
中国水产科学  2012年 5月, 19(3): 509−513 
Journal of Fishery Sciences of China    研究论文 

                                  

收稿日期: 2011−09−27; 修订日期: 2011−11−27. 
基金项目: 国家自然科学基金面上项目(31072232, 31172429). 
作者简介: 汪沐(1987−), 女, 博士, 主要从事水生动物分子病毒学与免疫学研究. E-mail: qdwm08@163.com 

通信作者: 绳秀珍, 副教授. Tel: 0532-82032284; E-mail: xzsheng@ouc.edu.cn 
 

DOI: 10.3724/SP.J.1118.2012.00509 

病毒铺膜印迹技术分离牙鲆鳃细胞上的淋巴囊肿病毒结合蛋白 

汪沐, 绳秀珍, 战文斌 
中国海洋大学 海水养殖教育部重点实验室, 山东 青岛 266003 

摘要: 利用非变性电泳与病毒铺膜印迹技术(VOPBA)分离了牙鲆(Paralichthys olivaceus)鳃细胞(FG)上淋巴囊肿病

毒结合蛋白, 结果显示在 FG 细胞膜上有分子量为 135 kD 的蛋白与淋巴囊肿病毒特异结合; 对该蛋白切胶回收后

进行 SDS-PAGE与双向电泳, 发现 135 kD蛋白由 3个蛋白组成, 分子量分别为 58.3 kD、44.6 kD及 37.6 kD; 135 kD

蛋白 SDS-PAGE的 VOPBA显示, 仅出现 37.6 kD的蛋白带, 而 58.3 kD、44.6 kD蛋白皆不与淋巴囊肿病毒结合。

结果表明牙鲆 FG细胞上 135 kD蛋白是淋巴囊肿病毒的结合蛋白, 其 37.6 kD蛋白具有病毒结合活性。 
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淋巴囊肿病毒 (lymphocystis disease virus, 
LCDV)属于虹彩病毒科(Iridoviridae)、淋巴囊肿病

毒属(Lymphocystivirus), 可引起 140多种海、淡水
鱼的淋巴囊肿病, 尤其在中国养殖的牙鲆中大量

爆发, 造成严重的经济损失[1−3]。近年来, 各国学
者对该病的研究主要集中在流行病学、病理学、分

子生物学及快速诊断等方面, 并取得一定进展[4−8]。

但是, 在对淋巴囊肿病毒的受体及病毒的侵入机
制方面 , 除了本实验室的相关研究工作外 [9−10], 

国内外尚未见报道。 
病毒对靶细胞的入侵是由位于细胞表面的受

体分子介导的[11], 因此研究病毒受体的特性及其

功能, 对于从分子水平阐明病毒感染与免疫的机

制, 深刻理解病毒与宿主细胞的相互关系, 研制

更有效的病毒疫苗、抗病毒药物和诊断试剂等 , 

都具有重要的实践与理论意义。由于病毒受体绝

大多数是蛋白质, 几乎所有研究蛋白质相互作用

的方法都可以用于病毒受体的研究。目前鉴定病

毒受体蛋白多采用病毒铺膜印迹技术(VOPBA)、 

免疫共沉淀技术、噬菌体表面呈现技术、酵母双

杂交技术及 GST亲和层析等[12−16]。其中病毒铺膜

印迹技术是在 Western 印迹技术的基础上, 将与

印迹于 PVDF 膜上的宿主细胞蛋白结合的病毒显

示出来, 从而鉴定在细胞或者组织蛋白中与病毒

特异结合的受体蛋白成分[17]。但是此方法鉴定受

体蛋白的局限在于必须保证受体蛋白在变性剂的

作用下不失去结合病毒的能力。因此, 本研究采用

非变性电泳(Native-PAGE)加VOPBA的方法, 对牙

鲆(Paralichthys olivaceus)鳃细胞(FG)上的 LCDV

结合蛋白进行分离与初步鉴定, 以确保可能的受

体蛋白具有完全的生物学活性。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 
乙基苯基聚乙二醇(Nonidet P-40, NP-40)、苯

甲基磺酰氟(PMSF)、抑肽酶(Aprotinin)、亮抑酶
肽(Leupetin)购自 Amersco公司; 氯化硝基四氮唑
蓝(NBT, nitroblue tetrazolium)、5-溴 4-氯-3-吲哚-
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磷酸 (BCIP, 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate)
以及碱性磷酸酶(AP)标记的羊抗小鼠 IgG 抗体均
购自 Sigma公司。 
抗牙鲆 LCDV单克隆抗体与 LCDV由本实验

