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摘　要：草鱼Ⅱ型呼肠孤病毒是当前引起我国草鱼出血病的主要流行毒株，ＶＰ５６是其外层衣壳上的唯一突
起蛋白并有可能在病毒入侵阶段发挥核心作用，但该蛋白的具体功能尚不清楚。为了探讨ＶＰ５６的生物学功
能，分别利用大肠杆菌原核表达系统和杆状病毒真核表达系统研究了ＶＰ５６的体外表达特性。首先从ＧＣＲＶ
ＪＸ０２Ｗ株的细胞感染混合物中抽提总ＲＮＡ，并通过ＲＴＰＣＲ方法获得目的基因ＶＰ５６，分别克隆至ｐＧＥＸ４Ｔ３
及ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ载体上，将质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ３ＶＰ５６转化至 ＢＬ２１（ＤＥ３），经 ＩＰＴＧ诱导后，成功表达融合蛋白
ＧＳＴＶＰ５６，大小为８３ｋｕ，以包涵体形式存在；蛋白经纯化后免疫老鼠，制备了 ＶＰ５６的多克隆抗体，可以和
ｒＶＰ５６产生特异性免疫结合。将 ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＶＰ５６转化至 ＤＨ１０Ｂａｃ，成功转座后，提取重组杆粒 ＤＮＡ并鉴
定且测序正确后转染 ＳＦ９昆虫细胞。结果表明，自转染 ９６ｈ起，转染杆粒的细胞生长停滞，不断裂解。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，细胞表达重组蛋白ＨｉｓＶＰ５６，大小约为６２ｋｕ，为可溶蛋白。本研究利用原核表达系统
和真核表达系统体外表达了ＶＰ５６蛋白，制备了抗ＶＰ５６多克隆抗体，为深入研究ＶＰ５６蛋白在病毒入侵时的
生物学功能奠定了基础。

关键词：草鱼Ⅱ型呼肠孤病毒；ＶＰ５６；原核表达；真核表达
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）为我国主要淡
水养殖品种，占全国鱼类养殖产量首位。草鱼出

血病自２０世纪７０年代至今仍在长江中下游暴发
流行，波及全国，年死亡损失超过３０％，严重危害
草鱼养殖业的发展［１４］。草鱼呼肠孤病毒（Ｇｒａｓｓ
ｃａｒｐｒｅｏｖｉｒｕｓ，ＧＣＲＶ）是草鱼出血病的主要病原。
草鱼来源的呼肠孤病毒为双链 ＲＮＡ病毒，隶属
水生呼肠孤病毒属，呼肠孤病毒科。病毒由核酸

基因组和蛋白质衣壳组成。与其他无囊膜病毒

类似，核酸基因组为病毒增殖和遗传变异提供信

息，衣壳则保护核酸免受外界因素影响和破坏，

并负责介导病毒侵染靶组织和协助病毒进入细

胞内部。草鱼呼肠孤病毒毒株较复杂，至今还没

在血清学上对其进行分类，但通过对现有流行毒

株的分离及序列信息分析，目前存在Ⅰ型、Ⅱ型

和Ⅲ 型 ３个基因型［５］。其中，Ⅰ 型主要有
ＧＣＲＶ８７３，０９６，８７５，８７６，９９１株等，之间同源性约
为 ７２．５％ 至 ９９．７％［５］，Ⅱ型主要有 ＨＺ０８，
ＧＤ１０８，ＪＸ０２，９０１４，１０６等，Ⅲ型主要有 １０４，
ＨＢ１００７等。但草鱼Ⅱ型 ＧＣＲＶ作为主要流行毒
株［６］，其致病机制仍不清楚，并且Ⅱ型 ＧＣＲＶ与
Ⅰ、Ⅲ型在基因组序列、鱼体致病力、细胞病变等
方面差异较大［７１１］。当前已完成Ⅱ型ＧＣＲＶ部分
毒株的基因组测序工作［１０１１］，但其编码蛋白质的

