
是高度保守的, 如家蚕的A1与A3氨基酸序列

同源性达到95. 5% , A2与 A3 氨基酸序列同源

性达到 94. 9% ;黑腹果蝇中, 42A、5C 与 87E 氨

基酸序列同源性也达到 96. 8%。在利用细胞

质特异型肌动蛋白基因作为测定生物体内其他

基因在mRNA水平表达的内标时, 既要确定细

胞质特异型肌动蛋白的 mRNA 序列, 同时必须

清楚相应生物种类肌肉特异型肌动蛋白的

mRNA序列, 确保内标的 PCR产物不含有肌肉

特异型肌动蛋白的转录成分, 否则 2类肌动蛋

白成分混杂, 失去内标意义。本研究由于只克

隆了八字地老虎的细胞质特异型肌动蛋白基因

并以其为标准设计 RT-PCR引物, 由于引物设

计位置与未克隆的肌肉特异型肌动蛋白可能存

在高度相似性, 其 PCR产物中很可能包含肌肉

特异型肌动蛋白 mRNA成分, 这需要在以后的

试验中通过克隆相应的肌肉特异型肌动蛋白基

因, 以设计针对细胞质特异型肌动蛋白基因的

引物加以解决,以更好地发挥细胞质特异型肌

动蛋白作为内标的作用。
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Abstract  In order to obtain the whole genome sequence of Helicoverpa armigera multiple nucleocapsid

nucleopolyhedrovirus ( HearMNPV) , the genomic DNA of HearMNPV was partially digested by Sau3A I, and the

plasmid vector pUC19 was fully digested by Sal Ñ , and subsequently filled in by the Klenow fragment. After ligation

and transformation, the inserted sequence showing high identity with that of the v-cath gene was acquired and

identified. Its open reading frame ( ORF) has 1 026 base pairs, encoding 341 amino acids. In comparison of its

nucleotide and amino acid sequences with those of other baculovirus, HearMNPV v- cath shows the highest homology

with that of Mamestra configurata NPV-B (MacoNPV-B) , but the lowest homology with that of Cydia pomonella GV

( CpGV) . It is therefore suggested that HearMNPV v-cath had two ways of evolution: one is point mutation and the

other is short nucleotide sequences.

Key words Helicoverpa armigera multiple nucleocapsid nucleopolyhedrovirus, v-cath , sequence analysis

摘  要  为获 得 棉 铃虫 多 核 衣壳 型 多 角体 病 毒 ( Helicoverpa armigera multiple nucleocapsid

nucleopolyhedrovirus)基因组序列, 采用随机克隆方法, 建立 HearMNPV的质粒基因文库, 并通过对插入片

段进行克隆鉴定和序列分析,获得编码组织蛋白酶基因 v-cath。该基因阅读框为 1 026 bp, 共编码 341 个

氨基酸。核苷酸和氨基酸同源性比较结果表明: HearMNPV 的 v- cath 基因与蓓带夜蛾核型多角体病毒 B

( Mamestra configurata NPV-B)的同源性最高, 而与苹果皮小卷蛾颗粒体病毒 ( Cydia pomonella GV CpGV)同

源性最低,由此认为, 杆状病毒科的 v-cath 基因在进化上存在 2 种进化方式: 一类以点突变为主,基因长

度变化不明显;另一类突变以小片段的碱基增减为特征。

关键词  棉铃虫多核衣壳型多角体病毒, 组织蛋白酶基因( v-cath ) , 序列分析

  杆状病毒是指病毒粒子外表呈杆状, 其基

因组大小在80~ 180 kbp 之间的单分子双链环

状超螺旋 DNA
[1]

,是农林重要害虫的自然控制

因子,主要是对鳞翅目、膜翅目和双翅目进行防

治
[ 2, 3]

