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摘  要: 为了筛选出酶联免疫吸附测定 (Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA) 反应性最佳的非洲猪瘟病

毒 (African swine fever virus，ASFV) 诊断抗原，通过建立 ELISA 方法，以杆状病毒昆虫细胞表达系统表达的

ASFV p30 蛋白诊断抗原为参照，首次探讨原核表达系统表达的 ASFV p35 蛋白作为诊断抗原的抗原性和潜力。

免疫印迹和免疫荧光结果表明，获得了 40 kDa 的重组 p35 蛋白和 30 kDa 的 p30 蛋白，两种蛋白与 ASFV 阳性血

清均具有较好的免疫反应原性。采用重组 p30 和 p35 蛋白作为诊断抗原分别建立 ELISA 方法，并验证其敏感性、

稳定性以及与进口试剂盒的符合率。结果显示，尽管 p35-ELISA 方法的检测敏感性稍低于 p30-ELISA 方法，但

其敏感性仍可达 95.8%，且 p35-ELISA 方法和 p30-ELISA 方法的批内和批间变异系数均小于 10%。p35-ELISA 方

法与进口试剂盒比较，符合率达 97.2%。结果表明建立的 p35-ELISA 方法敏感性高且稳定性好，可应用于 ASFV

感染血清的检测。 

关键词: 非洲猪瘟病毒，p35 蛋白，p30 蛋白，抗原性，间接 ELISA 
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Comparison of the antigenicity of African swine fever virus 
p35 protein as diagnostic antigen 
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Abstract:  In order to screen African swine fever virus (ASFV) diagnostic antigen with the best enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) reactivity. By establishing the ELISA method, the diagnostic antigen of ASFV p30 protein 
expressed by baculovirus-insect cell expression system as reference, we explored the antigenic properties and diagnostic 
potential of ASFV p35 protein expressed by prokaryotic expression system as a diagnostic antigen. The results of Western 
blotting and immunofluorescence show that the molecular weight of the recombinant p35 protein and p30 protein obtained was 
40 kDa and 30 kDa, respectively, and these two proteins had good immuno-reactivity with ASFV positive serum. Recombinant 
p30 and p35 proteins were used as diagnostic antigens to establish ELISA, and the sensitivity and repeatability of these 
methods were tested. The results show that although the detection sensitivity of the p30-ELISA established in this study was 
higher than that of the p35-ELISA, the sensitivity of p35-ELISA was 95.8%, and variations in intra- and inter-assay 
repeatability of the two methods were less than 10%. The coincidence rate between the p35-ELISA and the imported kit was 
97.2%. Results show that p35-ELISA was sensitive and stable, and could detect specific antibodies against ASFV. 

Keywords:  African swine fever virus, p35, p30, antigenicity, indirect ELISA 

 

