
海洋科学 年 第 卷 第 期

ΑΡΤΙΧΛΕ
研究论文 #

白斑综合症病毒 • ≥≥∂ 囊膜蛋白 ∂° 基因的克隆及在蓝藻

中表达载体的构建
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提要 用蔗糖密度梯度离心法分离纯化白斑综合症病毒 • ≥≥∂ ∀设计并合成引物 提取

• ≥≥∂ 中国株的基因组 ⁄ 作为模板 通过 °≤ 扩增克隆出 ∂° 基因 利用 Βαµ 和

Εχο 切点将 ∂° 基因插入克隆载体 ≤ 的多克隆位点上 得到 ∂° 基因的重组克隆质

粒 对其进行双向 ⁄ 测序 ∀测序结果表明 该基因含有 个核苷酸 与 中已有不

同来源的 • ≥≥∂ 的序列片段同源性为 ∀利用 Βαµ 切点将 ∂° 的基因插入到穿梭表达

载体启动子 ° 的下游 Εχο 酶切鉴定 得到正向连接的可在蓝藻表达的重组穿梭表达载

体 命名为 2∂° ∀
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中图分类号 ± 文献标识码 文章编号 2 2 2

白斑综合症病毒 √ ∏ 简称

• ≥≥∂ 是 年来引发我国大面积暴发对虾病毒性

疾病的主要病原 ≈ 并给世界对虾养殖造成了巨大的

损失 ≈ ∀中美学者徐洵等和荷兰学者 √ ∏ 等先

后完成了 • ≥≥∂ 的基因组全序列的测定 ≈ ∀但从分

子水平对 • ≥≥∂ 的感染和致病机理的研究报道不

多 ∀结构蛋白的分析和功能基因的解析 探索 • ≥≥∂

的致病机理是目前 • ≥≥∂ 研究的热点之一 ∀

寻找及克隆病毒致病基因和构建含该基因的体

外表达载体是用基因工程方法探索基因表达和蛋白

质功能的重要基础 ∀∂° 是 • ≥≥∂ 主要的囊膜蛋白

分子量为 ∏
≈ ∀而病毒囊膜蛋白往往与病毒的感染

密切相关 ∀最近 √ ∏ 又初步证明 ∂° 可能在

病毒全身性感染对虾的起始步骤中起关键作用 ≈ 为

这种探索提供了有力的线索 ∀

本研究设计一对特异性引物 以 • ≥≥∂2中国株囊

膜组分中基因组 ⁄ 为模板 用 °≤ 法扩增得到

∂° 基因 并比较不同地理株中 ∂° 相关基因核酸

序列的同源性 ∀又构建了含 ∂° 基因的穿梭表达载

体 ∀为进一步的工作提供关键的技术基础 ∀

将 • ≥≥∂ 中国株 ∂° 基因构建在蓝藻穿梭表达

载体上在国内外尚未见其他报道 ∀

材料和方法

材料

病毒和患病对虾 病料取自青岛大麦岛

养殖场发病中国对虾 Πεναευσχηινενσισ 及人工感染

• ≥≥∂ 发病的克氏原螯虾 Παµβαρυσχλαρκιι ∀ ε 保

存 ∀

质粒和试剂 Ταθ πλυσ ⁄ 聚合酶是

上海生工公司的产品 × 连接酶及限制性内切酶为

× 产品 玻璃奶 ⁄ 回收试剂盒为博大产品

其他相关试剂购自上海生工公司和大连宝生物公

司 ∀ 质粒由 ° • 教授 密执安州立大学

赠送 ∀
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≥ ∂

图 ∂° 基因片段的 °≤ 产物

质量分数为 琼脂糖凝胶

ƒ °≤ ∏ ∂° ⁄

⁄ ∏ °≤

方法

病毒的纯化 方法参见文献≈ ∀

病毒核酸 ⁄ 的提取 方法参见文献

≈ ∀

基因克隆 根据 ∂° 蛋白的编码序

列 ≈ 用软件 设计一对引物 ∀引物

由上海生工公司合成 ∀°≤ 法扩增基因片段方法参见

分子克隆实验指南 按博大公司玻璃奶 ⁄ 回收试

剂盒的说明书回收 °≤ 产物 ∀

载体构建及基因序列分析 按文献 ≈ !

