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要!研究构建一种快速表达
UOR

蛋白的重组杆状病毒的方法$在复制缺陷型的家蚕杆状病毒!

TI>R?

"

穿梭载体
YN7TIT,6I3K

基础上#利用
RSY

方法合成两端分别含有
C%_

L

左右同源臂的绿色荧光蛋白基因!

Q6UOR

"

片段和线性化的
YN7TIT,6I3K

共转染
TI>

细胞或家蚕幼虫#可以一步获得重组病毒#表达绿色荧光蛋白$实验结

果表明#含有
Q6UOR

基因的重组杆状病毒构建成功#在
TI>

细胞和家蚕幼虫中分别表达了绿色荧光蛋白$因而#

本研究成功建立了一种快速构建重组杆状病毒并能够表达
UOR

蛋白的新方法$

关键词!杆状病毒&

YN7TIT,6I3K

&

RSY

&共转染&绿色荧光蛋白
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昆虫杆状病毒表达载体系统"

_,6)-(:3*);1c7

L

*1;;3(+:16<(*;

=

;<1I

#是一种真核表达系统%它是

利用昆虫杆状病毒作为载体在虫体内或者宿主昆虫

细胞中表达外源蛋白的'

"

(
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"BHC

年
P,1K,

等'

$

(利

用家蚕杆状病毒成功地表达了人
$

7

干扰素%使得杆

状病毒表达系统逐渐发展起来&由于昆虫杆状病毒

表达载体系统具有表达量高)翻译后修饰)成本低廉

等优点%已被广泛应用'

!

(

%成为与三大蛋白表达系统

一样重要的外源蛋白质表达系统'

&

(

&目前基于昆虫

杆状病毒载体的表达系统主要有两个'

C

(

!一个是应

用最为广泛的
Q6>R?

表达载体系统%它是以
8+

"

8*360(

L

-);3,+3

#和
5.

"
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L

(K(

L

<1*,.*)
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L

1*K,

#细

胞系或苜蓿银纹夜蛾为宿主$另一个是家蚕杆状病

毒
TI>R?

表达载体系统%它是以
TI>

细胞或家

蚕幼虫为宿主&

传统的重组杆状病毒构建方法是利用转移载体

与野生型病毒
N>Q

共转染昆虫细胞%通过同源交

换和空斑纯化获得重组病毒%该方法不仅重组效率

低%而且十分耗时'

#

(

&
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年
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(构建了类似

T,6RQ\#

的
TIT,6RQ\

病毒载体%该病毒载体具

有与
T,6RQ\#

相同的
O+C!#

'

位点修饰区域%利用

线性化的该载体与外源基因的转移载体共转染可获

得效率接近
"%%]

的重组病毒%从而构建了
TI>R?

线性化载体重组系统&

P(<(0,;03

等'

H

(主要是利用

Q6T,6I3K

相似的方法的来构建
TIT,6I3K

%构建了

一个含有
8+D

转座位点)

\,+

抗性基因)

I3I37O

复

制子)

-,6/

$

基因的转移载体
L

T\_-)1

*

I3+3O7\,+

%

其基因组即为
TIT,6I3K

&

TI>R?

表达载体系统可以通过
T,67<(7T,6

系

统或利用线性化技术构建重组病毒%但采用这些方

法构建重组病毒通常需要多步克隆和筛选重组子%

比较耗时费力&

$%"!

年费伟强等'

B

(构建一种复制

缺陷型
TI>R?

载体%通过
Y1K

重组技术敲除

TIT,6I3K

上复制必需基因
I.

H

\]̂_

部分序列%构建

了
YN7TIT,6I3K

载体&本研究在复制缺陷型
YN7

TIT,6I3K

载体基础上%利用
RSY

方法合成两端分



别含有
C%_

L

左右同源臂的绿色荧光蛋白基因片段

和线性化的
YN7TIT,6I3K

共转染
TI>

细胞%一步

快速得到重组杆状病毒%无需筛选&同时也可直接

共转染家蚕幼虫%产生重组病毒%表达
UOR

蛋白&

左重组臂
YQ7E

共有
"CB_

L

%由
-1.7$

L

(-

=

Q

和多角

体启动子及前
"%

个氨基酸残基编码序列构成%碱基

序列为!

