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Ⅱ型草鱼呼肠孤病毒VP4、VP35蛋白

多克隆抗体制备及其免疫原性分析

宗乾坤1，  张    也1，  吕利群1, 2 *

(1. 上海海洋大学水产与生命学院，农业部淡水种质资源重点实验室，上海    201306;
2. 淡水水产健康养殖湖北省协同创新中心，湖北 武汉    430070)

摘要：为建立针对Ⅱ型草鱼呼肠孤病毒 (GCRV)的血清学检测方法 ,分别构建了GCRV
JX02 株外衣壳蛋白VP4、VP35的原核重组表达质粒PGEX-4T-3-S6、PGEX-4T-3-S11，用
纯化的重组蛋白rVP4、rVP35分别免疫小鼠制得相应的多克隆抗体，用间接ELISA方法
测定2种抗体的效价，用Western Blot鉴定抗体的特异性。SDS-PAGE分析细菌表达的
rVP4、rVP35大小分别约为98ku和61ku，且都主要以包涵体的形式存在；间接ELISA方法
测定制备的抗体效价分别约为1:4×105和1:106；Western Blot结果显示，制备的2种多克隆
抗体都既能够识别原核表达的重组蛋白，又能够识别JX02毒株上的对应蛋白，并且发现
感染JX02的草鱼血清中存在结合VP4、VP35的相应抗体。本研究制备的2种多克隆抗体
都具有良好的生物学特性，并且这2种重组蛋白作为相应抗体捕获原可以用于通过检测
抗病毒抗体来确诊草鱼是否感染Ⅱ型GCRV。本研究将为GCRV主要流行株血清学检测
方法的建立以及VP4、VP35蛋白相关功能研究奠定基础。
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草鱼呼肠孤病毒(grass carp reovirus, GCRV)是
我国科学家分离的第一株鱼类病毒 ,隶属于水生

呼肠孤病毒属(Aquareovirus)[1]，该病毒能够引起

我国主要的淡水养殖品种草鱼(Ctenopharyngodon
idella)在育种阶段暴发出血病，并且致死率高，

严重影响我国水产事业的健康发展 [1-4]。草鱼呼

肠孤病毒粒子呈二十面体对称，具有双层衣

壳，无囊膜，基因组由11条双链RNA组成 [5]。目

前已有30多个分离株被报道 [6]，但是不同分离株

在基因组序列、鱼体致病力、细胞病变等方面

有较大差异 [7-12]，根据基因序列差异可以将其大

致分为3个基因型 [12]：Ⅰ型代表株为GCRV-873、
Ⅱ型代表株为 G C R V - H Z 0 8、Ⅲ型代表株为

GCRV-104。GCRV JX02株是本实验室2011年从

江西南昌草鱼养殖区分离得到的一株Ⅱ型GCRV

毒株，经鉴定其与HZ08株基因序列同源性高达

98%[13]。当前国内主要针对Ⅰ型GCRV开展研

究[14]，研究也主要是关于各基因节段及其编码蛋

白的功能和作用，而对于Ⅱ型GCRV却知之甚

少。根据全国主要草鱼养殖区流行病学调查结

果表明，目前Ⅱ型 GCRV是我国主要的流行

株 [15 ]，因此当前急需开展针对Ⅱ型GCRV的研

究，为临床的诊断和防治提供理论依据。

近几年有多个Ⅱ型GCRV毒株陆续被报道，

作为一个新的分离株，当前研究主要集中在基

因组测序方面 [10-11]，而对于基因编码蛋白的功能

和作用还没有进行深入研究。在Ⅱ型GCRV病毒

检验检疫中，临床上通常用核酸诊断技术来快

速筛查，但是免疫学技术往往在病毒感染的确

诊上发挥重要作用，目前针对Ⅱ型GCRV的免疫
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学技术只有曾伟伟等 [ 6 ,  1 6 ]在HZ08株中有报道。

