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鳜传染性脾肾坏死病毒重组主衣壳蛋白免疫效果的初步验证

付小哲，李宁求，彭媛媛，石存斌，白俊杰，吴淑勤
（中国水产科学研究院 珠江水产研究所，广东 广州 510380）

摘要：将大肠杆菌重组表达的鳜（Siniperca chuatsi）传染性脾肾坏死病毒（ISKNV）主衣壳蛋白（MCP），以不同剂量（20 µg/尾、

50 µg/尾、100 µg/尾）腹腔注射免疫幼鳜（2月龄），测定各免疫组的血清抗体效价变化规律、头肾淋巴细胞增殖刺激指数（SI）、

肝脏Mx蛋白表达及相对免疫保护率（RPS）。结果表明，各免疫组抗体效价在第14天时达到峰值，其中50 µg/尾免疫组的

抗体效价最高，随后各组的效价均下降，至第35天时与对照组无差异；头肾淋巴细胞经LPS、ConA刺激后，50 µg/尾免疫组

及100 µg/尾免疫组的刺激指数均升高，其中50 µg/尾免疫组的刺激指数最高，20 µg/尾免疫组与对照组无差异；在免疫后

48 h各剂量免疫组Mx蛋白均有低量表达，对照组无表达，各免疫组表达量无显著差异；免疫后第36天攻毒，50 µg/尾免疫

组的相对保护率最高，为64.3％。研究结果表明，重组MCP蛋白有较好的免疫原性，可以激发鳜特异性免疫及非特异性免

疫应答，当免疫剂量为50 µg/尾时，免疫保护效果最好。[中国水产科学，2009，16（3）：388-393]
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鳜（Siniperca chuatsi）是中国 重 要的 淡 水 鱼 特

色养殖种类之一，而近年来由传染性脾肾坏死病毒

（Infectious spleen and kidney necrosis virus， ISKNV）

导致的病毒病给鳜养殖产业造成了严重的经济损

失。1997年，吴淑勤等 [1] 首先在患病鳜中发现了直

径150 nm的球形病毒，并认为是鳜暴发性传染病的

病原。1998年，何建国等 [2] 通过回归感染进一步证

明了该病毒的病原性，通过组织学研究发现鳜鱼脾

脏和肾脏是其感染的主要器官，因而将其命名为传

染性脾肾坏死病毒，并通过主衣壳蛋白（MCP）基因

等序列分析确定其为一种虹彩病毒 [3]，随后对ISKNV

的全基因组序列进行了测定 [4]。潘厚军等 [5] 采用灭

活组织浆疫苗对鳜病毒病进行防治，在室内和田间

实验效果较好，但是由于疫苗材料来源于病鳜内脏

组织，受季节和数量上的限制，推广应用有一定的困

难。由于基因工程疫苗不受上述条件的限制，成为

研制鳜ISKNV疫苗的一个理想方法。2004年，张敏

等 [6] 进行了ISKNV主衣壳蛋白（Major capsid protein， 

MCP） 的原核表达研究，采用免疫印记的方法初步确

定了重组MCP蛋白与ISKNV MCP蛋白有相同的抗原

特性，为ISKNV重组亚单位疫苗的研制提供了思路。

本研究从抗体效价、淋巴细胞增殖指数、Mx蛋白表

达及相对免疫保护率等方面，对ISKNV重组MCP蛋

白的免疫原性进行分析，并探讨不同免疫剂量的免

疫保护效果，旨为鳜ISKNV疫苗的研制奠定基础。

1　材料与方法

1.1　菌株

鳜ISKNV重组MCP基因工程菌为中国水产科学

研究院珠江水产研究所保存。

1. 2　实验动物

实验鳜，购于广东省佛山市某鳜养殖场，2月龄，
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体质量40～ 50 g，在充气及流水养殖池内暂养2周。

