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重 组 杆 状 病 毒 的 研 究
.

1
.

带标记的多角体转移载体质粒的构建

王殉章 谢伟 东 龙萦新

( 昆虫学研 究所
、

生物工程研 究中心

摘 要

用大肠杆菌刀
一

半乳糖普酶基因
,

杆状病毒 E T L启劝子和含多角体辈因的病 毒 D N 人片

段构建了多角体转移载体质粒 p E z G L
,

还对其特广
_

、进行了讨论
.

关键词 杆状病毒
,

首落尺镬
,

转移载休质粒
,

启动子

昆虫杆状病毒载休系统由于具有许多独特优点 〔` ’ 2〕已成为生物工程少数几个重要的

外源基因表达载体之一 据统计
,

目前国际上已超过 1 50 家实验室从事这方面研 究 〔3〕 .

几十种外源基因也 已在昆虫体系 中获得了表 达 〔` ’ 2〕 .

其中
,

昆虫杆状病毒载体体系表达

生产的人免疫缺 陷型病毒 ( H I V ) 囊膜抗原作为第一个拟用于 预防艾滋病的基因工 程疫

苗
,

于去年得到了美国食品和药物管理局 ( F D A ) 批准上人体试验 〔 2〕 .

我们曾重组能表达多角体— 半乳糖昔酶融合蛋白 墓 因 的 粉纹夜蛾 (升 i从 。
川

。 : l’a

衍 ) 核型多角体病毒 ( N P V ) T n N P V一 g a l F 7 〔` 〕
.

木文报道多带一个启动子及 标 记

基因的非融合蛋白基因转移载体的构建
.

我们以含首借尺镬 (A
、 lo gr

。如 : ca ljz
。 : : i ` 。 )核

型多角体病毒 (A
o N P V )多角体基因的质粒 p A T P I B S` ’

、

含 A c N P V E T L 早期启 动子

和介半乳糖普酶 (口
一
ga l) 基因的质粒 p QW G I/ 刀 g a 扒

5 〕以及常用的 克隆载体 p U C S为

材料
,

组建了 A c N P V非融合蛋 白基因转移载体质粒 p E Z 3 8 ,

还构建了在 多角体 启动子

下游区插入带 A c N P V E T L 启动子 庄 g a l 标 记基因的转移载体质粒 p E Z G L
.

两种质粒的构建如图 1所示
.

p U C S 先用 B a m H I和 E c o R工酶切
、

K le n 。 w 聚 合酶

处理 并连接 以 消 除 B a m H I
、

E c o R I 切点得 p U C S / B E
.

p E 3Z 8 的 接 头 来 白 美 国

tS ar at 沙 en 公司的多用途克隆质粒 p B L U E S C R I P T S K (
+

)
.

D N A 序列分析 结 果表

明
,

接头 与多角体翻译起始密码子 A T G 中的 A 相接
.

用该质粒作转移载体重 组 的病

毒
,

就可应用多角体启动子高效表达外源非融合蛋白基因
.

p QW G I /口 g a l 中 E T L 编

码区的消除采用 P s lt 完全酶解及 A s u 亚部分酶切的方法
,

琼脂糖凝胶 电泳回收 目 的 片

木文 1 9 8 8年 9月 2 日收到

. 王殉章在美国佐治亚大学遗传和昆虫系完成 D N A序列分析
.
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段后
,

M
u n g 一

b e a n
核酸酶处理使其成平端再连接

,

这使 p QW A P /夕 g a l 中 E T L 的

A T G 和卜 ga l 基因的阅读框一致
.

为使插入的 介 g a l 不至于过大
, p QW A P /口 g a l 用

N
r
lu 完全酶解和 M l lu 部分酶切 ( l

a c Z 还有 M l lu 切点 )
,

回收所需片段
,

K l e n o w 聚

合酶处理变平端再连接
,

除去约 1
.

2 K b的 L a o A 部分
,

得 p QW A P E朋 ga l
.

因 p QW G 工

/夕g a l中 2 6 7 b p的 M l u
l/ E 。 。 R l片段含有两个方向相 反的

“ A A T A A A ”
多 聚 (人 ) 信

号 〔” 〕 ,

我们将该片段保留并接到 p E Z G L 上
.

利用多带一个启动子的标记基因重组
、

筛选昆虫杆状病毒的工作
,

国内外 未 见 报

导
.

带拼 g al 标记基因的多角体转移载体质粒 p E Z G L的构建
,

使重组的病毒多了一个遗

传标记
,

筛选工作更趋于简单
、

稳定
,

尤其是应用异源病毒 D N A 片段组建的转 移 载

体
,

重组频率比较低 〔 `〕或在昆虫原代细胞上挑选重组病毒
,

病毒斑不很 明 显 的 情 况

下
,

应用这种转移质粒
,

预计更具有优越性
.

采用这些转移载体质粒
,

我们已重组并筛

选 出利用多角体启动子表达 乙型肝炎病毒表面抗原基因的重组杆状病毒 ( 另文发表 )
.

本系统的建立的意义还在于为昆虫杆状病毒载体休系同时表达两种不 同外源基因的工作

探索一条新的途径
.
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图 l 转移载体质粒 p E 2 3 8 ( 5
.

2 k b ) 和

p E Z G L ( l o
.

Z k b )的构建
,

卜民制

性内切酶用字 母表示
:

A
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一
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一

X h o l
.

多角体启动子方向如图逆时 针实

箭头所示
,

E T L启动子方向为顺

时针实箭头所示

F 19
.
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