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摘要 ：根据一些病 毒的 DNA多聚酶氨 基酸序 列中特有的保守序 列 VYGDTD设计的简 并寡核苷 

酸，经地高 辛标记后与对虾 自斑综合征病毒基因库克隆杂交，筛选出一段长度为 707 hp的 ExoR I 

基因片段．该片段在一十开放阅读框 内。井含 DNA多聚酶 B家族特有 『疗保 守序列 YGDTDS。经 

与基因库 比较．其氪基酸序列与藻类 DNA病毒科 (Phycodnaviridae)的儿抹藻类病 毒的 DNA多聚 

酶片段有部分相似．因 
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此推测诙核苷酸片段 

毒 ；DNA多骧酶 

文献标识码 ：A 

为对虾自斑综合征病毒DNA多聚酶基因的部分序列。 

号 ： 2000103-0302-嘶 

DNA多聚酶是生物体内不可缺 少的酶．越相近 的生物家族．其氨基 酸序列 同源性越高。 

有作者(Ito＆ Braithwaite 1991)将现有的 44种之多的 DNA多聚酶归纳为 A B c三个家族 ． 

分别与大肠杆菌(E coil)的 DNA多聚酶 I、Ⅱ、Ⅲ相对应。其 中，大多数原核生物的 DNA多 

聚酶属于 B族，大多数真核生物的 DNA多聚酶则属于 C族。由于 DNA 多聚酶 的这种保 守 

性，它常常被用来作为基因发育的一个重要的标记基 因【l J。 

对虾白斑综合征病毒是 1993—1994造成对虾大面积死亡的主要病毒病原_2_。1。该病毒感 

染力强．宿主范围广，已成为危害对虾乃至甲壳类动物养殖业的病害l6 j。该病毒为无包涵体 

杆状具囊膜的双链 DNA病毒 J。人们根据病毒的形状 曾把 它归为杆状病毒科的 C亚属。 

但第六次国际病毒分类与命名委员会取消了C亚属，所有 C亚属的病毒被归为无分类地位的 

病毒 。为了进一步弄清对虾 白斑综台征病毒的本质．给予应有的分类地位．需要寻找更多 

的证据。本文报道的是利用一些病毒 DNA多聚酶的氨基 酸高度保守序列设计简并寡核苷酸 

来筛选对虾 白斑综合征病毒 DNA多聚酶基因．并与其它生物的 DNA多聚酶相 比较的结果。 

1 材料与方法 

1 1 对虾白斑综合征病毒基因库 

由中国科学院武汉病毒研究所与法 国蒙往利埃(Montpeltier)第二大 学海洋无脊椎动物防御实验室病 毒 

组合作建立⋯】。 
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1．2 简井寡榷苷酸的设计与标记 

从基因库(Genha~k)中筛选出 B族 DNA多聚酶特有的保守序列 YGDTDS序列，并结合一些主要病 毒的 

DNA多聚酶氨基酸序列，如裱病毒(Ad~novirus)．禽痘病毒(Fowlpox virus)．牛痘病毒 (Vaceinia vin )。苜蓿银 

纹夜蛾颗 粒体病 毒 (Autographa califonia nuclear pol巾edroais virus)等“ 设计 并人 工 合 成 了氨 基 酸序 列 为 

VYGDTD的简 并寡核苷酸序列j5 GTNTAYGGNGAYACNGAY3 (Y：T／C，H≈T／C／A．R：A／G，s嚣G／C，W 

：T／A．N二At'T／G／c)3 。然 后 用 3 末端 标 记法 加人 标 记 有地 高辛 的 2 3"-双 脱 氧尿 苷 5 ．三磷 酸 (r~g- 

ddUTP．BoebringerMaaheim)。方法如下 ：4 I|5×反应液(teaction buffer)．4止 氯化钴 (coc12)，2 L茼并寡 

核苷酸。1 LDig-ddUTp．1 L束端转移酶．8 L双蒸水．混匀后 37℃反应 30min。然后放置于冰浴上。加 1 

0．5 tool／l|EDTA 中止 反应 。 

1．3 筛选 克隆 

用标记好的寡核苷酸和对虾 白斑综合征病毒基因文库克隆杂变。方法如下 ：在带正 电荷的 尼龙膜上点 1 

的 一定浓度的克隆质牧 DNA．UV(254 nm)固定 3mln．两杂交 1 b．碾杂交渡为 5×ssc。D．1％ N-lauroyls~r一 

。0sine sodium salt(w， v)．0．02％ SDS．1％封闭赦(blocking reagent)；然后在预杂变液内加人标记好 的寡核苷 

酸操针 ．53℃ 36．4gh；室沮 5×ssc洗涤二次．每次 5rain；2×ssc．0．1％SDS,53℃洗涤两次．每次 5min；1％ 

封闭液卿育 30min；加入抗地高辛的抗体(buf~rl 1：5 000稀释)，孵育30rain。bufferl清洗两次。每次 15min； 

NBT与 BCIP(10 L bufferⅢ中加人45 L的 75mg／mLNBT．35yI 的 50mg／mLBcIP)星色 1 h至 16h后用 

TE中止反应 (BuH盯 Ij 100mmd／Lmaleic acid，150mmol／LNaO，pH 7．5；BufferⅢ：100mmoL／I Tris, 

100mmd／L NaCI，pH 9 5；NRT：Nitrob]uetetrazolittm salt；BCIP：5·bromo-4-ehIoro-3·inddyI phoaphate)。 

