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摘要：为探讨C-Myc表达、谷氨酰胺代谢和神经坏死病毒复制三者之间的关系，本研究
首先克隆了斜带石斑鱼鳍条细胞(GF-1)中的C-Myc基因(GF-1-C-Myc)，结果显示GF-1-C-
Myc基因cDNA全长814 bp，开放阅读框(ORF)为285 bp，编码95个氨基酸(aa)，有亮氨酸
拉链结构域与螺旋－环－螺旋(HLH)结构域。表达和纯化了GF-1-C-Myc蛋白，并制备其
多克隆抗体。采用实时定量PCR技术(qRT-PCR)与免疫印迹法(WB)检测了GF-1-C-Myc基
因的表达和神经坏死病毒的复制。结果显示，缺乏谷氨酰胺会同时抑制GF-1-C-Myc基因
的表达和神经坏死病毒(NNV)的复制，添加谷氨酰胺可同时促进GF-1-C-Myc的表达和
NNV的复制；此外，NNV感染可上调GF-1-C-Myc基因的表达，并显著消耗GF-1细胞培养
液中的谷氨酰胺。研究表明，GF-1-C-Myc基因可调控宿主谷氨酰胺代谢，从而有利于神
经坏死病毒的复制。本结果为防控NNV的感染提供了参考。
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神经坏死病毒(nervous necrosis virus, NNV)主

要感染鱼类脑部和视网膜细胞，导致其空泡性

坏死，因此其导致的鱼类疾病称为病毒性脑病

和视网膜病(viral encephalopathy and retinopathy,

VER)，也称为病毒性神经坏死症 (viral nervous

necrosis, VNN)，是一种世界范围内流行的严重鱼

类病毒病 [1]。据报道，VNN已经危害了30多种重

要经济鱼类，如红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)[2]、

拟鲹(Pseudocaranx dentex)[3]、条斑星鲽(Verasper

moseri)[4]、赤点石斑鱼(Epinephelus akaara)[5-13]、

孔雀花鳉(Poicelia reticulata)[14]等鱼苗和部分成

鱼。该病毒可感染海水、淡水鱼类，给经济鱼

类的养殖产业造成了严重损失[15-16]。

C-Myc基因是较早发现的一类原癌基因，具

有促细胞分裂并导致细胞无限增殖的特性，与

多种肿瘤的发生和发展密切相关 [ 1 7 - 2 1 ]。当C-

Myc基因被转录激活时，C-Myc表达量上升，促

使细胞发生恶变，最终导致细胞形态改变、凋

亡直到肿瘤的产生 [22-24]。在生物受到外界细菌或

者病毒侵染时，C-Myc基因则会产生表达差异，

从而调控细胞的凋亡和病原的感染。比如有研

究表明C-Myc通过和衣壳蛋白互作，调控腺病毒
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的感染，C-Myc可通过调控细胞的谷氨酰胺代

谢，从而促进腺病毒的复制[25-28]。

斜 带 石 斑 鱼 ( E .  c o i o i d e s ) 属 于 鲈 形 目

(Perciformes)，石斑鱼科(Epinephelus)，是一种广

盐性鱼类。主要分布于北太平洋海域，我国南

海也有分布。其肉质鲜美、营养丰富、生长

快、市场价格高，受广大养殖者的青睐，已经

成为我国主要海水鱼类养殖品种之一 [29-30]。但是

NNV感染可以导致斜带石斑鱼苗种的重大损

失，是制约其健康养殖的重要因素，至今还缺

乏高效防控措施，因此研究病毒感染和宿主的

相互作用，是防控疾病的重要基础[31-32]。

谷氨酰胺(glutamine, Gln)是生物体内丰富的

游离氨基酸，其在谷氨酰胺酶 (g lu taminase ,
GLS)的催化下参与化学反应，产生ATP，为生物

提供能量，同时还能通过三羧酸循环，合成其

他物质，提供中间产物[33]；另一方面，病毒必须

依赖宿主细胞来进行自我复制。很多病毒都可

以诱导宿主细胞谷氨酰胺代谢途径的改变，从

而能高效自我复制 [34-35]。而多个研究表明，缺乏

谷氨酰胺会显著抑制NNV的复制，C-Myc基因在

细胞的谷氨酰胺代谢调控中起到关键作用 [36-38]，

但是其调控机理还没有被阐明。

目前关于斜带石斑鱼C-Myc基因的研究尚未

有报道。本研究首次克隆了斜带石斑鱼鳍条细

胞GF-1中的C-Myc基因，并研究了谷氨酰胺对C-
Myc基因在神经坏死病毒感染中的调控作用。研

究结果将为防控神经坏死病毒提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验用的斜带石斑鱼鳍条细胞系(grouper fin
cell line, GF-1 cell)购自中国台湾生物资源研究及

