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摘要:根据GenB础中家蚕核多角体病毒口株中 plO基因的保守序列，克隆得到了 8 个不同地区的家蚕核多角体

病毒的 plO基因，并分别与GenBank 中的 NPV p10 基因进行比对.结果发现plO基因都含有 1 个 213 bp 的开放阅

读框(ORF) 共编码 70 个氨基酸，8 株 PlO蛋白间氨基酸序列相似性为 95% -100% ，相似性高.与GenBank 中 Ac­

MNPV 和 BmNPV 的 PlO蛋白相比，8 株 BmNPV PlO蛋白都缺失了 3 个保守结构域中的 C-端结构域，只含有 2 个保

守结构域，即 N-端卷曲螺旋和 Pro 丰富区.
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Abstract:According to the sequence of pl0 gene of Bombyx mori nuclear polyhedrosis virus (BmNPV) 

isolate '口， eight p lO genes of BmNPV collected from different areas were cloned and aligned respectively 

wi出 relevant sequences in GenBank™ database. The open reading frame (ORF) of all p lO genes from 

出e 8 strains of BmNPVs include 213 nucleotides , encoding a putative protein of 70 amino acids. Multi­

ple alignment of the P lO proteins indicated 也at the similarities between the 8 strains are 95%-1∞%. 

The p lO genes in all of the 8 strains of BmNPVs also lacked the C-terminal structure domain when com­

pared with AcMNPV pl0 gene and BmNPV p lO gene. Therefore , the p lO genes cloned only contains two 

conserved domains , namely the N-terminal coiled-coil domain , and a proline-rich domain. 

Key words: Bombyx mori nucleopolyhedrovirus; p 10 gene; gene cloning; sequence alignment; molecular 

phylogenetic evolution 

核多角体病毒(Nuclear polyhedrosis vin风 NPV)

属于杆状病毒科 Baculoviridae ， dsDNA 病毒，具囊膜，

收稿日期 :2∞8-04-10

基因组为 90 -60 kb ，约编码 80 -180 种蛋白质[山].
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因组进行了全序列测定[到.根据包涵体形成方式的不

同杆状病毒可分为 NPVs 和 GVs. NPVs 主要存在于鳞

翅目昆虫中，膜翅目、双翅目、鞠翅目、缕翅目(葫马)

和毛翅目昆虫中也鉴别到了 NPVS[4]. 研究表明白。

启动子是在昆虫细胞中克隆和大量生产外源蛋白质

的合适位点[叫. 1984 年 Kuzio 等[7] 完成了第一个

plO基因 AcMNPV pl0 基因的序列测定，目前已有棉

贫夜峨 SpliMNPV[2] 、甜菜夜峨 SeMNPV[8] 、油桐尺蟆

BsSNPV[9] 和家蚕 BmNPV[叫等多种单粒包埋型及多

粒包埋型 NPV 的 plO基因被鉴定和研究.

家蚕核多角体病毒(Bombyx rrwn nuclear polyhe­

drosis virus , BmNPV) 是家蚕主要病原之一，伴随家

蚕 5 ∞0 多年漫长的进化，在自然界也形成了许多地

理隔离株.迄今为止，已克隆了 BmNPV 中国镇江株

( BmNPVZh) [6] 、中国台湾株( BmNPVTa) 、韩国株

(BmNPVK) 川、日本株(BmNPV1'3 )和印度株(BmN­

PVI叫的 pl0 基因.已克隆的 BmNPV plO有编码

94Aa 的(如: BmNPVZh 、 BmNPVKl 、 BmNPVK2和

BmNPVK3)及编码 70Aa 的基因(如 BmNPVTa、BmN­

PVD1、BmNPVK4 和 BmNPVln 等) .笔者克隆了 8 个

不同地区的 BmNPV plO基因，并比较了他们与己报

道的 plO基因的相似性，对加深 BmNPV 基因组的认

识和分析 BmNPV 的地理分化具有一定的意义.

1 材料与方法

1.1 病毒、载体和

BmNPV 分离株由华南农业大学蚕丝科学系收

集、繁殖、保存.试验所用病毒株有埃及株( BmEg) 

和中国的镇江株 (BmZj) 、山东株( BmSd) 、安徽株

( BmAh) 、徐闻株(BmXw) 、遂溪株( BmSx) 、翁源株

(BmWy) 、广州株 (BmGz) .克隆载体质粒 pGEM-T

Easy Vector 为 Promega 公司产品 Escherichia coli 

TOPlO为 Invitrogen 公司产品.

