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柞蚕核型多角体病毒载体表达系统

基因工程研究进展

张春发 刘淑珊 范 琦 李广泽

(辽宁省农科院大连生物技术研究所 国际野蚕研究中心
,

大连
,

1 160 23)

摘要 柞蚕是冲卜野外饲养的经济昆虫
,

它以蛹滞育越冬
,

主要分布在我 国东北部山区
。

我国柞蚕

年产茧量 6 万 t 左右
,

占世界柞蚕茧产量的 90 % 以上
.

柞蚕核型多角体病毒 (A p N P V) 属杆状

病毒科 A 亚组
,

是柞蚕脓病的病原体
,

对柞蚕蛹十分敏感
。

建立柞蚕核型多角体病毒载体表达

系统
,

以柞蚕蛹为宿主昆虫进行外源基因的大量表达生产
,

具有成本低
、

安全
、

易管理
,

可工业化

生产等特点
。

本文概述柞蚕核型多角体病毒载体基因工程研究的进展
,

其中包括核型多角体蛋

白基因的克隆
,

核昔酸序列分析
, n讯N A 起始点的确定

,

转移载体的组建及所载外源基 因在昆虫

细胞和柞蚕体内的表达等
。
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近年来
,

以昆虫杆状病毒为载体
,

表达外源基因的研究发展较快
。

由于杆状病毒载体具

有所用的核多角体蛋 白基因启动子效率高
,

外源基因插人容量大
,

重组病毒对人
、

畜无害
,

所

表达的外源蛋白的抗原性
、

免疫源性和生物学功能等均与天然蛋 白质相 似等 特点
,

所 以
,

有

关这一方面的研究 日益受到人们 的重视
。

1 组建柞蚕核型多角体病毒 (A pN P V )转移载体的重要意义

1 9 8 3 年
,

美国科学家 G
.

E
.

S m it h 等采用基因工程技术首先建立了首楷银纹夜蛾核 型多

角休病毒 (A
c N P V )载体表达系统

,

即以 A c N P V 为载休
,

用培养的昆虫细胞 (如 S gf )为宿主

进行外源基因的表达
。

从那以后
,

该载体表达系统得到了深人的研究和广泛应用
,

一系列高

效表达载体相继建立
,

大量来 自不同物种的基 因在该载休表达系统中得到高效表达 ( L u ck
o w

e t a l
,

一9 8 8二R a n k i n e t a l
,

1 9 8 8 )
。

由于 A e N p V 载体表达 系 统 的宿 主 为 昆虫 细 胞
,

在

目前条件下大量培养昆虫细胞价格高
,

技术复杂
,

设备要求严格
,

影响了实际应用 1 9 8 5 年
.

日本科学家 S
.

M ea d a
等建立了家蚕核型多角体病毒 (B m N P V )载体表达 系统

,

使外源基 因

在家蚕幼虫活体中得到表达
,

虽然表达量高
,

成本低
,

但幼虫 需 人工饲养
.

若 大量生产在技

术操作上仍有很多不便
。

为了解决上述这些问题
,

科学家们 进行 了大 量 的研究探 索
,

其 中

方法之一就是寻找和建立理想的以活体昆虫为宿主的昆虫杆状病毒载体表达系统
。

柞蚕 (A nt h e r a e a p er n iy )是我国特产
,

其资源丰富
,

产量稳定
。

柞蚕以 蛹滞育越冬
,

蛹

期长
,

自然状态下蛹期可达半年 ;人工控制可达 1年 二蛹个体大
,

易保存管理
,

更无需饲养
,

适合工

厂化生产的需要 ;而且其茧皮仍可被加工利用
。

柞蚕核形多角体病毒是柞蚕脓病的病原体
.
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与 A c N P V和 B mN P V同属杆状病毒科 A亚组
.

病 毒基 因组 为单一双链环状 D N A分 子
.