保存中心。在6孔板中用含有5% FBS的L-15培养

基培养GF-1细胞，培养温度为28 °C。待细胞密

度达到80%~90%时，用PBS润洗细胞3次，实验

组细胞使用病毒感染复数(multiplicity of infection,
MOI)1.0的NNV进行感染，对照组细胞加入等量

PBS。首先置于28 °C培养箱中孵育2 h，随后去

掉孵育液，用PBS润洗2次，再加入含2% FBS的
L-15培养基，置于28 °C培养箱中培养，分别收

集感染后0、12、24、36和48 h的样品，每组样

品用3孔细胞作为重复。

1.2    斜带石斑鱼GF-1细胞C-Myc基因克隆、

生物信息学分析和多克隆抗体的制备

　　斜带石斑鱼GF-1细胞C-Myc基因克隆和生

物信息学分析　　总RNA的提取按照RNAiso
Plus试剂说明书进行提取，提取GF-1的总RNA用

Nann0-200分光光度计(ALLSHENG，杭州奥盛仪

器有限公司)测定其纯度和浓度；然后使用HIScript®

Q Select RT SuperMix for qPCR(+gDNA wiper)试剂

盒(Vazyme)合成cDNA，在−20 °C保存备用。根

据Clone Manager软件所预测的斜带石斑鱼C-
Myc基因全长序列开放读码框(ORF)设计所需引物

(表1)。

PCR反应体系20 μL：上下游引物各1 μL(10
μmol/L)，模板cDNA 1 μL，ddH2O 7 μL，2×Taq
Mix 10 μL。反应程序：95 °C预变性5 min；随后

95 °C变性30 s，55 °C退火30 s，72 °C延伸1 min，
35个循环；之后72 °C延伸10 min，4 °C保存。

PCR产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳检测后，用胶回

收试剂盒(天根生化科技有限公司，北京)回收条

带，并连接于pMDTM18-T Vector(TaKaRa公司，大

连)，转化到Escherichia coli DH5ɑ中，涂布于含

氨苄(50 μg/mL)LB固体培养基平板，静置4 min后
倒扣放置于37 °C恒温培养箱，培养12~18 h。第

2天挑取单菌落于5 mL含氨苄LB液体培养基扩大

培养，然后进行菌液PCR检测，使用质粒小提试

剂盒(天根生化科技有限公司，北京)对阳性菌液

进行质粒提取后，送公司测序；将测序结果序

表 1    实验所用引物及其序列

Tab. 1    Primers and sequences

引物

primer
序列(5′-3′)

sequence from 5′ to 3′
应用

application

C-Myc-F1 GACTACGACTCCCTGCAACC 克隆C-Myc基因

C-Myc-R1 CTTCCAGATGTCTTCACTCGGT

C-Myc-F2 CCCTCGAGGGCGGAGGAGGAGG
AGGTAGCCAC

C-Myc-R2 CGGGATCCCGAGCTGTGACAGTC
TCTGCTT

添加酶切位点与

保护碱基

qC-Myc-F1 ACCGATGAAAAGGTGGCCAT qRT-PCR C-
Myc基因表达

qC-Myc-R1 TGCCGGATCATCTGGTGGAT

β-actin-F1 GACATCAAGGAGAAGCTGTG qRT-PCR β-
actin基因表达

β-actin-R1 TGCTGTTGTAGGTGGTCTCGT

CP-F TTGCTGGCTTCCTGCCTGATC qRT-PCR衣壳蛋

白基因表达
CP-R ACTGAGGTCGGACTGTTCTGC
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列与斜带石斑鱼C-Myc基因序列进行比对。

使用下列软件和工具对斜带石斑鱼GF-1细
胞C-Myc基因进行生物信息学分析：Clone Manager
软件对获得的C-Myc基因序列进行分析，确定其

开放读码框(ORF)；DNAMAN 6.0软件进行氨基

酸序列分析；BLAST工具(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi)进行核苷酸和氨基酸序列相似性分析；

