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昆虫核型多角体病毒遗传学研究现状

马延高 卢文绮
（我汉大学病毒学研究所）

前 言

1973年，Hink等“，建立了昆虫核型多角体病毒
(Nuclear poly hedrosis virus3简称NPV）的空斑纯化分
析技术。自此，NPV的研究进展十分迅速。其主要原

因还在于应用了传统的遗传学研究方法，如随机突变、

点突变、突变体的分高 互补分析和现代遗传学及分子

遗传学的研究方法，如DNA重组、分子杂交和体外表
达等。由于昆虫在生物群体中的特殊地位和NPV自
身结权和生命话动的特点，因此有关NPV的研究成果

具有重大的理论和应用价值。引起了国内外学者和实
业界的广泛重视。

至今，NPV遗传学习和究的成就主要是利用首茗银
纹夜蛾（Autographa Californica）的NPV (AcNPV）为

研究材料取得的。与此密切相关的鳞翅目（Lepidoplan)
昆虫，如粉纹夜蛾(Tricho-砂，，‘。ni)、大腊冥（Galleria
asellonells)以及一种尺埂，(Rachiplusia on）的 NPV

（分别简称为TvNP V , GmNP V和 RoNPV）也是研究

的熏要对象．

突变及突变体

（一）自发突变

1·自发突变体的产生 所谓自发突变，就是在
宿主细胞内通过连续多次传代而逐渐产生的突变，又

称连续传代突变，197‘年，Hiak和Vail"I第一次
报道了由、ENOV（细胞外非包埋病毒一 extracellular,
Nou-occluded virus）连续数代感染粉纹夜蛾 （T. ni)

细胞亚莽得的一种突变体FP (few polyhedra,即一个

包埋体内含有少最病毒粒子），野生型的病毒为MP
(many polyhedra,，即一个包埋体内含有许多个病毒粒

子）。他们认为FP和MP在昆幽体内可以按某种方式

迅速地自发地相互转变，、此后，其他作者也先后证实

了传代过程中IFP的出现。

2.自发突变体的性质 198。年，Wobdt"，用
S's一甲硫氨酸脉冲标记为FP感染不同时期诱导的蛋白

质，而后U SOS PAGE·分析，发现FP诱导出”、42,
38�;16,,15, 6,-14以及13千道尔顿的7种蛋白质，而
MP却不能，因此，．他认为：“即比MP更能有效地减

少宿主蛋白质的合成，、他们还注意到68千道尔顿蛋

白质在FP和MP中诱导时间是不同的，即为FP感染

的细胞经2小时后即可检出，而为 MP感染的细胞则

待 12小时后方可检出。同年，Potter和 Millert"’利

用限制性内切酶分析在T. ni细胞中，经25代传代产

生的FP突变体的基因型变化的情况，在 5个FP突变

株中发现有2株的酶切图型，与mP的明显不同。

（二）诱发突变

所谓诱发突变即在人为条件下，使NPV发生的一

系列突变。由于所使用的诱变条件不同，因此诱发突

变可以产生许多突变型。主要诱变法有：
1．化学诱变‘常用的化学诱变剂是NTG

N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine )及 Brd V（，－

bromodeoxyuridine)。这些诱变剂均能不定向地使NPV

发生突变。 如果随后用温度作为突变体选择的条件，

则可得到所谓温度敏感突变株（(ts)o is是ii毒遗传学

研究的经典而有效的常用材料。

按焦突变体在限制温度条件下产生或不产生

ENOV和（或）OV（即包埋型正常的病毒），“可划分为

三个广泛的类型，即 ENOV--OV-} ENOV+-OV-和

ENOV--OV十。区分它们的表现型的最简单的方法是在

限制温度条件下从空斑的形态去确定，是否是属于突
变体。ENO V --O V一不形成空斑；ENOV+-OV一形成缺

少OV的空斑；ENOV--O V+形成无ENOV的空斑。此

外，1981年wood等‘’‘，利用“一氨基嗦吟诱导，在209C

下选择，从30”个空斑中发现有一个HOB (OV ove-
rproducer)。 该HOB感染的细胞中有非常多数量的
OV，但相对于其亲本讲，其 LT-50并无不同，只是

