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Abstract：A 8．5kb fragment containing an E ．coli low—copy number mini F replicon，a selectable 

kanamycin resistance marker and lacZ gene with attTn7(the target site for bacterial transposon Tn7) 

replaced polyhedrin gene in HaSNPV genome using homologous recombination．HaSNPV genome was 

cloned and maintained as 1 32 kb bacterial artificial chromosome(Bacmid)in E．coli，transfection of 

the Bacmid(HaBacmid．HZ8)into HzAml cells led to a productive virus infection．In this paper．the 

donor plasmid HapFastPhP10 was constructed using the Ha—polh gene and the Ha．P10 promoter tO re． 

place the original Ac P1 0 promoter and Ac—Polh promoter of the pFastBacDual donor plasmid respec． 

tively．The eGFP gene was inserted into multiple cloning site(MCS)downsream of the P10 promoter 

in the pFastBacHaPhpP10 donor plasmid．Recombinant HaBacmid HZ8 was constructed by transpo s． 

ing a mini—Tn7 element from a HaDFastPhP1 0 donor plasmid tO the mini．attTn7 attachment site on the 

HaBacmid—HZ8 when the Tn7 transposition functions are provided in trans by a helper plasmid．Re． 

combinant HaBacmid．HZ8 DNA was transfected HzAml cells．occlusion bodies and green flusecent 

were found within HzAml cells 5 days after transfection．The results indicated the Habac to Bac ex． 

pression system based on HaSNPV can effectively express foreign gene． 

Key words：HaSNPV，Expression，Transposition，Bacterial artificial chromosome 

摘要 ：将含有低拷贝数的mini—F replicon、一个卡那霉素抗性基因和一个 lacZa基因8．6kb的DNA片段经同源重组 

置换到棉铃虫核型多角体病毒基因组中的多角体蛋白基因内，构建了既能在 E．coli内复制又可在昆虫细胞内复制 

形成完整的病毒粒子棉铃虫核型多角体病毒 Bacmid(HaBacmid—HZ8)。另外将 HaSNPV的多角体蛋白基因和 P10 

启动子序列取代 pFastBacDual质粒上的 AcMNPV的多角体启动子序列和 P10启动子序列，构建插入 HaSNPV多 

角体蛋白基因和 P10启动子序列的 HapFaStBacPhP10供体质粒。利用 HapFaStBacPhP10供体质粒将 eGFP基因转 

位至 HZ8的Tn7附着位点上，随后将含有 eGFP基因的重组 HaBacmid DNA转染至 HZAml细胞 内。转染 5d后， 

细胞核内能形成典型的多角体，在萤光显微镜下观察到细胞内显示出强烈的绿色萤光。结果证明我们构建的 

HaBac to Bcac表达系统能有效的表达外源基因。 
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自1983年 Smith和 Summers[IJ首次报道利用 

