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摘
!

要!研究
O-C#

的生物学功能#利用
Y1K

重组系统构建了
O-C#

基因缺失型病毒
:TIC#7\Z7T,6I3K

#并利

用
T,67<(7T,6

系统构建了
O-C#

基因补回型病毒
:TIC#7Y17T,6I3K

$然后将构建好的上述病毒转染
TI>

细胞#

i

RSY

研究发现#

O-C#

敲除型病毒与野生病毒相比#在囊膜病毒!

T)KK1K:3*);

#

T?

"的产量上并没有统计学差异#表

明
O-C#

基因不是病毒形成有感染活力病毒粒子的必需基因$同时
i

Y87RSY

研究结果也显示#

O-C#

缺失没有明

显降低病毒基因组的复制水平#进一步研究
O-C#

缺失对
TI>R?

基因转录的影响$

i

Y87RSY

结果显示#

O-C#

对

早晚期和极晚期基因的转录水平均没有明显的影响$说明
O-C#

不是
TI>R?

病毒复制的必需基因#对病毒早期基

因%晚期基因和极晚期基因的转录水平均无显著影响#推测
O-C#

可能作为一种病毒结构蛋白#在病毒装配等环节中

起着重要作用$

关键词!

TI>R?

&

O-C#

&

Y1K

重组&病毒复制&病毒转录

中图分类号!

gH"$
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文献标志码!

Q

(
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引言

杆状病毒"

_,6)-(:3*);

#是已知的昆虫病毒类中

的最大类群%可以编码
B%A"H%

种蛋白质%基因组大

小在
H%

"

"H%X_

之间'

"

(

&第一个基因组被完全测

序的昆虫杆状病毒是苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒

"

Q6P>R?

#

'

$

(

&该病毒基因组
N>Q

由
"!!HB&

个

碱基对组成%平均
Qf8

含量为
CB]

%编码
"C%

个

核苷酸以上的开放式阅读框"

(

L

1+*1,K3+

4

.*,I1

%

ZYO

#有
"C&

个&家蚕核多角体病毒"

OI-U

F

0-I.9

+)6-1,*

L

(-

=

01K*(;3;:3*);

%

TI>R?

#是杆状病毒的

模型病毒之一'

!

(

&由于
Q6P>R?

被公认为模式杆

状病毒%因而
TI>R?

多数的信息可由它推测而

来&

TI>R?

大部分的
ZYO;

与
Q6P>R?

基因组

N>Q

在类似位置上&目前%作为感染鳞翅目昆虫的

杆状病毒代表种
Q6P>R?

是被研究最多的杆状病

毒%其基因的表达具有高度时序性%且主要是在转录

水平上进行调控'

&

(

&根据表达时序可将
Q6P>R?

的基因分为早期基因)晚期基因和极晚期基因'

&7C

(

&

早期基因的表达由宿主
Y>Q

酶调控%表达产物主

要是调节蛋白%这些蛋白是病毒
N>Q

复制或晚期

基因表达所必需的'

&7C

(

&

'D

H

:&

)

'D

H

:H

)

'D

H

:B

和
Y

&D

分别编码病毒
Y>Q

聚合酶的
&

个亚基'

#

(

&

'D

H

:C

%

'D

H

:#

)

'D

H

:"%

)

'D

H

7"$

以及
YY

\̀

直接参与了病毒晚

期基因的转录调控'

D

(

&

杆状病毒生长周期具有两相性%

ZN?

"

(66-)7

;3(+K1*3:1K:3*);

#囊膜的主要组分是磷脂酰胆碱和

磷脂酰乙醇胺%而
T?

"

_)KK1K:3*);

#的囊膜的主要

组分是磷脂酰丝氨酸%膜上有
T?

特有的蛋白

UR#&

'

H7"%

(

&这种糖蛋白使得两种病毒粒子表型在

抗原性)感染组织特异性以及病毒入侵细胞方式都

有差异&在病毒感染的早期%病毒的核衣壳在细胞



内装配成熟%并可穿过质膜处出芽形成
T?

%

T?

负

责细胞与细胞间的传播&在病毒感染晚期%部分核

衣壳被包装成
ZN?

