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+目的,对菜粉蝶颗粒体病毒!
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"多角体膜蛋白!
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W@W

"进行研究(为揭示
W@W

的功能及其在病毒生命过程中的作用提供参考)+方法,以
W+ZBW@W

为对象(

通过序列分析%原核表达%抗体制备%

4̀514+, .̂)11:,

P

%胶体金免疫定位%实时荧光定量
WTX

等方法初步确认该基因定

位和表达时相)+结果,

W+ZBW@W

与其他鳞翅目昆虫颗粒体病毒的
W@W

同源性达到
Q%_

左右(但未在核型多角体

病毒!

0*?.4)

K

).

<

24A+);:+*5

(

0WB

"中发现同源序列)定量
WTX

分析表明(菜青虫感染
W+ZB

后
$!2

可检测到
W@W

的存在(随后该基因的表达水平逐渐升高(并在
#$2

达到峰值)通过
4̀514+, .̂)11:,

P

可以在感染
W+ZB

的菜青虫体

内检测到大小分别为
$DJ*

和
&QJ*

的清晰条带(说明制备的多克隆抗体具有较好的特异性)免疫金标记将
W@W

定

位于椭圆型的颗粒体(证明
W@W

是
ZB

包涵体的重要组成部分)+结论,

W+ZBW@W

在颗粒体病毒中较为保守(可能

是
W+ZB

晚期表达的重要基因(参与病毒侵染后期颗粒体结构的形成)
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杆状病毒!

-̂?*.);:+*5

"是一类含有囊膜结构的

双链环状
F06

病毒(是目前发现最早%研究最多的

昆虫病毒(在害虫生物防治中发挥着重要的作用&

&

'

)

杆状病毒根据其包涵体形态可分为核型多角体病毒
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0WB

"和颗粒体病毒!

Z+-C

,*?.);:+*5

(

ZB

"(其中
ZB

病毒的包涵体呈椭圆形

的颗粒状(常常只包埋单个病毒粒子(可以在环境中

长期稳定存在&

$

'

)近年来(随着杆状病毒基因组测

序的完成(越来越多的研究者从分子水平揭示了病

毒编码蛋白的功能(为病毒的合理利用提供了理论

指导)

菜粉蝶颗粒体病毒!

+3%63#6"
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W+ZB

"属于杆状病毒科颗粒体病毒属(是一类特

异侵染菜粉蝶的
ZB

病毒(其宿主菜粉蝶!

+3%63#
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"属鳞翅目(幼虫称菜青虫(严重危害甘蓝%萝

卜%花菜等十字花科作物(影响蔬菜的产量和品

质&

D

'

)

W+ZB

基因组大小为
&%'QE$^

K

(预测编码框

为
&$%

个(占整个基因组的
E&_

&

!

'

)蛋白同源性比

对发现(有
DD

个
W+ZB

基因只存在于
ZB

基因组(

但在
0WB

基因组并不存在(这其中包括
&

个编码多

角体膜蛋白!
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W@W

"的

GX8$%

&

Q

'

)有研究表明(

W@W

是颗粒体囊膜蛋白成

分之一(可能参与颗粒体的形成&

"C#

'

)然而(关于该

蛋白在病毒侵染%组装%扩散等生命过程中的作用尚

不清楚)

本研究对
W+ZBW@W

进行原核表达(并制备了

该蛋白的多克隆抗体(通过表达时相分析%免疫标

记%细胞定位等手段对
W+ZBW@W

进行深入研究(

旨在为进一步了解
W+ZB

的生物学特性奠定基础)

&

!

材料与方法

&=&

!

材
!

料

&=&=&

!

菜青虫饲养
!

试验用菜青虫和甘蓝植株采

自浙江大学紫金港校区(并在人工气候环境下饲养(

饲养温度控制在!

$"g%=Q

"

c

(相对湿度控制在

!

Q%gQ

"

_

(光周期!白天$黑夜"为
&"2

$

'2

)

&=&=$

!

W+ZB

病毒
!

