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Abstract : A utog ra p ha cali f ornica multicap sid nucleopolyhedrovirus (AcMN PV) blocked t he Tn2
Hi5 cell apoptosis stimulated by Helicover p a armi gera nucleopolyhedrovirus ( HaSN PV) . Fut h2
ermore AcMN PV could rescued HaSN PV replication in Tn2Hi5 cell and produced infective virus.

This means t hat HaSN PV extend the host rang wit h AcMN PV help . The t ransient expression as2
say indicated t hat Ac2p35 could significantly inhibit t he Tn2Hi5 apoptosis induced by HaSN PV. A

recombinant HaSN PV which overexp ression of p35 : v Hap35 , was const ructed to f uther analyse

P35 f unction. v Hap35 was used to infect Tn2Hi5 as we expected t he Tn2hi5 cell did not undergo

apoptosis. Anyhow , no infective virus BV was detected. Under the elect ronic microscope viral

particles were observed , which p robably are t he ODVs. The result s demonst rat t hat p35 is f un2
tional as bot h apoptosis inhibitor and host range factor .
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摘要 :苜蓿银纹夜蛾核多角体病毒 ( A utog rapha cali f ornica multicapsid nuclear polyhedrosis virus ,AcMNPV)能够

抑制棉铃虫核多角体病毒 ( Helicoverpa armigera Nucleopoly2hedrovirus , HaSN PV)诱导的 Tn2Hi5细胞凋亡 ,并能

辅助 HaSN PV在 Tn2Hi5细胞中复制 ,产生具有感染能力的子代病毒。瞬时表达实验证明 ,在 Tn2Hi5细胞中 , p35

具有明显抑制凋亡的能力 ,但是不能辅助 HaSN PV在 Tn2Hi5细胞中的复制 ;进一步构建超表达 p35的重组病毒 :

v Hap35 ,发现 v Hap35能够抑制 Tn2Hi5细胞凋亡 ,但是不能产生具有感染力的病毒粒子。电镜观察发现感染重组

病毒的部分细胞中存在单粒包埋的病毒粒子 (ODV)。

关键词 : 细胞凋亡 ;苜蓿银纹夜蛾核多角体病毒 ;棉铃虫核多角体病毒 ;Ac2p35 , Tn2Hi5

中图分类号 :S 852. 65　　　文献标识码 :A　　　文章编号 :100325125 (2005) 0220173205

　　细胞凋亡或者称细胞程序性死亡是一种受遗传

调控的细胞自杀的过程 ,在生物体正常发育 ,机体组

织新陈代谢以及疾病的发展过程中都起到了十分重

要的作用[1 ,2 ]。细胞凋亡同时也是宿主细胞对抗病

毒入侵的一种重要的防护策略[3 ]。杆状病毒是一类

寄生于节肢动物的杆状的病原微生物 ,宿主大多为

昆虫和某些甲壳类动物。由于其特有的生物学特性

作为一种高效的生物杀虫剂及真核表达载体而得到

广泛的应用。杆状病毒是第一个发现含有凋亡抑制

蛋白的病毒 ,所以它为研究宿主对病毒入侵的凋亡

反应提供了非常理想的研究系统[3 ,4 ]。

　　在杆状病毒研究中发现大量病毒能诱导异源昆

虫细胞凋亡。Kobayashi 等用 7 种杆状病毒感染

L d635 Y细胞 ,发现有 5 种病毒都能诱导凋亡[5 ]。

在虫体水平上 ,也观察到病毒诱导的细胞凋亡[6 ]。

另一方面 ,病毒在进化过程中产生了一套机制来抵

抗宿主的这种通过自杀抵抗病毒的方式。AcMN

PV p35基因是第一个发现的能够诱导和抑制宿主
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细胞凋亡的病毒基因[7 ]。p35 基因可以在线虫 ,果

