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摘要! 在已经完成的栉孔扇贝急性病毒性坏死病毒$9@=K2O:D90>2@D/F:FO:D=F!&.%.%全基因

组序列测序与分析的基础上!设计特异性引物!克隆得到了 "$(07 编码的杆状病毒凋亡抑制

蛋白基因$)&6707%# )&6707 基因与 L,R/19$ C%质粒连接构建得到重组质粒 L,R/197)&607!

将重组质粒转化到 FB+(#$J'13$4,/%中!使用异丙基7

&

747硫代半乳糖苷$)6RI%诱导蛋白表

达!*4*76&I,检测显示表达蛋白分子量约为 42 W=!经 U2FK2D>730/KK:>E 和质谱分析证明!该

蛋白即为 )&6707 融合蛋白!-/

1 C柱纯化后得到了纯化的 )&6707 融合蛋白# 将重组的 )&6707

蛋白用 ()R-标记!荧光显微镜下观察!发现重组的 )&6707 蛋白最终能够与栉孔扇贝血淋巴细

胞的细胞核和细胞质结合# 细胞凋亡检测实验发现!重组的 )&6707 蛋白能够在一定程度上抑

制栉孔扇贝血淋巴细胞凋亡!凋亡抑制率为 :B# 本实验应用原核表达成功得到了 )&6707 蛋

白!并证明 )&6707 对栉孔扇贝细胞的凋亡有一定抑制作用!这为进一步研究 &.%.的侵染机

制提供依据#

关键词! 栉孔扇贝& 急性病毒性坏死病毒& 杆状病毒凋亡抑制蛋白& 原核表达& 抗凋亡
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55栉孔扇贝#:4$%'5)1%//,/#$是我国北方沿海

主要的养殖品种"在我国贝类养殖业中占有重要

地位( 12 世纪 92 年代中末期"养殖栉孔扇贝在

夏季出现大规模死亡"这给我国扇贝养殖业造成

了重大损失"极大地阻碍了这一产业的健康持续

发展( 已有的研究表明"急性病毒性坏死病毒

#9@=K2O:D90>2@D/F:FO:D=F"&.%.$是导致栉孔扇

贝大规模死亡的主要病原
&3 61'

(

本实验通过对已测序完成的 &.%.全基因

组序列分析"预测 &.%.全基因组中含有 31/ 个

潜在的开放阅读框 # /L2> D29?:>E MD982F""$($"

其中 44 个 "$(具有一定的结构和功能"推测可

能与病毒 4%&复制)核酸代谢修饰以及病毒与

宿主相互作用等有关( 进一步的生物信息学分析

显示"在 &.%.44 个 "$(中存在 4 个编码杆状

病毒凋亡抑制蛋白#:>H:3:K/D/M9L/LK/F:FLD/K2:>"

)&6$基因"其中 "$(07 编码 3:2 个氨基酸"含有

一个 )&6*家族高度保守的杆状病毒 )&6重复区

# 39@=0/O:D=F)&6D2L29K"J)$$"不含有某些杆状病

毒 )&6基因含有的指环蛋白结构#$)%I$

&/'

( 根

据生物信息学分析结果"人们将 "$(07 编码的基

因命名为 )&6707(

细胞凋亡是指在一定的生理或病理条件下"

细胞受内在遗传机制的控制"自动结束生命的过

程( 杆状病毒的凋亡抑制蛋白基因是最早鉴定的

)&6家族基因"与杆状病毒 6

/8

基因有相似的抗细

胞凋亡功能
&4'

( 所有 )&6基因序列中都含有保

守结构域7J)$"该结构域包含一个保守的组氨酸

残基以及三个保守的半胱氨酸残基"某些杆状病

毒 )&6基因含有保守的指环蛋白结构 #$)%I$"

这个结构可以和 Q> 原子结合
&8'

