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斜纹莜蛾核型多角体病毒p74基因的克隆和序列分析 
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■要 ：用 AcNPV 4基因 3 端的 1．4 kb片段，通过 Southern blotting将 spItNPV的 p74基 因定位 

于 Xbol(4 9 kb)、EcoRI(4．4 kb)、BamHI(3 0 kb)片段上。进一步用 ExoⅢ和}暂建亚克隆测序法． 

对 长 2 545 bp的 p74基因进行了序列分析．其中 1 974bp的编码区编码 658十氨基酸 ．蛋白分子量 

约 75．87kD,其编码蛋 白与 AcMNPV和 CfMNPV p74蛋 白的氨基酸 序列同 源性 分别 为 64％和 

63％ 。 

关键调 

中围分 

、 ／ V 

)；／,74基因；基因毙隆 ；序 列测定 
_—_ ———～  

文章■号：1003-：5'125(2000)01—0045—07 

昆虫杆状病毒作为一种无公害生物杀虫剂越来越得到广泛的应用．但是昆虫杆状病毒的 

宿主专一性较强．杀虫谱较窄，已成为限制其更广泛应用的一个重要因素。如何扩大其宿主范 

围，提高毒力．是应用杆状病毒防治害虫所面临的重大课题。p74基因作为与昆虫杆状病毒侵 

染力有关的基因．其基因产物与杆状病毒在感染昆虫幼虫时与中肠的特异性吸附有关【10】．这 

种吸附可能具有种的专一性，因而 p74基因可能是决定杆状病毒宿主专一性 的一个重要因 

素。所以研究不同杆状病毒之间 p74基因的结构及功能的异同．具有重要的意义。斜纹夜蛾 

(Spodo／mra lltura)是危害多种农作物的重要害虫，主要分布于中国南部、东南亚地区和日本 

西南部。本研 究在斜 纹夜蛾核型多角体病 毒(Spodo／nera litura nuclear p0】yhedrosls virus． 

S#tNPV) 基因定位的基础上进行序列分析，并将所测序列与苜蓿丫纹夜蛾核型多角体病 

毒(Autographa californica multinueleecapsid nuclear polyhedrosis virus．A Pv)和枞色卷蛾 

核型多角体病毒(C___lmristoneura冉miferana multinueleocat~id nudear r~lyhedrosls virus，CfM． 

