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摘 要 使用同源重组方法，在昆虫细胞内将多角体启动子驱动的 JQFY表达盒插入杆状病毒穿梭载体 Z>0513 的 B%"位相，
经 9轮空斑纯化获得重组穿梭载体 Z>0513H/C[;。然后将 Z>0513H/C[;转化含转座助手质粒的 C ) 0(,# 4TL#Z，获得受体菌 C ) 0(,#
4TL#Z>0H/C[;，由于 Z>0513H/C[;保留了完整的转座结构和!互补功能，因此该菌株和原始 C ) 0(,# 4TL#Z>0一样能有效的利用
各种 ;F>A<Z>0系列的载体进行转座并构建出能指示病毒繁殖和目的基因表达的重组病毒。使用红色荧光蛋白 4A./3对系统
进行了验证，结果表明重组病毒 Z>0H/C[;H4A./3感染的细胞中绿色荧光蛋白和红色荧光蛋白均得到了高效表达。进一步使用
该系统在昆虫细胞中高效表达并纯化了 XPH$蛋白，为研究和应用该细胞因子提供物质基础，同时也进一步证明所改造的杆状
病毒表达系统的可靠性和实用性。

关键词 Z>0H<’HZ>0 系统，位点特异性重组，绿色荧光蛋白示踪，白介素H$
中图分类号 W%8! 文献标识码 : 文章编号 L###HI#$L（!##$）#"H#9%!H#\

<=4,’/0, Z>A/3 ’B A1</HA;/01[10 <7>BA;’A1<1’B ’[ >B /G;7/AA1’B 0>AA/<</ 1B<’ > 6>0,(’217,A A?,<<(/ 2/0<’7（Z>0513）]?10?
;7’;>C></3 1B C&0"%*#0"#+ 0(,#， <?/ Z>0H<’HZ>0 ^-A</5 ;7’213/A > 7>;13 >B3 /[[101/B< 5/<?’3 <’ C/B/7></ 7/0’561B>B<
6>0,(’217,A/A >B3 1A ]13/(- ,A/3 [’7 ?1C? (/2/( /G;7/AA1’B ’[ ?/</7’(’C’,A ;7’</1BA ) :B3 <?/ /[[101/B0- ’[ 7/0’561B>B< 6>0,(’217,A
1B[/0<1BC 0/((A ;(>-A >B 15;’7<>B< 7’(/ ’B <?/ ;7’</1B /G;7/AA1’B) XB <?1A A<,3-，]/ 1B<7’3,0/3 >B JQFY /G;7/AA1’B 0>AA/<</ 3712/B
6- ;’(-?/371B ;7’5’</7 1B<’ <?/ B%" (’0,A ’[ Z>0513 6- ?’5’(’C’,A 7/0’561B><1’B) D?/ <>7C/< Z>0513H/C[; ]>A <?/B <7>BA[’75/3
1B<’ C ) 0(,# 4TL#Z 0’B<>1B1BC <?/ <7>BA;’A1<1’B ?/(;/7 ;(>A513 <’ C>1B > B/] <7>BA;’A1<1’B 7/0/1;< A<7>1B C ) 0(,# 4TL#Z>0H/C[;)
Z/0>,A/ ’[ <?/ 1B<>0< ><<DB% A1</A >B3 (>0S_，<>7C/< C/B/ 0(’B/3 1B > ;F>A<Z>0 2/0<’7 0>B 6/ <7>BA;’A/3 1B<’ <?/ Z>0513H/C[;
A?,<</7 2/0<’7 <’ 0’BA<7,0< 7/0’561B>B< 6>0,(’217,A，]?10? ]’,(3 >((’] <?/ <7>01BC ’[ <?/ <>7C/< ;7’</1B /G;7/AA1’B >B3 <?/
7/0’561B>B< Z>0513 <7>BA[/0<1’B ’7 7/0’561B>B< 6>0,(’217>( 1B[/0<1’B ,B3/7 [(,’7/A0/B0/ 5107’A0’;/A ) ./0’561B>B< 217,A Z>0H
/C[;H4A./3 ]>A 0’BA<7,0</3 6- <7>BA;’A1BC D&<%E 1B<’ <?/ Z>0513H/C[; 1B C ) 0(,#4TL#Z>0H/C[;，>B3 <?/ ^[\ 0/((A 1B[/0</3 ]1<?
<?/ 7/0’561B>B< 217,A /G;7/AA/3 4A./3 >B3 JQFY /[[101/B<(- ) :B’<?/7 ;7’</1B XPH$ [,A/3 ]1<? $ ‘ ?1A <>C ]>A /G;7/AA/3 >B3
;,71[1/3 A,0/AA[,((- [7’5 ^[\ 0/((A 1B[/0</3 ]1<? 7/0’561B>B< 217,A Z>0H/C[;H$ ‘ ?1AHXP$ 0’BA<7,0</3 6- <?/ 15;7’2/3 Z>0H<’HZ>0
A-A</5)

