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传染性造血器官坏死病毒-Sn1203株的基因型及糖蛋白的生物信息学分析
徐黎明, 刘红柏, 尹家胜, 卢彤岩
中国水产科学研究院 黑龙江水产研究所, 黑龙江 哈尔滨 150070
摘要: 利用鲤(Cyprinus carpio)上皮细胞(epitheliaoma papulosum cyprini, EPC)培养传染性造血器官坏死病毒- Sn1203分离株(IHNV-Sn1203), 根据GenBank中IHNV G蛋白基因开放阅读框(open reading frame, ORF)的序列设计引物(GenBank序列编号AB288207), 采用RT-PCR的方法克隆得到IHNV-Sn1203株G蛋白全长ORF, 克隆至表达载体pET27b(+)中, 构建了pET27-G重组质粒, 并进行了测序分析。生物信息学分析结果显示, IHNV-Sn1203株G蛋白基因序列长度为1 527 bp, 与韩国株具有最高的核酸同源性(96.86%)和氨基酸同源性(97.05%)。该基因编码508个氨基酸残基, 推导分子量约为56.55 kD, 等电点为6.15; 氨基酸序列分析表明, G蛋白富含丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸, 存在28个潜在的磷酸化位点; 存在4个潜在的N-糖基化位点和7个潜在的O-糖基化位点; G蛋白N端含有20个氨基酸的信号肽; 亲水性大于输水性; 位于483~508位氨基酸存在一跨膜区; 抗原表位预测显示抗原性良好; 系统进化树分析显示, IHNV-Sn1203株与日本株和韩国株聚为一簇, 都属于JRt基因型。
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传染性造血器官坏死病(infectious haematopoietic necrosis, IHN)是严重危害鲑鳟类的病毒性疾病, 有报道称, 感染IHNV的幼鱼具有很高的死亡率(近100%)[1]。近年的研究还发现, IHNV也能造成鲑鳟成鱼较高的累积死亡率[2]。由于缺乏有效的防治方法, IHN已成为制约中国冷水鱼养殖业健康发展的瓶颈问题。IHNV属弹状病毒科(Rhabdoviridae), 诺拉弹状病毒属(Novirhabdo​virus)。IHNV病毒为单股、负链、RNA病毒, 全基因组长度约为11 kb, 包含6个基因, 分别编码病毒核蛋白(N)、磷蛋白(P)、基质蛋白(M)、糖蛋白(G)、非结构蛋白(NV)和聚合酶蛋白(L)[3−5]。
糖蛋白是IHNV的表面蛋白, 其以三聚体的形式存在于病毒表面, IHNV依靠糖蛋白与细胞表面受体结合介导的内吞作用进入细胞[6]; 糖蛋白是病毒的主要抗原蛋白, 糖蛋白内部存在多个抗原表位, 其中包含中和抗原表位, 能够刺激机体产生中和活性抗体[7−8], 因此, 糖蛋白基因被应用在核酸疫苗的构建上, 并且起到了一定的保护作用[9−13], 而其他蛋白却没有保护效果[10]; 此外, G蛋白与IHNV的毒力相关, 有文献报道G蛋白的78、218位氨基酸或276、419位氨基酸的突变能够造成病毒毒力的改变[14]。目前根据糖蛋白的“中间区域”可将世界范围内的IHNV分为5种基因型: U型、M型、L型、E型和JRt型, 其中JRt型属于亚洲株[2, 15−19]。
研究表明, IHNV基因型与地理位置相关, 与宿主没有明显的相关性[20]。因此, 极有必要对目前中国流行的IHNV毒株进行生物学特性与分子流行病学特性研究。本研究以IHNV-Sn1203株基因组为模板, 成功克隆了表面糖蛋白基因-G蛋白基因, 并对其进行了生物信息学分析和基因型分析, 旨在为传染性造血器官坏死病毒表面蛋白的可溶性表达及特异性抗体的制备奠定基础, 并且为该病毒的遗传背景、致病机理和分子流行病学研究提供数据支撑。
1
材料与方法
1.1
 实验材料与试剂
IHNV-Sn1203株由本实验室于2012年5月从山东某养殖场发病虹鳟体内分离纯化得到, 该病毒造成当地虹鳟养殖场鱼苗90%以上的死亡率, 是造成当地虹鳟鱼苗大量死亡的主要原因; 鲤上皮细胞(EPC)由中国水产科学研究院长江水产研究所鱼类病害研究室曾令兵教授惠赠; 胎牛血清(FBS)和MEM培养基购自Hyclone公司; SV Total RNA Isolation system购自Promega公司; RT-PCR一步反应试剂盒、pMD18-T载体和DNA Marker购自TaKaRa公司; 胶回收试剂盒购自天根生物公司; pET27b(+)载体和大肠杆菌JM109为本实验室保存。其他试剂均为国产分析纯。
1.2
 引物设计与合成
