
!"卷#期
$%%%年&月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
’()*!"+(*#
,-).

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%%

收稿日期：!///0%10%"，修回日期：$%%%0%$0!#。

基金项目：国家九五攻关课题（/"0%%!0%$0%#0%2）。

" 联系与负责作者。

双基因双重组!"#$%的构建及其杀虫活性

裴子飞 肖化忠 齐义鹏" 王福山 朱 应
（武汉大学病毒研究所 武汉 #2%%&$）

摘 要 质粒3456789(携带杆状病毒极早期基因67!启动子驱动的新霉素抗性基因（$%(），经酶切回收后插入到
质粒3452#:;!的3+06位点上，构建成多角体外膜蛋白基因（39）失活的转移载体3452#:;$。我们曾构建了一个
多角体完整（(5-<）的表达苏云金杆菌（=>）截短0*2456基因的重组病毒（!）?45@A=>B。为了改进这一重组病毒的
杀虫效率，将转移载体3452#:;$与重组病毒（!）?45@A=>B:+4共转染CD/细胞，进行第二次同源重组。由于$%(
基因的表达，用E#!F筛选得到重组病毒（$）?45@A=>B@7G；C(->A9H8I)(>证明?45@A=>B@7G的构建是正确的，经

C:C0@4E7分析，重组病毒（$）仍然能在昆虫细胞中表达F%J:的=>截短毒蛋白，但不表达2#J:的多角体外膜蛋
白。电镜观察重组病毒（$）无多角体外膜，碱解时病毒粒子释放的速度快于重组病毒（!）。以重组病毒（$）感染甜
菜夜蛾三龄幼虫，KL1%比野生型病毒小了接近!倍，KB1%提前近$M。
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目前已发现的杆状病毒有"%%种之多，由于其
严格的宿主专一性，并对昆虫自然种群的显著杀灭

效果，因而在害虫防治中得到优先选用，并成为绿色

农业的重要组成部分。但与化学农药相比，杆状病

毒具有潜伏期长，杀虫速度慢，杀虫谱窄以及对高龄

害虫需用量大等缺点，其应用受到很大限制。自F%
年代以来，随着对杆状病毒基因组结构与功能研究

的不断深入，人们开始尝试对杆状病毒的遗传性状

进行各种分子生物学改造，以期获得优良的病毒杀

虫剂。近年来这方面的研究已取得可喜的进展，各

种工程病毒相继出现，如表达=>毒蛋白［!］及截短

=>毒蛋白［$］，表达蝎神经毒素［2］，表达保幼激素［#］，
利尿激素［1］的重组杆状病毒。尽管这些重组病毒

杀虫活性有所提高，但多数是从单一因素出发表达

外源基因，并且外源基因的表达又是以破坏亲本病

毒原有多角体基因为代价，这样，重组病毒产量下

降，口服感染昆虫的能力也很低，难与环境中的野生

型病毒竞争。研究表明，构建实用型多功能的重组

病毒是可行的。若重组病毒中携带有标记基因则有

利于其筛选，插入昆虫特异性的毒素基因，又会提高

重组病毒的杀虫活性，保留完整的多角体基因，则不

会影响重组病毒的感染能力，特别是使其本身的多

角体外膜基因（39）失活，估计可能加快病毒粒子在
昆虫肠中的释放，提高感染速度。

在我们［$］以前构建的重组病毒?45@A=>B（基
因型：(0)<／./70*24568<）基础上，进行第二次同源
重组，插入新霉素抗性基因（$%(）作报道基因并使其

39基因失活，获得带有多重特性的新的重组病毒，
生物毒力测定超过野生型病毒和亲本重组病毒的杀

虫效果。

& 材料和方法

&’& 材料
质粒3452#:;!带有苜蓿银纹夜蛾核型多角体

病毒（45+@’）的多角体外膜基因（39），由荷兰农业
大学;-OM9PQ博士赠送；携带45+@’极早期基因

67!启动子／$%(抗性基因表达盒的质粒3456789(，
由本室朱反修等［"］构建；345@A=>B带有=>截短

0*2456基因，由本室王福山等［$］构建；CD/细胞由美
国加州大学R9M9HO5O教授赠送；EHQ59ST培养基、胎牛
血清、KO3(D95>O8U9QV98>等购自E6=LW／=UK公司；
限制性核酸酶、B#:+4连接酶、随机引物标记试剂
盒均购于@H(P9VQ公司；甜菜夜蛾幼虫由湖北省农
科院提供。



