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摘  要：【目的】制备 II 型鲤疱疹病毒(CyHV-2) ORF4 多克隆抗体，利用免疫学方法研究 ORF4

编码蛋白在病毒感染过程中的组织表达特征。【方法】利用在线软件 SMART 和 BLASTx 分析

CyHV-2 ORF4 序列，采用 PCR 技术从 CyHV-2 基因组中扩增得到 ORF4 基因，克隆至表达载

体 PGEX-4T-3 中，将获得的重组表达质粒转化到大肠杆菌 BL21(DE3)中，用 IPTG 诱导表达，

表达产物经过 SDS-PAGE 和 Western blot 鉴定，再利用亲和层析法纯化出重组蛋白。用纯化的

重组 ORF4 蛋白免疫新西兰兔，收集兔血，分离兔血清获得抗 ORF4 蛋白的多克隆抗体，再利

用 Western blot 检测抗体与 ORF4 蛋白之间的特异性。提取攻毒后的异育银鲫肌肉、脑、鳃、

脾脏、肝胰脏、心脏、肾脏等组织 DNA，用荧光定量 PCR 技术监测其病毒在各组织的复制水

平。使用 RIPA 裂解液提取上述各组织总蛋白，再利用 Western blot 技术检测 ORF4 在感染

CyHV-2 的异育银鲫各组织中的表达情况。【结果】原核表达的重组 ORF4 蛋白分子量为 65 kD，

与预期大小一致；获得的 ORF4 抗血清能特异性识别重组 ORF4 蛋白。病毒感染的异育银鲫体

内 ORF4 主要表达在肾脏、脾脏和鳃上；荧光定量 PCR 证明 CyHV-2 主要在肾脏、脾脏和鳃上

富集。【结论】CyHV-2 的非结构蛋白 ORF4 可能参与病毒的复制，是病毒复制感染周期的特征

性指示蛋白之一，这为深入研究 ORF4 在 CyHV-2 感染过程中的作用机制提供参考。 

关键词：II 型鲤疱疹病毒，ORF4，原核表达，多克隆抗体，组织分布 

 

 

 



晏文岩等: II 型鲤疱疹病毒 ORF4 的多克隆抗体制备及其组织分布 1939 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Prokaryotic expression, polyclonal antibody preparation and 
tissue-tropism analysis of cyprinid herpesvirus II non-structural 

protein ORF4 
YAN Wen-Yan1Δ  LU Jian-Fei1Δ  KONG Shan-Yun1  SHEN Zhao-Yuan1  YANG Yu-Qing1  

LÜ Li-Qun1,2,3  XU Dan1,2,3* 

(1. National Pathogen Collection Center for Aquatic Animals, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China) 
(2. Key Laboratory of Aquaculture Ministry for Freshwater Aquatic Genetic Resources, Shanghai Ocean University,  

Shanghai 201306, China) 
(3. National Experimental Teaching Demonstration Center for Fishery Sciences, Shanghai Ocean University,  

Shanghai 201306, China) 

Abstract: [Objective] Acquire the polyclonal antibody against non-structural protein ORF4 of 
cyprinid herpesvirus 2, and reveal the tissue distribution pattern of ORF4 protein during the virus 
infection. [Methods] The ORF4 structure was analyzed by SMART and BLASTx. The ORF of 
ORF4 was amplified from viral genomic DNA and cloned into plasmid PGEX-4T-3. The 
recombinant plasmid was transformed into Escherichia coli BL21(DE3) for recombinant protein 
production after induction by IPTG. The expressed recombinant protein was then purified by affinity 
chromatography and the purified protein was used to immunize New Zealand rabbits to obtain the 
anti-ORF4 polyclonal antibody. The specificity of the anti-ORF4 polyclonal antibody was confirmed 
by Western blot. Furthermore, real time PCR analysis was employed to monitor the genomic 
replication level in various tissues of virus-infected Carassius auratus gibelio including muscle, 
brain, gill, spleen, liver pancreas, heart, kidney. And the tissue distribution pattern of ORF4 in 
infected Carassius auratus gibelio was subsequently analyzed by Western blot. [Results] The 
expressed recombinant ORF4 protein in bacteria was detected at 65 kD as expected. Immunoassays 
suggested that the home-made antibody can specially recognize either the recombinant protein or 
endogenous ORF4. It proved that the ORF4 was mainly distributed in the kidney, spleen and gill in 
vivo, which was in consistence with the high level of virus replication in these tissues revealed by 
real time PCR assay. [Conclusion] Non-structural viral protein ORF4 might involve in efficient viral 
replication, which could serve as a marker protein for active virus infection. This study paved the 
way for studying the mechanism of ORF4 in the process of cyprinid herpesvirus 2 infection. 