QSQQ8QQQQSQQ88Q8QQQ8U8SQ

QQ888U888888Q88QQSUQ8QSQQQ8UU

QQQ8QQ8QQSSQ8S8SUSQQQ8QQQ8QQU

8Q8888QS8U8888SU8QQSQU8888U8QQ

8QQQQQQQSS8Q8QQQ8Q88SSUQQ88Q8

8SQ8QSQSSSSSQSSQ8S

&右重组臂
YQ7Y

共

"CC_

L

%由多角体
L

(-

=

Q

和
I.

H

\]̂_!k

序列构成%碱

基 序 列 为!

QQSQS8Q8QSQ88U88Q88QU

8QSQ888Q88QQUSU88QUQ88S8U8USU8

8U88UQ888QSQUQSQQ88U88U8QSU8Q8

888QQ8QQ88SQ88QQQ888U8QQ8S888

QUUU8UU8Q8U88QUQUSUQQQQ8SQQQ8

UQ8888SQUSU8S888

&

YQ7Y

片段能够补全

YN7TIT,6I3K

上
I.

H

\]̂_

缺失的部分%形成能够复

制有感染能力的
TIT,6I3K

&即目的基因
RSY

产

物"含重组臂#和线性化的
YN7TIT,6I3K

共转染可

直接产生重组病毒"图
"

#&

图
"

!

RSY

产物快速构建重组杆状病毒的原理

!

!

材料与方法

"@"

!

材料及主要试剂

TIT,6I3K

和
YN7TIT,6I3K

由本实验室通过

/'7S)_36TI>R?

野生型病毒改造而成&

L

Q6UOR"7>"

质粒和家蚕卵巢上皮细胞系

TI>

均为本实验室保存$菁松
W

皓月蚕品种由浙江

中奇生物药业股份有限公司提供$一次性注射器购

自常州悦康医疗器械有限公司&

RSY

试剂购自
8ZFZTZ

公司$

5O7B%%

%

5OP

"

"W

#无血清培养基)

V+;16<U*,61P1K3)I

和胎牛

血清"

OT5

#均购自
V+:3<*(

4

1+

公司$二甲基亚砜

"

NP5Z

#购自
53

4

I,

公司$各种核酸制备试剂盒)

R?NO

膜和转染试剂
[7<*1I1UG>G MR

均购自

Y(601

公司$标准核酸
P,*X1*

购自
8,\,Y,

$

O+C!#

'

酶购自
>GT

公司$

a1;<1*+T*3

4

0<GSE

溶液购

自美国
QK:,+;<,

公司$蛋白
P,*X1*

购自
801*I(

5631+<3.36

公司$抗
UOR

标签兔多克隆抗体和
MYR

标记的羊抗兔
V

4

U

抗体均购自康为世纪生物科技

有限公司&引物合成和
N>Q

测序分别由苏州金唯

智生物技术有限公司和上海桑尼生物有限公司

承担&

"@$

!

实验方法

"@$@"

!

线性化
YN7TIT,6I3K

取
YN7TIT,6I3K

*

NM"%T

菌株接种
ET

液体

培养基"

C%

#

4

*

IE\,+

)

$C

#

4

*

IESI

#

!D̂

摇床

$$%*

*

I3+

培养
$&0

&试剂盒"

Y(601

公司
U1+(7

L

)*1R-,;I3KP3K3\3<

#抽提
YN7TIT,6I3K

基因

组%

O+C!#

'

"

>GT

#酶切使之线性化&

"@$@$

!

RSY

合成
YQ7E

和
YQ7Y

重组臂

根据
TI>R?

