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马尾松毛虫 CPV基因组第 5片段的 cDNA克隆及其序列分析 
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M olecular Cloning and Sequence Analysis of Dendrolimus punctatus cytoplasmic 

polyhedrosis virus Segment 5 
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Abstract：DendrolimUS punctatus polyhedra were purified from infected Dendrolimus punctatus Larvae 

using density centrifugation．Dendrolimus punctatus cytoplasmic polyhedrosis viruses(DpCPV)were 

subsequently extracted from polyhedra by SDS treatment，followed by l％ agrose gel electrophoresis， 

and the segement dsRNA 5 was purified after being excised from the ge1．On the basis of nucleotides 

homology，five pairs of primers were designed．After the RT—PCR，five sub—clone segments were 

obtained，following sequencing and splicing，the complete nucleotide seq uence of the genome segment 

5(S5)of DpCPV was determined．The 285 1-nucleotide sequence contains a single long open reading 

frame which span s nucleotides 7 1 to 27 1 4 an d was predicted to encode a protein with a molecular mass 

of about 100．3kDa．Sequence an alysis an d deduced amino acid seq uence of DpCPV S5 revealed high 

homology with proteins from LdCPV一1 an d BmCPV．From the phylogenetic tree，we can  an alyse the 

classification an d evolutionary relationship in viruses． 
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摘要：通过差速离心从感染的马尾松毛虫幼虫虫体中提取质型多角体病毒。碱解法提纯病毒粒子，1％琼脂糖凝胶 

分离基因组 dsRNA，回收纯化第五片段 (S5)。根据同源性设计五对引物 ，经 RT．PCR，最终获得五个亚克隆片断， 

测序拼接后，得到 S5全长。片断全长 2851个核苷酸，包括一个 2643个核苷酸的开放阅读框。推测 DpCPV S5 

基因编码 了 881个氨基酸长的多肽，分子量为 100．3kDa，与舞毒蛾质型多角体病毒 (LdCPV一1)和家蚕质型多角 

体病毒 (BmCPV)比较 ，核苷酸和氨基酸的同源性都很高。进一步分析，利用几种 CPV序列绘制了系统进化树 ， 

对病毒的分类和进化做了探讨研究。 
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质 型 多角 体 病 毒 (Cytoplasmic polyhedrosis 

virus，CPV)是呼肠孤病毒科 (Reoviridae)中具有 

属的分类地位的类群。1973年，我国首次发现马尾 

松毛 虫质 型 多角体病 毒 (Dendrolimus punctatus 

cytoplasmic polyhedrosis virus。DpCPV)，其 后 ，对该 

病毒的形态结构、组织病理和理化特性等进行了研 

究【l】。其基因组电泳呈 9个条带，与家蚕质型多角 

体病毒 1型 (BmCPV一1)很相似，同属 CPV一1型。 

近年来，随着基因组学的不断发展，BmCPV 基 因 

组的全序列测定已经完成，各基因组片段的功能研 

究也迅速开 。但总的看来，质型多角体病毒 l4 

个电泳型的分子生物学研究还很薄弱。DpCPV作为 

我 国特有种 ，分子水平上的研究才刚刚开始 。对 

DpCPV 分子水平上的研究将为该病毒的分类及功 
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能确定提 供有 力 的依据 。本 实验 室在人 工增殖 