在线软件(http://www.expasy.org/)分析蛋白质的特

性；在线软件(http://pfam.xfam.org/)预测蛋白质的

结构域；MEGA 7.0软件构建C-Myc基因的NJ系统

进化树；三级结构预测用SWISS-MOEDL软件完

成。

　　斜带石斑鱼GF-1细胞C-Myc基因原核表达

与鉴定及多克隆抗体制备　　在普通PCR引物

基础上添加合适的酶切位点和保护碱基，重新

设计表达蛋白引物，扩增C-Myc基因的ORF区

域，PCR反应条件相同。将琼脂糖凝胶回收的

PCR产物进行双酶切后连接到pGEX-6P-1质粒(TaKaRa
公司)，构建含有GST-tag标签的融合蛋白表达重

组质粒pGEX-6P-1-C-Myc。将阴性pGEX-6P-1质
粒和阳性重组质粒分别转化到原核表达载体E.
coli  BL21(DE3)进行原核蛋白表达。使用0.5
mmol/L异丙基硫代-β-D-半乳糖苷(IPTG)在37 °C
下180 r/min振荡，培养4~6 h后分别吸出2 mL菌

液，4 °C下12 000 r/min离心2 min，用100 μL PBS
重悬沉淀，加入25 μL 5×loading buffer混匀，沸水

煮沸15 min，12 000 r/min离心1 min。待冷却后取

等量上清液上样于浓度为10% SDS-聚丙烯酰胺

凝胶(SDS-PAGE胶)，80 V电泳2.5 h后，用考马斯

亮蓝试剂染色1~2 h，脱色和照胶，检测融合蛋

白的表达。根据以往对蛋白包涵体的纯化与回

收方法 [39-42]，并分装成1 mL冻存于−80 °C备用。

将纯化的pGEX-6P-1载体和C-Myc融合蛋白按照

相同的方法进行SDS-PAGE胶电泳，2.5 h后进行

半干式转膜，随后在室温条件下，在含有5%脱

脂奶粉的Tris Buffered Saline和1% Tween®20去污

剂(TBST)中封闭1~2 h，封闭后在TBST中洗涤5
min，兔子抗GST-tag抗体(1∶1 000)稀释于5%脱

脂奶粉的 T B S T缓冲液中， 4  ° C过夜孵育；

TBST洗涤3次，每次5 min；再用HRP标记的二抗

IgG(1∶10 000)(北京博奥森生物技术有限公司)稀
释于5%脱脂奶粉的TBST缓冲液中孵育1 h后，TBST
洗涤3次，每次5 min；ECL显色1 min，使用

