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摘 要: 斜纹夜峨核多角体病毒 ( Spodoptera litura multiple nucleopolyhedrovirus , SpltMNPV ) 不能成功感染亲缘

关系相近的甜菜夜峨 Spodoptera exiguα，为了探究其中原因，取 SpltMNPV 感染甜菜夜峨离体细胞 Se301 ，利用光

学显微镜，电子显微镜以及 DAPI (4' , 6-Diamidine同2' -phenylindole dihydrochlor址e) 荧光染色等方法对其进行检

测 。 结果显示 Se301 细胞被 SpltMNPV 感染后出现早期凋亡特征，但未进行至细胞凋亡晚期形成凋亡小体;病毒

感染受到阻碍 ， 始终没有病毒多角体和有感染性的芽生型子代病毒产生;综合以上结果说明早期细胞凋亡仍然

是限制病毒完成复制周期的重要因素。

关键词: 斜纹夜峨多角体病毒; Se30 1; 早期凋亡
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Abstract: Spodopterα liturαnucleopolyhedrovirus (SpltMNPV ) could not infect Spodopterα eXLguα ( Se) . 

To investigate the reason of abortive infection , it was detected the pathology of Se301 cells infected by 

SpltMNPV using different methods , such as microscope , electron m:icroscope ànd DAPI (矿 ， 6 -Diami­

dine-2 ' -phenylindole dihydrochloride) staining , et al. The results demonstrated that the SpltMNPV -in­

fected Se301 cells had obvious pathologic changes deduced as early apoptosis character , but these infec­

ted Se301 cells did not process to late apoptosis namely forming apoptosis bodies. There was no infectious 

BV and ODV in the Se301 cells infected by SpltMNPV all the time , suggesting that early apoptosis was 

still one of the limited factors in viral replication cycle . 

K ey words: SpltMNPV; Se301; early apoptosis 

呈现"梯状"条带 ( DNA ladder ) 。

在多细胞生物体中，细胞凋亡作为一种抗病毒

应答机制能限制入侵细胞中的病毒，从而减少子代

病毒的产生，及造成流产性感染[3 -5J 。目前己发现

多种杆状病毒可诱导昆虫离体细胞凋亡 ， 如野生型

百宿银纹夜峨核多角体病毒诱导海灰翅夜峨 S. lit­

toralis 细胞 SL2凋亡等[6J 。

斜纹夜娥 (Spodoptera litura , Splt) 和甜菜夜

1972 年 Kerr 等人[ I J 首次提出细胞凋亡的概念，

即在一定的生理或病理条件下，细胞受内在遗传机

制控制，自动结束生命的过程。细胞凋亡有明显形

态学和生化学的特征，形态学特征包括:细胞核浓

缩和片段化，胞质浓缩、细胞体急剧变小 ， 细胞骨

架解体，且常伴随有细胞质膜出泡现象[2J 。生化

学特征包括:染色质片段化 ， 形成长度 180 ~ 200 

bp 整数倍的寡聚核昔酸片段，琼脂糖凝胶电泳时
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峨 (Spodoptera exigua , Se) 同属夜峨科灰翅夜!峨

