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Molecular Cloning and Sequencing of Dendt~limuspunctatus Cytoplasmic 

Polyhedrosis Virus(DpCPV)oolyhedrin gene 
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Abs咖d：CPVs belong tothe genus inthefamilyReov#／dae andinfectmiagut印j Hal cells ofthe 

wide range of insects．For the synthesis of c A of Dendrolim~punctams a (OpClW)polyhedrin gene， 

primerswere e~ stmcted onthe basis ofthetelrninalRNA ,~ luenee ofBmePv segaent10。AfterRT-PCR。the 

amplified eDNA was clonedirltothe oCEM．T．The SIO eDNA ofDpCl'V wasfoundt0 be 763 nueleotidesin 

length with a 8i,lde olin readingframein orle strand eap~le of coding a predictedprotein of248 residues(Mr 

of28411)．Colllp~ ,on of the nucleotide sequence of the polyhearin gene of OpCeV with that of BmCPV 

showedthat nuel~tides homology
．

is 89．3％ ．but there are only 6 anaino acid differences between the two 

CPVs． 

Key words：Cypov~ ；Dendro／onu~pu．nctatus；Polvhed血l；RT—PCR 

摘要：通过对马尾橙毛虫质型多角体病毒的增殖、纯化，获得一株单一类型的质型多角体病毒。提纯的病毒粒子经 

SDS一酚抽提，琼脂糖凝胶电泳分离基因组dsPdgDA，回收纯化第十片段SIO。SIO经DMSO变性，逆转录合成 cDNA 

第一链，PCR扩增后，克隆在 DGE T载体上。对重组子进行限制性内切酶分析及序列测定，结果表明，克隆片段全 

长763b口，起始密码AUG位于3—5残基，终止密码UGA位于747—749残基。推测 Dt,C2V多角体蛋白基因编码248 

个氨基酸的多肽，分子量28kD。和家蚕质型多角体病毒(BmCPV)多角体蛋白基因相比较，核苷酸和编码氨基酸序 

列同源性分别为 89，3％和97．6％。 

关键词：马尾松毛虫；质型多角体病毒：多角体蛋白基因；序列分析 

中图分类号：$763．421 文献标识码：A 文章编号：1003—5125(2001)04—0350—05 

马尾松毛虫质型多角体病毒(Dendro／／mas punc． 

tatu．~cytoplasmic polyhedrosis virus，OpCeV)是我 国 

1973年首次分离的一种松毛虫质型多角体病毒ll ， 

其后又陆续在油松毛虫、赤松毛虫、文山松毛虫、德 

昌松毛虫体内分离到[2j。马尾松毛虫是我国特有种 

类，在我国分布广，危害大。虽然 opcev的应用研 

究开展得较为广泛，但其分子生物学水平的研究尚 

未见报道[3-5]。对 DpCPV进行分子生物学研究不 
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仅能够填补该领域研究空白，还可以比较 DpCPV和 

