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甜菜夜蛾核多角体病毒 sod基因的克隆及原核表达 
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Cloning and Expression of Superoxide Dismutase Gene Encoded 

by Spotoptera exigua Multi Nucleopolyhedrovirus 
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Abstract：Superoxide dismutases scavenge superoxide radicals and protect cells from oxidative stress 

sod gene of Spotoptera exigua Multi Nucleopoleohedrovirus(SeMNPV)from China has been cloned 

an d expressed  in E．coli with the activity of SOD being 29 1．1 9U，mL．DNA sequence an alysis showed  

mat sod gene of SeMNPv encoded 1 5 1 amino acids．The sequences homology between SeMNPv sod 

gene an d human  sodl gene was 50％，an d 64％ between SeM NPV an d LdNPV,63％ be tw ee n SeM 

an d HaSNPV,HcNPV,BmNPV,65％ between SeMNPv and AcNPV 

Key words：Superoxide dismutase；Spotoptera exigua multi nucleopolyhedrovirus(SeMNPV)；Clone； 

Expression 

摘要：甜菜夜蛾核型多角体病毒中国株 (Spotoptera exigua MNPV—z)超氧化物歧化酶基因 (sod)业已被克隆及 

在大肠杆菌中进行了表达，证明了SeMNPV—Z的sod基因产物确有 SOD活性，其活力单位约为291．1913／mL培 

养液。DNA测序结果表明 SeMNPV．Z的 sod 基因编码 151个 氨基酸，与人的sodl基因的核苷酸的同源性为50％， 

与 LdNPV、HaSNPV、HcNPV、AcNPV和 BmNPV的sod 基因的同源性分别为 64％、63％、63％、65％、63％。 

关键词：甜菜夜蛾核型多角体病毒 (Spotopteraexiguamulti nucleopolyhedrovirus，SeMNPV)中国株：超氧化物歧化 

酶；基因表达 
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超氧化物歧化酶 (Superoxide dismutase，SOD) 

是由美国学者 McCord和 Fridovich于 1969年首先 

发现的一种金属 ，̈是一种重要的氧 自由基清除 

剂，它能催化超氧阴离子 (Superoxide anions，O ) 

歧化反应【2】，具有抗衰老、抗辐射、抗癌等重要生 

理功能【3，4】。由于 SOD的存在与细胞的需氧代谢密 

切相关，在所有需氧细胞中，包括最简单的微生物 

都可能含有 SOD。迄今为止，已从几十种不同的细 

菌、真菌、藻类、原生动物，高等植物和哺乳动物 

等生物体中分离到SOD，其大体可分为三种类型 ， 

分别为 Cu／Zn—SOD、Mn—SOD和 Fe—SOD。sod基因 

不仅在细胞生物中存在，而且在一些大分子 DNA 

病毒，如痘病毒(Vaccinia virus)和杆状病毒中也广泛 

存在I 。杆状病毒sod基因通常编码 CuIZn—sOD， 

其氨基酸序列与细胞生物的 SOD 高度保守，在病 

毒增殖及病毒与宿主细胞的相互作用中都可能具 

有重要功能。杆状病毒 sod基因的结构与功能研究 

已受到国内外学者的广泛重视，国内一些学者也先 

后 完 成 了家 蚕 核 多 角 体 病 毒 (Bombyx mori 

NPV,BmNPV)和美国白蛾核多角体病毒 (Hyphan— 

tria cunea NPV,HcNPV)sod基因的克隆和表达 J。 

将 sod基因用来转化大肠杆菌，酵母，以及培养的 
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动植物细胞，利用高效表达启动子进行超量表达， 

并尝试将 sod基因转化到叶绿体和线粒体中，使之 

进行 “三空间”同步表达以及 SOD 对包涵体病毒 

粒子(ov)的作用机制的研究是目前需要解决的问 

题。 

甜菜夜蛾是世界性害虫，对我国的蔬菜危害严 

重【l们。近年来随着对化学农药的抗性迅速发展，甜 

菜夜蛾已成为蔬菜上最难防治的主要害虫。甜菜夜 

蛾核型多角体病毒 (Spotoptera exigua multinucleo． 

polyhedrovirus，SeMNP、，)杀虫剂具有杀虫效果好， 

不污染环境，不伤害天敌，无有害残留，不易导致 

害虫产生抗性等优点，是防治抗性甜菜夜蛾的良好 

生物制 u】。我们在甜菜夜蛾核多角体病毒的研究 

中，对甜菜夜蛾核型多角体病毒中国株 (Se． 

MNPV．Z)的 sod基因进行了克隆和原核表达，进 
一

步完善杆状病毒 sod基因的结构及功能的研究， 

并为 SeMNPV SOD作为甜菜夜蛾核型多角体病毒 

杀虫剂的保护剂的研究作准备。现将结果报道如 

下 。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

SeMNPV 中国分离株由中国科学院武汉病毒 

所分离【l ，大肠杆菌B121(DE3)及质粒pET-28a由 

本所侯松旺博士馈赠，大肠杆菌 DH5a由本实验室 

保存。Taq DNA聚合酶，T4 DNA连接酶，限制性 

内切酶及其它试剂均购 自TakaRa公司 

1．2 引物设计 

根据已公布的 SeNPV全序列设计 SOD基因 

的上游引物和下游引物 Pl和 P2，并在上，下游引 

物前分别加上 BamH I及Hind III两个酶切位点。 
' ' 