蝇 ,哺乳动物等多种生物中抑制细胞凋亡[8 ,9 ] ,其分

子机制是能够直接和细胞凋亡的执行者 Caspase相

互作用 ,目前已经发现当使用纯化蛋白时 ,它能抑制

caspase 1 , 2 , 3 , 4 , 7 , 8 a 和 10[10 ,11 ]由于这些特

征 ,P35被看作是广谱的 caspase 抑制因子[12 ]。缺

失 p35的 AcMN PV感染秋黏虫幼虫 ,病毒的感染、

复制和传播能力明显下降。可见细胞凋亡抑制因子

在杆状病毒的宿主决定中有重要的作用[ 13 ]。

杆状病毒由于其高效性和安全性 ,被广泛的作

用于生物杀虫剂[14 ] ,棉铃虫核多角体病毒 ( HaS2
N PV)就是一株成功的商品化的生物杀虫剂 ,但是

存在着杀虫谱狭窄的缺点。在采用共感染方法扩大

杀虫范围的重组病毒的研究过程中 ,我们发现苜蓿

银纹夜蛾核多角体病毒 ( AcMN PV)能够抑制由棉

铃虫核多角体病毒诱导的甜菜夜蛾 Tn2Hi5细胞凋

亡 ,并且能够拯救其复制 ,产生具有感染性的子代病

毒。瞬时表达实验证明 , p35 基因能够有效的抑制

由 HaSN PV 诱导的 Tn2Hi5细胞凋亡 ;进一步通过

Bac2to2Bac系统构建分别超表达 p35 基因的重组

HaSN PV病毒 ,希望获得宿主范围扩大了的重组病

毒。结果发现含有 p35 的重组病毒可以抑制 Tn2
Hi5细胞凋亡 ,电镜观察发现感染重组病毒的部分

细胞中存在单粒包埋的病毒粒子 (ODV) ,但不能产

生具有感染性的 BV。

1　材料和方法

1 . 1　质粒和大肠杆菌

D H5α和 D H10B 均由本室保存。真核表达载

体 p IZ/ V5和重组病毒转移载体 p FastBacDual购自

Invit rogen公司。p FB G ,是 p FastBacDua 在 p10 启

动子下插入了 eg f p 基因 ,为本室王瑞青构建。

p IGFP为改造过的 p IZ/ V5 载体 ,含有在果蝇热休

克启动子控制下的 eg f p基因。

1 . 2　酶和试剂

限制性核酸内切酶、修饰酶 ,核酸分子量 mark2
er DL2000等及其配套缓冲溶液均购自 Ta KaRa 公

司 ; T4 连接酶购自 N EB 公司 ; ML V ,oligo T 购自

Promega公司 ;RNA酶抑制剂购自 Bio star公司 ;核

酸分子量 marker 为λ噬菌体 DNA 经 Hi nd Ⅲ、

B am HⅠ、EcoRⅠ酶切制备。常用化学试剂为国产

或进口分装。质粒纯化和胶回收试剂盒购自 OM E2
GA公司和 V2gene公司 ,凋亡检测试剂盒 , Hochest

检测试剂盒购自碧云天公司。抗生素购自华美生物

公司。ZeocinTM购自 Invit rogen 公司 , PCR 引物由

上海博亚生物技术有限公司合成

1 . 3　昆虫病毒和细胞系

HaSPNV、HaCXW1[ 15 ]、Ha HZ8 Bacmid[16 ] 和

AcMN PV , HzAM1 细胞 , Tn2Hi5 细胞 , Sf21 细胞

均由本室保存。细胞于 28℃培养 ,培养液为 Grace’s

培养基加 10 %胎牛血清 ( Gibico公司) 。

1 . 4　病毒制备和滴度测定

HaSPNV、HaCXW1和 AcMN PV 病毒多角体

分别感染 3 龄棉铃虫幼虫和甜菜夜蛾幼虫 ,感染 3

～4d后 ,收集血淋巴 ,经 0. 45μm的滤器过滤 ,血淋

巴分别感染 HzAM1和 Sf21细胞增殖病毒 ,收集细

胞上清 ,离心后去沉淀 ,通过终点稀释法测定病毒滴

度 , - 80℃和 4℃避光保存备用。

1 . 5　病毒诱导细胞凋亡

将 2×105 个细胞在直径 35mm 小皿贴壁过夜

或 1×106 细胞贴壁 2h ,用适量出芽病毒悬液吸附

1. 5h ,用无血清培养基洗两次 ,补加 2mL 新鲜培养