GCRV JX02株S6基因编码的VP4蛋白和S11基因编

码的VP35蛋白可能为病毒的外衣壳蛋白 [6, 11, 17]，

外衣壳蛋白通常为病毒诱导宿主产生适应性免

疫的主要蛋白，所以这2种蛋白可用于病毒的免

疫学检测。本实验对草鱼呼肠孤病毒JX02株S6基
因编码的VP4蛋白和S11基因编码的VP35蛋白进

行了原核表达、蛋白纯化以及多克隆抗体的制

备和鉴定，运用制备的抗草鱼IgM单克隆抗体进

行针对病毒的血清学检测，为GCRV 主要流行株

血清学检测方法的建立以及VP4、VP35蛋白相关

功能研究奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

GCRV JX02毒株由本实验室分离并保存 [13]；

Trizol Reagent购自英潍捷基 (上海 )贸易有限公

司；PCR相关试剂、PrimeScriptTM Ⅱ1s t Strand
cDNA Synthesis Kit、限制性内切酶 (BamH Ⅰ,
EcoR Ⅰ和XhoL酶)和T4 DNA连接酶均购自宝生

物工程  (大连 ) 有限公司；Wizard@ SV Gel and
PCR Clean-Up System和Wizard@ Plus SV Minipreps
DNA Purfication System 购自普洛麦格(北京)生物

技术有限公司；大肠杆菌DH5α和BL21(DE3)感受

态购自天根生化科技 (北京 )有限公司；6周龄

ICR小鼠购自上海实验动物研究中心；鼠抗草鱼

IgM单克隆抗体由本实验室先前制备并保存，该

抗体能够特异性识别草鱼IgM的CH2恒定区；透

析袋、ELISA试剂盒、HRP标记的羊抗鼠IgG等

蛋白相关试剂均购自上海威奥生物科技有限公

司；PGEX-4T-3 Vector购自上海古朵生物科技有

限公司。

1.2    S6、S11基因ORF框的扩增

分别根据Ⅱ型GCRV HZ08株S6和S11 ORF框
的基因序列并使用Primer Premier 5.0软件设计2对
引物 (S6上游：5'-CGCGGATCCATGGGAAA
CGTCCAGACGAACA-3'；下游：5'-CCGCT
CGAGGGCCAAGACGGAGGAGGCCAG-3'，并在

上下游引物序列中分别插入BamH Ⅰ和XhoL酶切

位点；S11上游：5'-CCGGAATTCCATGGAACC
A G C A A A A C C A C T G - 3 '；下游： 5 ' - C C G C T
CGAGGGCCACTGTCCCTGGATCTCAGGT-3'，

并在上下游引物序列中分别插入EcoR Ⅰ和XhoL酶
切位点)，用TRIzol法 [19-20]提取感染JX02毒株的

CIK总RNA，用1st Strand cDNA合成试剂盒反转录

为cDNA并以此为模板分别对S6、S11基因进行

PCR扩增，PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测

后，用PCR产物纯化回收试剂盒分别对目的片段

进行纯化回收。

1.3    VP4、VP35原核表达质粒的构建

将纯化回收的PCR产物和PGEX-4T-3空质粒

分别在相应温度中进行双酶切处理(体系：EcoR Ⅰ
1 μL，10×buffer 3 μL, PCR纯化回收产物≤200 ng，
加灭菌水至30 μL；质粒体系：EcoR Ⅰ 1 μL，

10×buffer 5 μL，质粒≤1 μg，加灭菌水到50 μL)
酶切1.5 h后再用PCR产物纯化回收试剂盒纯化回

收，用T4 DNA连接酶将S6和S11目的片段分别和

PGEX-4T-3空质粒进行连接 (T4 Liqase 1 μL, T4
Liqase buffer 2.5 μL, PGEX-4T-3100 ng, S6目的片

