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摘 要 以 AcNPV 凋亡抑 制基 固 p35为探 针，与 LsNPV DNA的 限制性 片段 和 LsNPV DNA 

EcoRV片段杂交．技现 EeoRV 5 5 kb片段有强烈的杂交信号。将此片段亚克隆后．测 定了 1 244 

bp序列 ，发现一个完整的 ORF．推导的 302个氨基酸与 AcNPV p35蛋 白有 70 4％的氨基酸 同源 

性，证明所测 ORF为 LsNPV的 p35基 因。结构分 析发现其 5 端有早 期基 因启动 子元 件 GC、 

ACGT和 TATA box。有 22 bp的顺向重复 序列，包括 由两个重叠 的 TATA box和上 下 游两 个 

ACGT motif组成的两套启动子元件，这些结构特征与 AcNPV的稠亡抑制基 因十分相似。 

关键词 杆状病毒， 亡{币制基因．基因定位，Southern印迹，序列分析，启动子结掏 
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细胞凋亡(Apoptosis)又称细胞程序性死亡(Programmed ceil death)，是细胞受内外刺激后 

由基因调控的 自杀过程，它是维持机体稳态的主要机制之一。无论是病理状态还是正常生理 

状态下的细胞凋亡的研究都有重要理论和现实意义_I1．特别是对 AIDS病及癌症的治疗 ．延缓 

机体衰老可能带来重大突破l2】。目前．在杆状病毒、腺病毒、疱疹病毒和逆转录病毒等病毒中 

都发现了与细胞凋亡相关 的基因1]-41。苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒(AcNPV)的细胞凋亡 

抑制基因 p35l4 不仅可抑制寄主细胞、幼虫、蛹和成 虫的细胞凋亡，而且对人神 经细胞的凋亡 

有同样的抑制作用，并且可能还与病毒 的寄主范围和 DNA复制有关。很有可能在生命进化 

的历史长河 中，从病毒、线虫．到昆虫、植物 、动物以至人的细胞凋亡机制都是高度保守 的ll 。 

虽然对 AcNPVp35基因研究比较深入，但仍存在不少问题．如 35基因作用的靶细朐 、细胞 

的信号传递、基因的转录控制、调控过程中的调节因子、其它杆状病毒是否存在与 Ac． Pv 35 

的同功同源基因、p35基 因的多功能与细胞凋亡抑制功能的关系等。因此，以中国特有的一 

种杆状病毒粘虫核型多角体病毒(LaNPV)为材料，寻找与 AcNPVp35同源的基因，探索其与 

寄主细胞凋亡 、病毒复制、寄主范围的关系具有重要的意义。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

LsNPV和 E coli TG1为本宣保存 ．AcNPVp35基因载体 由美国 Georgia大学 Miller教授赠送 ；限制性 内 
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并电泳 ．发现其大小一致，约 8．5 kb，根据 Southern结果．估计其中应含有 EmRV的 5 5 kb，将 

