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摘要：为了鉴定乌鳢水泡病毒 (SHVV)磷蛋白 (P)的异构体并研究其在病毒增殖中的作
用，本研究扩增了 SHVV的 P 基因，构建了原核表达质粒 pET32a-P，通过 Ni-NTA亲和
层析柱纯化 His-P蛋白，免疫新西兰大白兔制备了多克隆抗体，利用该抗体对 SHVV的
P蛋白异构体进行鉴定。进一步利用增强性绿色荧光蛋白 (EGFP)研究了 P蛋白异构体的
亚细胞定位，并通过定量 PCR（qRT-PCR）、Western blot及 TCID50研究了过表达 P蛋
白异构体对 SHVV增殖的影响。结果显示，SHVV感染斑点叉尾鮰卵巢细胞 (CCO)出现
3条 P蛋白带，进一步验证表明，其中 2条带分别是 P蛋白 (又称 P1)及其异构体 P2。亚
细胞定位实验发现 P1和 P2主要定位在细胞质，但是可以在核质中穿梭。在 CCO细胞
中过表达 P1、P2均能促进 SHVV增殖。因此，SHVV在感染过程中能产生 P蛋白 (P1)
及其异构体 P2，且 P1和 P2对 SHVV增殖发挥重要作用。研究结果有助于阐明 SHVV的
致病机理以及弹状病毒 P蛋白异构体的功能。
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弹状病毒的宿主范围广泛，涉及哺乳动物、

鸟类、鱼类、昆虫、植物等 [1-3]。2017年国际病

毒分类委员会  (ICTV) 发布的报告表明，弹状病

毒共有 185种，分为 18个属，其中植物弹状病

毒 4个属，动物弹状病毒 14个属[4]。目前，鱼类

弹状病毒约 20种，分为 3个属[5]。鱼类弹状病毒

可以感染多种淡水和海水鱼类，致病性强，给鱼

类养殖业造成重大经济损失。乌鳢水泡病毒 (sna-
kehead vesiculovirus，SHVV)是林蠡教授团队于

2014年从广东省顺德市一个发病的乌鳢 (Channa
argus) 养殖场分离得到的一株弹状病毒。SHVV
的核衣壳由基因组 RNA(大小约 11 kb)、核蛋白

(nucleoprotein,  N)、 磷 蛋 白 (phosphoprotein,  P)、
RNA依赖的 RNA聚合酶 (large protein, L)组成。

核衣壳外是一层基质蛋白 (matrix protein, M)形成

的包膜 [6]，包膜外是病毒的囊膜，囊膜上有病毒

的糖蛋白 (glycoprotein, G)[7]。感染 SHVV的鱼出

现脾脏和肝脏出血、肿大等症状 [8]。研究发现，

谷氨酰胺能通过三羧酸循环途径调节 SHVV增

殖[9-10]。SHVV感染导致月鳢 (C. asiatica)细胞 (stri-
ped snakehead cell,  SSN-1)的 miR-214下调表达，

下调表达的 miR-214通过增加 N和 P蛋白的表达

从而促进 SHVV增殖 [11]。此外，miR-214可以靶

向宿主蛋白 AMP依赖的蛋白激酶来正调控干扰

素表达，从而抑制 SHVV增殖[12]；也可以靶向宿

主蛋白糖原合成酶来抑制 SHVV增殖[13]。

弹状病毒的 P蛋白是一个多功能的蛋白。P
蛋白能与 N和 L蛋白结合，在 P蛋白的 N端和
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C端各有一个 N蛋白的结合位点 [13]，而 P蛋白

