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形成多角体家蚕重组病毒通用转移载体构建
 

王运湘 1)　鲍时来 2)　鲁润龙 2)　龙綮新1)　王王旬章1)

( 1)中山大学生物防治国家重点实验室 ,广州 510275; 2)中国科学技术大学生物系 )

摘　要　从家蚕核型多角体病毒 ( Bm NPV )通用转称载体 pBK283和粉纹夜蛾核型多角体病

毒 ( TnNPV )转移载体 p SXIVV I+ X3系列出发 ,构建了一个 7. 2 kb能形成多角体且可以用于克

隆含不同读码框外源基因的 BmN PV通用转移载体系列 pBMX3. pBMX3系列以 BmN PV多角

体结构基因上游的 1. 9 kb和下游 1. 3 kb的片段作为与 BmN PV基因组进行体内同源重组的同

源序列 ; pSX IVV I+ X3系列的 SXIV双启动子用于外源基因的表达 ; AcNPV的多角体基因作为

重组病毒形成多角体的基因 .以 BmNPV-LacZ( o cc- gal+ )为出发株病毒 , pBMX3系列的重组病

毒筛选有 occ+ 和 gal-两个遗传标记 .
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家蚕核型多角体病毒 ( Bombyx mori nuclear po lyhedrosis vi rus, BmN PV )的基因组很

大 ,不能直接利用基因工程手段在体外构建重组病毒 ,所以需要首先构建含有外源基因的转

移质粒 ,然后通过同源重组将外源基因插入病毒基因组中 .自 1985年首次构建 BmN PV转

移载体 p89B310以来 ,国内外已成功地构建了多种 BmN PV转移载体并得到很好地应

用 [1～ 3 ] ,但利用这些载体构建的重组病毒由于多角体基因的缺失而不能形成多角体 ,因此只

能通过注射感染家蚕 ,注射手续繁琐且产生的创口极易感染其他病原物 ,成为家蚕杆状病毒

表达系统产业化的障碍 .

本研究以形成多角体的粉纹夜蛾多角体病毒 ( Trichoplusia ni nuclea r po lyhedrosis

vi rus, TnN PV )表达系统的通用载体质粒 pSXIVV I
+
X3系列为基础 ,构建成一套能形成多

角体的 BmN PV通用载体 ,该表达系列可用于不同读码框的外源基因的插入 .以带 β -半乳

糖苷酶基因且不形成多角体的家蚕重组病毒 BmN PV occ
-
gal

+作为含外源基因的重组病毒

筛选的出发株 ,可以用形成多角体 ( occ
+ )和白斑 ( ga l

- ) 2个遗传标记筛选重组病毒 ,使操作

更为简便 .

1　材料和方法

TnN PV转移载体质粒 pSXIVV I
+
X3 , X3 /2 , X3 /3 , X3 /4系列为本实验室保存质粒

[ 1, 2]
. Bm-
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N PV转移载体质粒 pBK283由华中师范大学昆虫研究所提供 . DN A操作所用载体和酶分

别购自 GIBCO BRL和华美生物工程公司 ,其它为 AR. 质粒 DNA的酶切 ,片段回收 ,连接 ,

转化及其他分子生物学方法均参照 Maniatis方法进行 .

2　结　果

pBMX3系列的构建过程见图 1.

图 1　 pBMX3系列的构建过程示意图

Fig . 1 Sch ema tic oufline fo r the constr uction of pBMX3

① pBK283 的 改 造: 以

pU C19为出发质粒 , pU C19以

SmaⅠ , EcoRⅠ 双酶切 , Klenow

补平 EcoRⅠ 酶切出的 5’ 突出

端 ,连接得到消除 SmaⅠ , KpnⅠ

和 Eco RⅠ 的过渡质粒 ,命名为

pU C19
△
. pBK283 以 Pst Ⅰ ,

Bam HⅠ 酶切 ,回收 3. 5 kb片段 ,

插入 pUC19
△的多克隆位点 ,该

质粒含有 2. 2 kb的 BmN PV多

角体基因 ( polh) 5’端区段 , (包括

BmN PV po lh 启动子序列 )和

BmN PV plh 3’端下游 1. 3 kb的

区段 ,命名为 pBM S. ② AcN PV

多角体基因 3’端 po ly( A)信号段

的克隆:以 HindⅢ和 KpnⅠ 酶切

X3质粒 ,回收含 AcN PV polh 3’

