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摘   要：本研究利用中华仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary, CHO)细胞表达系统制备牛病毒性腹泻病

毒(bovine viral diarrhea virus, BVDV) Erns 蛋白，并分析其免疫原性。以 BVDV-1 NADL 标准毒株基

因序列为基础，构建 BVDV Erns 蛋白重组真核表达质粒 pcDNA3.1-BVDV-Erns，转染悬浮培养的

CHO 细胞，进行上清分泌表达。SDS-PAGE 分析 Erns 蛋白的表达和纯化，并用抗 His 单克隆抗体

和 BVDV 阳性血清进行 Western blotting 鉴定纯化蛋白；进一步使用纯化的 Erns 蛋白免疫新西兰大白

兔，通过间接酶联免疫吸附试验(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)和细胞间接免疫荧光

(indirect immunofluorescence, IFA)实验检测血清抗体水平及其免疫反应活性，用病毒中和实验测定免

疫兔血清的中和抗体滴度。BCA 蛋白定量试剂盒检测纯化的 Erns 蛋白浓度为 0.886 mg/mL，Western 
blotting 结果显示，抗 His 单克隆抗体和 BVDV 阳性血清均能够与纯化的 Erns 蛋白发生特异性免疫

反应。间接 ELISA 和 IFA 实验结果显示，一免后第 7 天血清抗体呈阳性，并持续至免疫后第 28 天，

血清抗体效价水平可达 1:128 000，且该血清抗体可以与 MDBK 细胞中感染的 BVDV 病毒发生特

异性免疫反应。重组 Erns 蛋白免疫兔可诱导动物机体产生病毒中和抗体，中和效价为 log10=2.71。

·动物及兽医生物技术· 
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本研究利用 CHO 细胞表达系统成功制备了纯化的 BVDV Erns 蛋白，并通过体内和体外实验证明，

该重组蛋白具有良好的免疫原性，为牛病毒性腹泻(bovine viral diarrhea, BVD)诊断方法及新型亚单

位疫苗的研制奠定了基础。 
关键词：牛病毒性腹泻病毒；Erns 蛋白；真核表达；中华仓鼠卵巢(CHO)细胞悬浮培养；免疫原性 
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Abstract: The aim of this study was to produce Erns protein of bovine viral diarrhea virus (BVDV) 
by using suspensively cultured CHO cells expression system and to analyze the immunogenicity of 
the purified Erns protein. In this study, the recombinant eukaryotic expression plasmid 
pcDNA3.1-BVDV-Erns was constructed based on the gene sequence of BVDV-1 NADL strain. The 
Erns protein was secreted and expressed in cells supernatant after transfecting the recombinant 
expression plasmid pcDNA3.1-BVDV-Erns into CHO cells. The expression and purification of the 
Erns protein was analyzed by SDS-PAGE, the reactivity was determined with anti-His monoclonal 
antibodies and BVDV positive serum with Western blotting. Immunogenicity analysis of the Erns 
protein was determined after immunizing New Zealand white rabbits, and the serum antibodies 
were tested by indirect ELISA (iELISA) and indirect immunofluorescence (IFA). The serum 
neutralizing titer of the immunized rabbits was determined by virus neutralization test. The 
concentration of the purified Erns protein was up to 0.886 mg/mL by BCA protein quantification kit. 
The results showed that the Erns protein could be detected with anti-His monoclonal antibodies and 
anti-BVDV sera. Serum antibodies could be detected by iELISA on the 7th day post-prime 
immunization, and the antibody level was maintained at a high titer until the 28th day 
post-immunization. The antibody titer was 1:128 000. Furthermore, the expression of the Erns 
protein in BVDV-infected MDBK cells could be detected with immunized rabbits sera by IFA. 
Moreover, antigen-specific neutralizing antibodies of 2.71 log10 was induced in rabbits. In this 
study, purified BVDV Erns protein was successfully produced using CHO suspension culture 
system, and the recombinant protein was proved to have a good immunogenicity, which may 
facilitate the development of BVD diagnosis method and novel subunit vaccine. 
Keywords: bovine viral diarrhea virus; Erns protein; eukaryotic expression; Chinese hamster 
ovary (CHO) cell suspension culture; immunogenicity 
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牛病毒性腹泻(bovine viral diarrhea, BVD)
是由牛病毒性腹泻病毒 (bovine viral diarrhea 
virus, BVDV)引起的一种急性、热性、高度接触

