
 

牡蛎疱疹病毒结构蛋白真核表达系统构建及多聚化特性
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摘要：牡蛎疱疹病毒 (OsHV-1)在全球范围内导致牡蛎、扇贝与蚶类的大规模死亡，成为
双壳贝类养殖产业的重要威胁。为了解 OsHV-1的结构与致病机制。本研究利用人胚胎肾
细胞 (HEK293t)，构建 OsHV-1主要核衣壳蛋白 (ORF104和 ORF33)的真核表达系统，并
对ORF104和ORF33潜在相互作用进行分析。实验首先通过特异性 PCR扩增技术得到 orf 104
和 orf 33的基因序列，根据其编码蛋白的理化性质、跨膜区与三维结构等生物信息学分析
结果，选择 pCDNA3.1(+)构建两种基因的重组表达质粒。重组质粒经大肠杆菌扩增、提取
后，利用转染试剂 Lipo8000™将 pCDNA3.1(+)-orf 104与 pCDNA3.1(+)-orf 33分别单独或共
转染至 HEK293t。然后，将转染后的细胞培养 18 h后裂解收集蛋白。最后利用蛋白免疫印
迹 (Western blot，WB)与负染电镜检测两种目的蛋白的表达情况。结果显示，实验成功构
建了 OsHV-1衣壳蛋白 ORF104和 ORF33的重组表达质粒载体，通过真核细胞表达得到大
小约为 135与 35 ku的目的蛋白。研究表明，表达质粒可在真核表达系统中实现蛋白单独
转染与共转染，共转染蛋白间可能存在相互作用的趋势并形成多聚体，其中，ORF33自身
即可形成分子质量不同的多聚体。本研究首次利用真核表达系统开展 OsHV-1关键结构蛋
白的表达，为进一步开展该病毒结构蛋白功能与互作，以及病毒入侵机制研究奠定基础。
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贝类增养殖作为海水养殖产业的重要支柱之

一，具有重要的社会、经济和生态价值 [1]。自 20
世纪 90年代以来，中国海水贝类养殖的年产量呈

快速上升趋势，从 1991年的 198.3万 t增加到

2022年的 1 569.6 万 t，年平均增长率为 6.9%。随

着贝类养殖产业总体规模的不断扩大，对人工苗

种的需求逐渐增加；刺激海水贝类育苗量涨势迅

猛，从 2000年的 1.7千亿粒增加至 2022年的

54.7千亿粒，年平均增长率为 16.3%[2]。在全国贝

类生产稳中有升的同时，由于病原微生物滋生、

极端恶劣天气频现、种质退化等导致海水养殖贝

类大规模死亡事件频繁发生，造成了严重的经济
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损 失 [3-5]。 牡 蛎 疱 疹 病 毒 (Ostreid  herpesvirus  1,
OsHV-1)引起的疾病近年来在亚洲、欧洲、美洲、

