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重组 WSSV 囊膜蛋白 VP281 和 VP31 的抗菌功能初步分析 
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摘要: 为了解白斑综合征病毒(white spot syndrome virus, WSSV)两种囊膜蛋白 VP281 和

VP31 的功能 , 本实验对二者进行了原核重组表达。利用一种组成型分泌原核表达质粒

pBTA1 为表达载体, 构建了组成型分泌 WSSV 囊膜蛋白 rVP281、rVP28 以及 rVP28 与增强

型绿色荧光蛋白 rEGFP 融合蛋白的重组大肠杆菌菌株 DH5α, 分别命名为 DhpVP281、
DhpVP28 和 DhpVP28-EGFP。3 种重组菌在 LB 固体培养基上生长 12 h 的菌落直径分别为

(164.84±28.44 )、 (560.47±46.04 )和 (548.21±58.54) μm, 生长 19 h 的菌落直径分别为

(436.31±47.56)、(1 136.90±110.88)和(1 083.33±109.83) μm, 生长 24 h 的菌落直径分别为

(594.19±57.17)、(1 251.19±188.86)和(1 264.29±172.78) μm; 显示在所有培养时间, DhpVP281
的菌落均显著小于 DhpVP28 或 DhpVP28-EGFP 的菌落(P<0.05), 推测 rVP281 的表达可能抑

制大肠杆菌的生长。以 pBTA1 为表达载体, 未能成功构建组成型分泌 rVP31 的重组 DH5α。
为了解其原因, 使用 pET-30a(+)为表达载体, 构建了表达 rVP31 包涵体的重组菌株 BL21 
(DE3) pLysS。将 rVP31 蛋白纯化并复性后, 采用牛津杯法, 检测到 rVP31 蛋白对溶壁微球

菌具有抗菌作用。在动物病毒中发现具有抗菌作用的囊膜蛋白, 可以增加有关 WSSV 的病

毒学方面的知识。 
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由白斑综合征病毒(white spot syndrome virus, 
WSSV)引起的白斑综合症自 20世纪 90年代初在东

亚爆发以来, 迅速蔓延至全球, 造成了巨大的经济

损失, 成为危害虾产业最严重的传染性病毒病[1]。

WSSV 属于一个新的病毒科 Nimavirida, Whispo-
virus 属[2]。该病毒是一具有双层囊膜的双链 DNA
病毒, 其基因组大小约 300 kb[3-4]。WSSV 主要感染

十足目(Decapoda)的甲壳动物, 并且可由亲代传递

给子代, 致死率高, 危害巨大[5-7]。自 WSSV 发现

以来, 关于该病毒的研究已进行系统研究, 但目前

对其感染机制仍然知之甚少。  
病毒囊膜蛋白在与宿主细胞受体相互作用 , 

启动病毒感染的发生或介导病毒的侵入方面起着

重要作用。迄今为止, 已鉴定出 WSSV 结构蛋白

60 余种, 其中囊膜蛋白 30 多种。在不同的囊膜蛋

白之间, 如 VP28-VP26、VP28-VP24、VP28-VP19、
VP26-VP24、VP24-VP19、VP28-VP37 (又名 VP281、
VP33)、VP33-VP24 以及 VP37-VP26, 存在相互作

用[8-12]。VP26 通过与核衣壳蛋白 VP51 结合, 成为

连接 WSSV 囊膜与核衣壳的桥梁[13]。体内中和实

验表明, WSSV 囊膜蛋白 VP28、VP281、VP31、
VP68、VP466、VP36A 和 VP76 的抗血清皆能够

不同程度地减缓 WSSV 感染, 因而被认为参与了

WSSV 感染宿主的起始过程 [11, 14-17]。囊膜蛋白

VP31、VP110、VP187 和 VP33 含有细胞粘附序列

——RGD 序列(Arg-Gly-Asp 三肽序列), 且都被证
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明能粘附于宿主细胞; VP31、VP110 和 VP187 的粘