本属其它成员间的同源和分子进化关系。本实验室 

在人工增殖 DpCa'V基础上，提取全基因组，对其第 

十片段 S10进行 eDNA克隆和序列测定(Genbank编 

号AF'318306)。通过序列分析比较发现，DpCPV和 

家蚕质型多角体病毒(BmCPV)多角体蛋白基因的编 

码区存在 80个核苷酸的差异，并且包括了所有的碱 

基替代类型。现将结果报告如下。 

1O0 rig，连接 lh。连接产物转化 E．co／／DH5 d感受 

态细胞后，涂于含有 Amv／IP'm／X．出 的平板。 

1．2．5 重组质粒的筛选和鉴定 经选择培养基筛 

选，碱裂解法快速制备质粒 DNA，酶切及琼脂糖凝 

胶电泳鉴定重组子。 

1．2．6 DNA序列测定和分析 以eDNA阳性克隆 

子作模板，引物采用质粒载体上的通用引物，正、反 

向进行双链测序。自动测序由上海博亚公司完成。 

1 材料和方法 2 结果 

1．1 材料 

1．1．1 病毒 马尾 松 毛虫质 型多 角体病 毒 

(I)pCa,V)由本实验室保藏。 

1．1．2 试剂 柱离心式胶回收试剂盒购自上海华 

舜生物工程公司；eDNA合成试剂盒和 PCR扩增试 

剂盒购 自TaKaRa公司；pGEM-T载体试剂盒购自 

e辨公司；E．cob"DHSa由本实验室保存；限制性 

内切酶为华美公司产品；RT-PCR引物由上海生工程 

公司合成，序列如下： 

(+)5’ X ĜACG1lAGCAG3’；(一)5’ 

AGI11ACACGAGC^̂ 1ICAm 3’ 

1．2 方法 

1．2．1 病毒的增值、纯化 参考 Arella等人的方 

法l6J，经过差速离心和蔗糖梯度离心，分别获得 

DpCPV河南株、湖北株和江西株。采用 SDS．热酚法 

从病毒粒子中纯化 RNA。 

1．2．2 S10的分离纯化 江西株 CPV核酸经 1％的 

琼脂糖凝胶电泳分离，于紫外灯下切下含 S10的凝 

胶，采用柱离心式胶回收试剂盒纯化。经无水乙醇 

沉淀后，溶于少量无 RNA酶的ddh20中。 

1．2．3 eDNA第一链的合成及其 PCR扩增 取纯 

化的基因组单一片段S10 500ng溶于90％DMSO中， 

95℃加热5min使之变性。eDNA第一链台成参考 

Ha ware等人的方法L7 J，取500 rig RNA样品与合成 

的两条寡聚核苷酸引物各50 pmol，在 70'E下退火， 

然后再加入 dNTP、AMV反转录酶，合成 eDNA第一 

条链。随后进行 PCR扩增，加入引物各 50pmol， 

TaqDNA聚合酶 2．5单位，扩增条件 ：92℃变性 30s， 

48oC退火 90s，72oC合成 60s，30个循环后，于 72oC水 

潜放置 10min使延伸反应充分进行。 

1．2．4 eDNA克隆 用琼脂糖凝胶电泳分离 PCR 

产物，纯化 DNA。按照 pGEM-T载体系统操作手册， 

回收的PCR产物和载体DNA的量分别为300 ng和 

2．1 病毒的dsRNA图谱 

分别提取马尾松毛虫 CPV河南株以及湖北株 

和江西株的核酸，DpCPV．dsRNA在 1％的琼脂糖凝 

胶电泳结果见图1。DoCeV河内南株和湖北株的核 

酸图谱均显示至少 l5条带，而江西株有 9条带，和 

家蚕质型多角体病毒1型(BmCPV-1)基因组图谱一 

致。 

2．2 S10的回收和 RT-PCR 

图 2A中可以看到，回收的 S10的迁移率与基因 

组中对应片段完全吻合。根据已发表的 BmCPV．1 

S10的全序列，合成5’及3’端引物。RT-PCR扩增结 

果见图 2B，扩增产物大小约为 760bp。 

2．3 重组质粒的酶切鉴定 

重组子限制性内切酶鉴定结果见图3。 

2．4 序列测定和分析 

Sl0I 一H 

圉 1 ' 基因组的璩脂塘凝腔电诛 

I，DPcPV江西株 dalh",~；2，DIKiPV河南株 dsR_NA； 

3，DpcPv湖北株 dsRI',L*, 

Fig I I)pCI'V genome dsRNA in1％ agmooo 

1，DIKiPV ,lian n dsRNA；2，DIKiPV main dsRNA； 

3．DIKiPV 蛐 main dsRNA． 
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图2 DpCFV-I第 l0片段的回收和RT—PCR 

