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摘要    本研究对编码牡蛎疱疹病毒(Ostreid herpesvirus 1, OsHV-1)囊膜蛋白的 orf111 基因进行了

生物信息学分析、克隆和表达。首先，通过特异性 PCR 扩增得到 orf111 基因全长序列，并对其编

码囊膜蛋白的理化性质、高级结构、跨膜区和抗原决定簇等进行生物信息学分析。结果显示，orf111
编码一种稳定的疏水性蛋白，具有 5 个跨膜结构域和 9 个抗原决定簇，同时，氨基酸序列中还包含

1 个高度保守的精氨酰–甘氨酰–天冬氨酸(Arg-Gly-Asp, RGD)结构域。随后，构建了 pET28a-orf111
重组质粒，并将其转化到大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中。最后，通过使用异丙基-β-D-硫代半乳糖

苷(IPTG)诱导蛋白表达，表达产物分子量约为 32 kDa。本研究应用原核表达得到了含 RGD 结构域

的 OsHV-1 囊膜蛋白，为进一步制备 ORF111 蛋白单克隆抗体及开展牡蛎疱疹病毒侵染机制的研究

奠定了重要基础，为将来 OsHV-1 的防控工作提供新的思路。 
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自20世纪90年代以来，随着贝类养殖业的迅速发

展，牡蛎疱疹病毒(Ostreid herpesvirus 1, OsHV-1)感染

引起的人工养殖贝类大面积死亡在世界范围内频繁

发生，OsHV-1已成为影响贝类养殖业健康发展的重

要病原微生物之一(Comps et al, 1977; Renault et al, 
1994a、1994b、1995、1998)。OsHV-1具有典型的疱

疹样病毒粒子特征，由双链DNA构成的核心由内至外

分别由衣壳、被膜(Tegument)及囊膜包裹。OsHV-1

基因组DNA大小约200 kbp；衣壳具有正二十面体结

构(T=16)；被膜由位于核衣壳与囊膜之间的基质蛋白

组成；囊膜来源于宿主细胞(磷脂层和膜蛋白)，同时

含有病毒编码的糖蛋白。OsHV-1是Ostreavirus属
(Herpesvirales目, Malacoherpesviridae科)下的唯一种；

也是最早被发现可以感染无脊椎动物的疱疹病毒种
(Ren et al, 2013; Renault et al, 2000; Le Deuff et al, 
1999; Arzul et al, 2001; Davidon et al, 2005)。与脊椎
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动物疱疹病毒的宿主特异性较高不同，OsHV-1表现

出跨种属感染和流行的致病特点。OsHV-1可以感染

多种双壳贝类，如牡蛎、扇贝、蚶和蛤等，对贝类幼

虫及稚贝的致死率高达40%~100% (Renault, 2011; 
Renault et al, 2012; 张福绥等, 1999; 王运涛等, 1999; 
宋微波等, 2001)。2012和2013年春季，山东多个地区

