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  摘要 :为丰富柞蚕核型多角体病毒分子生物学基础,通过 PCR 扩增克隆了 ApNPV p11 基因并进行了序列的生物

信息学分析。ApNPV p11 基因编码 102 个氨基酸,预测分子量 11. 2 kDa; 氨基酸序列N端 1~ 33 位是信号肽序列,中部

50~ 72 位是跨膜区。PSI- BLAST搜索表明有 20 种核型多角体病毒编码蛋白与 ApNPV P11 蛋白有显著性匹配; 比对

分析发现 P11 蛋白氨基酸序列中部相对保守, 两端变异较大。进化分析表明 ApNPV 属于 NPV 类群 I 且与 EppoNPV、

AgMNPV、CfDefNPV亲缘关系较近。
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Abstract:To enrich the molecular biology information of Antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus( ApNPV) , the p11

gene was PCR amplified and cloned. Moreover, the sequence was subjected to bioinformatics analysis. ApNPV p11 gene

encoded a 102 amino acid sequence with a predicted molecular weight of 11. 2 kDa.The position 1- 33 of the N terminal

was the signal peptide sequence and the middle position( 50- 72) was the transmembrane domain. PSI- BLAST search

revealed that total 20 nucleopolyhedrovirus proteins significantly match with ApNPV P11 protein.Align analysis indicated

that the middle parts was relatively conserved and the two ends were less conserved. Phylogenetic analysis classified ApN-

PV as one group I NPV and closely related to EppoNPV,AgMNPV and CfDefNPV.
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  杆状病毒是有囊膜的双链 DNA病毒,宿主域仅

限于无脊椎动物,迄今已报道包括鳞翅目在内, 共 7

个目有600种以上昆虫能被杆状病毒感染[ 1]。根据

国际病毒分类委员会( ICTV)第八次报告, 杆状病毒

科( Baculoviridae)分核型多角体病毒( NPV)与颗粒体

病毒(GV)两个属[ 2]。柞蚕( Lepidoptera: Saturniidae )

是我国北方山区重要的特种经济昆虫, 柞蚕核型多

角体病毒( Antheraea pernyi nucleopolyhedrovirus, ApN-

PV)是柞蚕核型多角体病(又称柞蚕脓病)的病原,

严重制约柞蚕生产发展。通过克隆测序分析 ApN-

PV Pst Ñ - B 片段发现, ApNPV 开放阅读框 B-

ORF6L 具有晚期基因特性, 与苜蓿尺蠖核型多角体

病毒( Autographa californica nucleopolyhedrovirus, AcM-

NPV) ORF108、黄杉毒蛾核型多角体病毒 ( Orgyia

pseudotsugata multicapsid nucleopolyhedrovirus, OpMN-

PV)ORF108有同源性[ 3]。因杆状病毒中该同源区均

编码 11 kDa蛋白,故将该ORF 命名为 p11 基因。已

有研究及本试验后续研究均表明杆状病毒 p11 基因

编码晚期表达的杆状病毒膜相关蛋白
[ 4, 5]

,本研究

报道 ApNPVp11 基因克隆及序列分析结果。

1  材料和方法

1. 1  质粒、载体及菌株

质粒 pUC19- B克隆有 ApNPV Pst Ñ - B片段,
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由农业部蚕桑学重点开放实验室克隆并保存; pGEM

- T easy 载体购自 Promega 公司;大肠杆菌 DH5a由

农业部蚕桑学重点开放实验室保存。

1. 2  酶与试剂

限制性内切酶( BamH Ñ、Hind Ó )、Taq 聚合酶

等PCR试剂、DNA Ladder Marker 均为TaKaRa 公司产

品; RNase A为 Sigma公司产品; 凝胶电泳片断回收

试剂盒为上海华舜生物工程有限公司产品; 其他试

剂均为国产分析纯。

1. 3  核酸序列
ApNPV p11 基因序列收录号为:AY619724,P11蛋

白氨基酸序列由核酸序列推导获得, 收录号为:

AAU89271;其他P11蛋白序列均来自GenBank,收录号

分别为: AcMNPV ( NP- 05413811)、AdhoNPV ( NP -

81873011)、AgMNPV ( YP- 80350011)、AgseNPV ( YP -

52973511)、BmNPV ( NP- 04750811)、CfDefNPV( NP -
93271111)、CfMNPV( NP- 84841011)、ChchNPV ( YP -

24970411)、EppoNPV ( NP - 20326311)、HcNPV ( YP -

47323511)、HearNPV - G4(NP- 07516411)、HzNPV( NP
- 54272111)、LeseNPV( YP- 75840911)、MaviMNPV( YP
- 95081411)、OpMNPV( NP- 04626411)、OrleSNPV ( YP

