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II型鲤疱疹病毒ORF121蛋白的多克隆抗体制备及鉴定

余    琳1，  吕利群1,2,3，  王    浩1,2,3*

(1. 上海海洋大学，国家水生动物病原库，上海    201306；
2. 上海海洋大学，农业农村部淡水种质资源重点实验室，上海    201306；

3. 上海海洋大学，水产科学国家级实验教学示范中心，上海    201306)

摘要：针对CyHV-2病毒ORF121基因(GenBank：AFJ20543.1) 进行原核表达系统的构建，
将纯化重组蛋白作为抗原来免疫BALB/c小鼠获得多克隆抗体，应用该抗体开展CyHV-2
病毒诊断及其感染机制研究。以CyHV-2病毒感染细胞上清液为扩增模板，扩增
ORF121基因构建至pGEX-4T原核表达载体，经异丙基硫代半乳糖苷  (IPTG)诱导表达
rORF121重组蛋白，利用尿素纯化后免疫6周龄BALB/c小鼠制备多克隆抗体。结果显
示，CyHV-2病毒ORF121基因可在原核表达系统中高效表达目的重组蛋白rORF121，经
SDS-PAGE分析大小约为60 ku，主要以不可溶的包涵体存在。利用尿素溶解rORF121蛋
白免疫BALB/c小鼠获得抗ORF121蛋白的多克隆抗体，Western Blot实验显示，该抗体可
特异性识别CyHV-2病毒感染RyuF-2细胞样品。研究表明，利用CyHV-2感染RyuF-2细胞
后，本研究制备的抗ORF121蛋白的多克隆抗体能够通过间接免疫荧光实验特异性识别
CyHV-2病毒感染的细胞样品。本研究制备的抗ORF121蛋白的多克隆抗体，能够为
CyHV-2病毒诊断技术的构建以及深入开展CyHV-2病毒感染机制提供良好的技术基础。

关键词: Ⅱ型鲤疱疹病毒；ORF121；原核表达；多克隆抗体；间接免疫荧光检测
中图分类号: Q 511; S 941.41 文献标志码: A

 

疱疹病毒性造血器官坏死病(herpesviral ha-
ematopoietic necrosis，HVHN)是鲫(Carassius car-
assius)的一种高致病性病毒病，该病由鲤疱疹病

毒2型 (Cyprinid herpesvirus 2，CyHV-2)感染引

起。CyHV-2隶属于鱼蛙疱疹病毒科(Alloherpes-
viridae)、鲤疱疹病毒属(Cyprinivirus)。鲤疱疹病

毒属包含感染鲤的鲤疱疹病毒 1 型、2 型和 3 型
(CyHV-1，CyHV-2 和CyHV-3)，以及感染鳗鲡的

鳗疱疹病毒 1 型[1]。CyHV-2是一种具有囊膜的含

双链线性大DNA基因组病毒，病毒粒子呈椭圆

形，直径约为175~200 nm[2]。1995年，Jung等 [3]

首次报道了CyHV-2引起鱼类死亡病例。目前，该病

毒在澳大利亚和新西兰等地均有报道，其流行情

况遍布全球 [4]。自2009年以来，在我国江苏省部

分地区养殖的异育银鲫(Carassius auratus gibelio)
中检测到CyHV-2病毒，随后该病毒在我国鲫主

要养殖区域暴发流行 [5]。陈昌福等 [6]研究了组织

浆疫苗的防控效果，制备了异育银鲫疱疹病毒

组织浆灭活疫苗。结果显示，与接种正常异育银

鲫组织浆组相比，异育银鲫死亡率几乎是一致

的，均在90.0 %以上，且死亡率高于注射生理盐

水的对照组(86.7 %)，其实验结果证明，接种病

鱼组织浆灭活疫苗不能使受免疫异育银鲫产生

对疱疹病毒的免疫保护力。目前，有效防控CyHV-
2病毒致病的技术还较少，近年来，国内外学者

先后建立了普通PCR诊断技术、荧光定量PCR诊

断技术、环介导等温扩增(loop-mediated isother-
mal amplification, LAMP)检测技术、原位杂交技
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术、血涂片免疫学诊断技术和电镜检测技术等[7]。

