
第 18卷第 3期 上 海 海 洋 大 学 学 报 Vol.18, No.3

2009年 5月 JOURNALOFSHANGHAIOCEANUNIVERSITY May, 2009

文章编号:1674-5566( 2009) 03-0372-04

·研究简报 ·

一种改进的对虾白斑综合征病毒提纯方法

收稿日期:2008-03-08

基金项目:国家 973课题基金 ( 2006CB101806 );上海高校选拔培养优秀青年教师科研专项基金项目 (科 07-05 );上海海洋大学博

士启动基金 (科 06-315 )

作者简介:姜有声 ( 1976-) ,女,新疆沙湾人,讲师,博士,主要从事水产动物医学研究。 E-mail:ysjiang@shou.edu.cn

通讯作者:战文斌, E-mail:wbzhan@ouc.edu.cn

姜有声
1, 2

, 战文斌
1

, 程顺峰
1

, 王世表
1

( 1.中国海洋大学教育部海水养殖重点实验室,山东 青岛　266003;

2.上海海洋大学水产与生命学院, 上海　201306)

摘　要:对虾白斑综合征病毒 (WSSV)的囊膜蛋白在提纯的过程中易脱落, 用传统的密度梯度离心方法不易

获得完整的病毒粒子, 对传统的蔗糖密度梯度离心方法加以改进后,可以获得大量完整的病毒粒子。用患白

斑综合征病毒病的中国对虾鳃制备 WSSV粗提液,感染螯虾 (Cambarusproclarkii),选取 25%的蔗糖溶液用作

病虾鳃的匀浆液, 然后经蔗糖密度梯度离心, 分取各带负染后电镜观察, 大量完整的病毒位于 46%～ 52%蔗

糖梯度之间, 病毒粒子末端带有很长的尾;而病毒裸露的核衣壳位于 40% ～ 46%蔗糖梯度之间;在 57% ～

62%之间观察到较多完整病毒粒子和少量细菌。实验结果表明改进的病毒提纯方法较好,可得到大量完整的

带嚢膜的病毒颗粒。
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Abstract:Theenvelopeproteinsofwhitespotsyndromevirus( WSSV) areeasytobedestroyedduring

purification.Itwasdifficulttoobtainintactvirionsbyroutinesucrosegradientcentrifugation.Aftermodifying

thesucrosegradient, wecanobtainalargequantityofintactvirions.WSSVinoculumswerepreparedfrom

gillsofheavilyinfectedFenneropenaeuschinensis, andinfectedcrayfish(Cambarusproclarkii), WSSVwas

purifiedfromthegillsofinfectedcrayfish, 25% sucrosewasselectedashomogenatemedium.Afterbeing

centrifugedinsucrosegradient, eachbandwascollectedandexaminedbytransmissionelectronmicroscope.

Envelopedviruswaslocatedbetween46% -52% sucrosegradient, andmostviralparticleshadalongtail-

likeenvelopeextensionatoneextremity.Thenucleocapsidswerebetween40% -46% sucrosegradient.

Between57%-62% sucrosegradient, thereweresomebacteriaandintactvirus.Theresultshowedthis

modifiedtechniqueisveryefficientforviruspurification.
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　　对虾白斑病是 1992年开始流行于亚洲地区的危害极大的病毒性流行病, 感染的对虾死亡率高达

100%,其病原为白斑综合征病毒 (whitespotsyndromevirus, WSSV)。 WSSV可感染几乎所有的养殖对

虾,以及其它的野生虾蟹类和桡足类等,具有广泛的宿主范围
[ 1-2]

,因此成为水生生物研究领域重要的

病毒之一。自 WSSV流行开始,国内外学者不断利用生物学新技术,从分子或基因水平上, 研究 WSSV

的流行病学 、理化特性 、基因 、蛋白特性等
[ 3-6]

