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摘 要 a一”P dATP标记古 CfMNPV几丁质酶基因的重组质粒为探针，在 68℃条件下对棉钟 

虫单粒包埋棱型多角体病毒(HaSNPV)进行 Southern杂交，将 HaSNPV的几丁匝酶基困分别定位 

在 BamHl—E、B I／一E、EcoRI—G、HindⅢ一F、XbM—H、I3amHl+HindIll—M 和 BamH1+Xbal H，井 以 

pTZ 19R为载体获得了Xbal—H片段克隆。 

关键词 棉钵虫核型多角体病毒．几丁厦酶基因，Southem杂交．基因定位 ， 

中国棉铃虫(Hetiothis armigera)是棉花、烟草、辣椒、番茄的重要害虫之一l_· 。继美洲 

棉铃虫(Heliothis∞ )核型多角体病毒(HzSMNPV)于 1975年作为第一个病毒杀虫剂在美国 

登记注册以来，中国棉铃虫核型多角体病毒(Hdiothis nrmigera SNPV)杀虫剂于 1994年在我 

国首次登记注册I s]．显示了它在病毒杀虫剂研究方面所起的积极作用。 

中国棉铃虫核多角体病毒分为两种类型，单粒包埋类型 (HaSNPV)和 多粒包埋类型 

(HaMNPV)。对这两种病毒已进行了大量的工作，包括生物活性测定、理化性质、血清学性 

质、核酸内切酶图谱分析等方面的研究l|-91。目前我们正在全面开展 HaSNPV的分子生物学 

研究，已测定的基因有 HaSNPV多角体蛋白基因(陈新文等，待发表)和 EGT基因(Chen al 

待发表)．为进一步开展相关研究积累可贵的材料。本文报道以云杉卷叶蛾核型多角体病毒几 

丁质酶基因为探针．对中国棉铃虫单粒包埋核型多角体病毒 DNA进行几丁质酶基因的定位 

与克隆。 

材料与方法 

1 多角体扩增与纯化 

中国棉钟虫单桩农壳棱多角体病毒(HaSNPV)为本研究室所保存。 

用半合成的人工饲料饲养娃康的中国棉锌虫幼虫扩增病毒，收集具有典型病毒病症状 的病死虫尸 经高 

速组织匀浆器匀浆，差异离心提取多角体。用晟终浓度为1％的SDS溶液处理粗提纯的多角体，放凡37℃温 

育 30m n后，转移至 30～60％蔗糖梯度溶液于 3 500 r／mln离心 40rain，收集多角体带并用蒸馏水反复洗涤3 

故．将纯化的多角体悬浮在 TE(pH7 4)中备用。 

2 DNA的提取 

取 1×10 PIB多角体加入 500 LNEN(0 1 mol／LN~2CO3，0．O1 mol／LEDTA，0 17moll 
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LNaCt)置 37℃温育 3Orain后，于 4 000 r／rain离心 5rain。取上清置 14 000 r／m 离心 30 

