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摘要： 旨在预测和分析牛冠状病毒 （ＢＣｏＶ） Ｓ 蛋白的结构和潜在功能， 并进行克隆表达及多克隆抗体的制备， 为疫苗研究和实验室诊断提供基

础。 利用生物信息学软件预测分析 Ｓ 蛋白生物学特性， 克隆其受体结合域 （ＲＢＤ） 基因并与原核表达载体 ｐＥＴ－３０ａ （ ＋） 连接， 构建重组质粒后

转化 ＢＬ２１ 感受态细胞并利用 ＩＰＴＧ 诱导表达， 表达的蛋白经镍柱纯化后免疫小鼠， 制备多克隆抗体并检测。 结果： Ｓ 蛋白由 １ ３６４ 个氨基酸组成，
相对分子质量为 １５０􀆰 ８１ ｋＤａ， 等电点为 ５􀆰 ５１， 不稳定指数为 ３３􀆰 ２２， 脂溶性指数为 ８７􀆰 ２２； 该蛋白 １～ １ ３０７ ａａ 为胞外区， １ ３０８ ～ １ ３３０ ａａ 为跨膜

区， １ ３３１～１ ３６３ ａａ 为胞内区， １～ １４ ａａ 为信号肽， ３１０ ～ ６１２ ａａ 为 ＲＢＤ； 有 ３６ 个潜在的 Ｂ 细胞表位， ＲＢＤ 中包含 １２ 个； 该蛋白 α－螺旋占

２７􀆰 ９５％， β－折叠占 ２３􀆰 ０４％， 无规则卷曲占 ４９􀆰 ０１％； 分析 Ｓ 蛋白三级结构， 与二级结构预测结果基本一致； 成功克隆了 Ｓ 蛋白 ＲＢＤ， 大小与预

期相符， 与载体 ｐＥＴ－３０ａ （＋） 连接后经双酶切、 测序验证表明载体构建成功； 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 与Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证蛋白成功表达后， 将纯化后的蛋

白免疫小鼠并分离血清， 效价可达 １ ∶ １２８ ０００； 经间接免疫荧光试验与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证多克隆抗体能够识别病毒 Ｓ 蛋白， 证明重组蛋白具有良好

的免疫原性， 可诱导产生病毒特异性抗体。 结论： 成功分析和预测了 ＢＣｏＶ Ｓ 蛋白的结构及功能， 并获得 Ｓ 蛋白 ＲＢＤ 的重组蛋白及多克隆抗体，
为后续的研究奠定了基础。
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ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＣｏＶ Ｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ
ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｓｔｕｄｉｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＢＣｏＶ； Ｓ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ； ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ； ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 牛冠状病毒 （ｂｏｖｉｎｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ， ＢＣｏＶ） 是牛病