性传染病，临床症状主要以腹泻、繁殖障碍、

免疫机能障碍等为主要特征[1]。BVDV 是单股

正链 RNA 病毒，属于黄病毒科(Flaviviridae)瘟
病毒属(Pestivirus)[2]，其基因组含有 4 种结构蛋

白基因，分别是 p14 (编码衣壳 C 蛋白)、gp48 (编
码囊膜 Erns 蛋白，又称 E0 蛋白)、gp25 (编码囊

膜 E1 蛋白)和 gp53 (编码囊膜 E2 蛋白)，其余

为非结构蛋白基因[3]。其中 Erns、E1、E2 组成

了病毒的囊膜结构，位于病毒表面[4]。BVD 是

一种具有多种临床表现的复杂疾病，被认为是

世界范围内对养牛业的主要威胁之一[5]，BVDV
主要感染牛，近年来，BVDV 的宿主范围一直

在扩大，涉及绵羊、山羊、猪、鹿和其他反刍

动物[6]。由于目前 BVD 没有特定的治疗方法，

因此寻找新的措施来预防和阻断该病发生与传

播尤为重要。BVDV 的 Erns 和 E2 为保护性抗原，

且 E2 蛋白的免疫原性高于 Erns 蛋白[7]，但 E2 基

因的变异率较高，容易发生免疫逃逸，是导致疫

苗免疫失败和牛持续性感染的主要原因[8]。Erns

是 BVDV 编码蛋白中保守性较高且存在中和表

位的蛋白，其诱导的抗体具有中和 BVDV 活性

的能力 [9]。严伟行 [10]利用原核表达系统制备

BVDV Erns 蛋白，结果目的蛋白以包涵体形式存

在，其仅通过 Western blotting 分析证明该蛋白

的反应原性。于吉锋等[11]进行了 BVDV 牦牛株

Erns 基因生物信息学分析和原核表达，结果显示

目的蛋白同样以包涵体的形式存在，并具有一

定的抗原性。陈颖彬等[12]构建了 BVDV E0 基

因重组嗜酸乳杆菌 pMG36e-E0-LA-5，并评价

了其对犊牛的免疫保护作用，结果证实可以有

效抵抗 BVDV 的感染。高闪电等[13]以昆虫细胞

表达系统制备了 BVDV 病毒样颗粒并在豚鼠身

上评价其免疫原性，证明其制备的病毒样颗粒

免疫诱导豚鼠产生较高滴度的中和抗体并激活

细胞免疫。以上研究表明，BVDV Erns 蛋白已成

为 BVD 基因工程疫苗和诊断试剂的热门结构

蛋白，但原核表达该抗原可能存在蛋白可溶性

不佳、缺乏正确的折叠或翻译后修饰、不能真

实展示目标蛋白结构等问题，影响产物抗原性。

因此，探索利用中华仓鼠卵巢(Chinese hamster 
ovary, CHO)细胞真核表达系统制备 BVDV Erns

蛋白作为候选抗原的可能性，可以为 BVD 新

型基因工程亚单位疫苗的研究奠定基础。本研

究以研制安全、有效和免疫效果好的 BVD 基

因工程亚单位疫苗为目标，分别在体内和体外

评价已经制备的 BVDV 结构蛋白 Erns 的免疫

原性。 

1  材料与方法 
1.1  主要材料和试剂 
1.1.1  实验动物 

新西兰大白兔购自中国农业科学院兰州兽

医研究所实验动物中心，经中国农业科学院兰

州兽医研究所实验动物伦理委员会批准(批准

号：LVRIAEC-2021-045)。 
1.1.2  主要试剂 

BVDV-1 标准毒株 NADL 株(购自中国兽医

药品监察所-中国兽医微生物菌种保藏管理中

