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摘要    草鱼呼肠孤病毒(Grass carp reovirus, GCRV)可引发草鱼(Ctenopharyngodon idellus)出血病，

导致高死亡率。草鱼吻端成纤维细胞(Grass carp snout fibroblast cells, PSF)是 GCRV 的敏感细胞系。

JAM-A (Junctional adhesion molecule A)为免疫球蛋白超家族成员，是多种病毒的细胞受体。本研究

在前期克隆到草鱼 3 种 jam-a 基因，命名为 gcjam-a1，gcjam-a2 和 gcjam-a3。在获取 ORF 序列的

基础上，利用 qRT-PCR 分析了 3 种 gcjam-a 在草鱼胚胎及幼鱼不同发育时期及 PSF 细胞中受

GCRV(GD108 株)感染前后的表达模式。结果显示，检测的 13 个胚胎及幼鱼发育时期中，gcjam-a1

在未受精卵中高表达，在受精卵至出膜前的胚胎表达水平均较低；从出膜后 1~3 d 表达量开始上升；

出膜 6~15 d 均呈高水平表达。gcjam-a2 与 gcjam-a3 在草鱼胚胎及幼鱼发育各阶段表达水平较低。

在无病毒感染的 PSF 细胞中，gcjam-a 只有少量表达。受 GCRV-GD108 感染后，病毒 S7 基因在 PSF

细胞中的拷贝数随时间呈显著上调趋势，gcjam-a 的表达量也有不同程度的上调，mRNA 上调水平

为 gcjam-a1>gcjam-a2>gcjam-a3。本研究证实了 3 种 gcjam-a 基因在 PSF 细胞中的表达均与

GCRV-GD108 感染相关，其中，gcjam-a1 的表达水平受 GCRV-GD108 感染影响最大，同时，它在

孵化出膜后表达上升，推测它可能与病毒的感染更相关。gcjam-a1 可作为下一步 GCRV 与宿主互

作研究中的候选分子。 
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草鱼(Ctenopharyngodon idellus)是全国最大宗的

淡水养殖品种，2016 年产量达 589.88 万 t，约占淡水

养殖鱼产量 18.55% (王莎, 2017)，是我国水产科学研

究的重要对象(赵睿等, 2016; 曾本和等, 2017)。草鱼

养殖期间尤其是鱼种阶段易暴发出血病，导致高死亡

率，给草鱼养殖业造成巨大损失。1983 年，我国首

次报道引起草鱼出血病的主要病原为草鱼呼肠孤病

毒(Grass carp reovirus, GCRV)。GCRV 属于呼肠孤病
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毒科(Reoviridae)、水生呼肠孤病毒属(Aquareovirus)，

代表株为 GCRV873。GCRV 被认为是水生呼肠孤病

毒中致病力最强的一个毒株(Rangel et al, 1999)。近

年，本实验室在广东地区养殖草鱼病鱼体中分离到的

出血病致病原 GCRV-GD108 株，与 GCRV873 分子水

平上具有显著差异，与正呼肠孤病毒属(Orthoreovirus)

