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摘要  为了对CbNPV ubiquitin 基因序列进行分析 ,并对目前已知全基因组序列的杆状病毒的泛素氨基酸序列进行比较。从豆天蛾幼虫
尸体中分离纯化豆天蛾核型多角体病毒( CbNPV) ,提取基因组DNA,进行基因组测序。序列分析发现一个长度为252 bp 的读码框序列与
泛素基因同源性很高 ,该基因编码83 个氨基酸。氨基酸序列同源性分析结果表明 ,CbNPV 泛素的氨基酸序列与20 种杆状病毒泛素的氨
基酸序列的同源性在66 .3 %～82 .1 % ,并且维持泛素功能所必需的氨基酸序列 ,在大部分杆状病毒中也都保守存在。
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Abstract  Clanis bilineat a Nuclear Polyhedrosis Virus ( CbNPV) particles were purified from Cl anis bilineata body and then the genomic DNA was ex-
tracted . The viral DNA was sequenced with shotgun method . The result of sequence analysis i ndicated that the openread frame( ORF) of CbNPV ubiquiti n
contains 252 base pairs , which encoded 83 amino acids . Amino aci d sequence analysis showed that CbUBI had 66 .3 %～82 .1 % i dentities with 20 bac-
ulovirus UBI proteins , and the residues known to be essential for the function of ubiquitin were conserved i n most baculoriridae .
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  泛素( Ubiquitin ,Ubi) 是由76 个氨基酸组成的 , 具有高度

保守性的小分子球状蛋白,是所有真核细胞中普遍存在的最

丰富的蛋白之一 , 又称为遍在蛋白。泛素 - 蛋白酶体途径

( Ubiquitn- proteasome pathway ,UPP) 是蛋白质选择性降解的主

要方式, 它能催化泛素在泛素活化酶( E1) 、泛素结合酶( E2)

和泛素连接酶( E3) 的作用下 , 共价结合于靶蛋白上, 从而使

经泛素化修饰的靶蛋白被 26s 蛋白酶体选择性降解成短

肽[ 1] 。除此之外, 泛素还参与了多种生命过程, 如 DNA 修

复, 调节细胞周期进程, 转录和信号转导,受体介导的内吞过

程, 抗原提呈, 细胞的病理性改变及程序性死亡等[ 2] 。同时 ,

近年研究还发现, 泛素在促进多种病毒增殖的过程中起着重

要作用。

杆状病毒是有囊膜的双链 DNA 大形病毒, 宿主域仅限

于无脊椎动物,是可编码泛素或泛素样蛋白的病毒之一。笔

者等从豆天蛾幼虫尸体中分离出豆天蛾核型多角体病毒

( Clanis bilineata Nuclear Polyhedrosis Virus ,CbNPV) , 并对其进

行了全序列测定。在相似性比较分析中, 发现一长度为252

bp 的 读 码 框 序 列, 为 ubiquitin 类 似 基 因。笔 者 即 对

CbNPV ubiquitin基因序列进行了分析, 并对目前已知全基因

组序列的杆状病毒的泛素氨基酸序列进行了比较,结果报道

如下。

1  材料与方法

1 .1 材料  豆天蛾幼虫尸体采集于浙江省湖州市。

1 .2 方法

1 .2 .1 CbNPV 多角体的纯化及 DNA 提取。感染病虫尸体研

磨后过滤,经蔗糖梯度离心纯化。将CbNPV 悬于裂解液至清

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
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DNA。将沉淀溶于2 .0 mmol/ L Tris ( pH 值8 .0) 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 ubiquitin。测定的序列利用 BLAST 与

GenBank 数据库进行比较。用 DNAStar 软件包中的 MegAlign

软件对核苷酸及氨基酸序列进行同源性比较。

2  结果与分析

2 .1 CbNPV ubiquitin 基因序列分析 在构建的CbNPV DNA

文库中, 发现了8 个包含ubiquitin 基因序列的克隆( 图1) 。

对这些克隆进行多重测序分析 ,获得了ubiquitin 基因的完整

序列( 图2) 。

图1 与泛素基因相关的8 个克隆片段

 注 :杆状病毒晚期基因转录的保守起始序列( ataag) 由方框标出。

维持泛素功能所必需的氨基酸残基以黑色字体标出。

图2 CbNPV ubiquitin基因的核苷酸序列和推导的氨基酸序列

序列分析表明,CbNPV ubiquitin 基因由252 个核苷酸组

成, 编码83 个氨基酸 ,分子质量约为9 .5 kDa。转录起始位点

上游- 27 bp 处具有晚期基因转录的保守起始序列ataag , 表

明该基因为晚期表达基因。

氨基酸序列分析表明 ,真核生物中维持泛素功能所必需

的氨基酸序列, 特别是Lys48和 His68 , 以及 C 末端序列( LRL-
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RGG) 在CbUBI 中均保守存在。另外, 在 CbNPV UBI 保守序

