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用形成 包含体 (OCC )并 能利 用人工台 成启动序刊和多角体XIV启动子表达 外源基 

因的转移载体质粒pSXIVVI X3，将乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)基因 和多角体基因 

同时插八无 包含体的粉纹夜蛾核型多角体病毒TnNPV—SVI—G基 因组中，得 到表~HBsAg 

基 园又形成 包含体 (多角体 )的重 组毒株TnNPV—HBs85一OCC 。 与利用野生型多角 体启 

动 子表达HBsAg基 因的无包含体毒辣 TnNPV—HB sD4不 同，TnNPV—HBs85-OCC 由于具 

包含体，能 以口服方式 大规模感染粉 改夜蛾 (Trichopluda ni)幼 虫， 且HBsAg基 因在 

草地夜蛾 (Spodoptera fruglperda j离体细胞中的表达量要比前者 高约37帕， 在虫体 

申的表达则更高。 

杆状病毒表达载体是少数几个有巨大发展潜力的真核基因表达载体之一(1”】。由于 

用传统系统重组的杆状病毒无多角体形成，只能经注射感染昆虫，这 就给实际应用增加 

了不少麻烦。为此我们建立 了能在多角体蛋白基因前导序列、翻译起始密码子 ATG上 

游一92碱基处，插入带人工合 成启动序列以及多角体 XIV启动子 的外源基因井能形成多 

角体的粉纹夜娥核型多角体病毒 (TnNPV)表达载体体系 “】。本文用上述系统构建出 

含 HBsAg基因和多角体基因的重组毒株 TnNPV—HBs85一OCC ，研究在合成与 XIV串联 

启动子驱动下，HBsAg基因在草地夜蛾 (8podop~era，r 8rd口)离 体 培养细胞与 

粉纹夜娥 (Trieho；lnsia 幻 虫体中的表达规律，并 与前文 报道的无 包含体 毒株 

本文于1 991年1明 I 7日收到，1992年 4月25日修圆 

’国家自然科学基盎与高等学校博士学科点专项科研基盎资助项 目。 
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TnNPV-HBsDd进行了比较。 

