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摘  要：【目的】研究对虾白斑综合征病毒(White spot syndrome virus，WSSV)囊膜蛋白 sVP53B
克隆、表达、纯化及抗血清制备。【方法】根据 WSSV 囊膜蛋白基因序列，设计引物，PCR 扩增

出功能序列(Svp53B)，构建到 pET-16b载体后，转化至大肠杆菌Rosetta 2诱导表达，用SDS-PAGE、
Western blotting 检测优化表达。表达产物采用 Ni-NTA 琼脂糖磁珠进行纯化、割胶回收融合蛋白，

以纯化的 Svp53B-his 为抗原，免疫兔子获得多克隆抗体，通过间接 ELISA 检测抗体的效价。【结

果】构建重组质粒 pET-16b-Svp53B，在大肠杆菌 Rosetta 2 中以 1 mmol/L IPTG 诱导表达量最高，

主要以包涵体形式表达。纯化包涵体蛋白免疫兔子，获得多克隆血清，效价达到 1:150 000。【结

论】原核表达并纯化得到高纯度的 WSSV 囊膜蛋白 sVP53B，制备的兔源多克隆血清亲和力高、

特异性好，这对后期进一步研究 VP53B 与经口侵染相关功能奠定了基础。 
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Abstract: [Objective] To clone, express and purify envelope protein sVP53B of WSSV (white spot 
syndrome virus) for polyclonal serum preparation. [Methods] Based on the GenBank sequence of 
WSSV vp53B, primers were designed, and PCR was done to amplify functional sequence of Svp53B. 
Svp53B was inserted into prokaryotic expression vector, pET-16b. Recombinant plasmid was 
transformed into Escherichia coli Rosetta 2. The expression of sVP53B was detected by SDS-PAGE 
and Western blotting. The protein was purified with Ni-NTA agarose beads, then applied to immune 
rabbits for polyclonal serum detecting it’s titer by indirect ELISA (enzyme-linked immuno sorbent 
assay). [Results] The sVP53B was expressed most by 1 mmol/L IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside) 
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inducing and mainly expressed as inclusion bodies. Polyclonal serum, prepared by immunizing rabbit, 
revealed a titer as high as 1:150 000. [Conclusion] Recombinant protein sVP53B was highly expressed 
in E. coli and showed high purity after purification. The prepared polyclonal serum had high affinity 
and specificity against sVP53B. The results pave the way for functional study of VP53B during WSSV 
oral infection. 

Keywords: White spot syndrome virus, Envelope protein, VP53B, Prokaryotic expression, Polyclonal 
serum 

