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摘要

目的：牛冠状病毒（Bovine Coronavirus, BCoV）是导致牛腹泻及呼吸道疾病的重要病原体，其刺突

蛋白（Spike Protein, S蛋白）在病毒入侵宿主细胞及诱导免疫应答中发挥关键作用。本研究通过生

物信息学分析、原核与真核表达系统构建、多克隆抗体制备及免疫保护性评估，系统探究了 BCoV S

蛋白的生物学特性及其作为疫苗候选抗原的潜力，为 BCoV的防控及诊断技术研发提供理论依据。

方法：(1)基于 BCoV新疆分离株 XJ-SHZ-37 的 S基因序列，利用生物信息学软件预测 S蛋白的理化

性质、跨膜结构域、信号肽、二级与三级结构及 B细胞表位。克隆 S蛋白受体结合域（Receptor Binding

Domain, RBD，310-612aa），构建重组质粒 pET30a-RBD，转化至大肠杆菌 BL21（DE3）中诱导表

达。通过镍柱纯化包涵体蛋白，免疫 Balb/c小鼠制备多克隆抗体，并通过间接 ELISA、Western blot

及间接免疫荧光（IFA）检测抗体效价与特异性。(2)扩增 S蛋白全长基因，构建重组杆状病毒质粒

pFB-S，转染至 Sf9 昆虫细胞中表达重组 S蛋白。通过 PCR、IFA及Western blot验证表达效果，并

优化感染复数（MOI）与感染时间。以重组 S蛋白免疫小鼠，检测血清中 IL-12、IFN-γ及 IL-10水平，

评估 Th1/Th2免疫应答；通过攻毒实验分析免疫组与对照组肠道内容物中 BCoV核酸阳性率差异。

结果：(1)S蛋白由1364个氨基酸组成，分子量150.81 kDa，等电点5.51。预测其含信号肽位置为1-14aa、

跨膜区位置为 1308-1330aa及 36个 B细胞表位（RBD含 12个）。二级结构以无规卷曲为主，三级

结构与预测模型一致。成功表达 39 kDa 的 RBD蛋白，纯化后免疫小鼠获得效价达 1:128,000的多克

隆抗体。Western blot与 IFA证实抗体可特异性识别天然 S蛋白及感染 BCoV的 HRT-18细胞。(2)重

组杆状病毒 rBV-S在 Sf9细胞中高效表达 150 kDa 全长 S蛋白，最佳表达条件为 MOI=1、感染时间

96 h。IFA显示重组蛋白可被多克隆抗体特异性识别。免疫组小鼠血清 IL-12与 IFN-γ水平显著升高

（P<0.01），攻毒后肠道内容物 BCoV核酸阳性率（rBV-200组：33.3%）显著低于对照组（83.3%），

表明重组 S蛋白可诱导 Th1型免疫应答并降低感染风险。

结论：本研究成功制备了高特异性 RBD多克隆抗体，并建立了杆状病毒真核表达系统用于 S蛋白的

高效生产。免疫实验证实重组 S蛋白可显著增强细胞免疫应答为 BCoV亚单位疫苗及诊断试剂的研

发奠定了重要基础。

关键词：牛冠状病毒；S蛋白；生物学特性；多克隆抗体；真核表达
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Abstract

Objective: The current cattle breeding industry is severely affected by diarrhea diseases. Previous

studies have shown that bovine coronavirus (BCoV) is one of the main pathogens causing cattle diarrhea.

This experiment predicted and analyzed the structure and potential functions of the spike protein (S protein)

of bovine coronavirus (BCoV), and conducted cloning expression and polyclonal antibody preparation. The

S protein of bovine coronavirus was expressed through the eukaryotic expression system, and the cytokine

levels were measured after immunizing mice to evaluate its immunogenicity as an immunogen. This

provides a basis for vaccine research and laboratory diagnosis.

