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研究报告 

草鱼Ⅲ型呼肠孤病毒 NS66 抗体制备及应用 
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3 上海海洋大学水产科学国家级实验教学示范中心  上海  201306 

摘  要：【背景】草鱼Ⅲ型呼肠孤病毒(grass carp reovirus，GCRV genotype Ⅲ) 104 株可导致典型性

草鱼出血病，对其编码片段的分析有望为临床免疫学检测提供依据。【目的】研究 GCRV104 株 s6
基因节段编码蛋白 NS66 的可能功能，制备良好的 GCRV104 株 NS66 蛋白多克隆抗体并分析其特异

性。【方法】PCR 方法扩增 GCRV104 株 s6 基因片段，并克隆至表达载体 pGEX-4T-3，转化到大肠

杆菌 BL21 后用 IPTG 诱导表达，其产物经 SDS-PAGE 鉴定分析后，通过纯化获得目的蛋白。然后

用纯化的 pGEX-4T-3-NS66 重组蛋白免疫小鼠，获得 Anti pGEX-4T-3-NS66 多克隆抗体，Western blot
测定抗体效价，Western blotting 和间接免疫荧光试验(indirect immunofluorescence assay，IFA)鉴定抗

体特异性。【结果】SDS-PAGE 分析显示表达的重组蛋白约 66 kD，大小与预期相符，主要存在于包

涵体中；Western blotting 测得制备的多克隆抗体效价大于 Western blotting，000 50׃1 和 IFA 结果表

明，制备的多克隆抗体能特异性识别 GCRV104 病毒。【结论】GCRV104 病毒编码的非结构蛋白 NS66
可能参与了复制和组装过程，形成病毒包涵体，这为建立 GCRV104 免疫诊断方法及研究 GCRV 编

码的 NS66 蛋白的功能奠定了前期基础。 

关键词：草鱼呼肠孤病毒，104 株，NS66，多克隆抗体 

Polyclonal antibody preparation and application of grass carp 
reovirus genotype III nonstructural protein NS66 
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Abstract: [Background] Grass carp reovirus (GCRV) 104 strain can cause typical grass carp hemorrhagic 
disease, the analysis of its coding fragments is helpful to provide a basis for clinical immunological 
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detection. [Objective] To study the possible function of the NS66 protein encoded by the s6 gene segment 
of GCRV 104 strain, the highly specific polyclonal antibody against NS66 protein was prepared, and its 
specificity was identified. [Methods] s6 gene segment amplified by PCR was cloned into the expression 
vector pGEX-4T-3, transformed into E. coli BL21 and induced by IPTG. After analysis and identification 
by SDS-PAGE, the target protein is obtained through purification. Mice were then immunized with 
purified recombinant protein to obtain polyclonal antibody. Titers were determined by Western blot, and 
antibody specificity was identified by Western blot and IFA (indirect immunofluorescence assay). 
[Results] The recombinant protein analysed by SDS-PAGE was about 66 kD, the same size as expected. 
The target protein was mainly present in inclusion bodies. The polyclonal antibody titer prepared by 
Western blot was more than 1:50 000. Western blot and IFA showed that the prepared polyclonal antibody 
recognizes the 104 strain, and the polyclonal antibody recognizes a single band with high specificity. 
[Conclusion] The study showed that the polyclonal antibody against NS66 protein can specifically 
recognize GCRV104 virus, which lays a foundation for the establishment of GCRV104 immunodiagnostic 
method and the study of GCRV-encoded NS66 protein.  

