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重组质粒转染蟑螂对黑胸大蠊浓核病毒的拯救 

张晓东 堕 郭海涛 朱丽华 胡远扬* 
(武泣大学病毒研究所，武援 430072) 

摘 要 用 Glassrailk法纯化 PfDNV dsDNA，在其 3 端和 Pst I切开的 pUC119质粒的 3 端分别加 

dG和 dC尾．连接、转化、筛选得到分子量为 8 7 kb的重组质粒。通过酶切证 明插入 DNA为 PfD． 

NV全基 因组 DNA。利用 DEAE-dextran转染技术，将此重组质粒导入黑胸大蠊 幼虫体 内．此重组 

质粒能使虫体发病死亡。电镜超薄切片观察发现虫体细胞 内存在大量的病毒粒子。同样，在免疫 

扩散实验中虫体 PBS浸出液既与抗 PfDNV的抗体产生沉淀线。用重组质粒感染致死的虫体喂食 

健康黑胸大蠊，也既使其发病死亡．通过电镜可以观察到在细胞内增殖的病毒粒子。 

关键词 氅垫瘟氢墨盥土童，兽 ·癌童蠡{ 

黑胸大蠊浓核病毒(Periplanete ful~ nosa Densovirus，PfDNV)是我室 1991年在国内首 

次报道并在国内外第一个分类鉴定的蟑螂细小病毒⋯。我们对该病毒的理化特性和病理进 

行了系统的研究，并构建 了 PfDNv全基 因组克隆和酶切亚克隆重组质粒。为了进一步研究 

黑胸大蠊浓核病毒感染、复制及其基因表达机理．我们进行了重组质粒感染复原病毒基因特征 

的实验．并证实含病毒全基园重组质粒转染黑胸大蠊幼虫后可以拯救出感染性 的病毒粒子。 

1 材料和方法 

1．1 病毒和病毒 DNA PfDNV由本室分离、增殖和保存。病毒 DNA提纯方法参 照 Nakagaki_2 所叙述方法 

并咯有修改。用于克隆的 PiDNV dsDNA经琼脂糖电泳后．切取旮完整的 PfDNV dsDNA片段的凝腔，通过 

NaI溶液溶胶 ．Glas．~nilk水浴吸附．乙醇漂洗液漂洗，最后用 TE溶液洗脱．得到纯化 DNA备用。 

1．2 病毒全基因组 克隆和酶切亚克隆的构建 克隆战略如图 l所示。PfDNVDNA加 dG尾．质粒 pUCI19 

加上 dc尾．连接 、转化和筛选按(分子克隆实验指南) 所述进行。 

1．3 重组质粒 DNA的提取 按(分子克隆实验指南)̈ 所述碱裂解法进行。 

1．4 DNA转染 将适量的重组质粒溶解于旮 2mg／／mLDEAE-dextran的 TE溶液 中，采用腹部注射法按 每 

只 10 L量注射到黑胸大蠊幼虫体内 注射后的幼虫在 28℃、相对湿度 70％的饲养房中加入大 鼠饲 料饲养。 

1 5 电镜观察 不同时间取样，取虫体的肠道组织 ．采用戊二醛-锇酸双固定后．包埋，切片．染色，H-8100II 

型电镜观察并拍照。 

1．6 免痤扩散实验 豚鼠抗 PfDNV抗血清的制备和双 向免疫扩散实验均参照文献[4]进行 。 

1．7 回患 实验 取重组质粒致死的虫体浸出液作 为感染擐喂食黑胸大蠊幼虫，28℃，相对湿度 70％的饲养 

房中饲养并观察。 
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2 结果和分析 

2．1 全基因组重组质粒的构建及酶切鉴定 

如图1所示，纯化后的 PfDNv全基因组与 

pUCll9质粒采取加 G—C尾连接方式构建重 

组质粒，即在 PIDNV dsDNA 3 末端通过末端 

转移酶加 Ollgo dG尾，用 PstI切开 pUC119 

MCS区域后，在其 3 端加 ofigo dC尾，进行粘 

端连接后，转化宿 主菌大肠杆菌 DH5 ，挑 

选重组 质粒 (较小的 白色菌落 )。在 挑选的 

32个 菌落 中，有 3个为 8．7 kb，进 一步用 