约含 1 30
xI O 3 b

。

A pN P V的宿主范围比较窄
,

迄今为止
,

只发现它与天蚕和蓖麻蚕 N P v 有交叉

感染
。

对人
、

畜
、

禽等安全无害
。

因此
,

组建 A p N P V 转移载休
,

在柞蚕蛹活休内进行外源基

因的高效表达
,

从而建立起柞蚕 N P V 载休表达系统
,

不仅对促进基因工程产业化 以及提高

柞蚕业的经济和社会效益具有重要的实 际意义
,

而且对进一步开展柞蚕及柞蚕 N P V 的分

子生物学研究也有重要的理论意义
。

2 组建 A p N P V 转移载体的方法

建立柞蚕 N P v 载休表达系统
,

首先是组建 A p N P v 转移载休 ;其次是 将外源基 因克隆

到所组建的载体中
,

与野生病毒 D N A 一起转染宿主细胞
,

在细胞内经杂 交重组形成载有 外

源基因的重组病毒
。

与 A c N P v 和 B m N P V 相比
,

有关 A p N P V 病毒分子生物学方面的研究报道较少
。

1 9 8 2

年
.

张春发等从辽宁地 区典型的患柞蚕核型多角体病的病蚕休内分离纯化 A p N P v 一 D N A
,

进行 了感染柞蚕蛹试验及 限制性 内切酶酶谱分析
。

19 8 7 年
.

胡裕文等对 A p N P V 核多 角体

蛋白基因进行了定位和克隆 (胡裕文
,

19 8 7)
。

19 90 年
.

张春发等采用人工合成寡核营酸引导的点

突变方法
,

将 A p N P V 核多角体蛋 白基 因起始密码 A T G 突变为 A T T
,

组建了 A p N p V 转移载

体
。

但将外源基因克隆到该载体后
,

其重组质粒 D N A 与野生 A p N p V 一 D N A 一起转染柞蚕

卵巢 原代细胞 (刘 淑 珊等
,

19 8 8)
。

一 直未 获成 功
。

这期 间
,

华 南 农 大 的研究 人 员 也 对

A pNP V 一 D N A 进行了研究
。

19 9 2 年
,

张春发等采用双脱氧 D N A 序列分析方法
,

对含 A p N P V 核多角体蛋白基 因的

D N A 片段进行核营酸序列分析
,

测得 A p N P v 核多角体蛋白基因全编码序列及其 5
`

端和 3
`

端侧翼部分非编码序列 ( 1 0 75b p ) (张春发等
,

19 9 2 a)
。

结果表明
,

A p N P V 核多角体蛋白由

7 35 个核昔酸序列编码
,

245 个氨基酸组成
,

其核昔酸序列与 A c N P V 和 B m N P V 同源性较

高
,

分别为 7 9
.

6% 和 8 1
.

6%
。

但其与 5
’

端和 3
’

端 侧翼 序列 与 A c N P V 和 B m N P V 相 比差

异显著
,

特别是控制该基 因表达 的 5
’

启 动子调 控序列 (n t 一 2 一 一 6 1) 部 分
,

A c N P V 与

B m N P V 完全相 同
,

而 A p N P V 在此区域却有 20 个核营酸序列发生变异
,

在其对基 因表达

起决定性作用的 8 个高保守核昔酸序列 T A A G T A T T (nt 一 4 4 一 一 5 1) 中就有 两个 核昔酸

不相同
?

采用引物延仲 ( P ir m e r c xt en
s io n) 法

,

对 A p N P V 核多角体蛋白基因 m R N A 转录起

点进行测定查明
.

该起始点位于 该基 因调控序列 12 个核昔酸高保守 区的 nt 一 50 位 点
,

与

A e N P V 相似
。

在上述研 究 的基 础上
,

张春 发等 开始 进行 A p N P V 转移载 体 的组建
。

首先组 建 了

p A p M 74 O转移载体
。

该载休采用点突变的方法去掉了 A p N P V 核多角休蛋 白基 因的起始

密码 (A T G 突变 为 A T T )
,

保留了对外源基因高效表达的 R N A 转录起重要作用的 5
’

