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摘 要 

摘 要 

RNA 干扰是一个由 dsRNA 引导的 mRNA 序列特异的降解过程。在本研究

中，体外合成对应于对虾白斑综合症病毒（WSSV）12 个膜蛋白（分子量均小于

60 kDa）基因以及一个不相关的绿色荧光蛋白(GFP)基因的长双链 RNA（dsRNA）,

分别对淡水螯虾（Procambarus clarkii）进行肌肉注射。这 12 个 WSSV 膜蛋白基

因包括：vp19, vp24, vp28, vp31, vp32, vp33, vp38, vp39, vp41A, vp41B, vp52A 和 

vp52B。实时荧光定量 PCR 结果显示，与 GFP 组或阳性对照组相比，基因特异

的dsRNA对WSSV的复制有较强的抑制作用（P<0.05）。为进一步确定vp19, vp28, 

vp32 和 vp52A 这四个基因对应的 dsRNA 的抑制效果，进行了逆转录 PCR 实验，

结果表明，在这四个基因中，vp52A 对应的 dsRNA 抑制 WSSV 转录的效果最好。

作为 WSSV 四个主要膜蛋白(VP28, VP26, VP24 和 VP19)之一，VP19 的功能研

究相对较少，本研究发现，通过对感染 WSSV 的螯虾注射对应于 vp19 的 dsRNA，

能明显降低 WSSV 的感染力。超薄切片结合免疫电镜观察表明，WSSV vp19 基

因被抑制后，产生了大量缺少最外层膜的病毒样颗粒(VLP)。透射电镜观察显示，

病毒样颗粒主要是包裹着松散外膜的纺锤状核衣壳。SDS –PAGE 显示，病毒样

颗粒的组成与正常病毒一致，然而VP19和其它三个主要膜蛋白的含量明显下降。

以上结果表明 VP19 在病毒组装中起重要的连接作用，当其被抑制后，外膜不能

有效地包裹形成成熟的 WSSV。基因特异 dsRNA 的使用，将为 WSSV 特定基因

功能的进一步研究提供一定的科学依据。 

 

关键词：对虾白斑综合症病毒，RNA 干扰，VP19 蛋白 
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Abstract 

Abstract 

RNA interference （ RNAi ）  is the process by which dsRNA directs 

sequence-specific degradation of messenger RNA. In this study, freshwater crayfish, 

Procambarus clarkii, were intramuscularly injected with double-stranded 

RNA(dsRNA) corresponding to 12 envelope protein genes ( protein molecular mass < 

60 kDa) of White Spot Syndrome Virus (WSSV): vp19, vp24, vp28, vp31, vp32, vp33, 

vp38, vp39, vp41A, vp41B, vp52A, vp52B, and an unrelated dsRNA of a green 

fluorescence protein (GFP) gene. Quantitative RT-PCR analysis showed that 

gene-specific dsRNA resulted in higher inhibition of WSSV replication, compared 

with the GFP group and positive control (P<0.05). RT-PCR was carried out to further 

determine the suppressive degree of dsRNA corresponding to vp19, vp28, vp32 and 

vp52A, the results showed that vp52A-dsRNA was of most efficiency in inhibiting 

WSSV transcription among the four genes selected. As one of the four major virus 

envelope proteins (VP28, VP26, VP24 and VP19), the function study of VP19 is 

limited. Our study showed that VP19 could significantly reduce virus infectivity in 

WSSV-challenged crayfish by injection with vp19-dsRNA. Ultrathin section and 

immunoelectron microscopy (IEM) showed that knocking down the WSSV VP19 

could result in abundant virus-like particles (VLP), which lacked the outer layer 

memberane. Transmission electron microscopy (TEM) demonstrated that the VLP 

was mainly spindly nucleocapsid loosely coated by a thin envelope. SDS–PAGE 

demonstrated that the protein composition of VLP was identical to normal virus 

particles, while the content of VP19 and the other 3 main envelope proteins decreased 

significantly. These results showed that VP19 played a vital role in connection during 

virus assembly. When it was knocked down, the outer layer membrane could not coat 

efficiently to form the mature WSSV particles. The use of gene-specific dsRNA may 

provide some scientific evidence for the further study of WSSV specific gene 

function. 