ChemiScope 6000拍照。

将获得的重组蛋白进行多克隆抗体的制

备，实验动物为新西兰大白兔(购自广东省医学

实验动物中心)；制备程序：将蛋白浓度调整为

1 mg/mL，每次免疫使用250 μg抗原蛋白，进行

4次免疫，总共使用1 mg抗原蛋白。取250 μL抗

原蛋白溶液，加入等体积(1∶1)佐剂完全乳化再

进行免疫。总共进行4次免疫，每次免疫都对新

西兰大白兔进行多点注射。首次免疫，使用弗

氏完全佐剂(Sigma公司，美国)，与抗原蛋白充

分混匀后注射；间隔2周，二次免疫使用弗氏不

完全佐剂(Sigma公司，美国)，与抗原蛋白充分

混匀后注射；间隔2周，三次免疫使用弗氏不完

全佐剂，与抗原蛋白充分混匀后注射；间隔2周，

四次免疫使用弗氏不完全佐剂与抗原蛋白充分

混匀后注射；1周后心脏取血，室温静置后取上

层血清，分装后放于−80 °C保存。

1.3    GF-1细胞C-Myc基因的mRNA与蛋白表达

分析

　　GF-1细胞C-Myc基因的mRNA表达分析　

　将获得的C-Myc蛋白基因序列设计实时荧光定

量PCR的上、下游引物，以β-actin蛋白作为内

参，引物如表1所示。以不同处理的GF-1细胞总

RNA为模板，按照HiScript® Q Select RT SuperMix
for qPCR (+gDNA wiper)试剂盒(Vazyme公司，南

京)说明书去除总GF-1细胞RNA中的基因组DNA，

并反转录合成cDNA，置于−20 °C冰箱保存。实

时荧光定量PCR反应使用AceQ qPCR SYBR®

Green Master Mix(Vazyme公司，南京)试剂，反应

于Roche LightCycler 480(Roche，美国)上进行。其

中每种处理样品的目的基因和内参基因分别进

行3次重复。反应条件：95 °C预变性5 min；95 °C
10 s，58 °C 10 s，72 °C 10 s，45个循环。相对表

达数据分析采用2−ΔΔC t法。数据表示方法为平均

值±标准差，使用GraphPad Prism 7软件中的单因

素和多因素方差分析进行统计分析，P<0.05代表

差异显著(以“**”表示)，使用GraphPad Prism 7软
件绘制柱状图。

　　GF-1细胞C-Myc基因的蛋白表达分析　　

提取不同处理的GF-1细胞总蛋白样于PBS中，加

入5×SDS-PAGE上样缓冲液后，于沸水中煮15
min，并分装保存于−80 °C冰箱。按照斜带石斑

鱼C-Myc基因多克隆抗体特异性检测的步骤检验

GF-1细胞C-Myc蛋白的表达，使用β-actin作为内

参，参照上述“斜带石斑鱼GF-1细胞C-Myc基因
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原核表达与鉴定及多克隆抗体制备”中的方法进

行Western blot(WB)，使用ChemiScope 6000(勤翔

科学仪器有限公司，上海 )对实验结果进行拍

照，并使用Clinx ChemiCapture软件分析斜带石斑

鱼的C-Myc基因蛋白和β-actin蛋白条带的光密度

(IOD)，通过计算灰度值，得出蛋白的相对表达

量，再使用GraphPad Prism 7软件绘制柱状图进行

蛋白的表达分析。

1 .4        谷氨酰胺对GF-1细胞C-Myc基因与

NNV的感染分析

　　NNV感染对GF-1细胞培养基中谷氨酰胺

含量的影响　　配制谷氨酰胺含量为1.0 mmol/L
的完全培养基(CORNING公司，美国)培养GF-1细
胞，分别设为4组：对照组、GF-1组、NNV组与

GF-1+NNV组，对照组不加入GF-1细胞培养，同

时在培养0、12、24、48 h后用M-100生物传感器

分析仪检测(西尔曼科技公司，深圳)各组培养基

中谷氨酰胺含量的变化，并用GraphPad Prism 7软
件进行柱状图绘图分析。

　　谷氨酰胺对受到NNV感染的GF-1细胞C-
Myc基因的影响分析　　使用病毒感染复数为

1.0的NNV病毒孵育液感染GF-1细胞，并分别在

含有谷氨酰胺(1.0 mmol/L)的完全培养基或无谷

氨酰胺的培养基中培养。感染细胞在24 h时收

集，根据“GF-1细胞C-Myc基因的mRNA表达分

析”中提取RNA的方法与“GF-1细胞C-Myc基因的

蛋白表达分析”中提取细胞蛋白的方法进行提

取，并用qRT-PCR测定病毒感染数和病毒mRNA
相对表达量，再用 W B进一步检测验证，用

GraphPad Prism 7软件进行绘图分析。

2    结果

2.1    斜带石斑鱼GF-1细胞C-Myc基因cDNA克
隆与生物信息学分析

研究克隆的斜带石斑鱼GF-1细胞C-Myc基因

cDNA全长814 bp，ORF为285 bp，编码95个氨基

酸(aa)，有亮氨酸拉链结构域与螺旋—环—螺旋

(HLH)结构域(图1)。
根据C-Myc基因cDNA序列设计克隆载体，

使用在线软件BLAST工具(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi)进行核苷酸和氨基酸序列相似性分析，

发现克隆的斜带石斑鱼C-Myc基因序列与其他多

种鱼类的C-Myc基因相比较为保守，它们的相似

度达到90%。Protparam在线软件预测其相似结构

域氨基酸分子量为36.45 ku，等电点为10.07，没

有跨膜结构和信号肽。使用MEGA 7.0和DNAMAN
软件，对斜带石斑鱼和其他4种鱼类的C-Myc基
因序列进行了比对。结果显示，克隆的斜带石

斑鱼C-Myc基因序列和其他鲈形目鱼类的相似度

比较高(图2)。利用MAGA 7.0软件，采用NJ算法

构建斜带石斑鱼和其他鱼类C-Myc基因的系统进

化树(图3)。另一方面，SWISS-MODEL结果显示

克隆的斜带石斑鱼C-Myc基因的三维结构由α螺
旋以及无规则卷曲相互连接构成，蛋白结构像

发夹状，与其他鲈形目鱼类的结构相似，表明
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图 1    斜带石斑鱼GF-1细胞C-Myc的ORF核苷酸序列

