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斜纹夜蛾核多角体病毒 .!" 基因在大肠杆菌中的表达
及其在昆虫细胞中的表达时相分析
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摘 要：利用 GHI方法从斜纹夜蛾核多角体病毒（JK(LM.G&）基因组中扩增获得了细胞凋亡抑制基因 #!" 的完整
NI3并将其克隆于 KMO8671载体，其序列分析结果与文献报道一致。将基因重组于硫氧还蛋白融合表达载体
K1D;’P;? H，在大肠杆菌 QR#8（O9"）中获得了稳定表达，表达的 G!/融合蛋白占菌体总蛋白 "$S左右，主要以包涵体
形式存在。分离纯化重组表达的 JK(LM.G& G!/蛋白作为抗原，免疫家兔制备得到效价高于 8 T 8$$$$的抗重组 G!/
蛋白多克隆抗体。应用制备的抗体对受 JK(LM.G&感染的 J(细胞中 G!/蛋白的表达时相进行分析，结果显示 G!/蛋
白在细胞感染后 "D内便可检测到，并在整个感染期间维持着低水平表达。
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#!" 是继 #$% 和 &’# 后在昆虫杆状病毒中发现
的第三种细胞凋亡抑制基因，目前只在海灰翅夜蛾

核多角体病毒（ (#)*)#+,-’ .&++)-’.&/ 01.+&2’#/&* 312.,4
)#).56,*-)7&-1/，JK(;M.G&）和斜纹夜蛾核多角体病毒
（(#)*)#+,-’ .&+1-’ 01.+&2’#/&* 312.,)#).56,*-)7&-1/，JK(L7
M.G&）中有该基因的报导［8，#］。 #!" 基因被认为是
#$%的同源基因，两者的编码产物在 .端和 H端具
有相当高的同源性，并且具有类似的细胞凋亡蛋白

酶 H4?K4?- 的酶切位点［"，!］。其中，JK(;M.G& G!/ 蛋
白的功能和作用机制目前已经得到了初步阐明，与

G"F相似，其亦是作为 H4?K4?-的竞争性底物来抑制
H4?K4?-对细胞内其它功能蛋白和结构蛋白的酶解
活性从而抑制细胞凋亡的发生［!，F］。而 JK(LM.G&
#!" 基因目前只通过瞬时表达实验证实具有抑制病
毒感染和放线菌素 O诱导的细胞凋亡的活性#。

JK(LM.G& #!" 基因长 8"#$ WK，预计编码 !"/个
氨基酸、分子量约为 !6XO的蛋白［#］。本文通过基因
重组方法构建了该基因的融合型原核表达载体，在

大肠杆菌 QR#8中获得了表达，并利用表达产物纯化
后免疫家兔获得的多克隆抗体对 <L JK(LM.G&感染
的昆虫细胞中 G!/ 蛋白的表达时相进行了检测分
析。

! 材料和方法

!"! 病毒、质粒、菌株和细胞
野生型 JK(LM.G& 中山大学分离株（YD’,C?D4,

Z,;[-\?;LE ;?’(4L-@，YJZ）多角体和大肠杆菌（ 8/4
26,-&26&’ 2).&）QR#8（O9"）由本实验室保存，JK(LM.G&
宿主昆虫斜纹夜蛾（ (#)*)#+,-’ .&+1-’）幼虫由本实验
室用半合成人工饲料喂养，其 J(7#P6细胞系由本实
验室自建并保存。载体 KMO8671 购自 14]4I4 公
司，K1D;’P;? H质粒为 ^,[;L\’C-,公司产品。
!"# 试剂
限制性内切酶和 1! O.V 连接酶购自 14]4I4

公司。9’: O.V 聚合酶购自加拿大 _-,@4 工程公
司。胶回收试剂盒 U^V‘+;AX _-( 95L\4AL;’, ];L 购自
U^V_9.公司。Q;C OE-荧光标记的末端终止物循环
测序试剂盒购自美国 G9 VQ^公司。
!"$ 引物
扩增 #!" 基因的 GHI引物由上海博亚生物工

程公司合成。为了构建融合型表达载体，上游引物

中去除了起始密码子 V1_，下游引物则保留了终止
密码子 1VV。上游引物：Fa7H1HH1H_V_VVVV_V17
_H_1VH1_V1VHHVVHV11H7"a，下游引物：Fa7H1H1H7
1V_V11V1V1V1H1V1_1VVV1_11VH_7"a。



