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A c N P V 增强子 hr s 增强 H B s A g
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`
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,
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摘 要 用形成包涵体 O( o c
+ ) 并能利用人工合成启动序列和多角体 xl v 启动子表达外

源基因的转移载体质粒 p S X I v V +I X 3 将多角体基因
、

乙型肝炎病毒表面抗原 (H sB A g ) 基

因和曹糟丫纹夜蛾核型多角体病毒 (A c
N P V ) 的增强子 h r s 部分序列同时插入无包涵体的粉

纹夜蛾核型多角体病毒 T n N P V
一

S v l
一

G 基因组中
,

得到两株高效表达 H sB A g 基因又形成包

涵体的重组病毒 T n N P V
一

hs
r

35
一

O C C
+
和 T n N P V

一 s h r
26

一

O C C
+

.

对重组病毒的酶切鉴定
、

D N A 斑点杂交和 Sou t h er n bl ot 分析证实
,

外源基因及其相应的启动子和增强子序列已正确

插入病毒基因组中
.

插入顺序中
,

h r s 增强子是插入 H sB A g 基因下游
,

多角体基因与 H sB A g

基因方向相反
.

` 25 卜固相放射免疫检测和 w es t er n b l ot 结果表明
,

H sB A g 基因在昆虫离体

细胞中得到高效表达并保留了抗原活性
.

T
n

N Pv
一

hs
r

26
一

O c C +
和 T n

N P v
一 s

hr 35
一

O C C +

表

达的 H sB A g 蛋白与没有插入增强予序列的重组病毒 T n
N P v 一 H sB 85

一

O c c
十
的比较

,

分别提

高了 40 %和 46 %
.

关键词 增强子
,

重组杆状病毒
,

乙型肝炎病毒表面抗原基因
,

增强作用

分类号 Q 78

昆虫杆状病毒作为真核表达的理 想载体
,

已成为分子 生物学和基因工程研究的热

点
〔̀ 〕

.

杆状病毒正如许多病毒一样
,

含有增强子 e( n
ha cn

e r ) 功能的重复序列多个
,

如首

楷
`

r 纹夜蛾核型多角体病毒 ( A c N P V ) 有增强子 5个
.

这些增强子均位于表达最强的基

因
,

即后期的多角体
、

p l o
、

衣壳
、

核心碱性蛋白基因和早期的 3P 9 基因的侧翼
,

其 中增

强子 hr s 可使滞早期 39 K 启动子控制的氯霉素乙酞基转移酶 (C A T ) 基 因的表达增强

1 0 0 0 倍
〔 2〕

.

h r s 的增强作用与方向性无关
,

并可在与启动子相隔一定距离的地方起作用
;

还可调节异源启动子
、

调高转录受控基因的 R N A 聚合酶量等等
〔 2〕

.

在瞬时检测体系中
,

h r s 对后期多角体基因的启动子亦有影响
〔 3 ,

.

把增强子应用于重组杆状病毒的组建
,

以提高外源基因的表达尚未见有报道
.

本研

究是把 A c N P V 增强子 h r s 的部分序列分别插入重组粉纹夜蛾核型多角体病毒中后期表

达的外源基因 H sB A g 基 因下游以提高 H sB A g 的表达量
,

并探讨人为插入增强子对病毒

后期基因的调控与表达的影响
.
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1材料与方法

. 1 1病毒与细胞

粉纹夜蛾核型多角体病毒 ( T nN PV) 引自英国自然环境研究委员会病毒所 (C E R N
,

I n s t i t u t e o f V i r o l o g y
,

O x f o r d
,

E n g l a n d )
.

含合成启动子和 p
一

半乳糖昔酶基因的无包涵

体粉纹夜蛾重组亲本毒株 T n N P V
一

S V I 一 G 由本实验室构建
〔们

.

所用昆虫细胞为草地夜蛾 ( SP od oP t er a f卜“ g iP e
dr a) 细胞系 IP L B 一 2 1

,

引自英国自

然环境研究委员会病毒所
.

重组病毒毒株在草地夜蛾离体培养细胞中的增殖均按前文
〔5〕

所述方法进行
.

.1 2 质粒构建

质粒构建主要参考 S a m b or o k 等方法
〔6〕

.

限制性内切酶和连接酶购 自 P or m eg
a 和

B oe hr in ge
r M a

im he in 公司
,

反应条件按厂家所附使用说明
.

含 乙型肝炎病毒 ( ad w 型 )

D N A 的质粒 p U C S /H B v 来自法国巴斯德研究所
.

含 A o N P V 增强子 h r s 完整序列的质

粒 p H Ip Q 为美国 G e o r g i a
大学 L

.

K
.

M i l le r
教授惠赠

.

转移载体质粒 p S X IV V I+ X 3 (不

含翻译起始密码子 ) 为本实验室构建
〔们

.

