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Abstr act  The whitespot syndrome virus( WSSV) is the major pat hogen which causes t he ful mi nant epidemic in far med shri mp .So far ,the research on
WSSV has been focused on the analysis of the structural and functional gene and molecular mechanis m of nosogenesis .In t his paper recent research on the
nosogenesis-r elated gene of WSSV was mainly presented ,including the envelope protein gene ,nucleocapsid protein gene ,key enzyme gene of replication ,
putative cytokine receptor gene ,latency-related gene and anti- apoptosis gene and so on ,which ai med at provi ding a reference for more efficient method for
the control of WSSV at molecular level .
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  白斑综合征病毒( Whit e Spot Syndrome Virus , WSSV) 是引

起养殖对虾暴发性流行病的主要病原。20 世纪90 年代最先

暴发于我国台湾地区 ,此后迅速传播至整个亚洲及欧美的主

要对虾养殖地区 , 给对虾养殖业造成了极大损失[ 1 - 2] , 并且

威胁整个海洋生态系统的平衡[ 3] 。

白斑综合征病毒是一种大型的双链 DNA 病毒 , 具有双

层囊膜 , 不能形成包涵体 , 隶属于线头病毒科( Ni maviri dae) ,

是该科的唯一成员[ 4] 。该病毒侵染性和复制能力很强 ,宿主

死亡率可达100 % ,可侵染对虾的多种组织[ 5] ,且宿主范围很

广 ,对虾、螯 虾、蟹类、淡水甲壳类及 轮虫都可以被 其感

染[ 6 - 9] 。

到目前为止 , 共有 3 个 WSSV 基因组全序列在 Genbank

上公 布 , 分 别 为 泰 国 株 ( AF369029 ) [ 5] 、中 国 台 湾 株

( AF440570) [ 10] 和中国大陆株( AF332093) [ 11] 。其大部分开放

阅读框与Genbank 上已有的基因序列无同源性 , 近年来各国

学者对该病毒的分子致病机理作了大量研究。迄今为止 ,

WSSV 已确认的与致病有关的基因主要有: 编码囊膜蛋白基

因、编码核衣壳蛋白基因、编码病毒复制过程关键酶基因、与

病毒潜伏相关的基因和阻止宿主细胞凋亡的基因等。

WSSV 在Genbank 上公布的3 个全序列各自具有不同的

开放阅读框编码系统 , 泰国株全序列共有 184 个开放阅读

