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摘要! 为研究草鱼呼肠孤病毒"N-$.#+920 株 *32 基因节段编码蛋白的可能功能!采用 7-$

方法扩增草鱼呼肠孤病毒 +920 株 *32 基因节段!并把该基因节段克隆至表达载体 K,Q8/13

" B#!获得的重组表达载体 K,Q8/138*32 转化到大肠杆菌 ;'13"5,/#菌株!用 )7QN诱导表

达!表达产物通过 *5*87&N,分析鉴定后!再通过变性'过 %>柱纯化'透析复性纯化获得目的

蛋白$ 然后用纯化的重组蛋白免疫昆明小白鼠!制得多克隆抗体!用间接 ,')*&方法测定抗

体效价!用 <?CG?4A L0/G和 )(&"间接免疫荧光试验#鉴定抗体特异性$ 结果表明!*5*87&N,

分析表达的重组蛋白约为 8/ MF!大小与预期相符!目的蛋白主要存在于包涵体中&过 %>柱纯

化'透析复性纯化后的重组蛋白纯度可达 :914T&间接 ,')*&测得制备的多克隆抗体效价约

为 3D32

7

!<?CG?4A L0/G和 )(&结果显示!制备的多克隆抗体能识别 +920 毒株!表明 *32 编码

蛋白为 N-$.8+920 株的结构蛋白$

关键词! 草鱼呼肠孤病毒& +920 株& *32 编码蛋白& 多克隆抗体

中图分类号! :908& *:7813315555555 文献标志码%&

55我国分离到的第一株鱼类病毒是草鱼呼肠孤

病毒#I43CCE34K 4?/X>4FC"N-$.$"由该病毒引起的

草鱼出血病每年都给我国草鱼养殖业造成巨大经

济损失"严重制约着我国草鱼养殖的健康发展
&3'

(

草鱼出血病病原较为复杂"目前已报道有近 /2 个

分离株
&1'

"包括草鱼呼肠孤病毒 0/7 株 #D>CJ

4?/X>4FC0/7"($.80/7$)草鱼呼肠孤病毒 084 株

#I43CCE34K 4?/X>4FC084"N-$.8084( 其中 N-$.

为草鱼呼肠孤病毒的英文缩写"后面的数字或字母

表示不同的株型"以下表示方式均与此相同($)

N-$.809/) N-$.8073) N-$.098) N-$.8097)

N-$.8::3) N-$.82:7) N-$.801:) N-$.80:1)

N-$.8.#越 南 株 $) N-$.8+:71 #湖 南 株 $)

N-$.89.0021#浙江湖州 0021 株$)N-$.89.0:2:

#浙江湖州 0:2: 株$)N-$.8+920 #浙江湖州 20

株$)N-$.8!Y2:23#江西 2:23 株$)N-$.8!Y2:21

#江西 2:21 株$)N-$.8324)N-$.8:234)N-$.8

1220)N-$.8N5320#广东 320 株$等( 不同分离株

在基因组序列)基因组带型)细胞病变)对草鱼的致

病力等方面差异较大( 根据现有的分离株基因序

列信息"进行氨基酸和核苷酸序列比对以及构建系

统进化树分析"所有毒株总体上可以分为 / 大

类
&/'

"即 / 个基因型!N-$.

'

型#代表株为 N-$.8

09/ 与 N-$.8!Y2:23 $) N-$.

(

型 #代 表 株 为

N-$.8+920 与 N-$.8N5320$和 N-$.

&

型#代

表株为 N-$.8324$( 当前"全国各地分离到的毒

株中"/ 类亚型均有报道"有单独感染"也有混合感

染( 通过近年来草鱼出血病病原监测和流行病学

调查结果分析表明"目前导致草鱼出血病流行和暴

发主要是以+920 株为代表的N-$.

(

型( N-$.8
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+920 株是本研究室 1220 年从浙江湖州分离到的

新毒株"已完成全基因组测序和部分分子生物学特

性研究
&1'

(

N-$.809/#

'

型 $是第一个完成全基因组

测序的水生呼肠孤病毒"是至今为止研究最为

深入和系统的毒株"关于 N-$.809/ 株基因组

各基因节段及其编码蛋白的功能和作用研究比

较多
&8'

( 关于 N-$.编码蛋白研究报道的有

.74

&7 69'

) .78

&0 63/'

) .77

&34 63:'

) .79

&32"12 611'

等

结构蛋白和 %*/0

&3:"1/'

)%*02

&14 618'

非结构蛋白

等( N-$.8+920#

(

型$为一个新的分离株"对

其各节段基因及其编码蛋白的功能和作用还没

有深入研究"只见关于 .74 蛋白的一些研究报

道
&1"9'

( 通过生物信息学知识和软件分析表

明
&17'