病毒具有较近的进化关系(Ye et al, 2012)。随着越来

越多 GCRV 毒株被分离并报道，根据基因组序列差异

将它们分成 GCRVⅠ、Ⅱ、Ⅲ 3 个型，GCRV-GD108

被认为是Ⅱ型的代表株(Zhang et al, 2017; Pei et al, 

2014)。对广东、福建、湖南、江苏等地的草鱼病毒

流行株检测结果显示，它们均具有与 GCRV-GD108

相似的分子特征，提示 GCRV-GD108 株在南方流行

株中具有代表性(迟妍妍等, 2011)。病毒感染的第一

步是侵入宿主细胞，目前对 GCRV 入侵宿主机制的研

究甚少，因此，深入研究 GCRV-GD108 的入侵及感

染机制，明确其细胞受体，可为草鱼出血病的治疗和

预防药物的研发提供科学依据。 

JAM-A(Junctional adhesion molecule-A)为免疫球

蛋白超家族的成员，是由突出于细胞表面的 N 端免

疫球蛋白样结构域连接形成的同源二聚体，属于紧密

连接(Tight junction, TJ)分子的一种(Severson et al, 

2009)。哺乳动物中，JAM-A 参与一系列生理及病理

活动，包括细胞极性(Rehder et al, 2006)、炎症反应

(Vetrano et al, 2008)、血脑屏障(Yeung et al, 2008)、

白血球迁移(Bradfield et al, 2007)、血管再生(Zhao   

et al, 2017)等，并与浸润及转移癌密切相关(Kurose   

et al, 2016)。在鱼类中 JAM-A 的报道较少，斑马鱼

(Danio rerio)中的研究发现，JAM-A 在造血干细胞分

化及肌肉发育中起重要作用(Kobayashi et al, 2014)，

红鼓鱼(Sciaenops ocellatus)中的研究表明，JAM-A 可

能是胞内菌免疫逃逸的靶位点(Zhang et al, 2014)。某

些病毒可利用宿主细胞紧密连接的不同组件以完成

其感染周期，目前已经证实，JAM-A 是哺乳动物呼

肠孤病毒(Mammalian reovirus, MRV) (Guglielmi et al, 

2007)、猫杯状病毒(Feline calicivirus) (Makino et al, 

2006)以及轮状病毒(Rotaviruses) (Torres-Flores et al, 

2015)的受体。Du 等(2013)首次在草鱼中克隆到 jam-a

基因全长，并推测 JAM-A 可能是 GCRV 的受体分子。

Zhang 等(2017)进一步利用蛋白质组学及生物信息学

方法分析蛋白之间基序 -结构域互作 (Motif-domain 

interactions)，预测 JAM-A 与 GCRV fiber 蛋白的基序

互相作用，并发现其互作类似于 MRV 与 JAM-A 的

作用模式。 

本课题组前期研究在草鱼组织中克隆到 3 种

JAM-A cDNA，分别命名为 gcjam-a1，gcjam-a2，

gcjam-a3，编码 294~295 个氨基酸多肽，其推演氨基

酸序列相似性为 93%~97%，均具有 2 个 JAM-A 典型

的免疫球蛋白 Ig 结构域(田园园等, 2017)。在此基础

上，本研究利用 qRT-PCR 分析了 3 种 gcjam-a 在草鱼

胚胎不同发育时期的表达模式，以及 GCRV-GD108

感染前后在病毒敏感株 PSF 细胞中的表达模式，为进

一步明确 GCRVⅡ型受体提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  病毒及细胞 

细胞培养：草鱼吻端成纤维细胞(PSF)在 75 cm2

培养瓶中培养，培养温度为 28℃左右，经 2~3 d 即可

长成致密单层贴壁细胞。 

GCRV-GD108 组织病毒液的制备和保存：实验室

保存的毒价 104.87 LD50/ml 的 GCRV-GD108 病毒液按

照 1︰10 用生理盐水稀释，腹腔注射攻毒 2 月龄草鱼

(体长约为 10 cm, 体重为 10~15 g)，观察 2 周。发病

草鱼肌肉、肠道、口腔、下颌、鳃盖充血，体表发黑，

7 d 后开始死亡。收集发病草鱼，取鳃、肝、肠、肾

等充血组织约 0.1 g，加入 1 ml 冷生理盐水充分匀浆，

于 4℃ 12000 r/min 离心 30 min，取上清液，经 0.22 μm

滤膜过滤后，保存于70℃冰箱。 

1.2  草鱼胚胎及幼鱼 

实验用草鱼胚胎取自广东省佛山百容水产良种

有限公司。取源自同一对草鱼亲本的受精卵，显微镜

下观察其胚胎发育时期，分别取未受精卵、受精卵、

囊胚期、神经胚期、尾芽期、肌肉效应期、心脏出现

期、出膜期、出膜后第 2、3、6、10、15 天共 13 个

时期的胚胎和幼鱼，出膜前各期样品 10 枚卵/组，出

膜后幼鱼 4 尾/组，每个时期各 3 组。 

1.3  qRT-PCR 分析胚胎发育时期 gcjam-a 表达模式 

草鱼胚胎发育各时期的样品置于离心管中，经

Trizol 快速润洗后，再加入 1 ml Trizol (Invitrogen, 美

国)，匀浆后保存于‒70℃。收集各发育时期的胚胎后，

按照 Trizol 说明书提取 RNA。总 RNA 用 DNaseⅠ

(TaKaRa, 大连)去除基因组 DNA。利用分光光度计

Biophotometer (Eppendorf, 德国)及琼脂糖凝胶电泳

检测 RNA 浓度及纯度。使用反转录试剂盒 First- 

Strand cDNA Synthesis SuperMix for qPCR (全式金, 

北京)合成 cDNA，反应体系如下：总 RNA 100 ng，

5×Transcript All-in-One Super Mix 4 µl，gDNA Remover 

1 µl，RNase-free H2O 补至 20 µl。反应程序：42℃ 
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15 min；85℃酶灭活 5 s；20℃保存。所有反转录反