人工养殖的魁蚶(Scapharca broughtonii)亲贝出现大

量死亡，通过电镜在死亡魁蚶中观察到疱疹样病毒粒

子，后经分子生物学检测及感染实验，确定魁蚶种贝

的大规模死亡与牡蛎疱疹病毒感染密切相关，这也是

全球首例在蚶科贝类中发现的疱疹样病毒感染(Bai 
et al, 2016)。对魁蚶中病毒粒子进行纯化、基因组测

序和序列比对分析，发现死亡魁蚶中存在的病毒是牡

蛎疱疹病毒的新变异株，命名为牡蛎疱疹病毒魁蚶

株，简称OsHV-1-SB(夏俊洋, 2015)。 
对OsHV-1基因组序列进行生物信息学预测显示，

OsHV-1 编码 124 个开放阅读框(Open reading frame, 
ORF)，其中，38 个 ORF 编码膜蛋白。但由于缺乏细

胞系，还难以对上述预测结果进行验证。目前，对

OsHV-1 预测 ORF 的真实性及其生物学功能的了解很

有限。贾志磊等(2011)和张帅等(2014)仅针对牡蛎疱

疹病毒的功能蛋白开展过功能预测、克隆和原核表达

等研究工作，国际上也仅有 1 例有关 OsHV-1 膜蛋白

结构和功能方面的研究(Martenot et al, 2019)。根据对

脊椎动物疱疹病毒的研究显示，疱疹病毒囊膜蛋白具

有多种生物学功能(杨金华等, 2009)，是宿主细胞进

行免疫识别的重要抗原表位，也是设计和制备抗病毒

药物及疫苗的关键靶标(He et al, 2006)。研究病毒囊

膜蛋白对揭示病毒与宿主细胞的相互作用机制和开

发抗病毒药物等具有重要的作用。本研究根据已报道

的牡蛎疱疹病毒及其魁蚶株全基因组序列，成功克隆

了预测为囊膜蛋白的 orf111 基因全长序列，并利用生

物信息学方法分析了其编码蛋白的基本结构特征。最

后，经原核表达成功得到了 orf111 基因编码的蛋白产

物，为进一步制备 ORF111 单克隆抗体及研究其功能

奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

病料来源于 2012 年 5 月 23 日采集自山东省长岛

某贝类育苗场的魁蚶种贝，暂养过程中出现双壳闭合

不全、反应迟钝、内脏团发白，出现症状后 1 周内全

部死亡。经实时定量 PCR 检测，这批魁蚶病料中

OsHV-1-SB 的 DNA 载量约为 106 copies/ng 总 DNA。

组织病料在–80℃超低温冰箱保存备用。 

1.2  总 DNA 的提取 

将 1.1中 OsHV-1-SB呈阳性的组织样品从冰箱中

取出后，置于 4℃冰箱，过夜解冻，剪取外套膜 30 mg，
根据海洋动物总 DNA 提取试剂盒(天根生化科技公

司)说明书上的方法提取总 DNA。 

1.3  PCR 引物设计 

根据本实验室测定完成的 OsHV-1-SB 全基因组

序列，以及其他已公布的 OsHV-1 变异株基因组序列

中 orf111 的基因序列，使用 Premier 5.0 软件设计上

下游引物：上游引物 orf111-F：5′-CCGCTCGAGATGA 
TTGGTCCGATTGTGGTACTAC-3′，其中划线部分为

添加的 XhoⅠ酶切位点；下游引物 orf111-R：5′-CGC 
GGATCCTTATACAATTGGCAGCCATCTTCCT-3′，其

中划线部分为添加的 BamHⅠ酶切位点。引物由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.4  orf111 基因的扩增 

以提取的总DNA为模板，用高保真酶(东洋纺)进行

PCR扩增，反应体系：10×PCR Buffer for KOD-Plus-Neo 
2.5 μl，dNTPs (2 mmol/L) 2.5 μl，MgSO4(25 mmol/L) 
1.5 μl，上、下游引物(10 μmol/L)各0.75 μl，KOD-Plus- 
NEO (1 U/μl) 0.5 μl，灭菌水 14.5 μl，总体积为25 μl。
PCR扩增的反应条件：94℃ 预变性2 min；98℃ 10 s，
55℃ 30 s，68℃ 30 s，进行35个循环；最后，72℃
延伸10 min；PCR产物置于4℃保存。用1%的琼脂糖

凝胶电泳检验得到的PCR产物。将扩增出的约870 bp
的目的片段用DNA琼脂糖凝胶电泳回收试剂盒(天根

生化科技公司)纯化回收，并送至金唯智(中国)生物科

技有限公司进行测序。 

1.5  生物信息学分析 

用 Gene tool 软件预测牡蛎疱疹病毒 orf111 基因

的氨基酸序列；用 NCBI 中 BLAST 工具(http://blast. 
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)进行序列比对和相似性分析；

用 ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)工具对

该蛋白质的理化性质进行预测和分析；采用 SignalP 
5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)进行信号

肽 预 测 ； 使 用 TMHMM5.0(http://www.cbs.dtu.dk/ 
services/TMHMM/)在线预测牡蛎疱疹病毒 orf111 基

因所编码蛋白质的跨膜区。采用在线软件 Predicting 
Antigenic Peptides (http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic. 
pl)及 ABCpred(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred)
进行蛋白抗原特性分析。 
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1.6  重组表达载体的构建 

用限制性核酸内切酶BamHⅠ(NEB)和XhoⅠ(NEB)
对纯化后的目的片段 orf111 和原核表达载体 pET28a(+)
分别进行双酶切，酶切体系为 20 μl：orf111 及 pET28a(+)
各 10 μl，BamHⅠ1 μl，XhoⅠ1 μl，Buffer 2 μl, 灭菌水