W+ZB

纯病毒由浙江大学昆虫

科学研究所分子昆虫研究室提供)取新鲜的甘蓝叶

片(裁成
&LLb$LL

的碎片(将含有
W+ZB

病毒

的溶液稀释
&%%

倍(用毛笔均匀涂抹于叶片表面(置

容积为
&?L

D 的玻璃培养皿内自然晾干*然后放入

刚蜕皮并饥饿
D2

的
$

龄菜青虫幼虫)放入
&2

后(

将完全取食完叶片的幼虫(即感染
W+ZB

幼虫(放入

新鲜!不含病毒"的甘蓝叶片上继续饲养)

&=$

!

方
!

法

&=$=&

!

X06

提取与定量
WTX

!

分别挑取感染

W+ZB

后第
%

(

D

(

"

(

&$

(

&'

(

$!

(

D"

(

!'

(

#$

和
E"2

的菜

青虫若虫(利用
X06:5)

K

.*5

!

V-h-X-

(

F-.:-,

(

T2:C

,-

"提取
X06

*随后(按照
X4;4+V+-6?4

f

WTX

XVS-514+

试剂盒!

V)e)R)

(

G5-J-

(

(-

K

-,

"说明书(

将
LX06

反转录成
?F06

*定量
WTX

按照
>eRX

Z+44,

试剂盒!

R:)CX-A

(

Y4+?*.45

(

T6

(

9>6

"说明书

配置反应体系(并利用
T8] T),,4?1X4-.CV:L4

>

<

514L

!

R:)CX-A

"实时检测荧光信号)定量
WTX

反

应程序如下#

EQc

预变性
DL:,

*

EQc

变性
&%5

(

"%

c

退火延伸
D%5

(共循环
!%

次)以
+K6"

$

"%&'>

+X06

作为内参(利用
$

M

&&

!5法进行试验结果计

算&

'

'

)共进行
D

个生物重复(每个生物重复包含
D

个技术重复(定量引物设计详见表
&

)

&=$=$

!

W@W

原核表达
!

根据
W+ZBW@W

编码蛋白

的
TF5

序列(设计
&

对含有
>"MY

*

和
UB0

*

酶切

位点的
W+ZB W@WC54,54

和
W+ZB W@WC-,1:54,54

引物!表
&

"(利用
WTX

扩增目的片段并与
WSFC

&EV

!

V-h-X-

"连接*测序正确后分别用
>"MY

*

%

UB0

*

双酶切
W@WCWSFC&EV

(与经同样双酶切的

K

Z@]C!VC$

表达载体!

W2-+L-?:-

(

W:5?-1-3-

<

(

0(

(

9>6

"相连接(获得
W@WC

K

Z@]C!VC$

重组质粒(转

化
7K:0<3RU$&

*挑取单菌落接种到含有氨苄青霉素

的
UR

培养基中*加入
HWVZ

至终浓度
&LL).

$

U

(

D#c

下诱导表达
"2

*最后(通过
>F>CW6Z@

将诱

导表达得到的菌液进行分离(确定目的蛋白的表达

情况)

表
&

!

定量
WTX

和原核表达引物及其序列

V-̂.4&

!

W+:L4+5-,A54

f

*4,?45*54A:,

K

+)J-+

<

)1:?4O

K

+455:),-,A

f

*-,1:1-1:;4+4-.C1:L4WTX

引物功能
W+:L4+/*,?1:),

引物
W+:L4+

序列!

Qd

#

Dd

"

>4

f

*4,?4

!

Qd

#

Dd

"

W+ZBW@WC54,54 VTTVTV66VVTZZV66TV6T6V

W+ZBW@WC-,1:54,54 VTVV6T6VTZV666VZZTVVT

定量
WTX

a*-,1:1-1:;4+4-.C1:L4WTX

+K6"

$

"%&'>+X06C54,54 6Z666TZZTV6TT6T6VTT6

+K6"

$

"%&'>+X06C-,1:54,54 ZT6TT6Z6TVVZTTTVTT6

原核表达

W+)J-+

<

)1:?4O

K

+455:),

W+ZBW@WC54,54 ZZ6VTT6VZ6TTVTV6V6TTZZT6Z

W+ZBW@WC-,1:54,54 TVTZ6ZVV66VVZZV66VVVTVVZ
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&=$=D
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W@WCZ>V

重组蛋白回收与多克隆抗体制备

!

