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　　摘要：斜纹夜蛾核型多角体病毒Ⅱ型（ＳｐｏｄｏｐｔｅｒａｌｉｔｕｒａｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓⅡ，ＳｐｌｔＮＰＶⅡ）基因组 ＤＮＡ同源重复
区ｈｒ１大小为１７４６ｂｐ，含有６个６４ｂｐ不完全回文序列、４个正向重复序列以及７个与病毒基因组 ＤＮＡ复制相关的
基序。瞬时表达分析结果表明，ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１在感染野生型家蚕核型多角体病毒（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓ，
ＢｍＮＰＶ）和苜蓿丫纹夜蛾多粒包埋型核多角体病毒（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａｍｕｌｔｉｐｌｅｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓ，ＡｃＭＮＰＶ）的
ＢｍＮ和Ｓｆ２１细胞中均具有增强早期基因ｉｅ１启动子活性的功能，增强效率分别为３０、３５０倍；实时荧光定量ＰＣＲ结果
显示，ｈｒ１在ＢｍＮ和Ｓｆ２１细胞中具有基因组 ＤＮＡ复制起始原点的功能，拷贝数分别为（８．４６×１０４±６．１３×１０３）、
（５９２×１０６±２．９５×１０５）ｃｏｐｉｅｓ／μｇＤＮＡ。研究证明，ＳｐｌｔＮＰＶⅡ ｈｒ１在异源细胞ＢｍＮ和Ｓｆ２１中具有复制起始原点和
增强子的双功能作用。
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　　杆状病毒是一类环状双链 ＤＮＡ病毒，其基因组大小为
８０～１８０ｋｂ。在杆状病毒的发育循环中，ＤＮＡ复制是其生命
周期中最重要的一环，也是病毒增殖周期最重要的事件［１］。

ＤＮＡ复制原点是最为重要的顺式作用元件，对 ＤＮＡ的复制
极为重要。研究发现，杆状病毒 ＤＮＡ复制原点有２种类型，
分别为同源重复区（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｐｅａｔｒｅｇｉｏｎｓ，ｈｒ）和非同源重
复区起始位点（ｎｏｎ－ｈｒ）［２－４］。其中，ｈｒ存在于大多数杆状病
毒基因组中，是目前研究较多的类型。

ｈｒ作为核型多角体病毒（ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓ，ＮＰＶ）ＤＮＡ
复制原点已在众多杆状病毒中得到证实［５－９］。苜蓿丫纹夜蛾

多粒包埋型核多角体病毒（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓ，ＡｃＭＮＰＶ）基因组含有８个复制原点，包
括７个ｈｒ和１个ＨｉｎｄⅢ－Ｋ片段，研究发现７个 ＡｃＭＮＰＶｈｒ
均具有复制原点功能［５］。家蚕核型多角体病毒（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ
ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓ，ＢｍＮＰＶ）基因组含有８个复制原点，其中
ｈｒ３和ｈｒ５不仅在宿主细胞中具有复制原点功能，在ＡｃＭＮＰＶ
感染的非宿主 Ｓｆ２１细胞中亦可得到复制，而且 ｈｒ５在
ＡｃＭＮＰＶ感染的Ｓｆ２１细胞中的复制功能比在ＢｍＮＰＶ感染的

ＢｍＮ细胞中高一些［６，１０－１１］，表明与ＡｃＭＮＰＶ复制有关的因子
亦能作用于ＢｍＮＰＶ的ｈｒｓ。ｈｒ除具有复制原点的功能外，还
具有早期基因表达增强子的功能。ＢｍＮＰＶＺＪ－８株 ｈｒ３具有
增强ｉｅ１和ｈｅｌ基因启动子活性的功能，其增强转录活性分别
高达２４００、７０００倍左右，即使仅含有ｈｒ３中１个典型完整的
回文序列，其增强能力也高达 ７９倍［１２－１３］。在 Ｓｆ９细胞中，
ＡｃＭＮＰＶｈｒ１序列除具有复制原点的功能外，还能够增强多角
体启动子和果蝇ｈｓｐ７０基因启动子的转录活性［１４］。