,用它作为外源基因的表达载体具有高

效、安全、易操作等优点,可有效地用于真核表

达系统
[ 4]
。

棉铃虫 Helicoverpa armigera H�bner 是一种

杂食性的经济害虫, 可导致棉花、玉米、烟草、西

红柿及小麦等植物及蔬菜的损失, 利用棉铃虫

病毒进行综合性生物防治是目前的一个重要策

略,美洲棉铃虫单核衣壳核型多角体病毒

(Helicoverpa zea NPV, HzSNPV)是在 1970年第

一个注册的商业杆状病毒杀虫剂, 在美国广泛

用于棉铃虫的防治
[ 5]
。棉铃虫单核衣壳核型多

角体病毒(Helicoverpa armigera NPV, HearSNPV)

在中国也广泛用于棉花和蔬菜的防治, 在 1999

年就有100 000 hm
2
的棉花通过 HearSNPV 商业

病毒进行防治
[ 6]
。在 1978年曾在华东地区田

间分离出棉铃虫多核衣壳型多角体病毒

( Helicoverpa armigera multiple nucleocapsid NPV,

HearMNPV)
[ 7]

,然而目前还未见对棉铃虫多核

型多角体病毒的基因及基因组组成的报道,因

此,我们建立了棉铃虫多核型多角体病毒质粒

基因文库,对插入片段进行克隆鉴定和序列分

析,发现了与杆状病毒组织蛋白酶基因 v-

cath
[ 8]
同源性较高的片段,并对其序列进行了分

析。

1  材料与方法

1. 1  材料及主要试剂

棉铃虫多核型多角体病毒( HearMNPV)由

中国科学院动物所秦启联组提供; 大肠杆菌

DH10B、载体 pUC19由中国农业科学院生物技

术研究所保存;限制性内切酶、T4DNA连接酶等

均购自 Promega公司。LB液体培养基和固体培

养基按照文献
[ 9]
的方法配制。
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1. 2  实验方法

11211  棉 铃 虫 多 核 型 多 角 体 病 毒

(HearMNPV)基因组 DNA的制备  病毒多角
体经反复离心纯化后镜检, 用 0. 1 molPL
Na2CO3和 0. 15 molPL NaCl缓冲混合液 ( pH=

10. 3)充分悬浮裂解多角体,加入SDS至终浓度

0. 5% ,冰浴 10 min,分别经苯酚氯仿抽提后加

入2 倍体积的无水乙醇, 离心去上清, 70% 乙

醇洗涤,干燥后溶于 TE 中, 保存于 4 e 冰箱备

用
[ 10]
。

11212  基因文库构建  首先将 Sau3A Ñ酶进

行适当稀释,对 1~ 3 Lg HearMNPV基因组 DNA

进行酶切, 酶切完成后回收约 3~ 5 kb的条带,

在 dATP 和 dGTP 存在的条件利用 Klenow 对

S au3A Ñ酶切产生的粘性末端进行半补齐; 电

泳回收 S al Ñ 完全消化的 pUC19, 在 dCTP 和

dTTP存在的条件下,利用 Klenow 对 S al Ñ酶切

产生的粘性末端进行半补齐; 将半补齐产物连

接,转化, 37 e 培养箱内倒置过夜, 单菌落接种

于3 mL LB液体培养基中, 37 e 振荡培养过夜。
少量抽提质粒 DNA,溶于 100 LL 0. 1 @ 1 TE中,

- 20 e 保存备用[ 11]
, 鉴定的阳性克隆子由中国

农业科学院重大工程测序部测序。

1. 2. 3  核苷酸及其编码氨基酸的序列分析  

序列用 BLAST 软件( http:PPwww. ncbi. nlm. nih.