根据GenBank收录的多条IHNV G蛋白的基因序列, 利用Primer Premier5.0 设计G蛋白特异性保守引物用于G蛋白基因的扩增, 上游引物pGF: 5′-CATGCCATGGACACCATGATCACCACTCCGC-3′, 引入Nco I酶切位点; 下游物pGR: 5′-CG GGATCCTCAGGACCGGTTTGCCAGGTGATAC-3′, 引入BamH I酶切位点, 引物由哈尔滨博仕生物公司合成。
1.3
 病毒分离与培养
取病鱼肝组织置于小型匀浆器内, 于冰上充分研磨, 然后以3 000 g离心5 min, 弃去沉淀, 上清液经过0.22 μm一次性滤器过滤除菌, 获得无菌组织滤液。将该组织滤液用MEM培养基稀释102倍, 然后接种1 mL到EPC汇合单层细胞上, 于15℃下孵育1 h, 弃去含有病毒的细胞液, 加入5 mL细胞维持液(2%FBS+MEM)于细胞培养瓶内, 于15℃培养。当70%以上细胞出现细胞病变(cytopathi​c
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effect, CPE), 收集细胞培养液(即病毒悬液), 分装保存于–80℃冰箱备用。
1.4
 病毒RNA提取
将病变细胞冻融2~3次, 吸取病毒悬液0.125 mL, 12 000 g 离心5 min, 弃去细胞碎片等沉淀, 按照SV Total RNA Isolation system 试剂盒操作说明书对上清液中的病毒进行基因组RNA提取。
1.5
 糖蛋白基因的克隆、表达载体构建和序列分析
提取的IHNV基因组RNA利用RT-PCR一步反应试剂盒(TaKaRa)扩增IHNV-Sn分离株的G蛋白基因, PCR扩增反应体系: 2×1 step buffer 25 μL, enzyme mix 2 μL, pMF和pMR游引物(10 pmol/μL)各1 μL, 1.4步骤获得的RNA 10 μL, 用无菌水补充至50 μL。PCR扩增程序: 94℃预变性5 min, 94℃变性1 min, 50℃退火1 min, 72℃延伸50 s, 25个循环, 72℃终延伸10 min。
将一步反应PCR产物进行1%的琼脂糖凝胶回收, 回收产物利用Nco I和BamH I 进行双酶切, 胶回收后与Nco I/BamH I双酶切的pET27b(+)载体室温连接 30 min, 然后转化大肠杆菌(Escherich​iacoli)JM109, 涂布到选择性培养基上(卡那霉素50 μg/mL)。挑取单菌落, 提取质粒后Nco I/BamH I 双酶切鉴定, 将结果为阳性的单菌落委托上海生工生物工程技术服务有限公司测序, 测序结果正确的克隆被命名为pET27-G。
1.6 
 基因编码蛋白的生物信息学分析
利用Primer Premier5.0软件翻译出糖蛋白基因的氨基酸序列; 利用SingalPv4.1(http://www. cbs.dtu.dk/services/SignalP/)软件进行氨基酸序列信号肽的在线分析[21]; 利用TMHMM Server v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)软件进行跨膜区分析; 利用ProtScale (http://www. expasy. ch/tools/protscale.html)软件分析G蛋白的疏水性; 利用BepiPred 1.0 Server(http://www.cbs.dtu. dk/services/BepiPred/)软件[22]和DNAStar 6.0 (Prot​​ean) 对糖蛋白基因序列编码的蛋白进行抗原表位分析; 分别利用NetNGlyc1.0(http://www. cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)和YinOYang1.2 (http:// www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/)[23]在线分析软件进行N-糖基化位点和O-糖基化位点预测, 利用NetPhos 2.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/Net​P​h​os/)[24]进行磷酸化位点预测。
1.7  IHNV-Sn1203株糖蛋白同源性分析与系统进化树分析
选择GenBank收录的IHNV美国株、欧洲株、日本株和韩国株的G蛋白基因序列, 利用Lasergene MegAlign软件对G蛋白核酸与氨基酸序列进行同源性分析; 应用软件MEGA 5.0, 采用临位相连法步长为1 000构建基于G蛋白全长基因序列的系统进化树, 分析其与已发表的国外毒株之间的亲缘关系。用于序列比对及系统进化树构建的G蛋白基因来源及登录号列于表1。

