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Abstract：Autographa califomica nucleopolyhedrovirus(AcMNPV)is the typical member of 

nucleopolyhedrovirus of Baculoviradae，a circled and double stranded large DNA virus．It’S also one of 

the most widely studied baculoviruses that turns out to be environment sound pesticide an d a powerful 

vector of foreign protein expression as well as a promising vector of gene therapy．Revealing the 

molecular mechanism of the interaction plays a key role in the beaer understan ding of viral replication， 

package，tran sportation an d application of baculovirus as a gene therapy vector．Sequence an alysis 

found that the P78／83 product of AcM NPV ORF9 shares the common motifs witl1 WASP proteins 

indicaring that P78／83 mi ght involve in baculovirus transportation．Trying to understan d P78／83 

funcrion，we constructed a recombinan t virus vAc—orf9一gfp wltl1 the Bac—to—Bac system．wimin which 

AcMNPV O刚P9 was fused with enhanced green fluorescence protein(EGFP)．Sf2 1 cells were infected 

witl1 the recombinan t virus an d Laser Confocal M icroscopy was used  to determine the subcellular 

location of P78／83．Green fluorescences showed major distribution in cell plasm a after 1 2h infection． 

and transfered into nucleus at 24 hpi．This means that P78／83 iS located in the nucleus．Infection assay in 

vitro showed that overexpression of P78／83 had no effeCt on virus growth an d viral assembly． 

Key word：AcMNPV；Enhanced green fluorescence protein(EGFP)；P78／83 

摘要：AcMNPVORF9编码病毒核衣壳蛋白P78／83，该蛋白在宿主细胞内以磷酸化和去磷酸化两种形式存在，能 

够与细胞骨架成分肌动蛋白相互作用，序列分析表明其具有与WASP蛋白类似的结构，推测可能在病毒粒子的包 

装、运输等过程中起重要作用。本文利用Bac—to．Bac系统构建了P78／83与绿色荧光蛋白融合表达的重组AcMNPV， 

激光共聚焦显微镜观察表明，重组病毒感染Sf21细胞 12h后绿色荧光主要集中分布于细胞质中，24h及以后绿色 

荧光主要集中分布于细胞核中。感染试验表明，超表达P78／83对病毒的生长无明显的影响。 

关键词：苜蓿银纹夜蛾多核衣壳核多角体病毒：绿色荧光蛋白；P78／83蛋白； 
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苜蓿银纹夜蛾多核衣壳核多角体病毒(Auto— 

grapha califomica nucleopolyhedrovirus，AcMNV)是 

杆状病毒科核型多角体病毒属的代表成员，作为一 

种生物农药和高效表达载体己获得广泛的应用并 

得到深入研 。̈近年来，病毒与宿主细胞相互作 

用的研究愈来愈受到广大研究者的关注，充分全面 
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的了解杆状病毒与宿主细胞的相互关系，也成为杆 

