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摘   要：【目的】囊泡病毒是一类体液传播的昆虫病毒，具有特殊的致病历程和良好的生防应

用潜力。烟芽夜蛾囊泡病毒 3h 株(Heliothis virescens ascovirus 3h，HvAV-3h)是我国分离的第一株

囊泡病毒，其编码的 3H-117 蛋白被报道为 HvAV-3h 病毒粒子的结构蛋白。【方法】为了进一步

探究 3h-117 基因的功能，本研究以 Bac-to-Bac 昆虫表达系统为研究平台，将 3h-117 插入到苜蓿

银纹夜蛾核型多角体病毒(Autographa californica multiple nuclepolyhedrovirus, AcMNPV)的基因组

中，成功构建了具有口服活性的重组病毒AcMNPV-117。【结果】通过与野生型病毒(AcMNPV-Egfp)

的比较，证实在感染 Sf9 细胞 72–96 h 后，AcMNPV-117 的出芽型病毒粒子产量以及病毒 DNA 的

拷贝数显著降低，且 AcMNPV-117 的多角体明显增大。进一步的生测结果表明，AcMNPV-117

对三龄甜菜夜蛾(Spodoptera exigua)的 90%致死浓度明显高于 AcMNPV-Egfp。此外，被病毒感染

的甜菜夜蛾幼虫生长相对健康幼虫明显减缓，且试虫的日均取食量也因病毒的感染而被抑制。共

聚焦结果表明，3H-117 与 AcMNPV-117 感染后宿主细胞核骨架的聚集过程相关，提示 3H-117 在

囊泡病毒感染过程中可能具有瓦解宿主细胞核的功能。【结论】本研究的结果进一步验证了 3h-117

的功能，为囊泡病毒的分子生物学研究奠定了基础。 

关键词：烟芽夜蛾囊泡病毒 3h 株；重组杆状病毒；苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒；Bac-to-Bac

昆虫表达系统；生物活性测定  



 

 

 

132 Li Shiwei et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(1) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

3H-117 encoded by Heliothis virescens ascovirus 3h interferes 
the oral activity of AcMNPV 

LI Shiwei, OUYANG Yiyi, YANG Changjin, TONG Yue, GAN Jiamin, HUANG Guohua, 
YU Huan* 
Hunan Provincial Key Laboratory for Biology and Control of Plant Diseases and Insect Pests, Hunan Agricultural 
University, Changsha 410128, Hunan, China 

Abstract: [Objective] Ascoviruses are humor transmitted insect viruses that have unique 

pathogenicity and are competent to develop into bioinsecticides. Heliothis virescens ascovirus 3h 

(HvAV-3h) is the first ascovirus strain that isolated in China, and the 3H-117 protein encoded by 

HvAV-3h are reported as a structural protein of HvAV-3h. [Methods] In order to further illustrate the 

function of 3h-117, the Bac-to-Bac insect expression system was employed to construct a recombinant 

Autographa californica multiple nuclepolyhedrovirus (AcMNPV) by inserting 3h-117 into the genome 

of AcMNPV. [Results] Compared with the wild type control AcMNPV (AcMNPV-Egfp), the generated 

recombinant baculoviurs (AcMNPV-117) had a significantly reduced budded virus production and viral 

DNA copies in the infected Sf9 cells during 72–96 hpi, and an enlarged occlusion bodies was found in 

AcMNPV-117. Further bioassays showed that the 90% lethal dosage of AcMNPV-117 against the third 

instar Spodoptera exigua are significantly higher than the 90% lethal dosage of AcMNPV-Egfp. 

Furthermore, the growth of the tested S. eixuga larvae infected with AcMNPVs was slower than that of 

the healthy larval growth, and the average daily food intake of the tested larvae was also inhibited by 

the baculovirus infection. The confocal observation showed that 3H-117 is associated with the nuclear 

actin polymerization in AcMNPV-117 infected Sf9 cells, which indicated that the function of 3H-117 in 

the infectious procedures of ascovirus is associated to the disintegration of host cell nucleus. 

[Conclusion] The results obtained in this study confirmed the function of 3h-117, which laid a 

foundation for the molecular biology research of ascovirus. 

