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[摘　要] 　棉铃虫核型多角体病毒 ( HearN PV) ORF44是一个功能未知的基因 ,研究对 HearN PV ORF44基因

的序列及原核表达进行了初步研究。结果表明 , HearNPV ORF44基因全长 1 137 nt ,编码 378aa ,预测编码蛋白分子

量为 42. 7 ku。序列分析显示 ,ORF44具有双相启动子特征序列 ,同时兼有杆状病毒早期和晚期基因转录启动子特征

序列。ORF44的推导氨基酸序列中含有 1 个强跨膜螺旋区域 , 32 个磷酸化位点和 4 个糖基化位点。除 HzN PV

ORF45外 ,未发现与 ORF44氨基酸同源性高于 30 %的基因。构建了 p ET244表达载体 ,并在大肠杆菌 BL21中得到

了高效表达 ,表达的融合蛋白分子量为 44 ku ,与预测编码蛋白分子量大小相符。序列分析结果表明 ,ORF44是 He2
arN PV的一个特有基因 ,ORF44融合蛋白的成功表达为深入研究 HearNPV ORF44奠定了基础。
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Abstract : The function of HearNPV ORF44 is unknown for the present ,thus the HearNPV ORF44 was stud2
ied and the primary results were reported in this article. HearNPV ORF44 is 1 137 nt long ,encoding a putative pro2
tein of 378aa with a predicted size of 42. 7 ku. Both baculovirus consensus early and late promoter motifs are found

in ORF44. One transmembrane helices region ,32 putative phosphorylation sites and 4 N2linked glycosylation sites

are found in the predicted ORF44 protein. No homologue that shares an identity over 30 % through NPVs and GVs

is found in GenBank and SWISS2PRO T. A p ET244 plasmid is constructed and ORF44 is expressed in the Eschechia

coli (BL21) . The molecular weight of expressed fusion protein is 44 ku ,which conforms to the predicted size. The

results show that ORF44 is unique to HearNPV among NPVs ,and the expression of fused ORF44 protein provides

the basic information on the analysis of HearNPV ORF44 function.
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　　棉铃虫 ( Hel iocover p a armi gera)是我国重要

的农业害虫之一 ,常给农业生产带来巨大的经济损

失。由于化学农药的长期大量使用 ,棉铃虫的抗药

性剧增 ,而且污染了环境 ,使棉铃虫的可持续治理面

临着重大挑战。棉铃虫核型多角体病毒 ( Heliocov2
erpa armigera nucleopolyhedrovirus , HearN PV)是

棉铃虫专一性病原微生物 ,也是我国第一个注册使

用的生物农药[1 ] ,它具有寄主范围特异、对靶标高毒
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力、可引起区域性昆虫流行病、无药害、对环境稳定、