>*8 ?(’94 Z>0H<’HZ>0 A-A</5，A1</HA;/01[10 <7>BA;’A1<1’B，JQFY <7>01BC，XPH$



!"#$%等（&’()）用苜宿银纹夜蛾多粒包埋型核
型多 角 体 病 毒（ *+,-./，!"#$%&’()’ *’+,-$&.,*’
"01$#213 40+135+627#8 40+1352519%38:5;#:07）作载体在草
地夜蛾细胞 !<=>&中高效表达人!=干扰素的研究成
果开拓了杆状病毒作为载体表达外源基因的新领

域［&］。构建重组杆状病毒传统方法主要通过将携带

外源基因的转移载体与野生型病毒 ?-*在昆虫细
胞内同源重组与多轮空斑纯化筛选获得［>］。为了避

免费时费力的重组病毒空斑纯化过程，@0+A5B 等
（&’’)）发展了一种全新的杆状病毒表达系统即 C6+=
$5=C6+系统，其本质上是将 *+,-./基因组 ?-*改
造成可在细菌内复制并能与供体质粒在细菌内发生

转座且同时对昆虫细胞保留感染性的大型穿梭载

体。其转座原理基于 D4E转座子的专一位点转座系
统，它通过将杆状病毒 ?-*改造成可在大肠杆菌菌
株中复制的 C6+"#8载体，即在杆状病毒基因组中含
有可在大肠杆菌复制的 F因子复制子，卡那霉素抗
性基因，D4E 转座接触位点以及 +’*GH盒式结构，由
于杆状病毒基因组为环状闭合双链 ?-*分子，因此
这种 C6+"#8可以像质粒一样在大肠杆菌中以低拷
贝形式复制。而在转移载体中外源基因位于多角体

启动子的驱动下，两端分别为 D4E转座子的左、右端
转座序列，当将重组转移载体转化到含有 C6+"#8的
大肠杆菌中后，在辅助质粒提供的转座酶的介导下

进行转座，将重组转移载体上含外源基因的表达盒

式结构转座到 C6+"#8的 +’*GH盒式结构中，破坏"互
补，因此重组病毒可以通过简单的蓝白斑方法筛选，

从白色菌落中分离的重组病毒 ?-*直接转染昆虫
细胞即可以获得有感染性的重组病毒。这种专一位

点转座方法只需一步分离纯化和扩增重组病毒

?-*，病毒滴度就可达到 &IE2<0J"@，全过程只需 E K
&I8，十分简单、迅速［)］。
由于表达外源蛋白的需要，杆状病毒基因组均

缺失了多角体蛋白基因，使该系统失去天然的筛选

标记，只能依靠病毒感染细胞后的病变来判断。无

论是哪种方式构建的重组杆状病毒，在具体应用当

中有一个缺陷就是病毒 ?-*转染细胞以及病毒感
染昆虫细胞后的病变及空斑难以识别，无法正确判

断感染的效率和蛋白表达情况，尤其对不熟悉病毒

操作的研究者而言。因此在实际应用中如能让病毒

带上一个容易识别且不影响外源基因表达的标记，

则可以解决这一问题。

绿色荧光蛋白基因 /%-( 是一个广泛使用的报
告基因，它能在昆虫细胞中正常表达，并具有产生绿

色荧光的能力，因此它也被应用到杆状病毒表达系

统中［L，M］。但以前的研究多是预先将 NOF. 表达盒
构建到转移载体中，再通过转座与外源基因一起转

座到穿梭载体，从而指示病毒的侵染及蛋白质的表

达［E P ’］，当使用携带不同标签转移载体时，需要重新

改造，其使用范围具有局限性。本研究拟直接从穿

梭载体 C6+"#8入手，将报告基因 /%-( 通过同源重组
策略整合到 C6+"#8的基因组中，再转化 0 Q *$+, 细
胞成为一个完整的新型 C6+ $5 C6+ 系统，从而更加
有效地指示重组 C6+"#8的转染效率、重组病毒的侵
染及蛋白质的表达，适于各种通用转座载体。

