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SlNPV p10基因特征的研究
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摘　要:从病毒感染后期的斜纹夜蛾幼虫脂肪体中提取 mRNA , 反转录合成 cDNA 探针 , 并

使之与 SlNPV 基因组的酶切片段杂交 , 将 SlNPV p10 基因定位于 BamHⅠ-3.0 千碱基片段上.

SlNPV p10 是目前发现的最长 p10基因;基因的启动子内含有 2个 ATTGTA基序 , 是目前所发

现的 p10基因中唯一含有2 个 A/ TTTGTA基序者.SlNPV P10 蛋白含有 10个七肽重复单元 , 可

形成 1 个相对较长的卷曲螺旋.SlNPV p10 所在的 ORF552-p10-ORF945 基因簇与 SpliNPV 的

ORF552-p10-ORF945 基因簇各基因座位 、 方向及对应的氨基酸序列十分相似 , 表明 SlNPV 与

SpliNPV有很近的亲缘关系.
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昆虫细胞感染核多角体病毒 (nucleopolyhedroviruses NPVs)后期的显著特征为多角体蛋

白及 P10蛋白的大量合成.多角体蛋白为多角体的主要组分 , 而 P10则与感染后期昆虫细

胞核及细胞质中纤维结构的形成有关
[ 1]
.通过对 Autographa californica (Ac)MNPV P10的

缺失研究表明 , P10参与了细胞核的裂解及多角体的形态发生过程[ 2] .同多角体基因一

样 , p10基因为杆状病毒复制的非必需基因 , 因此研究者们也利用 p10启动子组建杆状病

毒表达载体以表达外源蛋白
[ 3]
.目前已报道的 p10基因有 Spodoptera littoralis(Spli)NPV

[ 4]
、

Spodoptera exigua(Se)NPV 、 Choristoneura fumiferana(Cf)NPV 、AcNPV 、 Orgyia pseudotsugata

(Op)NPV 、Perina nuda(Pn)NPV(GenBank accession no.U50411)及 Bombyx mori(Bm)NPV 的

p10基因.不同 p10基因的氨基酸序列差异较大 , 而它们的二级结构则有较高的相似性;

这表明P10蛋白的功能主要取决于蛋白的二级而非一级结构[ 5] .

斜纹夜蛾核多角体病毒 (Spodoptera litura nuclear polyhedrosis virus , SlNPV)能感染并

杀死斜纹夜蛾 , 对斜纹夜蛾有较好的防治效果[ 6] .为了解 SlNPV基因组的分子生物学 , 并

以此为基础构建高效的重组病毒杀虫剂 , 本研究首次报道 SlNPV p10及其上下游基因的核

苷酸序列 , 并分析了 p10基因的结构特征.
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1　材料和方法

1.1　病毒株系及多角体纯化

SlNPV广州株由本室分离并保存.用 PBS 缓冲液匀浆感染 SlNPV多角体的虫尸 , 经

数轮差速离心得到较纯净的多角体.

1.2　SlNPV基因组 DNA的制备

在多角体悬液中加入等体积溶液 1 (100mmol/L Na2CO3 , 100 mmol/L NaCl), 室温放置

30 min后 2 000 r/min离心 5min.上清加等体积溶液 2 (100 mmol/L Tris , 10mmol/L EDTA ,

w=2%SDS , 20 mmol/L β-巯基乙醇 , w=54%蔗糖)45 ℃保温 30 min , 酚/氯仿抽提 , 乙

醇沉淀后溶于 TE缓冲液 , 置 4 ℃备用.

1.3　SlNPV基因组 DNA的酶切及转印

限制性内切酶 EcoRⅠ , Xba Ⅰ , Xho Ⅰ , BamH Ⅰ , Pst Ⅰ , Sac Ⅰ , HindⅢ , Sma Ⅰ购

自Promega公司 , 高相对分子质量 Marker购自 GIBCO BRL公司 , SppI DNA/ EcoRⅠ Marker

为北京天象人生物试剂公司产品.病毒基因组DNA经完全酶切并在 w=0.5%琼脂糖凝胶

中充分展开后 , 用 Southern转移方法 , 印迹到 NC 膜上.