毒性腹泻的重要病原之一， 成年牛感染后临床症状通

常表现为粥样腹泻伴有出血、 发热、 抑郁、 脱水、 厌

食、 绞痛和产奶量下降［１－２］。 幼年牛常表现为黄色水

样粪便、 脱水、 体温降低， 进而引起犊牛代谢性酸中

毒、 高烧或死亡。 该病毒通过呼吸道和粪－口途径

传播［３］。
冠状病毒 （ＣｏＶ） Ｓ 蛋白包含 ３ 个主要部分， 细

胞外结构域、 跨膜结构域和细胞内结构域［２］。 在 ＣｏＶ
成熟过程中， Ｓ 蛋白的胞外结构域被宿主蛋白酶识别

后， 裂解成 ２ 个亚基， 即 Ｓ１ 亚基和 Ｓ２ 亚基［４］。
ＢＣｏＶ 通过 Ｓ 蛋白的 Ｓ１ 亚基部分与宿主细胞膜受体

（Ｎ－乙酰基－９－Ｏ－乙酰基神经氨酸） 结合从而入侵细

胞［５］， Ｓ２ 部分调节病毒与宿主细胞膜融合， 进而实

现进入宿主细胞［６］。 目前的研究将 ＣｏＶ Ｓ１ 亚基划分

为 ２ 个结构域， Ｎ－端结合域 （Ｓ１－ＮＴＤ） 和 Ｃ－端结

合域 （Ｓ１－ＣＴＤ）， 这 ２ 个结构域都能作为受体结合

域 （ＲＢＤ） ［７］。 它们主要负责识别 ＣｏＶ 受体并介导病

毒粒子与受体的结合［８］。 到目前为止， 大多数关于

ＣｏＶ 的研究都与 ＲＢＤ 有关， 因为 ＲＢＤ 含有主要的中

和表位， 具有很强的免疫原性， 并且能够诱导宿主产

生免疫反应［９－１０］。 因此， ＲＢＤ 是制备抗体、 疫苗和

抗病毒药物靶点的首选。
本试验借助生物信息学方法对 Ｓ 基因的氨基酸序

列进行分析， 了解 ＢＣｏＶ 蛋白结构特征， 并对该毒株

的 ＲＢＤ 部分进行表达， 制备出多克隆抗体， 为研究

开发诊断试剂盒以及新型 ＢＣｏＶ 亚单位疫苗提供理论

和技术基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

大肠杆菌 ＤＨ５α 和 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞、

ＨＲＰ 标记山羊抗牛 ＩｇＧ 购自生工生物工程 （上海）
股份有限公司； ＴＩＡＮｐｒｅｐ Ｍｉｎｉ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｋｉｔ 质粒小提

试剂盒 （离心柱型） 和 ＤＬ４５００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自天

根生化科技有限公司； １８０ ｋＤａ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ ＭｕｌｔｉＳ Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ、 ＥＣＬ 化学发光液购自南京诺唯赞生

物科技股份有限公司； 限制性核酸内切酶 ＢａｍＨⅠ、
ＮｏｔⅠ购自纽英伦生物技术有限公司； ＤＮＡ 上样缓冲

液 （６×）、 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液 （５×）、 小鼠

抗 Ｈｉｓ 单克隆抗体、 兔抗小鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ、 ＧＡＰＤＨ 小

鼠单抗、 ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ、 ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒、 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒、 ＮＰ－４０
裂解液、 免疫染色强力通透液、 免疫染色固定液， 均

购自碧云天生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 实验动物与毒株

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自新疆医科大学北校区动物试验

中心 ［生产许可证号： ＳＣＸＫ （新） ２０１８－０００２］。 结

肠癌肿瘤细胞 （ＨＲＴ－１８） 由新疆动物疫病研究重点

实验室前期保存。 新疆动物疫病研究重点实验室分离

测序 ＢＣｏＶ 新疆分离株 ＸＪ－ＳＨＺ－３７ （ＯＲ７５０８５３􀆰 １）。
１􀆰 ３　 Ｓ 蛋白生物信息学分析

利用表 １ 所示生物信息学软件或网站对 ＢＣｏＶ
ＸＪ－ＳＨＺ－３７ 毒株 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＯＲ７５０８５３， 分离

自新疆石河子） 的 Ｓ 蛋白氨基酸序列进行预测与分析。
１􀆰 ４　 遗传进化树构建

从 ＮＣＢＩ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中下载的国内 ＢＣｏＶ
的参考序列， 使用 Ｍｅｇａｌｉｇｎ 软件的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 算法与

本试验中 ＢＣｏＶ ＸＪ－ＳＨＺ－３７ 毒株 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：
ＯＲ７５０８５３） 进行多序列比较， 再在 ＭＥＧＡ Ｘ 软件中

采用邻接法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ － Ｊｏｉｎｉｎｇ） 构建系统发育树，
设置布展值 （Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ） 检验为 １ ０００ 次重复。
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表 １　 生物信息学分析软件

名称 网址 功能

ＮＣＢＩ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ？ ＰＲＯＧＲＡＭ＝ 核酸序列相似性搜索

ＳＯＰＭＡ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ ｐａｇｅ＝ ／ ＮＰＳＡ ／ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ 二级结构

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ 三级结构

ＥＸｐａｓｙ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．Ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ 蛋白质理化性质预测

ＳｉｇｎａｌＰ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ－５􀆰 ０ ／ 信号肽分析

ＴＭＨＭＭ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ ＴＭＨＭＭ－２􀆰 ０ 跨膜结构域

ＩＥＤＢ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｏｏｌｓ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ ／ ｂｃｅｌｌ Ｂ 细胞抗原表位

