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非洲猪瘟病毒 pH108R 蛋白的原核表达
及其多克隆抗体的制备
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甘露露1，李 丹1，尚佑军1*，郑海学1*

（1.�中国农业科学院 兰州兽医研究所 兰州大学动物医学与生物安全学院 动物疫病防控
全国重点实验室，甘肃 兰州 730000；2.�古浪县农业产业化服务中心，甘肃 武威 733000）

摘要： 制备非洲猪瘟病毒（ASFV）pH108R 蛋白的多克隆抗体。 首先，通过分析 H108R 基因的跨膜区
（TR）并去除该区域，构建 pH108R 重组蛋白的原核表达质粒 pET-22b-H108RΔTR，并经酶切鉴定验证成功
构建此质粒。 随后，将质粒转化至大肠杆菌 BL21（DE3）感受态细胞中，通过 IPTG 诱导表达 pH108R 蛋白。
SDS-PAGE 检测显示蛋白以包涵体形式表达，经镍柱亲和层析法纯化后，用于免疫豚鼠制备多克隆抗体。 免
疫印迹、间接免疫荧光和免疫共沉淀试验结果表明，制备的多克隆抗体能够特异地识别 ASFV 感染的猪肺
泡巨噬细胞中表达的 pH108R 蛋白。本研究为深入研究 ASFV�pH108R 蛋白的生物学功能提供了有效的检测
工具。
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Prokaryotic expression of African swine fever virus pH108R protein
and preparation of its polyclonal antibodies
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Abstract： The�aim�of�this�study�was�to�prepare�polyclonal�antibodies�against�the�H108R�protein�
（pH108R） of�African�swine�fever�virus（ASFV）.Initially，the�prokaryotic�expression�plasmid�pE-22-
H108RΔTR�for�the�recombinant�pH108R�protein�was�constructed�by�deleting�the�transmembrane�region（TR）
of�pH108R.The�successful�construction�of�this�plasmid�was�confirmed�through�enzymatic�analysis.Sub-
sequently，the�plasmid�was�transformed�into�E.coli�BL21（DE3） competent�cells，and�pH108R�was�expressed�fo-
llowing�IPTG�induction.SDS-PAGE�analysis�revealed�that�the�protein�was�expressed�as�inclusion�bodies，
which�was�purified�using�nickel�column�affinity�chromatography�and�used�to�immunize�guinea�pigs�for�the�
preparation�of�polyclonal�antibodies.Results�from�immunoblotting，indirect�immunofluorescence，and�
co-immunoprecipitation�assays�demonstrated�that�the�prepared�polyclonal�antibodies�exhibited�good�
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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）感染猪后所
引起的一种高度传染性病毒性疾病。 20 世纪初肯尼
亚首次确诊 ASFV，之后相继在非洲大陆的其他地区
肆虐暴发［1-2］。21 世纪初 ASFV 又传入格鲁吉亚共和
国，伴随着高发病率和高死亡率，在家猪和野猪群
体中迅速传播，ASF 成为了一种大规模的流行病，
持续对养猪业构成极其严重的威胁 ［3-4］。 2018 年 8
月我国辽宁地区传入 ASF，短时间内蔓延至全国范
围，严重威胁我国生猪存栏量，给畜牧业带来了难
以估计的经济损失 ［5-6］。 ASF 被世界动物卫生组织
（WOAH）列为必须报告的法定动物疫病之一。 目前，
仍然没有安全有效的 ASF 商品化疫苗。

