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利用噬菌体展示技术筛选草鱼呼肠孤病毒VP39蛋白相互作用多肽

龙    晨1    徐    宁1    谢雅晴2    吕利群1

(1. 上海海洋大学国家水生动物病原库, 上海 201306; 2. 上海海洋大学农业农村部淡水水产种质资源与

利用重点实验室, 上海 201306)

摘要: VP39是草鱼呼肠孤Ⅲ型病毒(GCRV Genotype Ⅲ, GCRV-Ⅲ)S9基因编码的蛋白, 为研究VP39蛋白在

GCRV-Ⅲ感染草鱼细胞过程中行使的生物学功能, 将克隆VP39基因序列并构建原核表达载体pET32a-VP39,
通过原核表达得到VP39-HIS融合蛋白; 利用VP39蛋白溶液免疫小鼠, 制备鼠抗VP39多克隆抗体, 通过

Western Blot对抗体进行评估; 利用制备的多克隆抗体探究GCRV-Ⅲ感染细胞过程中VP39蛋白表达动力学;
利用噬菌体展示技术筛选与VP39蛋白特异性结合的多肽序列并进行分析。SDS-PAGE电泳结果显示, VP39-
HIS融合蛋白可良好溶于PBS中, 蛋白大小约为39 kD; Western Blot检测表明实验所制备的VP39多克隆抗体在

1﹕10000稀释比例下, 既能识别原核表达的VP39-HIS融合蛋白, 也能识别GCRV-Ⅲ感染CIK细胞后表达的

VP39蛋白, 具有良好的效价与特异性; 在病毒侵染过程中, VP39前期表达量较少, 在中后期大量表达; 噬菌体

展示技术筛选出两条多肽与VP39蛋白有高度亲和性, 经过在NCBI上比对后发现草鱼基因组中有7个基因与

筛出的多肽具有同源性, 表明其可能与VP39存在相互作用。研究制备了鼠抗VP39多克隆抗体, 为GCRV-
Ⅲ的免疫学检测方法提供了新的路径; 结合多肽的筛选也为VP39在GCRV-Ⅲ侵染过程中参与的生物学功能

研究奠定了基础。
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草鱼(Ctenopharyngodon idella)作为我国重要

的养殖鱼类, 是水产养殖产业的主要经济支柱。根

据2021年中国渔业统计年鉴, 2020年我国草鱼年产

量达到近560万吨, 产量远高于其他养殖鱼类
[1]
。然

而由于养殖水平的差异以及缺乏专业的管控, 巨大

的产业规模也带来了一些负面影响, 水生生物疾病

暴发的风险也在不断增加。据2021年中国水生动

物卫生状况报告显示, 仅2021年草鱼因各种病原传

播而导致的亏损便达到了惊人的20.9亿元
[2]
。水产

疾病的暴发不仅会对水产行业的经济造成一定的

破坏, 而且也会对自然环境构成威胁, 导致野生鱼

类的疾病污染。其中草鱼出血病对草鱼养殖产业

的影响非常大, 每年都会导致大量鱼苗死亡, 而草

鱼呼肠孤病毒是造成这一现象的主要病原
[3]
。

草鱼呼肠孤病毒(Grass carp reovirus, GCRV)早
在20世纪80年代就被我国科学家鉴定并分离。

GCRV是一种双链RNA病毒, 具有11个基因, 共编

码13种蛋白质
[4]
。目前GCRV已有超过30种病毒株

被鉴定并分离, 而经全基因测序的毒株仅占1/3[5]
。

根据比对核酸序列将草鱼呼肠孤病毒分为I、Ⅱ和

Ⅲ型3种 ,  分别以GCRV-873、GCRV-HZ08和
GCRV-104为代表性毒株

[6], 而不同基因型的草鱼

呼肠孤病毒在毒力强弱及对细胞敏感性等方面均

有不同程度的差异
[7]
。GCRV-104是GCRV-Ⅲ的唯

一毒株, 2009年在湖北地区某处草鱼养殖场发现,
并成功从患病鱼体中分离且得到鉴定

[8]
。经NCBI

的基因库中对比后, 发现GCRV-104的S2片段与其

他呼肠孤病毒相似性最高(达到42%—46%), S1、
S3、S4、S5、S6和S8序列相似性仅在20%—30%,
而S7、S9、S10与S11这4个片段与其他呼肠孤病毒

