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(54)发明名称

一种非洲猪瘟病毒抗原表位肽及应用

(57)摘要

本发明涉及免疫技术、分子生物学和分子病

毒学领域，尤其涉及一种非洲猪瘟病毒抗原表位

肽及应用。该非洲猪瘟病毒抗原表位肽的氨基酸

序列如SEQIDNO：1～9所示。本发明利用非洲猪瘟

病毒感染阳性灭活血清结合扩增子高通量测序

技术筛选得到非洲猪瘟病毒抗原表位肽，该抗原

表位肽及由其衍生的具有同等功能的抗原表位

肽能够用于制备非洲猪瘟病毒的特异性抗体以

及检测非洲猪瘟病毒的试剂、试剂盒或生物芯

片，为研发预防和/或治疗非洲猪瘟病毒感染疫

苗提供了支撑。
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1.一种非洲猪瘟病毒抗原表位肽，其特征在于，所述抗原表位肽的氨基酸序列如SEQ 

ID  NO：1。

2.一种权利要求1所述的非洲猪瘟病毒抗原表位肽在制备检测非洲猪瘟病毒的试剂、

试剂盒和/或生物芯片中的用途。

3.一种非洲猪瘟病毒抗原，其特征在于，其是由权利要求1所述非洲猪瘟病毒抗原表位

肽与载体蛋白偶联制备而成。

4.一种用于预防或治疗非洲猪瘟病毒的药物，其特征在于，其包括权利要求1所述非洲

猪瘟病毒抗原表位肽。

5.一种核酸分子，其特征在于，其编码权利要求1所述非洲猪瘟病毒抗原表位肽。

6.一种表达载体，其特征在于，其含有权利要求5所述核酸分子。
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一种非洲猪瘟病毒抗原表位肽及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫技术、分子生物学和分子病毒学领域，尤其涉及一种非洲猪瘟病