白细胞介素 R（ #4$3:130A#4 R，S@=R），又称!=干扰
素 >，是一种具有多种生物活性的细胞因子，包括刺
激细胞生长、促进细胞分化、加速肝细胞急性期蛋白

的合成、抑制 ,&髓样白血病细胞系的生长，促进其
成熟和分化以及抑制黑色素瘤、乳腺癌细胞生

长［&I，&&］。现有临床研究表明，S@=R 在炎症发生中起
重要作用，出现在炎症反应的全过程，被称为炎症活

动的标记物［&>，&)］。人 S@=R分子由 >&>个氨基酸残基
组成，包括 >(个氨基酸残基的信号序列，成熟 S@=R
为 &(L氨基酸残基，分子量 >RA?，具有 > 个潜在的
-=糖基化位点和 ) 种潜在的磷酸化位点［&L］。目前
S@=R多集中于原核表达，未见在昆虫细胞内表达报
道，鉴于 S@=R的重要生理功能以及杆状病毒表达系
统的高效表达与正确后加工能力，我们拟使用改进

的 C6+=$5=C6+系统表达和纯化 S@=R，在验证本系统效
率的同时，为进一步研究和应用该蛋白提供物质基础。

! 材料与方法

!"! 质粒、菌株、酶、试剂
大肠杆菌 0 Q *$+,?T&IC6+（含 C6+"#8 穿梭载体

和转座助手质粒 2,54E&>L）及转座质粒 2F67$C6+ S
和 2F67$C*UTD6 购自 OSCUV 公司，质粒 2ON,=3W<2
!*+EL（*+,-./ 多角体启动子（2251%）驱动的 NOF.
表达盒插入导致载体中的 *+,-./ (EL 基因失活）
由姚伦广博士构建［&M，&R］， 0 Q *$+, 菌株 ?T&IC、
?TM"、DO& 由本室保存；质粒 2?7X38>=& 购自
U1543$3+%公司；2,?&(=D载体购自 D6Y6X6 公司。DL
?-*连接酶、D6Z 酶、限制性内切酶、X-673 * 购自
.:5"3W6公司；@#25<3+$#4>III、D:#[51 X-* 抽提试剂、
543=7$32 XD=.UX A#$购自 S4;#$:5W34公司；其他的常规
生化及分子生物学试剂均购自华美生物工程公司。

!"# 血清、培养基、细胞和病毒
胎牛血清（<3$61 C5;#43 73:0"，FC!）和 O:6+3培养
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基购自 !"#$%公司；其他常规生化及分子生物学试
剂均购自华美生物工程公司。草地贪夜蛾昆虫细胞

&’(细胞由本室传代保存。用于提取 ")*+ ,-./的
正常人白细胞由西南交通大学校医院血液化验中心

提供。

!"# 引物设计和 $%&以及 &’($%&扩增
为验证 #01,23中 !45基因是否插入 6!78表达

盒，设计扩增 /19.8: !45 引物，8$- 产物大小约
;<(=>。上游引物序列（ 7?45）：@A /B!!$!!BBBB
//$/!$$ CA；下 游 引 物 序 列（ -?45）：@A B$$
//!B///B!/B!//B$! CA。8$- 程序按常规方法
进行：(@D预变性 C,2E；然后进入循环：(@D变性
CFG，@@D退火 CFG；4HD延伸 ;,2E；共 CF 个循环，最
后 4HD延伸 ;F,2E。
根据 已 发 表 的 人 ")*+ 1I./ 序 列（ !"：

;@(CF;5J），使用 -B*8$- 方法，以正常人白细胞总
-./为模板扩增成熟肽对应的 ")*+ 1I./，8$-产物
约 @4F>?。白细胞总 -./提取采用 BK2LMN抽提，一步
法 -B*8$-方法参考 "EOPQKMRPE 公司的 MEP*GQP? -B*
8$- 操作说明进行。
上游引物：//RR0Q11!)’*$$/!B/$$$$$/!!/

（下划线为 "#$S"，粗体为起始密码）；
下游引物：//R1RR11R1%’)$/BBB!$$!//!/!$

（下划线为 %&’"，粗体为终止密码）。一步法 -B*8$-
程序：5@D，反转录 ;@,2E，(@D，;,2E 预变性，接着
进入 8$-循环：(@D变性 CFG，@+D退火 CFG；4HD延
伸 ;,2E；共 CF个循环，最后 4HD延伸 ;F,2E。
!"+ 重组质粒的构建
常规连接、转化及酶切分析按分子克隆实验指

