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摘要: 为了揭示鲤春病毒血症病毒(spring viremia of carp virus, SVCV)糖蛋白编码基因的主要免疫原性决定区域, 

本研究对 SVCV 的糖蛋白基因进行截短表达, 并用纯化的重组蛋白作为免疫原制备了兔抗血清以分析其免疫原

性。通过 SOSUI 以及 DNAStar 6.0 软件对 SVCV 糖蛋白基因的跨膜区、亲水性以及抗原表位进行分析后, 采用

RT-PCR 对该基因主要抗原决定区域编码片段进行扩增, 并构建重组表达质粒 pGEX-Gtr, 对其进行诱导表达后获

得截短的 SVCV 糖蛋白的重组蛋白。将表达的重组蛋白进行纯化复性后, 作为免疫原制备兔抗血清, 采用 ELISA

法检测其效价, 采用免疫印迹以及间接免疫荧光技术检测该重组蛋白的免疫原性。研究结果显示, 截短表达的糖蛋

白编码基因长 1317 bp, 编码 439个氨基酸(29~467), 推测分子量为 49.6 kD。利用该重组蛋白制备的兔抗血清, 其

与重组蛋白的反应效价为 1∶64000, 。免疫印迹及间接免疫荧光结果显示, 该兔抗血清与 SVCV-HN株能发生特异

性反应, 表明该重组蛋白与天然的病毒表面糖蛋白的免疫原性无差异。上述研究结果表明, 截短表达的重组蛋白具

有很好的免疫原性, 可应用于免疫诊断技术研发与基因工程疫苗的研制。 

关键词: 鲤春病毒血症病毒; 糖蛋白编码基因; 克隆; 蛋白截短表达; 免疫原性 

中图分类号: S917      文献标志码: A           文章编号: 10058737(2016)02035207 

鲤春病毒血症(spring viremia of carp, SVC)是

由鲤春病毒血症病毒(spring viremia of carp virus, 

SVCV)感染引起的一种急性、高致死性的传染病, 

主要危害鲤科鱼类特别是普通鲤 (Cyprinus car-

pio), 给鲤鱼养殖造成巨大的经济损失[1], 是中国

一类动物疫病 [2–3]。SVCV 属弹状病毒科 (Rha-

bdoviridae)、水泡性病毒属(Vesiculovirus), 为单

股负链 RNA病毒[4]。SVCV基因组长约 11 kb, 包

含 5个主要的开放阅读框, 分别编码核蛋白、磷

蛋白、基质蛋白、糖蛋白和 RNA 聚合酶[5]。糖

蛋白是位于病毒囊膜表面的结构及功能蛋白 , 

具有高度的抗原性 , 既是动物机体免疫系统识

别的成分 , 也是病毒感染时细胞与病毒相互作

用的重要因子 [6–8]。因此 , 针对糖蛋白基因结构

与功能的研究对揭示 SVCV 的血清学特征和感

染机理、研究免疫学诊断技术与研制高效疫苗等

具有重要的意义。 

由于 SVCV糖蛋白不易在体外获得大量表达, 

因此, 本研究旨在找出 SVCV 糖蛋白中的主要免

疫原性决定区域, 减小编码基因长度, 通过外源

诱导表达获得具有免疫原性的截短糖蛋白。本研

究通过生物软件对 SVCV糖蛋白编码基因的跨膜

结构、亲水性和抗原性进行分析, 并对预测的主

要抗原性决定区域进行原核表达, 利用获得的重

组蛋白制备兔抗血清, 并对重组糖蛋白的免疫原

性进行分析, 为 SVCV 的免疫诊断技术研发与基

因工程疫苗研制等奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

鲤鱼上皮瘤细胞(epithelioma papulosum cy-

prini, EPC)由中国科学院水生生物研究所张奇亚
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研究员惠赠。SVCV-HN株由本实验室分离保藏。

