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棉铃虫颗粒体病毒增效蛋白基因克隆及在大肠杆菌中表达"
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摘 要：用9:;技术从棉铃虫颗粒体病毒基因组中扩增得到增效蛋白基因<.)序列。9:;
产物酶切后克隆至=>’*?,@AB=-质粒中，核苷酸序列测定表明，有$个核苷酸、2个氨基酸与

C?DEFDG发表的序列不同。继而构建了表达质粒=HI45"F4HD，诱导后经J<J49)CH和 K?,-4

?ADE’&-检测，表明获得了增效蛋白基因在大肠杆菌>L#3（<H5）中包涵体形式的特异表达。

生物测定结果表明，初步纯化的重组增效蛋白具有明显的增效活性，可提高棉铃虫核多角体

病毒对5龄幼虫致死率53M6N75!M3N。重组增效蛋白的获得对研究其增效机理及构建新

型杀虫剂提供了条件。
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3121年IFDFPF发现，粘虫（!"#$%&’#()&$*)+$*,(&）颗粒体病毒（+AFD*’&,B,QBA*,，

C%）和核多角体病毒（D*@’?FA=&’RS?PA&,B,QBA*,，.9%）共同感染虫体时，颗粒体病毒能提
高核多角体病毒对粘虫的感染率和致死率，缩短感染幼虫存活时间，后来证明在其中起增

效作用的因子是颗粒体病毒包涵体中的一种大约3""G<的蛋白，这种蛋白单独没有杀虫
作用，当和多角体病毒一起感染虫体时，才表现出增效作用，IFDFPF将9*C%中的这种蛋
白称为协同因子（,RD?A+B,-B@TF@-&A，JRU），后来CAFDFP&,从粉纹夜蛾（-.),/0+’$")&*)）颗
粒体病毒中发现了具有相同作用的蛋白，他称其为增效因子（QBAF’?DSFD@BD+TF@-&A，

%HU），3115年，:&A,FA&将这类蛋白总称为增效蛋白（H.V).:W.）［3!5］。目前已在1种
颗粒体病毒、!种痘病毒、3种多角体病毒中发现了增效蛋白基因［!!6］。增效蛋白对苏芸
金杆菌（1&,)’’$"(/$.)*2)#*")"，>-）亦有很高的增效作用［!，$］。增效蛋白的作用机理可能
是通过其金属蛋白酶活性，降解围食膜中的肠粘蛋白和糖蛋白，破坏膜的通透性，使病毒

更易进入体腔；也可能是作为接触蛋白附着在肠绒毛表面，促进病毒粒子释放［1，3"］。昆

虫病毒增效蛋白的这种杀虫增效活性，在农业生产上具有广阔的应用前景。

棉铃虫（3#’),04#.+&&.5)2#.&）颗粒体病毒增效蛋白基因开放阅读框为#6"8E=，编
码1"#个氨基酸，分子量3"!G<左右。本文报道VFC%增效蛋白基因在大肠杆菌中的克
隆与表达，并对表达产物的增效活性进行了初步测定。



! 材料和方法

!"! 材料
棉铃虫及棉铃虫颗粒体病毒、棉铃虫核多角体病毒、克隆载体!"#$%&’()!*+,、表达载

体!-./012、菌株345!和"678（3-0）为本室保存；工具酶类购自.2+292公司。-:/
!2;<.=4)>?@)<%#)*ABC9,A&*%D购自"E%?();>%(=2;;?%)D公司。

!"# 棉铃虫人工饲料饲养
见文献［88］；棉铃虫颗粒体病毒的分离及病毒基因组3FG提取见文献［H，87］。

!"$ %&’(&)*+,-(检测
见文献［80］。电泳回收42IJ增效蛋白，注射兔子制备抗血清，二抗为本实验室制

备的辣根过氧化物酶标记蛋白G，一抗与二抗均为8K8111稀释。

!". 引物
根据文献［5］报道的42IJ增效蛋白基因核苷酸序列设计引物，由中国科学院微生

物研究所技术中心合成。5L/端引物为：IIGG..CCG.G.I.C..GCGGCI..G.CI
..CC，0L/引物为：IIGG..C.GIGGCIC.G.CG.....GGCI...C。5L/端引物内含
有的大肠杆菌稀有密码子改成了最嗜密码子，并加入!"#9M和$%&M酶切位点，0L/端引物
加入了’()M位点。

