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Abstract: A pair of primers was designed according to the sequence of vp28 gene of White spot 
syndrome virus (WSSV) in the GenBank. The vp28 DNA fragment was amplified by PCR and cloned 
into E. coli expression vector pET- 22b(+) successfully. Then pET22b-vp28 was transformed into E. 
coli. After IPTG induction at 37℃, the fusion protein with 32kDa was expressed,which was conformed 
by Western-blot and SDS-PAGE analysis. The envelope protein VP28 purified by Ni2+-column 
chromatography was injected into crayfish or used as a supplement to feed crayfish. The result showed 
that the engineered protein VP28 expressed in E.coli could improve the immunity ability of crayfish to 
resist WSSV infection. 
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摘要：根据 GenBank上WSSV囊膜蛋白基因 vp28的序列，设计并合成引物，PCR扩增得到 vp28基因，成功构

建重组表达载体 pET22b-vp28并转化大肠杆菌BL21(DE3)。基因工程菌株 37℃IPTG诱导，表达产物经Western-blot

和 SDS-PAGE 检测显示有与预期大小 32kDa相符合的目的蛋白。用 Ni2+-柱纯化的目的蛋白分别直接注射螯虾和

包被饲料投喂螯虾，实验结果表明 vp28 在大肠杆菌中的表达产物有显著提高虾体抗 WSSV 感染力的作用, 而且

注射效果更好。 
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对虾白斑综合症杆状病毒(white spot syndrome 
virus, WSSV)是引起包括中国在内的东亚及东南亚
地区养殖业对虾暴发性流行病的主要病原体，其感

染性和致病性是对虾养殖业面临的重大问题，而目

前尚未有效的防治方法。WSSV是一种具有囊膜的
双链 DNA病毒[1,2]，它有两个主要的囊膜蛋白 VP19
和 VP28[3,4]，其中 VP28 已被初步证明在病毒吸附
与入侵中起着关键作用[5,6]。目前还没有可用于病毒

增殖的细胞系，在我国，感染动物常用克氏原螯虾，

已证明口服感染效果差，通过腹肌注射感染的效果

很好[7,8]。本研究以克氏原螯虾为模型[9,10]，用大肠 

杆菌中表达的WSSV囊膜蛋白 VP28分别直接注射
螯虾和包被饲料投喂螯虾，结果表明 VP28工程蛋
白有显著提高虾体抗WSSV感染力的作用，为对虾
白斑综合症的有效防治提供一些借鉴。 

1  材料与方法  
1.1  实验材料 
健康克氏原螯虾(Cambaruspro clarkii)购自武

汉水产市场，体重10g左右, 病虾材料来自广西北海
养殖场发病斑节对虾及人工感染WSSV 发病的克
氏原螯虾，－70℃保存。Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 
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连接酶及限制性内切酶均为TAKARA 公司产
品 , DNA 胶回收试剂盒为Omega 公司产品，
pMD18-T载体购自上海生工，质粒pUCm-vp28，表
达载体pET-22b（+）及大肠杆菌JM109，兔抗VP(19+28)
血清由本室保存，大肠杆菌BL21(DE3) 及His-tag 
亲和层析柱购自Novagen 公司。 
1.2  PCR 扩增 vp28基因 
根据GenBank 中已经发表的 vp28的序列设计

引物。上游引物：gaattcgatggatctttctttcactct（划线
处为 EcoRI 位点），下游引物:ctcgagttgctcggtctcagtg 
ccag（划线处为 XhoI 位点）。以质粒 pUCm-vp28
为模板，PCR扩增目的基因 vp28。PCR 反应条件: 
95℃5min, 94℃30s, 54℃45s, 72℃1min (29个循环), 
72℃1min, 72℃10min。取 10µLPCR产物作 1%琼脂
糖凝胶电泳，PCR产物应在约 630bp处有一条扩增
带。 
1.3  基因工程菌株的构建及表达产物的纯化 
1.3.1  重组表达质粒的构建：用 EcoRI 和 XhoI 对
重组质粒PMD18T-vp28和表达载体 pET22b(+)同时
进行双酶切, 胶回收目的条带，16℃连接后转化到
大肠杆菌 BL21(DE3)中, 筛选重组子。 
1.3.2  VP28 在大肠杆菌中的表达与纯化：挑单菌
落接种到含氨苄青霉素的新鲜丰富LB 液体培养基
中，37℃培养 8~10h，4℃存放过夜。第二天按 4%
接种到新鲜的丰富 LB 液体培养基中，37℃培养到
OD 值为 0.6 时加终浓度为 0.4mmol/L 的 IPTG 诱
导，离心收集菌体取样，SDS-PAGE 和Western-blot
检测目的蛋白的表达。菌体－20℃反复冻融几次
后，超声波破碎，离心收集上清，用 Ni2+-柱纯化，
SDS-PAGE 检测蛋白的纯化结果。 
1.4  重组VP28蛋白提高虾体抗WSSV感染力作用

