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昆虫杆状病毒基因组中存在一个编码蜕皮街

醇 尿 昔 二 磷 酸 葡 萄 糖 基 转 移 酶 (
e cd yst e or id

tJD P 一 g一 u。 。 s ylt ar, l s fe r a ; e ,

E c T )的基因
e邵

。

杆状病毒

感染昆虫后产生的 E C T酶能催化昆虫体内尿昔二磷

酸葡萄糖 (U D P一 gl lle o叮 l) 中的葡萄糖基转移到蜕皮

激素上
,

使蜕皮激素失活
,

从而阻碍寄主昆虫的蜕

皮和化蛹
,

延长幼虫的取食时间
,

以利于病毒 自身

的大量繁殖 ;而蜕皮激素是调控昆虫发育变态 的最

主要物质
,

因此
, 。邵基因对于研究宿主昆虫的激素

代谢以及激素对昆虫的发育调节作用等具有一定

的意义
、 。群基因是病毒复制的非必需基因

,

其缺失

不影响病毒的复制和感染性
,

可以在
e岁基因启动子

下游插人标记基因或有用蛋白质基因等
,

有利 于重

组病毒的筛选和表达产物的加」
_

二
。

研究表明
,

缺失

e那基因的 N Pv 感染的宿主 昆虫死亡时 间比感染野

生型 N PV的短
,

为研究提高重组杆状病毒杀虫剂的

杀虫效果提供一条有效的途径
。

本文对杆状病毒
e邵

基因研究进展作简要综述

1 昆虫杆状病毒及其基因组概述

昆虫杆状病毒科 (B
a e u lo v i r id a e

)下设两个亚科
:

包涵体杆状病毒亚科 (E
u b a e u l o v i r i n a e

)
,

又称真杆状

病毒亚科 ;非包涵体杆状病毒亚科(N u d ib a e u l o v i r i n a e )
: 〕

包涵体杆状病毒亚科分为两个属
:
核型多角体病毒

属 (N P V) 与颗粒体病毒属 ;(( V)
。

昆虫杆状病毒属于有囊膜的双链 D N A病毒
,

其

基因组为单分子共价闭合双链环状D N A
,

分子质量

90
~
23 0 kl)

, 一

平均约为 130 hk
。

首楷尺镬核型多角体

病毒A c M N Pv c 6株是最早完成基因组全序列 的杆

状病毒
,

全长 133 894 饰
,

其中A + T含量 59 %
,

长度大

于 15 0 h P的开放阅读框 (() R F )有 3 37 个
,

均匀分布在整

个基因组的两条链 L
。

随后 A hr e n s
等 1 997 年报道 了

黄杉毒蛾核型多角体病毒 o p M NP v 核昔酸全序列
。

B m N P丫是继 A o M N P v 和 o p MN P后第 3种进行全序

列分析的杆状病毒
,

其全长 为 128 4 13 帅
,

A + T含量

为60 %
,

推定的 O R F有 136 个
。

最近又陆续有多种

N P v 基 因组 全序 列被测 定
,

例 如舞毒 蛾 N P v

(I d M N p V )
、

甜菜夜蛾 N pV (S
e M N pV )

、

棉铃虫 N P V

(H aS N p V )和褐蓑蛾 N p V (M ac N p V )
。

以杆状病毒 D N A复制起始时间为基准
,

将病毒

基因分为两个综合时相
,

即在 DN A复制开始前表达

的基因统称为早期基因
,

在 D N A复制开始的同时或

以后表达的基因统称为晚期基因
。

2 杆状病毒get 基因的特点

迄今已经有多种昆虫杆状病毒包括 N P V和 G V

基因组或
e梦基因被鉴定和研究

,

如 A o M N PV
、

S iol M -

N P V
、

C fM N P V
、

C df e

fM N PV
、

M bM N P V
、

O PM N PV
、

E P -

p 、 ) M N p V
、

Ld M N pV
、

H a S N p V ( H e a r N p v )
、

B u s u N p v
、

S e M N P V 和 B m N PV 等
,

以及 颗粒 体病毒 X c C V
、

xP G v
、

c p G v 等
,

其中以 A c M N P V e邵基因的研究最

为深人
,

可能由于它是多粒包埋核型多角体病毒

(N1 N PV) 的代表种
,

而且是一种最主要的鳞翅目害虫

有
_

冷

杆状病毒
e岁基因位于基因组中一个缺失突变

高发区内
,

能够在细胞继代培养中发生缺失突变
,

属 于高度不稳定基因
。

删除
e邵基因也不影响病毒在

细胞中的复制
,

由此推测杆状病毒
e岁基因可能来自

宿 主遗传系统
。

cA M N P v 基 因 组 中
, 。邵 基 因 位于 第 1 142 6 -

1 29 46 nt
,

起始密码 A TG符合 K oz ak 规则
,

上游有加帽

位点基序
,

A T G上游
一

43 核昔酸为转录起始位点
,

而

转录起始位点上游
一

2 9 ~ 一

25n t为T A T A盒
, 一

4 3一39n t处

有 一 顺 式 调 控 元 件 (c i s一 r e别 l a to口 e l e m e n t ;