毒抗原表位肽及应用。

背景技术

[0002] 非洲猪瘟病毒(ASFV)作为非洲猪瘟病毒科、非洲猪瘟病毒属的唯一成员，感染家

猪、野猪后，能够引起急性、出血性的临床症状，感染3‑7d就可引起感染猪只死亡且感染致

死率高达100％。

[0003] ASFV是双链DNA病毒，基因组长170‑193Kb，病毒颗粒直径为260‑300nm，编码超过

150种蛋白。ASFV具有外膜、外衣壳、内膜、内衣壳、核壳五层囊膜结构，结构复杂。ASFV感染

过程中不同结构的抗原在感染过程中发挥不同作用。

[0004] 非洲猪瘟作为重点监控的Ⅰ类动物疫病，目前尚无安全有效的疫苗，已有的疫苗研

究中包括灭活疫苗、亚单位疫苗、载体疫苗、天然弱毒疫苗、基因工程缺失疫苗等，这些疫苗

在保护率、广谱性、安全性方面存在一定的不足，制约ASFV疫苗研发的主要原因包括ASFV关

键保护性抗原不明确、对天然免疫及适应性免疫在ASFV保护过程中发挥的作用未知。现有

的研究表明ASFV的p72、p30、p54、CD2v可能是ASFV的保护性抗原。I177L、DP148R、A238L、

9GL、DP96R及MGF家族部分基因缺失的毒株对ASFV具有保护作用。

[0005] 抗原的线性表位具有广谱保护效应，表位是病毒结构蛋白的重要抗原元件，一般

为3～20氨基酸序列，在诱导机体体液免疫和细胞免疫反应中发挥重要作用。表位的研究对

于完善病毒蛋白结构及病毒与宿主作用关系的研究意义重大，同时对病毒的检测以及表位

疫苗的制备提供材料基础。因此，不断研究新的有效、安全、广谱的ASFV抗原表位对开发

ASFV感染疫苗具有重要的意义。

发明内容

[0006] 鉴于以上技术问题，本发明利用ASFV感染阳性灭活血清结合扩增子高通量测序技

术筛选得到ASFV抗原，并对筛选的抗原片段进行了验证。

[0007] 本发明第一方面，提供一种非洲猪瘟病毒抗原表位肽，所述抗原表位肽的氨基酸

序列如SEQ  ID  NO：1～9所示。

[0008] 本发明第二方面，提供一种所述非洲猪瘟病毒抗原表位肽在制备检测非洲猪瘟病

毒的试剂、试剂盒和/或生物芯片中的用途。

[0009] 本发明第三方面，提供一种非洲猪瘟病毒抗原，其是由所述抗原表位肽与载体蛋

白偶联制备而成。

[0010] 本发明第四方面，提供一种非洲猪瘟病毒特异性抗体，其是由所述的非洲猪瘟病

毒抗原制备而成的单克隆抗体或多克隆抗体。

[0011] 本发明第五方面，提供一种用于预防或治疗非洲猪瘟病毒的药物，其包括所述非

洲猪瘟病毒抗原表位肽和/或所述非洲猪瘟病毒抗原表位肽经修饰或改造后的产物。
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[0012] 优选地，所述修饰的形式选自磷酸化、乙酰化、糖基化、酰胺化和/或利用已知的保

护基团、封闭基团衍生化；所述改造选自蛋白酶水解和/或生产重组蛋白。

[0013] 本发明第六方面，提供一种核酸分子，其含有编码所述非洲猪瘟病毒抗原表位肽

的序列。

[0014] 本发明第七方面，提供一种表达载体，其含有所述核酸分子。

[0015] 对比现有技术，本发明的有益效果：

[0016] 本发明通过ProtinA+G磁珠纯化非洲猪瘟病毒感染阳性灭活血清，利用商品化的

噬菌体随机十二肽库通过减性淘选和扩增子高通量测序以及本地化的Short‑blastp分析

筛选得到非洲猪瘟病毒抗原表位肽，并对筛选获得的非洲猪瘟病毒抗原表位肽进行验证，

该非洲猪瘟病毒抗原表位肽及由其衍生的具有同等功能的抗原表位肽能够用于制备非洲

猪瘟病毒的特异性抗体以及检测非洲猪瘟病毒的试剂、试剂盒或生物芯片，对非洲猪瘟病

毒的血清学检测具有重要意义，为研发预防和/或治疗非洲猪瘟病毒感染疫苗提供了支撑。

附图说明

[0017] 图1为ProtinA+G磁珠纯化血清SDS‑PAGE结果示意图；

[0018] 图2为使用Goat  anti  pig‑HRP通过Westernbloting鉴定ProtinA+G磁珠纯化血清

的结果示意图；

[0019] 图3为四轮噬菌体减性淘选滴度测定结果示意图，图中①～④表示四轮淘选；

[0020] 图4为PCR扩增噬菌体随机肽区域的扩增子结果示意图；

[0021] 图5为扩增子高通量测序数据处理示意图；

[0022] 图6为扩增子片段长度分布结果示意图；

[0023] 图7是扩增子高通量测序reads数据QC结果示意图；

[0024] 图8为本地化Short‑blastp结果重叠分析筛选部分表位在结构上展示的示意图；

[0025] 图9为ASFV阳性血清Dot‑blot检测ASFV抗原区段结果示意图；其中1～40为表5中

编号1～40对应的抗原表位肽，41～45为表6中P72蛋白的抗原表位肽。

具体实施方式

[0026] 为能清楚说明本方案的技术特点，下面通过具体实施方式，结合附图，对本发明进

行详细阐述。本发明的范围并不限于下述实施例。本领域的专业人员能够理解，在不背离本

发明的精神和范围的前提下，可以对本发明进行各种变化和修饰。

[0027] 下述实施例中所涉及的仪器、试剂、材料等，若无特别说明，均为现有技术中已有

的常规仪器、试剂、材料等，可通过正规商业途径获得。下述实施例中所涉及的实验方法，检

测方法等，若无特别说明，均为现有技术中已有的常规实验方法，检测方法等。

[0028] 实施例1

[0029] 非洲猪瘟病毒(ASFV)体液免疫相关抗原的筛选

[0030] 1、试验材料

[0031] 商品化噬菌体随机十二肽库购自NEB生物，ASFV阳性血清购自中国兽医药品监察

所，ASFV抗原区域多肽由上海肽谷生物技术公司合成，Primer  STAR  Max购自宝日医生物，

扩增子测序建库、上机测序、拆分、分析均由苏州金唯智生物技术有限公司完成。
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[0032] 2、溶液配制

