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摘要     苜蓿银纹夜蛾核多角体病毒 (Autographa californica nucleopolyhedrovirus, 
AcMNPV)基因组含有 3 个细胞凋亡抑制基因, 即 p35, iap1 和 iap2. 其中, p35 作为一个有

效的依赖于天冬氨酸的半胱氨酸蛋白酶(caspase)抑制因子, 能够抑制多种因素诱发细胞

凋亡, 而 iap1 和 iap2 的功能仍未完全明晰, 本研究对 IAP1 和 IAP2 的功能进行了详细分

析. 缺失了 p35 的 AcMNPV 仍可抑制棉铃虫核多角体病毒(Helicoverpa armigera single 
nucleocapsid NPV, HearNPV)诱导的 BTI-Tn-5B1-4(Tn-Hi5)细胞凋亡并挽救 HearNPV 在

Tn-Hi5 细胞中复制及 HearNPV 出芽型病毒粒子的产生. 进一步构建了瞬时表达质粒以及

分别表达 AcMNPV 的 p35, iap1 和 iap2 基因的重组 HearNPV, 转染瞬时表达的 IAP1 和

IAP2 对 HearNPV 感染诱导的 Tn-Hi5 细胞凋亡有抑制效果, 而重组病毒感染 Tn-Hi5 细胞

也可抑制其凋亡并在其中复制, 然而重组HearNPV表达的 p35, iap1和 iap2并未能挽救出

芽型病毒粒子的产生. 结果表明, AcMNPV 的 iap1 和 iap2 基因表达产物作为细胞凋亡抑

制因子是有功能的. 
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细胞凋亡作为一个遗传控制的细胞自杀程序 , 

在多细胞生物的生理和病理过程中起着十分重要的

作用, 包括正常的胚胎发育、组织重塑及内环境平

衡、神经衰退、自身免疫以及感染性疾病的发生[1~3]. 
细胞凋亡具有染色质固缩、染色体断裂成核小体片

段、细胞质膜膨胀、细胞骨架重构、细胞萎缩并在周

围形成凋亡小体等独特的形态特征 [ 4,5]. 细胞凋亡在

无脊椎及脊椎动物的进化过程中相当保守, 各种胞

内外死亡信号均可引发细胞凋亡. 譬如, 病毒感染可 

以诱导凋亡发生, 细胞凋亡同时也是宿主细胞防御

病毒入侵和繁殖的重要策略[6,7]. 然而, 许多病毒也

形成了拮抗细胞凋亡的机制, 可以延迟、抑制或阻断

宿主细胞凋亡从而促进病毒繁殖[8], 如杆状病毒就有

两类细胞凋亡抑制基因, 一类是p35 及其类似物p49, 
另一类就是凋亡抑制因子 (inhibitor of apoptosis, 
iap)[9,10].  

p35 是效应caspase的一个底物抑制因子, 能够阻

断放线菌素D、杆状病毒感染等多种因素诱导的草地
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夜蛾(Spodoptera frugiperda) Sf21 细胞凋亡[11], 并且

研究证实P35 在多种不同细胞中均有凋亡抑制功能
[12~14], 表明P35 的作用位点在细胞凋亡胞内途径中的

进化保守性. 研究揭示, p35 仅在AcMNPV[15]、家蚕核

多角体病毒(Bombyx mori NPV, BmNPV)[16]、  粉纹

夜 蛾 核 多 角 体 病 毒 (Trichoplusia ni MNPV, 
TnMNPV)[17]等少数几个核型多角体病毒及桑灯蛾昆

虫痘病毒[18]中存在, 而iap已在多种杆状病毒、痘病毒

以及无脊椎和脊椎动物中均有发现和研究[11,19].  
通常, 基于系统发育分类将杆状病毒的IAP分为

IAP1, IAP2 和IAP3 3 个类别[20], 其中大多数IAP蛋白

家族成员结构上具有 2 种特征性结构: 杆状病毒iap
重复结构(baculovirus iap repeats, BIRs), 在蛋白氨基

端存在 1 至 3 个拷贝由约 70 氨基酸组成的C2HC基体

结构 ; 环指结构 (RING), 在羰基端存在特征性的

C3HC4 基体结构[11], BIRs和RING结构涉及蛋白与蛋

白相互作用 , 与 IAP的凋亡抑制功能有密切关系 . 
AcMNPV的IAP1, IAP2各有 286249个氨基酸, 均由 2
个BIRs和 1 个RING构成. 此外, 杆状病毒及昆虫细