)

左 IT ( ; (T 歹IT A序列
,

符合早期基因转录启始位点上游

保守基序A/ c Tc Grr c T N c T
。

A c M N外
。邵基因在蛋白

合成抑制剂放线菌酮 (cy d ho
e ix m ide )和 DN A合成抑

制剂
a p ih id co h n

存在 的条件下其m R N A合成不受影

响
,

即 A
c
M N PV 。邵基因的转录不依赖于病毒蛋白合

成及病毒D N A复制
,

属于极早期基因
,

转录产物为 2
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种具有共同 5
’

末端的 m R NA
,

在病毒感染后期
e邵基

因的转录水平下降
。

A c M N Pv 。邵基因的翻译初级产

物由506 个氨基酸
,

其中 N一端有一个由 18 个氨基酸

组成的信号肚
,

决定 E G T向胞外分泌
,

成熟 E G T分子

量约 6 0 kD a o

s p lim N Pv 。乎基因为 15 4 8 b p
,

有两个转录起始

位点
,

分别位于 A T G的上游
一

25 ()A 和
一

28 ()C核昔酸
,

即

在 T A T A盒下游25 和 22 位碱基上
,

而另一个紧挨着

T AAT 盒的 AGT 不是
e邵基因 o R F的一部分 ; 在 AT AT

盒上游也有一个顺式调 控元 件 CA CG T G基 序
。

Sinl m N Pv 。邵基因的启动子活性低
,

并且需要病毒

极 早期基 因 i。 一 1表达 产物 IE 一 1反式激 活
。

用

S p h m N Pv感染 sI 一2细胞
,

结果在感染后 3 h的细胞培

养基中检测到 E G T酶的活性
,

但是由
e梦基因转录的

m R N A在感染后 h8 检测到
,

之所以在 h8 之前未检测

到
e梦基因 m RN A可能是由于检测灵敏度不同所致

,

S p h m N P v 。邵基因是一个极早期基因
。

家蚕核型多角体病毒 (B m N PV) 是单粒包埋核型

多角体病毒 (s N Pv) 的代表种
。

Bm N Pv 3T 株基因组

中
, 。邵基因位于第64 0 7一 7 9 2 5 n t ; B m N pV Z J一 8株

e多基

因起始密码子 A T G上游
一
89

~ 一 8nI t有一与 A c M N Pv

完全相同的潜在的顺式调控元件A TT G T G TT A序列
,

一 7 1~ 一6 4 nt 处有一 T AAT 盒
,

在
一 2 7 ~ 一 2 4 nt 和

一
22

-

一 1 9 nt 处各有一潜在的早期转录起始位点C A GT 基

序 ; B m N P V 。邵基因核普酸序列与 A e M N P v具有95 %

的同源性
。

B m N P V e乎基因启动子的活性也需要病

毒因子的反式激活
,

其控制的报告基因的表达最早

在病毒感染后 24 h才检测到 (待发表 )
。

对 A e M N pV
、

S p liM N p V
、

C fM N P V
、

e o E F M N Pv
、

M bM N P V
、

O p M N PV
、

H as N P V (H
e a r N PV )

