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杆状病毒转移载体的构建及绿色荧光蛋白在斜纹夜蛾幼虫中的表达
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摘 要 为构建斜纹夜蛾核型多角体病毒（E:);[+B’）的重组病毒，以该病毒日本 L<株基因组 Z+9为 BL/扩增模板，根据
X0HJ8HA E:);[+B’中国 X!株基因序列，设计了两对引物分别扩增多角体蛋白基因的 %\端侧翼序列（含启动子）和 <\端侧翼序
列（含终止子），将这两个片段依次克隆于 :GL"N质粒载体后，再将绿色荧光蛋白（X5B）基因亚克隆到上述载体的多角体蛋白
基因启动子和终止子之间，获得转移载体 :E:);O1-;。将 :E:);O1-; 与野生型 E:);[+B’基因组 Z+9共转染 E:)2细胞，通过同源重
组和有限稀释法筛选，获得了以 1-; 基因替代多角体蛋白基因的重组病毒 E:);[+B’O1-;。E:);[+B’O1-; 感染 E:)2细胞和斜纹
夜蛾幼虫，分别在感染 !#>和 #N>后可发现绿色荧光蛋白的表达。该重组病毒的获得，为建立斜纹夜蛾核型多角体病毒表达
体系奠定了基础。
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自从 !"#$年 %&’()等首次使用杆状病毒表达系
统表达!*干扰素以来

［!］，杆状病毒表达系统被广泛

应用，到目前为止已表达了数以千计的各种生物活

性分子。因为其表达量大，后加工系统完备，使用安

全等特点而备受人们的青睐［+］。迄今为止，杆状病

毒转移载体仅限于 ,-./0和 1&./0［$］。
斜纹夜蛾（ !"#$#"%&’( )*%+’( %23’）是一种杂食性

的重要农业害虫，应用斜纹夜蛾核型多角体病毒

（ !"#$#"%&’( )*%+’( &43(’-526’7 84-39:2:3;)97<:=’<46，
%23(>./0）防治斜纹夜蛾是一种有效的生物防治方
法，而通过基因工程手段构建新的高效杀虫病毒是

改良病毒杀虫剂的途径［?，@］。 ,-" 作为一种极具潜
力的标记物已被广泛应用于从原核到真核生物的细

胞生物学和分子生物学研究。杆状病毒表达系统的

研究领域，也已有构建 ,-" 为标记基因的转移载体
和重组病毒的报道［A，B］。为了从分子水平深入地阐

明 %23(>./0在体内的侵染、增殖规律，通过基因工
程手段构建新的高效斜纹夜蛾杀虫病毒，本研究进

行了构建以 CD/为标记基因的斜纹夜蛾核型多角
体病毒载体系统的尝试，获得了以 ,-" 基因替代多
角 体 蛋 白 基 因 的 重 组 病 毒 %23(>./0*,-"。
%23(>./0*,-" 感染 %23’ 细胞和斜纹夜蛾幼虫表明，
绿色荧光蛋白在细胞和整体水平得到了表达。

! 材料和方法

!"! 材料
本研究所用的病毒株为 %23(>./0日本 E$ 株，

由日本岐阜县生物产业技术研究所 F5(64&’ F5&’;5
博士馈赠，斜纹夜蛾 GH,G*%23’++! 细胞由日本名古
屋大学资源昆虫研究室 >’-)’)’<: F:I5;56)’ 教授提
供。%23’ 细胞用含 !JK胎牛血清（L8=’(<:M98 公司）
的 GE*!JJ培养基（L8=’(<:M98 公司），+#N培养。
载体质粒 2HE!#、转化用宿主菌 . O /#)* PQ*B"

由本科室保存。

RS*G5T P., 聚合酶、限制性内切酶 ./#U#，
0(1Q#，2*37$，4"3#，GA P.,连接酶，质粒纯化
F’(等均购自 G5F5U5 公司，脂质体（V’2:W9-(’89）为
L8=’(<:M98公司产品。
!"# 病毒感染及病毒 $%&的提取
实验使用 #J -&+（E:<8’8M 公司）培养瓶培养的

