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摘　要：新加坡石斑鱼虹彩病毒 （Ｓｉｎｇａｐｏｒｅｇｒｏｕｐｅｒｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ�ＳＧＩＶ）是导致石斑鱼养殖严重经济损失的主要病
原体。本研究构建了含有新加坡石斑鱼虹彩病毒 （Ｓｉｎｇａｐｏｒｅｇｒｏｕｐｅｒｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ�ＳＧＩＶ）ＯＲＦ086基因的重组表达
质粒载体ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086�将其转化到大肠杆菌中进行融合表达�经 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定�证
实重组大肠杆菌融合表达了 ＳＧＩＶＯＲＦ086蛋白。经异丙基-β-Ｄ-硫代半乳糖苷 （ｉｓｏｐｒｏｐｈｌ-ｔｈｉｏ-β-Ｄ-
ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ�ＩＰＴＧ）浓度、诱导温度、诱导时间等诱导表达条件的优化�确定在0．7ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、16℃诱
导14ｈ时可溶性 ＳＧＩＶＯＲＦ086重组蛋白占重组蛋白的60％。经镍琼脂糖凝胶柱纯化重组蛋白�纯化度达
95％以上。用纯化的ＳＧＩＶＯＲＦ086蛋白免疫小鼠�获得了高效特异的ＳＧＩＶＯＲＦ086抗血清。
关键词：新加坡石斑鱼虹彩病毒；原核表达；多克隆抗体；ＳＧＩＶＯＲＦ086重组蛋白
中图分类号：Ｑ786；Ｓ917　　　文献标识码：Ａ

Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ�ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＳＧＩＶＯＲＦ086ｐｒｏｔｅｉｎ

ＸＩＡＬｉ-ｑｕｎ1�2�ＺＨＡＮＧＨｏｎｇ-ｌｉａｎ1�2�ＬＩＡＮＧＨａｉ-ｙｉｎｇ1�3�ＬＩＵＳｅｎ-ｌｉｎ1
（1．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＯｃｅａｎ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ�ＧｕａｎｇｄｏｎｇＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ�Ｚｈａｎｊｉａｎｇ　524025�Ｃｈｉｎａ；

2．ＳｃｈｏｏｌｏｆｌｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ�ＳｕｎＹａｔ-ｓｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ�Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ　510275�Ｃｈｉｎａ；
3．ＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰａｔｈｏｇｅｎｉｃＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ

ｆｏｒＡｑｕａｔｉｃＥｃｏｎｏｍｉｃＡｎｉｍａｌｓ�Ｚｈａｎｊｉａｎｇ　524088�Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｓｉｎｇａｐｏｒｅｇｒｏｕｐｅｒｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ（ＳＧＩＶ） ｉｓａｍａｊｏｒｐａｔｈｏｇｅｎｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎｈｅａｖｙｅｃｏｎｏｍｉｃｌｏｓｓｅｓｔｏ
ｇｒｏｕｐｅｒａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ�ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086ｉｎｓｅｒｔｅｄｗｉｔｈＳＧＩＶ
ＯＲＦ086ｇｅｎｅｉｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＥ．ｃｏｌｉＢＬ21（ＤＥ3）．ＳＤＳ-ＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｃｏｎｆｉｒｍｔｈａｔ
ｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄＥ．ｃｏｌｉＢＬ21ｃａｎｅｘｐｒｅｓｓＳＧＩＶＯＲＦ086ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ．Ｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｕｎｄｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏＩＰＴＧ（0．7ｍｍｏｌ／Ｌ）ａｔ16℃ ｆｏｒ14ｈ
ａｎｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉ-ＩＤＡＨｉｓ·Ｂｉｎｄａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈａｂｏｖｅ95％ｐｕｒｉｔｙ．Ｔｈｅｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ
ｉｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｉｍｍｕｎｉｚｉｎｇｍｉｃｅｗｉｔｈｐｕｒｉｆｉｅｄＳＧＩＶＯＲＦ086ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｐｒｏｖｅｄｔｏｂｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｇａｉｎｓｔＳＧＩＶ
ＯＲＦ086ｐｒｏｔｅｉｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｓｉｎｇａｐｏｒｅｇｒｏｕｐｅｒｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ（ＳＧＩＶ）；ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ；ＳＧＩＶ