附功能取决于 RGD 序列的存在, 而 VP33 的粘附

功能同其 RGD 序列无关[18-20]。目前在虾类中已经

鉴定出一些与 WSSV 囊膜蛋白存在相互作用的蛋

白, 如 Rab7、β-integrin 和几丁质结合蛋白(CBP)
等[18, 21- 22]。尽管 WSSV 囊膜蛋白在病毒感染宿主

中的重要作用已被证实, 但对于不同囊膜蛋白功

能的了解还比较缺乏。 
本实验尝试利用一种组成型分泌原核表达质

粒 pBTA1 为表达载体, 构建表达 WSSV 囊膜蛋白

VP28、VP281 或 VP31 的重组大肠杆菌(Escherichia 
coli)菌株 DH5α[23]。组成型分泌 rVP28 和 rVP281
的重组菌构建成功, 但含 rVP281 的重组菌与含

rVP28 的重组菌相比生长十分缓慢。而组成型分泌

rVP31 的重组菌的构建未获成功。为弄清组成型分

泌 rVP31 的重组菌未能成功构建的原因 , 使用

pET-30a(+)为表达载体, 构建了表达 rVP31 包涵体

的重组菌株 BL21 (DE3) pLysS。将 rVP31 蛋白纯化

并复性后, 采用牛津杯法, 检测 rVP31 的抗菌活性。 

1  材料与方法 

1.1  含有组成型分泌表达载体 pBTA1 的重组 

DH5α的构建及表达检测 

组成型分泌原核表达载体 pBTA1 由中国科学

院海洋研究所孙黎研究员惠赠。该载体在目的基因

插入位点的 5'端含有一个分泌信号肽, 3'端含有一

个 His6 标签[23]。 
分别使用引物对 VP281F/VP281R、VP31F/ 

VP31R 和 VP28F/VP28R(引物序列见表 1)以 WSSV
基因组为模板扩增获得 VP281、VP31 和 VP28 基

因的开放阅读框(ORF)。VP281F、VP31F 和 VP28F
含有 NdeⅠ酶切位点, VP281R、VP31R 和 VP28R
含有 XhoⅠ酶切位点。将扩增产物连入载体

pMD19-T Simple(Takara)并测序检验其序列的准确

性。使用 NdeⅠ和 XhoⅠ双酶切切下目的片段

VP281、VP31 和 VP28, 连入经过同样双酶切的

pBTA1 载体, 获得的重组质粒分别命名为 pVP281、
pVP31 和 pVP28。将重组质粒 pVP281 和 pVP28
分别转化大肠杆菌菌株 DH5α, 获得的重组菌分别

命名为 DhpVP281 和 DhpVP28。但是将重组质粒

pVP31 转化大肠杆菌菌株 DH5α时, 虽经多次试验, 
都没有成功。 

重组菌 DhpVP281 和 DhpVP28 的表达检测参

照 Zhang 等[23] 的方法略有改变。具体如下。重组

菌 DhpVP281 和 DhpVP28 在含有终浓度为 100 
μg/mL 氨苄青霉素的液体 LB 培养基(1% tryptone, 
0.5% yeast extract, 1% NaCl)中培养至 OD600 为 1.2
左右时终止培养, 4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min, 分
别收集菌体和上清。上清经 0.45 μm 滤膜过滤后, 
加入终浓度为 2%的三氯乙酸, 4 ℃过夜以沉淀蛋

白。将获得的蛋白沉淀使用 Buffer B(100  mmol/L 
NaH2PO4, 10  mmol/L Tris-Cl, 8  mol/L Urea; pH 
8.0)溶解, 获得上清蛋白样品。将菌体用 Buffer B
在室温下裂解, 获得菌体蛋白样品。获得的上清蛋

