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摘 要   通过分离纯化白斑综合症病毒( WSSV )粒子, 抽提病毒 DNA, 用限制性内切酶 EcoRÑ 或 Sal

Ñ酶切后, 克隆入质粒 pBluescript ÒKS 中, 从而建立了 WSSV 部分基因组文库。估计WSSV 基因组 DNA 在

165kb以上。将WSSV EcoRÑ克隆片段标记制备为探针, 进行 Southern 杂交、打点杂交和原位杂交, 其结果证

明了克隆片段对WSSV 特异,并为检测WSSV 提供了方法。通过对部分基因组文库序列分析发现, WSSV 核

酸序列与已知杆状病毒核酸序列的同源性低, 与 GenBank 中已有病毒核酸序列比较都无较大同源性, 说明

WSSV 不属于杆状病毒科,目前只能列为未分类的无脊椎动物病毒,其分类地位尚需更多证据方能确定。
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ABSTRACT   White spot syndrome virus( WSSV) , a non-occluded virus which is the causat ive agent of a

disease caused high shrimp mortalities and severe damage to shrimp cultures, was iso lated and purified. Virions

are rod-shaped, enveloped, 430nm @ 120nm in size, with a tai-l like appendage at one extremity. Nucleocapsids

are 300nm @ 85nm in size, and are composed of rings of subunits in a stacked series. The genome of the virus

is a double-stranded DNA molecule. The full length of the DNA is estimated to be longer than 165kb. EcoRÑ

or SalÑ restriction fragents obtained after agarose gel electrophoreses were cloned in the system pBluescript Ò

KS-XL1-blue. Southern hybridization, dot blot hybridization and in situ hybridizat ion were performed using the

WSSV EcoR Ñ clone fragments as probe, and those proved that these clone fragments are specific to WSSV.

According to the results of nucleotide sequence analysis, none of the WSSV clones showed considerable se-
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quence homology with those of other known viruses or organisms, indicating that WSSV may only be distantly

related to baculoviruses.

KEYWORDS   Penaeus monodon, white spot syndrome virus( WSSV) , DNA probe, detect ion method

白斑综合症病毒( white spot syndrome virus, WSSV)是全球养殖对虾危害性最大的病毒, 各地学者

对之有不同的命名,如有: 白斑杆状病毒( white spot baculovirus, WSBV) [ 1]、皮下及造血组织坏死杆状

病毒( hepodermal and hematopo ietic necrosis baculovirus, HHNBV) [ 2]、日本对虾杆状核病毒( rod-shaped nu-

clear virus of Penaeus japonicus, RV- PJ) [ 3]和系统性外胚层和中胚层杆状病毒( systemic ectodermal and

mesodermal baculovirus, SEMBV) [ 4]等。白斑综合症( WSS)以对虾甲壳上出现白斑为其明显的外观症

状, 1990年于我国大陆发现,当时尚未引起暴发流行。自 1992年始于广东、福建, 1993年蔓延至全国

各地的WSSV暴发流行[ 5] , 使我国对虾养殖业损失惨重, 目前,部分省区对虾产量略有回升,但WSS仍

大量发生, 制约着我国对虾养殖业的持续发展。因此对WSSV 的诊断、预防和控制的研究直接关系到

我国对虾养殖业的恢复与发展。本文通过分离纯化WSSV 病毒粒子,抽提病毒 DNA 进行酶切克隆,

从而建立了WSSV部分基因组文库, 为从基因水平上研究WSSV开了个好头。

1  材料与方法

1. 1  试验虾

甲壳上带明显白斑的濒死斑节对虾( Penaeus monodon)于 1998年 6月取自广东省廉江市龙营围养

虾场, 置于液N2中带回实验室, - 80 e 保存。健康的野生斑节对虾和健康的野生刀额新对虾( Metape-

naeus ensis)购自广州市市场。样品经 PCR检测、常规组织学( H. E 染色)和电镜观察确证为感染WSSV

的虾或健康虾。

1. 2  病毒粒子的分离纯化

取病虾的鳃、胃、附肢、表皮于液 N2中研磨成粉,随后加入 10倍体积 TES ( 50 mmol/ L Tris- HCl,

pH 8. 5, 10 mmol/L EDTA, 100 mmol/ L NaCl ) 冰浴匀浆后, 4 e , 5 000 r/ min 离心 10 min, 上清铺于