NPV)[3 的 p74基因进行了核苷酸同源性和编码蛋 白的氨基酸序列同源性 比较。 

1 材料与方法 

1 1 瘸毒、蕾椿和质I盘 

斜纹夜蛾核型多角体病毒中山大学分离株(zhongshnUniversityisolate．ZSU)f̈ 由本室保存．苜蓿 丫纹 

夜蛾核型多角体扁毒由美国加州大学 Fedelici B．A．教授提供．载体质粒用p~ fipt MI3(一)和 pUCl8．受 

收稿 日期 1998—08—28．倍目 日期：1998—11—06 

由国家 自然科学 基垒重点嘎目(39730O30)资助 

擗 现工作单位：第一军医大学南方 医院传囊科．广州 510515 

怍者筒舟 ：扬洁(1970一)，男．湖北广水^。助理研究员．硬士．1992年武汉大学病毒 系奉科毕业。研 究方向生物工 

程。曾获军 队科技进步二等奖。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 l5卷 

体菌株为 E．eoli DH5a。 

1．2 病毒基因组 DNA的制备 

参考 S~mmers M．D 和 Smith G E 的方法 ]，从病毒多角体中提取病毒基因组 DNA。 

1．3 棱酸杂交挥针的镧备 

由于 AcMNPV的 EcoR1．P片段吉有 大部分 p74基因(2 0kb) 】，连用 pBluscriptM13(一)克隆该片段 ．并 

经 EeoRI和 Hinds双酪切回收舍 p74基因 3 端的 1 4 kb片段。按 Boeringer Mannheim Bioehevnica公司的 

‘DIG DNA Labeling and Detection kit’说明书标记探针。 

1．4 Soathern blotting趸杂交片段的克睦 

用上述标记的撵针在宽松条件下(5×Ssc，56℃，无甲酰氨)与 SpItNPV基因组 DNA的 EcoRI、BamHl和 

Xhol醇切片臣杂交，按试剂盒说明进行显色。然后用 pBluescipt MI3(一)和 pUCI8克 隆阳性片段。具体方法 

参考文献[7】。克隆有杂交 片段的质粒分别命名为 pBluep74．E、pBlup74，B、pBlueF74-X。 

1．5 DNA序捌分析趸同潭性比较 

1．5 1 }暂建双链连续测序摸板 

参照Phamu~ia公司Double-strandedNestedDeletionKit说明．使用IhtXl和 Smal对质粒 pBluep74．E双酶 

切，然后用 Exolll消化(75~ ol／LNaC1．30℃)每 3min取样一次．sl按酸酶去除单链 ONA'终止反应．T4连 

接酶 自连．转化筛选。 

1 5．2 双链 DNA序列分析及同源性 比较 

参照Pharma~ia公司双链 " DNA序列分析Kit推荐的方法．进行序列分析．并应用计算机软件 DNASIS、 

PROSIS，将所测序列与其它两种扦状病毒的 #74基因及其推导的氨基酸序列进行同赧性比较。 

2 结果与讨论 

2．1 SpltNPV p74基因的定位、克睦及鞠切分析 

以地高辛标记的AcMNFV p74基固为探针，与 S#tNPV基因组酶切片段进行杂交，结果表 

明，阳性带分别为 SdtNPV基因组 DNAEcoRI 4．4 kb、XhoI 4．9 kb、BamttI 3．0 kb片段。将这三 

个片段分别克隆后用内切酶进行酶切分析，以确定其相对位置，结果显示，三个片段都含有 0．95 

kb的 tMmHI和 EcoRI片段的共同部分，提示 AcMNPV的 p74基 固探针与这三个片段都是特异 

性杂交。我们先测出这 0．95 kb片段的序列，以确定 p74基因的精确位置及编码方向。将质粒 

pBh坨p74．E用 B口。Ⅲ构建双链连续测序模板，利用 T7~amer从一端进行连续测序。 

2．2 SpltNPV p74基因的序列测定 

根据上述结果对 EooRI 4．4kb片段进行双链 DNA序列分析，所测序列长 2 545 bp。对该 

序列进行读码框分析，结果推测 Spla"CPV p74基因编码区为 222-2 195 lit，编码 658个氨基 

酸(图 1)，分子量为 75．87 kD。比AcMNPV和CIMNPV的 P74蛋白多 l2个氨基酸。分析结 

果显示，SpltNPV的 p74基因符合 Kozak规则，即ATTATGA。该基因含有杆状病毒典型晚 

期启动子特征序列，即 DTAAG(D代表 A、T或 G)序列 。和 AcMNPV p74基因一样 J， 

SphNPV的 TTAAG距起始密码子很近，只有 9个核苷酸，前者为 l1个核苷酸。此外，Spit． 

NPV的 p74 基 因 又具 有 早 期 启动 子 元 件——TATA 和 早期 启 动 子 5 加 帽 位 点—— 
CAGTt ·“]

。 在 SpltNPV的 p74基因的 3 端部分，有典型的poly(A)加尾信号 AATAAA。 

2．3 SpltNPV与 AeMNPV和 CfMNPV的 p74基因爰其编码蛋白的同漂性比较 

应用计算机软件 PROSI S-将SpItNPV p74基因分别与AcMNPV、CfMNPV、OpMNPV和 

家蚕核型多角体病毒(BD仇6 mori nuclear polyhedrosls virus，BrnNPV)(G nBaI1k 1331舯 )的 
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囤 la SpkNPV p74基因的都分嗣序照片 