将诱导表达获得的融合蛋白进行
>F>CW6Z@

凝

胶电泳(并用预冷的
%=$QL).

$

UhT.

溶液染色后切

取目的条带*样品经电泳%脱盐%浓缩等处理后送至

华安生物有限公司!

Y*--,R:)14?2

(

Y-,

P

N2)*

(

T2:C

,-

"制备
W+ZBW@W

多克隆抗体)

多克隆抗体制备选取健康的新西兰大耳白兔(

分
Q

次免疫(每次蛋白用量为
%=QL

P

$只#第
&

次将

纯化蛋白与弗氏完全佐剂等体积混合(皮下免疫大

白兔*第
$

#

Q

次免疫使用纯化蛋白与弗氏不完全佐

剂等体积混合液(每次免疫间隔
&!A

)最后一次免

疫后
&%A

取少量血清(利用
@UH>6

测定抗体效价(

检测合格后采用颈动脉放血法大量收集兔血(

D%%%

+

$

L:,

离心
&QL:,

后所得的血清即为抗血清(于

M'%c

冰箱保存)

&=$=!

!

W@W

的
4̀514+, .̂)11:,

P

检测
!

取感染

W+ZB

后刚死亡的菜青虫(在
XHW6

裂解液!

R4

<

)C

1:L4R:)14?2,).)

P<

(

R4:

I

:,

P

(

T2:,-

"中研磨*利用

>F>CW6Z@

分离蛋白后(将其转移到
WBF8

膜*

WBF8

膜经
&bVVR>

!

$=!$

P

V+:5Ĉ-54

(

'

P

0-T.

(

体积分数
%=&_ V344,

(

K

Y#="

(定容到
&U

"冲洗
&

遍后(用质量分数
Q_

脱脂奶粉封闭
WBF8

膜(并按

&l$%%%

的体积比加入
W+ZBW@W

多克隆抗体(

!

c

孵育过夜*

WBF8

膜经
&bVVR>

洗涤
D

遍后(按

照
&l&Q%%%

的体积比加入羊抗兔二抗!

(-?J5),

HLL*,)X454-+?2

(

4̀51Z+);4

(

W6

(

9>6

"(

!c

封

闭过夜*取出
WBF8

膜(用
&bVR>

!

$=!$

P

V+:5C

-̂54

(

'

P

0-T.

(

K

Y#="

(定容到
&U

"洗涤
D

遍*随

后(向
WBF8

膜加入
T.-+:1

<

34514+,@TU5*̂51+-14

!

R:)CX-A

"(利用
S).4?*.-+HL-

P

4+

+

T24L:F)?VS

]X>[>

<

514L

!

R:)CX-A

"拍摄图像)

&=$=Q

!

W@W

的免疫金标记
!

利用蔗糖密度梯度离

心法纯化
W+ZB

病毒样品(将其浸泡在固定液!质量

分数
!_

多聚甲醛(体积分数
%=D_

戊二醛(质量分

数
!_

蔗糖"中*样品经
&bWR>

洗涤后(分别用体积

分数
Q%_

(

#%_

(

'%_

(

E%_

(

EQ_

和
&%%_

的乙醇脱

水*脱水后的样品在
U)3:?+

<

.h!S

!

W).

<

5?:4,?45

(

H,?=

(

-̀++:,

P

1),

(

W6

(

9>6

"中浸泡(并放入装有紫

外灯的
M$% c

冰箱中*将聚合后的样品在
UhR

R+)LL-&&'%%

K<

+-L:1)L4

切片机下进行定位(随

后用装有钻石刀的
W)34+1)L4CWT

超薄切片机进行

超薄切片)

将含有超薄切片的铜网用质量分数
&_ R>6

封闭(并按
&l$%%

体积比加入
W+ZBW@W

多克隆抗

体(室温下孵育
$2

*经
&bWR>

洗涤后(按
&l$%%

体积比加入带有金标记的羊抗兔二抗!

