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摘要：【目的】构建携带有受杆状病毒多角体启动子控制的疱疹性口腔炎病毒糖蛋白（K*>@A:=</ >,9-<,@,@> K@/:>
N=OA9+/9,*@;，P)P Q）和受白斑综合症病毒极早期基因（@--*M@<,*=OC*</=O N*;* #，@*#）启动子控制的绿色荧光蛋

白（*;7<;A*M N/**; R=:9/*>A*;, +/9,*@;，IQGS）两个表达阅读框的新型重组病毒 KTACQCIQGS，分析其在无脊椎动

物和脊椎动物细胞系中表达报道基因的能力。【方法】利用 B<ACE9CB<A 系统构建重组杆状病毒，利用病毒感

染或转导实验介导报道基因在待测细胞系中的表达，用荧光显微镜和免疫印迹技术分析报道基因在待测细

胞系中的实时表达情况。【结果】成功构建了分别含 P)P Q 和 @*# 启动子两个阅读框的重组杆状病毒 KTACQC
IQGS，发现 KTACQCIQGS 可以在无脊椎和脊椎动物细胞系中有效表达报道基因 IQGS，免疫印迹实验显示，在

不同时间点 IQGS 于这两类细胞中的表达存在差异。【结论】基于白斑综合症病毒 @*# 启动子并携带有 P)P
Q 表达框的单一杆状病毒载体可以实现同时在不同种类细胞系中有效表达外源基因。本文构建的新型杆状

病毒表达载体有希望普遍应用于基础和应用生物学研究。
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用基于昆虫细胞的杆状病毒表达系统表达外源

基因有很多优点：表达量高，可以表达高分子量的蛋

白质，可以同时表 达 多 个 基 因 等 等。然 而 昆 虫 细 胞

和哺乳动物细胞的蛋白合成后修饰加工存在差异，

许多在昆虫细胞中表达的哺乳动物细胞蛋白质没有

足够的活性［#］。自 #""% 年起，重组杆状病毒被发现

可以携带外源基因进入多种哺乳动物细胞［# ’ !］。不

管是 体 内 还 是 体 外，疱 疹 性 口 腔 炎 病 毒 糖 蛋 白

（K*>@A:=</ >,9-<,@,@> K@/:> N=OA9+/9,*@;，P)P Q）被发现

都可以增强杆状病毒转导外源基因在很多哺乳动物

细胞中表达的水平［% ’ (］。由于杆状病毒具有低毒性

和在哺乳动物细胞中不复制的特点，携带 P)P Q 的

杆状病毒作为基因导入载体的研究已成为基因工程

领域的一个研究热点。在已有的杆状病毒载体的研

究工作中，外源基因都是被哺乳动物特异性的启动

子介导表达的，目标蛋白质在繁殖病毒的昆虫细胞

中并不表达［" ’ ##］。选取一个能在无脊椎动物和脊椎

动物细胞中都有活性的启动子构建重组杆状病毒，

则会使在昆虫细胞中和哺乳动物细胞中同时表达与

分析外源蛋白成为可能。

已有的研究结果表明，对虾白斑综合症病毒极

早期基因 @*#（@--*M@<,*=OC*</=O N*;* #）的启动子在无

脊椎动物 对 虾 和 昆 虫 细 胞 中 有 表 达 活 性［#$ ’ #&］。本

文试图构 建 携 带 受 杆 状 病 毒 多 角 体 启 动 子 控 制 的



!"! # 和受白斑综合症病毒 $%& 启动子控制的绿色

荧光蛋白（%’()’*%+ ,-%%’ ./01-%2*%’3 4-13%$’，5#67）两

个表达阅读框的新型重组病毒，分析其在代表性无

脊椎动物和脊椎动物细胞中的表达特点，为该类载

体在生物工程中的推广应用奠定基础。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 主 要 试 剂 和 仪 器：!"# 89: 聚 合 酶、限 制 性