RNA提取试剂 TRIzol LS为 Invitrogen公司产品; 

一步法 RT-PCR 试剂盒、克隆载体 pMD19-T 

simple、异丙基硫代-β-D-半乳糖苷(IPTG)、DL2000 

DNA marker、DL10000 DNA marker等为 TaKaRa

公司产品; 蛋白质 marker (SM0431)为 Fermentas

公司产品; 限制性内切酶为 NEB 公司产品; T4 

DNA连接酶、PCR产物回收试剂盒、质粒提取试

剂盒等为 Promega 公司产品 ; 原核表达质粒

pGEX-5X-1、大肠杆菌感受态细胞 BL21 (DE3)以

及蛋白纯化试剂盒 GST Bulk Kit为 GE Health公

司产品 ; 弗氏不完全佐剂及弗氏完全佐剂为

Sigma公司产品; 辣根过氧化物酶(HRP)标记羊抗

兔 IgG、免疫荧光染色试剂盒(抗兔 Cy3)为碧云天

公司产品; 一步法快速WB (HRP)试剂盒(兔)为北

京康为世纪生物科技有限公司产品。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计  根据 GenBank中 SVCV糖蛋白

的基因序列信息(NCBI登录号: DQ097384), 利用

蛋白质跨膜区域分析工具 SOSUI[9](http://harrier. 

nagahama-i-bio.ac.jp/sosui)以及 DNAStar 6.0(Protean) 

软件分析糖蛋白的跨膜区、疏水性及抗原性; 利

用 Primer Premier 5.0软件, 根据上述分析结果确

定截短表达区域, 对该截短区域的基因片段设计

引物进行扩增, 上游引物 PF引入 BamH I酶切位

点: 5-AATGGATCCCCATATCATGGCAACCTGT 

AATTC-3, 下游引物 PR 引入 Not I 酶切位点: 

