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摘 要 对油桐尺蠖单粒包埋桩型多角体病毒(Buzura~uppressaria single—nueleocal~id nucleopoIy 

hedrovirus,BusuNPV)基因组中BamHI-H片段的序列进行分析．该片段垒长 2 422 bp，包括三个开 

放阅读框 ： 7基因 (AcMNPV ORF40的 同霭[区)的 5 端 完整 的组织 蛋 白酶 基 因(cathepsin) 

(AeMNPV ORFI27的同源区)和 p74基因(AcMNPV ORFI38的同源区)的 3 端 。序列 比较 分析 

表明，BusuNPV的这三个基因与其它杆状病毒的同霭[基因具有相同的结构保守区。BusuNPV基 

因组 BamHI．H片段上这三个基因的排列顺序完全不同于 AcMNPV相应基因的捧到顺序 

关键词 油桐尺蠖单粒包埋桩型多角体病毒． 7基因．组织蛋白酶基因．p74基因．序列分析 

‘ “ P~，． BnnHl工 H 乏． 墨捆． 
杆状病毒是一类能感染节肢动物(主要是鳞翅 目昆虫)的病毒。其病毒粒子呈杆状，基因 

组为双链环状 DNA，大小为 9O～160 kb。杆状病毒科 (Baculoviridae)分为两个属 ：核型多角 

体病毒属 (Nucleopolyhedrovirus，简称 NPV)和颗粒体病毒属(Granulovirus，简称 Gv)【l J。 

NPV按病毒粒子的包埋形态分为多粒包埋 NPV(Multiple-nucleocapsid NPV，简称 MNPV)和 

单粒包埋 NPV(Single-nucleocapsidNPV，简称 SNPV)。至今已发现的杆状病毒达600多种， 

目前有四种杆状病毒基因组的全序列已经完成．它们是 AcMNPv【 、BmNPV【3J、OpMNPV[ 

和 LdMNPV( 。序列分析表明，AcMNPV、BmNPV、OpMNPV的基因组成和排列较为相近． 

而 LdMNPV的基因组成和排列却与上述三种病毒显著不同。随着更多杆状病毒的基因序列 

披测定，人们对这些病毒之间的进化关系及杆状病毒多样性的了解将更加深入。 

本谋题得到 国家 自然科学基垒(39370031)、中国科学琬与荷兰皇家科学琬国际台怍谭题及中国科学院院长基盘的部 

分资助。本文所报道的序列已输人 GenBank．登记号 AF058929 
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油桐尺蠖单粒包埋核型多有体病毒 于 70年代末在我国不同茶区的病死害虫中分离得 

到 】，病毒粒子呈单粒包埋型。中国科学院武汉病毒所对该病毒进行了多年的生物学研究， 

并成功地用于油桐尺蠖的防治 J。到目前为止，尺蠖科(Geometrida*family)中已报道的NPV 

大约有 67种LB J。与 MNPV相 比，SNPV的分子生物学研究还十分贫乏。为此，从 80年代末 

起，我们全面开展了对 BusuNPV的分子生物学的研究，构建 了该病毒的基因文库、物理图谱， 

并选择基因组中的不同区域进行了序列分析【9 “。本文具体报道 BusuNPV基因组上一个 

2 422 bp的 BamHI H片段的序列分析结果，并将该片段 上基因的排列顺序与 AcMNPV相应 

基因的排列顺序进行比较。 

1 材料和方法 

1．1 材料及试剂 油桐尺蠖单粒包埋核型多角体病毒的原始株。是从湖北蒲圻羊楼洞茶场的捕死虫中分离 

获得的l6 ；质粒载体 pTZI9R及宿主菌 D a由本实验室保藏；限制性 内切酶 、连接酶 、去磷酸化酶及缺刻平 

移试剂盒均购自华荛生物工程公司。 

1．2 病毒 DNA的提取爰限制性内切酶分析 BusuNPV多角体饲喂感染油桐尺蠖幼虫，虫体死亡后。研睹过 

滤。多角体经差速离心纯化，显微镜 下计数。取 3×10 十多角体离心，加^蛋白酶 K(20I'llg／mL5 L，37℃作 

用 30rain加入500,aL喊解液(0．1too|／LN．2CO,，0．01too|／LEDTA，0．17mo]lI NaCI，pH>10．8)，37℃作用 

30rain；加入 10％SDS至终浓度 1％，37℃作用 30rain；酚、酚：氯仿 ：异戊醇(2S：24：1)及氯仿 ：异戊醇 (24：1) 

