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斜纹夜蛾核多角体病毒 egt基因的克隆和部分序列分析
 

闫庆生　庞　义* * 　农　广　欧阳晓光　龙綮新
(中山大学生物防治国家重点实验室 , 广州 510275)

摘　要　用 AcMN PVegt基因中的保守区部分片段为探针 , 通过 Southern杂交确定 SlMN-

PVegt基因的位置在 PstⅠ 4 970 bp和 XbaⅠ 2 600 bp的片段上 . 采用双链 DNA序列分析方法

测序 ,在 2 600 bp片段上的 EcoRⅠ 位点两侧得到 594 bp DN A碱基序列 ,用计算机 DNASIS和

PROSIS软件 , 将 594 bp DN A碱基序列所推测的氨基酸序列与 AcMN PV和 SliMN PV的 egt

基因氨基酸序列进行同源比较 , 其同源性分别为 45%和 86. 5% .
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斜纹夜蛾 ( Spodoptera litura ) 是一种杂食性的重要害虫 , 危害多种农作物 . 昆虫病毒

作为生物防治的一种重要因子 , 近年来受到了重视 . 但是 , 主要问题之一就是杀虫时间长 .

为克服这一缺点 ,人们正设法通过遗传工程的途径加以改良病毒杀虫剂的杀虫效果
[1～ 3 ]

,其

中一个设想是缺失昆虫杆状病毒基因组上的蜕皮甾体尿苷二磷酸葡糖转移酶 ( Ecdysteroid

UDP-g lucosyl transferase, EGT) 基因 . EGT能把糖类如葡萄糖或者半乳糖连接到蜕皮激

素上 , 使之失去作用 . OReil ly
[4 ]
首次克隆和序列分析苜蓿丫纹夜蛾核多角体病毒 ( Auto-

grapha cal ifornica multinucleo capsid nuclear po lyhedrosis vi rus, AcMNPV)基因组编码的

egt基因 ,并获得 egt基因部分片段缺失的重组病毒 ,这种缺失病毒具有和野生型 AcMN PV

相同的感染力和毒力 , 但是 , 前者比后者感染幼虫的致死时间缩短 10% ～ 20% , 摄食量减

少 40% , 只是子代病毒多角体量减少了 30%
[1 ]
.

昆虫杆状病毒的 EGT中有一些功能区域是高度保守的 , 本研究就是用 AcMN PV egt

基因中的保守区部分片段作为探针 , 通过 Southern杂交来确定斜纹夜蛾核多角体病毒

( Spodoptera li tura multinucleocapsid nuclea r polyhedro sis v irus, SlMN PV) egt基因的位

置 .

1　材料与方法

1. 1　供试病毒、菌株、质粒和培养基　 AcMNPV,由美国 Federici B A教授提供 , SlMN PV

是由本室保存的中山大学分离株 [ 5] ,载体质粒用 pUC18,大肠杆菌 DH5α菌株为受体菌 ,细

菌培养基为 LB培养基 , 筛选培养基含 50μg /mL的氨苄青霉素 .

1. 2　病毒基因组 DNA的制备　参考文献 [6 ] , 从昆虫病毒多角体中提取病毒 DNA.
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1. 3　核酸杂交探针的制备　用 pU C18克隆包含完整 AcMN PV egt基因 PstⅠ的 G片段

( 6 910 bp)
[ 4] ,用 DEAE纤维素膜的纸片法回收 egt基因中的 EcoRⅠ /XbaⅠ 的片段 ( 1 100

bp) , 按试剂盒说明用地高辛标记作探针 .

1. 4　 Southern杂交及阳性片段的克隆　用上述标记的探针在宽松条件 ( 5× SSC, h= 50%

的甲酰胺 , 31℃ )下与 SlMNPV基因组 DNA的 EcoRⅠ , PstⅠ和 XbaⅠ酶切片段杂交 ,按

试剂盒说明书方法显色 . 用 pUC18克隆 PstⅠ 4 970 bp的阳性片段 , 命名为 pSl PⅡ .

1. 5　 pSl PⅡ的亚克隆及 DNA序列分析　用 pU C18亚克隆 pSl PⅡ上 XbaⅠ 2 600 bp的片

段 , 再亚克隆 2 600 bp上 EcoRⅠ到两端 XbaⅠ的 2个酶切片段 , 然后采用 Pha rmarcia公

司 T7DNA序列分析试剂盒并根据产品说明书上双链 DNA序列分析方法进行测序 .

1. 6　 DNA和氨基酸序列同源比较　用计算机 DNASIS和 PROSIS软件进行分析 .