心)、真核表达载体 pcDNA3.1(+)、BVDV 阳性

血清由本实验室保存；ExpiCHO 表达系统试剂

盒、Unstained protein MW marker (26610)、
RT-PCR 扩增试剂盒、6×His Tag Monoclonal 
Antibody (HIS.H8)、Prestained protein MW marker 
(26616)及 BCA 蛋白定量试剂盒、Alexa Fluor® 
488 标记的羊抗兔二抗均购自 Thermo Fisher 
Scientific 公司；亲和层析镍柱购自 GE 公司。

RNA 提取试剂盒和 DNA 凝胶纯化回收试剂盒均
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购自OMEGA生物试剂有限公司；Xho I、Hind III、
Sca I 和 Xho I 限制性内切酶购自 New England 
Biolabs (NEB)公司；大肠杆菌(Escherichia coli) 
DH5α 感受态细胞购自北京全式金生物技术股

份 有 限 公 司 ； 质 粒 大 量 提 取 试 剂 盒 购 自

MACHEREY-NAGEL 生物试剂有限公司；ECL
显色试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司；

截流分子量为 8 000‒10 000 Da的MD44透析袋购

自北京索莱宝科技有限公司[14]。 
1.1.3  主要仪器 

细胞计数仪(Bio-Rad)、二氧化碳细胞培养

箱(Thermo-Fisher)、台式超速冷冻离心机(Thermo- 
Fisher)、超净工作台(Thermo-Fisher)、恒温培养

箱(上海一恒)、PCR 扩增仪(Thermo-Fisher)、紫

外凝胶成像仪 (GE) 、电子天平 (METTLER- 
TOLEDO)、纯化仪(AKTA PURE 150)、超微量

分光光度计(Thermo-Fisher)、悬浮细胞培养瓶

(Corning)、激光共聚焦显微镜(Leica)和 PVDF
膜(Millipore)。 

1.2  蛋白生物信息学分析和表达设计 
参考 BVDV-1 标准毒株 NADL 株基因序列

(GenBank 登录号：M31182.1)，利用 SignalP 4.1 
Server 和 TMHMM Server v.2.0 软件分析 Erns蛋白

序列的跨膜区域和信号肽，利用 NetNGlyc-1.0 软

件分析 Erns 蛋白序列的糖基化位点。根据分析

结果，设计 Erns 蛋白重组真核表达质粒。 

1.3  基因引物及扩增 
参考 BVDV-1 标准毒株 NADL 株基因序列

(GenBank 登录号：M31182.1)，设计扩增目的

基因引物(表 1)，提取病毒 RNA，以其为模板，

利用一步法 RT-PCR 扩增 Erns 蛋白的基因片段，

扩增条件为：50 ℃ 30 min；94 ℃ 2 min；94 ℃ 
30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ (1 min/kb)，共 30 个循

