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粘虫核型多角体病毒包涵体蛋白的性质 

及其对几种肿瘤细胞生长的抑制作用 

刘子夜 齐义鹏 
(武tX~"4z病毒研究所．武汉 430072) ，／3 

提 要 SD~PAG电泳分析表明牯虫棱型多角体病毒(工国 ．’净：州 l Nuclear Polyhedra~Virus， 

简称LaX~PV)的包涵体蛋白由几种多肽组成 t其中升子置为 32kD的主带为多角体的主要结构多肚． 

经Seplmceyl S-200柱层析纯化后分析了其氨基酸组成，证明此包涵体蛋白是一种以琉永氨基酸为 

主要组成的特异性蛋白．我们发现 3 蛋白对 Hcla、}Ⅱ 帅 、HICAM等三种肿瘤细胞的生长有不 

同程度的抑制．用*H-T~ 标记按酸合成代谢的I-~la细胞的放射活性证实丁这种观察．、 ， 

关键词 L 壁 笪 堕，32 D蛋白，肿瘤细胞装 办．、市受 南 {弓甓 ； 。I J 

昆虫核型多角体病毒(NPV)是农作物害虫的病原体 ，在农业生物防治研究中有较大的理 

论和应用意义。所有 N'PV外面都有一层厚厚的包涵体蛋 白，其含量约占病毒组成的 80 以 

上。实验证明 ，包涵体蛋白基因(ocu)是一个非必需的极晚期高表达基因，有一个非常强大的启 

动子。从 8O年代起，人们开始用OCU基因构建转移载体，在昆虫细胞中表达外源基因，同时对 

OCU基因的结构、表达和调控也进行了深入研究，极大地推动了昆虫病毒分子生物学的发 

展r 。但是包涵体蛋白作为一种有价值的生物活性多肽未得到足够的重视。 

有报道认为，昆虫病毒包涵体蛋白是一种活跃的生物活性多肽，它可以与蛋白质、核酸相 

结合，在细胞膜上有其特异性结合位点，有血凝性质，也有人认为多角体蛋白还有抗肿瘤活 

性[31日。我们以]．．sNPV为材料，对其包涵体蛋白的某些性质，特别是对肿瘤细胞恶性生长的抑 

制作用进行了研究，为抗癌药物的筛选提供了又一个天然材料。 

材料和方法 

1 包涵体蛋白的分离 用常规方法从LsNPV感染致死的粘虫幼虫中提纯多角体并铡成悬液(25rc~／mz)}将多 

角体悬液置 70℃水浴 2小时}加入等体积的碱解液(o．Imo~／L NagX~，0．17~ ／L№a，0．1mol／L ED'rA， 

pH10．8)．温和法 置0—4℃冰浴中 1小时I用Tri~HCI(pH'7．0)调至pm．0中止反应t2000r／m离J 20分钟除 

去未降解的多角休．取上清41000g高速离J 50分钟}取上面1／2上精装八遗析袋，疆盏聚乙二醇(PI )一6000 

晶体哑水，浓缩约 l0倍．常规法；置室温(约25℃)下25分钟，滴加INH'Q调至pH&0中止反应，并向高速离 

心所得的上清中清加IN HCI调至 I5．5等电点以得到浓缩蛋白“ ]。收集高速离心沉淀中的病毒粒子，镜 

检． 

2 SDS-PAG电泳 常规法制备变性聚丙烯酰胺凝胶(1O 分离胶，3 浓缩腔)垂直板}电泳后用0．25 考马 

斯亮蓝染色 ．甲醇一冰醋酸脱色 一．低分子量标准蛋白购自上海东凡生化技术公司。 

·奉文于 1993年 2月 22日收到 ．3月8日罄回 
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3 凝胶柱层斩 制备2 X 6O锄 的 咖 y1 S--200分子排阻层析凝胶柱，加入温和法降解样品，用疆冲液 

