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■曩：以苜蓿 丫纹夜蛾核型多角体病毒(AeNPV)的棱衣壳蛋白基因vp39设计引物．用PCR技术扩 

增了家蚕核型多角体病毒 中国株(BmNPV—Ch)～l 3 kb片段，并梗I定了其全序列长 l 230 bp。推导 

的氨基酸 351个．其与 BranPV目本株 (B珊NPVJa)vp39基因棱苷酸序列同源性达 卯．5％，氨 基酸 

同源性选 97．1％。该片段在 E coli BL21中诱导表达能产生分子量约 为 38 kD的特征性 蛋 白带 ． 

证明所扩增片段为 BmNPV-Ch的 9基因。经与 BmNPV-Ja比较，其 625位有 3十核哿酸 

(CGA)，985—910位有 6个核昔酸(GTCGGC)的 插入．未造成码组移动。有 l7处点突变．但取代 

突变(replacement mutation)仅 7处．对两 株病毒 VP39蛋 白的亲疏水性和 酸碱性 质未 产生显著影 

响。由于点突变带来蘸基酸改变．使 BmNPV—ch的 vp39蛋白的 螺旋由 13 2％增加到 15．4％， 

无规卷曲由 7．2％减少到 5．8％． 折叠和 转角维持不变．约为 79 6％．仍保持 以 折叠 为主要二 

级结构单元的片层状折叠结构。 V 砭 

关键调： 奎蠹蛋白基目；克强；謇晕陆型垄苎签塞 ；息兰婆；二级结幸勾 
中田分娄号：Q753 文献橱i识码：A＼ 文章编号；1003—5125(2000)01—0052—07 

杆状病毒的分子生物学是近来十分活跃的研究领域之一，其模型种苜蓿丫纹夜蛾核型多 

角体病毒(Autogral,ha californica Nuclear Polyhedrosis Virus，A Pv)的研究已取得 了重大 

进展。1994年，Ayers等人⋯公布了 AcNPV DNA 134 kb全序列。已鉴定的重要基 因有 50多 

个，包括核衣壳蛋白vp39基因。131issard等 研究了黄杉毒蛾核型多角体病毒(Orgyia pseu． 

dotsugata NPV。OpNPV)vp39基因的结构及瞬时表达 。最近的研究发现 ：AeNPV的 vp39基 

因与侵染密切相关。在侵染过程中．VP39蛋 白与宿主的肌动蛋 白结合，使其重 排形成缆索 

(e．able)．导致细胞骨架发生变化有利于病毒编码的蛋白酶的水解，最后，子代病毒颗粒大量形 

成，宿主昆虫体全部液化成为脓水 J。可见．vp39基因是杆状病毒的一个十分重要 的基因。 

由于家蚕(Bombyz mori)表达系统的独特优点，因此，家蚕 NPV(BlnNPv)亦是研究得比较深 

入的一种杆状病毒。Maeda等_5】测定 BmNPV 日本株(BmNPV．Ja)的基因组全序列。我国学 

者[6 也有不步关于BmNPV分子生物学的报道。他们使用的毒株多为从 日本引进，也有从我 

国罹病的家蚕幼虫中分离 。这两种地理分离物是同一毒株，还是有所差别．未引起任何重视。 

本研究克隆表达了 BmNPV中国分离物(BmNPV-Ch)的 vp39基因．并测定了其全序列。经与 

BmNPV-Ja比较．发现它们的序列和结构有某些差异，但其基本性质不变。本研究结果不仅对 

vp39基因的研究有重要理论意义，也为我国病毒资源的开发利用提出了新的命题。 
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1 材料与方法 

