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摘  要 : 重组杆状病毒感染昆虫细胞是表达外源蛋白常用的一种方法。为有效鉴定转染的细胞中是否产生了重

组病毒粒子，对质粒 pFastBacI 进行改造，构建了极早期基因 ie1 启动子控制的绿色荧光蛋白 egfp 基因表达盒，

以及多角体基因启动子控制的外源 DNA 的一个通用型双表达载体；通过酶切、连接的方式，将家蚕二分浓核

病毒 ns1 基因连接到多角体启动子下游；在转座酶的介导下，该供体质粒上部分序列可转座到穿梭载体

Bm-Bacmid 上，进而构建可同时表达 egfp 和 ns1 基因的重组杆粒。将构建的该重组杆粒 DNA 转染 BmN 细胞，

通过观察可视化的绿色荧光信号，可迅速判定转染后的细胞中重组病毒粒子产生的情况，收集转染后的细胞培

养上清，将其感染 BmN 细胞，对感染 4 d 后的细胞总蛋白进行 Western blotting 分析，结果表明能杂交到一条

36 kDa 大小的特异蛋白，表明 NS1 蛋白成功获得了表达，进而为深入研究 ns1 基因的功能奠定了基础。 

关键词 : 杆状病毒，基因表达，家蚕二分浓核病毒，非结构蛋白 NS1 
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Expression of ns1 gene from Bombyx mori bidensovirus by a 
novel Baculovirus expression system 

Guohui Li, Peng Wang, Mangmang Li, Wu Xu, Zhaoyang Hu, and Qin Yao 

Institute of Life Science, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, Jiangsu, China 

Abstract:  Baculovirus gene expression is the most popular method to make target protein in cultured insect cells. To fast 

determine the generation of recombinant virus in cultured cells, donor plasmid of pFastBacI was modified by introducing 

egfp cassette. In the modified vector, egfp cassette was under the control of ie1 promoter, and target gene cassette was 

under the control of polyhedron promoter. To evaluate the convenience of the genetically modified donor plasmid used in 

eukaryotic expression, ns1 gene from Bombyx mori bidensovirus was ligated into the donor plasmid to generate 

recombinant plasmid pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppolh-ns1-sv40. Then the plasmid was transformed into DH10B competent 

cells containing Bm-Bacmid vector to produce the final recombinant Bm-Bacmid with the help of transposase. The 

resulting recombinant Bm-Bacmid was transfected into BmN cells to generate recombinant virus, which was easily and 

rapidly judged by green fluorescent signal observed in BmN cells. After infection for 96 h, the BmN cells were harvested 

and the total protein extracted from the infected BmN cells was subjected to Western blotting analysis. The result showed 

that a specific protein band about 36 kDa was detected, indicating that NS1 protein was successfully expressed in the BmN 

cells. In conclusion, the expression of NS1 protein with the modified expression system is useful for further research on the 

function of NS1 protein. 

Keywords:  Baculovirus, gene expression, Bombyx mori bidensovirus, non-structural protein NS1 

杆状病毒 -昆虫细胞表达系统  (BEVS) 是

四大真核表达系统之一，与其他表达系统相比，

BEVS具有一些独特的优越性，具体表现在：第

一，外源基因在多角体强启动子的控制下，其

表达产量较高；第二，BEVS具有能同时表达多

个基因以及大片段 DNA的能力；第三，表达产

物具有正确的折叠以及翻译后加工、修饰等特

性；第四，由于杆状病毒不感染脊椎动物，是

一个相对安全的生物表达系统[1-4]。苜蓿丫纹夜

蛾核多角体病毒(AcNPV)或家蚕核型多角体病

毒(BmNPV) 是 BEVS中常利用的杆状病毒表达

载体，所表达出来的蛋白产物与其对应的天然

产物具有相近的生物活性、抗原性和免疫原性，

是一种非常理想的外源蛋白表达系统 [5-6]。自

1985 年利用该系统首次成功表达人干扰     

素-β(IFN-β) 以来，现已包括白介素 1-3 (IL-1、

IL-2、IL-3) 以及病毒来源的蛋白都获得表达，

并对其进行了后续的功能研究，进而为蛋白药

物以及高效价基因工程疫苗的研发和生产奠定

了基础[7-10]。 

BEVS 在生产实践中已有近 30 年的应用历

程，如今，BEVS已被广泛应用于外源蛋白的表

达、疫苗生产、生物杀虫剂和基因治疗等研究

领域中[11-14]。利用 BEVS 表达外源蛋白，需要

将重组杆粒DNA转染昆虫细胞制备具有感染性

的重组病毒粒子[15-17]，因此有效地判断转染的

细胞中是否成功地产生了重组病毒粒子，是后

续实验中靶蛋白获得表达的一个重要前提。通
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过比较转染前后的细胞形态变化，经验丰富的