基。此时计为病毒感染后 0 h。用不同的MO I感染

细胞 ,细胞凋亡出现的时间和凋亡率不同 ,MO I = 2

和 MOI = 5没有显著区别 ,所以选用 MOI = 2。

1. 6　D NA ladder的提取

收集小皿中的细胞 , PBS洗 2 次 ,用 100μL 消

化缓冲液重悬 ,8 000r/ m 离心 5 min ,取上清加入

SDS以及 RNaseA ,56℃处理 2h ,随后加入 protei2
nase K ,37℃处理 2h。加入 1/ 10体积 3mol/ L 醋酸

钠和 3倍体积冷乙醇沉淀 ,1 %琼脂糖凝胶电泳检

测。

1 . 7　凋亡检测

按照试剂盒说明书操作。诱导凋亡后的细胞先

用固定液固定 ,室温 10min 或 4℃过夜 ,吸去固定

液 ,PBS洗两次 ,吸去 PBS ,加入染色液 ,避光染色

10min。在荧光显微镜下使用激发波长为 364nm观

察。

1 . 8　载体构建

根据 GenBank 中 AcMN PV 基因组序列设计

引物 ,以提纯的 AcMN PV基因组 DNA作为模板通

过 PCR 方法得到 Ac2p35 基因 ,引物 p35F : 5′2AA

GCT TA T GT GT GTAA T T T T TCCGGTAA23′, 引

物 p35R : 5′2A TAA T GACAA GCAA T GACAAAA2
3′。PCR条件和步骤 : 95℃变性 5min ; 95℃变性

1min ,57℃复性 1min ,72℃延伸 1min ,25 个循环 ;

72℃延伸 5min ,4℃保持 10min。

将纯化后的 p35 基因片段和 p GEM Teasy 载

体 ,连接转化 D H5α菌株 ,通过蓝白斑筛选阳性克

隆 ,提取质粒经 DNA 酶切鉴定 ,命名为 p T2p35 ,送

471 　　　　　　　　　　　　　中 国 病 毒 学　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第 20卷　

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



至测序公司测序鉴定。

用 EcoRⅠ将 p35基因从 p T2p35上切下 ,连接

上用 EcoRⅠ切并用 CIA P处理过的 p IGFP和 p F2
B G载体上 ,转化 D H5α菌株 ,通过抗性筛选阳性克

隆 ,提取质粒 DNA 酶切鉴定。分别命名为 p IGp35

和 p FB Gp35。

取 1μL p FB Gp35 质粒 DNA 转化含有 Hz8

Bacmid和辅助质粒的 D H10B 感受态细胞 ,通过蓝

白斑筛选阳性克隆 , PCR 鉴定正确后 ,用 Bacmid

DNA 转化 D H10B感受态 ,选择在四环霉素抗性中

不能生长的阳性克隆 ,提取 Bacmid DNA 转染

HzAM1细胞获得重组病毒。

1 . 9　D NA转染昆虫细胞

在直径 35mm 的培养皿中接种 1 ×106 的

HzAM1细胞 ,用不含血清的培养液洗涤细胞 2次 ,

弃去培养基 ;将 122μg DNA 与 10μL cellfectin分别

用无血清的培养液稀释至 50μL ,5min后将 DNA加

入稀释后的 cellfectin中 ,每隔 5min轻轻混匀一次 ,

45min后轻轻加入 900μL 不含血清的培养液培养

基 ,混匀。在培养皿中加入含有转染混合物的培养

基 ,25℃温箱培养 ;6 h后用含 10 %血清的 Grace培

养替换原有的培养基。

1. 10　RT2PCR

收集直径 35mm小皿中的细胞 ,加入 1mL Tr2
izol ( Invit rogen公司)后 ,提取细胞总 RNA ,用 Oli2
god T引物进行反转录 ,反转录完毕后取部分产物进

