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粉纹夜蛾核型多角体病毒诱 

导的胸苷激酶特性研究 

王殉章 谢伟东 何代芬 郑晓文 

龙綮新 庞 义 蒲蛰龙 

(中山犬学昆虫学 研究所，广州510 7 5) 

提 要 

粉纹夜蛾 (Trlchoplusia ni)桉型多角体病毒('rnNPV)感染草地贪夜蛾 (Spodop— 

tera fruglperda)细胞后能诱导提高 胸苷澈酶的活性。不论 是 正常 袭盎 染 细胞 中的胸 

苷徽酶都可将脱氧胞苷磷酸化，酶 活最适 PH及 Mg̈ 离子浓度值基本相同，DEAE一纤维 

素和 Cibacron blue-seph Rrose柱 县行所得酶活性图涪亦榴烈。TaN V在 拇苷教酶缺陷 

型的草地 贪夜蛾细胞中能正常复制，但被感染细胞不具有胸苷澈酶 活性。由此可 以确 定 

经 TnNPV感染诱导后，活性有所提高 的胸苷澈酶不是病毒基因编 丹妁 。 

若键调 杆状病毒 粉绠夜蛾 胸苷澈酶 映珞型细啦 

杆状病毒 (Baculovlrus)基因组为单一分子、大小约 130 kb的双股环状 DNA。 由 

、 于它在害虫生物防治中教亡泛应 以及能作为外源基因表达载体 ” ，日益受到国内 
外普遍重视。秆状病毒 A亚组中，苜蓿尺蠖 (Augog~'apha eagifornlea)桉型多角 体 

病毒 AcNPV与粉纹夜蛾 (Triehoplusia n )桉型多角体病毒 TnNPV极易在离体培养 

的草地贪夜蛾 (8podoptera frugiperda)细胞中复制，已成为昆虫杆状病毒分子生物 

学研究 的模型 ‘][”。 

杆状病毒感染昆虫细胞后能诱导提高细胞内 DNA多聚酶和胸腺嘧啶 脱 氧 核 苷 激 

酶、简称胸苷澈酶 <Th ymidine kinase，TK)的活性 [”。前文曾报道 在 TnNPV感 

染的草地贪夜蛾细胞中， 可分离到一种分子量约 126 KD的具有 DNA多聚酶爝性的病 

毒特异性非结构蛋白。最近，AcNPV诱导的 DNA多聚酶 已证实为病毒编码并已在基因 

组上精确定位 (Lois K．Miller，私人通讯 )。 本文报道我们应用 TnNPV一草地贪 夜蛾 

细胞系统，进一步研究病毒诱导的 TK酶特性，探讨杆状病毒是否具有编码 TK酶的基 

因。 ． 

本文于1988年 0月7日收到． 

牛中山大学生物化学专业B8届本科毕业隹 
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材 料 与 方 法 

■●和绷童 

TnNPV和草地贪袭蛾细胞引自英国 自然环 境研究委员会浦毒研究所。TnNPV在草地 贪 夜 蛾 

细胞 的增殖培养 条件及空斑试验按常规方法¨】进行。 

■苷激一活性的蔫定 

[2一̈ c]胸腺嘧啶脱氧桉苷、[u一 ‘c]胞嘧 啶脱氧 核苷为 Am~rsham公司 产品，[。H)胸 苷 为 

中国科 学院上海原子能研究所产品，DEAE滤 纸为 Whatm Etn公 司产品。 

除用 于 TnNPV感染 TK酶缺陷型细胞酶活性试验的胸 苷是 H标记外，其它试验用同位 素试 

剂均为 C标记 以C~H3-胸苷为底物测定 TK酶活性用水洗脱法 Ï 】， 其它则用纸层折法 l̈ I。 

检铡酶岳性用的细胞浆液拄前文所述方法l 】制备。蛋白质含量以牛血清白蛋白 (BSA)为标准， 

Fo]ia一酚法 l l囊5定 。 

DEAE一纤维蠢柱 屡析 

DEAE一纤维素 (DE52，Whatman)柱 (1．sX 6cm)先用 EBB缓冲浪 (50raM Tris-HC1 pH 

9．0，5mM巯基乙醇 )平衡。50ml EBB液洗柱之后，将4皿l按上述方法制导妁细孢浆液 上 柱 井 

用 55ml的0—0．67MKC1连续梯度 EBB液洗锐。每分帮收集样品 2mI，各取sO I测定酶暗佳 。 

Cibacr~．blue—s0pharose柱 屡析 

Cib BOrOn blue F3G—A为 英国 Ciba—G~igy公司 产品 它和琼脂糖凝胶 (Seph ar ose CL-6B) 