材 料 与 方 法 

第7卷 

一
、 病毒、钿陷与寄主昆虫 

含台 成启动子和 一半 乳糖苷酶基 因的无包含体粉绞夜蛾重组病毒株 TnNPV-SVI—G由本实验 

室构建 l‘】。重 组毒株在草地夜蛾细胞 lI】与粉绂夜蛾幼虫 l 】中的增殖 ， 均搔前文 【I’s】所 述抒法 

进 行。 

=、质粒之构t 

质粒构建主要参考Sambrook等方法Ï  限制性内切酶和 连接酶购自 BRL、 Sigma或华姜公 

司 。含 乙型肝炎病毒 (adw亚型 )DNAI。】的pUC8／HBV质粒引 自法国巴斯德研究所 

三，病毒的t盔．箝进与鉴定 

用构建的质粒DNA与无包含体重组毒株DNA按Kelly和Wang的方法l。’共 转染草 地夜蛾离体 

培养细胞，在 1嘶琼脂糖半固体培养基中，挑选形成包含体和白色 (含X—gal培养基中 )的病毒蚀 

碰，经反复空斑纯化，得含HBsAg基因和多角体基因的重组毒株。 痛毒DNA的分离提纯、酶切屯 

泳以厦杂交试验按文献 【̈ B】进行 

四、HBsAg的柱测与定量测定 

病毒感染细胞或虫体的浓度和数量，以及细胞 (虫体 )浆液的制备均按 前文l I所述方法，用 

¨ I-HBsAg一抗体圆相 放免双划定药盒 C北京中国原子能敢学研究院 )进行泓定 ，匿应条件按厂 

家所附使用说明。HBsAg定量测定参照谢彦博等 Ï  的方法， 抗原标准 品引自卫生部药品生物制 

品检定所。 

结 果 

一

、 含HBsAg基因质粒之构建 

如图 1所示，质粒 pUC8／HBV先用 Bam HI酶 切， 低融点琼脂糖凝胶电泳分离回 

收相应片段 (含 部分 Pre—s2及完整HBsAg基因)后，插入质粒 pSXIVVI X3的 Bgl 

II窗口，得到含 HBsAg和多角体基因 的转移载体 质粒 pSXIVVI X3一HBs。EcoR V酶 

切结果表明(台成启动子和 XIV启动子交界处以及 HBsAg序列近 5 端各含一个EcoR 

V切点 )，质粒 pSXIVVI X3一HBs含有正确方向的HBsAg基因 (图未示出 )。 

二、TnNPV的重组及其 DNA分析 

含HBsAg和多角体基因的转移载体质粒 pSXIVVI X3一HBs DNA与无包含体并带 

一 半乳糖苷酶基因的重组病毒TnNPV—SVI—G DNA共转染草地夜蛾细胞，通过空斑技术 

挑选形成多角体的病毒斑后，经反复纯化， 得重组毒株 TnNPV—HBs85一OCC ，经用含 

x—gal的半固体培养基作空斑测定，证实无蓝斑形成， 即不 混有亲本毒株 TnNPV-SVI 

‘G。 

DNA斑点杂交结 果表明， 不 同浓度 (106，65， 6．5#g／m1)的TnNPV—HBs85一 

OCC DNA均能与 P标记昀 HBV DNA探针杂交，而TnNPV—SVI—G则不能 (图 2 

B)。为了进一步证实 HBsAg基因与相应的启动子均~／X,TnNPV—SVI—G基因组内正确 

位点，我ffj酶 切分析了野生型病毒TnNPV与重组毒株 TnNPV—HBs85一OCC DNA。如图 
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图1． 含HB sAg基因形成多角体转移载体质拉pSXIVVI X3-HBs之构建 

Fig1． Cou st ruction of the occ’tzaefe r Ife~t。 pla smid pSXIVVI+ 

X3一HB B川 nt ialug - HBŝ g gone．The ●rm  iadl cate a the 

directioa of ort e8POndi g promoters 

2 A所示，大小约14．4kb的野生~[TnNPV Bgl II-C片 段， 由于插入了带台成启动序列 

与xIV启动子酶 HBsAg基 因 (不含Bgl II酶切点 )，加上接上的是具有Bam HI粘性末 

端的HBsAg片段，因而消除了原接头中的BgI II酶 切点， 致使重组毒株TnNPV—HBs 

85一OCC 的Bgl II—c片段增大 (16．0kb，图2 A箭头所指的片段 )。启动子与HBsAg编 

码区前导序列接合部的碱基顺序则见图 3。 
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三、HBsAg表达量之比较 

将形成多角体的 重组病毒毒株TnNPV—HBs85 OCC 与 不 形成 多角 体的重组毒抹 

TnNPV—HBsD4⋯分别感染 草地夜蛾细胞与粉纹夜蛾幼虫，感染后不同时间收集细胞或 

幼虫，检测HBsAg活性，结果如图 4和图 5所示。 

憋 后时川(小时 ) 

Tim afteE illkctlu1](h) 

童 

§ 
z 

图4． 重蛆毒抹感染草地夜螅细胞经不同时间测定的 

HBsAg合成量。 HBsA8量是咀三 次独立宴验 

结果计平均值而得．其标准差大小用竖线表示。 

△——△糸本瘴株TaNPV‘sVI‘c；●——一无 

包含体毒株TnN PV—HBsD4；口——口形 成包 

含体毒株T． PV-HB s85·OCC 。 

Fig 4． Ki口cties of ElBsAS pretluction iⅡ Spodo— 

ptern ，rugiperda 。tlj6 infe。led w lb 

the rcc0mbim t vlru}e s Value0 ‘r0 

Bvt rage B of thret indepeⅡdeat iⅡfe etion● 

BDd ¨le vor|iesl l~ne． repre．ent Staa~一 

Krd DevlBt；0Ⅱ．△— —△ TnNPV-SVI。G； 

●一一—rⅡNPV-HB sD4~口一 口TaNP~- 

HBs85一OCC 
． 

DaY( af T infectio~ 

感染 后天数 

目5． 重组毒株感染老孛纹夜蛾劫虫经不同时间 

铡定的HBsAg台成量。●一一一无包含 

体毒株TnNPV—HBsD4；口一 口形成 

包含体毒株TnNPV-HBs85-occ‘。 
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wlth the rtⅫ biⅡ⋯ t i rI1●05 