端调

控序列和对外源基因的翻译有重要影响的 A T G 后部分 ( 14 1b p )编码序列
。

该载体的外源

基因克隆位点为 n t + 14 1
、

B a ln H I 切点
。

在昆虫杆状病毒 A c N P V 载体表达机制的研究中
,

发现起始密码 (A T G )后一段编码序

列对外源基因 的高效表达有显著的影响
,

但究竟保 留多少编码序列表达量最佳
,

尚无定论
。

为探讨此表达机制
,

组建 A p N P v 高效表达载体
,

在转 移载体 p A p M 74 O 基础上
,

采用聚合

酶链反应 (p o ly m
e r a s e C h a i n R e a e t i o n

,

p C R )方法
,

分别将 n t + 2 一 + 14 0
,
n t + 9 一 + 14 0

和 nt + 3 7 一 十 14 0 切掉
,

组建了 p A p M 7 41
、

748 和 73 6 系列转移载体
,

其外 源基 因克隆位

点分别在 n t + 1
.

n t + 8
.

n t + 3 6 均为 B a m H I 切点
。
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3外源基因在柞蚕蛹活体中的表达

为了确证所建的 4个转移载体的表达功能
,

根据 A p N P V 和 A c N P V 核多角体蛋 白基

因具有较高的同源序列特点
,

将 D E 蛋白基因 (含 1
.

5 X l o , b )分别克隆到 p A p M 7 4 0
,

7 4 1
,

7 4 8

和 73 6载体中
,

制备重组质粒 D N A
,

并分别与 A c N P V 野生 D N A 一起转染对 A c N P V 病毒

敏感的 sf g 细胞
。

待细胞发病后
,

以 D E 蛋白特异抗休进行免疫荧光检测
。

结果表明
,

供试 4

个载体所载的 D E 蛋白基因均得到表达
,

证实所组建的 p A p M 7 40
,

7 41
,

7 48 和 73 6 载休均

具有表达功能
。

将人白细胞介素 4 (I L 一 4) 基 因分别克隆到 p A p M 741 和 7 4 8 载休中
,

与柞蚕

N P V 一 D N A 一起转染柞蚕卵巢原代细胞
。

十几天后
,

镜下观察转染细胞 出现多角体
。

收

集转染液
,

抽提 D N A
,

合成人 白细胞介素一 4 基因特异引物进行 P C R 检测
,

结果发现 I L 一 4

基 因条带存在
,

表明该基因已整合到柞蚕 N P V 一 D N A 基因组中
,

重组成功
。

根据上述转染实验的结果
,

将载有 D E 蛋白基因的 p A p M 7 4 8 a 重组转移载体 D N A 与

A p N P V 一 D N A一起转染柞蚕 蛹
,

并于室 温孵 育
。

大 约转 染 1周后
,

蚕 蛹 体 表 发 生病理

变化
,

呈感染柞蚕脓病症状
。

大约转染 ZO d 后
,

蚕蛹组织溃烂
。

取蚕 蛹休液镜下观察
,

有大量

多角体病毒存在
。

收集转染蚕蛹休液
,

抽提 D N A
,

以合成的 D E 蛋 白特异序 列的寡核营酸

为引物进行 P C R 测定
,

结果发现 D E 基因条带
。

经酶谱分析和序列测定证实 D E 蛋 白基 因

已重组到 A p N A v 基 因组中
。

为了证实转染蚕蛹形成的病毒 的稳定性
,

将转染发病的蚕蛹

体液 以 G ar ee 培养基进行 10 倍稀释
,

分别稀释成 1 0 “
.