AcMNPV在 Sf9细胞中表达人一日干扰素基因，杆状 

病毒表达载体因其能在昆虫细胞和昆虫幼虫中高效 

表达外源基因，且在大多数情况下杆状病毒表达系 

统具有加工和修饰表达产物的能力，如信号肽的切 

割、糖基化和磷酸化作用以及大多数表达产物具有 

很高的生物活性等优点，使其成为十分重要的真核 

表达系统。目前应用杆状病毒表达系统已表达了几 

百种不同来源的外源基因。 

传统的重组杆状病毒构建需要按以下两步进 

行：首先必须将外源基因克隆到转移载体质粒的多 

克隆位点上，通常多克隆位点位于杆状病毒的 P10 

和多角体启动子等强启动子控制下。将转移载体同 

杆状病毒 DNA共转染到昆虫细胞内，经同源重组 

产生重组病毒，重组率通常在 0．1％一1％之间。其 

次需用空斑法鉴定和纯化重组病毒。由于重组病毒 

的产生率低以及空斑纯化法操作复杂、耗时，往往需 

数月甚至更长的时间构建一个完整的重组病毒。鉴 

于杆状病毒表达系统存在上述两个缺陷，KuckowL2 J 

发明了一种快速、有效产生重组杆状病毒的方法，即 

Bac—to—Bac系统，能在 7d内完成重组病毒的构建和 

外源基因的高效表达。该系统 由Bacmid和 pFast— 

BacTM供体质粒两部分组成。Bacmid含有一个低拷 

贝数的mini—F replicon、一个卡那霉素抗性基因和一 

个 cza基因的8．6kb的 DNA片段，同时一个作为 

细菌转位子插入位点(mini—attTn7)的短片段插入 

到 cza基 因 N一末端，该 片段的插入 并不改 变 

lncZa基因的阅读框。该 Bacmid既能在 E．coli内 

复制又可在昆虫细胞内复制形成完整的病毒粒子。 

DFastBacTM供体质粒则是 由一个 mini—Tn7转位因 

子组成，在 mini—Tn7左右臂之间插入有一个庆大霉 

素抗性基因、一个杆状病毒特异强启动子、一个多克 

隆位点和 SV40(A)poly信号序列组成的表达框。 

在辅助质粒提供的转位酶的作用下，克隆于 pFast— 

BacTM供体质粒多克隆位点的外源基因能转位至 

Bacmid的 mini—nttTn7位点上，通过抗生素抗性筛 

选和蓝 白斑筛选鉴定重组 Bacmid，随后从E、coli内 

提取 BacmidDNA转染到昆虫细胞 内进 行外源基因 

的表达。该方法具有重组率高、重组病毒筛选方便 

等优点。 

我们已成功地将含有低拷贝数的 mini F repli— 

con、一个卡那霉素抗 性基 因和 一个 lacza基 因 

8，6kb的 DNA片段插入到棉铃虫核型多角体病毒 

基因组中的多角体基因内，构建了既能在 E．coli内 

复制又可在昆虫细胞内复制形成完整的病毒粒子棉 

铃虫核型多角体病毒 Bacmid(HaBacmid—HZ8)L3 J最 

近我们在 pFastBacDual质粒的基础上成功构建了 

pFastBacHaPhp P10质粒，并将 eGFP基因插入到 

pl0启动子控制下的多克隆位点，经在 DH10B受体 

菌中转 位后，将重组 HaBacmid—HZ8Ph eGFP重组 

病毒 DNA转 染到 HzAml细 胞 内进行 表达，在 

HzAml细胞内eGFP能得到高效表达，至此我们已 

成功构建一套完善的 HaBac to Bac表达系统。 

1 材料与方法 

1．1 病毒和质粒 

WtHaSNPV G4株由本室分离保存，HaBacmid— 

HZ8由本实验室构建，见文献[ 。pFastBacDual质 

粒 购 于 生 命 公 司。pGEMRT—Easy 载 体 购 于 

Promega公司。 

1．2 PCR扩增和克隆 

选择位于多角体基因启始位点上游 150bp的一 

段序列作上游引物和多角体蛋白基因终止密码下游 

序列作下游引物，利用 wtHaSNPV DNA作模板进 

行 PCR扩增，筛选带有启动子的多角体基因。同时 

选择 HAP10启动子上下游一对引物扩增 P10启动 

子序列。引物序列如下： 

Ph一1：5'-C △ CTTATACTTCTAAAC 
＆  H I 

TGTTCGTCGTG一3 

Ph一2：5 一C △ TTAATATGCAGGACC 
／3stl107 1 

AGTGTATAG一3 

P10—1：5 一A GAAACCTGACACGAA 

Bg II 

ACG一3 

P10—2：5 一G ： CGTGATTATTTCGTC 
＆  H I 

GTACAGTTGG一3 

HaSNPV多角体基因的 PCR扩增反应体系为： 

5“L 10xTaqDNA聚合酶缓冲液，Ph一1引物和 Ph一2 

引物各 2．5tH (25pmo1)，lt~LWtHaSNPV DNA， 

1／,LdNTPs(10mmol／L)，1 L TaqDNA 聚合 酶， 

37t,I ddH2O，总体积为 501t,I 。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 4期 王汉中等：一种新颖的棉铃虫单粒包埋核多角体病毒表达系统 321 

