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pl0蛋白是杆状病毒复制晚期大量表达的一种蛋白质，困其分子量约为 10 kDa而得名。 

大量表达的 pl0蛋白在杆状病毒感染的细胞核和细胞浆中形成纤维状结构。研究表明，pl0 

蛋白与杆状病毒感染细胞的裂解及多角体释放有关，同时参与多角体囊膜的形成，维持多角体 

的稳定。pl0基因的强启动子在构建杆状病毒表达载体及杆状病毒杀虫剂的改造等方面得到 

了广泛应用，日益受到人们的重视。 

1 pl0基因结构与蛋白质结构 

由于pl0不是病毒主要结构蛋白质．AcMNPV(Autographa cntifomica muhicapsid nuclaer 

polyhedrosis virus)pl0又不含蛋氨酸，它的发现要比多角体蛋白晚(困早期标记感染的细胞蛋 

白质通常用 ．蛋氨酸．且多研究 AcMNPV)。直到 1984年．Kuzio[ 1等完成了第一个杆状病 

毒pl0基因 AcMNPV pl0基因的核酸序列测定。目前，AcMNPV[ 、Orgyia pseudotsugata 

muhicapsid NPV(OpMNPV) 、Bombyx mori NPV(BmNPV) J、Spodoptera Ez 抛 muhicap— 

sid NPV(SeMNPV) 、 ri， nuda multicapsid NPV(PnMNPV)【 、Choristoneura fumifera 

multicapsidNPV(CfMNPV) 等 6种杆状病毒 pl0基因序列已测定，不同 NPV之间pl0的同 

源性相差较大．其中 OpMNPV与 PnMNPV之间的氨基酸 同源性最高．达 94．6％，AeMNPV 

与 ~MNPV氨基酸同源性仅 21 6％(表 1)。pl0基因编码的多肽链大多在 91～94个氨基酸 

残基之间，其中 cfMNPV pl0基因编码 81个氨基酸的多肽链，与其他 pl0相比．其靠近 c端 

的一段非保守氨基酸缺插失。最近从 GenBank中也可查到 Spodoptera titura NPV(SINPV) 

印度株的 pl0基因序列，仅编码 70个氨基酸，而且其核酸序列及蛋白质氨基酸序列与上述 6 

种 pl0的同源性非常低。 
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ĉMNPV 

8册NPV 

CfMHPV 

0pMbIPl／ 

PnMHPV 

S eMHPV 

AcMHPV 

BmNPV 

CfMNPV 

0pM~lpl／ 

PnMHPV 

SeMNPV 

MSKPHVLTQI1．D̂ VTF．T~ITKVDSVQTQLHCLBBSFQLLDGI．P̂ QLTDLHT 
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图 l 6种杆状病毒 口10蛋白氰基酸序列比较f ’ 

Fig 1 Alignm~t ot amitlo acid seq~ ce of 1Jaculovird~pl(I pmtelns【 ·’ 

衰 1 杆状病毒 plO蛋白氨基酸的相 性f％】和同番性f％l⋯ 

Tabte 1 Amino aad seq e sirei[m~ity I％)and identity【％l be【we baculovi~ plO Pm ；n 

比较 AcMNPv和BmNPV plO基因 5 侧翼序列发现 - ，一4至 一lO和 一l9至 一25为 7 

bp的反向重复序列，可能形成一个茎环结构。一6l至 一72位为一个 12 nt的保守序列(A／T) 

