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摘要 根据 GenBank上 WSSV 囊膜蛋 白基因 vp28的序列，设计合成引物，PCR扩增得到 vp28基 

因，成功构建重组表达载体 pBAD／gIIIA—VP28并转化大肠杆菌 E．coli。用 L一阿拉伯糖在 37℃诱 导 

重组基因工程茵，表达产物经SDS—PAGE和Western-blot检测，显示有与预期大小3lkDa相符合的 

目的蛋白。荧光显微镜方法分析显示，表达的VP28可与克氏原螯虾血细胞结合。结果表明，在合适 

的培养条件下，构建的重组表达载体 pBAD／glIIA-VP28不仅能够表达vp28基因，而且表达的 VP28 

具有很 高的抗原结合活性。 
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ABSTRACT In this study，a pair of primers was designed by primer design software 5．0 ac— 

cording tO the sequence of vp2 8 gene of white spot syndrome virus(W SSV)in GenBank．The 

vp28 DNA fragment was amplified by PCR and cloned into Escherichia coli(E．coli)expression 

vector pBAD／g 111 A successfully．The pBAD／g HI A—VP28 was then transformed into E．coli．Af— 

ter L—arabinose induction at 3 7℃ ，the fusion protein with 3 1 kDa was expressed，which was con— 

firmed by SDS—PAGE and Western-blot analysis．Binding assay by fluorescence microscopy in 

vitro showed that VP28 was capable of binding to shrimp hemocytes．Results confirmed that the 

recombinant vector pBAD／g III A—VP28 can express vp28 gene of WSSV and the VP28 had high 

antigenic activity． 
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病毒性传染病(Chen 1995)。自20世纪 90年代对虾白斑综合征在世界沿海各地发生以来，许多学者对其征 

状、病理变化、流行性、诊断和防治等进行了较为全面的研究(Nouye et a1． 1993；黄 健等 1995；Wong— 

teerasupaya et a1． 1995；Lo et a1． 1996)，WSSV 全基 因序列约 300 kb(Chen et a1． 2002；van Hulten et 

a1． 2001a；Yang et a1． 2001)，但有关病原 WSSV病毒分子生物学方面的研究较少。已知 VP28是由病毒 

基因组自身编码的结构蛋白，为 WSSV的主要囊膜蛋白(van Hulten et a1． 2oOlb)。研究表明，囊膜在 

WSSV感染对虾过程中起了关键作用，而 van Hulten等(2001b)又发现 VP28与对虾白斑综合征的系统感染 

有关 ，最近研究表明，PmRab7为 VP28的作用蛋白(Sritunya1ucksana e￡a1． 2006)。为了弄清 WSSV感染对 

虾的分子机制，大量获得 VP28蛋白非常重要。随着后基因组时代的到来，通过外源表达系统来获得目的蛋白 

已成为常规的方法。pBAD／gIIIA表达载体是目前有应用价值的原核生物表达载体，其上面携带的组氨酸标 

签为纯化表达蛋白提供便捷的方式，尤其其高效表达能力越来越受到人们的重视。本文用 pBAD／g HI A载体 

表达 WSSV囊膜蛋白 VP28，为对虾 白斑综合征病毒感染的分子机理和防治研究提供支持。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

