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摘要! 在前期研究中分离到一株草鱼呼肠孤病毒!B-$.7B4138 !并获得其全基因组序

列& 该病毒株的 H7 基因编码 .67 蛋白!该蛋白与哺乳动物正呼肠孤病毒
#

2 蛋白具有

较高的同源性及相似的 %D62;?结合保守区域!推测 .67 蛋白也同样具有 %D62;?活性&

为检测 .67 蛋白是否具有 %D62;?活性及其是否具有免疫保护作用!采用已构建的原核

表达载体表达 .67 重组蛋白!通过孔雀绿钼酸铵法检测纯化后的重组蛋白的 %D62;?活

性& 采用 4%&;G2F软件预测 H7 基因编码蛋白的抗原性!综合蛋白亲水性$表面可及性与

表面抗原性三项指标!预测编码蛋白可形成抗原表位的氨基酸区域数多达 86 个!提示

.67 蛋白具有较强的免疫原性& 用重组蛋白 .67 免疫健康草鱼!通过人工攻毒实验检测

.67 蛋白的免疫保护作用& 结果显示!.67 重组蛋白具有 %D62;?活性!且其 %D62;?活

性依赖于 HM

2 ?或 %2

?

5C

?

!而 -2

2 ?的存在可能抑制其活性'.67 蛋白可诱导草鱼产生高

水平的抗体滴度!并显著提高 )MH 9$%&的表达水平!但未能为草鱼提供抗 B-$.感染

的保护& 研究首次证实 B-$.7B4138 株 .67 蛋白具有 %D62;?活性!但不能为草鱼提供

免疫保护作用&

关键词! 草鱼呼肠孤病毒 B-$.7B4138 株' 重组 .67 蛋白' 核苷三磷酸酶' 活性' 免疫原性

中图分类号! *;1019444444444444文献标志码(&

44草鱼呼肠孤病毒#MF2;;A2FK F?/J:F>;"B-$.$

是水生呼肠孤病毒属#;B($%/-5'%(&"&I$.$中致

病力最强的病毒
&1'

"是引起草鱼病毒性出血病的

主要病原体( 本实验室近年分离到草鱼呼肠孤病

毒广东株 B.$.7B4138"并已获得其全基因组序

列( 与其它水生呼肠孤病毒一样"该病毒株的基

因组由 11 条分节段的双链 $%&# @/>O0?7;GF23@?@

$%&"@;$%&$组成"但不同的是"这 11 条节段编

码 11 个蛋白而不是 12 个蛋白%与已报道的其它

草鱼呼肠孤病毒株存在较大的分子差异!它与

B-$.只有 0 个蛋白同源#1016E=9718E的氨

基酸序列同源性 $"但与哺乳类正呼肠孤病毒

H$.却有 ; 个蛋白同源#17E=96E的氨基酸序

列同源性$( 根据 .617.66 的氨基酸序列分别进

行系统进化关系分析"结果显示该株可能为水生

呼肠孤病毒属中的新种"且与其它 &I$.;已知

种相比与正呼肠孤病毒属#0%)H-%/-5'%(&""$.;$

的 关 系 更 近
&2'

( $D76-$ 检 测 显 示" B-$.7

B4138 株在我国南方草鱼出血病病毒流行株中

具有一定的代表性
&/'

(

8'&*D分析显示"B-$.7B4138 株的 H7 基

因编码蛋白为结构蛋白 .67( 此 .67 蛋白与水

生呼肠孤病毒属中包括草鱼呼肠孤病毒)金体美

洲 鳊 鱼 呼 肠 孤 病 毒 # M/0@?3 ;=:3?FF?/J:F>;"

B*$.$)美洲草鱼呼肠孤病毒 #&9?F:A23 MF2;;

A2FK F?/J:F>;" &B-$.$ 和胭脂鱼呼肠孤病毒
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#M/0@?3 :@?F?/J:F>;"B)$.$等的核衣壳蛋白 .67

的氨基酸同源性为 29E=27E"与哺乳动物正呼

肠孤病毒#929920:23 F?/J:F>;"H$.$的
#

2 及禽

呼肠病毒#2J:23 F?/J:F>;"&$.$的
#

&同源性为

23E

&2'

( 研究显示"H$.的
#

2 是决定病毒毒株

在 转 录 酶 和 核 苷 三 磷 酸 酶 # 3>A0?/;:@?

