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摘要 � 杆状病毒入侵可以诱导昆虫细胞凋亡,作为对抗宿主防御体系的一种策略, 病毒自身编码

具有抗细胞凋亡活性的蛋白, 如 p35蛋白和 IAP。杆状病毒 p35蛋白是一种广泛有效的凋亡抑制

因子,能在哺乳纲、昆虫纲和线虫纲中抑制细胞凋亡作用, 推测其与细胞凋亡途径上保守的成分

Caspase起作用。研究表明, p35蛋白正是通过蛋白酶间的相互作用和 p35蛋白的剪切而起作用

的。就最近几年在 p35蛋白抗凋亡作用机理方面的研究作一综述。
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� � 细胞凋亡( apoptosis) , 是指在一定的生理和病

理条件下,机体为维护内环境的稳定,发生的受基

因控制的、自动有序的死亡方式
[ 1]
。细胞凋亡与其

它生理过程不同, 具不可逆性, 在生命周期中只发

生一次,因此受到精确调控。凋亡对于多细胞生物

的正常发育和维持内环境的稳定是十分必要的,同

时也可以防御病毒入侵和肿瘤发生。细胞凋亡是

生物学上与细胞周期、细胞调控同样重要的研究热

点。凋亡的诱因很多,其中病毒感染是常见的因素

之一。杆状病毒已作为杀虫剂开发利用,同时已成

为应用最广泛的外源基因表达载体系统,因此研究

杆状病毒与宿主间的凋亡关系不仅有理论价值,也

有实际应用意义。最近几年, 在杆状病毒与昆虫细

胞凋亡的研究多集中于抗凋亡方面。目前已鉴定

出的抗凋亡基因可分为 iap基因和 p35基因
[ 2]

, p35

基因由于具广泛的抗凋亡活性而成为研究的重点。

本文就近几年 p35 基因抗凋亡及机理的研究进展

作一综述。

1 � 杆状病毒 p35蛋白的抗凋亡作用

p35基因是 1991年由 Clem等在苜蓿银纹夜蛾

多粒包埋核型多角体病毒 ( Autographa californica

MNPV,AcMNPV) 中分离并鉴定出的凋亡抑制基

因
[ 3]
。p35 基因位于 EcoR ��S 片断 ( 86�8 ~

87�8mu,图谱单位) , 下游是增强子 hr5,上游是 P94

基因,其 ORF 由 897个碱基对组成, 基因表达产物

分子量为 35kD
[ 4]
。序列测定表明, p35与已知的死

亡调节子没有明显的相似性。随后, Kamita 等在家

蚕( Bombyx mori , Bm)中报道发现 p35 的同源物,两

者核苷酸同源性达 96�6%,表达产物氨基酸同源性

达 89�6% ,但后者的抗凋亡水平却比较低
[ 2]
。粉纹

夜蛾核型多角体病毒 ( Trichoplusia ni MNPV,

TnMNPV) p35 基因 和粘虫核 型多角 体病毒

( Leucanca Seperata NPV, LsNPV) p35基因分别由我

国的中山大学和武汉大学发现和鉴定的, 与

AcMNPV p35基因核苷酸同源性为100%和80�4%。

p35蛋白由 299 个氨基酸构成,在结构上并没

有明显的基元序列( motif) ,其结构中唯一明显的特

征是分子中几个带电残基的集簇,如分子中央及 C

末端富含赖氨酸的结构域和 N末端的高电荷结构

域
[ 5]

, Bert in 等将 N 末端的高电荷结构域分成

CHR1、CHR2和 CHR3
[ 6]
。据疏水性计算, 高电荷结

构域位于分子的外表面, 可能参与蛋白质和蛋白质

之间的相互作用。高电荷结构域对于突变特别敏

感,任一高电荷结构域的突变都会导致抗凋亡功能

的丧失。N末端有一个特殊的高电荷结构域,能充

当p35功能的显性失活抑制子。Cartier 等用实验

表明,在感染有野生型 AcMNPV 的 Sf�21 细胞中稳
定转染含 p35 N 末端 1~ 76 氨基酸的一种突变体

( truncation mutant, p35
1�76

)时,细胞同样经历了凋亡,

说明 p35
1�76
不仅不具有抗凋亡作用, 同时干扰了

p35的抗凋亡活性
[ 7]
。

p35的抗凋亡作用很广泛, 能在不同的动物中
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抑制细胞凋亡。Sugimoto 等的研究表明 p35在秀丽

