，无论 OD450 还是 P/N 值均显示 SPG 为最佳捕获抗原（图 2.3）。SPG

最佳包被浓度为每孔 1.875 ng(1:800)，血清的最佳稀释度为 1:80（图 2.3 和图 2.4）。将血清放置

于 37℃分别与 SPG 作用 0.5 h、1 h 和 2 h，结果显示，随着培养时间的延长，阴性血清和阳性血

清的 OD450值相应增加（表 2.1）。Akerstrom 等人曾报道 SPG 与 IgG 在 30-45 min 的结合率可达

50%，然后逐渐减慢，即使 16.5 h 后，它仍在缓慢上升(Akerstrom and Bjorck, 1986)。结合 P/N 值，

血清最佳反应时间设置为 1 h（图 2.5a）。此外，缓冲溶液的 pH 值对 SPG 结合血清中的 IgG 没有

显著影响（图 2.5b）。然而，这一结论与以前的报告不一致(Akerstrom and Bjorck, 1986)，可能是

因为它们的反应相不同，这表明 SPG 能够很好地适应反应环境的酸碱度。因此，本研究中的反应

体系的 pH 设定为 5.0，酸性环境可以避免其他免疫球蛋白的影响，如血清中 IgM，并减少非特异

性反应。 
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图 2.3 IBPs 在不同的血清稀释度下结合 IgG 抗体的差异 

Fig 2.3 The binding IgG ability of different IBPs 

结果显示，SPG 为最佳包被抗原，血清最佳稀释度为 1:80。a:每孔包被 1.875 ng 抗原，血清稀释度在 1:40、1:80 

和 1:160 时不同 IBPs OD450 的差异。 b:每孔包被 1.875 ng 抗原，血清稀释度在 1:40、1:80 和 1:160 时不同 IBPs 

P/N 的差异。 

The results showed that SPG was the best coated antigen and the optimal serum dilution was 1:80. a: Comparison of 

different IBPs under the optimum condition (1.875 ng each well) for affinity to IgG with positive serum and negative 

serum at a dilution of 1:40, 1:80 and 1:160. b: Comparison of P/N values for affinity to IgG under the optimum condition 

of different IBPs (1.875 ng each well) with serum concentration at 1:40, 1:80 and 1:160. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2.4 在最佳血清稀释度 1:80 条件下，不同浓度的 IBPs 结合 IgG 能力的差异。 

Fig 2.4 Under the optimal serum dilution of 1:80, the IgG binding abilityof different concentrations of IBPs  

结果显示，SPG 为最佳包被抗原，最佳稀释度为 1:800。A、B 分别为 IBPs（浓度为 15 ng/ul）在不同稀释度结合

阴阳性血清中 IgG 抗体的 OD450 值和 P/N 值。 

The results showed that SPG was the best coating antigen and optimal dilution was 1:800 (concentration 15 ng/ul). a and 

b were the OD450 value and P/N value of IgG antibody in negative positive serum bound by IBPs at different dilutions, 

respectively.  

a b 
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表 2.1 反应时间对 SPG 结合血清中 IgG 的影响 

Table 2.1 Effect of temperature on IgG capture by SPG 

sample ID 37 °C 2 h 37 °C 1 h 37 °C 0.5 h 

1 1.661 1.5616 0.744 

2 1.2046 1.0271 0.6197 

3 1.3942 1.0234 0.4865 

4 1.6193 1.299 0.5823 

5 0.6917 0.3582 0.1911 

6 0.5666 0.3182 0.2029 

7 0.6083 0.224 0.1209 

8 0.4677 0.2131 0.2073 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2.5 反应条件的优化 

Fig 2.5 Optimization of reaction conditions 

a：SPG 在不同时间内结合血清的 P/N 值，结合 OD450 值，确定血清孵育时间为 1 h；b：不同 pH 对 SPG 结合 IgG

的影响，血清稀释液 buffer 的 pH 对反应影响不明显。 

a: The P/N of serum in different reaction time. The incubation time of serum was determined to be 1 h; b: The effect of 

pH on the binding ability of SPG. The pH of serum buffer had no significant effect on the reaction. 

 

3.2.4 cut-off 值的确立 

为建立 PCV2 IgG 定性检测方法，采用 SPSS Statistics 17.0 软件对 33 份阳性血清样品和 31

份阴性血清样品结果进行分析，以确定 cut-off 值。结果表明，最大 Youden 指数和 cut-off 值分别

为 0.842 和 0.61，曲线下面积分别为 0.954，对应的敏感度和特异度为 93.9% 和 90.3%（图 2.6）。 
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图 2.6 ROC 曲线确定临界值 

Fig 2.6 The ROC curve analysis of the C-ELISA based on SPG 

曲线下面积为 0.954，对应的 cut-off 值为 0.61。 

The area under the ROC curve is 0.954, when the optimal cut-off value was 0.61. 

3.2.5 敏感性和特异性分析 

   检测 4 份阳性标准血清，从 1:50 倍比稀释至 1:3200。当稀释倍数为 1:1600 时，血清由阳性变

为阴性（图 2.7），表明该方法具有较好的敏感性。同时，该方法对 CSFV、PEDV 和 FMDV 阳性

血清均无交叉反应（表 2.2）。 

 

图 2.7 敏感性试验 

Fig 2.7 Determination of the sensitivity of SPG-ELISA. 