单层贴壁细胞（! X !J? Y&V个细胞），除去培养液后
接种 !BJJ%V 病毒液，感染复数（>ZL：&43(’23’-’(; :W
’8W9-(’:8）为 !。室温下用震荡器慢摇 !)，使病毒吸附

细胞，然后除去病毒接种液，加入 !$&V GE*!JJ培养
基（含 !JK胎牛血清），+#N培养 "?)后收获病毒感
染的培养细胞。从培养细胞提取病毒 P.,的方法
根据吴福泉等［#］的方法进行。

!"’ 引物设计和 ()*扩增
以 C98158[ %23(>./0 中国株（C+）基因组全序

列（.EJJ$!J+）"5 基因两端侧翼序列设计两对引物
/! 、/+和 /$、/A；另外依据质粒 2EP.,$\!*,-" 设计
引物 /B、/?，序列如下：
B]侧翼序列 /! B]EEC ,,C EGG CEC GGG GEG E,,
GC, $]

/+ B]ECE CC, GEE G,G CCC ,G, GGG
C,G GGG $]
$]侧翼序列 /$ B],C, CCG ,EE G,, ,GG GCE C,,
C,C C,E , $]

/A B]CEC C,, GGE GEC ,E, ,GE C,,
EE, $]
CD/引物 /B B],E, CC, GEE ,EE ,GC CGE ,CE
,,C CCE C, $]

/? B],C, CCG ,EE EGG CG, E,C EGE
CGE E,G $]
在 /!*/?的 B]端依次引入了 2*37$ ，0(1Q#，

4"3#，./#U#，0(1Q#和 4"3#酶切位点，以上
引物由上海捷倍斯基因技术有限公司合成。/EU扩
增按常规操作。

P.,片段分离、连接转化、质粒制备与纯化、限
制酶酶切均按 %5&I<::[等方法进行［"］。依次将 "5
基因的侧翼序列及 ,-" 基因克隆于 2HE!#上获得重
组转移载体命名为 2%23(*,-"。序列测定委托上海博
亚生物技术有限公司使用 $@$J测序仪进行。
!"+ 脂质体介导的共转染及重组病毒的筛选
按 V’2:W9-(’89试剂说明，将 ! X !JA个 623’细胞接

种于 $B&&培养皿中，培养 !? ^ +J)，待细胞生长至
BJK丰度，用无血清 GE*!JJ 培养基洗细胞 + 次待
用。准备质粒 P.,Y脂质体复合物，即溶液 ,（质粒
2%23(*,-" P., +%M，野生病毒_(%23(>./0 P., J\B ^
!%M加入无血清 GE*!JJ 培养基补充体积至 !JJ%V）
与溶液 1（脂质体 B%V，加入 "B%V无血清 GE*!JJ培
养基）。

将溶液 ,和溶液 1混匀，室温静置 !B&’8后，加
入 #JJ%V的无血清 GE*!JJ培养基轻轻混匀。吸尽
$B&&培养皿中的培养基，然后逐滴加入质粒 P.,Y
脂质体复合物。$@N培养 !+)。加含有 +JK胎牛血
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期斜纹夜蛾幼虫，发现 !"#以后虫体荧光逐渐增强，
$"% & $’’#时，倒置荧光显微镜下可观察到绿色荧
光。

! 讨论
本研究成功构建了带有绿色荧光蛋白标记的转

移载体 ()(*+,!"# 和重组 )(*+-./0, !"#。与传统方
法筛选重组病毒相比，通过绿色荧光这种直观的标

记进行重组病毒的筛选与纯化，可大大减少筛选的

工作量和时间。本研究所构建的 ()(*+,!"# 的 !"# 编
码区下游可以插入多克隆位点，或在 ()(*+,!"# 的基
础上，再插入另一启动子控制下的多克隆位点，这将

