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`
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摘 要 本文对 s1 N P v 基因组作了酶解分析
.

测得其基因组大小为 14 5 k b
.

并用双酶法确定

了 sl N P v 基因组的 iH nd . 和 PS t l 物理图谱
.

以含 A c N P v 多角体基因的质粒 p A C 一 I 的 aS l

I 一 C 片段为探针
,

对 SI N P v D N A 酶切片段 os u the r n
转印杂交结果

,

初步判断多角体基因定位

于 SP t l 一 B / c /D 片段
、

B g l l 一 C / D 片段
、

斑 m H I 一 B / C 片段和 E e o R I 一 A ` B 片段 上
,

且 S IN p V

与 A c N P v 多角体蛋白基因有 64 %的同源性
.

而 以大肠杆菌质粒 p U C 19 为载体对 SI N P v 的多

角体基因试克隆
,

得到带有 B8 1 I 一 sP tl 双酶切片段的 2 个克隆子
.

对这两个杂交阳性克隆子

之一的核昔酸序列测定
.

表明插入片段与 B m N P v 多角体基因上游序列亦有一定同源性
.

关键词 斜纹夜蛾 N P v
.

基因组
,

酶解分析
.

多角体基 因
,

克隆
.

序列分析

分类号 8Q 1

斜纹夜蛾 (s 尹月t o

terP
o ld 二

。 ,

sl ) 核型多角体病毒 (s NI P V ) 属杆状病毒科核型多角体

病毒属的单核 衣壳核型多角体病毒亚 属
〔 ’ J ,

国内外对其生物学特性进 行过研究并已作为

生物杀虫剂在大 田应用
〔 ,

·

’ 〕
.

中山大学 昆虫学研究所已经建立 了斜纹夜蛾 人工饲料大规模

连续饲养和细胞离体培养等各种技术
’

·

5 ,
并在国内率先开展了组建斜纹夜蛾核型多角体

病毒基因工程表达载体的可行性研究
.

本文从 sl N P v 基因组的限制酶切分析入手
.

初步总结出 SI N P v 基因组的 iH dn 班和

sP t l 限制酶切物理图谱
,

并对多角体蛋白基因进行了定位和克隆
;
克隆质粒经部分测序

并在计算机辅助下在核酸序列库中进行了同源性 比较分析
.

1 材料与方法

病毒

斜纹夜蛾 N P v 分离 自广州市郊 区感染的斜纹夜蛾幼虫
L 6 ,

.

病毒的增殖
、

病毒 D N A 的

收稿日期
: 一9 9 3

一
0 5

一

0 5

!

国家自然科学基金资助项 目
; , 二

现在通讯地址
:

广 东省微生物研究所
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分离提纯和酶切 电泳按文献
〔了

,

` ’
所述方法进行

.

l
·

2 质粒构建

按 M an iat is 方法
〔9 ,

.

质粒 p U C 19 购自华美生物工程公司
.

p A c 一 I 由辽宁省蚕业研究

所范琦先生提供
,

系为首蓓
`

(纹夜蛾 N P v ( A c N P v ) 基因组 cE
o R I 一 I 片段插入 p A T } 53

而构成的重组质粒
〔 ’ 。 , ; 噬菌体 M 13 m p I S购 自美国 N e w E n g l a n d B io l a b s 公司

.

限制性 内切

酶
、

连接酶等均 为 N e w nE gl a dn iB ol ab s 公司和华美生物工程公司产品
,

反应条件按厂家所

附使 用说 明
.

1
.

3 重组质粒的筛选与鉴定

利用质粒 ( p U C 19 ) 和噬菌体 ( M 13 m p 18 ) 的选择标记进行筛选
.

即在含 x 一 g a l 的

L B 琼脂平板上挑选形成白色的菌落或白色噬菌斑
.

而 后通过酶切电泳分析鉴定重组子
.

再通过 so ut he r n 转印杂交技术和序列测定技术予以 确证
.

l
,

4 D N A 分子杂交

按文献山和 川
〕
方法

.