行特异性 PCR ,电泳检测结果。

1. 11　电子显微镜的观察

重组病毒感染 Tn2 Hi5细胞 ,感染后 120h进行

固定、切片 ,电子显微镜观察。

2　结果与分析

2. 1　AcMNPV抑制 HaSNPV诱导的 Tn2Hi5 细胞

凋亡

用 HaSN PV的出芽病毒感染 Tn2Hi5 细胞 ,感

染后细胞形态发生改变 :细胞变圆 ,停止生长 ,感染

48h后 ,细胞边缘逐渐出现小泡 ,感染 72h出现明显

的凋亡 ,高峰在 96h , 最终形成凋亡小体 (图 1A) 。

与 Dai等的报道相似[7 ] ,和 AcMN PV p35缺失诱导

Sf 细胞凋亡相比 ,凋亡发生在感染的极晚期。

用相同 MOI的 AcMN PV 和 HaSN PV 共感染

Tn2Hi5细胞 ,细胞不发生凋亡并能产生多角体 (图

1B) 。

2. 2　Hochest33258细胞染色

为了进一步确认 AcMN PV 能阻止 HaSN PV

所诱导的 Tn2Hi5细胞凋亡 ,用 Hochest33258细胞

凋亡检测试剂盒检测感染不同时相的病毒感染的

Tn2Hi5细胞 ,发现在感染晚期 , HaSN PV 感染的细

胞细胞核呈致密浓染 ,或呈碎块状致密浓染 (图

2A) ,而 AcMPNV 和 HaSN PV 共感染细胞呈均一

着色 (图 2B) 。结果进一步说明 AcMPNV 可以抑

制由 HaSN PV所诱导的 Tn2Hi5细胞凋亡。

图 1　HaSN PV和 AcMN PV感染 Tn2Hi5细胞

Fig. 1　HaSNPV infected Tn2Hi5 cell individually and coin2
fect with AcMN PV

A , HaSNPV induce apoptosis in Tn2Hi5 cell ; B ,Coinfection AcMN2
PV and HaSNPV inhibit apoptosis and rescue t he replication of HaS2
NPV in Tn2Hi5 cell .

图 2　Hochest检测细胞凋亡

Fig. 2　Detection of apoptosis by Hochest staining

A , Tn2Hi5 cell infected by HaSNPV ,arrow shows desely2stained
apoptotic cell ;B , Tn2Hi5 cell infected by HaSNPV + AcMNPV ,ar2
rows show loosely2stained nonapoptotic cell .

2. 3　D NA ladder分析

发生细胞凋亡的细胞另一个典型特征是基因组

DNA降解 ,形成 DNA ladder。在感染后 72h 提取

Tn2Hi5细胞基因组 DNA ,能看到明显的 DNA lad2
der ;而当用 AcMN PV 与 HaSN PV 共感染 Tn2Hi5

细胞 ,感染晚期不出现 DNA ladder (图 3) 。说明凋

亡被完全抑制。

2. 4　AcMNPV拯救 HaSNPV的增殖

HaSN PV 和 AcMN PV 共同感染 Tn2Hi5 细

胞 ,感染后细胞不形成凋亡小体 ,没有明显的细胞凋

亡现象 ,在感染后 48h能看见明显的多角体产生 ,为

了检测 AcMN PV 是否能拯救 HaSN PV 在 Tn2Hi5

细胞中的增殖 ,选择了具有荧光标记的重组病毒

HaCXW1 ,与 AcMN PV 共同感染 Tn2Hi5 细胞 ,感

染后 48h在荧光显微镜下可见细胞表达绿色荧光
(图 4) 。而 HaCXW1感染和 HaSN PV 一样导致高

水平的细胞凋亡 (结果未显示) 。为了进一步证明

AcMN PV能拯救 HaSN PV 在 Tn2Hi5细胞中的产

生子代病毒 ,取共感染上清感染 HzAMV1细胞 ,均
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能产生多角体 ,而感染 Sf21细胞无荧光 (表 1) 。证

明 AcMN PV能够拯救 HaSN PV在 Tn2Hi5细胞中

的增殖。

图 3　DNA Ladder 分析

Fig. 3　Analysis of DNA of Tn2Hi5 cell infected

1 , HaSNPV ; 2 , HaSNPV + AcMNPV. Typical DNA ladder in lane 1 and
no ladder in lane 2. M ,λDNA + EcoR I + HindIII + B amH I.

图 4　HaCXW1 和 AcMN PV共感染 Tn2Hi5细胞

Fig. 4　Tn2Hi5 cell coinfected by HaCXW1 + AcMN PV

Green flurescence shows t hat HaCXW1 can replicat in Tn2Hi5 cell .