DpCPV 的基础上，对其基因组片断进行了序列测 

定，成功完成了 SlO、S9编码区以及 S8片断的工 

作 J，其它片断的测定也正在进行。本实验通过 同 

源性设计引物，对 DpCPV S5片断全序列进行了 

cDNA克隆和序列测定。通过序列分析比较发现， 

DpCPV S5序列全长 2851个核苷酸 (GenBank登记 

号 AYl85594)，最大 ORF编码 881个氨基酸，和 

LdCPV一1及 BmCPV相应基因组片断同源性很高。 

现将结果报告如下。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

马尾松毛虫质型多角体病毒 (DpCPV)由本实 

验室保藏。逆转录酶 M—MLV和 Taq酶及玻璃奶购 

自MBI公司，限制性内切酶 、pMD18一T载体试剂 

盒购 自 TaKaRa公司，E．coli DH5 Q由本实验室保 

存，RT—PCR 引物由赛百胜公司合成。根据同源性 

比较，利用 Primer Premier5设计引物，Sl一5为 sense 

primer，Al一5为 anti—sense primer，五对引物如下。 

S l：5 GGCCGAGTA I1TCCCCGTC 3 

S2：5 CGGCAGAGCCATAATGAAACG 3 

S3：5 GGCGATAAAGTrGTGCGGTG 3 

S4：5 CAGCAGTGCG 1'rCAACTTTCC 3 

S5：5 CAGCGAAGAATCCGACATACCCT 3 

A l：5 AGCAGGGCC1 ATGCAAGTCG 3 

A2：5 GGAAGGCTAACCATCTCCCCG 3 

A3：5 TCGGCGTGC1 ATCTI ATGTTCC 3 

A4：5 CCGAGGTAGTGGGTCCAGGG 3 

A5：5 GCCGTGTI1IAGAACGAACCTCAT 3 

1．2 病毒的增殖纯化和 dsRNA的抽提 

病毒的增殖、纯化参考 Arella等人的方法【4】， 

经过差速离心、蔗糖梯度离心和多角体的碱解，获 

得纯化的 DpCPV江西株病毒粒子。采用 SDS一热酚 

法从病毒粒子中纯化 dsRNA。 

1．3 S5的分离纯化 

江西株 CPV 核酸经 l％的琼脂糖凝胶电泳分 

离，于紫外灯下切下含 S5的凝胶 。用玻璃奶回收 

试剂盒回收 S5片断。 

1．4 cDNA第一链的合成及其 PCR扩增 

取纯化 的基 因组单一片段 S5 500ng溶于经 

DEPC处理的 ddH20中，96~C水浴加热 8min使之变 

性 。cDNA第一链合成参考 Hagiwara等人的方法【5】， 

取 500ngRNA 样品与 Sense primer和 Anti—sense 

primer各20pmol，在7O℃下退火，然后再加入dNTP, 

M—MLV逆转录酶，合成 cDNA第一条链。随后进 

行 PCR扩增，加入引物各 40pmol，Taq聚合酶 2 

个单位，扩增条件：94℃变性 60s，52℃退火 60s， 

72~C合成 90s，30个循环后，于 72℃放置 lOmin使 

延伸 反应充 分进 行 。五对 引物分别扩 增 出片断 

P280，P650，P890，P590，P790，五个片段 ，经 SeqMan 

软件进行拼接、编辑和校对，得全长片断。克隆策 

略见图 1。 

=  ： [ 二 ] [二二二二===] 匕 =二=] 

二二 片段 5全长 二二二 
S4 A4 S5 A5 

图 1 s5克隆和序列测定策略 

Fig．1 Cloning and sequencing strategy of S5 

1．5 cDNA克隆 

用琼脂糖凝胶电泳分离 PCR产物，回收纯化 目 

的 DNA．按照 PMDl8．T载体的操作手册将 PCR产 

物与载体连接．连接产物转化E．coli DH5 o感受态细 

胞后，涂于含有 Amp／IPTG／X—gal的平板上。 

1．6 重组质粒的筛选和鉴定 

从平板上挑取 白斑 ，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。 

1．7 DNA序列测定分析 

以阳性克隆子为模板，引物采用质粒载体上的 

通用引物进行测序 。测序工作 由上海博亚公司完 

成 。核 酸 和 蛋 白质 数 据 分 析 采 用 DNASIS、 

DNATOOL及 DNASTAR等序列分析软件分析，同 

源性数据经 BLAST在 GenBank中获得。 

2 结果 

2．1 DpCPV S片断的回收 

在 l％的琼脂糖凝胶电泳中，DpCPV基因组核 

酸和质型多角体病毒 l型基因组图谱一致 (图 2)。 

目的片段为 2．8kb。 
1 ’ 

图 2 DpCPV基因组及第五片段的回收 

Fig．2 DpCPV genome and purification of S5 

l，Marker；2，DpCPV genome；3，S5 segment recovered． 
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图 4 s5编码蛋 白的二级结构 、抗原性及疏水性，亲水性预测 

Fig．4 secondary structure．antigenicity predictions and hydropathy plot of S5 protein 

过表达后的切割，所 以 CPV 基因组节段的大小与 

编 码 的蛋 白的大 小有 很 强 的相 关性 】。基 因组 

dsRNA 节段交叉杂交分析与病毒结构蛋白血清学 

比较，都证明这一分类系统的可行性。在不同电泳 

型之间迄今未发现 RNA序列同源性而且血清学交 

叉反应的水平也很低I8-引。这种分类方法优于早期 

的习惯上以质型多角体病毒的昆虫宿主来命名 的 

方法。 

目前质型多角体病毒的命名，同时包括基因组 

电泳型与其原始宿主名。对同一电泳型内或不同电 

泳型间的质型多角体分子水平的相互 关系知之很 

少。截至本文撰写时，能从 GenBank中获得的 CPV 

序列有 BmCPV H、I株，LdCPV 1、14型，TnCPV 

5型全基因组序列，DpCPV部分序列 (由本试验室 

完成 )，以及 3种 5型，一种 13型病毒的多角体蛋 

白基因。序列 比较显示不同型的 CPV 间几乎没有 

同源性，但同型之间的同源性却相当的高。这从一 

方面证实 了依据 CPV基因组 dsCPV 电泳迁移图谱 

进行 CPV 分类的合理性。这从本文的进化树分析 

可见一斑 。随着基因组研究的不断开展，分子特征 

研究必然起到举足轻重的作用。更多 CPV 基因组 

的测定，必将为我们更合理地对其科属间的分类定 

位和功能研究提供必要的参考。特别是差异较大， 

同源性低的不同型之间的比较，这迫切需要我们找 

出和建立完善的计算分析平台，对基因组片断进行 

模拟分析，找到共性后再加以比较，其中最重要的 

是对功能上的比较。 

从病毒进化角度来分析，RNA病毒的变异性要 

远远大于 DNA病毒，那么同科属病毒株内部之间 

和不同科属病毒之间的进化关系的研究就显得尤 

为有意义 。例如，BmCPV VP3和水稻锯齿矮缩病 

毒(Rice ragged stunt virus，RRSV)S2及 Nilaparvata 

lugens reovirus S4 和 斐济 病 病 毒 (Fiji disease 

fijivirus)S4有着一定的同源性，这很可能告诉我 

们植物呼肠孤病毒起源于 昆虫呼肠孤病毒fl刚。还有 

BmCPV S5 编码 的 P101蛋 白，和 口蹄疫病毒 

(FMDV)的 2A protease(2Apm)，氨基酸有着 93 

的同源性，而 2A岬序列特征一般存在于小 RNA病 

毒科 (Picornaviridae )中的 ，在 呼肠孤病 毒科 

(Reoviridae)中的首次发现，也揭示了 dsRNA病 

毒和 ssRNA病毒的进化关系Il 。 
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