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Abstract：hl讲der to investigate the getsxn／c organ／zat／on of the sin e·nucleocapld nuc 0pol ed of 

He／h：txmpa gFnl／~Ft2．the E∞RI-Nfragn~ntlocated at 54．8—59．3 kbpofthe viral genomem  sequenced． 

11le fi'agtnont contained 3 762 bp he／／cose gene potentially encoding a protein with a molecular TllBsg of 

146kDa．A late wanscfipfional motif，ATAAG，WBS found at-50m upat~ n of the tram lafional start exdon 

ATG，whiletwoTATA box WaSlocated at·l12nt and·189nt upstream ofATG．Atypical poly(A) w舾 

found at12nt downstream ofthetranslational stop cedon．cI耵唧l HasNPv helicasewith the helict~esofAu． 

魄 co／ffomka A (AcMNPV)，(Bombyx bor／NPV(Bn椰 V)，Lymantr／a dispar  ̂PV(IdⅧ nr) 

Spodogera exig~ MNPV(SeMN1w)，&gyi~pseudotsugata (OpmmV)，and Xestia c-峨 ‘l，I gran— 

ulo~urs(XcGV)，only 5motifs(I，Ia，II，lII，IV)were fc~md conserved in baculovims．1he he．okay of the 0tIH 

two删瓣(V andVI)，which are also quite Doi1served in other helicases，wel'elowerthan 30％．The H Nnr 

helicase protein had considerable amino acid~equence similarity with other baulovims helicases(58％)，and 

the highest(66％)withSeM~PV andthelOWeStwithXcGV(43％)．I-IaSNPV helicasewa8thefimt helicase re． 

p)rted in single-nucleocapsid nucleopolyhedrovirus． 

Key words：He／／axmpa gFnl／~Ft2 siI e—nucleocapsid nudeopolyhedrovims(HaSI~ )；HeliC88e gene； 

Seau∞ ce analysis 

摘要：对棉铃虫单棱农壳棱多角体病毒(H 舢即 m e一口1deoc。Pid r eo )士如  雌，8aSNPV)基因组 

中 RI-N片段进行序列分析，获得了完整的解螺旋酶基因( )，其开放阅读框太小为3 762bp．编码一个分子量 

为146k0的蛋白质。在 起始密码子 ATG上游50位有强晚期启动子转录起始信号 ATAAG，在．112位和一189位存 

在两个 TATA box，但未发现早期转录信号CAG7。其在终止密码子下游第 l2位有一 PolyA~fl-信号 J 。在其 

它真核或原棱解螺旋酶中存在的7个保守基元(I、h、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、V、Ⅵ)，只有5个(I、h、Ⅱ、Ⅲ、IV)在杆状病毒中保守。 
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同源性比较发现，HaSNPV解螺旋酶的氨基酸序列与甜菜夜蛾核多角体病毒(却 删 晰 MNPV，se )的解 

螺旋酶具有最高的同源性(66％)，与Xe~／a c-tdgrum颗粒体病毒(XeGV)解螺旋酶的同源性最低(43％)。FIaSNPV解 

螺旋酶基因是第一个报道的单粒包埋枝多角体病毒的解螺旋酶基因。 

关键词：棉铃虫单核衣壳核多角体病毒(} NPv)，解螺旋酶基因，序列分析 

中围分类号：QS12 文献标识码 ：A 文章编号：1003—5125(2001)04—0344—06 

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 90—160kb。杆状病毒科(胁 ． 

￡如 面 )分为两个属：核型多角体病毒属(Nucle． 

opolyhedrovirus．简称 NPv)与颗粒体病毒属 (Gran- 

ulovirus，简称 GV)，其中 NPV根据病毒粒子内包埋 

单个或多个核衣壳区分为单粒包埋型 NPV(SNPV) 

