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Ab“I ：In order to investigate the genetic organization of the slngle-nucleccapsid nucleopelyhedrovims 

(sN】 )ofHe／／coverpaⅡn咖 (HaSNPV)，theHind HI-Lfragment ofthe viral gentle waB sequ~ced．The 

h-agment containedfive complete叩erI readingframes(ORFs)representing0RF227(a unique g∞e)，alate - 

pz~ssionfactor 10 gene( 0)，a baculovims structural protein gene(vp1 054)，Ac55(B hcmologue ofthe 

AcMNtN 0Rt35)and Ac56(fit homologue of the AcMNtW 0RP56)，respectively．These five es Were iden- 

tified for the fllSt time in HaSNPV Alignment ofbaculovirus LEFIO．indicates that they have conserved leucine 

zipper resi~ ．and aligament of bacdo~ms~~T1054s indie~ that thor afe hld~y oan~erved． 

Keywords：Singl~-nucleocapald Nucleopolyhedrovinas of胁醯。 aⅢ堵 (HaSNPV)，tffl0，vlo1054，Se- 

qllence analysis 

摘要：本文报道了棉铃虫单核衣壳核多角体病毒(Hd／coverpa删  犯 8i咄 -md∞ca d邮de叩由I．e ，HaSr~ ) 

基因组的 H／ndlII-L片段的全序列。该片段全长2 635bp，包括5个有意义的开放阅读框：HaSNlW~0RF227，晚期表达 

因子 10基因(~-y3o)，~1054基因，Ac55(AcMNI：'V01~55的同源基因)， 56(血hⅡ PvORP56的同源基因)。与其它6 

种杆状病毒的氨基酸序列比较表明，HaSNtW的 t~flO基因与甜菜夜蛾核型多角体病毒(seh唧 )的同源性最高，为 

64％，与冷杉毒蛾核型多角体病毒(OpMNPV)的同源性最低，为43％；HaSIWV的~1054基因与 seh唧 的同潭性最 

高，为65％，与op~*ev的同源性最低，为49％。序列比较表鹏， s 的IEF10与VP1054蛋白与其它6种杆状病 

毒具有相同的保守区和亮氨酸拉链(1eucine p r) 

关键词：棉铃虫单核衣壳核多角体病毒；坷1O基因；~1054基因；序列分析 
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(̂ mD吕仡￥ d c ∞ multiple-nucleocapsid nucle— 

