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蓖麻蚕核型多角体病毒DNA转染四种昆虫 

细胞系的研究” 

王 行 国 

(华中师范大学生物系．武汉 430070) 

提 要 

用蓖麻蚕接型多角体病毒 (PcrNPV)DNA转染草地贪夜蛾 (SF)、家蚕 (Bm)、 

辩纹夜 蛾 (sL)和菜粉蝶 (Pr)四种昆虫细胞系 ，结果表明，PerNPV DNA能在sF细胞 

内复制增殖并形成多角体，Pr细胞系对PcrNPV DNA转染不敏感；Bm和sL细胞出现 病 

变症状，但在电镜下未观察到病毒粒子或多角体。 

关■诃：核型多角详捐毒 转染 钙磷共沉淀法 昆虫细胞系 

蓖麻蚕 (Phi]osamia cynthia rieini)核型多角体病毒 (PcrNPV)是我国融 杆形 

病毒的典型盎表之一。它不仅是研究病毒生物学，病毒遗传学的好材料，而且有望成为 

昆虫细胞表达外源 DNA的载体系统。近年来，严家骐等[I “ ” 在PerNPV DNA及蛋 

白质力面有较详细的研究。为了进一步了解PcrNPV基因组 DN̂ 的复制和表达特性，寻 

找对PerNPV DNA转染敏感的细胞系，本文对PerNPV DNA转染四种昆虫细胞系进行了 

初步的探讨。 

材 料 与 方 法 

一

、 PcrNPV的倒鲁 

蓖麻蚕 由广东省农 科院蚕业研究所 提供，PcrNPV笥种 由吴柏春 同志赠送。 采用严 家骐等 I l 

的方法增殖，分离纯化PerNPV。同时，收集病虫血淋巴，制备病毒原液。 

二、 Pc rNPV DNA分离纯化 

参考 J．P．Burand等 I"、G．E．smith等l1 |以聂李敏棠等I 8l的方法，加 以改进。在50rag湿 

重多角体 悬液 中，加^ 终浓度为0．1mmol／L Na2CO3-0．Olmol／L EDTA一0．17mol／L NaCI(pH10．9) 

的碱解液。室温碱解l5分钟，加SDS、蛋 白酶五至终浓度为1嘶犯Img／ml，37℃水搭2—4小时，饱 

和重蒸酚 、氧仿异成醇抽提 ， 乙醇 沉淀、TE(pH7．6)溶解，O．D260／0．D280>1．8。 

三、PcrNPV雇集 

草地贪夜蛾(Spodoptera fTugiperda)细胞系(sF)、家蚕(Bombyx mori)细胞系 (B血)、菜粉 

蝶(Pieris rapae)细胞系(Pr)和斜纹夜蛾(Spodoptera littlra)细胞系(SL)均由本系昆虫病毒 研 究 
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室提供 。培养基为Te一199一MK+20师FCS，培养温度28℃。 Bm细胞悬浮生长，其余细 胞贴 壁生 