上 海 海 洋 大 学 学 报 19卷

ＯＲＦ086ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

　　

　　新加坡石斑鱼虹彩病毒 （Ｓｉｎｇａｐｏｒｅｇｒｏｕｐｅｒ
ｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ�ＳＧＩＶ）是近年来新发现的一种严重的
鱼类传染性病毒 ［1-2］。目前ＳＧＩＶ的分离鉴定、分
子分类、基因组学、转录组学、蛋白组学及快速检
测方法等相关基础研究已经完成 ［3-6］�对ＳＧＩＶ重
要功能基因的研究正陆续展开 ［7-8］。ＳＧＩＶ的基因
根据转录的先后顺序可以分为3个时期：立即早
期 （ｉｍｍｅｄｉａｔｅ-ｅａｒｌｙ�ＩＥ）、早期 （ｅａｒｌｙ�Ｅ）和晚期
（ｌａｔｅ�Ｌ） ［5］。ＩＥ基因的转录出现在病毒ＤＮＡ复
制之前�并在病毒感染复制、宿主细胞生长调控
和免疫逃避等方面具有重要功能 ［9-11］。对 ＳＧＩＶ
立即早期基因的功能及其相互作用中的细胞和

分子机制的研究�将有助于进一步阐明 ＳＧＩＶ的
感染致病机制�并为疾病的防治提供理论依据。

ＯＲＦ086Ｒ是ＳＧＩＶ全基因组转录图谱确定的
一个立即早期基因 ［5］�通过生物信息学分析�发
现这个基因与感染细胞多肽 ＩＣＰ18（ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ18）具有较高同源性。ＩＣＰ18是虹彩
病毒科蛙病毒属特有的核心基因之一�并可能在
蛙病毒属的生命周期中具有重要作用�但目前
ＩＣＰ18家族的功能尚不明确。本文将 ＳＧＩＶ
ＯＲＦ086基因在大肠杆菌中进行了融合表达、蛋
白纯化和抗体制备�为进一步研究ＳＧＩＶＯＲＦ086
的功能打下基础。
1　材料与方法
1．1　材料
1．1．1　病毒、菌株和质粒

新加坡石斑鱼虹彩病毒 （ＳＧＩＶ）、表达载体
ｐＥＴ-32ａ、表达受体菌ＢＬ21（ＤＥ3）由中山大学有
害生物控制与资源利用国家重点实验室提供。
1．1．2　工具酶和试剂

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＤＮＡ聚合酶�限制性核酸内切酶
ＥｃｏＲＩ、ＸｈｏＩ�Ｔ4连接酶�ＤＮＡ片段纯化试剂盒购
自 ＴａＫａＲａ公司；质粒微量提取试剂盒购自
Ｕ-ｇｅｎｅ公司；异丙基-β-Ｄ-硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ）购
自ＢＢＩ公司；ＢＣＡ-100蛋白质定量测定试剂盒购
自上海申能博采公司；Ｈｉｓ·Ｔａｇ单克隆抗体购自
Ｔｉａｎｇｅｎ公司；ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ购自Ｂｏｓｔｅｒ
公司；5ｍＬ镍琼脂糖凝胶预成柱购自北京韦氏博

慧色谱科技有限公司�其它试剂均为国产分析
纯。
1．2　方法
1．2．1　ＳＧＩＶ总ＤＮＡ的提取

取适量ＳＧＩＶ病毒悬液�加入等体积的碱裂
解缓冲液�37℃作用15ｍｉｎ至病毒悬液变得较
为澄清�再加入等体积的2％ ＳＤＳ和25μＬ蛋白
酶Ｋ （10ｍｇ／ｍＬ）�50℃作用30ｍｉｎ�至病毒悬液
完全澄清�12000ｒ／ｍｉｎ离心5ｍｉｎ�除去碱裂解
不溶物。吸取上清�用酚、酚-氯仿 （1∶1）与酚-氯
仿-异戊醇 （25∶24∶1）依次轻柔抽提�上清用2．5
倍体积的95％冰乙醇沉淀病毒 ＤＮＡ�12000ｒ／
ｍｉｎ离心20ｍｉｎ。沉淀用冰冷的70％乙醇洗涤2
次�12000ｒ／ｍｉｎ离心1ｍｉｎ�沉淀溶于ＴＥ缓冲液
后�－20℃保存。
1．2．2　ＳＧＩＶＯＲＦ086基因的克隆

