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摘  要：为了建立一种猪丁型冠状病毒(porcine deltacoronavirus, PDCoV)抗体检测方法，将 PDCoV 
CH/XJYN/2016 毒株 N 基因序列插入原核表达质粒载体 pColdII 中，表达重组蛋白 PDCoV-N1 和

PDCoV-N2，经 SDS-PAGE 分析和 Ni+-NTA 纯化后，检测重组原核蛋白 PDCoV-N1 和 PDCoV-N2 与

猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)阳性血清的反应原性和特异性。同时对重组

真核蛋白 PDCoV-N1 和 PDCoV-N2 进行 Western blotting 和间接免疫荧光实验验证分析。最后使用重

组原核蛋白 PDCoV-N2 建立间接 ELISA 方法，优化反应条件，检测敏感性、特异性及重复性，并对

102 份临床血清进行了检测。重组原核蛋白 PDCoV-N2 与 PEDV 抗血清交叉反应较低。以 PDCoV-N2
蛋白制备的间接 ELISA 方法的最优条件为：抗原包被浓度 1.25 μg/mL，37 ℃包被 1 h，BSA 封闭液 4 ℃
过夜，血清最佳稀释浓度 1:50，37 ℃孵育 1 h，酶标二抗最佳稀释比例为 1:80 000，37 ℃孵育 1 h，加

入四甲基联苯胺(tetramethylbenzidine, TMB)显色液 37 ℃反应 10 min。待检样品的 S/P 值(样本值–阴性对

照值)/(阳性对照值–阴性对照值)≥0.45 为阳性，S/P 值≤0.38 为阴性，S/P 值介于 0.45 和 0.38 之间，则为

可疑。检测猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)、猪圆环病毒 2 型(porcine circovirus 2, 
PCV2)、猪传染性胃肠炎病毒(transmissiblegastroenteritis of swine, TGEV)、口蹄疫病毒(foot-and-mouth 
disease virus, FMDV)、非洲猪瘟病毒(african swine fever virus, ASFV)阳性血清，结果显示，其他冠状

病毒的 S/P 值均小于 0.38，表明其具有良好的特异性；PDCoV 抗血清 800 倍稀释后仍为阳性；批间

和批内重复性实验结果显示，本方法变异系数均小于 10%；临床血清样本检测结果显示，该方法与中

和实验的符合率为 94.12%。本研究基于截短的 PDCoV N 蛋白，建立了能够检测抗 PDCoV 特异性 IgG
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抗体的 ELISA 方法，且该方法敏感、特异、稳定、重复性好，为 PDCoV 的临床诊断提供了新的方法。 
关键词：猪 δ 冠状病毒；截短 N 蛋白；IgG 抗体；间接 ELISA 

A truncated N protein-based ELISA method for the detection of 
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Abstract: This study aims to establish an antibody detection method for porcine 
deltacoronavirus (PDCoV). The recombinant proteins PDCoV-N1 and PDCoV-N2 were 
expressed via the prokaryotic plasmid pColdII harboring the N gene sequence of the PDCoV 
strain CH/XJYN/2016. The reactivity and specificity of PDCoV-N1 and PDCoV-N2 with 
anti-PEDV sera were analyzed after the recombinant proteins were analyzed by SDS-PAGE and 
purified by the Ni-NTA Superflow Cartridge. Meanwhile, Western blotting and indirect 
immunofluorescence assay were carried out separately to validate the recombinant proteins 
PDCoV-N1 and PDCoV-N2. Finally, we established an indirect ELISA method based on the 
recombinant protein PDCoV-N2 after optimizing the conditions and tested the sensitivity, 
specificity, and reproducibility of the method. Then, the established method was employed to 
examine 102 clinical serum samples. The recombinant protein PDCoV-N2 showed low 
cross-reactivity with anti-PEDV sera. The optimal conditions of the indirect ELISA method 
based on PDCoV-N2 were as follows: the antigen coating concentration of 1.25 μg/mL and 
coating at 37 °C for 1 h; blocking by BSA overnight at 4 °C; serum sample dilution at 1:50 and 
incubation at 37 °C for 1 h; secondary antibody dilution at 1:80 000 and incubation at 37 °C for 
1 h; color development with TMB chromogenic solution at 37 °C for 10 min. The S/P value ≥ 
0.45, ≤0.38, and between 0.45 and 0.38 indicated that the test sample was positive, negative, 
and suspicious, respectively. The testing results of the antisera against porcine epidemic 
diarrhea virus (PEDV), porcine circovirus 2 (PCV2), transmissible gastroenteritis virus 
(TGEV), foot-and-mouth disease virus (FMDV), and African swine fever virus (ASFV) showed 
that the S/P values were all less than 0.38. The testing results of the 800-fold diluted 
anti-PDCoV sera were still positive. The results of the inter- and intra-batch tests showed that 
the coefficients of variation of this method were less than 10%. Clinical serum sample test 
results showed the coincidence rate between this method and neutralization test was 94.12%. In 
this study, an ELISA method for the detection of anti-PDCoV antibodies was successfully 
established based on the truncated N protein of PDCoV. This method is sensitive, specific, 
stable, and reproducible, serving as a new method for the clinical diagnosis of PDCoV. 
Keywords: porcine deltacoronavirus; truncated N protein; IgG antibodies; indirect ELISA 
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猪丁型冠状病毒(porcine deltacoronavirus, 
PDCoV)是一种新发猪肠道冠状病毒，其临床特

