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КЛОНИРОВАНИЕ ГЕНА ПОЛИЭДРИНА ВИРУСА 
ЯДЕРНОГО ПОЛИЭДРОЗА КОЛЬЧАТОГО Ш Е Л К О П Р Я Д А 

Настоящее исследование — первый этап конструирования бакуловирусного экспрессив-
ного вектора на основе вируса ядерного полиэ()роза (ВЯЛ) кольчатого шелкопряда 
(KLU). Локализован ген полиэдрина в геноме ВЯП KLLI. Сконструирована рекомби-
нантная плазмида, содержащая вирусный фрагмент, включающий ген полиэдрина с при-
легающими участками ДНК. Данная плазмида может быть использована в качестве 
основы для создания транспортного вектора. 

Введение. В последние годы бакуловирусы н а ш л и практическое при-
менение в качестве экспрессивного эукариотического вектора [1]. В на-
стоящее время с их помощью получены следующие продукты: а- и β-
пнтерфероны человека, c-tnyc белок, ннтерлейкин-2 человека , ин-
терлейкин-3 мыши, интерлейкин-4 мыши и человека , оболочечные 
белки вируса С П И Д и др. [1, 2] , д л я чего были использованы 
векторы па основе В Я П калифорнийской совки [3] и В Я П тутового 
ш е л к о п р я д а [4]. 

Н а м и ранее [5] была подобрана высокопродуктивная бакуловирус-
ная система на основе ВЯГІ KIlI и культуры клеток табачной совки, 
что является предпосылкой для создания отечественного бакуловнрус-
iioi'o экспрессивного вектора. Д а н н а я работа — начальный этап конст-
руирования вектора на основе В Я П КШ. Ц е л ь ее з а к л ю ч а е т с я в лока -
лизации гена полиэдрина на геноме вируса, получение и к а р т и р о в а н и е 
плазмиды, с о д е р ж а щ е й ген полиэдрина с п р и л е ж а щ и м и у ч а с т к а м и ви-
русной Д Н К . 

Материалы и методы. Вирионные Д Н К ВЯП КШ штамма Wl к В Я П большой 
вощшшой моли (БВМ) штамма Ml получены по описанным ранее методам [5, 6]. 

Выделение препаратов плазмндных Д Н К , обработка Д Н К рсстриктазами, клони-
рование фрагментов Д Н К ВЯП в плазмидах pBR325 и pUC18, получение высокомечеп-
ны.ч " ' Р - Д Н К и блот-гибридизацию проводили в соответствии є руководством Маниати-
.:;< н соавт. [7]. Фрагменты Д Н К из геля получали электрофоретическпм переносом на 
Ovльн у ДН-81 с последующей их экстракцией [8]. 

Результаты и обсуждение . Э л е к т р о ф о р е г р а м м а Д Н К В Я П К Ш 
штамма It7/, обработанной различными рсстриктазами, представлена 
па рис. 1. 

Д л я л о к а л и з а ц и и гена полиэдрина на вирусной Д Н К были 
использованы данные, показывающие , что примерно 75 % последо-
иа гелыюстей гена полиэдрина различных бакуловирусов консерва-
гивны [9J. 

В данной работе в качестве зонда для выявления гена полиэдри-
на в геноме ВЯП К Ш была использована полученная в л а б о р а т о р и и 
Р о р м а н а ( С Ш А ) плазмида pOMS-Q [8], с о д е р ж а щ а я ген полиэдрина 
пз ВЯГІ волнянки псевдотсуговой ( В П ) . Д л я гибридизации использова-
ны как вся плазмида , т а к и вирусный фрагмент Q, вырезанный из 
плазмиды рестриктазой Sail. Р а з м е р этого фрагмента составляет 2,5 
г. п. н. Влог-гибридизацией рестрицпрованной Д Н К В Я П К Ш с 3 2P-
pOMS-Q (или с 3 2Р-<3-фрагментом) были выявлены 5 EcoRI-, 5 HindIII-, 
4 B a m I I I - , 3 S a l I - ф р а г м е н т а вирусной Д Н К , гибридизующихся с зон-
дом (рис. 2 ) . Исходя из этих данных можно было бы предположить , 
что в геноме В Я П К Ш присутствует несколько копий гена полиэдрина . 
IIo рядом авторов доказано , что ген полиэдрина присутствует в еди-
ничной копии и в строго специфическом месте [9]. Поэтому мы пред-
положили, что наличие такого большого количества гибридизующихся 
фрагментов можно объяснить гомологией прилегающих к гену полиэд-

