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摘要：  为研究鳜亲环蛋白(CypA)在传染性脾肾坏死病毒(ISKNV)感染中的作用，通过
RT-PCR克隆了CypA 全长开放读码框(SC-CypA)。结果表明SC-CypA基因全长495 bp，编
码164个氨基酸，分子量为17.59 ku。通过Blast比对和同源性进化分析，发现其与人、
鼠、原鸡和斑点鲖等物种的CypA具有高度相似性，表明SC-CypA属于CypA家族的成
员。环孢素A(CsA)具有免疫抑制作用，是CypA的抑制剂。结果发现，CsA浓度与
ISKNV增殖具有一定的剂量依赖关系；CsA作用不同时间对 ISKNV均有抑制效果；
CsA对ISKNV感染诱导的细胞因子的表达具有调节作用，能抑制IL-1β、IL-8、IL-18和
ISG15的表达。研究表明，宿主的CypA 对ISKNV的增殖起着重要的作用，通过添加其抑
制剂CsA能有效抑制病毒的增殖。
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鳜(Siniperca chuatsi)是我国重要的名特优养

殖鱼类，深受消费者青睐。随着鳜养殖密度和

规模的增大，鳜的病害愈发严重 [1]，其中由传染

性脾肾坏死病毒 (infectious spleen and kidney
necrosis virus ，ISKNV)引起的鳜虹彩病毒病是鳜

养殖中主要的病害 [ 2 – 3 ]。 ISKNV是虹彩病毒科

(Iridoviridae)肿大细胞病毒属(Megalocytivirus)的代

表种，其传染性强，发病率高，致死率达90%以

上，给鳜的养殖业造成了巨大的损失 [ 4 – 5 ]。至今

为止，  还缺乏防控此病毒病的高效方法。了解

病毒感染和宿主免疫应答作用，对于建立高效

防控方法有重要意义。

亲环蛋白(cyclophilins，CyPs)在生物界普遍

存在，从原核到真核生物几乎所有组织中都有

分布 [6–13]。CyPs家族具有肽基脯氨酰基顺反异构

酶(peptidyl-prolyl cis-trans isomerase，PPIase)活
性，在细胞中的分布和含量不同，具有多种生

物学功能[14]。

1984年，研究人员在牛胸腺细胞中报道了一

种能与免疫抑制剂环孢素A(cyclosporin A ，
C s A )特异性结合的蛋白，命名为亲环蛋白

A(cyclophilin A，CypA)[15]。CypA具有以下几个主

要功能：辅助蛋白质折叠；介导CsA参与的免疫

抑制反应；参与细胞凋亡；调控细胞间的信号转

导；参与炎症应答；参与氧化应激反应[14,16–18]。

CsA是由11个氨基酸组成的多肽。CsA进入

细胞后先与CypA形成复合物(CypA-CsA)，再与

钙调磷酸酶(calcineurin，CN)结合，抑制CN酶活

性，并使其底物(即激活的T细胞核因子，nuclear
factor of activated T cells，NF-AT)不能去磷酸化，
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抑制了NF-AT从胞浆进入细胞核内形成转录复合

体，进一步抑制IL-2、IL-4、γ-干扰素等细胞因

子的转录 [19–20]。这样CsA在转录水平上通过阻断

T 细 胞 的 活 化 ， 从 而 实 现 免 疫 抑 制 效 果 。

Colgan等 [21]对CypA基因缺陷的小鼠进行研究发

现，CsA并不能使其产生免疫抑制作用，说明

CsA是通过CypA而发挥其免疫抑制作用。

对CypA生物学功能研究已经成为近年来的

研究热点，特别是有关CypA在病毒感染和增殖

过程中的作用研究。已有研究发现CypA对多种

病毒的感染和增殖过程具有调节作用，如乙肝

病毒(hepatitis B virus ，HBV)[ 2 2 – 2 4 ]、人类免疫缺

陷病毒 ( h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  ，
HIV) [ 2 5 – 2 7 ]、甲型流感病毒 (influenza A virus，
IAV) [ 2 8 ]、丙型肝炎病毒 (hepat i t i s  C virus  ，
HCV)[29–30]、冠状病毒(coronavirus ，CoV)[31]及水