ASFV 是非洲猪瘟病毒科非洲猪瘟病毒属的唯
一成员，是目前已发现的唯一由虫媒传播的大型双
链 DNA 病毒。 钝缘蜱、软蜱是其主要传播媒介，由
于蜱具有寿命长、栖息地隐蔽等特点，因此很难控
制 ASF 的传播［7］。 ASFV 基因组长度在 170～193�kb
之间，包含 150～167 个开放阅读框（Open�reading�
frame，ORF），能够编码出超过 150 种蛋白质，包括
68 种结构蛋白和 100 多种非结构蛋白［8］。 病毒粒子
由外膜、衣壳、内膜、核壳、基因组 DNA 五部分组
成。 病毒主要在受感染细胞的细胞质中复制，其形
态发生位于细胞质中的专门区域，这些区域被称为
病毒工厂［9-10］。 H108R 基因长度约 327�bp，其编码的
pH108R 蛋白有 108 个氨基酸，属于 ASFV 的结构蛋
白，位于病毒内膜。 目前已有文献报道缺失 H108R
基因后，ASFV 的复制能力降低，证明 H108R 基因是
ASFV 的毒力基因之一，并且该基因缺失后可以诱
导保护性免疫反应，对同源毒株提供保护作用［11］。 本
研究将 pH108R 重组蛋白纯化后免疫豚鼠，制备出
豚鼠抗 ASFV�pH108R 蛋白多克隆抗体，为后续探究
pH108R 蛋白的功能和 ASFV 致病机制提供了良好
的检测工具。

1 材料与方法

1.1 试验材料
原代猪肺泡巨噬细胞（porcine�alveolar�macrop-

hages，PAM）、非洲猪瘟病毒亲本毒株（ASFV-GS）均由
本实验室分离并保存；原核表达载体 pET-22b（＋）、预
染蛋白 Marker 均由西安擎科生物科技有限公司提
供；用于制备多克隆抗体的豚鼠来自中国农业科学
院兰州兽医研究所实验动物中心。 ApaⅠ和 XhoⅠ
均购自 Thermo�Scientific（赛默飞世尔）公司；大肠杆
菌 BL21（DE3）感受态细胞购自北京全式金生物技
术股份有限公司；Omni-Easy�PAGE 凝胶快速制备
试剂盒购自上海雅酶生物医药科技有限公司；弗氏
完全佐剂 （FCA）和弗氏不完全佐剂 （FIA）均购自
Sigma-Aldrich（默克生命科学）公司；BCA 蛋白定量
试剂盒和抗体稀释液均购自上海碧云天生物技术
股份有限公司；超敏 ECL 发光液购自新赛美生物科
技有限公司。
1.2 重组表达质粒 pET-22b-H108RΔTR 的构建

从 NCBI 数据库下载 ASFV-GS�H108R 基因序
列，使用在线网站 TMHMM2.0（https：／／ervices.heal-
thtech.dtu.dk／services／TMHMM-2.0／）分析 H108R
基因的跨膜区，去掉跨膜区基因序列后进行 2 次串
联 ，克隆至 pET-22b （＋ ）载体上得到 pET-22b-
H108RΔTR 质粒。 使用 ApaⅠ和 XhoⅠ进行双酶切
验证，验证结果符合预期即可保存备用。
1.3 pH108R 重组蛋白的原核表达、鉴定及纯化

取少许 pET-22b-H108RΔTR 的穿刺菌，在氨苄
青霉素抗性的平板上均匀划线，于 37�℃恒温培养箱
中过夜培养后挑取单个菌落，在 5�mL 氨苄青霉素抗
性培养基中扩繁，之后提取质粒保存。 取少许 pET-
22b-H108RΔTR 质粒转化至 BL21（DE3）感受态细
胞中，于 37�℃恒温培养箱中过夜培养，次日挑取单
个克隆至 5�mL 氨苄青霉素抗性的 LB 液体培养基
中，于 37�℃振荡培养 12～16�h。 取上述菌液按照
1�∶ 100 接种至 10�mL 含氨苄青霉素的培养基中，于
37�℃恒温培养箱中培养至 D600�nm 为 0.6～0.8， 取 1�mL
菌液保存作为未诱导对照，剩余菌液加入终浓度为
1�mmol/L 的 IPTG，置于 37�℃恒温培养箱中振荡培
养 6�h，离心后收集沉淀，将沉淀清洗后用 160�μL�
PBS 重悬，置于冰水中进行超声，随后通过离心分
别收集上清和沉淀，使用与上清相同体积的 PBS 重

specificity�and�could�recognize�pH108R�expressed�in�ASFV-infected�porcine�alveolar�macrophages.This�
study�provides�an�effective�detection�tool�for�the�in-depth�investigation�of�the�biological�function�
of�ASFV�pH108R.