及氨基酸序列

加粗方框ATG和TAA分别代表起始密码子和终止密码子，“*”代
表蛋白翻译结束，箭头代表亮氨酸拉链结构，下划线区域代表

C-Myc的HLH结构域

Fig. 1    Nucleotide and amino acid sequences of ORF of
C-Myc from E.coioides GF-1 cells

The bold box ATG and TAA represents  the  s tar t  codon and
stop codon, respectively. The “*” represents the end of protein
translation, the arrow represents the leucine zipper structure.
The underlined region represents the HLH domain of C-Myc

(a)

(b)

大黄鱼　L. crocea
大西洋鲑　S. salar
斑马鱼　D. rerio

尼罗罗非鱼　O. niloticus
斜带石斑鱼　E. coioides

74
74
74
74
73

Consensus

 
图 2    斜带石斑鱼与其他鱼类的C-Myc蛋白氨基酸

序列比对和预测的三维结构图

(a) 黑色代表相同水平≥90%，箭头区域表示C-Myc的HLH结构

域；(b) 预测的GF-1-C-Myc蛋白的三维结构图

Fig. 2    Comparison of amino acid sequences
of C-Myc protein among E. coioides and other fish

(a) black denotes the homology level is ≥ 90%, and the arrow area
represents the C-Myc HLH domain; (b) the predicted three-dimensional
structure of GF-1-C-Myc protein

4 水    产    学    报 44 卷

http://www.scxuebao.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.scxuebao.cn


其在进化与功能方面有较高的保守性(图2)。

2.2    斜带石斑鱼GF-1细胞C-Myc基因原核表

达与鉴定及多克隆抗体制备

SDS-PAGE分析结果显示，重组的C-Myc蛋
白主要表达在包涵体中，因此按照以往的方法

进行包涵体蛋白的纯化 [39-42]，从而获得重组蛋

白。用GST-tag抗体可以检测到重组C-Myc蛋白在

36 ku左右处有一条明显的条带，而且其大小与

预测的一致 (GST-tag大小为26 ku左右，C-Myc
蛋白大小为10.45 ku，总共36.45 ku)，说明重组蛋

白含有GST-tag标签。用C-Myc基因的多克隆抗体

进行WB检测GF-1细胞中的C-Myc蛋白，结果表

明可以检测到一条10.45 ku左右清晰的特异蛋白

条带，大小和预测相一致(图4，图5)。

多克隆抗体经ELISA检测后，效价为5 1200
(图6)。

2.3    GF-1细胞C-Myc基因的mRNA与蛋白表达

分析

取不同处理的GF-1细胞进行C-Myc基因表达

检测。根据实时荧光定量PCR的结果显示，C-
Myc基因在不同处理的GF-1细胞中均有表达，以

感染后0 h为对照组作为参照，设为1，不同处理

的GF-1细胞中C-Myc基因的表达量随着不同处

理实验时间在0~48 h内有所增加，存在显著差

异(P<0.05)。为了进一步验证mRNA水平上的实

验结果，采用WB检测蛋白水平上的表达情况，

结果表明与mRNA水平上的实验结果完全一致

(图7)。

2.4    谷氨酰胺、C-Myc基因和NNV复制关联

分析

通过对照组、GF-1组、NNV组与GF-1+NNV
组进行谷氨酰胺浓度的测定，结果表明，在0、
12、24、48 h培养的GF-1组、NNV组中谷氨酰胺

含量变化与对照组相比没有显著性差异，但是

在GF-1+NNV组中，在培养24与48 h后，谷氨酰

胺含量显著降低，表明病毒感染可以显著消耗

培养基中的谷氨酰胺(图8)。
qRT-PCR检测和WB检测结果表明，缺乏谷

氨酰胺会抑制病毒的复制(图9，图10)。
在含有谷氨酰胺的条件下，病毒感染可以

显著提高C-Myc基因的表达(图11)。
 

红鳍东方鲀　takifugu rubripes (NM 001037875.1)

虹鳟鱼　rainbow trout (M13048.1)
楚德白鲑　coregonus lavaretus (KJ872637.1)
大西洋鲑　salmo salar (KJ872637.1)

大麻哈鱼　oncorhynchus keta (HM237065.1)
海鲈　lateolabrax japonicus (FQ310508.3)

斜带石斑鱼　epinephelus coioides
尼罗罗非鱼　oreochromis niloticus (NC 009152.3)
大黄鱼　lariarimichthys crocea
鲷鱼　stegastes partitus (XM 008306656.1)
橙线雀鲷　acanthochromis polyacanthus (XM 022196269.1)
青鱂　oryzias latipes (NM 001308999.1)