疱性口炎病毒 (ves i cu la r  s tomat i t i s  v i rus  ，
VSV)[32]等。

H u等 [ 3 3 ] 分析了 I S K N V感染鳜脑细胞系

(CPB)的转录组。在转录组数据库中获得部分

CypA基因序列。本研究以此为基础设计引物，

用RT-PCR方法扩增得到鳜CypA的ORF序列(SC-
CypA)，对得到的序列进行了Blast比对和同源性

分析。用CsA抑制 SC-CypA活性后，研究了

ISKNV的感染和复制情况，以及部分细胞炎症因

子的表达情况。本研究结果有助于进一步理解

ISKNV的感染与宿主蛋白之间的关系，为防治鳜

虹彩病毒病提供重要的参考资料。

1    材料与方法

1.1    细胞与培养

鳜脑组织细胞系(CPB)由珠江水产研究所建

立并保藏。CPB细胞用含10% FBS的L-15培养

基，在28 ℃含5% CO2的培养箱中进行培养。通

常每3天左右传代1次，先用PBS洗细胞2次，每

个T25培养瓶的细胞中加1 mL的胰酶，消化3 min，
随后吸走胰酶，再加入15 mL 含10% FBS的L-
15培养基，将细胞吹散，摇匀分到3个T25培养瓶

中培养。

1.2    病毒与感染

鳜传染性脾肾坏死病毒QY株(ISKNV-QY)由
珠江水产研究所分离和保存。T25培养瓶中单层

C P B细胞长到 8 0 %左右时，弃去培养基，用

PBS洗细胞 1次，接种 1 MOI (mul t ip l ic i ty  of
infection)的ISKNV病毒液，放入28 ℃含5% CO2的

培养箱中吸附2 h后，移走没有吸附的病毒，加

入含5% FBS的M199培养基。28 ℃培养72 h可见

明显病变，96 h可以收毒。感染的细胞反复冻融

3次，离心收集其上清液，存放在– 8 0  ℃冰箱

中。

1.3    CypA ORF序列扩增

根据转录组获得的鳜CypA部分核苷酸序列

和Genbank中鱼类CypA核苷酸序列设计引物。所

选 用 序 列 分 别 来 源 于 ： 斑 点鲖 ( I c t a l u r u s
punctatus，EF424274.1)、黄颡鱼 (Pelteobagrus
fulvidraco，  KP119459.1)、大西洋鳕 (Gadus
morhua，HQ259745.1)、大菱鲆 (Scophthalmus
maximus ，DQ848936.1)、大西洋鲑(Salmo salar，
N M - 0 0 1 1 4 6 6 0 6 . 1 )、斑马鱼 ( D a n i o  r e r i o，

BC100002.1)。上游引物(SC- CypA –F)：ATG
GCC AAG CCC CGA GTC；下游引物(SC- CypA
–R)：TCA GAG CTG CCC ACA GTC GG。

以鳜肾脏的 cDNA作为模板，进行  PCR扩

增：94 ℃ 预变性4 min；94 ℃ 变性  30 s，55 ℃
退火  30 s，72 ℃ 延伸  30 s，35 个循环；最后

72 ℃ 保温  7 min，4 ℃保存。同时设置阴性对

照，相同条件下进行PCR。扩增产物经过1.5%琼

脂糖凝胶电泳，经过Gel-red染色，在Gel Doc TM
XR凝胶成像系统照相分析。

1.4    鳜CypA的序列特征和进化分析

从NCBI数据库中查找CypA氨基酸序列，序

列名称和序列号：人(Homo sapiens，P62937.2)；
鼠(Mus musculus ，P17742.2)；原鸡(Gallus gallus，
ACX31829.1)；非洲爪蟾(Xenopus laevis，NP_001-
082659.1)；斑点鲖 ( I .  punctatus，NP_0011-
87167.1)；黄颡鱼(P. fulvidraco， AKD95367.1)；
大西洋鲑 (S. salar，ACN12633.1)；半滑舌鳎