端部分编码序列和终止信号的

550 bp片段 , 插入 pGEM-7Zf

(+ ) ;命名为 pGEMW.③ AcN-

PV多角体基因 3’ 端部分序列及

po ly ( A)信号区段与 pBM S的连

接: 以 SacⅠ 和 Xba Ⅰ 酶 切

pGEMW,回收 560 bp的片段 ,插

入 pBM S同样酶切开的窗口 ,命

名为 pBMW.④ pBMW中 pBmNPV polh启动子序列的切除: 为防止与 AcN PV polh基因

反向的 BmN PV po lh启动子的反义抑制并消除克隆过程产生的冗余位点 ,以 SacⅠ 和 BstⅪ

酶切 pBMW ,回收 6. 2 kb大片段 , Mung bean酶消除 SacⅠ和 BstⅪ酶切的 3’突出端 ,平端

连接得到去除 BmN PV po lh启动子序列及部分 BmN PV po lh 5’ 端序列的质粒 ,命名为

pBMW
△
.⑤ pBMX3系列的构建 .分别以 KpnⅠ 和 EcoRⅠ 酶切 pSXIVV I

+
X3 , X3 /2 , X3 /3 ,

X3 /4 ;回收含 AcN PV多角体基因启动子和 5’端编码序列及反向串联的合成启动子和 XIV

启动子 ( SX IV )的 1. 0 kb片段 ,与同样酶切的 pBMW
△连接 ,即分别得到 pBMX3 , pBMX3 /2 ,
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pBMX3 /3和 pBMX3 /4 ,图 2为 pBMX3的酶切鉴定结果 .

图 2　 pBMX3系列的酶切鉴定图谱

　 Fig. 2 Identifica tion of pBMX3 by aga ro se gel

electroph rosis

MλDNA经 EcoRⅠ 和 HindⅢ酶切的片

段 ; A KpnⅠ 和 EcoRⅤ 双酶切 ; B Kpn

Ⅰ 和 XbaⅠ 双酶切 ; C PstⅠ 单酶切 ; D

BamHⅠ 单酶切

3　讨　论

目前普遍应用的重组杆状病毒表达系统消

除了多角体结构基因而无多角体的形成 ,不能

口服感染宿主昆虫 .为此 ,本研究室将模拟晚期

基因 (多角体 , P10,衣壳蛋白及核心碱性蛋白

基因 )人工合成的启动子 ( synthetic promoter,

syn)和含 HindⅢ 接头的多角体蛋白启动子

( XIV )串联 ,反方向插入多角体基因前导序列

翻译起始密码子 - 92处 ,构建了既能高效表达

外源基因又能形成多角体的 TnN PV表达载体

pSX IVV I+ X3系统 [4, 5 ] .但由于 N PV对于宿主

昆虫的专一性很强 ,不能用 TnN PV表达系统

在家蚕体内表达外源基因 .为利用家蚕宿主的

优势 ,在 p SX IVV I
+
X3转移载体的 AcN PV多

角体基因 po ly ( A)信号和多克隆位点之外 ,分

别置换 TnN PV多角体基因上 ,下游序列为

BmN PV多角体基因上 ,下游序列 ,以便于在体

内与 BmN PV进行完全同源重组 .