为今后其他外源基因插入 )(*+-./0，构建具有 12/
标记的、高效的重组病毒，建立 $#%&’()* 杆状病毒
表达系统奠定基础。

影响共转染效率的因子包括质粒和病毒 3.4
的完整性、二者的数量及比例、侧翼序列的长度、外

源基因的大小、转染方法以及细胞质量等，其中最重

要的是昆虫培养细胞的质量以及病毒 3.4与重组
3.4的纯度［5］。本研究中，由于 )(*6培养细胞的质
量和 ()(*+,!"# 3.4 与 7+)(*+-./0 3.4 的纯度较
高，所以获得了理想的同源重组率。尽管侧翼序列

的长度影响共转染效率，本研究构建的 #+ 基因的
89和 59侧翼序列分别为 :5:;(和 <=5;(，比通常昆虫
杆状病毒转移载体的侧翼序列短，但结果表明并不

影响共转染效率。

本实验中，用重组病毒穿刺感染斜纹夜蛾 5龄
期幼虫。在感染 ’: #后置于倒置荧光显微镜下，即
可观察到绿色荧光蛋白的表达（图 ’）。观察还发
现，随着感染时间的推移，荧光产生的部位和荧光强

度也发生相应的变化。据此，可以利用这种重组病

毒来研究病毒在体内的侵染路线、增殖规律，如将不

同的基因置于 !"# 之后，可以研究各种基因的表达
时相和定位［$%，$$］。

利用杆状病毒防治害虫，已成为农作物植物保

护的重要手段。然而，由于其潜伏期长，杀虫速度

慢，在实际应用中往往达不到预想的效果。因此，必

须对杆状病毒进行改造。理论上，杆状病毒侵染昆

虫宿主的任何环节都可以作为进行杆状病毒改造以

提高其杀虫效果的靶向目标［$"］。实际运用时，为了

有效改造杆状病毒，必须弄清其确切的感染机理。

本研究即是基于这一现状，构建了携带绿色荧光蛋

白标记基因的重组 )(*+-./0，并在斜纹夜蛾幼虫中
进行了表达。实验初步结果证明，这一构想在

)(*+-./0系统中运用是可行的，并且是更有利于实
际应用的，这为开发 )(*+-./0基因工程杀虫剂提供
了理论与应用基础。

"#$#"#%&#’（参考文献）

［ $］ )>6+# 1?，)@>>ABC -3，2BDCAB -EF /BGH@I+6GJ GK #@>DJ ;A+D

6J+ABKABGJ 6J 6JCAI+ IA** 6JKAI+AH L6*# ;DI@*GM6B@C AN(BACC6GJ MAI+GB F

’,% -.%% /0,%，$<:5;，!："$8= O $"=8

［"］ P#@ E（朱江），7@ Q2（吴祥甫）F RACADBI# (BGSBACC DJH D((*6ID+6GJ

GK 6JCAI+ ;DI@*GM6B@C AN(BACC6GJ CTC+AB>F 12&3 $.402,%,!023 $05023
（蚕业科学），"%%5，()（"）：$$’ O $$<

［5］ U@ V)（吕鸿声）F -G*AI@*DB W6G*GST GK XJCAI+ 06B@CACF WA6Y6JS：

Z#6JD 4SB6I@*+@BD* )I6AJ+AI# /BACC（昆虫病毒分子生物学 F北京：

中国农业科技出版社），$<<:，((F8’!,88’

［ ’］ [@A UU（岳莉莉），\6 [/（齐义鹏），3@ \)（杜全胜）.& 3% F

?N(BACC6GJ GK 12/,VW0A K@C6GJ (BG+A6J 6J 6JCAI+ IA**C ;T WDI,+G,

WDI CTC+A>F -+05.6. 7,8453% ," *04,%,!9（病毒学报），$<<:，*+
（5）："5’ O "5<

［ 8］ P#@ [（朱应），\6 [/（齐义鹏），U6@ 3U（刘德立）F ZGJC+B@I+6GJ

GK +BDJC(GCGJ,>AH6D+AH ;@I@*GM6B@C MAI+GB DJH AN(BACC6GJ GK SBAAJ

K*@GBACIAJ+ (BG+A6J 6J 6JCAI+ IA**C DJH *DBMDAF -+05 $20 /8%%（科学

通报），$<<<，++（"）：$8: O $="

