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SpltNPVp49基因的克隆和序列分析
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摘　要:根据新发现的杆状病毒凋亡抑制基因 p49 基因的序列设计了一对引物 , 以 SpltNPV

基因组DNA为模板 , 通过 PCR扩增获得了预期大小的约1.3 kb 的DNA片段 , 将此片段克隆到

pGEM-T 载体上并直接测序.序列分析表明 , 该片段为 SpltNPV完整的 p49 基因开放读码框.

与已知的杆状病毒 p49 基因的序列同源性为87%, 与之对应的氨基酸序列的同源性高达93%.

它是首次从 SpltNPV 中克隆到的抑制细胞凋亡的基因.
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杆状病毒是最早发现具有抑制宿主细胞凋亡的基因的病毒之一 , 其抑制凋亡的基因主

要有两类:p35基因和 iap基因.p35基因最先发现于苜蓿丫纹夜蛾核多角体病毒 (Auto-

grapha californica multinucleocapsid nucleopolyhedrovirus , AcMNPV)
[ 1]
, 随后又在许多其它的杆

状病毒中发现有该基因
[ 1 ～ 3]

.在功能上 , p35基因不仅能够抑制由杆状病毒侵染诱导的宿

主细胞凋亡 , 还能够抑制哺乳动物细胞的凋亡[ 1] .最新的研究发现在海灰翅夜蛾核多角体

病毒 (Spodoptera littoralis multinucleocapsid nucleopolyhedrovirus , SpliMNPV)中有一种新的具

有凋亡抑制功能的基因———p49基因[ 4] .

斜纹夜蛾是我国和东南亚地区粮棉等经济作物及蔬菜上的重要害虫.应用斜纹夜蛾核

多角体病毒 (Spodoptera litura multinucleocapsid nuclear polyhedrosis virus , SpltNPV)防治斜纹

夜蛾是一种行之有效的方法 , 目前已在一些地方推广.杆状病毒在生物防治中的局限性在

于它的专一性强 , 杀虫谱较窄 , 凋亡抑制基因是杆状病毒的宿主范围的重要决定因子[ 5] .

研究 SpltNPV的凋亡抑制基因 , 不仅具有重要理论意义 , 而且具有广泛的实际应用价值.

1　材料和方法

1.1　病　毒 (质粒及菌种)

斜纹夜蛾核多角体病毒 (SpltNPV)中山大学分离株由本室分离保存.大肠杆菌

(Escherichia coli)DH5α由本实验室保存.pGEM-T Kit购自北京天象人生物工程公司.

1.2　试　剂

限制性内切酶 , T4 DNA连接酶购自 Promega公司或New England Biolab 公司;RNase A

为Sigma 公司产品;蛋白酶K (proteinase K)为 Boehringer Mannheim公司产品.λDNA/EcoR
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Ⅰ+HindⅢ Marker 购自华美生物工程公司;DNA片段回收试剂盒 (QIAEXⅡ Gel Extraction

Kit)购自QIAGEN公司.

1.3　方　法

(1)病毒DNA提取 、酶切及克隆:实验方法参照文献 [ 6] 所述方法进行.

(2)p49基因引物设计:参照 (SpliNPV)的 p49基因设计引物.引物由新加坡裕立宝

国际有限公司合成:5′-ATGTGTGTACTGATACCAA

CATTCAACGCC , 3′-TTATATATCTATGTAAATGTTACGATTC.上游引物保留了起始密码子 ,

下游引物保留了终止密码子.

(3)PCR扩增及片段的回收:PCR扩增程序为:94 ℃, 5 min;进入循环:94 ℃, 1

min;50 ℃, 1 min;74 ℃, 2 min;35个循环;60 ℃, 10 min.PCR结束后电泳 , 将含目

的片段的琼脂块切下 , 用 QIAEXⅡ Gel Extraction Kit回收 DNA片段 , 实验参考试剂盒说明

书进行.(4)PCR产物的克隆:按照 pGEM-T Kit说明书进行.

(5)DNA序列测定及序列分析:序列测定由大连宝生物工程公司完成.分析软件为

DNASIS (V4.0)、 Clustal X (v1.8), 所用数据库为GenBank 、 SWISS数据库.

2　结　果

2.1　DNA的限制性消化和 p49基因的 PCR扩增

用 EcoR Ⅰ 、 BamH Ⅰ 、 Xba Ⅰ 完 全 消 化

SpltNPV DNA , 文献 [ 6] 报道一致 (图略).以

SpltNPV的 DNA为模板 , 扩增后得到 1.3 kb和 0.5

kb 2个片段 (图 1).

