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甜菜夜蛾核多角体病毒 !"#$%&$!"# 外源基因表达系统的建立

杨 凯" 庞 义
（中山大学生物防治国家重点实验室，广州 B!%$’B）

摘 要 用直接克隆法将 ;<C<70*8AD08@@5C’0=8C片段插入甜菜夜蛾核多角体病毒（34(5(4/%*+ %6#1)+ ;.*@<A8EF<G C.A*6)E)*/?60
GH)I<H.F，J6K,L(）美国分离株（J6MJ!）基因组的多角体蛋白基因框内，;<C<7 是大肠杆菌 7 因子复制子，携带 ;<C<7 的

重组病毒能够在大肠杆菌中低拷贝稳定复制，称为 N8A;<G。由于 J6MJ! 由不同的 J6K,L( 基因型组成，每个 N8A;<G
携带了一种病毒基因型，所有 N8A;<G 构成了 J6MJ! 分离株的 O4P 文库。Q:, 对 !!! 个 N8A;<G 分析表明，J6MJ! 分离

株中除了包含具有完整 J6K,L( 遗传信息的基因型外，还包括不同类型的缺失基因型。将具有完整 J6K,L( 基因

组的基因型 J6O4P!% 转染昆虫细胞，可产生子代病毒，故 J6O4P!% 是一种在真核细胞和原核细胞中均能复制的穿

梭质粒。因为 J6O4P!% 中多角体蛋白基因（3%4"）被插入失活，将 3%4" 作为报告基因通过位点特异性重组方式插入

位于 7+08 框内转座子 5C’ 的附着靶位点 8@@5C’，得到重组 J6O4P!%（即 J6O4P!%E?）转染甜菜夜蛾培养细胞 J6&%!
后，细胞出现典型的病理变化，核中出现多角体，证明 J6K,L( O4P05R0O4P 外源基因表达载体系统构建成功。
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甜菜夜蛾食性杂，以前是次要害虫，随着广谱杀

