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摘要：鲫疱疹病毒(Carassius auratus herpesvirus, CaHV)是一种引起鲫急性鳃出血症和高死
亡率的病毒病原。病毒要借助功能基因与细胞组分(如细胞器)的相互作用才能完成感染
与复制。本实验通过生物信息分析、PCR扩增、重组质粒构建及其与细胞器标记质粒共
转染鱼细胞(epithelioma papulosum Cyprinid, EPC)的荧光观察，对预测鲫疱疹病毒基因
CaHV-31R编码蛋白的特性、亚细胞定位及与细胞器共定位进行研究。结果显示，鲫疱
疹病毒编码蛋白CaHV-31R由313个氨基酸组成，含一个跨膜结构域(248~270 aa)和一个
RNase E/G家族蛋白的典型结构域(40~182 aa)；与5种来源鲤疱疹病毒同源蛋白多重比对
发现，与鲤疱疹病毒II型中的日本株ST-J1和中国株SY-C1的同一性较高(分别为100%和
80.7%)，与鲤疱疹病毒I型代表株CyHV-1的同一性居中(为26.5%)，而与鲤疱疹病毒III型
中的德国株CyHV-3(或称锦鲤疱疹病毒Koi herpesvirus，KHV)和中国株CyHV-3-GZ11 的同
一性最低(分别为20.7%和18.2%)；经基因扩增和构建真核重组质粒pEGFP-31R，当用其
单独转染EPC细胞，绿色荧光信号主要在细胞质中呈弥散分布，少量在细胞质中或在细
胞核外围呈点状分布；当用pEGFP-31R与内质网标记质粒pDsRed2-ER或与高尔基体标记
质粒pDsRed2-Golgi共转染细胞，绿色荧光信号在胞质中的分布情况与单独转染时不同，
分别能与2种有单层膜结构的细胞器—内质网和高尔基体共定位。研究表明，CaHV-
31R是鲫疱疹病毒中一个能编码与细胞器共定位蛋白的基因。
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大宗淡水鱼类养殖为国民提供了质优价廉、

来源充足的蛋白质。鲫(Carassius auratus)属大宗

淡水鱼，其产业地位相当重要 [1]。然而，普遍流

行的疱疹病毒(herpesvirus)病发病速度快、死亡

率高，对鲫及其他养殖和野生鱼类种群造成致

命性危害 [2-5]。因此，鱼类疱疹病毒已被世界动

物卫生组织(OIE)列入须重点检疫申报的疾病名

录及我国“国家水生动物疫病监测”名录 [6]，且倍

受关注[7-9]。

感染鱼类的鲤疱疹病毒属(Cyprinivirus)为疱

疹病毒目(Herpesvirales)中3个科之一的鱼蛙疱疹

病毒科 (Alloherpesviridae)的成员 [10]，有高的致病

性和强的传染性 , 在世界各地流行 [11-12]，尚无有

效方法防控，且不同病毒种引起的发病症状有

所不同[13]。被疱疹病毒感染的鱼即使幸存，也会

因病降低或丧失商品价值。因此，人们尝试从
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阐明病毒与宿主相互作用及致病机理入手，寻

