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摘要! 为了解锦鲤疱疹病毒中国吉林株"D14E3'#(*.B# 蛋白的结构特征和进化关系!用

框镜鲤尾鳍原代细胞增殖 D14E3'!提取其8+,!经A3*扩增!获得<!AB# 基因!将其克隆

到 SY8#BET载体中!构建重组质粒$ 应用生物信息学方法初步分析 D14E3'<!AB# 基因

的结构和功能!并与 Z9J[GJV上已公布的 ! 株 D14构建系统进化树$ 结果显示!获得了长

==# OS的 <!AB# 基因!编码 $"< 个氨基酸&预测 <!AB# 基因的理论分子量为 $B $?<7"% L!

等电点为 B7?%?&疏水性大于亲水性&信号肽切割部位最可能位于 $> 位的 0"丝氨酸#&有 ?

个跨膜区&抗原表位预测显示抗原性良好&结构预测显示!不存在 +E糖基化位点%存在 < 个

(E糖基化位点和 ## 个磷酸化位点&系统进化树分析显示!与锦鲤疱疹病毒以色列株属同一

分支$

关键词! 锦鲤疱疹病毒& <!AB# 基因& 克隆测序& 生物信息学分析

中图分类号! 0>#=& X=B"&&&&&&&文献标志码',

&&锦鲤疱疹病毒病 # V5H]9QS9W_HQLWPHW9GW9"

D148$ 是由锦鲤疱疹病毒 # V5H]9QS9W_HQLW"

D14$ 感 染 锦 鲤 # /=7-)2+'*&-7). B.)$( 鲤

#/=7-)2+'*&-7). *&-7).$及其普通变种如框镜鲤

等而导致的一种具有高度传染性和致死性的疾

病) #>>B 年 D14 首 次 在 以 色 列 的 YG\GJ

YH:]G96地区和美国暴发&#'

"$%%% 年传至英国(德

国和比利时&$'

%$%%$ 年 ? 月"印度尼西亚发生此

病"同年中国广东省和台湾省的锦鲤疑似发生此

病&! ;?'

%$%%! 年 #% 月日本证实该病已在本国存

在&"'

) 目前"该病在我国的鲤养殖中频繁发生"

造成鲤的大量死亡"给鲤养殖业带来了严重危害)

$%%= 年国家质检总局发布警示预报"要求将

D14作为必检项目"并加强对其他国家进口的锦

鲤和鲤的检测)

D14是双股线形 8+,病毒"是鱼类疱疹病

毒属中基因组最大的病毒&<'

) 目前"Z9J[GJV 已

经公布了 ! 株分别来自日本(美国和以色列锦鲤

疱疹病毒的基因序列&='

"基因组大小为 $>" VO"并

含有 $$ VO的末端同向重复序列%有 #"< 个开放

性阅读框#(*.$"B 个末端重复序列) D14的

#"< 个 (*.的功能只有少数已经确定其功能)

<!A$" 和 <!A>> 编码膜糖蛋白% <!AB# 和

<!AB! 编码主要囊膜蛋白"主要在细胞质中

合成&B'

)

研究发现"<!AB# 在大量表达时出现细胞核

缩小"细胞从瓶壁脱落的现象) *(02+D*,+g

等&>'对<!AB# 重组研究表明"其重组体蛋白的表

达可作为免疫荧光试验和2-/0,检测D14特异

性血清抗体的诊断性抗原"还可以用于抗 D14

的亚单位或8+,疫苗的研究) <!A=$ 和<!A>$

编码衣壳蛋白"邱芮瑜&#%' 研究表明"D14的

<!A=$ 和<!A>$ 可分别表达 ?=7< VL 和 #?" VL

的蛋白"且二者表达量较大"可用于 D14的快速
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检测)

目前国内尚无有效控制 D14的方法) 本研

究以本实验室在国内首次分离到的锦鲤疱疹病毒

吉林株 #D14E3'$基因组为模板"成功克隆到

D14主要囊膜蛋白基因***<!AB# 基因"并分

析其生物学信息"旨在为锦鲤疱疹病毒的基因背

景信息(发病机理(分子流行病学及基因工程疫苗

的研究奠定基础)

#&材料与方法

'(')细胞与病毒

锦鲤疱疹病毒中国吉林株#D14E3'$( 锦鲤

疱疹病毒尾鳍原代细胞由吉林农业大学动物生产

及产品质量安全教育部重点实验室分离保存或

提供&##'

)

'(*)菌株与载体

SY8#BET载体购自大连宝生物工程有限公

司":@*.1)81"

!