南进行［;4］。将 -B*8$-产物首先克隆到 ?9I*;JB载
体中，然后用 "#$S"和 %&’"从重组 B载体上切下
该片段，克隆到 ?70GQ#01SB0，使 ()* + 1I./与载体上
的 + T U2G 标签序列同框，获得重组转座载体
?70GQ#01SB0*")+。?IG-P3H*; 经 "#$S!和 %&’!酶
切，回收约 F<4=>的红色荧光蛋白基因 *+,-. 片段，
克隆到转座载体 ?70GQ#01"，得重组载体 ?70GQ#01"*
IG-P3。
!", 共转染与同源重组

)#培养基振荡培养菌株 / V 0&12 IS;F#01，从中
提取约 ;C@=>的穿梭载体 #01,23，将 #01,23与质粒
?!69*PR’?!/145 I./用 )2?M’P1Q2EHFFF共转染单层
贴壁的 &’( 细胞。二种质粒在 &’( 细胞内利用 !45
基因序列进行同源重组，可获得在 !45 位相插入
6!78表达盒的重组穿梭载体 #01,23*PR’?（图 ;）。5

W @3后，在荧光显微镜下观察细胞是否有绿色荧光
来判断转染及同源重组的发生，收集有绿色荧光的

细胞上清，5D保存备用。
!"- 空斑纯化
取上述转染上清液系列稀释成 ;FX ;、;FX H、

;FX C、;FX 5和 ;FX @五个浓度梯度，重新感染六孔板中

的 &’(单层贴壁细胞，病毒吸附 ; W HU后，吸去感染
液，用 !K01P 培养基洗 H 次，洗去游离的病毒粒子，
用 5HD含 F<4@Y琼脂糖的完全培养基覆盖，放 H4D
培养，每天在荧光倒置显微镜下观察，待空斑形成后

（产生彼此隔离的有绿色荧光的细胞团），用无菌牙

签挑取几个分离完好的空斑至新鲜培养的 &’(细胞
中培养，5 W @3后收集细胞上清用于下一轮空斑纯
化，如此重复进行五轮空斑纯化，在第三轮时，提取

感染细胞总 I./，用 /19.8: !45 基因特异性引物
进行 8$-检测其纯化效果，将纯化的空斑再进行两
轮空斑纯化，提取第五轮空斑感染细胞的总 I./，
保存备用。

!". 转化 ! / "#$% 01!23感受态细胞
用电转化法将从上述第 @轮感染细胞中提取的

总 I./（其中含 #01,23*PR’? I./）转化 / V 0&12
IS;F# 感受态细胞，在含 Z0EK [\*R0N["8B! 的 )# 固
体平板上挑取蓝色单菌落，将菌种保存备用；再将回

收的助手质粒 ?9ME4;H5 转化含重组质粒 #01,23*
PR’?的 / V 0&12 IS;F#感受态细胞，在含 Z0EK [BPQK [\*
R0N["8B!的 )#固体平板上挑取蓝色单菌落，提取其
质粒，用 /19.8: ?45基因引物进行 8$-检测后，将
阳性菌株命名为 / V 0&12 IS;F#01*PR’?。
!"4 转座与转染
为检验 #01,23*PR’? I./对 &’( 细胞的感染性，

将 #01,23*PR’? I./用 )2?M’P1Q2EHFFF转染 &’(细胞，
观察细胞中的绿色荧光产生情况来判断 #01,23*PR’?
的改造是否正确。

同时，为检验 / V 0&12 IS;F#01*PR’?菌株的转座
效率和外源基因表达情况，将另一荧光报道基因

*+,-. 克隆到转座质粒 ?70GQ#01"中，构建得到重组
质粒 ?70GQ#01"*IG-P3。然后按 #01*QM*#01 操作手册
构建和 8$-鉴定重组病毒。其过程简述如下：首先
将重组转座质粒 ?70GQ#01"*IG-P3 转化至受体菌
/ V 0&12 IS;F#01*PR’? 感受态细胞中，将转化子涂布
于 Z0EK [!,K [BPQK [\*R0N["8B! )# 固体平板上，5JU 后
待平板完全显色后挑取白色单菌落数个，将这些白