内切酶 $%&’ ;、$&( ;、$)& ;、$*# ;、’&)+ ;、,-* ;、
+.%/ ;;; 、<= 89: 连接酶均购自 7-1>%,) ?1-41-)3$1’；

小鼠抗 5#67 单克隆抗体为 "$,>)@:/+-$*( 产品；辣根

过氧化酶 标 记 的 羊 抗 鼠 ;,# 购 自 !%*31- A)B1-)31-$%2
A3+；预 染 蛋 白 分 子 量 C)-D%- 为 E$1@F)+ A)B1-)31-$%2
产品；胎牛血 清 为 GH*/1’% 产 品；8C5C 和 5C5C 培

养基为 #$B*1/ EFA A$.% <%*(’1/1,$%2 产 品；昆 虫 无 血

清培养基 "6@IJJ;; 为 ;’K$3-1,%’ 产品。二氧化碳培养

箱为 ")’H1 产 品；梯 度 7?F 仪 为 544%’+1-. 产 品；小

型垂直板 电 泳 槽、电 泳 仪、凝 胶 自 动 成 像 系 统 均 为

E$1@F)+ 产品；倒 置 荧 光 显 微 镜 为 L/H>402 产 品；透

射电镜 G@MJJ 为 G$3)*($ 产品。

! "! "# 细胞：猪 胚 胎 肾 细 胞 7D&N 培 养 在 添 加 &JO
胎牛血清的 8C5C 培养基中，置于 PM 度二氧化碳培

养箱中 培 养。 亚 洲 鲈 鱼 上 皮 细 胞 系 "E 培 养 在 含

NO胎牛血清的 5C5C 培养基中，于 QR 摄氏度二氧

化碳培养箱中培养。无脊椎动物 ".I 细胞系培养在

QM 摄氏度的无血清培养基 "6@IJJ;; 中。

! "# 病毒的感染，滴度测定和转导实验

用杆状病毒感染 ".I 细胞及杆状病毒的滴度测

定按照以 前 报 道 的 方 法 进 行［&=］。为 了 增 强 空 斑 在

照片中的分辨率，实验中先用甲醛固定形成空斑的

单层细胞，然后小心去掉覆盖琼脂层，用结晶紫进行

染色拍照。细胞上清液中的病毒通过超速离心进行

浓缩，病毒悬液 的 浓 度 用 7E" 调 整 到 每 毫 升 &J&J 空

斑形成单位（76ST>/）。杆状病毒转导脊椎动物细胞

系根据已 报 道 的 办 法 进 行［&N U &V］，并 略 有 改 动：病 毒

转导过 程 中 用 8@7E"（ ;’K$3-1,%’）作 缓 冲 液，转 导 在

QN 度培养箱 中 持 续 = 小 时，然 后 去 掉 上 清，添 加 完

全 8C5C 培养基，将细胞置于二氧化碳培养箱继续

正常培养。

! "$ 质粒构建

! "$ "! 引 物：本 研 究 所 用 引 物 是 根 据 #%’%E)’D 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 &）。

表 ! 引物列表

<)B/% & 7-$>%-2 02%+ $’ 3($2 230+H
7-$>%- "%W0%’*%2（NX!PX） F%23-$*3$1’ 2$3%
!"!#@N’ ?#?##:<??:<#::#<#??<<<<#<:?<<:#? ’&)G ;
!"!#@P’ ???::#?<<??::?:?:?<:<<#?::<#:: +.%+ !
71/N’ <?????#####:<##<<##?<:?#<:<:?<??# $)& ;
71/P’ ?#?##:<??##<<<?##:??#:#:<??#? ’&)G ;
;%N’ <???<:?#<:<?::<<<<:<#<##?<::<##:#: $%&’ ;
;%P’ :?#?#<?#:??<<#:#<##:#:#:#:#?<:#<<:<::@P’ $&( ;