环；72 ℃ 5 min。PCR 扩增产物使用 1%琼脂糖

凝胶电泳进行鉴定，回收纯化 DNA[14]。 

1.4  重组表达质粒的构建和鉴定 
用限制性内切酶 Xho I 和 Hind III 对

pcDNA3.1 载体进行双酶切，切胶回收纯化载体

片段；同时用限制性内切酶 Xho I 和 Hind III 将
回收纯化的 Erns 基因片段进行双酶切，然后回

收纯化 DNA 片段，将纯化回收的 Erns 片段与纯

化的 pcDNA3.1 载体片段，使用 T4 DNA 连接

酶将其连接，条件为 16 ℃ 12 h，将连接产物使

用大肠杆菌 DH5α 感受态细胞进行转化，转化成

功后，挑取单克隆菌培养，然后提取重组质粒，

提取的重组质粒命名为 pcDNA3.1-BVDV-Erns；

用 Sca I 和 Xho I 对重组质粒进行双酶切鉴定，

鉴定正确后送生工生物工程(上海)股份有限公司

再次测序鉴定，保证目的基因序列的正确插入，

确保阅读框完全正确[14]。 

1.5  蛋白的表达和纯化 
根据 ExpiCHO 表达系统试剂盒操作说明

书，将重组质粒 pcDNA3.1-BVDV-Erns 转染

ExpiCHO 悬浮细胞，转染细胞的培养条件为：

180 r/min、32 ℃、5% CO2 和湿度 90%，悬浮培

养 12 d 后，使用离心机对培养细胞进行离心，离 
 

表 1  引物信息 
Table 1  Primer information 
Gene amplification The name of the primer Primer sequence (5ʹ→3ʹ) Segment length (bp) 
Erns Erns-F CTTAAGCTTATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT

GGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGG
TGACGGTGGAGAAAACATAACACAG 

516 

Erns-R AGACTCGAGTCAATGGTGATGGTGATGATGTAAT
ACATCACTTGCAGCTA 

The sequence with bold font is the cleavage site sequence. 
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心条件为：4 000×g 10 min，然后细胞培养上清

使用 SDS-PAGE 鉴定表达情况。对离心后的细

胞上清，经 0.22 µm 滤膜过滤，按照 GE 公司亲和

层析镍柱的说明书操作方法纯化回收目标蛋白。

再次使用 SDS-PAGE 鉴定纯化的目标蛋白，并

通过BCA蛋白定量试剂盒测定目标蛋白浓度[14]。 
1.6  Western blotting 

将纯化好的目标蛋白使用质量分数为 12%

的分离胶 SDS-PAGE 电泳分离，然后使用半干式

电转膜法将目标蛋白抗原转至硝酸纤维素薄膜

上，使用小鼠抗 His-Tag 标签单克隆抗体和兔抗

BVDV 血清为一抗，辣根过氧化物酶(horseradish 

peroxidase, HRP)标记的山羊抗小鼠和山羊抗兔

IgG为二抗，对纯化的BVDV Erns蛋白进行Western 

blotting 分析，孵育后用 ECL 化学发光显色，最

后使用高分辨率凝胶成像系统观察并拍照[14]。 

1.7  间 接 免 疫 荧 光 试 验 (indirect 
immunofluorescence, IFA) 

按照试验要求分别设置了试验组和对照

组；在激光共聚焦细胞培养皿中接种 MDBK 细

胞进行培养，当细胞的生长密度达到试验要求

时接种病毒，在感染病毒 48 h 后，将细胞使用

PBS 洗涤；然后用 4%多聚甲醛在室温条件下固

定 10 min，PBS 洗涤 3 次，每次 5 min，一抗稀

释液稀释免疫血清抗体，稀释度为 1:100，在

4 ℃条件下孵育 12 h；孵育后，再次使用 PBS

洗涤 3 次，每次 5 min，第二抗体使用 PBS 稀

释 Alexa Fluor® 488 标记的山羊抗兔 IgG 抗体，

稀释度为 1:1 000，37 ℃，孵育 1 h； PBS 洗涤

3 次，每次 5 min，最后使用激光共聚焦荧光显微

镜观察细胞内荧光并拍照[14]。 

1.8  抗原配制和动物免疫 
为评价 Erns 蛋白的免疫原性，选取 8‒10 周龄

雌性健康新西兰大白兔 6 只，体重 2.0‒2.5 kg，

分 2 组，每组 3 只，A 组为实验组，免疫纯化的

Erns 蛋白，B 组为对照组，免疫 PBS。将纯化后

的 Erns 蛋白与等体积的弗式完全佐剂乳化制备

疫苗，然后进行首次免疫。首次免疫剂量为  
300 µg/只，免疫方式为背部多点注射免疫；首次

免疫后第 14 天，进行二次免疫，免疫方式和免

疫剂量首次免疫的相一致。分别采集首次免疫

后 0、7、14、21、28 d 的全血，血液经离心处

理后分离血清以用于抗体检测。 

1.9  间接 ELISA 
采用间接酶联免疫吸附试验(enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA)的方法对实验组和

