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Abstracts：Homology of three WSSV isolates．which were sampled from representative maritime space 

of China：Tanghai isolate(13o Bay of China)，Ningbo isolate(East China Sea)．Shenzhen isolate 

(South China Sea)was compared．Both of the genome RFLP patterns and the characteristic structural 

proteins SDS-PAGE electropherograms showed that they were quite$a／'ae．It suggested that they were 

the same kind of WSSV virus that caused explosive epidemic diseases of shrimps(EEDs)throughout 

southern and northern China The$drne large PCR products achieved when using the PCR primers 

from RV—PJ：PRDV (P japonicus．Japan)and WSBV=PmNOBIII(P．morR~don Taiwan，Chi— 

na)respectively to amplify the genome from P．chinensis(Tanghai，China)with high fidelity Taq 

Polymerase．The sequence identities of WSSV from P．chinens~ with those from RV—PJ=PRDV 

(P 血ponicus，Japan)and WSBV=PmNOBill(P．monodon Taiwan．China)are 97％ and 100％ 

respectively,the results provided additiona l evidence that W SSV reported in different parts of the 

Asian and Pacific regions maybe quite the same or jLISt different variants of the same virus 

Key Words：White Spot Syndrome Virus(wssv)；Homology comparison 

摘要：比较我国沿海不删海域对虾白斑综合征杆状病毒三十分离株：即唐海分离株(渤海湾)．宁渡分离株(东海)． 

豫圳分离株(南海)的同 性 三十wsSv分离株基因组的限制性内切酶(Sac l，H／ndIll，Pst I)酶切多态(RFI P) 

以及病毒结构蛋白图谱先全 一致．证实造成我国从南至北对虾爆发性流行病的对虾白斑杆状病毒为同一种病毒 

利用高保真 Taq酶．分别以针i道的日本对虾扦状病毒(RV—PJ=PRDV)．斑节对虾白斑综合征杆状病毒(WSBV= 

PmNOBII1)基因组核酸 段特异性引物进行 PCR扩增．结果均能从中国耐虾白斑杆状病毒(WSSV)基因组中扩增 

得到相应大小的 I：K~R产物．扩增产物序列分析表明中国对虾白斑杆状病毒(wssv)与斑节对虾白斑综合征杆状病 

毒(WSBV=PmNOBIII)．1l丰对虾扦状病毒(RV—PJ：PRDV)同源率分别为 100％与 97％．其结果为证实亚洲及 

太平洋地区对虾自斑综舟 }r状病毒为同一种病毒或同一种病毒的不同株系提供了证据。 

关键词：对虾白斑综合tilq：l：状病毒(WSSV)；PCR；同源性比较 
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对虾白斑综台征杆状病毒(WSSV)于20世纪 