大洋洲与欧洲频繁发生，引起包括牡蛎、扇贝与

蚶类等双壳贝类的大规模死亡[6-8]。与脊椎动物疱

疹病毒较强的宿主专一性不同，OsHV-1的宿主范

围较广，目前已知可感染十余种双壳贝类[7]、1种

头足类与 1种十足目动物[9-10]。长牡蛎 (Crassostrea
gigas)作为全球范围内养殖范围最广，养殖产量

最大的贝类品种之一，也是受 OsHV-1病害危害

最严重的物种 [7]。长牡蛎幼虫、稚贝与幼贝是对

OsHV-1最易感的生活史阶段，成贝多表现为隐

性 感 染 。 魁 蚶 (Scapharca  broughtonii)与 毛 蚶

(Anadara kagoshimensis)的幼虫至成贝各个生活史

阶段对该病毒均易感[7-8]。对长牡蛎幼贝的感染实

验结果表明，牡蛎疱疹病毒病的发病机制是

OsHV-1感染后，导致长牡蛎免疫力下降，环境中

存在的致病菌进而突破宿主的免疫防线，引起菌

血症[11-12]。最新研究结果表明，不同弧菌在OsHV-1
侵染长牡蛎后，继发感染过程中扮演的角色各不

相同，其中哈维氏弧菌 (Vibrio  harveyi)可以与

OsHV-1协同作用，在突破牡蛎免疫系统与致病过

程中起着关键作用[13]。

OsHV-1隶属于疱疹病毒目 (Herpesvirales)软
体动物疱疹病毒科 (Malacoherpesviridae)牡蛎疱疹

病毒属 (Ostreavirus)，具有疱疹病毒典型的、由核

衣壳、荚膜及囊膜组成的二十面体球形结构 [8]。

OsHV-1的基因组大小约 210 kb，但并不是简单的

单一序列，而是由多个直接或反向重复序列与数

个单一序列按不同顺序间隔排列组成，可以概括

为 TRL-UL-IRL-X-IRS-US-TRS，其中 UL 和 US 分别

代 表 单 一 长 序 列 与 单 一 短 序 列 ， TRL/IRL 和
TRS/IRS 是 2对反向重复序列，分别位于 UL 和

US 的两端，X为一段长度约 1.5 kb的单一序列。

生物信息学分析预测 OsHV-1基因组编码 124个

开放阅读框 (open reading frame, ORF)[14]。目前已

完成 OsHV-1感染长牡蛎、栉孔扇贝与魁蚶数个

变异株的基因组测序 [14-16]，比较基因组学分析显

示，OsHV-1不同变异株核苷酸序列相似度为

93.5%，不同变异株间的序列相似度较低[17-18]。基

于不同变异株基因组序列构建的系统发育树拓扑

结构显示，各变异株以其宿主不同 (栉孔扇贝、长

牡蛎和魁蚶)分为 3个支系，表明宿主范围在该病

毒系统分化过程中占主导地位[17]。

已开展的牡蛎疱疹病毒基因组研究对该病毒

有了初步的认识，但在病毒蛋白质组成与功能等

方面的研究还很欠缺 [19]。目前仅通过原核表达对

3个关键功能蛋白 ORF74、ORF24与 ORF86进行

表达、纯化与酶学活性分析 [20-22]，对 ORF111、
ORF25、ORF41与 ORF72这 4个结构蛋白进行表

达，并分析了它们之间潜在的互作关系，及与之

结合的宿主蛋白[19, 23-24]。以上工作均是基于原核表

达系统开展的，原核细胞缺乏真核细胞所具有的

翻译后修饰机制，可能影响蛋白质的功能与稳定

性。本研究首次尝试构建 OsHV-1关键核衣壳蛋

白基因 orf 104与 orf 33的真核表达体系，在人胚

胎肾细胞 (HEK293t)中表达，并对两种蛋白多聚

化作用进行检测与分析。研究结果将为 OsHV-1
核衣壳蛋白功能、自组装等研究提供方法，并为

牡蛎疱疹病毒的致病机制研究奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    病料采集

发病魁蚶于 2022年 6月 23日采集自山东省

威海市某贝类育苗厂的魁蚶种贝。实验严格依照

中国水产科学研究院黄海水产研究所动物伦理委

员会相关规定执行。利用 OsHV-1实时定量 PCR
对样本中病毒拷贝数进行了定量分析，上游引物

BF：5 ′ -GTCGCATCTTTGGATTTAACA A-3 ′、下

游引物 B4：5′-ACTGGGATCCGACTGACAA C-3′，
探针及生物素标记  B-6FAM-TGCCCCTGTCAT
CTTGAGGTATAGACAATC-BHQ-1[25]。引物和探

针委托生工生物工程 (上海)股份有限公司合成。

反应体系为 Premix Ex Taq (TaKaRa) 10 μL，上下

游 引 物 各 0.8  μL， 探 针 0.4  μL， 模 板 1.6  μL，
DEPC水 6.4 μL，总体积 20 μL。反应条件：95 °C
预变性 10 min；95 °C变性 10 s，60 °C退火 20 s，
该过程进行 40次循环。结果显示这批魁蚶被

OsHV-1感染，外套膜组织的病毒载量较其他组织

高。挑选病毒载量高的魁蚶 (约 2×106 拷贝/ng总

DNA)作为病料在−80 °C超低温冰箱保存备用。 

1.2    总 DNA的提取

从冰箱中取出“病料采集”中 OsHV-1呈阳性

的组织样品，放置于 4 °C过夜解冻，剪取 30 mg
外套膜并裂解该组织，根据海洋动物总 DNA提取

试剂盒 [天根生化科技 (北京)有限公司 ]说明书

提取总 DNA。 
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1.3    引物设计

根据 ORF  104和 ORF33的基因序列 (NC_
005881.2)，通过 Primer Premier 5.0软件设计引物，

引物序列见表 1，分别添加 Nhe Ⅰ和 Xba Ⅰ酶切

位点及相应的保护碱基-CTA-和-CTAG-，此外，

添 加 Kozak标 签 -GCCACC-和 Flag-tag标 签 -CT
TATCGTCGTCATCCTTGTAATC-。引物委托生工

生物工程 (上海)股份有限公司合成。
 

1.4    基因的扩增

以提取的总的病料 DNA为模板，用 Ex Taq
酶 (TaKaRa)进行 PCR扩增，扩增体系：10×Ex
Taq Buffer 2.0 μL，dNTP (2.5 mmol/L) 1.6 μL，模