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｒｏｇ ／ ｐｒｏｓｃａｌｅ 蛋白的亲水性

１􀆰 ５　 目的基因提取及 ＰＣＲ 扩增回收

使用 ＴＲＩｚｏｌ 法 （异硫氰酸胍－苯酚法） 对病毒液

进行全 ＲＮＡ 提取。 在测定 ＲＮＡ 浓度后， 使用反转录

试剂盒进行反转录。
设计针对 ＢＣｏＶ ＸＪ－ＳＨＺ－３７ 毒株 （ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号： ＯＲ７５０８５３） Ｓ 蛋白 ＲＢＤ 序列的引物 （表 ２），
并以上述反转录的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＲＢＤ 基因扩增。
反应体系为： ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬ， ｄＮＴＰ Ｍｉｘ

（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ， 上下游引物各 ２ μＬ， Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ
Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μＬ， ｃＤＮＡ ０􀆰 ５ μＬ，
超纯水补充至 ５０ μＬ。 反应程序： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９８ ℃
１５ ｓ， ６０ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ ６０ ｓ， 共 ３５ 个循环； ７２ ℃
１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物由 １％琼脂糖凝胶电泳进行观察分

析。 使用 ＦａｓｔＰｕｒｅ® Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂

盒进行目的片段的回收。 回收后使用分光光度计进行

浓度测定。

表 ２　 基因扩增引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 位置 ／ ｂｐ 片段大小 ／ ｂｐ

ｐＥＴ－ＲＢＤ－Ｆ ＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＴＧＣＧＧＣＣＧＡＡＣＧＧＴＴＡＣＡＣＴＧＴＴＣＡＧＣＣＡＡＴＴＧ ９３１～９５５

ｐＥＴ－ＲＢＤ－Ｒ
ＧＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＴＧＡＴＴＴＴＴＧＴＡＡＡＴＣＡＧＴＡＧＡＡＣＡＡ
ＧＴＡＧＴＡＣＣＡＣＴＡＴＴＡＡＣＡＴ

２ ２２６～２ ２７０
９３６

　 　 注： 斜体部分分别为上游引物 （ＢａｍＨⅠ） 和下游引物 （ＮｏｔⅠ） 的酶切位点。

１􀆰 ６　 表达载体构建

利用 ＢａｍＨⅠ和 ＮｏｔⅠ对 ｐＥＴ－３０ａ （ ＋） 进行双

酶切， 加入 ＤＮＡ 上样缓冲液 （６×） 进行核酸凝胶电

泳， 使用 ＦａｓｔＰｕｒｅ® Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂

盒进行目的片段的回收， 回收后测定浓度。 使用同源

重组试剂盒将回收后的目的条带与线性化载体连接，
连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞， 并涂布

于卡那霉素 （Ｋａｎ） 抗性的 ＬＢ 固体培养基上， ３７ ℃
恒温培养箱培养 １２ ｈ 后挑取单克隆菌落， 加入 １ ｍＬ
的 Ｋａｎ 抗性液体培养基， ３７ ℃ １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养

６ ｈ， ＰＣＲ 验证后， 将阳性菌落提取质粒并进行双酶

切验证， 条带正确的质粒委托生工生物工程 （上海）
股份有限公司测序。
１􀆰 ７　 蛋白诱导表达及表达条件优化

将验证成功的质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ 感受态

细胞中， 并涂布于 Ｋａｎ 抗性固体培养基， ３７ ℃ 恒温

培养箱培养 １２ ｈ 后挑取单克隆菌落， 加入 １５ ｍＬ Ｋａｎ
抗性液体培养基， ３７ ℃ １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养， 使菌液

ＯＤ 值达到 ０􀆰 ４～０􀆰 ６ 之间， 加入终浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＩＰＴＧ， ３７ ℃ １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养 ６ ｈ 后收取菌液。 超

声破碎离心后， 分别取上清液和沉淀物进行 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ， 鉴定表达方式。

最佳 ＩＰＴＧ 终浓度确定： 将 ＩＰＴＧ 终浓度设置为

０􀆰 １、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７、 ０􀆰 ９、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 最佳诱导时