实验 
重组VP28提高虾体抗WSSV感染力的作用：将

体重约10g的健康螯虾分成4组（实验前已在实验室
养殖了三周），每组30尾。注射组：按照虾体重每
克注射10µL 0.4mg/mL的重组VP28蛋白溶液的量，
于倒数第3腹节浅层肌肉处注射健康螯虾，分两次
注射，间隔5d，第二次注射的2d后，将WSSV粗提
液用TN buffer稀释一倍[9]，注射感染螯虾[11,12] ；投
喂组：每天按照虾体重的2.5%投喂饲料，每克饲料
中含有160µg纯化VP28, 7d后按同样的方法注射
WSSV感染螯虾；阳性对照组：按照虾体重每克注
射10µL TN buffer的量，分两次注射，间隔5d，第
二次注射的2d后，按同样的方法注射WSSV感染螯
虾；阴性对照组：按照虾体重每克注射10µLTN 

buffer的量，分两次注射，间隔5d。在自然气温（22
℃～25℃）的条件下养殖，每天换水并投喂人工虾
饲料一次，记录虾死亡的情况[13]。 

2  结果 

2.1  重组表达载体的鉴定及 VP28的表达与纯化 
EcoR I/XhoI酶切鉴定筛选出重组子pET22b-vp28。

基因工程菌株BL21(DE3)- pET22b-vp28经IPTG 诱
导表达，SDS-PAGE和Western-blot（图1）结果显示，
在大约32 kDa处有明显的目的条带。将菌体超声破
碎，离心后的上清液经Ni2+His-tag 亲和层析柱纯化
后，约32kDa 处为单一的条带(图2)。 

 

图1  表达vp28蛋白的Western-blot检测及SDS-PAGE分析 
Fig.1  Western-blot and SDS-PAGE analysis of recombinant 

pET22b-vp28 expression  
1, E.coliBL21(pET22b-vp28) induced for 4h; 2, E.coli BL21 (pET22b-vp28) 
uninduced; 3, E.coli BL21(pET22b-vp28)before induced; 4, E.coliBL21 
(pET22b-vp28) induced for 4h; 5, E.coli BL21 (pET22b-vp28) uninduced; M, 
Protein molecular marker; the arrow indicated the location of recombinantVP28  

 

 
图 2  Ni2+-柱纯化的表达产物的检测 

Fig.2  Analysis of purified protein 
M, Protein molecular marker; the arrow indicated the purified VP28; Lanes 
1-6, samples of purified protein eluted from Ni2 +-column at 10min interval.  

 

2.2 重组 VP28提高虾体抗WSSV感染的作用 
在室温（22℃～25℃）的条件下养殖的结果

显示，注射纯化VP28的效果比投喂纯化VP28的效
果更好，注射纯化VP28组8d后累积死亡率为30%，
投喂纯化VP28组8d后累积死亡率为40%，而阳性对
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照组在感染WSSV10d后累积死亡率达到了100%，
阴性对照组一直健康活泼，无死亡。结果见图3。 

 
图 3 感染WSSV后各组螯虾的累积死亡率曲线 

Fig.3  Time-morality relationship of each group of crayfish 
after infected WSSV.  

Positive control group infected WSSV 2 days after injected with TN buffer 
twice at 5 days interval;Negative control group injected with TN buffer 
twice at 5 days interval;The first group infected WSSV 2 days after injected 
with purified VP28 at 5 days interval;The second group infected WSSV 2 
days after feed with purified VP28 at 5 days interval; 
 

3  讨论 

本文研究结果表明在大肠杆菌BL21(DE3)中表
达的WSSV囊膜蛋白 VP28以注射和投喂螯虾的方
式均有明显的提高螯虾抗WSSV感染力的作用，这
进一步证实了 WSSV 的结构蛋白可以被螯虾免疫
系统识别，但这种准免疫反应的作用机理还有待于

进一步阐明。研究表明螯虾注射 VP28后抗 WSSV
效果优于投喂的方式，这可能是因为通过注射的方

式可以使工程蛋白直接进入虾体内，由其刺激所形

成的准免疫反应更直接，更迅速，效果更好。本研

究对于WSSV囊膜蛋白 VP28功能的研究及对虾白
斑综合症的防治是一种有益的探索, 具有一定的理
论和潜在的应用价值。 
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