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摘要: 根据 GenBank中登录的对虾白斑综合症病毒 ( WSSV )全基因组序列中和 ORF234相应的序列来设计 1对

引物,从疑似病例的罗氏沼虾中提取总 DNA, 并以此为模板, 经 PCR扩增出约 885 bp的特异性片段, 克隆进质粒

载体 pET- 28a( + ), 进行序列测定和分析。结果显示: 扩增序列共编码 294个氨基酸, 预测的相对分子质量为

34kDa,与 G enBank中登录序列的对应区域同源性达 99% , 由此确认该罗氏沼虾患有白斑综合病毒病。该序列所

编码的蛋白在 22~ 96氨基酸位置有一段球状结构, 在 142~ 272氨基酸位置有一个与 DUF1335蛋白同源的将近

130个氨基酸残基的保守区, 其功能未知。同时还对克隆出的片段进行序列分析和蛋白预测,以进一步深入开展

蛋白的功能及对该病毒病的防治的研究。
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  对虾白斑综合症病毒 (W h ite Spo t Syndrome V -i

rus, WSSV)又称对虾白斑杆状病毒 (W h ite Spot Ba-

cilliform V irus, WSBV ), 是对全球对虾养殖业危害最

大的病原之一 (张家明,刘志昕, 2002)。W SSV具比

较广泛的宿主域,中国对虾、斑节对虾、南美白对虾、

刀额新对虾、脊尾对虾、天津厚蟹、日本大眼蟹等为

其天然宿主,哈氏美人虾、短脊鼓虾、克氏原螯虾、肉

球近方蟹、滕壶也能被人工感染 (雷质文等, 2002;

何建国等, 1999)。 2007年有报道人工养殖的罗氏

沼虾也能在自然状态下被该病毒感染 (王晓兰等,

2007)。目前WSSV全基因序列 (约 300 kb)已有 3

个版本,共有编码序列 186个:第 1种病毒序列全长

292 967 bp, G enB ank登录号为 No. AF369026, 分离

自泰国对虾;第 2个版本序列全长 305 107 bp, Gen-

Bank登录号为 NO. AF332093,病毒来自日本对虾;

第 3种序列全长 307 287 bp, G enB ank登录号为 No.

