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Abstract：An lef一3 gene of HaSNPV was identified．It was 1ocalized in Bam H 工一F fragment of the 

genome．Nucleotide sequencing showed the open reading frame was 1 1 40 nt，encoded 379 amino acids 

with a predicted size of 44kD．A ”TATA”box was found in 40～ 43nt upstream of the transcriptiona1 

start codon ATG．A typical poly(A)signal，AATAAA，was found in the downstream of the tran— 

scriptional stop codon．HaSPV LEF一3 protein also contains the conserved motif。which exists in nearly 

20 kinds of SSBs，SO HaSNPV LEF一3 protein iS a probable SSB protein． 
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摘要 ：在棉铃虫核多角体病毒(Helicoverpa armigera Single-nucleocapsid Nucleapolyhedrovirus，HaSNPV)基 因组中发 

现了 ．3基因，该基因位于病毒基因组 的 BarnHI F片段上，全长 1140bp，编码 379个氨基酸，预计蛋白质分子量 

为44kD．启动子区具有 TATAbox，位于起始密码子 ATG上游 40～43nt处，在终止密码子下游具典型的 poly(A)终 

止信号 AATAAA。并且在它的氨基酸序列的 一端也具有一个类似 SSB保守序列的基元结构。 
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病 毒 DNA复制是其生命周期 中的最主要 环 

节，病毒复制和转录的调控研究是病毒分子生物学 

研究的重 要 内容。杆状 病毒 基 因组 呈 双链环状 

DNA，分子大小在 90kb～160kb之间⋯，是一类大 

分子 DNA病毒。近年来，杆状病毒作为表达载体 

已广泛应用，但其 DNA复制转录调控机理却研究 

的相对较少。1993年，I j_2j等从 AcNPV 中鉴定出 

一

个 病 毒 晚期 基 因 表 达 调 控 因 子 I．EF一3([ate ex— 

pression factor 3)，该基因是病毒早期基因，它可转 

录 出 2．Okb的 mRNA，，基 因产物是一个 44．5kD的 

蛋白质。I．EF一3通过反式作用调控病毒晚期和极 

晚期基因的表达。1995年，HangL3 等进一步证 明， 

lef-3编 码 的是 一种 单链 DNA 结 合蛋 白(single— 

stranded DNA—binding protein，SSB)。SSB蛋 白仅 

与单链 DNA结合，没有核苷酸序列特异性，它能通 

过结合单链 DNA维持双链 DNA复制叉形态等方 

式调控 DNA的复制，进而调控 晚期基因和极晚期 

基 因的转 录和表达 。在其 它杆状病 毒研 究中，OpN— 

PV 如厂一3基 因也 编 码 一 个 SSB蛋 白 J，它 与 AcN— 

PV ze厂一3基 因 的 同源性 为 39％。AcNPV 和 OpN— 

PV LEE一一3的 N端均含有一段保守氨基酸序列，该 

序列中的重要氨基酸基元与 SSB蛋白一致，这一保 

守序列可能在 SSB的功能上具有重要意义。本文 

报道 HaNPV lef一3基 因的 序列 测 定及 其编 码蛋 白 
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与 SSB的同源性 比较，以便为 tef一3的功能研究及 

杆状病毒 DNA复制调控研究奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 棉铃虫核型多角体病毒 由本实验室保存。 

1．1．2 菌种 DH5a，载体 pUC19为本实验室保存。 

1．1．3 分子生物学试剂 T 连接酶、溶菌酶、去磷 

酸化酶 、RNase、XDNA／Hind Il1分子量标准均 购 自 

TaKaRa；蛋 白酶 K购 自 Merk公 司 ；Bn H I购 自 

GiBCO；柱离心式胶回收试剂盒、一次性胶切割器均 

为上海化舜生物工程公司产品；质粒小量抽提试剂 

盒购 自Promega；其他的分析纯级生化试剂分别购 

自TaKaRa、Promega、华美等生物公司。 

1．1．4培养基、各种缓冲液及碱解液：LB液体培养 

基和固体培养基，SOC液体培养基 以及各种缓冲液 

的配方参 见文献 J，碱解 液的 配方 参 照传 统方 法 稍 

作改进 。 

1．2 方法 

1．2．1 病毒多角体的扩增和纯化 取 4E冰箱保 

存的多角体 以 2×10 PIB／mL的浓度，喂食感染健 

康的棉铃虫 4龄初幼虫，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 000r／min离 心 1min，取 上 清，4 000r／min离 心 