A：I ̂Dw 砌 dⅢ 标准分于量；2 0pcPv基因组 d日RN̂ ；3 

npe~V第10片段幽IIN̂ ．B：1 IDNA／／K~dⅢ标准分于量；2 

npe~V基因组dd~NA；3 npe~V第10片段I~T-PCR扩增产物。 

Fig．2 S芒p 姐 md p吡访c 册 Fd"PCR鲫 ific 0n 0f 

I)pCPV B目∞倒 10 

A：i． DNA／H~d IlI 妇 ；2．DpcPv dsRNA；3， 

DpCPV 辨 n l0．B：1． DN．~v'H／ad 11IⅡm 町；2
， CP～ 

目∞ome d~NA；3，RT-PCR丑【T叫 c m 0f DpCPV~gment 10 

图3 第 10片段重组质粒的酶切 

鉴定结果 

l，XDNA／／F,a*dI~标准分子量；2， I消化的第 10片段的重组 

质牲；3．踟 RI清化舯第jO片爱的重组质粒。 

Fig 3 cmim y出 0f xecombinmlt ph~rfid 0f S10 1
．  

k1)NA／H~d Ill mad~~ ；2，dlge~ d v~malfinmlt plm~d口f 

$10 I}3．cli~me,：l m r 【 Ⅱd 0f S10 

B RI． 

DpCPV ATGGCAGACG TAGCAGGAAC AAGTAACCGA GACTTTCGCG GACGCGAACA AAGACTATTC 60 

BmCPV ⋯ ···⋯ · _·⋯ ····· ···⋯ ⋯ · ⋯ ⋯ ·⋯ ·⋯ ·⋯ ·· ⋯ ·⋯ ··‘ 

OpcPV 

BmCPV 

DpCPV 

DpCPV 

BmCpv 

DpCPV 

Bmc9V 

DpCPv 

OpCPV 

AATAGCGAAC AATACAACTA TAACAACAGC TTAAACC-GAG AAGTGAGCGT GTGGGTATAC 120 

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ··G⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  

GCATACTACT CAGACGGATC AGTGCTCGTA ATCAACAAGA ACTCGCAATA CAAGGTTGGC 180 

·⋯ ·‘⋯ ‘ ‘·⋯ ‘‘G‘‘ T⋯ A 。···· ·‘⋯ ⋯ ‘· ⋯ ⋯ ⋯ · ·‘⋯ ⋯ ·‘ 

ATTTCCGAGA C~TTCAAGGC ACTCAAGGAG TATCGCGAAG GGCAGCGCAA CGATTCTTAC 240 

’‘⋯ A ⋯ ’ ’Ao⋯ ⋯ ⋯ ⋯T ⋯ A ⋯ ⋯ ⋯ G ~A-‘A‘A‘⋯ ⋯ C ⋯ ·‘ 

GATGAGTACG AAGTGAATCA GAGCATCTAC TATCCTAATG GCGGCGACGC GCATAAATTC 300 

’·⋯ ’·’T’ ‘⋯ ·⋯ ·· ⋯ ⋯ ‘⋯ ·⋯ ··⋯ C ⋯ ’T’⋯ ’ T‘GC·⋯ ·‘ 

CATTCAAACG CCAAG~CACG TGCGATCCAG ATCATCTTCA GTCCAAGT3T GAATGTACGC 36O 

⋯ ⋯ ‘‘T’ ’T⋯ A ⋯ ‘ C⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ·’T’⋯ ⋯ ⋯ ’G‘’T 

ACCATCAAGA TGGCTAAAGG TAACTCGGTC TCTGTGCCCG ATGATTACTT GCAGCGGTCT 42O 

·’T⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ·’ C⋯ G⋯ ‘A ⋯ C ⋯ ⋯ ⋯ ⋯G ·C‘ A ⋯ ··A ‘'‘ 

