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摘 要：通过对文山松毛虫质型多角体病毒（!"#$%&’()*+ ,*#-./.*+ @+;A6/;+;A5A :0B’C(/A45: C’(03
6+9-’A5A D5-.A，EC8FG&）的增殖、纯化，获得一株单一类型的质型多角体病毒。提纯的病毒粒

子经 HEH3热酚法抽提得到基因组 9HI1J，使用低熔点琼脂糖凝胶电泳分离并回收纯化第九片

段 H<。H< I1J 双链经高温变性，逆转录合成 :E1J 双链。根据 EC8FG& 与 K4FG&3# 的同源性

设计引物，将 H< 进行 GFI 扩增后，克隆到 GLE#M3N 载体上。最终获得一个 <==,C 的序列，其

中包含一个 <?",C 的开放阅读框（OI*）。推测 EC8FG& H< 基因编码一个 "$% 个氨基酸的蛋

白，分子量约为 "PP?%。
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文山松毛虫（!"#$%&’()*+ ,*#-./.*+ @+;A6/;+;A5A N)）是我国主要的林业害虫，每年造成

巨大的林业资源损失和经济损失。文山松毛虫质型多角体病毒（ !"#$%&’()*+ ,*#-./.*+
@+;A6/;+;A5A :0B’C(/A45: C’(06+9-’A5A D5-.A，EC8FG&）是我国特有的一种质型多角体病毒［#］，

在森林生物防治方面可以发挥重要的作用［$］。此病毒 #<<" 年首先由云南林业科学研究

所和武汉大学共同分离鉴定。其基因组由十个节段的双链 I1J 组成，但在 #S琼脂糖凝

胶电泳时只呈现 < 条带，其中第二条（约 "MP%,C）和第三条（"M!%,C）无法分开。其电泳图

谱与家蚕质型多角体病毒 # 型（0&)123 )&%( F0B’C(/A45: G’(06+9-’A5A &5-.A N0C+ #，K4FG&3#）

一致，推测它们同属 # 型 FG&。

目前对于 EC8FG& 的研究只限于核酸分离，组织病理，免疫学，复制方式，提纯及加工

工艺，安全实验及大面积林间防治等方面，其分子生物学水平的研究报道较少［" T P］。其所

属的 FG& # 型病毒目前也只有 K4FG&3# 的两个毒株（U 株和 V 株）以及一种舞毒蛾质型多

角体 # 型（42)/#.%(/ $(+,/% F0B’C(/A45: G’(06+9-’A5A &5-.A N0C+3#，W9FG&3#）的全序列得到了

测定。这与呼肠孤病毒其他属的研究相比，明显滞后。通过对 EC8FG& 的各个基因组片

段 :E1J 克隆，构建其 :E1J 文库，然后进行各基因组片段序列的测定，不仅可以填补此研

究领域的空白，为该病毒的同源性研究，分类研究，进化研究，蛋白质空间结构研究奠定基

础，同时也为其应用研究提供了理论依据。本实验室对 EC8FG& 第 < 片段 H< 的编码序列



进行了 !"#$ 克隆和序列测定。通过序列分析比较发现，"%&’() 和 *+’() 第九片段的

编码区存在 ,-. 个核苷酸的差异，均为碱基转换，其中 ,,/ 个是同义突变，体现在氨基酸

水平上有 00 个氨基酸的变化。"%&’() 和 12’() 第九片段的编码区存在 ,34 个核苷酸的

差异，均为碱基转换，其中 ,0. 个是同义突变，体现在氨基酸水平上有 -0 个氨基酸的变

化。现将结果报告如下。

! 材料和方法

! 材料

!"!"! 病毒：文山松毛虫质型多角体病毒（"%&’()）由本实验室保藏。

!"!"# 试剂：逆转录酶 5651) 及 2#7( 购自 (89+:;< 公司；限制性内切酶、高保真 7<=:>酶
和 %5",467 载体（0.?0@%）试剂盒购自 7<A<B< 公司；! C "#$% "D3!由本实验室保存；B76(’B
引物由上海生工合成，序列如下：

