
第15卷第1期 

2000年 3月 

中 国 病 毒 学 

VIROLOGICA SINICA 

l5 No 1 

M ar． 2000 

1一 
油桐尺蠖核型多角体病毒 DNA聚合酶 

基因的克隆和序列分析 

， 翟查盔 c=i 1 5 
． 

摘要 ：用 PCR方法从 油桐尺 蠖核型 多角体病 毒(BusuNPV)中扩 增 出 DNA聚合酶 基因 片段．经 

pGEM-T载体克隆到 大脑杆菌 DH5a菌株 中 经 自动序列分 析仪 渊出 DNA聚合酶基 因 2 379 bp 

长的核苷酸序列，推导出 793的氮基酸序列 。氮基酸 同源性 比较显示．BusuNPV与 HzSNPV的同 

源性最高．达 57 与 OpMNPV的同源性 最低．为 39 6％ 

美蕾调：垫塑垦 型至筮签堑量；旦 垒蔓喧 ；PcR扩增；序列分析 
中田分类号： 8 文献标识码：A 文章缠号：1003—5125(2000)01—0059—07 

油桐尺蠖是一种重要的农林作物害虫，危害遍及我国南方 13个省的多种植物 ．包括油桐、 

茶树、水杉、柑插等。油桐尺蠖核型多角体病毒(Buzura suppressaria 5ing1e nudeo~psid NPV， 

BusuNPV)是其特异性病毒．在害虫的生物 防治中取得 了良好的社会效益和经济效益。 

BusI1NPv是我国特有的杆状病毒．其基因组为双链 DNA，长约 129 kb。 目前对 BusuNPV基 

因组进行了一系列研究，已完成了 BusuNPV物理 图谱的构建⋯ ，BusuNPV多角体基因【2J、egt 

基因的测序【3 及 50多种基因的定位和部分序列测定【|J。杆状病毒DNA聚合酶基因所编码 

的 DNA聚合酶是杆状病毒能正确和高效复制所需 的基本因子之一。BusuNPV的 DNA聚合 

酶基因的研究，对于 BusuNPV的复制机理的研究EL 杆状病毒系统分类工作有重要意义， 

本研究报道了 BusuNPV的 DNA聚合酶基因片段的克隆和序列分析，井 与 AcMNPV、BmN— 

PV、CIMNPV、OpMNPV、HzSNPV、LdMNPV的氨基酸序列进行了同源性比较。 

1 材料与方法 

1．1 病毒基 因组 DNA的伽鲁 

BusuNPV由本室提供。多角体粗悬赦经差速离心、碱解、酚和氯仿抽提后．取上清加入 2倍体积的无水 

乙醇进 行沉淀 ．沉淀经离心、空气干燥后．溶于 TE中．一20℃保存备用 

1 2 酶类夏试剂 

TaqDNA聚合酶、dNTP及 Sall、sphi限制性 内切酶均 为 TaKaRa公 司产品。T．DNA连接酶 由 Promega 

公司提供 。 
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I 3 质粒和 菌种 

质粒 oGEM—T为 Pmmega公司产品。大肠杆菌 D}f5n由本室保存。 

1．4 引物设计及 PCR反应 

根据 已报道的 AeMNPV{ 、CfMNPV{ 、LdMNPV 的 DNA聚合酶基因中的保守区域序列
， 设计出基因 

扩增引物。引物序列 I：5 AAcAGGGTGcATAT0二̂AA3 ．引物序列 【I：5 TTTTAACCAACTAATTTT3 

PCR反应条件 ：94℃ 1 rain、51℃ 1min、72℃ 2rain．30个循环完成后 72℃ 加 rain．取 5 L PCR产物在 

1％琼脂糖凝胶中进行 电诛 ．溴化乙锭染色后在 紫外灯下观察。 

1．5 DNA聚合酶基因的分子克睦和序列测 定 

将 PCR产物 克隆于 pGEM-T载体 中，转化 DH5a菌株 ．连接 、转化和筛选重组子 的工作均按文献进行⋯。 

选取 阳性重组子．在 AB1377型全 自动 DNA序列分析仪上进行正、反两个方 向测序，所用的引物分别是 T7引 

物 和 sp6引物。 

2 结果 

2．1 BusuNPV DNA聚合酶基因的 PCR扩增 

对 BusuNPV基因组 DNA进行 DNA聚合酶基因扩增后，产物经 电泳检测，并与 XDNA／ 

Hind111标尺进行 比较，可见扩增带略 大于 2 322 bp(图 1)。PCR 产物经纯化 、回收后．与 

pGEM—T载体连接 、转化，筛选获得阳性 重组子，定名为 pDNAP。对 阳性重组子分别用 SalI、 

SalI和 sphI进行单酶切及双酶切。双酶切后可切出一个与预期的扩增片段大小相符的片段。 

随后又对菌落进行PCR筛选，在约2 4 kb处可见一条明显扩增带，从而经一步确证了所克隆 

的片段即为BusuNPV的DNA聚合酶基因(图2)。 

图 1 BusuNFV DNA聚合酶基因的 PCR扩增 

Fi 1 PCR amplification of Bm uNPV DNA Do[ymer~e 

1 kDNA／HindⅢ Merkem 

2 3 PCR product~ 

4 PCR negative contro1． 

图 2 重组质粒的酶切鉴定．PCR扩增 

F 2 R鼬啪c anab，s ．PCR 

ampfhtlcatlon of re。口mb a力‘plzsr6d 

l kDNA，HindⅢ MⅢke： 

2 pONAP S I d 嘲  

3 pDNAP S I／Sphi digest 

4 PCR product of pDNAP； 

5 pGEM-T &dl digest 
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2．2 BttsttNP'V I)NA聚合酶基因序列测定及氨基酸 同源性比较 