对 虾 白 斑 综 合 征 病 毒 (White spot syndrome 

virus，WSSV) 1992 年发现于中国台湾，随后在中

国大陆[1]、日本[2]、韩国[3]、泰国[4]、印度[5]、美

国[6]、法国[7]等世界各国及地区都有暴发。对虾白

斑病病毒可以侵染多种水生生物，如虾、蟹、水生

节肢动物[8]，3−10 d 内可造成对虾 100%的死亡[9]。

对亚洲、美洲(北部、南部、中东部)以及世界其他

地区的水产养殖业造成了严重的经济损失[10-11]。

WSSV 是 Nimaviridae 科 Whispovirus 属的唯一

种 [12-13] ， 目 前 已 发 现 的 WSSV 有 中 国 台 湾 株

(WSSV-TW)[14] 、 大 陆 株 (WSSV-CN)[15] 、 泰 国 株

(WSSV-TH)[16]和韩国株(WSSV-KR)[17]，其基因组约

300 kb，是目前发现的海洋病毒最大基因组之

一[14-18]。WSSV 病毒粒子具囊膜，囊膜蛋白位于病

毒粒子的最表面，所以在侵染过程中，病毒的囊膜

蛋白首先会和宿主发生作用[19-20]。近年来，基因组

学 和 蛋 白 质 组 学 等 研 究 发 现 PmRab (Penaeus 

monodon Rab7)[21]、ICP11[22-23]和 PmCBP (Penaeus 

monodon chitin-binding protein)[24-25]等参与 WSSV

的侵染；而对于 WSSV 侵染至关重要的结构蛋白的

研究也在不断的探索中，如 VP28[25-26]、VP26[27-28]、

VP53A[20]等；还有研究显示 WSSV 通过细胞膜穴样

凹陷介导的内吞方式进入虾细胞侵染宿主[29]。尽管

WSSV 的研究还在不断深入，关于 WSSV 致病机理

还是不清楚，没有非常有效的方法可以阻断或防治

其侵染。 

VP53B 是 WSSV 的囊膜蛋白，开放阅读框为

wsv115，理论分子量 108 kD，在病毒颗粒上的实际

分子量为 53 kD[30]，在被侵染 2 h 后开始表达[31]。

Wang 等[32]发现 VP53B 与昆虫 DNA 病毒经口感染

因子 P74 有相似性，且序列的保守区域主要位于

VP53B N 端 前 300 aa 。 此 外 ， VP53B 、 P74 

(Autographa californica nucleopolyhedro virus ，

AcMNPV)两者均在 C 端含 3 个跨膜区。鉴于 P74

已被确认为昆虫 DNA 病毒经口感染关键因子[33]，

我们推测 VP53B 和 P74 很有可能进化自同一个古

老病毒的蛋白，其主要功能是对宿主的识别。

VP53B 作为 WSSV 经口侵染对虾的关键囊膜蛋白

的可能性非常高。所以，我们选取 VP53B N 端前

350 个氨基酸的碱基序列(Svp53B)进行克隆，构建

到表达载体 pET-16b，转化 Rosetta 2 菌株表达，纯

化出包涵体蛋白 sVP53B-His，免疫兔子获得多克隆

抗体，通过 ELISA 检测血清效价达到 1:150 000 以

上。这为后期进一步研究 VP53B 是 WSSV 经口侵

染的关键因子奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
对 虾 白 斑 综 合 征 病 毒 (White spot syndrome 

virus，WSSV)基因组 DNA 由国家海洋局第三海洋

研究所(厦门)提供，于−20 °C 保存。BCA 蛋白定量

试剂盒、LB 培养基，购自上海生工；福氏完全佐

剂和福氏不完全佐剂，购自美国 Sigma 公司；

KOD-Plus 高保真酶，购自杨凌伯泰生物有限公司；

克隆菌株 Escherichia coli DH5α，购自天根生化(北
京 ) 科 技 有 限 公 司 ； 表 达 菌 株 Escherichia coli 

Rosetta，购自上海迈其有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  pET-16b-Svp53B 重组质粒构建：根据预测

的 VP53B 功能性区域 Svp53B 序列，设计引物。正

向引物 5′-GGAATTCCATATGATGGCAACATTTAC 
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TGAA-3′ (下划线为 Nde I 酶切位点)，反向引物

5′-CGGGATCCTTATACACCTTCCCTATTAAC-3′ 
(下划线为 BamH I 酶切位点)。以对虾白斑综合征病

毒基因组 DNA 为模板，采用 KOD-Plus 高保真酶进 
行 PCR 反应(10×KOD-Plus 酶缓冲液 5 μL，2 mmol/L 

dNTPs 5 μL，25 mmol/L MgSO4 2 μL，无菌水 34 μL，

KOD-Plus 酶 1 μL，模板 100 ng，10 μmoL/L 正向引

物 1 μL，10 μmoL/L 反向引物 1 μL)，扩增目的片

段。反应条件：94 °C 2 min；94 °C 15 s，55 °C 30 s，

68 °C 1 min；10 °C 保存。取 PCR 产物进行检测并

纯化回收。Svp53B 与 pET-16b 载体进行连接，转化

DH5α，筛选阳性克隆，提取重组质粒进行双酶切

和测序验证。 
1.2.2  pET-16b-Svp53B 表 达 及 SDS-PAGE 、

Western blotting 检测：pET-16b 及 pET-16b-Svp53B

重组质粒分别化学转化至 Rossetta 2。挑取单菌落，

转移至新鲜 LB 培养基中(含 100 g/L 氨苄)，37 °C、

180 r/min 培养过夜。次日，菌液按 1:100 稀释至新

鲜含氨苄抗生素 LB 培养基中，37 °C、180 r/min 培

养至 OD600 约为 0.5，加入 IPTG (终浓度 1 mmol/L)，

37 °C、180 r/min 诱导培养 10 h。取 2 mL 菌液离心

收 集 菌 体 ， PBS 重 悬 菌 体 ， 冰 上 超 声 破 碎 后

12 000 r/min 离心 5 min 分离收集上清及沉淀进行

SDS-PAGE。蛋白被分离后转至 PVDF 膜 400 mA 

1 h，转膜后用封闭液(10 °C 脱脂奶粉用洗涤液配置)
封闭 1 h，加入一抗二抗各 1 h 孵育。His 抗体：

1:10 000 稀释，二抗 IgG-HRP：1:5 000 稀释，ECL
显色(暗室操作)。 
1.2.3  sVP53B-his 包涵体蛋白纯化及 SDS-PAGE
检测：将含 pET-16b-Svp53B 重组质粒的 Rosetta 2