虫剂的大量施用和滥用，其天敌数量逐渐减少；甜菜

夜蛾对许多农药产生了抗性，其种群规模逐渐扩大，

危害加重，已成为一种重要的农业害虫［!］。甜菜夜

蛾核多角体病毒（ 34(5(4/%*+ %6#1)+ ;.*@<A8EF<G C.A*60
)E)*/?6GH)I<H.F，J6K,L(）能够在甜菜夜蛾种群中引

起病毒性流行病，是调节甜菜夜蛾种群密度的重要

因子，现已开发成一种非常有效的生物杀虫剂，在美

国和荷兰注册［$］。

J6K,L( 属于杆状病毒科。杆状病毒是一类有

囊膜的节肢动物病毒，基因组为一个 1% T !1% =N 的

双链、环状、超螺旋的 U,4 分子［&］。杆状病毒在应

用上的缺点是杀虫所需时间较长，一般需要 BG 左

右，且杀虫谱较窄。人们希望通过遗传改造，提高杀

虫效力，扩大杀虫范围。!""" 年，J6K,L( 基因组的

全序列分析完成［#］，其功能基因组研究需要一个方

便的操作平台，O4P05R0O4P 外源基因表达系统是

一个很好的选择。

V.A=)W 等（!""&）报道了杆状病毒原型病毒0苜
蓿丫 纹 夜 蛾 核 多 角 体 病 毒（ 9)/(1*+4"+ 0+,#-(*$#0+

;.*@<A8EF<G C.A*6)E)*/?6GH)I<H.F， 4AK,L(）O4P05R0
O4P 外源基因表达系统的构建［B］。本文介绍通过简

单的直接克隆法，取代繁琐的同源重组方式成功构

建 J6K,L( 的 O4P05R0O4P 外源基因表达系统的过

程。在 J6K,L( 基因组中引入大肠杆菌 7 因子复制

子（;<C<7），使病毒成为一个类似细菌人工染色体

（O8A@6H<8 4H@<X<A<8* P?H);)F);6，O4P）的质粒 N8A;<G，

它携带了 J6K,L( 基因组，可感染宿主细胞并产生

子代病毒，又可在 : + 0(,# 中低拷贝数稳定复制，所

以是一个穿梭质粒。同时，还将卡那霉素抗性基因

（Y8C8;/A<C，;+$）和 7+08 插入病毒基因组，在 7+08
读码框内又插入 5C’ 转座子靶位点 8@@5C’，在转座

酶的辅助下，外源基因可通过位点特异性重组方式

插入 8@@5C’，并导致 7+08 的插入失活，以利于重组

子的筛选。重组 N8A;<G 转染昆虫细胞后可产生子

代病毒粒子，并且外源基因也能够表达。该系统称

为 O4P05R0O4P 外源基因表达系统，意思是从细菌

（O8A@6H<.;）到杆状病毒（O8A.*)I<H.F）的外源基因表

达系统。利用该系统既可在真核细胞中表达外源基

因，又可在原核细菌中利用 :5 重组技术［3］，在 J6K0



!"# 基因组中任意插入或缺失目的基因。

! 材料和方法

!"! 材料

甜菜夜蛾核多角体病毒 $%& 株（%’$%&）［(］由美

国 )*+,-./0,* $0,1’/2,34，5,1’/2,6’ 分校的 7/8 9’6’/,:,
; < 惠赠。甜菜夜蛾细胞系 %’=>&［?］由日本的 7/8
@*A*/*B*3* 惠赠。细胞维持于添加了 &>C 胎牛血清

的 D/*:’’2 培养基中，培养温度为 E?F，每 = G H6 传

代 & 次。大肠杆菌 7I&>; 购自 D,B:. 公司。

除了 !"#7!购自 %3/*3*J’0’ 公司，各种限制酶

为 D,B:. ;5K 公司产品；LH 7!< 连接酶为 "/.M’J*
公司产品；耐高温磷酸酯酶 I@ LN’/M.+*B,+’ "N.2O
PN*3*2’ 购 自 QP,:’03/’ 公 司；脂 质 体 :’++-’:3,0 购 自

D,B:. ;5K。质粒纯化试剂盒 RQL%L<5 "+*2M,6 S,0,O
P/’P @,3 为 DQ!TSQ7 公司产品。T+,J. 引物由 D,B:.
;5K 公司合成。

!"# 方法

!"#"! 细菌、质粒和病毒：大肠杆菌的培养、感受态

细胞的制备、质粒的电激转化、扩增、7!< 碱法小量

提取、检测、重组质粒的筛选、菌种的保存参照 %*MO
B/..U 等［V］。目的 7!< 片段的回收，小量质粒纯化

和中量质粒纯化按试剂盒提供的操作说明书完成。

%’$%& 在 H 龄的甜菜夜蛾幼虫中增殖，病毒纯化和

7!< 的抽提按 SWX.Y 等［&>］的描述。

!"#"# 直接克隆法构建 %’S!"# B*:M,6：含有 M,0,O
9O+*:ZO*33L0(O@*0 片 段 的 ;*:M,6 克 隆 载 体 ;<)O
;2W=[\ 的构建见 ",]+M*0 等［&&］。计算机分析 %’S!"#
基因组序列［H］发现在其多角体基因框内有一个单酶

切位 点 !"#7!。将 %’$%& 7!< 和 ;<)O;2W=[\ 用

!"#7\ 酶切后，按 %*MB/..U 等［V］的描述常规方法将

两者连接，电激转化 7I&>; 感受态细胞，复苏，U*0
筛选（图 &）。

!"#"$ 小量制备 ;*:M,6 7!<：将含有 B*:M,6 的单

菌落接种于含合适抗生素的 &> MK 液体培养基中，

E^> /_M,0，=(F振荡培养 EH N。离心收集细菌，加入

=>> "K 预 冷 的 DLQ 溶 液（ &^ MM.+_K L/,2OI)+，
PI?‘>；&>MM.+_K Q7L<；&>>"J_MK 5!*2’ <），并悬浮