的 N端 19个氨基酸是 L蛋白的结合位点 [14]。L、
N、P蛋白与基因组 RNA形成核糖核蛋白复合

物 [13, 15]，而 P蛋白与 L蛋白结合形成聚合酶复合

物一起发挥作用，共同完成病毒的转录、复

制 [16-17]。此外，弹状病毒的 P蛋白还能诱导细胞

自噬体的形成[18]；能调节氧化应激以及激活宿主

细胞的内源免疫反应 [19-20]；能抑制宿主细胞 IRF3
蛋白的磷酸化，从而抑制干扰素的表达[21-22]。

对于弹状病毒 P蛋白异构体的研究主要集

中于狂犬病毒。研究发现狂犬病毒在感染宿主

细胞的过程中，除了产生全长的 P蛋白 (P1)，还

可以产生 4种异构体 (P2~P5)[23]。P1~P5的亚细胞

定位不同，赋予 P蛋白异构体不同的功能。狂犬

病毒的 P蛋白异构体 P3能进入细胞核，结合核

仁素，促进病毒增殖 [17]。目前，鱼类弹状病毒 P
蛋白异构体尚缺乏研究，因此本研究制备了

SHVV P蛋白的多克隆抗体，在 SHVV感染卵巢

细胞 (CCO)中鉴定到全长的 P蛋白 (P1)及其异

构体 P2。对 P1和 P2的亚细胞定位及其对 SHVV
增殖的影响进行了初步探究，研究结果为揭示

SHVV的致病机制以及弹状病毒 P蛋白异构体的

功能奠定了基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus) CCO细胞由

本实验室保存，培养 CCO细胞的培养基为必需

培养基 (MEM)(HyClone)，培养基中含有 10%热

灭活胎牛血清 (Gibco)、青霉素 (100 μg/mL)和链

霉素 (100 μg/mL)，细胞培养在 25 °C恒温培养箱

中进行。乌鳢水泡病毒 (KP876483.1)由本实验室

保存。 

1.2    实验试剂

原核表达载体 pET-32a(+)和真核表达载体

pEGFP-N1、pCMV-MYC由本实验室保存；大肠

杆菌  (Escherichia coli) trans5α感受态细胞、BL21
感受态细胞、同源重组连接酶试剂盒 (pEASY-
Uni  Seamless  Cloning  and  Assembly  Kit)、 TransIn-
troTM EL转染试剂均购自北京全式金生物技术

有限公司；无水乙醇、氯仿、异丙醇、冰醋酸、

盐酸、Tween 20、甘油等国标试剂购自国药集团

化学试剂有限公司；常用限制性内切酶、Trizol、
DNA marker购自宝生物工程 (大连 )有限公司；

质粒抽提试剂盒、胶回收试剂盒购自广州美基

生物科技有限公司；去内毒素质粒抽提试剂盒

购自 Omega公司；SDS-PAGE凝胶配制试剂盒购

自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。 

1.3    PCR引物序列

用于构建 P 基因原核表达质粒的引物 P-FW、

P-BW，用于定量 PCR (qRT-PCR)  扩增 G 和 β-
actin 的引物 q-G-FW、q-G-BW、q-β-actin-FW、q-
β-actin-BW，以及构建带有 Myc标签、EGFP标