GF:K=/;K=2G2;?"%D62;?$活性方面差异的关键因

子
&9 57'

%体外实验显示纯化的
#

2 依赖双价离子)

具有核苷三磷酸酶和 $%& 三磷酸酶 # $%&

GF:K=/;K=2G2;?"$D62;?$ 活性
&6'

%禽呼肠孤病毒

#2J:23 /FG=/F?/J:F>;"&$.$的
#

&也已证实具有

%D62;?和 $D62;?活性"且这二种酶可能拥有相

同的活性位点
&0'

(

#

2 和
#

&蛋白的这些酶活性

与病毒 $%&合成及病毒 $%&的 7P加帽有关(

大多数呼肠孤病毒感染细胞时利用
#

2 作为微管

结合蛋白"锚定在感染细胞微管上
&8'

( 使用针对

H$.的
#

2 的 ;:$%&;"可阻隔病毒双链 $%&)蛋

白的合成和包涵体的形成"证实
#

2 是病毒复制

的关键组份
&;'

(

H$.的
#

2 氨基酸序列中存在保守的
#

2

样 %D6结合区域!9177CB*(C*D)7922"该区域

中的两个赖氨酸 C对其活性是必需的
&13'

( 轮

状病毒 #F/G2J:F>;$的 %*62 蛋白和 &$.的
#

&

蛋白与 H$.的
#

2 是同源蛋白"均含有类似的

#

2 样 %D6结 合 区 域" 且 均 已 被 证 实 具 有

%D62;?和 $D62;?活 性
&0"11'

( &GG/>:等
&12'

和

C:9等
&1/'

通过对序列同源性和保守结构域的分

析"推测水生呼肠孤病毒属中已知的几种呼肠

孤病毒 B-$.)B)$.)B*$.等的 .67 蛋白也具

有 %D62;?和 #或 $ $D62;?活性"但迄今未有实

验证实( 在 B-$.7B4138 株的 .67 蛋白中也

存在类似 的
#

2 样 %D6结 合 保 守 区 域 9377

CB*(C*D)7912"推测该蛋白也可能具有相似的

活性与功能(

本实 验 采 用 原 核 表 达 系 统 获 得 B-$.7

B4138 株重组 .67 蛋白"采用孔雀绿钼酸铵法检

测该蛋白是否具有 %D6酶活性"并通过免疫健康

草鱼和人工感染实验"确定该蛋白是否具有免疫

保护功能(

14材料与方法

&'&(实验材料

B-$.7B4138 病毒株由本实验室分离)纯化

与保 存% 原 核 表 达 工 程 菌 K,D/3A7H758'21

#4,/$为前期实验构建%健康草鱼鱼种由珠江水

产研究所广州水产良种基地提供%辣根过氧化物

酶标记的兔抗草鱼 )MH为本实验室制备与保存(

,0:;2试剂盒购自 )3J:GF/M?3 公司%&D6酶检测试

剂盒购自南京建成公司% 6/U?F*Y8$ BF??3

H2;G?FH:S 购自 &KK0:?@ 8:/;N;G?9公司%其他化

学试剂为国产或进口分析纯试剂( 主要仪器有

HC/ 型酶标仪#美国"D=?F9/$)&8)0/33 荧光定

量 6-$仪#美国"&8)$)紫外分光光度计 #德国"

,KK?3@/FT$(

&'!(重组蛋白活性测定

重组蛋白的制备44取基因工程菌 K,D/3A7

H758'21#4,/$接种到 13 9'含卡那霉素的液

体 '8培养基中"/0 L 233 F59:3 振荡培养约 16

= 后"转接至 73 9'新培养液中继续培养( 待

"4

633

值达 317 左右时"加入终浓度为 1 99/05'