30min，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 ddH2o充分悬浮，混匀后计 

数，分装于 1．5mL的离心管，4E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(10mg／mL)，37*(2保温 1—2h，用水洗 2 

— 3遍，再 加 入 Proteinase K(20mg／mL)5uL，37℃ 

保温 30min，加 入 500 L碱解液，37℃保温 30min 

(溶液变清)，再加入 10％SDS至终浓度为 1％，37℃ 

保温 30min，碱解产物经平衡酚抽提 2次，氯仿：异 

戊醇(24：1)抽提一次后，用 ddH2o透析 48 h，纯化 

的 DNA置 4℃保存备用，紫外分光光度计测其浓 

度 。 

1．2．3 HaNPV BamH I—F片段的分离回收 

取 9 L病 毒 DNA(约 0．5—1 g)，加 0．5 I 

Bn zH I，37℃消化 2～3h，酶消化液在 0．75％琼酯 

糖凝胶上电泳 6～10h，用柱离心式胶 回收试剂盒回 

收 F片 段，具 体 操 作如 下 ：每 100mg胶块 加 入 

300~L溶胶液，50℃，10min使胶彻底溶化，加入 1／3 

体积的异丙醇，50℃放置 1min。将溶好的液体移入 

回收柱，高速离心 (12 000～13 000r／min)lmin，倒 

掉收集管中的液体，加入 5o0 L洗涤液，静止 lmin， 

离心 lmin。将回收柱移到一干净的离心管 中，加入 

30 L洗脱液，静止 1～5min，离心 1min，即得到纯化 

的核酸。纯化后 的核酸在 0．7％琼脂糖凝胶 中电 

泳，检查 其 回收率 。 

1．2．4 克隆载体的制备及连接反应、感受态细胞的 

制备 用 BamH I消化 pUC19载体并去磷酸化。将 

上述回收的 BamH I—F片段与处理过的载体相连， 

连接反应参照文献进行【5]，感受态细胞 的制备参考 

文献进行 5。 

1．2．5 转化 取 2o0 L感受态细胞，加入 5 L连 

接产物，具体转化过程参考文献进行 J。 

1．2．6 质粒的提取 利用小量质粒抽提试剂盒提 

取质粒 DNA，具体过程参考产品说明书进行。 

1．2．7 质粒 的鉴定与测 序 BamH I消化 质粒 

DNA，0．7％琼脂糖凝胶 电泳，根据酶切片段大小判 

断是否为阳性克隆子。序列测定由上海生工公司根 

据 pUC19上的通用引物完成。 

1．2．8 DNA序列分析及其编码氨基酸的计算机分 

析 序列用 FASTA和 BLAST软件与 GenBank数 

据库进行比较分析，运用 DNAClub、EditSeq软件进 

行 氨 基 酸 序 列 的 分 析，利 用 MEGALIGN、 

CLUSTALX、GeneDoc进行 同源性的 比较分析 。 

2 结果与讨论 

2．1 重组质粒的酶切鉴定 

将回收的 BamH I—F(7．827kb)片段(图略)与 

经过同样酶切处理过的 pUC19(2．69kb)载体连接， 

转化，筛选到重组质粒 pUC-lef3，用 Bam H I酶切鉴 

定，结果显示可切出一 7．827kb大小的片段 J。 

2．2 lef．3基因序列分析 

对插入片段 进行 DNA序列测定，比较分析结 

果 见图 1， 厂．3确实位于 HaSNPV基 因组 的 BamH 

I—F片段，该基因全长 1 140bp，编码 379个氨基 

酸，预 计 蛋 白质分 子量 为 44kD，启动 子 区具 有 

TATA box，位于起始密 码子 ATG 上游 40～43nt 

处，在终止密码子下游具典型的 poly(A)终止信号 

AATAAA。与 AcNPV和 OpNPV 的 LEF一3一样 ， 
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TACGCCAACGAATTCTTGACATTGATATTTAACTGATCGAT 

ATGTCt．AATATGGATATAAGCCCT【 TĈ AACAACTĈ TTĜ T̂ TC(；̂ ^̂ 1̂'(；A r(；AT【；Ĉ T̂GÂ TACGCĈ 【；AĜ ^̂ GĜ T̂Ĝ ^̂ CGCCCTTT【 ATGC(；AACT̂ TG 
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TCGAGTGTGG从 (ÎACCCCÂ GCĈ Â ATGGĈA从 CTGCGT̂ [【；CTC从 TG1lGAAAGGACAATTGCTT̂ CĈ AÂ CCAĈ T̂(．̂(；T̂ TCAACÂ TGÂ GATTATTAC 