ISSX 0233-7057. БИОПОЛИ.МГРЫ И КЛЕТКА. 1990. Т. 0. ДІ 3 β — 0·«» 81 



рнна у ч а с т к о в Д Н К В Я П В П и Д Н К В Я П К Ш . Известно , что геномы 
некоторых б а к у л о в и р у с о в имеют высокую степень гомологии [10] . 
К а к было п о к а з а н о в н а ш е й л а б о р а т о р и и , Д Н К В Я П К Ш имеет всего 
5 % гомологии с Д Н К ВЯП БВМ. Поэтому для выявления гена поли-
э д р и н а в геноме В Я П К Ш решено было и с п о л ь з о в а т ь ген п о л и э д р и н а 
В Я П Б В М . Ф р а г м е н т Д Н К , с о д е р ж а щ и й ген п о л и э д р и н а В Я П Б В М , 
о п р е д е л я л и при помощи б л о т - г и б р и д и з а д и и р е с т р и ц и р о в а н н о й Д Н К 
В Я П Б В М с 3 2 Р - Q - ф р а г м е н т о м п л а з м и д ы pOMS-Q (рис. 3 ) . Н а и м е н ь -
ший по р а з м е р у г и б р и д и з у ю щ и й с я ф р а г м е н т HindIlI-R (1 т. п. н.) к л о -

Рис. 1. Рестрикционный анализ Д Н К ВЯП КШ, обработанной рестриктазами: Sail (1); 
KpnI (2); HindIII (3); BamHl (4); EcoRI (5) 
Fig. Iі. Restr ic t ion endonuc lease ana lys i s of the Malakosoma neustria N P V DNA cleaved 
by: Sail (1)· KpnI (2)· HindIII (3) ; BamHI (4); EcoRI (5) 
Рис. 2. Гибридизация по Саузерну 3 2 P - p O M S - Q с Д Н К В Я П КШ, расщепленной рсс-
стриктазами: BamHI ( / ) ; SalI (2); EcoRI (3); XhoI (4)\ PstI (5); HindlII (6) 
Fig. 2. Southern hybr idizat ion of 3 2P-Iabel led pOMS-Q wi th Malakosoina neustria N P V 
DNA cleaved by: BamHI (1); Sail (2)· EeoRI (3) ; XhoI (4)· PstI (5) ; HindIII (6) 

Рис. 3. Гибридизация по Саузерну 3*P-pOMS-Q с Д Н К В Я П БВМ, расщепленной 
рестриктазами: SlaI (I); SalI (2); EeoRI (3) ; HindIII (4); PstI (5) ; BamHI (6)\ 
SmaI (7) 
Fig . 3. Southern hybr id iza t ion of 3 2P-Iabel led pOMS-Q with Galleria mellonella N P V 
DNA cleaved bv: SlaI (1); Sail (2) EcoRI (3); HindIII (4); PstI (5); BamHl (6); 
SmaI (7) 

н и р о в а н в п л а з м и д е pBR325. Эта п л а з м и д а pGH-R б ы л а использова -
на в качестве з о н д а д л я в ы я в л е н и я гена п о л и э д р и н а в геноме 
в я п к ш . 

П р и б л о т - г и б р и д и з а ц и и р е с т р и ц и р о в а н н о й Д Н К В Я П К Ш с 3 2P-
pGH-R б ы л о о б н а р у ж е н о , что R - ф р а г м е н т г и б р и д и з у е т с я с ф р а г м е н т а -
ми EcoRI-A (18,2 т. п. п.) , BamHI-D (8,9 т. п. н . ) , HindIII-J (4,9 т. п. н.) 
(рис. 4 ) . Эти ф р а г м е н т ы б ы л и к л о н и р о в а н ы в pBR325. П р и к а р т и р о -
вании полученных п л а з м и д выявлено , что ген п о л и э д р и н а в BamIII-D 
и HindIII-J-фрагментах р а с п о л о ж е н на одном из флангов , что я в л я -
ется п р е п я т с т в и е м д л я с о з д а н и я т р а н с п о р т н о г о вектора . В п л а з м и д е 
р М Е - А , с о д е р ж а щ е й EсоRI -A-фрагмент , ген п о л и э д р и н а л о к а л и з о в а н в 
ц е н т р а л ь н о й о б л а с т и ф р а г м е н т а , с о д е р ж а щ е й сайты д л я р е с т р и к т а з 
BamHI, KpnI, HindIII (рис. 4, 5 ) . 
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П л а з м и д а р М Е - А имеет б о л ь ш о й р а з м е р — 24,2 т. п. н., к р о м е 
того, с о д е р ж и т д о п о л н и т е л ь н ы е сайты д л я ф е р м е н т о в , р е с т р и ц и р у ю щ и х 
ген п о л и э д р и н а . П о э т о м у ее о б р а б о т а л и ф е р м е н т а м и EcoRI и PstI, 
в ы р е з а л и ф р а г м е н т 9,3 т. п. н. и в с т р о и л и последний в п л а з м и д у pUC18. 
Р а с п о л о ж е н и е гена п о л и э д р и н а в центре ф р а г м е н т а и н а л и ч и е п р и л е -

Рис. 4. Гибридизация по Саузерну 3 2 P - p G H - R с Д Н К ВЯГІ КШ, расщепленной рестрик-
тазами: BamHI (1)· SalI (2); PstI (3); EcoRI (4); HindlII (5); KpnI (б); SmaI (7) ; 
EcoRV (8) 
Fig. 4. Southern hybridizat ion of 32P-IabelZed pGH-R with Malakosoma neustria N P V 
DNA cleaved by: BamHl (1)· Sail (2); PstI (3); EcoRI (4); HindIII (5); KpnI (5); 
SmaI (7); EeoRV (S) 

