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对虾白斑综合症病毒 (WSSV)结构
蛋白 VP28与 VP26的功能分析

*
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(中山大学有害生物控制与资源利用国家重点实验室 / /生物医药中心 , 广东 广州 510275)

摘　要:对虾白斑综合症病毒 (W SSV) 结构蛋白功能的研究数据还不多。怎样预测并验证那些新发现的蛋白

功能 , 为实验研究提供理论参考 , 是功能基因及结构蛋白的研究重点之一。利用生物信息学技术对获得的 WSSV

相关数据进行分析和归纳。分析数据显示结构蛋白 VP28与 VP26在二级结构和跨膜结构域等方面具有很高的相

似度;而且 , 这两个蛋白与任何已知的蛋白序列没有明显的同源性 , 但二者的氨基酸序列彼此间具 45%的相似

性 , 提示这两个蛋白可能执行相似的生理功能。一个特别设计的细胞吸附实验用于进一步研究W SSV侵染宿主

细胞的过程中 VP28和 VP26所扮演的角色。实验结果显示 , 两个蛋白均可以与对虾鳃组织来源的细胞发生特异

的体外吸附 , 表明 VP28和 VP26可能参与WSSV侵染宿主细胞的初始阶段。
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　　对虾白斑综合症病毒 (white spot syndrome

virus, WSSV)是引起对虾爆发性流行病 , 并导致

急性死亡的 “头号杀手 ”
[ 1 - 2]

。作为WSSV的主要

结构蛋白
[ 3]
, VP28与 VP26蛋白在病毒侵染宿主

细胞的过程中所扮演的角色令人关注 。从病毒结构

蛋白入手 , 探索其侵染机理 , 对于病毒防治 , 包括

人畜共患病毒病的预防与治疗具有重要意义。

为了进行大规模蛋白数据分析工作 , 特别构建

了一个用于生物信息学分析的工作平台
[ 4]
, 对

VP28与 VP26蛋白的结构 、 功能 、 进化地位等进

行了一系列分析 、预测。并设计了体外细胞吸附实

验 , 以杆状病毒 Bac-to-Bac系统重组表达的 rVP28

和 rVP26为材料 , 验证计算机分析所推测的结论 。

旨在尝试 “理论假设 -实验验证”的现代生物学研

究新模式 , 并为病毒与宿主间相互作用的研究提供

新的途径。

1　材料与方法

1.1　实验材料

患白斑综合症的病虾采自广东阳江 , 供提取病

毒样品 。健康斑节对虾购自广州黄沙水产市场 , 采

用 PCR法鉴定其是否感染病毒。 anti-VP28和 anti-

VP26多克隆抗体由珠海百奥生物工程公司制备 。

anti-GFP单克隆抗体购自晶美生物工程公司 。 Bac-

to-Bac杆状病毒表达系统购自 Invitrogen公司 。

1.2　实验方法

1.2.1　生物信息学分析系统的构建及分析 参见文

献 [ 4] 。

1.2.2　制备重组病毒　病毒 DNA提取与纯化参照

Van Hulten等
[ 5]
。 vp28 /26基因均通过 PCR方法获

得 , 使用的引物对分别为:vp28[ 5’ -CGGAATTCAT

GGATCTTTCTTTCACT-3  与 5  -

CCAAGCTTTTACTCGGTCTCAGTGCCAGA-3 ];vp26[ 5 -

CGGAATTCATGGAATTTGGCAACCTA-3  与 5  -

CCAAGCTTTTACTTCTTCTTGATTTC-3 ] , 下划线部

分为 EcoRⅠ和 Hin d Ⅲ 酶切位点。所获基因均克

隆入 Bac-to-Bac杆状病毒表达系统的载体质粒

pFastBac1, 转染 Sf (Spodoptera frug iperda) 9昆虫

细胞进行病毒扩增 , 获得重组病毒 AcMNPV-WSSV

vp28-pFB1和 AcMNPV-WSSV vp26-pFB1。同时制备

空载病毒 AcMNPV-empty-pFB1作为空白对照 , 同

样方法制备了插入 gfp基因的重组杆状病毒的

AcMNPV-gfp-pFB1作为后续实验的对照。

1.2.3　感染细胞并获得重组蛋白上清　上述重组

病毒分别感染 Sf9细胞 , 取受感染的 S f9细胞 , 离

心 (1 000 r /m in, 5 m in), 加入裂解缓冲液 [ 50

mmo l /L Tris-HC l(pH 8.5), 5 mmo l /L β-ME, 100

mmo l /L KC l, 1mmo l /L PM SF, φ=1% NP-40] 超
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声破碎细胞 , 离心去除细胞碎片 (10 000 r /m in,