4 份阳性标准血清和阴性对照血清用倍比稀释法分别从 1:50 稀释至 1:3200，结果显示，在稀释度为 1:1600 时，

阳性血清变为阴性，表明该方法具有较好的敏感性。 

Four positive standard serums and negative control serums were diluted from 1:50 to 1:3200 by multiple dilution method, 

respectively. The results showed that the positive serums became negative when the dilution was 1:1600, indicating that 

this method had a good sensitivity. 
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表 2.2 特异性试验 

Table 2.2 Determination of the specificity 

Sample CSFV PEDV FMDV PCV2 + PCV2 - 

OD450 0.3311 0.5093 0.474 1.2852 0.3183 

Result - - - + - 

 

3.2.6 基于 SPG 的 ELISA 在血清诊断中的应用 

将免疫组的 187 份血清进行检测，并与商品化 N-ELISA 法比较。两种检测方法均显示 130

份血清为阳性，50 份血清为阴性。C-ELISA 与商品化检测试剂盒的符合率为 96.26%。其中，有

136 份血清 SPG-ELISA 判定结果为阳性(72.73%)，131 例 N-ELISA 方法鉴定为阳性(70.05%)，该

方法的阳性检出率率高于 N-ELISA。两者之间的交叉分类试验结果见表 2.3。 

 

表 2.3 血清符合率试验 

Table 2.3 Cross-classified test results for the detection of PCV2 IgG antibodies in swine sera  

SPG-ELISA N-ELISA Total 

 Positive Negative  

Positive 130 6 136 

Negative 1 50 51 

Total 131 56 187 

注：SPG-ELISA 和商品化 INGEZIM IgG 检测试剂盒分别对 187 份血清进行检测，符合率为 96.23%。 

SPG-ELISA and commercialized INGEZIM IgG detection kits were used to detect 187 samples of serum respectively, and the coincidence rate 

was 96.23%. 

3.3 分析与讨论 

IBPs 在细菌表面表达，介导宿主对细菌感染的免疫防御反应，并通过非免疫方式与 IgG 的特

定片段相互作用，在细菌感染的发病机制中起重要作用(Bouvet, 1994;Kronvall and Jonsson, 1999)。

IBPs 的典型代表包括 SPA、SPG 和 PPL，它们含有多个连续的胞外免疫球蛋白(Immunoglobulin, Ig)

结合域，氨基酸序列同源性较高。SPA 和 SPG 主要与 IgG 的 Fc 区结合(Akerstrom and Bjorck, 

1989;Bjorck and Kronvall, 1984)，而 PPL 结合 IgL 的 κ 同种型子群，因此具有更宽的免疫球蛋白

结合范围(De Chateau et al., 1993)。IBPs 具有独特的结构和结合特性，在抗体的纯化、检测和吸收

等方面发挥着重要的作用。SPA 和 SPG 被广泛用作酶标记的次级抗体，用于检测包括人类在内的

各种动物病原体特异性抗体(Bhullar et al., 2011;Chen and Fang, 2013;Kang et al., 2006)。 

SPA 可以与各种聚合物载体（例如琼脂糖）结合，用于免疫沉淀以精制来自生物溶液的抗体。

SPA 通常用于检测方法，如聚集、ELISA 和 Western 印迹，它还广泛用于药物应用中来结合免疫
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复合物和血清免疫球蛋白(Rashidieh et al., 2015)。与免疫球蛋白结合的蛋白质在大量的间接初级

