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昆虫杆状病毒增效蛋白(enha~cin)曾被称为病毒促进因子(synergistic tactor，SyF)或病毒 

增效 因子(vir~enhancing factor，vEF)．它长期以来被认为只存在于昆虫颗粒体病毒(Granu． 

]osis virus，GV)中的一类蛋白质，已知有 8种 GV 中含有增效蛋 白。自 TanadalI 1959年从 

美洲一星粘虫(Pseudaletla unipuncta，Pu)GV 中分离出增效蛋 白并证实它有增强 PuMNPV 

的感染力后，一直很受人们关注。从它的作用机理到氨基酸序列和基因结构等方面都进行了 

大量研究。9D年代初，Hashimoto 和 Roe[rink 等人先后分别对粉纹夜蛾 GV(Trichopzusia 

ni GV，TnGV)和 PuGV、棉铃虫 GV(1-leliothis armigera，HaGV)的增效蛋白基因进行了克隆 

和测序．并 对它 们 的氨 基酸 序 列进 行 了 分析，发 现三 者 间有 很大 的 同源性 和 相似 性。 

Roelvink 等人还在另外两种 GV．／J、菜粉蝶 GV(P扫 rapae，Pira GV)和旋幽夜蛾 GV(Sco— 

togrammatrifolii GV，Sctr GV)中检 出有增效 蛋 白的 存在。虽 然 在 昆虫 痘病 毒 (en10一 

mopoxvirus．EPV)中也有类似的具增效作用的蛋白成分 】，但它与 GV的增效蛋白不同，而在 

核型多角体病毒(Nuclear polyhedrosis virus，NPV)中长期未见报道。直至1997年，Bischoff【8_ 

等人从一种舞毒蛾 NPV(LymantHa dispar MNPV．LdMNPV)基因组中克隆出一个增效蛋 

白基因．并对它进行了核苷酸和氨基酸序列分析，发现 LdMNPV的增效蛋白基因结构和已测 

序的3种Gv(Tn GV，PuGV．HaGV)的增效蛋白基因结构很相似；它与GV的氨基酸序列也 

有 29％的同源性。随后，他们又对 LdMNPV的增效蛋白基因进行了表达【9 J。在 NPV中发现 

增效蛋白及其基因尚属首倒．这一发现对增效蛋白及对 GV与 MNPV之间关系的研 究有重大 
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意义。本文主要对 LdMNPV增效蛋白的基因结构、氨基酸序列作一介绍，并与已知的 3种 

GV作一比较。 

1 增效蛋白的性质 

增效蛋白是由病毒基因编码的一种磷脂蛋白，分子量大小在 89～110 kD，它不但能增强 

多种核型多角体病毒(NPV)对昆虫幼虫的感染力．也能增强 NPV对体外培养细胞的感染力． 

而且还能提高 Bt等其它生物杀虫刺的功效_I 。在 GV中．增效蛋白存在于包涵体包膜蛋白 

中 ，约占 GV蛋白质的5％。在 LdMNPV中，它存在于多角体蛋白中。现已证明．增效蛋 

白具有金属蛋白酶活性_I ．能降解昆虫中肠围食膜．PuGV的增效蛋白还具有酯酶活性【1 。 

就目前所知，增效蛋白以两种模式起增效作用：第一种是发挥金属蛋白酶活性．降解昆虫中肠 

的围食膜，破坏中肠粘膜的物理屏障．使病毒粒子更容易进入细胞，增加病毒的相对感染量；另 
一

种是直接作用于质膜和病毒包涵体膜上的增效蛋白受体位点．促进病毒粒子与质膜的融 

台lI ，增加 NPV的感染力。 

2 LdMNPV的增效蛋白及其基因 

LdMNPV的基因组大小为 162 kb，虽然它的基因组未全部被测序．但与 AcMNPV共有的 

几个基因已被测定。与AcMNPV相 比，LdMNPV DNA中额外存在 29 kb的碱基对，它提示该 

病毒可能带有几个 AcMNPV中不存在的基因，现已证 明有两个基因：宿主范围因子一l(hrf一1) 