找抗疱疹病毒的有效方法。虽已围绕鱼类疱疹

病毒病原的分离、组织病理观察、基因组及转

录组解析等开展了多方面研究 [14-19]，但所获鱼类

疱疹病毒基因与宿主相互作用的信息仍很有限[20]。

基于已解析的鲫疱疹病毒(Carassius auratus
herpesvirus, CaHV)全基因组 [21]，并与已报道鲤疱

疹病毒属成员(CyHV-1、CyHV-2、SY-C1和CyHV-
3等) 的基因组进行了比较[22]，从中筛查到与宿主

相互作用或与细胞器共定位的潜在基因。由此，

本实验对能编码含跨膜结构域蛋白的鲫疱疹病

毒基因ORF31R (CaHV-31R)，进行基因的PCR扩

增、重组质粒构建、亚细胞定位及与不同细胞

器共定位等进行研究。有关结果将为探讨CaHV
入侵复制的关键过程及致病机理提供线索，并

为疾病防控提供参考。

1    材料与方法

1.1    CaHV基因组DNA的制备及EPC细胞培养

CaHV基因组DNA由本实验室制备，方法与

步骤参考文献[23]，并冻存在低温冰箱，用作扩

增目的基因的模板。鲤上皮瘤细胞系 (Epitheli-
oma papulosum cyprinid, EPC)为本实验室长期保

存[24]，在含10% 新生牛血清和抗生素(100 IU青霉

素/mL，100 μg 链霉素/mL) 的M199培养基中，25 °C
恒温培养[25]，用于带病毒基因重组质粒的转染及

与其他质粒的共转染。

1.2    CaHV-31R基因编码蛋白(CaHV-31R)的氨

基酸序列多重比对及进化分析

参照CaHV基因组[26]中的ORF31R基因，推导

出其编码蛋白的氨基酸序列，并与5种鲤疱疹病

毒的同源蛋白进行序列比对，构建进化树。这

5种鲤疱疹病毒编码同源蛋白的ORF均为30R，它

们来源的病毒基因组(登录号)分别是CyHV-1(NC_
019491)、ST-J1(NC_019495)、SY-C1(KM200722)、
CyHV-3(NC_009127)和CyHV-3-GZ11(KJ627438)。
用ClustalX 1.83进行同源蛋白的多重序列比对，在

NCBI数据库搜索相近序列，预测保守结构域，再

用GenDoc软件编辑排列。另外，用MEGA 7.0软
件构建系统进化树。

1.3    CaHV-31R基因的PCR扩增

CaHV-31R基因位于CaHV基因组中68 089~
69 030 bp位点，设计了用于PCR扩增的2条引物

序列分别为 P1: 5′-CCGGAATTCATGAAAGCT-
ATAGTGGTGC-3′ (EcoR I), P2: 5′-CGGGGT-
ACCGTAGTGTGGATTCTGCTCTC-3′(Kpn I)，序

列中下划线部分为括号中标注的酶切位点。以

CaHV基因组DNA为模板进行PCR扩增。试剂盒

为TransGen Biotech公司产品，扩增体系(25 μL)∶
10×PCR Buffer 2.5 μL，Mg2+ 2.5 μL，dNTP Mix 1 μL，
引物P1和P2各0.5 μL，Taq polymerase 0.5 μL，

DNA模板1 μL，加ddH2O至25 μL。扩增条件：94 °C
预变性5 min；94 °C变性30 s，57 °C退火30 s，72 °C
延伸1 min，35个循环；72 °C延伸10 min。扩增

产物经1%琼脂糖凝胶电泳分析，将与目的条带

大小一致的核酸片段951 bp割胶回收备用。

1.4    含病毒基因CaHV-31R重组质粒的构建

将回收的目的基因CaHV-31R与空质粒pEGFP-
N3分别用EcoR I和Kpn I双酶切后，进行连接 (连
接反应试剂盒为TaKaRa公司产品)。酶切体系：10×
fast digest buffer 2 μL，EcoR I和Kpn I各1 μL，目

的片段8 μL，加ddH2O至20 μL；10×fast digest
buffer 2 μL，EcoR I和Kpn I各1 μL，pEGFP-N3质
粒2 μL，加ddH2O至20 μL，分别用双酶切2 h。连

接体系：10×buffer 2.5 μL，酶切后的DNA片段9 μL，
酶切后的质粒3 μL，T4 DNA ligase 1 μL，加ddH2O
至25 μL，16 °C连接过夜。

取10 μL连接产物，转化TOP10感受态细胞，

在42 °C水浴中放置90 s，迅速转移到冰上放置

3 min，加入1 mL不含抗生素的LB液体培养基，于

37 °C，150 r/min的摇床中震荡培养1 h后，以3 000 r/
min离心5 min，弃上清液，留约100 μL重悬，取

其中80 μL涂布于  LB 固体(含卡那霉素)平板上，

37 °C正置15 min，再倒置12 h至平板上长出菌落。

挑取单菌落至抗性液体LB培养基中，37 °C，250 r/
min震荡培养5 h。参照“CaHV-31R基因的PCR扩

增”进行菌落PCR扩增，经1%琼脂糖凝胶电泳检

测，筛选阳性克隆菌经测序[生工生物工程](上海

股份有限公司)验证。取测序正确的阳性克隆菌

液10 μL，置于含抗生素LB液体培养基中37 °C、

250 r/min震荡培养12 h后，用去内毒素的质粒抽

提试剂盒(OMEGA公司产品)抽提，至此获得重

组质粒pEGFP-31R。

1.5    转染与共转染

转染前一天，参照上述“CaHV基因组DNA的

制备及EPC细胞培养”，先将无菌盖玻片放入6孔
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板中，再传入EPC细胞，培养24 h至细胞长成单

