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杆状病毒的寄生范围决定因子
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摘　要　综述了近十年来杆状病毒寄生范围决定因子 ( host range de terminant)研究进展 . 杆

状病毒能进入蜚非受纳 ( nonpermissiv e )昆虫离体培养细胞、 昆虫虫体和哺乳动物离体培养细

胞中 ,侵入细胞不是杆状病毒寄主特异性的限制步骤 .杆状病毒的早期启动子 ( ear ly promo ter ,

EP) 能在较广泛的昆虫寄主范围内激活基因表达 , 晚期 ( la te promo ter , LP) 或最晚期启动子

( v er y la te pr omo ter , V LP)仅在受纳昆虫细胞中激活基因表达 , 晚期或最晚期基因表达与寄主

范围特异性密切相关 . 在已经鉴定出的晚期和最晚期基因表达所必需的 18种基因中 , 解旋酶基

因 ( helicase gene) 和细胞凋亡抑制基因 ( a poptosis-suppressing gene) 是迄今为止鉴定出的两

种寄主范围决定基因 .
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杆状病毒 ( Baculovi rus)是昆虫及某些甲壳类无脊椎动物的专性病原体 ,是具囊膜的双

链 DN A病毒 , 基因组为 88～ 153 Kb, 在分类上独立为杆状病毒科 ( Baculovi ridae) . 随着

对杆状病毒分子生物学的深入研究和现代生物技术的应用 , 近年来已成功地利用杆状病毒

为载体在虫体或离体昆虫细胞中高水平表达来自细菌、 病毒和人的各种有重要价值的外源

基因 ,杆状病毒—昆虫系统被认为是一个具有巨大潜力的真核细胞表达系统 .另一方面 ,杆

状病毒因具有很强的寄主专一性而对其它动植物和非目标昆虫无害 , 故作为生物杀虫剂替

代化学农药具有广阔的应用前景 . 到目前为止 ,国内外至少已有 8种杆状病毒杀虫剂登记注

册并作为商品生产和销售 . 但是 , 由于杆状病毒制剂杀虫速度缓慢 , 寄主范围狭窄 , 其商

品化生产和推广应用因此受到很大限制 [1 ] .为提高毒力 ,加快杀虫速度 ,人们试图通过工程

手段 , 将昆虫特异性的酶、 激素或毒素基因等插入杆状病毒基因组中表达 , 或缺失病毒的

某种蛋白的编码基因而导致害虫摄食量下降 , 使之不能正常蜕皮并加快死亡进程 , 并据以

研制出新型病毒杀虫剂 ,这已有许多成功报导 [ 2～ 6] . 与此同时 ,杆状病毒寄主范围决定因子

的研究已成为研究寄主专一性分子机理及扩大病毒杀虫剂杀虫范围的具有挑战性的研究领

域 . 近十年来 , 对杆状病毒寄主范围决定因子的研究已积累了较为丰富的研究资料并取得

一些突破性的研究进展 .
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1　细胞表面受体与杆状病毒寄主特异性

　　寄生细胞表面的病毒受体是病毒寄主范围的一个重要决定因子 . 对于脊椎动物病毒

而言 , 已经积累了大量翔实的有关细胞表面受体与病毒相互作用的研究资料 [7～ 10 ] , 证实寄

主细胞表面受体是病毒寄主范围的一个重要决定因子 .但对于杆状病毒 ,分析已有报道 ,尚

没有足够证据证明细胞表面受体是其寄主范围的主要限制因子 .

在杆状病毒的复制周期中 , 与病毒寄主特异性有关的两个主要阶段为病毒侵入细胞和

病毒在细胞中的基因表达 . 病毒入侵细胞包括附着 , 融合 , 去壳和进入的过程 . 这一过程

包括非常复杂的机理和形态变化 [11, 12 ] . 一般认为 , 杆状病毒进入细胞有两种方式: ①病毒

粒子通过受体介导的融合作用侵入细胞 , 即有囊膜的核衣壳 ( nucleocapsid, N C)具膜粒的

一端被吸附到细胞质膜的受体位置 , 囊膜与质膜融合并释放核衣壳进入细胞质 , 囊膜留在

质膜外 . ②病毒粒子通过受体介导的内吞作用侵入细胞 , 即病毒囊膜与细胞质膜上的病毒

受体结合 , 病毒粒子通过内吞 ( endocytosis)进入细胞 , 病毒粒子囊膜与内吞体膜融合 , 核

衣壳释放入细胞质中 [12 ] .

