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Abstract：To express the polyhedrin (the tenth segment, S10) of Dendrolimus punctatus  Cypovirus 
(DpCPV) and investigate the localization of the polyhedrin in eukaryote, The polyhedrin gene was 
amplified from DpCPV by RT-PCR and cloned into pET-28a vector. The polyhedrin was then expressed 
in bacteria. The purified protein was used to immunized rabbit to produce the antibody. The S10 ORF 
was also cloned into the baculovirus vector pFASTBAC-HTb. The recombinantplasmid pFASTBACS10 
was transformed to E. coli containing AcMNPV bacmid to generate the recombinant Bacmid AcS10. 
AcS10 bacmid DNA transefect Sf9 cell and the recombinant baculoviruse vAcS10 was produced. After 
S10 was expressed, the products were detected and analyzed by the SDS-PAGE, Western-blot and 
Immunofluorescence technique. The polyhedrin expressed in SF-9 cells was mainly located in 
cytoplasm. 
Key words : Dendrolimus punctatus cypovirus；Polyhedrin；Spodopetra frugiperda cell (Sf9) 
 
摘要：为了表达马尾松毛虫质型多角体病毒(DpCPV) 多角体蛋白基因（S10片段）并探讨多角体蛋白在真核细胞

中的定位，从 DpCPV中分离出 S10，与 pET-28a载体连接成重组表达质粒 pET28-S10；将 S10克隆到杆状病毒转

座载体 pFASTBAC HTb中,依次筛选出重组转座质粒 pFASTBAC S10，重组穿梭质粒 Bacmid S10，重组杆状病毒

Ac S10。多角体蛋白基因表达后，用 SDS-PAGE、Western-blot和免疫荧光技术对表达产物进行了检测。结果表明：

S10 原核表达质粒、重组杆状病毒成功获得；在昆虫细胞中表达的质型多角体蛋白主要定位于细胞质，同时有少

量产物定位于细胞核。 
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质型多角体病毒  (Cytoplasmic polyhedrosis 

viruses，CPV)属呼肠孤病毒科质型多角体病毒属，
有 3～5种结构蛋白，基因组由 10或 11个节段双链
RNA构成，能专一性地感染昆虫中肠上皮细胞[1,2]。

马尾松毛虫质型多角体病毒（Dendrolimus punctatus 
Cytoplasmic polyhedrosis viruses，DpCPV）是我国

特有的种类，其基因组由 10个节段 dsRNA片段组
成[3]，于 1973年首次分离到后又陆续在油松毛虫、
赤松毛虫、文山松毛虫、德昌松毛虫体内分离到[4]。

对DpCPV分子生物学的研究不仅能填补国内该领域
的空白，而且有利于揭示呼肠孤病毒的性质。目前，

DpCPV 10个片段的序列测定已经完成[5~10]。 
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本研究克隆了DpCPV的质型多角体蛋白基因，
并分别在原核与真核中进行了表达。用实验室保存

的马尾松毛虫质型多角体病毒制备了兔抗 DpCPV
的多克隆抗体，对纯化后的蛋白进行了Western-blot
检测；用免疫荧光技术对质型多角体蛋白的定位进

行了展示，为 DpCPV第 10片段的进一步研究奠定
了初步的技术基础。 

1  材料和方法 
1.1  实验材料 

TOP10 菌株，BL21菌株，表达质粒 pET-28a，
马尾松毛虫质型多角体病毒，Sf9细胞，BAC TO BAC 
杆状病毒载体表达系统（包括转座载体 pFASTBAC 
HTb、大肠杆菌 DH10BAC 等），相关培养基等为本
实验室保存。 

BamH I和 Hind III、T4 DNA连接酶、dNTP等
均为 MBI 公司产品。IPTG(异丙基-β-D-硫代半乳糖
苷)为 promega公司产品。弗氏佐剂为 GIBCO BRL
产品。酶免疫反应的一抗为兔抗 DpCPV多克隆抗体 
(实验室制得)，二抗为碱性磷酸酶（AP）标记的羊
抗兔 IgG，购于晶美公司。lipofection 为 GibcoBRL
公司产品； 
1.2  构建表达质粒 pET28-S10 
参考 Arella 等人的方法[11] 纯化病毒粒子，提

