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摘要  从豆天蛾幼虫虫体中分离纯化出一种新型的豆天蛾核型多角体病毒( CbNPV) ,提取基因组DNA,进行基因组测序。结果发现一个
与杆状病毒F 蛋白基因同源性很高的读码框序列 ,该长度为2 109 bp ,编码702 个氨基酸。氨基酸序列同源性分析表明 :CbNPV F 蛋白与

II 类NPV 和I 类NPV F 蛋白的同源性分别为32 .9 %～61 .8 %和8 .0 %～16 .1 % ,并且将它与多种I 类NPV 杆状病毒同功能蛋白GP64 进行
分析 ,同源性在9 .1 %～11 .4 % ,表明CbNPV F 蛋白与I 类NPV 的F 及GP64 蛋白的同源性很低 ,因此认为CbNPV 属于II 类NPV。
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Abstract  Clanis bili neata Nuclear Polyhedrosis Virus( CbNPV) was purified from Clanis bilineata larva . To obtainthe molecular information of the virus ,
the genomic DNA of CbNPV was extracted , and a DNAfragment library of the virus was constructed by Shotgun . The positive clones were sequenced and
analyzed . A newopen reading frame , which had highidentificatiou withthe F protein gene of most baculoviruses , was foundi nthe li brary . The F protei n
gene of CbNPV was 2 109 bp long and encoded a protei n with 702 amino acids . The characteristic and structure of the sequence was analyzed . The amino
acid sequence analysis indicated that the CbNPV F protein had 8 .0 %～16 .1 %and 32 .9 %～61 .8 % identities with Group I and II NPVs F proteins , re-
spectively . And thento be compared with many kinds of group I NPVs gp64 gene , the result indicated that they had 9 .1 %～11 .4 % homology ,which
showed that CbNPV belonged to Group II NPV.
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  豆天蛾( Cl anis bili neat a tiai ngl auica Mell , 又称豆青虫) 是

以幼虫咬食豆类植物、刺槐、洋槐等叶片为生的昆虫。近年

来该虫的为害面积不断扩大, 在生产上已引起重视。杆状病

毒是一类主要以鳞翅目昆虫为宿主的有囊膜的双链 DNA 病

毒, 是农林重要害虫的自然控制因子[ 1] , 目前, 许多国家都在

致力于以杆状病毒作为杀虫剂而取代化学农药的研究。杆

状病毒科包括核多角体病毒属( Nucleopolyhedrovirus , NPV) 和

颗粒体病毒属( Granulovirus , GV) , 分子进化研究将鳞翅目昆

虫的NPV 进一步划分为组I 和组II 2 个种群[ 2 - 4] 。组I NPV

包括苜蓿银纹夜蛾核多角体病毒( Autographa californica MN-

PV, Ac MNPV) , 家蚕核多角体病毒( Bombyx mori NPV , BmN-

PV) 和黄杉毒蛾核多角体病毒( Orgyi a pseudotsugat a MNPV ,

OpMNPV) 等, ; 组II NPV 包括棉铃虫核多角体病毒( Helicover-

pa ar mi gera SNPV, HaSNPV) ,舞毒蛾核多角体病毒( Lymantri a

dispar MNPV ,LdMNPV) ,甜菜夜蛾核多角体病毒( Spodopteraex-

i gua MNPV , Se MNPV) 等。

杆状病毒宿主域仅限于无脊椎动物。它与其他动物病

毒在发育和循环上有明显的不同 ,即它的发育循环明显地包

含2 个独特的时相 ,在第1 时相, 杆状病毒通过细胞质膜出

芽,获得以糖蛋白为主要成分的囊膜。囊膜糖蛋白能特异的

与昆虫血体腔内的多种组织细胞相互作用[ 1] ,这个作用对病

毒粒子在虫体内的传播和在体外增殖体系的细胞间传播中

是不可或缺的。囊膜蛋白在组I 和组II 2 个种群间具有显著

差别。杆状病毒的 BV 编码2 种膜融合蛋白 :GP64 和 F 蛋

白。组I NPV 的BV 使用GP64 作为其膜融合蛋白,该蛋白对

BV 有效出芽和病毒感染的传播是必需的;而组II NPV 和 GV

没有GP64 蛋白, 却使用另一类称为F 蛋白的膜融合蛋白。

因而膜融合蛋白的研究是合理利用杆状病毒的重要方向。 �
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  豆天蛾核型多角体病毒( Cl anis bili neat a Nuclear Polyhe-