1 1 试{l|．质粒及菌株 

限制性 内切酶．T4 DNA连接酶，Taq DNA聚合酶．SIVER—SEQUENCETM等购 自Pmmega公司和华美生 

物技术公 司。BmNPV中国分离物 由南京军区军事 医学 研究所 邓小昭博士赠送。质粒 pGEM3~．表达 质粒 

pRSET—A．大肠杆菌 TGI和 BL21等 由本 室保存。 

1．2 病毒 DNA的提取 

用 BmNPV—Ch感 染家蚕细胞。当50％左右的细胞中形成多 角体后．2000 r，rain离心除 去细胞 ．40 000 g 

离心 40 rain收集病毒粒子 。加入蛋 白酶 K(终浓度 100~g／mL)和 1％SDS裂解病毒粒子 ．释放 DNA。接常规 

方法 以酚、氯仿抽提 ．乙醇沉淀 DNA。 

I．3 重组质粒的构建和筛选 

参照 AeNPV vp39基因序刊设计 PCR引物．正 向引物 P1：GCCGGATCCAACAATATGGCGCTAGT；反向 

引钧 F2 AATCTTGCGT。以BmNPV—ChDNA为模板扩增回收 PCR产物．并克隆到 

pGEM3z：[中。转化大肠杆 菌 TG1，加 入 x—gal／IPTG诱 导．经 兰 自斑 筛选，得 到 阳性 重 组 质粒 pGEM一39．经 

BamHl／EcoR1酶切重组质粒 pGEM一39 DNA．回收小片最。将其插入到原核表达载体 pRSET—A中．构建重组 

表达质粒 pRSET-39。质粒 DNA的制备 、酶切、连接和转化按文献【7]进行。 

I．4 BmNPV 1．3 kb PCR片段的序列测定 

大量制备重组质粒 pGEM．39，并经 PEGS000纯化后．用 ddNPW PCR／银染涮序法。参照文献【8]和试剂 

盘说 明书测定 3 、5 两侧末端序列，垒序刊测定由加拿大 GendBTech Co．完成。 

1．5 vp39基园的同薄性比较及推导的囊晨蛋白的二级结构分析 

采用 DNAS1S软件和PROSIS软件分析 BmNPV-Ch与 日本株BmNPV-Js vp39基因的序列和氨基酸同源 

性。分析两株病毒 VP39蛋 白的亲疏水性 、酸碱性和二级结构并进行详细比较研究。 

2 结 果 

2．1 BmNPV-Ch 1．3 kb片段的克隆及序列测定 

根据我们_9 以前的报道，将BmNPV．Ch-1．3 kb的 PCR扩增片段定向克隆到 pGEM3Zf 

的 BamHI／SaeI位点，阳性重组质粒命名为 pGEM-39．用于序列测定。同时用 BamHI／E∞RI 

回收 PCR片段．亚克隆到 表达质粒 pRSET-A的同一位点．构建表达载体 pRSET-39(图 1)。 

用双脱氧末端终止法测定了pGEM一39中 PCR片段的序列，发现一长 l 053 bp的 0I (该序列 

已储存美国 GenBank，编号：AF063104)。 

2．2 BmNPV-Ch 1．3 kb片段的序列及其同 BmNPV．Ja vp39基因的比较 

图2是 BmNPV．Ch vp39与 BmNPV-Ja vp39基因序列_6 的 比较，它们的核苷酸 同源性达 

97．5％。证明此 ORF应为 BmNPV-Ch的 vp39基因，它比 BmNPV．Ja vp39基 因序列长 9 bp， 

其中第 625--627位增加了 CGA．985～990位增加了 GTCC．W_~ 。表明 BmNPV-Ch vp39基 因 

有两处插入突变，插入碱基分别是 1×3和 2×3。因此，并未造成码组移动(图 2)。此外 ．Bm- 

NPv．Ch vp39基因中还有 l7处点突变(图 2，表 1)。从表 1看出，BmNPV-Ch的 vp39基因 17 

处点突变的主要类型是转换(10处)，有意突变 7个，大部分是沉默突变。 

2．3 推导的BmNPV~h vp39基因编码的氯基酸序列 

BmNPV-Ch vp39基因编码一个 由350个氨基酸组成的分子量 39 107 IDa的囊膜蛋 白，它 

比BmNPv．Ja的 VP39蛋白多 3个氨基酸．同源性 97．1％(图 3)。全部氨基酸有 20种，含量 
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图 i 重组表选载悻 pR~T-39的构建 