! "$ "# 重 组 病 毒 中 !"! # 阅 读 框 的 克 隆：依 据

E)*@<1@E)* 系统使用手册（;’K$3-1,%’），:*C97! 多角

体启动子控制的 !"! # 表达阅读框和白斑病毒 $%&
启动子控制的 5#67 表达阅读框同时用基因克隆的

办法插入 46)23E)*& 穿 梭 载 体 中，这 两 个 阅 读 框 通

过在宿主菌 8G&JE:?<C 中定点转座的办法整合进杆

状病毒 基 因 组 得 到 重 组 病 毒 K:*@#@5#67。 为 了 便

于插入两个相反方向的基因阅读框，在插入两个阅

读框前，46)23E)*& 中的多角体启动子首先用 $%&’ ;
和 $&( ; 切除。依据 46)23E)*&（;’K$3-1,%’）的 序 列 图

谱，多角体启动子是用 7?F 的方法从该载体中扩增

而来，两条 引 物 分 别 是 41/N’和 41/P’，在 克 隆 载 体

4E/0%2*-$43 中的克隆位点是 $)& ; 和 ’&)+ ;。为了

增强杆状病毒转导外源基因进入脊椎动物细胞的能

力，在杆状病毒载体中插入了多角体启动子控制下

的 !"! # 表达阅读框，!"! # 将会被展示在病毒粒

子的外膜上［R］。!"! # *89: 及其末端的"@,/1B$’ 终

止子是用 7?F 的方法从 4!"!@#（?/1’3%*(）载 体 中

扩增而来，两条引物分别是 !"!#@N’和 !"!#@P’，在

克隆 载 体 4E/0%2*-$43（?/1’3%*(）中 的 克 隆 位 点 是

’&)G ; 和 +.%+ !。在克隆载体 4E/0%2*-$43 中 !"!

