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摘　要：白斑综合征病毒(white spot syndrome virus, WSSV)是危害对虾的主要病原，给全球水产养殖

业带来了巨大经济损失，但至今仍未发现有效的防治方法。过去 10 年来，国内外学者在 WS SV 侵染

和对虾抗病毒免疫的研究方面取得了长足的进展，该文主要介绍这方面的研究进展。

关键词：对虾；W S S V ；免疫

中图分类号：S945.46；S945.462　　文献标识码：A

Molecular mechanism of shrimp-virus interaction
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Abstract: White spot syndrome virus (WSSV) is a major shrimp pathogen causing large economic losses all over

the world. So far, however, there is no efficient approach to control this virus. Recently great progresses have

been made in WSSV infection and antiviral immune system of shrimp. This review focuses on these progresses.
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病害是制约世界对虾养殖业发展的最主要因

素，尤其是对虾白斑综合征病毒(white spot syn-

drome virus, WSSV)，已成为对虾养殖中危害最严

重的病原。WSSV 是 20 世纪 90 年代初出现的新

的对虾病毒，在十多年时间里，每年都造成很大

的危害，迄今为止，都没有有效的防治方法。因

此，WSSV 的有效防治已成为对虾养殖中最主要的

问题。

众所周知，所有病害的发生和发展都有两个方

面的原因：一是病原体对宿主的侵染因素；二是

宿主本身的抗病与易感因素。两者在一定的环境条

件下相互作用影响病害的发生。因此，进行对虾—

病毒互作的分子机制研究，分别从 WSSV 和对虾两

方面入手，研究 W S S V 与感染、对虾抗病毒免疫

相关的功能基因及其调控以及免疫信号转导，有助

于阐明 WSSV 与对虾之间互作的分子基础，为对虾

病害的防治提供理论支撑。本文主要结合我们的工

作及国内外学者在对虾免疫与WSSV 感染研究方面

的进展作一简要概述。

1　WSSV 膜蛋白的研究

1.1　WSSV 病毒感染相关膜蛋白的确定

WSSV 是一种具有双层囊膜的双链 DNA 病毒，

其中囊膜蛋白在病毒吸附与入侵中起着关键作用[1]。

迄今为止，经免疫电镜等研究确定，VP19、VP24、

VP26、VP28、VP68、VP281、VP187、VP466

等 10 多种蛋白质为 WSSV 的膜蛋白。将这些膜蛋

白的编码基因重组表达，利用重组蛋白制备抗体，

我们采用抗体中和试验发现，膜蛋白VP28、VP68、

VP281、VP466 等的抗体能明显降低 WSSV 感染对

虾后的病毒拷贝数和对虾死亡率，具有中和 WSSV

的作用[2]。因此，这些膜蛋白可能在 WSSV 的感染

中起重要作用。
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1.2　WSSV 内部核糖体进入位点(IRES)的鉴定