购自北京全式金生物技术有限

公司)

'(!)主要试剂

新 生 牛 血 清( ZHO:5 Y#>> 培 养 基 为

/J_HRQ5\9J公司产品%2M8&9 8+,聚合酶(限制性

内切酶 #,&

)

和"%&

)

(8+,YGQV9Q等购自大连

宝生物工程有限公司%凝胶回收试剂盒和质粒小

提试剂盒购自天根生化有限公司)

'(,)引物的设计与合成

根据 Z9J[GJV 上登录的锦鲤疱疹病毒

<!AB# 基因序列"利用 AQHF9QAQ9FH9QW"7% 软件

设 计 # 对 引 物" 上 游 引 物! A# "UE

333ZZZ,TZZ3,ZT3,33,,,Z3TE!U"下游引

物!A$ "UET3T,Z,T3,33,3,T3TTZ33ZZE!U"

分别引入 #,&

)

和 "%&

)

限制性酶切位点#划线

部位$"由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成)

'(- )锦鲤疱疹病毒中国吉林株 $JPTI0S%

;!<N' 基因的/0+扩增

按 照 1,02Z,i, 等&#$' 和 +2)D/*31

等&#!'的方法培养细胞) 将 D14E3'病毒液接种

框镜鲤尾鳍原代细胞单层"逐日观察细胞病变情

况"收集细胞病变达 =%b B̀%b的细胞及上清

液"收集病毒后常规方法提取病毒 8+,"采用

$"

$

-反应体系进行A3*扩增"反应条件如下!>"

c预变性 " FHJ">? c ?% W"">7! c !% W"=$ c #

FHJ"!" 个循环)

'(L )锦鲤疱疹病毒中国吉林株 $JPTI0S%

;!<N' 基因的克隆及鉴定

将目的片段纯化回收后"与 SY8#BET载体

连接"转化至 81"

!

感受态细胞"氨苄青霉素筛

选单菌落"提取重组质粒后以 #,&

)

和 "%&

)

双

酶切鉴定阳性重组质粒"命名为 SY8#BETEB#"

送至上海生工生物工程技术服务有限公司

测序)

'(M )锦鲤疱疹病毒中国吉林株 $JPTI0S%

;!<N' 基因编码蛋白的生物信息学分析

利用8+,0RGQ软件翻译出<!AB# 基因的核

苷酸序列%利用 0HJ\G6A_!7%# ]RRS!

!

fff7:OW7

PRL7PV@W9Q_H:9W@0H\JG6A@$软件进行氨基酸序列

的信号肽分析%利用 TY1YY 09Q_9Q_7$7%

# ]RRS!

!

fff7:OW7PRL7PV@W9Q_H:9W@TY1YY@$

软件进行跨膜区分析%利用 AQ5R0:G69# ]RRS!

!

fff79MSGWK7:]@R556W@SQ5RW:G697]RF6$软件分析

蛋白的疏水性%利用 [9SHAQ9P #7% 09Q_9Q# ]RRS!

!

fff7:OW7PRL7PV@W9Q_H:9W@[9SHAQ9P@$软件和

8+,0RGQ<7%#AQ5R9GJ$对 (*.B# 序列编码的蛋

白进行抗原表位分析%分别利用 +9R+Z6K:#7%

# ]RRS!

!

fff7:OW7PRL7PV@W9Q_H:9W@+9R+Z6K:@$

和 eHJ(eGJ\#7$ # ]RRS!

!

fff7:OW7PRL7PV@

W9Q_H:9W@eHJ(eGJ\@$在线分析软件进行 +E糖基

化位点和 (E糖基化位点预测"利用 +9RA]5W$7%

#]RRS!