的变联按 Ghosh法lI 8】进行。柱层析剜用 Baxter方法l̈ l，印用6m1各含不同浓度的与 Cibae— 

r0n 51ue分 子结构相似的 ATPl】。J(2一j4mM )的 它丑B缓冲液依 发作阶梯梯度 冼脱。每分 部 收 

集 3m1，各取 50 l测定 TK酶活性。 、 

■苷激一缺 陷基 (TK一)细矗的感染 

TK一草地贪夜蛾 细胞 株为本室按下述方法建立 l̈ l， 用 浓 度 为 5 mg／ml的甲 基 磺 酸 乙 醇 

(EMs)处理对数生长期细胞．处理后去除诱变剂并换加 6一lO倍母的培养基连缋培养 7天，丙后 在 

培养基中加^浓度为25~g／ml的 5一溴屎嘧嚏脱氧桉苷(BrdU)，特细胞长成群体，再逐级 成 倍 增 

加 BrdU的浓度 (即50、l00、200、400 g／m1) 每级浓度侍代 2次， 传代时取上层分袋旺盛的 

细胞转瓶培养 ，由此筛选 出抗 BrdU的 TK一草地贪夜蛾细 胞株。TK一细 胞的培 养及 TaNPV惑染 

TK一细胞 的试验按常规进 行 l 。 

结 果 

一

、 正常和感染细胞中 TK酶的基本特性 

正常 与惑染 昆虫细胞中的 TK酶除了能将胸苷磷酸化之外，还可用胞嘧啶脱氧核苷 

作底物。如 图1所示，酶促反应最适的 pH和 Mg“离子浓度值近乎一致t 1、在反应液 

中不含有 Mg“离子时，TK酶几乎不具活性，而在 5raM 以上 Mg” 离子浓度下才具有 

比较大的活性(虽然将胸苷和脱氧胞苷磷酸化的最适 Mg“ 离子浓度不完全相同)J 2、 

不论是用正常或感染细胞的 TK酶，还是用胸苷或脱氧胞苷作底物，反应最适 pH值在 

pH 9．0至 9．5范围内且差别不大。 

二，胸苷和脱氧胞苷的竞争挂试验 

_ 
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图 1．不 同 pH殛 Mg̈ 离子被度值对正常和 TaNPV感染草地贪在蛾细胞中胸苷澈酶皤性的影 

响． 

图 1̂ 和 lB为 TK酶以胸苷为底物的活性； (0—0 )为正常细胞： (●—● )为 感 染 

细胞． 

图 c和 lD为 TK酶以税氧胞苷为底物的活性：(口一口 )为正常细胞 (●—● )为 

感染细胞． 

Figa Te 1．Divalent caliDn(Mg )·Ⅱd pH requl rement e of thymid[ne ktnase letivlth日 