的 )6DB"诱导培养 9 = 后"13 333 F59:3 离心 1

9:3( 菌体与重组蛋白的处理方法根据用于活性

测定或用于草鱼免疫注射而略有不同"分别在下

文中作介绍(

活性测定用重组蛋白的纯化44&D62;?活

性测定实验中重组蛋白纯化过程使用的结合缓冲

液为 23 99/05'DF:;7+-0"73 99/05'%2-0( 用

该结合缓冲液清洗诱导表达后的菌体"重悬后经

超声破碎( 超声破碎程序设定!工作时间 / ;"间

歇时间 / ;"功率 /33 W"破碎时间 17 9:3( 用含 2

9/05'脲的上述结合缓冲液洗涤包涵体 2 次"含 6

9/05'脲的缓冲液溶解包涵体( 透析液为加入 7

99/05'咪唑的上述结合缓冲液"透析复性时脲

浓度梯度依次为 2)1)3 9/05'( 每次透析以 73 倍

体积"9 L透析 16 =( 纯化后的 .67 重组蛋白经

分光光度计测定蛋白浓度后用于蛋白活性检测及

免疫试验(

重组蛋白活性检测44采用中国南京建成生

物工程研究所研制的 &D6酶检测试剂盒"初步检

测其 &D62;?活性( 参照试剂盒的操作说明进行

检测( 初步证实重组蛋白具有 &D62;?活性后"

分别检测其 %D62;?活性和蛋白酶量对其活性的

影响(

采用孔雀绿钼酸铵法检测重组蛋白 %D62;?

活性
&19 517'

( 实验前配制反应终止液"由下列各成

份组成!孔雀石绿#质量浓度 31381 2E$)聚乙烯

311
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醇 #质量浓度 21/2E$)钼酸铵 #质量浓度为

7102E"溶于 6 9/05'+-0中配制$)去离子水"以

2C1C1C2 混合( 实验反应体系共为 73

#

'"其中

HM-0

2

9 99/05'"DF:;7+-023 99/05'#K+01;$"

%D613 99/05'"加入重组 .67 蛋白 93 3M"最后

加去离子水定容( 反应体系混匀后随即在 /0 L

反应 27 9:3%加入 73

#

'终止液"/0 L作用 7

9:3%加入 27

#

'/3E柠檬酸三钠"作用 7 9:3%酶

标仪 "4

6/3

测 ;值(

蛋白酶量对其活性的影响实验是在上述反应

体系中加入蛋白量梯度为 9)8)12)23)93)83)

123)163)293 3M( 不同的底物实验分别加入的底

物为 &D6)-D6)BD6和 #D6( 酶反应最适时间

实验设置时间分别为 7)13)23)/3)93)73)63 9:3(

&'*(免疫原性分析与免疫保护试验

免疫原性分析4 4用 4%&;G2F软件中的

6F/G?23 对 H7 编码的氨基酸序列进行分析"采用

CNG?74//0:GG0?方法预测蛋白的亲水性",9:3:法

预测蛋白表面可及性"!29?;/37W/0T法预测蛋白

表面抗原性( 结合上述指标分析 H7 基因编码氨

基酸 的 抗 原 决 定 簇( 在 线 # =GGK!

!

9/ON0?1

K2;G?>F1TF5AM:7O:35K/FG201KN- GT/F9;!!23G:M?3:A$

预测编码蛋白可形成抗原表位的氨基酸区域数(

免疫试验用重组蛋白的纯化44基因工程

菌接种到含卡那霉素的液体 '8培养基培养过

夜后"转接至 233 9'新培养液中继续培养"

)6DB诱导表达 9 = 后"离心沉淀收集菌体"用

68*洗涤两次后"6 333 F59:3"9 L离心 7 9:3(

用 68*重悬菌体"超声破碎"程序设定为工作时

间 7 ;"间歇时间 7 ;"功率 933 W"破碎时间 /3

9:3( 13 333 F59:3"9 L离心 /3 9:3"收集包涵

体( 用含 2 9/05'脲的 68*洗涤包涵体两次"

离心后弃上清( 包涵体用含 8 9/05'脲的 68*

变性( 变性后经透析使蛋白复性"透析液中脲

浓度梯度依次为 2)1)3 9/05'"每次透析以 73

倍体积"9 L透析 16 =( 若测定的蛋白浓度较

低"则将复性后的蛋白用聚乙二醇浓缩到合适

浓度(

重组蛋白免疫草鱼保护试验44以体质量

17 =27 M 的健康草鱼为免疫对象"暂养一周后

进行免疫试验( 试验组共分 / 组"注射剂量 #蛋

白量5鱼的体质量$分别为 1)/ 和 7

#

M5M%将纯

化的重组 .67 蛋白用 68*稀释至所需浓度后"

