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摘 要 为了进一步认识家蚕浓核病毒 .=[*&MN（中国株）&[K 基因组的结构和功能，&[K 被分离、纯化、克隆到 -\JKK% 载体

上，完成了基因组全序列的测定。序列分析显示 &[K 基因组全长为 $"HN 个核苷酸，末端拥有 !!H 个核苷酸反向重复序列

（]<2>）。&[K 基因组正链含有 N 个大的开放阅读框（W2EKMN），负链含有 K 个大的开放阅读框（W2EH）。比较 .=[*&MN 的 &[K

和 .=[*&M!（VA/A9A>=4 4>’(A.,）的 &[K 基因组全序列，两者同源性为 %L^H_，并且有 K#: 个碱基的替代和 K 个碱基插入，氨基

酸突变集中在 &[K W2EN 和 &[K W2EH。*’1.=,19 杂交结果显示：&[K 的左边正链上有 K^K@0 和 K^"@0 两个转录本，右边的负链上

有一个 N^N@0 转录本。N‘和 "‘M2;JP 结果显示：K^K@0 转录本开始于 9. !%#，结束于 9. KHN:；K^"@0 转录本开始于 9. KH!N，结束于

9. !%NK；N^N@0 转录本开始于 9. $!L:，结束于 9. !%!!。正链上 K^"@0 转录本和负链上 N^N@0 转录本拥有 K# 个核苷酸的 N‘端的共

同序列。研究结果显示该病毒基因转录与已报道的其它浓核病毒存在较大的差异性。
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细 小 病 毒 分 为 两 个 亚 科：细 小 病 毒

（)*’+"+(’(,*-）和浓核病毒（.-,/"+(’(,*-），分别主要

感染脊椎动物和无脊椎动物［$］。浓核病毒与细小病

毒一样，无囊膜，直径 $< K 0;*@，基因组大小约为

3%2 K ;%6&’，有正负单链 FGL，或为正链，或为互补

的负链。在体外高盐浓度下抽提时，正负单链 FGL
可互 补 成 双 链。浓 核 病 毒（F#*+9*:,>#9+-+ B-(:+ 9(
FGH+）一词来源于该病毒感染细胞后，核膨大，核内