HindⅢ消化分析，其 中 3株显示 5 kb和 3．7 

kb片段，2株为 1．8 kb和 6．9 kb片段。因为 

HindⅢ在 PfnNv DNA上仅有一个切点(1．8 

kb处)，而 HindIU在 pUC119质粒上也 只有 
一 个切点(MCS区域)，所 阻实际上 5株重组 

质粒 两种连接方向组合，本实验选用前者， 

并命名为 PfDNV—pUCll9重组质粒。 

2 2 酶切亚克隆的构建 将上面构建好的 

PfDNV-pUC119重组质粒用 Kpn I酶解后进 

行琼 脂 糖 电泳，回收 7．3 kb的片 段，通过 

nDNA连接酶连接后，转化宿主菌大肠杆菌 

DH5 ，挑取阳性菌落，扩增提取质粒，电泳 

HIrIdm 

P I 
K1】nI 

P5tI 

pfBNV —pUC119 

(8．7kb) 

PF △ Kpn—pUCII9 

(7．2 kb) 

K口nI HindIll 

=== ======  

图 1 重组质粒 PIDNV-pUC119和 PFAKpn-pUC119的构建 

1 cons仃Ll n 。f recombinant plasmids P~DNV-pUCI19 

and PFAKp~pUCI19 

鉴 定，获 得 酶 切 亚克 隆，命 名 为 PFAKpn- 

表 l 质粒转染蟑螂实驻结果 

Table 1 Tr~ slecfion experim~ ts Df Peripianm zt "n鲇 with r~ mbmant plasmids 

pUCII9。 因 为 在 

pUCll9 和 PfDNV 

DNA上各有一个 Kpn 

I酶切位点(如图 1)， 

所以此 亚克隆实际 为 

缺 失 了 PfDNV DNA 
一

末端的重组质粒。 

2．3 转染实验 采用 

腹部注射法 向黑胸大 

蠊幼虫体 内注射。每 

只 1O L注射物 中全 

基因组重组质粒分别 

为 2 500 ng、1 500 ng 

和 250 ng，相 当 于 含 
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PfDNV dsDNA量 1 600 ng、960 ng和 160 ng，其结果见表 1。 

从表中可以看 出注射的重组质粒的量越大，虫体最终死亡率也越高 当注射 的重组质粒 

PIDNV—pUCll9的量在 1 5 g以上时，虫体最终死亡率与野生型病毒以自然喂食 感染几乎相 

同。此外分别以 TE buffer(含 2 rag,／mL的 DEAE．dextran)和含 PFAKpn—pUC119注射幼虫 ， 

生长正常，没有发现任何病变。 

2．4 感染测定 

2．4．1 双向免疫扩散实验 结果如图 2。在中央孔加入豚 鼠抗 PfDNV抗体 ，周边四孔分别 

加入质粒转染致死的虫体 PBS研磨液，正常虫体 PBS研磨液，野生型病毒致死的虫体 PBS研 

磨液和 PBS液。结果发现在中央孔与 1和 3两孔之间分别出现特异性沉淀线，说明这两种样 

品中都有病毒粒子存在。 

■ 囤2血清学反应 Fig 2 SeroIogica[reaction A豚鼠抗Pm v抗血清 1转染虫体的PBS研磨液；2正常虫体的PBS研瞎液 3野生型病毒致死的虫体PBS研磨液i4 PBS缓冲液 A Guln~pig anti．rum against PfDNV 1+PBS s0【 ion of larvae*ra~fected by pUCl19 2 PBS．~lufion 0f hmtthy la~ae： 3 PBS mlutmn。f【 吐。d hy w Ⅵ⋯； 4 PBS bu er 
2．4 2 电镜超薄切片观察 通过超薄切片电镜技术，我们在重组质粒感染的黑胸大蠊虫体前 

