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对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒编码 

蛋白的相互作用研究* 

陈沈雪  魏永伟  苗  亮  陈  炯① 
(宁波大学海洋学院  生物化学与分子生物学实验室  宁波  315211) 

摘要     采用 Matchmaker 酵母双杂交系统 , 将对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒 (Infection 

hypodermal and hematopoietic necrosis virus, IHHNV)编码蛋白 NS1、NS2和 CP序列分别构建到酵母

猎物载体 pGADT7 和诱饵载体 pGBKT7 上, 分别转化至酵母 AH109 以检测重组猎物载体和诱饵载

体的自激活作用及对宿主的毒性作用, 发现无自激活作用和毒性作用, 随后将重组猎物载体和诱饵

载体两两共转至酵母 AH109 中, 涂布于 SD/-Leu/-Trp 固体培养基上, 再点种至 SD/-Ade/-His/-Leu/- 

Trp/X-α-gal 固体培养基以鉴定编码蛋白间的相互作用。表型鉴定结果显示 , 只有共转化有

pGADT7-CP/pGBKT7-CP 的酵母重组子能够在 SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-α-gal 上生长并显蓝, 而其

它重组子均不能在其上生长, 表明病毒的 CP能够自身互作, 而其他编码蛋白间无相互作用。为了进

一步研究病毒 CP自身互作的作用位点, 分别从 CP的 N端和 C端截短若干个氨基酸序列, 结果发现

CP的自身互作是高度敏感的, 任何较少氨基酸序列的缺失都将导致其自身互作的丧失。本研究为深

入探讨病毒的组装机制和致病机理奠定了理论基础。 
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传染性皮下及造血组织坏死病毒 (Infection 

hypodermal and hematopoietic necrosis virus, IHHNV)
是感染对虾的一种重要病原 , 首次发现于美国夏威

夷地区的南美蓝对虾(Litopenaeus stylirostris), IHHNV

感染可引起南美蓝对虾幼虾 90%的死亡(Tang et al, 

2000; Tang et al, 2001; Encinas-García et al, 2015)。

IHHNV亦可感染南美白对虾(Litopenaeus vannamei), 

但不引起对虾的死亡 , 而引起慢性矮小残缺综合征

(Runt Deformity Syndrome, RDS)(Hsieh et al, 2006; 
Dhar et al, 2007, Lightner, 2011), 患病对虾生长缓慢, 

导致其产量和质量急剧下降 , 给对虾养殖业造成巨

大的经济损失(Galván-Alvarez et al, 2012; Silva et al, 

2014; Encinas-García et al, 2015)。 

IHHNV是单链线性 DNA病毒, 无囊膜, 为二十

面 体 , 直 径 为 22—23 nm, 属 于 细 小 病 毒 科

(Parvoviridae)、浓核病毒亚科(Densovirinae), 是目前

已知最小的对虾病毒(Lightner, 1999; Mendoza-Cano 

et al, 2014; Silva et al, 2014; Shen et al, 2015)。IHHNV

基因组全长约 3.9—4 kb, 含有 3个开放阅读框(Open 

Reading Frame, ORF), ORF1和ORF2分别编码非结构

蛋白 1和 2 (nonstructural protein 1, NS1; nonstructural 

protein 2, NS2), ORF3 编码病毒的衣壳蛋白(capsid 

protein, CP)。NS1、NS2和 CP分别含 666个氨基酸

(75.77 kDa), 343个氨基酸(42.11 kDa)和 329个氨基酸

(37.48 kDa) (Shike et al, 2000; Vega-Heredia et al, 
2012)。Tang 等(2003)研究认为 NS1 可能参与调控病

毒转录及复制过程中的酶活性; Geng等(2012)研究发

现 NS2 可与对虾肌动蛋白相互作用, 并在病毒感染
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过程中起着重要作用; Hou等(2009)将 CP进行原核表