从中随机挑取20尾，经镜检观察，寄生虫、肝脏分离

细菌、PCR检测ISKNV全部阴性，确认健康后用于实

验。实验期间水温27～ 31 ℃，每天投喂饵料鱼（鲮

鱼），攻毒后改为每隔3天投喂1次饵料鱼。

1.3　重组MCP蛋白的制备

参考张敏等 [6]的方法，将ISKNV重组MCP基因工

程菌于含有氨苄青霉素LB培养基中30 ℃培养过夜，

按体积比1∶50扩大培养至OD600为0.6时，立即升温至

42 ℃，诱导表达4 h，离心收集细菌，SDS-PAGE检测蛋

白的表达。超声波破菌，离心收集包涵体，经2 mol/L脲

素洗涤3次，用8 mol/L脲素、50 mmol/L Tris-Cl （pH 8.5）溶

解，在脲素、Tris-Cl、甘油缓冲液中4 ℃透析复性。

Bradford法 [7] 测定复性蛋白的浓度，-20 ℃冻存备用。

1.4　免疫分组

将实验鳜随机分为4个实验组，分别为MCP100

组、MCP50 组、MCP20 组、对 照 组，每 组60尾。 其 中

MCP100、MCP50、MCP20 为疫苗免疫组，分别为腹腔注

射复性蛋白100 µg/尾、50 µg/尾、20 µg/尾，对照组腹

腔注射50 mmol/L Tris-Cl （pH8.5）。各组的注射剂量

均为300 µL/尾。

1.5　血清抗体效价的测定

免疫后第7天始、每隔7天每组随机取5尾鱼，尾

静脉采血制备血清，5尾鱼的血清等量混合后作为一

个样品，采用间接ELISA的方法，测定各组血清抗体

效价。用MCP复性蛋白（2 µg/mL）包被96孔酶标板，

4 ℃过夜； 5％ BSA 37 ℃封闭2 h；加入倍比稀释的鳜

血清（对照用PBS代替），37 ℃反应2 h；加入1∶1 000

体积比稀释的鼠抗鳜IgM单抗血清，37 ℃反应2 h；加

入1∶2 000体积比稀释的HRP-羊抗鼠抗体，37 ℃反

应1 h；TMB显色，H2SO4 终止反应。酶标仪测450 nm

及405 nm处吸光值（OD），免疫组（OD450-OD405）值大

于对照组（OD450-OD405）值2.1倍（S /N>2.1）判为阳性。

1.6　淋巴细胞增殖实验

取 免 疫 后35 d的 鳜 鱼（每 组 随 机 取3尾）用

70%酒精体表消毒，在无菌条件下取出头肾放在

RPMI1640中，用剪刀剪碎后过200目不锈钢钢丝网，

4 ℃ 1 000 r/min离 心10 min收 集 细 胞，RPMI1640重

悬细胞沉淀，缓慢加到等体积的淋巴细胞分离液（密

度1.077）上，4 ℃ 1 000 r/min离心30 min，分离淋巴细

胞；分离的淋巴细胞用RPMI1640洗2次后，重悬于

RPMI1640完全培养基（含10％小牛血清）中，0.4％台

盼兰活体染色计数活细胞数在95％以上，调细胞密度

至1×106 个/mL。将调整好浓度的细胞加入96孔细

胞培养板中，每孔100 µL，分别用LPS及 ConA刺激淋

巴细胞增殖。每孔加入LPS（1mg/mL）5 µL，ConA（100 

µg/mL）10 µL，同时设空白对照（即不加刺激物），每个

样品重复3个孔，28 ℃培养62 h，再加入MTT（5 mg/mL）

10 µL继续培养4 h，加入酸性10％ SDS溶液100 µL至

完全溶解，酶标仪测570 nm处吸光值（OD），并计算淋

巴细胞增殖刺激指数SI（SI＝添加刺激物淋巴细胞培

养液吸光值/未添加刺激物淋巴细胞培养液吸光值）。

1.7　重组MCP诱导鳜Mx蛋白体内表达 

免疫后24 h、48 h随机取3尾鳜的肝脏（等量混

合），按照SV Total RNA Isolation System试剂盒方法

（Promega）提取总RNA，用DNA酶（Promega）消化后，

取RNA样品用1%琼脂糖凝胶电泳检测提取RNA的

质量和浓度。以18s RNA作为DNA残留检测基因，

PCR检测RNA中的DNA是否消化完全，如有目的带

（280 bp）出现，则需重新消化RNA样品。    

取2 µg消化完全的RNA样品进行逆转录反应，

以cDNA为模板、18s RNA为内标，半定量PCR方法

检 测 重 组MCP诱 导 鳜Mx蛋 白mRNA的 表 达。18s 

RNA及Mx蛋白的PCR反 应 体 系为：10×PCR Buffer 

