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含合成启动子的重组杆状病毒研究
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( 足虫学研 究所 )

摘 要

以含大肠杆菌户 半乳糖普酶基因
,

及人工合成启动子的三种转移载体 质 粒
: p S V I

`

G
,

p S V I
一

G和 p S W V I
一

G
,

重组了三株带人工合成启动子
、

驱动户半乳糖普酶基因的粉纹夜 蛾

核型多角体病毒 T n N P v
一

S v l
一

G
,

T n N P v
一

S V I
+

G及 T n N P V
一

S W V 工
一

G
.

其 中 T n N P V
-

S V I
’

G形成多角体
,

T n N P V
一

S W V I
一

G 保留了多角体启动子
.

它们为遗传上稳定
、

均一的

病毒
,

接种感染草地夜蛾细胞后
,

2 5小时可测到户半乳糖普酶的活性
,

50 小时达最高
,

8叼
、

时后开始下降
.

实验表明
:

保留野生型多角体启动子
,

对合成启动子表达外源基因有增强作

用
,

但保留启动子与保留多角体基因
,

则有抑制人工合成启动子表达外源基因的作用
.

关键词 杆状病毒
,

合成启动子
,

半乳糖普酶基因

杆状病毒作为外源基因的载体
,

外源基 因在 昆虫细胞或虫体中的表达通常达不到正

常多角体基因的表达水平 〔 `〕
.

为了提高外源基因的表达
,

越来越多研究者的兴趣 被 吸

引到对杆状病毒后期基因启动子调控机理的研究
。

杆状病毒后期表达的基因
,

通常都能有较高的表达水平
,

它们包括多角 体
、

lP o
、

衣

壳和核心碱性蛋白
,

其中多角体基因表达最强烈
.

前人 的研究发现
,

这些后期表达基因

的启动子都有一个特异的转录起始序列
“

A A T A A G
” ,

后期 m R N A 都起始于 其中 或 附

近的某个碱基
,

除去或改变此保守序列或其下游的碱基序列
,

都将导致带多角体启动子

的外源基因失去转录活性或降低表达量 〔 z
~

g〕
.

本实验室参照首猎尺镬核型多角体病毒 ( 刀
: ot gl

o P加 ca il oj ,
一

耐 ca N P V ) 多角体
,

p l o ,

病毒粒子衣壳和核心碱性蛋白基因启动子的保守序列
,

设计合 成 了含 92 和 96 碱

基的互补寡核昔酸
,

作为杆状病毒后期启动子
,

并以此构建了含多角体基因的转移载体

质粒 P S V +I
,

对 P S V I
+

含氯霉素乙酞基转移酶 ( C A T )基因的系列质粒 作 了 瞬 变 检 测

( tr a
sn ie nt a s s a y )

,

结果表明
,

C A T酶基因在人工合成启动子控制下
,

在昆
.

虫细胞

中的表达
,

比在常规杆状病毒载体系统中
,

利用野生型多角体启动子的表达高 60 % ( 王

询章等
, 19 8 9 )

.

本研究在此基础上
,

通过构建带人工 合成启动子及大肠杆菌半乳糖昔

酶 ( 简称介 g a l ) 基因的转移载体质粒
,

重组出带合成启动子价 g al 基因的粉纹夜蛾核型

多角体病毒系列
,

检验这些重组病毒在昆虫细胞 中的表达水平
,

进而研究野生型多角体

启动子和多角体基因
,

对人工合成启动子外源基因表达的影响
.

本文 1 9 8 9年12 月 15 日收到



第 3期 邓 日强等
:

含合成启动子的重组杆状病毒研究

1材料和方法

1
.

1病毒和细胞

粉纹夜娥 ( T :ci llo PI
。旅 a耐 )核型多角体病 毒 ( T n N P V )

,

用 草 地 夜 蛾 ( S P o d c创
。 :

一

;

丈。 加eP 耐a) 细胞增殖
.

细胞培养基为 T C 一 1 00 加 10 肠胎牛血清 〔` 。 〕
。

1
.

2 质粒构建

含价半乳糖昔酶基因 ( L ac
z

)的质粒 p S K 1S 05
,

由 L io
s K

.

M ill
e r
教授提 供

。

从 泣

p S VI
+ 、 p S VI

一

与 p S W v l
一 ,

含有 A o N P v 的 P v u 亚片段
,

片段中间插有人工合成启 功
。

p S V I
+

在人工合成启动子的反方向有完整的野生型 T n N P V 的多角体基因 及其启动
.

p S W V 工
一

则在合成启动子的反方向有野生型多角体基因的启动子 (王殉章等
, 1 9 8 。 )

.