各抽提一次后．0 1×TE(pH8 0)透析 48 h，分光光度计测定其纯度及浓度。取 1 DNA进行 内切酶消化，限 

翩性内切酶消化条件接常规方法进行。0．7％琼脂糖凝胶电{隶。 

1．3 克隆爰测序 紫外灯下切取目的带，液氯冻融法回收，与 BamH!消化并击磷酸化的载体 pTZI9R 14℃连 

接过夜，转化大脑杆菌 D n。阳性克隆经限制性内切酶分析及 Southern blot鉴定。利用通用引物和合成引物以 

引物延伸法(Primer walking)进行序列授I定，自动序列测定在加拿大Que s大学的测序实验中心进行。 

1．4 序列分析 序列用 UWGCG计算机软件(release 9 0)分析，DNA序列和编码的氮基酸序列用 FASTA和 

BLAST软件与 GenBanl,／EMB1 Swissport及 PIP．数据库进行 比较分析，运用 GeneDOC软件进行氨基酸序列及 

同源性分析。 

2 结果及讨论 

限制性内切酶分析及 Southern bolt结果表明，BusuNPV 2．4 kb的 BamHI．H片段已被成 

功地克隆在载体 pTZ19R上(图略)。以引物延伸法对阳性克隆中插入片段的两条链进行全序 

列测定，结果表明，该片段垒长为2 422 bp，包括三个开放阅读框： 7基因(AcMNPVORF40 

的同源区)的 5 端，完整的组织蛋白酶(cathepsin)基因(AcMNPV ORF127的同源区)和 p74 

基因(Aclvh-NPV ORFl38的同源区)的 3 端(图 1，2)，其结构特征分述如下： 

2．1 7基因 BamI-II．H片段编码 7基因的 N端 193个氦基酸，该序列与 AcMNPV 

ORF40所编码的氦基酸序列同源。BusuNPV 7基因的起始密码子上游第 16位有一杆状病 

毒早期基 因转 录起 始信号 CAGT【t2]，在 一100位和 一120位有两个早期启 动子组成 元件 

TATA。完整的 AcMNPV 7基因编码一分子量为 47．5 kDa的多肽u ，据推测为杆状病毒 

自身 RNA聚台酶的亚单位，参与晚期及极晚期基因的转录与表达Ll 。到目前为止，有 4种杆 

状病毒的 7基因序列 已被测定，它们是：AcMNPV【ts]、BmNPV_3 J、OpMNPVL4 和 LdMN． 

pV[S]
。 
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囝 i BusuNPV基因组的 BamH-I酶切图谱及 BamH1．H片段的结构 

i BamH【physical map of the BusuNPV genome detai]ed g∞ e orglmiatiel of the~~mHl—H fragment 

The p“ 曲 t the ORFs and nt【。their directions transcription p47 and p74 have been only~ rtially se， 

