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猪瘟病毒结构蛋白 Erns在 E.coli中的高效表达及纯化* 
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Abstract: The Erns gene was amplified by RT-nPCR from C-strain of Classical swine fever virus 
(CSFV). Then the Erns gene was cloned into pGEX6P-1 vector. The expression products were analysed 
by SDS-PAGE and Western blotting methods. The inclusion bodies were recovered from bacterial lysate 
by centrifugation and washed with buffer, and then dissolved in denaturing agents. The protein was 
refolded by dilution dialysis. Refold protein reacted strongly with the positive serum of CSFV, which 
indicated that the protein has immunogenic. 
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猪瘟（Classical swine fever, CSF）是由猪瘟病

毒（Classical swine fever virus, CSFV）引起的猪的
高度接触性传染病，是严重危害养猪业的传染病之

一。CSFV 基因组为单股正链 RNA 分子，长约
12.3kb，仅编码一个开放性阅读框。位于 5′端的
囊膜糖蛋白 Erns、E1和 E2构成了 CSFV的外壳，
其中 Erns和 E2 参与病毒感染细胞的过程，并能诱
导宿主产生保护性免疫应答[1]。目前研究的 CSFV
基因工程疫苗主要以 E2 蛋白作为抗原，并通过检
测 Erns的抗体来区分 E2 标记疫苗免疫猪和野毒感
染猪，有利于剔除猪群中潜在的传染源，达到最终

消灭猪瘟的目的。氨基酸序列比较发现，CSFV 的 
Erns 氨基酸序列中有地衣类与植物核苷酸酶家族的

特征序列，属于胞外 RNase家族，具有 RNase活性，
Erns可降解病毒和细胞的 RNA，在研究 CSFV的致

病机制方面具有重要意义[2]。本研究利用 RT-nPCR
技术，克隆到了 Erns基因，并利用大肠杆菌表达系

统高效表达了 Erns蛋白，纯化后的蛋白具有良好的

生物学活性，为进一步建立 Erns抗体的检测方法和

探讨 Erns蛋白在 CSFV致病过程中的作用奠定了基
础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
C-株猪瘟病毒由本室保存。RNA提取试剂盒为

QIAGENE Biotech RNA-SOLV Reagent；DNA片段
回收试剂均为 TaKaRa（大连）公司产品;质粒提取
试剂为博大泰克公司产品;ProBond Columns 蛋白
纯化试剂盒购自 Novagen 公司; DH5α、BL21(DE3) 
plysS由本室保存；pGEX6p-1为清华大学生物系蛋
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白晶体研究室惠赠。 
1.2  引物设计及合成 
参照 CSFV Alfort 株[3]和 Brescia[4]序列，用

Oligo5.0软件设计 2对引物，引物由 TaKaRa(大连)
公司合成，序列如下。 
P1：5'-ACCAGAATCCAGGAAGAA -3'； 
P1'：5'-TTTTGGGGAGGCAAGCGC -3' 
P2：5'-GCGAATTCGCATGGGCGGTGATAGCAAT 

TA T G-3'； 
P2'：5'-GCCTCGAGGTTAGTGTACCATATGTA C -3' 
1.3  病毒 RNA 的提取、RT-PCR 反应及表达载体

的构建 
RNA 的提取参照 QIAGENE Biotech RNA- 

SOLV Reagent的说明进行。用 5 µL反转录产物作
为模板 P1、P1′为引物进行 PCR 扩增。程序：98
℃ 5min, 94℃ 1min, 50℃ 30s, 72℃ 1min, 30个循
环，72℃延伸 8min。用第一次扩增产物作为模板，
P2、P′2为引物，其余条件同第一次扩增。测序确
证后将 Erns基因插入 pGEX6p-1 载体，构建重组表
达质粒 pGE-Erns。 
1.4  重组表达载体的试表达 
测序验证后的重组质粒 pGE-Erns 转化 BL21 

(DE3)plysS感受态细胞中，重组菌按照常规的方法
诱导。SDS-PAGE电泳鉴定表达结果。 
1.5  Erns蛋白的纯化和复性 
用 50 mmol/L Tris.HCl的重悬诱导后的菌体，加

