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一、子课题任务内容

逐项分段说明各任务的研究目标、主要研究内容、拟解决的重大科学问题或关键技

术、考核指标及评测手段/方法等。

1主要研究内容:

集成濒危地方猪非洲猪瘟、蓝耳病的快速诊断和检测技术,制定检测评估技术规范;

研究相关重大疫病的疫苗免疫抗体消长规律,确定抗体与病毒感染之间的关系,制定个

性化的免疫方案;集成检测、免疫、监测、防控、净化于一体的广东地方猪抢救性保护

技术,实现相关重大疫病的稳定防控机制。

二、子课题考核指标

考核指标 考核内容 目标参数

约

束

性

指

标

集成濒危地方猪非洲猪瘟、蓝耳病的快速诊断和检测技

术,制定检测评估技术规范。
l套

研究相关重大疫病的疫苗免疫抗体消长规律,制定个性

化的免疫方案。
l套

集成检测、免疫、监测、防控、净化于一体的广东地方

猪抢救性保护技术
1套

预

期

指

标

实现相关重大疫病的稳定防控机制 1套
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三、子课题工作进度计划

按年度制定完成子课题的计划进度,应将子课题的考核指标明确、具体的分解落实

到各年度计划中。

年度 任务内容 考核指标

⒛⒛ 年 ⒈6月

采集地方猪保种场母猪、仔猪、育肥等

不同阶段猪群的口鼻拭子、血清、肛拭

子等样本进行猪蓝耳病、猪流行性腹泻

病毒、猪圆环病毒2型、猪圆环病毒3型、

猪肺炎支原体、猪链球菌等主要疫病的

分离鉴定和检测。

技术方案

2025 + 7-r2 E
份摸清保种场重大疫病疫苗免疫抗体

消长规律,优化药物的保健治疗方案 ,
制定个性化的免疫方案。

技术方案

⒛26年 ⒈6月

针对保种场的口蹄疫、猪瘟、猪伪狂犬

病、猪繁殖与呼吸综合征及地方猪重要

传染病支原体肺炎建立
“
精准免疫,精

准用药
”
防控体系。

技术方案

2026垄F7-12月

集成濒危地方猪非洲猪瘟、蓝耳病的快

速诊断和检测技术,制定检测评估技术
规范,集成检测、免疫、监测、防控、
净化于一体的广东地方猪抢救性保护

技术

技术方案
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四、子课题人员

子课题成员基本情况表

表说明:1人员分类:负 责人、骨干、其他人员;
2职称分类:正高级、副高级、中级、初级、其他 ;

3固 定人员需填写人员明细。

投入本项

目 (课题 )

的全时工

作时间
(人月)

工作单位身份证号码
(士官证、护照 )

华南农业大学440103198109051524

华南农业大学410327198409076019

固定人员合计

流动人员或临时聘用人员合计
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五、经费分配及预算说明

本项目经费总额为300万元,甲方分配给乙方50万元,经费应编制预算,并按照

国家和地方相关科研财务制度,根据预算合理支出。

子课题预算表
金额单位:万元

序号

顸算科目名称 合计 专项经费 自筹经费

(2) (3) (4)

1 一、经费支出 so 50

'
2 (-)直接费用 47 47

'
3 1设备费

' ' '
4 (1)购置设各费

' ' '
5 (2)试制设备费 /

' '
6 (3)设备改造与租赁费 / / /

7 2材料费 30 30

'
8 3测试化验加工费 17 17 /

9 4燃料动力费 /

`

/

10 5差旅/会议/国际合作与交流费 /

' '
6出版/文献/信息传播/矢口识产权事务费

'

/

'
7劳务费

' `

/

8专家咨询费 /

` '
14 9其他支出

' '

/

(二 )间接费用 3 3

':1 卩课题在研期间,年度剩佘资金可以结转下一年度继续使用。子课题完成任务目 且承担单位

信用评价好的,结佘资金按规定在 2年 内由单位统筹安排用于科研活动的直接支出;2年后未使用完的,按规定收回 ,
2 项目资金将结合项目实施和资金使用进度,由专业机构及时拨付项目牵头承担单位 ,项 目牵头承担单位拨付

至课题承担单位。同时,项 目资金实行部门预算批复前预拨制度,保证科研任务顺利实施 ,
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六、其他约定

1,关于科研成果、知识产权和奖励约定

在课题执行过程中涉及到的信息公开与分享、科研成果处
理、知识产权申请与转让、

奖励申报和收益分享等事宜按照以下约定执行,本协议未尽
之处,应采取

“一事一议
”

的方式签订补充协议 :

(1)课题执行期间,各方承诺尽最大可能互为提供资料数据,共享研究成果
,但

相关资料和数据仅限于各方的研究目的,任何
一方都不得将其他方未公开的材料和资料

向其他方转移和泄露。

(2)课题承担单位与参加单位在课题执行日之前各自所获得的知识产权及相
应权

益均归各自所有,不因共同合作本课题而改变。

(3)在课题执行过程中,各方应对科技成果及时采取知识产权保护措施,并按照

国家科技计划知识产权管理相关规定决定归属。独自完成的科技
成果及获得的知识产权

归各方独自所有,相关成果被授予的奖励归各方独自所有
。各方共同完成的科技成果及

其形成的知识产权归各方共有,共同享有知识产权使用权,相关成果获
得的荣誉和奖励

归完成各方共有。

“)共有知识产权所有权申请及转让需要各方共同同意,并另行起草签署书面约

定明确归属和收益共享方式。无论是独有还是共有的知识产权
转让,课题各参与方有以

同等条件优先受让的权利。

2保密约定

各方均对对方提供的技术情报和资料等承担保密义务,不论本合作协议
是否变更、

解除或终止,本条款长期有效。

3课题执行违约责任

(1)根据任务书约定,各方负有按时完成各自负责的任务并达到相关考核指标的

义务。如乙方和丙方研发进展滞后,甲方有权督促相关责任方加快进度
;出现进展严重

滞后并影响课题甚至整个项目考核指标完成的情况,甲方报项目牵头
单位并报批专业机

构后,有权缓拨、停拨、甚至追缴部分或全部课题经费。

(2)各方为完成任务书规定研究任务的支出,超出各自预算的部分由各方自行承

担。

(3)违反本协议第四条关于科研成果和知识产权申请和权属等约定,违约方应向
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知识产权所属人支付违约金赔偿相关损失:在课题承担单位或有关部门调解无法达成谅

解的情况下,项 目各方均有权通过法律途径追宄违约方责任,但相关纠纷不作为影响本

课题研发进度的理由。

(4)本课题因难以克服的技术挑战或无法预见的客观条件变化而无法达到预期考

核指标的情况,应及时通知甲方并报主管部门,需要时应及时报告专业机构申请调整 ,

责任和损失由各方协调共同决定承担方式。因责任方未及时通知课题承担单位造成的额

外损失,由相关责任方自行承担。

(5)因不可抗力不能履行任务书规定义务时,可以免除违约责任,但应及时通知

甲方并报主管部门,需要时应根据相关流程及时报告专业机构。在出现不可抗力的情况

下,各方均采取适当措施减轻损失。因乙方未及时采取应对措施或通知甲方造成的额外

损失,由相关责任方自行承担。

4过程管理及验收

课题承担单位应积极配合专业机构和项目牵头单位对项目执行的过程管理和验收 ,

并采取召开会议、进展报告等方式协调和促进项目和课题的执行,督促和保证本项目的

研究任务按时完成,并达到相应考核指标。

课题单位应严格按照省农业农村厅项目管理的相关规定和办法执行课题预算,保证

任务书规定的研究任务按时完成,并达到相应考核指标。

因一方或几方原因导致整个项目或课题验收不通过,相关参加单位应承担责任。

5补充协议和争议解决办法

(l)若课题执行过程中,任何重大调整 (如任务考核指标调整、经费调整、参加

单位变化等)都应及时通知课题承担单位和主管部门,经批准后签署补充协议。补充协

议应对调整后的各方责任义务进行约定,与本协议具有同等效力。

(2)在项目执行过程中,各参加单位发生争议应当友好协商解决。课题承担单位

和项目牵头单位出面协调无法达成一致的,可请求专业机构或主管部门进行调解。协商

和调解不成的,双方同意提交甲方所在地的仲裁委员会仲裁。

本协议自各方盖章 (签字)之 日起生效,有效期至项目验收合格之日。协议一式 3

份,甲方保留 2份 ,乙方保留 l份。具有同等法律效力。

(此后无正文 )
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任务书签署

根据国家文件规定,以及有关法律、政策和管理要 ,依据项目立项

知,签署本任务书。
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- 1 -

粤科农字〔2024〕200号

广东省科学技术厅关于下达“百千万工程”

农村科技特派员第二轮重点派驻人员

名单和任务清单的通知

各有关地市科技局，各农村科技特派员派出单位：

为深入贯彻落实省委关于实施“百县千镇万村高质量发展工

程”有关决策部署，进一步推动农村科技特派员下乡助力城乡区

域协调发展，按照《广东省农村科技特派员科技助力百县千镇万

村高质量发展行动计划（2023-2026）》《广东省科学技术厅关于落

实“百千万工程”开展新一轮农村科技特派员重点派驻任务

（2024-2026年）选派管理工作的通知》要求，在第一轮农村科

技特派员 3年帮扶重点派驻任务即将到期的情况下，按照“镇村

广东省科学技术厅文件
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- 2 -

发榜+地市组织选派+省级认定支持”的新型组织管理方式，第二

轮共选派 2960名农村科技特派员组建 984个团队，“一对一”结

对科技帮扶全省涉农县（市、区）辖内 984个乡镇。现将“百千

万工程”农村科技特派员第二轮重点派驻人员名单和任务清单印

发给你们：

一、各地市科技管理部门、派出单位应按照《广东省科学技

术厅关于落实“百千万工程”开展新一轮农村科技特派员重点派

驻任务（2024-2026 年）选派管理工作的通知》（粤科函农字

〔2023〕1649号）、《广东省科学技术厅关于印发〈农村科技特派

员助力“百千万工程”管理工作指引（2024-2026年）〉的通知》

（粤科函农字〔2024〕192号）有关要求，做好本辖区、本单位

农村科技特派员组织、管理、考核和验收相关工作。

二、各农村科技特派员团队应聚焦落实省委实施“百千万工

程”决策部署，在省、市科技管理部门指导下，扎根基层一线，

配合驻镇帮扶工作队开展科技帮扶工作，农村科技特派员团队纳

入驻镇帮扶工作队（乡镇人民政府）统一管理，本轮帮扶任务周

期为 3年。

三、农村科技特派员承担重点派驻任务经费保障，按年度以

科技支撑“百千万工程”专项资金下达到各地市，各地市科技管

理部门要加强管理，压实责任，专款专用，提高资金使用效率，

应将专项资金拨付到相关派出单位，用于开展科技帮扶工作。
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附件：“百千万工程”农村科技特派员第二轮重点派驻人员

名单和任务清单

省科技厅

2024年 9月 5日

（联系人及电话：赵清泉，020-83163909）
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附件

“百千万工程”农村科技特派员第二轮重点派驻人员名单和任务清单

序号 编号 帮扶镇（乡） 派出单位 团队成员 任务名称

一、汕头市

1 KTP20240001 潮南区两英镇 汕头市乡村振兴发展中心 陈梓敏、杨伟权、郑秋枫
麻叶的种植与加工技术研究及示

范推广

2 KTP20240002 潮南区司马浦镇

广东省农业科学院（负责人、成员

2）、汕头市农业科学研究所（成员

1）
董博、张建林、黄丹

农田综合利用与乡镇景观关键技

术示范推广

3 KTP20240003 潮南区陈店镇
广东开放大学（负责人、成员 2）、汕

头职业技术学院（成员 1） 王紫虹、刘毅嘉、罗学强
乡镇特色产业电商综合服务示范

与推广

4 KTP20240004 潮南区胪岗镇 汕头市农业科学研究所 汤昌兴、张秀珊、王玉
粮油花卉等作物新品种及栽培技

术研究与示范推广

5 KTP20240005 潮南区仙城镇
仲恺农业工程学院（负责人）、汕头

市农业科学研究所（成员 1、成员 2） 陈青春、王兴才、王文举
鲜食玉米、水稻等作物高效周年

轮作模式推广

6 KTP20240006 潮南区成田镇

广东省农业科学院（负责人、成员

2）、汕头市农业科学研究所（成员

1）
闫晋强、郭英铎、蔡金森

“成甜”牌水果玉米周年生产技术

支撑

7 KTP20240007 潮南区陇田镇

仲恺农业工程学院（负责人、成员

2）、汕头市白沙蔬菜原种研究所（成

员 1）
樊丽娜、郭商羿、齐永文

甘薯、玉米产业提质增效技术示

范推广

12



- 19 -

192 KTP20240192 紫金县中坝镇
华南农业大学（负责人、成员 1）、

广东省科学院（成员 2） 张钰乾、赵明磊、王飞燕
茶树、三华李提质栽培措施与茶

叶优化加工技术推广

193 KTP20240193 紫金县九和镇 华南农业大学 吴琪、何凯、苏冠贤 九和镇文化品牌创新及示范推广

194 KTP20240194 紫金县柏埔镇 仲恺农业工程学院 吴东庆、侯超钧、韩群鑫
柏埔镇富民农业产业与数字乡村

治理技术服务

195 KTP20240195 紫金县苏区镇 华南农业大学 韩丽、黄征、邱冠文
红色文旅融合赋能乡村振兴模式

的实践与应用

196 KTP20240196 紫金县黄塘镇 仲恺农业工程学院 肖海林、李秀金、王溢
油茶提质增效栽培技术示范与推

广

197 KTP20240197 紫金县龙窝镇
华南农业大学（负责人、成员 1）、

广东农工商职业技术学院（成员 2） 谭新东、孟慧、桂明
龙窝镇茶园管理及茶叶加工与包

装技术服务

198 KTP20240198 紫金县蓝塘镇 华南农业大学 田兴国、李向梅、岳淑丽
猪肉品质提升养殖与多维评价关

键技术示范推广

199 KTP20240199 紫金县敬梓镇 华南农业大学 谢家兴、孙道宗、薛秀云 智慧农业技术助力乡村发展

200 KTP20240200 紫金县水墩镇 华南农业大学 李丹、郝彦伟、羊海军
紫金县水墩镇茶产业提质增效技

术服务

201 KTP20240201 紫金县义容镇 广东省农业科学院 李贞明、肖静英、黄琛
种养结合模式下生态农业技术的

应用与示范推广

202 KTP20240202 紫金县临江镇 广东技术师范大学 周莉、郑振兴、胡广齐
临江镇新一代电子信息产业技术

支撑与服务

203 KTP20240203 紫金县凤安镇

广东省农业科学院（负责人、成员

2）、广州市农业农村科学院（成员

1）
郭栋梁、乔燕春、梁冬霞

岭南特色水果产业提质增效技术

示范推广

204 KTP20240204 紫金县南岭镇 华南农业大学 赵竑博、郑鹏、田晓成
特色茶叶种植与加工技术应用示

范与推广

205 KTP20240205 紫金县好义镇 华南农业大学 马晓莉、罗文、蔺文成
好义三黄鸡新资源鉴定研究及其

健康养殖技术应用推广

13



公开方式：依申请公开

抄送：省“百千万工程”指挥部办公室，省农业农村厅。

广东省科学技术厅办公室 2024年9月5日印发
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受理编号 :

项目编号 :

文件编号 :

河源市科技计划项目

河源市科学技术局

二⊙一七年制 ^

合 同 书

项 目 名 称 :
兴泰生猪健康养殖与安全生产技术服务与推广示范

计划类别 : 新技术推广示范

项目起止时间
2023 仝F8月

管理单位 (甲方

承担单位 (乙
学7′
ˉ Ι

通讯地址 、
、

邮政编码
单位电话 020-38632819

项目负责人
马晓莉 联系电话 15813378275

项目联系人
徐铮 联系电话 13602496031

乙方主管部门 (丙

方):
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++市科技计划项目合同书

一、项目实施内容 (具体业务合同填写说明见合同填报界面〉(详见附页)

除非洲猪瘟外,在生猪养殖中重要传染病还有:猪繁殖与呼吸综合征、猪流行性腹泻、猪圆环病

毒等病毒性疾病和猪肺炎支原体、副猪嗜血杆菌等细菌性疾病,这些传染病对生猪养殖产生巨大危害

和经济损失。本项目拟针对当前疫病复杂且防控难的现状,开展生猪健康养殖与安全生产技术服务与

推广示范,充分利用团队在生猪健康养殖与疾病防控方面的技术力量,以迸一步提高对接企业安全养

猪生产效率,促进企业增产增收,保障肉品和种业安全,带动乡村振兴。

1.基本方案 :

(1)收集省内规模化猪场组织、血液样本,用 ELIsA方法对猪群重要传染性疾病的抗体水平进

行检测,掌握各地相关疫病整体免疫水平。通过 PCR方法对相关病原进行检测,掌握各地生猪疾病

的阳性率及其流行状况。

(2)对检测为阳性病原样本进行测序,利用分析软件对测序结果进行进化树构建和同源性比对

分析,根据分析结果对相关疫病的流行情况和流行趋势分析,提出合理的疫苗免疫程序建议,形成主

要猪病流行病学调查报告。

(3)对服务企业环境进行考察调研,开展水源和饲料安全性检测研究,并结合流行病学调查结

果,制定合理的生物安全防控体系。

2.技术路线 :

(l)样本采集——ELIsA方法检测样本抗体水平

(2)样本采集——样本核酸提取——PCR检测相应抗原并进行测序——进行同源性比对分析病

原变异情况
——形成主要猪病流行病学调查报告

(3)实地调查研究一工开展水源和饲料安全性检测研究——生物安全防控研究查漏补缺

(4)根据调研和流行病学调查结果制定合理的生物安全防控措施

3.拟解决的关键问题 :

(1)解决企业对区域性猪病流行情况与趋势不明、调查难的状况,开展流行病学调查,形成生

猪主要疾病流行病学分析报告,为对接企业及当地政府提供防疫的重要理论和实践依据。

(2)弥补养猪企业生物安全体系漏洞,解决当前生猪疫病复杂且防控难的现状,构建生猪疫病

防控技术理论体系,进一步提高对接企业安全养猪生产效率,促进企业增产增收,保障地区肉品和种

业安全,带动乡村振兴。
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二、顼目考核指标
(一 )项目完成后提供的研究开发成果及形式 (须明确产品、专利、版杈、标准等成果的类型及数量 )

成果形式 成果数量 成果形式 成果数量

发明专利
申请 引进人才 (人 )

授权 培养人才 (人 )

实用新型

专利

申请 科技人才奖励 (人 )

授权 技术标准

制定

牵头 (个 )

参与 (个 )

科技报告(篇 )
0
~

外 观 设 计

专利

申请 软件著作权 (项 )

授权 论文论著 (篇 )

国外专利
PCT受 理

其中 :

被收录论

文数 (篇 )

sCI

授权 IE

获国家级奖项 (项 ) CA

获省家级奖项 (项 )

新产品 (或新材料、新

装备、新品种 (系 ))

新工艺 (或新方法、新

模式、新技术 )
新服务 (项 )

服务企业数量 (家 )
技术服务数量 (项 )

服务企业数量 (家 ) 1

科技金融项目必填

开展培训宣讲活动场次 (次 )

服务企业数量 (家 )

帮助企业融资 (万元 )

引进专业机构 (家 )

院士工作站项目必填

引进院士及其团队科技成果转化数量

院士开展的战略咨询和技术指导次数

院士年进站次数

院士及院士团队年进站时间

软科学项目必填

决策咨询报告 (篇 )(至少 1篇 )

决策咨询报告 (篇 )(至少 1篇 )

研究中期报告 (篇 )

研究分报告 (篇 )

调研报告 (篇 )

专著 (篇 )[须注明
“’F’I市软科学研究计划项目 (项

目编号:)资助
”
]
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专著 (篇 )[须注明
q+市
软科学研究计划项目(项

目编号:)资助
”
]

培养人才 (人〉

获国家级奖项 (项 )

获省级奖项 (项 )

其他 (具体形式:___ )

其他成果及形式说明:

无
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(二 )主要技术经济指标及社会效益

累计新增销售收入 (万元 )

累计新增利税 (万元 )

其他主要技术经济指标及社会效益说明:

项目把科技和生产结合于一体,在非洲猪瘟疫情常态化背景下,推动农业企业生猪生物安全体系

的升级,带动周边生猪健康养殖和安全生产技术水平提高,促进农业科技技术的推广应用。生猪疫病

的流行不但严重威胁养殖企业的安全,而且有些人畜共患病甚至影响人民群众的健康安全,不利于社

会和谐发展。通过对国家及地区生猪育种和肉猪养殖龙头企业开展
“
兴泰生猪健康养殖与安全生产技

术服务与推广示范
”,可以为企业和群众驱散阴霾。

通过技术服务的实施,一方面,可以进一步提高对接企业安全养猪生产效率,促进企业增产增收 ,

保障地方肉品和种业安全;另一方面,通过企业示范引领作用,带动农户参与到生猪养殖产业中来 ,

推动乡村养猪业的发展,促进乡村振兴;更为重要的是,推广生猪健康养殖模式,实现农村生猪产业

的规范化发展,减少人民群众患病风险,保障人民群众生命财产安全,保障社会和谐发展。

因此项目实施对于打好种业翻身仗、保障食品安全、促进乡村振兴与和谐都有突出而显著的意义。
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三、项目进度和阶段目标

(一 )项目起止时间: 2佗2年 9月 —— 2023年 8月

(二 )项目实施进度及阶段主要目标

开始日期 结̈束日期 主要工作内容 〈限mO字 )

⒛ 22年 9月
一 2022年 12月

持续收集省内规模化猪场组织、血液样本,用 ELIsA方

法对猪群重要传染性疾病的抗体水平进行检测,掌握各地

相关疫病整体免疫水平;通过 PCR方法对相关病原进行

检测,掌握各地生猪疾病的阳性率及其流行状况。

2023+ | E-2023+4F

对检测为阳性病原样本进行测序,利用分析软件对测序结

果进行进化树构建和同源性比对分析,根据分析结果对相

关疫病的流行情况和流行趋势分析,提出合理的疫苗免疫

程序建议,形成主要猪病流行病学调查报告。

zO23年 5月 -2023年 8月

对服务企业环境进行考察调研,开展水源和饲料安全性检

测研究,并结合流行病学调查结果,提出合理的生物安全

防控体系措施;整理材料,结题。

四、承担、参与单位工作分工及经费分配情况

承担/参与单位名称 (盖章 ) 工作分工
总经费分摊

(万元)

市科技局经费

分配(万元)

在非洲猪瘟常态化的背景下 ,

根据服务对象的需求和河源市

生猪养殖实际情况,通过开展
区域性生猪重要传染病流行病

学调查及饮水和饲料的安全性

检测研究,形成主要疾病流行

病学分析报告,并据此提出合

理的免疫和生物安全防控方

案。

5

河源兴泰

象和参与

对

蛲★黎

协助甲方按照工作计划推进生

猪健康养殖与安全生产技术服

务工作;配合甲方进行水样、

饲料等采样工作。

o o

κ j⋯冫 合计 5 5
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五、项目总经费及市科技局经费预算

(一 )市科技局经费下达总额:(大写) 伍万元 ;(小写): 5万元

(二 )市科技局经费拨付方式: 事前一次性拨付

(三 )市科技局经费年度下达计划 :

年度
2022 荃F

经费 (万元 )
5

(四 )总经费及市科技局经费开支预算计划 :

经费筹集情况 :
(单位 :万元)

总投入经费:5

市科技局

经费

自筹资金
合计

自有资金 贷款 地方政府投入 其它

己投入经费

新增经费 5

政府部门、境外资金及其他资金投入情况说明 :

无

新增经费预算 :

(单位:万元)

新增经费总额 市科技局经费

支出经费 经费额 用途说明 经费额 用途说明

基建费

1、 直接费用 47

主要用于流行病学调查

采样、试剂、测序等费用 ,

还有实地调研的差旅费

等。

47

主要用于流行病学调查采样、

试剂、测序等费用,还有实地

调研的差旅费等。

(1)设备费

(⒇材料费 3
PCR/RT屮 CIl检 测 试 剂 、

ELI泓 检测试剂盒等
3
PCR/R⒎ PCR检 测 试 剂 、ELIsA

检测试剂盒等

(3)测试化验加工

外协费
l 基因测序分析 1 基因测序分析

(ω 燃料动力费

(5)差旅费 07 采样和调研的差旅费 07 采样和调研的差旅费

(ω 会议费

(7)国 际合作与交

流费

⑻ 出版/文献/信

息传播/知 识产权事

务费
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(gl租赁费

(10l人员费

(11〉专家咨询费

(1zl直接费其他支

出

(13)科技金融服

务体系其他费用

0信用评级补贴

②大赛场租

◎特派员奖励与补贴

2、 间接费用 o3 单位管理费 6% 03 单位管理费觥

合计 5 5
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六、人员信息

项目负责人 :

姓名
9性别 年龄 职务 职称 学历 在项目中承担的任务 所在单位 签名

马晓莉 女 41 无
实 验

丿币
硕士 全面负责

华南农业大

学 醐

主要研宄开发人员 :

姓名
·
l±别 年龄 职务 职称 学历 在项目中承担的任务 所在单位 签名

徐铮 男 42 无

级

验

高

实

师

硕士 调研与技术对接支撑
华 南农业大

学 缪
李颂潮 男 42 无

兽 医

丿币
本科 技术指导方案设计

广 东广弘农

牧发展有 限

公司

宋长绪 男 57 无
研 究

员
博士
现场与技术指导、方案

设计

华南农业大

学 夕翎彳
张乐宜 男 38 无

兽 医

丿币
硕士 技术指导与检测分析

华南农业大

学 1汐只
l佐

王磊 男 34
博 士

后
无 博士 基因检测与分析

华南农业大

学 魄
刘燕玲 女 39 无

兽 医

丿币
硕士 项目材料与财务管理

华南农业大

学 习莲窍

刘献辉 男 27
博 士

生
无 硕士 样品采集与调研

华南农业大

学
刻似饵

王爽云 女 27
博 士

生
无 硕士

样品采集与数据整理分

析

华南农业大

学 腺 %

徐舸 男
ο
∠

硕 士

生
无 本科 现场调研与检测分析

华南农业大

学
彳
{|;,∶
;i∶、乓
t
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七、承担、参与单位合作协议 (须与申报书中合作协议或意向书相-致 )

河源市农村科技特派员与派驻单位对接表

派驻单位名称
特派员

姓名
马晓莉

派驻单位地址 联系电话 15813378275

派驻单位

基本情况

公司是一家主营种猪育种扩繁、为客户提供优质健康种

猪解决方案的省级重点农业龙头企业,以
“
自繁自养一体化

生态养殖
”
模式,致力于打造环境友好、绿色健康的生猪生

态养殖产业。

派驻单位

技术需求

生猪疫病是养猪业最大的威胁,在非洲猪瘟常态化的背

景下,企业急需弥补生物安全体系漏洞,解诀当前生猪疫病

复杂且防控难的现状,构建生猪疫病防控技术理论体系,进
一步提高企业安全养猪生产效率,促进增产增收。

拟开展技术

服务的形式

大力开展生猪健康养殖与安全生产农业新技术、新方法

的服务与推广示范,推广示范先进适用的生猪健康养殖、疫

病防控等实用技术成果。

备注

特派员:马晓莉

八、合同条款
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第一条 甲方与乙方根据《中华人民共和国合同法》和国家有关法规和规定,为顺利完成 2⒆2年

河源市科技计划中                       项目 〈文件编号: 河科

⒓o”l矽 号 〉经协商一致,特订立本合同,作为甲乙双方在合同执行中共同遵守的依据。

第二条 甲方应:1按合同规定进行经费核拨和工作协调。2检查乙方项目实施和经费使用情况 .

3在收到乙方项目验收申请书后一个月内组织验收P

第三条 乙方应:l按合同规定的开支范围,对甲方核拨经费实行专款专用,单独列账,配合甲

方迸行监督检查。2在每年十二月一日前向甲方如实提交本年度项目实施情况、年度经费使用的书面

报告。3项目完成后,乙方应在合同规定完成期限后一个月内向甲方提交书面报告
(验收申请和结题

报告),申请甲方进行验收.4项 目验收后,乙方须在验收日期完成后的一个月内向甲方提供完整的

验收资料和结题报告。

第四条 在履行本合同的过程中,如遇到市财政计划改变等不可抗拒的特殊情况,甲方对所核拔

经费的数量和时间可进行相应变更。

第五条 在履行本合同过程中,如乙方需要调整项目进度,需向甲方提出书面申请并阐明理由,

甲方可对合同中经费年度下达计划、项目进度和阶段目标进行相应调整。

第六条 在履行本合同的过程中,当事人一方发现可能导致项目失败或部分失败的情形时,应及

时通知另一方,并采取适当措施减少损失,没有及时通知并采取适当措施,致使损失扩大的,应当就

扩大的损失承担责任。

第七条 在履行本合同的过程中,因出现在现有水平下无法克服的技术困难 ,致使项目失败或部
分失败造成损失,1乙方应及时通知甲方,提供相关证据并予以说明。2甲方以己核拔的经费为最高

限承担部分责任,乙方不得再要求甲方承担最高限额以外的其他任何责任。

第八条 乙方违反约定造成项目工作停滞、延误或失败,未能通过验收,应承担违约责任。

第九条 本项目技术成果的归属、转让和实施技术成果所产生的经济利益的分享,除双方另有约

定外,按国家和省有关法规执行。

第十条 属技术保密的项目当事人双方订立技术保密条款,作为合同正式内容的-部分。

第十一条 根据项目具体情况,经双方协商订立的附加条款作为本合同正式内容的一部分 .

