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摘　要：ＶＰ２８是对虾白斑综合征病毒（ＷｈｉｔｅＳｐｏｔＳｙｎｄｒｏｍｅＶｉｒｕｓ，ＷＳＳＶ）的囊膜蛋白。将ＶＰ２８基因序列密
码子优化后合成，经限制性内切酶ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ酶切后，按正确的阅读框顺序插入到ｐＥＴ２８ａ（＋）表达载体
上。重组质粒转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），经质粒双酶切、测序鉴定后成功地构建了ＶＰ２８基因原核表达载体
ｐＥＴ２８ａＶＰ２８。转化菌经 ＩＰＴＧ诱导，ＳＤＳＰＡＧＥ显示含有与预期大小一致的约３０ｋｕ蛋白带，主要以包涵体
形式表达。采用ＮｉＩＤＡＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ亲和层析柱对重组蛋白进行纯化，获得了纯度为９５％的大肠杆菌重
组蛋白ＶＰ２８。该纯化蛋白作为绝对定量Ｗｅｓｔｅｒｎ的标准品，梯度稀释建立标准曲线，以定量检测转基因鱼腥
藻７１２０中的ＶＰ２８绝对表达量。实验结果表明，大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）表达的重组蛋白 ＶＰ２８与鱼腥藻７１２０
中表达的ＶＰ２８分子量基本相同，纯化后的大肠杆菌重组蛋白梯度稀释作为绝对定量Ｗｅｓｔｅｒｎ标准曲线，计算
出转基因鱼腥藻７１２０在培养第１７天时，ＶＰ２８的表达量最大，为５．１４μｇ／ｍＬ，占转基因鱼腥藻７１２０总蛋白浓
度的１．４５％。这不仅对转基因鱼腥藻的高效培养具有重要意义，也为日后确定投喂对虾口服疫苗有效剂量
防治白斑综合征奠定了基础。

关键词：对虾；白斑综合征病毒（ＷＳＳＶ）；ＶＰ２８；大肠杆菌；鱼腥藻７１２０；定量免疫印迹
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　　白斑综合征病毒（Ｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，
ＷＳＳＶ）自１９９２年在中国台湾被发现以来，相继
在中国大陆、泰国、印度、法国、美国、韩国、日本

等地暴发［１６］，给世界各国对虾养殖业造成了严

重的经济损失［７８］。ＷＳＳＶ不仅可以感染对虾，还
可以感染淡水螯虾、龙虾、螃蟹等海洋甲壳类动

物［９］，３～１０ｄ内可造成对虾 １００％死亡［１０］。

ＷＳＳＶ的核酸为一大的双链环状 ＤＮＡ，分子长度
为３０５ｋｂｐ，约有１８１个开放阅读框［１１］。目前已

得到中国大陆株、台湾株、韩国株和泰国株四株

ＷＳＳＶ的全基因组序列［１１１４］。虽然关于ＷＳＳＶ的
研究仍在不断发展，但是 ＷＳＳＶ的致病机理至今
尚未清楚，因此仍没有针对病毒有效的阻断或防

治手段，所以早期预防显得十分重要。

２０００年，ＶＥＮＥＧＡＳ等［１５］发现感染 ＷＳＳＶ后
存活下来的虾再次用 ＷＳＳＶ攻毒，存活率会大大
提高，与免疫反应具有相似性。２００１年，ＨＵＬＴＥＮ

等［１６］证明ＶＰ２８蛋白在感染宿主的过程中起着
关键性的作用。２００４年，ＷＩＴＴＥＶＥＬＤＴ等［１７］首

次将大肠杆菌表达的 ＶＰ２８蛋白饲喂对虾，再攻
毒，明显提高了成活率。此后 ＶＰ２８被多次证明
可以保护对虾免受 ＷＳＳＶ的感染，也先后在多种
表达系统中表达。而蓝藻作为对虾的开口饵料

具有重组表达ＶＰ２８口服疫苗的优势。ＪＩＡ等［１８］

将表达 ＶＰ２８的鱼腥藻 ７１２０（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ
７１２０）作为口服疫苗投喂仔虾后攻毒，成活率为
６８％。说明转ＶＰ２８基因的蓝藻可以作为幼虾的
口服疫苗，可以使对虾具有抵御ＷＳＳＶ的能力。