应均为 2 个重复。 

设计引物扩增 3 种 gcjam-a 特异片段 (qRT- 

primerA1, A2, A3, 表 1)，18S rRNA 作为内参基因(定

量引物 18S rRNA, 表 1)。利用草鱼组织 cDNA 为模

板，PCR 扩增目的片段，经胶回收、纯化后连入

pEASY-Blunt Zero 克隆载体(全式金 , 北京)进行测

序，确认插入正确。纯化质粒经 Biophotometer 浓度

检测后，进行梯度稀释制作标准品，用于标准曲线的

构建(田园园等, 2017)。 
 

表 1  用于草鱼 gcjam-a、GCRV-GD108 S7 基因扩增及 qRT-PCR 的引物 
Tab.1  Primers of gcjam-a and GCRV-GD108 S7 used in PCR and qRT-PCR 

目的片段 Target fragment 引物名 Primers 引物序列 Primer sequences(5~3) 用途 Purpose 

A1F GTGGAATAGCCTATTTTGGAAG qRT-primer A1 

A1R ACTAAAGGGTTAGCAACGG 

qRT-PCR(110 bp) 

A2F CTGTTCCTAATCCCTCAGTAAA qRT-primer A2 

A2R AGAAAACGAATGACTGAGAG 

qRT-PCR(116 bp) 

A3F ATCTTTTACGGTTAGCATTAG qRT-primer A3 

A3R TAGATGAAAAACTGATATCCC 

qRT-PCR(106 bp) 

S7F TGTCGCTGTCCAGGAATCAA S7 

S7R AAGGAATAGTCACACGGGGC 

qRT-PCR(95 bp) 

18SF ATTTCCGACACGGAGAGG 18S rRNA 

18SR CATGGGTTTAGGATACGCTC 

qRT-PCR(90 bp) 