Keywords: Grass carp reovirus, 104 strain, NS66, Polyclonal antibody 

GCRV104 病毒是 2009 年 Fan 等从湖北患典型

草鱼出血病的草鱼体内分离到的一株新致病型草

鱼呼肠孤病毒(hubei grass carp disease reovirus，

HGDRV)。此病毒基因组总大小为 23 706 bp，

(G+C)mol%含量为 51%，由 11 个分节段的 dsRNA
片段组成[1]。除第 2 节段与水生呼肠孤病毒属或者

正呼肠孤病毒属相似性较高外，其他片段使用

BLASTn 的核苷酸序列相似性搜索与 GCRV 其他

株无显著相似性[1]。目前已报道的 20 多个 GCRV
毒株中的基因组序列存在一定的变异差异[2-4]，根

据系统进化树不同 GCRV 毒株的核苷酸序列比对

结果，把 GCRV 各毒株划分为 I 型、II 型和 III 型

病毒，同一类型下的毒株间核苷酸序列相似性大于

95%，而不同类型间的 GCRV 毒株相似性小于

30%[5-6]。GCRV 一般可以编码多种结构蛋白[7]，其

他非结构蛋白不是病毒粒子的组成成分，但可以在

感染病毒的细胞中检测到[8-9]。 
GCRV 11 个分节段的 dsRNA 片段编码 12 种

蛋白质(其中第 11 节段 dsRNA 片段编码 2 种蛋白)。
GCRV104 NS66 蛋白由基因组片段 s6 编码，通过

对比发现 GCRV104 的 s6 编码的 NS66 与 GCRV873
的 s4 编码的 NS80，GCRV HZ08 的 s4 编码的 NS79
和 GCRV GD108 的 M4 编码的 NS1 同源[1]。多数

研究认为 I 型 GCRV 非结构蛋白 NS80 募集 VP4

和 NS38，共同作用形成病毒加工的包涵体，在病

毒复制和组装中起关键性作用[10-12]。就目前而言，

尚没有相关文献报道 NS66 蛋白在病毒感染中的作

用，因而其实际功能仍不清楚。本实验对草鱼呼肠

孤病毒 104 株 s6 基因编码的 NS66 蛋白进行了原

核表达、蛋白纯化以及多克隆抗体的制备和分析，

运用制备的抗草鱼 IgM 多克隆抗体进行针对病毒

的血清学检测，为Ⅲ型 GCRV 血清学检测方法的

建立以及 NS66 蛋白相关功能研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
GCRV104 病毒来自于武汉长江水产研究所，

pGEX-4T-3 和 pEGFP-N1 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 科 技 生 化 有 限 公 司 。 草 鱼 肾 脏 细 胞 系 CIK 
(ctenopharyngon idellus kideny)细胞系和草鱼卵巢

细胞系 GCO 由本实验室保存。 

1.2  主要试剂和仪器 
Prime Star Max、Primer Script First Strand 

cDNA Synthesis Kit、限制性内切酶 BamH Ι、DNA
连接酶、DNA Marker 和 IPTG 等购自 TaKaRa 公司；

HRP 标记的羊抗鼠 IgG 多克隆抗体购自生工生物

工程(上海)股份有限公司；实验小鼠由虔碧生物科

技有限公司提供；M199 培养基购自吉诺生物医药
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技术有限公司；胎牛血清购自杭州四季青生物工程

材料公司。 
净化工作台和恒温摇床，上海博讯实业有限公

司；凝胶电泳仪，上海天能科技有限公司；PCR 仪、

蛋白测定仪、免疫印迹电转仪和凝胶成像系统购自

伯乐生命医学产品有限公司；荧光倒置显微镜，奥

林巴斯有限公司。 

1.3  目的基因 PCR 扩增与重组表达质粒构建 
参照 GenBank 上发表的 GCRV104 NS66 基因

序列，利用引物设计软件 Primer Premier 5 设计用

于原核表达和真核表达的特异性引物：pGEX-4T- 
3-NS66-F (5′-ATCTGGTTCCGCGTGGATCCATGC 
TCTCCGCTAGTCTATACT-3′)和 pGEX-4T-3-NS66-R 
(5′-ACCCGGGAATTCGGGGATCCCTACAACTTC
AGACCCTTTGAC-3′) (划 线 处 为 限 制 性 内 切 酶

BamH I 酶 切 位 点 ) 用 于 基 因 的 原 核 表 达 ；

pEGFP-N1-NS66-F (5′-GTACCGCGGGCCCGGGA 
TCCATGCTCTCCGCTAGTCTATACT-3′)和 pEGFP- 
N1-NS66-R (5′-TGGTGGCGACCGGTGGATCCCT 
ACAACTTCAGACCCTTTGAC-3′) (划线处为限制

性内切酶 BamH I 酶切位点)用于基因的真核表达。

提取 GCRV104 病毒基因组 RNA，使用 Primer 
Script First Strand cDNA Synthesis Kit 反向转录合

成第一链 cDNA 作为 PCR 反应的模板，构建 50 μL 
PCR 反应体系：cDNA 模板(8.5 mmol/L) 1 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，ExTaq 酶 0.5 μL，

