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具全期启动子盒的杆状病毒高效
表达载体的组建与应用

 

吴文言　王王旬章　龙綮新　曲士芮　庞　义
(中山大学生物防治国家重点实验室 , 广州 510275)

摘　要　通过 PC R扩增 ,得到苜蓿丫纹夜蛾核型多角体病毒 (Autographa californica Nuclear

Po lyhedrosis V irus, AcN PV )具早晚期启动子元件的 p 35基因启动子 , 将其插入到杆状病毒转

移载体质粒 p SXIVV I+ X3多克隆位点上游 , 使之与 pSXIVV I+ X3质粒中的人工合成后期启动

子 ( PSyn )、 多角体 XIV启动子 ( PXIV ) 串联构成早期、 晚期、 极晚期能持续启动外源基因表达

的转移载体质粒 p SX35. 将 p SX35用于组建含 HBs Ag基因并形成多角体的重组 TnNPV , HB-

sAg基因的表达量显著提高 , 表达时间亦明显提前 , 从而实现了外源基因在杆状病毒表达系统

的全期 、高效表达 . m RN A引物延伸试验结果显示 , Pp 35在重组病毒中可产生 2套转录本 , 分

别于病毒感染的早期和晚期起始 HBsAg基因的表达 .
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杆状病毒表达载体系统是一个具有独特优势和巨大发展潜力的真核细胞表达系统 , 近

年已成功地用于高水平表达各种有重要价值的外源目的基因 , 美国、 荷兰等国已成功地应

用这个表达载体系统生产出多种蛋白药物 [1 ] .

在以往杆状病毒表达系统的研究中 , 对于利用晚期、 极晚期启动子表达外源基因的研

究已有大量报道
[2, 3 ]

, 但能全期表达外源基因的则未见报道 . 本研究在原有的晚期、极晚期

启动子的基础上 , 加上一个早、晚期均能启动表达的 AcN PV p 35基因启动子构建成全期启

动子盒 , 探讨由该启动子盒驱动的外源基因在感染细胞中持续、高效表达的效果 .现将研究

结果报道如下 .

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株与质粒　大肠杆菌 DH5α由广州华生基因工程有限公司涂桂洪教授惠赠 , 杆

状病毒转移载体质粒 p SX IVV I
+
X3由本室王王旬章教授

[4 ]
组建 .

1. 1. 2　细胞与病毒　所用昆虫细胞及病毒见文献 [5].

1. 1. 3　酶与主要试剂　限制酶、 T4 DN A连接酶购自华美生物技术公司及美国 Promega公
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I-HBsAg固相放免定量测定药盒购自中国原子能科学研究院 , mRN A提纯及引物延

伸试剂盒分别购自 Pharmacia、 Promega公司 , 其它均为市售分析纯 .

1. 2　方　法

1. 2. 1　 PCR扩增 AcN PV p 35启动子片段　以野生型 AcN PV基因组 DNA作 PCR模板 ,

Pp 35引物为: 5 '-CCT GAATTC TCTGGCAGCGCGATAG-3 '和 5 '-GGTCTGCAGT TTGCTATGGT A

AGCTC-3 '. PCR反应条件: 94℃× 25 s, 62℃× 35 s, 30个循环 .

1. 2. 2　含 HBsAg基因的转移载体质粒的构建　参见文献 [6 ]方法 .

1. 2. 3　重组病毒的组建与鉴定　参见文献 [6 ]方法 .

1. 2. 4　离体细胞表达的 HBs Ag蛋白的测定　用重组病毒 TnN PV-SX35-HBs, TnN PV-

HBs及野生型病毒 AcN PV DNA分别感染草地夜蛾 Sf-9细胞 , 感染剂量为 10
7
pfu /细胞 ,

27℃下培养 , 定时取样 , 冻融破碎细胞 , 5 000 r /min离心取上清 , 进行放射免疫测定: 采

用 125 I-HBsAg固相放免定量测定药盒进行测定 .方法依说明书所述 ,使用仪器为 PAKARD

公司的 COBRAⅡ型γ-计数仪 .