drosis Virus ,CbNPV) 是豆天蛾的重要病原物, 最近已对CbNPV

进行了全基因组测序。在相似性比较分析中,发现一长度为

2 109 bp 的开放阅读框序列与F 蛋白基因同源性很高。F 蛋

白是组I NPV 和组II NPV 出芽病毒的主要糖蛋白 ,它在缺少

GP64 的组II NPV 中行使 GP64 的重要功能, 这些功能已经在

Ijkel 和Lung 等对LdMNPV、SeMNPV 和HaSNPV 的研究中得到

证实[ 5] 。笔者对CbNPV F 蛋白基因结构和系统进化地位进

行研究 ,并对F 蛋白基因序列进行了全面分析。

1  材料与方法

1 .1 材料  豆天蛾发病幼虫采自浙江省湖州市菱湖镇农田。

1 .2  方法

1 .2 .1 CbNPV 多角体的纯化及 DNA 的提取。感染的病虫

体经研磨后, 加灭菌去离子水稀释过滤, 并通过蔗糖梯度离

心纯化。将纯化的病毒粒子悬于裂解液( 0 .1 mol/ L Na2CO3 ,

0 .15 mol/ L NaCl ,0 .01 mol/ L EDTA,pH 值10 .8) , 室温放置至

溶液清亮 ,加入SDS 和蛋白酶 K 37 ℃下消化过夜。消化液

分别经酚、酚/ 氯仿、氯仿抽提后 ,经乙醇沉淀得到CbNPV 多

角体 DNA。沉淀溶于2 .0 mmol/ L Tris ( pH 值 8 .0) 缓冲液

中,4 ℃备用。

1 .2 .2  CbNPV 全基因组序列测定。采用Shotgun 的方法构

建CbNPV 的 DNA 文库, 在上海人类基因组测序中心完成。

1 .2 .3  计算机分析。测定的 F 蛋白基因序列利用 BLAST

与GenBank 数据库进行比较; 用 NetOGlyc 及 NetNGlyc 软件

( ExPASy) 在线分析 O- 糖苷化位点及 N- 糖苷化位点 ; 用Sig-

nal P 软件( ExPASy) 在线分析分泌信号肽序列; 用ProtScale 软

件( ExPASy) 在线分析疏水结构; 用TMHMM 软件( ExPASy) 在

线分析跨膜结构; 并从 WWW.PBIL .ibcp .fr 网站在线分析蛋

白二级结构; 再用 DNAStar 软件包中 MegAlign 软件的 By Jo-

tun Hein Method 对核苷酸及氨基酸序列进行同源性比较 ,并

构建分子进化树。
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2  结果与分析

2 .1  CbNPV F 蛋白基因序列分析  序列分析表明 ,CbNPV

F 蛋白基因的读码框由2 109 个核苷酸组成, 编码702 个氨

基酸 , 分子质量约为80 .69 kDa。其中, 带负电的天冬氨酸和

谷氨酸残基总数为94 , 带正电的精氨酸和赖氨酸残基总数

为81。转录起始位点上游129 bp 处具有晚期基因保守的转

录基序ataag , 在转录起始位点上游57 bp 处有特征性的早期

转录基序cgtgc 。翻译后修饰分析表明 ,CbNPV F 蛋白基因

第96 位( NCST) 、481 位( NVTR) 、517 位( NLSA) 和 560 位

( NNTV) 为4 个 N- 连接的 Glc NAc 糖基化位点, 序列中没有

O- 连接的 Glc NAc 糖基化位点 ;1 ～23 个氨基酸是分泌信号

肽序列( 如图1 中方框标出部分) 。初级结构分析表明, 该

序列在4～24 和595～610 存在2 个疏水性区域, 并且在第

606 位氨基酸疏水性达到最高值3 .229 ; 在658 ～691 存在1

个亲水性区域, 并在第 676 位氨基酸亲水性达到最高值

3 .124( 如图1 中波浪线标出部分) 。

注 :杆状病毒的晚期基因转录起始位点用下划线标出。N- 糖基

化位点和信号肽序列由方框标出。亲水性疏水性区域用波

浪线标出。中间省略号部分省略了 330 ～1 410 的碱基 , 基因

全序列见GenBank , 登录号为 :AAY59555。

图1 CbNPV F 蛋白基因的核苷酸序列和推导的氨基酸序列

2 .2  F 蛋白基因的同源性比较 应用 DNAStar 软件包中的

MegAlign 软件对CbNPV 与典型的I 类核型多角体病毒 :Ac-

NPV、BmNPV、云杉卷叶蛾核型多角体病毒 Cf MNPV( Choris-

toneura fu miferana MNPV) 及II 类核型多角体病毒: 舞毒蛾核