菌株扩大培养至 1 L 的 LB 氨苄培养基中，37 °C、

180 r/min 培养至 OD600 约为 0.5，1 mmol/L IPTG，

37 °C、180 r/min 诱导 3 h。诱导结束后 12 000 r/min

离心 5 min 收集菌体，磷酸缓冲液 PBS 重悬菌体、

超声破碎，12 000 r/min 离心 5 min 收集沉淀。沉

淀 用 溶 解 液 (100 mmol/L NaH2PO4 ； 10 mmol/L 

Tris-HCl；8 mol/L 尿素；pH 8.0)室温溶解 1 h，

12 000 r/min 离心 20 min 收集上清，用 0.45 μm 膜

过滤后，采用 Ni-NTA 琼脂糖磁珠对上清液室温过

夜纯化，3 000 r/min 离心 2 min 收集磁珠，1 mL 磁

珠 洗 涤 液 (100 mmol/L NaH2PO4 ； 10 mmol/L 
Tris-HCl；8 mol/L 尿素；pH 6.3)清洗磁珠 3 次，取

上清加入上样缓冲液煮沸，取 2 μL 样品用于

SDS-PAGE 检测。 
1.2.4  抗 VP53B 血清的制备：取少量 sVP53B 纯化

产物，用 BCA 蛋白定量试剂盒定量目的蛋白。剩

余的样品上样于单孔 SDS-PAGE 凝胶分离蛋白。电

泳结束后，切取其中一小块胶体染色。根据染色结

果及目的蛋白分子量大小，用干净刀片切下未染色

的目的胶块。将胶体磨碎，磨碎后的胶体收集于干

净的 1.5 mL 离心管，加入蒸馏水于 4 °C 过夜渗透，

得到纯化的目的蛋白。将蛋白按比例与佐剂充分乳

化后，颈背部皮下多点(至少 8 点)注射，免疫 2 只

新西兰大白兔。此后，每隔 14 d 加强一次免疫，免

疫 4 次。第 4 次要耳部静脉取血，确定是否产生抗

体，确定后收集血液。 

1.2.5  ELISA 法检测血清的效价：使用 sVP53B 作

为抗原，用碳酸包被缓冲液(pH 9.6)稀释抗原至蛋白

浓度为 5 mg/L，每孔加入 100 μL，4 °C 过夜包被。

次日，将酶标板中的液体倾尽，用 PBST 洗涤 3 次

后，用 PBS 配置 5%脱脂奶粉封闭，200 μL/孔，

37 °C 封 1.5 h，再用 PBST 洗涤 3 次。将待检测抗

体用 2.5%脱脂奶粉做不同倍数稀释，100 μL/孔，

37 °C 孵育 1 h 后用 PBST 洗涤 3 次。每孔加入

100 μL 用 2.5%脱脂奶粉做 1：5 000 倍稀释的羊抗

兔-HRP 抗体，37 °C 孵育 1 h 后，用 PBST 洗涤 3

次后，加入底物显色液，100 μL/孔，暗处显色 30 min

后，2 mol/L H2SO4 终止液 50 μL/孔终止反应，用酶

标仪测 OD492。 

1.2.6  Western blotting 检测抗血清的特异性：

pET-16b-Svp53B 重 组 质 粒 分 别 化 学 转 化 至

Rossetta。挑取单菌落，转移至新鲜 LB 培养基中(含

100 mg/L 氨苄)，37 °C、180 r/min 培养过夜。次日，
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菌液按 1:100 稀释至新鲜含氨苄抗生素 LB 培养基

