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构建基于杆状病毒的 BV-T7 杂合表达体系及利用其在哺乳动

物和禽类细胞中表达 eGFP 基因
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摘要:【目的】研究重组杆状病毒 BV-T7 杂合表达体系能否有效转导禽类细胞并在禽类细胞中表达外源基因

( eGFP) ，从而构建能在禽类细胞中高效稳定表达外源基因的重组杆状病毒表达系统。【方法】本研究利用

Bac-to-Bac 杆状病毒表达系统，结合 T7 表达系统，通过对 eGFP 表达水平的调控来把握噬菌体 T7 RNA 聚合

酶(T7 RNAP) 的功能。利用两支重组杆状病毒，pFastBac-CMV-T7 RNAP 重组杆状病毒为哺乳动物细胞启动

子 CMV 调控的噬菌体 T7 RNA 聚合酶的 cDNA; pFB-T7pro-IRES-GFP-T7ter 重组杆状病毒为 T7 启动子控制

的 eGFP 报告基因。将两支重组杆状病毒共同侵染哺乳动物 OL( oligodendrocyte) 细胞、鸡胚成纤维细胞和鸡

胚骨骼肌细胞。【结果】两支重组杆状病毒利用 T7 启动子和 T7 RNAP，在 OL 细胞、鸡胚成纤维细胞和鸡胚

骨骼肌细胞中成功表达 eGFP 报告基因，而且未引起细胞病变，但在鸡胚原代细胞中 eGFP 的表达相对弱于

在 OL 细胞中的表达。在 OL 细胞中重组杆状病毒对细胞的转导效率为 59. 5% ，在鸡胚成纤维细胞和鸡胚骨

骼肌细胞中转导效率分别为 23. 2% 和 33. 1%。【结论】本研究构建的基于杆状病毒、T7RNA 聚合酶、T7 启

动子(BV-T7) 杂合表达体系能够在哺乳类细胞及禽类细胞中表达 T7 RNAP，并利用 T7RNAP 继续高效而稳

定地表达外源基因。这为难于体外操作的 RNA 病毒提供了有效的研究方法，并对新型基因工程疫苗的研制

提供了一个高效而稳定的表达载体系统。
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杆状病毒的天然宿主是昆虫细胞，近年来发现

它可作为异源病毒进入哺乳类细胞，并对哺乳类细

胞无毒无 害
［1］。多 年 来 随 着 其 分 子 水 平 的 研 究 进

展，并通过杆状病毒在多种哺乳类细胞系中介导功

能基因表达的研究，逐渐证明杆状病毒是一种优良

的基因治疗载体
［2］。目前发展的 Bac-to-Bac 表达体

系，由于其构建方便快捷等独特优势，成为目前最为

优秀的杆状病毒表达载体系统
［3］。

在体外表达系统的研究中，基于噬菌体 T7 RNA
聚合酶(T7 RNAP) 及其启动子(T7 promoter) 之间识

别的特异性和高效性而建立的表达系统，是目前在

大肠杆菌中克隆和表达重组蛋白的最强大表达系统
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之一
［4］。由于 T7 RNAP 不 需 要 任 何 辅 助 转 录 因 子