2.2　PCR产物的克隆与序列测定及序列分析

将大小 2个片段回收后 , 分别克隆到 pGEM-T

载体上 , 重组质粒径酶切鉴定证明克隆正确 (图

略)后测序.对克隆的 1.3 kb 片段测序结果与推

导的开放读码框编码的氨基酸序列列于图 2.0.5

kb片段测序后发现 , 它和 1.3 kb片段的 5′端序列

完全同源 , 应为 1.3 kb片段的 5′端的部分.

对所测得的序列通过 Internet 用 BLAST 与

GeneBank database比较分析发现:它与 SpliNPV完

图 1　PCR扩增的结果

Fig.1　The results of PCR for p49

1 , 2:the products of PCR

M:λDNA/ EcoRⅠ +HindⅢ

整的 p49基因的核苷酸序列同源性达 87%, 氨基酸序列的同源性高达 93%.证明我们克

隆的基因确是 SpltNPV的 p49基因.我们用 Clustal软件比较了二者氨基酸序列的同源性

(见图 3).

2.3　SpltNPVp49基因序列与 AcMNPV和 BmNPVp35基因的同源性比较

p35基因是最早在病毒中发现的凋亡抑制基因之一 , 用 Clustal软件比较 SpltNPVp49

基因与 AcNPV 和 BmNPV p35 的同源性 (图 3).通过比较发现:SpltNPV 的 p49 基因与

p35基因有一定的同源性.特别是它们的N端和 C端 , 同源性达 45%以上.
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1 ATG TGT GTA CTG ATA CCAACA TTC AACGCC TCGGCG ACTACG ATC GTAGAT TGT GCC AAT TTG AGC GATAGC TCG TTG 78
1 M C V L I P T F N A S A T T I V D C A N L S D S S L 26
79 CGC GAT CTG ATT TAC GTA AATAAC GTTGCCGTG TCGAAAACC GGCAAC TAC ATC AATCGA TCAGTGATC ATGGCG TTG 156
27 R D L I Y V N N V A V S K T G N Y I N R S V I M A L 52
157 AAC ATT AGCGGA CCC GTC GTG TCT GTG AATCGAGTG TCC ATG CAC ATT GTG CAC ATG TAC AGA TCG CAC ATT GAC AGG 234
53 N I S G P V V S V N R V S M H I V H M Y R S H I D R 78
235 ATC TTT GATAGA TTC AACAGA TTG ACG TAT TCGGCGACCGTGACC GATGGTGGCGAT ATT GATCGAGTT TTA AAG TCT 312
79 I F D R F N R L T Y S A T V T D G G D I D R V L K S 104
313 GAC GAT TAC ACC GTC GTG TGT ATG TCG CGCAGCGAA CTT TTG GACAAT TAC AAAAAA TGT TTG ATC AAC GAAATGGGA 390
105 D D Y T V V C M S R S E L L D N Y K K C L I N E M G 130
391 GCG ACT CAGGACGAC GTCGAAAAG TTT AGAAAA TAC TGT CTC AAA CCT TTA GTC GAGACC GAAAATGATGGTGGC GTT 468
131 A T Q D D V E K F R K Y C L K P L V E T E N D G G V 156
469 GAAGAT CGAAAAAAA CCG TAC GTGGTG ATA TGT TCC TTG AAA CCGAAA CTA TTA AACAAAAAC AAGACA TTG TGC TTT 546
157 E D R K K P Y V V I C S L K P K L L N K N K T L C F 182
547 ACA TACAAA CCA CAG ACC GGTCAAGTG ATC GTG CCG CTT ATG CAC GAG ATC AACGAAAATGGAAGC GAC GTC TAT TCA 624
183 T Y K P Q T G Q V I V P L M H E I N E N G S D V Y S 208
625 TATGAAGTG ATGGCG ATG ATC AAGGACGTGAGG CTG TCGAACAAA CCG CTGAGTATG CTG GAA CGA TTG AAG CGT TCG 702
209 Y E V M A M I K D V R L S N K P L S M L E R L K R S 234
703 ATG GAC CAG ATT GTG TTA AAT CACAACGAGAACAAA TAC ATGATG ACTAATCAG CTT GAA TCT TTA AAA TAT TAT TTA 780
235 M D Q I V L N H N E N K Y M M T N Q L E S L K Y Y L 260
781 AAG TCT ATA AAC TCGAACGAAGACGATGAT TTA AACAAA TTG ATGAATGTA TTA AATAAT TTG ATT GATCAA CTC GAA 858
261 K S I N S N E D D D L N K L M N V L N N L I D Q L E 286
859 AAAGTT TTG CATAAAAAA TCC ATT TGTGAC TTT TCC GACGACGACGAAGACGACGACGGT TTG ATT GATATGAAG TAT 936
287 K V L H K K S I C D F S D D D E D D D G L I D M K Y 312
937 TAC AAT TCG ATA ATCGAAGAC AAT ATG CGT ATA CTG TTG ATGAAGATA CAA CAG TAC ATT GATGAC CGT CAC ATG TTT 1014
313 Y N S I I E D N M R I L L M K I Q Q Y I D D R H M F 338
1015 TTG TCG CCG CCG TTG TCG GTC GAAAAG AGTACAAAG ATT CGT CTG TTT GAAAACGTGATG TCG TTC ATGAAA CGC TTC 1092
339 L S P P L S V E K S T K I R L F E N V M S F M K R F 364
1093 AAT CTC GGAGAA TTG TAT TCG TAT TTA AAAAAA ATT ATC GAT TGGAAAACG CAC GAAAACAATCAGAAA CTT GCG TGG 1170
365 N L G E L Y S Y L K K I I D W K T H E N N Q K L A W 390
1171 CCCGAAATC GTCGACGACAAG TAC GCT TTT TTA AAA TAC GAC TAT TTT GGT ACTCCA CAC GGA TTC GTG TAC GATCAG 1248
391 P E I V D D K Y A F L K Y D Y F G T P H G F V Y D Q 416
1249 AAAGAT CGA ACT ATG TAC GTAAAG TTG CAT TGC GGTATAGCC GCGAAT CGTAAC ATT TAC ATAGATATA TAA 1320
417 K D R T M Y V K L H C G I A A N R N I Y I D I ＊ 440

