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摘　要:通过间接免疫荧光分析, 发现在斜纹夜蛾核多角体病毒 ( Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus,

SpltMNPV) 感染的 Sl_zsu_1 细胞的细胞质中存在大量的泛素或泛素复合物 。Western 印迹分析表明, 在 SpltMNPV

多角体源病毒粒子与芽生型病毒粒子中均存在相对分子质量为 30×103 ～ 65×103 的泛素复合物。推测 SpltMNPV

在出芽或组装的过程中由感染细胞的胞质中获得泛素复合物。
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　　泛素 ( ubiquitin) 是一种由 76个氨基酸组成的

小分子蛋白质, 广泛存在于各种真核生物的胞质和

胞核中 。目前所知, 泛素主要通过 ATP 依赖性的

泛素 -蛋白 水 解 酶 复合 体 通 路 ( Ubiquitin_

proteasomes pathway, UPP) 途径高效并高度选择性

地对胞质 、 胞核内蛋白进行完全或部分降解 。此

外, 泛素作为分子伴侣参与核糖体的生物发生及其

它多种生理功能
[ 1]
。除了真核生物以外, 昆虫病毒

是目前发现惟一编码泛素基因的病毒, 其泛素基因

在C_末端融合有 1 ～ 74个氨基酸残基的延伸肽, 对

于这种融合的意义及延伸肽的功能尚不明确 。研究

发现, 苜蓿丫纹夜蛾核多角体病毒 ( Autographa

californica nucleopolyhedrovirus, AcMNPV) 的泛素蛋

白以磷脂键连接于芽生型病毒的囊膜上
[ 2]
, 缺失该

基因并不影响病毒的复制, 但芽生型病毒粒子的滴

度明显降低
[ 3]
。

最近, 我们完成了斜纹夜蛾核多角体病毒

[ Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus SpltMNPV] 基

因组全序列的测序
[ 4]
, 发现在该病毒基因组中存在

一个泛素融合基因 Uba256。已有的研究结果表明,

Uba256在 SpltMNPV感染的 Sl_zsu_1细胞中加工后

形成了泛素与 N_糖基化修饰的几丁质结合蛋白

GP37
[ 5]
。本 文 采 用 免 疫 印迹 方 法, 发 现 在

SpltMNPV病毒粒子中存在泛素复合物, 并且通过

免疫荧光分析, 发现在 SpltMNPV 感染的 Sl_zsu_1

细胞的细胞质中存在大量的泛素或泛素复合物, 推

测泛素参与了 SpltMNPV的出芽或组装。

1　材料与方法

1.1　材料和试剂

( 1) 昆虫与细胞:斜纹夜蛾幼虫由本实验室养

虫室提供, 为人工饲料饲养的健康幼虫, 饲养温度

为 28 ℃。斜纹夜蛾细胞 ( Sl_zsu_1)
[ 6]
培养于 TC100

培养基 (含 φ=10%胎牛血清) ;

( 2 ) 病 毒:斜 纹 夜 蛾 核 多 角 体 病 毒

( SpltMNPV) G2株由本实验室分离并保存;

