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摘要：【目的】制备基因I型草鱼呼肠孤病毒（GCRV）VP7蛋白合成肽抗体并验证其特异性，为研究VP7外衣壳蛋

白在基因I型GCRV病毒与宿主间的相互作用及研制基因工程疫苗提供参考依据。【方法】以GCRV GZ1208株为模板

进行RT-PCR扩增，运用在线生物信息学分析软件对VP7蛋白B细胞表位进行功能预测，选择位于VP7蛋白第26~39位

氨基酸的多肽序列进行人工合成，与钥孔血蓝蛋白载体蛋白偶联后免疫新西兰白兔以获得VP7蛋白合成肽抗体，然

后采用Western blotting和间接免疫荧光试验验证VP7蛋白合成肽抗体对基因I型GCRV的特异性识别能力。【结果】

VP7蛋白氨基酸序列在基因I型GCRV中高度保守，其合成肽抗体效价约1∶256000。Western blotting分析结果显示，融

合蛋白VP7约在55 kD处出现单一的特异性条带，而GZ1208株和JX0901株样品约在30 kD处出现对应的特异性条带，

与预期结果基本一致；间接免疫荧光试验结果表明，VP7蛋白合成肽抗体可特异性识别感染基因I型GCRV的草鱼脑

细胞（GCB），感染细胞中出现特异性绿色荧光信号，而感染其他基因型GCRV及正常未感染病毒的GCB细胞中均无

特异性绿色荧光出现。【结论】制备获得的VP7蛋白合成肽抗体能特异性识别基因I型GCRV，而不识别其他基因型毒

株，可用于草鱼出血病的临床诊断和基因I型GCRV的病原学研究。
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Abstract：【Objective】Anti-VP7 protein synthetic peptide antibody of grass carp reovirus（GCRV）genotype I was
prepare and its specificity was identified to provide reference for the research on the interaction of VP7 capsid protein be-
tween GCRV genetype I and the host，and development of genetic engineering vaccine.【Method】GCRV GZ1208 was
used as the template to conduct RT-PCR amplification. Online bioinformatics software was used to predict the function of
the B cell epitopes of VP7 protein. The polypeptide sequences of amino acid located at 26-39 positions of VP7 protein
were selected and synthesized artificially. The New Zealand white rabbits were immunized with the polypeptide of VP7
coupling linked with keyhole limpet hemocyanin carrier protein，and the synthetic peptide antibody against VP7 protein
was obtained. Then，Western blotting and indirect immunofluorescence assays were used to test the specific identifiction
af anti-VP7 synthetic peptide antibody to GCRV genotype I.【Result】The amino acid sequences of VP7 was highly con-
served in genotype I GCRV，and the titer of synthetic peptide antibody was as high as 1∶256000. The results of Western
blotting indicated that the fusion protein VP7 showed a single specific band at about 55 kD，while GZ1208 strain and
JX0901 strain showed corresponding specific bands at about 30 kD，which was consistent with the expected results.The
results of indirect immunofluorescence assays indicated that VP7 protein synthetic peptide antibody could specifically
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0 引言