使用安全、害虫不产生抗药性等优点 ,是理想的害虫

控制因子。然而 ,传统病毒杀虫剂的杀虫作用缓慢 ,

杀虫范围窄 ,极大地限制了其推广使用。因此 ,对

HearN PV基因进行深入研究 ,不但有助于更清楚了

解其分子生物学背景 ,而且对病毒杀虫剂的遗传改

良和新的杆状病毒 - 昆虫细胞表达系统的建立具有

重要意义。

张传溪等[223 ]测定了 HearN PV C1 株基因组全

序列 (NC_003094) ,构建了基因组详细物理图谱 ,定

位了一些主要基因。到目前为止 , HearN PV的一些

基因已见研究报道 ,如 polyhedrin[4 ]、ORF29[5 ]、

ORF33[6 ]、ORF128[7 ]、ORF135 [8 ]以及 ORF83[9 ] ,但

在 HearN PV C1 株和其他已报道的杆状病毒的同

源基因中 , ORF44 尚无研究报道。本研究通过对

HearN PV ORF44基因的序列分析、原核表达进行

研究 ,以探讨该基因的特性 ,旨在为 HearN PV 功能

基因组学研究提供基础数据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

HearN PV C1 病毒株 ,由浙江大学应用昆虫研

究所张传溪教授惠赠 ;大肠杆菌 T G1、BL21 ,载体

p ET228a ( + ) ,均由西北农林科技大学植保资源与

病虫害治理教育部重点实验室保存。

p GEM2T2easy vector、T4 DNA ligase、T aq

DNA 聚合酶及相应 Buffer ,均为 Promega 公司产

品 ;限制性内切酶 B am H Ⅰ、X hoⅠ及其配套 Buff2
er、dN TPs、DL2000 DNA Marker ,均为 Takara 公

司产品 ; Gel Ext raction Kit Ⅱ凝胶回收试剂盒 ,为安

徽优晶生物工程有限公司产品 ;辣根过氧化物酶

HRP标记的 Goat Anti Mouse Ig G ,购自华美生物

工程公司 ; Anti2His antibody (p urified f rom Mouse

serum)购自 Pharmacia 公司 ; RNase、硝酸纤维素膜

(NC) 、β2巯基乙醇 ,均购自上海 Sangon 公司 ;琼脂

糖 Agarose ( UL TRA PU RE) ,为 Amresco 进口分

装产品 ;其他试剂均为国产分析纯。

1. 2　方　法

1. 2. 1　序列分析　分析所用的数据通过 BL ASTP

程序从 GenBank/ EMBL 和 SWISS2PRO T 获得 ;由

基因序列推测氨基酸序列用 DNAMAN (Ver 5. 2.

2. 0) (L ynnon Biosoft , U SA)进行编辑分析 ;功能

域、信号肽序列、后修饰等的预测 ,应用 ScanPros2
ite、Motif scan、Signal P、Tmpred、NetN Glyc 和 Net2

Phos 2. 0 Server软件上网分析 (http :/ / ca. expasy.

org) 。

1. 2. 2 　原核表达 　① PCR 反应。根据已发表的

HearN PV C1株基因组序列设计引物[2 ] ,引物由上

海 Sangon 公司合成 ,其中正向引物含有 B am H Ⅰ

酶切位点 ,反向引物含有 X hoⅠ酶切位点。

ORF44F :5′A GGATCCATGA GCAATCCCA GC ;