就能识别 T7 启动子 并 有 极 高 的 转 录 活 性，并 且 T7

启动子具有特殊序列结构，在哺乳动物细胞中不会

出现相互竞争抑制现象。因此人们力求将其引入哺

乳类细胞中。但由于真核生物启动子序列的差异和

不同组织细胞内转录因子的特异性，外源基因表达

量的差异 高 达 几 个 数 量 级
［5］。近 年 来 已 有 大 量 事

实证明，已研究 成 功 基 于 T7 RNAP 的 体 内、体 外 转

录系统
［6 － 8］。Krishnamurthy 等用 MVA-T7 系统拯救

出了新城疫病毒 Beaudette C 株，并将 CAT 基因插到

HN 与 L 基 因 之 间 的 非 必 需 区 获 得 了 表 达
［9］。

Buchholz 等
［10］

建立了可表达 T7RNAP 的 BHK 细胞

系衍生 物，并 且 可 以 用 来 拯 救 大 量 不 同 的 重 组 病

毒
［11］。Takayama 等

［12］
建 立 了 可 以 稳 定 表 达

T7RNA 聚合酶的 BHK /T7-9 细胞克隆，与 pC-T7Pol

质粒进行转染，在雏鸡 β-肌动蛋白强启动子的控制

下表达 T7 RNA 聚合酶，并有效的拯救狂犬病病毒。

但是其存在缺点，如痘病毒对宿主有毒性，能污染被

拯救病毒，稳定细胞很难建立和培养。

由于 T7 表达体系在细胞中的作用过程为，先合

成少量 T7 RNAP，而后激活 T7 启动子，从而启动外

源基因表达，因此人们一般先使用携带 T7 RNAP 基

因的真核载体侵染细胞，再使用含 T7 启动子的真核

载体感染细胞，即一种“感染-感染”的过程，从而起

到激活 T7 启动子启动外源基因表达的目的。另外，

有研究者使用共感染策略，即将含有 T7 RNAP 基因

的载体与含有 T7 启动子的两个载体共同感染细胞，

从而启动外 源 基 因 的 表 达。已 有 研 究 证 明“感 染-

感染”与“共感 染”策 略 的 对 比 中，外 源 基 因 的 表 达

量几乎不受影响
［13］。

本研究即基于共感染策略，构建在哺乳动物细

胞和禽类细胞中完成瞬时表达的杆状病毒-T7 RNA

聚合酶(BV-T7) 杂合表达体系。与以往应用广泛的

痘苗病毒-T7 表 达 体 系 相 比，BV-T7 表 达 体 系 的 最

大优点是在哺乳动物和禽类细胞中无致病基因的复

制且不引起细胞病变，此外利用它完成病毒拯救能

够回收到高滴度的感染性病毒粒子。这为难于体外

操作的 RNA 病毒提供了有效的研究方法，并对新型

基因工程疫苗的研制提供了一个高效而稳定的表达

载体系统。为外源基因在哺乳动物细胞和禽类细胞

中的高效表达提供了一个全新的表达体系。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌 株 和 细 胞: 大 肠 杆 菌 ( Escherichia coli)
DH5α、DH10Bac 由 本 实 验 室 提 供; 鸡 胚 成 纤 维 细

胞、鸡胚骨骼肌细胞由本实验室制备;Sf9 昆虫细胞

由本实验室冻 存;SPF 鸡 胚 由 哈 尔 滨 兽 医 研 究 所 惠

赠;OL 细胞由哈尔滨医科大学张凤民教授惠赠。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:Cellfectin Reagent、Sf900
Ⅱ SFM 培 养 基 购 自 Invitrogen 公 司; Reverse
Transcription System Kit 购 自 Promega 公 司;DMEM
培养基购自 Hyclone 公司;胎牛血清购自 PAA 公司;

双抗溶液( 青霉素、链霉素) 购自 GIBCO 公司;各种

限制性内切酶、细胞裂解液购自 TaKaRa 公司;DNA
胶 回 收 试 剂 盒 购 自 华 舜 公 司; 核 染 色 试 剂

(bisBenzimide H 33342 trihydrochloride) 购自 SIGMA
公司。PCR 仪(Effendorf GA Germany) ;凝胶成像分

析系统 ( 美 国 Alpha Innotech 公 司 ) ;Beckman 高 速

冷冻离心机(Bechman instrument’s，INC． ) ;二氧化

碳培养箱 ( Thermo 公 司) ;TE2000 倒 置 荧 光 显 微 镜

(NIKON)。
1. 1. 3 质粒:pMD18-T Vector，购 自 大 连 宝 生 物 工

程有 限 公 司; pEGFP-C3、pIRES、pET-30a 、pFastBac
［PH］、pFastBac-CMV-T7 RNAP 由楼庄伟教授惠赠;