1．4 测序与序碉分析 。 

核苷酸序列测定由法国 ESGS-groupCYBERGENE完成，序列翻译 与分析用 同上软 件处理．氨基酸 序列 

比较用 FASTA．BLAST和 CLUSTAL w(t．8)软件处理。 

2 结果 

用点杂交的方法从对虾白斑综合征病毒的基因库中筛选出一个阳性 EcoR l克隆，经双向 

测序得到 707核苷酸序列，经翻译后它的第二阅读框出现一个编码 235个氨基酸的开放阅读 

框，前后无中止子，说 明该片段 处于一开放 阅读框的中间，同时找到了 B族 DNA多聚酶的氨 

基酸保守序列 YGDTDS，但是一个用来设计衙并核苷酸的缬氨酸(v)在筛选出的病毒序列中 

是苏氨酸(T)(图 1)。 

所得到序列用 FASTA和 BLAST软件与基因库 比较，发现该推断的对虾 白斑综合征病毒 

的 DNA多聚酶氨基酸序列与藻类 DNA病毒科的几株藻类病毒的 DNA多聚酶氨基酸序列有 

部分相似(Fig．2)，其相似程度分别为：OTU3．34％(100 aa)；OTU4．31％(93 aa)；MPV—SPl， 

34％(85 aa)；MPV SP2．34％ (85 aa)。其中．OTU3，OTU4为藻类病毒 DNA多聚酶特异性 

引物扩增的类藻类病毒核苷酸克隆片段的氨基酸序列．MpV-SP2．MpV．SP1为单细胞微型鞭 

毛藻病毒(MifroDzon“ 触5ilia virus)DNA多聚酶片段【1 14]。我们根据所得的结果而推断该 

序列为对虾白斑综合征病毒的 DNA多聚酶基因片段。 

3 讨论 

用氨基酸保守序列设计寡核苷酸或通过杂交．或通过 PCR从基因库中来筛选 同类基因是 

分子生物学技术中常用的。设计寡核苷酸的关键首先是寻找相近家族中某些蛋白的保守氨基 
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N S M ； 日 L A L R A R S S R F E f 