3 病毒的雷组及筛选

参考文 〔 1 1 , 1幻关于 D N A 转染细胞的方法
,

将转移载体质粒 D N A 和病 毒 D N A 共

子子.1

转染细胞以实现重组
,

并筛选出含外源基因的病毒
.

1
.

4 外源基因专化活性测定

蛋白质含量的确定
,

参照文 〔1 3 〕的方法
,

并以牛血清白蛋 白作标准
.

重组病毒在靖

养细胞中表达的务半乳糖昔酶是通过其分解 O N P G (邻硝基苯谓
一 D 一毗喃半乳糖昔 )的能

力来确定它们的表达水平的 〔 ’ ` , ’ ” 〕
.

2 结 果

2
.

1 含 p
一
半乳糖替醉基因带人工合成启动子质粒的构建

首先将带人工合成启动子的 质 粒 p S V +I
、 p S V I

一 、 p S W V I
一 ,

分 别 用 E 。 。 R V 与

S a 。 亚酶解
,

电泳分离提纯大片段
;
而含 L ac Z基因的质粒 p S K 1S 05

,

则用 P s t l 酶解
,

M u n g be
a n
核酸酶处理使其变平端

,

而后用 S ac l 酶解
,

电泳分离提纯大片段
.

将两

个大片段分别连接后转化大肠 杆 菌 J M 1 09
,

在 含氨节青 霉 素 ( 10 0拼g / m l ) 及
x 一 g a l

( 2 2 0产g / m l )的平板上挑选蓝色菌落
,

从中选出 p S V I
十

G
、 p S W V I

一
G和 p S V I

一
G 3 种质

粒
,

它们的 D N A
,

经酶切证实均含有 L ac Z基因
.

3 种质粒的构建如图 1 和图 2 所示
.

2
.

2 含 p
一
半乳糖普酶 基因的重组病毒的组建

将质粒 p S V I
一

G
、

p S W V I
一

G D N A 分别与野生型 T n N P V D N A 共转染草地 夜蛾

细胞
,

在含
x 一 g al 的半固体琼脂糖培养基上

,

挑选并经反复空斑纯化
,

得 2 株形成蓝 色病

毒噬斑
,

而不形成多角体重组病毒毒株
,

定名为 T n N P V 一 S V I
一

G和 T n N P V 一 S W V I
一

G
,

病毒 D N A 酶解分析表明
,

在 T n N P V 基因组中插进了外源基因 ; 质粒 p S V工
咔

G D N A 则

与含乙型肝炎表面抗原基因的粉纹夜蛾重组病毒 T n N P V 一H B s D
`

D N A ( 不形成多角

体 ) ( 龙繁新等
,

1 9 8 9 ) 共转染 fS 细胞
,

挑选蓝色并形成多角体重组病毒株
,

定 名为

T n N P V 一 S V I
+

G
。

其 D N A经酶解电泳分析
,

表明 T n N P V 一 H B S D
`

中的 H B s A g 墓因
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已为质粒 D N A中的 L a c Z基因所取代
.

上述所挑选的重组病毒经 3次克隆
,

证实为遗传

上稳定
、

均一的毒株
。
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图 1 转移载体质粒 p S V+I G的构建

F s g
.

1 C o n s t r u e t i o n o f t r a n s f e r

v e e t o r P S V I
十

G

图 2 转移载体质粒 p S W V I
一

G和

p SV I
一

G的构建

F i g
.

2 C o n s t r u e ti o n o f t r a n s f e r

v e e t o r s p S W V I
一

G a n d P S V I
一

G

2
.

3 3种不同重组病毒中卜半乳糖替酶基因的表达规律

重组病毒 T n N P V一 S V I
一

G
、

T n N P V一 S W V I
一

G和 T n N PV一 S V I
+

G
,

分别以 Z o p f u
/

细胞 的病毒量感染草地夜蛾细胞
,

于 2 6℃中培养不同时间
.

25 小时后可测到细胞 中有

介半乳糖昔酶活性
,

其中 T n N P V 一 S V I
一

G和 T n N P V 一 S W V I
一

G 感染 的细胞
,

夕
一
半乳糖

昔酶活性 56 小时达高峰
,

为每毫克蛋白每 分 钟 分 解 O N P G 18 n m o l ( 即 18 单位 ) ; 而

T n N P V 一 S V I
+

G 感染的细胞价 g al 专化活性增加缓慢
,

病毒感染后 1 40 小时 还 未 达
一

高

峰
,

细胞中的 价 g al 专化活性比前两种重组病毒感染的低 (图 3 )
.

