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草鱼Ⅲ型呼肠孤病毒外衣壳蛋白VP38的表达分析及多克隆抗
体制备*

许烨琦1,王龙龙1,徐 宁1,喻 飞1,王 浩1,2,3,4,吕利群1,2,3**

(1.上海海洋大学国家水生动物病原库,上海 201306;2.上海海洋大学农业部淡水水产种质资源重点实验室,上海 201306;

3.上海海洋大学水产科学国家级实验教学示范中心,上海 201306;4.广西壮族自治区海洋研究所,广西海洋生物技术重点实验

室,广西北海 536000)

摘要:为进一步开展草鱼Ⅲ型呼肠孤病毒外衣壳蛋白VP38的生物学功能研究准备实验材料,同时探讨并构建

一种草鱼Ⅲ型呼肠孤病毒的免疫学检测方法。实验构建了 VP38的原核表达质粒pET28a􀆼VP38,转化至

BL21感受态细胞后利用IPTG
 

(Isopropyl
 

β􀆼D􀆼Thiogalactoside)诱导表达,8
 

mol/L尿素溶解重组蛋白后免疫

小鼠,制备鼠抗VP38多克隆抗体;利用制备的抗体探究Grass
 

carp
 

reovirus􀆼104
 

(GCRV􀆼104)感染后VP38在

翻译水平的表达动力学;利用 Western
 

blot、间接免疫荧光分析(IFA)对抗体进行评估;构建VP38的真核表达

载体pEGFP􀆼N1􀆼VP38,转染至草鱼性腺(Grass
 

carp
 

ovary,GCO)细胞内进行亚细胞定位分析。结果显示:重
组VP38蛋白在原核表达系统中以包涵体形式存在;制备的鼠抗VP38多克隆抗体既能够识别重组VP38蛋

白,也能够识别GCO细胞感染GCRV􀆼104后表达的VP38蛋白;GCRV􀆼104感染后72
 

h
 

VP38主要分布在细

胞质中,与亚细胞定位结果一致;VP38在感染的前期微量表达,感染中后期大量表达。本研究制备的鼠抗

VP38多克隆抗体具有较高的效价和较好的特异性,为构建草鱼Ⅲ型呼肠孤病毒的免疫学检测方法提供了较

好的技术路线。
关键词:草鱼Ⅲ型呼肠孤病毒 外衣壳蛋白 表达分析 多克隆抗体 免疫学检测
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0 引言

  Grass
 

carp
 

reovirus􀆼104
 

(GCRV􀆼104)是草鱼Ⅲ
型呼肠孤病毒的代表株也是其唯一成员,2009年分

离于湖北一养殖场患病草鱼[1]。与以 GCRV873为

代表株的草鱼Ⅰ型呼肠孤病毒相比,GCRV􀆼104不编

码时能够使感染细胞膜融合形成合胞体的FSAT蛋

白,而编码后能负责吸附识别宿主的纤维样蛋白

VP55,同时二者在毒性以及感染特性方面也存在较

大的差异[2]。VP38是由GCRV􀆼104
 

s10 片段编码的

大小为346
 

aa的外衣壳蛋白,作为GCRV外衣壳蛋

白的主要成分之一,有保护病毒粒子、维持结构稳定

的作用[3]。序列分析表明 VP38与Ⅱ型 GCRVs11
编码的VP35和Ⅰ型GCRVs10编码的VP7为同源
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蛋白,均含有保守的 CxxC􀆼n16􀆼HxC锌结合基序

