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鳗鲡圆环病毒衣壳蛋白的表达与鉴定

林而舒

（福建省淡水水产研究所，福建　福州　350025）

摘     要 ：【目的】  利用原核表达系统制备鳗鲡圆环病毒（Eel circovirus, EeCV）的衣壳蛋白（Cap蛋白），以期为

EeCV亚单位疫苗及相关生物制品的制备奠定基础。【方法】  以 EeCV Cap蛋白基因组序列（GenBank登录号：

NC_023421.1）为参考，优化其密码子并进行全序列合成。将合成序列克隆至 pET-32a载体，构建重组表达质粒

pET32a-EeCV-Cap，并转化至表达宿主菌 BL21（DE3）中，优化诱导表达温度和时间，制备 EeCV Cap重组蛋白。再

利用 SDS-PAGE与 Western blot对 EeCV Cap蛋白进行鉴定，并通过透射电镜观察是否形成病毒样颗粒（virus-like

particles, VLPs）。【结果】  重组质粒 pET32a-EeCV-Cap在大肠埃希菌中表达为可溶性蛋白，蛋白大小约为 31 kDa。

且在 20 ℃ 使用 0.5 mmol·L−1 IPTG诱导 16 h时，EeCV Cap重组蛋白表达量最高。超声破碎后的重组菌上清液经镍柱

纯化可得到单一目的蛋白。经 Western blot鉴定，在 31 kDa处有一条明显的特异性条带，与预期大小符合。在透射

电镜下可观察到，经过戊二醛和 1%锇酸固定的蛋白悬液里，存在直径 20 nm左右规则的 VLPs。【结论】 本研究实

现了 EeCV Cap蛋白在大肠埃希菌中的可溶性表达，经镍柱亲和层析法可得到单一目的蛋白，并能在体外自发组装

成 VLPs，可用于制备亚单位疫苗及相关生物制品。
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Expression and Characterization of Capsid Protein of Eel Circovirus
LIN Ershu

（Freshwater Fisheries Research Institute of Fujian Province, Fuzhou, Fujian　350025, China）

Abstract: 【Objective】    The  capsid  protein  (Cap)  of  Eel  circovirus  (EeCV)  was  prepared  using  a  prokaryotic  expression

system for the development of an EeCV subunit vaccine and related biological products. 【Method】  The genome sequence of

EeCV-Cap  (GenBank  accession  number:  NC_023421.1)  was  used  as  the  reference  for  codon  optimization  and  plasmid

synthesis. The Cap gene was amplified with designed specific primers and cloned into pET-32a vector to construct the pET32a-

EeCV-Cap  recombinant  expression  plasmid.  EeCV-Cap  recombinant  protein  was  obtained  by  transforming  the  recombinant

plasmid  into  the  host  bacterium  BL21  (DE3)  followed  by  an  IPTG  induction.  Western  blot  was  performed  to  confirm

expression  of  the  recombinant  Cap. 【Result】    The  recombinant  pET32a-EeCV-Cap  was  mainly  expressed  as  a  soluble

protein  in E.  coli.  A  purified  target  protein  was  obtained  using  nickel  affinity  chromatography  with  the  highest  expression

achieved  with  the  final  IPTG  concentration  of  0.5  mmol·L−1  for the  induction  at  20  ℃ in  16  h.  A  single  band  with  the

calculated molecular weight of 31 kDa was detected by Western blot. Under a transmission electron microscope, the negative

phosphotungstic  acid-stained  protein  suspension  showed  numerous  regular  virus-like  particles  (VLPs)  that  were  20  nm  in

diameter. 【Conclusion】  The solubility expression of EeCV-Cap in E. coli was realized in this study to visualize the VLPs.

Using the modified nickel affinity chromatography, a single target protein was obtained that could spontaneously assemble into

VLPs in vitro for the development of an EeCV subunit vaccine and related products.
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0    引言

【研究意义】鳗鲡（Anguilla）是一种具有重要

经济价值的洄游性鱼类，其营养丰富、肉质鲜美[1,2]。

全球鳗鲡养殖产量的 70%来自中国 [3]。但是随着养

殖集约化程度的不断提高，国内鳗鲡养殖病害情况

也日趋严重 [4]，其中鳗鲡圆环病毒（Eel  circovirus,
EeCV）给养鳗业带来了巨大的经济损失 [5, 6]。EeCV
为 12～26 nm单链环状 DNA病毒，其病毒粒子衣壳