研究人员能够判定感染性病毒粒子产生的情

况，而初学者难免不会作出误判，不利于重组

病毒粒子的鉴定及后续研究的进行。为此，本

研究在 BEVS 中引入绿色荧光基因，构建了

BmNPV 来源的极早期基因 ie1 启动子控制 egfp

基因表达盒和多角体启动子控制外源基因双表

达载体，通过转座将这两个启动子控制下的双

表达盒插入到家蚕穿梭载体 Bm-Bacmid 中，创

建一个整合型表达 egfp 和靶基因的重组

Bm-Bacmid，进而利用可视化的绿色荧光信号，

来快速判定重组杆粒 DNA 在转染后的家蚕

BmN细胞中病毒粒子的产生。 

家蚕二分浓核病毒编码一个非结构蛋白

NS1，研究表明该蛋白是一个多功能蛋白，在病

毒复制和增殖过程中起着重要的作用[18-20]。生

物信息预测结果表明 NS1 蛋白序列上有多个磷

酸化修饰位点，预示该蛋白在病毒增殖过程中

很可能发生磷酸化修饰，这些修饰对 NS1 蛋白

的多功能调控起着重要的作用。因此，为进一

步揭示不同位点磷酸化修饰的 NS1 蛋白与功能

之间的关系，我们将 ns1基因克隆入上述构建的

重 组 供 体 质 粒 ， 产 生 重 组 供 体 质 粒

pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppol-ns1-sv40，通过转

座进而构建整合表达 egfp 和 ns1 的整合型重组

杆粒，将该重组杆粒 DNA转染家蚕 BmN细胞，

通过表达的绿色荧光信号可快速判定昆虫 BmN

细胞中重组病毒粒子的产生，收集转染后的细

胞培养上清感染细胞，对感染 4 d后的 BmN细

胞总蛋白进行 Western blotting分析，结果表明

在 36 kDa的位置出现一条特异的蛋白条带，该

研究为进一步阐明 NS1 蛋白功能及其机制奠定

坚实的基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、细胞和试剂 

用于质粒克隆的大肠埃希菌 Escherichia 

coli TG1 及含有家蚕穿梭质粒 Bm-Bacmid 的

DH10B 宿主菌在 LB 培养基中进行培养，含有

pFastBacI 质粒的大肠杆菌 DH5α 以及含有

pFastHTB质粒的大肠杆菌 DH5α保存于本实验

室。家蚕 BmN细胞培养于添加 10%胎牛血清的

TC-100昆虫细胞培养基中，在 27 ℃的恒温培养

箱中进行培养，培养的家蚕 BmN细胞用于转染

及病毒感染实验。pMD18T-egfp和 pMD18T-ns1

载体由本实验室保存。卡那霉素、氨卞青霉素

和四环素购自 Sigma公司。SnaBⅠ、BamHⅠ、

KpnⅠ、EcoRⅠ、SpeⅠ、XbaⅠ、NheⅠ、XhoⅠ、

T4 DNA 连接酶、Taq 酶和 pMD18-T 载体购自

宝生物工程 (大连) 有限公司。IPTG 和 X-gal

购自上海朝瑞生物公司。引物合成和序列测定

由上海生工生物工程公司完成。 

1.2  重组质粒 pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppolh

的构建 

为扩增杆状病毒 BmNPV 基因组中的极早

期基因 ie1启动子，通过 Primer Premier 5.0软

件设计两条特异性引物 ie1-F和 ie1-R(表 1)，通

过 PCR 从 BmNPV 基因组中扩增 560 bp 长的

DNA 片段，对扩增后的 DNA 片段分别进行

SnaBⅠ和 BamHⅠ单酶切，将酶切后的目的 DNA

进行切胶纯化，并将纯化后的 DNA 克隆到

pFastHTB 载体上产生重组质粒 pFastHTB-Pie1；

为扩增 egfp基因序列全长，通过 Primer Premier 

5.0软件设计两条特异性引物 egfp-F和 egfp-R，

通过 PCR 扩增得到 720 bp 的 egfp 基因全长序

列，对扩增得到的目的 D N A 片段进行 
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表 1  本研究所需引物列表 