结合试验中被用作报告蛋白，特别是在兽医诊断中，因为它们适用于许多物种(Nielsen et al., 

2004;Nilsson et al., 1987)。Lawman 等使用放射性标记的 SPA 来跟踪牛抗体，特别是针对牛布氏

杆菌的 IgG2 亚类(Lawman et al., 1986;Lawman et al., 1984)。此外，酶结合的 SPA 已经用于在水牛、

北极熊、牛和人中追踪抗布鲁氏菌抗体；SPA 也被用于针对布鲁氏菌的人抗体的凝集试验

(Lawmanet al., 1986)。 

SPG 也是一种常见的 IBPs，最初在 C 链球菌和 G链球菌中检测到(Bjorck and Kronvall, 1984)。

与 SPA 类似，SPG 能够在不同 pH(4.0-8.0)范围内与多种哺乳动物 IgG 的 Fc 片段结合。此外，SPG

比蛋白 A 具有更广泛的反应性，由于 SPG 与人 IgG 四个亚类的结合特性(Kmiecik and Kolinski, 

2008)，它更适合于 IgG 的纯化和分离。SPG 是一种 65 kDa(G 型)或 58 kDa(C 型)细胞表面蛋白，

可通过与 Fc 区结合来纯化 IgG1、IgG2、IgG3 和 IgG4 抗体(Kmiecik and Kolinski, 2008)。虽然 SPA

和 SPG 的三级结构非常相似，但它们的氨基酸组成差异很大，从而导致了不同的结合特性。SPG

可用于纯化与 SPA 不能结合的哺乳动物单克隆和多克隆 IgGs，SPG 与大多数哺乳动物 IgGs 具有

更强的亲和力，特别是对 IgG 的某些亚类，包括人 IgG3、小鼠 IgG1 和大鼠 IgG2a(Aybay, 2003)。

然而，与 SPA 不同，SPG 不与人 IgM、IgD 或 IgA 结合(Graille et al., 2000)。 

 PPL 自 1985 年被发现以来一直受到特别关注，主要是因为它是一种 Ig 轻链结合蛋白，因

此特别适合于单链可变片段、Fab 和 F(ab,)2 生物分子的纯化(Housden et al., 2003)。PPL 与大量具

有 κ1、κ3 和 κ4 轻链的 Ig 结合结合（但不与 κ2 和 λ 亚基），从而识别 50%的人的 Ig 和 75%以上

的小鼠的 Ig(Stura et al., 2002)。SPA 是纯化兔抗体和小鼠 IgG 某些亚类的很好工具，而其他亚类

则不被识别，对大鼠 IgG 的亲和力也很低。PPL 对许多缺乏 A 蛋白的 Ig 具有亲和力，因此常用

于 SPA 不起作用的蛋白。一般情况下，一种方法并不比另一种更好，它们都具有特定和重叠的功

能，Ig 的类型决定了什么蛋白质是最好的使用。 

PCV2 导致流产、死产，增加断奶前病死率，并引起严重的免疫抑制，对全世界养猪业经济

具有严重威胁。PCV2 的诊断主要集中在细胞浸润、淋巴衰竭、相关的 PCV2 抗原和 PCV2 基因

组的标记组织病理损害的检测，用免疫组化和原位杂交方法可以对 PCV2 在可疑组织中的含量和

分布进行检测(符贻武等，2019)。目前，ELISA 试剂盒广泛应用于 PCV2 特异性抗原和抗体检测，

在临床诊断中应用前景广阔。 

ELISA 判定结果的依据主要取决于 cut-off 值，合适的 cut-off 值有助于减少假阳性或者假阴

性出现概率，确保试验具有较高的敏感性和特异性，尤其对于人医方面的诊断具有举足轻重的影

响，例如丙型肝炎、幽门螺旋杆菌和副结核的血清抗体诊断。判定 cut-off 值的方法包括标准差比

率、测定标本对阴性比值、以阴性对照均值±2s 或 3s、百分位数法、双质控、ROC 曲线等，不

同方法设置的临界值可能有所差异，但是都要考虑样品的假阳性率和假阴性率。ROC 曲线是显示

整个图之间的敏感性和 1-特异性之间的一系列临界点之间的折衷图，其曲线下面积是诊断试验内

在效度的有效度量。ROC 曲线能够考虑每一个可能的 cut-off 值，更客观地评价诊断试验的诊断

价值和确定最佳临界值，其中 Youden 指数是敏感性和特异性之和减 1，是评价筛查试验真实性

的方法，指数越大说明筛查试验的效果越好，真实性越大。ROC 曲线广泛应用于一下几方面：找

出最优临界点，使疾病或非疾病患者分类最少；评估一项测试正确挑选患病和非疾病受试者的判

别能力；比较两项或两项以上评估同一疾病的试验的效果比较两个或两个以上的观察者测量相同
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的测试。 

    在此，我们利用三种有效的 IBPs 结合猪血清中的 IgG 建立了 SPG-ELISA 方法。结果表明，

无论 OD450或 P/N 值 SPG 为最佳包被抗原。ROC 曲线确定该方法最大 Youden 指数和 cut-off 值分

别为 0.842 和 0.61，曲线下面积分别为 0.954，对应的敏感度和特异度为 93.9% 和 90.3%。田间

检测结果表明，该方法的阳性检出率(72.73%)高于商品 N-ELISA 法(70.05%)。作为一种包被抗原，

SPG 具有许多其他包被抗原（如单克隆抗体）所不具备的独特优点。SPG 能在较宽的 pH 范围内

与 IgG 保持亲和力(Qi et al., 2012)。本研究将 ELISA 应用于酸性反应体系中，可有效抑制血清中

IgM 等其他免疫蛋白的活性，从而提高反应的特异性。同时，由于 SPG 结合 IgG 的能力是非特

异性的，该方法的包被抗原可以捕获血清中的所有 IgG 抗体。理论上，通过改变不同病原体的抗

原作为二抗，可以检测不同疾病产生的 IgG 抗体。用一种方法检测多种抗原也是未来诊断方法的

发展趋势。
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第四章  捕获 ELISA 检测 PCV2 IgM 抗体方法的建立 