(0．1mol／LTri~HCI， 5tool／L№0，p}豫．0洗脱 ，流速 1ml／min，分部收集样品用sephadexG一25干粉浓缩0日． 

d 氨基酸组成分析 常规方法水解层析纯化的蛋白，以P1TC衍生法在Water~P1OO．TAG氨基酸分析系统上 

分析其 17种氨基酸的组成【 “】。 

5 肿瘤细胞的培养豆生长抑制试验 H出 细胞及人胚肺=倍休细胞来源于中国典型培养物保藏中 L-(ccrc 

c，武汉)，m 帅 (人肺腺癌转移胸水细胞系)及 mCAM(入小肠癌转移腹水细胞系)来源于本系医学病毒研究 

室李文鑫教授 ”，用RPⅦ一1540(G~co)r．．pH7．2)加 10 小牛血清培养基，传代细胞浓度为约 ×1o‘细胞／ 

，置 37'C培养。将实验样品(DH7．2)以 5 ／瓶椎度分别加入传代后 24小时即处于对数生长期的肿瘤细胞 

Hela、HLAMP、HICAM的培养基中，向对照组细胞中加入等量pBs(~'7．2)l每天观察细胞的生长情况，并将细 

胞洗下在血球计数板上统计当时的细胞浓度，直至对照组细胞因营养耗竭而瓦解 I用人旺肺二倍体细胞作为 

对照细胞进行同样的试验[1|】． 

6 )H-TdR标记}Ha细胞接酸检测实验样品对其接酸合成的影响 将适当浓度的实验样品(pH7·2)和用作 

对照的等体积pBS(pH7．2)分别加入对数生长期的Hch组臆培养基中，同时以1l‘ 瓶的量加入’H-TdR(1v ca／ 

1)}72小时后，去掉培养液加入 0．5NNaOH 2ml洗下细胞并使其释放出D ，将细胞DNA抽滤到纤维素酯滤 

膜上，并加入pBS冲洗三遍l将滤膜放入液闪瓶，置37'C过夜烘干l以常规方法加入液闪溶剂，在液闪计数器 

(Bc mm)上测定m 的cpm值 ． 

结 果 

1 多角体及病毒粒子纯化 多角体在蔗糖密度梯度55 处呈一条区带，光镜下观察见纯化 

的多角体分布均匀无杂质，电镜观察见多角体形态规则典型，多角体碱解后释出放的病毒粒 

子也可见其典型形态投有受碱解操作的影响(图 1】 

图1 LsNPV电镜照片 

A，纯化的多角体(X5，000), B e碱解多角体释放出的病毒粒子(X50—000) 

FiS．】 日。c mi∞ oh d LaNFV 

A：potyhcdra pLlf进瑚 (×5，000) B Virion rekvaed by ez4~suretoMltaline s出 ，e(×5口，000) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第4期 刘子夜等：粘虫桉型多角体病毒包涵体蛋白性质及其对几种肿瘤细胞生长的抑制作用 359 

2 包涵体蛋白的 SIXc~PAG电泳和纯化 温和法碱解得到的包涵体蛋白电泳结果表 明有 15 

条带，其中出现一条明显的主带，分子量为 32kD~常规法碱解得到的多角体蛋白电泳结果则丢 

失了许多小带 ，但也有分子量 32kD的主带．纯化包涵体蛋白洗脱曲线有 4个典型的峰(Peakl、 

2、3)：Peakl紧随外水体积在 40—50mr处出现 ，为大分子蛋白iPeak2出现在 100—110mi处 ， 

为 67kD蛋白Peak3出现在 120--130m[处 ，为主带 32kD蛋白；收集 Peak3经 ScphadexG一25干 

粉浓缩 ，电泳结果表明只有 32kD一条带(图2)。 

田2 (1)LaNPV多舟体蛋白t~IS-PAG屯诛 

A 低9-T-量标准蛋白(上海东风)l 

B C：温和法样品l 

D E：常规法样品l 

F；柱层析洗脱第三峰(P3)．表明为32kD蛋白． 

(2)Sept~cryl S-200柱层折 

E 
口 

rq 

_  

d  

口 
o 

FraaJon number( ) 

33O一340 

(2) 