(Zinc􀆼binding
 

motif),该基序负责与另外一个外衣壳

蛋白相互作用[4];此外 MRV和ARVs10编码的蛋白

与VP38在 N端具有相同的亲水性谱,呈疏水-亲

水-疏水-亲水的顺序[1]。

  草鱼Ⅰ型呼肠孤病毒外衣壳蛋白由VP5和VP7
组成,三维结构显示,两者在病毒颗粒中呈现相同的

等价比,即各由200个三聚体亚单位组成,且VP5组

分的含量在衣壳蛋白中所占的比例最大[5]。本实验

室前期利用酵母双杂交技术以及Dot
 

Blot等技术验

证了 VP5与 VP7在体外的相互作用[6]。利用胰蛋

白酶和糜蛋白酶对草鱼Ⅰ型呼肠孤病毒颗粒进行酶

解实验的结果表明,病毒颗粒的VP7蛋白经消化后,
能够明显提高病毒的感染效率,推测相对于 VP7蛋

白,VP5蛋白在病毒感染过程中起到识别和吸附缩

主的作用[4];有研究者利用酵母双杂交系统对能够与

VP7相互作用的宿主蛋白进行筛选,发现核糖体蛋

白S20(RPS20)以及真核翻译起始因子3亚基b
((eIF3b)与VP7存在潜在的相互作用,但该研究仅

利用生物信息学分析进一步预测了VP7与这两种蛋

白之间的相互作用,并未通过其他有说服力的实验进

行深入的验证[7]。相对于草鱼Ⅰ型及Ⅱ型呼肠孤病

毒,草鱼Ⅲ型呼肠孤病毒分离时间较晚,且研究相对

滞后,对外衣壳蛋白VP38的研究尚不深入。

  在前期的研究中,我们利用酵母双杂交系统筛选

了能与 GCRV􀆼104夹层蛋白 VP6和外衣壳蛋白

VP38相互作用的宿主蛋白[8],发现 VP38与宿主可

能存在相互作用的蛋白有:剪切与多聚腺苷酸化特异

性因子5(CPSF5)、高迁移率组蛋白核小体结合结构

域2(HMGN2)、葡萄糖转运体X(GLUTX)和蛋白酶

体β2亚基(PSMB7);后期的定向酵母双杂交实验也

证实了VP38与PSMB7之间的相互作用。为了深入

开展VP38蛋白的功能研究,本研究在原核表达系统

中诱导表达了重组His􀆼VP38蛋白,并免疫小鼠制备

多克隆抗体,获得了具有较高效价以及较好特异性的

多克隆抗体,为后续的研究工作做了良好的铺垫,同
时该研究也为构建草鱼Ⅲ型呼肠孤病毒的免疫学检

测方法提供了良好的技术路线。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂与耗材

  PrimeSTAR􀆿 Max
 

DNA
 

Polymerase,DNA
 

Ligation
 

Kit(Mighty
 

Mix),限制性内切酶等均购自

TAKARA;Wizard􀆿
 

SV
 

Gel
 

and
 

PCR
 

Clean􀆼Up
 

Sys-
tem试剂盒、Wizard􀆿

 

Plus
 

SV
 

Minipreps
 

DNA
 

Puri-
fication

 

Systems试剂盒购自Promega公司;Brad-
ford蛋白浓度测定试剂盒、尿素、水合氯醛购自生工

生物工程(上海)股份有限公司;2×SDS􀆼PAGE蛋白

上样缓冲液、考马斯亮蓝快速染色液购自碧云天生物

技术有限公司。

1.1.2 实验动物

  4只8周龄Babl/c小鼠购自虔碧生物科技(上
海)有限公司,暂养于本实验室动物房。所有动物操

作均遵守实验动物福利操作技术规范[9]。

1.1.3 细胞与病毒株

  GCRV􀆼104病毒株由中国水产科学研究院长江

水产研究所曾令兵研究员惠赠;草鱼肾脏(Ctenopha-
ryngodon

 

idellus
 

kidney,CIK)细胞系及草鱼性腺

(Grass
 

carp
 

ovary,GCO)细胞系保存于上海海洋大

学国家水生动物病原库;大肠杆菌感受态 DH5α、

BL21(DE3)购自上海近岸生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 基因的扩增及重组质粒的构建

  根据草鱼Ⅲ型呼肠孤病(GCRV􀆼104)的s10 片

段基因序列,使用 Primer
 

Premier
 

5.0软 件 设 计

ORF上游引物与下游引物,并分别插入限制性酶切

位点和保护性碱基(引物序列见表1);PCR反应为

50
 

μL体系,其中2×PrimeSTAR
 

Max
 

Premix
 

25
 

μL,上下游引物各1
 

μL(浓度为10
 

nmol/L),cDNA
模板(GCRV􀆼104感染的CIK细胞cDNA 为模板)

1
 

μL,无菌水22
 

μL;按照98℃预变性3
 

min,98℃、

10
 

s,55℃、5
 

s,72℃、5
 

s,35个 循 环 的 程 序 进 行

PCR;用1%琼脂糖凝胶电泳对PCR产物进行分析;
利用 Wizard􀆿

 