>:

P

L-

(

>1=

U)*:5

(

SG

(

9>6

"*样品经
&bWR>

洗涤后(用碱性

柠檬酸铅染色并在
(@SC&$D%V@S

!

(@GU

(

V)J

<

)

(

(-

K

-,

"下观察)

&=$="

!

生物信息学分析
!

利用
>S6XV

!

211

K

#$$

5L-+1=4L̂.=A4

$"分析序列结构域*利用邻接法

!

S@Z6Q=%

(

211

K

#$$

333=L4

P

-5)/13-+4=,41

$"构

建系统发生树分析基因间关系(系统发生关系用自

举法检测
&%%%

次*利用
W+ZBW@W

序列在
0TRH

上搜索同源基因(并用
T.*51-.]&='&

软件进行多

序列比对)

$

!

结果与分析

$=&

!

W@W

的序列分析

W+ZB+7+

基因的核苷酸和氨基酸序列见图

&

)

灰色部分为
W@W

保守结构域
V24

P

+4

<

52-A:,

P

:,A:?-145124?),54+;4AA)L-:,)/W@W

图
&

!

W+ZB+7+

基因的核苷酸和氨基酸序列

8:

P

=&

!

0*?.4)1:A4-,A-L:,)-?:A54

f

*4,?4-,-.

<

5:5)/W+ZB+7+

:4
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!!

根据基因组测序结果!图
&

"(获得编码框总长

为
"&Q^

K

的
+7+

基因序列(该基因位于
W+ZB

基

因组
&D'%"M&!!$%,1

(共编码
D%!

个氨基酸(预测

分子量大小为
$DJ*

(等电点为
#=E!$

)

>S6XV

预

测结果表明(该基因包含
&

个
W@W

保守结构域(位

于第
&"M&$&

个氨基酸)

利用
RU6>V

软件搜索
W@W

的同源序列(发现

W+ZBW@W

与鳞翅目昆虫的
ZBW@W

有较高的同源

性(氨基酸序列相似性约为
Q%_

)然而(

W+ZBW@W

与其他核型多角体病毒!

0WB

"的基因组序列并无

同源性(可能是
ZB

所特有的)进化树分析结果!图

$

"表明(侵染昆虫
ZB

的
W@W

可分为
$

组#木薯天

蛾颗粒体病毒
@4ZB

%稻纵卷叶螟颗粒体病毒

TLZB

%马铃薯麦蛾颗粒体病毒
W)ZB

%菜粉蝶颗粒

体病毒
W+ZB

%小菜蛾颗粒体病毒
WOZB

%地老虎颗

粒体病毒
65ZB

%分月扇舟蛾颗粒体病毒
T-ZB

等

为一组*斜纹夜蛾颗粒体病毒
>.ZB

%草地贪夜蛾颗

粒体病毒
>/ZB

%一点粘虫颗粒体病毒
S*ZB

%一星

粘虫颗粒体病毒
W*ZB

%棉铃虫颗粒体病毒
Y-ZB

等为另一组)其中(

W+ZBW@W

与
WOZBW@W

的亲

缘关系最近(该结果从侧面反映了
ZB

与宿主之间

的演化关系)

图
$

!

基于邻接法构建的
W@W

蛋白种系发生树

8:

P

=$

!

W2

<

.)

P

4,41:?-,-.

<

5:5)/W@W*5:,

P

04:

P

2̂)+C

I

):,:,

P

L412)A

$=$

!

+7+

的表达时相分析

利用定量
WTX

方法实时监测
+7+

基因的增长

动态(结果!图
D

"表明(菜青虫在感毒后
%

#

&'2

检

测不到
+7+

的表达)随着感染时间的推移(感毒

菜青虫体内的
+7+

含量逐渐升高(在感染
#$2

时

达到峰值(随后开始下降(感染后
E"2

的表达量下

降到与
D"2

近似水平)

图
D

!