白和菌体蛋白样品经过 SDS-PAGE 电泳, 采用电

转法转印至 PVDF 膜。PVDF 膜在含有 0.5%脱脂

奶粉的 TBST (50 mmol/L Tris, 50 mmol/L NaCl, 
0.05% Tween-20, pH 7.4)中封闭过夜, 然后依次在

1:2 000 TBST 稀释的 anti-His 抗体(Tiangen)和
1:400 TBST 稀释的标记有辣根过氧化物酶的二抗

(Tiangen)中室温孵育 2 h。使用 DAB 显色试剂盒

(Tiangen)检测。 
1.2  重组菌 DhpVP281、DhpVP28 和 DhpVP28- 

EGFP 的生长比较 

构建的重组菌 DhpVP281(插入片段大小约为

867 bp)生长明显比 DhpVP28(插入片段大小约为

612 bp)缓慢。为了更好地诠释这一现象, 排除插入

片段大小对重组菌生长的影响, 又构建了一个插

入片段比 VP281 更大的重组菌 DhpVP28-EGFP(插
入片段大小约为 1 353 bp)。DhpVP28-EGFP 是组成

型分泌表达 rVP28 与增强型荧光蛋白 rEGFP 的重

组菌, 其构建方法如下：使用引物 GFPF(含有 Xho
Ⅰ酶切位点和 6 个甘氨酸 linker)和 GFPR(含有 Xho
Ⅰ酶切位点)(引物序列见表 1), 以质粒 pEGFP-N1 
(Clontech)为模板, 扩增得到增强型绿色荧光蛋白

的 ORF 序列, 将其插入 pVP28 质粒中的 XhoⅠ酶

切位点, 获得的重组质粒转化大肠杆菌菌株DH5α, 
获得重组菌 DhpVP28-EGFP; 使用荧光观察及 1.1
所述 Western-blotting 方法, 检测其分泌表达。 

为了比较 3 种重组菌的生长情况, 将 10 μL 
DhpVP281、DhpVP28 和 DhpVP28-EGFP 菌种在 5 
mL 含有终浓度为 100 μg/mL 的氨苄青霉素的 LB
液体培养基中 37 ℃过夜培养, 分别收集菌体、提

取质粒。以 3 种重组质粒分别转化大肠杆菌菌株

DH5a, 将所得的重组菌菌液以合适倍数稀释后 , 
均匀涂布于 LB 固体培养基 (1% tryptone, 0.5% 
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yeast extract, 1% NaCl, 1.5% agar), 使得 3 种重组

菌在培养基上生长的数目相近且克隆间距适中。将

重组菌放于 37 ℃培养。在第 12、19 和 24 小时时

观察 3 种重组菌的生长情况, 并在显微镜下测量其

菌落直径, 比较 3 种重组菌菌落直径的大小。每个

时间每种重组菌至少测 40 个菌落。所得数据使用

SPSS 13.0 软件、采用 One-Way ANOVA(以 P﹤0.05 
为显著性水平)的方法进行分析。 
1.3  重组菌 BLpETVP31 的构建与重组蛋白的表

达、纯化 

组成型分泌 rVP31 的重组菌的构建未获成功。

为弄清组成型分泌 rVP31 的重组菌未能成功构建

的原因, 以包涵体的形式表达 rVP31 蛋白并复性, 
检验其抗菌活性。 

VP31 的扩增和克隆如“1.1”所述。使用 Nde
Ⅰ和 XhoⅠ从克隆载体 pMD19-T Simple(Takara)上
切下目的片段 , 连入经过同样双酶切的载体

pET-30a(+)(Novagen)。将获得的重组质粒转化大

肠杆菌菌株 BL21 (DE3) pLysS, 得到重组菌

BLpETVP31。 
将 BLpETVP31 在含有 50 μg/mL 卡那霉素的

LB 液体培养基中于 37 ℃, 200 r/min 的条件下培养

至 OD600 为 0.6~0.8; 加入终浓度为 0.5 mmol/L 的

异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG), 诱导表达 3 h。
利用 anti-His 抗体(Tiangen)通过 Western-blotting 检