Key words： African�swine�fever�virus；prokaryotic�expression；pH108R�protein；polyclonal�antibody
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悬沉淀，加入 40�μL�5×上样缓冲液，金属浴 10�min
后通过 SDS-PAGE 验证表达情况。

验证 pH108R蛋白成功表达后，取转接之前的 5�mL
菌液，按照 1�∶ 100 接种至 1�L 含氨苄青霉素的培
养基中，37�℃恒温培养箱中培养至 D600�nm 为 0.6～0.8，
加入终浓度为 1�mmol／L 的 IPTG，培养 6�h 后离心，
在沉淀中加入一定量的破碎缓冲液（50�mmol／L�Tris，
pH�8.0，0.15�mol／L�NaCl，1％ Triton�X-100），置于冰
水中超声破碎。 超声结束后将破碎液离心 30�min 后
收集沉淀。在沉淀中加入 10�mL沉淀缓冲液（20�mmol／L
咪唑 ，0.05�mol／L�NaCl，50�mmol／LTris，8�mol／L 尿
素，pH�8.0），过夜溶解。 次日离心后取上清进行纯
化。 取 3～4�mL 镍琼脂糖凝胶柱，用洗瓶清洗 5 次，
然后加入 20�mL 平衡缓冲液平衡 10�min。 取上述收
集上清 1�mL 加入柱子中进行充分结合，2�h 后取
出，流出流穿液。 用 20 倍柱体积的平衡缓冲液洗去
未吸附的样品。 然后依次使用含 10、20、50、100、
200、300�mmol／L 咪唑的洗脱缓冲液分阶段洗脱。 将
收集的各浓度梯度蛋白进行 SDS-PAGE 检测。 根据
SDS-PAGE 结果确定最佳洗杂浓度为 10�mmol／L
咪唑缓冲液，最佳洗脱浓度为 300�mmol／L 咪唑缓冲
液。 将剩余上清按相同的方法进行纯化，经洗杂和
洗脱获得目标蛋白。

将透析袋置于 100�℃超纯水中进行活化，将纯
化好的目标蛋白置于透析袋中，依次于 6�mol／L 尿素
透析液（50�mL／L甘油、0.5�mmol／L 甘氨酸、0.1�mmol／L
谷胱甘肽）、4�mol／L 透析液和 2�mol／L 透析液中透
析，每个梯度的透析液透析 12�h。 透析完成后离心
收集上清蛋白，通过免疫印迹法检测目标蛋白是否
存在。最后使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定已纯化的
pH108R 蛋白的质量浓度，并置于－80�℃保存备用。
1.4 豚鼠抗 pH108R 多克隆抗体的制备

将已纯化的 pH108R 蛋白与弗氏完全佐剂按等
体积乳化，乳化完全后进行首次免疫，按 300�μg／只
的剂量于豚鼠腿部进行肌内注射。 间隔 2 周后依次
进行第 2 次免疫和第 3 次免疫，后 2 次需要使用弗
氏不完全佐剂对 pH108R 蛋白进行乳化，具体乳化
方法及免疫剂量均与首次免疫相同。 二免后 1 周于
豚鼠心脏采血，分离血清后进行免疫印迹检测。 若
能够检测出特异性条带则无须进行 3 次免疫；若检
测效果不佳则进行 3 次免疫，免疫后 1 周所有豚鼠
心脏采血，分离血清后置于－80�℃保存。
1.5 免疫印迹检测

用 1�MOI的 ASFV-GS感染 PAM细胞，感染 48�h
后加入 2×上样缓冲液收集细胞，放于 100�℃金属

浴煮 10�min。 冷却离心 10�min 后进行 SDS-PAGE。
结束后进行蛋白转印，转印 1�h 后用 50�g／L 脱脂奶
粉溶液室温封闭 1�h，加入稀释后的抗 pH108R 的多
克隆抗体（1�∶ 250）过夜孵育，清洗后使用稀释后的
红外荧光素标记的山羊抗豚鼠 IgG 二抗（1�∶ 10�000）
室温孵育 1�h，清洗后使用超敏 ECL 发光液在高分
辨率图像采集系统显影。
1.6 激光共聚焦试验