" +920 株 *32 编 码 一 个 长 达 /4833的

.7/0 蛋白"分子量为 /01/: MF"该蛋白与禽呼

肠孤病毒 #3X>3A 4?/X>4FC"&$.$的非结构蛋白

-

%*同源性约 3418T"与哺乳动物正呼肠孤病

毒#=3==304?/X>4FC"2$.$的非结构
-

%*的同

源性约 911T"在核苷酸和氨基酸水平上均找不

到和水生呼肠孤病毒的同源基因( 因此"一直

以来 N-$.8+920 株 *32 基因编码蛋白被认为

是该病毒的非结构蛋白"且可能具有与 2$.和

&$.的
-

%*蛋白相似的功能
&17'

( 因此"本实

验对 N-$.8+920 株的 *32 片段进行克隆)原核

表达)纯化)制备鼠抗多克隆抗体及对其特性进

行分析"旨在为 N-$.8+920 株 *32 编码蛋白功

能的深入研究奠定基础(

35材料与方法

!"!#实验材料

大肠杆菌 5+8

!

感受态)大肠杆菌 ;'13

#5,/ $ 感 受 态) L*7+

'

酶) "*7B

&

酶) 32 C

LFDD?4)Q

4

'>V3C?)'>V3C?LFDD?4等购自宝生物工程

#大连$有限公司%含有 N-$.8+920 毒株 *32 节

段基因全长的 K.&Y38*32 重组质粒由本实验室

构建并保存%K,Q8/13# B$质粒由本实验室保存%

胶回收试剂盒)质粒提取试剂盒购自 "=?I3公

司%7-$试剂盒)*5*87&N,试剂盒)Q2;底物显

色试剂盒)5&;显色试剂盒等购自康为世纪有限

公司"弗氏完全佐剂)弗氏不完全佐剂)+$7标记

的羊抗鼠 )IN购自 *>I=3公司( 7 周龄昆明小白

鼠购自广东省实验动物中心(

!"$#?!U 基因片段扩增

根据 N?A;3AM 中 N-$.8+920 株 *32 基因序

列 设 计 3 对 引 物 # 上 游! 8U8&Q& NN&

Q--&QNN-NNNQNQNQ-Q-Q-&&-&8/U%下游!

8U8N-Q&&N -QQ-&N-&Q-QN-N-&&&Q&Q&8

-NQ-8/U$"在上下游引物序列中分别插入 L*7+

'

和 "*7B

&

酶切位点 #带下划线的基因 $"以

K.&Y38*32 重组质粒为模板"对 *32 基因进行

7-$扩增"反应条件为!:8 b预变性 8 =>A":4 b

48 C"84 b 48 C"91 b 3 =>A"共 // 个循环"91 b

延伸 32 =>A( 7-$产物经 311T琼脂糖凝胶电泳

检测"并用胶回收试剂盒回收目的片段(

!"9#GB)A9$*A?!U 重组表达载体构建

将回收纯化的7-$产物和原核表达载体 K,Q8

/13# B$分别双酶切处理#L*7+

'

3

%

'""*7B

&

3

%

'"32 CRLFDD?41

%

'"质粒 37

%

'$后"经 3T琼脂

糖电泳分析"胶回收 *32 目的片段和处理好的

K,Q8/13# B$载体"用 Q

4

5%&连接酶连接 *32 目

的片段和 K,Q8/13# B$ &Q

4

'>V3C?318

%

'" Q

4

'>V3C?LFDD?4318

%

'"K,Q8/13# B$/

%

'"*32 目的

片段 :

%

'"共 38

%

''"将连接产物转化到大肠杆菌

5+8

!

"筛选阳性克隆"菌液 7-$鉴定为阳性的提

取质粒"提取的重组质粒通过双酶切验证和测序鉴

定都正确后"命名为 K,Q8/138*32(

!"=#诱导表达和可溶性分析

诱导表达55将鉴定正确的重组质粒 K,Q8

/138*32 转化到大肠杆菌 ;'13 #5,/$"挑取 ';6

&=K 平板筛选的阳性克隆"于 ';6&=K 培养基中"

/9 b"122 46=>A 恒温摇床培养至光密度#"5

722

>

217$时"加入终浓度为 3 ==/06'的Q7QN诱导"诱

导 32 J 后取 122

%

'菌液离心收集菌体和上清备

用"阴性对照用空载体 K,Q8/13# B$(

可溶性分析55将 K,Q8/138*32 诱导表达 12

='"离心收集菌体"用磷酸盐缓冲液 #7J/CKJ3G?