第十二条甲方可根据具体情况决定乙方是否需要单位担保,若需要保证单位,应订立担保条款 ,

作为本合同正式内容一部分。

第十三条 本合同的争议应由双方本着协商-致的原则解决,当合同需要更改或解除时,双方应
订立变更条款或协议。协商不成或不愿意协商解决的,任何=方均有权向甲方所在地人民法院提起诉

讼解决。

第十四条 本合同一式六份,各份具有同等效力。甲方存三份,乙方存二份`保证单位存一份 ,

本合同自签字之日起生效,有效期至项目验收后一年内。各方均应负合同的法律责任,不应受机构、

人事变动而影响。

第十五条 违约责任 :

36



违反本合同约定,违约方应承担违约责任。

1违反本合同第三条约定,经甲方催告后 5日 内仍未解决的,乙方应当承担违约责任,承担方式

和违约金额如下:Θ合同解除。@)乙方应在违约事由发生后 7日 内全祯退还甲方己核拨的经费,并

自行承担由此引起的损失。

2违反本合同第八条约定,乙方应当承担违约责任,承担方式和违约金额如下:Θ在发生违约事

由的7日 内全额退还甲方己核拔的经费。@)按己核拔经费的⒛%支付违约金。

第十六条 保密条款:             ·

1本合同保密内容范围为 :

2,本合同保密期限为 :

3.乙方应与可解知悉保密内容的人员签订技术秘密保护协议。

4双方应建立技术秘密保护制度。

5属技术保密的项目必须经省负责技术保密部门审查后,确定可否发表或用于国际合作和交流。

第十七条 保证条款(可由保证人和被保证人另行约定〉
’
当乙方不履行或不完全履行本合同,并没有或没有完全承担违约责任时,保证人承担一般保证责

任。

说明:1本合同书中,凡是当事人约定无需填写的条款,在该条款的空白处划 〈/〉。

2委托代理人签订本合同书的,应出具合法、有效的委托书。
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九、本合同签约各方

管理单位 (甲方):河     术局 (盖章 )

单位地址 :

法定代表人 (

联系人 (经办

'丿
、
F·

冫

口

承担单位 (乙方 ): 华南农业大学

铒座

△ m缸 l: maxl@scau edu cn

电话 : 1581337励 75

开户单位名称:华南农业大学

开户银行:广州工行五山支行

开 户 帐 号 :36胧 00笳 09000310520

乙方主管部门 (丙方 ):

单位地址 :

法定代表人 (或法人代理 ):

联系人 (项 目主管)姓名 :

开户银行 :

开户帐号 ;
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合 同编 号 :KzO19020101001

广 州 市 科 学 技 木 协 会

项目合同书

(科普经费类)

项 目名 称 : 农村居民科学素质提升工程——科普惠农兴村计划

子项目名称 :

“
狂犬病及其防控技术科普行

”
项目

项目类别 : 1.一次性专项经费项目田

2.经常性专项业务费项目□

经办部门 (处室):广州市科学技术协会科学普及部

项目承担单位:华南农业大学

起 止 年 限 : 2019年 3月 到 2019年 12月

I/6
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一、项目单位基本情况

项目承担

单位
华南农业大学 单位性质 国有

项目参加

单位
参加单位 1:广州市增城区石滩镇南兰村

承担单位

地址
广州市天河区五山路 鲳3号 邮政编码 510642

单位负责

人
刘雅红 职称/职务 教授/校长

联系电话 020-85280006 手机 13602706880

电子邮件 gale@scau. edu. cn 传真 020-85280004

项目负责

人
马晓莉 职称/职务 实验师

联系电话 020— 38617467-821 手机 15813378275

电子邮件 maxl@scau. edu. cn 传真 无

二、项目团队主要参加人员情况

姓名 工作单位 职务和职称 此项目的分工职责

享阝霄峰 华南农业大学 教授 技术指导

徐铮 华南农业大学 兽医师 现场指导与培训

刘永伦 华南农业大学 兽医师 现状调研与走访

陈旭 华南农业大学 会计师 财务管理

谢淑敏 华南农业大学 兽医师 数据分析资料整理

李紫聪 华南农业大学 教授 数据分析资料整理

赵路漫 华南农业大学 硕士生 现状调研与走访
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一
、 项目总目标

通过狂犬病及防控知识的普及,带动周边地区防控水平提高,促进农业科技

成果的推广应用。主要目标 :

1.进行 自主研发的高效狂犬病疫苗推广应用示范 ;

2.进行狂犬病及其防控知识的科普,实现农村狂犬病防控规范化发展 ;

3.通过示范村的模范引领作用,带动周边村镇相关知识的宣传普及,建设长

效稳定的狂犬病防控机制。

四、主要工作任务和考核指标

(一 )工作任务

充分利用本团队多年来在狂犬病研究与防控方面的科研成果和技术力量的优

势,结 合对接村镇广州市增城区石滩镇南茔村对狂犬病防控的需求,通过自主研

发的适合我国国情的高效狂犬病疫苗的推广应用及其防控技术科普宣传,减少对

接村镇人民群众患病风险,一方面,保障人民群众生命财产安全;另 一方面,提

高对接村镇民众对狂犬病及其防控知识认识的水平,保障社会和谐发展。
(二 )考核指标 (指标总个数需达 6个 以上,其 中量化指标个数占比须达 50%

(含 )以上。)

l。 产出指标 (三个以上)

(1)数量指标 :结合当地实际,进行调研走访、问卷调查等形式形成民众对

狂犬病认识情况调研报告 1份。

(2)质 量指标:计划在 ⒛19年发表相关期刊论文 1篇 以上。
(3)时效指标:计划在一年内完成所有 目标。
(4)成本指标:计划将成本控制在 5万元以内。

2.效益指标 (三个以上)

(l)科普效益:计划在 ⒛ 19年开展狂犬病相关科普讲座 1场以上,进行科

普展示或科普咨询 1次 ,服务村民 100人次以上。
(2)社会效益:将研究成果的科学知识和思想传播到社会的各方,使之为公

众理解,让公众有能力参与科技政策的决策活动,用 以提高素质,培养人才,发

展生产力,促进社会物质和精神文明发展。其次,提高公众对科技的发展促进生

产力提高和社会进步认知程度 ,以本项目科普为契机 ,增强公众的科技意识和科

学文化素质,使科学思想在全社会广泛传播,倡导积极向上的先进科学文化。

扌:9F
￠
甄

声邛

3/6
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因此,从长远来看,项 目实施有利于推进科技和生产力的发展,利 国利民。

(3)经济效益:进行对自主研发的狂犬病疫苗 (dG株 )的成果转换。

(4)生态效益:认真贯彻党的十九大会议提出的
“
乡村振兴战略

”
和十八届

五中全会提出的
“
创新、协调、绿色、开放、共享

”五大发展理念,全面落实建

设广东特色科技现代化普及的决策部署,以持续推进现代科技普及体系建设为主

要抓手,实施现代科普提升工程,结合本项目和成果的特点,以科技创新为核心、

公共服务健全为保障,促进重大科技成果普及化,提升公众对科学技术的发展促

进生产力提高和社会进步认知程度,加快提高公众对狂犬病知识与产品的正确认

知能力和水平。

(5)满意度指标:计划服务对象满意度达 85%以上。

五、经费额度及支出主要用途

编号 支出内容 金额 备注

1 图书资料费 硐 00元

购买和制作宣传资料、调查问卷 :

10元/册羽00册翎000元 :设计和

制作展板 sO0元 ;发表论文 150O

元/篇衤1=1500元 。

2 科普培训讲座费 3000元
聘请师资:1500元 /人/次衤1人衤2

次七000元。

3 科普展览费 15500元

调研和宣讲交通费:租车往返
1000元/天艹10天=10000元 ;劳务

费:用于支付参加项目研究生、

科研辅助人员劳务费 500元/人 /

月咔11月 =5500元。

4 新产品推广费 25000元
购 买疫 苗 :50元/支砘 00支翎 5000

兀 o

5 间接费用 2500元 项目承担单位管理费觇。

合计 50000元

4/6
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说明 :

1,项 目主要用于会议费、培训费、印刷费、劳务费等商品和服务支出。会议费应按照市

财政局的穗财编 (⒛ 18)⒛6号文有关规定执行;培训费应按市财政局、市人社局的穗财编
(2018)4号文有关规定执行。

2,项 目不得用于人员经费及与项目无关的各类支出,如人员工资、福利、奖金;日常办

公、出国和接待费;基建、办公设备维修改造支出;组织协调等各种管理性费用;罚款、还

贷、捐赠、赞助、对外投资;购买纪念品、礼品;与项目无关的其他支出。

3.会议费不得使用现金结算。其他费用非特殊情况也不得使用现金结算。

4.项 目承担单位应完善经费使用管理,经费支出应有完善的申请、审批、报销等手续及

经办人、负责人签名。

5.项 目承担单位应完善合同管理制度。

6.经费应随项目开展在当年支出完毕,不得跨年使用。

六、共同条款

(一 )项 目承担单位必须按要求编报项目执行情况和有关统计报表,及时上报项目归口
管理部门,并配合市财政局、市科协对项目进行支出进度统计、绩效跟踪和评价等工作;项
目归口管理部门按规定做好项目绩效跟踪和评价。
(二 )任务执行过程中,如项目承担单位提出需调整任务内容或绩效目标,必须按照规

定程序报市科协、市财政局审批。
(三 )项 目承担单位因某种原因 (如 :与可行性研究内容有出入、挪用经费、技术措施

或某些条件不落实)不能按计划执行而主动要求中止任务时,应视不同情况,部分或全部退
还所拨经费;项 目承担单位未按财经法规列支且未主动提出中止任务的要求,市科协有权提
出中止任务。
(四 )项 目承担单位承担任务所需经费应按本合同书中规定的经费支出范围开支,市科

协有权监督项目经费使用情况或委托第三方对项目经费支出情况、项目绩效完成情况进行审

计。
(五 )合同书签订各方均负有相应的责任。若有争议或纠纷时,按有关法规和管理办法

处理。
(六 )由市科协专项经费全额支持的项目研究成果及其形成的知识产权归市科协所有 ,

部分支持项目列明市科协权限。
(七 )本合同书一式四份,广州市科协三份,项 目承担单位一份。

七、合同签署各方

歹
9t,
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项目承担单位名称:华南农业大学

开户名称:华南农业大学

开户银行:广州工行五山支行

银 彳亍则攵焉尹: 3602 0026 0900 0310 520

法定代表人/委托代理人 (签字):

蛋￡l叠∫〕晏lk理人(签字ヵ犭扬蠲乏
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项目批准号 32473055

申请代码 C1805

归口管理部门

依托单位代码 51064208A0499-0932

    

国家自然科学基金

 资助项目计划书

（预算制项目）

资助类别：面上项目

亚类说明：

附注说明：

项目名称：胶原蛋白COL-117对线虫表皮形成的影响及其理化特性解析

直接费用：50万元 执行年限：2025.01-2028.12

负 责 人：元冬娟 BRID：05188.00.57570
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依托单位：华南农业大学

联 系 人：唐家林 电 话：话电 020-85280070
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国家自然科学基金资助项目计划书填报说明

（预算制项目）

一、项目负责人收到《国家自然科学基金资助项目批准通知》（以下简称《批准通知》）

后，请认真阅读本填报说明，参照国家自然科学基金相关项目管理办法和新修订的《

国家自然科学基金资助项目资金管理办法》（以下简称《资金管理办法》，请查阅国

家自然科学基金委员会官方网站首页“政策法规”栏目），按《批准通知》的要求认

真填写和提交《国家自然科学基金资助项目计划书》（以下简称《计划书》）。

二、填写《计划书》时要科学严谨、实事求是、表述清晰、准确。《计划书》经国家自然

科学基金委员会相关项目管理部门审核批准后，将作为项目研究计划执行、检查和验

收的依据。

三、《计划书》各部分填写要求如下：

（一）简表：由系统自动生成。

（二）摘要及关键词：各类获资助项目都应当填写中、英文摘要及关键词。

（三）项目组主要成员：计划书中列出姓名的项目组主要成员由系统自动生成，与申

请书原成员保持一致，不可随意调整。如果《批准通知》所附“项目评审意见

及修改意见表”中“修改意见”栏目有调整项目组成员相关要求的，待项目开

始执行后，按照项目成员变更程序另行办理。

（四）资金预算表：根据批准的项目资助额度，按规定调整项目预算，并按照《国家

自然科学基金项目计划书预算表编制说明》填报资金预算表和预算说明书。

（五）正文：

1. 面上项目、地区科学基金项目：如果《批准通知》所附“项目评审意见及修改

意见表”中“修改意见”栏目没有修改要求的，只需选择“研究内容和研究目

标按照申请书执行”即可；如果《批准通知》中上述栏目明确要求调整研究期

限或研究内容等的，须选择“根据研究方案修改意见更改”并填报相关修改内

容。

2. 重点项目、重点国际（地区）合作研究项目、重大项目、重大研究计划重点支

持项目、重大研究计划集成项目、国家重大科研仪器研制项目、联合基金项

目、原创探索计划项目：须选择“根据研究方案修改意见更改”，根据《批准

通知》的要求填写研究（研制）内容，不得自行降低、更改研究目标（或仪器

研制的技术性能与主要技术指标、验收技术指标等）或缩减研究（研制）内

容。此外，还要突出以下几点：

（1）研究的难点和在实施过程中可能遇到的问题（或仪器研制风险），拟采用

的研究（研制）方案和技术路线；

（2）项目主要参与者分工，合作研究单位（如有）之间的关系与分工，重大项

目还需说明课题之间的关联；

（3）详细的年度研究（研制）计划。

3. 创新研究群体项目：须选择“根据研究方案修改意见更改”，按下列提纲撰

写：
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（1）研究方向；

（2）结合国内外研究现状，说明研究工作的学术思想和科学意义（限两个页

面）；

（3）研究内容、研究方案及预期目标（限两个页面）；

（4）年度研究计划；

（5）研究队伍的组成情况。

4. 基础科学中心项目：须选择“根据研究方案修改意见更改”，根据《批准通

知》的要求和现场考察专家组的意见和建议，进一步完善并细化研究计划，按

下列提纲撰写：

（1）五年拟开展的研究工作（包括主要研究方向、关键科学问题与研究内

容）；

（2）研究方案（包括骨干成员之间的分工及合作方式、学科交叉融合研究计划

等）；

（3）年度研究计划；

（4）五年预期目标和可能取得的重大突破等；

（5）研究队伍的组成情况。

5. 数学天元基金项目：天元前沿重点专项项目和数学与其他学科交叉联合资助项

目，参照重点项目的方式进行选择和填写；其他类型项目，参照面上项目的方

式进行选择和填写。

6. 对于其他类型项目，参照面上项目的方式进行选择和填写。
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简表

项
目
负
责
人
信
息

姓      名 元冬娟 性 别 女
出生
年月

1980年11月 民 族 汉族

学      位 博士 职称 副研究员

是否在站博士后 否 电子邮件 yuandj@scau.edu.cn

电      话 13824434220 个人网页

工 作 单 位 华南农业大学

所 在 院 系 所 兽医学院

依
托
单
位
信
息

名      称 华南农业大学 代码
51064208A04
99

联  系  人 唐家林 电子邮件 kycjhk@scau.edu.cn

电      话 020-85280070 网站地址 http://kjc.scau.edu.cn/

合
作
单
位
信
息

单 位 名 称

项
目
基
本
信
息

项  目  名  称 胶原蛋白COL-117对线虫表皮形成的影响及其理化特性解析

资  助  类  别 面上项目 亚 类 说 明

附  注  说  明

申  请  代  码 C1805:兽医寄生虫学

基  地  类  别

执  行  年  限 2025.01-2028.12

直  接  费  用 50万元
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项目摘要

中文摘要：
胶原蛋白是线虫表皮的主要组分，调节线虫表型和发育。前期研究发现，胶原蛋白col-117在线虫

寄生阶段高表达，是蜕皮相关核受体的下游靶基因。在脂质转运蛋白干扰表达的虫体，伴随脂质减少
和表皮形成障碍，该基因表达下调50%。因此，COL-117很可能是影响线虫寄生阶段表皮形成的关键蛋
白，且与脂质关系密切，但该蛋白如何发挥作用尚不清楚。为解答该问题，本项目针对巴西日圆线虫C
OL-117，拟开展：1）对col-117进行慢病毒介导的持续干扰表达，明确其对虫体表皮形成的影响；2）
采用col-117干扰表达虫体，表征COL-117胶原三聚体理化特性；3）分析脂质转运蛋白干扰表达虫体的
差异脂质，通过脂质添加/缺乏饲料饲喂感染大鼠，评估表皮形成及COL-117胶原三聚体理化特性，鉴
定COL-117协同脂质调节表皮形成的分子机制。研究结果有助于理解人兽共患寄生线虫的表皮形成和抗
寄生线虫药物靶标筛选。

Abstract：
Collagen is the main component of the nematode epidermis and regulates nematode phenotype
and development. Results from previous studies showed that the collagen col-117 was
highly expressed during the parasitic stage of nematodes and the downstream gene of
molting-related nuclear receptor. The nematodes with RNAi of lipid transport protein
showed reduced lipid content in the body and epidermal formation disorder, accompanied
with 50% down-regulated expression of col-117. These indicate that COL-117 may be
responsible for the formation of the nematode epidermis and is closely related to the
lipids. However, the action and physicochemical properties of COL-117 remain unclear. To
reveal the effect of COL-117 from Nippostrongylus brasiliensis on the epidermis formation
as well as its physicochemical properties, the project intends to: 1) elucidate the role
of COL-117 in the formation of nematode epidermis by lentivirus-mediated RNAi of col-117;
2) determine the physicochemical properties of COL-117 collagen trimer using col-117 RNAi
isolate; 3) evaluate the epidermal formation and physicochemical properties of COL-117
collagen trimer of N. brasiliensis by feeding the host with corresponding lipid-addition
/ lipid-deficiency diets after differential lipid analysis using far-1 RNAi isolate.
Results of the project will be helpful in understanding the epidermal formation of
zoonotic parasitic nematodes and the development of drugs against parasitic nematodes.

线虫；功能蛋白；表皮形成；理化特性；脂质关键词(用分号分开)：

Nematode; FunctionalKeywords(用分号分开): 
protein; Epidermization; Physicochemical properties; Lipid
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项目组主要成员

编号 姓名 出生年月 性别 职称 学位 单位名称 电话 证件号码 项目分工
每年工
作时间
（月）

1 元冬娟 1980.11 女 副研究员 博士 华南农业大学 13824434220
33262319801120
0043

项目负责人 10

2 马晓莉 1981.09 女 实验师 硕士 华南农业大学
44030119810905
1524

动物实验 6

3 傅叶琪 1992.03 男 讲师 硕士 华南农业大学
44510219920311
1217

干扰实验 6

总人数 高级 中级 初级 博士后 博士生 硕士生

7 1 2 0 0 1 3
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国家自然科学基金预算制项目预算表

项目批准号：32473055 项目负责人：元冬娟 金额单位：万元  

序号 科目名称 金额

1 一、科学基金资助项目直接费用合计 50.0000

2 1、 设备费 2.0000

3 其中：设备购置费 0.0000

4 2、 业务费 37.3600

5 3、 劳务费 10.6400

6 二、 其他来源资金 0.0000

7 三、 合计 50.0000

注：请按照项目研究实际需要合理填写各科目预算金额。
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预算说明书 

一、科学基金资助项目直接费用 

请按照《国家自然科学基金项目计划书预算编制说明》等有关要求，按照政策相符性、目标相关性和经济合理性

原则，实事求是编制项目预算。填报时，直接费用应按设备费、业务费、劳务费三个科目填报，每个科目结合科研任

务按支出用途进行说明。 

 

1.设备费（是指在项目实施过程中购置或试制专用仪器设备，对现有仪器设备进行升级改造，以及租赁外单位仪

器设备而发生的费用。计算类仪器设备和软件工具可在设备费科目列支。填报时，应对设备费支出的必要性和测算的

合理性等内容进行说明。单价大于50万元（含50万元）的设备需补充说明设备的主要性能指标、主要技术参数等内容;

单价小于50万元的设备仅需按照设备购置费、试制改造费和租赁使用费分类进行说明即可。） 

用于实验室已有仪器的维修，合计 2.00 万元。 

设备费合计 2.00 万元。 

 

2.业务费（是指项目实施过程中消耗的各种材料、辅助材料等低值易耗品的采购、运输、装卸、整理等费用，发

生的测试化验加工、燃料动力、出版/文献/信息传播/知识产权事务、会议/差旅/国际合作交流等费用，以及其他相

关支出。） 

（1）材料费：18.47 万元 

① 分子克隆和实时荧光定量等试剂盒：RNA 抽提试剂盒（4000 元/个×4=1.60 万元），反转录试剂盒（2000 元/个

×4=0.80 万元）、qPCR SYBR green 试剂盒（1500 元/个×4=0.60 万元）、PCR 扩增试剂盒（500 元/个×6=0.30 万元）、DNA

凝胶回收试剂盒（900 元/个×8=0.72 万元）、dsRNA 合成试剂盒（1500 元/个×3=0.45 万元）、质粒提取试剂盒（600 元/

个×6=0.36 万元）等，合计 4.83 万元。 

② 常规分子生物学和生物化学试剂：用于胶原蛋白提取的胃蛋白酶，用于分子克隆的限制性内切酶、DNA 连接酶

和 DNA 聚合酶、DNA 和蛋白 Marker、胰蛋白胨、酵母提取物、琼脂糖、Tris、无水乙醇、工业酒精等，约 2.00 万元；

常规一抗和二抗（平均 1600 元/mL×3= 0.48 万元）、各种抗生素（300 元/瓶×3= 0.09 万元）、各种感受态细胞（平均

400 元/套×3= 0.12 万元），合计 2.69 万元。 

③ 病毒制备和虫体培养相关试剂：DMEM 培养基和 RPMI 1640 培养基（600 元/瓶×10=0.60 万元）、优质胎牛血清

（3000 元/瓶×4=1.20 万元）、Lipofectamine 2000 转染试剂 (1900 元/支×3=0.57 万元)、胰酶（190 元/瓶×2=0.04 万元）

等，合计 2.41 万元。 

④ 蛋白纯化试剂：His 标签蛋白纯化填料(3500 元/根×2=0.70 万元)、瑞典 Pharmacia Biotech 的 Q-Sepharose 柱（3300

元/根×2=0.66 万元）、BCA 蛋白定量试剂盒(300 元/个×6=0.18 万元)，合计 1.54 万元。 

⑤ 脂质检测相关试剂：各种脂质标准品、油红 O、亲脂性荧光染料 FM4-64，合计 1.00 万元。 

⑥ 实验耗材：0.2 mL 进口 PCR 反应管，国产 10µL/200µL/1000µL 吸头，国产 15mL/10mL/1.5mL/1mL 离心管，一

次性 PE 手套，乳胶手套，口罩，10mL 移液管，酶标板、不同规格滤器等，合计 3.00 万元。 

⑦ 实验动物及饲料费：主要用于购买清洁级 SD 大鼠、普通饲料和脂肪酸、视黄醇等缺乏模型饲料、垫料等，合计

3.00 万元。 

（2）测试化验加工费：9.81 万元 

① 引物合成和 DNA 测序费：送上海生工生物工程有限公司进行引物合成和 DNA 测序，引物合成费约 0.80 万元，

DNA 测序费约 1.00 万元，合计 1.80 万元。 

② 转录组学检测费：送上海派森诺生物科技股份有限公司进行转录组测序，600元/例×30例=1.80万元。 

③ Real-time PCR 仪器使用费：检测基因表达，60 元/h×100h=0.60 万元。 
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④ 蛋白质质谱检测费：检测多肽链的蛋白序列，1300元/例×4例=0.52万元。 

⑤ 气相色谱-质谱仪使用费：检测虫体脂肪酸组成，60元/h×30h=0.18万元。 

⑥ 液相色谱-串联质谱联用仪使用费：检测虫体脂质组成，200 元/h×50h=1.00 万元。 

⑦ 肽谱质谱检测费：检测多肽链蛋白序列，2500 元/样品×5 个=1.25 万元。 

⑧ 电镜使用费：扫描电镜观察胶原蛋白形貌和巴西日圆线虫表皮形态，250 元/h×30h=0.75 万元。 

透射电镜观察巴西日圆线虫皮层及其细胞形态，350 元/h×30h=1.05 万元。 

⑨ 蛋白结构检测使用费：圆二色谱仪检测胶原蛋白结构和热稳定性，150 元/h×20h=0.30 万元。 

傅里叶变换红外光谱仪检测胶原蛋白结构，30 元/h×20h =0.06 万元。 

⑩ 实验动物中心等平台使用费：基因干扰虫株的传代和相应虫株表皮形成的评估，大约需要饲养SD大鼠140只，平

均每只大鼠饲养12天，每笼4只，笼位费7元/天，共0.29万元。巴西日圆线虫保种需要20只SD大鼠，每笼2只，平均饲

养30天，笼位费7元/天，共0.21万元。合计0.50万元。 

（3）差旅/会议/国际合作与交流费：3.28 万元 

参加中国畜牧兽医学会兽医寄生虫学年会、中国动物学会寄生虫学研讨会或者中华预防医学会全国人兽共患病国

际研讨会 4 次，每次参加 2 人，会期 3 天，交通费平均往返机票约 2000 元，会议注册或会务费 1200 元/人，住宿费平

均每天 300 元/人。2 人×[2000 元+1200 元+300 元×3 天]×4 次=3.28 万元。 

（4）出版/文献/信息传播/知识产权事务费：5.80 万元 

文献出版费：发表 SCI 文章的版面费、审稿费等，预计发表 SCI 论文 4 篇，1.20 万元/篇，共 4.80 万元。 

文献检索、资料费：文献检索、资料购买、资料打印和复印等，合计 1.00 万元。 

 

业务费合计 37.36 万元。 

 

3.劳务费（是指在项目实施过程中支付给参与项目研究的研究生、博士后、访问学者以及项目聘用的研究人员、

科研辅助人员等的劳务性费用，以及支付给临时聘请的咨询专家的费用等。填报时，应综合考量劳务费支出对象所承

担研究任务的必要性、投入本项目的工作时长、费用标准的合理性等因素。） 

 

专家咨询费：邀请专家对本项目进行指导，拟邀请 2 次，每次 2 名（800 元/天×2 天）×2 人×2 次=0.64 万元。 

研究生的助研津贴：支付参加项目的研究生的助研津贴，博士研究生 1 人，每人工作 40 个月，1000 元/月，共

4.00 万元。硕士研究生 3 人，每人工作 40 个月，500 元/月，共 6.00 万元。合计 10.00 万元。 

 

劳务费合计 10.64 万元。 

 

本项目直接费用合计：50.00 万元。 

 

二、其他来源资金 

对其他来源资金的经费来源、主要用途、支出预算做简要说明。 

无 

 

三、 合作研究外拨资金 

对合作研究单位承担研究任务及资金外拨情况等进行必要说明。如存在多个合作研究单位，请逐一说明。如存在

资金外拨的情况，还需对外拨资金的金额进行重点说明。     

无 
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报告正文

研究内容和研究目标按照申请书执行。

第9页

国家自然科学基金资助项目计划书（预算制项目）

55



国家自然科学基金项目负责人、依托单位承诺书

国家自然科学基金项目负责人承诺书

本人郑重承诺：我接受国家自然科学基金的资助，严格遵守中共中央办公厅、国务院办公厅《

关于进一步加强科研诚信建设的若干意见》《关于进一步弘扬科学家精神加强作风和学风建设的意

见》《关于加强科技伦理治理的意见》《科技伦理审查办法（试行）》等规定，和国家自然科学基

金委员会关于资助项目管理、项目资金管理等各项规章，在《计划书》填写及项目执行过程中：

（一）按照《批准通知》《国家自然科学基金资助项目计划书填报说明》的要求填写《计划

书》，未自行降低、更改目标任务或约定要求，或缩减研究（研制）内容；

（二）树立“红线”意识，严格履行科研合同义务，按照《计划书》负责实施本项目（批准

号：32473055），切实保证研究工作时间，按时报送有关材料，及时报告重大情况变动，不违规将

科研任务转包、分包他人，不以项目实施周期外或不相关成果充抵交差；

（三）遵守科研诚信、科技伦理规范和学术道德，认真开展研究工作，对资助项目发表的论著

和取得的研究成果按规定进行标注，不在非本项目资助的成果或其他无关成果上标注本项目批准

号，反对无实质学术贡献者“挂名”，不在成果署名、知识产权归属等方面侵占他人合法权益，并

如实报告本人及项目组成员发生的违背科研诚信要求的任何行为；

（四）尊重科研规律，弘扬科学家精神，严谨求实，追求卓越，反对浮夸浮躁、投机取巧，不

人为夸大学术或技术价值，不传播未经科学验证的现象和观点；

（五）将项目资金全部用于与本项目研究工作相关的支出，并结合科研活动需要，科学合理安

排项目资金支出进度；

（六）做好项目组成员的教育和管理，确保遵守以上相关要求。

如违背上述承诺，本人愿接受国家自然科学基金委员会和相关部门做出的各项处理决定。

项目负责人（签字）：

年    月    日

 依托单位科研管理部门：

 负责人（签章）：

年    月    日

 依托单位财务管理部门：

 负责人（签章）：

年    月    日

国家自然科学基金项目依托单位承诺书

    我单位同意承担上述国家自然科学基金项目，将保证项目负责人及其研究队伍的稳定和研究项

目实施所需的条件，严格遵守中共中央办公厅、国务院办公厅《关于进一步加强科研诚信建设的若

干意见》《关于进一步弘扬科学家精神加强作风和学风建设的意见》《关于加强科技伦理治理的意

见》《科技伦理审查办法（试行）》等规定，和国家自然科学基金委员会有关资助项目管理、项目

 资金管理、科研诚信管理和科技伦理管理等各项规定，并督促实施。

 依托单位（公章）

年    月    日

国家自然科学基金资助项目计划书（预算制项目）
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国家自然科学基金资助项目签批审核表

本

栏

目

由

自

然

科

学

基

金

委

填

写

科学处审查意见： 

负责人（签章）： 

     年    月    日

科学部审查意见： 

负责人（签章）： 

     年    月    日

国家自然科学基金资助项目计划书（预算制项目）
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广东省科技计划项目合同书

广东省省级科技计划项目

合同书

项目名称: 种猪体细胞克隆技术研发与应用成果科普化

专项资金类别: 协同创新与平台环境建设

计划类别: 科技创新普及领域

项目起止时间: 2018-12-01   至   2019-11-30

管理单位(甲方): 广东省科学技术厅

承担单位(乙方): 华南农业大学

乙方主管部门(丙方): 华南农业大学

通讯地址: 广东省广州市天河区五山路483号

邮政编码: 510642 单位电话: 020-38632819

项目负责人: 徐铮 联系电话: 020-85281060

项目联系人: 徐铮 联系电话: 13602496031

（广东科技微信公众号）

广东省科学技术厅
二〇一七年制

（受理纸质材料二维码）

受理编号: c1831650100026 项目编号: 2018A070701012

文件编号:粤科规财字〔2018〕252号（科普）

20
18
A0
70
70
10
12
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广东省科技计划项目合同书

获国家级奖项 (项 )

获省级奖项 (项 )

2.其他成果及形式说明:

1,制作本科技成果科普微视频,每段视频不少于5分钟,利用网络、微信等新媒体平台对公众发布。
2,制作本科技成果展板,进行科技成果系列展示活动,或在大型科技场馆中展示。
3.组织召开1场以上科普宣传会。

3.主要技术经济指标及社会效益

累计新增销售收入 (万元 )

累计新增利税 (万元 )

4.其他主要技术经济指标及社会效益说明 :

能力和水平。

山彳年ρ 月a项目负责人 (签章):

3/1265



广东省科技计划项目合同书

位工作 /9,k酉己情四、承 与 位工作分工及经 况

、    工作分工
总经费分摊
(万元)

省科技厅经费分配
(万元)

和全面实施 10.00 10.00

1<J亠 r
合计 10.00 10.00

`
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项目负责人情况

在顼日中承
担的任务

全面负责与协调

项日管理与资料整

理分析

视频与展板设计、

监制与指导

亡要研究开发人员

姓名 年龄
丿性另刂 职称 职务 学历

在项目中承
担的任务

所在单位 签名

李紫聪 9
0
ι

’ 男 教授 无
博士研究
生 技术指导与现场

华南农业

人学

蔡更元 48 男 研究员 副主任
博士研究
生

技术指导与现场
华南农业

大学

杨化强
″
r
∩
‘
υ 男 副研究员 无

博士研究
生 技术指导与现场

华南农业

大学

杨杰
0
°

男 副教授 无
博士研究
生 技术指导与现场

华南农业

大学 扌
一
b

I
△

1

洪林君
,
0
0
0 男 副教授 无

博士研究
生 技术指导与现场

华南农业

大学

郑恩琴
,
` 女 实验师 无

硕士研究
生 项日管理与财务

华南农业

大学
丿

|

r

天 肖 24 男 未取得 无
硕士研究
生

技术指导与现场、

数据整理与制作

华南农业

大学 稻
庄站伟 一b’

~ 男 未取得 尢 本科
技术指导与现场、

数据整理与制作

华南农业

大学

8/12
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广东省科技计戋刂项目合同书

九、本合同 约各方
|管理单位 (甲方):  广

单位地址:   连新路171

|法定代表人 (或授权代表):

|承担单位 (乙方):

|二级部门:

(签章 ) Fnlg~JJ~FI

年  月

华南农业大学

|单位地址: 五山路鲳3号

|法定代表人 (或法人代理 ):

|联系人 (项 目主管 )姓名 :

|开户单位名称:

|开户银行及帐号:

Email:  kjcgxk@scau,edu,cn

电 1雪 :   020-85283435  /  13560344902

华南农业大学

广 东 广 州 工 行 五 山支 行   36020026OgOO0310520

|乙方主管部门 (丙方):  华南农业大学

i单位地址:   五山路钥3号

|法定代表人 (或法人代理):  ~赃

12/1268



叫丫衫冫
彳

乃、户￠冫冫′￠

技术服务合同

项目名称 :

委 托 方 :

(甲 方 )

受 托 方:     华南农业大学
(乙 方 )

合同编号 :

^
〓
 
 
`
丶

/
伸

怕

\

一. 
 
