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鲤鱼生长激素和对虾白斑病毒囊膜蛋白 VP28的融合表达及功能研究

韩建山  龙  燕  孟小林  徐进平  鲁  伟  王  健
(武汉大学病毒学国家重点实验室,武汉  430072)

摘要:鲤鱼生长激素 GH 是鲤鱼生长腺体分泌并促进鲤鱼生长的一种分泌蛋白。对虾白斑综合病毒( WSSV) VP28

蛋白为囊膜蛋白,是病毒感染宿主的必需因子。根据 gh 和 vp28 的上下游序列, 分别设计合成两对引物, PCR扩增

gh 和 vp28基因, 将基因 gh 和 vp28 按先后次序融合后插入穿梭质粒 pPIC6AC 多克隆位点, 构建成重组分泌表达穿

梭质粒 pPIC6AC- ( gh+ vp28) ,用 Bstx1单酶切穿梭质粒 pPIC6AC- ( gh+ vp28)线形化, 转化毕赤酵母 X-33。重组菌株

30 e 甲醇诱导,实现在酵母中的融合分泌表达, 获得融合蛋白。表达产物经 SDS-PAGE 检测和Western Blot 印迹鉴

定,显示与预期大小 66kD 相吻合的融合蛋白带。用Ni2+-柱纯化后的基因工程蛋白注射鳌虾进行蛋白生物功能测

试,结果表明该蛋白获得了促鳌虾生长和抗WSSV感染的双重功效。
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  鲤鱼生长激素( Growth hormone, GH )是由鲤鱼脑

垂体前叶嗜酸性细胞分泌的一种单一肽链构成的多

肽激素。主要的生理学功能是:促进生长发育,调节

渗透压和促进生殖
[ 1]
。1985年, Sekin首先在大肠杆

菌中表达了鱼生长激素[ 2] ,同年,朱作言等首先报道

了生长迅速的转生长激素基因鱼[ 3]。巫爱珍等

1997报道大肠杆菌表达的鲤鱼生长激素促进虾的

生长
[ 5]
。由于原核表达对蛋白质合成后折叠加工机

制上的缺陷, 主要利用真核系统表达鲤鱼生长激

素[ 7 ) 9]。

对虾白斑综合病毒WSSV是对虾养殖危害最大

的病原体,破坏性大, 爆发性强, 对全球对虾养殖影

响广泛。对虾产业损失严重, 至今缺乏有效防治办

法。WSSV 是一具有囊膜的双链 DNA 病毒[ 10] ,

WSSV与对虾血淋巴细胞上的受体结合从而感染淋

巴细胞[ 11]。虽然,在分子水平WSSV 的感染机理尚

未详尽阐明, 但随着 WSSV 全基因序列的公布,

WSSV的研究已经步入后基因组时代。VP28蛋白曾

在 E. coli、蓝藻和昆虫表达系统中表达[ 12 ) 14]。

WSSV结构和功能基因的分析、研究表明: VP28是病

毒WSSV 粒子的表面囊膜蛋白[ 14] , 在病毒的吸附和

入侵中起作用, 是病毒感染之关键因子
[ 12, 16, 17]

