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柞蚕核多角体病毒基因工程载体的研究
’

I 柞蚕核多角休病毒D N A限制性内切酶图谱

:
.
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提 要

本文研究了柞蚕核多角体病毒的分气 纯化
。

纯化后的病毒幻 N A经限制性内切醉 加 t l
、

H坛 d万
,

B a川H l
,

X h o l
、

S巨1 1
、

E OC R I 及E伪R l + B a州H l 等侮解后电泳分别形成 31
,

2 5
、

6
、

1 5
、

24
、

5 及 7 条区带
。

据内切酶图谱侧算柞蚕核多角体病毒的分子盆为? 5
.

1 5土

2
.

3 x i .o 道尔顿
。

并比较了柞蚕
、

菌麻蚕及家蚕等核多角体病毒的亲缘关系
。

关锐词 柞蚕 : 核多角体病毒 ; 限制性内切酶图谱

2 1 雀旨
J t l二二

198 3年
,

美国s o it h及 s u o m er s首次用首着丫纹夜蛾 (竺迎三望吐竺生鲤创竺 ) 核多淆

体病毒 ( N u e一e i e p o l y he dr o s is v 扮u s ,
N p V ) 作载体

,

通过昆虫细胞培养
,

表达 人 的日一
干扰素取得成功

〔 “ J 。
19 8 5年

,

日本M ae da ( 前田 ) 等用家蚕该多角体病毒 ( B rn N P v ) 作

载体
,

在家蚕幼虫体内表达人的 a 一干扰素
「’ : J 。

近年来利用昆虫杆状病毒载体成 功地生

产近 20 种外源基因产物
,

包括白细胞间索一 2 及 3 ,
类胰岛素生长因子

,

乙型肝炎疫苗及

止 艾滋病病毒 gP
` :
蛋白疫苗等

。

最近
,

我国储瑞银等用 B m N P v 载体表达了肝炎病 毒的表面

户 抗原 ` , , 〕 。

柞蚕 ( 丛些竺些 卫望些 ) 是我国重要的蚕业资源
,

利用柞蚕核多角体病毒 ( A p N P V )

作载体
,

通过柞蚕细胞株或蚕蛹表达外源基因产物
,

将有深远的理论和实践意义
。

胡裕文

等 ` 了
` “ 〕在人 p N P v 多角体蛋白基因定位及克隆方面进行了研究

。

本研究报道了 A p N P v

。 N A的纯化及限制性内切酶图谱的试验结果
,

为构建基因文库及基因定位提供依据
。

. 本文属农业部生物技术专题生。 4 ee 刃 3课题部分结果
。

试验中得到梅曼彤副教授
、

陈凤珍高级实

验师及广东省微生物研究所叶玉坤副研究员等大力帮助和指导
。

河南省云阳蚕业试验场提供作蚕茧及病

毒作材料
,

均表谢忱
。

二现在佛山食品公司生化厂
盆。 s ,年 2 1月 8 日收稿
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材料和方法

( ~ ) 材料

柞蚕蛹及柞蚕核多角体病毒多角体由河南省云阳蚕业试验场提供
。

( 二 ) 方法
:

1
.

柞蚕核多角体病毒 D N A的纯化
。

按严家琪等 〔 : 〕方法进行
。

2
.

柞蚕核多角体病毒 O N A的限制性内切酶图谱 测 定
,

按 M a in at 招 等 t ` 3 〕的方法进

行
。

D N A 酶解后 的片段在。
.

7肠琼脂糖凝胶电泳分离
,

用时加入 入D N A + E cO R i 及H i耐 I

片段作分子量标志
。

电压 3 5伏
,

电泳时 间 1。小时以上
。

电泳完毕用。
.

5 林 g / . 1澳 乙 锭液

染色
,

在紫外光下拍照并佰算各 O N A带的分子量
。

振

结果与讨论

帅碑诵咖.0..

..N劫渺

( 一 ) 柞 . 该多角体摘 . D N人的纯化

经纯化的 A p N p V D N ^
,

用紫外分光光

度计对波长 2 00 ~ 3 0 On m 范围内的消光值作扫

描
,

结果见图 1
。

从图 l 中可见
,

在 2 6 o n m处有典型吸收峰
,

A : . 。 n m / A
Z。 。 n m 的比值 为 1

.

9 , ^ : . 。 n m /

A
: 7 o n m为 1

.

2
。

在 0
.

7肠琼脂糖凝胶电泳的 胶

板上只出现单一的D N A荧光带
。

说 明 本 试验

纯化的 ANP
P v D N A为均一的组分

,

纯度达到

要求
。

( 二 ) 柞蛋彼多角体一弃 D N A 限脚 性

内切 . 圈漪

二2。 的 . 肠 . 侧扣 , . `

图 1 柞蚕核多角体病毒 D N A紫外吸收曲线图

A p N P v D N A经限制性内切酶晦解后 电泳分离结果见图版 I (略 )
。

根据几D N A一 H , n d l

醉切片段分子量标准曲线测得各种限制性内切酶的酶解分子量
,

列于表 1
。

试验结果表明

A p N p v D N A的 p s t l酶解图谱为 3一片段
,

H i n d l i l为 2 5片段
, u a m H I为 6 片段

,
x h o l 为 xZ

片段
,

S a l l为 2 4片段
,

E e o R I为 5 片段 以及 B am H i + E e o R I为 7 片段
。

用同一种内切酶酶解的 D N A片段的分子量总和代 表 该 种 酶 解 的 A p 、 P v D N A分子

盈
。

以 6 种限制性内切酶解所获得的分子量 平 均 值 计 算
,

则 A p N P V D N A 的分子童为

7 5
.