!"# $%&’()*+ !"# 基因的 *,-扩增和克隆
病毒基因组 !"#的抽提及 $%&参照文献［’］进

行。$%&产物经 ()低溶点琼脂糖凝胶电泳分离
后，按 *+#,-./01 234 5678907/:; </7 说明回收目的
!"#片段，连接于 =>!(?,@载体，按 A/B !C3测序试
剂盒说明进行双脱氧链终止法序列分析。

!". 重组表达质粒 %/0123145%#6 的构建和 !"# 基
因的诱导表达

以 !"#!和 $%&!双酶切 =>!(?,@,=DE，将回收
的 "’( 基因片段连于 =@F/:G/H %上遂构建成原核表
达载体 =@F/:G/H,=DE（图 (），酶切鉴定重组子。将该
重组质粒转化大肠杆菌 AI’(（!5J）菌株，挑单菌落
接种于 (KL MI #M=N（(OO"BPMI）的 IA培养基，JQR
活化过夜后，按 ( S LO 转接于 (KL MI IA 培养基
（#M=N），JQR培养至 )*TOO为 OKD U (KO，加入不同浓
度的 +$@2进行诱导表达。于诱导后 DF收获菌体进
行 (’) V!V,$#25检测 $DE蛋白表达情况。

图 ! 重组质粒 %/0123145%#6的图谱
W/BX( >9= :Y 7F3 830:MZ/;9;7 =49HM/[ =@F/:G/H,=DE

!"7 多克隆抗体的制备
V=47>"$\ $DE蛋白抗原的制备及免疫程序参照

文献［T］的方法进行。收集的抗血清按照文献［Q，?］
所述，以硫酸铵沉淀法纯化 +B2并以大肠杆菌裂解
液吸附法去除交叉反应性抗体，然后用基于 G&$,
!#A显色的 5I+V#和 ]3H738; Z4:7分别测定抗体的
效价和特异性。

!"8 $%&’()*+ *#6在昆虫细胞中的表达时相分析
V=47>"$\芽殖病毒粒子来自于感染 V=47>"$\

多角体 D U L[的斜纹夜蛾幼虫的血淋巴，以无血清
@%,(OO培养基稀释 (O倍后，经 OKDL"M滤膜过滤除
菌。将处于对数生长期的 V4细胞以 ’ ^ (OT 个细胞P
瓶的密度接种于 ’L0M’ 细胞培养瓶中，’QR生长过
夜。待细胞全部附壁后，移出培养基，以 (O$W_P细
胞的量接种 V=47>"$\感染性血淋巴稀释液，室温吸
附 TOM/;，移去病毒接种液，每瓶添加 (MI新鲜的含

(O)WAV的 @%,(OO培养基，置 ’QR静置培养。将病
毒加入细胞之时定为病毒感染时间零时，分别于感

染后 O、J、T、(’、(?、’D、JT、D?、Q’F收集细胞，利用制
备的多克隆抗体对细胞抽提物进行基于 G&$,!#A
显色的 ]3H738; Z4:7。

9 结果

9"! $%&’()*+ !"# 基因的 *,-扩增、克隆和测序
以 V=47>"$\基因组 !"#为模板的 $%&产物经

琼脂糖凝胶电泳结果表明，在约 (KJL1Z处有与预期
相符的特异扩增片段。将该片段克隆于 =>!(?,@
载体，得到重组质粒 =>!(?,@,=DE。测序结果表明
所得的 (KJL1Z基因片段包含 V=47>"$\ "’( 基因的
完整 ‘&W，与文献［’］报道的 "’( 基因序列完全一致。
9"9 重组表达质粒 %/0123145%#6的酶切鉴定
重组子经 !"#! N $%&!双酶切得到预期的

(KJL1Z和 DKD1Z两基因片段，证明重组表达载体构
建正确。经 56=9HC网站上的 %:M=.73 =+P>a软件分
析，@86蛋白分子量约为 (D1!，V=47>"$\ $DE蛋白分
子量约为 D?1!，而 @86,$DE 融合蛋白分子量约为
T’1!。
9": $%&’()*+ !"# 在$ ; %&’( 中的表达
融合了 @86的 V=47>"$\ "’( 基因可在 AI’( 中