引物 , 3E F G$7’$7’$7GG$$G’’77’77$’7’ F -E
引物 0 3E F $G’G$’$’7$77’7G$7$’$7’ F -E
引物 - 3E F G$’G$7$GG’7G’$’’77’ F -E

!"# 方法

!"#"! 病毒的增殖、纯化和 2HB#$ 的抽提：病毒的增殖、纯化参考 $8:II< 等人的方法［.］，

经过差速离心、蔗糖梯度离心和多角体的碱解，获得纯化的 "%&’() 江西株病毒粒子。采

用 J"J6热酚法从病毒粒子中纯化 B#$。

!"#"# J? 的分离纯化：江西株 ’() 核酸经 ,K的低熔点琼脂糖凝胶电泳分离，于紫外灯

下切下含 J? 的凝胶，采用低熔点琼脂糖法回收。经无水乙醇沉淀后，溶于少量无 B#$ 酶

的 22D0L 中。

!"#"$ !"#$ 第一链的合成及其 (’B 扩增：取 3MMN; 纯化的基因组单一片段 J? 溶于无

B#$ 酶的 22D0M 中，,MMO水浴加热 3+PN 使之变性。!"#$ 第一链合成参考 D<;P&<8< 等人

的方法［?］，取 3MMN; B#$ 样品与引物 , 和引物 0 各 3M%+9I，在 QMO下退火，然后再加入

2#7(，5651) 逆转录酶，合成 !"#$ 第一条链。随后进行 (’B 扩增，加入引物 , 和 0 各

3M%+9I，7<=:>聚合酶 0R3 单位，扩增条件：?/O变性 -MH，30O退火 ?MH，Q0O合成 .MH，-M 个

循环后，于 Q0O放置 ,M+PN 使延伸反应充分进行。由此得到 /M3@% 片段。

使用引物 , 和引物 - 作为 B76(’B 引物，(’B 退火温度为 3MO，其他条件不变，由此

得到 .Q?@% 片段。

!"#"% !"#$ 克隆：用低熔点琼脂糖凝胶电泳回收纯化 (’B 产物。按照 %5",467 载体系

统操作手册，回收的 (’B 产物和载体 "#$ 的量分别为 -MMN; 和 ,MMN;，连接过夜。连接产

物转化 ! C "#$% "D3!感受态细胞后，涂于含有 $+%ST(7GSU6;<I 的平板。

!"#"& 重组质粒的筛选和鉴定：经选择培养基筛选，碱裂解法快速制备质粒 "#$，琼脂

糖凝胶电泳及酶切鉴定重组 "#$。

!"#"’ "#$ 序列测定和分析：以 !"#$ 阳性克隆子作模板，引物采用质粒载体上的通用

引物，正、反向进行双链测序。自动测序由上海博亚公司完成。
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! 结果

!"# 病毒的 $%&’( 图谱

!"#$%&’()*+, 在 -.的琼脂糖凝胶电泳结果见图 -。此核酸图谱显示，文山松毛虫

$%& 的核酸基因组至少有 -/ 个节段，与舞毒蛾质型多角体病毒，和家蚕质型多角体病毒 -
型（01$%&’-）基因组图谱一致。

!"! )* 的回收和 &+,-.&
图 - 中可看到，回收的 23 的迁移率与基因组中对应片段完全吻合。根据已发表的

01$%&’- 23 的全序列［4］，设计合成包含起始密码的上游引物 - 和终止密码的下游引物 5。

*6’%$* 扩增结果见图 5。扩增产物约为 7// 8"，经过测序，该片段长 7/9 8"，与 01$%& 的

23 序列 ::/ ; -/9/ 8" 高度同源，且两端序列均与引物 5 匹配，推测是下游引物 5 在 ::/ 8"
左右处反向错配，阻断了预计的全长编码序列的合成。根据已经得到的序列设计引物 <，