没有相似性
[5, 9]

。在GCRV疫苗的研究中, Kai等[10]

将编码衣壳蛋白VP7基因的pcDNAvp7转入大肠杆
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菌E. coli DH5α ghost 中, 发现其免疫诱导的免疫应

答强于裸pcDNAvp7。与GCRVI、Ⅱ型相比, 对
GCRV-Ⅲ的研究相对较少。在抗病毒药物的研究

方面, 盐酸莫洛氧丁(Moroxydine hydrochloride,
Mor)和利巴韦林(Ribavirin, Rib)被发现可抑制

GCRV-104的增殖, 通过间接降低GCRV-104诱导的

CIK细胞的免疫应答来达到保护CIK细胞的作用,
Mor和Rib还显著抑制了vp5、vp6和NS66基因的表

达
[11]

。也有研究表明槲皮素(Quercetin)可以抑制

GCRV-JX01及GCRV-104在CIK细胞上的扩增
[12]

。

此外, EGCG也被发现对GCRV-JX01在鱼体体内及

体外的扩增有明显的抑制效果
[13], 而对于GCRV-

104是否具有相同作用尚不清楚。在前期的研究中,
我们发现了GCRV-104的S7序列编码的VP55外衣

壳蛋白被发现与细胞外基质蛋白 Fibulin4存在相互

作用
[14, 15]; 通过酵母双杂交技术, 蛋白酶体亚基 β7

(Proteasome subunit beta 7, PMSB7)被发现与S10序
列编码的VP38蛋白存在多点相互作用

[16, 17]
。目前

来看, 由S9序列编码的VP39(GenBank登录号: JN
967637.1)蛋白在病毒感染过程中发挥的生物学功

能仍然未知。

噬菌体展示技术(Phage display technology)最
早可以追溯到1985年, 噬菌体基因组被重组上外源

片段, 其编码的多肽便会在噬菌体外衣壳上得到展

现, 而大量带有外源多肽的噬菌体的集合组成了噬

菌体文库。在噬菌体文库中加入目的蛋白经3—
5轮的结合与洗脱, 与目的蛋白具有相互作用的多

肽序列则被筛选出来
 [18]

。周菁等
[19]

通过噬菌体7肽
库筛选结合分歧杆菌PPE17蛋白的特异性结合多

肽, 成功筛选出多肽序列LKWGHVY。张帆等
[20]

通

过噬菌体展示技术筛选与人乳腺髓样癌细胞特异

性结合多肽, 也取得了良好的结果, 筛选多肽可能

成为乳腺癌早期诊断和治疗的新靶点。张艺璇
[21]

利用噬菌体展示技术成功构建了猪源噬菌体单链

抗体库 ,通过四轮筛选获得了能与猪δ冠状病毒

(Porcine deltacoronavirus, PDCoV)蛋白特异性结合

的噬菌体单链抗体(Single-chain variable fragment
antibody, scFv)。

本研究构建了pET32a-VP39表达载体, 利用大

肠杆菌表达系统纯化出VP39-HIS融合蛋白, 通过

免疫小鼠制备多克隆抗体并进行分析。以VP39作
为诱饵蛋白, 利用噬菌体展示技术获取与VP39具
有高度亲和性的多肽序列, 并通过生物信息学分

析预测与VP39互作的宿主蛋白。这将为GCRV-
Ⅲ的免疫学检测方法提供新路径, 也为深入研究

VP39蛋白在病毒侵染过程中参与的生物学功能奠

定了基础。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

GCRV-104病毒株及草鱼肾脏细胞(Ctenopha-
ryngodon idellus kidney, CIK)由本实验室保藏, 大
肠杆菌感受态细胞DH5α与BL21均采购自天根生物