AAT TCC ATG TAT GGT CAT TTG GCC CTA AGA GCA CGT TCG AGC CGT AAA GAG TTT 

A S G S A N T A S S I S N M S A T G 

GCG TCT GGA TCT GCC AAT ACT GCC TCA AGT ATT TCC AAC ATG TCA GCC ACC GGA 

G I G G G T R H S V T A N Q 】 T E N 

GGA ATT GGA GGA GGC ACA AGG CAC TCG GTG ACG GCC AAT CAG ATT ACA GAA AAT 

A R C v F G N I G C G L 0 M A L P G 

GCT CGA TGT GTA TTT GGc AAT ATT GGT TGT GGA TTA CAG ATG GCT CTT CCT GGT 

T K 0 T 

AC A^G CAG ACG 

V F C V H N I V 

GTA TTC TGC GTG CAT AAT ATT G A 

G D G G M I P E Y D E Q T G K Y Y Y 

GGT GAT GGA GGA ATG ATA CCA GAA TAT GAT GAA CAA ACT GGC AAA TAT TAT TAT 

M D I A L K N K M A A I 】 P I L V 

GTG ATG GAT ATT GCT CTA AAA AAT AAA ATG GCT GCA ATT ATT CCC ATC CTA GTC 

N S L T K G 】 Q F v E R R D A G V G 

AAC TCG T鸭 ACA AAG GGC ATC CAG TTT GTA GAG CGC cGA GAC GCT GGT GTG GGC 

H H N I A 日 E R L A V A G L L F A K 

ATG ATG AAT ATC GCC CAT GAA CGT CTA GCT G代 GCT GGT CTT TTG TTT GCC AAG 

K r Y H H L H F N E N S A A F N D M 

ARA ACA TAC CAT ATG CTT cAC TTT AAT GAA AAT AGT GCA GCG TTC AAT GAC ATG 

I E L K S T D N N N K r A S F I K R 

ATA AAA T％ AAA TCA ACC GAT AAC AAT AAT AAG TTT GcA TCC TTT ATC AAG AGA 

P S H A D G Y v V P H N P S L I L R 

CCT AGC CAC GCA GAT GGG TAT GTT GTT CCC CAT AAT CCT TCA TTG ATT CTT AGA 

A A E G p A G K K L K S F L E E E G 

GCG GCC GAA G6A CCC GCT GGT AAG AAA TTG AAA AGC TTT TTG GAA GAG 6AA GGA 

圈 1 推断的对虾白斑综合征病毒 DNA多聚酶按苷酸序列和氨基酸序 列 

蚺线部分为保守区序列 

F̂宴．1 The putative DNA pdymera~ 朗 

The H ~ um*ce 帅 de—in 

酸序列．然后是寻找氨基酸序列中核苷酸简并程度低的序列。在我们的工作中。我们根据基因 

文库已有的大量的 DNA多聚酶氨基酸序列．筛选 出 B族 DNA多聚酶的保 守序列 YGDTDS 

并结合一些病毒的 DNA多聚酶保守序列而选择出核苷酸简并程度相对低的序列 VYGDTD。 

在这里．丝氨酸有六个简并核苷酸，缬氨酸有四个简并核苷酸并且是一些病毒的 DNA多聚酶 

特有的。 

用转移酶进行3 末端标记时。我们采用了在 3 末端加入一个标记核苷酸的方法，这种方 

法的优点是专一性高。缺点是灵敏度低。因此我们加入过量的探针来弥补它的不足。同时对 

探针的杂交温度。洗脱条件加以调整。取得了满意的结果。所利用的对虾自斑综合征病毒基因 

Ⅲ m Ⅲ∞mⅢⅢⅢⅢ川 Ⅲ蛳ⅢⅢⅢ州Ⅲ Ⅲ m 
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图 2 推断的对虾自斑综台征病毒 DNA多聚酶氟基酸序列与 GenBank比较的结果 

OTU3．OUT4为藻类病毒 DNA多聚酶特异性引物扩增的类藻类病毒棱苷酸克隆片段的氡基酸序列 ；MpV—SP2． 

MoV SPI为单细胞微型鞭毛藻病毒 (Mic~monas tdlla v；九J }DNA多聚酶 片段 (Chen＆ Suttle．1996．Chen等 

1996)。黑色为 100％相同．课灰色为 80％ 浅灰色为 60％。 

F 2 Alignment of putative WSSV DNA polyrner~ seq e wilh GenP,~nk 

OTU4．OTU3 a伸 the ⋯ s amplified from algae like vires by using a 一virus specific PCR ori吣  M 0V—SP2． 

MpV SPI时e partial DNA p ym⋯ sequ一  of Mw~monas pr~illa virus(chen F ＆ Suttle．1996，Ch 4， ． 

1996)。 Black伸pre蚺nt 100％ identity．d牌pg把y 80％ ．1ight grey 60％ 

库克隆经点杂交证 明为病毒的 DNA基因组片段，排除了污染宿主 DNA的可能性。序列测定 

采用双向测定，保证 了序列的准确性。 

在筛选 出的病 毒片段 氨基 酸 序 列中．我们 发 现 B族 DNA 多 聚酶具 有 的保 守 序 列 

YGDTDS．该 DNA多聚酶保守序列在 DNA复制过程中参与结合 dNTP，从而推断该 片段 为对 

虾自斑综合征病毒的 DNA多聚酶。同时在筛选的病毒氨基酸序列中没有用来设计 寡核苷酸 

的一些病毒特有的缬氨酸(V)，这个结果说 明对虾 白斑综合征病毒的 DNA多聚酶属于 DNA 

多聚酶 B族，但是与其它病毒家族相距较远。 

从筛选的对虾白斑综合征病毒 DNA多聚酶序列和与 GenBank的 比较结果知道．对虾 白 

斑综合征病毒的 DNA多聚酶氨基酸序列只与新的病毒家族藻类 DNA病毒科(Phycodnav 一 

dae)的几株病毒的 DNA多聚酶氨基酸序列有部分相似，并且集中在保守序列 YGDTDS区域。 

而与其它病毒科的病毒没有任何有意义的相似序列。根据我们对 已有的对虾白斑综合征病毒 

核苷酸和氨基酸序列的认识，认为对虾白斑综合征病毒的基因组序列与其它病毒的基因相似 

程度低的特征是正常的，说明对虾白斑综合征病毒是一个新病 毒。同时 由于该片段只是 DNA 

多聚酶的一部分．其它部分的完成将会给于更完整的证据 。 
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Screening of DNA Polymerase Gene from W hite Spot Syndrome Virus 

(WSSV)by Using Degenerated Oligonueleotides 
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Abstract：Degenerated oligonucleotides were designed from one motif VY~DTDS of several viral 

DNA polymerases and were labelled with Digoxigenin to scre,en DNA polymerase gene in a W hite 
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Spot Syndrome Virus(WSSV)DNA library One E∞R 1 fragment of 707 bp was selected and 

contains a putative open reading frame in which the motif YGDTDS of fam ily B of DNA po ly— 

merase was found This selected ~．quence was subsequently compared with GenBank data．The 

『esults showed that this ded uced amino acids sequence has some similarities with several algal—like 

virus of the family Phycodnavirus．So we deduced that this is ode DNA polsm~rme gene fragment 

0fW SSV 

Key words：white Spot Syndrome Virus(WSSV)；DNA polymerase 
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