使用引物 - 和引物 < 进行 *6’%$* 反应结果见图 <。产物大小略大于 :9/ 8"，符合预期的

结果，经过测序，该片段长 :43 8"，与 01$%& 的 23 序列 4/ ; 49/ 8" 高度同源。

图 # /01.-2 基因组及第九片段的回收

=>?@- !"#$%& ?ABC1A DB( )A"DEDF>CB

DB( "GE>H>IDF>CB CH 23

- @JDEKAE!!+,L!"#*M N $%&( MMM；

5 @ !"#$%& ?ABC1A；< @ %GE>H>A( 23 @

图 ! /01.-2 的 )* 片段的 -.& 扩增

（引物 # 和 !）与阳性克隆鉴定

=>?@5 %$* CH 23 DB( %$* DBDOP)>)

CH EAIC18>BDF>CB "OD)1>(（"J!-Q6L7//8"）

-@ JDEKAE!!+,L$%&( MMM；5@ %$* CH 23（ %E>1AE：- DB( 5）；

< @ %$* CH >B)AEF )A?1ABF >B EAIC18>BDF>CB

"OD)1>(（"J!-Q6L7//8"）@

!"3 重组质粒的酶切鉴定

小 %$* 片段的重组子限制性内切酶鉴定结果见图 7。阳性重组质粒经 !"#*"L$%&(#双

酶切后，得到大小两个不同的片段。较大的片段是载体质粒，约为 5:3/ 8"，与载体大小相

符；较小片段是插入片段，约为 7// 8"，与 !"#$%& 第 3 片段的较小的 %$* 产物的大小相

符。

大 %$* 片段的重组子限制性内切酶鉴定结果见图 9。阳性重组质粒经 !"#*"L$%&(#双
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酶切后，得到大小两个不同的片段。较大的片段是载体质粒，约为 !"#$ %&，与载体大小相