;FDD?4?O *30>A?"7;*%2123 =/06'的 7;*主要成

分为 %3-0!0 I"R-0!211 I"%3

1

+7"

4

!3141 I"

R+

1

7"

4

!2119 I"加双蒸水至 3 '"高温高压灭菌$

重悬离心洗涤 1 次后"加入 8 ='7;*悬菌体"在

冰上超声波破碎 #工作 8 C"间歇 32 C"功率 182

<$约 1 J 至溶液澄清"吸取 122

%

'破碎液"7 222

46=>A 离心 8 =>A"将上清吸到另一 ,7管记为溶

液 &"沉淀用 122

%

'7 =/06'的尿素溶解"记为

溶液 ;"分别将 &);溶液进行 *5*87&N,"对该

984



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

重组蛋白进行可溶性分析"若目的蛋白主要在 &

溶液中"则该蛋白为可溶性蛋白%若目的蛋白主要

在 ;溶液中"则目的蛋白主要在于包涵体中(

!"C#诱导表达条件的优化

采用棋盘法优化诱导条件"把 K,Q8/138*32

转化到大肠杆菌 ;'13#5,/$感受态中"';6&=K

平板筛选阳性菌落"挑取单菌落于 / ='';6&=K

培养基中"在 /9 b"122 46=>A 恒温摇床培养 31

J"然后将菌液接种 12

%

'到 1 ='';6&=K 培养

基中"在 /9 b"122 46=>A 恒温摇床培养至光密度

#"5

722

设 211)214)217)210 和 312"以实际测定为

准$时"加入 Q7QN诱导 #)7QN终浓度设 218)

312)318)112 和 /12 ==/06'$"培养 32 J 后取

122

%

'菌液离心"收集菌体"经 *5*87&N,分析

后用 ;3AO*E3A 812 软件分析重组蛋白的相对表

达量(

!"O#目的蛋白的大量表达和纯化

挑取 ';6&=K 平板筛选得阳性单菌落到

3 ='';6&=K 培养基培养 32 <31 J"然后将其接

种到 3 '';6&=K 培养基"/9 b"122 46=>A 恒温

摇床培养"在优化的表达条件下诱导表达( 将诱

导表达的菌液在 32 222 46=>A 离心 8 =>A"收集菌

体"用 422 ='7;*重悬离心洗涤 1 次"再加入

322 ='7;*重悬"在冰上超声波破碎至溶液澄

清( 将破碎液离心收集包涵体#该蛋白可溶性检

验为包涵体蛋白$"然后参照 %>8凝胶纯化试剂盒

#包涵体蛋白纯化$说明书纯化目的蛋白( 用 82

=';>AO>AI ;FDD?4溶解包涵体过夜"将溶解液

32 222 46=>A 离心 12 =>A 收集上清"再2148

%

=

的滤膜过滤"将上清负载上已平衡好的 %>柱流速

32 倍柱体积6J"收集流穿液%用 38 倍柱体积的

;>AO>AI ;FDD?4洗去未结合蛋白和杂蛋白"然后用

12 =',0FG>/A ;FDD?4洗脱目的蛋白"收集洗脱峰

#整个纯化过程在 4 b冰箱中进行$( 将 %>柱上

洗脱下的蛋白装入透析袋"依次放入含 7)4)1)3)

218 和 2 =/06'尿素的 7;*溶液中透析"每个浓

度透析 31 J#全部过程在 4 b冰箱中进行$( 透

析完成后加入 7,N87222"4 b冰箱静置浓缩"浓

缩 82T后分装成 3 ='6管"用紫外吸光光度法测

浓度后 612 b保存备用(

!"Q#多克隆抗体的制备

将纯化的目的蛋白用无菌 7;*稀释至 122

%

I6='后注射昆明小白鼠( 第一次免疫用弗氏

完全佐剂 3D3 乳化"注射量为 122

%

'6只"共免疫

32 只( 第二次免疫和第三次免疫用弗氏不完全

佐剂 3D3 乳化"注射同样的量( 每次免疫时间间

隔 34 O( 第三次免疫 32 O 后断尾取血"制备血

清"用间接酶联免疫吸附试验 #?AHB=?0>AM?O

>==FA/ C/4L?AG3CC3B",')*&$法检测血清抗体的

效价( 如果抗体效价不够"可以加强免疫一次"如

果足够高"则第 34 天摘眼球取血( 采取的血样

/9 b静置 3 J 后 4 b冰箱静置过夜"第二天 / 222

46=>A 离心 0 =>A"收集血清" 612 b保存备用(

对照组注射无菌 7;*制备阴性血清(

!"R#血清抗体效价测定

根据本实验室建立的草鱼呼肠孤病毒间接

,')*&检测方法 #结果尚未发表$来测定血清抗

体效价"即用纯化的 *32 编码蛋白作为抗原包被

聚苯乙烯反应板建立的间接 ,')*&方法( 其简

要过程如下!将纯化的重组蛋白用 K+:17 的碳酸

盐缓 冲 液 # 配 方! %3

1

-"

/

2138 I" %3+-"

/

211:/ I"加双蒸水 :2 ='后用 3 =/06'的 +-0调

K+至 :17"最后定容至 322 ='$按 3D0 222 倍稀

释#92 AI6='$包被 322

%

'于 :7 孔酶标板"4 b

过夜%用 122

%

'3T;*&于 /9 b封闭 1 J%将制

备的血清按 3D32

3

)3D32

1

)3D32

/

)3D32

4

)3D32

8

)