主要试剂中
,

甲酸胺为国产 A R 级试剂
,

杂交前 用混合床离子交

换树脂处理
·

甲酸胺混合床离子交换树脂 ( I o n E x e h a n g e R e s in
,

M B 一 ) 购自美国 s
e r v a

公 司
,

同位素及缺 口翻译试剂盒 ( N i e k T r a n s la t io n K it ) 购 自英国 A m e r s h a m 公司
.

探针制

备按 A m er s ha m 公司缺 口 翻译试剂盒所提供的材料与方法进行
.

1
·

5 D N A 序列测定

序列分析 试剂为 N
e w E gn lan d iB of a bs 公司产品

.

核昔酸序列测定采用 sa n
ge

r 的末端

终止 法
〔` ’ 〕和 M e ss i n s 的 M 13 克隆

一
模板 系统

〔’ 3 〕 ,

综 合 P h a r m a e ia
,

B i e h r ; n g e : 、喧。 : ;
·
卜 。 ;

。 .

A m e r s h a m
,

B `“ r a d 和 U n i , e d s , a ` e s B i oc h e m i e a l等公司的操作手册操作
.

2 结 果

.2 ! SI N P V D N A 的酶解分析及其墓因组的物理图谱

S IN P v D N A 用 H i n d 正
.

B g l l
,

p s t l
,

aB m H I 和 E e o R I 消化后
,

其中
,

S IN p v D N A

经 iH nd 班
.

sP t l 和 iH nd m + sP t l 完全酶解后
.

分别得到 8个
、

曰个和 22 个片段 ( 图

略 )
,

各 片段大小详见表 1
.

由酶解片段大小累加总和计算的 SI N P v 基因组大小约为 14 5 kb

p l N p V 基因组的 H l n d m和 p s t l 物理图谱

( P I N P v 口l] S I N P 、
`
)

A Ph y s l e a l m a P o f S IN P V g e n o m e f o r rh e

R e s t r l e r一o n e n z y m e H in d 厄 a n d P s r l

即.jsF
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(表 1)
.

由于双酶解 片段数 目与两个单酶解的 片段数之和相等
,

因此设定无酶解片段的丢

失
.

在此基础上
,

根据各 片段的大小推测它们之间的重叠关系
,

继而推测各连接组如表

2所示
.

综合各连接组
,

得出了 SI N P v 基因组 iH dn 砚和 sP lt 的物理图谱 ( 图 1)
.

表 1 S IN p V D N A 各晦解 片段的分子大小 的近似值

T a b
.

1 S i z e ( k b ) o f S IN P V D N A r e s r r ie t i o n f r a g m e n st

H i n d m 片段 p s t l 片段
H i n d l 十 R t

双酶解片段

,d11工JJ
ù

U1194g
J八U:J-
月, J,月内了八了é八UJ,OJ工了咋才几̀,̀

ó
“甘nUQ材-
内匕月b,JOJ0J9一,̀O目一了,曰,自O口-八UCU...............

……
;口吸UnUQU0000,t1l内blóJ̀,J,

J
,九O,dcjgd,自,úÒ心̀

.

.

..吸.ó,..皿

-,̀吸J
月叨匕Jnb

abcdefghikjlmc

大小

( k b )

3 5
.

0 0

3 5
.

0 0

16
.

7 6

大小

( k b )

3 3
.

10

一/000口八U-,ù
OJJ’I工工Jùbt

.

IùXQUnU-,曰

11111111·-,一,ù口̀

令曰Qd1n
léō了nU日̀óō了,
.óUlqJ

.

r7
.

QU06--O
甘,口nJQéO心,ù-n
Un

.......

……
,̀ō了,口ōb弓̀内b几b
.月J寸口,口,éq̀q̀

吸.
.
.
.....
..
...
.
.̀...
.
....
二

尸Oū11了2曰一rOJQ乙q乙月j月翎
..

…
d99ó,一Où8

ABGDCFEH

基因组大小 】4 3
.