本课题组 [ 8 ]制备了CyHV-2衣壳蛋白ORF72和
ORF92的单克隆抗体并建立了基于单抗的免疫学

检测技术。彭俊杰等 [9]制备了ORF25蛋白单克隆

抗体。近年来，世界各国科学家广泛开展了CyHV-
2基因组的研究工作，2013年，美国学者完成了

日本株ST-J1 (Saitama，Japan-1)的全基因组测序

工作，ST-J1毒株基因组全长290 304 bp，比较

CyHV-1、CyHV-2和CyHV-3的全基因组序列发

现，CyHV-2基因全长最短，约有150个独立的功

能蛋白基因[10]。2014年，华中农业大学完成CyHV-
2中国株SY-C1的全基因组测序拼接工作，SY-
C1毒株基因组全长为289 365 bp，与日本株ST-
J1比较其同源性高达98.8 %，约有151个独立的功

能蛋白基因 [11]。2016年中国科学院水生生物研究

所完成了CyHV-2中国株CaHV的全基因组测序拼

接工作，CaHV毒株基因组全长为275 348 bp。同

源性分析显示，CaHV与SY-C1更为接近，约有

150个独立的功能蛋白基因 [12]。2018年，苏州大

学完成了江苏射阳毒株CyHV-2-SY (SY)测序工作，

基因组全长为290 455 bp，约有150个开放阅读框[13]。

上述病毒基因组测序工作的开展为深入研究CyHV-2
病毒分子生物学诊断技术和致病机制提供了良

好的基础数据。

结合已经报道的CyHV-2病毒基因组数据进

行生物信息学分析，选取ORF3、ORF5、ORF35和
ORF78等16个CyHV-2基因，结果显示，相对于

上述基因，ORF121基因在血液、肝脏、肾脏、

脾脏和鳃中表达量最高 [14]。针对ORF121基因靶

点设计探针能够检测到鲫血细胞中的病毒粒

子。ORF121基因可作为开展CyHV-2病毒诊断技

术研发的潜在检测靶点。另外，ORF121蛋白在

CyHV-2病毒感染过程中高效表达，可能参与病

毒感染早期的调控功能，其具体机制尚不得而

知。因此，本实验利用原核表达技术表达CyHV-2
ORF121蛋白，并制备了ORF121蛋白的多克隆抗

体，CyHV-2感染金鱼鳍条细胞系(RyuF-2)后利用

ORF121多抗进行免疫荧光检测，以期为ORF121
基因功能的研究和CyHV-2病毒诊断技术的开发

提供技术基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

CyHV-2毒株由上海海洋大学国家水生动物

病原库保存。金鱼鳍条细胞系(RyuF-2)由东京海

洋大学佐野元彦教授友情馈赠 [15]。RyuF-2细胞系

培养温度为27 °C，采用含10 %血清的M199培养

基进行传代培养。SPF级6周龄BALB/c小鼠购自

上海市实验动物研究中心。限制性内切酶购自

TaKaRa公司；pGEX-4T-3等原核表达质粒由本实

验室保存。质粒抽提试剂盒、病毒提取试剂盒

和感受态细胞购自天根生化科技(北京)有限公司；

蛋白纯化试剂盒、弗氏完全佐剂、弗氏不完全

佐剂和商品化抗体均购Sigma-Aldrich公司；引物

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。其他

分子生物学试剂和细胞培养基等分别购自Prom-
ega公司和Thermo公司。

1.2    ORF121基因的扩增

根据CyHV-2 ORF121(GenBank：AFJ20543.
1)基因序列设计ORF121基因扩增引物(上游：5′-
CCGGAATTCCATGTCTACAGAAATGGTTTTC
ATCG-3′；下游：5′-CCGCTCGAGTCCTACAT-
ATCGTCTTCATCCTCGGGT-3′)，在上下游引

物序列中分别设计  EcoR I和  Xho I酶切位点。参

照Wang等[14]方法采用病毒DNA提取试剂盒 [DP315，
天根生化科技(北京)有限公司]从已纯化的CyHV-
2病毒中提取DNA作为基因扩增模板，对ORF121
基因进行扩增。PCR产物经  1.5 %琼脂糖凝胶电