菌体，室 温 &> M,0；加 [>> "K 溶 液#（>‘E M.+_K
!*TI；&C %7%），剧烈振荡后室温静置 ^ M,0；缓慢滴

加 H^>"K 溶液$（= M.+_K @<:，PI^‘^），倒转离心管

几次，冰浴 ^ M,0。&E>>> /_M,0 离心 &> M,0，取上清，

加入 >‘[ 倍的冰异丙醇，混匀后冰浴 &> M,0。&E>>>
/_M,0 离心 &^ M,0，(>C乙醇洗涤 & 次，离心，室温干

图 & %’S!"# ;<)OLTO;<) 表达系统构建流程图

9,J8& 9+.A :N*/3 -./ :.023/W:3,.0 .- %’S!"# ;<)OLTO;<)
’aP/’22,.0 2423’M

燥 7!< 沉淀，溶于 E>"K LQ，b E>F冻存。

!"#"% 位点特异性重组将 %’S!"# 多角体蛋白基

因重新插入 %’S!"#：可为 %’S!"# ;<)OLTO;<) 外

源基因表达系统提供 %’S!"# $% 基因的供体质粒

P9;&%’PN 的构建见文献［&&］。参照 <:S!"# ;<)O
LTO;<) 外源基因表达系统操作手册，制备 7I&>%

（包含可提供转座酶的辅助质粒 PST!(&EH）感受态

细胞。& 0J 的重组质粒 P9;&%’PN（在 "̂K LQ 中）热

激转化 7I&>%感受态细胞，加 V>>"K %T) 培养基，

=(F剧烈振荡（EE^ /_M,0），H N。用 %T) 培养基 &> 倍

系列稀释培养物。并分别取 &>>"K 与 \"LD 和 cOJ*+
等混合，涂布于含三抗 K; 平板筛选（^> MJ_K 卡那霉

素，( MJ_K 庆大霉素，&> MJ_K 四环素），EH N 后挑取

白色菌落。")5 法鉴定质粒是否插入（图 &）。

!"#"& ;*:M,6 7!< 转染培养细胞：将 E d &>[ 个

%’=>& 细胞接种于 =^ MM 的细胞培养皿中，E(F贴壁

& N。制备溶液 < 和 ;：溶液 <， "̂K ;*:M,6 7!< 加

入 &>>"K 无血清培养基中，溶液 ;，["K :’++-’:3,0 加

入 &>>"K 无血清培养基中。混合溶液 < 和 ;，室温

静置 => M,0。细胞用不含血清及抗生素的 D/*:’’2
培养基洗 E 次。混合液加 ?>>"K 不含血清及抗生素

的 D/*:’’2 培养基后，逐滴缓慢加入细胞中。E(F培

养 ^ N 后，吸去培养基，加 E MK 含血清和抗生素的

D/*:’’2 培养基，E(F培养 (E N。收集病毒的上清

液，HF保存备用。

# 结果

#"! ’()*+, 基因组中存在一个 !"#-!单酶切位
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点