!"# 方法

!"#"! !"#的提取、消化以及连接、转化、杂交鉴
定：!"#的提取、消化以及连接、转化、杂交鉴定等
分子生物学操作按常规方法或试剂盒说明书进行。

!"#"# $%&细胞的共转染：待$%&细胞长至单层，
倒掉旧培养液，用载体和受体病毒!"#与’()*+
%,-.(/复合物覆盖细胞，012吸附3!45，倒出!"#
与’()*%,-(/复合物，加入新鲜678-,9:培养基（含

;<;=>?"8@AB=、;<==?水解乳蛋白、;<==?酵母
提取物、4?胎牛血清，)@3<0），置012培养1C。

!"#"$ 重组病毒的富集纯化：按朱反修等［3］叙述
的方法用6DE4富集重组病毒，即在0>F’培养瓶中
接种E;3$%&细胞，室温吸附使细胞完全贴壁，按

E;G=量接种共转染液，加EF’新鲜A78-,9:培养基，

6DE4终浓度为EFH／F’，置012培养DC，逐轮筛选>
次，最后一轮培养液用于梯度稀释法纯化重组病毒，

即将经6DE4富集后的重组病毒培养液按E;倍梯度

稀释至E;GE;，从E;GD稀释度到E;GE;稀释度依次接
种0D孔培养板中的$%&细胞，置012培养3C。取
最后一个有明显AIJ培养孔中的培养液，再进行如
上稀释，重复=次，将最后一轮纯化的重组病毒大量
接种$%&细胞，获得纯化的重组病毒备用。

!"#"% $*K.5,7/LM*.和蛋白质的$!$+I#6J电泳：
用!"#NN分别消化重组病毒（E）和（0）的!"#，电泳
并转膜。按I7*F,H8公司随机引物标记试剂盒说明
书，用>;"-(#+=0ICAOI标记E<4PL$%&基因（0"H／

F’）为!"#探针进行$*K.5,7/LM*.。反复冻融破
碎病毒感染的细胞，采用$!$+I#6J法分析表达蛋
白。

!"#"& 多角体碱解及电镜观察：滴加纯化的重组
病毒（E）Q#-I5R.O和重组病毒（0）Q#-I5R.OIJG的
多角体至铜网上，用弱碱（;<EF*M／’ "80AB=，

)@&<&）碱解;、0、=、>F(/，电镜观察病毒粒子的释
放，同时观察多角体外膜的存在。

图E 转移载体和重组病毒的构建

S(HTE A*/:.7K-.(*/*%.78/:%,7Q,-.*78/C7,-*FL(/8/.Q(7K:
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!"#"$ 重组病毒毒力的生物测定：将重组病毒（!）

"#$%&’()%*+与野生型#$,%-的多角体悬液分别
混入人工饲料，使两种病毒多角体浓度成如下梯度：

!./01，!./02，!./03，!./0!，!./0%4’／5，分组
饲养3龄甜菜夜蛾幼虫。从感染后36起，每天检查
病毒感染死亡率，非病毒死亡幼虫不计在内，感染后

76结束试验。

# 结果及分析

#"! 转移载体%&’()*+#的构建
质粒8#$329:/带有#$,%-基因组中3;21<=

的!"#>4?9片段，该片段含有多角体外膜蛋白基
因（8@），在8@基因内插入了AB$:片段。用$"%4（切
点位于AB$:片段内）酶切质粒8#$329:/并用&’
%()* 9,#8CDED@FCG片段补平1H端，用$#"4酶
切质粒8#$4*F@C并回收/;I<=的%4*/／+,(表达盒，
与补平1H端的8#$329:/连接，得到/!;J<=的转移
载体8#$329:!（图/）。经酶切证明，重组质粒

8#$329:!比8#$329:/长/;I<=（图!）。

图! 重组质粒的酶切分析

KL5M! #FBDNOLOCPQ@$CR=LFBF(8DBORL6
=NQ@O(QL$(LCF6L5@O(LCF

/M8#$329:/／$"%4；!M8#$329:!／$#"4
3M!9,#／-*+6444；2M8#$4*F@C／$#"4

#"# %,基因失活的重组病毒（#）的构建和鉴定
转移载体8#$329:!与重组病毒（/）"#$%&’()