Keywords: Heliothis virescens ascovirus 3h (HvAV-3h); recombinant baculovirus; Autographa 
californica multiple nuclepolyhedrovirus (AcMNPV); Bac-to-Bac insect expression system; biological 
assays 

杆状病毒是一类 DNA 昆虫病毒，基于其对

害虫的专一性以及对环境的友好性，部分杆状

病毒已被开发成为生物杀虫剂，并成功用于控

制农业和林业中的多种害虫[1–3]。苜蓿银纹夜蛾

核型多角体病毒(Autographa californica multiple 

nuclepolyhedrovirus，AcMNPV)作为杆状病毒的

模式物种，对其的研究和应用非常广泛。该病

毒能感染 30 多种鳞翅目昆虫的幼虫，同时该病

毒还被广泛用作外源基因表达的载体[4–8]。但杆

状病毒作为生物杀虫剂在应用时都面临着杀虫

周期较长(一般需要 7–15 d)以及生产成本高(相

对化学农药而言)的问题[9–14]。囊泡病毒作为昆

虫病毒大家族中的“新成员”，是一类相较杆状

病毒具有更宽宿主范围且具有显著抑制宿主幼

虫生长和取食能力的双链 DNA 病毒[15–20]。由

于囊泡病毒在野外主要依靠寄生蜂的产卵行为

在不同宿主个体间进行传播，口服感染活性极

低，这成为囊泡病毒在生物防治开发和应用上
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的大难题[21–23]。 

烟 芽 夜 蛾 囊 泡 病 毒 3h 株 (Heliothis 

virescens ascovirus 3h，HvAV-3h)是在中国长沙

分离得到的 1 株囊泡病毒[19]。相较 AcMNPV，

HvAV-3h 具有更强的抑制宿主幼虫生长和取食

能力，且囊泡病毒对非靶标生物和环境同样安

全[24]。在野外和室内，HvAV-3h 能够通过斯氏

侧沟茧蜂(Microplitis similis)携带，并在甜菜夜

蛾 (Spodoptera exigua)、斜纹夜蛾 (Spodoptera 

litura)、棉铃虫(Helicoverpa armigera)个体之间

进行传播[23,25]。但囊泡病毒的这种寄生蜂携带

的依赖性以及自然状况下极低的口服活性都将

限制其作为生物杀虫剂的应用研发。近期的研

究指出，通过与苏云金芽孢杆菌的复配，能够

有效提高囊泡病毒在粘虫(Mythimna separata)