含有大量稠密的 M#*>A#* 浓染的病毒物质。浓核病

毒具有宿主特异性，并且在通常情况下能引起宿主

的死亡。浓核病毒能感染昆虫的很多组织，但并不

能感染脊椎动物的组织，因此浓核病毒作为生物杀

虫剂控制农业主要害虫具有很好的应用前景［0］。

家蚕作为经济昆虫的重要性，自上世纪 52 年代

人们先后从中国镇江、日本山梨县、长野县伊那、长

野县佐久、以及印度等分离到了家蚕 FGH 的不同株

系，命 名 为 伊 那 株（FGH?$）、山 梨 株 和 佐 久 株

（!#FGH?0）、中国株（!#FGH?4）、印度株（!#FGH?
3）、信大株（!#FGH?6）。这 6 种不同株系浓核病毒

可划 分 为 两 个 属［4］：（$）01-’*+(’2/ 属（ !#FGH?$，

!#FGH?6 ）［3］；（ 0 ） !(3-,/"+(’2/ 属（ !#FGH?0、

!#FGH?4、!#FGH?3）［6，;］，该属病毒拥有两套大小

不等，且 无 同 源 性 的 单 链 线 形 FGL 分 子（HF$、

HF0），HF$ 和 HF0 可能分别存在于不同的衣壳蛋白

中［5］。这些不同株系家蚕浓核病毒在感染家蚕中肠

组织的不同细胞上有区别，!#FGH?$ 和 !#FGH?0
只感染家蚕中肠圆筒状细胞，而 !#FGH?4 在发病

的早期感染家蚕中肠圆筒状细胞，在发病的后期也

能感染杯状细胞；在病毒的血清学方面，01-’*+(’2/ 属

和 !(3-,/"+(’2/ 属的病毒之间存在明显差异，而同属

之间的伊那株（!#FGH?$）和信大株（!#FGH?6）血

清学相似，中国株（!#FGH?4）、印度株（!#FGH?3）

和 !#FGH?0（N)@)*)+"- -+9>)!#）基本上相似，但中国

株（!#FGH?4）血清学上略有区别［<，1］。本文研究是

对 !#FGH?4 HF$ 的全基因组序列进行测定、分析、

并与 !#FGH?0 HF$ 进行比较，另外，首次用 G9(!"#(*
’>9!+ 以及 4C和 6C? OLPQ 对其基因组织结构和转录

进行研究。

) 材料和方法

)*) 病毒和病毒 +,- 分离

!#FGH?4 病毒株由中国农业科学院蚕业研究

所提供。病毒粒子在对 !#FGH?4 感性的 6 龄家蚕

华八品系中繁殖。病毒粒子的纯化方法参照文献

［$2］。方法如下：取发病症状明显的家蚕中肠，在

=QG ’:88#( （ 62@@9>RS =(-+?TP>， $@@9>RS QF=L，

2%$@9>RS G)P>，.T 5%6）中匀浆（0222(R@-*，0@-*），采

用 32U（ 4 R4）蔗 糖 梯 度 离 心（02V 36222(R@-*，

$;"）。病毒粒子在高盐浓度下（$2@@9>RS =(-+?TP>
.T 5%6，$22@@9>RS G)P>，$6@@9>RS WAP>0，2%0U
IFI，2%6@AR@S .(9!#-* X），放入 45V水浴 3"，再用

酚R氯仿多次抽提，然后乙醇沉淀。

)*. 病毒 +,- 克隆

病毒 FGL 琼脂糖电泳后，出现两条大小不同的

条带（HF$，HF0），分离纯化 HF$?FGL，并用 X>#*97 酶

（422*A FGLR$2Y）补平末端，52V水浴 $6@-*，乙醇沉

淀，然后经 5(,/!酶切成片段，克隆到 5(,/!R6#*"
双酶切的 .YP$$1 载体上。HF$ 的末端是通过克隆

到 6#*"平端酶切的 .YP$$1 载体上获得的。另外，

在酶切位点两侧还依据获得的序列设计特异引物，

进行 ZPO 加以验证。重组子转化到 7 D 8"9( FT6#中

进行扩增。

)*/ 病毒 +,- 序列测定和序列分析

克隆片段测序采用引物步行法，从克隆片段的

两个方向进行。为了保证序列测定结果的可靠性，

我们对整个基因组进行 6 K 5 倍的覆盖率测定。序

列测定所获得各个片段的连接、开放阅读框查找和

氨基酸序列翻译用 FGL+!)( 软件完成；核苷酸和氨

基酸序列同源性的比较在 GP[\ 网站上进行；转录

起始信号查找由 GGZZ 软件完成。

)*0 ,%&12"&3 45%1( 分析

病毒总 OGL 是从感染后 50" 的 6 龄家蚕华八

品系的中肠组织获得。在抽提总 OGL 前，先将新鲜

的家蚕中肠放入 2%26U FQZP 水中处理，去除中肠
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内膜和杂质，再用液氮研碎。用 !"#$%& ’("( )(* 试

剂盒（+,-./0 公司）提取总 !0-。总 !0- 在 1234
的琼脂糖甲醛变性胶中电泳分离后，再转移到带正

电荷的尼龙膜上（!567# 公司，89-）。探针的模板

通过 :;! 获得，一个长度为 1<=>?@（ !"A0BCD BA1

"* 111E F 3=GD），另一个长度为 HE<?@（!"A0BCD BA1

"* <<=1 F =<1<）。利用随机引物标记试剂盒（I$)$!$
公司）制备探针。05J*7#J" 杂交在 <3K杂交液中与
D3 :标记的两个随机引物探针进行杂交过夜。

!"# 病毒转录的 $%和 #%端分析

病毒转录本 DL和 =L端的序列是使用 MA 9’-!I
!-;/ 6A0- -N@O(P(6$*(5" 试 剂 盒（ MA M(5%6(#"6#%
;O5"*#67 公司，89-）来确定的。简单地说，首先对