S S V E E P U A K M A K L R T L 、 、 G U L l_ T K T T M S l E D Y 

TTATTTAAATTTTTG(；TCAACAACAAGA(,TATCGACTATTACGGAACGCAAACTCAATTTTTCTCATTGATTAACAATAAAACTTACGAATTGGTTTTGCAATACAGC 

F K F l_ V 、 、 K S l D Y Y (； T U T U F F S I I ＼ 、 K T Y E L V L U Y 

CGCAAAAAGCTACTĈ TCÂ ATC【；T̂ TĜ GĈ T̂GCĜ Ĝ̂ CĜ Ĝ̂ CCT( TT【；ATGACCGTATGCÂ Â(；TGTGACTTTCCÂ (；AGTTCT(；TGCCÂ CGAGATAAAA 

l：： ： ：： ：：!卫 S Y E u C E【]l 【]1 I M T V C K S V T F u E F c A E I K 

TCGCTGCTGGCGAAATTCCTATACGGTTTTAAAATTTACGGTAGTTCAAATGTTTACAAGTTAGTTTTTGTCATTTTGCTCGAAGACAACAATGGTACAATCAACGGT 

S L L A K F l Y (； F K I Y G S S 、 V Y K L V F V I I L E D N 、 G T l 、 G 

C,TTCAAGTAGAAATGATGAGCGACTTCAAACGTTTAAGCGGAGCCTTCAAGAACCATGTTATTGAAAATGAAAACGATTTGTTrGACTGTATGTAĈ ĜTCTĜ AGAG 

V U V E M M S D I K R L S G A l’ K 、 II V I E E 、 D L l D C M Y K S E E 

AAATATTTCAATTTGTACCGTATCAAATGCAATCACAAC(；CAAACAATTACAAAAGTTTGTCACTGTCGTCGAACAGTCAATTGGAGCGTCTCGAAACCGACGACAGT 

K Y F 、 I Y R I K C 、 }l ＼ A 、 、 Y K S l_ S L S S 、 S U L E R L E T D D S 

ATGTTTGAATATGAA FTTCAA]ACGATTACACTGTTAATATTAGTCGT]CGAACAAAATTAT̂ CAGÂ ĈACCGAGTTACCGGCAATTTTACTTCGGAGAGÂ ATATC 

M F E Y E F u 1I| D Y T V I S R 、 K I I Q K II R V T G F T S E R I 

TATCAGAACTCCGATCGTTTTGTGATCAGTTACGACACGGCTAATGAAAAAATCAAGACCAGCATCTACAATCGTATGGAAAATGCAGAATCCAAAACTGATTACGAC 

Y U S D R F V I S Y D T A 、 E K I K T S I Y N R M E A E S K T D Y D 

AĈ TCGAT从 CGTTGÂ ĜAC【；TÂ CTTT【1̂GTCÂ CTCAACA(；TTT(；ATTGAATCGAATCTGGTGCAAGTTGACGTGTACCTTGTGACTGATCCAAATAATGTTAAA 

T S I T L K D V T L S U l_ S l_ I E S I， V U V D V Y L V T D P N V K 

★  

AACAATGTTM CGCCG(；CATCACTAAGATTGAAATCGACGGCACTTACGAACCTTTGTAAATTTTTTGTGAATATGTTTGCATAAATATATGTATATGTATCAATAAATG 

、 N V I A 【； I T K I E I D G T Y E P L 

●  

图 1 棉铃虫核多角体病毒 ．3基因的核苷酸序列与推导的氨基酸序列 

Fig，l The ．3 nucleotide sequence and puptative amino acid sequence of HaNPV 

The gene’s direction of transcription is indicated by arrow．Putative transcription signal TATA box， for early transcription and AATAAA for 

polyadenylation are underlined The transcriptional start codon and stop codon are indicated by abo ve the ATG an d T从 The∞nserved pattern of 

amino acids similar to SSB motif，in LEF．3 amino-terminal regions，is framed ． 
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图 2 杆状病毒 LEF．3基因氨基酸序列排列比较 