长。 

选用串长 良好的细胞，每培养瓶加入 0．5ml病毒原液，28℃ 吸附2小时，然后倾去病毒液 ． 

加／~3ml培养液，28℃培养。用健康幼虫血、觫巴作对照。光学显微镜检查 。 

四、 PcrN PV DNA的转荣 

参照M．Wigler等l‘̈ 、A．Linnenbaeh~C．M．Croce[’’I的方法，制备碑酸钙沉淀 ，各种组分 

的磐浓度分刷为0．24mo2，L Hepes、O．1$TmoZ／L NeC1、O．18mol／L NⅡzHP a“ 0． Imo]／NeHPO‘ 

O．125moI／L CaCI：、10~qg PcrNPV DNA和15／~g小牛胸腺 DNA。每只培养瓶中加~．1ml钙碑DNA 

沉淀淮 ，28℃觋 附60分 钟．加入1．5ml培 养液，28℃继续培养l2小 时，更换全部培养 液．28℃继续 

培养。用含有2s g小牛胸腺DNA曲钙礴DNA沉淀液作对照。 

五、 PcrNPV DNA转粜 的证蜜 

(一)光学显微镜捡查：在倒置显微镜下，检查活细胞棱内是否形成典型的多角体颗 粒 。 统计 

病变细胞并 拍用。 

(二)电子显撤镜检查：收集细胞，3．8帕J戈=硅和l师戢酸固定，乙醇丙酮系列脱水，国产环氧 

树脂618包埋。醋酸铀及拧檬酸铅染色，LKB—IV型超薄切片机切片，Hitachi H-~O0电赞理察并稿 

照- 

(三)限制性内切酶分析 

用PerNpV DNA转染 致病细胞的上清 液，次 圾感染正 常细胞 扩增崭毒 。 

转染细胞DNA的抽提 ，参考J．Kuznar等l l、C．S．H．youg和S．，．Silverstein[ 7I的 方 法 并 

加以改进。收集细胞(>2×107)、TNE(10mmol／L TrisHCI(pH8．0)--tS0mmol／L NaCl--lmraol／L 

eDTA)离心洗潦一次，TE(pH8．O)基浮，纽胞密度不超过Ix107细胞／ml，分别加SDS 蛋白酶 K 

至终浓度l师和500pg／mI。3T'C木搭过夜，然后加病毒碱解液，37℃木塔i小时，饱和重蒸酚、氯 

仿异戊醇抽提，乙醇沉淀，TE(pH8．0)溶解。再加入热处理过的RNaseA~缚浓度100Pg／ml，37℃ 

处理2小时，加入SDS和蛋白酶K(剂量同上 )，37"C保温3小时．饱和重蒸酚、氯仿异戍尊抽提． 

乙醇沉淀，TE(pH7．6)溶解，O．D26o／o．D280>i．8。对照组处理同上。 

EcoRI、BamH[、BglⅡ和HindⅢ均趵冉华美生物工程公司。 

参照T．Maniatis等l I的方法．按一定比例将DNA、限制性内切酶和酶解搜冲{甍混 台， 37℃ 

酶切2小时，6YC终止反应后，I师琼脂糖凝胶电泳，电极缓冲液为 TBE，龟压40V，童温电诛 l6 

小时，KZ1-1整可见／紧外检涮仪上现察并拍照 

结 果 

一

、 PcrNPV感染四种 昆虫细胞系 

用病毒原液感染四种昆虫细胞累，光学显徽镜检查，发现感染24小时后，细胞聚集成 

团，部分细胞向四周伸出树枝状突起，连成网状。对照组无明显变化。48小时 后 部 分 

SF和Bm细胞核膨大 ，120小时可见细胞核内形成多角体。 感染后第六天统计， SF、Bm 

的感染率分别为5 和10 。感染120小时的sL细胞核 内也出现颗粒结构，但未见典型的 

多角体 Pr细胞以及全部对照组均未出现明显的病症。 

二、PcrNPV DNA转染四种昆虫细胞累 

甩PcrNPV DNA转染草地贪夜蛾绷胞累(sF)，光学显微镜捡鸯，转染五天后，少 
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数细胞核膨大，八天后核 内可见明显的多角体[图 2]，转 染率约为 1．2x 10 细胞 ／ug 

DNA。对照组生长正常，无明显病症(图 1]。电子显徽镜检查，转染组细胞核内形成病 

毒粒子和多角体[图 7]，多角体形态结构与 PcrNPV相同。对照组细胞结构正常，未见 

多角体或病毒粒子。从转染组和对照组细胞中抽提DNA，EeoRI和BamHI酶切分析，转 

染组出现病毒DNA带而对照，坦刚无[图 6]，转染组宿毒DNA酶叨电洙带与供体PerN PV 

DNA相应的酶切电泳带一致(图 5、 6]。 

PerNPV DNA转染 家蚕细胞 系(Bin)，光学显微镜检奄，转染四天后可 见部分细 胞 

核膨大，第六天组咆核内出现多角体颗粒[图4]，转染率约1 x 10～。第八天后细 胞 大 

量衰老死亡。对照组中仅 观察到衰老细胞，无病变细胞[图3]。电子显微镜捡查，转染 

组和对照组中均束发现多角体或病毒粒子。 

PerNPV DNA转染SL细胞系，三天后部分细胞核膨大，细胞边缘不整齐， 细 胞 内 

出现许多颓粒，六天后细胞开始死亡 对照组细胞内也出现一些颗粒结构。电镜检查， 

细胞内含有许多脂肪颗粒阳空泡结构，无多角体戒病毒粒子。 

PerNPV DNA转染Pr缅胞系。十天后仍无任何病变，转染组和对照组细胞都生 长正 

常，传代培养后仍无病变。电子显微镜检查，细胞结构正常，无任何病变 。 

讨 论 

1． 利用钙磷DNA共沉淀法，PcrNPV DNA能够转染sF细胞系，而Pr和 sL细胞系 

则不敏感。电镜和酶切分析结果表明，PerNPV DNA能在 sF细胞 内复制、增殖形成多 

角体。因此，在目前决少蓖麻蚕细胞系的情况下，SF细胞系可作为研究 PcrNPV DNA 

分子生物学、遗传学以及用PerNPV作截体表达外源基因的受体系统。 

2． 1981年，MiIIe r，L·K根据杆 形病毒的分子生物学特征，提出了改造杆形病毒 

作为基冈工程新载体的思想⋯ 。Susumu Maeda等 已用家蚕核型多角体病毒 (BmNPV) 

作载体，使^口一千扰素基因在家蚕活体内成功地表达。蓖麻蚕桉型多角体病毒 (PcrNPV) 

