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摘要  [ 目的] 为利用昆虫病毒更好地防治害虫和进行分子生物学研究。[ 方法] 从感病茶蚕幼虫的尸体中提取颗粒体病毒DNA 后 ,进行
酶切、克隆、测序和序列分析。[ 结果] 成功克隆了茶蚕颗粒体病毒基因组中一个1 484 bp 的片段。该片段含有1 个完整的开放阅读框
( ORF) 和2 个不完整ORF。完整ORF 为666 bp ,有典型Nudix 结构域 ,其编码1 个与苜蓿银纹夜蛾核多角体病毒AcMNPV 的ORF38 高度同
源的基因 ,定名为AcORF38 同源基因。2 个不完整ORF 分别编码 p47 蛋白基因的C- 端和 p24 基因的N- 端。[ 结论] 茶蚕颗粒体病毒与
卷蛾科宿主中颗粒体病毒亲源关系较近 ,而与夜蛾科宿主昆虫中颗粒体病毒较远。AcORF38 同源基因与编码NTP 焦磷酸水解酶的基因
高度同源 ,可能与病毒的复制和DNA 损伤的修复过程相关 ,也可能与入侵寄主的过程相关。
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Cloning and Sequence Analysis of AcMNPVORF38 Homologous Gene in Granulovius of Andraca bipunctata Walker
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Abstract  [ Objective] The research ai med to better understand the molecular biology of i nsect viruses .[ Method] After virus DNA was extracted fromthe
cadaver of diseased larva of Andraca bipunct ata ,it was made for enzyme digestion, cloning , sequencing and sequence analysis . [ Result] Afragment with
the size of 1 484 bp inthe genome of granulosis virus in A. bipunctata was successfully cloned . This fragment contained one complete openreading frame
( ORF) and 2 incomplete ORF . The complete ORF was 666 bp and had the typical Nudix domain, coding one gene which was highly homologous with
ORF38 of Autographa californica nucleopolybedrovirus AcMNPV and named as AcORF38 homologous gene . 2 incomplete ORF coded C terminal of p47
gene and N-terminal of p24 gene .The granulosis virus in A. bipunct ata had closer genetic relationship with that in Tortricidae host , while it had farther
genetic relationship with host insects of Noctuidae . [ Concl usion] Ac MNPV- ORF38 homologous gene was highly homologous withthe gene codi ng NTP py-
rophosphate hydrolase , which was probably related to viral replication and the repairi ng process of DNA damage , or related withthe process of invading
hosts .
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  昆虫病毒是以昆虫作为宿主 ,并在宿主种群中流行传播