Table 1  Primers used in the study 

Primer name Primer sequence (5–3) Enzyme digestion sites 

ie1-F TACGTAGTAAGTTATTAATAAAATGCACTGACACG SnaBⅠ 

ie1-R GGATCCATCGTGTCGCCGCCA BamHⅠ 

egfp-F GGATCCATGGTGAGCAAGGGC BamHⅠ 

egfp-R GGTACCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG KpnⅠ 

Pie1-egfp-sv40-F GCGAATTCGTAGGTTATTGATAAAATGAAC EcoRⅠ 

Pie1-egfp-sv40-R GCTACGTAGATCCAGACATGATAAGATACATTG SnaBⅠ 

Pph-F GCACTAGTATCATGGAGATAATTAAAATGATAA SpeⅠ 

Pph-R TATCTAGAGCCCTGAAAATACAGGTTTTC XhaⅠ 

ns1-F ATGCTAGCATGGAATCGAAGTCAAATTT NdeⅠ 

ns1-R TACTCGAGCTACCCATAATATTTATTATATACG XhoⅠ 

Note: underlined letters indicate restriction enzyme digestion sites. 
 

BamHⅠ/KpnⅠ双酶切，对双酶切后的产物进行

切胶回收，并将回收后的产物与载体 pFastHTB- 

Pie1 进行连接，结果产生重组质粒 pFastHTB- 

Pie1-egfp。 

为扩增包括聚尾信号 sv40 序列在内的 egfp 

基因表达盒，通过 Primer Premier 5.0软件设计

两条特异性引物 Pie1-egfp-sv40-F 和 Pie1-egfp- 

sv40-R，通过 PCR 从重组质粒 pFastHTB-Pie1- 

egfp中扩增整个 egfp表达盒：Pie1-egfp-sv40，将

扩增的 Pie1-egfp-sv40 连接到质粒 pFastBacⅠ，

产生 pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40 重组质粒。另外，

通过 Primer Premier 5.0软件设计两条特异性引

物 Pph-F和 Pph-R，以 pFastHTB质粒为模板，

通过 PCR 特异性地扩增 Ppolh-6×His-TEV 序列

(该序列中包含有多角体启动子序列、6 个组氨

酸的标签序列以及 TEV酶切序列)。将酶切回收

后 的 Ppolh-6×His-TEV DNA 片 段 与 载 体

pFastBacI- Pie1-egfp-sv40 进行连接，对产生的重

组质粒命名为 pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppolh。 

1.3  重 组 质 粒 pFastBacI-Pie1-egfp-sv40- 

Ppolh-ns1-sv40 的构建 

通过 Primer Premier 5.0软件设计两条特异

性引物 ns1-F 和 ns1-R，以抽提的 pMD18T-ns1

质粒为模板，通过 PCR特异性地扩增 ns1基因。

对扩增后的目的 DNA 片段进行 NheⅠ/XhoⅠ双

酶切，将回收后的酶切产物与上述构建的重组

质粒 pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40-Ppolh 进行连接，

产生 pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40- Ppolh-ns1 重组质

粒，由于该载体在连接的 ns1 序列后有 sv40 序

列 ， 所 以 该 载 体 又 被 命 名 为 pFastBacI- 

Pie1-egfp-sv40-Ppolh-ns1-sv40。 

1.4  重组杆粒 Bm-Bacmid 的构建 

采用氯化钙的方法[21]制备含有 Bm-Bacmid

及表达转座酶的辅助质粒的大肠杆菌DH10B感

受态细胞，将 5 ng pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40- 

Ppolh-ns1-sv40 供体质粒加入到该感受态细胞中，

轻轻混匀后置于冰上 30 min，42 ℃热击 45 s于

冰上放置 5 min，加入 900 μL的 SOC培养基，
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37 ℃剧烈振荡 (225 r/min) 4 h，取 100 μL悬液

