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Abstract：The conotoxinlike rct1)gene iS a smal1 gene in the genomes of severa1 baculoviruses．The 

biologica1 function of baculoviral ctl gene remains unknown．In this report。we generated a recombinant 

AcMNPV(AcBac-ph—ct1)which contains the ctl gene from BusuNPV using AcMNPV bacmid system． 

The transcription of ctl gene by AcBac-ph．c was confirmed bv r-PCR in infected Sf2 l cells．To study 

the CTL function fn vivo．the recombinant viruses were used to infeCt Spodotera exigua peros，an d the 

infectivity an d action speed were determined．No significan t difference between the median  1ethal 

concentration rLC50)and the median survival time(STso)of the wild type virus AcMNPV and the 

recombinan t virus was found． 

Key words：Conotoxinlike(c )：AcMNPV Bacmid；LC5o；STs0；Transcription；Bioassay 

摘要：类蜗牛毒素基因 (conotoxinlike，ct1)是在一些杆状病毒基因组中存在的与蜗牛毒素类似的一类基因，其功 

能尚不清楚。本文利用苜蓿银纹夜蛾核多角病毒 (AcMNPV)bacmid表达系统构建了含油桐尺蠖核多角体病毒 

(BusuNPv)ctl基因的重组病毒AcBac-ph—ctl。在细胞水平上对 基因的RT-PCR分析表明，该基因转录出mRNA。 

在甜菜夜蛾体内进行了生物活性测定，结果表明 AcBac-ph—ctl与对照野生型 AcMNPV的 LC50，ST50无显著性差 

异，表 明在此系统 中，外源的 CTL无杀虫增效性能。 

关键词：类蜗牛毒素基因 (ct1)；AcMNPV Bacmid；LCso；ST50；转录：生物测定 

中图分类号：$432．1 文献标识码：A 文章编号：1003—5l52(2004)03—0276—05 

蜗牛毒素 (Conotoxin)是一种在海洋腹足纲动 

物中发现的神经毒素，包括 N端的保守信号肽和 C 

端富含半光氨酸的金属蛋白酶结构。蜗牛毒素家族 

中半胱氨酸的排列以4环的(o．蜗牛毒素 ((o．cono— 

toxin)居多，保守的结构花式 (元)为 CX3GXzCX6 

CCX2．3CX4．6C。这类毒素能够阻断许多脊椎动物细 
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本研究在 AcMNPV 中克隆一个外源的 c 基 

因，拟通过比较该病毒与野生型病毒宿主甜菜夜蛾 

的生物活性差异，研究 c 基因的功能。本研究所 

选用的ctl基因来自于油桐尺蠖核多角体病毒口 】。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

全长 c 基因来自本室保存的质粒 pFBD．ct／(由 

冯枞棣构建，该质粒中的全长 c 基因由本室保存 

的油桐尺蠖多角体基因组文库质粒 pSH9TM中扩增 

得到)，质粒 pFastBac．AcPH．GFP和 AcMNPV 的 

Bac．to．Bac表达系统 (Invitrogen．GIBCO公司产品) 

由荷兰 Dr．Vlak惠赠。野生型 AcMNPV 病毒由本 

室邓菲博士提供。昆虫细胞 Sf21为本室保存，按常 

规方法传代培养，用于病毒的转染，增殖和滴度测 

定。2龄甜菜夜蛾 (Spodotera exigua)由本所实验 

动物室提供，用于虫体感染和生物测定。 

1．2 质粒 (转移载体)的构建 

1．2．1 构建含 c 完整基因的转移载体 pLYR1：用 

引物ct1．Fl：5’GC CGTGCAATrAA 

CTATG．3’下划线为 Sal I酶切位点和 cf，．Rl： 

5’GGG CTG CAG TTACTGAGGCAAGCAATAGT 

T-3下划线为 fI酶切位点’，以pFBD．ctl为模板， 

PCR扩增 c 的完整阅读框。扩增产物用质粒回收 

试剂盒回收，克隆至pGEM~-T Easy载体，质粒命 

名为 pLYR1，测序验证序列正确。 

1．2．2 构建含 c 完整基因和 AcMNPV多角体基因 

JI1)的转移载体 pLYR3：用EcoR I和Pst I双酶切 

从质粒 pFast Bac．AcPh．GFP上将 AcMNPV多角体 

基因( )克隆至转移载体 pFastBacDual(Promega)， 

得到的质粒命名为 pLYR2。用 EcoR I酶切 pLYR1 

得到全长的 c 片段，Klenow酶补平，同时用 Sma I 

单酶切 pLYR2，将得到的片段与 c 片段连接得到 

同时含有AcMNPV 多角体基因和c 基因的转移载 

体质粒，命名为pLYR3。图 1显示了构建含 目的基 

因 c 和 AcMNPV 多角体基因 (pJI1)转移载体的流 

程。 

1．3 重组病毒的构建 

1．3．1 转座及重组 Bacmid的筛选：通过 CaC12转化 

方法 J，将 纯化的 pLYR3转座 到纯化的含有 

AcBacmid和Helper质粒的大肠杆菌DH10~感受态 

中，将得到的产物于 LB培养基平板 (含 50rtg／mL 

卡那霉素，7pUmL四环霉素庆大霉素，X．Gal，IPTG) 