(Cynoglossus semilaevis，XP_008323387.1)；拟穴

青蟹(Scylla paramamosain，XP_008323387.1); 斑
节对虾(Penaeus monodon，ABV90639.1)；栉孔扇

贝(Chlamys farreri，AAR11779)。鳜CypA的氨基

酸分析和蛋白分析使用BLAST (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/blast)和在线蛋白分析系统  (http://
prosite.expasy.org/)。其3-D结构预测使用在线蛋

白分析系统 (http://swissmodel.expasy.org/)。
CypA的多序列比对使用软件ClustalX 2.0，进化

树分析使用MEGA 5.2的NJ法。
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1.5    抑制剂(CsA)的配制及其细胞毒性检测

将 C s A 粉 末 溶 于 D M S O 中 ， 配 置 成

8 mmol/L的储存浓度，分装后于–20 ℃避光保存

备用。将CPB细胞接种于96孔板，当细胞长到单

层时，更换含有不同浓度CsA的培养液(0、2、
4、8、16和32 μmol/L)(含5%的胎牛血清)，在培

养12、24、36、48、72和96 h后用MTS法分别检

测其细胞活性。

1.6    CsA对ISKNV增殖的影响

将CPB细胞接种于24孔细胞培养板，当细胞

长至50%~60%融合时换入含不同浓度CsA的培养

基，同时设立DMSO为对照组，CsA作用12 h后
接种1 MOI 的ISKNV，吸附完成后换入含不同浓

度CsA的培养基，ISKNV感染后24、48和72 h收
取样品。用q-PCR法检测病毒滴度。

1.7    CsA对ISKNV诱导的细胞因子表达的影响

将CPB细胞接种于6孔细胞培养板中，等细

胞长到50%~60%融合时，换入含有CsA的细胞培

养液，同时设立 D M S O为对照组。 C s A作用

12 h后接种1 MOI 的ISKNV。另设一组接种无血

清的M199培养基，作为正常细胞对照组。感染

后6、12、24、36、48和72 h收取样品，加入

TRIzol试剂裂解，置于–80 ℃ 冰箱中保存备用。

1.8    病毒滴度的测定

根据本实验室已经建立的方法 [ 3 4 ]，采用

T a q M a n 探 针 法 的 实 时 荧 光 定 量 P C R ， 用

O R F 0 0 7 基 因 作 为 特 异 性 引 物 ， 根 据 公 式

y=1.076x+0.545换算病毒的TCID50，其中y为病毒

拷贝数对数，x为病毒滴度的对数。

1.9    实时荧光定量反转录PCR(qRT-PCR)

使用TRIzol试剂盒提取总RNA，参照说明书

进行。反转录使用PrimeScript® RT reagent Kit
With gDNA Eraser 试剂盒，每个样品使用1 μg总
RNA进行反转录。使用SYBR染料法(TaKaRa的
SYBR Premix Ex Taq试剂盒)进行相对定量PCR，

以鳜的18s rRNA作为内参，用△△CT法计算，设定

全培养基组为100%。使用ABI 7500荧光定量

PCR仪，反应条件：95 ℃预变性30 s；40个循

环，95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s。扩增反应完成后，进

行溶解曲线分析，以确定引物的特异性。实验

中所用引物见表1。

2    结果与分析

2.1    鳜CypA序列分析

通过RT-PCR扩增得到鳜CypA(SC-CypA)的
ORF序列(GenBank 登录号KT208377)，其长度为

495 bp，编码164个氨基酸，推测分子量为17.59
ku，预测其等电点为8.69(图1)。对其和另外12个
物种的蛋白保守区域进行比对，这12个物种包括

2种哺乳类(人和鼠)、1种鸟类(原鸡)、1种爬行类

(非洲爪蟾)、5种鱼类(鳜、黄颡鱼、斑点鲖、大

西洋鲑和半滑舌鳎)、2种节肢动物(拟穴青蟹和

表1    qRT-PCR引物

Tab. 1    Primers used for qRT-PCR

引物 primers 序列(5'-3')  sequence(5'-3')