9,#共转染SP7细胞，通过8@基因1H端和3H端的
边界序列与重组病毒（/）8@基因区进行第二次同源
重组，导致%4*4／+,(表达盒整合到重组病毒基因组中

而8@基因被插入失活，得到8@+的重组病毒（!）（图

/）。用 T2/I 富 集 及 梯 度 稀 释 纯 化 筛 选 到

"#$%&’()%*+，测得重组病毒（!）的滴度为/;!1.
/0I)U4910／RA，I;V3./0J8PW／RA。!.)44消化重

组病毒（!）9,#和SCW(&@QF=DC(证明：重组病毒（!）

9,#比"#$%&’()9,#少一条/0;1<=的!.)44?*
片段。因为这一片段中有外源片段（+,(?/;I<=、

AB$:?3;0<=）的插入而加长到/1;3<=，并与/1;!<=
的!.)44?U片段相重叠（图3）。

图3 重组病毒"#$%&’()%*+的9,#分析

KL5M3 9,#BFBDNOLOCPQ@$CR=LFBF("LQWO"#$%&’()%*+

BM#FBDNOLOCPQ@$CR=LFBF("LQWO9,#=NQ@O(QL$(LCF6L5@O(LCFM

=MX@O(QL$(LCF6L5@O(LCFGL(&!.)44BF6SCW(&@QF=DC((LF5CP"#$%&’()%*+

/M"#$%&’()9,#／!.)44；!M!9,#／-*+6444；

3M"#$%&’()%*+9,#／!.)44

#"( 重组病毒表达产物分析

S9S?%#T*分析重组病毒（!）表达产物，发现在
凝胶上"#$%&’()%*+缺少32<9的多角体外膜蛋
白带，而重组病毒（/）和G(?#$,%-则能产生此外
膜蛋白。+,(基因表达产物大小为!7<9［I］，重叠于

!7<9的多角体蛋白带内（图2），用T2/I筛选重组病
毒时，也可证实重组病毒有+,(产物的表达。

图2 重组病毒"#$%&’()%*+在SP7细胞中
表达产物的S9S?%#T*分析

KL5M2 S9S?%#T*CP(&@@Y8Q@OOLCF8QC6W$(CPQ@$CR=LFBF(

=B$WDC"LQWO"#$%&’()%*+LFSP7$@DDO
/M"#$%&’()%*+；!"3M,CQRBD$@DDO；2MG(?#$,%-；1MC$W+#$,%-；

VM%QC(@LFRCD@$WDBQG@L5&(RBQ<@Q；BQQCGLF6L$B(@O32<98@8QC(@LF
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!"# 重组病毒（!）多角体的碱解与病毒粒子释放
通过镜检，发现重组病毒（!）与重组病毒（"）多

角体的大小、形态无差别，碱解到#$%&便有病毒粒
子从多角体中释放，当碱解至’$%&时已看不见重
组病毒（!）的多角体，而此时重组病毒（"）的多角体
轮廓开始模糊，逐渐释放病毒粒子（图’）。因此，在

图’ 多角体碱解敏感性分析

(%)*’ +,-./01%2%3%145617/85347/9:5&15;3<=3%&/
;3<=3%&/34-%-5605347/9:==1>，!，#，’$%&,1/-，

"*#*’*?65:@;.87A1B，!*C*D*E65:@;.87A1B8FG

同等条件下重组病毒（!）的碱解与病毒粒子释放显
著快于重组病毒（"）。将两种重组病毒多角体制片，
电镜观察，发现@;.87A1B多角体外围有一层明显
的外膜，而@;.87A1B8FG无此外膜（图D）。这是重
组病毒（!）碱解和病毒粒子释放加快的直接原因。

图D 多角体外膜的电镜观察

(%)*D F&@/350/-5685347/9:=H&9/:F3/.1:5&I%.:5-.50/
=*J;.87A1B（K%17/&@/350/）

2*@;.87A1B8FG（K%175,1/&@/350/）

!"$ 重组病毒毒力的生物测定
用甜菜夜蛾幼虫测定重组病毒（!）@;.87A1B8FG

及野生型K1L;.M8J的毒力结果见表"。

表% 重组病毒（!）毒力的生物测定

&’()*% +,-’..’/-012*1-3,4,1/-05*4-6(,7’71(’48)-9,58.（::）

N5&./&1:=1%5&（8OA／)） P=:@=/&,$2/: I5:1=3%14／Q ;9R,-1/9$5:1=3%14／Q

:@;. K1;. :@;. K1;. :@;. K1;. :@;. K1;.