上，37℃恒温培养 24 h。挑取白色菌落，PCR鉴定 

阳性转座子。通过电转化，将上述转座得到的重组 

Bacmid转化到不含 Helper质粒的大肠杆菌 DH10~ 

中，以消去 Helper质粒，得到 AcBac-ph-ctl。将 

pLYR2 以 同样 的方／法 转座 得 到重 组 Bacmid 

AcBac-ph。 

f pLYR3 1 
‘ 

图 1 转移载体构建图谱 

Fig．1 Construction of the transfer vectors 

1．3．2 重组 Bacmid的DNA提取及酶切鉴定：按照 

Bac．to．Bac表达载体说明书上的方法 (Gibco／BRL 

Co．)分别提取 AcBacoph．ctl和 AcBac-ph的Bacmid 

DNA，用紫外分光光度计测定 DNA的浓度。取约 

lpg的DNA与4，5 的Hind III于 37℃反应 22h， 

于 0．8％琼脂糖凝胶、电压 30V电泳 24 h，用凝胶 

成像仪成像。 

1．4 重组病毒的转染、扩增和滴度测定 

1．4．1 重组病毒的转染：转染前一天将约 1xl06 

的 Sf21细胞用无血清的 Grace’S培养基于 35mm 

细胞 培养皿 中培 养过夜 。转染 时 ，在 1．5mL 

Eppendorf管中用无血清的 Grace’S培养基将约 

1 的病毒 DNA稀释至 lOOpL，各加入 15pL的 

cellfectin及 85此 无血清的 Grace’S培养基，轻轻 

颠倒约6～7次，充分混匀，静置约45min后，用 

无血清的 Grace’S培养基将DNA和 cellfectin的混 

合物稀释至 1mL，吸去细胞培养上清，用无血清 

的 Grace’S培养基洗细胞一次，再将上述混合液加 

入到细胞中。27℃培养 5h后，弃上清，加入 2 mL 

含 10％胎牛血清的 Grace’S培养基，另加青霉素 

(100~g／mL)与链霉素 (10mg／mL)各 lOpl于 
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27℃继续 培养 4～7d。 