pMD-T7-IRES， pMD-GFP-T7ter， pFB-T7pro-IRES-
GFP-T7ter 为实验室自行构建质粒。
1. 2 引物设计

本研究所 用 引 物 是 根 据 GenBank 中 所 收 录 的

各载体的全核苷酸序列或病毒基因组序列所设计的

( 表 1)。
1. 3 质粒构建各片段的克隆

以 质 粒 pEGFP-C3、pET-30a、pIRES 2μL 为 模

板，按照 TAKARA 公司 Taq 酶 50 μL 反应体系使用

方法，以 LS-1 和 LS-2 、LS-3 和 LS-4、LS-5 和 LS-6 为

引物，扩增 754 bp eGFP 片 段、194 bp T7 terminator
片段，617 bp 含 有 T7 promoter 的 IRES 片 段，PCR
反应循环程序如 Takela 说明书。1% 琼脂糖电泳鉴

定 PCR 产物。按 华 舜 小 量 胶 回 收 试 剂 盒 说 明 书 回

收 PCR 产物。LS-1、LS-4 为引物，进行融合 PCR 的

方法 获 得 910 bp 的 GFP-T7 ter 片 段，各 片 段 与

pMD18-T 载 体 于 16℃ 连 接 过 夜，转 化 E． coliDH5α
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感受态细胞，经蓝白斑筛选，以碱裂解法小量制备质

粒，并进行酶切和 PCR 鉴定，将阳性重组质粒 命 名

为 pMD-GFP-T7 ter、pMD-T7-IRES。

表 1 本文所用引物列表

Table 1 Primers used in this study
Primers Sequences of premers (5'→3') Restriction sites
LS-1 TATCTGCAGCGCCACCATGGTGAGCAAG PstⅠ
LS-2 CCCCAAGGGGTTATGCTATTACTTGTACAGCTCGTCCATGC －
LS-3 CATGGACGAGCTGTACAAGTAATAGCATAACCCCTTGGGGC －
LS-4 ATACTCGAGGCTAGGGCGCTGGCAAGT XhoⅠ
LS-5 CTAGAATTCTAATACGACTCACTATAGAATTGCGCCCCTCTCCCT EcoRⅠ
LS-6 TATCTGCAGTTATCATCGTGTTTTTCAAAGGAAA PstⅠ
M13 GTTTTCCCAGTCACGAC －
M13 CAGGAAACAGCTATGAC －
ZL-1 GCCAAGCTTATGAACACGATTAACATCGCTAAG HindⅢ
ZL-2 TAAGGATCCTTACGCGAACGCGAAGTCCGAC BamHⅠ

1. 4 杆状病毒转移载体 pFB-T7-IRES-GFP-T 7ter
的构建

利用限制性内切酶用 EcoRⅠ和 PstⅠ分别双酶

切 pMD-T7-IRES 和 pFastBac［PH］质粒载体，酶切产

物 T4 连接酶连接，连接产物转化 E． coliDH5α 感受

态细胞，经抗性筛选，以碱裂解法小量制备质得到重

组 质 粒 pFB-T7-IRES。将 pMD-GFP-T7 ter 和 pFB-
T7-IRES 分别用 PstⅠ和 XhoⅠ进行双酶切，将纯化

的双酶切产物连接转化 E． coli DH5α 感 受 态 细 胞。
挑取 单 菌 落，经 酶 切 和 PCR 鉴 定 筛 选 到 阳 性 重 组

子，命名为 pFB-T7-IRES-GFP-T 7ter( 图 1)。
1. 5 重组杆状病毒的构建

SEM 法制备感受态 细 胞 E． coli DH10Bac，质 粒

pFB-T7-IRES-GFP-T7 ter 转 座 E． coli DH10Bac。涂

布于含有抗生素( 含终浓度为 50 μg /mL 卡那霉素、
7 μg /mL 庆大霉素、10 μg /mL 四环素、和 终 浓 度 为

100 μg /mL IPTG 和 40 μg /mL X-Gal) 的 平 板 中，经

蓝白斑筛选，碱裂解法提取 Bacmid DNA，利 用 M13
引物 PCR 鉴 定 筛 选，重 组 Bacmid 命 名 为 Bacmid-
T7-IRES-GFP-T 7ter 用于下一步转染。