隐杆线虫中能抑制凋亡
[ 8]

,又有人证明了鳞翅目昆

虫细胞中的凋亡抑制现象,同时Hay等在黑腹果蝇

和哺乳动物神经细胞中观察到了 p35的抗凋亡作

用
[ 9]
。可见, AcMNPV编码的 p35能在线虫纲、昆虫

纲和哺乳纲中抑制细胞凋亡, 推测其极可能在凋亡

途径上与一种相对比较保守的成分起作用, 即执行

死亡的Caspase 酶类。

2 � p35蛋白对不同生物 Caspase酶的作用

2�1 � p35 对于秀丽隐杆线虫细胞死亡蛋白酶

CED�3的抑制
Xue等研究表明, p35 能抑制秀丽隐杆线虫

( Caenorhabditis elegans ) 杀手蛋白酶 CED�3 的活
性

[ 10]
。p35 是 CED�3 的底物, 用

35
S 标记的 p35能

被CED�3剪切成 10kD和 25kD的 2 个片段, p35主

要是通过竞争性抑制机理来抑制 CED�3的活性。
当PARP( CED�3的底物之一)与过量的 p35、CED�3
同时存在时, PARP 的断裂会被抑制,而对照组则无

此现象。微量测序 25kD 的 N 末端, 由其上的

GFHDSI序列可知, p35是在 87位上的Asp和 88位

的Gly 间断裂的,而这个位点极类似于 CED�3的剪
切位点(在 Asp和 Gly 或Ala间)。

单独用 p35的产物片段 10kD 和 25kD感染秀

丽隐杆线虫幼虫时并未出现凋亡抑制现象, 说明抑

制凋亡的不是 p35的产物片段。有人在发生突变

的p35蛋白上再引入一个突变,即将 127位的赖氨

酸用甘氨酸取代后, 转染秀丽隐杆线虫幼虫细胞,

此细胞经历了凋亡, 表明双突变体 p35蛋白中有一

个酶切位点,这个酶切位点是由 127位氨基酸突变

产生的。另一种 Caspase 酶抑制剂牛痘病毒蛋白

CrmA对哺乳纲细胞有凋亡抑制作用,但对秀丽隐

杆线虫细胞却无抗凋亡作用, 若 CrmA上的 ICE剪

切位点被 p35的 CED�3的剪切位点取代, CrmA能

作为 CED�3的底物且能抑制 C. elegant幼虫中的凋

亡。由此可见, 在秀丽隐杆线虫细胞中凋亡的抑制

只需要CED�3剪切位点,并不需要整个 p35蛋白。

2�2 � p35蛋白对于 ICE蛋白酶家族的抑制

Hay 等在 1994年提出来自 AcMNPV的 p35基

因能在哺乳动物细胞株中编码一种抑制因子来抑

制哺乳纲细胞的凋亡。Bump等推测可能是 p35对

凋亡途径上相对保守的成分 ICE蛋白酶起抑制作

用从而抑制凋亡。Bump 等用 CoS�1起源的细胞株

中表达白细胞介素 1�( IL�1�)的能力来检测 p35蛋

白对 ICE蛋白酶活性的抑制,他们逐渐增加能编码

p35的质粒后和白细胞共转染, 发现成熟 IL�1�的
释放量减少,表明了 p35蛋白确实对 ICE蛋白酶活

性有抑制作用
[ 9]
。哺乳纲细胞的凋亡现象比较复

杂, Li等用 ICE缺陷的小鼠做实验时发现小鼠呈现

出典型的凋亡特征, 推测在哺乳动物细胞中可能不

只需要一种 ICE类蛋白酶的参与。在哺乳纲和昆

虫纲细胞株中 ICE或相关蛋白 ICE�CED�3同系物�1
( ICH�1)、ICH�2或 CPP32中任一种被过量表达时都

会诱导细胞调亡
[ 11]
。与 CED�3 不同, 用免疫定位

和聚丙烯酰胺凝胶电泳( PAGE)等方法表明 p35蛋

白是酶的一种不可逆性抑制剂而非竞争性抑制剂。

ICE和 p35蛋白的断裂片段能形成一种复合物,复

合物共有 4 条带: 25kD、22kD、11kD 和 10kD, 22kD