P1： 5 ATGA从 GCGATCTGTGTGTT3， 

其中GGATCC为 BamHI酶切位点 

P2：5 AAGCITCGGAGGAGCCATTCTACGT3，其 

中AAGCIT为 Hind III酶切位点。 

1．3 eNPV多角体的纯化及其 DNA的提取 

病毒的提纯和病毒 DNA 的提取参照文献【lz| 

进行。 

1．4 PCR扩增反应 

以SeNPV．Z基因组 DNA为模板，分别以Pl、 

P2为上、下游引物，反应条件为：94℃45s，54℃ 

50s。72℃lmin，30个循环。其中第一个循环的变性时 

间为5min，最后一个循环的延伸时间延长至 10min． 

1．5 PCR产物的鉴定和克隆 

将 PCR产物通过琼脂糖凝胶电泳鉴定回收后， 

克隆到 pGEM．T 载体 上 ，此重 组质粒命名 为 

pGEM．sod，其连接反应参照 pOEM—T连接试剂盒 

(Promega公司)。感受肽细胞的制备和转化实验参 

照文献 刘进行。 

1．6 融合基因表达载体的构建 

用 BamHI和 HindlII从 pGEM—sod双酶切切下 

sod基因片段，与同样双酶切的 pET-28a相连，连 

接反应及转化实验均参照文 B】，重组表达质粒命 

名为 pET．sod，上海博亚公司对其中插入 DNA片段 

进行测序。 

1．7 融合基因在大肠杆菌中进行表达 

带重组质粒的BI21菌经活化后，以 l％的菌液 

加入到 LB培养基中，37℃r／min震荡养至 OD6oo为 

0．5~0．6h，加入终浓度为 0．5mmol／L的IPTG诱导， 

同时加入 1mmol／L CuSO4和 0．5mmol／L znso4。3h 

后收集菌体，菌体溶于 3mL TE 中，加入溶菌酶 

(2mg／mL)溶解 30min后，超声波破碎包涵体， 

溶液直接用于检测 SOD活性。 

1．8 SOD活性的测定 

参照谢卫华等的联苯三酚 自氧化法测定 SOD 

活性【l训。测定系统为：pH 8．2，50mmol／L的Tris．Hcl 

缓冲液 4．49mL，其中含 lmmol／L EDTA，在 25℃ 

预保温 lOmin，最后加入 50mmol／L的联苯三酚 (配 

于 10mmol／L HCl中)约 l0 ，使反应总体积为 

4．5mL。计时，自氧化速率变化在 4min内有效，控 

制联苯三酚量，使其在 325nm波长处自氧化速率变 

化在 0．070A／min在同样量的联苯三酚中加入 SOD 

酶液，使加入的酶液量恰好能抑制联苯三酚自氧化 

速率为0．035A／min左右。根据公式计算SOD酶液 

的活性[1 。以未诱导的菌液为对照，其差值为 SOD 

基因的活性值。为使未诱导的与诱导的菌液的终浓 

度一致，采用不同的稀释倍数。 

2 结果和分析 

2．1 sod基因的克隆和鉴定 

根据已公布的SeMNPV全序列设计sod基因的上 

游引物和下游引物 Pl及 P2，经 PCR 扩增出一条 

64Obp左右的片段。将这条片段克隆到 pGEM-T载 

体上，酶切鉴定其分子量大小正确，酶切结果见图 l。 

2．2 sod基因核苷酸序列及推测氨基酸序列的同源 

性比较 

根据测序结果，SeMNPV．Z sod基因编码区的 

核苷酸数为 456bp，与甜菜夜蛾核多角体病毒美国 

株 (SeNPV．M)的 sod仅有 5个核苷酸的差异。该 

序 列 与舞 毒蛾 核 多角 体病 毒(Lymantria dispar 
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MNPV,IAMNPV,AF081810)、棉铃虫核多角体病毒 

(HeliothisarmigeraSNPV,HaSNPV,AF303045)、 

美国白蛾核多角体病毒 (Hyphantria cunea NPV ． 

HcNPV,AY162328)、苜蓿丫纹夜蛾核多角体病毒 

(Autographa califomicaNPV,AcNPV,L22858)、家 

蚕核 多角体病毒 (Bombyx mnori NPV,BmNPV, 

L33180)等杆状病毒 sod基因和人 sodl的 eDNA 

序列相比较，核苷酸的同源性分别为 64％、63％、 

63％、65％、63％、50％。根据核苷酸序列，推测 

SeMNPV—Z sod基因编码的 151个氨基酸，其序列 

与SeNPV—M SOD的氨基酸序列完全相同。SeNPV 

SOD与I NPV、HaNPV、AcNPV、HcNPV、BmNPV 

等 5种杆状病毒 SOD及人的 SOD1相比较，氨基 

酸序列同源性分别为64％、66％、65％、65％、65％ 

和 51％ (图2)。 
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图 1重组测序质粒的酶切鉴定 

Fig．1 Restriction detection ofrecomtiant clone vector 

1，DNAMarkerDL2，000；2，pGEM—soddigestbyBamHl andH／ridⅢ：3， 

DNA M arker． 
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图 2 SeNPV SOD与其它 6种 SOD的氨基酸同源性序列比较 

