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分子杂交鉴定杆状病毒 

吴中心 蔡宜权 

(中国科学院武双襄毒研究所，武汉 4300 71) 

提 要 

莉用苜蓿银纹夜蛾核型多窕体病毒 (Autographa cafifornlca nuclear polyhedrosis 

viru s，AeNPV)DNA EeoRI—I片段作为同源探锌，在35"C条伴下，通过Southern-blot 

hyhr]dlzation将辩纹夜 蛾按型多角体病毒(Prodenia l~urs nn clear polyhedrosis virns， 

P1NPV)多角体 蛋 自 基因 定位 于其 HindlII-A片段。 以P1NPV DNA HindlII-A 片段 

和 P1NPV DNA HindllI-C片段分别制各撵针，在不同的杂交条伴下，对 PINPV，甘兰 

夜 蛾 NPV(Mamestra~'Cosslcae~uclear polyhedrosis virus，MhNPV)油桐尺蠖 NPV 

(B~zura s“ppressarla nue1ea polybedrosis virus，BsNPV)进行了鉴定。 结果表 

明： 由 A片 段翩各的探针 ，在不同的杂交条件下 ，具 有相 应 不同的非 特异性 ，而 由 C片 

段制备的撵针皿 具 有严格的特异性 。 

关键 词： 多角体蛋 自基困 基 因探针 鉴定 

随着杆状病毒基因组结构的不断阐明和杆状病毒 各类群间及不同种间同源性研究的 

逐步深入“ ，利用其基因组结构的特点鉴定杆状病毒 巳成为可 能， 而这种方法在杆状 

病毒检测、 分类 方面 也具 有一定意义。本实验首先对 PINPV基因组 的结构进行了研 

究，以确定 PINPV多角体蛋白基因在其基 因组 Hindlll酶 切 图谱上的位置，然后结合 

巳发展起来的点杂交鉴定病毒的技术 ]，建立了一种利用分子杂交鉴定杆状病 毒 的 技 

术。这种方法主要是根据不同杆状病毒基因组同存在有高度保守序列——包涵体蛋白基 

因序列，从而制备含和不含该序列的两种探针。前者在不同的杂交条件下，具有不同的非 

特异性，可用于非特异性检测和同源关系的研究|后者具有严格的特异性，可用于病毒 

的鉴定。 

材 料 与 方 法 

一

、 NPV DNA的嗣备豆酶切 

P1NPB (Prodenla liturs Nueiea polyhedral body)为奉室 制 各；MhNPB由东北农学院 

提供；B sNPB由本所 昆虫病毒室提供。 

DNA 制各采用一步抽提 法 t‘】。 

限制性 内切酶 HiudIlI、EeoRI购 自华美生物工 程公司 ，反应条件参考产 品说 田， 水平凝腔 电 

}jc采用 0．7咛白agaro Se，缓 冲液 TBE，电泳条件 ：2V／em，EB染色，紫外灯 下观察照相。 

本文：~：1980年12月22日收得，1990年 6月13日修回 

’ 谭讯地址：河南省农科院潮草研究所。许吕 4̂61000 
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二、螺针 I、 Ⅱ、 Ⅲ 的崩备 