基因和 Gz2基因是 LdMNPV所特有的，此外，还发现了 LdMNPV的增效蛋白基因也是 AcM． 

NPV所没有的。 

2．1 LdMNPV增效蛋白基因 

LdMNPV增效蛋白基因位于 25 kDFP(few polyhedron)基因和 hrt．1基因之间，整个 ORF 

位于 sstⅡ片段内，大小约 4．2 kb。有一个 2 346 bp的 ORF，编码分子量为 89kD、氨基酸残基 

数为 782的蛋 白质，它与 3种 GV的增效蛋白比较见表 1。 

衰 1 4种病毒增蛙蛋白殛基因比较 

Table 1 Comparison 。{the four enha~cins and its窖en 

LdMNPV增效蛋白的ORF开始于+49，止于+2 395位核苷酸，在ORF上游+36处有一 

可能是杆状病毒晚期启动子的序列! ．与三种 GV的增效蛋白基因结构很相似。晚期启 

动子序列在 TnGV 中．~A
—

TA
—
AG ，在 PuGV和 HaGV中分别是 ；~

—

TTA
—

AG E 
，这 

说明IAMNPV与 GV的增效蛋白可能有相同的启动机理，也暗示它们有相似的起源。另外． 

在 TnGV O~JA
—

TA
—
AG上游有 3个重复的!坠 垒序列，而在 Ldh,LNPV和 PuGV、HaGV的 

增效蛋白基因中却没有发现，说明它们的基因组结构又有变化。 

LdMNPV增效蛋 白基因下游与 hrf．1基因之间没有 Poly(A)信号序列，这一 点也与 3种 

GV的增效蛋白基因相似。进一步比较发现，尽管 LdMNPV与GV的增效蛋白基因下游结构 

相似，但 LdMNPV的 hrf-1与 GV的 OR 之间没有任何同源性。 
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2．2 LdMNPV增效蛋白的氨基酸序列分析 