目前为止有关转基因蓝藻的高密度表达培

养和外源基因表达规律方面的研究报道不多，所

以针对外源基因表达量的定量研究显得尤为重

要。由于大肠杆菌和蓝藻同为原核表达系统，所

以我们构建大肠杆菌原核表达载体，重组表达

ＶＰ２８蛋白，纯化后作为定量 Ｗｅｓｔｅｒｎ的标准品，
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梯度稀释建立标准曲线，以此来测定转 ＶＰ２８基
因蓝藻———鱼腥藻７１２０中 ＶＰ２８蛋白的绝对表
达量。期望在蛋白水平上确定转 ＶＰ２８基因鱼腥
藻７１２０的表达情况，为确定后续投喂口服疫苗的
有效剂量和高效表达培养奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
转ＶＰ２８基因鱼腥藻７１２０由中国科学院植

物研究所提供。Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂盒、卡那
霉素购自上海生工；克隆菌株 ＤＨ５α、表达菌株
ＢＬ２１（ＤＥ３）、ＤＮＡ纯化试剂盒、质粒提取试剂
盒、２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＩＰＴＧ均购自天根生化科
技（北京）有限公司；ｐＥＴ２８ａ（＋）表达载体购自
上海中科新生命公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制性内
切酶购自ＴａＫａＲａ公司；ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ（Ｈ＋
Ｌ）ＨＲＰ二抗购自北京全式金生物有限公司。
１．２　方法
１．２．１　表达载体ｐＥＴ２８ａＶＰ２８的构建

由于ＶＰ２８的 ５′端是个疏水的跨膜区，并含
有一个预测的信号肽，所以将 ＶＰ２８基因序列密
码子优化后合成：ＡＴＧＧＡＴＴＴＧＴＣＣＴＴＴＡＣＣＣＴＧＴＣ
ＣＧＴＡＧＴＴＡＧＣＧＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＡＴＣＡＣＡＧＣＧＧＴＧ
ＡＴＴＧＣＧＧＴＣＴＴＴＡＴＴＧＴＴＡＴＣＴＴＴＣＧＴＴＡＴＣＡＣＡＡＣ
ＡＣＣＧＴＧＡＣＴＡＡＡＡＣＣＡＴＴＧＡＡＡＣＣＣＡＴＡＣＴＧＡＴＡ
ＡＣＡＴＴＧＡＡＡＣＣＡＡＴＡＴＧＧＡＴＧＡＡＡＡＣＣＴＧＣＧＴＡＴ
ＴＣＣＧＧＴＴＡＣＧＧＣＣＧＡＡＧＴＧＧＧＧＴＣＡＧＧＣＴＡＴＴＴＣＡ
ＡＡＡＴＧＡＣＧＧＡＴＧＴＣＴＣＡＴＴＣＧＡＴＡＧＣＧＡＴＡＣＣＴＴ
ＡＧＧＧＡＡＡＡＴＴＡＡＧＡＴＣＣＧＴＡＡＣＧＧＴＡＡＡＡＧＣＧＡ
ＴＧＣＧＣＡＧＡＴＧＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＣＧＣＧＧＡＣＴＴＡＧＴ
ＴＡＴＴＡＣＧＣＣＣＧＴＣＧＡＡＧＧＣＣＧＴＧＣＡＣＴＧＧＡＡＧＴＴ
ＡＣＣＧＴＡＧＧＴＣＡＧＡＡＴＣＴＧＡＣＴＴＴＴＧＡＡＧＧＣＡＣＧＴ
ＴＴＡＡＡＧＴＧＴＧＧＡＡＴＡＡＴＡＣＧＡＧＣＣＧＴＡＡＡＡＴＣＡＡ
ＣＡＴＴＡＣＣＧＧＴＡＴＧＣＡＧＡＴＧＧＴＡＣＣＧＡＡＡＡＴＴＡＡＴ
ＣＣＡＡＧＴＡＡＡＧＣＡＴＴＣＧＴＣＧＧＴＴＣＧＡＧＣＡＡＴＡＣＧＡ
ＧＴＡＧＣＴＴＴＡＣＧＣＣＣＧＴＴＴＣＡＡＴＣＧＡＣＧＡＧＧＡＴＧＡ
ＧＧＴＧＧＧＣＡＣＣＴＴＣＧＴＴＴＧＴＧＧＴＡＣＣＡＣＣＴＴＣＧＧＡＧ
ＣＧＣＣＧＡＴＣＧＣＣＧＣＧＡＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＴＡＡＴＣＴＧＴＴ
ＣＧＡＴＡＴＧＴＡＣＧＴＴＣＡＴＧＴＣＡＣＡＴＡＴＴＣＧＧＧＣＡＣＧＧ
ＡＧＡＣＡＧＡＡＴＡＡ。