Methods: (1) The biological characteristics of the S protein were predicted and analyzed using

bioinformatics software. The receptor binding domain (RBD) gene was cloned and ligated to the

prokaryotic expression vector pET-30a(+), and the recombinant plasmid was constructed and transformed

into BL21 competent cells. The expression was induced by IPTG, and the expressed protein was purified

by nickel column and used to immunize mice to prepare polyclonal antibodies and detect them. (2) The

full-length S gene was amplified by PCR and cloned into the pFastBacHT B vector to construct the

recombinant plasmid pFB-S. The pFB-S with correct sequencing was transformed into DH10Bac

competent cells to obtain the recombinant bacmid (rBacmid-S), which was verified by PCR and then

transfected into Sf9 cells to obtain the recombinant baculovirus (rBV-S) and identified by indirect

immunofluorescence (IFA). After optimizing the expression conditions, mice were immunized and the

levels of IL-12 and IFN-γ in mouse serum were determined.

Results: (1) The S protein is composed of 1364 amino acids, with a relative molecular mass of 150.81

kDa and an isoelectric point of 5.51. The instability index is 33.22 and the hydrophobicity index is 87.22.

The amino acids 1-1307 are the extracellular region, 1308-1330aa are the transmembrane region, and

1331-1363aa are the intracellular region. The amino acids 1-14 are the signal peptide, and 310-612aa are

the RBD. There are 36 potential B-cell epitopes, with 12 in the RBD. The α-helix accounts for 27.95%, the

β-sheet accounts for 23.04%, and the random coil accounts for 49.01% of the protein. The analysis of the

tertiary structure of the S protein is basically consistent with the prediction of the secondary structure. (2)

The RBD of the S protein was successfully cloned, and its size was consistent with the expectation. After

ligation with the vector pET-30a(+), double enzyme digestion and sequencing verification showed that the

vector was successfully constructed. After SDS-PAGE and Western blot verification of successful protein

expression, the purified protein was used to immunize mice and the serum was isolated. The titer could

reach 1: 128000. Indirect immunofluorescence and Western blot verification showed that the polyclonal

antibody could recognize the viral S protein, indicating that the recombinant protein has good
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immunogenicity and can induce the production of virus-specific antibodies. (3) PCR identification and

sequencing results showed that the recombinant plasmid was successfully constructed. Sf9 cells infected

with rBV could produce an immune fluorescence reaction with the polyclonal antibody against bovine

coronavirus, indicating that the S gene was correctly expressed in rBV. (4) After optimizing the expression

conditions, rBV-S was massively cultured, and the culture supernatant was harvested to immunize mice.

Seven days later, 200 μL (TCID50) of BCoV virus liquid was injected, and the levels of IL-12 and IFN-γ in

mouse serum were determined. The results showed that with the increase of immunization times, the levels

of cytokines in serum increased. Compared with the control group, the positive rate of BCoV PCR in the

intestinal contents of immunized mice after challenge was reduced, indicating that rBV-S has

immunogenicity.

Conclusion: The structure and function of the S protein of bovine coronavirus were successfully

analyzed and predicted. The recombinant protein and polyclonal antibody of the receptor binding domain

of the S protein were obtained. The S protein was successfully expressed and used as an immunogen to

immunize mice, which could induce the production of cytokines and reduce the positive rate of BCoV

nucleic acid in challenged mice. This laid the foundation for the research of recombinant protein subunit

vaccines.

