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介导分泌表达猪圆环病毒２型 Ｃａｐ蛋白的
重组杆状病毒的构建

张春雷，靳立明，叶　昱，张　杰，朱　俊，高又文，廖　明，樊惠英
（华南农业大学 兽医学院，农业部兽用疫苗创制重点实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：应用杆状病毒表达系统，将猪圆环病毒２型ＯＲＦ２基因插入供体质粒 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ ＤｕａｌｐＨ启动子控制下的多
克隆位点，引入ＥＧＴ信号肽取代ＯＲＦ２原有核定位信号肽以实现在昆虫细胞中分泌型表达，并在 Ｃ端融合６个组
氨酸标签以便于后期的纯化．将构建质粒转化ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞获得重组穿梭载体，提取重组 Ｂａｃｍｉｄ质粒．将
阳性重组Ｂａｃｍｉｄ质粒转染Ｓｆ９昆虫细胞，７２ｈ收集培养上清液获得重组杆状病毒．间接免疫荧光试验和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ表明，该重组杆状病毒可以在昆虫细胞实现猪圆环病毒２型Ｃａｐ蛋白的分泌表达．
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　　当前，猪圆环病毒２型（Ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２，
ＰＣＶ２）是严重危害世界养猪业的病原之一［１］．该病
毒与猪的多种疾病综合征有关，特别是断乳仔猪多

系统衰竭综合征（Ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃｗａｓｔｉｎｇ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＭＷＳ），还可导致猪呼吸道病综合征（Ｐｏｒ

ｃｉｎｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅｃｏｍｐｌｅｘ，ＰＲＤＣ）、猪皮炎／肾
病综合征（Ｐｏｒｃｉｎｅｄｅｒｍａｔｉｔｉｓａｎｄｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙｓｙｎ
ｄｒｏｍｅ，ＰＤＮＡ）等相关疾病［２４］．该病最早于１９９１年
在加拿大发现，其临床症状主要表现为呼吸道症状、

进行性消瘦、苍白发热及黄疸等．ＰＣＶ２主要侵害机



体的免疫系统，导致免疫抑制，造成继发感染，在猪

群中感染率非常高，给养猪业造成巨大的经济损

失［５６］．
ＰＣＶ２基因组为单股负链环状ＤＮＡ，基因组全长

１７６７或１７６８ｂｐ，共编码１１个开放阅读框架（Ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ），其中功能上以 ＯＲＦ１和 ＯＲＦ２
最为重要．ＯＲＦ１编码与病毒 ＤＮＡ滚环复制相关的
蛋白（Ｒｅｐ）［７］；ＯＲＦ２编码病毒的结构蛋白（Ｃａｐ），构
成病毒的核衣壳，是病毒的主要免疫原性蛋白［８９］，

所以关于ＰＣＶ２基因工程疫苗和诊断试剂盒的研究，
都主要集中在ＰＣＶ２Ｃａｐ蛋白上．

华南农业大学农业部兽用疫苗创制重点实验室

曾利用杆状病毒表达系统（Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍ，ＢＥＶＳ）表达 ＰＣＶ２Ｃａｐ蛋白，但重组
Ｃａｐ蛋白在Ｓｆ９昆虫细胞中以包涵体形式存在，而非
其天然活性状态，不利于其抗原表位的展示，导致该

蛋白的免疫原性不强，也不利于该蛋白的后期纯化．
因此，本研究拟通过引入 ＥＧＴ分泌型信号肽取代
ＯＲＦ２原有核定位信号肽（ＮＬＳ）以达到 Ｃａｐ蛋白分
泌出细胞的目的，并在ＯＲＦ２Ｃ端融合６个组氨酸标
签以便于后期的纯化，从而产生具有天然结构和更