根据ＶＰ２８基因ＣＤＳ序列和ｐＥＴ２８ａ（＋）表
达载体的多克隆位点，设计特异性 ＰＣＲ引物：正
向引物ＶＰ２８Ｆ１：５′ＣＡＴＡＴＣＣＡＴＡＴＧＧＡＴＴＴＧＴＣ

ＣＴＴＴＡＣＣＣＴＧＴＣ ３′；反 向 引 物 ＶＰ２８Ｒ１：５′
ＡＡＴＣＡＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＣＴＧＴＣＴＣＣＧＴＧＣＣＣＧＡＡＴＡ
３′；其中 Ｆ１中含有 ＮｄｅⅠ酶切位点；Ｒ１中含有
ＸｈｏⅠ酶切位点。引物由上海生工生物工程有限
公司合成。

根据说明书要求，采用 ２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（天根）５０μＬ反应体系扩增目的片段。反应条
件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ １
ｍｉｎ，２９个循环；７２℃７ｍｉｎ；４℃保存。反应结束
后，取１０μＬ进行１．０％ Ａｇａｒｏｓｅ电泳鉴定。

鉴定正确后，采用 ＤＮＡ纯化试剂盒纯化。
按照常规分子克隆方法，将 ＶＰ２８ＰＣＲ产物、ｐＥＴ
２８ａ（＋）载体进行ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切。ＤＮＡ纯
化试剂盒纯化回收酶切产物，Ｔ４ＤＮＡ连接酶２２
℃连接１６ｈ。连接产物转化 ＤＨ５α感受态细胞，
涂布于含５０μｇ／ｍＬＫａｎａ的 ＬＢ平板，３７℃倒置
培养过夜。菌落ＰＣＲ筛选阳性克隆，再提取重组
质粒进行酶切鉴定并送至上海生工生物工程公

司测序验证。

１．２．２　ｐＥＴ２８ａＶＰ２８在大肠杆菌中的表达
将验证正确的重组质粒 ｐＥＴ２８ａＶＰ２８转化

至大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），挑取转化平板上的单克
隆接种于含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的３ｍＬＬＢ培养
液的试管中，３７℃ ２２０ｒ／ｍｉｎ振摇过夜；次日按
１∶１００接种于含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的３０ｍＬＬＢ
培养液中，３７℃ ２２０ｒ／ｍｉｎ振摇至菌体 ＯＤ６００为
０．４（约２ｈ），加入 ＩＰＴＧ至终浓度为０．５ｍｍｏｌ／
Ｌ，３７℃ ２２０ｒ／ｍｉｎ振摇４ｈ，诱导表达；取出１ｍＬ
培养物，将表达菌体重悬于 ４００μＬＮｉＩＤＡ
ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌ咪
唑，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ８．０）；重悬液进行超声波
破碎（冰浴中进行）：功率１００Ｗ，工作４ｓ，间歇８
ｓ，共１０ｍｉｎ；超声破碎液 ４℃ １２０００ｇ离心 ２０
ｍｉｎ，取１０μＬ上清液加入等量的 ２×上样缓冲
液，沉淀用 ４００μＬ１×上样缓冲液重悬后取 ５
μＬ，恒压１５０Ｖ进行１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ。
１．２．３　ＶＰ２８Ｈｉｓ包涵体蛋白的纯化及 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ检测

将１Ｌ诱导表达的培养菌体沉淀用 ２０ｍＬ
ＮｉＩＤＡＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬后，超声破碎（功率
２００Ｗ，工作４ｓ，间歇８ｓ，共２０ｍｉｎ），４℃１２０００
ｇ离心２０ｍｉｎ，收集沉淀；沉淀连续用２、３、４和６
ｍｏｌ／Ｌ尿素重悬后充分溶解，４℃ １２０００ｇ离心