签的 P1、P2基因真核表达质粒的引物具体见表 1。 

1.4    SHVV P基因的原核与真核表达质粒的

构建

从感染 SHVV的 CCO细胞中提取 RNA，反

转录成 cDNA。以该 cDNA为模板，用上下游引

物通过 PCR扩增 P 基因，扩增程序：98 °C变性

10 s，55 °C退火 5 s，72 °C延伸 40 s，30个循环。

用琼脂糖凝胶电泳分离目的片段，用胶回收试

剂盒对目的片段进行纯化。将原核表达载体 pET-
32a(+)用限制性内切酶 Hind Ⅲ和 Xho I进行双酶

切，真核表达载体 pEGFP-N1和 pCMV-MYC用

EcoR I酶切，酶切 1 h后，将产物经过电泳分离

后利用胶回收试剂盒纯化。利用 Clone Express
One Step Cloning Kit将纯化回收的 P 基因连接到

载体 pET-32a(+)上，用同源重组酶将 P 连接到载

体 pEGFP-N1和 pCMV-MYC上，50 °C连接 15 min
后，将连接产物直接转化至大肠杆菌 trans 5α感

受态细胞中，挑取单克隆菌落进行培养。用特

异性引物进行菌落 PCR鉴定，鉴定成功后送至

武汉擎科生物有限公司进行测序。 

1.5    重组 His-P蛋白的表达和纯化
 

　　试表达　　将 pET32a-P质粒转化 BL21(DE3)
感受态细胞，挑取单克隆菌落培养，菌液经

PCR鉴定为阳性后接种至含氨苄青霉素的 LB培

养液中，37 °C，180 r/min培养至菌液 OD值达

到 0.6时加入 IPTG至终浓度为 1 mmol/L，将菌

液在 16 °C，150 r/min摇床中过夜诱导表达，离

心收集菌液，用磷酸盐缓冲液 (PBS) 重悬洗涤后

进行高压破碎 (ATS AH-1500)，4 °C、12 000 r/min
离心 30 min，分别收集上清液和沉淀，进行 SDS-

9 期 秘琮然，等：乌鳢水泡病毒 P蛋白异构体的鉴定及其功能初探 1509

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

https://www.china-fishery.cn


PAGE鉴定。 

　　大量表达　　根据试表达结果，对 His-P蛋

白进行大量诱导表达，用 Ni-NTA His-Band树脂

亲和层析柱试剂盒 (Qiagen)从细菌上清液中纯化

重组蛋白，参照生工生物工程有限公司的 Ni-
NTA纯化树脂预装柱操作说明在非变性条件下

进行纯化，再使用蛋白质超滤管 (Millipore，15
mL，10 ku)浓缩蛋白，浓缩后的蛋白通过 SDS-
PAGE电泳进行浓度和纯度测定。 

1.6    多克隆抗体的制备

将纯化后的重组 P蛋白抗原与等量弗氏完

全佐剂混合，充分乳化后，皮下注射新西兰大

白兔；分别在第 2、4周加强免疫，即用 P蛋白

抗原与等量的弗氏不完全佐剂混合，乳化后注

射大白兔。第 3次免疫 7 d后从大白兔心脏取血，

4 °C过夜静置，5 000 r/min离心 30 min，收集血

清，检测多克隆抗体 (多抗 )的效价，并将血清

保存在–80 °C冰箱备用。 

1.7    Western blot

将蛋白或细胞样品与蛋白上样缓冲液在金

属浴中 100 °C处理 10 min，进行 SDS-PAGE凝胶

电泳和 Western blot，原核表达的蛋白用考马斯

亮蓝快速染色液进行染色后，在凝胶成像仪上

成像。真核表达的蛋白采用湿转法，将凝胶上

的蛋白样品转移至 PVDF膜上，首先加入 5%脱

脂奶粉封闭 2 h，然后用相应抗体 (P蛋白多抗和

β-actin、EGFP及 Myc的标签抗体)与 PVDF膜室

温孵育 1 h，TBST缓冲液洗膜 15 min，重复 4次；

最后用 HRP标记的羊抗鼠或羊抗兔抗体室温孵

育 50 min；TBST缓冲液洗膜 10 min，重复 3次

后将 ECL化学发光液覆盖在膜上，置于化学发

光成像仪中成像。 

1.8    细胞总 RNA的提取

将细胞样从−80 °C的超低温冰箱中取出，

置于冰上解冻。加入 20% TRIzol体积的氯仿，

剧烈振荡，冰上静置 10 min，冷冻离心机中 4 °C，
12 000×g 离心 15 min。离心管中的试剂分为 3层，

吸取无色上清液至新的 RNA-free离心管中，加

入与上清液等量的异丙醇，冰上静置 10 min，4 °C，
12 000×g 离心 10 min。弃上清液，加入 1 mL 75%
的乙醇，轻微混匀，4 °C，12 000×g 离心 10 min，
弃去上清液保留白色沉淀。干燥 3~5 min后加入

适量的 DEPC水溶解 RNA，在超微量分光光度

计 Nano Drop 2000上测定 RNA浓度以及 260和

280 nm处的吸光值。结束后立即进行反转录，

或将样品置于−80 °C超低温冰箱中保存。 

1.9    SHVV P蛋白亚细胞定位

利用去内毒素质粒提取试剂盒提取质粒

pEGFP-N1(空载 )、pEGFP-P1和 pEGFP-P2。转染

前 1天将 293T细胞铺在含有玻片的 12孔板中。

表 1    PCR扩增引物

Tab. 1    Primers for PCR amplification

引物　　　

primers　　　

序列　　　　　　

sequences　　　　　　

用途

purpose
P-FW GCTCTAGATTTTTTTCATATCCCATCAC 原核表达质粒　prokaryotic expression plasmid

P-BW GCTCTAGATTTTTTTCATATCCTCCTGA

q-G-FW ACACCATACATGCCAGAGGC 相对定量PCR　relative quantitative PCR

q-G-BW GCCTCGCTGGGTATCCAAAT

q-β-actin-FW CACTGTGCCCATCTACGAG

q-β-actin-BW CCATCTCCTGCTCGAAGTC

MYC-P1-t-FW CTTATGGCCATGGAGGCCCGAATGGCAAAACCAGTTTTCCA 真核表达质粒　eukaryotic expression plasmid