    IgM 机体对病原体或疫苗产生适应性免疫反应后最早产生的抗体，几天内达到高峰后开始下

降，随后 IgG 抗体占主导地位，因此 IgM 在动物疾病早期诊断方面起着关键的作用。血清学检测

在评估这些适应性免疫反应中起着核心作用，这种检测方法不仅对评估疫苗的免疫原性至关重

要，而且对接触病原体和与其他病毒的交叉反应也具有指导意义(Atre et al., 2019)。本试验利用自

己制备的兔抗猪 IgM 多抗作为包被抗原，以捕获血清中所有的 IgM 抗体，然后孵育 HRP 标记的

R2346 重组表位蛋白作为二抗，以检测 PCV2 特异性 IgM 抗体。ROC 曲线确定 cut-off 值为 0.479，

该方法具有较高的特异性和敏感性，是诊断 PCV2 早期感染和评价疫苗免疫效果有价值的工具。 

4.1 材料与方法 

4.1.1 材料 

4.1.1.1 质粒和菌株 

PCV2 Cap 抗原表位串联连接至 PET32a 载体，由苏州金唯智生物科技有限公司进行基因合

成；BL21(DE3)感受态细胞购自全式金生物有限公司。 

4.1.1.2 实验动物 

2-3 月龄家兔和 BALB/c 小鼠，均购自兰州兽医研究所动物实验中心。 

4.1.1.3 血清 

    所有血清均为本实验室保存。 

4.1.1.4 主要试剂 

206 佐剂由中国农业科学院兰州兽医研究所猪禽消化道感染与黏膜免疫研究创新团队保存，

Native pig IgM 系 Abd 产品，Goat anti pig IgM HRP 抗体系 Bio-Rad 产品，INGEZIM Circovirus 

IgG/IgM Kit 试剂盒购自甘肃科美特生物有限公司，弗氏佐剂、Carbonate-Bicarbonate Buffer、

Phosphate-Citrate Buffer with Sodium Perborate、Rabbit anti-pig IgG (HRP)抗体、anti-mouse(HRP)

抗体系 SIGMA 产品，Ni-NTA Agarose 系 QIAGEN 产品，脱脂奶粉系 BD 产品，ECL 发光底物系

Thermo Fisher 产品，anti-mouse TCR β、anti-mouse CD8a 和 anti-mouse CD4 抗体系 BioLegend 公

司产品，Mouse IFN-γ ELISA kit、Mouse IL-4 ELISA kit 购自北京绿源伯德生物科技有限公司；HRP

标记 His Tag 抗体，北京博奥龙免疫技术有限公司产品，蛋白 HRP 标记服务和兔源抗猪 IgM 多抗

纯化系北京博奥龙免疫技术有限公司支持，其他试剂系国产分析纯。 

4.1.1.5 设备仪器 

    ELISA 酶标板系 Costar 产品，移液器和离心机（台式）均为 Eppendorf 公司产品，酶标仪购

自美谷分子仪器（上海）有限公司，电泳仪和凝胶成像系统均为 Bio-Rad 产品。 

4.1.2 方法 

4.1.2.1 包被抗原的制备 

以 Native pig IgM 为免疫原与弗氏佐剂乳化，按照 200 ug/只的剂量免疫家兔，采用背部皮下
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多点注射和腿部肌肉注射的方式，每隔两周加强免疫；每次免疫前耳缘静脉采血，分离血清，检

测抗体水平；最后一次加强免疫后采血分离血清，并纯化 IgG 抗体。免疫程序见表 3.1。 

表 3.1 pig native IgM 免疫家兔的免疫程序 

Table 3.1 The immune program of pig native IgM 

编号 抗原 注射剂量 免疫次数 免疫方式 

A Pig native IgM 200µg 0.2 mL 4 皮下多点注射+肌肉注射 

B Pig native IgM 200µg 0.2 mL 4 皮下多点注射+肌肉注射 

C PBS 0.2 mL 4 皮下多点注射+肌肉注射 

4.1.2.2 PCV2 Cap 重组表位蛋白的表达和鉴定 

根据文献分析整理 PCV2 Cap B 细胞表位序列，得到六个抗原表位，分别命名为 R1、R2、

R3、R4、R5 和 R6；将六个表位进行串联，中间用 Linker(GGGGS)连接，通过 DNAStar 软件对

串联表位进行疏水性、表面蛋白可能性、蛋白骨架区的柔韧性以及抗原指数综合分析，得到六组

表位组合，分别命名为 R1234、R1235、R1236、R2345、R2346 和 R3456（表 3.2），密码子优化

后进行基因合成，克隆至 pET32a 原核表达载体。将合成的质粒在 BL21 大肠杆菌感受态中进行

IPTG 诱导表达，随后跑 SDS-PAGE 鉴定目的蛋白是否表达；将诱导后的菌液进行超声破碎，经

7000 rpm 离心后分别收集上清和沉淀，用 SDS-PAGE 分析蛋白表达在上清还是包涵体中；目的蛋

白因带有 His 标签，对其进行 Ni+柱子纯化，将纯化后的六组 Cap 重组表位蛋白进行 Western blot

分析。 

表 3.2 PCV2 Cap B 细胞抗原表位 

Table 3.2 PCV2 Cap B cell epitope 

名称 Cap 氨基酸定位 氨基酸顺序(5, - 3,) 