符；较小片段是插入片段，约为 "’$ %& ，(&)*+, 的第 # 片段的较大的 +*- 产物的大小相

符。

图 ! "#$%&’ 的 () 片段的 &%* 扩增

（引物 + 和 !）与阳性克隆鉴定

./012 +*- 34 5# 678 +*- 6769:;/; 34

<=>3?%/76@/37 &96;?/8（&A(BCDE"’$%&）

B 1 A6<F=<!(GHE !"#8 III；

! 1 +*- 34 5#（ +</?=<：B 678 2）；

2 1 +*- 34 /7;=<@ ;=0?=7@ /7 <=>3?%/76@/37

&96;?/8（&A(BCDE"’$%&）1

图 , 重组质粒的限制性酶切鉴定

./01J -=;@</>@/37 6769:;/; 34

<=>3?%/76@/37 &96;?/8（&A(BCDEJ$$%&）

B 1 A6<F=<!(GHE!"#8 III；

!1 -=;@</>@/37 6769:;/; 34 <=>3?%/76@/37 &96;?/8
（&A(BCDEJ$$%&）%: $%&-I 678 !"#8 III；

21 -=>3?%/76@/37 &96;?/8（&A(BCDEJ$$%&）1

图 - 重组质粒的限制性酶切鉴定

./01’ -=;@</>@/37 6769:;/; 34 <=>3?%/767@
&96;?/8（&A(BCDE"’$%&）

B1 A6<F=<!(GHE!"#8 III；
! 1 -=;@</>@/37 6769:;/; 34 <=>3?%/76@/37

&96;?/8（&A(BCDEJ$$%&）%: $%&-I 678 !"#8 III；

21 -=>3?%/76@/37 &96;?/8（&A(BCDE"’$%&）1

./, 重组质粒的 &%* 鉴定

图 ! 中第 B 泳道是以小 +*- 片段的阳性克

隆子为模板，用载体的通用引物对插入片段进

行 +*- 的结果。其大小与第 ! 泳道中 (&)*+,
的第 # 片段的较小的 +*- 产物的大小相符。

图 2 中第 B 泳道是以大 +*- 片段的阳性克

隆子为模板，用载体的通用引物对插入片段进

行 +*- 的结果。其大小与第 ! 泳道中 (&)*+,
的第 # 片段的较大的 +*- 产物的大小相符。

./- 序列测定和分析

5# -DK+*- 产物克隆片段的序列测定结果

如图 "。

利用大片段 2L端和小片段 ’L端之间 C#%& 完

全匹配的碱基序列，可拼接出一个 #MM%& 的序列

（J$’%& 片段 ’L端的 B" 个不与 "M#%& 片段匹配的

碱基是错配的引物序列），其中包含一个 #"2%&

J! 微 生 物 学 报 J2 卷



大小的 !"#，起始子位于第 $ % &’ 位碱基，终止子位于第 ()$ % (*’ 位碱基。此片段的 + ,
- 含量为 ./01&2，34 值为 $50556。推测文山松毛虫质型多角体病毒基因组的第 ( 片段

编码一种由 /5’ 个氨基酸的蛋白，分子量是 /11)’。其中有 /5 个强碱性氨基酸（7，"）；/&
个强酸性氨基酸（8，9）；&’* 个疏水性氨基酸（:，;，<，#，=，>）；&’5 个极性氨基酸（?，-，!，

@，3，A）。多肽的等电点是 *0*5&，在 BC*0’ 时，带 505.& 个单位的正电荷。

图 ! "#$%&’ () 的 *+,&%*产物的序列测定

#DEF) 3GH IHJKHLMDLE NO IHE4HLP ( DL 8BQ-R>

:：.’1SB；T：)*(SBF

图 * 将文山松毛虫质型多角体病毒基因组的第 ( 片段与 T4-R> 和 <U-R> 基因组的

第九片段编码区进行了比较，结果图 * 所示。8BQ-R> 和 T4-R>V&（; 株）的 @( 编码区序列

相比较，核苷酸序列同源性为 $12，二者有 &/) 个核苷酸的差异，其中 &&. 个出现在密码

子的第三位。8BQ-R> 和 <U-R> 的 @( 编码区序列相比较，核苷酸序列同源性为 $/2，二

者有 &1$ 个核苷酸的差异，其中 &5) 个出现在密码子的第三位。

图 $ 对 8BQ-R>，<U-R> 和 T4-R>V&（; 株）的基因组第 ( 片段编码的蛋白质（?@1 蛋

白）进行了比较。如图 $ 所示，8BQ-R> 第九片段推导的蛋白氨基酸序列和 T4-R>V&（;
株）相比较，同源性为 (/2，二者有 55 个氨基酸的差异。8BQ-R> 与 <U-R> 比较，同源性

为 $(2，二者有 /5 个氨基酸的差异。经 8?:@3:" 分析，发现这些变化对多肽的亲水性，

疏水性没有显著影响。8BQ-R> 与 T4-R> 间 55 个氨基酸的变化中只有位于第 ($，5’/，

5*5 和 5*/ 位的 . 个引起了蛋白质疏水特性的改变。8BQ-R> 与 <U-R> 比较，/5 个氨基酸

转换中只有 &/ 个影响到蛋白质的疏水性。它们是位于第 &5*，&/’，&/&，&/1，&/)，5’/，5*/，

5$(，5(/，5(1，/’(，/&*，/&$ 位的氨基酸变化。除此之外，三种 -R> 的 ?@1 蛋白均表现为疏

水性，这与 ?@1 蛋白在受染细胞核内出现，参与病毒核酸的复制有密切联系。但是这些

氨基酸的差异，对蛋白质二级结构有一定影响，而且主要体现 ?@1 蛋白 - 端。例如，8BV
Q-R> 与 T4-R> 比较，第 5’/ 位氨基酸的变化使 T4-R> 在 5’/ % 5’) 比 8B=-R> 多出一个
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图 ! "#$%&’ 与 ()%&’*+（, 株）和 -.%&’ 的 /0 编码区序列的比较

!"#$% &’()*+",’- ’. /)0&12 34 0"56 56*5 ’. 7(&1289 : ,5+*"- *-; <;&12

:;=-5">*? -@>?=’5";=, *+= "-;">*5=; AB“ $”；

C6= "-"5"*5"’- >’;’- *-; 5=+("-*5"’- >’;’- *+= "-;">*5=; AB“!!!”$

C@+- 结构；/)0&12 与 <;&12 比较，第 D4，EF 位氨基酸的变化使 /)0&12 在 D% G EH 位的!8
折叠在 <;&12 中成为"8螺旋。