MYC-P-t-BW CGAGAGATCTCGGTCGACCGGAACAGCACCATTTGCTGAA

MYC-P2-t-FW CTTATGGCCATGGAGGCCCGAATGGAGTGTACTGATGAATA

EGFP-P1-t-FW GATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATGGCAAAACCAGTTTTCCA

EGFP-P-t-BW CGCGGTACCGTCGACTGCAGTATTCATCAGTACACTCCAT

EGFP-P2-t-FW GATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATGGAGTGTACTGATGAATA
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将 2 μg pEGFP-N1(空载)、pEGFP-P1和 pEGFP-P2
分别转 293T细胞，在培养基中添加或不添加核

输出抑制剂莱普霉素 B (leptomycin B，LMB)，转

染 24 h后，用 PBS洗细胞 3次，加入 4%多聚甲

醛 1 mL室温固定 15 min，PBS洗细胞 1次，用

浓度为 100  ng/mL的 DAPI染色 15  min，PBS洗

3次，洗去染液后加入 10 μL荧光淬灭封片剂封

片，用激光共聚焦显微镜观察荧光，软件 NIS-
Elements Viewer分析荧光结果。 

1.10    过表达 P蛋白异构体对 SHVV增殖的影响

实验前 1天将 CCO细胞铺入 12孔板中，将

2 μg pEGFP-N1(空载)、pEGFP-P1和 pEGFP-P2分

别转染 CCO细胞，转染 24 h后感染 SHVV，感

染 24 h后收集细胞及上清液。通过 qRT-PCR和

Western blot检测细胞中 SHVV的 G mRNA 和 G
蛋白。通过 TCID50 检测上清液中 SHVV的滴度。 

1.11    数据分析

数据处理采用 Graphpad Prism 6.0软件作图，

利用 t 检验进行统计学分析，以 P<0.05为差异显

著，P<0.01为差异极显著。 

2    结果
 

2.1    SHVV P基因的克隆

根据 GenBank数据库中公布的 SHVV的 P
基因序列设计的引物扩增 SHVV的 P 基因的 600
bp (5' -3')，用 1%的琼脂糖凝胶电泳分析 (图 1)，
可以看到扩增条带大小约为 600 bp，与目的基因

的预期大小符合。 

2.2    重组蛋白 His-P的原核表达和纯化

将测序正确的 pET32a-P质粒转化至 BL21
(DE3)中诱导表达 His-P蛋白，将 Ni柱亲和纯化

过程中收集的流穿液和洗脱液中的蛋白样品进

行 SDS-PAGE电泳分析。流穿液中仅有少量目的

蛋白，而用含有咪唑的洗脱液则成功纯化到目

的蛋白，大小为 31 ku (图 2-a)。将收集的蛋白样

品用超滤管超滤浓缩后再用 His标签的抗体进行

Western blot鉴定，诱导前蛋白不表达，诱导表

达并纯化的蛋白在 31 ku左右有一条清晰的带，

进一步证实蛋白的大小符合预期 (图 2-b)。 

2.3    SHVV P蛋白存在异构体 P2

通过分析几种弹状病毒 P蛋白的 mRNA序

列，包括 SHVV、鲤春病毒血症病毒 (spring vir-
aemia of carp virus，SVCV)、病毒性出血性败血

症病毒 (viral haemorrhagic septicemia virus, VHSV)、
狂犬病毒 (rabies  virus,  RV)及水泡性口炎病毒