征与猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea 
virus, PEDV)相似。生长猪、成年猪以及生产母

猪感染 PDCoV 后发病较轻，而哺乳仔猪(尤其

是 7 日龄内的哺乳仔猪)感染后，会出现呕吐、

腹泻等严重的临床症状直至脱水死亡[1-2]。2012 年

Woo 等 [3]在中国香港特别行政区首次发现了

PDCoV，随后 PDCoV 于 2014 年在美国多个州

的猪场暴发[4-6]，研究者首次在腹泻仔猪肠道内容

物和猪肾上皮细胞(lilly laboratories cell-porcine 
kidney 1, LLC-PK1) 细 胞 中 分 离 出 PDCoV 
OH-FD22 株[7]。此后，又有许多国家包括老挝、

越南、日本、加拿大、韩国、泰国等都相继报

道了 PDCoV 的感染病例[8-13]。近年来，我国多

个省份均出现 PDCoV 的病例并呈逐年增长的趋

势，并且 PDCoV 与其他猪肠道病原共感染的现

象普遍发生[14]，给我国养猪业造成了严重的经济

损失[15]。此外，PDCoV 还可以感染犊牛和家禽，

并且能够在鸡、火鸡中引起腹泻症状[16-18]。体

外实验证实，PDCoV 也可感染人源细胞 [19]。

2021 年，研究人员在 3 名急性发热疾病儿童的

血液中检测出来源于北美和中国的 PDCoV 核

酸序列[20]。综上所述，PDCoV 是一种高风险新

型猪冠状病毒，且对人类的健康和公共卫生安

全具有潜在的威胁性。 
PDCoV 是冠状病毒科(Coronaviridae)冠状

病毒属(Coronavirus)成员 [21-23]，为单股正链

RNA 病毒，病毒粒子呈球形，大小约 100 nm[24]。

PDCoV 基因组全长约为 25.4 kb[3]，编码 4 种结

构蛋白：纤突蛋白(spike, S)、膜蛋白(membrane, 
M)、小包膜蛋白(envelope, E)以及衣壳蛋白

(nucleocapsid, N)[25]。基因组构成为：5′非翻译

区(untranslated region, UTR)-2 个重叠的开放阅

读框(open reading frame, ORF) ORF1a 和 ORF1b- 
S-E-M-非结构蛋白 6 (nonstructural protein 6, 
NS6)-N-NS7-3′UTR[26,14]。其中，ORF1a/1b 编码

的 2 个多聚蛋白 pp1a 和 pplab 被蛋白酶切割成 

14–16 种非结构蛋白，参与转录和复制 [27]。S
蛋白负责病毒与细胞受体结合，介导病毒入侵

和感染，同时，由于 S 蛋白能够诱导机体产生

中和性抗体，可作为研制 PDCo 疫苗的重要靶

标[28-30]。M 蛋白可用于 PDCoV 的检测诊断[31]，

M 基因和 N 基因之间的 NS6 基因与病毒的复制

和毒力相关[32]，并具有拮抗干扰素的功能[33]。

核衣壳蛋白是由 N 基因编码的一个约 42 kDa
的蛋白，是一种磷酸化蛋白，主要定位于细胞

核，通过自身非共价交联形成寡聚体，与病毒

的组装、复制以及感染后的细胞应激反应密切

相关[34]。N 基因序列在不同 PDCoV 毒株中十分

保守，并且具有较强的免疫原性，是重要的病

毒粒子组成成分[35-36]，在病毒入侵宿主细胞后，

N 蛋白大量表达，引起宿主强烈的免疫反应并

产生大量的 N 蛋白抗体，因此，N 蛋白可作为

PDCoV 免疫学诊断的重要靶标。但有研究表

明，N 蛋白在不同猪冠状病毒之间存在血清学

交叉反应[37]，这使得以全长 N 蛋白建立的检测

方法容易出现假阳性。目前猪场中主要的猪腹泻

病毒是PEDV (19.6%–56.1%)、PDCoV (2.1%–36.2%)、
猪 轮 状 病 毒 病 (porcine rotavirus infection, 
PoRVA) (8.2%–17.6%) 、 猪 传 染 性 肠 胃 炎
(transmissiblegastroenteritis of swine, TGEV) 
(2.3%–5.8%)[38-39]，虽然引起猪腹泻死亡的大多