仅由 1种结构蛋白（衣壳蛋白）组成[4]。自 2017年以

来，GenBank中可查询到已完成全基因组序列的鳗鲡

圆环病毒仅有 4株，分别为 NC_023421.1（Ba 1株）、

KU951580.1（AN  24株 ）、 KU951579.1（AN  10株 ）

和 KU951578.1（AN 8株）。鳗鲡圆环病毒毒株难以

分离，导致形态学结构及疫苗研发等工作无法深入

展开。利用基因工程技术构建的病毒样颗粒（virus-
like particles, VLPs）无需分离毒株即可揭示病毒的特

征 ， 能 够 解 决 目 前 的 难 题 [7]。 EeCV  Cap蛋 白 是

EeCV的主要结构蛋白，参与病毒附着过程，且能引

发宿主免疫反应。因此基于 EeCV VLPs的研究具有

理论指导意义和潜在应用价值。【前人研究进展】

病毒样颗粒与真实病毒的构象极其相似，但是其内

部不含核酸，所以不能进行复制也没有感染能力，

因而不存在病毒基因组交换重组、病毒未完全灭

活、病毒返祖等潜在风险，而且病毒结构蛋白可以

在各种活体或无细胞的表达系统中进行组装和重建

成类病毒结构 [8, 9]。常见的 VLPs有猪圆环病毒 2型

VLPs[10]、猪细小病毒 VLPs[11]、Ⅱ型草鱼呼肠孤病毒

VLPs[12]、神经坏死病毒 VLPs[13]，表明利用基因工程

手段制备 VLPs的技术已经十分成熟。【本研究切入

点】目前 EeCV的研究主要集中在病毒检测方法和毒

株分离方面，关于 EeCV VLPs的研究尚未见相关报

道。【拟解决的关键问题】本研究克隆表达了 EeCV
Cap蛋白基因，并通过透射电镜观察其体外自组装

成 VLPs，首次披露 EeCV形状与大小，也为研制

EeCV亚单位疫苗和开发 EeCV抗体检测试剂盒等奠

定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    试验材料

DL 12 000 Maker、限制性核酸内切酶 Bam H I--
Xho I购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；大肠

埃希菌（Escherichia coli）DH5α、BL21（DE3）感受

态细胞、pET-32a（+）、异丙基 -β-D-硫代半乳糖苷

（isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside,  IPTG）、 非

预染蛋白 Marker、预染蛋白 Marker、小鼠抗 6×His
Tag单 克 隆 抗 体 （D191001）、 辣 根 过 氧 化 物 酶

（horseradish  peroxidase,  HBR）标 记 山 羊 抗 小 鼠

IgG（D110087）、柱式 DNA胶回收试剂盒购自生工

生物工程（上海）股份有限公司；Ni-NTA镍柱预装

柱购自美国通用电气公司；二氨基联苯胺显色试剂

盒（DA1010）购自北京索莱宝科技有限公司；鳗鲡

圆环病毒 DNA由临床病料组织中提取，本实验室自

行保存于−20 ℃。 

1.2    目的基因的获得与原核表达质粒的构建

根据 EeCV Cap蛋白基因组序列（GenBank登录

号：NC  023421.1）设计特异性引物 EeCV-Cap-F1：
5′-ATGCCATTCTACCGGAGGCG-3′和 EeCV-Cap-R1：
5′-CTATGCGCTGCGTAGATTCCA-3′。以临床组织病

料中提取的 DNA为模板，进行 PCR扩增回收目的片

段。目的片段送往上海生工生物有限公司进行测

序，NCBI比对正确后进行密码子优化。分别在优化

后的序列 5′和 3′端加入 Bam H I和 Xho I两种酶切位

点，由上海生工生物工程有限公司合成 EeCV Cap全

序列。分别用限制性内切酶 Bam H I和 Xho I将人工

合成的 EeCV Cap蛋白全长序列与载体 pET-32a（+）
进行酶切，回收酶切产物后使用 T4 DNA连接酶连

接，并转化入大肠埃希菌 DH5α。筛选阳性克隆扩大

培养，双酶切鉴定重组质粒 pET32a-EeCV-Cap。 

1.3    目的蛋白的诱导表达

将重组质粒 pET32a-EeCV-Cap转化至大肠埃希

菌 BL21（DE3）感受态细胞中，挑取阳性克隆后，在

LB培养基（50 µg·mL−1 氨苄青霉素和 34 µg·mL−1 氯

霉素）中于 37 ℃ 培养至 OD600 为 0.6，加入终浓度为

0.5 mmol·L−1 的 IPTG，分别于 20 ℃ 培养 16 h，37 ℃
培养 6 h，阴性对照组未添加 IPTG。4 ℃、4 000 r·min−1

离心 10 min收集重组菌。每 100 mg湿菌体加入 3 mL
菌体裂解液（8 mol·L−1 尿素，50 mmol·L−1 Tris-HCl，
300 mmol·L−1 NaCl，0.1% Triton X-100，pH 8.0）进行