20%蔗糖垫上, 4 e , 45 000r/ min 离心 30 min 。沉淀用含 1% ( v/ v) Triton X- 100的 TES重悬后,铺于

20% ~ 40% ( w/ w ) CsCl梯度上用 Beckman SW40 Ti转子 23 000 r/ min离心 24h以上。收集病毒带于

4 e 用透析缓冲液( 15 mmol/ L NaCl, 10 mmol/ L MgCl2, 10 mmol/ L Tris- HCl, pH 8. 0) 透析过夜。

纯化的病毒粒子滴加于铜网上,用 2%磷钨酸( pH 7. 0)负染 2min后,滴加蒸馏水洗, 干后用日立

JEM- 100CX Ò透射电镜观察。

1. 3  病毒核酸的提取

纯化的病毒粒子悬液加入 SDS 和蛋白酶K至终浓度分别为 0. 5%和 0. 5mg/ mL 于55 e 消化3 h,

随后用酚法抽提、乙醇沉淀病毒DNA。

1. 4  病毒核酸的酶切克隆

WSSV DNA用限制性内切酶 EcoRÑ或 SalÑ ( Gibco/ BRL) 于37 e 酶切过夜, 然后用T4 DNA连接

酶( Gibco/ BRL)于16 e 连接过夜,插入质粒pBluescript ÒKS(用限制性内切酶EcoR Ñ或 SalÑ于37 e 酶

切3h, 电泳后从琼脂糖凝胶中切下条带, 用透析带回收纯化后, 用牛胰碱性磷酸酶 CIP 脱磷)中,转化

入大肠杆菌( Escherichia coli ) XL1- blue 中,挑选白色菌落,碱法提质粒,用 EcoRÑ或 SalÑ酶切以鉴定

重组子。
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1. 5  Southern 杂交

按 Sambrook等[ 6]所述方法提取健康的野生斑节对虾和健康的野生刀额新对虾的基因组 DNA。

用限制性内切酶EcoRÑ或 SalÑ于 37 e 酶切WSSV DNA、健康的野生斑节对虾和健康的野生刀额新对

虾的基因组 DNA过夜,用 0. 8% 琼脂糖凝胶电泳分离后, 按 Sambrook等
[ 6]
所述方法毛细管转印到尼

龙膜( Hybond)上, 80 e 烘 2h 固定。将 2. 2 kb WSSV EcoR Ñ克隆片段按 High Prime DNA labeling Kit

(Boehringer Mannheim )说明书用32P 标记制备为探针。杂交、漂洗、显色按 Sambrook 等[ 6]所述方法进

行。

1. 6  组织切片(H. E染色)

