
目8刀 
第12卷第3期 

1997年 9月 

巾 国 病 毒 学 

VIR0LoGICA SIN[CA 

口f1)6 
vd 12 No 3 

Sea． 1997 

三种夜蛾科昆虫核型多角体病毒DNA相关性的研究 
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核型多角体病毒属杆状病毒科，主要感染鳞翅目、双翅目和膜翅目的昆虫，具有 90～160 

kb长的双链，超螺旋 DNA基因组。现已发现约 500种核型多角体病毒。这些病毒之间有什么 

关系?它们的亲缘关系如何?我们以甘兰夜蛾核型多角体病毒(简称 MbNPV)、甜菜夜蛾核 

型多角体病毒(简称 SeNPV)和斜纹夜蛾核型多角体病毒(简称 SINPV)为材料，用限制性 内切 

酶和分子杂交技术对它们的基因组DNA进行比较研究，并对其中一种病毒MbNPV多角体蛋 

白基因进行 了定位，现将结果报道如下： 

材料和方法 

1 材辑 甜架夜蛾和斜纹夜蛾健康幼虫，病毒毒种 MbNPV、SeNPV和 S1NPV均由本实验室提供。S4NPV 

感染斜纹夜蛾幼虫．SeNPV和 MbNPV分别感染甜菜夜蛾幼虫。分别收集典型感染的死虫。多角体按常规 

方法纯化。 

2 试剂 限制性内切酶和缺口平移药盒购自华美生物工程公司，a一 P—dCTP购自北京福瑞公司，硝酸纤 

维膜为美国 S＆ S产品 

3 病毒 DNA的翻 备 分别收集病毒，提纯多角体．三种病毒 DNA的提取参照 er00_kl“的方法。 

4 DNA酶切与电濂 按标准方法进行，琼脂培凝胶浓度为0．7％，电泳缓冲液为1×TAE。 

5 撵针标记 作为探针的 DNA分别是 MbNPVDNA和 pBs910质粒，后者含完整的油桐尺蠖 NPV多角体 

蛋白基因，以 n一 P—dCTP进行缺口平移标记，标记过程按药盒说明书进行，最后经 Sephadex G一50柱层析 

分离获得 P标记的 DNA撵针。 

6 Soullg,'rn印谴 接文献方法 )吸印约20 h。硝酸纤维膜在70℃固定3 h 用于点杂交的待测样品，取0 1 

变性 DNA点于硝酸纤维膜上 晾干后按上述方法固定 

7 分子杂交 按文献方法 J̈．撵针为a一 P—dCTP标记的 MbNPVDNA．68℃杂交；按以前的报道_4 ．定位 

MbNPV多角体蛋白基因，撂针为 a P dCTP标记的 pBs910，在 40％甲酰胺存在下于35℃杂交。杂交时 

间均为 20 h，两种杂交的洗膜条件不同 杂交后，在增感屏作用下于一．70℃放射白显影 5 d。 

结果与讨论 

1 病毒 DNA的限箭性内切酶分析 

三种病毒 DNA溶液稀释后经紫外分光光度计扫描，呈典型病毒核酸 曲线，其光密度比 

O 60／ODz∞一般大于 1．8。以限制性内切酶 Bgl 11和 EcoR1分别酶解三种病毒 DNA，电泳分 
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离后，在 0．7％琼脂糖凝胶中显示出完全不同的病毒 DNA片段区带(图 I)。以 kDNA／Hindm 

为分子量标准，绘制标准曲线，求得各片段大小，各片段之和即为基因组大小，分别是：MbN— 

PV，154 kb；SeNPV，112 kb；S1NPV，122 kb。 

ECOR 

囤 l 三种NPV DNA限髓酵图谱 琼脂糖凝日空浓麈0 7％。 

左边数字示 HindⅢ各片殷★小。 

Fig 1 Electrophor~is 0f the 3 NPV DNAs digested 

with BglⅡ and EcoRl。n 0．7％ agar~  ．X／HindⅢ a 

standard nlark~l" 

囤3 MhNPV DNA多角体蛋白基固定位。箭头示出 

现杂交带的片段。 

Fig．3 H~,bridization pI舶 of MbN'PV p口 

g⋯  P—hbekdBsNPV volyhedrln gene∞ ap Arrow 

heads sbo坩 the hyblldi~d b卸 ． 

图 2 三种 NPV基固组届源性点杂交分 

析 MbNPvDNA作撵针。 

Fig 2 Dm bloth~bddlzatlon 0fthe 3NPV 

DNAs．MbNPV DNA a Dr0be． 

2 扁 毒基因组间同源性 

以n一 P—dCTP标记的 MbNPV DNA作探针．在严格条件(68℃)下与这三种病毒点杂 

交，除自身 MbNPVDNA出现强烈杂交信号外，SeNPVDNA和 SINPVDNA均未见杂交斑点 

(图 2)。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 12卷 

3 MbNPV的多角体蛋白基因定位 

以laBS 910质粒为探针与 MbNPVDNA酶切片段杂交，在严格条件下(68℃或 42℃， 

50％甲酰胺)，未发现杂交带(结果未列出)。当降低杂交条件(35℃，40％甲酰胺)，在 BOⅡ一 

C片段、EcoRI—G片段对应处出现杂交带，表明 MbNPV多角体蛋白基因就定位在这些片段 

上(图3)。 
一 般认为，昆虫杆扶病毒的进化依赖于其宿主，来自同科或同属昆虫的病毒较异科或异属 

昆虫的病毒亲缘关系接近【 。但本研究的三种病毒，虽然其宿主均属鳞翅目夜蛾科昆虫，且 

SeNPV和 S1NPV的宿主为同一属昆虫，三种病毒都是多粒包埋型病毒，病毒基因组为双链 

DNA．但其基因组大小以及 DNA限制性 内切酶图谱都有显著的差异。分子杂交的结果也证 

实，MbNPv DNA在严格条件下与 SeNPV DNA和 SLNPV DNA之间均无阳性杂交。Smith和 

Summers报道的MbNPV DNA(荷兰株)与SeNPV DNA杂交也得出相似结果．两者在严格条 

件下亦无阳性杂交【6】。初步结果表明以夜蛾科昆．虫为宿主的这三种核多角体病毒基因组之 

间没有明显的相关性，它们之间的差异较大，亲缘关系较远。 
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Studies on Relationship of Three Nuclear Polyhedrosis Virus 

Genomes from Noctuid Insects 

Liang Bufeng Liu Mingfu W ang Xiaorong 

(Wugznlnst~ute ofVirology．Academia Sinica，Wuha．43007t) 

MbNPV．SeNPV and s1NPV are important biological agents for three nocmid insects 

M amestra brassicae，Spodoptera ex m  and Spodop~ralitura，respectively． e genomicDNAs 

from these NPVs weFe analysed by restriction and dot hybridization．The r酋ults showed that bey 

have different res triction maps and  low homology among M bNPV．SeNPV and S1NPV． e po ly— 

hedrin germ ofMbNPV was kr．,atizedmLdeI non—stri．n．gency by using 一taheUed Buzura sap— 

pressaria NPV polyhedrin gene as a probe． 

Key words Nuclear polyhedrosis vims(NPV)，Restriction enzymes analysis；Dot hybridization． 

Polyhedtin gene 
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