状病毒研究的热点。 

已有许多报道指出病毒与宿主细胞肌动蛋白骨 

架存在密切的相互作用，它们的侵染、转录、复制以 

及包装运输过程都需要肌动蛋白的参与，如腺病 

毒、HIV、痘苗病毒、人呼吸道合胞病毒 RSV(Human 

respiration syncytial virus)、人类副流感病毒 3型 

fHuman parainfluenza virus 3，HPV 3)等 q J。早期 

关于 AcMNPV 的研究证实杆状病毒的复制也需要 

宿主细胞肌动蛋白的参与[5 。另外研究表明肌动蛋 

白本身是多角体形成的一种抑制因子L7 J。近期 Taro 

Ohkawa等在 AcMNPV中发现 6个介导 G—actin向 

细胞核中定位的早期基因 】。诸多的研究结果表 

明，肌动蛋白参与杆状病毒的入侵、复制、包装以 

及运输等过程。 

AcMNPV ORF9编码核衣壳蛋白P78／83，该蛋 

白在细胞内存在的方式包括磷酸化和去磷酸化的 

形 。蛋白质氨基酸序列分析表明，P78／83具有 

与WASP家族蛋白及细菌表面蛋白 (如李斯特单胞 

茵ActA)高度相似的蛋白结构域 【l⋯，推测该基因 

可能参与宿主细胞肌动蛋白的相互作用，在病毒的 

包装运输中发挥作用。病原微生物包括病毒可以直 

接与肌动蛋白或调控微丝形成的因子相互作用，实 

现在胞内胞间的运输。如志贺氏茵 (Shigrella)和沙 

门氏茵 (Salmonella)，他们能够利用 自身的表面结 

构蛋 白直接激活或模仿 WASP (Wiskott—Alfrich 

syndrom protein)家族蛋白，通过 Arp2／3复合体调 

控途径，引起细胞肌动蛋白聚合形成肌动蛋白尾或 

其他与微生物运动性相关的特殊结构，实现他们在 

细胞内的运动或细胞之间的传播【l 12]o李斯特单胞 

茵表面蛋白ActA、志贺氏茵表面蛋白IscA以及痘 

苗病毒 A36R，它们都具有与WASP家族蛋白高度 

相似的蛋白基序：WH2区、cofilin同源区与 acidic 

区，通过这三个基序与肌动蛋白单体及肌动蛋白聚 

合调控因子相互作用，快速组装肌动蛋白实现它们 

在细胞内和细胞间运输与传播【̈ 。 

本文构建 了 EGFP—P78／83融合表达的重组 

AcMNPV病毒，对该基因的基本特性进行了分析研 

究，为开展进一步的结构与功能的深入研究奠定了 

基础。 

1 材料与方法 

1．1 昆虫病毒、细胞系及菌株 

野生型 AcMNPV、重组 AcMNPV-gfp及 Sf21 

细胞均由中科院武汉病毒所分子病毒室保存。细胞 

于28~C培养，培养基为Grace，含 10％胎牛血清。 

大肠杆菌 DH10B为武汉病毒所分子病毒学实 

验室保存。 

1．2 试剂 

Grace培养基、胎牛血清为 GIBCO／BRL公司 

产品。凝胶回收试剂盒为 Omega产品。所用 DNA 

限制性内切酶、Rnase、DNAmarker等均为Tarkara 

公司产品，人工合成引物为上海博亚公司合成。 

1．3 BacmidDNA提取方法 

在 Eppendoff管中加入 1．5mL过夜培养的含 

vAc—ori9一gfp bacmid的 DH10B大肠杆菌培养物， 

14。000rim 离心 30s后去掉上清，重复一次；加入 

3001aL溶液I，在震荡器上打散茵体沉淀；加入溶液 

3001aL溶液Ⅱ，混匀后在冰上静置5min：加入3001aL 

溶液 Ⅲ 混匀后，在冰上静置5min，14，000rim离心 

15min，小心将上清转移至另一个Eppendoff管中，加 

入一倍体积的异丙醇，混匀后一20℃放置 15min， 

14，000rim离心 15min，弃去上清，用 70％乙醇洗沉淀 
一

次，室温干燥，立即加入301aL无菌水，4℃贮存。 

1．4 重组病毒的构建 

1_4．1 p78／83克隆：以 AcMNPV 基因文库含 ⅡI C 

片段质粒为模板 ，利用人工合成 引物 Primerl 

(GAA珊 ATGACGAATCGTAGATATGAATC)和 

Primer2 (GGTAC∞ CAGCGCTAGA TTCTGTGCG 

1-r)PCR扩增 P78／83。引物 Primerl、Primer2分别 

为 P78／83基因上游引物和不包括基因终止密码子 

的下游引物，其中黑体所示为基因起始密码子，引 

入的酶切位点 D 和 Kpn I为斜体所示。PCR反 

应条件为：94℃预变性 5min，按照 94℃45s，57℃ 

40s，72℃1．5min设定 25个循环，最后 72℃终延伸 

lOmin。PCR 所得产物回收后插入 pGEM—Teasy 

(Promega)，酶切鉴定并测序。测序正确的基因以 

EcoR I和Kpn I酶切回收后插)N．pEGFF-NI(Clontech)， 

得到含 p78／83与 EGFP基因融合的质粒 pEGFP— 

P78／83。然后以EcoR I和 Kpn I酶切下p78／83一EGFP 

融合基因插入到 pFastbac I质粒上的相应位点，得 

到用于重组病毒构建的供体质粒 pFast．EP78／83。 

1．4．2 重组Bacmid的构建：利用 AcMNPV Bac-to-Bac 

系统，根据产品说明书构建重组Bacmid(1nvitrigen)。 

具体过程简述如下：利用 pFast—EP78／83转座含 

helper质粒与 AcMNPV bacmid的大肠杆菌感受态 

细胞，转座产物通过卡那霉素、庆大霉素与四环霉 

素三种抗生素筛选，同时辅以蓝 白斑筛选，挑选三 

抗平板上长出的白色茵落，得到含 p78／83一EGFP融 

合蛋白的重组 AcMNPV bacmid DNA。提取重组 
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bacmid DNA PCR与限制性内切酶分析鉴定，PCR 