1. 2 DNA 的提取纯化

采用碱裂解法提取纯化 BmNPV 的基因组 DNA.

质粒 DNA 的提纯采用常规方法[U].

1. 3 pl0 基因 PCR "5 1 物设计合成

根据 BmNPV 1'3株( GenBank 登录号为口3180)

plO基因的保守序列，用 GeneFisher 软件设计一对特

异引物，由上海生物工程技术有限公司( Sangon) 合

成. pl0 上游引物 (FplO )为 5'-AGCTAGTπCGGTT­

GTGA-3' ，对应 BmNPV 1'3株基因组 DNA 的第

108 069 - 108 086 个核昔酸.下游引物( RplO)为 5'­

ATGGGTITGTITGCAACA-3' ，对应 BmNPV 1'3株基

因组 DNA 的第 108 940 - 108 957 个核昔酸，预期扩

增产物大小约为 9∞ bp.

1. 4 PCR 反应及产物的回收、连接和转化

50μL 的 PCR 反应体系包括:4 x dNTP( 各 2.5

mmoVL) 4μL ， Fp lO (25 pmoVμL) 和 RplO ( 25 

pmoVμL) 各 1μL，各 BmNPV 基因组 DNA 分别为 1

μL( 5 ng) , Taq DNA polymerase 1μL( 3 U) , 10 x Re­

action buffer 5μL ， ddH20 37μL. PCR 反应条件:94

℃预变性 1 min;94 "c变性 1 min ,48 "c退火 1 min , 

72 "C延伸 1 min ， 30 个循环; 72 "c后延伸 10 min. 

PCR 产物回收按华美生物工程公司 RESIN Column ™ 

琼脂糖 DNA 纯化系统的方法操作. PCR 产物与载体

连接、转化参考 Promega 公司试剂盒说明进行，连接

产物转化感受态 E. coli DH5a 或 TOPlO , X -gal 、IPTG

蓝白斑筛选法获得阳性克隆.

1. 5 扩增产物 DNA 序列的测定

重组克隆经 PCR 鉴定后，阳性克隆由上海生物

工程技术服务有限公司进行 DNA 序列测定.利用引

物 S阳、T7及 M13 +、M13 -测序引物对重组质粒进

行测序，为保证测序的准确性，在第 1 次测序反应基

础上，又设计中间引物进行测序.基因探索者软件进

行拼接得到全序列.

1.6 DNA 序列分析及氨基酸的对比分析

用 BLAST 软件在 GenBa出数据库中进行序列

比较分析，基因探索者软件及 NCBI 上的 ORF finder 

进行 ORF 分析，利用 Clustal W (European BioinfoIlua­

tics Institute) 和 Dialign 进行多序列的相似性比对.

根据 NPV plO基因编码区氨基酸序列的相似性，用

Treeview 软件绘制 PlO蛋白分子进化系统树.

2 结果与分析

2.1 pl0 基因克隆和筛选

用碱裂解法从 8 株纯化 BmNPV 多角体中提取

的基因组 DNA 为模板，用 Fpl0 和 Rpl0 引物进行

PCR 克隆 plO基因， 12 g/L 琼脂糖凝胶检测(图1).

bp M 1 2 3 4 5 6 

1 543 
994 

10 

M:PCR M础er( 1 543 , 994 , 697 , 515 , 377 , 231 bp); 1: BmSd ;2: 
BmZj;3: BmEg;4: BmAh;5: BmGz;6:BmXw;7 :BmWy;8 : BmSx 

图 1 PCR 克隆 BmNPV plO基因的电泳图

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of BmNPV plO gene products 

amplified by PCR 
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由图 1 可见，以 FplO、 Rpl0 为引物，从 8 株 Bm­

NPV 中均扩增到了长度约为 900 bp 的片段，与 Bm­

NPV 1'3株(口3180) pl0 基因大小相符.回收目的

PCR 产物，经 RESIN Column ™琼脂糖 DNA 纯化系统

纯化、克隆，然后从菌液中提取重组质粒为模板进行

PCR 检测.结果 8 个重组质粒均能得到约为 900 bp 

的片段，显示重组质粒中均成功插入了 plO基因.