ORF44R :5′A CTCGA GTTAATA GCGCAAACG 。

反应体系 (25μL) :模板 DNA 0. 5μL ,正、反向

引物各 0. 5μL ,10 ×Buffer (不含 Mg2 + ) 2. 5μL ,

MgCl2 ( 25 mmol/ L ) 2 μL , dN TPs 0. 5 μL , T aq

DNA聚合酶 0. 3μL ,灭菌双蒸水 18. 5μL。

反应程序 : 94 ℃预变性 3 min ; 94 ℃变性 1

min ,55 ℃退火 1 min ,72 ℃延伸 1. 5 min ,30 个循

环 ;最后 72 ℃延伸 20 min ,产物于 4 ℃保存。

②表达载体的构建。用 Gel Ext raction Kit Ⅱ

凝胶回收试剂盒从 1. 2 %琼脂糖凝胶纯化 ORF44

PCR产物 ,纯化片段与 p GEM2T2easy vector 连接 ,

重组载体记为 p GT244 ,将 p GT244 转化 T G1 感受

态细胞 ,蓝白斑筛选 ,质粒 PCR和 B am H Ⅰ、X hoⅠ

双酶切鉴定 ,鉴定无误后送交上海奇骏生物公司测

序。

将鉴定无误的 p GT244 和 p ET228a ( + ) 质粒

B am HⅠ、X hoⅠ双酶切 , Gel Ext raction Kit Ⅱ凝胶

回收试剂盒从 1. 2 %琼脂糖凝胶回收 ORF44 片段

和线性 p ET228a ( + )质粒 ,连接 ORF44与 p ET228a

( + ) ,重组载体记为 p ET244 ,将 p ET244 转化 T G1

感受态细胞 ,卡那抗性筛选 ,质粒 PCR和 B am HⅠ、

X hoⅠ双酶切鉴定。

③ORF44 在大肠杆菌中的表达。小量抽提

p ET244 ,将 p ET244 转化表达菌株 BL21 感受态细

胞 , 鉴定无误后以终浓度 1. 5 mmol/ L 的 IP T G在

28 ℃诱导表达 5 h ,表达产物进行 12 %聚丙烯酰胺

凝胶电泳分析。

碱法小量抽提质粒 ,CaCl2 法感受态细胞制备、

转化及聚丙烯酰胺凝胶电泳的操作方法均参考文献

[ 10 ] ,DNA片段回收和酶切反应的具体操作按厂家

说明书进行。

④Western blot 分析。Western blot 分析采用

一抗为 6×His融合蛋白单抗 (Anti2His antibody) ,

二抗为辣根过氧化物酶 HRP 标记的 Goat Anti

Mouse Ig G。蛋白转移采用 BIO2RAD 半干转膜仪

在 15 V电转 30 min ,其他步骤参见文献[11 ]。
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2　结果与分析

2. 1　HearN PV ORF44基因序列分析

HearN PV ORF44 基因位于基因组 38 484～

39 620 bp ,基因全长 1 137 nt ,转录方向与棉铃虫核

型多角体病毒多角体蛋白基因方向相反 ,编码

378aa ,预测编码蛋白分子量为 42. 7 ku , p I 值为

9. 04 (图 1) 。

图 1　HearN PV ORF44基因序列分析结果

黑体为起始密码子与终止密码子 ;虚下划线为杆状病毒早期、晚期基因转录启动子 ,Poly A加尾信号 ;方框为 CAA T框和 TA TA框 ;

双下划线为跨膜螺旋区域 ;单下划线为糖基化位点 ;黑体加阴影部分为磷酸化位点

Fig. 1　Sequence analysis of HearN PV ORF44

The start and stop codons are denoted in bold faces ;location of baculovirus consensus early and late start sites ,as well as

t he polyadenylation signal sequence ,are marked wit h broken lines ;CAA Tand TA TA boxes are f ramed ;putative t ransmembrane helices

region is double2underlined ;putative glycosylation sites are underlined ;putative phosphorylation sites are bot h bolded and shaded.
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　　序列分析发现 ,ORF44具有双相启动子特征序

列 ,同时兼有杆状病毒早期和晚期基因转录启动子

特征序列 :起始密码子上游 103和 136 nt 处有两个

典型的杆状病毒早期基因转录启动子特征序列

AACA T T和 AACA GT ;起始密码子上游 87和 268

nt 处各有一个典型的杆状病毒晚期基因转录启动

子特征序列 A TAA G。起始密码子上游 80 nt 处有

一个 CAA T框 ,269 nt 处有一个 TA TA 框 ,分别与

上述两个杆状病毒晚期基因转录启动子特征序列

A TAA G重合 ;终止密码子 TAA 处重复一个 Poly

A加尾信号 (图 1) 。

用 ScanProsite、Motif scan、Signal P分析推测氨

基酸序列 ,未发现信号肽及其他保守基序 ; Tmp red

分析发现 ,Met275～Leu297处有 1个强跨膜螺旋区

域 ;应用 NetN Glyc分析发现 6 个 N2X2S/ T糖基化

序列 ,其中 4 个可能是糖基化位点 ;应用 Net Phos

2. 0 Server分析发现 ,ORF44 推导氨基酸序列中含

有 32个磷酸化位点 :21 个丝氨酸激酶磷酸化位点、

6个苏氨酸激酶磷酸化位点以及 5个酪氨酸激酶磷

酸化位点 (图 1) 。

通过在 GenBank和 SWISS2PRO T数据库中搜

索发现 ,与 HearN PV ORF44相似的基因有 10个核

型多角体病毒的 11 个 ORF ( ht tp :/ / www. ncbi.