≈ 提取质粒 !酶切 !连接 !转化 !鉴定 !筛选 ∀克隆载

体上 ∂° 基因的序列测定由大连宝生物公司完成 ∀

结果

引物设计和目的片段的 °≤ 扩增

根据 √ ∏ 的序列 ≈ 设计引物 上游 °

×≤≤ ≤ ×≤ × ×≤×××≤×××≤ ≤ 引入一

个 Βαµ 位点 下游 ° ≤≤≤≤≤≤ ××≤≤ ≤ ××2

× ××× ≤×≤ ×≤×≤ 引入一个 Εχο 位点 ∀并在 ×

前添加上适合于蓝藻表达系统表达的 ≥⁄序列 ∀引物

设计好后 由上海生工公司合成 ∀以感染 • ≥≥∂ 的中

国对虾中分离纯化的病毒的基因组 ⁄ 为模板 进

行 °≤ 扩增 获取从起始密码子 × 到终止密码子

后的片段 ∀°≤ 反应采用 × 高保真 ⁄ 聚合

酶 考虑到两个引物中分别添加了 和 的

非特异性的寡核苷酸 为了保证引物能和模板充分结

合 所以扩增时退火条件采用 ε 退火 个

循环后 ε 退火 个循环 经 °≤ 扩增得到

特异性片段 琼脂糖凝胶电泳检测扩增片段为

图 与理论推测相一致 ∀将纯化后的 °≤ 产物

Βαµ 和 Εχο 进行双酶切后 将 ∂° 基

因插入克隆载体 ≤ 的多克隆位点上 得到 ∂°

基因的重组克隆质粒 ≤2∂° ∀

⁄ 序列测定与分析

⁄ 序列测定 以 次活化的转化

≤2∂° 的新鲜菌液为样品 采用通用引物对克隆

载体进行双向测序 ∀测序结果见图 ∀ 2 是

∂° 基因的编码区 编码 个氨基酸 ∀在蓝

藻中的高效表达的 ≥⁄序列位于 × 上游 ∀

核酸序列的比较分析 用 ≥×方法在

中比较测序序列的同源性发现 该序列与这

个序列的同源性为很高 ∀与 • ≥≥∂2中国株 登记号

ƒ ! • ≥≥∂2泰国株 登记号 ƒ ! • ≥≥∂2
台湾株 登记号 ƒ 基因组全序列中 ∂°

基因同源性 与 • ≥≥∂2台湾株 ∂° 蛋白基因

登记号 ƒ ! • ≥≥∂2中国株结构蛋白

登记号 ƒ !• ≥≥∂2泰国株 ∂° 的基因 登记

号 ƒ 同源性为 仅与 • ≥≥∂2韩国株

∂° 基因序列 登记号 ƒ 同源性为 ∀并

与 • ≥≥∂2泰国株蛋白激酶 登记号 ≠ 的 .

端有 是重叠 ∀

穿梭表达载体的构建

将 Βαµ 单切克隆载体 ≤2∂° 得到的

大小的片段 与 Βαµ 单切 2 后得到的

左右的大片段 分别电泳回收后 连接 构建 如图

所示的重组穿梭表达载体 ∀用具有氨苄青霉素和卡那

霉素双抗浓度梯度的平板筛选重组穿梭表达质粒 ∀双

抗浓度梯度从常规浓度 ∗ 可以得到超过

个以上的重组质粒 而阴性对照没有任何克隆出现 ∀

但当抗生素浓度提高到常规浓度时 很难得到重组质

粒 ∀ Βαµ 单酶切后连接 将导致外源基因从正和反

两个方向插入到启动子 ° 的下游 ∀正连重组中

∂° 位于 ° 启动子的下游 能有效表达 而反连

重组中 ∂° 距离启动子较远 使得外源 ∂° 基因不

能得到表达 ∀利用 ° 启动子上游和 ∂° 基因 .

端的 Εχο 位点 单酶切筛选正反重组穿梭表达载

体 ∀ Βαµ 单切重组载体得到 左右的大片段

和 大小的小片段 表明 ∂° 基因及克隆载体

插入到在 2 的两个 Βαµ 位点之间 图 样品

∀经 Εχο 单酶切得到 的小片段 图 样品

表明 ∂° 基因插入正向连接的重组穿梭表达载

体 ° 启动子的下游 ∀

讨论

本文选用的穿梭表达载体 2 能够转化丝
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图 ∂ ° 的核酸序列和蛋白质序列分析