病毒和真核细胞中除了正常的翻译起始机制

外，还存在一种不依赖 5' 帽子结构的翻译起始机

制。在 mRNA 5' 端非翻译区包含顺式作用元件，

这种元件本身无启动子活性，但其却能引导 mRNA

直接进入核糖体开始不依赖于帽子结构的翻译，这

就是由内部核糖体进入位点(internal ribosome entry

site, IRES)介导的翻译起始，其优点在于将 IRES与

多个非相关基因连接在一起，可同时转录成一条

mRNA，但翻译又是各自独立的，这样就可保证用

IRES 序列连接的非相关基因各自独立的表达。

我们在研究WSSV的膜蛋白VP28时发现，VP28

基因的 5'端非编码区有一个小顺反子存在终止密码

子。在小顺反子和VP28 基因之间有一段长180 bp

的核苷酸序列，不编码任何蛋白质。对这段序列进

行细胞试验，结果表明，它可引导下游报告基因表

达，具有 IRES 作用。研究显示，该 IRES 的作用

具有方向性，并且全长为180 bp 时才能发挥作用，

其介导的翻译效率为98.77%[3]。这是目前已知IRES

中最短的，也是第一例海洋DNA 病毒中的IRES 序

列。它具有长度短、效率高的优点，可以广泛用

于双顺反子载体的构建。通过构建目的基因与报告

基因的共表达载体，提高筛选效率或者用于疾病诊

断和治疗；另一方面在蛋白质互作的研究中通过

IRES 序列将待验证的因子构建成双顺反子转染细

胞，可以解决两个重组质粒共转染时表达量差异的

问题。

最近报道，台湾大学学者在 WS S V 的 V P 3 1 /

VP39b 基因编码区发现了IRES 的存在，这个IRES

的活性较弱，但位置特殊。迄今为止发现的大多数

IRES 都在非编码区，这种新发现的编码区IRES 调

控机制尚未知晓[4]。

2　siRNA 在对虾抗病毒中的作用

2.1　RNAi在对虾病毒基因功能研究中的应用

迄今为止，没有对虾细胞系，也没有适合于培

养对虾病毒的细胞。因此，进行对虾抗病毒基因和

对虾病毒基因的功能研究十分困难。RNAi 的出现，

为解决这一困难带来了希望。许多研究证明，RNA

干扰在真核生物中可以起到良好的抗病毒效果。

为了尝试 RNAi 方法是否可用于对虾病毒基因

和对虾基因功能的研究以及 RNAi 在对虾抗病毒方

面的效果，2005年，Robalino等[5]利用体外转录获

得长的双链 RN A 成功地抑制了 2 个对虾内源基因

hemocyanin 基因和CDP 基因的表达，同时选择白

斑综合征病毒的外壳蛋白 VP28、核酸还原酶小亚

基和 DNA 聚合酶的编码基因作为目标基因，利用

RNA 干扰技术成功地降低了感染 WSSV 对虾的死亡

率。利用长的双链RNA进行实验虽然成功的几率较

21~23 bp siRNA 大，但也有其局限性。因为长的

双链RNA与对虾基因组上的基因具有同源序列的几

率增大，在抑制病毒基因表达的同时也可能对寄主

本身的基因表达产生抑制效应，即所谓的脱靶效

应，对寄主造成不可预知的影响[6]。

为了解决这些问题，我们选择WSSV 感染中起

重要作用的 VP28 基因作为干扰的目的基因，进行

RNAi相关试验。在体外合成21 bp 的 VP28 siRNA

后，利用体外注射的方法进行干扰试验。结果发

现，VP28 siRNA 可以抑制VP28编码基因的转录和

表达，而且具有序列特异性。用连续重复注射

siRNA 的方法，在第一次注射VP28-siRNA 后，每

隔24 h再注射相同量的VP28-siRNA，在最后一次

注射VP28-siRNA 后 48 h，检测对虾体内病毒的拷

贝数，结果如图1 所示。随着VP28-siRNA 注射次

数的增加，W S S V 的拷贝数下降，连续注射 3 次

VP28-siRNA 后，对虾体内的病毒完全被清除，说

明RNAi 在对虾体内具有抗病毒效果，这为对虾白

斑综合症的防治提供一种新的有效方法[7]，同时建

立了用于对虾基因和对虾表达基因功能研究的一种

方法。

2.2　对虾利用siRNA 抵抗DNA 病毒侵染

众所周知，siRNA 是动物抵抗RNA 病毒感染的

一种重要免疫方式，但是是否可利用 siRNA 抵抗

D N A 病毒的侵染，这是个尚未知晓的问题。

根据最近的相关报道，natsiRNA 来源于由两个

重叠基因形成的天然反义转录产物，该转录产物为

DCL2 加工形成的 24 nt 的小 RNA，进而在 DCL1 参

与下诱导产生大小为 21 nt的natsiRNA[8]。为了确

定对虾体内是否存在siRNA 抗病毒途径，根据人工

合成的VP28-siRNA 能够很好地抑制WSSV在对虾中

的感染的特性，我们利用抗病毒的VP28-siRNA 作

为探针进行Northern Blot 分析，结果表明，在

WSSV 感染 48 h 后的对虾类淋巴器官中有阳性信

号，但没有检测到 micr oR NA 的前体，因此该小

RNA 是一种 siRNA；将该 siRNA 克隆后测序，结

果显示为VP28-siRNA。采用WSSV 感染对虾，感

染后不同时间检测VP28-siRNA，结果表明病毒感

染后24 h，在对虾类淋巴器官、血淋巴、腮、心
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脏和胃中均能检测到 VP28 -si RN A，而在未感染