和10kD来自于 ICE, 25kD来自于p35蛋白。ICE对

p35蛋白的剪切是复合物 ICE�p35形成和对酶的抑

制所必需的,复合物一旦形成二者间即具有稳定的

相互作用,但 ICE和其自然底物 pro IL�1之间并不
需要这样的相互作用

[ 11]
。

p35对 ICE 的抑制也可能采取另一种方式。

ICE是以酶原形式在胞浆中合成的, ICE激活需要

蛋白水解掉酶原 N 末端的区域和 p10、p20 之间的

连接区氨基酸, 所以 p35极可能在体内抑制酶的自

动激活,从而有效地阻止了 ICE类酶引起的凋亡。

2�3 � p35蛋白对于草地贪夜蛾 Caspase酶活性的

抑制

Ahmad等于 1997年用 PCR 法从草地贪夜蛾

( Spodoptera f rugiperda, Sf)中分离到了参与细胞凋亡

的酶并命名为 Sf caspase�1, 其在序列和特异性上与

MCH3和 CPP32 高度相关
[ 12]
。Sf caspase�1 酶原由

299个氨基酸组成,分子量为 35 kD,在大肠杆菌中

Asp�28、Asp�184、Asp195 三个部位自我催化形成具

有两个亚单位的异二聚体, 此二聚体具有酶的活

性,纯化重组体 Sf caspase�1与35
S 标记的 p35各温

育了不同的时间, 产生了预期的 10kD和 25kD片

断,表明 Sf caspase�1对 p35具有剪切作用, 作用产

物表明剪切位点同样是在 Asp�87。体外实验中,纯

化的重组体 p35 以一种剂量依赖的方式抑制 Sf

caspase�1, 是酶的竞争性抑制剂。在 Sf�9凋亡提取
物中的蛋白酶活性也会被抑制并表现相似的剂量

依赖性, 与重组体 Sf caspase�1不同的是, Sf�9凋亡
提取物中蛋白酶活性并未完全被高浓度 p35抑制,
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推测可能在提取物中还存在另一种蛋白酶活性,也

是病毒感染所激活的一种新型酶, 对 p35不敏感。

与CED�3 相似, CrmA 与 p35 相同的条件下对 Sf

caspase�1没有抑制作用。

3 � p35蛋白的抗凋亡作用机理

目前的证据表明,不同信号激活在凋亡程序上

关键的 caspase, 可见对于 caspase 的正确调控对于

凋亡性死亡的执行或阻止是重要的
[13]
。p35正是

通过对 caspase的抑制而起到抗凋亡作用的。Bertin

等将 2个密码子插入在整个 p35中, 构建了一系列

插入突变体,通过标记挽救实验证明了 p35的 C末

端和N末端对于 p35功能的重要性, p35 N末端( 1

~ 152)对于突变最敏感,在 9个插入突变体中 8个

能引起 p35功能的消失。为进一步确定 N末端的

功能性区域,再构建一系列的 ca(酸性或碱性残基

用丙氨酸取代)突变体,标记挽救实验表明, p35的

功能性结构域是 CHR1和 CHR2而非 CHR3。位于

p35的 CHR2中的 P1 ( Asp�87)对于 p35断裂和病毒

诱导的凋亡抑制是必要的, p35在此处的剪切效率

与它的抗凋亡活性有关。但单有 P1位点的断裂不

足以抑制细胞内的凋亡现象, 必须同时具备 P4

(Asp�84)位点的断裂, 使 p35能结合到 ICE 上形成

复合物。P4 对于凋亡抑制是必需的, 但不是蛋白

水解所必需的, 其作用为: ( 1) P4 影响了对蛋白酶

抑制所需的断裂后事件, 如蛋白酶引起的 p35断裂

产物的滞留; ( 2) P4 影响到了 ICE 底物特异性
[ 14]