鉴定所用引物为 Primer3(CCCAGTCACGACGTT 

GTAAAACG)和 Primer4(CTCAAGTATGGGCATC 

ATT℃)。 

1．4．3重组病毒的获得：利用脂质体转染Sf2l细胞 

得到重组病毒，操作过程根据产品操作说明书进行 

(Invitrigen)。lO raL脂质体用基础培养基Grace稀释 

至 501aL，静置5min后，将 50FtL稀释的重组bacmid 

DNA 约 llag加入脂质体中 充分混合．然后每隔 

5min轻轻弹动，45rain以后，轻轻加八900pLGrace， 

再将其转到接种细胞的小皿中 培养 6h后，吸弃 

含脂质体的基础培养液，以Grace加 10％胎牛血清 

的正常培养液培养 28℃培养约 一星期后，荧光显 

微镜下用 ~,88nm激发波长观察，有绿色荧光出现， 

表明EGFP-P78／83融合蛋白表达，超表达该融台蛋 

白的重组 AcMNPV病毒产生 

I．5 病毒制备与滴度测定 

转染所得重组病毒vAc—off9一gfp感染Sf2 I细胞 

以大量增殖病毒，收集病毒，通过终点稀释法删定 

病毒滴度” ，．80℃保存备用 

1．6 P78，83亚细胞定位 

接种 Sf21细胞 2×1 06到置有盖玻片的培养小 

皿中爬片，细胞毗占擘 2h后，重组病毒以 10个感染 

复数 (MOI)感染，分别在感染后 12h、16h、24h、 

48h及 72h取出盏玻片置于载玻片 匕，以甘油fPBS 

(9／】)封片，然后用Leica共聚焦激光显微镜观察 

绿色荧光在细胞中的分布。 

1．7 重组病毒生长特r性比较 

分别用vAc—orf9一gfP与AcMNP~．grp以MOIl0 

感染接种于六孔板的Sf2l细胞，在感染后24h、48h、 

72h、96h、以及 120h取感染 l_=清，测定各政取样 

上清的滴度，绘制病毒生长曲线进行比较”71， 

1．8 重组病毒病毒粒子形态发生 

分别用 vAc—orf9一gfp与AcMNPV-gfp以MOl 10 

感染接种于小皿的 Sf21细胞．在感染后 24h、36h、 

48h取感染的细胞，固定切片，以电子显微镜观察 

细胞超薄切片⋯】 

2 结果 

2．1 EGFP-P78／83超表达重组病毒的构建 

以 AcMNPV 基因文库含 跏m c 片’段质粒为 

模板，PCR扩增 AeMNPV PTB／83克隆到pGEM T 

载体获得克隆 pT-P78／83．通过酶切和测序确定获 

得的基因序列完全正确。用 EcoRl和 Kpnl双酶切 

p~P78N3回收 1 6kb的片段，连接到以棚同酶切开 

的pEGFP-Nl质粒得到pEGFP-P78N3，pEGFP·P78／ 

83含有 p78／83融台到 EGFP C端的 EGFP-P78／83 

的融台基因 (图 ”。以EcoRl LjNotl酶切pEGFP— 

P78／83及 pFastbacl，回收大小分别约为2．3kb融台 

基 因与 4．7kb 载 体 并 连 接 ，获 得供 体 质 粒 

pFast—EP78183(图2) 融合基因位丁多角体基 启 

动子 F，采用 EGFP基因终ll：南码子与 pFastbacl 

质粒上的PolyA终止信号终止融合基因表达 

图2 pFast—EP78／83的酶切浆定 

Fig 2 Identification of pFast EP78／83 

1． DNA digested with BamH I+HindIIl+EcoR 『 2．pFa~i—EW 8腮 

digested with EcoR、tN州1 

重 组 pFast．EP78／83 质粒 转座 含 AcMNPV 

bacmid的大脑杆菌，蓝白筛选得到重组 AcMNPV 

bacmid：vAc—orf9-gfp 

2．2 重组 AcMNPV bacmid的鉴定 

提取重组 AcMNPV bacmjd基 组，利用 Ml 3F 

与庆大霉素抗性基因下游引物 Pgm 进行 PCR鉴 

定．获得大小约 lkb的产物．与预计的结果吻合， 

根据序列分析结果，我们选择了Hindll1分析比较 

