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摘要 设计合成了靶向对虾白斑综合征病毒(WSSV)基因组不同位点的5个shRNA:RR9、RR1、DP1、DP2
和PK1,并在凡纳滨对虾体内实施了RNA干扰(RNAi)抗 WSSV增殖的试验。结果显示:5个shRNA不同程度

地抑制了 WSSV的复制,降低了对虾的死亡率,其中,靶向病毒核糖核酸还原酶的shRNARR9的RNA干扰效

果最佳。
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  作 为 对 虾 白 斑 综 合 征(whitespotdisease,

WSD)的病原,对虾白斑综合征病毒(whitespot
syndromevirus,WSSV)以其对宿主的泛嗜性、高致

病性以及高致死率而位居“需向OIE报告的对虾三

大病毒性病原”之首。对虾一般感染48h后即可出

现典型症状———红体和甲壳白斑,3~10d内死亡

率可高达100%[1]。因此,自从1993年该病首次暴

发以来,几乎每年给我国对虾养殖业带来巨大经济

损失,塘口绝收现象常有发生。与其它无脊椎动物

一样,对虾特异性免疫机制的缺乏大大增加了对其

病毒防治的难度。由于疾病频发和专用防治药物的

匮乏,导致各种消毒、防治药物的滥用;养殖生态系

统遭到持续破坏,海洋生态平衡和水产养殖业的可

持续发展受到严重威胁[2]。鉴于我国对虾养殖面积

和产量的逐年递增,寻求高效、特异的抗病毒方法成

为确保对虾养殖业健康发展的关键。

RNA干扰(RNAinterference,RNAi)是在真

核细胞 中 由 双 链 RNA(dsRNA)诱 导 的 特 异 性

RNA降解过程,在细胞水平和动植物体内均表现出

高效特异的抗病毒能力[3-5]。近几年的相关研究证

明,RNAi在水生无脊椎动物体内也能激发高效的

抗病毒效应[6-7]。但是,由于水生无脊椎动物的特殊

性,相关研究仍然存在较多需要探究和发展的空

间[6-8]。鉴于以上原因和对虾病害现状,笔者也于近

期在凡纳滨对虾体内实施了RNAi技术抑制WSSV
增殖的研究,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 WSSV 分离纯化与感染浓度的确定

将人工接种 WSSV死亡的凡纳滨对虾去除附

肢、头胸甲和肝胰腺并称质量,用0.01mol/LPBS
(pH7.4)按每10mL1g的量稀释并匀浆,匀浆液

于4℃4000r/min离心20min,上清液用0.45μm
滤膜过滤除菌并分装成病毒保存液,-86℃冻存备

用。同时参照Robalino等[8]的方法,以7d内对虾

全部死亡的组的最大病毒稀释度作为RNAi用病毒

感染液使用剂量。
1.2 shRNA 的设计与构建

设计了5个靶向 WSSV基因组(GenBank登录

号:AF369029)的小干扰 RNA(smallinterfering,

siRNA),对应序列见表1。所有siRNA均合成发

卡型shRNA(晶赛)。
1.3 RNAi 试验

体质量7~9g、PCR检测阴性的健康凡纳滨对

虾在室内池塘暂养1周后,随机分成不同shRNA
干扰组,阳性对照组和阴性对照组各1个,分别暂养
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表1 靶向 WSSV基因组不同位点的shRNA序列