斑马鱼　barchydanio rerio var (NC 000008.1)
细尾蛇鮈　saurogobio gracilicaudatus (EF194862.1)
鲤鱼　cyprinus carpio (NM 001124622.1)
鳙鱼　aristichthys nobilis (EF194848.1)
鲢鱼　hypophthalmichthys molitrix (EF194849.1)

100
61

67
25

19

19
52

41

28
12

9

19

15

65

0.1

 
图 3    斜带石斑鱼与其他鱼类C-Myc基因的系统进化树

节点处的数字代表置信水平，黑色三角形标记为斜带石斑鱼C-Myc基因，括号内为基因的登录号

Fig. 3    Phylogenetic tree of C-Myc gene from E. coioides and other fish
The numbers at the branch nodes represent the bootstrap confidence levels. The black triangle is marked as the GF-1-C-Myc gene. The accession number
of the gene is in parentheses
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图 4    C-Myc基因的克隆电泳图

1. DNA Marker，2. C-Myc DNA片段，3. 阳性重组质粒PCR鉴定

Fig. 4    Cloning of C-Myc gene by electrophoresi
1. DNA Marker, 2. DNA fragment of C-Myc, 3. verification of positive
recombinant plasmid by PCR
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3    讨论

谷氨酰胺是一种游离的氨基酸，在生物体

内普遍存在，其在谷氨酰胺酶(GLS)的催化下，

转化为谷氨酸，随后在谷氨酸脱氢酶(GDH)的催

化下，将谷氨酸转化成α-酮戊二酸(α-KG)，进入

三羧酸循环(TCA)。谷氨酰胺可以通过三羧酸循

环，为宿主细胞和病毒复制提供中间产物和能

量[33]；多个研究表明，谷氨酰胺是多种病毒复制

所必需的。另外还有研究表明，谷氨酰胺能合

成谷胱甘肽，为病毒的复制提供良好的氧化还

原环境[43]，因此，缺乏谷氨酰胺还会破坏宿主细

胞内的氧化还原环境，抑制病毒的复制。在水

产病毒领域，以往研究表明神经坏死病毒[44]、传

染性脾肾坏死病毒 [45]和弹状病毒 [46]的复制都需要

谷氨酰胺。但是病毒调控宿主谷氨酰胺的代谢

机制还没有被阐明。原癌基因C-Myc不仅与肿瘤

发生密切相关 [17-21]，还与病毒的复制有关 [25-28]。

本研究旨在探索神经坏死病毒复制、C-Myc和谷

氨酰胺三者的关系。

本实验首次从斜带石斑鱼鳍条细胞GF-1中
克隆到了C-Myc基因的cDNA序列，构建不同鱼

类C-Myc基因系统进化树。尽管鱼类C-Myc基因

保守性比较高，但是斜带石斑鱼C-Myc基因与其

他鲈形目鱼类较为接近，与鲤形目(Cypriniformes)、
鲑形目(Salmoniformes)的C-Myc基因差别较远，

这与鱼类的进化一致。GF-1-C-Myc具有亮氨酸拉

链结构域与螺旋－环－螺旋(HLH)结构域，是典

型的转录因子结构，这与它是原癌基因的属性

有关[47]。
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图 5    斜带石斑鱼GF-1-C-Myc蛋白表达、纯化与多克隆抗体制备

(a) 表达和纯化C-Myc蛋白，1. 蛋白Marker，2. 没加IPTG诱导，3. IPTG诱导，4. 经第一次纯化后的重组蛋白，5. 经第二次纯化后的重组

蛋白，6. 最后纯化的重组蛋白；(b) GF-1-C-Myc蛋白多克隆抗体特异性检测，1. 蛋白Marker，2. GST标签，3. 菌体总蛋白，4. GF-1细胞

中的总蛋白

Fig. 5    Expression and purification of GF-1- C-Myc protein and preparation of its polyclonal antibody
(a) expression and purification of GF-1- C-Myc protein, 1. protein Marker, 2. without IPTG induction, 3. IPTG induction, 4. the recombinant protein was
purified for the first time, 5. after the second purification of the recombinant protein, 6. the final purified recombinant protein; (b) specific detection of
polyclonal antibody of GF-1-C-Myc protein, 1. protein Marker, 2. GST tag, 3. total bacterial protein, 4. total protein in GF-1 cells
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图 6    GF-1-C-Myc多克隆抗体的最终效价分析