PCR扩增的循环参数为：94℃变性 45s，58C退 

火48s，72℃延长 1min共 5次循环，再经 94℃变性 

45s，48℃退火 48s，72℃延长 1min，共 25个循环，经 

30个循环后，72℃延长 5min。HaSNPV P10启动子 

序列的 PCR扩增：除以 P10—1和 P10—2引物取代 

Ph一1和 Ph一2引物外，其他条件和上述反应条件一 

致。 

按照 Promega公司提供的 pGEMR-T Easy载体 

产品说明介绍的方法将多角体蛋白基因或 HAP10 

启动子序列克隆到 pGEMR—Easy载体上。 

1．3 pFastBacHaPhpP1O载体的构建 

按图 1方案构建 pFastBacHaPhp10载体。 

图 l pFaseBacHaPhPl0供体质粒构建流程 

Fig．1 Flow chart for construction of the pFaseBacHaPhPl0 donor 

plasmid 

1．4 转位和转染 

pFastBacHaPhpP1 0DNA 被 转 化 到 含 有 

HaBacmidHZ8和辅助质粒的 E．Coli中，在辅助质 

粒转 位酶的作 用下，插 入在 pFastBacPhpP10上 

miniTn7左 右 臂 之 间 的 HaSNPV 多 角 体基 因， 

HapP10启动 子，庆 大 霉 素抗 性 基 因被 转 位 到 

HaBacmid—HZ8的 miniattTn7位点上。在含有庆大 

霉素，卡那霉素和四环素的 I B平板上挑选白色菌 

落，既为阳性克隆子。将阳性克隆转移至 3mL含有 

上述三种抗生素的 I B液体培养基内，37]2摇床内 

培养 24h，收集菌体，按照修改的碱裂解法提取重组 

HaBacmidHZ8Ph 的DNA(注：溶液 III的 pH值为 

5．2～ 5．6，用 异 丙 醇 沉 淀 HaBacmidHZ8Ph 的 

DNA)。图2描述了转位发生的模式图。 

Kama Lacz：M iniattTn7 M iniF replicon 

—■田 四  

图 2 HaSNPVBac toBac表达系统转位模式图 

Fig．2 Transposition model of the HaBac to Bac expression system 

1．5 细胞转染 

按 O Reilly[ J描述的方法将 HaBacmidHZ8Ph 

重组病毒转染到 HzAml细胞内。转染 5—7d后， 

在光学显微镜观下观察细胞病变和细胞核内包涵体 

形成。收集细胞上清，用于下～步感染。 

1．6 感染细胞的超薄切片观察 

分别用 WtHaSNPV、HaBacmid—HZ8和 HaBa— 

cmid-Hz8ph 的病毒粒子感染 HzAml细胞，感染 

72h后，收集被感染的细胞，用于细胞的超薄切片和 

电镜观察。 

1．7 感染细胞的病毒多角体蛋白检测 

分别用 WtHaSNPV、HaBacmid—HZ8和 HaBac— 

midHZ8ph 的病毒粒子感染 HzAml细胞，感染 96h 

后，收集被感染的细胞，用于聚丙烯酰胺凝胶电泳检 

测。 

1．8 HaSNPV Bac．to．Bac系统表达功能测试 

为了 HaSNPVBac—to—Bac系统的表达功能，绿 

色荧 光 蛋 白基 因 (eGFP)被 克 隆 到 HapFast— 

BacPHP10载体中 P10启动子控制下的多克隆位 

点，随后该质粒 DNA被转化到含有 HZ8和辅助质 
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粒的E．Coli中进行转 位。转位方法 和 阳性 克隆 的 