按 Cellfectin Reagent 转 染 试 剂 盒 说 明 书，将

1 μg自行构建的 pFB-T7pro-IRES-GFP-T7ter 重 组 杆

状病毒和 pFastBac-CMV-T7 RNAP 重组 Bacmid DNA
用脂质体 转 染 试 剂 转 染 对 数 生 长 期 的 Sf9 昆 虫 细

胞，转染后，倒置显微镜下观察 Sf9 细胞逐渐发生改

变，至 3d 细胞出 现 感 染 迹 象 时，收 集 上 清 4℃ 避 光

保存，即为 P1 代病毒。提取所获病毒 DNA，分别以

ZL-1 和 ZL-2、LS-5 和 LS-4 为引物对其进行 PCR 鉴

定。将重组杆状病毒反复感染对数生长期的 Sf9 昆

虫细胞 2 次，获得高滴度 p2、p3 代病毒储备。病毒

滴度测定按照 Sf9 细胞杆状病毒噬斑检测标准操作

规范( Invitrogen 公 司，No． 10359)。病 毒 滴 度 ( pfu /
mL) = 每 孔 空 斑 数 × 稀 释 倍 数 × 1 /每 孔 病 毒 量

(mL)。P3 代重组杆状病病毒的滴度分别为 1. 1 ×
108 pfu /mL ( BV CMV-T7 RNAP)、1 × 108 pfu /mL
(BV T7-GFP-T7 ter Titer)。
1. 6 重组杆状病毒在哺乳动物细胞和鸡细胞中表

达 eGFP 报告基因

OL 细胞以 2 × 104
个 /孔的细胞密度接种到 96

孔细胞培养板。37℃ 培养 12 h。同时加入 50 MOI
(multiplicity of infection，感 染 复 数 ) 的 BV-CMV-T7
RNAP 和 BV-T7-IRES-GFP 病 毒 P3 储 备，开 始 病 毒

的侵染。37℃ 培 养 12h 后 更 换 新 鲜 DMEM 完 全 培

养液。为增强侵染，向培养液中加入终浓度为1 mM
的丁酸钠溶液。在重组杆状病毒侵染后培养 24h 观

察 eGFP 报告基因的表达。
制备 10 日龄 SPF 鸡胚成纤维细胞和取 12 日龄

鸡制备胚骨 骼 肌 细 胞，106
个 /mL 密 度 将 细 胞 接 种

到培养瓶中，每瓶 5 mL，于 37℃ ，5% CO2 培 养 箱 中

培养。长成单层后按一定滴度接种重组杆状病毒，

于 37℃ ，5% CO2 培 养 箱 中 继 续 培 养。在 重 组 杆 状

病毒侵染后培养 24 h 观察 eGFP 报告基因的表达。
利用 NIKON TE2000 型倒置荧光显微镜观察细

胞形态及荧光表达情况。用 4% 多聚甲醛 25℃ 固定

10 min，PBS 洗涤 1 次。每孔加入50 μL荧光核染料

(5 μg /mL ) ，25℃ 静 置 20 min; 弃 去 液 体，加 入

100 μL PBS 洗涤 3 次，使固定后的细胞浸泡在 PBS
溶液 中，4℃ 保 存。细 胞 核 染 色 后，利 用 NIKON
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图 1 杆状病毒转移载体 pFB-T7-IRES-GFP-T 7ter 的构建

Fig． 1 Construction of baculovirus transfer vector pFB-T7-IRES-GFP-T 7ter．

TE2000 型倒置荧光 显 微 镜 观 察 细 胞 形 态 及 荧 光 表

达情况。分别在 UV 光和 G 光下观察细胞，以在 UV
光下观察到的发荧光细胞核数代表细胞总数;在 G
光下，表达 eGFP 的细胞为绿色，通过观察表达绿色

荧光蛋白的细胞数量和细胞总数，即可分析出 eGFP
的表达率，该表达率也代表重组杆状病毒对细胞的

转导效率。CellProfilerTM 软件检测表达 eGFP 的阳性

细胞的比例和细胞平均荧光强度。
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2 结果和分析

2. 1 eGFP 基因、T7 terminator 片段和 IRES 片段

克隆

将试验获 得 的 754 bp eGFP 片 段 和 194 bp T7
terminator 片 段 进 行 融 合 PCR，获 得 910 bp GFP-T7
ter 片段。将得到的 GFP-T7 ter 片段和 617 bp 含有

