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Abstract：The nucleotide sequence of genome S7 cDNA (AY 1 80908) from Dendrolimus punctatus 

cypovirus l Hunan strain(DpCPV—HN )was determined．S7 cDNA consists of 1 501 nucleotides and 

encodes a protein of 448 amino acids with a molecular mass of 49．8 kDa．Th e 5 ．an d 3 ．terminus 

conserved sequences are 5 一AGTAA一3 and 5 一GTTAGCC一3 。respectively． en compared wim S7 

an d its putative protein of Lyman tria dispar cypovirus l an d Bombyx moil cypovirus 1．97．2％ an d 

87．0％ identities in the nucleotide leve1．and 98．7％ an d 92．8％ identities in the amino acid level were 

found。repectively．BLAST search program revealed some similarity between DpCPV·HN P50 an d 

DnaK·like protein of Mycoplasma hominis．The cDNA fragment encoding DpCPV—HN P50 C259 was 

also cloned  an d inserted into pET．28a expressive vector after being digested with BamH I an d日 d m  

to construct pET一28a／$7(59 1．1 37 1)recombinant expression vector．Expression of the fusion protein 

was induced by 踟 in E col BL2 1．Th e results indicated that the fusion protein with a molecular 

mass of 37．3 kDa containing P50C259 was expressed abundan tly，and the fusion protein had an  optional 

level when induced by 1．0mmol／L IPTG over about 2 hours． 

Key words：Dendrolimus punctatus cypovirus 1 Hunan strain(DpCPV—HN)；dsRNA virus；Nucleotide 

sequence an alysis；Prokaryotic expression． 

摘要：马尾松毛虫质多角体病毒 (湖南株)基因组 s7节段 (AYI80908)cDNA克隆及序列分析结果表明：S7由 

1501个碱基组成，编码由448个氨基酸组成的分子量为 49．8 kDa的多肽 P50。5 末端和3 末端具有5 -AGTAA-3 

和5 -GTrAGCC-3 末端保守序列。该基因组与舞毒蛾质多角体病毒l型和家蚕质多角体病毒 1型s7节段有很高的 

同源性，核苷酸序列同源性分别为97．2％和 87．0％，氨基酸序列同源性分别为98．7％和 92．8％。P50多肽与人型支 

原体的 DnaK样蛋白在C．末端有相似性。本文报道了编码P50 C259的cDNA序列的克隆并作了原核表达，当用 

1．0 mmol／L皿P，I'G 诱导 2h，分子量约为 37_3 kDa的融合蛋白在大肠杆菌 BL21中得到大量表达。 

关键词：马尾松毛虫质多角体病毒 (DpCPV)；双链RNA病毒；序列分析；原核表达 
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质多角体病毒 (Cytoplasmic polyhedrosis virus， 

CPV)属呼肠孤病毒科 (Reoviridae)质多角体病毒 

属 (Cypovirus) ～引。病毒粒子含有由 l0或 ll节 

段 dsRNA构成的基因组H卅 和 5种病毒结构蛋白 
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(Viral structural protein) (V1．V5) J。采用冰冻 