功能研究尚为空白。ＪＸ０２是本实验室保存的一
株Ⅱ型 ＧＣＲＶ病毒，与Ⅱ型代表株 ＨＺ０８有着极
高的同源性［１２］。

Ⅱ型ＧＣＲＶ共编码１２种蛋白，包括２种非结
构蛋白和９种结构蛋白。对于其基因编码蛋白
的功能和作用只能根据分子生物信息学分析及
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与其他已知基因或蛋白的比较来推测［１０］。Ｓ７编
码的ＶＰ５６与Ⅲ型 ＧＣＲＶ１０４ＶＰ５５蛋白同源性
达到１５．１％，且与ＶＰ５５的分子质量非常接近，亲
水性相似，据推测其为参与细胞吸附作用的外纤

维蛋白，参与病毒和细胞的吸附过程［１３］。

本实验室运用酵母双杂交技术筛选了与

ＶＰ５６蛋白相互作用的宿主蛋白，并且验证了
ＶＰ５６蛋白与 ＧＣＪＡＭＡ蛋白无相互作用［１４］。

Ｆｉｂｕｌｉｎ蛋白是筛选出的唯一一个胞外基质蛋白，
而且与Ⅰ型 ＧＣＲＶ的 ＶＰ７，Ⅲ型 ＧＣＲＶ的 ＶＰ５５
均能相互作用［１５］。有研究发现，杆状病毒表达Ⅰ
型ＧＣＲＶ的 ＶＰ６与 ＶＰ７感染蚕蛹所制备的冻干
粉作为草鱼口服疫苗，可能会对 ＧＣＲＶ有良好的
免疫效果［１６］。然而还没有对Ⅱ型 ＧＣＲＶ蛋白进
行真核表达等相关研究。本研究计划克隆位于

病毒Ｓ７基因组片段上的 ＶＰ５６基因编码序列，构
建原核表达质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ３ＶＰ５６与真核表达质
粒ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＶＰ５６，分别在大肠杆菌及昆虫细
胞中研究相应重组蛋白的表达情况，为进一步研

究ＶＰ５６蛋白的功能及在体内体外验证病毒与草
鱼细胞的相互作用奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料

ＧＣＲＶＪＸ０２Ｗ毒株由本实验室分离保存，
ＣＩＫ细胞、ｐＧＥＸ４Ｔ３Ｖｅｃｔｏｒ由本实验室保存，
ＤＨ５α，ＢＬ２１（ＤＥ３）购自天根生物有限公司，大肠
杆菌 ＤＨ１０Ｂａｃ感 受 态 （自 己 制 备），Ｔｒｉｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ、Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ Ⅱ Ｒｅａｇｅｎｔ、ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ

Ｖｅｃｔｏｒ、昆虫细胞 ＳＦ９及其培养基 Ｓｆ９００ＴＭⅢ
ＳＦＭ，转 染 培 养 基 Ｇｒａｃｅ′ｓＩｎｓｅｃｔＭｅｄｉｕｍ
（ｕｎｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ）均 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。Ｐｙｒｏｂｅｓｔ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ １ｓｔＳｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、
Ｈｉｓ６０ＮｉＳｕｐｅｒｆｌｏｗＲｅｓｉｎ、限制性内切酶，Ｔ４连接
酶均购自ＴａＫａＲａ公司。６周龄 ＩＣＲ小鼠购自上
海实验动物研究中心。卡那霉素，庆大霉素，四

环素，Ｘｇａｌ均购自上海生工有限公司。ＩＰＴＧ，
ＨＲＰ标记的羊抗鼠 ＩｇＧ等蛋白相关试剂购自上
海威奥生物科技有限公司；ＡｎｔｉＨｉｓＴａｇＭｏｕｓｅ
ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ。
１．２　试验方法
１．２．１　引物设计与合成

使用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物（表
１），送至上海生物工程有限公司合成。
１．２．２　Ｓ７基因 ＯＲＦ的扩增及 ｐＧＥＸ４Ｔ３Ｓ７、
ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＳ７的构建

用ＴｒｉｚｏＬ法提取感染 ＪＸ０２Ｗ毒株的 ＣＩＫ总
ＲＮＡ，用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ试剂盒将所提取的总ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ以
此为模板，分别以 ｐＧＥＸ４Ｔ３ＶＰ５６Ｆ与 ｐＧＥＸ
４Ｔ３ＶＰ５６Ｒ为引物，以 ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＶＰ５６Ｆ与
ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＶＰ５６Ｒ为引物扩增，ＰＣＲ条件如
下：９４℃预变性３ｍｉｎ，（９４℃３０ｓ，６１．１℃３０ｓ，
７２℃ ２ｍｉｎ）３５ｃｙｃｌｅｓ，７２℃ １０ｍｉｎ，用 Ｗｉｚａｒｄ＠