高免疫活性的重组Ｃａｐ蛋白，为ＰＣＶ２基因工程疫苗
的研究提供新的选择．

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　毒株、菌种和细胞　ＰＣＶ２毒株、Ｓｆ９昆虫细
胞、大肠埃希菌 ＤＨ５α、ＤＨ１０Ｂａｃ菌株均由华南农业
大学农业部兽用疫苗创制重点实验室保存，ｐＦａｓｔ
ＢａｃＴＭＤｕａｌ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品．
１．１．２　主要试剂 ＥｘＴＭＴａｑＤＮＡ多聚酶、ｄＮＴＰ为大
连宝生物工程有限公司产品，Ｔ４ＤＮＡ连接酶和各种
限制性内切酶等工具酶均为ＮＥＢ公司产品，ＤＮＡ凝
胶纯化试剂盒、质粒抽提试剂盒为天根生化科技（北

京）有限公司产品，昆虫细胞培养基（Ｇｒａｃｅ）和 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产
品，胎牛血清为奥地利ＰＡＡ公司产品．抗 ＰＣＶ２的阳
性血清由华南农业大学农业部兽用疫苗创制重点实

验室制备并保存，ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ为Ｓｉｇｍａ
公司产品．
１．２　方法
１．２．１　ＥＧＴ信号肽基因的扩增和鉴定　根据 ＥＧＴ
基因序列设计引物，ＰＣＲ扩增 ＥＧＴ信号肽基因．Ｐ１：
５′ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＣＴＡＴＴＣＴＣＴＧＣＴＧＧＣＴＴＧＣＡ
ＣＴＧＣＴＧＴＣＴＡＣＧＣＴＴＡＣＴＧＣＴ３′，Ｐ２：５′ＧＴＧＴＴＧＡ

ＡＧＡＴＧＣＣＡＴＴＧＧＣＣＧＣＡＴＴＴＡＣＡＧＣＡＧＴＡＡＧＣＧＴＡ
ＧＡＣＡＧＣＡＧ３′，Ｐ１上游下划线部分为保护性碱基，
斜线部分为 ＳａｌⅠ酶切位点，ＡＴＧ为起始密码子．引
物Ｐ１和Ｐ２之间有２１个碱基互补，Ｐ１、Ｐ２互为模板，
用ＥｘＴＭＴａｑＤＮＡ多聚酶扩增 ＥＧＴ信号肽基因，预计
扩增长度为８４ｂｐ．ＰＣＲ循环参数为：９４℃预变性３
ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃退火４０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，
进行３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ．ＰＣＲ产物送上海
英俊生物公司进行序列测定．
１．２．２　去除核定位信号肽ＯＲＦ２（ｄＯＲＦ２）基因的扩
增和鉴定　根据 ＰＣＶ２ＯＲＦ２序列设计１对特异性
引物．Ｐ３：５′ＡＡＴＧＧＣＡＴＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＣＧＣＣＴＣＴＣ
ＣＣＧＣ３′，Ｐ４：５′ＴＧＣＴＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＴＧＧＴＧＡＴＧＡＴ
ＧＧＴＧＧＴＧＡＧＧＧＴＴＡＡＧＴＧＧＧＧＧＧＴＣＴＴＴ３′．其中，
引物Ｐ３与ＥＧＴ信号肽基因有１７个碱基的互补，Ｐ４
中下划线部分为保护性碱基，斜线部分为 ＨｉｎｄⅢ酶
切位点，波浪线部分为６个组氨酸编码序列．以克隆
载体ｐＭＤ１８ＴＰＣＶ２为模板，用ＥｘＴＭＴａｑＤＮＡ多聚酶
扩增ｄＯＲＦ２基因，ＰＣＲ循环参数为：９４℃预变性５
ｍｉｎ；９４℃变性 ４０ｓ，５６℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 １
ｍｉｎ，进行３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，预计扩增长
度为６０７ｂｐ，扩增产物送上海英俊生物公司进行序
列测定．
１．２．３　ＥＧＴ信号肽序列和ｄＯＲＦ２序列的ＰＣＲ融合
　ＰＣＲ反应体系为５０μＬ，取经纯化的 ＥＧＴ信号肽
和ｄＯＲＦ２产物各１５μＬ，引物Ｐ１和Ｐ４（２０ｐｍｏｌ／Ｌ）
各１μＬ，ｄＮＴＰｓ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，１０×ＥｘＴａｑＴＭ

Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ＥｘＴａｑＴＭ ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０５
μＬ，去离子水 ３５μＬ．用 ＥｘＴＭＴａｑＤＮＡ多聚酶进行
ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ循环参数为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４
℃变性４５ｓ，５６℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，进行３０
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，预计扩增长度为６７４ｂｐ，
ＰＣＲ产物前端带有ｓａｌⅠ酶切位点，后端带有ＨｉｎｄⅢ酶
切位点，并有 ６个组氨酸（Ｈｉｓ）标签，命名为 ＥＧＴ
ｄＯＲＦ２，扩增产物送上海英俊生物公司进行序列测定．
１．２．４　重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２的构建
与鉴定　将扩增的片段 ＥＧＴｄＯＲＦ２进行胶回收纯
化，然后用限制性内切酶 ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ进行酶切，
连接到经同样酶切消化的 ｐＦａｓｔＢａｃＴＭ Ｄｕａｌ载体上，
转化 ＤＨ５α感受态细胞，进行含氨苄抗性的平板筛
选，挑取阳性克隆进行摇菌扩增，小量提取质粒，用

ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ进行酶切，筛选得到阳性转移质粒
ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２．进行序列测定以验证插入序
列的正确性．
１．２．５　重组穿梭载体ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２的获得　
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将重组质粒 ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２转化 ＤＨ１０Ｂａｃ感
受态细胞，用三抗平板（Ｋａｎ、Ｇｅｎ和 Ｔｅｔ）进行蓝白斑
筛选，纯化白色阳性菌落，提取 Ｂａｃｍｉｄ质粒，用 Ｍ１３
通用引物鉴定穿梭质粒ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２．
１．２．６　重组杆状病毒ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２的获得　提取
纯化 ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２，利用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
将ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２转染 Ｓｆ９昆虫细胞，于 ２７℃
条件下培养，待出现细胞病变后，收集培养液上清液

即获得了重组杆状病毒ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２，并利用昆虫
细胞扩增种毒．
１．２．７　间接免疫荧光检测 Ｃａｐ蛋白的表达　用２４
孔板培养Ｓｆ９细胞至对数生长期时，接种重组杆状病
毒ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２，２７℃培养７２ｈ，至细胞出现病变
时，弃培养上清液，收获细胞，用预冷的 ＰＢＳ洗涤３
次，干燥后用预冷的丙酮 －乙醇（体积比３∶２）固定
液于－２０℃条件固定１５ｍｉｎ，以１∶２００稀释的鼠抗
ＰＣＶ２抗体为一抗，１∶１００稀释的ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠
ＩｇＧ为二抗，荧光显微镜观察结果．
１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定 Ｃａｐ蛋白的表达　收集感
染ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２的 Ｓｆ９昆虫细胞，用适量 ＰＢＳ重
悬，经适当处理后，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电转移至
ＮＣ膜，用００５ｇ／ｍＬ脱脂奶粉封闭２ｈ，ＰＢＳＴ洗涤
后，一抗孵育过夜，再用１∶１００００稀释的 ＦＩＴＣ标记
的羊抗鼠ＩｇＧ二抗孵育１ｈ，经 Ｏｄｙｓｓｅｙ双色红外激
光成像系统扫描，并观察结果．

２　结果
２．１　ＥＧＴ信号肽和ｄＯＲＦ２基因的连接结果

将含有 ＳａｌⅠ酶切位点的编码 ＥＧＴ信号肽基因
片段和含有 ＨｉｎｄⅢ酶切位点的 ｄＯＲＦ２片段进行
ＰＣＲ融合扩增，其产物用００１ｇ／ｍＬ琼脂糖凝胶电
泳进行鉴定，出现６７４ｂｐ条带，与预期大小一致（图
１），测序结果表明无碱基突变．
２．２　重组转移质粒ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２的构建

对重组质粒 ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２分别进行
ｓａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ单酶切和双酶切鉴定，单酶切消化后
产生大小约为５２００ｂｐ片段，双酶切后产生４５００和
６７０ｂｐ的 ２个片段，与预期大小一致（图 ２）．并对
ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２进行测序，证实无碱基突变．
２．３　重组穿梭载体 ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２的 ＰＣＲ