nlm. nih. gov/ BL AST/ Blast . cgi) 。将这 11个 ORF

和 HearN PV ORF44 用 DNAMAN 进行多重序列

比对发现 , HearN PV ORF44 与美洲棉铃虫核型多

角体病毒 ( Hel iocoverp a zea nucleopolyhedrovirus ,

HzN PV) ORF45 ( N P _ 542668 ) 的同源性为

99. 5 % ,暗示 HearN PV 和 HzN PV 很可能是同一

病毒的不同株系[12 ] ,但与其他 10个 ORF的同源性

仅为 16. 5 %～27. 5 % ,表明 ORF44是 HearN PV的

一个特有基因。

2. 2　HearN PV ORF44基因原核表达

2. 2. 1　重组质粒的构建　用 PCR方法从 HearN2
PV基因组中扩增 ORF44 ,扩增片段大小为 1 137

bp ,PCR扩增产物及 p ET244 双酶切鉴定结果分别

如图 2 ,3所示 ,结果表明片段大小与预期一致。同

时 ,测序结果也正确无误 ,说明 ORF44已正确插入

到 p ET228a ( + )中。

图 2　HearN PV ORF44基因的 PCR扩增产物

M. DNA标准 DL2000 ;1. HearNPV ORF44 PCR扩增产物

Fig. 2　PCR amplification of HearN PV ORF44

M. DNA Marker DL2000 ;1. PCR product of HearNPV ORF44

图 3　表达载体 p ET244的双酶切鉴定结果

M. DNA标准 DL2000 ;1. p ET244

Fig. 3　Restriction endonuclease digestion of

expression vector p ET244

M. DNA Marker DL2000 ;1. p ET244

2. 2. 2　诱导表达　表达载体 p ET244在 BL21中诱

导表达 5 h后收集菌体 ,表达产物进行 12 %聚丙烯

酰胺不连续凝胶电泳分析 ,结果如图 4 所示。与对

照相比 ,p ET244在 44 ku左右出现 1条特异性高浓

度条带 ,与预计的 ORF44 与 6 ×His融合表达蛋白

的分子量吻合。
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图 4　p ET244在大肠杆菌 BL21中的表达

A :M.标准分子量蛋白 ;1 ,2. p ET244 ;3. p ET228a ( + ) ;4. BL21

B :1 ,2. BL21 和 p ET244的 Western blot 分析

Fig. 4　Bacterial expression of p ET244in E. coli (BL21)

A :M. Protein marker ;1 ,2. p ET244 t ransformed BL21 ;3. p ET228a ( + ) t ransformed BL21 ;4. BL21

B :1 ,2. Western blot for BL21 and p ET244

3　讨　论

与 HearNPV ORF81 相似[11 ] , HearNPV ORF44

也具有双向启动子特征序列 ,不同的是 ,杆状病毒晚

期基因转录启动子特征序列 A TAA G有两个拷贝 ,

并且分别与启动子元件 TA TA 框和 CAA T 框重

合 ,但有关该元件组合对该基因转录的调控作用还

需进一步深入研究。在 GenBank 和 SWISS2PRO T

数据库中搜索发现 ,所有杆状病毒中无与 HearN PV

ORF44同源性高于 30 %的基因。在推测的 ORF44

蛋白氨基酸序列中 ,包含有 1 个强跨膜螺旋区域 ,4

个潜在的糖基化位点以及 32 个磷酸化位点 ,表明

ORF44编码的蛋白可能是 HearN PV 特有的一个

结构蛋白。

本研究在 BL21 中融合表达了 HearN PV

ORF44 ,为进一步对 ORF44 编码的蛋白进行结构

和功能分析等深入研究 ,提供了基础数据。
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