入细菌裂解液（50 mmol/L Tris.HCl、5 mmol/L 
MgCl2、0.5 mmol/L EDTA、0.1 mol/L NaCl, pH8.0），
超声裂解菌体，低温离心收集沉淀，加入 8 mol/L尿
素室温作用 30min 裂解沉淀，高速离心收集上清。
纯化后的蛋白转移至含 8mol/L 尿素的复性液（20 
mmol/L Tris.HCl pH8.0, 0.5 mmol/L argnine, 1mmol/L 
EDTA, 1 mmol/L GSH, 1mmol/L GSSG）中透析，然
后将复性液换成含有（1mmol/L GSH, 1mmol/L 
GSSG）的 Tris.HCl（pH8.0）透析 6h，PBS 透析过
夜，离心收集上清，SDS-PAGE蛋白电泳鉴定。 

2  结果 
2.1  Erns基因的克隆及原核表达载体的构建 
切胶回收 RT-nPCR扩增产物，酶切纯化的 PCR

产物和载体 pGEX6p-1，16℃连接，转化 DH5α 感
受态细胞，提取质粒酶切鉴定，测序确证成功构建

重组表达载体 pGE-Erns。 
2.2  SDS-PAGE 和Western blotting鉴定表达产物 
重组菌分别诱导 4h、5h和 6h后的样品经 SDS- 

PAGE 鉴定。图 1A 可见 54kDa 大小的表达带，与
Erns 融合蛋白推导的分子量一致，不同时间蛋白表

达量没有明显的差异。在图 1B中，Western blotting
试验在 54kDa处观察到明显的杂交条带出现，而对
照样品未出现条带，说明表达产物能被猪瘟抗血清

识别。 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  Erns基因在大肠杆菌中表达分析 
Fig.1  Expression of Erns gene in E.coli 

A: SDS-PAGE. 1～3, Expression of Erns ; M. Protein marker (kDa:118, 98, 

67, 45, 36, 20, 14); 4, Cytoplasm suspension of recombinant plasmid 

without induction; 5, Purified Ernsprotein; B: Western blotting. 1, Uninduced 

sample; 2, Induced sample. 
 
2.3  Erns活性分析 
利用 INDEXX 公司的抗原检测试剂盒检测结

果表明，复性的 Erns蛋白可以同 CSFV抗体特异性
结合，具有良好的反应原性。另外，将复性的 Erns

和灭活的猪瘟全病毒作为抗原包被 ELISA板，平行
检测已知猪瘟阴、阳性血清，结果的符合率达到

85.6%，表明获得的蛋白可以作为抗原用于检测
CSFV抗体。 

3  讨论 

黄病毒科中，蛋白质 Erns具有 RNase催化活性。
实验证明，Erns 是病毒繁殖不可缺少的成份，如果

删除整个 Erns基因，CSFV 的 cDNA 将不能装配成
完整的病毒子。Erns的 RNase 催化活性依赖于氨基
酸残基 28～40，71～89两个活性区域，这两个区域
的-His30和 His79对维持酶的催化活性至关重要，若

被赖氨酸替换，Erns将彻底失去酶活性，由此推断这

两个His残基可能在维持Erns蛋白空间构像中发挥重

要作用 [5]。CSFV Erns的生物学活性研究发现，CSFV
的Erns可有效阻断猪源CSFV、BVDV对SK6和PK15
等细胞的感染，却不能有效阻断牛源 BVDV对细胞
的感染，说明 Erns与宿主嗜性有关[6]。 

国内检测 CSFV抗体的血清学方法所用抗原多
为浓缩的全病毒，存在着诸多不利因素，而通过基

因工程方法表达的抗原易纯化、易规模化生产，和

全病毒抗原比较具有相似的敏感性和特异性。目
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前，研制中的 CSFV 基因工程疫苗主要选择 E2 基
因作为目的蛋白，同时利用 Erns作为抗原建立配套

的诊断方法，用于区分 E2 抗原免疫猪和 CSFV 感
染猪 [7]。我们下一步的工作是优化 Erns蛋白的复性

条件，以期获得活性更好的蛋白，为建立血清学诊

断方法提供材料。 
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