肠及后肠细胞中发现大量的病毒。病毒大量复制，使细胞桉膨胀(图 3)，在细胞质中可见大片 

晶格状排列的病毒聚集物(图4)。而且其超微病理变化与野生型病毒致死的超微病理变化一样。 

2．4 3 回感实验 为了证实在蟑螂体内从重组质粒拯救出来的病毒是否具有感染性，我们将 

转染致死的虫体喂食健康黑胸大蠊，一段时间后虫体同样发病死亡，而且通过超薄切片电镜观 

察也发现大量病毒的增殖。 

3 讨论 

我们构建 了含 PfDNv 全基 因组 的克 隆及其亚克隆，分 别命名 为 PfDNV—pUu 19和 

PF&．Kpn-pUCll9。通过 DEAE．dextran介导的转染技术，分别将它们导入黑胸大蠊幼虫体 内， 

实验结果表明，PfDNV—pUCll9质粒转染后能使虫催发病死亡。超薄切片电镜观察，虫体细 

胞内存在大量病毒，且病毒的存在方式及超微病理变化与野生型 PfDNV感染的虫体 细胞没 

有本质区别。虫体 PBS浸出液也能与豚鼠抗 PfDNV抗血清产生沉淀线。相反，缺失一末端 

的 PF&Kpn．pUC119重组质粒转染蟑螂后不能使虫体发病死亡，且通过 电镜超薄切片和双向 

免疫扩散都不能检测到病毒粒子。 前的报道认为在细小病毒的拯救模式中，均包括病毒本 

身的末端重复序列[9】，本实验证实缺失了 一末端的 PfDNVDNA重组质粒不能被拯救。 

细小病毒科所属的细小病毒和腺病毒伴随病毒的全基因组重组 质粒转染细胞、拯救病毒 

已有报道 】，1990年也曾经报道过在昆虫宿主中用全基固组重组质粒拯救出浓核病毒l8 
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图 3 重组质粒转染的蟑螂后弱细胞桩中可 见大量 球枕病毒粒子(×60 000) 

F 3 Nucleus of transfected colon cell by recombinant m  ，shows 

Large a~ourtt spherieal virus particles(×60 000) 

图 4 重组质粒转染的蟑螂后腑细胞中病毒呈晶格枕聚集 (×80 000) 

Fig 4 Cr I lJmU n 0f the Pff)NV ~dhon inⅡ fLs 吐ed colon 

cell by recornhir~m plo d(×80∞0) 
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用含蟑螂病毒基因组的重组质粒在蟑螂体内复制出病毒，对于蟑螂病毒基因工程研究具有重要 

意义。重组质粒在虫体内复制机理正在进一步研究。 

总之，重组质粒 PfDNV-pUC119的构建及其转染的研究将为浓核病毒乃至细小病毒的复制 

机理研究提供一个很好的模型，并将在防治世界性卫生害虫——蟑螂的工作中起到重要作用。 
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Rescue of Infectious Virions from Recombinant Plasmid 

with the Genome of Periplanta liginosa,Densovirus 

Zhang Xiaodong Zhang Jiamin Guo Haitao Zhu Lmua Hu Yuanyang 

一

(1nsitute Virology．Wuhan University．Wuhan 430072) 

Abstract An infectious genome of the Periplanta fuliginosa densovirus(PiDNV)has been 

don ed into the bacterial phsmid pUC119．The viral genome COuld be rescued frcon the reeombi— 

nant plasmid PfNDV-pUC119 by transfection to sensitive Periplanta 缸liginosa larvae．Virions 

can be found in the cells of the transfected 1arvaes by electron microscope。and the rescued virions 

were as in[ectious as wild—type virions．In Contrast，the vira1 genom_e COuld not be rescued from 

the recombinant plasmid deleted one extremity． 

Key words Densovirus，Periplanta^ liginosa，ReCOmbinant plasmid，Rescue 
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