ＳＶＧｅｌａｎｄＰＣＲＣｌｅａｎＵｐＳｙｓｔｅｍ试剂盒对 ＰＣＲ
产物目的片段纯化回收。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ

基因

Ｇｅｎｅ
正向引物

Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′３′）
反向引物

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

ＶＰ５６
ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＣ
ＡＣＴＣＧＴＧＡＣＡＧＣＣＧＣ

ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＧＣＣＡＣＴ
ＴＡＣＡＧＣＡＡＡＣＴＡＣＣＧＴＣＣＡＡ

ｐＧＥＸ４Ｔ３ｃｌｏｎｉｎｇ

ＶＰ５６
ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＴＧＧＣ
ＣＡＣＴＣＧＴＧＡＣＡＧＣ

ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＧＣＣＡＣＴ
ＴＡＣＡＧＣＡＡＡＣＴＡＣＣＧＴＣＣ

ｐＦａｓｔｂａｃＨＴＡｃｌｏｎｉｎｇ

注：斜体下划线碱基序列为酶切位点

Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｉｔａｌｉｃｉｚｅｄａｎｄｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓ

　　用 ＢａｍＨ Ⅰ和 ＸｈｏⅠ限制性内切酶将
ｐＧＥＸ４Ｔ３（ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ）和回收的Ｓ７片段进行
双酶切处理，用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶将纯化的目的片
段分别与酶切好的 ｐＧＥＸ４Ｔ３（ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ）空
质粒进行连接，体系为１６℃，连接１２ｈ，Ｔ４Ｌｉｑａｓｅ

１μＬ，Ｔ４Ｌｉｑａｓｅｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，空质粒１００ｎｇ，目
的片段３００ｎｇ（４００ｎｇ），加灭菌水到２５μＬ。取
连接产物各１０μＬ分别转化ＤＨ５α，各挑取１０个
单菌落进行ＰＣＲ验证并测序，取阳性单菌落扩增
并 提 取 质 粒，标 记 为 ｐＧＥＸ４Ｔ３ＶＰ５６ 及

０７４
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ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＶＰ５６。
１．２．３　重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ３ＶＰ５６的诱导表达、
优化及目的蛋白的纯化

将测序正确的 ｐＧＥＸ４Ｔ３ＶＰ５６质粒转化
ＢＬ２１（ＤＥ３），挑取平板上菌落接种到含 Ａｍｐ＋ＬＢ
培养基３７℃过夜活化。将活化的过夜培养物转
移到新鲜的含 Ａｍｐ＋ ＬＢ培养基，３７℃，１９０ｒ／
ｍｉｎ，恒温振荡培养３ｈ。加入 ＩＰＴＧ进行诱导，设
置０、０．１、０．３、０．５、０．７ｍｍｏｌ／Ｌ５个梯度，诱导４
ｈ后收集表达细菌，４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０
ｍｉｎ；沉淀用蒸馏水洗涤两次，用１×ＰＢＳ重悬沉
淀，超声波破碎至溶液澄清。４℃，８５００ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ后收集上清和沉淀，利用 ＳＤＳＰＡＧＥ分
析原核表达ＧＳＴＶＰ５６蛋白的可溶性。

在优化条件下大量诱导表达 ＧＳＴＶＰ５６，用
尿素溶液重悬沉淀（４℃摇床２０ｍｉｎ），配制２，４，
６ｍｏｌ／Ｌ尿素洗去杂蛋白，各洗两次，每次洗涤完
后４℃ ８５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集沉淀，最后
用８ｍｏｌ／Ｌ尿素重悬沉淀，洗脱液采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法测其浓度，蛋白分装后放在－８０℃保存。
１．２．４　ＶＰ５６的多克隆抗体制备及特异性分析

