
!" 卷 #期
"$$"年 %月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,-

.’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"$$"

"国家留学基金资助项目

""通讯联系人

作者简介：姚伦广（/01! 2），男，湖南洞口县人，现武汉大学生科院博士，主要从事杆状病毒分子生物学研究。

收稿日期："$$/3$!3/#，修回日期："$$/3$43"$

杆状病毒诱导昆虫细胞凋亡的初步研究"

姚伦广 杜昌升 彭建新"" 洪华珠
（华中师范大学昆虫学研究所 武汉 !#$$10）

关键词：杆状病毒，斜纹夜蛾细胞系，细胞凋亡，梯形带

中图分类号：50#06!1 文献标识码：7 文章编号：$$$/3%"$0（"$$"）$#3$#4$3$!

细胞凋亡（89’9:’;<;）最早被定义为一种有秩序、受控制并按某种预定程序发展的生理性的自然死亡
过程（=->> -: 8( /01"），其特征是细胞收缩，染色质凝聚成块状，形成凋亡小体［/］。但其最主要的特征是细
胞 ?.7受到一种被激活的内源性核酸酶的降解，凝胶电泳时呈现出特征性的梯形带（@A((<-，/04$）。病
毒感染是常见导致细胞凋亡的重要因素，杆状病毒同样诱导昆虫细胞凋亡，同时，作为打破宿主防御体

系的一种策略，杆状病毒可通过自身编码抗凋亡基因的表达，抑制细胞凋亡以利于自己的增殖［"］。细胞

调亡和病毒抗凋亡是一复杂的相互作用过程，阐述这种相互作用机制赖于建立杆状病毒及调亡细胞的

病毒B细胞体系。我们的研究发现苜蓿银纹夜蛾核型角体病毒（!"#$%&’()’ *’+,-$&.,*’ ,+C(-8> 9’(AD-E>’;<;
F<>+;，7C.G&）和芹菜夜蛾核型多角体病毒（ /0.%&’()’ -’+,-1&’ ,+C(-8> 9’(AD-E>’;<; F<>+;，HI8.G&）感染斜纹夜
蛾（/($2$(#1&’ +,#"&’）HJ3/细胞后，均诱导 HJ3/细胞凋亡。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 病毒：7CK.G&和 HI8.G&均由美国农业部生防室 KCL,:’CD惠赠。
!"!"# 细胞：斜纹夜蛾 HJ3/细胞由中山大学国家生物防治重点实验室赠与；粉纹夜蛾 M,3NO/细胞由美
国康乃尔大学 OML P>8,8E’;博士赠与。
!"!"$ 培养基：P>8C-培养基辅加 $6#Q水解乳蛋白，$6#Q酵母抽提物及 NQ胎牛血清。
!"!"% 药品：?7GL（!R，%R3E<8S<E<,’3" 9D-,A(<,E’(-）购自 H<TS8公司；J<9’I-C:<,购自 G>’S-T8公司。
!"# 细胞培养

HJ3/细胞和 M,3NO/细胞均置 UV" 培养箱 "4W恒温培养，细胞按常规方法传代。

!"$ 病毒感染与滴度测定
病毒感染及病毒滴度测定方法参照文献［#］，求得 MUL?N$值，根据经验公式 MUL?N$ BSJ X $) %0 Y GZ[

得出病毒的感染复数（KVL）。本研究接种病毒 KVL均为 N。
!"% 细胞荧光染色
参考文献［!］略有改动，病毒感染细胞经 #61Q甲醛固定，乙醇脱水，?7GL（!STBSJ）染色（"$W

#$S<,），荧光显微镜（\& #!$,S ] #4$,S，OZ!#N,S ] !4N,S）下观察拍片。
!"& 病毒 ?.7及细胞 ?.7的提取与电泳分析
病毒 ?.7及细胞 ?.7的提取与电泳分析按常规方法进行［#］。



!"# 脂质体介导病毒 !"#转染 $%$!细胞
脂质体 %&’()*+,&-购自 ./(0*12公司，转染方法参照 ./(0*12说明书进行。

!"% 病毒灭活
将病毒粒子置 34紫外灯下照射 56或将病毒粒子置 789水中加热 :6。

& 实验结果

&"! ’()*+,和 -./)*+,诱导 -0$!细胞凋亡
#+;".<和 $)2;".<感染斜纹夜蛾 $%=:细胞后 36 > :?6，光镜观察到细胞表面“出泡”（图 : > @、: >