# *89: 被置于多角体启动子下游，然后整个基因阅

读框 插 入 到 46)23E)*& 载 体 的 $%&E ; 和 $&( ; 位 点

中。

=NQ& A$W0’ A0 %3 )/ Y T 01*& 2.13-4.-(-5.1& $.%.1&（QJJI）=I（I）



! "# "# 重组病毒中 !"#$ 阅读框的克隆：%&’ 启动子

扩增自对虾白斑综合症病毒基因组 %&’ 基因的启动

子区（(’ 到 ) *’+），两条引物分别为 %&*’和 %&,’，两

端设计了限制性内切酶位点 !"#$ - 和 !#% -，可插入

到 .#/012/3’ 质 粒 的 !&’ - 和 !#% - 位 点 中。!"#$

3456 用 !#% - 和 ()& - 双 酶 切 自 .!"#$ 载 体

（789:1&3;），然 后 插 入 到 含 有 %&’ 启 动 子 序 列 的

.#/012/3’ 载体中。

! "# "$ 对 照 病 毒：作 为 对 照，通 过 定 点 转 座

.#/012/3’ 空载体得到病毒 <63(2/3=%>。

! "$ 电子显微镜和荧光显微镜观察

本实验中用倒置荧光显微镜观察细胞中的荧光

信号，图像用数码影像系统（5%?9:）俘获和储存。实

验中用透射电镜观察病毒粒子。病毒粒子从感染细

胞的上清液中用超速离心（@A，AAA B C* 分钟）的办法

浓缩而来；纯化的病毒粒子置于 DAA 目的铜网，并用

+E 醋酸铀负染后进行电镜（*A，AAA 倍）观察。

! "% 免疫印迹反应

蛋白电泳，蛋白质转膜及抗体结合与显色反应

都依据报 道 过 的 标 准 方 法 进 行［’D］。相 当 于 ’ F ’AG

的细胞总蛋白样品被用于本实验的蛋白质分析。

& 结果

& "! 重组杆状病毒的构建

为了研究白斑病毒 %&’ 启动子介导报道基因表

达的能力，一个由 %&’ 启动子控制的 !"#$ 表达阅读

框被同时整 合 到 含 有 HIH " 表 达 框 的 病 毒 基 因 组

中得到重组病毒 <63("(!"#$（图 ’(6）。

用 <63("(!"#$ 和 对 照 病 毒 <63(2/3=%> 分 别 感

染昆虫 IJK 细 胞 发 现：<63("(!"#$ 能 引 起 明 显 的 细

胞融合效应（图 ’ ) 2）；这是 HIH " 蛋白质作用的结

果。用电镜 观 察 经 纯 化 的 杆 状 病 毒 粒 子 发 现：<63(

2/3=%> 是 经 典 的 杆 状 结 构（图 ’ ) 7），<63("(!"#$
外膜结构则呈卵圆形（图 ’4）。

图 ! 重组杆状病毒 ’()*+*,+-. 的构建

#%B L’ 79:01MN31%9: /:> .M9>N31%9: 9J M&39=O%:/:1 O/3N89<%MN0&0 L（6）I3;&=/1%3 M&.M&0&:1/1%9: 9J 1;& B&:9=& 9J <63("(!"#$ L P;& >&0%M&> HIH " /:>

!"#$ &F.M&00%9: 3/00&11&0 Q&M& %:0&M1&> %:19 1;& .98R;&>M%: 893N0 1;M9NB; 0%1&(0.&3%J%3 1M/:0.90%1%9: &=.89R%:B 2/3(19(2/3 0R01&= L（2）IR:3R1%N= J9M=/1%9: %:

IJK 3&880 %:J&31&> Q%1; <63("(!"#$ /0 %:>%3/1&> OR Q;%1& /MM9Q L P;& %=/B&0 Q&M& 3/.1NM&> /1 C+ ; .901 %:J&31%9: L（7）!8&31M9=%3M9039.R %=/B& 9J <63(

2/3=%> <%M%9: ./M1%38& L（4）!8&31M9=%3M9039.R %=/B& 9J <63("(!"#$ <%M%9: ./M1%38& L 28/3? /MM9Q %:>%3/1&0 1;& 9</8(0;/.& =&=OM/:& L

& "& 重组病毒 ’()*+*,+-. 在昆虫 /01 细胞 中 的

增殖

通过绘制 病 毒 的 一 步 生 长 曲 线（9:&(01&. BM9Q1;

3NM<&）可以反映 <63("(!"#$ 感染 IJK 细胞后的增殖

情况（图 +）。病毒感染细胞的上清中的病毒粒子数

量用 空 斑 分 析 的 办 法 确 定。 尽 管 对 照 病 毒 <63(

2/3=%> KG ; 后每毫升上清液可产生 ’AK 空斑形成单

位，较 重 组 病 毒 <63("(!"#$ 快 一 些 达 到 增 殖 最 高

峰；后者在 ’+A ; 后也可产生相同的病毒滴度。

# "# 报道基因在无脊椎和脊椎动物细胞 系 中 的 表

达

为了检测 重 组 病 毒 <63("(!"#$ 表 达 报 道 基 因
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图 ! 重组病毒的一步生长曲线

!"# $ % （&）’()*+,)- #./0,1 23.4)+ /5 4&2*6*76!8 $ 7921 :9,9 -/"(, .)-.)+)(,+ ,1) ;)9( 49<3) /5 ,1.)) "(:"4":39< "(5)2,"/(+ $ =5> 2)<<+ 0).) "(5)2,): ?@ 4&2*

?92;": /. 4&2*6*76!8 0",1 9 A’B /5 C DE D（F）G)-.)+)(,9,"4) -<9H3) 5/.;9,"/( ?@ 4&2*6*76!8 9(: 4&2*F92;": "( =5> 2)<<+ $ I1) 4".3+ +9;-<)+ 0).) ?/,1

5./; +3-).(9,9(, /5 "(5)2,): =5> 2)<<+ 9, >J 1 -/+,"(5)2,"/(；9(: ,1) -<9H3)+ 0).) +,9"(): 5/. 2/3(,"(# 9, K :9@+ -/+, "(5)2,"/( $