达后 , 发现该重组蛋白能够自我组装成病毒样颗粒

(virus-like particles, VLPs)。除上述报道外, 目前针对

IHHNV 编码蛋白的相关基础研究鲜有报道。病毒编

码蛋白间的相互作用在病毒生命周期中发挥重要作

用, 能够直接影响病毒复制和侵染, 因此, 研究病毒

编码蛋白间的相互作用有助于深入理解病毒感染过

程和病毒与宿主间的相互作用(Guo et al, 2001; Lian 

et al, 2014)。然而, 目前尚未有 IHHNV编码蛋白间相

互作用展开相关研究的报道。本研究构建了 IHHNV

编码的三种蛋白 NS1、NS2和 CP的酵母双杂交载体, 

研究 3个编码蛋白间的相互作用情况, 以期为深入研

究 IHHNV的组装机制和致病机理研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

大肠杆菌TG1、酵母菌株AH109, 载体 pGADT7、

pGBKT7、 pGADT7-T、 pGBKT7-53、 pGBKT7-lam

由本实验室保存。SD/-Leu、SD/-Trp、SD/-Ade/-Leu、

SD/-His/-Leu 、 SD/-Ade/-Trp 、 SD/-His/-Trp 、

SD/-Leu/-Trp、SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp、Minimal SD 

Base、X-α-gal 购自 Clontech 公司; PCR 相关试剂、

pMD19-T Vector Cloning Kit、Nde I、BamH I等购自

TaKaRa公司; GEL Extraction Kit和 Plasmid Mini Kit I

购自Omega公司; 引物由英潍捷基(上海)贸易有限公

司合成; 序列由上海华大基因进行测定。 

1.2  方法 

1.2.1  PCR扩增 IHHNV NS1、NS2、CP序列    根

据本实验室克隆的 IHHNV 的基因组全长序列

(KP733862)设计引物 (见表 1), 以本实验室提取的

IHHNV Wenzhou株基因组为模板进行 PCR扩增。反

应条件为: 94℃预变性 2 min, 94℃ 30 s, 60℃退火

30 s, 72℃延伸 2 min, 共 35 个循环 , 最后 72℃延

伸 10 min。参照 GEL Extraction Kit回收 PCR 产物 , 

并将其克隆至 pMD19-T 载体。将重组载体命名为

pMD19-NS1、pMD19-NS2、pMD19-CP。  

表 1  本研究用到的寡核苷酸引物 
Tab.1  The oligonucleotide primers used in this study 

引物名称 引物序列(5’—3’ ) 酶切位点 产物长度(bp) 

pGAD/BKT7-NS1(+) CCATATGATGGCCAAGGACATACTGCAT Nde I 2001 

pGAD/BKT7-NS1(–) GGGATCCTTATGTGCATCCCTCCTGGAT BamH I  

pGAD/BKT7-NS2(+) CCATATGATGTCAACGGACAGTGTCAAC Nde I 1092 

pGAD/BKT7-NS2(–) GGGATCCCTACTGCGTCTTCGTCTCTT BamH I  

pGAD/BKT7-CP(+) CCATATGATGTGCGCCGATTCAACAAG Nde I 990 

pGAD/BKT7-CP(–) GGGATCCTTAGTTAGTATGCATAATATAACA BamH I  

pGBKT7-CP151(+) CCATATGATGCAAACAAGAAGATACTTCG Nde I 840 

pGBKT7-CP301(+) CCATATGATGGTAAAATCAATGATGAAGAC Nde I 690 

pGBKT7-CP451(+) CCATATGATGATATTTAAGGATACTACTGG Nde I 540 

pGBKT7-CP601(+) CCATATGATGGAACAAATGCGAACCGG Nde I 390 

pGBKT7-CP837(–) GGGATCCTCAAAGTTCGTCTCCATTTGG BamH I 840 

pGBKT7-CP687(–) GGGATCCCTATCCGGTTGTTGGTATTTC BamH I 690 

pGBKT7-CP537(–) GGGATCCCTATTGGGGATTTTGTATCCAT BamH I 540 

pGBKT7-CP387(–) GGGATCCCTAGTCTTTCATAAGGGGTAC BamH I 390 

下划线为酶切位点 

 
1.2.2  猎物载体及诱饵载体的构建及鉴定    参照

Plasmid Mini Kit I精抽重组质粒, 用 Nde I和 BamH I

进行双酶切 , 并用同样的酶双酶切 pGADT7 和

pGBKT7。回收酶切产物并进行连接, 构建酵母猎物

载体 pGADT7-NS1、pGADT7-NS2、pGADT7-CP, 

诱饵载体 pGBKT7-NS1、pGBKT7-NS2、pGBKT7-CP, 

并转化大肠杆菌 TG1, 涂布于含有氨苄霉素(100 μg/mL)

