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摘要：【目的】热休克应答(heat shock response，HSR)是机体细胞应对环境压力的一种重要防御策略，

鉴定热休克蛋白在杆状病毒侵染宿主过程中的功能，并揭示其作用的分子机制，为探明宿主与病毒相互

作用的分子基础提供理论依据。【方法】通过分子克隆技术对 Bmhsc70-4 基因进行克隆，并利用 BioEdit

及 GeneDoc 对其进行多序列比对分析；分别通过真核表达和基于 CRISPR/Cas9 的基因编辑系统对

Bmhsc70-4 基因进行过表达和敲除；利用荧光定量 PCR 技术检测相应基因的表达量；通过对 Caspase-9

和 Caspase-3/7 活性的检测确定 Bmhsc70-4 基因对细胞凋亡的影响；通过免疫荧光验证 BmHSC70-4 和

BmIAP 的共定位情况，并进一步通过免疫共沉淀验证它们的相互作用。【结果】Bmhsc70-4 基因开放阅

读框为 1950 bp，编码 649 个氨基酸，在昆虫间具有较高的保守性；BmNPV 能够诱导 Bmhsc70-4 基因

上调表达，过表达 Bmhsc70-4 基因能够促进 BmNPV 的增殖，敲除 Bmhsc70-4 基因能够抑制 BmNPV 的

增殖，表明 Bmhsc70-4 基因的表达利于 BmNPV 的增殖；Bmhsc70-4 基因具有抑制家蚕细胞凋亡的功

能；荧光共定位显示 BmHSC70-4 和 BmIAP 共定位于细胞质中，免疫共沉淀结果表明两者可以相互作

用；BmNPV 侵染过程中 Bmhsc70-4 基因能够促进 Bmiap 基因的表达。【结论】Bmhsc70-4 基因具有抑

制家蚕细胞凋亡的功能，在 BmNPV 侵染家蚕细胞过程中，能够与 BmIAP 相互作用，并促进 BmNPV

复制增殖。 
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杆 状 病 毒 (baculovirus) 是 一 类 双 链 环 状

DNA (80–180 kb)病毒，专门寄生于无脊椎动物，

其 宿 主 主 要 是 鳞 翅 目 (Lepidoptera) 、 双 翅 目

(Diptera)和膜翅目(Hymenoptera)昆虫[1–2]。对于一

个有效的感染过程而言，杆状病毒需要挟持并利

用宿主细胞的多种结构及分子通路，如细胞凋亡、

DNA 损伤应答等[3–4]。研究表明，在宿主与病毒的

长期“斗争”中，宿主同样能够通过一系列的免疫
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反应来阻滞病毒的复制增殖，如热休克应答、细

胞凋亡等[5–6]。尽管目前对病毒与宿主的相互作用

研究已经取得了丰硕的成果[7–8]，然而相对于对病

毒的了解来说，对宿主在感染病毒后的应答机制

的理解仍很匮乏。 

家蚕(Bombyx mori)是重要的经济昆虫，而蚕

病的危害一直是制约蚕业发展的重要因素，其中

尤以家蚕血液型脓病为主。作为家蚕重大病害脓

病的病原，家蚕核型多角体病毒 (Bombyx mori 

nucleopolyhedrovirus，BmNPV)属于杆状病毒的一

种，长期受到研究者们的关注，且对杆状病毒的

研究亦发端于家蚕脓病。随着研究的逐渐深入，

已经获得了一些与 BmNPV 侵染相关的宿主基因，

如 脂 肪 酶 (Bmlipase-1) 、 丝 氨 酸 蛋 白 酶 (serine 

protease)、caspase-1、BmREEPa、BmAtlastin-n 等[9–12]。

近期我们还发现，杆状病毒可以通过 LEF-11 劫持

宿主的 ATP 酶 ATAD3A 以促进自身的复制增殖[13]。

尽管作为参与免疫应答过程的热休克蛋白(heat 

shock protein，HSP)被报道参与了 BmNPV 侵染家

蚕细胞的过程[14]，然而对于功能强大的热休克蛋

白来说，对其具体作用机制的解析是很必要的。

先前的研究表明草地贪夜蛾(Spodoptera frugiperda)