非洲猪瘟 (African swine fever，ASF) 是非洲

猪瘟病毒 (African swine fever virus，ASFV) 引起的

一种急性、高度接触性和高致死性动物传染病[1]。

ASFV 属于虫媒病毒，是非洲猪瘟相关病毒科 

(Asfarviridae) 非洲猪瘟病毒属  (Asfivirus) 的唯

一成员[2]。直径约为 200 nm 的病毒粒子呈二十面

体形态，具有内膜和囊膜双层膜结构，病毒在胞

浆内复制，病毒基因组为线性、共价封闭的双链

DNA (dsDNA) 分子[3-4]。非洲猪瘟被世界动物卫生

组织 (OIE) 列为 A 类动物传染病。ASFV 主要感

染家猪、非洲和欧亚野猪、钝缘蜱等，其中被感染

但不表现出临床症状的疣猪等非洲野猪和钝缘蜱

为 ASFV 的宿主[5-7]。ASF 的临床症状可表现为急

性死亡、慢性和亚临床感染[2,8-9]。自 2018 年 8 月

我国辽宁省沈阳市发生首起 ASF 疫情以来[10]，

ASF 给我国养猪业造成巨大损失，严重影响了我

国居民的生活质量。 

尽管针对 ASF 开发了一些实验室内保护效果

较好的减毒疫苗，但出于对 ASFV 减毒疫苗的生

物安全性考虑，到目前为止，还没有被批准的商品

化 ASF 疫苗用于田间 ASF 的免疫预防，ASF 的根

除仍然需要依靠及时的实验室诊断和严格的扑杀

措施来消除疫情和控制疾病[11]。尽管分子诊断技

术对于 ASF 的早期诊断预防很有效[11-12]，但对于一

些低病毒血症和临床症状不明显的感染动物开展

大规模流行病学筛查，血清学诊断方法仍然被认为

是 ASF 诊断和控制的主要手段[13-14]。目前 OIE 认

可的 ASF 常规诊断方法为血清学 ELISA 方法初筛

后再通过免疫印迹的方法进一步确定[15-16]。OIE 认

可的检测方法中的病毒抗原来源于活病毒，涉及到

生物安全三级实验室处理大量活病毒的生物安全

性问题[9,17]。因此，筛选出一些 ELISA 反应性最佳

的 ASFV 诊断抗原，对于建立可靠的血清学诊断

方法和避免不必要的生物安全问题至关重要[18-19]。 

以前的研究结果表明，采用杆状病毒昆虫细

胞表达系统制备的 ASFV pp62 重组蛋白作为诊断
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抗原建立的 ELISA 方法，对保存较差的田间血清

样品检测的可靠性和敏感性优于以 ASFV p30 和

p54 重组蛋白为包被抗原建立的 ELISA 方法，产

生的 ELISA 结果甚至可以不用 OIE 认可的免疫印

迹方法 (Immunoblotting，IB) 再次确认。尽管如

此，pp62 蛋白具有诊断潜力的主要抗原表位的分

布仍需作进一步分析 [18]。pp62 是一种由 ORF 

CP530R 编码的多聚蛋白前体，被 ASFV 蛋白酶

S273R 水解后形成两种结构蛋白 p35 和 p15[20]。

ASFV p35 蛋白上是否分布有 pp62 蛋白的主要线

性抗原表位及作为诊断抗原建立 ELISA 方法尚未

见报道。本研究首次以原核表达系统获得的 ASFV 

p35 重组蛋白为包被抗原建立 ELISA 方法，与通

过昆虫杆状病毒表达系统制备的 p30 抗原建立的

ELISA 方法和进口试剂盒进行比较 [21]，分析

ASFV p35 蛋白作为诊断抗原的抗原性和潜力。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

杆状病毒表达载体 pFastBacTM、pET-30a 载

体、标准 ASFV 阳性血清和阴性血清均保存于国

家非洲猪瘟区域 (兰州) 实验室。辣根过氧化酶

标记山羊抗猪 IgG 购自北京中杉金桥生物技术有

限公司；Complete His-Tag Purification Resin 购自

上海罗氏公司；INgezim PPA COMPAC 11.PPA.K.3 

(5 plates kit，Lote/Batch:050819) 购自西班牙英吉

纳公司； Bradford 蛋白浓度测定试剂盒购自

Solarbio 公司。Cellfectin®  ReagentⅡ  (昆虫细胞脂

质 体 转 染 试 剂 ) 、 PureLinkTM HiPure Plasmid 

Midiprep Kit；Alexa Fluor 488 标记的山羊抗小鼠 

IgG 购自 Abcam 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计  

参照于 GenBank 中 ASFV (Pig/HLJ/18) 参考

序列，利用 Primer Premier 5.0 软件设计 p35 基因

表达引物  (p35F 和 p35R)、p30 基因表达引物 

(p30F 和引入 His 表达标签序列的 p30R) 和重组

杆状病毒穿梭质粒鉴定引物 (M13F 和 M13R)。

引物及基因合成与测序均委托擎科生物科技有限

公司完成。 

1.2.2  ASFV p35 重组蛋白和 ASFV p30 重组杆

状病毒的制备 

为了制备原核表达的 ASFV p35 重组蛋白。

以合成的 p35 基因为模板进行 PCR 扩增，反应条

件为：95  5 min℃ ；95  1 min℃ ，58  30 s℃ ，72  ℃  

1.5 min，34 个循环；72  10 min℃ 。PCR 扩增的

目的基因经 EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切后插入到

pET-30a 载体中，PCR 鉴定为阳性的菌液经擎科

生物科技有限公司测序正确后，将其命名为

pET-30a-p35。将阳性重组质粒转化至 BL21 感受态

细胞，经 16 ℃条件下诱导表达 6 h 后用 SDS-PAGE

检测蛋白表达量。大量诱导后沉淀菌体，用裂解液

重悬菌体，超声破碎后离心，取上清按照 Ni-NTA 

Superflow Cartridge 手册在非变性条件下进行镍柱

亲和层析纯化重组蛋白，纯化的重组蛋白经

Bradford 蛋白浓度测定试剂盒测定浓度。 

 
表 1  引物序列  
Table 1  Primer sequence 

Primer name Sequence (5′–3′) Size (bp) 