“**”号表示组间有显著性差异，P<0.05，1. 400倍稀释，2. 800倍
稀释，3. 1 600倍稀释，4. 3 200倍稀释，5. 6 400倍稀释，6. 12 800
倍稀释，7. 25 600倍稀释，8. 51 200倍稀释

Fig. 6    Final titer analysis of GF-1-C-Myc
polyclonal antibody

“**” represents that there was significant difference between
the  two groups ,  P<0.05, 1. 400 times of dilution, 2. 800 times of
dilution, 3. 1 600 times of dilution, 4. 3 200 times of dilution, 5. 6 400
times of dilution, 6. 12 800 times of dilution, 7. 25 600 times of dilution,
8. 51 200 times of dilution
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神经坏死病毒的复制可以上调C-Myc的表

达，并显著消耗谷氨酰胺。缺乏谷氨酰胺可以
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图 7    C-Myc基因在GF-1细胞不同感染时间下的mRNA与蛋白表达

(a) WB检测C-Myc基因在GF-1细胞不同感染时间下的表达；1. 0 h，2. 12 h，3. 24 h，4. 36 h，5. 48 h；(b) qRT-PCR检测C-Myc基因在GF-
1细胞不同感染时间下的mRNA表达；将0 h感染GF-1的mRNA作为对照组，其他感染时间的数值和0 h作比较。“**”号表示有显著性差

异，P<0.05

Fig. 7    mRNA and protein expression of C-Myc gene in GF-1 cells at different infection time points
(a) the C-Myc gene was detected by WB at different infection time points in GF-1 cells, 1. 0 h, 2. 12 h, 3. 24 h, 4. 36 h, 5. 48 h; (b) mRNA expression of
C-Myc gene was detected by qRT-PCR at different infection time points in GF-1 cells,  and mRNA infected with GF-1 at 0 h was
used  as  cont ro l  group,  and  the  va lue  of  o ther  infec t ion  t ime was  compared  wi th  tha t  a t  0  h .  “**”  represents  tha t  there  i s  a
significant difference in five groups, P < 0.05
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图 8    不同条件下谷氨酰胺含量变化的测定

配制谷氨酰胺含量为1.0 mmol/L的完全培养基，分别加入4组：

1. 对照组 (没有细胞和病毒 )，2. GF-1组 (只含有细胞，没有病

毒)，3. NNV组(含有病毒，没有细胞)，4. GF-1+NNV组(含有细

胞和病毒)，在培养0、12、24、48 h后检测各组中谷氨酰胺的含

量变化。“**”号表示有显著性差异，P<0.05

Fig. 8    Determination of glutamine concentration under
different conditions

Complete medium supplemented with 1.0 mmol/L of glutamine
was divided into four groups:  1.  control  group (without cel l
and virus) ,  2 .  GF-1 group(only with cel l ,  wi thout  virus) ,  3 .
NNV group  (on ly  wi th  v i rus ,  wi thout  ce l l ) ,  4 .  GF-1+NNV
g r o u p ( w i t h  b o t h  c e l l s  a n d  v i r u s ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f
g lu tamine  in  each  g roup  was  de tec ted  a t  the  cu l tu ra l  t ime
points of 0, 12, 24 and 48 h. “**” represents that there was a
significant difference between the four groups, P < 0.05
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图 9    NNV在含有谷氨酰胺与不含谷氨酰胺

培养基中的感染情况

GF-1细胞用NNV感染，MOI为1，在含有谷氨酰胺培养基或无谷

氨酰胺培养基中培养。感染细胞在24 h时收集，并用qRT-PCR测
定病毒产量。不同字母表示差异显著(P<0.05)

Fig. 9    Infection of NNV in medium with or
without glutamine

GF-1 cells were infected with NNV at 1 MOI. The cells were cultured in
medium with or without glutamine. The infected cells were collected at
24 h and the virus production was detected by qRT-PCR. Different
letters indicate significant differences, P < 0.05
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显著抑制神经坏死病毒的复制和C-Myc的表达，

此结果与腺病毒的研究较一致 [48]。C-Myc通过与

腺病毒衣壳蛋白互作，促进宿主的谷氨酰胺代

谢，从而促进腺病毒自身的复制[49]。神经坏死病

毒可能通过与宿主细胞核的C-Myc蛋白相结合，

从而激活C-Myc基因的表达和转录，因此通过神

经坏死病毒的感染可以上调C-Myc基因的表达，

本研究虽然观察到神经坏死病毒感染可以上调C-
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图 10    NNV衣壳蛋白在不同感染时间点的表达