色菌落于 Z0EK [!,K [BPQK [\*R0N["8B! )# 固体平板上
划线再培养，5JU后挑选出完全纯白的培养物在含
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上述 !种抗生素的液体培养基中进行扩大培养。由
于重组 "#$%&’基因组达 (!)*+，难以使用限制性酶
切分析，因此用 ,(! 通用引物进行 -./鉴定，因为
"#$%&’包含 ,(!（012）正向引物位点和 ,(! 反向引
物（13）位点，它们位于 %&4&0#55643 位点两侧。最后
提取重组 "#$%&’0789:0;</7’ ;=>，用 :?. ,(!通用
引物进行 -./鉴定后，再转染 @9A细胞即可获得重
组病毒 "#$%&’0789:0;</7’。采取相同方式将重组质
粒 :B#<5"#$C6#0DEF进行转座和筛选，可获得表达 =
端融合 F G H&<标签的 DE0F蛋白的重组病毒 "#$0789:0
F G H&<0DEF。
!"# 荧光观察与流式细胞仪分析
重组病毒感染后的 @9A细胞直接置于倒置荧光

显微镜 IEJ,-?@ DK032 下观察，紫外激发（1LL4%）
观察 MNB-，红外激发（))L4%）观察 ;</7’。使用
.#O&+PQ 流式细胞仪（B>.@）分析所感染细胞中红色
细胞和绿色细胞的比例，将重组病毒 "#$089:0;</7’
感染 3RH 后的 @9A 细胞用流式细胞仪进行荧光分
析，其中 MNB-的激发波长 1LL4%，发射波长 )234%，
;</7’ 激发波长 ))L4%，发射波长为 )L!4%。
!"!$ %&%’()*+、,-./-01 234/ 和 567 7 ’58) 亲和
树脂纯化靶蛋白

以 %S&（感染复数）为 (的剂量用重组病毒 "#$0
789:0F G H&<0DEF感染 @9A细胞，感染 1L T 3RH后，用倒
置荧光显微镜观察细胞发光情况，待 A2U以上细胞
变成绿色细胞时，即可以收获细胞。(222QV%&4离心
收集细胞并用悬浮液悬浮细胞，加等体积上样缓冲

液混匀，沸水煮 )%&4，取 (2!E 上清作 (RU @;@0
->NM。电转移法将蛋白质转移至硝酸纤维素膜上，
使用辣根过氧化物酶偶联的抗组氨酸标签单克隆鼠

抗和 6,"显色进行 W7<57Q4 +OS5检测。
克隆到表达载体 :B#<5"#$ C6的靶蛋白 =端会

融合 F个组氨酸亲和标签，该组氨酸标签对镍离子
具有很高的亲和力，使得所表达的蛋白容易被

=&X X 0=6> 亲和树脂纯化。感染重组病毒合适时间
后，收集 @9A细胞，每克细胞沉淀用 )倍预冷的裂解
缓冲液（)2%%SOVE 6Q&<0C.O，:C LY)，)%%SOVE R0巯基
乙醇，(22%%SOVE Z.O，(%%SOVE -,@B，(U =-012，
1[）重悬，颠倒试管数分钟或者超声波破碎让细胞。
(2222 8，(2%&4，去细胞碎片，上清转移到另一个新离
心管，此后的 =&X X 0=6> 树脂纯化目的蛋白的过程
请参考厂家提供的 =&X X 0=6>树脂纯化试剂盒说明
进行。

9 结果

9"! :;’<的扩增及重组质粒的构建
以正常人白细胞总 /=>为模板，/60-./产物

经电泳检测大小为 2YF*+，将该片段回收后直接克
隆到 :,;(L06 载体中，经测序验证正确。然后用
!"#C"和 $%&"从重组 6载体上切下该片段，克隆
到 :B#<5"#$C6#，使 DE0F $;=>与载体上的 F G H&< 标
签同框，获得重组转座载体 :B#<5"#$C6>0DEF，经
!"#CD和 $%&D双酶切酶切分析该重组载体构建正
确。

用 !"#CD 和 $%&D 酶切 :;</7’R0(，回收约
2Y3*+的红色荧光基因 ’()*+ 片段，克隆到转座载
体 :B#<5"#$D，获得重组转座载体 :B#<5"#$D0;</7’（图
略）。

