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杆状病毒 ac30 基因的序列分析及其功能
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摘要　通过生物信息学初步分析苜蓿丫纹夜蛾核多角体病毒(Autographacalifornica multiplenucleopolyＧ
hedrovirus,AcMNPV)基因组第３０开放阅读框(ac３０)及其同源基因的特征,并在此基础上利用 ETＧ重组技术构

建ac３０缺失突变体,探讨其在 AcMNPV感染SfＧ９细胞时的功能.结果表明:ac３０的开放阅读框(ORF)全长为

１３９２bp,GC 含量为４３％,编码氨基酸４６３个,预计分子质量为５４．７ku.从转染或感染的病毒生长曲线变化趋

势来看,ac３０的缺失对病毒产生有感染力的BV粒子没有影响,说明ac３０基因是 AcMNPV病毒在SfＧ９细胞复

制中的非必需基因.
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　　 杆状病毒 (Baculovirus)是寄生于节肢动物的

专一性病原微生物,属于有囊膜包被和具杆状形态

的双链闭环超螺旋 DNA 病毒,不同病毒的基因组

大小为８０~１８０kb.杆状病毒广泛存在于自然环

境中,到目前为止已在超过６００种昆虫中分离到杆

状病毒,其宿主主要为鳞翅目、双翅目和膜翅目的昆

虫[１Ｇ３].杆状病毒在害虫的生物防治中具有化学杀

虫剂无法比拟的优点[４],但杆状病毒同时也存在杀

虫谱窄、即效性差、不能同时防治多种害虫等缺点,
通过基因工程的手段可以有效地提高杆状病毒杀虫

剂的效率[５].近年来,杆状病毒还被用作高等生物

基因治疗的表面展示系统[６].提高杆状病毒杀虫剂

的效率,发展杆状病毒基因表达系统和基因治疗的

基因传递系统,深入研究病毒Ｇ宿主细胞相互作用,
对杆状病毒基因功能的全面研究能极大拓展杆状病

毒在各个方面的应用,具有重要意义.
苜蓿丫纹夜蛾核多角体病毒(AutographacalＧ

ifornica multiplenucleopolyhedrovirus,AcMNPV)
是第一个完成全基因组测序的杆状病毒,也是研究

最多的一个杆状病毒,其基因组大小为１３３８９４bp,
全长大于５０个氨基酸的开放阅读框(openreading
frame,ORF)有１５６ 个[７].到目前为止,在已测序

的所有 杆 状 病 毒 中 有 ３１ 个 高 度 保 守 的 核 心 基

因[８Ｇ１０],这些基因涉及到病毒 DNA 的复制、基因的

转录、核衣壳的装配和病毒粒子的形成,还与病毒和

宿主的相互作用有关.除了这３１个核心基因,在已

测序的 鳞 翅 目 杆 状 病 毒 中 还 有 ３１ 个 保 守 的 基

因[１１],ac３０就是其中一个,其同源基因分别存在所

有已测序鳞翅目昆虫杆状病毒基因组中,其编码的

氨基酸序列保守,且该基因的功能未知.ac３０的核

苷酸序列与部分鳞翅目昆虫杆状病毒的同源序列有

很高的相似性,其中与小菜蛾核多角体病毒(PluＧ
tellaxylostella nucleopolyhedrovirus,PlxyNPV)

ORF２９、斜纹夜蛾核多角体病毒(SpodopteralituＧ
ranucleopolyhedrovirus,SpltMNPV)ORF３０、家

蚕核多角体病毒(Bombyx mori NPV,BmNPV)

ORF３０、薄荷灰夜蛾核多角体病毒(Rachiplusiaou
multiplenucleopolyhedrovirus,RoMNPV)ORF３０
的核苷酸序列一致性在９６％以上,故对其进行功能