opolyhed~ rus，AcblNPV)的研究 已取得重大进展。 

杆状病毒的基因表达在时序上至少可以分为三个阶 

段：(1)DNA复制之前的早期阶段，(2)包括病毒 

DNA复制和形成芽殖病毒粒子的晚期阶段，(3)极 

晚期阶段，在此阶段pl0基因和多角体蛋白基因高 

水平表达。形成包含体。杆状病毒基因表达和 DNA 

复制以级联方式按时序表述 。病毒早期基因表达 

依赖于宿主细胞 RNA多聚酶 II．病毒 DNA复制依赖 

于早期基 因表达，晚期和极晚期基因表达依赖于 

DNA复制或早期基因表达。迄今，已有 6种杆状病 

毒的全序列被测定，它们是：AcMNPV J、家蚕核型多 

角体病毒( mop-／NPV．BmNPV) 、冷杉毒蛾 

核型多角体病毒(0w pseudotsugata MNPV，OpMN— 

w)L4j、舞毒蛾核型多角体病毒(Lymamrla dispar 

MNPV，I d 岍，) 、甜菜夜蛾核型多角体病毒 

(Spodoptera咖 MNPV，SeMNPV)[ 、Xestia c—ni— 

grum Gv(XcGV)E 。 

棉铃虫是农业生产中的重大害虫，在我国发生 

面积 6．7×lO7hm2以上。常年多发生，抗性严重。病 

毒杀虫剂的使用，可以大幅度减少化学农药的用量， 

具有极大的经济效益和社会效益。对 HaSNPV进行 

分子生物学研究，是对 HaSNPV进行遗传改良，研制 

更有效的病毒杀虫剂的必不可少的基础。我们对 

HaSNPV的分子生物学进行了的研究 ，报导了 基 

因_B_、 【̂ 、 2I ]，并研制成重组 HaSNPV杀虫 

剂_l 。本文报道了 HaSNPV的 Hind I]I．L片段的全 

序列，并对其上编码的基因进行了结构分析。 

1 材料和方法 

1．1 材料及试剂 

HaSNPV的原始株系从湖北地区采集的病死的 

中国棉铃虫体内分离得到_1 。质粒载体pZT19R及 

宿主菌 DI-I5a由本室保藏。限制性内切酶、连接酶、 

去磷酸化酶及缺刻平移试剂盒购自Gibco BRL公 

司。 

1．2 病毒 DNA的提取及限制性酶切分析 

HaSNPV多角体感染中国棉铃虫幼虫，搜集典 

型病死虫，研磨过滤，多角体经差速离心纯化，显微 

镜下记数。以碱袭解法从多角体中直接提取 

DNAl圳。取 1u DNA进行内切酶消化，限制性内切 

酶消化条件按常规方法进行。0．7％琼脂糖凝胶电 

泳。 
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1．3 克隆及测序 

紫外灯下切取目的带(H／ndm—L片段)，Glass． 

nfilk法回收。回收片段与 哦 dIⅡ消化并去磷酸化 

的载体pTZ19R 16℃连接过夜，转化大肠杆菌 DH5 。 

阳性克隆经限制性内切酶分析及 Southern bloaing鉴 

定。利用通用引物和合成引物以引物步移法(PI~er 

walking)进行序列测定 ．自动序列测定在荷兰农业大 

学的测序中心进行。 

1．4 序列分析 

序列用 UWGCG计算机软件(release 10、0)分析． 

DNA序列和编码的氨基酸序列用 FASTA和 BLAST 

软件与GenBank／EMBL S~dssport及 PIR数据库进行 

比较分析，运用CeneDOC软件进行氨基酸序列及同 

源性分析。 

2 结果及讨论 

Hbad UI-L片段位于 HaSNPV基因组的 30．9-31． 

8m．ul】 。序列测定结果表明．Hind m-L片段全长2 

635bp，此片段包括 5个完整开放阅读框：HaSNPV 

ORF227．晚期表达因子 10基因( O)， 1054基 

因，Ac55(AcⅧ v ORF55的同源基因)，Ac56(AcMN． 

PVORF56的同源基因)(图I)。该片段的一个显著 

特性是在 砘n0处有基因重叠现象．该基因头部与 

ORF227，尾部与 ~p1054重叠。而 AcMNPV、BmNPV、 

LdMNPV、SeMNPV的基因组中仅 0和 1054相 

互重叠。现将 H／rid IU．L片段上的各基因的结构特 

征分述如下 ： 

●●  

polyhedrin 

图1 HaSIWV基因组的 腼砌llI酶切图谱丑 m-L片段的结构 

Kg l H／ridIII physical map ofthe HaSNPV 一 Ⅲ detailed 

8 【Ⅲ 叫 Ⅱiz 0n 0f廿．e H／rid III-L南 聃 11 arrows 悄eIIl the 

ORFs d 啪im to1beltt~ o,alpfi,m l dimoim ． 

2．1 0Rn 27 

此基因的大小为227个核苷酸，预测编码 75个 

氨基酸大小的蛋白。其它的杆状病毒中未发现此基 

因，GenBank也未发现其同源基因，它可能是 HaS． 

NPV的特有基因。不同的杆状病毒存在着保守基因 
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和特有基因，一般认为共有基因在维持病毒增殖、复 

制等方面起作用，而特有基因可能决定病毒的毒力 

和宿主的特异性等。其起始密码子上游第32位有 

杆状病 毒典型 的强晚期启动子 转录起始信号 

ATAAG，但在其终止密码子下游未发现 PolyA加尾 

信号AATAAA。该基因不但与 n0有42个核苷酸 

leucine zipper 

的重叠，而且其强晚期启动子转录起始信号ATAAG 

仅距离W1054基因起始密码子 A][c仅 l1个核苷 

酸。在 91个核苷酸的范围内(从 H／nd m．L片段的 

第750个核苷酸到第841个核苷酸)，聚集了otf227、 

，10、qo1054三个基因的起始密码子，如此高频率 

的重复起始，这在杆状病毒基因组中还是不多见的。 

隧 圣一  

图2 杆状病毒 LEFIO氨基酸序列同源性比较 

ng 2 l̂ I baculovin~LEFIO 

"thel0∞ 叽 leucine~ipper re~dfis s}Hnm 1' ⋯  y啊 d (19 ) AeMNPV，Gl耵 (19 )h n ，bkd d (19~)for 