%细胞破裂释放%

ZN?

主要负责

虫体间的传播%而且它在环境中具有较高的稳定

性'

""

(

&

O-C#

存在于所有已经测序的杆状病毒基因组

中%是杆状病毒的核心基因之一%在
Q6P>R?

中的

同源基因是
Q6P>R?ZYO#H

&到目前为止%已经

有报道
O-C#

可能是
ZN?

的核衣壳蛋白%

O-C#

的

敲除与
TI>R?

相比在
T?

产量上并没有统计学上

的区别'

""

(

&本研究利用
Y1K

重组技术构建了

O-C#

基因缺失型病毒%研究该基因的缺失对于病

毒
N>Q

复制和病毒基因转录的影响&

!

!

材料与方法

"@"

!

材料及主要试剂

G2/I'98U"

)

NM"%T,6

"含辅助质粒和
T,6I3K

#

和
Ta$C""!

菌种"含质粒
L

\N&#

%具有阿拉伯糖启

动子控制的
L

0,

4

1

-

Y1K

重组酶系统#)质粒
L

O,;<7

T,6"

和
L

\N!

"含有氯霉素抗性基因
/&V

#均由本实

验室保存&

47

阿拉伯糖)

5ZS

液体培养基购自上海博彩生

物有限公司$

"\_N>Q-,KK1*

)

NE$%%%N>Q-,K7

K1*

)

8&E3

4

,<3(+

)

RPN"H78:16<(*

)

8,

i

酶)限制性

内切酶等为
8,\,Y,

产品$基因组
N>Q

小量抽提

试剂盒购自碧云天生物科技有限公司&

"@$

!

O-C#

基因缺失型
T,6I3K

和补回型
T,6I3K

的构建

!!

为了获得
O-C#

基因缺失型的
T,6I3K

%构建了

一个用于
O-C#

基因打靶线性化片段"构建策略如

图
"Q

#&以
L

\N!

质粒为模板%

TIC#7SO(*b,*K

Ck7UQQ88UQ88Q8QQQ8U8UUSSQQSQQSQ

SQSSUS88UQSQQSQSU888QUU8U8QUUS

8UUQUS8US88S7!k

和
TIC#7SY1:1*;1Ck7QQ7

SQQ8QSQQQ8QQQUQQSQQQQQ8QSQ8QU

USQQ8Q88QQSQ88UU8SUQ8UUUQQ88Q

USSQ8UU8SS7!k

为引物%

RSY

扩增获得
""%%_

L

左右的打靶片段%命名为
TIC#7S

&然后%将
TIC#7

S

转化含质粒
L

\N&#

的
NM"%T,6

感受态细胞%

TIC#7S

与病毒基因组中的
O-C#

基因发生同源重

组&最后%利用含有氯霉素和卡那霉素的双抗板筛

选&

RSY

鉴定引物组合为
TIC#OCk7U8Q88SQ8

8Q8SUQ8QS8SQUSU8S7!k

和
TIC#YCk788Q8

88QQ88888U88USQQSQ8887!k

)

TIC#O

和

6,<YCk7SQQ8Q8UUQSQQS88S88SU7!k

及
6,<O

Ck7SQQ8Q8UUQSQQS88S88SU7!k

和
TIC#Y

$

为了获得
O-C#

基因补回型
T,6I3K

%构建了重组质

粒
L

O,;<T,6"7TIC#

%利用
T,67<(7T,6

系统将
O-C#

基因异位补回到多角体启动子下"构建策略如图

"T

#&

RSY

鉴定引物分别为
P"!O

和
P"!Y

)

P"!O

和
L

OT7TIC#YCk7SSUUQQ88S88Q888QQ88

888U88USQQSQ887!k

及
L

OT7TIC#OCk7SUSU

UQ8SSQQSQQ8888U8QSQQQ88US8U88U

7!k

和
P"!Y

&

图
"

!

O-C#

基因敲除型"

Q

#和补回型病毒"

T

#的构建

注!

,@O-C#

基因在
T,6I3K

基因组中的位置$

_@/&V

基因替换

O-C#

基因的图谱$

6@

以
L

\N!