1 5 14 5
.

9 7 1 4 5
.

8 1

表 2 sl N P v D N A 双晦解片段与单晦解片段的重 叠关来

T a b
.

2 A s i n s l e a n d d o u b l e d i s se
t i o n 种 s r r i e t i o n f r a g m e n st o f o v e r la P P in g

H i n d 口

片段

与 H i n d . 重叠

的双酶解片段

八 t l

片段

与 sP t l 重叠

的双酶解片段

A 】
.

3
.

1 5 a 1
.

2

B 2
.

6
,

1 0
.

13 b 7
,

! 1
.

1 8

C 4
.

1 4
.

2 0
e 4

,

8

D 5
.

1 9
.

2 1 d 3
。

1 4

E 9
.

1 7
.

】8 e s
,

9

F 8
.

】1 f 6
,

1 2

G 12
,

16
,

2 2 9 16
.

19
H 7 h 10

1 13

J 15

k 17

1 2 0

m 2 1

n 夕夕

2
.

2 sI N P v 多角体蛋 白墓因的定位

考虑到核型多角体病毒的多角体蛋白基因具高保守性
〔” 一 ” , ,

因此用含 A c N P v 多角
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(表 1)
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.

.

..吸.ó,..皿

-,̀吸J
月叨匕Jnb

abcdefghikjlmc

大小

( k b )

3 5
.

0 0

3 5
.

0 0

16
.

7 6

大小

( k b )

3 3
.

10

一/000口八U-,ù
OJJ’I工工Jùbt

.

IùXQUnU-,曰

11111111·-,一,ù口̀

令曰Qd1n
léō了nU日̀óō了,
.óUlqJ

.

r7
.

QU06--O
甘,口nJQéO心,ù-n
Un

.......

……
,̀ō了,口ōb弓̀内b几b
.月J寸口,口,éq̀q̀

吸.
.
.
.....
..
...
.
.̀...
.
....
二

尸Oū11了2曰一rOJQ乙q乙月j月翎
..

…
d99ó,一Où8

ABGDCFEH

基因组大小 】4 3
.

1 5 14 5
.

9 7 1 4 5
.

8 1

表 2 sl N P v D N A 双晦解片段与单晦解片段的重 叠关来

T a b
.

2 A s i n s l e a n d d o u b l e d i s se
t i o n 种 s r r i e t i o n f r a g m e n st o f o v e r la P P in g

H i n d 口

片段

与 H i n d . 重叠

的双酶解片段

八 t l

片段

与 sP t l 重叠

的双酶解片段

A 】
.

3
.

1 5 a 1
.

2

B 2
.

6
,

1 0
.

13 b 7
,

! 1
.

1 8

C 4
.

1 4
.

2 0
e 4

,

8

D 5
.

1 9
.

2 1 d 3
。

1 4

E 9
.

1 7
.

】8 e s
,

9

F 8
.

】1 f 6
,

1 2

G 12
,

16
,

2 2 9 16
.

19
H 7 h 10

1 13

J 15

k 17

1 2 0

m 2 1

n 夕夕

2
.

2 sI N P v 多角体蛋 白墓因的定位

考虑到核型多角体病毒的多角体蛋白基因具高保守性
〔” 一 ” , ,
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N P v 杀虫剂时颇受注意的区域
.

因此
.

对这 一基因的定位
、

克隆和分析是 N P V 分子生物

学研究中最重要的工作之一 本文在一般酶解分析的基础 上
.

对 s1 N P V 多角体蛋白基因

在其 O N A B gl 1
.

sP t l
,

aB m H I 和 E co R { 酶解图谱 上同时进行定位
·

并对其进行试克

隆和序列测定
,

这在国内尚属首次
.

s 一N P v n N A 通过 H i n d 1
.

B g l 卜 P s : 1
.

B a t o H l
’

和 E e o R I 的酶解分析
.

测得其平

均分子量为 ! 峨s k b
,

结果的重复性
、

一致性较好
.