!"A0BCD BA1 开放阅读框分析，预测最有可能的转

录位置，从多个位置设计不同的特异引物；然后用设

计的特异引物与 DL和 =L端的通用引物进行 :;! 扩

增，扩增方法按照 !-;/ 试剂盒的要求进行；然后再

对扩增的条带进行克隆和序列测定。

& 结果和分析

&"! 病毒 ’(! 基因组的分析

病毒 BA1 测序各片段连接装配后，获得一个全

长 E=<D 个核苷酸的 BA1 序列。该序列的 .#"M$"Q
登录号：A+R1G3E>。病毒基因组的大小与琼脂糖电

泳分 析 的 E2EQ? 结 果 基 本 一 致。BA1 基 因 组 有

E>234 - S I 和 D12>4 . S ;。!"A0BCD BA1 具有

很高 - S I 含量，在这一点与报道的蟑螂浓核病毒

类似［13］。以 -I. 为起始密码，I--，I-.，I.- 为终

止密码，大于 1RR 氨基酸为限制条件查找开放阅读

框，!"A0BCD BA1 有 < 个开放阅读框。正链含有 D
个大的开放阅读框（T!U1CD），右半负链含有 1 个大

的开放阅读框（T!U<）。开放阅读框的位置、方向、

大小如图 3M 所示。

对 BA1 的末端结构进行分析，发现两末端分别

含有 33< 个核苷酸反向重复序列（,I!%），但未发现

浓核病毒常见的回文结构（@$O("VJ5N#）。从 BA1 的

,I!%结构分析得出两末端互补可以形成“锅柄结

构”，并且 ,I!% 的 . S ; 含量（<32<4）比整个基因组

. S ; 含量（D12>4）要高，这有利于稳定这种二级结

构。该类病毒的复制机制到目前为止还不清楚，但

依据 ,I!% 可以形成“锅柄结构”的信息，推测该病毒

的复制可能类似腺病毒的复制机制。A0- 合成可

能起始于蛋白共价结合在“锅柄结构”的 =L末端。

在复制过程中，互补的末端可作为病毒子代 A0- 链

合成的模板。

&"& 氨基酸同源性比较

MW-9I 同源性搜索发现 T!U1 和 T!U3 分别与

一些复制起始蛋白和细小病毒的非结构蛋白存在一

定的 同 源 性。T!U1 的 ER$$（=3C131）与 疟 原 虫

#$%&"’()*" +%$,)-%.*"（登录号 D<<H=3D>）真核结合

蛋白存在 3G4 的同源性，>G$$（3=C111）与 疟 原 虫

#&/*(’"’0%& -*1)(% 染色体复制起始蛋白有 3=4 的

同源 性；T!U3 的 33E$$（>HCD1<）与 虾 浓 核 病 毒

#&1A0B（登录号 -U3GD31=）的非结构蛋白有 314同

源性，13D$$（1<<C3EE）与 #’.,)0/ 细小病毒（登录号

’DG>HH）的非结构蛋白有 3G4 同源性，3<1$$（=>C
3H>）与 --B（登 录 号 -UR<DDRD）的 0I:C?("V("X 和

7#O(6$%# 区域有 334的同源性。

T!U1 和 T!U3 编码的氨基酸与其它浓核病毒

编码的氨基酸相比存在两个保守区域。一个是位于

T!U1（>CEH $$）含有细小病毒常见复制起始蛋白保

守序列（图 1- 所示），该蛋白与 A0- 复制起始和终

止有关。另一个是 T!U3（1G>C3HE $$）含有细小病毒

共同拥有的非结构蛋白（09C1）的 0I:C?("V("X 和解

旋酶保守序列的特征（图 1M 所示）。在脊椎动物的

细小病毒中，09C1 被发现共价结合在病毒 A0- 的 =L
端，并且影响着病毒 A0- 的包装，0I:C?("V("X 和解

旋酶占据着中心位置。依据这些序列的同源性，推

测 T!U1 和 T!U3 编码病毒的非结构蛋白。T!U< 与

多种 A0- 聚合酶有一定的同源性，因此预测 T!U<
可能编码与病毒 A0- 复制有关的非结构蛋白。尽

管 T!UD 在氨基酸上与浓核病毒结构蛋白未发现同

源性，但根据组成 !"A0BC3 衣壳蛋白多肽氨基酸

序列的测定结果［H］，T!UD 编码病毒结构蛋白。

&"$ )*(+’,$ ’(! 和 )*(+’,& ’(! 全序列的比较

MNA0BCD BA1和 MNA0BC3 BA1 相比较，两病毒

有完全一致的开放阅读框。在基因组核苷酸全序列

上，两病毒同源性为 H>2<4，并且有 1RG 个碱基的替

代和 1 个 碱 基 插 入。 !"A0BCD BA1 比 !"A0BC3

BA1 多了 1 个碱基，这个碱基 - 插入在非编码区域

"* 3DR 处，未能导致开放阅读框的改变。替代的碱

基中有 H= 个碱基发生在开放阅读框的编码区域，1R