3D32

7

)3D32

9

)3D32

0

)3D32

:

)3D32

32

等梯度稀释加入

322

%

'"/9 b孵育 1 J"以相应稀释倍数的阴性血

清做对照%加入 3D8 222 稀释的 +$7标记的羊抗

鼠 )IN322

%

'"/9 b孵育 3 J%以上每步反应后都

用 122

%

'7;*Q#配方!2123 =/06'的 7;*中加

入 2128T的吐温 12$洗板 / <8 次"每次 8 =>A%最

后用 Q2;#/U"/U"8U"8U8四甲基联苯胺$底物显色

试剂盒显色 12 =>A"加入 218 =/06'的 +

1

*"

4

终

止显色"在酶标仪#)AD>A>G?2122 7$"$上读 "5

482

值( 当 "5

482

+

21199"且 76%

+

113 的结果判定

为阳性(

!"X#多克隆抗体特性分析

<?CG?4A L0/G分析55将纯化的 N-$.8+920

病毒))7QN诱导的 K,Q8/13# B$空载体和纯化的

*32 基因编码重组蛋白经 *5*87&N,电泳"电泳

结束后用半干转膜法将蛋白转移到 %-膜上"用

Q;*Q#配方!%3-00199 I"Q4>C3113 I":22 ='双

蒸水溶解"再用浓 +-0调 K+至 012"然后双蒸水

定容至 3 '"最后加入 2128T的吐温 12$缓冲液配

制的 8T脱脂牛奶在 4 b冰箱封闭过夜%加入

084
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3D3 222稀释的血清后在 /9 b摇床上孵育 1 J%加

入用 +$7标记的羊抗鼠 )IN#3D8 222 倍稀释$"

/9 b孵育 3 J%每次反应后用Q;*Q洗 / <8 次"每

次 8 =>A"最后用 5&;#二氨基联苯胺$显色剂显

色并观察结果(

间接免疫荧光试验%>AO>4?EG>==FA/D0F/4?CE?AG

3CC3B&)(&'55将草鱼肾细胞系 #-)R$传代至

:7 孔细胞培养板中"待细胞 长 至单 层 铺 满

02T左右后"感染 N-$.8+920 株 # 72 拷贝6

%

'$ %感染病毒 8 O 后 # N-$.8+920 株感染

-)R细胞无 -7,产生 $ "将细胞培养板中的培

养基吸尽"用 2123 =/06'的 7;*洗涤 / 次"加

入 02T的丙酮溶液室温孵育 /2 =>A"吸去丙

酮"室温干燥 3 J%每孔加 322

%

'3D3 222 稀释

的鼠抗 *32 编码蛋白多克隆抗体"/9 b孵育 3

J"7;*Q洗涤 / 次"加入 3 D82 稀释的羊抗鼠

)IN8()Q-标记的荧光二抗 322

%

'"/9 b孵育

3 J%7;*Q洗涤 / 次"最后加入细胞核染料碘化

丙啶#7)$作用 8 =>A"荧光倒置显微镜 #%>M/A"

,E0>KC?Q>8*$下观察结果( 阴性对照为未感染

病毒的正常 -)R细胞(

15结果

$"!#?!U 基因扩增产物鉴定

*32 基因 7-$扩增产物经 3T琼脂塘凝胶电

泳分析"扩增出一条大小约为 3 322 LK 的特异性

条带"大小与预期一致"而阴性对照没有扩增条带

#图 3$(

图 !#?!U 基因 ,><扩增产物电泳图

215'=34M?43222% 31阴性对照% 11以 K.&Y38*32 质粒为模

版的 7-$扩增产物

D.8"!#B60%F-5GH5-0F.%G-54.6054,><G-532%F154

?!U 8070

215'=34M?43222% 31A?I3G>X?E/AG4/0% 117-$K4/OFEGCW>GJ

GJ?G?=K03G?/DK03C=>O K.&Y38*32

$"$#重组表达载体鉴定

先将胶回收的 7-$扩增产物和 K,Q8/13

# B$载体双酶切"然后进行连接)转化"最后提取

质粒"通过电泳)酶切)测序等方法鉴定重组质粒"

结果显示 *32 基因片段已成功转化到原核表达载

体 K,Q8/13# B$中( 7-$和双酶切鉴定结果#图

1$均显示重组表达质粒 K,Q8/138*32 构建正确"

测序结果显示目的片段序列正确"阅读框也正确"