根据 ＳＧＩＶ（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＡＹ521625）
ＯＲＦ086（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ：80591－81055）的序
列和质粒ｐＥＴ-32ａＭＣＳ酶切位点设计引物如下。
上 游 引 物 Ｐ1： 5′-ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＡＣＡＣＴＡＣ-
ＣＡＡＡＣＡＣＣＡＴＧ-3′（ＥｃｏＲＩ）；下游引物 Ｐ2：5′-
ＧＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＣＣ-ＣＣＴＴＧＧＡＴＧＧ-3′（ＸｏｈＩ）
反应条件为：95℃预变性5ｍｉｎ；94℃30ｓ�58℃
30ｓ�72℃ 40ｓ�共30个循环�再 72℃延伸 8
ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经ＤＮＡ片段纯化试剂盒纯化�酶
切后以摩尔数比1∶3（载体／插入片段 ）的比例克
隆入 ｐＥＴ-32ａ载体�蓝白斑筛选阳性克隆�菌落
ＰＣＲ和双酶切鉴定后�阳性克隆送上海英骏生物
技术有限公司测序。
1．2．3　大肠杆菌 ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086重组
菌的获得

提取重组表达载体 ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086的质粒
ＤＮＡ�转化大肠杆菌ＢＬ21感受态细胞�次日挑取
转化ＬＢ平板 （含Ａｍｐ100μｇ／ｍＬ）上长出的单菌
落�即为含 ＳＧＩＶＯＲＦ086基因的原核重组菌
ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086。
1．2．4　融合蛋白表达及表达条件优化

挑取转化平板上长出的阳性菌落于ＬＢ液体

培养基 （含Ａｍｐ100μｇ／ｍＬ）中37℃活化过夜�次
日按照1％ （Ｖ／Ｖ）的比例转接于新鲜的ＬＢ液
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体培养基 （含 Ａｍｐ100μｇ／ｍＬ）中�培养至 Ａ600约
为0．6～1．0时�加入100ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ至终浓度
为1ｍｍｏｌ／Ｌ�继续培养 4ｈ。取培养后的菌液
1ｍＬ10000ｒ／ｍｉｎ离心 1ｍｉｎ收集菌体�进行
ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析。其他条件不变的情况下�在不
同的 ＩＰＴＧ浓度 （0．1ｍｍｏｌ／Ｌ、0．4ｍｍｏｌ／Ｌ、0．7
ｍｍｏｌ／Ｌ和1ｍｍｏｌ／Ｌ）、不同的温度 （37℃、28℃、
22℃、16℃ ）、不同的诱导时间 （8ｈ、10ｈ、12ｈ、
14ｈ、16ｈ）下诱导�分别离心收集菌体并超声破
碎�将离心后的上清液和沉淀进行 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分
析。
1．2．5　表达产物的纯化

每克表达菌沉淀湿重用 5ｍＬＢｉｎｄＢｕｆｆｅｒ
（500ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ�50ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ�100ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑�ｐＨ7．4）的比例重悬�超声波破碎后离心�取
上清加入到5ｍＬ镍琼脂糖凝胶预成柱中�以0．5
ｍＬ／ｍｉｎ的流速过柱�收集流出物；用10倍柱体
积 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（500ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ�50ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ�100ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑�ｐＨ7．4）洗脱杂蛋白�以1
ｍＬ／ｍｉｎ的流速过柱�收集流出物；用ＥｌｕｔｅＢｕｆｆｅｒ
（500ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ�50ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ�400ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑�ｐＨ7．4）洗柱3次�每次1．5倍柱体积�分别
收集流出物。每次收集物均取30μＬ�进行ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ分析。纯化蛋白液放于－20℃保存。
1．2．6　抗血清的制备

将纯化的ＯＲＦ086融合蛋白�腹腔皮下多点
注射免疫ＳＰＦ级小鼠。每只小鼠每次免疫约30
μｇＯＲＦ086融合蛋白�以注射佐剂加ＰＢＳ为阴性
对照。每隔7ｄ免疫一次�共免疫4次。首次注
射的抗原为蛋白或ＰＢＳ与完全佐剂ＦＣＡ混匀制

