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摘要:将草鱼出血病病毒(GCHV)的结构蛋白与 Sepherose-4B偶联制备亲和柱 , 经亲和层析从团头鲂血清中分

离到一种蛋白 ,能凝集兔红细胞 , 其血凝性依赖于 β 巯基乙醇的存在。红细胞凝集抑制实验证实该蛋白与 D 半

乳糖有最高的亲和力 ,其次为甘露糖。梯度 PAGE测得其分子量约为 240 000 , SDS梯度 PAGE 证实该蛋白由分

子量为 15 000的单个亚基组成 ,亚基之间没有共价连接。以上特性与半乳糖凝集素相符 ,故称其为团头鲂抗病

毒半乳糖凝集素样蛋白。抗体阻断试验证实 ,此种凝集素样蛋白是团头鲂血清抗病毒及红细胞凝集活性的主

要成分。N 末段的氨基酸序列为 Lys-Val-Asn-Leu-Asp-Glu-Lys-Cys-Pro-Phe , 检索 GenBank ,未发现与这一段序列

同源的蛋白质。
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Isolation and characterization of an anti-viral galectin-like
protein from Megalobrama amblycephala serum
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Abstract:An anti-viral protein was isolated from Megalobrama amblycephala serum by affinity chromatography on

a column of Sepharose 4B-GCHV structure protein.Depending on exogenous β-mercaptanethanol , the isolated

anti-viral protein could agglutinate rabbit erythrocytes treated by trypsin.Galactose was the most active inhibitor

to the protein in hemagglutination inhibition test , and mannose had less activity than that of galactose.The

molecular weight of the protein was 240 000 in PG-PAGE and SDS-PG-PAGE demonstrated that it had a subunit

structure consisting of a single component with a molecular weight of 15 000.The anti-viral protein was

designated anti-viral galectin-like protein of M.amblycephala.After treatment with rabbit anti-serum , the rest

serum of M.amblycephala lost it' s anti-viral and hemagglutination activity completely.The amino acid sequence

of N-end of the galectin-like protein was Lys-Val-Asn-Leu-Asp-Glu-Lys-Cys-Pro-Phe , and no protein with the

homologous amino acid sequence was found in the GenBank.
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草鱼出血病病毒(grass carp hemorrhage virus , GCHV)是危害草鱼养殖的主要病原。实践中发现团

头鲂对GCHV 具有天然的抗性 ,进一步实验证实团头鲂血清对 GCHV 有很高的抗性
[ 1]
,其抗病毒成分

对温度及酸碱环境有较好的稳定性 。这一现象表明 ,鱼类血清中存在的天然免疫活性物质在其对病害

的防御中有重要作用 ,可以弥补其特异性免疫系统的不足 ,对其进行研究 ,将为鱼病的防治提供了一条

新的思路。本试验用亲和层析法从团头鲂血清中分离抗 GCHV 因子 ,在此基础上对其理化特性进行了

探讨 。

1　材料及方法

1.1　材料

健康团头鲂(Gegalobrama amblycephala)20尾 ,体重为 550g左右 , 10 月份取自长江水产研究所实验

场。

1.2　方法

1.2.1　草鱼出血病病毒(GCHV)的增殖及纯化

用含 10%犊牛血清的 TC199培养CIK细胞[ 2] ,接种 GCHV-854[ 3] 。细胞出现病变后 ,收获细胞和培

养液 ,病毒的纯化参考文献[ 4]的方法 。加入固体(NH4)2 SO4于病毒悬液 ,达到 50%饱和度 ,静置过夜。

4℃5000 r·min
-1离心 30 min ,沉淀用 SSC(pH 7.4)重悬 ,4℃,SSC透析 24 h。4℃100 000 g离心 45 min ,