min，弃上清。将沉淀悬浮在200 L的TE中，加 100 L 2％蛋白酶 K置 37℃温育20min，另 

加 100 L10％Sarkasyl于55℃温育 1 h，加 400 L水饱和酚提取 DNA，盖紧离心管盖，上下翻 

转 3～5次，于 10 000 r／min离心5 min，小心收集上层水相移至另一只离心管．加 800 L，从 一 

20℃冰箱中取出预冷的无水乙醇与之混台，轻微翻转，置 一20℃冰箱中 2 h或过夜 从冰箱 

中取出沉淀的 DNA置 14 000 r／min离心30min，弃上清。加 1 L预冷的70％乙醇洗涤 DNA 

沉淀，于 14 000 r／m离心30min，弃上清。DNA沉淀经自然干燥或真空干燥，加40～100 L 

TE溶解 DNA或置 37℃恒温水浴锅中温育 10 mitt 取 3～5 LDNA作限制性内切酶图谱分 

析。 

3 DNA酶切殛电泳 

限制性内切酶 BamH【、BglII、EcoRI、Hind[1I、Kpn[、Pstl、Xbal和 Xhol均 为Sigma公司产品；琼脂糖凝腔浓 

度为O．7％；缓冲液为1 xTAE(pH8．O)．酶切、电泳方法参见文献[10]进行。 

4 棉铃虫核多角体病毒几丁质酶基因杂交定位 

[ P]dATP为 Promega公司产品。 

HaSNPVDNA从琼脂糖凝胶转移至硝酸纤维素摅膜．其方法参见文献[10]。带放射性标记的云杉卷叶 

蛾核多角体病毒几丁质酶基固作探针，与固定的棉铃虫核多角体病毒 DNA杂交。 

将含 HaSNPVDNA的硝酸纤维素滤膜放入杂交管中，加入 20ml 预杂交液(6×ssc；5xDenhardt试剂； 

0 5％SDS)于 68℃使其完全湿润约 60 min。 

于 100℃沸水中变性带放射性标记的几丁质酶基因迅速放入冰潜中骤冷。 

从 68℃培养箱中取出杂交管 ，迅速将预玲变性的 DNA探针缓慢加入到杂交管中．68℃温育 16 hc取出 

滤膜放入 2xssc和 0 5％SDS溶液中．于室温洗涤 10rain，移入盛有 200mL2×ssc和 0．1％ sDs容器中洗 

潦 15min，轻轻摇动。再将滤膜转回新配翩的 0 1×SSC和 0 1％SDS杂交管中，置 68℃温育 30rain，重复一 

次 最后用二张 Saran包装膜覆盖滤膜。并将滤膜对 x光片(Kodak XAR一2)加增感屏曝光 l2～2O h 获得 

放射自显影像 

5 HaSNPV DNA xbIl-H几丁质酶基目的克隆及鉴定 

质粒载体 pTZ19R经 XbaI酶切后去磷酸化，与 HaSNPV DNAXbaI—H片段连接，方法参见文献[1O]。将 

连接产物转化到大肠杆菌 DH5a．从 Blue-gal【 平板上挑取阳性苗落扩大培养，提取质粒DNA，xba【酶切筛 

选阳性克隆子，回收所获得的阳性克隆子的插入片段，与HaSNPV基因组作 Southern杂交，进一步证实克隆 

的准确性。 

结 果 

1 HasNPv DNA酶切与电泳 

用几种常见的限制性内切酶(BamHI，B II，EcoRI，HindIll，Kpnl，Pstl，Xbal，Xhol，13+ 

HindIll，13+X aI)．酶解棉铃虫单粒包埋核型多角体病毒 DNA，在 0 7％琼脂糖凝胶上电泳 

(图 1)。根据片段迁移率计算出各片段的大小(表 1)。 

2 棉铃虫单粒包埋核型多角体病毒几丁质酶基因定位 

棉铃虫单核衣壳 NA经几种限制性内切酶消化、电泳、并转移至硝酸纤维素滤膜后与 

[ 3 P1dATP标记的云杉卷叶蛾核多角体病毒几丁质酶基固在 68℃杂交 16h，在一2O℃冰箱 

中放射自显影 12 h，显示出 7条清晰的杂交带，BamHI-E，B n—E，EcoRl—G，Hindlll—F，XBaI— 

H．BamI-II+XbaI H．BamHI+HindlII—M(图 1，2) 
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表 1 棉铃虫单粒包埋垃型多角体病毒 DNA酶切片段分手量Ikb】 

Table 1 Molecular weight of REN digesti~ fragment of HaSNPV DNAs(kb 

3 基因克隆与鉴定 

从 Blue-gal平板上选取一白色菌落，摇瓶扩增提取质粒 DNA，XbaI酶切电泳产生两条主 

带，一条为目的基因 DNA，与HaSNPV DNA XbaI—H片段泳动速度一致。另一条为载体质粒 

DNA(pTZ19R)．见图3 以此重组质粒 DNA为探针在 68℃条件下与 HaSNPVDNA酶切片 

段杂交．证明 XbaI—H片段被克隆(结果未显示)。 

讨 论 

昆虫杆状病毒几丁质酶基因(Chitinase gene)是一个晚期复制基因，在 AcMNPV和 CfM— 

NPV中其大小均为 1 653 bm由551个氨基酸组成，在翻译起始位点上游 14 bp处具有典型杆 

状病毒晚期复制位点(TAAG)，有研究表明，在病毒感染过程中它能使宿主细胞液化“‘’“ 。 

除此之外，作者认为它与病毒侵染机制有一定的关系。从两株云杉卷叶蛾核多角体病毒的感 

染特性的研究中发现，一株既感染细咆(of一70)同时也感染幼虫的病毒DNA中，含有完整的几 

丁质酶基因；另一株只感染细胞(cf一70)不感染幼虫的病毒，缺失一条含几丁质酶基因3 5 kh 
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图 】 H~SNPVDNA酶切图谱 