5-AATGCGGCCGCGAATTTTAGACTAGTTCCC
CA-3, 引物由北京天一辉远生物公司合成。 

1.2.2  病毒培养及病毒RNA提取  将 SVCV病毒

悬液接种于 24 h 内长满单层的 EPC 细胞中, 于

20℃在 MEM(含 2% FBS)培养基中培养, 直至细

胞病变效应(cytopathogenic effect, EPC)出现并达

80%左右时, 收集培养物, 于–80℃至室温冻融 3次, 

5000 r/min离心 10 min, 取上清用 TRIzol LS试剂

提取病毒总 RNA(按说明书的方法进行)。 

1.2.3  目的基因克隆及表达载体构建  以提取的

SVCV-HN 基因组 RNA 为模板 , 采用一步法

RT-PCR对目的基因进行扩增。扩增产物经 1%琼

脂糖凝胶电泳检测后, 产物经胶回收试剂盒回收

纯化, 连接 pMD19-T 载体构建 pMD19-T-Gtr。

pMD19-T-Gtr 经测序确认无突变且读码框正确无

误后, 将 pMD19-T-Gtr 及原核表达质粒 pGEX- 

5X-1分别经BamH I和Not I双酶切、胶回收后, 将

酶切产物在 T4 DNA连接酶的作用下于 16℃连接

过夜构建原核表达重组质粒 pGEX-Gtr, 然后转化

感受态 E. coli BL21(DE3)细胞, 筛选阳性克隆, 提

取重组质粒进行双酶切鉴定。 

1.2.4  融合蛋白表达及纯化  将上述经过鉴定的

含重组质粒的阳性菌株以1∶100接种20 mL新鲜的

LB(含氨苄青霉素)液体培养基中, 37℃、150 r/min

培养 , 菌液 OD600nm值达到 0.6 时, 加入终浓度

为 0.1 mmol/L IPTG诱导表达 4 h。取 5 mL菌液

于 4℃、12000 r/min离心 5 min后, 收集菌体沉淀, 

菌体经 5 mL PBS 重悬后, 于冰上超声波破碎, 

4℃、12000 r/min离心 5 min后, 将上清与沉淀进

行 SDS-PAGE 检测, 以确定目的蛋白是以可溶性

形式存在于上清中还是以包涵体形式存在于沉淀

中。对于包涵体形式表达的重组蛋白, 用 8 mol/L

的尿素溶液进行变性处理, 然后采用 GST融合蛋

白纯化试剂盒进行纯化 , 纯化后的重组蛋白用

PBS透析复性, 并测定蛋白浓度。 

1.2.5  多抗制备及其效价测定  以纯化的重组蛋

白作为免疫原, 采用皮下多点注射的方法免疫新

西兰大白兔制备抗血清, 共免疫 4 次, 每次间隔

11天。首次免疫采用纯化后的重组蛋白 0.6 mg与

等量完全弗氏佐剂混合后注射, 其余 3 次取重组

蛋白 0.3 mg与等量不完全弗氏佐剂混合后注射。

免疫结束后于心脏取血, 4℃静置过夜后, 将析出

的血清进行分装保存于–80℃。 

采用 ELISA法对血清效价进行测定。用纯化

的重组蛋白包被酶标板, 并设立空白对照(纯水)

与阴性对照(未免疫兔血清)。每孔加入 100 μL重

组蛋白溶液(5 mg/L), 于 4℃包被过夜。次日将液

体倒出, 用 PBST 洗涤 3 次, 然后用 5%脱脂奶粉

200 μL/孔于 37℃封闭 1.5 h, PBST洗涤 3次, 将待

测抗体进行 2倍梯度稀释后(1∶1000~1∶512000)

加入酶标板, 100 μL/孔、37℃孵育 1 h后, 用 PBST
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洗涤 3 次。每孔加入 1∶5000 倍稀释的羊抗兔- 