【研究意义】草鱼（Ctenopharyngodon idella）是

我国最重要的淡水经济鱼，其产量约占全国淡水鱼

生产总量的20%（Rao and Su，2015），除西藏和青海

呈零星养殖外，在我国其他各地均有一定规模养殖。

据全国渔业统计结果显示，2014年我国草鱼养殖产

量达506.99万t，2015年576.62万t，2016年589.88万t，

其产值多年以来均稳居我国淡水鱼养殖首位。草鱼

在全球40多个国家和地区均有分布（Dong et al.，

2012），但随之而来的病害日趋频发，尤其是出血病

严重阻碍了草鱼养殖业的健康发展（Brudeseth et

al.，2013）。草鱼出血病主要由草鱼呼肠孤病毒

（Grass carp reovirus，GCRV）引起，是我国分离鉴定

的第一例水生病毒（Zhang et al.，2008），且该病毒致

病力强、传染性高（Lu et al.，2011），一旦感染可导致

草鱼苗大量死亡，造成严重的经济损失。因此，加强

GCRV的致病机理及其防治措施研究，对确保草鱼

养殖业健康发展具有重要意义。【前人研究进展】

GCRV是研究水生呼肠孤病毒复制和发病机理的代

表病毒（He et al.，2011），其基因组由11个双链RNA

节段（S1~S11）组成，无囊膜，呈20面体的球状颗粒

（Ye et al.，2012）。目前，已报道GCRV拥有40多个分

离株，包括854、861、873、875、876、90l4 、991、V、H-

962、ZV-8802、854、HZ08、JX09-01、JX09-02、GD108、

104、106、109、Hunan1307和GZ1208等分离株，且不

同分离株在致细胞病变、毒力、基因组电泳带型、基

因组序列和特征等方面存在明显差异（Wang et al.，

2012；Ye et al.，2012；Fan et al.，2013）。根据基因组

差异，GCRV可分为3种基因型（Wang et al.，2012），

其中873、HZ08、104分离株分别为基因I、II和III型的

代表株（曾伟伟等，2017）。不同基因型GCRV感染

草鱼后引起的症状不完全相同，对草鱼的致病率和

致死率也不相同（张敏利等，2018）。其中，基因I型
GCRV的S10节段编码蛋白与银大马哈鱼呼肠孤病

毒（Coho salmon reovirus，SCSV）和条纹鲈呼肠孤病

毒（Striped bass reovirus，SBRV）S10节段编码的外

衣壳蛋白，以及哺乳动物正呼肠孤病毒（Mammalian

orthoreovirus，MRV）S4节段编码的外衣壳蛋白同源

性较高，具有相同的锌指结构和相似的亲水基团分

布情况，由此预测GCRV的S10节段基因编码一种外

衣壳蛋白（Liu et al.，2016）。Chen等（2013）研究证

实，GCRV含7种结构蛋白和4种非结构蛋白，其中

VP7具有较好的抗原性。郝贵杰等（2010）以VP7基

因为靶基因构建重组表达质粒，并成功转染至真核

细胞中，实现了高效表达；Luo等（2015）的抗体中和

试验结果也证实，VP7是GCRV的主要抗原表位，为

研制GCRV基因疫苗提供了参考资料。采用原核表

达系统获得重组蛋白再免疫实验动物制备多克隆抗

体的方法较常见，但存在抗体特异性差、效价低的问

题。合成肽是以化学合成方法按蛋白氨基酸顺序合

成类似抗原表位的一种保护性短肽，与变性蛋白的

结合性较高，抗原的特定区域能被合成肽识别（高华

义等，2018）。合成肽属于小分子物质，以半抗原形

态存在，很难在免疫动物体内引起有效的免疫反应，

因此必须耦联载体蛋白（黄剑波，2016）。Tanzadeh-

panah等（2016）研究表明，以合成肽为抗原制备多克

隆抗体，可降低抗原用量，且得到的多克隆抗体效价

较高。【本研究切入点】GCRV GZ1208株分离自广州

某养殖场发病草鱼，其S10节段全长909 bp，含一个

831 bp的开放阅读框（ORF），编码VP7外衣壳蛋白

（分子量约30 kD），但至今未见针对VP7蛋白合成肽

制备抗体的研究报道。【拟解决的关键问题】以

GCRV GZ1208株为模板进行RT-PCR扩增，运用在

线生物信息学分析软件对VP7蛋白B细胞表位进行

功能预测，选择位于VP7蛋白第26~39位氨基酸的多

肽序列进行人工合成，与钥孔血蓝蛋白载体蛋白偶

联后免疫新西兰白兔以获得VP7蛋白合成肽抗体，

然后采用Western blotting和间接免疫荧光试验验证

合成肽抗体对基因I型GCRV的特异性识别能力，为

后续研究VP7外衣壳蛋白在基因I型GCRV病毒与宿

主间的相互作用及研制基因工程疫苗提供参考

依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

草鱼脑细胞（GCB）及GCRV GZ1208株、JX09-

01株、Hunan1307株、HZ08株、传染性脾肾坏死病毒

identify the grass carp’s brain cells（GCB）infected with genetype I GCRV，and the specific green fluorescence appeared
in the infected cells.While there was no specific green fluorescence appeared in the cells infected with other genotypes
GCRV and in normal cells.【Conclusion】The synthetic peptide antibody against VP7 protein is successfully prepared，
which can specifically recognize GCRV genotype I but cannot recognize other genotype strains. The present study can be
applied in clinical diagnosis of grass carp hemorrhagic disease as well as pathogenic research of GCRV genotype I.