使用 1�MOI 的 ASFV-GS 感染 PAM 细胞，36�h
后收集样品处理，使用预冷的 40�g／L�多聚甲醛溶液，
在室温固定 20�min 后加入 0.2％的曲拉通 X-100，
室温通透 10�min，50�g／L�BSA 室温封闭 1�h 后加入
抗 pH108R 的豚鼠多克隆抗体和抗 p72 的家兔多克
隆抗体过夜孵育，次日加入对应的荧光素标记二抗
室温避光孵育 1�h 后用 DAPI 染色，置于暗盒，最后
用徕卡 TCS�SP5�Ⅱ AOBS 共聚焦显微镜拍照。
1.7 免疫共沉淀试验

使用 1�MOI�的 ASFV-GS 感染 PAM 细胞，在感
染 36�h 后收集样品处理，同时以不感染的 PAM 细
胞作为对照，离心后加入 NP40 裂解液裂解，反复冻
融 3 次后离心吸取上清，分别作为 input、IgG 和免疫
共沉淀样品，在 IgG 样品中加入 Protein�A/G�琼脂糖
珠和 IgG抗体，在免疫共沉淀样品中加入 Protein�A/G�
琼脂糖珠和抗 pH108R 的多克隆抗体过夜孵育，次
日清洗干净后进行 SDS-PAGE。
1.8 生物安全声明

本研究中涉及的 ASFV-GS 毒株活病毒操作试
验均在中国农业科学院兰州兽医研究所生物安全
三级实验室中进行。 此外，其他需借助生物安全二
级实验室仪器的涉及活病毒的试验，包括免疫印迹、
免疫共沉淀和激光共聚焦等试验样品，首先在生物
安全三级实验室经过对应的灭活介质进行灭活，然
后传递至生物安全二级实验室中操作。 试验过程中
所产生的所有生物危险废弃物均经标准化消毒和
高压灭菌等无害化处理，符合生物安全要求。

2 结果

2.1 重组表达质粒 pET-22b-H108RΔTR 的鉴定
使用在线网站 TMHMM2.0 分析 ASFV�H108R

基因编码的 pH108R蛋白的氨基酸序列，发现 pH108R
为一种跨膜蛋白，跨膜区（10-32�aa）位于 pH108R 蛋
白的 N端（图 1A）。 为了表达可溶性的 pH108R蛋白，
将跨膜区去除后的基因序列进行密码子优化，并将
优化后的基因序列串联 2 次后克隆至 pET-22b（＋）
载体上得到 pET-22b-H108RΔTR 质粒，该质粒由西
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安擎科生物科技有限公司合成。 将重组质粒进行酶
切鉴定，结果显示，pET-22b-H108RΔTR 经 ApaⅠ和
XhoⅠ双酶切后产生 4�334�bp 和 1�684�bp 的条带
（图 1B），与预期结果一致。 测序结果进一步证实插
入片段与靶标基因序列一致，说明重组质粒构建成
功，将重组质粒命名为 pET-22b-H108RΔTR。

2.2 pH108R 重组蛋白的原核表达、鉴定及纯化
为了鉴定 pH108R 蛋白在大肠杆菌中是否表达

及其表达形式，将重组质粒 pET-22b-H108RΔTR 转
化至 BL21（DE3）感受态细胞后使用 IPTG 进行诱
导表达。 SDS-PAGE 检测结果显示，与未诱导的对
照相比，诱导后的细菌裂解液沉淀中在 17～25�kDa
之间可以检测到特异性的条带（图 2），而优化后的
pH108R 蛋白预测大小为 22�kDa，因此 ，初步判定
pH108R 蛋白在大肠杆菌中以包涵体的形式表达。

在确认 pH108R 蛋白以包涵体形式表达后，转
接未诱导前的菌液进行大量诱导表达，收集菌体沉
淀后进行包涵体的纯化。 用 1�mL 沉淀混合物摸索最
佳洗杂浓度和最佳洗脱浓度，按照摸索好的条件纯