电镜和计算机三维重构技术研究 CPV 病毒颗粒表 

明，CPV为单层衣壳结构，衣壳外表面有 2种不同 

大小的突起，v3和 V5为这些突起的蛋白组成成 

分l ，这些突起结构可能是病毒感染细胞时的吸附 

部位。CPV的病毒形态与正呼肠孤病毒的形态极为 

相似L8J。根据病毒基因组 dsRNA片段在聚丙烯酰胺 

或琼脂糖凝胶中电泳图谱的差异，将昆虫 CPV分 

为 l5个电泳型 (Electrophoretype)[9-11]o病毒基因 

组 dsRNA 片段杂交分析与病毒结构蛋白血清学比 

较，都证实这一分类系统是可行的。 

马 尾 松 毛 虫 质 多角 体 病 毒 (Dendrolimus 

．tmnctatus cypovirus，DpCPV)是我国 1973年首次分 

离得到的一种质多角体病毒Il ，其基因组由 l0个 

dsRNA节段组成【l引。马尾松毛虫质多角体病毒江西 

株 (OpCPV-JX)多角体蛋白基因 (AF318306)和 

NS5一蛋白基因 (AY173076)的核苷酸序列以及 S8 

(AF513912)全 基 因序 列先 后被 测定 [14~161。 

Ha西w锄 和 Matsumoto等研究发现，家蚕质多角 

体病毒(BmCPV．1)S7(NC．004133)1~1501 bp组成， 

编码含有 448 aa的多肽【l̈。本文对马尾松毛虫质多 

角体病毒湖南株 (DpCPV．HN)s7全基因序列 

(AYl80906)进行了 cDNA 克隆和序列测定，并 

在大肠杆菌 BL21中表达了编码P50 C259的eDNA 

序列，结果报道如下。 

1 材料和方法 

1．1 病毒株 

虫体克隆纯化后的马尾松毛虫 l型质多角体病毒 

湖南株 (DpCPV-HN)由本实验室保存【l8】。pO~M-T 

Easy 克隆载体为美国 Promcga公司产品，质粒 

pET-28a由张忠信副研究员馈赠，大肠杆菌 DH5 Q和 

BI二2l由本实验室保存。在马尾松毛虫体内增殖经虫体 

克隆纯化后的DpCPV-HN增殖参照洪靖君等方法 【J8J， 

多角体纯化参照刘润忠等方法 【2”。 

1．2 试剂 

RNA胶回收试剂盒 (RNaid’kit)购自Q·BIO 

基因公司；DNA胶回收试剂盒 (Gel extraction mini 

kit)购自上海华舜生物工程公司；RNA 酶抑制剂 

(RNase inhibitor)为加拿大 Biostar公司产品； 

M-MLV 逆转录酶 (Reverse Transcriptase)为美国 

Promega公司产品。 

l-3 引物设计 

根据 CPV 同一电泳型之间具有较高同源性的 

原理【 20]，以 BmCPV．1 S7正链的 3 末端序列 

(1477．1501 bp)为依据 ，设计 S7．PB 引物 (5 ． 

GGCTAACG 丌GG1℃ACrCCGAA( ．3 )，通 

用 引物 PA (5 ．GGCGAAGCqTGTCGACGAA 

TTC(T)17-3 )。利用这两个引物获得 DpCPV．FINS7 

的全基因序列。用于DpCPV S7部分 eDNA序列克 

隆及 原核 表达 的引物 为 ：Pl：5 ．GAGGATC 

CTCTCGCGACGTCGTTAACr( 3 ，GGA C 为 

BamH I酶切位点。P2：5 ．A Ao嗍 TCATAGGAT 

GTCATCTGAG-3 ，AAGa7为Hind 1II酶切位点。 

1．4 基因组 dsRNA的提取及电泳 

采用 SDS．热酚法(pH8．0)从病毒粒子中纯化基 

因组 dsRNA，乙醇沉淀核酸，溶解于 DEPC处理的 

双蒸水中，然后在 0．8％琼脂糖凝胶上电泳。 

1．5 S7片段的分离纯化与RT-PCR 

用 RNA试剂盒进行回收并纯化 S7 dsRNA。取 

约 200 ng S7 dsRNA在 100℃沸水中变性 5rain，迅 

速在冰上冷却，依次加入 40U 的 RNA酶抑制剂， 

4pL M-MLV RT 5Xbuffer，20 pmol引物 S7-PB， 

2pL dNTPs(各 2．5 mM)和 IOOU 的M-MLV逆转 

录酶，用 DEPC处理的双蒸水将 RT反应总体系补 

齐到 200L，在37℃水浴 60一rain，在95℃处理 10mill 

使逆转录酶失活。 A．cDNA用 2U大肠杆菌RNA 

酶 H在 37℃水浴中消化 20rain。在底物 dATP存在 

下，用TdT将约20个脱氧腺苷酰残基d(A)加到被 

除去RNA的cDNA链 3 末端，反应产物用酚 ：氯 

仿 ：异戊醇 (25：24：1)抽提，无水乙醇沉淀后 

溶于 20pL灭菌的双蒸水中。取上述加尾的 cDNA 

溶液 1∞L，然后依次加入 5pL lOXPyrobestbuffer, 

各40pmol引物S7．PB和PA，8pLaNTes(各2．5 raM) 