Keywords: Cyprinid herpesvirus 2, ORF4, Prokaryotic expression, Polyclonal antibody, Tissue distribution 

异育银鲫(Carassius auratus gibelio)是我国主

要的淡水养殖鱼类品种之一，其养殖地域广、产量

高，在我国淡水养殖中有十分重要的地位[1]。随着

异育银鲫养殖规模的持续扩大，集约化程度的不断

提高，异育银鲫的病害问题日渐突出，特别是Ⅱ型

鲤疱疹病毒感染异育银鲫引起的疱疹病毒性造血

器官坏死病(Herpesviral haematopoietic necrosis，

HVHN)频发，严重影响了我国异育银鲫养殖业的健

康发展[2]。CyHV-2 在分类上归属于鱼疱疹病毒科

(Alloherpesviridae)鲤疱疹病毒属(Cyprinivirus)[3]。

CyHV-2 病 毒 粒 子 核 衣 壳 为 六 边 形 ， 直 径 介 于   

100 nm−110 nm 之间[4]，成熟的病毒粒子有呈椭圆

形的囊膜，直径介于 175 nm−200 nm 之间，CyHV-2

属于双链 DNA 病毒，基因组全长约 290 304 bp，共

编码 156 个蛋白[5-6]。CyHV-2 与Ⅰ型鲤疱疹病毒

(Cyprinid herpesvirus 1，CyHV-1)和Ⅲ型鲤疱疹病毒

(Cyprinid herpesvirus 3，CyHV-3)同源性最近，与沟

鲇疱疹病毒(Ictalurid herpesvirus 1，IcHV-1)同源性

较远[5]。目前，对 CyHV-2 的研究主要集中在分类

鉴定、全基因组测序与注释、快速检测方法的建立

等，对 CyHV-2 重要功能基因的研究和病毒免疫逃

避机制的研究较少[7-9]。 
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肿瘤坏死因子(Tumor necrosis factor，TNF)通过