。在 WSSV的研究过程中,病毒的提纯是关键的一步。由

于该病毒的囊膜蛋白很容易在提纯过程中脱落,很难得到完整的病毒粒子 。传统的匀浆介质会破坏病

毒囊膜,从而不易得到大量完整的病毒粒子 。从患病对虾的血中提取病毒在 WSSV的研究中常用

到
[ 7-8]

,但是这种方法由于较难获得病虾的血,从而不能便捷地得到大量完整的病毒粒子 。曾经报道一

些改良的提纯技术可以得到纯度较高的核衣壳和病毒粒子, 为 WSSV基因组的研究奠定了良好的基

础
[ 7-9]

,但这几种方法比较复杂,且加有剧毒的蛋白酶抑制剂, 有一定的危害性。本论文报道的是一种

改良的,无毒性成份的加入,且能大量获得完整病毒粒子的蔗糖密度梯度提纯技术。

1　材料与方法

1.1　材料来源

患白斑综合征病毒病的中国对虾 (Fenneropenaeuschinensis)收自青岛附近患病虾池,甲壳上白斑明

显,冷冻保存于 -80 ℃。

病毒增值选用敏感宿主 螯虾 (Cambarusproclarkii), 从青岛水产品市场购得,平均体重 20 ～ 25 g,

暂养于 30L塑料水族箱内, 20尾 /箱,不投喂,暂养 5 d后待用 。

1.2　螯虾感染

选用白斑症明显的中国对虾,取鳃丝称重, 1g鳃丝加 10mL( 0.01mol/L, pH7.4)。冰浴条件下用

玻璃匀浆器匀浆,匀浆液 1 200 g, 离心 20min, 取上清, 0.45μm滤膜过滤除菌, 保存于 -80 ℃。

病毒母液用无菌 PBS缓冲液稀释 100倍,人工感染螯虾,每只螯虾腹部皮下注射 0.1 mL, 7 d后收

集濒死螯虾,取鳃丝用于 WSSV提取 。

1.3　病毒提取

取被 WSSV感染的螯虾鳃, 1 g病料加入 5 mL25%(W/W,蒸馏水配 )蔗糖, 石英砂研磨 2 ～ 3 min

( 4℃) ,使细胞破碎, 病毒游离到溶液中 。把研碎的病料 3 000 r/min离心, 4 ℃, 15 min。取上清, 5 000

r/min离心, 4 ℃, 15 min。取上清, 8 000 r/min离心, 4 ℃, 10 min。取上清, 25 000 r/min离心, 4 ℃,

1.5h。取沉淀, 用适量 25%蔗糖溶液重悬, 磁力搅拌器缓慢搅拌约 1 h, 4 ℃。把搅拌均匀的病毒粗提

液铺于不连续蔗糖密度梯度上面,蔗糖梯度为 33%, 40%, 46%, 52%, 57%, 62% (W/W, 蒸馏水配

制 ) , 4℃, 25 000r/min离心 2 h。取各区间条带, 加适量蒸馏水配成 25%的蔗糖浓度, 25 000 r/min,

4 ℃, 1 h。取各沉淀用 PBS重悬,电镜观察 。

2　结果与讨论

蔗糖密度梯度离心后,共发现有 3条带, 分别位于 40%和 46%之间 、 46%和 52%之间 、 57%和

62%之间 。在 46%和 52%之间为一条奶白色的带, 用注射器取出此带, 经负染电镜观察发现, WSSV

密度较大, 杂质少, WSSV粒子有囊膜, 形态完整 (图 1) 。取梯度 40%和 46%之间淡棕色的带电镜观

察,病毒多无囊膜,多为核衣壳, 且密度大,内有少量杂质;57%和 62%之间的白色的带也含有 WSSV粒

子,密度较大,且多完整带囊膜,其中杂有杆状细菌 。蔗糖梯度的其它条带未发现病毒 。

本实验还用了被感染螯虾的血提取病毒, 简单离心后, 铺于不连续蔗糖密度梯度上,结果发现病毒

带细, 即病毒量较少 。另外, 实验中用了 0.01 mol/LPBS(pH7.4) , TNE缓冲液, 高渗缓冲液, 0.005

mol/LPBS等缓冲液等研磨病料, 提纯后负染电镜观察发现, 病毒多破碎, 不完整, 多为核衣壳,有的病

毒囊膜正在脱落 。
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用实验中建立的 WSSV提取方法提取冰冻的患白斑病的中国对虾头胸部 (去除肝胰腺 ), 同样可以