数是单一病毒，但近年来的研究发现，混合病

毒感染导致猪腹泻也越来越常见，尤其是

PEDV 和 PDCoV 的混合感染导致猪的腹泻死亡

率为 69.23%[40]。因此建立一种能够避免 PDCoV
假阳性的检测方法至关重要。 

本研究以前期分离的 PDCoV 国内强毒株

为亲本，通过 PDCoV 和 PEDV 的 N 蛋白二维

结构预测并按照 IEBD 抗原表位在线分析软件

将 N 基因截短为 PDCoV-N1 (1–496 nt) 和
PDCoV-N2 (495–1 029 nt)并进行真核和原核表

达及 Ni+-NTA 纯化分析，通过 SDS-PAGE、

Western blotting 和 间 接 免 疫 荧 光 (immuno- 
fluorescence assay, IFA)检测，以截短后的重组
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pColdⅡ-PDCoV-N2 蛋白建立一种能够检测

PDCoV 抗体的间接 ELISA 方法。 

1  材料与方法 
1.1  毒株、细胞、质粒 

PDCoV CH/XJYN/2016 毒株(GenBank 登录

号：WIM33511)由本实验室分离保存，LLC-PK1
细 胞 (CL-101) 购 自 ATCC ， 真 核 表 达 质 粒

pcDNA3.1(+)-PDCoV-N1和pcDNA3.1(+)-PDCoV-N2
由金斯瑞生物科技股份有限公司合成。 
1.2  主要试剂 

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase、大肠杆

菌(Escherichia coli) DH5α 感受态均购自宝日医

生物技术有限公司；反转录酶 AMV Reverse 
Transcriptase 购自 Promega 公司；T4 DNA 连接

酶、BamH I 和 Hind III 限制性内切酶购自 NEB
公司；质粒小提试剂盒购自苏州优逸兰迪生物

科技有限公司；琼脂糖 DNA 纯化回收试剂盒购

自 Omega 生物技术有限公司；MEM 培养基、

胎牛血清购自英潍捷基贸易有限公司；小鼠抗

His 标签抗体购自 Abmart 公司。 
1.3  重组原核质粒 pColdⅡ-PDCoV-N1
和 pColdⅡ-PDCoV-N2 的构建及验证 
1.3.1  引物的设计与合成 

参照 NCBI 中 CH/XJYN/2016 毒株 N 基因序

列(GenBank 登录号：OQ185376.1)，将 N 基因序

列截短为 PDCoV-N1 (1–496 nt)和 PDCoV-N2 
(495–1 029 nt)。利用 Primer Premier 5.0 软件设

计 扩 增 PDCoV-N1 的 引 物 。 pdNC-F496 ：
ATGGATCCACAGGCAATCAGCCCAGGAAA
CGC (BamH I 酶切位点用下划线标示 )以及

pdNC-R：ATAAGCTTCGCTGCTGATTCCTGCT 
TTATCTC (Hind III 酶切位点用下划线标示)；
扩增 PDCoV-N2 基因的引物，pdN495-NN：
ATGGATCCATGGCCGCACCAGTAGTCCCTA
CT (BamH I 酶切位点用下划线标示 )以及