且目的基因片段 *32 和 K,Q8/13# B$的 +>C8Q3I

标签蛋白序列在同一开放阅读框下(

图 $#重组质粒 GB)A9$*A?!U 双酶切鉴定

215'=34M?438222% 31重组质粒 K,Q8/138*32 双酶切产物%

11K,Q8/13# B$双酶切产物

D.8"$#<01F-.%F.57/*G54-0%5/+.7*7FG6*1/.3

GB)A9$*A?!U

215' =34M?438222% 314?CG4>EG>/A K4/OFEGC/D4?E/=L>A3AG

K03C=>O K,Q8/138*32% 114?CG4>EG>/A K4/OFEGC/DK,Q8/13# B$

$"9#重组表达载体的诱导表达和目的蛋白可溶

性分析

经 *5*87&N,分析诱导表达的重组蛋白显

示"重组质粒 K,Q8/138*32 菌株在 8/ MF 处出现一

条目的条带#图 /$"K,Q8/13# B$载体的的 +>C8标

签蛋白与目的蛋白一起融合表达(

取超声波破碎液离心后的上清溶液 &和 72

尿素溶解沉淀的溶液;"经*5*87&N,分析表明"

融合标签蛋白的目的蛋白主要存在 ;溶液中"即

目的蛋白主要存在于包涵体中#图 /$(

$"=#优化后的表达条件

通过对重组质粒 K,Q8/138*32 诱导表达的条

件进行优化"最后得出当诱导表达条件!"5

722

为

210 左右")7QN终浓度为 318 ==/06'时"其表达

条件最佳"目的蛋白的含量可达 72T以上(

:84
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图 9#?&?A,(EB胶分析表达产物及目的蛋白可溶性

21低分子质量蛋白质 =34M?4% 31诱导 K,Q8/138*32 的菌体%

11诱导 K,Q8/138*32 的上清% /1未诱 K,Q8/138*32 的菌体% 41

未诱导 K,Q8/138*32 的上清% 81诱导 K,Q8/13# B$的菌体% 71

上清溶液 &% 91尿素溶解沉淀的溶液 ;

D.8"9#(7*6N1.154FH00SG-01103G-532%F*73FH0

1562+.6.FN 54FH05+Y0%F.P0G-5F0.7+N ?&?A,(EB

210/W =/0?EF034W?>IJGK4/G?>A =34M?4% 31GJ?L3EG?4>3/D

>AOFE?O LB K,Q8/138*32% 11GJ?CFK?4A3G3AG/D>AOFE?O LB K,Q8

/138*32% /1GJ?L3EG?4>3/DO>O A/G>AOFE?LB K,Q8/138*32% 41

GJ?CFK?4A3G3AG/DO>O A/G>AOFE? LB K,Q8/138*32% 81GJ?

L3EG?4>3/D>AOFE?O LB K,Q8/13# B$ % 71C/0FG>/A & /D

CFK?4A3G3AG% 91C/0FG>/A ;/DC?O>=?AGW>GJ F4?3O>CC/0X?O

$"C#目的蛋白纯化结果

在优化后的表达条件下"大量诱导表达目的

蛋白"并纯化目的蛋白( 经 *5*87&N,电泳分析

#图4 $ "纯化的目的蛋白在约8/ MF处呈现单一

条带"无杂带%在通过 %>柱的流穿液中只有微量

目的蛋白%用 ;3AO*E3A 812 软件对电泳结果分

析"菌体总蛋白量中含重组目的蛋白约 8:14T"

而通过 %>柱 纯 化 后 的 目 的 蛋 白 纯 度 高 达

:914T(

图 =#纯化产物的 ?&?A,(EB分析

21低分子质量蛋白质 =34M?4% 31纯化的 *32 蛋白% 11过 %>

柱流穿液%/!菌体总蛋白

D.8"=#?&?A,(EB54G2-.4.03G-532%F

210/W=/0?EF034W?>IJGK4/G?>A =34M?4% 31GJ?KF4>D>?O K4/G?>A%

110>VF>O D0/W>A %>E/0F=A% /1GJ?WJ/0?GJ300FCK4/G?>AC

$"O#血清抗体效价

用间接 ,')*&法对 *32 基因编码重组蛋白

鼠抗血清进行效价测定"结果表明该抗体效价约

为 3D32

7

#表 3$(

表 !#B:]?(测定血清抗体效价"Z&

=CU

#

)*+"!#B:]?(F.F0-5410-2/ *7F.+53N"Z&

=CU

#

抗体稀释度 3AG>L/OB O>0FG>/A

3D32

3

3D32

1

3D32

/

3D32

4

3D32

8

3D32

7

3D32

9

3D32

0

3D32

:

3D32

32

7

31421 2 312/0 : 31228 2 21:02 / 21080 7 21/73 2 21318 : 21299 8 21270 3 2129: 3

31/:0 2 312/7 1 21:0: / 21079 4 21991 9 21/70 : 2131/ / 21207 0 21278 0 21270 3

7平 31422 2 312/9 7 21::9 1 21:1/ 0 21038 9 21/78 2 21314 7 21201 1 21279 2 2129/ 7

%

21488 9 21/19 7 21182 0 21372 2 21203 2 21277 7 21277 9 2128: 7 21274 7 21291 9

2144/ 4 21//3 / 21184 0 213/9 4 21294 8 2127: 4 2127: : 2128: / 2127/ 4 212:3 9

%平 2144: 7 21/1: 4 21181 0 21340 9 21299 0 21270 2 21270 / 2128: 8 21274 2 21201 1