in ToNP~ infeeted 4nd u口infected S．frugi~erda eelh．(A)and(B)pbos· 

pbo rylatlng tbymidine a 411 Lvlties‘(0—0)unlnf eeled‘ (●一●)i~~e~ted． 

(c) 口d(D)pbospborylaling d eoxyeyIidine aetivitles；(口一口)u~infeeted 

(●一一)infected． 

不同浓度的非放射性同位素标记的脱氧核苷对同位素标记的胸苷或脱氧胞苷作底物 

的 TK酶酶促反应速度的影响见图2。其结果表明 脱氧胞苷作为底物比胸苷具有更强的 

竞争性。在相同标准反应条件下，TK酶以胸苷为底物的 Km值，即达到酶促反应最大 

速度一半时底物浓度值为 6．25 M，比以脱氧胞苷为 底 物 的 Km值 2．05#M大 (圈未 

示出 )。 

三、TK酶的 DEAE一纤维素和 Cibaeron—blue柱层析 

DEAE一纤维素柱层析 结果如图 3A与3B所示。在0．2 1M KC]冼脱浓度下， 正常与 

感染细胞中 TK酶活性都 出现峰值，感染细胞 TK酶活性峰稍 宽 一 些。图 3c与 3D是 

用不连续浓度梯度的ATP洗脱的Cibacron—blue柱层析TK酶活性图谱 酶活性分布为 

f 

三、_罩DJ‘ - ，p -IIJa g {l'0 _= 0x 

智车、匿皿 置、 崔孽 奉葺I 0x 
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图 2 不同浓度的将苷或脱氧齄苷对正常躬臌或 TnNPV感染草地贪夜蛾细胞中 TK酶酶促 反也 

速度的影响．V是每微克细胞蛋白质每小时礴醛化脱氧核苷的鼍 ‘Pmo1) S是庵物浓 度 

( M．)．烈坐标为酶捉屁应速度的倒数 ；横坐标为底物浓度的雠敷 ． 围 2̂ 和 曲 为盛染 

细胞 TK酶一图 虻 和 2D为正常细胞 TK 酶：图 2A和 c以脱 氧胞苷 为 底物； 图 邮 和 

2D以脚苷为底物．(▲一▲ )为正常反应：(■一■)在反应禳中加 1 M唐苷 (口一口) 

加 lIL̂f脱氧胞苷： (●一● )加 f̂胸苷 ； (0—0 )加 2 M 脱氧胞 苷 ．以膀苷 为 底 

物时 (圉 2B和 2D)，在反应液中加^胸苷或脱氧瞻苷 的量都分别比图中所示 澈 度 太 l0 

倍． 、 

FIg re 2 ． Inhibitlon of thymidine k ina cli’itie日 iⅡ TaNPV infeQted ●口d qⅡ；nfec· 

ted S．fruglperda evils．(̂ )and(B)infe cted：(c)and(D) infe cte4．(A) 

-nd(c)ph~spbo rylsti E dⅢ y ytidi口e sct~vlt Y；(B)and(D)pbo spho ry|a· 

l{ E thymdi⋯ ct￡Tity． V is PmoI de‘7nuoleosid。 pb~．pboryl̂ led per S 

prot~in Ptr bⅢ ． s is tbe M _ bst t⋯ ㈣ 口tntion．(▲—- )Ⅲ m Î 

qⅡI reatvd re action (■一■)1 M thymidinv：(口一口)1 M deoxycytidlae~ 

(0—0) 2 M thymidineI(0— 0) f̂ dvoxyeytidiaJ In the TK phespho· 

，I●Ii g tb rmidine assay‘the日e mGiarlties ⋯ e iu~reaBed tsnfoI． 

两个峰，分别由 4ram ~8mMATP洗脱。经病毒感染细胞后所得 8ram峰明显升高。用 

DEAE一纤维素柱层析初提纯的 TK酶再上 Cibacron—b!ue柱所得结果见圈 3E与3F。柱层 

析酶活性图谱与图 3c和 3D相似。图 3A、3B、3c和3D柱层析结果还表明， 不论用胸苷 

或脱氧胞苷为底物，TK酶活性峰基本重叠。 

●{ 1 
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图 3 TK酶的 DEAE。纤维索柱层折 (图 ，̂ 和 3丑 )及 Cibaeron blt ，8ep~erose柱层折 (固 

3C， 3DI 3E和 3F)酶插性图谱． 

图 3̂ ，3c和 3E血正常细胞．罔 3B 3D和 3F为瘟染细胞． (●一● )以舅苷为离恸l 

(O一0 )以脱氧胞昔为底物．圈 3E和 3F是将 TK奠经 DEAE-哥墙素 初提 她 后再 上 
Cibscro．‘blue柱层析祈得图谱．⋯ ⋯ 为 KCI连续梯度{赶度； I为 KCI阶梯梯度 洗 税 
敬度． 