有限公司, 限制性核酸内切酶BamHⅠ与XhoⅠ、

T4连接酶、PrimeSTAR Max DNA Polymerase均在

TaKaRa公司处购买, 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

(IPTG)购自上海傲义生物科技有限公司, HRP标记

的羊抗鼠IgG购自上海威奥生物科技有限公司。

 1.2    VP39基因的扩增

利用GCRV-104感染CIK细胞, 72h后出现明显

CPE, 去除细胞上清后加500 μL的TRIzol, 通过TRI-
zol-氯仿法提取样品的RNA, 将提取出的RNA进行

逆转录。得到的cDNA可在–20℃冰箱内保存。设

计构建原核表达质粒pET28a-VP39的引物: F5′-
AGCAAATGGGTCGCGGATCCATGGCGCAATC
TGGCTTCAAT-3′; R5′-TGGTGGTGGTGGTGCTC
GAGGATTGGCGCAATGGCCGTACA-3′。引物由

生工生物工程股份有限公司合成。将上述cDNA作

为模板, 利用PCR技术对目的基因VP39进行克隆,
PCR扩增程序设置: 预变性98℃3min, (98℃10s,
55℃5s, 72℃10s)35次循环, 继续延伸72℃ 3min, 反
应结束后4℃暂存; 1.5%琼脂糖凝胶电泳使上述

PCR样品分离, 确认扩增后的目的条带, 大小约为

1100 bp左右, 并进行切胶纯化回收处理(步骤详见

Wizard@SV Gel and PCR Clean-Up System 说明书)。
 1.3    重组质粒pET28a-VP39的构建与鉴定

利用双酶切技术分别对目的片段与载体pET28a
进行酶切, 酶切反应体系为: BamHⅠ和XhoⅠ各2 μL、
载体/目的片段2 μg, 用无菌水补足100 μL。混合好

的酶切体系在30℃下反应20min, 然后37℃下反应

20min。酶切反应完成后, 对目的片段和质粒再次

纯化。在T4 DNAligase的作用下, 将VP39基因与质

粒16℃放置12—16h。将连接产物转化到大肠杆菌

DH5α菌株中, 准备好LB培养平板(含卡纳霉素), 取
50 μL转化后的大肠杆菌于平板上涂布均匀至被吸

收, 在37℃条件下培养12—16h。待LB平板长出菌

落后, 随机选择5个进行菌落PCR鉴定。将阳性菌

置于100 μL含卡纳霉素的LB培养基(不含琼脂)中
培养2h, 随后转移到30 mL培养基中继续生长6h。
用FineQuick快速小量质粒柱式提取试剂盒提取目

的质粒, 将获取的质粒送至生工生物公司确认序列

是否正确。

860 水   生   生   物   学   报 47 卷



 1.4    VP39蛋白表达及纯化

取BL21(DE3)感受态细胞(–80℃保藏)置于冰

上融化, 将经过测序确认的pET28a-VP39质粒转化

入大肠杆菌中。将菌液涂布于LB(含Kana)平板上

37℃培养12—16h, 然后从平板上挑取单菌落于100 μL
LB(含Kana)中在摇床上37℃150 r/min培养3h, 再将

这100 μL菌液转移至200 mL的LB(含Kana)中继续

培养8h; 加200 μL 0.5 moL/L的IPTG于菌液中, 在条

件为16℃、120 r/min的摇床上培养12h, 以诱导蛋

白表达; 菌液在4℃、8000 r/min条件下离心10min,
将LB培养液去除, PBS重悬洗涤1次, 再次去除上清;
加20 mL的PBS重悬, 此外滴加适量蛋白酶抑制剂