４８１
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１５ｍｉｎ，收集沉淀；向沉淀中加入５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，重悬后充分溶解，４℃１２０００ｇ离心１５ｍｉｎ，
收集沉淀；再向沉淀中加入８ｍｏｌ／Ｌ尿素，重悬后
充分溶解，４℃ １２０００ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清；利
用ＢｉｏｌｏｇｉｃＬＰ层析系统，上清液以 ０．５ｍＬ／ｍｉｎ
流速上样至 ＮｉＩＤＡＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ预平衡的 Ｎｉ
ＩＤＡＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ亲和层析柱；用 ＮｉＩＤＡ
ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ以０．５ｍＬ／ｍｉｎ流速冲洗，至流出
液ＯＤ２８０到达基线；连续用含有１０、２０、５０和２５０
ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的 ＮｉＩＤＡＷａｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／
ＬＴｒｉｓＨＣｌ，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ８．０）以１ｍＬ／ｍｉｎ
流速冲洗，至流出液 ＯＤ２８０到达基线；洗脱目的蛋
白，收集流出液；进行１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析。
１．２．４　转基因鱼腥藻７１２０中 ＶＰ２８表达量的定
量检测

将纯化和筛选后的转基因鱼腥藻 ７１２０以
１∶５０的比例接种，设置 ３个平行。分别采集 ３个
批次的转基因鱼腥藻 ７１２０接种后第 １、３、５、７、
９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３天的藻液，使用分
光光度计测定其 ＯＤ７５０值，绘制生长曲线。同时
冻融法提取藻样的总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总蛋
白浓度后－８０℃保存，用以测定不同时期藻体中
ＶＰ２８蛋白的表达量。

大肠杆菌中表达并纯化的重组 ＶＰ２８蛋白分
别上样０．０５、０．１、０．２５、０．５、１和２μｇ，作为定量
Ｗｅｓｔｅｒｎ的标准曲线。一抗为１∶１００００的本实验
室制备的抗 ＶＰ２８多肽单克隆抗体，二抗为
１∶５０００辣根过氧化物酶标记羊抗鼠抗体。使用
ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ）检测条带
发光信号强度，ＩｍａｇｅＬａｂ软件计算蓝藻中重组
表达的ＶＰ２８的含量。转ＶＰ２８鱼腥藻７１２０中表
达的ＶＰ２８蛋白与标准品 ｐＥＴ２８ａＶＰ２８进行比
较定量。

２　结果

２．１　重组质粒ｐＥＴ２８ａＶＰ２８的构建
经琼脂糖凝胶电泳检测，重组质粒大小为

５９１０ｂｐ，经 ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ 双酶切后，分子量大
小为５２８９ｂｐ和６２１ｂｐ，与预期大小一致，结果表
明重组质粒构建成功（图１）。为确保序列的正确
性，经双酶切验证的重组质粒送至上海生工生物工

程有限公司测序，测序结果显示ＶＰ２８序列正确。

２．２　重组蛋白的诱导表达与检测
蛋白质分子量预测显示，ＶＰ２８Ｈｉｓ融合蛋白

预期分子量约为 ３０ｋｕ左右。ＳＤＳＰＡＧＥ检测结
果显示，分子量大小与预期一致（图 ２），并且
ＶＰ２８主要以包涵体的形式表达（图 ３）。

图１　琼脂糖凝胶电泳检测图
Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆａｇａｒｏｓｅｇｅｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｍ．ＤＮＡ分子量标准；１．重组质粒ｐＥＴ２８ａＶＰ２８（５９１０ｂｐ）；
２．ｐＥＴ２８ａＶＰ２８ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切产物
Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｐＥＴ２８ａＶＰ２８ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ（５９１０
ｂｐ）；２．ｐＥＴ２８ａＶＰ２８ＮｄｅⅠ ａｎｄＸｈｏⅠ ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图２　ＳＤＳＰＡＧＥ检测ｐＥＴ２８ａＶＰ２８的诱导表达
Ｆｉｇ．２　ｐＥＴ２８ａＶＰ２８ｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｍ．蛋白质分子量标准；１．未诱导全菌；２．诱导全菌；箭头指
示 ＶＰ２８Ｈｉｓ融合蛋白
Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄｐＥＴ２８ａ
ＶＰ２８；２．ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆｉｎｄｕｃｅｄｐＥＴ２８ａＶＰ２８ｖｅｃｔｏｒ；Ａｒｒｏｗｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅＶＰ２８Ｈｉｓｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
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图３　ＳＤＳＰＡＧＥ检测ＶＰ２８Ｈｉｓ包涵体纯化
Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ＶＰ２８Ｈｉｓｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｍ．蛋白质分子量标准；１．全菌；２．破碎后上清；３．破碎后沉