对照组免疫兔血清进行检测，通过数据分析 Erns

蛋白的免疫原性。用 50 mmol/L 碳酸盐缓冲液将

纯化的 BVDV-Erns 蛋白(50 ng/孔)包被于 ELISA
酶标板中，4 ℃孵育过夜。然后使用 1%牛血清白

蛋白(bovine serum albumin, BSA) 37 ℃，封闭  
2 h。用血清稀释液按 1:2 000 稀释待检血清后

加入反应孔中，100 µL/孔，每个样品设置 3 个

复孔，37 ℃条件下孵育 1 h；再用血清稀释液

按 1:5 000 稀释 HRP 标记的山羊抗兔 IgG 抗体

后加入反应孔中，100 µL/孔，37 ℃条件下孵育  
1 h。TMB 显色，每孔 50 µL，显色 10 min 后，

加入 50 µL 终止液终止反应，读取 OD450 值
[14]。 

1.10  病毒中和试验 
将血清于 56 ℃的水浴锅中灭活 30 min。取

一 96 孔板，用不含 FBS 的 DMEM 培养基稀释血

清，首先在每孔加入 70 µL 不含 FBS 的 DMEM，

在第一行孔中分别加入 70 µL灭活的待检血清，

混匀后取 70 µL 依次加入下一孔，分别进行 2 倍

梯度稀释，直到最后一孔，混匀后每孔弃掉 70 µL，
每个血清样品做 3 个重复孔，同时设置仅接种

病毒的阳性对照组和仅接种细胞的阴性对照

组；使用病毒稀释液将病毒稀释至 200 TCID50，
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然后与稀释后的血清按照 1:1 体积混合，37 ℃
条件下孵育 1 h，使病毒和血清充分中和；将混

合物转移至预铺 2×104 个/孔 MDBK 细胞的 96 孔

板中，100 μL/孔，37 ℃和 5% CO2培养箱中培养

48‒72 h，根据 Reed-Muench 方法计算血清的中

和抗体效价。 

1.11  数据统计和分析 
实验数据通过 GraphPad Prism 8 软件作图，

试验数据通过 GraphPad Prism 8 软件中配对样

品 t 检验和 one-way ANOVA 计算，所有实验数

据为 x ±s (n≥3)，P<0.05 为显著性差异，P<0.01
为差异极显著，表明结果具有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  Erns 蛋白分析和表达设计 

使用 SignalP 4.1 Serve 软件分析后，BVDV 

Erns蛋白序列不存在信号肽(图 1A)；使用 TMHMM 

Server v.2.0 软件分析后，Erns 蛋白序列无跨膜区

(图 1B)；使用 NetNGlyc-1.0 软件分析后，Erns

蛋白序列存在多个糖基化位点，适合 CHO 细胞

表达方案(图 1C)。因此，本研究根据分析结果，

在目标蛋白 Erns蛋白的氨基端插入信号肽序列、

羧基端为 His-Tag，依次串联组成蛋白表达阅读

框(图 1D)。 

 

 
 
图 1  BVDV-Erns 蛋白分析与表达设计 
Figure 1  Analysis and expression design of BVDV-Erns. A: Analysis of Erns protein signal peptide sequence. B: 
Analysis of Erns protein transmembrane region. C: Analysis of Erns protein glycosylation site. D: Diagram of 
expression plasmid of BVDV-Erns protein. 
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2.2  Erns 基因的扩增 
RT-PCR 扩增结果经核酸凝胶电泳鉴定显

