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对虾白斑综合征病毒囊膜蛋白VP110在中国明对虾鳃细胞中
结合蛋白的鉴定与特性
赵建梅, 唐小千, 战文斌
中国海洋大学 海水养殖教育部重点实验室, 山东 青岛  266003
摘要: 为了鉴定对虾白斑病综合征病毒(WSSV)囊膜蛋白VP110在中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)鳃细胞中的结合蛋白, 运用pET-32(a)+载体构建了1段含RGD模体的截短VP110原核重组表达质粒, 转化大肠杆菌诱导表达后获得分子量为41 kD的截短重组VP110蛋白(rVP110)。以rVP110作为诱饵蛋白, 运用pull-down实验结合蛋白质谱分析鉴定rVP110结合蛋白, 结果显示, 中国明对虾鳃细胞中的肌动蛋白和精氨酸激酶(arginine kinase,AK)与rVP110具有结合作用。利用PCR扩增中国明对虾AK编码基因, 将其与表达载体pGEX-4T-1连接后转化大肠杆菌诱导表达获得重组AK蛋白(rAK), 通过pull-down实验进一步证实rAK可与rVP110发生结合。克氏原螯虾(Procambarus clarkia)体内中和实验结果显示, rAK对WSSV感染克氏原螯虾具有一定的中和作用, 能延缓螯虾的死亡进程。另外, 中国明对虾在人工感染WSSV后, 荧光定量PCR检测结果显示, AK基因表达水平显著上调, 18 h时达到峰值, 然后下降至正常水平; 酶底物法检测结果同样显示, 鳃细胞中AK酶活性在感染WSSV后发生显著上调。本研究旨在为深入了解WSSV囊膜蛋白VP110在WSSV感染宿主过程中的作用提供基础依据。
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对虾白斑综合征是由对虾白斑综合征病毒(white spot syndrome virus, WSSV)引起的甲壳类动物烈性传染病。该病自20世纪90年代暴发以来, 给全球的对虾养殖业造成了巨大的经济损失[1]。WSSV为线形病毒科(Nimaviridae)白斑病毒属(Whispovirus)唯一的成员, 是一种具囊膜、杆状的双链DNA病毒, 基因组大小约300 kb[2]。目前, 对于对虾白斑综合征的防治仍缺乏切实有力的措施, 开展WSSV侵染机制方面的研究, 尤其是病毒与宿主靶细胞之间的相互作用研究有助于探索该病的防治策略。
病毒的囊膜蛋白在病毒入侵宿主细胞以及病毒在细胞内复制、装配和子病毒释放的过程中发挥着重要的作用[3−4]。因此, 研究WSSV囊膜蛋白与宿主靶细胞之间的相互作用关系对于研究WSSV感染宿主过程中的机制起着重要的作用。近年来, WSSV的一些重要囊膜蛋白与宿主靶细胞间的相互作用关系相继得到鉴定与研究, 其中, WSSV含量最丰富的囊膜蛋白VP28可以特异性地结合斑节对虾(Penneus monodon)血细胞膜蛋白Rab7(PmRab7), 且动物中和实验表明PmRab7显著降低了感染WSSV凡纳滨对虾的死亡率[5]。另有研究表明VP28也可结合斑节对虾的热休克同源蛋白70(Hsc70)[6]; VP37能够与凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)的ATP合成酶β亚基结合, 且动物体内中和实验也证明ATP合成酶β亚基能够减缓感染WSSV螯虾的死亡时间[7]; VP187可以结合日本囊对虾(Masurpenaeus japonicus)的整合素蛋白β-integrin[8]; VP466可以结合斑节对虾的Rab和原肌球蛋白[9]。另有研究表明至少有11个囊膜蛋白可以结合斑节对虾的角质结合蛋白[10−11]。这些研究结果为白斑综合征防治新措施的开发提供了重要的理论基础。VP110为WSSV基因组内开放阅读框wsv035编码的囊膜蛋白, 共有972个氨基酸, 内含1个RGD模体, 理论分子量为108 kD,前期研究表明VP110能与宿主螯虾血细胞发生相互结合, 而这种结合可被合成蛋白肽段RGDT所抑制[12]。结果提示VP110可能在病毒感染中发挥一定作用, 且RGD模体对于VP110与宿主靶细胞结合起重要作用。
为了明确VP110在宿主靶细胞中的结合蛋白, 本研究对VP110含RGD模体区段进行原核重组表达, 利用pull-down和蛋白质谱技术鉴定中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)鳃细胞中重组VP110(rVP110)的结合蛋白, 并对rVP110结合蛋白的功能特性做了进一步分析研究, 以便为深入了解VP110在WSSV感染宿主细胞的作用提供基础资料。
1  材料与方法
1.1  材料和试剂
中国明对虾购于青岛小港水产品批发市场,