诚然
.

由于这类病毒基因组庞大
,

对其

D N A 进行分子量测定
.

误差是不可避免的
.

尤其是通过酶解 后琼脂糖凝胶水平电泳测定

分子量
,

由于存在小分子量带丢失和大分子量带计算编差大等因素
.

直接影响到对片段

间重叠关系的推测
,

因此
,

用这种方法结合数学分析所得到的 N P v 基因组就可能有多种

结果
.

本文在推测物理图谱时
.

也考虑了酶解 片段间重叠
、

连接 关系的多种可能性
.

经

比较分析
,

我们认为表 2所反映的单
、

双酶解片段间关系
.

可使得各单酶解片段的实测分

子量
,

与所含双酶解 片段分子量之和最 为接近
.

我们所得到的 sl N P V (广州株 ) 物理图谱

与 SI N P v (武汉株 ) 的物理图谱
毛’ 8 〕

有所差别
.

这种差别是否恰好反映了不同株 sl N P V 基

因组之间的结构差异
,

或仅由各 自的测量
、

推算的偏差所引起
.

或两者兼而有之
.

有待

进一步确定
.

本文通过
s ou t h er n 转印和分子杂交发现 sl N P v 多 角体基因定位于 B gl n 一 c / D 片段

、

sP t l 一 B / c / D 片段
、

B a m H I 一 B / c 片段
、

E c o R I 一 八 B 和 I 片段上
·

在这 里应当说明

的是
,

在基因组物理图谱未确定以前
.

由于酶切 电泳很难将 B gl n
一

c 和 D 片段清晰分开
.

即两者的电泳迁移率基本一致
.

因此
.

听谓 c 和 D 片段在电泳分析水平上的意 义是等同

的
,

所以本文用 B gl l 一 C / D 的方式表达 别 D N A 多角体蛋白基因在酶切电泳水平上的定

位
.

而
“
SI N P v 多角体蛋白基因定位于 gB l l 一

C / D 片段上
”

则表示有两种可能睦存在
: 一

为 2个 片段均有可能都是多角体蛋白基因位置之所在
,

也即该基因在其编码区 及调控区 内

存在 B gl l 切点
; 一 为多角体蛋白基因定位于 c 或者 D 片段 上

,

非此即彼
.

同样
,

B a m H

I 一 B / e
,

E e o R I 一 A / B
,

P s t l 一 B / e / n 的片段也存在相同的情况
.

由此可 见
.

s l N p v 多

角体蛋白基因均定位于几种酶的酶解大 片段上
.

这些大 片段经另一种酶消化后有可能得

到含该基 因的较小片段
.

因此
.

为避开克隆 D N A 大 片段的困难
,

我 们采用了 sl N P V D N A

的 B gl l 一 sP t l 双酶切片段随机克隆的策略
.

我们还在多次杂交试验中发现
,

A c N P V 多

角体基因探针与 SI N P V 基因组相应区域仅能在 3 5 C
、

2 0% 甲酸胺这一非严格条件下呈弱

阳性杂交反应
.

由此我们推断 sl N P v 与 A c N P V 多角体蛋 白基因间同源性约为61 %
.

这一

结论将有助于多角体蛋白基因的克隆及核昔酸序列测定工作
.

对打点杂交阳性的重组质粒之一进行的核昔酸序列测定的结果
.

插入片段与 Bm N P v

多角体基因上游序列有一定同源性
.

但由于 别 N P v 与 吮N P V 和 B m N P V 多角体蛋 白基因

之间核昔酸序列的同源性 都不高
.

而 N P v 的多角体基因
、

p OI 基因
、

核衣壳基因等晚期基

因的 5
’

调控区 中的启动子和增强子序列又都具有一定的同源性
,

因此
,

我们认为测得的序

列最可能是 SI N P V 基因组中靠近多角体蛋白基因的一段非编码的控调区
.

但这个结论仍

有待今后对该片段下游的 D N A 序列的测定
、

比较和分析来证实
.
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