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摘  要: 文中旨在利用猪流行性腹泻病毒 (Porcine epidemic diarrhea virus，PEDV) S1 蛋白生物素化纳米抗体建立

一种阻断酶联免疫吸附试验 (Blocking enzyme-linked immunosorbent assay，bELISA) 方法，用于检测猪体内 PEDV

抗体水平及疫苗免疫效果的评估。对 PEDV S1 蛋白的特异性单域抗体 (Single-domain antibodies，sdAb) sdAb3

基因进行扩增，并在 3′端融合 Avitag 序列，构建至原核表达载体 pET21b，进行 sdAb3-Avitag 蛋白诱导表达纯化。

对纯化的 sdAb3-Avitag 融合蛋白进行生物素标记并鉴定其活性。以 PEDV 重组 S1 蛋白为抗原，通过对各反应条

件进行摸索与优化，建立一种可靠灵敏的 bELISA 方法应用于血清样品检测，并与商品化试剂盒检测进行比价。

成功构建重组载体 pET21b-sdAb3-Avitag 并诱导表达出 sdAb3-Avitag 蛋白。体外生物素标记的 sdAb3 (sdAb3-Biotin) 

具有良好的活性。所构建的 bELISA 方法中，最适参数为：S1 蛋白的包被浓度 200 ng/孔；血清稀释比例 1︰2，

血清孵育时间 2 h；sdAb3-Biotin 稀释比 1︰8 000，孵育时间 30 min；酶标抗体稀释比例 1︰5 000，反应时间 30 min。

所建立的方法与猪传染性胃肠炎病毒、猪繁殖与呼吸综合征病毒等主要猪源病毒的阳性血清均无交叉反应，具有

良好的特异性和重复性。利用建立的 bELISA 方法对临床 54 份猪血清样品进行检测，结果显示，该方法与商品

化试剂盒检测结果具有 92.56%的总体符合率。文中建立了一种省时可靠的 bELISA 方法，可用于 PEDV 的临床

监测和疫苗免疫效果评估。 

关键词: 猪流行性腹泻病毒，生物素化单域抗体，阻断 ELSIA，S1 蛋白  
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Abstract:  The aim of this study was to develop a blocking enzyme-linked immunosorbent assay (bELISA) based on a 

biotinylated nanobody target the S1 protein of porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) for detecting the anti-PEDV antibodies 

and evaluating the immune effect of the vaccine. The gene encoding the single-domain antibody sdAb3 target the PEDV S1 

protein was amplified and the Avitag sequence was fused at its 3′-end. The PCR product was cloned into the expression vector 

pET-21b for expression and purification of the sdAb3-Avitag protein. The purified sdAb3-Avitag fusion protein was 

biotinylated and its activity was determined. Using the recombinant S1 protein as a coating antigen, a bELISA was established 

and optimized. Serum samples were tested in parallel by the bELISA and a commercial kit. The recombinant vector 

pET21b-sdAb3-Avitag was constructed to express the tagged sdAb3. After induction for expression, the biotin-labeled sdAb3 

(sdAb3-Biotin) with high purity and good activity was obtained. For the optimized bELISA, the coating concentration of the 

S1 protein was 200 ng/well, the serum dilution was 1:2 and incubated for 2 h, the dilution ratio of the biotinylated sdAb3 was 

1:8 000 and incubated for 30 min, the dilution of the enzyme-labeled antibody was 1:5 000 and incubated for 30 min. The 

bELISA had no cross reaction with the sera of major porcine viruses including transmissible gastroenteritis virus, porcine 

reproductive and respiratory syndrome virus and showed good specificity and reproducibility. For a total of 54 porcine serum 

samples tested, the overall compliance rate of the bELISA with a commercial kit was 92.56%. This study developed a rapid 

and reliable bELISA method, which can be used for serosurveillance and vaccine evaluation for PEDV. 