重悬，于冰水浴中超声破碎。收集上清与沉淀，用

于后续 SDS-PAGE分析蛋白的表达情况。 

1.4    目的蛋白的纯化

目的蛋白纯化参考赵强等 [14] 的方法稍作改动。

平衡 Ni-NTA亲和层析柱后，将超声裂解收集的上清

液通过 Ni-NTA亲和层析柱进行纯化，流速为 0.3
mL·min−1；再以洗涤液（含 50 mmol·L−1 咪唑）洗脱

杂蛋白；最后以洗脱液（含 500 mmol·L−1 咪唑）对

目的蛋白进行洗脱，透析脱盐后保存在蛋白缓冲液

中。使用 PEG 20 000浓缩蛋白液，0.45 μm滤膜过滤

分装保存于−80 ℃。 
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1.5    目的蛋白鉴定

处理后的蛋白样品进行 SDS-PAGE电泳，电泳

结束后的蛋白胶于 23 V、30 min转印至 NC膜，并

于 5%牛血清蛋白 4 ℃ 过夜封闭；封闭结束后以 1∶5 000
的比例在磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffered saline-
Tween-20, PBST）中加入小鼠抗 6 × His Tag单克隆

抗体，室温摇床孵育 1 h后用 PBST洗膜 5次。将

HBR标记山羊抗小鼠 IgG和 PBST按 1∶5 000稀释，

室温摇床孵育 1  h；二抗孵育完毕用 PBST洗膜

5次，避光显色 2 min后观察结果。 

1.6    蛋白质结构的检测及组装特性分析

蛋白质样品的透射电子显微镜（transmission
electron microscope, TEM）观察方法如下：用戊二醛

和 1%锇酸固定样品，酒精脱水后使用丙酮和环氧树

脂渗透，最后再用环氧树脂包埋。固化之后将样品

修成合适的大小和形状，置于切片机上切片，厚度

60～ 100  nm，铅和铀双染色后置于 TEM（型号：

Tecnai G2 20 TWIN）下观察分析 EeCV Cap蛋白的组

装特性。 

2    结果与分析
 

2.1    原核表达质粒的鉴定

以临床病鳗中提取的 DNA为模板，PCR扩增

EeCV Cap蛋白基因，测序后进行密码子优化（图 1），

并交由生工生物（上海）有限公司进行全序列合

成，不含终止密码子。
 
 

初始 DNA Original DNA

优化 DNA Optimized DNA

初始 DNA Original DNA

优化 DNA Optimized DNA

初始 DNA Original DNA

优化 DNA Optimized DNA

初始 DNA Original DNA

优化 DNA Optimized DNA

 
红色部分为优化位点。

Red portion indicates optimization site.

图 1    密码子优化位点

Fig. 1    Map of codon optimization sites
 

使用限制性内切酶 Bam H I和 Xho I对 pET-32a-

EeCV-Cap重组质粒进行双酶切鉴定，获得 357 bp的

EeCV Cap蛋白基因和 5 900 bp的载体片段（图 2），

条带大小符合预期。质粒测序结果与密码子优化后

的序列完全相符，说明成功构建重组表达质粒 pET-

32a-EeCV-Cap。 

2.2    重组菌的诱导表达及可溶性分析

诱导后的重组菌 pET-32a-EeCV-Cap在 31 kDa左
右有一条明显的条带，与预期大小相符。收集 20 ℃
诱导培养 16 h和 37 ℃ 诱导培养 6 h后的菌体沉淀，

重悬沉淀后超声裂解，分别对上清和沉淀进行分

析。结果表明 EeCV Cap蛋白可在原核表达系统中

表达，且在 20 ℃ 使用 0.5 mmol·L−1  IPTG诱导 16 h
时，其表达量高于 20 ℃ 诱导培养 16 h的表达量

（图 3）。 

2.3    EeCV Cap的纯化及Western blot分析

重组菌表达的可溶性蛋白经镍柱纯化后，得到

高纯度、单一的目的蛋白（图 4a）。将纯化后的蛋

白 进 行 Western  blot鉴 定 。 一 抗 为 小 鼠 抗 6×His
Tag单 克 隆 抗 体 ， 二 抗 为 HBR标 记 山 羊 抗 小 鼠

IgG，在 31 kDa处有一条明显的特异性条带，符合预

期大小（图 4b）。 

 

  1            2           M

— 5 900 bp

— 357 bp

5 000 bp

2 500 bp

1 000 bp

500 bp

250 bp

 
M： DNA  marker； 1： pET-32a-EeCV-Cap重 组 质 粒 ； 2： pET-32a-

EeCV-Cap重组质粒 Bam H I/Xho I酶切。

M: DNA marker;  1:  pET-32a-EeCV-Cap  recombinant  plasmid;  2:  pET-32a-

EeCV-Cap recombinant plasmid Bam H I/Xho I digestion.