。本

实验室李红霞、龙燕和其他人研究的实验结果也有

力地支持这一点[ 16, 20]。

本文采用毕赤酵母表达系统, 将 gh 和 vp28基

因融合克隆于穿梭质粒 pPIC6�C, 转化毕赤酵母后

进行表达,获得了融合蛋白 GH+ VP28的表达, 重组

蛋白经注射鳌虾, 研究促生长、抗病毒的功效。同

时,这对于不同蛋白融合表达,并保持独立生物活性

及实现蛋白功能的协同作用,无疑是一种有价值的

探索。

1  材料与方法

111  实验材料

11111  试剂和实验动物  健康克氏原鳌虾购自武

汉水产批发市场, 购买约 4g 重的幼虾和 10g 左右的

成虾并在实验室饲养 15d。WSSV 来自实验室保存

的发病斑节对虾及实验室人工感染WSSV的克氏原

鳌虾, - 70 e 保存。

TaqDNA聚合酶、T4DNA 连接酶及限制性内切

酶均为 TAKARA公司产品, PCR纯化回收试剂盒为

上海华舜产品, DNA胶回收试剂盒为 Omiga公司产

品。His- tag 亲和层析柱购于 Novagen公司, Bradford

蛋白浓度测定试剂盒购于碧云天公司, 杀稻瘟素购
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于 Invitrogen公司,其他试剂均为国产分析纯。

11112  菌株和质粒  PMD-18T 载体购自上海生工,

大肠杆菌 JM109、酵母穿梭质粒 pPIC6AC、毕赤酵母

X-33均购于 Invitrogen公司。兔抗VP28、质粒 PMD-

18-gh、pUCm- vp28由本实验室保存。

112  方法
11211  PCR扩增鲤鱼生长激素 gh 和 WSSV vp28

 根据Genbank发表的 gh和 vp28的序列,分别设计

两对引物, gh 的上游引物 primer1: GAATTC( EcoR

Ñ ) ATCAGACAACCAGCGGCTCTTCAATAATGC1gh 的

下游引物 primer2: TCTAGA( Xba Ñ ) AACTCCAGGGT-

GCAGTTGGAATCCAG。vp28上游引物primer3:TCTA-

GA( Xba Ñ ) ATGGATCTTTCTTTCACTCTTTC, vp28 的

下游引物 primer4: TCTAGA ( Xba Ñ ) AATTGCTCG-

GTCTCAGTGCCAG。分别以 PMD-18- gh 和 pUCm-

vp28为模板进行 PCR。PCR 的反应条件为: 95 e
5min, 94 e 30s, 55 e 30s, 72 e 1min, 30 个循环后,

72 e 10min。胶回收 PCR产物, 分别亚克隆进 PMD-

18T 载体,命名为 PMD-gh和 PMD- vp28。

11212  穿梭质粒 pPIC6�C- ( gh + vp 28)的构建  首
先以 EcoR Ñ 和 Xba Ñ双切 PMD- gh 和 pPIC6AC, 目