.1 3 病毒的重组
、

筛选与鉴定

将构建的含 H sB A g 基 因和 A c N P V h r s 增强子序列的质粒 D N A 和无包涵体的亲本

毒株 T n N P V
一

S V I一 G D N A 共转染草地夜蛾离体培养细胞
,

在 X
一

ga l 的 1%琼脂糖半固体

培养基中挑选形成包涵体的白色病毒蚀斑
,

经反复空斑纯化
,

得到含 H sB A g ,

h r s 序列

和多角体基因的重组毒株
.

病毒 D N A 的分离提纯
、

酶切 电泳
、

D N A 斑点杂交按文献
〔 5〕
方法

,

D N A S ou t h e m 杂

交分析则参照文献
〔 6〕
方法

.

1
·

4 H B s A g 的检测与鉴定

病毒感染细胞的浓度和细胞浆液的制备按前文
〔5〕
所述

,

检测用
’ 2 5

1
一

乙肝表面抗原
-

抗体固相放免双检药盒 (北京 中国原子能科学研究院同位素研究所产品 )
,

反应条件按厂

家所附使用说明
.

检测仪器为 F J
一

2 0 0 8G / A 型 自动 羊免疫计数器
.

W es t e r n
杂交分析参照文献

〔 6〕
.

其中
,

S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶 电泳
,

分离胶浓 度为

12 %
,

浓缩胶为 3% ;
用抗 H sB A g 阳性人血清偶联的酶标 S P A 免疫反应检测结合到硝酸

纤维素膜上的 H B s A g 蛋白
,

2 结 果

.2 1 含 H B s A g 基因与 h r s 序列的质粒构建

质粒构建如图 1 所示
.

首先 用 B gl E 酶切质粒 p s x l v v l + x 3
,

接入 正确方 向的

p U C s / H B V D N A B a m H I 片段
,

得含 H B s A g 基因的转移载体质粒 p s x IV V I+ X 3
一

H B s
.

而后将质粒 p H IP Q 用 E co R V 和 aS ll 酶切
,

得到 A c N P V 增强子 h r s 序列
,

并将之插入

p SX I V V I+ X 3
一

H B s
的 Sm a l

一

S a l l 窗口
,

遂构建成含 H B s A g 基因和 h r s 部分序列并能形成

多角体的转移载体质粒 p SX + 一 s
hr 35 和 p SX + 一 S h r 26

.
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图 1 含 H B

S
A g 基因和 A

c N P v h r s 序列形成多角体的转移载体质粒的构建

F i g
·

1 C o n t r u e t io n o f t h e O C C + t r a n s f e r v e e t o r p l a s m i d s p S X
+ 一 s h r 2 6 a n

d p S X
+ 一 s h r

3 5
,

e o n t a i n i n g a
H B

s
A g g e n e a n d p a r t i

a l s e q u e n e e o f A e
N P V h r s e n h a n e e r

S a l l 酶切 p S X长 s h r 2 6 和 p S X 长 s h r 3 5 的结果表明
,

由于插入 了 H B s A g 基 因

( 1
.

4 k b ) 和 h r s 的部分序列 ( 0
.

4 和 0
.

6 k b )
,

因而它们分别增大为 7
.

6k b 和 8
.

o k b
,

较

p S X I V V I+ X 3增大 1
.

s k b 和 2
.

o k b
,

而较 p S X IV V I+ X 3
一

H B s
增大 0

.

4 和 0
.

6 k b (图未显

示 )
.

进一步对 p SX + 一 s h r 3 5 和 p S X + 一 s h r 2 6 用 S a c l 和 S a l l 双酶切鉴定结果
,

表明上述

两质粒 D N A 除产 生 与含 H B s A g 基 因 的质粒 p s x l v v +l x 3 一 H B s D N A 大小 相 同

(7
.

Zk b ) 的酶切片段外
,

还分别产生大小约 0
.

37 k b 和 0
.

64k b 的酶切小片段 (图未显

示 )
.

据此
,

可确认上述两个质粒为含 H sB A g 基因并分别插入 A c N P v h r s
一

大
一

小片段的

重组质粒
.

2
.

2 含 H B s A g 墓因和 h r s 序列病毒的重组及其 D N A 分析

重组质粒 p s x + 一 S h :
26 和 p s x 十 一 s h r 35 D N A 与带 件半乳糖昔酶基 因的多角体缺陷

型亲本毒株 T n N P V
一

S V I 一 G D N A 共转染草地夜蛾细胞
,

通过病毒空斑技术挑选形成多

角体的病毒蚀斑和反复空斑纯化
,

得含 H sB A g 基因和 h r s 序列的重组病毒 T n N P v
一 s hr

2 6
一

O C C +
和 T n N P v

一 s h r 3 5
一

o c c +
.