和 2．5U Pyrobest DNA 聚合酶使总反应体系为 

50pL。置94℃变性40 S，55℃退火40 S，72"(2延伸 

90 S。35个循环后，于72℃放置 10 rain。 

1．6 S7 cDNA的克隆 

琼脂糖凝胶电泳分离 RT-PCR产物，用 DNA 

试剂盒回收目的DNA。按照pOE~-TEasy克隆载 

体的操作手册将 目的 DNA片段与载体连接。将所 

得到的产物转化到 E col[DH5 a感受态细胞后，制 

备含 Amp／IPTG／X．gal的 LB平板，于 37℃恒温培 

养 l6～18h。 

1．7 重组质粒的筛选与鉴定 

挑取白斑于 5 rnLLB选择培养基的试管中，在 

37~C恒温振摇培养 16h，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。 

1．8 S7基因序列测定与分析 

选择3个cDNA阳性克隆子作模板，采用质粒 
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载体上的通用引物和根据已测定的序列合成引物， 

正、反向进行双链测序，测序由上海中科开瑞基因 

技术有限公司完成。 

运用 EditSeq软件进行氨基酸序列的分析，保 

守的氨基酸结构被 ScanProsite软件识别，蛋白二级 

结构由 PredictProtein服务器进行预测，DNA序列 

及其编码的氨基酸序列用 FASTAt 和 BLASTt 】 

软件数据库进行分析。 

1．9 编码p50C259的cDNA序列的PCR扩增及产 

物的克隆与鉴定 

以DpCPV-HN S7 cDNA的重组质粒为模板， 

利用引物 Pl和 P2，在 Pyrobest DNA 聚合酶作用 

下进行PCR反应，即94℃ 预变性5 min进入PCR 

反应循环：94"C变性30 S，55℃退火30 S，72℃延伸 

60 S，35个循环后，于72℃放置7 min。PCR产物 

经纯化，在 目的DNA 3 末端加 d(A)后，再克隆到 

~EM-T Easy载体上，此重组质粒命名为pGEM． 

S7(591-1371)。 

1．10 重组基因表达载体的构建与表达 

用 BamH I和 Hind m 双酶切 pGEM．$7(591．1 

371)，切下编码 P50 C259的 DNA片段，与同样双 

酶切 的 pET-28a相 连 ，重组表 达质粒命 名为 

pET-28a／S7(591．1371)。上海中科开瑞基因技术有限 

公司对pET．28a／$7(591—1371)qa插入的DNA片段进 

行测序。 

重组基因在大肠杆菌中进行表达：将 pET一 

28a／$7(591．I37I)转化大肠杆菌 BL21，按文献l2zJ用 

哪 进行诱导表达目的蛋白，15％的 SDS．PAGE 

分离胶进行电泳，然后被考马斯亮蓝 R250染色，凝 

胶成像分析系统GeneGenius处理电泳结果。 

2 结果与分析 

2．1 S7 RT．PCR产物及其重组质粒的电泳分析 

S7 RT-PCR产物及其重组质粒用 EcoRI酶切， 

琼脂糖凝胶电泳，分析结果见图l。 

2．2 序列分析及同源序列比较 

DpCPV S7全长 CDNA的核苷酸序列已经登录 

GenBank(AY180908)。S7 cDNA全序列长 1501 

bp，开放阅读框起始密码子 ATG位于第 24—26碱 

基，终止密码子 TGA位于第 1368，1370碱基，由 

448 aa组成的编码 49．8 kDa多肽 P50，pI为 6．127。 

BmCPV—l l0节段末端保守序列即 5 末端的 5 

一AGUAA一3 和 3 末端 的 5 一GUUAGCC一3 在 

DpCPV—HN S7中同样存在。P50氨基酸序列中含一 

M 】 M2 G l 2 3 4 

图 1 s7 RT．PCR产物及其重组质粒的电泳分析 

Fig．1 ElectrophoresisofRT-PCRproducts and recombinant 

veCc0rS 

M1／M2．DNALadder；G。DPCPV-I-INgenom~；1，RT-PCR pfodIlctof$7；2’ 

