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Abstract：An卸 2 gene of胁 Ⅱ rⅡsingle-nucleocapsid nucleopolyhedrtwims WBS identifred．It 

w localized BamH I-F fragrr~ntof the genome Nucleotide sequencing showed the mBdingflameWBS 

753rlt，encoded 250 amino addswith a predic~d sizeof 29．2kD．A“TATA”boxw fcRmd一30一 一33nt up． 

s呦 n 0fthe translational start codon ATG．There is an eadv c眦lserIsus translational motifCAAT．一50一 一 

53rlt upstream ofthe translational stan codon ATG．A typical poly(A)si 1丑l WaS ideatified 46—51nt down· 

s呦 n of the translational stop codon 1 ．HaSNPV却 2 gene encode one typical RING and two BIRs．The 

alignment of AcMNPV、0pM~PV、IAMNPV、LdMNPV、SeMNPV、DIAP and XIAP indicated that they had c0n． 

SeHSUS BIB．motifs and RING zinc finger motif．It was suggested HaNPV IAP2 had a potential anti·apoptotic 

function． 

Key words：Helwoverpa amdgera si,~e·nucleocapsid nucleohedrovims；IAP；RING；BIR；Hc~aologue 

摘要：棉铃虫棱多角体病毒( 竹阳 a硼 唧 sinle-nucleccapsid I：lecp： |Il。 }五日s )基因组中发现了一个 

抗细胞凋亡基因 2。该基因位于病毒基因组的BamH I-F片段，全长753个核苷酸，编码 250个氨基酸，预计蛋白 

质分子量29．2kD。在 2基因上游一30～一33的位置有一个 TATA框，在．50—53的位置有一个早期转录信号 

CAAT．在终止密码子下游有一个poly(A)信号 AATAAA，HaSNPV 2基因编码一个锌指结构和两个 BIR结构。与 

LdMNPV、Aĉ w、SeMNIW和OVr~PV的 IAPs及果蝇DIAP2和人类XIAP等九种lAPs相比较．ms lAP2与其它 

的BⅢ(ba口 衄 IAP repe啦r)和RING结构在Cy*／H~基元(motif)位点上高度保守。 

关键词：棉铃虫棱多角体病毒；细胞凋亡；BI1％；锌指结构；IAP 

中围分类号：$435 62 文献标识码：A 文章编号：1003-5125(2001)04-0338-06 

细胞凋亡(apoptmis)或细胞程序性死亡(cell 

programmed death，PO))是一种有秩序、受控制并按 

某种预定程序发展的生理性自然死亡过程⋯。诱导 

细胞发生凋亡的因素很多．而病毒感染是导致细胞 

凋亡的重要因素之一。由于细胞快速死亡不利于病 

毒的繁殖，作为打破宿主防御体系的一 种策略，不 

少病毒(如腺病毒、疱疹病毒、杆状病毒等)自身基因 

组编码抗细胞凋亡基因，使之能获得最大的生长优 
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势，以利于生存和繁衍 2。昆虫杆状病毒基因组携 

带有两类抗细胞凋亡基因，一类是p35基因，另一类 

是 ，(inhibitor of p0pt 8)基因家族【3,4J，目前已发 

现有 、 2、 3等亚基因家族。现已证实杆状 

病毒的 oprcPv -3 j和 cpGv ．1|6 基因具有明 

显的抗细胞凋亡功能，其它 却 基因的功能还有待 

研究，但由于这些 编码 的 Cys／His基元(包括 

baeulovirus IAP ropoatcr，BIBs和 RING结构)不仅与 

opNPv IAP和 c IAP的 Cys／His基元具同源性， 

而且与果蝇 DIAPⅢ、人类 C．1AP、X-lAP编码的 Cys／ 

His基元具有同源性，杆状病毒 基因家族的研究 

正受到越来越多的重视。棉铃虫核多角体病毒是重 

大农业害虫棉铃虫的主要病原之一，目前已开发成 

病毒杀虫剂在全国大面积应用，每年应用面积达 14 

×10l一20×104 ，近年来 ，中国科学院武汉病毒所 

开展了重组病毒杀虫剂的研究，正在进行重组棉铃 

虫病毒杀虫剂的中试，棉铃虫核多角体病毒 印基 

因的研究，对于提高重组病毒杀虫剂效率、扩大杀虫 

谱都具有重要意义。本文报道了棉铃虫核型多角体 

病毒 ．2基因的序列分析及其编码的Cys／His基 

元结构分析，为研究 基因的功能奠定了良好的 

基础 。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 棉铃虫单粒包埋核多角体病毒(Hdisoverpa 