化剩余沉淀混合物 ，将纯化后的蛋白进行 SDS-
PAGE检测，结果显示流穿液中几乎检测不到 pH108R
蛋白，说明 pH108R 蛋白与 His 镍柱结合的效果较
好。使用 300�mmol／L 咪唑缓冲液对 pH108R 蛋白进
行洗脱，第 4 次洗脱后仅检测到少量 pH108R 蛋白
（图 3）。

2.3 pH108R 多克隆抗体的免疫印迹检测
用 1�MOI 的 ASFV 感染 PAM 细胞，感染 48�h 后

收集细胞进行免疫印迹检测。 以抗 pH108R 的多克
隆抗体（1�∶ 250 稀释）为一抗，红外荧光素标记的山
羊抗豚鼠 IgG（1�∶ 10�000 稀释）为二抗。结果显示：与
未感染 ASFV-GS 的空白对照组相比，ASFV-GS 感

图 3 pH108R 重组蛋白的纯化

Figure 3 Purification of recombinant pH108R protein
M：蛋白质分子质量标准；1：小量纯化的 pH108R 蛋白；2：流穿液；

3～6：经 300�mmol／L 咪唑缓冲液洗脱的 pH108R 蛋白。

M：Protein�molecular�weight�Marker；1：pH108R�protein�was�purified�on�
a�small�scale；2：Flow�through�liquid；3—6：pH108R�protein�was�eluted�
in�300�mmol／L�imidazole�buffer.

180 kDa
130 kDa
95 kDa
70 kDa
55 kDa
43 kDa

33 kDa
25 kDa

17 kDa

M 1 2 3 4 5 6

图 2 H108R 重组蛋白原核表达产物的鉴定

Figure 2 IdentificationofpH108Rprotein expression inE. coli
M：蛋白质分子质量标准；1～3：未经 IPTG 诱导的 BL21-pH108R 细

菌裂解液；4，6，8：IPTG 诱导的 BL21-pH108R 细菌裂解液的上清 ；

5，7，9：IPTG 诱导的 BL21-pH108R 细菌裂解液的沉淀。

M： Protein�molecular�weight�Marker；1—3：Bacterial�lysates�of�BL21-
pH108R� without� IPTG� induction；4，6，8：Supernatant� of� bacterial�
lysates�for�BL21-pH108R�with�IPTG�induction；5，7，9：Inclusion�bodies�
of�lysates�for�BL21-pH108R�with�IPTG�induction.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
180 kDa
130 kDa
95 kDa
70 kDa
55 kDa
43 kDa

33 kDa

25 kDa

17kDa

图 1 pH108R 蛋白跨膜区的预测 （A）及重组表达质粒

pET-22b-H108RΔTR 的双酶切鉴定（B）
Figure 1 Prediction of the transmembrane region of the

pH108R protein（A） and identification of pET-
22b -H108RΔTR expression plasmid by double
enzyme digestion（B）

M：DNA 分子质量标准；1：pET-22b-H108RΔTR；2：pET-22b-H108R-
ΔTR 经 ApaⅠ和 XhoⅠ双酶切后的产物。

M：DNA� molecular� quality� standard� Marker；1：pET-22b-H108RΔTR�
plasmid；2：Product� of� the� pET-22b-H108RΔTR� expression� plasmid�
digested�by�ApaⅠ and�Xho�Ⅰ.
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染的 PAM 中在 10～15�kDa 可检测到特异性的条
带。 而 pH108R 蛋白的预测大小为 12.4�kDa，因此，

制备的豚鼠抗 pH108R 多克隆抗体可以识别 ASFV
感染的 PAM 中表达的 pH108R 蛋白（图 4）。

图 4 豚鼠抗 pH108R 蛋白多克隆抗体的免疫印迹（IB）鉴定

Figure 4 Immunoblotting identification of guinea pigs anti-pH108R polyclonal antibodies
A～E：免疫 pH108R 蛋白后编号为 1～5 豚鼠血清的免疫印迹鉴定。

A—E：Immunoblotting�identification�of�sera�from�guinea�pigs（numbered�1—5） immunized�with�pH108R�protein.