体长约10 cm, 经PCR检测为WSSV阴性; 克氏原螯虾(Procambarus clarkia)购于青岛南山水产品市场, 体长8~10 cm, 经PCR检测为WSSV阴性; 实验前暂养5 d。
表达质粒pET-32(a)+和pGEX-4T-1、菌种BL21(DE3)为本实验室收藏; 限制性内切酶KpnI、EcoRI和XhoI、T4 DNA连接酶、rTaq DNA聚合酶、dNTPs、DL2000 DNA marker、DL5000 DNA marker、DNA片段回收试剂盒均购于TaKaRa公司。Trizol为Novagen公司产品, 小型质粒抽提试剂盒、PCR产物回收试剂盒和凝胶回收试剂盒购于北京百泰克生物技术有限公司。
SYBR® Premix Ex TaqTM和 Sample protector为TaKaRa公司产品, 抗His标签鼠单克隆抗体购于康为世纪(CWBIO)公司, 异硫氰酸荧光素(FITC)标记的羊抗鼠二抗购自sigma公司, 精氨酸为上海生工产品。
1.2  VP110的重组表达
运用Smart软件分析WSSV囊膜蛋白VP110的氨基酸(aa)序列, 选取420~608 aa区域, 该区域含有Arg-Gly-Asp(RGD)模体, 根据该区域编码基因序列结合pET-32(a)+载体的多克隆位点, 设计1对分别含EcoRI和XhoI酶切位点的特异性引物VP110F和VP110R(表1)。以WSSV基因组DNA为模板, PCR扩增VP110目的片段, 其扩增产物和pET-32(a)+进行双酶切后连接转化感受态细胞
表1  PCR扩增和实时定量PCR所用引物
Tab.1  Primers using for cloning and real-time quantitative PCR

	引物primer
	序列(5'−3') sequence(5'−3')

	VP110
	

	VP110F
	GGGGTACCAACGACCTTCTTTCTC(划线部分为KpnI酶切位点)

	VP110R
	GGGAGCTCAATGTAAAAGGGTGC(划线部分为XhoI酶切位点)

	AK
	

	AKF1
	CGGAATTCATGGCTGACGCTGCTGGTTAT(划线部分为EcoRI酶切位点)

	AKR1
	CCGCTCGAGAGCCGGAAATGACTGTAGT(划线部分为XhoI酶切位点)