胞的IAP往往不同于哺乳动物[21], 前者的凋亡抑制功

能必需BIRs和 RING的存在[22,23]. IAP抑制细胞凋亡

可通过其 BIR结构与源自果蝇的 REAPER, HID, 
GRIM等凋亡诱导蛋白相互作用从而改变其亚细胞定

位至核周结构, 类似于IAP在Sf21 细胞中的定位情况
[23,24]. 研究认为IAP在凋亡途径中的作用位点处在

P35 的上游, 并且作用位点在进化上相对保守[22]. 分
别来自黄杉毒蛾核型多角体病毒 (Orgyia pseudo- 
tsugata MNPV, OpMNPV)、苹果囊蛾颗粒体病毒

(Cydia pomonella granulovirus, CpGV)的Op-IAP3[25], 
Cp-IAP3[26]等杆状病毒以及鳞翅目昆虫细胞的两个

IAP均可抑制病毒感染或者凋亡诱导蛋白导致的哺乳

细胞凋亡[22,27]. 也有研究认为Op-IAP3 发挥功能与其

RING结构的泛素连接酶活性有关[28], 而人类XIAP阻
断细胞凋亡则可能是通过抑制caspase-3/7 活性[20,29]. 
迄今, 已证实具有功能的杆状病毒IAP家族成员主要

来自 CpGV, OpMNPV、苹果蠹蛾核多角体病毒

(Epiphyas postvittana NPV, EppoNPV)[23]以及美国白

蛾 核 多 角 体 病 毒 (Hyphantria cunea NPV, 
HycuNPV)[30]等.  

棉铃虫核多角体病毒HearNPV基因组测序已经

完成并且在我国已经开发和第一个注册为抗棉铃虫

的生物杀虫剂 [31], HearNPV能诱导源自粉纹夜蛾的

BTI-Tn-5B1-4(Tn-Hi5)细胞凋亡[17]. 本研究发现野生

型 AcMNPV 共感染可完全阻断 HearNPV 诱导的

Tn-Hi5 细胞凋亡, 而更有趣的是缺失p35 的AcMNPV 
(vP35Z)[32] 共感染也可产生同样的作用 , 并挽救

HearNPV的复制. 进一步研究, 揭示了AcMNPV两个

iap基因的表达产物都具有抑制细胞凋亡的功能, 分
别超表达iap1, iap2 和p35 的重组HearNPV可感染并

抑制Tn-Hi5 细胞的凋亡, 电子显微镜下在Tn-Hi5 细

胞中观察到病毒粒子的产生. 

1  材料与方法 

1.1  病毒株与细胞培养 

T. ni (Tn-Hi5)[33], Helicoverpa zea (BCIRL-HZ- 
AM1, Hz-AM1)[34]及S. frugiperda (Sf21)细胞用 10%
热灭活胎牛血清Grace’s培养基(GIBCO)在 28℃培养. 
野生型AcMNPV、缺失 p35 的AcMNPV (vP35Z), 
HearNPV G4 株[31]以及表达绿色荧光蛋白gfp及多角

体蛋白的HearNPV重组病毒vHaCXW1[35]分别用Sf21, 
Tn-Hi5 和Hz-AM1 细胞进行扩增并采用终点稀释法

(end point dilution assay, EPDA)测定滴度.  

1.2  IAP1, IAP2, P35 的表达及抗血清制备 

以 AcMNPV 基因组 DNA 为模板扩增获得完整

的 iap1, iap2, p35 基因并被克隆到表达质粒 pET32a, 
引物对依次为 5′-GGGGAATTCATGAACGAGGACA 
CGCC-3′/5′-GGGTCTAGACACCACAAATATTTTTA
TAAAAT-3′; 5′-GGGGAATTCATGAATTTGATGCA 
AT TTAAT-3′/5′-GGGTCTAGACTGAGGTAATGTTTC 
GATG-3′; 5′-GGGGAATTCATGAACGAGGACACGC 
C-3′/5′-GGGGAATTCATGTGTGTAATTTTTCCGG-3′; 
5′-GGG TCTAGATTTAATTGTGTTTAATATTACATT- 
3′(酶切位点以下画线标明). 重组质粒 pET32a-iap1, 
pET32a-iap2, pET32a-p35 转化大肠杆菌 Rosseta(DE3), 
37℃培养 4 h, 然后用 1 mmol/L IPTG 在 20℃诱导培