的能力，实验中用 4&2*6*76!8 感 染 昆 虫 =5> 细 胞，

感染复数（;3<,"-<"2",@ /5 "(5)2,"/(）为 %E；同时，用 4&2*

6*76!8 转导 猪 肾 细 胞 系 8LME 和 亚 洲 鲈 鱼 细 胞 系

=F，感染复数为 %EC。%N 1 后，用荧光显微镜直接观

察 76!8 的表达情况（图 O）。在所有细胞系中 都 可

以检测到 76!8 的表达。

图 " 报道基因 #$%& 的荧光检测

!"# $O !<3/.)+2)(2) ;"2./#.9-1+ /5 "(4).,)?.9,) =5> 2)<<+ "(5)2,): 0",1

4&2*6*76!8 /. 4).,)?.9,)（8LME 9(: =F）2)<<+ ,.9(+:32): 0",1 4&2*6*

76!8 $

实验中也 定 时 收 获 4&2*6*76!8 感 染 或 转 导 的

细胞，用 抗 76!8 的 单 抗 通 过 免 疫 印 迹 反 应 检 测

76!8 的实时表达情况（图 N）。图 N& 显示，在 =5> 细

胞中由于病毒不断增殖，76!8 的表达量是随着时间

延长而逐步升高的。图 NF 和 NP 显示，由于病毒不

在 8LME 和 =F 细胞中增殖，76!8 在这两种细胞系中

的表达量相对稳定。病毒感染 % 1 后，76!8 在 =5>
细胞中即能被检测出来；病毒转导脊椎动物细胞后

则需要 J 1 才能检测出 76!8 的表达（图 N）。=F 细

胞相对较低的表达水平是由于该细胞系的生长密度

低的缘故（图 O）。

" 结论

尽管杆状病毒 &2AQ8R 的 ")M 启动子在哺乳动

物细胞中也有转录活性，但由于其相对较低的表达

水平，迄今并没有被利用来在异源细胞中表达目的

蛋白。而目前应用较多的 PAR 启动 子 等 脊 椎 动 物

特异的启 动 子 虽 然 在 脊 椎 动 物 细 胞 中 表 达 活 性 很

强，但在无脊椎动物细胞中却没有表达活性。本研

究显示对虾白斑综合症病毒 ")M 启动子在无脊椎动

物和脊椎动物中都有较强的表达外源基因的能力。

基于这一特性，本文构建了外膜上同时展示有 R=R

6 糖蛋白的杆状病毒表达载体；白斑综合症病毒 ")M
启动子在该载体的介导下可以在所有测试的细胞系

中高效表 达 外 源 基 因。由 于 携 带 R=R 6 的 杆 状 病

毒已被证实可以用作哺乳动物的基因治疗载体［MM］，

而白斑综合症病毒 ")M 启动子的应用使在哺乳动物

和昆虫细胞中用一个病毒载体同时表达并分析目的

蛋白成为可能，因此本文构建的载体用于基因治疗

的可能性将是我们未来需要探讨的一个课题。
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图 ! "#$% 在 &’()#)"#$% 感染或转染细胞系中的实时表达
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内容简介：本书由 Ka= 双螺旋的发现者之一———^.L1A K R /.5A)& 及其他几位著名学者在第五版的

基础上修订完成。本书除了反映分子 生 物 学 领 域 的 最 新 进 展 之 外，还 涉 及 其 他 诸 多 方 面 的 内 容。

此次修订仍保留了上一版中的许多定义和特点，而且新增了调控 @a= 和基因组分析以及系统生物

学的内容。全书共分五篇：化学和遗传学、基因组的维持、基因组的表达、调控以及方法。

本书具有权威性，内容新颖、详尽，堪称此领域的 经 典 之 作。为 广 大 的 生 物 爱 好 者 及 研 究 人 员 提 供 了 分 子 生 物 学 的 知 识

框架和实验途径，并强调了基因科学对于整个生物领域的重要意义。
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