研究有重要的意义.本试验选择AcMNPV 的ac３０
为研究对象,运用生物信息学的方法对其序列进行

分析,并在此基础上利用 ETＧ重组技术和 BacＧtoＧ
Bac系统,首次在 AcMNPVBacmid的基础上构建

ac３０缺失的重组病毒,将其感染宿主细胞,旨在探

讨缺失ac３０对 AcMNPV 病毒在SfＧ９细胞中增殖

的影响.
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1　材料与方法

1.1　供试材料

供试ac３０基因序列来源于 AcMNPV 的全基

因组序列,基因组序列的序列号为 NC_００１６２３．１,

ac３０ 基 因 的 GeneID 为 １４０３８６２; 粉 纹 夜 蛾

(Trichoplusiani)幼虫由中山大学生科院养虫室提

供,为人工饲料饲养的健康幼虫,人工饲料配方见参

考资料[１２];野生型 AcMNPV 引自美国加州大学

Riverside分校B．A．Federici教授实验室;草地贪夜

蛾Spodopeterafrugiperda)细胞SfＧ９引自英国自

然环境研究委员会病毒研究所,用１０％胎牛血清的

Grace′s培养基 (Invitrogen)２７℃培养待用.
1.2　应用软件及分析方法

应用DNASTAR[１３]和VectorNTI[１４]软件包对

DNA序列进行阅读框和核苷酸序列特征分析;亚

细胞定位预测使用PSORT Ⅱ prediction(http://

psort．nibb．ac．jp/form２．html)和 WoLF PSORT
Prediction(http://wolfpsort．org/)[１５];同源性搜索

使用ExPASyBLAST(SIBBLASTNetworkService,

http://www．expasy．org/tools/blast/)[１６].
1.3　AcMNPV 病毒感染 SfＧ9 细胞

在直径３５mm 培养皿中以每孔１×１０６ 个细胞

密度接种对数生长期的SfＧ９细胞;待细胞贴壁１h
后移出培养基,AcMNPV 病毒血淋巴以 MOI为５
感染细胞,２７℃培养１h并间隔摇动培养板;１h后

弃感染液,以无抗生素无血清 Grace′s培养基洗

２次,然后加入 Grace′s培养基继续培养,加入病毒

即开始计时,于感染后不同时间收集取样,３０００
r/min离心１０min,弃上清,细胞沉淀先放入液氮速

冻３０min,再在－７０℃下保存备用.
1.4　PCR 引物

供试引物序列见表１,引物由上海英骏生物工

程公司合成.反应结束后,取反应液５μL进行凝胶

电泳,确认反应产物.
表１　PCR扩增所用引物

Table１　PCRprimersusedforapplication

引物 Primer 系列 Sequence(５′Ｇ３′)
３０uＧu atggcgtaattaattaagaa
３０dＧd ttcttaattaattacgccat

delＧr cgattatgtgtccaaatacaaacacttgaacacggcgc
taataaacaatgtaaaccagcaatagacataagcgg

delＧf aatcgacgcgatttttgtaattttgaaacagcatcaggttga
acgccgcgcccctttcgtcttcgaataaatacct

CmR ggatcccttcgaataaatacctgtga
CmF ctgcagaaccagcaatagacataagc

1.5　缺失型和补回型重组病毒的构建

通过引物对delＧr/delＧf(表１)PCR扩增出两端

带有ac３０同源序列的长片段,将其电转入含有 AcＧ
MNPV基因组的bMON１４２７２中,通过诱导发生同

源重组,利用氯霉素抗性基因将ac３０中的部分序列

替换,从而构建了缺失ac３０的重组病毒,进一步与

含有polh 和egfp 序列的pFB１ＧPHＧGFP转座,构
建vAc３０KOＧPHＧGFP、vAc３０REPＧPHＧGFP、vAcPHＧGFP(野生型).
构建策略如图１所示.

