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几株杆状病毒包涵体蛋白双向高压 

电泳指纹图谱比较 

周晓峰 叶林柏 刘年翠 

(武汉大学病毒系．武~430072) 

提 要 

用蔗糖密度梯度离心提纯的 6 种昆虫病毒包涵体 (BsNPV1， BsNPV2， BtNPV， 

EpNPV，PrGV，PxGV)经 DAS碱解，粗提纯的包 话 体 置 白经 Sepharose-6B柱层析 

和 Canalco—prep—disc法进一 步纯化后 ．在 SDS—PACE中显示为一条分子量 约 28．GOOd舶 

带。用常规敷向免疫扩散祛检查各种包涵体蛋白之间的差异，结果表明血清学 BJNPV与 

BtNPV，PrGV与 PxGV之间都是不可分辩的。6种包涵体置白的双向高 压指 纹 图谱表 

明， 它们的指纹 图谱都不 同程度地 存在着一些相同或十分相似 的肽 点。 就 每种病 毒的指 

纹图谱又都是独特的．NPV 间相似佳低于 GV间相似性。我们认为 NPV和 GV的包 藉 体 

蛋 自在结构上存在着一些相同的或相似的保守区域，但不同种之间在整个一 级 结 构上是 

有差异的。利用包涵体蛋白的指纹图谱鉴定杆状病毒是个是敏可行的方法。 

关蕾词：包插体蛋白 指纹图谱 双向扩散 

1982年国际病毒命名与分类委员会 (CPTV)第四次报告中， 把所有昆虫病毒分为 

9个科；扦状病毒科、痘病毒科，细小病毒科、弹状病毒科，呼肠孤病毒科，微核糖核 

酸科、松大蚕 病毒科、 野田病毒科[1 。1984年 s．Kawase提出还 应 增 加反转录病毒 

科 、嵌柏样病毒科，多分节 DNA病毒科，但在种的分类上则基本上是 以最 初所分离的宿 

主来命 名的，但由于一种病毒可感染不同的宿主，一种宿主又可能被不同的病毒感染，因 

此认为以宿主作为病毒种的命名是不科学的，它给昆虫病毒的￡类造成极大的混乱 ”。 

在 昆虫病毒的识别鉴定中，血清学技永 (如 Aoki ，Janadec”， Krywtenczak CJ ， 

Bergold(“，Summers( 等 )、结构蛋白分析 (如 Summers( ， Harrap( ， Brown[ 】， 

Tween[ ⋯1，Smith(” )等都曾被用来区别不同种病毒，这些南法都有各自的优点和局 

限。对扦状 病毒包涵体蛋 白一级结构的研究表明；不同种病毒 的包涵体蛋白具有一些共 

同的或相似的保守区域，但都是 各不相同的 ”1，运用双向高压 电泳技术比较包涵体蛋白 

的指纹图谱可以分辩不同的病毒而被用于病毒鉴定，这南面国外巳进行了初步探讨 (如 
Summ ers．M ．D， Sm ith G

．

E L 4 3( 1
， Cibulskÿ 等 )。实践证明效果较好。此法的优点 

是简便、快速 、样品用置少， 分辩率达到一个氨基酸的差异0 。 本文将报道我们所做 

的 8种病毒包涵体蛋白的双向高压指纹图谱及其抗原交叉反应的结果。 

术窝乎I．强蓐2月啪 日眭刭一 
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材 料 与 方 法 

油桐尺 蠖桉型多 角 体 湖 北分离株 (BsNPVI)， 茶毛虫 NPV(EFNPV)， 茶云尺 鹱 NPV 

(BtNPV)，莱青虫GV(PrGV)，小菜蛾GV(PxGV)均由武汉大学病毒系昆虫室提供。 

油桐尺 蠖桉型多角体湖南分离株 (BsNPV2)由长沙水利电力师范学院甘运觊尉教受提供。 一 

1． 包叠体 纯化：参照 Summers M．D(1975)与 Smith．G．E．(1975)l̈ l的方法，即用 差 