Keywords:  porcine epidemic diarrhea virus, biotinylated single-domain antibody, blocking ELISA, S1 protein 

 

猪流行性腹泻 (Porcine epidemic diarrhea，

PED) 是由猪流行性腹泻病毒 (Porcine epidemic 

diarrhea virus，PEDV) 引起的一种严重的肠道疾

病，主要表现为仔猪出现呕吐、脱水、水样腹泻

和高死亡率[1-2]。PEDV S 蛋白是一类位于病毒表

面的糖蛋白，在入侵宿主细胞、病毒毒力和诱导

中和抗体等方面发挥重要作用，根据功能不同可

将 S 蛋白分为 S1 和 S2[3]。在感染 PEDV 的猪体

内，由于 S 蛋白具有较强的抗原性，血清中针对 S

蛋白的抗体比 N 蛋白的抗体持续时间更长[4]。因

此，S 蛋白是建立诊断方法和研发疫苗的靶蛋白。 

由于引起猪腹泻的病原能够诱发猪产生相似

的临床症状，因此根据临床症状无法准确诊断

PED，只能借助实验室诊断技术[5-6]。目前，已有

多种方法用于 PEDV 的检测，主要分为两大类：

病原学检测 (核酸和病毒蛋白) 和血清学检测。

血清学检测方法通常包括间接免疫荧光、病毒中

和试验和酶联免疫吸附试验  (Enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA)，这些方法已被广

泛用于检测粪便和血清中的 PEDV 抗体 [7-9]。

ELISA 由于其灵敏度、简便性和安全性等优势而

被广泛应用。检测 PEDV 抗体常用 ELISA 方法包

括间接 ELISA、竞争 ELISA 和阻断 ELSIA，且后

两种方法具有更强的特异性[9-10]。 

抗体是 ELISA 的核心试剂，它决定了 ELISA

方法检测的灵敏性和特异性，目前大多数 ELISA

试剂盒使用多克隆抗体或者单克隆抗体作为监测

试剂，但这些抗体生产工艺烦琐、价格昂贵和储

存困难[9,11-12]。因此，迫切需要开发易于生产且生

产成本低的抗体用于 ELISA 方法的建立。与常规
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抗体不同，纳米抗体，又称单域抗体，是来自骆

驼科动物或者软骨鱼类的重链抗体，仅有一个重

链可变区结构域，分子量小，只有约 15 kDa [13]。 

纳米抗体具有良好的热稳定性、构象稳定性和良

好的溶解性，且易在多种表达系统进行生产[14]。

基于这些优势，纳米抗体受到越来越多的关注，有

望被用于生物诊断和疫病治疗中[15-16]。2019 年，

Sheng 等将新城疫病毒 (Newcastle disease virus，

NDV) 的纳米抗体与辣根过氧化物酶 (Horseradish 

peroxidase，HRP) 融合表达，建立了一种竞争

ELISA 用于临床 NDV 抗体的检测[17]。Du 等利用

生物素化单域抗体建立了一种阻断 ELISA 检测猪

流感病毒 (Swine influenza virus，SIV) 抗体[18]。

Ma 等利用 PEDV N 蛋白纳米抗体建立了一种快速

检测 PEDV 抗体的 bELISA 方法[19]。Ji 等将 NDV

的纳米抗体以铁蛋白融合的纳米抗体 (Fenobody) 

和纳米抗体融合的报告基因 (RANbody) 的形式

呈现，开发了用于检测不同样品中 NDV 的夹心

ELISA[20]。目前尚无 PEDV S1 蛋白特异性单域抗

体及其在 ELISA 方法建立中的应用报道。本课题

组前期利用噬菌体展示技术筛选出针对 PEDV S1

蛋白的单域抗体 sdAb3，本研究对 sdAb3 进行体

外生物素标记，并利用生物素标记的 sdAb3 建立

一种检测 PEDV 抗体的 bELISA 方法，以期为 PED

监测和免疫效果评估提供一个可靠方法。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

单域抗体 sdAb3 是由本课题组前期利用噬

菌体展示技术筛选的针对 PEDV S1 蛋白的单域

抗体，基因大小为 339 bp。 pET21b 载体和

pCANTAB-5E-sdAb3 质粒由本实验室保存，大肠

杆菌 E. coli Trans5α 克隆菌株、E. coli BL21(DE3)