与细胞表面肿瘤坏死因子受体 1 (Tumor necrosis 

factor receptor 1，TNFR1)和肿瘤坏死因子受体 2 

(Tumor necrosis factor receptor 2，TNFR2)结合，可

引起免疫反应、炎症反应、细胞增殖和细胞凋亡  

等[10]。许多大分子 DNA 病毒都可通过编码 vTNFR

来调控病毒复制，目前关于病毒编码的 vTNFR 的

研 究 主 要 集 中 在 痘 病 毒 。 疱 疹 病 毒 也 能 编 码

vTNFR，人巨细胞病毒编码的 UL144 含有疱疹病毒

侵入介体(HVEM，TNFR superfamily member 14)，

UL144 能通过 NF-kB 通路促进趋化因子 CCL22 的

表达[11]。基于基因组信息分析表明，CyHV-2 编码

2 个 TNFR 类似物基因(ORF4 和 ORF151A)，而

CyHV-1 编码 4 个 TNFR 类似物基因(ORF129A、

ORF136A、136B 和 ORF147A)，CyHV-3 编码 2 个

TNFR 类似物基因(ORF4 和 ORF12)，CyHV-3 编码

的 ORF12 基因已被证明可能在病毒免疫逃逸机制中

起着重要作用，由此我们推测 CyHV-2 编码的 ORF4

可能对 CyHV-2 感染的致病机制发挥重要作用[5]。 

本实验针对 CyHV-2 编码的 ORF4 基因进行结

构分析，在原核系统中表达出了重组 GST-ORF4 蛋

白，并制备出了亲和力好、特异性高的多克隆抗体，

通过 Western blot 等技术检测了 ORF4 的组织分布

特性，且 ORF4 的组织分布情况与病毒复制水平呈

正相关，为 CyHV-2 编码的 ORF4 蛋白功能的深入

研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  基因组 DNA、质粒和菌株：CyHV-2 病毒基

因组 DNA 样品、PGEX-4T-3 质粒由本实验室保存；

大肠杆菌 DH5α 和 BL21(DE3)感受态细胞购自天根

生化科技(北京)有限公司。 

1.1.2  主要试剂和仪器及培养基：PrimeSTAR Max 

DNA Polymerase、限制性内切酶、T4 连接酶、荧

光定量 PCR 试剂购自 TaKaRa 公司；HRP 标记的

羊抗兔 IgG 多克隆抗体、HRP 标记的羊抗鼠 IgG

多克隆抗体、GST-Tag 单克隆抗体购自上海英基生

物有限公司；6 月龄的纯种新西兰白兔，质量   

2−3 kg，购自上海实验动物研究中心；异育银鲫购

自上海海洋大学水产动物遗传育种中心，于实验室

水族箱暂养 2 周后进行实验；血液/组织/细胞基因组

提取试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司。净化

工作台，上海博讯实业有限公司；旋涡混合仪，上

海琪特分析仪器有限公司；恒温振荡培养床，上海

博讯实业有限公司；振荡器，上海贺德试验设备有

限公司；琼脂糖凝胶电泳仪、凝胶成像系统、聚丙

烯酰胺凝胶电泳仪、免疫印迹电转仪，上海天能科

技有限公司；PCR 仪、CFX96 荧光定量 PCR 仪，伯

乐生命医学产品有限公司。LB 培养基、PBS 溶液和

含 5%牛奶的 PBST 溶液配制方法参照孔善云等[1]。 

1.2  生物信息学分析及进化树构建 

参照 GenBank 上发表的Ⅱ型鲤疱疹病毒 ORF4

基因序列，选用在线软件 SMART (http://smart.embl- 

heidelberg.de/)对 CyHV-2 ORF4 的氨基酸序列进行

保 守 结 构 域 预 测 。 选 用 在 线 BLASTx (https:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/)软件对 CyHV-2 ORF4 的核

苷酸序列进行同源性搜索；选择其他病毒，如Ⅲ型

鲤疱疹病毒 ORF4 (YP_001096043.1)、新加坡石斑

鱼 虹 彩 病 毒 (Singapore grouper iridovirus ， SIGV 

ORF50 (AAV91053.1)、黏液瘤病毒(Myxoma virus，

MV) T2 (NP_051879.1) 、 人 巨 细 胞 病 毒 (Human 

cytomegalovirus，HCMV) UL144 (AAD43177.1)及

Scale drop disease virus SDDV (YP_009163884.1)，

用 DNAMAN 软件进行比对，并进行进化树分析。 

1.3  ORF4 基因片段的扩增 

利用引物设计软件 Primer Premier 5 设计其扩

增引物(上游：5′-GGATCCGCGATGACACCACCAC 

CAACAACA-3′；下游：5′-GGAATTCCTTAAAGCT 

CTTCTGATGGAGTG-3′)，在上下游引物序列中分

别插入 BamH I 和 EcoR I 酶切位点，CyHV-2 病毒

基因组 DNA 为模板，运用 PCR 技术对 ORF4 基因

进行扩增。PCR 反应体系(50 μL)：10×Buffer 5 μL，

10 mmol/L dNTPs 1 μL，10 μmol/L 引物各 1 μL，

DNA 模板 0.5 μL，5 U/μL Taq DNA Polymerase    
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1 μL，加 ddH2O 至 50 μL。PCR 反应条件：94 °C     