HOB感染的幼虫的体重比用野生型病毒感染的显著

地减小。这就意味着用HOB感染的幼虫中OV1mg的

比重大大地增加了。因此，wood等认为用化学诱变
剂处理可望获得更具高毒力的毒株。

2.位点诱变 在人为条件下有意识地造成NPV

基因组的特定部位的缺失或插入，是研究这一部位功

能的好方法。 1983年，Smith等“23第一次获得了
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AcNPV这样的突变休。其作法是在 AcNPV DNA

EcoRI-I片段中Kpn I位点附近引人突变，把这种缺失

了的片段与野生型环状的AcNPV DNA共感染，通过

双杂交或基因转换事件乡便在细胞内发19同谏片盛vtz
等位交换，最后选择饮种经交摸过的缺失突变体（即
OV）。这种方法具有普遍意义，如果把EcoRI-I片段换

成另外的片段则会得到另一种表现型或生理特性不向
的突变体。所谓NPV的分子工程，就是在此思想指导

下的一种大有可为的应用形式。

突变的分子签础

突变是生物体中遗传物质变异的结果。NPV也是
一样。 但是缭观迄今研究 NPV基因组和其它生物遗

传物质突变结果不同点，发现似乎NPV基因组的突
变主要是基因组内片段的缺床或插入。虽然Carstens

等〔”1982年也报道过突变体M5中，因一个砷基对的
改变使脯氨酸密码(CCT）变为亮氨酸的密码 (Cr,r）

但这种情况是不多见的。还有人提出杆状病毒中可能

存在着所谓uv抗性因子 （Miller, L. K。个人谈话）。

（一）由Mr变为FP是由宿主DNA可转移元件

的插人诱导的

1982年，Mille‘等‘，，对经25代连续感染而由
MP获得的FP进行了详细的研究，发现其中有一个突

变分离株，即 FP-D的基因组中有一个突变分离株插

人片段。FP- D有两种情况，即FP-DS和FP-DL，其实

是因为所插入的片段不等长造成的，前者为。. 27 Kb
ci-TR）后者为7.3Kb，前者是后者的两端重复序列，
整个擂入序列类似于果蝇copia转移元件。他们还证
实这种插入片段来源于宿主DNA，并且测出草地贪夜

蛾（podoptera frugiperda)细胸基因组中含有大约50
＋的这种拷贝（L. K. Milder未发表的资料）o

FP-DS和FP-DL插入的直榕效集是在很大程度
上改变了插入部位DNA的生理功能，如在降低。期转

录水平以后可诱导出4种新RNAO这．4种新RNA均
起始于插入元件的LTA内，但是转录方向却不同（L.