Key words：grass carp reovirus（GCRV）；genotype I；VP7 protein；prokaryotic expression；synthetic peptide anti-
body
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（ISKNV）、锦鲤疱疹病毒（KHV）由中国水产科学研

究院珠江水产研究所鱼病室保存提供；GCRV 104株

由中国水产科学研究院长江水产研究所曾令兵研究

员惠赠；pE-T32a（+）质粒由农业农村部渔药创制重

点实验室保存提供；M199培养基、小牛血清（FBS）

和胰酶购自美国Gibco公司；Trizol Reagent购自美国

Invitrogen公司；反转录试剂盒购自TOYOBO公司；

大肠杆菌（Escherichia coli）DH5α和BL21（DE3）、

EcoR I酶、Xho I酶、Taq DNA聚合酶、dNTPs及DNA

Marker购自TaKaRa公司；T4 Ligase购自Promega公

司；质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒购自OMEGA

公司；SDS-PAGE试剂盒、DAB显色试剂盒购自康为

世纪生物科技有限公司；HRP标记的羊抗兔IgG和

FITC标记的羊抗兔IgM购自博士德生物工程有限

公司。

1. 2 S10基因扩增

根据GenBank上GCRV GZ1208株VP7外衣壳蛋

白的编码序列（KU240083.1）设计引物（5'-CCGGAA

TTCATGCCACTTCACATGATTCCGCAA-3'和5'-AC

GCTCGAGATCGGATGGCTCCACATGGCAAG-3'），

下划线部分分别为EcoR I和Xho I酶切位点；以

GCRV GZ1208株感染GCB细胞，运用Trizol法提取

细胞RNA，RT-PCR扩增目的片段。反应体系25.00

μL：dNTPs 4.00 μL，GZ1208株cDNA模板2.00 μL，

上、下游引物各0.50 μL，10×PCR Buffer 2.50 μL，

LA Taq DNA聚合酶0.25 μL，ddH2O 15.25 μL。扩增

程序：95 ℃预变性4 min；94 ℃ 35 s，65 ℃ 35 s，

72 ℃ 1 min，进行35个循环；72 ℃延伸8 min。反应

结束后回收纯化扩增产物。

1. 3 生物信息学分析

S10基因测序结果在NCBI上进行BLAST分析，

运用DNASTAR和IEBD对VP7蛋白氨基酸序列进行

抗原表位预测。

1. 4 多肽合成及抗体制备

根据抗原表位预测结果，选择位于VP7蛋白上第

26~39位氨基酸的多肽序列（TKTRTETTNFDHAD）

送至南京金斯瑞生物科技有限公司合成多肽，与钥

孔血蓝蛋白载体蛋白KLH偶联后免疫新西兰白兔。

参照王玉坤等（2008）、李丽等（2015）、宗乾坤等

（2016）的方法收集血清制备抗体。

1. 5 间接ELISA检测血清抗体效价

采用pH 7.4的碳酸盐缓冲液稀释VP7蛋白合成

肽（终浓度4 mg/mL）包被96孔酶标板，每孔100.00

mL，分别按1∶1000、1∶2000、1∶4000、1∶8000、1∶16000、

1∶32000、1∶64000、1∶128000、1∶256000和1∶512000

梯度加入血清抗体及HRP标记的羊抗兔IgG（1∶5000

倍稀释）100.00 mL，其余步骤参照Mahajan等（2015）、

Yu等（2015）、张玉瑶等（2015）、Andreolla等（2018）的

方法进行操作。

1. 6 表达载体构建

扩增获得的S10基因目的片段与原核表达载体

pET-32a（+）进行双酶切，酶切产物在16 ℃下连接

10~12 h，连接体系：T4 Ligase 0.50 μL，T4 Ligase

Buffer 2.00 μL，pET-32a（+）2.00 μL，S10基因目的片

段5.50 μL。将连接产物转化至E. coli DH5α中，收

集后扩培菌液，提取重组质粒。重组质粒进行双酶

切鉴定，阳性质粒送至广州市艾基生物技术有限公

司进行测序。当双酶切鉴定和测序结果显示载体构

建成功时，将重组表达载体命名为pET-32a-S10。

1. 7 融合蛋白表达

重组表达载体pET-32a-S10转化至E. coil BL21

（DE3），扩大培养及诱导操作参照胡涛等（2015）的

方法，待OD600=0.4时加入终浓度为1 mmol/L的IPTG

诱导8 h，然后在冰上对菌体沉淀进行超声波破碎