A B

ED

C
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图 5 豚鼠抗 pH108R 蛋白多克隆抗体的间接免疫荧光试验验证

Figure 5 Validation of guinea pigs anti-pH108R protein polyclonal antibodies by indirect immunofluorescence assay

5 μm 5 μm 5 μm 5 μm

pH108R P72 DAPI Merge

2.4 pH108R 多克隆抗体的间接免疫荧光试验验证
使用 ASFV-GS感染 PAM细胞，36�h后收集样品

处理，通过激光共聚焦显微镜观察，结果显示，以本

实验室前期已经制备的 p72 抗体为对照，本次制备
的豚鼠抗 pH108R 多克隆抗体可以检测 ASFV-GS
感染的 PAM 细胞中表达的 pH108R 蛋白（图 5）。

2.5 pH108R 多克隆抗体的免疫共沉淀检测
使用 1�MOI 的 ASFV-GS 感染 PAM，感染 36�h

后收集细胞，使用豚鼠抗 pH108R 多克隆抗体进行
免疫共沉淀。结果显示，制备的豚鼠抗 pH108R 多克
隆抗体可以识别 ASFV-GS 感染的 PAM 中表达的
pH108R 蛋白（图 6），表明该抗体可以用于免疫共沉
淀试验检测 ASFV-GS 感染细胞中的 pH108R 蛋白。

3 讨论

非洲猪瘟病毒基因组庞大且复杂，编码超过 150
种蛋白质，这些蛋白质在病毒粒子形成的生命周期

中以及在先天性和适应性免疫反应的诱导和调控
等方面发挥关键作用。 其中包含影响 ASFV 毒力的
相关基因，这些基因在病毒致病过程中发挥着关键
作用，因此解析这些基因的功能十分重要。 pH108R
蛋白是 ASFV 的内膜蛋白，目前研究报道缺失 H108R
基因后病毒毒力降低，说明 H108R 基因是 ASFV 的
毒力基因之一，并且缺失该基因后动物机体可以诱
导产生对亲本毒株的免疫保护［11］。 为深入研究 H108R
基因的功能，制备 pH108R 蛋白的多克隆抗体是十分
必要的。

本研究首先利用在线网站 TMHMM�2.0 分析
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图 6 豚鼠抗 pH108R蛋白多克隆抗体的免疫共沉淀（IP）检测

Figure 6 Detection of guinea pigs anti -pH108R protein
polyclonal antibody by co-immunoprecipitation

Abs：抗体；hpi：感染持续时间。

Abs：antibodies；hpi：hour�post�infection.
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0 0 36 36
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pH108R 蛋白的跨膜区（10-32aa），将跨膜区去除后
进行优化并克隆至 pET-22b 载体上得到 pET-22b-
H108RΔTR 质粒。 接下来验证 pH108R 重组蛋白的
表达，发现 pH108R 蛋白在沉淀中以包涵体的形式
表达，因此利用镍柱亲和层析方法纯化包涵体，并成
功纯化出 pH108R 蛋白。 最后将纯化好的 pH108R
蛋白免疫豚鼠，免疫后经免疫印迹试验、间接免疫荧
光试验和免疫共沉淀试验证明制备出的豚鼠抗
pH108R 蛋白多克隆抗体可以识别 ASFV 感染的
PAM 细胞中的 pH108R 蛋白。 本研究成功制备出豚
鼠抗 pH108R蛋白的多克隆抗体，并摸索出 pH108R蛋
白的纯化体系。

目前，研究发现 pH108R 蛋白还可能参与病毒
复制过程，主要是病毒颗粒组装过程 ［12］，因此，深入
研究 pH108R 蛋白的功能可揭示 ASFV 感染及致病
的分子机制，本研究制备的豚鼠抗 pH108R 蛋白多
克隆抗体为后续研究提供了有力的工具，为深入探
究 pH108R 蛋白的生物学功能奠定了基础。
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