以避免蛋白降解; 将菌液置于冰上, 通过超声仪使

细胞膜破碎, 为防止温度过高, 每次超声持续5s, 间
隔8s后再次超声, 功率设定为300W, 直到样品逐渐

澄清; 离心收集沉淀于上清, 确认上清内含有目的

条带后, 用His60 Ni Superflow Resin纯化VP39-
HIS蛋白。

 1.5    VP39多克隆抗体的制备

将纯化的VP39蛋白与弗氏佐剂混合, 注射入

Babl/c小鼠的腹腔中。每只小鼠每次注射的0.2 mg
左右的VP39蛋白。计划1个月内分4次注射, 平均

每7天进行1次注射。初次注射小鼠时, 将100 μL的
VP39蛋白溶液(0.2 mg/mL)与100弗氏完全佐剂用

一次性注射器吹吸混匀, 直至形成乳白色混合物,
在小鼠腹腔内注射; 接下来的两次小鼠注射均将弗

氏完全佐剂替换为弗氏不完全佐剂, 重复上述操作;
第4次免疫可直接注射VP39蛋白溶液于小鼠腹腔

中。腹腔注射对小鼠生理状态有一定影响, 在此期

间需要保证小鼠处于正常存活状态。第4次免疫

5d后, 配置10%水合氯醛溶液作为麻醉剂, 向小鼠

腹腔内注射100 μL麻醉剂; 确认小鼠已被麻醉后,
摘除小鼠一侧眼球, 用15 mL的EP管收集血液, 将
EP管在37℃环境中放置1h, 然后将EP管置于4℃冰

箱中12h, 第2天将血液离心后对血清进行回收, 取
30 μL血清放置在4℃冰箱用于多克隆抗体检测实

验, 剩余血清分装后保藏在–80℃冰箱中备用。

 1.6    噬菌体文库包被与筛选

向12孔板中加入100 μg/mL的VP39蛋白溶液

500 μL(用0.1 mol/L的NaHCO3稀释)。将12孔板在

4℃条件下放置12—16h, 期间保持湿度以避免挥发;
去除蛋白溶液, 加3 mL封阻缓冲液, 4℃下孵育1h;
倒掉封阻缓冲液, 向孔板中加1 mL的TBST缓冲液

润洗6—8遍; 去除残留在孔板壁上的TBST缓冲液;
根据Ph.D.-12TM Phage Display Peptide Library Kit
操作说明, 将10 μL文库噬菌体溶于500 μL的TBST