室制备[18]。 

1.2  FG细胞膜蛋白的提取 
利用 75 cm2培养瓶培养牙鲆鳃细胞(FG)[19]。

将 FG 细胞用 PBS 清洗 2 遍, 用预冷的细胞刮将
贴壁生长的细胞从底面刮离, PBS液重悬, 500 g 4 
℃离心 10 min; FG细胞沉淀用 4℃预冷的 NP-40
细胞裂解液 (250 mmol/L 蔗糖 , 20 mmol/L 
Tris-HC1 pH 8.0, 137 mmol/L NaC1, 10% 甘油, 
l% NP-40, 及各种蛋白酶抑制剂: 1 mmol/L PMSF, 
2 mmol/L EDTA, 10 mmol/L NaF, 2 μg/mL Aproti-
nin 和 5 μg/mL Leupetin)重悬, 超声波冰浴破碎, 
设定时间为 3 min, 其中 2 s开, 6 s关, 39%的振幅; 
破碎后的细胞悬液经 1 000 g 4℃离心 10 min, 去
除细胞碎片和细胞核; 将上清稀释 4 倍, 10 000g 
4℃离心 10 min 去除溶酶体和线粒体; 取上清于
100 000 g 4℃离心 20 min, 沉淀用 PBS重悬, 为
提取的 FG 细胞膜蛋白。Bradford 法测定样品的
蛋白质浓度。 

1.3  非变性电泳与病毒铺膜印迹技术(VOPBA) 
凝胶制备: 分离胶与浓缩胶浓度由预实验确

定, 凝胶单体储液为 29.2%丙烯酰胺+0.8%甲叉双
丙烯酰胺; 分离胶浓度为 10%, 以 pH8.8 的 1.5 
mol/L Tris-HCl 溶液为缓冲液; 浓缩胶浓度 5%, 
以 pH6.8的 0.5 mol/L Tris-HCl溶液为缓冲液。 
上样: 每个泳道 10 μL, 其中 FG膜蛋白与 5×

样品缓冲液(pH6.8的 0.5 mol/L Tris-HCI, 50%甘

油, l%溴酚蓝, H2O)比例为 4:1。 

电泳: 70 V恒压电泳至溴酚蓝进入分离胶界

面, 将电压调为 110 V, 至溴酚蓝迁移至距凝胶下

沿 2 mm时结束电泳, 实验在 4℃下进行。一半的

胶用考马斯亮蓝 R-250染色。 

VOPBA: 另一半胶转移至 PVDF 膜 ; 将

PVDF膜置于 3%脱脂奶粉中, 4 ℃封闭过夜; 次日
将膜用 PBST (含 0.05% TWEEN-20)洗涤 3次, 每
次 5 min, 然后置于提纯的牙鲆 LCDV(1:100)中, 

22℃孵育 4 h; PBS 代替牙鲆 LCDV 作为阴性对
照。将 PVDF膜用 PBST洗 3次, 每次 5 min, 放
入抗牙鲆 LCDV单抗中, 37  ℃ 孵育 1 h; PBST洗
3次后, 将 PVDF膜放入 AP酶标记的羊抗鼠 IgG 
(1:30 000)中 37  ℃ 孵育 50 min; PBST洗 3次后, 
将 PVDF 膜浸入 NBT-BCIP 显色底物中发色
10~30 min, 直到颜色清晰为止, 放入蒸馏水中终
止反应, 取出膜室温晾干后拍照。 

1.4  蛋白回收与变性 VOPBA 
蛋白的非变性电泳结束后, 切取左右两条泳

道进行考马斯亮蓝快速染色, 然后比对切胶, 切
下的胶条装入洗脱玻璃管中(电洗脱仪Model 422, 
Bio-Rad), 加入洗脱缓冲液(50 mmol/L NH4HCO3

加蒸馏水至 1 L), 按 10 mA/管设置以恒流电流洗

脱过夜 ; 洗脱完毕后 , 从回收室中将样品吸出 , 
再加入适当体积的洗脱缓冲液将回收室清洗 1遍, 
洗涤液同回收液合并, 三蒸水透析过夜; 将透析

后的蛋白样品用冷冻干燥机冻干浓缩至适当体积; 
Bradford 法测样品的蛋白质含量。将一部分样品

进行 Native-PAGE, 凝胶用考马斯亮蓝染色后拍
照; 另一部分样品 SDS-PAGE 后转至 PVDF 膜, 
按 1.3所述方法进行 VOPBA试验。 