1. 2. 5　 mRNA引物延伸　收集经 TnN PV-SX35-HBs, TnN PV-HBs及 AcN PV感染的 Sf-

9细胞 ,进行 mRNA分离提纯: 参照 Pha rmacia公司 QuickPrep Micro mRN A Puri f ication

Kit说明书进行 . mRN A引物延伸试验参照 Promega公司的 AMV Reverse Transcriptase

Primer Ex tension System说明书进行 . 反应结束后 ,与测序样品同时上样、电泳 . 所用引物

均为 (与 HBs Ag基因前导序列互补的寡核苷酸片断 ): 5 '-AT TCGGAGCAGGGT TT ACT GTTC

C TGAACTGGAGC-3 '.

1. 2. 6　核苷酸序列测定　采用 Sanger的链末端终止法和双链测序系统 , 用 [α-
32
P] d AT P

标记法在 Pharmacia公司的 DNA /RN A测序仪上测定克隆片段的核苷酸序列 .

2　结果与讨论

2. 1　含 p 35基因启动子和 HBs Ag基因的转移载体质粒的构建

含 p 35基因启动子和 HBsAg基因的转移载体质粒的构建详见图 1. 首先用 PCR方法

扩增出 AcN PV p 35启动子中含早晚期调控元件的区域 (- 92～ + 26)约 120 bp, 然后将此

片段插入到 pSX IVV I
+
X3的 EcoRⅠ 与 PstⅠ酶切位点之间 ,遂构建成含 p 35启动子的转移

载体质粒 pSX35 (图 1) . 然后参照文献 [6] , 用 Bam HⅠ酶从 puc8 /HBV质粒切下 HBs Ag

基因片断 ,并插入 pSX35质粒的 BglⅡ位点 ,得到由早晚期启动子启动 HBs Ag基因表达的

重组质粒 pSX35-HBs. 酶切鉴定及 DNA序列测定证实 p SX35-HBs含有正确方向的 Pp 35

和 HBs Ag基因 .

2. 2　含全期启动子盒的重组病毒的构建及 HBs Ag基因的表达

p SX 35-HBs质粒 DNA与无包含体并带 β -半乳糖苷酶基因的亲本株病毒 TnN PV-

SV I
-
G

[4 ]
DNA共转染草地夜蛾细胞 , 以形成多角体的白斑作为标记 ,通过空斑技术反复挑

纯 , 得到由全期启动子盒驱动 HBsAg基因表达的重组毒株 TnN PV-SX 35-HBs. 不含 Pp 35

的对照毒株 TnN PV-HBs由同样方法获得 .

对重组病毒 TnN PV-SX35-HBs的 EcoRⅠ酶切分析证实已将 HBsAg基因及启动子区

域 ( 1 500 bp) 反方向插入野生型多角体基因 5 '端 (使原 EcoRⅠ -I片断由 7 500 bp变成

9 000 bp) , 由于同时还将载体质粒上的 EcoRⅠ酶切位点引入原 EcoRⅠ -I片断 , 因此重组

毒株中的 EcoRⅠ -I片断消失 ,而代之以 3 700 bp和 5 300 bp的 2条带 ,后者与原 EcoRⅠ -
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图 1　重组质粒 pSX35-HBs的构建

Fig . 1　 Construction of p SX35-HBs

图 2　病毒 DN A的 EcoRⅠ 酶切图谱

Fig. 2　 EcoRⅠ dig estion pat tern of vir uses

aλDNA /EcoRⅠ + HindⅢ ; b TnNPV-SX35-HBs;

c TnNPV-HBs; d wild-type AcN PV

K片断重合在一起 (图 2) .

重组毒株 TnN PV -SX35-HBs感染 Sf细胞后的固相放免定量分析结果显示 , 表达 HB-

s Ag的时间提前 ,而且产量显著提高 . TnN PV-SX35-HBs感染细胞 4 h ( 4 hours postinfec-

tion, 4 hpi)即能检测到 HBsAg基因的表达 ; 24 hpi的表达量可达 159× 10- 3
IU /mL,比对

照 ( TnN PV-HBs)的 24 hpi的表达量提高了 1. 8倍 ; 96 hpi的表达量为 199. 8× 10- 3
IU /

m L, 亦高于对照的 96 hpi峰值 (图 3) .