异离 心结台蔗糖 密度梯度离心进行纯化。 

2 包叠体 蛋白的摄 取、 纯化、蛋 白定量：参 照 Summers．M．D(1975)~Smith．G．E【l‘’1。】 

的方 法，包涵体 碱解前，75℃ 水潜 2hr，以钝化内源蛋白酶， 然 后包橱体加等体积 DAS (稀碱性 

碱解液)碱解后 ，62．O00g离心 lhr除去病 毒粒子。粗 步纯化包涵体蛋 白液用 IN HCI调 PH 至 5．6 

左 右沉淀包涵体蛋 白，4℃冰箱放置4 hr．1，O00r／m离心 l5分 钟， 蛋 自沉淀用适量0．01mol／L N ￡ 

CO8—0
．
002mol／L EDTA，PH9．0缓冲液溶解 。以此为样品，经 sepharose-6B枉层析 (洗脱枉1．7 

×22cm，洗脱液 0．01mcl／L Na2CO3-0．OO2mol／LEDTA，PH9．0，洗脱速度 0．8ml／min)和 pep 

kin的 Canaleo—prep—clise制 各 电泳l̈ l作进～ 步 纯 化 后， 按照 Laemmli(1970) 和 Maizel 

r1971)1 1 7】的方法，于 SDS—PAGE中抽 测包 涵 体 蛋 白 纯度。 蛋 白浓度的 测定用紫外吸收 法，拄 

(mg／m2)=j．450D2 a 0—0．740D2Io盐式计算。 

5 肽样品制鲁一脯一消化。用0．25mol／L NaHCO3—0．01mol／L ED'rA(pH9．0)在试营中 

溶解的包涵体蛋白 (10mg／m1)lml加 0．06rag结晶胰蛋白酶置 37℃温水浴中 18hr。 

4 双向赢压蠛上 电泳o 

(1)滤纸的处理 新华 J号滤纸 切成 80~30cm 大小 ，在 0．1N HCI中畏饱 ]2hr，烦击 HCI后 

在单蒸水中浸泡至中性，再 置无水 乙醇中浸泡 1～ 2 hr，取出风千o 

(2)点样：100~1 样品分多 点于上谜处理的千辣滤纸上，电热风欢干后，用电扳 buffer喷 

澜整张滤纸。 

(3)双向高压电泳： 滤纸平铺于有凹槽的有机玻璃板上， 两端浸A第一 向电授缓冲液 (1Oqo 

毗啶一4眄乙酸，PH6．5)。倒入90 二甲苯一如眄四氯化碳配成的玲却液，将滤纸浸^以防止 电诛 ’ 

过程 中滤纸温度升高 和缓 冲液蒸 发，1．200V 电泳 45分钟。 

滤纸取出风 干，用第二向 电极缓冲液 (8嘶乙酸-2 甲酸，PH1．9)依上 述第一向同样 处理 ， 

但方 向与第 一向垂直 90度。1，0OoV电泳 60分 钟。取出风干。待显色 处理o 

(4)镉 一茚三酮染色： 以 1惦茚三酮-0．1％乙酸镉将滤纸喷湿，60℃烘 箱中龊干显色o 

5 血清 学试验。 

(1)免疫及抗血清制备：参照 Karl Habel(1969)I1。】的方法制备。 

(2)抗体浓缩 ：参照赵永芳 (1982)I 0】的方 法浓缩o 

(3)免疫双 向扩散：参 照 Karl Hahel和 ~orman．P．Salzm nn(1969)lⅦl的 方 法进行， 

l％琼脂糖，内含 1／lO，000硫棉汞，于 27~C扩散24hr，中间为抗体孔，四周为抗原孔。 

结 果 

(--)包涵体蛋白纯化： 

BsNPV包涵体蛋 白经 Sspharoee--6B柱层析，洗脱曲线与包涵体蛋白紫外吸收曲线 

如图 1— 4。峰 A与 A 经检测为病毒粒子蜂，峰 B与 B 为包涵体蛋 白蜂 ，具有典型的 
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蛋 白紫外吸收特征。最高和最低蜂分别在 280nm处和 260nm处。 