p35F GCGAATTCATGGGGAATGACCCGCCGGT 28 

p35R CTGTCGACTTAATGGTGATGATCCCCCCTACCTTTTCCT 39 

p30F GCGAATTCATGGATTTTATTTTAAATA 27 

p30R TGTCTAGATTAATGGTGATGGTGATGATGTTTTTTTTTTAAAAGTTTAAT 59 

M13F TGTAAAACGACGGCCAGT 18 

M13R AGCGGATAACAATTTCACACAGG 23 
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为了获得 ASFV p30 重组杆状病毒。以合成

的带有 His 表达标签的 ASFV p30 基因为模板进

行 PCR 扩增，反应条件为：95  5 min℃ ；95  1 min℃ ，

48  30 s℃ ，72  1.5 min℃ ，34 个循环；72  10 min℃ 。

将目的 DNA 经 EcoRⅠ和 XbaⅠ双酶切后插入到

pFastBacTM 载体，得到 pFastBac-p30 重组质粒，

委托擎科生物科技有限公司测序验证后，将

pFastBac-p30 重组质粒转化至 DH10BacTM 感受态

细胞，得到重组杆状病毒穿梭质粒 Bacmid-p30，

进一步用鉴定引物 M13F 和 M13R 鉴定。将鉴定

正确的重组杆粒 DNA 提纯后在 Cellfectin®  Ⅱ

Reagent 的介导下，转染生长状态最佳的 Sf9 细胞，

设正常细胞作为对照。27 ℃培养 72 h，待出现明

显细胞病变后，收获上清用蚀斑试验测定重组杆

状病毒的效价。再次进行病毒传代扩增，获得病

毒滴度较高的 P3 代 Bac-p30 重组杆状病毒。 

1.2.3  ASFV p35 和 p30 重组蛋白的鉴定 

用收集的 p3 代重组杆状病毒 Bac-p30 感染的

Sf9 昆虫细胞裂解上清和原核表达纯化的重组

p35 蛋白作为抗原。ASFV 阳性血清 (1︰500) 作

为一抗，并将阴性血清 (1︰500) 设为阴性对照，

山羊抗猪 IgG (1︰20 000) 作为二抗进行免疫印

迹分析，加入底物显色液后避光显色 3–10 min，

拍照。 

将 MOI 为 0.1 的 p3 代重组杆状病毒 Bac-p30

感染的 Sf9 细胞作为检测组，同时设杆状病毒感

染的 Sf9 细胞作为空白对照组。用小鼠抗 His 标

签抗体 (1︰200) 作为一抗，Alexa Flour 488 标记

的山羊抗小鼠 IgG (1︰1 000) 作为二抗进行间接

免疫荧光分析，倒置荧光显微镜下观察特异性绿

色荧光的产生情况。 

1.3  p35-ELISA 方法和 p30-ELISA 方法的建立 

1.3.1  反应条件的优化   

按照常规间接 ELISA 的操作方法[22]，通过方

阵滴定法对最佳抗原包被量、最佳血清稀释倍数

和最佳封闭液及作用时间进行摸索与优化。将纯

化的重组 p35 蛋白以 5、2.5、1.25、0.625 μg/mL

进行 100 μL/孔的抗原量包被；同时将适量重组杆

状病毒 Bac-p30 感染昆虫 Sf9 细胞 72 h 后收集的

细胞裂解上清测定总蛋白浓度为 14.9 mg/mL，将

获得的蛋白用 PBS 缓冲液以 1︰10、1︰50、1︰100

和 1︰200 稀释后按照 100 μL/孔的抗原量包被，将

标准 ASFV 阴性和阳性血清做 1︰100、1︰200、   

1︰400、1︰800、1︰1 600、1︰3 200 和 1︰6 400

稀释。分别加入到 2%脱脂乳或 1% BSA 封闭的

ELISA 酶标板中，根据 ASFV 阴性和阳性血清的

OD450 值及 P/N 值最大时选择合适的抗原包被量和

最佳血清稀释倍数和封闭液。将 ASFV 阳性和阴

性血清按最佳稀释度在 37 ℃分别孵育 0.5、1.0、

1.5 h，根据阴性和阳性血清的 OD450 值及 P/N 值

选择合适的血清作用时间；将山羊抗猪 IgG     

(1︰20 000) 加入ELISA板后，37 ℃分别作用 0.5、

1.0、1.5 h，根据 P/N 值选择合适的酶标二抗作用

浓度和作用时间。 

1.3.2  临界值的确定   

在重组蛋白 p30 和 p35 为诊断抗原建立的最

佳 ELISA 反应条件下，通过实验室保存的 92 份

田间非洲猪瘟阴性血清 (经西班牙英吉纳公司的

ASFV 抗体检测试剂盒和 OIE 建议的 ASFV 荧光

PCR 检测均为阴性)，以公式：临界值=阴性样品

的平均 OD450 值+3×标准偏差(s)，确定临界值。当

待检血清的 OD450 平均值≥ x +3s，则判定为阳性，

当 OD450< x +2s 则判定为阴性，介于二者之间则

判定为可疑样品。 

1.4  敏感性检测 

使用 p35-ELISA 方法和 p30-ELISA 方法对用