3 种上述重组病毒感

染的培养细胞
,

其培养基上清在感染后 50 小时才能检测到 户 g a l 活性
, 1 0 。小时后 达 到

峰值
,

为 22 单位 (图 4 )
。

3 种 T n N P V 重组病毒感染细胞的拼 g al 活性
,

以接种病毒 T n N P V 一 S W V 工
一

G 的最

高
,

T n N P V 一 S V I
一

G感染的次之
,

T n N P V 一 S V I
+

G感染的最低
.

3 讨 论

3 种重组粉纹夜蛾病毒感染草地夜蛾细胞后
,

都能够表达户半乳糖普酶基因产物
,

其表达水平以 T n N P V 一 S W V I
一

G最高
,

T n N P V 一 S V I
一

G次之
,

T n N P V 一 S V工
十

G 最低
.

T n N P V 一 S W V I一 G表达最好
,

说明保留的野生型多角体启动子
,

对合成启动子表 达
’

外

源基因有增强作用
; T n N P V 一 S V 工

+
G表达较差

。

推测可能是由于多角体基因的大 量 表

达
,

竞争性地抑制了带人工合成启动子外源基因的表达
。
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图 3 重组病毒 T n N P V
一

S W V I
一

G ( O一 O )
、

T n N P v
一

S V工
一

G旧一口 ) 以及 nT N P v
-

S V I
十

G ( . 一 . ) 感染的草地夜蛾细胞经

不同时间测定的户半乳糖普酶专化活性

(纵座标的单位是每毫克蛋白每分钟分解
O N P G的毫微克分子 ( n m o l )数 )

F i g
.

3 K i n e t i e s o f 刀
一

g a l a e t o s
i d a s e a e t i

-

v i ty i n s夕 o d o P te r a

f
r “ 夕 i P o r d a e e l l s

i n f e e t e d w i t h r e e o m bi n a n t ba e u l o v i
-

图 4 重组病毒 T n N P V
一

S W V I
一

G ( O一 O )
、

T n N P V
一

S V I
一

G (口一口 )以及 T n N P、
『

S V I
十

G ( . 一 . ) 感染草地 夜娥 细胞

后
,

其上清培养基经不同时间测定的

刀
一

半乳糖普酶专化活性
( 纵座标的单位是每毫升培养基每分钟

分解 O N P G 的毫微克分子 ( n m ol ) 数 )

F 19
.

J K i
n e t i

e s o f 刀
一

g a l a e t o s
i d a s e a e t主

-

v 1 t y i n e e l l
一

f r e e t i s s u e e u l t u r e

m e d i
a o b t a

i n e d f r o m 5
.

f
r u 夕i夕e r j a

e e l l e u l t u r e s i n f e e t e d w i t h r e e o -

r u s e s T n N P V
一

S W V I
一

G ( O 一O )
s

T n N P V
一

S V I
一

G (口一口 )
,

la n d T n N P V
-

S V I
+

G

( S p 。 c i f i。

n a n o m o l e s

. 一 . )
a e t i v i t y

( . 一 r e s P e e t i v e l y
.

o f O N P G

r e P o r t e d

e l e a v e d

“

兰
P 七 r

m i n u t e p e r m i l l i g r a m o f P
r o t e i n )

皿 b i n a n t b a e u l o v
i

r u s e s T n N P V
-

S W V I
一

G ( O 一 O )
,

T n N P V
一

S V 工
一

G

( 口一口 )
, a n d T n N P V

一

S V I
斗

G

( . 一 . ) r e s p e e t i
v e l y

( S p e e i f i
e a e t i v i t y 15 r e

P o r t e d a s

n a n o m o l e s o f O N P G e l e a v e d p e :

m i n u t e Pe r m i l l i l i t e r o f t i s s o e

c u l t u r e f l u i d )

将大量纯化的重组病毒 T n N P V 一 S V I
+

G
、

T n N P V
一

S W V I
一

G
、

T n N P V 一 S V I
一

G 与

带野生型启动子的含拼半乳糖昔酶的重组病毒 T n N P V 一 g a l F
7 ,

分别感染草 地 夜 娥 细

胞
,

比较价半乳糖昔酶活性结果显示
,

用人工合成启动子驱动的户半乳糖昔酶基因表达

效率仍较低
,

与瞬变检测结果不一致
,

未能达到预期的效果
。

目前
,

N P V用于表达外源基因
,

通常是以多角体基因为插入位点
,

利用多 角 体 蛋

白在病毒复制后期大量表达的特点
,

依靠多角体启动子驱动外源基因的表达
,

从而高效

生产有较大经济价值的蛋白质
。

由于这种重组病毒已经不再表达多角体蛋白
,

因而不再

形成多角体
.