的热休克蛋白 hsc70 基因(Heat shock cognate 70)

在 苜 蓿 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病 毒 (Autographa 

californica multicapsid nucleopolyhedrovirus, 

AcMNPV)感染后表达量会上调[15–16]，家蚕 hsc70

基因的表达在感染 BmNPV 后也会增强[14]，说明

hsc70 基因可能参与了 NPV 感染宿主的过程。同

时，最近有研究表明家蚕 hsc70-4 基因(Heat shock 

cognate 70-4)也参与了 BmNPV 的侵染过程[17]，但

其作用机制并不清楚。 

本研究以家蚕热休克蛋白 HSC70-4 为研究对

象，探究其在 BmNPV 侵染家蚕细胞过程中的功

能及调控机制，可望为探明宿主与病毒相互作用

的分子基础提供一定的理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

家 蚕 卵 巢 细 胞 系 (BmN-SWU1) 和 重 组

BmNPV 病毒(v39Kprm-EGFP)均由本实验室构建和

保存。 

1.2  基因序列分析 

使用 NCBI(National Center for Biotechnology 

Information)在线 BLAST 程序比对，并从数据库中

下载相应的蛋白质序列。利用 BioEdit 软件进行多

序列比对，并将结果通过 GeneDoc 软件输出。 

1.3  细胞培养和转染 

在 27 °C 条件下，用含 10% (V/V)胎牛血清的

TC-100 昆 虫 培 养 基 恒 温 培 养 家 蚕 卵 巢 细 胞 系

BmN-SWU1。细胞转染试剂为 tremeGENE HP 

DNA Transfection Reagent(Roche)，细胞转染操作

按说明书进行。 

1.4  载体构建 

依据已知的序列信息设计目的基因的相应引

物，其中用于构建过表达载体的引物添加相应标

签序列(表 1)。pIZ/V5-His 载体用于构建基因过表

达质粒，本小组前期构建的 CRISPR/Cas9 转基因

敲除载体[18]用于构建基因敲除质粒。 

1.5  紫外诱导细胞凋亡 

将转染目的质粒的细胞培养 48 h 后，吸除培

养基，在紫外灯(8 W)下 15 cm 处照射 4 min，添

加培养基，继续培养 24 h，用于后续分析。 
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表 1.  本试验所用引物 

Table 1.  Primers used in this study 
Primer names Primer sequences (5′→3′) 

pIZ/V5-HA-Bmhsc70-4-F CCGCTCGAGATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGCAAAAGCACCCGC 

pIZ/V5-HA-Bmhsc70-4-R CTAGTCTAGATTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAATCGACCTCCTCGATGGT 

pIZ/V5-Flag-Bmiap-F CGCGGATCCATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGGAGTTGACGAAAGTTGCTA 

pIZ/V5-Flag-Bmiap-R CCGCTCGAGTCACTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCCGAGAAGTAGAGCCGCACCGCA 

Knockdown-Bmhsc70-4-F AAGTGAAACTGCCGAAGCTTATCT 

Knockdown-Bmhsc70-4-R AAACAGATAAGCTTCGGCAGTTTC 

Bmiap-qRT-PCR-F CCTTAGTGACTCCTGCTTTACGAA 

Bmiap-qRT-PCR-R TAGAAACTTGCAAATGGCTTGTG 

Bmhsc70-4-qRT-PCR-F GGCTTACGAAAATGAAGGAAACT 

Bmhsc70-4-qRT-PCR-R GCATCTTTTGTGGCTTGTCTTT 

vp39-qRT-PCR-F CTAATGCCCGTGGGTATGG 

vp39-qRT-PCR-R TTGATGAGGTGGCTGTTGC 

sw22934-qRT-PCR-F TTCGTACTGGCTCTTCTCGT 

sw22934-qRT-PCR-R CAAAGTTGATAGCAATTCCCT 

 