1．4．2 重组病毒的扩增和滴度测定：将转染得到的 

重组病毒AcBac-ph．ct／和AcBac-ph用Sf21细胞增殖． 

用6o孔板按梯度稀释法进行滴度测定 。 

1．5 重组病毒的转录分析 

用 MOI为 5的重组病毒感染 Sf21细胞，感染 

后 96 h收集被感染的细胞．用 OmegaBio．tekRNA 

试剂盒提取 RNA，用 TaKaRa公司出品的 3"-Full 

RACE Core Set进行 RT_PcR分析。 

引物 ct／-F1和 ctl-F2：5’-( GGAATrcTFG GTA 

(下划线为／／／ridIII酶 

切位点)分别作为 基因上游和内部特异性 PCR引 

物，与 3’锚定引物用于 RT-PCR反应。 

1．6 重组病毒多角体的电镜观察 

用浓度为 1×10 PIBUmL的重组病毒 AcBac-ph 

．州 和野生型病毒AcMNPV喂食二龄末甜菜夜蛾幼 

虫，收集虫尸，提纯多角体，进行电镜切片观察 

1．7 重组病毒的生物测定 

将经鉴定的重组病毒在虫体中扩增一次后，收 

集 多角 体 ，经 初 步 纯化 后 计 数 ， 以野 生 型 

AeMNPV及双蒸水为对照．进行生物测定。挑选大 

小均一的二龄末甜菜夜蛾幼虫，置于无菌的 24孔 

板，28℃恒温光照培养箱内饥饿培养 16h，分别以 

浓度 为 1×l04 PIBs／mL、3x104 PIBs／mL、 1×1旷 

PIBsJmL、3xl05 PIBs／mL、 lxl06 PIBsdmL
、
lxl07 

PIBslmL 的病毒悬液喂食饥饿后的甜菜夜蛾 l，同 

时设健康对照。Ix104pIBs／mL 1×106PIBs／mL等 5 

个浓度每个浓度的病毒悬液各喂食 36头幼虫。每 

天观察死亡率，用概率分析的方法计算病毒的半致 

死浓度 (LCso) J lxl0 PIBs／mL浓度的病毒以 

及健康对照各喂食 48头幼虫，每天观察 3次，并 

记载幼虫存活情况，进行生存分析并计算半数存活 

时间 ST50 LCso及 ST50均进行 t测验，实验重复 

2次。 

2 结果和分析 

2．1 类蜗牛毒素的结构分析 

蜗牛毒素是在捕食性节肢动物的毒液中发现 

的生物活性肽，长度一般为 10~30个氨基酸残基， 

大多数已鉴定的蜗牛毒素都能形成多个二硫键，可 

作用于各种受体和离子通道” ” ∞．蜗牛毒素是蜗 

牛毒素当中的一类，其保守的结构花式为CX3GX2 

cx6cC ) 6c (x可以是任意残基)，通常可以 

阻断某些脊椎动物的 Ca2+离子通道⋯l。 

到目前为止，在杆状病毒基因组中发现的类蜗 

LPQ 

LPQ 
LPR 

LHR 

LHR 

LHR 

LPQ 

LPQ 
YG 

图2 类蜗牛毒素与蜗牛毒素GVIA的结构比较 

Fig 2 Smmtural simUarity between known baculoviral~OfIO- 

toxinlike genes and GVIA． 

The de~vefiom alltheconotoxthlike geues axe showed 山etext． 

牛毒素基 因包括：BBsuNPV (Bumra suppresaria 

nucleopolyhedrovirus)l~Busu-ct／O ，AcMNPV(Auwg 

raphacaliFornicamultinucleocapsi—dnucleopolyhedro 

virus)~Ac3 ，LdMNPV r 

MacoNPV(Mamestra 

ms)的 Macol07~ ， 

)~Ld66t 和 9【 

OpMNPV(Orgyiapseudotsugat 

)的 嘲 

和 0p136t ．XcGV(Xesfia c．nigram ~anulosisvirus) 

的Xci274t6]等。比较 己知杆状病毒的 CTL的序列发 

现，除1．d66以外，其它几种毒素多肽在 c端都具 

有 (0-蜗牛毒素家族特有的结构特征CX3GX2CX6CC 

X20CX4．~ 6个半胱氨酸形成3个二硫键，维系着 

毒素的三维构象。Ld66尽管在氨基酸一级序列上与 

其它杆状病毒的类蜗牛毒素有相似性，但并不具有 

上述保守的结构花式，所以不属于 03一蜗牛毒素家族。 

2．2 转移载体及重组病毒的酶切鉴定 

2．2．1 转移载体的酶切鉴定：转移载体 pLYR1， 

pLYR2．pLYR3的阳性克隆用酶切和 PCR方法鉴 

M2 l 2 3 M 

图3 转移载体pLYRI，pLYR2．pLYR3的酶切鉴定图谱 
Fig．3 Restriction enzyme digestion of U'ansf~~vectors pLYR1 