同一批次重组蛋白包被的酶标板对同一批次不同

稀释倍数的血清样品进行检测，从 1︰100 起，2 倍

倍比稀释至 1︰6 400，统计不同稀释倍数下二者的

阳性率，进行 p35-ELISA 方法和 p30-ELISA 方法

检测灵敏度的比较。此外，用 p35-ELISA 方法对

48 份 ASFV 感染血清进行检测，计算其敏感性。 
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1.5  稳定性检测 

按已建立的间接 ELISA 最佳反应体系和条

件，用同一批次重组蛋白包被的酶标板对同一批

次不同稀释倍数的标准 ASFV 阳性血清样品进行

检测；用不同批次重组蛋白包被的酶标板对同一

批次不同稀释倍数的标准 ASFV 阳性血清样品进

行检测，计算批内和批间样本的变异系数 CV，评

价批内和批间重复性试验的稳定性。 

1.6  符合率试验 

同时用本研究建立的 p35-ELISA 方法和西班

牙英吉纳公司非洲猪瘟抗体检测试剂盒对 48 份

ASFV 感染血清和 60 份健康血清进行检测，计算

二者符合率。 

2  结果与分析 

2.1  重组 p35 蛋白的表达纯化和鉴定  

SDS-PAGE 结果显示，部分重组 p35 蛋白以

可溶性的形式表达，通过非变性条件下的镍柱亲

和层析纯化获得了纯度较高的重组 p35 蛋白，分

子量约为 40 kDa (图 1A)；与阴性血清对照组相

比，ASFV 阳性血清能够特异性识别纯化的重组

p35 蛋白 (图 1B)。SDS-PAGE 和 Western blotting 

结果表明 p35蛋白在原核表达系统中得以正确表达。 

2.2  重组 p30 蛋白的表达和鉴定  

与正常 Sf9 细胞相比，p3 代重组杆状病毒

Bac-p30 感染 Sf9 细胞 72 h 后，显微镜下可观察

到明显的细胞病变，主要表现为细胞生长缓慢，

开始膨大变成囊泡状，裂解和脱落。间接免疫荧

光结果表明：对照组杆状病毒感染的 Sf9 细胞无

特异性荧光出现，但重组杆状病毒感染的 Sf9 细

胞在倒置荧光显微镜下出现特异性的绿色荧光 

(图 2A)。免疫印迹结果显示，ASFV 阳性血清能

够特异性识别重组杆状病毒 Bac-p30 感染的 Sf9

细胞裂解上清中的 p30 抗原条带 (图 2B)。 

2.3  反应条件的优化 

根据得到的 ASFV 阳性血清和阴性血清

OD450 值及 P/N 值可以得出本研究所建立的

p35-ELISA 方法的最适抗原包被量为 2.5 μg/mL，

以1% BSA作为封闭液封闭，最适封闭时间为45 min， 

 

 
 
图 1  重组 p35 蛋白的表达鉴定 
Fig. 1  Identification of the recombinant p35 protein. (A) SDS-PAGE of recombinant ASFV p35 protein. M: protein 
marker; 1: negative control; 2: induced lysates for 6 h; 3: ultrasonic supernatant of recombinant bacteria for 6 h; 4: the 
purified recombinant p35 protein. (B) The reactivity of anti-ASFV positive sera to the purified recombinant p35 protein, 
M: protein marker; 1, 2: the positive sera against ASFV antigen; 3: negative sera. 
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图 2  重组 p30 蛋白的表达鉴定 

Fig. 2  Identification of the recombinant p30 protein by Western blotting. (A) The cytopathic effect and indirect 
immunofluorescence assay of Sf9 cells infected with Bac-p30. (a) Normal Sf9 cells; (b) Sf9 cells infected with Bac-p30; 
(c) Sf9 cells infected with wild type baculovirus; (d) Sf9 cells infected with Bac-p30. (B) M: protein marker; 1: Sf9 cells 
infected with wild type baculovirus; 2: ultrasonic supernatant of Sf9 cells infected with Bac-p30.  