层，备用。

转染　　在已长成单层的EPC细胞中加入2.5 μg
重组质粒pEGFP-31R，按LipofectamineTM3 000
(Invitrogen) 转染试剂盒说明书操作。以空pEGFP-
N3代替pEGFP-31R作为对照。

共转染　　在已长成单层的EPC细胞中，加

入pEGFP-31R 和内质网标签质粒pDsRed2-ER
(Clontech)各1.25 μg，加入125 μL Opti MEM 培养

基(Gibco)混匀后，再加入3.75 μL 的Lipofectami-
neTM3000与125 μL Opti MEM培养基的混合液，混

匀后静置5 min，加入单层细胞中进行pEGFP-
31R与内质网标签质粒的共转染。另外，用高尔

基体标签质粒pDsRed2-Golgi (Clontech) 替代内质

网标签质粒pDsRed2-ER，操作同上，进行pEGFP-31
R与高尔基体标签质粒的共转染。

转染或共转染的细胞在25 °C培养36 h后，经

荧光显微镜(Leica)观察，当明确融合蛋白已表达，

即用4%的多聚甲醛溶液(paraformaldehyde, PFA)
室温固定30 min，然后PBS缓冲液漂洗3次，每次

5 min。用0.2% Triton X-100透明15 min，PBS缓冲

液漂洗3次，每次5 min；加入终浓度为1 μg/mL的
Hoechst 33342(Sigma)避光染核15 min，PBS缓冲

液漂洗3次，每次5 min；从6孔板中取出盖玻片，并

将有细胞的一面向下，用PBS缓冲液配制的50%
甘油封片，荧光显微镜下观察、拍照。蓝色荧

光信号指示细胞核的位置；绿色荧光信号指示

CaHV-31R的亚细胞定位；而红色荧光信号则指

示细胞器内质网或高尔基体相应的细胞内定位，

由2种质粒共转染出现黄色信号，则表明CaHV-
31R与相应细胞器共定位。

2    结果

2.1    CaHV-31R的结构特征及与CaHV同源蛋

白的进化分析

对CaHV31-R进行生物信息分析，推导出其

编码的蛋白由313个氨基酸 (aa)组成，对包括

CaHV-31R在内6种疱疹病毒同源蛋白(CaHV、ST-
J1、SY-C1、CyHV-1、CyHV-3和CyHV-3-GZ11)的
结构域同一性进行比对。结果显示，位于CaHV-
31R氨基酸 (aa)248~270位点有一个跨膜结构域

(transmembrane domain, TM)，这意味着该跨膜结

构域可能帮助CaHV-31R跨膜定位，但CaHV-31R
与来自不同鲤疱疹病毒同源蛋白的跨膜结构域

同一性有显著不同：与ST-J1高度一致，与CyHV-3-
GZ11和CyHV-1较低，而SY-C1和CyHV-3则完全

缺失(图1-a, TM)。另外，预测到一个RNase E/G家

族蛋白的典型结构域，位于CaHV-31R 的40~182 aa
位点，在所比对的6种鱼疱疹病毒同源蛋白中，这

一结构域有高度保守性(图1-a, RNase E/G)，预示

鱼类疱疹病毒的CaHV-31R及其同源蛋白可能有

RNase E/G家族成员的作用。进一步分析发现，CaHV
与鲤疱疹病毒II型中的ST-J1和SY-C1毒株同源蛋

白的同一性最高，分别为100%和80.7%；与鲤疱

疹病毒I型中的CyHV-1毒株同源蛋白的同一性较

低，为26.5%；而与鲤疱疹病毒III型中的CyHV-3
和CyHV-3-GZ11毒株同源蛋白的同一性最低，分

别仅为20.7%和18.2%(图1-a)。上述表明，CaHV-
31R与鲤疱疹病毒II型成员亲缘关系更近，也预

示CaHV-31R及其同源蛋白可与宿主相互作用可

能与此型疱疹病毒引起的相似病症有关。

由CaHV-31R与鲤疱疹病毒的不同毒株 , 包
括同属于CyHV-2的毒株ST-J1和SY-C1、CyHV-
1及同属CyHV-3的毒株CyHV-3-GZ11，其同源蛋