( )&6重复序列

结构蛋白#J)$6$调节的酶促反应是无脊椎动物

防御病毒感染的重要介质"J)$基因也存在于其

它感染无脊椎动物的大型 4%& 病毒中" 如
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H%+0$(2#/#3%," !(?2#/#3%," @)+(2#/#3%, 和

V/#3(2#/#3%,

&7 69'

"但是在感染脊椎动物的大型

4%&病毒中却尚未发现含有 J)$基因( 有关水

产动物凋亡抑制蛋白的研究尚处于起步阶段"左

振华等
&32'

报道了鱼类凋亡抑制蛋白 @4%&序列

并用半定量 $R76-$方法分析在菌体感染草鱼

#:-,7(&4%/57.(3(7 #3,$$% $ 后各组织中的 )&6

8$%&表达水平的变化"分析得到 )&6可能参与

了机体对嗜水气单胞菌感染的免疫应答( '2=

等
&33'

在中国对虾#!,7%,0)+4#7,7)#)$中克隆表达

了 )&6基因并对其作用机制进行了研究"得到对

虾体内 )&6可以通过与 $LD蛋白结合"抑制 $LD

的活性进而抑制细胞凋亡"而且证明了其 J)$1

和 J)$/ 结构域可以独立结合并抑制$LD活性"但

J)$3 却不具有此功能( 在 U**.侵染对虾的研

究中"U**.表达的凋亡抑制蛋白可以有效的抑

制病毒侵染后诱导的宿主细胞凋亡"进而有利于

病毒在宿主体内繁殖"最终导致宿主死亡
&31'

( 通

过对 &.%.的 )&6707 基因进行分子生物学研

究"明确该基因在病毒侵染宿主的过程中的作用"

不仅弥补了软体动物大型 4%&病毒中 )&6研究

的空缺"而且还为了解 &.%.侵染宿主的机制提

供重要的理论依据和实验基础(

35材料与方法

!"!#实验材料

&.%.粗提液取自 1229 年 0 月采自青岛沙

子口具典型发病症状的栉孔扇贝冻存样品%养殖

栉孔扇贝于 123/ 年 8 月购自青岛沙子口"放置水

实验室养殖箱 #808 88B484 88B/42 88$内

暂养(

!"$#JaMa病毒粗提液的制备和病毒总 \MJ

的提取

将保存于 602 A超低温冰箱中具有典型

&.%.发病症状的阳性样品在冰上解冻"取其外

套膜)鳃及肝胰腺组织在冰上用过滤海水反复冲

洗"加入 9 倍体积的除菌过滤海水"在冰浴中用高

速匀浆机 12 222 D58:> 匀浆 4 =8 次"每次 3 8:>%

匀浆液经 422 目筛绢过滤除去杂质后"3 222 BE"

4 A离 /2 8:>"取上清"1 822 BE"4 A离心 3 H"取

上清 : 822 BE"4 A离心 /2 8:>"取上清用 2148

#

8滤膜过滤除菌即为 &.%.粗提液" 602 A超

低温冰箱保存备用(

按照天根公司生产的 R)&%98L I2>/8:@

4%&V:K说明书上的方法提取 &.%.粗提液的

总 4%&(

!"%#GCH引物设计"cJGDU( 基因的克隆及重组

表达载体的构建

根据本实验室测定完成的 &.%.全基因组序

列中 "$(07 序列"使用 6D:82D6D28:2D812 软件设

计上下游引物"由上海生工生物有限公司合成( 上

游 引 物 )&67077(! 8Z7-III&R--&RII&R&R&7

IR&--7/Z"划线部分为添加的 H%'+

$

酶切位

点"下游引物 )&67077$!8Z7---&&I-RRI&R&&7

-RI-R&&IR7/Z"划线部分为添加的 O#73

.