示，基因扩增片段大小为 500 bp 左右，与预期

的目的条带大小相符(图 2)。 

2.3  重组表达质粒的鉴定 
构建的重组表达质粒 pcDNA3.1-BVDV-Erns

用 Sca I 和 Xho I 进行双酶切鉴定，Erns 基因片

段大小约为 500 bp，Sca I 和 Hind III 酶切位点

之间的载体片段大小约 1 400 bp，因此双酶切

后产生了大小约 1 900 bp 和 4 000 bp 的 2 条特

异性条带，产物大小与理论值相符，表明扩增

的 Erns 片段正确与载体连接，而基因测序结果

也显示目的片段成功插入表达载体中(图 3)。 

2.4  Erns 蛋白的表达、纯化及鉴定 
对 培 养 的 细 胞 分 别 离 心 收 取 转 染 了

pcDNA3.1-BVDV-Erns 和 pcDNA3.1 空载体的细

胞培养上清液，并以未转染任何质粒的细胞为空

白对照，进行 SDS-PAGE 鉴定，转染 pcDNA3.1- 
BVDV-Erns 质粒的细胞培养上清在 30 kDa 左右

(图中红色箭头所示)位置处观察到特异性蛋白

条带，蛋白大小与理论值相符(图 4A)。使用亲 
 

 
 
图 2  RT-PCR 扩增基因片段鉴定 
Figure 2  Identification of gene fragments amplified 
by RT-PCR. M: DL2000 DNA marker; Lane 1: PCR 
product of Erns gene; Lane 2: Negative control. 

 
 
图 3  重组表达质粒的双酶切鉴定 
Figure 3  Identification of recombinant expression 
plasmid by double enzyme digestion. M: DL10000 
DNA marker; Lane 1: Enzyme digestion products of 
Erns expression plasmid; Lane 2: Undigested product 
by enzyme of Erns expression plasmid. 

 

 
 
图 4  Erns 蛋白表达、纯化的 SDS-PAGE 分析 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of the expression and 
purification of Erns protein. A: SDS-PAGE analysis of 
the expression of Erns protein. M: Protein molecular 
weight marker; Lane 1: Blank control; Lane 2: 
Transfection with plasmid pcDNA3.1; Lane 3: 
Transfection with plasmid pcDNA3.1-BVDV- Erns. B: 
SDS-PAGE analysis of Erns protein after purification. M: 
Protein molecular weight marker; Lane 1: CHO cell 
supernatant before binding with affinity chromatography 
column; Lane 2: CHO cell supernatant after binding 
with affinity chromatography column; Lane 3: 
Elution sample. 
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和层析镍柱对表达的 BVDV-Erns蛋白进行纯化，

表达蛋白上清经过滤后上样，洗脱样品经

SDS-PAGE 鉴定，在 30 kDa左右(红色箭头所示)
位置处观察到特异性蛋白条带，与细胞上清鉴

定结果相符，BCA 蛋白定量试剂盒测定纯化后

Erns 蛋白的浓度为 0.886 mg/mL (图 4B)。 

2.5  Western blotting 鉴定 
经镍柱纯化后的 BVDV-Erns 目标蛋白能够

与 His-Tag 标签抗体(图 5，泳道 2)和 BVDV 阳

性血清发生反应(图 5，泳道 4)，约在 30 kDa
位置处显示一条特异性条带。 

2.6  细胞免疫荧光试验(IFA) 
结果显示，Erns 蛋白免疫血清可以特异性地

检测到 BVDV 感染 MDBK 细胞中的病毒蛋白

表达，显微镜下能明显观察到细胞内的绿色荧

光，而对照组未检测到绿色荧光(图 6)。该结果

显示本研究制备的 Erns 蛋白免疫血清能特异性

地与 BVDV 感染细胞内表达的病毒 Erns 蛋白发

生反应，说明 Erns 蛋白具有良好的抗原性、免

疫原性和特异性。 

 
 
图 5  纯化后 Erns 蛋白的免疫印迹分析 
Figure 5  Analysis of the Erns protein after purification 
by Western blotting. M: Prestained protein molecular 
weight marker; Lane 1 and lane 3: Transfection with 
plasmid pcDNA3.1; Lane 2: Identification of the 
purified Erns with anti-His-Tag monoclonal antibody 
by Western blotting; Lane 4: Identification of 
purified Erns with anti-BVDV serum by Western 
blotting. 