菌株和 Ni-NTA Agarose 购自 TransGen Biotech，

生物素连接试剂盒购自广州易锦生物技术有限公

司，HRP 标记的链霉亲和素购自美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司，PEDV 抗体检测试剂盒购

自加拿大 Biovet 公司。 

1.2  引物设计与合成 

为了构建重组单域抗体 sdAb3 的表达载体，

根据 sdAb3 基因序列设计引物，在 5 ′端引入

BamHⅠ酶切位点，3′端引入 Avitag 短肽序列和

Hind Ⅲ  限制性内切酶位点，由西安擎科泽西生

物科技有限责任公司负责引物的合成，序列如下 

(斜体字分别为限制性内切酶位点 BamH Ⅰ和 

Hind Ⅲ  酶切位点，下划线处为 Avitag 标签)：

pET21b-sdAb3-Avitag-F：FCGGGATCCGCAGGT 

CCAACTGCAGGAG；pET21b-sdAb3-Avitag-R：

CCCAAGCTTTTCGTGCCATTCGATTTTCTGAG 

CTTCGAAATATCGTTCAGACCTGAGGAGACG 

GTGACCTGGGTCC。 

1.3  重组单域抗体 sdAb3 原核表达载体的构建 

以 pCANTAB-5E-sdAb3 质粒为模板，进

行 sdAb3 基因片段的扩增，利用相应的酶切位

点将其连入原核表达载体 pET21b 中，得到

pET21b-sdAb3-Avitag 质粒，测序正确后，用于下

一步试验。 

1.4  重组单域抗体 sdAb3 的表达与纯化 

将 pET21b-sdAb3-Avitag 质粒转化至 E. coli 

BL21(DE3) 感受态细胞中，挑取阳性克隆菌，接

种于 LB 培养基中，于 37 ℃恒温摇床中 200 r/min

振荡培养过夜，按照 1︰100 的比例接种于大的摇

瓶中，培养至对数期，加入终浓度为 1 mmol/L 的

IPTG 进行诱导表达，诱导 5 h 后收菌。取 1 mL

诱导后菌液于 1.5 mL 离心管中，12 000×g 离心   

1 min 收取菌液沉淀，加入 100 μL 2×上样缓冲液，

重悬菌体，置于沸水中煮 10 min，12 000×g 离心

10 min，取上清进行 SDS-PAGE 分析。对诱导后

的菌体进行超声破碎，138 kW 超声 3 s，暂停 3 s，

共超声 40 min，4  12 000×℃ g 离心 10 min，收集

上清，沉淀用 8 mol/L 尿素溶解，分别对上清和溶

解的沉淀进行 SDS-PAGE分析，进行 sdAb3-Avitag
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蛋白的可溶性分析。按照 Ni-NTA 蛋白纯化试剂