图１　vAc３０KOＧPHＧGFP(缺失型)和vAc３０REPＧPHＧGFP(补回型)重组病毒的构建

Fig．１　Theconstructionsofac３０knockＧoutbacmidandrepairbacmid
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1.6　重组 vAc30KOＧPHＧGFP Bacmid 的 PCR 鉴定

运用PCR检测ac３０基因片段是否已经被正确

敲除.分别利用引物对 ３０uＧu/３０dＧd、CmF/CmR
和CmF/３０dＧd、３０uＧu/CmR进行PCR反应,同时分

别以 vAcPHＧGFP BacmidDNA 和 vAc３０KOＧPHＧGFP BacＧ
midDNA 为模板进行反应以鉴定ac３０基因是否正

确缺失,以及Cm 是否在预定位置插入.
1.7　病毒样品制备

以 vAc３０KOＧPHＧGFP、vAc３０REPＧPHＧGFP、vAcPHＧGFP bacＧ
midDNA１μg定量转染１×１０６个处于生长期的

SfＧ９细胞,分别在１２、２４、４８、７２、９６h(时间点)吸取

细胞上清,６０００r/min离心５min,转移上清至无菌

EP管中,４℃避光保存待用.每个处理重复３次.
1.8　病毒滴度测定

吸取１０μL不同时间点收取的病毒上清,用细

胞培养基对其进行 １０ 倍梯度稀释,稀释范围为

１０－１~１０－８,每个稀释度体积为９０μL,充分混匀;
在每个病毒稀释液中加入９０μL细胞悬液,细胞浓

度为１×１０６个/mL,轻柔混匀;将混合液加到细胞

滴度测定板中,每孔加１０μL,每个稀释度接６孔,
并以无病毒感染的细胞悬液作为对照;将滴度板放

在２７℃温箱中保湿培养５d,在荧光显微镜下观察

每个梯度中细胞感染病毒的孔数并记录.按以下公

式计算出病毒的 TCID５０:TCID５０/mL＝１０ (a＋
x)×２００/mL,式中a＝lg(n),n为感染率高于５０％的

最接近稀释度,b为n稀释度的感染率;c＝低于n的

最接近稀释度的感染率;x＝(b－５０％)/(b－c).

2　结果与分析

2.1　AcMNPVac30 阅读框分析

１)ac３０在基因组中的位置.AcMNPVac３０基

因位于 AcMNPV 基因组２４３１５~２５７０６nt之间

(图２),与 AcMNPV ORF２９ (ac ２９)和 AcＧfgf
(ORF３２)转 录 方 向 相 同 且 无 重 叠,与 AcＧlef６
(ORF２８)和AcＧsod (ORF３１)转录方向相反;与上

游AcＧsod 相隔１１４bp,与ac２９相隔５４bp.

图２　ac３０在AcMNPV基因组中的位置

Fig．２　ac３０regioninAcMNPVgenome

　　２)ac３０编码框分析.ac３０的 ORF 全长１３９２
bp,GC 含量４３％,编码４６３个氨基酸,预计分子质

量为５４．７ku.

３)核 苷 酸 序 列 的 BLAST 搜 索.ExPASy
BLAST搜索结果结果表明 AcMNPVac３０基因核

苷酸序列与部分鳞翅目昆虫杆状病毒的同源序列有

很高的相似性,其中与小菜蛾核多角体病毒PlxyNＧ
PV ORF２９、斜纹夜蛾 核 多 角 体 病 毒 SpltMNPV
ORF３０、家蚕核多角体病毒 BmNPV ORF３０、薄荷

灰夜蛾核多角体病毒 RoMNPV ORF３０ 的核苷酸

序列一致性在９６％以上.
2.2　Ac30 蛋白质特征分析

１)氨基酸序列特征分析.ac３０编码４６３个氨

基酸,其中含有９ 个强碱性氨基酸,９ 个强酸性氨

基酸,AC３０理论分子质量为９．４４０１ku,等电点为

６．５６.

２)AC３０ 蛋白的亚细胞定位.利用在线软件

PSORTⅡ prediction 对 AC３０ 蛋白进行亚细胞定

位预测分析,分析结果表明 AC３０蛋白５６．５％在细

胞质内,３０．４％在细胞核内,８．７％在线粒体内 miＧ
tochondrial,４．３％在细胞骨架上.