AF440570,病毒分离自台湾养殖对虾 ( Yang F et a,l

1997; V anHu ltenM C W et a,l 2001; FENG YANG et

a,l 2001)。关于对虾白斑综合病毒的病原学、诊断

学、流行病学、感染机理等研究已深入到了分子水平

(黄捷等, 1995;战文斌等, 1995)。由于 WSSV基因

组许多基因的功能是未知的,并且缺乏开展相关病

毒研究的虾细胞株,因此对该病毒基因功能的预测

大部分来自序列分析的结果。关于对该病毒的衣壳

蛋白和囊膜蛋白的结构和功能已有一定的了解

(M ari·lle C et a,l 2001) ,但对众多开放阅读框所具

有的功能了解还不够或无法开展深入的研究 (易志

刚等, 2004;傅铃琳等, 2005)。本实验以患疑似白斑

病的罗氏沼虾总基因组 DNA (含病毒基因组 )为模

板, 进行 PCR扩增, 电泳检测出相应片段后将产物

克隆进 pET- 28a( + )载体, 测序证实所获得序列为

WSSV中的一个片段,与所公布W SSV ORF234同源

性达 99%,显示用于扩增 ORF234的引物可以用来

进行WSSV的诊断;同时还对克隆出的片段进行序

列分析和蛋白预测,以进一步深入开展蛋白的功能

及对该病毒病防治的研究。

1 材料和方法

1. 1 实验材料

1. 1. 1 实验动物  病虾为罗氏沼虾 (Macrobrachi-

um rosenberg ii), 来自于江苏省高邮人工养殖场, 由

江苏省水生动物疫病控制中心采集并固定于 75%

乙醇溶液中。

1. 1. 2 菌株与质粒载体  大肠杆菌 (E scherichia co-

li )TG1、BL21, 质粒 pET - 28a ( + )为本实验室保

存。

1. 1. 3 酶和试剂  TaqDNA聚合酶、T4DNA连接

酶、限制性内切酶 H indÓ, EcoR Ñ和配套的缓冲液
为 S igm a公司产品。基因组提取试剂盒、PCR产物

回收试剂盒等购自上海生物工程有限公司。



1. 2 实验方法
1. 2. 1 病毒基因组提取  用超纯水将病虾充分清

洗后, 完全磨碎, 按动物基因组提取试剂盒说明书提

取样品中的总 DNA (该混合 DNA 中含有病毒

DNA ),最终溶在 50LL TE中, - 20e 保存备用。
1. 2. 2 W SSV ORF234基因的 PCR扩增  根据已

公开的 WSSV 基因全序列上 ( GenBank 登录号

AF332093)相应的 ORF234基因序列设计 1对引物:

P1: 5c- CCGAATTCACCATGGAGTATATAGGGG -

3c, P2: 5c- CGAAGCTTGATACAGTGACCGTCCCTG

- 3c(下划线分别为加入的 E coRÑ和H indÓ酶切位

点 )。引物由上海生工公司合成。 PCR反应条件

为: 50 LL反应体系中含 5 LL 10 @ PCR buffer, 4 LL

25 mmo l/L M gC l2, 1 LL dNTPs, 0. 5 LL P1, 0. 5 LL

P2, 0. 5 LL模板 DNA, 0. 5 LL TaqDNA聚合酶 ( 5 U /

LL)。样品 94e 预变性 5 m in, 然后按下述条件进行

PCR扩增反应: 94e 50s, 55e 1 m in, 72e 1 m in, 35

个循环后 72e 延伸 10 m in,扩增完毕后置 4e 保存。

1. 2. 3 WSSV ORF234基因 PCR产物的回收与克

隆  PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测扩增结

果后按照凝胶回收试剂盒的操作指南切胶回收。将

回收的 PCR产物经 E coR Ñ和 H indÓ酶切后, 连接

到经同样酶切并通过凝胶回收的 pET- 28a( + )中,

转化感受态细胞, 在 LB平板培养基上 (含卡那霉

素, K an
+
)挑选数个菌落,接种于含 K an

+
抗生素的

LB液体培养基中, 37e 振荡培养过夜, 用质粒抽提

试剂盒提取质粒,将 E coRÑ和H indÓ酶切鉴定呈阳

性的质粒进行测序。

2 结果与分析

2. 1 W SSV ORF234基因克隆鉴定

经 PCR扩增得到特异性片段,琼脂糖凝胶电泳

检测显示该片段大小约为 880 bp, 与公布的W SSV

ORF234相一致。将回收的 PCR产物酶切后克隆进

pET - 28a ( + ) , 筛选出的重组质粒用 E coR Ñ和

H indÓ酶切后,可产生 1条 880 bp左右的条带 (图 1

箭头所示 ), 经测序进一步确认, 并将重组质粒命名

为 pET- 28a( + ) - WSSV ORF234。

2. 2 W SSV ORF234的核酸序列分析

本实验得到的片段经测序,全长 885 bp(已登

录 GenBank, 登录号: N o. EF524224), 编码 294个氨

基酸 (图 2)。通过 BLAST与对虾白斑综合病毒基

因组相应区域比对,仅有 1个碱基的突变,密码子由

GAA突变为 GGA, 编码该位点的氨基酸相应地由

G lu(谷氨酸 )突变为 G ly(甘氨酸 ) , 同源性达 99%

以上 ( No. AF332093、No. AF369029、No. AF440570)。

证实其为白斑综合病毒基因片段。

M: 100bpMARKER ; A: W SSV ORF 234特异性条带

图 1 PCR产物电泳

Fig. 1 Am plification by PCR

2. 3 生物信息学分析

用 Peptool软件对W SSV ORF234基因编码氨基

酸序列的基本特征进行分析,结果显示 (表 1): 其编

码的蛋白相对分子质量为 34 kDa; 等电点为 ( P I)