5 min；94 °C 50 s，59 °C 1 min，72 °C 1 min，共

30 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物经 1%琼脂糖凝

胶电泳检测后，用纯化回收试剂盒回收目的片段。 

1.4  PGEX-4T-3-ORF4 重组质粒的构建和序列

测定 

将纯化 PCR 产物和质粒 PGEX-4T-3 分别用

BamH I 和 EcoR I 在 37 °C 进行双酶切处理，酶切   

1 h，酶切产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分析后，再用

PCR 产物纯化回收试剂盒回收。用 T4 连接酶将

ORF4 和 PGEX-4T-3 连接，连接产物转化到大肠杆

菌 DH5α 中，菌落经 PCR 筛选出阳性克隆，扩增后

提取质粒，送至生工生物工程(上海)股份有限公司

进 行 序 列 测 定 。 测 序 鉴 定 成 功 的 质 粒 命 名 为

PGEX-4T-3-ORF4。 

1.5  重组蛋白的表达和纯化 

将质粒 PGEX-4T-3-ORF4 转化到 BL21(DE3)大

肠杆菌中。挑取单个阳性菌落接种于氨苄西林浓度

为 100 mg/L 的 LB 液体培养基中，37 °C、180 r/min

培养；培养菌 OD600 浓度约为 0.6 时，加入 IPTG 至

其终浓度为 1 mmol/L，诱导 4 h；8 000 r/min 离心

10 min 收集菌体，用 PBS 溶液重悬后进行超声破碎

处理 20 min (6 s/6 s)。超声后，4 °C、8 000 r/min 离

心 20 min，取上清液过 0.22 μm 的滤膜，用谷胱甘

肽亲和层析法纯化滤液，用 SDS-PAGE 和 Western 

blot 技术对表达和纯化的蛋白进行检测。 

1.6  多克隆抗体的制备 

用纯化的重组蛋白免疫新西兰兔。采用皮下多

点注射免疫，抗原与弗氏完全佐剂 1:1 充分混匀乳

化后免疫；第 1 次免疫 10 d 后进行第 2 次免疫，抗

原与弗氏不完全佐剂 1:1 充分混匀乳化后免疫；10 d

后进行第 3 次免疫；第 4 次免疫为加强免疫，在第

3 次免疫两周后进行，不加佐剂，注射 0.2 mg 重组

蛋白。第 4 次免疫 7 d 后心脏采血，血液 37 °C 静

置 1 h，然后 4 °C 过夜，第二天 4 °C、3 000 r/min

离心 10 min，小心取上清，分装后−80 °C 保存备用。 

1.7  血清抗体特异性分析 

用 纯 化 的 GST-ORF4 蛋 白 作 为 抗 原 进 行

SDS-PAGE 凝胶电泳，然后采用电转膜法(100 V，

75 min)转至 PVDF 膜，用 20 mL 含 5%牛奶的 PBST

溶液室温封闭 2 h。再用制备的多抗血清作为一抗

(稀释度 1:3 000)室温孵育 1 h 后 4 °C 过夜。用 PBST

溶液清洗 3 次，每次 10 min。再用 HRP 标记的羊

抗兔的 IgG 抗体作为二抗(稀释度 1:5 000)室温  

50 r/min 振荡孵育 2 h，用 PBST 清洗 3 次，每次    

10 min，最后将 PVDF 膜放入二氨基联苯胺(DAB)