缓冲液, 混合后加入经过包被的孔板中, 在室温条

件下摇动1h后去掉上清 ,  并用TBST缓冲液润洗

10次; 将VP39蛋白溶液以1 mmol/L的浓度溶于

TBS, 加入孔板中以竞争结合噬菌体, 在室温下摇

动1h后回收洗脱液 ;  将洗脱下来的噬菌体转入

ER2738中37℃剧烈摇动4h以扩增噬菌体; 在4℃
10000 r/min下离心扩增产物10min, 取上清重复上

述离心操作; 向上清中加入1/6体积PEG8000/NaCl,
将混合物在4℃冰箱中放置16h; 在相同条件下离心

PEG沉淀, 去除上清后, 加1 mL的TBS缓冲液吹打

混匀, 即完成噬菌体的首轮淘选与扩培。继续将上

述过程重复4次, 得到经过5轮筛选的噬菌体洗脱物。

 1.7    结合多肽序列分析

每一轮噬菌体筛选完成后都对其进行滴度测

定, 经过5轮筛选后, 将噬菌体洗脱物用M13法涂布

于平板上并随机选择25个噬菌斑, 送至金唯智生物

科技有限公司天津测序部以序列分析。利用Ex-
pasy对测序结果进行分析并翻译为氨基酸序列,
在NCBI的草鱼文库中鉴定含有目标多肽的蛋白

序列。

 2    结果

 2.1    基因的扩增与质粒的构建

感染GCRV-104的CIK细胞出现明显CPE后提

取RNA并反转录为cDNA, 通过PCR扩增得到大小

约为1089 bp的条带。通过双酶切法将目的基因连

接到pET-32a载体上, 连接产物转化到大肠杆菌中

以筛选阳性菌, 结果表明所筛选菌落为阳性菌, 条
带位置正确。阳性菌在含有Kana抗性的LB培养基

中扩增并提取质粒。将质粒送至生工测序, 结果表

明pET32a-VP39质粒构建成功, 条带大小正确。

 2.2    蛋白表达与可溶性分析

重组载体转化到大肠杆菌(BL21菌株)中, 利用

IPTG使VP39蛋白大量表达并纯化。对VP39蛋白

样品进行10% SDS-PAGE凝胶电泳并用考马斯亮

蓝染色。结果显示, 与IPTG诱导前的蛋白样品相

比, 诱导后的蛋白样品在40 kD左右的条带异常显

著; 菌体经超声破碎后离心得到的上清在相同位置

也出现单一条带, 而在沉淀中整体上呈现不均匀杂

带分布 ,  这表明VP39-HIS蛋白可以良好地溶于

PBS; 目的蛋白经过纯化洗脱后, 洗脱1次的样品条

带清晰且杂带较少。

 2.3    VP39多克隆抗体分析

将VP 39蛋白溶液免疫小鼠, 制备鼠抗VP 39多
克隆抗体。通过Western Blot方法分析所制抗体的

有效性, 检测结果发现VP39多抗在1﹕10000的稀释
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条件下仍然能够VP39-HIS蛋白, 同样地, 所制备的

多克隆抗体也能够特异性识别感染了GCRV-104的
CIK细胞内含有的VP39蛋白 ,  而没有被GCRV-
104感染的CIK细胞则没有被识别 ,  这表明鼠抗

VP39多克隆抗体可以准确识别VP39蛋白, 具有很

好的特异性识别能力。在GCRV-104感染细胞过程

中, 每12h取1次蛋白样品以分析VP39的表达趋势,
Western Blot结果可以看出VP39在24h有微量表达,
并随着感染时间延长, 表达量逐渐上升(图 1)。
 2.4    噬菌体筛选的滴度分析

根据Ph.D.-12TM Phage Display Peptide Library
Kit说明书, 对每轮噬菌体洗脱及扩增后的滴度进

行检测(图 2)。结果显示, 每经过1次噬菌体淘选,
噬菌体的滴度也不断增加, 二者呈正相关, 这表明

每经过一轮筛选都会使与VP39蛋白存在特异性结

合的噬菌体富集程度提高(表 1)。
 2.5    噬菌体筛选的多肽鉴定

经过5轮噬菌体筛选后, 挑取25个噬菌斑进行

DNA测序。根据Ph.D.-12TM Phage Display Peptide
Library Kit说明书, 将测序结果与噬菌体核酸序列

进行比对并翻译为氨基酸序列。测序结果得到多

个基因序列, 其中5′-GCTCCGCGCCTTAGTCATC
ATATTGCGCATCATCAT-3′及5′-TGGCCTCTT
TTTGCTAGTAATGATCCGGTGTATGGG-3′两条

基因序列分别重复了15次和8次, 翻译得到的相应

氨基酸序列分别为N′-APRLSHHIAHHH-C′和N′-
WPLFASNDPVYG-C′。这表明上述两条12个氨基

酸的多肽与VP39蛋白存在相互作用, 具有较强的

结合能力。通过NCBI在草鱼文库中进行蛋白序列

对比, 预测以下7个草鱼相关基因与VP39具有潜在

的相互作用(表 2)。

 3    讨论

蛋白是病毒与宿主对抗过程中的行使各种生

物功能的重要媒介, 而想要了解病毒在宿主体内复

制机制以及宿主产生的免疫应答机理 ,  对于

GCRV不同基因及其编码蛋白的功能的研究是非

常必要的。噬菌体展示随机多肽库最大的特点在

于其库容的多样性、筛选的高通量和成本的低价

性, 因此目前噬菌体展示文库是抗病毒药物研究领

域中最常用的文库之一
[ 2 2 ]

。为了探索VP39在
GCRV-104感染过程中参与的功能, 本研究首先克

隆并纯化出VP39基因, 构建了pET32a-VP39重组质

0 12h 24h 36h 48h 60h

VP39

GAPDH

 
图 1   在GCRV-104感染CIK过程中VP39蛋白的表达变化

Fig. 1   Changes of VP39 protein expression during CIK infection
by GCRV-104
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图 2    噬菌体空斑培养照片

Fig. 2    Photographs of phage plaque culture
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粒, 通过大肠杆菌表达系统得到了VP39-HIS融合蛋

