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Abstract：Baculovirus infection resulted in inany changes in host cells．The progress of the cell cycle of 

Spodoptera frgiperda IPI B—Sf21一AE clonal isolate 9(Sf9)cells was directed by Flow cytometry alla] 

ysis(FACS)．The results showed that the whole time of the cell cycle was about 18 hours and the gapes 

between every two pha~s were aho Ut 6 hours．At 12—18 hours post AcNPV infection，Sf9 cells were 

arrested in ／M phase．When the cells in G【／S phase synchronized by druge were infected by AcN 

PV，2／3 of the cells was in G2／M phase and 1／3 of the cells in S phase． 
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摘要：病毒的感染导致细胞内部发生一系列变化。应用流式细胞仪 FACS的荧光检测，测出 Sf9细胞完成整个周 

期循环大约需要 I8h．G1、S、GffM各时相的时间间隔约为 6h；AcNPV感染 Sf9细胞 1218h，细咆被抑制于 GffM 

期；SD细胞同步于 G一／S期后释放细咆并用 AcNPV感染，12h后．2／3的细咆处于GffM期．1／3的细胞处于 S期。 

关键词：苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒；细胞周期；流式细胞仪分析；周期抑制 
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细胞周期是细胞完成自身增殖必经过程，G 、 

s、 、M是细胞按功能划分的四个04*1~。在每一时 

相细胞将启动不同基因、表达不同蛋白、进行不同调 

控．从而完成不同的生化事件。近年来的研究表明， 

作为外源寄生物的病毒入侵宿主细胞后在进行自身 

增殖之前．首先要依靠宿主细胞的转录翻译系统表 

达一系列极早期蛋白，然后由这些蛋白控制宿主细 

胞内多种蛋白水平，这一步骤最直接的影响就是抑 

制宿主细胞周期。I型疱疹病毒 HSV一1的研究已经 

证实病毒的感染诱导了细胞周期的抑制_1· ，而且 

此抑制与病毒极早期基因 iel的表达产物密切相 
f 

。 对于HSV一1攻击的宿主细胞而言，在感染 

的早期细胞内多种周期蛋白的活I生与含量都发生了 

显著变化【5-8]。本实验以 AcNPV—Sf9系列为实验 

体系，确定了Sf9细胞周期各时相的时间间隔匕上及 

AcNPV的感染对 Sf9细胞周期的影响。 

1 材料与方法 

1 1 材料 

1 1．1 草地贪夜蛾 (Spodoptera frugiperda)I 

PI B—Sf21一AE克隆分离株9(Sf9)细胞由武汉大学病 

毒所孟小林教授提供。苜宿银纹夜蛾核型多角体病 

毒(Autographa californica nucleopolyhdrovirus，Ac— 

NPV)为本所保存。 

1，1．2 抑制剂 Nocodazole(诺考达挫)与 FdUrd(5 

氟脱氧尿嘧啶核苷酸)购于Sigma公司。 

收稿日期：2001．09 10．修回日期：2001 1l，21 

基金项目：国家自然科学基金资助(39870039)；华中师范大学自然科学基生资助(200112) 

作着简舟 ：王 颖(1977 )．女、湖北省籍．硕士研究生 

料 通讯作者：余泽华(1945一)．男．湖北省籍、教授．主要从事昆虫病毒的研究。Co~espondence author 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第2期 王 颖等：苜蓿银垃夜蛾桉型多角体病毒的感染对 Sf9细咆周期的影响 133 