白所构建的进化树(图1-b)显示，CaHV与CyHV-
2的2个毒株ST-J1和SY-C1亲缘关系最近，ST-J1
与SY-C1有距离，是因缺少了65个aa的缘故；与

CyHV-1亲缘关系居中；而与CyHV-3和CyHV-3-
GZ11毒株亲缘关系较远。可见进化分析结果与

氨基酸序列比对结果相符。

2.2    目的基因CaHV-31R及其重组质粒

以鲫疱疹病毒CaHV基因组为模板，经PCR
扩增出的产物琼脂糖凝胶电泳后显示：已获得

含目的基因CaHV-31R的核酸条带，其分子量大

小为951 bp (图2-a)。
从目的基因CaHV-31R与空质粒pEGFP-N3连

接后转化、涂板的菌TOP10中所挑取的8个单菌

落，经PCR扩增、电泳检测结果显示，仅有一个

菌落(5号孔)出现951 bp的特异核酸条带，与先前

PCR扩出的目的基因大小一致(图2-b)，且测序的

结果与目的基因CaHV-31R的序列一致，证实重

组质粒pEGFP-31R已构建成功。

2.3    CaHV-31R的亚细胞定位

对空质粒pEGFP-N3转染细胞进行观察，结

果显示，绿色荧光信号呈弥散形分布在整个细胞

中。而对重组质粒pEGFP-31R单独转染的细胞进
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行荧光观察，发现与空质粒转染后的分布情况不

同，绿色荧光信号主要呈现在胞质中，部分绕核

周围或在胞质中呈点状分布(图3-a)。

2.4    CaHV-31R与2种细胞器的共定位

pEGFP-31R与内质网标签质粒pDsRed2-ER共

转染的结果显示，绿色荧光信号主要呈现弥散

状分布在胞质中，部分在胞质中或绕核周围呈

点状分布，代表CaHV-31R融合蛋白；红色荧光

信号在细胞质中呈散点状分布，红色荧光信号

代表细胞内质网；而叠加后的图显示大部分荧

光信号呈黄色，此外，还出现少部分绿色荧光

信号(图3-b)，表明CaHV-31R与内质网部分共定

位。pEGFP-31R与高尔基体标签质粒pDsRed2-
Golgi共转染的结果显示代表CaHV-31R融合蛋白

的绿色荧光信号主要呈现在胞质中，且呈斑块

* CaHV

ST-J1

SY-C1

CyHV-1

CyHV-3

CyHV-3-GZ11

100

100
35

CaHV-31R :--------------- AI V VLT SVATAIDWSTVVPLV SIGNE KN SDATIVTWVQPTVTTEAPVTAAASATIEPAEPTTELTTEPAESTTELTTDPDPTTDPVTEPVIELTTDLEPTTDPVTE: 115

ST-J1-30R :--------------- AI V VLT SVATAIDWSTVVPLV SIGNE KN SDATIVTWVQ TVTTEAP TAAASAT EPAEPTTE TTEPAESTTELTTDPDPTTDPVTEPVIEL TDLEP TDPVTE: 115

SY-C1-30R :--------------- AI V VLT SVATAIDWSTVVPLV SIGNE KN SDATIVTWVQ TVTTEAP TAAASAT EPAEPTTE TTEPAESTTELTTDPDPTTDPVTEPVIEL TDLEP TDPVTE: 115

CyHV-1-30R :--------------- ST L WMV LFVLG----DAEETL LAAQQ EH PEG------G DLQVVAD ISSAGTE VDAIPPEQ DSWLSTTVNPSPEDSTATPTAASSGIAEA TPTAA SGATEA: 105

CyHV-3-30R :MMNVGFLVLLATVAT GQ E LPV TMDWAVQWMDVVDIF TTGHG DN SDPTIISWFV -FTTTTT PSSNSTF STLSSTST AEAESTLAANSTEASTWAYTPTPAGTQGT ENFLE EAASTS: 129

CyHV-3-GZ11-30R:MMNVGFLVLLATVAT GQ E LPV TMDWAVQWMDVVDIF TTGHG DN SDPTIISWFV -FTTTTT PSSNSTF STLSSTST AEAESTLAANSTEASTWAYTPTPAGTQGT ENFLE EAASTS: 129