的片段胶回收后连接, 转化 JM109, 挑选阳性单克

隆,提取质粒,命名为 pPIC6�C- gh。然后用 Xba Ñ单
酶切 PMD18- vp28,将回收的目的片段与 Xba Ñ单酶

切的 pPIC6�C-gh 连接, 转化 JM109, 酶切鉴定 vp28

正反向连接。选取正向连接的单克隆, 提取质粒, 命

名为 pPIC6AC-( gh + vp28) , 并送上海生工有限公司

测序。

113  pPIC6AC- ( gh+ vp28)转化酵母细胞  用 Bstx1

单酶切 pPIC6�C-( gh + vp28)重组质粒, 胶回收线性

化质粒, LiCl法(具体方法参照 Invitrogen 公司操作

手册)转化毕赤酵母 X-33感受态细胞, 在 300mg/ L

杀稻瘟素YPD平板上 30 e 培养 72h,挑选优势单克

隆菌落,提取酵母基因组进行 PCR鉴定,引物分别

为通用引物AOX1、primer1、2, primer3、4, PCR反应条

件为: 95 e 5min, 94 e 30s, 55 e 30s, 72 e 2min30s, 30

个循环后, 72 e 10min。

114  GH+ VP28蛋白在毕赤酵母中的诱导表达、检

测与纯化

11411  GH+ VP28蛋白的表达  挑选阳性单克隆

菌落接种于 YPD培养基, 30 e 200r/ min培养过夜,

以4%的量转接入 BMGY 培养基, 继续培养至 OD600

为410左右,把菌体移入同体积的 BMMY培养基, 以

终浓度 015%甲醇进行诱导表达, 24h诱导 1次, 诱

导 48h开始取样,发酵 96h停止。离心( 4800r/ min,

10min, 4 e ) 收集上清, 样品经 SDS-PAGE 电泳和

Western Blot 印迹反应分析鉴定目的蛋白。

11412  GH+ VP28蛋白的纯化  离心( 4800r/ min,

10min, 4 e )发酵液, 回收上清, 装入透析袋(截流量

10kD)通过 PEG20000 4 e 浓缩, 回收浓缩液, Ni2+ 柱

纯化目的蛋白(具体方法见Ni2+ 柱-his BAND纯化手

册)。纯化样品经 SDS-PAGE 电泳检测目的蛋白的

纯化结果,银染显色。使用超滤管(截流量为 10kD)

离心 ( 4750r/ min, 10min, 4 e ) 收集纯化蛋白, 再用

PBS buffer重悬, 并使用 Bradford 试剂盒测定纯化蛋

白浓度。

115 重组蛋白 GH+ VP28 促虾体生长和抗 WSSV

感染作用的实验

11511  重组蛋白 GH+ VP28 促虾体生长作用实验

 将体重约 4g 的健康鳌虾随机分成 2 组, 每组 40

尾(每组平均体重( 4 ? 0. 2) g)注射给样: 实验组 1、2

按照虾体重每克于腹节浅层肌肉处分别注射 10LL

014mg/ mL和 10LL 012mg/ mL 重组蛋白 GH+ VP28,

阴性对照注射生理盐水。每隔 1周注射 1次, 共注

射 5次。在 22 ) 25 e 饲养, 每周每组称重并做记录。

每组重复 3 次实验。体重增长率 ( % ) = [ ( W t -

W0) / W0] @ 100。W t、W0分别为注射后、注射前平均

体重。采用 t 检验法进行差异分析。

11512  重组蛋白 GH+ VP28抗 WSSV感染作用实

验  将体重约 10g 的健康鳌虾随机分成 3组, 每组

20尾。注射给样: 按照虾体重每克注射 10LL 样品,

于倒数第3腹节浅层肌肉处注射, 分两次注射, 间隔

5d。实验组: 注射 014mg/mL 重组蛋白 GH+ VP28。

第 2次注射 2d后,将WSSV粗提液用TN buffer 稀释

1倍[ 13] ,注射感染鳌虾; 阳性对照组: 按照虾体重每

克注射 TN buffer,第 2次注射 2d后,按同样的方法

注射WSSV感染鳌虾;阴性对照组:按照虾体重每克

注射 TN buffer, 第 2 次注射 2d 后, 再注射一次, 在

22 ) 25 e 继续饲养, 记录虾死亡的情况。

2  结  果

211  PCR扩增 gh、vp 28基因和穿梭质粒 pPIC6�C-

( gh+ vp28)的酶切鉴定

以 pPIC6AC-( gh+ vp28)穿梭质粒为模板, 分别

对 gh和WSSV vp28进行PCR, PCR产物大小位置符

合 gh、vp28大小。pPIC6AC-( gh + vp28)穿梭质粒用

EcoR Ñ+ Xba Ñ双酶切和 Xba Ñ单酶切,获得 gh

和 vp28目标片段。pPIC6AC-( gh+ vp28)穿梭质粒为
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4750bp,位置大小符合。以 pPIC6AC-( gh + vp28)穿

梭质粒为模板, 以 primer1、4 为引物进行 PCR, PCR

产物为( gh + vp28)全长融合基因, 大小为 1197bp;

以pPIC6AC-( gh+ vp 28)穿梭质粒为模板, 以通用引

物AOX1进行PCR,获得约1750bp目标带,位置大小

符合(图1)。以上结果表明:经 PCR和酶切鉴定, gh

和 vp28 基因以前后顺序准确地插入到 pPIC6AC 穿

梭质粒的克隆位点 EcoR Ñ和 Xba Ñ之间, 经上海

生工测序,基因序列完全一致,符合翻译阅读框。

图 1 重组穿梭质粒 pPIC6�C- ( gh+ vp 28)的酶切和 PCR鉴定

Fig11 The identification of recombinant shuttle plasmids pPIC6AC- (gh+ vp28)