从－８０℃冰箱取出纯化的蛋白。用纯化的
蛋白免疫小鼠，２００μｇ／只，共免疫４次。第１次
采用腹腔内注射，ｒＶＰ５６与弗氏完全佐剂按１∶１
混匀呈乳化状态后注射。２周后的第２次注射仍
采用腹腔注射，与弗氏不完全佐剂充分１∶１混匀
后注射。第３次免疫在第２次免疫一周后进行，
皮下注射不加佐剂的纯抗原。１周后可以采取第
４次免疫，注射条件同第３次。在第４次免疫一
周后，眼角取血，血液放置 ３７℃１ｈ，４℃过夜。
第二天５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集血清，分装
每管５０μＬ，－８０℃保存，一管４℃备用。检验多
抗血清的效果，用纯化的 ｒＶＰ５６上样，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测 ＶＰ５６多抗血清的特异性。将转好的
ＰＶＤＦ膜在含５％牛奶的 ＰＢＳＴ溶液室温震荡孵
育２ｈ，用制备的 ＶＰ５６多抗血清作为一抗（１∶
３０００）室温震荡孵育１ｈ后４℃过夜，ＰＢＳＴ洗３
次，每次５ｍｉｎ。再用羊抗鼠的 ＩｇＧ作二抗（１∶
３０００）室温震荡孵育 ３ｈ，ＰＢＳＴ洗 ３次，每次 ５
ｍｉｎ，最后将 ＰＶＤＦ膜置于 ＤＡＢ溶液里显色，用

ｄｄＨ２Ｏ终止反应。
１．２．５　重组质粒 ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＶＰ５６的转座及
杆粒的提取、鉴定

复苏实验室冻存的 ＤＨ１０Ｂａｃ菌，制备
ＤＨ１０Ｂａｃ感受态。将 ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＶＰ５６质粒转
化ＤＨ１０Ｂａｃ感受态，涂布于５０μｇ／ｍＬ卡那霉素，
７μｇ／ｍＬ庆大霉素，１０μｇ／ｍＬ四环素，１００μｇ／
ｍＬＸｇａｌ，４０μｇ／ｍＬＩＰＴＧ的 ＬＢ琼脂板，于 ３７
℃，培养４８ｈ。之后挑取白斑在以上平板上划线
纯化，２４ｈ后挑取白斑放入含５０μｇ／ｍＬ卡那霉
素，７μｇ／ｍＬ庆大霉素，１０μｇ／ｍＬ四环素的ＬＢ液
体培养基中过夜培养，使用 ＰｕｒｅＬｉｎｋＴＭ Ｈｉｐｕｒｅ提
取杆 粒 ＤＮＡ。使 用 引 物 ｐＵＣ／Ｍ１３ Ｆ（５′
ＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧ３′）、 Ｒ （５′
ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ３′），对 杆 粒
ＤＮＡ进行扩增，ＰＣＲ反应体系：模板１μＬ，引物
各１μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＰｒｅｍｉｘ（２×）２５μＬ，无菌
水２２μＬ。反应条件为９３℃预变性 ３ｍｉｎ，（９４
℃ ４５ｓ，５５℃ ４５ｓ，７２℃ ５ｍｉｎ）３５ｃｙｃｌｅｓ，７２℃
７ｍｉｎ。
１．２．６　杆粒 ＤＮＡ转染昆虫细胞及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
检测重组蛋白

使用转染试剂 ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎⅡ Ｒｅａｇｅｎｔ，于六孔
板转染昆虫细胞，细胞存活率大于９５％，密度为
１．５×１０６～２．５×１０６，转染条件为每孔细胞数量
８×１０５ 个，杆粒 ＤＮＡ１μｇ和 Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ Ⅱ
Ｒｅａｇｅｎｔ８μＬ。取８μＬＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎⅡ Ｒｅａｇｅｎｔ稀
释于１００μＬ不含抗生素的Ｇｒａｃｅ培养基混匀，放
置１０ｍｉｎ，取１μＬ杆粒ＤＮＡ稀释于１００μＬ不含
添加剂的Ｇｒａｃｅ培养基混匀，将稀释的Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ

Ⅱ Ｒｅａｇｅｎｔ与稀释的 ＤＮＡ混匀，室温孵育 ３０
ｍｉｎ，逐滴加入六孔板。２７℃孵育３～５ｈ，吸出转
染混合物，换以新鲜 ２ｍＬＳｆ９００ＴＭⅢ ＳＦＭ培养
基。２７℃孵育７２ｈ后，每天观察细胞。

运用Ｈｉｓ６０ＮｉＳｕｐｅｒｆｌｏｗＲｅｓｉｎ纯化ＨｉｓＶＰ５６
蛋白，纯化后的蛋白溶液采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测其浓
度，蛋白分装－８０℃保存。用 ＡｎｔｉＨｉｓ单抗作为
一抗，ＨＲＰ标记的羊抗鼠的 ＩｇＧ作二抗进行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。
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２　结果

２．１　Ｓ７基因 ＯＲＦ的扩增及 ｐＧＥＸ４Ｔ３Ｓ７和
ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＳ７的构建

提取感染 ＪＸ０２Ｗ 毒株的 ＣＩＫ总 ＲＮＡ，用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂
盒将所提取的总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，以此
ｃＤＮＡ 作 为 模 板，克 隆 进 ｐＧＥＸ４Ｔ３ 与
ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ载体上。ＰＣＲ扩增出约１５３９ｂｐ条
带，大小和 ＶＰ５６基因大小相同（图１）。质粒测
序结果表明ｐＧＥＸ４Ｔ３Ｓ７与 ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡＳ７均
构建成功。

图１　Ｓ７基因ＰＣＲ扩增电泳图
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｐｒｏｆｉｌｅｏｆＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＳ７ｇｅｎｅ
Ｍ．ｍａｒｋｅｒ５０００

２．２　重组蛋白 ｒＶＰ５６的诱导表达、优化及蛋白
纯化

ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示，经ＩＰＴＧ诱导的菌体沉
淀相比未经 ＩＰＴＧ诱导的对照菌在８３ｋｕ有一条
明显的目的条带（图 ２）。目的蛋白几乎全部存
在于沉淀中。ＳＤＳＰＡＧＥ结果对比发现，使用
ＩＰＴＧ０．１～０．７ｍｍｏｌ／Ｌ诱导，目的条带均比较明
显，且ＩＰＴＧ浓度的提高对目的蛋白的表达没有
明显变化，所以将ＩＰＴＧ诱导浓度定为０．１ｍｍｏｌ／
Ｌ（图３）。纯化后的重组蛋白ｒＶＰ５６，８０％溶解在
８ｍｏｌ／Ｌ的尿素里，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白质定量法测定
其浓度约２．４ｍｇ／ｍＬ。ｒＶＰ５６纯化后几乎没有了
杂带（图４）。

图２　重组蛋白ｒＶＰ５６的诱导表达及可溶性分析
Ｆｉｇ．２　Ｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒＶＰ５６ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ．蛋白质标准物质；１，３．未诱导细菌沉淀；２．诱导细菌沉

淀；４．诱导细菌超声破碎后的上清；５．诱导细菌超声破碎后

的沉淀

Ｍ．ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１，３．ｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｕｎｉｎｄｕｃｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌ；２．ｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｉｎｄｕｃｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｔｒｏｌ；４．ｔｈｅ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｉｎｄｕｃｅｄｂａｃｔｅｒｉａａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ；５．ｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ

ｏｆｉｎｄｕｃｅｄｂａｃｔｅｒｉａａｆｔｅｒｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

图３　不同浓度ＩＰＴＧ对ｒＶＰ５６的诱导效果
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒＶＰ５６
Ｍ．蛋白质标准物质；１．未诱导菌体的沉淀；２．０．１ｍｍｏｌ／Ｌ

浓度诱导的菌体沉淀；３．０．３ｍｍｏｌ／Ｌ浓度诱导的菌体沉淀；

４．０．５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度诱导的菌体沉淀；５．０．７ｍｍｏｌ／Ｌ浓度诱

导的菌体沉淀

Ｍ．ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｕｎｉｎｄｕｃｅｄｂａｃｔｅｒｉａ；２．

ｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄｂｙ０．１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ；３．ｔｈｅ

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄｂｙ０．３ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ；４．ｔｈｅ