[0033] (1)TBS缓冲液：称取8.77g  NaCl、7.88g  Tris，溶于800mL的去离子水中，用浓HCl

调节溶液的pH值至7.4，加水定容至1L，121℃高压灭菌20min，室温保存备用；

[0034] (2)0.1％TBST缓冲液：在TBS缓冲液的基础上，加入1mL  Tween‑20，121℃高压灭菌

20min，室温保存备用；

[0035] (3)0.3％TBST缓冲液：在TBS缓冲液的基础上，加入3mL  Tween‑20，121℃高压灭菌

20min，室温保存备用；

[0036] (4)0.5％TBST缓冲液：在TBS缓冲液的基础上，加入5mL  Tween‑20，121℃高压灭菌

20min，室温保存备用；

[0037] (5)盐酸四环素贮存液：称取0.5g盐酸四环素粉末，加入去离子水定容到100mL，使

用0.22μm滤膜过滤除菌后，分装‑20℃保存；

[0038] (6)甘氨酸‑HCL洗脱液：称取甘氨酸1.5g、BSA  0.1g，溶解于80mL去离子水中，使用

浓盐酸调节pH至2.2，4℃保存。

[0039] (7)Tris‑HCL缓冲液(pH  9.2)：称取Tris  15.8g溶于80mL去离子水中，浓盐酸调节

pH至9.2，去离子水定容至100mL，121℃高压灭菌20min，室温保存备用；

[0040] (8)NaI溶液：取适量NaI溶解于pH  8.0且加入EDTA(1mM)的Tris‑HCL(10mM)的缓冲

液中，使NaI终浓度为4M/L；

[0041] (9)PEG/NaCl溶液：称取10g  PEG  8000、7.3g  NaCl溶解定容至50mL，高压灭菌后，

室温保藏，PEG质量比为20％，NaCl浓度为2.5M。

[0042] (10)PBS缓冲液：称取8.0gNaCl、0.2g  KCl、1.44g  Na2HPO4、0.24g  KH2PO4，溶于

800mL的去离子水中，用HCl调节溶液的pH值至7.4，加水定容至1L，121℃高压灭菌20min，室

温保存备用；

[0043] (11)PBST缓冲液：向1L高压灭菌后的PBS中加入500μL的Tween‑20，混匀，4℃保存；

[0044] (12)封闭液：称取5.0g脱脂牛奶，加入到100mL  PBST缓冲液中，溶解后置于4℃保

存；

[0045] (13)包被缓冲液：称取8.58g  Na2CO3·10H2O和5.8g  NaHCO3加入去离子水中，定容

至1L，调节PH至9.5，4℃保存；

[0046] (14)IPTG：将2g  IPTG溶解至8mL超纯水中，定容至10mL，用0.22μm滤器过滤除菌。

分装至1.5mL  EP管中，‑20℃保存；

[0047] (15)20mg/ml  X‑gal：称取200mg  X‑gal粉末溶解于二甲基甲酰胺(DMF)溶液，分装

到无菌1.5mL  EP管中，‑20℃保存；

[0048] (16)卡那霉素：将100mg卡那霉素溶解于足量的超纯水中，定容至10mL，使用0.22μ
m滤膜过滤除菌后，分装至1.5mL  EP管中，‑20℃保存；

[0049] (17)LB培养基：称取10g胰蛋白胨、5g酵母提取物、5g  NaCl，溶于800mL去离子水

中，用NaOH调PH至7.4，定容至1L，121℃高压灭菌20min，室温保存备用；

[0050] (18)LB/IPTG/X‑gal平板：每1L  LB培养基添加15g琼脂粉，高压灭菌后，温度下降

至55℃左右加入IPTG  1mL、20mg/ml  X‑gal  2mL、相应浓度的抗生素，配制LB平板。

[0051] 3、试验方法

[0052] 3.1、ProteinA+G磁珠纯化血清中抗体
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[0053] 用移液器轻轻吹打重悬ProteinA+G磁珠，按照每500μl样品10μl或20μl磁珠悬浊