基因组序列%设计两对引物%扩

增左重组臂
YQ7E

的上游引物
YQ7EO

"

QSQQ8Q

QQQSQQ88Q8QQQ8U8S

#和下游引物
YQ7EY

"

UQ8UU8UUUUU8U8Q8UQQ8QQ88S

#&扩

增右重组臂
YQ7Y

的上游引物
YQ7YO

"

QQSQS8Q

8QSQ88U88Q88QU

#和 下 游 引 物
YQ7YY

"

UQ8UU8UUUUU8U8Q8UQQ8QQ88SUUQQ

8Q888Q8QUU

#&以
TI>R?

基因组为模板进行

RSY

扩增&扩增产物经凝胶电泳检测%并回收目的

片段&纯化好的
YQ7E

)

YQ7Y

分别构建到
L

9S"B

载体上%构建好的重组菌交由上海桑尼生物有限公

司进行测序&

"@$@!

!

RSY

合成含重组臂的
Q6UOR

"

Q6UOR7NMQ

#

片段

!!

根据
Q6UOR

基因的完整
ZYO

框%设计上游引

物
Q6UOR7O

"

UQQ88Q88SQ8QSQSSSSSQSS

Q8SQ8U8SU8QS8QSSQ8SQS

#和下游引物

Q6UOR7Y

"

S8QQ8QQSQQ8U8Q8QU8U88UQ

Q88S8SQS88U8QSQUS8SQ8SSQ

#&下划线

碱基序列对应与
YQ7E

)

YQ7Y

同源的部分&以

L

Q6UOR"7>"

质粒为模板%进行
RSY

扩增%并回收

目的片段&以
YQ7E

)

YQ7Y

和
*Q6UOR

为模板%用

引物
YQ7EO

)

YQ7YY

进行重叠
RSY

扩增得到

Q6UOR7NMQN>Q

片段"含有重组臂的
RSY

产物%

命名为
Q6UOR7NMQ

#&

"@$@&

!

Q6UOR7NMQ

和线性化
YN7TIT,6I3K

共

转染
TI>

细胞构建重组病毒及鉴定

!!

取
!%+

4

Q6UOR7NMQ

和
!%%+

4

的线性化
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YN7TIT,6I3K

载体构建表达
UOR

蛋白的重组杆状病毒的方法



YN7TIT,6I3K

利用转染试剂
[7<*1I1UG>GMR

共

转染
TI>

细胞%线性化
YN7TIT,6I3K

也利用转染

试剂单独转染
TI>

细胞&待共转染的
TI>

细胞

开始出现病变后%取
"%

#

E

上清加入至预铺的
TI>

细胞中$每天观察细胞病变情况和荧光情况$待细胞

完全病变后%重复上述步骤%再进行一次转接&本实

验中构建了缺少多角体基因"

Y

=

#及其启动子)不含

目的基因的重组病毒
\Z7

L

0

%作为阴性对照&

另外%取共转染上清转接后病变的
TI>

细胞

作为样品%同时取转接
\Z7

L

0

后病变的
TI>

细胞

作为阴性对照样品%进行
a1;<1*+_-(<<3+

4

分析%检

测
UOR

蛋白的表达&

"@$@C

!

Q6UOR7NMQ

和线性化
YN7TIT,6I3K

共

转染五龄家蚕幼虫及鉴定

!!

Q6UOR7NMQ

和线性化
YN7TIT,6I3K

共转染五

龄家蚕幼虫%每一头家蚕幼虫接种含有
!%+

4

Q6UOR7

NMQN>Q

)

!%%+

4

线性化的
YN7TIT,6I3K

)

!

#

E

的

转染试剂%并补加
5O7B%%

%

培养基至总体积为
C%

#

E

的混合均匀的溶液&共接种
"%%

头正常五龄家蚕幼

虫&作为对照组的家蚕幼虫接种同样体积的混合溶

液%该混合溶液里面含有
!%%+

4

的
\Z7

L

0

病毒基因

组)

!

#

E

的转染试剂和相应体积的
5O7B%%

%

培养基&

每天给家蚕喂适量的桑叶%并观察家蚕感染情况&待

家蚕感染后%统计家蚕感染率%并收集蚕血和蚕体&

收集好的蚕血%通过
"$%%%*

*

I3+

离心
"CI3+

去杂

质&取收集的蚕血上清%进行
a1;<1*+_-(<<3+

4

鉴定&

"@$@#

!