养 16 h. 菌体裂解液进行 SDS-PAGE, 相应大小的蛋

白电泳谱带被割下, 在中国科学院武汉病毒研究所

实验动物中心注射兔子并获得抗血清 α-AcIAP1, 
α-AcIAP2 及 α-AcP35, 抗体用大肠杆菌 Rosseta(DE3)
裂解液 4℃中和 30 d.  
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1.3  细胞凋亡的抑制 

PCR 扩增完整的 iap1, iap2, p35 基因并被克隆到

瞬时表达质粒 pIZ/V5 (Invitrogen)的 OpMNPV ie-2 启

动子下游的 EcoRⅠ-XbaⅠ位点, 构建瞬时表达质粒

pIZ/V5-iap1, pIZ/V5-iap2 和 pIZ/V5-p35, 采用质粒抽

提试剂盒(OMEGA)制备质粒 DNA. 2 μg 质粒 DNA 转

染 Tn-Hi5 细胞(2×105), 转染试剂为 Lipofectin (Invi-
trogen, Life Technologies). 转染 24 h 后用 1 MOI 的
HearNPV 感染诱导凋亡, 感染 72 h 后细胞用 70%乙

醇在−20 ℃过夜固定, 然后在 5 μg/mL 碘化丙锭(PI)、
10 μg/mL RNase A 的 PBS中 37℃重悬 1 h, 采用流式

细胞仪(Beckman Coulter XL) 分析细胞凋亡率, 重组

病毒感染的细胞凋亡分析方法同上. 对于共感染而

言, 1×106 Tn-Hi5 细胞用 1 MOI 的野生型 AcMNPV 或

vP35Z 与 HearNPV 共感染, 72 h 后, 细胞用 1%多聚

甲醛固定再进行 Hoechst(碧云天生物公司)染色, 然
后再荧光显微镜观察选择 4 个视野计数统细胞凋亡

率, 重复 3 次.  

1.4  caspase 样活性分析 

感染后 72 h 的细胞用 PBS洗 2 次, 采用 Caspase- 
Glo®3/7, 8, 9 分析试剂盒 (Promega)按说明书进行

caspase 样活性分析 , 20/20n Luminometer(Turner 
Biosystems)检测荧光.  

1.5  重组病毒构建 

将目的基因克隆入pFastBacDual (Invitrogen)质
粒构建供体质粒, 再通过Tn7 转座子在大肠杆菌中将

目的基因插入HearNPV的人工质粒HaBacHz8[36]. 首
先将克隆自pEGFP-N3 (Clontech)的egfp基因插入 
pFastBacDual 的 p10 启动子下游 SmaⅠ-KpnⅠ位点,  

构建质粒 p F B G.  再将目的基因插入 p F B G  的  
polyhedrin 启动子下游 EcoRⅠ-PstⅠ位点, 分别构建 
供体质粒 pFBG-Aciap1, pFBG-Aciap2 和 pFBG-Acp35.  
供体质粒转化含有pMON7124 和HaBacHz8 的E. coli 
DH10B转座形成重组病毒人工质粒 [36], 用M13F/ 
M13R 引 物 (5′-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG- 
3′/5′-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3′)PCR 扩

增进行重组验证. 重组人工质粒用lipofectin (Invitro- 
gen)转染Hz-AM1 细胞获得重组病毒 vHa-Aciap1, 

vHa-Aciap2 和 vHa-Acp35, 重组病毒用Hz-AM1 细
胞进行扩增并采用终点稀释法(EPDA)测定滴度.  