盒说明书进行重组蛋白 sdAb3-Avitag 的纯化。 

1.5  SdAb3-Avitag 融合蛋白的生物素标记 

将纯化的 sdAb3-Avitag 融合蛋白透析至   

10 mmol/L Tris (pH 8.0) 的缓冲液中，测定蛋白浓

度后对纳米抗体进行生物素标记，具体操作如下：

Buffer A 8.3 μL，Buffer B 8.3 μL，sdAb3-Avitag  

50 μg，BirA 酶 0.84 μL，ddH2O 34.3 μL，混匀后

置于 30 ℃恒温条件下反应 30 min，反应完成后加

入 等 体 积 的 丙 三 醇 ， 混 匀 后 分 装 ， 命 名 为

sdAb3-Biotin，放置20 ℃保存。 

1.6  SdAb3-Biotin 活性分析 

利用间接 ELISA 方法和 Western blotting 方法

鉴定 sdAb3-Biotin 的生物学活性。间接 ELISA 方

法：(1) 抗原包被。将截短的 PEDV S1 蛋白 (Asp，

aa22-Pro，aa505) 和 PEDV N 蛋白分别包被于酶

标板，100 ng/孔，置于 4 ℃包被过夜。(2) 封闭

酶标板。将包被液弃去，用 PBST 洗板 4 次，    

200 µL/孔加入 1% BSA，37 ℃恒温箱中封闭 1 h。

(3) 加样。弃去封闭液，用 PBST 洗板 4 次，将

sdAb3-Biotin 分别按 1︰100、1︰1 000、1︰2 000、

1︰4 000 和 1︰8 000 进行稀释，100 µL/孔加入酶

标板中，37 ℃孵育 2 h。(4) 孵育酶标抗体。弃去

sdAb3-Biotin，用 PBST 洗板 4 次，以 1︰5 000

的比例稀释链霉亲和素-HRP 抗体，100 µL/孔加

入酶标板中，37 ℃恒温箱中孵育 1 h。(5) 显色。

弃掉酶标二抗，用 PBST 洗涤 4 次，100 µL/孔加

入新鲜配制的 TMB 显色底物，37 ℃恒温箱中避

光孵育 15 min。(6) 终止。50 µL/孔加入 3 mol/L 

H2SO4 终止显色反应，测定 OD450。 

Western blotting 方法：将 PEDV S1 重组蛋白

进行 SDS-PAGE 后转印至 PVDF 膜上，转印后的

PVDF 膜置于 5%脱脂奶粉中，25 ℃孵育 2 h；随

后，将 PVDF 膜置于用 1% BSA 按 1︰2 500 稀释

的 sdAb3-Biotin 中，25 ℃孵育 1 h；用 PBST 洗涤

后，对 PVDF 膜进行孵育于酶标二抗  (按照     

1︰5 000 的链霉亲和素-HRP)，25 ℃孵育 1 h；弃

去酶标二抗，用 PBST 洗涤后曝光，用凝胶成像

系统拍照记录。 

1.7  抗原包被量与 sdAb3-Biotin 稀释比例 

利 用 棋 盘 法 确 定 最 适 抗 原 包 被 量 与

sdAb3-Biotin 稀释比例，操作流程如步骤 1.6，包

被不同量的 PEDV S1 蛋白，分别为 25 ng/孔、   

50 ng/孔、100 ng/孔和 200 ng/孔，sdAb3-Biotin

的稀释比例为：1︰500、1︰1 000、1︰2 000、     

1︰4 000、1︰6 000、1︰8 000 和 1︰10 000，确

定出最适抗原包被量和 sdAb3-Biotin 的稀释比例。 

1.8  最适血清稀释比例 

采用最适抗原包被量进行包被且封闭后进行

bELISA：对酶标板进行封闭，弃去封闭液，用

PBST 洗涤后，将 PEDV 阴阳性血清分别按照    

1︰1、1︰5、1︰10、1︰20、1︰40 和 1︰80 进

行稀释后，100 µL/孔加入酶标板中，37 ℃孵育

90 min，用 PBST 洗涤 4 次，加入最适比例稀释

的 sdAb3-Biotin，用 PBST 洗涤后，加入酶标二

抗后进行显色，计算各稀释比例阻断率。阻断率

PI=(1–阳性血清 OD450/阴性血清 OD450)×100%，

选取阻断率最高的稀释比例作为最适血清稀释

比例。 

1.9  最适血清孵育时间 

采用最适包被抗原和最适血清稀释比例的条

件下，按照步骤 1.8 进行 bELISA，不同之处将血

清分别孵育 30 min、60 min、90 min 和 120 min，

计算各组的阻断率，选取阻断率最高的组作为血

清最适孵育时间。 

1.10  SdAb3-Biotin 最适孵育时间 

采用上述筛选条件进行 SdAb3-Biotin 的最适

孵育时间摸索，将最适稀释比例的 SdAb3-Biotin 

分别孵育 30 min、60 min、90 min 和 120 min，计

算各组的阻断率，阻断率最高的作为 sdAb3-Biotin

最适孵育时间。 
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1.11  最适链霉亲和素-HRP 最佳孵育时间 