备�之后3次注射的抗原均采用蛋白或ＰＢＳ与不
完全佐剂 ＦＩＡ混匀制备。末次加强免疫后1周
眼球取血�离心分离血清�－80℃保存。
1．2．7　抗血清效价测定和特异性检测

用纯化的重组蛋白为抗原包被96孔板�浓度
约每孔10μｇ。待测鼠抗血清为一抗�按1∶2000、
1∶4000、1∶8000、1∶12000、1∶16000、1∶20000、
1∶24000、1∶32000比例稀释待测血清�注射佐剂
加ＰＢＳ的阴性血清以1∶1000稀释作为对照�
ＨＲＰ标记的羊抗鼠的ＩｇＧ为二抗�四甲基联苯胺
（ＴＭＢ）溶液显色后酶标仪测定抗体效价。将诱
导表达的重组菌进行 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳后�70ｍＡ
转印约2ｈ�将蛋白转移至硝酸纤维素膜上�5％

脱脂牛奶4℃封闭过夜。加入一抗 （鼠抗 ＳＧＩＶ
ＯＲＦ086血清�1∶5000稀释 ）�对照采用阴性血
清。ＴＢＳＴ （20ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣｌ�150ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ�0．05％ （Ｖ／Ｖ）Ｔｗｅｅｎ20�ｐＨ7．4）清洗后加
入二抗 （ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ�1∶1000稀释 ）�
ＴＢＳＴ清洗�最后加入ＤＡＢ显色液�待出现明显条
带后用水冲洗终止反应。
2　结果
2．1　ＳＧＩＶＯＲＦ086基因的克隆

高保真ＰＣＲ扩增得到一条约500ｂｐ的特异
条带 （图1）�克隆入 ｐＥＴ-32ａ载体�经菌落 ＰＣＲ
和ＥｃｏＲＩ／ＸｏｈＩ双酶切鉴定�证明获得了阳性克
隆�经测序后发现该克隆插入片段的序列与全基
因组测序报导的 ＳＧＩＶＯＲＦ086序列完全一致。
该基因含有一个465ｂｐ的开放读码框 （ＯＲＦ）�编
码154个氨基酸�预测分子量约为17．1ｋｕ�等电
点为8．08。

图1　ＳＧＩＶＯＲＦ086基因ＰＣＲ扩增电泳结果
Ｆｉｇ．1　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

ｏｆＳＧＩＶＯＲＦ086ｇｅｎｅ
Ｍ．ＤＬ2000ＤＮＡ分子量标准；1．ＳＧＩＶＯＲＦ086的高保真
ＰＣＲ产物；2．普通Ｔａｑ酶阳性对照；3．阴性对照。

2．2　ＳＧＩＶＯＲＦ086的原核表达
将ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086质粒转化大肠杆菌ＢＬ21

（ＤＥ3）得到 ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086重组菌�发现
经ＩＰＴＧ诱导后�与未经诱导重组菌全菌蛋白电
泳条带相比�在约37．5ｋｕ处有一条超强蛋白带�
与预期相符�说明了ＯＲＦ086融合蛋白成功表达。
同时以诱导的含未重组质粒 ｐＥＴ32ａ的 ＢＬ21
（ＤＥ3）菌体作对照�在约20．4ｋｕ的位置有很强
的蛋白带 （图 2）。Ｈｉｓ·Ｔａｇ单克隆抗体进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测也表明带ｈｉｓ标签的ＯＲＦ086融
合蛋白表达成功 （图3）。
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图2　ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086在大肠杆菌中
表达ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．2　ＳＤＳ-ＰＡＧＥｏｆＳＧＩＶＯＲＦ086ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
Ｅ．ｃｏｌｉ．ＢＬ21（ＤＥ3）

Ｍ．低分子标准蛋白；1．ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086经诱导全菌
蛋白；2．ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ经诱导全菌蛋白；3．未经诱导的
ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086全菌蛋白。

图3　用Ｈｉｓ·Ｔａｇ单克隆抗体对ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086在
大肠杆菌中的表达进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