或卡那霉素(50 μg/mL)的 LB平板。挑选单菌落经 PCR

初步验证, 再用 Nde I和 BamH I进行双酶切验证后, 

将阳性克隆送至上海华大基因科技有限公司进行测

序。 

1.2.3  猎物蛋白及诱饵蛋白对酵母 AH109 的毒性检

测    用灭菌的牙签挑取含有重组猎物载体或诱饵

载体的酵母  AH109 阳性克隆至  50 mL SD/-Leu/ 
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Amp (20μg/ml)或 SD/-Trp/Kan (20 μg/mL)液体培养基

中, 30℃, 230 r/min培养 24 h后, 检测其 OD值。 

1.2.4  猎物蛋白及诱饵蛋白自激活检测     将

AH109/pGADT7-NS1、AH109/pGADT7-NS2、AH109/ 

pGADT7-CP 菌液涂布于 SD/-Leu/X-α-gal、SD/-His/- 

Leu/X-α-gal、SD/-Ade/-Leu/X-α-gal, AH109/pGBKT7- 

NS1、AH109/pGBKT7-NS2、AH09/pGBKT7-CP菌液

涂布于 SD/-Trp/X-α-gal、SD/-His/-Trp/X-α-gal、SD/- 

Ade/-Trp/X-α-gal平板, 30℃倒置培养 3—5 d, 观察其

生长情况和颜色变化。 

1.2.5  猎物载体及诱饵载体共转化酵母    酵母猎

物载体及诱饵载体精抽后, 根据 LiAc 法共转化至酵

母 AH109中, 涂布于 SD/-Leu/-Trp固体培养基, 30℃

倒置培养 3—4 d。随机挑取 6 个单菌落至

SD/-Leu/-Trp液体培养基, 30℃, 230 r/min培养 24 h。

经菌液 PCR 验证后 , 点种至 SD/-Ade/-His/-Leu/- 

Trp/X-α-gal固体培养基, 倒置培养 3—5 d, 并观察其

生长及颜色变化。 

1.2.6  IHHNV CP 自身作用区域的鉴定    参照方

法 1.2.1和 1.2.2, 根据 IHHNV的 CP序列设计引物(见

表 1), 以本实验室提取的 IHHNV Wenzhou株基因组

为模板进行 PCR扩增。切胶回收目的片段, 并分别克

隆至 pMD19-T载体, 经Nde I和BamH I双酶切后, 连

接到经相同酶切的 pGBKT7载体, 构建 CP缺失诱饵

载体 pGBKT7-CP151(+)、pGBKT7-CP301(+)、pGBKT7- 

CP451(+)、pGBKT7-CP601(+)、pGBKT7-CP387()、

pGBKT7-CP537()、 pGBKT7-CP687()、 pGBKT7- 

CP837()。随后, PCR 和双酶切验证重组 CP 缺失诱

饵载体 , 经测序无误后 , 再分别与猎物载体

pGADT7-CP 共转化至酵母 AH109 中 , 涂布于

SD/-Leu/-Trp 平板, 并进一步点种于 SD/-Ade/-His/- 

Leu/-Trp/X-α-gal平板, 观察其生长及颜色变化。 

2  结果 

2.1  IHHNV编码蛋白序列的扩增 

以本实验室提取的 IHHNV Wenzhou 株基因组为

模板进行 PCR扩增 NS1、NS2、CP序列, 得到约 2 kb、

1.1 kb、1 kb 的片段(图 1), 与预期目的片段大小相

符合。 

2.2  猎物载体及诱饵载体的鉴定 

重组猎物载体及诱饵载体经 PCR 及 Nde I 和

BamH I双酶切分析, 结果表明 NS1、NS2、CP已成

功插入到 pGADT7(图 2A)和 pGBKT7 载体(图 2B)。 

 