Fi‘“f 3， Chrom-t。g lpb 口f lhymidine kia¨。 i。tlvltleg prese~t iⅡ TnNPV．iⅡfeeted 

·Ⅱd ⅡⅡi f ted 
．[ruffiperda c ll oⅡDEAE-eeIlⅡlo‘d(̂ )(丑)‘nd cib~~ron． 

bile sepb~rvse(c)(D)(E)(F)co1umb ．(̂ )．(c)aud(E)ualnfeetedI(B)． 

(D)and(F)infe cted．(●一●)phosphorylttlng thymldi~e a~tviity|(O—o) 

Pho phor，1·titlg d叭 yeyndiⅡ‘ ^Ctivlty
． (E)and(F) eatipurlfj0d tb，mi 

dine lⅡ- ctivlti c。
．
from DEAE一 0BI loge cbromato r̂ 曲 y ·n cjbaro．． 

b1 e s~pha rQse
． ⋯ ，KCL 。oⅡcellr-lio‘ 8rmd|eat； J J KCL ~on~entr4tien 

stepwi●e e1．tion
，  

龋 ．TnNP V~  T 尊拙贪窜棒翱强斌 

．̂．0I x 善崔，上u ．̂．。 x 霉彘＼簟g摧 
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TnNPV感染 TK’细胞后，虽然病毒多角体的出现要慢一天 左 右，但不论是 TK 或 

TK’细胞，感染后期 (72小时 )百分之八十以上的细胞都有清晰可见的 多 角 体。TK 

细胞受感染12小时后，TK酶活性开始上升，至24小时达峰值，随后缓慢下降j而 TK’ 