BmN PV表达系统的通用转移载体最先由国外有关的实验室构建 ,在载体设计上都是

利用 80年代初期对杆状病毒基因表达调控的研究成果 ;近年来随着杆状病毒分子生物学研

究的发展 ,发现多角体基因的互补链反方向表达 2个晚期基因: 位于多角体基因上游的

ORF603和位于多角体基因下游的 ORF1629△ . O RF1629为病毒复制所必需 ,而 ORF603

对病毒复制为非必需 [6, 7 ] .为消除 pBK283的 BmN PV polh启动子对 AcN PV po lh的反义抑

制作用 ,切除了 300 bp的小片段而破坏 ORF603,对病毒的复制和繁殖不会产生影响 .而由

于 AcN PV和 BmN PV的启动子及结构基因的序列有很高的同源性 , AcN PV多角体基因在

家蚕体内可以正确地表达 .并包装 BmN PV病毒粒子 .

pBMX3系列的同源重组区段为 1. 9 kb,与其他表达载体相近 ,而 3’同源重组区段只有

1. 3 kb.实验证明较短的同源重组区段对重组并无影响 ,李亦平等 [8 ]构建的 AcN PV通用载

体 pU Ac5的 3’ 区段只有 0. 9 kb而重组率可达 5% ;储瑞银等
[4 ]
构建的 BmN PV转移载体

pBM1的 3’ 端也只有 1. 3 kb.切除过长的同源区段可使载体质粒变小 , pBMX3系列只有

7. 2 kb从而有较大的容量插入外源基因并便于克隆操作 .

本文构建的 pBMX3系列载体具有以下优点:① SX IV启动子启动外源基因的表达量提

高 . SXIV启动子用于表达荧光素基因的表达量可达 1. 97× 10
- 4
μg /10

6
细胞 .② 外源基因

的表达可以从晚期开始 ,使表达产物的修饰更充分 . SXIV启动的 HBV prec /c基因可以得

到加工后的 e抗原 ,而以极晚期的 AcN PV po lh启动子表达 HBV prec /c则不能获得到正确

加工的 e抗原 .③ 既可以表达有 ATG的外源基因也可以表达不带 ATG的 3种不同读码框

的外源基因 .
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为便于 pBMX3系列转移载体形成重组病毒的筛选 ,已组建了含 β -半乳糖酶基因且不

形成多角体的家蚕重组病毒 BmN PV-LacZ( occ
-
gal

+
) ,利用 2个遗传标记采用与常规空班

筛选相反的技术路线从蓝班且不形成多角体表形的病毒中筛选出白班且形成多角体 (o cc
+

gal
- )的重组病毒 ,使重组病毒的筛选和纯化更加简便快速 .
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Const ructio n of Univ ersal Transfer Vecto rs w ith Polyhedra Inclusion Bodies

for Bombyx mori Nuclear Po lyhedrosis Virus ( BmNPV )

Wang Yunx iang  Bao Shilai　Lu Renlong　Long Qingx ing　Wang Xunzhang

Abstract　 For the conveninence o f recombinant BmN PV to infect the la rva e of silkw o rm,

Bombyx mori , a series o f 7. 2 kb occlusion body po sitiv e ( occ+ ) univ ersal fo r foreign genes

insertion in all reading frames, have been const ructed based on BmN PV transfer v ector

pBK283 and TnN PV transfer plasmids pSXIVV I
+
X3 series. The upst ream homologous re-

gion for BmN PV genome recombination is 1. 9 kb and the downstream region is 1. 3 kb.

The foreign genes are promo ted by SX IV double promoters deriv ed f rom SXIVV I+ X3 se-

ries and AcN PV po lyhedrin gene serv es fo r the occlusion bodies fo rmation in recombinant

vi ruses. Co-transfected wi th BmN PV-LacZ( occ
+
gal

- ) strain, the recombinant vi ruses a re

easily selected by 2 genetic markers: occlusion body (o cc+ ) and white plaques( gal- ) .

Keywords　Bombyx mori , BmN PV , universa l t ransfer v ecto r　　
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