板 2.0 μL，每轮 PCR扩增上下游引物各 0.5 μL，
Ex Taq  (5  U/μL)  0.2  μL，DEPC水 13.2  μL，总体

积 20.0 μL。第 1轮 PCR反应用引物 LF+R1，模

板为提取的总的阳性 DNA；第 2轮 PCR反应用

引物 SF+R2，模板为第 1轮 PCR产物；第 3轮

PCR反应用引物 SF+R3，模板为第 2轮 PCR产物。

每轮 PCR反应的体系相同。  PCR扩增反应程序

为：94 °C 预变性 2 min；98 °C变性 10 s，58 °C
退火 30 s，72 °C延伸 (1 kb/min)，循环 35次；最

后 72 °C 延伸 10 min。PCR产物置于 4 °C冰箱保

存。通过 1%的琼脂糖凝胶电泳检验是否得到符

合大小的 PCR产物。将最终扩增出的目的片段用

DNA琼脂糖凝胶电泳回收试剂盒 [天根生化科技

(北京)有限公司 ]纯化回收，并委托生工生物工

程 (上海)股份有限公司进行测序。 

1.5    生物信息学分析

采用 SnapGene 6.0.2软件预测 OsHV-1的 orf
33和 orf 104基因的氨基酸序列。采用 NCBI中
BLAST工具 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi )
进行序列比对和相似性分析。采用  SignalP  5.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)进 行 信 号

肽预测。使用 TMHMM 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TMHMM/)在线预测牡蛎疱疹病毒 orf 104
基因所编码蛋白质的跨膜区。使用 AlphaFold在

线工具 (https://colab.research. google.com/github/sok-
rypton/Colab  Fold/blob/main/AlphaFold3) 对蛋白的

三维模型进行预测和分析。 

1.6    载体构建

将目的片段和真核表达载体 pCDNA3.1(+)进
行双酶切处理，双酶切反应体系：10×Quick Cut
Buffer  (TaKaRa)  2.0  μL， Quick  Cut  Nhe  Ⅰ (25
Rxns)和 Quick Cut Xba Ⅰ (500 Rxns)各 1.0 μL，目

的基因  3.0 μL，DEPC水 13.0 μL，总体积为 20.0
μL。反应条件为 37  °C  60  min。真核表达载体

pCDNA3.1(+)双酶切体系及反应条件同上。

酶 切 产 物 纯 化 后 ， 在 T4  DNA  Ligase
(TaKaRa)连接酶的作用下于 16 °C过夜连接，得

到连接产物 pCDNA3.1(+)-orf 33和 pCDNA3.1(+)-
orf 104。连接体系：T4 DNA Ligase (350 U/μL) 0.5
μL，10× T4 DNA Ligase Buffer 1.0 μL，目的基因

双酶切产物 7.5 μL，pCDNA3.1(+) 双酶切产物 1.0
μL，总体积 10.0 μL。

将重组表达载体转化至 Trans1-T1感受态细

胞 (全式金 )，经含氨苄霉素 (Amp+,  50 μg/μL)的
LB固体培养基筛选，长出的单菌落进行菌落

PCR验证。将符合预期大小的菌液送至生工生物

工程 (上海)股份有限公司进行测序，测序结果正

确的菌液加入 20%的甘油混匀后于−80 °C超低温

冰箱冻存，同时将部分质粒复苏并扩大培养后，

使用无内毒素质粒大提试剂盒 (天根生化科技有限

公司，北京)大量提取质粒。 

1.7    HEK293t细胞培养

分别取 5 mL胎牛血清、44.5 mL DMEM (1×)
培养基、0.5 mL青霉素-链霉素溶液 (100×)于 50
mL离心管中，配置成 10%的完全培养基，封口

 

表 1    引物序列

Tab. 1    Primers sequence

引物名称
primer
name

引物序列
primers sequence(5′- 3′)