病毒基因组的抽提及
RSY

鉴定

使用
"@$@C

节中的共转染感染的蚕体"剔除消化

道和丝线#提取病毒基因组&用液氮充分碾磨蚕体%

加入
RT5

溶液"

L

MD@&

#溶解%装入管中&通过以下

三步离心%得到病毒粒子!

&̂

%

&%%%*

*

I3+

%低速离心

"%I3+

%取上清$

&̂

%

"C%%%*

*

I3+

%高速离心
!%I3+

%

取上清$

&̂

%

!%%%%*

*

I3+

%超速离心
"0

%弃上清&用

8G

重悬病毒颗粒沉淀%加
$%I

4

*

IE

的蛋白酶
\

消

化后用苯酚)氯仿抽提一次%再用氯仿*异戊醇"

$&e

"

#抽提一次$取上清%加入
"

*

"%

体积
!P>,Q6

"

L

M

C@$

#及
$

倍体积无水乙醇沉淀
N>Q

&以提取的病毒

基因组为模板%

Q6UOR7O

)

Q6UOR7Y

为引物%进行

RSY

鉴定%鉴定是否得到重组病毒粒子&

'

!

结果与讨论

$@"

!

结果

$@"@"

!

YN7TIT,6I3K

的线性化

利用
Y(601

公司基因组提取试剂盒提取
YN7

TIT,6I3K

病毒基因组%

O+C!#

'

酶切过夜后%通过

%@D]

琼脂糖凝胶电泳检测%在
$!X_

处)

C#&7$%$D

_

L

之间处有两条目的条带"图
$

#&

YN7TIT,6I3K

基因组中有两个
O+C!#

'

酶切位点%所以酶切出两

条带%较小的条带是
SQ8

片段&

图
$

!

YN7TIT,6I3K

的
O+C!#

'

酶切鉴定

P

!

-

7M3+KVVVK3

4

1;<N>QP,*X1*

$

"

!

YN7TIT,6I3K

基因组$

$

!

YN7TIT,6I3K

的
O+C!#

'

酶切

$@"@$

!

RSY

合成
Q6UOR7NMQ

片段

以
TI>R?

基因组为模板%

RSY

扩增得到
YQ7

E

)

YQ7Y

%扩增产物经
!]

琼脂糖凝胶电泳分离%在

"C%

"

$%%_

L

之间分别有与预期大小"

"CB_

L

)

"CC

_

L

#相符的条带"图
!

"

,

##&同时测序表明
YQ7E

和

"

,

#

RSY

扩增
YQ7E

和
YQ7YN>Q

片段

P

!

Q66)*,<1Y)+8PC%_

L

7

'

N>QP,*X1*

$

"

!

YQ7EN>Q

片段的
RSY

产物$

$

!

YQ7YN>Q

片段的
RSY

产物

"

_

#

RSY

扩增
*Q6UORN>Q

片段

P

!

NE$%%%N>QP,*X1*

$

"

!

*Q6UORN>Q

片段的
RSY

产物

"

6

#

RSY

扩增
Q6UOR7NMQN>Q

片段

P

!

NE$%%%N>QP,*X1*

$

"

!

Q6UOR7NMQN>Q

片段的
RSY

产物

图
!

!

RSY

扩增目的基因
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YQ7Y

与预期序列完全一致&以
L

Q6UOR"7>"

质粒

为模板
RSY

扩增
*Q6UORN>Q

片段&扩增产物经

"]

琼脂糖凝胶电泳分离%在
DC%

"

"%%%_

L

之间处有

一条明显的条带%与预期的条带大小相符"图
!

"

_

##&

以
YQ7E

)

YQ7Y

)

*Q6UOR

为模板%用引物
YQ7EO

)

YQ7

YY

进行重叠
RSY

扩增得到
Q6UOR7NMQ

片段%经

"]

琼脂糖凝胶电泳分离%在
"%%%

"

$%%%_

L

之间处有

一条明显的条带%与预期的条带大小相符"图
!

"

6

##&

$@"@!

!