（Al-Juboori and Yusaf，2012；吴倩等，2015）：破碎

4 s，停顿15 s，功率250 W，离心收集上清液和沉淀，

以考马斯亮兰染色确定融合蛋白的表达形式。

1. 8 诱导条件优化及目的蛋白纯化

参考Cheng等（2016）、罗忠永等（2017）的方法

进行IPTG诱导条件优化，发现当OD600=1.2、IPTG终

浓度为1.6 mmol/L时，融合蛋白的表达量最高。诱

导后进行离心，超声波破碎菌体沉淀，按试剂盒说明

通过Ni柱亲和层析进行纯化，洗脱得到纯化的融合

蛋白。纯化融合蛋白经SDS-PAGE分析，参考Suwal

等（2014）的方法用0.3 mol/L KCl溶液进行回收。

1. 9 Western blotting分析

分别选取GCRV的基因I型（GZ1208和JX0901）、

II型（HZ08和Hunan1307）、III型（104）毒株及KHV和

ISKNV感染GCB细胞，感染7 d后收集GCB细胞，加

入上样缓冲液，混匀后沸水浴10 min，取5.00 μL进行

上样；剩余步骤参考刘文慧等（2015）的方法，最后采

用DAB显色液进行显色。

1. 10 间接免疫荧光试验

将GCB细胞传至96孔板，待细胞长至单层并占

据孔板表面积80%~90%时，接种GZ1208、JX09-01、

Hunan1307、HZ08和104株的病毒液，设立空白对照，

接毒5 d后进行间接免疫荧光试验（Gao et al.，2018；

Wang et al.，2018），一抗为兔抗VP7多克隆抗体

（1∶200倍稀释），二抗为FITC标记的羊抗兔 IgM

（1∶50倍稀释），于倒置荧光显微镜观察结果。

刘世旭等：基因I型草鱼呼肠孤病毒VP7蛋白合成肽抗体的制备及应用
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2 结果与分析

2. 1 目的片段扩增及序列测定结果

经1.0%琼脂糖凝胶电泳检测发现，阴性对照无

任何条带，而S10基因扩增产物的特异性条带位于

750~1000 bp，大小约850 bp（图1），与预期结果一

致。PCR扩增产物送至广州艾基生物技术有限公司

测序，测序结果与KU240083.1序列一致。

2. 2 VP7蛋白抗原表位分析结果

采用DNASTAR分析GZ1208株VP7蛋白氨基酸

序列的抗原指数、亲水性、表露性和疏松区域等参

数，结果（图2）显示，位于第26~39位的氨基酸片段抗

原指数、亲水性和表露性均较高，可能为VP7蛋白的

抗原表位。此外，BLAST比对分析结果显示，VP7蛋

白氨基酸序列在基因I型GCRV中高度保守。

2. 3 VP7合成肽抗体效价检测结果

采用间接ELISA测定血清抗体效价，结果显示抗

体稀释倍数为1∶256000时，多肽抗体与阴性对照比

值为2.70，即VP7蛋白合成肽抗体效价约1∶256000。

2. 4 重组质粒双酶切鉴定结果

对重组质粒pET-32a-S10进行EcoR I和Xho I双

酶切鉴定，经1.0%琼脂糖凝胶电泳检测，发现约在

6000和850 bp处各出现一条特异性条带（图3）；阳性

样品送至广州艾基生物技术有限公司测序，结果表

明目的片段正确无误。

2. 5 融合蛋白的表达与纯化结果

通过SDS-PGAE分析，发现经IPTG诱导获得的

融合蛋白约在55 kD处出现明显的特异性条带，其大

小与预期结果（53 kD）基本一致；将IPTG诱导得到

的菌体重悬液进行超声波破碎处理后，亦可得到与

预期结果一致的特异性条带（图4），说明VP7融合蛋

白主要以包涵体的形式存在。

融合蛋白经Ni柱亲和层析纯化后进行电泳，发

图 1 S10基因的PCR扩增电泳结果
Fig.1 PCR amplification electrophoresis of S10 gene
M：DL1000 DNA Marker；1：阴性对照；2：S10基因PCR扩增产物
M：DL1000 DNA Marker；1：Negative control；2：PCR amplification
products of S10 gene

图 2 VP7蛋白的抗原表位分析结果
Fig.2 Antigen epitope analysis of VP7 protein

Hydrophilicity：亲水性；Antigenic index：抗原指数；Flexible region：疏松区域；Surface probability：表露性

M 1 2

1000 bp

750 bp

500 bp

100 bp
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现纯化后的融合蛋白约在55 kD处可见单一的特异