个碱基的替代发生在 ,I!% 序列上，3 个碱基的替代

发生在非编码区域。在开放阅读框替代的碱基中有

GE 个碱基未能使氨基酸发生改变，1H 个发生突变

的氨基酸都发生在 3 个开放阅读框里（BA1 T!UD，

HRG王永杰等：家蚕浓核病毒 !"A0BCD（中国株）BA1 基因组结构与转录分析



图 ! （"）家蚕 !"#$%&’ %#! 和其它细小病毒 ()*+,!和 ()*+,"复制起始蛋白的保守区域 -（.）家蚕 !"#$%&’ %#! 与

其它细小病毒非结构蛋白（$/&!）的 $01&2+34+35 和解旋酶保守的 !!6 氨基酸序列比对

7+5-! （"）89:;+<=*+)3 +3+*+=*)> ()*+,?!=34 ()*+,?"+3 !"#$%&’ %#! =34 )*@9> :=>A)A+>B?9?-（.）!"#$%&’ %#! =34

)*@9> :=>A)A+>B?9? >95+)3 ), $/&! C=? =;+5394 C+*@ @+5@;D <)3?9>A94 !!6&== ?9EB93<9，$01&2+34+35 =34 @9;+<=?9 4)(=+3? "，.，

=34 F =>9 =;?) :>9?93* - $B(29> +3 :=>93*@9?9? +34+<=*94 *@9 :)?+*+)3 ), ?9EB93<9 ,)> 9=<@ A+>=; :>)*9+3 ?@)C3 +3 *@9 ,+5B>9-
G93.=3H =<<9??+)3 3B(29>? =>9 ?@)C3 +3 2>=<H9*?

%#! I87J）中，而在 K 个编码病毒非结构蛋白的阅读

框（%#! I87!，%#! I87K）中的氨基酸同源性高达

!LLM。 总 之 序 列 分 析 显 示 .(#$%&’ %#! 和

.(#$%&K %#! 二者亲源关系很近，但长期处于不同

环境中的这两种病毒确实存在一定的差异，氨基酸

突变集中在 I87’ 和 I87J，而推测编码非结构蛋白

的 I87! 和 I87K 高度保守。

!"# 病毒 $%& 转录分析

目前为 止，有 ’L 多 种 浓 核 病 毒 的 序 列 被 解

析［’］，但对其基因转录的研究报道甚少。而病毒基

因转录可以反映该病毒的基因结构和表达基本概

况。$)>*@9>3 杂交结果显示 %#! 的左边正链上有

!N!H2 和 !NOH2 两个转录本，右边的负链上有一个

’N’H2 转录本（图 K" 所示）。!N!H2 和 !NOH2 两个转

录本的杂交信号很强。转录本 ’P和 OP&8"FQ 序列

测定结果显示：!N!H2 转录本开始于 3* K6L，结束于

3* !J’R，该转录本中含有两个开放阅读框 %#! I87!
（3* ’’! S T6!）和 %#! I87K（3* JRJ S !JKJ），并且未发

现剪切存在；!NOH2 转录本开始于 3* !JK’，结束于 3*
K6’!；负链上有一个 ’N’H2 转录本开始于 3* TKUR，结

束于 3* K6KK（图 K. 所示）。!NOH2 转录本和 ’N’H2 转

录本有 !L 个核苷酸 ’P端的共同序列。在基因组织

结构上，!"#$%&’ %#! 像浓核病毒属（#$%&’()*+&）病

毒一样拥有正链和负链都编码蛋白的双义基因组，

并且正负链的转录本分别在左右边各约占整个基因

组长度 OLM。

!"’ 病毒 $%& 转录启动子和 ()*+（,）位点分析

为了进一步阐明 %#! 基因组的结构，我们还对

%#! 启动子和 1);D（"）位点位置进行分析（图 K. 所

示）。应用生物信息学软件（$$11）运算法则对转录

调控序列进行预测，结果显示 %#! 第 ! 个可能 0"0"
盒（0"0"0""）位于 3* KTL&KTT，其上游含有 GF 含量

丰富的激活区（"GFF0"G 3* KO’&KO6），与蛋白翻译

的起始通用序列（"VGFF"WGG）［!!］，R 个碱基有 J 个

相匹配，这个启动子控制着 %#! I87! 和 %#! I87K。

另一 个 启 动 子 0"0" 盒（0"0"0""）位 于 3* !JLK&
!JLU，控制着 %#! I87’。第三个负链上的启动子

0"0" 盒（0"0"0""）位于 3* T’L!&T’LR，上游含有激

活区（""F"0GF 3* T’L6&TLJO），R 个碱基有 O 个与蛋

白翻译的起始通用序列相匹配，该启动子控制着

%#! I87J。以 ""0""" 作为 1);D（"）信号，在正链

上发现了两个 1);D（"）位点（3* !JLT X !J!!，3* K6!!