(a) WB检测NNV衣壳蛋白在不同感染时间下的表达：1. 0 h，2. 12 h，3. 24 h，4. 48 h；(b) qRT-PCR检测NNV mRNA在不同感染时间下的

表达；将0 h感染作为对照组，其他感染时间的数值和0 h作比较。“**”号表示有显著性差异，P<0.05

Fig. 10    Expression of capsid protein of NNV at different infection time points
(a) The expression of NNV capsid protein was detected by WB at different infection time points: 1. 0 h, 2. 12 h, 3. 24 h, 4. 36 h, 5.
48 h;  (b) qRT-PCR was used to detect  the expression of NNV mRNA at different infection t ime, and 0 h infection was used as
control  group,  and the value of  other  infect ion t ime was compared with that  at  0 h.  “**” represents  that  there is  a  s ignif icant
difference in four groups, P < 0.05
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图 11    谷氨酰胺对GF-1细胞中C-Myc基因表达的影响

(a) GF-1细胞分别在含有谷氨酰胺培养基或无谷氨酰胺培养基中培养，随后感染(GF-1+NNV)和不感染病毒(GF-1)，随后使用WB检测C-
Myc的表达。1. 有谷氨酰胺，细胞没有感染病毒；2. 有谷氨酰胺，细胞感染病毒；3. 无谷氨酰胺，细胞没有感染病毒；4. 无谷氨酰

胺，细胞感染病毒；(b) qRT-PCR检测上述4组细胞中C-Myc mRNA，以第一组(有谷氨酰胺，细胞没有感染病毒)为对照组。“**”号表示

有显著性差异，P<0.05

Fig. 11    Effect of glutamine on the expression of C-Myc gene in GF-1 cells
(a) the cells were cultured in medium with or without glutamine, followed by infection (GF-1+NNV) and non-infection with virus (GF-1), and then the
expression of C-Myc gene was detected by WB. 1. with glutamine, the cell is not infected with the virus; 2. with glutamine, the cell is infected with the
virus; 3. without glutamine, the cell is not infected with the virus; 4. without glutamine, the cell is infected with the virus; (b) C-Myc mRNA was
detected by qRT-PCR, the first group (glutamine, cells were not infected with the virus) as the control group. “**” represents that
there is a significant difference in two groups, P < 0.05
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Myc，促进谷氨酰胺的消耗，从而对病毒的复制

有利，但是，本研究没有阐明神经坏死病毒是

通过哪些病毒或者宿主因子上调C-Myc的表达，

有待进一步研究。本结果为神经坏死病毒的复

制和防控提供了参考。
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Influence between the expression of C-Myc protein and the replication of
nervous necrosis virus in GF-1 cells treated with glutamine

SHEN Haiyang 1,2,     LU Zhijie 1,2,     QIN Zhendong 2,     ZHAO Lijuan 2,     LI Yanan 2,     LIU Chun 2,    
YANG Guang 1,2,     YE Chengkai 1,2,     PAN Gan 1*,     LIN Li 2*
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2. Guangdong Provincial Water Environment and Aquatic Products Security Engineering Technology Research Center,
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Abstract: In order to investigate the relationships among the C-Myc expression, glutamine metabolism and
replication of NNV. First of all, the C-Myc gene (GF-1-C-Myc) from Epinephelus coioides fin cell (grouper fin
cells, GF-1) was cloned. The full length of GF-1-C-Myc gene cDNA was 814 bp with 285 bp ORF, encoding 95
amino acid (aa) with leucine zipper domain and helix-ring-helix (HLH) domain. GF-1-C-Myc protein was
expressed and purified, and its polyclonal antibody was generated. The expressions of GF-1-C-Myc gene and the
replication of NNV were monitored by real-time quantitative PCR (qRT-PCR) and immunoblotting (WB). The
results showed that lack of glutamine could inhibit both the expression of GF-1-C-Myc gene and replication of
NNV, while additional glutamine could promote both the expression of GF-1-C-Myc gene and replication of NNV.
In addition, the expression of GF-1-C-Myc gene was up-regulated in GF-1 cells infected with NNV, and the
glutamine in the medium was significantly consumed. Taken together, GF-1-C-Myc gene was involved in the
regulation of glutamine metabolism in the cell, subsequently facilitated the replication of NNV. Our results will
shed a new light on the prevention and control of NNV infection.
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