和多粒包埋型 NPV(MNPV)。杆状病毒因为具有高 

致病性、宿主专一性以及不易导致害虫产生抗性等 

优点已广泛应用于有害昆虫的防治。另外，杆状病 

毒作为一种高效的真核表达系统已得到广泛的应 

用⋯。 

通过瞬时表达实验从苜蓿银纹夜蛾核多角体病 

毒(月ll鲫r删 口 m MNPV，AcMNPV)基因组中 

鉴定出 l0个与病毒 DNA复制有关的基因_2 J，其中 

DNA聚合酶基因(dnapo／)、晚期表达因子．1基因 

( 1)、晚期表达因子．2基因(1电 2)、晚期表达因子 

． 3( 3)、解螺旋酶基因(he／)和极早期基因．1(／e 1) 

被确认为是杆状病毒 DNA复制必须基卧 。 

解螺旋酶可以破坏互补碱基对中的氢键，催化 

双链 DNA、双链 RNA和 DNA．RNA杂合体的解螺旋， 

对 DNA的复制、修复、重组、转录起着重要的作用。 

AcMNPV的 he／编码一个 143kD的蛋白，具有与解螺 

旋酶相似的功能结构域，并能与双链 DNA结合 ]J， 

现已有实验证明 AcMNPV P143具有解螺旋酶的功 

能【 。此外 ．̂ 基 因还与杆状病毒的宿主范围有 

关_5】。目前 已从家蚕核多角体病毒 (Botn~vc mori 

NPV，BmNPV)_6J，舞毒蛾核多角体病毒(Lyman,tr／a 

d咖 r MNPV，LdMNPV)E ，甜菜夜蛾核多角体病毒 

(Spodoptem鳓 B MNPV，SeMNPV) ，黄杉毒蛾核多 

角体病毒(0 pseudotsugata MNFV，oph PV) 和 

Xestia。．n 盯n颗粒体病毒(XcGV)_l叫等 5种杆状病 

毒中发现了解螺旋酶基因的存在，但尚未有关于单 

核衣壳核多角体病毒(sNPv)解螺旋酶基因的报道。 

棉铃 虫核 多 角体 病 毒 (Hellcouerpa arnugera 

SNPV，简称 HaSNPV)是棉铃虫 的特异性病原，自 

1973年已被用于棉铃虫的防治，并已在我国开发为 

商品杀虫剂，每年应用面积达 1．0×lOshm2，收到了 

良好的社会效益。为了构建新的高效重组病毒，我 

们对 HaSNPV的分子生物学进行了广泛的研究，构 

建了 HaSNPV的基因文库和物理图谱【11 J，测定了该 

病毒的多角体蛋白基因(pD 讥)【 J、egt_1 、 

2_l 等基因序列。本文报道HaSNPV解螺旋酶基因 

序列并对其结构特点进行比较分析。 

1 材料与方法 

1．1 多角体与病毒 DNA的提取 

HaSNPV多角体感染健康的4龄初中国棉铃虫 

后，收集典型的病死虫虫尸，按孙修炼等的方法_1 

提纯多角体，然后经碱解，酚、氯仿抽提，透析48h， 

得到纯净的病毒 DNA。 

1．2 克隆及序列测定 

HaSNPV基因组 DNA用限制性内切酶 F_~oR I、 

H／ridIll和Xba I消化并用鸟枪法克隆到质粒载体 

pTZ19R上 1 。在对文库进行随机测序过程中，在 

H／rid I]I．M片段上发现部分 he／基因，随后对包含有 

H／rid il1．M中的 R I-N片段用特异引物采用引物 

步移法进行双向测序，获得了完整 基因。 

1．3 计算机分析 

所测得的序列应用 UWGCG程序(version 10．0) 

和DNAStar软件包进行分析。将测定的HaSNPV he／ 

基因序列和推测的氨基酸序列用 BLAST与 Gon— 

Bank／EMBL数据库进行比较。应用 Megalig~a软件、 

ClustalX软件和 GeneDoc软件(Version 1．1004)进行 

氨基酸序列同源性比较分析。 

2 结果与讨论 

2．1 he／在 HaSNPV基因组上的定位 

在对 HaSNPV的 H／ridIll基因文库的随机序列 

测定中，我们在 H／rid III-M片段发现了HaSNPV he／ 

基因，用引物步移法以特异引物对包含有 胁 d Ill— 

M片段的 R I-N片段进行双向测序，获得 基 

因的完整序列。经与 HaSNPV物理图谱比较” ，该 

基因位于基因组的54．8Kb～59．3Kb处，转录方向与 
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多角体蛋白基因方向相反(图 1)。在 he／基因下游 