液，取适量ProteinA+G磁珠至一洁净离心管中，加入1X  TBS至最终体积为约0.5ml；用移液

器轻轻吹打重悬ProteinA+G磁珠。置于磁力架上分离10秒，去除上清。重复上述步骤两次；

按照初始体积的量，用1X  TBS重悬Protein  A+G磁珠，吸除上清，加入500μL抗体工作液或正

常IgG工作液，重悬后在室温翻转混合仪上翻转孵育15～60min。用抗体种属相同的正常IgG

配制以用于去除非特异性结合或作为阴性对照。加入500μL的1X  TBS，用移液器轻轻吹打重

悬ProteinA+G磁珠。置于磁力架上分离10秒，去除上清。重复洗涤三次。按照初始体积的量，

用1X  TBS重悬ProteinA+G磁珠。

[0054] 3.2、聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS‑PAGE)鉴定ProteinA+G磁珠纯化血清

[0055] 将纯化血清后的磁珠加入5*蛋白上样缓冲液，加热变性后，进行12.5％SDS‑PAGE

(电压80V，30min压线，150V，60min)，使用0.05％考马斯亮蓝染色液室温染色1h，摇床振动

脱色过夜。

[0056] 3.3、Westernblotting评估ProteinA+G磁珠纯化血清

[0057] ProteinA+G磁珠纯化血清在12.5％SDS‑PAGE凝胶进行电泳分离，将蛋白转印到

PVDF膜，使用5％脱脂牛奶封闭1h后，用稀释度为1∶5000的HRP标记山羊抗猪IgG作为二抗孵

育。室温下孵育1h后，PBST洗3次，每次10min，然后加入Super  SignalWest  Pico化学发光膜

底物(Thermo  Fisher  Scientific，USA)使用Amersham  Imager  680发光显影。

[0058] 3.4、噬菌体随机十二肽库减性淘选

[0059] (1)取‑80℃保存的E.coli  ER2738甘油菌，在LB‑Tet平板上划线，37℃，过夜培养。

划线平板放于4℃贮存，有效期为1个月。

[0060] (2)挑取E.coli  ER2738单克隆接种于30mL  LB液体培养基，37℃、170rpm下培养

5h，OD600值在0.3～0.8为对数生长期。将培养好的菌液放4℃冰箱贮存。

[0061] (3)E.coli  ER2738培养至对数生长前期OD600在0.01～0.05，4℃贮存备用。

[0062] (4)封闭液加入包被抗体的磁珠或磁珠中室温封闭1h。

[0063] (5)取出已经封闭好的磁珠，磁力架分离，去除封闭液。

[0064] (6)每轮筛选均使用TBS缓冲液500μL稀释10μL含1011个噬菌体的原始文库或上一

轮淘选后扩增的噬菌体文库，加入到未包被的proteinA+G的磁珠中，室温温和震荡孵育。磁

力架分离未结合的稀释液上清加入到包被ASFV阴性血清的proteinA+G的磁珠中，室温温和

震荡孵育。磁力架分离未结合的稀释液上清加入到包被ASFV阳性血清的proteinA+G的磁珠

中，室温温和震荡孵育(详情见表1)。

[0065] (7)磁力架分离未结合的稀释液中未结合的噬菌体，用磁力架分离，使用TBST洗5

～10次。

[0066] (8)取100μL甘氨酸‑盐酸(0.2moL/L,pH  2.2)加入包被ASFV阳性血清的proteinA+

G的磁珠中来洗脱与ASFV阳性血清靶分子结合的噬菌体，加入后放于振荡器上轻微摇动

10min，磁力架分离上清，将洗脱液吸入洁净无菌的1 .5ml离心管里；然后加15μLTris‑HCL
(pH  9.2)中和上述洗脱液，混匀后4℃可贮存过夜，加入等量无菌甘油后，‑20℃冰箱长期保

存。

[0067] 3.5、噬菌体滴度测定

[0068] 取10μL洗脱物在含有IPTG与X‑gal  LB琼脂平板上测其噬菌体滴度，使用对数生长
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期E.coil  ER  2738(OD600值0.5)对洗脱噬菌体进行10倍梯度稀释。取适当稀释度涂布LB‑