段400 ng，S11目的片段200 ng，加灭菌水至25 μL)，
16 °C连接过夜后将产物转化到DH5α大肠杆菌

中，菌落PCR筛选出阳性克隆，摇菌扩增并提取

重组质粒，经测序鉴定，分别命名为PGEX-4T-3-
S6、PGEX-4T-3-S11。

1.4    诱导表达及可溶性分析

将测序所得的PGEX-4T-3-S6、PGEX-4T-3-
S11重组质粒分别转化到BL21大肠杆菌中，分别

取100 μL转化菌液涂布到含氨苄西林(Ampr+)的
LB固体培养板上，挑取鉴定为阳性的菌落分别

接种到5 mL LB (Ampr+)液体培养基中，37 °C摇

床过夜培养。再将菌液按照1∶100的比例转移至

新鲜的LB(Ampr+)液体培养基中，37 °C，150
r/min 恒温摇床培养5 h。加入IPTG至其终诱导浓

度为0.3 mmol/L，诱导4 h后收集表达细菌，4
°C，8000 r/min离心20 min；用1×PBS溶液洗涤

2次，再用适量1×PBS重悬沉淀，超声破碎20 min
(6s/ 6s)至溶液澄清。4 °C，12 000 r/min离心10
min后分别收集上清和沉淀，进行SDS-PAGE电

泳来分别鉴定2种重组蛋白的可溶性。

1.5    诱导表达条件的优化

分别将含有PGEX-4T-3-S6、PGEX-4T-3-
S11重组质粒的菌液按照1∶100的比例转移至

40 mL新鲜的LB(Ampr+)液体培养基中，37 °C，

150 r/min恒温摇床培养5 h。加入IPTG进行梯度
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诱导 (其中诱导 rVP4的 IPTG终浓度分别为0.1、
0.3、0.5和0.7 mmol/L，而诱导rVP35的IPTG 终浓