和斜纹夜蛾幼虫中的口服活性[26]，这些研究结

果，让我们相信囊泡病毒的应用瓶颈是可以被

突破的，同时也敦促着我们继续深入地进行囊

泡病毒的基础研究。 

HvAV-3h 的基因组序列于 2017 年被报道[27]，

其基因组大小为 190 519 bp，共能编码 185 个

开放阅读框(open reading frame，orf)。3h-117

在 2019 年被报道为一个早期转录基因，其编码

的蛋白(3H-117)是 HvAV-3h 病毒粒子的结构蛋

白，但 3h-117 转录后并未马上被检测到翻译成

蛋白[28]；3h-21 也是 HvAV-3h 病毒粒子结构蛋

白的编码基因，其转录始于 HvAV-3h 感染后的

24 h，表达始于感染后 48 h[29]。囊泡病毒功能

基因的研究相对落后，除了病毒粒子的结构蛋

白编码基因外，仅有数个囊泡病毒抗凋亡相关

基因的功能在前期的研究中被报道[30–32]。 

囊泡病毒功能基因研究的相对匮乏是囊泡

病毒致病历程尚未明晰的重要原因之一。为了

进一步研究 3h-117 的功能，本实验利用

Bac-to-Bac 昆虫表达系统将 3h-117 基因与杆状

病毒的多角体基因(polyhedrin，ph)一起插入至

苜蓿银纹夜蛾多角体病毒(AcMNPV)中，对重组

病毒和野生型病毒的毒力进行了比较，同时  

对 3H-117 进行了亚细胞定位分析。本研究的结

果对 3h-117 的功能进一步的明确具有重要意

义，同时也为囊泡病毒的功能基因研究奠定坚

实基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
甜菜夜蛾虫卵购自河南科云生物有限公

司，并于本实验室饲养得到实验种群。Sf9 

(Spodoptera frugiperda)细胞系(由西北农林科技

大学王敦教授课题组惠赠)培养于含有 10%胎

牛血清 (GIBCO)的 SFX II 昆虫细胞培养基

(Hyclone)中，于 27 °C 恒温培养。烟芽夜蛾囊

泡病毒 3h 株(Heliothis virescens ascovirus 3h，

HvAV-3h)毒株发现并分离自湖南长沙，由本实

验室扩繁后保存于–20 °C[19,25]。大肠杆菌菌株

DH10Bac (Escherichia coli DH10Bac ， 含 有

bMON14272 及 pMON7124)用于重组 AcMNPV

的构建；大肠杆菌菌株 TG1  (E. coli TG1)用于

基因的克隆。 

1.2  供体载体的构建 
为了获得具有口服活性的 AcMNPV，我们

先将 3h-117 基因片段从 3h-117-T 载体[28]上以

BamH I 和 Xho I 消化切下，并将其亚克隆至构

建好的 pFB-ph-Pp10-egfp 载体[33]中 BamH I/Xho I

酶切位点处，获得一个具有两个反向启动子的

可以分别启动多角体基因(polyhedrin)以及外源

基因的双向供体载体 pFB-ph-Pp10-117-egfp。 

1.3  重组 bacmid 的构建 
根据 Bac-to-Bac expression system (Thermo 

Fisher， Invitrogen)的说明，分别将构建好的

pFB-ph-Pp10-egfp 供 体 质 粒 以 及
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pFB-ph-Pp10-117-egfp 供 体 质 粒 转 化 入

DH10Bac 细胞中，并于含有 50 μg/mL 卡那霉素、

7 μg/mL 庆大霉素、10 μg/mL 四环素、100 μg/mL 

X-gal、40 μg/mL IPTG 的 LB 平板上进行蓝白斑

筛选。分别挑选 10 个白色菌落，于 37 °C 摇床

培养 24 h 后，参照 Yu 等所述的方法提取重组

bacmid 的 DNA[33]。以 pUC/M13-F (5′-CCCAGTC 

ACGACGTTGTAAAACG-3′) 和 pUC/M13-R 

(5′-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3′) 为

引物，对获取的转座子 bacmid 进行 PCR 鉴定，

筛 选 ph-Pp10-egfp 转 座 的 重 组 病 毒

AcMNPV-Egfp (在后续实验中用作野生型对照

病毒)以及 ph-Pp10-117-egfp 转座的重组病毒

AcMNPV-117。 

1.4  细胞转染与蛋白表达检测 
分别取 2 μg AcMNPV-Egfp 和 AcMNPV- 

117 bacmid DNA 于 200 μL Grace’s 昆虫细胞培

养基中，随后加入 6 μL 转染试剂 (X-treme 

GENE HP DNA transfection reagent, Roche)，轻

柔混匀后，于室温孵育 30 min。将孵育后的病

毒 DNA/转染试剂复合物逐滴加入贴壁培养于

35 mm 培养皿的单层 Sf9 细胞中，并于 27 °C

培养 3–7 d，每天检测细胞绿色荧光的强度以及

胞内病毒多角体的形成情况。 

分别收集 AcMNPV-Egfp 和 AcMNPV-117

转染后 4 d 的细胞，以高效 RIPA 裂解液(北京

索莱宝)以 1×106 细胞/200 μL 裂解液的用量，按

照试剂盒的操作说明冰上裂解细胞，制备蛋白

样品。向制备好的蛋白样品以 1/6 体积的比例

加入 5×Protein Loading Buffer (北京索莱宝)，沸

水浴 15 min 后，将制备好的蛋白样品上样于

12%的 SDS-PAGE 胶上，以 80 V 至 120 V 的电

泳分离蛋白样品中的各蛋白条带；电泳结束后，

根 据 预 染 marker (PageRulerTM Prestained 

Protein Ladder，Thermo Scinetific，USA)的指示，

割取目的蛋白大小附近的胶块，转印于醋酸纤

维膜(nitrocellulose membrane，Millipore，USA)

上；经过封闭液(5%脱脂奶粉溶于 TBST buffer)

室温孵育 1.5 h，分别以商业化的 His-Tag 

Monoclonal Antibody (Proteintech，Cat#66005- 

1-Ig，CHN，1:5 000)和甜菜夜蛾甘油醛-3-磷酸脱

氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH)的多克隆抗体(1:4 000)[33]进行一抗孵

育(4 °C 过夜)；以 TBST 漂洗杂交膜 3 次，每次

5 min ， 随 后 分 别 以 Goat anti-Mouse IgG 

Peroxidase Conjugated (Millipore，Cat#DC02L，

1:5 000) 和 Goat anti-Rabbit IgG Peroxidase 

Conjugated (Millipore，Cat#AP132P，1:5 000)

作为 His-tag 鼠单抗和 GAPDH 兔多抗的二抗，

进行二抗杂交(室温孵育 2 h)；以 TBST 漂洗杂

交膜 3 次，每次 5 min，利用 Immobilon Western 

HRP Substrate Luminol Reagent (Millipore，

Cat#WBKLS0500)对杂交膜进行显色反应，并在

ChemiDocTM XRS 和成像仪(BIO-RAD，USA)