 
^
`

签订时间 :

签订地点 :

有效期限 :

河源市紫金县

年

中华人民共和国科学技术部印制

69



技术服务合同

委托方 (甲方 ):

住 所 地: 紫金县紫城镇金山大道中 1号紫金花园六幢 3号

法定代表人:         贺远清

项目联系人:         李达开

联 系 方 式
:_______旦

Ⅱ
臼 笳 胡 88

通讯地址:  紫金县紫城镇金山大道中 1号紫金花园六 3号

电   话 :   凹 犯 ˉ眨 匝 222~传 真 :  臼 Ω -昀 ∞ ” 2

电 子 信 箱 :         恂 猸 叨 9@qq.com

受托方 (乙方 ): 华南农业大学

'
'
'
丶
丬

u
U
h
`

下
Τ
∵
七

J
飞

灬

r
·

丫

咄

螋住 所 地 :

法定代表人 :

项目联系人 :

广州市天河区五山路 娴3号

薛红卫

徐铮

联 系 方 式 :         13ω zZI96∞ 1

通讯地址:广州市天河区五山路 483号华南农业大学动科学院

电     话 :   02085281060 乍亭姿雷:   02085281060

电 子 信 箱 :       stollczcla@sCau.cdu.cn

本合同甲方委托乙方就___盛 泰生猪健康养殖技术服务

项目进行的专项技术服务,并支付相应的技术服务报酬。双方经过平

等协 ,在真实、充分地表达各自意愿的基础上,根据 《中华人民共

和国民法典》的规定,达成如下协议,并由双方共同恪守。
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第一条 :甲方委托乙方进行技术服务的内容如下 :

1.技术服务的目标:  助甲方

员操作规程等技术和管理措

,为猪场系统规范化管理提供技术支持 。

2.技术服务的内容:(1)协 健全猪场生物安全体系;(2)

息 。

3.技术服务的方式: (1)现场指导;(2)远程指导;(3)

助。

第二条:乙方应按下列要求完成技术服务工作 :

1.技术服务地 :广东省河源市紫金县水墩镇群丰村大水坑。

2.技术服务期限: 壹年

3.技术服务进度:                  。

4,技术服务质量要求:  (1)注重最新的实用技术与猪场实

性;(2)乙方委派属 的国

施。

5.技术服务质量期限要求: 技术服务质量期限要求仅限于

本技术服务合同期限内 。

第三条 :为保证乙方有效进行技术服务工作,甲方应当向乙方提

71



供下列工作条件和协作事项 :

1.提供技术资料 :

(1) 猪场所在地地形图和卫星图

(2)             猪舍面积、设备清单        }养

(3)             等现场图片

(4) 现有猪场技术资料和生产数据                走

2.提供工作条件 :

(1)为乙方专家和技术人员在 要时提供办公室、电脑等必

要办公条件;                             冖
、

(2) 为乙方专家和技术人员在需要时配备助手或联络人员。

3.其他 :

吲
4.甲方提

影响工作为前提,及时提供上述工作条件和协作事项 。

第四条 :甲方向乙方支付技术服务报酬及支付方式为 :

1.技术服务费为: 4万元 (肆万元 );

2.技术服务费由甲方 —次 支付乙方。

具体支付方式和时间如下 :

(1) 技术服务费 4万元在本合同签订后一周内支付给乙方 ,

本合同到期前 1个月甲乙双方协商下一个服务周期合同的相关事宜 ;

(2) 技术服务费以电子转账的形式汇到乙方指定账户,并

目联系人。

乙方开户银行名称、地址和账号为 :
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决。协商、调解不成的,确定按以下第 1 种方式处理 :

1.提交 甲方所在地  仲裁委员会仲裁 ;

2.依法向甲方所在地人民法院起诉。

第十三条 :双方确定:本合同及相关附件中所涉及的有关名词

和技术术语,其定义和解释如下 :

1 .          /

第十四条 :与履行本合同有关的下列技术文件,经双方确认

为本合同的组成部分 :

1.技术背景 料:    ;2。 可行性论证报告 :

3.技术评价报告 :

\
到

/

后 ,

始设计和工艺文件 :

;4.技术标准和规范 :

;6.其他 :

第十五条 :双方约定本合同其他相关事项为:  。

第十六条 :本合同一式 陆 份,具有同等法律效力。

第十七条 :本合同经双方签字盖章后 效。

法定代表人 /委托代理人 :

乙方 :

;5。 原

谮氟有殄

Ⅰ。,F.冖丿

法定代表人 /委托代 人 :
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合同编号 :

Hˇ 0y^叫了》叫″8〃

技术服务合同

诺尔路猪病诊治技术服务

吣广州诺尔路生物科技有限公司

华南农业大学

项目名称 :

委 托 方 :

(甲 方 )

受 托 方 :

(乙 方 )

签订时间 :

签订地点 :

有效期限 :

广丿、H市

冬
彭

冖
坶

蚩
Ⅶ

中华人民共和国科学技术部印制
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技术服务合同

委托方 (甲方):   广州诺尔路生物科技有限公司

住 所 地: 广州市黄埔区瑞发路 1号自编 (1)栋四层 007房

法定代表人 :

项目联系人:    向美华

联 系 方 式 :     13甾 0836112

Ⅱ   通讯地址: 广州市黄埔区瑞发路 1号 自编 (1)栋四层 007房

电   话 :  13“
"36112  

传 真 :

电子信箱 : 冖
牧

尸

 
 
 ·
'

受托方 (乙方): 华南农业大学

住 所 地:  广州市天河区五山路 483号

法定代表人:__ˉ____Ⅻ壅红

项目联系人 : 徐 铮

联 系 方 式 :     1蛔 z%O31

通讯地址:广州市天河区五山路 483号华南农业大学

动物科学学院新楼六楼

电  ˇ 话 :~卫 ⒛
-852810ω   传 真 : 020-852810ω

电 子 信 箱 : stonezen@scau。 edu。 cn                   ~

本合同甲方委托乙方就  生猪疾病诊治技术研发与管理

项目进行的专项技术服务,并支付相应的技术服务报酬。双方经过平

等协商,在真实、充分地表达各自意愿的基础上,根据 《中华人民共
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和国合同法》的规定,达成如下协议,并由双方共同恪守。

第一条 :甲方委托乙方进行技术服务的内容如下 :

1.技术服务的目标:(1)甲方的生猪疾病诊治技术研发工作按

计划推进;(2)甲方对外培训工作顺利开展 。

2.技术服务的内容:(1)协助甲方按照科研工作计划推进生猪

疾病诊治技术研发;(2)协助甲方开展对外技术培训工作 。

3.技术服务的方式:(l)现场指导;(2)远程指导;(3)技术

。 咨询;(4)技术培训;(5)派专人协助 。

第二条∶乙方应按下列要求完成技术服务工作 :

1.技术服务地点: 广州诺尔路生物科技有限公司

2.技术服务期限: 壹年,即从⒛21年 7月 1日起至⒛” 年

6月 30日止 。

3.技术服务进度: 根据实际需求情况常年开展技术服务 。

4.技术服务质量要求:(1)注重最新的实用诊断试剂盒和疫苗

技术与实际相结合,具备先进性、实用性和可操作性;(2)乙方委派

属下的国家生猪种业工程技术研究中心相关专家和技术人员负责项

目具体实施 。

5.技术服务质量期限要求: 技术服务质量期限要求仅限于本

技术服务合同期限内 。

第三条 :为保证乙方有效进行技术服务工作,甲方应当向乙方提

供下列工作条件和协作事项 :

1.提供技术资料 :
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(1) 公司生猪疾病诊治研发、人员培训、项目等方面日常管

理与运行基本情况 。

2.提供工作条件 :

(1) 为乙方专家和技术人员在需要时提供办公室、电脑等必

要办公条件 ;

(2) 为乙方专家和技术人员在需要时配备助手或联络人。

3.其他:  /                 。

4.甲方提供上述工作条件和协作事项的时间及方式: 以不影响

工作为前提,及时提供上述工作条件和协作事项 。

第四条:甲方向乙方支付技术服务报酬及支付方式为 :

1.技术服务费为: 人民币 1万元 (壹万元整 );

2.技术服务费由甲方 一次  (一次或分期)支付乙方。

具体支付方式和时间如下 :

(1) 技术服务费 1万元在本合同签订后一周内支付给乙方 :

(2)技术服务费以电子转账的形式汇到乙方指定账户,并注明

乙方开户银行名称、地址和帐号为 :

开户银行 :
=`

∶

`{`地址 :

帐 号 :~J6o20u609ooo3105⒛

第五条:双方确定因履行本合同应遵守的保密义务如下 :

甲方 :

`
钿

锁
.
尸

讧

响"
丶

ˉ
`
J
辽
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为本合同的组成部分 :

1.技术背景资料:    ;2。 可行性论证报告 :

3.技术评价报告 : ;4。 技术标准和规范 :

始设计和工艺文件 : ;6。 其他 :

第十五条∶双方约定本合同其他相关事项为: / 。

第十六条∶本合同一式 陆 份,具有同等法律效力。

第十七条∶本合同经双方签字盖章后生效。

法定代表人 /委托代理人 :
l̄‘只)

''z/

法定代表人 /委托

印花税票粘贴处 :

;5。 原

\
袖

γ

/

(以下由技术合同登记机构填写 )

合同登记编号 :
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合同编号 :

Ptxlg tAl Zoz\ {+ffl

技术服务合同

广州市深华生物技术有限公司

华南农业大学

⒛21年 r月 /孑日

广州市

项目名称 :

委 托 方 :

(甲 方 )

受 托 方 :

(乙 方 )

签订时间 :

签订地点 :

有效期限 :

鹋
埝

川̀
怒

￡
σ

中华人民共和国科学技术部印制
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技术服务合同

委托方 (甲方):   广州市深华生物技术有限公司

住 所 地 :

法定代表人:    张清杰

项目联系人:    张学政

联 系 方 式 :     18铌 88%112

通讯地址 :

电   话 :  Ⅱ 0-376112∝   传 真 :

电子信箱 :

受托方 (乙方): 华南农业大学

住 所 地:  广州市天河区五山路 483号

法定代表人:      刘雅红

项目联系人 : 徐铮

联 系 方 式 :     13ω 妍 %O31

通讯地址 :广州市天河区五山路 483号华南农业大学

动物科学学院新楼六楼

电    话 :   020-85281060      传屡氧:   020-85281060

电 子 信 箱 : stonezen@scau.edu。 cIl

本合同甲方委托乙方就  生猪疾病防治技术研发与管理

项目进行的专项技术服务,并支付相应的技术服务报酬。双方经过平

等协商,在真实、充分地表达各自意愿的基础上,根据 《中华人民共

翻
扌川.
J

d
划

甲
〓

l
蚓

'
m
酬

←
L̄
 

·莎
纠。
`
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技术服务合同期限内 。

第三条 :为保证乙方有效进行技术服务工作 ,甲方应当向乙方提

供下列工作条件和协作事项 :

1.提供技术资料 :

(1)

理与运行基本情况 。

2.提供工作条件 :

(1)                                                           日

要办公条件 ;

(2)                                      。             、
1

3.其 他 :  /                 。         、

J

4.甲方提供上述工作条件和协作事项的时间及方式: 以不影

第四条∶甲方向乙方支付技术服务报酬及支付方式为 :

1.技术服务费为: 人民币 17万元 (壹拾柒万元整 );

2.技术服务费由甲方 一次  (一次或分期)支付乙方。

具体支付方式和时间如下 :

(1)

(2)

乙方开户银行名称、地址和帐号为 :

开户银行: 中国工商银行广州五山支行

一爿
 
 
H
一
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决。协商、调解不成的,确定按以下第 1种方式处理 :

1.提交 甲方所在地  仲裁委员会仲裁 ;

2.依法向人民法院起诉。

第十三条∶双方确定:本合同及相关附件中所涉及的有关名词

和技术术语,其定义和解释如下:

1.     /

第十四条∶与履行本合同有关的下列技术文件,经双方确认后,

为本合同的组成部分 :

1.技术背景资料:    ;2。 可行性论证报告 :

3.技术评价报告 : ;4。 技术标准和规范 : ;5。 原

始设计和工艺文件 : ;6。 其他 :

第十五条∶双方约定本合同其他相关事项为: / 。

第十六条 :本合同一式 陆 份,具有同等法律效力。

第十七条∶本合同经双方签字盖章后生效。

甲方 :

法定代表人 /委托代理人 :

巍
冖
叫

`
`
l
/舻卩

法定代表人 /委托代理
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非洲猪瘟病毒p72蛋白抗体全自动化学发光酶
免疫检测方法的建立
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摘 要:
 

抗体检测对于非洲猪瘟病毒(African
 

swine
 

fever
 

virus,ASFV)感染诊断和疫苗研究至关重要,因此建立

一种基于
 

ASFV
 

p72
 

蛋白抗体的全自动化 学 发 光 酶 免 疫 分 析 方 法(chemiluminescent
 

enzyme
 

immunoassay,

CLEIA)具有重要意义。本研究以重组
 

p72
 

蛋白偶联的磁微粒(magnetic
 

particles,MPs)捕获
 

p72
 

蛋白抗体,再结

合碱性磷酸酶(alkaline
 

phosphates,
 

AP)标记的
 

p72
 

蛋白,借助全自动化学发光分析仪,分析猪血清中
 

p72
 

蛋白特

异性抗体水平。经反应条件优化,建立了一种ASFV
 

p72
 

蛋白抗体全自动化学发光酶免疫检测方法。结果显示,

建立的
 

CLEIA
 

阴性、阳性临界值为
 

9.505
 

U·mL-1,诊断特异性和灵敏性分别为98.33%
 

和100%,与其他猪病原

阳性血清无交叉反应,批内和批间变异系数分别小于
 

5%
 

和
 

10%,各种试剂组分可以保存
 

6
 

个月以上,对
 

ASFV
 

阳性标准血清,分析敏感性为1∶12
 

800,与国产商品化试剂盒的总符合率达
 

95.90%。综上,本研究建立的化学发

光方法具有高灵敏性和可重复性,有自动化检测、操作步骤简单的优势,可为
 

ASFV
 

的检测提供新的技术支持。

关键词:
 

非洲猪瘟病毒;p72;化学发光酶免疫;抗体检测

中图分类号:
 

S852.659.1     文献标志码:A
 

    文章编号:
 

0366-6964(2025)03-1355-11

收稿日期:2024-04-03
基金项目:国家重点研发计划(2021YFD2001205);广东省基础与应用基础研究基金(2023A1515010234)

作者简介:马晓莉(1981-),女,广东深圳人,实验师,硕士,主要从事预防兽医及实验动物模型研究,E-mail:maxl@scau.edu.cn;李 段

(1987-),女,河南上蔡人,兽医师,硕士,主要从事动物疫病诊断技术研究,E-mail:517341252@qq.com。马晓莉和李段为同等贡献

作者

*通信作者:徐 铮,主要从事猪病防控技术研究,E-mail:stonezen@scau.edu.cn;王 磊,主要从事动物疫病诊断技术研究,E-mail:

9286980098@qq.com

Establishment
 

of
 

a
 

Fully
 

Automated
 

Chemiluminescent
 

Enzyme
 

Immunoassay
 

for
 

Detecting
 

Antibodies
 

against
 

African
 

Swine
 

Fever
 

Virus
 

p72

MA
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WANG
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SONG
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for
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Key
 

Laboratory
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and
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Breeding
 

Industry,
 

South
 

China
 

Agricultural
 

University,
 

Guangzhou
 

510642,
  

China;
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Fok
 

School
 

of
 

Biology
 

and
 

Agriculture,
 

Shaoguan
 

University,
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Foodstuff
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Abstract:
  

Antibody
 

detection
 

is
 

important
 

for
 

African
 

swine
 

fever
 

virus
 

(ASFV)
 

infection
 

diagnosis
 

and
 

vaccine
 

research.
 

Therefore,
 

it
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

to
 

establish
 

a
 

fully
 

automatic
 

chemiluminescent
 

enzyme
 

immunoassay
 

(CLEIA)
 

based
 

on
 

ASFV
 

p72
 

protein
 

antibody.
 

For
 

the
 

89
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detection,
 

antibodies
 

against
 

p72
 

were
 

captured
 

by
 

magnetic
 

particles
 

(MPs)
 

coupled
 

with
 

purified
 

p72
 

protein,
 

then
 

combined
 

with
 

alkaline
 

phosphates
 

(AP)-labelled
 

p72,
 

and
 

ASFV
 

p72
 

antibodies
 

can
 

be
 

determined
 

using
 

a
 

fully
 

automated
 

chemiluminescence
 

analyzer.
 

Under
 

optimal
 

working
 

conditions,
 

the
 

cut-off
 

value
 

of
 

the
 

established
 

CLEIA
 

was
 

9.505
 

U·mL-1
 

with
 

a
 

diagnostic
 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

98.33%
 

and
 

100%,
 

respectively,
 

and
 

no
 

cross-reactivity
 

with
 

other
 

porcine
 

pathogen-positive
 

sera
 

were
 

found.
 

The
 

intra-
 

and
 

inter-batch
 

coefficients
 

of
 

variation
 

were
 

less
 

than
 

5%
 

and
 

10%,
 

respectively,
 

and
 

all
 

components
 

can
 

be
 

stored
 

for
 

more
 

than
 

6
 

months
 

at
 

4
 

℃.
 

The
 

lowest
 

detection
 

limit
 

for
 

ASFV-positive
 

standard
 

serum
 

was
 

1∶
12

 

800.
 

The
 

total
 

coincidence
 

rate
 

with
 

the
 

commercial
 

kit
 

was
 

up
 

to
 

95.90%,
 

indicating
 

a
 

good
 

applicability.
 

In
 

conclusion,
 

the
 

established
 

CLIEA
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

high
 

sensitivity
 

and
 

reproducibility,
 

combining
 

with
 

automated
 

detection
 

and
 

simple
 

operation
 

steps,
 

which
 

can
 

provide
 

an
 

important
 

tool
 

for
 

the
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

ASF.
Keywords:

 

African
 

swine
 

fever
 

virus;
 

p72;
 

chemiluminescent
 

enzyme
 

immunoassay;
 

antibody
 

detection
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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

一种致死率高的急性、高度接触烈性传染病[1],被世

界动物卫生组织(WOAH)列 为 法 定 报 告 疾 病。

1921年,ASF
 

在肯尼亚被确认并在整个撒哈拉以南

非洲地区传播[2]。2018
 

年8月,ASF
 

首次在中国暴

发并迅速席卷全国和持续流行,给养猪业造成巨大

的经济损失,已成为我国养猪业最重要的传染病[3]。
目前尚未研发出安全有效的疫苗和药物来防控

ASF,只能通过高效精准的诊断方法早发现早处理

来控制疫情的扩散。由于天然弱毒毒株存在,核酸

检测已不能完全满足检测需求。此外,自ASF暴发

以后,养猪企业、第三方检测机构等相继建成了不同

规模的疫病诊断实验室,随着
 

ASFV
 

抗体检测量的

不断增大,人力成本不断升高,对于高通量的,自动

化检测的需求逐渐显现。因此,建立一种自动化程

度高,灵敏性高且稳定的
 

ASFV
 

抗体检测方法非常

必要。
化 学 发 光 免 疫 分 析 (chemiluminescence

 

immunoassay,CLIA)是将化学发光或生物发光体系

与免疫反应相结合,用于检测微量抗原或抗体的一种

新型标记免疫测定技术。根据反应原理,分为直接化

学发光(CLIA)、间接化学发光(也称化学发光酶免疫

分 析 chemiluminescence
 

enzyme
 

immunoassay,

CLEIA)和 电 化 学 发 光 (electrochemiluminescence
 

immunoassay,ECLIA)[4-5]。CLIA
 

已广泛应用于生命

科学、临床诊断、环境监测、食品安全和药物分析等领

域。特别是新型冠状病毒病(corona
 

virus
 

disease
 

2019,COVID-19)暴发以后。全自动的
 

CLIA
 

可以

对
 

COVID-19
 

抗原和抗体进行快速精准检测,从而

在
 

COVID-19
 

的诊断和疫苗研发中发挥了重要作

用[6-7]。在猪病方面,O
 

和
 

A
 

型口蹄疫病毒(foot-
and-mouth

 

disease
 

virus,FMDV)[8]、猪伪狂犬病毒

(pseudorabies
 

virus,
 

PRV)[9]的
 

CLIA
 

已有研究,
在检测灵敏性上,CLIA

 

明显高于传统的酶联免疫

吸附 试 验(enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay,

ELISA)。但在临床上,这些
 

CLIAs
 

仍少有应用。

ASFV
 

是一种大型包膜的
 

DNA
 

病毒,属于
 

Asfarviridae
 

家族成员[10]。ASFV
 

基因组大小为
 

170
 

至
 

190
 

kb,编码
 

150~200种蛋白质[11]。ASFV
 

B646L
 

基因编码主要的衣壳蛋白
 

p72[12]。在不同

的
 

ASFV
 

毒株中,p72
 

的氨基酸序列具有很高的同

源性。p72
 

质量约占
 

ASFV
 

病毒粒子总质量的
 

30%[13],是最早诱导猪产生抗体的病毒蛋白之一。
另外,基于

 

p72
 

的亚 单 位 疫 苗 研 究 已 经 取 得 进

展[14-15],针对
 

p72
 

抗体的精准评估对亚单位疫苗研

发具有重要意义。因此,ASFV
 

p72
 

是比较理想的

作为诊断靶标。本研究建立了一种
 

ASFV
 

p72
 

蛋

白抗体的
 

CLEIA,为有效防控
 

ASF
 

提供简便快速

的监测、检测提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂和仪器  非洲猪瘟病毒重组
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p72
 

蛋白由华南农业大学国家生猪种业工程技术研

究中心制备和保存[16];亲水的甲苯磺酰基磁微粒

(货号:J-MS-S160T)购自北京博尔迈生物技术有限

公司;碱性磷酸酶(alkaline
 

phosphates,
 

AP;编号:

APMB-RO)购自美国
 

Roche
 

公司;全自动化学发光

免疫分析仪(型号:Venus
 

100H)购自重庆科斯迈有

限公司;非洲猪瘟病毒阻断
 

ELISA
 

抗体检测试剂

盒(西班牙英吉钠,批号:210099)购自青岛瑞尔生物

技术有限公司;非洲猪瘟病毒
 

ELISA
 

抗体检测试

剂盒(货号:Y.ME06C)购自洛阳普泰生物技术有限

公司。
结合缓冲液:0.1

 

mol·L-1
 

HEPES
 

缓冲液(pH
 

9.5);催化剂:1
 

mol·L-1硫酸钠;封闭剂:10%
 

牛血

清白蛋白(BSA);洗涤缓冲液:
 

Tris-HCl
 

缓冲盐溶

液(TBS,pH
 

7.4)含0.05%
 

Tween
 

20;MPs
 

保存

液:HEPES
 

缓冲液(pH7.4)含
 

1%
 

BSA、0.05%
 

Tween-20、
 

0.05%
  

Proclin
 

300。

1.1.2 血清样品  标准阴性参考血清、非洲猪瘟

病毒阳性标准血清由中国兽医药品监察所菌种中心

(cvcc.ivdc.org.cn)提供;猪瘟病毒(classical
 

swine
 

fever
 

virus,CSFV)、PRV、猪繁殖与呼吸综合征病

毒(porcine
 

reproductive
 

and
 

respiratory
 

syndrome
 

virus,PRRSV)、猪流行腹泻病毒(porcine
 

epidemic
 

diarrhea
 

virus,PEDV)、猪圆环病毒
 

2
 

型(porcine
 

circovirus
 

type
 

2,PCV2)和 猪 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus
 

hyicus,S.
 

hyicus)的阳性血清,由华

南农业大学动物科学学院/国家生猪种业工程技术研

究中心保存。122
 

份灭活后的临床血清,包括58
 

份

阴性血清样品和
 

26
 

份阳性血清由华南农业大学国

家非洲猪瘟区域实验室(广州)提供。

1.2 p72
 

偶联
 

MPs
 

的制备

用洗涤缓冲液洗涤1
 

mg
 

MPs三次,磁力架去

除上清液,加入900
 

μL结合缓冲液重悬后加入

5
 

μg纯化的p72,加入结合缓冲液补齐至1
 

mL,混
匀,加入500

 

μL催化剂,在37
 

℃下旋转仪孵育

18
 

h,弃上清,加入15
 

μL封闭剂,在37
 

℃下继续旋

转孵育6
 

h,弃清液,洗涤3次,用 MPs保存液重悬

后调整浓度至0.6
 

mg·mL-1,取样送武汉赛维尔生

物科技有限公司,用扫描式电子显微镜(scanning
 

electron
 

microscopes,SEM)和 动 态 光 散 射

(dynamic
 

light
 

scattering,DLS)分析,p72偶联的

MPs(p72-MPs)在棕色瓶中,于4
 

℃
 

冰箱保存。

1.3 AP标记
 

p72
 

蛋白的制备

按文献方法[17],将
 

AP
 

和
 

p72
 

蛋白分别稀释至
 

0.5、1
 

mg·mL-1后,各取
 

500
 

μL
 

置
 

2
 

mL
 

离心管,
轻轻混匀,加入含有

 

1%
 

戊二醛的磷酸盐缓冲液

(PBS,pH
 

7.4),在
 

37
 

℃
 

避 光 孵 育
 

4
 

h,加 入
 

100
 

μL
 

1
 

mol·L-1的单乙醇胺溶液,继续孵育
 

2
 

h,
用脱 盐 柱 纯 化

 

AP
 

标 记 物 (p72-AP),保 存 至
 

HEPES
 

缓冲液(pH
 

7.4)中,棕色瓶装,置4
 

℃冰箱

保存。

1.4 化学发光检测程序建立

分别用一步法和两步法模式检测。
一步法模式:加入待检样品和标准品各

 

20
 

μL,

p72-MP
 

工作液和
 

AP-p72
 

工作液各
 

100
 

μL,混匀
 

6
 

s,4
 

℃
 

孵育
 

15
 

min
 

;两步法模式:加入待检样品

和标准品各
 

20
 

μL,加入
 

100
 

μL
 

p72-MPs
 

工作液,
混匀

 

4
 

s,4
 

℃
 

孵育
 

10
 

min,洗涤
 

4
 

次,加入
 

100
 

μL
 

p72-AP
 

工作液,混匀
 

4
 

s,4℃
 

孵育
 

10
 

min。后续

步骤一致,即洗涤
 

4
 

次,加入
 

200
 

μL
 

化学发光底

物,混匀
 

4
 

s,反应
 

5
 

min
 

;读取相对光单位(relative
 

light
 

unit,
 

RLU)值。
样本中的

 

p72
 

抗体浓度与收集到的
 

RLU
 

呈正

相关,通过检测系列
 

ASFV
 

阳性标准血清绘制标准

曲线,利用标准曲线即可计算待测样品中
 

p72
 

抗体

浓度。

1.5 标准品曲线的绘制

将
 

ASFV
 

阳性标准血清按
 

2
 

倍梯度稀释,分别

用本研究建立的化学发光方法和商品化的
 

ELISA
 

试剂盒检测。根据商用试剂盒检测出的阴性、阳性

临界范围,选择适当的
 

6
 

个稀释品作为标准品,用
于绘 制 标 准 曲 线。假 定

 

p72
 

抗 体 浓 度 单 位 为
 

U·mL-1,以
 

p72
 

抗体浓度值作为横坐标、
 

RLU
 

为

纵坐标,进行四参数曲线拟合方法绘制标准曲线。

1.6 反应条件优化

1.6.1 抗原偶联磁微粒的工作剂量优化  稀释
 

p72-MPs,反应剂量分别为
 

50、100、
 

150、
 

200
 

μL,
同时检测

 

1∶6
 

400
 

稀释的
 

ASFV
 

阴性、阳性标准血

清,读取
 

RLU
 

值,计算
 

P/N
 

值,P
 

为阳性样品
 

RLU
 

值,N
 

为阴性样品
 

RLU
 

值。当
 

P/N
 

值最大时为抗

原偶联磁微粒的最佳工作剂量。

1.6.2 碱性磷酸酶标记抗原工作剂量的优化  
稀 释 p72-AP,反 应 剂 量 分 别 为 50、100、150、

200
 

μL,同时检测1∶6
 

400稀释的ASFV阴性、阳性

标准血清,读取
 

RLU
 

值,计算
 

P/N值,当P/N值最
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大时为ALP标记抗原最佳工作剂量。

1.6.3 反应模式的优化  将反应设置为一步和

两步模式,检测1∶800、1∶1
 

600、1∶3
 

200、
 

1∶6
 

400、

1∶12
 

800、1∶25
 

600稀释的ASFV阳性和阴性标准

血清,阳性血清样品进行检测并读取
 

RLU
 

值,同时

计算
 

P/N
 

值,当P/N
 

值最大时为最佳反应模式。

1.6.4 酶促反应时间的优化  将化学发光底物

的反应时间分别设置为1、3、5和8
 

min,同时检测
 

1∶6
 

400
 

稀释的 ASFV阴性、阳性标准血清,读取

RLU值,计算P/N
 

值,当
 

P/N
 

值最大时为酶促反

应的最佳时间。

1.7 临界值、诊断敏感性和特异性测定

用本研究建立的CLEIA方法检测58份阴性血

清样品和26份阳性血清样品,将检测结果输入

MedCalc软件,进行
 

ROC
 

曲线(receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve)分析,测定诊断灵敏性和特异

性,计算临界(cut-off)值。

1.8 交叉反应性试验

用本 研 究 建 立 的
 

CLEIA
 

方 法 检 测 CSFV、

PRV、PRRSV、PEDV、PCV2和S.
 

hyicus
 

共
 

6
 

种

病原的血清,根据判断标准,判定阴阳性,分析本方

法的交叉反应性。

1.9 重复性试验

用同一批次的
 

p72-MPs
 

和
 

p72-AP,检测
 

6
 

份

血清样品,包括
 

2
 

份阴性,2
 

份弱阳性,2
 

份中等阳

性,每个样品做
 

3
 

个重复,通过已优化好的反应条

件,进行批内的重复性试验,同时对抗体浓度值进行

统计学分析,计算变异系数。用
 

3
 

组不同批次的
 

p72-MP
 

和
 

p72-AP,检测
 

6
 

份血清样品,进行批间

的重复性试验,计算变异系数。

1.10 试剂稳定性试验

将本研究使用的
 

p72-MPs、
 

p72-AP、洗涤液、
样品稀释液、发光底物等组分,于

 

4
 

℃
 

冰箱分别保

存1、2、3、6个月,检测同一阳性样品和阴性样品,测
试试剂稳定性。

1.11 灵敏性试验

用研究建立好的
 

CLEIA
 

方法,西班牙英吉钠

公司生产的阻断法
 

ASFV
 

抗体
 

ELISA
 

检测试剂盒

和洛阳普泰生物技术有限公司生产的间接法
 

ASFV
 

抗体
 

ELISA
 

检测试剂盒对梯度稀释的
 

ASFV
 

样品

标准血清和临床血清进行检测,比较灵敏性。

1.12 符合率试验

用研究建立好的
 

CLEIA
 

方法和商品化
 

ELISA
 

试剂盒检测
 

122
 

份临床血清样品,根据判定标准,
分析

 

CLEIA
 

和
 

ELISA
 

检测结果的符合率。

2 结 果

2.1 p72-MPs的制备和特征

本研究选择
 

1.5
 

μm
 

的磁微粒,参照
 

JSR
 

抗原-
磁微粒偶联方法,把重组

 

p72
 

蛋白偶联到磁微粒,
并用其捕获血清样品中的

 

p72
 

抗体。最终保存浓

度为
 

0.6
 

mg·mL-1。通过SEM
 

图像可以观察到

MPs和
 

p72-MPs
 

大小均匀,且偶联前后均分散均

匀,未发生团聚现象。未偶联的 MPs表面价光滑,
微粒尺寸均一,而偶联后的

 

MPs
 

均被聚合物覆盖,
微粒尺寸略有增大(图

 

1A)。另外,通过DLS分析

可以看到,偶联前 MPs的水合粒径为1.72
 

μm±
0.06

 

μm,而偶联后 MPs的水合粒径为2.05
 

μm±
0.28

 

μm(图
 

1B)。以上结果表明
 

p72
 

蛋白已经成

功偶联到磁
 

MPs
 

表面。

A.
 