沉淀用SSC(pH 7.4)重悬。加入同体积的氟利昂-113 ,剧烈震荡 ,1 000 g离心 15 min ,取上清 ,重复3次。

15%～ 50%的蔗糖连续梯度 , 4 ℃, 1 00 000g 离心 4 h ,用注射器取出梯度中间的白色带 , SSC 稀

释 , 4℃100 000g离心 4.5 h。去离子水重悬病毒 , 4℃,用去离子水透析24 h。负染 ,日立H-600透射电

镜观察 ,其余透析液冷冻干燥备用 。

1.2.2　Sepharose-4B与病毒结构蛋白的偶联

称取溴化氰活化的 Sepharose-4B(Sigma公司产品)干粉 1g ,溶于 1mmol·L-1
HCl ,抽滤洗涤 ,反复 3

次 ,存放 4℃供试验之用 。

称取冻干的纯化 GCHV 10 mg溶于偶联溶液[(0.1 mol·L-1
NaHCO3 , pH 8.3 ,含0.5 mol·L-1

NaCl ,

2%十二烷基硫酸钠(SDS)] ,室温下振荡 2 h 。将裂解的 GCHV 溶液与经上述处理的 Sepharose-4B混合

偶联 , 装柱备用。

1.2.3　团头鲂血清制备及亲和层析

团头鲂断尾采血 ,室温下静置 30min ,4℃3 500 r·min
-1 ,离心15 min ,取血清 , 将每3尾鱼血清混合

后分装 , -30℃保存备用 。

0.5 mL团头鲂血清和 4.5 mL磷酸缓冲液(PBS ,pH 7.4)混匀上柱 ,核酸蛋白检测仪(江苏兴化分析

仪器厂 ,NDZJ-2型)检测流出液 ,调节流速为 1mL·min
-1 ,用5 mL PBS 洗脱 ,重复 5次 。改洗脱液为 0.1

mol·L-1乙酸-乙酸钠(pH 4.0 ,含 0.5 mol·L-1
NaCl), 5 mL洗脱 ,测定每管的 A280 ,Hank氏液透析 24

h ,Bradford法定量
[ 5]
,备用 。

1.2.4　梯度 SDS-PAGE(3%～ 30%)

低浓度胶为 3%(C=2.5%,5%蔗糖),高浓度胶为 30%(C =5%, 20%蔗糖),凝胶尺寸为:9cm×

12cm ,梯度为直线梯度。电极及凝胶缓冲系统为连续系统:0.025 mol·L
-1

Tris 、 0.192 mol·L
-1

glycine、

0.1%SDS。样品缓冲液为 Laemmli(加和不加 β巯基乙醇),200V 电泳 20 h ,考马斯亮蓝 R-250染色 ,脱

色液脱色[ 6] 。
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1.2.5　梯度 PAGE(3%～ 30%)