M13F GTAAAACGACGGCCAG pEASY-Blunt Zero 

M13R CAGGAAACAGCTATGACC 

阳性克隆筛选 

Positive clone screening
 

qRT-PCR 按以下步骤进行：根据 TransStart Tip 

Green qPCR SuperMix(全式金，北京)说明书设置反应

体系：cDNA 模板 1 µl，上、下游引物(10 µmol/L)各

0.4 µl，2 Super Mix 10 µl，Passive Reference DyeⅠ

(50) 0.4 µl，ddH2O 8.8 µl。扩增时设置 3 个重复，

循环体系如下：94℃ 30 s；40 个循环：94℃ 5 s，60℃ 

30 s。溶解曲线：95℃ 15 s；60℃ 1 min；95℃ 15 s；

60℃ 15 s。每个实验样本重复 3 次，所有样本都与管

家基因 18S rRNA 一同运行，所有标准曲线的相关系

数 R 值均大于 0.998，相应的实时 PCR 效率为 0.90~ 

1.10。mRNA 表达量用双标准曲线相对定量法计算，

用归一化值表示，归一化值=目的基因浓度均值/内参

基因浓度均值，用归一化值±标准误(SE)的形式表示，

采用 SPSS 20.0 软件进行单因素方差分析(One-way 

ANOVA)。利用 Origin 6.0 对统计结果进行作图。 

1.4  qRT-PCR 分析 GCRV-GD108 在 PSF 细胞中的

增殖 

GCRV-GD108 感染 PSF 细胞，具体步骤如下：

25 cm2 细胞培养瓶(Corning, 美国)中培养的 PSF 细胞

密度约为 15.3×104 个/ml 时，倒去培养液，用 3 ml PBS

洗涤 2 次，加入 1 ml 胰酶(Difco, 美国)消化，前后摇

匀。细胞脱落后，将细胞吹打均匀，以 1∶500 体积

比将组织病毒液加入 15 ml 无血清的 M199 细胞培养

液(Gibco, 美国)中，均分装于 3 个 25 cm2 细胞培养瓶 

中，28℃吸附 45 min 后倒掉病毒液，每瓶加入 5 ml

含 8%犊牛血清(Gibco, 美国)的细胞培养液，28℃培养。 

PSF 细胞总 RNA 提取步骤如下：每 24 h 取 3 瓶

PSF 细胞弃培养液，连续取 8 d。分别用 3 ml 预冷 PBS

洗 2 次，然后分别加入 1 ml Trizol 裂解，保存于70℃。

按照 Trizol 说明书提取 RNA。总 RNA 用 DNaseⅠ去

除基因组 DNA 并检测其浓度及纯度。使用反转录试

剂盒 First-Strand cDNA Synthesis Super Mix for qPCR 

(全式金, 北京)合成 cDNA，反应体系如下：细胞总

RNA 100 ng，5×Transcript All-in-One Super Mix 4 µl，

gDNA Remover 1 µl，RNase-free H2O 补至 20 µl。反

应程序：42℃ 15 min；85℃酶灭活 5 s；20℃保存。

所有反转录反应均为 2 个重复。 

利用 S7 qRT-PCR 引物(表 1)，保存的全长 S7 克

隆载体为模板对 S7 进行 PCR 扩增目的片段，经胶回

收、纯化后连入 pEASY-Blunt Zero 克隆载体进行测

序确认插入正确。纯化质粒经 Biophotometer 浓度检

测后，进行梯度稀释制作标准品用于标准曲线的构

建。采用绝对定量法检测细胞中病毒 S7 表达量。 

根据 TransStart Tip Green qPCR SuperMix 说明书

设置反应体系：上述 cDNA 模板 1 µl，上、下游引物

(10 mmol/L)各 0.4 µl，2 Super Mix 10 µl，Passive 

Reference Dye Ⅰ (50) 0.4 µl，ddH2O 7.8 µl。扩增

时设置 3 个重复，循环体系如下：94℃ 30 s；40 个

循环：94℃ 5 s，60℃ 30 s。溶解曲线：95℃ 15 s， 
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60℃ 1 min，95℃ 15 s，60℃ 15 s。每个实验样本重