7平 6%平 /133 /138 /1:4 7113 3214: 81/9 3101 31/0 3128 21:2

注!,7-是阳性血清 "5

482

值%,%-是阴性血清 "5

482

值%,7平 -是阳性血清 "5

482

平均值%,%平 -是阴性血清 "5

482

平均值%,7平 6%平 -是阳

性血清 "5

482

平均值和阴性血清 "5

482

平均值的比值

%/G?C!,7- =?3ACK/C>G>X?C?4F="5

482

%,%- =?3ACA?I3G>X?C?4F="5

482

%,7平 -=?3AC3X?43I?/DK/C>G>X?C?4F="5

482

%,%平 -=?3AC3X?43I?

/DA?I3G>X?C?4F="5

482

%,7平 6%平 -=?3AC43G>/ /D3X?43I?/DK/C>G>X?3AO A?I3G>X?C?4F="5

482

$"Q#`01F0-7+65F分析多抗血清特性

由免疫昆明小白鼠制备的多克隆抗体经

<?CG?4A L0/G分析"加入纯化的 N-$.8+920 毒株

的孔道中"在约 /0 MF 处出现一条特异性条带"与

病毒 *32 基因自身编码的蛋白大小一致%在加入

纯化的重组蛋白的孔道中"在约 8/ MF 处出现一

条特异条带"大小与预期一致%而加入空载体菌体

的孔道中没有任何条带#图 8$(

$"R#间接免疫荧光分析多抗血清特性

)(&结果显示"制备的多克隆抗体能使感染

274
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+920 毒株的 -)R细胞产生特异性的荧光#图 78

3$"而在未感染病毒的正常 -)R细胞中观察不到

荧光信号#图 78L$(

图 C#`01F0-7+65F分析 ?!U 编码蛋白抗血清特性

21低分子质量蛋白质 =34M?4% 31纯化的 +920 毒株% 11K,Q8

/13# B$空载体% /1纯化的重组 *32 蛋白

D.8"C#(7*6N1.154FH0%H*-*%F0-5410-2/ *7F.+53N

*8*.71F?!U 07%5303G-5F0.7+N `01F0-7+65F

210/W =/0?EF034W?>IJGK4/G?>A =34M?4% 31KF4>D>?O +920

CG43>A% 11K,Q8/13# B$ % /1KF4>D>?O *32 ?AE/O?4?E/=L>A3AG

K4/G?>A

图 O#多克隆抗体的 ]D(鉴定

#3$接种 +920 株的 -)R细胞% # L$正常 -)R细胞

D.8"O#]307F.4.%*F.5754]D(M.FHG56N%657*6*7F.+53N

#3$-)RE?00CW>GJ +920 CG43>A% # L$ A/4=30-)RE?00C

/5讨论

N-$.引起的草鱼出血病发病率高"流行季

节长"死亡量大"危害范围广"对我国草鱼养殖业

的健康发展有严重阻碍作用
&19'

( 通过本实验室

近几年的流行病学调查发现"引起草鱼出血病的

主要流行毒株是 N-$.8+920 株代表的
(

型毒

株( N-$.8+920 株是 N-$.的新成员"全基因

组序列测定已经完成"部分分子生物学特性也通

过分子生物信息软件分析得到了结果"但是对该

毒株各基因节段及其编码的蛋白功能还没有进行

系统研究( 认识 N-$.各节段基因及其编码蛋

白的功能"不仅对该病毒的深入研究具有重要意

义"对草鱼出血病的疫苗)诊断试剂)药物等防控

产品的开发具有更为重要的意义(

本研究构建了含有 N-$.8+920 株 *32 基因

的重组载体 K,Q8/138*32"该载体通过 )7QN诱导

表达可获得 *32 编码的重组蛋白( 优化诱导表达

条件后"目的蛋白表达量可达菌体总蛋白的 72T以

上"构建的原核表达质粒表达量高"操作简便"为

*32 编码蛋白功能的研究提供了丰富的材料( 对

表达的重组蛋白可溶性分析显示"该重组蛋白主要

以包涵体形式存在"改变诱导条件也不能对该蛋白

的可溶性产生显著影响"这可能主要与目的蛋白自

身氨基酸的组成和标签蛋白有关
&10'

"而受表达条

件的影响较小( 将包涵体裂解后"通过 %>柱纯化)

透析复性纯化后纯度可达到 :914T"一般融合 +>C8

Q3I 标签蛋白的重组蛋白用咪唑洗脱纯度在 :8T

以上"表明我们获得目的蛋白已经比较纯( 用纯化

蛋白免疫昆明小白鼠"制得多克隆抗体"通过间接

,')*&检测抗体效价约为 3D32

7

"相比N-$.8+920

株 .74#*7 编码$制备的多克隆抗体效价 3D0 222

和单克隆抗体效价 3D912 222 都高
&1"9'

