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摘 要：2018年中国首次发生了非洲猪瘟疫情。本研究从来源于沈阳地区的 1个非洲猪瘟病毒 (African swine fever vi⁃
rus, ASFV) 分离株中克隆了 p30基因（GenBank No. MK482370）。序列分析发现，该基因与安徽分离株相同（GenBank No.
MK128995），而与已报道的沈阳分离株 SY-18株（GenBank No. MH766894）不同，新克隆的 p30基因全长 585 bp，编码 194
个氨基酸，而 SY-18株 p30基因全长 606 bp，编码 201个氨基酸。该结果提示，我国的 ASFV存在基因变异或者传播来源

复杂，流行病学分析应关注该基因，不同毒株的致病力有待深入研究。本研究利用 pGEX-6p-1表达系统成功表达了 p30
基因的亲水区；通过 Ni-NTA-琼脂糖亲和层析技术对重组蛋白进行纯化，获得了纯度较高的重组蛋白，为 ASFV的血清学

监测提供了抗原。
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Abstract：African swine fever outbroke in China in 2018. The p30 gene (GenBank No. MK482370) was cloned from
an African Swine Fever Virus (ASFV) strain isolated in Shenyang. It has 100% nucleotide identity with Anhui isolat⁃
ed strain (GenBank No. MK128995). However, there is some difference with reported SY- 18 (GenBank No.
MH766894). It has 585 base pairs (bp) coding 194 amino acids (aa), while the p30 gene of SY-18 has 606 bp coding
201 aa. This observation suggested that variation occurred in ASFV of China, whether the virulence varies remains
to be further studied. Plasmid pGEX-6p-1 were used in this study to express the hydrophilic area of p30 gene, and
the recombinant proteins were purified by Ni-NTA-agarose affinity chromatography. This study provided antigen
for ASFV serologic surveillance.
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非洲猪瘟（African swine fever, ASF）是由非

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

的一类高致病性传染病，该病的死亡率因感染毒
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株和被感染宿主的不同存在一定的差异，相关的报

道表明，临床表现为最急性或急性感染的病例死亡

率接近 100%[1]；该病自 1921年被发现以来，至今已

有 52个国家先后爆发了ASF疫情，除却疫情给当地

养殖业带来的严重经济损失外，也使得周边国家面

临严峻的防疫挑战[2-3]，同时该病已被世界动物卫生

组织(OIE)列入法定通报的动物疾病名录，中国农村

农业部也将其列为一类动物疫病，是《国家中长期动

物疫病防治规划(2012-2020年)》中明确规定须重点

防范的外来动物疫病之一[4-5]。

AFSV是一种带有囊膜的双链 DNA病毒，隶
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属于非洲猪瘟病毒科非洲猪瘟病毒属，是该属种