挥针 I：由&eNPV DNA EcoRl—I片段制 备， 该片段已克 隆 入 PBR322质粒并转化受体菌 

E
．cell TGI获得重组体．由本室提供。 

挥针 Ⅱ、 Ⅲ：分别由 ptNPV DNA Hindl[1-A片 段和 p[NPV DNA Hindlll—C片段割备． 这 

两片段已分别克隆入 pUCI8质粒并转化Ecoli TG1获得重组体，由本室吴云涛同志提供 · 

重担质粒 DNA的制各采用 碱裂解法 ¨1。 

克隆的 DNA片段的回收采用低溶 点琼脂糖法 【 l。 

探针制备采用 Ⅱ一3 P体外标记．标 记按 A rnersltem Nick Trinslatlon K~t说 明书进行日 

三、杂交赡的崩备 

膜 I：按 Southern洼将琼脂糖 凝肢中的 PINPV DNA HindIll酶切片 段转移到硝酸纤维素膜 

上 ，80"C真空烘烤 2hr。 

膜 I：取 P1NPV DNA MbNPV DNA，丑sNPV DNA各 10．ag，溶于 25．al TE中，置入 Ep- 

pendorf管，100"C 10’变性，骤 冷．点于硝酸纤维素膜上。 

膜Ⅲ：取系列含量 P1NPB(200，100，50，10个 )和系列含量P1NPV DNA(200，20，10， 

5pg)分两行点于硝酸纤维素 膜上．变性等处理参考 Ward等人 的方法 【 l。 

四 65"C曩35℃条件 下的杂交 

探针 I与 膜 I的杂 交在35"C 40嘧甲酰胺浓度下进行 l l。 

探针 I、 皿分别与 膜 Ⅲ的 杂交在68"(2下进行 【 l。 

挥针 Ⅱ、 Ⅲ分别与 瞳 Ⅱ的杂交则分别采用 以上两种杂 交条件。 

结 果 

一

、 DNA的酶切 

PINPV DNA及含PINPV DNA HindIII—A和 C片段的重组质粒 PUC18一A、PUC18- 

C的 HindIII酶切结果见图版v 1，其中PUC18-A酶切后其克隆片段 P1NPV DNA Hind 

lII—A的分子量小于克隆前的 P1NPV DNA HindIII—A片段，这是因为该片段分子量较 

大，在克隆过程中发生了断裂。但我们的预备实验证明该克隆片段在35℃杂交条件下能 

与 AcNPV DNA EcoRI—I片段杂交 (结果未列入 )，说明它含有完整或部分多角体蛋白 

基因。 

含 AcNPV DNA EcoRI—I片段的重组质粒 pBR322一I的EcoRI酶切 图谱如图版 v2 

所示。 

二，PINPV多角体蛋白基因在其 HindIII图谱上的定位 

图版 3B为膜 r与探针 I在35℃杂交条1牛下的杂交结果，该结果证明 P1NPVDNA 

HindIII-A含有与 AcNPV DNA EcoRI—l同源的保守序列。根据核型多角体病毒的多角 

体蛋白基因高度保守的特点，可确定 PJNPV多角体蛋白基因位于 A片段上。 

三、探针 Ⅱ、Ⅲ对 PINPV，MbNPV，BsNPV DNA的杂交鉴定 

图版v 4为探针 Ⅱ、Ⅲ分别与膜Ⅱ在68℃杂交体系中杂交的结果，含多角体蛋白基 

因的探针 Ⅱ在68℃杂交条件下，除与自身病毒DNA杂交外，还可与MbNPV DNA杂交， 

既说明 NPV多角体蛋白基因区为保 守 序 列， 也说明PINPV DNA与 MbNPV DNA之 

间有较高的同源性。 
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图版v 5为探针 Ⅱ U1分别与膜 Ⅱ在 35℃、40 甲酰胺杂 交的结果。 探针 Ⅱ与 

MbNPV DNA，Bsl~'PV DNA均获得阳性杂交结果，而不合多角体蛋 白基因序列的探针 

只与 自身病毒 DNA杂交。 

四、探针 Ⅱ，Ⅲ的敏感性 

如图版V 6所示 ，探针 Ⅱ、Ⅲ分别与膜 Ⅲ杂交的结果基本一致，说明点杂交技术在 

本实验中至少可检测到l0个 NPB s或 5PgDNA的水平。 

讨 论 

利用分子杂交鉴定杆状病毒的技术，在国内外 曾有报道 。本实验在病毒基 因组 

结构研究的基础上，首次将该技术所使用的探针区分为特异性和非特异性两种，同时应 

用了 35℃ 杂交条件， 从而使该技术在理论上更加完善，在宴际应用中具有更广泛的价 

值。 

含多角体蛋 白基 因的探针 Ⅱ，在用于病毒鉴定时，即使在68℃杂交条件下，其鉴定 

结果亦具有非特异性，以前也有类似报道，如 AcNPV DNA EcoRI—I片段在 68℃ 杂 交 

体系可与家蚕、柞蚕 、蓖麻蚕、黄 杉毒蛾的 NPV DNA杂交 [10--1a~~现在越来越多的实 

验室证明，在35℃杂交条件下 ，杆状病毒各类群闻及同一亚群不同种问都具有一定程度 

的同源性，可在不 同的杂交条件下被检测出来，并证明该同源序列位于包涵体蛋白基因 

区。我们的实验结果与此相符。几种被鉴定病毒的多角体蛋白基因区均为保护序列，而 

非多角体蛋白基因区特异性较强，分别由其制备成的探针Ⅱ，Ⅲ用于病毒鉴定时，前者 

具有非特异性，后者则有特异性。在实际应用中， 尤其是 大田病毒 资源 调查方面，根 

据不同探针的不同特性，可以首先利用 非特异性探针进行初步分析，即通过改变杂交条 

件，初步确定被鉴定的病毒与探针DNA之间的同源程度⋯】，进而估计其所属类群“ ， 

然后再利用特异性探针做进一步鉴定 此外，非特异性探针在研究病毒亲缘关系方面亦 

有一定应用价值。 

我们还用全质粒 DNA制备了 探针并与回收的克隆 DNA片段制备的探针进行比较， 

二者结果一致，而前者由于不需要重组质粒 DNA的酶切和克 隆片段的回收，操 作简便 

得多。 

此外，我们还首次进行了斜纹夜蛾核型多角体病毒多角体蛋白 基因在其 HindIII酶 

切图谱上的定位 
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Identification of Baculovirus by Dot Hybridization 

W u Zhang—xin Cai Yi—quan 

(W uhan 1nsl{tule of V~rology．Academia Sinica．W uhan 430071) 

The polyhedrin gene of Prodenia lituea nuclear polyhedrosis virus(P1NPV) 

WaS mapped 0n the P1NPV DNA HindlII—A fragment hy Southern-blot hyhri- 

diza／ion with the AcNPV DNA EcoRI—I fragment as probe under 35"C hybri- 

dization conditions．Then，two probes were prepared fr om PIN~PV DNA Hind- 

tlII--A and P1NPV DNA HindllI--C fragments respectively for the identification 

of PINPV DNA． MbNPV DNA． B~NPV DNA under different hybridlzation 

conditions． Tile result~ showed that the probe containing the polyhedrin gene 

WaS morl~extensive， while the probe lacking the polyhedrin gene more speci— 

fic． 

K ey w ords l Poly hedr in gene Gone probe Identificat ion 

’ preaellt addre ss~No rthea st ABrlcallu ral College of Chi口 ．Ha rbin 1 50030． 
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