( 3) 主要试剂:蛋白质相对分子质量标准购自

New England公司;碱性磷酸酶标记与 FITC标记的

羊抗兔第二抗体购自华美生物工程公司;丙烯酰胺

和N, N_亚甲双丙烯酰胺为 TaKaRa 公司产品;其

它试剂均为国产分析纯 。

1.2　免疫荧光分析

SpltMNPV感染 ( moi大约为 0.01) 的 Sl_zsu_1

细胞培养于 27 ℃, 35 mm 培养皿。感染后 96 h,

细胞用 φ=95%乙醇于-20 ℃固定 15 min后参考

O' Reilly等人的方法
[ 7]
进行免疫荧光分析。第 1体

为免疫前血清或兔抗 SpltMNPV泛素多克隆抗体
[ 5]
,

以 1∶500倍稀释 。第 2 抗体为 FITC 标记的羊抗兔

IgG, 以 1∶100 倍稀释 。样品在荧 光显微镜

( Olympus, BH_RLF_W) 下观察并拍照 。

1.3　病毒多角体与芽生型病毒的纯化

以 1×10
8
SpltMNPV 多角体口服感染四龄斜纹

夜蛾幼虫, 感染后不同时间按照王立华等的方法提

取和纯化病毒多角体与芽生型病毒 ( budded virus,

BV)
[ 8]
。
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1.4　多角体源病毒粒子的分离

参照文献 [ 8] 进行。

1.5　病毒囊膜和核衣壳的分离

参考 Braunagel和Summers的方法
[ 9]
, 将一定量

提纯的 ODV与 BV 用含 φ=1.5%NP40的 TBS 悬

浮, 冰上放置 30 min, 35 000 r min, 45 min 。将上

清 (内含囊膜) 用大于 4倍体积的冷丙酮洗涤, 35

000 r min, 35 min, 吸出丙酮, 用适量 0.1×TE 溶

解沉淀, -70 ℃保存备用;将沉淀 (内含核衣壳)

用0.1×TE洗涤, 35 000 r min, 60 min离心后, 用

适量 0.1×TE溶解, -70 ℃保存备用 。

1.6　SDS_PAGE与 western印迹分析

SDS_PAGE参照文献 [ 10] 。电泳结束后, 凝胶

用考马斯亮蓝染色或进行电转移至硝酸纤维素

(NC ) 膜。Western 印迹分析按试剂盒 ( Roche

Molecular Biochemicals) 说明操作 。SpltMNPV泛素抗

体以 1∶500用 1×封闭液稀释。

2　结　果

2.1　SpltMNPV病毒粒子中存在泛素复合物

为了检测泛素或泛素复合物是否存在于

SpltMNPV的病毒粒子中, 以从虫体中提取的 ODV

和BV进行 SDS_PAGE, 结果如图1 ( a, c) 。由图 1

(a, c) 可以看出, ODV 和 BV 的蛋白带型具有较

大的差异。其中, ODV 的蛋白条带明显少于 BV,

并且组成ODV的主要蛋白相对分子质量分别为 33

×10
3
、 38×10

3
和 51×10

3
, 而组成 BV的主要蛋白

相对分子质量分别为 70×10
3
, 43×10

3
, 40×10

3
,

31×10
3
和 26×10

3
。Western印迹分析表明, 在完

整的ODV上主要存在 3条相对分子质量分别为 50

×10
3
, 56×10

3
, 和 60×10

3
的杂交带, 其中 56×

10
3
和 60×10

3
2条杂交带分布在囊膜上, 而 50×

10
3
的杂交带分布在核衣壳上 。此外, 在 ODV上还

存在40×10
3
和43×10

3
2条相对分子质量较小的杂

交带, 这些蛋白带主要分布于囊膜上 (图 1b) ;BV

上出现的杂交带与 ODV 相似, 除了 56×10
3
和 60

×10
3
杂交带外, BV上还出现了 63×10

3
和 66×

10
3
的杂交带, 其中 56×10

3
, 60×10

3
, 66×10

3
3

条带主要存在于囊膜上, 而 63×10
3
蛋白带则出现

在核衣壳上。与ODV的印迹结果类似, 在 BV上也

出现了30×10
3
和 43×10

3
2条相对分子质量较小的

蛋白带, 它们主要分布于核衣壳上 (图 1 d) 。

2.2　免疫荧光分析

分析发现模拟感染的 Sl_zsu_1细胞呈现很低的

背景荧光(图 2b) 。以免疫前血清作为第一抗体在

感染与对照细胞中均没有检测到任何荧光(图 2c,

图 1　SDS_电泳与Western 印迹分析 SpltMNPV

病毒粒子中的泛素复合物

Fig.1　SDS_PAGE( a, c) and Western blot( b, d) analy sis

of ubiquitin_conjugates in SpltMNPV particles

M:蛋白质相对分子质量标准;