1.6  Caspase 活性检测 

Caspase 活 性 检 测 利 用 Caspase-Glo9 和

Caspase-Glo3/7 试剂盒(Promega)进行，每孔加 100 μL 

Caspase-Glo9 或 3/7 工作液，每个样品重复 3 次，

37 °C 避光孵育 1 h，然后使用多荧光酶标仪检测

Caspase-9 和 3/7 的活性。 

1.7  免疫荧光检测 

在室温条件下用 PBS 轻洗目标细胞 2 次(5 min/

次)，然后添加 4%多聚甲醛静置固定 15 min；用

PBST 同 上 轻 洗 5 次 (6 min/ 次 ) ； 用 0.1% 

TritonX-100 孵育 10 min；用 PBST 轻洗(同上)后，

加入封闭液(10%羊血清加 3% BSA)于 37 °C 封闭

1 h；加入 1:500 稀释的一抗(HA 抗体或 FLAG 抗

体，Sigma)于 37 °C 恒温孵育 1 h；用 PBST 轻摇

清洗 5 次(6 min/次)；加入 1:1000 稀释的二抗(碧

云天)于 37 °C 恒温孵育 1 h；加入 DAPI 染色液(碧

云天)于室温染色 10 min；用 PBST 轻洗 5 次(6 min/

次)；将细胞爬片挑起，把细胞面铺在载玻片的甘

油上并封片，在共聚焦显微镜(Olympus)下观察。 

1.8  免疫共沉淀及 Western blotting 

取共转目的质粒 48 h 后的细胞，将培养基倒

掉，用 PBS 清洗 2 遍；加入 1 mL IP 裂解液置于

冰上裂解 3–5 min；将裂解中的细胞转移至 1.5 mL

的离心管(预冷)中裂解30 min；4 °C 冷冻离心15 min，

14000g；将上清分为 3 份：(1) 取 80 µL 作为总

蛋白样品，加入 20 µL 5×SDS-PAGE 蛋白上样缓

冲液沸水浴 10 min，(2) 取 400 µL，加入 3 µL 小

鼠 IgG 作为对照，(3) 剩余上清加入 3 µL FLAG

鼠抗作为实验组，冰浴孵育过夜；取 70 µL protein 

(A+G)用 1 mL IP 裂解液洗 1 次，4 °C 离心 5 min，

3000g；将对照组及实验组样品分别加到对应的

protein (A+G)中，冰浴孵育 3–5 h；用 IP 裂解液清

洗 3 次(500 µL/次)，于 4 °C 离心 5 min，3000g，

弃废液；在样品中加入 40 µL 的 IP 裂解液和 10 µL

的蛋白上样缓冲液，沸水浴 10 min，用于下一步

分析。 

将蛋白样品加到样品孔中并进行 SDS-PAGE，

浓缩胶和分离胶的浓度分别为 5%和 12%；电泳 
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结束后进行转膜，恒流 200 mA，根据蛋白分子量

确定转膜时间；然后，将 PVDF 膜放到蛋白封闭

液中，室温孵育 3 h；把 PVDF 膜放到相应比例的

一抗稀释液中，4 °C 孵育过夜；室温，用 1×TBST

缓冲液轻洗 4–5 次(8–10 min/次)，把 PVDF 膜放

入相应比例的二抗稀释液中，孵育 1 h；重复上步

清洗步骤，加入 ECL 显色液进行显色成像。 

1.9  荧光定量 PCR (qRT-PCR) 

本研究所用试剂为 iTaqTM Universal SYBR® 

Green Supermix(Bio-Rad)，按说明书进行操作。

qRT-PCR 反应程序如下：95 °C 4 min；95 °C 15 s，

60 °C 31 s，40 个循环；溶解曲线反应条件为

95 °C 15 s；60 °C 20 s；95 °C 15 s。将家蚕真核

翻译起始因子 4A (家蚕芯片探针号：sw22934)

作为内参基因，引物信息见表 1。 

2  结果和分析 

2.1  Bmhsc70-4 基因序列分析 

通 过 基 因 克 隆 获 得 了 Bmhsc70-4 基 因 的

cDNA 序列，其开放阅读框(open reading frame，

ORF)为 1950 bp，共编码 649 个氨基酸，预测其蛋

白分子量约为 71 kDa。分别利用家蚕、黑腹果蝇

(Drosophila melanogaster)、斜纹夜蛾(Spodoptera 

litura)和蜜蜂(Apis mellifera)的 HSC70-4 同源蛋白

序列进行比对分析，结果显示 Bmhsc70-4 基因在

昆虫中具有较高的保守性(图 1)。 

 