重组 vAc．ortg-gfo和 AcMNPV Bacmid基因绷 结 

果显示，所构建的vAc orf9一gfp与野生型AcMNPV 

Bacmid相比，多出 8 7kb 1 5kb芷右和 1kb 7 L 右 

的条带，而AcMNPV Bacmid中原有的8kb带消失 

表明片段插入位置正确 (图 31 

2．3 重组 bacmid转染 sf2l细胞 

提取的重组 bacmid DNA 转染讨数生长期的 

Sl21细胞。转染后第 7天用荧光 微镜观察．细胞 

出现绿色荧光 取转染上清感染 sf2】细胞以大量增 

殖病毒，且进行滴度测定以获得瘸毒的滴度 
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kb 

Sf2 1 I 8 7 在 细胞中的超表达，并设有 炳毒埘 皑 

染能力的增强或减弱。 

图 3 vAc—or[9一gfp堆园组 HindH1酶 

Fig．3 Gen0me digestion of hacmid with Hind Ill 

l DNA digested wl_h 8 }{1．Hind Ill*EcoRI；2． t AcMNPV bacmid： 

．vAc-orf9-grp 

24 AcMNPVP78183在 Sf2l细胞内的定位 

重组病毒 vAc—orf9一grp和仪表达绿色荧光堂白 

的晕组病毒AcMNPV-gfp以 10 MOI感染接种下盖 

破片上的Sf21细胞．在感染后 12h、16h、24h、48h 

及72h观察细胞内绿包荧光的分布情况 结粜显示， 

vAc—off9一gfD在感染后 l2h绿色荧光主要分布在细 

胞质中，宵聚集成团的现象 感染后 16h，绿色荧 

光向细胞核转移 但只有少量细胞中绿色荧光主要 

分布在细胞核中，大部分仍然主要分布在细胞质中 

(图 4B)：到感染后 24h绝大部分细胞的细胞棱中 

表现较强的绿色荧光而细胞质中无 显的使光 (图 

4C)：随着感染时间延长到48h及72h，绿色荧光也 

基本分布于细胞核中 (图4D)，即在感染的晚射， 

P78／83定位于细胞核 1 而 AcMNPV-grp感染的细 

胞，虽然感染后 l2h绿色荧光分布基奉与 vAc．ori9- 

gfP相同，但在感染后 16h、24h、48h及72h观察， 

绿色荧光一直都基本均匀地分布在整个细胞中 t图 

4A)，不同于相同感染时间 vAc．orf9 gfP感染细胞 

中绿色荧光的分布 。 

2 5 vAc—orf9一g 与 AcMNPV-gfp病毒生长特性 

的比较 

测定感染 Sf21细胞 同时间上清中病毒滴度 

可见，重组病毒【_j野生型病毒的感染性不存在明显 

差异。如感染后 24h，vAc—orf9．gfp感染上清滴度约 

为 1．3 X i0。，AcMNPV-gfp感染 清滴度为 1．1 x 

10。；感染后 48h，重组病毒感染上清滴度为 33 x 

lO’．对照为 2．9×l0’ 感染 72h，96h，120h后两 

凹4 P78／83在Sf2l细胞i[]的定他 

Fig 4 Sub—celluar location of P78}83 

A AcMNPV-gfp 16 hpi：B vAc_0r g 16 hpi： C vAcawf9 gfp 24 hpi； 

D vAc一0 一 48 hpi 

2．6 vAc．off9 gfP与 AcMNPV-gfp的病毒粒子形 

态发生的比较 

感染 同时间 Sf21细胞超薄 片电镜观察结 

果显示．重组病毒与 AcMNPV-grp在病毒粒子的形 

态发生上没有明显区别．即 P78183的超表达并不影 

响病毒粒子的形态发生， 感染 24h后 Sf21细胞为 

例，重组病毒 vAc．or19．gfo感染的细胞，在细胞核 

中 I丁见大量多粒包埋的病毒粒子．也有 分正在成 

熟的病毒粒子，有的细胞中可见电予毁密的病毒发 

生基质 以 AcMNPV-gfp感染同样时间的 sf2l对 

照细胞切片，观察到的情况壁乖与重组病毒栩同， 

核中也有大量多粒包埋的病毒粒予，部分病毒糙子 

正在包装成熟，还可见高电子密度的病毒笈生基 

质 (图 5) 