L!R ,-)%$&$ .’+*%/0 ’1 !)’2$3-%’0’45 生物工程学报 KLLT，%);NKK，$)NO



图 ! （"）!"#$%&’ %#( 基因组织结构与转录分析 )（*）!"#$% %#(的 $+,-./,0 杂交分析 )

123)! （"）4,350265-2+0 507 -,5089,2:-2+0 8-,5-/3; +< !"#$%&’ %#( ，-./ .+,26+0-5= >5, ,/:,/8/0-8 -./ 3/0+?29 #$" ?+=/9@=/8 %#(，

+:/0 >+A/8 5>+B/ -./ .+,26+0-5= >5,8 8.+C -./ 4D18 20 -./ 3/0+?/ 8/E@/09/ 507 -./ 9+?:=/?/0-5,; 8/E@/09/ 28 8.+C0 >/=+C)
">>,/B25-/7 8/E@/09/ +< -./ !"#$%&’ %#( 3/0+?/ 2==@8-,5-/7 2-8 9.5,59-/,28-29 :,+:/,-2/8) F./ <@09-2+05= :,+?+-/,8 5,/

207295-/7 >; F"F" >+A/8)（*）$+,-./,0 >=+- C58 .;>,2726/7 535208- -./ 8203=/&8-,507/7 :,+>/8，
G50/8 ( H !：$+,-./,0 >=+-8 C2-. (IJK>: 507 LMI>: :,+>/8 ,/8:/9-2B/=;)

H !L(M），负链上发现了一个 N+=;（"）位点（0- !LI’ H
!L’K）。

! 讨论

已报道的浓核病毒基因转录与脊椎动物细小病

毒有较大的差异。细小病毒基因组均有两个主要的

开放的阅读框，位于同一条 #$" 链上，每一个 4D1
大约占基因组长度的 JOP，’Q端 4D1 编码结构蛋

白，JQ端 4D1 编码非结构蛋白，结构蛋白和非结构

蛋白有各自独立的启动子区域。无脊椎动物浓核病

毒属的病毒的正链和负链都含有开放阅读框，左边

的开放阅读框编码非结构蛋白，右边的开放阅读框

编码结构蛋白［(!，(’］。我们采用 $+,-./,0 >=+- 分析以

及 ’Q和 JQ&D"RS 对 !"#$%&’ %#( 进行了研究，结果

显示其正链上有两个转录本并且有两个不同 :+=
（"）位点和各自独立的启动子区域；负链上有一个

转录本。生物信息学分析负链上 %#( 4D1I 以及正

链上 %#( 4D1( 和 %#( 4D1! 编码非结构蛋白，而正

链上 %#( 4D1’ 编码结构蛋白。这种基因组织结构

与已报道的细小病毒和浓核病毒都存在较大的差

异性。

F"F"&>+A 位于转录起始上游的 !J T ’O 0-8 以及

上游含有 UR 含量丰富的激活区是病毒基因转录启

动子一种典型特征［’，(I］。应用生物信息学软件并结

合 D"RS 和 $+,-./,0 >=+- 研究结果对病毒 %#( 转录

起始信号进行分析，%#( 具有典型的浓核病毒基因

转录启动子特征。另据报道 ?D$" 的扫描机制是浓

核病毒基因转录表达调控的另一种重要方式［(J］。

%#( 正链上的 (V(W> 转录本含有 4D1( 和 4D1! 开放

阅读框，因此具备从不同的起始密码子在不同读码

框翻译两种蛋白的可能。这种可能是否确实存在还

需要今后在体内外表达中进一步的验证。

总之，%#( 与浓核病毒属的其它病毒相比，%#(

含有双义的基因组并含有细小病毒共同拥有的复制

起始蛋白保守序列、$FN&>207203 和解旋酶保守序列

以及具有典型的浓核病毒属病毒启动子特征等。然

而，%#( 也拥有一些与其不同的特征，尤其是 %#(

4D1’ 编码的结构蛋白。据报道［(’，(J］浓核病毒 属

#"#$% 和 $%#$% 的结构蛋白是由一个开放阅读

框编码的 I 种多肽，分子量在 JO T (OOW#，它们通过

核糖体扫描机制从 I 个不同的起始密码子开始翻译

I 种拥有相同 R 端的多肽，并且含有磷酸酯酶 "! 的

保守域。但 !"#$%&’ %#( 4D1’ 编码结构蛋白最大分

子量仅为 JJW#，且未能发现磷酸酯酶 "! 的保守域。
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