Key words: Bovine coronavirus; S protein; Biological characteristics; Polyclonal antibody;

Eukaryotic expression
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第 1章 绪论

近年来，随着社会经济发展和人民生活水平提高，畜产品的需求也逐渐增大，推动

了养殖业的显著发展。与此同时，牛冠状病毒感染所的引发问题也日渐严重，牛冠状病

毒是一种常见的牛腹泻病原，美国早在 1972年就报道并分离了此病毒[1]。BCoV不仅严

重危害动物健康，也危害人类健康。BCoV在世界范围内广泛感染，感染导致的犊牛腹

泻、成年牛的冬季腹泻及犊牛的呼吸系统疾病，都对畜牧行业带来了重大的经济损失[2, 3]。

除此之外，牛冠状病毒（BCoV）还具有广泛的宿主范围和强大的跨物种传播能力，能

够感染多种动物，包括牛、骆驼、鹿等[4]。研究表明，BCoV的基因组具有较高的变异

性，这可能为其跨物种传播提供了分子基础[6]。这种特性使得 BCoV在自然界中广泛传

播，使其成为畜牧业中一种危害严重的病原体[5]，并可能通过跨物种感染对其他动物甚

至人类健康构成潜在威胁。基于以上研究，监测病毒变异和跨物种传播风险是防控工作

的重点之一。感染 BCoV的牛可能长期携带病毒，成为隐性传染源。病毒颗粒通过粪便

排出体外后仍保持感染性，这为病毒在牛群中的持续传播创造了条件[7]。在冬季较长的

地区新疆，低温环境为病毒的存活提供了有利条件，增加了牛群大规模感染的风险。因

此，冬季是防控 BCoV传播的关键时期。因此，我们更加需要通过加强监测、研发疫苗、

优化环境管理以及推动跨学科合作，可以有效控制病毒的传播，保障养牛业的健康发展

的同时为其他冠状病毒的防控提供借鉴[8-12]。

1.1 BCoV的研究进展

1.1.1 BCoV的形态结构及理化特性

BCoV 是一种有包膜、无节段、单链正链 RNA 病毒，呈球形，直径在 60 nm -220

nm 之间，包膜外具有独特的刺突糖蛋白，类似于皇冠，这是冠状病毒名称的由来[13]。

图 1-1 冠状病毒结构模式图与病毒粒子电镜图

Figure 1-1 Structural model of the coronavirus and electron microscope image of the virus particle
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BCoV的环境稳定性受多种因素影响，包括温度、湿度、pH值以及化学和物理灭活

方式。BCoV在低温和高湿度的条件下表现出较强的稳定性。研究表明，病毒在此类环

境中可存活长达 120小时，这为其在寒冷季节的传播提供了潜在条件。同时 BCoV对热

极为敏感，在 56°C的高温下，仅需 10分钟即可使病毒失活；而在 37°C的环境中，病

毒在数小时内便会丧失感染能力。这种热敏感性表明，高温环境或热处理可有效抑制病

毒传播。并且 BCoV在粪便中至少可存活 96小时，这表明粪便可能是病毒传播的重要

媒介之一，因此在畜牧业养殖过程中或动物密集的环境中需要特别注意卫生管理[14-16]。

作为包膜病毒，BCoV对洗涤剂和脂质溶剂乙醚、氯仿等高度敏感，这些物质能够破坏

病毒的脂质包膜，使其失去活性，常规消毒剂福尔马林也能有效灭活 BCoV，这为病毒

防控提供了多种化学手段[17]。BCoV在 pH值为 5.0的环境中表现出一定的耐受性，但

在 pH值过高或过低的极端条件下，其结构蛋白会遭到破坏，从而导致感染力显著下降。

紫外辐射能够直接破坏病毒的 RNA，抑制其复制和传播能力，因此紫外线消毒是一种

高效的物理灭活方法。除了上述因素外，BCoV的稳定性还可能受到有机物质蛋白质、

脂肪等的影响。这些物质可能为病毒提供保护，使其在特定环境中存活更长时间。

1.1.2 BCoV基因组学研究进展

冠状病毒基因组是一不分节段的单股正链 RNA，基因组长度约为 26 kb~32 kb。

BCoV 基因组在两端具有 5'UTR 和 3'UTR非翻译区，在 5'端具有甲基化帽结构，在 3'