2. 5　p35基因克隆及载体构建

利用引物 p35F和 p35R以 AcMN PV基因组为

模板合成 p35基因并克隆到连接到p GEM2 Teasy

载体获得阳性克隆 p T2p35 ,经序列测定正确。然后

以 EcoRⅠ从 p T2p35 上切下 p35 基因克隆到以相

同酶切的瞬时表达载体 p IGFP 获得 p IGp35 ,酶切

鉴定正确。同时 p35 基因克隆到 p FB G的 EcoRⅠ

位点获得构建重组病毒的转移载体 p FB Gp35 ,酶切

鉴定正确。

表 1　AcMN PV拯救 HaSN PV在 Tn2Hi5细胞中的复制

Table1 　AcMN PV rescued the replication of HaCXW1 in

Tn2Hi5 cell

Hi5 HzAM1 Sf21

HaCXW1
HaCXW1 + AcMNPV

AcMNPV

2/ 2/ +
2/ 2/ 2
ND

+ / + / 2
+ / + / 2
2/ + / 2

2/ + / 2
ND

2/ + / 2
Virus first infect Tn2Hi5 cell , t hen t he supernatant was applied to
HzAM1/ Sf21 cell . Green fluorescence/ polyhedron/ apoptosis. 2 :neg2
ative , + :possitive ,ND :not detect .

2. 6　p35基因抑制了由 HaSNPV诱导的 Tn2Hi5细

胞凋亡

2μg 纯化的 p IGp35质粒转染 HaSN PV BV (2

MOI)感染 24h 后的 Tn2Hi5 细胞。转染后 24h ,

48h ,72h分别观察细胞的生长状况。与未转染的细

胞相比 , p35 能够抑制由 HaSN PV 诱导的 Tn2Hi5

细胞凋亡 ,但是未能看见多角体产生 (图 5A、B) ,说

明 p35单独不能拯救 HaSN PV的完整复制。

2. 7　重组病毒 v Hap35的构建

为了获得大量表达 P35的病毒 ,并进一步分析

P35是否能帮助病毒复制 ,利用转移载体 p FB Gp35

转化含有HaSN PVBacmid ( Ha Hz8)的大肠杆菌构

图 5　p35瞬时表达抑制了由 HaSN PV诱导的 Tn2Hi5细胞凋亡

Fig. 5　Transient expression of p35 blocked apoptosis induced by HaSN PV

Tn2Hi5 cell was infected by HaSNPV (A) and superinfected by HaSNPV and p IGp35 (B ,C) . B showed
significent decrease in apoptosis , C shows t he rate of t ransfection of p IGp35.

建了能超表达目的基因的重组病毒 v Hap35 Bac2
mid。以 M13下游引物和 p35上游引物对转座得到

的 Bacmid DNA进行 PCR鉴定 ,得到 1. 5kb产物 ,

说明转座成功。H i ndIII 酶切分析表明和亲本的

Ha Hz8 Bacmid 相比 , v Hap35 少了一条 9. 5kb 的

带。多了一条 11kb 的带 (图 6) 。综合以上结果证

明重组病毒构建成功。用 Bacmid DNA 转染

HzAM1细胞获得重组病毒 v Hap35 BV。

图 6　酶切鉴定重组病毒
Fig. 6　Dectection of recombinant virus by HindⅢ

Lane 1 ,Hap35 ; 2 ,Ha8. Arrows show different bands. p35 and egf p genes
were cut down at the sme time , but too small to see(data not shown) .
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2. 8　重组病毒 v Hap35的感染特性

以 2MOI的病毒感染 Tn2Hi5 细胞 ,感染 48h

后 ,细胞变圆 ,与健康细胞相比 ,停止生长 ,表现出感

染症状 ,且在荧光显微镜下可见绿色荧光 ,感染 96h

后 ,凋亡细胞增加 ,荧光细胞增加 ,说明重组病毒可

以在 Tn2Hi5细胞中表达其晚期蛋白 ,病毒 DNA 可

以在 Tn2Hi5 细胞中复制。我们通过 R T2PCR 检

测 ,得到 980bp 的阳性带 ,说明 Ac2p35 基因在 Tn2
Hi5细胞中表达 (图 7) ,进一步说明了这个问题。

在荧光显微镜下观察 , v Hap35 感染的 Tn2Hi5 细

胞 ,表达荧光蛋白的细胞没有出现凋亡小体 ,但少部

分没有荧光的细胞仍然出现凋亡 (图 8B、C) 。可能

是由于其所用的启动子为晚期启动子 ,从而降低了

其凋亡抑制效率。

图 7　RT2PCR检测 p35在 Tn2Hi5细胞中的表达

Fig. 7　Detection of expression of p35 in Tn2Hi5 cell

Lane 1 , negetive control ; 2 , RT product ;3 ,Positive control ;M ,Marker.