按 照 上 述 已 确 定 的 条 件 进 行 链 霉 亲 和     

素 -HRP 的最适孵育时间的筛选，将链霉亲和   

素-HRP 按照 1︰5 000 稀释后，分别孵育 30 min、

60 min、90 min 和 120 min，计算各组的阻断率，

阻断率最高的孵育时间为链霉亲和素-HRP 最适

孵育时间。 

1.12  bELISA 临界值的确定 

对 90份 PEDV阴性血清按照上述确定的各项

最适条件进行 bELISA，计算 90 份阴性血清的阻

断率，按照阻断率确定 bELISA 的临界值：临界

值 A=阴性血清平均 PI 值+2×标准差  (s)；临界

值 B=阴性血清平均 PI 值+3×标准差  (s)，计算

出临界值 A 与临界值 B，若样品阻断率 PI≥临

界值 B，则判定样品为 PEDV 抗体阳性；若临界

值 A＜PI＜临界值 B，则判定为 PEDV 抗体可疑，

需要对样品进行复检；若复检结果仍为可疑，则

判定样品为 PEDV 抗体阴性；若 PI≤临界值 A，

则判定样品为 PEDV 抗体阴性。 

1.13  重复性试验 

为验证 bELISA 方法的重复性，选取不同人

员在不同时间按照上述 bELISA 操作流程对 7 份

猪血清进行 4 次测试，每个样品进行 3 个重复孔，

对 检 测 样 品 的 阻 断 率 进 行 统 计 分 析 来 评 估

bELISA 方法的重复性。 

1.14  特异性试验 

为验证 bELISA 方法的特异性，利用建立的

bELSIA 方法对实验室保存的其他病原的阳性血

清进行检测，包括 TGEV、PRRSV、PCV、PRV、

PPV 和 JEV 的阳性血清，计算检测样品的阻断率

来评估 bELISA 方法的特异性。 

1.15  符合率试验 

利用建立的 bELISA 方法和商品化 PEDV 抗

体检测试剂盒分别对 54 份血清样品进行检测，计

算两者的符合率。 

2  结果与分析 

2.1  重组单域抗体 sdAb3 的表达与纯化 

将 构 建 的 pET21b-sdAb3-Avitag 转 化 至     

E. coli BL21(DE3) 感受态细胞，利用终浓度为  

1 mmol/L 的 IPTG 进行诱导表达，结果如图 1A

所示，与预期结果一致，在约 15 kDa 处可见目

的蛋白。此外，sdAb3-Avitag 重组蛋白以包涵

体的形式存在  (图 1B)。用 Ni-NTA 进行纯化

后，得到纯度较高的 sdAb3-Avitag 重组蛋白  

(图 1C)。 

 

 
 
图 1  SdAb3-Avitag 重组蛋白的表达与纯化 
Fig. 1  Expression and purification of sdAb3-Avitag recombinant protein. SDS-PAGE showing the expression (A), 
solubility (B), and purity (C) of the sdAb3-Avitag recombinant protein. 
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2.2  SdAb3-Biotin 活性分析 