SEM结果(L.
 

MPs;R.
 

p72蛋白偶联后的 MPs);B.
 

DLS结果

A.
 

Results
 

of
 

SEM
 

(L.
 

MPs;
 

R.
 

p72
 

conjugated
 

MPs);
 

B.
 

Results
 

of
 

DLS
图1 磁微粒偶联前后的扫描电镜(SEM)和动态光散射(DLS)分析结果

Fig.1 Scanning
 

electron
 

microscopes
 

(SEM)
 

images
 

and
 

dynamic
 

light
 

scattering
 

(DLS)
 

measurements
 

of
 

MPs
 

before
 

and
 

after
 

conjugation
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2.2 p72-MPs最佳稀释度的确定

MPs
 

和
 

AP
 

的稀释比例是影响免疫测定灵敏

度和特异性的关键参数,通过测量6
 

400
 

倍稀释的

标准样品,以
 

P/N
 

值作为评价指标。将p72和AP
标记到纯化的p72蛋白上,用

 

BCA
 

试剂盒测定标

记物蛋白浓度为
 

0.75
 

mg·mL-1。以不同剂量的
 

p72-MPs
 

检测样品,以确定最佳的
 

p72-MP
 

最佳使

用量。结果如表1所示,随着
 

p72-MP
 

剂量增大,样
品

 

RLU
 

值增大,当
 

p72-MPs
 

的量为100
 

μL时候

P/N值最大(为
 

5.11),可确定重组
 

p72-MP
 

的最佳

工作剂量为100
 

μL。

表1 抗原偶联磁微粒最佳稀释度的确定

Table
 

1 Optimal
 

dilution
 

of
 

p72
 

conjugated
 

MP

项目

Item
p72-MP用量/μL

 

p72-MP
 

volume
50 100 150 200

阳性血清RLU值(P)
 

RLU
 

value
 

of
 

positive
 

serum
 

(P) 167
 

220 238
 

945 225
 

090 240
 

024
阴性血清RLU值(N)

 

RLU
 

value
 

of
 

negative
 

serum
 

(N) 45
 

620 46
 

805 57
 

009 63
 

726
P/N值

 

P/N
 

value 3.66 5.11 3.95 3.77

2.3 P72-AP最佳稀释度的确定

根据优化的条件,用不同体积的
 

p72-AP
 

蛋白,
检测阴性、阳性血清样品,以确定最佳

 

p72-AP
 

工作

剂量。结果如表2
 

所示,当
 

p72-AP
 

为
 

100
 

μL
 

时
 

P/N
 

值最大,由此可确定p72-AP
 

最适工作剂量为
 

100
 

μL。

表2 ALP标记抗原最佳稀释度的确定

Table
 

2 Optimal
 

dilution
 

of
 

labeled
 

antigen

项目

Item
p72-AP用量/μL

 

p72-AP
 

volume
50 100 150 200

阳性血清RLU值(P)
 

RLU
 

value
 

of
 

positive
 

serum
 

(P) 17
 

200 240
 

050 250
 

740 260
 

575
阴性血清RLU值(N)

 

RLU
 

value
 

of
 

negative
 

serum
 

(N) 41
 

201 42
 

575 55
 

099 59
 

366
P/N值

 

P/N
 

value 4.18 5.64 4.55 4.39

2.4 酶促反应时间的确定

化学发光反应,根据标记物不同,分为辉光型和

闪光型,CLEIA
 

发光属于辉光型,发光可持续数分

钟至数十分钟以上,AP-AMPPD
 

系统的信号检测

在发光信号相对稳定的区域任意点测量单位时间的

发光强度[18]。根据已优化好的条件,优化最佳的酶

促反应时间。随着反应时间的延长,阴性、阳性血清

样品
 

RLU
 

值基本处于稳定状态。如表3
 

所示,当
反应时间为

 

5
 

min
 

时,酶与底物结合最充分且阳性、
阴性血清样品

 

P/N
 

值达到最大。因此,本研究建立

的
 

CLEIA
 

方法最佳酶促反应时间确定为
 

5
 

min。

表3 酶催化反应时间的确定

Table
 

3 Determination
 

of
 

enzymatic
 

reaction
 

time

项目

Item

反应时间/min
 

Reaction
 

time
1 3 5 8

阳性血清RLU值(P)
 

RLU
 

value
 

of
 

positive
 

serum
 

(P) 120
 

056 175
 

578 273
 

667 269
 

900
阴性血清RLU值(N)

 

RLU
 

value
 

of
  

Negative
 

serum
 

(N) 30
 

093 41
 

173 45
 

552 45
 

892
P/N值

 

P/N
 

value 3.99 4.26 6.01 5.88

2.5 检测程序的确定

化学发光的反应模式分为一步法和两步法,反
应的模式会对反应时间和灵敏度产生影响[19]。对

本方法的反应模式进行优化,检测不同浓度的标准

品。以标准品和阴性样品的信号比值(P/N)为纵坐

标,抗体浓度品为横坐标,进行线性分析。如图
 

2
 

所示,一步法的
 

P/N
 

较高且线性相关性较好,说明

一步法相对两步法具有更高的灵敏度;一步法孵育
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时间至少为
 

15
 

min,而两步法孵育时间至少需要
 

20
 

min,一步法比两步法可以节省反应时间,因此,
确定一步法为选定检测程序。

图2 不同反应模式分析

Fig.2 Analysis
 

of
 

different
 

reaction
 

modules

2.6 标准曲线的建立

用优化好的抗原偶联磁微粒工作剂量、碱性磷

酸酶标记抗原工作剂量和反应时间,通过
 

CLEIA
 

检测
 

ASFV
 

阳性标准血清,选择
 

1∶800、
 

1∶1
 

600、
 

1∶3
 

200、1∶6
 

400、
 

1∶12
 

800、
 

1∶25
 

600
 

作为标准品。
参考之前的研究,将血清中

 

p72
 

抗体浓度赋为
 

160、
 

80、
 

40、
 

20、
 

10、
 

5
 

U·mL-1。以发光值(RLU)为纵

坐标,以假定抗体浓度(U·mL-1)为横坐标,以四参

数曲线拟合方法绘制标准曲线。方程式为:y=(A-
D)/[1+(1/C)B

 

]+D,如图
 

3
 

所示,方程为:
 

y=
(87

 

640.75-36
 

085.98)/[1+(x/8.36)-1.7]
 

+
36085.97,

 

R2=0.99952,说明发光值和p72蛋白

抗体浓度具有很好的相关性。

图3 化学发光检测标准曲线

Fig.3 Standard
 

curve
 

for
 

developed
 

CLEIA

2.7 临界值、诊断灵敏性和特异性测定

为了确定
 

CLEIA
 

的最佳临界值,用建立的
 

CLEIA
 

检测了
 

58
 

份
 

ASFV
 

阴性和
 

26
 

份灭活的
 

ASFV
 

阳性血清样品。ROC
 

曲线如图
 

4
 

所示,曲线

下面积(AUC)面积为
 

0.999
 

(95%置信区间:0.956~
1.00

 

之间,P<0.001),诊断特异性为
 

98.33%,诊
断敏感性为

 

100.00%。此时,CLEIA
 

的临界值为
 

9.505
 

U·mL-1
 

。当 样 品 中
 

p72
 

抗 体 浓 度 ≥
9.505

 

U·mL-1时,样品为
 

ASFV
 

抗体阳性;当样品

中
 

p72
 

抗 体 浓 度 <9.505
 

U·mL-1 时,样 品 为
 

ASFV
 

抗体阴性。

图4 最佳临界值的
 

ROC曲线分析

Fig.4 ROC
 

curve
 

analysis
 

of
 

optimal
 

cut-off
 

value

2.8 交叉反应性分析

为了评价建立的
 

CLEIA
 

的交叉反应性,用建

立 的
 

CLIA
 

法 检 测 了
 

CSFV、PRRSV、PRV、

PEDV、PCV2
 

和
 

S.
 

hyicus
 

的抗体阳性血清,同时

设置
 

ASFV
 

抗体阳性血清和阴性血清对照。根据
 

RLU
 

值计算各样品
 

p72
 

抗体浓度。结果图
 

5
 

所

示,只有
 

ASFV
 

抗体阳性血清判定为阳性(抗体浓

度>9.505
 

U·mL-1),其他病原的阳性血清中
 

p72
 

抗体浓度均小于临界值(<9.505
 

U·mL-1),判定

为阴性,表明建立的
 

CLEIA
 

方法对
 

ASFV
 

抗体阳

性血清有较好的特异性。

2.9 分析灵敏性测试

为了分析检测灵敏性,研究中使用了国产和进

口的 商 品 化
 

ELISA
 

试 剂 盒,与 本 研 究 建 立 的
 

CLEIA
 

方法进行对比,检测不同稀释度的
 

ASFV
 

阳性标准血清和临床血清,结果显示,当
 

ASFV
 

阳

性标准血清稀释度为
 

1∶12
 

800
 

时,p72
 

抗体浓度为
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图5 建立的CLEIA方法的交叉反应性分析

Fig.5 Cross-reactivity
 

analysis
 

of
 

the
 

developed
 

CLEIA

   

10
 

U·mL-1,大于临界值
 

9.505
 

U·mL-1,判定为阳

性,而进口
 

ELISA
 

试剂盒检测限为
 

1∶800,国产试

剂盒为
 

1∶6
 

400,检测临床血清也显示出本研究的
 

CLEIA
 

最为灵敏,其次是国产试剂盒(表4)。表明

建立的
 

CLEIA
 

方法敏感性较好,灵敏性高于商品

化试剂盒。

2.10 试剂稳定性测试

对于检测方法的试剂应用,其试剂组分的稳定

性是重要评价的指标之一。2~8
 

℃
 

被广泛用于生

物试剂的存储[20]。将检测试剂保存
 

1~6
 

个月,通
过分析同一样品的结果,测试试剂稳定性,结果如

图6所示,抗体浓度没有发生显著变化,表明本研究

   表4 不同检测方法灵敏性分析结果

Table
 

4 The
 

analytical
 

sensitivity
 

result
 

of
 

different
 

methods

样品

Sample

稀释度

Dilution
ratios

CLEIA 英吉钠ELISA 普泰ELISA

浓度
 结果

Result
X/%

结果

Result
S/P

 结果

Result

ASFV阳性标准血清

ASFV
 

standard
 

serum

1∶400 320.00
 

+ 76
 

+ 2.80
 

+
1∶800 160.0 + 53

 

+ 2.10
 

+
1∶1

 

600 80.0
 

+ 27
 

- 1.55
 

+
1∶3

 

200 40.0
 

+ 10
 

- 1.01
 

+
1∶6

 

400 20.0 + -7
 

- 0.59
 

+
1∶12

 

800 10.0
 

+ -19
 

- 0.33
 

-
1∶25

 

600 5.0
 

- -21
 

- 0.21
 

-

临床样品

Clinical
 

sample

1∶2 18.2
 

+ 39
 

- 1.76 +
1∶4 11.2

 

+ 18
 

- 0.58 +
1∶8 7.9

 

- 7
 

- 0.25
 

-
1∶16 4.82

 

- -2
 

- 0.19
 

-

采用的试剂长期保存
 

6
 

个月仍然稳定,具有良好的

实际应用价值。

图6 试剂稳定性测试结果

Fig.6 Stability
 

of
 

reagents
 

test

2.11 批内和批间重复性测试

为了评价
 

CLEIA
 

的重复性,随机选取6份血

清,2个阴性,2个弱阳性,2个中等阳性,每份做

3个重复,进行检测并计算变异系数。结果如表5
所示,批内变异系数(CV%)在0.76%~4.90%之

间,小于5%,表明所建立的
 

CLEIA
 

方法批内重复

性好。抽取3个不同批次磁微粒和酶标记抗原,按
已建立的

 

CLEIA
 

方法检测6份血清样品,结果如

表5 所 示,批 间 变 异 系 数 (CV%)在 1.27% ~
9.75%之间,小于10%,从而表明所建立的方法批

间重复性好。

2.12 与商品化试剂盒的符合率评价

为确定建立的
 

CLEIA
 

能否用于猪场血清检

测,从出现疑似
 

ASF
 

的猪场采集
 

122
 

份猪血清样

本,灭活后进行检测。由于商品化试剂盒和建立的
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   表5 批内和批间重复性试验

Table
 

5 Reproducibility
 

test
 

of
 

intra-batch
 

and
 

inter-batch

血清编号

Serum
 

number

批内变异系数
  

Intrabatch
 

coefficient
 

of
 

variation 批间变异系数
  

Interbatch
 

coefficient
 

of
 

variation
x±s CV/% x±s

 

CV/%
1 4.36±0.33 0.76 4.70±0.24 5.10
2 4.66±0.10 2.15 4.59±0.16 3.49
3 11.14±0.54 4.74 11.89±0.59 9.75
4 16.57±0.48 2.90 16.94±1.04 6.13
5 67.17±0.87 1.30 64.07±1.59 2.49
6 102.02±5.0 4.90 11.85±0.15 1.27

CLEIA
 

敏感性相近,试验用商品化试剂盒和建立的
 

CLEIA
 

同时检测样品,并比较两者检测结果。如

表6所示,CLEIA
 

检测结果显示
 

18
 

份
 

ASFV
 

抗体

阳性血清样品和
 

104
 

份
 

ASFV
 

抗体阴性血清样品,
而商品化

 

ELISA
 

试剂盒检测结果显示
 

17
 

份阳性

血清样品和
 

105
 

份阴性血清样品。统计结果显示,
两种方法的总符合率为

 

95.90%,阴性符合率为

98.10%,阳 性 符 合 率 为 83.33%。表 明 建 立 的
 

CLEIA
 

的结果与商品化试剂盒的结果符合率较高。

表6 与商品化试剂盒符合率比较

Table
 

6 Comparison
 

of
 

coincidence
 

rate
 

with
 

commercial
 

ELISA
 

kit

方法
 

Methods

商品化ELISA
 

Commercial
 

ELISA
阳性样品数

Positive
 

serum
 

numbers

阴性样品数

Negative
 

serum
 

numbers

总数

Total

符合率/%
Coincidence

 

rate

CLEIA

阳性样品数Positive
 

serum
 

numbers
阴性样品数Negative

 

serum
 

numbers
总数Total

15
2
17

3
102
105

18
104
122

83.33
98.10
95.90

3 讨 论

ASF
 

给养猪业带来了巨大的经济损失。抗体

检测为
 

ASF
 

防控提供了关键的技术支撑。目前,抗
体检测方法中,应用最为广泛的是

 

ELISA
 

和胶体

金试纸条,但是传统的
 

ELISA
 

方法,也存在一些不

足,比如操作步骤多,检测时间长等;胶体金试纸条

虽然简单,但是无法满足高通量的检测。随着人力

成本增加,以及高通量检测需求增多,自动化程度

高、灵敏性好的检测方法逐渐得到关注。因此,建立

了一种用来检测
 

ASFV
 

p72
 

特异性抗体自动化的
 

CLEIA
 

至关重要。

CLEIA
 

是将具有高灵敏度的化学发光测定技

术与高特异性的免疫反应相结合,用于各种抗原、抗
体、激素、脂肪酸、维生素和药物等的检测分析。

CLEIA
 

检测技术日益成熟,代表了免疫诊断的发展

方向。之前研究中,一种多表位的
 

CLEIA,可以检

测
 

O
 

型
 

FMDV
 

血清型
 

O
 

的抗体,评估多表位疫苗

和灭活疫苗的免疫效力[21]。而
 

2C
 

和3ABC非结构

蛋白的
 

CLEIA
 

可以快速、准确地区分感染
 

FMDV
 

的猪和接种过疫苗的猪,有效解决了非结构蛋白对

灭活疫苗污染而导致较高的假阳性率问题[22]。而

一种纳米探针被应用于
 

CLEIA
 

中,以确定是否存

在猪细小病毒(porcine
 

parvovirus,PPV)感染[23]。
人类狂犬病疫苗(human

 

rabies
 

vaccine)中糖蛋白

的质量控制是基于
 

ELISA,然而
 

ELISA
 

并不能满

足现 代 化 质 量 控 制 系 统 的 需 要。而 全 自 动 的
 

CLEIA
 

分析性能优于
 

ELISA,可能在现代疫苗质

量控 制 中 具 有 重 要 的 应 用 价 值[24]。可 以 看 出,

CLEIA
 

在疾病诊断、疫苗生产和疫苗免疫效力评价

等方面发挥重要作用。
本研究建立的

 

CLEIA
 

方法具有较好的特异性

和灵敏性,可以检出低至
 

1∶12
 

800
 

倍稀释的
 

ASFV
 

阳性血清,灵敏度优于
 

ELISA
 

方法。与商业化
 

ELISA
 

试剂盒相比,所开发的
 

CLEIA
 

可实现全自

动化的检测,进一步缩短了检测时间并降低了人员
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手动操作带来的假阳性或假阴性概率,且能够根据

标准曲线精确地实现抗体水平的定量检测。主要得

益于三方面的设计。一是本研究建立的
 

CLEIA
 

方

法基 于 双 抗 原 夹 心 原 理,能 检 测
 

IgM、IgA
 

和
 

IgG[25],而猪感染
 

ASFV
 

后就能产生上述抗体。研

究表明,双抗原夹心
 

ELISA
 

检测
 

ASFV
 

抗体具有

更高的特异性和灵敏度[16]。二是建立的
 

CLIEA
 

使

用
 

MPs
 

而不是传统的
 

96
 

孔板来固定
 

p72。目前有

研究使用
 

96
 

孔板建立了间接法的
 

CLEIA 检测
 

ASFV
 

p54
 

抗体[26],也有通过羧基的
 

MPs
 

偶联
 

p30
 

蛋白,建立了间接法的
 

CLEIA,而羧基的 MPs的使

用显著提高了检测的灵敏度和特异性[27];化学发光

常用羧基或甲苯磺酰基修饰的 MPs,在实际生产

中,羧基
 

MPs
 

使用过程工艺复杂,关键控制点多,
而甲苯磺酰基

 

MPs
 

使用工艺简单,可进一步提升

批间的稳定性。三是本研究建立的
 

CLEIA
 

基于

AP和1,2-二氧环己烷衍生物(AMPPD)构建化学

发 光 体。CLEIA
 

通 常 用 辣 根 过 氧 化 物 酶

(horseradish
 

peroxidase,HRP)和
 

AP
 

作为化学发

光催化酶,对应的发光底物分别是鲁米诺及其衍生

物和
 

AMPPD,而以
 

AP-AMPPD
 

发光体系最为灵

敏[28]。AMPPD
 

反应速度快、灵敏度高,发光能够

在极短时间内给出较为精确的结果,敏感性和特异

性均优于
 

ELSIA
 

方法[29]。
在本研究中,我们也得到一些启发,一是行业缺

乏针对
 

ASFV
 

抗原的特异性抗体的标准品,希望行

业能提供一个通用的猪源
 

p72
 

抗体标准品,以方便

对所有
 

p72
 

抗体定量检测进行校正,就像
 

COVID-
19

 

一样,形成统一标准[30]。二是目前行业内对
 

ASFV
 

已经普遍使用核酸提取仪和开展定量检测,
相比早期手动提取核酸进行普通

 

PCR
 

检测,大大

提高了效率,节省了人力,若采用全自动的化学发光

检测,将更有助于提高病原抗体检测的效率。三是

化学发光根据所选仪器不同可进行360测试或480
测试这样的超高通量检测,也可以根据标记物的不

同,同时分析同一样本中不同指标的含量[31],这是

传统的
 

ELISA
 

方法所不具备的优势。

4 结 论

本研 究 将 双 抗 原 夹 心 的
 

CLEIA
 

技 术 用 于
 

ASFV
 

p72
 

蛋白抗体的检测,建立的
 

CLEIA
 

方法较
 

ELISA
 

方法具有更好的敏感性,检测流程的自动

化,检测性能更具优势,且具有实现抗体的绝对定量

检测的潜力,为更灵敏、精确的检测猪
 

ASFV
 

抗体

水平提供了重要的技术支撑,也具有非常好的市场

应用前景。
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编者按:猪繁殖与呼吸综合征病毒 ( Porcine reproductive and respiratory syndrome virus，PＲＲSV) 是一种
严重影响全球养猪业的病原，由其引起的疾病称为猪繁殖与呼吸综合征( PＲＲS) ，以母猪繁殖障碍和各
年龄段猪只呼吸系统疾病为特征，给养猪生产造成巨大的经济损失。PＲＲSV 的出现和流行迄今已有
30多年，国内外学者针对该病的发病机理、免疫应答机制、流行病学、防控措施等方面做了大量研究。
采用免疫、生物安全管理、净化等科学防控策略可有效阻止 PＲＲSV的传播和流行，从而降低对养猪业的
危害和经济损失。由于该病毒变异和演化速度极高，以及对其致病性和毒力的分子机制缺乏了解，使其
在全球范围内仍未取得实质性控制，其对养猪业的影响和危害持续存在。本栏目汇总相关文章两篇，以
供科研工作者参考。

收稿日期: 2019－06－03; 修回日期: 2020－02－16
基金项目:广东省省级科技计划项目( 2018A070701012) ; 广东
省农业科技特派员项目 ( 2018A0121 ) ; 广州市科协项目
( K2019020101001)
作者简介: 马晓莉( 1981— ) ，女，实验师，硕士，研究方向

为兽医实验动物学，maxl@ scau．edu．cn．
* 通信作者: 徐 铮( 1979— ) ，男，兽医师，硕士，研究方

向为动物健康养殖与安全生产，stonezen@ scau．edu．cn．

DOI: 10. 13881 / j．cnki．hljxmsy． 2019. 06. 0045

猪繁殖与呼吸综合征病毒 Nsp9蛋白多克隆

抗体的制备及其中和活性研究
马晓莉，夏兆伦，余文兰，刘永伦，徐 铮*

( 华南农业大学 实验动物中心 /国家生猪种业工程技术研究中心 /动物科学学院，广州 510642)

中图分类号: S852. 65; S852. 4 文献标识码: B 文章编号: 1004－7034( 2020) 11－0092－05

摘 要: 为了制备猪繁殖与呼吸综合征病毒( Porcine reproductive and respiratory syndrome virus，
PＲＲSV) Nsp9 蛋白鼠源多克隆抗体并检验其中和活性，试验采用 ＲT－PCＲ 方法扩增了 PＲＲSV 的
Nsp9基因保守区域片段，将其克隆至原核表达载体 pET－28a中，并在大肠杆菌 BL21( DE3) 感受态细
胞中表达重组 Nsp9蛋白; 纯化后的重组 Nsp9蛋白与弗氏佐剂充分混合乳化，采用皮下多点注射免疫
Balb /c小鼠，经 3次免疫后获得多克隆抗体; 用间接 ELISA法检测抗体效价，以血清中和试验和间接
免疫荧光试验检验其中和活性。结果表明: 试验成功扩增了大小为 951 bp 的 Nsp9 基因片段，经双酶
切和序列测定，重组表达质粒 pET－28a－Nsp9 构建成功; 重组 Nsp9 蛋白的分子质量约为 36. 0 ku; 制
备的多克隆抗体效价较高，重组 Nsp9蛋白多克隆抗体经 2～8倍倍比稀释时，与 PBS对照相比荧光数
量递增。说明在大肠杆菌 BL21( DE3) 感受态细胞中成功表达了 PＲＲSV重组 Nsp9蛋白，制备的鼠源
多克隆抗体有一定的抗 PＲＲSV中和活性。
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猪繁殖与呼吸综合征( PＲＲS) 系由猪繁殖与呼
吸综合征病毒( PＲＲSV) 引起的母猪繁殖障碍和各阶
段猪呼吸道症状的高度接触性传染性疾病，现已成为
严重威胁全球养猪业的主要疫病之一［1－2］。该病毒
基因组为单股正链 ＲNA，长约 15 kb，包含 10 个开放
阅读框( OＲF) ，其中 OＲF1 在病毒基因组中占比八

成，编码病毒的非结构蛋白( Nsp) 。Nsp9 基因位于
OＲF1b中，高度保守［3－4］，编码 ＲNA 依赖的 ＲNA 聚
合酶( ＲdＲp) ，仅在复制时产生［5］，在病毒复制过程
中的作用非常重要［6－8］。现阶段，关于 PＲＲSV Nsp
的研究已成为热点，但关于 Nsp9 蛋白功能及其中和
活性的报道和研究较少，因此制备 Nsp9 蛋白的多克
隆抗体并研究其中和活性，对 PＲＲSV 诊断和疫苗研
究具有较显著的现实意义。
本试验以 PＲＲSV GDgz 株为模板［9］，扩增其

Nsp9基因保守区域片段并构建重组表达质粒 pET－
28a－Nsp9，原核表达并纯化重组 Nsp9 蛋白后免疫
Balb /c小鼠，制备鼠源多克隆抗体，以血清中和试验
和间接免疫荧光试验检验该多克隆抗体是否具有抗
PＲＲSV中和活性，以期为 PＲＲSV的监测和防控提供
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重要的试验基础和新的思路。
1 材料与方法
1. 1 病毒、细胞、菌株及质粒

PＲＲSV GDgz株，由华南农业大学国家生猪种业
工程技术研究中心分离和保存; Marc－145 细胞、大肠
杆菌 DH5α 和 BL21 ( DE3) 感受态细胞，购自北京博
迈德基因技术有限公司; 原核表达载体 pET－28a，购
自 Invitrogen公司。
1. 2 试验动物

SPF级 6周龄雌性 Balb /c 小鼠 10 只，体重约为
16 g，购自南方医科大学实验动物中心。
1. 3 主要试剂
病毒 DNA /ＲNA提取试剂盒、质粒提取试剂盒，

均购自广州美基 ( 欣研) 生物科技有限公司;
PrimeScipt One Step ＲT－PCＲ Kit、DL－2 000 Marker、
蛋白质Marker、限制性内切酶 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ、T4
DNA连接酶，均购自宝日医生物技术( 北京) 有限公
司; EB替代染料，购自广州华奇盛生物科技有限公
司; 胶回收试剂盒，Promega 公司产品; 卡那霉素
( Kan) 、IPTG、Ni－IDA 树脂、蛋白纯化试剂盒和 BCA
蛋白浓度测定试剂盒，购自生工生物工程( 上海) 股
份有限公司; 弗氏佐剂，Sigma公司产品; DMEM、底物
显色液 TMB、HＲP 标记的山羊抗鼠 IgG、FITC 标记的
山羊抗鼠 IgG，购自 Invitrogen公司; PＲＲSV N蛋白单
克隆抗体，购自上海优宁维生物科技股份有限公司。
1. 4 引物的设计与合成
参照 PＲＲSV GDgz 株基因序列，应用 Primer

Premier 5. 0 软件设计 1 对 Nsp9 基因保守区域片段
的特异性引物，引物序列为 Nsp9－F 5'－CGC GGATCC
AGTGAGGTTGAGCTAAAAAGAC－3' ( 下画线部分为
BamH Ⅰ酶切位点) 和 Nsp9－Ｒ 5'－GGC AAGCTTTTA-
AACAGTTTGCCAGTTTTCTCG － 3' ( 下画线部分为
Hind Ⅲ酶切位点) ，预计扩增片段长度为 951 bp，引
物由苏州金唯智生物科技有限公司合成。
1. 5 Nsp9基因保守区域片段的 PCＲ扩增
用病毒 DNA /ＲNA 提取试剂盒提取总 ＲNA，以

提取的病毒 ＲNA 为模板，利用 PrimeScipt One Step
ＲT－PCＲ Kit 对目的片段进行扩增。PCＲ 扩增体系
( 总体积为 50 μL ) : PrimeScript 1 Step Enzyme Mix
2 μL，2 × 1 Step Buffer 25 μL，上下游引物各 2 μL，
ＲNA 模板 4 μL，ＲNase Free ddH2O 15 μL。PCＲ扩增
程序: 50 ℃ 30 min; 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s，60 ℃
30 s，72 ℃ 30 s，共 35 个循环; 72 ℃再延伸 10 min。
取 5 μL PCＲ扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。
1. 6 重组表达质粒的构建及双酶切鉴定
取原核表达载体 pET － 28a 和胶回收产物置

37 ℃水浴环境中双酶切 3 h; 分别回收酶切产物，用
T4 DNA连接酶于 16 ℃将 Nsp9基因保守区域片段克

隆至原核表达载体 pET－28a 上，然后转化至大肠杆
菌 DH5α感受态细胞中; 挑取阳性菌落接种于含卡那
霉素的 LB 固体培养基中，37 ℃、180 r /min 培养
12 h; 抽提质粒，双酶切鉴定后送苏州金维智生物科技
有限公司测序，测序无误后命名为 pET－28a－Nsp9。
1. 7 重组 Nsp9蛋白诱导表达及纯化
将重组表达质粒 pET－28a－Nsp9 转化至大肠杆

菌 BL21( DE3) 感受态细胞中，37 ℃、180 r /min 摇床
培养过夜; 待菌液 OD 600值达到 0. 6 时，加入终浓度
为 1 mmol /L的 IPTG，37 ℃、180 r /min诱导培养 6 h，
同时设未诱导对照; 诱导完成后，取 1 mL诱导表达后
的菌液，10 000 r /min 离心 10 min; 弃上清液，加入
40 μL PBS溶液重悬菌泥，再加入 10 μL 1×上样缓冲
液进行 SDS－PAGE分析。
按照 1 ∶50比例将阳性重组菌液接种于 1 L含卡

