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摘要 本文报进了作妥核组多角体病毒 (泊曰肠阴“ 洲” 护 N “ 协盯 氏七饭山 . 自 v 知 .
,

人州 P v ) 口M人 的分离
、

纯化
,

内户份 v D` 人用限侧性内切璐 P川
、
B山丽H万醉解分别出砚 31

、

6个片段
。

用 s 扣山口m 转印杂交确定了核多角蛋白荃因的大部分序列存在于 . 翻 . 扭一 E及

r 、 。一c 片段上
,

其大小分别为 .1 8 肠和 6
.

7 bK
.

P目一 C 片段经 加m“ I 醉解后出现大小为

`
.

。肠和 .2 6 bK 的两个片段
,

将这两个片段克隆于 . 洲介醉质位中
,

并分析了刁
.

。肠片

段其入 t端的部分 。叹人 序列
。

关锐词 柞蚕核型多角体病毒 . 基因定位 ; 墓因克峨 , 城荃序列分析

核型多角体病毒 ( N u c协ar oP ly h d r伪血 v i rU s
简称 N P v ) 其多角体蛋白基因是病毒

晚期表达的基因中表达程度最高的基因之一
,

它具有一个很强的启动子及调控序列
.

目

前
,

已先后侧定了首猎银纹晚峨 ( 血勺和户 浏幼和如
,

ĉ )t, .J
、

家蚕 (肠诚笋
~

,

mB )t[ 习
、

柞蚕 (为“ 晚门口 砰曰 ,
,

AP .)c .,1等昆虫核型多角体病毒的多角体蛋白基因及其调

控部分的核昔酸顺序
,

为组建柞蚕核多角体蛋白基因工程载体提供了有益的资料
。

国 内昆虫核多角体病毒的分子生 物学方面的研 究也有 一定的进展
。

对家蚕

B m N P v
、

苗麻蚕伊` 肠脚阴初 中耐初
r幼如O R润p v 及柞蚕却 N P v 等病毒 。 N人 进行了限

制性内切醉醉谱分析 [,. .s’
·

〕。

建立了 . m N vP 的基因文库 t’1
,

并确定了多角体蛋白基因的

户 位置 l[J 及其~
的全序列 L’]

,

已在家蚕细脸株及蚕体内表达了乙型肝炎表面抗原 ll[ 毛

蒋明浩等组建了 六必N p v 的新载体〔.月 ,

忻纪厚等囚及庞义等闭在昆虫细胞中用杆状病毒

载体成功地表达了半乳箱晋醉基因的产物
.

本文对柞蚕 N p v 核多角体蛋白基因进行了定位和克隆
,

并侧定了部分核昔酸序

列
,

为组建核蚕 N P v 表达毅体作准备
。

·

本实脸为农业娜生物技术专皿
,

0’ 一 03 课厄的娜分研究内容
。

.. 现在佛山市食品发展公司生化工厂工作
一,的年 1 1月 8 日收摘

、

侧
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1 材料和方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 柞蚕蛹及柞蚕核多角体病毒由河南云阳蚕业试脸场提供
。

1
.

1
.

2 载体质粒和受体菌分别为 Bl
u

二 ri Pt (Bs ) 质较和大肠杆菌 D H S
。

1
.

1
.

3 主要醉及试剂盒 氏 d
、

助功 H l
、

Hi nd , 均为 lB ol ab 产品
,

T 4DN A 连接醉为华美

产品
,

缺口翻译系统及 D N A 序列分析系统为 A m er hs am 产品
,

大肠杆菌 D N 人 聚合醉 I

( K InC o w ) 为华美产品
.

1
.

1
.

4 同位素 。
一午一 d A T p

、
。一印一 d c T P 为 人m e

hsr azn 产品
。

1
.

2 方法

l
·

.2 1 A pN P v 一 D N A 的纯化 按李敏案 .[] 的方法略加修改进行
.

1
.

2
.

2 柞蚕 N P v 多角体蛋白基因的定位 柞蚕 N p V一 D N A 分别经六u
、

B山 n H I醉解

后
,

在 0
.

8%琼脂搪凝胶中 80 伏电泳 6 h ,

按 so 以hern 法 .l[ 〕将凝胶上 ND A 转移到硝酸

纤维膜上
。

杂交时
,

探针 O N A 分别为 A c N P v 一 ND
A 的 H in d , v

、
F 片段

,

探针标记按

Riby 法 c , ,〕进行
。

1
.

2
.

3 柞蚕 N P v 多角体蛋白墓因的克隆 l( ) 目的 。 N A 的回收
.

含多角体蛋白基因

的 人 p N P v 一 D N A 的 h d 一 C 片段按冻融法进行回收
.

( 2) 目的 。 N A 的克隆
。

回收的

几 tI 一 C片段经 E晚m H I 醉解后
,

与质粒 lB u

~
i tP 连接

,

按 和. n i at 坛的方法〔.I ]转化到大肠

杆菌 D H S 中
.