LdMNPv增效蛋白基因编码的蛋白质分子较 GV的小，具体区别见表 1。将 已知的 4种 

增效蛋白的氨基酸序列进行比较，发现在 N 末端有 同源性，而 c末端的同源性很小。LdMN． 

Pv增效蛋白序列与每种 GV增效蛋 白氨基酸之间有 31％的同源性(与 TnGV 为 32．1％，与 

PuGV为32．2％，与 HaGV 为 31．4％)，有 55％的相似性(与 TnGV为 54．7％．与 PuGV 为 

55 2％。与 HaGV为 55．6％)，而 GV增效蛋白之间氨基酸的同源性达 81％～98％，相似性达 

90％，说明 MNPv与 GV的增效蛋白基因已发生丁分化。 

增效蛋白的一个显著特点是在氨基酸序列中有一个典型的金属蛋白酶锌结合保守区氨基 

酸序列HEXXH，在 LdMNPV中于 241～246位之间，在 3种 GV的增效蛋白中于 244～248位 

之间，因此，这 4种增效蛋白都是金属蛋白醇超家族成员【I 。在这类酶中，z 与 HEXXH序 

列中的两个 H残基络合．然后再与该序列下游 20～120氨基酸间的 D、H、c、E中的任一氨基 

酸残基络合。比较 4种增效蛋 白的氨基酸序列发现，在 HEXXH下游 20～120位之间有两个 

E残基和两个 D残基非常保守．其 中任何一个氨基酸残基都可与 zn2 结合。在金属蛋 白酶 

HEXXH序列中，E残基作为催化基团，使一个水分子极性化亲核攻击肽链上的肽键并使之断 

裂。1996年．Lep0re等n0)证明TnGV的增效蛋白是一个金属蛋白酶，能降解昆虫中肠(围食 

膜)的粘蛋白。由此推测，其它两种 GV和 LdMNPV的增效蛋白可能主要是以金属蛋白酶形 

式起增效作用的。这也就很容易解释为什么 TnGV增教蛋白对 Bt伴孢晶体和 B一外毒索等也 

有增效作用。 

增效蛋白的另一个显著特点是有 丰富的可能的糖基化序列——NxS／T。LdMNPV有 9 

个，TnGV有 12个，PuGV有 l1个，HaGV有 7个。这些可能的糖基化位点在 GV增效蛋白序 

列中表现出极大的位置保守性，而 TnGV、PuGV中的保守性更大(见表 2)，说明这些可能的糖 

基化位点对增效蛋白的活性是不可缺 少的。LdMNPV增效蛋 白可能的糖基化位点与 GV的 

不同。但有两个可能的糖基化位点距 HEXXH下游的相对位置极相似，。由此推断 ．这两个位点 

的糖基化可能对增效蛋白的功能是很重要的。 

衰 2 4种增效蛋白中可能的■基化位点比较 

Table 2 The potential gl3~osylation sit~s in the pepfides of the[our enhe nclns 

注 ：距 HEXXH上游的相对位置用负号表示，下游的相对位置用正号表示。 

增效蛋白的第三个显著特点是含有丰富的酸性氨基酸，4种增效蛋白中酸性氨基酸占总 

氨基酸百分数分别为 ：LdMNPV 19．56％、TnGV 20．60％、PuGV 2t．42％、HaGV 22．28％，平 

均为 20．97％。而 碱性 氨基酸 所 占的百 分 数较 低。依次 为 l1．25％、l1．43％、5．43％和 

12 41％，平均为 1O 13％。增效蛋 白的氨基酸组成也很相似，推测它可能 由同一个共同的基 

因进化而来。 

综上所述，无论从基因结构还是氨基酸序列，LdMNPV与 GV的增效蛋白都极其相似，那 
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么，LdMNPV中增效蛋白的来源便是一个很有趣的问题。我们从现有的资料推测。LdMNPV 

的增效蛋白基因很可能来 自GV，是 MNPV与 GV在 自然状态下基因重组的产物。其原因是 ： 

第一，迄今所知．杆状病毒增效蛋白在GV中存在较 MNPV中普遍，无疑 GV的基因组是增效 

蛋白的天然基因库；第二，LdMNPV增效蛋白基因结构与GV增效蛋白基因结构极其相似．没 

有 MNPV中已知基 因的特征结构；第三，LdMNPV增效蛋 白与 GV增效蛋 白有较大的同源 

性．有共同的酶活性中心，而与已知的其它蛋白问没有任何同源性[1 ，推测它不是 MNPV中 

普遍存在的成分。 

3 增效蛋白在害虫防治上应用的展望 

增效蛋白因能增加多种 NPV对昆虫的感染力而倍受关注，纯化的 TnGV增效蛋白与 

AcMNPV一同饲喂 T．ni幼虫时．能使 AcMNPV对甜 菜夜蛾(．Spodoptera )感 染力提 

高 12倍【 ；与 Bt混合使用，能使 Bt毒力提高 2～7倍【t0l。因此，增效蛋白在提高杆状病毒杀 

虫效率和拓宽害虫综合防治的领域显示出诱人的前景。上面所述两种增效机理，对 MNPV的 

增效作用二者兼有．对 Bt等其它杀虫剂的增效作用可能主要以第一种方式起作用。这就使增 

效蛋白的增效作用扩展到杆状病毒以外，使其应用范围更加广阔。Biehoff[引等人通过缺失突 

变 LdMNPV增效蛋白基因证明，增效蛋白只增加 MNPV的感染力，并不增加杀虫速度。增效 

蛋白的双重作用机制，在实践上有极大的应用价值。 

首先，可以将增教蛋白基因重组在 AeMNPV等广谱 MNPV中，生产广谱高效的重组病 

毒。LdMNPV增效蛋白基因的发现，使这一可能性变为现实，说明将增效蛋白基因重组到 

MNPV 中表达生效是可行 的、有效的。我们认为．MNPV的 P10基 因位点是理想的插入位 

点[22--24]，这是因为：第一，P10基因是病毒复制非必需的最晚期表达基因；第二．P10启动子是 

非常强大的最晚期启动子之一；第三，P10蛋白缺失。并不影响多角体的形成．还能增加 AcM． 

NPV的感染力[20】，使NPV的多角体蛋白更易坡降解。这就能使昆虫在降解多角体的同时释 

放增效蛋白，使二者同步发生作用，减小病毒的使用量，增加感染率．缩短杀虫时间。 

其次．可以解决昆虫对转基因植物的抗性 问题。业已证明增效蛋 白对 Bt有增效作用，若 

在转入 Bt伴孢晶体蛋白基因等毒索基因的同时转入增效蛋白基因，既可增强转基因植物的抗 

虫能力．又能防止昆虫对单一有效成分产生抗性，这是一条经济有效 的途径之一。 

再次．将增效蛋白基因导入Bt等细菌或其它真菌杀虫微生物中，生产重组 B1等杀虫搬生 

物．这样一方面解决丁病毒制剂难于大量生产和容易失活的难题，又提高 了 Bt等药效，缩短杀 

虫时间。更重要的是．Bt等杀虫微生物可大批量发酵生产、成本低，生产技术成熟、杀虫谱广， 

有广阔的应用前景。 

总之，研制和开发无公害的高效生物杀虫剂以逐步减少化学农药用量，是今后农林害虫综 

合防治的发展趋势，杆状病毒增效蛋白的作用特点．在这方面显示出极大的应用潜力。增效蛋 

白在生物农药中的实际应用，是生物农药改 良的重要途径之一。 
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