TAAGNANT(A／T)TT，这是迄今为止已知的所有杆状病毒高效表达晚期基因 5 侧翼序列中 

都存在的，杆状病毒晚期基因启动子 5 nt的核心序列(A／G)TAAG位于其中。此外，在 AcM— 

NPV和BmNPV pl0基 因 5 侧翼序列 中存在可能 的真核启动子序列 TAT T box和 

CAATAT box。对AcMNPV pl0启动子5 端进行的缺失突变分析表明，缺失至 一77位对启动 

子活性没有影响，如再缺失 12 bp则完全无 pl0启动子活性，因而认为 ～77至 一65含有一个 

对启动子活性至关重要的元件 8 J。对 BmNPV p16启动子 5 端进行节律缺失删节，分别缺失 

至 ～135、一ll1和一38位，检测启动子控制下报道基因 Luc(1uciferase，昆虫荧光索酶)的表达 

水平。结果证明 一111至 一38位结构序列是BmNPV pl0启动子功能所必须的 J。转移质粒 

转染AcMNPV感染的BmNPV非敏感细胞 Sf～9也得到相同的结果，说明 BmNPV和 AcM— 

NPV pl0启动子的调节因子可能相似。 

杆状病毒晚期和最晚期基因的转录从TAAG启动子序列开始，pl0基因的转录也是如此。 
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研究发现，CfMNPV pl0转录从两个晚期转录起始位 开始 ]，分别在翻译起始密码子上游 