HRP抗体, 37℃孵育 1 h, 用 PBST洗涤 3次后, 加

入 100 μL/孔底物显色液, 暗处显色 30 min后, 加

入 50 μL/孔终止液(2 mol/L H2SO4)终止反应, 用

酶标仪测定 450 nm 波长下的吸光值 A。当 ΔA= 

(A 阳性孔–A 空白孔)/(A 阴性孔–A 空白孔)>2.1时, 此时的最大

稀释倍数即为抗体效价。 

1.2.6  免疫印迹及间接免疫荧光法分析重组蛋白

的免疫原性  取感染 SVCV-HN的EPC细胞及正常

EPC细胞, 冻融 1次, 分别取 1 mL于 3000 r/min离

心 10 min, 沉淀用 50 μL PBS悬浮, 加入等量 2×

上样缓冲液沸水浴 10 min后, 进行 SDS-PAGE分

析。电泳完毕后, 将蛋白转至 PVDF 膜。转膜后, 

以制备的多抗为一抗, HRP 标记的羊抗兔 IgG 为

二抗, 使用一步法快速 WB (HRP)试剂盒参照其

说明书进行免疫印迹实验。 

采用细胞爬片的方法在 6 孔板中培养 EPC

细胞 (培养条件同上 ), 待细胞单层铺满培养板

80%区域后, 接种 SVCV 病毒, 同时设置空白对

照。间接荧光免疫实验采用免疫荧光染色试剂盒

进行。分别在接种病毒 48 h、72 h后用 4%多聚甲

醛固定细胞, 4℃过夜。然后去除固定液, 用洗涤

液洗涤 3次, 加入封闭液孵育 1 h后, 用洗涤液洗

涤 3 次。加入制备的多抗(稀释 500 倍), 4℃孵育

过夜后去除多抗, 用洗涤液洗涤 3 次后加入 Cy3

荧光标记的羊抗兔抗体孵育 1 h, 洗涤 , 加入

DAPI 染色液对细胞核染色 10 min, 置于荧光显

微镜下观察。 

2  结果与分析 

2.1  SVCV糖蛋白结构分析 

SOSUI软件对 SVCV糖蛋白进行完整氨基酸

序列分析的结果显示(图 1A), 该蛋白存在 2 个跨

膜区, 分别位于N端(6~28 aa)和C端(468~490 aa), 

中间的 439 aa(29~467 aa)位于膜外。结合 DNAStar 

6.0 软件对糖蛋白进行完整氨基酸序列分析(图 1B), 

该区段亲水性强, 抗原性系数高, 因此推测该区

段应该是 SVCV糖蛋白的主要免疫原性决定区域, 

故而选择该段氨基酸序列(对应糖蛋白编码基因

85~1401 bp)进行截短表达。 

 

 
 

图 1  SVCV糖蛋白的跨膜区、抗原表位以及亲水性分析 

A: SVCV糖蛋白的跨膜区分析; B: SVCV糖蛋白的抗原表位和亲水性分析; 图中黑色虚线所选区域即为表达所选取的氨基酸区段. 

Fig. 1  Analysis of the transmembrane, antigenic and hydrophilic domain of SVCV 
A: analysis of the transmembrane domain of SVCV; B: analysis of the antigenic and hydrophilic domain of SVCV; the selected region 

of the black dashed line is the selected amino acid section for the expression.  
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2.2  基因克隆及表达载体构建 

琼脂糖凝胶电泳显示(图 2), 以 SVCV基因组

总 RNA为模板, 通过 RT-PCR扩增得到单一扩增

产物, 约为 1339 bp(含引物酶切位点), 片段大小

符合预期。 

构建的原核表达重组质粒 pGEX-Gtr 经过

BamH I和 Not I双酶切鉴定(图 3), 结果显示酶切产 
 

 
 

图 2  SVCV截短糖蛋白基因扩增产物检测 

M: DL2000 DNA marker; 1: 截短糖蛋白基因片段; 2: 阴性对照. 

Fig. 2  The PCR product of the truncated glycoprotein  
gene of SVCV 

M: DL2000 DNA marker; 1: the truncated glycoprotein gene;  
2: negative control. 

 

 
 

图 3  重组表达质粒 pGEX-Gtr BamH I/Not I双酶切鉴定 

M: DL10000 DNA marker; 1: 经过双酶切的 pGEX-Gtr质粒; 

2: 未经过双酶切的 pGEX-Gtr质粒. 

Fig. 3  Identification of recombinant plasmid pGEX-Gtr by 
restriction enzymes of BamH I and Not I 

M: DL10000 DNA marker; 1: pGEX-Gtr digested with BamH I 
and Not I; 2: undigested pGEX-Gtr. 

物符合预期, 表明原核表达重组质粒构建成功。 

2.3  糖蛋白的诱导表达与纯化 

将经 IPTG诱导表达 4 h的 BL21菌液于冰上

超声波破碎, 破碎后产物离心后, 分别取上清以

及重悬的沉淀进行 SDS-PAGE 分析。结果显示, 

目的蛋白约为 77 kD(含融合表达的 GST-Tag, 约

27 kD), 分子量大小符合预期 , 并且 , 目的蛋白

主要在沉淀中, 表明该蛋白是以包涵体的形式进

行表达(图 4)。包涵体经过 8 mol/L尿素变性后, 采

用 GST融合蛋白纯化试剂盒纯化, 纯化后的蛋白

复性后, 测定其浓度为 4 mg/mL。 

 

 
 
图 4  目的蛋白的诱导表达及可溶性分析 

M: 蛋白质 marker; 1: IPTG诱导的菌体沉淀; 2: IPTG诱导的

上清; 3: 未诱导的菌体沉淀; 4: 未诱导的上清. 

Fig. 4  Expression and solubility analysis of the recombination 
glycoprotein 

M: protein marker; 1: bacteria pellet protein of induced pGEX- 
Gtr; 2: supernatant of induced pGEX-Gtr; 3: bacteria pellet 
protein with pGEX-Gtr not induced; 4: supernatant of bacteria 

 with pGEX-Gtr not induced. 
 