涂布于含三抗 K+T+G+ (50 μg/mL 卡那霉素，  

10 μg/mL 四环素，7 μg/mL 庆大霉素) 以及    

40 μg/mL IPTG和 20 mg/mL X-gal的 LB平板

上，37 ℃培养 36–48 h，选取较大的白色单菌落

进行培养，抽提菌体中的重组 Bm-Bacmid，并

通过引物对其进行多轮 PCR鉴定。 

1.5  重组病毒粒子的制备 

将经 PCR 鉴定正确的重组克隆接种在含有

3种抗生素K+G+T+(50 μg/mL卡那霉 素、7 μg/mL

庆大霉素、10 μg/mL四环素)的 LB液体培养基

中，在 37 ℃、225–320 r/min的条件下培养 48 h

后；取 1.5 mL培养的菌液离心，对离心后的菌

体抽提重组杆粒。在脂质体 Cellfectin®Ⅱ 

(Cat.no.10362-100)的介导下，将上述抽提的重

组杆粒 DNA 转染 BmN 细胞，通过荧光显微镜

对转染后的细胞进行荧光观察；为进一步证实

产生的重组病毒粒子是否具有感染性，收集转

染后的细胞培养上清，将其与 BmN细胞孵育 1 h

后，弃上清，添加完全培养基继续培养，通过

荧光显微镜对感染后的细胞在不同时间点进行

连续观察。 

1.6  Western blotting 分析 

对重组杆粒 DNA 转染后的 BmN 细胞进行

荧光显微观察，收集能观察到绿色荧光的转染

孔中的细胞培养上清，将收集的转染上清感染

BmN细胞，进而收集感染 4 d后的 BmN细胞，

对感染后的细胞总蛋白进行 Western blotting分

析，由于表达的 NS1蛋白 N端融合有 6×His 的

序列标签，用抗 6×His Tag单克隆抗体 (Earthox) 

为一抗，碱性磷酸酶标记的马抗小鼠 IgG (北京

中杉金桥生物技术有限公司) 为二抗，显色底物

为 BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色试剂盒 (海门

碧云天生物技术有限公司)。 

2  结果 

2.1   重组质粒 pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppolh

的构建策略 

为在 BEVS 中引入可视化绿色荧光信号，

通过将供体质粒 pFastBacⅠ改造为极早期基因

ie1启动子控制的 egfp表达盒和多角体启动子控

制的可用于外源基因插入的多克隆酶切位点，

具体构建流程见图 1。以家蚕杆状病毒 BmNPV

基因组为模板，对 ie1-F/ie1-R扩增得到的 DNA

片段进行 SnaBⅠ和 BamHⅠ双酶切，将酶切后

的回收产物与经过同样双酶切的质粒 pFastHTB

进行连接，产生重组质粒 pFastHTB-Pie1；以

pMD18T-egfp 质粒为模板，对 egfp-F 和 egfp-R

扩增得到的目的片段进行 BamHⅠ/KpnⅠ双酶

切，将酶切回收后的 DNA片段与经同样双酶切

的 pFastHTB-Pie1 进行连接，得到重组质粒

pFastHTB-Pie1-egfp；以 pFastHTB-Pie1-egfp 为模

板，对 Pie1-egfp-sv40-F 和 Pie1-egfp-sv40-R 扩增

得到 Pie1-egfp-sv40进行 EcoRⅠ/SnaBⅠ双酶切，

将酶切后的回收产物与经过同样双酶切的

pFastBacⅠ 进 行 连 接 ， 得 到 pFastBacⅠ- 

Pie1-egfp-sv40；以 Pph-F和 Pph-R为引物，对从

pFastHTB 质 粒 中 特 异 性 地 扩 增 得 到 的

Ppolh-6×His-TEV 序列进行 SpeⅠ和 XbaⅠ双酶

切，将酶切回收产物与经同样双酶切的

pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40 进 行 连 接 ， 得 到

pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40-Ppol。 

2.2  重 组 质 粒 pFastBacI-Pie1-egfp-sv40- 

Ppolh-ns1-sv40 的鉴定 

为利用杆状病毒-昆虫细胞表达系统表达家 
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图 1  重组质粒 pFastBacI- Pie1-egfp-sv40-Ppolh 构建流程 

Fig. 1  Strategy for construction of the recombinant plasmid pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppolh. 
 