24和54 bp处，且受到不同调节。感染48h转录起始从两个启动子均可见到，但 96～156h，从 

较近的启动子的转录活性逐渐降低，从较远启动子的转录逐渐增强。从较远启动子启动的转 

录方式与晟晚期高表达基因的转录是一致的，因为整个感染周期保持着高水平。在其他杆状 

病毒基因尚未见到，一个晚期杆状病毒基因从两个分别调节的串联晚期启动子进行转录 

Kuzio⋯等注意到，AcMNPV pl0基因序列的一个显著特征是 pl0读框邻接一个 AT富含 

区，起始密码子上游 100 hp含 83％AT，一100至一200区含 62％AT，而编码区前 200 hp仅含 

58％AT，终止密码子下游前 100 bp含 79％AT，接下去的另 100 bp是 72％AT 张耀洲等发现 

在 BmNPV也是如此，其 pl0基因编码区序列中 AT仅占 53．5％，而在编码区两端则被富有 

AT的序列所包围，其中起始密码子上游及终止密码子下游 100 bp内的 AT比例分别是 82％ 

和 79％ J AT富集位点在 AcMNPV多角体基因前导序列内可以看到，同样的AT富集区在 
一

些低等真棱生物如酵母等基因组也可见到。 

由于大多数杆状病毒的基因座位存在共线性关系，pl0基因侧翼的基因排列在 AcM— 

NPN、OpMNPV、SeMNPV、CfMNPV_2’ ·l口 基因组是相似的，pl0上游邻接 p26基因，转录方 

向相同，下游以相反的方向邻接 p74基因l1 。在 AcMNPV pl0与 p74读框相距 11 ntlto]， 

cfMNPV pl0终止密码子与 口74终止密码子是紧接在一起的 J。 

对 pl0蛋白结构分析发现，pl0蛋白序列中有 3个保守序列的结构域 ]，即 N一端卷曲螺 

旋、pl0纤维体形成所需的碱性的C一端结构域 及一个 Pro丰富区。每个 pl0保守的 N一端 

结构域预计形成一个卷曲螺旋结构，卷曲螺旋是平行对齐排列的 一螺旋的寡聚体。形成卷 

曲螺旋的蛋白质有一个疏水性和亲水性氨基酸残基组成的 7肽重复单元(a—g)，在 a、d位的 

残基通常是疏水性的。在每种 pl0蛋白序列中预计的卷曲螺旋结构域含有 7组 7肽重复单 

元，形成一个两性分子的螺旋。卷曲螺旋蛋白形成二聚体、四聚体和可能的十聚体。pl0卷曲 

螺旋寡聚体的形成与这一结构域的聚集功能是一致的 t2,ta]，可能是 pl0纤维结构的前体。 

2 pl0蛋白的结构和功能 

2 l pl0的聚集作用与纤维结构的形成 昆虫细胞被 NPVs感染的特征就是合成大量的多 

角体和形成许多通常称之为纤维结构的绳索样(top-like)结构【14．15]。pl0是 NPVs感染细胞 

中的一种丰富的病毒蛋白质，与这些感染细胞核和细胞浆中的纤维结构有关。Van Der Wilk 

应用抗 pl0蛋白抗血清进行免疫金标记试验，在 AcMNPV感染的细胞核和细胞浆观察到金标 

记的纤维状结构ll 。有趣的是当 lacZ基因插入 pl0编码序列的读框中．则纤维状结构代之以 

颗粒状结构 12,I3 J。 

缺失突变分析发现，去掉AcMNPV pl0 C一端 8个氨基酸残基的 pl0分子，不能组装成纤 

维结构，表明正电荷的 C一端可能参与 pl0蛋白之间、pl0与宿主细胞成分如微管蛋白质分子 

问的相互作用ll 。抗 OpMNPV pl0蛋白的单抗与非感染细胞中微管之间存在交叉反应，抗 

原决定簇位于 pl0中的LPEIPPvP序列ll ，这一序列在微管蛋白中不存在，表明这一 pl0与 

微管中的一个非微管蛋白组分的序列同源。另外，这一序列的部分与所有杆状病毒 pl0蛋白 

中发现的一个同源盒(A／V／L／I)P(D／E)(V／L／I／P)P匹配l4’ ，这可能表明，除 C一端外另一 

结构域参与了与微管蛋白的结合。最近，Cheley的研究表明，表达一个非杆状病毒丝氨酸激 

酶，磷酸化 pl0的 C一端 Ser残基，诱导 pl0与微管的结合 。已知所有的pl0蛋白都有一个 
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亲水的碱性 c端．这一区域至少含有一个 Ser ]。C-端缺失分析结果支持 0端参加与微管的 

