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!摘!要"!为了研究能有效预防锦鲤疱疹病毒"]G7#的疫苗!以]G71,f株为模板克隆了锦鲤疱

疹病毒 -̀a$%5 基因!并构建重组质粒+@8%"91̀ -a$%5!用 .+8_诱导表达!0 0̂ 1+2_@检测获得

含 ?BY标签大小为 %54& b 9̂的蛋白条带$ 蛋白纯化后免疫鲤鱼!不同天数采血收集血清用间接

@>.02检测抗体水平$ 结果显示&用 $#'"# 和 &#

!

K*尾的蛋白免疫后均可检测到 ]G7抗体!用

+@8%"91̀ -a$%5 表达的蛋白 "# 和 &#

!

K*尾的蛋白免疫后的抗体水平比 $#

!

K*尾剂量蛋白免疫后

的抗体水平高但差异不显著"7i#4#)#$
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!

K*VBY? 9<W U?QKTFHS

FV&#

!

K*VBY? [QTQ?BK?QTU?9< U?QKTFHS FV$#

!

K*VBY?! 9<W U?QWBVVQTQ<EQY[QTQ<FUYBK<BVBE9<U"7i#4#)#4

>)% ?&+$3$ bFB?QTSQYZBTHY& -̀a$%5 KQ<Q& STFb9TXFUBEQRSTQYYBF<& BAAH<FKQ<BEBUX

!! 锦鲤疱疹病毒病"bFB?QTSQYZBTHYWBQ9YQ!]G7̂ #

是由锦鲤疱疹病毒"bFB?QTSQYZBTHY!]G7#引起的一

种高致病性和高死亡率的病毒性疾病% 该病主要

发生在温度为 $3 ("3 c的春秋季节!在夏冬季很

少发病或不发病% 成鱼对该病易感且死亡率较

高($ 1%)

% $663 年]G7̂ 在以色列和美国爆发并进

行了报道!这是对该病的首次报道(&)

% 随后该病在

全球蔓延开来!英国于 "### 年())

!印尼于 "##" 年!

南非于 "##% 年和日本于 "##% 年 $# 月相继报道了

]G7̂ 的发生(5)

% "##" 年在我国的广东省锦鲤也
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确定发生了 ]G7̂

(')

!同年 $# 月台湾省也报道了

该病的发生(3)

% 由于该病的广泛流行及其高致病

性和高死亡率! .̀@已经将其列为必报项目% 我国

也于 "##' 年将其列为必检项目!并要求加强对进

出口鲤鱼和锦鲤的检疫%

]G7是鱼类最大的疱疹病毒(6)

!其基因组大

小为 "6) bNS!直径为 $## ($$# <A% ]G7具有 $)5

个开放阅读框" -̀a#!但只有少数确定了其功能%

-̀a$%5 为囊膜蛋白基因($#)

!对该基因的克隆与表

达方面的研究内容国内外未见报道% 本研究以本

实验室分离保存的 ]G7吉林株"]G71,f株#为

模板!克隆囊膜蛋白基因 -̀a$%5!构建原核表达载

体并进行表达!并验证表达蛋白的免疫原性!旨在

为研制相应的疫苗奠定基础%

@A材料与方法

$4$!材料!

$4$4$!毒株!]G71,f株由吉林农业大学重点

实验室分离保存($$)

&兔抗鱼二抗为实验室自制&

)## (5## K健康鲤鱼!购自未发生过 ]G7的长春

某渔场!抽检部分鱼!经+,-检测]G7阴性%

$4$4"!载体与菌株!+;̂ $3 18!大连宝生物工程

有限公司!@4;'-,̂ G)

$

!北京全式金生物技术有限

公司% +@81%"9为本实验室保存%

$4$4%!主要试剂!新生牛血清';$66 培养基!

_./,̀ 公司&@R89: L̂2聚合酶'限制性内切酶

C;'-

"

和D,%W

%

' L̂2;9TbQT!大连宝生物工程有

限公司& L̂2胶回收试剂盒!天根生化有限公司%

镍离子金属鳌合亲和层析介质"LB1L82#!上海锐

谷生物科技有限公司% 其它试剂均为国产分析纯

产品%

$4"!方法!

$4"4$!引物的设计与合成!根据 _Q<N9<b 登录的

"_Q</9<b$ 2+##363&4$#锦鲤疱疹病毒 -̀a$%5 基

因序列用+TBAQTSTBAQT)4# 设计 $ 对引物% 上游引

物+$ )k1_2288,28_22__,,8,8222,8_,1%k!

下游引物 +" )k122_,88882_288888,8222_8e

_,2,_1%k!划线部分分别为 C;'4

"

和 D,%2

%

限

制性酶切位点!送上海生工生物工程技术服务有限

公司合成%

$4"4"! -̀a$%5 基因的扩增!按照 G9YQK9[9

($")和

LQHbBTE?

($%)的方法培养锦鲤尾鳍细胞"]a,#!待细

胞长成单层后取实验室保存的]G71,f株病毒液

)##

!