Q6UOR7NMQ

和线性化
YN7TIT,6I3K

共

转染
TI>

细胞的效果

!!

在转染
TI>

细胞实验结果中%

\Z7

L

0

转接感

染
TI>

细胞后%细胞发生病变&线性化
YN7

TIT,6I3K

单独转染没有观察到明显的细胞病变%这

是由于复制必需基因
I.

H

\]̂_

缺失了部分序列%无

法复制产生有感染性的病毒粒子&而
Q6UOR7

NMQ

和线性化
YN7TIT,6I3K

共转染
TI>

细胞%

复制必需基因由于同源重组得到修复%病毒能够复

制并感染
TI>

细胞&其共转染上清转接的
TI>

细胞在荧光显微镜下%观察到细胞病变和大量的绿

色荧光"图
&

#%表明产生了重组的杆状病毒%表达了

绿色荧光蛋白&

图
&

!

共转染后的和转接
TI>

细胞显微图

Q

!正常
TI>

细胞$

T

!

\Z7

L

0

转接
TI>

细胞$

S

!线性化
YN7TIT,6I3K

单独转染
TI>

细胞$

N

!

Q6UOR7NMQN>Q

和线性化
YN7

TIT,6I3K

共转染
TI>

细胞$

G

)

O

!

Q6UOR7NMQN>Q

和线性化
YN7TIT,6I3K

共转染上清转接第一次$

U

)

M

!

Q6UOR7NMQN>Q

和线性化
YN7TIT,6I3K

共转染上清转接第二次$

G

)

U

在暗场视野下拍摄$

O

)

M

半明场视野下拍摄

$@"@&

!

Q6UOR7NMQ

和线性化的
YN7TIT,6I3K

共转染家蚕幼虫

!!

将
Q6UOR7NMQ

和线性化的
YN7TIT,6I3K

接

种家蚕五龄幼虫后%至第
CK

家蚕开始出现感染迹

象%蚕体表观开始变绿%直至
#

"

HK

%家蚕全身都变

绿&在转染的
"%%

头正常家蚕中%感染率达
HC]

"

B%]

&蚕体呈绿色状态"图
C

#%表明在家蚕体内表

图
C

!

感染后的家蚕

左!未转染家蚕$右!

Q6UOR7NMQ

和线性化的
YN7TI7

T,6I3K

转染家蚕"蚕体变绿#

达相应的
UOR

蛋白%同时也证明了
RSY

产物与线

性化
YN7TIT,6I3K

在家蚕幼虫中也能快速复制重

组杆状病毒%表达相应蛋白&

$@"@C

!

重组病毒表达
UOR

蛋白的
a1;<1*+_-(<<3+

4

检测

!!

收集上述共转染的细胞培养上清第
"

轮转接的

TI>

细胞作为样品%以
\Z7

L

0

转接后的细胞作为

阴性对照样品%利用
UOR

的多克隆抗体通过

a1;<1*+_-(<<3+

4

来检测重组病毒表达的
UOR

&鉴

定结果在
R?NO

膜上
$C

"

!CXN,

之间印记出一条

特异性条带"图
#

"

,

##%与预期大小相符%表明共转

染产生产生了重组病毒%表达相应的
UOR

蛋白&

收集变绿家蚕的蚕血%以正常家蚕和
\Z7

L

0

感染家蚕的蚕血为对照%利用
UOR

的多克隆抗体

进行检测%结果在蚕血样品中检测到与重组
UOR

预期大小一致的特异性条带"图
#

"

_

##%表明
Q6U7

OR7NMQ

和线性化的
YN7TIT,6I3K

共转染家蚕五

龄幼虫后%重组病毒在其体内复制并表达了绿色

荧光蛋白&

CD#

第
#

期 梅文枫等!基于
YN7TIT,6I3K

载体构建表达
UOR

蛋白的重组杆状病毒的方法



"

,

#家蚕细胞中重组病毒表达
UOR

蛋白检测

P

!预染蛋白
P,*X1*

$

"

!