稳定表达。V!V,$#25 结果显示，不同浓度的 +$@2
（OK( U ’KOMM:4PI）诱导 DF 后的全菌裂解液中均可
检测到 T’1!目的融合蛋白。在 +$@2浓度为 OK( U
(KO MM:4PI时，$DE融合蛋白的诱导表达量较高（图
’）。用 I9Z +M9B3软件对凝胶扫描图像进行分析，目
的蛋白约占菌体总蛋白的 JO)左右。将菌体细胞
超声破碎并离心，分别取上清和沉淀进行 V!V,
$#25，结果显示目的蛋白主要以包涵体形式存在
（图 J）。

图 9 <*/=对 !’( 基因诱导表达影响的 $>$,*?=@
W/BX’ V!V,$#25 Y:8 7F3 3YY307 :Y +$@2 :; $DE 36=83HH/:;

( X $8:73/; H79;[98[；’ U (OX %344H 4CH973H :Y AI’( /;[.03[ a/7F O，OK(，

OK’，OKJ，OKL，OK?，(KO，(KL，’KOMM:4PI +$@2 0:883H=:;[/;B4CX
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图 ! 表达产物的可溶性鉴定
!"#$% &’()(*+,)"-(+"./ .0 1.234"2"+5 .0 +’, ,67),11"./ 7).83*+1

9 $ :).+,"/ 1+(/8()8；; $ &,22 251(+,1 .0 3/"/83*,8 <=;9；% $ >/*231"./ 4.8?

",1；@$ A37,)/(+(/+ .0 *,221 251(+,1 .0 "/83*,8 <=;9$

"#$ 兔抗 %&’()*+, +$- 多克隆抗体的制备及其
效价和特异性

用制备型 ABA?:CDE分离纯化的 A72+FG:H :@I
免疫新西兰白兔，获得该蛋白的抗血清。以免疫前

血清为阴性对照，E=>AC测定的该抗血清的效价高
于 9 J9KKKK（表 9）。由于表达的 :@I 蛋白融合了大
肠杆菌硫氧还蛋白 L)6，抗血清中可能含有与大肠杆
菌蛋白交叉反应的非特异性抗体，为此先用硫酸铵

沉淀法纯化 >#D，然后采用大肠杆菌裂解液吸附法
去除交叉反应的抗体。M,1+,)/ 42.+表明，经吸附后
的抗体与目的融合蛋白显示了很强的反应，而与空

载的大肠杆菌裂解液几乎没有反应，说明吸附后的

抗体具有较强的抗 A72+FG:H :@I专一性（图 @）。

图 $ ./0(/12 3’4(测定抗体的特异性
!"#$@ &’()(*+,)"-(+"./ .0 +’, 17,*"0"*"+5 .0 (/+"?:@I 7.25*2./(2 (/+"4.8?

",1 45 M,1+,)/ 42.+

C$ N,*.O4"/(/+ :@I’1 M,1+,)/ 42.+ P"+’ +’, (/+"1,)( 3/(81.)4,8 45 ! $

"#$% 251(+,1；<$ N,*.O4"/(/+ :@I’1 M,1+,)/ 42.+ P"+’ +’, (/+"4.8",1 (8?

1.)4,8 45 ! $ "#$% 251(+,1$ 9 $ :).+,"/ 1+(/8()8；;$ =51(+,1 .0 "/83*,8

7.1"+"Q, ! $ "#$% +)(/10.)O(/+；% $ =51(+,1 .0 "/83*,8 ! $ "#$% +)(/10.)O,8

45 7L’".R"1 &$ L’, 9@SB L)6 4(/8 ’(1 O"#)(+,8 .3+1"8, +’, #,2，+’31 "1

/.+ 1’.P/ "/ +’"1 0"#3),$

表 5 酶联免疫吸附测定（678%9）结果（!"$:;）

L(42, 9 L’, ),132+1 .0 E=>AC（&’@TK）

B"23+"./ 7).7.)+"./ ! G.)O(2 1,)( " C/+"1,)( !U"

9J;KKK KV%@K ;VWWX XV9W9

9 JTKKK KV;X% 9VYXK TVI%Y

9 J9KKKK KV;TX KVXWT %V%I9

L’, Q(23,1 (), +’, O,(/ ),132+1 .0 +’),, 7()(22,2 ,67,)"O,/+1$M’,/!U"!
;V9，+’, E=>AC ),132+ "1 7.1"+"Q,$

"#: %&’()*+, +$-在昆虫细胞中的表达时相
以抗 :@I多克隆抗体对 A72+FG:H感染后不同

时段的 A9 细胞抽提物的 M,1+,)/ 42.+ 结果显示，
@XSB的 :@I蛋白从感染后 %’内 W;’均可检测到，其
表达时相符合早期基因的特征。而在整个感染期