口m咖m s e—nueloocapsid nuclearpolyhedrovims)由本 

实验室保存。 

1．1．2 菌种DH5 a、克隆载体pUC19为本实验室保 

存。 

1．1．3 实验试剂 

T4DNA连接酶、溶菌酶、RNase、 DNA／Hind Il1 

分子量标准均购自TakaRa；Pmteinase K购 自Mork公 

司；BamHI、EcoRI购 自GIBCO公司；柱离心式胶回 

收试剂盒、一次性胶切割器均为上海华舜生物工程 

公司产品；质粒小量抽提试剂盒购自Pm 。 

1．1．4 培养基及碱解液 

LB液体培养基及固体培养基，SOC液体培养基 

的配方参见文献L ； 

病毒碱解液：0．1moL／L NaC03、0 

TA、0．17 mol／L NaCI、pH >10 

1．2 方法 

1．2．1 病毒的增殖和多角体纯化 

取4℃冰箱保存的棉铃虫核多角体病毒以2× 

1O PIB／mL的浓度，喂食感染健康的4龄初棉铃虫 

幼虫，4—6d后收集典型的病毒致死虫，研磨匀浆， 

加水稀释后三层纱布过滤，1 O∞r／Illin离心 Imin，取 

上清，400Or／rain离心 ∞m'n，用水充分悬浮沉淀，如 

此差速离心数次(一般为 3次)后，沉淀用 ddH20充 

分悬浮，混匀后计数 ，分装于 1．5mL的离心管，4℃ 

保存备用。 

1．2 2 病毒DNA的制备 

取纯化的多角体悬液，加入溶菌酶(10nC,／mL)， 

37℃保温 1～2h，用水洗 2—3遍，再加入 PwteinaseK 

(20mg／mL)5 L，37℃保温 30min，加入 500 eL碱解 

液，37"C保温30ram(溶液变清)，再加入 10％SDS至 

终浓度为 1％，37"C保温 30min，碱解产物经平衡酚 

抽提 2次，氯仿：异戌醇 (24：1)抽提一次后，用 

ddH20透析48h，纯化的DNA置4℃保存备用。 

1．2．3 病毒 DNA的限制性内切酶消化 

取9t,L病毒DNA(约0．5一lug)，加0．5止 Barn 

H I，37 消化2—3h，酶消化液在0．75％琼醋糖凝胶 

上电泳 10—16h， DN̂ ／晰 IdⅢ用作分子量标准。 

1．2．4 却2基因所在的Bam H I-F片段的克隆和 

回收 感受态细胞DH5 a的制备参照文献[9]进行。 

在含Amp，IPTG和X-G4的培养基上挑取白斑，通过 

酶切电泳筛选出含 F片段的重组子。用一次性胶切 

割器在长波长的紫外灯下切下体积尽量小的含 目的 

DNA片段的凝胶，用柱离心式胶回试剂盒回收 F片 

段，具体操作参考使用说明书进行。将回收的纯净 

DNA在0．7％琼脂糖凝胶中电泳，检查其回收率。 

1．2．5 F-EcoRI 3．5Kb片段的亚克隆 F_xoRI消 

化 Barn}Ⅱ．F片段，回收 3．5kb片段。将纯化的 3． 

5kb片段与经同样酶切处理的pUC19进行连接，转 

化 DH5 Ct,方法参照文献 9进行，酶切电泳筛选重组 

克隆子。 

1．2．6 序列测定及分析 序列测定按“primer w日 — 

ing'’方案即引物步移法进行。DNA序列和编码的氨 

基酸序列用 DNATool、DNAclub、DNAstar软件分析， 

同源性比较分析用 BLAST及 GENEDOC软件lj 。 

2 结果 

01mol／L ED一 2．1 基因定位与克隆策略 

参考棉铃虫核型多角体病毒的物理图谱，发现 

2基因位于基因组的 BamH I-F片段中[ ](图 I)。 

我们通过克隆获得含 面mH I-F片段的阳性克隆子 
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poc．F(图 2A)，进而用 EcoR I消化 BamH I-F片段， 