33-LF GCTAGCGCCACCATGGAAAACAACGCAGCAGAAA
TCT

33-SF CTAGCTAGCGCCACC ATGGAAAACAACGCA

33-R1 CATCCTTGTAATCCTGAACAATTTTGTCCACATATT
CA

33-R2 TATCGTCGTCATCCTTGTAATCCTGAACAA

33-R3 CTAGTCTAGATTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAAT
CCTGA

104-LF GCTAGCGCCACCATGTCTTTTGTAGCACCGCAGAG
AGGTA

104-SF CTAGCTAGCGCCACCATGTCTTTTGTAGCAC

104-R1 TCCTTGTAATCTCTAAGGTATTGAAAAAGTGGTGT
TGG

104-R2 ATCGTCGTCATCCTTGTAATCTCTAAGGTATTG

104-R3 CTAGTCTAGATTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAAT
CTCTA
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后于 4 °C备用。准备 37 °C的水浴锅，从液氮罐

中取出冻存的 HEK293t细胞，立即放入 37 °C水

浴，融化后接种至含有 4 mL完全培养基的培养瓶

内，于含 5% CO2 的 37 °C恒温培养箱内培养。当

细胞铺满细胞板的 70%~80%时即可传代。首先将

废弃培养基吸出，分别取 2 mL PBS洗 2遍细胞，

加入 200 μL胰酶细胞消化液 (0.25%胰酶，含酚

红，不含 EDTA)，消化 30~40 s，直至细胞板上细

胞呈流沙状掉落，加入 1 mL完全培养基终止消化，

轻轻吹打混匀，最后 1/2传代扩增细胞。 

1.8    细胞转染

首先将 2瓶细胞混匀，加入 25 mL 10%的

完全培养基，混匀后转至 24孔板内培养，每孔

1 mL细胞悬液，放入含 5% CO2 的 37 °C恒温培

养箱内，过夜培养 12 h以上。当细胞覆盖率达到

70%~80%时，吸出废液，加入 1 mL含 1%链霉

素-青霉素溶液的 DMEM；取 75 μL的 DMEM于

1.5 mL EP管内，加入 4.8 μL质粒至 DMEM中轻

轻混匀，取 2.4 μL Lipo 8 000™至上述混合溶液并

轻轻混匀，静置孵育 5~8 min，取 25 μL pCDNA
3.1(+)-orf 33/Lipo 8 000™混合液接种至细胞内，置

于含 5% CO2 的 37 °C恒温培养箱培养 6~8 h。吸

出废液，加入 1.5 mL 20%的完全培养基。过夜表

达，当细胞覆盖率达到 80%~90%时收集细胞。表

达质粒 pCDNA3.1(+)-orf 104转染和两种质粒共转

染[26] 方法同上。

去除废液，加入 200 μL预先配置的细胞裂解

液 (蛋 白 酶 抑 制 剂 cOmplete  Tablets  EDTA-free,
EASYpack和  Western及 IP细胞裂解液，按照每

片 50 mL细胞裂解液的比例溶解稀释)，置于冰上

裂解 30 min，用 200 μL移液枪轻轻吹打混匀，收

集蛋白液于 1.5 mL EP管中；离心机 4 °C预冷，

8 000×g 离心 10 min，收集蛋白上清液于−20 °C冰

箱保存待用。 

1.9    蛋白免疫印迹检测 (Western blot)

首先进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，将 1 袋 Tris-
MOPS-SDS Running Buffer Power溶于 1 L纯水中，

完全溶解后置于 4 °C冰箱预冷备用。将收集的蛋

白 液 与 5×  LDS  Sample  Buffer  (GenScript)按 照

4∶1 (体积比)混合，于金属浴 99.9 °C变性 10 min。
将预冷的 SDS-PAGE电泳液倒入蛋白胶电泳槽，

将煮沸的蛋白冷却至室温后加入到预制胶 Sure-
PAGE™ (Bis-Tris，10  cm×8  cm，GenScript)胶孔

中，在 160 V电压下进行 SDS-PAGE凝胶电泳 50
min，直至底部蛋白混合物进入预制胶的最下方。

然后进行 Western blot检测。称取 Tris 3.03 g、甘

氨酸 14.4 g、200 mL甲醇于烧杯中并定容至1 L，
配置成电转液，于冰箱 4 °C预冷备用。1× TBST
中加入 5%的脱脂奶粉溶解，配置成封闭液，冰