那霉素的 LB液体培养基内扩大培养，至菌液 OD 600

值为 0. 6时，加入终浓度为 1 mmol /L 的 IPTG，37 ℃、
180 r /min诱导表达 6 h; 4 ℃、10 000 r /min 离心
10 min; 弃上清液，加入 30 mL超声波细胞破碎液，充
分重悬，置冰浴中超声裂解至菌体变清亮; 4 ℃、
10 000 r /min 离心 30 min; 收集上清液，根据蛋白纯
化试剂盒说明书用 Ni－IDA 树脂过柱纯化蛋白质，洗
脱 6次; 收集各次洗脱液，根据 BCA蛋白浓度测定试
剂盒说明书测定蛋白质浓度。
1. 8 多克隆抗体制备和检测
将纯化后的重组 Nsp9 蛋白稀释至浓度为

0. 2 mg /mL，首次免疫时将重组蛋白抗原与弗氏完全
佐剂等量乳化，第 2，3次加强免疫时将重组蛋白抗原
与弗氏不完全佐剂等量乳化，按照 100 μg /只的剂量
经皮下多点注射免疫 6 周龄 Balb /c 小鼠 5 只，同时
设 PBS对照( 100 μL /只) ，每次免疫间隔 14 d。免疫
前 1 天、1免和 2 免后 14 天对小鼠进行断尾采血，3
免后 14天对小鼠进行眼球采血，恒温静置后离心收
集血清。采用间接 ELISA 方法［10］测定血清抗体水
平，以原核表达的纯化蛋白作为抗原( 2 μg /mL) 进行
包被，分别加入 4次采集的小鼠血清，同时以 PBS 对
照组小鼠血清作为阴性对照，37 ℃孵育 30 min; 加入
HＲP 标记的山羊抗鼠 IgG ( 按照 1 ∶ 10 000 比例稀
释) ，37 ℃孵育 30 min; 加入底物显色液 TMB 孵育
10 min( 避光) ，终止反应后用酶标仪读取 OD 450值。
1. 9 血清中和试验和间接免疫荧光检测
取已灭活的血清，在 96 孔微量细胞培养板上进

行倍比稀释，使其稀释度分别为 1 ∶2，1 ∶4，1 ∶8，1 ∶16，
1 ∶32，1 ∶64( 100 μL /孔) ，同时设 PBS 对照; 取－70 ℃
冰箱中保存的病毒液( 毒价为 1 × 105 TCID50 /mL) ，
500倍稀释至浓度为 2×102 个 TCID50 /mL; 每孔加入
100 μL病毒液，封好盖，置 37 ℃温箱内中和 1 h; 每
孔加入 100 μL Marc － 145 细胞悬液，置 37 ℃、5%
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CO2 培养箱中培养 48 h; 用 PBS 洗涤细胞 3 遍，每孔
加入 100 μL 4%多聚甲醛封闭固定 20 min; PBS洗涤
细胞 3遍，加入 50 μL PＲＲSV N蛋白单克隆抗体( 按
照1 ∶200比例稀释) 作为一抗，置 37 ℃温箱中孵育
1 h; PBS洗涤细胞 3遍，加入 50 μL FITC标记的山羊
抗鼠 IgG ( 按照 1 ∶ 500 比例稀释) 作为二抗，置
37 ℃温箱中避光孵育 1 h; 用 PBS 洗涤细胞 3 遍，在
荧光显微镜下观察结果。
2 结果与分析
2. 1 目的基因的 PCＲ扩增
通过特异性引物扩增 Nsp9 基因保守区域片段，

结果扩增出大小约为 951 bp 的条带( 见图 1) ，与目
的基因大小一致。

M． DL－2 000 Marker; 1，2．空白对照; 3，4．Nsp9基因片段 PCＲ产物。

图 1 Nsp9基因片段 PCＲ扩增结果

2. 2 重组表达质粒的双酶切鉴定
用限制性内切酶 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切重组

表达质粒，结果得到大小约为 951 bp 的目的基因条
带和 5 400 bp的载体基因条带( 见图 2) ，表明试验成
功构建出重组表达质粒 pET－28a－Nsp9。

M1． DL－2 000 Marker; 1，2．双酶切产物;
M2．DL－15 000 Marker。

图 2 重组表达质粒的双酶切鉴定结果

2. 3 重组 Nsp9蛋白表达及纯化
诱导表达的重组 Nsp9 蛋白经 SDS－PAGE 分析

显示，重组目的蛋白获得成功表达，分子质量约为
36. 0 ku( 见图 3A) ; 纯化结果显示，仅在约 36. 0 ku处
有一条条带( 见图 3B) ，表明纯化效果较好，纯化蛋白
质的浓度为 0. 473 mg /mL。

图 3 重组 Nsp9蛋白表达鉴定及纯化结果

2. 4 多克隆抗体检测
间接 ELISA法检测发现，3 次免疫后 OD 450值逐

步明显变大，表明小鼠经免疫后抗体水平逐步上升，

且与 PBS 对照组相比 OD 450值差异明显，见图 4，说
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明用重组 Nsp9蛋白免疫小鼠后产生了效价较高的多
克隆抗体。

图 4 多克隆抗体的间接 ELISA法检测结果

2. 5 血清中和试验和间接免疫荧光检测
与 PBS对照组相比，Nsp9 蛋白多克隆抗体按照

1 ∶2比例稀释时荧光数量最少，按照 1 ∶4比例稀释时
荧光数量较少，按照 1 ∶ 8比例稀释时荧光数量相近
( 见 169页彩图 5) ，表明重组 Nsp9 蛋白多克隆抗体
有一定的抗 PＲＲSV中和活性，能够在一定程度上抑
制 PＲＲSV的复制。
3 讨论与结论
近年来 PＲＲSV 在我国大部分地区流行，给我国

养猪业带来了巨大的经济损失，大量使用强制免疫的
活疫苗使弱毒疫苗有可能在选择压作用下发生毒力

返强［11］。另外，弱毒疫苗株和野毒株在猪群中同时
存在，使毒株间重组的概率增加［12－14］。因此，对
PＲＲSV进行检测和防控技术的研究很有必要。
目前，关于 PＲＲSV 结构蛋白方面的研究已取得

重大突破，而关于 Nsp的研究探索相对偏少。在防控
该病过程中，常用的针对结构蛋白的诊断方法无法区
分感染猪和免疫猪。Nsp9 不但与病毒毒力紧密关
联［15］，而且与抗药性和细胞免疫相关［16－17］。对 Nsp9
和 ＲdＲp的探索不仅有可能成为控制该病的新途径
( 设计药物或者疫苗) ，而且还可能为该病研究提供
新的靶基因和诊断材料。
本试验参照 PＲＲSV GDgz 株的基因序列，设计

针对 Nsp9 基因保守区域片段的特异性引物，扩增
Nsp9 基因保守区域片段，克隆至原核表达载体
pET－28a上，构建重组表达质粒 pET－28a－Nsp9，原
核表达并纯化重组 Nsp9 蛋白后免疫 Balb /c 小鼠，
制备鼠源多克隆抗体，通过血清中和试验和间接免
疫荧光检测验证了该多克隆抗体能与 PＲＲSV 发生
特异性反应，且具备一定的抗 PＲＲSV 中和活性，为
PＲＲSV Nsp9 蛋白的免疫学检测和 PＲＲS 的防控提
供了新的试验思路。
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彩 图

·兽医科学·

猪繁殖与呼吸综合征病毒 Nsp9蛋白多克隆抗体的制备及
其中和活性研究

( 作者马晓莉 等，正文见 92－95，169页)

图 5 间接免疫荧光试验结果( 40 μm)
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·兽医科学·

一种快速检测绵羊消化道线虫幼虫活力方法的研究
( 作者吕 旭 等，正文见 101－103，109，169－170页)

图 1 亚甲基蓝染色结果
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猪源 CD163受体蛋白多克隆抗体的制备
及其 PＲＲSV阻断效力研究

马晓莉1，舒会友2，夏兆伦1，余文兰1，刘永伦1，徐铮1*

( 1. 华南农业大学实验动物中心 /国家生猪种业工程技术研究中心 /动物科学学院，广东 广州 510642;

2. 广州广力莱生物科技有限公司，广东 广州 510550)

摘要: 为了制备猪源 CD163受体蛋白鼠源多克隆抗体并检验其病毒阻断效力，采用 ＲT－PCＲ 方法扩增了猪肺泡巨噬细胞 ( PAM) CD163 受体
SＲCＲ4－6功能区域片段，将其克隆至载体 pET－32a中，并在大肠杆菌中表达重组 CD163受体蛋白，纯化后的重组蛋白与弗氏佐剂充分混合乳化;

采用皮下多点注射免疫 BALB /c小鼠，经 3次免疫后获得多克隆抗体，应用间接 ELISA方法检测抗体含量，以病毒阻断试验和间接免疫荧光法验

证其病毒阻断效力。结果显示: 重组蛋白主要以包涵体的形式表达，相对分子量约为 50 kDa，制备的 CD163 受体蛋白多克隆抗体含量较高，经
2～8倍稀释后，抗体阻断 PＲＲSV感染细胞的能力逐渐下降。研究表明，在大肠杆菌中成功表达了 PＲＲSV重组 CD163受体蛋白，制备的鼠源多克

隆抗体具有较明显的阻断 PＲＲSV感染细胞的效力。本研究为深入研究病毒的入侵机制和 PＲＲSV的防控提供了试验基础和新的思路。

关键词: CD163受体蛋白; 原核表达; 弗氏佐剂; 多克隆抗体; 病毒阻断效力

中图分类号: S852. 65 文献标志码: A 文章编号: 0529－5130( 2019) 10－0076－05

Preparation of polyclonal antibody against CD163 and its effect
on blocking PＲＲSV infection

MA Xiaoli1，SHU Huiyou2，XIA Zhaolun1，YU Wenlan1，LIU Yonglun1，XU Zheng1*

( 1. Laboratory Animal Center and National Engineering Ｒesearch Center for Swine Breeding Industry /
College of Animal Science，South China Agricultural University，Guangzhou 510642，China;

2. Guangzhou Guanglilai Biotechnology Co． LtD，Guangzhou 510550，China)

Abstract: In order to obtain a polyclonal antibody against CD163 and to reveal its effect on the blocking of PＲＲSV infection，the SＲCＲ4－
6 structure domain of the CD163 gene was amplified by ＲT－PCＲ，and the recombinant expression plasmid pET－32a－CD163 was constructed
using the pET－32a vector． The recombinant CD163 proteins were obtained by using the Escherichia coli expressing system． Then，the puri-
fied proteins of CD163 were emulsified with Freund＇s adjuvant． After 3 times of subcutaneous injection of the protein into BALB /c mice，the
polyclonal antibody was obtained． Indirect ELISA test was used to detect the antibody level in serum． Indirect immunofluorescence assay
( IFA) was used to examine the polyclonal antibody against CD163 and its effect on blocking PＲＲSV infection． The results showed that the
recombinant protein mainly expressed as inclusion bodies and its relative molecular weight was about 50 kDa． The indirect ELISA test showed
that the level of polyclonal antibody was higher． The IFA result indicated that the fluorescence intensity of CD163 polyclonal antibodies gradu-
ally increased when they were diluted by 2－8 times． In conclusions，the recombinant CD163 protein was successfully expressed in Escherichia
coli，and it was effective in blocking PＲＲSV infection． This study provided useful data and new ideas for further research on control and pre-
vention of PＲＲSV infection．

Key words: CD163 protein; prokaryotic expression; Freund＇s adjuvant; polyclonal antibody; PＲＲSV blocking efficacy
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猪繁殖与呼吸综合征 ( PＲＲS) 系由猪繁殖与呼
吸综合征病毒 ( PＲＲSV) 引起的母猪繁殖障碍和各
阶段猪呼吸道症状的高度接触性传染性疾病，现已成
为严重威胁全球养猪业的主要疫病之一［1－2］。PＲＲSV
具有严格的宿主专一性，只对猪易感，其他物种不感
染，且具有非常专一的细胞嗜性，在体内主要感染猪
肺泡巨噬细胞 ( PAM) ，在体外则仅对 Marc－145 等
细胞系易感［3－5］。原因是这些细胞表面存在特异性受
体［6］。其中，CD163 是 PＲＲSV 入侵猪体的必需受
体［5］。CD163是一种富含半胱氨酸的 SＲCＲ超家族的
清道夫受体，含有 9个 SＲCＲ结构域，在病毒入侵细
胞过程中介导病毒脱衣壳和基因组的释放［7－8］。目前
国内外众多研究表明 SＲCＲ5是 CD163受体与 PＲＲSV
产生相互作用的至关重要的功能区域［9－11］。但该功能
区域与病毒的作用机制还不是十分清楚，而且对其抗
体在病毒感染细胞过程中能否发挥作用的报道和研究
较少。因此，制备 CD163受体 SＲCＲ4－6 功能区域蛋
白的多克隆抗体并研究其封闭细胞阻断病毒的效力，
在 PＲＲSV的入侵机制研究和防控方面具有较显著的
意义。

本试验以猪 PAM 细胞 ＲNA 为模板，扩增其
CD163基因 SＲCＲ4－6 功能区域片段，并构建重组质
粒 pET－32a－CD163，原核表达并纯化重组 CD163 受
体蛋白后免疫小鼠，制备鼠源多克隆抗体，应用该抗
体封闭 Marc－145细胞 CD163 受体相应的结构域，进
行病毒阻断试验和间接免疫荧光检测，旨在验证该多
克隆抗体对 PＲＲSV阻断效力，以期为深入研究病毒
的入侵机制和 PＲＲS 的防控提供新的思路和试验
依据。

1 材料与方法

1. 1 病毒、细胞、菌株及质粒
PＲＲSV GDgz株由华南农业大学国家生猪种业工

程技术研究中心分离和保存［12］; Marc－145 细胞、大
肠杆菌 DH5α 和 BL21 ( DE3) 菌株购自北京博迈德
基因技术有限公司; pET－32a 原核表达载体购自 In-
vitrogen公司。
1. 2 主要试剂与实验动物

DNA /ＲNA提取试剂盒、质粒提取试剂盒均购自
广州美基 ( 欣研 ) 生物科技有限公司; PrimeScipt
One Step ＲT－PCＲ kit、DNA Marker、蛋白Marker、限
制性内切酶和 T4 DNA连接酶均购自宝日医生物技术
( 北京) 有限公司; EB 替代染料购自广州华奇盛生
物科技有限公司; 胶回收试剂盒为 Promega 公司产
品; 氨苄青霉素、 IPTG、Ni － IDA － Sefinose ( TM )
Ｒesin Kit和 BCA蛋白浓度测定试剂盒购自上海生工

生物工程股份有限公司; 弗氏佐剂为 Sigma 公司产
品; DMEM、HＲP 标记的山羊抗鼠 IgG、FITC标记的
山羊抗鼠 IgG购自 Invitrogen 公司; PＲＲSV N 蛋白单
克隆抗体购自上海优宁维生物科技股份有限公司;
SPF级 6周龄雌性 BALB /c小鼠购自南方医科大学实
验动物中心。
1. 3 引物设计

参照 GenBank 发布的 CD163 基因序列，应用
Primer Premer 5. 0设计 1对 CD163基因片段的特异性
引物，包含有 BamHⅠ和 HindⅢ酶切位点: CD163－
F: 5' － CGCGGATCCAAGATGGATCAGATCTGGAG －
3'; CD163－Ｒ: 5'－ GCCAAGCTTCTATTGCCCTGAAG-
GACATAG － 3'，预计扩增片段长为 954 bp，覆盖
SＲCＲ4－6功能区域 ( 936 bp) ，引物由苏州金唯智生
物科技有限公司合成。
1. 4 CD163基因的扩增

按照文献 ［13］方法分离培养猪 PAM 细胞，用
DNA /ＲNA提取试剂盒提取细胞总 ＲNA，以提取的
ＲNA为模板，利用 PrimeScipt One Step ＲT－PCＲ kit
对目 的 片 段 进 行 扩 增。扩 增 体 系 为 50 μL，
PrimeScript 1 step Enzyme Mix 2 μL，2×1 step Buffer
25 μL，上游引物 2 μL，下游引物 2 μL，ＲNA模板 4
μL，ＲNase Free ddH2 0 15 μL。PCＲ 反应循环参数
为: 50 ℃ 30 min; 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s，60 ℃ 30
s，72 ℃ 30 s，35 个循环; 72 ℃延伸 10 min。取 5
μL反应产物进行琼脂糖凝胶电泳。
1. 5 重组原核表达载体的构建

对 pET－32a空载体和胶回收产物在 37 ℃水浴进
行双酶切 3 h，分别回收酶切产物，用 T4 DNA 连接
酶在 16 ℃ 12 h条件下将 CD163基因片段克隆于 pET－
32a载体上，转化 DH5α感受态细胞，挑阳性菌落接
种于 LB ( Amp+) 培养基，37 ℃、180 r /min培养 12
h，抽提质粒，双酶切鉴定后送苏州金维智生物科技
有限公司测序，序列无误后命名重组质粒为pET－
32a－CD163。
1. 6 重组 CD163受体蛋白诱导表达及纯化

将重组表达载体 pET－ 32a － CD163 转化 BL21，
经 37 ℃、180 r /min 摇床培养 ( Amp+) 过夜。待菌
液 OD600 nm值达到 0. 6 时，加入终浓度为 1 mmol /L
IPTG，180 r /min，37 ℃诱导培养 6 h，同时设未诱导
对照。诱导完成后，取 1 mL 诱导表达后的菌液，离
心后弃上清液并加 40 μL PBS重悬菌泥，加入 10 μL
1×上样缓冲液进行 SDS－PAGE分析。

将阳性重组菌液按 1 ∶ 50接种于 1. 0 L LB( Amp+)
培养基内扩大培养，至菌液 OD600 nm值为 0. 6 时，加
入 IPTG ( 终浓度为 1 mmol /L) ，37 ℃、180 r /min诱
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导表达 6 h。然后 4 ℃、10 000 r /min离心 10 min，弃
上清液，加入 30 mL 超声波细胞破碎液，充分重悬，
置于冰浴中超声裂解，4 ℃、10 000 r /min 离心 30
min，收集包涵体沉淀，用 PBS 洗涤数次，用 Buffer
( pH= 8. 0，磷酸盐缓冲对、Tris－Cl、尿素) 溶解沉
淀，溶解的包涵体根据试剂盒说明书用 Ni－IDA 树脂
过柱纯化，洗脱 8 次，收集各次洗脱液。根据 BCA
试剂盒说明书测定蛋白浓度。
1. 7 多克隆抗体制备和检测

将纯化后的重组蛋白稀释到 0. 2 mg /mL，首次免
疫时将重组蛋白抗原与完全弗氏佐剂等量乳化，第 2
和 3次加强免疫时将重组蛋白抗原与不完全弗氏佐剂
等量乳化，按 100 μg /只的剂量经皮下多点注射免疫
6周龄 BALB /c 小鼠 5 只，同时设 PBS 对照 ( 100
μL /只) ，每次免疫间隔 14 d。免疫前 1 d、一免和二
免后 14 d对小鼠进行断尾采血，三免后 2 周对小鼠
进行眼球采血，恒温静置后离心收集血清。用间接
ELISA 方法测血清抗体含量，以原核表达的纯化蛋白
作为抗原 ( 2 μg /mL) 包被，分别加入 4 次采集的小
鼠血清，同时以 PBS 对照组小鼠血清为阴性对照，
37 ℃孵育 30 min，加入酶标二抗 HＲP－山羊抗鼠 IgG
( 1 ∶ 10 000稀释) 37 ℃孵育 30 min，加入底物显色
液 TMB孵育 10 min ( 避光) ，终止反应后酶标仪读取
OD450 nm值。
1. 8 病毒阻断试验和间接免疫荧光检测

取已灭活处理的血清，在 96 孔微量细胞培养板
上进行倍比稀释，使其稀释度分别为 1 ∶ 2、1 ∶ 4、
1 ∶ 8、1 ∶ 16、1 ∶ 32、1 ∶ 64 ( 100 μL /孔) ，同时设
PBS对照; 每孔加入 100 μL Mark－145细胞悬液，置
5% CO2 培养箱作用 1 h 后取出; 取－70 ℃冰箱保存
的病毒液 ( 毒价为 105 TCID50 /mL) 500倍稀释到 200
个 TCID50 /mL，每孔加入 100 μL 病毒液，封好盖，
置 5% CO2培养箱 37 ℃培养 48 h。取出培养板，用
PBS洗涤细胞 3遍，每孔加入 100 μL4%多聚甲醛封
闭固定 20 min; PBS 洗涤细胞 3 遍，加入 50 μL
PＲＲSV N蛋白单克隆抗体 ( 1 ∶ 200 稀释) 作为一
抗，置 37 ℃温箱孵育 1 h; PBS洗涤细胞 3遍，加入
50 μL FITC标记的山羊抗鼠 IgG ( 1 ∶ 500 稀释) 作
为二抗，置 37 ℃温箱避光孵育 1 h，用 PBS 洗涤细
胞 3遍，在荧光显微镜下观察结果。

2 结果与分析

2. 1 目的基因扩增和原核表达载体双酶切鉴定
通过特异性引物扩增 CD163 基因，结果显示扩

增出约 954 bp 的条带，与目的基因大小一致。阳性
表达载体质粒用 BamHⅠ和 Hind Ⅲ双酶切，结果可

见约 954 bp的目的基因条带和 5 900 bp的载体基因条
带 ( 图 1) ，表明成功构建了载体 pET－32a－CD163。

M1. DL15000 DNA Marker; M2. DL2000 DNA Marker; 1. 双酶切

产物

图 1 重组载体双酶切鉴定结果

2. 2 重组蛋白表达鉴定及纯化
诱导表达的重组蛋白经 12%聚丙烯酰胺凝胶电

泳分析，重组目的蛋白获得成功表达，分子量约为
50 kDa ( 图 2A) ; 纯化结果显示 ( 图 2B) 仅在约 50
kDa处有 1个条带，表明纯化效果较好; 经检测纯化
蛋白浓度为 0. 487 mg /mL。

M． 标准分子量蛋白 Marker; 1. 未经 IPTG 诱导的菌体蛋白;

2. IPTG诱导的菌体蛋白; 3. 纯化的重组蛋白

图 2 重组蛋白表达 ( A) 与纯化 ( B) 产物 SDS－PAGE
分析结果
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2. 3 多克隆抗体检测
间接 ELISA方法检测发现，3 次免疫后 OD450 nm

值逐步增加，表明小鼠经过免疫后抗体水平明显上
升，且与 PBS 对照组相比 OD450 nm值差异明显 ( 图
3) ，说明重组 CD163 受体蛋白免疫小鼠后产生了较
高浓度的多克隆抗体。
2. 4 血清中和试验间接免疫荧光检测结果

CD163受体蛋白多克隆抗体 1 ∶ 2、1 ∶ 4 和 1 ∶ 8
稀释，与 PBS对照组相比荧光数量递增 ( 图 4) ，表
明该多克隆抗体有较明显的 PＲＲSV 阻断效力，且这

种阻断效力具有抗体浓度依赖性。

图 3 多克隆抗体间接 ELISA检测结果

A． CD163多抗 1 ∶ 2稀释与病毒作用结果; B． CD163多抗 1 ∶ 4稀释与病毒作用结果; C． CD163多抗 1 ∶ 8稀释与病毒作用结果; D． PBS对照

与病毒作用结果

图 4 间接免疫荧光试验结果

3 讨论

PＲＲS近年来在我国大部分地区流行甚至暴发，
使我国养猪业损失惨重，大量的强制免疫的活疫苗涌
入市场，使得弱毒疫苗有可能在选择压力作用下发生
毒力返强［14］。本实验室曾对 2016—2017 年采自广东
省各地 906 份疑似病料进行分子检测，PＲＲSV 核酸
阳性率达到 44%，在高强度免疫的状态下出现如此
高的阳性率，提示或为疫苗株毒力返强。另外，弱毒
疫苗株和野毒株在猪群中同时存在，使得毒株间重组
的概率增加［15－17］。因此，对 PＲＲSV进行入侵机制和
防控技术的研究是很有必要的。

在本研究中，以猪 PAM 细胞 CD163 基因为模
板，设计了针对 CD163基因 SＲCＲ4－6 功能区域片段

的特异性引物，扩增了 CD163 基因片段，克隆于
pET－ 32a 载体上，构建重组表达质粒 pET － 32a －
CD163，原核表达并纯化了重组 CD163受体蛋白后免
疫小鼠，制备了鼠源多克隆抗体，通过病毒阻断试验
和间接免疫荧光检测，验证了该多克隆抗体具备
PＲＲSV阻断效力，能够与细胞 CD163 受体蛋白发生
特异反应并有效封闭 PＲＲSV 入侵细胞通路。本研究
一方面验证了 PＲＲSV 与受体蛋白结合的功能表位，
另一方面也为深入研究 PＲＲSV 入侵机制和该病的防
控提供了重要的试验基础和新的思路。
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猪繁殖与呼吸综合征病毒 N蛋白多克隆

抗体的制备及其中和活性研究
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摘 要: 为了制备猪繁殖与呼吸综合征病毒 ( Porcine reproductive and respiratory syndrome virus，
PＲＲSV) N蛋白鼠源多克隆抗体并验证其中和活性，试验采用 ＲT－PCＲ 方法扩增了 PＲＲSV 的 OＲF7
基因，将其克隆至原核表达载体 pET－32a中，并在大肠杆菌 BL21( DE3) 感受态细胞中表达重组 N蛋
白，纯化重组 N蛋白制成弗氏佐剂抗原，采用皮下多点注射法免疫 Balb /c小鼠，经 3次免疫后获得多
克隆抗体，用间接 ELISA法检测抗体效价，以血清中和试验和间接免疫荧光法验证其中和活性。结
果表明:试验成功扩增了大小为 390 bp的 OＲF7基因片段，经双酶切和序列测定，重组表达质粒 pET－
32a－N构建成功，重组 N蛋白分子质量约为 28. 0 ku，制备的多克隆抗体效价较高，重组 N 蛋白多克
隆抗体按照 1 ∶2、1 ∶4和 1 ∶8比例稀释时，荧光数量与不加多克隆抗体时比较无明显区别。说明在大肠
杆菌 BL21( DE3) 感受态细胞中成功表达了 PＲＲSV重组 N蛋白，制备的鼠源多克隆抗体能够与重组
N蛋白发生特异性反应，但没有抗 PＲＲSV中和活性。
关键词:猪繁殖与呼吸综合征病毒;重组 N蛋白;原核表达;弗氏佐剂;多克隆抗体;中和活性

猪繁殖与呼吸综合征 ( Porcine reproductive and
respiratory syndrome，PＲＲS) 系由猪繁殖与呼吸综合
征病毒 ( Porcine reproductive and respiratory syndrome
virus，PＲＲSV) 引起的母猪繁殖障碍和各阶段猪呼吸
道症状的高度接触性、传染性疾病，现已成为严重威
胁全球养猪业的主要疫病之一［1－2］。该病毒基因组
为单股正链 ＲNA，长约 15 kb，包含 10 个开放阅读框
( OＲF) ，其中由 OＲF7 编码的 N 蛋白为核衣壳蛋
白［3－4］，是 PＲＲSV最保守的蛋白，也是在被感染细胞
中检测到的占比最高的病毒蛋白［5］。PＲＲSV 入侵机
体后，最先产生针对 N蛋白的抗体，而且是在体内持
续时间最长的抗体［6］。因此，制备 N 蛋白的多克隆
抗体并研究其中和活性，对 PＲＲSV 诊断和疫苗研究
具有显著意义。
本试验以 PＲＲSV GDgz 株为模板［7］，扩增其

OＲF7基因并构建重组表达质粒 pET－32a－N，原核表

达并纯化重组 N 蛋白后免疫 Balb /c 小鼠，制备鼠源
多克隆抗体，进行血清中和试验和间接免疫荧光检
测，旨在验证该多克隆抗体的反应原性和抗 PＲＲSV
中和活性，以期为 PＲＲSV N 蛋白的免疫学检测和该
病的防控提供一定试验依据。
1 材料与方法
1. 1 病毒、细胞、菌株及质粒

PＲＲSV GDgz株，由华南农业大学国家生猪种业
工程技术研究中心分离和保存; Marc－145 细胞、大肠
杆菌 DH5α 和 BL21 ( DE3) 感受态细胞，购自北京博
迈德基因技术有限公司; 原核表达载体 pET－32a，购
自 Invitrogen公司。
1. 2 试验动物

6 周龄雌性 SPF 级 Balb /c 小鼠 10 只，体重为
16 g /只，购自南方医科大学实验动物中心。
1. 3 主要试剂

DNA /ＲNA提取试剂盒、质粒提取试剂盒，均购
自广州美基 ( 欣研) 生物科技有限公司; PrimeScipt

One Step ＲT － PCＲ Kit、DL － 2 000 Marker、蛋白质
Marker、限制性内切酶 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ、T4 DNA
连接酶，均购自宝日医生物技术( 北京) 有限公司; EB
替代染料，购自广州华奇盛生物科技有限公司; 胶回
收试剂盒，为 Promega 公司产品; 氨苄西林、IPTG、蛋
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白纯化试剂盒和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒，购自生
工生物工程 ( 上海 ) 股份有限公司; 弗氏佐剂，为
Sigma公司产品; DMEM、HＲP 标记的山羊抗鼠 IgG、
FITC 标记的山羊抗鼠 IgG，购自 Invitrogen 公司;
PＲＲSV N 蛋白单克隆抗体，购自上海优宁维生物科
技股份有限公司。
1. 4 引物的设计与合成
参照 PＲＲSV GDgz 株基因序列，应用 Primer

Premier 5. 0软件设计 1 对 OＲF7 基因的特异性引物，
引物序列为OＲF7－F 5'－AAAGGATCCATGCCAAATAA-
CAACGGCAAG－3'( 下画线部分为 BamHⅠ酶切位点)
和 OＲF7－Ｒ 5'－GCCAAGCTTTCATGCTGAGGGTGATG-
C－3'( 下画线部分为 Hind Ⅲ酶切位点) ，预计扩增片
段长度为 390 bp，覆盖整个 OＲF7阅读框( 372 bp) ，引
物由苏州金唯智生物科技有限公司合成。
1. 5 OＲF7基因的 PCＲ扩增
用 DNA /ＲNA提取试剂盒提取细胞总 ＲNA，以

提取的病毒 ＲNA 为模板，利用 PrimeScipt One Step
ＲT－PCＲ Kit 对目的片段进行扩增。PCＲ 扩增体系
( 总体积为 50 μL ) : PrimeScript 1 Step Enzyme Mix
2 μL，2 × 1 Step Buffer 25 μL，上下游引物各 2 μL，
ＲNA模板 4 μL，ＲNase Free ddH20 15 μL。PCＲ扩增
程序: 50 ℃ 30 min; 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s，60 ℃
30 s，72 ℃ 30 s，共 35 个循环; 72 ℃再延伸10 min。
取 5 μL PCＲ扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳。
1. 6 重组表达质粒的构建及双酶切鉴定
对原核表达载体 pET － 32a 和胶回收产物在

37 ℃水浴环境中双酶切 3 h，分别回收酶切产物，用
T4 DNA连接酶在 16 ℃、12 h条件下将 OＲF7基因克
隆至原核表达载体 pET － 32a 上，转化至大肠杆菌
DH5α感受态细胞中，挑取阳性菌落接种于含 Amp+