经用含 X
一

ga l 的半固体培养基做空斑测定
,

证实无兰

斑形成
,

即不混有亲本毒株 T n N P V
一

SV I一 G
.
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染后 96 h
,

分别高出 40 %和 46 %
.

对上述两株重组病毒感染的细胞总蛋白 W es t e m 杂交分析 ( 图未显示 ) 结果更表明
,

感染细胞合成的 H sB A g 蛋白具有免疫原性
,

H sB A g 蛋白主要是 由分子量为 1 k8 D
,

25 k D

和 35 k D 的多肤组成
.

3 讨 论

杆状病毒载体系统均是以外源基因取代病毒复制后期高效表达的多角体基因或 p 10

基因为基础而建立起来的
〔4 〕

.

考虑到动物病毒中增强子具有调控后期基 因转录的效能
,

我们以含 H B s A g 基因并能形成多角体的重组病毒 T n N P V
一

H sB 8 5
一

O C C +
为基础

,

组建了

在 H B s A g 基 因下游侧翼插入 A c N P V 增强子 h r s 部分序列的重组毒株 T n N P V
一 s hr 2 6

-

O c c + 和 T n N P v
一 s h : 35

一

O c c +
.

插入 h r s 序列后
,

H B s A g 基因的表达获得明显提高
,

提

高幅度达 40 % ~ 46 %
.

本研究中
,

由于 H sB A g 基因是以人工合成启动子和多角体 X IV

启动子串联起动的
,

故有理 由认为
,

h r s 除对最晚期的多角体启动子有影响外
,

应还对合

成启动子转录起始序列 (主要是依据晚期启因一衣壳基因的序列合成的
〔7〕 ) 起主要作用

,

因此
,

H B s A g 在较早时期就获得了较高的表达
.

还应指出的是
,

在本研究中为方便转移载体质粒的构建
,

是将 h r s 的完整序列酶切为

一大一小的两个片段后再分别插入 H sB A g 基 因下游的
.

重组的两 株病毒中仅是增加了

h r s 的部分序列
,

H B s A g 基因的表达就得到了明显的增强作用
,

这表 明增强子 h r s 的部分

序列除对前期启动子的表达有增强作用外
〔3〕 ,

它对后期启动子 (多角体 X IV 启动子和人

工合成启动序列 ) 启动的外源基因表达的增强作用亦并不需要其完整序列的存在
.

并且
,

插入的 h r s 序列是在与多角体 X I V 启动子和合成启动序列相隔一定距离的地方起作用

的
,

这亦印证 了杆状病毒增强子的调控增强作用除与受控基因的距离
、

方向无关外
,

还

可在与启动子相隔一定距离的地方起作用的论点
〔3〕

.

两重组病毒株中
,

插入 h r s 大片段

的 T n N P V
一 s h r 3 5

一

O C C +
表达的 H B s A g 量 比插入 h r s 小片段的 A e N P V

一 s h r 2 6
一

O C C + 要

高
,

分析其原因可能主要在于 h r s 两片段中增强子序列的差异以及侧翼序列的影响
.

插

入 h r s 增强子的完整序列能否更大幅度提高外源基因的表达
,

正在进行研究中
.

乙型肝炎病毒表面抗原 ( H sB A g )
,

无论血源的还是痘苗病毒和哺乳动物 C H O 细胞

表达的
,

都有两个基本的单体
,

即分别为糖基化的 G P 27 和无糖基化的 P 24
,

C H O 细胞

表达的还有双糖基化的 G P 30 单体
.

本文应用 w 能t e r n bl ot 检测到两株重组病毒表达的

H B s A g 蛋 白主要 由分子量为 25 k D
,

35 k D 和 1 8 k D 的多肤组成
,

推测前 2 个多肤 ( P 2 5 和

P 3 5) 应分别是无糖基化和糖基化的 H B s A g 单体
,

而 P 18 可能为上述多肤在昆虫细胞内

受部分降解的产物
.

而分子量更低的一些阳性带
,

亦应为降解产物或是由于翻译后修饰

程度不一所致
〔5〕

·

在昆虫杆状病毒载体系统中
,

重组 H B s A g 基因以两种 以上形式表达的

亦多有报道
〔 4〕

.

当前
,

杆状病毒作为无公害生物杀虫剂 已应用于农林害虫的防治
.

但由于杆状病毒

的寄主较专一
,

致死时间较长 (一般要 5一 6 d 以上 )
,

因此
,

大大影响了它的实际应用与

推广
.

目前
,

正通过基因工程方法加以改造
,

以提高其杀虫广谱性的同时缩短其杀虫时

间
,

在重组病毒中人为插入增强子 由于能使外源基 因在较早 (如感染后 24 h 前 ) 可获得
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较高的表达
,

因此
,

这不失为一种可借鉴的方法
.
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