箱 4 °C预冷备用。

将 PVDF膜浸入电转液中激活，在半干转膜

仪中依次放入 2块转印滤纸、 PVDF膜、 SDS-
PAGE凝胶、 2块转印滤纸，并确保蛋白胶与

PVDF膜之间无气泡。压紧后，在 15 V电压下转

膜 50 min。取出 PVDF膜，用 1× TBST浸洗 5 min，
重复 6次。将洗好的 PVDF膜置于封闭容器中，

加入封闭液，于 4 °C冰箱过夜。取出 PVDF膜，

用 1×TBST浸洗 5  min，重复 6次。将抗体用

Western-抗稀释液按照 1∶1 000 (体积比)的比例

稀释，稀释后的抗体加入到 PVDF膜的正面，于

37 °C恒温培养箱内孵育 2 h (孵育一抗)。取 Gluta-
thione  Resin和 SuperSigalTM  West  Pico  PLUS
Luminol/Enhancer  Solution  (Thermo)各 500  μL于

1.5 mL EP管内，混合均匀后加入到 PVDF膜正面

进行显影。 

2    结果
 

2.1    基因片段扩增

预先配置 1%的琼脂糖，将 PCR产物与 6×
Loading Buffer的预混液按照 5∶1 (体积比)混合

上样，在 120 V电压下进行凝胶电泳检测，结果

显示，orf 33在约 1 000 bp处出现一条明亮的特异

性条带 (图 1-a)，orf 104在约 3 500 bp处出现一条

明亮的特异性条带 (图 1-b)，与预测的目的基因的

条带大小相符，分别为 816和 3 612 bp。测序结果

与基因序列相符。 

2.2    基因序列及编码蛋白序列特征

对牡蛎疱疹病毒 orf 33和 orf 104基因序列进

行分析，翻译结果显示，两个基因均无特殊结构。

经 SignalP 5.0 Server在线软件进行分析，该氨基

酸序列含信号肽 (Sec/SPI)的可能性分别为 0.007 4
和 0.508 7，含 TAT信号肽 (Tat/SPI)的可能性分

别为 0.000  6和 0.160  9，含脂蛋白信号肽 (Sec/
SPⅡ)的可能性为 0.002 0和 0.191 8。通过TMMHM
5.0在线工具对两基因编码的蛋白质结构进行分析，

结果显示，2个蛋白的开放阅读框全区域内均无
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跨膜结构域。
 

2.3    基因编码蛋白质理化参数及高级结构预测

通过 ProtParam在线预测软件进行预测，结

果显示，ORF33和 ORF104两个基因编码的蛋白

质分子质量分别约为 34和 133 ku，理论等电点分

别为 6.98和 4.82。orf 33基因编码的 297个氨基

酸中，带负电荷的酸性氨基酸天冬氨酸 (Asp)和
谷氨酸 (Glu)和带正电荷的碱性氨基酸精氨酸

(Arg)和赖氨酸 (Lys)各 39个，在 orf 104基因编

码的 1 204个氨基酸中含量为 0。两个蛋白质的不

稳定系数分别为 42.93和 41.35；脂肪系数分别为

90.91和 31.95；ORF33亲水性总平均值为−0.491，

是一种稳定的亲水性蛋白；ORF104亲水性总平

均值 0.824，是一种稳定的疏水性蛋白。

原子模型的带状图中，彩虹色带模型显示单

个蛋白和构象变化体。图中可清楚观察到两个蛋

白质的 α螺旋结构和 β螺旋结构，通过所有残基

的扭转角度来将蛋白质结构参数化，并构建了一

个可微分蛋白质几何模型来计算所有残基的坐标，

同时计算残基之间的距离[27]，扭转角度决定蛋白

质的结构，并通过反复迭代使预测结果更接近实

际结构。图 2-a表示 ORF33蛋白的三维结构，

图 2-b表示 ORF104蛋白的三维结构，其中螺旋

部分为 α螺旋，箭头条带表示 β螺旋，而线性条

带代表无规则卷曲。 
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图 1    凝胶电泳检测

(a) 牡蛎疱疹病毒 orf 33基因扩增；(b) 牡蛎疱疹病毒 orf 104基因扩增；(c) 重组表达质粒凝胶电泳图，M. Marker，1~3. orf 33基因 PCR产

物，4~6. orf 104基因 PCR产物，7. pCDNA3.1(+)-orf 104质粒，8. pCDNA3.1(+)-orf 33质粒。

Fig. 1　Electrophoresis detection
(a) amplification of the orf 33 gene in Ostreid herpedvirus 1 strain; (b) amplification of the orf 104 gene in Ostreid herpedvirus 1 strain ; (c) gel electro-
phoresis of recombinant expression vector plasmid, M. Marker, 1-3. PCR product of orf 33, 4-6. PCR product of orf 104, 7. plasmid of pCDNA3.1(+)-orf
104, 8. pCDNA3.1(+)-orf 33.