2.5 µL，引物F（25 µmol/L）、引物R（25 µmol/L）各0.5 

µL，dNTPs（10 mmol/L）0.5 µL，Taq E（5 U/µL）0.5 µL，

RNA或cDNA 2 µL，无菌双蒸水补足25 µL；反应条件

为94 ℃预变性3 min，然后以94 ℃变性30 s、52℃ 30 

s、72 ℃延伸1 min进行30 个循环反应，循环结束后

72 ℃再延伸8 min。所用引物如下：

18S_F： 5 ′-ATGGTACTTTAGGCGCCTAC-3 ′

18S_R： 5 ′-TATACGCTATTGGAGCTGG-3 ′

Mx_F： 5 ′-TATGAGGAGAAGGTGCGTCCCTGCA

TCGACCT-3 ′
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Mx_R： 5 ′-CCCCTGCACCTGACGATCATGTAGC-3 ′

1.8　相对免疫保护率的测定

取具有典型鳜病毒病症状的鳜鱼脾和头肾，经

PCR检 测为ISKNV阳性 后，以1∶10质 量 体 积比 加

PBS冰浴匀浆，4 ℃ 4 000 r/min离心30 min，取上清

经0.22 µm微孔滤膜过滤除菌，加入青霉素和链霉素

至1 000 UI/mL，4 ℃冰箱中保存。取病毒滤液接种于

胰蛋白胨琼脂培养基上，培养温度为30 ℃，48 h后，

观察培养基上无细菌生长，此滤液用于人工感染实

验。免疫后36 d，背肌注射病毒液300 µL，连续观察

15 d，每天早晚观察记录各组鱼的死亡情况。取死亡

鱼的脾、肾进行ISKNV的PCR检测，对肝、脾、肾、脑

进行细菌分离，以确定死因，并计算相对免疫保护率

（Relative percentage survival，RPS）。 

相对免疫保护率（RPS）＝（1-免疫组死亡率/

对照组死亡率）×100％

2　结果与分析

2.1　血清抗体效价

免疫后7 d各免疫组即可检测到抗体。第14天

时各免疫组的抗体效价达到峰值，其中MCP50 的最

高，为1∶600 ；MCP100 组次 之，为1∶400 ；MCP20 组相

对最低，为1∶200。随后各免疫组的抗体效价均呈下

降趋势，至35 d时与对照组无显著差异（图1）。结果

显示，3个免疫组中，MCP50 组可刺激鱼体产生最强的

体液免疫应答。

2.2　淋巴细胞增殖指数

各组鳜头肾淋巴细胞经LPS、ConA刺激后，淋

巴细胞均有增殖反应，其中MCP50 组的刺激指数最

高，其次为MCP100，与对照组有显著差异（P<0.05）；而

MCP20 与对照组的刺激指数无显著差异（P>0.05），如

图2所示。结果表明，重组MCP蛋白可刺激机体产

生体液免疫和细胞免疫，且刺激指数与免疫剂量存

在一定的相关性，免疫剂量为50 µg/尾时，淋巴细胞

增殖反应最强；免疫剂量为100 µg/尾时，增殖反应下

降；而免疫剂量为20 µg/尾时，不能有效地刺激淋巴

细胞增殖。

2.3　重组MCP诱导鳜Mx蛋白体内表达

     重组MCP免疫后48 h，MCP20、MCP50、MCP100 组鳜

肝脏组织Mx蛋白的mRNA均有低量表达，各组间表

达量无显著差异（P>0.05）；而免疫后24 h，各组均未

检测到Mx蛋白的表达（图3）。
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图2　不同实验组淋巴细胞增殖刺激指数
MCP20、MCP50、MCP100 分别为鳜腹腔注射复性蛋白20 μg/尾、50 μg/尾

和100 μg/尾组.

Fig. 2　Stimulation index of lymphocyte proliferation in different 

experimental group
MCP20，MCP50 and MCP100 mean the groups at MCP injection doses of 20 

μg/ind，50 μg/ind and 100 μg/ind，respectively.

图1　各实验组血清抗体效价比较
MCP20、MCP50、MCP100 分别为鳜腹腔注射复性蛋白20 μg/尾、50 μg/尾

和100 μg/尾组.