斜纹夜蛾核型多角体病毒 Ⅱ 型 （Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｌｉｔｕｒａ
ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓⅡ，ＳｐｌｔＮＰＶⅡ）基因组 ＤＮＡ含有 ７个
ｈｒｓ，前期研究证实７个ｈｒｓ在宿主细胞 Ｓｐｌｉ２２１中具有复制原
点和增强子的功能［７］，本研究拟对ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１进行结构分
析，并采用脂质体介导的质粒转染法与实时荧光定量聚合酶

链式反应（ＰＣＲ）相结合的方法，探讨 ｈｒ１在非敏感宿主
ＢｍＮＰＶ－ＢｍＮ和ＡｃＭＮＰＶ－Ｓｆ２１细胞系统中是否具有复制
原点和增强子的功能。

１　材料与方法

１．１　试验材料和主要试剂
ＢｍＮ和Ｓｆ２１细胞均由中国农业科学院生物技术研究所

提供。质粒 ｐＢｍ－ｉｅ１Ｐ－ｈｒ１和 ｐＡｃ－ｉｅ１Ｐ－ｈｒ１分别含有
ＢｍＮＰＶｉｅ１和ＡｃＭＮＰＶｉｅ１启动子序列以及 ＳｐｌｔＮＰＶⅡ ｈｒ１序
列，质粒ｐＵＣ１９－ｈｒ１含有ＳｐｌｔＮＰＶⅡ ｈｒ１序列，均为笔者所在
研究室保存。寡核苷酸引物的合成由北京三博远志生物技术

有限责任公司完成。昆虫细胞培养基 ＴＣ－１００、胎牛血清及
脂质体（ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ）试剂均购自 ＧＩＢＣＯ公司。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ
试剂购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　细胞培养　ＢｍＮ和 Ｓｆ２１细胞用含 １０％胎牛血清
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（ＦＢＳ）的ＴＣ－１００培养基在２７℃按Ｓｕｍｍｅｒｓ等的方法［１５］进

行培养。

１．２．２　ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１序列分析　利用 ＣｌｕｓｔａｌＷ、ＤＮＡＭＡＮ、
Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．１和ＭＥＧＡ４等生物软件对 ＳｐｌｔＮＰＶⅡ ｈｒ１序列
进行分析。

１．２．３　脂质体法转染昆虫细胞　接种约５×１０５个细胞于
１２ｃｍ２２５ｍＬ培养瓶中，贴壁培养过夜。除去含 ＦＢＳ的培养
基，用无血清培养基洗２次细胞，加入１ｍＬ无血清培养基，接
种野生型ＮＰＶ病毒（感染复数＝１），感染１ｈ。然后倾去培养
基，加入３ｍＬ含血清的完全培养基，２７℃培养２ｈ。移去上述
完全培养基，用无血清培养基洗２次细胞，再加１ｍＬ无血清培
养基。事先在５０μＬ反应体系中加入２μｇ质粒 ＤＮＡ和适量
的ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ试剂，用 ｄｄＨ２Ｏ补足体积，轻轻混匀，２７℃温育
１５ｍｉｎ使ＤＮＡ被脂质体包埋，制成转染液。将转染液逐滴加
入培养瓶中，并轻轻转动混匀。转染４～５ｈ后倾去含转染液
的无血清培养基，补加３ｍＬ含ＦＢＳ的培养基，２７℃培养。
１．２．４　瞬时表达分析　将功能质粒 ｐＢｍ－ｉｅ１Ｐ－ｈｒ１和
ｐＡｃ－ｉｅ１Ｐ－ｈｒ１ＤＮＡ分别转染野生型病毒 ＢｍＮＰＶ和
ＡｃＭＮＰＶ感染的ＢｍＮ和Ｓｆ２１细胞或未感染细胞，培养４８ｈ，
用细胞刮将贴壁细胞刮下，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，收集细
胞。加入适量磷酸缓冲液，重悬细胞后，５０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清，如此反复清洗细胞２～３次。加入细胞裂解液