1．2 方法 

1．2 1 细胞培养 用 Grace粉剂加上 10％胎牛血 

清配制的完全培养基培养 Sf9细胞。Sf9细胞由贴 

壁细胞瓶培养转入转瓶进行悬浮培养，接种量控制 

在 l05cells／mI ；加入新鲜完全培养基40mI ，转速为 

70r／min～80r／m；n．27℃培养 3～sd，细胞密度达 2 

x 106ce115／mL，即此时细胞处于对数生长期。下述 

实验操作所作用细胞均为对数生长期细胞。 

l 2．2 病毒扩增 弃除 Sf9细胞培养基，加入病毒 

原液，吸附2h，除去上清，换入新鲜培养基，72h收获 

上清。病毒的感染复数(M o I)为 2 l。 

1．2．3 细胞抑制剂对细胞的抑制 细胞周期抑制 

剂N。eodazole与 Fdurd用来确定Sf9细胞周期各时 

相的时间，可分别将细胞抑制在 G2／M 期与 Gl／s 

期。首先将两种抑制剂分别用二甲基亚砜和pH7．4 

的磷酸缓冲液配制成母液，Nocodazole的母液浓度 

为 Irag／mI ，FdUrd母液浓度为 1．25mg／mI 。直接 

将母液加入 SI9细胞培养液中，设置一系列浓度及 

取样时间，实验分析确定抑制 Sf9细胞周期的最佳 

浓度与时间。 

1．2．4 Sf9细胞周期各时相测定 收集并离心被 

N。cod~z。le与FdUrd分别抑制的 Sf9细咆，用 PBS 

重悬细胞沉淀进行清洗．离心吸弃 PBS，加入新鲜培 

养基，于不同时间取样，FACS分析，测定 Sf9细胞 

周期各时相的时间间隔。 

1．2 5 AcNPV的感染对sf9细胞周期的影响 离 

心去掉悬浮培养的 Sf9细胞的培养基，加入 20mL 

病毒液重悬细胞，吸附 2h，除去病毒液，加入40mI 

新鲜培养基，于不同时间取样．FACS分析，确定 SI9 

细胞周期。 

1 2．6 AcNPV的感染对同步于 G．／S期的 Sf9细 

胞周期的影响 被 FdUrd抑制的 Sf9细胞在换上 

新鲜培养基时，对其进行病毒感染。在感染后于不 

同时间取样，进行 FACS分析，确定细胞所在的时 

期。 

1 2 7 FACS分析 通过流式细胞仪对染色细胞 

进行荧光检测，确定各细胞所在细胞周期时相。首 

先将取样细胞 2000r／min离心5min，收集细胞，PBS 

洗两次，离心后加入 75％乙醇固定，存放于一20"C， 

待上机之前，离心除去乙醇，加入碘化丙啶(PI)液 

(PI30—50~g／mI 溶于 PBS，加入 37~g／mL EDTA， 

0 1％Tritonx-100．1O0,ug／mL RNase)500tA ，37"C 

溶解 15min，上机检测。 

2 结果 

2 1 细胞抑制剂抑制点的测定 

设置 30~g／mI 、15tag／mI 、10t~g／mI 、5／ag／mI 

四种终浓度，确定 Fdurd抑制 Sf9细胞周期的最佳 

浓度。结果证实 10 g／mI 为最佳浓度。加入终浓 

度 10 g／mI 的 FdUrd 12h后，80％以上的细胞被抑 

制在G ／s期(表 l、图 1)。 

用 50~g／mI一 20~g／mI一 1 2t~g／mL、10~g／mL、 

5t~g／mL五种终浓度，进行 Nocodazole抑制 Sf9细胞 

周期的实验，结果表明 l2t~g／mI 为最佳抑制终浓 

度。加入终浓度 l2t,g／mI 的 Nocodamle 16h后， 

70％以上的细胞被抑制在 G，／M期(表 1)。 

表 1 FdUrd、Nocod~ole抑制过程中 SI9细胞周期时相分布 

TaMe 1 SIN Cell Cycle Phase Distribution Drug·lmlnced Arrest 

FdUM(10V mL) Nocodazole(12 g／札L) 

时间 h G1％ s％ G2／M％ 时间h GI％ s％ G2／M％ 
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图 1 FdU rd抑制 Sf9细胞周期测试 图 

Fig 1 DNA histogra~ of nor m and FdUM induced SD eells 
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2 2 Sf9细胞周期各时相时间间隔测定 