蚕二分浓核病毒 NS1 蛋白，将 ns1 基因克隆到

上述构建的 pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppol 载体

中。为此，以设计的特异性引物 ns1-F和 ns1-R 

(表 1)，从 pMD18T- ns1质粒模板中扩增 ns1基

因，对 PCR扩增的目的 DNA片段进行 NheⅠ(与

XbaⅠ互为同尾酶) 和 XhoⅠ双酶切，将酶切回

收后的 DNA 片段与经过 XbaⅠ和 XhoⅠ酶切的

pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppol 进行连接，得到

pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppol-ns1，由于该质粒在

ns1 基因下游具有一个加尾信号 sv40 序列，故

把该质粒命名为 pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40- 

Ppol-ns1-sv40。鉴于该质粒酶切位点的复杂性，

通过对 pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40-Ppol-ns1-sv40

进行 3轮 PCR来鉴定该质粒的正确性。首先，

通过特异性引物对 Pie1-egfp-sv40-F/Pie1-egfp- 

sv40-R 扩增 egfp 基因表达盒，扩增序列中包含

有 ie1早期启动子、egfp基因和加尾信号 sv40序

列，扩增的 DNA序列总长度理论上为 1 544 bp，

电泳结果与理论预计一致 (图 2，泳道 1)；通过

Pph-F/Pie1-egfp-sv40-R 引物对扩增 ns1 基因表达

盒，扩增序列包含有多角体启动子、ns1 基因和

加尾信号 sv40 序列，扩增序列理论上长度为    

1 426 bp，电泳结果显示与理论预计相一致 (图

2，泳道 2)；通过 ns1-F/ns1-R扩增 ns1基因，理

论上扩增的 DNA序列长度为 967 bp，电泳结果

与理论预计相一致 (图 2，泳道 3)，将 PCR 鉴

定后的克隆进行序列测定，其结果与理论结果

完全一致，可用于下一步的转座实验。 
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图 2  重 组 质 粒 pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40- 

Ppolh-ns1-sv40 的 PCR 鉴定 

Fig. 2  PCR confirmation of the recombinant plasmid 

pFastBacⅠ-Pie1-egfp-sv40-Ppolh-ns1-sv40. M: DNA 

marker; 1: the PCR product of amplified egfp cassette; 
2: the PCR product of amplified ns1cassette; 3: the 
PCR product of amplified ns1 gene. 
 

2.3  重 组 杆 粒 Bm-Bacmid-Pie1-egfp-sv40- 

Ppolh-ns1-sv40 的鉴定 

将构建的重组供体质粒 p F a s t B a cⅠ - 

Pie1-egfp-sv40-Ppolh-ns1-sv40转化 DH10B感受态

细胞，该感受态细胞中含有家蚕穿梭载体

Bm-Bacmid 和表达转座酶的辅助质粒，在转座

酶的介导下，重组供体质粒序列上 Tn7R-Tn7L

之间的 egfp 表达盒、ns1 基因表达盒、庆大霉

素基因表达盒以及载体上其他序列可特异性地

转座到 Bm-Bacmid 载体上，在添加有 K+G+双

抗的平板上筛选出可表达 egfp 和 ns1 基因的重

组真核表达载体，进而通过 PCR 对重组杆粒

DNA 进行鉴定。通过引物对 M13-F/M13-R 对

野生型的 Bm-Bacmid进行扩增，理论上扩增序

列为 280 bp左右，电泳结果与理论预计一致 (图

3，泳道 1)；而 M13-F/M13-R 引物对扩增转座

后的重组Bm-Bacmid，理论扩增序列包括有 egfp

表达盒、ns1 基因表达盒、庆大霉素基因表达

盒等 DNA序列，其长度为 4 850 bp左右，电泳

结果显示与理论预计一致 (图 3，泳道 2)；通过

ns1-F/ns1-R 从重组 Bm-Bacmid 中扩增 ns1，理

论序列长度为 967 bp，电泳结果显示与理论预

计一致 (图 3，泳道 3)；通过 M13-F/ns1-R引物

对扩增转座后的重组 Bm-Bacmid，理论序列长

度为 4 600 bp左右，电泳结果显示与理论预计

一致 (图 3，泳道 4)；通过 ns1-F/M13-R 引物 

 
 

 

