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摘　要:通过鸟枪法克隆了甜菜夜蛾核多角体病毒 ( SeMNPV) 基因组 DNA EcoRⅠ酶切的 2.2 kb 片段.序

列分析表明, 该片段含有 gp37 基因.SeMNPV gp37 基因的开放阅读框为 801 个核苷酸, 编码268个氨基酸,

预测蛋白质相对分子质量为 30 400.在 gp37 基因起始密码子上游有一典型的杆状病毒晚期基因启动子序列

ATAAG.同其它昆虫杆状病毒和昆虫痘病毒 GP37/ Fusolin蛋白的比较结果表明, SeMNPV GP37 与已知 gp37/

fusolin 基因的氨基酸序列同源性较高 ( 50%～ 68%) , 在其蛋白序列内存在类似的保守区和可能的 N_连接糖

基化位点.在 SeMNPV gp37 基因下游存在一个完整阅读框和部分 egt 基因序列.
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　　甜菜夜蛾核多角体病毒 ( Spodoptera exigua

multicapsid nucleopolyhedrovirus, SeMNPV) 作为一

种生物杀虫剂, 对控制甜菜夜蛾具有潜在的发展

前景.但是昆虫病毒种间的遗传变异较大, 宿主

专一性强, 故限制了它们的应用
[ 1]
.为此, 深入

了解病毒基因结构和功能, 为遗传改良病毒杀虫

剂, 提高杀虫效率, 扩大杀虫谱提供理论指导是

非常必要的.目前所知, 已有 6 种昆虫杆状病

毒, 包括苜蓿丫纹夜蛾核多角体病毒 ( Auto-

grapha californica multicapsid nucleopolyhedrovirus,

AcMNPV) 、黄杉毒蛾核多角体病毒 (Orgyia pseu-

dotsugata ( Op ) MNPV) 、 家蚕核多角体病毒

( Bombyx mori ( Bm) NPV) 、舞毒蛾核多角体病毒

( Lymantria dispar ( Ld ) MNPV) 、 粘虫核多角体病

毒 ( Leucania separata ( Ls) MNPV) 和云杉卷叶

蛾核多角体病毒 ( Choristoneura fumiferana ( Cf)

MNPV ) 以及中 国棉铃 虫痘病 毒 ( Heliothes

armigera entomopoxvirus, HaEPV) 和双色卷叶蛾

痘病毒 ( Choristoneura biennis ( Cb ) EPV) gp37/

fusolin基因的报道[ 1～ 8] .gp37 基因在病毒感染

晚期编码一种糖蛋白, 它在病毒复制过程中起着

重要作用[ 6] .本文克隆了 SeMNPV 基因组 DNA

EcoRⅠ酶切的 2.2 kb 片段, 对 SeMNPV gp37基

因进行了序列分析.值得一提的是, 在本文工作

完成之际, Vlark 等[ 9]测定了 SeMNPV 全基因组

序列.

1　材料和方法

( 1) 多角体扩增与纯化:甜菜夜蛾核多角体

病毒 ( SeMNPV) 美国株为本实验室保存.用人

工饲料饲养甜菜夜蛾幼虫, 增殖病毒.收集病死

虫尸, 匀浆, 差速离心纯化多角体[ 10] .

( 2) 病毒 DNA的提取:采用碱解法直接从多

角体中提取 SeMNPV DNA[ 7] .

( 3) 酶切片段的克隆及酶切鉴定:参照文献

[ 11] , 采用鸟枪法克隆病毒基因.纯化的 SeMN-

PV多角体 DNA 经限制性内切酶 ( EcoR Ⅰ ) 消

化, 回收 2.2 kb 片段, 并克隆到载体 pBluscript

M13-上, 转化大肠杆菌 DH5α, 蓝白斑筛选重

组子, 进行酶切鉴定.

( 4) 序列分析:提取 2.2 kb的插入子, 利用

ABI-PRISM DNA 全自动测序仪测定其 DNA 序

列.采用 Blast 、DNAsis和 Prosis软件进行核苷酸

序列 、同源序列的比较分析.

2　结　果

2.1　SeMNPV DNA 的酶切及克隆片段的筛选和

鉴定

　　病毒 DNA 酶切见图 1a, 克隆片段的酶切鉴

定结果如图 1b所示, 载体质粒 pBluscript M13-
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经 EcoRⅠ酶切, 得到了 2.2 kb的片段.

图 1　 ( a) SeMNPV 基因组 DNA酶切电泳图

( b) 含有 2.2 kb 片段重组子的

EcoRⅠ酶切鉴定电泳图

Fig.1　 ( a) Restriction map of SeMNPV genome

B-BamHⅠ , E-EcoRⅠ , H-HindⅢ ,

P-Pst Ⅰ , S-SalⅠ , Xb-XbaⅠ , M-Marker

( b) Identification of recombinant plasmid containing

2.2 kb insertion fragment with EcoRⅠ

Vec-vector, M-Marker

2.2　SeMNPV基因组 EcoRⅠ酶切的 2.2 kb克隆

片段的酶切图谱

　　SeMNPV DNA经 EcoRⅠ酶切的 2.2 kb克隆

片段的酶切图谱 、测序策略及所含基因的位置如

图2所示.