SV
 

Gel
 

and
 

PCR
 

Clean􀆼Up
 

System对

与目的基因大小一致的阳性条带进行割胶回收。

  pET􀆼28a􀆼VP38与pEGFP􀆼N1􀆼VP38的重组质

粒按照传统双酶切的方法进行构建;将纯化后的

PCR产物以及pET􀆼28a、pEGFP􀆼N1载体使用表1
中所列的限制性内切酶进行酶切反应,37℃酶切

1
 

h;对酶切产物进行纯化回收,回收后的目的片段和

载体质粒使用DNA
 

Ligation
 

Kit试剂盒16℃连接

30
 

min;将10
 

μL连接产物转化入E.coli
 

DH5α感

受态细胞中,涂到含有卡那霉素(Kan+)的LB平板

筛选阳性菌落,对阳性菌落微量(1
 

mL)扩增3
 

h后

进行PCR检测,对PCR验证正确的阳性菌大量扩增
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并使用 Wizard􀆿
 

Plus
 

SV
 

Minipreps
 

DNA
 

Purfica- tion
 

System试剂盒提取重组质粒,送测序鉴定。
表1 引物序列

Table
 

1 Primer
 

sequences

引物名称
Primer

 

name
序列
Sequence

酶切位点
Cutting

 

site
应用
Application

pET28a􀆼VP38􀆼F CCG
 

GAATTC
 

ATGGAGACCCCACGCTTACC EcoRⅠ 原核表达Prokaryotic
 

expression
pET28a􀆼VP38􀆼R CCC

 

AAGCTT
 

GTGAACCCTCCTACTCACCC􀆼
AG Hind

 

Ⅲ 原核表达Prokaryotic
 

expression
pEGFP􀆼N1􀆼VP38􀆼F CCC

 

AAGCTT
 

ATGGAGACCCCACGCTTACC Hind
 

Ⅲ 真核表达Eukaryotic
 

expression
pEGFP􀆼N1􀆼VP38􀆼R CGG

 

GGTACC
 

GAACCCTCGTACTCACCCAG Kpn
 

Ⅰ 真核表达Eukaryotic
 

expression

注:斜体碱基代表对应的酶切位点

Note:The
 

italic
 

part
 

of
 

the
 

sequence
 

represents
 

the
 

corresponding
 

enzyme
 

cutting
 

site

1.2.2 蛋白的诱导表达及可溶性分析

  将测序验证后的pET􀆼28a􀆼VP38重组质粒转化

至BL21感受态细胞中,涂布至LB
 

(Kan+)平板筛选

阳性克隆,利用微量移液器挑取单菌落到1
 

mL
 

LB
(Kan+)液体培养基中,37℃、150

 

r/min恒温摇床培

养过 夜。将 培 养 菌 液 转 移 至 新 鲜 的 20
 

mL
 

LB
(Kan+)液体培养基中,37℃、150

 

r/min恒温摇床培

养5
 

h后,菌液中加入20
 

μL
 

1
 

mol/L
 

IPTG
 

(Isopro-
pyl

 

β􀆼D􀆼Thiogalactoside)(培养液中IPTG终浓度为

1
 

mmol/L)诱导蛋白表达;37℃、150
 

r/min恒温摇床

培养5
 

h后,收集菌体沉淀;4℃、8
 

500
 

r/min离心20
 

min,弃上清;用1×Phosphate
 

buffer
 

saline
 

Tween􀆼
20

 

(PBST)溶液重悬洗涤1次,离心弃去上清。将菌

体在-80℃冷冻30
 

min后,在室温中融化,反复冻融

3次;冻融后的菌体中加入20
 

mL
 

Phosphate
 

buffer
 

saline
 

(PBS)重悬,并 加 入 Phenylmethanesulfonyl
 

fluoride
 

(PMSF)使其终浓度达到工作浓度(100
 

μg/

mL)。将重悬的菌液在冰上进行超声破碎(超声6
 

s
间隔6

 

s,功率300
 

W),直至溶液澄清;4℃、8
 

500
 

r/

min离心20
 

min,分别收集上清和沉淀。蛋白诱导表

达过程中应在加入IPTG诱导剂之前、诱导5
 

h后分

别取200
 

μL菌液离心,弃上清后加入20
 

μL
 

2×
SDS􀆼PAGE上样缓冲液制样,同时取裂解后上清20

 