ƒ × ∏ ∏ ∂ °

状体蓝藻和单细胞蓝藻 ≈ ∀本研究采用的连接路线是

利用 Βαµ 和 Εχο 切点将 ∂° 基因插入 ≤

的多克隆位点上 再利用 Βαµ 切点将 ∂° 插入到

2 启动子 ° 的下游 ∀这种连接路线的优点

是 可以通过 ≤ 上的 和 2 上的

双抗性筛选重组载体 消除假阳性 ∀缺点则是 重组载

体较大 连接和筛选中存在一定的困难 ∀在

本研究中发现设定抗生素的筛选浓度梯度有助于双

抗较快 !较准确的筛选到较大的重组载体 ∀常规浓度

很难得到重组子 推测与该质粒大小 !结构有关 ∀该重

组质粒大小为 其中一个 Βαµ 位点距离大

肠杆菌中的复制子 ∂ 很近 酶切后 复制子受到影

响 复制效率降低 导致转化后复苏期的拷贝数减少 ∀

等发现 经遗传转化的植物产生对病毒抗

性 ≈ ∀这一发现 已广泛地应用于植物病毒病的预防

中 ∀中国科学院植物研究所把黄瓜花叶病毒外壳蛋白

≤ ∂2≤° 基因转入蓝藻中表达时 发现部分转基因

蓝藻自身对病毒外壳蛋白产生抗性 保护光系统 活

性不被破坏 未发表 ∀这一现象启示我们 蓝藻作为

宿主 可能对病毒致病蛋白存在一种拮抗机制 如制

成疫苗 可应用于病毒病防治中 ∀这也是我们构建在

蓝藻中表达穿梭表达载体的一个重要原因 ∀

对于病毒病最有效的控制措施是早期诊断和

疫苗的制备 ∀ × ∏ 等制备了有效的对虾弧菌疫

苗 ≈ ∀疫苗的给予方式是多种的 特别是对于商业化

生产 浸泡或投喂是对虾疫苗的最佳给予途径 最好

的口服疫苗载体是能够将疫苗包成囊膜的活的生

物 ∀考虑到病毒传播途径主要是在摄食时经口入体 ∀

用蓝藻作宿主来表达 ∂° 然后作粗提后给对虾口

服 探讨 ∂° 蛋白在 • ≥≥∂ 感染对虾中的功能 这将

为 • ≥≥∂ 的防治和转基因蓝藻的应用提供一条新的

途径 ∀

感谢 对中国水产科学研究院黄海水产研究所

病害防治研究室的易志刚同学和宋晓玲老师及中国

科学院植物研究所的杨明丽老师在本实验中给予的

极大帮助 特表感谢
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√ ∏ ∂

图 重组穿梭表达载体 2∂° 酶切鉴定图谱

ƒ ∏ √ 2∂°
2 Βαµ ≤2∂° Βαµ Κ Ηιν

2∂° Βαµ 2∂° Εχο ∞

图 重组克隆载体 ∂° 的构建

ƒ ≤ ∏ ∏ √ ∂°
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ΧΛΟΝΕ ΟΦ ΕΝς ΕΛΟΠΕ ΠΡ ΟΤΕΙΝ ς Π28 Γ ΕΝΕ ΟΦ ΩΗΙΤΕ

ΣΠΟΤ ΣΨΝ∆Ρ ΟΜΕ ςΙΡ ΥΣ ( ΩΣΣς ) ΑΝ∆ ΕΞΠΡΕΣΣΙΟΝ

ς ΕΧΤΟΡ ΧΟΝΣΤΡ ΥΧΤΙΟΝ ΦΟΡ ΧΨΑΝΟΒΑΧΤΕΡΙΑ

≤ ∏2 ∗
≥ ⁄ 2 2÷ °∞ ∏2

Ινστιτυτε οφ Οχεανολογψ, Χηινεσε Αχαδε µψοφ Σχιενχεσ, Θινγδαο ,
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Ρεχειϖεδ ∏

Κεψ Ωορδσ • √ ∏ • ≥≥∂ ∞ √ ∂° ≥ ∏ ¬ √

Αβστραχτ

× ∏ Πεναευσχηινενσισ √ ∏

• ≥≥∂ ∏ Π. χηινενσισ ∏ ∏ ° ∂°

≥⁄≥2° ∞ ⁄ • ≥≥∂ ¬ ×

∏ × ∂° ⁄ °≤ × ∏

°≤ Βαµ Εχο ∏ √ ≤ × √

∏ Βαµ Εχο × ∏ ∏ ∂°

∏ • ≥≥∂ ∏

× √ ≤2∂° × ≤2∂° Βαµ

2 Βαµ ∏

Βαµ × ∂° ° √ 2

× Εχο ∏ ° √

× Εχο × ∏ √

° × ∏ ¬ √

2∂° ¬ ∂°
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