(vesiculovirus，VSV)，发现它们的 P mRNA都存

在产生 P蛋白异构体的可能 (图 3-a)。根据起始

密码子 AUG的位置预测 SHVV P 的异构体数目

及大小，发现 SHVV P 基因可能存在 6个异构体

(P1~P6)。用制备的 SHVV P蛋白多抗通过 West-
ern  blot检测   P蛋白在 SHVV感染 CCO后 24  h
的表达情况，发现 3条特异性蛋白条带 (图 3-b)。
为了验证 3条蛋白带，实验构建了带 Myc标签

的真核表达质粒 pMyc-P1和 pMyc-P2，将其转染

293T细胞，通过 Western blot检测，发现 P1和

P2这 2个蛋白的大小与上述 3条蛋白条带中的 2
条大小一致 (图 3-c)，这表明 SHVV的 P 基因除

了产生全长的 P蛋白 (P1)外，至少还能产生异

构体 P2。关于第 3条蛋白带需要进一步验证。 

2.4    SHVV P蛋白异构体的亚细胞定位

为了确定 P1和 P2的亚细胞定位，实验构

建了真核表达质粒 pEGFP-P1和 pEGFP-P2。2种

质粒转染 293T细胞 24 h后，分别利用 EGFP和

P蛋白抗体通过Western blot检测EGFP-P1和EGFP-
P2的表达情况，结果表明 EGFP-P1和 EGFP-P2
正常表达 (图 4-a)。将质粒 pEGFP-P1和 pEGFP-P2
转染 293T细胞，在细胞培养基中添加或不添加

核输出抑制剂 LMB。对转染 24 h的细胞经过

bp

500

750

1 000

2 000

M 1

 
图 1    SHVV P基因的 PCR扩增结果

M. DNA Marker 2 000；1. 目的基因条带

Fig. 1    PCR amplification of the SHVV P gene
M. DNA Marker 2 000; 1. target gene
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PBS洗涤，4%多聚甲醛室温固定 15 min，DAPI
染色 15 min，然后在共聚焦显微镜下观察。没有

添加抑制剂 LMB时 P1和 P2都定位在细胞质，

而添加 LMB时 P1和 P2主要定位于细胞核，结
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图 2    SHVV P蛋白的 SDS-PAGE (a) 及Western blot (b) 分析

M.蛋白Marker；1. IPTG诱导后菌液上清液；2. 流穿液；3~8. 纯化后洗脱的蛋白；9. IPTG诱导前菌液；10. 纯化的 His-P蛋白样

Fig. 2    SDS-PAGE (a) and Western blot (b) analysis of purified SHVV P protein
M. protein marker; 1. IPTG induced bacterial liquid supernatant; 2. liquid flow-through; 3-8. purified protein eluted after purification; 9. IPTG induction
of pre-bacterial fluid; 10. purified protein His-P

(b) (c)
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图 3    SHVV P蛋白异构体的鉴定

(a)不同弹状病毒 P mRNA序列分析，(b) SHVV P蛋白异构体数目及大小的 Western blot鉴定，(c) SHVV P蛋白异构体 P1、P2的 West-
ern blot鉴定；M. 蛋白Marker，Mock.未感染 SHVV的 CCO细胞，SHVV. 感染 SHVV的 CCO细胞

Fig. 3    Identification of SHVV P protein isomers
(a) P mRNA sequence analysis of different rhabdoviruses, (b) the number and size of SHVV P protein isomers were identified by Western blot, (c) West-
ern blot identification of SHVV P isomers P1 and P2; M. protein marker, Mock. CCO cells without SHVV infection, SHVV. CCO cells infected with
SHVV
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果表明 P1、P2主要定位于细胞质，但是可以进

行核质穿梭 (图 4-b)。 

2.5    过表达 P蛋白异构体促进 SHVV增殖

为了研究 SHVV P蛋白异构体对病毒增殖的

影响，实验在 CCO细胞中过表达 P蛋白异构体，

分别将 pEGFP-P1和 pEGFP-P2转染CCO细胞，转

染 24 h后感染 SHVV，感染 24 h后收取细胞及上

清液。qRT-PCR检测细胞中 SHVV的 G mRNA，

结果显示，过表达 P1、P2能增加 G mRNA的表

达水平 (图 5-a)；Western blot检测细胞中 SHVV
的 G蛋白，结果表明，过表达 P1、P2能增加 G
蛋白的表达水平 (图 5-b)；用 TCID50 检测细胞上