M1,M2: marker; 1: PCR production of vp 28 by primer 3, 4; 2: PCR pro-

duct ion of gh by primer 1, 2; 3: pPIC6�C-( gh+ vp 28 ) / EcoR Ñ +

XbaÑ ; 4: pPIC6�C-( gh + vp28 ) / Xba Ñ ; 5: recombinant vector

pPIC6�C-( gh+ vp 28) ; 6: PCR production of gh+ vp28 by primer 1, 4;

7: PCR product ion of gh+ vp28 by primer AOX1

212  pPIC6AC-( gh+ vp28)转化酵母细胞的鉴定

提取酵母基因组作为模板, 分别以 AOX1,

prime1、2, prime3、4, prime1、4为引物进行 PCR, 大小

分别为 1750bp、615bp、582bp、1197bp。5、6泳道分别

为 gh 和vp28阳性对照(图2)。以上结果表明:线性

化 pPIC6AC-( gh+ vp28)穿梭质粒准确地整合到酵母

基因组的特定位点, 得到基因工程重组菌株。

图 2 酵母阳性菌基因组 PCR鉴定

Fig12 The identification of positive strain genosome by PCR

M:Marker DL2000; 1: PCR production of gh+ vp 28 by primerAOX1;

2: PCR production of vp28 by primer 3, 4; 3: PCR production of gh

primer 1, 2; 4: PCR product ion of gh+ vp28 by primer1, 4; 5、6: control

fragments of gh and vp28 PCR

213  GH+ VP28蛋白在毕赤酵母中的诱导表达、检

测与纯化

21311  GH+ VP28蛋白在毕赤酵母中的诱导表达

与检测

取离心后的 5mL 发酵液, 超滤浓缩 10 倍后, 取

40LL样品跑 10% SDS-PAGE, 银染显色。并做West-

ern Blot印迹反应鉴定目的蛋白, 在约 66kD处出现

目标带(图 3)。

图3  SDS-PAGE与Western Blot分析鉴定目的蛋白

Fig13  The analysis of fusional protein GH+ VP28 expression

1:Western Blot; 2: 96h induced by methanol ; 3: 72h induced by

methanol; 4: 48h induced by methanol; 5: control

21312  (GH+ VP28)蛋白的纯化
收集 10管蛋白纯化液, 分别编号 1 ) 10, 每管

1mL。从第 7、5、3、1 管各取样 30LL 跑 10% SDS-

PAGE, 硝酸银染色。在 66kD处出现单一的蛋白带,

从左到右依次为蛋白标准、第7、5、3、1管(图4)。更

换缓冲液后测定蛋白浓度为 1120mg/ mL。

图 4 目的蛋白 GH+ VP28的纯化

Fig14  The SDS-PAGE analysis of pured fusional protein GH+ VP28

214  目的蛋白 GH+ VP28的生物功能测活

21411  重组蛋白 GH+ VP28促虾体生长作用实验

各组实验虾在 5 周的注射期间成活率均为

100%, 实验的测量数据用平均数 ? 标准差( x ? s)