W+ZB

感染后
+7+

基因表达水平

8:

P

=D

!

@O

K

+455:),)/W+ZB+7+-/14+W+ZB

$=D

!

W@W

的原核表达

将
W+ZBW@W

构建到
K

Z@]C!VC$

载体(并导

入
7K:0<3RU$&

进行原核表达)

>F>CW6Z@

分析结

果!图
!

"表明(导入
K

Z@]C!VC$

的空载体能够诱导

表达出
$"J*

的条带(而未加
HWVZ

诱导的
7K:0<3

RU$&

无法表达外源蛋白)

W+ZBW@W

能在
7K:0<3

中诱导表达(其与
Z>V

的融合蛋白分子量大小为

!EJ*

(与预测的蛋白分子量相近)与
7K:0<3RU$&

自身的蛋白相比较(

W+ZBW@W

融合蛋白的表达量

较高(可以进行蛋白回收)

$=!

!

W@W

的
4̀514+, .̂)11:,

P

检测

将回收的
W+ZBW@WCZ>V

蛋白免疫健康的新

西兰大耳白兔(最终获得
W+ZBW@W

多克隆抗体)

为检测这些抗体的特异性(用
4̀514+, .̂)11:,

P

方

法杂交
W+ZB

提取物中的目的蛋白)结果!图
Q

"表

明(在
$DJ*

和
&QJ*

附近均有特异性条带(并且
$

条条带亮度相近)
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S=

蛋白质分子量标准*

&=

未加
HWVZ

诱导的
7K:0<3RU$&

*

$=

含有
K

Z@]C!VC$

质粒的
7K:0<3RU$&

诱导表达
Z>V

*

D=

含有

W@WC

K

Z@]C!VC$

重组质粒的
7K:0<3RU$&

诱导表达
W+ZBW@WCZ>V

S=W+)14:,S-+J4+

*

&=7K:0<3RU$&5-L

K

.43:12)*1:,A*?1:),)/

HWVZ

*

$=H,A*?1:),)/7K:0<3RU$&3:12

K

Z@]C!VC$

K

.-5L:A

*

D=H,A*?1:),)/7K:0<3RU$&3:12W@WC

K

Z@]C!VC$

K

.-5L:A

图
!

!

W+ZBW@WCZ>V

融合表达分析

8:

P

=!

!

@O

K

+455:),)/W+ZBW@WCZ>V:,7K:0<3RU$&

S=

蛋白质分子量标准*

&=

感染
W+ZB

的菜青虫样品*

$=

未感染
W+ZB

的菜青虫样品

S=W+)14:,S-+J4+

*

&=+K6"

$

"%:,/4?14A3:12W+ZB

*

$=+K6"

$

"%,)1:,/4?14A3:12W+ZB

图
Q

!

W+ZBW@W

多克隆抗体的特异性检测

8:

P

=Q

!

F414?1:),)/W+ZBW@W^

<

4̀514+, .̂)11:,

P

$=Q

!

W@W

的免疫金标记分析

为探究
W+ZBW@W

在病毒颗粒体上的具体位

置(用胶体金标记的方法对该蛋白进行定位分析(结

果见图
"

)

6

%

R=W+ZBW@W

多克隆抗体为一抗标记
W+ZB

包涵体*

T=

清水为一抗标记
W+ZB

包涵体*

F=

兔阴性血清为一抗标记
W+ZB

包涵体

HLL*,).-̂4..:,

P

*5:,

P

-,1:CW+ZBW@W54+*L

!

6

(

R

"(

3-14+

!

T

"(

-,A

K

+4:LL*,454+*L

!

F

"

-5

K

+:L-+

<

-,1:̂)A:45

(

+45

K

4?1:;4.

<

图
"

!

基于免疫金标记的
W+ZBW@W

蛋白定位分析

8:

P

="

!