图 1  IHHNV NS1、NS2、CP基因的 PCR扩增 
Fig.1  PCR amplification of IHHNV NS1, NS2 and CP 

M: DNA分子量标准; 1: NS1扩增产物; 2: NS2扩增产物; 3: CP扩

增产物 

 
测序结果显示 , 目的片段已正确插入到猎物载体和

诱饵载体, NS1、NS2、CP序列无任何碱基的缺失或

突变。 

2.3  猎物蛋白及诱饵蛋白对酵母 AH109的毒性检测 

挑取 AH109/pGADT7-NS1、AH109/pGADT7- 

NS2、AH109/pGADT7-CP 单克隆于 50 mL SD/-Leu/ 

Amp (20 μg/mL)培养基中, pGBKT7-NS1、pGBKT7- 

NS2、pGBKT7-CP于 SD/-Trp/Kan (20 μg/ml)培养基

中, 30℃振荡培养 24 h, 测得菌液 OD600分别为 0.83、

1.02、1.16, 均大于 0.8, 表明猎物蛋白及诱饵蛋白对

酵母 AH109无毒性作用, 可用于进一步实验的展开。 

2.4  猎物蛋白及诱饵蛋白的自激活检测 

将 AH109/pGADT7-NS1、AH109/pGADT7-NS2、

AH109/pGADT7-CP 涂布于 SD/-Leu/X-α-gal、SD/- 

His/-Leu/X-α-gal、SD/-Ade/-Leu/X-α-gal, 观察到其均

能在 SD/-Leu/X-α-gal 平板上生长但不显蓝(图 3A), 

而在 SD/-His/-Leu/X-α-gal 和 SD/-Ade/-Leu/X-α-gal

平板均不能生长(图 3B 和 3C); 将 AH109/pGBKT7- 

NS1、AH109/pGBKT7-NS2、AH109/pGBKT7-CP 涂

布于 SD/-Trp/X-α-gal、SD/-His/-Trp/X-α-gal 和 SD/- 

Ade/-Trp/X-α-gal 平板上, 观察到其能在 SD/-Trp/X- 

α-gal 平板上生长但不显蓝(图 3D), 在 SD/-His/-Trp/ 

X-α-gal 和 SD/-Ade/-Trp/X-α-gal 平板均不能生长(图

3E和 3F)。结果表明, 该重组猎物载体及诱饵载体表 
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图 2  重组猎物载体及诱饵载体双酶切及 PCR鉴定 
Fig.2  Digestion and PCR identification of recombined prey vectors and bait vectors 

A. 重组猎物载体双酶切及 PCR鉴定, M: DNA分子量标准; 1: pGADT7-NS1; 2: pGADT7-NS1双酶切; 3: pGADT7-NS1的 PCR检测; 4: 

pGADT7-NS2; 5: pGADT7-NS2双酶切; 6: pGADT7-NS2的 PCR检测; 7: pGADT7-CP; 8: pGADT7-CP双酶切; 9: pGADT7-CP的 PCR检测。

B. 重组诱饵载体双酶切及 PCR鉴定, M: DNA分子量标准; 1: pGBKT7-NS1; 2: pGBKT7-NS1双酶切; 3: pGBKT7-NS1的 PCR检测; 4: 

pGBKT7-NS2; 5: pGBKT7-NS2双酶切; 6: pGBKT7-NS2的 PCR检测; 7: pGBKT7-CP; 8: pGBKT7-CP双酶切; 9: pGBKT7-CP的 PCR检测 

 

图 3  猎物蛋白和诱饵蛋白自激活作用检测 
Fig.3  Self-activation analysis of prey proteins and bait proteins 

AH109/pGADT7-NS1(1)、AH109/pGADT7-NS2(2)、AH109/pGADT7-CP(3)在 SD/-Leu/X-α-gal(A)、SD/-His/-Leu/X-α-gal(B)、

SD/-Ade/-Leu/X-α-gal(C)上生长情况; AH109/pGBKT7-NS1(4)、AH109/pGBKT7-NS2(5)、AH109/pGBKT7-CP(6)在 SD/-Trp/X-α-gal(D)、

SD/-His/-Trp/X-α-gal(E)和 SD/-Ade/-Trp/X-α-gal(F)上生长情况 

 