pdNN-R：ATAAGCTTCTAGCCTCTGGAGTTA 
ACAGATTGAGATC (Hind III 酶切位点用下划

线标示)，引物由生工生物科技有限公司合成。 
1.3.2  重组质粒的构建 

提取病毒 RNA，以反转录获得的 cDNA 为

模板，使用 PrimeSTAR GXL DNA Polymerase
进行 PCR 扩增获得 PDCoV-N1 和 PDCoV-N2 基

因。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后进行

胶回收。将回收产物用 BamH I 和 Hind III 双酶

切处理并插入 pColdII 载体中，经转化、涂布后

挑取单克隆菌落摇菌，提取重组质粒，质粒经

酶切验证后，送至生工生物科技有限公司测序。 
1.3.3  重组蛋白的诱导表达及纯化 

将重组质粒 pColdII-PDCoV-N1 和 pColdII- 
PDCoV-N2 转化至大肠杆菌 BL21(DE3)感受态

细胞中，获得重组表达菌株，以 1:100 比例扩大摇

菌 4 h，OD600=0.4–0.6 时加入浓度为 1 mmol/L 的

IPTG。16 ℃、170 r/min 诱导 24 h 收集菌体并

超 声 破 碎 。 利 用 Ni+-NTA 亲 和 层 析 纯 化

pColdⅡ-PDCoV-N1 和 pColdⅡ-PDCoV-N2 重组

蛋白。 
1.3.4  重组蛋白的 Western blotting 鉴定 

将纯化的 pColdⅡ-PDCoV-N1 和 pColdⅡ- 
PDCoV-N2 重组蛋白进行 SDS-PAGE 分析，随

后转印到聚偏二氟乙烯(polyvinylidene fluoride, 
PVDF)膜上进行 Western blotting，分别以背景

清晰的猪抗 PDCoV 血清(1:500)和猪抗 PEDV
血清(1:500)为一抗，以 HRP 标记的山羊抗猪

IgG (1:10 000)为二抗，鉴定重组蛋白的反应原

性和特异性。 
1.3.5  间接免疫荧光实验 

利用 Lipo8000TM 转染试剂 (Beyotime)将
pcDNA3.1(+)-PDCoV-N1和pcDNA3.1(+)-PDCoV-N2
重 组 质 粒 转 染 到 细 胞 密 度 为 70%–80% 的

LLC-PK1 细胞中，24 h 后一部分细胞收取细胞

样品进行 Western blotting，另一部分进行细胞

固定，分别以猪 PDCoV 的阴、阳性血清(1:1 000)
以及猪 PEDV 的阴、阳性血清为一抗，以荧光

标记的山羊抗猪 IgG (1:10 000)为二抗分析鉴定
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重组蛋白的反应原性和特异性。 
1.4  ELISA 方法的建立 
1.4.1  ELISA 条件的优化 

采用棋盘滴定法筛选 ELISA 方法的最优条

件，对抗原包被浓度(5、2.5、1.25、0.625、0.312 5、
0.106 25、0.05 和 0 μg/mL)，阴阳性血清稀释比

例(1:50、1:100、1:150、1:200、1:400、1:800)、猪

IgG 抗体稀释比例(1:10 000、1:20 000、1:40 000、
1:80 000)、抗原包被条件(37 ℃ 1 h、37 ℃ 2 h、
4 ℃ 12 h)、封闭液(5%脱脂奶粉、BSA 封闭液、

酶标板稳定剂)、封闭时间(37 ℃ 1 h、37 ℃ 2 h、
4 ℃ 12 h)、血清反应时间(37 ℃分别反应 30、60、
120 min)、血清稀释液 (PBST+5% FBS+0.1% 
Triton X-100，PBS+5% FBS+0.1% Triton X-100，
PBS+5% FBS)、酶标抗体稀释液 (PBST+5% 
FBS+0.1% Triton X-100，PBS+5% FBS+0.1% 
Triton X-100，PBS+5% FBS)和二抗反应时间

(37 ℃分别反应 30、60、120 min)等条件进行优

化，选定阴阳比值较大且在合理范围内的最佳

反应条件为 ELISA 方法的最优条件。 
1.4.2  ELISA 临界值的确定 

以确定好的 ELISA 方法最优条件对 20 份

PDCoV 猪阴性血清进行检测，每份样品重复  
2 次。测定血清的 OD450 读值，计算 S/P 值，S/P
值=(样品血清 OD450 值–阴性对照血清 OD450 值)/ 
(阳性对照血清 OD450 值–阴性对照血清 OD450

值)。计算 20 份血清 S/P 值的平均值(mean)及标

准差(SD)。当 S/P 值≥mean+3SD 时为阳性，当

S/P 值≤mean+2SD 时为阴性。 
1.4.3  特异性实验 

以确定好的 ELISA 方法的最优条件对猪流

行性腹泻病毒(PEDV)、猪圆环病毒 2 型(porcine 
circovirus 2, PCV2)、猪传染性胃肠炎病毒

(TGEV)、口蹄疫病毒 (foot-and-mouth disease 
virus, FMDV)、非洲猪瘟病毒 (african swine 
fever virus, ASFV)阳性血清进行特异性检测。 
1.4.4  敏感性实验 