1.6  Western blotting 分析 

收集的细胞用 PBS 洗 2 遍, 用细胞裂解液(100 
mmol/L Tris, pH 6.8, 2% SDS, 5% β-mercaptoethanol, 
15% glycerol, 0.02% bromophenol blue)煮沸 5 min 裂

解, 裂解液进行 SDS-PAGE, 然后电转移到 NC 膜

(Millipore), 膜先用含 2% 脱脂牛奶的 TBS(Tris- 
buffered saline)在 4℃孵育过夜 , TBST(TBS, 0.1% 
Tween-20)洗两遍, 然后用 1︰2000 稀释的 α-AcIAP1, 
α-AcIAP2 和 α-AcP35 在 TBS 中室温孵育 2 h, 碱性

磷酸酶 AP 标记的羊抗兔血清(Sino-American)作为二

抗室温孵育 1 h, TBST 洗涤后 , BCIP/NBT(Sino- 
American)显色.  

1.7  电子显微镜观察 

收集感染 96 h后的细胞, PBS洗两遍, 2.5%戊二

醛(含 0.1 mol/L 二甲砷酸钠, pH 7.3)固定, 使用Spurr
树脂包埋, 超薄切片置于铜网上用饱和乙酸双氧铀

染色, 用HITACHI H7000 透射电子显微镜观察[37].  

1.8  生长曲线 

Tn-Hi5 细胞(1×106)分别用 1 MOI 的 vHaCXW1, 
vHa-Aciap1, vHa-Aciap2, vHa-Acp35 感染, 或者 
1 MOI 的野生型 AcMNPV 或 vP35Z 与 vHaCXW1 共

感染, 感染后 0, 48, 96 h 分别取上清, 用终点稀释法

在 Hz-AM1 细胞中测定滴度, 并绘制曲线.  

2  结果 

2.1  缺失 p35 的 AcMNPV(vP35Z)完全阻断
HearNPV 诱导的 Tn-Hi5 细胞凋亡 

研究表明HearNPV能诱导的Tn-Hi5 细胞凋亡 , 
并且这种诱导凋亡能够被源自粉纹夜蛾核多角体病

毒(TnMNPV)的P35 抑制[17]. 而共感染实验表明, 不
仅AcMNPV能抑制HearNPV诱导的Tn-Hi5 细胞凋亡

(图 1(A)-2), 共感染的vP35Z也能抑制HearNPV诱导

的Tn-Hi5 细胞凋亡并且正常产生包涵体(图 1(A)-3). 
HearNPV单独感染导致 43%的Tn-Hi5 细胞凋亡, 而共

感染的细胞凋亡率低于 3.5%(图 1(B)-2~4), 甚至在

HearNPV感染 24 h后再用AcMNPV 或vP35Z感染, 依
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然可以完全抑制细胞凋亡(数据未提供). Caspase活性

检 测 显 示 , HearNPV 感 染 的 细 胞 内 caspase-3/7, 
caspase-8, caspase-9 样活性被激活, vP35Z与HearNPV
共感染的细胞并未检测到明显的caspase样活性(图
1(D)~(E)). 上述结果表明p35 基因缺失并未导致

AcMNPV 抑 制 细 胞 凋 亡 能 力 的 丧 失 , 暗 示 着

AcMNPV基因组中除p35之外另有其它凋亡抑制基因

如 iap可能在发挥作用 , 并且AcMNPV, vP35Z抑制

Tn-Hi5 细胞凋亡的机制可能涉及到胞内caspase样蛋

白酶活性的激活.  
 

 
 

 

图 1  野生型 AcMNPV, p35 缺失的 vP35Z 抑制 HearNPV
诱导的 Tn-Hi5 细胞凋亡 

Tn-Hi5 细胞分别用 HearNPV 感染(1), HearNPV 与 AcMNPV (2)
或 HearNPV 与 vP35Z (3)共感染, 同时用 Grace’s 培养基模拟感染

作阴性对照 (4); 感染后 72 h, 在倒置显微镜上观察细胞并照相

(A), 然后收集细胞用 Hoechst 染色再在荧光显微镜下统计视野中

细胞凋亡率(B), 同时进行 caspase-3 (C), caspase-9 (D), caspase-8  
(E) 样蛋白酶活性分析 

2.2  IAP1, IAP2 抑制 HearNPV 诱导的 Tn-hi5 细
胞凋亡 

为进一步分析 IAP1和 IAP2功能, 瞬时表达质粒

pIZ/V5-iap1, pIZ/V5-iap2 转染后的 Tn-Hi5 细胞用

HearNPV 感染 . 细胞凋亡分析可见 , pIZ/V5-iap1, 
pIZ/V5-iap2 及 pIZ/V5-p35 转染的细胞凋亡率分别为

28.4%, 24.3%, 20%, 而空质粒转染的对照细胞凋亡

率达 44.5%(图 2), 结果表明 IAP1 和 IAP2 均可部分

抑制细胞凋亡.  