鉴定

　　将 重组穿梭载体 ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２转化
ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞后，经蓝白斑筛选，挑取白斑进
行菌液扩增，提取质粒用 Ｍ１３引物进行 ＰＣＲ鉴定，
ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳后，在３５００ｂｐ处可见

特异性条带，证明已成功获得重组 ＢａｃｍｉｄＥＧＴ
ｄＯＲＦ２（图３）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１，２：ＥＧＴｄＯＲＦ２的ＰＣＲ产物．

图１　ＥＧＴｄＯＲＦ２融合产物的ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｕｓｅｄＥＧＴｄＯＲＦ２ｂｙＰＣＲ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５０００；１，２：重组转移质粒 ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２的

ＳａｌⅠ单酶切产物；３：重组转移质粒ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２的ＨｉｎｄⅢ单

酶切产物；４，５：重组转移质粒ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２的ＳａｌⅠ和ＨｉｎｄⅢ
双酶切产物．

图２　重组转移质粒ｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２的酶切鉴定
Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｐＦａｓｔＢａｃＥＧＴｄＯＲＦ２

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５０００；１，２：重组穿梭载体 ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２的

ＰＣＲ扩增产物；３：以ｄｄＨ２Ｏ为模板的ＰＣＲ对照．

图３　重组穿梭载体ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２的ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｔｒａｎｓｆｅｒｖｅｃｔｏｒＢａｃｍｉｄＥＧＴ

ｄＯＲＦ２ｂｙＰＣＲ
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２．４　重组杆状病毒ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２的鉴定
利用脂质体转染法，将提取的重组穿梭载体

ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２转染 Ｓｆ９细胞，于２７℃培养，７２
ｈ出现细胞病变，主要表现为细胞变大、变圆、折光率
增强、膨胀等（图４）．

Ａ：ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２转染Ｓｆ９细胞（２００×）；Ｂ：正常 Ｓｆ９昆虫细胞

对照（２００×）．

图４　重组穿梭载体ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２转染Ｓｆ９细胞

Ｆｉｇ．４　Ｔｒａｎｓｆｅｃｃｔｅｄｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｓｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｔｒａｎｓｆｅｒｖｅｃｔｏｒ

ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２

２．５　间接免疫荧光鉴定Ｃａｐ蛋白的表达
重组杆状病毒感染Ｓｆ９细胞后，进行间接免疫荧

光试验．结果显示，重组杆状病毒 ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２感
染Ｓｆ９细胞后，能够与抗ＰＣＶ２血清发生特异性的免
疫反应，发出特异性的免疫荧光，并且荧光信号主要

分布在细胞膜上（图 Ａ），而野毒感染组未出现任何
荧光（图Ｂ），表明重组杆状病毒成功表达 Ｃａｐ蛋白
（图５）．

Ａ：感染ＢａｃｍｉｄＥＧＴｄＯＲＦ２的Ｓｆ９昆虫细胞（１００×）；Ｂ：野毒感染Ｓｆ９

昆虫细胞（１００×）．

图５　重组杆状病毒ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２的间接免疫荧光实验

Ｆｉｇ．５　Ｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｕｌｏｖ

ｉｒｕｓＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定Ｃａｐ蛋白的表达
Ｓｆ９昆虫细胞感染 ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２后７２ｈ，收集

细胞，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，在相对分子质量为
２８０００处出现特异性条带，而野生杆状病毒对照组则
未出现条带．表明重组杆状病毒能够在Ｓｆ９细胞表达
具有生物活性的Ｃａｐ蛋白（图６）．

Ｍ：蛋白质相对分子质量标准；１，２：感染ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２的Ｓｆ９昆虫细