、

B u s u N PV
、

se M NvP 和 Bm N P v等核型多角体病毒
e邵基因启动子

序列的比较
,

发现所有这些
e乎基因启动子都有一个

T A T A盒 (其中C fM N P V为AT A )A ;在 AT AT 盒的下游有

一个或几个 C A G T基序或不完全 CA GT 基序
,

上游存

在潜在顺式作用元件
,

如 sP h M N P V 的 C A C G T G
、

A c M N PV的 ATT GT G贯 A
、

CfM N PV的A A G T GTA C等
,

但未发现共同的顺式作用元件 ; T A T A盒与转录起始

位点之间的距离为 4 4 ~ 6 7 b p
。 e梦基因核昔酸序列和

推定的氨基酸序列的一致性为 45 % 一
59 %

、

42 % -

5 3%
。

3 E G T酶与宿主昆虫的变态

杆状病毒 E G T是由病毒
e邵基因编码的

,

天然的

EG T可能主要以4个单体组成的寡聚体形式存在
,

寡

聚体的形成不依赖于糖基的作用
。

E GT 是一种分泌

型酶
,

在细胞内合成后分泌到宿主昆虫的血淋巴

中
,

并在血淋巴中催化糖基转移到蜕皮激素上
。

E C T

能够在细胞外聚集积累
,

而且在细胞外环境中稳定

性高
。

因此
,

杆状病毒在宿主体内不需要连续合成

E GT
,

就能控制幼虫的蜕皮与化蛹
,

这也是为什么
e gt 基因转录水平在病毒感染后期下降的原因

。

E G T

在体外几乎能以相同的效率催化尿昔二磷酸葡萄

糖 (U D p一 gl
u e o s

e) 或尿昔二磷酸半乳糖 (U D p一列ac t o s e
)

的糖基转移到蜕皮街体化合物
,

若以蜕皮激素与

U D P一
u o os e

为底物
,

则 A c M NP v E C T催化的转移

反 应产物 为蜕 皮激素 22
一 o 一 p一D一 毗 喃葡糖 昔

(2 2一。一 p一D一 g l u e o s id e
)

,

从而使蜕皮激素失活
。

但是
,

在体内条件下
,

A c M N VP 感染后只形成蜕皮激素半

乳糖昔
,

推测是由于 u DP 一 ga lac tos e
是病毒在宿主昆

虫体内能够获得的最主要的 U D--P 糖的缘故
。

杆状病

毒通过 E C T的作用延长宿主幼虫的取食时间
,

有利

于病毒本身的大量繁殖
,

这是病毒进化过程中获得

的选择优势
,

对杆状病毒可能有着普遍意义
,

也是

病毒基因在个体水平上调节宿主昆虫的典型
。

给化蛹第2日的家蚕蛹注射 A e M N PV
,

可诱导人

工滞育蛹的发生
,

但是 A e M NP V不能经 口感染家蚕

幼虫
。

分别用野生型 A c MN PV
、 e gt 缺失的突变体

A c M N Pv 和 含
。梦启 动子控制的 lac z 基 因 的重组

A e M N PV感染家蚕幼虫和 Bm N培养细胞
,

结果重组

A c M N Pv 中
。梦启动子控制下的acl Z基因在培养细胞

中得到表达 (用 x 一G al 染色后进行细胞计数 )
,

但表达

的细胞比例与用于感染的重组病毒的剂量相等
,

可

能病毒只是随机感染
,

表达只在最初感染的 B m N4

细胞中发生 ; 用野生型 A c MN P V接种家蚕 4龄幼虫

后
,

引起非靶标的家蚕幼虫龄期延长或龄期跳跃及

蛹的提前成熟
,

这是由于 A c M N PV e乎基因在蚕体内

表达产生 E G T的缘故
,

而用缺失
e gt 基因的 A c M N PV

感染家蚕后未改变家蚕的变态
。

感染了B m NVP 的家蚕幼虫
,

在未感染蚕 (对照 )

就眠后继续生长
,

龄期延长
,

体躯肥大发光
,

最后停

止取食
,

仍不就眠
,

这是由于 Bm N PV e梦基因的表达

使蚕体内蜕皮激素失去生理功能
,

为 了维持体内激

素平衡
,

前胸腺一直处于分泌状态
,

从而促进前胸
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腺的发育
,

使个体明显增大
。

昆虫蜕皮激素对于昆虫具有重要的意义
,

其主

要功能是控制昆虫的发育和变态
。

在昆虫的各个发

育阶段
,

血淋巴中蜕皮激素的滴度严格控制在特定

的水平上
,

被病毒感染后其血淋巴中蜕皮激素的滴

度发生变化
。

实际上杆状病毒感染后
,

昆虫体内的

蜕皮激素不仅没有减少
,

反而引起浓度升高
。

用

切 M N P v感染吉普赛蛾
,

其幼虫血淋巴中蜕皮激素

的浓度高于对照 ;前胸腺离体培养检测发现
,

病毒

感染的吉普赛蛾前胸腺一直维持高于对照 区的分

泌活性
,

直到病毒感染的最后阶段
,

病毒的感染可

能改变了脑对前胸腺的控制功能
,

结果使前胸腺一

直维持在高水平的分泌状态
。

但高浓度的蜕皮激素

被病毒产生的 EG T糖基化
,

成为一种不具有生物活

性的糖基化蜕皮酮
,

使蜕皮激素的滴度下降
。

昆虫激素对病毒的复制和基因的表达有间接

影响
。

给接种病毒的家蚕 5龄幼虫添食或体喷蜕皮

激素或保幼激素
,

可使杆状病毒载体表达系统的报

告基因的表达量明显提高
,

促进病毒的复制增殖 ;