复 3 次，所有标准曲线的相关系数 R 值均大于 0.998，

相应的实时 PCR 效率为 0.90~1.10。S7 表达量以均值±

标准误(SE)的形式表示，采用 SPSS 20.0 软件进行单

因素方差分析(One-way ANOVA)，利用 Origin 6.0 对

统计结果进行作图。 

1.5  qRT-PCR 分析 GCRV-GD108 感染前后 gcjam-a
表达模式 

提取病毒感染前后 PSF细胞总 RNA做模板进行

反转录，参照 1.3 所述，利用 gcjam-a 特异引物(qRT- 

primerA1, A2, A3, 表 1)，根据 TransStart Tip Green 

qPCR SuperMix (全式金)说明书设置反应体系进行

qRT-PCR 反应，18S rRNA 作为内参基因(定量引物 18S 

rRNA, 表 1)。qRT-PCR 反应体系及数据处理参照 1.3。 

2  结果 

2.1  gcjam-a 胚胎幼鱼期表达模式分析 

利用 qRT-PCR 对 3 种 gcjam-a 在草鱼胚胎不同

发育时期及幼鱼期的表达量进行检测，其中，包括未

受精卵、受精卵、囊胚期、心脏出现期等至出膜第

15 天共 13 个发育阶段。结果显示，gcjam-a1 在未受

精卵中的表达水平最高；受精卵至孵化出膜前的幼鱼

表达水平均较低；从出膜后 1~3 d 表达量开始上升，

出膜 6~15 d 均呈现高表达水平。gcjam-a2 与 gcjam-a3

的结果相似，与 gcjam-a1 相比在草鱼胚胎发育时期

为极低水平表达(图 1)。 

2.2  GCRV-GD108 在 PSF 细胞中的增殖 

病毒感染后，草鱼 PSF 细胞中 S7 的表达量出现

显著变化，具体表现为感染后的第 3 天开始出现上升

趋势，第 5 天出现显著上升，到第 8 天达到最大值(为

第 1 天的 432 倍) (图 2)。 

2.3  GCRV-GD108 感染 PSF 细胞前后 gcjam-a 的表

达变化 

在无感染的 PSF 细胞中，3 种 gcjam-a mRNA 只

有少量表达，维持在较低水平，其中，gcjam-a2 表达

水平高于其他 2 个分子(图 3)。GCRV-GD108 感染 PSF

细胞后，3 种 gcjam-a 在细胞中的表达量呈现不同程

度的上调趋势(图 3)。各基因 mRNA 上调水平(表达量

变化)为 gcjam-a1>gcjam-a2>gcjam-a3。gcjam-a1 表达

量在病毒感染后第 3 天开始上升，第 7 天达到最大值

(为感染第 1 天的 3329 倍)，第 8 天有下降趋势，但仍

维持在较高水平；gcjam-a2 的表达量自感染后第 3 天开

始出现上升趋势，第 6 天开始上升幅度变大，第 7 天时

呈下降趋势，在第 8 天时达到最大值(为感染第 1 天

的 784 倍)；gcjam-a3 自病毒感染后 3 d 开始出现表 
 

 
 

图 1  qRT-PCR 分析 gcjam-a1 在草鱼胚胎发育各时期及 

早期幼鱼期中的相对表达量 
Fig.1  qRT-PCR analysis on expression levels of gcjam-a1 

during grass carp embryonic and juvenile development 

1~13 分别代表未受精卵、受精卵、囊胚期、神经胚期、 

尾芽期、肌肉效应期、心脏出现期、出膜期、出膜第 2、3、

6、10、15 天 13 个时期。mRNA 表达量用双标准曲线相对

定量法计算，用归一化值表示，归一化值=目的基因浓度均

值/内参基因浓度均值，用归一化值±标准误(SE)的形式表示 
1~13 represent unfertilized egg, fertilized egg, gastrula stage, 
nerve embryonic stage, tail bud stage, muscle effecting phase, 

heart beating phase, hatching phase, 2 days post hatching 
(dph), 3 dph, 6 dph, 10 dph, and 15 dph, respectively. mRNA 

relative expression values were calculated by the relative 
quantification method using double standard curve, and 
results were showed as normalized values, normalized 

value=mean value of target gene concentration/mean value  
of internal reference gene, showed as normalized 

value±standard error (SE) 
 

 
 

图 2  qRT-PCR 分析 GCRV-GD108 S7 在病毒 

感染 PSF 细胞中的表达量(平均值±标准误差) 
Fig.2  The qRT-PCR analysis of GCRV-GD108 S7  

copies in infected PSF cell(Means±SE) 
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图 3  qPCR 分析 gcjam-a 在细胞中的表达情况(归一化值±标准误差) 
Fig.3  The qPCR analysis of gcjam-as mRNA expression in GCRV-GD108 infected PSF cells (Means±SE) 

 

达上调，从第 4 天开始上升幅度变大，在 6 d 时达到

最大值(为感染第 1 天的 47 倍)。 

3  讨论 

病毒感染宿主需要经过一个完整的复制周期，包

括病毒的吸附、穿入细胞内、脱壳、生物合成、病毒

颗粒装配、释放等过程(Schulz et al, 2012)。细胞表面

受体在病毒吸附和侵入细胞时能特异性的与病毒表

面衣壳蛋白结合，是病毒入侵的首要步骤，也被认为

是病毒宿主范围的一个决定因素。有囊膜的病毒如人

体免疫缺损病毒 (艾滋病毒 HIV)(Bartesaghi et al, 

2013)、流感病毒(Influenza virus)(Skehel et al, 2000)