３)蛋白同源序列比对分析.利用 Blastp(SIB
BLAST Network Service) 搜 索 引 擎 在 SwissＧ
Prot＋TrEMBL蛋白质数据库中进行比对,结果表

明 AC３０蛋白序列在鳞翅目昆虫杆状病毒中相当保

守,其中 AC３０蛋白序列与PlxyNPVgp０３０,BmNＧ
PVgp０２２,RoMNPVhypotheticalprotein编码的

蛋白序列一致性达９５％以上.
2.3　重组病毒的构建和 PCR 检测

为进一步探讨ac３０的功能,利用ETＧ同源重组

技术构建缺失ac３０的重组 AcMNPV 病毒,以观察

ac３０缺失对病毒在细胞中复制的影响.同时构建

ac３０基因补回型重组病毒,分析缺失表型与基因缺

失的对应关系.分别提取３种重组病毒的 Bacmid
DNA进行PCR分析,结果显示:引物对３０uＧu/３０dＧ
d能在重组病毒vAc３０KOＧPHＧGFP中扩增出约２．０kb的

特异带,在vAcPHＧGFP病毒中扩增出约１．０kb的特异

带;引物对CmF/CmR在重组病毒vAc３０KOＧPHＧGFP中

均能扩增出约１．２kb特异带,在vAcPHＧGFP病毒中未

能扩增出特异带;引物对３０uＧu/CmF在重组病毒

vAc３０KOＧPHＧGFP 中 扩 增 出 约 １．５kb 的 特 异 带,在

vAcPHＧGFP病毒中未扩增出特异带;引物对 Cm R/

３０dＧd在重组病毒vAc３０KOＧPHＧGFP中扩增出约１．５kb
的特 异 带,在 vAcPHＧGFP 病 毒 中 未 扩 增 出 特 异 带

(图３).
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　　M:DNA marker;１,３,５,７:vAc３０KOＧPHＧGFP;２,４,６,８:

vAcPHＧGFP．

图３　vAcPHＧGFP和vAc３０KOＧPHＧGFP的PCR分析

Fig．３　AnalysisofvAcPHＧGFPandvAc３０KOＧPHＧGFPbyPCR
2.4　重组病毒转染细胞的观察

取３种重组病毒vAcPHＧGFP、vAc３０KOＧPHＧGFP和

vAc３０REPＧPHＧGFP各１μg ,分别转染细胞培养皿中的

１×１０６SfＧ９细胞,在转染１２、２４、４８、７２、９６、１２０h后

分别进行荧光显微镜观察和普通显微镜观察,并拍

照记录结果.转染２４h后观察时,视野下可见分散

的绿色荧光,３种重组病毒感染的SfＧ９细胞中的荧

光的分布及数量无明显差异;转染４８h后观察时,
感染的SfＧ９细胞中可观察到成团成簇的绿色荧光,
出现绿色荧光的细胞数量与２４h相比有指数级的

增加;转染７２h后观察时几乎所有病毒感染的细

胞中都有荧光出现(图４).观察结果表明ac３０基

因的缺失并没有影响BV 的形成,缺失型重组病毒

仍可产生具有感染力的BV.

图４　vAcPHＧGFP、vAc３０KOＧPHＧGFP和vAc３０REPＧPHＧGFP转染SfＧ９细胞后不同时间点荧光显微镜照片

Fig．４　ObservationsofSfＧ９cellstransfectedwithvAcPHＧGFP,vAc３０KOＧPHＧGFP

andvAc３０REPＧPHＧGFPunderfluorenscencemicroscopeatdifferenttimepoint

2.5　重组病毒转染 SfＧ9 细胞的病毒生长

将vAcPHＧGFP、vAc３０KOＧPHＧGFP和vAc３０REPＧPHＧGFP３种

重组病毒转染SfＧ９细胞后,分别于不同时间点收取

病毒上清液,利用终点稀释法测定上清液中的病毒

滴度,以所测得上清病毒滴度绘制３种重组病毒转

染细胞的BV生长曲线.
由测 定 结 果 可 知,vAcPHＧGFP、vAc３０KOＧPHＧGFP 和

vAc３０REPＧPHＧGFP３种重组病毒的BV 生长曲线显示出

较为一致的上升趋势,表明ac３０的缺失对病毒产生

有感染力的BV粒子数没有影响.