与等体积的弗氏不完全佐剂充分混匀"试验组

以每尾鱼311 9'的注射量腹腔注射( 对照组 2

组"分别为空白对照组和注射等体积 68*对照

组"每组各 /3 尾鱼"试验组和对照组均各设 2 个

平行组"一组用于取血样"另一组则用于攻毒

实验(

分别从免疫 1 周和 2 周后的每组鱼中取 7

尾鱼的血制备抗血清( ,')*&检测草鱼抗血清

的抗体水平"具体操作如下!纯化蛋白用包被液

#3137 9/05'碳酸盐"K+ ;16$稀释到 1

#

M59'

后"每个聚苯乙烯板反应孔加 311 9'"9 L包被

过夜( 次日"用 68*D#68*?3132E DU??3723$

洗涤 / 次"每次 / 9:3( 加稀释后的一抗 311

9'"一抗分别是免疫组鱼血清及空白组鱼血清"

按第一孔 1C233比例稀释"第二孔 1C733 比例稀

释"依次倍比稀释到 1C128 333( 置 /0 L孵育 1

=( 用 68*D洗涤 7 次"每次 / 9:3( 加入二抗为

+$6标记的兔抗草鱼抗体 #1C13 333 稀释$ 311

9'"/0 L孵育 1 ="68*D洗涤 7 次( 于各反应

孔中加入 DH8底物溶液 311 9'"/0 L避光反

应 13 9:3( 于各反应孔中加入 1 9/05'硫酸

311 9'终止反应( 结果判定"在 ,')*&检测仪

上"于 973 39处"以空白对照孔调零后测各孔

"4值"若大于规定的阴性对照 "4值的 211

倍"即为阳性结果(

感染草鱼吻端成纤维细胞 6*(的 B-$.7

B4138 病毒株用于攻毒实验( 病毒增殖的具体

方法参照文献 &2'"每尾草鱼腹腔注射细胞冻融

悬液 311 9'"注射量为预实验的半致死量( 每天

观察记录各组发病与死亡鱼的数量"连续观察

2 周(

取免疫后的各组鱼及对照组草鱼各 / 尾"提

取其头肾组织的总 $%&"荧光定量 6-$检测其

)MH 9$%&( 荧光定量 6-$具体操作参考刘明

智等
&16'

( 计算免疫组草鱼头肾 )MH 9$%&相对

于空白组草鱼头肾 )MH 9$%&的表达量(

24结果

!'&(%+.活性测定

透析复性后的纯化蛋白"分光光度计测定蛋

白浓度为 91 3M5

#

'( 使用 &D6酶检测试剂盒检

测重组蛋白 .67 的活性"结果显示 .67 在 %2

?

C

?

7&D6酶管和 HM

2 ?

7&D6酶管中均可检测到活

111
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性"而在 -2

2 ?

7&D6酶管和 -2

2 ?

HM

2 ?

7&D6酶管

未检测到活性"说明重组 .67 蛋白的 &D62;?活

性是依赖 %2

?

)C

?

和#或$HM

2 ?

的%测得重组 .67

的 &D62;?活力为 316;/

#

9/06:5#9M KF/G1=$(

对酶量与活性的关系分析结果显示"反应体

系中蛋白量为 93 3M 时"即可达到合适的实验测

量结果#图 1$( 酶反应时间则以 /3 9:3 左右较

为合适#图 2$( 该蛋白对 9 种 %D6底物均有一

定活性"&D6"-D6"#D6和 BD6的 ;

6/3

值分别为

/1362"21171"21129 和 21320(

图 &(蛋白量对 X.< %+.,32活性的影响

?0@'&( 1̂D,"876D/7820C"7C"2C8/,807C7C

%+.,32,"80E08: 76X.<

图 !(反应时间对 X.< %+.酶活性的影响

?0@'!(+012"4/E276%+.,32,"80E08: 76

892X.< D/7820C

!'!([P̂S%分析草鱼血清抗体

用 1)/ 和 7

#

M5M / 个剂量的重组 .67 免疫

草鱼"免疫 0 @"所有受免草鱼的抗血清 ,')*&检

测结果均为阳性( 其中 7

#

M5M 免疫剂量诱导草

鱼产生的抗体效价最高"稀释 1C69 333 时抗血清

仍为阳性( 免疫 19 @"各免疫剂量组草鱼的血清

抗体效价均明显增加( 其中 7

#

M5M 免疫量组受

免草鱼抗血清的抗体效价最高"稀释1C128 333时

仍为阳性(

!'*(N< 基因编码蛋白的抗原性分析

4%&;G2F软件预测 H7 基因的抗原决定簇"

根据 亲 水 性 # +N@F/K=:0:A:GN D3 $) 抗 原 指 数

#&3G:M?3:A:3@?S D3 $ 和表面可及性 # *>FT2A?