2.3  缺失 p35 的 AcMNPV(vP35Z)挽救 HearNPV
的复制 

vHaCXW1 是一个表达多角体基因和egfp基因的

重组HearNPV[35], 该病毒感染诱导Tn-Hi5 细胞凋亡, 
感染后 72 h观察不到明显的绿色荧光(图 3(A)和(D)). 
然而vHaCXW1 与vP35Z 或AcMNPV共感染后 72 h, 
60%Tn-Hi5细胞中表达了绿色荧光蛋白, 观察到明显

的绿色荧光(图 3).  
此外 ,  在 HzAM1 细胞中测定了病毒感染后

Tn-Hi5 细胞上清液中病毒滴度, AcMNPV, vP35Z 分

别与 vHaCXW1 共感染的细胞在感染 96 h 上清液病

毒滴度达 2×104,  1 .2×104 TCID5 0 单位 /mL, 而
vHaCXW1单独感染 96 h的细胞上清液病毒滴度无明

显变化(图 4). 然而, AcMNPV 或 vP35Z 不能在

Hz-AM1 细胞中感染复制(数据未提供), 因此结果表

明, AcMNPV, vP35Z不仅抑制了Tn-Hi5细胞凋亡, 还
导致了感染性 HearNPV 出芽型病毒粒子在 Tn-Hi5 细 
 

 
 

图 2  瞬时表达的 IAP1, IAP2 抑制 Tn-Hi5 细胞凋亡 
分别用 pIZ/V5, pIZ/V5-p35 (p35), pIZ/V5-iap1 (iap1), pIZ/V5-iap2 
(iap2)转染 24 h 后的 Tn-Hi5 细胞用 HearNPV 感染, 感染后 72 h, 

收集细胞用流式细胞仪分析细胞凋亡率 
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图 3  AcMNPV 挽救 HearNPV 的复制 
Tn-Hi5 细胞用 vHaCXW1 单独感染((A),(D)), 以及 vHaCXW1 与 AcMNPV ((B),(E)) 或者 vHaCXW1 与 vP35Z ((C),(F))共感染, 感染后 

72 h, 在倒置荧光显微镜上观察细胞, 并用流式细胞仪统计表达绿色荧光蛋白 eGFP 细胞的比率 

 

 
 

图 4  Tn-Hi5 细胞上清中重组 HearNPV 病毒滴度变化曲线 
vHaCXW1, vHa-Aciap1, vHa-Aciap2, vHa-Acp35 分别感染以及

vHaCXW1 与 AcMNPV 或 vP35Z 共感染的 Tn-Hi5 细胞, 在感染 
后 0, 48, 96 h 取上清液在 Hz-AM1 中用终点稀释法测定滴度 

 

胞中的产生, 这与此前关于TnMNPV促进HearNPV复

制的研究报道类似[17]. 

2.4  重组 HearNPV 的构建 

进一步构建了分别超表达 IAP1, IAP2, P35 的重

组病毒 vHa-Aciap1, vHa-Aciap2 以及 vHa-Acp35(图
5(A)), 绿色荧光蛋白 eGFP 在重组病毒感染的

HzAM1 细胞获得表达证实了重组病毒感染成功(图
5(B)). IAP1, IAP2, P35 蛋白大小分别为 33, 29 和 35 
kD, 用抗血清 α-AcIAP1, α-AcIAP2 和 α-AcP35 进行

的免疫印迹分析表明重组病毒基因组中的 iap1, iap2, 
p35 均获得了正确表达(图 5(C)).  