下拍摄免疫印迹反应条带的图像。 

1.5  病毒生长曲线及病毒 DNA 复制曲线

检测 
分别取 2 μg AcMNPV-Egfp 和 AcMNPV-117 

bacmid DNA 于 200 μL Grace’s 昆虫细胞培养基

中，随后加入 6 μL 转染试剂(X-treme GENE HP 

DNA transfection reagent，Roche)，轻柔混匀后，

于室温孵育 30 min；将孵育后的病毒 DNA/转

染试剂复合物逐滴加入贴壁培养于 35 mm 培养

皿的单层 Sf9 细胞中，并于 27 °C 培养 4 h 后更

换培养基，并记为 0 h；于转染后 0、3、6、12、

24、48、72、96 h 分别收集细胞和上清。每个

孔为 1 个重复，每个处理的每个时间点均进行

3 个重复。收集的细胞，利用试剂盒 TaKaRa 

MiniBEST Universal Genomic DNA Extraction 

Kit Ver.5.0 [宝日医生物技术(北京)有限公司]提 
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取总 DNA，并根据 Yu 等所述的方法[33]对病毒

基因组 DNA 的含量进行定量 PCR 分析。收集

的细胞上清根据 Yu 等所述的方法[33]进行病毒

滴度分析，并绘制 AcMNPV-Egfp 和 AcMNPV- 

117 的生长曲线。同一时间点上 2 种病毒间的

BV 含量以及 DNA 含量通过 Student’s t test 比

较差异(SPSS，v22.0，IBM 公司)，并以 Prism 

GarphPad 软件(v6.0，GraphPad Software 公司)