EcoRl digestion of recombinant vcctol"COl~!aining S7 cDNA；3．RT-PCR 

product of 3"-terminal sequence of segment S7；4．EcoRI digestion of 

recombinant vector containing the eDNA of 3’-terminal sequence of 

segmentS7 

个核定位信号 (位于第 l73l-l79残基)和5个 糖基 

化位点，蛋白二级结构含有43．5％ Q-helix,14．7％ B 
-sheet和 41．7％loop。 

DpCPV．FIN S7核苷酸序列与舞毒蛾质多角体 

病毒 (LdCPV．1)S7和 BmCPV．1 S7相比，同源性 

分别为97．2％和 87．0％，氨基酸序列同源性分别为 

98．7％和 92．8％；序列同源性比较分析显示， 

DpCPV．I-IN PS0第 302--428位氨基酸序列与人型支 

原体的 DnaK样蛋白第 404-521位氨基酸序列有 

25．8％ 同源性和 43．8％相似性 (见图 2)。 

2．3 编码P50 C259的cDNA序列的克隆与鉴定 

以DpCPV．HN S7 cDNA的重组质粒为模板， 

利用引物 Pl和 P2，扩增出一条约 800bp的片段， 

将这条片段克隆到pGEM．TEasy载体上，经EcoR 

I酶切、电泳鉴定其分子量大小正确 (见图 3)。 

2-4 重组基因表达载体的构建 

用 BamH I和 H／rid 111双酶 切 重组 质粒 

pGEM一$7(591一l 371)，将编码P50 C259的DNA片段 

与 pET一28a连接，得到重组质粒 pET-28a／S7(591一l 

371)，经 BamH I和Hindm 双酶切、电泳鉴定其分子 

量大小正确。pET．28a／$7(591—1371)~插入的DNA片 

段经测序检验证实与先前测定的结果相一致。 

2_5 重组基因在大肠杆菌中的诱导表达 

选用不同的IPTG浓度如0．8mmol／L、1．0mmoi／L和 

咖 栅 

9  7 6 4 3 2 ， 1  ． 

4 v．{ 。 
}*§  口蓉  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


584 中 国 病 毒 学 第 l8卷 

DpCPV一 p50 302 DMRTPRTSVTSAGESALVRHNRYMTE—SFKGLSPIALAQKKHEMMLHTHEIHSMDIDGSI 360 
D +T T V + GE L R N+ + + + +G+ P + E+ S+D++G 

Mh DnaK 404 DNQTAVTIVITQGERQLARDNKILGQFNLEGIEPAPRGIPQIEVSF一 一 SIDVNGIT 457 

DpCPV一 p50 361 KNMVERETVNKMNEIDAMNTMSWKEEIHEVEQTTVHGTHQMSADPEQTQLISQETAVITH 420 
K + + NK I NT S +E EVE+ AD ++ I E V 

胁 DnaK 458 KVTAKDKKTNKEQTITIQNTSSLSKE一一EVEKMVKDAEANREADQKKRHEI--EVIVKAE 513 

DpCPV一心 p50 42 1 RASSDADE 428 
+ S+D ++ 

胁 DnaK 514 QLSNDLEK 521 

图 2 DpCPV—HN P50与人型支原体的 DnaK样蛋白序列同源性比较 

Fig．2 Results of a search for identity and similarity to DpCPV-HN p50 

Mh。Mycoplasma hominis；Similar amino acid is indicated by“+’’ 