酶切

位点(

以提取的病毒总 4%&为模板"6-$反应条

件!98 A预变性 4 8:>%98 A /2 F"82 A /2 F":1

A /2 F"进行 /8 个循环%最后 :1 A延伸 32 8:>%

产物 4 A保存( 3B琼脂糖凝胶电泳观察 6-$扩

增结果( 将扩增出约 822 3L 的目的片段进行胶

回收"然后将该目的基因连接至 LG4307R载体

#R9V9$9公司$中"做 R&克隆并测序( 从测序正

确的 R克隆菌体中提取质粒"将质粒和原核表达

载体 6,R/19# C$经过限制性内切酶 H%'+

$

#%J)公司$和 O#73

.

#%J)公司$双酶切后回胶

回收"连接得到重组质粒 L,R/197)&607( 将重组

质粒转化至 FB+(#$J'13 #4,/$ #北京博迈德公

司$ 感受态细胞中"经含氨苄青霉素 #&8L" 82

#

E58'$的 'J固体培养基筛选得到转化成功的

表达菌株"挑取单菌落进行菌落 6-$验证"质粒

小量提取试剂盒 #天根公司$提取质粒进行双酶

切鉴定"同时将菌液送去上海生工进行测序"将测

序正确的菌株进行低温保种"表达菌株命名为

J'137)&607(

!"&#重组蛋白的诱导表达和纯化

将表达菌株 J'137)&607 接种于含氨苄青霉

素#82

#

E58'$的 'J液体培养基中"/: A摇床过

夜"制备种子液%第 1 天按 3@322 接种到 182 8'

新鲜的 'J液体培养基#含 &8L"82

#

E58'$中"

/: A摇床培养至 "4

722

*

217 时"取 /2 8'作为

对照进行培养#不进行诱导$"其余菌液加入异丙

基7

&

747硫代半乳糖苷 # )6RI$ 至终浓度为 3

88/05'"/: A诱导表达 4 H"收集菌液"8 222 BE

离心 32 8:>"弃上清"沉淀中加入 6J*超声破碎"

32 222 BE 离心 32 8:>"对照组按照上述方法进行

/01
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破碎%上清和沉淀加入 8 B*4*上样缓冲液"煮沸

变性 8 8:>"38B *4*76&I,电泳观察蛋白表达

情况(

将超声裂解的菌液 32 222 BE 4 A离心 32

8:>"沉淀用 &液#%9+

1

6"

4

2118/05'%%9

1

+6"

4

211 8/05'%I=97+-07 8/05'%%9-021/ 8/05'%

L+:12$过夜溶解%次日将溶解的包涵体 32 222 B

."4 A"离心 32 8:>"将上清首先用 210

#

8的滤

膜过滤"然后再用 2148

#

8 的滤膜过滤"按

-0/>K2@H 公司 -/

1 C

亲和层析说明书对重组 )&67

07 蛋白进行纯化(

蛋白纯化时先用 ??+

1

"洗柱"然后用 6J*洗

柱"再用 &液洗至洗出液 102 >8下光吸收为 2"

将过滤后的上清液上柱"用 &液洗柱至 @

102

为 2"

再用 -液 #%9+

1

6"

4

211 8/05'%%9

1

+6"

4

211

8/05'%I=97+-0814 8/05'%%9-0211: 8/05'%

)8:?9N/022138 8/05'%L+:12$洗柱"当吸收峰升

高时开始收集"收集至峰值不再发生变化时停止

收集"收集液即为纯化的重组蛋白(

!"'#重组蛋白包涵体的复性

将纯化的蛋白先在透析复性 J=MM2D

$

#%9-0

82 88/05'%,4R& 3 88/05'%甘油 32B%尿素 4

8/05'%甘氨酸 3B%RD:F7+-082 88/05'%L+014$

中透析 31 H"再转移至透析复性 J=MM2D

%

#%9-0

82 88/05'%,4R& 3 88/05'%甘油 32B%尿素 1

8/05'%甘氨酸 3B%RD:F7+-082 88/05'%L+014$

中透析 31 H"再在透析复性 J=MM2D

.