F 2 (1)Si~ -PAGE d p0 1 of lINPv 

A：Mut 帆 主Ell 0f low MW l 

B CI l皿pk 学 ‘酣 毗 0'Cl 

D E=Sa~ e dge醴ed at f∞m Ⅲ In 

F=P3矗om ,mrome．tosraphy column． 

(2)凸删 删 唧 phy se ∞ 譬200 

3 32kD蛋白氨基酸组成分析 分析LsNPV包涵体蛋白的 l7种氮基酸成份，Asp和 Ash Glu 

和 Gin未分开分析，Trp未分析。摩耳百分比含量较高的疏水氮酸有 he(20．8)、Leu(1 4．3)和 

Phe(8．0)，含量较高的苯环氨基酸有 Pro(12．6)和 Phe。按分子量 32kD计算 ，I．．sNPV包涵体蛋 

白估计共有213个氨基酸残基，其中Ⅱe有 44个，Lcu有30个，最少是Arg(4个)和Met(4个)， 

cys有 3个残基 ，可能参与构成了分子内及分子问的二硫键，与蛋白质分子构型有关(表 1) 

4 包涵体蛋白对几种肿瘤细胞生长的抑制作用 在细胞对数生长期加入多角体蛋白混合物 

或 32kD蛋白24小时后，Hela HLAMP HICAM三种肿硝细胞试验组和对照组的细胞浓度无明 

显 区别 ；48小时后试验组细胞生长速度减慢 ，而对照组细胞仍处于对数生长期 ；72小时后试 

验组细胞呈现不同程度的生长抑制和细胞破坏，可见明显的细胞膜部分瓦解和细胞内颗粒增 
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衰 1 tsN]PV争角体3甜0蛋白氯挪 组成分析 

Tab,lcl An~no ecid∞m N越 嘶 t LeN]PV 32tD pr 

多。加入PBs的对照组细胞投有这类典型变化。细胞培养至第五天时，对照组细胞已因营养耗 

竭出规部分破坏，而试验组的细胞则已全部瓦解。同时试验的人胚坤二倍体正常对照细胞，其 

试验组和对照组细胞的生长情况无明显区别(表 2)(图 3)(图 4)． 

衰2 三 tsN]PV争角体3a0 

蛋白后不同时间的蛐 浓度(×l o‘十mll~／=d) 

T批 2 Concentmtlon(xl05=Us／mZ)o~threettlm~ ceils and hmmn曲由ryon皿I di_l喇 础 treatedwith 3雒D 啊dI．from 

tsN]PV—  it di Ⅲ time 

试验组 

Test 

2 

6．8 

O 

7．5 

7．2 

&2 

B 

& 5 

5 

＆ 0 

5．8 

对腻组 

O 

2 

0 

5 

2 

& 5 

& 0 

8．5 

7．8 

＆ 2 

矗 5 

试验组 

Test 

覆 5 

吼 5 

l仉 0 

0 

9．5 

l2．0 

12．0 

15．0 

1O．0 

12．0 

& 2 

对照组 

Cmm-d 

l1．0 

l2．0 

l2．O 

9．5 

1O．O 

12．0 

1 0 

18．0 

15 0 

l5．0 

0．O 

试验组 

5 

& 0 

7．8 

8．5 

8．0 

8-5- 

8—2 

7—8 

5 

8 0 

9．5 

对黑组 

Contz~l 

2卫 O 

2采 O 

1 0 

2 0 

2 0 

3 0 

28．0 

20．0 

22．0 

2采 0 

1 0 

。  。  

～～，： 。 ～～， 
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3 量 5 
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平均值 6
． O 

M ean 

二倍悻m  Di皿dd 

1 5 

2 t 0 

3 6．O 

4 5 

平均值 &0 

Mean 

6．2 

& 5 
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也 2 
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0 

6．0 

& 5 
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& 0 

5 

t 8 

6．5 

2 

O 

& 8 

& 2 

8 

8．5 

5 

2 

6．8 

5 

0 

细胞滩度 细胞滩度 

l 2 24 48 72 96 I 20 

传染后培养时问Ol,时) 

Time after subcul rt(hour) 

l2 24 q8 72 96 l20 

传代后培葬时阃(小时I 
TiⅡ an付 s,bc~RurQ(ho ) 

田3 肿瘤细胞生长及生长抑爿曲牲 
一 一

生长(对履组)．．I⋯·抑茸(试验组) 