0．8％琼酯糖凝胶 电泳回收含 印2基因的 3．5kb片 

段进行亚克隆(图2B)，筛选阳性克隆子 pUC．iap2通 

过引物步移法对 3．5kb片段进行双向序列测定。 

A B E F H D c I o JK A 

c1 —_．．-I  I I  I  I ●i 

■■ 
A B 

图 2 重组质粒的电诛 图 

g．2 日a1’'I帅 is 0f me~rffoimml p]a．s~fid(A-pMC· B-pUC-i~p2) 

A：Iane1，KDri．,V．q／nd HI；Lane 2IReeorahtmnt plsa'nid dlg~ted with 

BamH hLane 3，Linc~ ed pL'C19． 

B：Lane1- DNA／H／ndIIhI一 2．Recombi~ t plasmid digested 

wMt EeoR I and BamH I；La~e3，Linamzed pUCI9． 

2．2 印2基因的全序列及分析 

通过序列分析， 印2基因确实位于 3．5kb亚克 

隆片段上，其编码区全长753个核苷酸，共编码250 

个氨基酸，预计蛋白分子量29．9kD。该基因起始密 

码子ATG上游一30～一33的位置有一个TATA框，在一 

50～．53的位置有一个早期转录信号 CAAT，在其终 

止密码子 TAA下游 46～5l的位置有一个典型的 

poly(A)信号AAT AA(图3)。与大多数杆状病毒 

2基因一样 ”J，棉铃虫核多角体病毒 j p2基因编 

码两个 Bins(baculovimsIAP repeater)和一个 RINC锌 

指结构的Cys／His基元(图3)。 

2．3 HalAP2锌指结构、BIBs序列与其它 IAPs同源 

区的比较 

棉铃虫核多角体病毒 IAP2蛋白(HaSNPV IAP2) 

的C一端含有一个锌指结构，该结构位于 IAP2的第 

199位 ～250位氨基 酸，共有 52个氨基酸残基。 

HaNPV IAP2与来源于杆状病毒 AcMNPV、OpMNPV、 

LdMNPV、HaSNPV及果蝇和人类的 IAP$相 比较，结 

果显示，HaNPVIAP2与其它九种 IAPg的RIBG锌指 

结构有很高的同源性，它们编码的 CysX2CyaXI 27 

CHisX2cys cys)(， CysProXCys结构(X代表任意氨 

基酸)，即 c HC4基元_1 J完全保守(图4)。另外， 

HaNPV IAP2锌指结构与其它九种 IAP$锌指结构相 

比，其中含有更多的半胱氨酸(Cys)残基，实际上形 

成C4H 的特殊 Cys／His基元，这种特异Cys／His基 

元在大多数杆状病毒 IAP2中存在(IANPV IAV2中 

Cys残基更多)，预示杆状病毒 tAF2在结构和功能上 

可能有别于其它 IAP$． 

HahTV IAP2的N一端和中间区域编码两个杆 

状病毒IAP重复序列(BIBs)，其中BIR1位于HaNPV 

IM)2氨基酸序列的第 l3位到第 78位氨基酸，共66 

个氨基酸残基，BIR2位于第 87位到第 156位氨基 

酸．共 70个氨基酸残基。HaNPV IAP2的 Bml和 

BIe4分别与其它九种 IAP$的 BIR1和 BIR2比较，其 

序 列 中存 在 的--GlyX2Ty~ CysX2CysX, l6 HisXl l6 

s 10cyr 基元序列高度保守(图5A、5B)。但在 

这一 Cys／His基元中，HaNPV IAP2的 BIR1与人类 

XIAP的 BIR2都含有较多的 Cys氨基酸残基 ，只不 

过在 XIAP BIR2的这一基元 中，Cys／His的排列为 

GlyX2 T~xXs cysxcysx2)(9 xy日x6m 6Cy8，而HaNPV 

lAP2Bill1中Cys／His的 排列 为 GlyX2TyrX7Cys2x2 

cysX14nisx4Cys。由于 BIBs是各种 IAPs的主要功能 

区，且人类XIAP的 BIR2可单独执行抗细胞凋亡的 

功能_l ，BIRs的Cys／His基元中Cys氨基酸增加或 

改变，可能对 lAPs的功能具有重要影响。 
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ATCAGhAAATAC．【团  cTGTTGTAATTT GACAC ．̂1 GA1 GTGTCATCAAAGCAGAC 
M D C V I K A D 