Fig．1a Sequencing of partial SpltNPV p74 gene 

1。2．and 3：seque mg for the f； ]oedlngl 

1 ，2 ．and 3 ：~'quenelngforthetzqxmd _吨 ． 

p74基因及其推导的编码蛋白进行了同源性比较．结果表明．SpItNPV p74基因推导的编码蛋 

白与 MNPV、CfMNPV、OpMNPV、BmNPV p74基 因编码蛋白同源性 分别 为 64％、63％、 

64％和 63％。N．端及中间区域的氨基酸同源性较高．有些区域连续几十个氨基酸的同源性在 

9O％以上，这些区域的高保守性很可能与其结构和功能有密切关系。值得注意的是 已发表的 

74基因所编码蛋白的氨基酸在它们靠 N．端和中间部分都有很高的同源性．在其 c端则同 

源性较低【2· 。SpltNPV p74基因的编码蛋白也有这种现象．鉴于 户74基因产物根可能与昆 

虫杆状病毒在感染昆虫幼虫时对中肠 的吸附有关 ’ ，这种吸附可能具有种的特异性．因而 

可以设想 74基因的这些特异区域可能在某种程度上决定不同杆状病毒对昆虫中肠吸附的 

宿主专一性 
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sE0UENcE 肛 G10N ： l一 2545 

TR̂ NSL̂ T10N 旺 G10N ： 229-一 2l95 

T̂ Ĝ̂ Ĝ̂ Ĝ̂ ĜC T从  T̂T G代 AM,TGT 从 T m Ĝ̂ 从 C 

6TC 6CC 6AT Oĉ 从 T TTT 1GT 6AC T̂̂ TTc CAT T tGT T̂̂ 从 T 6Ĝ  

从̂ 丌 ^ ĉ̂ t̂T T̂C T̂̂ TGT TTG ccC ĜT1"G6 T6／t^Gc tT̂ 1"~4t孙  

GĜ 6ĉ 从̂ Tĉ T̂6 m ĉc T̂T Ĝ ^／u~l"tGt OĜ TTG T66 T6̂  

从 G TTT Ĝ T ĉ̂ 6̂̂ t̂T^̂ G I"CT CT̂ T̂T T̂G Ĝc GoG ĉ C GT̂ 从 T 

M S  ̂ H V N 
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I L I N Y t I R P  ̂ G N E D F Y 

G竹 C∞ ,i,6A 从̂ T̂C Ĝ̂ Ĝ c 6C-C Gcc 61"11tTC GTc GAC T̂̂ 从 Gm  
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T P Q  ̂ Y  ̂ q P  ̂ C Y H L D It S 
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 ̂  ̂ I R E G E E H R V Q S V E L 

0GG T̂ C ĉG Ĝ c^̂ c Ĝ ^ OGG TGc T̂c 1̂G T̂G Ĝ C ôG T̂ C TcT M̂  

R Y T D N E R C I M M D T Y S K 

1̂G T̂ T cT̂ 从T Tcc C∞ T̂c OGc  ̂ Ĝ c Ĝ G ĉ t cTG T̂c 从̂  

X Y L N S P Y L R T D E It L I K 

GGT T̂c Ĝ C Ĝ C G1'6 coC GGTtTC从 T GTC Ĝ ^ T̂ C OĜ TcG Ĝ T叮  

G I D D V P G F H V E Y G S D P 

ĉ T m  Ccc G从 ^̂ Gm M̂  cGC ∞̂ m 从 C Ĝ ^ GcG T̂ T TGT cGc 

tl F P E K F IC G T F N E  ̂ Y C R 

OGII TTc GGT cGC Ĝ G T̂G 1̂G从 C G6̂ ĉ^TGT C T̂C OGII懈 TcG 

R F G R E M H N G T C L I R - - 
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864 G从 AGC T̂6 T̂C Cs61"TTc G丁̂ crc GGc f．．Ac ĉG^仃 T̂ c ATc ∞̂ cTT 9l1 