1.4　SlNPV p10基因的杂交定位

取感染 SlNPV第 7天的斜纹夜蛾幼虫脂肪体 , 利用 QIAGEN公司 Oligotex Direct mRNA

Kits提取 mRNA.以所提取的 mRNA 为模板 , 以 Oligo (dT)12～ 18为引物 , 用 Boehringer

Mannheim Biochemica公司的 DIG system 及 cDNA Synthesis Kit反转录合成 cDNA 探针 , 并与

1.3所印迹的NC膜杂交.杂交条件为 68 ℃×8 h;洗膜条件为:2×SSC 、 w=0.1%SDS

室温漂洗 10 min , 0.1×SSC 、 w=0.1%SDS 68 ℃漂洗 30 min.

1.5　基因组片段的克隆及序列分析

将杂交阳性片段 BamH Ⅰ-3.0千碱基对片段克隆到载体质粒 pUC18上 , 并对插入片段

进行双链测序.测序方法参考美国 Biochemical公司的 Sequenase Kit操作手册.

2　结　果

2.1　SlNPV p10基因的定位

在感染 NPV的极晚期 , 昆虫细胞内多角体基因及 p10基因的 mRNA占病毒总 mRNA

的90%以上.本研究提取此期的 poly (A)RNA , 并以之为模板合成 DIG 标记的 cDNA 探

针;以合成的 cDNA探针与 SlNPV基因组 DNA的 EcoRⅠ , Xba Ⅰ , Xho Ⅰ , BamH Ⅰ , Pst

Ⅰ , Sac Ⅰ , HindⅢ酶解片段在严格条件下进行 Southern杂交 , BamH Ⅰ-3.0千碱基对片段

有明显杂交信号且便于克隆.鉴于 SlNPV 多角体基因的 mRNA 不具备 poly(A)(结果将另

文发表), 可判断 p10基因位于 BamH Ⅰ-3.0千碱基对片段上.

2.2　SlNPV p10基因的上下游基因

对 BamH Ⅰ-3.0千碱基对片段的测序结果显示 (见 GenBank/EMBL , AF37263), 在

2 492碱基对的序列中含有完整的 p10基因 , p10基因的上下游分别有 552碱基对和 945碱

基对的开放读码框 (open reading frame , ORF), 分别称为 ORF552及ORF945.　

2.2.1　ORF552 　位于 p10基因 5′端 , 方向与 p10基因一致 , 编码 183aa 的蛋白质.将其

编码的蛋白质序列与 GenBank/EMBL 数据库已知的蛋白质序列相比较 , 结果显示:它与
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SpliNPV的 ORF552[ 4] 、 SeNPV的 xb187 、 OpNPV的 ORF26及 AcNPV 的 ORF2[ 6]所编码的蛋

白质有一定的同源性 , 同源性分别为 95%, 55%, 39%和 33%.这表明 SlNPV与 SpliNPV

的ORF552有很近的亲缘关系.

ORF552的起始密码子 ATG 上游 22 nt处有一晚期基因的转录起始基序 TAAG , 因此

ORF552可能为一晚期基因.通过 Northern blot分析 , 证明 SpliNPV 的 ORF552为一晚期基

因 , 在感染后 48 h开始转录[ 4] .SlNPV ORF552的TATA盒(TATA box)与TAAG位于同一位

置上 , 而终止密码子 TAA 则包含在其下游 p10基因的 TAAG 基序中.在 TAA下游 200 nt

处 , 在 p10基因的编码序列中有AATAAA , 可能为 ORF552的 poly(A)信号.ORF552起始

密码子 ATG上游 68 ～ 47 nt处有一特殊的 GGC重复序列 , 在 GenBank/EMBL数据库尚未发

现这段序列 , 其功能有待进一步研究.