CaHV-31R :ATTELTSDPVTEATTEPVTEDTTEATTEPVTEDTTEATTEPTTEDTKEPTPKFTSELATQTTHDHNHTHETTAATAGTKTTNKETAWSTKETAVPTKETARPTNKETAWP--------------------: 225

ST-J1-30R :ATTELT DPVT A TEPVTEDT EATTEP TEDTTE TTEPTTED KEPTPKF SEL QTTHDHNHTHETTAATAGTKTTNKETAWSTKETAVPTKETARPTNKETAWP--------------------: 225

SY-C1-30R :ATTELT DPVT A TEPVTEDT EATTEP TEDTTE TTEPTTED KEPTPKF SEL QTTHDHNHTHETTAATAGTKTTNKETAWSTKETAVPTKETARPTNKETAWP--------------------: 225

CyHV-1-30R :STPTAA SGAT A TPTAASSG AEASTP AASSGT EASTPTAA SGTAEAS PTA SGTAEASTPAAASAASSGTAEASTPTAASSGTAEASTPVAASTGTAEASSS--------------------: 215

CyHV-3-30R :LAPEKL QTSP L QTSEPFSQ ESTQIS STNETA APETTAAA QEPSSAT TPA TSPSESSTVWMIESRDNHLGTFGGTYQVLRGAYQGVRGAYRGLGGVYRGT---------------------: 238

CyHV-3-GZ11-30R:LAPEKL QTSP L QTSEPFSQ ESTQIS STNETA APETTAAA QEPSSAT TPA TSPSESSTVWMIESESSTMVTPETTTSAPSEAPTKSSEAHTKASEAPTAVSEESTAAPTPVSEESTTASET: 259

CaHV-31R :-TKETPWPTKPASYTQSDSEYTWMVIAIVFIVLFATLIILALVYCVR-KCNNRRIRTIDLSHVQVNNAFESDAIEIPAYQSHLREQNPHY------------: 313 100.0

ST-J1-30R :-TKETPWPTKPASYTQSDSEYTWMVIAIVFIVLFATLIILALVYCVR-KCNNRRIRTIDLSHVQVNNAFESDAIEIPAYQSHLREQNPHY------------: 313 100.0

SY-C1-30R :-TKETPWPTKPASYTQSDSGWSLQ------------------------------------------------------------------------------: 248 80.7

CyHV-1-30R :---SPVITTTTAVTSSTSGDNVLTITSTVFIVLFIVITMLLCLSSRKKKKPQVPGDVR--------------------YHVNSLSASGLP------------: 282 26.5

CyHV-3-30R :---YTGLRGVYHG-IRDN-------------------------LPRHSRQRHQQ-------------------------HHH--------------------: 266 20.7

CyHV-3-GZ11-30R:ISPVTAVNGINNTTIKDRETYDWMITAIVFIVLFAALLLMFLLWRRNGRVARQQSLVLTNVHAVQAVRTTGDDDEIPSYHVHTLQRRPLPSPSTVSGGVSGV: 361 18.2

TM

RNase E/G

Identity (%)

(b)

(a)

 
图 1    CaHV-31R与5种鲤疱疹病毒同源蛋白序列比对及进化树分析

(a) CaHV-31R与5种同源蛋白序列比对，它们来自ST-J1、SY-C1、CyHV-3、CyHV-3-GZ11和  CyHV-1 这5种鲤疱疹病毒，黑色阴影示保

守氨基酸，灰色阴影与线条示预测的结构域，RNase E/G. RNase E/G 家族蛋白的典型结构域，TM. 跨膜结构域，Identity. 鲤疱疹病毒同

源蛋白与CaHV-31R的同一性；(b) 6种疱疹病毒同源蛋白的进化树

Fig. 1    Sequence alignment and phylogenetic tree of CaHV-31R and 5 Cyprinid hepesvirus homology proteins
(a) alignment between CaHV-31R and homology proteins of 5 cyprinid hepesviruses, ST-J1, SY-C1, CyHV-3, CyHV-3-GZ11 and CyHV-1, the
complete conserved residues are covered by black shade, the predicted domain is indicated by gray shade and line, RNase E/G. conserved domain of
RNase E/G family, TM. transmembrane domain of CaHV-31R, identity. between the homology protein from Cyprinid hepesviruses with CaHV-31R; (b)
phylogenetic tree of homology proteins from these 6 hepesviruses

(a)
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图 2    CaHV-31R及转化菌落PCR扩增产物的电泳图