条带，而未纯化的菌体总蛋白中含有较多的杂带（图

5），说明蛋白的纯化效果良好。

2. 6 Western blotting分析结果

Western blotting分析结果（图6）显示，融合蛋白

样品约在55 kD处出现单一的特异性条带，而空载体

蛋白泳道无对应条带。此外，GZ1208株和JX09-01

株样品约在30 kD处出现对应的特异性条带，与预期

结果基本一致；其他样品则无任何条带出现，说明制

备的合成肽抗体血清只能特异性识别VP7融合蛋白

和基因I型GCRV。

2. 7 间接免疫荧光试验结果

由图7可知，制备的合成肽抗体可特异性识别

感染基因I型GCRV的GCB细胞，感染细胞中出现特

异性绿色荧光信号，而感染其他基因型GCRV及正

常未感染病毒的GCB细胞中均无特异性绿色荧光

出现。

3 讨论

草鱼是我国淡水养殖的主养品种，每年的产量

超过 500万 t，位居淡水养殖鱼类之首（杨映等，

2015），但也是水产养殖动物中病害最多发的一种鱼

类（Wu et al.，2017）。GCRV隶属于水生呼肠孤病毒

序号 No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

抗体稀释倍数 Antibody dilution multiple
1∶1000
1∶2000
1∶4000
1∶8000
1∶16000
1∶32000
1∶64000

1∶128000
1∶256000
1∶512000
阴性血清

OD
3.001
2.774
2.424
1.873
1.259
0.709
0.391
0.309
0.283
0.115
0.105

P/N
28.58
26.42
23.09
17.84
11.99
6.75
3.72
2.93
2.70
1.09
-

表 1 合成肽抗体间接ELISA检测结果
Table 1 Indirect ELISA results of synthetic peptide antibody

图 3 重组质粒pET-32a-S10的双酶切鉴定电泳结果
Fig.3 Digestion identification electrophoresis of recombinant

plasmid pET-32a-S10
M：DL10000 DNA Marker；1：重组质粒pET-32a-S10双酶切鉴定产物
Digestion identification products of recombinant plasmid pET-32a-S10

图 4 重组质粒pET-32a-S10表达产物的SDS-PAGE分析结果
Fig.4 SDS-PAGE analysis results of recombinant plasmid pET-

32a-S10 expression product
M：低相对分子质量蛋白标准品；1：重组质粒IPTG诱导表达产物的
沉淀；2：重组质粒IPTG诱导表达产物的上清液；3：重组质粒pET-32a-
S10的诱导表达产物；4：pET-32a（+）空载体的诱导表达产物
M：Low relative molecular weight protein marker；1：Sediment of ex-
pression product induced by recombinant plasmid IPTG；2：Supernatant
of expression product induced by recombinant plasmid IPTG；3：Ex-
pression product of recombinant plasmid pET-32a-S10 induced by
IPTG；4：Expression product induced by pET-32a（+）empty carrier

图 5 融合蛋白经Ni柱亲和层析纯化后的SDS-PAGE分析
结果

Fig.5 SDS-PAGE analysis of fusion protein after affinity chro-
matography purification of Ni column

M：低相对分子质量蛋白标准品；1：纯化后的融合蛋白；2：未纯化的
菌体总蛋白
M：Low relative molecular weight protein marker；1：Fusion protein af-
ter purification；2：Total bacterial proteins without purification

M 1

10000 bp

7500 bp

1000 bp

pET-32a（+）

S10基因

1 M 2 3 4

70 kD

55 kD

1 2 M

70 kD

55 kD

4000 bp
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属（Aquareovirus），是我国分离鉴定的第一株水生动

物病毒，其发现可追溯到1953年（Tian et al.，2017）；

草鱼感染发病的临床症状主要是肌肉充血，肠道出

血，鳍条、鳃盖充血，故又称为草鱼出血病（Qiu et

al.，2001）。GCRV基因组可分为 11个节段双链

RNA，具有较高的变异性（Hao et al.，2017）。GCRV

流行情况复杂，我国至少存在3种基因型（He et al.，

2017），以基因II型为主，其次为基因I型，也有基因I

型和II型混合感染的情况存在。GCRV的外衣壳蛋

白主要是VP5和VP7，二者以200个三聚体的形式出

现，而形成外层衣壳（Liu et al.，2017）。其中，VP7在

GCRV感染宿主并使之患病的过程中发挥着不可忽

视的作用（Ivanovic et al.，2007；Fang et al.，2008），

尤其在病毒与宿主细胞相互作用及病毒进入宿主细

胞的过程中，外衣壳上的三聚体作为受体识别位点

存在（Yan et al.，2014），故推测VP7蛋白有助于

GCRV入侵草鱼（Shao et al.，2011）。

目前用于草鱼出血病免疫防控的疫苗主要有

图 6 融合蛋白VP7抗血清特性的Western blotting分析结果
Fig.6 Western blotting analysis of fusion protein VP7 antiserum characters