属的昆虫，亲缘关系很近，且斜纹夜峨核多角体病

毒 (Splt nucleopolyhedrovirus , SpltMNPV 和 SeMNPV

基因组相似性很高[7-8] ，但这两种病毒不能交叉感

染各自宿主。 SeMNPV 感染 SpLi-221 会引起细胞凋

亡[9] ，而 SpltMNPV 感染缸301 的研究还未见报导。

本文在显微水平和亚显微水平上对 SpltMNPV 感染

离体细胞 Se301 的过程进行了描述，并对感染失败

原因进行了初步分析。

1 材料和方法

li--

1. 1 材料

1. 1. 1 昆虫细胞与病毒 野生型 SpltMNPV 中山

大学分离株由本实验室保存。 SeMNPV - SeUS1 引

自美国加州大学 Riverside 分校B. A. F ederici 教授

实验室。甜菜夜!峨细胞 Se301 由荷兰 Wageningen

大学 J. M. Vlak 教授惠赠 ， 用 ψ = 10 %胎牛血清的

Grace's 培养基( Invitrogen) 27 oC 培养。

1. 1. 2 供试昆虫 斜纹夜峨、 甜菜夜峨幼虫由本

实验室养虫室提供 ， 为人工饲料饲养的健康幼虫。

人工饲料配方见参考资料[叫 ， 饲养温度 27 ~28 oC 。

1.1. 3 -i式剂 DAPI ( 4 ' , 6-Diamidine-2 ' -phenylin­

dole dihydrochloride ) 购自 Roche 公司; 细胞总 DNA

提取试剂盒购自 Takara 。

1. 2 方法

1. 2. 1 病毒多 角体扩增 将病毒多角体涂布于人

工饲料表面喂饲四龄初昆虫幼虫 ， 感染 4 ~ 5 d 后

收集呈现典型病毒感染症状的幼虫(虫体倒挂，

身体肿胀，呈灰白色) ， 置室温下静置 2 ~ 3 d 让其

自然发酵。用 10 倍的 PBS 悬浮发酵的虫尸 ， 经 4

层纱布过滤 ， 滤液经 3 000 r/min 离心 10 min ， 沉

淀物重悬于适量 PBS 中， 600 r/min 离心 5 min ，收

集上清。如此重复 3 ~4 次 ， 直至多角体悬浮液呈

乳白色，光学显微镜检查在多角体悬液中杂质很

少，即为较纯的病毒多角体。

1. 2. 2 病虫血淋巴制备 用多角体喂饲四龄初幼

虫 ， 感染 3 d 后经镜检有极少量多角体出现即取血

淋巳 。 用 'p = 70 %乙醇将病虫表面消毒， 剪开腹

足 ， 血淋巴滴入含 ω = 0.1 %苯基硫1尿的 Grace ' s 培

养基中 ， 3 000 r/min 离心 10 min ， 除去血淋巴细

胞 ， 取上清经过滤灭菌保存 ， 供细胞感染用。

1. 2. 3 病毒感染在 35 mm 培养皿中以 0.5 X 106 

个细胞/孔密度接种对数生长期的 Se30 1 细胞 ; 待

细胞贴壁 1 h 后 ， 移出培养基 ， 病毒以 MOI 为 1 感

染细胞， 27 0C 培养 1 h 并间隔摇动培养板; 1 h 后

弃感染液 ， 以无抗生素元血清 Grace' s 培养基洗 2

次，然后加入 Grace' s 培养基继续培养。加入病毒

即开始计时，于感染后不同时间收集取样 ， 3 000 

r/min 离心 10 min ，弃上清 ， 细胞沉淀先放入液氮

速冻 30 min ，再放入 - 70 oC 保存备用。

1.2. 4 病毒;高度测定 采用终点稀释法对病毒进

行定量测定[ lO] ，具体步骤参考 O'REILLY 主编的

《杆状病毒表达载体》。