图 1.  不同昆虫间 HSC70-4 蛋白序列的比对 

Figure 1.  Multiple sequence alignment of HSC70-4 proteins among different insects. Bm: Bombyx mori 
(NP_001036892.1); Dm: Drosophila melanogaster (AGB95967.1); Sl: Spodoptera litura (ADK55518.1); Am: Apis 
mellifera (XP_001650298.2). 
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2.2  Bmhsc70-4 基因对 BmNPV 增殖的影响 

为了探究 Bmhsc70-4 基因与 BmNPV 增殖之

间 的 关 系 ， 我 们 首 先 对 BmNPV 侵 染 家 蚕

BmN-SWU1 细胞后 Bmhsc70-4 基因的表达特征进

行 分 析 。 结 果 显 示 ， 随 着 BmNPV 的 增 殖 ，

Bmhsc70-4 基因的表达量逐渐升高(图 2-A)。为进

一步探究 Bmhsc70-4 基因在 BmNPV 增殖过程中 

的功能，我们利用 BmNPV 侵染分别过表达或敲

除 Bmhsc70-4 基因(图 2-B)后的 BmN-SWU1 细胞，

并对杆状病毒 Vp39 基因的表达情况进行检测。结

果显示过表达 Bmhsc70-4 基因能够导致 Vp39 基因

上调表达，敲除 Bmhsc70-4 基因后，能够使 Vp39

基因下调表达(图 2-C、2-D)，表明 Bmhsc70-4 基

因能够促进 BmNPV 的增殖。 

2.3  Bmhsc70-4 基因对家蚕细胞凋亡的影响 

细胞凋亡是昆虫重要的先天免疫应答反应，

研究表明热休克蛋白参与了细胞凋亡的调控[19–20]。

为了验证 Bmhsc70-4 基因在家蚕细胞中的凋亡功

能，分别在 BmN-SWU1 细胞中过表达或敲除

Bmhsc70-4 基因后，对 Caspase-9 和 Caspase-3/7

的活性进行了检测。结果表明，过表达 Bmhsc70-4

基因后，经紫外线诱导 BmN-SWU1 细胞，发现

Caspase-9 和 Caspase-3/7 的活性与对照相比均显

著降低；敲除 Bmhsc70-4 基因后 Caspase-9 和

Caspase-3/7 的 活 性 均 显 著 升 高 ( 图 3) ， 说 明

Bmhsc70-4 基因在家蚕细胞中具有抗凋亡功能。 

2.4  BmHSC70-4 和 BmIAP 蛋白的相互作用鉴定 

研究表明家蚕凋亡抑制基因(Bombyx mori 

inhibitor apoptosis, Bmiap)在家蚕细胞中具有明确

的抗凋亡作用[21]，为了验证其与 BmHSC70-4 抗凋

亡作用之间的关系，成功构建并获得了 Bmhsc70-4

基因(融合 HA 标签)和 Bmiap 基因(融合 FLAG 标 

 

 
 

图 2.  Bmhsc70-4 基因对 BmNPV 增殖的影响 

Figure 2.  Effect of Bmhsc70-4 gene on BmNPV proliferation. Statistically significant differences: ** P<0.01. A: 
Expression analysis of Bmhsc70-4 gene during BmNPV infection. B: DNA sequencing analysis of the 
CRISPR/Cas9 target sites. WT: wild-type; M: mutation. C: Effect of overexpression of Bmhsc70-4 gene on BmNPV 
proliferation. D: Effect of knockdown of Bmhsc70-4 gene on BmNPV proliferation. 
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图 3.  过表达和敲除 Bmhsc70-4 基因对 Caspase 活性的影响 

Figure 3.  Effects of overexpression and knockdown of Bmhsc70-4 gene on caspase activity. Statistically 
significant differences: ** P<0.01. A: Effect of overexpression of Bmhsc70-4 gene on caspase-9 activity. B: Effect 
of overexpression of Bmhsc70-4 gene on caspase-3/7 activity. C: Effect of knockdown of Bmhsc70-4 gene on 
caspase-9 activity. D: Effect of knockdown of Bmhsc70-4 gene on caspase-3/7 activity. 
 