达的蛋白无自激活特性, 不能自激活 AH109 报告基

因 ADE2、HIS3和 MEL1的表达, 可应用该酵母双杂

交系统进行 IHHNV 编码的 NS1、NS2和 CP蛋白间

相互作用研究。 

2.5  编码蛋白间相互作用的鉴定 

共转化有 pGADT7-NS1/pGBKT7-NS1、pGADT7- 

NS1/pGBKT7-NS2、pGADT7-NS1/pGBKT7-CP、

pGADT7-NS2/pGBKT7-NS1、pGADT7-NS2/pGBKT7- 

NS2、pGADT7-NS2/pGBKT7-CP、pGADT7-CP/pGBKT7- 

NS1、pGADT7-CP/pGBKT7-NS2、pGADT7-CP/pGBKT7- 

CP、pGADT7-T/pGBKT7-lam、pGADT7-T/pGBKT7- 

53 的酵母重组子 AH109 均能够在 SD-Leu/-Trp 固体

培养基上生长, 挑取各酵母重组子点种至 SD/-Ade/- 

His/-Leu/-Trp/X-α-gal 固体培养基 ,  只有转化有 
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pGADT7-CP/pGBKT7-CP 的酵母重组子能够在该固

体培养基上上生长并显蓝 , 与阳性对照 (共转化有

pGADT7-T/pGBKT7-53的酵母 AH109)生长状况一致, 

而其它酵母重组子均与阴性对照 (共转化有

pGADT7-T/pGBKT7-lam 的酵母 AH109)一样不能在

该培养基上生长(图 4)。说明 IHHNV编码蛋白 CP-CP

能够相互作用, 并激活 AH109报告基因 ADE2、HIS3

和 MEL1的表达, 而其它编码蛋白间不存在相互作用

(表 2)。 

表 2  酵母双杂交分析 IHHNV 编码蛋白间的相互作用 
Tab.2  Yeast two hybrid analysis of the interactions among 

IHHNV encoding proteins 

GAL4-AD 
GAL4-BD 

NS1 NS2 CP 

NS1 － － － 

NS2 － － － 

CP － － + 

“+”代表菌落生长并显蓝; “－”代表未出现菌落生长 
 

2.6  IHHNV CP自身作用区域的鉴定 

为进一步确定 CP 蛋白自身互作的作用位点, 分

别对 CP蛋白的 N端和 C端进行逐段缺失, 构建新的

CP 缺失型诱饵载体 pGBKT7-CP151(+)、pGBKT7- 

CP301(+)、pGBKT7-CP451(+)、pGBKT7-CP601(+)、

pGBKT7-CP387(－)、pGBKT7-CP537(－)、pGBKT7- 

CP687(－)、pGBKT7-CP837(－)(图 5A), 并与猎物载

体 pGADT7-CP 共转至酵母 AH109 中 ,  涂布于

SD/-Leu/-Trp 平板, 并进一步点种于 SD/-Ade/-His/-  

Leu/-Trp/X-α-gal 平板。结果显示构建的任何缺失体

均未观察到酵母重组子生长(图 5B), 说明 IHHNV CP

序列任何较小片段的缺失都会导致自身互作的丧失。 

 

图 4  IHHNV编码蛋白间相互作用鉴定 
Fig.4  Identification of the interactions between IHHNV 

encoding proteins 
1: AH109/pGADT7-NS1/pGBKT7-NS1;  

2: AH109/pGADT7-NS1/pGBKT7-NS2; 3: AH109/pGADT7- 
NS1/pGBKT7-CP; 4: AH109/pGADT7-NS2/pGBKT7-NS1;  

5: AH109/pGADT7-NS2/pGBKT7-NS2; 6: AH109/pGADT7- 
NS2/pGBKT7-CP; 7: AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-NS1;  

8: AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-NS2; 9: AH109/pGADT7- 
CP/pGBKT7-CP; 10: AH109/pGADT7-T/pGBKT7-lam;  

11: AH109/pGADT7-T/pGBKT7-53 

 

图 5  IHHNV CP自身互作作用位点鉴定 
Fig.5  Identification of the functional sites of CP for self-interaction 