泳检测后，利用DNA片段纯化回收试剂盒进行

回收。

1.3    ORF121基因原核表达质粒的构建

参照限制性内切酶反应体系说明，将上一

步中纯化回收的ORF121基因PCR产物和原核表

达质粒pGEX-4T-3分别置于37 °C金属浴中双酶切

反应2 h。质粒酶切体系为EcoR I 2 μL，XhoI 2 μL，
10×Buffer 10 μL，质粒≤2 μg，加ddH2O至100 μL。
ORF121基因PCR产物酶体系为EcoR I 3 μL，Xho I
3 μL，10×Buffer 9 μL，PCR纯化回收产物≦600 ng，
加ddH2O至90 μL。双酶切反应产物经琼脂糖凝胶

检测后，利用PCR产物回收试剂盒纯化回收。利

用T4连接酶（TaKaRa）将双酶切后的ORF121基
因产物和pGEX-4T-3质粒置于16 °C恒温金属浴进

行过夜连接反应。T4连接酶反应体系为T4 Liqase
1 μL，T4 Ligase buffer 2.5 μL，pGEX-4T-3 98 ng，
ORF121基因产物 220 ng，加ddH2O至 25 μL。将

连接产物转化至DH5α感受态细胞中，经含有氨

苄西林抗生素的LB平板筛选获得阳性克隆。阳
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性质粒送至生工生物工程(上海)股份有限公司测

序正确后，进行质粒扩增备用。

1.4    ORF121基因的诱导表达及可溶性分析

参照GE公司pGEX原核表达系统，将ORF121
原核表达重组质粒转化至BL21(DE3)感受态细胞

中，经含有氨苄西林抗生素的LB平板筛选获得

阳性单克隆菌落。挑取阳性克隆于13 mL LB (含
100 mg/mL Amp+)培养基中37 °C，180 r/min培养

12 h，取200 μL于200 mL LB液体培养基(含100 mg/
mL Amp+)中扩大培养，于37 °C，180 r/min恒温

摇床培养5 h，加入IPTG使其终浓度为1 mmol/L，

诱导5 h，收集菌液8 500 r/min离心10 min，经PBS
缓冲溶液重悬菌体后离心收集菌体，进行超声

破碎30 min(超声6 s/间隔6 s，功率60%，100次)
至菌液透明，4 °C 12 000 r/min离心30 min，分别

收集菌体和上清液，经蛋白上样液混合制样，进

行SDS-PAGE电泳检测分析。

1.5    目的蛋白的纯化

将菌液沉淀依次用2、4、6 和8 mol/L的尿

素洗去杂蛋白，每次洗涤后4 °C条件下 8 500 r/min
离心20 min，冰上孵育30 min，每次离心前按照

1∶1 000的比例加入蛋白酶抑制剂PMSF。洗脱

蛋白依次经含有8、6、4、2 和0 mol/L尿素的

PBS溶液中透析，每次透析4 h。透析后的蛋白经

SDS-PAGE胶和Western Blot分析后置于−80 °C备用。

1.6    ORF121多克隆抗体的制备

将纯化后的ORF121重组蛋白与弗氏佐剂(1∶1)
涡旋震荡充分混匀，达到“油包水”的乳化状态，

采用腹腔注射的方法免疫BALB/c小鼠，共免疫

4次，每次100 ng/只。第1次免疫是将500 μL抗原

与500 μL弗氏完全佐剂等体积完全混匀后经腹腔

注射进行。第1次免疫后2周进行第2次免疫，500 μL
抗原与弗氏不完全佐剂完全混匀进行腹腔注

射。第2次免疫后1周采用纯抗原免疫，1周后进

行最后一次纯抗原免疫；1周后采用摘除眼球取

血，用1.5 mL离心管将血液倾斜置于37 °C 1 h，4 °C
隔夜。将隔夜的血液样品5 000 r/min离心10 min，
收集血清并检测多克隆抗体效价。血清保存于

−80 °C备用。

1.7    ORF121多克隆抗体特异性分析

分别取纯化后的ORF121重组蛋白、感染CyHV-
2病毒的RyuF-2细胞样品、纯化的GST蛋白和正常

RyuF-2细胞样品，经蛋白上样Buffer处理后进行

SDS-PAGE凝胶电泳分析和Western Blot分析。SDS-
PAGE凝胶电泳采用考马斯亮蓝快速染液进行染

色分析。Western Blot采用湿转法(100 v，75 min)
将样品转至PVDF膜上，5 %脱脂牛奶37 °C封闭2 h
后，经一抗隔夜4 °C孵育(ORF121多抗1∶5 000稀
释，GST标签多抗1∶4 000稀释)。HRP标记兔抗