KF/O2O:0:GN D1$ / 个指标确定 .67 的抗原表位(

.67 蛋白有 /12 个氨基酸位点亲水性 D3"/;9 个

氨基酸位点抗原指数 D3"16; 个氨基酸位点表面

可及性 D1"根据这 / 项指标"在线预测 .67 蛋白

可形成抗原表位的氨基酸区域数为 86#表 1$(

表 &(#$%38,/预测 N< 基因编码蛋白的抗原表位

+,-'&([D087D23D/250"807C76N< 2C"750C@ D/7820C

-: #$%38,/3768K,/2

相关参数

F?02G?@ K2F29?G?F;

预测区域#&&$

KF?@:AG:3M F?M:/3#&&$

H7 抗原区综合分析

23G:M?3:AF?M:/3;/TH7

0 =10"29 =/7"73 =77"63 =02"

00 =82"8; =;2";0 =131"136 =

123"12/ =193"17/ =177"176 =

160"168 =181"182 =18;"1;8 =

230"23; =210"22/ =220"2// =

2/7"296 =269"268 =207"200 =

282"28; =2;2"2;/ =/36"/27 =

//8"/73 =/7;"/03 =/07"/08 =

/;6"939 =93;"91; =928"9/2 =

996"972 =970"963 =966"901 =

900"9;0 =73/"737 =711"716 =

729"727 =720"796 =77/"763 =

769"76; =702"700 =789"786 =

788"638 =611"6/9 =6/6"692 =

679"678 =601"609 =680"039 =

017"021 =026

!';(免疫保护试验

用 1)/ 和 7

#

M5M / 个不同剂量的重组 .67

蛋白免疫草鱼"两周内受免鱼用 B-$.7B4138 病

毒株进行人工攻毒"统计 2 周后各组的死亡数"/

组鱼死亡尾数分别为 27)27 和 26 尾"对照组死亡

尾数为 /3 尾"说明 .67 重组蛋白未能为受免鱼

提供保护(

!'< (荧光定量 )+G.>)检测草鱼头肾 @̂N

1)$%水平

采用荧光定量 $D76-$方法检测草鱼头肾

)MH的转录"免疫 2 周后 / 个不同免疫剂量组#1)

/ 和 7

#

M5M$的 )MH 9$%&水平均高于对照组"

相对表达量 #免疫组5对照组 $分别为 # 211; B

31/9$"#/1;3 B3106$和#9199 B3172$#图 /$(
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表 !([P̂S%检测受免草鱼抗血清滴度

+,-'!([P̂S%,C,B:30367/,C80-75: 8082/768920114C0R25@/,33",/D

稀释度

@:0>G:/3

;

97339

吸光值 2O;/FKG:/3 2G;

97339

免疫 0 @ 后

0 @ K/;G7:99>3?@

1 / 7

免疫 19 @ 后

19 @ K/;G7:99>3?@

1 / 7

阴性血清

3?M2G:J?;?F>9

3

空白对照

A/3GF/0

3

1 1C233 11316 11933 11926 112/; 11931 1182/ 31107 31377

2 1C733 3160/ 1139/ 112/; 11/33 11929 119;0 31133 31392

/ 1C1 333 3197/ 31077 111/8 31;72 11218 11996 3130; 31397

9 1C2 333 31286 31967 31;06 31668 31;;/ 11163 31368 31396

7 1C9 333 31168 31202 31068 31/76 31770 11380 31362 313/0

6 1C8 333 31137 31179 3162; 311;2 31/77 11060 3137 31396

0 1C16 333 31368 31382 31/08 31118 312/9 31771 3137/ 31377

8 1C/2 333 31361 3136/ 31273 3130; 31122 31//; 31379 31396

; 1C69 333 31372 31376 31193 31366 31389 312// 3139; 31393

13 1C128 333 31373 3139; 31387 31379 31369 31162 31370 31373

图 *(免疫组草鱼头肾 @̂N 1)$%的相对表达量

?0@'*()2B,80E2B2E2B7689292,5U05C2: @̂N 1)$%76

8920114C0R25@/,33",/D

/4讨论

%D62;?能催化水解 %D6并释放能量"在生

物机体内的物质运送)能量转换和信息传递方面

具有重要作用"该能量反应在生命形式中有着广

泛的利用
&10'