Table1 shRNAsequencestargetingdifferentsitesinWSSVgenome

shRNA 序列Sequence 靶基因 Targetgene

RR9
GGACCAACAAAC-
CCAAGAA

核糖核酸还原酶

Ribonucleotidereductase

RR1
GACGGTCCATGAT-
GTGAGA

核糖核酸还原酶

Ribonucleotidereductase

DP1
GGCTCATGAAACT-
GCCTAT

DNA聚合酶

DNApolymerase

DP2
GACACTCTATTGC-
CACAGA

DNA聚合酶

DNApolymerase

PK1
GGCAATTGCTGCT-
TCTTGA

蛋白激酶

Proteinkinase

于90L的白色玻璃纤维桶中。用胰岛素注射器分

别于干扰组凡纳滨对虾第四腹节的一侧肌肉注射

shRNA50μL/只(25μg),4h后于对侧肌肉注射

WSSV感染液50μL/只;与此同时,阳性对照组分

别每只注射50μL0.01mol/LPBS(pH7.4)和50

μLWSSV感染液,而阴性对照组2次均注射50

μL/只0.01mol/LPBS(pH7.4)。对虾养殖水温

控制在27~28℃,每天换水1/2,24h持续充气。
1.4 RNAi 抗 WSSV 效应分析

1)对虾死亡率观察。对虾随机分成5个shR-
NA(RR9、RR1、DP1、DP2和PK1)干扰组,1个阳

性对照组(W),以及1个阴性对照组(Z),每组9只

对虾,按本文“1.3”方法实施RNAi试验。每天观察

4次,及时捡出死亡和濒死对虾,记录死亡数,并且

以 WSSV特异PCR引物检测死亡对虾,持续观察

7d。试验重复3次。

2)PCR检测 WSSV。对虾随机分成5个shR-
NA干扰组和 W、Z2个对照组,每组15只对虾,按
本文“1.3”方法实施RNAi试验。WSSV感染72h
后,每组随机采集4只对虾分别提取总DNA并等

量混匀,半定量PCR法检测分析各组采集对虾的平

均 WSSV感染量。
所有待检对虾均剪取背部肌肉,按Tiangen组

织基因组DNA提取试剂盒说明抽提总DNA。参

考 WSSV和凡纳滨对虾基因组分别设计2对引物

P1、P2[9] 和 P3、P4。 其 中,P1 (5′-GTGAC-
CAAGACCATCGAA-3′)和 P2(5′-CCACACCTT-
GAATGTTCCC-3′)扩增 WSSV囊膜蛋白VP28基

因片段;P3(5′-GATCGAGTGGAGGGCAAGT-3′)
和P4(5′-ACGACCATTCGGGCTGTA-3′)用于扩

增对虾18SrDNA基因片段。产物长度应分别为

280和282bp。根据宝生物ExtaqHSPremix试

剂盒说明书分别扩增上述片段,反应条件为94℃
3min;94℃30s,55℃30s,72℃30s,共30个循

环;最后72℃ 延伸5min。PCR产物经2%琼脂糖

凝胶电泳后检测。

2 结果与分析

2.1 WSSV 的感染浓度

为了标准化每次RNAi试验的 WSSV感染量,
本研究根据Robalino等[8]的方法确定RNAi试验

用病毒感染剂量为1×10-3倍的 WSSV保存液。
2.2 不同 shRNA 降低对虾死亡率的效果

WSSV感染7d后,对各组对虾的累积死亡率

进行分析比较发现,除阴性对照组外,各组都存在对

虾死亡现象。但是,如图1所示,各shRNA干扰组

的对虾累积死亡率均低于阳性对照组(W),显示不

同shRNA均有保护对虾抵抗 WSSV感染的作用,
其保护对虾抵抗 WSSV侵袭的能力大小依次为:

RR9>DP1>DP2>RR1>PK1。

图1 各组 WSSV感染对虾的死亡率

Fig.1 ThemortalityofWSSV-infectedL.

vannameishrimpineverygroup
2.3 不同 shRNA 抑制 WSSV 增殖的效应分析

WSSV感染72h后,对各组对虾体内携带的

WSSV进行半定量分析。结果显示(图2),各shR-
NA干扰组对虾体内 WSSV的平均感染量均低于

W组,说明凡纳滨对虾体内 WSSV的增殖被shR-
NA不同程度抑制。尤其是RR9组与 W 组的对虾

病毒 携 带 量 差 异 显 著,显 示 了 shRNA RR9 对

WSSV增殖的高效抑制作用。以上结果与对虾死

亡率试验基本一致,证实导入shRNA后对虾死亡

率降低的主要原因是序列特异的shRNA在对虾体

内激发了RNAi抗 WSSV的通路。

3 讨 论

对虾白斑综合征病毒(WSSV)宿主广泛、感染

对虾病死率极高,自20世纪90年代暴发以来,几乎
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 M.Marker;1~ 7.W,DP2,RR1,RR9,DP1,PK1和 Z组 The

groupofW,DP2,RR1,RR9,DP1,PK1andZ;A1.各组对虾平均

WSSV感 染 量 Theaveragequantityof WSSVcarriedbythe

shrimpineverygroup;A2.各组对虾平均18SrDNA携带量(内

标)Theaveragequantityof18SrDNAinshrimpinthesame

group(internalcontrol);B1,B2.分别为重复试验的结果 Results

oftherepeatedtrial.