质粒为模板%

RSY

扩增打靶片

段$

K@*I'=

在
T,6I3K

基因组中的位置$

1@

含自身启动子的

O-C#

基因连到转座子上的图谱$

.@

以野生型
T,6I3K

为模板

RSY

扩增含自身启动子的
O-C#

基因&

"@!

!

定量
RSY

分析
O-C#

基因缺失对病毒基因组

复制的影响

!!

为了分析
O-C#

基因对病毒
N>Q

复制的影

响%通过实时定量
RSY

"

i

RSY

#%对病毒基因组

N>Q

在感染后不同时间的累积情况进行了分析&

分别用
:TIC#7\Z7T,6I3K

)

b<T,6I3K

和
:TIC#7

Y17T,6I3KN>Q

各
"

#

4

转染
TI>

细胞"

"W"%

#

*

K3;0

#%分别在转染后
#

)

"$

)

$&

)

!#

)

&H0

收集细胞%

提取胞内总
N>Q

%并用
P

Y

3

'

酶消化'

"$

(

&所用引

物为病毒基因
?Y

&"

特异性引物"

?Y

&"

是
ZN?

的

囊膜蛋白%

?Y

&"

基因突变感染昆虫细胞后呈现单细

胞感染表型%即不能产生二代病毒#

'

"!

(

&为了消除

C!D

第
#

期 石扬辉等!家蚕核型多角体病毒"

TI>R?

#

O-C#

缺失对病毒复制和转录的影响



上样量的影响%引入内参
'

:@/V93

&

O-

?Y

&"

扩增的

引物为
4L

&"O

和
4L

&"Y

$

O-

'

:&/V93

扩增的引物为

0

7,6<3+O

和
0

7,6<3+Y

&

"@&

!i

RSY

分析
O-C#

基因缺失对病毒基因转录

的影响

!!

通过
i

RSY

对病毒早期和晚期基因在转染后不

同时间的转录情况进行分析&分别用
:TIC#7\Z7

T,6I3K

)

b<T,6I3K

和
:TIC#7Y17T,6I3KN>Q

各
"

#

4

转染
TI>

细胞"

"W"%

#

*

K3;0

#%分别在转染后
#

)

"$

)

$&

)

&H

)

D$0

收集细胞%

8*3J(-

法提取胞内总

Y>Q

%进行
i

Y87RSY

分析&提取的总
Y>Q

经过

N>,;1V

的处理%以去除残留
TI>R?

基因组
N>Q

的影响&以
(-3

4

(K8

为引物%逆转录合成第一链
6N7

>Q

&分别以
TI>R?

基因组中的
9D:"

)

'D

H

:!

)

e

Y

!B

)

S3&

Y

I'

和
Y

"%

基因特异性核酸序列为引物%

同时引入内参
O-

'

:@/V93

%以校正上样量的误差&

"@C

!

病毒滴度测定

利用
8SVN

C%

法测定
:TIC#7\Z7T,6I3K

)

:TIC#7

Y17T,6I3K

和
b<T,6I3KN>Q

转染
TI>

细胞后
"$

)

"H

)

$&

)

&H

)

D$0

和
B#0

收集的细胞培养上清液的病

毒滴度&取处于对数生长期
TI>

细胞铺孔板"

"W

"%

!细胞*孔#&将各个时段收集到的病毒上清按
"%

倍进行梯度稀释"

"%

A"

"

"%

AB

#&每孔接
"%

#

E

病毒

上清%每个稀释度接
H

孔&在细胞培养箱中培养
CK

%

记录各稀释度的发病情况%用
Y11KhP)1+60

法计算

C%]

保护终点"

8SVN

C%

#&

'

!

结果与分析

$@"

!

O-C#

缺失型病毒
:TIC#7\Z7T,6I3K

的鉴定

RSY

鉴定
O-C#

基因是否敲除&结果如图
$

"

,

#&结果显示
TIC#O

和
6,<Y

为引物的扩增产物

大小约为
#C%_

L

$

TIC#Y

和
6,<O

为引物的扩增产

物大小约为
D%%_

L

$

TIC#O

和
TIC#Y

为引物的扩

增产物大小约为
"D%%_

L

$以上结果表明已成功将

O-C#

基因从
T6I3K

基因组中敲除%将该病毒命名

为
:TIC#7\Z7T,6I3K

&

$@$

!