- 00165100411)、RoMNPV(NP- 70309711)、SfMNPV( YP
- 00103635011)、SpltMNPV ( NP - 25836511)、TnSNPV
(YP- 30898411)。
1. 4  引物设计及 PCR扩增

上游引物( 5c- GGATCCATGGTCACGCCGTCCC-

3c)起始密码子 ( ATG) 前加 BamH I 酶切位点

( GGATCC ) , 下 游 引 物 ( 5c - AAGCTTTTAGGC-

GACGTTCGGTT- 3c)终止密码子( TAA)后加 Hind Ó
酶切位点 ( AAGCTT)。PCR 扩增以质粒 pUC19- B

为模板, 扩增体系为: pUC19 - B 质粒 DNA ( 2 Lg/

LL) , 0130 LL; 10 @ Buffer(Mg2+ free) 2150 LL; Mg2+ ( 25
mmol/L ) , 2100 LL; dNTP(各 215 mmol/ L) 2100 LL;引
物( 10 Lmol/ L)各 0180 LL; Taq 聚合酶( 5 U/LL) 0125
LL; ddH2O补足体积 25100 LL; 扩增条件为: 94 e 预

变性 2 min, 94 e 变性 30 s, 56 e 退火 30 s, 72 e 延伸

40 s,循环 30次, 72 e 延伸 10 min。

1. 5  PCR产物克隆

PCR扩增产物切胶回收后克隆至 pGEM- T easy

载体,转化宿主菌 DH5a,构建重组质粒;扩增产物回

收及克隆方法均按公司产品说明进行。获得的重组

质粒用 BamH Ñ和 Hind Ó 双酶切并测序鉴定。

1. 6  核酸及氨基酸序列分析

核酸、氨基酸基本特性采用软件 DNAMAN 进

行;ApNPV P11 蛋白结构域分析采用在线服务器

http: / / smart . embl- heidelberg. de 进行; 抗原决定簇

预测采用在线服务http: / / immunax. dfci. dfci. darvard.

edu/ Tools/ antigenic. pl进行[ 6] ;信号肽分析采用在线

服务 SignalP 3. 0 Server( http: / /www. cbs. dtu. dk/ ser-

vices/ SignalP/ )进行[ 7] ; ApNPV P11蛋白 GenBank 数

据库同源区搜索采用 PSI- BLAST 程序在线服务进

行[ 8] ;多序列比对分析采用软件 ClustalX进行[ 9] ; 比

对结果编辑及序列一致性计算采用 GeneDoc软件进

行;系统进化树构建采用 MEGA 4. 0 软件进行[ 10]。

除特殊说明外,各分析参数均采用默认设置。

2  结果与分析

2. 1  ApNPV p11 基因扩增及克隆

P11 基因PCR扩增琼脂糖凝胶电泳检测结果见

图1- a, 扩增产物大小约 300 bp, 与 p11 基因长度

( 309 bp) 相符。将此 PCR 产物切胶回收并克隆到

pGEM- T easy载体,获得的重组质粒经 BamH Ñ、Hind
Ó双酶切鉴定,能够得到与 p11 基因大小相同的酶切

片段(图1- b)。获得的重组质粒经测序证明,插入片

段序列与 p11 基因序列完全相同,说明 p11 基因克隆

正确,可用于构建原核表达质粒进行原核表达。

a. PCR产物; b.重组质粒;M . DNA标准分子量。

a. PCR product; b. Recombinant plasmid;M .DNA ladder marker

(1 500, 1 000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp) .

图 1 p11 基因 PCR 扩增及克隆鉴定( 1. 0%琼脂糖)

Fig. 1 PCR amplification and clone identification

of p11 gene( 1. 0% agrose)

3. 2  p11 基因序列分析

ApNPV p11 基因 G+ C含量为 56. 3% ,编码 102

个氨基酸(图 2) , 预期分子量 11. 2 kDa,等电点 pI=

10135。核酸序列中有一段直接重复 ( N78 与 N225

位, CAACGCGT)和三段镜像重复( N70与N78位, CT-

GCGCAA; N71与 N225位, TGCGCAAC; N123与 N224

位, GCGCAACC)。P11蛋白翻译起始位点 ATG上游

- 2 至- 6 位有一个杆状病毒晚期基因共有基序

( GTAAG) [ 1] , 此共有基序与 odv - ec43 基因终止密

码子重叠; 翻译终止密码子 (TAA)下游没有典型的

poly( A)信号( AATAAA) ;氨基酸序列分析表明 N 端

1~ 33位是信号肽序列, 50~ 72位是跨膜区,跨膜区
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灰色阴影表示晚期转录共有基序和转膜区域结构,删除线表示信号肽序列。

The late consensus transcription motif and transmembrane domain was grey shadowed; the signal pept ide sequence was delete- lined.