#%9-082

88/05'%,4R& 3 88/05'% 甘油 32B% 尿素 3

8/05'%甘氨酸 3B%RD:F7+-082 88/05'%L+014$

中透析 31 H"最后将复性后的重组蛋白在 6J*

# L+3311$中透析 31 H"将复性蛋白 4 A"8 222 B

E 下离心 /2 8:> 超滤浓缩"测定蛋白浓度后将浓

缩后的重组蛋白于 612 A保存备用(

!"(#重组蛋白的鉴定和含量测定

将纯化后超滤浓缩的重组蛋白进行 38B

*4*76&I,凝胶电泳"用抗 +:F标签的抗体进行

U2FK2D>730/KK:>E 验证"并将重组蛋白送交上海生

工生物有限公司进行质谱分析(

浓缩后的重组蛋白含量的测定参照博迈德公

司 J-&蛋白测定试剂盒说明操作"测定分离纯化

后的重组蛋白含量(

!")#cJGDU( 重组蛋白的细胞定位及功能学分析

栉孔扇贝血淋巴细胞的获取55用 3 8'的

无菌注射器从活力好的栉孔扇贝闭壳肌血窦中抽

取血淋巴细胞"按 3@3 的比例加入抗凝剂#111:9 E

I0=@/F2"31974 E %9-0"21/9: E 柠檬酸钠"21//8 E

,4R&溶于 322 8'??+

1

"中$保存"822 B. 离心

32 8:>"弃上清"用 1 B6J*#412 E %9-0"3148 E %9

1

+6"

4

;31+

1

""2131 E V-0"213 E V+

1

6"

4

溶于 3 '

??+

1

"中$洗涤细胞 1 次"用 1 B6J*重悬细胞"稀

释至细胞数目为 32

7

58'左右(

异硫氰酸荧光素!()R-"标记重组 )&6707 蛋

白55取两支灭菌的 318 8'的离心管"分别加

入 422

#

'纯化浓缩的浓度为 2117/ 3 8E58'

)&6707 蛋白和 422

#

'2117 8E58'的 J*&溶

液"同时向两支离心管中加入 /

#

'的 32

#

E5

#

'

的 ()R-"室温下避光震荡 1 H%将标记好的 )&6707

蛋白和 J*&放入 6J*中进行 14 H 透析"6J*每 4

小时换一次"将透析好的 ()R-7)&607 和 ()R-7

J*&加入甘油后于 612 A冰箱中避光保存(

)&6707 蛋白在栉孔扇贝血淋巴细胞中的定

位55取两支灭菌的 318 8'离心管"分别加入

422

#

'栉孔扇贝血淋巴细胞"实验组加入 32

#

'

的 ()R-6)&607"对照组加入 32

#

'的 ()R-7

J*&"避光孵育 3 H"然后分别在实验组和对照组

中加入 4&6)进行细胞核染色 32 8:>"用 1 B6J*

洗涤对照组和实验组细胞后"加入 422

#

'1 B

6J*重悬细胞"荧光显微镜下观察血淋巴细胞的

染色结果(

流式细胞仪检测 )&6707 对栉孔扇贝血淋巴

细胞的凋亡抑制率55每管取血淋巴细胞悬浮液

722

#

'"实验组中每管加入 82

#

'浓度为 2117/ 3

8E58'的 )&6707 融合蛋白"对照组加入 82

#

'

的 1 B6J*作为对照"/: A培养 97 H 后"参照细

胞凋亡检测试剂盒#上海贝博生物$操作步骤"流

式细胞仪检测实验组和对照组的细胞凋亡情况(

15结果与分析

$"!#JaMacJGDU( 基因 GCH扩增及鉴定

以提取的 &.%.病毒粗提液总 4%&为模

板"6-$扩增得到一条约 822 3L 大小的片段"与

预期大小一致#图 3$"R&克隆后测序"证实扩增

的特异性条带即为目的条带(

$"$#重组 cJGU( 蛋白的诱导表达及鉴定

将重组质粒 L,R/197)&607 转化至表达菌 FB

+(#$J'13#4,/$中")6RI诱导重组蛋白表达"经

401
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38B*4*76&I,凝胶电泳"在 42 W= 左右处出现