 

(a) (b) 
图 2    蛋白三维模型预测

(a) ORF33三维模型预测结果，(b) ORF104三维模型预测结果。

Fig. 2　Prediction of protein 3D model
(a) the predicted 3D model of ORF33, (b) the predicted 3D model of ORF104.
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2.4    表达质粒构建

使用无内毒素质粒大提试剂盒 [天根生化科

技 (北京)有限公司 ]提取重组质粒，通过 1%的

琼脂糖进行凝胶电泳检测，结果显示，在 5 000
bp附近出现明亮的特异性条带 (图 2-c)，特异性条

带测序证实为含有目的基因的真核表达质粒。 

2.5    质粒的表达与鉴定

将收集的蛋白进行 SDS-PAGE凝胶电泳检测

及 Western  blot检测，结果显示，1~2号泳道为

ORF33，该蛋白在 35 ku附近蛋白条带最明显，与

预测结果相符，但在 60~100 ku存在 3条颜色较

浅的蛋白带，结果证明 ORF33存在自身相互作

用形成多聚体结构的可能性；3~4号泳道内为

ORF104，蛋白条带在 140 ku附近，与预测结果相

符；5~6号泳道为 ORF33和 ORF104在真核细胞

内共转染表达结果，分别在 35与 140 ku附近出

现蛋白条带，证明 ORF104和 ORF33可以在真核

表达系统中同时表达，但不能确定两蛋白是否存

在相互作用 (图 3)。 

2.6    蛋白电镜检测

蛋白液经负染后上镜观察，由于 ORF33蛋白

粒子直径较小，不能在负染色背景下明确分辨出

该蛋白粒子，观察到 ORF104蛋白微粒，蛋白粒

子形状各异，直径在 20 nm左右；pCDNA3.1(+)-
orf 33和 pCDNA3.1(+)-orf 104共转染情况较好，

蛋白微粒较多且形状较为规则，可能存在多聚化

现象，粒子直径为 10~30 nm (图 4)。 

3    讨论

疱疹病毒基因组庞大、结构复杂、编码蛋白

种类繁多，病毒感染宿主细胞牵涉到病毒多种类

型蛋白分子与宿主细胞发生一系列有序的动态反

应[28-29]。首先是病毒粒子与宿主进行特异性黏附，

分子基础是病毒结构蛋白与宿主细胞表面受体的

特异性识别与结合[30]，进而使病毒囊膜与宿主细

胞膜融合，便于病毒衣壳穿透宿主细胞 [31-32]。为

保证病毒粒子遗传物质的复制与表达，衣壳最终

通过细胞骨架穿过细胞质进入到宿主细胞核内

部[33-34]。根据疱疹病毒种类和宿主细胞类型差异，

病毒进入细胞后，其核衣壳可以与宿主细胞丝状

肌动蛋白纤维或微管网络相互作用，由特定蛋白

牵引到细胞核[35-37]。作为疱疹病毒的“骨架”，核衣

壳蛋白不仅为病毒基因组提供了容纳空间及保护

性外壳，在病毒的复制、组装、成熟以及侵染过

程中都起到非常重要的作用[36]。针对人类等哺乳

动物疱疹病毒的研究表明，γ疱疹病毒亚科的人

疱疹病毒 4型 (human herpesvirus 4，HHV-4)的组装

需要 BCLF1、BORF1、BDLF1、BFRF3、BDRF1、
BVRF2等 6种成分，其中 BFRF3为主要骨架 [38]。

Yuan等 [39] 和 Wang等 [40] 借助冷冻电镜研究发现，

由 UL18编码的 VP23蛋白是单纯疱疹病毒 (herpes
simplex virus，HSV)衣壳的主要结构蛋白，并参

与病毒的包装过程。

软体动物疱疹病毒科目前已知包括两种疱疹

病毒，即牡蛎疱疹病毒 (OsHV-1)与鲍疱疹病毒

(Haliotid herpesvirus 1, HaHV-1)，两种病毒分别感

染并引起双壳贝类与腹足贝类的急性大规模死亡，

给贝类养殖产业造成严重危害 [8, 41-42]。OsHV-1与

HaHV-1也是目前国际病毒分类委员会 (ICTV)确
认分类地位的两种贝类病毒性病原[41]。基于基因

组核苷酸序列开展的系统发育分析结果显示，软

体动物疱疹病毒与其他脊椎动物疱疹病毒的亲缘
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图 3    蛋白免疫印迹检测