"*32 编码蛋

白能够诱导产生更高效价的抗体"说明 *32 编码蛋

白免疫原性较强( 通过 <?CG?4A L0/G分析和 )(&

检测发现"该多克隆抗体能够特异性识别 N-$.8

+920 毒株"说明 *32 基因编码蛋白能在成熟的病

毒粒子中稳定存在"表明 *32 基因编码蛋白为该病

毒的结构蛋白"该结果与前期通过生物信息学分析

所得 *32 基因编码蛋白可能为 N-$.8+920 毒株

的非结构蛋白的结果
&17'

不一致( N-$.8+920 为

一个新分离的毒株"与研究较为深入的 N-$.809/

株在基因组带型)基因组序列)致细胞病变)毒力等

多方面存在较大的差异
&3"/"17'

"该毒株各节段基因

及其编码蛋白的功能均未进行过系统研究"其可能

的结构和功能"只是通过简单生物信息学分析"与

其他已知功能和作用的基因及蛋白比较而获得的

初步结果"真实性有待于通过实验来验证( 本研究

的通过实验分析发现"*32 基因编码蛋白为该病毒

的结构蛋白"而不是非结构蛋白"其具体功能和作

用有待于进一步深入研究(
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&33'5Y>?!N"S3A Y S" !>3A !-" 4)*+1-/ACG4FEG>/A"

G43ACD/4=3G>/A" 3AO C?0D83EG>X>GB 4?C?34EJ /D L3>G

4?E/=L>A?O X?EG/4W>GJ XK8 I?A?& !'1!/F4A30/D

NF3AIO/AI "E?3A #A>X?4C>GB"1231"/1#/$"41 6401

&谢吉国"闫秀英"简纪常"等1草鱼呼肠孤病毒 E'8

基因诱饵重组载体的构建)转化与自激活作用检

测1广东海洋大学学报"1231"/1#/$"41 6401'

&31'5!>3A !-"<3AI S"S3A YS"4)*+H2/0?EF034E0/A>AI

3AO K4/M34B/G>E?PK4?CC>/A /DE'8 I?A?/DI43CCE34K

4?/X>4FCCG43>A N-$.2:7&!'1.>4FCN?A?C"123/"49

#/$"40/ 640:1

&3/'5<3AI +!" S?Y" Q>3A S S" 4)*+1&A30BC>C/D

DFAEG>/A 3AO >==FA/I?A>E>GB /DN-$.8N5320 .78

&!'1!/F4A30/D(>CJ?4>?C/D-J>A3" 123/" /9 # 3 $!

32: 63381&王杭军"叶星"田园园"等1草鱼呼肠孤

病毒 N-$.8N5320 株 .78 蛋白功能及免疫原性

分析1水产学报"123/"/9#3$!32: 63381'

&34'59J/F S1*GFOB /A >==FA??DD>E3EB /D5%&X3EE>A?

W>GJ .77 I?A?/DI43CCE34K 4?/X>4FC&5'1*FHJ/F!

*//EJ/W"12311&周勇1草鱼呼肠孤病毒 .77 基因

核酸疫苗免疫效果研究1苏州!苏州大学"12311'

&38'5'>!1)==FA/I?A>E>GB /D .77 3AO %*/0" 3AO

CE4??A>AI /DGJ?K4/G?>ACGJ3G>AG?43EG?O W>GJ .77 3AO

%*/0 >A I43CC E34K 4?/X>4FC CG43>A 2:7 & 5'1

9J3A@>3AI!NF3AIO/AI "E?3A #A>X?4C>GB"12311&李

杰1草鱼呼肠孤病毒 #N-$.2:7$.77 和 %*/0 蛋

白的免疫原性及其相互作用蛋白的筛选1湛江!广

东海洋大学"12311'

&37'5'>F '"YF *S"'>+!"4)*+174/M34B/G>E?PK4?CC>/A"

KF4>D>E3G>/A 3AO >==FA??DD>E3EB /D.77 K4/G?>A /D

I43CCE34K 4?/X>4FC& !'1!/F4A30/D(>CJ?4>?C/D

-J>A3"1231"/7#/$!41: 64/81&刘林"徐诗英"李婧

慧"等1草鱼出血病病毒 .77 蛋白的原核表达)纯

化 及 免 疫 效 果1水 产 学 报" 1231" /7 # / $!