框 , 中国大陆株和中国台湾株各自有 531 个开放阅读框 , 笔

者所提到的开放阅读框名称主要采用中国大陆株的命名

方法[ 11] 。

1  囊膜蛋白基因

1 .1  VAP1 基因  VAP1 蛋白其理论推算的分子量为31 kD ,

基因编码蛋白无跨膜区域 ,有多个蛋白激酶 C、酪蛋白激酶Ⅱ

磷酸化位点和糖基化位点 , 根据基因序列推算其氨基序列

中有一细胞吸附序列( Cell Attachment Sequence) 精氨酸- 甘氨

酸- 天冬氨酸( RGD) 基序( Arg2 Gl y2 Asp) ,RGD 一般为细胞外基

质蛋白中细胞整合素蛋白(Integri n) 家族受体上的识别位点 ,

在细胞吸附中起作用 , 提示VAP1 可能在病毒吸附中会发生

一定的作用。刘庆慧等通过研究地高辛( DI G) 标记的虾组

织细胞膜与表达的 VAP1 进行吸附活性的 Western- bl ot 分析 ,

结果表明 ,表达的VAP1 与对虾细胞膜具有明显的结合活性 ,

说明 VAP1 在 WSSV 侵染对虾过程中为一重要的黏附蛋

白[ 12] 。

1 .2  VP19 基因  VP19 基因全长366 bp , 共编码121 个氨基

酸 ,它主要具有2 个跨膜结构域 , 通过这 2 个结构域锚定在

囊膜上。目前VP19 囊膜蛋白是否与对虾白斑综合征的系统

感染有关还未见报道。贾启军等研究表明 , 注射Trx- VP19 可

以提高螯虾个体抗 WSSV 感染力的能力 , 这进一步证实了

WSSV 的结构蛋白可以被螯虾免疫系统识别[ 13] 。

1 .3  VP28 基因  该基因由 ORF421 编码。Yoganandhan 等用

WSSV 印度株感染不同的甲壳类动物 , 发现在不同宿主中

VP28 基因起始表达的时间早晚与死亡率达到 100 % 时的时

间早晚成正比[ 14] 。刘非等通过细胞吸附试验表明 , 重组的

VP28 蛋白可独立地与宿主细胞表面发生结合 , 因而可以推

断这个蛋白极可能参与 WSSV 侵染宿主的初始阶段[ 15] 。其

他学者的研究也证明了VP28 的抗血清可以中和 WSSV 的感

染 ,并证实VP28 定位于病毒粒子的表面 ,在病毒感染的起始

阶段起一定的作用[ 16 - 19] 。

1 .4  VP26 基因  VP26 曾一度被认为是核衣壳蛋白 , Zhang

等经免疫胶体金抗体证明其是囊膜蛋白 , 它与 VP28 具有很

高的同源性 ,可能来源于一个共同的基因拷贝 ,二者具有相

似的跨膜结构域 , 重组的 VP26 在体外细胞吸附试验与对虾

细胞表面发生了特异性吸附 , 证明VP28 与 VP26 可能执行相

似的功能[ 20] 。Xi e 等证明 VP26 能与宿主的肌动蛋白质作

用 , 它可能在病毒穿过宿主细胞膜后协助核衣壳向细胞核运

动[ 21] 。

1 .5  VP24 基因  由 WSV002 编码 , 从前被认为是核衣壳蛋

白 ,谢希贤等用 West er n- blot 和免疫胶体金抗体试验证明

VP24 蛋白质是一个囊膜蛋白 , 它的主体可能存在于病毒的
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囊膜和核衣壳之间[ 22] 。其在病毒感染周期中的作用还不

