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本文报道棉铃虫核多角体病毒 经限制性内切酶 酶 解
,

琼脂塘凝胶电泳

分 离
,

得到大小不 同 的 种片段
。

所得片段与 酶解的 质粒 进行体外

重 组并转化大肠杆菌 菌株
。

根据菌落杂交和插 入片段的分 子量等鉴定
,

证明获得

个插入 了病毒 片段的 重组质粒
,

但其 中两个大片段克隆的分子量比原片段小
。

通

过限制酶 。 。 和 酶解片段的交叉吸印杂交及用 “ 标记的克隆片段与病毒

酶 解片段杂交等方 法
,

构建 了病毒基 因组 的物理图谱
。

杂交结果表 明
,

病 毒 基

因 组主要 由独特的序列组成
。

在农业上棉铃虫核多角体病毒

是一种 良好的杀虫剂
。

由于它在实际中的意义而引起人民的兴趣
,

因此
,

对这一类病毒

的生物学特性〔’〕繁殖 〔“ 〕,

形态结构〔“ ,

特征〔心 〕和酶切 图 谱 分 析 〔“ 〕等 都 进 行 过

研究
。

近年来
,

随着分子生物学的发 展和 体外重组技术的提高
,

对这类昆虫杆状

病毒基因组的研究 日趋深入
。

目前用昆虫杆状病毒 作外源基因构建表达载体
,

已

经展示 了很好的前景
。

为了进一步研究该病毒基 因组的结构与功能
、

遗传图谱
、

基因表

达与调控
,

建立此病毒的基因库
,

构建物理图谱是非常必要的基础
。

本文仅报道这种病毒

的单粒 包埋湖北株
,

简称
一 ,

其 经限制酶 酶解后所得片段在质粒 昭

中克隆和构作其物理 图谱的结果
。

材料与方法

一

病毒 及 片段的制备

部分纯 的
一

多角体由 博士赠送
。

病毒提纯及 分离参照 等人的

方法〔“ 〕进行
。

病毒 经限制酶 “ 酶解后
,

在 肠琼脂糖凝胶中展开
,

嗅化乙锭染色
,

本工作曾得 到黄英星教授的指导及 博士提供的病毒材料
,

特此致谢

本研究是 年 月一 月在美国 大学 医学 院肿瘤研 究中心完成
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,

所需片段通过电泳洗脱得到
。

含有澳化乙锭的各 片段溶液
,

用异戊醇
,

氯仿抽提后乙

醇沉淀
,

或直接对 缓 冲液
一 , 、

在 下搅拌透析过夜
。

重组质粒的构建与转化

经限制酶 酶解后的 病毒 和 凡 质粒 分别用苯酚
一

氯仿

氯仿
一

异戊醇 各抽提一次
,

乙醇沉淀后溶于尽可能小体积的 缓冲液中
。

酶

解后的 按 。 。 加入 单位细菌碱性磷酸酶
,

℃处理 分钟
,

以除去末端
’