现场取濒死斑节对虾,于第 2和第 3腹节间和头胸部注射 Davidson. s AFA固定液全身固定, 切取

头胸部,从额剑将头胸部分成 2部分,再置Davidson. s AFA固定液中固定 24h , 于70%乙醇中保存。固

定好的样品用于组织切片(常规技术, HE染色)或原位杂交。

1. 7  原位杂交

核酸探针的制备: 将 413bp WSSV EcoR Ñ克隆片段按 DIG DNA 标记和检测试剂盒( Boehringer

Mannheim)说明书用 DIG标记制备为核酸探针。

用于原位杂交的载玻片, 必须先用 2%APES( Sigma)的丙酮液硅化, 或直接用 Fisher Scient ific 公司

的正电荷显微镜载玻片。

固定好的样品按组织切片常规技术制成 4Lm 厚的组织切片, 60 e 烘 45min,然后经二甲苯脱蜡,乙

醇水化,蛋白酶 K( 10Lg/ mL) 37 e 消化 10min, 0. 4%甲醛固定 5min后,加预杂交液 37 e 预杂交 30min。

预杂交结束后, 载玻片上加入含 10~ 25 ng/ mL 探针(预先于 100 e 变性 10min)的杂交液, 于 95 e

变性 6min, 置冰上5min, 42 e 杂交过夜。

杂交后用 2 @ SSC、0. 5 @ SSC于 37 e 洗片,显色反应按 DIG DNA 标记和检测试剂盒说明书操作。

显色完后用 TE( pH 8. 0)停止显色,光镜观察。同时以健康虾、无探针杂交和无 AP 显色反应作为阴性

对照。

1. 8  打点杂交

分别取病虾和健康虾的鳃于 TN 缓冲液 ( 0. 4 mol/ L NaCl, 20 mmol/ L Tris- HCl, pH 7. 4) 中冰浴

匀浆, 4 e , 10 000 r/ min离心 10min,上清煮沸 10min 变性后, 打点于尼龙膜( Hybond)上, 120 e 烘 30min

固定。

用 1. 7中制备的探针( 413bp WSSV EcoRÑ克隆片段)按 DIG DNA 标记和检测试剂盒说明书与膜

进行杂交、漂洗和显色。同时以含 413bp WSSV EcoRÑ克隆片段的重组质粒为正对照,以无菌双蒸水

为负对照。

1. 9  DNA 序列分析

用 SequiTherm EXCELTM II DNA测序试剂盒 ( Epicentre Technologies)对所建立的 WSSV部分基因

组文库进行测序, 所得序列通过 Internet 进入 GenBank ( National Center for Biotechnology Information,

Bethesda, MD, USA)进行同源性比较。

2  结果
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2. 1  病毒纯化及其形态特征

蔗糖垫离心粗提纯后,电镜下可见完整的病毒粒子呈椭圆形,具囊膜, 大小平均为430nm @ 120nm ,

一端较平, 另一端略细,其顶端延伸出一条很长的尾, 尾部有一膨大部分。病毒核衣壳为杆状, 大小平

均为 300nm @ 85nm,核衣壳的两端各有一帽状结构,一端为较扁的梯形,另一端为三角锥形, 此端延伸

出一条长尾。帽状结构之间有 14圈螺旋,螺旋与核衣壳的长轴垂直(图版- 1)。

超速离心后, CsCl梯度中有一明显的乳白色折光带,收集此乳白色带经负染后于电镜下观察,可

见大量高纯度的WSSV病毒粒子(图版- 2) , 因此这一乳白色折光带即为病毒区带。经超速离心后,

病毒粒子已失去尾与囊膜。

2. 2  WSSV 部分基因组文库

WSSV基因组 DNA用限制性内切酶EcoR Ñ或 Sal Ñ酶切过夜,用0. 8% 琼脂糖凝胶电泳分离后,

得到的片段见表 1,其中小于 2 kb的片段已跑出凝胶,因此我们推测WSSV 基因组 DNA 可能在 165kb

以上。

将WSSV基因组 DNA EcoR Ñ或 Sal Ñ酶切产物与质粒 pBluescript ÒKS 连接, 转化入 E . coli

XL1-blue中,挑选白色菌落,碱法提质粒,用 EcoR Ñ或 SalÑ酶切以鉴定重组子,得到的重组子其插入

片段从 10 kb到低于 500 bp, 共计 40 kb, 从而建立了WSSV部分基因组文库。

表 1  WSSV基因组 DNA EcoR Ñ或 SalÑ酶切片段大小

Tab. 1  The sizes of the fragments of the genomic DNA of WSSV digested with EcoRI or SalÑ

 片段大小( kb) 共计( kb)

WSSV/ EcoRÑ

22 21 11. 2 10 9. 4 8. 5 7. 3 164. 9

6. 9 6. 1 6. 0 5. 6 5. 3 4. 8 4. 7

4. 15 4. 05 3. 8 3. 6 3. 4 3. 3 3. 2

3. 0 2. 8 2. 6 2. 2    
 

WSSV/ SalÑ

22 20. 5 18 13 9. 3 8. 9 8. 5 154. 6

8. 1 7. 7 7. 3 6. 3 5. 9 4. 9 4. 4

3. 85 3. 2 2. 75     

2. 3  Southern杂交

从所建立的WSSV部分基因组文库中选择 2. 2 kb WSSV EcoRÑ克隆片段抽提纯化后用32P 标记

制备为探针,将探针与 WSSV DNA、健康的野生斑节对虾和健康的野生刀额新对虾的基因组 DNA

EcoRÑ和 SalÑ酶切片段杂交,其结果发现探针特异地与WSSV DNA EcoRÑ和 SalÑ酶切片段杂交,其

中与 2. 2kb、5. 6kb WSSV EcoRÑ片段和 6. 3kb WSSV SalÑ片段强杂交,与 8. 5kb、9. 4kb WSSV EcoRÑ
片段及 13kb WSSV SalÑ片段弱杂交;探针不与健康的野生斑节对虾和健康的野生刀额新对虾的基因