度分别为0.1、0.3、0.5、0.7和0.9 mmol/L)，诱导

4 h后取10 mL菌液，4 °C，8000 r/min离心20
min收集菌体，经SDS-PAGE分析不同浓度诱导

下重组蛋白的表达量并确定最佳诱导条件时的

IPTG浓度。

1.6    目的蛋白的纯化

在优化的条件下大量诱导表达2种目的蛋

白，然后分别用2、4、6、8 mol/L的尿素溶液对

沉淀进行梯度重悬、洗涤处理，每次洗涤完后

4 °C 8500 r/min离心20 min重新收集沉淀，接着将

洗脱下的目的蛋白分别装入透析袋进行梯度透

析，依次放入终浓度为6、4、2和0 mol/L尿素的

PBS溶液中透析，每个浓度透析5 h。透析后的蛋

白溶液采用BCA法微量蛋白浓度测量试剂盒测定

其浓度，蛋白分装后放在–80 °C保存。

1.7    多克隆抗体的制备

将2种已纯化好的目的蛋白分别免疫小鼠，

200 μg/只。第1次免疫采用腹腔内注射，抗原与

等体积的弗氏完全佐剂充分混匀后免疫；第2次
免疫在第1次免疫14 d后进行，仍采用腹腔内注

射，抗原与等体积的弗氏不完全佐剂充分混匀

乳化后再对小鼠进行免疫。第3次免疫在第1次免

疫21天后进行，主要采用皮下注射的方式，并且

是不加佐剂的纯抗原，1周后可以进行第4次免

疫，免疫条件同前一次。在第4次免疫3 d后，可

眼角采血并检测血清是否为阳性。

1.8    血清抗体特异性分析

分别用纯化好的VP4和VP35重组蛋白以及感

染GCRV JX02病毒的CIK制备上样样品，进行

SDS-PAGE凝胶电泳，然后采用电转膜法(100V，

60min)转至聚偏二氟乙烯膜上。用15 mL 含5%牛

奶的PBST溶液室温震荡封闭4 h，再分别用自己

制备的多抗血清作为一抗(稀释度为1∶3000)室温

震荡封闭0.5 h后4 °C过夜。用PBST清洗5次，每

次5 min。再用HRP标记的山羊抗小鼠的IgG抗体

作为二抗 (稀释度：1∶2000)室温震荡封闭2 h，
用PBST清洗3次，每次10 min，最后将聚偏二氟

乙烯膜放入DAB显色液中显色，目的条带清晰

后用ddH2O终止反应。

1.9    基于S6、S11的病毒诱导抗体的免疫学检

测

取实验室感染的不同批次、不同时间及来自

不同地区样品鱼的血液，其中感染JX02病毒的

草鱼血清为实验组，而正常未感染病毒的草鱼

血清为阴性对照组。分别用已纯化的 r V P 4、

rVP35蛋白作为上样样品进行电泳，并以抽取部

分样本血液的血清作为一抗(稀释度：1∶500)室
温震荡封闭0.5 h后4 °C过夜。用PBST清洗5次，

每次5 min。用抗草鱼IgM的单抗作为二抗(稀释

度为1∶2000)。用PBST清洗5次，每次5 min。接

着用HRP标记的山羊抗鼠IgG抗体作为三抗，用

PBST清洗3次，每次10 min，最后将聚偏二氟乙

烯膜放入DAB显色液中显色，直到目的条带清

晰为止。

2    结果

2.1    S6、S11基因ORF框的扩增

为获得纯化的VP4、VP35重组蛋白用于抗体

捕获，采取利用原核表达载体在细菌中高效表

达重组蛋白VP4和VP35。根据设计的引物并以本

实验室提取的GCRV JX02株基因组cDNA作为扩

增模板，运用PCR技术分别成功获得S6、S11基
因ORF片段。PCR产物经过电泳分别扩增出大小

为1954和933 bp的特异性条带，结果与预期一致

(图1)。
2.2    原核表达载体的构建

使用DNAssist软件对测序结果进行比对，结

 
图 1    S6和S11基因PCR扩增产物电泳图

M1.标准物质2000；M2.标准物质1000

Fig. 1    Electrophoretic profile of PCR products of S6
and S11 genes

M1.marker 2000; M2.marker 1000
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果表明克隆质粒PGEX-4T-3-S6和PGEX-4T-3-
S11都构建正确，将这2种重组质粒分别转化进大