绘制图表。 

1.6  激光共聚焦观察 
向 24 孔细胞培养板中放置细胞爬片(直径

14 mm，北京索莱宝)并接种 1×105 个 Sf9 细胞

至爬片上(500 μL 每孔)；待细胞贴壁后，将细

胞培养基替换为含有 AcMNPV-117 BV 上清或

含有 AcMNPV-Egfp BV 上清的培养基，27 °C

培养 1 h；更换新鲜细胞培养基，并于 24、48

和 72 h 后分别取出细胞爬片；PBS 漂洗爬片 3

次后，以 4%多聚甲醛室温固定爬片 20 min；PBS

漂洗爬片 3 次后，以 0.5% Triton X-100 室温孵

育爬片 15 min；PBS 漂洗爬片 3 次后，根据试

剂盒操作说明以 CoraLite®594 标记鬼笔环肽

(Proteintech, Cat#PF00003)对细胞骨架进行染

色；PBS 漂洗爬片 3 次后，以 2 mg/mL DAPI 

(Roche，USA)的水溶液细胞核进行染色(室温

避光孵育 5 min)。制备好的细胞爬片于激光共

聚焦显微镜下(Olympus，FV3000)分别对激发

波长为 594、488、600 nm 荧光图像进行观察

和采集。 

1.7  病毒多角体的扩繁与形态观察 
为了大量扩繁 AcMNPV-Egfp 和 AcMNPV- 

117 病毒多角体，病毒 DNA 转染 4 d 后的细胞

培养上清液被收集，并注射到 4 龄甜菜夜蛾幼

虫体腔内(5 μL/头)。注射后的幼虫放置在干净

的养虫盒内，单头培养，直至幼虫发病死亡。

收集虫尸于 5–10 mL 离心管中，根据 Yu 等所

述的方法进行病毒粒子的分离与纯化[34]。将获

得的纯净重组病毒多角体涂布于盖玻片上，自

然 风 干 后 ， 喷 金 处 理 ， 并 于 扫 描 电 镜

(JSM-6380LV)下观察并拍摄病毒粒子的形态。

随 机 选 取 50 个 以 上 AcMNPV-Egfp 和

AcMNPV-117 病毒多角体，利用 Image J 测量多

角体的直径(单个多角体直径最大值和最小值

的平均值记为该多角体的直径)。以 SPSS 软件

(v22.0 ， IBM 公 司 ) 对 AcMNPV-Egfp 和

AcMNPV-117 的多角体直径进行 Student’s t 

test，以 Prism GarphPad 软件(v6.0，GraphPad 

Software 公司)绘制图表。 

1.8  病毒毒力的测定 
将 AcMNPV-117 和 AcMNPV-Egfp 的多角

体配制成 5、10、50、100、500、1 000 和 5 000 

OBs/μL (多角体病毒包涵体，occlusion bodies，

OBs)的悬浮液，各浓度取 1 μL 添加于饲料小块

表面，并投喂饥饿处理 24 h 的 3 龄甜菜夜蛾幼

虫。2 h 内取食完带毒饲料块的幼虫被取出，并

转移至含有新鲜饲料的养虫盒内，单头饲养。

30 头幼虫为 1 个重复，每个处理 4 个重复。每

天记录试虫的发病及死亡情况，直至幼虫全部

死亡或化蛹。饥饿处理后直接喂食新鲜饲料的

健康幼虫为对照(check，CK)。 

分别以 AcMNPV-117 和 AcMNPV-Egfp 的

LD20、LD50、LD90 3 种计量饲喂饥饿处理后的   

3 龄甜菜夜蛾幼虫(1 μL/头)，将 2 h 内取食完带

毒试虫转移至含有新鲜饲料的养虫盒内，单头

饲养。每日称取试虫的重量及投喂的新鲜饲料

重量和剩余饲料的重量，直至试虫全部死亡或

化蛹。饥饿处理后直接喂食新鲜饲料的健康幼

虫为对照(CK)。每个处理 30 头试虫，分别计算

试虫的日均虫重和日均取食量。 

1.9  数据分析 
以 SPSS 软件(v22.0，IBM 公司)中的 probit
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方法计算 AcMNPV-117 以及 AcMNPV-Egfp 的

LD20、LD50、LD90 值；以 SPSS 软件对健康甜菜

夜蛾幼虫以及 AcMNPV-117 或 AcMNPV-Egfp

感染的幼虫日均虫重以及日均取食量进行统

计，并进行方差分析和多重比较；以 Prism 

GarphPad 软件(v6.0，GraphPad Software 公司)

绘制图表。 

2  结果与分析 

2.1  重组 bacmid 的构建 
通 过 BamH I 和 Xho I 对 构 建 好 的

ph-Pp10-117-egfp-HTb 载体进行酶切鉴定，获

得了大小分别为 6 842 bp 以及 567 bp 的 2 个条

带，表明 3h-117 已被成功连接至 ph-Pp10-117- 

egfp-HTb 载体，供体载体被成功构建(图 1A)。

利用 pUC/M13-F 和 pUC/M13-R 引物对挑选获

得 的 转 座 子 进 行 PCR 鉴 定 ， 分 别 从

AcMNPV-117 阳性克隆的 bacmid DNA 中检测

到 了 4 678 bp 的 单 一 条 带 ( 图 1B) ， 从

