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利用宿主范围扩大的杂交病毒 !"#$% 在家蚕中表达对虾白斑综合症病

毒 %$&’ 基因
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摘 要 对虾白斑综合症其病原是对虾白斑综合症病毒（[?4., @-’. @;961’/, 541:@，简称 [++&）。&F"% 是 [++& 的一个囊膜蛋

白，E;*F&（E;0146 ’D =3*F& 896 J/*F&，简称 E;*F&）是 J/*F& 和 =3*F& 通过基因重组后得到的一个具有 J/*F& 和 =3*F& 双

重优点的新型杂交病毒，在克隆了 &F"% 基因的基础上，成功构建了重组转移载体 -J(:,J43E4@QS5-"% 和重组杆状病毒 E;*F&S
&F"%。用重组病毒注射接种 # 龄起蚕，经 +L+SF=]U 和 [,@.,19 0(’..49C 分析，结果表明，[++&S&F"% 基因在家蚕体内得到了表

达，特异性条带大小与预计的基本一致，约为 !"BL。
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对虾白斑综合症是由对虾白斑综合症病毒（!"#$% &’($
&)*+,(-% .#,/&，简称 !001）感染对虾后引起的病毒性传染

病［2］。自上世纪 34 年代对虾白斑综合症在世界沿海各地发

生以来，许多学者对其症状、病理变化、流行性、诊断、防治等

进行了较为全面的研究［5 6 7］，但有关病原 !001 病毒分子生

物学方面的研究不多，尤其是关于 !001 感染对虾的分子机

制几乎未见报道。已知 1823 是由病毒基因组自身编码的结

构蛋白，为 !001 的主要囊膜蛋白［9］，我们的研究表明，囊膜

在 !001 感染对虾过程中起关键作用［:］，1;* 等发现另一囊

膜蛋白 185< 与对虾白斑综合症的系统感染有关［=］。但 1823
囊膜蛋白是否与对虾白斑综合症的系统感染有关？至今未

见报道，于是我们决定对 1823 进行深入研究，而 823 蛋白是

开展研究的第一步，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较常规的方法。昆虫>杆状病

毒表达载体系统是目前公认的有应用价值的真核生物表达

系统，其超高效表达能力、安全性和易操作性越来越受到人

们的重视，该表达系统对转译后的产物能正确加工，与原核、

酵母表达系统相比，其表达产物具有更好的天然生物活性。

?)@81 是 A-@81 和 BC@81 通过基因重组后得到的一个具有

A-@81和 BC@81 双重优点的新型杂交病毒，本研究利用家

蚕>?)@81 表达系统，以家蚕为表达宿主以求得到后加工完

善的 1823 囊膜蛋白。为探讨病毒感染的分子机制提供物质

基础。

! 材料与方法

!"! 材料

质粒、菌株、载体、细胞及家蚕：含 !001>1823 基因的质

粒 ’DEF1823 由前文构建［<］，宿主菌 ! G "#$% HF243 由浙江大

学饲料科学研究所提供，转移载体 ’AI/%A#C?#&J、表达载体

?)@81 和 0K3 细胞由浙江大学动物科学学院吴小锋博士馈

赠，表达宿主家蚕（苏 9 L 苏 :）由苏州大学蚕桑研究所提供。

酶与试剂：实验中所用的限制酶和 M@B 重组用的酶以

及昆虫细胞培养基 NJ>244、OA0、共转染试剂 P#’(K%C$#*、标准

分子量蛋白均为 DQAJR 公司产品，单克隆抗体鼠抗 :?#& 和