μL,并加入20
 

μL
 

2×SDS􀆼PAGE上样缓冲液制样,
进行SDS􀆼PAGE凝胶电泳,并使用考马斯亮蓝染色

分析目的蛋白的表达情况及可溶性。

1.2.3 利用尿素溶液溶解包涵体蛋白

  将尿素溶解于PBS中配制浓度为8
 

mol/L的尿

素溶液。对于超声裂解后离心得到的沉淀,先使用

PBS重悬,冰上摇动20
 

min,8
 

500
 

r/min离心20
 

min,弃上清收集沉淀。在沉淀中加入5
 

mL
 

8
 

mol/L
尿素,使用微量移液器反复吹打重悬直至沉淀完全溶

解,冰上摇动20
 

min,8
 

500
 

r/min离心20
 

min,收集

上清,并取20
 

μL制样,进行SDS􀆼PAGE凝胶电泳,
并使用考马斯亮蓝染色分析目的蛋白在8

 

mol/L尿

素中的溶解性;使用Bradford蛋白浓度测定试剂盒

测定蛋白浓度。

1.2.4 实验动物的免疫以及多克隆抗体的收集

  使用溶解于8
 

mol/L尿素的目的蛋白免疫小鼠,
每只小鼠免疫目的蛋白的质量约为200

 

μg。首次免

疫时,将目的蛋白溶液与等体积的弗氏完全佐剂混

合,并利用一次性注射器完全乳化,在小鼠腹腔内注

射;第2次与第3次免疫时,使用弗氏不完全佐剂与

目的蛋白溶液混合乳化,腹腔注射;第4次直接腹腔

注射目的蛋白溶液。每次腹腔注射免疫间隔1周,期
间注意观察小鼠的生理状态。最后一次免疫3~4

 

d
后,对小鼠腹腔注射10%(W∶V)水合氯醛溶液(水
合氯醛稀释于生理盐水中,按每20

 

g小鼠体重100
 

μL的剂量)进行麻醉处理;待小鼠深度麻醉后,进行

眼角取血,将全血在37℃放置2
 

h,4℃静置过夜,离
心收集血清,取少量保存于4℃用于后续实验,其他

-20℃保存备用。

1.2.5 病毒感染与样品收集

  草鱼CIK细胞传至12孔细胞培养板,至细胞单

层铺满后,使用无血清 M199稀释GCRV􀆼104病毒,
使感染复数 MOI=10;27℃孵育细胞过夜后,换含有

10%(W∶V)胎牛血清、青霉素100
 

U/mL、链霉素

0.1
 

mg/mL的 M199完全培养基,每12
 

h收集细胞

样品(移去培养基后,每孔加入50
 

μL
 

2×SDS􀆼PAGE
蛋白上样缓冲液,使用细胞刮刀将贴壁细胞完全刮

下,转移至1.5
 

mL离心管中,-20℃保存)。

1.2.6 VP38的亚细胞定位

  将草鱼GCO细胞传至12孔细胞培养板中,至
细胞单层铺满60%~90%左右,利用Lipofectamine

 

3000转染试剂盒将1
 

μg
 

pEGFP􀆼N1􀆼VP38质粒转染

至GCO细胞中;27℃培养24
 

h后,移去培养基,使用
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灭菌的PBS漂洗一遍,4%(W∶V)多聚甲醛固定10
 

min,PBS漂洗2次,每次10
 

min;免疫染色通透液

(碧云天生物技术有限公司)处理10
 

min,PBS漂洗2
次,每次10

 

min;5
 

μg/mL
 

DAPI(4',6􀆼diamidino􀆼2􀆼
phenylindole)染色液处理10

 

min,PBS漂洗3次,每
次10

 

min;使用奥林帕斯IX17荧光显微镜对样品进

行图片采集及处理。

1.2.7 免疫印迹法(Western
 

blot)分析

  蛋白样品在100℃变性5
 

min后,进行SDS􀆼
PAGE电泳,然后采用湿转法转至PVDF(polyvinyl-
idene

 

fluoride)膜上,用含5%(W∶V)脱脂牛奶的

PBST溶液室温震荡封闭1
 

h;实验制备的多克隆抗

体1∶5
 

000稀释于含有2.5%(W∶V)脱脂牛奶的

PBST溶液中,室温孵育2
 

h或4℃过夜;用PBST溶

液漂洗5次,每次5
 

min;HRP(Horse
 

radish
 

peroxi-
dase)标记的羊抗鼠的IgG单克隆抗体(ABmart)作
为二抗1∶5

 