一条比预期偏大的特异性蛋白条带#图 1$"显示

重组蛋白主要以包涵体形式存在于沉淀中(

图 !#cJGDU( 基因的扩增

G1G9DW2D% 316-$产物

*+,"!#JA7;+3+>.6+25236=1cJGDU( ,151

G1G9DW2D% 316-$LD/?=@KF

图 $#cJGDU( 重组蛋白表达产物 B\BDGJZE

分析结果$!'N%

31诱导后重组菌超声沉淀泳道% 11诱导后重组菌超声上清泳

道% /1未诱导重组菌超声沉淀泳道% 41未诱导重组菌超声上

清% G1G9DW2D

*+,"$#B\BDGJZE$!'N%.5.;@8+823

/1>2A:+5.567/261+5cJGDU(

31LD2@:L:K9K29MK2DF/>:@9K:/> /M:>?=@2? D2@/83:>9>K39@K2D:9%

11F=L2D>9K9>K/M:>?=@2? D2@/83:>9>K39K2D:99MK2DF/>:@9K:/>%

/1LD2@:L:K9K29MK2DF/>:@9K:/> /M=>:>?=@2? D2@/83:>9>K39@K2D:9%

41F=L2D>9K9>K/M=>:>?=@2? D2@/83:>9>K39K2D:99MK2DF/>:@9K:/>%

G1G9DW2D

$"%#cJGDU( 重组蛋白的纯化鉴定和蛋白含量的

测定

表达产物经 -/

1 C

亲和层析分离纯化"尿素梯

度复性后得到有活性的 )&6707 可溶性蛋白"*4*7

6&I,凝胶电泳#38B$得到一条约 42 W= 的特异

蛋白条带#图 /$"U2FK2D>730/KK:>E#图 4$及质谱分

析证实"所表达蛋白即为重组 &.%.)&6707 蛋

白"用 J-&蛋白测定试剂盒测定纯化的 )&6707

蛋白含量为 2117/ 3 8E58'(

图 %#纯化后的 cJGDU( 重组蛋白 B\BDGJZE$!'N%

31G1G9DW2D% 31纯化后的 )&6707 蛋白

*+,"%#B\BDGJZE$!'N%.5.;@8+823

7?/+3+>.6+2523cJGDU(

31G1G9DW2D% 316=D:M:@9K:/> /M)&6707

图 &#Y1861/5D:;266+5, 分析结果

31未诱导重组菌沉淀% 11纯化的 )&6707 蛋白% G1G9DW2D

*+,"&#Y1861/5D:;266+5, .5.;@8+8

31LD2@:L:K9K29MK2DF/>:@9K:/> /M=>:>?=@2? D2@/83:>9>K39@K2D:9%

116=D:M:@9K:/> /M)&6707% G16D/K2:> G9DW2D
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$"&#cJGDU( 蛋白的细胞定位及功能性研究

荧光显微镜下观察 )&6707 蛋白与栉孔扇贝

血淋巴细胞的结合实验"结果显示#图 8$()R-标

记的 )&6707 蛋白可以先在细胞膜上结合"之后穿

过细胞膜"最终结合在细胞核和细胞质中(

流式细胞仪检测 )&6707 蛋白抑制细胞凋亡

率"结果表明"97 小时后对照组活细胞 #图 779"

C/$占总细胞数的 3:198B"实验组活细胞#图 77

3"C/$占总细胞数的 141:0B"因此 )&6707 对栉

孔扇贝血淋巴细胞的凋亡起到一定的抑制作用"