K. Miller待发表的报告）0

Fraser等E3,4,53研究了GmNP V的突变体GmFP-

1和GmFP-3，证明在NPV基因组中尚存在着另一类型

的可转移元件，他们发现这两个突变体是由于G。

NPV DNA的 HisdIII- J片段上的两个相邻部位有捅
入的结果。GmFP-3插入有源于宿主细胞(T. ni-TN-

368）基因组的一种可转移元件。该元件插入病毒基

因组导致；by靶病毒’DNA序列的加倍。该插入序列
长750bp，在每端带有7bp的反向重复序列。GmFR-1

与G.FP-3不同，没有插入的两端加倍的病毒序列，也

不带两个末端自身重复的结构。由于GmFP-3直接可
从FP表现型中分离得到，而且这种插入序列的丢失会
导致由FP回复突变为MP，说明 GwFP-3的插入序列

直接与FP-MP两种表现型互变有笑。这就第一次证
实了作为媒介的转座突变因子可以改变一种动物病才

的表现型，而且说明FP突变的空斑形态学可以被有奴

撇用来寻找病毒宿主DNA的插人突变体。

（二）’标志拯救技术的广泛使用说明is是基因组

局部变化引起的

称志拯救技术是1981年由L. K. Millers'，首先
用于研究｝NPV基因组位点突变的一种技术。其原理

是利用野生型NPV DNA的限制酶切片段使突变型转

变成野生型。这个转变过程可能是一种普通的遗传学

同源重组或基因转变，在遗传学上又称为等位取代。在

图谱ts:突变位点时，把突变体的DNA分N1与许多野

生型病毒DNA限制性片段共转染，其中将会有“个片
段“拯救”该突变体（即使该is突变为野生型）。因此，
在限制温度条件下就会形成野生型的空斑。能’‘拯救分

一个is钓片段就是该“的突变位点。用此方法Miller

已精确地把7个“突变位点找了出来。

标志拯救法目前已是研究NPV遗传学的重要手
段之一，它的使用范围已不局限子图谱t，的突变位点，

而被广泛地用于研究'! NP V基因组的遗传变异中。正

如前面已述及，1983年 Fraser等E37用此祛已证实了

Gm FP-3的突变实质，而且还确定其擂人突变发生在

AcNPV DNA HindIII-J片段之内。

NPV 的分子工程

图 I r9，归纳了迄今人们所知道的 NPV基因组突

变的情况、说明．NPV基因组具有多变的特性，而且这

些变化多是由于在该基因组某些部位插入或缺失一定

大小 DNA片段引起的。

研究NPV的突变体发现，许多突变对于它本身虽

不一定有益，但也无害。生物化学和分子生物学研究

还发现，在有些突变休的生活筒期中，各种蛋白质的合
成时序，DNA复制的时间与野生型的NPV便无明显

的不同。 这些特性使人产生一种息想，即在不改变

NPV正常生理功能的情况下，是否可以利用这些突变
体。

根据以上发现和推理，人们提出了NPVO DNA“分
子工程”的设想。这一设想还根据如下事实，即对于
人工OV̀突变体讲：①'}-N0V产生的比率感染大约

20-30小时后减少；③病毒囊膜在核中从头合成或
获得；⑧粒中纤维状物质的形成；④ AcNPV感染细

胞特异蛋白质的合成。在由OV一突变体感染的细胞
中发生的这些事件和进程均以类似于由野生型AcNPV

感染的细胞中；发生的方式进行。这说明多角体蛋白质
基因的缺失与否，对病毒的生存与繁殖是不重要的，因

为多角沐蛋白质对’NPV来讲，只起保护和垂直传播作
用，而细胞间的水平传播则是由ENOV来完成的。因

此，就可以在多角体蛋白质基因处插人外源DNA以形
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成多角体蛋白质基因的插入或融合的突变体心如果这

种插人的外源DNA是一种具生物活性（如千扰素、生

长激素或细胞毒性蛋白质）的基因，那么就可以借助多

角体蛋白质基因的强大的启动子来高比率地生产这些

物质。这种方法就是当今风行世界的基因工程，只是在
一个全新的系统中，用了一个新的、更具实用潜力的基

因载体。

利用NPV的多角体蜜白质基因启动子的基因工

程的基本程序是：①侧定多角体蛋白质的基因在
NPV DNA物理图谱中的位置；②在 E. coli中借用

某种质粒克隆 NPV 基因组的适当区域；⑧ 用目的基

因取代质粒中多角体蛋白质基因；④ 用野生型NPV

DNA与重组质粒DNA共转染，通过宿主细胞的酶等
位交换，把目的基因引人病毒基因组。

1983年，Smith等El”在 AcNP V多角体蛋白质
基因启动子控制下，在昆虫细胞中有效地表达了人i3-

干扰素基因（(IFN-/4)o为了把IFN-i3基因引入该病毒

基因组的多角体蛋白基因的邻近部位，他们首先组建

出传递载体。这种载体在多角体蛋白启动子附近有一

BamHl克隆位点和与E. coli质粒Puc 8相连的两侧
病毒 DNA序列。 AcNPV DNA的 EcoRI-I片段首先

被插人到Puc 8的 EcoRI位点，在此质粒中有三个
BamHI位点，其中有一个位于多角体蛋白基因的＋175

处，其他两个 BamHI位点用酶消化去掉，则获得传递

载体PAc101。由多角体蛋白和干扰素基因的核营酶
房列，就可以断定IFN-,6蛋白编码序列。当IFN-'3基
因被插人到PAC101上唯一的BamHI克隆位点时，则

转录阅读框架将以多角体蛋白基因转录的相同方式进
行．

为了考查多角体蛋白基因序列在表达IFN-p中的
作用，他们对重组质粒 PAc 101近于多角体的5’端的

BamHI位点进行了修饰，即让 PAc101多角体蛋白基

因的十17，的天然Bam HI位点和多角体蛋白启动子

之间的核营酸序列不同程度的缺失，并使一个含有

Bern HI识别位点的合成的寡核昔酸填入其缺失部位。

分别获得了由多角体蛋白转录开始位点下游 十35,
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＋34含有 Bam HI位点的 PAC '311和 PAC 360质粒，