传代细胞浓度约4X1(~十细胞，札 6小时莹匮胞附璧．细胞量略有斌步·12小时细胞开始增殖j24小 

时细粒呷处于对戥生l毛搁早期I48小时纽瞻予对救生长期．生长旺盛+咒 

96小时组咆量最多，形成致密单屉·96～l20小时培养基营养捎耗．细胞单屉开始瓦解． 

在传代后24小时髓 进凡对鼓生长期时加凡坳 蛋白．缸 小时旨(即拈 小时)细胞没有明显的抑 

制理象，拈小时旨(即跎 小时)细粒停止生长．72小时后(即窜6小时)细胞教量硪少．可见明显的生长 

抑爿作用．受抑捌的程度：m N̂哆 f埘a>fⅡĉM．̂ 旺肺二倍体细胞(I-II~Di )发有受到抑制． 

ⅢⅢⅢ 眦 

 ̈蚰  ̈ ¨  ̈

3 2 9 87 6 5 4 3 2 ∥ 
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P 3 0 畦 扣吣 硼 _m叫 l ofth慨 t衄科 出 一一 aI (cc眦 )⋯⋯Inhibition(T哪 ) 

o砒∞nt 瞰n the捌h州b。mt嘲 嘴 4× lO ／吐 蛔̂ 6 啪 I 伪 8m删 bottom ol 

bott~ n entered E帜 1irlir grow~．periadlag~ l2 啦 岫 础 s噼 姐 }m  24酶 时 妊 咄  

were at嚏啦 k弘rilhm把 h柚eIa船f船 h0岍 the。e were丑tI啦州 n地血 h柚e州 已b删 _曲矾曲 ±峙 

q~noyIduring 72—鹕 6 m tileⅡl喊 papu~ ion“ ∞  dn础 nm  } 峨 96一 l20 ∞  

nL~-ient medium 哪 very and t ∞珊" rh n de~ oyo 

A埘 3： Wowln at 24 h。I硒 after●曲 cIlII Obvious Ⅲ t ofthe didilot s~owed ．tt 24 

homs(砒 相 )i~ovnh the cel1I鲫 脚 48 hour~(at 72且。岍 )Ip。 l且Ii0I- ‘ celld~-eascd， 

曲 帆 缸hili the删 |Fa州l唱 咻 Bfoun~ 

E虹哪I畦 HI妯 lH 旺．> 脚cA 曲越 。ell hur憎n∞】bly0lu吨 (H口 )忡 hog 

~bitcd- 

5 aH—TdR标记Hela细胞核酸合成的抑制 加入 32kD蛋白的Hela细胞在镜下可见生长抑制 

现象。72小时后测定细胞新合成的DNA中m 的cpm平均值，约为同时加入PBS的对照组的 

1／3，表明试验组细胞 DNA的复制受到 32kD蛋白的抑制(表 3)。 

寰 3 ’H_T蛐．标记}蛐 细胞DN̂ 的(州 值 

Table 3 m  眦 cellDNA jH~Td]Rlabc~ 8 

试验组，蜘凡L。NPV多角体 32kD蛋白 

对照组 ；加凡PBs 

TestlAcidthe∞U ngdi~m w(tk 3~JcD m  

C邮 Ⅱd =Add n ∞Ⅱmd n肌 wire PBS 

讨 论 

实验结果证明，温和法降解得到的包涵体蛋白，在SDS--PAG电泳图谱中出现了多于常 

规法样品的带，可能更加真实地反映了包涵体蛋白的构成。关于包涵体蛋白究竟由一种或多 

种多献组成的问题曾经有过讨论[51 I】”，我们的结果与某些作者的包涵体蛋白由多种多肽构 

成的观点是一致的。对于不同昆虫杆状病毒的多角体蛋白，某些作者【z 口认为 ，其结构和功能 

是保守的 ，另一些作者口Ⅱ阅认为是有特异性的，我们对 IaNPV氨基酸组成分析的结果支持了 

后一种观点。多角体蛋白一级结构的较大差异可能说明其功能也不同，这个问题有待对其他 

包涵体蛋白基因DNA序列的深入比较研究L1J一。 
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图4 细瞻生长及抻翻照片 