包洒俸蛋 白经 Sepharose--6B柱层析与 Canaleo—prep—disc制备电泳纯化后，于不连 

续 SDS—PAGE中显示分子量在 28，o00d左右的 l条带 (图略 )。 表明获得的包涵体蛋 

白为电泳纯。 

(二)双向高压电泳指纹图谱 t 

图 5--10显示 6种病毒 (BsNPVI，BsNPV2，BtNPV，EpNPV，PxGV，PrGV)包 

涵体蛋 白双向高压电珏：指纹图谱的结果。 一般有近 30个肽点， 其中酸性肽一般 7个， 

碱性肽 15个，中性肽 8个。碱性肽迁移距离很短，可能是因为酸性肽所 带 负电荷少， 

加上滤纸对其有种阻滞作用。碱性肽迁移范围一般在一吉～一詈，而酸性肽迁移范围较 

广，从{～3．7。 - 
表 l一4是这 6种病毒包涵体蛋白的指纹图谱异同比较。 由表可知6种病毒包涵体 

蛋白彼此间都有相同或相似的肽段。但 GV与 GV之相似率达 5o％， NPV与 NPV相似 

e 

‘点惮点' 

0 

图5 羽北大足蝼 NPV包涵件蛋白飘向高压指纹图谱 

A j Fingerprint of two-dlmensionaI hi~hvoltage ele~t~opbore 

ei e of H b6i BBNPV polyder ． 
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1978)，CiI~ulsky(1977)， Maraniak(1978)” “”等人结果相近。 用胰蛋 白酶消化蛋白 

质后，产生的肽点数 目取决于蛋 白质分子中精氨酸和赖氨酸这两种碱性氨基酸的数 目。 

以3O个肽点为准，则包涵体蛋白平均有29个喊哇氯 巷傻．以氟鬯俊乎均分子量 1i0，包涵 
●0 v ⋯  

体蛋白平均分子量28，000讨，则碱性氨基酸平均含量暑 ii．4 。与Harrap 

(1976)r”，Smith．c．E和 Summers．M．D(1976)⋯】， Summers．M．D(1975)【 所 报道 

的包蠲体蛋白巾碱性氨基酸含量为 l1～12 很吻台。 

从图 5～10和表 1～ 4可知t这 6种秆状病毒包涵体蛋白在一级结构 上 被 此存在 

相同区域。其包涵体蛋白的常规免疫扩散结果 (表 5)表明它们之间有较高程度的免疫 

裹 1相砷胜麓比较 

Tabl~i com -ri_oⅡ of the 。·m· p~ptlde 

一  一  —  一 三 一 一 一 
8 4 3 2 5 8 5 

I 3346 67 l 23456789 10 1I i2 i 3 14 15 i2345678 12345B 78 I23456 i234 i 

湖北丑jNPV + + + ⋯ ++ ¨ ++ ¨ 

甫8sNPV + + ⋯ ä  ++ ++ 十十 

葶 毛虫NPV ⋯ ⋯ · ⋯  ⋯  + 0 

葶云尺蠖NPV ⋯ ⋯ + ++ ¨0 0 + 

小菜蛾GV ⋯ + + + ⋯ + ⋯  ¨ + 

菜青虫0V + ⋯ + + ⋯  ⋯  + 
● -_ _-- __ __ -_ _■__ __ __ _-l _- _一 -I__ -_ __ _1 。。 。。 。。 。。 。。。 。。 。_。 。。 。‘ ‘‘，。 。_ -_ -_ I_ 。。 。。。 。。 。。 。一  