!"#$%&’ 软 件 分 析 已 测 序 的 $()"*+ 全 基 因

组［,］，发现在 $()"*+ -% ./0 存在一个 !"#!!的单

酶切位点。该位点位于 $()"*+ $%&" 1 片段的多

角体蛋白基因读码框内。将 $()"*+ 的基因组用

$%&"和 !"#!!双酶切，.2 34 的 $()"*+ $%&" 1
片段被分为 .567 34 和 867 34 两个片段，而其它的

$()"*+ $%&" 片 段 没 有 变 化。 该 实 验 证 明 了

$()"*+ 基因组中!"#!!的单酶切位点的存在（图

5）。

!"! #$%#& ’() 文库的建立及具全长 #$*+,- 基

因组的 #$’() 的筛选

直接克隆法将 9:-:;<;=&>?;&%%@-0;A&- 片段连接

入 $()"*+ 基因组中，电转化 !B.CD 细胞，3&- 筛

选，得到 ... 个克隆子。’()E 对这些克隆子的初步

鉴定，它们的遗传成分有很大的差异，说明 $(F$. 是

由不同基因型组成的混合体。根据 $(F$. !"# 经

’()!酶切后片段缺失的程度不同，选择了 .C 株克

隆子，其中基本没有缺失的 G 株，缺失 . H 5 个片段

的 5 株，缺失 G H 7 个片段的 5 株，缺失 7 个以上片

段的 G 株，用不同的限制酶对它们进行更为细致的

IJ" 分析（图 G）。

用 !"#$%&’ JK:%$(L 软件将 $()"*+ 全基因组和

/68 34 9:-:;<;=&>?;&%%@-0;A&- 片段的核苷酸序列结

合，得到 $()"*+ 4&>9:K（$(D#1）的核苷酸序列。然

后用 )&M!’&N 软件分析 $()"*+ 和 $(D#1 的不同限

制酶的酶切位点，得到不同的酶切片段，比较结果如

表 .：

图 5 $(F$. !"# 用 $%&"，$%&"加 !"#!!酶切产物电泳图

<:O65 I(P%’:>%:Q- M’QR:=( QR $(F$. !"# K:O(P%(K N:%S $%&"（D）

（=&-(5），$%&" &-K !"#!!（$）（=&-( G）T
!:O(P%(K#!"#（)，=&-( .）P(’U(K &P P:V( P%&-K&’KT @S( O(-Q9:> $%&"
1 R’&O9(-% K:O(P%(K :-%Q %NQ R’&O9(-%（&’’QNP）4W !"#!!

图 G .C 株 $(D&> 克隆子的 ’()!，$%&"和 *+,!的酶切电泳图

<:OT G ’()!，$%&" &-K *+,! ’(P%’:>%:Q- M’QR:=(P QR .C $(D#1 >=Q-(P
X&-( ) :P &#!"# P:V( 9&’3(’（K:O(P%(K N:%S $"-B!，./,I! &-K 01#2$）T X(%%(’P &% %S( =(R% :-K:>&%( %S( >Q’’(PMQ-K:-O ’(P%’:>%:Q- (-KQ-Y>=(;

&P( R’&O9(-%P QR $(F$.T @S( P:V(P QR PQ9( R’&O9(-%P &’( PSQN- &% %S( ’:OS%

,., 生 物 工 程 学 报 .2 卷



表 ! "#$%&’ 和 "#()* 的不同限制酶酶切结果比较

+,-.# ! */01,234/5 /6 "#$%&’ ,57 "#()* 839: 7366#2#59 ;<

!"#! !"#"!"##

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

01234 01234 5 24678 24678 5 18879 18879 5

09241 # 00310 00310 # 10731 10731 #

126:8 126:8 ; 13997 ; 6::6 6::6 ;

11996 11996 < 16992 6232 6232 <

19234 3:13 = 8:66 8:66 *

3:64 3:64 = 7823 8296 8296 >

7337 7337 * 4063 * 8101 8101 ?

7676 7676 > 41:2 41:2 > 8913 8913 @

6426 6426 ? 8970 8970 ? :337 :337 A

6916 6916 @ :77: :77: @ :30:

:744 :744 A :93: :93: A :6:6 :6:6 B

:464 :464 B 2969 2969 B :86: :86: C

:182 :182 C 0273 0273 C :847 :847 &

2496 2496 & 0946 :802 :802 ’

2183 2183 ’ :23 :23 & ::44

0727 0727 D 244 244 ’ :262 :262 D

0:66 007 007 D :00: :00: (

1668 171 171 ( :128 :128 E

18:1 109 109 E 2433 2433 F

1:46 1:46 ( 199 199 F 2868 2868 !