间，其表达量始终维持在低水平（图 T）。A72+FG:H
:@I蛋白的 I9 Z IT位氨基酸序列 LHLBI@D是细胞凋
亡蛋白酶 &(17(1,典型识别序列和切割位点，但是在
各时间点均未检测到该蛋白酶切后的片段，可能是

因为 A72+FG:H对 A2细胞的低感染率和 :@I蛋白的
低水平表达使得该片段的量太微弱而检测不出。

图 : +$-蛋白在受感染 %’细胞中的表达时相
!"#$T L"O, *.3)1, .0 P+ :@I ,67),11"./ "/ A72+FG:H "/0,*+,8 A2 *,221

F./.2(5,)1 .0 A2?;RX *,221 P,), "/0,*+,8 P"+’ C*FG:H (+ (/ F[> .0 9K

(/8 ’()Q,1+,8 (+ Q()".31 +"O, 7."/+1 7.1+ "/0,*+"./ (/8 7),7(),8 (1 *,22 ,6?

+)(*+1

9 $ :).+,"/ 1+(/8()8；; Z 9K$ L"O, *.3)1, .0 P+ :@I ,67),11"./ "/ A72+F?

G:H "/0,*+,8 A2 *,221$ L’, ’.3)1 7.1+ "/0,*+"./ "1 "/8"*(+,8 (4.Q, +’,

2(/,1$

! 讨论

A72+FG:H ()* 基因的表达调控和凋亡抑制机
制目前尚未见报道。由于凋亡抑制基因是杆状病毒

宿主特异性的重要决定因子［I］，研究 A72+FG:H的凋
亡抑制基因 ()*，对于揭示 A72+FG:H宿主专一性的
分子生物学机制从而拓宽其杀虫谱具有重要理论意

义和实际应用价值。

A72+FG:H :@I蛋白及其抗体对于研究 ()* 的凋
亡抑制机制及其在宿主细胞内的表达调控是必要

的。而直接从感染的细胞中提取组成型表达的 :@I

WI;% 期 曾美珍等：斜纹夜蛾核多角体病毒 ()* 基因在大肠杆菌中的表达及其在昆虫细胞中的表达时相分析



蛋白比较困难，本文采用基因重组的方法构建该基

因的原核表达载体，使之在大肠杆菌中稳定表达

!"#蛋白。虽然表达的重组蛋白由于形成包涵体而
不具备生物学活性，但作为制备抗血清的免疫原却

已足够。其免疫家兔获得的高效价抗体可用于检测

$%&’()!*感染昆虫细胞后 !"#蛋白的表达。
!"# 是杆状病毒另一个细胞凋亡抑制基因 !$%

的同源基因，两者被认为具有相似的作用机制［+ , -］。

在研究 ./()!* !$% 时发现，!$% 基因行使抗细胞
凋亡功能的关键的不是其蛋白在细胞内的水平，而

是它在细胞内的表达时间［01］。本文利用制备的 !"#
多克隆抗体对 2’ $%&’()!*感染细胞内 !"#的表达
时相进行分析，证实 !"#在病毒感染的早期开始表
达，这与对其基因启动子的分析结果一致。然而不

同于 ./()!* !$% 的是，$%&’()!* !"# 只具有早期
启动子模体 3.3.［4］，而 !$% 则兼具了晚期启动子模
体 3..5［00］，这提示两者在体内的表达调控是不同
的，显然它们在功能和机制上仍存在着差别。

在对 $%&6()!* !"# 基因的研究中发现 !"# 蛋
白被 789%89:切割为 "1;<和 01;<大小两片段，从而
推测其是作为竞争性底物抑制 789%89:活性来抑制
细胞凋亡［-，=］。本文以制备的 $%&’()!* !"#的多克
隆抗体对 $%&’()!*感染后不同时间的 $&细胞抽提
物进行 >:9’:?@ A&B’分析，并未检测到 !"#蛋白被切
割后的片段，可能是因为 !"#蛋白本底水平太低的
缘故，因此推测其基因的启动子为一弱启动子。

$%&’()!* !"# 基因的功能和机制以及其启动子的
性质尚需进一步的实验来证明。
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