表示。经 5周实验,实验组 1的体重增长率比对照

组快 20%, 组 2比对照组快 8%。经采用配对试验

t 检验法进行分析( A= 0105, 自由度为 4) , 与对照

组相比, 组 1 体重有显著差异, 组 2差异不显著。

结果表明: 融合蛋白 GH+ VP28对虾体生长有促进

作用。以下实验数据均为三组重复实验所得(表

1)。
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表 1  各组实验虾经 5周后平均体重统计

Tab11  The average weights of three group shrimp injected GH+ VP28 for 5 weeks

Time/ Week Group 1(x ? s) g Group 2( x ? s) g Control( x ? s)g

0 4104 ? 0121 4105 ? 0120 4101 ? 0117

3 8120 ? 0115 7160 ? 0118 7190 ? 0117

5 9180 ? 0114 8171 ? 0119 8152 ? 0116

21412  重组蛋白 GH+ VP28抗 WSSV感染作用实

验

在22 e 的条件下养殖的结果显示, 注射纯化融

合蛋白 GH+ VP28蛋白组的鳌虾 9d后累积死亡率

为35% ,阳性对照组的鳌虾在感染WSSV 9d 后累积

死亡率达到了 100%, 并在 3 ) 5d达到死亡高峰,而

注射了 TN buffer 的阴性对照组鳌虾无任何病理现

象。这说明注射重组融合蛋白 GH+ VP28可以明显

提高对虾抗WSSV感染力。以上实验数据均为三组

重复实验所得(图 5)。

图 5  感染WSSV 后各组虾体生长累计死亡率曲线

Fig15  Time-morality relat ionship of each group of crayfish after infected WSSV

1: group injectedw ith WSSV: injectedwith TN buffer twice at 5 days interval and then infected WSSV 2 days later; 2: group injected with GH+ VP28 injected

with purif ied GH+ VP28 twice at 5 days interval and then infected WSSV 2 days later; 3: group injected with TN buffer: injected w ith TN buffer twice at 5

days interval and infected with TN buffer 2 days later

3  讨  论

1985年, Sekine首先在大肠杆菌中表达了鱼类

生长激素以后, 运用基因工程技术,先后在酵母和家

蚕中表达了具有活性的 GH 蛋白。GH 不仅能促进

鱼类生长,也能促进贝类、虾类的生长, 具有广谱的

水生生物的促生长作用。研究表明:鱼生长激素GH

能提高虾类 10% ) 20%的生长率。对虾白斑综合

症病毒囊膜蛋白 VP28 是病毒感染的关键蛋白因

子。WSSV囊膜蛋白VP28具有抗WSSV感染对虾的

作用,研究表明 VP28蛋白保护虾体抗WSSV感染的

累计死亡率达小于 30% [ 13, 15, 17]。本实验结果显示

重组融合蛋白 GH+ VP28能提高虾体 20%的生长

率,有效地保护虾体抗WSSV 感染有效性。由于融

合表达, VP28的功能活性受到影响, 因此蛋白保护

虾体抗WSSV感染的累计死亡率接近35%。

毕赤酵母自 20世纪 80年代被开发为一种高效

外源表达系统, 与大肠杆菌和酿酒酵母相比具有许

多优点。采用毕赤酵母 X-33为表达宿主,以分泌型

穿梭质粒 pPIC6�C 为表达载体, 高效表达的 GH+

VP28蛋白在 N末端信号肽的导引下直接分泌到发

酵液中,二硫键正确折叠成为有活性的重组蛋白。

本实验将鲤鱼生长激素基因 GH和对虾白斑病

毒WSSV VP28 在毕赤酵母 X-33进行融合分泌表

达,同时,研究了重组融合蛋白 GH+ VP28在鳌虾中

的促生长作用和抗病毒感染作用。采取注射给样,

重组蛋白GH+ VP28直接进入虾体内,作用的效果

要比口服更迅速地反映出来。尽管促生长实验和抗

病毒实验是在不同生长期的鳌虾中进行的,但是实

验结果明确地反映出重组蛋白 GH+ VP28既实现了

对鳌虾的促生长作用, 又实现了抗 WSSV感染的保

护效果, 这对日后在虾的促生长抗病毒方面具有潜

在的应用价值。

本实验生物测活虽然以中华鳌虾为动物模型,

获得预想的结果, 但实验室远离沿海对虾养殖区,该

蛋白能否对对虾产生促生长和抗病毒的双重功效,
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还需要进一步对对虾做实验研究。
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FUSION-EXPRESSION AND BIOACTIVITY ANALYSIS OF CARP GROWTH HORMONE