9"9 携带 +*=(表达单元的 >?@A6B’-CDE的构建与
鉴定

:NM,0789:!>$31 在 >$,=-\ ,31 I/B 的 >6N
下游 X FL核苷酸位点插入由多角体启动子（:,%-.）驱

动的 MNB-表达盒使 ,31基因插入失活。将 :NM,0
789:!>$31 和 "#$%&’共转染 @9A 细胞后，在 ,31 位
相发生同源重组，将整个 MNB- 表达单元重组到
"#$%&’基因组中，即可得到表达绿色荧光蛋白的重
组穿梭质粒 "#$%&’0789:（图 (0>）。而 "#$%&’0789:在
敏感宿主细胞中进一步包装成具有感染性的病毒粒

子，由于可以挑取绿色空斑进行纯化，使得纯化重组

"#$%&’0789:病毒变得相对简单。
通过同源重组产生的重组 "#$%&’0789: 在 ! 轮

空斑纯化后，已经能得到非常纯净和明显的绿色空

斑（图 (0"、.、;）。为了排除野生型 "#$%&’的干扰，
从第 ! 轮空斑纯化的 @9A 细胞提取总 ;=>，以
>$,=-\ ,31特异性引物进行 -./，结果表明，! 轮
空斑纯化后的样品只扩增出一条 RYL*+（(YA*+ ,31
X 2YR*+ :,%-. X 2Y3*+ */0,）的片段（图 (0 M，O#47 !），
表明样品中只有重组 "#$%&’0789: 病毒，已没有亲本
"#$%&’；而第一轮 -./产物除 RYL*+的目的带，还额
外有一条从亲本 "#$%&’扩增出来的 (YA*+片段（图
(0M，O#47 R），这表明携带 MNB-表达单元已经成功插
入 "#$%&’中并在第 ! 轮空斑纯化后淘汰掉亲本病
毒，从而证明重组 "#$%&’0789: 构建成功，该重组病
毒能有效指示病毒的繁殖和多角体启动子的活性。

为了保证获得基因型完全一致的重组 "#$%&’0789:，
重组病毒经 )轮空斑纯化后再提取绿色细胞总 ;=>
转化 1 ] 2%-3 ;C(2"，以获得新型的穿梭载体。
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!"# 重组病毒 $%&’()*+’# , -./’01# 的构建及 01’#
蛋白的表达与纯化

目前表达重组蛋白都会在 !端或者 "段融合
一段有利于进行纯化的标签，而 #$%&’()*+, 所表达
的指示 -./不带有任何标签，这样有利于其他目的
蛋白利用亲和标签进行纯化。鉴于 01)2 蛋白的重
要功能，也为了进一步验证所构建的系统表达效率，

因此构建了能表达融合 2 3 4’5标签的 01)2 的重组
病毒 #$%)6*+,)2 3 4’5)012（图 7)8）。以从转座成功的
白斑菌落中抽提的大质粒为模板，经过 01)2基因特
异性引物进行 /"9能扩增出 :;<=>左右的目的带，
与阳性对照一致（图 7)#）。使用 ?@A通用引物进行
/"9时重组 #$%&’(的产物应该为 BCA=>加上外源片
段大小（<C2=>）之和，电泳结果表明能扩增出约
BCD=> 的目的带，而以未转座的 #$%&’()6*+,为模板，
/"9产物大小为 A<<>,的片段，电泳结果与预期结
果一致（图 7)"）。以 B种 /"9结果相互验证，均表
明重组 #$%)6*+,)2 3 4’5)012构建成功。

图 7 重组病毒 #$%)6*+,)2 3 4’5)012的构建与 /"9鉴定
.’*E7 "FG5HIJ%H’FG $G( /"9 0(6GH’+’%$H’FG F+ I6%F&>’G$GH K’IJ5 #$%)6*+,)2 3 4’5)012

8：5HIJ%HJI6 F+ #$%)6*+,)2 3 4’5)012；#：/"9 0(6GH’+’%$H’FG F+ #$%)6*+,)2 3 4’5)012 J5’G* H46 !") 2 5,6%’+’% ,I’&6I5；"：/"9 0(6GH’+’%$H’FG F+ #$%)6*+,)2

3 4’5)012 J5’G* ?@A ,I’&6I5；LH：/"9 ,IF(J%H5 +IF& #$%&’()6*+, M!8 H6&,N$H65；012：/"9 ,IF(J%H5 +IF& #$%)6*+,)2 3 4’5)012 M!8 H6&,N$H65；O：