( 3) 盆组质粒的鉴定和分析
,

从含有抓节青份嗽的交康叙琼脂培养基上

筛选阳性菌落
,

按孩裂解法 .lt 〕提取质粒
,

纯化后进行醉切分析
。

1
.

2
.

4 人州 P v 一 D N A 序列分析 以纯化的双链 , 组质较 .

~
.琳 作棋板

,

按质粒孩变

性法帅
· ’ 习进行 D N 人序列分析

.

2 结果和分析

2
.

1 柞盆核多角体病毒多角体蛋白荃因的定位

纯化的 A pN P v 一 O N A 经 氏 tI 和 aB m H I醉切后
,

电泳
,

分别有 31 条和 6 条电泳区

带
,

按片段大小分别编号为 A
、

B
、

C
、

.D
· ·

…等
.

用 A cN P v 一ND
A 的 jH dn , 一 v 片段

作 oS
u t h e r n

转印杂交
,

结果 sP r l一 c ( 6
.

7 k p ) 及 aB m H I一 E ( 7
.

8 k p ) 为阳性杂交片段
.

进而用 ^ 喇 P v 一 o N ^ 的 H i n d - 一 F 片段作 oS
u t h e r n

转印杂交
,

结果 旧以m H I一 。 ( 1 5

kb ) 和 六 t l一 e ( 6
.

7 kb ) 均为阳性杂交片段
。

因为 ^ e N P v 一 D N ^ 的 H i闭 - 一 v 片段含

有大部分多角体蛋白基因的结构序列
,

而 lH dn . 一 F 片段含有多角体蛋白墓因的调控

序列和少部分结构序列
。

s ou t he m 转印杂交的结果说明 人 p N P v 多角体蛋白基因的全序

列包含在 入 lt 一 c 片段上
,

而 妇泊m H I一 D 亦含有多角体奎白墓因的调控序列
,

但 刀. m IH

一 E 只含有多角体蛋 白基因的结构序列
。

,
.

2 多角体蛋白荃因的竞隆与鉴定

回收的 A p N p v 一 D N A 的几d 一 c 片段经 E渡m H I醉解后
,

产生两个片段
,

并与 几 tI

及 aB m IH 双酶解的 lB u

esc ir tP 质粒重组
,

转化于 0 H 5 中
,

经筛选
、

抽提重组质粒进行醉

叭
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解分析
,

表明外源插入片段大小分别为 峨
.

O kb 和 2
.

7 kb
,

两者总长与入 I一 C (6
.

7

kb ) 相符
,

说明 A州 vP 一 D N A 多角体蛋白基因初步克隆成功
.

2
.

3 多角体蛋白基因的核普酸序列分析

以含有 硕
.

O kb 插入片段的重组质粒作为测序模板
,

进行碱基序列分析
,

测得插入

片段从瑰 I切口开始
,

沿 5, ~ 3
`

的 124 个碱基序列
。

结果见图 l
。

9 0

T T G G T AA G C Y

1 00

C T T G A T C C G G C人冉人心人人人 C C A C C G C T GO T A

G C G G

图 l 核昔酸序列分析的结果

3 讨 论

卜

昆虫核多角体病毒 N p v 其多 角体蛋白基因的编码是非常保守的
。

目前
,

已报道的

A c N p v
、

mB NP v
、
O NP vP ( or g iy a 拜究旧d o

sut ga at N P v
,

黄杉毒蛾 N vP )
、

及 A p N
vP 的多

角体蛋白结构基因的同源性比较
,

与 A p N p v 的同源率分别为 7 7
.

5写
、

8 `%及 80 %
。

因而可用已知的多角体蛋白基因片段探找未知的多角体蛋白基因片段
。

本实验采用

ANP vP 一 D N A 的 H in d l 一 v 片段及 H in d 三 一 F 片段作探针
,

v 片段是多角体蛋白基因

从 + 250 bP 开始的 31 端片段
,

包括大部分多角体蛋白基因的结构序列〔laj ; F 片段是多

角体蛋白基因从 + 2 50 bP 开始的 5
,

端片段
,

包括小部分多角体蛋白基因的结构序列及

整个的起始及调控部分帅」.

根据 oS ut h crn 转印杂交的结果证明 aB m IH D
、
E 分别包含有

调控序列和结构序列
,

而 P s tl一 C 片段含有多角体蛋白基因的全序列
。

经进一步酶切分

析表明
,

多角体蛋白基因的位置及其附近的酶切位点如图 2所示
。

今后
,

在构建 人NP P v 表达载体的研究中
,

应利用核酸 aB l 31 从 aB m H I切点一端

逐个地降解
,

尽可能除去多角体蛋白基因起始密码 AGT 以后的序列
,

保待 5
,

端的完整

性
。

通过酶解终止时间的选择得到一系列与启动子距离不同的片段
,

用 D N人 聚合酶 I

大片段修平未端
,

接上一个多聚接头及一段多角休基因 3
,

端非编码区序列
,

即可组建

成一系列转运载体系统
。
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