图2 不同处理组对虾体内 WSSV的平均感染量

Fig.2 RelativequantityofWSSVcarriedbythe

L.vannameishrimpindifferentgroups

每年都给我国对虾养殖业带来巨大经济损失。由于

对虾属于无脊椎动物,缺乏特异的适应性免疫机制,
病毒防治不能沿用在脊椎动物行之有效的疫苗措

施,因此,寻求抗体以外的高效防治策略一直是

WSSV防治研究的重点。在此之前,国内外已经实

施了一些RNAi技术抗 WSSV复制的相关研究探

索[6-8]。Wu等[7]分别设计了靶向 WSSV复制相关

酶和病毒组装相关结构蛋白基因的siRNA,通过一

系列筛选试验后确认,靶向复制相关酶的siRNA表

现出更好的抗 WSSV攻击的能力,对虾成活率普遍

高于结构蛋白基因干扰组,这与我们先前在脊椎动

物体内实施RNAi试验的结论一致[4-5]。鉴于对虾

白斑综合征病毒基因组巨大,根据传统siRNA设计

原则筛选靶向全病毒基因组的所有可能siRNA将

不利于高效筛选,因此本研究中我们只设计了5个

靶向病毒复制相关酶的小RNA,以期快速筛选出高

效抗病毒分子。正如预期的一样,病毒PCR检测和

对虾死亡率分析结果均表明,这5个shRNAs可同

时降低对虾体内 WSSV感染量和对虾死亡率,尤其

是靶向病毒核糖核酸还原酶的shRNARR9的保护

效果最为明显。综合分析显示,对虾死亡率的降低

与对虾体内病毒 DNA 的减少成正相关,说明是

shRNA诱 导 的 特 异 RNAi不 同 程 度 地 抑 制 了

WSSV的增殖,减轻了 WSSV对对虾的攻击,降低

了对虾死亡率。
已有报道指出,在无脊椎动物体内也存在着类

似脊椎动物的病毒特异的小RNA干扰机制[6-7,10],
这与本文的结论一致,而与部分研究人员认为的短

序列无效[8]的结论相矛盾。仔细分析国内外以及我

们的各种多序列筛选的试验结果发现,并非所有根

据RNAi原则设计的序列均能有效抑制目的病毒的

复制[4,7],这与序列本身的碱基组成和 mRNA的二

级结构等均有关,因此,某几个序列低效甚至无效并

不能代表所有序列的结果。当然,这里是否还存在

某些来自无脊椎动物的原因还有待探索。
当然,我们研究的资料以及相关研究报道[11]也

表明,由于病毒感染对虾后增殖迅速、致死率高,目
前RNAi技术作为疾病暴发后的治疗措施,效果明

显弱于预防性应用。因此,一方面,对于 WSSV的

防治应重点在于预防和及早治疗;另一方面,也提示

我们 WSSV相关RNAi研究仍需加强和深入。为

此,我们将在后续研究中选定具有高效抗病毒能力

的RR9构建成抗病毒表达载体,为把RNAi技术尽

早应用于水产实践做进一步优化和探索。
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ZHOUJun-fang1 YANGXian-le2 WANXi-he3 SHENHui3 FANGWen-hong1

1.EastChinaSeaFisheriesResearchInstituteChineseAcademyofFishery
Sciences/KeyLaboratoryofMarineandEstuarineFisheriesResourcesand

Ecology,MinistryofAgriculture,Shanghai200090,China;

2.AquaticPathogenCollectionCenterofMinistryofAgriculture,

ShanghaiOceanUniversity,Shanghai201306,China;

3.JiangsuInstituteofMarineFisheries,Nantong226007,China

Abstract FiveshRNAstargetingdifferentsitesinwhitespotsyndromevirus(WSSV)genome,re-
spectivelydesignatedasRR9,RR1,DP1,DP2andPK1,weredesignedandconstructed.Followedby
WSSVinfection,eachofwhichwasintroducedintoLitopenaeusvannameishrimpbyinjection.There-
sultdemonstratedthatboththeproliferationofWSSVinvivoandtheshrimpmortalityweredecreased
indifferentdegreesinalloftheshRNAs-treatedgroups.Basedontheanalysis,theRR9targetingWSSV
ribonucleotidereductasegenehadthebestprotectiveeffectagainstWSSV,whichwouldbeusedfora
furtherresearchonanti-WSSVbyRNAi.

Keywords Litopenaeusvannamei;whitespotsyndromevirus(WSSV);RNAinterference(RNAi)
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