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Abstract: The transcription profiles of nine selected HaSNPV genes, e.g. early phase genes, early and 
late phase genes, late phase genes and very late phase genes were analyzed using reverse transcription 
and real-time quantitative PCR. The results indicated that for most of these genes the transcriptional 
start point was coincident with the prediction of their promoter. But the predicted early phase gene pkip 
started to be transcribed at late phase, and the predicted early and late phase gene ha107 was only 
transcribed at late phase. At 72hpi, the transcription level of these genes was generally the highest. The 
transcription level of polyhedrin was obviously higher than the other genes. The iap2 was the second 
highly transcribed gene, indicating that it might be functional. The HaSNPV p10, unlike its homologue 
in AcMNPV, was not highly transcribed. 
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摘要：使用反转录和实时荧光定量 PCR技术，我们对 HaSNPV的几个预期的早期基因、早晚期基因、晚期基因、

极晚期基因的转录时相进行分析，结果表明：这些基因的起始转录时间与其自身的启动子类型基本是一致的。但

是预期的早期基因 pkip晚期才开始转录；预期的早晚期基因 ha107早期不转录，仅在晚期转录。这些基因的转录

水平一般都在病毒感染细胞 72 h后达到最高，并且极晚期基因 polyhedrin的转录水平明显高于其它基因。Iap2的

转录水平仅次于 polyhedrin，表明它可能是一个功能基因。与 AcMNPV的 p10不同，在 HaSNPV/HzAM1系统中

p10的转录水平并不高。 
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传统的基因转录时相分析方法一般采用反转

录 PCR，通过观察比较每个时相点的 RT-PCR扩增
产物的溴乙锭染色强度来判断基因的转录水平及

描绘基因的转录趋势。我们知道，在进行 PCR实验
时，即使是重复实验，各种条件包括起始模板量都

一致，最后得到的 DNA 拷贝数也不会完全一样，

波动较大。一般的定量方法，如溴乙锭染色的光密

度扫描等，测定的都是 PCR的终产物，而不是起始
DNA拷贝数。因此，根据最终的 PCR产物来研究
基因的转录时相并不合理，有时得出的实验结果甚

至是与真实情况相反的。 
研究基因转录的另外一种方法为 Northern 杂
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交。它在 RNA水平上直接定量，由于没有进行 PCR
扩增，其结果最真实的反应了基因的转录谱。但是

由于在灵敏度上的限制，可能使转录表达量极其微

弱的某些时相点不能被检测到，造成一种假象。另

外，Northern blot操作起来比较繁琐，让人望而却步。 
最近几年兴起的基因芯片技术也可用于转录谱

的研究[1]。它的优点在于高通量，可以同时研究成千

上万个基因的转录谱。由于它是通过检测 cDNA 的
量来反应mRNA的转录表达水平，同样存在灵敏度
的限制。并且其花费昂贵，一般的研究者难以承受。

同时在实验过程中容易产生误差，其结果往往需要

得到进一步的荧光定量 PCR实验的验证。 
实时荧光定量 PCR技术具有灵敏度高，结果可

靠，操作方便等优点[2]，是研究基因转录谱的一种行

之有效的方法。棉铃虫核型多角体病毒（Helicoverpa 
armigera single nucleocapsid nucleopolyhedravirus，简
称 HaSNPV或 HearNPV）对棉铃虫有很好的防治效
果，在我国已有多年的应用[3]。近年来，本实验室完

成了 HaSNPV的全序列测定[4]，并对 lef-2[5]、p6.9[6]、

p10[7, 8]、ha122[9]、ha94[10]、chitinase[11]、fp25[12]等多

个基因开展了功能研究。本实验拟采用实时荧光定

量 PCR技术，选择性地开展 HaSNPV感染 HzAM1
细胞后的早期基因、早晚期基因、晚期基因、极晚

期基因的转录谱研究，为今后全面开展基因组转录

图谱的研究奠定基础，也为深入了解这些基因的功

能积累数据。 

1  材料与方法 
1.1  病毒与细胞 
实验所采用的病毒为 HaSNPV 的野生型虫体

克隆株 G4 株(HaSNPV G4)，美洲棉铃虫细胞系
HzAm1 来源于美洲棉铃虫蛹期卵巢管组织[13]，在

含有 10%FBS 的 Grace’s 培养基中培养。病毒的滴
度由终点稀释法[14]测定为 2×107 PFU/mL。 
1.2  病毒基因的启动子类型分析 
对基因起始密码子 ATG上游 300bp的 DNA序