>接种在细胞上!每日观察细胞的病变!当病

变达到 '#\ (3#\时收集细胞和上清液!用相应的

方法提取病毒 L̂2!进行 +,-的特异性扩增% 用

")

!

>反应体系进行扩增!反应条件如下$6) c预

变性 ) AB<!6& c变性 %# Y!)3 c复性 %# Y!'" c延

伸 $ AB<!%) 个循环!'" c$# AB<!反应结束 & c保

存%

$4"4%! -̀a$%5 基因的克隆与鉴定!纯化回收目

的基因后与 S;̂ $3 18载体 & c过夜连接&将连接

产物转化入 Ĝ)

$

感受态细胞中!用含 $

!

K*A>氨

苄青霉素的>/固体培养基筛选单菌落!提取质粒

后用 C;'-

"

和 D,%W

%

进行双酶切鉴定!命名为

S;̂ $3 181$%5!阳性质粒送上海生工生物工程技

术服务有限公司测序%

$4"4&! -̀a$%5 基因原核表达载体的构建及鉴定

!将 S;̂ $3 181$%5 用 C;'-

"

和 D,%W

%

双酶切

后回收的目的片段和同样用C;'-

"

和 D,%W

%

双酶

切后回收的 +@81%"9大片段!$5 c过夜连接!连

接体系为$目的片段$$#

!

>!+@81%"9大片段$

$

!

>!$# 倍 8&/HVVQT$$

!

>!8& L̂2连接酶$$

!

>!

WWG

"

$̀$

!

>!总体系为 $&

!

>%

将连接产物总量转化化入大肠杆菌 Ĝ)

$

感

受态细胞中!用含 $

!

K*A>氨苄青霉素的 >/固体

培养基筛选单菌落!提取质粒分别用 +,-和用

C;'-

"

及D,%W

%

双酶切进行鉴定!阳性质粒命名

为+@8%"91̀ -a$%5%

$4"4)!重组蛋白的诱导表达!将鉴定正确的阳性

质粒转化入大肠杆菌 />"$ 中!用含 $

!

K*A>氨苄

青霉素的>/固体培养基筛选单菌落!挑取单个菌

落接种于含 $

!

K*A>氨苄青霉素的 >/培养基中!

%' c过夜培养后!按 $\接种于新鲜的>/培养中!

%' c培养至 `̂

5##

为 #45 时!加入.+8_至终浓度为

$ AAFC*>诱导表达 & ?!另一组不加.+8_作为对照

组% 0 0̂ 1+2_@电泳后考马斯亮蓝染色观察%

$4"45!表达蛋白的纯化及蛋白质浓度的测定!将

表达后的菌液反复冻融 % 次用 LB1̂ Q<9UHTQ1_He

G,C裂解表达菌!经超声破碎后利用 LB1L821琼

脂糖凝胶层析柱进行纯化%

用分光光度计测定蛋白质的浓度!分别在

`̂

"3#<A

和 `̂

"5#<A

的光密度下测定蛋白质的浓度%

$4"4'!抗体水平检测!将纯化后的蛋白 $d$ 加不

完全佐剂!按 $#'"#和 &#

!

K*A>的浓度分别免疫三

组鱼!同时设置空白和生理盐水两组作为对照组!每

组 $# 条鱼% 分别在免疫后 &'''$#'$&'$3'"&和 "3 W

*'*
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采血收集血清!用间接@>.02检测抗体的水平($&)

%

BA结 果

"4$! -̀a$%5基因的扩增

+,-扩增出一条与目的基因大小一致的片段

"图 $#

;$ L̂2分子质量标准&$$ -̀a$%5+,-产物

图 @A>TCL8U株Q7R@EI基因*87扩增

"4"!重组质粒 S;̂ $381 -̀a$%5 的鉴定!+,-

扩增出一条与目的基因大小一致的片段!+;̂ $3 1

81̀ -a$%5 用内切酶C;'-

"

和D,%W

%

双酶切后获

得一条大小约为 &5" NS 的片段!说明 -̀a$%5 基因

已成功连接到载体中%

"4%!重组质粒+@8%"91̀ -a$%5 鉴定

"4%4$!+,-鉴定!用提取的重组质粒 +@81

-̀a$%5 作为模板进行 +,-扩增!结果获得了长为

&5" NS的片段!与目的基因大小一致%

"4%4"!酶切鉴定!对重组质粒 +@81̀ -a$%5 用

C;'-

"