 
图 3  重 组 杆 粒 Bm-Bacmid-Pie1-egfp-sv40- 

Ppolh-ns1-sv40 的 PCR 鉴定 

Fig. 3  Identification of the Bm-Bacmid-Pie1-egfp-sv40- 

Ppolh-ns1-sv40 by PCR. M: DNA marker; 1: the PCR 

product amplified by M13-F/M13-R was used as 
negative control; 2: the PCR product was amplified 
from the recombinant Bm-Bacmid by M13-F/M13-R; 3: 
the PCR product of ns1gene; 4: the PCR product was 
amplified from the recombinant Bm-Bacmid by 
M13-F/ns1-R; 5: the PCR product was amplified from 
the recombinant Bm-Bacmid by ns1-F/M13-R. 
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对扩增转座后的重组 Bm-Bacmid，扩增的理论

序列为 1 570 bp，电泳结果显示与理论预计一致 

(图 3，泳道 5)。 

2.4  重组杆粒 DNA 转染 BmN 细胞后的荧光

显微观察 

通过转座将 ie1 早期启动子控制下的 egfp

表达盒引入到家蚕 Bm-Bacmid 中，重组杆粒

DNA 在脂质体 Cellfectin的介导下进入 BmN 细

胞中，对转染后的 BmN细胞不同的时间点连续

进行荧光显微观察，鉴定重组 Bm-Bacmid 在

BmN 细胞中绿色荧光蛋白的表达情况。荧光显

微结果表明：转染 24 h后，在 BmN细胞中能看

到零星的绿色荧光信号，随着时间的延长，绿

色荧光信号越来越多 (图 4 A)；为验证转染上清

中是否产生了重组芽生型病毒粒子以及是否具

有感染性，收集转染 96 h后的细胞培养上清，

将其与新培养的 BmN细胞进行孵育，24 h后，

荧光显微结果表明：在转染上清孵育的 BmN细

胞中能观察到绿色荧光，随着时间的延长，荧

光信号越来越多；96 h 后，整个视野中都充满

了绿色荧光信号 (图 4 B)，这些结果表明：转染

后的细胞上清中已产生了具有感染性的重组病

毒粒子；由此可见，可视化绿色荧光信号的介

入有助于我们快速判定重组病毒粒子的产生，

以及重组病毒粒子是否能够启动下一轮感染。 

2.5  NS1 蛋白的表达和鉴定 

将重组 Bm-Bacmid-Pie1-egfp-sv40-Ppolh-ns1-sv40

转染 BmN 细胞，通过对转染后的 BmN 细胞进

行荧光显微观察，对能观察到荧光的转染孔进行

标记，收集这些标记孔中转染 96 h后的细胞培养

上清，将收集后的转染上清继续感染 BmN细胞，

通过对感染后的 BmN 细胞进行荧光显微观察， 

 

 
图 4  BmN 细胞中的荧光观察图  (A: 重组杆粒

Bm-Bacmid-Pie1-egfp-sv40- Ppolh-ns1-sv40 转染 BmN

细胞后的荧光显微观察；B: 转染上清感染 BmN 细

胞后不同时间点的荧光显微观察) 

Fig. 4  The expression of egfp gene in BmN cell. (A) 
Fluorescence micrographs of BmN cells transfected with 
recombinant Bacmid; (B) Fluorescence micrographs of 
BmN cells infected with recombinant virus. The times 
after transfection or infection were indicated on the right. 

 

 

 
图 5  NS1 蛋白的 Western blotting 分析 

Fig. 5  Western blotting analysis of target protein NS1 
expressed in BmN cells. M: standard protein marker; 1: 
negative control; 2: sample of NS1 protein. 
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借助可视化的绿色荧光信号快速判定 BmN 细胞