3 讨论 

杆状病毒的感染与复制、包装等过程与宿主细 

胞H几动蛋白密切相关 杆状病毒进入宿主细胞后． 

细胞肌动蛋白依次发生三次重大重排．出芽病毒 

BV 通过内吞作用进入细胞，病毒囊膜融合蛋白与 

内吞体膜融合，病毒核衣壳从内吞体中释放并穿过 

细胞质进入细胞核 此时．细胞质t十1出现肌动蚩白 

缆索结构．它常常与核衣壳联系在 一起 介导了棱 

衣壳从细胞质到细胞核的运输 随后肌动蛋白在 

早期基因arif-I的作用下发生第二拔构象变化 

●■ 
■● 
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网5 病毒感染的Sf21 胞超博切片电镜观察 

Fig 5 HecⅡonpictureofinfected Sf2【cetl 

A vAc·ort~-grV 24 hpi B vAc—off9一gfp 24 hpi．C．Acb~ V-gpf24 hpi 

F—acfin在细胞膜附近聚集，这种变化的具体功能人 

们并不了解。在感染的后期细胞骨架肌动蛋白发生 

第三次重大变化，F-act1．n从细胞质转移到细胞核成 

为病毒发生基质的一部分．从而参 与病毒的复制与 

装配。 

序列分析表明 1：'78783与WASP家旅蛋白结构 

域组织的高度相似性：具有与WASP-Arp2／3调控肌 

动蛋白聚合途径的必需结构区 VCA 区，即结合肌 

动蛋白单体的 WH2区、参与蛋白N端调控分子相 

互作用的 cofilin同源区．和结合 Arp2]3复台体的 

酸性结构域。我们推测 P78／83与细胞肌动蛋白之间 

相互作用．可能在病毒表面组装成纤维状结构，推 

动病毒在细胞内部或细胞间的移动运输。 

为了研究P78，83的结构与功能，我们构建了超 

表达 P78183与EGFP的融合蛋白的重组病毒．研究 

了该蛋自在细胞中的定位及对病毒生长的影I响 通 

过观察绿色荧光在细胞内分布 发现在感染后 12h 

和 16h P78／83主要分布于细胞质中，随后向细胞核 

转移，到感染后 24h以后则定位于细胞核中 这与 

己报道的 AcMNPV复制过程相吻合，在感染后期， 

P78培3作为病毒粒子的组分进^细胞核并包装入 

子代病毒粒子，并随着时间的推移细胞核内的绿色 

荧光强度明显增强。我 ]以 l0 MOI的 vAc—orf9一gfo 

感染 sf21细胞以追踪病毒颗粒的运输过程 但在感 

染的早期，在激光共聚焦显微镜下来能观察到GFP 

荧光，可能是单个的病毒粒子所含的 P78一EGFP量 

太低， 已有报道表明 P78为杆状病毒的微量结构 

蛋白120]o另外所用的启动子为多角体蛋白的晚期启 

动子，在感染的早期不表达。 

野生型病毒与重组病毒 vAc—orD gfp生长曲线 

的比较结果表明．两者之间并 明显可见差异，即 

P78／83的超量表达并没有改变俩毒的生长特性 可 

能的原因是所掏建的重组病毒仍然{5ll留了其自身 

的 P78，83基因，而且所用的启动于为多角体蛋白晚 

期启动子，在感染的早期不表达，融台蛋白没有参 

与到感染的早期病毒粒子从细胞质向细胞核中的 

逛输过程 

另外可能是该蛋白超量表达井不能改变病毒 

的感染能力。我们将进一步研究 P78／83与 actin的 

相互关系以揭示病毒与信主细胞肌动蛋白骨架相 

互作用的分子机制，阐明细胞内相关的信号传导过 

程。本文的工作为深入的研究奠定了良好的基础 
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