IPTG‑X‑gal平板，37℃过夜培养，计数蓝色噬斑数量和对应稀释度，计算噬菌体滴度。滴度

定量好的噬菌体可放于4℃冰箱贮存，加入等量无菌甘油后，‑20℃冰箱长期保存。

[0069] 3.6、噬菌体洗脱液扩增与富集

[0070] (1)测完滴度后剩余洗脱物一半加入到已培养到处于对数前期的30mL  E .coli 

ER2738培养物中，37℃，300rpm培养5h。

[0071] (2)收集培养物于无菌的50mL离心管中，4℃、10,000rmp，离心10min；将上清转移

至新的无菌离心管中；4℃、10,000rmp，离心6min。

[0072] (3)将上清的80％体积转移到新的离心管，加入转移液体体积1/6的PEG/NaCL，4℃
静置4‑8h或者沉淀过夜。

[0073] (4)4℃、10,000rmp，离心10min，弃上清，噬菌体沉淀溶解于1mLTBS，加入1/6体积

的PEG/NaCL，4℃静置2h。

[0074] (5)4℃、15,000rmp，离心15min，弃上清，将噬菌体沉淀溶解于150μL  TBS中，4℃、

15,000rmp，离心1min，将上清转移到新的洁净的离心管中。参照3.5测定扩增后噬菌体滴

度。

[0075] 表1噬菌体多轮淘选条件汇总表

[0076]

[0077] 3.7、噬菌体DNA提取

[0078] (1)扩增后的噬菌体加入等体积的PEG/NaCL，室温静置10‑20min。

[0079] (2)4℃、15,000rmp，离心15min，弃上清，沉淀重悬于100μL4  M的NaI溶液中，加入

无水乙醇250μL，室温静置10‑20min。

[0080] (3)4℃、15,000rmp，离心15min，弃去上清，加入500μL‑20℃预冷的70％乙醇重悬

后离心。重复2次，风干后加入30μL去离子水溶解DNA沉淀。

[0081] 3.8、噬菌体随机肽区域扩增子PCR扩增

[0082] 以提取的噬菌体单链DNA为模板，使用Primer  STARMax，条件98℃、10s，58℃、5s，

72℃、30s扩增30个循环，扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，回收目的片段。高通量测序建库及

测序由金维智生物进行。

[0083] 3.9、测序数据质量分析

[0084] 对测序结果原始图像数据利用软件CASAVA(v1 .8 .2)进行图像碱基识别(Base 

calling)，初步质量分析，得到测序样本的原始数据(Pass  Filter  Data，PF)，测序数据以
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FASTQ(简称fq)文件格式存储。

[0085] 高通量测序中通常会出现一些点突变等测序错误，而且序列末端的质量比较低，

为了得到更高质量及更准确的生物信息分析结果，需要对测序原始数据进行优化处理。使

用Cutadapt  1.9.1软件优化处理，1)去除引物及接头序列；2)去除两端质量值低于20的碱

基；3)去除N碱基比率大于10％的序列。

[0086] 3.10、目标序列丰度统计

[0087] 根据目标序列上下游10nt进行目标序列抓取，并根据密码子表批量转换为氨基酸

序列，并且进行丰度统计。

[0088] 3.11、本地化Blast分析

[0089] 将扩增子高通量测序后，截取随机肽区域DNA序列，去除低质量序列、非有效读长

序列，将序列转换为Fasta文件格式，使用ASFV  Pig/HLJ/2018毒株氨基酸序列建立比对库，

将测序获得氨基酸序列的Fasta格式与比对库进行Blastp分析，分析模式选择short‑

blastp，E‑value≤0.05，序列最大匹配度为5。对应分析代码如下：blastp‑query序列结果

.fasta‑db  hlj‑out比对结果‑outfmt"7qacc  sacc  sstart  send  qseq  sseq  length 

pident  score  evalue"‑task  blastp‑short‑word_size  2‑evalue  0.05‑max_target_

seqs  5‑num_threads  4。比对结果使用Notepad++、Excel软件进行后续合并处理。

[0090] 表2引物序列表

[0091] 引物名称 引物序列(5’‑3’) 引物长度(nt)