表1  本研究所用IHNV毒株及来源
Tab. 1  Infectious haematopoietic necrosis virus used in this study

	毒株
virus strain
	GenBank登录号
accession number
	国家
country

	IHNV-Sn1203
	KC660147
	中国China

	RB-76
	L40880
	美国USA

	LWS-87
	L40879
	美国USA

	220-90
	HM461966
	美国USA

	Auke77
	DQ164099
	美国USA

	RtNag96
	AB250932
	日本Japan

	Col-80
	L40873
	美国USA

	Col-85
	L40874
	美国USA

	Round Butte
	M16023
	美国USA

	WRAC
	L40883
	美国USA

	RtUi02
	AB288207
	韩国USA

	pIeG53
	U50401
	美国USA

	LR-73
	L40877
	美国USA

	SRCV
	L40881
	美国USA

	193-110
	L40871
	美国USA

	H0-7
	L40876
	美国USA

	ChYa07
	FJ230851
	韩国Korea

	RtGu01
	AB288206
	韩国Korea

	Pckw11
	JX843777
	韩国Korea

	Fs13
	AY331658
	德国Germany

	Fs28
	AY331659
	德国Germany

	Fs8/99
	AY331660
	德国Germany


2  结果与分析
2.1 
 病毒的扩增
按照1︰100稀释的IHNV-Sn1203病毒接种于EPC单层细胞24 h后, 细胞开始出现病变, 72 h后大于70%的细胞出现细胞病变(cytopathic effect, CPE)(图1)。
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图1 接种IHNV-Sn1203的EPC细胞出现的病变(200×)

a: 正常EPC细胞, b: 接种病毒悬液72 h后出现的细胞病变.

Fig.1  Cytopathic effect of EPCs inoculated with IHNV-Sn1203 isolated strain (200×)

a: normal EPCs, b: cytopathic
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effect of EPCs inoculated with IHNV-Sn1203 for 72 h.

2.2 
 IHNV-Sn1203株糖蛋白基因的扩增和表达载体的构建
以感染IHNV-Sn1203分离株的细胞培养液提取的RNA为模板, pGF和pGR为引物PCR扩增糖蛋白基因片段, 1%琼脂糖凝胶电泳结果显示出现单一条带, 与目的条带大小相符(1527 bp)(图2)。回收扩增产物与pET27b(+)连接后挑取单克隆、提取质粒进行双酶切鉴定, 结果显示出现与目的条带相符的基因片段(图3), 将获得的阳性重组质粒

[image: image2.png]



图2  G基因扩增产物的电泳图
N: 阴性对照; M: DL2000 分子量标准; G: G基因片段.

Fig. 2  Agarose gel analysis of glycoprotein PCR products

N: negative control; M: DL2000 DNA ladder; G: PCR product of glycoprotein.
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图3  pET27-G 双酶切鉴定电泳分析
M: DL2000 分子量标准; 1: pET27-G 双酶切.

Fig. 3  Agarose gel analysis of dual-digestion of pET27-G

M: DL2000 DNA ladder. 1: Enzyme digestion product of pET27-G.

pET27-G进行测序分析。对结果进行BLAST比对发现, 得到的基因序列和已报道的IHNV糖蛋白序列相似性最高达97%, 证明获得的基因序列为糖蛋白基因。
2.3
 IHNV-Sn株糖蛋白的生物信息学分析
糖蛋白ORF全长1 527 bp, 编码包含508个氨基酸的蛋白质, 分子量约为56 kD, 等电点约为6.15。该糖蛋白富含丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸。
2.3.1  信号肽分析  将测得的G蛋白氨基酸序列在丹麦技术大学生物序列分析中心(CBS)的网站上进行在线分析, 通过SingalP 4.1对信号肽位置及切割位点进行预测。本研究使用Neuralnet- work模型对信号肽的分泌途径以及切割位点进行预测, 预测值标示为Y-score(C-score和S-score相结合分析的结果), 结果显示该糖蛋白信号肽可能的切割位点在N端20位的Q和21位T之间, 如图4所示。

2.3.2  基因的跨膜区分析  利用TMHMM Server v.2.0对G蛋白的跨膜区进行分析, 结果显示IHN​V-Sn1203株G蛋白的胞外区位于21−459位氨基酸, 于第483−508位存在一个跨膜区(图5), 该结果与G蛋白为病毒粒子表面结构蛋白的事实相符合。