R1234 25-43/69-83/117-131/169-183 
RRPWLVHPRHRYRWRRKNGGGGGSVDMLRFNLDDFVPPGGGGGS 

GVGSSAIILDDNFVIGGGGSSTIDYFQPNNKRNQL 

R1235 25-43/69-83/117-131/193-207 
RRPWLVHPRHRYRWRRKNGGGGGSVDMLRFNLDDFVPPGGGGGS 

GVGSSAIILDDNFVIGGGGSVDHVGLGTAFENSKY 

R1236 25-43/69-83/117-131/175-195 
RRPWLVHPRHRYRWRRKNGGGGGSVDMLRFNLDDFVPPGGGGGS 

GVGSSAIILDDNFVIGGGGSQPNNKRNQLWMRLQTSRNVDH 

R2345 69-83/117-131/169-183/193-207 
VDMLRFNLDDFVPPGGGGGSGVGSSAIILDDNFVIGGGGS 

STIDYFQPNNKRNQLGGGGSVDHVGLGTAFENSKY 

R2346 69-83/117-131/169-183/175-195 
VDMLRFNLDDFVPPGGGGGSGVGSSAIILDDNFVIGGGGS 

STIDYFQPNNKRNQLGGGGSQPNNKRNQLWMRLQTSRNVDH 

R3456 117-131/169-183/193-207/175-195 
GVGSSAIILDDNFVIGGGGSSTIDYFQPNNKRNQLGGGGS 

VDHVGLGTAFENSKYGGGGSQPNNKRNQLWMRLQTSRNVDH 

注：下划线序列为 Linker 

Note: Underscore sequence is Linker 

4.1.2.3 Cap 重组表位蛋白免疫原性分析 

    将纯化的六组表位串联体重组蛋白和实验室保存的原核表达重组 Cap 蛋白按照 1:1 的比例与

206 佐剂乳化后分别采用肌肉注射的方式免疫 BALB/c 小鼠，剂量为 50 μg/只，同时设置 PBS 阴

性对照组，每间隔 7 d 眼眶采血分离血清。按照常规间接 ELISA 方法检测血清中 PCV2 特异性抗

体水平；免疫后 35 d 分离小鼠脾脏淋巴细胞，用 PBS（含 2% 犊牛血清）重悬至细胞密度约为
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106个/mL，分别复染 anti-mouse TCR β、anti-mouse CD8a 和 anti-mouse CD4 抗体，同时设置单染

对照组和不染对照组，通过流式细胞术检测脾脏淋巴细胞中的 CD4+和 CD8+细胞的百分比；按照

细胞因子 ELISA 试剂盒说明书，分别对免疫后 35 d 小鼠外周血分离血清中 IFN-γ 和 IL-4 的含量

进行检测，OD 值为标准品和标本的 OD 值减去空白孔值。以标准品浓度作横坐标、OD 值为纵坐

标，绘制标准曲线，将样品 OD 值代入公式后计算结果即为待检标本中细胞因子的浓度。 

4.1.2.4 标准血清的筛选 

    取 30 μL纯化后的 Cap (1 mg/mL) 样品，加入 4 x loading buffer，煮沸 10min后进行 SDS-PAGE

凝胶电泳，上样量为 10 μL/孔；将蛋白条带转移至 NC 膜上后，在 5%脱脂奶粉(TBS-T)中室温封

闭 1 h；用 TBST 洗涤 NC 膜，然后以 1:50 的比例用脱脂奶粉稀释待检血清，与膜在室温下摇床

上孵育 6 h；洗涤后，加入 anti pig HRP 二抗(1:5000)，室温下摇床孵育 1 h；再次洗涤后，加入

ECL 发光液进行显色，暗室曝光。 

4.1.2.5 包被抗原和待检血清最佳浓度的确定 

    采用棋盘滴定法确定包被抗原和待检血清的最佳稀释度。包被不同稀释度的抗猪 Native IgM 

(4.4 mg/mL) 按照 1:1000、1:2000 和 1:4000 的稀释度作为捕获抗体，在 4℃下孵育过夜；次日，

用脱脂奶粉(PBS)封闭平板，洗涤后，在脱脂奶粉中按照 1:10、1:50、1:100 和 1:200 梯度稀释标

准血清，加入相应的孔（100 µL/孔）并在 37℃下孵育 1h；之后按照常规 ELISA 方法进行操作，

比较 OD450值确定两者的最佳浓度。 

4.1.2.6 血清最佳孵育时间的确立 

包被抗原和血清的最佳浓度确定之后，将血清样品在 37℃分别孵育 0.5 h、1 h、3 h 和 24 h，

比较阴阳性标准血清的 OD450值，确定血清与包被抗原结合的最适反应时间。 

4.1.2.7 二抗最佳稀释度及反应时间的优化 

包被抗原及血清浓度、反应时间确定之后，将 HRP-R2346 用 5%脱脂奶粉作 1:10、1:50、1:100、

1:500、1:1000 和 1:2000 的稀释，进行 ELISA 试验，确定二抗最佳浓度；二抗浓度确定后，将酶

标板放置 37℃与二抗分别反应 0.5 h、1 h、3 h 和 24 h，通过 OD450值确定二抗反应时间。 

4.1.2.8 cut-off 值的确立 

根据已建立的 ELISA 程序，选择 50 份标准血清进行测定，每份设置两个平行对照孔。将血

清的 OD450值输入到 SPSS Statistics 17.0 中绘制特性曲线 ROC。从与 ROC 曲线敏感性和特异性相

关的一系列数值中选择最大 Youden 指数作为该方法的临界值。而高于临界值的 ELISA 结果被认

为是阳性，反之阴性。 

4.1.2.9 敏感性和特异性试验 

通过检测 3 份标准阳性血清，评价该方法的敏感性，即每份血清样品用 5%脱脂奶粉作倍比

稀释，从 1:50 稀释至 1:1600，然后用建立的 ELISA 方法进行检测；为确定该方法的特异性，对

CSFV、PEDV 和 FMDV 的阳性样品进行检测，同时设置 PCV2 标准阴性和阳性血清对照组，测

定血清交叉反应。 

4.1.2.10 田间样品的检测及符合率试验  

通过对 187 份 PCV2 感染组和疫苗免疫组采集的血清样品进行检测，比较该方法与商品化

N-ELISA 方法的定性结果，分析两者之间的符合率，以确定所建立的 ELISA 方法的可靠性。 
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4.2 结果 