图 2    pET-32a-EeCV-Cap 重组质粒的双酶切鉴定

Fig. 2    Double enzyme digestion on pET-32a-EeCV-recombinant
plasmid
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2.4    EeCV Cap的透射电镜观察

经过固定包埋染色后的蛋白样品，在 TEM下可

观察到 20 nm左右的病毒样颗粒，与天然圆环病毒

粒子相似。说明利用原核系统表达的 EeCV Cap能够

自发组装成形态结构良好的 VLPs（图 5）。
 

3    讨论

VLPs是由病毒 Cap蛋白自组装形成的类似病毒

的空心颗粒[15]。VLPs模仿了天然病毒粒子的整体结

构 [16]，保留了与天然病毒相似的抗原构象，所以与

天然病毒难以区分，能激发机体强烈的细胞免疫与

体液免疫，适合作为同源病毒的疫苗[17]；VLPs不含

有病毒的基因组结构，不具有传染性和可复制性，

具有安全性的优势 [7, 18]。目前，VLPs在水产上也逐

渐进入研究阶段，例如 Shivappa等 [19] 构建的传染性

胰脏坏死病毒 VLPs，用其免疫后的大西洋鲑（Salmo
salar）攻毒后死亡率下降至 56%；Marsian等[20] 利用

构 建 的 神 经 坏 死 病 毒 VLPs免 疫 舌 齿 鲈 （Dicen-
trarchus labrax），死亡率显著低于对照组。表明制

备 EeCV VLPs作为疫苗使用具有较好的应用前景。

真核和原核表达系统均是表达病毒 Cap蛋白基

因的常用系统，其中大肠埃希菌表达系统具有遗传

背景清楚、操作简便、成本低等优点，被广为应用[21]。

亲和层析法纯化的优点是高效、快速、纯化效果

好、杂蛋白少，缺点是成本高 [22]。为了获得较高纯

度的 EeCV Cap蛋白，本试验采用大肠埃希菌表达系

统制备 EeCV Cap蛋白，并使用亲和层析法进行纯

化。关于 EeCV Cap蛋白克隆表达的研究尚未见报

道，而圆环病毒属中猪圆环病毒研究较为广泛。张

英婕等 [23] 通过原核表达系统制备出猪圆环病毒 2型

VLPs，25 ℃ 诱导表达 10 h，并通过镍柱纯化获得约

27 kDa的 Cap蛋白，直径大小约为 17～20 nm，与本

试验制备的 EeCV VLPs的大小相似。本研究通过比

较 20 ℃ 诱导培养 16 h和 37 ℃ 诱导培养 6 h的表达

量，发现 EeCV Cap蛋白在 20 ℃ 诱导条件下表达量

更好。

本研究通过 EeCV Cap蛋白基因组的密码子优化
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expression at  20  ℃;  4:  supernatant  of  solution  with  induced  expression  at

37 ℃; 5: precipitate of solution with induced expression at 37 ℃.

图 3    重组蛋白 SDS-PAGE 表达鉴定

Fig. 3    Identification of recombinant protein by SDS-PAGE
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a：SDS-PAGE电泳；b：Western blot 验证。M：蛋白 marker；1：纯

化后带 His标签的 EeCV Cap蛋白。

a: SDS-PAGE electrophoresis; b: Western blot; M: protein marker; 1: EeCV-

Cap purified with a His tag.

图 4    纯化后带 His 标签的 EeCV Cap 蛋白

Fig. 4    Purified EeCV-Cap with a His tag
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红色箭头处为 VLPs。

VLPs are pointed at by red arrows.

图 5    VLPs 的透射电镜观察

Fig. 5    TEM images of VLPs
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和人工合成，完成了重组质粒 pET32a-EeCV-Cap的

构建，并在原核表达系统中实现了 EeCV Cap蛋白的

可溶性表达。优化诱导条件后将目的蛋白成功纯

化，经 SDS-PAGE与 Western  blot鉴定，纯化后的

EeCV Cap重组蛋白约为 31 kDa，与预期结果相同。

EeCV Cap蛋白经透射电镜观察，能在体外成功自发

组装成直径 20 nm左右的 VLPs。本研究为研制出成

本低廉、安全有效、效果稳定的 EeCV亚单位疫苗及

相关生物制品奠定了基础。
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