还发现一个不完整的开发阅读框(ORF)，其转录方 

向与多角体蛋白基因相反(图 1)。该基因与 SeMN一 

第l6卷 

PV ORF68的N端具有同源性㈦。到目前为止该基 

因仅在SeMNPV有报道，其功能不详。 

2．2 HaSNPV he／基因结构 
Dt0 

●  

50曲 口 E舶 R【 Eu~IRl 

54I ) ∞3 

圈 1 HaSNT'V基因组 的 如。R【酶切图谱及 E~oRJ—N片段的结构 

F ．1 踟 R 1 ph cⅡl r“日p and detailed gene i酬 ∞ 甘 R I-N 目 I-t． 

The arrows theORFs B【ldtheir dJreeli~as bcri 0t1． 
， 

HaSNPV解螺旋酶基因太小为 3 762bp，编码一 ⅡI和 motif 17)高度保守。Mofit I(aa960～973)含有 

个 I 253个氨基酸的蛋白质，预计分子量为146kD。 GTP和ArIP结合蛋白A．位点【1 或P-loop[驯的特征 

在 he／起始密码子AIV．上游5O位有强晚期启动子 序列(Gxx：x~KS)，该区域在杆状病毒解螺旋酶中高 

转录起始信号ATAAG，在一112位和一189位存在两个 度保守，同源性高达78％。此基元序列形成一个 

TATA box，但未发现早期转录信号 CAGT。除了在 环，结合着磷酸基团，另一处通过 M 结合一个天 

LdMNPV的he／起始密码子 ATG上游 125有一个早 冬氨酸，MotifIa位于第1 004—1 021氨基酸，已有的 

期转录信号 CAGT外，其它的5种杆状病毒也不具 研究表明该区域是解螺旋酶与 DNA结合的重要活 

有早期转录信号 cAGT。在终止密码子下游第 l2位 性部位 。HaSNPV解螺旋酶在 嘣 IfⅡ(1 057～ 

有一PolyA终止信号AAT̂ AA。HaSNPV he／的转录 1 067aa)中并未发现典型的N'IY结合蛋白B一位点 

特性有待进一步分析。 的特征序列 DD[19]，而相对应的序列为 sD．这与 

2．3 HsSNPV解螺旋酶氨基酸序列比较分析 sem 相同 21J。这种变化可能引起在 P-~oop、镁 

HaSNPV解螺旋酶与 AcMNPV[t61，BmNI~'[ ， 离子、B一位点中的天冬氨酸之间相互作用的改 

opr~'cPV[ 
，
SeMNPV[ 

， IAMNPV[ 及 XcGV[ 0】等杆 变【 】，MotifⅢ(1 084-1 095aa)与病毒 DNA聚合酶 

状病毒的解螺酶进行了同源性比较发现，杆状病毒 的一个保守区域相似，但 Motif HI的功能不详。Mo一 

解螺旋酶具有较高的保守性，平均同源性高达 titiv(1 121．1 129aa)的功能还未确定。 

58％，其中与SeMNPV的同源性最高．为66％，而与 相对于其它的解螺酶基因序列比较情况杆状病 

XeGV的同源性最低，为43％(表 1)。 毒包括 HaSNPV的解螺旋酶基因的motif和 MotifⅥ 

裹1 7种杆状龠毒蜊一旋酶氨基醯同源性c％)比较 (1 121．1 129aa)的功能还未确定。在对单纯疱疹病 

在已报道的原核和真核解螺旋酶中存在七个高 

度保守基元序列(motif I．motif Ia，motifⅡ，motif III， 

motifⅣ，motif V和 motifⅥ)，而且这些基元序列(N． 

末端．I．Ia-H．ⅡI_Ⅳ．C-末端)的空间顺序也是十分保守 

的【l7· J。但比较分析发现在 HaSNPV解螺旋酶的c 

端只有五个基元序列(motif I，motif Ia，motifⅡ，motif 

一 保守区的突变对 P143的拯救能力无明显影 

响_丑J，且杆状病毒解螺旋酶的∞曲 17，V和Ⅵ具有 

极低的或不具有保守性(图2)，说明motihⅣ，V和Ⅵ 

对杆状病毒解螺旋酶的功能是非必需的。例如，发 

生在大肠杆菌 Rep蛋白的motifⅣ中的一个突变，并 

不消除其在体外解螺旋酶的话性 J。 
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圉2 杆状病毒解螺旋氨基酸序 l同潦比较 