2.3.3  疏水性分析  通过ProtScale在线分析表明, IHNV-Sn株G蛋白亲水性大于输水性(图6), 只有在G蛋白的两端部位有较高的输水区, 是表面蛋白的跨膜区, 这一结果与糖蛋白是病毒表面膜蛋白相关。
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图4  IHNV-Sn1203株糖蛋白的信号肽预测
Fig. 4  The prediction of signal peptide of IHNV-Sn1203 strain glycoprotein
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图5  IHNV-Sn1203株糖蛋白的跨膜区分析
Fig.5  Transmembrane domain analysis of IHNV-Sn1203 strain glycoprotein 
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图6  IHNV-Sn1203株G蛋白的疏水性分析序列
Fig.6  Hydrophobicity analysis of HNV-Sn1203 strain
 glycoprotein

2.3.4  抗原表位分析  用http://www.cbs.dtu.dk/ ser​vi​ces/BepiPred/在线软件及DNAStar 6.0(Prot​ean)对IHNV-Sn1203株G蛋白进行抗原表位分析, 结果显示其有多处抗原指数较高区域(图7), 说明
[image: image7.png]— 1 O 3yuE range
20 _. 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280300 320 340 360 380 400420 440 460 480 500

@ Ll R R

antigenicity coefficient





图7  IHNV-Sn株G蛋白的抗原表位分析
Fig. 7  Prediction of the antigenic determinants of glycoprotein from IHNV-Sn1203 strain

抗原表位很有可能存在于这些区段, 这些抗原表位与IHNV血清型及毒力等有一定的相关性。
2.3.5  糖基化及磷酸化位点的预测  分别通过 Ne​​​​t​​​N​​​G​lyc1.0在线分析软件和YinOYang1.2在线分析软件对IHNV-Sn1203株G蛋白进行N-糖基化位点和O-糖基化位点预测。结果表明, 其氨基酸序列存在4个潜在的N-糖基化位点(图8)和7个潜在的O-糖基化位点(图9)。用NetPhos 2.0在线分析软件对IHNV-Sn1203株糖蛋白磷酸化位点进行预测, 结果显示, 当阈值取0.5时, 其氨基酸存在28个潜在的磷酸化位点(包括16个Ser-丝氨酸、6个Thr-苏氨酸和6个Tyr-酪氨酸位点), 这些修饰可能与糖蛋白的生物学功能有着密切的联系。
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图8  IHNV-Sn1203株G蛋白的N-糖基化位点预测
Fig. 8  Prediction of N-glycosylation of glycoprotein from IHNV-Sn1203
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图9  IHNV-Sn1203株G蛋白的O-糖基化位点预测
Fig. 9  Prediction of O-glycosylation of glycoprotein from IHNV-Sn1203

2.4
 IHNV-Sn株糖蛋白同源性分析
与国外发表的IHNV序列相比较, 中国IHNV-Sn1203分离株与韩国分离株RtGu01(AB28​8206)和日本分离株RtNag96(AB250932)具有最高的核苷酸及氨基酸序列同源性; 与德国株(Fs28、Fs13和Fs8/99)具有最低的核苷酸及氨基酸同源性(表2)。
2.5  IHNV-Sn株系统进化树分析
从GenBank中查找国外发表的IHNV糖蛋白基因序列, 采用临位相连法步长为1 000, 构建系统进化树(图10)。进化树分析结果显示IHNV- Sn1203株与亚洲分离株(日本: RtNag96, 韩国: RtUi02、ChYa07、RtGu01和Pckw11)具有相对较近的亲缘关系, 为同一分支, 都属于JRt基因型, 具体结果见图10。

3
讨论
本研究成功获得了1 527 bp的G蛋白全长ORF基因。生物信息学分析表明, 其编码的蛋白含有丰富的丝氨酸、酪氨酸和苏氨酸, 与国外相关报导一致[25]。使用Neural net-work(NN)模型对G蛋白信号肽进行预测, 显示其N端20个氨基酸为信号肽, 负责糖蛋白的跨膜运输。对糖蛋白的疏水性分析和跨膜区分析结果显示, G蛋白只含有1个跨膜区位于氨基酸序列的483−508位, 仅占全长序列的1/20, 因此G蛋白的亲水性大于疏水性, 只含有1个跨膜区说明糖蛋白可能为单股跨膜蛋白。通过分析软件分析表明, 其氨基酸序列存在4个潜在的N-糖基化位点, 和7个潜在的O-糖基化位点, 糖基化是真核生物蛋白质翻译后的一个重要修饰过程, 与蛋白的生物学功能密切相关, 这些潜在的糖基化位点与G蛋白的生物学功能有着直接的联系, 除此之外, O-糖基化位点可提高蛋白基因
表2  IHNV-Sn1203糖蛋白与其他IHNV毒株糖蛋白同源性比较
Tab. 2  Homology analysis of IHNV-Sn1203 with other IHNV isolates based on glycoprotein of IHNV
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组的多样性[26]。研究表明, N-糖基化作用位点与抗原性和免疫原性有关[27], 对G蛋白的抗原表位分析结果显示, G蛋白具有较高的抗原性系数, 这一结果与现有的研究结果相符合, 即G蛋白是IHNV主要抗原蛋白, 具有多个抗原表位并且能够刺激机体产生保护性抗体[7−8]。通过以上生物信息学分析发现, G蛋白是一种具有信号肽, 含有1个跨膜区, 亲水性大于疏水性, 具有较高的抗原性的糖基化修饰蛋白。这些结果为糖蛋白的可溶性表达提供了理论指导。