U)?-.:N-1:),)/W+ZBW@W*5:,

P

:LL*,)

P

).A.-̂4.:,

P
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!!

电镜结果显示#

W+ZBW@W

抗体能够特异地与

颗粒体结合(

&%,L

的金颗粒遍布整个病毒粒子(而

无病毒粒子的地方则未见金颗粒存在!图
"C6

(

R

")

平均每个颗粒体上有
$%

#

!%

个金颗粒(说明
W+ZB

W@W

在病毒上的含量较高)相比之下(以清水或以

兔阴性血清为一抗的对照组未观察到标记的金颗粒

!图
"CT

(

F

"(说明该抗体具有非常高的特异性)

D

!

讨
!

论

本研究利用制备的
W@W

多克隆抗体(在感染

W+ZB

的菜青虫体内成功检测到目的蛋白*通过免

疫金标记(将
W@W

定位到包涵体上(发现该蛋白在

颗粒体上含量很高(分布较为均匀(说明
W@W

是
ZB

包涵体的重要组分*菜青虫感染
W+ZB

后(其体内

+7+

基因表达水平逐渐上升(并在感染
#$2

时达

到峰值)杆状病毒包含双相生活循环(即在侵染初

期产生出芽型病毒!

*̂AA4A;:+*5

(

RB

"(引起宿主整

体感染(而在侵染后期产生多角体衍生病毒!

)??.*C

5:),CA4+:;4A;:+*5

(

GFB

"释放到周围环境&

E

'

)

+7+

基因在侵染后期表达量较高(说明该基因很可能是

W+ZB

后期表达的重要基因)

迄今为止(对杆状病毒的研究主要集中在
0WB

上&

&%C&Q

'

(而对
ZB

的研究相对较少(且多集中在对病

毒株的报道&

&"C$&

'

)其中关于
W+ZB

的研究报道涉及

基因组&

Q

'和个别功能基因&

$$C$D

'

(但对于
+7+

基因

尚未见报道)本研究对
ZB

特有基因
+7+

的进化

关系%表达模式%细胞定位等进行具体分析(为深入

研究该基因功能及
W+ZB

的功能基因组学奠定了基

础)

W@W

是杆状病毒的重要组成部分(广泛存在于

0WB

和
ZB

中&

&"

(

&'C$&

'

)

W@W

主要分布于电子致密

的膜上(包裹病毒的蛋白基质&

$!

'

)王利群等&

$Q

'通过

对不同
0WB

多角体膜蛋白的分析发现(这些序列

之间的同源性远低于多角体蛋白)本研究发现(

W+ZB

与其他昆虫
ZBW@W

氨基酸序列的相似性只

有
Q%_

左右(说明不同
ZB

的
W@W

也存在一定差

异(这可能与
ZB

的宿主特异性相关)而
W+ZB

的

W@W

与
0WB

则无同源性(这可能是病毒长期进化

过程中形成的&

&'C$&

'

)

利用
W+ZBW@W

的多克隆抗体(在
W+ZB

提取

物中分别检测到
$DJ*

和
&QJ*$

条特异性条带(类

似的现象也在
GFBC@&'

%

GFBC@T$#

等基因中观察

到&

Q

'

)杆状病毒表达系统能够进行蛋白切割%甲基

化%糖基化等翻译后加工过程(如甜菜夜蛾多角体病

毒
>4S0WB

的外壳融合蛋白(在成熟过程中可产生

#"J*

的原始蛋白和
"%J*

的切割产物&

$"C$#

'

)

W+ZB

W@W

预测分子量大小为
$DJ*

(猜测
&QJ*

的条带可

能是成熟蛋白被切割后的产物)

随着很多病毒新株系被报道及一些基因功能被

逐步解析明确&

$'C$E

'

(杆状病毒不仅非常成功地应用

于生物防治&

D%CD&

'

(也为人们深入了解这些微生物与

宿主的相互影响提供了可能&

D$

'

(而
W+ZBW@W

的独

特性有可能为解释
ZB

一类微生物的奥秘提供了重

要线索)
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