10×Buffer 5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 4 μL，加无菌

去离子水至总体积 50 μL。PCR 反应条件：95 °C 
5 min；95 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C 2 min，34 个

循环；72 °C 10 min。PCR 产物经 1.5% 琼脂糖凝

胶电泳检测后，用纯化回收试剂盒纯化目的片段送

生工生物工程(上海)股份有限公司测序。 
对应的载体分别进行酶切，酶切产物进行割胶

回收后用 DNA 连接酶 50 °C 温育 1 h 连接，连接

产物转化感受态大肠杆菌 DH5α，用 PCR 初步挑

选阳性克隆，提取质粒，送生工生物工程(上海)股
份有限公司测序鉴定。 

1.4  重组蛋白表达纯化及多抗制备 
大量培养测序结果与目的基因序列一致的阳

性菌株，提取质粒后转化感受态大肠杆菌 BL21，

氨苄霉素筛选，并再次测序验证序列。挑取单个阳

性菌落接种于含有氨苄霉素浓度 50 mg/L 的 LB 液

体培养基中，37 °C、180 r/min 培养。培养菌浓度

OD600 约为 0.6 时，加入 IPTG 至其终浓度为      
1 mmol/L，诱导 5 h，4 °C、8 500 r/min 离心 10 min
收集菌体沉淀，用 PBS 溶液重悬后，超声破碎处

理(功率 400 W，4 °C，工作 4 s，间隔 4 s，100 次)
至液体呈现澄清透明状。超声后，4 °C、8 000 r/min
离心 30 min，然后用尿素纯化，蛋白测定仪检测

纯化蛋白浓度。分别取诱导前、诱导后、纯化后蛋

白进行 SDS-PAGE 分析以确定重组蛋白的特异性。

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[13]。 
用纯化的 pGEX-4T-3-NS66 重组蛋白免疫小

鼠。采用腹腔注射免疫，弗氏完全佐剂与抗原 1:1
充分混匀乳化后免疫；首次免疫 7 d 后进行第 2 次

免疫，弗氏不完全佐剂与抗原 1:1 充分混匀乳化后

免疫；7 d 后进行第 3 次免疫；第 3 次免疫 2 周后

进行第 4 次加强免疫，不加佐剂，注射 0.2 mg 重

组蛋白。第 4 次免疫 7 d 后进行眼球采血，血液经

37 °C 静置 1 h 后，4 °C 过夜。次日，4 °C、4 000 r/min
离心 15 min 取上清，分装后置于−80 °C 备用。 

1.5  Western blotting 检测分析 
用 MOI=10 的病毒感染草鱼肾脏细胞，接毒

72 h 后，去除细胞培养板内的培养基，加入适量 2×
蛋 白 上 样 缓 冲 液 收 集 细 胞 ， 裂 解 进 行 Western 
blotting 分析鉴定。经 SDS-PAGE 电泳(80 V，30 min；

120 V，60 min)后，采用湿转膜法(100 V，60 min)
将蛋白转至 PVDF 膜，10 mL 含 5%牛奶的 PBST
缓冲液室温振荡封闭 2 h。以制备的多克隆抗体作

为一抗(以 1:5 000 比例稀释)室温孵育 1 h 后 4 °C
过夜，次日用 PBST 溶液清洗 5 次，每次 8 min 洗

去残余的抗体，再用 HRP 标记的羊抗鼠的 IgG 抗
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体作为二抗(以 1:5 000 比例稀释)室温振荡孵育