列LRLRGG 后多出由7 个氨基酸组成的延伸肽。

2 .2 ubiquitin 基因氨基酸序列同源性比较  应用 DNAStar

软件包中的MegAlign 软件对CbNPV 与人、酵母、家蚕及20 种

杆状病毒泛素的氨基酸序列进行同源性比较。结果表明 ,

CbNPV UBI 与人、酵母和家蚕泛素的氨基酸序列的同源性均

为85 .5 % , 与20 种杆状病毒泛素的氨基酸序列的同源性在

66 .3 %～82 .1 %( 图3) 。

图3 人、酵母、家蚕和21 种杆状病毒泛素基因氨基酸序列的同源性比较

3  讨论

泛素的氨基酸序列在真核生物中高度保守, 动物、酵母

和植物中仅有3 个氨基酸的差别。泛素编码序列可分为2

种类型 :多聚泛素基因编码由多个首尾相接的泛素序列组成

的多聚泛素,多聚泛素在去泛素酶( E4) 的作用下可游离出多

个泛素单体。另一类ubiquitin 基因编码的泛素序列 , 在其 C

端连接有核糖体蛋白, 或称为C 端延伸肽( Carboxyl extension

protein ,CEP) 序列[ 3] 。CEP 也可以在去泛素酶( E4) 的催化下

从融合蛋白上释放。已有研究表明, 泛素在多种病毒的发育

循环中起着重要的作用。如宿主的泛素分子可共价连接在

一些植物病毒的外壳蛋白上[ 4] , 游离的泛素也可作为禽白血

病病毒的组成成分大量存在[ 5] , 非洲猪瘟病毒( ASFV) 可编码

泛素连接酶( E3) 样蛋白等[ 6] 。但目前所知能够编码泛素或

泛素样蛋白的病毒只有杆状病毒和昆虫痘病毒。

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[ 7] 。苜蓿

尺蠖核型多角体病毒( Autographa californica Nuclear Polyhedro-

sis Virus ,Ac NPV) 是第一个被报道可编码泛素样蛋白的杆状

病毒,和动物细胞的泛素蛋白相差18 个氨基酸。它是 AcN-

PV 出芽病毒粒子的结构蛋白, 通过与磷脂的共价连接而锚

定在病毒粒子囊膜内侧[ 8] 。目前已公布全基因组序列的24

种杆状病毒中, 除了黄地老虎颗粒体病毒( Agrotis seget um

granul ovirus, AgseGV) , 红 头 松 树 叶 蜂 核 型 多 角 体 病 毒

( Neodiprion lecontei NPV ,NeleNPV) ,松柏锯角叶蜂核型多角体

病毒( Neodiprion sertifer NPV,NeseNPV) 和库蚊核型多角体病

毒( Culex nigripalpus NPV,Cuni NPV) 外 , 其余的杆状病毒都具

有可以编码泛素样蛋白的序列。在真核生物中维持泛素功

能所必需的氨基酸序列 ,大部分杆状病毒中也都保守存在。

如,参与形成泛素 - 蛋白酶复合体的4 个氨基酸残基Lys29、

Lys48、Lys63、His68 , 除了Lys29外, 其余在杆状病毒UBI 中均保守

存在。Lys29在苹浅褐卷蛾核型多角体病毒( Epiphyas postvit-

t ana NPV ,EpNPV) 、斜纹夜蛾核型多角体病毒( Spodoptera litura

NPV,SpltNPV ) 、棉褐带卷蛾颗粒体病毒( Adoxophyes orana

GV,AoGV) 和马铃薯块茎蛾颗粒体病毒( Pht hori maea operculel-

l a GV,PoGV) 中分别替换为Gln、Pro、Ala 和Leu ; 在受体介导的

内吞作用中起重要作用的 Gln2、Phe4、Lys6、Leu8、Thr12、Ile44、

Glu64及 Val70[ 9] ,除了Thr12在CbNPV、戈尔登双生斑核型多角

体病毒( Chrysodeixis chalcites NPV,ChchNPV) 和 EpNPV 中替换

为Ser ,以及 Glu64及在茶小卷叶蛾核型多角体病毒( Adoxo-

phyes hon mai NPV,AhNPV) 中替换为Asp 外 ,其余均保守存在 ;

对于泛素分子维持正确构象所必需的C 末端保守序列LRL-

RGG 则在所有已知全基因组序列的杆状病毒中都保守存在。

氨基酸序列同源性分析表明( 图4) : 杆状病毒泛素的氨

基酸序列同源性在58 .5 %～100 % , 变化范围较大, 这主要是

由于杆状病毒编码的泛素蛋白, 在其 C 端均包含有1～256

个氨基酸组成的长短不等的 CEP ,CEP 的氨基酸序列在各杆

状病毒间并不保守。推测它们可能来源于祖先细胞的泛素

融合基因或多聚泛素基因的 C 末端延长部分[ 10] 。另外 , 杆

状病毒泛素的氨基酸序列中存在2 个异质性相对较高的区

域:HR1( 15～31 位) 和 HR2( 53～57 位) , 可能与宿主特异性有

关( 图3) 。杆状病毒泛素间的氨基酸序列保守程度较真核的

泛素要低很多,说明前者在功能上可能与后者存在差异。移

码突变实验表明,Ac NPV 编码的UBI 蛋白对于病毒的复制过

程是一种非必需蛋白 ,但泛素作为杆状病毒出芽病毒粒子的

结构蛋白之一, 共价结合于囊膜内侧, 推测泛素与病毒颗粒

的装配或出芽过程有关,UBI 锚定于膜上也可能是病毒感染
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早期所必需的[ 8] 。

笔者对新发现的一种杆状病毒, 豆天蛾核型多角体病毒

( CbNPV) 的ubiquitin 基因序列进行了初步分析, 并对目前已

知全基因组序列的杆状病毒的 UBI 氨基酸序列进行了比较 ,

为进一步研究泛素在病毒的发育循环, 感染及病毒与宿主间

的相互作用中的功能奠定了基础。

图4 21 种杆状病毒泛素基因氨基酸序列的比较
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