清楚。

1 .6  VP41 基因 该蛋白质由病毒基因组上的 WSV242 开放

阅读框( ORF) 所编码,分子量为41 kD, 丁琦等研究发现VP41

蛋白质完全存在于病毒 WSSV 囊膜部分。通过 Far- Western

方法发现VP41 具有蛋白聚合作用[ 23] 。

1 .7  VP281( VP37) 基因  由阅读框 WSV254 编码 , 其分子量

约为37 kD, 在其氨基酸序列中有RGD 吸附序列 ,它在介导病

毒侵染宿主过程中起着很重要的作用[ 24] 。Wu 等通过中和

试验证明抗 VP281 的抗体能显著减缓或压制 WSSV 的感

染[ 25] 。张莉等通过酵母双杂交系统成功筛选了 VP37 相关

蛋白的c DNA 片段, 为研究 WSSV 的入侵以及感染致病的机

制等提供了新线索[ 26] 。

1 .8  VP31 基因 VP31 蛋白由阅读框 WSV340 编码, 该阅读

框包含783 个核苷酸, 编码261 个氨基酸,Li 等通过 Western-

Blot 和免疫电镜确认 VP31 专一存在于病毒囊膜中 , 中和试

验显示 VP31 可能在 WSSV 感染宿主的过程中起重要作

用[ 27] 。

1 .9 VP187 基因  由开放阅读框 WSV209 编码, 包含4 818

bp , 编码1 606 个氨基酸。该基因编码的蛋白经SDS- PAGE 确

定为187 kD,是一个晚期基因, 其产物经 Western- blot 和免疫

电镜分析确定是位于病毒粒子中的囊膜蛋白,计算机辅助分

析表明,VP187 基因编码的蛋白含有N- 连接糖基化位点和磷

酸化位点, 质谱分析表明,VP187 具有氧化和 carboxymethl 位

点, 像其他许多已知囊膜蛋白一样具有潜在的突出跨膜结构

域, 并且存在 RGD 序列, 该吸附结构域显示它在介导 WSSV

感染宿主细胞过程中起重要作用[ 28] 。

1 .10  VP124 基因 Zhu 等通过SDS- PAGE 发现一个新的蛋

白, 经确认与 WSSV 基因组中的一个 ORF 匹配 ,该 ORF 包含

3 582 nt ,编码1 194 个氨基酸, 被命名为 VP124 基因, 实时转

录分析揭示 VP124 是一个晚期基因, 经免疫电镜确认 VP124

是定位于病毒粒子中的囊膜蛋白[ 29] 。

此外,VP68 和VP466 也是 WSSV 的重要囊膜蛋白, Wu 等

通过中和抗体试验证明抗这2 种蛋白的抗体可以显著减缓

WSSV 的感染,由此得出,这2 种蛋白在 WSSV 感染宿主的起

始过程中发挥着重要作用[ 25] 。刘庆慧等通过比对 WSSV 另

一结构蛋白 VP39 的蛋白序列时发现它与 VP37 具有较高的

同源性, 因此,推测VP39 在 WSSV 侵染宿主的过程中可能有

与VP37 相似的作用[ 30] 。

2  核衣壳蛋白基因

2 .1  VP664 基因  VP664 是至今知道的分子量最大的结构

蛋白, 全长18 234 bp ,预计编码6 077 个氨基酸。熊生良等研

究证明 VP664 所编码的蛋白在完整病毒颗粒上定位于核衣

壳, 是核衣壳上最大的蛋白 ,推测其功能与病毒的组装和形

态发生有关[ 31] 。

2 .2  WSV308 基因 该基因编码是分子量为51 kD 的蛋白 ,

预测开放阅读框的全长为1 398 bp ,有多聚A 加尾信号 ,编码

466 个氨基酸。吴成林等研究证明, WSV308 所编码的蛋白在

完整病毒颗粒上定位于核衣壳, 其整体结构是疏水的, 从而

推测该蛋白可能处于该病毒核衣壳的外表面[ 32] 。

2 .3  VP35 基因 由阅读框 WSV493 编码, 泰国株为 ORF5 ,

长度687 bp。Chen 等用昆虫细胞表达该基因得到的蛋白表