间确定： 将诱导时间设置为 ４、 ６、 ８、 １０、 １２、 ２４ ｈ。
根据 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果， 确定最佳 ＩＰＴＧ 终浓度、 最佳

诱导时间。
１􀆰 ８　 蛋白纯化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

参考上述最佳表达条件， 将蛋白进行表达。 镍柱

亲和层析法获得纯化后重组蛋白。 根据 ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒说明书测定蛋白浓度。 将纯化后的蛋白

进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 转印至 ＰＶＤＦ 膜， ５％的脱脂奶室

温摇床封闭 １ ｈ； 以 １ ∶ １ ０００ 稀释的小鼠抗 Ｈｉｓ 单克

隆抗体和 １ ∶ ３００ 稀释的牛阳性血清为一抗， ４ ℃孵

育 １２ ｈ； １０ ｍＬ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ； 以

１ ∶ １ ０００稀释的兔抗小鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ 抗体和 １ ∶ ５ ０００
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稀释的山羊抗牛 ＩｇＧ－ＨＲＰ 为二抗， 室温孵育 １ ｈ；
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 膜上滴加发光液观察。
１􀆰 ９　 多克隆抗体的制备及效价测定

４ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠断尾采血 ２００ μＬ 分离阴性血

清。 将弗氏完全佐剂与等纯化蛋白等体积混合乳化，
背部皮下分点注射 ４０ μｇ 蛋白。 ２ 周后使用弗氏不完

全佐剂乳化蛋白液， 背部皮下分点注射 ４０ μｇ 蛋白。
第 ２ 次免疫 ２ 周后使用弗氏不完全佐剂乳化蛋白， 背

部皮下分点注射 ８０ μｇ 蛋白。 第 ３ 次免疫后 １ 周对小

鼠进行心脏采血， 获得的血浆静置过夜后， 在 ４ ℃
５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 获得小鼠血清后， 检测抗体

效价。 用 ＰＢＳＴ 将待检血清进行 １ ∶ １ ０００～１ ∶ ２５６ ０００
倍比稀释， 阴性血清为对照组。
１􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将感染 ＢＣｏＶ ７２ ｈ 的 ＨＲＴ－１８ 细胞裂解后制样，
以未感染病毒的细胞作为阴性对照， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
后， 转印到 ＰＶＤＦ 膜上。 ５％脱脂奶封闭 ４ ℃ 过夜，
以制备的多抗血清为一抗 （ １ ∶ １ ０００） 稀释后，
３７ ℃孵育 ２ ｈ， 以 ＨＲＰ 标记的兔抗小鼠 ＩｇＧ 为二抗