2.5  重组的 AcMNPV iap1, iap2, p35 基因抑制细
胞凋亡 

如上所述, vHaCXW1 或 HearNPV 感染 Tn-Hi5
细胞导致凋亡, 观察不到绿色荧光及多角体, 而重组

病毒感染的 Tn-Hi5 细胞中 egfp 基因均获得了表达, 
观察到细胞中明显的绿色荧光(图 6(A)~(D)). 细胞凋

亡分析表明 vHa-Aciap1, vHa-Aciap2, vHa-Acp35 感染

的 Tn-Hi5 细胞凋亡率分别为 23.8%, 25.0%, 24.7%, 
这明显低于 vHaCXW1 感染 Tn-Hi5 细胞导致的凋亡

率 47%(图 6(E)). 然而, 对感染后不同时间的细胞上

清进行的病毒滴度测定表明, 从感染后 0 至 96 h, 上
清中病毒滴度并无显著变化 , 一直保持在约 8×102 

TCID50 单位/mL(图 4), 可见病毒基因组中 iap1, iap2, 
p35 基因的表达并未导致重组 HearNPV 感染性出芽

型病毒粒子(budded virion, BV)的产生. 

2.6  Tn-Hi5 细胞中重组 HearNPV 的复制及病毒
粒子的电子显微镜观察 

虽然重组病毒感染未产生 BV, 但细胞中可能形

成病毒粒子. 重组病毒的 egfp基因处在 P10启动子下

游, 绿色荧光蛋白 eGFP 的表达也表明重组病毒感染

的 Tn-Hi5 细胞中的确有病毒晚期蛋白的合成. 透射

电 子 显 微 镜 观 察 发 现 vHa-Aciap1, vHa-Aciap2, 
vHa-Acp35 感染的部分 Tn-Hi5 细胞均观察到了细胞

核膨胀、丰富的病毒发生基质等典型的细胞病变, 并
且少数细胞核中可观察到散在的有包膜的病毒粒子

(图 7(A)~(C)), 类似于 vHaCXW1 感染 HzAM1 细胞
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产生的病毒粒子(图 7(D)), 可能是尚未形成包涵体的

包涵体来源型病毒粒子 (occlusion-derived virion, 
ODV). 结果表明重组病毒表达的 IAP1, IAP2 或者

P35 导致病毒在感染的 Tn-Hi5 细胞中发生了复制并

产生了子代病毒粒子. 

3  讨论 
尽管 AcMNPV 基因组中还有 p35 之外的两个凋 

亡抑制基因iap1 和iap2, 但p35 缺失时, vP35Z能够导

致Sf21 细胞凋亡以致感染失败 [ 27,28], 却可在Tn-368
细胞中正常复制[15]. 并且, 即使p35 或p35 和iap1, 或
者iap1 和iap2 均缺失导致的缺失型AcMNPV, 仍可在

源自T. Ni(Tn-368), Mamestra brassicae, Panolis 
flammea等的细胞株中产生BV和ODV子代病毒粒子
[38]. 然而, 在Tn-Hi5 细胞中构建p35, iap1, iap2 同时

缺失型 A c M N P V 已经被证实不能成功 [ 3 8 ] , 
 

 
 

图 5  重组 HearNPV 的构建 
(A) 重组bacmid构建草图, egfp和目的基因分别在 p10, polyhedrin启动子下游; (B) 重组人工质粒HaBac-Aciap1, HaBac-Aciap2, HaBac-Acp35

转染 Hz-AM1 获得重组病毒; (C) 感染的 Hz-AM1 细胞用抗血清αIAP1, αIAP2, αp35 进行免疫印迹; HearNPV 感染的 Hz-AM1 细胞为对照 
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图 6  重组 HearNPV 感染 Tn-Hi5 细胞 
Tn-Hi5 细胞分别用 vHaCXW1(A), vHa-Aciap1(B), vHa-Aciap2 (C), 
vHa-Acp35 (D)感染, 感染后 72 h观察并收集细胞, 20 μmol PI染色 

并分析细胞凋亡率(E) 
 