2.4  抗血清效价测定 

实验以纯化后的重组蛋白作为抗原, 以实验

中制备的兔抗血清作为阳性血清, 并按 2 倍梯度

稀释(起始倍数 1∶1000)阳性血清作为一抗, 进行

ELISA检测。结果表明, ΔA>2.1时, 抗血清的最大

稀释倍数, 即抗血清效价为 1∶64000(表 1)。说明

抗血清和截短表达的重组蛋白的亲和性高。 

2.5  重组蛋白的免疫原性分析 

以正常对照 EPC细胞和接种了 SVCV-HN的

EPC 细胞作为抗原, 以本实验制备的兔抗血清为

抗体, 分别采用免疫印迹和间接免疫荧光法检测 
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表 1  ELISA 检测抗血清的效价 
Tab. 1  Determination of the antibody titer by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 

稀释倍数 dilution 空白 blank 阴性对照 negative contr. 1K 2K 4K 8K 16K 32K 64K 128K 256K 512K

吸光值 A absorbance 0.03 0.04 0.88 0.68 0.50 0.27 0.18 0.11 0.08 0.05 0.04 0.03

ΔA   84 65 46 23 14 7 4 1 0 –1 

 
抗原抗体的反应, 进而评估重组蛋白的免疫原性。 

免疫印迹检测结果显示, 本实验制备的多抗

血清与感染 SVCV 的 EPC 细胞总蛋白的一条约

60 kD的条带即 SVCV的糖蛋白发生特异性反应

(图 5), 表明制备的抗血清具有较好的特异性, 间

接证明截短表达的重组蛋白和 SVCV的天然糖蛋

白具有相似的免疫原性。 
 

 
 

图 5  抗血清与 SVCV免疫印迹分析 

M: 蛋白质 marker; 1: EPC细胞; 2: 感染 SVCV的 EPC细胞. 

Fig. 5  Immunoblotting analysis of SVCV in EPC cells 
M: protein marker; 1: EPC cells; 2: EPC cells infected with SVCV. 