型多角体病毒LdNPV( Lymantri a dispar NPV) 、茶小卷夜蛾核

型多 角 体 病 毒 AdhoNPV( Adoxophyes honmai nucleopolyhe-

drovirus) 、甘蓝尺蠖核型多角体病毒 TnNPV ( Tri choplusi a ni

SNPV) 等6 种鳞翅目昆虫 F 蛋白基因的核苷酸序列及氨基

酸序列进行同源性比较( 6 种NPV F 蛋白基因的 GenBank 登

录号分别为 ,Ac NPV :L 22858 ;BmNPV :L 33180 ;Cf MNPV NP

848333 ;LdNPV: AF 081810 ; AdhoNPV : NP 818765 ;TnNPV: YP

309032) 。结果表明,CbNPV 与 Ac NPV、BmNPV、Cf MNPV、Ld-

NPV、AdhoNPV 和TnNPV 中的 F 蛋白基因氨基酸序列同源

性分别为 :15 .9 % 、15 .4 % 、17 .0 %、61 .7 %、47 .8 % 和42 .5 %

( 表1) 。同时对 CbNPV 的F 蛋白基因序列与典型的I 类核

型多角体病毒的 gp64 基因序列进行同源性相比较 , 这些含

gp64 基因的 NPV 有:Ac NPV、BmNPV、Cf NPV、苹浅褐卷蛾核

型多角体病毒 EppoNPV( Epi phyas postvitt ana NPV) 、黄杉毒蛾

核型多角 体病毒 OpMNPV( Orgyi a pseudotsugat a multicapsid

NPV) 和尺蠖核型多角体病毒 RoMNPV( Rachi pl usi a ou multi-

ple NPV) , 同源性分别为 :19 .6 % 、18 .9 % 、15 .4 %、15 .2 %、

15 .0 %和19 .8 %( 表2) 。

  表1 CbNPV F 蛋白与6 种NPV F 蛋白同源性的比较

Ld Adho Tn Cf Ac Bm

Cb 61 .7 47 .8 42 .5 17 .0 15 .9 15 .4
Ld 47 .4 42 .9 17 .9 16 .9 16 .6
Ad 42 .4 17 .0 17 .3 15 .9
Tn 18 .7 18 .0 18 .3
Cf 39 .7 39 .4
Ac 90 .3

 注 :表中病毒的名称均省去NPV 或 MNPV。下表同。

  表2 CbNPV F 蛋白与6 种NPV GP64 的同源性比较

Ac Bm. Cf . Eppo Op Ro

Cb 19 .6 18 .9 15 .4 15 .2 15 .0 19 .8
Ac 96 .1 80 .0 75 .1 79 .6 98 .8
Bm 78 .8 74 .9 79 .0 94 .2
Cf 78 .8 88 .4 79 .6
Eppo 78 .4 74 .9
Op 79 .0

2 .3 F 蛋白二级结构分析  对 CbNPV F 蛋白氨基酸序列

进行二级结构分析表明 : 存在23 个α- 螺旋,15 个β- 折叠以

及25 个氨基酸残基侧链( 在图中用 E- Sthand 表示) ; 靠近 C

端有一个保守的跨膜结构。另外 , 将该氨基酸序与LdNPV、

AdhoNPV 和TnNPV 3 种鳞翅目昆虫 NPV F 蛋白氨基酸序列

比较分析, 发现 CbNPV F 蛋白氨基酸序列中还存在6 个保

守的半胱氨酸残基及12 个脯氨酸残基( 图2) 。

2 .4 根据 F 蛋白氨基酸序列同源性构建分子进化树  对

包括 CbNPV F 蛋白基因在内的28 种昆虫杆状病毒的 F 蛋

白基因, 以及已知全序列的11 种杆状病毒的 GP64 蛋白的

氨基酸序列进行同源性比较 , 结果表明 :CbNPV F 蛋白氨基

酸序列与I 类NPV 的同源性在8 .0 %～16 .1 % , 与II 类 NPV

F 蛋白的同源性在32 .9 % ～61 .8 % , 与 GV F 蛋白同源性在

23 .1 % ～25 .3 % , 与I 类NPV GP64 蛋白的同源性在9 .1 %～

11 .4 %。根据F 蛋白氨基酸序列的同源性 , 对相比较的39

种氨基酸序列构建分子进化树, 见图3。
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注 : 保守的脯氨酸和半胱氨酸位点分别用“#”和“*”表示。特殊的二级结构区域用方框标出 ;跨膜区用双下划线标出。

图2 4 种鳞翅目昆虫NPV F 蛋白氨基酸序列的比较

Nucleotide Substitutions( ×100)