淀；４．流出液；５．结合缓冲液洗脱；６．１０ｍｍｏｌ／Ｌ洗脱缓冲液

洗脱；７．２０ｍｍｏｌ／Ｌ洗脱缓冲液洗脱；８．５０ｍｍｏｌ／Ｌ洗脱缓冲

液洗脱；９．２５０ｍｍｏｌ／Ｌ洗脱缓冲液洗脱。箭头指示 ＶＰ２８Ｈｉｓ

融合蛋白

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆｉｎｄｕｃｅｄｐＥＴ２８ａＶＰ２８；

２．ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆｉｎｄｕｃｅｄｐＥＴ２８ａＶＰ２８；３．Ｐｅｌｌｅｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｏｆｉｎｄｕｃｅｄｐＥＴ２８ａＶＰ２８；４．Ｅｆｆｌｕｅｎｔ；５．Ｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈ

ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ；６．ＥｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈＷａｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）；７．

ＥｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈＷａｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）；８．Ｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈ

ＷａｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）；９．ＥｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈＷａｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ

（２５０ｍｍｏｌ／Ｌ）．ＡｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅＶＰ２８Ｈｉｓｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　包涵体蛋白的纯化与检测
融合蛋白包涵体经尿素洗涤、溶解后，利用

ＢｉｏｌｏｇｉｃＬＰ层析系统，将上清液通过镍琼脂糖亲
和层析柱（ＮｉＩＤＡＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ）纯化，经结
合缓冲液和含有１０、２０、５０和 ２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑
的洗脱缓冲液洗脱，最终获得目的蛋白（图 ３），
ＳＤＳＰＡＧＥ检测其纯度为９５％。
２．４　不同生长时期转基因鱼腥藻７１２０中 ＶＰ２８
表达量、总蛋白变化和生长曲线

转ＶＰ２８鱼腥藻７１２０中的ＶＰ２８表达量通过
使用 ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ）的
ＩｍａｇｅＬａｂ５．２软件建立标准曲线（图４）进行计
算。结果显示转 ＶＰ２８鱼腥藻７１２０在培养第１７
天表达量最高，为５．１４μｇ／ｍＬ，占总蛋白浓度的
１．４５％（图 ５ａ）。总蛋白浓度第 １５天最高，为
３６５．９μｇ／ｍＬ（图５ｂ），培养第２１天生长量最大，
ＯＤ７５０值为１．２５（图５ｃ）。

３　讨论

对虾已成为人类开发海洋生产食物的首选

对象之一，虽然我国的对虾产量已居全球前列，

但是由于病害造成的损失也是名列前茅，其中危

害最严重的是白斑综合征病毒（ＷＳＳＶ）。多年来
只能改养抗病强的品种、筛选无病毒的虾苗、改

善养殖措施和环境等，减少 ＷＳＳＶ的感染。一旦
感染，尚未见到在规模养殖中应用有效防治的药

物，这已成为世界难题。将 ＷＳＳＶ重组囊膜蛋白
导入对虾体内防控 ＷＳＳＶ的策略，成为近年研究
的热点，其中尤以 ＷＳＳＶ主要囊膜蛋白 ＶＰ２８研
究居多。

图４　定量ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ标准曲线
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ

１．已纯化重组蛋白０．０５μｇ；２．已纯化重组蛋白０．１μｇ；３．已

纯化重组蛋白０．２５μｇ；４．已纯化重组蛋白０．５μｇ；５．已纯

化重组蛋白１μｇ；６．已纯化重组蛋白 ２μｇ；７１２０ＶＰ２８．转

ＶＰ２８鱼腥藻７１２０；７１２０ｗｔ．野生型鱼腥藻７１２０

１．ｐｕｒｉｆｉｅｄｐＥＴ２８ａＶＰ２８ｐｒｏｔｅｉｎ０．０５μｇ；２．ｐｕｒｉｆｉｅｄｐＥＴ２８ａ

ＶＰ２８ｐｒｏｔｅｉｎ０．１μｇ；３．ｐｕｒｉｆｉｅｄｐＥＴ２８ａＶＰ２８ｐｒｏｔｅｉｎ０．２５

μｇ；４．ｐｕｒｉｆｉｅｄｐＥＴ２８ａＶＰ２８ｐｒｏｔｅｉｎ０．５μｇ；５．ｐｕｒｉｆｉｅｄｐＥＴ

２８ａＶＰ２８ｐｒｏｔｅｉｎ１μｇ；６．ｐｕｒｉｆｉｅｄｐＥＴ２８ａＶＰ２８ｐｒｏｔｅｉｎ２μｇ；

７１２０ＶＰ２８．ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈＶＰ２８ｇｅｎｅ；７１２０

ｗｔ．７１２０ｗｉｌｄｔｙｐｅ

　　蓝藻作为光合自养的原核生物，易于进行遗
传操作，且多数不含内毒素，含蛋白酶较少，还可

以作为对虾幼体时期的开口饵料，使蓝藻作为

ＶＰ２８蛋白的表达系统具有天然的优势。虽然已
在丝状体蓝藻———鱼腥藻 ７１２０中成功表达了
ＶＰ２８基因，但是有关转ＶＰ２８基因鱼腥藻７１２０的
高密度表达培养和ＶＰ２８表达规律方面的研究并
不深入。而定量检测ＶＰ２８的表达量是提高表达
率、探索表达规律和最适诱导表达条件的基础，

所以本文构建大肠杆菌重组质粒 ｐＥＴ２８ａＶＰ２８
原核表达 ＶＰ２８蛋白，经 ＩＰＴＧ诱导，ＮｉＩＤＡ
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ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ亲和层析柱纯化，获得了纯度为
９５％的目的蛋白。已纯化重组蛋白分别上样
０．０５、０．１、０．２５、０．５、１和２μｇ，作为横坐标，
ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ成像仪检测的信号

累计强度作为纵坐标，制作绝对定量 Ｗｅｓｔｅｒｎ的
标准曲线，通过标准曲线来检测待测转基因鱼腥

藻 ７１２０的ＶＰ２８蛋白的绝对表达量。

图５　不同生长时期转基因鱼腥藻７１２０中ＶＰ２８表达量、总蛋白浓度和生长曲线的变化
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＶＰ２８，ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ

　　实验结果表明，大肠杆菌表达的重组蛋白与
鱼腥藻７１２０中表达的ＶＰ２８分子量基本相同，纯
化后的大肠杆菌重组蛋白梯度稀释作为绝对定

量Ｗｅｓｔｅｒｎ标准曲线，计算出转基因鱼腥藻７１２０
随着时间的增长，ＶＰ２８表达量逐渐增加，直至第
１７天 达到最大表达量，为 ５．１４μｇ／ｍＬ，占总蛋
白的 １．４５％。通过与总蛋白和生长曲线对比可
以发现，此时既不是生长量最大（第 ２１天），也不
是总蛋白浓度最大（第１５天），但却是ＶＰ２８表达
量最高的时期。由此可见，表达量和生长量以及

总蛋白均不是协同关系，这有可能是因为此时的

叶绿素含量增加，总蛋白加快合成从而影响了

ＶＰ２８蛋白的表达率。生长后期表达量下降可能
是因为培养密度过高，培养液不足造成的。所以

研究表达规律，确定其最大表达量的生长期，定

期更换培养液，合理优化培养密度是十分必要

的。绝对定量方法的建立不仅对转基因蓝藻的

高效培养具有重要意义，也为日后确定投喂口服

疫苗有效剂量防治白斑综合征奠定了基础。
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［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，１９９７，１５３（１／２）：９１３．

［４］　ＬＩＧＨＴＮＥＲＤＶ．Ａｈａｎｄｂｏｏｋｏｆｓｈｒｉｍｐｐａｔｈｏｌｏｇｙａｎｄｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ

ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｆｏｒｄｉｓｅａｓｅｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄＰｅｎａｅｉｄｓｈｒｉｍｐ［Ｍ］．