6 μl，37℃酶切过夜，1%琼脂糖凝胶电泳检验双酶切

结果，并切胶回收。将双酶切后的 orf111 目的片段和

原核表达载体 pET28a(+)经 T4 DNA 连接酶(NEB)连
接，得到重组表达载体 pET28a-orf111。连接体系为：

orf111 酶切产物 3 μl，pET28a(+)酶切产物 9 μl，T4 DNA
连接酶 1 μl，Buffer 2 μl，灭菌水 5 μl，总体积 20 μl，4℃
连接过夜。 

将重组表达载体转化至 DH5α 感受态细胞(天根

生化科技公司)中，经含卡那霉素(Kan+, 50 μg/μl)的
LB 固体培养基筛选，得到转化成功的表达菌株，挑

取单菌落，进行菌落 PCR 验证。使用质粒小量提取

试剂盒(天根生化科技公司)提取质粒并进行双酶切验

证，同时，将重组表达载体送至金唯智(中国)生物科

技股份有限公司进行测序。将测序正确的重组表达菌

株置于 20%甘油，–80℃保存。 

1.7  重组表达载体 pET28a-orf111 的诱导表达 

将重组表达载体pET28a-orf111接种于LB液体培

养基(Kan+, 50 μg/μl)，37℃，200 r/min，恒温振荡培

养过夜，制备种子液；第2天，按1∶100接种到100 ml 
LB液体培养基(Kan+, 50 μg/μl)，37℃，200 r/min，摇

床培养至OD600 nm≈0.5~0.6时，取30 ml作为对照进行

培养(不进行诱导)，其余菌液加入异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷(IPTG)至终浓度为1 mmol/L，37℃诱导表达4 h
左右，收集菌液，10000×g离心3 min，弃上清液，沉

淀中加入1×PBS超声破碎，10000×g，4℃离心10 min，
对照组按照上述方法进行破碎；分别收集上清液和沉

淀，进行SDS-PAGE分析。上样前，分别在上清液和

沉淀中加入4×SDS上样缓冲液，金属浴100℃，5 min，
12% SDS-PAGE电泳观察蛋白表达情况。 

2  结果 

2.1  orf111 基因 PCR 扩增及鉴定 

以提取的总 DNA 作为模板，经过 PCR 扩增获得

相应的基因片段，PCR 产物使用 1%琼脂糖凝胶电泳

检测，在 750~1000 bp 之间出现了 1 条特异性条带，与

orf111 基因预期的目的条带 870 bp 大小相符(图 1)。
目的条带测序结果证实 PCR 扩增的特异性条带为目

的条带。 

 
 

图 1  牡蛎疱疹病毒魁蚶株 orf111 基因扩增 
Fig.1  Amplification of the orf111 gene in Ostreid 

herpesvirus 1 SB strain 

M：DNA marker；orf111：目的基因 Target gene 

 
2.2  orf111 基因序列分析 

氨基酸序列分析，结果显示，牡蛎疱疹病毒魁蚶

株的orf111基因序列中含有1个精氨酰–甘氨酰–天冬

氨酸 (Arg-Gly-Asp, RGD)序列 (图2)；经SignalP 5.0 
Server软件分析，该氨基酸序列无信号肽；通过

TMMHM 5.0在线工具对orf111基因编码的蛋白结构

进行分析，结果显示，该蛋白在5~27、107~129、149~ 
171、191~213和258~280氨基酸残基处存在5个跨膜区

域(图3)。 

2.3  蛋白质理化参数及高级结构预测 

2.3.1  理化性质分析    根据 ProtParam 预测结果，

orf111 基因编码的蛋白质分子质量为 32.41 kDa，理论

等电点为 7.00。基因编码的 289 个氨基酸中，带正电荷

的碱性氨基酸精氨酸(Arg)和赖氨酸(Lys)共 26 个，带负电

荷的酸性氨基酸天冬氨酸 (Asp)和谷氨酸 (Glu)共   
26 个。该蛋白质的不稳定系数和亲水性总平均值分

别为 37.46 和 0.421，是一种稳定的疏水性蛋白质。 
2.3.2  高级结构预测    蛋白质主链通过不同的折

叠方式产生由氢键维系的蛋白质二级结构，并由此进

一步折叠成球形。根据目前相关研究，认为驱动蛋白 
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图 2  牡蛎疱疹病毒魁蚶株 orf111 基因序列及推导的氨基酸序列 
Fig.2  Nucleotide and deduced amino acid sequence of the orf111 gene in Ostreid herpesvirus 1 SB strain 