注 : 在图中以 gp64 为比较对象的均在病毒名称中标注 , 未标注

的均是以F 蛋白为比较对象。

图3 39 种杆状病毒F 蛋白基因和GP64 蛋白基因氨基酸序列

分子进化树状图

3  讨论

杆状病毒是有囊膜的双链 DNA 大型病毒。在I 类 NPV

的囊膜中含有 GP64 蛋白 , 在 II 类 NPV 如在 LdMNPV[ 7] 、

SeMNPV[ 8] 、Xc GV[ 9] 的基因组的测序中发现这些病毒缺少

gp64 的同源基因。Ijkel 等鉴定了 SeMNPV 的膜融合蛋白

SE8 [ 5] 。证明 SE8 是 LdMNPV 膜融合蛋白 LD130 的同源蛋

白。Lung 等发现LD130 和SE8 都可拯救 gp64 缺失的 Ac M-

NPV 的复制 , 表明二者可替代部分 GP64 蛋白的重要功

能[ 6] 。这样 ,LD130 及其同源蛋白SE8 等被命名为F( fusion)

蛋白[ 6] 。F 蛋白与 GP64 具有不同的结构 ,F 蛋白的同源序

列在所有已测序杆状病毒包括具有 GP64 基因的I 类 NPV

的基因组中均有发现。Pearson 推测 ,GP64 代表一个在系统

发生中较晚获得的蛋白 , 而 F 家族可能更为原始 ,GP64 在

较晚时期并入杆状病毒基因组, 取代了F 的膜融合功能并

促进了那些用GP64 行使膜融合功能的近亲病毒的进化和

F 膜融合功能的丧失 , 而 F 却由于其他重要的功能被保

留[ 11] ( gp64 的存在或许为组 I NPV 提供了一种选择优

势[ 11] ) 。该F 蛋白不具备低pH 介导的膜融合活性, 为了和II

类NPV F 蛋白相区别,Pearson 和Rohrmann 又将组II NPV 的F

蛋白命名为Fa ,而组I NPV 的无膜融合活性F 同源蛋白命名为

Fb[ 10] 。另外,尽管组II NPV 的F 蛋白( LD130 ,SE8) 可拯救 GP64

的缺失,但是PxGV( Plutella xylostella granulovirus) 的F 蛋白却不

能[ 12] 。目前也还没有GP64 替代F 蛋白功能的报道。

对CbNPV F 蛋白基因序列的翻译后修饰分析、初级结

构分析和二级结构分析的结果表明 , 该序列既含有早期转

录基序cgtgc ,又含有晚期转录基序ataag ,说明F 蛋白在病毒

生长的早期和晚期均表达, 这点和组I NPV 的 GP64 蛋白是

相似的。在组I NPV 的结构蛋白中 , gp64 是唯一发现具有

早期与晚期启动子的基因。CbNPV F 蛋白序列在 N- 末端最

初1～23 位氨基酸还含有一个疏水性的分泌信号肽序列,

这点与组I NPV 的GP64 蛋白也是相似的( GP64 蛋白在N- 末
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端最初17 ～20 位是疏水性的分泌信号肽序列[ 1] ) 。CbNPV

F 蛋白序列在 C- 末端595～610 位有一个疏水性区域, 而在

591～613 位是一个跨膜结构区域, 所以在 C- 末端有一个疏

水性跨膜支撑序列即锚定结构域 , 与其紧密相连的是一段

亲水性区域( 在658～691 位) , 这种结构决定了CbNPV F 蛋

白和其他已鉴定的组II NPV 的F 蛋白( LD130 , SE8) 一样具

有膜融合活性 ,并且这种结构和 GP64 蛋白也极为相似。另

外,CbNPV F 蛋白序列还含有4 个 N- 糖基化位点 ,F 蛋白的

糖基化对囊膜蛋白掺入病毒离子是必需的。

对以 CbNPV F 蛋白为代表的 Fa、Fb 和 GP64 氨基酸序

列分析结果可以看出,CbNPV F 蛋白基因序列和II 类NPV F

蛋白的同源性( 32 .9 % ～61 .8 %) 远远大于其和 I 类 NPV F

蛋白的同源性( 8 .0 % ～11 .6 %) 。因此可以推断,CbNPV 属

于II 类 NPV。并且CbNPV F 蛋白与 LdNPV F 蛋白( LD130)

同源性达61 .8 % ,而与其他已知II 类 NPV F 蛋白的同源性

均在32 % ～48 % , 所以推测 CbNPV F 蛋白应和 LD130、SE8

属于同一类F 家族。CbNPV F 蛋白与I 类NPV GP64 的同源

性和其与Fb 的同源性均在17 % 以下, 因此,CbNPV F 蛋白

与两者的亲缘关系都很差 , 从进化树状图上看 Fb 和 GP64

的亲缘关系更进一些。

  因此F 蛋白与 GP64 相关性研究有助于揭示杆状病毒

的分子进化和对BV 膜融合蛋白功能的深入、全面的了解,

是近年来杆状病毒膜融合蛋白领域的研究热点。杆状病毒

作为农业鳞翅目害虫的主要自然控制因子, 其在生物杀虫

剂的开发和应用上有着广阔的前景。
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力, 增加管内水分的内聚力。当然这还有待于更深入的

研究。
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