白介素1β  IL-1β
q-SC-IL1β-F GGACAGCGACATGGTGCGATT

q-SC-IL1β-R TTGAAGGTTCGGTGGCGTTGG

白介素8  IL-8
q-SC-IL8-F CCTCTATTGTGGTGCTCCTGGC

q-SC-IL8-R GATCTCAGTCTCCTCGCAGTGG

白介素18  IL-18
q-SC-IL18-F ACTACACAGCAGCAATGTCAGG

q-SC-IL18-R GCAGCACGCCACTATCTTCTTG

干扰素刺激基因15  ISG15
q-SC-ISG15-F CGACGAGACTGTGAGCGACTTC

q-SC-ISG15-R CATTCATCATCTCCCTGCCTTGGT

18s rRNA
q-SC-18s-F CATTCGTATTGTGCCGCTAGA

q-SC-18s-R CAAATGCTTTCGCTTTGGTC
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斑节对虾 )和1种软体动物 (栉孔扇贝 )。结果表

明，SC-CypA也包含1个PPIase核心结构域，位于

48~65位氨基酸(YKGSTFHRIIPDF MCQGG)，该

结构从无脊椎动物到脊椎动物都高度保守 (图
2)。对于PPIase活性起重要功能的保守氨基酸残

基是Y48、R55和F60。此外在所有CypA中高度保

守的13个氨基酸残基(R55、F60、M61、Q63、
G72、A101、N102、A103、Q111、F113、
W121、L122 和H126))也出现在SC-CypA中。用

蛋白分析软件对SC-CypA进行三维结构预测，结

果表明其与人类CypA结构类似，也包括8个β折
叠和3个α螺旋结构，通过其中的4个β折叠(K49-
I56、F60-G64、G96-A101、Q111-T116)和1个环