516,氨基酸组成中带正电荷氨基酸 (A rg、Lys、H is)

45个,占 15. 3% ;带负电荷氨基酸 (A sp、G lu) 46个,

占 15. 6%;疏水性氨基酸 129个, 含量为 52% ;极性

氨基酸 121个, 含量为 48% ;碱性氨基酸 ( A rg、Lys)

40个;酸性氨基酸 ( Asp、G lu) 46个。疏水性分析结

果如图 3。

WSSV ORF234基因编码氨基酸序列含 1个 N

-糖基化位点, 6个酪蛋白激酶 Ò磷酸化位点, 3个

MYR ISTYL位点和 4个蛋白激酶 C磷酸化位点, 如

图 4。特征序列及位置列于表 2。

二级结构分析显示 (图 5), W SSV ORF234基因

编码的蛋白二级结构中以 A- 螺旋和 B-折叠为

主, 间或 B-转角与无规则卷曲。

通过密码子偏爱性分析发现, W SSV ORF234片

段上各种密码子的出现次数及编码同一种氨基酸所

使用不同密码子出现的偏爱性如表 1。起始密码子

为 AUG,终止密码子为 UAA, 编码色氨酸的偏爱密

码子为 UGG,编码苯丙氨酸的偏爱密码子为 UUU,

编码酪氨酸的偏爱密码子为 UAU,编码谷氨酰胺的

偏爱密码子为 CAA。天冬酰胺的偏爱密码子为

AAU。编码亮氨酸和缬氨酸的密码子没有显著的偏

爱性。值得注意的是 CCG、ACC、UCG的使用频率

为 0,其内在的因素有待进一步研究。密码子位置

的偏爱性如表 3。第 1位为 G的密码子含量最高,

达到 32%;第 2位为 A的密码子含量高达 36%; 末

位为 A的密码子含量为 32%。
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图 2 WSSV ORF234核苷酸序列和推导的氨基酸序列

F ig. 2 Nuc leotide sequence and pred icted am ino acid sequence

图 3 W SSV ORF234编码蛋白疏水特性

F ig. 3 Hydrophh ib icity ofW SSV ORF234

gene encoded prote in

  通过 SW ISS - MODLE对所推导的蛋白进行在

线分析,结果系统显示该蛋白和 2gj2A结构相似, 在

22~ 96的氨基酸位置有一球状结构 (图 6) ,与所比

较的 zg j2A蛋白晶体结构序列的同源性为 41%。E

值为 9. 34e- 11,球状结构能量为 - 2 479. 691 kJ/

mol。

3 讨论

密码子是核酸携带信息和蛋白质携带信息间对

应的基本规则,是生物体内信息传递的基本环节。

图 4 W SSV ORF 234编码蛋白模式位置

F ig. 4 M otif pattern of pred icted prote in
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表 1 WSSV ORF234基因编码蛋白氨基酸含量