1273 1273 E 31 31 ! 2142 G

10:9 77 77 G 290: 290: H

1922 1922 F 0966 0966 )

237 1368 1368 I

226 1663

14 1697 1697 J

1833 1833 K

1032 1032 L

108: 108:

1018 1018

1148 1148

37: 37:

792 792

63: 63:

613 613

838

074 074

GM" N"OP".%"N QR !"&’() SMQT" ,".Q-" $.U /M" 7V4 WX -Y.YZ*ZT$%LZ$//G.6ZB$. R+$,-"./ $+" %Q-XY."U X[ <’5!/$+ =UY/!"O\ F= NY/"N $+" $.$T[]"U X[ <’5!/$+

&$^<+$S\
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分析 !"#!，$%&"和 ’()! 的酶切图（图 "），对照表

#，不同 $%&’( 中病毒基因组的缺失情况如（图 )）：

图 ) #* 株 $%&’( 克隆子的基因组结构简图

+,-. ) $,/01,2,%3 45-67,869,4761 /60: 42 #* $%&’( ;147%:
245 !"#!，$%&" 673 ’()! .

<=% 1%99%5: ,7 >4?%: ,73,;69% 9=% ;455%:0473,7- 256-/%79: 42 $%@ABC 3,D

-%:9%3 E,9= 9=% :6/% FG. ’5%6: E=%5% 65% >167H ,73,;69%3 9=% 3%1%9,47

256-/%79:

综合不同 $%&’( 的 !"#!，$%&"和 ’()!物理

图谱，$%&’(#*，$%&’(IJ，$%&’(##* 包含 $%@ABC 完

整基因组，$%&’(KJ，$%&’("L 可能缺少 #*M以下的

$%@ABC 基因组序列，$%&’(N#，$%&’(I" 可能缺少

#*M O J*M 的 $%@ABC 基 因 组 序 列，$%&’(*，$%D
&’(K)，$%&’(N* 可能缺少 J*M以上的 $%@ABC 基因

组序列。

!"# $%&’() *+,-./-*+, 外源基因表达系统

为了验证 $%@ABC &’(D<PD&’( 外源基因表达

系统是否构建成功，我们拟用该系统表达一种外源

基因。由于在 $%@ABC 的多角体蛋白基因（*(）的框

内插入了 NQR H> /,7,D+D16;SD699<7KDT67 片段，所以

$%&’( 中的 *( 已被插入失活，用 $%&’( UA’ 转染

$%"*# 细胞后病毒不会产生多角体（图 L&）。如果将

$%@ABC *( 用 $%@ABC &’(D<PD&’( 外源基因表达

系统表达，那么用重组的 $%&’( 转染 $%"*# 细胞后，

感染细胞中就会出现多角体（图 LU）。

制备含 $%&’(#* 的 UV#*& 的感受态细胞，将可

提供转座酶的辅助质粒 0@PAK#J) 转化入细胞中，

得到 UV#*#细 胞。将 0+&#$%0= 转 化 入 UV#*#细

胞，0+&#$%0= 中的 $%@ABC *( 基因以及 <7K 的左右

臂，在辅助质粒 0@PAK#J) 提供的转座酶的作用下，

通过位点特异性重组，整合入 NQR H> 片段的 /,7,D
699<7K 转座靶位点，同时 $%&’(#* 中 &+,- 被插入失

活，包含重组 $%&’(#* 的菌落呈白色（图 L(）。将重

组 $%&’(#* 命名为 $%&’(#*0=。B(F 检测，初步证

实 $%@ABC 多角体蛋白基因已插入目标位点（图片

未显示）。$%&’(#*0= 转染 $%"*# 细胞，数天后，细

胞中可见多角体，证明 $%@ABC &’(D<PD&’( 系统构

建成功；而对照是未重组的 $%&’(#*，转染 $%"*# 细

胞数天后，虽有典型的细胞病理反应，但未有多角体

出现（图 L&）。

图 L $%@ABC &’(D<PD&’( 表达系统的构建

+,-. L (47:95W;9,47 42 $%@ABC &’(D<PD&’( %?05%::,47 :X:9%/
（’）$%"*# /4;H ;%11:；（&）$%"*# ;%11: E%5% 9567:2%;9%3 E,9= $%&’(#*（#* 3. 0. , .）；（(）<567:245/69,47 42 0+&#$%0= ,794 UV#*#. <=% E=,9%

;4147,%: ;4796,7 5%;4/>,7679 $%&’(#* ,7 E=,;= $%@ABC 041X=%35,7 -%7% =6: >%%7 5%,79543W;%3 ,794 $%@ABC >X :,9%D:0%;,2,; 9567:04:47D/%3,69%3