显色液中显色，直到目的条带清晰为止，并用双蒸

水终止反应。 

1.8  荧光定量 PCR 扩增 

参照本实验室建立的 CyHV-2 荧光定量检测方

法对各组织中的病毒滴度进行测定[12]。取 3 条攻毒

CyHV-2 后的异育银鲫，分别取肌肉、脑、鳃、脾

脏、肝胰脏、心脏、肾脏组织 20 mg，参照组织基

因组提取试剂盒说明书提取总 DNA。将 DNA 模板

稀释为 50 mg/L，荧光定量 PCR 反应体系：SYBR 

Premix ExTaq 12.5 μL，10 μmol/L 上下游引物各   

1 μL，DNA 模板 1 μL，双蒸水 9.5 μL，总体积为

25 μL。每种样品组织均设 3 个重复，同时设定双蒸

水为阴性对照。 

1.9  各组织总蛋白的提取及检测 

分别取肌肉、脑、鳃、脾脏、肝胰脏、心脏、

肾脏组织 20 mg，使用碧云天 RIPA 裂解液(中)，参

照说明书提取上述各组织总蛋白。再利用 Western 

blot 技术进行检测，Western blot 参照 1.7，GAPDH

作为内参标定总蛋白的使用量。 

2  结果与分析 

2.1  ORF4 氨基酸序列结构域、同源性和进化 

分析 

如图 1 所示，通过 SMART 在线软件对 ORF4

蛋白的氨基酸进行结构域分析发现，在 158−194 和

259−336 氨基酸残基间含有 2 个保守的 TNFR 功能

结构域——半胱氨酸富集结构域(CRD)。BLASTx

分析表明，CyHV-2 ORF4 与 CyHV-3 ORF4、SIGV 
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图 1  CyHV-2 ORF4 与 CyHV-3、HCMV、SDIV 等病毒的 TNFR 氨基酸序列比对 
Figure 1  Multiple sequence alignments of CyHV-2 ORF4 homologues in TNFRs of other species 

注：在所有物种中完全保守的氨基酸残基用黑色表示；CRD：半胱氨酸富集结构域. 

Note: The fully conserved amino acid residues in all species are represented in black; CRD: Cysteine rich domain. 
 

ORF50、MV T2、SDDV ORF123L 一致性较高。氨

基酸序列比对分析结果表明，半胱氨酸残基较为保

守 (图 1)。进化树结果表明，CyHV-2 ORF4 与

CyHV-3 ORF4 的亲缘关系最近(图 2)。 

2.2  ORF4 基因扩增鉴定 

根据 GenBank 中Ⅱ型鲤疱疹病毒 ORF4 的 ORF

框序列设计引物，并以 CyHV-2 基因组 DNA 作为模

板，经 PCR 扩增获得 ORF4 ORF 框序列。PCR 产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳分析，扩增出一条大小约为  

1 041 bp 的特异性条带，大小与预期一致(图 3)。 

2.3  原核表达载体的构建 

将 上 述 PCR 产 物 割 胶 回 收 ， 回 收 产 物 和

PGEX-4T-3 质粒分别进行双酶切，然后进行连接、

转化，最后提取质粒，通过 PCR 扩增、测序等方法

鉴 定 重 组 质 粒 ， 测 序 结 果 显 示 重 组 质 粒

PGEX-4T-3-ORF4 构建正确，将质粒转化到大肠杆

菌后用于诱导表达重组蛋白 GST-ORF4。 

 

 
 
 
 

图 2  基于 CyHV-2 ORF4 构建的系统进化树 
Figure 2  Phylogenetic tree of CyHV-2 ORF4 amino 
sequence homologues in TNFRs of other species 
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图 3  ORF4 基因 PCR 扩增产物电泳图 
Figure 3  Electrophoretic profile of PCR products of 
ORF4 gene 
Note: M: DL2000 marker; 1: PCR products. 

 

2.4  重组蛋白的表达和纯化 

将 含 有 质 粒 PGEX-4T-3-ORF4 的 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)用终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 进行诱

导，4 h 后取总菌体制样进行 SDS-PAGE 分析。图   

4 结果表明，与未经 IPTG 诱导组相比，经 IPTG 诱

导的菌体在 65 kD 处出现一条明显的目的条带，同

时，利用 GST-Tag 单克隆抗体检测上述蛋白，图    

5 结果显示，只有诱导组在 65 kD 处出现条带，与

预期相符，说明 GST-ORF4 蛋白表达成功。将诱导

组的菌体超声波破碎，离心后取上清经谷胱甘肽亲

和层析柱纯化出重组蛋白，经 SDS-PAGE 分析，图

6 显示在 65 kD 处出现一条单一条带，说明获得了

纯的 GST-ORF4 重组蛋白，可用于后续实验。 
 

 

 
 

图 4  表达产物的 SDS-PAGE 分析 
Figure 4  SDS-PAGE of expressed product 
Note: M: Protein marker; 1: Uninduced bacterial; 2: Induced bacterial. 