	AKF2
	GTCGGTGGAAACTGGAAGATG

	AKR2
	GCTCAGTGGCCCTGTCTTCA

	β-actin
	

	β-actinF
	CCGCAACGCCATATAGTCAGT

	β-actinR
	GCTACTTCGTCGTCACACATCTTG


BL21(DE3), 培养过夜后挑取单克隆菌落进行菌落PCR鉴定。将PCR鉴定的阳性克隆菌株送上海桑尼生物技术有限公司进行测序鉴定。
将序列鉴定正确的重组表达菌以1 mmol/L浓度的IPTG诱导表达, 离心收集重组表达的菌体经超声波破碎后以Ni2+ sepharose亲和层析柱(GE)纯化重组VP110(rVP110), 目的蛋白rVP110在逐步降低尿素浓度的复性液和PBS中透析复性, 最后在超纯水中透析后进行冷冻干燥, 将其用PBS重悬后取一部分通过SDS-PAGE电泳检测rVP110的纯度, 其他rVP110调整浓度至1mg/mL后于(80℃保存备用。
1.3  中国明对虾鳃细胞蛋白(CGPs)制备
取健康中国明对虾的鳃在预冷的裂解液[20 mmol/L Tris-Cl (pH8.0), 137 mmol/L NaCl, 10%甘油, 1% Tween-20, 2 mmol/L EDTA, 1×蛋白酶混合抑制剂]中漂洗3次, 用玻璃匀浆器研磨后超声波破碎3 min(Sonics & Materials; 振幅36%; pulse on, 3 s; pulse off, 3 s); 将鳃组织匀浆液在4℃条件下以600 g离心以去除未破碎的细胞和细胞核; 将上清转移至另一预冷的离心管内, 在4℃条件下以15 000 g离心20 min, 去除线粒体、溶酶体等细胞器; 得到的上清液即为鳃组织细胞蛋白(CGPs), 将其浓度调整为5 mg/mL后分装保存于(80℃备用。
1.4  Pull-down鉴定结合蛋白
将纯化的rVP110蛋白悬液与Ni-sepharose珠子混合加入1.5 mL离心管, 在室温下晃动作用1 h, 600 g离心后小心吸弃上清, 以500 µL洗涤缓冲液(20 mmol/L Tris-Cl, 300 mmol/L NaCl, 20 mmol/L咪唑, pH8.0)离心洗涤3次, 洗涤后加入5 mg/mL鳃细胞蛋白100 µL在室温下晃动孵育2 h; 以洗涤缓冲液离心洗涤3次后加入100 µL电泳上样缓冲液, 煮沸5 min后进行SDS-PAGE电泳检测。同时用Trx/His/S-tag蛋白代替rVP110的平行处理为阴性对照。
1.5  质谱鉴定结合蛋白
Pull-down实验样品的SDS-PAGE电泳后以ZnSO4溶液进行染色, 对照阴性结果将rVP110结合蛋白的胶条带切下, 咪唑脱色后, 将其放在双蒸水中送交华大蛋白基因进行蛋白质谱鉴定。质谱数据在NCBI-nr数据库中进行比对。
1.6  中国明对虾精氨酸激酶的原核表达
根据质谱鉴定结果, 参考GenBank中国明对虾精氨酸激酶(arginine kinase, AK)的mRNA序列, 设计全长扩增AK编码基因的上下游引物AKF1和AKR1(表1)。以Trizol提取中国明对虾鳃细胞的总RNA为模板, 反转录合成cDNA后PCR扩增AK编码基因, 将经双酶切的PCR产物和表达载体质粒连接构建重组质粒pGEX-AK, 转化感受态大肠杆菌BL21(DE3)后, 筛选鉴定阳性单克隆菌株并蛋白诱导表达, 亲和层析法纯化目的重组AK蛋白(rAK)。
1.7  Pull-down鉴定rVP110与rAK的结合
利用pull-down实验进一步验证rVP110和rAK蛋白之间的相互结合关系。将纯化的rVP110蛋白悬液与Ni-sepharose珠子混合加入1.5 mL离心管, 室温下晃动孵育1 h, 600 g离心后小心吸弃上清, 以500 µL洗涤缓冲液离心洗涤3次, 加入100 µL rAK蛋白悬液(1 mg/mL), 室温下晃动孵育2 h; 洗涤缓冲液洗涤3次后加入电泳上样缓冲液煮沸5 min, 取上清进行SDS-PAGE电泳分析。用Trx/His/S-tag标签蛋白代替rVP110的平行处理为阴性对照。
1.8  克氏原螯虾体内中和实验