2.2.2　ORF945　位于 p10基因的 3′端 , 其起始密码子 ATG位于 p10 基因的编码序列中 ,

因此它与 p10基因互为重叠基因.SpliNPV 的 ORF945与其 p10也互为重叠基因[ 8] , 而已

知的 AcNPV表达基因中尚未发现存在重叠基因.ORF945的 5′端非编码区没有发现 TAAG

基序与 TATA盒的存在 , 而其 poly(A)信号则与终止密码子 TAA 处在同一位置上.SlNPV

的ORF945与 p10方向一致 , 编码为 314aa的氨基酸序列只与 SpliNPV ORF945的氨基酸序

列有较高同源性 , 达 77%, 而与 GenBank/EMBL 数据库已有的其它序列则没有任何同源

性.

2.3　SlNPV的 p10基因

SlNPV p10基因的ORF 长 318碱基对 、 编码 105aa的蛋白质 , 为目前发现的最长 p10

基因.在起始密码子 ATG 上游 67 nt处有 TAAG基序 , 紧跟着 TAAG 下游 7 nt及 22 nt处各

有1个TATA盒.TAAG与起始密码子ATG之间被2个ATTGTA基序分隔.A/TTTGTA基序

重复地存在于杆状病毒多角体基因的启动子内[ 7] , 而 AcNPV 、 BmNPV 和 SeNPV p10启动

子中也存在这种基序 , 但不重复;SpliNPV , CfNPV , OpNPV和 PnNPV的 p10启动子则缺

乏这种基序 (图1a).因此 SlNPV的 p10基因是目前所发现的 p10基因中唯一具有2个A/

TTTGTA基序者.杆状病毒A/TTTGTA基序的功能尚不清楚.

在 p10终止密码子 TGA 上游 9 nt 及下游 777 nt处各有 1 个 poly(A)信号 AATAAA.

SpliNPV p10基因的2个 poly(A)信号的位置与 SlNPV的相似 , 而且只有第 1个AATAAA才

是有效的加尾信号[ 8] .究竟 SlNPV p10基因的哪个 AATAAA才是有效的 , 尚需利用 North-

ern Blot加以确定.

2.4　SlNPV P10与其它 NPV P10蛋白的同源性比较及其结构特征

SlNPV P10含 105个氨基酸 , 为目前发现的最长 P10蛋白;其相对分子质量为11 266 ,

富含 Leu 、 Asn及Asp残基.除与 SpliNPV P10有很高同源性外 (达 97%), SlNPV P10蛋

白的氨基酸序列与其它NPV 的有较大差异 (图 1b).SlNPV P10 的 C 末端比 SpliNPV P10

多出 1个 Asn残基.SlNPV与 SpliNPV P10蛋白比其它 P10所多出的氨基酸残基并非杂乱

排列 , 而是集中于蛋白N端的α螺旋区域内 , 这段α螺旋区域可形成 1种叫卷曲螺旋的结

构.卷曲螺旋的显著特征为具有七肽的重复单元
[ 8]
.七肽重复单元的第 1 、 第 4位为疏水

性氨基酸 , 而其它位置的氨基酸则大多是亲水性的;2 ～ 3 个七肽重复单元结合在一起 ,

就形成了卷曲螺旋结构.SlNPV P10具 10个七肽重复单元 , 其中第 4与第 5个重复单元被

35位的 Pro 残基所断开 , 而且它们中间有 3 个氨基酸的滑动.同其它已知的 P10蛋白一
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样 , SlNPV P10的卷曲螺旋区段后紧跟着 1个 Pro 丰富区 (图 1b 中以单线标出), 其共有

序列为(E/A/V/L/ I)P(D/E/N)(V/L/ I/P)P.Pro 丰富区的后面则为碱性的 C 末端 (图 1b

中以双线标出).
(a)

SlNPV　　AAAA TAAGAATTTATATAAATTTTGTGTGTAT ATTAGAAAGTAT ATTGTAAAGTATATTGTAAAGTAAAAT ATG

SpliNPV a aaa t a a g a a t t c a t a t cg a t t tt g tg tg t a t a t t a t a a a aaa aag t a t a t a a t a a aa a t a t g

SeNPV ag aa t a a g t t t a t t a t t a t a a t tg t a a t t a t a t ta t a c a tt a tg