筛选同方法 1．4一样。按照方法 1．5描述的那样完 

成重组 DNA对 HzAml细胞的转染。 

1．9 绿色荧光蛋白基因(eGFP)表达 

插入 有 eGFP基 因 的 HaBacmidHZ8ph DNA 

转染 HzAml细胞 72h后，在荧光显微镜下观察细 

胞内的荧光强度。 

2 结果和讨论 

2．1 HasNPV多角体基因 P10启动子序列 PCR扩 

增及其扩增产物的克隆 

利用两对引物分别从 WtHaSNPV基因组中扩 

增出多角体蛋白基因和 P10启动子序列，见图 3。 

3 P10启动子序列和多角体基因序列的 PCR扩增 

M，标准 DNA分子量；1，P10启动子序列；2，带起动子多角体基因。 

Fig 3 PCR amplification of P10 promoter and polyhedrine gene 

M．DL200 DNA motecu weight mark；1，P10 promoter；2．Polyhedrine 

gene． 

PCR扩增的产物大小和预期的相符，多角体蛋 

白基因为900bp，P10启动子序列为 160bp。分别将 

这两个片段克隆到 pGEMRT—Easy载体上。利用 

BglII和 PstI限制性内切酶鉴定 pl0启动子序列在 

pGEMRT—Easy中的插入方 向，选择 BglII和 PstI酶 

切位点在同一末端的克隆，命名为 pGEMRT—Easy 

pl0。用 Bn zH I和 PstI限制性内切酶鉴定多角体 

基因的插入方向，选择 BamHI和 PstI酶切位点分 

别位于多角体基因片段不同末端 的克隆，命名为 

pGEM T—Easy Ph。将 pGEM T—Easy pl0 DNA用 

BglII和 PstI进行双酶解，用 BamHI和 PstI限制 

性内切酶双酶解 pGEM T—Easyph质粒 DNA，然后 

将切下的多角体基因片段与 pGEMRT—Easy pl0质 

粒 DNA 的线性化片段进行连接，由于 BglII和 

BamHI酶切片段具有的粘性末端，两者连接后，转 

化到DH5a受体菌，在含有氨卞青霉素的LB平板中 

筛选插入有 pl0启动子序列和多角体基因序列的阳 

性克隆，即得到 pGEMRT—EasyPhP10质粒。 

2．2 pFastBacHaPhpP1O供体质粒的构建 

以 pFastBacDual质粒作为起始质粒，分别用 

Bam HI和 NheI限制性内切酶双酶切 pFasBactDual 

质粒 和 用 BamHI和 s I双 酶 切 pGERMT— 

EasyPhP10质粒。pFastBacDual经双 酶切后可将 

Acpl0启动子序列和 AcpPohl启动子序列去除。而 

在 pGERMT—EasyPhP10质粒经双 酶切后可得 到含 

有多角体蛋白基因和 Hapl0启动子序列的片段。 

将两 种 片断 连接 后 逐构 建 成供 体 质粒 pFast— 

BacHaPhpP1 0。 

A 

—_，r 1 r I-，，J 1．I 

ⅥCS Polyhedrine gene pPohl J pP 1 0 MCS 

l000 

750 

500 

250 

l00 

B 

M l 2 3 

图4 多角体基因和 P10启动 j二在 pFastBacHaPhpPl0供体质粒中 

的插入方向的鉴定 

A，多角体基因和 P10启动子插入方向的物理图谱；B，利用不同的引 

物组合 PCR检测多角体基因和 P10启动子插入方向的电泳图谱；1． 

Ph一1和 Ph一2；2，Ph．2和 P10—2；3，P10—1和 P10—2。 

Fig．4 Location of polyhedrine gene and P10 promoter on the pFast— 

BacHaPhpP10 donor plasmid 

A，Physical map of location of the polyhedrine gene mad P10 promoter on 

the pFastBacHaPhpP10 donor plasmid；B，Identification of Location of 

the polyhedrine gene and P10 promoter by PCR with different primers 

combination；1，Ph．1 and Ph一2；2，Ph一2 and P10—2；3，P10—1 and P10—2． 

2．3 pFast Bac HaPhpP10供体质粒的鉴定 

为了证实多角体基因和 pl0启动子在 pFast— 

BacHaPhpP10供体质粒中的插入位点和插入方向， 

分别将扩增多角体蛋白基因和 pl0启动子序列的两 

对引物进行不同组合的 PCR检测。结果证明该片 

段的插入位点和方向是正确的。图 4显示 PCR检 

O  O  O  O  O  加 如 
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测结果。图 5为 pFastBacHat，hpP10供体质粒的物 