4.2.1 兔抗猪 IgM 的制备 

用间接 ELISA 检测抗体水平，结果显示，抗体效价较高，如下图所示。 

 

图 3.1 间接 ELISA 检测抗体滴度 

Fig 3.1 Curve of antibodies alteration by indirect ELISA test 

当抗体稀释至 1：50000，OD450 值仍大于 1.0。 

When the antibody was diluted to 1:50000, the OD450 value was still greater than 1.0. 

4.2.2 Cap 重组表位蛋白的表达和鉴定 

通过 SDA-PAGE 证实六组重组表位蛋白在大肠杆菌中成功表达，镍离子柱纯化效果较好（图

3.2）。Western Blot 结果证实构建的带有 His 标签的表位串联体和 Cap 蛋白与 HRP-His-Tag 抗体孵

育均显示条带（箭头所指）（图 3.3）。 

 

          图 3.2 PCV2 Cap 重组表位蛋白纯化结果 

          Fig 3.2 Purification result of recombinant epitope proteins of PCV2 Cap 
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 图 3.3 PCV2 Cap 及其重组表位蛋白的 Western Blot 结果 

Fig 3.3 Western Blot analysis of PCV2 Cap and recombinant epitope proteins 

4.2.3 Cap 重组表位蛋白免疫原性分析 

间接 ELISA 检测 PCV2 特异性抗体，以实验组与阴性对照组（PBS 组）OD450比值大于或等

于 2.0 的最高稀释倍数的倒数为该血清的抗体滴度。由图可知，R2346 组抗体水平随免疫时间增

加而上升，抗体滴度在免疫后 28 d 达到 500（图 3.4），且在免疫后 35 d 持续，显著高于其他实验

组和对照组；通过流式细胞术检测 CD4+和 CD8+比例，结果显示，R1234、R2345、R2346、R3456

和 Cap 组的 CD4+细胞比例高于 PBS 组(P<0.05)（图 3.5a），R1235 和 R2346 组的 CD8+淋巴细胞

比例与 PBS 组相比有差异，其中 R2346 组差异显著(P<0.01)（图 3.5b）；通过对免疫后 35 d 血清

中 IFN-γ 和 IL-4 检测的结果表明，R2346 组诱导产生的两种细胞因子水平显著高于对照组，其他

实验组无明显差异（图 3.6）。综上可知，R2346 重组表位蛋白可以刺激产生 PCV2 特异性抗体，

引起机体产生体液免疫和细胞免疫应答，具有良好的免疫学活性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3.4 PCV2 Cap 重组表位蛋白免疫小鼠特异性抗体检测 

Fig 3.4 Detection of specific antibody of PCV2 Cap recombinant epitope proteins in mice 
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图 3.5 PCV2 Cap 重组表位蛋白免疫 35d 后小鼠脾脏淋巴细胞中 CD4、CD8 百分比 

Fig 3.5 Percentage of CD4 and CD8 in spleen lymphocytes of mice immunized with PCV2 Cap recombinant epitope 

proteins after 35d 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3.6 PCV2 Cap 重组表位蛋白免疫小鼠 35d 后血清中 IFN-γ 和 IL-4 检测 

Fig 3.6 Detection of IFN- γ and IL-4 in serum of mice immunized with PCV2 Cap recombinant epitope proteins after 35d 

4.2.4 样品盘的建立 

通过 Western blot 的方法筛选出 30 份 PCV2 阴性血清和 20 份阳性血清，作为样品盘以建立

该 ELISA 方法并确定 cut-off 值及其敏感性。 
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图 3.7 部分检测 IgM 抗体的标准血清 

Fig 3.7 Partial standard serum of IgM antibody detection 

M：分子量为 10-170 kDa 的蛋白 Marker；1-10：IgM 阳性标准血清；11-12：IgM 阴性标准血清。 

M: Protein molecular weight Marker(10-170 kDa); Line1 to Line10: IgM positive serum samples; Line11 and Line12: 

IgM negative serum samples. 