1.5  双向电泳 
根据 Amersham 公司的双向电泳实验手册[20]

对 1.4中回收的蛋白进行双向电泳分析, IPG胶条

的水化和聚焦在 20℃自动进行, 共需 16.5 h, 其
中于 30 V低电压水化 12 h, 再经过 500 V 30 min、
1 000 V 30 min、5 000 V 90 min, 最后稳定在    

8 000 V进行 2 h的等电聚焦。等电聚焦结束后, 将
胶条进行两步平衡, 然后将平衡后的胶条移至 1 
mm厚的 12.5%均匀分离胶的上端, 使用 IEF上样
滤纸片加入分子量标准蛋白进行 SDS-PAGE 电
泳。电泳所得到的 2-DE 胶按双向电泳实验手册
介绍的银染方法进行染色。 

2  结果与分析 

2.1  非变性电泳与 VOPBA 确定 LCDV 在 FG 细
胞上的结合蛋白 

FG细胞膜蛋白(蛋白质量浓度为 0.6 mg/mL)的
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非变性电泳图谱显示, 膜蛋白种类不多, 其分子
量主要集中在 60～600 kD之间; VOPBA结果显示, 
LCDV可单一结合 1条分子量为 135 kD的蛋白带, 
此蛋白应为 LCDV在 FG细胞上的结合蛋白(图 1)。 

 

 
 

图 1  FG细胞膜蛋白的非变性电泳与 VOPBA结果 
M: 非变性蛋白分子量标准; 1: FG细胞膜蛋白的非变性电泳
结果; 2: FG细胞膜蛋白的非变性 VOPBA结果; 3: 阴性对照. 
Fig. 1 Native-PAGE and VOPBA results of FG cell membrane 

proteins 
Lane M: marker; Lane 1: native-PAGE results of FG cell mem-
brane proteins; Lane 2: native-VOPBA results of FG cell mem-

brane proteins; Lane 3: negative control of native-VOPBA. 
 

2.2  135 kD蛋白的特性分析 
将 135 kD蛋白切胶回收后进行Native-PAGE, 

结果显示仅有 1条 135 kD蛋白带, 其蛋白浓度为
0.5 mg/mL(图 2A)。然后进行 2-DE电泳, 结果发
现 135 kD蛋白由 3个单一多肽组成, 多肽 1的分
子量为 37.6 kD, 等电点为 6.0左右; 多肽 2的分
子量为 58.3 kD, 等电点为 5.5左右; 多肽 3的分
子量为 44.6 kD, 等电点为 4.0左右(图 3)。将 135 

kD蛋白变性后进行 VOPBA试验, 显示 LCDV仅
可结合分子量为 37.6 kD的多肽链, 而与 58.3 kD

和 44.6 kD的多肽链不结合(图 2B)。 

3  讨论 

传统的 VOPBA 方法已被成功应用于多种病
毒受体蛋白的分离[12,21]。采用 VOPBA 法的前提
条件是受体活性由单一多肽决定, 而不需要其他 

 
 

图 2  135 kD蛋白的 Native-PAGE与变性 VOPBA结果 
A.Native-PAGE. M: 非变性蛋白分子量标准; 1: 提纯的 FG
细胞 135 kD蛋白. B.SDS-PAGE与 VOPBA.M: 变性蛋白分
子量标准; 1: 135 kD蛋白的 SDS-PAGE结果; 2: VOPBA结果
显示仅出现 1条 37.6 kD病毒结合蛋白; 3: 阴性对照. 

Fig. 2  Native-PAGE and VOPBA results of 135 kD protein 
A. Native-PAGE. Lane M: marker of native-PAGE; Lane 1: 

purified 135 kD protein; B. SDS-PAGE and VOPBA. Lane M: 
marker of SDS-PAGE; Lane 1: SDS-PAGE results of 135 kD 
protein; Lane 2: VOPBA results showing only one protein at a 
molecular mass of 37.6 kD can bind LCDV; Lane 3: negative 

control of VOPBA. 
 

 
 

图 3  135 kD蛋白的双向电泳图谱 
1: 分子量 37.6 kD, 等电点 6.0; 2: 分子量 58.3 kD, 等电点

5.5; 3: 分子量 44.6 kD, 等电点 4.0. 
Fig. 3 Two dimensional electrophoretic map of 135 kD protein 

1: 37.6 kD, pH6.0; 2: 58.3 kD, pH5.5; 3: 44.6 kD, pH4.0. 
 