Tab. 1 Am ino acid con ten t ofW SSV ORF234 gene encoded prote in

氨基酸

Am inoa lid

数量

Num ber

含量 /%

Fract

密码子

及数量

C ondon and

Num ber

密码子

偏爱 /%

Condon

preferences

氨基酸

Am inoal id

数量

Num ber

含量 /%

Fract

密码子

及数量

Condon and

Number

密码子

偏爱 /%

Condon

p references

丙氨酸 A la( A) * 8 2. 72 GCU 3 38 蛋氨酸 M et(M ) * 9 3. 06 AUG 9 100

GCC 1 13 脯氨酸 Pro( P) * 10 3. 40 CCU 5 50

GCA 1 13 CCC 2 20

GCG 1 38 CCA 3 30

精氨酸 A rg( R )# 14 4. 76 AGA 3 21 CCG 0 0

AGG 3 21 丝氨酸 Ser( S)# 21 7. 14 AGU 7 33

CGU 2 14 AGC 1 5

CGC 2 14 UCU 8 38

CGA 2 14 UCC 4 19

CGG 2 14 UCA 1 5

胱氨酸 Cys 4 1. 36 UGU 1 25 UCG 0 0

UGC 3 75 苏氨酸 Th r( T )# 15 5. 10 ACU 5 33

甘氨酸 G ly( G) 18 6. 12 GGU 4 22 ACC 0 0

GGC 2 11 ACA 8 53

GGA 5 27 ACG 2 13

GGG 7 39 色氨酸 T rp(W ) * 2 0. 68 UGG 2 100

组氨酸 H is(H )# 5 1. 70 CAU 3 60 酪氨酸 Tyr(Y ) * 13 4. 42 UAU 9 69

CAC 2 40 UAC 4 31

异亮氨酸 Ile( I) * 19 6. 47 AUU 10 53 缬氨酸 Val(V ) * 21 7. 14 GUU 7 33

AUC 1 5 GUC 2 10

AUA 8 42 GUA 6 29

亮氨酸 L eu( L) * 32 10. 89 CUU 3 9 GUG 6 29

CUC 6 19 天冬酰氨 A sn (N ) 8 2. 72 AAU 6 75

CUA 5 16 AAC 2 25

CUG 6 19 天冬氨酸 A sp (D ) 14 4. 76 GAU 8 57

UUA 8 25 GAC 6 43

UUG 4 13 谷氨酰氨 G ln( Q)# 8 2. 72 CAA 6 75

赖氨酸 Lys( K)# 26 8. 85 AAA 14 54 CAG 2 25

AAG 12 46 谷氨酸 G lu( E )# 32 10. 89 GAA 22 69

苯丙氨酸 Phe( F) * 15 5. 10 UUU 11 73 GAG 10 31

UUC 4 27 合 计 total 294 100

  注: * 疏水氨基酸; #亲水氨基酸

Note: * H ydroph ib icity; # H yd roph ile

编码 20种氨基酸的密码子共 61种。物种间对密码

子的使用频度是不同的, 因而有不同的密码子偏爱

性 (范三红等, 2003)。寄主在长期的进化中形成了

包括代谢在内的对宿主一定的依赖性, 并产生专一

性。在密码子上是否存在同样的关联, 能否从密码

子偏爱方面获得宿主与寄主WSSV之间的相互关系

值得关注。经 BLAST分析 ( NCB I) , 该基因序列所

编码的蛋白,在 22~ 96氨基酸位置与WSSV病毒的

VP 9所编码的一段被命名为 zg j2A的序列同源

( Schw edeT et a,l 2003; Guex et a,l 1997; A rnold K et

a,l 2006)。VP 9为W SSV的一个非结构蛋白基因,

zg j2A为一段具有紧密球状结构的蛋白链。其结构

显示该蛋白链是含有 1个金属结合位点的铁还原蛋

白。蛋白 BLAST分析 ( NCB I),得知在 142~ 272氨
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表 2 WSSV ORF234编码蛋白序列模式分析结果