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄｂｙ０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ；５．ｔｈｅ

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄｂｙ０．７ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ

２７４



４期 盛佳璐，等：利用原核及真核表达系统体外表达草鱼Ⅱ型呼肠孤病毒外突ＶＰ５６蛋白的研究

图４　ｒＶＰ５６纯化产物的ＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｒＶＰ５６

Ｍ．蛋白标准物质；１．纯化后的样品；２．０．１ｍｍｏｌ／Ｌ浓度诱

导的沉淀

Ｍ．ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ｐｕｒｉｆｉｅｄｓａｍｐｌｅ；２．ｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ

２．３　ＶＰ５６多克隆抗体特异性分析
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ｒＶＰ５６样品中出现了

大小约为８３ｋｕ的目的条带（图５）；制备的 ａｎｔｉ
ＶＰ５６多克隆抗体与重组蛋白 ｒＶＰ５６产生特异性
免疫反应。

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｒＶＰ５６重组蛋白
Ｆｉｇ．５　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒＶＰ５６

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１．ｒＶＰ５６重组蛋白
Ｍ．ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｒＶＰ５６

２．４　杆粒ＤＮＡ的鉴定
以ＰｕｒｅＬｉｎｋＴＭＨｉｐｕｒｅ试剂盒提取杆粒 ＤＮＡ

为模板，对杆粒 ＤＮＡ进行扩增，ＰＣＲ反应体系：
模板１μＬ，引物各１μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＰｒｅｍｉｘ
（２×）２５μＬ，无菌水２２μＬ。反应条件为９３℃预
变性３ｍｉｎ，（９４℃ ４５ｓ，５５℃ ４５ｓ，７２℃ ５ｍｉｎ）
３５ｃｙｃｌｅｓ，７２℃ ７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经过电泳显现
为约４０００ｂｐ特异性条带，大小和预期相同（图
６）。

图６　杆粒ＤＮＡ扩增电泳图
Ｆｉｇ．６　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｐｒｏｆｉｌｅｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｍｉｄＤＮＡ
Ｍ．标准物质５０００

Ｍ．ｍａｒｋｅｒ５０００

２．５　重组蛋白ＶＰ５６的真核表达及纯化
按照Ｂａｃｔｏｂａｃ杆状病毒表达系统用户手册

于六孔板转染昆虫细胞，设置一个未转染的对

照，２７℃下孵育细胞 ７２ｈ，每天观察细胞。自转
染后９６ｈ，发现细胞核体积比对照组稍变大，细
胞生长停滞，呈囊泡状（图７）。将六孔板每孔细
胞刮下于离心管，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，采用
０．２２μｍ滤膜过滤病毒上清液。细胞沉淀加入
２×ＳＤＳｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ３０μＬ，１００℃煮沸 ５ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清制样，取少量病
毒上清反复冻融后制样，Ｗｅｓｔｅｒｎ结果显示，表达
了重组蛋白ＶＰ５６，大小约为６２ｋｕ，为可溶蛋白。
大量表达 ＨｉｓＶＰ５６，使用 Ｈｉｓ６０ＮｉＳｕｐｅｒｆｌｏｗ
Ｒｅｓｉｎ纯化ＨｉｓＶＰ５６蛋白制样（图８）。
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图７　昆虫细胞的感染现象
Ｆｉｇ．７　Ｓｉｇｎｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ａ．正常ＳＦ９细胞；ｂ．杆粒转染的ＳＦ９细胞（转染后９６ｈ）

ａ．ＮｏｒｍａｌＳＦ９ｃｅｌｌ；ｂ．ＳＦ９ｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｂａｃｍｉｄ（９６ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ）

图８　ＨｉｓＶＰ５６的ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析
Ｆｉｇ．８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＨｉｓＶＰ５６

Ｍ．蛋白标准物质；１．正常 ＳＦ９细胞；２３．不同杆粒转染的

ＳＦ９细胞；４．病毒上清；５．纯化后的ＶＰ５６

Ｍ．ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ＮｏｒｍａｌＳＦ９ｃｅｌｌ；２３．ＳＦ９ｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｃｍｉｄｓ；４．Ｖｉｒｕｓｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；５．ＶＰ５６ ａｆｔｅｒ