自20世纪50年代IHNV在美国首次被发现以来, 现已扩散到多个国家, 给鲑鳟养殖业造成了巨大的损失。目前, 世界范围内主要利用糖蛋白基因对IHNV进行基因型分析, 利用该方法已经成功对多个国家分离到的IHNV进行了基因型分析[15−19]。根据IHNV糖蛋白核酸序列, 可将世界范围内流行的IHNV分为5种基因型: U型、M型、L型、E型和JRt型。其中U型主要流行于美国北部西海岸和日本, M型流行于美国和俄罗斯, L型流行于美国, E型流行于欧洲大陆等国家, JRt型流行
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图10  IHNV-Sn1203株G蛋白的系统进化树
Fig. 10  Phylogenetic tree of glycoprotein of IHNV-Sn1203

于亚洲等国家[2, 15−19]。本研究根据糖蛋白核酸序列, 对国内新分离到的IHNV-Sn1203与其他分离株亲缘关系和基因型进行了分析。同源性分析结果显示, IHNV-Sn1203分离株与韩国株和日本株具有相对最高的核酸同源性和氨基酸同源性(97%); 聚类分析结果也显示IHNV-Sn1203株与韩国分离株和日本聚为一簇, 由此可推测IHNV- Sn1203株属于JRt基因型。日本先于中国和韩国暴发IHN[17], 所以可怀疑IHNV-Sn1203是由日本通过商品鱼卵的流通传播至中国。研究发现, 日本IHNV毒株在20世纪80年代前主要是U型, 80年代后才出现新的基因型JRt型[15], 该结果说明IHNV是于20世纪80年代后由日本引入中国境内。以上结果为IHNV历史背景研究、有效疫苗的引进以及病毒进化研究提供了参考依据。
本研究对IHNV-Sn1203流行株G蛋白进行克隆和序列的生物信息学分析。对获得的G蛋白序列进行了组成特征分析、糖基化和磷酸化修饰、同源性比对以及进化关系分析等研究, 系统分析了传染性造血器官坏死病毒流行株IHNV-Sn1203株的G蛋白分子结构特征, 明确了基因型以及与其他分离株的亲缘关系, 并且构建了原核表达载体, 为进一步G蛋白的功能及特性研究奠定基础, 也为IHNV致病机理和病毒进化等方面的进一步研究提供了理论指导。
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The genotype of infectious haematopoietic necrosis virus isolate IHNV-Sn1203 and the bioinformatics analysis of its glycoprotein

XU Liming, LIU Hongbai, YIN Jiasheng, LU Tongyan

Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China
Abstract: The glycoprotein (G) is one of the structural proteins on the surface of infectious haematopoietic necrosis virus (IHNV) and has important functions. In this study, the open reading frame of the glycoprotein gene was amplified by reverse transcriptase-PCR (RT-PCR) from isolate IHNV-Sn1203 and cloned into the pET27b(+) vector. The structure and characteristics of the glycoprotein gene were analyzed using bioinformatics software. The results showed that the G gene was 1 527 bp, encoding a 508 amino acid protein, Isolate IHNV-Sn1203 shared closer identity with strains isolated from South Korea, and the homology of at nucleotide and amino acid level of the G gene were 96.68% and 97.05%, respectively. The molecular weight was 56.55 kD and the isoelectric point was 6.15. The glycoprotein was rich inserine, threonine and tyrosine, and contained 28 potential phosphorylation sites. According to the protein structure prediction, the glycoprotein may have four N-glycosylationsites and seven O-glycosylation sites. The glycoprotein is hydrophilic, with an N-terminal signal peptide and a transmembrane region from amino acid 483 to 508. The glycoprotein was estimated to be highly antigenic. Phylogenetic analysis showed that isolate IHNV-Sn1203 was in the same branch as isolates from Japan and South Korea, belonging to the JRt genotype. This study established a foundation for research into the genetic background, pathogenesis, and molecular epidemiology of IHNV.
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