取 dsRNA。将纯化的 DpCPV dsRNA经低熔点琼脂
糖凝胶电泳分离，回收纯化。 
全长双链 cDNA的合成参考胡建芳[7]的方法，

略有改动。取 1µg的 S10样品 98℃热变性 8min，
冰浴30min；再与合成的引物1：5’-PO4-CCCGGATC 
CGTCGACGAATTCTTT-NH2-3’在 T4 RNA连接酶
的作用下 4℃反应 16h，37℃复性 10min，得到 3’
端带有引物 1 的 dsRNA。将得到的 dsRNA98℃变
性 15min，以引物 2：5’—AAAGAATTCGTCGACG 
GATCCGGG—3’在 M-MLV 逆转录酶的作用下
42℃反应 1h，合成 cDNA 第一链，65℃退火 16h
形成双链 cDNA，以 Taq 酶补齐形成全长双链
cDNA。 
以全长双链 cDNA 为模板，正向引物：5’

-ATGTAAGGATCCATGGCAGACGTAGCAGG-3’，
反向引物 5’- GTTGCACAAGCTTTACTGATGGTT 
ACTC-3’（划线部分为 BamH I和 Hind III酶切位
点），进行 PCR 扩增并回收纯化；将纯化产物与
PMD18-T 连接，构建重组质粒 pT-S10；将重组质
粒 pT-S10与 pET28a质粒均用 BamH I和 Hind III
双酶切，分别回收后连接，构建成表达质粒 pET28- 

S10，进行 PCR、酶切、测序鉴定。 
1.3  重组转座质粒的构建 
以重组质粒ｐET28-S10 为模板，用常规 PCR

方法扩增出质型多角体蛋白基因（S10）。上游引物
为：5’-ATGTAAGGATCCATGGCAGACGTAGCAG 
G- 3’，下游引物为 5’- GTTGCACAAGCTTTACTG 
ATGGTTACTC-3’（划线部分分别为BamH I和Hind 
III酶切位点）。将所得片段（S10）经低熔点琼脂糖
凝胶电泳分离，回收纯化。用 BamH I 与 Hind III
同时消化所得片段与 pFASTBAC HTb，再次分离纯
化后用 T4 ligase连接，转化 DH５α菌株。通过 PCR 
与双酶切鉴定重组转座质粒 pFASTBAC S10。 
1.4  重组杆状病毒穿梭质粒的构建 
将 pFASTBAC S10转化大肠杆菌DH10BAC感

受态细胞后，分别涂布含有 50 µg/mL卡那霉素、7 
µg/mL庆大霉素、10 µg/mL四环素以及 100 µg/mL 
X-gal 和 20 µg/mL IPTG 的ＬＢ平板，37℃培养
24～48 h后，挑选白色菌落，接种含有三抗的ＬＢ
培养基中，37 ℃摇振 (250 r/min)培养 24ｈ，提取
重组穿梭质粒作鉴定，获得重组杆状病毒穿梭质粒

Bacmid S10。 
1.5  Sf9细胞的转染和重组杆状病毒的获取 
将状态良好的 Sf9细胞用新鲜培养基悬浮后，

接种于孔径为 35 mm的 6孔细胞培养板上，每孔 9
×105 个细胞，27℃培养，待细胞贴壁后，采用
lipofectin 将重组穿梭质粒 Bacmid S10 转染进 Sf9
细胞。显微镜下观察病变，培养 120ｈ后收集细胞
上清，得到重组杆状病毒原液，4℃保存。继续扩
增并获得重组杆状病毒 Ac S10。 
1.6  多克隆抗体的制备 
将实验室保存的纯化的多角体病毒同弗氏完

全佐剂一起注射家兔，以后每间隔一月注射一次

（第一次后用弗氏不完全佐剂）。三个月后取血，

得到含 DpCPV 各结构蛋白抗体的血清（其中含多
角体蛋白抗体），分装，保存。 
1.7  多角体蛋白的表达与检测 
将含表达质粒 pET28-S10的 BL21菌株于 37℃

振荡培养至 OD600值为 0.6～0.8后，加入 IPTG至
终浓度 1.0 mmol/L诱导表达；将重组杆状病毒 Ac 
S10以感染复数 (multiplicity of infection, MOI)为 5
感染 Sf9细胞，27℃培养 72 h后，吹打吸出细胞悬
液，离心分别收集细胞沉淀和上清，每孔细胞加 50 
µL蛋白裂解缓冲液裂解细胞，-20℃保存 。 
产物经 SDS-PAGE电泳后，染色、扫描。以制备

的兔抗DpCPV多克隆抗体进行Western Blot鉴定。 
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间接免疫荧光试验检测：细胞感染重组杆状病

毒 72h 后，吸去细胞上清，用-2 0℃预冷的丙酮乙
醇固定 5min，用含 0.1%Triton-X100的 PBS液洗涤
3次，每次 15分钟，干燥后加 1:100稀释的多抗血
清，37℃作用 30min后，PBS液洗去未结合的非多
角体蛋白抗体，加 1∶1000稀释的 FITC-羊抗兔 IgG
荧光抗体与多角体蛋白抗体结合，37℃作用 30min，
PBS 液洗涤 3 次，每次 15 分钟，置激光共聚焦显
微镜下观察并照相。 