AcMNPV-Egfp 阳性克隆的 bacmid DNA 中检测

到了 4 111 bp 的单一条带(图 1C)，表明两例重

组 bacmid——AcMNPV-117 和 AcMNPV-Egfp

均构建成功。 

2.2  重组 bacmid 转染 Sf9 细胞后病毒的生

长曲线与病毒 DNA 复制曲线检测 
将 构 建 好 的 AcMNPV-Egfp 以 及

AcMNPV-117 重组 bacmid 分别转染贴壁生长的

Sf9 细胞系，在转染后 96 h (hpt，hours post 

transfection) ， 被 AcMNPV-Egfp 以 及

AcMNPV-117 转染的细胞明显检测到绿色荧光

(图 2A)。收集细胞上清(含有出芽型病毒粒子)，

再将其添加至贴壁培养的 Sf9 细胞中，在感染 

 

 
 
 

图 1  AcMNPV-117 和 AcMNPV-Egfp 重组 bacmid 的构建及鉴定 
Figure 1  Construction and identification of the recombinant bacmid AcMNPV-117 and AcMNPV-Egfp. A: 
identification of ph-Pp10-117-egfp-HTb by digestion of BamH I and Xho I; B: identification of AcMNPV-117 
by PCR amplification; C: identification of AcMNPV-Egfp by PCR amplification. 
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图 2  AcMNPV-117 和 AcMNPV-Egfp 重组 bacmid 转染(感染) Sf9 细胞后的检测 
Figure 2  Observation and protein expression detection of Sf9 cells (infected) with AcMNPV-117 or 
AcMNPV-Egfp. A: green fluorescence detection and viral occlusion bodies formation observation of Sf9 
cells  (infected) with AcMNPV-117 or AcMNPV-Egfp; B: Western blotting analysis of Sf9 cells with 
AcMNPV-117 or AcMNPV-Egfp (96). The His-tag mouse monoclonal antibody was used to detect the 
expression of EGFP fused 3H-117 in AcMNPV-117 Sf9 cells and the expression of EGFP in AcMNPV-Egfp 
Sf9 cells, respectively; the GAPDH rabbit antibody was used to detected the expression of reference protein 
GAPDH in AcMNPV-117 or AcMNPV-Egfp Sf9 cells. Lane M: prestained protein ladder; lane 1–3: protein 
samples prepared from the Sf9 cells with AcMNPV-117 at 96 (three repeats); lane 4–6: protein samples 
prepared from the Sf9 cells with AcMNPV-Egfp at 96 (three repeats). C: the healthy Sf9 cells observed by 
light microscopy; D: the viral growth curves of AcMNPV-117 and AcMNPV-Egfp in Sf9 cells; E: the viral 
DNA replication curves of AcMNPV-117 and AcMNPV-Egfp in Sf9 cells. Error bars represent the standard 
errors in the treatment; ns means no significant difference was found between two AcMNPVs (based on 
Students t test); asterisk means significant differences was found between two AcMNPVs (based on Students 
t test). 
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后 96 h (hpi，hours post infection)大量的细胞被