41: 64/81'

&39'5YF?$S"'>F '"-3/ N'"4)*+H"430X3EE>A3G>/A /D

;3E(>CJ8XK7 3I3>ACGI43CCE34K 4?/X>4FC?X/M>AI

3AG>L/OB 4?CK/AC?>A I43CCE34K&!'1(>CJ `*J?00D>CJ

)==FA/0/IB"123/"/4#3$!/40 6/881

&30'5(3AI :"*?AI ,R"53><"4)*+H-/ACG4FEG>/A 3AO

E/8?PK4?CC>/A /DI43CCE34K 4?/X>4FC.77 K4/G?>A 3AO

?AJ3AE?O I4??A D0F/4?CE?AE?K4/G?>A >A GJ?>AC?EG

E?00C&!'1.>4/0/IB *>A>E3"1229"11#8$!/:9 6424

174



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

/ 期 李永刚"等!草鱼呼肠孤病毒 +920 株 *32 编码蛋白多克隆抗体制备及其特性分析 55

&3:'5Y>/AI '(1-0/A>AI" ?PK4?CC>/A /DXK7 3AO AC/0

I?A?C3AO >==FA/I?A>E>GB /D.77 3AO %*/0 >A I43CC

E34K 4?/X>4FC& 5'19J3A@>3AI! NF3AIO/AI "E?3A

#A>X?4C>GB"12331&熊玲芳1草鱼呼肠孤病毒 E'7 和

7./0 基因的克隆)表达及 .77 和 %*/0 免疫原性研

究1湛江!广东海洋大学"12331'

&12'59J3AI ''"*J?A !S" '?>- (" 4)*+H+>IJ 0?X?0

?PK4?CC>/A /DI43CCE34K 4?/X>4FC.79 K4/G?>A >A

K4/M34B/G>EE?00C&!'1.>4/0/IB *>A>E3"1220"1/ #3$!

83 6871

&13'5YF *S" '>F '" '>!+" 4)*+1-/ACG4FEG>/A 3AO

>==FA??DD>E3EB CGFO>?C/A 5%& X3EE>A?W>GJ .79

I?A?/DI43CCE34K 4?/X>4FC&!'1!/F4A30/D(>CJ?4>?C

/D-J>A3"1233"/8 #33$!37:4 639221&徐诗英"刘

林"李婧慧"等1草鱼呼肠孤病毒 .79 基因核酸疫

苗的构建及免疫效果1水产学报"1233"/8 # 33 $!

37:4 639221'

&11'5<?>Y-" S3AI 9 Y" <3AI S" 4)*+1&4G>D>E>30

CBAGJ?C>C3AO K4/M34B/G>E?PK4?CC>/A /DI43CCE34K

4?/X>4FC.79 K4/G?>A I?A?& !'1"E?3A/0/I>3 ?G

'>=A/0/I>3*>A>E3"123/"44 #/$!748 67821&韦先

超"杨泽晓"王印"等1草鱼出血病病毒 .79 蛋白基

因的人工合成与原核表达1海洋与湖沼"123/"44

#/$!748 67821'

&1/'5*J3/ '" (3A -" 23@ ," 4)*+H 2/0?EF034

EJ343EG?4>H3G>/A /DA/ACG4FEGF430K4/G?>A %*/0 /D

I43CCE34K 4?/X>4FC& !'1.>4/0/IB *>A>E3" 1232" 18

#1$!31/ 631:1

&14'5(3A -" *J3/ '" (3AI :1-J343EG?4>H3G>/A /DGJ?

A/ACG4FEGF430K4/G?>A %*02 /DI43CCE34K 4?/X>4FC

& !'1&4EJ>X?C /D .>4/0/IB" 1232" 33 # 388 $!

3988 6397/1

&18'5-3>'" *FA Y S" *J3/ '" 4)*+H (FAEG>/A30

>AX?CG>I3G>/A /DI43CCE34K 4?/X>4FC A/ACG4FEGF430

K4/G?>A %*02 & !'1.>4/0/IB !/F4A30" 1233" 0

#3$!3701

&17'59J3AI -1)C/03G>/A" >O?AG>D>E3G>/A /D I43CC E34K

4?/X>4FC+920 3AO =/0?EF034EJ343EG?4>CG>EC/D>GC

E/=K0?G?I?A/=?& 5'1*J3AIJ3>! *J3AIJ3>"E?3A

#A>X?4C>GB"12321&张超1草鱼呼肠孤病毒 +920 株

的分离鉴定与全基因组分子特征分析1上海!上海

海洋大学"12321'

&19'5<3AI -:" <3AI + S1N43CCE34K J?=/44J3I?

K4?X?AG>/A =?3CF4?C& !'1+?>0/AI@>3AI &A>=30

*E>?AE?&AO X?G?4>A34B 2?O>E>A?"1232 # 34 $!71 6

7/1&王春清"王海玉1草鱼出血病的防治措施1黑

龙江畜牧兽医"1232#34$!71 67/1'

&10'5*F S1*GFO>?C/A C/0FL0??PK4?CC>/A /D4?E/=L>A3AG

K4/G?>AC>A 3.%(450%(0* %&+0& 5'1*J3AIJ3>! ,3CG

-J>A3%/4=30#A>X?4C>GB"12291&苏裕1大肠杆菌中

重组蛋白可溶性表达的研究1上海!华东师范大

学"12291'
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3AO E3A
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