A. CP氨基酸序列截短图谱; B. CP自身互作位点鉴定, 1: AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-CP151; 2: AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-CP301; 3: 

AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-CP451; 4: AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-CP601; 5: AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-CP387; 6: 
AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-CP537; 7: AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-CP687; 8: AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-CP837; 9: 

AH109/pGADT7-CP/pGBKT7-CP 
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3  讨论 

酵母双杂交是一种体内鉴定和分析蛋白-蛋白相

互作用的重要技术方法 , 能够检测蛋白间微弱和短

暂的相互作用。此外, 由于蛋白之间的相互作用是在

真核酵母细胞内进行 , 蛋白质可以其天然折叠状态

存在, 能够增加检测的灵敏度和可信度。目前, 该技

术已广泛应用于病毒蛋白相互作用的研究。例如 , 

Tacken等(2003)利用酵母双杂交技术鉴定传染性法氏

囊病毒(Infectious bursal disease virus, IBDV) VP2、

VP3、VP4和 VP5同型蛋白间的相互作用, 并用筛减

突变法进一步确定这些蛋白自身互作的位点; Wang

等(2015)利用酵母双杂交技术鉴定瓜类褪绿黄化病毒

(Cucurbit chlorotic yellows virus, CCYV)各编码蛋白

间的相互作用, 发现 P59和 P9能够自身互作, 进一步

分析其自身互作的作用位点后, 发现 P59的中间区域

(第 173—344 个氨基酸)是自身互作的必要位点, 而

P9的 3个不同截短位点与全长 P9均无相互作用; Lian

等(2014)用酵母双杂交系统发现水稻条纹病毒(Rice 

stripe virus, RSV)的核蛋白 (nucleocapsid protein, 

NP)N 端第 1—47 个氨基酸是其自身互作所必需的, 

并且第 42—47 个氨基酸是该作用最重要的氨基酸残

基。本研究成功构建了 IHHNV编码的 NS1、NS2和

CP蛋白酵母猎物载体 pGADT7-NS1、pGADT7-NS2、

pGADT7-CP 和诱饵载体 pGBKT7-NS1、 pGBKT7- 

NS2、pGBKT7-CP, 并且这些重组载体无自激活活性, 

不能激活酵母 AH109下游报告基因的表达。此外, 由

于某些融合蛋白可能对酵母具有一定的毒性作用 , 

本研究也测定了各酵母重组子在 SD/-Leu/Amp 或

SD/-Trp/Kan液体培养基中振荡培养 24h后的吸光值, 

结果显示各重组子的 OD600 均大于 0.8, 表明融合蛋

白对酵母 AH109无毒性作用。 

病毒蛋白-蛋白间的相互作用在病毒基因组复制

及病毒粒子的组装等过程中发挥重要的作用(Li et al, 

2013b)。如风疹病毒(Rubella virus, RV)结构蛋白 CP

能够通过与非结构蛋白 p150相互作用促进病毒 RNA

的复制(Tzeng et al, 2006; Sakata et al, 2014); 水稻矮

缩病毒(rice dwarf virus, RDV)非结构蛋白 Pns12 与

Pns11间存在相互作用, 而 Pns6与 Pns11间也存在相

互作用 , 这两组非结构蛋白间的相互作用均能影响

病毒的复制(Chen et al, 2015); 轮状病毒(Rotavirus)

非结构蛋白 NSP5 与非结构蛋白 NSP2 的相互作用, 

以及结构蛋白VP1与NSP5间强烈的相互作用共同促

进病毒的复制及病毒粒子的形成(Eichwald et al, 2004; 