理图谱。 

polyA si 

M CS 

HSV tkpolyA 

signal 

Gm 

图5 pFastBacHaPhpP10供体质粒的物理图谱 

Fig．5 Physical map of the pFastBacHaPhpPlO 

pFastBacHaPhpP10供 体 质 粒 转 化 到 含 有 

HaBacmidHZ8和辅助质粒的 DH10B受体菌后。经 

转位作用，可得到重组 HaBacmidHZ8Ph 。提取重 

组 HaBacmidHz8Ph DNA。按方法【4 J描述的方法将 

其转染到 HzAm1细胞，7d后细胞内出现大量的多 

角体。而 HaBacmidHZ8 DNA转染的细胞仅产生细 

胞病变，而没有多角体形成。将三种感染细胞样品 

进行聚丙酰胺凝胶电泳，HaBacmidHZ8pH 和 Wt 

HaSNPV感染的HzAml细胞一样，出现一条 30KD 

的多角体蛋白带的表达，见图 6。 

将 eGFp基因插入到 pFastBacPhpPlO质粒中 

pl0启动子控制下的多克隆位点。同样按照文献【4】 

的方 法 进行转 化 和按 照方 法 进行 转染。转 染 

HzAml细胞 6—7d后，细胞内出现明显的多角体，在 

荧光显微镜下可观察到很多细胞内充满绿色荧光。 

图 8(见封 3彩版)为绿色荧：光蛋白基因在 HzAml 

细胞内的表达。结果证明HAP10启动子能有效启动 

外源基因的表达。 

Bac to bac系统作为一种操作方便、快速和高效 

新颖杆状病毒表达载体已得到广泛的利用。目前已 

有商品化的 AcBac to Bac表达系统。和 AcBacmid 
一

样，我们构建的 HZ8Bac(HaBacmid)是利用同源 

重组的方法将一个含有低拷贝数的mini—F replicon、 
一

个卡那霉素抗性基因和一个 lacZa基因、同时一 

个作为细菌转位子插入位点(mini—attTn7)的短片 

段插入到 lacZa基因 N一末端的 8．6kb的 DNA片段 

置换到病毒基因组的多角体蛋白基因位点上，因此， 

所构建的 HzBacmidHZ8是缺少多角体蛋白基因的 

重组病毒，用这种重组病毒感染 HzAml细胞仅能 

产生细胞病变，但不能在细胞核内形成包涵体，见图 

7。在利用pFastBac供体 质粒将外潭基 因转 位到 
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66．2 

43 
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20．1 

鬻  
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图6 感染细胞72h后收集细胞的 sD PAGE分析 