相互作用ll 。通过定点诱变可以表明G端氨基酸残基中的哪些氨基酸参与这一过程。 

由于N一端与口 半乳糖苷酶融合的pl0可以在重组AcMNPV感染的细胞核中聚集 

形成颗粒状的 pl0结构，而 C一端缺失8个或 15个氨基酸的 truncated pl0蛋白仉局限于细胞 

核和细胞浆中的一定区域，提示 pl0 N一端参与 plO分子间的聚集作用 。 

Van oerS 等研究发现，构建一个重组 AcMNPV(AcCR1)，其中的 pl0编码序列被其远 

缘的SeMNPV pl0序列替代，在 AcCR1感染的细胞中 SeMNPV pl0蛋白的表达水平与野生 

型(wildtype，wt)AcMNPV感染细胞中的 AeMNPV pl0水平相当，SeMNPV和 AcCR1感染 

细胞中纤维结构形成方式相似，因此，SeMNPV pl0在 AcMNPV基因组中表达时仉具有装配 

成纤维结构的能力。然而，wtAcMNPV和重组 AcCRI混合感染表达，仅仅同种plO蛋白间才 

发生聚集作用．这些聚集体聚合成纤维结构，这表明pl0蛋白具有自身优先聚集趋势。聚集功 

能预计由AcMNPV pl0 N 端决定 ，除同源盒 Kv(D／T)( S)(v／L)Q外 J．AcMNPV和 

SeMNPV plO N一端氨基酸序列相差很大。这样的重复序列见于所有的pl0分子，其功能尚不 

清楚，可能参与 pl0分子的聚集作用。同种 pl0聚集体组合成纤维结构可能是基于 pl0同宿 

主蛋白中微管蛋白的共同作用，后者既识别SeMNPV聚集体．也识别 AcMNPV聚集体 J。 

由此可见，pl0聚集成纤维结构是一个复杂的分子识别与装配过程．首先是 pl0分子之间 

的识别聚集，进而与宿主蛋白相互作用形成纤维结构．但形成的pl0纤维结构对病毒的生物学 

性质及其与寄主的相互关系有何影响．有待深入研究。 

2．2 核裂解与多角体的释放 AcMNPV pl0基因的缺失突变表明它在培养细胞或虫体对病 

毒的复制并非必须．plO缺失病毒仍象 wt AcMNPV一样具有感染性_I ，但这些重组病毒不 

能从感染细胞释放多角体，提示 pl0在细胞溶解中的作用 。 

缺失分析表明，缺失 pl0C-端 8和 l5个氨基酸，感染细胞缺乏纤维结构，但仍见多角体释 

放．缺失 c端 42个氨基酸或pl0完全缺失，细胞虽然解体．但多角体仍包含在感染的细胞核 

中．表明多角体释放和纤维结构的形成存在独立的 pl0结构域ll 。乳酸脱氢酶测定表明．导 

致多角体释放的核崩溃是一个有别于病毒诱导的细胞裂解过程lI 。AcMNPV plO(含 N一端 

51个氨基酸)一口 半乳糖苷酶融合的重组病毒感染的细胞不释放多角体 ，而缺失 plO 0端 15 

个氨基酸的突变体感染的细胞释放多角体，提示参与核裂解的功能序列在 AcMNPV pl0的 

52～79氨基酸，在 AcMNPV pl0蛋白这一区域的64--68位是VPDLP，在OpMNPV pl0其同 

源序列分别是 77～81位的 LPEIP和 80--84位的 IPDVP。蛋白的这一部分有待进一步引入 

点突变分析。与 AcMNPV或 ~MNPV感染 S．“／gm 细胞相反，重组病毒 AcCR1" 感染的 

S．exigga细胞不能释放多角体，这一结果表明，核裂解至少需要一个病毒特异的因子与 pl0 

的相互作用。 

2．3 参与多角体囊膜的形成及多角体的稳定 多角体被一个称为多角体囊膜(polyhedron 

eIlvelope~PE)的电子致密层结构所包 围，PE蛋白(PEP)显然是多 角体囊膜的组成成分。 

Williams等_I 研究表明，缺失 plO基因导致 pl0相关的纤维结构缺失，产生囊膜缺失或缺损 

的多角体。同时发现．缺失 pl0重组病毒感染产生的多角体脆弱易碎 ，提示 pl0参与多角 

体囊膜的形成，对维持多角体的稳定性可能起到一定的作用。而 Van oersL 等则发现，pl0 

缩码序列较大(c端 42个氨基酸的密码子)或完全缺失突变仍能产生多角体囊膜．而且，pl0 
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编码序列被 lac z基因置换的 AclVLNPV重组毒株仍保留形成 PE的能力，似乎 plO对 PE的形 