T7 promoter 的 IRES 片 段，分 别 与 pMD18-T 载 体 于

16℃ 连接过夜，转 化 E． coliDH5α 感 受 态 细 胞，获 得

重组质粒，分别命名为 pMD-GFP-T7 ter 和 pMD-T7-
IRES。将 两 个 重 组 质 粒 进 行 酶 切 和 PCR 鉴 定。
pMD-T7-IRES 经 EcoRⅠ和 PstⅠ酶 切 得 到 T 载 体

(2692 bp) 和 IRES ( 617 bp) ; pMD-GFP-T7 ter 经

PstⅠ和 XhoⅠ酶 切 得 到 T 载 体 (2692 bp) 和 GFP-
T7 ter (910 bp) ，各片段大小正确。
2. 2 杆状病毒转移载体 pFB-T7-IRES-GFP-T 7ter
的构建

按照杆状病毒转移载体的构建策略，获得重组质

粒 pFB-T7-IRES-GFP-T 7ter。分 别 以 ZL-1 和 ZL-2、
LS-1 和 LS-2、LS-3 和 LS-4、LS-5 和 LS-6 为引物，进行

PCR 反应验证质粒，分别得到与预期相符的 194 bp
的 T7 terminator 片段、617 bp 的 IRES 片段、75 4 bp 的

eGFP 基因和 2. 65 kb 的 T7 RNAP 基 因 片 段。表 明

pFB-T7-IRES-GFP-T 7ter 重组质粒构建成功。
2. 3 重组杆状病毒的筛选与鉴定

将利 用 引 物 PCR 鉴 定 筛 选 的 重 组 转 移 载 体

pFB-T7-IRES-GFP-T 7ter 转化 E． coli DH10Bac，获得

Bacmid ( Bacmid-T7-IRES-GFP-T7ter ) ， 该 重 组

Bacmid DNA 转染 Sf9 昆虫细胞，72 h 后细胞出现感

染迹 象。收 取 发 生 病 变 的 细 胞 上 清，提 取 病 毒

DNA，以 BV-CMV-T7 RNAP 为 模 板 DNA，以 ZL-5
和 ZL-6 为引物进行 PCR 反应。以 BV-T7-IRES-GFP
为模板 DNA，分 别 以 LS-4 和 LS-5，ZL-5 和 ZL-6 为