作为二抗(1∶5 000稀释)37 °C孵育1 h后，PBS-
T缓冲液清洗3次，每次5 min。将PVDF膜置于

ECL发光液中采用化学发光法显色拍照分析。

1.8    间接免疫荧光检测

将RyuF-2细胞传至6孔板，细胞达80 %，感染

CyHV-2病毒(MOI=5)，2 h后去除病毒，加入完全

培养基连续观察，待细胞出现典型病变后用PBS
缓冲溶液清洗3次，每次5 min，加入2 mL 4 %多

聚甲醛固定液室温固定10 min，移去固定液后加

入0.4 %Triton X-100透化，PBS缓冲溶液洗3次，每次

5 min，加入5 %脱脂牛奶室温封闭2 h，PBS缓冲

溶液清洗3次后加入ORF121多抗(对照组加入免

疫前BALB/c小鼠血清 )(1∶400的比例稀释抗

体 )室温孵育 1 h，PBS缓冲溶液洗 3次后加入

FITC标记的二抗(1∶200比例稀释抗体)，PBS缓
冲溶液清洗3次加入DAPI室温染色10 min，PBS
缓冲溶液洗3次，每次5 min，加入封片剂后倒置

荧光显微镜观察并拍照记录。

2    结果

2.1    ORF121基因氨基酸序列分析

基于生物信息学技术，ORF121基因全长801 bp
表达蛋白约为28.59 ku。利用TMHMM[16]数据库

在线分析ORF121基因，发现该蛋白为膜外蛋白。

根据ORF121基因DNA序列推导氨基酸序列，通

过NCBI数据库protein BLAST比对后发现，CyHV-2
病毒ORF121蛋白与CyHV-1和CyHV-3的ORF121
蛋白相比具有一定的保守性氨基酸结构域，但其

同源性低于30%(图1)。

2.2    ORF121基因片段的扩增及原核表达质粒

的构建

根据GenBank数据库中CyHV-2病毒ORF121
(GenBank：AFJ20543.1)基因序列设计扩增引物，提

取国家水生动物病原库保藏的CyHV-2病毒株DNA
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作为扩增模板。PCR扩增产物经1.5 %琼脂糖凝胶

电泳检测，条带大小约801 bp与预期大小一致(图2)。

纯化的PCR产物经双酶切克隆连接至原核表达载

体pGEX-4T-3，重组质粒经生工生物工程(上海)股

份有限公司测序，与ORF121(GenBank：AFJ20543.

1)基因序列比对，基因序列一致符合预期。

2.3    目的蛋白rORF121的诱导表达及其可溶性

分析

重组质粒转化进BL21(DE3)感受态大肠杆菌

中，经1 mmol/L的IPTG诱导。离心收集诱导后的

菌液，经超声破碎后，分别制样分析上清液和沉

淀中ORF121蛋白的表达情况。SDS-PAGE结果显

示，相对于未诱导的对照组和诱导后超声的上清

中，沉淀中蛋白约为60 ku高效表达，略大于ORF-

121蛋白(约为28.59 ku)融合GST标签(27 ku)后理论

大小55.59 ku(图3)。重组蛋白rORF121主要以包

涵体形式存在。

2.4    重组蛋白rORF121的纯化

分别选择8、6、4、2 和0 mol/L尿素溶解沉

淀中ORF121包涵体蛋白，经透析袋除去尿素后

分析蛋白纯化情况。SDS-PAGE胶分析，诱导后

的包涵体中存在大量rORF121蛋白，部分包涵体

蛋白可以被尿素溶解略有少量杂蛋白，经透析袋

透析后获得单一条带证实rORF121蛋白纯化效果

较好(图4)。
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图 1    CyHV-2 ORF121与CyHV-3、CyHV-1 ORF121

氨基酸序列比对

在图中黑色用来表示完全保守的氨基酸残基

Fig. 1    Multiple sequence alignment of CyHV-2 ORF121
with CyHV-3 and CyHV-1 ORF121