Fig l o)nnn E_m  ~eomht-a．t exp s pl~rdd pRSET一39 

衰 l BmNPV．Cb 9基因 的点宾壹置其对蛋白质性重和结构的影响 

TableI The murat~n$ BmNPV-Ch vp39 and~heir effect∞ 【be nl吐l衅 ofVP39 eiT． 

序 号 
No． 

榱苷醴 
Nm l~tkle 

日本株 中国株 
BmV-J Bmv-c 

ATG GTG 

AAA CAA 

GoG TcG 

1、cG TcA 

GAC G^T 

AT℃ A ^ 

^GA AGG 

^oc GCC 

CAA CAG 

A Ĝ AoG 

ATT A C 

cGT cGG 

TTc TTT 

cGT GGT 

cGC 

A G AcG 

AGG AGC 

GGT GGC 

GTC 

慧 蠢 H蛩YPL H蛩YPB蠢V BmV-C Bm．J 

+2 

T 

C 

S 

T 

S H 

S 

S 

H 

H 

99O GGc 插^Is 鱼 曼 坚 

注：H： 螺旋 hdix) s： 折叠( sbeet) T 转角( ㈣ ) c：无规巷曲(枷 d∞n 】) "IS：转换(tr| tl啪 ) TV：颤换 

c1舢  r3_衄 ) SM：沉默突变(sd刚 mutatloa) HY Pl_：亲水区(州 ⅢFhibc岬 ) HYPB：琉水区(州 lophob̈ m ) BmV- 

J：BraNPV J m e isd~e BmV-C：B~aNPV Chin~e isdate 

加 仉 m曼!聊辨 讲研m蛐抛铋Ⅲ咖州嘟 
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B VP39 C 

蹦 VP39 J 

BMVP39_c 

B VP39一J 

BWVP39一C 

BHVP39一J 

B VP39一C 

蹦 VF39一J 

BWVP39一C 

BMVP39一J 

B VP39一C 

蹦 VF39一J 

BMVP39-C 

BMVP39一J 

蹦 VP39一C 

蹦 VP39一J 

咖 VP39_c 

Bm 39一J 

蹦 VP39_c 

蹦 VP39一J 

B P39-C 

BMVP39一J 

B P39一C 

BWVF39一J 

BmfP39一C 

B P39一J 

B VP39一C 

BMVP39一J 

BMvP39_c 

蹦 VP39_J 

B F39-C 

BMVP39一J 

蹦 VP39_c 

B P39-J 

Bm 39_c 

B P39～J 

A mG( CT̂ GT{；Cn I；T(；GGTATGC,CGCCGCGACAAATC-AGAGTTAACCC,CTGCATTTTC 

． ．  ． ． ． ．
A ．． ．． ．．．．．． ．． ．．．．．．A．．． ．． ．．．． --．．．-．．--··-- 

GCGTCCA 

TATCATGACĜ TGGATGG'I’TrA 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C ．． ．．．．．． 

AAAATGG11TTGCCCA 

1 n 

G 

60 

60 

120 

120 

TAAAA0GTTrTAAAATGTCA 180 

．
C．．．．．．．．．．．．．．．．．． 180 

TCAATrCAAAATGACGATCGCTAGG 240 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 240 

CATTTAGTTGGAAATAAAGAAAGGGGTATCAAGCGAATITTAATTCCAA~ AC-CCAAT 300 

． ． ⋯ ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．

A．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．A．．．．． 300 

TACCAAGAGGTGTTTAATCTAAACAGTATGATGCAAC,CCGAACAC,CTAATCTTTCATTTG 360 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．
A．．．．．．．．．．．．．．． 350 

A rATAT AACGTTATATC,CGACAATCTAAAATATACCC,AAGGT 420 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．
420 

ATACACAGCC,TTTACGCAACTACAAGAAC,CATCCTA 480 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ⋯ ． ．
T．．． 480 

T 

TTG0GTT1T丌T 540 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C 540 

Tc从 TT̂ TTT从 CAA11"AC 600 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 
600 

AGTC,GATTTTrGCAAAATTTC．ATTCGACGCC~]AGTAGCGCCCGAGTACTTGCAAATCGAC 657 

一 一 一  

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 
660 

ACC,GAGGAATTC,AGATTTAGAAATAGCGCCACGTGTATAA 

T 

7l7 

720 

ACAACCCGATAAGAAC,CAGTGACATCMPGAAA 777 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 780 

AGTCAACCCAATCGTTTGCAAATTAGAAACGTTrTGAAA 

CTGGACAGAACC,CTTA~ GGATACGAAGAATACCCGACGT 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． 

T̂ Cĉ 从 TAA'ITAA 

837 

e40 

897 

900 

T̂̂ Tc从 Ĝ GC^̂ T̂ 957 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 
960 

1044 

1053 

1011 

lO20 
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图 2 BanNPV-Ch与 BmNPV- vp39基因的棱昔酸序列比较 