细胞受感染后自始至终 TK酶活性与对照背景值相同 (图 4)。 

圈 { TnNPV感染的 TK 或 TK一革地贪瘦蛾细胞 

中胸苷激酶的活性． (0—0 )为感染 TK 

缅胞中TK酶括硅； (●一●)为感染 TK一 

细胞中 TIC酶话性． 

FigⅢ { ．Ttt?midine kinas~ ^etlvit；㈨ i nor． 

mal or TK-def；0；a口t S0odop：~ra 

，rHl erda eells infe Icd wlIh 

TnNPV． (C一0 'iafe~l*d TK+ 

cells：(●⋯ ●)；Ⅱfe cIcd TK—caIls 

讨 论 

TnNPV感染草地贪夜蛾细胞后能提高细胞内 TK酶的活性。TK酶以胸苷 为 底 物 

的 Km值 (6．25／*M )比用脱氧胞苷的 Km值 (2．05／*M)大，说明 TK酶磷酸化脱氧胞 

苷的能力比胸苷强。两种脱氧核苷的竞争性试验也证实了这点。从 TK酶磷酸化两种底 

物的最适PH和 M8“ 离子浓度值以及柱层析酶活性峰重叠的结果看，磷酸化胸苷和脱氧 

胞苷的酶应是 同一 种，确切地说是哇啦脱争核 游骑 (P}rlmldine De0 y rjb0nucle08ide 

Kinase)。 

试验结果还表明，正常和感染细胞 中TK酶活性的最适反应’特 性 相 似 。 我 们 用 

DEAE一纤维素和 Cibaeron—blue桂层析的方法无法将细胞内原有的 TK酶和病毒感染 细 

胞后诱导提高活性的 TK酶分离开。感染细胞中 TK酶活性峰稍宽 (DEAE-纤维素柱层 

析 )或稚高一些 (Ci~terrn_blut柱层析 )，估计是病毒感染细齄后 TK酶特性有些改变 

或单纯是酶分子数量的增加所致。TnNPV诱导的TK酶和癌疹病毒 (Herpesvirus)、痘 

病毒 (Poxvirus)诱导 的 TK酶 (已证实是病毒基因编码的[161[1e )以 及 TnNPV (或 

AcNPV)本身诱导的 DNA多聚酶不一样，后二类和细胞内原有的酶都可用柱层析方法 

分离开，酶的其它性质，包括对某些药物 的 特 异 性 作 用 和 原 有 的 酶 有 很 大 的 不 

同 el⋯I(1 Ⅲ 。TnNPV诱导的 TK酶除了如前所述的特性和细胞 TK酶类似之 外， 它 

还对那些 抗杆状病毒 DNA合成抑制物，如澳艺稀基巍氧 孵苷的磷酸J}l5程度 亦 和 细胞 

ul=々 I 、̂ 0_x =_=、 u 

Ⅲ啊 -t、̂．．宝 x t隶＼簟E麓 
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TK酶无多大差别㈣。 ‘ 

某些 DNA病毒如乳多空病毒 (Papovavirus)感染细胞后能提高细胞内有关DNA台 

成的酶的活性，但不具有编码这些酶的基因 。为进～步探讨 TnNPV是否具 有 编 码 

TK的基因，我们用 TnNPV感染 TK一草地贪夜蛾细胞。感染试验结 果 表 明l TnNPV 

虽可在 TK一细胞中正常复制，细胞自始至终不具有 TK酶活性。另外，我们还用 自 己 

构建的带标记的AcNPV多角体转移馥体质壮 ，将疱疹病毒TK基因插^杆状病毒基 

因组中多角体启动子下游区，由此重组的病毒惑染 TK‘草地贪夜蛾细胞， 在细胞中可 

检测出 TK酶活性 (另文发表 )。这说 明杆状病毒若具有编码 TK酶的基因 ，是 会 在 

TK一细胞中表达的。 

昆虫杆状病毒的复箭。规律和其它大的动物 DNA病毒、如与杆状病毒基因组大小相 

逝 的疱疹病毒等相似 。它们都 能在细胞内诱导合成许多病毒特异性蛋白多肽， 且 这 

些 蛋白多肽是 以级联方式调控的 (cascade regulation)[93̈’1o感染细胞中部有病毒特异 

性非结构蛋白的合成[． 。杆状病毒感染细胞后能诱导提高 TK酶的活性，而又不像疱疹病 

毒或痘病毒那样具有编码 TK的基因，在这方面， 杆状病毒又像小的动物DNA病毒、 

如基因组比杆状病毒小几十倍的乳多空病毒。这些结果对研究杆状病毒在病毒学中的分 

类及其进化有一定意义。 了解受杆状病毒感染后细胞中的 TK酶的特性亦对今后筛选治 

疗益虫杆状病毒病的药物设计提供了基础。昆虫杆状病毒不 含有编码 TK的基因，就能 

人为在多角体基因编码区插入 TK、如疱疹病毒TK基因。像痘病毒载体体系那样，利用 

TK基因插入 失 机理[2 z1)我们就 建立起～种简便的5 一溴～2，一脱氧尿苷筛选重 

组 杆状病毒的系统，这无疑是将为 昆虫杆状病毒载体体系的建立又 增 加 了 一 条 新 途 

径。 
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Characterization of Thy midine Kinase Activity 

Associated with the Replication of Trichoplusia n 

Nuclear Polyhedrosis Virus 

W ang Xun-zhang Xie W ei--dong Ha Dal—·feng 

Zb eng Xiao·wen Long Qing--xing Pang Yi 

Pu Zhe-long 

(Jnstitute of EntomologY，Zhongshan Uni~ersity，G,．；angzhou 51023 5) 

Trlcho~alusia R nuclear polyhedrosis virus(TnNPV )stimulated thymidine 

kinase(TK)activities in infected 8podoptera frugiperda cells．TK actlvitiee 

both in infected and uninfected cells are similar in their p Mg” optima for 

aHsay$ and elution patterns 011 DEAE-- cellulose and Cihacron-- blue sepharose 

chromatography． 

The facts that TnNPV could replicate in TK— ．frufipe~da cells hut 110 

TK activity WaS detected in the infected cells implies that the virus—stim ulated 

activity WaS not contributed by the virus-coded enzyme． 

K ey w ords{ Baculovirus Trichoplusia ni Thymidine Kinase(TK) 

TK—deficlent eells 

／  
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