图 3　 HBsAg表达量

Fig. 3　 Expression lev el o f HBs Ag

a TnNPV-SX35-HBs; 　 b TnNPV-HBs
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2. 4　具全期启动子盒杆状病毒表达载体的特点

外源基因产物的高效表达 , 是基因工程产品得以推广应用的重要条件 ; 而目的蛋白的

提前表达 , 不仅为快速高产地获得表达产物提供了保证 , 而且使产物的翻译后修饰加工具

备了充足的时间 . 因为表达产物具有正确结构和活性对其应用是至关重要的 . 本研究结果

表明 ,加入 p 35启动子后不仅使外源基因的表达时间明显提前 ,亦可使其表达量显著提高 .

m RN A引物延伸试验结果显示 (图 4): 2个晚期启动子 PSyn和 PX IV在 2株重组病毒中的转录

起始位点基本一致 . 本研究采用的 AcN PV p 35启动子序列是从- 92～ + 26.该序列包含了

Pp 35早晚期转录起始位点、 T ATA Box和上游激活区域 . 早期激活元件由上游的 GC和

CGT基序构成 , 分别位于 - 91～ - 75, - 57～ - 30区段 . 如图 4所示 , Pp 35在重组病毒

TnN PV-SX35-HBs中有 2套转录本 ,其转录起始位点位于 T TA AG( L)和 CAT AGC( E)区

域 . 前者的 TAAG是晚期启动子 ( L) 的特征性基序 , 杆状病毒强的晚期和极晚期启动子

转录起始位点是 AT AAG,稍弱的起始于 TT AAG, G TAAG
[8 ]
; 后者位于前人报道的 Pp 35

早期转录起始位点 ( E) [ 9 ]区域 . 早期的转录本保证了外源基因在早期的有效表达 ; 晚期的

转录本则增强了外源基因的晚期表达水平 . 因此 , 本研究构建的全期高效表达的杆状病毒

载体系统 ,除具备传统杆状病毒载体系统的优点
[ 4 ]
外 ,还由于载体中 3个串联的早、晚期启

动子 , 可使外源基因从病毒感染早期开始持续表达 , 表达量亦显著提高 . 此外 , 我们还将

此系统应用于高效广谱基因工程病毒杀虫剂的研制 , 即将昆虫毒素基因插入该系统 , 构建

成全期高效表达毒素基因的杆状病毒杀虫剂 , 其杀虫效果显著增强 (另文发表 ) .

图 4　转录产物示意图

Fig. 4　 Diag ram o f the primer ex tention products

a TnNPV-SX35-HBs; 　 b TnNPV-HBs
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Construction and Application of A Baculovirus Trans fer

Vecto r with Whole-Phase Promo ter Cassette

Wu Wenyan
 　Wang Xunzhong　 Long Qingx in　Qu Shirui　Pang Yi

Abstract　 The promo ter o f p 35 gene, which is highly activ e a t early stag e of vi ral replica-

tion cycle and possesses bo th early and late regula to ry elements, wa s fused to the repo rter

g ene encoding hepati tis B vi rus surface antig en ( HBsAg ) and inserted into the plasmide

pSX IVV I
+
X3 with la te and very late ( synthetic and XIV ) promo ters to yield a new trans-

fer v ecto r plasmid pSX35-HBs wi th a w hole-phase promoter casset te. The recombinant

baculovi rus designa ted TnN PV-SX35-HBs w ith occlussion plus ( OCC
+ ) w as also success-

ful ly const ructed, w hich contained the HBsAg gene under the t riple contral o f the p 35,

Syn, and X IV promo ters. The expression products o f HBs Ag gene could be detected a t 4

hours postinfection (hpi ) . And the expression level o f HBs Ag driv en by th e w hole-phase-

promo ter cassette w as increased by 1. 8 and 0. 6 fo lds compa ring w ith that driv en by the

la te /v ery la te promo ters a t 24 hpi and 96 hpi, respectiv ely. These data suggest that the

expression time of foreign gene w as moved up, and the expression lev el w as signi ficant ly

increased by the recombinant baculovi rus due to the added Pp 35. The m RNA was isola ted

f rom cells at the indica ted times af ter infection for primer ex tension. Six ex tension prod-

ucts of Pp 35 w ere generated, and thei r initia te sequences w ere TT AAG and CATAGC,

showing that they w ere the late and ea rly ini tiate si tes, respectively , fo r gene transcrip-

tion.

Keywords　 Baculoviuses v ecto r, who le-phase promo ter casset te, p 35 promoter, HBsAg ,

m RNA primer ex tension
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