图 3 DpCPV．I-IN p50 C259的 cDNA片段的电泳鉴定 

Fig．3 Identification of PCR product，pGEM一$7(591·1371) 

and pET-28a／S7(591·1371)． 

1，pET-2,8a／$7(591-1371)digested with BamH I and H／nd 11I；2，pG- 

EM-$7(591-1371)digested with EcoR I；3，PCR product；4／5，200 bp DNA 

Ladder and EcoTl4 I digest Lambda DNA，respectively． 

1．2mmol／L，2h进行诱导表达，利用凝胶成像分析系统 

GeneTools软件对融合蛋白的分子量及表达量进行 

分析，结果表明：融合蛋白的分子量约为 37．3 kDa， 

大于该融合蛋白的理论值 32．9kDa(图4)。 

3 讨论 

国际病 毒分类委 员会(International Committee on 

Taxonomy of Viruses， 口．v)第七次报告【3】将呼肠孤病 

毒科 (Reoviridae)分为 9个属包括正呼肠孤病毒属 

(Orthoreovirus)、轮状病毒属 (Rotavirus)、环状病 

毒属 (Orbivirus)、胞浆质多角体病毒属 (Cypovirus)、 

植物呼肠孤病毒属 (Phytoreovirus)、斐济病毒属 

(Fij ivirus)、水稻病毒属 (Oryzavirus)、科罗拉 

多婢传热症病毒属 (Coltivirus)及水生呼肠孤病毒 

属 (Aquareovirus)，同时新增 了 2个拟 定属 

(Seadonavirus) 和 (Entomoreovirus)。在呼肠 

图 4 不同 IPTG浓度对融合蛋白表达的影响 

Fig．4 Fusion protein expression induced by different concen— 

tration of IPTG 

M，marker；1／2／3，pET-28a／$7(591-1371)induced by 0．8。I．0，and I．2 

mmol／L IPTG over 2 hrs，respectively．4。pET -28a induced by 1．0 mmol／L 

IPTG over2 h。 

孤病毒成员的分子生物学研究中，以正呼肠孤病 

毒、轮状病毒、环状病毒和植物呼肠孤病毒的研究 

较为详 ”。比较而言，质多角体病毒的研究还 

较少， GenBank核苷酸序列数据库中已经公布了 

BmCPV．1两个株系 (H 株和 I株)，LdCPV．1， 

LdCPV．14 和 粉 纹 夜 蛾 15 型 质 多角 体 病 毒 

(Trichoplusia ni cypovirus 15，TnCPV．15)全基因组 

序列，目前仅 BmCPV．1有较多地报道 7' 引。从 

已有的文献资料及 GenBank中能检索到的基因序 

列进行的比较分析表明，同类型质多角体病毒间的 

同源性较高：不同类型质多角体病毒间同源性较低 
【 ，201

。 属 于 l型质 多角体病毒的病毒成员有 

BmCPV．1、LdCPV—l和 DpCPV．1。通过对DFCPV- 

HNS7cDNA全序列分析，其 5 末端与 3 末端序列 

与BmCPV．1的 10个dsRNA片段的末端序列基本相 

伽 ⋯ 

砒 鲫 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


洪靖君，等．马尾松毛虫 CPV基因组 S7的序列分析及部分序列的原核表达 585 

同，5 末端具有 AGTAA 保守序列，3 末端有 

GTI'AGCC保守序列，这是 l型质多角体病毒病毒 

的一个重要特征。其它电泳型质多角体病毒也具有 

各自保守的末端序列[20]o这些末端序列可能为 RNA 

转录酶或复制酶提供识别信号，与核糖体、病毒的 

结构组装相关[34】。 

DnaK与大肠杆菌热激蛋白 Hsp70同源，是一 

个依赖 ATP的分子伴侣，与 DnaJ和 GrpE一起执 

行蛋白折迭，重新缔造，多亚基复合物的组装等功 

能。对 DnaK结构的研究表明，该蛋白含有 N一末端 

的 ATP结合域 (第 1-384氨基酸残基)和 C一末端 

的底物结合域 (第 385—638氨基酸残基)。分子伴 

侣活性受 ATP控制【3 ，而 DnaK的ATP酶的活性 

又受到 GrpE的严密控制L3引。同源序列分析显示， 

D1)CPV—HNp50与Mycoplasmahominis的DnaK样 

蛋白在 C一末端有一同源区，但两者在同源区的a 
—helix和 13一sheet相对分布有区别，因此 DpCPV—HN 

p50是否具有分子伴侣功能有待于进一步研究。 
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