 
 

图 5  表达产物的 Western blot 检测 
Figure 5  Western blot detection of expressed product 
Note: M: Protein marker; 1: Uninduced bacterial; 2: Induced bacterial. 
 

2.5  多克隆抗体的制备及特异性分析 

纯化的重组 GST-ORF4 蛋白免疫新西兰兔后，

为了鉴定获得的抗 ORF4 多克隆抗体是否能特异

性识别 ORF4，利用制备的抗 ORF4 的血清为一抗，

未诱导的菌体和诱导的菌体为抗原，进行 Western 

blot 检测。图 7A 结果显示，CyHV-2 ORF4 抗血清

能检测到一条 65 kD 的单一蛋白条带，说明所制

备的多克隆抗体可以与 GST-ORF4 蛋白产生特异

性免疫反应。为了验证制备的多克隆抗体能否识 
 

 
 

图 6  纯化的重组 ORF4 蛋白 SDS-PAGE 分析 
Figure 6  SDS-PAGE of purified product 
注：M：蛋白 Marker；1：未诱导的菌体；2：纯化的 GST-ORF4

蛋白. 

Note: M: Protein marker; 1: Uninduced bacterial; 2: The purified 
GST-ORF4 protein. 

3 
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图 7  利用制备的多抗血清检测重组 ORF4 蛋白 
Figure 7  Detection of rORF4 by the polyclonal antibody 
注：M：Marker；1：未诱导的菌体；2：诱导的菌体；3：未感

染的肾脏；4：感染的肾脏. 

Note: M: Protein marker; 1: Uninduced bacterial; 2: Induced 
bacterial; 3: Uninfected kidney; 4: Infected kidney. 

 
别体内的 ORF4 蛋白，利用制备的抗 ORF4 的血

清为一抗，未感染和感染鱼的肾脏为抗原，经

Western blot 检测，结果如图 7B 所示，在未感染

组中没有检测到条带，在感染组中检测到一条大

小为 38 kD 的单一条带。 

2.6  感染 CyHV-2 后濒死异育银鲫各组织中病

毒的分布情况 

利用绝对定量的方法，对 CyHV-2 在各组织中

的分布进行定量分析。图 8 结果表明 CyHV-2 主要

在肾脏和脾脏中富集，而脑和肌肉中分布最少。 

2.7   ORF4 蛋白在感染 CyHV-2 后濒死异育银

鲫各组织中的分布情况 

在利用 Western blot 分析各组织中 ORF4 蛋白

分布的实验中，与内参蛋白 GAPDH 相比，ORF4

蛋白在各组织中分布差异明显，只在肾脏、脾脏和

鳃中检测出 ORF4 蛋白质的分布，肌肉、脑、肝胰

脏和心脏组织中未被检测出，并且在肾脏和脾脏中

ORF4 蛋白条带最粗，而在鳃中 ORF4 蛋白条带较

浅，这很可能预示着 ORF4 主要在肾脏、脾脏和鳃

中行使调控功能(图 9)。 

 
 

图 8  CyHV-2 在异育银鲫不同组织中的分布情况 
Figure 8  The distribution of CyHV-2 in different tissues of 
allogynogenetic crucian carp 

 
 

 
 

图 9  ORF4 蛋白质在各组织中的分布 
Figure 9  The distribution of ORF4 protein in different 
tissues 

 