2.6　重组病毒感染 SfＧ9 细胞的病毒生长

将vAcPHＧGFP、vAc３０KOＧPHＧGFP和vAc３０REPＧPHＧGFP３种

重组病毒以 MOI＝５感染SfＧ９细胞后于不同时间

点收取病毒上清,利用终点稀释法测定上清中病毒

滴度,以所测得上清病毒滴度绘制重组病毒感染细

胞的BV生长曲线.
由测定结果可知:在感染 SfＧ９ 细胞后２４h,

vAcPHＧGFP、vAc３０KOＧPHＧGFP和vAc３０REPＧPHＧGFP３种重组病

毒的滴度基本一致;在感染后９６h和１２０h,３种重

组病毒的滴度也基本一致,其 BV 生长曲线显示出
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较为一致的上升趋势.
感染试验结果和前面的转染试验结果相似,都

说明ac３０缺失后对病毒产生有感染力的 BV 粒子

没有影响.vAcPHＧGFP、vAc３０KOＧPHＧGFP和vAc３０REPＧPHＧGFP

３种重组病毒转染或感染SfＧ９细胞后的病毒生长状

况都显示ac３０缺失后对病毒产生有感染力的 BV
粒子没有影响,说明该基因不是 AcMNPV 病毒在

SfＧ９细胞复制中的非必需基因.