肠杆菌后可以用于诱导表达重组蛋白 r V P 4、

rVP35，即GST-VP4和GST-VP35融合蛋白。

2.3    重组蛋白rVP4、rVP35的诱导表达及可溶

性分析

SDS-PAGE结果显示，经IPTG诱导的菌体沉

淀分别在98和61 ku处出现一条明显的目的条

带，而在未经IPTG诱导的对照菌中不存在该目

的条带  (图  2)。由于目的蛋白rVP4和rVP35都主

要存在于沉淀中，所以本实验揭示目的蛋白

rVP4和rVP35都主要是以包涵体的形式存在。

2.4    rVP4和rVP35表达条件的优化

SDS-PAGE结果对比发现，当 IPTG浓度为

0.1 mmol/L时rVP4和rVP35的目的条带都较为明

显，证明这2种重组蛋白都能达到较高的表达

量；而随着IPTG浓度提高后目的条带都没有明

显的变化，证明这2种重组蛋白表达量在不同浓

度IPTG诱导下并没有发生显著性变化，所以根

据本实验室之前的蛋白诱导经验，将 rVP4和
rVP35的IPTG诱导浓度都定为0.3 mmol/L即能够

达到很好的诱导效果(图3)。

2.5    目的蛋白rVP4和rVP35的纯化

纯化后的重组蛋白rVP4和rVP35用紫外吸光

光度法测定其浓度分别约为2和3 mg/mL。SDS-
PAGE结果分析显示，rVP4样品经过透析后目的

条带单一且显著，几乎没有了杂带(图4-a)，而透

析后的rVP35样品相比透析前杂带大量减少，且

以目的条带为主，表明纯化的效果较好(图4-b)。

2.6    多克隆抗体的制备及其特异性分析

Western Blot结果显示，rVP4样品中出现了大

小约为98 ku的目的条带，病毒蛋白样品中出现

了大小约为72 ku的单一条带，这与VP4大小一致

(图5-a)；rVP35样品中出现了大小约为61ku的目

的条带，病毒蛋白样品中出现大小约为35ku的单

一条带，这与VP35大小一致(图5-b)，以上结果

表明制备的anti-VP4和anti-VP35多克隆抗体都可

以与对应的重组蛋白产生特异性免疫反应，同

时也能够特异性识别感染CIK中GCRV JX02病毒

粒子上的对应蛋白且条带单一。间接ELISA方法

测定制备的anti-VP4和anti-VP35抗体效价分别约

为1:4×105、1:106，表明制备的这2种多克隆抗体

的效价较高。

2.7    基于rVP4和rVP35的病毒诱导抗体的免疫

学检测

Western Blot检测结果显示，rVP4样品中的实

验组(一抗为感染病毒的鱼血清)在约98 ku处存在

目的条带，而阴性对照组(一抗为健康鱼血清)没
有出现目的条带(图6-a)。同样rVP35样品中的实

验组(一抗为感染病毒的鱼血清)在约61 ku处存在

目的条带，而阴性对照组(一抗为健康鱼血清)没
有出现目标条带(图6-b)。以上结果证明了rVP4和

 
图 2    重组蛋白rVP4(a)及rVP35(b)的诱导表达及可溶性分析

M. 蛋白质标准物质；1. 未诱导细菌沉淀；2. 诱导细菌沉淀；3. 诱导细菌超声破碎后的上清；4. 诱导细菌超声破碎后的沉淀

Fig. 2    Induced expression and solubility analysis of rVP4 (a) and rVP35 (b) protein
M. protein marker; 1. the precipitate of uninduced bacterial control; 2. the precipitate of induced bacterial control; 3. the supernatant of induced bacteria
after ultrasonic; 4. the precipitate of induced bacteria after ultrasonic
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rVP35都具有病毒粒子相应衣壳蛋白一样的免疫

原性，初步判断都可以用于作为捕获抗原来检

测草鱼体内的相应抗体。

3    讨论

GCRV被认为是我国草鱼养殖中危害最大的

病毒性病原，因其引起的草鱼出血病发病率

高，流行季节长，致死率高，严重影响了我国

草鱼养殖业的健康发展 [2, 4]。最新的流行病学调

查发现，引起我国草鱼出血病的主要流行毒株

是以GCRV HZ08株为代表的Ⅱ型毒株，并且该

毒株和其他毒株在基因组序列、毒力、细胞培

养特性等方面均存在较大差异 [7-11]。相比研究较

为深入的GCRV-873株而言，Ⅱ型GCRV毒株作

为GCRV的新成员，其各节段基因及其编码蛋白

的功能均未进行过深入研究，当前研究主要是

通过分子生物信息学分析以及与其他已知功能

和作用的基因及蛋白比较来推测其编码蛋白可

能的结构和功能，但这些推测需要更多的实验

来验证其真实性。针对Ⅱ型GCRV各基因节段及

其编码蛋白功能的研究不仅有助于对该病毒的

 
图 3    不同浓度IPTG对rVP4(a)及rVP35(b)的诱导效果

M. 蛋白质标准物质；1. 未诱导菌体的沉淀；2. 0.1 mmol/L浓度诱导的菌体沉淀；3. 0.3 mmol/L浓度诱导的菌体沉淀；4. 0.5 mmol/L浓度

诱导的菌体沉淀；5. 0.7 mmol/L浓度诱导的菌体沉淀

Fig. 3    Effect of IPTG concentration on the expression of rVP4 (a) and rVP35 (b)
M. protein marker; 1. the precipitate of uninduced bacteria; 2. the precipitate of bacteria induced by 0.1 mmol/L IPTG; 3. the precipitate of bacteria
induced by 0.3 mmol/L IPTG; 4. the precipitate of bacteria induced by 0.5 mmol/L IPTG; 5. the precipitate of bacteria induced by 0.7 mmol/L IPTG