根据Jiang 等[13]的方法制备WSSV粗提液(CWSSV)。将1 mg/mL的rAK悬液与PBS稀释103倍的CWSSV等体积混合后室温孵育4 h, 按100 µL/尾腹腔注射克氏原螯虾; 同时将与rAK悬液等浓度的GST-tag蛋白(约0.4 mg/mL)与CWSSV在室温下等体积孵育4 h后注射克氏原螯虾, 作为阳性对照; 以注射0.4 mg/mL的GST-tag蛋白悬液为阴性对照。每实验组20尾螯虾, 每个处理进行3个重复。感染后逐日记录实验螯虾的死亡数, 收集死亡螯虾的鳃组织以PCR检测WSSV感染情况。
1.9  中国明对虾感染WSSV后鳃细胞中AK基因的表达变化
选取暂养5 d的健康中国明对虾50尾, 以经PBS稀释103倍的CWSSV腹腔注射感染WSSV, 每尾注射50 μL, 对照组注射等量的PBS。在感染后0、6、12、18、24、36、48和72 h分别随机选取3尾对虾, 取对虾的鳃组织, 以5倍体积的Sample protector保存样品。以Trizol提取中国明对虾鳃细胞总RNA, 反转录合成cDNA。根据GenBank中提供的中国明对虾精氨酸激酶的基因序列(AY661542)和β-actin的基因序列(DQ20​5426), 运用Primer Express3.0软件设计SYBR Green I荧光实时定量PCR的上、下游引物AKF2、AKR2和β-actinF、β-actinR(表1)。
按照SYBR® Premix Ex TaqTM操作说明在冰上配制PCR反应液。PCR程序设置为95℃变性2 min; 95℃变性10 s, 59℃复性10 s, 72℃延伸20 s ; 40个循环。所有反应设置3个重复。PCR数据经
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计算后, 将数据进行统计分析处理。实验结果数据运用SPSS 13.0软件采用ANOVA单因素方差分析和Tukey多重比较进行组间差异显著性比较, 当P<0.05时认为差异显著。
1.10  中国明对虾感染WSSV后鳃细胞中AK的酶活变化
在感染WSSV后0、24、48 h分别取3只中国明对虾的鳃组织, 以预冷的匀浆缓冲液(0.4 mol/L Tris base, 1 mmol/L EDTANa2·2H2O, 25 µmol/L PMSF, 10 mmol/Lβ-巯基乙醇, 5 µmol/L NaN3, pH8.0)对鳃组织进行匀浆, 离心后用缓冲液调整鳃组织蛋白浓度为1 mg/mL。参照Yu等[14]的方法, 将新鲜配置的测AK酶活底物(5.7 mmol/L精氨酸, 6.6 mmol/L醋酸镁, 4.4 mmol/L Na2ATP, 0.015%百里香酚蓝, 0.0025%甲酚红)在30℃预热10 min, 将1 mL底物加于比色杯中, 加入10 µL鳃组织蛋白液后迅速混匀测定1 min内A575的下降值。按如下公式计算鳃细胞中AK的酶比活。
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2  结果与分析
2.1  VP110的重组表达
扩增的VP110基因包含564 bp编码188个氨基酸, 理论蛋白分子量为20 kD, 将扩增的VP110基因片段插入表达质粒pET-32(a)+, 转化大肠杆菌后诱导表达。蛋白电泳结果显示, 与未诱导表达的重组菌(图1泳道1)相比, 诱导后的重组表达菌在41 kD处有1条明显的表达蛋白条带(图1泳道4), 由于pET-32(a)+的Trx/His/S-tag标签蛋白分子量为21 kD, 因此rVP110分子量与理论相符。经亲和层析纯化获得Trx/His/S-tag标签蛋白(图1泳道3)和rVP110蛋白(图1泳道5)。
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图1  重组VP110的SDS-PAGE电泳图
M. 蛋白分子量Marker; 1. 未诱导的pET-32(a)+转化菌; 2. 诱导表达的pET-32(a)+重组菌; 3. 纯化的Trx/His/S-tag蛋白; 4. 诱