!"/ 0123增效蛋白基因的456扩增
按试剂盒说明操作。反应条件：HNO，7D);；HNO，01&，51O，N5&，P7O，7Q5D);，

5’A’#%&；HNO，01&，R1O，N5&，P7O，7Q5D);，75’A’#%&；P7O，81D);。

!"7 0123增效蛋白基因的克隆及测序

BC9产物及!"#$%&’()!*+,质粒经’()M和!"#9M酶切后，分别回收，连接，转化

345!，蓝白斑筛选阳性克隆，质粒经酶切鉴定，获重组质粒!"#$%/-;，选合适的酶切位点
构建P个亚克隆，分别用双脱氧末端终止法测序。

!"8 表达质粒9:;<$=1<:*的构建及诱导表达

$%&M、$#*M和+")M酶切!"#$%/-;，回收7SPTU片段，与$%&M、$#*M酶切的!-./012
连接，转化345!，质粒经酶切鉴定，获重组质粒!-./012/-;。将此质粒转入"678
（3-0），在含811">／D6卡那霉素的6"培养液中，0PO培养过夜，按8K811放大培养至

,-R11V1SR#1SP时，加MB.I至终浓度7DDE#／6，0PO诱导W?。,3,/BGI-检测。

!"> 包涵体的破碎及纯化
收集诱导表达的菌液，5111>离心5D);，弃上清，适量水重悬后超声波破碎，87111>

离心81D);，7DE#／6F2C#洗涤沉淀，重悬01D);，87111>离心81D);，1S5X.()*E;Y/811
及NDE#／6尿素同上洗涤，重悬于适量水中。

!"? 生物测定［!!］

将42FBJ和表达产物（命名为-;）做81倍系列稀释后用血球计数板计数。设（8）
为FN：即42FBJ7S1Z81NBM"／D6（!E#A?%<(2);’#$&)E;UE<A，多角体）；（7）为FR：即42F/
BJ7S1Z81RBM"&／D6；（0）为FN-;：即42FBJ7S1Z81NBM"&／D6[-;NSNZ81PM"&／D6
（);’#$&)E;UE<A，包涵体）；（N）为FR-;：即42FBJ7S1Z81RBM"&／D6[-;NSNZ81PM"&／
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图! "#$产物及重组质粒鉴定

%&’(! )*+,-&.&/0-&1,1."#$231*4/-0,*3+/156&,0,-27085&*8

!(!96:;<70**+35039+3；=("#$231*4/-1.+,>0,/&,:;<；

?(2@74+AB,/4-C&->!"#)0,*$%&$)；D(2@74+8/3&2EF/4-C&->$%&$)；

G(2BHA?I0AB,/4-C&->’())0,*’&*)；J(2BHA?I0/4-C&->’())(

5KD个处理。另设单蒸水对照和

B,DLDM!IN)@8／5K对照。将棉铃
虫?龄初幼虫单头饲养于!=孔

#OFH<$细胞培养皿中，每孔加少
许人工饲料，并加!I!K上述各处
理液于饲料上。幼虫取食=D>后补
加足量新鲜人工饲料。每个处理

=I头幼虫，重复三次。每天观察并
记录死亡和存活虫数。增效效果用

联合计算法（P+QP-）RP+Q［"!
S"=（!Q"!）］公式计算。查表将死
亡率换算成机率值，与感染后天数

建立回归方程，计算KHGI值。

! 实验结果

!"# $%&产物与质粒’()*+,-.的鉴定
如图!所示，"#$产物电泳结果显示在=LN96附近出现特异的单一:;<条带。酶

切回收后的"#$产物与酶切的克隆载体2@74+8/3&2-连接，转化:TG"，UA’07筛选，挑取白
斑，重组质粒用!"#)和$%&$)酶切，显示有=LN96的片段插入。

!"! /01序列分析

N个亚克隆测序拼接后:;<序列与已发表序列相比较不同的核苷酸及改变的氨基
酸见表!，除"#$引物内改变的核苷酸序列外，我们从中国本土的棉铃虫颗粒体病毒中
克隆的增效蛋白基因:;<序列中有V个核苷酸与W+,60,9（:=VGGV）已发表的来自美国
棉铃虫颗粒病毒的增效蛋白基因不同，相对应的，有G个氨基酸与之不同。这表明，增效
蛋白基因存在着一定的变异。