l，WtHaSNPV；2．HaBacmidHZ8；3。HaBacmidHZ8Ph’。 

Fig．6 SD PAGE anlysis of total cellular proteins of HzAml cells 72h 

postinfection 

l，HzAml cells infected with WtHaSNPV；2． HzAml cells infected 

with HaBacmidHZ8；3，HaBaemidHZ8Ph’． 

Bacmid的转位子插入位点(mini—attTn7)后，其DNA 

转染 HzAml细胞后，能形成具有感染性的重组病 

毒粒子，并能在 Pphol和 P10启动子控制下表达外 

源基因。和AcBacmid表达系统不同的是我们所构 

建的 pFastPhP10供体质粒即有 P10启动子控制下 

的多克隆位点又插入有带有多角体启动子序列的完 

整的多角体蛋白基因，见图 5。当外源基因插入到 

P10控制下的多克隆位点后，经转位将外源基因和 

多角体蛋白基因同时插入到 HaBcmid中的转位子 

插入位点，转染到 HzAml细胞后，能在光学显微镜 

下观察是否在细胞内形成包涵体，如细胞内形成包 

涵体，证明转染获得成功，随后可收集重组病毒粒子 

再感染细胞并可进行外源基因表达水平的检测。因 

此多角体蛋白基因的表达和包涵体的形成可作为转 

染成功的重要识别标记。另外，由于重新将多角体 

蛋白基因插入到病毒基因组，所产生的重组病毒是 

一 个不缺失任何基因的重组病毒，因而该重组病毒 

不仅能在昆虫细胞内也可在昆虫幼虫内表达外源基 

因。另一个重要优点是便于插入对昆虫有特异性毒 

杀作用的毒素基因，构建高效、快速的重组病毒杀虫 

剂。 

棉铃虫单粒包埋核型多角体病毒作为生物杀虫 
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剂在我国已商品化，在我国该产品大面积应用于防 

治棉铃虫和烟青虫，取得良好的防治效果。鉴于野 

生型 HaSNPV生物杀虫剂：有杀虫时间长，杀虫谱窄 

等缺点，还需利用分子生物学方法对病毒基因组进 

行遗传改造，以增加 HaSNPV生物杀虫剂的速效性 

和广谱性。我们实验室已成功构建 etg基因缺失、 

插入蝎毒基因、利用 Hap6．9和 pPh双启动子控制 

下的蝎毒基因表达的三种重组病毒杀虫剂l6 J，大大 

增加了杀虫速度。同时我们在 HaSNPV的分子生 

物学方面以及基因结构和功能也取得重大进展，特 

别是完成 了 HaSNPV 全 基 因组序列分 析l5]，把 

HaNPV的分子生物学研究提高到一个新的水平。 

HaBac to Bac系统的建立不仅能作为一个完善的真 

核细胞表达系统，同时由于能将病毒基因组转化到 

大肠杆菌中进行遗传操作，从而大大缩短了重组病 

毒的构建过程。例如我们在 HaBacmid系统基础上 

构建的大肠杆菌重组系统为 HaSNPV的分子生物 

学研究提供技术支撑。 

B C 

图7 感染HzAml细胞 72 h后的细胞超薄切片的电镜观察 

A，W tHaSNPV；B，HaBacHZ8；C，HaBacmidHZ8Ph 

Fig．7 Electron micrographs of thin sections of HzAml cells infected with A，wild—type HaSNPV；B，HaBacmidHZ8；C。HaBacmidHZ~Ph 

国外学者也利用类似的技术研究其它病毒，例 

如 Mark S．[ ]利用温度敏感型供体质粒将外源基因 

导入插入有特异转位位点的 AcMNPV基因组 内， 

在 E．Coli中直接构建重组病毒。最近不少研究者 

将一个全长的 F质粒，又称细菌人造染色体分别插 

入到鼠巨细胞病毒基因组【 、EB病毒基因组 、猪 

伪狂犬病毒[̈]和 HSV一1[m]基因组内构建全长病 [3] 

毒基因组 F质粒克隆，并在此基础上进行遗传操 

作，构建重组病毒。这些研究结果证明(1)插入 F 

复制子的病毒全基因组能向质粒一样在细菌内稳定 ． 

复制，重组 DNA能有效转染真核细胞，产生具有感 

染性的病毒粒子。(2)能在大肠杆菌中对动物病毒 

和杆状病毒进行遗传改良，构建重组病毒。(3)由于 [5] 

F一质粒克隆技术能使病毒基因组在大肠杆菌中稳定 

复制，有助于建立某种病毒不同基因型的病毒基因 、 

组库。 
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了目前分子病毒学的研究热点和争论焦点，指出了病毒学研究的发展方向，具有很强的启发性。全书大量引 

用了最新图表，引人入胜。附录中收录了与病毒学研究相关的主要网站和国内外主要的病毒学期刊，为信息 
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