对杆状病毒感染的宿主施用外源昆虫激素
,

可能部

分恢复宿主体内的生理平衡
。

烟草角蛾添食 N Pv 后

2 4 ~ 2 8 h内每头幼虫注射蜕皮街酮 1 林 g
,

有明显延长

发病的现象
,

发病死亡时间推迟 Z d
。

e岁基因的缺失可 以导致被感染昆虫的致死时

间的缩短
。

当用缺失
e梦基因的cA M N Pv感染甜菜夜

蛾 (助
。
咖 et ar ex t乡aL ) 幼虫时发现马氏管被过早破

坏
,

而野生型病毒感染的幼虫马氏管没有变化
。

与

野生型 A c M N vP 相比
,

缺失
e梦基因的 A c MN P V感染

的首蓓尺蝮夜蛾死亡率提高
。

用缺失
e邵基因 的

B m N P V感染家蚕幼虫
,

可加速家蚕死亡
,

半死亡时

间比野生型缩短 2 0%
。

4 e梦基因对改进昆虫杆状病毒杀虫剂性能的意义

为了防治有害昆虫对农作物的危害而大量地

施用化学杀虫剂
,

不仅导致昆虫的抗药性
,

而且已

经成为环境污染的最主要原因之一
,

直接威胁着人

类的健康和生存
。

杆状病毒具有宿主专一性和不污

染环境的优点
,

其宿主域仅限于少数几种节肢动

物
,

主要是昆虫
,

已报道被杆状病毒感染的昆虫有

6 0 0多种
,

包括鳞翅 目
、

膜翅 目
、

双翅目
、

鞘翅 目
、

脉

翅目与毛翅 目等
,

而对脊椎动物和除节肢动物以外

的无脊椎动物
、

微生物及植物都无病原性
。

因此
,

昆

虫杆状病毒作为杀虫剂具有重要的经济和生态意

义
。

自19 7 3年美国批准美国棉铃虫 (玉米夜蛾 )N PV

(H Nz PV) 作为商品制剂注册登记以来
,

迄今已有 10

多种重组杆状病毒 N( PV和 G V) 杀虫剂研究报道
,

一

些商品病毒杀虫剂已先后在许多国家注册并推广

应用
,

以防治首楷尺镬
、

斜纹夜蛾
、

棉铃虫
、

红铃虫

和玉米螟等
。

但是目前作为杀虫剂的绝大多数工程

杆状病毒的表达是在强的晚期启动子女即 10 或多角

体蛋白启动孙 ol h控制下
,

杆状病毒要经过 1星期甚

至更长的时间才能杀死宿主昆虫
,

所以杆状病毒杀

虫剂主要应用于能忍耐一定程度的叶子损害而不

造成明显经济损失的那些作物
。

过高的宿主特异性

和缓慢的发病致死作用两大缺陷
,

使杆状病毒作为

农业杀虫剂的应用受到很大的限制
。

因此
,

昆虫病

毒基因工程主要集中于解决改进宿主域狭窄和致

死速度慢两大问题
。

利用病毒早期转录表达基因启动子
,

构建具有

早期启动子控制的昆虫特异性毒蛋白的重组杆状病

毒
,

在病毒感染的早期表达杀虫蛋白
,

可能极大地缩

短昆虫的致死时间 ;或者表达昆虫保幼激素醋酶
,

减

少昆虫的取食量
,

从而改进杆状病毒杀虫剂的性能
。

另一方面
,

可以利用杆状病毒种间遗传交换决定宿

主域的 D N A区段
,

改变病毒的宿主域
。

通过 Bm N P V

解旋酶基因与 A c M N PV DN A进行基因重组
,

获得了

对家蚕细胞和 S--f ZI 细胞都有感染性的杂交型病毒

H y N P V
。

因此
,

利用对杆状病毒的遗传修饰可能加速

病毒对宿主昆虫的致死效应
,

并扩大病毒的宿主域
,

从而增强杆状病毒作为杀虫剂的效率
。

而杆状病毒
e群基因为病毒复制的一个非必需的早期表达基因

,

删除
e岁基因

,

使病毒的毒性更强
,

半致死时间缩短

20 % 一
30 %

。

因此
, 。邵基因可作为杆状病毒杀虫剂遗

传操作的候选基因之一加以研究利用
。
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