 
血清稀释倍数为 1︰100，酶标二抗的稀释倍数

为 1︰20 000，最适酶标二抗封闭时间为 45 min 效

果最佳；将重组杆状病毒 Bac-p30 感染昆虫 Sf9 细

胞获得的细胞裂解上清蛋白总浓度为 14.9 mg/mL

以 1︰200 稀释后 100 μL/孔的抗原量包被，1% BSA

作为封闭液封闭，最适封闭时间为 1 h，血清稀释

倍数为 1︰100，酶标二抗的稀释倍数为 1︰20 000，

最适酶标二抗封闭时间为 1 h，产生的 P/N 值最

大，效果最佳。 

2.4  临界值确定和敏感性检测 

以建立的 p35-ELISA 方法对 92 份 ASFV 阴性

血清样品进行检测，平均 OD450 值为 0.163 6，标

准差为 0.017 8，确定的临界值为 0.217，当待检血

清 OD450 值≥0.217 判定为阳性，当 OD450 值<0.199

判定为阴性；p30-ELISA 方法对同一批次 ASFV 阴

性血清样品进行检测，平均 OD450 值为 0.160 3，

标准差为 0.030 8，按照公式计算其临界值为

0.253，当待检血清 OD450 值≥0.253 判定为阳性，

当 OD450 值<0.222 判定为阴性。 

通过 ASFV 阳性血清倍比稀释的方法比较

p30-ELISA 方法和 p35-ELISA 方法的检测灵敏

度。结果表明，p30-ELISA 方法的检测敏感性稍

高于 p35-ELISA 方法 (数据未显示)。在被检的  

48 份 ASFV 感染血清中，p35-ELISA 方法有   

46 份血清检测结果为阳性，该方法的敏感性  

为 95.8%。 

2.5  稳定性评价 

p35-ELISA 方 法 的 批 内 变 异 系 数 在

1.42%–7.40%之间，批间变异系数在 0.58%–1.71%

之间 (表 2)。p30-ELISA 方法的批内变异系数在

0.39%–3.39%之间，批间变异系数在 0.87%–3.58% 

之间 (表 3)。 

2.6  符合率试验 

对 108 份血清 (48 份 ASFV 感染猪血清和  

60 份健康猪血清) 进行检测，结果显示，本研究

建立的 p35-ELISA 抗体检测方法和西班牙英吉纳

公司非洲猪瘟抗体检测试剂盒 (ING) 共有 105 份

血清检测结果一致，符合率为 97.2%。 
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表 2  p35-ELISA 的稳定性试验 
Table 2  Stability test of the p35 -ELISA 

Dilution ratio 
p35 In-batch p35 Batch-to-batch 

Average value Standard deviation CV (%) Average value Standard deviation CV (%)

1︰100 1.725 6 0.024 5 1.42 1.725 6 0.024 5 1.42 

1︰200 0.882 0 0.017 9 2.03 0.882 0 0.017 9 2.03 

1︰400 0.634 0 0.022 3 3.52 0.634 0 0.022 3 3.52 

1︰800 0.435 3 0.032 2 7.40 0.435 3 0.032 2 7.40 

1︰1 600 0.267 0 0.005 0 1.87 0.267 0 0.005 0 1.87 

 
表 3  p30-ELISA 的稳定性试验 
Table 3  Stability test of the p30-ELISA 

Dilution ratio 
p30 In-batch p30 Batch-to-batch 

Average value Standard deviation CV (%) Average value Standard deviation CV (%)