2.3　克隆片段的序列分析

SeMNPV基因组 EcoRⅠ 2.2 kb片段的重组

质粒双向 Walking 测序.实际测的长度为 2 166

nt.它的 3′端为蜕皮激素-UDP -葡糖基转移酶

( egt ) 基因 5′端部分序列, egt 基因上游为编码

165个氨基酸的晚期基因(见图2) .Blast检索结果

表明, 该片段的 5′端核苷酸序列与 AcMNPV 34.8

kb基因的核苷酸序列一致性达 60%, 氨基酸序

列一致性达 68%;与 OpMNPV gp37基因的核苷

酸序列一致性达 58%,氨基酸序列一致性达到了

图 2　SeMNPV DNA 2.2 kb 片段的

酶切图谱及测序策略

Fig.2　Schematic diagram of location,

sequencing strategy of 2.2 kb insertion

sequence cloned from SeMNPV DNA

58%.此外, 该 片段 与 AcMNPV, OpMNPV,

BmNPV, LdMNPV, CfMNPV, LsMNPV, HaEPV

以及 CbEPV的 gp37/ fusolin 基因一致的序列内存

在N-连接糖基化位点 (见图 3) 和晚期基因启

动子基序 ( ATAAG) .我们测得的 SeMNPV gp37

基因序列与 Vlark 等人的结果一致 ( GenBank

No.NC-002169) .

2.4　几种昆虫杆状病毒与昆虫痘病毒 gp37/ fu-

solin 基因编码蛋白的氨基酸序列比较

　　根据 SeMNPV gp37基因推导的氨基酸序列

与其它几种昆虫杆状病毒和昆虫痘病毒 GP37/

Fusolin蛋白的氨基酸序列比较结果如图 3所示.

　　由 DNASIS 软件分析可知, SeMNPV gp37基

因的读码框为 801 nt, 编码蛋白的相对分子质量

为 30 400, 它比现已报道的其它昆虫杆状病毒

GP37蛋白的相对分子质量略小一些.SeMNPV

gp37 基 因 与 AcMNPV, OpMNPV, LdMNPV,

BmNPV, CfMNPV, LsMNPV, HaEPV 和 CbEPV

gp37/ fusolin 核苷酸序列比较, 其一致性分别为

60%, 58%, 53%, 52%, 51%, 53%, 56%和

58%;而其编码的氨基酸序列与 AcMNPV, OpM-

NPV, LdMNPV, BmNPV, CfMNPV, LsNPV,

HaEPV和 CbEPV GP37/Fusolin 的氨基酸序列比

较, 其一致性分别为 68%, 58%, 54%, 59%,

51%, 46%, 50%和 52%.

3　讨　论

克隆了 SeMNPV 的 gp37 基因, 推衍了其编

码蛋白的氨基酸序列, 并比较了它与 AcMNPV,

OpMNPV, LdMNPV, BmNPV, CfMNPV 和 LsM-

NPV等 6种昆虫杆状病毒以及 HaEPV 和 CbEPV

两种昆虫痘病毒GP37/Fusolin蛋白氨基酸序列的
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图 3　SeMNPV gp37推导的氨基酸序列与其它几种昆虫杆状病毒

及昆虫痘病毒 GP37/Fusolin 蛋白的氨基酸序列比较

Fig.3　Comparison of the predicted amino acid sequences of SeMNPV GP37 protein

with other several insect baculoviruses and entomopoxviruses GP37 /Fusolin proteins

划线部分为 N_连接糖基化位点和保守区 ( Vialard et al., 1990)

一致性.从结果可以看出, gp37 基因在昆虫杆

状病毒和昆虫痘病毒中是一个比较保守的基因.

SeMNPV GP37 蛋白与 OpMNPV, LdMNPV 以及

AcMNPV的 GP37蛋白序列一致性程度较高, 而

与 LsNPV, HaEPV 和 CbEPV GP37/Fusolin 的氨

基酸序列比较, 其一致性程度相对较低.这可能

反映出杆状病毒进化过程中的亲缘关系差异.它

们的共同特点是都含有保守的 N_连接糖基化位

点, 推测我们克隆的基因很可能是编码糖蛋白的

基因.在该基因转录起始位点 ATG 上游 14个核

苷酸处含有晚期启动子保守序列 ATAAG, 这与

晚期基因的结构特征相一致.GP37蛋白是病毒

主要的包涵体蛋白, 大部分与包涵体的外膜相

连, 对包涵体外膜有明显的亲和性.但也有少部

分分布在多角体基质内, 它可能在病毒感染周期

中起重要作用[ 6] .关于 SeMNPV GP37蛋白的功

能, 目前尚不清楚, 有待进一步研究.
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Cloning and Sequencing of Spodoptera exigua Multicapsid

Nucleopolyhedrovirus ( SeMNPV) gp37 Gene

LI Chong_bi , YAN Qing_sheng, LI Zhao_fei , PANGYi , YANGKai

( State Key Laboratory for Biocontrol, Zhongshan University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:An EcoRⅠ 2.2 kb fragment of Spodoptera exigua multicapsid nucleopolyhedrovirus ( SeMNPV) genome

DNA was cloned by using random cloning method.The gp37 gene of SeMNPV which is contained in this fragment

has been identified.The open reading frame of the SeMNPV gp37 gene is 801 nucleotides long encoding a putative

protein of 268 amino acids with an Mr of about 30 400.The 5′-nonencoding region upstream of a translational

start site contains one late consensus motif (ATAAG) .The SeMNPV gp37 gene has 50%～ 68%amino acid iden-

tity to other baculovirus gp37 genes and entomopoxvirus fusolin genes.Conserved regions of GP37/Fusolin very

high amino acid conservation and potential N-linked glycosylation sites were also identified in SeMNPV GP37 se-

quence.

Keywords:SeMNPV;gp37 gene;cloning and sequence analysis
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