TTGGCGCCGO~CTATCATTTTCrAGAĈ ATCGTCTT̂ TAAĈ TTTT̂ TCATGTGAATT1 AGCCGCGACTTG 

L A P P y -j F L D N R L 】 r Y H V N L S R D L C 0 K L ^ K  ̂

TGGAATATATTACAATGTCAAAACAAGCACATACTGTTGT~fitTTTTGCACA竹 TACTATGTTAhA,AGTTGATATGCGCTCGATTCGGTCAC 

G I Y Y N V K T S T Y C F C T F T M L K V D M R S r R S 

TGTAATcGTcAAGTTTAATTTCAGCGACAATCTTGCCGATATTCATCGTATCAATTĈ A竹 GATTm TTTTTGT 

V I v K F K F S D N L A D I l【 R I N S I D C I F V N H H D 0 

cĜ 11Cc丌 CCGCGCCTACTGTGATCGATATAGACAAATCAhA CTAT 

T 

TTGT̂ T̂GA肼 GTCGITATT̂ Ĉ 

S l P S A P T L I D I D K S N Y S E E D G N D C N D L V V I N 

TGATAGTTTGTGCAAAATA A眦 GTGTCGTCATGTAATGAC 

K N N T N E D D S L C K 1 F D o S R 0 V C F M P C R H V U T 
●

_ - _ 一 一 一 一 一 ' 一 ' 一 ' 一 ' ' ' ' 一 一 一 - 一 ⋯ _ 一 一 ' _ 一 一 _ 一 _ _ ● _ 一 ⋯ _ 一 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  - - _ _ ⋯ _ _ _ ● 

TTGCAAAATTTGTGCAGCACGATGTAAACGATGCTGTT1G FGTCGgGCAAAAATAGTCGfiACGATTCGhA GTGTATTTACAGTAATGGTGTT 

C K I C A A C K R C C — C R A K r V E R F E V Y L q 十． 
⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 一 

cTGTA_̂T̂ T̂TTTTTTcTĉGATGTÂcTĉTGT％^̂ ! CATATA⋯· 

图3 I~ NPV一．叩2的棱苷酸序列 编码的氨基酸序列虚线表示 BIR1，实线表示 BIR2，双线表示 RING 

Fig 3 Nucl~tide s。qLl∞oe 0f l-bSNIn,f-i 2 

Below廿 DNA 8e n∞ij deduced⋯  s唧J⋯ An early协岫dPti棚 g1日 目te((：̂AT)，TATA b幔，and I 曲 0ll 山 

do删神嗍 n 0f ORF a r ．Tk br0k即 lineindicateI}】RI，the lineindicate BIP,2 the~rewd indleme RING 

HaIAP 2 

AcIAP 2 

O0IA P2 

LdIAP2 

SeIAP2 

DIAP 2 

HaIAP 3 

O0IAP 3 

cDGvIAP 

+ 

圈 4 l0种 RING氨基酸序列的比较 

Hg 4 Amino acid n1er 0ftenRING 

Identical resid⋯ color~d dm-k~ n H Cys／His motif 0f HaS"IPV is i c神ed 明 啪 

5 2 

5 2 

5 2 

5 2 

52 

52 

52 

52 

5 2 

5 2 
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3 讨论 

A ⋯OpI ~ p 2一
-  B 

B然 

审◆ 

譬秣懑糕 麟 

囤5 10种 BIR1和 RIR2的氨基酸排列比较 

Fig 5 Amino acid aligtrnent 0ften Bml(A)∞ BIR2(B) 

The‘一’indicate畔 ⋯  uo。dto opfimi~山 印mem，Ⅱ C,,HC~Cyvq-lJsmotifisindleated by arrows 