The fully conserved amino acid residues in all species are represented in
black

M 1 2bp

5 000

1 000

750

 
图 2    ORF121基因PCR扩增产物电泳图

M. Marker 5000；1. 阴性对照；2. PCR扩增图

Fig. 2    Electrophoretic profile of PCR product of
ORF121 gene

M. Marker 5000; 1. negative control; 2. amplification products

ku

75

63

M 1 2 3

rORF121

 
图 3    重组蛋白rORF121的诱导表达和可溶性分析

M. 蛋白质marker；1. 未诱导细菌沉淀；2. 诱导细菌超声破碎后

的上清液；3. 诱导细菌超声破碎后的沉淀

Fig. 3    Induced expression and
solubility analysis of rORF121

M. protein marker; 1. precipitate of uninduced bacteria control; 2.
supernatant of induced bacteria after ultrasonic; 3. precipitate of induced
bacteria after ultrasonic
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2.5    多克隆抗体的制备及特异性分析

rORF121蛋白经纯化后免疫BALB/c小鼠收集

小鼠血清获得ORF121蛋白的多克隆抗体。分别制

备未感染CyHV-2病毒的细胞样品、感染CyHV-
2病毒的细胞样品、纯化后的rORF121蛋白样品

以及GST标签蛋白样品。经SDS-PAGE分析显示，

各样品所含蛋白符合预期，正常细胞样品和感染

CyHV-2病毒细胞样品含有细胞总蛋白。纯化后

的rORF121蛋白条带单一大小在60 ku附近。GST
标签蛋白样品条带清晰、单一，大小约27 ku(图5)。
上述样品进行Western Blot实验，利用GST标签抗

体孵育后结果显示，rORF121蛋白在66 ku左右处

有一条单一明显条带。阳性对照样品GST标签在

27 ku附近有单一条带与预期大小一致，而正常

细胞样品和感染病毒细胞样品均无条带，实验

结果显示，重组蛋白rORF121表达纯化效果较好

(图6)。采用本研究制备的ORF121蛋白的多克隆

抗体孵育上述样品，Western Blot实验结果显

示，感染CyHV-2病毒细胞样品在40 ku大小附近

有一条清晰条带。重组蛋白rORF121样品在60 ku
附近处出现一条清晰单一条带；GST标签蛋白样

品在27 ku附件出现单一条带；空白细胞样品未出

现条带(图7)。综上，本研究制备的ORF121多克

隆抗体可以识别CyHV-2病毒且抗体特异性较强

无杂带。因本研究中GST标签融合蛋白作为抗原

免疫BALB/c小鼠过程中未切除GST标签蛋白，制

备的多克隆抗体亦可识别GST标签蛋白。

2.6    间接免疫荧光检测

CyHV-2感染RyuF-2细胞后利用间接免疫荧

光试验分析病毒感染情况。CyHV-2感染细胞后

感染组细胞出现病毒感染空斑，细胞稀疏且部

分脱落悬浮在细胞培养基中，未感染病毒细胞

生长正常。经固定、透化和孵育ORF121多克隆

M 1 2 3 4ku

75

63

 
图 4    纯化产物的SDS-PAGE分析

M. 蛋白质marker；1. 未导细菌沉淀；2. 诱导细菌超声破碎后的

沉淀；3. 尿素纯化后的样品；4. 透析后的样品

Fig. 4    SDS-PAGE of purified rORF121
M. protein marker; 1. precipitate of uninduced bacteria; 2. precipitate of
induced bacteria after ultrasonic; 3. purified sample from precipitate by
urea; 4. purified sample after dialysis
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图 5    重组蛋白ORF121表达分析

M. 蛋白marker；1. 未感染病毒的RyuF-2细胞；2. 感染CyHV-2的
RyuF-2细胞；3. rORF121重组蛋白；4. GST标签蛋白

Fig. 5    Expression analysis of recombinant ORF121
M. protein marker; 1. uninfected RyuF-2 cell; 2. infected RyuF-2 cell; 3.
recombinant protein rORF121; 4. GST labeled protein

4M 1 2 3ku
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图 6    纯化的GST与GST-ORF121的免疫印迹分析

M. marker；1. 感染CyHV-2的RyuF-2细胞；2.未感染病毒的RyuF-
2细胞；3. rORF121重组蛋白；4. GST标签蛋白

Fig. 6    Western Blot analysis of purified GST and GST-
ORF121 with anti-GST monoclonal antibody

M. protein marker; 1. infected RyuF-2 cell; 2. uninfected RyuF-2 cell; 3.
recombinant protein rORF121; 4. GST labeled protein
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抗体后，使用倒置荧光显微镜观察。病毒感染