注；每个标志 (十或 0)表示肽在一特定缓上的线性顺序．糸下 ． 

十芦具有相同迁移的睦段 

0 在移率很接近．但在副量上有些不同． 

交叉反应，说明它们之间含部分相同的抗原决定簇。但这 6种包涵体蛋 白指纹图谱又各 

不相同。 PxGV与 PrGV 28个肽 中有 14个不同I BsNPV与 BtNPV 39个肽 中有 22个 

不同I湖南 BsNPV与湖北 B~NPV相比，仅一个肽段不同，可能是一级结构中缺失或更 

抉了一或数个碱性氟基酸。结果表明指纹图谱的分辩事l大太高于常规的血溥学技术·声口 
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囊 5 ●性畦段比较 

T Ab】e 3 CompsrisoⅡ 0f ⋯ idi 
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湖 南B日NPV 
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pe口tid 

Pcptide H 0 

菜青虫GV + + 一 

2 
：．7 5．5 

丧5 抗曩抗体奎翼反应瞳裹 

T。b】 5 Di。g⋯ sh。wi 5 ⋯ ti蛐 between dt~fe㈣ nt Ⅱtig恤 nnd nti di e‘ 

＼  再 荣最 ‘N 蓁青皇GV 小纂||cy R■NP'／ ll 曩 片 
执 ＼  ‘2’ (5) 

① 鼬  
舌j己蠼NPv 未柞 ④ 0 鞋 ++ 

嘲 ⋯
— —  

(2) 

0 ④ 

寨青虫cv 未怍 + 0 ① 
f 3) 0 0 

未，巴tNPV 0( 0 
t 5) 0 0 

++=交叉点愈合，血清学上抗原相同． 

+一交叉点不)髓合-血清学上抗原稍有不同． 

A。MNPV和 RoMNPV其结构蛋白谱显示不出差异 <Suinmer8．M
．
D a口d Sm ith

．
G．E， 

977)，Norman．E,Cr00 用xh。J制备甚DNA内切酶请时发现 它们仅一条带有区 

h + 

4  

 ̈ + 

． + 

．  

：  十 

，
一 孙  ̈ + 

一-一 
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别。 但比较它们的包涵体蛋白指纹图谱， 可知其 32个肽段 中有 12个不同 (Summers
． 

M
．
D， Sm ith

． G．E， ]975， 1978 E⋯  )。 

蛋白质指纹图谱技术是一种灵敏度较高的技术，具有经济、简便、快速的特点。它 

适用于分析昆虫病毒结构多肽。如与血清学技术、核酸内四酶技术相结台有利于更精确 

地鉴定各种杆状病毒。 
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Comparative Study of the Fingerprinting Map of 

Granulins and Polyhedrins 

Zhou Xiao—fang Yie Ling—bai Liou Nian—tun 

(Dept．。， Viroloqy，W ufian Univer sity，W uhan 430072) 

Six kind s of haeulovi ruses(BsNPV l，BsNPV 2，BtNPV， EpNPV， PrGV， 

PxGV )are purified by eentrifugation using sl~erose gradient，Roughly purified 

granulins and polyhedrins are obtained by having the inclusion body solubili 

zed in dilute alkaline sahn e after possible alkaline protease activity is inhibited． 

Tben gr4n~lin9 and polyhedrins in highly pure for 4re obtilaed by usi g 
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Sepharose一6B chromatograph Y and SDS—p。1y4c y1amid。 prep—disc (Canalco)． 

Each kind of granulins and polyhedrins shows only one band on SDS—PAGE 

using the procedures of Laemmli．Aad tke g l~iins 4日d如 yhedt佃s exhibit an 

estimated MW of 28，000．Two dimensional high—voltage e1ectr。ph0resi日(HVE) 

of highly purified grsnulins and polyhedrins preparations reveals relateness as 

well as differences am ong the proteins assessed by electrophoretic m igration 

patterns．Douhle diffusion anslysis shows cross-reaction between different gran- 

ulin s and polyhedrins
．
For example， PxGV co1]not he distingushed from PrGV 

and neither can BsNPV he distingushed from BtNPV．But using HVE technique， 

a1l of them can he distingushed from each other easily
． According to these 

results． we suggest that the HVE teehn ique he dn excellent method in the 

classification and identification of baculoviruses
． 

K ey w ordsI Nuclear polyhedrin Fingerprint Double diffusion 
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