的 LB固体培养基，37 ℃、180 r /min 培养 12 h，抽提
质粒，双酶切鉴定后送苏州金维智生物科技有限公司
测序，序列无误后命名为 pET－32a－N。
1. 7 重组 N蛋白诱导表达及纯化
将重组表达质粒 pET－32a－N 转化至大肠杆菌

BL21( DE3) 感受态细胞中，经 37 ℃、180 r /min 摇床
培养( Amp+ ) 过夜。待菌液 OD600值达到 0. 6时，加入
终浓度为 1 mmol /L 的 IPTG，37 ℃、180 r /min诱导培
养 6 h，同时设未诱导对照。诱导完成后，取 1 mL 诱
导表达后的菌液，离心后弃上清液，加入 PBS 重悬菌
泥 40 μL及 1×上样缓冲液 10 μL 进行 SDS－PAGE
分析。
将阳性重组菌液按照 1 ∶50 比例接种于含 Amp+

的 LB液体培养基中扩大培养，至菌液 OD600值为 0. 6
时，加入终浓度为 1 mmol /L 的 IPTG，37 ℃、
180 r /min诱导表达 6 h; 4 ℃、10 000 r /min 离心
10 min，弃上清液;加入 30 mL超声波细胞破碎液，充

分重悬，置冰浴中超声裂解; 4 ℃、10 000 r /min 离心
30 min，收集上清液。根据蛋白纯化试剂盒说明书纯
化蛋白质，洗脱 8 次，收集各次洗脱液，根据 BCA 蛋
白浓度测定试剂盒说明书测定蛋白质浓度。
1. 8 多克隆抗体制备和检测
将纯化后的重组 N蛋白稀释至浓度为 0. 2 mg /mL，

按照 1 ∶1比例加入弗氏佐剂，乳化后分别制成弗氏完
全和不完全佐剂抗原，按照 100 μg /只的剂量经皮下
多点注射免疫 6 周龄 Balb /c 小鼠 5 只，同时设 PBS
对照( 100 μL /只) 。首免使用弗氏完全佐剂抗原，2
免和 3免使用弗氏不完全佐剂抗原，每次免疫间隔
14 d。免疫前 1 天、一免和二免后 14 天对小鼠进行
断尾采血，三免后 2 周对小鼠进行眼球采血，恒温
静置后离心收集血清。采用间接 ELISA 方法测定
血清效价［8］，以原核表达的纯化蛋白作为抗原
( 2 μg /mL) 进行包被，分别加入 4 次采集的小鼠血
清，同时以 PBS对照组小鼠血清为阴性对照，37 ℃孵
育30 min; 加入 HＲP 标记的山羊抗鼠 IgG ( 按照 1 ∶
10 000比例稀释) ，37 ℃孵育 30 min; 加入底物显色
液 TMB孵育 10 min( 避光) ，终止反应后用酶标仪读
取 OD450值。
1. 9 血清中和试验和间接免疫荧光检测
取已灭活血清，在 96 孔微量细胞培养板上进行

倍比稀释，使其稀释度分别为 1 ∶2、1 ∶4、1 ∶8、1 ∶16、1 ∶
32、1 ∶64( 100 μL /孔) ，同时设 PBS 对照;取－70 ℃冰
箱中保存的病毒液 ( 毒价为 1×105 TCID50 /mL) ，500
倍稀释至浓度为 200个 TCID50 /mL;每孔加入 100 μL
病毒液，封好盖，置 37 ℃温箱内中和 1 h; 取出，每孔
加入 Mark－145 细胞悬液 100 μL，置 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养 48 h;取出培养板，用 PBS 洗涤细胞 3
遍，每孔加入 4%多聚甲醛 100 μL 封闭固定 20 min;
PBS洗涤细胞 3 遍，加入 50 μL PＲＲSV N 蛋白单克
隆抗体( 按照 1 ∶200比例稀释) 作为一抗，置 37 ℃温
箱中孵育 1 h; PBS 洗涤细胞 3 遍，加入 50 μL FITC
标记的山羊抗鼠 IgG( 按照 1 ∶500 比例稀释) 作为二
抗，置 37 ℃温箱中避光孵育 1 h;用 PBS 洗涤细胞 3
遍，在荧光显微镜下观察结果。
2 结果与分析
2. 1 目的基因的 PCＲ扩增
通过特异性引物扩增 OＲF7基因，结果扩增出大

小约为 390 bp 的条带 ( 见图 1 ) ，与目的基因大小
一致。
2. 2 重组表达质粒的双酶切鉴定
用限制性内切酶 BamH Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切重组

表达质粒，结果得到约 390 bp 的目的基因条带和
5 900 bp的载体条带( 见图 2) ，表明试验成功构建出
重组表达质粒 pET－32a－N。
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M．DL－2 000 Marker; 1．OＲF7基因 PCＲ产物; 2，3．空白对照。

图 1 OＲF7基因 PCＲ扩增结果

2. 3 重组 N蛋白表达鉴定及纯化
诱导表达的重组 N蛋白经 12% 聚丙烯酰胺凝胶

电泳分析，重组目的蛋白获得成功表达，分子质量约
为 28. 0 ku( 见图 3A) ;纯化结果显示，仅在约 28. 0 ku
处有一条条带( 见图 3B) 。表明纯化效果较好，经测

M．DL－2 000 Marker; 1．双酶切产物。

图 2 重组表达质粒的双酶切鉴定结果

定纯化蛋白质的浓度为 0. 436 mg /mL。

图 3 重组 N蛋白表达鉴定及纯化结果

2. 4 多克隆抗体检测
间接 ELISA 法检测发现，3 次免疫后 OD450值逐

渐变大，表明小鼠经免疫后抗体水平逐步上升，且与
PBS对照组相比 OD450值差异明显( 见图 4) ，说明用
重组 N蛋白免疫小鼠后产生了较高效价的多克隆抗
体，且能够特异性识别病毒 N 蛋白，具有良好反应
原性。
2. 5 血清中和试验和间接免疫荧光检测
将重组 N蛋白多克隆抗体按照 1 ∶2、1 ∶4和 1 ∶8比

例稀释，荧光数量与不加多克隆抗体的 PBS 对照组
并无明显区别( 见 181彩页图 5) ，表明重组 N蛋白多
克隆抗体并无 PＲＲSV 中和活性，不能有效抑制 图 4 多克隆抗体间接 ELISA法检测结果
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PＲＲSV的增殖。
3 讨论与结论
近年来 PＲＲSV 在我国大部分地区流行甚至暴

发，使我国养猪业经济损失惨重，大量强制免疫的活
疫苗涌入市场，使得弱毒疫苗有可能在选择压力作用
下发生毒力返强［9］。华南农业大学动物科学学院猪
病研究室曾对 2016—2017年采自广东省各地 906 份
疑似病料进行分子检测，结果 PＲＲSV 核酸阳性率达
到 44%，在高强度免疫状态下出现如此高的阳性率
提示可能为疫苗株毒力返强。另外，弱毒疫苗株和野
毒株在猪群中同时存在，使得毒株间重组的概率增
加［10－12］。因此，对 PＲＲSV进行检测和防控技术的研
究是很有必要的。

PＲＲSV OＲF7基因编码的 N 蛋白在感染细胞内
表达水平最高，是该病毒的优势结构蛋白［13］。N 蛋
白含有多个抗原表位，其中含有对所有毒株都保守的
表位［14］，其良好的反应原性和相对的保守性成为检
测该病毒的重要抗原［15－16］。
本研究参照 PＲＲSV GDgz株基因序列，设计了针

对 OＲF7 基因的特异性引物，扩增了 OＲF7 基因，并
克隆至原核表达载体 pET－32a 上，构建重组表达质
粒 pET－32a－N，原核表达并纯化重组 N 蛋白后免疫
Balb /c小鼠，制备鼠源多克隆抗体，通过血清中和试
验和间接免疫荧光检测，验证了该多克隆抗体不具备
抗 PＲＲSV中和活性，但能与全病毒发生特异性反应，
为 PＲＲSV N蛋白的免疫学检测和 PＲＲS的防控提供
了试验基础。
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Preparation and neutralizing activity of N protein polyclonal antibodies of PＲＲSV
MA Xiaoli 1，SHU Huiyou2，ZHENG Enqin1，XIA Zhaolun1，YU Wenlan1，

XIE Shumin1，LIU Yonglun1，XU Zheng1*

( 1．National Engineering Ｒesearch Center for Breeding Swine Industry and College of Animal Science and
Laboratory Animal Center; South China Agricultural University，Guangzhou 510642，China;

2．Guangzhou Guanglilai Biotechnology Co．，Ltd，Guangzhou 510080，China)
Abstract: In order to prepare and study the neutralization activity of N protein polyclonal antibody of porcine reproductive and respiratory syn-
drome virus ( PＲＲSV) ． The OＲF7 gene of PＲＲSV was amplified by ＲT－PCＲ method，and cloned into the pET－32a vector as recombinant ex-
pression plasmid pET－32a－N． The recombinant N protein was expressed in Escherichia coli，and purified recombinant protein was made into the
Freud's adjuvant antigen． The polyclonal antibody was obtained by injecting the Freud's adjuvant antigen subcutaneous multi－point immune for
3 times in Balb /c mice． Serum antibody titer was detected by indirect ELISA，and the neutralizing activity of polyclonal antibody was verified by
serum neutralization test and indirect immunofluorescence assay ( IFA) ． The results showed that the 390 bp OＲF7 gene fragment size was suc-
cessfully amplified and recombinant expression plasmid pET－32a－N was successfully constructed． The relative molecular weight of recombinant
N protein was about 28. 0 ku． The antibody titer of polyclonal antibody was good． N protein polyclonal antibody was 2－8 times diluted，and the
number of fluorescence had no significant differencecompare with PBS control group． Conclusions: The PＲＲSV recombinant N protein was suc-
cessfully expressed in Escherichia coli，and the prepared rat source polyclonal antibodies could have specific reaction with N protein，while that
did not have anti－PＲＲSV neutralizing activity．
Keywords: Porcine reproductive and respiratory syndrome virus; recombinant N protein; prokaryotic expression; Freund’s adjuvant; polyclonal

antibody; neutralizing activity ( 011)
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彩 图

·兽医科学·

猪繁殖与呼吸综合征病毒 N蛋白多克隆抗体的制备及其中和活性研究
( 作者马晓莉 等，正文见第 78－81，85，181页)

图 5 间接免疫荧光试验结果( 40 μm)

檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯檯
·兽医科学·

李斯特杆菌感染山羊实质器官和中枢神经系统器官病理变化
( 作者伍 钢 等，正文见第 90－92，181－182页)

图 1 病羊主要实质器官和中枢神经系统主要器官宏观病变
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猪圆环病毒 2型 OＲF2基因在 Vero细胞中

真核表达的研究
马晓莉1，林彦星2，董建国3，刘燕玲3，刘清神3，宋长绪3* ，徐 铮3*

( 1．华南农业大学 实验动物中心，广州 510642; 2．深圳出入境检验检疫局 动植物检验检疫技术中心，
深圳 518045; 3．华南农业大学 国家生猪种业工程技术研究中心 /动物科学学院，广州 510642)

中图分类号: S852. 65+ 9. 2 文献标识码: A 文章编号: 1004－7034( 2018) 11－0012－06

摘 要:为了研究猪圆环病毒 2 型( Porcine circovirus type 2，PCV－2) OＲF2 基因在 Vero细胞中的表达
情况，试验利用 PCＲ方法将扩增的 PCV－2 OＲF2 基因片段克隆到真核表达载体 pcDNA3. 1( +) 上，构
建重组表达质粒 pcDNA－OＲF2，测序后对 4株毒株的 OＲF2 基因进行核苷酸序列和推导氨基酸序列
同源性比较分析，并分别采用磷酸钙法和脂质体法将重组表达质粒 pcDNA－OＲF2导入哺乳动物 Vero
细胞内，通过间接免疫荧光试验验证重组表达质粒在 Vero 细胞中的表达情况。结果表明: PCＲ 方法
成功扩增出 4株 PCV－2 毒株的 OＲF2 基因; 成功构建出重组表达质粒 pcDNA－OＲF2; 4 株毒株的
OＲF2基因核苷酸序列同源性在 98. 6%～99. 1%之间，推导氨基酸序列的同源性在 97. 4% ～98. 7%之
间;间接免疫荧光试验检测到 Vero 细胞内发出绿色荧光。说明重组表达质粒 pcDNA－OＲF2 在 Vero
细胞中得到了正确表达。
关键词:猪圆环病毒 2型; OＲF2基因; Vero细胞;真核表达载体;重组表达质粒;间接免疫荧光试验

猪圆环病毒 ( Porcine circovirus，PCV) 属于圆环
病毒科，是迄今发现的一种最小的动物病毒之一［1］，

直径仅为 17 nm，是无囊膜、二十面体对称、共价闭合
环状单股 DNA病毒［2］。猪圆环病毒 2 型 ( PCV－2)
的流行已呈世界性分布，全世界养猪业因 PCV－2 造
成的经济损失不可估量［3－5］。PCV－2 基因组为一条
长约 1 768 bp的单股 DNA［6］，含有 2 个主要的开放
阅读框［7］，其中 OＲF2 基因编码病毒的衣壳蛋白，是
主要的结构蛋白，具有良好的免疫原性［8－12］。
常用大肠杆菌表达 OＲF2基因的原核表达系统，

其优点是操作简单，成本低廉，表达量相对较高，表达
产物相对稳定。但是真核基因 mＲNA 分子结构同细

菌之间存在较大差异，大肠杆菌细胞中没有真核
ＲNA加工剪切的酶催化体系，表达蛋白不能进行翻
译后加工修饰，因而常常不具有天然活性。而真核表
达蛋白能进行翻译后加工，因此常具有天然活性，更
接近天然蛋白。针对此情况，本试验构建了 PCV－2
OＲF2基因的重组表达质粒，转染至哺乳动物 Vero 细
胞中进行表达，旨在为建立 ELISA 诊断方法及开发
诊断试剂盒奠定基础。
1 材料
1. 1 病毒

ZS、GZ、LB、CZ株 4株 PCV－2 毒株，由华南农业
大学国家生猪种业工程技术研究中心分离、鉴定并
保存。
1. 2 质粒和酶

pcDNA3. 1( +) 表达载体，Invitrogen 公司产品; T4
DNA连接酶，Promega 公司产品; 限制性内切酶 Hind
Ⅲ和 EcoＲ Ⅴ，TaKaＲa公司产品。
1. 3 细胞和抗体

Vero细胞，由广东省疾病控制中心保存; 大肠杆
菌 DH5α感受态细胞、PCV－2 阳性血清，由华南农业
大学国家生猪种业工程技术研究中心保存; 羊抗猪
FITC标记抗体，购自 KPL公司。
1. 4 主要试剂
细胞基础培养基( Dmem) ，购自 GIBCO 公司; 小
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牛血清，购自哈尔滨江海生物工程有限公司; 脂质体
2000，购自 Invitrogen公司; DNA 胶回收试剂盒，购自
杭州维特洁生物技术公司。
1. 5 主要仪器

24孔细胞培养板，美国 Corning 公司产品; CO2

培养箱，Thermo Fisher Scientific公司产品;荧光显微
镜，德国徕卡公司产品。
2 方法
2. 1 OＲF2基因的 PCＲ扩增和产物回收
参照 GenBank中已发表的 PCV－2 OＲF2 基因序

列，选取保守片段，设计 1 对引物 P1 和 P2，序列为
P1 5' － CCAAGCTTATGACGTATCCAAGGAGGC － 3'
( 下画线部分为 Hind Ⅲ酶切位点 ) 和 P2 5' －
CCGATATCTCAAGGGTTAAGTGGG－3' ( 下画线部分
为 EcoＲ Ⅴ酶切位点) ，扩增片段大小为718 bp，覆盖
完整 OＲF2基因序列，引物由上海博亚生物技术有限
公司合成并经 PAGE 电泳纯化，浓度为 25 μmol /L。
以 ZS、GZ、CZ和 LB 4 株毒株为样品，以细胞中抽提
的病毒 DNA为模板进行 PCＲ 扩增，反应体系( 总体
积为 25 μL ) : 10 × PCＲ Buffer 2. 5 μL，dNTPs
( 2. 5 mmol) 2. 0 μL，P1 ( 25 μmol /L ) 0. 5 μL，P2
( 25 μmol /L) 0. 5 μL，模板 0. 5 μL，TaqDNA 聚合酶
( 5 U /μL) 0. 25 μL，加无菌双蒸水至 25 μL。反应程
序: 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 50 s，53 ℃退火
50 s，72 ℃延伸 1 min，共 30 个循环; 72 ℃再延伸
5 min。同时设不加模板的空白对照。反应结束后，
取 3 μL PCＲ 产物用 0. 9%琼脂糖凝胶电泳检测，检
测合格后参照 DNA 胶回收试剂盒说明书回收目的
条带。
2. 2 重组表达质粒的鉴定
2. 2. 1 PCＲ产物和 pcDNA3. 1( +) 表达载体的双酶
切反应 PCＲ产物的 Hind Ⅲ /EcoＲ Ⅴ双酶切反应体
系: 10×Buffer 8 μL，PCＲ 产物 20 μL，Hind Ⅲ 2 μL，
EcoＲ Ⅴ 2 μL，加无菌三蒸水至 80 μL。将上述各组
分混匀后分装入 4支 0. 5 mL Eppendorf管中，37 ℃水
浴作用 4 h。

pcDNA3. 1( +) 表达载体的 Hind Ⅲ /EcoＲ Ⅴ 双
酶切反应体系: 10×Buffer 4 μL，pcDNA3. 1( +) 表达载
体 10 μL，Hind Ⅲ 1 μL，EcoＲ Ⅴ 1 μL，加无菌三蒸水
至 40 μL。将上述各组分轻轻混匀后分装入 2 支
0. 5 mL Eppendorf管中，37 ℃水浴作用 4 h。
2. 2. 2 酶切产物的纯化和回收 参照 DNA 胶回收
试剂盒说明书进行。取 PCＲ 纯化酶切产物和 pcD-
NA3. 1( +) 表达载体双酶切产物，分别用 0. 9%琼脂
糖凝胶电泳回收目的条带。
2. 2. 3 OＲF2基因与 pcDNA3. 1( +) 表达载体的连接
各取少量回收产物进行琼脂糖凝胶电泳，估计两者
浓度比，连接体系中 OＲF2 基因片段与 pcDNA3. 1

( +) 表达载体的克分子数之比约为 4 ∶1。连接体系:
10×Buffer 1，250 μL，pcDNA3. 1( +) 表达载体酶切产
物 2 μL，OＲF2 酶切产物 4 μL，T4 DNA 连接酶
0. 5 μL，加无菌三蒸水至 10 μL。将以上各组分轻轻
混匀，16 ℃连接过夜。
2. 2. 4 连接产物转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞
从－70 ℃冰箱中取出大肠杆菌 DH5α感受态细胞，立
即手搓溶解，加入 10 μL 连接产物，混匀，冰浴
30 min; 42 ℃热应激 90 s;冰浴 2 min;加入 37 ℃预热
的新鲜 LB液体培养基 800 μL，37 ℃、150 r /min连续
培养 45～60 min; 12 000 r /min离心 30 s;弃大部分上
清液，向剩余的 80 μL 重悬菌泥中加入 X － gal
( 20 mg /mL) 40 μL、IPTG( 200 mg /mL) 4 μL，混匀后
涂布于含 Amp ( 50 μg /mL ) 的 LB 固体培养基上，
37 ℃培养12～16 h。
2. 2. 5 重组表达质粒 DNA 的提取 用 SDS 碱裂解
法提取重组质粒 DNA。从含 Amp 的 LB 固体培养基
上挑取白色单个菌落，接种于 3 mL 含 Amp 的 LB 液
体培养基中，37 ℃、150 r /min 摇动培养过夜; 冰浴
10 min; 6 000 r /min离心 5 min; 弃上清液，加入预冷
的 Solution Ⅰ 100 μL、新配制的 Solution Ⅱ 200 μL，
缓慢混匀，冰浴 5 min; 加入预冷的 Solution Ⅲ
150 μL，缓慢混匀，冰浴 5 min; 12 000 r /min 离心
10 min;吸取上清液至另一支 Eppendorf管中，加入等
体积的 Tris － Cl 饱和酚 －氯仿 －异戊醇 ( 体积比为
25 ∶24 ∶1) ，12 000 r /min离心 5 min; 吸取上清液加入
等量的氯仿－异戊醇( 体积比为 24 ∶1) ，12 000 r /min
离心 5 min;吸取上清液，加入 2倍体积以上的无水乙
醇，－20 ℃作用 30 min; 12 000 r /min 离心 10 min;弃
上清液，沉淀用 70%乙醇漂洗 2次，用适量含 ＲNA酶
( 20 μg /mL) 的 TE ( pH 值为 8. 0 ) 缓冲液溶解质
粒 DNA。
2. 2. 6 重组表达质粒的 PCＲ 鉴定 以提取的重组
表达质粒为模板进行 PCＲ 扩增，同时设不加模板的
空白对照。反应结束后，取 3 μL PCＲ 产物用 0. 9%
琼脂糖凝胶电泳检测。
2. 2. 7 重组表达质粒的双酶切鉴定 用 Hind Ⅲ和
EcoＲ Ⅴ对重组表达质粒进行双酶切。双酶切鉴定体
系: 10 × Buffer 2 μL，重组表达质粒 3 μL，Hind Ⅲ
0. 5 μL，EcoＲ Ⅴ 0. 5 μL，加无菌三蒸水至 20 μL。将
以上各组分轻轻混匀，37 ℃水浴 4 h，取酶切产物
5 μL用 0. 9%琼脂糖凝胶电泳检测。
2. 3 OＲF2基因序列的测定和分析
将经 PCＲ扩增和酶切鉴定正确的阳性重组表达

质粒( 命名为 pcDNA－OＲF2) 送上海博亚生物技术有
限公司测序。每个插入片段从正反两个方向测通后，
相互验证无误，且覆盖完整阅读框( OＲF2) ，才确定为
目的基因序列。对测定的 4株毒株的 OＲF2基因片段
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应用 DNAStar分析软件进行核苷酸序列同源性分析，
并对其推导的氨基酸序列进行同源性比较分析。
2. 4 重组表达质粒在 Vero细胞中的表达与鉴定
2. 4. 1 转染用 Vero 细胞的准备 转染前的第 1 天，
将形态正常且已长成单层的 Vero细胞用胰酶－EDTA
消化液从细胞瓶壁上消化下来，用含小牛血清的
DMEM培养液调整细胞浓度为 2×105 个 /mL;将调整
好浓度的 Vero 细胞接种至 24 孔细胞培养板中，置
37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。
2. 4. 2 磷酸钙法转染重组表达质粒 pcDNA－OＲF2
设空载体 pcDNA3. 1( +) 为对照。用不含小牛血清的
DMEM培养液洗涤 Vero 细胞 3 次，将 pcDNA－OＲF2
DNA用 0. 1×TE( pH值后 8. 0) 稀释成 40 μg /mL，加入
HBS溶液 85 μL，小心混匀;缓慢加入 CaCl2 ( 2 mol /L)
12 μL，室温条件下作用 20～30 min;将上述混合物逐滴
加到 Vero 细胞表面，置 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养
4～5 h;弃去混合物的营养液，加入含 10%小牛血清的
生长液，置 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养;待 Vero 细胞
长满单层后，将生长液换成含 2%小牛血清的维持液，
培养 48 h后进行间接免疫荧光检测。
2. 4. 3 脂质体法转染重组表达质粒 pcDNA－OＲF2
设空载体 pcDNA3. 1( +) 为对照。转染前将细胞培养
液换成不含小牛血清的 DMEM。在 1. 5 mL无菌离心
管中制备质粒－脂质体复合物: 用不含小牛血清的
DMEM将 0. 8 μg pcDNA－OＲF2 DNA 稀释至 50 μL;
将 2. 0 μL 脂质体 2000 加到 50 μL 不含小牛血清的
DMEM中; 将二者在 5 min 内混合，室温条件下静置
15～20 min。将质粒－脂质体复合物用 50 μL 不含小
牛血清的 DMEM稀释，混匀，逐滴加到弃去旧培养液
的细胞培养板中，置 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养 4～
6 h;弃去质粒－脂质体复合物，加入含 10%小牛血清
的生长液，置 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养至细胞长
成单层; 将生长液换成含 2%小牛血清的维持液，培
养 48 h后进行间接免疫荧光检测。
2. 4. 4 表达产物的间接免疫荧光鉴定 滴加稀释的
PCV－2阳性血清( 1 ∶50和 1 ∶100) ，37 ℃孵育90 min;
PBST溶液洗涤 5次，每次 5 min; 加入按照 1 ∶100 比
例稀释的羊抗猪 FITC 标记抗体，37 ℃孵育 90 min;
PBST溶液洗涤 5次，每次 5 min;弃去 PBST 溶液，用
甘油－磷酸( 体积比为 9 ∶1) 封底，荧光显微镜下观察。
3 结果与分析
3. 1 OＲF2基因的 PCＲ扩增
经 0. 9%琼脂糖凝胶电泳，在 718 bp 处出现一条

特异性条带，其大小与预期目的条带相符，结果见
图 1。
3. 2 重组表达质粒的鉴定
3. 2. 1 重组表达质粒的 PCＲ 鉴定 以提取的重组
表达质粒为模板对 OＲF2 基因进行 PCＲ 扩增，扩增

M．DL－2 000 Marker; 1．ZS株 OＲF2基因 PCＲ产物;
2．GZ株 OＲF2基因 PCＲ产物; 3．LB株 OＲF2基因 PCＲ
产物; 4．CZ株 OＲF2基因 PCＲ产物; 5．空白对照。

图 1 OＲF2基因 PCＲ扩增结果

产物用 0. 9%琼脂糖凝胶电泳，结果在 718 bp 处出现
特异性条带，与预期目的条带相符，结果见图 2。

M．DL－2 000 Marker; 1．ZS株重组表达质粒 PCＲ产物;
2．GZ株重组表达质粒 PCＲ产物; 3．LB株重组表达质粒 PCＲ
产物; 4．CZ株重组表达质粒 PCＲ产物; 5．空白对照。

图 2 重组表达质粒 pcDNA－OＲF2的 PCＲ鉴定结果

3. 2. 2 重组表达质粒的双酶切鉴定 将经 PCＲ 鉴
定正确的阳性重组表达质粒用 Hind Ⅲ和 EcoＲ Ⅴ进
行双酶切，结果分别得到一条大小为 718 bp 的条带
( 与 OＲF2 基因相符) 和 5 400 bp 左右的条带［与
pcDNA3. 1( +) 表达载体相符］，与预期结果一致，见
图 3。以上结果说明 OＲF2基因已被成功克隆到表达
载体 pcDNA3. 1( +) 上。

M．DL－5 000 Marker; 1．ZS株重组表达质粒双酶切产物;
2．GZ株重组表达质粒双酶切产物; 3．LB株重组表达质粒双酶

切产物; 4．CZ株重组表达质粒双酶切产物。

图 3 重组表达质粒 pcDNA－OＲF2的双酶切鉴定结果

3. 3 OＲF2基因序列的测定和分析
经测序，4株毒株的 OＲF2基因大小均为 702 bp，

与预期结果一致。经 DNAStar 软件分析，4 株毒株的
OＲF2基因核苷酸序列同源性在 98. 6% ～ 99. 1%之
间，其中 ZS株和其他 3 株毒株的 OＲF2 基因核苷酸
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序列同源性都在 99. 0%以上，而 GZ－OＲF2 与 LB－
OＲF2间核苷酸序列同源性最低，为 98. 6%。4 株毒
株的 OＲF2 基因核苷酸序列同源性差异≤1. 4%，结
果见图 4。推导氨基酸序列的同源性在 97. 4% ～
98. 7%之间，氨基酸同源性差异≤2. 6%，结果见图 5。

图 4 OＲF2基因核苷酸序列同源性比较结果

图 5 OＲF2基因推导氨基酸序列同源性比较结果

3. 4 表达产物的间接免疫荧光鉴定
3. 4. 1 磷酸钙法转染的重组表达质粒免疫荧光鉴定
构建的 4 个重组表达质粒同源性较高，试验选取

ZS株的重组表达质粒转染 Vero 细胞，采用间接免疫
荧光反应检测转染的 Vero 细胞，荧光显微镜下观察
可见转染的 Vero 细胞发绿色荧光，空载体对照没有
出现荧光，说明利用磷酸钙法介导转染重组表达质粒
pcDNA－OＲF2 使 OＲF2基因在 Vero细胞中成功获得
表达，见 250页彩图 6。
3. 4. 2 脂质体法转染的重组表达质粒免疫荧光鉴定
构建的 4 个重组表达质粒同源性较高，试验选取

ZS株的重组表达质粒转染 Vero 细胞，采用间接免疫
荧光反应检测转染的 Vero 细胞，荧光显微镜下观察
可见转染的 Vero 细胞发绿色荧光，空载体对照没有
出现荧光，说明利用脂质体法转染重组表达质粒
pcDNA－OＲF2使 OＲF2基因在 Vero 细胞中成功获得
表达，见 250页彩图 7。
4 讨论
对 OＲF2 基因核苷酸序列及推导氨基酸序列的

同源性比较分析可知: 4株 PCV－2毒株的 OＲF2核苷
酸序列同源性较高，在 98. 6% ～ 99. 1%之间，核苷酸
序列同源性差异仅≤1. 4%，核苷酸序列比较保守;推
导的氨基酸序列同源性也在 97. 4%～98. 7%之间。
本试验采用磷酸钙法和脂质体法转染重组表达

质粒。采用磷酸钙法转染时转染了多次，但是转染效
率较差，只有一次转染成功。其原因可能是影响磷酸

钙转染效率的因素较多: DNA－磷酸钙共沉淀物中
DNA的数量、共沉淀物与细胞的接触时间、DNA的纯
度和质量、HEPES缓冲液的 pH值及转染时的细胞状
态等。在实际操作过程中，这些因素较难控制，同时
要求操作者的技术熟练。采用脂质体法进行转染，只
转染一次 OＲF2基因就获得了表达，与磷酸钙法比较
转染效率大大提高。同时还发现，磷酸钙法转染时，
常常在转染的第 2 ～ 3 天出现细胞变圆、脱落死亡的
现象;而用脂质体法转染时，整个转染过程基本看不
到细胞脱落死亡的现象，这说明脂质体法转染对细胞
的毒性可能要比磷酸钙法小。
间接免疫荧光检测法快速、敏感，简单易行。本

试验结果表明，表达产物在荧光显微镜下发出绿色荧
光，OＲF2基因在 Vero 细胞中获得了表达，与免疫印
迹法比较，间接免疫荧光法更易检测到真核表达
产物。
本试验旨在探索重组表达质粒 pcDNA－OＲF2 能

否在哺乳动物细胞中表达，以及检测 OＲF2 基因编码
蛋白的免疫原性，因此在转染时选用了瞬时转染。瞬
时转染所需时间短，可以快速检测目的基因的表达。
同时还发现，瞬时转染时表达的产物非常有限，要想
获得大量的表达产物，还需要建立 ELISA 方法及研
制诊断试剂盒等进行稳定转染。稳定转染可使目的
基因整合到宿主细胞染色体 DNA 中，获得稳定表达
目的蛋白的细胞系，且随着细胞的生长、繁殖而稳定
合成目的蛋白。对筛选的细胞系批量化培养和繁殖
就可以获得大量目的表达蛋白，有利于工业化操作。
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狂犬病是由狂犬病毒引起的迄今为止人类唯一病死率