组成类似 SSB基元的保守碱性氨基酸和芳香族氨基酸均以 *标出，黑色代表 100％同源性(iden ty)，灰色代表 80％ ~ (identity)。 

Fig．2 Aligment of amino acids of baculviral LEF-3 

The∞ nserved ammatic and basic amino acids，whieh constitute SSB motif，are indicated by abo ve the sequence；Two levels of shading were set 

black for 100％ identity and gray for 8O％ ， 
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在 HaSNPV LEF一3的 N端也具有一个类似 SSB 

的保守基元结构．K—X5一K—X09一Y—X13一Y— 

X6一F—X6一K—X7一Y—X3一K，该结构位 于 

LEF一3的第 55位～111位氨基酸，共 57个氨基酸 

残基(图 1)。将 HaNPV LEF一3与来源于杆状病毒 

AcNPV、OpNPV、LdNPV、SeNPV、S1NPV 的 LEF一 

3相 比较 ，结 果 显示 ，在 整 个氨 基 酸 序 列上 HaNPV 

LEF一3与其它五种 LEF一3同源性不高，分别为(I— 

dentity)19％、20％、21％、24％和 23％(图略 )，但是 

它们编码 的类 似 SSB的 K—X03一K—X08—10一Y— 

X14一Y —X06一F —X00一K — X13一 F／Y — X03一 

K结构(X代表任何氨基酸)保守性很强(图 2)。 

将棉铃虫核型多角体病毒 LEF一3 N一端的类 

似 SSB保守基元的氨基酸序列与 18种来源不同的 

SSBs以及 AcNPV LEF一3和 OpNPV LEF一3的保守 

基元 相 比，结 果如 图 3所 示 。整 个基 元结 构有 8个 

保守性氨基酸位点(CCV、HzlE一1缺少 5位保守性 

氨基酸，HCMV缺少 6位保守性氨基酸)，我们分别 

称之 为 1、2、3、4、5、6、7、8位氨 基酸 ，这 8个 位点 的 

氨基酸分别由碱性的精氨酸(R)、赖氨酸(K)，芳香 

族 的苯丙氨酸(F)、酪 氨酸 (Y)以及 含芳香 环的色 氨 

酸(w)组成。从图 3中我们可 以看出，1、2位是碱 

性 的 R或 K，3、4、5位 是 芳香族 的 F或 Y(SSB3位 

是含芳香环的W，CCV和 HzIE一1缺少 5位芳香族 

氨基酸)，6位是碱性 R或 K(HCMV缺少 6位芳香 

族氨基酸 )，7位是芳香族 的 F、Y或 含芳香环 的 w， 

8位是碱性的 R或 K。HaNPV LEF一3具有与上述 

完全相同的结构特征，各保守区氨基酸分别为：1、2 

位是 K，3、4位是 Y，5位是 F，6位是 K，7位是 Y，8 

位是 K，因此可 以推测 HaNPV Zef一3基 因很有 可能 

编 码 SSB蛋 白。 

SSB在很 多复 制 系统 中 都是 必备 的成 员 之 
一 [ 、引

，
例如在疱疹病毒[ ]和腺病毒中[ 。， 。 

SSBs有助于在正好低于正常 Tm值的温度下 

使超螺旋 DNA分子在复制起始点解开，并且 SSB 

能维持复制叉处 DNA的单 链状态，也可能影响其 

它参与复制过程的蛋 白质[ 。Li等人[ ]首次证 明 

了 ze厂一3基因对杆状病毒晚期基因(capsid and poly— 

hedrin)的表达是必需的，杆状病毒 中，晚期 基因的 

表达完全依赖于 DNA的复制，LEF一3可能直接介 

于晚期基因的转录过程。 目前，人们已在至少三个 

病毒系统中发现，SSB明显作用于 DNA的复制和对 

晚期基因的表达具有明显的促进作用，腺病毒的组 

1 2 3 4 5 6 7 8 

GP5 16 R一)，04一R—X04．Y—X07．Y．X06．Y．)，04．K．X26一F．X06．R 80 

GP32 67 K— 03一K—X12．Y．X14．Y．X06．Y． 03．K． 04．Y． 07．K 123 

SSB 43 K—X05一K—X04．W．X05．F．X-9一Y．X02．K．X04．W ．)，07．R 86 

PIKE 16 R_x05一K—x04．Y．x07．Y．x06．Y．X19．K．X12一F．x06．R 81 

AD一5 410 R— 03一K一)，03．F．X36．Y．X13．F⋯ 一K．X16一W—X11．R 499 

HSV一1 803 K— 03一R．XO9．F．X04．F．X04一F．X03．K．X10．W —X06一R 849 

VZV 801 R—x03一R—x09 F-X04．F-X04一F-x01．R．x12．W ．x06．R 847 

EHV 808 R．X03．K．X10一F．X04．Y．X04．F． 01．R．X12．W ． 06．R 855 

EBV 741 K． 03．R．X12．F．X03．Y．X04．F．X03．K． 06．W ．X06．R 771 