quenced(sequenced part wert black)． 

BusuNPV 7基因 N端 193个氨基酸序列与所有这些病毒的氨基酸序列分析 比较表明．在 

BusuNPV Argll0一His164之 间有一段高度保 守 区，该 区含有两个 明显 的亮 氨酸拉链序 列 

(Leucinezipper)，这类序列可使肽链形成卷曲的螺旋(coiled-coil)结构，后者在真核生物的转录 

因子中十分常见l1 。 7亚单位在杆状病毒 RNA多聚酶中的具体功能尚不清楚．但可以推 

测，亮氨酸拉链序列与该基因的功能有一定的关系(图 3)。 

2．2 组织蛋白酶{Cathepsin】基因 BusuNPv C~thepsin基因的起始密码子位于 7基因的 

上游 200 bp处，其转录方向与 7基因相反(图2)。在起始密码子上游 25位有强晚期启动子 

转录起始信号ATAAG，在其终止密码子下游第lO位有一PolyA终止信号AAATAA。杆状病 

毒的Cathepsin为一种半胱氨酸蛋白酶lI ”】．该酶在 pH 5．0～5．5时活性最高fI 。在许多杆 

状病毒基因组中，Cathepsin基因和几丁质酶基因相邻排列。据推测这两个基因共同作用．液 

化虫体，促进多角体的释放及在环境中的水平传播 ]。已报道 Cathepsin基因的杆状病毒有 

7种，它 们是 AcMNPV[ 引、BmNPV[ 、OpMNPV[引、CtMNPV[ ̈ 、LdMNPV[ 和 CpGV[ 。 

BusuNPV与其它几种杆状病毒 Cathepsin基因氨基酸序列比较分析表明．该蛋白富含 Cys．且 

这些 Cys位点高度保守。推测的 AeMNPV中该蛋白酶的催化活性位点 Cys136、His269及信 

号肽的切割位点 Ash98在这几种 NPV中都是一致的(图 4)。运用 GenDOC软件对七种杆状 

病毒 Cathepsin氨基酸进行 同源性分析．Cathepsin氨基酸 同源性最高选 97％(AcMNPV与 

BmNPV)．BusuNPV与 CpGV同源性最低为 61％(表 1)。 

2．3 p74基因 BusuNPV BamHI．H片段 中  ̂5抽 基因的下游．编码 p74基因的 c端 

196个氨基酸．与 C~thepsin基因方 向相反。在 AcMNPV【2 、OpMNPV[圳和 CfMNPV[捌 等 

基因组中，p74基因总是以相反的方 向位于 plO基因的下游。这一点与 BusuNPv显著不 

同l2 。据推测 p74基因位于多角体包埋型病毒粒子(polyhedra-derived virus．简称 PDv)囊膜 

G 

F  阱+ 

一 B  
● 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 府 毒 学 第 14卷 

BamH—I 
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ATCATĈ T̂T1℃TGCAC订 Tc丌 CÂ M T1T̂ T̂AAClGACCATTCĜ Ⅲ̂ Ĉ[~Cl 
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GI Î【I(r1AACCAAACGGATCC 

N S Y G J R 】 

囤 2 B峭uNPv B~mHI．H片段 序列分析 

Fig．2 Nucho~de sequ∞ ce the BamHI-H fr ∞【 

The predic~ ~rrdno ac s a indicated by一 】札t code designations below the nucleotide sequence 1rhe genes，their 

directi~ of transeriptlem sad the BamHI restrlctloa enzyme sites ale indicated．putatlve tr．tmscription signals such as 

TATA and CAGT motifs for early tr~ scription inltiati~ }TAAG r late b~ulovirus transcliption initiation and 

AATA Â f0r polyadenyladma are bolded．Signals oR the cc~nplememary strand of the DNA Ⅱre underlined and their一 - 

p]ementary seq㈣ n shown 

的外侧，在 PDV的吸附和融合过程中具有重要作用，是多角体感染虫体所必需基因。已报道 

p74基因的杆状病毒有 5种，它们是：AcMNPV[z31 OpMNPV 、BmNPV 、CfMNPV 朝和 
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LdMNPV ，将 BusuNPV P74C端 196个氨基酸序列与这些 P74蛋白比较分析表明，该多肽 

与其它杆状病毒P74高度同源，并具有Adam等人推测的典型的病毒吸附蛋白特征 。 

0 p P 4 7 

0 p P q 7 

匪 翼 

—_  

鲑 囊 饔 墓薰 蓑 
圈3 杆提向毒 P47氪基酸序列同源性比较 

Fig 3 A|ig~ment I~cu|ovirm P47 

The location leuc~ne zipper motifs盯e shown．The of the seq 器 are Oe[1ing e2“ (1987) “ for AeMN一 