这也暗示着AcMNPV的iap1 或(和)iap2 可能具有其内

在的某种功能 , 本研究已经证实了 AcMNPV 的

IAP1/IAP2具有抑制HearNPV诱导的Tn-Hi5细胞凋亡

的功能 (图 1~4,6). 尽管此前的研究报道AcMNPV 
IAP1 不能抑制多种因素诱导的Sf9 细胞以及哺乳动

物细胞 293 细胞株的凋亡[21,22], 然而不同的iap家族

成员, 包括目前功能未知的iap, 其功能可能具有各

自不同的细胞特异性. 
基于氨基酸序列进行的分子进化分类中, 已经

证 实 有 功 能 的 IAP, 如 CpGV[28], OpMNPV[29,39], 
HycuNPV[30]的iap基因, 均属于IAP3 一类. 基因起源

的假说认为杆状病毒的iap是由于早期基因俘获事件

从宿主细胞获得, 并且杆状病毒共同的祖先都有 3 个

iap基因 , 只是不同的进化导致了不同的 iap的缺   
失[19,22], 这也暗示着其他的IAP也可能在特异的细胞

中可能具有相应的功能. 譬如, BmNPV的IAP2 具有

泛素连接酶活性[40], 而Eppo-IAP1, Eppo-IAP2 已经被

证实具有抑制细胞凋亡的功能[23]. 氨基酸序列比对

表明, Ac-IAP1, Ac-IAP2 与Eppo-IAP1, Eppo-IAP2 分

别拥有 60%, 59%的序列同源性 , 尤其是在BIR和

RING 结构内部的序列同源性相当高 , 这也是

Ac-IAP1/2 具有其功能的佐证. 
鳞翅目昆虫细胞IAP已经被克隆并证实了其抑制

细胞凋亡的功能, 并与相应的杆状病毒IAP具有很高

的氨基酸序列同源性[19,22], 譬如Tn-IAP[41], Sf- IAP[22], 
Bm-IAP[27]等, 其中Tn-IAP能够抑制放线菌素D, HID, 
GRIM以及vP35Z感染诱导的Sf21 细胞凋亡 [41], 而
Sf-IAP, Bm-IAP不仅能导致vP35Z在Sf21 细胞中产生

包涵体, 而且能抑制Bax诱导的哺乳动物细胞凋亡. 
这些IAP抑制哺乳动物细胞的caspase-9 活性, 也暗示

着杆状病毒IAP抑制细胞凋亡与其可能 
 

 
 

图 7  Tn-Hi5 细胞内的重组 HearNPV 病毒粒子电子显微镜照片 
Tn-Hi5 细胞分别用 vHa-Aciap1(A), vHa-Aciap2(B), vHa-Acp35 (C), vHaCXW1(D)感染, 96 h 后收集细胞固定染色后超薄切片用 

HITACHI H7000 透射电子显微镜观察(n, 细胞核; c, 细胞质) 
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抑制昆虫细胞内caspase-9 类似蛋白酶活性相关[22,27].
然而, 尽管T. ni细胞内在的Tn-IAP因其抑制vP35Z诱
导Tn-368 细胞凋亡的功能已被克隆鉴定 [41], 但
Tn-IAP却并未能阻断HearNPV感染诱导的细胞凋亡, 
同样, Sf-IAP也未能抑制vP35Z诱导的Sf21 细胞大范

围凋亡. 因此, 一个合理的解释就是不同的IAP是以

一种细胞 (系 )特异性的方式在发挥其功能 , 或者

HearNPV诱导Tn-Hi5 细胞凋亡的途径十分独特也不

同于vP35Z诱导的凋亡, 而从细胞形态学变化上观察

的结果看HearNPV诱导的Tn-Hi5 与  vP35Z诱导的

Sf21 细胞凋亡也是有明显差异的 . 此外 , vP35Z与
HearNPV共感染可抑制caspase-3/7, 9, 8 样活性, 也暗

示了HearNPV诱导Tn-Hi5 细胞凋亡与其激活胞内可

能的未知caspase类似蛋白酶活性相关. 考虑到此前

研究描述的caspase-8/9 在细胞凋亡胞内外途径中的

作用[42,43], HearNPV诱导Tn-Hi5 凋亡也可能涉及到类

似于哺乳动物细胞的线粒体即死亡受体途径.  
作为一个宿主细胞的防御策略, 细胞凋亡可降

低杆状病毒的胞外感染性并减少病毒在胞内复制 , 
从而导致感染失败, 这暗示着细胞凋亡可能也是杆状

病毒宿主范围的一个决定因素[32,44]. 然而, AcMNPV
的p35, iap1, iap2 虽可抑制细胞凋亡却不能挽救重组

HearNPV 产 生 BV, 而 AcMNPV 共 感 染 能 挽 救

HearNPV的复制, 这表明BV的产生还涉及到别的病

毒因子, 另一种可能就是本研究构建的重组病毒中

目的基因均为晚期表达从而影响其功能. 
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