Fig. 3　Western blot of the proteins

 

50 nm 
图 4    蛋白电镜检测

Fig. 4　Electron microscopy detection of proteins
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关系较远[14, 43]。OsHV-1被确定为疱疹病毒的一员

更多的是依据该病毒在冷冻电镜下呈现的典型拓

扑结构，即有 16个顶点 (T=16)的正二十面体结

构 [14]。无论从 OsHV-1基因组水平、预测 ORF序

列或推测结构蛋白质序列，都与已知疱疹病毒间

不存在同源性。仅有编码 OsHV-1末端酶 ATP酶

亚基的 ORF109序列与部分哺乳动物疱疹病毒、

T4样噬菌体序列有同源性 [14]。由于 OsHV-1与其

他认识比较深入的脊椎动物疱疹病毒亲缘关系较

远，无法基于同源基因预测相关 ORF编码蛋白的

功能 [44]。另一方面，目前尚缺乏支撑 OsHV-1体

外增殖的细胞系，缺乏纯化病毒及其核酸与蛋白

质样品的稳定平台，导致对 OsHV-1基因功能、

蛋白组成与感染机制等方面的研究相对落后[8, 19]。

国内外对 OsHV-1与贝类细胞互作的研究处

于初步阶段，主要借助原核表达系统对 OsHV-1
主要囊膜蛋白进行表达、纯化与功能分析。

Martenot等[19] 完成推测编码病毒囊膜蛋白的 orf 25、
orf 41和 orf 72三个基因的表达、纯化与各表达产

物的多克隆抗体制备。体内 (稚贝)与体外 (血淋

巴细胞)的功能验证试验表明，ORF25在 OsHV-1
与宿主细胞互作中发挥更重要的作用。硫酸葡聚

糖可以通过竞争结合病毒囊膜蛋白的方式，减缓

病毒的复制与传播，30 μg/mL硫酸葡聚糖浸浴可

显著减少长牡蛎稚贝感染 OsHV-1后的死亡率[19]。

在此基础上，Yu等 [24] 利用原核表达后纯化的

ORF25与 ORF72两种蛋白，通过 Pull-down实验

与质谱分析，研究了与上述两种囊膜蛋白互作的

魁蚶血淋巴细胞分子。结果显示，与两种囊膜蛋

白互作的宿主蛋白分子主要参与细胞骨架组装、

能量代谢与核酸加工相关的细胞功能[24]。原核表

达系统还被应用到疱疹病毒关键功能酶基因，如

脱氧尿苷焦磷酸酶  (dUTP pyrophosphatase，dUT-
Pase)、引物酶 (primase)、凋亡抑制蛋白基因 (IAP-
86)等 [20-22]。截至目前，尚没有对 OsHV-1主要核

衣壳蛋白 (major capsid protein，MCP)基因开展过

蛋白水平的相关研究。

由核衣壳蛋白作为支架形成的正二十面体结

构，在包括 OsHV-1在内所有疱疹病毒中都非常

保守，说明其在病毒致病性方面发挥着关键作用。

此外，衣壳还具有良好的抗原性，可诱发或逃逸

机体的免疫应答等 [45-46]，并被认为是疾病防控过

程 中 的 潜 在 关 键 靶 点 [39]。 Martenot等 [19] 推 测

ORF104编码 OsHV-1的主衣壳蛋白。Rosani等 [47]

利用高通量测序技术验证了这一猜想，并发现该

ORF的转录最能反映样本中病毒总 RNA的转录

水平。本实验首次以 orf 104与 orf 33为研究对象，

生物信息分析结果表明，基因 orf 104和 orf 33编

码的蛋白无跨膜结构域，且氨基酸序列不含有信

号肽。AlphaFold对 ORF104和 ORF33的预测结

果显示，两蛋白结构较为松散，虽然存在未预测

出的结构，但是大部分结构呈螺旋形态，说明两

蛋白间存在相互作用的结构基础。随后将包含两

个基因的真核质粒转入到 HEK293t细胞内表达。

真核表达系统更省时高效，可在短时间内获得较

高浓度的蛋白，且更接近天然蛋白的结构与功能，

有利于后期对蛋白结构功能的研究。

本研究首次成功在真核系统表达了 OsHV-1
两个结构蛋白，即 ORF104和 ORF33，表达蛋白

分子呈现出 10~30 nm的蛋白微粒。本结果为进一

步开展牡蛎疱疹病毒入侵机制研究奠定了基础，

同时也将推进针对牡蛎疱疹病毒更有效的防控工

作的开展。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Construction of and polymerizing characterization with
eukaryotic expression system for Ostreid herpesvirus 1 structural proteins