利用建立的间接 ELISA 方法进行敏感性实

验，将抗 PDCoV 血清从 1:50 稀释到 1:2 000，

测定 OD450，分析敏感性。 
1.4.5  重复性实验 

批内重复性实验：使用 pColdⅡ-PDCoV-N2
蛋白进行包被，选取中和反应检测和依据

PDCoV S1 蛋白建立的间接 ELISA 方法检测的

背景清晰的 PDCoV 的 3 份阳性血清和 3 份阴性

血清进行 ELISA 检测，读取 OD450，计算批内变

异系数。 
批 间 重 复 性 实 验 ： 在 不 同 时 间 使 用

pColdⅡ-PDCoV-N2 蛋白进行包被，对 6 份血清

进行检测，计算批间变异系数。 
1.4.6  符合性实验 

利用建立的间接 ELISA 方法对 PDCoV N、

pColdⅡ-PDCoV-N1 和 pColdⅡ-PDCoV-N2 间接

ELISA方法对通过中和反应检测和依据 PDCoV 
S1 蛋白建立的间接 ELISA 方法检测的 80 份背

景清晰的猪 PDCoV 阳性血清和 64 份背景清晰

的猪 PDCoV 阴性血清进行检测对比。 
1.5  pColdⅡ-PDCoV-N2 ELISA 检测方

法的应用 
利用建立的 ELISA 方法对从猪场采集的

102 份猪血清进行检测，并通过中和实验和基

于 PDCoV S1 蛋白建立的间接 ELISA 方法检

测，比较检测结果。 

2  结果与分析 
2.1  重组质粒的构建及验证 

PCR 扩增出 PDCoV-N1 和 PDCoV-N2 基因，

琼脂糖凝胶电泳结果显示，在约 496 bp 和 534 bp
处可见条带，与预期大小一致。重组质粒 pColdⅡ- 
PDCoV-N1 和 pColdⅡ-PDCoV-N2 经 BamH I、
Hind III 双酶切后在 1%琼脂糖凝胶中分离得到

496、534、5 422 bp 大小的条带，表明重组质

粒 pColdⅡ-PDCoV-N1 和 pColdⅡ-PDCoV-N2 构

建成功。 
2.2  重组蛋白的诱导表达及纯化 

SDS-PAGE 结果显示，重组 pColdⅡ-PDCoV-N1
和 pColdⅡ-PDCoV-N2 蛋白在上清中表达，大小

分别约为 20 kDa 和 25 kDa，与预期大小一致  
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(图 1A)。使用 Ni+-NTA 纯化获得重组蛋白

pColdⅡ-PDCoV-N1 和 pColdⅡ-PDCoV-N2 (图 1B)。 
2.3  重组蛋白的 Western blotting 分析 

Western blotting 结果表明重组 pColdⅡ- 
PDCoV-N1 和 pColdⅡ-PDCoV-N2 原核蛋白  
表达成功，其大小分别约为 20 kDa 和 25 kDa 
( 图 2A) 。使用 PEDV 的阳性血清检测重组

pColdⅡ-PDCoV-N1 和 pColdⅡ-PDCoV-N2 原核蛋

白，其结果如图 2 所示，pColdⅡ-PDCoV-N1 和

抗 PEDV 阳性血清能够特异性识别，而 pColdⅡ- 
PDCoV-N2 不能被特异性识别(图 2B)。 

利用 HA 标签抗体检测重组 pcDNA3.1(+)- 
PDCoV-N1 和 pcDNA3.1(+)-PDCoV-N2 真核蛋

白能够在 LLC-PK1 细胞中表达，大小分别约为 
 

 
 

图 1  SDS-PAGE 鉴定 pColdII-PDCoV-N1 和 pColdII-PDCoV-N2 重组蛋白 
Figure 1  SDS-PAGE identification of pColdII-PDCoV-N1 and pColdII-PDCoV-N2 recombinant proteins. 
A: Prokaryotic expression of pColdII-PDCoV-N1 and pColdII-PDCoV-N2 recombinant proteins. B: 
pColdII-PDCoV-N1 and pColdII-PDCoV-N2 expression purification. 

 

 
 

图 2  Western blotting 鉴定 pColdⅡ-PDCoV-N1 和 pColdⅡ-PDCoV-N2 的表达以及与 PEDV 阳性血清

的交叉反应 
Figure 2  Western blotting to characterize the expression of pCold II-PDCoV-N1 and pCold II-PDCoV-N2 
and cross-reactivity with PEDV-positive sera. A: Validation of prokaryotic expression of pColdⅡ-PDCoV-N1 
and pColdⅡ-PDCoV-N2. B: Characterization of cross-reactivity of pColdⅡ-PDCoV-N1 and 
pColdⅡ-PDCoV-N2 prokaryotic proteins with PEDV. C: Validation of eukaryotic expression of 
pColdⅡ-PDCoV-N1 and pColdⅡ-PDCoV-N2. D: Characterization of the cross-reactivity of 
pColdⅡ-PDCoV-N1 and pColdⅡ-PDCoV-N2 eukaryotic proteins with PEDV. 
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20 kDa 和 25 kDa (图 2C)。通过PEDV 的阳性血清

检测重组pcDNA3.1(+)-PDCoV-N1 和pcDNA3.1(+)- 
PDCoV-N2 真核蛋白的交叉反应，结果与原核蛋

白一致，pcDNA3.1(+)-PDCoV-N1 和 PEDV 阳性

血清能够被特异性识别，pcDNA3.1(+)-PDCoV- 
N2 不能被特异性识别(图 2D)。 
2.4  重组蛋白的 IFA 分析 

IFA 分析结果表明，重组 pcDNA3.1(+)- 
PDCoV-N、pcDNA3.1(+)-PDCoV-N1和pcDNA3.1(+)- 
PDCoV-N2 蛋白均能被抗 PDCoV 血清识别，但