Fig．2 The alignment of 7 SOD amino acid sequences 

SeMNPV(Spodopetera exiguaMNPV)，LdMNPV(LymantriadisparMNPV)，HaSNPV(HeariothisarmnigeraSNPV)，AcNPV(A~ graphacalO~ornica 

MNPV)，HcNPV(HyphantriaclilleaNPV)，BmNPV(BombyxmnoriNPV)． 

对氨基酸序列分析的结果表明，像其它杆状病 

毒一样，SeNPV sod可能编码一种 Cu／ZnSOD。 

SeNPV SOD中的 Cu离子结合位点 His40、43、60、 

118及 Zn离子结合位点His68、77、Asp80u 161等 

氨基酸残基，与其它 6种杆状病毒 SOD 及人类 

Cu／Zn SOD SOD1完全相同。Cu／ZnSOD内二硫键 

由分子内的 Cys54、144形成，SeNPV SOD的这两 

个氨基酸残基保守。以前的一些研究结果显示， 

Gly41、His43和 Argl41对 SOD1的酶活性发挥起 

着关键作用 i1 181，这三个氨基酸残基在 SeNPV 

SOD 中也完全保守。这些氨基酸序列分析结果预 

示，虽然 SeNPV SOD与人类 Cu／Zn SOD的氨基酸 

同源性仅为 51％，但由于其结构和活性必需氨基酸 

残基均保守，它可能具有 Cu／ZnSOD酶活性。 
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2．3 融合基因表达载体的构建 

用 BamH I和Hind III从 pGEM—sod双酶切切下 

sod基因片段，连接~lJpET-28a表达载体上，用BamH 

I和 H／nd III酶切鉴定分子量大小正确 (如图3)。 

23 

9 

6 

4 

2 

2 

图3 重组表达质粒的酶切鉴定 

Fig．3 Restriction detection ofrecombinant expression vector 

1。DNA Marker̂ -HindlII digest；2。pET—sod induced by IPTG and digest 

byHind In andBamHI：3。DNAMarkerDL2。000． 

2．4 SOD蛋白在大肠杆菌中的诱导表达 

用0．5mmol／L的IPTG诱导 3h，加入终浓度为 

2m~mL 的溶菌酶及用超声波破碎包涵体后，进行 

诱导表达 (如图4)，在 21kDa附近有一条明显的表 

达带。 

kDa M l 2 

图 4 SeNPV sod基因在原核中的表达 

Fig．4 Expressionof sodgeneof SeNPV inE coli 

1，pET-SOD induced by IPTG；2，pET-28a induced by IPTG；M．protein 

marker 

2．5 SOD活性的检测 

我们用联苯三酚自氧化法测定了SOD的活性， 

未诱导菌株的酶活性为 12．86U／mL，而诱导菌株其 

活性值为 291．19U／mL，证明了该基因产物确实有 

SOD活性。 

3 讨论 

超氧化物歧化酶基因在真核细胞中普遍存在， 

在许多NPV病毒中也报道有 sod基因存在，但是在 

NPV病毒中，对 sod基因的研究还不是很深入，本 

文对 SeMNPV的sod基因从氨基酸序列分析、原核 

表达及酶活测定都做了系统的研究。 

当细胞受外源异物侵入或受电离辐射时会产 

生大量的超氧离子，超氧离子的存在，可以破坏膜 

的通透性，降解染色体及其他具有生物功能的物 

质，促使细胞死亡，保护机体免受进一步侵害，这 

可以看作是机体的自卫反应。sod基因在 NPV 的 

转录时相上属于晚期基因【l ，即病毒 DNA复制起 

始后才转录和表达，因此推测 NPV中 sod基因表 

达与病毒 DNA的保护有关，并可能与抗细胞凋亡 

因子 P35(NPV 的早期基因表达产物)相似，具 

有在病毒感染的不同时期抑制细胞凋亡的作用，从 

而达到增殖更多病毒粒子的目的。SOD 清除超氧 

离子，形成 H2O2，H2O2能与超氧离子形成毒性更 

强的 HO，而过氧化物酶 (peroxidase．POD)和过 

氧化氢酶 (catalase，CAT)具有分解 H2O2的功能， 

因此，清除 自由基的过程是这些酶的级联反应过 

程，它们构成一个完整的处理系统。既然在 NPV 

中存在 sod 基因，也有可能存在编码 CAT和 (或) 

POD 的基因，或者病毒某些基因的产物能激活细 

胞内这两种酶的活性，但这些都还有待于进一步的 

深入研究。 
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