凝胶系统与上同 ,不含SDS。样品缓冲液组成:样品蛋白 、1/2浓度电极缓冲液 、10%甘油 、0.01%溴

酚蓝 。标准蛋白(购自上海华舜)分别含分子量为 205 000 、116 000 、97 000 、66 000 、45 000和 29 000的蛋

白质 。200V电泳 20 h。考马斯亮蓝 R-250染色 ,脱色。

1.2.6　中和指数测定

固定待测样品浓度 ,稀释病毒 。样品为 10倍稀释的团头鲂血清及各洗脱管溶液[ 7] 。

1.2.7　红细胞凝集及抑制试验

兔红细胞的制备:按照参考文献[ 8]的方法 ,取抗凝兔血 2 mL , 2 000r·min
-1
离心 15 min ,弃上清。

红细胞用 10倍体积的灭菌PBS(pH 7.4)重悬 , 2 000r·min
-1离心 15min ,重复2次。加入 5倍体积 1%胰

蛋白酶(用 PBS配制),37℃恒温水浴振荡处理 1 h ,用灭菌生理盐水洗5次 。红细胞使用浓度为 1%。

红细胞凝集试验:团头鲂血清(10倍稀释)及经亲和层析纯化的样品用生理盐水作系列倍比稀释 ,

96孔血凝板上每孔加待测的各稀释度样品50 μL ,阴性对照为生理盐水 ,每个稀释度样品至少作 2孔 , 3

种处理分别为生理盐水 、生理盐水+2 mmol·L-1
CaCl2及生理盐+10 mmol·L-1 β巯基乙醇 ,每孔加经

胰酶处理过的兔红细胞 100μL ,充分混匀 ,室温下静置 1 h后观察结果 。阳性对照为 PHA。血细胞凝集

效价为出现红细胞凝集的最高样品稀释倍数的倒数。

红细胞凝集抑制试验:蔗糖 、阿拉伯糖 、木糖 、半乳糖 、甘露糖和葡萄糖(分析纯 ,上海化学试剂采购

分装厂),浓度为 50 mmol·L-1 ,分别作系列倍比稀释 。团头鲂血清亲和层析纯化样品使用浓度为使红

细胞凝集最低浓度的4倍[ 9] ,每孔加纯化样品 50μL ,各稀释度的糖 50μL及红细胞使用液100μL ,充分混

匀 ,室温下静置 1 h观察结果 ,记录未出现红细胞凝集的最高糖稀释倍数。

1.2.8　抗血清的制备及其阻断试验

抗血清的制备:亲和纯化的样品(0.053mg·mL
-1)与同体积的弗氏完全佐剂(Sigma)乳化 ,皮内多

点注射雄性新西兰大白兔(每只1 mL),每隔两周加强注射。3个月后颈动脉采血 ,分离血清 、分装 、冻干

保存 。

抗血清阻断试验:1mL团头鲂血清加 9 mL兔抗血清(56 ℃灭活 60 min)充分混匀 ,在 37℃下作用 2

h ,1000 g离心 15 min ,取上清 。单相免疫扩散[ 10]测定上清剩余抗原 ,测定中和指数及红细胞凝集效价。

1.2.9　N末端的氨基酸序列分析

亲和纯化样品对蒸馏水透析24 h ,中途换水3次 ,超滤器(milipore)浓缩 ,冷冻干燥 ,冻干样品由北京

图 1　团头鲂抗病毒蛋白的亲和和纯化

Fig.1　Affinity chromatography of anti-viral protein

from M.amblycephala

大学生命科学学院测定氨基酸序列 。

2　结果

2.1　纯化 GCHV的电镜观察

电镜下可见病毒颗粒 ,病毒粒子直径为 70 nm

左右 ,是典型的 GCHV 。

2.2　样品的洗脱

洗脱曲线显示(图 1),当洗脱液为 pH 4时得到

1个洗脱峰(A280为0.145)。

2.3　梯度 SDS-PAGE

样品缓冲液中不含 β 巯基乙醇和含 β 巯基乙

醇 ,考马斯亮蓝染色后都只见单一的蛋白带(图 2),

分子量分别为 15 000和 17 800 ,表明该蛋白质只有一种亚基 ,迁移率的差别显示亚基内存在二硫键。

476 水　产　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　27卷



2.4　梯度 PAGE

纯化的团头鲂抗草鱼出血病病毒蛋白在没有还原剂和去污剂时电泳测大小为 240 000左右(图 3)。

图 2　纯化样品的梯度 SDS-PAGE

Fig.2　Gradient SDS-PAGE profile of purified protein by

affinity chromatography

1.purified protein treated without β-mercaptanethanol;

2.Purified protein treated with β-mercaptanethanol;

3.The protein of standard molecular weight

图 3　纯化样品的梯度 PAGE(3%～ 30%)

Fig.3　Gradient PAGE(3%-30%)of purified protein

1.the protein of standard molecular weight;

2.purified protein by affinity chromatography

2.5　样品对GCHV的中和指数

团头鲂血清 、洗脱管 6对GCHV的中和滴度分别为 690 、69。洗脱管蛋白浓度为 53μg·mL
-1 ,团头鲂

抗GCHV 蛋白的纯化倍数为 13倍(表 1)。
表 1　洗脱样品对 GCHV-854 株的中和指数

Tab.1　Neutralization index against GCHV from the sample of affinity chromatography

样　品　sample 1 2 3 4 5 6 7 血　清　serum

蛋白浓度(mg·mL-1)
protein concentration

5.1 1.2 0.32 0.065 0.01 0.053 0.005 6.5

中和指数
neutralization Index

69 10 1.4 1 1 69 1.4 690

2.6　红细胞凝集效价

团头鲂血清及其亲和纯化样品的红细胞凝集

效价分别为 1280和 16 ,最低凝集红细胞的蛋白浓

度为 1.14μg·mL
-1(根据亲和纯化样品的浓度),并

且只有含 β 巯基乙醇的实验组才有红细胞凝集现

象 ,阳性对照 PHA的凝集效价为 324(表 2)。

2.7　红细胞凝集抑制效价

D半乳糖抑制红细胞凝集的最低浓度为0.39

表 2　红细胞凝集效价

Tab.2　Hemagglutinatin titer of sample

　 0.9%NaCl
0.9%NaCl+
2mmol·L-1

CaCl2

0.9%NaCl +
10 mmol·L-1L
β巯基乙醇

团头鲂血清
Serum

40 40 1280

纯化蛋白
purified protein

0 0 16

0.9%NaCl 0 0 0

PHA - 324 -
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mmol·L
-1
,甘露糖为 0.78 mmol·L