测重组菌 BLpETVP31 诱导后的表达情况。收集诱

导表达的菌体 , 重悬于含有 1% TritonX-100 的

TBS(0.01 mol/L Tris base, 0.15 mol/L NaCl; pH7.4), 
将菌体超声破碎, 分离包涵体。将所得包涵体沉淀

溶解于含有 8 mol/L 尿素的 TBS, 使用螯合 Ni2+的

琼脂糖凝胶柱(Bio-Rad)纯化重组蛋白 rVP31。将纯

化的 rVP31 利用梯度透析的方法进行复性。透析

液成份如下：50 mmol/L Tris, 50 mmol/L NaCl, 1 
mmol/L EDTA, 1%甘氨酸, 20%甘油和不同浓度的

尿素。尿素浓度从 7 mol/L 开始, 以 1 mol/L 的梯

度逐步降低至 0 mol/L。pH 控制在 9.0。透析温度

为 4 ℃, 每次透析时间 12 h。将最终所得 rVP31
蛋白溶解于 1×TBS, 经过真空冷冻浓缩约 10 倍后, 
使用 Bradford 法测定蛋白浓度[24]。 
1.4  复性的 rVP31 的抗菌作用检测 

以溶壁微球菌(Micrococcus lysodeikticus)和大

肠杆菌为试验菌, 采用牛津杯法, 检验 rVP31 的抗

菌活性, 具体方法如下。大肠杆菌菌株 DH5α 在液

体 LB 培养基中 37 ℃培养过夜, 对其进行活化, 
然后转接至新鲜的 LB 液体培养基培养, 稀释 100
倍, 取 150 μL 均匀涂布于 LB 固体培养基平板。溶

壁微球菌干粉在液体牛肉汤培养基(1% tryptone, 
0.3% yeast extract, 0.5% NaCl)中 30 ℃过夜培养活

化, 然后转接至新鲜的液体牛肉汤培养基培养, 稀
释 100 倍, 取 150 μL 均匀涂布于牛肉汤琼脂培养

基平板(1% tryptone, 0.3% yeast extract, 0.5% NaCl, 
2% agar)。分别在涂布大肠杆菌和涂布溶壁微球菌

的培养基平板中放置两个灭过菌的牛津杯, 其中

一个牛津杯中加入 rVP31 200 μL, 另一个牛津杯

中加入 200 μL pH 调至和 rVP31 一致的 10×TBS
为对照。4 ℃放置 12 h 后, 将涂布大肠杆菌和溶壁

微球菌的平板分别在 37 和 30 ℃培养 12 h, 观察

是否有抑菌圈出现。 
 
 

表 1  本研究中使用的引物 

Tab.1  Primers used in this article 
引物  primers 引物序列(5'-3')   primer sequences (5'-3') 

VP281F CATATGATGGCGGTAAACTTGG 

VP281R CTCGAGTGTCCAACAATTTAAAAAG 

VP31F CCATATGATGTCTAATGGCGCAAC 

VP31R CTCGAGCTCCTCCTTAAAAGCAGT 

VP28F GGCCATATGATGGATCTTTCTTTCACTCTTTC 

VP28R CTCGAGCTCGGTCTCAGTGCCAG 

GFPF CTCGAGGGAGGAGGAGGAGGAGGAATGGTGAGCAAGGG 

GFPR CCCGGGCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 

注：酶切位点斜体表示。 
Notes: Restriction enzyme sites are italicized. 
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2  结果 

2.1  含有组成分泌型表达载体 pBTA1 的重组

DH5α 的构建及表达检测 

对重组菌 DhpVP281 和 DhpVP28 的表达产物

进行 Western-blotting 分析的结果表明, DhpVP281
和 DhpVP28 的上清中均可检测到各自的表达产物, 
说明两种重组菌均能成功地将目的蛋白分泌到菌