SD的细胞分别被 FdUrd与Noeodazole抑和 18 

与 20h后，释放细胞，间隔2h取样，各时相细胞分布 

绘制如图2、3。 
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60 

芒 

詈4O 
U  
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O 

图2 FdUrd同步蛔胞释放 细胞周期检冽 

F 2 The time⋯ se and relative cell cycle phase distribution after 

~lease r0】II FdUrd block 

圈3 Nocoeazole同步细胞释放，细胞周期检测 

Fig 3 The time c⋯ and re~twe cell cycle phase distribution after 

releasefrom NoetwazoleⅥ0ck 

当细胞被FdUrd同步于 G．／s期时，释放细胞。 

在释放的第一个 6h，G．、s期细胞量减少．细胞积累 

发生在 G2／M期，并达到最高点，随后 C-2／M期细胞 

量减少，G1、s期细胞量增大；释放 12h，G．期细胞量 

达到高峰；细胞释放达到 18h，G。期细胞量减至最 

小值，s期细胞数量最多。整个释放过程说明同步 

于 G1／s期的细胞释放后到G2／M期需要6h，即s一 

／M间隔约为 6h；同样 ／M—G 、G．一s的历期 

均为6h左右，因而整个细胞周期大概为 】8h。 

2．3 AeNPV的感染对Sf9细胞周期的影响 

Sf9细胞吸附AcNPV 2h后，加入新鲜培养基， 

将此时刻定为 0h，依次按 0、6、12、18、24、30、30、36h 

取样，经流式细胞仪检测发现感染 12h后，细胞大部 

分被抑制在 ／M期，G 期的细胞占很少部分(表 

2)。与正常细胞周期分析比较，感染 12h后，细胞培 

养液中开始出现异倍体细胞(>4N DNA)，异倍体 

细胞的出现应该是病毒的感染所致，进一步的说，病 

毒DNA的复制导致了>4N DNA细胞的出现 

表 2 AeNPV的感染对 Sf9细胞周期的抑制 

h bk 2 Infected St9 cycle phase distributi~n by AcNPV 

2．4 AcNPV的感染对同步于 G。／s期的 Sf9细胞 

周期的影响 

为了检测 AcNPV的感染导致的细胞周期抑制 

是否与细胞周期各时相有关，我们用 FdUrd将细胞 

抑制在 G．／s期的，释放后吸附 AcNPV 2h．加入新 

鲜培养基，并以此时刻为取样 Oh，6、12、18、24、30h 

分别取样，FACS分析发现从 12h开始，岛／M期细 

胞呈积累状态，同时出现异倍体细胞(表3与图4)。 

表3 同步于G ／S期 8[9细胞受 AcNPV感染后细胞分布情况 

Table 3 After releasing from FdUrd block-inf~ted Sf9 cycle 

phase distrtbetion by AcNPV 

值得指出的是 Sf9细胞释放后感染 AcNPV。从 

12h开始细胞分布虽大部分集中于 Gz／M期，但仍 

有近 1／3的细胞处于 s期，而 G 期几乎没有细咆 

(图 5) 
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图4 同步细胞感染后异倍件细胞比倒图(Ml：二倍细胞比例；M2：异倍细胞比倒) 

F 4 Palterinviting synchronized Sf9 cdls，lhe dist~fibufion on cellswith 4N DNA and>4N DNA 

6h l2h 

L 

图 5 吲步细胞感染后细胞周期甘析圈 

Fig 5 Aher infecting synchronized$f9 ceUs．the dist~burion of cell cycle 

悬浮培养的 Sf9细胞在处于对数生长期时细胞 

周期各时相的分布几乎是一致的，即20％～30％的 

细咆处于 G。期，30％～40％的细胞处于 s期，30％ 

～ 40％的细胞处于 G，／M期(表 1)。细胞受到抑制 

剂 FdUrd、Nocodazole的抑制后释放，分别同步于 

G ／s、G2／M期的细胞完成整个细胞周期循环时间 

大致相等，18h左右，并且 G1一s，s—G2／M，G2／M 

—G 的历期均在 6h左右。这与 Braunagd测得的 

结果基本一致l9 J。Braunagel实验结果表明：G，一s、 

s—G2／M、G2／M—GI的历期均在 6h～7h左右，整 

个周期时间为 h～20h左右。 

FACS分析正常的 sf9细胞没有发现异倍体 

(>4N DNA)细胞，但在被病毒感染的 Sf9细胞中出 

现了>4N DNA的异倍体细胞。从异倍体细胞出现 

的时间来看产生异倍体细胞的原因主要是病毒 

DNA的复制。sf9细胞被 AcNPV感染 12h后，大 

部分细胞(>80％)被抑制在 G2／M期(表 2) 虽然 

G2／M期细胞比例的增大，可能是因为G L／s期的细 

胞受到 AcNPV攻击后死亡造成的，但是经过检测 

证实感染 48h的细胞存活率约为96％，可 推论出 

sf9细胞的周期抑制是 由于 AcNPV诱导产生。在 

HSV一1的研究中证实 HSV，1的感染对宿主细胞存 

在两个抑制点：G ／S与 G,z／Ml1 J。当细胞处于 G0 

期时进行病毒感染，将诱导细胞周期抑制在G1／M 

期。我们的实验也证明了正常 Sf9细胞被 AcNPV 

感染后细胞周期被抑制于 G2／M 期。说明病毒引起 

的细胞周期抑制并非是某种病毒具有的特性，可能 

是多数病毒具有的共性。 

AcNPV的感染导致 Sf9细胞周期最终抑制在 

G，／M 期，那么分别对细胞、病毒而言细胞的哪些方 

面与病毒诱导的周期抑制有关，而病毒的哪些蛋白 

与基固参与了抑制作用呢?另外，处于哪一时相的 

sf9细胞对 AcNPV的感染更敏感?为了解决这些 

问题，我们所做的第一步是将细胞抑制在 G ／s期， 

检测同步于 G ／s期的细胞在感染 12h后 60％～ 

7O％的细胞处于 ／M 期，3O％左右的细胞处于 S 

期，G，期几乎没有细胞分布。与 AcNPV感染非同 

步细胞的周期分布相比，同步细胞受到病毒感染抑 

制后 ／M期细胞量的减少，s期细胞量的增加，能 

否说明G ／s期存在影响 AcNPV诱导周期抑制的 

固素?这有待于进一步的实验证明。另外 Sf9细胞 

处于哪一周期时相对 AcNPV的感染更敏感 及 

AcNPV的哪些因子参与周期抑制诱导，这两方面的 

实验正在进行当巾。 
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