清液的病毒滴度，结果表明过表达 P1、P2能促

进细胞上清液中 SHVV的滴度 (图 5-c)。综合病

毒 mRNA水平、蛋白水平和滴度水平，结果表

明过表达 P蛋白及其异构体 P2能够促进 SHVV
增殖。 

3    讨论

随着国民经济的快速增长，人们对水产品

的需求也在日益增加，水产养殖业的兴起在满

足人们餐桌需求的同时，也面临许多养殖问题。

作为我国重要的淡水名特优养殖品种和中药的

重 要 原 材 料 ， 乌 鳢 深 受 消 费 者 喜 爱 。 然 而

SHVV的感染给我国乌鳢养殖业带来了巨大的经

济损失，目前 SHVV的致病机制尚不清楚，亟

需对其开展深入研究。

P蛋白是高度磷酸化的多功能蛋白，在病毒

增殖过程中发挥重要的作用。P蛋白不仅能与病

毒蛋白结合，还能与宿主蛋白结合调节病毒增

殖 [24-26]。本研究分析了乌鳢水泡病毒、鲤春病毒

血症病毒、病毒性出血性败血症病毒、狂犬病

毒、水疱性口炎病毒的 P 基因序列，发现这几

种弹状病毒的 P 基因都存在产生 P蛋白异构体的

现象，表明弹状病毒 P 基因产生 P蛋白异构体可

能存在普遍性。目前，只有狂犬病毒被报道能产生

5种 P蛋白异构体 (P1~P5)[27]，其他弹状病毒的 P
蛋白异构体还没有相关报道。根据 SHVV P mRNA
起始密码子的位置和数量，理论上 SHVV的 P
基因能产生 6种 P蛋白异构体，而本研究利用 P
蛋白的多抗只鉴定到 3条蛋白带。为了验证 3条

蛋白带，实验构建了表达Myc-P1和Myc-P2的质

粒。经过验证确定其中 2条蛋白带为全长 P蛋白

(P1)及其异构体 P2。关于第 3条蛋白带，推测可

能是异构体 P2的某种翻译后修饰形式，需要进

一步确定。此外，利用 P 基因的前 600 bp制备

P蛋白的抗体，能鉴定到 P蛋白异构体 P2，证

明 SHVV能产生 P蛋白异构体。但是如果能制备

全长 P蛋白多克隆抗体，可能会鉴定到更多的

SHVV P蛋白异构体。

关于狂犬病毒的 P蛋白异构体，P1、P2定

位于细胞质，P3~P5定位于细胞核 [27]，通过分段

缺失研究发现 P蛋白的 C端 (172~297位氨基酸)
含有一个核定位信号，而 N端 (49~58位氨基酸)
含有一个核输出信号，2种定位信号共同作用导

致狂犬病毒 P蛋白及其异构体出现不同的亚细胞

定位 [28]。本研究用激光共聚焦显微镜观察 SHVV
P1、P2的亚细胞定位，发现 P1、P2在没有核输

出 LMB的情况下定位于细胞质，在有核输出抑制
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图 4    SHVV P蛋白异构体的亚细胞定位

(a) Western blot验证 EGFP-P1和 EGFP-P2的表达；(b) P1、P2的亚细胞定位

Fig. 4    Subcellular localization of SHVV P protein isomers
(a) Western blot verification of EGFP-P1 and EGFP-P2 expression; (b) subcellular localization of P1 and P2
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剂 LMB的情况下主要定位于细胞核，说明 P1、