根据病毒复制能否顺利完成可将供试细胞划分为不同的复制受纳型 . 能够支持病毒完

成其全部的复制周期并产生有活性的子代病毒粒子和完整的病毒包涵体 , 这类细胞为受纳

型细胞 ( permissiv e cell) ;可以支持病毒部分基因表达并合成出部分病毒生物大分子但不能

形成病毒包涵体 , 这类细胞为半受纳型细胞 ( semipermissiv e cell) ; 完全不能支持病毒的基

因表达 , 也没有细胞病变发生的细胞为非受纳型细胞 ( nonpermissiv e cell ) .

Granados在测定杆状病毒的安全性实验中 , 首次发现苜宿丫纹夜娥核型多角体病毒

( AcM N PV )不仅能进入许多非受纳昆虫离体培养细胞和昆虫虫体中 ,而且能进入哺乳动物

离体培养细胞中
[13, 14 ]

. 随后 , 大量的实验结果证实了这一发现具有普遍性
[15～ 16 ]

. Carbonell

等将氯霉素乙酰转移酶 ( Chlo ramphenica l acetylt ransferase, C AT)基因插入 Rous肉瘤病

毒 ( Rous Sarcoma Virus, RSV )的启动子下游构建 AcN PV重组病毒 ,用于感染人细胞 DL-

1和鼠细胞 L929, 结果发现该重组病毒能够进入 DL-1和 L-929细胞中 . 然而 , 通过检测病

毒感染后细胞中 CAT活性 ,证实重组病毒 DN A不能在该两种哺乳动物细胞中进行复制和

基因表达
[18 ]

. Mo rris和 Miller进一步发现 , AcNPV不仅能进入半受纳和非受纳昆虫细胞

中 , 还能在半受纳昆虫细胞中进行早期基因表达 [19 ] . Wickham等采用 Sca tcha rd分析法研

究七种昆虫细胞对 AcMN PV芽生病毒 ( budded vi rus, BV)的吸附
[ 20 ]

. 结果发现 ,受纳细

胞 Tn5B1-4和 TnF对 AcN PV的吸附点为每个细胞分别为 6 000和 13 700个 ; 非受纳细胞

Hz1074的吸附位点为每个细胞 900个 . 分别用 3种蛋白酶处理细胞 , 结果发现细胞对病毒的

吸附率降低 93%～ 96% .膜蛋白 N链糖基化的抑制剂衣霉素 ( Tunicamycin)能降低细胞对

AcM N PV的吸附率 . 他们的实验结果说明 AcM NPV不仅能被受纳昆虫细胞所吸附 , 也能

被非受纳昆虫细胞所吸附 . 昆虫细胞对 AcMN PV的吸附是通过有糖蛋白组份的受体介导

而完成的 . 关于杆状病毒细胞受体的结构和分子作用机理迄今未见报导 .

值得一提的是 , AcMN PV的 gp64基因编码的 GP64蛋白是芽生病毒 ( BV)囊膜的特有

成份 ,对 AcM NPV侵入细胞起着重要作用 ,在 p H约 5. 2的酸性环境下介导 BV与内吞体膜

的融合
[21, 22 ]

. 研究发现 , 抗 GP64蛋白的单克隆抗体并不能阻断 AcM N PV的 BV被吸附到

细胞表面 , 而是阻断了 BV囊膜与内吞体膜的融合 , 核衣壳不能释放到细胞质中 [23～ 26] .
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Monsm a最近发现 , GP64蛋白的一级结构在多种杆状病毒中同源性很高 ,因而推测与 GP64

蛋白结合的受体结构也高度保守 [26 ] . 这些实验结果说明 , 杆状病毒侵入细胞不是病毒寄主

特异性的主要限制步骤 . 尽管杆状病毒侵入细胞是通过受体介导而完成 , 但杆状病毒与其

细胞表面受体结合的特异性可能比许多哺乳动物病毒与其细胞表面受体结合的特异性低 ,

杆状病毒寄主细胞的受体识别成分可能在进化上高度保守并广泛分布于昆虫细胞和其它种

类的动物细胞中 . 杆状病毒的细胞表面受体在决定病毒寄主特异性中的作用有待进一步的

研究 .