体外的培养基中(图 1)。两个重组菌的菌体蛋白和

上清蛋白中都出现两条带; 分子量较大的蛋白与 

目的蛋白大小一致; 另一条分子量小约 10 ku, 而
pBTA1 载体上信号肽的理论分子量约为 12 ku, 所
以该条带可能是完整的目的产物信号肽断裂后的

片段。然而以 pBTA1 为表达载体, 一直未获得组

成型分泌表达 rVP31 的重组 DH5α。 
2.2  重组菌 DhpVP281、DhpVP28 和 DhpVP28- 

EGFP 的生长比较 

首先对新构建的重组菌 DhpVP28-EGFP 的表

达情况进行检测; 结果表明该重组菌能够组成型

地分泌 rVP28 与 rEGFP 的融合蛋白(图 2)。 

 

 
图 1  重组菌 DhpVP281(a)和 DhpVP28(b)的 Western-blotting 分析 

a1.DhpVP281 的上清蛋白; a2.DhpVP281 的菌体蛋白; b1.DhpVP28 的上清蛋白; b2.DhpVP28 的菌体蛋白。 
Fig. 1  Western-blotting analysis of recombinant bacteria DhpVP281 (a) and DhpVP28 (b) 

a1. extracellular proteins of DhpVP281; a2. whole cell proteins of DhpVP281;b1. extracellular proteins of DhpVP28; b2. whole cell pro-
teins of DhpVP28. 

 

 
图 2  重组菌 DhpVP28-EGFP 的荧光观察(a)和 Western-blotting 分析(b) 

b1.DhpVP28-EGFP 的上清蛋白; b2.DhpVP28-EGFP 的菌体蛋白。 
Fig. 2  Fluorescence detecting (a) and Western-blotting analysis (b) of  

recombinant bacteria DhpVP28-EGFP 
b1. extracellular proteins of DhpVP28-EGFP; b2. whole cell proteins of DhpVP28-EGFP. 

 
DhpVP281、DhpVP28 和 DhpVP28-EGFP 在 LB

固体培养基上培养不同时间的菌落生长情况和测

量的菌落直径如图 3 所示。3 种重组菌 DhpVP281、
DhpVP28 和 DhpVP28-EGFP 生长 12 h 的菌落直径

分别为(164.84±28.44)、(560.47±46.04)和(548.21± 
58.54) μm, 生长 19 h 的菌落直径分别为(436.31± 
47.56)、(1 136.90±110.88) 和(1 083.33±109.83) μm, 

生长 24 h 的菌落直径分别为(594.19±57.17)、(1 
251.19±188.86)和(1 264.29±172.78) μm 使用 One- 
Way ANOVA的方法对不同重组菌菌落大小的分析

显示, 在整个培养过程中, DhpVP281 的菌落直径

均显著小于 DhpVP28 或 DhpVP28-EGFP 的菌落直

径(P﹤0.05); 而 DhpVP28 和 DhpVP28-EGFP 的菌

落直径没有明显差别(P﹥0.05)。 
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图 3  重组菌 DhpVP281、DhpVP28 和 DhpVP28-EGFP 在培养 12 h、19 h 和 24 h 的 
菌落生长情况(a)及菌落直径(b)比较 

Fig. 3  The clones of recombinant bacteria DhpVP281, DhpVP28 and DhpVP28-EGFP cultured for 12, 19 and 24 
hours (a) and the comparison of their clone diameters (b) 

 
2.3  重组菌 BLpETVP31 的构建与重组蛋白的表 

达、纯化 

构建的重组菌 BLpETVP31 在 IPTG 的诱导

下以包涵体的形式表达 rVP31(图 4-a)。使用螯

合 Ni2+的琼脂糖凝胶柱对包涵体蛋白进行纯化

后获得了 rVP31(图 4-b)。经过梯度层析法对重

组 蛋 白 复 性 后 , 测 得 rVP31 浓 度 约 为 66 
μg/mL。  
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图 4  重组菌 BLpETVP31 的诱导表达与目的蛋白纯化后的电泳检测 

(a) 重组菌 BLpETVP31 诱导前(a1)和诱导后(a2)的 Western-blotting 分析; (b) 纯化后 rVP31(b1)的 SDS-PAGE 电泳图; M.Marker. 