?S8>羊抗鼠 QTD 购于 0#T-; 公司，其它试剂均购自上海生工

生物工程有限公司，8JS 引物由上海生工生物工程有限公司

合成。

!"# 方法

!"#"! 重组转移载体质粒 ’AI/%A#C?#&J>.’23 的构建策略：已

克隆的 1823 基因其 BND 端带有 &"#!位点，NBB 端带有

’%(+"位点。为此，用 &"#!和 ’%(+"对质粒 ’DEF.’23 进

行双酶切，2U琼脂糖凝胶电泳，割胶回收小片段。同时用

&"#!和 ’%(+"对表达转移质粒 ’AI/%A#C?#&J 进行双酶切，

2U琼脂糖凝胶电泳，割胶回收大片段。用 N7 M@B 连接酶在

7V下连接两片段过夜，连接产物转化 ! G "#$% HF243 感受态

细胞，涂板含氨苄的 PA 固体培养基，W=V过夜，挑取单菌落

于含氨苄的 PA 液体培养基中，W=V，544,X-#* 振荡培养过夜，

抽提质粒，用双酶切和 8JS 法进行重组质粒的鉴定，将重组

质 粒 命 名 为 ’AI/%A#C?#&J>.’23。 重 组 转 移 载 体 质 粒

’AI/%A#C?#&J>.’23 的构建策略如图 2。

图 2 重组转移质粒 ’AI/%A;C?#&J.’23 构建策略

O#TG 2 J(*&$,/C$#(* (K $"% ,%C(-Y#*;*$

’I;&-#+& ’AI/%A;C?#&J.’23

!"#"# 重组杆状病毒的构建：杂交病毒 ?)@81>M@B 的制备：

杂交病毒 ?)@81 在 0K3 单层细胞中培养增殖，细胞出现明显

发病症状后收集培养上清液，9 444,X-#* 离心 24-#*，取上清，

7V、W4 444,X-#* 离心 :4-#*，弃上清，病毒沉淀用 2-P NE 缓冲

液（’?<Z4）溶解，在悬浮液中加入 94#P 24U 0M0、5Z9#P 蛋白

酶 [（54-TX-P），94V水浴过夜。对消化过夜的混合液，用酚、

酚 \氯仿各抽提 5 次，氯仿 \异戊醇抽提 2 次，取水相，加 5 倍

体积无水乙醇，混匀，用玻璃棒钩出丝状 M@B，溶于适量 NE
缓冲液（’?<Z4）中。

共转染采用 P#’(K%C$#* 共转染法。取直径 74C- 的平皿一

付，加入 4Z9-P NJ>244（含 24U OA0）培养基，铺入 5 L 249 个

0K 3细 胞，5=V 培 养 :" 左 右 使 细 胞 贴 壁。共 转 染 时，取

2Z9-P E’’%*+(,K 管 2 支，加入 ?)@81>M@B 约 2#T，重组转移质

粒 ’AI/%A#C?#&J>.’23 约 54#T，M(&’%, 试剂 29#P，用水补总体积

至 74#P，轻轻混匀，室温放置 29-#*，期间，将平皿中带 OA0 的

NJ>244 培养基吸尽，用无血清的 NJ>244 培养基洗涤细胞 W
次。最后加入 2-P 的无血清的 NJ>244 培养基，将 E’’%*+(,K
管中的混合液加入其中，混匀，用 8;,;K#I- 封口，5=V培养 57"
左右，加入 2-P 含 54U的 OA0 NJ>244 培养基，5=V培养 9 ] =+
至细胞出现严重发病症状，收集共转染液，7V、9444,X-#*、离

心 24-#*，取上清。

将共转染上清液感染 0K3 细胞进行蓝白斑筛选，待单个

蓝斑出现后，用巴斯德吸管将蓝斑挑出，用显微镜法和 8JS
法进行重组病毒鉴定，将纯化的重组病毒接种家蚕五龄起

蚕，使 1823 基因在蚕体内表达。

!"#"$ 表达产物的检测：将 游 离 的 重 组 病 毒 ?)@81>1823
9#P（9 L 249 ’/K）注射接种 9 龄起蚕，对照区注射 ?)@81，每区