CCV 758 R—X04一R．X22．F．X12．F．X04⋯ X05．R— 03一F．X07．R 821 

HCMV 810 R． 05 R_X09．F．X02．Y．X06．F．X01⋯ X09．W ． 09一K 857 

M CM V 791 R．X04一K．X04．F．X02．F． 06．F-X01．R．X08．W ． 09．R 831 

AcIE．1 455 K．X03一K．X10．Y．X12．F— 04．F．X04．R．X11一W —X05．K 511 

BmIE．1 459 K．X03一K．X10一Y．X12．F． 04．F． 04．R．X11．W ． 05．K 516 

CfIE．1 433 K—X03一K—X10．Y．X12．F— 04一F． 06．R．X1 1．W —X05．K 491 

HzIE一1 432 K． 02．R X10．Y．X12．F． 04⋯ 05．R．XI 1．W ． 05一K 491 

OplE一1 529 K—X03一K—X10一Y—X12一F—X04一F—X06一R—X11-W —X05．K 584 

SeIE．1 580 K．X02．K—X10．Y．X07．F． 04．F．X09．R．X1 1．W ． 06．K 635 

AcLEF．3 39 K．X03．K． 08．Y．X13．Y．X06．F⋯ ⋯K X13一Y．X03一K 93 

OpLEF．3 30 K． 03 K X10．Y．X13．Y．X06．F⋯ ⋯K X13一Y．X03．K 86 

HaLEF．3 55 K． 05．K．X10一Y．X13．Y． 06．F—X06．K．X07．Y—X03．K 111 

图 3 HaNPv LEF．3与 2O种 SSB的保守性基元的氨基酸序列比较 

x代表任意氨基酸，数字表示 x的数目。K、R、Y、F、w 分别代表赖 

氨酸、精氨酸 、酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸。 

Fig 3 A comparison between HaNPV LE F_3 and 20 kinds of putative 

single—strand—-DNA-binding amino acid sequence motifs 

The spacer regions between conserved aromatic and basic amino acids are 

designated by X with a nUITtba r indicating the spacer residues present． 

Numbers at the margins of the sequence indicate the location of the motif 

in the amino acid sequence．The alignment from the gene 5 protein of 

bacteriophage fd(GP5)；gene 32 protein of bacteriophage T4(GP32)； 

SSB of E．coli；DNA—binding proteins from bacteriophage ike(PIKE)； 

HSV．1；Varicella．zoster virus(VZV)；Epsstein．Barr virus(EBV)； 

adenovirus type 5 (AD一5)；equine herps virus(EHV)；human cy— 

tomegalovirus(HCMV)；mouse cytomegalovirus(MCMV)；channel 

catfish virus(CCV) The baculovirus IE．1 sequences are from AcMN． 

PV (AclE．1)；BmMNPV (BmlE．1)；OpMNPV (OplE．1)；CfMNPV 

(CflE．1)；SeMNPV (SelE．1)；HzSNPV (HzlE一1)．The baculovirus 

LEF．3 sequences are from AcMNPV (AcLEF一3)；OpMNPV(OpLEF一 

3)；HaSNPV(HaLEF．3)． 

成，中间被数 目不等的其它氨基酸残基隔 DNA结 

合蛋白，单纯疱疹病毒的 ICP8蛋白，T4噬菌体的基 

因 32蛋 白，分 别直接 作用 于相关 晚期 基 因的转 

录[ 。并且在许多 SSBs中都有一个保守性基 

元结构，由保 守 的芳 香 族氨 基 酸 和碱 性 氨 基酸 

开【15,1 6l，在 AcNPV LEF一3和 OpNPV LEF一3的 N 

端有类似 SSB的保守性氨基酸序列基元结构 (K— 

X03一K—X08一Xlo—Y—X14一Y—Xo6一F—Xoo—K—X13一F／Y—X03一 

K) ．1 ，此基元大约 80个氨基酸，在 LEF一3的总序 

列中显示很高的氨基酸同源性(similarity为 82％，i— 

dentity为 56％)，推测此保守区很可能就是 LEF一3 
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