!

fff7:OW7PRL7PV@W9Q_H:9W@+9RA]5W@$进

行磷酸化位点预测)

'(N )锦鲤疱疹病毒中国吉林株 $JPTI0S%

;!<N' 基因的系统进化树分析

从 Z9J[GJV 上分别下载锦鲤疱疹病毒日

本株(美国株和以色列株的基因序列"利用

8+,0RGQ<7%#Y9\,6H\9J$构建不同锦鲤疱疹

病毒株的 <!AB# 基因进化树"分析其进化

关系)

$&结果

*(')框镜鲤尾鳍原代细胞$=;0%接种 JPT后

细胞病变

Y.3接种D14后"" <̀ P 出现细胞体积增

大及少量的细胞空泡化"#% P后病变更加明显"且

$(#$
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细胞开始从瓶壁脱落)

图 ')JPT在=;0产生的细胞病变

;5<(')0E?A@2?D5#7BB7#?5:98#793E JPT

*(*);!<N' 基因的/0+扩增和鉴定

A3*扩增出一条与目的片段大小相符的

8+,片段#图 $$"SY8#BETEB# 用 #,&

)

和 "%&

)

进行双酶切"获得一段约 ==# OS 的片段#图

!$"说明 <!AB# 基因片段已成功克隆至载

体中)

*(! )锦鲤疱疹病毒中国吉林株 $JPTI0S%

;!<N' 基因的生物信息学分析

基因的序列测定和编码蛋白质分子特征&

测序结果表明"<!AB# 基因长 ==# OS"为一完

整的开放阅读框"编码 $"< 个氨基酸"预测

(*.B# 的理论分子量为 $B $?<7"% L"等电点

为B7?%?"含有 $" 个强碱性氨基酸#D(*$ ($#

个强酸性氨基酸 #8(2$ (#%" 个疏水氨基酸

#,(/(-(.(i(4$ (<! 个极性氨基酸 #+(3(

X(0(T(e$ )

信号肽分析&&将测得的 (*.B# 氨基酸序

列在丹麦技术大学生物序列分析中心#3[0$的

网站 ]RRS!

!

fff7:OW7PRL7PV@W9Q_H:9W@0H\JG6A

进行在线分析"通过 0HJ\G6A_!7% 进行信号肽切

割位点的预测) 使用 +9LQG6J9REf5QV #++$和

1HPP9J YGQV5_#1YY$两种模型进行预测"前者

能够对信号肽的分泌途径以及切割位点进行预

测"预测值标示为 0F9GJ%后者主要是对该氨基

酸序列是否具有信号肽进行分析和预测"同时

也对信号肽切割位点及分布进行预测"预测值

表示为 0SQ5O) 结果显示#图 ?$"++和 1YY

显示信号肽切割部位最可能位于 $> 位的 0#丝

氨酸$)

图 *)锦鲤疱疹病毒中国吉林株$JPTI0S%

;!<N' 基因的/0+扩增

Y!8+,分子量标准% #"$!A3*产物)

;5<(*)/0+26@>5B5#2?5A:ABUA5D74@7.H548.

0D5:2 S5>5:.?425:;!<N' <7:7

Y!8-$%%%8+,YGQV9QW% #"$!SQ5PL:R5 Â3*7

图 !)锦鲤疱疹病毒中国吉林株$JPTI0S%

;!<N' 基因的双酶切鉴定

Y!8+,分子量标准% #!SY8#BETEB# 的双酶切产物)

;5<(!)1D7597:?5B5#2?5A:ABUA5D74@7.H548.

0D5:2 S5>5:.?425:;!<N' <7:78.5:< 9A83>7

47.?45#?5A:7:VE67.95<7.?5A:

Y!B%%%8+,YGQV9QW%#!SQ5PL:R̂Q5FSY8#BETEB# PH\9WR9P OK

#,&

)

GJP "%&

)

&&跨膜区分析&&TY1YY预测 (*.B# 分别

在 ?? <̀< 位(B# #̀%! 位(#$% #̀?$ 位(#<$ #̀B?