哪  ， d a／(]999)forIAMNPV，Ah圈8 al(1997)f~0PMNPv．C~nDOC甜 一 ～ u for h 啊 - T 出 le'~h 

Bet：H h 100％ idtmai~．and grayfor 80％ identity 

裹 1 7种杆状病毒 LF~'10氯基酸序列比较 

Table1 Al口im acid c cidentity{％) 7 av LEF10 proteim 

Ac se Ld Op Xe 

Ha 62 ＆  64 55 43 l5 

Ac 98 7I 58 57 l6 

Bm 71 60 I7 

Se 64 44 17 

U 40 16 

Op l3 

2．2 ~ 基因
．

tq0 

HaSNtW t410的起始密码子位于上一个基因 

ORF227的内部，终止密码子位于下一个基因~1054 

的内部。~,flO基因的起始密码子上游未发现强晚 

期启动子转录起始信号 TAAG，且其终止密码子下 

游未发现PolyA信号 从 T̂̂A。但在其上游一174位发 

现一个杆状病毒早期基因启动子起始子 CAGT，它 

可能是转录起始位。 

HaSNtW n0基 因大小为216个核苷酸，编码 
一 个 71个氨基酸的蛋白因子。HaSNPV 九0基因 

推导的氨基酸序列与目前已知杆状病毒的LEF10的 

氨基酸序列比较表明(图2，表 1)，HaSNPV的LEF10 

与SeMNPV LEF10的同源性最高，为64％、与XcGV 

LEFIO的同源性最低，仅为 l5％。不过从表 1可以 

看出，XeGV作为颗粒体病毒与其余 6种多角体病毒 

的同源性普遍比较低。虽然不同杆状病毒的LEF10 

之间的同源性并不高，但均存在着一段富含 L一 和 

Ⅱe的保守区，该区含有一个明显的亮氨酸拉链 

(Leucine Zipper)(图3)。亮氨酸拉链的作用机理是 

发布在n螺旋的同一侧的疏水性的L一之间的相互 

作用，使蛋白质之阅识别、亲和。1994年， 和 

Miller鉴定出了 AcMNPV基因时，发现 nO在实验 

条件下是晚期和极晚期基因高效表达所必需的。 

LEF10可能参与晚期启动子的识别，或稳定晚期转 

录产物，或作为病毒RNA多聚酶复合物的亚单位直 

接参与转录 l6J。 

2．3 ~1054基因 

HzSNPV vp1054基因的起始密码子位于 九O 

基因的内部，距离 0RF227的起始密码子 46个核苷 

酸。该基因大小为 1056个核苷酸，推测编码一个含 

351个氨基酸的蛋白。vp1054基因起始密码子上游 

未发现早晚期启动子的特征序列，如 TAAG、CAGT、 
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嘲 闺I 隧 
sN F I Y F ]V pC TT E^ L —  

G 0 8 0v c N E L EY P日 K L I T^N N cI v sT D E s — 

G 0 v CN E L 呲 IT AN 州 v s ⋯ 一 ⋯ ⋯  

Ⅲ c R GV E 咖 N 0 Iv v ^ Hv ^^^ H R R YN E 日 

v ⋯  E sV Ⅲ 0 ⋯  ⋯ 一一 

v 0 I 一 一 一 ⋯ 一 一 一 一 ～ 一 F R TE 舭 一 一 一  ～ 一一一 

Ⅲ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  Ⅲ Ⅲ A T A - 1 ⋯ ⋯ ⋯  

避岢焦 堕 

操守位点医 II 

嚣 

困 3 杆状霜霉 vPlI】54氮基酸序列 同踩性比较 

Fig 3 A]ign~ nt of bacu]ovlms VP1054 

The吣一 trimAyers d o／(1994)far AcMNPV，Comi d a／(1ooo)f~P,mNP％ ．1jkel d o／(1ooo) S~ACNPV，Kufio d (1999)for LdMNPV． 