Fig．2 A】 rr 0f the deduced amino neid seqnelaeen of en heliea~e r ． 

The 肌eons~'od heliea~ underlined and denoted I岫 O,tⅥ；nuclearl 加 粤 ir 一’Ⅵs’一； neld~in',~lvediIl 

ha~,lⅫ pan9i帅a陀indleated by asterisks supe~rlbed by I h0st瑚 the r in the b日棚h hellea~ that 甲 B hi,he,d 目ree 

of i,~dentity眦 ur~inod dended A1Ⅱ O,t A5 

比较分析发现杆状病毒的解螺旋酶还具有其它 

高度保守分区域：A1(aal60—174)．A2(aa550 557)． 

A3(aa888—900)，A4(aa920—933)，A5(aa1026 

1038)，其中A2、A3和A4区域的同源性均太于80％ 

(图2)。这些区域可能是杆状病毒的解螺旋酶所特 

有的[ 。 

序列分析发现 I-IaSNPV存在三个可能的核定位 

信号(F-ocd~R)(在 I-IaSNPV中分别位于第 623，629 

和833位氨基酸)[图2]。核定位信号起到“定向”、 

“定位”的作用，可保证整个蛋白质通过核孔复合体 

的核输入。前两个假定的核定位信号(KxxK／R)在6 

个杆状病毒的 基因中都存在。第三个位于富含 

天冬氨酸的区域，是Ha．SNP~所特有的，其是否具有 

功能尚待进一步研究。 

HaSNPV解螺旋酶还含有类似Let1．zip([114_V ． 

[t2S_Ll~．V )，在 AeMNIW，BmNPV，SeNNI~"和 ODM． 

NPV中也存在类似的基元序列。大多数解螺旋酶是 

以寡聚体形式表现出活性的。被修饰的拉链基元序 

列可能与解螺旋酶的寡聚化有关。这类序列可能使 

基因产物形成同源二聚体或使 基因产物与 

病毒特异蛋白形成导源二聚体 J。但L-zip的保守 

性并不高，XcCV缺乏此特征序列(图2)，这可能是 

杆状病毒解螺旋酶特异性的原因之一。 

AcMNPV hel基因的一个 79nt的区段被 BnlN~? 

基因对应的碱基序列取代后，所获得的重组病毒 

既可以感染 AcMN-IW 的敏感细胞系 sf，也能感染 

BmNPV的敏感细胞系BmN(该细胞系为AcNNPV的 

非敏感细胞系) J。比较发现该区域在已报道的杆 

状病毒中保守性并不高(图2)。其中影响AcMNPV 

宿主范围的4个氨基酸(在 AcNNPV中为 ， ， 

， 高度不保守 。但在 HaSNPV中相对应的 

氨基酸为 Q ， ， ， ，与 AcMNPV只有一个 

氨基酸发生变化。AcNNPV和 HaSNPV均能感染秋 

粘虫和棉铃虫，虽然交叉感染即AcNNPV感染棉铃 

虫，HaSNPV感染秋粘虫的感染率不高。也许这四 

个氨基酸的相似性与两病毒的宿主特异性相关。然 

而AcNNPV具有 比I-IaSNPV广得多的宿主范围，暗 

示解螺旋酶的其它位点或其它基因也参与决定杆状 

病毒的宿主范围。 

本文首次报道了单粒包埋核多角体病毒的解螺 

旋酶基因，为进一步研究杆状病毒解螺旋酶的结构 

与功能及HaSNPV的复制规律提供了科学基础。 
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