2　晚期或最晚期基因表达与杆状病毒寄主特异性

　　杆状病毒的基因可分为早期、晚期和最晚期三类 [27 ] , AcMN PV基因的表达调控是级联

式 ( Ordered cascade o f ev ents) 的 , 后期产物的表达总是依赖于前期的基因产物 . 这种级

联式基因表达的调控是在转录水平上的 , 前期基因产物直接或间接调控后期基因的转

录
[28 ]

. 早期基因的转录不依赖于病毒 DN A的复制 , 而由对α-鹅膏菌素 (α-amani tin) 敏感

的宿主 RN A聚合酶Ⅱ转录 ,表达的产物多与病毒 DN A的合成和核衣壳的形成有关 . 病毒

DN A的复制为子代病毒提供基因组 ,也为晚期和最晚期基因表达所需 . 晚期和最晚期基因

转录由一种新的抗α-鹅膏菌素的 RN A聚合酶完成 , 晚期基因产物提供芽生病毒粒子

( BV )所必需的结构蛋白和其它成份 ,并参与激活最晚期基因转录 . 最晚期基因转录并形成

包涵体蛋白从而导致病毒包涵体的产生
[ 29]

.

Carbonell等认为 ,将外源基因插入杆状病毒的早期　晚期和最晚期启动子下游构建重

组病毒 , 其寄主范围随不同启动子而异 [17 ] . M or ris和 Miller的实验结果验证了以上看

法 [19, 30 ] . 他们分别将 CA T基因插入 AcMN PV的早期 , 晚期和最晚期启动子以及来自黑尾

果蝇 ( Drosophila melanogaster ) 的昆虫启动子 Drosophila hsp70 ( HP) 下游 , 并在其控制

之下构建重组病毒 , 用 7株 AcMN PV的昆虫受纳细胞、 半受纳细胞和非受纳细胞系研究各

种启动子对寄主范围的影响 . 结果 , 在几株受纳细胞中 , 最晚期启动子控制下的 CAT基因

表达量是早期启动子的表达量的 2～ 3倍 , 是晚期启动子的 10～ 20倍 . 在半受纳细胞中 , 最

晚期启动子控制下的基因表达量等于或低于晚期启动子的表达量 . 在非受纳细胞中 , 最晚

期启动子控制下的 CAT基因的表达被极大地限制 ,几乎完全中止 . 而来自黑尾果蝇的昆虫

启动子 HP控制下的 C AT基因表达量比三种病毒启动子的表达量都高 , 尤其在果蝇

(Drosophila )细胞中 . 因而他们认为 , 杆状病毒的早期启动子和病毒携带的 ( vi rus-bo rne)

昆虫启动子能在较广泛的昆虫寄主范围内激活基因表达 , 而晚期或最晚期启动子仅在受纳

昆虫细胞中激活基因表达 . 那么 , 在研制高效广谱的昆虫病毒杀虫剂中 , 如果将某种毒素

基因插入杆状病毒的早期启动子或病毒携带的昆虫启动子下游构建重组病毒 , 该病毒的杀

虫谱应获得扩大 .

Mo rris和 Miller 进一步应用荧光激活细胞分类术 ( fluo rescence-activa ted cell

sor ting , FACS)研究在单个细胞基础上 , 几种启动子控制下的 C AT基因在受纳和半受纳

细胞中的表达量 . 结果显示 , 在半受纳细胞中的病毒基因表达在较晚时期受阻碍 , 受阻点
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因寄主细胞不同而异 , 有的受阻点位于晚期表达时期 , 有的位于最晚期表达时期
[31 ]

.