7），随着感染时间的延长，出泡现象加剧，许多细胞破碎成球形亚细胞小体，即凋亡小体。病毒接种后
?56，所有细胞几乎全都破碎成凋亡小体（图 : > 5、: > 8）。对照细胞生长正常（图 : > :、: > ?），而 #+;".<
和 $)2;".<感染受纳型 A-=7B:细胞呈典型杆状病毒感染细胞病理效应：细胞核肿胀，核中出现折光率
极强的多角体颗粒（图 : > C、: > 3）。

图 : ’()*+,和 -./)*+,感染 $%=:细胞光学显微镜照片（?DD E）

: > ?F 对照 $%=:；@ > 5感染 #+;".<:?及 ?56后的 $%=:；7 > 8感染 $)2;".<3及 ?56后的 $%=:；

CF 感染 #+;".<C?6后的 A-=7BG；3感染 $)2;".<536后的 A-=7BG H

!#.I荧光染色显示受 #+;".<和 $)2;".<感染的 $%=:细胞核出现核固缩，染色质凝集，最后核裂
解（图版）。受病毒感染细胞核的这些变化是凋亡细胞核的变化特征。

$%=:细胞受 #+;".<和 $)2;".<感染后 :8至 536提取细胞 !"#，:F7J琼脂糖凝胶电泳呈梯形谱
带，而对照组 !"#电泳示单一带型（图 ?、@）。凋亡细胞由于受内源性核酸酶降解，细胞 !"#断裂成
:3DK’ > ?DDK’片段或这些寡核苷酸的多聚体，所以电泳呈梯形分布，这是凋亡细胞典型生化特性。
&"& 灭活 ’()*+,和 -./)*+,不能诱导 -0$!细胞凋亡
无论是紫外灭活，还是加热灭活方式灭活后的病毒感染 $%=:细胞，结果显示细胞生长分裂正常，无

病变和凋亡现象出现，这说明灭活的病毒不能诱导 $%=:细胞凋亡，只有病毒进入细胞内进行复制和基
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因表达才诱导 !"#$细胞凋亡。

图 % &’()*+感染 !"#$细胞 ,)&琼脂糖凝胶电泳

$-(./01/；% 2 3- 分别为感染后 3%、%4、%%、$56；5- 对照 7

图 8 !9.()*+感染 !"#$细胞 ,)&琼脂糖凝胶电泳

$-(./01/；% 2 3- 分别为感染后 :4、%:、$4、$%6；5- 对照 7

!"# 病毒 ,)&转染细胞
两种病毒 ,)&转染 !"#$细胞，转染后都诱导细胞凋亡，细胞凋亡特征与病毒粒子诱导细胞凋亡一

致。单纯用脂质体处理后的 !"#$细胞没有发生凋亡。而将两种病毒 ,)&分别转染 ;<#3=>细胞，细胞不
产生凋亡，并分别于转染后 ?%6，:46出现多角体，这说明实验所用病毒 ,)&是有活性的。
!"$ 两种病毒在 !"%&细胞中的增殖情况

&’()*+和 !9.()*+感染 !"#$细胞不同时间取样测定胞外病毒粒子 ;@A,3B值，结果显示病毒滴度

呈下降趋势，这说明两种病毒在 !"#$细胞中不能复制增殖，子代病毒不能产生，而两种 )*+在 ;<#3=>细
胞中的胞外病毒呈上升趋势。&’()*+和 !9.()*+感染 !"#$细胞诱导细胞凋亡，细胞凋亡有效率抑制
了病毒的复制增殖。

# 讨论

杆状病毒诱导昆虫细胞凋亡最早是 @>1C和 (D>>1/于 $EE$年用一株 &’()*+突变株（+&’&6<）感染
!9#%$细胞并引起凋亡发现的，他们描述了杆状病毒诱导 !9#%$细胞凋亡的基本特征［3］。本实验结果显示
野生型 &’()*+和 !9.()*+感染的 !"#$细胞无论是在光镜下的整体形态结构变化，还是荧光染色细胞
核细微结构特征，以及细胞 ,)&琼脂凝胶电泳所表现的生物化学特征，都是典型的细胞凋亡特征。&’#
()*+和 !9.()*+灭活实验与转染实验表明两种杆状病毒诱导 !"#$细胞的凋亡不发生在病毒侵入或吸
附阶段，可能主要是病毒基因表达阶段，特别是早期基因表达时相。病毒早期基因表达启动了细胞凋亡