!S">’ !S">’ D> D> EDTC E’T> EDT> ECT’

!S">C !S">C D> D> D?TC ’UT> DCT# ’?T?

!S"># !S"># D> D> ’"T? CUTE ’>T! CET#

!S">! !S">! D> D> #!T> !CT# !UTU !’T"

!S"> !S"> D> D> "ETU "CT? "DTC "!TU

> E> #T>

:@;.：V/.5$2%&=&12=.,35@%:,-；K1;.：K1L;.M8J

根据表"数据计算重组病毒（!）与野生型病毒
的PN’>结果见图?。
从图?得到的重组病毒（!）的PN’>为!>’’

8OA／)，其U’Q置信范围UE!!C#>!8OA／)，野生型
病毒的PN’>为#D?#8OA／)，其U’Q置信范围"E"?!
?CC>8OA／)；根据表"进行关于不同浓度与不同病
毒杀虫剂下死亡数的双因素方差分析，结果表明不

仅不同浓度间存在极显著差异，而且不同病毒间亦

具有显著性差异（!W>T>’）。

当感染剂量为!S">C8OA／)时，重组病毒（!）与
野生型K1L;.M8J病毒的死亡历程见表!。

表! !;%<#=:+／>感染时幼虫的死亡率（?）

&’()*! @-51’),1/5’1*-0)’59’87A*5!;%<#=:+／> ?

X=1/ B7%:9 (5,:17 (%617 +%Y17 +/@/&17F%)717 M%&17

J=.87A1B8FG !"*? #E*# ’"*? ’#*’ ’E*# D#*# D?*C

K1L;.M8J >T> ">T> !’T> C’T? ’"T? ’#T# ’UT>

据表!计算PB’>的结果见图E，重组病毒（!）的

C’C 生 物 工 程 学 报 "D卷



!"#$为#%&’，其(#)置信范围为*%(!&%*’，野生
型病毒的!"#$为+%,’，其(#)置信范围为+%$!
+%&’，根据表-进行关于不同日期与不同病毒下死
亡数的双因素的方差分析，其结果也表明不同病毒

间有显著性差异（!.$%$#）。因此，重组病毒（-）由
于截短"#$%&’基因的表达和/0基因的失活，其对
甜菜夜蛾幼虫的毒力比12345678明显提高，杀虫
速度明显加快。

图+ !9#$的计算

:;<=+ 9>?5@?>20AB!9#$
>=C457DE2"7FG；H=12345678

图I !"#$的计算

:;<=I 9>?5@?>20AB!"#$
>=C457DE2"7FG；H=12345678

! 讨 论

构建集几方面优点于一体的重组病毒，从而提

高其杀虫效果，扩大其杀虫谱，代表着当今生物杀虫

剂研究的新方向。8457DE2"是我们［-］以前构建的
一个携带E2"#$%&(截短基因的重组病毒（J）。实
验证明，它既能表达93半端（&#J!JJI$>>）截短又
保留63半端（J!&#$>>）毒性区的毒蛋白，又能产生
多角体，便于口服感染害虫。毒力测定表明，

C457DE2"对甜菜夜蛾的致死率明显高于1234563
78。为了进一步提高杀虫速度，我们构建了一个转
移载体/45,*KL-，其中在多角体外膜基因（/0）内的

!>5L基因区域插入了一个由极早期基因MFM启动
子驱动新霉素抗性基因（)*+）的表达盒，经与重组病
毒（J）第二次共转染，在/0基因位相发生第二次同

源重组，使/0基因和!>5L基因被插入失活。由于

)*+基因表达可用N*JI富集与筛选
［I］，多代有限稀

释得到重组病毒（-）C457DE2"7FG。70基因是杆
状病毒复制的非必需基因［(］，缺失/0基因的杆状病
毒仍能复制，但形成的多角体无外膜，以这样的重组

病毒感染昆虫，在昆虫中肠的碱性环境中病毒粒子

释放速度加快，我们用体外碱解多角体很好地证明

了这一点，电镜观察发现，C457DE2"7FG的多角体
的确无外膜。以重组病毒（-）C47DE2"7FG口服感
染三龄甜菜夜蛾幼虫，其!9#$（-$#&7ME／<）比123
45678 低了接近 J 倍，!"#$提早近 -’，因此

C457DE2"7FG的较高毒力即是截短"#$%&’基因表
达的结果，显然也与多角体外膜缺失造成的病毒粒

子快速释放有关。
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