Fjg．2 p 吼 0f nudeotMe seq⋯ 。 of vp39 fr州I BmNPV-Ch皿 d BmNPV-Ja 

最高的氨基酸依次为：Leu(28)．Ash(27)．I (25)，Ser(25)，Arg(25)．Gly(24)，Ala(24)．Val 

(23)；含量最少的氨基酸有 Trp(1)，His(5)，Cys(7)。其中 Asp+Glu为 37个 ；Arg+Lys有 35 

个。因此，VP39蛋白的酸性和碱性氨基酸基本平衡。 

BaYP39一Ch MALVPV AP阳MRVN髓 IFSSIVSFD̂CITYKSPcSPD̂YHDDG FIcNSHLIKRFK惦 K lJPIFDED 70 

8mVP39-Ja ．．．M．． ．⋯ K．．．．．．．．̂ ．．．．．．．．． ．． ⋯ ．． ．．．．． ．． ．． ．．．．．⋯ ． ．⋯  70 

B吡vP39一Ch DN~FKMTIAP-．HLVGNKEIcGIKRILI 

B吡vP39一Ja ．．． ．． ．⋯ ．．．．，．．，．．．． 

BmVP39 h FTSGTORVIHSVYATTRSI 

BnNP39 Ja ．．． K．．．⋯ ，．．．．．． 

T 

IFHLIYNNEÂ VNVIcDNLKYTEG 140 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 140 

IRR 2O9 

． ．

一 2l0 

BaYP39_ch V̂APEYL0IDTE乩 RFRNSATCIIDETGLVASVPDGPELYNPIRSSDIMKSOPNRL。IRHVLKFEGDTRE 279 

BmVP39——Ja ．．．．，．．．．．．．．．．．．．，．．．．．．．．．．．．．．．．．，．．．，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．． ．，．． 280 

BmVP39__Ch LDRTLSGYEEYPTYVPLFLGY~IINSENNFLRNDFISRANPNATLGGGVGAL̂ GPAPGW LGEASGSV／~．* 347 

BmVP39一Ja ．，．．．R ．⋯ ．．．，．．，．．．，．．．．．．⋯ ．．．⋯ ．．⋯ ．．．．．．一一．．．．．．．．．．．．⋯ ．．． ．． n 

圈 3 BmNPV．ch与 ]hnNPV．JaVP39蛋 白的氨基酸序列比较 

F 3 Coml~rlaon of amino acid seq ∞ a}x~t VP39 fm  BmNPV-c|-and~ NPV-Ja 

以上分析指出．尽管 BmNPV-Ch的 vpa9基因存在 17个点突变，但有意突变只有 7个，而 

其中只有一个点突变对该蛋白的疏水性和酸碱性带来小的改变。两种 VP39蛋白的亲疏水性 

和酸碱性图谱基本一致，估计其蛋白质的电荷载量．亲疏水性质和抗原特性不会有改变。 

2．4 两株 BrmNPV VP39置 白的二级结梅及其比较 

Bra~ -Ja和 BmNPV-C~vP39蛋白的二级结构列于图 4和表 2。从图4看出，两株 BmNPV 

的 vl垮)蛋白的二级结构基本相似，它们都存在大量的 转角．其次是 折迭， 螺旋含量较步。 

毫 2 两糠 Bm~rPV VP39蕾白=曩鳍构簟元的台量 

Table 2 Cof叩 a of the secondary rLlc【u仲 units VP39 fm  BroNPV-Ch and BmNpV-JB 

从表2看出，两株 BmNPV的 VP39蛋白有相同数量的p一折叠和p一转角．其差别主要在 

螺旋和无规卷曲的数量上。BmNPV-Ch的 螺旋比BmNPV-Ja增加了7个氨基酸，无规卷曲 

减少了5个氨基酸。它们的 折叠主要分布在 N端的 12～32和 54～66位处，一个大的 a一螺 
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4 BraNPV中国株和 日本株 VP39蛋白的二级结}勾分析 