1.2. 5 屯镜样品制备及观察 用病毒 SeMNPV 和

SpltMNPV 以 MOI =1 分别感染 Se301 细胞，于感染

后 0 、 24 、 48 、 72 、 96 和 120 h 用细胞刮收集细

胞， 2 500 r/min 离心 5 min 收集细胞。按常规电镜

样品制备方法制备，简述包括前固定、漂洗、后固

定、脱水、浸透、包埋、聚合、切片、染色步骤。

镜检 : 用 JEM - 100CX 型电镜在加速电压 80 KV 下

观察。

1. 2. 6 DAPI 染色 将固体粉末用双蒸水稀释成终

质量浓度 1 ~ 5 mg/mL 作为储存液 ; 用甲醇稀释储

存液至终质量浓度 1μglmL 作为工作液。 具体操

作步骤参见 Roche 公司产品说明书。 使用 340 nm/ 

380 nm 滤片进行荧光显微镜观察。

1. 2.7 细胞总 DNA 的提取按照 Merck 公司的细

胞总 DNA 提取试剂盒 ( Suicide Track ™ DNA Ladder 

Isolation Kit ) 操作手册进行。

2 结果

2. 1 SpltMNPV 感染 Se301 细胞的光学显微镜观察

SpltMNPV 按照 MOI =1 的感染复数感染 缸30 1

细胞 ， 感染后每天用光学显微镜进行细胞观察。 正

常 Se30 1 细胞形态为长形梭状(图 1 a) ; SeMNPV 

感染 Se30 1 细胞后细胞出现典型的感染症状 ， 如细

胞变圆 ; 后期细胞中能观察到大量多角体(图

1 b ) 0 SpltMNPV 感染 Se30 1 细胞光镜观察结果显示

在感染后 24 ~ 120 h 期间细胞出现明显病理现象 ，

且随着时间的延长病理症状越来越严重 ， 在 24 ~ 

48 h 时出现极少量凋亡小体 ， 大部分细胞出现感

染症状 ， 如细胞变圆变大 ; 也可观察到空泡细胞和

少量细胞聚集(图 1时 ， 到 96 ~ 120 h 时出现大量

细胞聚集 ， 空泡细胞明显增多， 但始终观察不到病

毒多角体(图 1d ) 。

2. 2 SpltMNPV 感染 Se30 1 细胞的电子显微镜观察

光镜观察显示感染细胞除产生少量凋亡小体外

大部分细胞出现空泡和细胞聚集现象 ， 为了更清楚

准确的观察细胞内发生了什么病理变化 ， 这些空泡

细胞内到底有没有 DNA 存在 ， 融合在一起的细胞



细胞核完好但细胞质中出现许多空泡;有一些细胞

细胞质完全被泡状化且细胞核内染色质被高度浓缩

凝聚并附于核膜周边(图 2: d , e , f);以上结果

可被判断细胞出现了早期凋亡症状，但始终没有进

行至细胞凋亡晚期出现凋亡小体。

2.3 DAPI 染色

电镜结果表明细胞出现早期凋亡特征，为了更

直观地观察细胞 DNA 的变化，我们用 DAPI 对

SpltMNPV 感染 Se301 细胞进行染色。 DAPI 是一种

能与 DNA 强力结合的荧光染料，常被用于凋亡的

检测; DAPI 染剂能被紫外光激发，在荧光显微镜

下观察为蓝色。

荧光显微镜观察结果如图 3 所示:正常 Se301

细胞由于细胞核内染色质分布均匀 ， DAPI 染色后

细胞核呈现为明亮而均匀的圆形(图 3: a); 而被

81 

图 1 病毒感染的 Se301 细胞光镜照片

Fig. 1 Light micrographs of Se301 cells infected 

a: mock Se301; b: Se301 infected with SeMNPV for 96 h ; 