CACCCATGGG AGGCAACCGG AATTA．AGTAT CGCAAGATTA AGCGGGATGG AGAAATCGTT 480 

⋯ ⋯ ⋯ · ’A⋯ G ⋯ ⋯ ⋯C ‘·‘C ⋯ ‘⋯ ⋯ ·~A-A-⋯C G⋯ ⋯ ⋯  

GGCTACAGTC ATTACTTCGA ACTACCCCAC GAGTACAATT CGATTTCGCT CGCAGTTAGT 540 

·’T⋯ ·‘C⋯ ⋯ ·’T⋯ ⋯ ⋯ ·-T ·‘A⋯ ··C· ‘C-⋯C C‘· A⋯ G ⋯A ‘ 

GGCGTGCATA AGAACCCATC ATCATACAAC GTCGGATCAG CACACAACGT AATGGACGTC 6O0 

⋯ T oAo⋯ ·。⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ·‘T ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ T ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ’’ 

DpCPV TTCCAATCTT GCGACCTAGC TCTCAAATT~ TGCAACCGTT ACTGGGCCGA GCTTGAACTA 660 

BmCPV ⋯ ⋯ ··A⋯ ⋯ T·G⋯ ⋯ ⋯G ⋯ ⋯ ⋯ ·C⋯ ⋯ ⋯ ·· A⋯ C ⋯ T G 

DpC~V GTCAACCACT ACATCTCACC 

B~CPV ·’G······· ’·‘·T·。G·‘ 

DDCPv GGAGTAGCT TGAGTAACCA 

BmCPV ·········· ·······‘‘G 

CCGTACCTTG ACATCAATAA CCATAGCTAT 720 

·‘A⋯ ⋯ C ⋯T T⋯ C · T⋯ ·⋯ ·’ 

780 

图4 DpcPV与 Bn蚰 多角体蛋白基因编码区核替酸序列比较 

两者相同的棱苷酸用“·”表示． ⋯  分蹦指示起始和终止密码于。 

F -4 0m $Dn of nucleoti& ~tumcv口f D1)(1PV 

} of哪  《 【Id [ndicm~l “‘
，
the Ⅻ ∞ mira and o 日  ⋯ ’’ 
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RT-PCR产物的克隆片段为763 ，经软件分析 

找到一个大的开放阅读框。其起始密码AUG位于 

3．5残基，终止密码 UGA位于747—749残基。推测 

Dr~PV多角体蛋白基因编码248个氨基酸的多肽， 

分子量 28I【D。和 BmCPV．1多角体蛋白基因相比较， 

核苷酸序列同源性为89．3％，二者有80个核苷酸的 

差异，但大多数为密码子第3位的改变。 

3 讨论 

如图5所示，DpCPV-1多角体蛋白基因推导的 

氨基酸序列和 BmCPV．1相 比较，同源性为 97．6％， 

二者共有 6个氨基酸的差异，分别为Arg76一His、 

His98一 AIg、Ser129~ Ala、Asp135~ CAu、L 209一 AIg、 

His247一Arg。这些氨基酸的变化，经过软件 nD． 

NASIS分析，对多肽的亲水性、疏水性没有显著的影 

响，对蛋白质的二级结构也没有大的改变。 

MADVAGTSNR DFRGREQRLF NSEQYNYNNS LNGEVSVWVY AYYSDGSVLV INKNSQYKVG 60 
● ■ ● ● ● ● ● ● ● ● ● ■ ■ ● ● ■ ● ● ■ ● ● ● ■ ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ■ ■ ● ● ● ● ■ ● ● ■ ■ ■ ● ● ● ■ ● ● ● ● ● ● ● 

ISETFKALKE YREGQRNDSY DEYEVNQSIY YPNGGDAHKF HSN~KPRAIQ IIFSPSVNVR 120 

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ H⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ R⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ‘ 

TIm KGNSv SVPDDYLQRS HPWEATGIKY RKIKRDGEIV GYSHYFELPH EYNSISLAVS 180 

·-·--·· A· ···’E-··-· ··-······- ···-··-··· ···-···-·· ··-·-···-’ 

