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摘     要 
本文围绕杆状病毒泛素（ubiquitin, ubi）基因启动子结构及功能元件、杆状病毒 IE1及 hr3对

晚期 ubi 和极晚期 polh 启动子的作用、参与杆状病毒晚期基因泛素表达的病毒因子、耐高温β
-glucosidase在家蚕中的表达及纯化等方面作了一定的研究。 

（ 1）杆状病毒 ubiquitin 基因启动子结构及功能元件的分析  

克隆的启动子与 BmNPV T3株及 AcMNPV C6株 ubi基因启动子的同源性分别为 98.9％、99.5
％，二者之间的同源性为 92.8％。该序列中具有两个杆状病毒晚期基因转录起始位点 TAAG和两
个 TATA box，三个 CAAT。Northern blot证明杆状病毒 ubi为晚期表达基因，在病毒感染后约 12 h
或更早开始大量表达，并具有多个转录本。 

ubi 启动子区域缺失分析证明 Acubi 基因启动子对病毒因子的主要响应区在 ATG 上游
-595~-382 bp；而 Bmubi基因启动子中则主要位于 ATG上游-382~-124 bp；在 ATG上游-383~-187 
bp的 196 bp启动子片段，含有一个 TAAG、CAA T基序和 TATA box，也具有启动子的活性。 
对 ubi 启动子进行突变分析发现，TATA box 和 TAAG 突变后均能降低该启动子的活性，而

CAAT突变却可以提高启动子的转录活性大约 3至 4倍左右。 

（ 2）杆状病毒 IE-1 及 hr3 对晚期 ubi 和极晚期 polh 启动子的作用  

在病毒感染的情况下，顺式连接或反式作用的 hr3可分别增强 ubi基因启动子活性达 62和 1.4
倍左右；与 ie-1共转染时，顺式连接的 hr3可增强 ubi基因启动子转录约 210；反式作用则为 9倍。
ubi基因启动子序列中与 ie-1响应的区段主要位于 ATG上游-595~-382 bp之间。 
对于极晚期 polh基因启动子，在 BmNPV感染的细胞中，顺式连接的 hr3可增强报告基因表

达 283倍，反式作用为 1.8倍左右；报告质粒与 ie-1共转染时，顺式或反式的 hr3可分别增强 polh
启动子控制的报告基因表达 621倍和 4.2倍。 
用报告质粒转染家蚕 5龄第二天的幼虫，hr3同样可显著提高 ubi和 polh启动子的转录活性。 

（ 3）参与杆状病毒晚期基因 ubi 表达的病毒因子研究  

通过构建 BmNPV 基因组文库，对参与 ubi 基因转录的病毒因子进行了筛选。单独的立即早
期基因 ie0、ie2、pe38 等对 ubi 基因启动子没有激活作用， ie-1 能反式激活 ubi 基因启动子的转
录，但报告基因的表达量较低。在 ie-1存在时, he65、lef-11、lef-6、p35及 gp118-gp119，gp104-gp107
片段均能启动 ubi启动子的转录。 

（ 4）耐高温β -glucosidase 在家蚕中的表达及纯化  

获得了能够表达 β-glucosidase的重组病毒。酶活性为 10 199.5 U/毫升血淋巴，19 797.4 U/头
蚕。酶的最适反应温度为 105 ℃，最适反应 pH为 5.0，在 90-110 ℃保温 10 min，酶活性没有大
的影响，当温度升高到 140 ℃时，酶活才会急剧下降；二价离子及高盐对表达的β-glucosidase
活性均没有显著影响。初步纯化的上清酶液中含有约 80％以上的重组蛋白。耐高温β-glucosidase
在家蚕杆状病毒表达系统中的成功表达，为该酶的大规模生产及应用奠定了坚实的基础。 
 
关键词    杆状病毒，启动子，病毒因子，基因表达  
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Abstract 
 

We studied the characters of ubi promoter, the effect of IE1 and hr3 on late ubi and very late polh 

promoter activity, viral factors involved in late ubi gene expression as well as the expression of 

thermostable β-glucosidase from Pyrococcus furiosus. 