000稀释于含有2.5%脱脂牛奶的

PBST溶液中,室温孵育2
 

h或37℃孵育1
 

h;PBST
漂洗7次,每次5

 

min;使用天能ECL化学发光成像

系统对PVDF膜进行信号捕获和图片处理。

1.2.8 间接免疫荧光分析(IFA)

  GCRV􀆼104感染CIK细胞72
 

h后,移去培养基,

PBS漂洗2次;4%(W∶V)多聚甲醛固定10
 

min,

PBS漂洗2次,每次10
 

min;免疫染色通透液处理10
 

min,PBS漂洗2次,每次10
 

min;含5%脱脂牛奶的

PBS溶液室温封闭1
 

h;实验制备的鼠抗VP38多克

隆抗体1∶500稀释于含有2.5%脱脂牛奶的PBS溶

液中,室温孵育2
 

h或4℃过夜;用PBS溶液漂洗5
次,每次5

 

min;红色荧光标记的羊抗鼠单克隆抗体

(ABmart)1∶500稀释于含有2.5%脱脂牛奶的PBS
溶液中,室温孵育2

 

h或37℃孵育1
 

h;PBS漂洗4
次,每次5

 

min;5
 

μg/mL
 

DAPI染色液处理10
 

min,

PBS漂洗3次,每次10
 

min;使用奥林帕斯IX17荧

光显微镜对样品进行图片采集及处理。

2 结果与分析

2.1 基因的扩增与质粒的构建

  利用RT􀆼PCR技术成功获得相应的基因片段,

1%(W∶V)琼脂糖凝胶电泳结果显示扩增VP38的

样品在 约1
 

000
 

bp处 出 现 一 条 特 异 性 条 带,与

GCRV􀆼104
 

s10 片段编码VP38的ORF(1
 

041
 

bp)大
小一 致 (图 1);重 组 质 粒 pET􀆼28a􀆼VP38 以 及

pEGFP􀆼N1􀆼VP38的测序结果表明两个重组质粒插

入片段序列及酶切位点序列完全正确,无突变或移码

现象,可用于后续实验。

  M:DL2000
 

Maker;NC:阴性对照;s10:GCRV􀆼104
 

s10 基

因序列

  M:DL2000
 

Maker;NC:Necgetive
 

control;s10:GCRV􀆼
104

 

s10
 

gene
 

sequence
图1 扩增产物电泳图

Fig.1 Electropherogram
 

of
 

amplification
 

product
2.2 重组蛋白的诱导表达及可溶性分析

  VP38重组蛋白样品经10%
 

SDS􀆼PAGE凝胶电

泳后使用考马斯亮蓝染色分析。相对于未诱导的菌

体样品,经IPTG诱导的菌体样品在48~35
 

kDa出

现一条明显的条带;而超声裂解后的离心上清中在此

处没有明显的条带,因此重组 His􀆼VP38蛋白主要以

包涵体的形式存在;在8
 

mol/L尿素中,His􀆼VP38
包涵体蛋白能够良好溶解,且主条带明显杂带较少

(图2)。

图2 重组蛋白 His􀆼VP38的诱导表达及可溶性分析

  Fig.2 Induced
 

expression
 

and
 

soluble
 

analysis
 

of
 

recom-
binant

 

protein
 

His􀆼VP38

2.3 多克隆抗体的分析

  Western
 

blot检测结果显示本实验制备的鼠抗
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VP38多克隆抗体在稀释比例为1∶5
 