组DNA EcoRÑ和 SalÑ酶切片段杂交(图版- 3)。

2. 4  组织切片与原位杂交

样品经组织切片后,细胞核为蓝色, 细胞质为红色,感染WSSV 的阳性细胞靠鉴定其细胞核肿大

作为主要诊断依据, 但在光镜下有时难以分辨 HE 染色后的病变细胞和正常细胞(图版- 4, 5)。而用

DIG标记 413bp WSSV EcoRI克隆片段制备为探针进行原位杂交,光镜下观察,可见被WSSV 感染的阳

性细胞与未被感染的正常细胞较组织切片更易区分,经原位杂交后,被WSSV感染的阳性细胞出现明

显的蓝紫色颗粒沉积。探针特异地与感染WSSV 的患病虾组织细胞杂交, 而不与健康虾的组织细胞

杂交(图版- 6, 7)。
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2. 5  打点杂交

用 DIG标记 413bp WSSV EcoR Ñ克隆片段制备为探针进行打点杂交的结果发现,探针特异地与

病虾 DNA杂交,而不与健康虾 DNA杂交。

2. 6  DNA 序列分析

所建立的WSSV 部分基因组文库中小于 600bp的插入片段已全部测序,计有 8. 6 kb。将所得序列

通过 Internet输入 GenBank进行同源性比较,结果发现所得序列与已知杆状病毒核酸序列的同源性低,

与GenBank中已有病毒和生物核酸序列比较都无较大同源性。

3  讨论

WSSV的核酸类型为双链 DNA,其基因组 DNA大小目前尚无统一的结论。我国台湾地区Wang

等根据病毒 DNA HindÓ 22个酶切片段的电泳位置,推算WSSV基因组 DNA大小在 150kb以上[ 1] ;泰

国Wongteerasupaya 等用 EcoRÑ和 BamH Ñ分别酶切电泳, 计算其基因组 DNA大小约为 168kb [ 4] ; 而厦

门Yang 等则报道用多种限制性内切酶酶切后推测病毒 DNA 大小约为 290kb[ 7]。我们根据WSSV

EcoRÑ与 SalÑ的酶切片段大小推算WSSV DNA大小在 165kb 以上, 与Wang 等
[ 1]
和Wongteerasupaya

等[ 4]的结论相近, 而与 Yang 等[ 7]的结论出入较大。我们通过分离纯化WSSV 病毒粒子, 抽提病毒

DNA, 对之进行酶切克隆, 建立了 WSSV 部分基因组文库。从中选取 2. 2kb WSSV EcoR Ñ克隆

片段用
32
P标记制备为探针进行 Southern杂交,结果发现探针可与WSSV基因组酶切片段杂交, 其中与

2. 2kb WSSV EcoRÑ片段有强杂交, 与预期结果相符。另外探针还与5. 6kb WSSV EcoRÑ片段和 6. 3kb

WSSV SalÑ片段有强杂交,与 8. 5kb和 9. 4kb WSSV EcoRÑ片段及13kb WSSV SalÑ片段弱杂交,其原

因可能是由于WSSV 基因组上存在同源性很高的不同区域。探针不与健康虾基因组酶切片段杂交,

说明此探针( 2. 2kb WSSV EcoRÑ克隆片段)对WSSV特异,不是来源于其宿主虾基因组。

对于WSSV 的检测,除常规组织切片和电镜观察外,还发展了快速野外观察、基因探针和 PCR扩

增等方法[ 8, 9]。我们从WSSV 部分基因组文库中选取 413bp WSSV EcoR Ñ克隆片段用 DIG 标记制备

成探针,将之用于WSSV的打点杂交和原位杂交检测,其结果首先证明了探针( 413bp WSSV EcoR Ñ克
隆片段)对WSSV特异性高;其次,运用打点杂交可发展WSSV 特异的检测试剂盒; 最后, 由于原位杂