成并非必不可少。 

上述基于透射电镜(transmission electron microscopy，TEM)的研究．对 AcMNPV plO基 

因的缺失与 PE的存在与否结果不一致。与 Acl~NPV感染培养细胞不同，Glr0ss[J 等研究在 

昆虫虫体产生 OpI~L-NPV多角体．发现 plO或 PE蛋白基因缺失的重组病毒，一些多角体至少 

有部分 PE样结构。然而扫描电镜(seanlx~rtg eieetonmicroscopy．sEM)研究表明．重组病毒感 

染产生的多角体表面粗糙、布满洞穴，与野生型多角体表面不同．表明它们缺乏 PE。这提示 

TEM观察到的PE样结构可能是样品固定过程中人为造成的．也可能是一个不完全或不适当 

装配的 PE，在多角体从感染细胞纯化过程中被丢失。另外， [ 还发现，缺失 p10和 PE 

蛋白基因的重组 OpMNPV多角体，显然比wllljan1s[” 所述的 AcMNPV plO一重组多角体更 

稳定，这可能是由于两个病毒的pl0和 PE蛋白的作用不同。然而，AcMNPV在培养细胞中生 

长，而 OpMNPV是在昆虫体内生长．可能昆虫提供了使多角体稳定的因子。G _l 认为， 

pl0和 PE蛋白可能在多角体的形态发生中起着重要作用，pl0和 PE蛋白显然参与了多角体 

外周的包被，进而保证核衣壳不被丢失。PE可能稳定多角体，保护它们免受机械损伤和阻止 

其聚集作用。这些特征使病毒有能力以单个稳定的多角体方式传播大量完整的病毒粒子。 

AcMNPV pl0对病毒感染性及病毒表型均非必须_1· ’“]，但 pl0基因在病毒进化过程中 

保存下来且大量表达，表明它起着极其重要的功能，这种功能在实验室生长条件下可能不明 

显，但或许是野生环境中生存所必需。尽管 pl0保存下来了，但每个 pl0蛋白的氨基酸序列变 

化较大。不同pl0肽链间同源性不高表明．它们的功能不是依赖于初级的序列特征，而可能是 

基于蛋白质的高级结构 。 

3 基于 plO启动子的表达载体及其应用 

杆状病毒复制晚期，多角体和 pl0得到大量表达，它们的启动子常被用来构建杆状病毒表 

达载体Ezo]。1983年，Smith等首先以杆状病毒载体表达人 B．干扰素，但早期的表达载体主要 

采用多角体启动子．重组病毒不产生多角体。近年，基于 pl0启动子的表达载体不断发展，得 

到了广泛的应用，概括起来有下列几种方式。 

3．1 由pl0启动子启动外源基因的表达．如将 Lelystad病毒(Lv)的核衣壳蛋白N的编码基 

因插入 AcMNPV p10启动子的下游．表达的重组蛋白 N用来检测血清中 u，不同株系的抗 

体 。表达加有信号肽的猪 LH受体(pLHR)，重组病毒感染的细胞分泌产生有生物学活性 

的产物．与激素高亲和结合l2 。 

3 2 由pl0启动子启动报道基因，多角体窟动子启动待表达基因．如由 pl0启动子控制 Iac z 

报道基因，多角体启动子启动荧光索酶l2 、II，4_2 等外源基因的表达。这类载体去掉了多角 

体基因，不能形成多角体．代之以另一报道基因作筛选标志。 

3．3 由pl0启动子启动待表达基因．其他非杆状病毒启动子控制报道基因．如在 pl0转移载 

体的克隆位点插入果蝇 melanogaster热激启动子控制下的 lac Z基因．于 pl0编码序列中插入 

花椰菜花叶病病毒(Cauliflower Mosaic Virus，CaMV)基因 I的 eDNA，结果这一 pl0重组体表 

达 CaMV基因 I的水平与 pl0蛋白和多角体蛋白的表达水平相当，表明产生这种蛋白像利用 

多角体启动子的重组体一样有效。此种载体具有多角体和报道基因两个选择标志，由于多角 

体基因完整，重组病毒可通过口服感染昆虫表达外源基因．或借此增加杆状病毒的致病力，用 
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于昆虫的生物防治lJ 。 

3．4 构建 多重表达载体。Belyaev等 构建的杆状病毒多重基因转移载体 pAcAB3和 

pAcAB4，通过一次共感染实验可分别插入 3个或 4个外源基因到 AcMNPV基因组。pAcAB3 

含一个多角体启动子，两个 pl0启动子位于多角体启动子的两侧，方向相反。在 pAlM34于第 
一

个 pl0启动子前再并排放置一个多角体启动子，与 pAcAB3中多角体启动子方向相反。用 

这两个载体同时独立表选 3或 4个蓝舌病毒(bluetongue virus，BTV)基因已获成功，当表达 4 

个 BTv主要结构基因的重组病毒感染 sf细胞后，可装配成含有 BTv VPI、vP3、VP5和 vP7 

蛋白的病毒样粒子。这一载体系统在表达多亚基蛋白质方面具有很大的应用潜力。 

早期的研究多以 AcMNPV为模型，近年 BmNPV plO启动子的表达载体亦得到了成功的 

应用l2 。由于 BmNPV pl0基因与 AcMNPV pl0具有相当高的同源性 J，根据这一特点，张 

耀洲等l2 将 BmNPV pl0启动子(点突变起始密码子 ATG区)及其 5 端作为 5 端交换臂， 

AcMNPV pl0基因 3 端作为 3 端交换臂，构成一个非融台通用转移载体，该载体可以在 Sf细 

胞和 Wt AcMNPV DNA共转染重组表达外源基因，也可以在 Bm细胞中和 Wt BmNPV DNA 

重组表达外源基因。 

重组 BmNPV表达荧光素酶基因比较 pl0和多角体启动子的活性，结果 pl0启动子启动 

表达的荧光素酶活性大约是多角体启动子控制表达产物活性的 50％，表明 plO和多角体启动 

子都能高效表达外源基因 。但使用 pl0启动子，保留原多角体基因，使重组病毒仍保留多 

角体这一识别标志。 

表达昆虫特异的毒素、激素或酶基因的重组 NPV可增强它们的杀虫效能。如果外源基 

因取代多角体基因，虽可获得高水平表达，但重组病毒不产生多角体，不能口服感染，限制了它 

的使用，因而一般都保留多角体基因，而将外源基因置于另一拷贝多角体启动子、人工合成启 

动子 或其他 NPv晚期基因启动子控制之下。目前较常用的就是将外源毒素基因置于 pl0 

启动子下游，在 AcMNPV pl0启动子控制下表达 Bt 8一内毒索基因 、杀虫晶体蛋白基因 

以及蝎神经毒素 AalT基因等的重组杆状病毒杀虫效果可获显著提高。 
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