govPblast )与 GenBank 数据库进行比较分析, 氨

基酸序列分析及同源性比较采用 DNAStar 和

Clustal X 软件进行, NetOGlyc 及 NetNGlyc 软件

( ExPASy)分析 O- 糖苷化位点及 N- 糖苷化位

点; PHEsec( EMBL)程序分析蛋白二级结构, 其

它杆状病毒的 v-cath 基因序列均引自 GenBank

数据库。

2  结果与分析

2. 1  HearMNPV v-cath 基因序列分析

在构建的 HearMNPV DNA 的文库中, 对插

入片段测序结果进行检索分析, 获得与 v-cath

类似的基因, 序列分析表明, HearMNPV v-cath

基因的读码框由 1 026 个核苷酸组成, 编码 341

个氨基酸,分子质量约为 37. 6 kD。氨基酸序列

分析表明, v-cath 的第29位氨基酸( T)为一个 O

- 连接的 GlcNAc 糖苷化位点。HearMNPV v-

cath 氨基酸序列二级结构分析表明, 存在 7个A

- 螺旋, 8个 B- 折叠, 该序列具有 3个保守结

构域: 148 ~ 159 QGMCGACWAFAG 为 cysteine

活性中心, 285~ 295 LNHAVLLVGYG 为 histidine

活 性 中 心, 302 ~ 321

YWTIKNSWGPDYGENGYVRI 为 asparagine 活性

中心(图 1)。

2. 2  v-cath 基因的同源性比较

经比对在已公布的 43 种杆状病毒中发现

有 32种有 v-cath同源基因,应用 DNAStar软件

对HearMNPV的 v-cath 基因的蛋白质序列与这

32种 v-cath 同源基因的氨基酸序列进行同源

性比较。结果表明,与 HearMNPVv-cath 基因氨

基酸和核苷酸一致性最高的是 MacoNPV-B, 分

别为 100%和 99% ,与 CpGV 同源性较最低,分

别为 41%和 38% (表 1)。

2. 3  根据 v-cath 基因氨基酸序列同源性构建

的分子进化树

应用 Clustal X软件对 32 种杆状病毒的 v-

cath 基因的氨基酸序列进行同源性比较, 并建

成分子进化系统树(图 2)。从图 2可见, 在已

测序的杆状病毒基因组中, 只在寄生鳞翅目昆

虫的杆状病毒外中发现 v-cath 基因。杆状病毒

分为 2大类:颗粒体病毒( GV)和核多角体病毒

( NPV) ,核型多角体病毒又明显分为两个群: Ñ

群( Group Ñ )和 Ò 群 Group Ò ) , HearMNPV 位

于 Ò 群 NPV 中, 颗粒体病毒自成一类。 Ñ 群

中 11个 v-cath 基因的长度趋于一致,氨基酸数

目为 323或 324个; GV 中的 4 个 v-cath 基因氨

基酸数目介于 327~ 446之间, 而 Ò 群中 v-cath

基因的长度变化较大, 最长的为 HzSNPV 的 v-

cath 基因, 编码 367个氨基酸,最短的为茶尺蠖

核 型 多 角 体 病 毒 ( Ectropis oblique NPV,

EcobNPV)的 v-cath 基因, 编码 299 个氨基酸。

基于 v-cath 基因的长度及其基因的同源性, 认

为杆状病毒的 v-cath 基因存在 2种进化方式:

一类以点突变为主, 相对的基因长度的差异不

是很大;另一类突变以大片氨基酸缺失为特征。
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图 1  HearMNPV v-cath 基因的核苷酸序列和推导的氨基酸序列的分析