Рис. 5. Рестрикционная карта рекомбинаптной плазмиды рМЕ-А, содержащей pBR-
325 и EeoRI-A-фрагмент Д Н К ВЯП К Ш размером 18,2 т. п. и. 
Fig. 5. Restriction map of recombinant plasmid pME-A conta in ing plasmid pBR325 
and 18.2 kb EeoRI-A-fragment of Malakosoma neustria N P V DNA 

г а ю щ и х в и р у с н ы х ф р а г м е н т о в , н е о б х о д и м ы х д л я г о м о л о г и ч е с к о й р е к о м -
б и н а ц и и при с о з д а н и и э к с п р е с с и в н о г о вектора , п о з в о л я ю т и с п о л ь з о в а т ь 
д а н н у ю п л а з м и д у в к а ч е с т в е основы д л я к о н с т р у и р о в а н и я т р а н с п о р т -
ного в е к т о р а . 

CLONING OF THE MALAKOSOMA NEUSTRIA NUCLEAR P O L Y H E D R O S I S 
VIRUS POLYHEDRIN GENE 

L. I. Strokovskaya, О. V. Veselovsky, I. M. Kikhno, N. Yu. Mirjuta 
Inst i tute of Moleculary Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

S u m m a r y 

This invest igat ion is the first step of baculovirus expressive vector construct ion us ing 
the Malakosoma neustria nuclear polyhcdrosis virus (MnNPV) . The polyhedrin gene h a s 
been localized in the M n N P V genome. Recombinant plasmid has been constructed car-
ryinga viral DNA f ragment conta ining a polyhedrin gene with f l ank ing DNA nucleot ide 
sequences. This plasmid can he used for the t rans fe r vector construct ion. 
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ЭКСПРЕССИВНЫЙ Б А К У Л О В И Р У С Н Ы Й ВЕКТОР 
IIA ОСНОВЕ ВИРУСА ЯДЕРНОГО ПОЛИЭДРОЗА 
КОЛЬЧАТОГО Ш Е Л К О П Р Я Д А MALACOSOMA NEUSTRIA 

Ген \\-галактозидизы Escherichia coli встроен в рамке считывания β ген полиэдрина ви-
руса ядерного полиэдроза (ВЯП) кольчатого шелкопряда. Котрансфекцией рекомби-
нантной нлазмиды pMPEA-fi-gal с ДНК ВЯП ΛΙ. neustria дикого тина связанный ген 
όι,ι.ι встроен в геном ВЯП М. neustria. Инфицирование культуры клеток дубового шел-
копряда Anteraea perni (MCAp-I) полученным рекомбинантным ВЯП ЛІ. neustria-gal3 
выявило высокий уровень экспрессии связанного белка полиэдрин-\\-галакго:шдаза. 
Синтеза полиэдрина в этих клетках не обнаружено. 

Введение. Б а к у л о в и р у с ы 6 лет н а з а д впервые начали использоваться 
в качестве экспрессивных векторов д л я получения белков π пептидов 
различного происхождения [1]. В настоящее время с этими векторами 
работают более чем в 150 л а б о р а т о р и я х мира. Все используемые векто-
ры сконструированы на основе двух вирусов: В Я П Atilooraplia eali-
jorniea и ВЯГІ Bombyx тог і [2]. Мы получили новый бакуловпрусиыи 
экспрессивный вектор на основе ВЯП кольчатого шелкопряда М. neust-
ria. Ранее было показано, что геном этого вируса представляет собой 
ковалентнозамкнутую молекулу Д Н К с молекулярной массой около 
90 000 (примерно 130 т. п. н.) [3]. Ген полиэдрина этого вируса был 
л о к а л и з о в а н и вместе с прилегающими участками вирусной Д П К кло-
нирован в п л а з м и д а х pBR325 и pUC18 ( плазмиды рМЕА и рМРЕ/1) [I]. 

В настоящей работе приведены данные по конструированию транс-
портного вектора с геном бактериальной β -галактозидазы , получение 
рекомбинантного вируса ВЯГІ М. neusiria-ga\3 и изучение экспрессии 
β - г а л а к т о з и д а з ы в клетках насекомых, инфицированных рекомбинант-
ным бакуловирусом. 

Материалы и методы. В и р у с и к л е т к и . В работе для конструирования ре-
комбинаптпон Д Н К использован В Я П М. neustria, штамм Wl [4]. 

Д л я накопления вируса, транефекции и получения бляшек использовали культуру 
клеток дубового шелкопряда MCAp-I [5]. Процедура получения бляшек при окраши-
вании нейтральным красным, а т а к ж е получение голубых бляшек в присутствии β-га-
лактозп да ,Siioro индикатора 5-бром-4-хлор-3-нндолил-р-£>-галактопирапозида (X-gal) 
для Bi,!явления экспрессии β -галактозидазы описаны в [6]. 
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