细胞凋亡是生物机体清除受伤细胞或无用细胞 

的一种生理机制，是在进化上非常保守的细胞死亡 

程序l14J．执行细胞凋亡的核心物质是一组半胱氨酸 
一 天冬氨酸蛋白水解酶(Caspases)，又称胱冬肽酶。 

该酶含有天冬氨酸残基特异位点，从属于半胱氨酸 

蛋白酶基因家族。Caspases酶原由三个功能性元件 

组成，一个为支持区，另外两个为功能性亚单位，其 

中大单位为 P20，小单位为 P10。三个功能性元件由 

天冬氨酸残基连接。在细胞凋亡的最后阶段，上游 

促进凋亡信号通过一系列过程使 C~pases酶原在其 

特异天冬氨酸残基位点切割，形成大量功能性的亚 

单位执行加速细胞凋亡的功能L15一。 

由于 Caspases是细胞凋亡的主要执行者之一 

在细胞凋亡研究中对 Caspases的调控研究就显得尤 

为重要。目前发现的能调控 Caspases活性的物质主 

要是一组抗细胞凋亡蛋白家族(IAPs)。IAPs首先从 

杆状病毒 CpGV和OpNPV编码的蛋白质中发现，现 

已从病毒、昆虫到人类的多种生物中发现IAPsi16, 。 

lAPs和Caspases相互作用并阻止细胞凋亡的详细机 

制 目前还不清楚，但在 IAPB的 N．端均含有 l～3个 

BIRs，大多数 IAP$在其 c．端还有一个锌指结构区， 

这些 Cys／His基元区在其功能的发挥上具有重要作 

用。业已证明人类 XIAP的 BIR2可与 Caspases一3和 

Caspases-7作用阻止细胞凋亡。果蝇、Sf HP的 BIR 

l、BIR 2和锌指结构共同与 Caspases作用阻止细胞 

凋亡。本研究对杆状病毒 HaNPV／ap2基因进行了 

克隆和测序，并对其编码的 BIRs和 RING结构与其 

它九种 lAmB进行了比较，显示 HaNPV P2的 B[RI 

和 ⅪAP BIR2在 Cys／His基元中都有较多的 cys氨 

基酸残基，关于 HaNPV IAP2的结构特异性对其功能 

的影响有待于进一步的研究。 
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关于 眈。御 0 armigera nucleopolyhedrovirusg中文译名的建议 

张忠信 

(中国科学院武汉病毒研究所，朔北武汉，430071) 

杆状病毒的命名一般为宿主拉丁文名+病毒属名，病毒的中文名称亦遵循这一规则，由病毒宿主名加病 

毒名构成[1l。 

f c Ⅱarm／gem Nudeopolyhedmvims由病毒宿主拉丁文名Hehcmerpa o2"m~l'cg和杆状病毒核多角体病 

毒属名构成。Helimtcrpa a,-,ngoe~原为Heli~is nrmigera，近年来改为现名，中文译名一直为棉铃虫_2 ]。棉铃 

虫为夜蛾科日夜犁亚科 Heh~ove属的昆虫，种异名 舶 obso／ete，英文俗名 oot啪 bollwonn，该种昆虫主要发 

生于旧大陆，包括亚洲、非洲、南欧和澳洲等地。除了棉铃虫，Helicoverpa属还包括其它6种昆虫L4 J，其中胁- 

№9mw 发生于新大阽，主要包括南美洲和北美洲，英文俗名 American bollowrm、c：olton bdlowrm、或 

com咄帅肌，中文译名为美洲棉铃虫，Hehcoverpa armigera Nucleopolyhedrovirus中文名称为棉铃虫核多角体病 

毒。Hel／coverpapunct／gera仅在澳洲发生，中文译名为澳洲棉铃虫。根据病毒的命名规则，Hel／coverpa∞咖  

Nucleopolyhedrovirus中文名称为棉铃虫核多角体病毒。Helic~verpa 28a Nedeopolyhedrovlrus中文名称则为美洲 

棉铃虫核多角体病毒中国株或棉铃虫核多角体病毒湖北株、棉铃虫核多角体病毒新疆株等，而不能称为中国 

棉铃虫核多角体病毒或新疆棉铃虫多角体病毒、湖北棉铃虫核多角体病毒等。建议贵刊在使用这一名称时 

予以统一。 

在病毒的结构中，病毒DNA或RNA构成髓核(core)，髓核外面是蛋白质的衣壳(capsid)，髓核与衣壳合 

称为核衣壳(nucleocapsid)。部分病毒粒子在核衣壳外有一层囊膜，核衣壳加囊膜合称为病毒粒子(partica1)。 

另外一些病毒无囊膜，核衣壳亦称为病毒粒子。核多角体病毒为具囊膜病毒，囊膜包含核衣壳数量有两种情 

况：一种为一个囊膜中含单个核衣壳，称为单核衣壳核多角体病毒(single—nucl~~apsid Nucleopolyhedmvims)， 

另一种为一个囊膜中含多个核衣壳，称为多核衣壳多角体病毒(milifiple—nucleocapsid Nuclecpolyhe‘ 

dmvirus)[ 。这两种类型病毒的中文译名不应再称单粒包埋型核多角体病毒和多粒包堙型核多角体病毒。 
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