10 m in, 4 °C), 获重组蛋白上清。

1.2.4　分离虾鳃细胞　取健康的斑节对虾的鳃组

织 , 剪切为 1 mm
3
大小的碎块 , PBS缓冲液洗 2

次 。φ=0.25%胰蛋白酶于 37 ℃消化约 30 m in至

细胞结成团状。轻柔吹打使细胞分散 , 用两层无菌

纱布过滤细胞液 , 离心 (1 000 r /m in, 5 m in)收

集单个细胞 。

1.2.5　重组表达的 rVP28和 rVP26与对虾鳃细胞

的体外吸附　上述方法分离的虾细胞用无菌 PBS

重悬后 , 等体积分为 4份。离心 (1 000 r /m in, 5

m in), 弃上清 , 其中 3份分别加入 100 μL rVP28、

rVP26和 rGFP蛋白上清 , 还有 1份加入 100 μL

PBS , 轻微混匀 , 均置于 28 ℃
[ 6]
水浴中孵育 2 h ,

每 30 m in轻微振荡混匀 。离心 (1 000 r /m in, 5

m in), 弃上清 , 加入 100 μL PBS漂洗 2次 , 各吸

附细胞和第 2次漂洗的上清进行 western b lo t分析。

1.2.6　W estern b lot分析　分别取与表达 rVP28、

rVP26或 rGFP的 Sf9细胞裂解上清吸附后的虾细

胞 , 第 2次漂洗上清 , 吸附阴性对照虾细胞进行

W estern blot分析 。一抗用 an ti-VP28 /26抗体 (1:

1000)或者 GFP单克隆抗体 (1:1000)室温孵育

1 h, 用偶联辣根过氧化物酶的二抗孵育 1 h, DAB

检测。

2　结　果

2.1　计算机分析与预测

将 vp28和 vp26的基因序列翻译成蛋白序列后

与 nr数据库进行同源比对分析 , 结果发现 VP28和

VP26与数据库中已有的蛋白序列未显示同源性 。

然 而 , VP28 ( AAR12965.1 ) 和 VP26

(AAK59320.1)两个蛋白之间存在 45%的序列相

似性 , 并都具有 “α螺旋 —α螺旋 —β折叠 ” 的二

级结构 , 而且在相同的位置存在跨膜区 (图 1),

图 1　VP28和 VP26蛋白的跨膜结构域预测

F ig.1　T ransm em brane segm ent plo ts o f VP28

and VP26 pro teins

(由 Tm ap软件预测 , 可能的跨膜序列用加粗的黑线标

出。纵坐标表示疏水的程度 , 横坐标表示氨基酸的残基数)

提示二者在起源上可能有着共同的祖先 , 可能执行

相似的生理功能。

2.2　VP28和 VP26的重组表达

WSSV结构蛋白 VP28和 VP26用 Bac-to-Bac杆

状病毒表达系统在 Sf9昆虫细胞中表达。 SDS-

PAGE分析结果表明 , 在相应位置上可见 rVP26和

rVP28蛋白的表达 (图 2:1 - 2), 感染 AcMNPV-

empty-pFB1重组杆状病毒的细胞裂解上清作为阴

性对照 (图 2:4)。为证明蛋白与细胞表面作用的

特异性 , 同样构建重组杆状病毒 AcMNPV-g fp-

pFB1, 在昆虫细胞中表达 rGFP蛋白作为吸附实验

的对照 (图 2:3)。采用昆虫杆状病毒表达系统表

达虾来源的WSSV结构蛋白可使重组蛋白的构象最

接近其天然构象
[ 7]
, 为进一步研究蛋白的功能提

供了基础 。

图 2　SDS-PAGE检测 VP28和 VP26蛋白在 Sf9

细胞中的表达

F ig. 2　De tection of VP28 and VP26 proteins expre ssion in

Sf9 ce llsw ith SDS-PAGE

M:低相对分子质量蛋白标准;1 - 3:分别为用重组杆状病

毒 AcMNPV-W SSVvp26-pFB1, AcMNPV-WSSV vp28-pFB1 和

AcMNPV-gfp-pFB1感染 Sf9细胞后的细胞裂解上清;4:用

AcMNPV-em pty-pFB1感染 Sf9细胞后的细胞裂解上清

2.3　细胞吸附实验

重组表达的 rVP28和 rVP26蛋白分别与虾鳃细

胞一起孵育。用 Weste rn b lot来检测蛋白能否与细

胞发生作用。结果显示与 rVP28和 rVP26蛋白吸附

的细胞样品都能在相应的位置显示特异条带 (图

3:2;图 4:2)。而吸附阴性对照虾细胞样品和第

2次 PBS洗涤的上清中均不能检测出相应的条带

(图 3:3 -4;图 4:3 - 4), 表明吸附结果中的阳

性条带并非来自于未吸附的游离蛋白 , 也非来自虾

细胞本身 。上述结果说明 , rVP28和 rVP26均可以

与虾细胞表面发生吸附 。为了证明这种吸附作用是

特异的 , 我们选择昆虫细胞表达的 rGFP蛋白作为

84
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对照。结果显示 rGFP蛋白不能与虾细胞表面发生

吸附 (图 3:6)。

图 3　W este rn b lo t检测 rVP28与虾鳃细胞的吸附作用

F ig. 3　W estern b lo t ana lysis o f recom binant VP28 b ind ing

g ill cells o f shrim p

M:低相对分子质量蛋白标准;1 - 4:使用多克隆抗体

an ti -VP28, 1:表达 rVP28蛋白的 Sf9细胞裂解上清;