5%;4/>,769,47.（U）$%"*# ;%11: E%5% 9567:2%;9%3 E,9= $%&’(#*（#* 3. 0. , .）673 041X=%356 E%5% 4>:%5Y%3 ,7 ,72%;9%3 ;%11:
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! 讨论

!"# $%&’() *+,-./-*+, 外源基因表达系统

杆状病毒表达载体系统（!"#$%&’()$* +,-)+**(&.
’+#/&) *0*/+1，!234）可在真核昆虫细胞中高效表达

外源蛋白，已广泛地应用于生命科学不同领域的基

础与应用研究中，并在疫苗、治疗制剂和诊断试剂的

工业化生产中呈现出诱人的前景［56］。!234 的本质

是重组的杆状病毒，一般通过同源重组的方法将外

源基因插入到杆状病毒基因组多角体蛋白基因启动

子下游。这种方法较为繁琐，特别是重组病毒不易

分离纯化。于是人们积极尝试用简单的方法构建重

组杆状病毒［56］。近来，在鉴定与纯化重组杆状病毒

的替代方法上，许多研究者进行了探索，取得了一定

的进展。如：重组病毒表达色原基质的酶类、斑点杂

交法、空斑原位杂交、胸腺核苷激酶基因法和 789
检测等。构建重组杆状病毒的新策略也层出不穷，

如：线型化操作［5:，5;］、转座子介导［<］、体外酶促重

组［5<］、酵母 =>8 介导的重组［5?］和直接克隆法［5@］等，

其中转座子介导法因其简易和快速已广泛地应用于

杆状病毒表达载体的构建。

由于没有合适的细胞系，至今还未有构建含全

长 4+AB73 基因组的重组 4+AB73 的报道。本文采

用直接克隆法，构建了 4+AB73 !>8CDEC!>8 外源基

因表达载体系统，通过位点特异性重组方式将已在

构建该系统时插入失活的报告基因 !"#$ 重新引入

4+AB73 基因组中得到表达，证明该系统构建成功。

该系统的本质是一个穿梭质粒，所以细菌学中的很

多成熟的技术能够运用于该系统。位点特异性重组

方式将外源基因引入系统后，通过蓝白斑筛选，从单

菌落中提取的 F"#1(G 就是基因型均一的重组病毒，

使构建 4+AB73 外源基因表达载体所需时间由常规

方法的两个月缩短为 @ H 5IG。另外，通过细菌中的

9+#2J9+#D 重组蛋白介导的同源重组作用，可以对

该系统进行修饰，如任意缺失目的基因，或对目的基

因点突变。所以该载体的构建成功对 5KKK 年 4+AC
B73 全基因组序列测定和分析完成后而展开的功能

基因组学研究提供了一个基因组操作平台。

!"0 $%&’() *+, 文库

杆状病毒田间分离株常常是由不同基因型组

成，一般以一定比例存在于宿主昆虫体内［5L］。对杆

状病毒基因组异质性的研究能够加深我们对病毒的

毒力、进化、微生态等方面的认识。4+M45 田间分离

株也 是 由 不 同 基 因 型 组 成 的 混 合 株，本 文 中 将

1(.(NC%"#OC"//D.@CP". 片段插入出发病毒 4+M45 基因

组中，具有多角体蛋白基因的各个基因型变为相应

的 F"#1(G，这就构成 4+M45 的 !>8 文库。92B 分析

表明，4+M45 中不同基因型所拥有的遗传信息差别

很大，有些具有完整的序列，而有些基因型的 F"#C
1(G，如 4+!>8L5，4+!>8K:，4+!>8I，4+!>8@;，4+C
!>8LI，不能转染 4+:I5 细胞，这些缺损型病毒存在

于田间分离株的生物学意义有待深入研究。

致 谢：感谢荷兰 Q"R+.(.R+. 大学及研究中心病毒

学实验室 S$*/ A 3%"T 教授和 U&)F+. 7(V%1". 在研究

工作中给予的帮助。
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