PhageM13‑seq‑R CCCTCATAGTTAGCGTAACGA 21

PhageM13‑seq‑F CCGATACAATTAAAGGCT 18

[0092] 3.12、ASFV抗原区段重叠性分析

[0093] 根据序列比对结果，对比对氨基酸匹配区域开始(升序排列)和结束(降序排列)位

置，去除包含区域广泛的抗原区域，对应统计的丰度进行叠加，作为筛选ASFV抗原表位区域

的丰度值。

[0094] 3.13、Dotblotting实验

[0095] 根据获得ASFV抗原区段信息合成ASFV抗原多肽，使用适当的溶质将多肽稀释为

2mg/mL。在醋酸纤维膜(NC)上每孔点样5μL，室温风干，使用5％脱脂牛奶封闭1h后，ASFV猪

阳性血清、猪阴性血清(阴性对照)(1∶500)作为一抗，在室温下孵育1h，然后用PBST洗涤3

次，每次10min，用稀释度为1∶5000的HRP标记山羊抗猪IgG抗体作为二抗孵育。室温孵育1h，

PBST洗3次，然后加入Super  SignalWestPico化学发光膜底物 (Thermo  Fisher 

Scientific，USA)使用Amersham  Imager  680发光检测。

[0096] 3.14、数据分析

[0097] 所有统计分析均采用GraphPadPrism  9.3.0软件(GraphPad  software  Inc，San 

Diego，CA，USA)进行T检验，P<0.05为差异有统计学意义。Short‑blastp使用本地化Blast+

软件，版本号2.11，比对ASFV毒株为Pig/HLJ/2018，GenBank登录号：MK333180.1。蛋白结构

分析与抗原表位区段标注使用Pymol  2.4教育版。

[0098] 4、结果

[0099] 4.1、ProteinA+G磁珠对ASFV阳性和阴性血清的纯化与鉴定

[0100] ProteinA+G磁珠纯化血清后，制备蛋白样品，SDS‑PAGE结果显示(图1)在25KDa出
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现了ProteinA+G蛋白条带，在45‑60KDa为抗体的重链区域。Western  blotting分析表明(图

2)，纯化的血清中抗体的重链区能够被HRP标记的羊抗猪IgG抗体识别。在25KDa为ProteinA

+G与抗体的结合条带。

[0101] 4.2、噬菌体随机十二肽库淘选结果及随机肽区域扩增结果

[0102] 经过四轮的噬菌体淘选与扩增，测得噬菌体滴度(表3，图3)，目标噬菌体得到了有

效的富集，富集倍数为3.27×103。

[0103] 使用随机肽区域扩增通用引物扩增目的区域，结果显示(图4)，PCR获得了目标区

域的DNA片段，大小与预期相符合为256bp。回收目的片段区域，用于下一步扩增子高通量测

序建库。

[0104] 表3噬菌体四轮淘选洗脱噬菌体滴度测定

[0105] 淘选代次 噬菌体滴度(pfu/mL) 淘选比例

1 1.1×105 9.09×105

2 1.3×106 7.69×104

3 3.2×107 3.13×103

4 3.6×108 2.78×102

[0106] 4.3、扩增子高通量测序结果QC分析

[0107] 扩增子高通量测序及流程示意图如图5所示，测序数据Clean  data结果如表4所

示，能够较好的获得目的区域的序列信息。clean  data的碱基平均质量结果见图6‑7，误差

率低于0.05％，表明扩增子高通量测序获取的序列质量较好的，扩增子建库的片段长度在

5‑298bp，长度主要集中在250bp左右。

[0108] 表4  Clean  data统计

[0109] 测序样品名称 reads平均长度 Reads数目 总碱基数量 Q20(％) Q30(％) GC(％) N(ppm)

Phage4‑1 149.13 99437588 14828874914 95.74 88.95 40.57 5.99

Phage4‑2 149.10 122768982 18304663438 95.63 88.70 40.16 6.00

Phage4‑3 149.11 91731414 13677770588 95.60 88.77 40.34 5.97

[0110] 注：各样本clean  data统计：01_QC/*trim.stat

[0111] Q20(％)：测序错误率小于1％的碱基数量百分比；

[0112] Q30(％)：测序错误率小于0.1％的碱基数量百分比；

[0113] GC(％)：C+G的碱基占所有碱基的数量百分含量；

[0114] N(ppm)：测序无法判定的碱基N在每百万碱基中含量。

[0115] 4.4、ASFV高丰度抗原区段分析

[0116] 通过本地化的Short‑Blast分析，根据抗原的丰度进行排序，筛选出丰度排名靠前

的前40种抗原区段信息，这些可能是ASFV感染过程中抗体丰度较高的抗原区段，有助于

ASFV血清学诊断方法的建立与应用。

[0117] 表5高丰度抗原区段Top  40汇总表
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[0118]