凋亡抑制率在 :B左右(

图 '#标记 ! =后荧光显微镜下观察 cJGDU( 蛋白在细胞内的定位

31对照组细胞用 4&6)进行细胞核染色后观察% 11对照组细胞用 ()R-标记的 J*&进行孵育后进行观察% /1对照组显微镜下的细

胞形态% 41对照组 3"1"/ 叠加后的效果图% 4791实验组细胞用 4&6)进行细胞核染色后观察% 4731实验组细胞用 ()R-标记的 )&67

07 进行孵育后进行观察% 47@1显微镜下的细胞形态% 47?19)3)@三张图叠加后的效果图

*+,"'#b:81/0.6+25236=1cJGDU( 7/261+5+56=1+56/.>1;;?;./;2>.;+<.6+25:@

3;?2/18>15>1A+>/28>271.361/! =2?/

31RH2/3F2DO9K:/> /M@/>KD/0ED/=L @200F9MK2DFK9:>:>E 3; 4&6)% 11"3F2DO9K:/> /M@/>KD/0ED/=L @200F9MK2D:>@=39K:>E P:KH ()R-7J*&% /1

G:@D/F@/L2/3F2DO9K:/> /M@2008/DLH/0/E; /M@/>KD/0ED/=L% 41*=L2D:8L/F2? ?:9ED98 /M&"J9>? -% 4791"3F2DO9K:/> /M2XL2D:82>K90

ED/=L @200F9MK2DFK9:>:>E P:KH 4&6)% 4731"3F2DO9K:/> /M2XL2D:82>K90ED/=L @200F9MK2D:>@=39K:>E P:KH ()R-7J*&% 47@1G:@D/F@/L2

/3F2DO9K:/> /M@2008/DLH/0/E; /MKH22XL2D:82>K90ED/=L% 47?1*=L2D:8L/F2? ?:9ED98/M9"3 9>? @

图 (#流式细胞仪分析细胞凋亡率

#9$对照组细胞凋亡率% # 3$实验组细胞凋亡率

*+,"(#J5.;@8+823.727628+8/.61:@ 3;2I>@62A16/@

#9$&L/LK/F:FD9K2/MKH2@/>KD/0ED/=L%# 3$&L/LK/F:FD9K2/MKH22XL2D:82>K90ED/=L
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/5讨论

细胞凋亡一般有两个经典途径"一个是通过

细胞表面的受体和他们特异性配体结合来引发凋

亡%另一个是细胞内部完整性的改变导致细胞凋

亡"如线粒体通路( 两条通路均通过激活半胱氨

酸蛋白酶 #@9FL9F2$的活性使细胞凋亡( 凋亡抑

制蛋白 )&6是凋亡过程中的一种重要蛋白"它主

要通过抑制 @9FL9F2的活性"参与有丝分裂原激活

蛋白7!=> 激酶 3 #G&67!#%V3$介导的信号通路

发挥抵抗细胞凋亡的作用"即 )&6既参与线粒体

介导的凋亡途径"又参与死亡受体介导的凋亡通

路
&3/ 634'

( )&6F不但在细胞凋亡中具有重要作

用"而且与许多疾病的发生密切相关
&38 637'

(

)&6家族蛋白虽然最先在杆状病毒中发现"但

目前已经从病毒)酵母到人类的多种生物类群中都

有发现其同源蛋白"所有该家族中的蛋白都有一个

或几个 J)$区"在进化上高度保守( 杆状病毒中

)&6行使抑制细胞凋亡的功能时 $)%I结构域是

必不可少的"但在某些哺乳动物中缺失这一结构

域"但仍有抑制细胞凋亡功能"甚至在某些哺乳动

物中敲除其 $)%I结构域后"反而增强其抑制细胞

凋亡的功能
&3:'