●——●TnNPV—HBtD4~口——口 

TⅡNPV—HBs86—0CC 
．  

从图中可看出，两株 毒株感染草地夜蛾细 胞， 形成多 角体 毒株 TnNPV—HBs85一 

OCC 的 HBsAg表达量 总比无包含体毒株TnNPV—HBsD4的要高，例如前者在病毒感染 

后24、48、96小时的表达量 就分别相当于后者在48、72、120／]~时的表达量， 且每毫升 

HBsAg合成量达0．2#g之后，TnNPV—HBsD4的 HBsAg滴度缓慢下降，而TnNPV—HBs 

85一OCC 感染的细胞则不然， 其值 仍继续 上升， 感染168小时后可迭每毫升0．28,ag之 

多，比无包含体的峰值高约37％ (图 4)。这两株毒株分别感染粉纹夜蛾幼虫 2天后， 

HBsAg台成量开始上升， 感染后 4天 同 时迭峰值， 但 TnNPV—HBs85一OCC 的量要比 

TnNPV—HBsD4的高 4— 5倍 (图 5)。感染后 5天， HBsAg滴度急剧下降，仅及其峰 

值 的2 5—3O 左右。 

；  【J ”n 点  = 
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讨 论 

前文 曾报道HBsAg基因在昆虫体系中表达，本研究用新构建的形成多角体杆状病 

毒载体系统 表达HBsAg基因，并与上述的无包含体载体系统作比较。为了使HBsAg前 

导序列不致于影响这两个系统的比较结果， 我们采用与构建TnNPV—HBsD4相似的技术 

路线，即用BamHI酶切质粒pUCs／HBV的方法，将含 HBsAg基因的 vHBv—BamHI片段 

整合入合成启动子与 XIV启动子下游， 这样构建的 TnNPV—HBs85一OCC 毒株 从启动 

子下游起至翻译起始 密码 子 ATG止的 HBsAg前导序列长 度为 150bp， 仅~LTnNPV— 

HBsD4的相应长度多23bp。因此，HBsAg表达量的高低可认为主要是困启动子不同或含 

反方向的多角体启动与编码序列所致。 

应用带组合启动子的形成多角体杆状病毒载体系统-d ，不但能大规模 口服感染 昆虫 

及易于筛选出重组毒株，还具有能提高外源基因表达量的优点，这在本研究中已进一步 

得到证实。在应用常规的以野生型多角体启动子驱动的杆状病毒载体系统中，HBsAg基 

因是表达量较低的外源基因之一，表达的 HBsAg蛋白仅 占细胞总蛋白的 2％左右 ”J 

而CAT基因是表达量适中的外源基因 ”。我们发现，处于台 成启动子与 XIV启动子下 

游的 CAT基因，在草地夜蛾细胞中的表达量 要比只在 野生型启动子 带动下高约 16％ 
“  

。 本研究结果表明， 同样 应用这种组合启动子， HBsAg的表 达量比用传统多角体 

启动子的高37％左右。因此，表达效率越低的外源基因，应用上述双启动子载体系统， 

外源基因表达量的增加幅度越大，这是否是一个普遍规律，值得深入探讨。至于外源基 

因表达水平得以提高的机理， 我们认为除了组台启动子含多一个特异的转录起 始序列 

AATAAG外，还与合成启动子的其它序列及反方向的多角体基因等有关 。 

应用形成多角体的杆状病毒 载体系统在虫体中表达HBsAg基因，测得的HBsAg量要 

比感染无包含体毒株TnNPV-HBsD4的高 4— 5倍，其原 因估计除了组合启动子 因素外， 

还可能与口服或注射感染有关。由于无包含体的毒株只有经注射才能引起感染，且因粉 

纹夜蛾幼虫太小 (四龄幼虫体重仅0．2克 )，注射易引起幼虫的非病毒感染死亡。因此， 

若考虑上述因素，将来大规模应用形成多角体并带组合启动子的杆状病毒载体系统，在 

虫体中大量生产外源基因表达产物时， 其产 量的提高 幅度可能要比上述的 4— 5倍还 

多，原因在于除了组合启动子本身能提 高外源基因 表达水 平之外，用人工注射体重仅 

0．2克幼虫的方法来大规模感染昆虫，将不可避免会引起更大量幼虫的非正常 (非重组病 

毒 感染 )死亡，且处理大量虫尸的生产过程中，板难区分 出感染死亡与非正常死亡的幼 

虫，致使应用无包含体系统在虫体中大量生产外源基因表达产物时，特别是应用虫体较 

小的昆虫幼虫，其产量将远远达不到原来小规模试验的水平 。另一方面，HBsAg在虫体 

中极易失活，当滴度达到峰值后，若不及时收获，表达量可降低 3— 4倍之多，估计这 

是虫体中的多种酶解作用所致。 因此， l自E否及时收获感染幼虫， 是今后设计昆虫体系 

生产工艺流程必须重点考虑的关键问题之一。由于HBsAg蛋白和许多有较大经济价值的 

真 核基因表达产物一样，不具有与杆状病毒结构蛋 白多肽类似的结构，因此，应用本系 

统表达生产的HBsAg等蛋白质不可能像杆状病毒结构多肽那样被多角体蛋白包埋而难于 