高达 100%的急性传染病。我国是该病疫情最严重的国家之
一，尤其农村更是该病的“重灾区”，1950～2008年，我国（不
含港澳台） 累计报告人间狂犬病死亡病例 119 983 例；
2009～2013年每年造成千人以上死亡；2014～2018年每年
死亡几百例（见图 1）。因此，在我国狂犬病仍然是一个严重
的公共卫生问题，疫情的防控已刻不容缓。
本研究结合狂犬病防控相关知识，针对不同知识层次的

民众设计了调查问卷，通过网络和现场等方式进行线上和线

下的调研，并对回收的调查问卷进行分析，得到公众对狂犬

病及其防控技术科普需求和认知度情况，给出了相应的对应

策略，为进一步制定出有针对性、指导性强以及客观合理的
狂犬病及其防控技术宣传和推广提供有力依据。
1 基本情况

2019年 1～3月期间，通过线上线下相结合问卷调查，
共收回有效调研问卷 535份。参与本次调研的民众年龄阶段
主要集中在 18～45岁，占比为 79.62%，以本科及以下人群
参与问卷较多，所占比例为 71.22%。本次调查问题主要涉及
被调查者的基本信息、社区在狂犬病防控方面的宣传和措
施、公众获取狂犬病相关知识的渠道、受访者对狂犬病及其
防控与防治相关知识的认知水平和态度。回收问卷后，进行
数据统计分析。
2 结果与分析
2.1 社区开展狂犬病宣传的情况和建议对策
日本是全球少数狂犬病非疫区之一，在狂犬病防疫方面

有着不少经验和教训，值得我们借鉴，其中重要的一个环节

就是狂犬病科学知识的普及。科普是向居民宣传科学技术知
识的重要载体，对狂犬病科学知识的深入人心，进而自发自

觉对动物进行定期免疫具有重要意义。目前，全国部分城市
的社会和学校均会以多种形式定期举办科普活动，如社区科

学栏宣传、科普教育进社区和校园、讲座等。本调查问卷统计
了社区开展海报宣传的情况。结果表明：25.42%的受访者表
示所在社区没有狂犬病防治的宣传。对民众所在社区有哪些
狂犬病防治措施，仅有 18.88%的人表示社区会开展犬只免
疫（见表 1）。因此，建议社区要丰富举办狂犬病科普活动的
形式，增加科普活动的频次，可以探索提倡和开展定时定点

的犬只免疫活动措施。
2.2 群众获取狂犬病相关知识的渠道和了解程度
随着时代的发展以及网络的普及，人们可以随时随地的

获取想要知道的知识。因此，大部分人（86.92%）知道狂犬病
是高风险等级，但是我们看到还有其他 13.09%的受调查人
群把其归类为中低等级的传染病；仅有 28.41%的受众表示
对狂犬病及其相关知识比较或者非常了解，一般了解

（59.81%）和不了解（11.78%）的占了大多数；表明在对狂犬病
科学知识普及的宣传力度方面仍然任重道远。对获取狂犬病
知识的渠道，相比于网络，传统的科普讲座、科学宣传册等受
到极大的挑战：人们开始不喜欢特别关注纸上的知识。因此，
我们在设计调查问卷时也关注到这个现象，并注重在网络上

进行宣传。综合分析结果，71.4%的受访者选择了网络，排名
第一，传统的科普书籍为 53.08%，电视为 51.78%，分列第二、
三位。从了解到的情况来看，虽然科普书籍不是最高的来源
途径，但由于其科学性较强，因此受到最高的信赖度。相比于
随身携带纸质科普书籍，网络上获取知识有一个最显著的优

点，那就是人们可以利用碎片化的时间去浏览科普网页、文
章，并且不占用空间。但网络上的科学知识的准确性有事存
在偏差，建议人们需要注意加强甄别，做到有疑问必深究。除
此之外受访者还通过其它的渠道去获取科普知识，如

38.69%和 34.39%的受访者表示自己也会通过讲座和医生获
取相关知识（见表 2）。
从调研结果也可以看出，虽然大部分人群喜欢通过网络

了解科学知识，但也有很大比例的人群喜欢相信权威（医生

与科普讲座）、喜欢零距离与科学知识“接触”。这也提示我

摘 要：为了解民众对狂犬病及其防控科普知识的认知度和需求情况，以制定切实有效的防控对策，本研究采取

问卷调查的方式，获得公众对当前狂犬病的认知水平与态度等情况，并进行统计分析，根据公众对狂犬病及其防

控技术需求和认知水平基础数据，提出对狂犬病的科学防控建议和对策。
关键词：狂犬病；认知度；防控
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们，虽然信息时代，网络占据了人们大部分的时间，但只要科

普人员认真准备，精心组织，让科学和普通民众零距离接触

也能达到理想的科普效果。
2.3 对狂犬病的了解程度与态度调查及建议
受访者中，有 96.07%的人知道人间狂犬病是由犬类引
起的，99.63%的人知道狗和猫咬伤后可能会感染狂犬病，而
且大多数人不会或偶尔会逗弄流浪猫狗，表明大家对狂犬病

的主要传染源还是非常了解的。但是，对鼠、蝙蝠等家畜和野
生动物都可能携带狂犬病毒，部分民众并不清楚（仅 56.26%
和 32.34%的受访者认为鼠类和兔子咬伤可致病）。当问及狗
何时能传播狂犬病，大部分人做出了错误的选择（仅 5.79%
的人选择发病时），更有 44.11%的人认为什么时候都可能
（见表 3），显然大家对这个问题不是很了解，提示我们对有
关狂犬病知识的宣传有待加强，必须让人们明白处于发病期

的犬才有传染性。

调查发现大家对狂犬病的发病因素的认识比较清楚，知

道咬伤部位、伤口深浅、伤口是否清洗和动物是否免疫与发
病息息相关；关于狂犬病的潜伏期，分歧较大，50.28%的受访
者认为一年及以上；28.6%的受众选择 1~3个月；12.15%的人
认为一周以内；8.97%的民众觉得为 6个月左右。提示我们在
宣传的时候，有必要告诉群众，狂犬病的潜伏期多数在 1~3
个月，但也有小于 1周，多于 1年的情况，如果被狗咬伤已多
年，可排除感染该病的风险，以消除人们的疑虑。狂犬病能否
治愈调查发现，73.27%的受访者选择了“无有效治疗和发病
100%致死”，但还是有 13.83%和 12.9%的人认为可以治疗和

不清楚（见表 3）。提示我们，必须让民众认识到“狂犬病一旦
发病 100%致死，没有治愈途径”。
2.4 民众对狂犬病主要的防控措施了解程度与相应对策
给狗注射狂犬病疫苗是预防人简狂犬病最好的办法，同

时也是全球已消灭该病国家进行防控的最主要方法。但是，
在我国人用狂犬病疫苗却成为了防治狂犬病的主要手段。我
国是世界上人用狂犬病疫苗使用最多的国家，付出的人力物

力和财力代价巨大，效果却远不如为犬类注射疫苗好。因此
我们重点调查了人们对该病主要防控措施的了解程度，为该

病宣传和防控策略奠定数据基础。当问到防控狂犬病的关键
环节时，88.79%的受访者知道应该给动物注射疫苗来从源头
防治，虽然比例很高，但是我们也看到仍有部分人并不特别

清楚这个道理；有 85.79%的受访者了解需要对动物定期进
行狂犬病免疫，但是仅有 11.96%的受访者会严格按照免疫
程序对动物进行免疫。表明虽然大家清楚需要定期对动物进
行狂犬病免疫接种，但是可能由于重视不够、嫌麻烦等种种
原因并没有很好的落实和实施。提示我们要加大科普宣传的
力度和覆盖面，一方面让更多的民众知悉和重视，另一方面

督促政府制定强有力的强制免疫制度并严格执行。
2.5 民众对狂犬病预防措施的认识情况与对策
狂犬病的防控要点主要在于控制传染源，即尽可能让所

有的犬、猫定期接种疫苗。1957年起，日本本土的狂犬病就
已经绝迹，用的就是国际通行办法：给犬类注射疫苗。研究表
明，某一地区如果进行持续有效的免疫犬只达到 70%，就足
以切断该病的传播。但是，在我国狂犬病仍旧肆虐的情况下，
加强对狂犬病的预防措施的科学宣传，在保护人民群众生命

安全方面也是必不可少的。因此我们设计了一些狂犬病防控
方面的问题，以便了解公众对该病预防措施的认识情况，为

开展有的放矢的科普宣传和防控提供数据支持。
在问到受访者及家人有无被犬、猫咬或抓伤及如何处理

的时，55.7%的受访者表示：有，及时严格接种疫苗治疗；

表 2 获取狂犬病相关知识的渠道（多选）

表 3 对狂犬病治疗状况的认知

图 1 我国近 10年狂犬病死亡人数

试验研究

表 1 社区的狂犬病防治措施（多选）
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26.36%的人没有被攻击过；13.83%的受众选择：有，但没严格
接种疫苗；另有 4.11%的被狗猫咬伤、抓伤者没有做任何处
理。那么被咬伤后该如何处理才对呢（多选）？有 95.51%的受
访者会立即去医疗机构注射狂犬病疫苗，有 76.64%的受访
者会立即用清水或肥皂水冲洗伤口，有 53.64%的人会立即
用酒精或碘酒消毒，14.95%的人会用纱布包裹止血。调查表
明，大部分人对狂犬病存在一种恐惧心理，疑似感染都会采

取正确的方式处理，这也是人用狂犬病疫苗使用量大的原

因。所以，在与动物接触中，如果被可疑动物咬伤或者暴露
（暴露指被疑似狂犬及相关动物咬伤、抓伤舔舐的皮肤、伤口
和黏膜组织）,我们建议针对不同的暴露程度，采取不同的处
理措施。Ⅰ级暴露是指接触或喂养动物、完好皮肤被舔、完好
皮肤接触狂犬病动物分泌物或排泄物，这种程度的暴露没有

危险，无需进行医学处理。Ⅱ级暴露是指裸露皮肤被轻咬和
无出血的轻微抓伤或擦伤，有一定的危险性，应用大量清水

冲洗后再用肥皂水反复冲洗 2次，尽量不缝合不包扎伤口，
并注射疫苗。Ⅲ级暴露是指单出或多处贯穿皮肤的咬伤或抓
伤、破损皮肤被舔舐、粘膜被动物唾液污染、与蝙蝠之间发生
接触，危险指数最高，应立即处理伤口，并按规定使用抗狂犬

病血清或人用免疫球蛋白，并接种狂犬病疫苗。
被咬伤后是否需要注射疫苗治疗呢？76.26%的受访者认

为有必要；20.93%的受众选择如果确定该动物有定期免疫，
且无感染该病，可以不必要打；2.62%的人认为如果家养动物
没必要打疫苗流，流浪犬、猫则要打疫苗（见表 4）。调查表明
大部分人是比较谨慎的，毕竟性命攸关，不能说错。但是其实
我们建议采用世卫组织推荐的“十日观察法”，这种方法可以
排除一个人被传染狂犬病的可能性。当被咬伤后，伤者立即
注射疫苗，观察动物 10d，若动物未发病死亡，则可以停止注
射，若动物发病死亡，则需要继续注射。

4 讨 论
每年我国因被动物侵犯而进行狂犬病疫苗注射的人数

约占全球总量的 80%。而对动物的狂犬病疫苗接种率却很
低，这是造成每年都有上成百上千人因患该病死亡的主要原

因，也是对该病疫苗使用本末倒置的例证。防控狂犬病最关
键的措施不是在人被咬之后去注射疫苗治疗，而是应该定期

免疫动物去防止病畜感染人。换句话说，在人间狂犬病防控
方面，动物的狂犬病疫苗免疫应该优先做好。在我国对犬的
狂犬病免疫推广成为一直以来的难题，尤其在农村地区，人

们对狂犬病的认知度普遍较低，流浪犬多而分散，犬只管理

比较薄弱，相关经费又非常紧缺，因此犬只的狂犬病免疫率

较城市更低。家养犬是狂犬病的重要传播宿主，85%~95%的
人间狂犬病病例是由犬咬伤所致，50%~70%狂犬病病例发生
在农村。随着我国和谐社会的逐步建成，人们开始倡导人和
动物的和谐相处，因此再像过往一样通过捕杀法控制狂犬病

疫情可以说是极为不人道的。这就意味着目前为止，要想彻
底控制疫情，只能依靠狂犬病疫苗和狂犬病科学防控知识的

普及和犬只免疫的推广。
同时通过调研也看到，普通民众对科普知识、科普文化

的需求呈现上升的趋势。虽然目前社区或村镇举办科普活动
的频次不是很多，但仍有大部分民众通过各种形式主动去接

触和学习科学知识，进行“自我科普”。因此，政府在鼓励社区
和村镇积极开展科普活动的同时，也应提供多种方式增加人

民获得科学知识的途径。加强对民众进行科学知识消费的引
导，发挥社区和村镇科学宣传的力量，一定能更好地提高公

众对狂犬病及其防控知识认识的水平，减少人民群众患病风

险，保障人民群众生命财产安全，保障社会和谐发展。
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摘要：为调查分析 2023—2024年我国部分地区猪流行性腹泻病毒（PEDV）的遗传变异情况，本试验采用实时荧光定量聚

合酶链反应（qPCR）检测了 9省 42家猪场的 806份疑似PEDV阳性样品，对阳性样品的PEDV 刺突蛋白 1（S1）、膜蛋白（M）和

辅助蛋白（ORF3）基因进行反转录聚合酶链反应（RT-PCR）扩增并测序，得到的代表毒株序列与参考毒株进行比对，构建遗

传进化树，分析核苷酸序列相似性和氨基酸序列突变位点。结果显示，806 份样品中检出阳性样品 473 份，样品阳性率为

58. 68%。共测序鉴定出 10株PEDV代表毒株，其 S1基因核苷酸序列的相似性介于 97. 4% ~ 99. 7%，均属于G2-2亚型；M基

因核苷酸序列的相似性介于 96. 0% ~ 100%，其中 8株属于G2-2亚型，2株属于G2-1亚型；ORF3基因核苷酸序列的相似性介

于 95. 6% ~ 100%，其中 8株属于G1-2亚型，1株属于G1-1亚型，1株属于G2-1亚型。与各亚型参考毒株相比，10株代表毒株

的 S1、M 和 ORF3基因均存在多个氨基酸位点突变。结果表明，2023—2024年我国部分地区猪群中 PEDV 感染情况较为严

重，主要流行G2型毒株。

关键词：猪流行性腹泻病毒（PEDV） ； 遗传变异 ； 遗传进化分析
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Epidemiological Survey of Porcine Epidemic Diarrhea Virus in Selected 

Regions of China from 2023 to 2024
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Dewei Biological Products Co.， Ltd.， Bozhou 236000 ， China ； 3. Heyuan Shengtai breeding Co.， Ltd.， Heyuan 517400 ， 

China ； 4. Laboratory Animal Center ， South China Agricultural University ， Guangzhou 510642 ， China）
Abstract：To investigate and analyze the genetic variation of porcine epidemic diarrhea virus （PEDV） in some regions of China 

from 2023 to 2024， a total of 806 suspected PEDV-positive samples were collected from 42 pig farms across 9 provinces and tested 
by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction （qPCR）.  The spike protein 1 （S1）， membrane protein （M）， and 
auxiliary protein （ORF3） genes of the positive samples were amplified by reverse transcription polymerase chain reaction （RT-PCR） 
and sequenced.  Representative strain sequences obtained were compared with reference strains to construct phylogenetic trees， 
analyze nucleotide sequence similarity， and identify amino acid mutation sites.  The results showed that 473 out of 806 samples 
tested positive， with a positivity rate of 58. 68%.  Ten representative PEDV strains were sequenced and identified.  The nucleotide 
sequence similarity of the S1 gene ranged from 97. 4% to 99. 7%， and all belonged to the G2-2 subtype.  The M gene similarity 
ranged from 96. 0% to 100%， with eight strains classified as G2-2 subtype and two as G2-1 subtype.  The ORF3 gene similarity 
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ranged from 95. 6% to 100%， with eight strains classified as G1-2 subtype， one as G1-1 subtype， and one as G2-1 subtype.  
Compared with reference strains of each subtype， multiple amino acid mutations were found in the S1， M， and ORF3 genes of the 
ten representative strains.  These results indicate that PEDV infection was relatively severe in pig populations in some regions of 
China during 2023—2024， with G2-type strains being predominant.

Key words：porcine epidemic diarrhea virus （PEDV） ； genetic variation ； genetic evolutionary analysis
Corresponding authors：XU Zheng ， E-mail ： stonezen@scau. edu. cn ； MA Xiaoli ， E-mail： maxl@scau. edu. cn

猪流行性腹泻病毒（Porcine epidemic diarrhea 
virus， PEDV）属于冠状病毒科、α冠状病毒属，能够

感染各个年龄段的猪，引发不同程度的临床症状，

其中仔猪最为严重，感染后的死亡率可达 100%［1］。
PEDV 主要感染猪小肠绒毛上皮细胞，引起新生仔

猪出现急性肠道疾病，临床表现为呕吐、腹泻和脱

水等症状［2］。自出现以来，PEDV在亚洲和美洲的许

多国家持续肆虐。经过长时间的大规模传播，

PEDV 已经进化出致病性更强、传染性更高的突变

毒株，给全球养猪业造成巨大的经济损失［3］。
根据毒株出现的时间，PEDV 可分为经典毒株

和突变毒株。经典毒株是 20世纪 70年代以来出现

的毒株，而突变毒株是自 2010年以来在全球范围内

流行的新型毒株［4］。基于刺突蛋白（Spike protein，
S）及其 N 端高变异的 S1 区域序列的同源性分析，

PEDV可进一步划分为G1和G2型 2个基因型，其中

G1型又分为 G1-1和 G1-2亚型，G2型又分为 G2-1、
G2-2和G2-3亚型。不同基因型毒株在毒力和遗传

变异方面存在显著差异，其中G2型毒株的毒力高于

G1型毒株，且更容易发生突变［5］。在 2010年以前，

PEDV对我国养猪业的影响有限且具有区域性。但

自 2010年 10月华南地区首次出现了以急性腹泻为

临床特征的高致病性 PEDV 疫情后，病毒迅速在全

国范围内传播扩散［6-7］，至此，PEDV在我国开始大规

模流行。

PEDV 是正义单链 RNA 包膜病毒，基因组全长

约为 28 kb，包括 5′端帽（5′ Cap）、5′端非编码区

（5′ Untranslated region， 5′ UTR）、7 个开放阅读框

（Open reading frame， ORF）、3′端 非 编 码 区（3′ 
UTR）和 3′端多聚腺苷酸化尾部（3′-poly A tail）［8-9］。
位于C端的S、E、M、N、ORF3这5个ORF则分别编码

4种结构蛋白和 1种辅助蛋白，这些蛋白在病毒的复

制、转录、翻译和逃避宿主先天性免疫反应中发挥

关键作用［8， 10］。
S 蛋白是冠状病毒中最大的结构蛋白，包含了

能够被中和抗体识别的表位以及病毒进入细胞时

与特定受体结合的位点［11］。PEDV S蛋白的氨基酸

序列保守性与其他冠状病毒存在显著差异，S 蛋白

可分为 S1 和 S2 蛋白，其中编码 S1 蛋白的基因易发

生突变，具有很强的遗传多样性，因此常作为分析

病毒遗传变异的靶基因。膜蛋白（Membrane pro⁃
tein， M）是PEDV感染、复制和组装过程中必不可少

的结构蛋白。M基因虽在冠状病毒之间差异显著，

但在不同 PEDV 毒株间相对保守［12］。因此，M 基因

是建立酶联免疫吸附试验（Enzyme-linked immuno⁃
sorbent assay， ELISA）和 反 转 录 聚 合 酶 链 反 应

（Reverse transcription polymerase chain reaction， RT-
PCR）等检测方法的有效靶基因［13］。辅助蛋白ORF3
是冠状病毒的特征蛋白，对病毒的复制和致病性起

重要作用［14］。ORF3 基因在不同地区流行的 PEDV
毒株中表现出遗传多样性，说明病毒具有较强的适

应性和进化能力，有助于理解其流行病学特征并制

定有效的防控策略［15］。因此，本试验选择PEDV S1、
M和ORF3基因进行流行病学调查，旨在全面了解我

国部分地区PEDV毒株的遗传多样性和进化特征。

本试验从我国 9个省份的 42家猪场收集 806份

样品，进行PEDV抗原检测，并对阳性样品进行测序

分析，所得代表毒株序列与 PEDV 参考毒株进行比

对，构建基于 PEDV S1、M 和 ORF3基因的遗传进化

树，并比对核苷酸序列相似性和氨基酸序列突变位

点，旨在为掌握PEDV流行动态、遗传变异机制和制

定有效防控措施提供理论支持。

1　材料与方法

1. 1　样品采集和处理　从我国广东、河南、湖南、

云南、山西、重庆、黑龙江、甘肃和四川共计 9个省份

的 42家猪场采集 806份腹泻猪的肠道组织、粪便和

肛拭子样品。肠道组织剪碎后，在冰上用磷酸缓冲

盐溶液（Phosphate buffered saline， PBS）研磨成匀

浆；粪便和肛拭子样品用 PBS稀释混匀。处理后样

品均置于−20 ℃冷冻保存，备用。

1. 2　主要试剂　病毒总 DNA/RNA 提取试剂盒，购

自广州美基生物科技有限公司；SYBR Green Pro 
Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒，购自湖南艾科瑞生物

工程有限公司；One Step RT-PCR Kit，购自南京诺唯

赞生物科技股份有限公司；DL2 000 DNA Marker 和

88
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10×DNA Loading Buffer，均购自广州东盛生物科技

有限公司；琼脂糖，购自生工生物工程（上海）股份

有限公司。

1. 3　主要仪器　聚合酶链式反应（Polymerase chain 
reaction， PCR）热 循 环 仪（C1000 Touch Thermal 
Cycler）和水平电泳系统（PowerPac Basic），均购自美

国 BIO-RAD 公 司 ；凝 胶 成 像 分 析 系 统（Tanon-

1600），购自上海天能科技有限公司；高速冷冻离心

机（Centrifuge 5418），购自德国Eppendorf公司；涡旋

混匀仪（Vortex-2），购自上海沪析实业有限公司。

1. 4　引物设计和合成　根据 GenBank 上公布的

PEDV S1、M 和 ORF3 基 因 序 列（ 登 录 号 ：

MG983755. 1）的保守区域设计引物（表 1），由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。

1. 5　PEDV抗原检测　提取处理后样品的病毒核

酸并反转录，根据 SYBR Green Pro Taq HS 预混型

qPCR 试剂盒说明书配制反应体系并进行实时荧光

定量聚合酶链反应（Real-time fluorescent quantitative 
polymerase chain reaction， qPCR）扩 增 。 引 物 为

PEDV-qPCR（表 1），扩增体系（20 µL）：上、下游引物

（浓度为 10 pmol/µL）各 0. 4 µL，ROX 染料 0. 2 µL，
2 × SYBR Green Pro Taq HS Premix 10 µL，RNase-
free ddH2O 7 µL，模板（cDNA）2 µL。扩增程序：预

变性 95 ℃ 2 min；变性 95 ℃ 2 min，退火/延伸 60 ℃ 
45 s，共 40个循环。在退火和延伸阶段采集荧光，统

计阳性样品数［PEDV阳性样品的判定标准：Ct值 ≤ 
38（曲线典型）为阳性；Ct 值介于 38 ~ 40（曲线典型）

复检后确认；Ct 值≥ 40 为阴性］。选取检测出的

PEDV强阳性（Ct值 < 25）样品进行RT-PCR扩增。

1. 6　PEDV S1、M 和 ORF3 基因的 RT-PCR 扩增和

测序　利用设计的 3对引物（表 1）扩增 PEDV S1、M
和ORF3基因。根据One Step RT-PCR Kit说明书配

制反应体系并进行RT-PCR扩增。扩增体系（25 µL）：
上、下游引物（浓度为 10 pmol/µL）各 1 µL，2 × One 
Step Mix 12. 5 µL，One Step Enzyme Mix 1 µL，病毒

核酸 2 µL，RNase-free ddH2O 7. 5 µL。扩增程序：反

转录50 ℃ 30min；预变性95 ℃ 4 min；变性95 ℃ 45 s，
退火温度 54. 5 ℃ 45 s，延伸 72 ℃ 1 min 30 s，共计

35个循环；延伸 72 ℃ 7 min。阴性对照为无酶核酸

水，阳性对照为本实验室分离鉴定的 PEDV CV777

毒株。反应结束后取 8 µL扩增产物用 1. 0%琼脂糖

凝胶电泳检测，筛选 PEDV S1、M 和 ORF3基因目的

条带均明亮的阳性扩增产物送至生工生物工程（上

海）股份有限公司测序。

1. 7　生物信息学分析　使用生物软件 SeqMan 对

1. 6中测序结果进行拼接，并在NCBI上进行Blast分
析。使用 Mega 11 软件以比邻法（Neighor-joining）
构建 PEDV S1、M 和 ORF3基因遗传进化树，设置自

展值为 1 000。利用 MegAlign 软件将 PEDV S1、M
和 ORF3 基因序列与 GenBank中的具有典型致病性

和近年来分离的PEDV流行毒株的参考序列进行比

对，分析核苷酸序列相似性和氨基酸序列突变

位点。

2　结果

2. 1　样品阳性率统计　qPCR 检测结果显示，检出

阳性样品 473 份，样品阳性率为 58. 68%；采集的

42家猪场中有 37家猪场检测出PEDV阳性样品，猪

场阳性率为 88. 10%。其中，广东、四川、云南、重庆

和河南等省的样品阳性率均较高（表2）。

2. 2　PEDV S1、M 和 ORF3 基因的 RT-PCR 扩增和

测序　对阳性样品进行PEDV S1、M和ORF3基因的

RT-PCR 扩增，分别获得大小约 1 170 bp（PEDV 
S1）、788 bp（PEDV M）和 814 bp（PEDV ORF3）的目

的条带（图 1）。测序鉴定出的 10株PEDV代表毒株

信息见表3。

表1　引物信息

Table 1　Primer information

引物名称
Primer name
PEDV-qPCR

PEDV S1

PEDV M

PEDV ORF3

引物序列（5'→3'）
Primer sequence

F：GATACTTTGGCCTCTTGTGT
R：CACAACCGAATGCTATTGACG

F：TAGTGATGTTGTGTTAGGCTTGTTG
R：AGGATCTGAGGAATTACTGCAAAC

F：GTCTTACATGCGAATTGACC
R：GGCATAGAGAGATAATGGCA
F：CGGTGCTTGTTTTTCAGGTTG

R：CAATTGGACGAAGGTAATGCT

退火温度（℃）
Annealing temperature

60. 0

54. 5

54. 5

54. 5

产物长度（bp）
Product length

116

1 170

788

814

89
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2. 3　PEDV S1 基因遗传进化树构建　PEDV S1 基

因遗传进化树结果显示，10株代表毒株全部属于以

毒株GD-A-S为代表的G2-2亚型（图2）。

2. 4　PEDV S1 基因核苷酸序列相似性分析　相似

性比对结果显示，10株PEDV代表毒株 S1基因核苷

酸序列的相似性介于 97. 4% ~ 99. 7%；与G1-1亚型

参考毒株 CV777 相似性介于 87. 9% ~ 88. 4%，与

G1-2 亚型参考毒株 FR-001-2014 的相似性介于

86. 9% ~ 87. 6%，与 G2-1 亚 型 参 考 毒 株 VN-

JFP1013-1-2013-Vinh An-Vietnam 的 相 似 性 介 于

96. 6% ~ 98. 2%，与 G2-2 亚型参考毒株 GD-A-S 的

相似性介于97. 3% ~ 100%（图3）。

2. 5　PEDV S1蛋白氨基酸序列分析　以G1-1亚型

参考毒株CV777为参考，进行 S1蛋白氨基酸序列分

析，结果见表4，10株代表毒株在第28（S→A）、90（G→
W）、113（H→Y）、137（Y→H）、179（C→F）、201（S→Q）、
252（Y→H）、281（L→I）位点均发生突变；此外，在第

83（Q）位点，10株代表毒株均出现氨基酸缺失。与

表2　2023—2024年我国部分地区疑似PEDV样品阳性率统计

Table 2　Statistics on the positive rate of suspected PEDV samples collected from selected areas of China（2023—2024）

采集地点
Collection site

甘肃省
Gansu Province

广东省
Guangdong Province

河南省
Henan Province

黑龙江省
Heilongjiang Province

湖南省
Hunan Province

山西省
Shanxi Province

四川省
Sichuan Province

云南省
Yunnan Province

重庆市
Chongqing Municipality

总计
Total

样品总数（份）
Total number of samples

147

195

59

84

40

54

98

89

40

806

阳性样品数（份）
Number of positive samples

57

173

35

16

10

17

75

65

25

473

阳性率（%）
Positivity rate

38. 78

88. 72

59. 32

19. 05

25. 00

31. 48

76. 53

73. 03

62. 50

58. 68

图1　PEDV S1（A）、M（B）和ORF3（C）基因的RT-PCR扩增

Fig. 1　RT-PCR amplification of PEDV S1（A），M（B） and ORF3（C） genes

M：DL2 000 DNA相对分子质量标准；1 ~ 3：PEDV阳性样品； 4：阳性对照； 5：阴性对照

M：DL2 000 DNA Marker； 1-3：PEDV positive samples； 4：Positive control； 5：Negative control
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表3　10株PEDV代表毒株命名和信息

Table 3　Names and information of 10 representative PEDV strains

编号
Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

代表毒株名称
Representative strain name

HN

SX

SW

SCBZ

HNHK

SC

ZQ

SWLF

HNSMX

SXTY

样品类型
Sample type
肠道组织

Intestinal tissue
肠道组织

Intestinal tissue
肠道组织

Intestinal tissue
肠道组织

Intestinal tissue
肛拭子

Anal swab
粪便

Faeces
粪便

Faeces
粪便

Faeces
粪便

Faeces
粪便

Faeces

样品来源
Sample source

河南省
Henan Province

陕西省
Shaanxi Province
广东省汕尾市

Shanwei City， Guangdong Province
四川省巴中市

Bazhong City， Sichuan Province
海南省海口市

Haikou City， Hainan Province
四川省

Sichuan Province
广东省肇庆市

Zhaoqing City， Guangdong Province
广东省陆丰市

Lufeng City， Guangdong Province
河南省三门峡市

Sanmenxia City， Henan Province
山西省太原市

Taiyuan City， Shanxi Province

图2　基于PEDV S1基因构建遗传进化树

Fig. 2　Phylogenetic tree constructed based on the PEDV S1 gene

●：本试验测序鉴定的PEDV代表毒株； 下同

●：The PEDV representative strain identified by sequencing in this study.  The same below
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G1-2 亚型参考毒株FR-001-2014相比，10株代表毒

株在第30（I→T）、100（V→F）、165（R→C）、240（R→C）
位 点 发 生 突 变 。 与 G2-1 亚 型 参 考 毒 株 VN-
JFP1013-1-2013-Vinh An-Vietnam 相比，10 株代表