此阳性重组质粒命名为 pLsEv5．5。 

z．3 重组质粒的鉴定和插入片段的物理图谱 

阳性质组质粒 pLsEV5 5 DNA经 EcoRV酶切释放一条 5．5 kb插入片段与一条 2 96 kb 

载体片段．转膜后再用 AcNPVp35基因探针进行 Southern blot．结果在 5 5 kb位置有强烈杂 

交信号(照片省略)，获得了与第一次 Southern 杂交和原位杂交相 同的结果。因此 ，我们认 为 

重组质粒 pLsEv5 5中的插入 片段可能含有与 AcNPVp35同源的基因。回收 5．5 kb片段，用 

不同的限制性 内切酶单、双酶消化，发现 EcoRI、Xhol、HindⅢ、B Ⅱ和 Hinc1I等 5种酶在此 片 

段上仅有一个切点，Sail有 5个切点．结果见图 2和表 1。 

■ ■ 
囤 2 阳性重组质粒 pLsEv5．5DNA的酶切 图谱 a．单酶切 b双酶切 

Fig 2a A s gk越 estlon of 5 5 kb positive done fragmemt with endonuel~  

1．Sall；2 EcoR1；3 Xhol 4．m NA HindⅢ；5 HindⅢ；6．BglⅡ；7 H[ncⅡ 

Fig 2b Double dlge~tJon of 5．5 kb positive c1one fragment with donucl 

1 Xhd+Be；II；2 Xhca+saI】_3 Hind nl+Xhol；4 ~．DNA Hind nl； 

5 E。oRI+s丑】1．6 B Ⅱ+Salh7 Hind nl+EcoRI；8 HintⅡ + Ⅱ 

表 1 pLsEvS．5中插人片段的单酶和疆酶消化结果 

Table 1 Single and double dlg~tion ot 5 5 kb[nsezt tragment in pLsEv5 5 

翟 謦饕 登备 ‰ 一 。慧 
Xhol- IⅡ 3 0 6．0 6、4 3 

HindⅢ-XhoI 3 0 6·0 65，4 25 

H砌 Ⅲ z t Z5．4 25 HindⅢ-EeoRI 3 0 75．t z5，3 5 

B Ⅱ z 0 6，4 9 ：． “ 
$01I 6 ．726,0

．

1．7 1,0．

8

7 XhoI S I 7 ．726,0

．

1．42,0

¨

7t'。 

Hi Ⅱ z 2 l，3 4 EcoRI Soil 7 ：．72 6l1,0 2 ,0 58t_。 
ttineⅡ． IⅡ 3 0 6．I 5．3 4 

根据上述结果．按 文献 提出的双酶消化法构建 DNA物理 图谱的三三规则构建 了此 

5 5 kb片段的物理图谱(图 3)。 
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2．4 LsNPVp35基因序列和推导的氨基酸序列 

AcNPVp 35基因长 1 25 kb，因此估计在 LsNPV EcoRV 5 5 kb片段 中 p35基因仅 占约 

1／5。 

EcoRV XhoI HindIll I ＆lI I
-／in~Ⅱ I F．eoRV 

S I X— lid 

Hd 

EeoRI SdI B窖lⅡ 

EI 

圈 3 pLsEv5 5中的 5 5 kb插^片段的物理 图谱和亚克隆战略 

Fig 3 The payslcal maD and subcloning o／5 5 insert fragment in pLsEv5 5 

EI：EcoRI；X：Xhol；Hd：HiadⅢ 

为了测定 p35基因序列并推导其氨基酸序列，我们采用随机散弹法并根据 dot blot杂交结 果， 

测定了 xh0I—HindⅢ和 HindⅢ一EcoRI两个亚片段共 1 244 bp序列(图 4)。用 DNAsis和 PRO— 

sis软件分析，发现了一个完整的ORF，从 5 端 198bp的ATG起始到终止密码1、AA的T止共 

906 bp，编码 302个氨基酸。终止密码区有两个 poly A加尾信号 AATAAA。此 ORF与 AcN一． 

PVp35基因的核苷酸同源性为 8O．4％，氨基酸同源性为 70．4％，证 明所测序列为 LsNPV 的 

p35基因。 

2，5 LsNPVp35基因启动子的结构分析 

经计算机用 DNAsis软件分析发现，LsNPVp35基因与 AcNPVp35基因启动子结构十分 

相似，几乎在同一位置发现有两个 TATA box，其上游有两个 AcGT motif，再上游有两个 GC 

motif，这是杆状病毒早期基因的典型启动子结构。AcNPVp35和 LsNPVp35基因启动子区 

37 bp中仅有 3个核苷酸不同，将它们在此区域的特征序列比较如下： 

LsNPV：一132 GcGCG／GCGcG／ACGT／ACGT—GA．GCGT／T-T—TATATTATAAA丁／70 

AcNPv：一132 GCGcG／GcGC( ACG r／ACGT—GA—ACGT／T—T—TATATTATTATA，7O 

另外，LsNPVp35基因有两个从 AcGT起始紧密相连的22 bp顺向重复序列，每个重复序 

列中在 AcGT之后是两个重叠的 TATA box。因此，p35基 因包括两套启动子单 元，似乎这 
一 基因的典型早期启动子结构是双拷贝的．而每份拷贝又各具有两个重叠的 TATA box和上 

下游两个 ACGTmotif，即： 
一

88 鱼丌 T !垒!!垒TAAATATTcA 鱼 垒!垒!!ATAAATATTcA ! 