位有 ? 个跨膜区#图 "$"其中+末端和 3末端都

位于病毒膜内区)

疏水性分析&&通过 AQ5R0:G69在线分析表

明"该蛋白具有一定疏水性"提示该蛋白高疏水性

区与膜蛋白跨膜区有明显相关性#图 <$)

!(#$
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图 ,)锦鲤疱疹病毒中国吉林株$JPTI0S%;!<N' 的信号肽预测

#G$ 0H\JG6A;++预测#9LV在线分析$!序列% #O$ 0H\JG6A;11Y预测#9LV在线分析$!序列)

;5<(,)1D7@4795#?5A:AB.5<:2>@7@?597ABUA5D74@7.H548.0D5:2 S5>5:.?425:;!<N' <7:7

#G$ 0H\JG6A;++SQ9PH:RH5J#9LV J9Rf5QVW$!W9IL9J:9% #O$ 0H\JG6A;11Y SQ9PH:RH5J#9LV J9Rf5QVW$!W9IL9J:97

图 -)锦鲤疱疹病毒中国吉林株$JPTI0S%

;!<N' 的跨膜区分析

序列的TY1YY预测后概率)

;5<(-)142:.676342:79A625:2:2>E.5.AB

UA5D74@7.H548.0D5:2 S5>5:.?425:;!<N' <7:7

TY1YY S5WRK9QH5QSQ5OGOH6HRH9Ŵ5QW9IL9J:97

&&抗原表位分析&&用 ]RRS!

!

fff7:OW7PRL7

PV@W9Q_H:9W@[9SHAQ9P@在线软件及 8+,0RGQ<7%

#AQ5R9GJ$对锦鲤疱疹病毒 <!AB# 基因编码的蛋

白进行抗原表位分析"得出其抗原表位主要集中

图 L)锦鲤疱疹病毒中国吉林株$JPTI0S%

;!<N' 基因的疏水性分析

序列的AQ5RW:G69分析输出信息)

;5<(L)PE94A@DA35#5?E 2:2>E.5.AB

UA5D74@7.H548.0D5:2 S5>5:

.?425:;!<N' <7:7

AQ5RW:G695LRSLR̂5QLW9QW9IL9J:97

%(#$
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在第 = #̀?($# $̀B(<B =̀=(#%" #̀##(#B? $̀#$(

$#B $̀!> 和 $?" $̀"? 位氨基酸#图 =$"表明该蛋

白的表面抗原决定簇主要位于这些区域"预示这

些抗原表位可能与该病毒的致病性有关)

图 M)锦鲤疱疹病毒中国吉林株$JPTI0S%;!<N' 基因的抗原表位分析

;5<(M)1D7@4795#?5A:AB?D72:?5<7:5#97?7465:2:?.ABUA5D74@7.H548.0D5:2 S5>5:.?425:;!<N' <7:7

&&糖基化及磷酸化位点的预测&&分别通过

+9R+Z6K:#7% 在线分析软件和eHJ(eGJ\#7$ 在线

分析软件对锦鲤疱疹病毒中国吉林株#D14E3'$

<!AB# 进行 +E糖基化位点和 (E糖基化位点预

测) 结果表明"其氨基酸序列不存在潜在的 +E糖

基化位点%分别在 ?(#?B(#"=($"$ 位存在 ? 个潜

在的(E糖基化位点) 用+9RA]5W$7% 在线分析软

件对锦鲤疱疹病毒中国吉林株#D14E3'$(*.B#

进行磷酸化位点进行预测"结果显示"当阈值取

%7" 时"其氨基酸存在 ## 个潜在的磷酸化位点

#包括 ? 个 09QE丝氨酸(# 个 T]QE苏氨酸和 < 个

TKQE酪氨酸位点$)

*(, )锦鲤疱疹病毒中国吉林株 $JPTI0S%

;!<N' 基因的系统进化树分析

从Z9J[GJV上分别下载锦鲤疱疹病毒日本

株#D14E'$(美国株#D14E)$和以色列株#D14E

/$ 的 <!AB# 基因"和中国吉林株 #D14E3'$

<!AB# 基因构建了系统进化树#图 B$"结果显示"

D14E3'与D14E/处于一个分支)

图 N)锦鲤疱疹病毒中国吉林株$JPTI0S%

;!<N' 基因的系统进化树

;5<(N)/DE>A<7:7?5#?477ABUA5D74@7.H548.