将细胞重悬，裂解５～１０ｍｉｎ，使之充分裂解。在每个样品管
中加入１００μＬ荧光素酶反应底物，加入一定体积的细胞裂解
混合液，振荡混匀。将样品放入荧光仪，按照设定程序开始测

量读数［１６］。设置３组重复试验。以 ｐＲＬ－ＣＭＶ质粒作为内
参质粒，以只含ｉｅ１启动子的ｐＢｍ－ｉｅ１Ｐ和ｐＡｃ－ｉｅ１Ｐ质粒作
对照。将牛血清白蛋白配制成标准浓度（０．５ｍｇ／ｍＬ）蛋白
质，用酶标仪进行蛋白质定量测定。

１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ　将功能质粒 ｐＵＣ１９－ｈｒ１ＤＮＡ
转染野生型病毒 ＢｍＮＰＶ和 ＡｃＭＮＰＶ感染的 ＢｍＮ和 Ｓｆ２１细
胞。４８ｈ后收集细胞，提取细胞总 ＤＮＡ，经 ＤｐｎⅠ酶切后，进
行实时荧光定量ＰＣＲ，并制作标准曲线［７］。用实时荧光定量

ＰＣＲ获得的ＣＴ值及标准曲线来计算功能质粒在ＢｍＮ和Ｓｆ２１
细胞中的拷贝数。

２　结果与分析

２．１　ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１序列分析
ＳｐｌｔＮＰＶⅡ ｈｒ１大小为１７４６ｂｐ，位于基因组 １２７８１６～

１３０５０９ｂｐ、开放阅读框（ＯＲＦ）８～ＯＲＦ９之间。ｈｒ１含 ６个
６４ｂｐ不完全回文序列（图１），其序列的核苷酸一致性高达
９０％以上，回文序列的中心均含有１个 ＰｖｕⅠ限制性酶切位
点，含有４个正向重复序列，并且存在７个不规则重复序列和
７个与病毒基因组ＤＮＡ复制相关的ｍｏｔｉｆ基序（图２）。

２．２　ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１对 ＢｍＮＰＶ和 ＡｃＭＮＰＶｉｅ１启动子转录活
性的增强作用

采用脂质体介导功能质粒在昆虫细胞中的转染与瞬时表

达方法，将构建的含有 ＢｍＮＰＶ和 ＡｃＭＮＰＶｉｅ１启动子以及

ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１的功能质粒分别转染感染野生型 ＢｍＮＰＶ和
ＡｃＭＮＰＶ的ＢｍＮ和Ｓｆ２１细胞，以只含ｉｅ１启动子的ｐＢｍｉｅ１－
Ｐ和ｐＡｃ－ｉｅ１Ｐ质粒作对照。结果显示，ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１在非
敏感宿主细胞ＢｍＮ中，增强ＢｍＮＰＶｉｅ１启动子转录活性的效
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率是对照的３０倍，增强 ＡｃＭＮＰＶｉｅ１启动子转录活性的功能
较强，其增强效率为对照的３５０倍（表１）。

表１　ＳｐｌｔＮＰＶⅡ ｈｒ１在ＢｍＮ和Ｓｆ２１细胞中的增强效率

功能质粒 光量子数 增强效率（倍）

ｐＢｍ－ｉｅ１Ｐ－ｈｒ１ １．２６×１０７±４．９９×１０５ ３０．００±１．４０
ｐＢｍ－ｉｅ１Ｐ ４．２７×１０５±５．２２×１０３

ｐＡｃ－ｉｅ１Ｐ－ｈｒ１ ６．５５×１０８±６．９０×１０６ ３５０．００±１３．５４
ｐＡｃ－ｉｅ１Ｐ １．８７×１０６±６．１８×１０４

２．３　ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１在ＢｍＮ和Ｓｆ２１细胞中的复制能力
将功能质粒ｐＵＣ１９－ｈｒ１按照１０８～１０４个拷贝进行梯度