利用间接 ELISA 和 Western blotting 对 sdAb3

生物素标记效果进行了验证。Western blotting 结

果显示，sdAb3-Biotin 能够特异性地检测到 S1

重组蛋白 (图 2A)，间接 ELISA 结果显示，当

sdAb3-Biotin 稀释到 1︰8 000 仍能够与 S1 蛋白进

行良好的反应 (图 2B)，以上表明 sdAb3-Biotin

具有良好的活性。 

2.3  抗原包被量与 sdAb3-Biotin 稀释比例 

通过棋盘滴定法进行间接 ELISA，结果表明

当 S1 蛋白包被量为 200 ng/孔、sdAb3-Biotin 稀释

比例为 1︰8 000 时，OD450 约为 1.0，故将此抗原

包被量和 sdAb3-Biotin 抗体稀释比例作为最适包

被量和抗体稀释比例 (图 3)。 

2.4  最适血清稀释比例 

将阴阳性对照血清分别按照 1︰2、1︰5、   

1︰10、1︰20、1︰40 和 1︰80 的比例进行稀释

后用 bELISA 进行检测，结果显示，血清在 1︰2

稀释的情况下具有最高的阻断率 (图 4A)，故血

清最适稀释比例为 1︰2。 

2.5  最适血清孵育时间 

基于上述最适条件进行 bELISA，摸索最适血

清孵育时间，结果显示，血清孵育 120 min 时具 

 

 
 
图 2  SdAb3-Biotin 活性分析 
Fig. 2  Activity of the sdAb3-Biotin. (A) The PEDV S1 
protein was detected with the sdAb3-Biotin by 
Western-blotting. (B) PEDV S1 protein was detected by 
the sdAb3-Biotin using indirect ELISA. 

 
 
图 3  优化 S1 蛋白包被量和最适 sdAb3-Biotin 稀释 

比例 
Fig. 3  Optimization of the S1 coating quantity and the 
dilution ratio of sdAb3-Biotin. 
 
有最高的阻断率 (图 4B)，故将此作为最适血清孵

育时间。 

2.6  SdAb3-Biotin 最适孵育时间 

基于上述最适条件进行 bELISA，摸索最适

sdAb3-Biotin 孵育时间，结果显示，孵育时间为

30 min 时具有最高的阻断率 (图 4C)，故将此作

为最适 sdAb3-Biotin 孵育时间。 

2.7  酶标二抗最适孵育时间 

基于上述最适条件进行 bELISA 摸索，最适

链霉亲和素-HRP 的孵育时间，结果显示，链霉亲

和素-HRP 按照 1︰5 000 稀释，孵育时间为 30 min

时具有最高的阻断率 (图 4D)，故将此作为酶标

二抗最适孵育时间。 

2.8  bELISA 的临界值 

对 90 份已知阴性血清进行了 bELISA 检测，

90 份阴性血清的平均 PI 为 7.67%，标准差 (s) 为

8.98%，因此，当样品的 PI≥35%，则判定样品为

PEDV 抗体阳性；若 26%＜样品的 PI＜35%，则

判定为 PEDV 抗体可疑，需要进行重新检测，若

重新检测结果仍为可疑，则判定为 PEDV 抗体阴

性；若样品 PI≤26%，则判定为 PEDV 抗体阴性    

(图 5)。 
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图 4  bELISA 最佳条件 
Fig. 4  Screening of optimal conditions for bELISA. (A) The serum dilution ratio. (B) The serum incubation time. (C) 
The sdAb3-Biotin incubation time. (D) The incubation time of streptavidin-HRP on the performance of bELISA. 

 

 
 
图 5  bELISA 的临界值 
Fig. 5  The cut-off value of the bELSA. 
 

2.9  bELSIA 的重复性 

为验证 bELISA 方法的重复性，选取不同人

员在不同时间按照上述 bELISA 操作流程，对    

7 份猪血清进行 4 次测试，每个样品进行 3 个重

复孔，结果表明，在 4 次重复试验中，不同人员

检测同一份血清样品的阴阳性结果一致 (图 6)，

且 CV%均在 10%以下，表明该 bELISA 方法具有

良好的重复性。 

2.10  bELISA 特异性 

利用建立的 bELISA 方法对 TGEV、PRRSV、

PCV、PRV、PPV 和 JEV 阳性血清进行检测，结

果表明，除 PEDV 阳性对照血清，其余病原阳性

均 不 与 S1 蛋 白 进 行 结 合 ， 从 而 不 能 阻 断

sdAb3-Biotin 与 S1 蛋 白 结 合 。 结 果 表 明 该

bELISA 方法表现出良好的特异性 (图 7)。 

2.11  bELISA 与商品化试剂盒符合率 

应用商品化试剂盒和本研究建立的 bELSIA

分别对 54 份临床猪血清进行检测，经计算，二者

的总体符合率可达 92.59% (表 1)。 

3  讨论 

由于变异毒株的高流行性，PED 已成为威胁

世界养猪业的最重要的疫病之一，早期快速的诊

断对防控 PEDV 的传播非常重要[21]。S 蛋白是

PEDV 的主要抗原之一，且含有多个抗原表位， 
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图 6  bELISA 的重复性 
Fig. 6  Reproducibility of the bELISA. 