000时,既能识

别原核表达的His􀆼VP38重组蛋白,也能够特异性识

别CIK细胞感染GCRV􀆼104
 

72
 

h后合成的病毒蛋白

VP38
 

(图3),表明本实验制备的鼠抗 VP38多克隆

抗体具有较高的效价和较好的特异性。

  (a)鼠抗VP38多克隆抗体可识别原核表达的 His􀆼VP38
蛋白;(b)鼠抗 VP38多克隆抗体可识别感染 GCRV􀆼104的

CIK样品中的VP38蛋白

  (a)Mouse
 

anti􀆼VP38
 

polyclonal
 

antibody
 

can
 

recognize
 

His􀆼VP38
 

protein
 

expressed
 

in
 

prokaryotes;(b)Mouse
 

anti􀆼
VP38

 

polyclonal
 

antibody
 

recognizes
 

VP38
 

protein
 

in
 

CIK
 

samples
 

infected
 

with
 

GCRV􀆼104
图3 鼠抗VP38多克隆抗体的分析

Fig.3 Analysis
 

of
 

mouse
 

anti􀆼VP38
 

polyclonal
 

antibody

2.4 VP38在GCRV􀆼104感染过程中翻译水平的表

达动力学

  分别在GCRV􀆼104感染CIK细胞0
 

h,12
 

h,24
 

h,36
 

h,48
 

h,60
 

h,72
 

h,84
 

h取细胞蛋白样品,利用

实验制备的鼠抗VP38多克隆抗体和商品化内参抗

体鼠抗GAPDH单克隆抗体(Santa
 

Cruz
 

Biotechnol-
ogy)进行 Western

 

blot检测,结果显示在GCRV􀆼104
感染后12

 

h
 

VP38即出现了微量的表达,但在36
 

h
后才随着感染时间的延长表达量逐渐增高(图4)。

图4 VP38在GCRV􀆼104感染过程中的表达动力学

  Fig.4 Expression
 

dynamics
 

of
 

VP38
 

during
 

GCRV􀆼104
 

infection

2.5 间接免疫荧光分析(IFA)

  间接免疫荧光结果显示(图5),感染GCVR􀆼104
病毒72

 

h后的草鱼CIK细胞出现特异性的荧光信

号,而未感染病毒的正常细胞则无荧光信号;VP38
蛋白主要分布于细胞质内;IFA的结果也表明本研究

制备的鼠抗VP38多克隆抗体具有较高的效价以及

较好的特异性。

图5 GCRV􀆼104
 

感染CIK细胞样品的间接免疫荧光分析

  Fig.5 Indirect
 

immunofluorescence
 

analysis
 

of
 

GCRV􀆼104
 

infected
 

CIK
 

cells
 

with
 

mouse
 

anti􀆼VP38
 

polyclonal
 

antibody
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2.6 VP38在GCO细胞中的亚细胞定位