2　结果和讨论

图 1　 SlMN PV egt基因的物理图谱

Fig. 1　 Ph ysical mapping of SlMNPV egt gene

( a )基因组和 pSl PⅡ限制性内切酶酶切图谱 ;

( b) Southe rn杂交图谱 ( a ) ( b)

1λDNA /EcoRⅠ + HindⅢ ; 2 EcoRⅠ ; 3 PstⅠ ;

4 X baⅠ ; 5 pSl PⅡ /PstⅠ ; 6 pSl PⅡ /XbaⅠ ;

7 pUC18 /EcoRⅠ ; 8λDN A /HindⅢ

用地高辛标记 AcMN PV egt基

因 的 保守 区 部 分 片 段为 探 针 ,

Southern杂交结果表明 , 阳性带分别

为 SlMN PV基因组 DNA2个 EcoR

Ⅰ , PstⅠ 4 970 bp以及 XbaⅠ 2 600

bp的片段 (图 1) ,用相同探针与 pSl P

Ⅱ杂交 , 确定阳性带 XbaⅠ 2 600 bp

的片段位于 PstⅠ 4 970 bp上 (图 1) ,

这与基因组总 DNA XbaⅠ 酶切片段

杂交结果相同 .

以 XbaⅠ 2 600 bp上 EcoRⅠ 到

两端 XbaⅠ的酶切片段的 2个亚克隆

质粒 DNA为模板 ,采用双链 DNA序

列分析方法进行序列分析 ,在 EcoRⅠ

两侧得到 594 bp DN A碱基序列 , 将

此段 DNA序列和推测的氨基酸序列

分别与 AcMN PV [ 4]和海灰翅夜蛾核

型多角体病毒 ( Spodoptera li ttoral is multinucleo capsid nuclear polyhedro sis vi rus, SliMN-

PV )
[7 ]
egt基因 DNA和氨基酸序列进行同源性比较 , 结果表明其 DNA同源性分别为 60%

和 87% , 氨基酸序列同源性分别为 45%和 86. 5% . Bar ret等
[8 ]根据 5种 EG T一级结构同

源性比较发现了 5个保守区 ,第Ⅱ ,Ⅲ区可能涉及 EGT的底物结合位点 ,第Ⅳ区是最大的、

也是保守性最高的区域 , 在这个区域内高度保守的 P-V-P-P/S被认为是与维系蛋白质的空

间构象有关 . 根据这段 594 bp DN A碱基序列所推测的氨基酸残基序列和 Sl iMN PV氨基

酸序列 [7 ]的同源比较 ,发现位于第Ⅲ区和第Ⅳ区也有 P-V-P-S的结构 (图 2) .因而 , SlMN-

PV的 egt基因定位在 PstⅠ 4 970 bp以及 XbaⅠ 2 600 bp的片段上 , 已知部分序列与

SliMN PV的 egt高度同源 ,尽管与 AcMN PV egt同源性不高 ,但是它们都具有相同位置的

与维系 EGT的结构和功能密切相关、 高度保守的氨基酸残基 . 全序列测定正在进行中 .
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S lMN PV　 TV TRVNYMGLV RM ISAQ FEHE
                   

S liM NPV TV TRVNYL GL ARM ISAQ FEHE

QV KRLLKSKRTFDV IIIEAFV SYP
                    
QV KRLLRSNQTFDV IVIEAFV SYP

L IL SYFFKN APV ILISSGHGV
                 
L IL SYFFKDT PV IQISSGHG T

AENFETM GAV ARHPV YYPNM
                    
AENFETM GAV ARHPV YYPNM

WRDRFKDLSVWQTV RQV YT EIR
                    
WRDRFKGLSVWQTV RQV F T EIR

LYREFSQ LDADQN AM MKRQFGTK
                    
LYMEFSQ LDADQS AM MKRQFGS K

V PD
   
P DV

V DV LRENV HM LFVN T HPM FDNN R
                  
V DALRKNV HMMFVN T HPV FDTN R

PV PSNV QYLGGI HIDET-TAYAEEIDD
                    
PV PSNV QYLGGI HIDPAVTSV ADEIDN

DLAEFLEN STM GVVY
               
DLAEFLEN STM GVVY

图 2　 SlMN PV与 SliMN PV EGT的部分氨基酸残基序列比较

Fig. 2　 Comparison of par tial amino acid sequence between SlMNPV and SliM NPV EGT
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Cloning and Partial Nucleotide Sequencing of egt Gene of

Spodoptera litura Multinucleocapsid Nuclear Polyhedrosis Virus

Yan Qingsheng 　Pang Yi　 Nong Guang　Ouyang X iaoguang　Long Qingx in

Abstract　 The ecdysteroid U DP-g lucosy lt ransferase ( EGT ) gene of Spodoptera l itura

multinucleo capsid nuclear polyhedro sis virus ( SlMN PV ) , w hich located w ithin a PstⅠ 4

970 bp region, w as cloned using Autographa californica multinucleocapsid nuclea r polyhe-

drosis v irus ( AcMN PV ) egt gene as a probe and southern hybridization method. Partially,

594 nucleo tides ( nt ) of XbaⅠ 2 600 bp fragment wi thin PstⅠ 4 970 bp region was se-

quenced. The predicted peptide of the 594 nt exhibi ted a 45% and 86. 5% amino acid iden-

ti ty wi th the egt polypeptides f rom AcMN PV and Spodoptera lit toralis multinucleocapsid

nuclear polyhedrosis virus ( SliMN PV ) , respectiv ely.

Keywords　 Baculov irus, Spodoptera l itura multinucleo capsid nuclear polyhedro sis vi rus,

egt gene, cloning and sequencing
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