观分子量为35 kD,定位于细胞核,有2 个核定位信号( NLS) ,

但其中只有一个对于 VP35 在核中的定位是至关重要的, 其

N- 端的4 个残迹KRKR 对于VP35 核定位信号的功能是最关

键的[ 33] 。

3  病毒复制关键酶基因

该类基因是 WSSV 基因 组中为数 不多的 与 Genbank

Database 中已有的其他物种序列具有同源性的基因, 主要包

括蛋白激酶基因、DNA 聚合酶基因、胸腺��合成酶基因、

dUTP 酶、核糖核酸还原酶基因、核酸内切酶基因、胸腺��

核苷酸/ 胸腺��激酶等。该类基因多是病毒核酸及蛋白合

成代谢过程中的关键基因[ 34] 。

3 .1 胸腺嘧啶��合成酶( Thymidylate Synthase ,TS) 基因  在

所有的真核、原核生物以及病毒中,TS 基因是胸腺嘧啶��核苷

酸dTMP 合成途径的一个关键酶,dTMP 是dUMP 的甲基化产

物,在 dTMP 的合成过程中,TS 催化 dUMP 的甲基化生成

dTMP。它几乎存在于所有的真核以及原核生物中, 不过在病

毒中却很少发现, 目前只在几个大的 DNA 病毒 ,如疱疹病毒

中发现, 李嵚 等通过 GenBank TM 数据库和 DNAMAN 分析系

统, 对不同生物来源的胸腺嘧啶��核苷酸合成酶进行了同源性

比较, 并构建了该基因的系统发育进化树, 结果发现 WSV- TS

的氨基酸序列与来自高等生物, 特别是同哺乳动物有着很高

的同源性, 而与多种病毒的同源性较低[ 35] 。WSV-ts 基因是

WSSV 基因组中最为保守的基因, 它与核糖核酸还原酶和胸

腺嘧啶��核苷酸/ 胸腺嘧啶��激酶构成了一个完整的由dUMP 合

成dTTP 的途径。该系统独立于宿主的转录系统之外, 利用

宿主本身的dUMP 来迅速大量合成复制所需的dTTP ,这可能

是造成对虾代谢紊乱而导致对虾迅速死亡的原因之一。

3 .2 非特异性核酸酶基因  WSV191 编码的产物, 与其他物

种的非特异性核酸酶具有同源性,Li 等的研究表明, 重组的

WSSV 非特异性核酸酶既可以水解DNA ,也可以水解RNA, 并

且 WSV191 基因真正的翻译起始点在第2 个ATG 处[ 36] 。

3 .3 dUTP 酶基因 阅读框WSV112 编码一个N 端有5 个保

守motif 的蛋白 ,该蛋白被认为是 WSSV 可能的dUTP 酶, 但其

C 端与已知的dUTP 酶和其他蛋白质同源性很低 ,Liu 等将此

基因的5′端528 bp 进行了重组表达,发现得到的23 kD 蛋白

可促进dUTP 水解为dUMP ,并且此酶为三聚体[ 37] 。

3 .4 核糖核酸还原酶( Ribonucleotide Reductase ,RR) 基因  

核糖核酸还原酶由大小2 个亚基组成 , 分别由 WSV172 和

WSV188 编码 ,各自编码848 和413 个氨基酸, 这2 个基因从

病毒感染后4～6 h 开始转录 ,持续转录至少60 h , 是WSSV 的

早期基因[ 10] 。Lin 等研究表明, 当 WSSV 感染后这2 个基因

无论是在RNA 水平还是蛋白质水平都显著增加,这2 个亚基

的蛋白( RR1 和 RR2) 主要集中在细胞核周围 ,但只有 RR1 出

现在核内, 这暗示着 WSSV 核糖核酸还原酶参与了 WSSV 的

感染过程[ 38] 。

3 .5 DNA 聚合酶基因  该基因由 WSV514 编码, 与已知种

类的 DNA 聚合酶同源性较低且分子量较大 ,共有2 351 个氨

基酸残基 , 转录成一个7 .5 kb 的转录本, 转录起始点位于
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TATA 框下游27 个核苷酸处 ,该基因在感染6 h 后转录开始

