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一 种改良的对虾白斑综合征病毒的提纯技术 
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A M odified Technique for Purifying White spot syndrome virus 
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Abstract：The envelope proteins of White spot syndrome virus(WSSV)are very fragile and easy to be 

destroyed during purification．It was diffi cult to obtain a large quan tity of intact virions by routine 

sucrose gradient centrifugation．After modifying the sucrose gradient by adding citrate sodium ，we can  

obtain a large quantity of intact virions and nucleocapsids．Th is purified virions and nucleocapsids were 

subsequently used for an alyzing viral structural proteins an d DNA extraction．Th e result showed that 

this modified technique is very effi cient for virus purification． 
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对虾 白斑 综合征病毒 (White spot syndrome 

virus，wSSV)是对虾养殖业的主要病原，自 1992 

年 以来一直严重影响对虾的产量和质量，造成巨大 

的经济损失。由于其宿主范围涉及几乎所有的水生 

甲壳类动物，因此成为水生动物病毒研究领域重要 

的病毒之一。在对虾 白斑综合征病毒研 究的过程 

中，病毒的提纯是关键的一步。由于该病毒的囊膜 

蛋 白很容易降解，很难得到完整的病毒粒子。传统 

的蔗糖密度梯度离心介质不仅会破坏病毒囊膜，而 

且还会丢失大量的病毒粒子 ，从而不易得到大量 

的、完整的病毒粒子【J】。曾经报道一些改 良的提纯 

技术可 以得到纯度较高的核衣 壳和病毒粒子，为 

WSSV 基因组研究奠定了良好的基础【2'31。本论文 

报道的是一种改良的、能大量获得完整病毒粒子的 

蔗糖密度梯度提纯技术。 

1 材料与方法 

病毒增殖采用敏感宿主一克氏原螯虾，参照文献 

方法进行H1。 

1．1 病毒的提纯 

蔗糖 (分析纯 )溶于改 良的柠檬酸钠缓冲液 

(0．0272 mol／L Citrate sodium ，0．072 mol／L NaCl 

pH7．4)，配制成 50％的储备液，经自动梯度仪制成 

20％～50％的线性梯度。取 2mL 的血淋巴小心铺于 

梯度介质上。110 000g，40C离心 1h。吸出病毒带 

后，用 TNE (0．5 mol／L s—HC1。0．1 mol／L NaC1． 

0．Olmol／L EDTA，pH 7．4)稀释，110 000g，40C离 

心 45min。病毒沉淀溶于 1001aL的 TNE中，一80℃ 

保藏备用。 

1．2 病毒核衣壳的纯化 

完整的病毒粒子 (250lag)孵浴于 1．0％NP一40， 

10mmol／LTris—HCL，pH 8．5中，室温 30min。然后 

铺于 30％的甘油上(10mmol／L s—HC1，pH．8．5配 

置)，150 000g，4"C离心 lh(Beckman SW55)。沉 

淀为核衣壳成分，囊膜成分从梯度顶部回收，并经 

过丙酮沉淀。 

1．3 电镜负染观察 

取纯化的核衣壳和完整病毒粒子，经过 2％的 
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PTA(pH7．0)染色后，在 日立 (HITACHI)7000．FA 