等，其通过膜融合入侵宿主的机制已得到深入研究。

在侵染过程中，病毒的磷脂双分子层跟细胞膜融合， 

从而经过内吞作用入膜(Harrison et al, 2015)。无囊膜

病毒中哺乳动物呼肠孤病毒 MRV 入侵宿主机制已有

较为详尽的研究 (Banerjee et al, 2008)。MRV 的

outer-fiber 蛋白 σ1 蛋白呈高度伸展的构型，以带有头

尾的长纤维状突出于病毒粒子表面，在病毒感染时结

合宿主细胞(Danthi et al, 2010)。细胞表面受体 JAM-A

由突出于细胞表面的 N 端免疫球蛋白样结构域连接

形成同源二聚体结构，病毒感染入膜时 σ1 破坏

JAM-A 二聚物，并与其中一个 JAM-A 分子连接，随

后细胞 β1 整合素介导病毒发生内吞作用，接着病毒

的核心颗粒进入细胞质中 (Kirchner et al, 2008)。

JAM-A 二聚体的解体、σ1 与 JAM-A 单体的连接是哺

乳动物正呼肠孤病毒感染开始的观点已被普遍接受

(Danthi et al, 2013)。进一步的研究发现，JAM-A 对

病毒的血行性传播起决定作用(Antar et al, 2009)。 

水生呼肠孤病毒与正呼肠孤病毒亲缘关系较近，

蛋白序列间有较高的同源性，有 9 个同源蛋白，在结

构上也具有相似性 (Kim et al, 2004; Nibert et al, 

2013)。根据基因组序列分析，GCRV-GD108 与其他

已知水生呼肠孤病毒相比，与 MRV 进化关系上更近

(Ye et al, 2012)，在前期研究中，通过中和实验与细

胞结合实验证实 GCRV-GD108 S7编码的 σ1同源蛋白

fiber 可与 PSF 细胞稳定结合，是病毒的细胞吸附蛋

白(Tian et al, 2017)。并从草鱼中克隆到 gcjam-a1，

gcjam-a2，gcjam-a3 cDNA 序列，3 个 gcjam-a 的跨

膜结构域 D2 序列完全一致，而病毒结合结构域 D1

序列则稍有差别，其中，gcjam-a3 与 Du 等(2013)报

道的草鱼 JAM-A 序列相同。qRT-PCR 分析显示，草

鱼幼鱼受病毒感染后，3 种 gcjam-a mRNA 在草鱼鳃

组织中的表达均出现显著上调，而在肝脏、脾脏、肠、

肾与脑中只有 gcjam-a1 的表达有不同程度的上调，说

明 gcjam-a1 与病毒感染关系更密切(田园园等, 2017)。 

本研究发现，gcjam-a1 在未受精卵中有较高表

达，但在受精卵至心脏效应期表达水平较低；出膜第

1~3 天的幼鱼表达开始上调，第 6~15 天呈现高水平

表达。其他 2 个 gcjam-a 在受精卵及检测的胚胎发育

阶段及幼鱼期的表达量均较低。本研究 gcjam-a1 在

胚胎发育时期及幼鱼的表达趋势与 Du 等(2013)的研

究相似。Du 等(2013)研究发现，gcjam-a 在未受精卵

中表达，受精后 48 h 内表达逐渐下调，受精后 56 h

表达水平又开始升高，表现出母源性表达。斑马鱼

jam1a 在未受精卵中无表达，受精 14 h 后在侧中胚层

后部两侧表达，这个部位将发育成内皮织及造血系统

(Kobayashi et al, 2014)。对小鼠 JAM-A 在胚胎发育时

期的表达分析显示，小鼠 JAM-A 也是在受精后才开

始表达(Aurrand- Lions et al, 2001) 。 

草鱼吻端成纤维细胞是GCRV的敏感株，李焕林

等(1988)建立了草鱼吻端成纤维细胞系，许淑英等

(1994)利用该敏感细胞系使用离体细胞培养法制备

GCHV-841株弱毒疫苗，其免疫保护性高达100%。在

对草鱼出血病病原学、流行病学以及免疫学的研究过

程中，研究人员建立了多株草鱼细胞系，如草鱼肾细

胞系和草鱼性腺细胞系等(王津津等, 2016)。李贤等

(2016)利用GCRV HZ08株接种PSF细胞发现，与其他
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几种细胞系相比，GCRVⅡ在PSF中增殖量较其他草

鱼细胞系大。GCRV-GD108感染PSF细胞发现，不产

生细胞病变效应(Ye et al, 2012)，可能是因为GCRVⅡ

型缺少其他水生呼肠孤病毒如GCRVⅠ型中的“FAST”