2:与 rVP28作用并经过 PBS漂洗后的虾细胞;3:第 2

次 PBS漂洗后的洗涤上清;4:吸附阴性对照虾细胞;5

-6:使用 GFP单克隆抗体 an ti -GFP, 5:表达 rGFP蛋

白的 Sf9细胞裂解上清;6:与 rGFP作用并经过 PBS漂

洗后的虾细胞

图 4　W estern blo t检测 rVP26与虾鳃细胞的吸附作用

F ig. 4　W este rn b lo t ana ly sis o f recom binant VP26 b inding

g ill ce lls o f shrim p

(使用多克隆抗体 anti-VP26检测)

M:低相对分子质量蛋白标准;1:表达 rVP26蛋白

的 Sf9细胞裂解上清;2:与 rVP26作用并经过 PBS

漂洗后的虾细胞;3:第 2次 PBS漂洗后的洗涤上清;

4:吸附阴性对照虾细胞

3　讨　论

WSSV具有囊膜但不形成包涵体 , 故其感染特

性很可能由存在于囊膜上的特异蛋白决定。 V lak

等
[ 5]
首先对 WSSV进行了蛋白序列测定和重组表

达 , 并进行了序列比较分析 , 他们认为WSSV可能

是一种称之为 Whispoviridae的新的病毒家族的代

表 。同时 , 他们认为 VP28是囊膜蛋白 , 而 VP26

是核衣壳蛋白。但本文综合计算机分析结果和动物

DNA病毒的特性 , 倾向于认为二者的功能是相似

的 , 并且有可能均为囊膜蛋白 。

计算机分析结果提示 VP28与 VP26起源于一

个共同的基因拷贝 , 二者具有相似的跨膜结构域 ,

因而有可能执行相似的功能 。因为对于动物 DNA

病毒而言 , 由同一个基因分化出的蛋白执行不同的

生理功能是极为罕见的 , 祖先相同而功能分化的基

因目前仅见于植物病毒
[ 8 -9]

, 而且结构蛋白在病毒

家族中往往是非常保守的。

鉴于目前国内外尚未建立对WSSV敏感的细胞

系 , 为此 , 本文特别设计了体外细胞吸附实验。结

果显示 , 与 rVP28或 rVP26重组蛋白温育过的健康

对虾细胞 , 在后续的免疫检测中出现阳性反应 , 而

与表达 rGFP蛋白的昆虫细胞裂解液温育的对虾细

胞则呈阴性反应 , 同时漂洗对虾细胞后的 PBS溶

液也没有检测到阳性反应 , 说明重组蛋白 rVP28、

rVP26在温育的过程中与虾细胞表面发生了特异性

吸附 。此结果表明 rVP28和 rVP26可以各自独立地

与宿主细胞表面发生结合 , 因而可以推断这两个蛋

白极可能参与 WSSV侵染宿主的初始阶段 , 证明

VP28与 VP26可能执行相似的功能 。而 Zhang

等
[ 10]
的研究结果亦指出 , VP26蛋白应定位于

WSSV的囊膜 , 进一步否定了 VP28与 VP26功能

分化的结论。

本实验所设计的体外细胞吸附实验 , 达到了理

论预期的结果 。由于尚无一个可用的对虾细胞系 ,

导致WSSV的相关研究至今无法与昆虫杆状病毒的

研究成果相提并论 。本实验避开了这个困境 , 直接

从活体中取鲜活状态的细胞用于吸附实验 , 在细胞

可承受的离体时间内完成了实验工作 , 为今后的相

关研究提供了一条可行的研究思路。
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Functiona lAnalysis on Structure Prote ins VP28 and VP26

ofW hite Spot Syndrom e V irus

LIU Fei, CUN Shu-jian , YANG Ka i, DENG Bai-huang , YANG X iao-y i, WUWen-yan

(Sta te Key Lab for B io-contro l / /B iopharmaceutica lC ente r, Sun Yat-Sen University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:Research aboutw hite spot syndrome virus (WSSV) struc ture pro teins is no t enough. B io-info rmation

analysis show s that the struc ture prote ins, VP28 andVP26, have 45% sim ilarity of am ino acid sequence, besides

their high sim ilarity in secondary struc ture and trans-m embrane domains, which implies that the tw o pro teinsm igh t

evo lve th rough gene dup lication. It could be suppo sed thatVP28 andVP26 pro teinsm ight execu te sim ilar function,

since considering anim al DNA viruses the re a re rare ly pro teins o rig inated from a common ancestral gene have

functionally diverged. A nove l cell-b inding expe riment is designed to study wha t ro leVP28 andVP26 pro teins p lay

in the p rocess o f WSSV infecting host cells. The resu lts show tha t the two pro teins can b ind shrimp cells

specifica lly, whe reas the contro l pro tein GFP cou ld no .t Possib ly, the tw o pro teins are invo lved in the initiation

stage of infectious procedure, that is to say they m ay perform sim ilar func tion. The resu lts support our hypothe sis

presented acco rding to the outcome of bioinform atics analysis.

Key words:WSSV;VP28;VP26;bio info rmatics;ce ll binding
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