图 2　1.3 kb片段的核苷酸序列及推导的编码氨基酸序列

Fig.2　Nucleotide sequence and the putative amino acid sequence of the 1.3 kb fragment

图 3　SpltNPV、 SpliNPVp49 基因和 AcMNPV、 BmNPVp35 基因推测的氨基酸同源性的比较

Fig.3　Amino acid Alignment of SpltNPV , SpliNPV's p49 gene and AcMNPV , BmNPV's p35 gene

3　讨　论

目前发现有 p35基因的杆状病毒有家蚕核多角体病毒(BmNPV)粉纹夜蛾核多角体病

毒(TnMNPV)、粘虫核多角体病毒(LsMNPV)、棉铃虫核多角体病毒(HaNPV)等[ 1 ～ 3] .其中 ,

TnMNPV 、 HaNPV都是通过 PCR的方法扩增并克隆出来的.最新发现杆状病毒中与抑制
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凋亡有关的基因是 p49 , 而从 SpltNPV克隆到 p49基因是首次报道.克隆的 SpltNPV的 p49

基因与 p35基因有一定的同源性.特别是它们的 C端和 N端 , 同源性高达 45%以上 , 而

在P35蛋白中 , 其N端和C端是 p35基因行使凋亡抑制功能所必需的
[ 1]
.在推导的 P49蛋

白的 91 ～ 95处也有一个与 P35类似的凋亡蛋白酶 (Capsase)作用保守序列 (motif)———D

-G序列.这段序列是凋亡蛋白酶作用底物的酶切位点[ 4] .这些都预示着 p49基因与 p35

基因可能是同一类基因 , 其作用的机理也类似.施先宗在研究 TnMNPV p35基因的功能后

认为 , p35基因有抑制凋亡的作用的同时 , 还有促进病毒复制的功能
[ 3]
, p49基因是否亦

有抑制凋亡和促进病毒复制的功能 , 有待进一步研究.SpltNPV p49基因的发现和克隆 ,

不仅丰富了杆状病毒的的凋亡抑制基因 , 也为进一步研究杆状病毒的侵染 、复制以及杆状

病毒杀虫剂的研究提供了理论基础.
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Cloning and Sequence Analysis of p49 Gene from

Spodoptera litura Nucleopolyhedrovirus(SpltNPV)

LI Zhen
 
, LONG Qing-xin , ZHANGYu-guang , WANGXun-zhang , PENG Yi

Abstract:A fragment of 1.3 kb was produced by PCR from Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus

(SpliNPV)DNA , with primer , desighed according to the Spodoptera littoralis nucleopolyhedrovirus

(SpliNPV)p49 gene.The fragment was sequenced after being cloned into the pGEM-Tvector.The
sequencing analysis showed that the fragment was the p49 gene.Compared with SpliNPV p49 gene ,
the nucleotide sequence of the fragment was 87% identical and the amino acid sequence deduced from

the nucleotide sequence shared 93%identity.
Keywords:SpltNPV;p49 gene;clone;sequence analysis

76

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

中山大学学报 (自然科学版) 第 39卷　