2 h，用 PBST 缓冲液清洗 5 次，每次 8 min，最后

将 PVDF 膜放入用天能 ECL 化学发光底物进行孵

育显色，凝胶成像系统拍照观察结果。 

1.6  效价分析 
如 1.5 所述制样、电泳，并将蛋白转移到 PVDF

膜上，用脱脂牛奶封闭。将纯化的多克隆抗体分别

稀释 5 000、8 000、10 000、20 000、50 000 倍，

孵育封闭好的 PVDF 膜，其余步骤同 1.5。 

1.7  NS66 亚细胞定位 
将草鱼卵巢细胞传代至 12 孔细胞培养板中，

待细胞长至单层铺满 80%左右后，用灭菌的 PBS
缓冲液洗涤细胞，将 1 μg 的 pEGFP-N1-NS66 质粒

按 Lipo 3000 使用说明转染入细胞，pEGFP-N1 空

载体作为阴性对照。转染 48 h 后，荧光倒置显微

镜下观察转染效率及蛋白表达信号；然后将转染细

胞用 PBS 缓冲液洗涤 3 次，每次 5 min，进行亚细

胞定位，步骤如下：每孔加入 300 μL 4%的多聚甲

醛固定 10 min，PBS 缓冲液洗涤 3 次，每次 5 min，

每孔 300 μL 免疫通透液进行细胞透化，摇床室温

孵育 15 min；PBS 洗涤 3 遍，每次 5 min，最后加

入 DAPI 染色 10 min，每孔加入 300 μL 抗荧光衰

减剂，荧光倒置显微镜下观察结果。 

1.8  间接免疫荧光试验(IFA) 
将草鱼肾脏细胞传代至 12 孔细胞培养板中，

待细胞长至单层铺满 90%左右后，接种 MOI=10
的 GCRV104 病毒，以未接种病毒的正常细胞作为

阴性对照。病毒接种 3 d 后，吸净细胞培养板内的

培养基，用预冷 PBS 缓冲液(0.01 mol/L)清洗 3 次，

使用 4%多聚甲醛溶液固定，免疫通透液破坏细胞

膜系结构，5%脱脂牛奶封闭 1 h。一抗为 000 1׃1
稀释的鼠抗 NS66 蛋白多克隆抗体，37 °C 作用 1 h
后，PBST 清洗 3 次，每次 5 min；二抗为 500׃1 稀

释的四甲基异硫氰酸罗丹明(TRITC)标记的兔抗鼠

IgG，37 °C 作用 1 h，PBST 缓冲液轻洗 3 次，每次

5 min。最后加入 DAPI 染色 10 min，每孔加入 300 μL

抗荧光衰减剂，荧光倒置显微镜下观察结果。 

1.9  蛋白表达动力学 
将草鱼肾脏细胞传代至 6 孔细胞培养板中，待

细胞长至单层铺满 90%左右后，接种 MOI=10 的

GCRV104 病毒，以未接种病毒的正常细胞作为阴

性对照。以空白细胞为对照，在感染 12、24、36、

48、60、72、96 h 分别吸除细胞培养板上的培养基，

加入适量蛋白上样缓冲液取一次样。如 1.5 所述进

行 Western blotting 分析。 

2  结果与分析 
2.1  NS66 基因扩增鉴定与重组质粒的构建 

根据 GenBank 中草鱼呼肠孤病毒的 NS66 序

列设计引物，并以 GCRV104 基因组 RNA 作为初

始模板，逆转录后经 PCR 扩增获得 NS66 序列。

PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳分析，扩增出一

条大小约为 1 800 bp 的特异性条带(图 1)，与预期

大小基本一致，表明目的基因扩增成功。 
将上述 PCR 产物割胶回收，质粒分别进行酶

切、纯化回收后进行连接、转化，最后提取质粒，

PCR 扩增、测序等方法鉴定重组表达载体，测序

结果显示重组表达载体构建成功。 

2.2  重组蛋白的表达和纯化及多克隆抗体的制备 
将原核表达重组表达载体转化到大肠杆菌

BL21 后，用于诱导表达重组蛋白 pGEX-4T-3-  
 

 
 

图 1  NS66 基因 PCR 扩增产物电泳图 
Figure 1  Electrophoretic profile of PCR products of NS66 
gene 
注：M：DL2000 分子量标准；1：pGEX-4T-3-NS66 PCR 产物；

2：pEGFP-N1-NS66 PCR 产物. 
Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: pGEX-4T-3-NS66 PCR 
products; 2: pEGFP-N1-NS66 PCR products. 
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NS66，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。与未

经 IPTG 诱导组相比，经 IPTG 诱导的菌体在 66 kD
处出现一条明显的目的条带(图 2)，说明重组蛋白

诱导成功。用尿素纯化重组蛋白，经 SDS-PAGE
分析，在 66 kD 处出现一条单一条带，说明获得

了纯的 pGEX-4T-3-NS66 重组蛋白，可用于后续

实验。 

2.3  Western blotting 分析 
以 GCRV104 病毒感染的草鱼肾脏细胞总蛋白为

材料，NS66 多克隆抗体为一抗进行 Western blotting，

未感染病毒草鱼肾脏细胞总蛋白为对照，检测病毒

感染表达的 NS66 蛋白。结果显示，感染病毒 72 h
的样品泳道中，约 66 kD 处出现一条特异性条带，

与病毒 s6 基因自身编码的蛋白大小基本一致(图 3)，
而加入空白细胞对照组的孔道中未出现条带，表明

制备的多抗能特异识别感染 GCRV104 病毒的对应

蛋白，具有良好的特异性。 

2.4  效价分析 
以 GCRV104 病毒感染的草鱼肾脏细胞总蛋白

为材料，NS66 多克隆抗体为一抗，HRP (辣根过氧

化物酶)标记的兔抗鼠 IgG 为二抗，使用 Western  
 

 
 