CfNPV t aa a t a a g ca t t a t t a a c t a a t t a t t a t t a t a t t a a g a t a a ca a t t t c a a t a t c a t c a t g

AcNPV　 t a a a t a a g aa t t a t t a t c aaa t c a t tt g t a t a t t a a t t a a a a t a c t a t a c tg t a a a t t a c a t tt a t tt t a c a a t c a t g

OpNPV　 t a a a t a a g ca c t a t t a t a a aa t a t t a a t a t a t t t a c c aa ac t g a c t g c aa t a tg a t c a tg

PnNPV　 t t a a t a a g c a t t a t c a t a a a a t a t t a g t a t a t t t a c c aaa tt g a t t g c aa t a t c a t c a t g

BmNPV　 t a a a t a a g aa t t a t t a tt a a a t t a t t t g t a t a t ta a t t a a a a t c t t a t a c t g t a a a t t a c a t t t t a t tt a c t a t c a t g

(b)

SlNPV　　 MSQN ILLV I RQD I KNL SDQV TALQ GAVD DVRA NLPD VTEI NDKL DAQN AQLV SLEA SNE　59

SpliNPV MSQN ILLV I RQD I SNL SDQV TALQ GAVD DVRA NLPD VTE I NDK LDAQN AQ LV SLEA SN E　59

SeNPV MSQN ILLV I RAD I KAV DEKV DALQQAVN DVSA NLPD TSELSAKL DAQ 47

CfNPV MSKPS ILQQ I LTA VQDVDEKV DALQAQLT TLDG KVQPLDGLSEQL TA LD T 50

AcNPV MSKPN V LTQI LDA VT ET TNTV DSVQ TQLN GLEE SFQL LDGLPAQ L T DLN T 50

OpNPV MSKPS ILTQ I LDA V RAVDSKV TALQ TQVD QLVE DSKT LEALT DQ L G ELD N 50

PnNPV MSKPS ILTQ I LDA V RAVDSKV TALQ TQVD QLVE DSKT LEALT DQ L G ELD N 50

BmNPV MSKPT V LTPI LDA I AET NTKV DSVQ TQLN GLEE SFQP LDGLPAQ L T DEN T 50

SlNPV　　A IST L VQ SL S EA V Q N I T D I LT P D I PD LP I PD PP LGN KKNNGGVNKK 　105

SpliNPV A IST L VQSL S EAV QN I T D I LT PD IP DLPI PNPP LG KKNNGGINKK 　104

SeNPV A TTLDT I V TQV NN IN DVLN PDLP DVPG N LQK QQQQ KKSNKK 88

CfNPV KVTTI QDI LGGA EV P DVP L PDNP LN KT RSRK 81

AcNPV KISE I QS I LTGD IV P DLPD SLKPKLKTQAF F LDS DA RRGKRSSK 94

OpNPV KVSDI QSM LS VEE E LPE PPAPAPEP ELPE I P DVPGL RRSRK Q 92

PnNPV KVSDI QSM LS VEE ELPE PPAPAP EP ELPE I P DVPGL RRSRK Q 92

BmNPV KISE I QS I LTGD TAP DLPE SLKPNLKSQAFE FDS DA RLGK RSSK 94

图 1　(a)8 种NPV 的 p10 基因启动子区域的比较;(b)8种 NPV的 P10 基因氨基酸序列的比较

Fig.1　 (a)The promoter region of different p10 gene species;(b)Alignment of P10

2.5　SlNPV P10蛋白的卷曲螺旋结构预测

为确定 SlNPV P10蛋白形成卷曲螺旋的可能性 , 利用 COILS 软件对其进行分析 , 分析

中所选用的窗口数为 21[ 8] .结果显示 , SlNPV P10能形成一相对较长的卷曲螺旋结构.

SlNPV P10第 14位带正电的 Lys在 SpliNPV的P10中被替换成为亲水性的 Ser , 这导致前 4

个七肽重复单元形成卷曲螺旋的可能性从 0.65降到 0.48.也就是说 , 仅仅 1个氨基酸的

改变就使 SpliNPV P10的前 4个七肽重复单元不再可能形成卷曲螺旋结构.