大肠杆菌菌株 Escherichia coliTop10及质粒 pBAD／gIIIA(购 自Invitrogen公司)均由本实验提供。所使 

用的限制性内切酶、Taq酶和 T4 DNA连接酶均购自TaKaRa公司。DNA凝胶回收试剂盒购 自Biostar公 

司。PVDF膜、Anti—His—HRP抗体、地高辛和荧光素均购 自 Invitrogen公司。 

1．2 WSSV病毒及病毒 DNA的提取 

l_2．1 WSSV病毒 纯化 

在本实验中的病毒是从 已感染 的克氏原螯虾 Cambaruspro clarki中提取，组织匀浆液置于缓冲液 中，在 4 

℃、5 500 g离心 20 min，取上清液在 15 000 g、4℃条件下离心 60 min，沉淀重悬于含 35 蔗糖的缓冲液中， 

在 12 000 g离心 10 rnin，得到的上清经过蔗糖梯度离心获得分离的病毒粒子。将提纯的病毒重悬于 0．4 mol／ml 

NaC1中置于一76℃中保存 。 

1．2．2 病毒 DNA提取 

将提纯的病毒置于 0．2 mg／ml蛋白酶K和 l 月桂酰肌氨酸钠中，在 65℃中静置 2 h。用氯仿和苯酚抽 

提后将得到的产物溶于 5O 1 TE。一2O℃ 保存 ，作为 PCR扩增模板 。 

1．3 PCR扩增 vp28基因 

根据 GenBank中已经发表的 vp28的序列设计引物。 

上游引物：CTACTcGAGATGGATCTTTCTTTCACTC(划线处为 XhoI位点)， 

下游引物：TATAAGCTTTCGGTCTCAGTGCCA(划线处为 HindIII)。以病毒 DNA为模板 ，PCR扩增 

目的基因 vp28。PCR反应条件为 ：50 l反应体 系中含 5O l 10 x PCR buffer，4 l 25 mmol／L MgC1 2，1 ul 

dNTPs，上、下游引物各 0．5 1，0．5 ul Taq DNA聚合酶(5 U／L)，0．5 L模板。PCR反应条件：94℃ 10 min， 

94℃ 30 S，51．0℃ 30 S 72℃ 1 min(8个循环)，94℃ 30 S，56．2℃ 30 s，72℃ 1 min(30个循环)，72℃ 10 

min。取 2 l PCR产物作 1 琼脂糖凝胶电泳，PCR产物应在约 630 bp处有 1条扩增带。 

1．4 表达载体质粒的构建、产物的表达及纯化 

1．4．1 表达载体的构建 

用 X̂ 0 和 HindIII对 vp28基 因片段和质粒 pBAD／gIIIA进行双酶切 ，酶切片段经过 16~C连接过夜 ，然 

后转化到大肠杆菌 ToplO中，筛选重组体，提取重组载体质粒，并对该重组载体质粒进行测序鉴定。 
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1．4．2 目的产物 VP28的表达 