( 目前有关对 )&6基因的功能研究

在昆虫中研究较多"昆虫杆状病毒的 )&6可与昆虫

凋亡诱导物结合"抑制昆虫细胞的凋亡( 果蝇中鉴

别了 E:D8"D29L2D"?//8和 +)4几种凋亡蛋白")&6

可结合这些果蝇细胞凋亡蛋白"抑制果蝇细胞凋

亡( 杆状病毒 )&6不仅具有抑制昆虫细胞凋亡的

功能"也具有抑制哺乳动物细胞凋亡的能力
&30'

(

不是所有 )&6基因都具有抑制细胞凋亡的功能"如

*L0K7)&64 不能挽救 O&@&>H 感染诱导的 *M9 细胞

凋亡
&39'

( 目前对于这些不具有抗凋亡作用的 )&6

基因的研究并不多"人们普遍认为病毒不会保留它

们不需要的基因"所以这些基因的存在必有一定的

原因( 目前对此存在两种假说!一是这些非功能性

的 )&6基因在特定的宿主和组织中具有抑制凋亡

作用"但目前还没有被我们所发现%二是这些基因

可能有与抑制凋亡无关的功能"如一些细胞内源性

)&6基因在其他过程中起作用"如细胞分裂"信号

转导等
&12'

(

生物信息学分析显示"栉孔扇贝 &.%.

"$(07 含有一个杆状病毒凋亡抑制蛋白的标志

性氨基酸区域7J)$区"但不含有 $)%I结构"预

测该基因编码的蛋白质可能参与抗细胞凋亡的作

用( 实验中通过基因克隆技术得到了 )&6707 基

因"原核表达获得 )&6707 蛋白"并对重组蛋白进

行了纯化浓缩"获得了纯度好"浓度高的可溶性重

组蛋白"为今后深入开展该蛋白的功能研究奠定

了良好的基础(

有关原核表达后)&6功能验证的方法报道较

少"梁重阳等
&13'

曾用 ()R-标记的重组灵芝免疫

调节蛋白在 %J4 细胞中进行动态定位( 本实验

用 ()R-标记后的 )&6707 蛋白与栉孔扇贝的血淋

巴进行孵育"然后荧光显微镜下观察到重组的

)&6707 蛋白能够通过结合在栉孔扇贝血淋巴细

胞的细胞膜进入到细胞内结合到细胞核和细胞质

上"而对照组中 ()R-标记的 J*&并没有进入细

胞内"推测 )&6707 蛋白通过与细胞膜表面的某种

受体结合后"介导 )&6707 蛋白进入到细胞内发挥

作用"抑制细胞凋亡"具体的作用机制还需要进一

步研究( 此外"使用细胞凋亡检测试剂盒对 )&67

07 蛋白抗凋亡作用进行检测"结果显示加入 )&67

07 蛋白的实验组比对照组的细胞凋亡率低 :B左

右"这与 J:D>39=8等
&11'

和 -D//W

&1/'

对 )&6的抗

凋亡研究结果相符( 同时本实验结果还证实了在

无脊椎动物的大型 4%&病毒中")&6中的 $)%I

结构域并不是蛋白行使抑制细胞凋亡功能的必须

结构域"单独的一个 J)$结构域也可以行使抑制

细胞凋亡的功能(

国内外在贝类病毒的研究方面尚处于起步阶

段"开展贝类病毒致病机理的研究将有助于为贝类

流行病的防治提供理论依据( 本课题组在 &.%.

的全基因组序列测定完成之后"已经相继开展并完

成了 &.%.?#R69F2基因和引物酶基因的克隆表

达和酶学活性分析
&14 618'

( 鉴于 )&6基因在病毒侵

染宿主中的重要作用"本文开展并完成了 )&6707

基因的克隆表达纯化及抗凋亡研究"从而在分子水

平上进一步探究了 &.%.的致病机制( 随着今后

有关 &.%.其它功能基因的进一步研究"将会更

深入地了解 &.%.侵染机制"也为今后更好地防

控 &.%.提供理论依据和实验基础(
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