中，37 °C、180 r/min 培养至 OD600 约为 0.5。先取

100 μL 菌液离心收集菌体为未诱导组，加入 IPTG 
(终浓度 1 mmol/L)，37 °C、180 r/min 继续诱导培养

4 h。取 100 μL 菌液离心收集菌体为实验组总蛋白，

PBS 重悬菌体，等体积加入上样缓冲液煮沸 5 min，

进行 SDS-PAGE。蛋白被分离后转至 PVDF 膜

180 mA 45 min，转膜后用 5%脱脂奶粉封闭 1 h，加

入一抗二抗各 1 h 室温孵育。中间用 TBST 洗膜 3
次，每次 5 min。sVP53B 抗体 1:50 000 稀释，二抗

IgG-AP 1:10 000 稀释，BCIP 底物显色。 

2  结果与分析 

2.1  pET-16b-Svp53B重组质粒构建 
琼脂糖凝胶电泳检测显示，vp53B N 端目的片

段 Svp53B 通过 PCR 方式从 WSSV 基因组 DNA 中

扩增出，且分子量大小符合预期值(图 1A)。菌落

PCR 筛选出的 pET-16b-Svp53B 重组质粒 BamH I 酶

切结果显示，酶切产物分子量大小与预期一致，共

为 6 761 bp (图 1B)。为确保插入序列的正确性，酶

切验证后的重组质粒进行测序，测序结果显示  

 
 
图 1  琼脂糖凝胶电泳检测图谱 
Figure 1  Electropho-retogram of agarose gel detection 
注：M：1 kb DNA 分子量 Marker；1，2：Svp53B PCR 产物

(1 050 bp)；3−5：pET-16b-Svp53B BamH I 酶切产物(6 761 bp). 
Note: M: 1 kb DNA marker; 1, 2: Svp53B PCR products (1 050 bp); 
3−5: pET-16b-Svp53B BamH I enzyme digestion products 
(6 761 bp). 

Svp53B 序列插入正确，说明 pET-16b-Svp53B 重组

质粒构建成功，可用于 sVP53B 蛋白表达。 

2.2  pET-16b-Svp53B表达及检测 
蛋白质分子量预测显示，sVP53B 理论分子量

约为 40 kD，则 sVP53B-His 融合蛋白预期分子量约

为 41 kD。SDS-PAGE、Western blotting 检测结果显

示，sVP53B 在 pET-16b-Svp53B 体系中以包涵体的

形式表达(图 2)。 

2.3  sVP53B-his 包涵体蛋白纯化及检测 
SDS-PAGE 检测显示，sVP53B-His 包涵体几乎

完全溶于包涵体溶解液。同时，sVP53B-His 蛋白特

异性的被 Ni-NTA 琼脂糖磁珠纯化且纯化效率很高

(图 3A)。根据 SDS-PAG 凝胶上已知的 BSA 量，粗

略估计 sVP53B-His 纯化产物每微升含约 1.5 μg 蛋

白(图 3B)。溶解足量 sVP53B-His 包涵体并纯化后，

将从凝胶上收集的 3 mg sVP53B-His 融合蛋白制备

VP53B 抗体。 

2.4  抗血清的 ELISA 效价检测 
效价曲线(图 4)显示，sVP53B 的抗血清效价很

高，达到 1:150 000 以上。 

2.5  抗血清的 Western blotting 特异性检测 
Western blotting 检测(图 5)显示只有单一的条

带，抗血清被稀释了 50 000 倍仍可以特异性地结合

到 sVP53B，足以显示该抗血清特异性好、亲和性高。 

3  结论 

本文对 vp53B 基因进行序列同源性分析显示，

调出的序列大部分属于杆状病毒科的 p74 基因。p74
又称 pif0 (Per oral infectivity factor 0)，是第一个被

发现并认定与杆状病毒经口侵染昆虫相关的基

因[33]，也是杆状病毒基因组中一个高度保守的核心

基因。研究发现 AcMNPV P74 通过其 C 端的跨膜

区连接到 ODV (Occlusion body derived virus)囊膜，

而其 N 端则暴露在 ODV 囊膜表面[34]。本文的分析

显示，VP53B 与 P74 一样，均在 C 端有 3 个高度保

守的跨膜区，其他杆状病毒经口侵染相关的因子

(pif genes)如 pif1、pif2 和 pif3 也均有高度保守的疏 
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图 2  pET-16b-Svp53B表达检测 
Figure 2  pET-16b-Svp53B expression detection 

注：A：SDS-PAGE 凝胶检测；B：Western blot 检测. M：蛋白质分子量标准；1：未诱导 pET-16b-Svp53B；2：诱导 pET-16b 载体；

3：诱导 pET-16b-Svp53B 上清液部分；4：诱导 pET-16b-Svp53B 沉淀部分. 箭头指示 sVP53B-his 融合蛋白. 
Note: A: SDS-PAGE detection; B: Western blot detection. M: Protein marker; 1: Total protein of non-induced pET-16b-Svp53B; 2: Total 
protein of induced pET-16b vector; 3: Supernatant protein of induced pET-16b-Svp53B; 4: Pellet protein of induced pET-16b-Svp53B. 
Arrows refer to sVP53B-His fusion protein. 
 