图 2  纯化的重组 NS66 蛋白 SDS-PAGE 分析 
Figure 2  SDS-PAGE of purified product 
注：M：蛋白分子量标准样；1：未诱导菌体；2：诱导菌体；

3：纯化后的 pGEX-4T-3-NS66 蛋白. 
Note: M: Protein marker; 1: Uninduced bacterial; 2: Induced 
bacterial; 3: The purified protein. 

 
 

图 3  Western blotting 分析多克隆抗体特性 
Figure 3  Analysis of the character of serum antibody by 
western blotting 
注：1：正常肾脏细胞；2：感染 GCRV 72 h 的细胞. 
Note: 1: Normal kidney cell; 2: Cells infected GCRV 72 h. 

 
blotting 方法测定抗体效价，结果显示该 NS66 重

组蛋白多克隆抗体效价大于 图) 000 50׃1 4)，抗体

效价较高。 

2.5  NS66 亚细胞定位 
在草鱼卵巢细胞中分别过表达绿色荧光蛋白

pEGFP-N1 和重组载体 pEGFP-N1-NS66，发现荧

光信号后进行固定和透化，在荧光显微镜下发现

pEGFP-N1-NS66 蛋白分布在细胞核外的细胞基质

中，呈点块状分布(图 5)。 

2.6  间接免疫荧光 
用正常细胞和攻毒 3 d 的草鱼肾脏细胞固定和

透化处理，以 NS66 蛋白多克隆抗体为一抗，HRP 
 

 
 

图 4  多抗效价的检测 
Figure 4  Determination of the titers of the serum antibody 
注：稀释比例：1：5 000；2：8 000；3：10 000；4：20 000；

5：50 000. 
Note: Dilution ratio: 1: 5 000; 2: 8 000; 3: 10 000; 4: 20 000;  
5: 50 000. 
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图 5  荧光免疫细胞化学方法显示 NS66 蛋白的分布 
Figure 5  Expression pattern of NS66 by fluorescent 
immunocytochemistry 
注：A：过表达 pEGFP-N1 质粒的对照细胞；B：过表达

pEGFP-N1-NS66 质粒的细胞. 
Note: A: The cell with overexpressed pEGFP-N1; B: The cell 
with overexpressed pEGFP-N1-NS66. 

 
标记的兔抗鼠 IgG 为二抗，DAPI 染核固定后在荧

光显微镜下发现，感染 GCRV104 病毒的草鱼肾

脏细胞能观察到特异性的红色荧光信号(图 6A)，
而未感染病毒的正常草鱼肾脏细胞中观察不到荧

光信号(图 6B)，表明制备的多克隆抗体能特异性

识别 GCRV104 病毒。 

2.7  蛋白表达动力学 
如图 7 所示，GCRV104 NS66 蛋白随着感染时

间的推移表达量逐渐升高。 
 

 
 

图 6  多克隆抗体的 IFA 鉴定 
Figure 6  Identification of IFA with polyclonal antibody 
注：A：正常肾脏细胞；B：感染 GCRV 72 h 的细胞. 
Note: A: Normal kidney cell; B: Cells infected GCRV 72 h. 

 
 

图 7  病毒感染条件下检测 NS66 蛋白的表达 
Figure 7  Detection the expression of NS66 protein by viral 
infection 
注：1：正常细胞；2：感染 12 h；3：感染 24 h；4：感染 36 h；

5：感染 48 h；6：感染 60 h；7：感染 72 h；8：感染 96 h. 
Note: 1: Normal cells; 2: 12 h; 3: 24 h; 4: 36 h; 5: 48 h; 6: 60 h; 
7: 72 h; 8: 96 h. 