Ah憎目d 02(1蜥 )for％M~mv．Haykaw~d (199s)f~XcG＼ C~DOC日0f【一 一 帅。dfor hcmolo~8ll IIg．Two 8ll IIgI vdB 喊： 

blackfor100％ identity andO'ey
． 

80％ id~dff The c咖s目 Pm286啪s rTⅢked t}L sk 

TATA等，在其终止密码子下游也未发现PolyA加尾 在维持其功能上起重要作用。P~SNPV VP1054与 

信号 ÂTAAA(图2)。这与 Olszewski等_1 报导的 SeMNPV VP1054的同源性最高，为65％，与OpMNPV 

AcMNPV vp1054基因一致。HoSNPV印1054基因和 VP1054的同源性最低，为49％。 

其它6种已报道的杆状病毒的 vp1054基因的氨基 VP1054蛋白是杆状病毒的芽殖病毒和包含体 

酸序列进行同源性分析，发现这些基因的氨基酸序 病毒所共有的组成成分，是病毒核衣壳装配所必需 

列有2个同源性很高的保守区；保守区I和Ⅱ的同 的结构蛋白。AcMNPV VP1054蛋白在病毒感染细 

源性分别高达88％和70％以上，比它们的平均同源 胞 12h后可以检测到，24h后积累水平达到最高，这 

性56％高出14％以上，我们推测这两个保守位点区 种高积累水平可持续到48h后_l7_。这种时序性表 
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达是杆状病毒晚期蛋白的典型特征。Oslewski等发 

现了一个 AeNNPVVp1054的一个突变株，该蛋白的 

pro286变换成 Set，结果造成了VP1054的结构不稳 

定。突变株感染的细胞内缺乏 VP1054的积累，病毒 

不能装配成成熟粒子。在已报道的这 7种杆状病毒 

中，Pro286绝对保守，位于保守位点区Ⅱ内，AeNNPV 

VP1054的研究表明VP1054的保守氨基酸位点对维 

持其空间折叠结构是绝对需要的Il 。 

裹 2 7种扦状病毒 vPto54氨基馥序刊比较 

Table 2 Amino aeid~lueneeidentityI％)ofbaedovirnl"~Pt054 pllQleim 

30．9o,-1227 31 8mLi 

， 

j  
⋯ ■■■—■———●— ⋯ ⋯  

BmMNPV 

le 0 Ac55 Ac56 

， 

j  
⋯ ■■■—■———●— ⋯ ⋯  

。pM 龆D Ac55 Ac56 

， 

—
旦  

⋯ Il_■l■■■■■II●_ll_●■’ 1'，⋯  

圈4 5种杆状病毒基因排列比较 

HE．4 cl 单d|i 硼 0fm 目曲e啊 柚 between five d0 rLl峭  

Tl 抑r呻  瑚eIIl Ihe OllFs日I their T。 。吐 0f h删  I帆 llt 

se加 ，t h矗rl自c五 ∞ r。cti硼 0f廿Ie four 8 i8 eI~ ite to the 

dh da n嘲 ． 

2．4 Ae55和 Ac56 

这两个基因分别为 AeNNPV OR 5和 oRF56 

的同源区。其编码产物蛋白的功能未见报导。这两 

个开放阅读框都比较小，Ac55为207个核苷酸 56 

为195个核苷酸，分别编码 68个氨基酸和 64个氨 

基酸的蛋白。Ac55的起始密码子距离 ~1054的终 

止密码子 1 19个核苷酸，在其起始密码子上游-22个 

核苷酸处有杆状病毒早期基因起始 CAGT，推测 

Ac55是一个早期转录基因。Ae56起始密码子上游 
． 15bp~：有一个强晚期启动子转录起始信号 ATAAG， 

该起始信号位于 55的内部。Ac56还有一个显著 

的特征是终止密码 子 TAA与 PdyA加尾信号 

MTM^紧密相连，且共用一个腺苷酸A。 

2．5 基因排列 

tt~NPV的 胁砌 III．L片段上的 5个基因排列 

紧凑， 227、141o、叩1054两两重叠，Ac55、Ac56首 

尾相连。H~NIW和其它几种杆状病毒的基因排列 

比较表明(图5)，AeNNPV、BnINP~r、op~tw 除缺乏 

删 这个 HasNn 特有的基因外，这三种病毒的 

基因排列与 HasNn 完全一致。在 SeNNt~基因排 

列中。虽然 1O、~1054、Ac55、 56的转录方向与 

HasNn 相反，但是 九0、~1054两两重叠，Ac55、 

56首尾相连．这与HItSlgI~一致。这几种杆状病 

毒的基因排列上的一致反映了它们在进化中的关系 

较近。 
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