Fig. 1　Comparison of titer of antibody in serum of different 

experimental group
MCP20，MCP50 and MCP100 mean the groups at MCP injection doses of 20 

μg/ind，50 μg/ind and 100 μg/ind，respectively.
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2.4　相对免疫保护率

攻毒后第2天开始除MCP100 组外，各组均有鱼

死亡；第3～ 6天，对照组死亡加剧，累积死亡率约

80％，至第9天时累积死亡率达100％  MCP20 组在第

2～ 9天内累积死亡率达89.3％，MCP100 组在第3～ 9

天内累积死亡率为57.1％，MCP50 组在第2～ 11天内

累积死亡率为35.7％  11 d后各组均无实验鱼死亡。

死亡鱼经PCR检测及细菌分离，证实均为ISKNV感

染导致死亡。攻毒结果显示（图4）：对照组相对于其

他免疫组，死亡速度最快、死亡率最高；而各免疫组

在一定程度上均延缓了死亡时间，其中MCP50 组免疫

保护效果最好，相对免疫保护率为64.3％  MCP100 组

免疫保护效果次之，相对免疫保护率为42.9％  MCP20

组的相对保护率仅为10.7％。

3　讨论

3.1　淋巴细胞增殖

鱼类的淋巴细胞中能对ConA和LPS产生刺激

反应的细胞在功能上相对于哺乳动物的T细胞和B

细胞 [8]，且鱼类的头肾相当于哺乳动物的脊髓 [9]，因

此通过检测实验鱼的T、B淋巴细胞增殖反应强弱，

可反映鱼体的细胞免疫和体液免疫功能状态。曾

慷等 [10] 采用MTT比色法研究了ConA、LPS对健康和

ISKNV感染后的鳜头肾淋巴细胞转化的影响，结果

表明ConA、LPS能够促进健康鳜头肾淋巴细胞的转

化。秦磊等 [11] 采用MTT比色法对嗜水气单胞菌与迟

缓爱德华氏菌亚单位偶联疫苗免疫小鼠后的脾淋巴

细胞刺激指数进行了检测，结果表明，小鼠经亚单位

疫苗免疫后，脾淋巴细胞可以有较好地增殖，可产生

细胞免疫。陈昌福 [12] 采用MTT比色法对鲤胸腺、头

肾和血液中的淋巴细胞刺激指数进行了测定，结果

表明，LPS可刺激血液、头肾、胸腺中淋巴细胞增值，

其中头肾的SI为1.33。本研究发现，鳜头肾淋巴细胞

经ConA、LPS诱导后刺激指数均有上升，其中50 µg

重组MCP蛋白免疫组的SI最高，说明重组MCP蛋白

图3　MCP免疫后24 h、48 h肝脏组织Mx蛋白的表达
A：Mx基因片段；B：18s RNA基因片段。1：MCP20 组；2：MCP50 组；3：MCP100 组；4：对照组

Fig. 3　Expression of Mx mRNA from liver after induced 24 h & 48 h by MCP protein
A：Mx gene fragment; B： 18s RNA gene fragment.

1：MCP20 group；2： MCP50 group；3： MCP100 group；4：control group
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图4　不同实验组累积死亡率曲线
MCP20、MCP50、MCP100 分别为鳜腹腔注射复性蛋白20 μg/尾、50 

μg/尾和100 μg/尾组.

Fig. 4　Cumulative mortality curves of different 

experimental group
MCP20，MCP50 and MCP100 mean the groups at MCP injection doses of 20 

μg/ind，50 μg/ind and 100 μg/ind，respectively.
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可诱导鳜产生细胞免疫及体液免疫应答，且应答水

平与剂量存在一定的相关性。

3.2　MCP蛋白诱导Mx蛋白体内表达

Mx蛋白是由I型干扰素（IFNα/β）诱导宿主细胞

产生的、具有广泛抗病毒作用的蛋白，是非特异免疫

研究的一个非常理想的标记基因，近年来已相继在多

种鱼类中发现了具有部分抗病毒活性的Mx蛋白，如：

褐牙鲆（Paralichthys olivaceus）[13]、石斑鱼（Epinephelus 

coioides）[14]、虹 鳟（Oncorhynchus mykiss）[15]、大 西 洋 鲑

（Salmo salar） [16]、斑点叉尾 （Ictalurus punctatus）[17]、草

鱼（Ctenopharyngodon idellus）[18]、鳜（Siniperca chuatsi）[19]