Ｆｉｇ．3　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇｔｈｅＨｉｓ·Ｔａｇ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｏｆＳＧＩＶＯＲＦ086
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉ．ＢＬ21（ＤＥ3）

Ｍ．预染标准分子量蛋白；1．ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ经诱导全菌蛋白；
2．ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086经诱导全菌蛋白；3．未经诱导的
ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086全菌蛋白。

2．3　ＳＧＩＶＯＲＦ086表达条件的优化
通过调节 ＩＰＴＧ诱导浓度、诱导温度和诱导

时间�对ＳＧＩＶＯＲＦ086的表达条件进行了优化。
发现在其他条件一致的情况下�0．7ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ
诱导的融合蛋白相对最多 （图4）。对不同诱导温
度下ＯＲＦ086融合蛋白的表达量及其可溶性的研
究显示�随诱导温度的升高�融合蛋白的表达量

增高�但是随诱导温度的升高�上清中可溶性目
的蛋白的比例有所减少 （图5）。用 Ｇｅｌ-Ｐｒｏ3．1
对图5进行蛋白条带分析�发现37℃诱导时�可
溶性蛋白占重组蛋白的40％�16℃诱导时可溶
性蛋白约占重组蛋白的 60％。诱导温度对
ＯＲＦ086融合蛋白可溶性的影响较为明显。比较
了0．7ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ在16℃下5个诱导时间的
表达量�表明在14ｈ以内�随诱导时间的增长�重
组蛋白的表达量增高�诱导14ｈ以上�表达量与
诱导 14ｈ的表达量相当 （图 6）。最终确定
ＯＲＦ086融合蛋白在大肠杆菌中的诱导表达条件
为：0．7ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、16℃诱导14ｈ。

图4　重组菌ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086在不同ＩＰＴＧ
浓度诱导表达ＯＲＦ086的ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．4　ＳＤＳ-ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＯＲＦ086ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＰＴＧ

Ｍ．低分子量标准蛋白；1．ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086未诱导全
菌蛋白；2－5．分别为0．1ｍｍｏｌ／Ｌ�0．4ｍｍｏｌ／Ｌ�0．7ｍｍｏｌ／Ｌ
和1ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导的ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086全菌蛋白。

图5　重组菌ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086在不同温度诱导
表达ＯＲＦ086可溶性的ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．5　ＳＤＳ-ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆＯＲＦ086ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｍ．低分子量标准蛋白；1．16℃诱导沉淀；2．16℃诱导上清；
3．22℃诱导沉淀；4．22℃诱导上清；5．28℃诱导沉淀；6．
28℃诱导上清；7．37℃诱导沉淀；8．37℃诱导上清。
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图6　重组菌ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086诱导不同时间
的ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．6　ＳＤＳ-ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｔｉｍｅ

Ｍ．低分子量标准蛋白；1．ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ未诱导8ｈ；2．ＢＬ21／
ｐＥＴ32ａ诱导 8ｈ；3．ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086未诱导 8ｈ；
4－8．分别为ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086诱导8ｈ�10ｈ�12ｈ�14ｈ
和16ｈ。

2．4　ＳＧＩＶＯＲＦ086融合蛋白的纯化及定
量
　　以含100ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ洗脱杂
蛋白后�再以1．5倍柱体积含400ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的
ＥｌｕｔｅＢｕｆｆｅｒ洗脱三次�获得了良好的纯化效果�
如图7所示�融合蛋白的纯化度可达95％以上。
用ＢＣＡ-100蛋白质定量测定试剂盒测定�Ｅｌｕｔｅ
Ｂｕｆｆｅｒ洗脱第一次、第二次和第三次收集液中纯
化的 ＯＲＦ086融合蛋白浓度分别为 1013．08、
133．26、13．75μｇ／ｍＬ。

图7　ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析ＯＲＦ086融合蛋白纯化的结果
Ｆｉｇ．7　ＳＤＳ-ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＯＲＦ086

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ．
Ｍ．低分子量标准蛋白；1．ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086未诱导全菌
蛋白；2．ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086诱导全菌蛋白；3．纯化后的
ＯＲＦ086融合蛋白。