3　讨　论

由于病毒感染后期多角体基因及 p10基因的 mRNA具有很高的丰度 , NPV p10基因的
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杂交定位多采用此期的 cDNA 为探针.SlNPV 的多角体基因不具备 poly(A)信号 , 这就为

p10基因定位带来了方便.SlNPV的 p10基因定位于基因组 BamH Ⅰ-3.0千碱基对片段上 ,

此片段上含有 1 个 ORF552-p10-ORF945 的基因簇;该基因簇各基因的座位与走向与

SpliNPV 的 ORF552-p10-ORF945基因簇一致 , 且对应基因的氨基酸序列也有很高的同源

性 , 表明 SlNPV与 SpliNPV具有很近的亲缘关系.但是 SlNPV的ORF552-p10-ORF945基因

簇的组成与其它 NPV的 p10基因簇则有很大的差别 , 这种差别可能是因为杆状病毒进化

过程中基因组的重排所引起的.

曾发现在多角体基因 5′端的非编码区内有 2个保守的结构元件A/TTTGTA存在 , 这种

元件的序列与位置都与 5S RNA及 tRNA基因5′端调控区的共有序列一致
[ 7]
.5S RNA及 tR-

NA基因的A/TTTGTA基序参与结合 class Ⅲ转录因子.SlNPV p10基因的启动子区内存在

2个ATTGTA , 是目前发现的 p10基因中唯一具有 2个 A/TTTGTA基序者.SlNPV p10基因

具有 2 个可能的 poly(A)信号 , 因此它有可能产生互相重叠 、 长度不同的转录产物.

AcNPV , OpNPV , SeNPV , SpliNPV的 p10基因也有利用不同的 poly(A)信号 , 产生相互重

叠 、 超过 p10本身长度的转录产物的现象.重叠 mRNA在杆状病毒中广泛存在 , 这可能是

病毒本身的一种表达调控机制.

不同的P10蛋白的氨基酸序列差异很大 , 但它们的蛋白结构却十分相似.P10蛋白的

序列中有 3个保守的结构域 , 即 N端的卷曲螺旋 、碱性的 C末端以及1个 Pro丰富区.卷

曲螺旋与蛋白质之间形成寡聚体有关 , 所形成的寡聚体可能是 P10纤维结构的前体[ 1] .

SlNPV P10具有 10个七肽重复单元 , 能形成相对较长的卷曲螺旋.P10的 Pro 丰富区可能

与多角体从细胞核中的释放有关[ 2] .为研究 P10蛋白碱性的 C末端的功能 , 将 AcNPV P10

C端的 8个氨基酸缺失 , 截短的 P10能形成聚集体但不能像完整的 P10一样形成有序的纤

维结构[ 2] .而碱性的 C端则与 P10或宿主因子的负电氨基酸残基结合从而把聚集体连接成

有序的纤维结构.
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Characterazition of the p10 Gene of

Spodoptera litura Nuclear Polyhedrosis Virus

WEI Yong-jie , LONGQi-xin
 
, ZHENGJi , WU Wen-yan , YANGJ ie

Abstract:The p10 gene was localized within the 3.0 kb BamH Ⅰ fragment of the SlNPV genome by

Southern hybridization.With a coding sequence of 318 nucleotides , corresponding to a protein of 105

amino acids , the p10 gene of SlNPV is the longest p10 gene identified so far in NPVs.The SlNPV

p10 gene is also distinct in having two A/TTTGTA motifs in the promoter region.With 10 heptad re-

peats , the SlNPV P10 protein is probably forming a relatively large coiled-coil structure.The organiza-

tion of SlNPV ORF552-p10 gene -ORF945 cluster is colinear with that of SpliNPV and their corre-

sponding amino acid sequences of each ORF share high similarity.This indicates that SlNPV and

SpliNPV belongs to a homologous baculovirus group.

Keywords:SlNPV;p10 gene;ORF552;ORF945;coiled-coil
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