,

P4取代能将 p35从一个底物抑制子转变成一个单

独的底物; ( 3) P4 可以影响 p35结合到 Sf caspase

上, P4取代可以减少 p35和蛋白酶的结合而使其低

于需要的完全蛋白酶抑制和随之的凋亡抑制。

Bertin等根据他们的研究提出一种假说来解释

p35的抗凋亡机理, 他们认为 p35同 CED�3�ICE 蛋

白酶相互作用, 结果 p35在 DQMD�87G处或其附近

被剪切, 由其断裂产物介导抑制 CED�3�ICE 蛋白

酶
[ 6]

, ICE�p35复合物的形成证实了 p35 的抑制涉

及到一种剪切产物抑制酶蛋白,此复合物类似于丝

氨酸蛋白酶抑制剂在抑制期间形成的复合物, 但

p35与任何已知的丝氨酸蛋白酶抑制剂并无序列

相似性。Zhou等提出 p35中关键的结构决定簇是

P1 和 P4 位点及附近的几个残基, 称为环状区域

( DQMDGEHD) ,环状区域可能通过与 caspase 类酶

活性位点的相互作用提供或取消 p35的抑制功能,

或是改变其特异性。若用 p35的环来代替 CrmA的

环( LVADCAST ) , CrmA 即具有抑制 CED�3 的活
性

[ 15]
。可见,环状结构对于 p35的抗凋亡功能具有

重要的作用。Xu等则提出 p35对 Caspase 的抑制

机理涉及到活性酶对底物的诱捕
[ 16]
。p35 和

Caspase�8 复合物的结构性研究表明, 在 Caspase�8
的 360位半胱氨酸与 p35的 87位天冬氨酸间存在

硫酯键。硫酯键对于热变性处理极不稳定, 所以用

聚丙烯酰胺凝胶电泳( PAGE)的方法观察不到 p35

和Caspase�8复合物[ 17, 18]
。在正常的催化期间, 硫

酯键会被结合于 Caspase 上的水分子快速分解, 但

是在结合和剪切 p35后 p35的 N末端靠到了酶的

活性位点处, 使溶剂无法进入有催化活性的二聚

体,阻止了硫酯键的水解,导致了 Caspase的不可逆

抑制。p35对于 Caspase 抑制的分子机理与在别的

蛋白酶抑制子复合物中观察到的蛋白酶抑制模型

完全不同
[ 19]
。这些酶多是通过活性位点的非共价

的相互作用来抑制的, 长期以来, 通过硫酯键形成

的共价自杀性抑制只是在丝氨酸蛋白酶抑制剂中

观察到 ,但机理不同,丝氨酸蛋白酶抑制剂的抑制

机理涉及到酶活性位点的扭曲和由于抑制剂拉力

产生的变形
[ 20]
。相反, p35通过溶剂排斥和催化残

基的重新定位而提供了另一种蛋白酶抑制模式。

总之,所有的证据都支持 p35抑制病毒激活的

CED�3�ICE蛋白酶而抑制了病毒诱导的凋亡,其主

要是通过蛋白酶间的相互作用和 p35的断裂来实

现的,详细机理仍待研究。
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The Antiapoptosis Activity and Molecular Mechanism of Baculovirus Protein p35

Xiu Meihong � Peng Jianxin � Hong Huazhu

( Institute of Entomology , Central China Normal University � Wuhan � 430079)

Abstract � Baculovirus invasion can induce insect cell apoptosis.As a strategy of countering the apparent antiviral

defense by the host , virus encodes diverse protein with antiapoptotic activity, such as IAP and protein p35. The

baculovirus protein p35 is a general and effective suppressor. It is estimated that p35 targets a highly conserved step in

the death pathway. Collectlly , p35 blocks virus�induced apoptosis by inhibiting a virus�activated CED�3�ICE�like

protease through a mechanism that includes protease interaction and p35 cleavage.
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