（１ ∶ １ ０００）， ３７ ℃孵育 ２ ｈ， 滴加发光液观察。
１􀆰 １１　 间接免疫荧光试验鉴定

ＨＲＴ－１８ 细胞长满单层 ６ 孔板后， 接种 ＢＣｏＶ 毒

株作为试验组， 以未接毒细胞作为空白对照， 以小鼠

阴性血清作为阴性对照。 病毒感染 ７２ ｈ 后， 弃去上

清液， ２ ｍＬ ＰＢＳ 清洗细胞表面 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 加

入免疫染色固定液 ２００ μＬ 室温固定 ２０ ｍｉｎ， 弃去固

定液， 清洗细胞表面 ３ 次； 加入免疫染色通透液， 室

温 ２０ ｍｉｎ， 弃去通透液， 再次清洗细胞去除通透液；

使用 ５％的脱脂奶室温摇床封闭 １ ｈ； 以 １ ∶ １ ０００ 稀

释的小鼠血清为一抗， ４ ℃孵育过夜； 弃去上清液，
清洗细胞表面去除非特异性结合； 加入 １ ∶ １ ０００ 稀

释的 ＦＩＴＣ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 室温孵育， １ ｈ 后弃

去二抗， ＰＢＳ 清洗细胞表面 ３ 次， 使用荧光显微镜

观察。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 生物信息学分析

ＥＸｐａｓｙ 预测结果显示 Ｓ 蛋白基因全长 ４ ０９２ ｂｐ，
由 １ ３６４ 个氨基酸组成。 Ｓ 蛋白相对分子质量为

１５０􀆰 ８１ ｋＤａ， 等电点为 ５􀆰 ５１， 不稳定指数为 ３３􀆰 ２２，
脂溶性指数为 ８７􀆰 ２２。 ＴＭＨＭＭ 在线软件预测结果显

示 Ｓ 蛋白 １～１ ３０７ ａａ 为胞外区， １ ３０８～１ ３３０ ａａ 为跨

膜区， １ ３３１ ～ １ ３６３ ａａ 为胞内区 （图 １Ａ）。 ＳｉｇｎａｌＰ
在线软件预测结果显示 １４～１５ ａａ 为信号肽 （图 １Ｂ）。
ＩＥＤＢ 在线软件预测结果显示 Ｓ 蛋白有 ３６ 个潜在的 Ｂ
细胞表位， 其中 ＲＢＤ 包含 １２ 个 Ｂ 细胞表位 （图

１Ｃ）。 ＳＯＰＭＡ 在线软件预测结果显示该蛋白 α－螺旋

占 ２７􀆰 ９５％， β － 折 叠 占 ２３􀆰 ０４％， 无 规 则 卷 曲 占

４９􀆰 ０１％ （图 １Ｄ）。 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 分析 Ｓ 蛋白三级

结构， 均存在多个螺旋和折叠区域， 主要结构为 α－
螺旋和无规则卷曲 （图 １Ｅ）， 与二级结构预测结果基

本一致。 综合上述分析， Ｓ 蛋白为稳定蛋白且在 ｐＨ
中性溶液中不易发生解离， Ｂ 细胞表位多， 具有良好

的抗原性。 相比于 Ｓ 蛋白， ＲＢＤ 具有以上特性的同

时还具有相对分子量小且含有的 Ｂ 细胞表位较多的

优点， 因此选择 ＲＢＤ 开展后续试验。
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Ａ． 跨膜结构域分析； Ｂ． 信号肽分析； Ｃ． Ｂ 细胞表位预测； Ｄ． 二级结构； Ｅ． 三级结构。

图 １　 生物信息学分析

２􀆰 ２　 遗传进化树构建

根据 Ｓ 基因核苷酸序列遗传进化分析结果表明，
２０２０—２０２３ 年 发 现 的 毒 株 聚 在 同 一 簇， 本 毒 株

（ＯＲ７５０８５３） 与中国江苏 ２０２１ 年分离的牛源毒株

Ｓｈｘ３１０ （ＭＺ７１１３５８􀆰 １） 聚为同一分支， 与中国 ２０２０

年 （ＭＷ５２１１７６􀆰 １） 和 ２０２２ 年 （ＯＲ９４７４５４􀆰 １） 分离

的亲缘关系较近， 与较早在瑞典、 意大利等国家分离

的毒株属不同簇， 试验用毒株与早期流行的毒株存在

差异。

▲． 本试验分离株。

图 ２　 Ｓ 蛋白遗传进化树
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２􀆰 ３　 目的基因片段扩增与载体表达构建

对 ＢＣｏＶ Ｓ 蛋白 ＲＢＤ 进行 ＰＣＲ 扩增， 获得与预

期片段 （９３６ ｂｐ） 大小一致的含有酶切位点的基因片

段， 结果如图 ３ 所示。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＲＢＤ 扩增产物； ２􀆰 阴性对照。

图 ３　 ＢＣｏＶ Ｓ 基因 ＲＢＤ 片段 ＰＣＲ 扩增结果

２􀆰 ４　 重组转化载体双酶切鉴定

将回收的目的片段与线性化载体同源重组后， 进

行菌液 ＰＣＲ 鉴定， 测序正确的菌液提取质粒进行双

酶切鉴定。 产生与预期片段大小相符条带， 结果如图

４ 所示。 将质粒命名为 ｐＥＴ３０ａ－ＲＢＤ。
２􀆰 ５　 蛋白表达与表达形式检测

ｐＥＴ３０ａ－ ＲＢＤ 重组质粒在 ＢＬ２１ 中诱导表达，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果如图 ５， 诱导后 ｐＥＴ３０ａ－ＲＢＤ 菌体裂