故此 , Miller认为 ,晚期或最晚期基因表达与杆状病毒的寄主范围决定因子密切相关 ,

晚期或最晚期基因表达所必需的因子 ( late expression facto rs, LEF)可能直接影响杆状病

毒寄主特异性 [43 ] . 1993年 , Mi ller实验室发展了一种瞬时表达验测方法 ( transient

expression assay ) [ 32] , 用以专门鉴定晚期和最晚期基因表达所必需的因子 ( LEF) . 他们首

先建立 AcM N PV全基因文库 ( 12个克隆 ) ,并将 CAT基因分别置于早期表达的基因 etl ,晚

期表达的衣壳蛋白基因 Vp39和最晚期表达的多角体蛋白基因 polh启动子的驱动之下 , 然

后用携带报告基因的质粒 DN A和缺少一个或几个克隆的 AcN PV基因文库共转染昆虫细

胞 , 分别检查在抽出的克隆中是否存在编码 LEF的基因 . 使用这种方法 , 他们共鉴定出 11

种影响晚期基因表达和一种最晚期基因表达的基因 . 加上 Ca rstens等发现的基因 , 目前共

知道 18种影响晚期和最晚期基因表达的基因 . 在这些基因中 , 目前已鉴定出两种基因与杆

状病毒寄主专一性密切相关: P143解旋酶基因 ( helicase gene) 和细胞凋亡抑制基因 (

apopto sis-suppressing gene) .

3　 P143解旋酶基因

　　 Kondo和 Maeda用家蚕核型多角体病毒 ( BmN PV ) T3株和 AcN PV O T2株进行异

源病毒重组获得扩大了寄主范围的重组病毒 eh AcNPV ( Expanded host range AcN PV) ,该

重组病毒可感染家蚕离体培养细胞 BmN和家蚕幼虫 [33 ] . Maeda等对重组病毒进一步亚克

隆和共转染 ,研究定位了一个 572bp的 SalI-HindIII DN A片段 , 核苷酸序列分析表明该片

断来源于 Bm N PV的 DN A解旋酶基因 , 即 P143基因的编码区 [34 ] .

Cro zier等将使 ACN PV扩大了寄主范围的 DN A片断长度缩短到 79nt , 并对这 79nt

进行了序列分析 , 结果表明 AcN PV与 Bm N PV的 DN A在该区域中有六个位点不同 , 对

应于四个氨基酸的替换 . 在 P143蛋白的第 556, 564, 577位上 , 用三个 Bm N PV特异的氨基

酸替换 AcN PV的三个相应位置的氨基酸 , 结果能扩大 AcN PV的寄主范围 [35 ] . 他们认为 ,

AcN PV的 P143基因的第 1 651～ 1 729的这段约 79nt的核甘酸区域为 AcN PV的寄主范围

决定基因 , 改变这段区域的核甘酸序列 , 就可能改变 AcN PV的寄主范围 . 上述推断虽在

Bmn细胞和 Bm幼虫中获得了证实 , 但尚需进一步在其它昆虫种类中获得证实 .

值得指出的是 , 异源病毒重组扩大寄主范围与所用的寄主种类密切相关 . 例如 , Sf-21,

CLS-79和 Tn-369三种细胞对 AcN PV敏感而对 BmN PV不敏感 , AcN PV和 BmN PV在三

种细胞上的重组率分别为 21% , 4%和 0% [33 ] . 又如 , AcNPV, 大蜡暝 N PV ( Gal leria

m el lonella N PV ) 和 RoN PV ( Rachiplusia ou N PV ) 均能感染大蜡螟幼虫 , AcN PV和

GmN PV在大蜡螟幼虫中的重组率为 100% , 而 AcN PV和 RoN PV在大蜡螟幼虫中的重组

率则为 0% [ 36, 37] . 有人认为 , 扩大寄主范围的不同基因区域对应于不同的寄主细胞 [33 ] .