方框所示序列为 RGD 三肽 
Boxed sequence is the RGD tripeptide 

 

 
 

图 3  牡蛎疱疹病毒魁蚶株 orf111 基因编码蛋白跨膜区预测 
Fig.3  Transmembrane domain prediction of the ORF111 

protein in Ostreid herpesvirus 1 SB strain 
 

质主链折叠形成二级结构的动力主要是疏水效应。通

过 SOPMA 在线预测软件对 orf111 基因编码的蛋白质

二级结构进行预测，结果显示，蛋白质主要由 4 种二

级结构元件组成，其中，α螺旋占 38.41%，β转角占

4.15%，延伸链占 26.30%，无规则卷曲占 31.14%。 
经在线工具 Predicting Antigenic Peptides 分析发

现，orf111 基因编码的蛋白质有 9 处抗原决定簇，分

别为 4~33、63~76、79~89、102~134、145~177、179~ 
189、191~211、222~228、250~280 氨基酸残基，且

在 63~76、79~89、102~134、145~177 区域及附近存

在 B 细胞抗原表位的可能性较高，易于与抗体嵌合

(张昱等, 2008; 王笑英等, 2010)。 

2.4  序列相似性分析 

通过 NCBI 中的 BLAST 工具进行 DNA 序列相似

性分析，结果表明，牡蛎疱疹病毒魁蚶株 orf111 基因

与牡蛎疱疹病毒参考株(OsHV-1, AVC68720.1)、急性病

毒性坏死病毒(Chlamys acute necrobiotic virus, AVNV, 
ADD24836.1) 、 鲍 疱 疹 病 毒 (Haliotid herpesvirus 1, 
HaHV-1, YP_006908732)等病毒的 orf111 基因有序列

相似性。此外，将克隆得到的基因片段翻译成氨基酸

序列，进行 BLAST 后发现，该蛋白质与牡蛎疱疹病

毒参考株(OsHV-1)、急性病毒性坏死病毒(AVNV)、鲍

疱疹病毒(HaHV-1)也具有序列相似性。其中，orf111
基因的氨基酸序列与牡蛎疱疹病毒 orf111 基因的氨

基酸序列相似性为 99.65%，与急性病毒性坏死病毒

ORF111 相似性为 99.31%，与鲍疱疹病毒 ORF80 相

似性为 32.20%。 

2.5  重组质粒pET28a-orf111菌落PCR和双酶切鉴定 

挑取5~7个单菌落，分别接种于3 ml不含卡那霉

素的LB新鲜液体培养基中，37℃，摇床振荡培养12 h，
以菌液作为模板，进行菌落PCR，使用1%琼脂糖凝

胶电泳检测PCR产物，结果显示，在750~1000 bp之间

靠近1000 bp处出现了特异性条带，与orf111基因的大

小相符(图4)。挑取鉴定为阳性的pET28a-orf111重组

菌提取质粒，使用XhoⅠ及BamHⅠ限制性核酸内切

酶，对重组质粒进行双酶切鉴定，使用1%琼脂糖凝

胶电泳对双酶切产物进行检测，结果与预期大小相符

(图5)。重组质粒测序结果显示：目的基因与牡蛎疱疹

病毒魁蚶株orf111基因的DNA序列同源性高达100%，

且所有碱基无缺失、突变。以上结果表明，重组表达

载体构建成功。 
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图 4  重组表达载体 pET28a-orf111 菌落 PCR 鉴定 
Fig.4  Bacterial colony PCR of recombinant pET28a-orf111  

M：DNA marker；1~6：重组质粒 pET28a-orf111 菌落 
Recombinant pET28a-orf111 bacterial colony 

 

 
 

图 5  重组表达载体 pET28a-orf111 双酶切鉴定 
Fig.5  Double enzyme digestion of recombinant 

pET28a-orf111 

M：DNA marker；1：XhoⅠ与 BamHⅠ双酶切产物 

pET28a-orf111 digested with XhoⅠand BamHⅠ 
 

2.6  重组表达载体pET28a-orf111的诱导表达及鉴定 

在诱导温度为 37℃、IPTG 终浓度为 1 mmol/L、

诱导培养时间为 4 h 情况下，诱导重组表达载体

pET28a-orf111 蛋白表达。将诱导表达的 pET28a-orf111
超声破碎后，进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，其中沉淀中