 
图 4    rVP4 (a)及rVP35 (b)纯化产物的SDS-PAGE分析

M. 蛋白标准物质; 1. 未诱导的沉淀；2. 0.3 mmol/L浓度诱导的沉淀；3. 透析后的样品

Fig. 4    SDS-PAGE of purified rVP4 (a) and rVP35 (b)
M. protein marker; 1. the precipitate of uninduced bacteria; 2. the precipitate of bacteria induced with 0.3 mmol/L IPTG; 3. purified sample after dialysis
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深入了解，而且能够为一线草鱼出血病的诊断

及防治提供理论指导。传统的核酸诊断技术在

病毒检测中使用较多 ,但由于其高灵敏性易产生

假阳性。杨倩等 [18]制备了针对873株草鱼呼肠孤

病毒的单克隆抗体，并利用该抗体建立了免疫

学检测方法，Ⅱ型GCRV报道中只见到曾伟伟等[16]

针对HZ08株草鱼呼肠孤病毒VP4蛋白制备了相应

的单克隆抗体，却并没有针对Ⅱ型GCRV的免疫

学诊断技术。

本研究分别克隆获得了负责编码 G C R V
JX02株外衣壳蛋白的S6、S11基因,并且成功构建

到原核表达载体上，通过IPTG诱导、纯化获得

了这2种重组蛋白。SDS-PAGE分析显示，这2种
重组蛋白都主要以包涵体的形式存在，用纯化

蛋白分别免疫小鼠，制得相应的多克隆抗体，

通过间接检测抗体效价分别约为1:4×105、1:106，

S11编码蛋白能够诱导产生更高效价的抗体，说

明S11编码蛋白免疫原性较强。Western Blot结果

显示，制备的2种多克隆抗体都既能够识别原核

表达的重组蛋白，也能够识别JX02毒株上的对

应蛋白，并且发现感染JX02的草鱼血清中存在

结合VP4、VP35的相应抗体，说明本实验制备的

多克隆抗体具有良好的生物学特性，并且这2种
重组蛋白作为相应抗体捕获原可以用于确诊草

鱼是否感染Ⅱ型GCRV。本研究将为GCRV主要

流行株血清学检测方法的建立以及VP4、VP35

蛋白相关功能研究奠定了基础。
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Preparation and immunogenicity of polyclonal antibodies against VP4, VP35
protein of type Ⅱ grass carp reovirus

ZONG Qiankun1,    ZHANG Ye1,    LÜ Liqun1, 2 *

(1. Key Laboratory of Freshwater Fishery Germplasm Resources, College of Fisheries and Life Science,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Aquaculture Collaborative Innovation Center of Hubei Province, Wuhan    430070, China)

Abstract: To develop serological methods for detecting type Ⅱ grass carp reovirus (GCRV), the genes encoding
outer capsid proteins VP4 and VP35 were cloned into the prokaryotic expression vector PGEX-4T-3 respectively.
Polyclonal antibodies were generated by immunization of mices with the purified recombinant VP4 and VP35
proteins respectively and titered by ELISA.The specificity of antibodies was determined by Western blot. SDS-
PAGE results  showed that  the  size  of  the  recombinant  VP4 and VP35 proteins  was  about  98ku and 61ku,
respectively. The recombinant proteins mainly existed in the form of inclusion bodies. The titer of antibody against
VP4 was up to 1:4×105, the titer of antibody against VP35 was up to 1:106. The results of Western blot showed that
antibodies were able to identify both recombinant proteins and corresponding capsid proteins in virus particles.
Furthermore, serum antibodies of grass carp infected by JX02 were able to recognize VP4 and VP35 proteins
specifically. In this paper, the polyclonal antibodies against VP4 and VP35 were successfully prepared, which laid
a foundation for developing a serological diagnostic method for major epidemic strains of GCRV and functional
studies of these two viral capsid proteins.
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