ＢａｔｏｎＲｏｕｇｅ，Ｌｏｕｉｓｉａｎａ，ＵＳＡ：ＷｏｒｌｄＡｑｕａｃｕｌｔｕｒｅＳｏｃｉｅｔｙ，

１９９６：１１５

［５］　ＰＡＲＫＪＨ，ＬＥＥＹＳ，ＬＥＥＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｖｉｒａｌ

ｄｉｓｅａｓｅｏｆｐｅｎａｅｉｄｓｈｒｉｍｐｎｅｗｌｙｆｏｕｎｄｉｎＫｏｒｅａ［Ｊ］．

ＤｉｓｅａｓｅｓｏｆＡｑｕａｔｉｃＯｒｇａｎｉｓｍｓ，１９９８，３４（１）：７１－７５．

［６］　ＩＮＯＵＹＥＫ，ＭＩＷＡＳ，ＯＳＥＫＯＮ，ｅｔａｌ．Ｍａｓｓｍｏｒｔａｌｉｔｉｅｓｏｆ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｋｕｒｕｍａｓｈｒｉｍｐＰｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓｉｎＪａｐａｎｉｎ１９９３：

ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆｔｈｅｃａｕｓａｔｉｖｅｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ

Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９９４，２９（２）：１４９１５８．

［７］　ＥＳＣＯＢＥＤＯＢＯＮＩＬＬＡＣＭ，ＡＬＤＡＹＳＡＮＺＶ，ＷＩＬＬＥＭ，

ｅｔ ａｌ． Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ，ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｗｈｉｔｅ

ｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈＤｉｓｅａｓｅｓ，２００８，３１

（１）：１１８．

［８］　ＬＩＧＨＴＮＥＲＤＶ．Ｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅｓｏｆｆａｒｍｅｄｓｈｒｉｍｐｉｎｔｈｅ

ＷｅｓｔｅｒｎＨｅｍｉｓｐｈｅｒｅ（ｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｓ）：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆＩｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１１，１０６（１）：１１０１３０．

［９］　ＨＡＱＭＢ，ＶＩＧＮＥＳＨＲ，ＳＲＩＮＩＶＡＳＡＮＭ．Ｄｅｅｐｉｎｓｉｇｈｔ

ｉｎｔｏｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓｖａｃｃｉｎｅｓ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ａｓｉａｎ

ＰａｃｉｆｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＴｒｏｐｉｃａｌＤｉｓｅａｓｅ，２０１２，２（１）：７３７７．

［１０］　ＰＲＡＤＥＥＰＢ，ＲＡＩＰ，ＭＯＨＡＮＳＡ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｈｏｓｔ

ｒａｎｇｅ，ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＷｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＩｎｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉｒｏｌｏｇｙ，２０１２，２３（２）：１６１

１７４．

７８１
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［１１］　ＹＡＮＧＦ，ＨＥＪ，ＬＩＮＸＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｏｆｔｈｅｓｈｒｉｍｐｗｈｉｔｅｓｐｏｔｂａｃｉｌｌｉｆｏｒｍｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００１，７５（２３）：１１８１１１１８２０．

［１２］　ＴＳＡＩＭ Ｆ，ＬＯＣＦ，ＶＡＮＨＵＬＴＥＮＭ ＣＷ，ｅｔａｌ．

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｇｅｎｅｓ

ｏｆｓｈｒｉｍｐｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０００，

２７７（１）：９２９９．

［１３］　ＣＨＡＩＣＹ，ＹＯＯＮＪ，ＬＥＥＹＳ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ

ｃｏｍｐｌｅｔｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆａｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ

ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｐａｃｉｆｉｃ ｗｈｉｔｅ ｓｈｒｉｍｐ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，５１（５）：６９５６９９．

［１４］　ＶＡＮＨＵＬＴＥＮＭＣＷ，ＷＩＴＴＥＶＥＬＤＴＪ，ＰＥＴＥＲＳＳ，ｅｔａｌ．

ＴｈｅｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓＤＮＡｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅ［Ｊ］．

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００１，２８６（１）：７２２．

［１５］　ＶＥＮＥＧＡＳＣＡ，ＮＯＮＡＫＡＬ，ＭＵＳＨＩＡＫＥＫ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｓｉ

ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆＰｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓｔｏｐｅｎａｅｉｄｒｏｄｓｈａｐｅｄ