检测到表达了绿色荧光蛋白。被病毒感染的细

胞相较健康 Sf9 细胞(图 2C)明显变圆、上浮，

且可观察到细胞内有大量的 OBs。这些结果表

明，AcMNPV-Egfp 以及 AcMNPV-117 重组

bacmid 已成功转染到 Sf9 细胞，且二者均具备

感染细胞的能力，并能正常合成和包装多角体。

进一步对 AcMNPV-Egfp 或 AcMNPV-117 感染

后的 Sf9 细胞蛋白样品进行 Western blotting 检

测，结果如图 2B 所示。通过与 GAPDH 兔多抗

的孵育，一条明显的约 36.8 kDa 的免疫印迹条

带在 AcMNPV-Egfp 或 AcMNPV-117 感染后 Sf9

细胞的各样品中被检出，说明细胞蛋白样品制

备良好，可用于其他抗体的杂交检测；一条约

26.4 kDa 的免疫印迹条带和一条约 49.2 kDa 的

免疫印迹条带分别在 3 个 AcMNPV-Egfp 感染

的 Sf9 细胞蛋白样品中 (泳道 4–6)和 3 个

AcMNPV-117 感染的 Sf9 细胞蛋白样品中(泳道

1–3)分别被检测到，与预期的 EGFP 蛋白大小

(约 25 kDa)和 EGFP 融合的 3H-117 蛋白大小(约

48 kDa)相一致。这些结果表明，EGFP 融合的

3H-117 蛋白在 AcMNPV-117 感染的 Sf9 细胞中

成功表达。进一步的病毒生长曲线和病毒 DNA

复制曲线检测结果表明，AcMNPV-117 在 Sf9

细胞中的 BV 产量以及 DNA 病毒的拷贝数含量

在转染后 0–48 h 与 AcMNPV-Egfp 在 Sf9 细胞

中的 BV 产量以及 DNA 病毒的拷贝数含量无显

著差异；在转染的后期(72–96 hpi)，AcMNPV- 

117 在 Sf9 细胞中的 BV 产量以及 DNA 病毒的

拷贝数含量均显著低于 AcMNPV-Egfp 在 Sf9

细胞中的 BV 产量以及 DNA 病毒的拷贝数含量

(图 2D、E)。 

2.3  3H-117 的亚细胞定位观察 
在 AcMNPV-Egfp 或 AcMNPV-117 感染 Sf9

细胞后的 48–96 h，分别观察绿色荧光在 Sf9 细

胞中的亚细胞定位。结果如图 3 所示，在

AcMNPV-Egfp 感染的 Sf9 细胞中绿色荧光在细

胞核、细胞质中均有分布，且在感染后 48–96 h

均能检测到明显的绿色荧光；在 AcMNPV-117

感染的 Sf9 细胞中，EGFP 融合的 3H-117 于感

染后 72–96 h 开始才能被检测到，细胞核与细

胞质中均有绿色荧光的存在。值得注意的一点

是在感染后 96 h，EGFP 融合的 3H-117 几乎与

红色的鬼笔环肽完全重合(在重叠的图片中绿

色与红色共定位成黄色)，与 AcMNPV-Egfp 感

染的 Sf9 细胞中红色荧光和绿色荧光的共定位

有明显的差异。这些结果提示， 3H-117 在

AcMNPV 的晚期启动子 (P10 启动子 )下，在

AcMNPV-117 感染 Sf9 细胞后 72 h 左右开始表

达，可能参与了宿主细胞核骨架聚集的过程。 

2.4  重组病毒的获取与纯化 
取上述获得的病毒上清，注射入 4 龄甜菜

夜蛾幼虫的体腔内，并于注射后 5 d 观察宿主

幼虫的变化。结果如图 3 所示，部分幼虫体色

发生明显的变化，呈典型的荧光绿色(如箭头所

指)，同时 AcMNPV-117 注射的幼虫个体略大于

AcMNPV-Egfp 注射的幼虫个体，这预示着

AcMNPV-117 的毒力相较 AcMNPV-Egfp 可能

有所减弱。通过扫描电镜对 AcMNPV-117 以及

AcMNPV-Egfp 的多角体进行检测观察，我们发

现两种病毒的 OBs 都呈显著多角体状(图 4)；进

一步的测量表明，AcMNPV-117 多角体(共测量

了 112 个多角体)的大小较 AcMNPV-Egfp 的多

角体(共测量了 73 个多角体)明显增大(t=3.641，

df=38.094，p=0.001)。这一结果表明，3h-117

能干扰 AcMNPV 多角体病毒粒子的组装。 

2.5  病毒毒力的测定 
将不同浓度的病毒 OBs 饲喂 3 龄甜菜夜蛾

幼虫，对 AcMNPV-117 以及 AcMNPV-Egfp 的

毒力进行测定，结果表明 AcMNPV-117 的 LD50 
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图 3  3H-117 亚细胞定位的共聚焦观察 
Figure 3  Confocal microscopic observation of subcellular location of 3H-117. 
 

 
 

图 4  AcMNPV-117 和 AcMNPV-Egfp 病毒粒子的扩繁及形态观察(SEM) 
Figure 4  Propagation and morphological observation (SEM) of AcMNPV-117 and AcMNPV-Egfp. The BV 
supernatant injected larvae that obtained fluorescent green color were marked with red arrows. 
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值相较 AcMNPV-Egfp 的 LD50 值有所升高，但