2.2 pl0 基因序列测定及相似性对比分析

序列拼接后，经相似性比对，克隆到的 PCR 产物

分别为完整的 plO基因和部分p26 、p74 基因.plO 基

因的大小分别是: BmEg ( AF533970 )为 877 bp; 

BmXw ( AF536206 )、 BmGz ( AF533971 )、 BmWy

( AF533972) 和BmSx ( A Y 16 3 8 11 )为888bp; BmZj 

表 1 NPV pl0 基因核膏酸相似性的比较

(AF533973 )、 BmAh (AF533974) 、 BmSd ( AF533975) 

为 889 bp , ORF 均为 213 bp ，编码 70 个氨基酸，与

BmNPV 1'3株(BmT3 ，口3180) 克隆的 plO基因编码

氨基酸长度相同，而 Zhang 等问]以江苏省镇江分离

的 BmNPV 株得到的 pl0 基因( BmZh) 编码 94 个氨

基酸.根据序列测定结果进行核昔酸相似性分析的

结果见表1.从表 l 可以看出，克隆的 BmNPV plO基

因间核昔酸相似性为 98% - 999毛，其中 BmSd 和

BmZj 的相似性为100% ，与已报道 BmT3 、 BmZh ，

AcMNPVC6 ( Ac6 )之间的相似性为 93% - 999毛.因

而笔者克隆的 8 株 BmNPV plO基因编码蛋白质在己

克隆的昆虫 pl0 基因中是较短的.

Tab. 1 Similarity of NPV pl0 gene Nucleotide sequence 9毛

p10 基因 BmXw BmEg BmGz BmWy BmZj 

BmT3 98 99 98 98 98 

BmXw 98 
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d
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利用 Clustal W 软件对本试验的 8 株 BmNPV 的

PlO蛋白与其他 NPV 的 PlO蛋白氨基酸序列进行比

较(图 2) .从图 2 可知， NPV plO基因编码的氨基酸

残基数目差别较大，最长的编码 105 个氨基酸[山，最

短的编码 70 个氨基酸.其中本研究从 8 株 BmNPV

中扩增的 plO基因及 BmT3、 BmIn 、 BmK4 ， SlIn 的 plO

基因都编码 70 个氨基酸，而 BmZh ， BmKl 、 BmK2、

BmK3的 plO基因都编码 94 个氨基酸，前者与后者

相比少了末端的 24 个氨基酸，在 PI0 蛋白的 3 个保

守结构域中，前者比后者缺少碱性 C-端结构域，有研

究表明 C-端结构域为 PlO纤维体形成所需要的[叫，

这种 C-端缺失对 PlO蛋白的影响有待进一步的研

究.本研究获得的 8 株 BmNPV plO基因编码的氨基

酸相似性较高，仅有几处差异.其中， BmXw 和 BmGz

的相似性最低，为 959毛，但与 Zhang 等[6J 克隆的 PI0

蛋白的相似性为 91 % - 929毛，与 BmKl 、 BmK3的相

似性为 85% -889毛，与 BmK2的相似性较低，为 67%

~70%;与 McA 、 McBSICh ， SlIn 、 Spli 之间的相似性都

低于 50%. 而 BmNPV 与 AcMNPV 之间的 PlO蛋白

的相似性达 85% -889毛.

2.3 !\rpV pl0 基因的分子系统进化关系

根据 NPV pl0 基因编码氨基酸序列，利用 Tree­

view 软件绘制了 36 种昆虫 PlO蛋白的分子进化系

统树.由图 3 可以看出，编码 70 个氨基酸的 BmNPV

PlO( BmK4-BmSd) 系统聚类的距离都小于 0. 1.其

中， BmK4 、 BmSx ， BmAh 、 BmWy 、 BmT3、 BmEg 和

BmZj 、BmSd 的距离系数为 0，说明它们在进化上亲

缘关系非常近; BmXw 又与 Bm挝、BmZj 亲缘关系较

接近. BmKl 与 BmK3 、 BmK2三者之间的关系非常

接近;在系统树中处于最接近的分支的依次还有

McA 和 McB 、 SlCh 和 Spli ，它们的相似性分别为

89% 、96% 、53% 、98%.
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Bmln: BmNPVln( U46757) ; BmKl: BmNPVKl ( AF247681 ) ; BmK2: BmNPVK2 (AF247682) ; Bm曰: BmNPVK3 ( AF247683) ; BmK4: BmNPVK4 