质粒 oDNAP在全 自动 DNA序列分析仪上进行正、反两个方向测序，测得 2 379 bp长的核苷 

酸序列(图 3)。由此推导出其氨基酸序列(图4)，并与已报道的 AcMNPV{ 、CfMNPV[ 、IxlMN— 

pV[TJ
、

t-lzS_NI~7[9]P,rn＼rP'~ ’ 
、OvMNPV~11 7的氨基酸序列进行同源性比较(表 1)。 
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CTCC．,AC¨Ic^ 

AC山W GCG  ̂

ATG^丌 GC1C 

TTT^^T^ ĈC 
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图 3 B世uNPV DNA寨台酶基因部分棱苷酸序列(2 379 hp) 

3 Partial nucl~tide sequence o1"BusuNPv DNA polymer~ (2 379 bp) 
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田4 三种杆状病毒 DNA聚台酶氮基酸同谭性 

F ．4 Alignment of amino ac 3eq of the DNA— y耵 r̂转g口e of 

BusL~NPV．I~MNPV,AeMNPV~，B1ack pre孵 她 sImi1．r of肺 卸b oII p_ 

衰 1 杆状矗● DNA鼍音一■暮t同薄性比较 

Table 1 Amino acid，e口 similarity of baculovirus DNA一  r r̂* 

The v u we坪 d∞ ved from the GCG gap plog工am and indicated船 Pe 哪 伯 slmlhrhy 

3 讨论 

杆状病毒 DNA聚合酶基因被认为是病毒复制所需要的基本因子之一．而不同的 DNA聚 

合酶特异性也可能与病毒的宿主范 围和毒力有关 。该基因的结构与功能 日益棱人们所关 

注．近年来已有苜蓿 丫纹夜蛾核型多角体病毒 (AcMNPV)、舞毒蛾核型多角体病毒(LdMN- 

PV)、家蚕核型多角体病毒(BmNPv)、云杉卷叶蛾核型多角体病毒(cfMNPV)、黄杉毒蛾棱型 

多角体病毒(OpMNPv)、美洲棉铃虫核型多角体病毒(HzsNPV)和 中国棉铃虫核型多角体病 
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毒(HearNPV) 等杆状病毒的 DNA聚合酶基因序列被研究。在它们的编码区内，有 1O个共 

同的保守区域 “。本研究所测定的编码区保守区域，与其他 已报道的杆状病毒 DNA聚合酶 

基因保守区域相吻合。这些保守区域也反映了不同杆状病毒在病毒复制时具有一些共同的功 

能。 

PCR技术用于克隆基因片段 已显现 出其独特的优越性 。单条虫增殖的病毒材料就足以 

作为模板，经 PCR扩增后可以产生微克级的特异 DNA 片段，产物可以直接克隆到质粒载体 

上，免除了杂交基因定位需经历的制作限制性 内切酶图谱 、杂交、克隆、亚克隆等一系列过程。 

作者选用高保真的 Taq酶，在 1O个保守区中．从第 2至第 lO区，一次扩增 出近 2．4 kb长片 

段，占整个 DNA聚合酶基 因 80％的区域．在这一区域中包含该蛋白的主要结构成分。迄今 已 

有 600多种杆状病毒被分离，有关杆状病毒的分子分类工作 日益受到关注．已有报道用多角体 

基因和 egt基因等非必需基因构建的分子进化树。相 比较而言．DNA聚合酶基因是病毒进化 

中较早出现的基因．属于病毒复制的必需基因．更能代表杆状病毒的本身属性。另外，该基因 

较长，为多角体基因长度的 4倍以上．在计算遗传距离时较后者更为精确，用于研究系统的分 

子进化可能更为有利。 
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Cloning and Sequencing of the Buzura suppressaria 

NucIeOpOlyhedrOVirus DNA Polymerase Gene 

GONG M in，L1 W e[一dong，LIANG Bu—feng 

(Wuhan[nsticute of Virology．Academia Sinica，Wuhan 430071．China) 

Abstract：The DNA polymerase gene of 13uzura suppressaria nucleopolyhedrovirus(BusuNPV) 

was amplified by PCR using virus DNA template The amplified fragment was doned into E ．coli 

via plasmid pGEM —T．The[ragrnent of insert was analyzed on an automated DNA sequencer．Its 

sequence showed that the insert has 2 379 nucleotides in length and 793 aa w&s predicated．Com— 

paring with other six members of Bacnloviridae，area[no acid sequence of the DNA polyrnerase。f 

BusuNPV has 57％ similarity with HzSNPV．and 39．6％ with OpM NPV 

Key words：Buzura suppressaria nucleopolyhedrovirus(BusuNPV)；DNA polymerase；PCR 

amplification；Sequence analysis 
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新书《临床病毒学》即将出版 

由裘法祖教授题诃、陆德源教授作序、杨占秋教授等主编的(临床病 毒学)一书将于 2000 

年 3月由中国医药科技出版社出版。全书分三部分：上篇介绍病毒与宿主细胞的相互作用、病 

毒致病机制、抗病毒免疫、诊断与治疗 ；中篇介绍常见病毒的特征、致病机制、临床特征、诊断与 

防治；下篇介绍常见的病毒学方法。全书约 55万字．重点反映了90年代以来病毒学研究的新 

进展，是f临床医学、病毒学工作者的必备参考书。该书暂定价5O元。欲购者请与武汉市湖北 

医科大学病毒所 肖红、文利同志联系，邮编 430071，电话 027—87331136／／87331521。或与北 

京市中国医药科技出版社发行科联系，联系人薛军，邮编 100088，电话 010—62235640。 
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