 
 

图 3  sVP53B-His 包涵体纯化(A)及粗定量(B) SDS-PAGE 检测 
Figure 3  SDS-PAGE detection of sVP53B-his inclusion body purification (A) and quantification (B) 

注：M：蛋白质分子量标准；1：超声破碎菌体上清；2：溶解的包涵体；3：未溶解的包涵体；4：未结合到 Ni-NTA 琼脂糖磁珠的

蛋白；5：清洗的杂蛋白；6：sVP53B-his 纯化产物；7−10：1 μL sVP53B-His 纯化产物；11：1 μg BSA；12：3 μg BSA；13：5 μg BSA. 

箭头指示 sVP53B-His 融合蛋白. 
Note: M: Protein marker; 1: Protein in supernatant; 2: Dissolved inclusion body; 3: Un-dissolved inclusion body; 4: Protein unbinding to 
Ni-NTA argrose beads; 5: Washing protein; 6: sVP53B-His purification product; 7−10: 1 μL sVP53B-His purification products; 11: 1 μg 
BSA; 12: 3 μg BSA; 13: 5 μg BSA. Arrows refer to sVP53B-his fusion protein. 
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图 4  抗 sVP53B 血清效价的 ELISA 法测定 
Figure 4  ELISA detection of serum against sVP53B 
 

 
 
图 5  Western blotting 特异性检测 
Figure 5  Specificity detection by Western blotting 
注：M：蛋白分子量 Marker；1：未诱导组总蛋白；2：诱导组

总蛋白. 
Note: M: Marker; 1: Total protein uninduced; 2: Total protein 
induced. 
 
水区[35-37]，这在一个方面也证明了 VP53B 有可能

是 WSSV 侵染的重要因子。另一个方面，WSSV 的

主要宿主虾的中肠细胞也是有围食膜结构，并且已

经有研究发现虾子的围食膜蛋白和几丁质组成与

昆虫细胞围食膜的组成非常相似[38]。2007 年，Chen
等通过酵母双杂交发现，中国台湾株 VP53A 与虾

组织的 PmCBP (Penaeus monodon chitin-binding 
protein) C 端相互作用；围食膜的一种组成蛋白称为

Peritrophin-A 也同样包含有几丁质结合域 2[39]，由

此我们猜测，WSSV 经口与虾中肠围食膜蛋白受体

相互作用进行侵染，类似于 P74 的经口侵染，VP53B 
可能是与受体相互作用的蛋白。2009 年又有研究发

现 PmCBP 广泛存在于宿主细胞表面，VP53B 也可

以与其发生相互作用[24]更证实了我们的推测，以上

预测和分析的结果都为对 VP53B 进行进一步的研

究提供了重要的信息。本文研究 VP53B 并制备出

高效价的抗血清，对进一步验证 WSSV 的经口侵染

以及 VP53B 与围食膜蛋白的相互作用打下了基础。

选取 VP53B 1−350 aa 进行表达，一方面是因为这部

分与 P74 相似性最高，另一方面 N 端是暴露在病毒

囊膜表面，与宿主肠道受体最先接触，这部分更有

可能与侵染相关。本文在研究过程中，尝试表达

VP53B 全长蛋白，选择了不同的表达载体、不同表

达菌株，并对表达条件进行优化，在表达过程发现，

囊膜蛋白 VP53B 全长不表达或极微弱的表达。表

达其功能域蛋白时，本文选择 Rosetta 作为表达菌

株，因为它补充了大肠杆菌缺乏的 6 种稀有密码子

(AUA，AGG，AGA，CUA，CCC 和 GGA)对应的

tRNA，提高了外源基因尤其是真核基因在原核系统

的表达水平。本文研究的包涵体蛋白 sVP53B-His

表达量高，经磁珠纯化后选择割胶的方法，可以有

效地去除杂蛋白，快速简单地获得高纯度的目的

蛋白。 
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赠WSSV基因组DNA样品，感谢台湾成功大学罗竹
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