增加。对该基因的系统发生学研究表明, WSSV 不属于之前

确认的任何一个病毒属[ 39] 。

4  其他基因

4 .1 细胞因子受体基因  解云礼等在 WSSV 基因组中发现

一个具有细胞因子受体特征的开放阅读框 ORF220 并将其成

功表达。该基因全长2 022 个核苷酸, 编码674 个氨基酸, 重

组表达的蛋白质经SDS- PAGE 电泳确定分子量为76 kD,该基

因中含有真核生物细胞因子gp130 受体特征序列[ 40] 。

4 .2  基因组同源重复区结合蛋白基因  WSSV 基因组中分

布有与昆虫杆状病毒类似的9 个同源重复区 ,很可能有参与

病毒复制起始或转录调控的功能。朱艳冰等利用 WSSV 基

因组噬菌体展示库 ,经过5 轮淘选出一个可与DNA 特异结合

的重组噬菌体克隆 ,包含的外源DNA 片断长度为306 bp。通

过与 WSSV 基因组序列对比, 发现该序列为 WSSV 的 ORF 中

WSV 021 的5′端部分, 以此推测 WSV 021 是一个可能与病毒

复制或调控相关重要功能基因[ 41] 。

4 .3  类锌指蛋白基因  WSSV 基因组中有3 个编码类锌指

蛋白的基因WSV063 、WSV069 和 WSV477 ,它们预测的锌指基

序的氨基酸序列与锌指蛋白的典型序列并不完全一致 ,推测

它们是类锌指蛋白 ,作为调控因子通过蛋白质与核酸或蛋白

质与蛋白质相互作用参与病毒的转录和复制等过程[ 11 ,42] 。

4 .4 潜伏相关基因 ORF427、ORF 151 和ORF 366 被确定是

WSSV 的 潜 伏 相 关 基 因。ORF 151 在 泰 国 株 全 序 列

( AF369029) 中的位置是 ORF89 ,ORF89 基因转录成一个4 436

个核苷酸的非拼接的mRNA, 编码的蛋白质含有1 437 个氨基

酸,ORF89 在Sf9 细胞中的表达产物分子量约为165 kD,定位

于细胞核中,它的第678～683 个氨基酸对于其在核中的定位

是必须的。共感染试验表明,ORF89 蛋白会抑制自身的启动

子,实时定量PCR 显示抑制发生在转录水平[ 43] 。Lu 等通过

酵母双杂交系统发现一种对虾的蛋白磷酸化酶可与 ORF427

相互作用,可能参与 WSSV 生命循环的调控[ 44] 。

4 .5  抑制宿主细胞凋亡机制基因 细胞凋亡机制是宿主细

胞对抗病毒入侵的一种重要手段, 为抑制病毒感染, 最先被

感染的细胞死亡可明显限制病毒扩增, 减少或排除子代病毒

在宿主体内的散播。Wang 等研究发现 WSSV 的感染可阻止

放线菌素 D 诱导的细胞凋亡,进一步研究确认 WSSV ORF390

基因是抗细胞凋亡的基因, 将该 ORF 克隆到pIE1 载体并将

重组载体转入Sf9 细胞后, 发现Sf9 细胞被感染后没有表现

出明显的细胞凋亡特征 , 此结果暗示 ORF390 基因有阻遏宿

主细胞凋亡的功能[ 45] 。

5  结论

自白斑综合征20 世纪90 年代初暴发以来 ,各国学者从

多个方向对白斑综合征病毒进行了大量研究, 在病原学、流

行病学、诊断学、感染机理等方面的研究早已深入到了分子

水平[ 46 - 49] ,目前的研究热点集中在 WSSV 结构和功能基因

的分析及探明分子水平致病机理 ,寻找预防和控制白斑综合

征感染的有效方法上。确定哪些基因与 WSSV 的致病性有

关, 以及这些致病相关基因的致病机理是首先要解决的问

题。白斑综合征病毒是一种全新的病毒,它的大部分基因与

已知病毒的基因没有同源性, 许多基因的功能是未知的, 只

能通过序列分析和生物软件辅助来推测部分基因的功能, 因

此,在 WSSV 致病相关基因的研究中生物信息学方法已成为

一种重要的分析手段。

对于经过研究已确定的致病相关基因在预防和控制白

斑综合征病毒感染的应用上, 采用囊膜蛋白中和抗体削弱

WSSV 的致病力与重组囊膜蛋白作为疫苗是2 个较为可行的

方法。WSSV 侵入宿主细胞是通过病毒囊膜与宿主细胞膜融

合来实现的,WSSV 的囊膜蛋白能够特异性识别和结合宿主

细胞膜上的受体, 许多学者的研究结果证明, 给试验对象注

射 WSSV 主要囊膜蛋白的抗血清可以削弱甚至中和 WSSV 的

感染[ 17 ,25 ,50] 。另外 , 一些学者的研究证明用重组表达的

WSSV 囊膜蛋白和核衣壳蛋白投喂对虾可使其产生对 WSSV

的抗病保护作用[ 51 - 53] 。这些研究结果表明, 使用 WSSV 致

病相关结构蛋白基因表达产物的中和抗体, 或直接用表达产

物作为疫苗是预防和控制 WSSV 感染的有效手段。

此外,对 WSSV 的一些保守基因, 如胸腺嘧啶��合成酶基

因进化树的构建有助于理解 WSSV 的进化地位, 而对 WSSV

复制过程中的一些关键酶基因的研究为控制病毒 DNA 复

制, 控制病毒的增殖提供了一个新的思路[ 35] 。

目前,还有许多 WSSV 结构基因的功能尚未确认 , 对该

病毒致病相关基因的研究还在进行中。
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