蛋白(Fusion-associated small transmembrane protein)，

不能使被感染细胞形成合胞体从而产生细胞病变效

应(Nibert et al, 2013)，因此，增加了对病毒增殖观察

的难度。本研究通过检测GCRV-GD108 S7基因的表

达量以了解病毒在PSF的增殖情况。 

GCRV-GD108 感染草鱼 PSF 细胞后，病毒 S7 基

因的拷贝数即病毒的增殖量随时间呈显著上调趋势，

到感染后第 8 天达到最大值。PSF 细胞感染病毒后，

3 种 gcjam-a 的表达量随病毒增殖均有不同程度的上

调趋势，但其上升水平存在差异，gcjam-a1 的表达量

升幅最高，表明 PSF 细胞中 3 种 gcjam-a 表达均与病

毒的感染相关，但 gcjam-a1 受病毒感染影响更大。

这与病毒攻毒后 gcjam-a 在草鱼幼鱼鳃等组织中的表

达量变化结果一致，说明 gcjam-a1 与病毒感染关系

更紧密。在本研究基础上，已经构建了 3 种 gcjam-a

的真核表达载体以及 RNAi 载体，拟进一步在细胞水

平上了解 gcjam-a 与 GCRV-GD108 感染的相关性。 

本研究采用 qRT-PCR 检测 3 种 gcjam-a 在草鱼胚

胎发育期及幼鱼期以及在 PSF 细胞中的表达水平，结

果表明，3 种 gcjam-a 随病毒的感染呈现不同程度的

上调表达，证实它们与病毒感染密切相关。其中，

gcjam-a1 在草鱼中呈母源性表达，在草鱼幼鱼组织和

PSF 细胞中的表达量均高于 gcjam-a2 和 gcjam-a3，

并且其在 PSF 细胞中的表达受病毒感染影响最大，因

此，推测 gcjam-a1 与 GCRV-GD108 感染关系更密切。

本研究为进一步研究 GCRV 入侵机制提供科学依据，

并为草鱼出血病防治提供新靶标和新途径。 
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Expression Analysis of jam-as in GCRV-infected Grass Carp 
(Ctenopharyngodon idellus) PSF Cells and During  

the Embryo and Juvenile Stages 

TIAN Yuanyuan, JIAO Zhenzhen, SUN Chengfei, DONG Junjian, JIANG Xiaoyan, HU Jie, YE Xing①
 

(Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of Tropical & Subtropical 
Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Guangzhou  510380) 

Abstract    Grass carps are seriously threatened by GCRV (grass carp reovirus) that can cause high 

mortality to fingerling and yearling grass carps. Grass carp snout fibroblast cells (PSF) are highly 

sensitive to GCRV. Junctional adhesion molecule A (JAM-A), an immunoglobulin superfamily member, 

acts as a viral cell receptor. In our previous study, the cDNA sequences of grass carp jam-a1, jam-a2, and 

jam-a3 (named gcjam-a1, gcjam-a2, and gcjam-a3) were cloned. Based on this, qRT-PCR was used to 

analyze the expression pattern of gcjam-as at different embryonic and juvenile development stages and in 

GCRV-GD108-infected PSF cells. The results showed that the expression pattern of gcjam-a1, 2, and 3 

differed during the embryonic development stages. mRNA expression of gcjam-a1 could be detected in 

unfertilized eggs and at a lower level from the fertilized egg stage to 1 dph (day post hatch). However, the 

mRNA was highly expressed at 1~3 dph and high levels were maintained from 3 dph to the end of the 

experiment (15 dph). The expression of gcjam-a2 and gcjam-a3 was very low at different embryonic 

development stages compared to that of gcjam-a1. gcjam-as were only slightly expressed in non-infected 

PSF cells. After GCRV-GD108 infection, the expression of S7 in PSF cells increased significantly, and the 

expression of gcjam-as in PSF cells also increased to different levels after GCRV-GD108 infection. 

Upregulation of the gcjam-as was in the order: gcjam-a1> gcjam-a2>gcjam-a3. The results showed that 

the expression of jam-as was related to GCRV infection in PSF cells and that the expression of jam-a1 

was most influenced by GCRV-GD108 infection. It is also expressed in early embryonic development, 

suggesting that jam-a1 is the most relevant to GCRV infection. This study will lay the foundation for 

further research on GCRV receptors. 

Key words    PSF; GCRV; gcjam-a; qRT-PCR; Embryonic and juvenile development; Viral receptor 
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