  在GCO细胞中转染pEGFP􀆼N1􀆼VP38质粒24
 

h后,对细胞核进行DAPI染色,在荧光显微镜下拍

照并利用配套的软件对图片进行处理。结果显示,

GFP􀆼VP38蛋白主要分布在细胞质中,局部有高表达

(图6),该结果与IFA实验结果基本一致。

图6 GFP􀆼VP38在GCO细胞中的亚细胞定位

Fig.6 Subcellular
 

localization
 

of
 

GFP􀆼VP38
 

in
 

GCO
 

cells

3 讨论

  病毒入侵宿主的过程,是宿主与病毒之间的博

弈。作为具有细胞结构的高等生物,在亿万年与病原

体的“军备竞赛”中,无论原核生物还是真核生物,都
进化出了复杂的抗病毒免疫系统,依赖这些抗病毒系

统,宿主能够将病毒清除保证个体的健康[10];而作为

体型较小,看起来较为弱势的病毒,却又能通过一些

狡猾的手段逃避这些抗病毒机制,最终取得博弈的胜

利[10􀆼11]。作为主要的生物功能的执行者,蛋白质及其

之间的相互作用对于各种生物学进程至关重要。目

前已经鉴定的草鱼来源的呼肠孤病毒其编码的蛋白

也仅有10~13个[3,12􀆼13],在病毒与宿主的博弈中,病
毒蛋白与宿主蛋白之间必定存在纷繁复杂的相互作

用,而各个病毒蛋白也必定通过与宿主的相互作用承

担着多种多样生物学功能。为了保证顺利复制、装配

和传播,病毒会编码一些非结构蛋白在病毒感染复制

过程中行使重要的调控作用[14􀆼18];而结构蛋白除了组

成病毒颗粒的特定结构外,也会行使一些特定的生物

学功能,Wang等[19]发现 VP5能够与细胞表面的

LamR分子相互作用,而利用抗体封闭LamR后能够

降低GCRV病毒的感染,该结果也一定程度上证实

了VP5在识别宿主方面的功能;VP7通过与VP5形

成三聚体复合物,构建了病毒粒子外层的三聚体网

络,维持病毒粒子的稳定性[5],同时保护病毒粒子[4];
除了黏附以及识别受体外,VP55和VP56还是类泛

素化系统中SUMO连接酶 Ubc9的底物,病毒可能

利用类泛素化修饰保证了病毒的正常复制[20􀆼21];本实

验室近期的研究结果也显示,一种细胞外基质蛋白

Fibulin􀆼4能够与 VP7、VP56以及 VP55相互作用。
这些证据都说明了除了行使结构上的功能外,草鱼呼

肠孤病毒的外衣壳蛋白还具有一些特定的生物学

功能。

  目前对于草鱼的3种呼肠孤病毒的外衣壳蛋白
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质研究主要集中在其结构上的功能、宿主细胞受体的

识别以及在免疫学检测方法的构建[4􀆼7,22],对于其在

病毒感染过程中执行的生物学功能缺乏深入的研究。
尽管有学者利用酵母双杂交系统筛选了能与草鱼Ⅰ
型呼肠孤病毒的外衣壳蛋白VP7以及草鱼Ⅱ型呼肠

孤病毒外衣壳蛋白VP35相互作用的宿主蛋白,但相

关的结果并未利用其他实验进行验证,也并未深入探

究外衣壳蛋白与宿主蛋白相互作用对病毒或者宿主

产生的影响[7]。前期的研究中,我们在酵母双杂交系

统发现VP38与PSMB7之间的相互作用,尽管酵母

双杂交是一种比较可靠且较为灵敏的蛋白互作系统,
但也 具 有 假 阳 性 率 高 的 缺 点[23]。为 了 深 入 开 展

VP38蛋白的功能研究,本研究制备了具有较高效价

以及较好特异性的鼠抗VP38多克隆抗体,利用该抗

体我们同时探究了 GCRV􀆼104感染 CIK 细胞后

VP38在翻译水平上的表达动力学,VP38在感染后

12
 

h即出现了微量的表达,12~24
 

h间并未出现明

显的增加,直到36
 

h后才随着感染进程表达量逐步

增高,因此我们推测前期表达的微量蛋白可能执行了

一些调控功能,而后期大量表达的VP38蛋白则用于

病毒颗粒的组装。

  除了国内分离的3种基因型的草鱼呼肠孤病毒

病外,再 加 上 由 美 国 分 离 的 AGCRV􀆼PB01􀆼155/

PB04􀆼123/PB04􀆼151等[12],能够感染草鱼的呼肠孤

病毒总共可分为4类群。不同基因型草鱼呼肠孤病

毒间基因组序列同源性较低[3],在病毒毒力、感染特

性上具有较大的差异[24􀆼27],但能够出现混合感染的情

况[28],因此区分病原,选择合适的草鱼出血病疫苗等

防控方法,对于草鱼出血病的防控具有重要意义。外

衣壳蛋白处于病毒颗粒的最外侧,且相对于其他病毒

蛋白表达量较高,因此常常作为开发亚单位疫苗[29]、
构建免疫学检测方法的首选目标。本研究通过制备

鼠抗VP38多克隆抗体,构建了一种草鱼Ⅲ型呼肠孤

病毒的免疫学检测方法,对于草鱼出血病病原的区分

以及疾病防控具有一定的意义。
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Abstract:To
 

prepare
 

experimental
 

materials
 

for
 

further
 

research
 

on
 

the
 

biological
 

function
 

of
 

VP38
 

and
 

build
 

an
 

immunological
 

detection
 

method
 

of
 

genotype
 

Ⅲ
 

grass
 

carp
 

reovirus,in
 

the
 

experiment
 

the
 

prokaryotic
 

ex-
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pression
 

plasmid
 

pET28a􀆼VP38
 

was
 

constructed
 

and
 

transformed
 

into
 

BL21
 

competent
 

cells,the
 

expression
 

of
 

recombinant
 

fusion
 

protein
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG
 

and
 

dissolved
 

in
 

8
 

mol/L
 

urea,the
 

mice
 

were
 

immunized
 

with
 

recombinant
 

protein
 

to
 

prepare
 

mouse
 

anti􀆼VP38
 

polyclonal
 

antibodies.Western
 

blot
 

and
 

indirect
 

im-
mune􀆼fluorescence

 