得到大量完整的病毒粒子 (图 2)。

图 1　从被感染螯虾鳃中提取到的密度大 、有囊膜 、

形态完整的 WSSV粒子负染电镜照片

Fig.1　Electronmicrographofnegatively

stainedWSSVshowingintactvirionspurified

fromCambarusproclarkii

A:微尺 =200nm;B:微尺 =100nm

图 2　从冰冻的患白斑病的中国对虾鳃中提取到的密度大 、

有囊膜 、形态完整的 WSSV粒子负染电镜照片

Fig.2　Electronmicrographofnegatively

stainedWSSVshowingintactvirionspurified

fromgillsofheavilyinfectedFenneropenaeuschinensis

微尺 =200nm

　　在 WSSV研究中发现,某些病毒实验要选用病毒密度大 、纯度高 、形态完整 、有囊膜的病毒悬液 。然

而在提纯 WSSV时, 经常发现提出的病毒囊膜破损 、脱落,甚至在电镜下完全看不到带囊膜的病毒粒子,

有时还发现杂质过多或病毒从中间断裂的情况,不易得到完整的病毒粒子 。国内外学者已有多种提纯

WSSV的方法
[ 7-10]

,都是以在密度梯度介质中的超速离心为基础。 Yang等
[ 9]
报道的核衣壳纯化技术避

免了密度梯度纯化步骤,但不适于完整病毒粒子的纯化。 Huang等
[ 7]
采用溴化钠密度梯度介质, 很好地

分离纯化到了完整的病毒, 但这 2种方法的缓冲系统比较复杂,且加有剧毒的蛋白酶抑制剂苯乙基甲磺

酰氯 (PMSF), 有一定的危害性。本文用蒸馏水配制的蔗糖作为离心介质, 并且经过摸索发现, 再用

25%的蔗糖作为组织匀浆液,能很好地保护病毒的囊膜不被降解, 获得了纯度较高的大量完整病毒粒

子,并在提取过程中发现,匀浆时间不宜长,以刚破碎细胞使病毒从细胞中释放较好。可能是由于 25%

的蔗糖溶液渗透压比较适合,使病毒适量缩水,但囊膜不致脱落。这种改良的方法简单,无毒性成分的

加入, 且经多次重复都得到了良好的效果 。

由于病毒感染繁殖的短暂周期和病毒感染的不可预测性及其它随机性等原因, 因此从病虾组织中

提取病毒,仍然是研究对虾病毒的重要手段。有很多学者认为直接从患白斑综合征病毒病的对虾血液

中提纯病毒能获得较完整较纯的病毒粒子
[ 7-8]

, Huang等
[ 7]
从螯虾的血液中提取到了密度大而完整的

病毒粒子,但这些方法需要抽取新鲜的对虾血液,受实验条件的限制,不能随时获取病毒。本实验取被

感染螯虾的鳃,经过探索, 发现用 25%的蔗糖作为匀浆液,使用蔗糖密度梯度离心后, 出现明显的病毒

粒子带,病毒的收获量明显多于常用的从病虾血液中提取的病毒, 且病毒粒子的囊膜保持完整。利用本

文改良的提取方法,从冷冻的患病中国对虾头胸部 (除肝胰腺外 )中也提取到了完整并且密度较高的病

毒粒子,进一步证实了该提纯方法的可靠性。
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