Tab. 2 Analysis mot if of pred icted am ino acid

模块名称 M otif 位置 Position 特征序列 Sp ecific sequence

ASN _GLYCOSYLATION (N -糖基化位点 ) 110 NTST

CK2_PHOSPHO_S ITE (酪蛋白激酶Ò磷酸化位点 ) 16 TPEE

CK2_PHOSPHO_S ITE (酪蛋白激酶Ò磷酸化位点 ) 44 STFE

CK2_PHOSPHO_S ITE (酪蛋白激酶Ò磷酸化位点 ) 113 TTTD

CK2_PHOSPHO_S ITE (酪蛋白激酶Ò磷酸化位点 ) 114 TTDD

CK2_PHOSPHO_S ITE (酪蛋白激酶Ò磷酸化位点 ) 115 TDDE

CK2_PHOSPHO_S ITE (酪蛋白激酶Ò磷酸化位点 ) 182 SADD

MYRISTYL( N- ) 41 GVM STF

MYRISTYL( N- ) 178 GLGFSA

MYRISTYL( N- ) 201 GLKYTW

PKC_PHOSPHO _S ITE(蛋白激酶 C磷酸化位点 ) 51 T IR

PKC _PHOSPHO _S ITE(蛋白激酶 C磷酸化位点 ) 89 SLK

PKC_PHOSPHO _S ITE(蛋白激酶 C磷酸化位点 ) 98 S IK

PKC _PHOSPHO _S ITE(蛋白激酶 C磷酸化位点 ) 150 TYR

  表 3 密码子位点偏爱 %

Tab. 3 codon bias

位点 Position U C A G

位点 1 20 17 31 32

位点 2 33 16 36 16

位点 3 31 14 32 23

图 6 蛋白结构比对

Tab. 6 Structure alignm engt

基酸位置,可能有 1个与 DUF1335蛋白同源的将近

130个氨基酸残基的保守区, 其功能未知。此保守

区可能对 WSSV有特殊的意义。因此,本实验所获

得的基因序列所编码的蛋白在这些区域的功能仍有

待于进一步研究。

已有的研究显示, W SSV自然感染的宿主广泛

(魏静等, 1998), 并且危害巨大。目前随着研究的

深入, 对WSSV基因的功能及其表达调控成为该研

究领域的热门。WSSV主要靠对虾摄食带病毒宿主

而传播, 通过 PCR扩增对病毒的检测方法,会因为

环境和试验条件的影响而出现假阳性。本实验根据

GenBank所公布WSSV的全基因序列相应区域设计

引物, 扩增出了功能未知的 ORF234片段, 并装载于

可用于大肠杆菌 BL21表达的载体中。显示用于扩

增 ORF234的引物可以用来对 WSSV进行有效诊

断。

用 OMEGA2. 0、Peptoo l等生物学软件对所获得

的W SSV ORF234片段进行分析, 发现该蛋白有多

个位点可以发生磷酸化修饰,个别位点可以发生糖

基化修饰。蛋白的磷酸化和脱磷酸化在细胞信号传

导中起重要作用,磷酸化、糖基化位点可能是W SSV

ORF234蛋白完成其生理功能的结构基础。特别是

该蛋白序列中酪蛋白激酶 Ò磷酸化位点有 6个, 提

示该蛋白可能受酪蛋白激酶 Ò ( CKÒ )的调节。

对WSSV基因编码蛋白的分析与预测, 有助于

进一步对W SSV基因功能的深入研究。目前通过导

入病毒蛋白对应的反义 RNA到对虾体内, 进行

RNA i干扰的方法来抑制 WSSV的基因的最终翻译

和病毒复制的研究已经有了报道 ( Yue Wu et a,l

2007)。探讨W SSV各个基因的功能, 不仅可以查

明WSSV感染及分布广泛的特点, 也有助于利用新

的手段来防治WSSV。
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D iagnosis ofWhite Spot Syndrom e Virus D isease by ORF234

ofMacrobrachium rosenbergii and Sequence Analysis
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Abstract: A pa ir o f prim ers w as designed based on white spo t syndrome v irus (WSSV ) released from GenB ank to

amplify a fragment w ith tota lDNA template from Macrobrachium rosenbergii which w as susp icious o f being infected

w ithWSSV. The fragment then w as cloned into vector of pet- 28a( + ) . Nucleo tide sequence analysis show ed the

sequence amplified w as 99% identity w ith the ORF234 o f to ta l sequence ofWSSV from GeneBank, It is believed

that the shrimp w as infected w ithWSSV. The sequence encoded 294 am ino acids, the estimated molecu lar w eight

w as 34KD a. Pro te in encoded by the sequence has a g lobu lar structure at 22~ 96 am ino ac id, and at 142~ 272 am-i

no ac id there w as a nearly 130 am ino ac id residues conservat ive district homo logousw ith DUF1335, wh ich function

w as unknown. M eanwh ile sequence analysis and protein prediction has been stud ied for further reseach o f the pro-

tein function and the contro l o f v irus disease.

Key words:WSSV; ORF234 gene; clone; sequence analysis; Macrobrachium rosenbergii
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