WSSV 的对虾的各个组织中均检测不到。因此，我

们的研究表明，动物不仅可通过siRNA 抵抗RNA病

毒的侵染，同样可通过siRNA 抵抗DNA= 病毒的感

染。

3　对虾免疫反应在抗病毒中的作用

3.1　对虾免疫反应的比较

天然免疫中的凋亡、吞噬和酚氧化酶原系统参

与了抗病毒防御，然而迄今为止，对这三种免疫系

统的研究主要集中在重要的经济脊椎动物上，凋

亡、吞噬和酚氧化酶原系统在无脊椎动物中的抗病

毒活性研究较为落后。为此，我们对日本对虾中凋

亡、吞噬和酚氧化酶原系统这三种免疫反应在抗病

毒感染中作用的重要性进行了比较。

用cytochalasin B、z-VAD-FMK 和 allylthiourea

这三种特异的抑制剂分别对凋亡、吞噬和酚氧化酶

活力进行活体抑制，通过对感染对虾死亡率及其体

内WSSV 拷贝数的跟踪检测，发现凋亡和吞噬的抗

病毒活性要高于酚氧化酶系统，说明对无脊椎动物

的病毒防御来说，细胞免疫可能有很重要的作用[9]。

3.2　对虾免疫相关基因在抗病毒中的作用

我们采用抑制差减杂交(SSH)、差异显示、亲

和层析等方法，从抗病对虾获得70多个抗病相关基

因[10]。在此基础上，研究重点分析了吞噬相关的小

G蛋白编码基因PjRab和PjRan、凋亡相关 PjCaspase

基因和酚氧化酶相关基因 PjQM 。

3.2.1　小G蛋白Rab和Ran在抗病毒吞噬中的作用

通过3'-RACE和 5'-RACE获得对虾Rab基因(命

名为PjRab)的 cDNA 全长，其ORF 为 636 bp，编

码 212 个氨基酸。序列分析发现，PjRab 具备Rab

蛋白的基本特征，但在 C- 端与已知的Rab 蛋白不

同，可能是一种新的 Rab 蛋白[11]。

对 PjRab基因进行原核表达，并得到有活性的

表达产物。RT-PCR 和 Western Blot 分析发现，

PjRab在对虾组织中均有转录和翻译。RT-PCR 分析

发现，在受到病毒刺激后PjRab 基因表达上调，说

明PjRab 参与了对虾的免疫过程[12,13]。

根据蛋白质相互作用分析发现，PjRab 蛋白与

对虾白斑综合征病毒的膜蛋白 VP4 6 6、肌动蛋白

(actin)、原肌球蛋白(tropomyosin)之间存在互作。

体内和体外都证明了病毒的膜蛋白 VP466 和 PjRab、

tropomyosin 以及actin 之间确实存在互作[13]。对

VP466-PjRab-tropomyosin-actin 这个复合体的功能开

展研究，结果发现，其一，VP466蛋白通过与PjRab

蛋白以及actin之间的结合在宿主本身的免疫反应

中有重要作用。PjRab 基因表达的抑制和上调可控

制血细胞的吞噬活性导致病毒拷贝数的下降和上

升[13]。体外体内试验证明，VP466 蛋白可以促进

PjRab GTPase 酶活升高。因此，宿主对病毒免疫

反应的一条可能途径是，细胞内PjRab 蛋白识别病

毒膜蛋白VP466，与其结合后酶活升高，促进actin

向有利于吞噬的反方向发生变构，从而提高血细胞

吞噬病毒的能力，导致病毒拷贝数的降低。其二，

VP466蛋白通过与tropomyosin以及actin之间的结合

有利于病毒自身的感染。采用RNAi分别抑制VP466

和tropomyosin基因表达时，通过RT-PCR分析发现

病毒的拷贝数都是下降的，说明了VP466 和 tro-

pomyosin 蛋白在 WSSV 病毒感染过程中起重要作

用。因此，病毒感染的一条可能途径是，病毒膜

蛋白VP466与细胞骨架蛋白tropomyosin及actin之

间结合，通过骨架蛋白的运动，有利于病毒自身的

感染。其三，通过缺失突变发现，VP466 与 PjRab

和 tropomyosin 结合的位点在同一结构区域内，说

明它们的结合是一种竞争关系，这种竞争会影响到

VP466 是与tropomyosin 结合而促进病毒自身的感

染，还是与 PjRab 结合促进宿主的免疫反应。

对虾Ran 基因(命名为 PjRan)cDNA 全长771

bp，编码的开放阅读框(ORF)有 624 bp，预测编码

208 个氨基酸[14]。对该基因进行重组表达后，GTP

结合试验证明，PjRan 蛋白具有GTP 结合活性，通

过昆虫细胞中的表达证明PjRan蛋白大部分集中在细

图1　重复注射vp28-siRNA干扰病毒的感染和复制[7]
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胞核。PjRan 基因在对虾所有组织器官中均可被检