O-C#

补回型病毒
:TIC#7Y17T,6I3K

的鉴定

RSY

鉴定
O-C#

基因是否正确补回&结果如

图
$

"

_

#&结果显示%以
P"!O

和
P"!Y

为引物的扩

增产物大小约为
!!%%_

L

$以
P"!O

和
L

OT7TIC#Y

为引物的扩增产物大小约为
$H%%_

L

$以
L

OT7

TIC#O

和
P"!Y

为引物的扩增产物大小约
"%%%

_

L

%均与理论值相符&表明
O-C#

基因已成功补回%

将此病毒命名为
:TIC#7Y17T,6I3K

&

图
$

!

O-C#

基因敲除型病毒"

,

#和

补回型病毒"

_

#的
RSY

鉴定

注!"

,

#

O-C#

基因敲除型病毒的鉴定$

P

!

N>Q P,*X1*

$

"

!以

TIC#O

和
TIC#Y

为引物的
RSY

产物$

$

!以
TIC#O

和
6,<Y

为引

物的
RSY

产物$

!

!以
TIC#Y

和
6,<O

为引物的
RSY

产物$"

_

#

O-C#

基因补回型病毒的鉴定&

P

!

N>Q P,*X1*

$

"

!以
L

O7

_TIC#O

和
P"!Y

为引物的
RSY

产物$

$

!以
P"!O

和
L

O_TIC#Y

为引物的
RSY

产物$

!

!以
P"!O

和
P"!Y

为引物的
RSY

产物

$@!

!

O-C#

基因的缺失对
TI>R?

基因组复制的影响

为了分析
O-C#

基因缺失后对
TI>R?

基因组

N>Q

复制的影响%分别将
O-C#

基因缺失型病毒

"

:TIC#7\Z7T,6I3K

#)野生型病毒"

b<T,6I3K

#和补

回型病毒"

:TIC#7Y17T,6I3K

#的
N>Q

分别转染家

蚕
TI>

细胞%在转然后
#

)

"$

)

"H

)

$&0

和
&H0

收集

细胞%进行荧光定量
RSY

分析%结果如图
!

所示&从

图中可知%在所有时间点
:TIC#7\Z7T,6I3K

转染后

细胞中病毒
N>Q

的拷贝数与
b<T,6I3K

和
:TIC#7

Y17T,6I3K

均没有显著差异"

*

$

%@%C

#%说明
O-C#

基

因不是
TI>R?

基因组复制的必需基因&

图
!

!

b<T,6I3K

)

:TIC#7\Z7T,6I3K

和
:TIC#7

Y17T,6I3K

转染
TI>

细胞病毒拷贝数随

时间变化的
i

RSY

分析

$@&

!

b<T,6I3K

)

:TIC#7\Z7T,6I3K

和
:TIC#7Y17

T,6I3K

转染
TI>

细胞病毒的增殖曲线分析

!!

利用
8SVN

C%

法测定
:TIC#7\Z7T,6I3K

)

b<7

#!D

!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报"自然科学版#

$%"&

年
!

第
!"

卷



T,6I3K

和
:TIC#7Y17T,6I3K

转染
TI>

细胞后的

病毒滴度"图
&

#&从图中可以看出%

:TIC#7\Z7

T,6I3K

感染的细胞的生长曲线与
b<T,6I3K

和

:TIC#7Y17T,6I3K

感染的细胞的曲线基本相似"

*

$

%@%C

#%在
B#0

都能达到
"%

B

8S-N

C%

*

IE

&说明

O-C#

是病毒增殖的非必需基因&

图
&

!

:TIC#7\Z7T,6I3K

)

:TIC#7Y17T,6I3K

和
b<7

T,6I3K

转染
TI>

细胞的病毒增长曲线

$@C

!

O-C#

基因缺失对病毒早期基因转录的影响

利用荧光定量
RSY

分析
:TIC#7\Z7T,6I3K

)

b<T,6I3K

和
:TIC#7Y17T,6I3K

对早期基因
'D

H

:!