稀释，作为模板进行实时荧光定量ＰＣＲ。以所得ＣＴ值对相应
拷贝数的对数作图，即得所需标准曲线及其线性方程 ｙ＝
ａｘ＋ｂ，结果显示，标准曲线线性关系良好，ｒ２＞０．９９（图３）。

　　用含有 ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１的功能质粒分别转染 ＢｍＮＰＶ和
ＡｃＭＮＰＶ感染的ＢｍＮ和Ｓｆ２１细胞，培养４８ｈ后提取细胞总
ＤＮＡ，经ＤｐｎⅠ酶切后进行实时荧光定量 ＰＣＲ，将获得的 ＣＴ
值代入图３中制作的标准曲线，计算出含有 ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１的
功能质粒在 ＢｍＮ和 Ｓｆ２１细胞中的拷贝数。结果显示，
ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１在 ＢｍＮ细胞中的拷贝数为（８．４６×１０４ ±
６．１３×１０３）ｃｏｐｉｅｓ／μｇＤＮＡ，在 Ｓｆ２１细胞中的拷贝数为
（５．９２×１０６±２．９５×１０５）ｃｏｐｉｅｓ／μｇＤＮＡ。

３　讨论与结论

大多数杆状病毒基因组都含有同源重复序列，分布于基

因组的多个位置，具有基因组ＤＮＡ复制起始原点和增强基因
启动子转录活性的双重功能。本研究通过序列分析发现，

ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１具有作为病毒基因组 ＤＮＡ复制起始原点的特
征结构，并探讨了 ＳｐｌｔＮＰＶⅡｈｒ１在非敏感宿主 ＢｍＮ和 Ｓｆ２１
细胞中是否具有复制起始原点以及增强 ＢｍＮＰＶｉｅ１和
ＡｃＭＮＰＶｉｅ１基因启动子转录活性的功能，发现 ｈｒ１在２种非
敏感宿主细胞中均具有复制起始原点和增强子功能，但复制

和增强效率各不相同。在 Ｓｆ２１细胞中的复制和增强效率远
高于在ＢｍＮ细胞中，并且同样处理条件下，在异源细胞中的
复制和增强效率高于在宿主细胞Ｓｐｌｉ２２１中［７］。