1 讨 论

/)0&12 的基因组图谱与 9 型 &12 的基因图谱一致，由此可以初步判断 /)0&12 属于
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图 ! "#$%&’和 ()%&’*+（, 株），-.%&’第九片段编码的蛋白质的氨基酸序列比较

!"#$% &’()*+",’- ’. /0/120/ *("-’ *2"/ ,0310-20 ’. 4)5&67 89 5":;

:;*: ’. <(&67=> ? ,:+*"-（?/0-:"2*@ *("-’ *2"/ ", "-/"2*:0/ AB“ $”）

> 型 &67。在 &67 的 >C 个电泳类型中［%］，目前只有三种 > 型 &67，<(&67=> 的 ? 株、D 株，

E/&67=> 和一种未知型 &67，F-&67 的第 9 核酸片段（89）的序列被测定。通过比较发现，

4)5&67 和三种 > 型 &67 间核酸序列同源性均在 %GH以上，它们编码的蛋白均由 GIJ 个

氨基酸组成，氨基酸序列同源性在 %9H以上。而在不同型的 &67 第九片段的序列间，几

乎找不到同源性。F-&67 89 编码的蛋白由 I%K 个氨基酸组成，在大小上就与 > 型 &67 的

L8K 蛋白不同。此前，笔者对 4)5&67 的多角体蛋白基因进行了序列测定，并与各种已知

的 &67 多角体蛋白基因进行了比较分析，发现 4)5&67 与 > 型 &67 在此基因上的同源性

达到 %%H以上，而此基因编码的蛋白质的同源性高达 9MH以上。显然，相对于编码多角

体蛋白的 8>J 片段来说，89 片段的变异性更大，但在同型 &67 之间仍具有相当高的保守

性。这些结果为 4)5&67 属于 > 型 &67 的推论提供了证据。

对于三种 &67 L8K 蛋白 L 端的 >IJ 个氨基酸来说，它们不仅有高度一致的相似的疏

水性区域和亲水性区域，而且显示相似的二级结构，这些区域的二级结构富含!=螺旋和转

角结构。4)5&67 的 L8K 的 L=末端有 G 个不同的基序区：N+#=EB,=O=EB,，EB,=OO=EB, 和 N+#=
O=EB,。他们分别位于 9!>I，IJ!IG；CI!CC。这几个基序同样存在于 <(&67 的 L8K 蛋白

中，它们与呼肠病毒另一成员人轮状病毒 L8IP 蛋白的 &=末端具有 CPH的同源性，它们也

同样存在于牛轮状病毒 L8IP 蛋白的 G’=非翻译区。L8K 蛋白 L 端的保守性意味着，它们

可能在决定 89 片段编码蛋白的功能方面有决定性作用，是调节 &67 核酸复制所必需的。

与 <(&67 的 L8K 蛋白一样，4)5&67 的 L8K 不含 Q44。Q44 作为 LF6=结合位点，在

在大多数 RLN=依赖的 RLN 聚合酶中是保守的。对 <(&67 的分析显示，其第九片段编码

的 L8K 蛋白是一种非结构蛋白，只在病毒复制的早期表达，并能与 /,RLN 基因组结合，可

能是一种基因表达的调控蛋白。由其 SR! 预测的 L8K 蛋白序列中，第 GP T CG 位碱基的

序列 UE?DVERF 与人脊髓灰质炎病毒（D1(*- 6’@"’W"+1,）的 RLN 复制酶（RLN=/0)0-/0-:
RLN )’@B(0+*,0）的基序（(’:".）X7U4VER8 有 PGH的同源性［M］，而这一段序列在 <(&67=>

MI> 期 王 琼等：文山松毛虫质型多角体病毒（4)5&67）L8K 蛋白基因的 24LN 克隆及序列分析



（! 株和 " 株）、#$%&’() 中均是保守的。据此推测，该序列所在的区域可能是 *+, 蛋白的

重要结构域。
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