 

 
 
图 7  bELISA 的特异性 
Fig. 7  Specificity of the bELISA. 
 
表 1  bELISA 与商品试剂盒的符合率评价 
Table 1  The compliance rate between the bELISA and a commercial ELISA kit 

Methods and determination indexes 
Blocking ELISA 

Coincidence rate (%)
Positive serum numbers Negative serum numbers Total 

Commercialization 
ELISA 

Positive serum 
numbers 

16 2 18 88.89 

Negative serum 
numbers 

2 34 36 94.44 

Total 18 36 54 92.59 

 
是进行 PEDV 遗传变异分析和建立 ELISA 方法的

主要靶蛋白[22]。抗体在间接 ELISA、竞争 ELISA

和阻断 ELISA 等不同形式的 ELISA 检测方法中

起着重要的作用。由于这些方法都是基于 PEDV

特异性单克隆抗体或多克隆抗体，因此制备、纯

化和标记抗体的过程复杂且昂贵[23]。然而，纳米

抗体的出现克服了这些问题，与传统的抗体相比，

纳米抗体可在传统的原核表达系统和酵母表达系

统中进行大量的表达。笔者课题组前期报道的基

于 PEDV N 蛋白纳米抗体建立的 bELISA 方法[19]

和本研究基于 S1 蛋白纳米抗体建立的 bELISA 与

商品化试剂盒的符合率分别是 94%和 92.56%，这

可能与他们检测 PEDV 感染后不同时间段的抗体

以及抗原的保守性有关。PEDV 感染早期时，猪
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体内首先会产生大量针对 N 蛋白的抗体，而针对

S 蛋白的抗体持续时间长于 N 蛋白[5,24]。此外，

几种基于不同病毒纳米抗体建立的 ELISA 方法已

被用于病毒血清学检测，包括 NDV 和 SIV。 

生物素-链霉亲和素体系是一种非常有效的

生物反应扩增体系，一个链霉亲和素可以特异性

结合 4 个生物素分子，起到放大信号的作用，从

而提高反应的灵敏度[25]。生物素-链霉亲和素体系

由于其高特异性和强亲和力，已被广泛应用于各

种物质的检测。此外，生物素的分子量只有 

244.31 Da，是 HRP 分子量的 1/160[26]。因此，用

生物素标记蛋白时，蛋白的生物活性基本不受影

响。考虑到纳米抗体的分子量小，生物素标记可

以最大限度地保留其结构和功能。以生物素化的

sdAb5 为基础，建立了一种特异性、敏感性和重

现性良好的检测猪血清中 SIV 抗体的 ELISA 方

法。考虑到纳米体在诊断开发中的应用日益增多，

本研究以 S1 蛋白的特异性单域抗体 sdAb3 为基

础建立了一种具有良好的特异性、灵敏度、重复

性和低成本的 bELISA 方法，其中，sdAb3 可通

过原核表达系统进行大量表达，从而能够大幅度

降低检测成本，有望用于临床实践中。 

总之，本研究通过对 PEDV S1 蛋白的特异性

单域抗体 sdAb3 进行生物素化标记，以生物素化

sdAb3 为基础建立了 bELISA 方法并对临床 54 份

样品进行检测，检测结果与商品化试剂盒检测结

果符合率为 92.56%。该 bELISA 方法具有良好的

特异性、灵敏性与重复性，具有省时、低成本的

优势，在生产实践中具有较高的应用价值。本研

究为间接诊断 PEDV 的感染和监测猪群中 PEDV

疫苗免疫水平提供了一种新的方法。 
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