9【)年代初首先在中国台北发现，是 1993年以来导 

致我国沿海人工养殖对虾爆发性流行病大规模频繁 

发生的主要病毒病原。随后在泰国、印度尼西亚、日 

本、韩国等亚洲及太平洋海岸国家相继也有类似的 

报道 此病毒先后被命名为中国对虾无包晒体杆状 

病 毒 (Pe~aetts h inet：sL'；non—occluded baculovirus 

CNBV)，传染性皮下硬造血组织坏死杆状病毒(Hy— 

podermal and Hematopoietic Necmsls Baeulovirus． 

HHNBV)．中国对虾杆状病毒(Chinese Baculovirus， 

CBV )．日本对虾 杆状病毒 (RV—PJ=PRDV)．系统 

性外皮层与中皮层坏死杆状病毒(SEMBV=Pm— 

NOBii)，对虾白斑综 台征病毒(WSBV=PmNOBII— 

I)等 。。 。由于第六次国际病毒学会议(ICTV)之 

后，无包涵体杆状病毒不再归属于杆状病毒科 】， 

因此其确切的分类地位及命名还有待进一步确定。 

基于这类病毒大小与形态发生等性质非常相似， 

Lightner(1996)建议暂统一命名为对虾白斑综合征 

杆状 病 毒 (white Slx~t Syndrome BacuIovirus． 

WSSV)。为了深入探讨 wsSv不同分离株的同源 

性关系，本研究在核酸探针斑点杂交基础上，对我国 

不同海域的三个分离 株病毒基 固组酶切 多态 

(RFLP)及病毒蛋白结构多肽进行了比较；同时还比 

较了中国对虾白斑综合征杆状病毒与日本对虾杆状 

病毒 RV—PJ=PRDV，中国台北斑节对虾杆状病毒 

WSBV=PmNOBIII部份序列的同源性关系。 

l 材料与方法 

l l 病毒材料 

对虾自斑杆状病毒(WSSV)唐海分离株与宁波 

分离株分别从该地区发病虾池收集；深圳分离铢由 

中科院南海海洋研究所张吕平博士提供。其它检测 

佯品分别取自沿海发病虾池。 

1．2 PeR引物 

Pl：5’一ATCATG GCT GCT TCA CAG A( 3’． 

P2：5’一GGCTGGAGAGGACAAGACAT．3’来自 

日本对虾杆状病毒 RV—PJ=PRDV基因组 ；P3： 

5’一ACT ACT AAC TTC AGC CTA TCT AG 3’， 

P4：5’一TAA TGC GGG T( T AAT GTT CTT ACG 

A一3 来自中国台北斑 节对虾杆状病毒 WSBV= 

PmNOBIII基因组(引物均由GIBCO公司合成) ]。 

l 3 主要试剂 

高保真 Taq酶(High fidelity Taq polymerase)为 

Boehrin-ger Mannheim 公司产品。测序反应试剂： 

ABI PRISM BigDyeT Terminator cycle sequencing 

readyreaction kit with AmpliTaq DNA Polymerase． 

Fs(Perkin Elmer)与限制性内切酶为大连宝生物 

(TAKARA)工程公司产品。蛋白分子量标准为上 

海华美生物工程公司产品。 

1 4 实验方法 

1．4．1 我国沿海 WSSV三个分离株基因组酶切 多 

态(RFL．P)分析：WSSV三个分离株分别经克氏螯虾 

体内增殖模型进行病毒增殖_J。 ；病毒纯化及病毒基 

因组核酸的提取参见文献 进行。病毒基因组酶 

切分析：病毒基因组 DNA 2 ．分别加入限制性内 

切酶 Hind III、Sac I、Pst I各 2 L(15～20 L【)， 

37℃消化过夜。0．5×TAE电极缓冲液，0 4·‰琼 

脂糖凝胶电泳过夜。EB染色，置凝胶 自动成像体系 

(Gel Doc 2000)扫描记录实验结果。 

1．4 2 WSSV三个分离株结构蛋白图谱 比较：三 

株WSSV病毒悬液各 10 L，添加等体积的佯品处 

理液(0．0652 mol／L Tris-HCI pH6 8，20％ 甘油． 

4％SDS，10％D一琉基乙醇，I％溴酚兰)，煮沸 4min 

采用不连续SDS—PAGE系统，浓缩胶浓度为 3％．分 

离胶浓度为 l1％，40V恒定电压电泳 17 h。电泳后 

凝胶经考马斯亮兰染色，置凝胶自动成象体系(Gel 

Doc 2000)中扫描记录病毒多肽图谱。 

I．4．3 中国对虾白斑杆状病毒 WSSV与日本对虾 

杆状病毒 RV．PJ：PRDV，中国台北斑节对虾杆状 

病毒 WSBV=PmNOBIII部份序列比较：分别利用 

RV—PJ=PRDV，WSBV=PmNOBIII特异性 PCR 

引物扩增中国对虾 WSSV 基因组 DNA：10l】Ⅱ『 反 

应体系中含：10×扩增缓冲液 10 L．dNTP(I 25 

mmol／L)16 gL，MgC12(25 mmol／L)6 L，引物 Pl 

和P2(50 pmol／gL)各 2 L，1 L模板 DNA(10 rig／ 

gL)，1 gL Taq酶(High fidelity，I U／ L)，灭菌水 62 

循环参数：Hot Start 94℃ 4 min；接着 94℃变 

性 1 min，55℃退火 30 S，72℃延伸 l min，共 3I】循 

环。最后，72℃保温 7min。0．8％琼脂糖凝胶电泳 

分析。 

1 4 4 PCR产物序列分析 PCR产物经精制后，由 

宝生物 TaKaRa大连有限公司在 ABI：PRISM r 

377XL DNA Sequencer测序仪上作序列分析。 

1 4．5 序列的同源性比较：采用Oenbank／NCBI数 

据库中BLAST软件进行同源性比较分析。 
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2 结果与讨论 

2．1 基因组酶切长度多态{RFLP)研究 

选择三个代表性海域的 WSSV分离株，病毒基 

因组分别经 Hi d IIl、 I、Pst I三种酶切，其限 

制性 片段 长 度 多态 (Restriction Fragment Length 

Polymorphism，RFI P)图谱如图 1所示。 

- 

I ：琳时虾l。1 - I对组酶州图谱比较 

I 4．7 宁波 ；2，5，H．脚 ；3 fi，u，簿圳；MI1I DNA／Hin dlI 

+EcoR I 

Fig I RFI P (̈ltu n J。l 1lr Lhree i~lates。E WSSV 

I．4．7．Ninglm；2．5．8．1 l,ghaii 3，6，9 Shenzhen‘M III 

I)NA／ rJd ITI+Ect—R I 

2．2 WSSV三个分离株病毒结构蛋白比较 

WSSV三 个分离株 经 13％SDS PAGE凝胶 电 

泳后， 毒结构多肽图谱如l哥2所示。 

I 2 3 x 

0 4 K血 

66．2 I=dB 

43．O Kd 

20．1 l{da 

2 ：排 t虾白斑 1 (w v) 掏蚩 比较(13％ 丹离腔) 