2．5　ＳＧＩＶＯＲＦ086抗血清的制备和检测
间接 ＥＬＩＳＡ 法检测表明获得的 ＳＧＩＶ

ＯＲＦ086抗血清效价为 1∶24000。用 ＳＧＩＶ

ＯＲＦ086抗血清和阴性血清对 ＢＬ21／ｐＥＴ32ａ-
ＯＲＦ086诱导全菌蛋白进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析�发
现ＳＧＩＶＯＲＦ086抗血清检测到一条37．5ｋｕ的蛋
白条带 （图8Ａ）�而注射佐剂与ＰＢＳ的阴性血清
没有检测到蛋白条带 （图 8Ｂ）�说明所制备的
ＳＧＩＶＯＲＦ086抗血清可以与37．5ｋｕ的 ＯＲＦ086
重组蛋白发生特异性反应。

图8　ＯＲＦ086抗血清的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
Ｆｉｇ．8　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎｔｉ-ＯＲＦ086

ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｅｒｕｍ

Ｍ．预染标准分子量蛋白；1．ＳＧＩＶＯＲＦ086抗血清；
2．阴性血清。

3　讨　论
有关 ＩＣＰ18（ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎ18）的报道

最早 见 于 20世 纪 80年 代 对 蛙 病 毒 属
（Ｒａｎａｖｉｒｕｓ）代表种蛙病毒3型 （ｆｒｏｇｖｉｒｕｓ3�ＦＶ-
3）的研究�是最早进行序列测定的ＦＶ-3基因 ［12］。
其后在其他蛙病毒属病毒中也陆续发现了ＩＣＰ18
同源类似物的存在。同源搜索表明 ＩＣＰ18同源
类似物目前只在蛙病毒属病毒中发现�在已全基
因测序的 6种蛙病毒 ＦＶ-3、虎纹蛙病毒 （Ｔｉｇｅｒ
ｆｒｏｇｖｉｒｕｓ�ＴＦＶ）、虎纹嵘螈病毒 （Ａｍｂｙｓｔｏｍａ
ｔｉｇｒｉｎｕｍｖｉｒｕｓ�ＡＴＶ）、ＳＧＩＶ、石斑鱼虹彩病毒
（Ｇｒｏｕｐｅｒｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ�ＧＩＶ）和中华鳖虹彩病毒 （Ｓｏｆｔ-
ｓｈｅｌｌｅｄｔｕｒｔｌｅｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ�ＳＴＩＶ）中都发现了 ＩＣＰ18
同源类似物 ［13-14］�表明ＩＣＰ18是蛙病毒特有的核
心基因之一�推测其可能在蛙病毒属的生命周期
中具有重要作用。之前对 ＩＣＰ18同源类似物的
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报道主要集中在基因结构和启动子分析方面 ［15］。
目前�ＩＣＰ18的功能还不是很清楚。

本研究主要着眼于 ＳＧＩＶＯＲＦ086的原核表
达、蛋白纯化及抗体制备。将构建好的重组质粒
ｐＥＴ32ａ-ＯＲＦ086转化宿主ＢＬ21（ＤＥ3）感受态细
胞�进行表达。经ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析�重组菌比空载
体菌在约37．5ｋｕ处多出一条含量很多的蛋白条
带。进一步经 Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ鉴定�该条带能特异
性地与 Ｈｉｓ·Ｔａｇ单克隆抗体发生反应�证实了
37．5ｋｕ带为含有目的蛋白的融合表达产物。由
于ｐＥＴ32ａ载体上带有一段编码硫氧还蛋白的序
列和6个组氨酸标签序列与插入的目的基因一
起融合表达�因此表达产物的相对分子质量是三
者之和�约37．5ｋｕ�比目的蛋白相对分子质量大
21．4ｋｕ。重组表达产物经诱导表达条件优化�结
果表明诱导温度对融合蛋白可溶性的影响较为

明显。在16℃下0．7ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导14ｈ�可
以得到大量的可溶性融合蛋白。经镍琼脂糖凝
胶预成柱纯化融合蛋白�得到融合蛋白的纯度达
95％以上。用纯化蛋白免疫小鼠制备的 ＳＧＩＶ
ＯＲＦ086抗血清高效特异�既可用于 ＳＧＩＶ

ＯＲＦ086功能研究�又可用于ＳＧＩＶ的早期检测。
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