重组 pcDNA3.1(+)-PDCoV-N2 蛋白基本不识别

抗 PEDV 阳性血清。PEDV 和 PDCoV 的阴性血

清 均 不 能 被 重 组 pcDNA3.1(+)-PDCoV-N 、

pcDNA3.1(+)-PDCoV-N1 和 pcDNA3.1(+)-PDCoV- 
N2 真核蛋白识别(图 3)。 

对重组原核蛋白 pColdⅡ-PDCoV-N1 和

pColdⅡ-PDCoV-N2 的 Western blotting 验证结果

表明，pColdⅡ-PDCoV-N2 重组蛋白和抗 PEDV
阳性血清的交叉反应低于 pColdⅡ-PDCoV-N1
重组蛋白。进一步在 LLC-PK1 细胞中进行真核重

组蛋白 pcDNA3.1(+)-PDCoV-N1 和 pcDNA3.1(+)- 
PDCoV-N2 的表达，IFA 和 Western blotting 验

证表明真核蛋白与原核蛋白结果一致，即

pColdⅡ-PDCoV-N2 和 PEDV 交叉反应性低。因

此，可以利用重组 pColdⅡ-PDCoV-N2 蛋白建立

间接 ELISA 方法。 
2.5  ELISA 反应条件优化 

利 用 碳 酸 盐 缓 冲 液 (pH 9.6) 包 被 重 组

pColdⅡ-PDCoV-N2 蛋白，将抗 PDCoV 阴阳性

血清 1:100 稀释，其阳性血清 OD450 值为 P，阴

性血清 OD450 值为 N，通过比较其 P/N 值，可得

最佳包被浓度为 1.25 μg/mL，最佳包被时间为

37 ℃ 1 h；最佳封闭液配比为：6 g/L BSA+40 g/L
蔗糖+10 g/L 胰蛋白胨；最佳封闭时间为 4 ℃孵育过

夜 (15–18 h) ；最 佳 血 清 稀 释 液 为 PBS+5% 
FBS+0.1% Triton X-100。通过棋盘法确定血清稀

释度为 1:50，最佳血清孵育时间为 37 ℃ 60 min，
猪 IgG 二抗稀释度为 1:80 000，最佳酶标抗体

稀释液为：PBS+5% FBS+0.1% Triton X-100+抗
体，最佳酶标抗体孵育时间为 37 ℃ 60 min，最

佳显色时间为 37 ℃ 10 min。 
2.6  间接 ELISA 的临界值 

计算 20 份血清 S/P 值的平均值(mean)及标准

差(SD)。阴性血清的平均值为 mean=0.242 942 5， 

 

 
 

图3  IFA鉴定pcDNA3.1(+)-PDCoV-N蛋白和重组pcDNA3.1(+)-PDCoV-N1以及pcDNA3.1(+)-PDCoV-N2
真核蛋白的特异性和反应原性 
Figure 3  IFA identification of specificity and reactogenicity of pcDNA3.1(+)-PDCoV-N protein and 
recombinant pcDNA3.1(+)-PDCoV-N1 and pcDNA3.1(+)-PDCoV-N2 eukaryotic proteins. PDCoV+: 
Anti-PDCoV sera; PDCoV–: Negative sera; PEDV+: Anti-PEDV sera; PEDV–: Negative sera. 
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标准方差为 SD=0.069 276 527，则 mean+3SD= 
0.45，mean+2SD=0.38，即当 S/P 值≥0.450 772 081
时，血清为阳性，当 S/P 值≤0.381 495 554 时血

清为阴性。当 S/P 值介于 0.45 和 0.38 之间，则

为可疑，需重新检测(图 4)。 
2.7  间接 ELISA 的特异性 

对 FMDV、PCV2、PDCoV、PEDV、ASFV
和 TGEV 这 6 种阳性血清进行间接 ELISA 抗体

检测，除了 PDCoV 血清检测结果为阳性外，其

他结果均为阴性 (表 1)，说明重组 pColdⅡ- 
PDCoV-N2 蛋白的间接 ELISA 具有良好的特异

性(图 5)。 
 

 
 

图 4  临界值的确定 
Figure 4  Determination of critical values. 

 
表 1  pColdⅡ-PDCoV-N2 蛋白的特异性实验 
Table 1  Specificity test for pCold II-PDCoV-N2 protein 
Positive 
serum 

OD450 OD450 OD450 OD450 

average 
S/P 

PDCOV 2.938  2.933 2.945  2.933   3.617 
PEDV 0.222  0.212 0.233  0.222   0.007 
PCV 0.242  0.226 0.239  0.236   0.025 
TGEV 0.232  0.230 0.237  0.233   0.021 
FMD 0.200  0.213 0.223  0.212  –0.007 
ASF 0.229  0.212 0.227  0.223   0.008 
Negative 
control 