[0119]

[0120] 表中编号为2的抗原表位肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1所示，编号为7的抗原表

位肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：2所示，编号为21的抗原表位肽的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO：3所示，编号为25的抗原表位肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：4所示，编号为26的抗原表位

肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：5所示，编号为31的抗原表位肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：6

所示，编号为36的抗原表位肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：7所示，编号为37的抗原表位肽的

氨基酸序列如SEQ  ID  NO：8所示，编号为38的抗原表位肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：9所

示。

[0121] 实施例2

[0122] 部分抗原区段结构性展示

[0123] 将筛选获得抗原表位区段在已经解析结构的部分抗原表面进行标注展示，共标注

了p72(PDB登录号：6KU9)、S273R(PDB登录号：6LJB)、p15(PDB登录号：6LNL)、A238L(PDB登录

号：4F0Z)、NP419L(PDB登录号：6IMK)、p35(PDB登录号：7BQA)、O174L(PDB登录号：1JQR)、

NP868R(PDB登录号：7D8U)、EP296R(PDB登录号：6KI3)。由于G1340L蛋白晶体结构尚未被解

析，故以上表位肽展示未包含G1340L表位信息。

[0124] 结果显示，筛选获得的抗原区段均位于蛋白结构的表面位置(图8)，这与噬菌体随

机肽区域展示的蛋白多与线性结构相关。

[0125] 表6蛋白结构表面展示抗原区段信息表

说　明　书 8/10 页

10

CN 116987155 B

10



[0126]

[0127] 实施例3

[0128] ASFV抗原表位区段鉴定

[0129] 利用人工合成的表5中编号1～40的抗原表位肽和表6中p72蛋白的ASFV抗原区段

肽(即表6中编号41～45的抗原表位肽)与中检所ASFV阳性血清和ASFV阴性血清进行

DotBlot检测，p72蛋白作为阳性对照，随机多肽作为阴性对照。

[0130] 检测结果显示(图9)，筛选的表5中编号1～40的抗原表位肽和表6中p72蛋白的

ASFV抗原表位区域与阳性血清的平均有效反应率为86.67％。其中，ASFVChACD01760蛋白的

抗原表位对应表5中02号多肽、C257L蛋白的抗原表位对应表5中07号多肽、F1055L蛋白的抗

原表位对应表5中21号多肽、G1340L蛋白的抗原表位对应表5中25号及26号多肽、K421R蛋白

的抗原表位对应表5中31号多肽、MGF360‑4L蛋白的抗原表位对应表5中36号多肽、MGF505‑

10R蛋白的抗原表位对应表5中37号及38号多肽，这些抗原表位多肽均能够特异性的结合

ASFV阳性血清，其中02号、21号、25号、26号、31号、36号、38号多肽与ASFV阳性血清的反应原

性较强，表明该表位肽与ASFV阳性血清具有较好的反应性；07号、37号多肽能特异性的结合

ASFV阳性血清，但反应原性弱于其他其他几种多肽表位，这也可能与显影曝光过程中，07

号、37号多肽曝光不足相关，以上多肽与不同来源的ASFV阳性血清的有效反应率为100％。

表5中11号、12号、16号、27号、30号多肽表位在Dotblot检测中与ASFV阳性血清无反应；17号

多肽表位与阴性血清也能发生反应，说明17号多肽表位可能属于非特异性的结合抗体的表

位多肽。

[0131] 上述具体实施方式不能作为对本发明保护范围的限制，对于本技术领域的技术人

员来说，对本发明实施方式所做出的任何替代改进或变换均落在本发明的保护范围内。
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[0132] 本发明未详述之处，均为本技术领域技术人员的公知技术。
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图3

图4
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图5
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图6

图7
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图8

图9
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