A、BtHd4细胞 ，C．D}H MP细胞 一E、F：mĉ M细胞 

试验组 、̂c、 在肿瘤细胞对数生长期加入32kD蛋白72小时后，可见细胞膜部分瓦解一细胞质内撷艘增加，细胞生长 

受到抑制‘对照组 B、D、Fl同时加入等量的pBS在讫 小时后，细胞生长正常 ‘ 

0 ̂ 胚肺二倍体细瞻在其对数生长期加入3盐D置白72小时后，细胞的生长状态与同时加入 Bs的对照组没有 

明显区删 
Fit,,4 Phd。gmph of gr。wth丑fl‘|in~ on ofccIb 

A H：HclaⅫ ．C、DlHL^MP 。咀1．E、F：HICAM 。咀1 
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Test̂ 、C E：de r the cell membro．ne~，incro．aJe ~rain in the cylopln~m 助 d inl~ tio．of cell~-owth after 72hr treated wit kl 

地 D 日忙 ．m 韶n o吣  印曲批咄 曲·越． 

Colv~r~i B、D、FI哪nn越 龇 f̂ 7：21a"t怕l■dm P 8 of~lUal 旺 0l啦pIa柚 ee．,ll laumlm cal~tyolu噶 

Test础 I怕删 州lh~21tD pt嘶  riot d}H哪 t conqat'olwith嘴 加 ?21a"in叫 SroweaIq弘riIh咄 曲鼬 ． 

我们选用的三种肿瘤细胞均具有较典塑的恶性肿瘤细胞属性 ，细胞分裂生长迅速，在l传 

3传代后 24小时细胞即可进入对散生长期，形成约50 的单层，细胞呈多边形或圆形，胞膜轮 

廓清晰，胞质透明。若有细胞毒性作甩，观察是比较明确的。我们向Hela细胞中加入包涵体蛋 

白混合物和层折纯化的 32kD蛋白，得到了细胞破坏和生长抑制的一致结果 ，证实不是由于提 

取物中残留的蛋白酶的影响，初步说明了多角体蛋白主要是 32kD的活性作用。用 HI．AMP和 

HICAM细胞进行同样试验 ，进一步证实了本研究的结论．将包涵体蛋白提取物加入人胚肺二 

倍体细胞没有出现上述细胞破坏和生长抑翻现象。在Hela细胞上以咐一TdR标记细胞的DNA 

合成代谢 ，确证了多角体蛋 白的 32kD蛋白对该肿瘤细胞生长的影响． 

关于昆虫包涵体蛋白作为一种具有特殊功能的生物活性多肽，曾有过讨论[3]，而对其抗肿 

瘤活性只有少量的研究报道[‘]。昆虫病毒Qcitl基因是一个极晚期基因，包涵体蛋白的表达预示 

着NpV的最后装配和宿主细胞的消亡。我行丁认为，多角体蛋白的 3 D蛋白结构中存在的较多 

的疏水氮基酸使其可以容易地进入细胞 ，可能给生长旺盛的细胞提供了一个进入生命晚期的 

信号 ，这个信号也可对生长中的肿瘤细胞起作用，从而造成肿瘤细胞生长的抑制。包涵体蛋白 

构成的 NPV的保护性外亮结构是非常稳定的 ，可以抵抗多种蛋白酶和其他不利的环境因素的 

影响，这也说明了包涵体蛋自在结构和功能上可能存在的特殊性．本研究结果顼示着多角体 

蛋白作为一种抗肿瘤活性物质的美好前景，并将这种性质确定在包瓶体蛋白的 32kD蛋白上， 

但其抗肿瘤机制以及这种大分子多肽拟作为抗肿瘤药物的可行性．还需进一步研究。 
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Properties of Polyhedron Pr0tein from Leucaia 

Separata Nuclear Polyhedrosis Virus and Its 

Inhibition to Growth of Several Tumor Cells 

Liu Ziye QiYi~ng’ 

( 出 of F／~'dogy，Wu／g：n 蝴  ，Wu／~a 430072) 

SDS—PAG electrophoro~is showed that the polyhedron proteins of Let~ ／． nuclear po lyho- 

drosis virus(LsNPV)was consisted of several polypeptides，the major band of MW 32kD was the major 

structural po lypeptides of polyhed ra．Am ino acid com position of 32kD protein was analyzed after purifi— 

cation by chramatography of Sephacryl S-200 column．The cell growth of three tllmor (HeM。 

HI．AMP，HICAM )was inhibited by 32kD protein，DNA replication labeling with H—TdR recognized 

the result． 

Key words LsNPV ，Polyhed ron proteins，32kD protein．Tumor cell 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