c: Se301 infected with SpltMNPV for 48 h; d: Se301 infec­

ted with SpltMNPV for 96 h; Scale bar: 50μm 

倩:斜纹夜峨核多角体病毒诱导甜菜夜峨细胞凋亡的研究A 
λJ、第 4 期

感染的 Se301 细胞从感染后 24 ~ 120 h 有明显变化

(图 3: b , c ，而，例如有些细胞染色质分布不均，

高度凝聚成不规则形状如月牙形，并集中在细胞核

边缘;有些细胞细胞核染色荧光强度很弱，形状也

不规则;还有些细胞中的 DNA 已经断裂，染色后

呈现为许多个荧光小点并集中在核边缘上 ， 细胞至

感染后期也元太大改变并未见有大量凋亡小体产

生。以上结果说明细胞出现了早期凋亡现象，而未

进行至晚期，这些结果与电镜观察结果一致。

是什么状态，我们收取 SpltMNPV 感染缸301 细胞

后 24 ， 48 , 72 , 96 , 120 h 样品进行电镜观察，结

果如图 2 显示:正常 Se301 细胞成单个长椭圆形，

具有完整细胞器、细胞膜和核膜;细胞质和染色质

分布均匀(图 2: a) 0 SeMNPV 感染 Se301 细胞 72

h 整个细胞变成圆形，细胞质均匀分布，但细胞核

膨大，病毒在核中央形成了病毒发生基质，再放大

数倍后可观察到细胞核内有许多正在包装和已经包

装好的病毒粒子(图 2: b , c) 0 SpltMNPV 感染

Se301 细胞电镜观察显示:从感染后 24 ~ 120 h 均

能观察到细胞病理现象，且晚期更剧烈。有些细胞

只能看见细胞核膜包裹着高度凝聚的染色质，观察

不到细胞膜和细胞质，在两个细胞间无清晰界限只

有许多空泡存在;有一些细胞变圆细胞核膜完整且
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图 3 DAPI 染色的 Se301 细胞荧光显微镜观察

Fig.3 Micrographes of Se301 Stained by DAPI 

a: mock Se301; b , c , d: SpltMNPV -infected 

Se301 at 72 h Scale bar , 50μm 

图 2 SpltMNPV 感染的 Se301 细胞电镜照片

Fig.2 Electron micrographs analysis of Se301 cells 

infected with SpltMNPV 

a: mock Se301; b , c: SeMNPV -infected Se301 at 72 h; d , 

e , f: SpltMNPV -infected Se301 Scale bar , 2μm 
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Fig. 5 The BV re噜它ep抖lica创ti忖飞ve CUI凹"Ve臼s g萨ene臼r丑a瓜ted from an infe倪ctio∞n 1 

嘱醋醋瞌醋蘸藤瞌升i 叫M肌二
，飞.: SpLi-221 infected with SpltMNPV ; 

,.. - ,.. : Se301 infected with SpltMNPV 

2.4 DNA ladder 

细胞凋亡的另一个特征是出现 DNA ladder 现

象，这属于凋亡晚期事件但比极晚期事件出现凋亡

小体早。为了鉴定细胞凋亡进程是否进行至 DNA

ladder 阶段，收取 SpltMNPV 感染 Se301 细胞 24 ，

48 和 72 h 的细胞样品，提取其细胞总 DNA 进行电

泳。实验结果如图 4 显示 : SpltMNPV 感染 Se301

细胞 24 ， 48 和 72 h 样品与正常 Se301 细胞及 SeM­

NPV 感染 Se301 细胞 72 h 样品一样都没有出现典

型梯度条带。这些结果说明 SpltMNPV 感染 Se301

细胞从 24 ~72 h 都未进行至 DNA 梯度条带的凋亡

晚期阶段。

2 3 4 5 6 

i

37
1 

. 

图 4 Se301 细胞总 DNA 的琼脂糖凝胶电泳分析

Fig. 4 Agarose gel electrophoresis of oligonucleosomal 

laddering isolated from Se301 cells 

1: mock Se301; 2: SeMNPV -infected Se301 at 72 h; 3: 

SpltMNPV -infected Se301 at 24 h; 4: SpltMNPV -infected 

Se301 at 48 h ; 5: SpltMNPV -infected Se301 at 72 h; 6: 