(a) CaHV-31R PCR扩增产物的电泳图，M：Trans2K DNA marker；31R：CaHV-31R；(b) 转化菌落PCR扩增产物的电泳图，M：Trans2K
Plus DNA marker，1~8. 单菌落PCR产物的电泳检测结果，9. 阴性对照，10. 阳性对照

Fig. 2    Electrophoresis of CaHV-31R and the products of transforming bacteria by PCR
(a) electrophoresis of CaHV-31R PCR, M: Trans2K DNA marker, 31R. CaHV-31R; (b) electrophoresis of the products of transforming bacteria by PCR,
M. Trans2K Plus DNA maker, 1-8. single bacterial colony PCR, 9. negative control, 10. positive control
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状聚集在核一侧分布；代表细胞器高尔基体的

红色荧光信号在核一侧分布也聚集呈斑块状分

布，同时在细胞质其他部位也有弥散分布；叠

加后，在CaHV-31R融合蛋白与高尔基体在核侧

聚集分布的状况高度吻合，呈现亮黄色荧光信

号(图3-b)，但在细胞质其他部位却出现部分红色

荧光信号，表明pEGFP-31R与高尔基体也是部分

共定位。

3    讨论

鲫疱疹病毒CaHV基因组有150个预测基因

(或开放阅读框ORFs)，对这些基因结构特征(包
括保守结构域)加以注释，对阐明其功能及病毒

致病分子机理具有重要的意义。经预测CaHV-
31R编码的蛋白CaHV-31R含有保守性跨膜结构

域，这预示其有与膜结构细胞器共定位的潜能。

研究结果与这一推测相符，CaHV-31R的确能与

EGFP merge

pEGFP-N3

pEGFP-31R

(a)

hoechst33 342

CaHV-31 R celluler organs

(b)

mergehoechst33 342

ER

golgi

 
图 3    荧光显微图

(a) CaHV-31R在EPC细胞中的亚细胞定位。融合蛋白呈绿色 (EGFP)，细胞核呈蓝色 (Hoechst33342)；前两者叠加示融合蛋白的亚细胞定

位。(b) CaHV-31R与两种细胞器的共定位。CaHV-31R融合蛋白呈绿色  (CaHV-31R)，内质网和高尔基体都呈红色(ER，Golgi)；核呈蓝

色 (Hoechst33342)；叠加显示黄色信号为共定位(Merge)

Fig. 3    Fluorescence micrographs
(a) the subcellular localization of CaHV-31R in EPC cell. The fused proteins coded present green (EGFP). Nucleus presents blue. Merge: the subcellular
localization of the fused protein. (b) The colocalizations of CaHV-31R with two different cellular organs. CaHV-31R fused proteins coded present green
(CaHV-31R). Both of these two celluler organs present red (ER，Golgi); Nucleus presents blue (Hoechst33342); Colocalization of CaHV-31R fused
protein with endoplasmic reticulum and with Golgi apparatus respectively show yellow (Merge)
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所测2种有膜结构的细胞器内质网和高尔基体共