0D5:2 S5>5:.?425:;!<N' <7:7

!&讨论

锦鲤疱疹病毒病是由锦鲤疱疹病毒#D14$

引起的锦鲤和鲤的一种高致病性疾病) 该病多发

生在水温为 #B $̀B c的春秋季节"具有高度传染

性"发病率和死亡率均可高达 B%b #̀%%b

&B'

)

目前"锦鲤疱疹病毒病已在多国爆发"造成了巨大

的经济损失) 防治病毒性传染病的有效方法是疫

苗免疫"目前"该病较为有效的疫苗是减毒疫苗"

免疫锦鲤和鲤"免疫保护率可达 B%b以上&#?'

"但

是弱毒苗存在散播病毒和病毒变异的可能"而且

在国内还没有研制出有效的弱毒疫苗) 因此"需

要进一步研究安全有效的基因工程疫苗"避免病

毒的散播并消除病毒变异的可能性"并填补目前

国内没有有效疫苗的空白"控制 D14在我国暴

发流行) 而本研究选用 D14E3'<!AB# 基因进

行克隆和生物信息学分析"正是为基因工程疫苗

的研制打下基础)

本实验成功获得了长 ==# OS 的 <!AB# 基

因) 生物信息学分析表明"其编码的蛋白具有 ?

个跨膜区%抗原表位预测显示抗原性良好%使用

+9LQG6J9REf5QV#++$和 1HPP9J YGQV5_#1YY$

两种模型对其信号肽进行预测"显示信号肽切割

部位最可能位于 $> 位的 0#丝氨酸$氨基酸) 信

号肽是引导翻译出的前体蛋白通过细胞膜分泌到

胞外的一段序列"只有切除信号肽序列后前体蛋

白才能进入到分泌信号区"变成具有正常功能的

成熟蛋白&#"'

"因此预测信号肽切割位点"可以对

进行表达研究的引物设计和表达载体的构建提供

有价值的信息"另外"含有信号肽的蛋白质一般都

是分泌到细胞外"可能作为重要的细胞因子起作

用"从而具有潜在的应用价值%通过分析软件分析

表明"其氨基酸序列不存在潜在的 +E糖基化位

点"具有 ? 个潜在的 (E糖基化位点"糖基化是真

核生物蛋白质翻译前或翻译后的一个重要修饰过

程"并可提高蛋白基因组的多样性&#<'

"其中 +E糖

基化作用位点与抗原性和免疫原性有关&#='

)

系统进化树分析表明"锦鲤疱疹病毒中国吉

林株#D14E3'$<!AB# 基因与以色列株的进化关

系最近"同源性为 #%%b"所以可怀疑 D14是由

以色列等欧美国家传播至我国"这为 D14有效

疫苗的引进"以及研究资料的参考提供了依据)

本研究以在我国首次分离到的锦鲤疱疹病毒
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#$ 期 周井祥"等!锦鲤疱疹病毒E3'株<!AB# 基因的克隆及生物信息学分析 &&

中国吉林株的 8+,作为模板"成功将其 <!AB#

基因克隆"并采用生物信息学方法对<!AB# 的结

构和功能进行了分析"为我国锦鲤疱疹病毒的基

因背景信息"发病机理"分子流行病学及基因工程

疫苗的研究奠定了基础)
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F9GJW5 ÔH5HJ 5̂QFGRH:WW5 R̂fGQ9"HJ:6LPHJ\ S]K65\9J9RH:RQ99GJG6KWHW:5FSGQ9P fHR] 5R]9QR]Q99D14

WRQGHJWSLO6HW]9P HJ Z9J[GJV7T]9Q9WL6RWW]5f9P R]GRR]969J\R] 5 R̂]9<!AB# \9J9"9J:5PHJ\ $"< GG"fGW

==# OS7T]9F569:L6GQf9H\]RfGW$B $?<7"% L GJP R]9HW5969:RQH:S5HJRfGWB7?%?7T]9SQ5R9HJ HW

]KPQ5S]5OH:7T]9F5WR6HV96K WH\JG6S9SRHP9:LRfGWHJ $> OHR#09Q$7(*.B# ]GŴ5LQRQGJWF9FOQGJ9Q9\H5JW7
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