解上清液在 ３９ ｋＤａ 处无明显条带， 诱导后 ｐＥＴ３０ａ－
ＲＢＤ 裂解沉淀在 ３９ ｋＤａ 处有较浓条带。 结果说明该

蛋白主要以包涵体形式存在。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 空质粒； ２􀆰 ｐＥＴ３０ａ－ＲＢＤ 质粒。

图 ４　 重组质粒酶切验证结果

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 菌体裂解上清液； ２􀆰 菌体裂解沉淀。

图 ５　 重组蛋白 ＳＤＡ－ＰＡＧＥ 鉴定结果

２􀆰 ６　 表达条件优化

结果表明， 在 ＩＰＴＧ 终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 诱导

１０ ｈ 包涵体蛋白表达量最高。 见图 ６。

Ａ． ＩＰＴＧ 浓度： Ｍ． 蛋白Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未诱导； ２～７􀆰 分别为 ０􀆰 １、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７、 ０􀆰 ９、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ。 Ｂ． 诱导时间： Ｍ． 蛋白Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未诱

导； ２～７􀆰 分别为 ４、 ６、 ８、 １０、 １２、 ２４ ｈ。

图 ６　 优化表达条件
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２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

以 Ｈｉｓ 鼠单抗为和 ＢＣｏＶ 阳性血清一抗， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测结果如图 ７ 所示， 在 ３９ ｋＤａ 处都出现与预期

大小相符的特异性条带。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 Ｈｉｓ 单抗检测； ２􀆰 ＢＣｏＶ 阳性血清检测。

图 ７　 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ８　 蛋白纯化

包涵体蛋白变性、 复性后， 使用 Ｎｉ－ＮＴＡ 纯化目

的蛋白， 对纯化产物进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 结果显

示在 ３９ ｋＤａ 出现较为单一条带， 大小符合预期， 表

明蛋白纯化成功， 经 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测定，
蛋白浓度为 ０􀆰 ４１６ ｍｇ ／ ｍＬ。

Ｍ． 蛋白Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 最佳条件诱导表达菌体沉淀； ２􀆰 蛋白变性后；
３􀆰 蛋白复性后； ４􀆰 流穿液 １； ５􀆰 流穿液 ２； ６􀆰 流穿液 ３； ７􀆰 １５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 尿素洗脱液； ８􀆰 ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 尿素洗脱； ９􀆰 ３５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 尿素洗

脱液； １０􀆰 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 尿素洗脱液。

图 ８　 纯化蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ９　 多克隆抗体的效价测定

用间接 ＥＬＩＳＡ 方法对制备的多克隆抗体进行效

价检测， 阳性血清 ＯＤ４５０ 值 ／阴性血清 ＯＤ４５０ 值≥２􀆰 １
为阳性。 结果显示， 抗体稀释度在 １ ∶ ２５６ ０００ 处，
Ｐ ／ Ｎ 值仍大于 ２􀆰 １， 抗体效价满足后续试验需要。

图 ９　 多克隆抗体效价测定

２􀆰 １０　 应用多克隆抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将 ＢＣｏＶ 感染 ７２ ｈ 的 ＨＲＴ－１８ 细胞裂解后进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测， 以采集的 ＲＢＤ 鼠血清为一抗