Ⅳ  Gomb~t ad(1989)I f0r OpMNPV s Maeda“Ⅱf口 (Genbank a ession mumber L33180)f0r BmNPV， 

Kuzlo J at(1999)f for IAMNPV．Ge f)oc~ twm'e used fnT homoI％~-shading Two sksdi~g leve~wtre set： 

black [or 100％ ~ent[ty gre7 for 80％ M~ tity 

衰 1 7种杆状瘕毒组织蛋白馥氯基酸同潭性比较I％l 

Table 1 Amino acid~quence idendity c％)between bacub nb cathepsin protei~ 
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图 4 杆状扁毒组织蛋白酶基因氪基酸序列同探性比较 

g．4 Alignmettt of l~cu]ovlrus catt~psins．predicted N·linked g[yeosyhted site AsnlS8．the s sequen~ cleavage 

site Ash97．∞ I ic Cys136 aM  His 269 residues日 iM icated hy ~b0ve the}eq The踟 r咄 of the}eq㈣  

areAvres M (1994)[ r AeMNPV．Hill al(1995)_2【] CfMNPV．Ohkawa at(1994)_l，]for BmNPV， 

Ah娜  nf(1997)[ for OpMNPV，K邺i J nfI 1999)㈨ for LdMNPV．Kang W ．d al(1999)【 ／or CpGV 

GeneD~ ，。h⋯ w丑sused for m1oID盯 sl1日dIng．Tw0 shading levels w 件 set：black for 100％ identity and grey／or 

80％ id~ tity． 

2．4 基因组排列 BusuNPV和 AcMNPV基因组排列 比较表明，BusuNPV BamHI—H片段上 

相邻的三个基因 7、Cathepsin、p74在 AcMNPV基因组上相隔很远(图 5)。在 AcMNPV、 

OpMNPV、BmNPV等病毒中， 6、plO、p74基因均相邻排列，但在BusuNPV中， 74基因与 

6、plO基因却位于不同区域【 。在 AcMNPV基因上．Cathepsin与几丁质酶基因相邻排 

列．但转录方向相反；在 BusuNPV中，它们虽然转录方向相反．在基因组上的位置相距将近 23 

个图距单位。BusuNPV基因组中基因分布的特异性 已被该病毒基因组中其它区域的序列所 

证实【 ，说明 BusuNPV属于一个独立的进化分支。 
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图 5 BusuNPV与 AcMNPV基因排列比较 

Fig．5 Comparislon of the gene organization between the genomes of AcMNPV and BosuNPV 

The— ws rep~ ent the ORFs and their directions of tmn~fiptlon．Gene homo(ogu~ are linked by a llne· 
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Genetic Organization of the BamHI-H Region of the Single 

Nucleocapsid Nucleopolyhedrovirus of Buzura suppressaria 

(BusuNPV) 
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Abstract In order to investigate the genomic organization of the single-nucleocapsid nucleot~ly— 

hedrovirus(SNPV)of Buzura suppressaria(BusuNPV)．the BamHI—H fragment 1ocated at map 

units(mu)81．6～83．6 of the viral genol'ne was sequenced．The fragment contained two partial 

and one Complete open reading frames(ORFs)representing the 5 end of a p47 gene．a cathepsin 

gene and the 3 end of a p74 gene．Sequence analysis luther revealed that these ORFs have the 

same conserved motifs and gene structure as those observed in their homologues from other bac— 

uloviruses．The genomic arrangement of the ORFs in the BusuNPV BamHI—H fragment is very 

different from the arrangement of their homologues in the genome of Autographa californica mo— 

tiple nucleocapsid(M)NPV． 

Key words Single-nucleocapsid nucleopolyhedmvirus of Buzura suppressaria(BusuNPV)．p47 

gene． Cathepsin gene， p74 gene．Sequence analysis 
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