型透射电镜下观察。 

1．4 病毒的结构蛋白多肽分析 

采用不连续 SDS．PAGE 系统【5】，浓缩胶浓度为 

5％，分离胶浓度为 15％，凝胶 自动成像系统 (Gel 

Doc 2000)扫描记录病毒多肽图谱。 

2 结果与讨论 

常用的蔗糖密度梯度缓冲液为 TN，提纯的病 

毒收获量低 ，且病毒粒子的囊膜易受到破坏【J J。 

本实验采用柠檬酸钠缓冲系统配置蔗糖梯度，病毒 

在改良后的|蔗糖密度梯度离心后，出现明显的病毒 

粒子带，病毒收获量 明显多于常用 的蔗糖密度梯 

度，且病毒粒子的囊膜保存完整 (图1)。经NP．40 

处理后 的核衣壳在改 良的离心介质中同样得 到很 

好的结果 (图 2)。 

图 l 纯化的完整 WSSV病毒粒子 

a，大量纯化的完整的病毒粒子，标尺表示 300 nm：b，病毒粒子显示 

尾巴状结构，标尺表示 100 am。 

Fig．1 Purified intact virons 

a，Large quantity of intact virions，bar = 300 nm；b．The tail—like structure of 

virion，bar=-100 am． 

图 2 纯化 的 WSSV核衣壳 

a，大量纯化的 WSSV 核衣壳；b，显示异常长度的核衣壳；标尺表示 

100rim。 

Fig．2 Purified W SSV nucleocapsids 

a'Large quantity of W SSV nucleocapsids；b，An unusual nucleocapsid； 

Bar=l00nm． 

自 1992年对虾病爆发以来，很多研究小组投入 

了很大的精力对该病毒进行研究。但由于对虾白斑 

综合征病毒的囊膜成分比较容易降解，得到完整的 

病毒一直得不到很好的解决。Yang[21等报道的核衣 

壳纯化技术避免了密度体度纯化步骤，但不适于完 

整病毒粒子的纯化。HuangTM等采用溴化钠密度梯 

度介质，也很好的分离纯化到了完整的病毒。但这 

两种方法的缓冲系统成分复杂，且加有剧毒的蛋白 

酶抑制剂苯乙基甲磺酰氯 (PMSF)，给科研人员带 

来一定的危害。通过摸索，我们发现在普通蔗糖介 

质中加入柠檬酸钠缓冲液，能够 降低普通蔗糖介质 

的粘度 ，并有效的保护病毒的囊膜不被降解，可以 

获得大量的纯度高的病毒粒子 ，有效地解决了常规 

病毒提纯过程中病毒收获量的问题。这种改 良的介 

质成分简单，无毒性成分加入，经多次重复均得到 

很好的结果，是WSSV理想的提纯技术。 

利用提纯的完整病毒粒子、核衣壳和囊膜成分 

进行蛋白电泳分析，病毒的囊膜蛋白出现三条带， 

分别为 l9、24和 26kDa。核衣壳蛋白出现一条带， 

分子量为 15kDa(VP15)。VP19的蛋白表达量相对 

其他主要结构蛋白要少，有少量 VP24在核衣壳蛋 

白电泳中出现微弱的一条带 (图 3)。没有病毒宿 

主血淋巴蛋白成分出现，近一步证实了该提纯技术 

的可靠。 

图 3 WSSV结构蛋白 SDS．PAGE图谱 

1，完整病毒：2，核衣壳；3；囊膜成分。 

Fig．3 SDS·PAGE of W SSV structure protein． 

1，Intact virions；2，Nucleocapsid；3，Envelope fraction． 

在蛋白图谱中，我们的结果以前的报道有一定 

的差异。Vlak等报道在病毒的结构蛋 白中有 5条主 

要的结构蛋白带，即 VP15、VP19、VP24、VP26 

和 VP28L7 J。Huang等报道的结果中也只有 4条主要 

的结构蛋白带，并且指出 VP28和 VP26为等分子 

量，其分子量大小为 28kDa【3J。我们用 Dr．Vlak赠送 

的 VP24、VP26和 VP28特异性抗体杂交的结果表 

明，VP24和 VP26在同一分子量位置上，大小为 

24kDa，难 以分开，而 VP28的大小为 26kDa(结果 

1Ir 薯  ‘  
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未显示)。我们认为，导致这种不同的结果可能是 

由于不同的分离方法和时间所致 。另外，在病毒的 

囊膜成分中，出现一条在完整病毒粒子成分中不存 

在的蛋白多肽 (50kDa)，几次重复均出现相同结果， 

其原因有待于进一步探讨。 

在以前的报道中，核衣壳的螺纹数多为 l4一l5 

节Il， J，但在我们的实验中，我们发现了长度为30 

节的核衣壳，从形态上观察，不是两个病毒的连接 

体，与其它报道的长核衣壳相似 J。此类特异长度 

的核衣壳有可能是在病毒 的装配过程中出现 的错 

误或未被切割的核衣壳。 
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