导表达的VP110表达菌; 5. 纯化的rVP110蛋白.
Fig. 1  Identification of rVP110 expressed in BL21(DE3) by SDS-PAGE

M. Protein molecular weight marker; 1. Uninduced bacterial cell lysate; 2. Induced bacterial cell lysate harboring pET-32(a)+ vector; 3. Purified Trx/His/S-tag protein; 4. Induced bacterial cell lysate harboring pET-32a-VP110 vector;
5. Purified rVP110 protein.
2.2   Pull-down鉴定rVP110结合蛋白
SDS-PAGE分析pull-down沉淀蛋白, 电泳图结果显示, rVP110从鳃细胞蛋白中特异性捕获沉淀下两条蛋白条带, 分子量分别为40 kD和42 kD(图2泳道2), 而阴性对照Trx/His/S-tag在这两个位置没有明显的蛋白条带出现(图2泳道3)。

2.3  质谱鉴定结果
rVP110结合蛋白质谱分析数据在NCBInr数据库中的比对结果显示, 42 kD鳃细胞蛋白与凡纳滨对虾的肌动蛋白β-actin(gi|10304437)相似, 蛋白序列覆盖率为35%, 分数达到109(图3)。40 kD
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图2  Pull-down实验鉴定rVP110结合蛋白
M. 蛋白分子量标准; 1. 中国明对虾鳃细胞蛋白(CGPs); 2. rVP110在CGPs孵育后的沉淀蛋白; 3. Trx/His/S-tag代替

rVP110作为阴性对照.
Fig. 2  Identification of rVP110 binding proteins by pull-down assay

M. Protein molecular weight marker; 1. The profile of CGPs; 2. Co-sedimented proteins from CGPs with rVP110; 3. Trx/His/
S-tag instead of rVP110 as negative control.

结合蛋白与凡纳滨对虾的精氨酸激酶(gi|30733​4072)相似, 蛋白序列覆盖率为34%, 分值为93(图4)。由于AK为对虾体内能量代谢过程中的关键酶之一和主要的变应原[15−16],笔者将对AK做进一步的研究。
2.4  rAK的重组表达
AK的ORF包含1 071 bp编码356个氨基酸, 理论分子量为40 kD。将扩增获得的AK全长编码基因插入表达载体pGEX-4T-1, 转化大肠杆菌进行诱导表达。SDS-PAGE电泳结果显示, 与未诱导菌体相比(图5泳道1), 诱导后的阳性克隆菌株成功表达1条分子量为66 kD的融合蛋白(图5泳道4), 由于表达载体pGEX-4T-1包含26 kD的GST-tag标签蛋白, 因此该表达蛋白与理论相符, 经亲和纯化后获得较高纯度的GST-tag标签蛋白(图5泳道3)及重组AK蛋白(图4泳道5)。
2.5  rVP110与rAK的结合鉴定
SDS-PAGE分析pull-down沉淀蛋白, 结果显示rVP110可以与rAK发生相互结合(图6泳道3), 而Trx/His/S-tag标签蛋白不与rAK结合(图6泳道4)。
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图3  42 kD rVP110结合蛋白的质谱鉴定结果
A. 42 kD结合蛋白经胰蛋白酶水解后同凡纳滨对虾肌动蛋白β-actin相匹配的肽段氨基酸序列用下划线标出; B. 42 kD结