10
一 2 1 0

’ 月 和 1 0
一 “ 浓 度

,

并 分别 感

染柞蚕蛹
。

半月后
,

感染的蚕蛹陆续发病
,

其发病顺序依次是感染高浓度稀释液至低浓度稀

释液
。

发病蚕蛹呈典型的病毒蛹病症和病变
。

镜下观察有大量柞蚕核角体病毒存在
。

为了

进一步证实 D E 蛋 白是否被表达
,

取病毒蛹体液
,

用 D E 蛋 白特异抗休
,

进行 免疫沉 淀和

S D S 一 P A G E W
e s t e r n b l o t t i n g 检测

,

并以 A e N P V 一 S f g 载体表达系统表达的 D E 蛋 白

作对照
,

结果 发现 D E 蛋白基因确 以非融合蛋白形式在柞蚕蛹休内表达
,

初步与 A c N P V 载

体表达系统比较其表达量
,

要高 25 倍 以上
。

至此
,

以柞蚕 N P V 为载体
,

以柞蚕 蛹活体为宿

主表达外源基 因的柞蚕 N P V 载体表达系统组建成功
。

4 柞蚕 N P V 载体表达系统的特点

与 A c N P V 和 B m N P V 载体表达系统相比
,

柞蚕 N P V 载体表达系统有以下一些特点 :

( l) 柞蚕核多角体蛋 白基因启 动子启动效率高
。

A p N p v 核多角体比 A c N P v 和 B m N p v

核多角体个体大
。

核昔酸序列分析证实
,

柞蚕 N P V 核型多角体蛋白基因的启动序列有近 1 / 3

与 A c N P V 和 Bm N r V 不同
。

在对表达起决定性作用的 8 个保守核昔酸序列中
,

柞蚕 N P V

就有 2 处发生替换
,

而 A c
N P V 和 B m N P V 核多角体蛋白基因的启动序列几乎全部相 同

。

(2)

建立了柞蚕 N P V 一 D N A 和重组质粒 D N A 直接转染柞蚕蛹的技术
,

使 昆虫杆状病毒载体

表 达技术更加简便
,

重组率高
。

( 3) 表 达量高
,

成本低
。

柞 蚕蛹休 主要 组织 为脂肪 体
,

对

A p N P V 十分敏感
,

感染后整个蛹体组织几乎全部溃烂
,

与杆状病毒感染的培 养细胞相 比
,

其感染率要高得多
。

一个柞蚕蛹的表达量相 当于 A c N P V 载体表达系统 30 0 m L 培养基正

常培养的细胞的表达量
,

其成本大大降低
。

(4) 表达生 产设备简单
,

技术操作简便
,

易管理
。

感染后蚕蛹只要置于室温 ( 18 一 20 ℃ )下即可
,

待蛹发病
,

组织液化
,

过滤离 心除 去杂 质 即

可进行蛋 白纯化
。

而 A c N P V 载休表达系统
,

大量培养细胞需高质量的培养罐
,

设备价格 十

分昂贵 ;培养过程要求条件 严格
,

技 术难度大 ;采 用家蚕 病毒 (B m N P V ) 载体表 体 系 统时
,
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由于幼虫做活休宿主
,

在管理上注射感染重组病毒和防止污染上都有很大困难
。

(5) 综合利

用柞蚕资源
。

由于是用蛹进行外源基因的表达生产
,

不影响柞蚕幼虫吐丝做茧
,

柞蚕茧皮剖

开后
,

仍可制成短纤维为人所用
,

达到综合利用柞蚕资源的目的
。

5 今后研究工作的热点

围绕着对柞蚕 N P V 载休表达系统的实际应用
,

还有许多课题需深人研究
,

主要是
:

( l)

建立柞蚕 N P V 敏感细胞系
,

为采用空斑方法纯化重组病毒提供宿主细胞
。

这项工作难度

较大
,

国内已有几个实验室在开展此项研究工作
,

但目前为止
,

还未有突破性进展
。

(2) 利用

柞蚕蛹为活体表达宿主
,

在外源蛋白的分离纯化上与昆虫细胞为宿主不同
,

需针对性探索建

立一套相 应的分离纯化方法
。

(3 )对 A p N P V 核多角体蛋白基因调控机制以及与其它基 因间

关系等方面还需进一步研究
,

以期建立高效表达载体
。

我们建立的柞蚕 N P V 载体表达系统
,

是目前世界上第 3个杆状病毒的载体表达系统
,

为昆虫杆状病毒载体表达系统家族又添一个新的成员
。

相信用不了多久
,

人们就可利用这

一载体表达系统生产人类需要的稀有的生物活性物质
,

同时它也将改变传统柞蚕 业的产业

结构
,

为人类带来极大经济效益和社会效益
。
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