这种重组病毒通常是利用离体培养细胞来表达外源基因的
.

培养基上清中

细胞逸出的感染性病毒粒子
,

可用于培养细胞的感染
.

若在虫体中表达
,

则重组病毒必

须通过注射感染
。

重组病毒通过感染虫体来我达外源基因产物
,

目前还较少
,

但外源井
: 因在虫体内血

淋巴 的表达量比在离体培养细月刨音养液中的量高 10 倍 以上 〔 ’ e , ’ 7〕 ( 龙肇新等
, J 9 8 9 )

.

用离体培
一

养细胞来生产外源基因产物
,

由于培养基所需要的血清价格昂 贵
,
叭 加 了 伙

本
.

用人工饲料大规模饲养 昆虫
,

成木低廉 ( 庞义
, 1 9 8 8 )

.

找们以质粒 p界V l
十

为 生础

重组了表达外源介半乳糖昔酶基因又形成多角体的重组病毒 T n N P V 一 S V I
十

G
,

经 三 次

克隆和多次在离体细胞中传代
,

证实为遗传上稳定的病毒
.

但重组病 毒利用人工合成启

动子炎达外源纂因产物的效率尚较差
,

因此
,

今后可考虑改良人工合成启动子
,

使其子七
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有更高的表达强度
,

使重组病毒既大量表达外源基因
,

又形成适量的多角体
,

可以作为

口服感染下一代幼虫和用于研究基因工程病毒杀虫剂
。

一

〔 1 〕

〔 2 〕

〔 3 〕

〔 4 〕

〔 5 〕

〔 6 〕

〔 7 〕

〔 8 〕

〔 9 〕

〔1 0〕

〔 1 1〕

〔1 2〕

〔 1 3〕

〔 1 4〕

〔 1 5〕

〔 1 6〕

〔 1 7〕

参 考 文 献

L u e k o w V A e t a l
. ,

B f o
/ T e e 入,: o l o g y

,

6 ( 1 9 8 8 )
,

4 7一 5 5

H o o f t v a n I d d e k i n g e e t a l
. ,

犷 i
r o l o 夕夕

,
1 31 ( 1 9 8 3 )

,
5 6 1一 5 6 5

R o h r m a n n G F
,

J
.

G e o
.

厂 f r o l
. ,

6 7 ( 1 9 5 6 )
,

1 4 9 9
一

5 3 1

B l i s a r d G W e t a l
. ,

犷 f
r o l o g 夕

,

1 69 ( 1 9 8 9 )
,

1 7 8
一

8 9

K u z i o J e t a l
.

, 犷 f r o l o 夕少
,

1 39 ( 1 0 8 4 )
,

4 1吐~ 4 1 8

W i l s o n M E e t a l二 J
.

犷 f r o l
. ,

6 1 ( 1 9 8 7 )
,

6 6 1一 6 6 6

P o s s e e R D e t a l
. ,

N “ c l e i e
.

A e 宕d
.

R e s
. ,

1 5 ( 1 9 8了) 1 0 2 3 3 ~ 2 0 2遭3

R a n k i n C e t a l
. ,

G e 。 召 ,

7 0 ( 1 9 8 8 )
,

3 9~ 4 9

S m i t il G E e t a l
, ,

M o l
.

C e l l
.

B ` 0 1
. ,

3 ( 1 9 8 3 )
,

2 1 5 6一 2 1 6 5

G a r d i n e r G R e t a l
. ,

J
.

I n 口` r t e b r
.

P a r h o l
. ,

2 5 ( 1 9 7 5 ) 3 0 3一 3 0 7

K e l l y D C e t a l
. ,

A n ” a l e s d e 犷 i r o l o g f e ,

13 2 E ( 1 9 8 1 )
,

2 4 7一 2 5 9

S m i t h G E e t a l
. ,

J
.

犷 i r o l
. ,

4 6 ( 1 9 8 3 )
, 5 8 4~ 5 9 3

L o w
r y 0 H e t a l

.
, J

.

B i o l
.