合蛋白肽指纹图谱.
Fig. 3  MALDI-TOFMS analysis result of 42 kD rVP110-binding protein 

A. The tryptic peptides that matched to β-actin sequence of Litopenaeus vannamei were indicated by bold and solid underline. B. The peptide mass fingerprinting of the 42 kD rVP110-
binding protein.
2.6  克氏原螯虾体内中和实验
体内中和实验结果显示, 以GST-tag标签蛋白与WSSV粗提液混合孵育后注射感染螯虾, 螯虾在感染后第2天开始出现死亡, 第8天时累积死亡率达到100%; 而注射rAK和CWSSV混合物的实验组螯虾死亡率明显低于阳性对照组, 第8天时累积死亡率仅为50%左右, 感染后15 d时累积死亡率达到90%; 只注射GST-tag标签蛋白的阴性对照组螯虾在整个实验过程中没有发生死亡(图7)。

2.7  中国明对虾感染WSSV后AK基因表达量的变化
中国明对虾感染WSSV后, AK基因相对表达水平与注射PBS对照组相比出现明显上调(P<0.05),
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图4  40 kD rVP110结合蛋白的质谱鉴定结果
A. 40 kD结合蛋白经胰蛋白酶水解后同凡纳滨对虾精氨酸激酶相匹配的肽段氨基酸序列用用下划线标出; B. 40 kD结合

蛋白肽指纹图谱.
Fig. 4  MALDI-TOFMS analysis result of the 40 kD rVP110-binding protein 

A.The tryptic peptides that matched to AK sequence of Litopenaeus vannamei were indicated by bold and solid underline. B.The
peptide mass fingerprinting of the 40 kD rVP110-bindingpr​otein.
在感染后18 h和24 h时AK基因表达水平显著高于对照(P<0.05), 随后开始迅速下降, 36 h和48 h时AK基因表达水平略低于对照组, 然后缓慢恢复到与对照组相当的表达水平(图8)。

2.8  WSSV感染后AK酶活变化
酶活检测结果显示,中国明对虾感染WSSV后, 鳃细胞中的AK酶活变化发生显著上升, 在感染后24 h达到最高水平, 显著高于对照组(P<0.05), 随后呈缓慢下降趋势; 在感染后48 h时, 酶活水平显著低于24 h(P<0.05), 但仍显著高于对照组(P<0.05, 图9)。

3  讨论
前期研究显示, 对虾的鳃细胞和血细胞是WSSV侵染的重要靶细胞[17−19], 是用于探究
[image: image7.png]



图5  重组AK蛋白SDS-PAGE电泳图
M. 蛋白分子量Marker; 1. 未诱导的pGEX-4T-1转化菌; 2. 诱导表达的pGEX-4T-1表达菌; 3. 纯化的GST-tag蛋白; 4. 诱导

表达的AK表达菌; 5. 纯化的rAK蛋白.
Fig. 5  SDS-PAGE profile of recombinant AK expressed in BL21(DE3)

M. Protein molecular weight marker; 1. Uninduced bacterial cell lysate; 2. Induced bacterial cell lysate harboring pGEX-4T-1 vector; 3. Purified GST-tag protein; 4. Induced bacterial cell lysate
harboring pGEX-AK vector; 5. Purified rAK protein.
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图6  Pull-down实验鉴定rVP110与rAK之间的相互结合
M. 蛋白分子量标准; 1. rAK; 2. rVP110; 3. rVP110与rAK相互作用; 4. Trx/His/S-tag与rAK相互作用; 5. Trx/His/S-tag.
Fig. 6  Binding assay between rVP110 and rAK by pull-down method

M. Protein molecular weight marker; 1. Purified rAK; 2. Purified rVP110; 3. rVP110 incubated with rAK; 4. Trx/His/S-tag incubated
with rAK; 5. Purified Trx/His/S-tag protein.

WSSV感染机理的良好材料。在本研究中选用中国明对虾鳃细胞用于鉴定病毒囊膜蛋白VP110的结合蛋白, 利用pull-down实验结合质谱分析, 在中国明对虾鳃细胞中鉴定出两个rVP110结合蛋白, 分别为AK和β-actin。

AK是无脊椎动物能量代谢过程中的关键酶
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图7  rAK在克氏原螯虾体内的中和实验
Fig. 7  The in vivo neutralization test of rAK in
 Procambarus clarkia
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图8  中国明对虾感染WSSV后AK基因表达量变化
*表示与对照组相比差异显著(P<0.05).