端具有 ploy（A） 尾部结构[18, 19]。冠状病毒属于正链 RNA病毒，其结构特征与其他正

链 RNA病毒相似，但在复制机制和基因组表达方面具有独特的特点。成熟的冠状病毒

粒子由核衣壳和包膜组成。核衣壳包含病毒基因组 RNA和核蛋白（N蛋白），而包膜

上镶嵌有刺突蛋白（S蛋白）、膜蛋白（M蛋白）和包膜蛋白（E蛋白）[20]。这些结构

蛋白在病毒吸附、侵入和组装过程中发挥关键作用，但是成熟的病毒粒子中并不包含

RNA病毒复制所需的 RNA依赖性 RNA聚合酶。这一特性与其他一些 RNA病毒具有不

同之处，后者在病毒粒子中携带依赖性 RNA聚合酶[21]。

1.1.3 BCoV的结构蛋白及功能

牛冠状病毒属于β冠状病毒属， BcoV基因组拥有 10个开放阅读框，其中部分阅

读框用于编码 HE、S、E、M、N蛋白。同时，阅读框 1a和 1b专门编码非结构复制酶

多蛋白 pp1a和 pp1ab[22, 23]。病毒编码的木瓜样蛋白酶和 3C样蛋白酶水解这两种蛋白，

并且加工而后产生 16种调节 RNA合成和修饰的非结构蛋白。

BCoV HE基因序列长为 1275 bp，编码的 HE蛋白在病毒生物学和宿主感染过程中
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具有独特且重要的作用。HE蛋白包含多个功能域，包括信号肽、受体结合域和中心酯