定位。此外，还预测到 CaHV-31R含有一个 RNase
E/G家族蛋白的典型结构域，该结构域也被认为是

剪切和加工RNA酶的功能结构域[26]。现已知RNase
E/G家族蛋白是一类参与RNA降解的酶类，同时

又被认为是一个功能尚不明晰的酶[27]。但鱼疱疹

病毒CaHV-31R及同源蛋白的RNase E/G结构域的

功能尚待验证。

已知不同型疱疹病毒感染宿主鱼时，通过

作用不同靶器官，可引起相应的病症。对鲤疱

疹病毒属不同毒株所引起的病症进行比较发现，

鲤疱疹病毒I型(CyHV-1)引起鲤痘疮，鲤疱疹病

毒II型 (CyHV-2) 引起鲤等造血器官坏死和鳃贫血，

鲤疱疹病毒III型(CyHV-3)可引起锦鲤鳃溃疡 [13]，

新鉴定的鲫疱疹病毒能引起鲫急性鳃出血和高致

死率，其靶器官主要是鳃和头肾[23]。

CaHV-31R与CyHV II型的同源蛋白序列具有

高度同一性，达80%以上。但与I型或III型同源

蛋白相比显著要低。因此，CaHV-31R与II型聚为

一支，可能意味它们均是以鳃和造血器官为靶

器官，且是引起出血及相关病症的鱼类疱疹病

毒核心致病因子。疱疹病毒是大DNA病毒，其

基因组可编码100多个，甚至超过200个的推导基

因 [28]。CaHV与其他鲤疱疹病毒基因组及鱼蛙疱

疹病毒科(Alloherpesviridae)家族成员都含12个核

心基因，也有其他保守基因和同源序列，但在

基因组大小、基因组两端有无直接重复序列等

方面存在显著差异[21]。这些分析提示，水产疱疹

病毒与宿主的相互作用及其致病分子机制研究面

临诸多难题与挑战。

部分共定位意味病毒蛋白与宿主细胞器有

部分相关性。CaHV-31R与内质网和高尔基体是

部分共定位，预示它们存在相关性。当然，这

可能与细胞内病毒蛋白的水平有关，也可能与

病毒复制过程、蛋白含量或实验过程及条件等

有关。如今，关于水产病毒致病分子机制的研

究已倍受关注[8]。

本研究以引起鲫急性鳃出血症和大量死亡

的疱疹病毒病原基因CaHV-31R为对象，利用生

物信息学分析了其结构特征及与其他鱼类疱疹

病毒同源蛋白的进化关系；通过PCR扩增、重组

质粒构建与转染、亚细胞定位观察，明确了该

基因编码蛋白主要在胞质中和核外围一圈呈弥

散或部分点状分布；并通过将含有病毒基因的

质粒 pEGFP-31R，分别与带有内质网的标记质粒

pDsRed2-ER或带有高尔基体标记的质粒 pDsRed2-
Golgi共转染鱼类细胞，显示与内质网部分共定

位，与高尔基体部分共定位。本研究结果不仅新

鉴定了一个能与细胞器共定位的鲫疱疹病毒蛋

白CaHV-31R，也为后续相关研究提供了候选材料。
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Characterization of Carassius auratus herpesvirus ORF31R (CaHV-31R) and
the encoded protein colocalization with cellular organs

WANG Zihao 1,2,     ZHANG Qiya 1,2,3*

(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology,
Chinese Academy of Sciences, Wuhan    430072, China;

2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing    100049, China;
3. Innovation Academy of Seed Design, Chinese Academy of Sciences, Beijing    100101, China)

Abstract: Carassius auratus herpesvirus (CaHV) is a pathogen that can cause crucian carp disease with acute gill
hemorrhages and high mortality. Interactions of functional genes with cellular components, such as cellular organs,
are needed by viruses to complete infection and replication. In the present study, bioinformatic analysis, PCR
amplification, gene cloning, constructing recombinant plasmids, and fluorescence observation of the fish cells
(epithelioma papulosum Cyprinid, EPC) cotransfected with cellular organs tagged plasmids were used to analyze
the characteristics, subcellular localization and colocalization with cellular organs of the protein encoded by the
gene CaHV ORF31R (CaHV-31R). As the results show, the encoding protein CaHV-31R was composed of 313
amino acids, which consists of a transmembrane domain (248−270 aa) and a typical domain of RNase E/G protein
family (40−182 aa). The multiple alignment with homology proteins from 5 different fish hepesviruses exhibited
higher identity (100% and 80.7%) with the Janpanese strain ST-J1 and Chinese strain SY-C1, which were both the
members of type II Cyprinid hepesviruses, centered identity (26.5%) with CyHV-1 which was the representative
member of type I Cyprinid hepesviruses, and the lowest identity (20.7% and 18.2%) with the Germanic strain
CyHV-3(also named Koi herpesvirus, KHV) and Chinese strain (CyHV-3-GZ11), which were both the members of
type III Cyprinid hepesviruses. The plasmids pEGFP-31R was constructed by PCR amplification, gene cloning,
and then used to transfect EPC cells. pEGFP-31R dispersed distribution in cytoplasm and a small part of spotty
distribution were found circling around outside the nucleus. CaHV-31R was used to colocalize with two celluar
organs with monolayer membrane in cytoplasm, which was endoplasmic reticulum and Golgi apparatus. The
results indicated that CaHV-31R was a gene of Carassius auratus herpesvirus, and was able to encode a protein
that colocalizes with cellular organs.

Key words: Carassius auratus herpesvirus; gene expression; subcellular distribution; colocalization with cellular
organs; host-virus interaction
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