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纯化。从TnI'lPV—HBs85—0cc 感染的虫体中分离提纯HBsAg蛋白的 艺已研制出 (另文 

发表 )。感染病毒虫体匀浆应用温和的物理化学方法澄清后，再经单克隆抗体亲和拄层 

析，就可得到分子量为25、27、35与39KD的HBsAg糖蛋白。 

值得注意的是， 对野 生型杆 状病 毒而 言， 增强子均与表达最强的基因相邻，如 

AcNPV含五个增强子序列，均位于 表达最强的基因 (后期的多角体、plO、衣壳、核心 

碱性蛋白以及早期的p39基因 )侧翼 。因此，人为插入多一个增强子的办法，是否能 

进一步提高HBsAg基因在昆虫体系中的表达水平值得进一步研究。此外，前人已报道 乙 

型盱炎病毒Pre-S2基因表达产物能 提高表 面抗原免疫原性 ，为探讨这一规律，应用 

新构建的形成多角体并带组台启动子及翻译起始密码子 ATG的转移载体 质粒 ， 表达 

Pre—s2+s基因的研究正在进行之中。 
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Expression of HepatitiS B Virus Surface Antigen Using 

a Baculovirus Vector with the Polyhedrin Gene 

He Dai—·fen W ang Xtln—-zhang 

Long Qing-xin Deng Ri 

Xie W ei-dong Chen Ru 

qiang Pu Zhe-long 

(Instilute of Entomology．Zhongshan University and NatioMa[Laboratory 

of Bio[。gicnf C0n打。f．GHn g hou 510275) 

Su De-ming 

(Virofogy Re sPdrch U nit． Fuda UHiversi c 一 Shanghai 20~43 3 J 

Using a polyhedrin-positive transfer Plasmid and a nonoccladed(OCC一) 

parental recombinant， an OCtluded(OCC )recombinant baeulovirus designated 

TnNPV-HBs85一OCC was successfully constructed which contained the gene CO— 

ding for the hepatitis B virus surfaco antigen under the dua 1 control of the 

synthetic and XIV promoters
．
Infection of Trlchoplusla larvae with TnNpV- 

HBs85一OCC can he introduced 88 a contaminant of the diet rather than the 

conventional baculovirus OCC— expression vector in which the recombinant 

viruses must he injected into the host hemocoel individually．The expression 

lave1 of HBsAg gene undez the control of the synthetic and XIV pzomotezs 

in gpodoptera frugiperda C ells has been inc reused by 40 compared with 

that of the wild—type polyhedrin promoter alone
．
W hzn T． i larvae a re used 

the expression lave1 of HBsAg gene maY increase to four to five folds of that 

by the wild-t ype polyhedrin promoter
． 

Key w ordsI Hepatitis B vi rus surface antigen Polyhedrin synthetic 

promstar Trichoplusia gpodoptera frugiperda cells 
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