列进行分析，查找其中是否含有早期启动子 TATA
元件、早期启动子 CAGT元件、晚期启动子 TAAG
元件[15]。如果基因上游仅含有早期启动子元件，被

定义为早期基因；如果含有晚期启动子，定义为晚

期基因。如果同时含有早期启动子 CAGT元件与晚
期启动子元件，这类基因就被定义为早晚期基因。

根据其它杆状病毒的研究，p10 基因和 polyhedrin
基因被定义为极晚期基因[16, 17]。 
1.3  细胞中总 RNA的提取 

经细胞计数，2.4×105个细胞以 5 moi（感染复
数）进行病毒感染。在病毒感染细胞后的特定时间

点，分别收取细胞。用 TRIzol (Omega)试剂从被病
毒感染的 HzAm1细胞中提取总 RNA，具体步骤依
照厂家使用说明书进行。 
1.4  反转录合成 cDNA 
反转录用 3’-full RACE core set (TaKaRa) 试剂

盒完成，具体步骤依照厂家说明书进行。提取感染

后不同时相的感染细胞总 RNA，最后溶于 20µL经
DEPC处理过的纯水，取 10µL在 AMV逆转录酶的
作用下置于 50℃温浴一小时，以带 anchor的 oligo
（dT）引物进行 cDNA的合成。所合成的 cDNA用
于实时荧光定量 PCR的模板。 
1.5  实时荧光定量 PCR 
使用 Opticon 实时荧光定量系统(MJ Research

公司)进行定量分析。荧光染料为 SYBR Green I，
它是一种双链DNA结合染料，与双链DNA结合后，
其荧光值大大增强，因此在一个体系内，其信号强

度代表了双链 DNA分子的数量。反应体系为：5 µL 
10×buffer，1 µL 20µmol/L正向引物，1 µL 20 µmol/L
反向引物（anchor），1 µL 10m mol/L dNTPs，1.5 µL 
20×SYBR Green I荧光染料，0.5 µL Taq酶，1 µL 
cDNA 模板，加纯水至总体积 50 µL。各个基因的
循环条件因其引物及扩增片段长度不同而在在退

火温度和延伸时间上有所不同。PCR 引物序列如
下：dnapol，5’-TAACGAGTTAATCGAAGTG-3’，
扩增产物 372bp；pkip，5’-CTACACACACACACAC 
GTTCGCAAT-3’，扩增产物 580bp；iap3，5’-AGGCA 
AAGATTTCGTGCAGAC-3’，扩增产物 294bp；
fp25，5’-ACTCGTGACGCCCTATTACCG-3’，扩增
产物 350bp；ha107，5’-GTTGCCCACTCGCGACA 
TAAG-3’，扩增产物 550bp；iap2，5’-AAAATATGTT 
TCGACCAGTCAC-3’，扩增产物 200bp；ha66，
5’-AGGCGTCTCCTAAAACTT-3’，扩增产物 340bp； 
polh，5’-GGCGGACCCACGGTTATATGACATTTC 
CTA-3’，扩增产物 1000bp；p10，5’-GGGAATTCTA 
CGACGAAATAATCATGGCA-3’，扩增产物 300bp。 
标准曲线的制定：每个基因都有它自己相应的

标准曲线。常规 PCR反应（不加入荧光染料 SYBR 
Green I，其余条件与上同）的目的扩增片段经胶回
收纯化、紫外分光光度计定量后计算其浓度，然后

连续 10倍稀释，得到 10倍系列稀释液，以此作为
模板建立标准曲线。将不同时间点样本的实时荧光

定量 PCR结果用软件 Opticon Monitor进行分析，
阈值设为 0.01，由此得出相应的 Ct（Cycle 
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Threshold）值。再根据已建立的标准曲线计算得出
最终结果。 

2  结果 
2.1  HaSNPV的 9个基因的启动子分析 

我们选择分析了HaSNPV的9个基因的启动子。
表 1 显示这 9 个基因的一些基本特征。根据这些基
因的启动子类型对这些基因的类型进行预测，包括

早期基因dnapol、pkip，早晚期基因 iap3、fp25、ha107，
晚期基因 iap2、ha66，极晚期基因 polyhedrin、p10。

 
表 1  HaSNPV 9个基因启动子的基本特征 

Table 1  The basic characters of the promoters of nine HaSNPV genes 
Gene Gene length (bp) Promoter TATA element  CAGT element TAAG element Predicted gene function 

dnapol 3063 E + + - DNA polymerase 
pkip 510 E + - - Interact with protein kinase 
iap3 807 E／L + + + Inhibitor of host cells apoptosis 
Fp25 654 E／L + + + Mediate the transition of BV to ODV formation
ha107 1374 E／L + + + Unknown 
iap2 753 L + - +  Inhibitor of apoptosis 
ha66 2358 L - - + unknown 
polh 738 VL + - + Polyhedrin  
P10 264 VL + - + Correlate with cellular filament formation 

E, E/L, L, VL indicated the early promoter, the early and late promoter, late promoter, very late promoter, respectively. 