 

3  讨论与结论 
草鱼呼肠孤病毒感染养殖草鱼引起的草鱼出

血病传染率高、致病性强、流行范围广，死亡率高

达 80%[2,14]。青鱼(Mylopharyngodon piceus)、稀有

鮈鲫(Gobiocypris rarus)和麦穗鱼(Pseudorasbora 

parva)等水生动物也能被此病毒感染 [15 ]，感染 
GCRV 的草鱼体表、肌肉和内脏组织等器官广泛出

血、缺血、坏死以及肝功能代谢失调，最终导致

死亡[16]。GCRV 在形态结构、细胞的感染特性、

宿主的敏感性和基因组等研究方面都取得较大进

展[17]，目前 GCRV104 病毒全基因组序列测定已经

完成，但是对该毒株各基因节段及其编码的蛋白功

能还没有进行系统研究[1]。蛋白作为主要生物功能

的执行者是病毒与宿主之间相互作用的关键性媒

介。了解 GCRV 各节段基因及其编码蛋白的功能，

不仅对该病毒的深入研究具有重要意义，对草鱼出

血病的疫苗、诊断试剂、药物等防控产品的开发也

具有更为深远的意义。 
通过对 NS66 氨基酸序列分析表明 NS66 只有

一个卷曲结构，与草鱼呼肠孤病毒其他株的同源序

列对比没有保守组氨酸和半胖氨酸位点，此前研究

发现非结构蛋白 NS66 与水生呼肠孤病毒非结构蛋

白的相似性很低(15%–21%)[1]，且其与正呼肠孤病

毒的 μNS 蛋白相似性也很低(12%)，但是 NS66 与

正呼肠孤病毒的同源 μNS 蛋白都有的卷曲结构可
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能是正呼肠孤病毒参与病毒组装和复制的关键结

构[18]。不同基因型草鱼呼肠孤病毒间基因组序列

相似性较低[19]，在病毒毒力、感染特性上具有较

大的差异[20-21]，NS66 蛋白与 GCRV 其他基因型同

源蛋白不一致的结构很可能与 GCRV104 病毒所特

有的一些生物学特性密切相关。目前尚无相关文献

报道 NS66 蛋白在病毒感染中的作用，因而其实际

功能仍不清楚，但是可以根据其同源蛋白预测其功

能。在哺乳动物中，MRV 通过编码的 µNS 参与病

毒包涵体的形成和装配[22-24]，在病毒复制中起关键

性作用[25]。与 GCRV104 病毒同源性很近的Ⅰ型草

鱼呼肠孤病毒中，非结构蛋白 NS80 是形成病毒包

涵体的基本结构[26]，在病毒复制和组装过程中招

募病毒的其他蛋白到包涵体中，将病毒的各结构成

分组装成完整的病毒粒子[27]。Ⅱ型草鱼呼肠孤病

毒中，与 NS80 同源的蛋白为 NS79 蛋白，也具有

形成病毒包涵体的功能[28]。 
本研究通过对草鱼呼肠孤病毒 NS66 基因原核

表达质粒的构建，表达并制备了 NS66 原核表达的

多克隆抗体，效价大于 1:50 000。用 Western blotting
和间接荧光免疫的方法检测抗体感染病毒细胞的

总蛋白，pGEX-4T-3-NS66 多克隆抗体能特异性地

检测 GCRV，说明该抗体效价和特异性满足后续

GCRV 免疫检测的要求。呼肠孤病毒在复制和组装

过程中主要集中分布在感染细胞中的细胞质中，分

布在细胞核周围[29-30]。真核表达细胞亚定位结果表

明，NS66 蛋白分布于细胞质中，团状分布，可能

是病毒复制过程中的“病毒工厂”结构区。因而我们

预测 NS66 蛋白也可能具有形成病毒包涵体的功

能。利用 NS66 原核表达的多克隆抗体，我们同时

探究了 GCRV104 病毒感染草鱼肾脏细胞后 NS66
蛋白的表达动力学，NS66 在感染后 24 h 开始出现

少量的表达，24–96 h 期间随着感染时间的推移表

达量逐渐升高，直至 84 h 出现明显的增加，我们

推测晚期大量表达的 NS66 蛋白可能是满足后期大

量病毒颗粒组装和复制的需要。本实验对于 III 型

呼肠孤病毒研究提供了前提基础，可用于 NS66 在

病毒致病机制方面的研究，为抗 GCRV104 病毒新

型疫苗的创制和免疫检测试剂盒的研发奠定了前

期基础。 
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