CAO Shuhua 1,2,     WEI Maole 2,     LI Yongren 1,     HUANG Bowen 2,    
XIN Lusheng 2*,     BAI Changming 2*,     WANG Chongming 2

(1. Tianjin Key Laboratory of Aqua-Ecology and Aquaculture, College of Fishery,
Tianjin Agriculture University, Tianjin　300384, China;

2. State Key Laboratory of Mariculture Biobreeding and Sustainable Goods,
Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Key Laboratory of Maricultural Organism Disease Control,

Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao Key Laboratory of Mariculture Epidemiology and Biosecurity,
Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao　266071, China)

Abstract: Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1) infection has been linked to mass mortality of cultivated mollusks of
different species worldwide. In this study, we established a eukaryotic system for the expression of ORF104 and
ORF33 of  OsHV-1, and investigated  the  polymerizing characterization  of  ORF104 and ORF33.  Firstly,  the  bio-
chemical characteristics,  typical  domains  and  3D structures  were  analyzed  bioinformatically.  Secondly,  we  con-
structed recombinant plasmids for the two genes, and individually transfected or co-transfected them into Human
Embryonic  Kidney Cells  (HEK293t).  Finally,  the  expression and polymerization of  the  two target  proteins  were
investigated using Western blot  (WB) and electron microscopy. Bioinformatic analysis  demonstrated that  hydro-
philicity of ORF33 and ORF104 were −0.49 and 0.82, making them stable hydrophilic and hydrophobic proteins
respectively. For the construction of recombinant plasmids, genes of ORF33 and ORF104 were amplified with spe-
cifically designed primers, which generated PCR products of about 1 000 bp and 3 500 bp for ORF33 and ORF104
respectively.  The  recombinant  plasmids  were  transmitted  into  HEK293t  cells  using  Lipo8000TM  for  expression.
The target bands around 140 ku and 35 ku in length were obtained by WB analysis after SDS-PAGE. However, the
interaction between the two viral proteins was still undetermined. The ORF104 protein was identified by electron
microscopy, which had a diameter of approximately 20 nm. Due to the small diameter of ORF33, it could not be
clearly  resolved with  the  background particles  under  negative  staining  electron  microscopy in  the  present  study.
When the products of the two co-transfected plasmids were investigated, the diameter of the particles was between
10 and 30 nm. In summary, we established a method for the expression of OsHV-1 structural  proteins using the
eukaryotic expression system for the first time. Polymerization of the two proteins individually and together was
investigated  and  characterized.  The  method  described  here  provides  a  new  approach  for  further  research  on  the
function, interaction of structural proteins, and infection mechanisms of OsHV-1.

Key words: Ostreid herpesvirus 1; nucleocapsid protein; eukaryotic expression system; protein polymerization

Corresponding authors: XIN Lusheng. E-mail: xinls@ysfri.ac.cn;  
  BAI Changming. E-mail: baicm@ysfri.ac.cn

Funding projects: National  Natural  Science  Foundation  of  China  (32073014);  Central  Public-interest  Scientific
Institution Basal Research Fund, CAFS (2023TD30); Central Public-Interest Scientific Institution Basal Research
Fund,  YSFRI,  CAFS (20603022023010);  China  Agriculture  Research  System of  MOF and  MARA (CARS-49);
Postdoctoral Innovation Project of Shandong Province (SDCX-ZG-202303048)

曹书华，等 水产学报, 2024, 48(5): 059407

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

10

mailto:baicm@ysfri.ac.cn
mailto:xinls@ysfri.ac.cn
https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn

	1 材料与方法
	1.1 病料采集
	1.2 总DNA的提取
	1.3 引物设计
	1.4 基因的扩增
	1.5 生物信息学分析
	1.6 载体构建
	1.7 HEK293t细胞培养
	1.8 细胞转染
	1.9 蛋白免疫印迹检测 (Western blot)

	2 结果
	2.1 基因片段扩增
	2.2 基因序列及编码蛋白序列特征
	2.3 基因编码蛋白质理化参数及高级结构预测
	2.4 表达质粒构建
	2.5 质粒的表达与鉴定
	2.6 蛋白电镜检测

	3 讨论
	参考文献