marker 

1
41

l 

2.5 一步生长曲线测定

光镜检测一直未观察到 SpltMNPV 感染 Se301

细胞中有多角体产生，说明细胞的早期凋亡对病毒

感染以及子代病毒产生具有严重影响。进行 TCIDso
一步生长曲线测定检测病毒是否产生了 BV。收取

SpltMNPV 感染 Se301 细胞 24 ， 48 , 72 , 96 , 120 h 

的细胞上清，同时也收取相应时间的 SpltMNPV 感

染 SpLi-221 细胞作为阳性对照，用 SpLi-221 细胞

测定 SpltMNPV 滴度。结果显示: SpltMNPV 感染

SpLi221 细胞后病毒产生了大量有感染性的子代病

毒，且感染后 72 h 达到最大值;而 SpltMNPV 感染

缸301 细胞样品中检测不到有感染性的 BV 产生。

6 

5 

0" 4 
如『

υ 

• 05 3 
。
ι 

2 

。
24 48 72 96 120 

Hours post infection/h 

图 5 年ItMNPV 感染 SpLi -221 或 Se301 细胞的

BV 增长曲线

3 讨论

本研究通过光学显微镜和电子显微镜对

SpltMNPV 感染非受纳细胞 Se301 进行形态观察 ，

以及 DAPI 染色等检测，首次发现被 SpltMNPV 感

染的 Se301 细胞发生了早期凋亡但未能进行至晚期

凋亡出现凋亡小体，本结果又一次证明了细胞凋亡

是宿主抵抗病毒感染的防御机制，具有普遍的生物

学意义。先前已有关于杆状病毒诱导离体细胞凋亡

的报道 : 如野生型企MNPV 感染的 S口 [6] ，美国白

娥核多角体病毒( Hyphantriα cuneαNPV ， 

HycuNPV) 感染的 Ld652Y 细胞[1 1 ] ，但这些研究中

细胞凋亡都进行至凋亡晚期即形成凋亡小体。杆状

病毒诱导早期细胞凋亡是否影响病毒复制周期的完

成至今还少有报道，本研究发现正是由于 Se301 发

生了早期细胞凋亡从而阻止 SpltMNPV 产生 BV 和

ODV 子代病毒，可称 Se301 细胞为 SpltMNPV 的非

受纳细胞。

对于任何一种病毒来说它进入宿主细胞和组织

的能力和它在里面复制并释放有感染活性病毒的能

力决定着这种病毒的宿主范围。 SpltMNPV 感染

Se301 细胞后在早期 24 h 时有极少数细胞产生凋亡

小体，推测可能是病毒 BV 在病毒表面的糖蛋白
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GP64 或其同源蛋白 LD130 参与下通过包内吞作用

进入细胞后 [ l2] ，其早期事件如早期基因的表达诱

导了细胞凋亡。有研究已证实杆状病毒诱导的细胞

凋亡可由感染早期事件所引起[13 J 0 iel 是病毒感染

的极早期基因 ， 先前研究表明它能引起由 AcMNPV

诱导的 Sf2 1 细胞凋亡[ 14 J 。

被 SpltMNPV 感染的 Se301 细胞绝大部分只出

现了早期凋亡并停滞在这个阶段，没有进行至晚期

出现凋亡小体。推测病毒进入细胞后虽然病毒的早

期事件引起了细胞凋亡的开启 ， 可能病毒的抗凋亡

基因 Splt-iαp4 或 Splt-p49 得到了表达且具有抗凋亡

功能 ， 从而阻止了细胞凋亡的进程。早期基因表达

后病毒借此机会进行了自身的复制和转录， DNA 

复制后病毒随即进行晚期或极晚期基因表达[15] ，

由于某种未知原因 ， 病毒晚期基因的表达可能受到

抑制以至病毒不能完成 BV 的装配和产生子代病

毒， 所以在实验中我们观察到了以上的现象。

根据凋亡形态学的特征，本研究中的现象除一

些与早期凋亡一致外，还有一些与凋亡特征不符，

如细胞聚集融合在一起。由于受死亡信号刺激，典

型的凋亡早期细胞应出现细胞膜卷曲皱缩，表面微

绒毛消失，连接消失，与周围的细胞脱离等症状，

而所观察到的现象却是几个细胞簇集在一起分不清

细胞边界。实验中我们注意到 Se301 细胞被 SeM­

NPV 感染后早期会出现细胞聚集现象，病毒产生

子代病毒后又慢慢自行分开，所以推测以上现象为

早期凋亡和病毒感染细胞双重影响的结果。

致谢本研究在中山大学庞义教授和杨凯教授的指导和帮

助下完成，谨以感谢 。
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