签 ) 的 过 表 达 质 粒 ， 进 而 转 染 家 蚕 细 胞 

BmN-SWU1，感染 BmNPV 48 h 后进行免疫荧光

分析。荧光共定位结果显示 BmHSC70-4 蛋白能够

与 BmIAP 蛋白共定位于细胞质中(图4-A)。为了进

一步明确 BmHSC70-4 蛋白和 BmIAP 蛋白之间的

关 系 ， 我 们 将 以 上 两 个 过 表 达 质 粒 共 转

BmN-SWU1 细胞，并于感染 BmNPV 48 h 后进行

免疫共沉淀实验。结果显示用 HA 和 FLAG 抗体

都 能 够 检 测 到 相 应 蛋 白 条 带 ( 图 4-B) ， 表 明

BmHSC70-4 和 BmIAP 之间存在相互作用。 

 

图 4.  免疫荧光和免疫共沉淀分析 BmHSC70-4 和 BmIAP 的相互作用 

Figure 4. Immunofluorescence (A) and co-immunoprecipitation (B) analysis of the interaction between 
BmHSC70-4 and BmIAP. 
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2.5  Bmhsc70-4 基因对 Bmiap 基因的调控分析 

为了进一步分析在 BmNPV 侵染家蚕细胞的

过程中 Bmhsc70-4 基因对 Bmiap 基因的调控作用，

分 别 在 BmN-SWU1 细 胞 中 过 表 达 或 敲 除

Bmhsc70-4 基因，然后检测 Bmiap 基因的表达情

况。结果显示，在没有 BmNPV 侵染的情况下，

无论是过表达还是敲除 Bmhsc70-4 基因，对 Bmiap

基因的表达均没有显著影响(图 5-A、5-B)；而在

BmNPV 侵染的条件下，过表达 Bmhsc70-4 基因后，

Bmiap 基 因 显 著 上 调 表 达 ( 图 5-A) ， 而 敲 除

Bmhsc70-4 基因后，Bmiap 基因的表达显著下调(图

5-B)，表明在 BmNPV 侵染过程中 Bmhsc70-4 基因

能够促进 Bmiap 基因的表达。 

 

 
 

图 5.  Bmiap 基因的相对表达量分析 

Figure 5.  Analysis of the relative expression profiles of Bmiap gene. Statistically significant differences: 
**P<0.01. A: Effect of overexpression of Bmhsc70-4 on Bmiap gene expression without BmNPV infection. B: 
Effect of knockdown of Bmhsc70-4 on Bmiap gene expression without BmNPV infection. C: Effect of 
overexpression of Bmhsc70-4 on Bmiap gene expression with BmNPV infection. D: Effect of knockdown of 
Bmhsc70-4 on Bmiap gene expression with BmNPV infection. 

 

3  讨论 

杆状病毒与宿主相互作用的分子机制研究具

有重要的科学意义和应用价值，尤其是对害虫的防

治及经济昆虫抗病毒品种的培育。热休克应答(heat 

shock response，HSR)作为一种标志性的机体细胞

应对环境压力的防御策略，可以有效维持蛋白质稳

态[22]。在杆状病毒侵染宿主细胞时，会诱导热休克
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蛋白的高量表达，然而这种来自于宿主的应激反应