 

 
 
图 6  IFA 鉴定结果 
Figure 6  Identification of immunized serum by IFA. 
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2.7  血清抗体水平 
间接 ELISA 结果显示，免疫后 7 d，即可

检测到针对 Erns 蛋白的血清抗体阳性，二免后

7 d 抗体水平显著升高，抗体水平持续至免疫后

28 d (图 7A)。表明 CHO 细胞表达的 Erns 蛋白具

有良好的免疫原性。进一步对免疫后 14 d 和

28 d 的血清经过一系列 2 倍梯度稀释检测血清

抗体的效价，结果显示，免疫后 28 d 的血清效

价可达 1:128 000 (图 7B)。 
 

 
 
图 7  间接 ELISA 分析血清抗体 
Figure 7  Analysis of serum antibodies by iELISA. 
A: Analysis of serum antibodies by indirect iELISA. 
B: The detection of immunized serum titer by iELISA. 
NC: The group of immunized by PBS. Erns: The group 
immunized with the purified Erns protein. ****: 
P<0.000 1. 

2.8  中和抗体检测 
将免疫后 28 d 的新西兰大白兔血清灭活

后，测定血清的中和效价，结果表明在动物免

疫后产生了针对 BVDV 病毒的中和抗体，初次

免疫后 14 d，新西兰大白兔血清中和抗体效价

为 log10=1.48；在加强免疫后，血清中和抗体效

价显著升高，加强免疫后的 14 d，平均血清中

和抗体效价为 log10=2.71 (图 8)。 

3  讨论 
BVDV 的发病率高、变异性高、分布范围

广、宿主动物多和死亡率低，防治的主要难点在

于病毒在进入机体后，可以对动物机体造成持续

性感染和免疫抑制，降低动物机体的免疫力，也

诱发其他致病原的继发感染或混合感染，是目

前导致牛生产性能快速下降的主要疫病之一，

每年都给国内外的养牛业造成了巨大的经济损

失[15]，另一方面，BVDV 也严重影响牛群的生产

情况和健康状态，能够引起持续性的经济损失，

是全球最重要的牛传染病之一[16]。世界动物卫

生组织(World Organisation for Animal Health, 
 

 
 
图 8  免疫后新西兰大白兔血清中和效价 
Figure 8  Neutralizing antibody titers produced by 
the immunized New Zealand white rabbits. 
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WOAH)也将其认定为Ｂ类的传染病，而我国把

它定为三类动物传染病，这都能够显示出国内

外人们对该病毒的重视。 
近些年，我国养牛业飞快发展导致 BVDV

发生遍及全国各个省区。相关研究表明，我国

的 BVDV 血清阳性率很高，关于 BVD 基因工程

疫苗的研究在不断的进行，其抗原性较差，还不

能达到传统弱毒疫苗的免疫保护效果[17]。Erns 蛋

白是 BVDV 的主要结构蛋白，在诱导抗 BVDV
免疫中起重要作用[18]。Erns 蛋白大小约为 21 kDa 
(天然构象)，编码 227 个氨基酸，是病毒的囊膜