有趣的是 AcNPVp35基因的 5 端也有非常相似的22 bp顺向重复结构。 

3 讨论 

为准确定位 LsNPV的 p35基因，我们用 AcNPVp35基因探针进行了 Southern blot和二 

轮 Dot blot杂交，所选阳性克隆再经 Southern Mot杂交，证 明 LsNPV EcoRV5．5 kb片段含有 

AcNPVp35基因的同源序列。物理图谱的构建为此片段的亚克隆提供了前提。序列分析证 

实，该片段上含有一完整的开放阅读框架．它与 AcNPVp35基因核苷酸 同源性为 80 4％，推 

导的氨基酸同源性为 70．4％，结果提示此 ORF为 LsNPV的 p35基因。到 目前为止．已经报 
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Acp35 15 
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Acp35 76 

LBp35 1 21 

Acp35 136 

L8p35 181 

Acp35 196 

L8p35 241 

AcpS5 256 

LBp35 3o1 
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TG从  

75 

120 

TGTGTG 羽 GGĈ 0(jGI。Ĝ T̂GTGG GCGÎ ^̂ TT̂ Ĉ CGcGclG个CGT从 O0TG 135 

Â CGTTT̂ T̂ 个T̂ T竹 T̂̂ TTC从CGTTGGA从 T̂TT从GTGAGĉ 竹TĜ Gc竹 T̂ c∞ 180 

M C V I F P V E V H V S Q P I I R D 

195 

AACGATTATGTGTGTAATTTTTC~ OTAB̂AGTCCATGTATCCĈ ĈCGATTATTCGAGA 240 

TTGc ^̂TGTGTGT̂ 6TT啊 TcCa册 Ĝ̂ ^̂ToĜ ∞ TG 

C Q V D E q T R E L V Y I 

TTGTCAGGTGGAC从 ACA从 cĉ ĜGAGTTGGTGTACATT 

P T 置 P V L 

N E T 

1̂ T̂TcĜ Ĝ 255 

T N T Q 

CCAGAOAgTIT．~TGTACATTAAC从 B̂TT̂TGAACACC~A 315 

T H F N I S G P I R S E T R 

Acp35 316 A 

E N E F K R D R I K S K E H E 0 F D P L 

Lsp35 361 CAAGAACAAG1胛 AAGOGCGACAGAATAAAATCAAAAGAACACGAACAATTTGATCCC~T 420 

Ac 5 376 

Lsp35 421 

ĉp35 436 

Lsp35 481 

ĉp35 496 

Lsp35 541 

Acp35 596 

L8p35 601 

ĉ Ĝ̂ ACAACAA啊 ％ ∞ ∞ ACAgAATAAAATc从 从 GTcGATGAACÂ个TTGATc从 凹 435 

q R D - S D q M C- G F H H S I E T F R D 

ACA ATTGGAGcĜ T0舢 A竹 ccACCATAGĉ代 AAGTA竹 竹 ĜGGA 480 

AGAAcG(]GATTACAGCGATCAAATGGATGGATTCCACGATAGGATCAAGT̂ 竹 个T从 ĈA 495 

B H Y 8 V R C Q N R S V F X S K F G E I 

m  从̂ GCAAG什 哪 GTÂ从 T 540 

TGGcAGCgTG'IT6从 “ Gc从 G竹 TGcTAAAAT 555 

L Q S H D Y A D K E C I E A Y G E F F L 

T竹 AcA6AG嘲 TĜ TTATGGOGATAAG从 G础 T．rG从 GC个T̂ cGGĜ “ TTC唧 600 

TTTAAAGAGTCATGAT TAccĜ TAAAAAGTCTATTĜ ∞̂ 个T̂ cGAG．~ATACW m  615 

P E 

GCccA从  

F G H R S G F Y V A L A V S V E 

ĈGTGGcC竹 。GcGGTATĈ GT̂TGG“ 657 
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Acp35 616 

