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关键词 D N A 重组
,

杆状病毒
,

粉纹夜蛾
,

刀
一

半乳糖普酶基因

以昆虫杆状病毒 ( B ac ul 。沉 , su ) 为载体
、

昆虫虫体和昆虫细胞为受体的基因工程
,

是目前正在开拓的富有前途的新领域之一 〔 ` 〕
.

杆状病毒载体系统的优点在于
:

对外源基

因的容量大
; 病毒基因组能提供一个可插入外源基因而对病毒复制本身不受影响的非必

需区 (多角体基因 )
,

同时提供一个极强的启动子
,

使植入的外源基因能高效表达
;
能大

规模低成本地饲养寄主昆虫
,

从而有可能大量获得具有重要经济价值的外源基因表达产

物 , 杆状病毒对人
、

畜
、

植物安全
,

无致病作用
.

目前已在实验室中研究成功人的有拼 干

扰素基因 〔“ 〕 、 a 一干扰素基因 〔“ 〕和流感病毒血球凝集素基因 〔4 〕在此系统中的高效表达
。

杆状病毒中的 A亚组
,

即核型多角体病毒 ( N P V )
,

其基因组为单一分子的双股 环

状 D N A
,

大小约 1 3 k0 b
。

病毒在昆虫细胞核中复制增殖
,

形成一种直径为 O
。

5一 5产m的蛋

白质包涵体一多角体
,

每个多角体包埋多个病毒粒子
。

多角体蛋 白多肤的 分 子 量 约为

3 0 0 0 0道尔顿
,

这种蛋 白多肤在细胞感染后期占细胞总蛋 白量的 25 呱以上
。

粉纹夜蛾 ( T : ic 入oP uI : ia :
i) 核型多角体病毒 ( T n N P V )是一种已有详细研究的病

毒
,

这种病毒的分子生物学特性与首着尺镬 ( A : ot g la p加 ca lI’ f o1 nt’ ca ) 核型多角体病毒

( A c N P V ) 颇为接近
,

极易在离体培养的草地贪 夜蛾 ( S P o d oP t e二 f : ;
娜p。 , d a

) 细胞

中复制 〔 5 ;
.

我们以含 A e N P V D N A H i n d l 一 F
,
V

,
T片段的质粒 D N A p G P

一
B 6 s 7 4 / S a

l 〔
“ 〕

为转移载体
,

与粉纹夜蛾 N P V D N A对草地贪夜蛾细胞的共转染
,

重组出含大 肠 杆菌

价半乳塘昔酶基因的粉纹夜蛾核多角体病毒 T n N P V 一
护 1 F 7 ,

其重组频率约为 1 / 1 5一

2 0 X 1 0“ .

该重组病毒在含有X 一 g al ( 5 一嗅
一 4一氯

一 3一叫噪节
一 D 一
半乳糖昔 ) 的琼脂糖半固

体细胞培养基中形成清晰的蓝斑
。

以蓝斑和不形成包涵体为标志
,

通过类似空斑测定程

序 〔 7〕进行反复挑选便可纯化听需的重组病毒
。

经过连续 多 次 传 代 证 明
,

重 组 病毒

T n N P V 一 g al F 7在遗传上是稳定的
。

本文于 1 9 8 7年 1 月收到
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重组病毒 T
n
N PV 一 g a1F 7的 DN A经限制性内切酶 B am H l酶解分析表明

,

在其基因

组内插入了一个大小约 9
。
Z k b的外源 D N A片段 ( 图 1 )

.

S D S一聚丙烯酸胺凝胶 电 泳 结

果表明
:

T n N P V 一 g al F 7感染的细胞不再合成分子量为 3 3 0 0 0道尔顿的多角体蛋白
,

而

大量合成分子量约为 12 0 0 0 。道尔 顿 的 蛋 白 质 ( 图 2 )
.

用 质 粒 D N A p G P
一
B 6 8 7 4 /

S al 重组 A o N P V的研究〔 “ 〕以及本实验结果的分析
, 1 2k0 蛋 白为多角体

一

半乳 糖 昔酶融

合蛋白
。

由于我们是应用 A o N P V D N A片段组建的转移 载体来重组 T n N P V一 ga lF 7 ,

故融合蛋 白的 N 一末端
,

即多角体蛋 白部分
,

是由 A c N P V还是 由T n N P V多角体 基因

编码
,

目前还无法确定
。

此外
,

多角体
一

半乳搪昔酶融合蛋白基因起始 密 码 子 上 游 区

( 包括启动子 ) 是来自A c N P V或 T n N P V
,

也尚未清楚
。

五
_ _

性

图 1 病毒 D N A的限制性内切酶 B a m 图 2 草地食夜蛾细胞蛋白的 S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶
H l酶解图谱 电泳

、

考马斯亮蓝染色图谱
A为野生型 T n N P V , A为未感染细胞 ; B和 C为重组病毒 T n N P V

-

B为重组病毒 T n N P V
一
g a l F 7

.

g a l F 7感染细胞 , D 和 E为野生型 T n N P V

箭头所指为插入的外源 D N A片 感染细胞
.

B和 D 为感染后 24 小时 ; C和 E为 48

段 ( 9
.

2 k b ) 小时
,

F为标准分子量蛋白
.

上粗箭头所指为多

角体
一

半乳糖普酶融合蛋白区带 ( 12 0 0。。道尔

顿 ) ; 下粗箭头所 指 为 多 角 体 蛋 白 区 带

( 3 3 0 0 0道尔顿 )

在挑选重组病毒的过程中
,

我们偶然选到一株具有包涵体
、

且能在含X 一
ga l 培养基

中形成蓝斑的病毒 T n N P V龟 al A 4
。

此病毒株与无包 涵 体 的 T n N P V 一
乒 1 F 7比较

,

冬半乳糖昔酶基因的表达水平低
,

在相同条件下作空斑测定时
,

前者经 5 天才 出 现 蓝

斑
,

后者只需要 2 天
。

T n N P V 一 g al A 4在遗传上亦不稳定
,

估计为半乳糖昔酶 基 因插

入 T n N P V基因组内另一非必需区所致
。

本项研究说明
,

杆状病毒的重组并非必须使用同源病毒的转移载体
.

本研究工作还

为具有重大经济价值的外源基因在以杆状病毒为载体的昆虫细胞受体系统中的高效表达

奠定了基础
。
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