组细胞出现典型的红色荧光信号(罗丹明标记的

二抗)；而未感染组和阴性对照血清组孵育的细

胞样品均未出现荧光信号(图8)。以上表明，本

研究制备的ORF121多克隆抗体可应用于间接免

疫荧光实验检测CyHV-2病毒的感染情况。

3    讨论

2007年，鲫造血器官坏死病在江苏盐城海

岸首次被发现，并迅速扩散到射阳和兴化等地，

目前已在全国流行，给养殖户造成巨大的经济损

失 [5]。自2009年推广“中科3号”等 [17]新品种以来，

鲫产量在2016年已经达300万t，新品种的推广和

应用对鲫产量和品质的提高起到了巨大的推动

作用，并有持续上升趋势，因此，开展该病的

防控研究具有现实的应用价值。现有研究显示，

CyHV-2病毒感染谱较窄，主要感染鲫及其普通

变种。陈昌福等 [6]利用患病鲫组织浆液作为感染

源，感染异育银鲫、鲫、湘云鲫、黄金鲫、津新

乌鲫、建鲤、草鱼和黄颡鱼，发现CyHV-2对异

育银鲫和鲫感染最为敏感，致死率100%，对其

他品种感染率较低。Hedrick等[18]对金鱼、鲤和鲤

的杂交品种进行CyHV-2攻毒实验显示，鲤和鲤

的杂交品种均能感染该病毒而成为该病毒的携

带者。Doszpoly等 [19]研究显示，其能够感染鱼

卵、鱼苗、鱼种和亲鱼，且幼鱼较成鱼更易感

染。与CyHV-2相比CyHV-1对鲤、鲫、圆腹雅罗

鱼、鲤和金鱼杂交种等均有危害，CyHV-3不仅

能感染鲤、其他鲤科鱼、锦鲤和鲫的杂交后代，

还能感染锦鲤和金鱼的杂交后代、金鱼和鲟等

使其成为CyHV-3的潜在携带载体 [20]。综上所述，

在感染谱方面，CyHV-2相对于CyHV-1和CyHV-
3具有其独特的宿主嗜性。疱疹病毒为了保持其

在宿主种群中始终存在，一些疱疹病毒科病毒

在宿主的神经系统中建立了潜伏感染，潜伏感

染是疱疹病毒科病毒的共同特点之一。已有研

究证实，CyHV-3可在锦鲤中发生潜伏感染，主

4M 1 2 3ku

75

63

48

35

25

 
图 7    Western Blot检测重组蛋白

M. 蛋白marker；1. 感染CyHV-2的RyuF-2细胞；2. 未感染病毒的

RyuF-2细胞；3. rORF121重组蛋白；4. GST标签蛋白

Fig. 7    Western Blot detection of rORF121
M. protein marker; 1. infected RyuF-2 cell; 2. uninfected RyuF-2 cell; 3.
recombinant protein rORF121; 4. GST labeled protein

morphology DAPI texas red-Anti ORF121 merge

morphology DAPI 阴性血清 merge

感染CyHV-2
RyuF-2细胞

antibody specificity
 RyuF-2 cells infected 

with CyHV-2

未感染CyHV-2 
RyuF-2细胞

RyuF-2 cells 
uninfected 

with CyHV-2

感染CyHV-2
RyuF-2细胞

RyuF-2 cells infected 
with CyHV-2

 
图 8    间接免疫荧光分析ORF121多克隆抗体特异性

Fig. 8    Indirect immunofluorescence analysis of ORF121 polyclonal antibody
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要潜伏在锦鲤的白细胞中 [21-22]。在温度等条件刺