挑单菌落接种到含氨苄青霉素的新鲜丰富 LB液体培养基中，37℃培养 8～10 h，之后按 1 接种到新鲜 

的 LB液体培养基中，37℃培养到OD 。。值为0．6时加终浓度为0．4 mmol／L的阿拉伯糖诱导，离心收集菌体 。 

将菌体裂解后分别收集上清和沉淀，进行 SDS—PAGE和 Western-blot。 

1．4．3 纯化产物 VP28 

将得到的裂解物沉淀收集，镍琼脂糖(北京正元基因公司)凝胶装柱，用缓冲液平衡 2～5个床体积，将收集 

的沉淀重悬(50 mmol／L PBS，pH 7．4，0．5 mol／L NaC1)0．45／,m 滤膜过滤 ，上样流速 1 ml／min，选择在不 同 

浓度的咪唑缓冲液进行梯度洗脱、收集。 

1．5 表达产物的 SDS—PAGE和 Western-blot分析 

对诱导表达的包涵体上清 、沉淀和空载体进行处理 ，SDS-PAGE按 Laemmli(1970)的方法进行。Western- 

blot分析是将 SDS—PAGE分离 的蛋 白转移到 PVDF膜上 ，在 4℃包被过 夜 (1 BSA，5 脱脂奶粉 ，50 

mmol／L Tris，200 mmol／L NaC1，pH 7．5)。加入抗体 Anti—His—HRP(1：3 000)在室温下孵育 2 h，TBST漂 

洗 3次 ，每次 5 rain，最后在 DAB底物中直到有显色条带。 

1．6 荧光显微镜观察 VP28与对虾血细胞的作用 

1．6．1 荧光素标记 VP28 

荧光素 FITC溶于DMSO中之后混合于 1 mg VP28蛋白(1：20)。将混合物在室温下轻微振荡 2 h后， 

过G一50葡聚糖凝胶柱，使得没有标记的荧光素和与 VP28蛋白结合的荧光素分离。用相同的方法标记 BSA 

作为对照组 。 

1．6．2 螯虾血细胞原代培养 

将健康的克氏原螯虾用 75％的乙醇拭擦 ，采用心脏取血。离心分离后 ，取血细胞重悬于 100 U／ml青霉 

素，100“g／ml链霉素的 M199培养基 中。将细胞培养板密封后置于 28℃直到有 70 ～8O 的单层贴壁细胞 

出现。将培养基和培养的血细胞分离之后，用 PBS缓冲液洗涤细胞 。 

1．6．3 显微镜 方法 

每个孔内加入 200,ul用 FITC标记好的 VP28蛋 白(约 5 ttg)，在室温下作用 1 h后用 PBS洗两次 ，同时用 

DAPI(4’，6’一diamidino一2一phenylindole，Invitrogen)染核 ，荧光显微镜观察。FITC—BSA作对照。 

2 结果 

2．1 PCR扩增 WSSV-vp28基因 

根据 WSSV—vp28核苷酸序列设计 PCR引物 ，预测 PCR所扩增 的基 因片段大小应为 615 bp左右 。将 

PCR反应产物进行琼脂糖凝胶电泳 ，结果显示，扩增出的片段大小与预测大小一致 (图 1)。 

2．2 重组表达载体 pBAD／gIIIA—VP28的构建和鉴定 

重组载体的构建如图2所示。扩增的vp28基因与 pBAD／gIIIA载体连接，转入 TOP10中，蓝白斑筛选重 

组体，重组体进一步用双酶切和PCR法进行鉴定，结果如图3。重组体双酶切后出现 1个 615bp和 4 kb的片 

段，与 vp28基因和 pBAD／gIIIA基因大小相符，表明 目的基 因已正确的克隆到表达载体 pBAD／gIIIA中。将 

重组质粒送到 TaKaRa公司进行测序，结果表明，vp28的开放阅读框(ORF)按设计正确插入载体 中，且片段无 

碱基错误 。 

2．3 SDS-PAGE和 Western-blot分析 

重组质粒 pBAD／gIIIA—VP28在常规诱导条件下 ，VP28蛋 白被诱导表达 。SDS_PAGE分析结果 (图 4)显 



第 4期 陈文博等 ：对虾 白斑综合征病毒 vp28基因的表达及其与血细胞的结合 47 

示 ，在表达后的重悬菌包涵体沉淀中约 31kD处有一明显的蛋 白条带 ，而诱导后的空载体无 31kD蛋 白表达 ，初 

步显示 VP28基因得以表达 。 

2000bp 

1 000bp 

750bp 

500bp 

250bp 

100bp 

1．PCR产物 ；2．DNA Marker 

Lane 1，vp28 gene； 

Lane M ，DNA Marker 

DL2000 

图 1 PCR扩增 WSSV vp28 

Fig．1 PCR amplification of 

vp28 gene of WSSV 

图 2 表达 vp28基因的 pBAD／gIII A 

载体简 明构建 图．(vp28基 因插入 

Xhol和 HindIII两 酶切 位点) 

Fig．2 Schematic structure map of 

the vector pBAD／gA carrying vp28 

gene(The vp28 gene is inserted in 

the Xhol and HindlII sites of the vector) 

2 500 

1 000 

250 

1，DNA Maker 2 000；2，酶切重组质粒；3，重组 

质粒 ；4，DNA Marker 15 000 

Lane 1，DNA Marker DL2 000；Lane 2，re— 

striction recombinants；Lane 3，recombinant； 

Lane 4，DNA Marker DL15 000 

图 3 双酶切分 析重组 的 pBAD／glIIA 

vp28质粒 

Fig．3 Restriction analysis of 

recombinants pBAD／IIIA-vp28 

为进一步确证 vp28基因的表达 ，将表达的蛋 白 SDS-PAGE后电转移至 PVDF膜 ，以 Anti—His-HRP为抗 

体，进行 Western印迹分析。结果显示(图 5)，表达蛋白能与 Anti—His—HRP抗体发生特异性反应 ，进一步表明 

该融合蛋 白含有 6×His标签 ，蛋 白表达正确 。 
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66．2 kDa 