1︰100 1.320 6 0.031 8 2.41 1.288 8 0.011 7 0.91 

1︰200 1.201 4 0.010 4 0.87 1.191 0 0.005 1 0.43 

1︰400 1.070 6 0.038 3 3.58 1.032 3 0.035 0 3.39 

1︰800 0.935 0 0.030 1 3.22 0.904 9 0.028 1 3.11 

1︰1 600 0.827 1 0.009 7 1.17 0.817 4 0.003 2 0.39 

 
表 4  p35-ELISA 与进口试剂盒符合率试验 
Table 4  Coincidence rate test of p35-ELISA with 
imported kit 

p35-ELISA 
ING 

Total 
Positive Negative 

Positive 45 1 46 

Negative 2 60 62 

Total 47 61 108 

 

3  讨论 

非洲猪瘟给我国乃至全球养猪业带来了毁灭

性的打击[10]。在国际上还没有研发出针对 ASF 有

效的疫苗和治疗方法之前，分子诊断方法和血清

学检测技术仍被认为是识别感染动物、根除潜在

ASFV 感染风险的主要手段[11,23]。尽管分子诊断

方法对于 ASF 的早期诊断预防至关重要，但血清

学方法成本低廉和便捷的特点更适合于大规模的

田间流行病学调查[13,17,23]。可靠的血清学诊断方

法的建立与所选抗原的抗原性密切相关[19,21]。以

前的研究结果表明，在昆虫杆状病毒表达系统中

制备的 ASFV 诊断抗原中，ASFV pp62 蛋白作为

诊断抗原建立的 ELISA 方法针对保存较差的田间

血清样品的检测结果优于以 p54 和 p30 蛋白为抗

原靶标建立的 ELISA 方法[19]。为了进一步确认

pp62 蛋白水解产物 p35 蛋白作为诊断抗原的抗原

性和潜力，本研究采用原核表达系统表达了 p35

蛋白和昆虫杆状病毒表达系统表达 p30 蛋白，以

上述方法制备的抗原建立的 ELISA 诊断方法进行

检测灵敏度的比较，获得了与预期理论蛋白分子

量大小一致的 40 kDa 重组 p35 蛋白和 30 kDa 重

组 p30 蛋白。制备的诊断抗原能与 ASFV 阳性血

清发生特异性反应，获得的 p30 蛋白和 p35 蛋白

均具有较好的反应原性。在确定的最佳 ELISA 反

应体系和条件下，确定了 p30-ELISA 和 p35-ELISA

方法的临界值、检测灵敏度和批内和批间重复性

试验的稳定性评价。 

原核表达系统制备诊断抗原的生产成本相对

低廉，制备的蛋白易于纯化，稳定性较好，适合

大规模生产 [24]。本研究在原核表达系统中制备
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ASFV p35 重组蛋白，通过与昆虫杆状病毒表达系

统表达的 p30 重组蛋白在抗原性及其 ELISA 中的

反应性进行对比分析。以原核表达纯化的 p35 抗

原为基础建立的间接 ELISA 方法的检测灵敏度稍

低于以昆虫杆状病毒表达系统制备的 p30 抗原为

基础建立的间接 ELISA 方法。昆虫杆状病毒表达

系统高效表达重组蛋白的同时能够正确折叠以维

持表达蛋白的空间构象和蛋白活性，而原核表达

系统表达的蛋白仅展示线性表位。因此，与原核

表达的 p35 蛋白相比，昆虫杆状病毒表达系统表

达的 p30 蛋白可展示较多的线性和构象性表位，

这可能解释昆虫杆状病毒表达系统表达制备的

p30 重组蛋白作为诊断抗原时，p30-ELISA 方法

的灵敏度稍高于原核表达系统制备的重组 p35 蛋

白为包被抗原建立的 ELISA 方法。因此，在后续

的研究中可将 ASFV p35 蛋白在昆虫杆状病毒表

达系统中表达，获得具有生物学活性的 p35 重组

蛋白，以便于该重组蛋白展示更多抗原表位用于

提高重组 p35 蛋白诊断抗原的抗原性和检测灵敏

度。尽管如此，建立的 p35-ELISA 方法与进口试

剂盒相比，其符合率达到 97.9%，可见，所建立

的 p35-ELISA 方法可用于田间 ASFV 抗体特异性

检测。 

总之，本研究中的原核表达系统制备的 p35

蛋白和昆虫杆状病毒表达系统制备的 p30 蛋白的

反 应 原 性 较 好 ， 建 立 的 p35-ELISA 方 法 和

p30-ELISA 方法检测灵敏度高且稳定性好，两种

方法均可用于田间 ASF 血清样本的流行病学调

查。该研究为建立 ASF 血清学诊断方法制备优质

诊断抗原提供了新的思路和物质基础。 
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