/"9 ,IF(J%H5 +IF& ,.$5H#$%PQ$)012；?@：!M!8R#!$(" &$I=6I；?B：!M!8R%&’(@7 0 &$I=6I E

重组病毒 #$%)6*+,)2 3 4’5)012病毒感染 S+D细胞
（&F’ T @），在荧光显微镜下进行观察，7U4后观察到
U<V细胞变绿，到 ;B4近 D:V细胞为绿色，收集细胞
并用 !’O O纯化目标蛋白。细胞裂解物总蛋白 SMS)
/8-W结果表明，与野生型 #$%&’()6*+, 感染的细胞
及正常细胞相比，#$%)6*+,)2 3 4’5)012 感染 S+D 细胞

7U4与 ;B4后均出现特异性 B2=M左右的蛋白带，与
预期的 01)2 分子量大小接近（图 :)8）。而 X65H6IG
>NFH 结果表明 2 3 4’5的单克隆抗体能与该带特异性
反应，进一步表明表达的目的蛋白为预期的 01)2蛋
白。SMS)/8-W 分析 #$%)6*+,)2Y4’5)012 感染 S+D 细
胞 7U4和 ;B4后的 !’O O )!Q8 纯化产物均出现单一
的 B2=M目的带（图 :)#）。同样 X65H6IG >NFH 结果表
明 2 3 P’5的单克隆抗体能与该 B2=M带进行特异性
反应，进一步证明纯化的目的蛋白为预期的 01)2蛋
白（图 :)"）。

2 讨论
除了高效的强启动子驱动外源基因表达和生物

安全性外，杆状病毒还是一种出芽型分泌性病毒粒

子，在感染细胞后能迅速在培养细胞中水平传播而

保持细胞在相当长的时间内不裂解，从而最大限度

地保持了外源蛋白的稳定，这是其他动物病毒载体

如腺病毒载体所不可相比之处。因此杆状病毒表达

系统成了表达真核基因所首选的病毒表达系统。而

#$%)HF)#$%系统是目前操作最简单、自主、方便和快
速的重组杆状病毒构建方法。虽然可以通过观察细

胞形态变化来判断病毒 M!8转染与病毒粒子感染
细胞的效率，但是在实际操作过程中判断的准确度

和标准往往难以准确把握。因此通过直观的标记来
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图 ! "#$细胞中表达与纯化的 %&’ 蛋白的 "(")*+,-、./01/23 4561 分析
789:! "(")*+,-、;/01/23 4561 <3<5=080 6# 1>/ ?@28#8A<1863 <3B /C?2/00863 6# %&)’ 83 "#$ A/550 83#/A1/B ;81> D<A)/9#?)’ >80)%&’

+："(")*+,- <3<5=080 6# 161<5 ?261/830 83 "#$ A/550 EF>: ?: 8，；D："(")*+,- <3<5=080 6# ?@28#8/B ?261/830 @0839 G8 H H )GI+ A>26J<1692<?>=；K：./01/23

4561 <3<5=080 6# 1>/ ?@28#8/B ?261/830；L：D<A)/9#?)’ >80)%&’) 83#/A1/B "#$ A/550 MN>: ?: 8 :，F：D<A)/9#?)’ >80)%&’) 83#/A1/B "#$ A/550 EF>: ?: 8 :，O：D<AJ8B)

/9#?)83#/A1/B "#$ A/550 EF>: ?: 8 ；M：J6AP)83#/A1/B "#$ A/550:

检测病毒和蛋白的表达就显得特别重要和实用。目

前使用的标记包括 &<AQ和 -,7* 两种，前者需要 R)
9<5底物显色，只能定性地判断细胞是否被感染，无
法指示单个细胞的感染情况；后者需要借助倒置荧

光显微镜，更加直观方便，可以指示单个细胞具体情

况并可以进行初步荧光定量。鉴于目前倒置荧光显

微镜在国内实验室比较普及，因此多选取 -,7*作
为标记。DS6T23 *>858??0等将由基本启动子（?D<08A）
驱动的 -,7*表达盒克隆到转座载体 ?7<014<A中，其
方向与原有的多角体启动子相反，这样方便克隆目

的基因到多克隆位点，再通过转座的方式将 F个表
达单元一起转移到 D<AJ8B中，这样重组病毒既能表
达荧光蛋白也能表达目的基因，而亲本病毒则没有

荧光表达，这样相当于一种正向选择标记［N］。而另

一研究者 U839)V@ K>/3 则构建出双顺反子转移载
体，则将来源于能感染鳞翅目昆虫的细小病毒

（W>6?<5608?>@J ?<B8 X82@0，W>*Y ）的 %W-"（内部核糖
体进入位点）片段与 /9#?片段（即 %W-" H /9#?）一起
克隆转移载体的多克隆位点下游，这样克隆的目的