Fig. 4  Induced expression of recombinant bacteria BLpETVP31 and SDS-PAGE of  
purified protein product 

(a) Western-blotting analysis of BLpETVP31 before (a1) and after (a2) inducement; (b) SDS-PAGE of purified rVP31 (b1); M.Marker. 
 

2.4  复性的 rVP31 的抗菌作用检测 
采用牛津杯法, 以大肠杆菌和溶壁微球菌为

试验菌, 对 rVP31 蛋白的抗菌作用进行检测发现, 
以大肠杆菌作为试验菌, 没有发现抑菌圈(图 5); 
而以溶壁微球菌为试验菌, 出现明显的抑菌圈(图
6)， 推测 rVP31 蛋白对不同类型的菌可能存在不

同的作用。 
 

 
图 5  以大肠杆菌为试验菌的抑菌实验 
Fig. 5  Oxford-cup test of rVP31 with  

E. coli as the indicator 

 

 
图 6  以溶壁微球菌为试验菌的抑菌实验 

Fig. 6  Oxford-cup test of rVP31 with  
M. lysodeikticus as the indicator 

 

3  讨论 

在 WSSV 的众多囊膜蛋白中, VP28、VP281

和 VP31 等 8 种囊膜蛋白的抗血清被证明能够不同

程度地减缓 WSSV 感染, 被认为参与了 WSSV 感

染宿主的起始过程[15-17, 25]。其中 VP281 和 VP31
的基因都存在潜在的 RGD 位点[17]。RGD 位点是细

胞外基质蛋白中细胞整合素蛋白家族受体的识别

位点, 具有吸附作用[26]。研究表明, VP31 和 VP281
都能够粘附于宿主细胞 , 推测这两个蛋白在

WSSV 入侵中发挥重要作用[19, 26-27]。利用囊膜蛋白

提高对虾抵抗 WSSV 侵染已多有报道[28-31]。原核

表达载体 pBTA1 可在不经诱导情况下将目的蛋白

以其活性形式递送至菌体外[23]。所以我们选择这 3
种囊膜蛋白, 曾试图利用 pBTA1 载体, 构建组成

型分泌 3 种囊膜蛋白的重组大肠杆菌, 以研究其导

入虾体内后的保护效应。组成型分泌 rVP28 蛋白

和 rVP281 蛋白的重组菌 DhpVP28 和 DhpVP281
能够构建成功, 但是 DhpVP281 生长明显缓慢, 推
测 rVP281 的表达使大肠杆菌生长受抑。而组成型

分泌 rVP31 的重组菌一直未能构建成功; 于是以

包涵体的形式表达 rVP31 蛋白并复性, 检验其抗

菌活性, 以弄清组成型分泌 rVP31 的重组菌未能

成功构建的原因。 
本研究中使用原核重组表达产生包涵体的方

式获得了 rVP31 蛋白。包涵体蛋白不具天然结构, 
没有活性, 避免了毒性蛋白对宿主细胞的危害; 且
由于包涵体结构致密, 一定程度上可避免宿主蛋 
白酶的降解[32]。如何能让包涵体蛋白以正确的方式

折叠, 恢复活性, 是个复杂的难题[32]。本研究中使

用梯度透析的方式逐渐去除尿素, 有助于减少蛋

白在复性中的沉淀[33]。但在 rVP31 复性中, 仍有部

分蛋白发生凝聚析出。有关包涵体的形成和复性机
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制尚不完全清楚, 而复性方法对于不同的蛋白往