激下病毒可由潜伏状态转变为激活甚至是烈性

感染状态。在前期的研究中本课题组开展了CyHV-
2实验室感染模型的建立 [14]，发现106 个/mL病毒

粒子的滴度感染鲫后，在病毒感染72 h后一部分

鲫发生急性死亡，而另一部分鲫则继续存活，对

于CyHV-2是否存在潜伏感染及其急性感染和慢

性感染的机制尚不得而知，有待进一步研究。目

前，针对CyHV-1和CyHV-3感染机制和结构蛋

白、非结构蛋白、囊膜蛋白和疫苗防控等均开

展了广泛的研究，取得了一定的研究进展[23]。自

2009年在中国流行以来至少有4株不同的CyHV-
2毒株全基因组已被公开报道，给深入研究CyHV-2
病毒的感染机制奠定了良好的基础。疱疹病毒

科病毒种类繁多，其感染宿主包括在马、牛、猪、

犬、猫及禽类甚至某些无脊椎动物，如牛疱疹

病毒(bovine herpesviruses，BHV)、伪狂犬病病毒

(pseudorabies virus，PRV) 和鸭瘟病毒(duck pla-
guevirus，DPV)等 [24]。不同的疱疹病毒生物学特

性具有较大的差异，但也有其共同的特征如具

有囊膜、双链DNA病毒和基因呈时序性表达等

特点。开展CyHV-2感染机制及其潜伏激活的验

证实验不仅有助于防控鲫造血器官坏死病的流

行，对比较3种基因型鱼类疱疹病毒的感染特点

以及阐释疱疹病毒科病毒宿主嗜性及其潜伏感

染机制均有重要的意义。

本课题组在前期的研究中建立了2株鲫鳍条

细胞系SCC-DF(CTCC NO:201525)和GiCF细胞系[25]

均能够稳定感染CyHV-2病毒。比较多个CyHV-
2基因如ORF3、ORF5、ORF35和ORF78等发现

ORF121基因在多个组织中高效表达，且可以作

为原位杂交探针应用于鲫血液中CyHV-2病毒粒

子的快速诊断 [14]。生物信息学分析显示，ORF-
121基因在CyHV-1、CyHV-2和CyHV-3同源性较

低，仅具有部分保守性蛋白。为深入研究CyHV-
2病毒感染机制，本研究克隆并原核表达了rORF-
121蛋白且主要为不可溶蛋白，免疫BALB/c小鼠

获得了多克隆抗体。应用ORF121对CyHV-2感染

细胞后进行免疫荧光实验证实该多抗可应用CyHV-
2在细胞水平的感染检测实验。获得的ORF121多
克隆抗体检测CyHV-2病毒感染RyuF-2细胞样

品显示条带大小约为40 ku，比ORF121预期大小

28.59 ku略大，推测其原因可能是CyHV-2在感染

过程中ORF121出现了翻译后修饰，但其具体机

制尚不明确。综上，CyHV-2区别于CyHV-1和CyHV-
3毒株在宿主嗜性、潜伏感染机制和蛋白功能上

均有其独特的生物学特性，因此，以ORF121基
因功能为突破口开展CyHV-2病毒感染机制和潜

伏感染验证等研究具有重要的价值。本研究制备-
的ORF121多克隆抗体及相关CyHV-2免疫学诊断

方法为下一步ORF121单克隆抗体的制备和CyHV--
2病毒感染机制和防控技术的开发奠定了良好的

基础。
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Preparation and characterization of polyclonal antibody against
Cyprinid herpesvirus 2 ORF121

YU Lin 1,     LÜ Liqun 1,2,3,     WANG Hao 1,2,3*
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Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
3. National Experimental Teaching Demonstration Center for Fishery Sciences,

Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: Cyprinid herpesvirus 2 (CyHV-2) is an emerging pathogen of the crucian carp, Carassius carassius,
which has caused huge economic losses in China and appears to be spreading worldwide. The objective of this
study was to produce and characterize new polyclonal antibodies against CyHV-2 ORF121 that were suitable for
diagnostic use and the investigation of ORF121 function. The open reading frame (ORF) of 121 was amplified
from the culture supernatant of the CyHV-2. ORF121 was subcloned into the pGEX-4T vector and recombinant
protein was expressed in Escherichia coli. The purified recombinant protein ORF121 was used to immunize mice
and polyclonal antibodies were obtained. The recombinant protein ORF121 was purified under urea conditions
then used to 6-week-old BALA/c mice to prepare its polyclonal antibody. Western Blot and indirect fluorescence
assay (IFA) assay were used to validate the ORF121 polyclonal antibody. We found the recombinant protein
ORF121(rORF121) could be expressed in E. coli. aggregated in the form of inclusion body. The specificity of the
anti-ORF121 polyclonal antibody was confirmed by Western Blot. IFA with anti-ORF121 polyclonal antibody for
the detection of CyHV-2 infected RyuF-2 cells was developed in this study. In conclusion, the anti-ORF121
polyclonal antibody will be a valuable tool in further studies to elucidate the mechanisms of viral infection and
CyHV-2 diagnosis.
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