(Q118-H126)所形成的袋状结构与CsA结合(图3)。
通过与前述12个物种构建进化树，CypA基因形

成了软体动物、节肢动物、硬骨鱼类、两栖动

物、鸟类和哺乳类6个分支。其中硬骨鱼类共形

成了2个分支，黄颡鱼和斑点鲖聚在一起，鳜虽

和大西洋鲑、半滑舌鳎聚在一起成另一支，但

又独立成一个小分支，基本上和这些鱼类的亲

缘关系远近相一致(图4)。

2.2    CsA对CPB细胞毒性检测

当CsA浓度小于等于8 μmol/L时，在各个时

间点都对细胞活力无显著影响，所以确定后续

研究使用CsA的最大浓度为8 μmol/L(图5)。

2.3    CsA对ISKNV增殖的影响

将CPB细胞接种于24孔细胞培养板，测定不

同浓度的 C s A ( 0 . 5、 1、 2、 4和 8  μ m o l / L )对
ISKNV增殖的影响，同时用DMSO作为对照，感

染后72 h收毒。当浓度大于2 μmol/L时，CsA对

ISKNV增殖的抑制作用随浓度增大也相应增加

(图6)。确定了CsA对ISKNV增殖的抑制作用后，

选用最大的抑制浓度8 μmol/L，在感染ISKNV后

12、 24、 36、 48和 72  h分别收取样品，用 q-
PCR法测定病毒的滴度 (图7)。从中可以看出在

ISKNV感染的不同时间，CsA均能显著抑制其增

殖，其中在作用后72 h抑制效果最显著。

2.4    CsA对ISKNV感染诱导细胞因子表达的影响

ISKNV的感染会诱导宿主的先天性免疫反

应，导致宿主的一些细胞因子的表达发生变

化。为研究CsA 对ISKNV感染后的细胞因子表达

 
图 1    鳜CypA基因的ORF碱基序列和氨基酸序列

ORF的起始密码子为ATG，终止密码子TGA；斜体为氨基酸的序列；核苷酸和氨基酸的序号列于左边；* 表示终止位

Fig. 1    Nucleotide and deduced amino acid sequences of CypA open reading frame(ORF) from S. chuatsi
The start codon (ATG) and stop codon (TGA) of ORF; the deduced amino acids are italic; nucleotide and deduced amino acid residues are numbered on
the left; the stop bit is an asterisk
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的影响，于感染后的6、12、24、36、48和72 h分
别收集样品，用qRT-PCR方法检测CPB细胞中细

胞因子的变化。结果表明，CsA对ISKNV感染后

诱导的IL-1β、IL-8、IL-18和ISG15的表达均有抑

制作用(图8)。

3    讨论

采用 R T - P C R扩增技术获得了鳜 C y p A的

ORF序列。通过生物学信息分析表明，鳜的

CypA也包含有1个亲环蛋白的PPIase结构域，该

结构域从无脊椎动物到脊椎动物都是高度保守

的，提示鳜CypA也具有亲环蛋白的PPIase活性功

 
图 2    鳜CypA与一些物种的CypA氨基酸序列比较

“B”表示β-折叠；“H”表示α-螺旋；“L”表示环; 方框内表示CsA结合的区域(4个β-折叠和1个环)；浅色阴影部分显示的是13个与CsA相结

合的保守氨基酸残基；深色阴影表示PPIase的信号区

Fig. 2    Multiple alignments of amino acid sequences of Cyclophilin A from S. chuatsi and other animals
“B”indicates β-strand; “H” indicates α-helix; “L” indicates loop; the cyclosporine A binding domains (four β-strands and one loop)
are  indicated on the top of  sequences and are  boxed;  the 13 wel l  conserved residues that  const i tute  the CsA-binding s i te  are
shadowed; the signature of peptidyl-prolyl cis-trans isomerase is deep shadowed

 
图 3    鳜CypA的3D结构图

Fig. 3    The 3-D structure of SC-CypA
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图 4    鳜CypA与其他动物CypA的进化树分析

Fig. 4    Phylogenetic tree of SC-CypA and other animals CypA

 
图 5    MTS法检测CsA对CPB细胞的毒性

“*” 代表与对照组有显著性差异(P<0.05)；“**”代表与对照组有极显著性差异(P<0.01)；下同

Fig. 5    Cellular toxicity of CsA to CPB cell analyzed by MTS
“*”  ind ica tes  tha t  i t  i s  s ign i f i can t ly  d i f fe ren t  compared  wi th  the  con t ro l  g roup  (P<0.05)  ;  “**”  ind ica tes  tha t  i t  i s  h igh ly
significantly different compared with the control group (P<0.01); the same below

 
图6    不同浓度CsA对ISKNV增殖的影响

Fig. 6    Effects of different concentration of
CsA on the ISKNV replication

 
图 7    CsA作用不同时间对ISKNV增殖的抑制

Fig. 7    CsA inhibits the ISKNV replication at
different time
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能。对SC-CypA三维结构的预测发现，其具有