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

３　讨论

Ⅰ型ＧＣＲＶ被最早发现，长期以来国内将其
视为模式毒株并开展深入研究［１７］。和永杏等对

Ⅰ型ＧＣＲＶＪＸ０１外衣壳蛋白ＶＰ５和ＶＰ７作为亚
单位疫苗的疫苗蛋白原的免疫保护性进行了研

究，表明 ＶＰ７与 ＶＰ５抗血清均能特异性中和
ＧＣＲＶ病毒粒子，能有效阻止病毒的感染［１８１９］。

有研究表明，使用杆状病毒表达系统在蚕体表达

的ＶＰ７蛋白可作为草鱼口服蛋白疫苗，重组的病
毒可作为ＶＰ６核酸疫苗［１６］。而Ⅱ型 ＧＣＲＶ毒株
（ＨＺ０８、ＧＤ１０８、１０６、１０９、９１８和 ＨｕＮａｎ７９４）等最
近几年才被陆续报道，王杭军等对ＧＤ１０８株 ＶＰ５
蛋白进行了原核表达及免疫原性研究，首次发现

其ＶＰ５蛋白可诱导草鱼产生高滴度的抗体，但不

能为草鱼提供抗 ＧＣＲＶ感染下免疫保护［２０２１］。

本实验室宗乾坤等［２２］对ＧＣＲＶＪＸ０２株外衣壳蛋
白ＶＰ４、ＶＰ３５蛋白进行了研究，为 ＧＣＲＶ主要流
行株血清学检测方法的建立奠定了基础。苏岚

等［２３］对Ⅲ型 ＧＣＲＶ１０４株 ＶＰ６蛋白进行了毕赤
酵母表达，使表达的蛋白免受蛋白酶的降解。

本研究对Ⅱ型ＧＣＲＶ的Ｓ７基因编码的ＶＰ５６
蛋白进行了体外表达。首先采用了最经典的大

肠杆菌原核表达系统，构建了 ｐＧＥＸ４Ｔ３ＶＰ５６
原核表达载体，表达 ＧＳＴＶＰ５６融合蛋白。遗憾
的是表达的蛋白质形成了不溶的包涵体，于是使

用尿素梯度重悬混匀处理的方法，获得了浓度为

２．４ｍｇ／ｍＬ的ＧＳＴＶＰ５６融合蛋白，大小约为８３
ｋｕ。并用纯化的蛋白免疫小鼠获得了抗 ＶＰ５６的
多克隆抗体。于是采用本实验室常规的 Ｂａｃｔｏ
Ｂａｃ重组杆状病毒构建技术，尝试运用杆状病毒
表达系统在昆虫细胞内表达 ＶＰ５６蛋白。把
ＶＰ５６基因克隆至ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＡ载体上，用自己制
备的大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂａｃ感受态转化，涂布卡那，
庆大霉素，四环素的三抗 ＬＢ平板，提取重组杆
粒，转染昆虫细胞。待细胞出现明显病变现象

时，收集细胞及分离病毒上清，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示，转染杆粒的细胞与其Ｐ１病毒上清均成功表
达了 ＨｉｓＶＰ５６蛋白，大小与预计相同，约为 ６２
ｋｕ，为可溶蛋白，并运用 Ｈｉｓ６０ＮｉＳｕｐｅｒｆｌｏｗＲｅｓｉｎ
纯化试剂盒纯化 ＨｉｓＶＰ５６蛋白，浓度约为 １．５
ｍｇ／ｍＬ。

本实验体外表达了Ⅱ型 ＧＣＲＶ外层衣壳上
的突起蛋白ＶＰ５６，运用大肠杆菌原核表达系统和
杆状病毒真核表达系统获得了不同形式纯化的

４７４
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蛋白，其中大肠杆菌表达的蛋白制作了抗 ＶＰ５６
多克隆抗体为其免疫原性研究提供了实验材料，

昆虫细胞表达的可溶性蛋白为研究其自身生物

功能和进一步研究病毒与草鱼宿主细胞蛋白相

互作用以及研究基于杆状病毒表达载体的ＧＣＲＶ
新型基因工程疫苗奠定了基础。
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