下划线表示 2- 螺旋,方框表示B- 折叠, O- 糖基化位点由双下划线标出,阴影表示蛋白质活性区域。

3  讨论

杆状病毒是有囊膜的双链 DNA大型病毒,

宿主域仅限于无脊椎动物,在已测序的 43个杆

状病毒全基因组中, 有 31个寄生鳞翅目的杆状

病毒基因组中存在 v-cath 基因与HearMNPV v-

cath 有同源性, 推测 v-cath 为非必需基因。

HearMNPV与 MacoNPV-B的 v-cath 基因一致最

高, HearMNPV 最早是在中国华东地区分离,

MacoNPV-B分离于加拿大西部南阿尔伯特, 而

且发现 HearMNPV 对东方 粘虫 Pseudaletia

separata 有较好的感染性,而不能感染斜纹夜蛾

#893#2008 45( 6) 昆虫知识  Chinese Bulletin of Entomology  



     表 1  v-cath 基因核苷酸与氨基酸序列一致性比较

杆状病毒(缩写) 核苷酸一致性( % ) 氨基酸一致性( % ) 基因库编号 病毒全称

MacoNPV-B 99 100 NC-004117 Mamestra conf igurata NPV-B

MacoNPV-A 92 98 NC-003529 Mamestra conf igurata NPV-A

SfMNPV 79 86 NC-009011 Spodoptera f rugiperda MNPV

SeMNPV 78 85 NC-002169 Spodoptera exigua MNPV

AgseNPV 77 80 NC-007921 Agrotis segetum NPV

TnSNPV 52 57 NC-007383 Trichoplusia ni SNPV

ChchNPV 51 57 NC-007151 Chrysodeixi s chalcites NPV

AnpeNPV 56 57 NC-008035 Antheraea pernyi NPV

OrleNPV 51 54 NC-010276 Orgyia leucostigmaNPV

EppoNPV 52 55 NC-003083 Epiphyas postvittana NPV

OpMNPV 50 52 NC-001875 Orgyia pseudotsugata MNPV

LdMNPV 51 52 NC-001973 Lymantria dispar MNPV

EcobNPV 51 58 NC-008586 Ecotropis obl iqua NPV

CfDefNPV 54 55 NC-005137 Choristoneura fumif erana DEF MNPV

CfNPV 56 55 NC-004778 Choristoneura fumif erana MNPV

RoNPV 52 54 NC-004323 Rachiplusia ou MNPV

PlxyMNPV 49 54 NC-008349 Plutella xylostella MNPV

AcNPV 52 54 NC-001623 Autographa californicaNPV

HycuNPV 46 53 NC-007767 Hyphantria cunea NPV

BmNPV 53 54 NC-001962 Bombyx mori NPV

MaviNPV 51 52 NC-008725 Maruca vitrata MNPV

CbNPV 52 53 NC-008293 Clanis bilineata NPV

AdhoNPV 47 49 NC-004690 Adoxophyes honmai NPV

SpltNPV 45 48 NC-003102 Spodoptera litura NPV

LeseNPV 45 47 NC-008348 Leucania separata NPV

HearNPV-G4 41 43 NC-002654 Helicoverpa armigeraNPV-G4

HearNPV-C1 38 43 NC-003094 Helicoverpa armigeraNPV-C1

HzSNPV 42 44 NC-003349 Helicoverpa zea SNPV

AgseGV 45 46 NC-005839 Agrotis segetum GV

XecnGV 41 42 NC-002331 Xestia c-nigrum GV

CrleGV 41 42 NC-005068 Cryptophlebia leucotreta GV

CpGV 38 41 NC-002816 Cydia pomonella GV

图 2 32 种杆状病毒 v-cath

氨基酸序列分子进化树状图

Prodenia litura 及甜菜夜蛾 Spodoptera exigua,

MacoNPV-B除了感染 M . conf igurata 外还可以

感染甜菜夜蛾和粉纹夜蛾Trichoplusia ni
[ 12]

, 因

此二者的宿主域存在着不同, 也不存在地理区

域交叉,为深入研究杆状病毒的进化提供线索。

杆状病毒的感染引起昆虫的液化,有助于

病毒的水平传播。v-cath 基因( viral cathepsin L-

like gene ) 又称半 胱氨酸蛋白酶 基因 cp

( cysteine protease gene) ,它的序列与木瓜蛋白酶

家族的半胱氨酸蛋白酶有着明显同源性。缺失

v-cath 基因的重组病毒感染的昆虫死亡后虫体

保持一种正常的白色,虫体内部器官亦保持完

整,这暗示 V-CATH 蛋白与宿主的液化即组织

的降解有着直接的联系
[8]
。有报道用双拷贝

v-cath 基因的重组 AcMNPV 杆状病毒与野生型

相比具有更加明显的杀虫效果, 双拷贝 v-cath

的重组 HaNPV 病毒滴度高于野生型病毒
[ 13]
。

杆状病毒表达系统是一个很好的表达系统,有
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产量高、生物活性高和安全性好的优点,已应用