M 白分干揖杆 (道 蛳)；I j．1}簿12宁被；3深圳 

Fig 2 SI)S，PACE “ln1u r1 r lf~bTUCtUre pmtelns from three 

W SSV is at 

1．a1⋯M M⋯rk (Da)1 Î n I． I'anghai；Lane 2．Ningbo；l一 3． 

Sll 1 h ll 

从图 1，图 2结果看出，来自我国不同海域的 

WSSV三个分离株无论病毒基因组酶切长度多态 

(RFLP)．还是病毒结构多肽图谱特征均高度一致， 

结果有力地说明我国不同海域的 WSSV分离株为 

同一种病毒。 

2．3 PCR扩增结果 

以唐海中 国对虾 (P chinensis)WSSV基 困组 

DNA为模板，分别以日本对虾(P ，nponic~“)杆状 

病毒 RV．P1=PRDV，中国台北斑节对虾(P )Ji 

o )杆状病毒 WSBV=PmNOBIII部份基因组核 

酸片段的特异性引物序列进行 PCR扩增，结果均能 

获得与各自预期 PCR产物相同大小的核酸片段，即 

0 9 kb和 1 4 kh(如图 3)。 

图 3 分别利用RV PI=PR1， 

WSBV=SEMBM特 异性 jI蜘 均 

能从中国对虾白斑综 台征f 

病毒基因组中扩增出相同 小 

的 PCR产物 

Fig 3 Results of PCR ampliflc, 

¨  ⋯ of W SSV geno (P 

n 9 n．nsi~)with primers fm,n RV l'J 

= PRDV WSBV = SEM B~． 

The large PCR produc, I】9 

kh and f 4 kfi achi~ d re-pcL 

tively 

在PCR扩增反应中，采用高保真 Taq酶(High 

fidelity Taq polymerase)以保证扩增出的序列与模板 

序列一致。PCR扩增产物经纯化与精制后进行序 

列分析，结果显示中国对虾 白斑杆状病毒WSSV与 

WSBV=SEMBV 同源率为 100％；而与 RV—PJ= 

PRDV比较结果显示 RV．PJ=PRDV较中国对虾 

WSSV缺少 17个碱基，同源率为 97％(结果未显 

示)。虽然目前尚未取得十分充足的证据说明中国 

对虾自斑杆状病毒(wSSV)与亚洲太平洋地区其它 

国家报道的对虾白斑病毒完全一致，但该实验结果 

为证实亚洲及太平洋国家地区对虾自斑杆状病毒为 

同一种病毒或同一种病毒的不同株系提供了新依 

据。 

孔杰等曾采用 DNA随机扩增多态性(RAPD) 

技术证实造成青岛地区 94～95年度对虾爆发性流 

行病危害病 毒病原为同一种 自斑杆状病 毒ll 一 

Nadala采用RFLP技术比较了对虾自斑病毒中国分 

离株(Chinese Baculovirus CBV )．印度尼西亚分离 

一一

一誓 
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株(wssv Indonesian isolate)，美国分离株(U S iso． 

1ate)。结果表明三个分离抹基因组只有中国分离株 

的埔 d III酶切图谱与其它两个存在细微差别，认 

为印尼与美国分离株同源性更为接近lI 。不过从 

其酶切图谱来看，这种差异是否由于某个核酸片段 

不完全酶解所致尚需进一步证实。 

综观国内外 WSSV研究，已有大量证据表明对 

亚洲太平洋地区人工养殖对虾造成巨大危害的白斑 

杆状病毒具有极高的同源性。其结果一方面将为人 

类寻找有效途径控制该病毒对养虾业及野生对虾种 

群造成危害提供了依据；另一方面也给人们提出了 

许多值得深思的问题，比如WSSV的最终起源与其 

中间宿主如何?WSSV自20世纪 90年代初在中国 

台北首先发现，为什么在短短不到 10年的时间内迅 

速在东南亚及太平洋地区主要养虾国家，乃至西方 

某些非养虾国家的海域蔓延并造成危害?美国JsA 

研究机构关于“WSSV感染与传播的概念模式”Ll 

指出未经严格检疫的亲虾与苗黼跨国家和地区贸易 

是造成WSSV迅速扩散与蔓延的主要原因。其次， 

海洋水产养殖业的过度开发与生态环境的恶化，种 

群的高密度放养，抗生素类药物的盲目使用均是不 

可忽视的因素。近年来通过对沿海虾场的广泛调 

研．发现虾农普遍文化程度不高，又缺乏科学指导； 

只追逐利润而不太顾及养殖及生态环境的保护。比 

如发病虾池不经处理，立即投放二茬虾苗；虾池废水 

及废弃物随意排放等。结果不仅给自身虾池埋下隐 

患．同时病害很快波及邻近虾池乃至野生对虾种群。 

L0调 查结 果发 现野 生 对虾 种群 已普 遍感 染 

WSSV[ 1 西方国家如美国、法国【14, 都相继开始 

有组织地评估 WSSV对其野生对虾资源的潜在冲 

击。我国有较辽阔的海域，近年来滩涂的过度开发 

应该引起政府有关部门的高度重视．尽快制定相关 

的法律与法规，加大亲虾与苗种贸易过程中监控与 

检疫的力度，加强对虾场与沿海生态环境的管理，防 

止病害的进一步恶化与蔓延，以保证海洋资源开发 

与利用走持续、健康的发展之遭。 
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