43 kDa 

3l kDa 

M 1 2 3 1 2 3 M M 3 2 

1．空载体对照；2．3，重组 VP28；M， 

Marker． 

Lane 1．induced pBAD／glIIA ；Lane 

2．Lane 3． induced pBAD／gIIIA- 

VP28；Lane M．Protein marker 

图 4 SD PAGE分析表达 的 

VP28(箭头示表达的 VP28) 

Fig．4 SDS-PAGE analysis of 

expressed VP28 in pBAD／gIIIA 

(arrow indicated 

recombinant VP28) 

ll7kD a 

85 kDa 

49kDa 

34kDa 

25 kDa 

胶 A：1，重组 VP28包涵体沉淀；2，重组 VP28包涵体上清；3，空载体对照； 

M，Marker．胶 B：1，2，3，M，与胶 A相同 

Ge1 A：The sample was as Gel B and sample was 

analyzed by SDS PAGE as a contro1．Lane 1．Induced pBAD／glIIA—VP28 inclusion body sedi～ 

merit；Lane 2．Induced pBAD／glIIA-VP28 inclusion body supernant；Lane 3．Induced pBAD／ 

glIIA；Line M ，Protein marker．Gel B：rVP28 protein was separated by SDS-PAGE and 

transferred to PVDF membrane and then incubated with anti—His antibody．Lane 1，Lane 2， 

Lane 3，M ，same as Gel A 

图 5 Western blot分析表达 的 VP28． 

Fig．5 W estern-blot analysis of expressed VP28 
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2．4 荧光显微镜观察 VP28与螯虾血细胞的作用 

实验中复性后的 VP28蛋白用荧光素 FITC标记后与原代培养的克 氏原螯 

虾的血细胞进行结合实验 ，在荧光显微镜下观察 ，只有 FITC标记的 VP28蛋 白与螯虾 的血细胞结合 ，而对照 

组 FITC标记的 BSA在荧光显微镜下并未观察到绿色荧光(图 6)。 

■ _ ■ 
■ _ ■ 

图 6 荧光显微镜下观察荧光素标记 的重组蛋 白 VP28和 BSA与螯虾血细胞的结合 

Fig．6 Observed binding phenomenon between labeled rVP28，BSA and hemocytes in vitro under microscopy 

3 讨论 

WSSV主要是靠对虾摄食带病毒宿主而传播的。这一传播特点与该病毒的囊膜有很大 的关系。无囊膜 

的 WSSV核衣壳不具备感染性 (He et a1． 1999)，在具完整囊膜的 WSSV病毒体中 VP28含量很高 。因此， 

囊膜蛋白 VP28在 WSSV 的侵染 中起着重要的作用。许雅香等(2003)采用家蚕体 系表达 vp28基因，李 方 

等(2003)采用毕赤酵母表达体系表达出 VP28。与杆状病毒表达系统和毕赤酵母表达系统相 比，大肠杆菌表 

达系统更加具有廉价、高效、简便和无毒等特点，是一个被广泛应用的高效表达系统，在大规模生产中应用广 

泛，可获得大量纯化的表达产物作为免疫抗原或做其他研究(郑大勇等 2003；高 云等 2001)。本实验中应 

用表达载体 pBAD／gIIIA表达出囊膜蛋 白 VP28，SDS—PAGE中有 1条明显的条带在 31 kD处，由于 pBAD／ 

gIIIA载体中含有 6×His标签 ，所以人工诱导表达的 VP28蛋白(3lkD)比天然的 VP28蛋白(28kD)要大一 

些，在 Western—blot的结果 中，表达的 VP28蛋 白由于包含了 6×His标签可以和 Anti—His—HRP产生特异性 

的结合而显色，显色条带也在位于约 3lkD处 ，表明重组的 VP28表达正确。生物活性分析表 明，采用 pBAD／ 

gIIIA载体表达的 vp28蛋 白与克氏原螯虾的血细胞有结合活性，这为进一步进行 WSSV感染机制的研究提供 

技术依据。 
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