C h e m
. ,

1 93 ( 1 9 5 1 )
,

2 6 5 ~ 2 7 5

M i l l e r J H E x P口 r `m e n t s ”̀ 优 o l e c u l o ; 夕e n 召 t宕e s ,

C o l d S p r i n g H a r b o r L a b o r a t o r y
,

C o l d S P r i n g H a r b o r ,

N e w Y o r k
,

1 0 7 2

P e n n o 。 k G D e t a l
. ,

M
o l e e u la r a n d C e l翻 l a r B i o l o g 夕

,

4 ( 1 9 8 4 )
,

3
,

3 9 9 ~ 二0 6

M a e d a 5 e t a l
. ,

N
a t u r e ,

3 15 ( 1 9 8 5 )
,

5 9 2 ~ 5 9 4

M a r u m o t o Y e t a l
. ,

J
.

G e n 厂 f r o l
. ,

68 ( 1 9 8 7 )
,

2 5 9 9 ~ 2 6 0 6

R e e o m b i n a n t B a e u l o v i r u s

u n d e r t h C C o n t r o l o f a

F o r e i g n G e n e E x P r e s s i o n

S y n t h e t i e P r o m o t e r

D e n g R i口i a n口 W
a n g X u n Z人a n g P u Z h e l o n g

A b s t r a e t

R e e o m b i n a n t T r f e h o P l u ` i a n i N P V d e , i g n a t e d T n N P V
一

S V I
一

G
,

T n N P V
一

S W V I
一

G

a n d T n N P V
一

S V I十 G r e s P e e t i v e l y w o r e e o n s t r u e t e d
.

A l l t h e s e r e e o m b i n a n t s e o n t a i n

a p a s s e n g e r g e n e ,

E s e h o r
f c h f

a e o l￡夕
一

g a l a e t o s i d a s e (刀
一

g a l )
, 。 n d e r t h e e o n t r o l o f a

s y n t h e t i e p r o m o t e r b a , e d o n t h e e o o s e r v e d s e q u e n e e s o f A u t o 夕 r a P h a e a l￡f
o r n ` c a

N P V l a t e p r o nr o t e r s
.

A d d i t i o n a l [ y
,

b o t h T n N P V
一

S W V I
一

G a n d T n N P V
一

S V I
+

G

e o n t a
i n t h e p o l y h e d r i n p

r o m o t e r ,

b u t m i n u s a n d p l u s t h e e o d i n g r e g i o n r e s
p

e e t i
v e 工y

i n o p p o s i t e o r i
e n t a t i o n t o t h e s y n t h e t i e p : o 二 o t e r a n d 刀

一
g a l g e n e

.

R e s : : l t s o f 刀
一

g a l

a e t i v i t y d e t e r m i n a t i o n s i n d i e a t e d t h a t t h e e x p
r e s s i o n o f 口

一
g a l g e n e 1 5 t e m p o r a l l y

c o n t r o l l e d b e g i
二 n i

n g l a t e i n i n f e e t i o n ( 2 5 h
.

p
.

1
.

)
.

A m a x i m a l l e v e l o f e x p r e s s i o n



第 3期 邓 日强等
:

含合成启动子的重组杆状病毒研究 1飞1

不犷 a s a e h ie v e d b y 5 6 h
.

p
.

1
.

a n d t h e 刀
一

g a l a e t i v i ty d e e h n e d a f t e r 5 0 11
.

p
.

1
.

C o m P a r i s o n o f 夕
一

g a l e x P
r e s s i o o le v e l s in s

.

f
。 。 g iP e , d a e e l l s

T n N P V
一

S V I
一

G
,

T n N P V
一

S W V I
一

G )
a n d T n N P V

一

S V I
`

G r e s p 。 e t i
v e l y

i n f e e t e d w i t h

s h o w e d t la a 走

i n s e r t i o n o f t五e P o l y 五e d r i n P r o m o t e r a l o n e h a d p o s i t i v e e f f e e t s o n t h e s y n t h e t i
e

p r o m o t e r r e s u l t i n g i n i n e r e a s e d 刀
一

g a l e x P r e s s i o n w h i l e t h e p o l y h e d r i n p r o m o t e :

p l u s t h e e o d i n g s e q u e n e e h a d n e g a t i v e e f f e e t s l e a d i n g t o d e e r e a s e d o x p
r e s s i o n

.

T五e a d v a n t a g e s o f T n N P V
一

S V I
+

G s y s t e m i n f o r e i g n g e n e e x p r e s s
i o n a n d i t s

p o s s i b l e u s e 10 p e s t e o n t r o l w e r e二d i s c u s s e d
.

K e y w o r d s b a e u l o v i r u s , s y n t五e t i e p r o m o t o r ,

夕
一

g a l a e t o s i d
a s e g e n e

一 I n s t i t t : t e o f 乙 n t o m o l o g丁