GVHKNPSSYN VGSAHNVMDV FQSCDLHLKF CNRYWAELEL VNHYISPNAY PYLDINNHSY 240 

·-···---·- ·-········ ·····-·’R- ··--··--·· ··--··-··- ·········‘ 

GVALSNHQ 300 

-··-·‘R‘ 

图5 DpcPV与 BmCPV多角体蛋白蜜【基酸序刊比较二者相同的氨基酸甩 ·”表示 

c’p i蛳 0f amino ne／d sequence 0fol,cev 面 lII吐0f曲llcPv n如d 加 isi c岫d by“· 

目前分离、报道的马尾松毛虫 CPV毒株均为混 

合株，核酸电泳图谱显示至少存在 15条带，通过蔗 

糖梯度离心纯化后的CPV核酸电泳图谱为九条带， 

与家蚕CPV．I一致。对文山松毛虫 cPv原毒株，德 

昌松毛虫 CPV原毒株 以及引进 的日本赤松毛虫 

CP、r原株的核酸图谱分析发现，它们均为 CPv．I 

型【2』。可见，CPV．I型病毒在松毛虫中是一个普遍 

存在的 CP、r类型。我们利用马尾松毛虫CPV野生 

型分离株感染马尾松毛虫，河南株和湖北株仍为原 

株带型，而江西株表现为 cPv．I型，这种现象属首次 

报道。对于 CPV增殖前后核酸电泳图谱的改变，目 

前的解释多从宿主的异质性出发，认为是宿主对不 

同类型CPV的感受性的差异造成的。我们认为，环 

境因素(包括虫体生理状况和饲养条件)可能是导致 

差别复制的重要原因。 

在CPV的 14个类型(type)中 』，目前除了 Bm． 

CIW-I外，还有三种 5型 cPv(＆∞口 n cPv， 

~CIW；( p ‘缸 u 衄 a ，OpCPV；Heliothis 

d硎咯 m CPV，racer)和 C‰m 础啪 ^啦 r锄8 GIN 

(CtEPV)的多角体蛋白基因测定了全长序列。分析 

表明，同型CPV多角体蛋白基因高度相似，而不同 

型的 CPV之 间多 角体 蛋 白几 乎没 有 同源 性。 

D#31N-I和 BmCPV多角体蛋白基因的高度同源再 

次证实了CPV分型的正确性。但我们也发现，3种 

5型CPV多角体蛋白基因只有 17个核苷酸的差异， 

且碱基替代都是A．G和T-G之间的改变，而 DpcP、r． 

1和BmCPV多角体蛋白基因的编码区有 8o个核苷 

酸的不同，明显高于3种5型 a 之间的差异，并且 

包括了所有的碱基替代类型。 

通过对 CPV．5型的3种 CPV SIO的全序列进行 

分析，发现它们不仅在多角体蛋白基因编码区高度 

同源，而且在5 和3 末端的非编码区也是保守的，这 

些保守的末端序列可能对病毒复制是有极其重要意 

义的。为了获得 DpCPV SIO的全长 eDNA，我们以 

BmCPV．1 H株(野生型)S10的5 和3 末端序列进行 

引物的设计，但是经过 RT-PCR却没有得到预期的 

目的，并未扩增到cDNA产物。分析显示，鼬 cPv多 

角体蛋白基因的5 和3 末端二级结构比较复杂，得 

到 cDNA可能存在一定困难。另外，通过对 BmCPV 

H株和突变株的S10的全序列分析发现，B、B2、Cl、 

和P突变株与野生株相比，在 5 和3 末端发生了 

部分缺失 J，因此在 Dp v SIO的 RT-PCR引物设 

计中不能不考虑这种情况。我们正在利用 RACE的 

方法对SlO末靖进行序列测定，以期获得其结构信 

息。 

吖w 嚣 
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