54 头，59V正常饲育家蚕，7+ 后蚕发病。剪腹足在冰上收集

血淋巴，24 444T 离心 24-#*，上清液用 8A0 稀释 9 倍后，用等

体积的上样缓冲液裂解，置 244V煮 W ] 9-#* 后 7V、24 444
,X-#*离心 24-#*，取上清液进行 0M0>8BDE（一式二份）。取

24#P 上样，用标准分子量蛋白作对照，电泳结束后，一份用考

马斯亮蓝 D>594 染色，一份做 !%&$%,* YI($$#*T，方法参照《分子

克隆实验指南》。
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! 结果与分析

!"# 重组转移载体 $%&’(%)*+),-./$#0 的鉴定

双酶切和 !"# 法进行重组质粒 $%&’(%)*+),"-.$/0 的鉴

定结果如图 1。2!/0 基因全长 3445$，由图 1 知，目的基因已

正确地克隆入转移载体中。

图 1 重组质粒 $%&’(%6*+),"-.$/0 的鉴定

7)89 1 :;(<=)>)*6=)?< ?> @(*?A5)<6<=

$&6,A); $%&’(%6*+),"-.$/0

/：A6@B(@；1，3：$%&’(%6*+),"-.$/0；C，D：$%&’(%6*+),"-.$/0E!"#!
F $%&;"；4：$%&’(%6*+),"-.$/0E!"#9

!"! 重组病毒的筛选

重组转移载体 $%&’(%)*+),"-.$/0 与 +GH!2 -IHJ 共转染

K>0细胞，共转染上清液进行蓝白斑筛选，挑取重组病毒蓝

斑。显微镜下重组病毒感染的 K>0 细胞中无多角体，说明重

组病毒已产生且纯化。

!"1 表达产物的检测

将重组病毒 +GH!2-2!/0 悬液接种家蚕。用病蚕血淋巴

上清液进行 KIK-!JLM 和 N(,=(@< 5&?==)<8 分析，结果如图 3，特

异性条带大小约 1/BI，与预计的基本一致，表明表达产物在

蚕体内得到了较完善的后加工。

1 讨论

家蚕-杆状病毒（%AH!2）表达系统由于生产成本低、蛋

白质合成能力强、质量高及安全性好等优点而备受欢迎。然

而，%AH!2 表达系统存在着明显的缺点，即 %AH!2 寄主专

一。目前欧美等发达国家广泛应用的是 J*H!2 表达系统。

J*H!2感染寄主范围较广，能感染 /0 种昆虫之多，对 K>1/、

K>0 及 O<-D 等昆虫细胞均具有感染性，这些昆虫细胞易于培

养、生长旺盛、繁殖迅速，对重组病毒的构建等工作十分有

利，而且非常适合于大规模用无血清培养基悬浮培养细胞生

产重组蛋白。但它的缺点是寄主昆虫个体小，饲养困难，难

以适合产业化水平开发的要求。可见，%AH!2 和 J*H!2 各

有特点和优势。本研究采用的病毒载体是 %AH!2 和 J*H!2
通过基因重组后得到的一个具有 %AH!2 和 J*H!2 双重优点

的新型杂交重组病毒 +GH!2（+G5@); ?> J*H!2 6<; %AH!2，简

称 +GH!2）。

图 3 家蚕血淋巴的 KIK-!JLM（%）和

N(,=(@< 5&?==)<8（J）检测

7)89 3 J<6&G,), ?> (P$@(,,)?< $@?;’*=, 5G

KIK-!JLM（%）6<; N(,=(@< 5&?==)<8（J）

/：+6(A?&GA$Q ?> &6@.6( )<>(*=(; R)=Q @(*?A5)<6<= +GH!2-2!/0；1：

+6(A?&GA$Q ?> &6@.6( )<>(*=(; R)=Q R);(-=G$( +GH!2；3：$@?=()< A6@B(@ 9

本文利用家蚕-+GH!2 这一新型杂交杆状的病毒表达系

统，表达了对虾白斑综合症病毒囊膜蛋白 2!/0 的基因，为进

一步研究 NKK2 感染对虾的分子机制打下了良好的物质基

础。
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