F吨 4 An州 5 o{the∞￡硼d 珂 砒n1吐 5如o1)tVP'39'[rom PanNPV一( I~m,Npv—h 

旋主要分布在 B．折叠之后 102～121位处。大量的 转角(31个 )均匀分 布在整个蛋白分子 

中，其中一半以上位于 口．折叠之间，而使整个蛋白的分子形成片层状折叠结构。 

尽管如此．由于BmNPV．Ch vp39基因的 4个点突变带来了蛋白质二级结构的变化(图 

4)，致使 BmNPV．Ch VP39蛋 白的 N端增加了一个 折叠，C端增加了一个 螺旋．但二级结 

构的总和仍保持相对平衡状态。由于 折叠和 口一转角是 BmNPV囊膜蛋白的主要结构单元， 

因此两株 BmNPV VP39蛋白的二级结构基本一致。 

3 讨论 

vp39基因又称核衣壳蛋白基因，它不仅是杆状病毒的与装配核衣壳有关的必需结构蛋白 

基因．而且是与宿主细胞的裂解和宿主机体液化密切相关的基因 0̈．1 。本研究在对 BmNPV． 

Ch vp39基因 PCR扩增基础上进行了序列测定和在大肠杆菌中的克隆表达 ．证 明所扩增的片 

段为 BmNPV．Ch株的 vp39基因。杆状病毒的命名均 以其天然宿主昆虫的学名为依据，但是 

同一种昆虫往往被几种不同的杆状病毒感染，而从不同地区和不 同生态环境(但从同一宿 主) 

分离的病毒也有血清型、生态型和株型的差别。几乎所有的医学病 毒都证 明了这一点。不同 

血清型、株型的同一病毒不仅在基因型上有差异，也是临床诊断，预防治疗的分子基础。因此． 

研究同一病毒不同地理分离物之间基因型和表型的差异是一个很重要的命题，但选一领域恰 

恰在昆虫病毒学中被忽视。从 日本引进的BmNPV和我国分离的BmNPV应该是不同的。本 

研究以这两株 BmNPV的 vp39基因为对象，从核苷酸序列、氨基酸序列、亲疏水性质、酸碱性 

质、蛋白质二级结构等多个方面进行了比较，发现它们在各自的生态环境中经过长期突变的累 

积，产生了基因序列的 l7处点突变带来了7个氨基酸的改变，相应于氨基酸的改变带来了亲 

疏水性的微小变化、a．螺旋微弱增加、无规卷曲稍有减少，但是 vp39蛋白的亲琉水性和酸碱性 

图谱并未改变，总体二级结构特点仍维持不变，保持 VP39蛋白均是以 折叠和 转角为主要 

结构单元的片层状折叠结构。这些微小变异对 VP39蛋白的功能有什么影响现在还不漪楚。 
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Comparison Study about the vp39 Gene of Bombyx mori Nuclear 

Polyhedrosis Virus Two Isolates from China and Japan 

QI Yi—peng．LIU De-li．SUN Xiao-jie 

(Institute Wrology．Wuhan Uni~．rsit5，Wu妇 430072，China) 

Abstract：The nuclear capsid protein germ (vp39)of BDm mori nuclear polyhedrosis virus 

(Chinese isolate。BmNPV-Ch)w&5∞ plj ed by PCR and inserted into pGEM 3zf(+)．The arn— 

plified vp39 gene(1 230 bp)was sequenced with silver-staining dideoxy chain termination．The 

coding region is 1 053 bp，and code for 351 amino acids．Com panng with the vp39 gene of BmN— 

Pv_Ja(Japanese isohte)．the homo~gy of the nuclaotide and the amino acid sequences is 97．5％ 

and 97．1％ respectively．The BmNPV vp39 germ was inserted into the expression vector pRSET— 

A．and transformed into E ．∞ BL21．This germ  from BmNPV—Ch is 9 bp longer than that of 

BmNPV-Ja．The insertion of nine nucleotides is found in vp39 gene sequence of BmNPV．ch 

(CGA at 625 site and GTCGGC at 985～910)．Although there are 17 site-mutations．only 7 site— 

mutations  are replacement mutations．There was no effect to the hydrophilicity and cha rge of two 

isolates of VP39．The replacement of anino acids caused by the site mutations made the eh8tnges of 

the secondary structure of Bmvp39一Ch．e．g．Ⅱ．helixincreasedfrom 13．2％ to 15．4％ ：random 

coil decreased from 7．2％ to 5．8％．~-sheet and 8_tm'n of twoisolates were similiar(about 

79．6％)．It iS indicated that the main secondary structure of the VP39 protein is fold sturcture 

containing high proportion of[~sheet and B-turn．This structure may be concordant with its func— 

tion． 

Key words}Nuclear capsid gene(vp39)；Gene cloning．BraNPV；Site mutation；Secondary 

stru cture 
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