 

Key words：White spot syndrome virus (WSSV); RNA interference（RNAi）; VP19 protein 
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前 言 

对虾白斑综合症病毒(WSSV)RNA 干扰及膜蛋白 VP19 在病毒组

装中功能的初步研究 

1 前 言 

1.1 对虾白斑综合症病毒研究进展 

1.1.1 对虾白斑综合症病毒的发现及命名 

对虾白斑综合症于20世纪90年代初首先在中国台湾地区发生，1994 年扩展

到整个亚洲的对虾养殖地区[1]。1995年10 月,西半球出现首例对虾白斑综合症, 

1999 年美国中部和南部也有类似的报道。2001 年欧洲和澳洲也出现对虾白斑综

合症。目前，对虾白斑综合症是全球范围内限制养虾业发展的最主要因素之一。 

对虾白斑综合征的病原为一种无包埋体类杆状病毒,不同研究者根据所分离

病毒株的地域分布、原始宿主、形态发生以及主要病理症状,给不同分离株不同

的命名[1-10]，见表1。由于1995年第6次国际病毒学会议后，无包涵体型杆状病毒

不再归属于杆状病毒科，Lightner[11] 建议将这些病毒暂时命名为白斑综合症病毒

(White spot syndrome virus，WSSV)，逐渐得到了普遍认同。2005年，国际病毒

分类委员会( ICTV) 第8次报告把WSSV 放在线形病毒科(Nimaviridae) 白斑病

毒属(Whispovirus)[12]。 

 

表 1：各地报道的对虾白斑病毒的命名 

缩写(Abbreviation) 英文全称(Whole name) 

LNBV Lymphoid cell nuclear baculovirus 

RV-PJ Rod-shaped nuclear virus of Penaeus japonicus 

HHNBV Hypodermal and hematopoietic necrosis baculovirus 

NOSV Non-occluded shrimp virus 

PcBLV Penaeus chinensis baculo-Like virus 

SEMBV Systemic ectodermal and mesodermal baculovirus 
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PmNOB II Paeneis monodon non-occluded baculovirus II 

MBV Penaeus monodon type baculovirus 

PRDV Penaeid rod-shaped DNA virus 

PAV Penaeid acute viremia 

CBV Chinese baculovirus 

PCBV Penaeus chinensis baculovirus 

WSBV White spot syndrome baculovirus 

WSDV White spot disease virus 

WSV White spot virus 

WSSV White spot syndrome virus 

 

1.1.2 对虾白斑综合症的症状及病理变化 

发病对虾不喜进食，在池边打圈，离群孤游，体色轻度变红，经解剖可见肝

肿大，胃肠空瘪;病虾体质明显虚弱，常静卧水底，活动缓慢，弹跳无力，对外

界反映迟钝;大多数病虾头胸甲膨大，易被剥离，甲壳上有明显的白色斑点。在

光学显微镜下观察，病虾的不同组织均存在广泛的变性、坏死，上皮细胞大量解

体、脱落;部分细胞核肿大、游离;粘膜下层结构组织空泡化，结缔组织糜烂，只

剩少量核及细胞残屑;坏死上皮及肌束间均有肿大的离散细胞核，约为正常核的

1.5倍[13]。电镜观察显示，病虾在感染前期，病变组织细胞核膨胀，核仁消失，

核外膜破损，染色质靠边分布，内质网断裂，核糖体脱落，线粒体肿胀，高尔基

体萎缩，溶酶体空泡化;感染中期，病毒粒子在细胞核内大量复制，直至充满整

个核，细胞核内无结构化，核膜及质膜皱缩;感染后期，核胀破，病毒粒子从核

内释放，细胞核呈空囊状，胞质内髓样结构明显，细胞器解体，细胞功能丧失[13]。 

1.1.3 对虾白斑综合症病毒的形态结构 

电子显微镜负染观察表明：WSSV是一种无包涵体的杆状病毒，外面包有一

层囊膜。完整粒子大小为(250-380) nm ×(70-150) nm，一端有尾状突出物，核衣

壳为(330-350) nm ×(58-67) nm[10]。核衣壳的两端各有一帽状结构，一端为较扁的

梯形，另一端为三角锥形，此端延伸出一条长尾;帽状结构之间有14圈螺旋，螺

旋与核衣壳的长轴垂直[14]。WSSV 的形态结构十分相似，完整的病毒粒子横切
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前 言 

面为圆形,纵切面为杆状而略带椭圆,粒子外被囊膜,囊膜为双层结构,囊膜内可见

杆状的核衣壳和核衣壳内致密的髓核[8, 15]。 

1.1.4 对虾白斑综合症病毒的感染宿主、传播途径及感染动物模型 

（1）WSSV 的感染宿主 

WSSV 具有广泛的宿主谱， 在甲壳纲(软甲壳亚纲、桡足亚纲) 和昆虫纲动

物中均有其敏感宿主， 软甲壳亚纲动物宿主多为十足目的种类， 并以虾蟹为主。

W SSV 除了能使众多种类的虾蟹感染发病外， 还能感染其它更多种类的虾蟹， 

但这些虾蟹不一定发病， 也不一定出现感染对虾典型的甲壳下白斑肉眼可见症

状， 它们只是作为WSSV 感染对虾的中间宿主。 

（2）WSSV 的传播途径 

WSSV 的经口摄食自然传播感染途径已得到认可, 浸泡或共居是否为

WSSV 的传播感染途径还不很明确, 而KV Rajendran 等[16]用PCR 和原位杂交

均检出了共居感染对虾阳性。显然由于使用了原位杂交和PCR 这样灵敏的检测

方法才检出WSSV , 说明WSSV在实验条件下确实可通过共居方式传播, 只是共

居感染的病毒的量很微, 不足以使对虾发病, 只以潜伏的方式存在于感染对虾体

内。自然状态由于水体大小、水质以及动物行为有异, 不能确定是否如此, 但这

种可能性不容忽视。自然状态下,WSSV 似乎也不排除垂直转播的可能。朱山[17]