图 8　重组病毒 v Hap35的感染特性

Fig. 8　Infectious characters of v Hap35

vHap35 infected HzAM1 cell (A) , Tn2Hi5 cell 48h pi (B) and Tn2Hi5 cell 96h pi (C) . Green fluorescence shows that virus DNA can replicate in Tn2Hi5
cell . Apoptosis detection by Hochest staining , D ,mock infect ; E , HaSNPV ; F ,vHap35. Dark blue show nonapoptotic cells , light blue show apoptotic
cells and red show dead cells. The rate of apoptosis of Tn2Hi5 cell infected by vHap35 significent decrease compared with HaSNPV.

　　进一步用 Hochest 和 PI染色法检测细胞凋亡。

并计算凋亡比例。和 HaSN PV G4 株 (78 %)相比 ,

v Hap35 (19 %)表现出了明显的抑制凋亡的作用。

为了检测重组病毒能否在 Hi25 细胞中进行完

整的复制 ,我们分别用所获得的细胞上清再感染

Hz2Am1细胞 ,但感染不成功 ,即不能产生完整的感

染性的 BV病毒粒子。利用超薄切片 ,电境观察进

一步研究重组病毒是否能在 Tn2Hi5细胞中复制。

2. 9　重组病毒 v Hap35在 Tn2Hi5细胞中的复制

v Hap35BV以 MOI 2 感染 Tn2Hi5 细胞 ,切片

电镜观察。结果发现在感染的晚期 (感染后第 4d)

能观察到细胞核中有明显的病毒发生基质 ,说明病

毒 DNA 能在细胞中复制 ,在感染的极晚期 (感染后

5d) ,在部分细胞中我们能观察到完整的病毒粒子 ,

病毒粒子为单粒包埋型 ,具有完整的膜结构 ,应该为

ODV而不是 BV (图 9B) 。部分细胞能产生完整的

病毒颗粒 ,与我们只观察到部分细胞具有 GFP绿色

荧光的结果吻合。Tn2His在感染的第 5 天已全部

凋亡。

图 9　重组病毒感染 Tn2Hi5细胞 5d后电镜照片

Fig. 9　Elect ric microscope photos of Tn2Hi5 cells

A ,healt hy cell , B ;cell infected by v Hap35.

3　讨论

HaSN PV是一株成功的商品化的生物杀虫剂 ,

但是受宿主范围狭小的限制。AMN PV 和 HaS2
N PV 共感染 Tn2Hi5 细胞能使后者在非允许细胞

系中复制 ,并能产生具有感染力的子代病毒 ,为我们

扩大其宿主范围提供了依据。已报道的杆状病毒宿

主决定因子主要有 Helicase[17 ]和 HRF[18 ] ,而 P35
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除能抑制细胞凋亡外 ,也参与辅助病毒在宿主细胞

中的复制[19 ]。

在本实验中 ,我们首先通过瞬时表达发现 P35

能抑制细胞凋亡 ,但是不能单独拯救 HaSN PV的完

整复制 ,这与 Dai 等瞬时表达粉纹夜蛾核多角体病

毒 TnMN PV 的 p35 基因能够抑制 HaSN PV 在

Tn2Hi5细胞中的凋亡一致[20 ]。随后我们通过 Bac2
to2Bac系统成功的构建了含有 AcMN PV p35 基因

的重组 HaSN PV 病毒 ,在感染 Tn2Hi5细胞时不能

完全抑制细胞凋亡 ,这可能是由于所用的启动子为

晚期启动子有关。AcMN PV 还存在属于凋亡抑制

蛋白家族的 i a p1 和 i a p2 基因 ,而已有报道表明

Cp2IA P5具有刺激有凋亡抑制功能的 Cp2IA P3 执

行其功能的作用[21 ]。AcMN PV i a p1 和 i a p2 是否

具有这样的功能尚有待实验证明。

v Hap35感染 Tn2Hi5 细胞虽然不能产生具有

感染性的 BV ,但超薄切片分析发现在感染的晚期

v Hap35能在 Tn2Hi5细胞中产生病毒 (ODV) ,尽管

产生的病毒的活性有待进一步分析 ,但仍说明 P35

拯救了 HaSN PV 在 Tn2Hi5细胞中的复制 ,表现出

决定宿主范围的功能。有研究报道无法在 Tn2368

细胞中得到缺失 p35、i a p1和 i a p2 的病毒[5 ] ,说明

i a p基因也可能参与宿主决定范围。
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