0.213  0.216 0.222  0.217  / 

Positive 
control 

0.961  0.987 0.957  0.968  / 

2.8  间接 ELISA 的敏感性 
将 3 份 PDCoV 阳性血清从 1:50 稀释到   

1:2 000，测定 OD450，当稀释度为 1:800 时，OD450

的值低于临界值(S/P≥0.45)，说明本研究建立的

间接 ELISA 方法具有较高的敏感性(图 6)。 
2.9  间接 ELISA 的重复性 

统计学分析结果显示，批间(表 2)和批内(表
3)的变异系数均小于 10%，表明本研究建立的

间接 ELISA 检测方法具有良好的重复性。 
2.10  PDCoV N、pColdⅡ-PDCoV-N1 和

pColdⅡ-PDCoV-N2间接ELISA方法对比 
利用 PDCoV N、pColdⅡ-PDCoV-N1 和

pColdⅡ-PDCoV-N2 间接 ELISA 方法对实验室 
 

 
 

图 5  特异性检测 
Figure 5  Specificity detection. 

 

 
 

图 6  灵敏性实验 
Figure 6  Sensitivity experiment. 
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保存的 80 份背景清晰的猪 PDCoV 阳性血清和

64 份背景清晰的猪 PDCoV 阴性血清进行检测，

结果表明，PDCoV N 蛋白的检出率为 72.97%，

pColdⅡ-PDCoV-N1 的 检 出 率 为 66.57% ，

pColdⅡ-PDCoV-N2 的 检 出 率 为 92.35% 。

pColdⅡ-PDCoV-N2 间接 ELISA 的符合率比

PDCoV N 蛋白间接 ELISA 高 18.59%、假阳率

低 26.6% (表 4)。 

2.11  ELISA 检测方法的应用 
利用建立的 ELISA 方法对 102 份含有

PDCoV 的临床血清进行检测，检测结果为：阳

性血清符合率为 95.83%，阴性血清符合率为

92.59%，总符合率为 94.12% (表 5)。相较于中

和实验和依据 PDCoV S1 的间接 ELISA 方法，

本方法具有耗时短、敏感性强、特异性好且变

异性较小的优点。 
 

表 2  批间变异系数 
Table 2  Coefficients of variation between inter-batches 
 1 2 3 Average value Standard deviation Coefficient of variation (%) 
1 0.344 0.335 0.313 0.331 0.015 989 684 4.83 
2 2.682 2.682 2.602 2.655 0.046 679 439 1.76 
3 1.730 1.808 1.887 1.809 0.078 200 767 4.32 
4 1.106 1.120 1.136 1.121 0.014 709 181 1.31 
5 0.376 0.385 0.376 0.379 0.005 441 813 1.43 
6 2.723 2.809 2.787 2.773 0.044 731 533 1.61 
7 0.303 0.319 0.322 0.315 0.010 025 468 3.19 
8 0.217 0.224 0.233 0.225 0.007 559 321 3.36 

 
表 3  批内变异系数 
Table 3  Coefficients of variation within intra-batches 

1 2 3 Average value Standard deviation Coefficient of variation (%) 
1 0.398 0.34 0.369 0.344 0.354 0.349 0.328 0.303 0.315 0.344 0.027 8.00 
2 1.379 1.257 1.318 1.108 1.133 1.121 1.216 1.293 1.255 1.231 0.101 8.18 
3 1.581 1.539 1.56 1.451 1.468 1.459 1.391 1.341 1.366 1.462 0.097 6.63 
4 1.897 1.941 1.919 1.733 1.813 1.773 1.631 1.692 1.662 1.785 0.129 7.24 
5 0.279 0.263 0.271 0.284 0.278 0.281 0.227 0.254 0.241 0.264 0.021 7.97 
6 3.077 3.09 3.083 2.815 2.801 2.808 2.586 2.559 2.572 2.821 0.256 9.07 
7 0.209 0.227 0.218 0.234 0.289 0.261 0.212 0.292 0.252 0.244 0.023 9.33 
8 0.303 0.317 0.311 0.299 0.291 0.295 0.26 0.275 0.268 0.291 0.022 7.50 

 

表 4  ELISA 检测方法的对比 
Table 4  Application of the ELISA detection method 
Item  + – Summation 
PDCoV-N Indirect ELISA + 58 17  75 

– 22 47  70 
Summation  80 64 144 
Coincidence  72.50% 73.44%  72.97% 
pColdⅡ-PDCoV-N1 Indirect ELISA + 54 22  76 

– 26 42  68 
Summation  80 64 144 
Coincidence  67.50% 65.63%  66.57% 
pColdⅡ-PDCoV-N2 Indirect ELISA + 74  5  79 

–  6 59  65 
Summation  80 64 144 
Coincidence  92.50% 92.19%  92.35% 
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表 5  ELISA 检测方法的应用 
Table 5  Application of ELISA detection method 
Item  + – Summation 
Indirect ELISA + 46  4  58 