交可在受染细胞内显示特定病毒的核酸序列,因此为WSSV的组织细胞定位提供了一个更有效的方

法,运用原位杂交不仅能确定受染细胞的类型, 还能同时观察组织病理变化,有助于研究WSSV的发

病机理和流行病学, 进而达到预防WSS的目的。同在光镜下观察, 原位杂交相对于HE染色更具优越

性,因为: ¹ 原位杂交是对WSSV特异的, 而H. E染色以受染细胞核肿大为依据, 但细胞核肿大也可由

别的原因引起; º原位杂交可检测病毒早期及潜伏感染,而HE染色在细胞核肿大之前则难以鉴定; »

由于原位杂交以在受染细胞中出现蓝紫色颗粒沉积为诊断标准,颜色对比大, 比 H. E染色更直观、更

清楚。如在肝胰腺和中肠中, 经原位杂交可清楚地看到其上皮细胞不感染 WSSV, 结缔组织感染

WSSV, 从而证明了WSSV感染外胚层和中胚层来源的组织和细胞,而不感染内胚层来源的组织和细

胞。

Wang等
[ 1]
根据国际病毒分类委员会( ICTV)第 5次报告

[ 10]
将WSSV 定为杆状病毒科裸杆状病毒

亚科无包涵体病毒属。但是 ICTV第 6次报告[ 11]只列出核型多角体病毒属( Nucleopolyhedrovirus )和颗

粒体病毒属( Granulovirus) ,而没有列出裸杆状病毒亚科无包涵体病毒属, 原列为无包涵体病毒属的昆

虫病毒 OrV和 Hz- 1现列为未分类的无脊椎动物病毒。由于感染WSSV的组织细胞内未发现包涵体

( occlusion body, OB)的形成,因此WSSV既不属核型多角体病毒属, 也不属颗粒体病毒属。从本文结

果及相关文献[ 12, 13]来看, WSSV与已知杆状病毒在大小、形态结构、理化特性、组织病理、感染方式

(经口感染)、宿主范围(均感染节肢动物)、核酸类型(双链DNA)等方面相近。但也有不同之处: WSSV
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不形成包涵体; 外型上WSSV核衣壳较粗短, 其长宽比约为 5B1,而杆状病毒一般为 10B1; WSSV 囊膜
一端有一/尾0结构; WSSV可在细胞核与细胞质中复制、装配和成熟, 而杆状病毒只在细胞核中复制、

装配和成熟;我们对所建立的部分基因组文库序列分析发现, WSSV核酸序列与已知杆状病毒核酸序

列的同源性低, 与GenBank中已有病毒和生物核酸序列比较都无较大同源性。由以上分析可见, 根据

ICTV第 6次报告,WSSV 应不属于杆状病毒科,目前只能列为未分类的无脊椎动物病毒, 其分类地位

尚需更多证据方能确定。
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图  版  说  明       Explanation of Plate

1.负染的粗提纯WSSV 粒子电镜照片; @ 100 000。2.负染的 CsCl 梯度离心纯化的 WSSV 粒子的电镜照片; @ 36 000。3.用32P 标记 2.

2kb WSSV EcoRI克隆片段制备为探针进行 Southern杂交结果。A:电泳结果, B: 杂交结果, 1: DNA 分子量标准 (KDNA/Hind Ó ) , 2:

WSSV/ EcoRI, 3: WSSV/ Sal I, 4: DNA 分子量标准(1kb) , 5:斑节对虾基因组 DNA/ EcoRI, 6:斑节对虾基因组 DNA/ Sal I, 7:刀额新对虾

基因组 DNA/ EcoRI, 8:刀额新对虾基因组 DNA/ Sal I。4, 5. 被 WSSV 感染的斑节对虾鳃( @ 300)、中肠( @ 600)组织切片(H. E染色)。

6, 7.用 DIG标记 413bp WSSV EcoRI克隆片段制备为探针与被WSSV 感染的斑节对虾鳃( @ 600)、中肠( @ 600)组织的原位杂交结果,受

染细胞核肿大,有蓝紫色颗粒沉积

1. Negative stain of WSSV virion, @ 100000; 2. Negative stain of WSSV purif ied by CsCl density gradient centrifugat ion, @ 36 000; 3. Characterization

of Southern hybridization w ith 2. 2kb WSSV EcoRI clone fragment as probe; 4, 5. WSSV-infected gill ( @ 300) , midgut( @ 600) of P. monodon (HE

stain) ; 6, 7. Characterizat ion of in situ hybridization w ith 413bp WSSV EcoRI clone fragment as probe.
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