2l5 E s M I G F V L G D T I Y I T L 230 

912 从 G TTG CTC GTC 从 C从 了GTT TTT Ĝc G从  OGc 从 C TTT GAc T̂ T 959 

23 L K L L V N N V F S E L R N F D Y 246 

960 Ĝ̂ cGG CC_．6 TCC G从 T̂G cr6 ocA O∞ CC_．6 CCC C从 G1"C Ĝ C 1"0G G 1007 

247
一

R R P S E II L P P P P 0 V D S  ̂ 262 

1008 ∞ C GI"T研 ^ GAC GÂ I"G6 Ĝ̂ 从 C GTG(~C-C Ĝ T c0G Gcc GT̂ Ĝ C G仃  l055 

263 R V L D E R N V R D P  ̂ V D V 278 

1056 Ĝ 1 m  Ĝ G 从 T ^̂ ^ TTT丁ĉ 研̂ TTc从 G 研 T̂̂ Tcc G从 ffl'6 Ĝ c l103 

279 D F E N K F S T F K S I S E L D 294 

l104 1̂3" ĈG C从 从 C 61"1"CC,A crc GI"G TAC 从̂ GCC G从 Gl"G GGC T̂C ĉG 1151 

295 I T 口 N V R L V Y K  ̂ E V G Y T 310 

l152 CGC G从 ĉ G rrG CCC GCG Tĉ 从 G r丌 6cG TcC G∞ T̂ T O ¨-c GGC l199 

3ll R E Q L P  ̂ S K F  ̂ S  ̂ Y R I G 326 

1200 Ĝ C 从 G ĉc GGT Ĝ 丁 oB̂ 从̂ ĜT m 从 T CGC Ĝ c T̂ C Ĝ c Ĝ C Ĝ C 1247 

327 D K T G D R K S F N R D Y D D D 342 

1248 Ĝ G 竹 G Ĝ C Gĉ AI"C 仃̂ 瞄 ĜT 1'1'C下Tc G从 Ĝ C ĉ C Gcc T̂c 丌  ̂ 1295 

343 E L D  ̂ I I  ̂ S F F E D H  ̂ M L 358 

l296 13"C GGC T̂c r丌 ĉc Ĝ T GĜ T1℃ G从 G∞ a '̂ ¨ Ĝc ^̂ T竹 C [343 

359 F G I F T D V G F E  ̂ L 11 S N F 374 

l344 从̂ TĈ  ̈ ．G TTG A从 从 ^ T̂c 从 C ĈG Ĉ̂ a广r TTB OĈ 从̂ T1 OGC l39l 

375 K S M L K K I N T T L L P K L R 390 

l392 GCI" T̂̂ crG l"CG ôG ∞̂ Ĝc 0GG G仃 Ĝc 6oC cĜ m  TTG"l'CG 1439 

391  ̂ I L L S T T S R V S  ̂ R F L S 406 

1440 T̂ C G仃 T̂ C从 G GĜ 6CC GTG^Tc从 C t̂G A T研 CGI"crc Gcc T̂c l487 

407 Y V Y K G ^ V I N 11 H S R L  ̂ I 422 

[488 从 G ∞̂ G1"G^∞ GCI" T̂G G∞ 从 G 6C．A cTG ĉr oGG TG Gĉ 仃̂ ĉ G 1535 

423 K T V T A  ̂ K  ̂ L T R 11 ^ I Q 438 

l536 GcG I"CG TCC(3T6 ／~1"C 661" T̂̂ GT̂ 13'G T̂c G∞  ĉr m  GI"C Ĝ T l583 

439  ̂ S S V I G I V L I  ̂ M T L V D 454 

1584 cTG T̂G 竹 C I"G6 ĜT C。G丌 c 661"T̂ C从 C 从 C m  c0G 163 L 

455 L L L M F V／ D P F G Y N N 11 F P 470 

[632 cĜ G从 TTT CCC Ĝ C GAT ffl'6 GI"C GM"ToG m  Cl'G 1̂C丁cG TAC TAT 1679 

47 L R E F P D D L V D S F L I S Y Y 486 
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1680 G从 TOC ％̂ GGC GAA GGC Ĝc AGA GAC T̂G T̂̂ Ĝ G下n  GAA COG ％̂  1727 