而质粒 PAC 380在位点 一59处有一个 Bam HI克隆

位点，这个位点正好是多角捧蛋白mRNA的可能的帽

子化位点。人工IFN-p的核昔酸序列和转录，转译信

号是已知的，把含有完整的IFN-j3蛋白编码序列和调
控系列的IFN-,8 a因片段(767个核昔酸）的两侧分别

装上 B。二HI人工接头 （linker)，并插入 PAc101,

PAc311, PAC360和 PAc380，便分别获得了 PAc101-

IFN-,3, PAc31I-IFN-(3, PAC360-IFN-P 和 PAc380-

IFN-,0表达质粒。

通过野生型 ACNP V DNA和表达质粒的共转染，

Smith等以倾斜照明技术选择OV一的空斑，得到大约

0.5％的O V-空斑。这些重组病毒含有适当的擂入

物，ENOU达到了正常的滴度（Ca5 X 100pfu/ml)o除

见到感染细胞的溶解开始于感染50-60小时之外，未

见到对重组病毒的复制有什么影响。

干扰素活性分析表明，所有上述四种重组病毒均

可产生干扰素。但是以 PAc380-IFN-,S共感染获得的

重组病毒产生的千扰素的能力最强 （5.17 X 106U/

ml),, ,(3一干扰素的合成以多角体蛋白表达的相同方式

进行，即有明显的时序调控，感染加小时后开始出现

干扰素，42小时之内迅速增加，塘基化和非糖基化的

干扰素在感染细胞内均被检出。

由其它几个质粒共转染获得的重组病毒产生干扰

索的能力均较低。Smith等认为可能与在某些情况下

干扰素基因的表达只能由干扰素基因的 AUG启动而

不能由干扰素一多角体蛋白质的基因的融合产物的
AUG启动有关。

Smith等“”的结果还表明，一个对哺乳动物细胞
有毒性的基因在无脊推动物细胞中用AcNP V作载体，

在不影响该病毒复制的情况下能高效地表达。这一点

是特别有意义的，而且这种毒性蛋白由被感染细胞中

分泌出来并被糖基化。达到IFN-,S活性的最高水平是

这个基因被插人在正常的转译位点而不是转录位点这

一点也是令人非常有兴趣的。

1984年，Pennock等〔川以上述类似的方式用

AcNPV成功地表达了卜半乳糖昔酶基因。 他们以

PBR322 为基础质粒组建出含有 AcN P V基因组 。一

E.7图谱单位的DNA区域的重组质粒，这个区域在多

角体蛋白基因内也有一个 BamHI位点。他们在E.

soli 3一半乳糖营酶基因框架内与多角体蛋白基因的第

58个密码子相融合，其表达产物为上述二种蛋白质的
融合体。

198，年，SuSuWu Macda等cut以家蚕 N1'V (Bin

NPV)为载体，用相似方法表达了人。一干扰素。这种

表达最后不是在昆虫细胞而在昆虫幼休内完成的。据

报道，由10.1感染幼体血淋巴中（250tn8蛋白质）可

获得。.3-g干扰素。其比活（Umg '蛋白质）由2.7 x

10’增加到1.0 x 100，得率高，0关。分析汽果还证实

在家蚕幼体中，产生的干扰素与用哺乳动物细胞生产

的没有什么差别。它们的多肤序列也可以在哺乳动物

细胞中的相同方式去掉，干扰素的纯化程序也一样简

单。

198，年，Carbonell等‘，，为了扩大 AcNPV的宿

主范围，构建了二种重组杆状病毒。该病毒含有置于

Rous肉瘤病毒长末端重复序列启动子控制之下的E.

coli氯霉素乙酸化转移酶(CAT)基因以及置于AcNP V

多角体蛋白质基因启动子控制之下的 E. coli 14一半乳

糖营酶基因。用它去感染双翅目的果蝇和哺乳动物的

老鼠细胞，结果发现这种病毒不仅能进入感染细胞，
而且还有不同程度的表达。这就扩大了 A^cNPV的宿

主范围，有助于了解杆状病毒作为生物杀虫剂的安全
性。
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