GENE AND ENVELOPE PROTEIN VP28 OF PENAEUS MONODON WSSV

HAN Jian- Shan, LONG Yan,MENG Xiao-Lin,XU Jin-Ping, LU Wei andWANG Jian

( State Key Laboratory of Virology, Wuhan University , Wuhan  430072)

Abstract:Carp growth hormone is a secreted protein from growth gland for promoting carp growth. White spot syndrome virus

(WSSV) VP28 is one of the envelope proteins acting as a key factor to infect the shrimp. Two pairs of primers are designed and

synthesized respectively according to the sequence of gene gh and vp28. The gh and vp28 DNA fragmentswere amplified by PCR

respectively. Gene gh and vp28 were fused and cloned into yeast shuttle vector pPIC6AC at the site of polyclone resulting to re-

combinant vector pPIC6AC-( gh+ vp 28) , gene gh lying in 5c end and gene vp 28 in 3cend. Shuttle vector pPIC6AC- ( gh+ vp28)

were lineaized with Bstx1 and transformed into P. pastoris X-33 strain. Incubated transformant on YPD plate with 300mg/ mL

blasticidin at 30 e for 72h. Selected positive clone and extracted yeast genome for ident ifying with PCR by general primer AOX1,

primer 1, 2, 3 and 4, respectively. Results showed that interest gene was introduced into target site of P. pastoris X-33 genome by

homologous recombinat ion.After incubated in YPDmedium at 30e for 24h, 4% yeast volumewere transferred into BMGY med-i

um to incubate. When OD600 reached 4, engineered yeast were induced by methanol at ultimate concentration 0. 5% with one time

every 24h for continuous 4 days. Fusion protein ( GH+ VP28) is expressed and secreted out from host yeast. Supernatant were

collected after centrifugation at 4800 r/ min for 10min at 4 e . The molecular weight of the fusion engineered protein was about

66kDa, which was identified by SDS-PAGE and Western Blot analysis. The fusion engineered protein ( GH+ VP28) with 6 @ his

tag at the C end was purified by Ni2+- column chromatography and determined concentration with Bradford kit. Protein ( GH+

VP28) was injected into two groups of crayfish to test activity of st imulating growth and protecting against wssv independently.

Test data of stimulating growth were collected and analyzed with testing significance of difference of T inspection after 5 weeks,

and test data of protection against wssv were instructed by accumulative mortality curve after 19 days. Both of the test data indicat-

ed that the protein ( GH+ VP28) either stimulated crayfish growth by 20% percent faster than control and difference in statistics

between test and control group was significant or protected crayfish against wssv to increase livability by 65% percent. Results

showed that the fusion engineered protein ( GH + VP28) had the effects of crayfish stimulation growth and protection against

wssv. As stimulation- growth agent, we employed method of injecting to test its effect rather than oral in order to take effect as

hormone. Though effect as st imulation-growth agent was not distinct, result still was exciting, and we took a valuable step for ex-

ploring carp GH to apply on crayfish breed industry. As gene-engineering bioactivity polypept ide, protein ( GH+ VP28) protected

crayfish against WSSV acting as subunit vaccine. Protein (GH+ VP28) supplied lower protection with 35% mortality than eng-i

neered protein vp 28and vp 28- vp29 with 30% [ 12]1We analyzed that natural structure of protein (GH+ VP28) was influenced in

some degree due to fusion, thereby, its function or bioactivity decreased correspondingly, nonetheless, test elicited us new thoughts

to going further for exploring function of fusion engineered protein ( GH+ VP28) .

Key words:Carp growth hormone GH;Wssv;VP28; gh+ vp28; P. pastoris; Act ivity analysis
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