往不具普遍性[34]。随着生物信息学、结构生物学、

蛋白质工程学等学科的发展, 重组蛋白复性的方

法将会趋于完善。 
rVP281 和 rVP31 对细菌的作用机理是我们感

兴趣的另一问题。使用 NCBI 中“Conserved Domain 
Database”、Pfam 和 Interproscan 4.8 等数种蛋白结

构域预测工具, 均未预测到 VP281 和 VP31 蛋白含

有任何已知结构及功能域。重组菌 DhpVP281 的生

长 明 显 慢 于 DhpVP28 。 通 过 构 建 重 组 菌

DhpVP28-EGFP, 我们排除了插入片段长度的影响, 
说明 rVP281 的表达抑制了大肠杆菌的生长,但抑

制机理尚需进一步研究。以包涵体的形式获得

rVP31 蛋白并复性后, 以大肠杆菌为受试菌没有抑

菌圈而以溶壁微球菌为受试菌出现抑菌圈, 推测

rVP31 蛋白对不同类型的菌可能存在不同的作用。

以大肠杆菌为受试菌没有抑菌圈出现, 但是无法

以 pBTA1 载体构建组成型分泌 rVP31 的重组大肠

杆菌。我们推测组成型分泌 rVP31 的重组大肠杆

菌无法构建可能是 rVP31 蛋白和载体 pBTA1 共同

作用的结果。rVP31 可能对大肠杆菌没有直接的作

用。Li 等[19]使用载体 pMBP-P 在大肠杆菌中实现

了重组 VP31-MBP (maltose binding protein)融合蛋

白的可溶表达。所以组成型分泌 rVP31 的重组大

肠杆菌无法构建的原因需要进一步探究。VP31 在

抗菌方面的功能有待深入探讨。 
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Preliminary judgment of the antibacterial functions of  

two recombinant WSSV envelope proteins VP281 and VP31 

SUN Yu-miao1, 2, LI Fu-hua1, XIANG Jian-hai1* 

(1. Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao  266071, China; 
2. Graduate University, Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China) 

Abstract: In order to understand the functions of white spot syndrome virus (WSSV) envelope proteins 
VP281 and VP31, the method of prokaryotic expression was used in this study. By using a prokaryotic 
constitutive secretory expression plasmid pBTA1 as the expression vector, the recombinant Escherichia 
coli strain DH5α that could constitutively secrete WSSV envelope protein rVP281, rVP28 or the fusion 
protein of VP28 and the enhanced green fluorescence protein rEGFP were constructed. They were 
respectively named as DhpVP281, DhpVP28 and DhpVP28-EGFP. The three recombinant bacteria were 
cultured on the LB plates in the same condition and their clone diameters were respectively (164.84±28.44) 
μm, (560.47±46.04) μm and (548.21±58.54) μm when cultured for 12 hours, (436.31±47.56) μm, 
(1136.90±110.88) μm and (1083.33±109.83) μm when cultured for 19 hours and (594.19±57.17 ) μm, 
(1251.19±188.86) μm and (1264.29±172.78) μm when cultured for 24 hours. It was displayed that the 
clones of DhpVP281 were significantly smaller than those of DhpVP28 and DhpVP28-EGFP in the whole 
culturing period (P<0.05) and we guessed that the expression of rVP281 probably inhibited the growth of E. 
coli. However, recombinant bacteria constitutively expressing VP31 can not be constructed with  the 
vector pBTA1. In order to find out the reason, recombinant bacteria BL21 (DE3) pLysS were constructed 
with pET-30a(+) as the expression vector and rVP31 was obtained in the form of inclusion body. After 
renaturation, the antibacterial activity of rVP31 was tested. The result showed that rVP31 has the 
antibacterial activity against Micrococcus lysodeikticus. These findings, reported for the first time, may 
increase the virology knowledge of WSSV. 
Key words: white spot syndrome virus (WSSV); envelope proteins; antibacterial activity 
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