磷酸
,

防止质粒 自连
。

连接反应混合物中含有。 铭 。。 、

铭酶

解后的 片
一

段
,

单位
‘
连接酶

, 一 , ,

, 一

圣众基 乙醇
。

在
一

保持 小 时
,

完 成 的

连接反应
。

大肠杆菌
。。

用作受体菌株
,

转化前按照 “ 的方法〔’〕制备敏感细胞
。

菌体悬

浮于冷的 缓冲液
, , 一

中
,

向含有重组质粒的混合物加入 感受态菌液
,

在冰浴 里停放 分钟后置

水浴 分钟
,

不时摇动
、

把热体克后的细菌再放回冰浴 分钟左右
,

加入
一

液体培

养基 一升 。户含蛋白陈
,

酵母粉 夕, 犷, 、

℃ 振荡培养 一 小时
,

培养物铺在含有氨基苇青霉素 的 平板培养基上
,

℃ 培养过夜
。

长出的菌落

分另再接种到 含有氨基节青霉素和四环素 的平板培养基上
、

挑 选 出 抗 而对

敏感的菌株保存备用
、

计算出转化效率
。

二
一

病毒 缺 口 翻译和菌落杂交
。

一 一

缺 口 翻译标记按 方法 〕略加修改
。

反应系统中不加
,

反

应是在 一 进行 分钟
。

用一个叮 “ 川 作标记物
,

新标记 的 “ 一

放射

比活度为 丫 ’一 又 “ 。夕
。

经抗生素筛选的菌株
,

按编号顺序把同一号码的菌株分别接种到两个含 有 的

平板培养基上
,

其中一个平板的培养基面上
、

预先铺有一张硝酸纤维滤膜
,

℃培养二

天
。

无滤膜之平板置 ℃保存
、

长有菌落的滤膜依次漂浮于 “ 溶液面上 分钟
,

一

分钟
,

含有 的
一

分钟
,

室温下干燥 分钟后浸泡于含有 加 蛋 白酶 的 义 缓冲液 火 为
。

,

柠檬酸钠 中 分钟
, ℃烘千 “ 时

,

而得到含有 的

硝酸纤维素滤膜
。

用此滤膜与
““ 标记的病毒 杂交

。

转移和交叉吸印杂交

琼脂糖凝胶中的 片段按 法 〔“ 〕转移到硝酸纤维素滤膜上
。

滤膜上 的

与 探针杂交按 等人的方法〔‘。〕进行
。

为了测定 片段间的同源性
,

采用了 等人报道的交叉吸印杂交 法 〔”, 。

一张

嗽冷的 ” 带有
一

病毒 酶解片段的滤膜
,

沿垂直方向紧贴在一块 “ 热的 ” 含有

标记物的病毒 另一酶解产物的琼脂糖凝胶板 上
,

在 ℃ 下进行 “ 法转移

杂交 小时
。
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主

结 果 和 讨 论

““ 一

病毒 的限制性内切酶 “ 。 酶解图谱

浸制酶 酶解的
一

分别在 肠和 肠的琼脂

糖凝胶电泳中呈显 条带 图 以符号 一 代表
。

和 是两

个大小非常接近的大片段 表
,

只有在浓度较低的琼脂糖 凝

胶中
,

延长电泳时间才能完全分开 图
, 。

以久 的

班 酶解片段分子量为标准
,

根据片段迁移率计算出各片段大小
,

其结果 见表
。

其中最小片段为
,

最大 为
,

总 和

是
,

与其他限制酶的结果近似或略有差异
,

也稍高 于

图 。 , 二且 病毒 筑 的限性内切酶 妞 前解图谱

全 生 , 落 亡 刀 ,

召 对

牡 入公聪 狂坛 酶解产物

肠 公 耳 “
。七 入 ,

“书 万 , 酶解产物 在工肠琼脂精凝胶 中电泳了小时

丑 功 至 ” 一 甘

物 ‘

升 。 一 二 酶解产物在。 务琼脂糖决胶 中泳 。小时

一工

肠 , ” 五 ,

衷 。 一

病毒 酶解片段及其克隆

孟 。 一

人

旅‘

一
一 一

入 片 段

人

总 效

段大小 重组质粒 克隆株数

,

口曰 , 勿 ‘旧 目 门 口曰 曰曰 乙 , 昌奋峨翻 民

,



病毒学杂志 夕

咭 等人报道 用 。。 酶解后片段的积加数而近似于 的结果〔“ , 。

这种用 限

制性内切酶测定 大小的误差
,

估计来源于大片段的迁移率不 易 测 准〔”’或 大 小

非常相近的片段互相重叠 造 成判断上 的 错

误而出现各酶间的结果不一致
。

“ “一

病毒 酶解片段 克

隆和鉴定

随机挑选经抗生素筛选的菌株
,

株
,

与““
标记的

一

进行菌落杂交 图
,

阳性反应者为插入了病毒 的重

图
一

探 针与经抗生素筛选 的菌落杂交
一 一

卜 吕

组质粒
。

以碱法小量提取这些杂交阳性的克

隆质粒 经 酶解琼脂糖凝胶电泳展开

后
,

可看到在 个克隆的质粒 由 到 中
,

除

有一共同的 外
,

另 一 插 入 片

段的分子量分别 与
一

经 酶

解后的 个片段 的分子量一致

图
。

因此 , 菌落杂交和酶解图谱分子

量鉴定表 明
,

在棉铃虫核多角体病毒基因组

的 个 酶解片段中
、

除两个分子量非常相近的大片段 和 外
、

其余 个片段均

已克隆在 中
。

,

片段大小分别为 和
,

属于难以克隆的大片段
。

为了增加 它 们

的克隆机率
,

我们分别将
,

片段与 重组
。

经以 或 片 段 为 探 针 的

比 二 法转移杂交及分子量鉴定证明
,

有 个克隆插入了 或 片段 图
,

而分子

量都不同程度的小于 或
。

这可能由于克隆过程中的机械损伤使小片段断裂或其他原

因导致的缺失
。

此外
,

在
,

片段的克隆中
,

存在着一个质粒插入 个片段的现象
,

可

能来源于片段间的 自连
。

。 。一

病毒基因组 物理图谱的构建

采用交叉吸印杂交法构作物理图谱的前提是病毒基因组本身无重复序列
,

我们用同

种酶的交叉吸印杂交实验证明了这一点
,

至少不存在长的重复序列
。 一

在 硝

酸纤维素滤膜上的 片段与琼脂糖凝胶 中用 “
标记的 片段杂 交 图 谱 图

,

已给出了各片段间的同源关系 表
。

从图 和表 可以看出
,

有的片段如只有

一个杂交点
,

大多数是两个
,

从这些杂交点的位置
,

我们可以推断出大部分片段的连接

关系 表
。

而在 。“ ,

片段上出现 个杂交点
,

说明
,

两个片段与其他 个片段

有共同的序列
。

由于这种复杂的同共序列存在
,

导致 个片段的位置不能确 定
。

我

们分别将此 个片段做成探针与 酶解的
一

片段杂交 材料未示
,

最后

确定它们的排列次序 图
。 一

病毒基因组是一闭环结构
,

为 了方便起见
,

随机

在
,

的连接处断开
,

绘成线形图谱
。
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,

三

丘

图

图 克隆质粒 的 酶解 图谱
丫 位

一

酶解产物
也 , 卜

,

入 酶 解产物
主 入

’

一 克隆质粒 酶解产物

一 亡

图

图
,

片段重组质粒 酶解产物 与
,

片段

探针杂交
孟

卜

‘鱼 。

标记的
一

酶解物
一

七 一

片与重 组质 粒 二 醉解物与 片段探针杂交
一

,

刀

·

片段重组质粒 酶解物与 片段探针杂交
一

二
,

·

照片上方的数字代表不同克隆代号

垃
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皿

表
。

标记 的 。 。 片段 如与未标记 的 片 段交又 杂交
一 了 一 功 刀 刀

片段 与 同源的 片段 ⋯
连结“胜

卜
。一 一 一

, 一 一‘

户 一

一 一

,

之 , ,

,

, ,

了

亡

一

日 一

一

一 犷

口卜︸

亡

,

梦
,

‘ 一 户 一耳一 三一

, 一

「

一‘
一一生一一一 监 一

,

品 , 一 ,

一
一 。
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