是利于宿主细胞对病毒入侵的抑制，还是利于病毒

本身的增殖，仍需要深入的研究。 

本研究中我们以家蚕的热休克蛋白 HSC70-4

为研究对象，发现家蚕 BmN-SWU1 细胞感染

BmNPV 后，表达量显著升高，表明 BmNPV 能够

诱导 Bmhsc70-4 基因的表达。同时，当我们过表

达 Bmhsc70-4 基因后，能够促进 BmNPV 的增殖，

而敲除 Bmhsc70-4 基因则会抑制 BmNPV 的增殖，

表明 Bmhsc70-4 基因的表达利于 BmNPV 增殖，

Bmhsc70-4 参与的应激反应可能已被病毒利用。我

们的结果进一步证实了病毒可能把热休克应答作

为一种感染宿主细胞的重要策略[23]。 

同热休克应答一样，细胞凋亡也可以被认为

是宿主细胞受到病毒侵染后的一种应激反应，而

研究表明热休克蛋白参与了细胞凋亡过程[20]。本

研究中我们的结果显示敲除 Bmhsc70-4 能够诱导

家蚕细胞发生凋亡，而过表达 Bmhsc70-4 基因能

够抑制紫外诱导的细胞凋亡，表明 Bmhsc70-4 基

因具有抑制细胞凋亡的作用。该结果与 Kong 等发

现的热应激蛋白家族成员 Hsp70 能够抑制 H2O2

诱导的细胞凋亡一致[24]。Didelot 等发现 HSP90β

能够与 c-IAP1 结合以防止 c-IAP1 的自身泛素化和

降解[25]，Zhang 等发现 HSP72 能够通过与 XIAP

的结合抑制细胞凋亡[26]。为探究 Bmhsc70-4 基因

抑制细胞凋亡的机制，我们检测了其与凋亡抑制

基因 Bmiap 之间的关系。结果显示 BmHSC70-4

能够与 BmIAP 结合，且 Bmhsc70-4 基因对 Bmiap

基因的表达具有促进作用。我们推测在 BmNPV

增殖复制过程中，BmHSC70-4 蛋白可以通过与

BmIAP 蛋白结合使其不被泛素化降解，进而抑制

宿主细胞发生凋亡，为 BmNPV 的复制增殖提供

条件。同时，我们还发现 BmHSC70-4 和 BmIAP

能够共定位于细胞质中，我们推测 BmHSC70-4

在细胞质中翻译为蛋白，进而调控宿主细胞线粒

体凋亡通路或者和杆状病毒表达蛋白直接相互作

用，从而促进病毒增殖复制，但 BmHSC70-4 是如

何被 BmNPV 利用的仍需进一步研究。 
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Gene Hsc70-4 promotes the replication and proliferation of  
Bombyx mori nucleopolyhedrovirus 
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Abstract: [Objective] Heat shock response is an important cellular defense strategy to environmental stresses. 

Identification of the function of heat shock protein in the process of baculovirus infection and revealing the 

molecular mechanism of its role will provide a theoretical basis for understanding the molecular basis of host-virus 

interaction. [Methods] Bmhsc70-4 gene was cloned by molecular cloning, and multiple sequence alignment was 

performed with BioEdit and GeneDoc. The Bmhsc70-4 gene was overexpressed by eukaryotic expression and 

knocked out by CRISPR/Cas9 gene editing system. The expression of the corresponding genes was detected by 

quantitative real-time PCR. The effect of Bmhsc70-4 gene on apoptosis was determined by detecting the activity of 

Caspase-9 and Caspase-3/7. The co-localization of BmHSC70-4 and BmIAP was verified by immunofluorescence, 

and their interaction was further verified by immunoprecipitation. [Results] The open reading frame of Bmhsc70-4 

gene was 1950 bp, encoding 649 amino acids and it was highly conserved among insects. Bmhsc70-4 gene was 

up-regulated during BmNPV infection. Overexpression of Bmhsc70-4 gene could promote the proliferation of 

BmNPV, and knockout of Bmhsc70-4 gene inhibited the proliferation of BmNPV, indicating that the expression of 

Bmhsc70-4 gene was conducive to the proliferation of BmNPV. We confirmed that Bmhsc70-4 gene can inhibit the 

apoptosis of silkworm cells. Immunofluorescence assay showed that BmHSC70-4 and BmIAP were co-localized in 

the cytoplasm and immunocoprecipitation showed that they could interact with each other. Bmhsc70-4 gene could 

promote the expression of Bmiap gene during BmNPV infection. [Conclusion] Bmhsc70-4 gene had the function of 

inhibiting apoptosis of silkworm cells, and it could interact with BmIAP and promote BmNPV replication and 

proliferation during the process of BmNPV infecting silkworm cells. 
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