糖蛋白[19]。但是 Erns 蛋白没有跨膜区，缺少疏

水序列，并且其上含有中和表位，主要与病毒

囊膜的形成有关[20]；Erns 是 BVDV 结构蛋白中

最保守的，与其结构域有关系[21]；Erns 蛋白可以

产生抗体；免疫原性强，能够被直接分泌到胞

外，在诊断病原方面发挥很大的作用 [22]。Erns

具有核糖核酸酶活性，在抵抗宿主的固有免疫

反应中发挥作用，Erns 是糖胺聚糖结合蛋白，可

以使 BVDV 吸附到细胞表面而自己不参与病毒

入侵的过程[23]。 
据报道，将编码 Erns 基因的质粒 DNA 直接

注入动物体内，可直接诱导机体产生免疫保护[24]。

Erns 是 BVDV 病毒粒子表面的主要囊膜糖蛋白，

可刺激动物机体产生保护性中和抗体，是主要

的免疫保护性抗原，也是基因工程疫苗研究的

必需抗原[25]。Erns 有 9 个糖基化位点，Erns 蛋白

在病毒增殖过程中和病毒粒子的释放有关，不

仅具有中和表位，可诱导机体产生保护反应[26]，

而且具有高度保守结构域，具有较高的保守性，

其产生的中和抗体具有中和 BVDV 的能力[27]。

通过对 Erns 蛋白氨基酸序列的分析得知，Erns 蛋

白具有高度的保守性，因此 Erns 蛋白既可以作

为研究基因工程亚单位疫苗的候选蛋白，而且

Erns 蛋白在 C-末端还存在与猪瘟病毒相似的抗

原表位，所以也可以作为基因工程的诊断抗原。

因此，国内外学者将该基因表达用于新型疫苗

研制和疾病诊断。 
在 BVDV Erns 蛋白表达的相关研究中，大

多数采用原核表达系统来研究疫苗或者诊断方

法的建立[28]。而通过真核表达系统表达 Erns 蛋

白的报道较为少见[29]。BVDV Erns 蛋白为囊膜糖

蛋白，且含有多个糖基化位点，适合 CHO 悬浮

细胞的真核表达，但其翻译后修饰较为复杂[30]。

而原核表达系统表达这种抗原蛋白时存在一定

的困难或缺陷，且原核表达产物一般抗原性较

差[31]，并且原核表达系统表达的产物大多数以

包涵体的形式存在，蛋白结构和翻译后修饰与

真核表达存在较大差异[32]。李岩等[33]构建的重组

质粒转化大肠杆菌 Rosetta，在异丙基-β-D-硫代

半乳糖苷(isopropyl-β-D-thiogalactoside, IPTG)诱
导下表达的蛋白也都以包涵体的形式存在。通

过真核表达系统表达的目的蛋白具有天然蛋白

的构象和活性，与昆虫细胞杆状病毒表达系统

相比，CHO 细胞表达系统表达产量相对比较

高，很少分泌自身内源性蛋白，利于外源产物

的分离纯化[13,34]；与原核表达系统相比，CHO
细胞表达系统可对蛋白进行翻译后加工，可胞

外分泌表达，下游纯化工艺简单[35]；与酵母表

达系统相比，CHO 细胞表达系统产物的免疫原

性等生物活性与天然蛋白更相似，能够有效减

少非特异性结合 [14,36]。此外，CHO 细胞中，

pcDNA3.1 载体不仅支持瞬时表达，而且转染效

率和表达量都很高。随着无血清悬浮培养技术、

基因工程技术和大规模培养技术的应用和不断

发展，CHO 细胞表达系统产物表达量得到大幅

提升，生产成本不断降低，在兽用产品领域的

应用也显现出良好前景[14,37]。 
目前用于防控 BVD 的传统弱毒疫苗免疫

动物后无法进行鉴别诊断，且存在毒力返强的
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可能性，具有一定的缺陷，因此针对我国的流

行毒株研究出一种安全、有效的疫苗对我国的

BVD 防控具有重要的意义。 
本研究为了获得免疫原性良好的 BVDV 

Erns 抗原蛋白，使用 CHO 悬浮细胞对目标抗原

进行分泌表达，并通过亲和层析法进行纯化，

通过一步亲和纯化即可获得较高纯度和浓度高

的抗原蛋白，并且该重组蛋白在体内和体外都

具有良好的免疫原性和免疫反应性，本研究结

果为 CHO 细胞表达系统在兽用生物制品领域

的应用提供了新的范例，也为下一步 BVD 的诊

断制剂和新型亚单位疫苗的研制提供了材料和

数据。 

4  结论 
本研究利用 CHO 细胞表达系统成功表达

并制备了 BVDV Erns 蛋白，重组 Erns 蛋白具有良

好的免疫反应性，免疫动物可诱导机体产生高

滴度中和抗体，抗体水平最少可持续至免疫后

第 28 天。且本研究采用的重组蛋白制备工艺易

于扩大，适合工业化制备，这为 BVD 新型诊断

方法和亚单位疫苗的研制奠定了基础。 
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