4　细胞凋亡抑制基因

　　细胞凋亡 (a popto sis)或细胞程序化死亡 ( pro g ram med cell dea th) , 是一种有秩序、受

控制并按某种预定程序发展的生理性的自然死亡过程 , 其细胞生物学特征是细胞收缩、 染

色体凝缩成块状 , 细胞膜表面突起或产生小泡 ( bleb) , 细胞器及细胞的其它成分最终被包

进这些小泡 ,并相互独立开来 ,形成凋谢体 ( apopto tic body) .其生物化学特征是细胞 DN A
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受到一种被激活的内源性核酸酶的降解 , 产生许多长度为 180～ 200 bp的 DN A片断 , 凝胶

电泳区带呈梯形 . 诱导细胞发生 apoptosis的因素很多 , 有时刺激并不强烈 ,如激素 , 辐射 ,

高温 , 细胞毒素剂 , 单链 DN A或受损 DN A及血清或生长因子去除 , 病毒感染等都可诱导

发生 .

　　其中病毒感染给生物造成一种很大的选择压力 , 所以生物体在长期进化过程中发展了

许多防御策略 , 而细胞凋亡则是一种十分重要而且十分有效的防御机制 . 反过来 , 病毒在

巨大的选择压力下 , 也进化了对付宿主这一防御体系的策略 , 通过多种途径阻止细胞发生

凋亡 , 以便有时间复制出更多的子代病毒 . 在杆状病毒基因组中 , 目前已经鉴定出两个细

胞凋亡抑制基因: p35基因和 iap基因 .

p35基因的抗细胞凋亡功能是 Clem和 Mil ler在 AcN PV的突变株 v AcAnh中发现

的
[38 ]

. 用 v AcAnh感染 Sf-21细胞时 , 细胞在感染后 12～ 24 h呈现典型的程序化死亡过程 .

在感染过程中 , 病毒基因表达异常 , 早期和晚期基因的转译被延迟 , 最晚期基因的表达停

止 .在 apopto sis发展晚期 ,病毒总蛋白合成完全中止 ,在细胞中不能形成包涵体 ( occlusion

bodies, OB) [30 ] . 用标记拯救法 ( marker rescue)定位出 v AcAnh基因组中缺失了 EcoRI-S

片段 , 该片段编码一个完整的 35 KD蛋白 . 目前 , 亦在 BmN PV基因中鉴定出抗细胞凋亡

的 p35基因 [39 ] . AcN PV-p35基因和 BmN PV-p35基因均能分别阻止各自的 p35缺陷型病毒

在 Sf-21细胞和 BmN细胞中发生 apoptosis , 从而扩大 p35缺陷型病毒的寄主范围 ,使之正

常进行基因表达 , 形成包涵体 .

iap ( inhibitor o f apopto sis)基因是用 p35缺陷型病毒 v AcAnh与苹果小卷蛾颗粒体病

毒 ( Cydia pomonella Granulo sis Virus, CpGV )及与黄杉毒蛾 ( Org yia pseudo stugata ) N PV

基因组文库在 Sf细胞中进行基因功能互补实验时发现的
[ 40, 41 ]

. CpGV的 iap基因定位在

CpGV的 SalI-B片断上的 1. 6 kb的 SalI-Sst I亚片断上 , 它编码一个完整的 31 KD蛋白质 .

OpN PV的 iap基因则编码一个 30 KD的蛋白质 . CpGV-iap基因和 OpN PV -iap基因均能

够阻止 v AcAnh在 Sf-21细胞上发生 apoptosis, 从而扩大 v AcAnh的寄主范围 .