酶域。其中，凝集素功能结构域和酯酶功能结构域是其核心功能区域，凝集素功能结构

域使 HE蛋白能够与动物红细胞表面的 O-乙酰唾液酸结合，引发血凝反应[24]。这一特性

是 BCoV区别于其他冠状病毒的重要特征，酯酶功能结构域能够从 9-O-乙酰化神经氨酸

中切割乙酰基，因此这种乙酰酯酶活性在病毒与宿主细胞的相互作用中可能起到重要的

调节作用。HE蛋白能够与 O-乙酰唾液酸结合，抑制宿主免疫系统对病毒的攻击，从而

促进病毒的传播和感染[25]。此外HE蛋白还可以帮助病毒更有效地吸附和侵入宿主细胞，

这种多重附着机制可能增强了 BCoV的感染效率[26, 27]。HE蛋白还具有引发中和抗体的

能力，同时兼具感染性、抗原性和免疫遮蔽性[26, 27]。这些特性使其成为病毒免疫逃逸的

重要因素，免疫遮蔽性使得 HE蛋白能够在一定程度上逃避宿主免疫系统的识别，从而

延长病毒在宿主体内的存活时间。

BCoV S 基因全长 4092 bp，编码 1364 个氨基酸[28]。作为Ⅰ类病毒的融合蛋白，S

蛋白不仅包含丰富的抗原表位，而且在生物学功能上扮演着关键角色。此外，S蛋白还

可以参与病毒的转录和翻译过程，并且可能影响病毒的潜伏期和传染力[29]。由于 S蛋白

是所有冠状病毒中的一个共通特征，这使得 S蛋白成为深入研究和理解病毒侵染过程以

及开发防治策略的重要焦点[30]。该蛋白包含两个疏水区域，裂解后形成 S1和 S2两个亚

基，主要参与细胞的黏附、血凝和膜融合。具体而言，S1亚基包括信号肽、超变区、

毒力位点以及糖基化位点，其功能主要涵盖病毒与宿主细胞的识别与结合。S2包括疏

水区、跨膜区、毒力位点及糖基化位点，与病毒细胞间的融合有关[31]。

BCoV N基因全长 1347 bp，编码 449个氨基酸，是病毒基因组中相对保守的区域之

一。尽管 N基因在不同地区可能存在核苷酸变异，但其保守性使其成为病毒检测和系统

发育分析的重要靶标。N蛋白的 RNA结合域能够与病毒基因组 RNA紧密结合，参与病

毒 RNA的合成和包装。此研究表明，N蛋白能够促进亚基因组 RNA的合成，从而高效

表达病毒的结构蛋白和非结构蛋白。

BCoV M基因全长 693 bp，编码 231个氨基酸，形成包膜M蛋白，M蛋白是病毒

包膜的重要组成部分，在病毒的合成过程中发挥着多种关键作用[32]。其包含 3个跨膜域，

这些结构使其能够嵌入病毒包膜中，维持病毒颗粒的结构稳定性[33]。同时其还具有高度

保守的结构域，这些区域在冠状病毒家族中普遍存在[34]。M蛋白在病毒颗粒的组装和释

放过程中起核心作用，它与病毒的其他结构蛋白 S蛋白和 E蛋白相互作用，促进病毒包

膜的形成和病毒颗粒的成熟，并且它能够携带脂质、核糖体等多种分子，为病毒提供所

需的能量和物质基础[35]。M蛋白是病毒包膜的主要成分之一，通过与宿主细胞膜的相互

作用，帮助病毒从宿主细胞中出芽释放[36]。

BCoV E基因全长 255个核苷酸，编码预测蛋白质 85个氨基酸。E 蛋白位于膜蛋白

的内部，在病毒粒子包装、病毒粒子释放和发病机理中起作用时发挥重要作用[37]。小衣
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壳蛋白包含一个单一疏水结构域、靶向高尔基体复合膜，并且在体外具有阳离子通道活

性，离子电导也受膜脂质组成的控制，只有少数包膜蛋白被组装成病毒粒子[38]。病毒粒

子的组装由冠状病毒的 E蛋白和M蛋白控制，研究证实缺失 E蛋白的突变株失去了其

致病力[39]。

1.1.4 BCoV的流行病学特点

BCoV起源于Mebus等人在 1972年分离鉴定出的一种可以引起犊牛严重腹泻的病

毒，通过实验室诊断，将该病毒鉴定为冠状病毒，并且观察到病毒损伤犊牛肠组织。

McNulty等人在 1984年从犊牛肺脏中分离出一株 BCoV，该犊牛临床诊断为支气管肺炎

[40]。因此，确定 BCoV除引起牛消化道感染也会引起呼吸道感染。

自从 BCoV被首次发现之后，世界各地均有 BCoV引起腹泻的报道，但因为国家不

同，犊牛腹泻的发病率和发病时间也各不相同。在 2000年前，发病情况主要集中在美

洲、欧洲，其中美洲的美国、加拿大检测引起犊牛腹泻的 BCoV 阳性率较高，最高达

84％。欧洲的英国和比利时的阳性检出率分别为 14％和 8％[41, 42]。2000~2009年，美洲

的巴西仍检测出 68.6％较高的阳性率，亚洲的韩国其次，阳性率最高为 58.2％；欧洲荷

兰和意大利的阳性率也在不断升高，分别为 2.80％和 46.74％[43, 44]。到了 2010至 2019

年，BCoV在世界范围内出现了蔓延的趋势，各个州的阳性率不断升高，非洲也出现了

BCoV感染的情况，阿尔及利亚的粪便样本的阳性率为 20.73％。根据目前的数据，BCoV

首先在美洲被发现，然后相继在亚洲、欧洲、大洋洲和非洲出现，并出现全世界流行的

趋势。根据目前血清学的调查分析，虽然每个国家的血清抗体阳性率不同，但阳性率都

很高，其中在加拿大和瑞典，阳性率最高达 100％，美国的血清检测阳性率在 11％~91％

之间，法国的血清检测阳性率在 16％~72％之间，加纳的病原体检测阳性率仅为 0.3％，

但血清抗体阳性率达到 55.8％[45, 46]。

图 1-2 BCoV全球传播情况[47]

Figure 1-2 Global transmission of BCoV

1988年王继远等首次在我国发现 BCoV，随后其他省份也陆续检有 BCoVd的报道