(AF247684) ; BmZh: BmNPVZh ( 576783 ) ; Ep: EpNPV ( A Y043265 ) ; McA: NPV ( U59461 ) ; McB: NPV ( U75930) ; SICh: SIChNPV ( AF037263 ) ; 

SlIn: SIChNPV( X927 13 ) ;Spli: SpliMNPV( X99377) 

图 2 巳克隆杆状病毒 NPV plO基因编码氨基酸序列的相似性比较

Fig.2 Similarity of NPV p lO amino acid sequences 

BmK4 
BmSx 
BmAh 
BmWv 
BmT3 
BmEg 
Bml i1 
BmGz 
BmXw 

Bm:?j 
BmSâ 

BmZh 
RC', 

Hc 
A‘ C 
BmK3 
BmKl 

BmK2 n I 

Ah 
Bs 
McA 
McB 

pli 
Ld 

Se 

‘
呐f
g
P

EAoh 

0.1 

Ac: AcMNPVC6 (l22858) • Ag: AgMNPV (AY055828) • Ah: AhMNPV 

(A即06270) .句: ApMNPV ( ABI06130 ). Bs: BsNPV ( AF03441O) • 

Cf: CfMNPV (AF512031 ). Ep: EpNPV (AY043265) , Ha: HaNPV 

(AF265354) , Hc: HcNPV (AF302233 ) • Hz: HzNPV ( AF334030) , Ld: 

LdMNPV ( AF081810 ). Op: OpMNPV ( U75930 ). Pn: PnNPV 

(U5归41) ,Ro: RoMNPV (A Y145471 ) ,Se: 5eMNPV (AFI69823) , Tn: 

TnSNPV ( AF150991 ) . 

图 3 NPV PlO蛋白分子进化系统树

Fig. 3 Molecular phylogenetic tree constructed based on NPV 

P lO amino acid sequences 

3 讨论

本试验克隆的 8 株 BmNPV plO基因在 ORF 的

第 209 bp 后缺失了一个dATP，产生了终止密码子

TAA( G) ，从而使翻译提前终止，导致编码区减少了

M 个氨基酸残基.缺失部分是 PI0 蛋白 3 个保守结

构中的 ι端结构域，有研究表明， C-端结构域是 PlO

纤维体形成所需要的[叫，这种缺失所带来的杆状病

毒在形态、毒性上的变化及导致这种缺失形成的原

因条件等有待进一步的研究. BmEg 株plO基因在终

止密码子 TAA 后 66 -67 bp 处缺失了 1 个 10 bp 的

序列，其中包括 poly(A) 信号序列.在 BmZh 和 AcC6

相应序列中，这 10 个核昔酸的位置恰好包含了终止

密码子 TAA. 8 株 plO基因的终止密码子也有差别，

其中 BmZj 株、BmSd 株、BmXw 株 plO基因的终止密

码子为 TAG，其余 5 株的为 TAA. 用 Treeview 软件绘

制了 PI0 蛋白的分子进化树，它在一定程度上反映

了这些杆状病毒 NPV 的亲缘关系，但并不能代表整

个 NPV 的分子系统发育状况，只有通过多个基因甚

至整个基因组的进化分析，才能准确地确立杆状病

毒的分子进化系统树[M].

农林害虫的防治是 21 世纪面临的最重要的研究

课题之一.随着生活水平的提高，无公害农产品的生

产和消费越来越受人们的关注.而杆状病毒杀虫剂等

生物农药的研究和应用可以为无公害农产品生产提

供物质保障.多角体蛋白和 PlO蛋白不是病毒复制所

必需的，杆状病毒表达系统利用杆状病毒这 2 个病毒
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蛋白在昆虫细胞感染的晚期能大量复制的能力，它们

的启动子能驱动外源基因的高水平表达[川.因而plO

基因的强启动子在构建杆状病毒表达载体，外源、昂

贵、稀有蛋白表达和生产及杆状病毒杀虫剂的改造方

面有广泛的应用，日益受到人们的重视.
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