-1
(表 3)。D-

半乳糖对团头鲂凝集素的亲和力最高 ,甘露糖次

之。而蔗糖 、木糖 、阿拉伯糖及葡萄糖浓度为 50

mmol·L-1时没有抑制效应 。

2.8　抗血清的阻断试验

团头鲂血清经兔抗血清沉淀后 ,上清中未检测

出抗原 ,其病毒中和指数及红细胞凝集效价几乎全

部消失(表 4)。

2.9　N末端氨基酸序列

团头鲂抗 GCHV因子氨基末端 10个氨基酸

表 3　单糖的红细胞抑制效价

Tab.3　The titer of hemagglutination inhibition

糖　类 sugar 最低抑制浓度(mmol·L-1)
minimum inhibition concentration

蔗　糖 saccharose NI

D-半乳糖 D-galactose 0.39

甘露糖 mannose 0.78

木　糖 xylose NI

阿拉伯糖 arabinose NI

葡萄糖 glucose NI

　　注:NI 表示糖浓度为 50 mmol·L-1时无抑制效果

Notes:NI means not inhibited at 50mmol·L-1

序列为:Lys-Val-Asn-Leu-Asp-Glu-Lys-Cys-Pro-Phe 。检索GenBank ,未发现与之有同源序列的蛋白质。

表 4　抗体阻断后团头鲂血清中和指数及红细胞凝集效价

Tab.4　The neutralization index and hemagglutination titer of the Megalobrama amblycephala serum

inhibited by rabbit anti serum against anti GCHV factor

中和指数
neutralization index

红细胞凝集效价
hemagglutination titer

团头鲂血清(1mL)/Hank氏(9mL)
M.amblycephala serum(1mL)/Hank' s(9mL) 690 1280

团头鲂血清(1mL)/兔抗血清(9mL)
M.amblycephala serum/Rabbit anti-serum 10 0

Hank氏(1mL)/兔抗血清(9mL)
Hank′s(1mL)/ Rabbit anti-serum(9mL) 4 0

3　讨论

Wolf
[ 11]
报道在虹鳟的血清中发现一种大小为 6S 的蛋白 ,能非特异抑制 IPNV在细胞中的繁殖 ,但

是没有更进一步的研究。本文以团头鲂血清抗病毒活性为线索 ,纯化到了一种抗病毒活性蛋白 ,并且具

有半乳糖凝集素 3个主要特征[ 12-14] :依赖外源还原剂 β巯基乙醇的红细胞凝集活性;对 D 半乳糖亲和

力最高;亚基分子量为 15 000 。从分子结构来看不具备免疫球蛋白的特性 。所以称这一抗病毒蛋白为

团头鲂抗病毒半乳糖凝集素样蛋白 。根据梯度 PAGE结果 ,其分子大小约 240 000Da ,推测由 16个相同

亚基以非共价组成的寡聚体。

经亲和层析纯化后 ,提取物的抗GCHV 活性及红细胞凝集活性与全血清相比均有较大损失 ,表明

团头鲂半乳糖凝集素样蛋白的抗病毒活性与红细胞凝集活性是平行的 ,并且 β巯基乙醇对团头鲂血清

的抗病毒活性及红细胞凝集活性都有保护作用 ,揭示决定这两种生物学活性的结构域有重叠 。

Ezekowitz等
[ 14]
体外实验发现 ,人的 C型凝集素MBP(甘露糖结合蛋白)能完全抑制人免疫缺陷病毒

(HIV)感染CD4+H9成淋巴细胞 ,进一步证实MBP 能选择性识别HIV结构蛋白 gp120富含甘露糖糖基的

多糖 ,而这可能正是 CD4+所识别的结构域 ,从而抑制了病毒对敏感细胞的入侵。推测团头鲂抗病毒半

乳糖凝集素样蛋白与 GCHV颗粒的糖基结合 ,封闭了后者与细胞膜受体的结合位点 ,从而阻止了病毒与

易感细胞之间的识别和粘附 ,其抗病毒机理可能与 MBP相似。
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