( &M>GG?F等
&18'

首先在大鼠肝脏的细

胞核核膜上发现 %D62;?( %D62;?也普遍存在于

病毒中"与病毒的单链 $%&转录和复制相关
&1;'

(

在 H$.)&$.中已证实有 %D62;?的存在
&23 521'

(

本研究 B-$.7B4138 株 H7 基因的编码蛋白

.67 与 H$.的
#

2)&$.的 H

#

&等蛋白具有较

高的同源性"且带有一个典型的
#

2 样 %D6结合

区域"该保守区域在所有的多角体呼肠孤病毒

# G>FF?G?@ </-5'%'"$/$ 如 质 型 多 角 体 病 毒

##*+-5'%(&$)斐济病毒 #E'M'5'%(&$ 等中均有存

在
&13'

( *> 等
&0'

用原核表达载体 K,D282成功表

达了具有活性的 H$.

#

&蛋白( 为证明 B-$.7

B4138 株 .67 蛋白也具有相关酶活性"本研究将

原核表达的 .67 蛋白"通过包涵体变性与复性纯

化"证实其具有 %D62;?活性( 这也是首次在水

生呼肠孤病毒中证实了 .67 蛋白具有 %D62;?

活性(

%D62;?活性测定有多种方法"如分光光度

法)同位素标记法与比色法等
&22 527'

( 本实验采用

孔雀绿钼酸铵法检测重组 .67 蛋白的 %D62;?活

性( 该方法的原理是 %D62;?水解核苷三磷酸所

产生的无机磷可与钼酸作用生成磷钼酸"后者可

被还原剂还原成钼蓝"通过柠檬酸三钠淬灭底物

非酶促水解产生的无机磷"通过比色"间接反映出

酶活性( 使用该方法时避免磷污染的干扰"是精

确检测 %D62;?活性的关键"因此实验过程中所

用材料与器皿均要避免磷污染( 本研究首先采用

商品化的 &D62;?试剂盒初步确定了 .67 蛋白具

有 &D62;?活力( 随后通过孔雀绿钼酸铵方法"

进一步检测该蛋白的 %D62;?活性及影响其活性

的因素( 本研究初步活性实验结果显示"纯化

.67 蛋白的 &D62;?活性是 %2

?

5C

?

或 HM

2 ?

依

赖"但不依赖 -2

2 ?

%但在 -2

2 ?

和 HM

2 ?

同时存在

时"未检测到酶活性"说明 -2

2 ?

和 HM

2 ?

同时存在

时"-2

2 ?

可能会抑制 &D6的水解( 对 &D6)-D6)

#D6与 BD69 种%D6底物的活性比较显示"该蛋

白对&D6的亲嗜性较高"提示在病毒核内 .67 蛋

白提供能量方式是以水解 &D6释放能量为主(

对 .67 氨基酸序列分析显示其具有 86 区域

/11
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可形成抗原表位"提示 .67 应具有较强的免疫原

性( 本研究进一步通过免疫保护实验来确定 .67

重组蛋白是否具有免疫保护作用( ,')*&抗体

效价分析显示"以不同剂量的 .67 免疫"受免草

鱼血清均具有较高抗体滴度%同时受免草鱼头肾

)MH 9$%&表达水平高于对照组"抗体滴度与基

因转录水平都说明重组 .67 蛋白可诱导草鱼机

体产生免疫应答( 但攻毒试验显示"重组蛋白

.67 未能为草鱼提供有效的抗 B-$.的保护作

用"这进一步证明该蛋白是病毒核衣壳内的结构

蛋白( 本研究为下一步开展该蛋白在病毒复制与

转录上的功能研究奠定基础(
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