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摘要 为获得斑点叉尾鮰疱疹病毒ORF6和ORF10基因,设计特异性引物进行PCR扩增,成功构建pET-
32a-ORF6和pET-32a-ORF10原核表达载体,经IPTG诱导后目的蛋白在大肠杆菌中成功表达并制备多抗,通
过 Westernblot证明ORF10的抗体具有特异性,且ORF10为病毒的结构蛋白。
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  斑点叉尾鮰病毒(channelcatfishvirus,CCV)
最先由Fijan等从驯养的发病斑点叉尾鮰鱼体分离

得到,Wolf等[1]根据其总体形态学特征将其划分为

a疱疹病毒亚科,是最早发现的鱼类疱疹病毒。现

将其归于疱疹病毒目、鱼类疱疹病毒科、鮰鱼疱疹病

毒 属 (Herpesvirales,Alloherpesviridae,Ictaluri-
virus)[2]。由CCV引发的斑点叉尾鮰病毒病,是一

种严重的出血性疾病,而且斑点叉尾鮰是CCV的

自然宿主,一般对体长小于15cm,体质量少于10g
以及1~4周龄的斑点叉尾鮰感染性极高,并且即将

孵化的鱼卵也极易受到CCV感染,该病既可水平

传播又可垂直传播,偶发性和致死率高,发病快,使
得鮰鱼养殖场遭受到巨大经济损失[3]。目前已建立

CCV的检测方法,对该病的诊断和预防具有重要的

意义[4]。

CCV是具有囊膜的双链DNA病毒,基因组全

长为134kb,包含有77个开放阅读框(openreading
frames,ORFs),其中14个处于末端重复序列[5]。
序列分析显示 ORF6和 ORF10为膜蛋白,含有跨

膜区和胞内区,可能参与病毒的吸附、入侵以及传播

过程[6],因此,ORF6和ORF10有可能成为制备疫

苗的候选基因。本研究基于CCV全基因组序列,
设计特异性引物,通过 PCR 技术获得 ORF6和

ORF10的基因片段,在大肠杆菌中表达相应蛋白,
同时制备多抗,旨在为今后斑点叉尾鮰病毒病DNA

疫苗的开发以及基因功能的进一步研究提供理论

基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

斑 点 叉 尾 鮰 病 毒 (CCV)、E.coli DH10B、

AD494(DE3)宿主菌、载体pET-32a为笔者所在实

验室保存。
1.2 主要试剂

TaqDNA 聚合酶和 T4DNA 连接酶为 Pro-
mega公司产品,限制性内切酶 HindⅢ、EcoRⅠ、

BamHI为TaKaRa公司产品,DNAmarker以及蛋

白marker为武汉贝博公司产品,凝胶回收试剂盒

为Omega公司产品,蛋白纯化试剂盒为 Novagen
公司产品,IPTG及氨苄青霉素Amp、卡那霉素Ka-
na为Sigma公司产品,弗氏完全佐剂为Sigma公司

产品,硝酸纤维素膜(Hybond-N)为 Amersham 公

司产品,碱性磷酸酶标记的羊抗兔IgG、BCIP/NBT
显色试剂盒为华美公司产品。
1.3 引物合成及目的序列的 PCR 扩增

根据GenBank上已公布的CCV基因组(登录

序列 号:M75136),针 对 其 开 放 阅 读 框 ORF6、

ORF10设 计 特 异 引 物。ORF6F:5′-GCG GAA
TTC ATG AACTCTCTCACT-3′,ORF6R:5′-
GCGAAGCTT TCA GACCCG GATCTC-3′;
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ORF10F:5′-GCG GGA TCC ATG ACC GTC
AAGGGT-3′,ORF10R:5′-GCGAAGCTT TTA
GATGTACGGAGA-3′(斜体部分为酶切位点),
引物由北京奥科生物技术公司合成。

PCR反应体系为50μL:含10×Taqbuffer
5μL,MgCl2(25 mmol/L)8μL,dNTP Mix(25
mmol/L)2μL,Taq 酶(1U/μL)1μL,引物(10
pmol/L)F/R:各2μL,CCV基因组DNA1μL,用

灭菌ddH2O补足到50μL。PCR扩增循环参数为:

94℃预变性5min;94℃变性30s,相应退火温度下

(ORF6为58℃,ORF10为59℃)退火45s,72℃
延伸30s,进行30个循环后72℃延伸10min。
1.4 重组表达载体的构建

ORF6和 ORF10的扩增片段用1%琼脂糖凝

胶进行电泳鉴定,经凝胶回收试剂盒纯化后,分别进

行双酶切后回收靶片段,并与经过相同双酶切处理

的表达载体pET-32a连接。将连接产物转化大肠

杆菌E.coliDH10B菌株,挑取阳性转化子,进行酶

切鉴定,并将获得的阳性克隆子pET-32a-ORF6和

pET-32a-ORF10测序。将测序结果正确的阳性重

组子转化入表达宿主菌AD494(DE3)中。
1.5 目的基因在大肠杆菌中的诱导表达

挑选阳性克隆子接种于4mL的LB-Amp液体

培养基中,37℃振荡培养过夜,翌日按1∶100的比

例将此培养菌接种于新鲜LB液体培养基中,37℃
振荡培养至 D600nm 达到0.6时[7](约3h),加入

IPTG至终浓度为1mmol/L,并加入0.5%的葡萄

糖[8]。分别于诱导后的1、2、3、4、5h取样1mL,然
后13000r/min离心3min,收集菌样,以100μL
PBS重悬沉淀,再加入25μL5×上样缓冲液,沸水

浴中煮10min,取适量样品进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳(SDS-PAGE)分析。
1.6 多克隆抗体的制备

初步纯化的蛋白质样品经SDS-PAGE分离,从
凝胶上切割与预期相对分子质量相符的表达蛋白

带,加入PBS缓冲液反复研磨,直至能通过6# 针

头。选取2~3kg的新西兰大白兔4只,每只取血

1mL作为对照血清。1周后用弗氏完全佐剂对试

验动物诱导,诱导后5d,初次免疫用500μg抗原,
以背部两侧皮下多点的方式注射,初次免疫后隔2
周加强免疫2次,抗原用量为300μg。第2次加强

免疫后10d,从耳侧静脉采取血样,对抗体效价进行

检测。收集血清于-20℃保存。

1.7 多克隆抗体的 Western blot 检测

取纯化的蛋白包涵体及 CCV 病毒粒子进行

SDS-PAGE分离,半干法将蛋白转移至硝酸纤维素

膜后进行 Westernbolt分析。将膜在含5%脱脂牛

奶的TBS缓冲液中37℃封闭2h,TBS-T缓冲液洗

膜3次(各10 min),一 抗 为 制 备 的 兔 抗 血 清,

1∶1000倍稀释于含3%BSA的TBS缓冲液中,将
膜浸入一抗稀释缓冲液37℃温浴1h,TBS-T缓冲

液洗膜3次(各10min),二抗为碱性磷酸酶(AP)标
记的羊抗兔IgG,1∶2000倍稀释于含3%BSA 的

TBS缓冲液中,将膜浸入二抗稀释缓冲液37℃温

浴1h,TBS-T缓冲液洗膜3次(各10min),然后用

BCIP/NBT显色试剂盒显色2~10min。

2 结果与分析

2.1 ORF6/ORF10 的 PCR 扩增及重组表达载体

的酶切鉴定

  ORF6和ORF10基因全长分别为417和456
bp,其扩增结果如图1所示,大小与预期一致。

 M.DNAmarker(DL2000);1,3.阴性对照 Negativecontrol;

2.ORF6扩增产物PCRfragmentofORF6;4.ORF10扩增产物

PCRfragmentORF10.

图1 ORF6和ORF10的PCR扩增

Fig.1 AmplificationofORF6andORF10

genefragmentswithPCR

  对 重 组 质 粒 pET-32a-ORF6 和 pET-32a-
ORF10进行双酶切,电泳结果显示目的片段已正确

插入。测序结果与已公布序列完全吻合,无变异

碱基。
2.2 ORF6 和 ORF10 在大肠杆菌中的表达

经SDS-PAGE分析,分别含有重组质粒pET-
32a-ORF6 和 pET-32a-ORF10 的 表 达 宿 主 菌

AD494(DE3)经IPTG诱导后,都出现了表达条带

(图2和图3),检测结果显示pET-32a-ORF6诱导

表达的蛋白与预计的分子质量基本相符,但pET-
32a-ORF10诱导表达的蛋白则比理论值稍小。诱

导表达蛋白可溶性分析显示ORF6和ORF10均以

包涵体形式存在(图4)。
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 M.蛋白标准 Proteinmarker;1.pET-32a未诱导 No-induced

pET-32a;2.pET-32 诱 导 InducedpET-32a;3~8.pET-32a-
ORF6诱导0、1、2、3、4、5hInducedpET-32a-ORF6for0,1,2,3,

4,5h.

图2 ORF6表达产物的SDS-PAGE分析

Fig.2 TheSDS-PAGEanalysisoftheproduct
ofexpressionofgeneORF6

 M.蛋白标准 Proteinmarker;1.pET-32a未诱导 No-induced

pET-32a;2:pET-32a诱 导 InducedpET-32a;3~8.pET-32a-
ORF10诱导0、1、2、3、4、5hInducedpET-32a-ORF10for0,1,2,

3,4,5h.