的唯一成员，同时该病毒也是目前唯一的虫媒

DNA病毒 [6-8]。该病毒基因组大小为 170～190 kb，
基因组中央大小为 125kb的序列较为保守，而位

列保守区域两端的序列变异较大；此外，其基因

组中含有 160～175个开放阅读框，共编码 150～
200 种蛋白 [9- 14]。其中 p30 蛋白是一种由基因

CP204L编码的膜蛋白；Hernaez等 [15]的研究表明，

该蛋白在病毒的感染早期可能与宿主细胞核内的

hnRNP-K蛋白相互作用进而抑制了宿主mRNA的
翻译；此外，相关研究表明，该蛋白还参与病毒的

内化过程，并且该蛋白还含有优势抗原决定簇，

能够有效地诱导机体产生较强的体液免疫应答，

所以该蛋白是一种较为理想的抗原，可用于后续

检测试剂的开发 [16-17]。

2018年 8月 1日中国首次报道了 ASF疫情，这

也使得我国成为首个爆发该疫情的亚洲国家[2,18]，虽

然ASF的诊断和检测技术日趋成熟，但是截至目前

相关疫苗尚未研发成功，所以我国也只能通过及时

准确的诊断检测和严格有效的封锁扑杀来阻断疫情

的扩散，而为了避免毒株的散播和误诊，相关的诊断

只能在少数几家官方认证的机构中进行，这也在某

种程度上给疫情的阻断带来了一定的滞后性。因

此，ASF疫苗的研发和相关诊断技术的更新对该病

的预防起到了至关重要的作用。本研究对 ASFV
p30基因序列进行克隆，测序结果表明，我国不同

ASFV分离株 p30基因存在差异。构建了 p30蛋白

亲水区的 pGEX-6p-1-P30表达质粒，并将其导入大

肠杆菌 E. coli Rosetta-gami2(DE3)pLysS中，成功表

达并纯化获得较高浓度的 p30重组蛋白，为后续检

测及诊断产品的开发提供了抗原。

1 材料与方法

1.1 菌种、质粒及培养条件

本试验中使用的 E. coli DH5α感受态细胞及

克隆载体 pMD18-T均购自宝生物工程（大连）有

限公司；E. coli Rosetta-gami2(DE3)pLysS感受态细

胞及表达载体 pGEX-6p-1均为本实验室保藏。

本试验对 E. coli采用 37°C培养，所用培养基

为 LB（Luria-Bertani）固体或液体培养基。本试验

抗生素所用终浓度：氨苄青霉素（Amp）50μg/mL、
氯霉素（Cm）34μg/mL、链霉素（Str）50μg/mL、四环

素（Tet）50μg/mL。
1.2 试验材料和试剂

DNA Maker购自全式金（北京）生物技术有限

公司，PrimeSTAR HS DNA聚合酶购自宝生物工

程（大连）有限公司，Ni-NTA-琼脂糖购自上海意

泓 生 物 科 技 有 限 公 司 ，蛋 白 Maker Pageruler
Prestained Protein Ladder购自 Thermo公司，其他

试剂均为国产或进口分析纯。

1.3 病毒基因组DNA
AFSV 基因组DNA由军事兽医研究所保存。

1.4 引物的设计与合成

根据所获得的序列信息，分别设计两对引物，

其中一对引物用于扩增 p30蛋白序列的全长，其

目的片段为 798 bp，上游引物 P30-124665：CTAGA
GGTTGAAGATCCACGGTTAC，下游引物 P30-1254
63：GATCGTGCTGCTGTAGCCATACAG；另一对引

物用于 p30蛋白亲水区表达载体构建，目的片段

为 306bp，上 游 引 物 P30- 6P1U：GGGATCCCCG⁃
GAATTCATTCTGCATGTGCTGTTTG，下 游 引 物

P30- 6P1D：GATGCGGCCGCTCGAGTTAGTGGTG⁃
GTGGTGGTGGTGAACCATGAGTCTTACCACCTC；
引物由吉林省库美生物科技有限公司负责合成。

1.5 p30重组蛋白原核表达载体的构建

首先，通过 PCR对 p30基因序列进行扩增，反

应体系及条件分别为：体系为 50μL，PrimeSTAR
HS DNA聚合酶 25μL，DNA 1μL，引物 P30-124665
和 P30-125463各 1μL，ddH2O 22μL；反应条件为

94℃ 5 min；94℃ 30 s、60℃ 1 min、72℃ 1 min，30个
循环；72℃ 10 min。将扩增获得的目的片段纯化

回收，测序；而后以其作为模板，利用表达引物对

亲水区序列进行扩增，相关的 PCR体系及反应条

件同上。将获得的目的片段纯化回收后与克隆载

体 pMD18- T 进 行 连 接 ，从 而 构 建 重 组 载 体

pMD18-T-P30，而后将重组质粒转入 E. coli DH5α
感受态细胞中，通过 Amp抗性的 LB固体平板对

阳性克隆菌株进行筛选，并对筛选获得的阳性克

隆菌株进行培养，而后提取质粒送至吉林省库美

生物技术有限公司进行测序鉴定；待测序正确

后，将 pMD18-T-P30和表达载体 pGEX-6p-1分别

用 EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶切并对目的片段进行纯

化回收，对回收获得的目的片段和载体进行连

接，而后将连接产物转入至 E. coli Rosetta-gami2
(DE3)pLysS感受态细胞中，通过带有 Amp抗性、

Cm抗性、Str抗性及 Tet抗性的 LB固体平板对阳

性菌株进行筛选并予以鉴定，将鉴定正确的重组

表达载体命名为 pGEX-6p-1-P30。
1.6 目的蛋白的诱导表达及纯化

将含有 pGEX-6p-1-P30的 E. coli Rosetta-ga⁃
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mi2(DE3)pLysS菌液按 1/100的比例接种至 50 mL
含有 Amp抗性、Cm抗性、Str抗性及 Tet抗性的 LB
液体培养基中，37°C，180 r/min过夜培养，待次日

将培养后的菌液按 1/1 000的比例接种至 50 mL
LB液体培养基中 37°C，180 r/min培养至 OD600的
值介于 0.4~0.6 间，加入终浓度为 1 mmol/L 的
IPTG，37℃，180 r/min诱导 3 h；待诱导结束后，离

心收集菌体，用 ddH2O重悬菌体后对其进行超声

波裂解（超声 2 s，间隔 2 s，共 10 min），待裂解完

全后离心，上清和沉淀分别收集，进行 SDS-PAGE
分析。而后将剩余的包涵体沉淀溶解于 8 mol/L
尿素中进行 Ni-NTA琼脂糖亲和层析纯化，分别

用 pH8.0，pH5.9，pH6.0和 pH4.0的缓冲液洗柱，收

集洗脱液；对上述各样品进行 SDS-PAGE分析后

用考马斯亮蓝染色液染色 1 h后观察结果。

2 结 果

2.1 p30基因的克隆

PCR结果显示扩增产物大小约为 800 bp，与预

期结果一致，测序结果登录 GenBank（MK482370）。
序列分析发现，p30基因与安徽分离株相同（Gen⁃
Bank No. MK128995），而与已报道的沈阳分离株