8个β折叠和3个α螺旋，同时也具有和CsA结合的

口袋结构，这与人类CypA的三维结构类似 [35]。

在SC- CypA中也含有13个与CsA结合的高度保守

的氨基酸残基，说明SC- CypA也具有和免疫抑制

剂 CsA相结合的功能。实验中与 12种动物的

CypA构建了进化树，进一步分析其蛋白的分子

进化，结果发现，进化树的典型分类和系统发

育转换是从无脊椎动物到脊椎动物，从水生动

物到陆生动物，所有CypA的蛋白共享单一的进

化支，提示它们可能从同一个具有相似生物学

功能的古老基因进化而来。

已有研究表明，CypA在一些病毒的感染过

程中发挥重要作用 [23, 27, 29]。为进一步研究CypA对

ISKNV增殖的影响，实验用能与CypA结合的免

疫抑制剂CsA作用于CPB细胞。研究结果发现，

当CsA浓度不大于8 μmol/L时对细胞无毒性；在

安全浓度范围，随CsA浓度提高，其对ISKNV增

殖的抑制作用增强；用 8 μmol /L  CsA作用于

CPB细胞，在不同的时间点，对ISKNV的增殖都

有抑制作用，其中72 h的抑制作用最强。

关于CsA对病毒增殖的抑制作用已有很多的

研 究 报 道 。 K i m等 [ 3 6 ] 对 猪 流 行 性 腹 泻 病 毒

(PEDV)研究发现，CsA能抑制PEDV诱导的细胞

凋亡，进而抑制PEDV的增殖。CsA 对多种冠状

病毒的增殖都有抑制作用 [37]。CsA通过调节干扰

素途径的关键因子的表达，促进I型干扰素的先

天性免疫功能，从而抑制轮状病毒的复制[38]。本

研究结果表明，CsA对ISKNV的增殖也有显著的

抑制作用，有关于其作用机理需要进行进一步

研究。

CypA作为细胞因子在体内发挥调节作用，

能诱导机体的炎症反应 [ 1 6 – 1 8 ]。鱼类虹彩病毒的

感染能在体外激活巨噬细胞的活性，产生类似

IL-1和IL-6的细胞因子 [39]。通过实时定量PCR检

测发现，CsA对ISKNV感染后诱导的IL-1β、IL-8、

 
图 8    CsA对ISKNV感染后细胞因子表达的影响

Fig. 8    Effects of CsA on the expression of cytokines induced by ISKNV
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IL-18和 ISG15的表达有抑制作用。提示CsA对

ISKNV感染诱导的细胞因子的表达具有调节作

用，可能在相关信号通路中发挥重要作用，有

关其具体机制需要进一步研究。

由于CsA对ISKNV的增殖具有显著的抑制作

用，由此推测CsA及其衍生物将来可以作为防治

ISKNV的候选药物。
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Effect of mandarin fish cyclophilin A on the multiplication of
infectious spleen and kidney necrosis virus

HU Xianqin1, 2,    FU Xiaozhe3,    DONG Xingxing1,    TU Jiagang1,    
ZHAO Lijuan1,    LIN Qiang1, 3,    LI Ningqiu3*,    LIN Li1*

(1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University,
Freshwater Aquaculture Collaborative Innovation Center of Hubei Province, Wuhan  430070, China;

2. School of Animal Sciences and Nutritional Engineering, Wuhan Polytechnic University, Wuhan  430023, China;
3. Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Fishery Drug Development,

Ministry of Agriculture, Key Laboratory of Aquatic Animal Immune Technology, Guangdong Province, Guangzhou  510380, China)

Abstract: It has been shown that host protein cyclophilin A (CypA) played a key role in the replication of several
viruses. In order to address the function of Mandarin fish CypA (SC-CypA) in infectious spleen and kidney
necrosis virus (ISKNV) replication, the full ORF of SC-CypA was first cloned and characterized. The ORF of SC-
CypA encoded a polypeptide of 164 amino acids with calculated molecular weight of 17.59 ku. The deduced
amino acid sequences of  the SC-CypA shared highly conserved structures  with CypAs from other  species,
indicating that SC-CypA should be a new member of the CypA family. Cyclosporin A (CsA) is a specific inhibitor
of CypA. ISKNV replication was inhibited by the addition of CsA in a manner of dose dependence. CsA could
effectively inhibit the replication of ISKNV at different time points after ISKNV infection, and the strongest
inhibitory effect was observed at 72 h poi. The addition of CsA could inhibit the mRNA expressions of IL-1β,
IL-8, IL-18 and ISG15 in CPB cells after the infection of ISKNV. These suggest that SC-CypA plays a key role in
the ISKNV replication, and CsA could effectively inhibit the replication of ISKNV.
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molecular clone; virus replication
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