测到转录和表达，免疫电镜显示PjRan 蛋白特异分

布于肌肉组织的暗带部分[15]。

PjRan基因在抗病对虾中上调表达，说明PjRan

蛋白可能在对虾抗病毒免疫中起作用。运用免疫共

沉淀等方法，发现肌球蛋白myosin与PjRan蛋白存

在相互作用，这种相互作用关系通过体内和体外试

验进行了验证。对虾血细胞吞噬试验证实，PjRan

蛋白调控吞噬活性。因此，PjRan 在抗病毒免疫过

程中发挥作用的可能途径之一是PjRan-myosin-actin-

细胞吞噬[15]。

3.2.2　对虾 PjCaspase基因序列多样性在抗病毒中的

作用　

我们对日本对虾Caspase基因全长扩增后进行

克隆分析，将其命名为PjCaspase 基因，含有两个

内含子、三个外显子。R N A i 试验结果表明，当

PjCaspase 基因的表达受siRNA 抑制后，病毒诱导

的细胞凋亡活性显著减弱，进而有利于病毒的繁

殖，使得WSSV的拷贝数增加，这表明PjCaspase 基

因在对虾抗病毒免疫中直接参与细胞凋亡过程[16]。

在 PjCaspase 全长cDNA 克隆的过程中，发现

PjCaspase 基因序列存在较大的变异。而采用相同

条件扩增对虾actin基因序列则没有变化，由此推测

对虾PjCaspase 基因可能存在基因序列多样性。为

进一步验证，分别对PjCaspase 基因在cDNA水平、

DNA 水平的多样性水平进行了研究。结果发现cDNA

水平上从同一个体的日本对虾肌肉、肝胰腺、消化

道、血、鳃等 5 种组织器官获得的 93 个克隆中，

没有完全相同的 PjCaspase 基因序列，但是有些序

列可以编码相同的蛋白质；而在 DNA 水平上，同

一对虾个体提取基因组模板扩增片段获得 44 个克隆

也没有完全相同的序列；Southern Blot分析结果显

示，PjCaspase 基因在对虾基因组中为单拷贝。可

见该基因的多样性不是转录过程造成的，而是在

DNA水平上已经存在。作为对照，同样方法对actin

基因进行分析，结果在 DNA 水平和 cDNA 水平上

序列都是一致的，说明PjCaspase 基因序列多样性

无个体特异性和组织特异性。

为了了解基因多样性的作用，我们比较分析了

抗病虾和正常对虾PjCaspase 基因序列多样性，发

现有一段序列在病毒诱导的细胞凋亡中起作用，称

为抗病毒特异的序列(片段3)。以这段特异的抗病

毒序列设计 siRNA，然后分别用WSSV 和弧菌感染

对虾，诱导对虾细胞凋亡。结果表明，当采用抗

病毒特异的PjCaspase 序列为探针时，检测不到含

有这段特异序列的PjCaspase mRNA；采用随机标

记的PjCaspase为探针时，可以检测到PjCaspase其

他mRNA 的转录。因此，抗病毒特异序列的siRNA

可特异干扰含有这段特异序列的PjCaspase分子的表

达，但是不含有这段特异序列的其他PjCaspase 分

子可正常转录。在含抗病毒特异序列的PjCaspase