 
2.2  HaSNPV 9个基因的转录谱分析 

图 1所示为病毒感染细胞后不同时间点各基因的 PCR扩增产物的常规电泳分析结果。 

 
图 1  9个基因的转录谱的常规电泳分析 

Fig 1  General gel analysis of transcription profile of nine HaSNPV genes 

DNA Marker (M): DL2000. The health HzAm1 cells (Hc) were used as negative control. The PCR product length of nine HaSNPV genes were listed in Table 1. 
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我们使用实时荧光定量PCR技术对上述9基因

的转录谱进行精确的定量，得到在感染后不同时间

点样本中被检基因在每个细胞中的平均转录出的

mRNA的绝对拷贝数。根据这些数据作出 9个基因
的转录谱图（图 2）。 

 
 
 
 
 
 
 

图 2  HaSNPV的 9个基因的转录谱 
Fig 2  The transcription profiles of nine HaSNPV genes 

 
从图 2中可以看出预期的早期基因 dnapol从感

染后 2h 就开始有转录，随后转录量逐渐升高，在
48h 其转录水平达到最高，之后下降很快；dnapol
的转录量在感染的整个过程中都非常小。另外预测

的早期基因 pkip在感染早期并没有表达，而是在感
染后 24h才开始转录。由于 HaSNPV在 HzAm1上
的复制从感染后 7h 开始[18]，因此，pkip 实际上为
晚期基因。 
三个预测的早晚期基因中的两个，iap3、fp25

从感染后 4h 开始转录，在 72h 其转录量都达到最
高。而另一个预测的早晚期基因 ha107只在晚期才
开始转录，其早期启动子没起作用。 
二个预测的晚期基因 iap2、ha66 和晚期基因

ha107分别从 12h、18h、24h开始转录，其转录量都
是在 72h 达到最大值。特别值得一提的是，iap2 的
转录转录水平很高，几乎与极晚期基因 polyhedrin
的转录水平持平。 
两个极晚期基因 polyhedrin、p10 都在感染后

24h 开始转录，也是在 72h 其转录量达到最大值。
并且 polyhedrin 的转录水平明显的高于其它基因
（图 2）；相反 p10的转录在整体水平来看并不高，
与它的同源基因在 AcMNPV/Af细胞系统中高表达
的情况不同[19]。 
图 3 所示为除去三个转录水平高的基因

polyhedrin、iap2、fp25之后，其它几个基因的转录
谱。从中可以看出 p10, ha107, ha66这三个基因的
转录谱很相似，都在 48h开始明显增高，在 72h达
到高峰，在 96h显著降低。pkip基因则在 48h就接
近转录高峰，至 72h后才开始下降。Iap3和 danpol
在感染的全程中转录水平一直不高。 

 
 
 
 
 
 
图 3  HaSNPV几个转录水平较小的基因的转录谱 

Fig.3  The transcription profile of several low level HaSNPV genes 
 

3  讨论 
早期基因 dnapol在 48hpi其转录水平达到最大

值，之后很快下降，转录量非常之小。这是因为在

48h 之后病毒的复制活动不再活跃。这与关于
HaSNPV复制动力学分析的结果相一致：病毒在感
染后 14～20h这个时间段复制最为活跃，随后开始
慢慢下降，60h之后，病毒复制几乎停止[18]。 

图 2显示，除 dnapol之外，这些基因都在感染
后 72 小时它们的转录水平达到最高。极晚期基因
polyhedrin 的转录水平明显高于其它基因，这也是
杆状病毒的基本特征之一，polyhedrin 的高水平转
录为极晚期病毒在细胞内形成大量多角体所必需。 

iap2、iap3 是两个与凋亡相关的基因，据文献
报导，在杆状病毒 HycuNPV 感染宿主细胞的过程
中，主要是由 IAP3来抑制凋亡，而 IAP2在抑制凋
亡方面却没有作用[20]。在本研究中晚期基因 iap2
的转录水平很高，几乎与极晚期基因 polyhedrin 的
转录水平持平，可以推测 iap2很可能是一个功能基
因。由于病毒抑制细胞凋亡是全程的，因此在感染

的早期与晚期都需要表达与抑制凋亡相关的调节

蛋白。而早晚期基因 iap3在感染早期 4h就开始转
录，在感染的全程中都有转录，但其转录水平不高。

这两个基因在 HaSNPV对 HzAm1细胞的感染过程
中所起的作用可能不同，其功能有待深入研究。 
本研究表明，HaSNPV基因的转录时相与启动

子的预期并不一定完全相符。例如 pkip按启动子类
型推测为早期基因，而结果显示为晚期基因；ha107
按启动子推测为早晚期基因，而结果显示为晚期基

因。这说明 HaSNPV 的启动子系统还有待深入研
究。 
另外，HaSNPV 的 p10 基因并不像 AcMNPV

的 p10基因那样有高表达；相反，HaSNPV的 iap2
转录水平很高，几乎达到多角体蛋白的转录水平。

这些都表明 HaSNPV 的基因组转录可能与杆状病
毒的代表种 AcMNPV有较大的不同。 
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