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摘要: 白斑综合症病毒( w hite spot syndrome virus, WSSV)是对虾的最主要病毒病原之一, 给对虾

养殖造成了巨大的经济损失。WSSV分别与三种该病毒膜蛋白 VP39, VP124和 VP187的特异性

抗血清在体外作用后,再注射到螯虾体内,进行中和试验。结果显示, 注射同或未同 VP124抗血清

作用的WSSV, 8 d后螯虾的死亡率分别是 100%和 60% , WSSV 的感染能够被抗 V P124 抗体中

和。进一步利用定量 PCR分析上述三种特异性抗血清对病毒感染的影响,结果显示, V P124抗血

清可抑制WSSV 在螯虾体内的增殖。所有结果表明, VP124在病毒的感染中起作用。
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1 �引言

白斑综合症病毒( WSSV)发现于 20 世纪 90年

代初, 是造成大面积暴发对虾流行病的主要病

原[ 1� 2]。它的宿主范围广,传染力强, 致死率高, 难

防治,不仅严重危害对虾养殖,还对海洋环境构成威

胁,因而引起全世界的广泛关注,成为海水养殖病害

的研究重点。对WSSV 研究表明,该病毒是一种新

型的无包涵体的双链环状 DNA 杆状病毒, 基因组

全长约 305 kb[ 3]。目前对 WSSV 的研究已进入功

能基因组时代。

膜蛋白在病毒的入侵、包装和释放中起着重要

的作用
[ 4� 5]

,因此在 WSSV 的功能基因组研究中膜

蛋白吸引了越来越多的注意力, 已经鉴定了十几个

病毒的膜蛋白基因。但迄今为止,对于关键的病毒

感染机理的研究仍为空白,这需要更多的WSSV 结

构蛋白的鉴定和它们功能的阐明。

病毒膜蛋白各自特异性抗体已经成功地用于中

和试验,来研究膜蛋白是否参与病毒的感染
[ 6� 7]
。

至今为止,经中和试验鉴定在WSSV 的系统感染中

起作用的膜蛋白包括 V P28
[ 6]