白, SDS-PAGE实验说明VP39蛋白可溶于PBS, 蛋
白大小约为39 kD。通过将VP39蛋白溶液注射小鼠

腹腔, 使小鼠产生免疫反应以制得VP39多克隆抗

体, Western Blot结果显示所制多克隆抗体既可以

识别由大肠杆菌表达的VP39-HIS融合蛋白, 也能特

异性识别GCRV-104感染CIK细胞产生的VP39蛋
白, 具有良好的效价与特异性。另一方面, VP39的
表达量在感染前期微量表达, 而随着感染时间的推

移其表达量也逐步提高。通过噬菌体展示技术淘

选出与VP39蛋白具有较强结合能力的12个氨基酸

的多肽, 经过5轮筛选后, 随机挑选25个噬菌斑进行

DNA测序。结果筛选出两条多肽序列, 分别是重复

了15次的N'-APRLSHHIAHHH-C'多肽和重复8次
的N'-WPLFASNDPVYG-C'多肽。将得到的多肽序

列在NCBI的草鱼蛋白文库中比对, 发现了7个草鱼

基因编码的蛋白与筛选出的多肽序列具有同源序

列, 提示其可能与VP39蛋白存在相互作用。

进一步了解所筛选的草鱼基因的相关研究。

其中, 白介素-1受体相关激酶M(Interleukin-1 re-
ceptor-associated kinase M, IRAK-M)和RIG-I样受

体(RIG-I-like receptors, RLRs)在抗病毒免疫方面的

作用在已有的文献中被多次提及, 进一步实验也将

依据此展开。

IRAK-M又称IRAK3, 是一种丝/苏氨酸激酶,
在TLRs通路的负调控过程中起关键作用

[23]
。IRAK-M

的表达与肿瘤及一些自身免疫性疾病的发生有密

切联系
[24]

。2018年, 草鱼体内的IRAK-M基因得到

鉴定, 研究表明IRAK-M蛋白可在CIK细胞中与

MyD88共定位并相互作用。 抑制CIK细胞中的

IRAK-M则会导致包括白介素8 (IL-8)、IL-6等炎症

细胞因子的产生
[25]

。而MyD88作为关键蛋白参与

的TLR22信号通路在抗病毒免疫应答中具有非常

重要的作用
[26], 这可能暗示IRAK-M在对抗病毒侵

染中也行使一定的功能。

RIG-I样受体是一个细胞质模式识别受体 (Pat-
tern Recognition Receptors, PRRs) , 可感知病毒病

原相关分子模式 (Pathogen-Associated Molecular
Patterns, PAMPs) , 以RIG-I(维甲酸诱导基因I, 也称

DDX58)为代表
[27]

。RIG-I包含3个结构域: N端两个

串联半胱天冬酶相关和招募结构域(CARD), 中心

的DExD框解旋酶/ATP酶结构域(DExD/H)和C端抑

制结构域(RD) [28]
。在病毒感染后, RD结构域识别

钝端碱基对RNA的5' 端PPP末端, 解旋酶结构域结

合到双链RNA的糖-磷酸主干上, 释放出CARDs。
RIG-I的CARD与RLRs的衔接蛋白IPS-1的CARD相

互作用, 激活下游信号级联
[29, 30]

。研究表明, 受到

GCRV感染后, 草鱼的脾脏和肝脏中RIG-I的表达显

著增加 ,  在双链RNA类似物[poly(I:C)]刺激后 ,
CiRIG-I转录本也在体外显著增强

[29]
。在最近的研

究中 ,  苏航等
[ 3 0 ]

揭示了GCRV-097的结构蛋白

VP4可与RIG-I的CARD和RD域结合, 并促使RIG-
I的降解。VP4降低了RLR通路关键基因的mRNA
和启动子活性以及IFN的表达, 这也导致了GCRV
复制的增加, 导致细胞病变效应增强。敲除VP4则
得到相反的效果。这表明VP4与RIG-I相互作用, 抑
制干扰素反应, 并协助GCRV入侵