蛋白的辅助, 且该多肽经过变性剂的处理后不会
丧失活性[22]。本研究创新性地采用非变性电泳与

VOPBA 相结合的方法进行 LCDV 结合蛋白的分

离, 克服了传统 VOPBA 的缺陷, 保证了蛋白质
天然构象的完整性, 分离出了 135 kD病毒结合蛋
白。为了进一步确定 135 kD 蛋白中起 LCDV 结
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合功能的多肽, 本研究对 135 kD蛋白变性处理后
进行 VOPBA, 发现其中 37.6 kD 蛋白能够与

LCDV结合, 说明 37.6 kD蛋白变性后不会失去结
合活性, 且 LCDV结合活性不依赖其他蛋白。 
进行非变性 VOPBA 的难点在于跑好非变性

电泳。王向东[23]曾采用提取的凡纳滨对虾(Litope- 

naeus vannamei)鳃细胞膜进行非变性电泳, 但分

离效果不好, 推测是由于细胞膜蛋白与细胞膜结

合紧密, 同时“三明治”式的细胞膜结构紧密有序, 

不容易破坏。因此, 本研究在提取 FG细胞膜蛋白

时加入非离子去垢剂 NP-40, 破坏细胞膜, 便于

膜蛋白溶脱下来。另外结合差速离心技术, 根据

沉降系数不同分步离心沉淀细胞内含物, 包括细

胞核、溶酶体、线粒体等, 最后通过超速离心沉

淀获得了 FG细胞膜蛋白。 

本研究通过非变性 VOPBA 方法鉴定出

LCDV在 FG细胞上的结合蛋白分子量为 135 kD, 
该蛋白的变性电泳与双向电泳显示其由 58.3 kD、
44.6 kD及 37.6 kD3个多肽组成, 其中 37.6 kD多
肽显出病毒结合活性, 58.3 kD与 44.6 kD多肽不
与 LCDV结合。因此, 在 135 kD蛋白中具有病毒
结合功能的为 37.6 kD多肽, 而 58.3 kD与 44.6 kD
可能仅具有结构功能。刁菁等[9]运用 VOPBA 技
术在牙鲆鳃组织上同样鉴定出 37.6 kD 病毒结合
蛋白, 因此 37.6 kD蛋白很可能是 LCDV的受体蛋
白。另外, 笔者曾利用免疫共沉淀方法在 FG 细胞
上鉴定出分子量为 27.8 kD的 LCDV结合蛋白[10]。

不同方法在同种宿主的不同或相同组织细胞上鉴

定出不同的 LCDV 结合蛋白, 其原因一方面可能
是病毒具有多个受体, 分布在同一宿主细胞表面, 
病毒通过不同的受体通道侵染细胞[21]; 另一方面
则可能是由于所使用的鉴定方法不同 , 如利用
VOPBA方法鉴定登革 2型病毒在 C6/36细胞上的
受体分子量分别为 80 kD和 76 kD, 而利用免疫共
沉淀方法鉴定的该病毒在相同细胞上的受体分子

量为 35 kD[24−25]。至于 FG细胞上 27.8 kD和 37.6 
kD两种 LCDV结合蛋白之间的关系, 尚需进一步
研究确定。本研究结果可为 LCDV受体蛋白的研
究提供基础资料。 
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Isolation of lymphocystis disease virus binding proteins in Paralich-
thys olivaceus gill cells by virus overlay protein binding assay  

WANG Mu, SHENG Xiuzhen, ZHAN Wenbin 
Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266003, China 

Abstract: We used native-PAGE and virus overlay protein binding assay (VOPBA) to identify binding proteins for 
lymphocystis disease virus in flounder(Paralichthys olivaceus) gill cells(FG). We isolated a 135 kD putative 
LCDV binding protein molecule. SDS-PAGE and two-dimensional (2-D) gel electrophoresis analysis of this mo-
lecule indicated it consisted of three proteins with molecular weights of 58.3 kD, 44.6 kD, and 37.6 kD, of which 
only the 37.6 kD polypeptide was able to bind to LCDV. 
Key words: Native-PAGE; virus overlay protein binding assay (VOPBA); virus binding protein; lymphocystis 
disease virus (LCDV) 
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