4.2.5 ELISA 程序的优化 

棋盘滴定法确定抗猪 IgM 最佳包被浓度为 4.4 ng/孔，即 1:1000 稀释，待检血清血清最佳稀

释度为 1:100（图 3.8），两者于 37℃共孵育 0.5 h（图 3.9）；TBS-T 洗涤后，加入按照 1:100 脱脂

奶粉稀释的 HRP-R2346 二抗（图 3.10），37℃反应 0.5 h（图 3.11）；再次洗涤后，加入 TMB 显

色底物室温显色 10-15min，终止液终止显色，450nm 波长下迅速读取 OD 值。 

 

图 3.8 包被抗原和待检血清最佳浓度的确立 

Fig 3.8 Determination of the optimal concentration of coated antigen and serum 

由图可知，血清最佳稀释度为 1:100，包被抗原最佳稀释度为 1：1000。 

As shown in the figure, the optimal dilution of serum was 1:100, and the optimal dilution of coated antigen was 1:1000. 
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图 3.9 血清最佳孵育时间的确立 

Fig 3.9 Determination of the optimal reaction time of serum samples 

由图可知，血清最佳孵育时间可定为 0.5 h。 

As shown in the figure, the optimal incubation time of serum can was 0.5 h. 

 

图 3.10 二抗最佳稀释度的确立 

Fig 3.10 Determination of the optimal concentration of HRP-R2346 

由图可知，二抗最佳稀释度为 1:100。 

As shown in the figure, the optimal dilution of secondary antibody was 1:100. 

Concentration 
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图 3.11 二抗最佳孵育时间的确立 

Fig 3.11 Determination of the optimal reaction time of HRP-R2346 

由图可知，二抗最佳反应时间为 0.5 h。 

As shown in the figure, the optimal reaction time of secondary antibody was 0.5 h. 

4.2.6 ROC 曲线确定 cut-off 值 

为建立检测 PCV2 IgM 抗体定性方法，用 SPSS Statistics 17.0 软件对输入的 20 份阳性血清样

品和 30 份阴性血清样品结果绘制 ROC 曲线进行分析，以确定 cut-off 值。结果显示，曲线下面积

为 0.99，最大 Youden 指数为 0.9，对应的临界值为 0.479（图 3.12）。 

 

图 3.12 ROC 曲线确定临界值 

Fig 3.12 Determination of cut-off value by ROC 

曲线下面积为 0.99，cut-off 值为 0.479。 

The area under the ROC curve is 0.99, when the optimal cut-off value was 0.479. 
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4.2.7 敏感性和特异性试验 

三份 PCV2 IgM 阳性标准血清按照倍比稀释法从 1:50 稀释至 1:1600，同时设置阴性对照，由

图可知，当稀释度为 1:800 时，阳性血清转为阴性（图 3.13），敏感性较高；对 CSFV、PEDV 和

FMDV 的阳性样品检测结果显示，该方法与其他血清均无交叉反应，特异性较好（表 3.3）。 

 

 

图 3.13 敏感性试验 

Fig 3.13 Sensitivity of ELISA 

 

表 3.3 特异性试验 

Table 3.3 Specificity of ELISA 

Samples PCV2 + PCV2- CSFV PEDV FMDV 

OD450 1.3723 0.3132 0.2815 0.4162 0.4419 

Result + - - - - 

4.2.8 符合率试验 

对 187 份田间血清的检测结果显示，49 份血清显示阳性，138 份显示为阴性，阳性检出率为

26.2%，商品化的 N-ELISA 检测结果为 55 份阳性，132 份阴性，阳性检出率为 29.41%；两种检

测方法的结果符合率为 91.44%。两者之间的交叉分类试验结果见表 3.4。 
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表 3.4 交叉分类试验 

Table 3.4 Cross-classified test results for the detection of PCV2 IgM antibodies in swine sera 

IgM-ELISA 

N-ELISA 

Total 

Positive  Negative 

Positive 44 5 49 

Negative 11 127 138 

Total 55 132 187 

 

注：建立的 IgM-ELISA和商品化 N-ELISA 检测试剂盒分别对 187 份血清进行检测，符合率为 91.44%。 

The established IgM-ELISA and commercial N-ELISA were used to detect 187 samples of serum respectively with a coincidence rate of 91.44%. 