analysis
 

(IFA)
 

were
 

carried
 

out
 

to
 

evaluate
 

the
 

antibody.The
 

expression
 

kinetics
 

of
 

VP38
 

at
 

the
 

translation
 

level
 

after
 

GCRV􀆼104
 

infection
 

was
 

investigated
 

with
 

the
 

prepared
 

antibodies.The
 

antibody
 

was
 

evaluated
 

by
 

Western
 

blot
 

and
 

indirect
 

immunofluorescence
 

assay
 

(IFA).The
 

eukaryotic
 

expression
 

vec-
tor

 

pEGFP􀆼N1􀆼VP38
 

was
 

constructed
 

and
 

transfected
 

into
 

grass
 

carp
 

GCO
 

cells
 

for
 

sub􀆼cellular
 

localization
 

a-
nalysis.The

 

results
 

showed
 

that
 

the
 

recombinant
 

VP38
 

protein
 

existed
 

as
 

an
 

inclusion
 

body
 

in
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

system.The
 

prepared
 

mouse
 

anti􀆼VP38
 

polyclonal
 

antibody
 

could
 

recognize
 

both
 

the
 

recombinant
 

VP38
 

protein
 

and
 

the
 

VP38
 

protein
 

expressed
 

by
 

GCO
 

cells
 

infected
 

with
 

GCRV􀆼104.VP38
 

was
 

mainly
 

dis-
tributed

 

in
 

the
 

cytoplasm
 

72
 

h
 

after
 

GCRV􀆼104
 

infection,which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

results
 

of
 

sub􀆼cellular
 

localization.VP38
 

was
 

expressed
 

in
 

a
 

small
 

amount
 

in
 

the
 

early
 

stage
 

of
 

infection
 

and
 

in
 

a
 

large
 

amount
 

in
 

the
 

middle
 

and
 

late
 

stage
 

of
 

infection.The
 

mouse
 

anti􀆼VP38
 

polyclonal
 

antibody
 

prepared
 

in
 

this
 

study
 

has
 

higher
 

titer
 

and
 

better
 

specificity,and
 

provides
 

a
 

better
 

technical
 

route
 

for
 

constructing
 

the
 

immunological
 

detection
 

method
 

of
 

genotype
 

Ⅲ
 

grass
 

carp
 

reovirus.
Key

 

words:Genotype
 

Ⅲ
 

grass
 

carp
 

reovirus,outer
 

shell
 

protein,expression
 

analysis,polyclonal
 

antibodies,im-
munological

 

detection
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Advance
 

in
 

Peroxiredoxin
 

1
 

and
 

Peroxiredoxin
 

2
 

of
 

Teleost
 

Im-
mune

 

Factors

ZHENG
 

Qi,ZOU
 

Zihong,CAI
 

Jia,JIAN
 

Jichang
(College

 

of
  

Fishery,Guangdong
 

Ocean
 

University,Zhanjiang,Guangdong,524088,China)

Abstract:Peroxiredoxin
 

1
 

(Prx
 

1)
 

and
 

Peroxiredoxin
 

2
 

(Prx
 

2)
 

are
 

conserved
 

immune
 

factors
 

in
 

vertebrates
 

and
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

teleost
 

innate
 

immunity,which
 

are
 

also
 

known
 

as
 

Natural
 

Killer
 

Enhancing
 

Fac-
tor

 

(NKEF
 

A/B).Both
 

types
 

of
 

proteins
 

contain
 

an
 

active
 

cysteine
 

site
 

at
 

the
 

N􀆼terminus
 

and
 

C􀆼terminus,re-
spectively.Prx

 

1
 

and
 

Prx
 

2
 

can
 

eliminate
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

such
 

as
 

H2O2 and
 

also
 

participate
 

in
 

anti􀆼pathogeny
 

immune
 

responses.In
 

this
 

paper,the
 

structure,antioxidant
 

mechanism
 

and
 

biological
 

function
 

of
 

fish
 

Prx
 

1
 

and
 

Prx
 

2
 

were
 

reviewed.
Key

 

words:fish,teleost,peroxiredoxin
 

1,peroxiredoxin
 

2,immunity,structure,function
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