P2能够进入细胞核，并进行核质穿梭。这与狂

犬病毒 P1、P2的亚细胞定位一致[29]。推测 SHVV P
蛋白同时存在核定位信号及核输出信号，具体

的定位信号以及 P蛋白的核输出机制均有待进一

步研究。

为了研究 P1、P2对 SHVV增殖的影响，实

验在 CCO细胞中过表达 P1、P2后感染 SHVV，

病毒的 mRNA水平、蛋白水平、滴度水平均表

明过表达 P1、P2可以促进 SHVV增殖。其他弹

状病毒的 P蛋白不仅与病毒 N、L蛋白相互作用，

也会与宿主蛋白相互作用，调节干扰素的表达，

或者抑制干扰素下游信号通路 [29-32]，从而实现免

疫逃逸，促进病毒增殖。前期研究发现，过表

达 SHVV的 P1蛋白能抑制 SHVV感染，激活的

IFN表达，具有免疫逃逸的功能 [11]。因此推测，

过表达 P1促进 SHVV增殖可能是因为 P1的免疫

逃逸功能。但是 P2蛋白促进 SHVV增殖是否因

为其具有免疫逃逸功能尚不清楚。而且 P1和 P2
蛋白是单独发挥促进 SHVV增殖的作用还是协

同发挥作用有待进一步研究。因此，本研究通

过制备 SHVV P蛋白的多克隆抗体，鉴定了 P蛋

白的异构体，初步探究过表达 P蛋白及其异构

体 P2对病毒增殖的影响，为后续 SHVV致病机

制的解析及 P蛋白异构体的功能研究奠定基础。
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图 5    过表达 SHVV P蛋白异构体对 SHVV增殖的影响

将 pEGFP-N1(空载 )、pEGFP-P1、pEGFP-P2转染 CCO细胞，转

染 24 h后，感染 SHVV；1. pEGFP-N1、2. pEGFP-P1、3. pEGFP-
P2； (a)过表达 EGFP-P1、EGFP-P2对细胞中 SHVV G mRNA的

影响； (b)过表达 EGFP-P1、EGFP-P2对细胞中 SHVV G蛋白的

影响； (c)过表达 EGFP-P1、EGFP-P2对上清液中 SHVV滴度的
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Fig. 5    Effects of overexpression of SHVV P protein
isomers on SHVV proliferation

CCO cells  were  transfected  with  pEGFP-N1(empty  vector),  pEGFP-P1
or pEGFP-P2, followed by SHVV infection at 24 h post of transfection;
1. pEGFP-N1;  2.  pEGFP-P1;  3.  pEGFP-P2;  (a)  effects  of   overexpres-
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G protein level; (c) effect of overexpression of EGFP-P1 and EGFP-
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difference, P<0.05, “** ”represents  very  significant  difference,
P<0.01
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(State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, College of Fisheries,
Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China)

Abstract: Snakehead vesiculovirus (SHVV) is a kind of fish rhabdovirus that has caused great economic
losses  in  snakehead  fish  culture  in  China.  However,  the  mechanism on  SHVV’s  pathogenicity  is  still
unclear.  The  phosphoprotein  (P)  isomers  have  been  identified  in  mammalian  rhabdovirus  rabies  virus
and played important roles in the proliferation of rabies virus, but the function of P isomers in fish rhab-
dovirus has not been investigated. In order to identify the SHVV P isomers and study their roles in virus
proliferation, the P gene of SHVV was amplified, and a prokaryotic expression plasmid pET32a-P was construc-
ted. The recombinant His-P protein was purified by Ni-NTA affinity chromatography column, and polyclonal anti-
body against the His-P protein was acquired through immunization of New Zealand white rabbits. Using the P pro-
tein polyclonal antibody, the SHVV P isomers were determined. Furthermore, the subcellular localization of P iso-
mers was  assessed  using  enhanced  green  fluorescent  protein  (EGFP),  and  the  effect  of  overexpression  of  P   iso-
mers on SHVV proliferation was determined using qRT-PCR, Western Blot, and TCID50. The results showed that
three P protein bands were detected during SHVV-infected channel catfish ovary (CCO) cells. Further verification
determined that two of the three bands were P protein (also called P1) and its isomer P2. Subcellular localization
experiment showed that both P1 and P2 localized mainly in cytoplasm, and P1 and P2 could shuttle between nuc-
leus and cytoplasm. Overexpression of P1 or P2 in CCO cells  increased G mRNA level  about four times and G
protein level around two times. The viral titer of SHVV was also significantly promoted via overexpression of P1
and P2, indicating that P1 and P2 promoted SHVV proliferation. Overall, SHVV can produce P protein (P1) and its
isomer P2 during its  infection,  and P1 and P2 play an important  role in SHVV proliferation.  Our results  will  be
helpful to understand SHVV pathogenicity and the function of P isomers of rhabdoviruses.

Key words: snakehead vesiculovirus; polyclonal antibody; P protein; isomer; proliferation
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