引物进行 PCR 反应。1% 琼脂糖凝胶电泳检测结果

显示，在 BV-CMV-T7 RNAP 中 得 到 了 2. 65 kb 的

T7RNAP 目的 条 带;在 BV-T7-IRES-GFP 中，得 到 了

约 1. 5 kb 的 T7-IRES-GFP 目 的 条 带 ( 图 2)。说 明

重组 bacmid 构建 成 功 并 获 得 带 有 目 的 片 段 的 重 组

杆状病毒。
2. 4 重组杆状病毒在 OL 细胞和鸡细胞中的表达

重 组 杆 状 病 毒 ( BV-CMV-T7 RNAP; BV-T7-

图 2 组杆状病毒 P1 代病毒核酸鉴定结果

Fig． 2 The PCR result of P1 recombinant baculovirus

DNA． Lane M1，DNA marker mixture DL15000; Lane

1，PCR amplification of T7 RNAP; Lane 2， PCR

amplification of T7-IRES-GFP．

IRES-GFP) 共感染 OL 细胞、鸡胚成纤维细胞和鸡胚

骨骼肌成纤维细胞，同时两支重组杆状病毒分别感

染细胞，互为负对照。感染 48h 后，观察荧光表达情

况。在重组杆状病毒共感染的 细 胞 中 观 察 到 eGFP
的表达，而在二者分别感染的细胞中，均未见荧光表

达( 图 3)。但在鸡胚原代细胞中 eGFP 的表达相对

弱于在 OL 细胞中的表达。在 OL 细 胞 中 重 组 杆 状

病毒对细胞的转导效率为 59. 5% ，在鸡胚成纤维细

胞和鸡胚骨 骼 肌 细 胞 中 转 导 效 率 分 别 为 23. 2% 和

33. 1%。

3 讨论

反向遗传学是针对 RNA 病毒发展起来的，实现

了直接对 DNA 操作来研究 RNA 病毒的基因结构与

功能。应用体外转录来拯救病毒的反向遗传学方法

应用比较普遍，但 是 体 外 制 备 病 毒 基 因 组 RNA，成

本高、RNA 不稳定、转染效率不高等缺点。因此，急

需建立一种无需体外制备 RNA、拯救效率高的体内

拯救病毒的方 法。我 们 选 择 T7 RNAP 系 统 作 为 拯

救病毒的转录体系，将体外表达转为体内表达。在

真核启动子 CMV 的 调 控 下 表 达 T7 RNAP，从 而 调

控在 T7 启动子控制下的外源基因在体内进行转录。
近年来发展的以表达 T7 RNAP 的痘病毒为 基

础的体内拯救方法，已经成功地从一些 RNA 病毒的

cDNA 克隆中拯救到了感染性病毒
［14］。但是痘病毒
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图 3 荧光显微镜观察杆状病毒转染 OL 细胞、鸡胚成纤维细胞、鸡胚骨骼肌细胞 48h 后表达 eGFP 报告基因 (200 × )

Fig． 3 Fluorescence microscopy of eGFP expression in OL cells，CEF cells and myoblast cells transfected with baculovirus at 48 h post transfection

(200 × ) ． Expression of eGFP in OL cells(A) ，CEF cells(B) and myoblast cells(C) ． The negative control of OL cells (A1) ，CEF cells (B1) and

myoblast cells (C3) ． The eGFP were expressed in OL cells( A2) ，CEF cells (B2) and myoblast cells (C2) at 48 h post transfection． The OL cells

(A3) ，CEF cells(B3) and myoblast cells(C3) transduced with baculovirus were stained with bisBenzimide H 33342 trihydrochloride．