487 E S M G E G S R D X I E F E P 5o2 

1728 TTT TTT GGc GAC ％̂ GTC 6̂ ^GA~ATGGACGAA T̂ c C从 cTc Ĝ C TCG 1775 

503 F F G D M V E D 14 D E Y 0 L D 5 5l8 

1776 A％ CTC TAC AT̂ TGG G从 TAC TTG AAC GGT竹 ^ GAA GTc ^̂ T TcG Ĝ c 1823 

519 H L Y I W E Y L N G L E V N S D 534 

1824 GĜ C从 CTG 1’T6 CTC TGG Ĝ ^GAG GA C GAG Ccc GTG TOZ Ĝ 下 rrr Ĝ c 1871 

535 G 0 L L L ■ E E D E P V S D F D 550 

1872 GAG T̂c ĉG CTC GTG C,GCGoG GCT CTC c．cr TCG Ĝc G。c ％̂ T̂ C ôG 1919 

551 E I T L V G A A L A 5 5 A H Y T 566 

l92o cGc∞ C GAGm  ĉ C C∞ TAC ĉc 6̂ ^oĜ GA C^̂ 丁0GG ATC T̂G∞ C l967 

567 R A E F H A Y T E R H N R I M  ̂ 582 

1968 AAC TcT GAA oĜ ^̂ T TGc ĈA C0G GTc Ĝ T C Ĝ ATT AcG m  2015 

583 N S E R N C T P L V D O I L T F 598 

20I6 CTG Crt tTG GT̂ TC-C GO"GĜ T̂c GCG TGG ATC TOC GGC GGC GGT CCC 2063 

599 L L L V C A G I A - I S G G G P 614 

2064 GTC T̂G T。c AGT CTC GTC ATA T̂Cm  AT̂ m T̂G AT̂ GTTm  AAA 211I 

6t5 V M S S L V I I F I L I‘ I y F K 630 

2 LI2 r 1̂ 从 T GCr C0G rrc AI'G TJ TTT GI'G G6̂ AI'G C从 CGG rrc GĈ  2159 

631 L I N ^ P F X Y F V G M 口 R F  ̂ 646 

2160 GCC G盯 Ĝ T CcG CTG cTc TGG TAC T̂A 从 Tm  T从 ^̂ ^ ACA C从 m  2207 

647 A G D P L L - Y I N Y ● 658 

2208 m m  AAA AGT 竹 ^ 丌 ^ 丌 c T̂T kGC ^̂  ̂ ^̂ ^ m m  GTA ĉ  ̂ 2255 

2256 M T CrG GĈ C从 Ĉ  ̂ T̂ tGT Ĝ T cĜ TOG CGT rrc GGT ACG T̂  ̂ 2303 

2304 ĉ T o。G ∞ T CGG ∞ G ∞ ^ Gĉ TĜ oGG CTC CCC GTT T从 CGG TC,C ACT 2351 

2352 G竹 GGT ATA 从 T 丌 ^ m ％ T CGT CGC OGc CAC COG GAC ／tAT C“ T6T 2399 

2400 TTG Ĉ ^G。c％ T oGG Gĉ ĉG丁Ĝ ĉ̂ ^̂ ^C∞ CAT ∞̂ GTA GAG TOG 2447 

2448 "ATC TAG GAT GAG AGT ^̂ ^AGA AGT从 C AOC 6ocGA T a GCT O CTC 2495 

2496 a'c CTG^T_c 。̂c^下C Ĝ G TcG C,C．C Ĉ̂ ^̂ C TO；％ C CTG 1̂_G RAT 2543 

2544 TC 

图Ib SpltNPV 基因的棱甘醴序列及其编码的氰基醴序列．下划线的部分为可能的转录起始和终止信号。 

F ．1b N．rleot~e sequence of SpkNPV " m e and amino acide sequence it coded． 

the underlined p呻 show the TATA Box．the p e ini出 t_m  site and the ternd naC~n site， 
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Sequencing of the p74 Gene of Spodoptera litura 

M ultinucleocapcid Polyhedrosis Virus 

YANG Jie，LONG Qing—xin，WU Wen-yan，WANG Xun-zhang 

(Institute ofEntomoloEy andStateKeyL Bi~ogicalControl 

Zhong'dugn University．Guang'~hau 510275．China) 

Abs|r~et：The p74 gene of SpltNPV WaS located at EcoRI 4．4 kb，Xho1．4．9 kb and BamHI．3．O 

kb fragments by Sourhern blotring with AcMNPV—derived probe．After cloning of the three frag- 

ments．restriction enzyme analysisⅥr懿 used tO construct their restriction map．A region of 2 545 

bp including p74 gene of SpltNPV WaS sequenced．Tlbe open reading frame of SpltNPV p74 gone 

was decided to be  1 974 bp 1ong，whieh codes 658 anlino acids．Comparison of the homology with 

other haculovirus p74 genes shows出at SpitNPV p74 is 64％ and 63％ identical tO that of AeM ． 

NPV and CfMNPV at the amino acid 1eve1． 

Key words：SpltNPV；p74 gone；Gone cloning；Sequencing 
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