等。本实验结果表明，各剂量的MCP蛋白均可诱导鳜

Mx蛋白表达。曾有研究认为 [20]，除病毒、双链RNA等

I型干扰素诱导剂外，细菌及其他微生物感染细胞并不

能诱导Mx蛋白表达。而近年来研究发现，虹鳟 [21-22]经

DNA疫苗免疫后，从肾和肝检测到高浓度的Mx蛋白表

达；石斑鱼 [23]经腹腔注射鳗弧菌后第3天，脾脏Mx基

因显著表达。Chen等 [14] 研究发现，石斑鱼Mx基因前

的启动子上，不仅带有IFN激活反应元件ISRE（IFN-

stimulated response element），还有NF-κB（Nuclear factor 

kappa B）的结合位置，推测Mx蛋白不仅可通过IFN途

径诱导表达，还可能通过NF-κB途径激活诱导表达。

因此，本研究中Mx蛋白的表达，可能是由于MCP蛋白

通过Toll样受体（TLRs）信号转导通路激活NF-κB诱

导产生，从而使鳜产生抗病毒的非特异性免疫，且Mx

蛋白的表达量与免疫剂量无相关性。

3.3　MCP蛋白作为候选疫苗

MCP是虹彩病毒的主要结构蛋白，在病毒感染

过程中其表达量占病毒粒子总蛋白的45％左右 [24]，

是病毒粒子的主要抗原蛋白。本研究发现，注射免

疫重组MCP蛋白可获得较好的免疫保护效果，相对

免疫保护率为64.3％。Húsgarð 等 [25] 克隆表达了神

经坏死病毒SJNNV株的主衣壳蛋白基因T2片段，

制备油包水乳剂免疫大菱鲆，5周后相对存活率为

33％，10周后相对存活率为82％。陈晓艳 [26] 克隆表

达了神经坏死病毒OGNNV株的主衣壳蛋白基因片

段，将表达产物直接免疫斜带石斑鱼，一次免疫后相

对保护率为22.2％，3次免疫后相对保护率为55.6％。

Christopher等 [24] 构建了真鲷虹彩病毒（RSIV）6个基

因的DNA疫苗，其中MCP疫苗的相对保护率最好，

为57.1％。说明主衣壳蛋白是多种鱼类病毒较好的

保护性抗原。综上所述，重组MCP蛋白可诱导鳜产

生特异性及非特异性免疫应答，可对鱼体产生较好

的免疫保护效果，是鳜虹彩病毒病疫苗研制的候选

抗原。
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Immune effect of recombinant major capsid protein of infectious spleen and 
kidney necrosis virus from Siniperca chuatsi

FU Xiao-zhe，LI Ning-qiu，PENG Yuan-yuan，SHI Chun-bin，BAI Jun-jie，WU Shu-qin

（Pearl River Fisheries Research Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Guangzhou 510380，China）

Abstract： Infectious spleen and kidney necrosis virus （ISKNV） from mandarin fish， Siniperca chuatsi， is the 
causative agent of a disease causing high mandarin fish mortalities and leading to great economic losses in China. 
In this study， to develop a vaccine to protect mandarin fish against infection with ISKNV， the immunogenicity of 
the recombinant major capsid protein（MCP） was tested with several experiments. The juvenile Mandarin fish were 
vaccinated by intraperitoneal injection with MCP expressed in E. coli， and the dose was 20 µg/ind，50 µg/ind and 100 
µg/ind respectively. Several immunological indexes were measured which include the kinetics of serum antibody， the 
stimulation index（SI） of the head kidney lymphocyte proliferation， the expression of Mx（myxovirus resistance） protein 
in liver and the relative percentage survival（RPS）.The results showed that the antibody titer of the 50µg/ind group was 
higher than the others， and on the 14th day that of each vaccination group reached the peak， then dropped down， on the 
35th day that of each vaccination group showed no difference from the control group. After head kidney lymphocyte of 
each group stimulated with LPS and ConA， respectively， the SI of 50 µg/ind group was the highest and that of 20 µg/ind 
group showed no difference from the control group. The Mx protein expressed low-levelly at 48 h post-vaccination， and 
its expression showed no significant difference in three vaccination groups. After virulent challenge infection， the RPS 
of 50 µg/ind group was the highest，accounting for 64.3％ . In conclusion， the best specific and nonspecific immunity of 
Siniperca chuatsi were induced by renatured MCP with dose of 50 µg/ind. [Journal of Fishery Sciences of China，2009，
16（3）：388-393]

Key words： Siniperca chuatsi； infectious spleen and kidney necrosis virus（ISKNV）； major capsid protein（MCP）； immune 
protection 
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