LYR2 and L-YR3 

1：pLYR2 digestedw~'thEcoRI＆ PstI：2．pLYR1 digestedwith fl＆ Sat 

I：3，pLYR3digestedwithSatI：＆Xho J：M I．DL2，009marke．r：M2．~lHthd 

RI+BamH l+毋 0R 1 marker． 

嚣 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


卢玉蓉，等．含外源类蜗牛毒素基因的AcMNf'V的虫体感染性研究 

定。图3显示了各种转移载体的酶切及 PCR鉴定结 

果，与预期值相符。 

2．2．2重组病毒的酶切鉴定：得到的重组 Bacraid 

DNA用Hind HI进行酶切鉴定 由于新引入的酶切 

位点，AcBac-ph．ctl经 Hind HI进行酶切后，原 

AcBaemid上的 8．05kb的带将变成 9．21kb，1．47bp 

和 500bp三条带；而 AcBac-ph经 Hind 1II酶切后， 

原AcBacmid上的 8．05kb的带将变成 8．98kb，1．47bp 

和 500bp三条带。图 4显示了重组 bacrnidDNA及 

对照 AcBaemid的酶切鉴定结果，结果与预期值相 

符 (500bp带未显示)，说明所构建的 AcBac-ph和 

AcBac-ph．ctl是正确的。 

B98 

B o5 

图4 重组病毒的酶切鉴定 

ng 4 Hind 111 digestion of the recombinant vin~ses 

J．AcBacmid；2，AcBac巾 ．̂ 3，AcBac-ph-c ：M，~lHindm +B~nH [+EcoR 

Imarket． 

2．3 重组病毒的电镜切片观察 

将含有目的基因 的重组病毒 AcBac-ph．ctl 

多角体及野生型 AcMNPV 多角体纯化后进行电镜 

切片观察．结果表明，该重组病毒在甜菜夜蛾虫体 

内能形成完整的病毒粒子，并被包装成完整的多角 

体。如图5 

2．4 重组病毒的转录分析 

由于我们在构建 州 基因重组病毒时．采用的 

是 pl0启动子，属于晚期和极晚期启动子，因此我 

们收集被重组病毒感染 96h的 Sf21细胞样品，进行 

转录分析。在最初用特异性引物 cfl-Fl与 3’锚定引 

物进行 PCR反应后，发现被 AcBac-ph．ct／感染的 

图5重组病毒多角体的电镜切片观察 

Fig 5 The electroscope image of polyhe DⅡof AcBac-ph—crl 

andAcMNPV． 

A，P 出onofAeBaz-ph· EB．Potyhedr~ ofAcM~4PH． 

Sf21细胞的 RNA样品的 RT-PCR产物有纳 300bp 

大小的特异性带出现，而被 AcBac-ph感染的 sf2l 

细胞RNA样品的RT-PCR产物则没有这样的特异性 

带。用另一条 叫 基因内部引物 etl-F2，以第一次PCR 

的产物做模板，与 3’锚定引物进行 PCR之后，上述 

特异性带变得清晰明显(图6)，而 AcBac-ph感染的 

Sf21细胞中没有该产物．因而可以推断，州 基因 

mRNA在 AeBac-ph．ctl感染的细胞内进行了转录 

图6 c 基因的RT-PCR转录分析 

Ng．6 Detection ofthe tratlscri】，tiOI1。f cff by RT-PCR 

Samples w e exⅡac d 廿m S121 c0Us h ∽ infected with l 

AcBac-ph- AcBac-ph aQd 3．Healthy cells；M ．DL2．000 r／mtker． 

2．5 重组病毒的生物测定 

两次实验结果均表明，重组病毒的与野生型病 

毒对2龄棉铃虫半致死浓度 (Lc5o)和半数致死时 

间 (STy)均没有显著性差异 (p>O．05)(表 1．2)。 

3 讨论 

热带海洋地区盛产 500多种锥形蜗牛，每种锥 

形蜗牛都产生一种独特的毒液，其中含有 50—2130 

种被称作是蜗牛毒素的具活性的短肽，锥形蜗牛靠 

这些带有麻痹性毒素的“鱼叉”捕获猎物 Omega族 

蜗牛毒素通常为钙离子通道的抑制剂，可以引起节 

肢动物的迅速麻痹-l7】。尽管在一级序列上的差异很 
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表 1 重组病毒AcBac-ph-ctl与野生型病毒 LC5o值的比较 

Table 1 The comparison of the LCs0 values between 

AcBac-ph-ctl and AcMNPV 

表 2 重组病毒与野生型病毒 sT5o值的比较 

Table2 Th e comparisonoftheSTs0valuesbetwee n 

AcBac-ph-ctl an d AcMNPV 

大，这一类毒素具有极为保守的结构特征。迄今为 

止，许多杆状病毒基因组中也发现了具有这一类特 

征的基因，但其具体功能尚不清楚。唯一有文献报 

道的是 AcMNPV 中的类蜗牛毒素，它在感染的昆 

虫体液中低量存在，缺失这个基因与野生型病毒相 

比，对昆虫的行为并没有造成明显的变化⋯。可能 

这个基因的具体作用是与特定的宿主或宿主特定 

的发育阶段有关。 

在本实验设计中，我们选择了油桐尺蠖病毒的 

c 基因，将其与 AcMNPV 多角体基因一起引入 

AcMNPV Bacmid中，构建重组病毒 AcBac-ph．ctl， 

并用该重组病毒感染宿主甜菜夜蛾，目的在于比较 

CTL这一毒素蛋白对甜菜夜蛾的杀虫毒力是否有 

增强作用。 

实验结果显示，虽然 c 基因可以在重组病毒 

感染的细胞中转录，并且含有 c 基因的重组病毒 

具有明显的杀虫毒性，但是其杀虫毒力与野生型 

AcMNPV并没有明显的差异。导致这种结果的可能 

原因有：(1)ctl基因在甜菜夜蛾虫体内并没有表达 

加工为有活性的蛋白。由于缺少 CTL的抗体，目前 

我们尚不能证实重组病毒是否产生了 CTL 多肽。 

(2)甜菜夜蛾也可能并不是 Busu．ctl基因的特异性 

靶宿主。(3)由于野生型 AcMNPV 中有一个自身 

的c 基因，新增外源 CTL的毒性作用可能不足以 

与野生型CTL区别开等等。 

我们的实验表明，在目前的系统中，Busu．ctl 

的加入并不能增加 AcMNPV的杀虫性能，下一步， 

我们拟在缺少天然 c 基因的棉铃虫病毒中开展类 

似的研究，并制备 CTL的抗体，以进一步揭示 CTL 

的功能。 
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