图3 ORF10表达产物的SDS-PAGE分析

Fig.3 TheSDS-PAGEanalysisoftheproduct
ofexpressionofgeneORF10

 M.蛋白标准Proteinmarker;1.pET-32a-ORF6未诱导 No-in-
ducedpET-32a-ORF6;2.pET-32a-ORF6诱导InducedpET-32a-
ORF6;3.pET-32a-ORF6诱导上清SupernatantofinducedpET-
32a-ORF6;4.pET-32a-ORF6诱导沉淀SedimentofinducedpET-
32a-ORF6;5.pET-32a-ORF10 未 诱 导 No-induced pET-32a-
ORF10;6.pET-32a-ORF10 诱 导 Induced pET-32a-ORF10;

7.pET-32a-ORF10诱 导 上 清 SupernatantofinducedpET-32a-
ORF10;8.pET-32a-ORF10诱导沉淀SedimentofinducedpET-
32a-ORF10.

图4 SDS-PAGE分析表达蛋白的可溶性

Fig.4 Thesolubilityanalysisoftherecombinant
proteinswithSDS-PAGE

2.3 多克隆抗体制备及 Western blotting 分析

将纯化的蛋白包涵体和CCV病毒粒子经SDS-

PAGE分析后转膜,并分别与 ORF6和 ORF10的

多克隆抗体进行杂交,ORF10的多克隆抗体显示特

异性条带(图5),说明ORF10多克隆抗体可以识别

其表达蛋白,特异性较好,也说明ORF10编码的蛋

白为CCV的结构蛋白;而 ORF6未能出现明显的

杂交带(结果未显示)。

 1.纯化的pET-32a-ORF10包涵体PurifiedpET-32a-ORF10in-
clusion;2.纯化的CCV病毒PurifiedCCV.

图5 ORF10的特异性检测

Fig.5 ThespecificityanalysisofORF10

3 讨 论

疱疹病毒囊膜蛋白在其感染的过程中起着重要

的作用,它们促成病毒粒子对宿主细胞的入侵而且

参与病毒在细胞间的传递过程;同时,病毒囊膜蛋白

还决定着病毒粒子对组织的趋向性及宿主种类[9]。
由于囊膜蛋白在病毒的侵染过程中起着至关重要的

作用,因此一直是研究的热点,例如 HIV的囊膜糖

蛋白gp160[10]。关于疱疹病毒糖蛋白的研究很多,

HSV-1至少有11种糖蛋白,其中7种位于囊膜上,

PRV有9种膜糖蛋白,BHV-1有7种囊膜糖蛋白,

VZV有5种糖蛋白,所有这些糖蛋白结构类似[5]。
而有关斑点叉尾鮰疱疹病毒的囊膜蛋白的研究却甚

少。目前研究认为CCV的 ORF59是其主要的囊

膜糖蛋白,其表面可形成3个潜在的糖基位点,从而

成为制备DNA疫苗的主要候选基因[11]。
本研究克隆的ORF6和ORF10被认为是可能的

CCV囊膜蛋白,经成功克隆并表达后,发现两者的分

子质量大小与预期值略有差异,这可能与蛋白的表达

后修饰如糖基化有关。经 Westernblotting分析证实

ORF10的表达蛋白特异性良好,且为CCV的结构蛋

白,出现了2条杂交带,可能是病毒粒子中结构蛋白

发生降解的原因。而ORF6则未能出现明显的杂交

带,可能是由于其在病毒粒子中的含量很少或为非结

构蛋白,具体原因还需要进一步确认。
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ProkaryoticExpressionofChannelCatfishHerpesvirus
ORF6andORF10andAntibodiesPreparation

WANGShu-yun CHENXiao-xuan WANGmin
ZHOUJin-min YUYan-mei YUEGang-yi LILi-juan

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Primersweredesignedaccordingtothechannelcatfishvirusopenreadingframe6and
10,andbothfragmentsof417bpand456bpwereproducedbyPCR.Therecombinantexpressingplas-
midpET-32a-ORF6andpET-32a-ORF10wereconstructedandsubsequentlyexpressedinE.coliafter
inducedwithIPTG.Thepurifiedproteinswereusedtoimmunerabbitsseparatelyandantibodieswere
obtained.WesternblotanalysisindicatedthatthepolyclonalantibodiesofORF10couldreactspecifically
withthepurifiedCCVvirionsdemonstratingthattheORF10isastructuralproteinofCCV.

Keywords channelcatfishherpesvirus;membraneprotein;prokaryoticexpression;polyclonalan-
tibody
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