Arnoldi et al, 2007)。本研究对 IHHNV各编码蛋白间

的相互作用进行研究, 结果显示, IHHNV的结构蛋白

CP 与非结构蛋白间 NS1、NS2 或者非结构蛋白 NS1

与 NS2 间不存在异型相互作用, 而只有病毒的结构

蛋白 CP 存在同型相互作用。然而, 人们在研究同属

细小病毒科的脊椎动物病毒时发现, 非结构蛋白NS1

能够增强病毒 CP基因的表达(Shike et al, 2000), 因

此, 细小病毒科的病毒非结构蛋白 NS1 通过何种方

式调控 CP基因的表达有待进一步研究。 

研究病毒衣壳蛋白间的自身互作是开展病毒自

我复制和装配的基础性研究, Hallan 和 Gafni 在研究

番茄黄曲叶病毒 (tomato yellow leaf curl virus, 

TYLCV)全长 CP和诱变 CP同型蛋白间的相互作用时, 

全长 CP 能够自身互作, 截短的蛋白序列能够与全长

CP 互作, 而不与其自身截短的蛋白序列互作, 从而

推测 CP-CP 间的相互作用是源于其中一个 CP 的 N

端序列与另一个 CP的 C末端序列相互作用(Hallan et 

al, 2001); Kang 等在研究大豆花叶病毒 (soybean 

mosaic virus, SMV)编码蛋白间的相互作用时发现 CP

能够自身互作, C末端序列(第 170—256 个氨基酸)的

截短会导致其自身互作的丧失, 由于预测C末端具有

很强的螺旋结构, 研究认为 C末端参与 CP的自身互

作能够促进病毒的组装(Kang et al, 2004; Kang et al, 

2006)。然而, 本研究发现 IHHNV 的 CP 截短后不能

够与全长 CP 发生相互作用, 这表明 CP 的自身互作

是高度敏感的 , 任何较少氨基酸序列的截短将导致

其自身互作的丧失。Hou 等(2009)在对 IHHNV的 CP

进行原核表达时, 发现 CP 能够自我组装成与天然

IHHNV 病毒粒子相同大小和形状的 VLPs, 因此, 我

们推测 CP-CP 的自身互作参与病毒颗粒的自我组装

过程, 而 CP 部分氨基酸序列的缺失将导致其自我组

装效率的降低。 

对虾养殖业是世界经济的重要组成部分 , 其中

南美白对虾为主要的对虾养殖种类。虽然近几年对虾

养殖产量不断增长 , 但因对虾疾病造成的经济损失

每年约达 10亿美元(Li et al, 2013a)。大部分的对虾疾

病是由细菌和病毒引起 , 而抗生素的使用并不能有

效防治病毒引起的疾病。对虾缺乏脊椎动物所特有的

获得性免疫应答, 由于缺乏抗体应答, 利用 VLPs 进

行药物传递或进行基因治疗将成为防治对虾病毒感

染的有效方法。近些年研究认为利用 VLPs 传递

siRNA 或 dsRNA 等干扰 RNA (interfering RNA, 
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iRNA)将能够有效抑制对虾病毒的复制 (Hou et al, 

2009), 本研究中, IHHNV CP的自身互作及其自身互

作的高度敏感性 , 将为寻找有效途径防治对虾病毒

感染提供指导意义。 
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INTERACTIONS BETWEEN INFECTIOUS HYPODERMAL AND HEMATOPOIETIC 
NECROSIS VIRUS (IHHNV) ENCODING PROTEINS OF PENAEID SHRIMP 

CHEN Shen-Xue,  WEI Yong-Wei,  MIAO Liang,  CHEN Jiong 
(Laboratory of Biochemistry and Molecular Biology, School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China) 

Abstract    We cloned the genes of infection hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV) of penaeid shrimp 

into the prey vectors pGADT7 and bait vectors pGBKT7 of Yeast Two-Hybrid System (Matchmaker). The constructed prey 

and bait plasmids were co-transformed into yeast strain AH109 to test the self-activation and toxicity. The results show that 

the recombined prey vectors and bait vectors were not self-activated, and were not toxic to AH109. Subsequently, the 

recombined prey vectors and bait vectors were co-transformed to AH109 and spread onto SD/-Leu/-Trp mediums, and then 

spot on SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-α-gal. Phenotypic identification showed that the co-transformation of pGADT7-CP and 

pGBKT7-CP could grow well and turn blue on plate while all others failed, indicating that only CP could interact with 

itself. A series of study on truncated CPs indicated that CP-CP interaction was extremely sensitive to any modification of 

CP. This study may provide a theoretical base for future investigations on mechanisms of virus assembly and pathogenesis. 

Key words    Infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus (IHHNV);  encoding proteins;  interaction;  

self-interaction;  yeast two-hybrid 

 