\Z7

L

0

感染
TI>

细胞样品$

$

!共转染后转接的
TI>

细胞样品&

"

_

#家蚕细胞中重组病毒表达
UOR

蛋白检测

P

!预染蛋白
P,*X1*

$

"

!正常蚕血$

$

!感染
\Z7

L

0

蚕血$

!

!实验组蚕血

图
#

!

重组病毒表达
UOR

蛋白检测

$@"@#

!

病毒基因组
RSY

鉴定

以抽提出的病毒基因组为模板%

Q6UOR7O

)

Q6UOR7Y

为引物%进行
RSY

鉴定%在
DC%

"

"%%%

_

L

处有与预期大小相符的条带"图
D

#%表明经过转

染的变绿家蚕体内产生了重组杆状病毒&

图
D

!

病毒基因组
RSY

鉴定

$@$

!

讨论

RSY

产物快速构建重组病毒的方法是基于

Y1K

重组技术和线性化的
TI>R?

基础上来构建

的&

-

噬菌体
Y1K

重组系统能介导同源片段产生同

源重组'

"%

(

%

M()

等'

""7"$

(利用
RSY

扩增片段构建同

源重组杆状病毒%

RSY

扩增含有
&%_

L

同源臂的

SI

线性化片段%该线性片段转化含有
M,5>R?

人

工染色体"

T,6I3K

#且能表达
-

噬菌体
Y1K

重组酶

的菌株中%获得了缺失
I.

H

\̀a

并对氯霉素具有抗性

的重组转化子&

\3<<;

等'

"!7"&

(在多角体基因座位置

插入一个筛选标记
-,6/

基因%同时引入两个
O+C!#

'

酶切位点%分别插入在上游
I.

H

]b̀

基因和下游

I.

H

\]̂_

基因处&

O+C!#

'

酶切病毒基因组之后%由

于
I.

H

\]̂_

基因缺失部分序列%所以无法产生有活

力的病毒粒子%这样能很大程度提高重组病毒的比

例%降低野生型病毒背景%通过
L

T,6RQ\H

载体和

酶切产物共转染的方法%理论上产生近乎
"%%]

重

组病毒'

"!7"&

(

&基于
M()

'

""7"$

(和
\3<<;

'

"!7"&

(等思路%

提出
RSY

产物快速构建重组杆状病毒的方法&

YN7TIT,6I3K

单独转染
TI>

细胞时%由于复

制必需基因
I.

H

\]̂_

的部分序列的缺失%转染的细

胞无法产生有感染性的病毒%故细胞结构和形态不

会发生明显改变'

H

(

&而
Q6UOR7NMQ

和线性化

YN7TIT,6I3K

共转染细胞%由于
YQ7YN>Q

中有

I.

H

\]̂_

部分缺失的片段%经同源重组得到完整

I.

H

\]̂_

基因%产生有感染性的病毒粒子%能够使细

胞呈现病变状态%并且在病变细胞中观察到绿色荧

光&

Q6UOR7NMQ

和线性化
YN7TIT,6I3K

共转染

五龄家蚕幼虫%可以观察到蚕体呈绿色状态%在家蚕

体内表达
UOR

蛋白%同时也证明了
RSY

产物快速

构建重组病毒的方法也能应用在家蚕幼虫中&

RSY

产物快速构建重组病毒%表达外源蛋白%步骤

简单方便%只需要目的基因
RSY

产物和线性化的
YN7

TIT,6I3K

共转染就可直接产生重组病毒%该方法方便

快捷%不需要像
T,67<(7T,6

系统构建转移载体和后期筛

选鉴定&此方法耗时短%重组效率高%无需筛选%且能

快速表达外源蛋白%为家蚕杆状病毒载体系统应用提

供了新的方法&至于该方法的机制有待进一步研究&

$

!

结
!

论

成功建立了利用
RSY

产物快速构建重组杆状

病毒的方法%该方法只需
RSY

产物与线性化的
YN7

TIT,6I3K

共转染家蚕细胞或幼虫%即可得到重组

杆状病毒&此方法操作简便易行%耗时短%重组效率

高%无需筛选%能够快速表达目的蛋白&
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