已被重组病毒感染，进而收集感染 96 h后的BmN

细胞，并对收集后的细胞总蛋白进行 Western 

blotting分析，结果表明在 36 kDa的位置处能杂

交到一条很特异的蛋白条带，该蛋白大小与靶蛋

白 NS1相一致。 

3  讨论 

杆状病毒是一种非人源化的病毒，只特异

性地感染无脊椎动物，现已被遗传改造为真核

表达载体，实践证明改造后的杆状病毒是一种

非常有效的蛋白表达载体，已广泛用于外源基

因的表达并成功表达上千种功能蛋白[7,22-24]；除

此之外，杆状病毒囊膜上还可展示异源蛋白，

以及通过 BEVS 在昆虫细胞内表达异源病毒的

一些结构蛋白，使其在胞内组装成病毒样颗粒，

可用来制备高效价的病毒疫苗；利用杆状病毒

在哺乳细胞内不能增殖的特性，将其改造为基

因治疗载体，在靶向治疗人类疾病方面拥有巨

大的应用前景[1]。 

利用杆状病毒-昆虫细胞表达系统表达外源

基因，从重组病毒感染的细胞中纯化表达的靶

蛋白，在体外对纯化后的靶蛋白进行活性分析，

这是目前对未知基因功能研究常用的一种方

法。然而，杆状病毒-昆虫细胞表达系统也有许

多不足之处有待于进一步改进，尤为突出的是

重组病毒感染细胞后会导致细胞裂解，显著降

低靶蛋白的表达产量，从而增加了外源蛋白表

达所需的成本和时间[25]；另外，连续多次感染

昆虫细胞后产生的重组病毒容易发生目的基因

丢失，致使靶蛋白表达产量降低甚至不表达[26]；

其次，还有一些具有特殊理化性质的蛋白，比

如猪瘟病毒 ( CSFV) E2蛋白[27]，其在昆虫细胞

中的表达量偏低或者根本不表达，而 Western 

blotting往往检测不到这一类蛋白的表达，由此

让我们对表达流程中的系列步骤产生质疑，需

要对实验过程中产生的中间产物逐一进行验

证，尤其需要对转染后的昆虫细胞中是否产生

了重组病毒粒子进行鉴定，而反复通过 RT-PCR

和 Western blotting来对实验中的每个步骤进行

验证，耗时、耗力、且浪费试剂，因此快速、

有效地鉴定转染后的昆虫细胞中已产生具有感

染性的重组病毒粒子，不仅与靶基因能否在

BEVS中顺利表达直接相关，同时也是用来判定

外源基因在 BEVS 中表达或不表达的一个重要

参数。 

家蚕穿梭表达载体 Bm-Bacmid 的构建，剔

除了重组病毒制备过程中需要进行多轮空斑纯

化和扩增的繁琐程序，极大地简化和缩短了重

组病毒粒子制备所需的复杂技术和所耗费的时

间。为进一步快速鉴定重组 Bm-Bacmid 在转染

后的昆虫细胞中是否产生了具有感染性的病毒

粒子，克服仅对转染前后的细胞形态变化作出

转染成功的主观臆断，为此，本文通过在家蚕

杆状病毒-昆虫细胞表达系统中介入可视化的绿

色荧光信号，创建一种可快速有效地鉴定胞内

是否产生具有感染性的重组病毒粒子，为靶基

因的表达及其后续研究奠定坚实的基础。基于

上述考虑，在不影响蛋白表达及病毒增殖的情况

下，对供体质粒 pFastBacⅠ进行改造，构建家蚕

杆状病毒极早期基因启动子控制下的 egfp表达盒

和多角体基因启动子控制下的 ns1 基因表达盒，

即重组 pFastBacI-Pie1-egfp-sv40-Ppol-ns1-sv40 供

体质粒。将该供体质粒转化大肠杆菌DH10B感

受态细胞，在转座酶的帮助下，供体质粒

Tn7R-Tn7L 之间的 egfp 表达盒和 ns1 基因表达
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盒可特异性转座到 Bm-Bacmid 载体上，进而构

建表达 egfp 和 ns1 基因的整合型真核表达载

体，将其转染BmN细胞，观察胞内是否产生了

可视化的绿色荧光信号。鉴于早期观察到的绿

色荧光有可能是重组杆粒DNA中 egfp基因瞬时

表达产生的。为此，我们收集转染 96 h后的细

胞培养上清，将其感染 BmN细胞后，通过观察

到 10余个细胞群落同时产生绿色荧光，以此来

判定重组杆粒 DNA 转染 BmN 后产生的感染性

重组病毒粒子情况。 

本文实验结果表明：通过构建整合性表达

egfp 的重组 Bm-Bacmid，是一种可行、有效地

且能够快速判定转染后的细胞中是否产生了感

染性的重组病毒粒子，利用该整合型表达载体

成功地表达了家蚕二分浓核病毒(BmBDV)非结

构蛋白 NS1。NS1 蛋白的快速表达，为进一步

揭示 NS1 蛋白的磷酸化表达模式与功能机制之

间的相互关系以及为表达其他外源基因奠定了

坚实的科学基础；同时也极大地促进和优化了

杆状病毒-昆虫细胞表达系统在外源蛋白表达中

的应用。 
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