Fig. 8  Detection of AK transcript levels in gill post WSSV infection by real-time quantitative PCR

* donates significant difference with control(P<0.05).

之一, 它能可逆性地催化ATP磷酸化, 调控无脊椎动物体内ATP的浓度, 是重要的调控体内能量平衡的物质[20−21]。近年研究发现, AK在虾类WSSV感染应答中也扮演重要角色。在感染WSSV情况下, 克氏原螯虾和细角滨对虾(Litopenaeus stylirostris)的AK基因表达均会出现显著上调[22]。另有研究显示, 日本对虾(Penaeus japonicus)AK能与以WSSV囊膜蛋白VP28为靶目标的siRNA特异结合[23], 日本对虾的AK能结合WSSV同源区, 且在WSSV感染后AK表达
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图9  WSSV感染中国明对虾鳃细胞中的AK酶比活变化
Fig. 9  AK activity in gill of Fenneropenaeus chinensis after WSSV infection

发生明显变化[24]。本研究发现中国明对虾鳃细胞中的AK能够与rVP110结合, 且感染WSSV后AK基因出现表达上调、酶比活性升高, 由此推断AK的表达量上调与WSSV复制过程中产生的VP110蛋白与AK相结合相关, AK酶活性升高与WSSV感染对虾后机体代谢对能量的需求变化相关。另外, 本研究的动物中和实验显示, rAK对WSSV感染螯虾具有一定的中和活性。综合以上研究结果表明, AK在对虾免疫防御过程中起着重要作用。
actin是细胞最为保守的结构蛋白之一, 参与许多重要的细胞活动, 如肌肉收缩、细胞分化、细胞运动和细胞浆、细胞器运动等[25−26]。前期众多研究表明actin蛋白在参与病毒的胞内运动过程中发挥着重要作用[27−29], 且在WSSV中也鉴定到其结构蛋白VP26可与中国明对虾和螯虾的血细胞actin蛋白发生结合[30−31]。本研究通过pull-down实验发现rVP110能与中国明对虾鳃细胞actin蛋白发生结合, 推测WSSV结构蛋白VP110可能参与WSSV在靶细胞内的运动过程。
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Interaction between WSSV envelope protein VP110 and binding proteins on the gills of Chinese shrimp, Fenneropenaeus chinensis
ZHAO Jianmei, TANG Xiaoqian, ZHAN Wenbin
Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266003, China
Abstract: White spot syndrome virus (WSSV) is one of the most virulent viral pathogens of the shrimp-farming industry worldwide, causing high mortality and resulting in serious economic losses. The viral envelope proteins play very important roles in WSSV infection of shrimps. To investigate the interaction between WSSV envelope protein VP110 and gill cell proteins of the Chinese shrimp, Fenneropenaeus chinensis, a truncated VP110 protein containing the RGD motif was recombinantly expressed in Escherichia coli BL21(DE3) as a fusion protein with Trx/His/S-tag. Using a pull-down assay, two prominent protein bands with molecular weights of 40 kD and 42 kD were identified from gill cell proteins of F. chinensis using recombinant VP110 (rVP110), which were identified as arginine kinase (AK) and β-actin by mass spectrometry (MS) analysis. The AK gene of F. chinensis was cloned and expressed as a fusion protein with GST-tag using the pGEX-4T-1 vector, and the binding interaction between the recombinant AK (rAK) and rVP110 was further confirmed by a pull-down assay. In an in vivo neutralization assay, rAK appeared to be able to partially block WSSV infection and delayed the death of WSSV-infected crayfish. In addition, following WSSV infection, AK mRNA level in the gills was upregulated compared with the control group, as assessed by real-time quantitative PCR. The AK enzyme activity in the gills was also upregulated. These results suggested that AK in F. chinensis plays a role in WSSV infection.
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