［ =］ ]D>6TD ]，P#@ E，-@BD+D - .& 3% F Z*GJ6JS DJH IG>(DBD+6MA

I#DBDI+AB6^D+6GJ GK +#BAA H6C+6JI+ J@I*AG(G*T#AHBGM6B@CAC 6CG*D+AH KBG>

+#A IG>>GJ，I@+LGB>，$#,:,#&.43%0&843（UA(6HG(+ABD：.GI+@6HDA）

6J ED(DJF /0,%,!023% -,5&4,%，"%%’，!*：5: O ’:

［ !］ P#@ E（朱江），)#AJ )3（沈颂东），7DJS 7W（王文兵）.& 3% F

/BG*6KABD+6GJ I#DBDI+AB6C+6IC GK +#BAA ED(DJACA C+BD6JC $#,:,#&.43

%0&843 >@*+6ID(C6H J@I*AG(G*T#AHBGM6B@C 6J I@*+@BD* IA**C DJH

)A_@AJIAC DJD*TC6C GK (G*T#AHB6J SAJAF 12&3 ;5&,<,%,!023 $05023
（昆虫学报），"%%’，+,（8）：8’5 O 88%

［ :］ 7@ 2， UDM6JD W， X‘AHD - .& 3% F Z*GJ6JS DJH ;6G*GS6ID*

I#DBDI+AB6^D+6GJ GK )(GHG(+ABD *6+@BD（UA(6HG(+ABD：.GI+@6HDA）6J

J@I*AG(G*T#AHBGM6B@C 6CG*D+AH KBG> Z#6JDF 7 $.402 $20 7#5，"%%%，

-)（5）：$!! O $:<a

［ <］ )D>;BGG‘ E， R@CCA** 37F -G*AI@*DB Z*GJ6JS： 4 UD;GBD+GBT

-DJ@D* F 5BH AH ZG*H )(B6JS VDB;GB UD;GBD+GBT /BACC，"%%$

［$%］ P#@ 2Q（朱反修），\6 [/（齐义鹏），V@DJS [Q（黄永秀）.& 3% F

?N(BACC6GJ GK SBAAJ K*@GBACIAJ+ (BG+A6J L6+# ;DI@*GM6B@C MAI+GB 6J

6JCAI+ IA**CF 12&3 ’024,=0,%,!023 $05023（微生物学报），$<<!，!,
（$）：$8 O "%

［$$］ U6@ P\（刘祖强），[DJS 2V（杨复华），\6 [/（齐义鹏）.& 3% F

0AB+6ID* +BDJC>6CC6GJ GK ;DI@*GM6B@C DJH AN(BACC6GJ ;DI@*GM6B@C,

>AH6D+AH SBAAJ K*@GBACIAJ+ (BG+A6J SAJA 6J C@IIACC6MA SAJABD+6GJC GK

>.%02,?.4#3 34<0!.43 F 12&3 ;5&,<,%,!023 $05023（昆虫学报），

"%%$，++（$）：" O !

［$"］ U@ )[（吕颂雅），[DJS 2V（杨复华），U6@ P\（刘祖强）.& 3% F

XJKAI+6GJC IG@BCA GK BAIG>;6JDJ+ ;DI@*GM6B@C >DB‘AH L6+# SBAAJ

K*@GBACIAJ+ (BG+A6J SAJA 6J *DBMDA GK ZG++GJ WG** LGB>F -+05.6.

7,8453% ," /0,2+.<06&49 35: /,%.28%34 /0,%,!9（中国生物化学与分

子生物学报），"%%$，*,（=）：!’5 O !8%

558胡兆丽等：杆状病毒转移载体的构建及绿色荧光蛋白在斜纹夜蛾幼虫中的表达