的昆虫病原微生物。昆虫病毒的种类繁多, 目前广泛应用于

防治农业和林业害虫的昆虫病毒属于杆状病毒科。昆虫杆

状病毒包括核多角体病毒和颗粒体病毒[ 1] 。它们的突出特

点是在宿主细胞内形成蛋白质包涵体, 这种包涵体在自然环

境中具有保护病毒生物学活性的作用, 有利于病毒在自然环

境中保存下来。昆虫杆状病毒可以感染鳞翅目、鞘翅目、双

翅目等多种害虫, 对人和动物安全无害。茶蚕是一种危害茶

树、油茶树等山茶科植物的害虫。低龄幼虫群集于茶树叶片

背面咬食嫩叶,3 龄开始相互缠绕成团取食叶片,大发生年份

受害茶丛80 % 的叶片被蚕食。陈锦绣等[ 2] 从收集的病死茶

蚕幼虫中首次分离获得茶蚕颗粒体病毒,随后对该病毒的形

态、组织病理、毒力、宿主范围等进行了广泛的研究[ 3] , 为了

更好地利用昆虫病毒防治害虫和进行分子生物学研究 ,笔者

对茶蚕颗粒体病毒的基因组序列进行了初步研究。

1  材料与方法

1 .1 茶蚕幼虫的饲养和病毒的繁殖  在温度25 ℃、光照12

h 的培养箱中, 用新鲜茶枝饲养茶蚕幼虫至4 龄初 , 感染病

毒。收集感染病毒死亡症状明显的虫尸, 置4 ℃冰箱备用。

1 .2  茶蚕颗粒体病毒的纯化 将收获的感病虫尸用组织捣

碎机匀浆,5 层纱布过滤后用差异离心法和密度梯度离心法

分离纯化茶蚕颗粒体病毒包涵体。

1 .3  病毒基因组 DNA 的纯化、酶切、克隆和序列测定  纯

化的病毒包涵体用碱裂解, 蛋白酶消化 ,然后用酚氯仿抽提 ,

乙醇沉淀 ,溶于灭菌双蒸水里 , - 20 ℃保存备用。DNA 的 酶

切、克隆按文献[ 4] 操作。测序委托专业公司采用 ABI3730 测

序仪完成。

1 .4  数据分析 用 NCBI 网上的Blast 和 ORF Finder 软件对

获得的DNA 序列进行分析, 对应 ORF 的氨基酸序列与 Gen-

Bank/ EMBL 中的同源序列进行蛋白质比对。该研究利用的

杆状 病 毒 基 因 组 有: Ac MNPV[ 5] 、AdorGV[ 6] 、CpGV[ 7] 、Cr-

leGV[ 8] 、PhopGV[ 9] 、PlxyGV[ 10] 和XecnGV[ 11] 。推定的蛋白质分

子量和等电点是通过在线帮助计算获得的。序列分析 :测定

获得的序列用NCBI- Blast 软件查找同源性序列, 用NCBI- ORF

Finder 软件分析可能存在的开放阅读框 ,序列比对采用Mul-

talin Version 5 .4 .1 软件[ 12] 和 Clustal W Version 1 .82 软件[ 13] ,

系统进化用Phylip 3 .64 版软件分析和NCBI 提供的系统进化

分析结果进行比较。

2  结果与分析

2 .1  序列测定结果 见图1。该片段共计1 484 bp。用 ORF

Finder 软件分析显示 ,该片段编码1 个完整的开放阅读框和2

个不完整的开放阅读框。完整的开放阅读框含有666 bp , 编

码221 氨基酸。Blast 分析发现该阅读框编码的基因与苜蓿

银纹夜蛾核多角体病毒 Ac MNPV 的 ORF38 具有高度的同源

性( 定义为AcORF38 同源基因) 。在这个基因的上游53 bp 处

是1 个不完整的开放阅读框 p47 基因 ,该片段编码P47 蛋白

的C- 端。在AcORF38 同源基因的下游43 bp 处是另外一个

不完整的开放阅读框 ,序列分析表明它是编码颗粒体外壳蛋

白P24 的 N- 端。Ac ORF38 homologue 基因上游59 bp 处存在

杆状病毒晚期表达蛋白序列TTAAG, 在 p24 基因的起始密码

上游24 bp 存在杆状病毒晚期表达蛋白序列GTAAG , 表明它

们可能是晚期表达的蛋白质。
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图1 茶蚕颗粒体病毒基因组片段序列及编码的基因

Fig .1 Fragment sequence of virus genome of Andraca bipunctat a granulosis andthecoded gene

图2 11种杆状病毒中编码AcMNPV ORF38 同源基因的蛋白质序列比对

Fig .2 Comparisonof proteinsequence of coded AcMNPV ORF38homologous gene in11baculovirus
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2 .2 序列分析 Blast 分析表明,Ac MNPV ORF38 同源基因与

苹果 蠹 蛾颗 粒 体 病 毒( Cidia pomolena granulovirus , CpGV)

ORF69 在氨基酸序列上68 %相同,84 % 相似,与CrleGV ORF62

70 %相同,85 %相似,在已经测定全部序列的7 种颗粒体病毒

中,这个基因的氨基酸同源性非常高。该编码框与核型多角

体病毒Ac MNPVORF38 基因有40 % 相同,61 % 相似。多序列

比对分析表明, 这些基因编码的蛋白质在 N- 端含有 Nudix

结构域( 图2) ,AcORF38 同源基因 Nudix 结构域保守序列为

49 SIPRGKHDSGEKNYETALREFIEETGLLFD 78 ,完全符合Nudix

结构域 GX5EX7REUXEEXGU 的特征( 图2) 。Nudix( Nucleoside

diphosphate linked to another moiety) 水解酶类是具有高度保守

序列CX5EX7REUXGU( 其中 X 代表任何氨基酸, U 代表Ile、

Leu、Val 等脂肪族氨基酸) 焦磷酸水解酶类。已经从病毒到

人类的约200 个物种中发现了1 800 多个含有 Nudix 结构域

的蛋白质序列,对约20 种含 Nudix 结构域的酶的性质进行研

究表明, 这些酶的底物可以是核苷三磷酸、辅酶、糖苷、二核

苷多聚磷酸盐。这些底物在细胞中可能作为细胞信号分子、

细胞代谢调节因子或在细胞周期的不同阶段需要调控的代

谢中间产物。然而更多的底物可能是对细胞有潜在毒性的

化合物, 在细胞的正常生长、繁殖过程中需要及时地通过这

类水解酶降解[ 14 - 20] 。

2 .3  系统进化树分析 选用已测定过全序列的7 种颗粒体

病毒和3 种核型多角体病毒的Ac MNPV ORF38 同源基因的氨

基酸序列进行系统进化分析, 结果表明( 图3) ,茶蚕颗粒体病

毒与卷蛾科宿主中发现的颗粒体病毒亲源关系较近, 而与夜

蛾科宿主昆虫中发现的颗粒体病毒亲源关系较远。

图3 7 种颗粒体病毒和3 种核型多角体病毒的AcMNPV ORF38

同源基因的氨基酸序列系统进化分析

Fig .3 Phylogenetic analysis with AcMNPV ORF38 homologue genes

from7granuloviruses and3 nucleao polyhedrovirueses

3  讨论

茶蚕颗粒体病毒是茶树害虫茶蚕的一种病原微生物, 被

应用于茶园中防治茶蚕危害并取得了较好的效果。笔者克

隆了茶蚕颗粒体病毒基因组中1 个1 484 bp 的片段。序列分

析表明 ,该片段含有1 个完整的开放阅读框和2 个不完整的

开放阅读框。完整阅读框编码的氨基酸序列与 Ac MNPV

ORF38 的氨基酸序列有40 %相同 ,61 %相似( 定名为AcORF38

同源基因) 。该基因与编码NTP 焦磷酸水解酶的基因高度同

源, 可能与病毒的复制、DNA 损伤的修复过程相关,也与病毒

入侵寄主的过程相关。该基因在病毒中的作用还有待进一

步的研究后获得明确的结论。2 个不完整阅读框分别与其他

杆状病毒的 p47 和 p24 基因同源性高。根据对 Ac MNPV

ORF38 同源基因的氨基酸序列进行的系统进化分析表明, 茶

蚕颗粒体病毒与卷蛾科宿主昆虫中分离获得的颗粒体病毒

亲源关系更近。

3 个基因 p47、Ac MNPV ORF38 同源基因和 p24 在已经完

成基因组测序的所有颗粒体病毒中都有对应的阅读框存在。

除CpGV 多出一个反向的基因阅读框 ORF70 外 ,该基因组片

段中基因的排列顺序、转录起始方向与其他的颗粒体病毒一

致, 表明它们的高度保守特性。
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