, VP68
[ 8]
, VP281

[ 8]
,

VP466[ 8] , VP76 [ 9] 和 VP31[ 10]。本研究中, 在先前

鉴定的 VP39[ 11] , VP124[ 12] 和 VP187[ 13] 为 WSSV

新的膜蛋白的基础上, 利用中和试验进一步研究它

们的抗血清是否能中和病毒的感染。

2 �材料和方法

2. 1�材料

螯虾 ( Pr ocambarus clar ki i ) 购自厦门第八

市场。

2. 2�WSSV 的 PCR检测

WSSV的 PCR和定量 PCR检测分别参考文献

[ 14 � 15 ]。病毒 特异性 正向 引物: 5�-TA TT-

GTCT CT CCTGACGT AC- 3�,反向引物: 5�- CA-

CATT CTT CACGAGTCT AC-3�。定量 PCR 检测

时,制备的样品 DNA 模板分别与等体积的 10倍系



列稀释的内标模板混合后加入 PCR反应液中。PCR

反应条件如下: 95 �预变性 5 min; 94 � 45 s, 56 �
45 s, 72 � 45 s, 35个循环; 72 �延伸 10 min。2%

琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物的大小。

2. 3�WSSV病毒粒子的制备和定量

病毒粒子的制备参照文献[ 16]。WSSV 原液

经 0. 9% N aCl梯度稀释后,用定量 PCR 测定病毒

原液的拷贝数。

鼠抗三种膜蛋白 VP39, VP124和 VP187 多克

隆抗体在先前的研究中得到 [ 11� 13]。纯化的病毒粒

子作为抗原免疫小鼠, 制备抗 WSSV 多克隆抗

体
[ 12]
。

2. 4�中和试验
选取体重约 35 g , 体长 (不包括螯的长度) 约

10 cm 的螯虾, 抽取血淋巴细胞,经 PCR检测, 选取

无WSSV 感染的螯虾作为实验对象。将终浓度为

1� 106的WSSV病毒粒子(用 0. 9% NaCl稀释)分

别与鼠抗 VP39, V P124, V P187 和 WSSV 血清(血

清用 0. 9% NaCl 1� 40稀释)混合,室温反应 1 h 后

注射健康螯虾, 注射部位为螯虾的背侧部,针头由第

四腹节向第三腹节插入, 每只注射 100 �L, 每组使

用 20 只螯虾。将四种抗血清、未免疫的鼠正常血

清、0. 9% NaCl和 1 � 106
的 WSSV 病毒粒子注射

的螯虾作为对照。注射后螯虾置于 25 �养殖。每

天监测螯虾的死亡情况, 死亡的螯虾经 PCR 检测

WSSV 的感染情况。在注射后的不同时间( 6, 12,

24, 48和72 h) , 从各试验组中随机挑选 3只螯虾,

取小块腮组织进行 PCR分析。

3 �结果

3. 1�WSSV的抗体中和试验

鼠抗三种膜蛋白 VP39, VP124和 VP187 多克

隆抗体及鼠抗WSSV多克隆抗体被用于中和试验,

结果见图 1 所示。注射病毒粒子的组, 注射后 8 d

螯虾的死亡率达到 100%。分别注射四种抗血清、

未免疫的鼠正常血清和 0. 9% NaCl的组,螯虾的死

亡率极低, 即使有螯虾死亡, PCR 结果呈阴性(结果

未示) ,说明血清和 NaCl对螯虾无毒害。分别注射

WSSV 病毒粒子与抗 VP124或 WSSV 血清混合物

的组,注射后 8 d螯虾的死亡率为 60% ,虾的死亡被

显著地延迟(图 1a) , 说明 WSSV 的感染能够被抗

VP124或 WSSV 抗体中和。分别注射WSSV 病毒

粒子与抗 VP39或 VP187血清混合物的组,结果与

图 1� 利用抗膜蛋白 VP39, VP124 和 VP187 血清和抗

WSSV 血清的中和试验结果

右侧示出注射用的溶液

只注射病毒粒子的对照组相似图 1b, 说明抗 VP39

和 VP187抗体不能中和病毒的感染。

3� 2�WSSV 的 PCR检测

为了分析中和试验中病毒的感染情况, 在注射

后的不同时间 ( 6, 12, 24, 48 和 72 h)对螯虾进行

PCR检测。注射病毒粒子的对照组以及注射病毒

粒子分别与抗 VP39和 V P187 血清混合物的组,在

感染后第 1 天, PCR 结果呈阳性 ( 结果未示)。

WSSV 感染被抗 VP124 或 WSSV 抗体中和的组,

在感染后第 2天, PCR结果呈阳性(结果未示)。定

量 PCR分析所示(见图 2) ,对于注射病毒粒子的对

照组,在感染后 12和 72 h, 每毫克腮组织中病毒的

拷贝数分别约为 105和 108。然而, 分别注射病毒粒

子与抗 VP124 或WSSV 血清混合物的组, 在感染

后 48 h,每毫克腮组织中病毒的拷贝数都约为 105 ,

在感染后 72 h, 拷贝数分别增至 107和 106。所有结

果表明, VP124的抗血清可有效抑制 WSSV 在螯虾

体内的增殖。
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图 2 � 腮组织中WSSV 的定量 PCR分析

M: DNA分子质量标准;横标数字表示 WSSV 的拷贝数;在右侧,示出注射用的溶液( WSSV 或 WSSV + 抗血清)和注射后时间

( 12, 24, 48和 72 h) ;扩增出的分子量约为 310 bp的条带是病毒的模板,分子量约为 230 bp的条带是内部标准模板
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4 �讨论

自从白斑综合症病毒暴发以来, 已经给对虾养

殖造成了巨大的经济损失。目前对 WSSV 的防治

尚无有效的方法,它有待对病毒分子生物学水平研

究的深入。膜蛋白在病毒的感染中起着重要的作

用。到目前为止, 已经鉴定的WSSV 膜蛋白基因有

十几个,这方面的研究重点已经转向寻找病毒感染

的相关基因,探讨病毒囊膜蛋白与宿主细胞受体的

相互作用。

在先前的研究中, V P39, VP124和 VP187三个

基因被鉴定为 WSSV 的膜蛋白基因。因为缺乏可

传代培养的虾细胞系, 为了进一步研究这些膜蛋白

是否参与病毒的感染, 采用了利用它们各自特异性

抗体的中和试验。结果表明, WSSV 的感染能够被

抗膜蛋白 VP124抗体中和。VP124与先前鉴定的

VP28, VP68, V P281, VP466, VP76和 VP31在病毒

对虾的系统感染中起作用,它们的功能值得进一步

研究。

本研究中, WSSV 的感染能够被抗膜蛋白

VP124抗体中和,但抗膜蛋白 V P39和 VP187 抗体

却无明显效果。考虑到 WSSV 是双层膜结构[ 2] ,推

测 VP124定位在病毒的表面,在病毒的感染中起重

要作用; VP39和 VP187虽然也定位在病毒的膜部

分,它们可能只是结构蛋白,不参与病毒的感染。

病毒感染相关基因的深入研究将有助于阐明病

毒感染和包装的分子机理,从而为最终建立有效的

防治方法提供有力的科学依据。
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White spot syndrome virus envelope protein VP124 is

involved in the virus infection

ZHU Yan-bing1 , WU Cheng- lin2 , YAN G Feng2

( 1. School of Biotechnology , J imei Univ er sity , X iamen 361021, China; 2. K ey L aborator y of Mar ine Biogenetic Res our ces ,

Third Institute of Oceanograp hy , State Oceanic A dminis tration, X iamen 361005, China)

Abstract:White spo t syndrome v ir us ( WSSV) is one of the majo r shrimp pathogens causing large economic

losses for shrimp farming. In an attempt to identify the envelope proteins involved in the virus infect ion,

purified WSSV virions w ere mixed with thr ee ant isera against WSSV envelope proteins ( V P39, VP124 and

VP187) , individual ly. And then they were injected int ramuscularly into crayf ish to conduct in vivo neu-

tralizat ionassays. The results show ed that for groups injected with virions only and groups injected w ith

virions and the VP124 ant iserum mix ture, the crayf ish mortalit ies w ere 100% and 60% at 8 day s post- infec-

t ion, indiv idually . The virus infect ion could be neutralized by ant ibody against the envelope pr otein

VP124. Quant itat ive PCR were used to further invest igate the inf luence of three ant isera above described

on the virus infect ion. T he results show ed that the V P124 ant iserum couldrest rainthe propagat ion of

WSSV in cray fish. All of the results suggested that the viral envelope protein VP124 played a ro le in

WSSV infect ion.

Key words: white spo t syndrome virus; envelope protein VP124; ant ibody ; infect ion; neutralizat ion assay
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