1 5 士 2
.

3 0 x 1 0 .

道父顿
。

柞蚕
、

蓖麻蚕及家蚕均受相应的核多角体病毒感染
。

据报 道 家 蚕 B m N P v D N A 的分

子童为 7 4
.

7 x l o .
道尔顿 c 3 ’ . 〕 ,

蓖麻蚕 p e N p v D N A为 7 3 x 1 o
.

道尔顿 〔 . J
与 本 文报 道的

A p N P v D N人75
.

1 5 x 1 0’ 道尔顿相近似
。

智再新等 c ’ 。 〕从血清学方面研究了以上三种N P v

的亲缘关系
,

发现它们之间有某些相同的杭原性
,

认为这三种N P v 的亲缘是相近的
。

`
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衰 1 A pN P v seD N A的限制性内醉醉切片段 (1 0
“

道尔板 )
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片片段段 P S tlll H ind l l lll B 扭m HIII X五 0111 S a l lll E CO R III B 也目刀 +E e心RIII

人人人 6
。
3 111 1 0

。

1 0 0005
。
8 666 14

。
1 333 11

。
7 555 1 5

。

X 0 0ZZZ 1 0
。
4 7 X 222

BBBBB 5
。

08 222
。
9 111 14

。
4 555 1 2

。
7 555 8

。
1 333 1 2

。
9 0 222

。
5 5 X 222

CCCCC 4
.

6 888 7
.

888 01 2
。

5 9 X 2
LL

1
。

99999 5 2
。

5 0001 0
。
4 7 汉 7 222

.

0888

DDDDD 4
。

1 777 5
。
8 999 9

。

5 555 1 1
。
7 555 5

.

0111 7
。

9444 5
。

6 2X 222

卫卫卫 3
.

9 888 4
。

6 888 5
。

555 29
。

2555 4
。
4 777 5

.

饥饥 5
。

01 X ZZZ

FFFFF 3
。

5 555 4
。
1 777 3

。

1666 5
。
4 555 3

。

8 000003
。

1 666

GGGGG 3
。

1 666 4
。
1 77777 4

。

匆匆 3
。

166666 2
。

6获获

HHHHH 2
。

9 555 3
。
9 88888 2

。
5 111 2

。

51111111

IIIII 2
。
9 000 2

。
8 22222 2

。
111 2 2

。
3 4 只 2222222

JJJJJ 2
。
8 555 2

.

5 11111 1
。

跳跳 2
。

0协火 2222222

KKKKK 2
。
8 111 2

。

5 11111 1
。

2555 1
。

9 1111111

LLLLL 2
.

4 1 X ZZZ 2
.

44444 21
。

1 000 2
。
6 6 X ZZZZZZZ

MMMMM
, , 连 , 999 2

。
0 9999999 1

。

59999999

NNNNNNNNNNNNNNNNN 2
.

0 9999999 1
。
5 1111111OOOOO 2

。

0 555 2
。

0 0000000 1
。

4 1111111

PPPPP 2
.

0 000 1
。

7 8888888 1
。
2 6 X ZZZZZZZ

QQQQQ l
。

9 111 l
。
5 0000000 1

。
2 0 X ZZZZZZZ

RRRRR l
。

7 888 1
。
4 8888888 0

。

9 1111111

SSSSS 1
。
5 999 l

。
0 0 x ZZZZZZZ 0

.

8 3333333

丁丁丁 1 ` I v ,,
0

。
9 5555555 0

。

7 9999999

UUUUUUUUUUUUUUUUU 0
。

85555555 0
。

7 1111111

yyyyy 1
.

3 222 0
。

6 3333333 0
。

6 0000000

WWWWW l
。

2 6 X 222 0
。
5 1111111 0

。

5 3333333

XXXXX 1
.

2 111 0
。
4 7777777 0

。
4 8888888

YYYYY 1
.

1 555 0
。

3 7777777777777

ZZZZZ 1
。

1 000000000000000

aaaaa 0
。
9 777777777777777

bbbbb 0
.

8 333333333333333

CCCCC 0
.

7 666666666666666

ddddd 0
.

6 666666666666666

eeeee 0
。

5 666666666666666

00000
。
5 0 x ZZZZZZZZZZZZZZZ

00000
。
4 555555555555555

总总和和 7 5
。
2 999 75

。
7 888 7 3

。
4 555

本研究从以上三种N P v D N A限斜性内切酶图谱作比较则发现它 们 之 间 有 较大的差

异
,

现将有关资料列于表 2
。

刁卜
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, 琳 . 及 , . 彼鑫角作 . 翻旧 N A . 翻性内幼 . . 娜片段的挂住

限制性内切醉 柞蚕
耀护琳 菌麻番 P叻护 y DN人

片段效 家蚕玫州田盯颐 A片段效

、 J龟.户、声、 JOQ肠加
幼1“”

5

}
。

6 1 召

一 〔 1 )
二

肠20肠18.
..心25了.曰2

` 12

括号内数字是引用文故

从表 2分析 A p N p v及 p e N Pv 之间的相同性较多
,

如 E c 0 R I
,

B a m H I及 E c o R I + 加 . H【

的醉解D N A片段数均较少
;
而 H in d l

、

x h OI
、

aS ll 及 PS lt 片段则较多
。

蚕等属大蚕蛾科宿主的付 P v 的结构与属家蚕蛾科宿主的 N P v 的亲缘

的
。

实践证明这三种 N P v 对不同的异种宿主是互不感染的
。

说明柞 蚕
、

蕊麻

关系较 远 是 可以理解
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