 
间接免疫荧光检测结果显示, 实验制备的兔

抗血清与 SVCV-HN 分离株能发生特异性的抗原

抗体反应, 接种有 SVCV-HN的 EPC细胞, 48 h和

72 h 以后在细胞内均呈现出橙红色荧光, 而阴性

对照细胞未出现荧光(图 6)。该实验结果表明, 本

实验制备的兔抗血清能很好地识别病毒表面的糖

蛋白, 因此进一步证明, 截短表达的糖蛋白与病

毒表面的天然糖蛋白在免疫原性上无差异。 

3  讨论 

SVCV 曾经给欧洲的鲤鱼养殖业造成了巨大

的经济损失[1]。中国在 2001—2004年开展的全国

范围的 SVCV 监测工作中分离和鉴定了 15 个

SVCV毒株[6, 9], 随后中国又陆续出现了多篇关于

SVCV 分离鉴定的研究报道 [10–11], 本研究所用

SVCV-HN 毒株也是本实验室于 2012 年从湖南省

一鲤鱼养殖场的发病鲤鱼中分离得到。可见, 目

前 SVCV已成为中国鲤鱼养殖业的潜在威胁。对

其开展快速诊断技术以及免疫防控技术, 具有重

要意义。由于糖蛋白是 SVCV 的主要抗原蛋白, 

决定了 SVCV 的血清学特征[12], 因此对其基因结

构和免疫原性开展研究, 可为 SVCV 的免疫学诊

断技术研究以及基因工程疫苗研制奠定基础。 

由于 SVCV 完整的糖蛋白基因很难在体外

获得大量表达[13–14], 因此, 目前国内学者通常采

用截短表达方式获得截短的糖蛋白。例如, 张家

林等 [15]采用 pET-28a 原核表达质粒对糖蛋白的

21~463 aa区段进行了体外诱导表达, 并用该蛋白

作为免疫原制备了单克隆抗体。该研究选择表达

区域时, 去除了 N 端“无用”的信号肽和 C 端影响

重组蛋白高效表达的疏水性氨基酸序列, 目的是

为了获得重组蛋白的高效表达, 而未对糖蛋白基

因的抗原表位进行分析, 存在一定的盲目性。本

研究根据 SOSUI 以及 DNAStar 6.0 软件对 SVCV

糖蛋白基因的跨膜区、亲水性以及抗原表位进行分

析后, 保留亲水性和抗原性系数最高的 29~467 aa

区段进行原核表达, 最后成功获得了具有较好免

疫原性的重组蛋白。 

本研究利用获得的重组蛋白制备了兔抗血清, 

抗体效价测定结果表明, 抗血清与蛋白的亲和性

很好, 间接免疫荧光实验证实其与病毒表面的天

然糖蛋白一样, 具有较好的免疫原性。这表明, 尽

管原核表达系统无法对蛋白进行糖基化、磷酸化

和酰基化等翻译后的修饰与加工, 但是只要蛋白

能够正确折叠, 即可保持其免疫原性, 而糖基化

或许不是糖蛋白保持免疫原性所必需的。在本研 
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图 6  间接免疫荧光法检测 SVCV重组蛋白的免疫原性(×400) 

A: EPC细胞阴性对照(72 h); B: 接种 SVCV-HN 48 h后的 EPC细胞; C: 接种 SVCV-HN 72 h后的 EPC细胞. 

Fig. 6  The immunogenicity test of the recombination protein by indirect immunofluorescence assay (×400) 
A: Immunofluorescence staining of normal EPC cells at 72 h pi; B: immunofluorescence staining of EPC cells infected with 

SVCV-HN at 48 h pi; C: 72 h pi. 
 

究中, 由于去掉了糖蛋白两端的疏水区, 降低了

疏水性氨基酸的影响, 使得原核表达的蛋白能够

正确折叠, 因而获得较好的免疫原性。 
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Expression and immunogenicity analysis of a truncated glycoprotein 
of spring viremia of carp virus (SVCV) 

XU Jin, ZHOU Yong, CHEN Qian, ZENG Lingbing 

Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China 

Abstract: To reveal the main immunogenic domain of the glycoprotein of spring viremia of carp virus (SVCV), the 
glycoprotein encoding gene was truncated and expressed, and the immunogenicity of the truncated glycoprotein was 
analyzed using a rabbit polyclonal antibody produced in response to the recombination protein. The transmembrane, 
antigenic and hydrophilic domains of SVCV were analyzed by SOSUI and DNAStar 6.0 software. The predicted main 
immunogenic domain was amplified by reverse transcription polymerase chain reaction and cloned into a prokaryotic 
expression plasmid. The truncated glycoprotein was expressed in BL21 cells. After purification and refolding, the pro-
tein was used to produce antiserum in rabbits. The antiserum titer was tested by an enzyme-linked immunosorbent assay 
and the immunogenicity of the protein was tested by immunoblotting and indirect immunofluorescence assay (IFA). 
The results showed that the truncated glycoprotein gene was 1339 bp encoding a 439 aa peptide (from 29 to 467aa of 
the full-length glycoprotein) with a predicted molecular weight of 49.6 kD. The antiserum titer against the recombinant 
glycoprotein was 1 : 64000. Immunoblotting and IFA results demonstrated that the antiserum reacted immunologically 
with the natural glycoprotein on the surface of SVCV-HN. There was no difference in immunogenicity between the 
truncated glycoprotein produced in this study and the natural glycoprotein of SVCV. Therefore, the truncated glycopro-
tein of SVCV had good immunogenicity and could be used in immunological diagnosis and genetic engineering vaccine 
development of SVCV. 
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