3  结论与讨论 

生物体在受到病毒感染时通过一系列免疫反

应来抵抗病毒的侵袭，与此同时病毒也进化出了多

种策略促进病毒侵染。疱疹病毒能通过编码宿主蛋

白类似物调控细胞的免疫反应来逃避细胞的免疫

攻击，如肿瘤坏死因子受体类似物、干扰素受体类

似物等[13]。 

本文对 CyHV-2 的 ORF4 基因的氨基酸序列进

行分析，发现其在 158−194 和 259−336 位点分别含

有一个 TNFR 结构，与 TNFR 超家族成员的 TNFR1

和 TNFR2 结构相似。CyHV-2 ORF4 的 TNFR 结构

与其他病毒的 TNFR 超家族成员同源性较近，与

CyHV-3 ORF4 一致性有 34%，与其他病毒编码的

vTNFR 一致性在 20%−32%之间。在水生动物病毒

中，SGIV 通过编码的 vTNFR ORF50 来调控细胞的 

TNF 和 TNFR，达到逃避宿主免疫攻击的目的[14]。
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与 CyHV-2 同源性很近的 CyHV-3 编码了两种

vTNFR (ORF4 和 ORF12)，通过 Western blot 检测感

染 CyHV-3 病毒后的鱼血清和细胞上清，结合质谱

分析，只检测出 ORF12 病毒蛋白[15]。在斑马鱼胚

胎中过表达 CyHV-3 的 ORF4 和 ORF12，会导致胚

胎缺陷，甚至死亡，能促进细胞凋亡。CyHV-3 

vTNFRs 引起的凋亡主要是通过内源性凋亡途径，

同时也需要外源性凋亡途径的参与，这预示着

CyHV-3 ORF4 可能在病毒免疫逃逸机制中起着重

要作用 [16]，也预示着 CyHV-2 ORF4 很可能是

vTNFR，行使着与宿主 TNFR 相似的功能。 

本实验首先从 CyHV-2 基因组 DNA 中扩增出

了 ORF4 基因的 ORF 框序列，并将其插入到表达载

体 PGEX-4T-3 中，再利用原核表达的 GST-ORF4

蛋白免疫新西兰兔，获得了效价高、特异性好的多

克隆抗体。利用该多克隆抗体，我们研究了 ORF4

的组织分布情况。迄今为止，已有多位学者运用不

同技术对 CyHV-2 的组织分布进行了研究。姚卓凤

等[17]研究了急性和慢性感染条件下，异育银鲫鳃、

脾脏、肾脏和脑组织的病理损伤情况，在不同感染

模型中，脾脏、肾脏、鳃和脑组织的病理损伤都很

严重，且以坏死病变为主。林秀秀等[18]利用 PCR

方法在异育银鲫的体肾、肠道、脾脏、头肾、肝胰

脏、鳃中均检测出 CyHV-2 病毒粒子。同时，林秀

秀等[19]利用透射电镜研究患病异育银鲫肾脏、脾

脏、头肾、肝胰脏、肠道、鳃各组织细胞超微病理

学，在这些组织中均观察到 CyHV-2 的病毒粒子，

其中在肾脏和脾脏中观察到大量的 CyHV-2 粒子，

而肝胰脏、头肾、鳃和肠道中 CyHV-2 粒子较少。

因此，他们推测 CyHV-2 通过感染体肾、头肾、脾

脏的吞噬细胞，引起宿主免疫机能的改变。本实验

中我们利用荧光定量 PCR 技术检测出 CyHV-2 在肾

脏、脾脏、脑、肝胰脏、鳃、肌肉和心脏均有分布，

且按照肾脏、脾脏、心脏、肝胰脏、鳃、脑、肌肉

的顺序依次减少(图 8)，与已报道的研究结果基本一

致。在利用 Western blot 技术检测 ORF4 的组织分

布实验中发现其主要分布在肾脏、脾脏、鳃中，其

他组织中没有检测出 ORF4 蛋白质的分布，可能与

ORF4 蛋白质在这些组织中表达量少有关。同时，

ORF4 作为病毒的非结构蛋白，在病毒侵染宿主过

程中主要起调控作用，在不同细胞中的表达量会有

一定的差异性，已有的研究表明 CyHV-2 侵染的主

要靶器官为肾脏和脾脏，这预示着 ORF4 可能在病

毒与宿主的相互作用中发挥着重要的免疫调控  

作用。 
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