基因处于上述结构（%W-" H /9#?）的上游，受同一个
多角体启动子控制。重组病毒感染细胞后，多角体

启动子转录出包含目的基因、!"#$ 以及 %&’( 与
()*+, 的一个大转录本，由于 %W-" 可以吸引核糖体
进入同时翻译出 -7,*，因此这种重组病毒可以在昆
虫细胞内同时翻译出目的多肽和绿色荧光标记蛋

白，而未重组病毒则无荧光指示［$］。这 F 种方法都
对转移载体进行了巧妙的改造，使得重组病毒和非

重组病毒能够通过荧光直接进行分辨和检测。由于

转移载体是我们克隆目的基因的入门载体，如果我

们使用携带不同标签的载体，则每种载体必须进行

上述改造，显得麻烦费事。此外由于克隆了多达

LZ!P4左右的表达盒式结构，使得原始载体上的某
些酶切位点难以使用，同时进一步增加了载体自身

的大小，这样限制了克隆外源片段的容量，难以在同

一载体中克隆更多的外源基因。其实杆状病毒还有

一个极大的用途就是进行多基因的表达尤其是各种

复合体的表达，%J2/ D/29/2等通过对 D<A)D<A系统的
转移载体进行改造，使得一个载体可以同时克隆 M)N
个基因，首次在昆虫细胞内表达 !个亚基复合物 I7
!(，因此在表达复合物时，转移载体的容量变得十
分关键［LN］。因此我们直接改造 D<AJ8B，在其 (EM位
相引入 -,7*表达盒，而不破坏原有的转座单元，这
样可以方便地使用我们原有的通用载体来表达重组

蛋白。因为 (EM基因是杆状病毒口服感染宿主幼虫
的关键基因，该基因的失活更加有利于生物安全

性［L!，L’］。由于引入 (EM位相的多角体启动子与转座
位点相距较远，两个多角体启动子不会出现相互干

扰，从而 -,7*的表达既能检测病毒的繁殖也能指
示目的蛋白表达情况。而成功表达和纯化 %&)’ 蛋
白也证明了这一点，绿色荧光标记蛋白的表达没有

干扰目的蛋白的表达和纯化。

稍嫌不足的是本研究构建的 D<AJ8B)/9#? 在通
过转座后获得的重组病毒和亲本病毒都能使被感染

细胞表达绿色荧光蛋白，未能起到类似正向筛选的

$E!姚 宁等：杆状病毒表达系统的改进及 %&)’在昆虫细胞内的表达和纯化



效果。然而通过严格的抗性和蓝白斑筛选后，再经

过目的基因特异性引物和 !"# 通用引物 $%&验证
后，完全可以彻底淘汰掉亲本病毒的污染。此外，在

对基因进行亚细胞定位研究中，研究者经常将目标

基因与 !"#$ 融合、然后利用激光共聚焦显微镜观察
融合蛋白在细胞内表达和分布情况进行定位分析，

由于本研究在 ’()*+, 中引入了 -./$，不能使用
-./$构建融合蛋白进行目标蛋白的定位。另一红
色荧光蛋白 01&2,在细胞内极易相成四聚体，因此
野生型 01&2,不合适作为基因亚细胞定位的标记。
然 34(526等近来通过对 01&2,的不断研究，利用饱
和突变技术，已经得到了橙黄、樱桃红、草莓红等 #
种不同颜色的突变体，这些荧光蛋白在细胞内不形

成四聚体而以单体的形式存在［"7］。因此可以用上

述 01&2,的突变体基因与目的基因融合、再使用本
系统构建重组病毒。由于 -./$在细胞内呈弥散型
分布，这样给整个细胞提供了一个绿色大背景，再观

察与融合了目的基因的 01&2,突变体荧光蛋白的分
布将会变得更加方便和直观，也一定会得到许多有

意思的结果。鉴于 89:; 的多生物活性及其在炎症
信号通路中的重要功能，在利用本研究系统获得纯

化的 89:;蛋白后，将进一步使用该蛋白的特异性抗
体进行检测与验证其生物活性，以及利用质谱分析

该蛋白在昆虫细胞内的糖基化和磷酸化程度，为研

究其生物活性和相关功能提供新思路。
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