–  2 50  44 
Summation  48 54 102 
Coincidence%  95.83 92.59  94.12 

 

3  讨论 
PDCoV 是近年来新发的猪肠道冠状病毒，临

床特征与 TGEV[41]、PEDV[42]、重组 TGEV/PEDV
冠状病毒 [43]和猪急性腹泻综合征冠状病毒
(severe acute respiratory syndrome coronavirus, 
SADS-CoV)[44]等至少 4 种肠道致病性猪冠状病

毒(porcine coronavirus, PoCoV)相似[45]。上述猪

肠道冠状病毒均可感染哺乳猪(尤其是 7 日龄内

的哺乳仔猪)，通过感染绒毛肠细胞，引起机体

的萎缩性肠炎，导致哺乳仔猪吸收不良、腹泻

和死亡，从而呈现出呕吐、腹泻等严重的临床

症状，甚至脱水死亡，而生长猪、成年猪和生

产母猪感染后的临床特征较轻[1-2]。近年来，越

来越多的研究表明，PDCoV 和 PEDV 的共感染

比单独感染的临床症状严重[46-49]，且在肠道抗

病毒免疫反应和炎性细胞因子表达的调节方面

具有协同作用[50]。2021–2023 年，对我国南方   
5 个省份的 213 个养猪场采集的 1 791 份腹泻样

本进行分析表明，PDCoV 感染率较低，为 8.77% 
(157/1791)，PEDV 感染率较高，为 38.86% 
(696/1791)，在 157 份 PDCoV 阳性样本中，41
份(26.11%)同时感染了 PEDV[51]。因此，区分

PDCoV 和 PEDV 从而采取相对应的治疗成为现

如今的研究重点之一。 
N 蛋白在 PDCoV 毒株中高度保守，其保守

率约为 97.1%–100%[18]，PDCoV 感染宿主后，

N 蛋白在宿主细胞中的表达量较多，是最早刺

激机体产生抗体的抗原蛋白 [32]。目前，关于

PDCoV N 蛋白的检测方法较多。例如，张帆帆

等针对 PDCoV N 基因建立了 RT-PCR 和间接

ELISA 方法[52-53]。闫瑞杰等对 PDCoV N 蛋白进

行原核表达并通过制备的多克隆抗体建立了

PDCoV 间接 ELISA 检测方法，对河南省不同

地区的 165 份血清进行检测，发现各地样本中

PDCoV 的抗体阳性率平均为 53.94%，表明

PDCoV 在猪场中广泛存在[54]。付嘉钰等制备了

关于 PDCoV N 蛋白的单克隆抗体，并且将该单

克隆抗体运用于免疫组化分析和流式细胞荧光

分选技术检测[55]。总之，以 PDCoV N 蛋白作为

靶标，已经建立多个免疫组织化学分析和间接

ELISA 检测方法[36,56-57]。相较于以上方法，本

研究通过对 PDCoV N 蛋白进行截短，用 PEDV
阳性血清进行交叉验证，从而确定具有较好特

异性的截短蛋白，并在此基础上建立了 ELISA
方法。 

PDCoV 的 N 蛋白虽然是病毒早期就能够

产生的高度保守的蛋白，但正由于高度保守，

其和 PEDV 具有相似的结构域和交叉抗原表 
位[58]。因此，利用 PDCoV N 蛋白建立的间接

ELISA 方法对检测 PDCoV 和 PEDV 交叉血清

的准确率具有一定的局限性。本研究为了提高

其 ELISA 的检测符合率，将 PDCoV 的 N 蛋白

进行截短表达(pColdⅡ-PDCoV-N1 和 pColdⅡ- 
PDCoV-N2)，并利用免疫印迹和 IFA 鉴定分析

发现，pColdⅡ-PDCoV-N2 具有良好的反应原性

和特异性，因此本研究利用截短后的 pColdⅡ- 
PDCoV-N2 蛋白建立了间接 ELISA 方法，并检

测了本实验室保存的 102 份猪血清样本，总符

合率为 92.35%，而利用 PDCoV N 蛋白包被的

ELISA 方法进行检测，符合率仅为 72.97%，证

明本研究建立的 ELISA 方法具有较好的可靠

性和更高的符合率。在批间和批内重复性实 
验中，本研究建立的 ELISA 方法的变异系数均

小于 10%。 

4  结论 
本研究成功以和 PEDV 的交叉反应较低的

pColdⅡ-PDCoV-N2 原核蛋白为基础，建立了能

够检测抗 PDCoV特异性 IgG抗体的间接 ELISA
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检测方法，并进一步对该方法进行了优化，结

果显示，该方法敏感、特异，能够为 PDCoV 的

临床诊断提供新的支撑。本方法具有更好的稳

定性、保守性，简单省时，且在病毒感染初期

即可进行检测。 
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