3　讨　论

ac３０基因在鳞翅目昆虫为宿主的杆状病毒中

比较保守,但基因功能未知.Ac３０同源蛋白相似性

在BmNPV、PlxyMNPV、RoMNPV中高度保守,相
似性达９５％~９９％.Ac３０所有同源蛋白只存在于

以鳞翅目昆虫为宿主的病毒中,而在感染双翅目、膜
翅目昆虫的杆状病毒以及颗粒体病毒中均无同源序

列,表明该类基因具有一定的宿主特异性,在病毒特

异性识别鳞翅目宿主昆虫过程中可能起着重要作

用.AcMNPV感染 Tn细胞的转录组学研究结果

表明ac３０基因有两个转录起始位点,分别是起始密

码子的上游１９１nt处和４９１nt处[１７],ac３０基因缺

少典型的早期启动子元件,对ac３０的转录时相研究

结果(本文未显示)推测ac３０基因可能是一个非典

型的早期基因.
在ETＧ重组技术应用于杆状病毒改造之前,杆

状病毒基因的缺失大多利用同源重组的方法进行,
通过传统的构建转移载体,再与基因组 DNA 共转

染的方法来构建重组病毒,但利用此方法研究杆状

病毒必需基因时,会因为必需基因缺失而使得重组

病毒不能复制,无法得到重组病毒使研究无法继续

进行.
相对于用同源重组的方法在昆虫细胞中构建重

组病毒而言,将外源基因插入到能在细菌中复制的

杆状病毒穿梭载体上的位点特异性重组具有很大优

势.自 Luckow 等[１８]成功构建 AcMNPV Bacmid
以来,逐步发展起来的 ETＧ重组技术已经实现了众

多基因的敲除.通过 ETＧ重组,Wang等[１９]构建了

ac１８缺失的重组病毒,发现ac１８ 缺失型重组病毒

在细胞和虫体中都能复制,但在感染粉纹夜蛾幼虫

试验中半数致死时间相对野生病毒延迟了２４h.
在对 HearNPV８１基因的缺失研究中,发现此基因

是一个晚期基因,它的缺失阻断了病毒 BV 的产

生[２０].通 过 ETＧ重 组,分 别 敲 除 AcMNPV 的

ac１０１、ac１４２和ac１４４,发现分别缺失这３个基因不

影响 DNA 的复制,但缺失型病毒不能在细胞中复

制,电镜观察和 Westernblot分析进一步显示这

３个基因与核衣壳形成有关,编码核衣壳相关蛋

白[２１].
本试验利用 ETＧ重组方法,在原核系统E．coli

DH１０B细胞中成功从 AcMNPVBacmid基因组敲

除了ac３０基因片段,并在该位点插入了氯霉素基因

Cm,通过氯霉素抗性筛选和PCR检测等手段鉴定

分析表明基因敲除完全正确.这些结果可为研究该

基因在病毒生活周期中的作用提供科学依据.
本试验最后对ac３０基因缺失型重组病毒在细

胞中的增殖进行了观察与分析,结果表明ac３０基因

缺失型病毒转染SfＧ９细胞可以产生有感染力的子

代病毒,同野生型病毒相比,缺失型病毒和补回型病

毒的一步生长曲线没有显著差异.研究结果表明,

ac３０的缺失并不影响病毒在细胞中的增殖以及多

角体的形成;ac３０是病毒在细胞中增殖的非必需

基因.对ac３０的同源基因Bm２１的功能研究结果

显示其也是一个复制非必需基因[２２],这两个结果是

一致的.杆状病毒除了编码必需基因外,还编码一

系列具有其他功能的基因,使其与宿主的相互关系

能达到最佳适应状态.这些基因非病毒复制所必

需,但是可能为病毒提供一种选择性的生长优势以

利于病毒的增殖,称为辅助基因[２３].

近来,Detvisitsakun等[２４]对杆状病毒的一个辅

助基因vfgf 进行了较深入研究,结果表明缺失

vfgf 基因的重组病毒感染SfＧ２１细胞仍可产生有

感染力的BV,病毒或宿主蛋白的表达以及病毒基

因组的复制也并没有因为vfgf 基因的缺失而关

闭.缺失vfgf 基因的重组病毒和对照野生型病毒

共感染SfＧ２１细胞并在细胞中传代,通过杂交检测

各代中缺失型病毒和野生型病毒的复制,结果表明

无论是野生型病毒还是vfgf 基因的缺失型病毒都

没有表现出稳定的生长优势,所以vfgf 基因是病

毒复制的非必需基因,作为辅助基因vfgf 可能与

病毒在虫体内的复制过程中执行特定的功能.对杆

状病毒中其他辅助基因,如alkＧexo、chitinase 及

gp３７等[２５Ｇ２７]基因研究也表明,辅助基因对病毒复制

是非必需的,但有利于病毒充分增殖,这类基因的功

能体现了杆状病毒的复制策略、病毒与细胞的相互

作用关系,与杆状病毒宿主特异性的决定有关.
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Sequenceanalysisandfunctionalstudyonbaculovirusac３０gene

YUQian
ZhongkaiUniversityofAgicultureandEngineering,CollegeofFoodScienceandTechnology,

Guangzhou５１０２２５,China

　　Abstract　 Autographacalifornicamultiplenucleopolyhedrovirus(AcMNPV)ac３０(orf３０)isa
highlyconservedgeneinlepidopteranbaculoviruswhosefunctionisunknown．ac３０islocatedbetweennt
２４３１５tont２５７０６inAcMNPVgenome,andencodesaputativeproteinof４６３aminoacidswithapreＧ
dictedmolecularmassof５４．７ku．Todeterminetheroleofac３０inthebaculoviruslifecycle,anac３０
knockoutviruscontainingtheAcMNPVgenomewasgeneratedbyusingAcMNPVbacmidbMON１４２７２
viaETＧrecombinationinEscherichiacoli．Torescuethephenotypeoftheac３０knockout,anac３０ＧreＧ
pairedviruswasconstructedinwhichanac３０genecopywithitsnativepromoterandterminatorelement
wasinsertedintothepolyhedron (polh)locusoftheac３０knockoutbacmidbytransposition．SfＧ９cells
weretransfectedwithwtbacmid,ac３０knockoutbacmidortherepairbacmid,respectively．Allofthe
threevirusbacmidscouldgenerateinfectiousvirus．AfterinfectionofSfＧ９cellswithwtvirus,ac３０
knockoutvirusorac３０repairvirus,allofthethreevirusesshowedsimilarinfectionpattern．Allthese
resultsindicatedthatac３０genewasnotessentialforviruspropagationinAcMNPVlifecycle．

Keywords　ac３０;sequenceanalysis;knockoutbacmid;genefunction
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