4.3 讨论 

    PCV2 被认为是导致 PMWS、PDNS、APE 等 PCVAD 的致病因素，对养猪业造成了巨大的经

济损失(Hu et al., 2017)。PCVAD 的临床症状包括体重减轻、呼吸功能障碍、腹股沟浅淋巴结肿大、

腹泻和淋巴细胞迅速减少(Vigreet al., 2005)。它可以通过猪之间的直接接触传播，一些研究表明，

空气传播也可以引起感染。过去几年与 PCVAD 相关的发病率和病死率的激增是疾病传播和并发

感染的直接结果。 

免疫分析是评估病原体引起的免疫反应的主要工具，已广泛用于评估疫苗开发中疫苗制剂的

免疫原性，但仍然需要新的和更加优化的读出方法来定义疫苗或致病菌诱导的免疫反应，最常用

的免疫原性和效价检测方法是 ELISA。该方法是一种快速、高通量、准确测定血清抗体的方法，

现有的基于 ELISA 的数据大多来自于对血清中 IgG 的评估，在评估疫苗的免疫原性时，相对较

少关注 IgM 抗体的存在。IgM 占血清 Ig 总量的 5%-10%，单体 IgM 以膜结合型表达于 B 细胞表

面，是 BCR 的主要构成成分；分泌型 IgM 为五聚体，不能通过血管壁，主要存在于血清中，因

含 10 个 Fab 段，具有很强的抗原结合能力；含 5 个 Fc 段，比 IgG 更容易激活补体。IgM 是个体

发育中最早合成的抗体，脐带血中 IgM 升高，提示胎儿宫内感染；IgM 也是初次体液免疫应答中

最早产生的抗体，血清 IgM 的检出，表明新近感染发生，可用于感染的早期诊断(周光炎, 2018)。

此外，评估 IgM 对疫苗接种或对病原体接触后的反应，可以对免疫反应的发生提供重要的见解，

从而使其成为诊断的重要工具。 

IgM 抗体检测广泛应用于人医方面的诊断，例如伤寒、急性黄病毒感染、Lassa 病毒感染（流

行于非洲的一种地方病）、人细小病毒感染和登革热等。Emmerich, P.等使用反向 ELISA 方法，包

被抗 IgM抗体涂布微滴度板、采用标记的抗免疫球蛋白结合物对非洲的Lassa病毒感染产生的 IgM

进行检测(Emmerich et al., 2006)；免疫球蛋白抗体捕获 ELISA 是诊断急性黄病毒感染的一种有价

值的工具，因为 IgM 抗体滴度可在感染后 2 周左右检测到，并在随后的几个月内下降到较低水平

(Holmes et al., 2005)；Blacksell S.D.等在检测伊比奥斯氏斑疹伤寒感染患者血清中 IgM 时，建立

了一种 ELISA 方法，与血清金标准 IFA 相比，ELISA 的 OD 值与 IFA IgM 滴度有很强的相关性，

血清流行病学确定的最佳 ELISA 临界值与泰国先前描述的相应的 IFA 滴度 400 比较，其灵敏度
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为 84%，特异性(Sp)为 98%(Blacksell et al., 2016)；Butchko, A.R.等利用一种或多种构象抗原检测

198 例孕妇血清中人细小病毒 b19 特异性 IgM 或 IgG 的三种 ELISA 方法的性能进行了分析研究，

结果显示建立的 Biotrin 捕获法 ELISA 产生的不确定结果数量较少，与其他商业上可获得的检测

b19v 特异性 IgM 和 IgG 抗体的 ELISA 相比一致行较高(Butchko and Jordan, 2004)；Kuno, G.建立

了一种简便、特异的双抗体夹心技术，用于检测人工抗登革热 IgM 免疫复合物(Kuno et al., 1987)。 

与利用完整重组蛋白研发的疫苗或诊断方法相比，基于多表位肽的方法由于组合了来自病原

微生物的多个抗原蛋白的优势性 B 细胞表位基序，可以诱导更强烈的免疫应答反应或具有更高的

检测灵敏度(朱睿, 2017)。本研究选取定位于 Cap 蛋白的 B 细胞线性表位，不需要 APC 提成可直

接激活 B 细胞产生特异性中和抗体(周光炎, 2018)，通过对表位重组，筛选出一组免疫原性较高的

表位组合，命名为 R2346。该重组表位蛋白能最大限度地保留抗原性，免疫小鼠后产生的特异性

抗体和 IFN-γ、IL-4 细胞因子水平显著高于对照组，脾脏淋巴细胞中 CD4+和 CD8+比例也显著提

高。这些数据表明，R2346 表位组合可以刺激产生 PCV2 特异性抗体，引起机体产生体液免疫和

细胞免疫应答，具有良好的免疫学活性。 

在此，我们建立了一种新的捕获 ELISA 检测血清中 PCV2 特异性 IgM 抗体，用于检测 PCV2 

Cap 蛋白的血清 IgM 的应答反应。ROC 曲线确定 cut-off 值为 0.479，曲线下面积为 0.99；具有较

高的敏感性和特异性；对田间样品的检测试验中，与商品化的 N-ELISA 相比检测结果符合率为

91.44%。该方法可用于快速、高通量的样品血清学检测，对评估 PCV2 疫苗效果与诊断 PCV2 早

期感染提供重要工具。 
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第五章  全文结论 

1. 阐明 PCV2 灭活疫苗免疫和病毒人工感染猪的 IgG 和 IgM 抗体产生特征，其中灭活疫苗免疫

后血清中 IgM 抗体存在约 7-14 d，随后 IgG 抗体产生，且持续存在；而人工感染组 IgM 抗体存在

约 20-30 d。PCV2 特异性 IgM 抗体的存在时间和存在状态在区分疫苗免疫和病毒感染方面发挥

重要作用。 

 

2. 利用 SPG 作为捕获待检血清中的 IgG 抗原，HRP 标记的 Cap 蛋白作为酶标二抗，建立了一种

检测 PCV2 IgG 抗体亚型的捕获 ELISA 方法。该方法通过 ROC 曲线确定的 cut-off 值为 0.61，敏

感度和特异性分别为 93.9%和 90.3%，与商品化的 IgG 抗体检测试剂盒符合率为 96.26%。  

 

3. 利用兔抗猪 IgM 多抗作为捕获抗原，HRP 标记的 R2346 重组表位蛋白作为二抗，建立了一种

检测血清中 PCV2 特异性 IgM 抗体的捕获 ELISA 方法。ROC 曲线确定 cut-off 值为 0.479，该方

法具有较高的特异性和敏感性，分别为 96.7%和 97.2%，为早期诊断 PCV2 感染和优化疫苗免疫

程序奠定基础。 
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