应指出的是 , 在不同病毒对不同寄主所进行的细胞凋亡反应中 , 抑制基因的分子结构

和功能表现出多样性: ①具有相似分子结构的细胞凋亡抑制基因的功能各异 . AcN PV-p35

基因和 BmN PV -p35基因的核苷酸序列同源性高达 96. 1% , 推测的氨基酸序列同源性亦高

达 89. 1% [ 39, 42] ,但是 , Bm N PV不能在 AcN PV敏感的 Sf-21细胞中复制 , AcN PV也不能在

BmN PV敏感的 BmN细胞中复制 ; ②具有相同功能的细胞凋亡抑制基因的分子结构各异 .

iap基因与 p35基因在扩大 vAcAnh寄主范围上具有完全相同的功能 ,但二者的基因结构无

明显的同源性 . AcN PV基因组中虽然也携带两个拷贝的 iap基因 , 但用基因功能互补分析

证实 , 均不具备抗细胞凋亡的功能 [ 40] . ③细胞凋亡和细胞凋亡抑制的产生因不同病毒和不

同寄主而异 . 例如 , p35突变型 v AcAnh诱导 Sf-21细胞发生 apoptosis,却能在 Tn-368细胞

中进行正常基因表达形成包涵体 [38 ] . AcNPV能在 Sf-21细胞中正常复制形成包涵体 , 却诱

导斜纹夜蛾 ( Spodoptera litura ) 细胞 Sl-szu-1发生 apoptosis.
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以上这些现象说明 , 不同的寄主通过 apoptosis反应对不同的病毒攻击采取防御措施 ,

而病毒通过其抗 apoptosis基因进化了对付寄主这一防御体系的策略 ,病毒和寄主在长期共

进化过程中调控得相当精细并表现出多样性 . 目前已经鉴定出的细胞凋亡抑制基因因寄主

和病毒的不同而表现出差异 , 尚不能作为广谱的寄主范围决定因子 , 这些差异的分子生物

学机制目前知之甚少 .对 p35基因和 iap基因的研究发现 ,两种基因的共同之处在于其 C端

具 C3 CHC4锌指结构 ( Zinc fing er-like moti f ) , 这种结构在一些具有潜在的调节细胞凋亡的

基因 , 如哺乳动物原致癌基因 ( proto-oncogenes) 和两种昆虫胚胎发育基因中也存在 . 这

种锌指结构可能是转录调节因子 , 与 DN A的结合有关 . 因而 , p35基因和 iap基因可能通

过参与基因转录调节抵抗细胞凋亡
[ 29, 31]

. Miller认为 , 18种晚期和最晚期表达因子的表达时

序和表达水平对抗 apoptosis涉及的寄主范围的影响至为关键
[ 43] , 并且可能还涉及病毒的

其它基因产物的作用 .例如 ,另外一种调节基因 ie-I的不完全表达能够影响 p35基因的表达

水平从而导致 Sf细胞发生 apoptosis
[44 ]

.

总之 , 杆状病毒寄主范围决定因子的研究无论在应用领域还是在基础领域都有重要意

义 . 尽管这方面的研究已经积累了一些资料并取得迅速进展 , 但综上所述 , 仍然有许多问

题有待研究 , 而目前所取得的研究结果也有待深化和拓展 . 其中 , 如能找出一个广谱性的

寄主范围决定因子以供研制高效广谱的杆状病毒杀虫剂 ,则更是人们所关注的 . 毋容置疑 ,

随着对这一领域研究的不断深入和完善 , 利用基因工程技术构建重组杆状病毒杀虫剂必将

出现革命性的突破 .
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Host Range Determinant of Insect Baculovirus

Dai X iaojiang
 
　　 Pang Yi

Abstract　 The present paper repo rts proceeding on host range determinant of insect

baculovi rus over the past ten years. It has been found that v iral ent ry into host cell i s no t

the ma jo r limi ting factor fo r baculovi rus host range because baculovi rus is able to enter a

w ide variety of animal hosts such a s nonpermissive insect cell lines, insects and

m ammalian cel l lines. Al though ea rly promo ters of baculovi rus are activ e in a w ide va riety

o f insect hosts, late and very late prom oter are activ e only in permissive insect cel ls. Gene

expression from late o r v ery late promo ters m ay be cri tical to baculovi rus ho st range. In

the 18 v iral g enes which are necessa ry and sufficient to suppo rt late and very late gene

expression, helicase gene ( p143) and apoptosis-suppressing gene ( p35 ) have been

im plica ted as host range determining genes.

Keywords　 baculov irus, host range determinant, la te g ene expression, helicase gene,

apopto sis-suppressing gene
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