属秆形病毒，具有约81×10。道尔顿，共价闭合环状、核 内复制的DNA基因组，DNA和蛋 

白质的理化特性较清楚 ””” ，具有与AeNPV多角体蛋 白基因同源的 DNA序列 ， 

并能在sF细胞内增殖和表达，因此，改造 PerNPV作为外源基因表达载体已具备了一定 

的基础。 

3． 蓖麻蚕核型多角体病毒DNA转染 Bm细胞，仅在光学显微镜下观察到多角体颗 

粒，电镜其IJ未检查出病变细胞。这可能是由于悬浮生长的Bm细胞，密度大时容易衰老死 

亡，加上转染率低，病毒不易次级感染，致使超薄切片时切着病变细胞的机率 小，因而 

不易在电镜中观察珂，有关PerNPV DNA转染Bm细胞系仍需进一步证实。 
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第八大 对照 Sr细 胞 

第六天 ：对嗣组Bm绍胞 

供体PcrNPV DNA酶切图谇} 

PerNPV DNA+BamH I 

PerNPV DNA+EcoR r 

PerNPV DNA转染 组和 对腰姐 SF 

细 胞 芭DN^的酶切 结粜 

对焉 组sF剐胞 DNA+B amH I 

转装组sr细胞DN 一̂BamH I 

DNA+EcoR I 

P~rNPV DNA转 组sF细胞的电镜切片 

P． 多角件 VB． 病毒束 

VS． 病毒发生基质 

图2． P e rNPV DNA转染后第八天的sF细胞 

图4． P crNPV DNA转染后第 无的Bm细胞 

b
． PerNPV DNA+ BglⅡ 

d
． 

DN^+EeoR I 

f
． 对照组SF细胞DNA+E goR I 

b． 转染坦SF 胞DN̂ +E c。R I 

Fig I SF c ells ⋯ d ¨ the cont ro1
．  

Fig 2
．

SF ceils tran~~e~ted jtb PerNPV—DNA 

卧 ；  即 
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Fig 3
． 

Bm ~ells used ●日the contro1
． 

Fig 4． Bm cell s transf t d -ith PerNPV．DNA
．  

rtg 5． Th㈣ _IrlcIio patterll of PvrNPV．D[q̂  

日． PerNPV。DNA-t-BamH I b
．

PerNPV-DNA~-BglⅡ 

c． PcrNPV-DNA~-EeoR I d
． 

DN^+ EeoRI 

Fig 6
．

The re stricl Jon p●ltt f Ihe Iolll DffA frOtll hetb Ihe Iraa sf6cI口d SF I1 ●nd Ihe 

con~rel groap
． ． 

e
． Total DffA of SF ~elh from the coatro!g roup~-BamHI 

f
．

T~tal DNA of SF ~ell s from lhe eoutro]group+ EeeR I 

g． Total DNA from Ihr tran sfeoted SF eells-l-BamH I · 

b． Total DffA frem the transfe~led SF cells+ EtoR I 

i
． D̂ ^+ E~oR I 

Fig T． Th e el ec~roo mic rog raph of SF cell t ransfe~led wilh Pcr[qPV -DNA
． 
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Studies on Transfection of Four In譬ect Ce]l Iines with 

DNA of Philosamia Cynthia ricini Nuclear Polyhedrosis Virus 

W ang Xing—g1Io 

(Department of Biology． Huaahong Normal Uuieer sity W uhan 43007b) 

The study on transfeetion of four insect cell lines which involve S loao— 

pC,era liturs(SL)，Bomby~mori(Bm)，,Spodoptera，r per 。(sF)and P~erie 

rapoe(pr)with DNA of Philosamia cynthia ricini Nuclear Polyhedrosis Virus 

(PcrNPV)by means of calcium phos ate c@preclpitatlon method showed：(a)the 

polyhedral particles in gF and Bm cell lines trttnsfected with DNA of perNPV 

were observed under a light microscope， and no polyhedr~ appeared iu the 

nuclei of SL and．Pr cell lines transfected with PcrNPV DNA．(b)four il~ect 

cell lilies Were d~teeted with Oil electron microscope， the polyhedra and virlons 

of PerNPV were 0hf’ observed in gF cell line traosfected with PerNPV DNA， 

and whethe polyhedrin or virima did not appear in the other three eeff lines 

transfeeted with DNA of PcrNPV a8 well aS four control groups．(~)total DNA 

of both the transfected SF cell line and the control group was repectively 

cleaved with BamHI and EcoRI， the viral DNA bands were only ohBerved 

in the DNA sample of the transfected SF cell line and the restriction pattern 

of the viral DNA from the transfected SF cell line WaS identical tO the donor 

PcrNPV DNA． 

The result of the experiment showed PerNPV DNA caD not oBly transfect 

SF cell line hut also reproduce and build polyhedra in the nuclei of SF cell 

Therefore， it was proposed that SF cell line should he used as a receptor sys— 

tam which is useful for study Oil molecular biology and genetics of PorNPV 

DNA and expression of extraneous genes carried in the vector of PerNPV． 

Key w ordsI Nuclear Polyhedrosis Virus Transfection Calcium 

phosphate coprecipitation method Insect cell line 
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