L,l~5 658 

Acp35 670 

IAp35 718 

ĉp35 730 

Lsp35 778 

Acp35 790 

L8p35 838 

Acp35 850 

Lsp35 898 

Acp35 910 

Lsp35 958 

ĉp35 970 

Lsp35 1018 

Acp35 1030 

P 0 L B 

GI：ĉ (}GcTTGĜ G 

G()cGGG 6唧 Ĝ G 

E V I V 

CAAAG个T 

N S 8 F q V b 8 F B Y N P D C T 

P F G Ⅱ E 1 0 V T 0 C L D Ⅱ D V 

A A E Q 9 S V E E B 

729 

777 

AACGACA CG．Od]A(YI'I~PACOAGTACOACGT 789 

l A E A E N l V Q 8 

cGT̂ Gm  

L P P C C F E 

竹 TĜTGGcG从 CA．A竹TĜ Ĝ̂ 0TT哪 CIGAG 849 

N S E N L L C W G B A S 

E N E S W T N P E E F T T B C B P E 

ACTACAĜ 邶̂ Ĝ TGGc∞ ^̂ 957 

8 Q N N N W E I F C N R F I T D E E R E 

ATccĉ Â̂ ĉ T̂̂ T̂TGOÂ ^̂ 竹 TTTTGT̂ ĉcG竹 TT̂ TTT̂ TĜ TI Î Î l lG从 ^ 1017 

V L Y V ．E L H N V T 8  ̂ L N E 冒 V I F N 

AC-TOTTOT棚  ^̂TTGCAĈ T̂GT 

T I E L H 

Lsp35 1078 CACAATTAAATTAATGTAAAAATTTATTGACCATAATTAATAAATGACAAGCAAT6ACAA 1139 

Acp35 1090 Ĉ ĉ 竹̂ ^̂ T̂̂ ^̂ 个GTT̂ Â̂ m T̂TGocr̂  ̂ 唧 代 T̂T咖 代 T̂竹 1149 

Lsp35 1138 从 T̂ T̂̂ T-T̂ GGĉ T̂̂ ^̂ 竹 TT̂ Ĉ̂ TTT̂ T竹 “TTG个GTTT̂ T̂̂ 竹 ĉ̂竹 竹 ％ ll96 

Acp35 1150 ATTAA~ C-ATC-ATGTCATTI'GTTTTT 

L8p35 1197 TTOAOTOCACI'AO'I~I'AĈ竹 GTGĉJm 1T24 

Acp35 1210 CGcGT̂ ^̂ Ĉ̂ cAATCAAOTATOAOTCAT 1238 
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图 4 LsNPV p35基固的板苷酸序列和推导的氡基酸序 列及与 AcNPV p35基因的比较 

Fig 4 Nuclmtide sequence aad deduced amino acid sequeace of the LsNPV p35 gene 

The n啦 I 试e s A~NPV p35 gene own w t ~udeotide sequence LsNPV p35 gene T-do d。b indlc札e 

an~dentical nuehiotlde， and the dM uc~ amino acid sequeace of L NPV p35日『e shown akⅣe the correspor0ding nuclmtide se．  

quen~ The stop endon of the LsNPV 35 gene aad the poly A signal sequence AATAAA are underlined 

道的杆状病毒凋亡抑制基因有 AcNPV 和 BmNPV 的 p35基因，黄杉毒刺蛾核型多角体病 

毒(OpNPV) 和苹果卷叶蛾颗粒体病毒(CpGV) 的 iap基因。我们的研究结果表明 LsNPV 

中存在与 AcNPVp35基因同源的基 因，它具有杆状病毒早期基因的特征性转录起始元件 

ACGT，即具有典型的早期基因启动子特征。根据王家旺等报道_1 ，ACXJT和 CAGT都是早 

期基因启动子的组成元件，但 ACGT在 TATA box上游，CAGT在 TATA b。x下游．本文报道 

的 p35基因符合这一特征。LsNPVp35基 因启动子 区的 22 bp顺向重复序列中的两套启动子 

元件是很有特色的结构，很可能这一特征性结构保证了 p35基因的强转录和多点起始。这种 

特征性结构除 AcNPV和 LsNPVp35基因外，在其他基因中极 为少见，因此 ，它可能与特异性 

的凋亡抑制有关。本工作为下步 LsNPV 35基因的功能研究奠定丁基础。 
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Location，Sequence and Promoter Structure of Apoptosis-Inhibiting 

Gene of Leucania seperate Nuclear Polyhedrosis Virus 

Peng Yanhua Yang Fuhua Qi Yipeng Huang Yongxin 

(Institute Virology，Wuhan Uni~rsity，Wuhan 430072) 

Abstract LsNPV DNA restriction fragments were hybridized with p35 gene fragment of AeN— 

PV ．The 5．5 kb fragment of LsNPV was c~aved by single and double dege~ion and its phyNcal 

map was constructed．After subcloning and sequencing，a intact ORF that is 906 bp in length， 

deduced amino aeids are 302 in number was found．There are GC．ACGT motif and TATA box 

which are specific sequence of promoter of baeuloviruses early gene This ORF of LsNPV was 

compared with P35 gene of AcNPV． and 80 4％ nucleotide sequence tlomology and 70．4％ 

amino acid sequence homology were found between two genes．Furthermore，in its promoter re— 

gion there is 22 bp forward repeat，including 2 sets of promoter units，each is composed of 2 over— 

lapping TATA box and 2 sets of ACGT motif in the upstream and the downstream  of TATA box 

Key words Baculovirus，Apo ptosis—inhibiting gene，Location o／gene，Southorn blot，Sequence 

analysis，Structure of promoter 
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