于人类疫苗和动物疫苗的生产。但一些分泌性

蛋白与膜结合糖蛋白在杆状病毒系统中很难表

达或者只能低水平表达
[ 14]
。例如 Theileria

parva (一种原生型寄生虫) 的子孢子表面蛋白

p67 在此系统的表达水平就很低, 但在缺失 v-

cath 基因苜蓿银纹夜蛾多角体病毒表达系统中

人们发现 p67的表达有显著的升高
[ 15]

, 说明这

种改进能有效地保护分泌性蛋白不被降解。在

AcMNPV 中V-CATH 蛋白能特异性降解肌动蛋

白, 引起蛋白水解过程, v-cath 基因的存在是

造成杆状病毒表达系统中表达的外源蛋白降解

的主要原因, 因此并利用基因敲除删除了杆状

病毒的 v-cath 基因, 是提高重组病毒的稳定性

和表达效率途径之一。

目前在我国的棉铃虫中已经分离出数种核

型多角体病毒, 其中 HearNPV-C1 HearNPV-G4

株已进行全基因测序分序,作为无污染的绿色

杀虫剂并大量用于田间防治, 但是已有报道单

一的杆状病毒OBs作为杀虫剂可引起宿主的抗

性, 由此认为不同种类的病毒混合使用能够延

缓宿主对病毒抗性
[ 16]

, 因而 HearMNPV 与

HearSNPV的交替或混合使用在棉铃虫的防治

上将有很好的防治效果, HearMPNV整个基因组

的测定,也将为杆状病毒分子进化及生物防治

提供更多的信息。
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研究发现蚂蚁喜欢盐胜过糖

  我们时常看到蚂蚁团团围住一块糖大吃起来, 因此大家都以为蚂蚁爱吃糖。然而, 一项新研究发现有些蚂蚁

其实不太爱吃糖而更喜欢咸味美食,至少当它们生活在远离海洋的少盐区时是这样。

所有动物从蚂蚁到人类都需要盐来维持其身体神经和肌肉的活动性以及水分的平衡。蚂蚁特别/ 哄抢0糖食

是因为它们需要能量。但研究人员推测蚂蚁的口味会因其所在地而不同, 并为此对远离海洋不同远近的蚂蚁进行

了偏爱盐或糖的测试,发现远离海洋的蚂蚁更喜欢盐。此研究成果发表在美国5国家科学院院刊6( PNAS )上,这是

由美国国家地理学会和亚马逊保护协会赞助的研究项目。

此/ 自助餐实验0为蚂蚁提供了浸有盐或糖液的棉球美食, 供蚂蚁选择食用。科学家发现生活在 100 多公里内

陆的蚂蚁偏爱浸有盐的棉球美食。这种偏爱主要表现在食草蚂蚁, 因为食肉蚂蚁从猎物中获取了足够的盐分。类

似的食草动物如母牛和鹿能通过舐食盐渍地来获得盐分, 而狼和其它食肉动物则从血淋淋的肉食中获得盐分。

研究人员想知道这种饮食偏爱是否也适合于所有昆虫甚至微生物。特别是负责此项研究的迈克尔#卡斯帕里

还打算了解喷盐的树叶能否加快生态系统的活跃性, 就像运动饮料能提升运动员成绩一样。(来源: 网易探索)

#895#2008 45( 6) 昆虫知识  Chinese Bulletin of Entomology  