SY-18株（GenBank No. MH766894）不同，新克隆的

p30基因全长 585 bp，编码 194个氨基酸，而 SY-18
株p30基因全长606 bp，编码201个氨基酸。

2.2 重组表达载体 pGEX-6p-1-P30的鉴定

以提取的重组载体 pGEX-6p-1-P30为模板，

利用引物 P30-6P1U和 P30-6P1D对其进行扩增，

PCR结果显示扩增产物大小约为 350 bp，与预期

结果一致；利用 EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ对重组载体进行

双酶切验证，结果获得大小分别为 5 000 bp的载

体片段和 350 bp的目的片段，与预期结果一致；测

序结果表明已成功构建重组表达载体。

2.3 重组蛋白的诱导表达及纯化

SDS-PAGE检测结果表明，诱导后的p30重组蛋

白得到高水平表达（图1），p30的亲水区和GST融合蛋

白的分子量是39.8，图1的2号泳道在40kDa的位置有

目的蛋白的大量表达，菌液经超声破碎，包涵体洗涤后

经8 mol/L pH8.0的尿素裂解，进行Ni-NTA琼脂糖亲

和层析纯化获得纯度较高的目的条带（图1），通过BCA
法测定p30最高浓度为3.28 mg/mL。
3 讨 论

ASF作为一种高致病性传染病，至今尚无能

够有效预防该病的特效药物，同时由于该病传播

途径的多样性和贸易往来的流通性，使得相关部

门的防疫工作面临严峻的挑战；鉴于该病是首次

在我国流行，相关部门针对该病的防疫经验较

少，加之我国对 ASF的研究起步较晚，在疫情爆发

期间只能借助国外经验采取及时准确的诊断和行

之有效的扑杀措施来阻断疫情的扩散，但自 2018
年 8月份至今仍有 59次ASF疫情被相继报道 [19-20]。

本研究克隆的 p30基因与沈阳的 SY-18株不

同，所编码的蛋白质在碳端比 SY-18株少 7个氨

基酸，与安徽的分离株完全一致，暗示我国的非

洲猪瘟病毒在短时间内已经有变异，或者同时有

多个基因亚型的病毒传入我国，今后在流行病学

调查的过程中应该注意对 p30基因进行分析。

目前可用的商品化检测试剂盒种类较少，而

且精确度层次不齐，加之国内针对该病的检测体

系也并不完善，这在一定程度上给该病的防疫工

作带来一定的滞后性；因此，高效、灵敏的诊断试

剂可以在疫情初期给予精确的诊断，为后续的防

疫工作争取更多的宝贵时间，这在该病的预防过

程中显得尤为重要。

在针对 ASFV 的血清学诊断中，多以 p30、
p54、p72和 p62这四种蛋白作为诊断靶标 [20-21]；相

关研究表明，针对 P54蛋白的抗体可以阻断 ASFV
对易感细胞的黏附，此外，Oviedo等的研究表明，

针对该蛋白的抗体特异性较好 [17,22]；而基于 P72蛋
白和 p62蛋白建立的间接 ELISA检测方法已被证

明具有良好的敏感性和特异性 [23-24]。以上三种蛋

白作为诊断靶标虽然具有各自的优势所在，但是

与 p30蛋白相比还是有所不足，相关研究表明，基

于 p30蛋白建立的间接 ELISA检测方法除具有与

图1 SDS PAGE分析ASFV p30蛋白亲水区的表达

M：蛋白质分子量标准；

1：pGEX-6p-1空载体转化菌诱导后的总蛋白；

2：pGEX-6p-1-P30转化菌诱导后的总蛋白；

3：pH8.0尿素裂解包涵体总蛋白；

4：pH8.0尿素洗涤液；5：pH6.3尿素洗涤液；

6：pH5.9尿素洗涤液；7：pH4.0尿素洗脱液第 1管；

8：pH4.0尿素洗脱液第 2管；9：pH4.0尿素洗脱液第 3管
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p54蛋白相似的敏感性和特异性外，其在 ELISA上
的反应性更好。众所周知，对于该病的防疫来

讲，时间是最为关键的要素，而处于感染早期表

达的 p30蛋白较另两种晚期表达的蛋白相比具有

得天独厚的优势所在，可以极大地缩短检测诊断

所用的周期，提高工作效率的同时为后期防疫准

备工作预留了充足的时间 [25-26]。

本研究中我们所采用的大肠杆菌表达系统与

国外常用的昆虫表达系统和杆状病毒表达系统相

比，具有技术难度小，成本低等优点；但是完整的

p30基因很难在大肠杆菌中表达，本研究尝试 p30
在 pET-32(a)中表达，未能获得成功。本研究将

p30的亲水区与 GST蛋白融合表达，获得了非常

好的效果，但是蛋白以包涵体形式表达，不能通

过 GST标签纯化，本研究在 p30的末尾加入了组

氨酸标签，并利用该标签通过镍离子亲和层析获

得纯化蛋白。同时由于 p30蛋白中存在较多的疏

水性氨基酸，使得表达产物为不溶性包涵体蛋

白，这与储德文 [27]的研究结果相符。
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