图 2  ApNPV p11 基因编码区序列

Fig. 2  The sequence of ApNPV p11 gene coding region

图 3 21 种杆状病毒 P11 蛋白氨基酸序列比对分析

Fig. 3 Alignment of 21 baculovirus P11 protein sequences
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恰好与疏水性区域相一致;序列的 1~ 100位为杆状

病毒 11 kDa蛋白结构域。P11蛋白氨基酸组成中含

量较多的为: Val ( 15/ 102)、Leu ( 12/ 102) 和 Ala ( 9/

102) ; 含量较少的氨基酸为: Cys( 1/ 102)、His( 1/ 102)

和Glu( 2/ 102) ; 不含有 Trp。抗原决定簇分析表明,

有5段氨基酸序列具有抗原性,分别为: 4- PSHVVSR- 10、17-

GNPIVDV - 23、35 - QLSQFVARN - 43、46 - LIKEFVLVL-

CGFLVVVMILLFFTLLIVIM- 74、81- QTA RVQYKQALVKN -

94, 说明该蛋白具有免疫原性,可用于制作多克隆抗

体。

2. 3  P11蛋白同源性及进化分析

PSI- BLAST 搜索表明有 20种核型多角体病毒

蛋白在默认 E- value 阈值条件下与 ApNPV P11蛋

白有显著性匹配, GVs、双翅目来源的 CuniNPV、膜翅

目来源的 NeseNPV、NeleNPV 及 NeabNPV 没有 ApN-

PV P11蛋白同源区。比对分析发现 P11蛋白氨基

酸序列中部相对保守,两端变异较大,保守性区域与

跨膜区、疏水性区域相一致(图 3)。

系统进化树将核型多角体病毒划分为两大群:

类群 I NPV(包括 AcMNPV、AgMNPV、ApNPV、BmN-

PV、CfDefNPV、CfMNPV、EppoNPV、HcNPV、MaviMN-

PV、OpMNPV 和 RoMNPV)和类群 II NPV(包括 Ad-

hoNPV、AgseNPV、ChchMNPV、HearNPV- G4、HzNPV、

LeseNPV、OrleSNPV、SfMNPV、SpltMNPV 和 TnSNPV)

(图 4)。ApNPV 属于 NPV 类群 I, 且与 EppoNPV、

AgMNPV、CfDefNPV亲缘关系相对较近, 与AcMNPV、

BmNPV、MaviMNPV、RoMNPV亲缘关系相对较远。通

用N- J法构建无根树,数字表示 1 000次重复的

支持百分率,支持率低于 50%已被删除。

Unrooted trees were generated using neighbor joining method.

Numbers indicate percentage support, per 1 000 bootstrap replicat ions.

Percentage lower than 50 percent were cut of f.

图 4 21 种杆状病毒 P11 蛋白进化分析

Fig. 4  Phylogenetic analysis of baculovirus P11 proteins

过氨基酸序列两两比对并计算序列一致性和相似性

发现, ApNPV同类群 I NPV的一致性为52%~ 74%,

相似性为 69% ~ 90% ; 同类群 II NPV 的一致性为

18%~ 27%, 相似性为 35% ~ 52% ; 与 ApNPV 一致

性最高的是 CfMNPV,最低的是 LeseNPV。

3  讨论

柞蚕核型多角体病危害柞蚕历史悠久, 在我国

最早的柞蚕专著5养蚕成法6中即有记载, 目前除卵

面消毒外尚无有效控制措施。有关 ApNPV 的研究

虽有一些进展[ 11, 12] ,但与其他杆状病毒相比仍相对

落后。阐明 ApNPV 分子遗传机理是有效控制脓病

爆发及优化ApNPV宿主载体表达系统的关键,而生

物信息学分析则是分子生物学、分子遗传学及基因

功能研究的一部分, 是前提和基础。本研究主要报

告了 ApNPV p11 基因的克隆及生物信息学分析结

果,从理论上确定了 P11蛋白是一个晚期表达的膜

相关蛋白,其预期分子量为 1112 kDa,可用作抗原制

作抗体, 这一结果与本研究组后续研究结果相一

致[ 4]。跨膜区与疏水性区域及氨基酸序列的保守性

相一致说明该区域可能是该蛋白的功能决定性区

域。研究中核型多角体病毒被划分两大类群与已有

报道相符[ 13] , ApNPV 与 EppoNPV、AgMNPV、CfDefN-

PV等亲缘关系较近并被划分为类群 I NPV 也与已

有研究相符
[ 14, 15]

,但与ApNPV亲缘关系最近的NPV

并非是与其氨基酸序列一致性最高的 CfMNPV, 这

是因为序列同源性和序列一致性、序列相似性是完

全不同的概念,也与构树方法及所采用构树模型和

参数有关。
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