用差异PCR 在发病野生脊尾白虾组织及其卵扩增阳性, 表明该病毒在野生脊尾

白虾可经卵垂直传播。另外,Lo ChuFang 等[18]用光镜组织病理学检查、电镜观察

和原位杂交相结合检查WSSV 在发病野生斑节对虾中的组织分布时, 发现虾的

精巢、精荚、卵巢中都能检出病毒阳性。 

（3）WSSV 感染动物模型 

WSSV 没有可用于增殖的细胞系, 感染用对虾价格昂贵, 饲养不易, 带毒者

多, 使得在实验室尤其在那些远离海洋的实验室很难展开W SSV 的研究工作。

研究者们尝试用克氏原螯虾(Procamburus clarkia 简称螯虾)作为增殖WSSV的动

物模型，获得成功, 取得了该病毒研究领域的重要突破[19]，实验表明 WSSV 在

螯虾内的增殖过程和增殖特性与其在对虾体内的相应行为具有相似性[20]，证实

了克氏原螯虾作为WSSV 感染动物模型的可靠性[21]。 
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1.1.5 对虾白斑综合症病毒的分离纯化 

分离WSSV是确诊白斑病的依据，是进行白斑病监测、预防和进一步研究

WSSV必须取得的材料。1995 年，台湾地区最早报道了WSSV的分离纯化[10, 22]。

研究者收集了感染WSSV的斑节对虾，分离纯化得到WSSV病毒粒子。提取的病

毒DNA用SalI酶切后，克隆到质粒pUC19 中，构建成WSSV基因组DNA文库。研

究表明该病毒具有双链DNA，至少有 22 个HindIII酶切位点，大小超过 150 kb，

但是以后的研究结果证实所获得的病毒DNA是不完整的。1997 年，本实验室建

立了一种快速有效提取、纯化WSSV核衣壳及其完整基因组DNA的方法[23]，解决

了以往方法中病毒得率低的问题，突破了以往病毒纯化分离技术的瓶颈环节。利

用该方法首次获得了纯的完整病毒基因组DNA，大小约为 290 kb。2000 年，van 

Hulten等[24, 25]从泰国收集的患病草虾的血清中离心分离到完整的病毒粒子，并通

过蛋白N端测序鉴定了 3 条主要的WSSV结构蛋白(VP28、VP26、VP24)。随后作

者又利用同样的方法从感染病毒的克氏螯虾的血清中分离到完整的病毒粒子，并

鉴定了另外 2 条主要的WSSV结构蛋白(VP19、VP15)[26]。 

以往大部分病毒纯化的方法并不理想，病毒纯化的效率极低，纯度也不高，

而且纯化的病毒样品中包含较多的细胞污染物，这就制约了WSSV结构蛋白的鉴

定及其功能研究工作的开展。到目前为止，完整病毒纯化最常用的方法是采用密

度梯度超速离心从感染病毒的克氏螯虾的血清中提取。黄等[27]通过 40%溴化钠

梯度超速离心从患病螯虾的血清中分离到较纯的病毒粒子。蛋白电泳显示病毒粒

子包含至少 13 条结构蛋白。van Hulten[28]通过 20-45%蔗糖梯度超速离心分离了

病毒粒子，并完成了病毒基因组的测序工作。虽然密度梯度离心可以得到纯度较

高的病毒粒子，但是由于螯虾血清中病毒粒子量较少，病毒纯化的效率仍然很低，

平均的病毒得率约为 1.8×109/5 ml血清。另外由于螯虾血清中含有大量的血蓝蛋

白，纯化的病毒蛋白电泳图谱中经常可见一条明显的血蓝蛋白条带(∼72 kDa)。 

本实验室 2005 报道了一种简单有效的从感染螯虾的组织中提取大量完整病

毒粒子的方法[29]。它不需要经过复杂的密度梯度超速离心，只需要几步普通的

差速离心就可以得到大量的病毒粒子。在电子显微镜下观察，绝大多数病毒粒子

囊膜结构均完整。蛋白电泳显示，WSSV至少包含 23 条主要的结构蛋白。利用

定量PCR测定病毒得率，能从 10 g的病虾组织中可以提纯约 1012个病毒粒子。提

纯的病毒粒子经再感染健康螯虾证实仍然具有很强的感染活性。大量完整病毒粒
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