程序。杆状病毒基因编码的抗细胞凋亡基因的表达能抑制细胞凋亡发生，&’()*+和 !9.()*+两种 )*+
诱导 !"#$细胞凋亡，说明病毒抗凋亡基因的表达遇到阻碍或表达产物活性受到宿主细胞因子作用而丧
失功能。杆状病毒诱导细胞凋亡和抗细胞凋亡是病毒与宿主细胞间相互作用的复杂生物学现象，本研

究建立的诱导细胞凋亡的病毒细胞系统，为探索昆虫细胞凋亡的分子机制，深入研究杆状病毒与宿主间

相互关系和作用奠定了基础。相关的进一步工作正在进行之中。
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［ !］ "#$%&’()*#+ ,，-$.*#/0.1 23 !"#$%$&’，4556，!"#：645 7 6863
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&’()*+*,-’. /012*(3 4, 05( 6747043*3 48 !"#$#"%&’(
)*01’- 9())3 :,21;(2 <. =>? @-;1)4A*’13(3

F&( A0’10&’1 G0 "#&’1*#$’1 H$’1 <?&’I?’ J(’1 J0&K#0
（ ,+-."./.* $0 1+.$2$%$&’，3*+.#4% 35"+4 6$#24% 7+"8*#-".’，9/54+ !CEEL5，35"+4）

6<30’-;0：@?>.(*>(M?> $I&:?’&N?(’ (O (:$;$:.*#4 %"./#4（PAQ4）>$99 ?’O$>N$R S?N# T>@,HU (. PO&@Q
,HU .$)$&9$R M.(1.$**?)$ >$99 /9$//?’1 *N&.N?’1 &N D# 7 48# M(*N?’O$>N?(’ &’R >09:?’&N?’1 ?’ N(N&9
>$99 R$*N.0>N?(’ &N 8!# M(*N?’O$>N?(’ 3 V#$ O.&1:$’N&N?(’ (O N#$ ?’O$>N$R >$99 ’0>9$? S&* (/*$.)$R /+
*N&?’$R S?N# N#$ *M$>?O?> O90(.$*>$’N R+$ GTHW3T1&.(*$ 1$9 $9$>N.(M#(.$*?* &’&9+*?* (O N#$ G,T $IQ
N.&>N$R O.(: ?’O$>N$R >$99* *#(S N+M?>&9 G,T 9&RR$. 3 T99 N#$*$ *0MM(.N$R N#&N /(N# )?.0*$* ?’O$>N$R
PAQ4 >$99* 0’R$.1( &M(MN(*?* 3 V#.(01# 9?M(O$>N?’ N.&’*?’O$>N?(’，S$ (/*$.)$R N#&N (’9+ N#$ G,T (O
T>@,HU (. PO&@,HU >&’ &9*( ?’R0>$ &M(M(N(*?* (O PAQ4 >$99 3 U?.0* N?N$. &’&9+*?* .$)$&9$R N#&N ’$?Q
N#$. )?.0*$* >&’ R0M9?>&N$ ?’ PAQ4 >$99* 3
B(. C4’23：X&>09()?.0*，(:$;$:.*#4 %"./#4 >$99，TM(M(N(*?*，G,T 9&RR$.

图 版 说 明

2IM9&’&N?(’ (O M9&N$
T>@,HU和 PO&@,HU感染 PAQ4细胞核 GTHW荧光染色显微照片（!EE Y）

4 7 !Z 感染 PO&@,HU的 PAQ4细胞；6 7 4EZ 感染 T>@,HU的 PAQ4细胞；44 7 4!对照 PAQ4细胞

,0>9$&. *N&?’?’1 (O T>@,HU &’R PO&@,HU ?’O$>N$R PAQ4 >$99* S?N# GTHW（!EE Y）

4 7 !3 PO&@,HU ?’O$>N$R PAQ4 >$99*；6 7 4E3 T>@,HU ?’O$>N$R PAQ4 >$99*；44 7 4! @(>[Q?’O$>N$R PAQ4 >$99*3

（见 C84
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