2  结果 

2.1  重组表达质粒 pET28-S10 的构建 

从纯化的病毒粒子中提取 dsRNA，回收纯化后
合成全长双链 cDNA，用 PCR扩增出目的片段。将
目的片段与 PMD18-T 连接组成重组质粒 pT-S10；
将质粒 pT-S10扩增后与 pET28a质粒通过酶切、连
接构建成表达质粒 pET28-S10。将表达质粒
pET28-S10以 PCR、双酶切、测序进行鉴定（见图
1）。测序结果与 GenBank（登录号 AY 248699）的
序列一致。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  pET28-S10的 PCR和双酶切鉴定 
Fig.1  Identification of pET28-S10 by enzyme digestion and PCR 
1, Amplification of target gene fragment from pET28-S10; 2, pET28 
digested by BamH I和 Hind III; 3,  pET28-S10 digested by BamH I和
Hind III; 4, DNA ladder. 

 
2.2  重组转座质粒 pFASTBAC S10的构建 

将长约 740bp 的 S10 从重组质粒ｐET28-S10
上扩增出，酶切后定向克隆到相应转座载体

pFASTBAC HTb上；对 S10分析发现，在+664处
（以起始密码子ＡＴＧ的Ａ为+1）有一单一的 Hind 
II酶切位点。故选用 Hind II酶切位点辅以转座载体
中多克隆位点对重组转座质粒进行组合酶切，确定

Ｓ10基因的连接方向。对重组转座质粒 pFASTBAC 
S10用 BamH I和Hind III双酶切、BamH I和Hind II
双酶切；酶切片段的大小与预期结果相符（图 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 2  重组转座质粒 pFASTBAC S10的 PCR和双酶切鉴定 
Fig.2  Identification of pFASTBAC S10 by enzyme digestion 

and PCR 
1, pFASTBAC S10 digested by BamHＩ和 Hind II; 2, pFASTBAC S10 
digested by BamHＩ和 Hind III; 3, Amplification of target gene fragment 
from pFASTBAC S10; 4, 1kb DNA ladder. 
 
2.3  重组杆状病毒穿梭质粒 Bacmid S10的构建 

将重组转座质粒 pFASTBAC S10 转化进大肠
杆菌 DH10BAC感受态细胞 ,挑取阳性菌落,提取质
粒ＤＮＡ，分别用 BamH I﹑Hind III和 BamH I﹑
Hind II双酶切；同时分别以 Bacmid S10为模板进
行 PCR扩增。所得片段大小与预期相符，证明 S10
已成功插入相应载体中（图 3）。 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 

图 3  穿梭质粒 Bacmid S10的 PCR和双酶切鉴定 
Fig.3  Identification of Bacmid S10 by enzyme digestion and PCR 
1, 1kb DNA ladder; 2, Amplification of target gene fragment from Bacmid 
S10; 3, Bacmid S10 digested by BamHＩ和Hind II; 4, Bacmid S10 digested 
by BamHＩ和 Hind III; 5, λDNA /Hind III Marker. 
 
2.4  Sf 9细胞的感染 
将重组病毒和野生型杆状病毒感染 Sf9细胞。

72 ｈ后，开始出现明显病变，细胞膨胀，核肿大，
胞内有形态不规则的透明颗粒。96 h后细胞开始死
亡，1周后大部分细胞相继裂解。 
2.5  多角体蛋白的表达与检测 
将含重组质粒pET28a-S10的BL21细菌以最佳

IPTG诱导浓度、时间诱导表达，4℃离心后收集细
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菌；将重组病毒和野生型杆状病毒感染 Sf9细胞，
待出现明显病变后收集细胞，加入蛋白裂解缓冲液

待用。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 4  pET28-S10 表达产物的 SDS-PAGE（A）与 Western 

Blot检测（B） 
Fig.4  Analysis of the expression product of pET28-S10 by 

SDS-PAGE (A) and Western Blotting (B) 
1, Protein marker; 2, pET28-S10 transformed strain induced with IPTG after 
four hours; 3, pET28-S10 transformed strain induced with IPTG after one 
hour; 4, pET28-S10 transformed strain induced without IPTG; 5, 
pET28-S10-transformed strain induced with IPTG; 6, pET28a-transformed 
strain induced with IPTG. 
 