在 30~40 kDa 明显的出现了 1 条清晰的特异性条带，

约为 32 kDa，与目的蛋白大小相符，实验中未诱导的

重组菌上清液、沉淀和诱导的重组菌上清液均无目的

条带(图 6)，SDS-PAGE 电泳结果显示，重组蛋白主要

以包涵体形式存在于沉淀中。 

3  讨论 

疱疹病毒侵入宿主细胞是一个高度复杂的过程， 

 
 

图 6  重组表达载体 pET28a-orf111 诱导表达 
蛋白的 SDS-PAGE 

Fig.6  SDS-PAGE of induced recombinant pET28a-orf111 

M1、M2：蛋白 Marker；1、2：分别为 IPTG 诱导的重组

表达载体沉淀和上清液；3、4：分别为未诱导重组表达载

体沉淀和上清液 
M1, M2: Protein marker; 1: Precipitate protein of 

recombinant strain induced by IPTG; 2: Supernatant of 
recombinant strain induced by IPTG; 3: Precipitate of 

recombinant strain; 4: Supernatant of recombinant strain 
 

涉及镶嵌在病毒粒子脂质双层结构中的多种囊膜蛋

白和糖蛋白，以及位于宿主细胞表面的受体分子。对

脊椎动物疱疹病毒感染过程的研究结果显示，其侵入

过程首先是从病毒与宿主分子或者细胞的特异性粘

附开始，之后，病毒粒子囊膜与宿主细胞膜融合，使

病毒衣壳穿透宿主细胞(Spear et al, 2003; Spear, 2004; 
Agelidis et al, 2015)。对牡蛎疱疹病毒魁蚶株基因组

进行的生物信息学分析，结果显示，牡蛎疱疹病毒魁

蚶株 orf111 基因的胞外结构域中存在 1 个 RGD 结构

域。RGD 结构域不仅是细胞与基质黏附作用和细胞

生长、生存的生理基础，在介导病毒与细胞间的黏附

过程中也至关重要(张光辉等, 2010)。内源性 RGD 结

构域主要存在于粘附蛋白中，如铁蛋白、玻连蛋白、

血管性血友病因子(von Willebrand factor, vWF)、纤维

粘连蛋白等，其具有一定的生物活性，能与细胞表面

的整合素受体特异性结合，是存在于细胞外基质中一

段高度保守的结构域 (朱丽红等 , 2010; 陈治宇等 , 
2003; 柴宁莉等, 2012; 张光辉等, 2010; 侯瑞珍等, 
2008; 史嘉玮等, 2005; Kostetski et al, 2000)。对虾白

斑综合征病毒(White spot syndrome virus, WSSV)膜
蛋白相关研究表明，在 WSSV 病毒感染初期，含 RGD
结构域的膜蛋白介导了病毒对宿主细胞膜的粘附，病

毒膜蛋白和细胞受体的粘附作用确实通过 RGD 结构

域实现(刘庆慧等, 2005, 林兆宇, 2009; 陈文博, 2009; 
唐小千, 2010; 赵建梅, 2013)。王中一等(2018)研究发

现，WSSV 入侵凡纳滨对虾细胞时，是因为 VP26 和
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VP37 与网格重链蛋白相互作用，从而介导 WSSV 进