[31]
。对于GCRV-104

病毒而言, RIG-I可能同样在病毒侵染过程中发挥

重要作用, 而VP39蛋白与其的互作关系依然值得关注。

与真核表达系统相比, 利用大肠杆菌表达系统

获取蛋白成本更低、实验步骤更简单且效率也比

较高
 [32, 33], 因而被广泛运用于体外蛋白表达及纯化

实验, 因此本研究选择通过原核表达系统纯化出

VP39蛋白。通过免疫小鼠制备了效价良好的VP39
多克隆抗体, 为GCRV-104的免疫学鉴定及分析提

供了新的路径。而通过噬菌体展示技术筛选出与

VP39存在特异性结合的两条多肽序列, 也为VP39

表 1   噬菌体展示回收率

Tab. 1   Phage display recovery rate

淘选轮数
Panning
rounds

投入滴度
Input amount

(PFU)

回收滴度
Recovery amount

(PFU)

回收率
Recovery

rate

1 3.12×1011   2.2×105 7.09×10–7

2   8.2×1010 2.46×105      3×10–6

3   3.1×1010   1.2×106   3.8×10–5

4   8.6×1010   4.1×106   4.7×10–5

5   2.1×1010   4.2×106      5×10–4

注: 回收率=回收滴度/投入滴度
Note: Recovery rate=Recovery amount/Input amount

表 2   与VP39互作的宿主基因预测

Tab. 2   Host gene prediction for interaction with VP39

基因Gene name 蛋白序列Peptide
sequence

溶质载体家族5成员1
Solute carrier family 5 member 1 WPLFASNDPVYG

白介素-1受体相关激酶M/IRAK-M WPLFASNDPVYG
趋化因子配体25 Chemokine ligand
25a WPLFASNDPVYG

维甲酸诱导蛋白I
Retinoic acid inducible protein I APRLSHHIAHHH

雌激素受体αEstrogen receptor-alpha APRLSHHIAHHH
Toll样受体18 Toll-like receptor 18 APRLSHHIAHHH
C-X-C基序趋化因子受体
C-X-C motif chemokine receptor 3.1 APRLSHHIAHHH

注：下划线部分表示相关基因与所筛选多肽的同源片段
Note: The underlined part indicates the homologous fragment

of the relevant gene with the screened polypeptide
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在GCRV-104侵染过程中的功能性研究指出了新的

方向。
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SCREENING OF PEPTIDES INTERACTING WITH GRASS CARP REOVIRUS
VP39 PROTEIN BY PHAGE DISPLAY TECHNOLOGY

LONG Chen1, XU Ning1, XIE Ya-Qing2 and LÜ Li-Qun1

(1. National Pathogen Collection Center for Aquatic Animals, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China;
2. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
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Abstract: VP39 is a protein encoded by S9 gene of type Ⅲ grass carp reovirus (GCRV-Ⅲ). In order to study the biolo-
gical function of VP39 protein in the process of GCRV infection of grass carp cells, the sequence of VP39 gene was
cloned and the prokaryotic expression vector PET32A-VP39 was constructed. The fusion protein VP39-HIS was ob-
tained by using prokaryotic expression method. Mouse anti-VP39 polyclonal antibody was prepared by immunizing
mice with VP39 solution protein, and the antibody was evaluated by Western Blot. The polyclonal antibody was used to
investigate the expression dynamics of VP39 protein in GCRV infected cells. The results of SDS-PAGE showed that
the fusion protein of vp39-his was well soluble in PBS and the protein size was about 39 kDa. Western Blot analysis
showed that the prepared VP39 polyclonal antibody could recognize both the prokaryotic expression of VP39-HIS fu-
sion protein and the expression of VP39 protein after GCRV infection with CIK cells at the dilution ratio of 1﹕10000,
showing good titer and specificity. In the process of virus infection, the expression of VP39 was low in the early stage
and high in the middle and late stage. Two peptides were screened by phage display technology for specific binding to
VP39 protein, and further bioinformatics analysis also found that 7 genes in grass carp genome had homology with the
peptide, indicating that these genes may interact with VP39. In this study, mouse anti-VP39 polyclonal antibody was
prepared, which provided a new immunological method for GCRV-Ⅲ detection. The screening of binding peptides also
laid a foundation for the study of the biological function of VP39 in the process of GCRV infection.

Key words: Grass carp reovirus type Ⅲ; VP39 protein; Polyclonal antibody; Phage display technology
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