ODV:多角体源病毒粒子;

BV:芽生型病毒粒子;E:囊膜;NC:核衣壳

d) 。相比较, 感染细胞用泛素抗体处理后, 在细胞

质中可看到以环形或半环形分布的泛素蛋白或泛素

复合物(图2a) 。推测 SpltMNPV 在出芽或组装的过

程中, 由细胞质中获得了泛素或泛素复合物。

3　讨　论

昆虫杆状病毒的核多角体病毒在其复制周期中

具有两种类型的病毒粒子。核衣壳在细胞核内形成

后, 以两种不同的方式获得包膜 。有些核衣壳通过

细胞质膜芽生获得包膜, 其包膜来源于细胞质膜。

这一类病毒粒子通过细胞质膜芽生释放到细胞外的

细胞间质, 称为芽生型病毒粒子 ( budded virus,

BV) ;另一些核衣壳在宿主细胞核内获得包膜。这

类包膜也具有脂质双分子层结构, 但其来源尚不确

定 。这类在细胞核获得包膜的病毒粒子最后被包埋

在蛋白质结晶包涵体中, 称为多角体源性病毒粒子

( polyhedron_derived virus, PDV) 。Guarino等
[ 5]
发现纯

化的 AcMNPV 芽生型病毒粒子 ( BV) 中含有大量

游离的泛素, 进一步实验发现, 泛素通过一种新型

磷脂锚连接到芽生型病毒粒子包膜的内表面。自

20世纪 80年代末以来, 人们先后在一些植物病毒

和其他动物病毒的病毒结构中发现了泛素或泛素复

合物
[ 5]
。最近, 大量的研究结果表明, RNA 病毒

利用宿主细胞的泛素或泛素介导的蛋白质降解系统
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图 2　间接免疫荧光分析 SpltMNPV感染

细胞中的泛素蛋白

Fig.2　Indirect immunofluorescence analysis of ubiquitin

proteins in SpltMNPV_infected cells

a:SpltMNPV感染的 Sl_zsu_1 细胞用泛素抗体处理;

b:未感染的 Sl_zsu_1细胞用泛素抗体处理;

c:SpltMNPV感染的 Sl_zsu_1 细胞用免疫前血清处理;

d:未感染的 Sl_zsu_1 细胞用免疫前血清处理

逃避免疫系统的监控 、促进病毒复制以及进行病毒

粒子的组装和释放。间接免疫荧光分析结果表明,

在 SpltMNPV 感染细胞的细胞质中分布有大量的泛

素或泛素复合物。而 Western 印迹结果表明, 在

SpltMNPV多角体源病毒粒子 ( ODV) 与芽生型病

毒粒子 ( BV) 中均存在较多的泛素复合物 。推测

SpltMNPV在出芽或组装的过程中由细胞质中获得

了泛素复合物 。关于泛素如何参与 SpltMNPV 病毒

粒子的组装等问题仍在进一步研究中。
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Ubiquitin_conjugates were Found in Spodoptera litura

Nucleopolyhedrovirus Particles

LI Zhao_fei , YIN Chong , HE Min_er, PANG Yi

( State Key Laboratory for Biocontrol∥School of Life Sciences, Sun Yat_sen University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:Insect viruses are the only viruses known to encode ubiquitin.Indirect immunofluorescence analysis indicated

that ubiquitin or ubiquitin_conjugates were distributed in the cytoplasm of Spodoptera litura nucleopolyhedrovirus

( SpltMNPV) _infected Sl_zsu_1 cells.Western blot analysis revealed that 3 000 ～ 6 5000 ubiquitin_conjugates were

located in SpltMNPV ODV and BV, respectively.It was proposed that the ubiquitin_conjugates in SpltMNPV structure

were obtained in the process of virus budding or assembly.

Key words:SpltMNPV;ubiquitin
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