毒株均在第 213位点发生突变（Y→H）。与 G2-2亚

型参考毒株GD-A-S相比，在第 115（R）位点，只有代

表毒株HNHK未发生突变，其余代表毒株均发生突

变（R→W）。

2. 6　PEDV M基因遗传进化树构建　PEDV M基因

遗传进化树结果显示，除代表毒株 HN、HNHK 属于

以毒株GD-A为代表的G2-1亚型外，其余代表毒株

均属于以毒株FR-001-2014为代表的G2-2亚型，未

检测出G1型毒株（图4）。

2. 7　PEDV M 基因核苷酸序列相似性分析　相似

性比对结果显示，10株 PEDV 代表毒株 M 基因核苷

酸序列的相似性介于 96. 0% ~ 100%；与 G1-1 亚型

参考毒株 CV777 的相似性介于 97. 1% ~ 98. 3%，与

G1-2 亚型参考毒株 JS2008 的相似性介于 96. 8% ~ 
98. 4%，与 G2-1 亚型参考毒株 GD-A 的相似性介于

97. 7% ~ 99. 7%，与 G2-2 亚型参考毒株 FR-001-
2014的相似性介于98. 4% ~ 99. 7%（图5）。

2. 8　PEDV M蛋白氨基酸序列分析　以G1-1亚型参

考毒株CV777为参考，进行M蛋白氨基酸序列分析，

结果见表5，10株代表毒株均在第137（L→Q）位点发

生突变；在第 81（W）位点，除代表毒株HN、HNHK未

发生突变外，其余代表毒株均发生氨基酸缺失。与

表4　PEDV S1蛋白氨基酸突变位点分析（参考毒株：G1-1亚型毒株CV777）

Table 4　Analysis of PEDV S1 protein amino acid mutation sites （reference strain：G1-1 subtype strain CV777）

代表毒株
Representative 

strain

HN
SC
SX

SWLF
HNHK
SCBZ

ZQ
SW

HNSMX
SXTY

氨基酸突变位点
Amino acid mutation sites

28
（S）

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

52
（Y）

F
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y

83
（Q）

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

90
（G）

W
W
W
W
W
W
W
W
W
W

113
（H）

Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y
Y

137
（Y）

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H

179
（C）

F
F
F
F
F
F
F
F
F
F

201
（S）

Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q

252
（Y）

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H

281
（L）

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

330
（R）

C
C
C
C
C
-
-
-
C
-

注：-：氨基酸缺失； 下同
Note：-：Amino acid deletion.  The same below

图3　PEDV S1基因核苷酸序列相似性分析

Fig. 3　Nucleotide sequence similarity analysis of PEDV S1 gene
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G1-2亚型参考毒株 JS2008相比，所有代表毒株在第

99（S→L）、116（I→T）、186（C→Y）位点均发生突变。与

G2-1亚型参考毒株GD-A相比，10株代表毒株均在第

80（W→C）位点发生突变。与 G2-2 亚型参考毒株

FR-001-2014相比，在第95（I）位点，除代表毒株HNHK
和HN发生突变（I→T）外，其余代表毒株均正常。

2. 9　PEDV ORF3 基因遗传进化树构建　PEDV 
ORF3基因遗传进化树结果显示，除代表毒株HN属

于以参考毒株CV777为代表的G1-1亚型，HNHK属

于以参考毒株 GD-A 为代表的 G2-1 亚型外，其余

8株代表毒株全部属于以参考毒株 FR-001-2014为

代表的G1-2亚型，未测出G2-2亚型毒株（图6）。

图4　基于PEDV M基因构建遗传进化树

Fig. 4　Phylogenetic tree constructed based on the PEDV M gene

图5　PEDV M基因核苷酸序列相似性分析

Fig. 5　Nucleotide sequence similarity analysis of PEDV M gene
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2. 10　PEDV ORF3基因核苷酸序列相似性分析　相

似性比对结果显示，10 株 PEDV 代表毒株 ORF3 基

因核苷酸序列的相似性介于 95. 6% ~ 100%；与

G1-1 亚型参考毒株 CV777 的相似性介于 96. 1% ~ 
100%，与 G1-2 亚型参考毒株 FR-001-2014 的相似

性介于 96. 0% ~ 99. 6%，与 G2-1亚型参考毒株 GD-

A 的相似性介于 95. 3% ~ 99. 7%，与 G2-2亚型参考

毒株 VN-JFP1013-1-2013-Vinh An-Vietnam 的相似

性介于95. 4% ~ 99. 3%（图7）。

2. 11　PEDV ORF3 蛋白氨基酸序列分析　以 G1-1
亚型参考毒株 CV777 为参考，进行 ORF3 蛋白氨基

酸序列分析，结果见表 6，在第 21（V）、54（V）位点，

图6　基于PEDV ORF3基因构建遗传进化树

Fig. 6　Phylogenetic tree constructed based on the PEDV ORF3 gene

表5　PEDV M蛋白氨基酸突变位点分析（参考毒株：G1-1亚型毒株CV777）

Table 5　Analysis of PEDV M protein amino acid mutation sites （reference strain： G1-1 subtype strain CV777）

代表毒株
Representative strain

HN
SC
SX

SWLF
HNHK
SCBZ

ZQ
SW

HNSMX
SXTY

氨基酸突变位点
Amino acid mutation sites

58
（I）

I
I
T
I
I
I
I
I
I
T

81
（W）

W
-
-
-
W
-
-
-
-
-

95
（T）

T
I
I
I
T
I
I
I
I
I

116
（I）

T
T
T
T
T
T
I
T
T
T

137
（L）

Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q

150
（S）

F
S
S
S
S
S
S
S
S
S

162
（R）

R
R
R
R
R
R
H
R
R
R

201
（T）

M
T
M
T
M
T
T
T
T
T

222
（Q）

Q
P
P
P
Q
P
L
P
P
P

242
（K）

K
K
K
K
K
K
-
K
K
K
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除代表毒株 HN 未发生突变外，其余代表毒株均发

生突变 21（V→A）、54（V→I）；在第 107（C→F）和 202
（Q→H）位点，除代表毒株 HNHK 存在突变外，其余

代表毒株均未发现氨基酸异常。与 G1-2亚型参考

毒株 FR-001-2014相比，第 92（L）位点，除代表毒株

HN 外，其余代表毒株均存在突变（L→F）。与 G2-1
亚型参考毒株GD-A相比，10株代表毒株均在第124
（L→F）位点发生突变。与 G2-2 亚型参考毒株 VN-
JFP1013-1-2013-Vinh An-Vietnam 相比，除代表毒

株HN和HNHK在第 80（F）位点无异常外，其余代表

毒株均存在突变（F→V）。

3　讨论

自 20世纪 70年代首次发现以来，PEDV在全球

多个地区持续流行，特别是在欧洲和亚洲的生猪生

产国，多次暴发疫情［16］。在我国，最初接种疫苗可

以有效预防 PEDV 经典毒株，但自 2010 年 12 月以

来，以严重呕吐、水样腹泻为主要临床特征的PEDV
突变毒株出现，导致新生仔猪高发病率和高死亡

率，造成严重经济损失［17-18］。目前，我国流行的

PEDV毒株主要为G2型毒株，其中G2-1亚型毒株的

流行逐年下降，G2-2 和 G2-3 亚型毒株则呈逐年上

升趋势，且 G2-3亚型毒株不仅流行广泛，并且逐渐

成为优势毒株［19］。本试验在 2023—2024 年开展期

间，G2-3 亚型毒株尚未形成流行态势，故构建进化

树时未将其纳入。因此，后续研究中需加强对G2-3
亚型毒株的监测和研究，并扩大参考毒株范围，以

更好地反映当前 PEDV的进化趋势。比较 PEDV变

异毒株（G2 型）和经典毒株（G1 型）的基因差异发

现，变异毒株中 S 基因的变异最显著，尤其在 S1 区

表6　PEDV ORF3蛋白氨基酸突变位点分析（参考毒株：G1-1亚型毒株CV777）

Table 6　Analysis of PEDV ORF3 protein amino acid mutation sites（reference strain：G1-1 subtype strain CV777）

代表毒株
Representative 

strain
HN
SC
SX

SWLF
HNHK
SCBZ

ZQ
SW

HNSMX
SXTY

氨基酸突变位点
Amino acid mutation sites

21
（V）

V
A
A
A
A
A
A
A
A
A

25
（L）

L
L
L
S
S
L
L
S
S
L

43
（N）

N
N
N
N
N
N
Q
N
N
N

54
（V）

V
I
I
I
I
I
I
I
I
I

70
（I）

I
I
I
F
V
I
I
F
F
I

80
（F）

F
V
V
V
F
V
V
V
V
V

92
（L）

L
F
F
F
F
F
F
F
F
F

107
（C）

C
C
C
C
F
C
C
C
C
C

160
（F）

F
L
F
L
F
F
F
L
F
F

202
（Q）

Q
Q
Q
Q
H
Q
Q
Q
Q
Q

图7　PEDV ORF3基因核苷酸序列相似性分析

Fig. 7　Nucleotide sequence similarity analysis of PEDV ORF3 gene
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域［20］。对 S1基因中和表位的比对发现，变异毒株在

3个关键抗原表位（248 ~ 280aa、442 ~ 499aa和697 ~ 
742aa）存在突变，这可能是导致变异毒株毒力增强

和现有疫苗保护效果下降的重要原因［21］。由于

PEDV 在进化过程中易发生突变，传统疫苗难以提

供有效的交叉免疫保护［22］，因此，需要优化免疫策

略，减少新型突变毒株引发的经济损失。

本试验调查了 2023—2024 年我国部分地区

PEDV 流行情况，结果显示，样品阳性率为 58. 68%
（473/806），猪场阳性率高达 88. 10%（37/42）。这与

Zhang 等［23］报道的近年来我国部分地区 PEDV 阳性

率超过 40%的结果基本一致。进一步的分析发现，

广东和河南是我国 PEDV 传播的主要区域，与以往

研究结果相符［24］。PEDV 在两地高发且广泛传播，

可能是由于生猪贸易对病毒传播的促进作用，以及

适宜的环境条件共同导致。然而，本试验部分调查

地区样品量较少，可能存在抽样偏倚和假阳性/假阴

性风险，影响整体数据的地域分布精确性。未来研

究应优化抽样设计，确保区域样品数量充足并进行

统计学分析。本试验结果提示，我国部分地区

PEDV 感染形势依然严峻，具有广泛的地域分布特

征，因此需持续加强防控工作。

本试验测序鉴定的 10株 PEDV代表毒株的 S1、
M和ORF3基因核苷酸序列相似性分别介于97. 4% ~ 
99. 7%、96. 0% ~ 100% 和 95. 6% ~ 100%，表明这些

代表毒株之间具有较高的相似性，遗传距离较近。

此外，10株代表毒株与各亚型参考毒株相似性也均

比较高，说明代表毒株与参考毒株亲缘关系密切，

整体变异程度不大，表明我国部分地区可能尚未出

现新型突变毒株。遗传进化树结果显示，本试验测

序的大部分代表毒株均属于 G2 型毒株，亦有部分

G1型毒株存在，这一结果进一步证实了近年来我国

流行的 PEDV毒株大多数属于 G2型毒株［25］。G2型

毒株的毒力相较于G1型毒株更强，且在进化过程中

更容易出现突变，现有市售疫苗难以提供完全的保

护作用［26］。因此，应持续加强对 PEDV 毒株变异趋

势的监测，并加快针对性疫苗的研发，以对PEDV流

行毒株进行有效防控。

PEDV 的 S蛋白在病毒入侵细胞过程中起关键

作用，是中和抗体的主要靶标。目前已经鉴定出

6 个 中 和 表 位 ：S10（19 ~ 220aa）［27］、S1A（435 ~ 
485aa）［28］、COE（499 ~ 638aa）［29］、SS2（748 ~ 755aa）、

SS6（764 ~ 771aa）［30］和 2C10（1 368 ~ 1 374aa）［31］。
氨基酸突变会改变病毒致病性，影响机体中和抗体

产生，可能导致在进化过程中形成新的毒株［32］。本

试验氨基酸序列分析显示，10 株代表毒株的 S1、M
和ORF3基因在多个位点存在不同程度的突变。尤

以中和抗原表位更为集中，提示 PEDV 的中和表位

突变概率更高，可能影响关键抗原表位产生的中和

抗体水平，导致毒株的抗原性发生变化。本试验中

S1 基因氨基酸突变现象比 M 和 ORF3 基因更显著，

表明 S1基因更加不稳定、更易突变，M和ORF3基因

则相对保守、变异程度低。研究表明，S蛋白存在多

种插入、缺失和替换现象，可能会改变 G2型毒株的

抗原性，导致G1型毒株疫苗无法有效应对我国流行

的变异毒株［33］。M 蛋白是诱导机体产生免疫保护

的重要抗原蛋白之一，其氨基酸序列高度保守，若

发生突变则可能增强病毒粒子的产生和释放，影响

病毒载量和传播效率，促进病毒在宿主细胞内的复

制［12］。ORF3 蛋白具有离子通道功能，其跨膜区突

变可直接影响离子通道活性、膜通透性和离子平

衡，从而影响病毒的感染和致病能力［15］。氨基酸序

列分析结果提示，后续需对我国 PEDV 的流行病学

情况开展更深入的调查，以更准确地掌握其流行趋

势和遗传演化规律。

综上所述，PEDV 在我国部分地区广泛流行，

2023—2024年我国部分地区PEDV样品阳性率达到

58. 68%，流行毒株主要为G2型，并与参考毒株GD-
A-S和 FR-001-2014具有较近的亲缘关系。本试验

系统解析了我国部分地区PEDV的流行特征和遗传

演化规律，揭示了当前流行毒株的遗传多样性和关

键突变位点，为阐明 PEDV 的区域性传播规律和制

定精准防控策略提供了科学依据。
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摘要 当前袁社会上存在着对野克隆冶野转基因冶的误解遥为使民众对克隆和转基因有科学性的认知袁本研究采取问卷调查的方式袁获取
公众对当前体细胞克隆和转基因技术的认知水平与态度的数据袁以期为相关的科普活动提供参考遥
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近年来袁随着我国社会经济的发展袁与科技相关的社会
热点尧焦点问题频发袁与民众相关的科普需求快速增长袁特
别是体细胞克隆和转基因技术更是频频引起社会的广泛讨

论和争议遥因此袁大力加强科学技术普及工作袁增强全社会
的科技意识袁对于增进公众对科学技术的认知显得尤为重
要[1]遥本研究结合克隆和转基因技术原理和相关知识袁针对
不同知识层次的民众设计了调查问卷袁通过网络等多种方式
进行线上和线下的调研袁并对回收的调查问卷进行分析袁得
到公众对克隆和转基因科普需求和认知度情况袁为进一步制
定出有针对性尧指导性和客观合理的克隆和转基因技术科普
宣传方案提供依据遥
1 调研背景

在当前克隆和转基因逐渐被误解和野妖魔化冶的趋势
下袁在人民群众对与自身密切相关的科学知识日益增长的需
求下袁本研究充分利用在种猪体细胞克隆和转基因技术的研
发与应用基础和取得的重大科研成果[2-3]袁拟开展该项技术及
成果科学普及遥本研究团队研发的猪体细胞克隆技术的野受
体母猪怀孕率和分娩率冶等指标高于国内外其他研究团队袁
并且评价克隆技术水平的最重要指标野克隆胚胎总体发育
效率冶与浙江大学 UM.Jong研究团队和丹麦奥胡斯大学 H.
Callesen研究团队非常接近袁也远高于其他研究团队[4-8]遥因
此袁拟将科技成果通过通俗易懂尧深入浅出的科普微视频尧
展板等多种方式袁结合目前群众对该领域知识的需求袁将成
果包含的科学知识尧思想尧方法尧主要突破等袁向社会公众介
绍尧推广袁以推动重大科技成果科普化袁满足公众对此类知识
与产品正确认识的迫切需求袁使科学思想在全社会广泛传

播袁推动社会进步遥
2 调研基本情况

2019年 1要3月袁通过微信公众号尧微信朋友圈尧QQ等
网络方式和现场问卷进行调查袁线上线下相结合袁共收回有
效调研问卷 667份遥参与本次调研的民众年龄阶段主要集中
在 18岁到 35岁之间袁占比为 76.46%袁以本科学历及以下人
群参与问卷较多袁所占比例为 83.50%遥问卷共设置 13题袁其
中单项选择 10题尧多项选择 3题遥问题主要涉及被调查者
的基本信息尧公众参加科普的次数尧公众喜欢的科普形式以
及对于克隆和转基因技术的认知水平和态度遥回收问卷后袁
采用 Excel和 SPSS进行数据统计分析遥
3 调研结果统计分析

3.1 举办和参加科普活动的情况

科普是向居民尧学生宣传科学知识的重要载体袁对于提
高居民的科学素养尧激发青少年的科学兴趣袁从而养成勤于
探索和创造的精神具有重要意义遥目前袁全国大部分城市的
社区和学校均会以多种形式定期举办科普活动袁如社区科
学栏宣传尧野科普教育进社区尧校园冶尧科普讲座等遥本次调查
问卷袁统计了社区尧学校开展科普活动渊如讲座尧科学知识竞
赛和展览等冤的频率遥调查结果表明袁23.54%的受访者表示
所在社区或学校会定期开展科普讲座曰35.23%的受访者表
示社区或学校不定期开展科普讲座曰有 41.23%的受访者表
示社区或学校很少或没有开展过科普活动遥对于民众是否经
常参加科普活动袁仅 8.4%的受访者表示经常参加科普活动袁
高达 86.36%的受访者表示偶尔参加或者没参加过科普活
动遥此外袁本团队也调查了学校和社区经常开展的科普活动
形式渊表 1冤遥结果表明袁社区或学校开展科普活动仍不积极袁
这可能会导致部分人群参加科普活动袁但受限于举办科普活
动的频次少袁久而久之便很少将参加科普活动作为日常生活
中要做的事情遥因此袁建议社区和学校要丰富举办科普活动
的形式袁增加举办科普活动的频次袁可以探索定时定点举办
科普活动遥
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3.2 喜欢的科普形式

随着时代的发展以及网络的普及袁人们可以随时随地地
获取想要知道的知识遥在科普的形式上袁相比于网络视频尧
图文袁传统的科普讲座尧科学宣传册等受到极大的挑战遥因
此袁在设计调查问卷时应注重在网络上进行宣传遥综合分析
结果袁43.33%的受访者表示最喜欢的科普形式是野现场科普
讲座尧报告冶曰58.17%的受访者最喜欢的科普形式是野看网络
视频讲解冶曰52.02%的受访者最喜欢野科研人员现场讲解尧
演示冶曰49.18%的受访者表示最喜欢野亲自参与冶遥从调研结
果也可以看出袁虽然大部分人群喜欢通过网络了解科学知
识袁但也有很大比例的人群喜欢零距离和科学知识野接触冶遥
虽然信息时代网络占据了人们大部分的时间袁但只要科普
人员认真准备袁精心组织袁让科学和普通民众零距离接触也
能达到理想的科普效果渊表 2冤遥

3.3 获取科普知识的途径和目的

从受访人员获取科普知识的途径来看袁86.66%的受访
者选择了网络袁排名第一曰传统的科普书籍为 67.17%袁科普
讲座为 37.78%袁分列第二尧三遥虽然科普书籍不是最高的来
源途径袁但由于其科学性较强袁因而受到最高的信赖度遥相比
于随身携带纸质科普书籍袁从网络上获取知识有一个最显著
的优点袁那就是人们可以利用碎片化的时间去浏览科普网
页尧文章袁并且不占用空间遥但网络上科学知识的准确性有时
存在偏差袁提示民众需要注意加强甄别袁做到有疑问必深
究遥除此之外袁受访者还通过其他的渠道去获取科普知识袁如
28.19%的受访者表示自己也会通过图文展览获取科普知识遥
另外袁国内也有许多高校和科研机构的实验室会定期邀请
青少年尧居民亲临科研一线袁比如参观实验室等袁这也是培
养人们的科学兴趣袁推广宣传科学技术的有益形式渊表 3冤遥对
于学习科普知识的目的袁占比最高为兴趣渊42.88%冤袁其次为
学习渊37.78%冤遥野兴趣是最好的老师冶袁表明科普宣传过程
中应注意方法和方式袁应提高知识普及的趣味性袁可以通过
通俗易懂尧深入浅出的科普微视频尧展板尧图书作品尧实物模
型等多种方式袁以网络尧展会尧宣讲会等多种形式袁面向社会
公众广泛宣传遥
3.4 民众对克隆和转基因技术的了解程度及态度

克隆和转基因技术作为重要的基因工程工具袁从问世起
便在生命科学领域扮演着重要角色遥近年来袁转基因和克隆
技术也是频繁登上媒体头条袁引起广泛的讨论遥本调研问卷

针对克隆和转基因最基础的知识设计了问题袁以了解普通民
众对其了解程度袁从而为本课题组进行针对性的科普提供
坚实基础遥作为克隆技术问世的重大事件袁克隆羊野多莉冶时
常被很多人提及遥调研结果也表明袁92.05%的民众知道野多
莉冶袁但 81.41%的受访者不知道克隆技术的原理遥这说明绝
大部分人群仅仅只是知道野克隆冶这一名词袁但对于其科学
原理袁往往不会去深究遥关于转基因技术袁41.23%的受访者
持支持态度袁18.44%的受访者持反对态度袁40.33%的受访者
表示并不关心袁持中立态度曰但是有 73.61%的受访者表示知
道转基因的原理袁另外 26.39%的人表示不知道或不关心袁这
点似乎与受访者对待转基因的态度不相符袁这或许与部分受
访者并未真正了解转基因及其原理但却以为自己清楚有关曰
另外袁通过调研发现袁66.57%的受访者想了解有关体细胞克
隆技术的应用袁55.92%的受访者想了解克隆技术和转基因
技术的区别袁超过 30%的人想了解什么是体细胞克隆技术
以及其原理遥调查结果表明在进行科普准备时袁应结合具体
应用实例为民众介绍体细胞克隆和转基因技术的原理和实

际应用袁以消除民众的误解遥
4 结论

分析调研结果可知袁民众对科普活动及克隆和转基因技
术的需求呈现以下特点院

渊1冤普通民众对于科普知识袁科普文化消费的需求呈现
上升的趋势遥虽然目前社区或学校举办科普活动的频次不是
很高袁但仍有大部分民众通过各种形式主动去接触科学知
识袁学习科学知识袁进行野自我科普冶遥因此袁政府在鼓励社区
和学校积极开展科普活动的同时袁也应提供多种方式增加人
们获得科学知识的途径袁加强对民众进行科普消费的引导袁
发挥社区科普的力量袁相信一定能更好地满足市民科普文化
消费的需求遥

渊2冤网络的普及影响着人们接受科普的方式袁网络正在
逐渐取代传统的传播媒介遥因此袁需要加强对网络科普的管
理袁建立健全相应的法律法规袁促进网络科普的健康成长[9]遥

渊3冤民众对于克隆和转基因技术存在很大讨论和争议袁可
能有很大一部分原因是因为其不了解克隆和转基因技术的

科学原理袁盲目跟从去反对转基因遥因此袁目前的主要任务是
选拔专业人士袁以多种形式举办关于克隆和转基因技术的科
普活动袁耐心为民众讲解其科学原理遥同时袁政府部门应在社
会的大讨论中主动发声袁主动作为袁及时发布权威信息袁对于
恶意散布尧抹黑克隆和转基因技术的谣言也应给予相应处罚遥

渊4冤克隆和转基因作为一种新兴的生物技术手段袁使得
人们对生物体的受孕尧出生尧身体构造甚至寿命等各方面具
有更多的把控能力袁但也正是这样一门科学袁在国内逐渐被

渊下转第 243页冤

表 1 学校和社区经常开展的科普活动形式

排名 项目 人数 比例/%
1 讲座 333 49.93
2 科普宣传页 126 18.89
3 图文展览 105 15.744 其他 58 8.70
6 科普竞赛 45 6.75

排名 项目 人数 比例/%
1 网络 578 86.66
2 科普书籍 448 67.17
3 科普讲座 252 37.78

6 社区活动 64 9.60
4 图文展览 188 28.19
5 其他 146 21.89

表 3 民众获取科普知识的途径

庄站伟等院动物体细胞克隆与转基因技术科普需求及认知度调研分析

表 2 民众最喜欢的科普形式

排名 项目 人数 比例/%
1 观看网络视频讲解 388 58.17
2 科研人员现场讲授 347 52.02
3 亲自参与 328 49.18
4 现场科普讲座尧报告 289 43.33
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渊上接第 239页冤
党员结对低收入农户养蜂野一联三冶包干制袁即每位党员带
头并包干联系指导 3~5户蜂农养蜂袁包括蜂桶制作尧取蜜尧
销售等环节袁为低收入农户提供野一站式冶服务袁实现农户增
收致富遥
4 强化技术支撑

多次组织低收入农户到外地参观学习袁邀请院校等专家
前来授课袁本土专家团队上门服务袁为低收入农户提供全方
面培训袁举办各类培训班 56期袁受训人员达 3 500余人次遥
5 结语

下一步袁遂昌县以实施乡村振兴战略为契机袁继续推进

农业产业助推低收入农户增收工作袁突出一个野准冶字袁精准
施策尧精准落地尧精准扶贫曰狠抓一个野快冶字袁抢抓机遇尧加
大力度尧加快进度曰做好一个野长冶字袁完善工作推进和长效
运行管理机制袁让农业产业成为低收入农户增收的法宝遥
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[1]杨群义袁王书奎.响水县推动经济薄弱村精准脱贫的实践[J].当代农
村财经袁2018渊7冤院17-19.

[2]袁玉明袁严冬平袁杨小丽.精准施策促增收力推脱贫奔小康[J].江苏农
村经济袁2017渊3冤院60-62.

[3]耿士威袁罗剑朝.农户参与农业产业链融资意愿研究院基于农户收入
差距的视角[J].金融理论与实践袁2018渊6冤院67-71.

[4]杜立峰袁王艳杰.丽水市低收入农户精准脱贫的路径探讨[J].现代商
业袁2017渊16冤院187-189.
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误解和野妖魔化冶袁已成为人们关注和争论的焦点袁因而解决
当前人民群众对该领域知识的需求与愿望显得尤为迫切遥
加强科普工作袁对于增强全社会的科技意识袁提高全民族的
科学文化素质袁使科学思想在全社会广泛传播袁倡导积极向
上的先进文化和科学具有深远的意义遥科学技术是人类进步
的阶梯袁一个国家的普通民众科学素养得以提高袁科技强国
之路走得也就更为顺畅遥
5 参考文献
[1]李蔚然袁丁振国.关于社会热点焦点问题及其科普需求的调研报告

[J].科普研究袁2013袁8渊1冤院18-24.
[2] ZHANG X袁LI Z袁YANG H袁et al.Novel transgenic pigs with enhanced

growth and reduced environmental impact[J].Elife袁2018渊7冤院22.
[3] XU W袁LI Z袁YU B袁et al.Effects of DNMT1 and HDAC inhibitors on

gene -specific methylation reprogramming during porcine somatic cell
nuclear transfer[J].PLoS One袁2013袁8渊5冤院e64705.

[4] HUANG Y袁OUYANG H袁YU H袁et al.Efficiency of porcine somatic cell
nuclear transfer-a retrospective study of factors related to embryo recipi-
ent and embryos transferred[J].Biol Open袁2013袁2渊11冤院1223-1228.

[5] KOO O J袁KANG J T袁KWON D K袁et al.Influence of evulation status袁
seasonality and embryo transfer method on development of cloned porcine
embryos[J].Reprod Domest Anim袁2010袁45渊5冤院773-778.

[6] MAO J袁TESSANNE K袁Whitworth K M袁et al.Effects of combined treatm-
ent of MG132 and scriptaid on early and term development of porcine
somatic cell nuclear transfer embryos[J].Cell Reprogram袁2012袁14渊5冤院
385-389.

[7] RIM C H袁Fu Z袁Bao L袁et al.The effect of the number of transferred emb-
ryos袁the interval between nuclear transfer and embryo transfer袁and the
transfer pattern on pig cloning efficiency [J].Anim Reprod Sci袁2013袁143
渊1-4冤院91-96.

[8] WEI H袁QING Y袁PAN W袁et al.Comparison of the efficiency of banna
miniature inbred pig somatic cell nuclear transfer among different donor
cells[J].PLoS One袁2013袁8渊2冤院e57728.

[9]罗德燕袁谢立袁陈志刚袁等.成都市市民科普消费调研报告[J].云南科
技管理袁2015袁28渊4冤院41-44.

当中袁引导学生运用已掌握的知识与技能袁去解决案例中出
现的情况[3]遥
在讲解食品质量管理课程中 ISO 22000食品安全管理

体系危害分析与关键控制点这一知识点时袁选用企业生产酱
鸭的案例来进行解读袁酱鸭的生产工艺流程分为原料鸭及其
他辅料的选择寅宰杀寅浸泡尧清洗寅腌制寅酱制寅冷却尧真
空包装寅杀菌寅冷却尧检验遥其中每个工序都会存在潜在
危害尧对潜在危害的判定依据及如何预防这些危害袁最终对
关键控制点的判断遥
根据典型性案例的选择袁教师对酱鸭的制作工艺进行

了详细介绍袁帮助学生了解每个工艺流程的潜在危害袁为后
期危害的预防提出可操作性的措施遥通过案例的学习最终获
得教学重难点关键控制点的判断遥因此袁课堂教学中引入合
适的案例能够帮助学生对重要知识点的深入理解遥
3.3 角色扮演法

角色扮演法是情境模拟活动中应用非常广泛的一种方

法袁教师创设真实的模拟情境袁学生扮演其中的角色曰根据
情境及角色袁学生处于逼真的情境中袁从所扮演角色的视角
出发袁处理可能出现的各种问题袁获得一定的心里体验遥角色
扮演法充分调动了学生的积极性和主动性袁锻炼了学生的语
言表达能力尧团队的合作精神以及分析解决问题的能力[4]遥
在食品质量管理课程中的绿色食品认证章节中运用角

色扮演法袁教师首先为学生提供绿色食品认证的流程及相
关的视频材料袁组织学生展开讨论遥明确绿色食品是遵循可

持续发展原则袁按照特定生产方式生产袁经专门机构认定袁
许可使用绿色食品标志的食品遥然后确定角色扮演的脚本袁
最终交给教师来完善遥
角色扮演分 5组进行袁每组 6~8人参加袁分别扮演农场

主尧定点环境监测机构的监测人员尧定点产品检测机构的检
测人员尧中国绿色食品发展中心与中国绿色食品认证评审
委员会成员遥每组学生按照脚本进行袁其余 4组和教师在一
旁观看并点评袁分析其优缺点袁特别是对关键知识点的掌握
与处理遥同时教师需要拓宽讨论的深度和广度遥角色扮演
法使学生全程参与课堂教学袁授课形式新奇袁能最大程度地
调动学生的积极性袁课堂氛围活跃遥
4 结语

行动导向教学法可以培养学生的综合素养袁让学生积极
参与到小组活动中袁通过合作完成项目袁不仅提高了学生的
交流沟通能力袁还培养了团队合作意识遥教学中运用行动导
向教学法增加了学生学习的兴趣尧培养了他们团队合作能
力袁提高了综合职业素养袁促进其全面发展遥
5 参考文献
[1]林桦.行动导向教学法及其在高职教学中应用探析 [J].科技信息袁

2012渊7冤院454-455.
[2]朱秀清袁周莉袁王旭.叶项目教学法曳指导课程设计教学实践的思考[J].
教育教学论坛袁2019渊11冤院149-150.

[3]曾维丽袁张臻 .角色扮演法在叶食品法律法规与标准曳教学中的应
用[J].中国医学教育技术袁2015袁29渊1冤院108-109.

[4]李佳鸿.浅谈案例教学法在药理学教学中的实施[J].科技经济导刊袁
2019袁27渊3冤院187.
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