胞；３：感染野生杆状病毒的Ｓｆ９昆虫细胞．

图６　重组杆状病毒ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

Ｆｉｇ．６　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２

ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

３　讨论

Ｃａｐ蛋白为ＰＣＶ２的核衣壳蛋白，是该病毒唯一
的结构蛋白，同时也是病毒主要的免疫原性蛋白，所

以关于ＰＣＶ２诊断和基因工程疫苗的研究，都集中在
Ｃａｐ蛋白上［８９］．Ｃａｐ蛋白的表达作为一个研究的热
点，已在不同系统中获得表达．陈春丽等［１０］利用

ｐＣｏｌｄＳＵＭＯ原核表达系统实现了 Ｃａｐ蛋白的可溶
性高效表达．宋云峰等［１１］利用伪狂犬病毒作为载体，

表达了Ｃａｐ蛋白．欧阳素贞等［１２］利用重组腺病毒载

体成功表达了 Ｃａｐ蛋白．樊惠英［１３］利用 ＢａｃｔｏＢａｃ
杆状病毒表达系统表达了ＰＣＶ２Ｃａｐ蛋白，并对所表
达的重组 Ｃａｐ的亚细胞定位进行了研究．王彦彬
等［１４］、Ｙａｍａｊｉ等［１５］和 Ｇｏｌｄｅｎ等［１６］通过引入一些信

号肽实现目的蛋白的分泌表达．
Ｃａｐ蛋白的 Ｎ端 ６５ａａ～８７ａａ、１１３ａａ～１４７ａａ、

１５７ａａ～１８３ａａ区域为病毒的主要抗原位点［１７１８］，其

中Ｎ端６９～８３ａａ和１１７ａａ～１３１ａａ抗原位点是型特
异性的ＰＣＶ２抗原位点，但由于ＯＲＦ２基因编码的 Ｎ
端４１个氨基酸为核定位信号肽［１９］，不包含主要的抗

原区域，但使得Ｃａｐ蛋白定位于细胞核．不利于其抗
原表位的展示，导致该蛋白的免疫原性不强，也不利

于该蛋白的后期纯化．因此，本研究通过引入ＥＧＴ分
泌型信号肽取代ＯＲＦ２原有核定位信号肽（ＮＬＳ），构
建了介导分泌表达ＰＣＶ２Ｃａｐ的重组杆状病毒．

间接免疫荧光试验表明，被重组杆状病毒感染

的Ｓｆ９昆虫细胞显示很强的荧光信号，并且其荧光主
要分布在细胞膜上，表明重组蛋白是以分泌型的形

式进行表达．进一步对重组杆状病毒 ＢｖＥＧＴｄＯＲＦ２
进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，在相对分子质量２８０００处出
现特异性条带，而野生杆状病毒对照组则未出现条

带，表明重组杆状病毒能够表达具有生物活性的Ｃａｐ
蛋白．但是在Ｓｆ９培养上清液中未检测到Ｃａｐ蛋白的
表达，经过分析，其原因可能是由于ＥＧＴ信号肽为外
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源信号肽，而非来自Ｓｆ９细胞，因此，表达的Ｃａｐ蛋白
虽然可以通过ＥＧＴ信号肽引导分泌到细胞外，但却
不能被 Ｓｆ９细胞所识别，不能被正确剪切掉，导致细
胞培养上清液中的 Ｃａｐ蛋白很少，从而检测不到该
蛋白的表达．这也与王彦彬等［１４］的研究结果一致．

同时，本研究在 Ｃａｐ蛋白的 Ｃ端融合进去６个
Ｈｉｓ标签，方便目的蛋白的后期纯化过程［２０］．并对病
毒感染后最佳收毒时间进行了筛选和优化，结果表

明，感染后７２ｈ时细胞病变最为明显，间接免疫荧光
最亮，表明此时蛋白的表达量最高，时间过长会产生

大量的细胞碎片，荧光反而会减弱．
本研究通过引入 ＥＧＴ分泌型信号肽，构建了介

导分泌表达 Ｃａｐ蛋白的重组杆状病毒，成功实现了
ＰＣＶ２Ｃａｐ蛋白的表达，但未有效地分泌到上清液
中，因此，我们下一步的工作将继续试用来源于 Ｓｆ９
细胞或者能被Ｓｆ９细胞所识别的信号肽，来提高细胞
培养上清液中目的蛋白的表达量．
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