M：低相对分子质量蛋白标准品；1：pET-32a（+）空载体的诱导表达产物；2：VP7融合蛋白；3：纯化的GZ1208株；4：纯化的JX09-01株；
5：Hunan1307株；6：HZ08株；7：104株；8：ISKNV；9：KHV

M：Low relative molecular weight protein marker；1：Expression product induced by pET-32a（+）empty carrier；2：VP7 fusion protein；3：Purified
GZ1208 strain；4：Purified JX09-01 strain；5：Hunan1307 strain；6：HZ08 strain；7：104 strain；8：ISKNV；9：KHV

图 7 合成肽抗体（融合蛋白VP7抗血清）特异性的间接免疫荧光试验结果
Fig.7 Indirect immunity fluorescence test of synthetic peptide antibody（fusion protein VP7 antiserum）characteristics

1：感染GZ1208株的GCB细胞；2：感染JX09-01株的GCB细胞对照；3：感染Hunan1307株的GCB细胞；4：感染HZ08株的GCB细胞；5：感染104株的
GCB细胞；6：未感染病毒的正常GCB细胞

1：GCB cells infected by GC1208 strain；2：GCB cells control infected by JX09-01 strain；3：GCB cells infected by Hunan1307 strain；4：GCB cells
infected by HZ08 strain；5：GCB cells infected by 104 strain；6：Uninfected GCB cells

55 kD 25 kD

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

1 2

3 4

5 6
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灭活疫苗、弱毒疫苗和土法疫苗（高岩等，2017），也

有部分实验室针对基因工程疫苗开展了积极研究，

如重组亚单位疫苗和核酸疫苗，主要采用GCRV的

外衣壳蛋白制备。虽然市场上已有商品化的疫苗可

供使用，但每年因草鱼出血病暴发引起的经济损失

仍居高不下。草鱼出血病频繁暴发可能与GCRV复

杂的基因型有关。黄毅昌等（2016）研究指出，不同

基因型毒株间多数功能性位点的保守性较低。

Wang等（2016）研究证实，不同基因型GCRV在生物

学特性上存在明显差异，采用不同基因型GCRV免

疫鮈鲫，其交叉保护性较低。本研究结果表明，以

IPTG诱导获得的VP7融合蛋白与钥孔血蓝蛋白载体

蛋白偶联后，免疫新西兰白兔而获得的VP7蛋白合

成肽抗体只能识别基因I型GCRV，进一步证实3种基

因型GCRV的外衣壳蛋白存在明显差异。

采用原核表达或真核表达系统诱导表达获得

重组蛋白，并免疫实验动物制备多克隆抗体的方法

较常见，但抗体效价水平不一。郝贵杰等（2010）利

用真核表达系统制备的GCRV VP7蛋白抗体效价仅

1∶320；刘学光等（2013）通过原核表达传染性造血器

官坏死病病毒（IHNV）G蛋白并制备相应的多克隆

抗体效价为1∶105；黄新新等（2015）以原核表达桃拉

综合征病毒VP1高变区蛋白并制备多克隆抗体，其

抗体效价为1∶217；黄谧和冯勇（2017）借助原核表达

系统制备的大鲵虹彩病毒主要衣壳蛋白多克隆抗体

的抗体效价为1∶50000；汤亚芳等（2018）利用原核表

达蛋白制备的基因II型GCRV VP6蛋白抗体效价为

1∶105。原核表达的融合蛋白在表达过程中常出现

包涵体形式。包涵体不溶于水，无法形成正确次级

键的表达产物，因此免疫后制备的血清有时不能正

常识别原始生物蛋白。本研究中采用pET-32a（+）质

粒构建的重组质粒pET-32a-S10经IPIG诱导表达后，

融合蛋白也是以包涵体形式存在；制备获得的VP7

蛋白合成肽抗体效价约1∶256000，其抗体效价高于

一般的多克隆抗体，且抗体的特异性较好，能准确识

别基因I型GCRV，而不识别其他基因型毒株，表明制

备获得的合成肽抗体已达到预期设计要求，为后续

的研究工作打下一定基础。

4 结论

制备获得的VP7蛋白合成肽抗体能特异性识

别基因I型GCRV，而不识别其他基因型毒株，可用于

草鱼出血病的临床诊断和基因I型GCRV的病原学

研究。
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