Fig l Restrictl四】map of HaSNPv DNA 

(A l k1 1羽der．13-BamH】．C．Bg11l， E∞RI．E_HindIl1 F Kphi．G 

PstI,H XhaI．I-X,ho1．3"-BarnHI十 Hindll1．K BanHl xj”I．1 -URCUt 

D A．M X~)NA／HindlI|．N H xhaI clone O-Ha1)NA／X I．P· T)NA， 

& 0R1+BamHI十Hin c{l】T) 

的DNA片段。通过 mRNA分析进一步 

证实前者感染细胞后 12 h就能检测出 

几丁质酶基因的表达产物，而后者病毒 

感染细胞后 96 h仍然难检测出几丁质 

酶基因的产物(彭辉银等，待发表)。吴 

汉云等研究认为：一种粘质沙雷氏菌几 

丁质酶基因对 BT制剂的增效作用十分 

明显。在 BT制剂 (HD-1)中加入 5．／ 

mL几丁质酶，24 h后使抗性害虫小菜 

蛾死亡率比对照提高 53 8％l】 。值得 

注意的是这种粘质沙雷氏菌产生的几丁 

质酶基因序列与杆状病毒(AeMNPV， 

CfMNPV，BmNPV)几丁质酶 基因序列 

具有高达 70％的同源性(彭辉银等，待 

发表)。为进一步研究 HaSNPV几丁质 

酶 基 固 的 序 列 及 其 功 能，我 们 “ 

pTZ19R 为载体 完成 了 HaSNPV DNA 

XbaI H片段的克隆，并将进行 HaSNPV 

几丁质酶基因序列测定及其功能研究正 

在进行之中。 
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囤2 [a-32p~dATP标记的古 CfMNPV几丁质酶基因与 

HaSNPV．J3NA几种限制性内切酶醇切产物的奢奎图谱 

F 2 Hybridi~tion profile。f HaSNpV DNA 

digestted r~ttie'tire enznne ．r~ mbinant 

plasmid of CPMNPV DNA l-llnd1]一M as ptob~ 

图 3 HaSNPV／DNA／X／~I—H克隆 鉴定图谱 

H：几丁质酶基因克隆．Ha：HaSNPVDNA／XbM． 

M ：̂ 一 DNA 

F 3 R c㈣ 【uap of the clone~ntaining 

H：plasmid containing XbaI—H／Xbal， 

Ha：Xhal—H f~gment HaSNPV． 

M ：kDNA／EcoRI／BamHI／HindlII 

Localization and Cloning of the Chitinase Gene of Heliothis armigera 

Single Nuclocapsid Nucleopolyhedrovirus 

Peng Huivin Li Xing Zhang Shuangming Basil M．Arifz Chen Xinwen Hu Zhihong 

(Wuhan Institute ofVirology，ChineseAcademy Sciences．Wulu*n 430071) 

(Fore．~t Pest Management Institute，Sault Ste Marie．Canada，P6A5M7) 

Abstract The chitinase gene of Heliothis arrnigera single nueleocapsid nucleopolyhedrovirus 

(HaSNPV)was Iocalized on BamHI—E，BgllI—E，EcoRI—G，HindIlI—F，XbaI—H，BamHI+HindIlI— 

M ，and BamHI+XbaI—H fragments，using the a—p32dATP labelled recombinant plasmid harboring 

Choristoneura知mt如FO．rl(／multiple nucleocapsid nucleopolyhedmvirus tCfMNPV)DNA HindllI— 

M which contains chitinase gene as the probe The Xbal—H fragment of HaSNPV was cloned into 

pTZ 19R vector for further sequencing the chitinase gene． 

Key words Heliothis armigera single nueleocapsid nuclcopolyhedrovirus(HaSNPV)，Chitinase 

gene,Southe rn hybridization Gene localization 
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