)

9D:"

和
S3&

Y

I'

转录的影响&收集转然后
"$

)

$&

)

!#

0

和
D$0

的细胞%进行
i

RSY

分析&结果如图
C

所

示&在
:TIC#7\Z7T,6I3K

转染后的
"$

)

$&

)

!#

)

D$

0

%病毒早期基因
S3&

Y

I'

)

9D:"

)

'D

H

7!

的转录水平与

b<T,6I3K

和
:TIC#7Y17T,6I3K

相比均没有显著性

差异"

*

$

%@%C

#&

$@#

!

O-C#

基因缺失对
TI>R?

晚期和极晚期基

因转录的影响

!!

利用荧光定量
RSY

分析
:TIC#7\Z7T,6I3K

)

:TIC#7Y17T,6I3K

和
b<T,6I3K

中晚期基因
e

Y

_̀

和极晚期基因
Y

\b

的转录%结果如图
#

所示&

:TIC#7\Z7T,6I3K

在转染
TI>

细胞后的各个时

期%晚期基因
e

Y

!B

及极晚期基因
Y

"%

的转录水平

与
b<T,6I3K

和
:TIC#7Y17T,6I3K

相比均无明显差

异"

*

$

%@%C

#&

图
C

!

b<T,6I3K

)

:TIC#7\Z7T,6I3K

和
:TIC#7Y17T,6I3K

的早期基因

S3&

Y

I'

"

Q

#)

9D7"

"

T

#和
'D

H

7!

"

S

#转录水平的
i

Y87RSY

分析

图
#

!

b<T,6I3K

)

:TIC#7\Z7T,6I3K

和
:TIC#7Y17T,6I3K

的晚期基因

e

Y

!B

"

Q

#和极晚期基因
Y

"%

"

T

#转录水平的
i
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!

讨
!

论

Y1K

重组技术'

"&

(是近十年发展起来的新型遗传

工程技术%其原理是利用与靶基因两侧具有
C%_

L

左

右同源序列的外源基因片段%在
-

噬菌体
Y1K

重组酶

的作用下%与靶基因发生同源重组%将外源基因插入

到靶基因所在的基因组序列中%从而达到基因敲除的

目的'

"C

(

&目前%

Y1K

重组技术在
Q6P>R?

及
TI>7

R?

的基因功能解析中已经应用得非常广泛%如通过

Y1K

重组技术敲除基因
@/"&#

和
'D

H

:"$

等'

"#7"D

(

&

本研究利用
Y1K

重组技术构建了
O-C#

缺失

型病毒
:TIC#7\Z7T,6I3K

%并利用
T,67<(7T,6

系统

将含自身启动子序列在内的
O-C#

基因异位补回到

缺失型病毒的多角体启动子下&然后将缺失型病毒

转入
TI>

细胞中%发现
O-C#

敲除的病毒与野生

型病毒相比在
T?

产量上并无显著性差异%表明

O-C#

基因不是病毒形成有感染力的
T?

"

T)KK1K

:3*);

#所必需的%病毒增殖实验结果也表明
O-C#

缺失后不影响病毒
T?

的形成&这与前人的研究结

果
O-C#

的敲除与
TI>R?

相比在
T?

产量上并没

有统计学上的区别'

""

(相一致&

i

Y87RSY

研究结果显示
O-C#

的缺失不会明

显降低病毒基因组的复制水平&此外%

i

Y87RSY

结

果表明%

O-C#

对病毒基因的转录没有明显的影响&

O-C#

是一个高度保守的基因%存在于目前所有已

测序的杆状病毒中%说明
O-C#

在杆状病毒生活史

中扮演着重要角色&其同源基因
S)+3>R?ZYOCH

%

被认为是一个
ZN?

的结构蛋白'

"H

(

&由此%推测

O-C#

可能也是家蚕杆状病毒的一个结构基因&

综上所述%

O-C#

对于病毒
T?

的产生是非必需

的%不是病毒复制的必需基因%

i

Y87RSY

显示
O-C#

可能是
ZN?

的重要组成部分%其在
TI>R?

病毒装

配过程中的生物学功能还有待于进一步深入研究&
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