胡建新等通过 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测发现，含 ＢｍＮＰＶｈｒ５的
质粒在ＡｃＭＮＰＶ－Ｓｆ细胞系统中的复制起始原点功能要比在
ＢｍＮＰＶ－ＢｍＮ细胞系统中高一些［１１］。Ｃｈｅｎ等曾报道，
ＢｍＮＰＶｈｒ３具有增强ＢｍＮＰＶｉｅ１和ＡｃＭＮＰＶｉｅ１基因启动子转
录活性的功能，并且在异源Ｓｆ２１细胞中的增强作用远高于宿
主细胞ＢｍＮ［１３］。这可能是由于细胞转化和感染方法等都是
仿照细胞Ｓｆ２１／ＡｃＭＮＰＶ系统所采用的方法，对于其他细胞株
来说可能不是最适合的条件。张志芳等研究发现，ＢｍＮＰＶｈｒ３
和ｈｒ５与ＡｃＭＮＰＶ同源性高达９０％以上，并且在ＡｃＭＮＰＶ感
染的Ｓｆ２１细胞中均能得到显著复制，推测ｈｒ作为病毒复制起
始原点与其结构以及所需病毒因子的同源性可能有关［６，１１］。
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　　摘要：为了解克隆罗非鱼ＳＩＲＴ１基因，并分析其在不同组织器官中的表达量和饥饿前后白肌和肝中的表达量，以
期为研究罗非鱼基因功能和代谢调控机制提供参考。采用逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）技术由罗非鱼肌肉组织克隆获得
罗非鱼ＳＩＲＴ１基因，并用生物信息学方法构建系统进化树，利用实时荧光定量ＰＣＲ（ＱＲＴ－ＰＣＲ）技术对ＳＩＲＴ１在罗非
鱼体内表达进行研究。结果显示，ＳＩＲＴ１基因开放阅读框（ＯＲＦ）为２１０９ｂｐ，共编码７０２个氨基酸，具有保守的 ＤＵＦ、
ＳＩＲ２和ＴＰＰ保守结构域。进化树分析发现，罗非鱼与伯氏朴丽鱼和红丽鱼的 ＳＩＲＴ１首先成簇，说明２个物种的亲缘
关系最接近。且ＳＩＲＴ１基因在所检测的组织、器官中均有表达，其中白肌、肠道中表达量最高，且差异显著（Ｐ＜
０．０５）。与饥饿组０ｄ相比，饥饿组７ｄ的白肌 ＳＩＲＴ１基因 ｍＲＮＡ的表达无明显变化，而肝表达量却显著增加（Ｐ＜
０．０５）。提示罗非鱼ＳＩＲＴ１基因可作为信号转导调控机体糖代谢、脂肪代谢的候选基因之一。
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　　罗非鱼是联合国粮食及农业组织（ＦＡＯ）向全世界推广
的优质养殖鱼类品系，目前全球有近百个国家和地区进行罗

非鱼的规模化人工养殖，罗非鱼同时也是我国农业农村部主

要推广的重要淡水养殖品种，我国罗非鱼养殖产量在世界上

高居榜首。尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）是罗非鱼类中
的主要养殖品种，该鱼的养殖性能极其优越，具有生长快、食

性广、抗病强、肉质鲜美、富含谷氨酸和甘氨酸等特点［１］，深

受许多美食爱好者的喜爱。

沉默信息调节因子 ２同源蛋白 １（ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇｔｙｐｅ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２ｈｏｍｏｌｏｇ１，简称 ＳＩＲＴ１）是一种依赖于
烟酰胺腺嘌呤二核甘酸（ＮＡＤ＋）的组蛋白去乙酰化酶［２］，于

１９９９年从人类中发现［３］。ＳＩＲＴ１能够广泛表达于成熟组织，
在胚胎早期和生殖细胞中含量也较高［４］。哺乳动物中

Ｓｉｒｔｕｉｎｓ家族共有７名成员（ＳＩＲＴ１～ＳＩＲＴ７）［３］，其中ＳＩＲＴ１与
沉默信息调节因子２的同源性最高［５］，是Ｓｉｒｔｕｉｎｓ家族中目前
研究得最为广泛的１名成员。ＳＩＲＴ１在机体内可通过对几种
控制代谢转录因子的去乙酰化作用来调节其活性，广泛参与

机体的糖代谢和脂肪代谢通路，还参与基因转录、细胞衰老的

调节过程［６］。ＳＩＲＴ１还可抑制成脂肪分化因子 ＰＰＡＲγ的转
录因子活性，减少脂肪的合成与堆积［７］。同时能够使

ＦＯＸＯ１、ＳＴＡＴ３等去乙酰化促进糖异生而抑制糖酵解［８－９］。

ＳＩＲＴ１还可以通过环磷腺苷效应元件结合蛋白（ｃＡＭＰ－
ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，简称 ＣＲＥＢ），调节糖脂代
谢［１０］。目前对 ＳＩＲＴ１基因的研究主要还是集中在人类、小
鼠、家畜与家禽（猪、羊、鸡等）上，对鱼类 ＳＩＲＴ１基因的相关
研究还鲜有报道。本研究探讨罗非鱼ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ在不同组
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