毒株可使宿主细胞病变，降低病毒拯救效率，并且易

导致全长基因组与辅助质粒基因发生同源重组，子

代痘病毒的 释 放 同 时 也 会 干 扰 重 组 子 代 病 毒 的 释

放，干扰对目的产物的分析的缺点。为了克服痘病

毒的缺点，建立了无痘病毒拯救系统，即构建可以稳

定表达 T7RNAP 的细胞系来完成病毒拯救，如 BSR
T7 /5、BHK /T7-9［11-12］。但是稳定细胞很难建立和培

养。而我们应用的杆状病毒无以上缺点，具有新型

活载体疫苗 的 潜 力。田 飞 鹏 等
［15］

发 现 杆 状 病 毒 经

过修饰也可 以 在 哺 乳 动 物 细 胞 内 成 功 表 达 外 源 基

因，并用于如丁型肝炎病毒
［16］、沙波病毒

［17］
等疫苗

研究。但是在禽类细胞中的研究较少。本研究构建

的重组杆状病毒通过转导的方式将带有 T7RNA 聚

合酶和 T7 启动子的质粒导入到真核细胞中，在哺乳

动物 OL 细胞 和 鸡 胚 成 纤 维 细 胞、鸡 胚 骨 骼 肌 细 胞

中 成 功 表 达 eGFP 报 告 基 因，转 导 效 率 分 别 为

59. 5%、23. 2% 和 33. 1% ，而 作 为 阴 性 对 照 的 转 染

的细 胞 观 察 不 到 绿 色 荧 光。与 虞 结 梅 等
［18］

将

pcDNA3. 1( + ) / T7 RNP 和 pcDNAII /EGFP /TER 重

组质粒共转染小仓鼠肾细胞 BHK，共转染后 48 h，

发现约 20% － 30% 的细胞表达 eGFP 相比，具有 更

高的转导效率。由此证明在 CMV 调控下的 T7RNA

聚合酶在真核细胞内顺利表达并与 T7 启动子相互

作用，介导转录的顺利进行，从而使得 eGFP 在真核

细胞中成功转录并表达。

我们推测共感染表达体系被摄入真核细胞后，

其表达依赖于宿主细胞的遗传表达机制，即由真核

启动子 CMV 调控 T7 RNA 聚合酶的合成，进而启动

T7 启动子下 游 目 的 基 因 的 表 达。其 作 用 原 理 可 能

为，首先由进入细胞核的 BV-CMV-T7 RNAP 所含的

真核 启 动 子 元 件 CMV 启 动 子 调 控 T7RNAP 的 表

达，然后 产 生 T7 RNAP 再 作 用 于 BV-T7-IRES-GFP
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存在的 T7 IRES 中的原核启动子元件 T7 启动子，调

控下游目的基因的表达。常用的真核生物 T7 启动

子系统一般是在细 胞 质 中 表 达 T7 RNAP 并 在 细 胞

质中转 录 和 翻 译 外 源 基 因，但 这 只 能 是 暂 时 性 表

达
［19］。而本 研 究 构 建 的 质 粒 pFB-T7-IRES-GFP 中

已融合进核定 位 因 子，可 使 细 胞 质 中 的 T7 RNA 聚

合酶进入到核内，从而使外源基因转录在核内进行，

提高了细胞表达的稳定性。利用 T7 RNAP 进行 T7
启动子启动转录时，启动强度与常用的 CMV 启动子

相近。但由于 T7 启动子 / T7 RNA 聚合酶系统具有

的特异性，避免了 CMV 启动子直接启动外源基因的

表达 水 平 的 高 度 不 稳 定 性 ( 有 时 可 相 差 100 倍 以

上)［20］，这是该表达系统的又一个优点。
本研究首次 将 构 建 的 BV-T7 杂 合 表 达 体 系 在

哺乳动物细胞 OL 中成功表达 eGFP 报告基因，并进

一步证明它可以在鸡胚成纤维细胞和鸡胚骨骼肌细

胞中获得表达，从而推断，该体系可以有效导入禽类

细胞，这为禽类疫苗开发提供了先进而高效的新型

基因工程 载 体。使 用 BV-T7 表 达 体 系 再 结 合 反 向

遗传操作技术可为禽类 RNA 病毒的拯救提供一条

有效途径。
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Construction of BV-T7 hybrid expression system based on
baculovirus to express target gene eGFP in mammalian
and chicken cells

Jingping Ge，Xiaoyan Tang，Dongni Gao，Shanshan Song，Shan Lu，Zhuangwei Lou，

Wenxiang Ping*

Key Laboratory of Microbiology，College of Life Science，Heilongjiang University，Harbin 150080，China

Abstract: ［Objective］To investigate whether the recombinant baculovirus BV-T7 hybrid expression system can be
effectively transduced into chicken cells in vitro，and whether it can express the foreign genes ( eGFP) ． ［Method］ We
established a hybrid baculovirus-T7 RNA polymerase system for transient expression in mammalian cells and chicken cells．
Two recombinant baculoviruses were constructed，one carrying cDNA of bacteriophage T7 RNA polymerase，with a nuclear
localization signal，under the control of a mammalian promoter and the other expressing eGFP gene under the control of T7
promoter． The constructed recombinant baculoviruses co-infected mammalian oligodendrocyte cells，as well as chicken
embryo fibroblasts cells and chicken embryo skeletal muscle cells． ［Results］ The eGFP activity was detected in
mammalian cell lines and embryo fibroblasts cells and chicken embryo skeletal muscle cells． The recombinant baculovirus
transduction efficiency of oligodendrocyte cells was 59. 5% ， and in CEF cells and myoblast cells the transduction
efficiencies were 23. 2% and 33. 1% ． ［Conclusion］ BV-T7 hybrid expression could be expressed T7 RNAP in
mammalian cells and avian cells．
Keywords: recombinant baculovirus，T7 RNA polymerase / T7 promoter，eGFP，OL cells，chike-embryo primary cells
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