分子转录受到抑制的情况下，分别检测 WSSV 和弧

菌诱导的对虾细胞凋亡，结果显示，用 W S S V 感

染对虾时，不能诱导细胞凋亡的发生，但当用弧菌

感染时，对虾细胞凋亡可以正常发生。因此，含

抗病毒特异序列的PjCaspase只在病毒诱导细胞凋亡

中起作用。将合成的含抗病毒特异序列的PjCaspase

mRNA注射对虾，结果显示对虾体内的PjCaspase表

达量增加。在含抗病毒特异序列的PjCaspase 分子

转录量提高的情况下，分别检测WSSV 和弧菌诱导

的对虾细胞凋亡，结果表明，用 W S S V 感染对虾

时，诱导的细胞凋亡活性显著增加，但当用弧菌感

染时，对虾细胞凋亡没有发生变化。以片段3 特异

的siRNA干扰含有这段特异序列的PjCaspase分子的

表达，结果表明，WSSV 的拷贝数显著增加；另一

方面，当用合成的含抗病毒特异序列的PjCaspase

mRN A 注射对虾，WSSV 的拷贝数显著减少。综合

上述结果，含抗病毒特异序列的PjCaspase 只在病

毒诱导细胞凋亡中起作用。因此，无脊椎动物可能

采用基因序列多样性这种方式抵抗不同病原的侵染。

3.2.3　PjQM 基因在对虾免疫中的作用　

我们对对虾 QM基因(PjQM)进行全长克隆，该

基因包含一个长度为 663 bp 的开放阅读框(ORF)，

预测编码221 个氨基酸，具有 QM 家族高度保守的

信号位点，分析发现该基因转录和表达没有组织特

异性。在受病毒感染4 h 后，PjQM 的转录即出现

上调表达，在感染72 h后其表达水平约为正常对虾

的 150%；与此同时，RT-PCR 的结果表明，在抗

病对虾中，PjQM 基因的表达显著上调，说明该基

因参与了对虾的抗病毒免疫过程[17]。

通过 GST 下拉、质谱鉴定等分析发现，PjQM

蛋白与血蓝蛋白、肌球蛋白(myosin)之间存在相互

作用，进一步的体外和体内试验证明，PjQM 与血

蓝蛋白之间确实存在互作。蛋白质互作提示，PjQM

可能通过酚氧化酶激活系统等途径参与对虾免疫。

Northern Blot和Western Blot结果显示，PjQM基因

的转录和表达被PjQM 序列特异的 siRNA 抑制时，

对虾酚氧化酶(PO)活性显著下降，表明PjQM 可调
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控对虾 P O 活性。

综合上述结果，对虾PjQM 通过与血蓝蛋白相

互作用，调控对虾体内 PO 活性，从而参与对虾抗

病毒免疫[17]。

4　展望

自从 1992 年 WSSV 爆发以来，一直未能找到

有效的防治方法，目前仍然是以预防病毒流行为主

要手段，切断其传播途径。近 10 多年来，在分子

水平上研究 WSSV 的感染机理和对虾抗病毒免疫机

制已成为主要的研究方向，随着研究不断深入，有

可能从分子水平为对虾病害的防治开辟新的途径。
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