（１ ∶ １ ０００ 稀释）， 以抗鼠 ＧＡＰＤＨ 抗体 （１ ∶ １ ０００ 稀

释） 作为内参。 结果显示， 在 １５０ ｋＤａ 处出现特异性

条带， 表明制备的多克隆抗体可识别 Ｓ 蛋白， 该抗体

可以用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。

１􀆰 ＢＣｏＶ 感染后的细胞 ２􀆰 未感染的细胞。

图 １０　 多克隆抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

２􀆰 １１　 应用多克隆抗体进行间接免疫荧光试验

以采集的鼠血清为一抗 （ １ ∶ １ ０００ 稀释） 对

ＢＣｏＶ 感染不同时间的 ＨＲＴ－１８ 细胞进行间接免疫荧

光试验， 结果显示， 制备的多克隆抗体可以检测到特

异性荧光。 空白对照组及阴性对照组细胞中未观察到

绿色荧光。 结果表明， 多克隆抗体可以特异性识别

ＢＣｏＶ 感染细胞中的 Ｓ 蛋白， 并且能够应用于间接免

疫荧光试验检测。
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图 １１　 间接免疫荧光试验检测结果

３　 讨论

ＢＣｏＶ 在世界各地流行， 对畜牧业生产造成经济

损失， 最早在 １９７２ 年从牛腹泻粪便中分离， 首先在

美洲流行， 随后在亚洲和欧洲暴发［１１］。 １９８５ 年， 宋

广林等［１２］首次报道了 ＢＣｏＶ 在我国存在的情况。 目

前尚未研发出合理有效的疫苗及药物， 因此本试验通

过分析 Ｓ 蛋白的生物特性、 抗原表位， 并构建 ＲＢＤ
重组蛋白为未来的疫苗研究提供基础， 制备多克隆抗

体对于日后研发 ＢＣｏＶ ＥＬＩＳＡ 诊断方法的建立及药物

的开发具有重要意义。
生物信息学分析 ＢＣｏＶ Ｓ 蛋白对于了解病毒的进

化、 防治、 诊断具有重要意义， 因此本研究运用生物

信息学软件对 Ｓ 蛋白进行综合分析。 分析结果显示，
该蛋白的无规则卷曲较多， 无规则卷曲区域的二级结

构比较松散， 稳定性差， 更易盘旋和扭曲， 易与抗体

分子结合， 推断该区域可能存在优势抗原表位。 优势

抗原表位与免疫细胞的结合能力强， 能供有效诱导机

体产生免疫应答， 因此 Ｓ 蛋白对于疫苗和药物研发具

有重要意义。 理化性质预测结果显示， Ｓ 蛋白的理论

等电点偏低， 表明该蛋白是带有负电荷的酸性蛋白质

且与章高强等［１３］ 的研究结果相似， 说明不同种属

ＣｏＶ Ｓ 蛋白的理论等电点有一定的相似性。 本毒株聚

集在以中国和韩国为主要聚集支的－亚美分支， 与贾

开文等［１４］的研究结果相近， 而与其不同的是本毒株

和中国江苏 ２０２１ 年分离的牛源毒株 Ｓｈｘ３１０ 亲缘关系

较近， 原因可能是该毒株与江苏分离株源自相同的病

毒流行地区。 通过该基因表达出的 ＢＣｏＶ ＲＢＤ 重组蛋

白主要以包涵体的形式表达， 包涵体形式表达的蛋

白， 由于包埋了酶攻击的位点， 可最大限度地抵抗蛋

白酶的攻击。 本试验进行表达条件优化和纯化后， 获

得了高纯度重组蛋白， 将重组蛋白免疫小鼠， 成功制

备了多克隆抗体， 初步证明了其具有良好的反应性。
Ｓ 蛋白在 ＢＣｏＶ 的初始感染、 致病性、 组织嗜

性、 受体识别和诱导宿主免疫应答等多个过程中发挥

着重要作用［１５］。 Ｓ 蛋白是 ＣｏＶ 最主要的宿主保护抗

原， 而 ＲＢＤ 是 Ｓ 蛋白与受体结合的核心区域， 可通

过与受体结合刺激细胞免疫， 参与靶细胞识别和病毒

的侵入过程， 诱导机体产生保护性中和抗体， 在宿主

感染后的免疫中起重要作用［１６］。 有研究表明 Ｓ 蛋白

的单克隆抗体在体内可防止 ＢＣｏＶ 引发的犊牛肠绒毛

萎缩， 证实了 Ｓ 蛋白在体内的双重保护作用， 既能够

诱导中和抗体产生， 又能够阻断病毒附着和感染的作

用［１７］， 因此该蛋白在疫苗研究及实验室检测方面具

有重要研究价值。 而与单克隆抗体相比， 多克隆抗体

更不易受化学处理造成的抗原表位丢失的影响， 稳定

性更好， 且可以跨物种检测， 也降低了实际应用的

成本。
综上所述， 本研究制备的多克隆 抗 体 通 过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光试验证明， 该抗体可以

特异性结合 ＢＣｏＶ， 表明制备的多克隆抗体有良好的

反应原性， 为以后的血清学检测方法建立和疫苗研究

奠定基础。
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