二者并无显著性差异；但 AcMNPV-117 的 LD90

值相较 AcMNPV-Egfp 的 LD90 值明显升高(表

1)。此外，AcMNPV-117 的 LT50 和 LT90 值相较

AcMNPV-Egfp 的 LT50 和 LT90 值均有所升高，

但无显著性差异(表 2)。这些结果表明，与野生

型 AcMNPV 相比，重组了 3h-117 的 AcMNPV

的杀虫功效有所降低，这一结果与之前 BV 注

射后的宿主幼虫呈现的结果相一致。 

2.6  重组病毒对宿主幼虫取食和生长的影响 
3 龄 甜 菜 夜 蛾 幼 虫 感 染 不 同 浓 度 的

AcMNPV-Egfp 或 AcMNPV-117 后日均虫重变

化如图 5 所示。两种病毒在感染后 2 d 内对宿

主幼虫的体重影响较小。随着时间的推移，病

毒的剂量效果开始体现，即随着病毒浓度的增

加，幼虫的体重减少越明显；喂食低剂量病毒

(LD20)AcMNPV-117 与 CK 组及野生型对照组

相比从感染后第 3 天开始出现较大差异，

AcMNPV-117 饲喂的幼虫体重增幅小且一直保

持在较低水平。但以 AcMNPV-117 的 LD50、

LD90 剂量喂食的甜菜夜蛾幼虫与 LD20 剂量喂

食的幼虫体重大小及其变化趋势相似(图 5A)。

由 此 可 见 ， 3h-117 重 组 的 AcMNPV 跟

AcMNPV-Egfp 毒株的作用效果相似，均能抑

制甜菜夜蛾幼虫的生长，但 AcMNPV-117 高浓

度病毒条件下的作用效果与低浓度几乎无差，

而 AcMNPV-Egfp 高浓度条件下作用效果明显

优于低浓度。进一步的幼虫取食量统计结果显

示：3 种不同浓度的 AcMNPV-117 感染幼虫后，

对比 CK 组均出现了取食量减少、取食量变化

小的现象，但相较 AcMNPV-Egfp，这种对宿主

幼虫取食的抑制效果在感染后第 5 天开始，明

显减弱。这些结果表明，AcMNPV-117 高剂量

与低剂量的作用效果相似，而 AcMNPV-Egfp

对宿主幼虫的抑制取食效果存在明显的剂量效

应 (图 5B)。 

3  讨论 

HvAV-3h 能够以斯氏侧沟茧蜂(Microplitis 

similis)为传播媒介，在斜纹夜蛾(S. litura)、甜

菜夜蛾(S. exigua)幼虫间广泛传播，传播效率高

达 80%以上[26]；人工接种条件下，HvAV-3h 对

斜纹夜蛾、甜菜夜蛾、棉铃虫(H. armigera)、草

地贪夜蛾(Spodoptera frugiperda)等重要夜蛾科害

虫的感染性高达 95%以上，且 HvAV-3h 的感染会

明显抑制这些宿主幼虫的生长和取食[23,26,35]。这

些结果表明，以 HvAV-3h 为例的囊泡病毒具有

巨大的生物防治开发潜力。明确囊泡病毒病毒

粒子的组成和结构，以及开展针对囊泡病毒各

功能基因的研究迫在眉睫。 

 
表 1  两种病毒的 LD50、LD90 值及 95%置信区间统计 
Table 1  Median lethal dose (LD50) and 90% lethal dose (LD90) with 95% confidence limits of two viruses 
Treatment LD50 (OBs/larva) 95% confidence limits LD90 (OBs/larva) 95% confidence limits 

AcMNPV-Egfp 16.7 (9.4–26.2) 500.7 (280.7–1 141.4) 

AcMNPV-117 65.2 (12.6–213.8) 188 039.8 (13 308.2–447 475 583.2) 

 
表 2  两种病毒的 LT50、LT90 值及 95%置信区间统计 
Table 2  Median lethal time (LT50) and 90% lethal time (LT90) with 95% confidence limits of two viruses 
Treatment LT50/d 95% confidence limits LT90/d 95% confidence limits 

AcMNPV-Egfp 6.8 (6.5–7.2) 8.8 (8.3–9.4) 

AcMNPV-117 7.5 (7.2–7.9) 9.3 (9.3–10.0) 
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图 5  重组病毒感染甜菜夜蛾幼虫后日均体重分析及日均取食量分析 
Figure 5  Daily average weight analysis and daily average diet consumption analysis on Spodoptera exigua 
larvae infected by recombinant AcMNPVs. A: daily average weight analysis of third instar S. exigua larvae 
treated with different dosages of AcMNPV-Egfp and AcMNPV-117; B: daily average diet consumption of 
third instar S. exigua larvae treated with different dosages of AcMNPV-Egfp and AcMNPV-117. 
 

3h-117 是囊泡病毒的保守基因之一，其编码的

蛋白已被确认为是 HvAV-3h 病毒粒子的结构蛋

白之一[28]。在缺乏囊泡病毒基因敲除平台的情

况下，为进一步明确 3h-117 基因的功能，本研

究利用 Bac-to-Bac 系统成功构建了重组杆状病

毒 AcMNPV-117，利用杆状病毒表达系统对

3h-117 的功能进行进一步阐释。通过毒力测定

发现 AcMNPV-117 的致死中浓与致死中时都高

于对照型病毒 AcMNPV-Egfp，且重组病毒在宿

主昆虫的生长和进食的抑制作用弱于对照型

(图 5)。这些结果表明重组病毒的杀虫活性较野

生型病毒降低，提示 3h-117 基因的表达能干扰
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AcMNPV 的口服活性。这种干扰可能与 3H-117

是病毒粒子的结构蛋白相关，即 3H-117 的存在

可能会干扰 AcMNPV 病毒粒子的形成和组装。

虽 然 扫 描 显 微 镜 的 观 察 结 果 表 明 ，

AcMNPV-117 的多角体相较 AcMNPV-Egfp 的

多角体有明显的增大 (图 4)，但 3H-117 对

AcMNPV 病毒粒子的具体影响以及对多角体形

成的影响还需要进一步的探究。 

本研究还发现了一个有意思的现象—— 

3H-117 可能参与 AcMNPV 在感染过程中的细

胞核骨架聚集过程(图 3)。细胞核骨架多聚化

(nuclear actin polymerization)是 AcMNPV 感染过

程中的一个独特的特征，这个过程与 AcMNPV

感染后子代核衣壳的形态密切相关[36–37]，且很

多病毒基因都被报道参与宿主细胞核骨架多聚

化现象[38–42]。这一结果提示 3H-117 可能是通过

降低 AcMNPV 对宿主细胞核骨架多聚化过程

的利用来干扰 AcMNPV 子代病毒的产生、组装

等过程。囊泡病毒是一类细胞质感染的病毒，

对其的研究多停留于感染性、组织特异性和毒

力差异等报道，鲜少有研究针对其单个基因的

亚细胞定位的研究。 

本研究对烟芽夜蛾囊泡病毒 3h 株的一个

结构蛋白编码基因 3h-117 进行了进一步的功能

分析，获得的结果表明杆状病毒可用作囊泡病

毒基因功能的展示平台，为囊泡病毒功能基因

的研究方法提供了新思路，同时也丰富了囊泡

病毒的分子生物学研究。 
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