表# 中国棉铃虫颗粒体病毒增效蛋白基因与美国的相比不同的碱基及改变的氨基酸

H067+! :&..+3+,-608+80,*05&,10/&*86+-C++,T0WX+,>0,/&,’+,+.315#>&,00,*->0-.315YF<

H>+8&-+81./>0,’+*

608+80,*05&,10/&*8

DGJ NJJ
（=GJ）

V?V
（=VI）

!IV!
（?J!）

!!G?
（?VG）

!??V ==IJ
（N?J）

=GJG

T0WX+,>0,/&,（YF<） W H（X） <（H） H（K） H（)） # <（:） H
T0WX+,>0,/&,（#T);<） # #（<） W（<） #（F） #（H） W W（W） W

!"2 原核表达质粒’-3,245,-.的鉴定
将测序证实的质粒2@74+AB,经’())、’&*)和+%#)酶切后回收=LN96片段，定向插

入2BHA?I0多克隆位点’())和’&*)之间，转化:TG"，重组质粒用’())和’&*)酶切，
可获得=LN96的插入片段（图!）。

!"6 重组增效蛋白基因的表达与7/7,$18-鉴定
将酶切证实的表达质粒2BHA?I0AB,转入大肠杆菌@K=!（:B?）中，挑选转化子进行

诱导表达。由于蛋白较大，表达量较低，蛋白表达带不是很明显。超声波硫碎处理后发现
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含重组质粒的菌株有包涵体出现，而含空质粒的对照菌株没有包涵体出现（未显示），

!"!#$%&’分析及 ()*+),-./0+表明，含重组质粒的菌株形成的包涵体正是重组增效蛋
白基因的诱导表达产物（见图1及2）。

图1 34&5增效蛋白基因在大肠杆菌中的
表达及!"!#$%&’分析

67891 ’:;,)**70-0<34&5)-=4->7-8)-)7-

!"#$%&4-?!"!#$%&’4-4/@*7*
A9$,0+)7-B4,C),；19D-?E>)?;’F#2G4／HI1A（"’2）；

29D-?E>)?;’F#2G4#’-／HI1A（"’2）；J9D->/E*70-

.0?@<,0B.,0C)-7-?E>)?;’F#2G4#’-／HI1A（"’2）9

图2 大肠杆菌诱导表达的34&5增效
蛋白包涵体的()*+),-H/0+分析

67892 ()*+),-H/0+0<34&5)-=4->7-7->/E*70-

.0?@<,0B7-?E>)?;’F#2G4#’-／HI1A（"’2）

A9D-?E>)?;’F#2G4／HI1A（"’2）；19D->/E*70-.0?@
<,0B.,0C)-7-?E>)?;’F#2G4#’-／HI1A（"’2）9

!"# 重组增效蛋白基因表达产物的生物测定
结果如表1，尽管增效蛋白自身未对幼虫产生致死效应，但可提高34K$5对棉铃虫

2龄幼虫死亡率2ALMN!2JLAN。由死亡机率值方程，得到KJ’-处理的IFOG为OLO?，

KP’-处理的IFOG为JLQ?，而M?时KJ及KP处理的累积死亡率小于OGN，因此，在这两
个34K$5浓度下，增效蛋白可分别缩短IFOGALO?和1LA?。

表! 重组增效蛋白对34K$5感染棉铃虫的增效活性
F4./)1 F=)*@-),8@0<,)>0B.7-4-+)-=4->7-0-34K$54847-*++=)/4,R4)0<’(%&#$)(*+,,*-&.(*,

S4+), ’- KJ KP KJ’- KP’-

KEB.),0<+,)4+)?/4,R4) 1J 1J PG OO PG OT
KEB.),0<?)4?/4,R4)7-M;0*+#7-<)>+70-?4@* G G 1G 11 2Q! J2!

U0,+4/7+@／N G G 2292 JG9G PO9G MJ9A

!$"G9GA

$ 讨论
尽管34&5增效蛋白和F-&5增效蛋白都有A1个可能的糖基化位点，但F-&5增

效蛋白天然蛋白的含糖量很少，低于糖蛋白染色检出限［2］。真核基因在原核细胞表达时

一般是不能进行翻译后的糖基化修饰的，我们在大肠杆菌中表达的34&5增效蛋白显示
了较强的增效活性，暗示该基因翻译后是否糖基化修饰不是影响该蛋白生物活性的决定

因素。增效蛋白具有金属蛋白酶活性［AG］，体外实验证明可以降解宿主中肠围食膜上的一

种粘蛋白［AJ］和三种高分子量的结构糖蛋白，其糖基化位点可能与其对围食膜上粘蛋白和
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糖蛋白的结合及降解有关［!"］。

大肠杆菌表达系统生产工艺简单，成本低，表达产物形成的包涵体稳定易纯化，对紫

外线的抗性较高，可以与病毒或#$混用，因而有望成为无公害的安全高效的生物防治增
效剂。基因改造和提高表达量的工作正在进行之中。
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-G-F期 刘相国等：棉铃虫颗粒体病毒增效蛋白基因克隆及在大肠杆菌中表达