和 D,%W

%

双酶切后得到与 -̀a$%5 大小一

致的一条 &5" NS的片段和一条大于 &5" NS的片段%

"4&!重组蛋白的表达! -̀a$%5 表达蛋白的理论

大小为 $54& b !̂+@81%"9自带 "# b^左右的融合

蛋白!重组蛋白的总分子量约为 %54& b &̂诱导表达

后经 0 0̂ 1+2_@分析!如图 "!诱导的样品在 %5 b^

有 $ 条蛋白带!与理论结果相符%

;$蛋白;9TbQT&$$+@8%"91̀ -a$%5 诱导菌总蛋白"" ?#&

"$+@8%"91̀ -a$%5 诱导菌总蛋白"& ?#&

%$+@8%"9诱导菌总蛋白&&$+@8%"9未诱导菌总蛋白

图 BA*N;EB/ LQ7R@EI 表达产物的!0!L*<SN分析

"4)!纯化蛋白的浓度!镍柱纯化的蛋白径分光光

度计测定重组质粒 +@8%"91̀ -a$"5 表达蛋白的

浓度为 #4&$5AK*A>%

"45!抗体水平!用间接 @>.02检测($&)不同天数

的抗体水平见表 $%

表 @A鲤鱼血清NV5!<抗体水平检测#Q0

FGH'1

$

组别
免疫时间*W

& ' $# $& $3 "& "3

生理盐水

空白

+@8%"91$%5"$#

!

K#

+@8%"91$%5""#

!

K#

+@8%"91$%5"&#

!

K#

#4$#)% l#4##))

#4$#'5 l#4##)%

#4$"'3 l#4##5)

#4$%5) l#4##$%

#4$&#3 l#4##$"

#4$"%# l#4##$%

#4#6%53 l#4##$$

#4"&"% l#4#%5

#4%%)% l#4#5'

#4%$#% l#4#$"

#4$$%% l#4##%

#4$#&& l#4##6

#4%%#) l#4#%)

#4)5)) l#4#5)

#4))') l#4#)#

#4$$36 l#4##$

#4$$)5 l#4##5

#4)%5% l#4#"$

#4'$%# l#4#&#

#4'"#% l#4#"%

#4$$)% l#4##"

#4$$%$ l#4##)

#45&5# l#4#%5

#46&)# l#4#$&

$4#$6 l#4#'"

#4$$&3 l#4##%

#4#6&& l#4##$

#4&3"% l#4#)6

#43'#3 l#4#%&

#43""3 l#4#"&

#4$$6) l#4##$

#4$$"5 l#4##)

#4%%%% l#4#%)

#4)"3) l#4#""

#4)5&% l#4#$&

图 EA不同剂量表达蛋白免疫鲤鱼血清

NV5!<抗体水平检测结果

由图 % 可以看出!用 $#'"# 和 &#

!

K*尾的蛋白

免疫后均可检测到 ]G7的抗体!用 +@8%"91

-̀a$%5 表达的蛋白 "# 和 &#

!

K*尾的蛋白免疫后

的抗体水平比 $#

!

K*尾剂量蛋白免疫后的抗体水

平高且差异显著"7m#4#)#!且维持的时间也较长!

而 "# 和 &#

!

K*尾的蛋白免疫后的抗体水平差异不

显著"7i#4#)#%

*3*
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EA讨 论

]G7̂ 于 "##" 年在我国发现并开始传播(')

!至

今已在很多地方发生($$)

% 目前!国内主要使用抗生

素进行治疗!但是治疗效果不佳!而且水产品安全

也受到极大的威胁% 严重阻碍鲤鱼规模化养殖的

持续健康发展% 因此!为了预防本病的发生和养殖

业的发展!需要进一步研究有效的基因工程疫苗!

避免病毒的散播并消除病毒变异的可能性!并填补

目前国内没有有效疫苗的空白!控制 ]G7在我国

暴发流行% ]G7的囊膜蛋白是该病毒囊膜的重要

组成部分!部分表达囊膜蛋白基因可作为检测或者

免疫的候选基因($))

% 因此!本研究选用 ]G71,f

株 -̀a$%5 基因作为研究对象&虽然注射免疫费时

费力!但考虑到注射免疫相较于其他免疫方法能够

使中和抗体维持的时间较长!因此本研究采用肌肉

注射的方法进行免疫%

研究选择 ]G7囊膜蛋白基因 -̀a$%5 将其克

隆至 +@8%"9原核表达载体中!并表达出相对分子

量约为 %54& b^融合蛋白% 用纯化的蛋白免疫鱼后

用间接@>.02检测抗体水平!检测结果表明$用 $#'

"# 和 &#

!

K*尾的蛋白免疫后均可检测到]G7的抗

体!用+@8%"91̀ -a$%5 表达的蛋白 "# 和 &#

!

K*尾

的蛋白免疫后的抗体水平比 $#

!

K*尾剂量蛋白免

疫后的抗体水平高且差异不显著"7i#4#)#!且维

持的时间也较长&而用 +@8%"91̀ -a$"5 表达的蛋

白 $#'"# 和 &#

!

K*尾的蛋白免疫后的抗体水平差

异不显著"7i#4#)#%

国内学者针对]G7部分基因进行了克隆测序

及分析($5 1$3)

!对几种蛋白表达并进行了一些免疫试

验!但多数未采用鱼抗体进行体外实验($6 1"#)

% 为研

制预防 ]G7的疫苗!本实验选取 ]G71,f株

-̀a$%5 基因作为研究对象!并用 @>.02检测该基

因表达蛋白免疫鱼后不同时间的抗体水平确定其

免疫效果!为研究]G7疫苗提供新的思路%
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