ＤＮＡｖｉｒｕｓ（ＰＲＤＶ）［Ｊ］．ＤｉｓｅａｓｅｓｏｆＡｑｕａｔｉｃＯｒｇａｎｉｓｍｓ，

２０００，４２（２）：８３８９．

［１６］　ＶＡＮＨＵＬＴＥＮＭＣＷ，ＷＩＴＴＥＶＥＬＤＴＪ，ＳＮＩＰＰＥＭ，ｅｔａｌ．

ＷｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎＶＰ２８ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄ

ｉｎｔｈｅｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｈｒｉｍｐ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００１，２８５

（２）：２２８２３３．

［１７］　ＷＩＴＴＥＶＥＬＤＴＪ，ＶＬＡＫＪＭ，ＶＡＮＨＵＬＴＥＮＭ ＣＷ．

ＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎａｇａｉｎｓｔｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅ

ｖｉｒｕｓｕｓｉｎｇａＷＳＳＶｓｕｂｕｎｉｔｖａｃｃｉｎｅ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００４，１６（５）：５７１－５７９．

［１８］　ＪＩＡＸＨ，ＺＨＡＮＧＣＬ，ＳＨＩＤＪ，ｅｔａｌ．Ｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆＡｎａｂａｅｎａｅｘｐｒｅｓｓｅｄＶＰ２８ｆｏｒｂｏｔｈｄｒｕｇａｎｄｆｏｏｄａｇａｉｎｓｔ

ｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓｉｎｓｈｒｉｍｐ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄ

Ｐｈｙｃｏｌｏｇｙ，２０１６，２８（２）：１００１１００９．

Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ
（ＷＳＳＶ）ＶＰ２８

ＺＨＡＮＧＺｈｅｎｇｙａｎｇ１，ＺＨＡＮＧＣｈｕｎｌｉ２，ＳＨＩＤｉｎｇｊｉ３，ＪＩＡＸｉａｏｈｕｉ１，ＪＩＡＲｕｉ１，ＨＥＰｅｉｍｉｎ１

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓａｎｄＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒ
ＭｅｍｂｒａｎｅＢｉｏｌｏｇｙ，ＭａｘＰｌａｎｃｋＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢｉｏｐｈｙｓｉｃｓ，６０４３８ＦｒａｎｋｆｕｒｔａｍＭａｉｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ；３．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢｏｔａｎｙ，Ｃｈｉｎｅｓｅ
ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１０００９３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＶＰ２８ｉｓｔｈｅｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ（ＷＳＳＶ）．Ａｆｔｅｒｔｈｅｃｏｄｏｎｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓＶＰ２８ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅ，ａｎｄｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓＮｄｅＩ，ＸｈｏＩ，ｉｎｓｅｒｔｅｄｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔ
ｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｔｏｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ—ｐＥＴ２８ａ（＋）．ＡｆｔｅｒｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｉｎｔｏＥ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）ｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｉｔｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｗｅｈａｖｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄＶＰ２８ｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ—ｐＥＴ２８ａＶＰ２８．Ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｓｔｒａｉｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ＩＰＴＧ，ＳＤＳＰＡＧＥｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｎｔａｉｎｓｔｈｅｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅｏｆａｂｏｕｔ３０ｋｕｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄ，ｗｈｉｃｈｗａｓｍａｉｎｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｆｏｒｍ．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉＩＤＡＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｌｕｍｎａｎｄｗｅｇｏｔｔｈｅｐｕｒｉｔｙｏｆ９５％ ｐｒｏｔｅｉｎｆｉｎａｌｌｙ．Ｇｒａｄｉｅｎｔｌｙｄｉｌｕｔｅｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｓ
ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ｔｏｑｕａｎｔｉｆｙｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＶＰ２８ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０．ＴｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＶＰ２８ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０ｈａｄｔｈｅｓａｍｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ．Ｕｓｅｔｈｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎａｓａ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ，ｃａｌｃｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＰ２８ｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｎａｂａｅｎａｓｐ．
ＰＣＣ７１２０．Ｔｈｅｌａｒｇｅｓｔａｍｏｕｎｔｗａｓ５．１４μｇ／ｍＬ，ｏｎ１７ｔｈｄａｙ，ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇｆｏｒ１．４５％ ｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｉｓｉｓｎｏｔｏｎｌｙｏｆｇｒｅａｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ，ｂｕｔａｌｓｏ
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