入宿主细胞中，并加快 WSSV 病毒在宿主体内的一

系列活动。由此推测，囊膜蛋白 ORF111 中的 RGD
结构域在 OsHV-1 与宿主细胞膜上的特异性受体

结合，在侵染宿主细胞的过程中都扮演着重要角色。

ORF111 也是首个被成功克隆和表达的含 RGD 结构

域的 OsHV-1 结构蛋白，对该蛋白进行生物信息学分

析和原核表达将有助于理解和研究 OsHV-1 的侵染机

制。王中一等 (2019)通过酵母双杂交技术筛选与

wsv112 互作的宿主蛋白，为研究 wsv112 的调控机制

提供新的思路。这一研究成果将对研究膜蛋白

ORF111 的互作蛋白，及其在病毒侵染宿主过程中的

作用机制提供参考。 
在生物的生命活动中膜蛋白起着至关重要的作

用，如能量转换、细胞增殖和分化、物质运输以及信

号转导等，而膜蛋白的功能与其结构息息相关

(Yildirim et al, 2007)。对病毒囊膜蛋白的序列和结构

进行生物信息学预测，将为后续开展相关实验验证提

供帮助。序列比对发现，牡蛎疱疹病毒魁蚶株 orf111
基因编码蛋白的氨基酸序列与数据库中牡蛎疱疹病

毒参考株和急性病毒性坏死病毒的 orf111 基因编码

蛋白的氨基酸序列相似度分别为 99.89%和 99.65%，

并未发现其中的氨基酸序列有高变异区。上述结果显

示，ORF111 蛋白比较保守，这一特点有利于利用该

蛋白制备适用于不同牡蛎疱疹病毒变异株的单克隆

抗体。对 ORF111 蛋白的高级结构进行分析，发现其

氨基酸序列的可变区存在大量的 B 细胞抗原优势表

位，这一结果说明，ORF111 蛋白可能具有较好的抗

原性(王笑英等, 2010)。B 细胞抗原优势表位与蛋白质

高级结构有着紧密联系，但目前 ORF111 蛋白的结构

及功能研究尚处于起步阶段，所以，本研究通过生物

信息学方法预测得到的结果还有待进一步验证。 
目前，国内外仅对OsHV-1功能蛋白开展过诱导

表达和初步结构、功能研究。如开展了dUTPase基因

及IAP-86基因的克隆、表达及功能相关研究(贾志磊

等, 2011; 张帅等, 2014)，但对于贝类疱疹病毒囊膜蛋

白结构和功能的研究工作较少，仅Martenot等(2019)
对牡蛎疱疹病毒参考株开展了相关研究。Martenot等
(2019)研究表明，牡蛎疱疹病毒参考株orf25基因编

码的膜蛋白参与了OsHV-1与宿主细胞的相互作用，

ORF25抗体对宿主抗病毒具有促进作用。同时，其研

究还表明，病毒与宿主之间的相互作用需要orf72和
orf41基因编码的膜蛋白共同参与。根据牡蛎疱疹病毒

orf25、orf41和orf72基因的生物信息学分析，这3种基

因编码的囊膜蛋白不含RGD结构域。本研究首次以含

有RGD结构域的orf111基因为研究对象，经基因克

隆、表达载体重组及诱导表达，成功得到32 kDa的目

的蛋白，大小与目的基因orf111和pET28a(+)原核表达

载体标签序列融合表达的重组蛋白预期一致。该结果

为进一步研究囊膜蛋白ORF111的功能以及牡蛎疱疹

病毒的致病机制奠定基础，为牡蛎疱疹病毒的防控工作

提供新的思路。 
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Abstract    The envelope protein (ORF111) of Ostreid Herpesvirus 1 (OsHV-1) were studied using 
bioinformatics analysis, gene cloning and expression. Firstly, we designed the primers of the orf111 gene based 
on the complete genome sequence of OsHV-1, and successfully cloned the gene. We further analyzed the 
biological characteristics of the deduced protein sequence encoded by ORF111 gene, which including 
physicochemical properties, advanced structure, transmembrane region, and antigen determinant cluster. The 
results showed that the ORF111 protein is a stable hydrophobic protein, which contains nine antigenic 
determinants, five transmembrane domain structures, and a highly conservative pure ammonia 
arginyl-glycyl-aspartate (Arg-Gly-Asp, RGD) sequence. Then the OsHV-1-orf111 gene was linked with a 
pET28a(+) plasmid, and the recombinant plasmid pET28a-orf111 was successfully constructed. Finally, the 
recombinant plasmid was transformed into DH5α, and the recombinant protein was expressed after inducing by 
isopropyl-beta-D-thiogalactosine (IPTG). The SDS-PAGE test showed that the molecular weight of the 
ORF111 protein was about 32 kDa. In this study, an OsHV-1 envelope protein containing the RGD domain was 
successfully obtained by prokaryotic expression, which lays a foundation for the preparation of monoclonal 
antibodies of ORF111, and provides important basis for further study of the infection mechanism of OsHV-1. It 
also stimulates new ideas for the prevention and control of OsHV-1. 
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