SDS-PAGE结果显示（图 4A），诱导后的 BL21
细菌在相对分子质量为30 kDa处附近有1条明显条
带，目的蛋白表达量随着诱导时间延长而增加，

IPTG诱导表达 4h时表达量最大；将感染了 Ac S10
和野生型杆状病毒的 Sf9 细胞裂解后，进行 SDS- 
PAGE。经染色脱色后，发现感染重组杆状病毒 Ac 
S10 的细胞裂解液中有一明显的分子量约为 30kDa
的蛋白条带，大小与理论值相符合。感染野生型杆

状病毒的 Sf9细胞裂解液中未见此条带（图 5A）。 
将电泳产物转移至 PVDF 膜上，进行 Western 

Blot 检测。结果显示：含重组质粒 pET28a-S10 的
BL21细菌中出现了一条约 30 kDa的目的条带，阴
性对照则没有（图 4B）。感染 Ac S10的 Sf9细胞中
有一条与估计值相符的蛋白条带（30 kDa），而感染
野生型杆状病毒的 Sf9细胞没有相应条带（图 5B）； 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图5  重组杆状病毒Ac S10表达产物的SDS-PAGE检测（A）

及Western Blot检测(B) 
Fig.4  Analysis of the expression product of the recombinant 

baculoviruse Ac S10 by 10%SDS-PAGE（A） and 
Western Blot(B) 

1, Protein marker; 2, SF9 cell infected with Ac S10 at 72 hours; 3, SF9 cell 
infected with the wild virus at 72 hours; 4, SF9 cell infected with the wild 
virus at 72 hours; 5, SF9 cell infected with Ac S10 at 72 hours. 
 
将重组杆状病毒Ac S10感染正常的Sf9细胞作

免疫荧光实验。结果表明，感染重组杆状病毒的细

胞整体呈现非常明显的绿色荧光，产物主要定位于

细胞质，同时有少量产物定位于细胞核。（图 5）
 

 
 
 
 
 
 
 
 

图 6  免疫荧光检测 
Fig.6  Immunofluorescence Assay 

A, SF9 cell infected with Ac S10 at 72；B, The same SF9 cell infected with Ac S10 at 72 without the fluorescence activation；C, SF9 cells infected with Ac S10 
at 72 hours. 

 
 

3  讨论 

质型多角体病毒的基因组由 10 个等分子数的

dsRNA 片段组成，根据在琼脂糖凝胶电泳上的迁移
图谱，可分为 14 个类型[11]。就三种 1 型 CPV
（BmCPV-1，LdCPV-1，DpCPV-1），三种 5型 CPV
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（OpCPV-5，HaCPV-5，EsCPV-5）和一种 13型 CPV
（CfCPV-13）的全序列分析显示：同型 CPV多角体
蛋白基因高度相似，而不同型的 CPV之间多角体蛋
白几乎没有同源性。同家蚕质型多角体病毒[12]一样，

马尾松毛虫质型多角体病毒的 10个片断之间也有共
同的末端序列。这可能与基因组的复制、翻译以及

病毒粒子的正确装配，相关位点的识别有关。 
位于马尾松毛虫质型多角体病毒表面的质型

多角体蛋白为六角形二十面体，其基因的ＯＲＦ长

约 740bp，编码 248 个氨基酸。在本实验中，S10
基因的原核表达产物虽然尝试了低温培养、慢诱导

等方法，仍得不到可溶性蛋白；在 SF9细胞中，产
物的可溶性得到了较大的提高。究其原因，可能由

于 pET28a 表达载体采用了Ｔ7 噬菌体启动子表达
系统 ,容易使细胞合成和加工系统超载；而质型多
角体蛋白在昆虫细胞中经翻译后加工，使其结构和

功能接近于天然蛋白，大大提高了可溶性。 
在本实验中，用实验室保存的纯化的病毒注射

兔子，制备成兔抗 DpCPV 多克隆抗体，进行了
Western Blot分析。通过 SDS-PAGE和Western Blot
检测表明，在被重组杆状病毒 Ac S10 感染的 Sf9
细胞中出现了分子量约为 30kDa 的质型多角体蛋
白，而且无其它马尾松毛虫质型多角体病毒蛋白成

分存在，这表明质型多角体蛋白的自我装配不需要

质型多角体病毒的其它蛋白成分辅助。借助免疫荧

光检测我们还发现，质型多角体蛋白不仅定位于细

胞质而且定位于细胞核，而在 DpCPV 的 S10 中并
没有发现典型的核定位信号（NLS），所以本实验为
S10 定位机制的研究作出了铺垫。对于 DpCPV 质
型多角体蛋白的大分子装配和定位机制的进一步

研究有待继续深入。 
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