This paper mainly includes following parts: 

 

(1) Structure and functional element of AcMNPV and BmNPV ubi gene promoter 

Sequence analysis of cloned ubi promoter showed that it was 99.5％ and 98.9％ identity to 

AcMNPV C6 and BmNPV T3 strain, respectively, and 92.8％ of each other. Both of the promoter 

region have baculovirus late transcriptional initiation site, TAAG motif. They also have promoter 

conservative motif, CAAT and TATA box, respectively. Northern blot analysis testified that ubi gene is a 

late expression gene, it start its expression at about 12 hours post infection (h.p.i.) or earlier, and has two 

or three transcriptional product.  

Deletion analysis of ubi gene promoter region showed that cis-acting elements were mainly present 

within -595 to -382 bp upstream ATG of Acubi gene promoter and -382 to -124 bp upstream ATG of 

Bmubi gene promoters. Interestingly, the region between -383 to -187 bp upstream ATG, which 

containing the distal TAAG, CAAT motif and TATA box, also can drive the reporter gene expression.  

Site mutation of TAAG, CAAT motif and TATA box showed that in the present of virus factors, both 

of the promoters were reduced obviously by TATA box and TAAG mutations, and increased remarkably 

by CAAT mutations.  

 

(2)  Function of IE-1、hr3 on the late and very late gene promoters of 

baculovirus 

About ubi promoter, in the presence of BmNPV, hr3 could significantly enhance the activity of ubi 

promoter activity about 62- and 1.4-fold in cis- or in trans-, respectively. Co-transfected ie-1 and 

reporter plasmid, hr3 could enhance ubi promoter transcription about 210- in cis- or 9-fold in trans-. 

Co-transfected ie-1 and a series of deletion plasmid of ubi promoter. Transient expression result showed 

that cis-acting elements to IE-1 were mainly present above –595 to –382 bp of ATG in the promoter 

region.  

Toward very late polh promoter, in BmNPV-infected cells, hr3 could increase the expression of 

report gene about 283- in cis- and 1.8-fold in trans-. When co-transfected ie-1 and reporter plasmid, hr3 

could increase polh promoter transcription about 621-fold in cis-, and 4.2-fold in trans-, respectively.  
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Hr3 also could enhanced ubi or polh promoter transcription in the presence of ie-1 or BmNPV when 

transfected Bombyx mori larvae. 

 

(3) Study of virus factors which involving in the expression of baculovirus 

late gene ubi 

In this study, we developed a method to identify baculovirus genes required for late gene expression 

that is based on accession of clones from a BmNPV genome DNA library. The results showed that some 

early genes, ie0, ie2, and pe38, et al. didn’t activate the ubi promoter. A low level of luciferase activity 

was observed in cells when pBmubi595luc co-transfected with pIE-1 plasmid only, implied there are 

other viral factors also participate in the transcription of ubi with the ie-1. Using pBmubi595luc, pIE-1 

and BmNPV genome library co-transfected Bm cell lines in transient expression assay, and detected the 

reporter gene expression. Based on the result, nucleotide sequence of these plasmids, which can 

trans-activated the transcription of ubiquitin promoter, was determined, several repeated gene in these 

fragments were subcloned to pGEM-3Z, then co-transfected with pBm595ubiluc and pIE-1. Subsequent 

subcloning and luciferase assays indicated that, in the present of IE-1, late expression factors LEF-6, 

LEF-11, HE65, P35 and other gene fragments, gp118-gp119 and gp104 to gp107, were required for the 

activation of baculovirus late ubi gene promoter. 

 

(4) Expression and purification of thermostable β-glucosidase in silkworm 

using baculovirus expression vector system 

In this study, we cloned thermostable β-glucosidase from Pyrococcus furiosus, and obtained the 

recombinant virus containing celB gene. The recombinant thermostable β-glucosidase was purified to 

above 80% homogeneity in a single heat-treatment step. The optimal activity of the expressed β

-glucosidase was obtained at pH 5.0 and about 105 ℃, divalent cations and high ionic strength did not 

affect on the activity remarkably. The enzymatic characteristics of recombinant β-glucosidase were 

similar to the native counterpart. The expressed β-glucosidase accounted for more than 10% of silkworm 

total haemolymph proteins according to the protein quantification and densimeter scanning. The 

expression level reached to 10 199.5 U per ml haemolymph and 19 797.4 U per silkworm larva, and the 

specific activity of the one-step purified crude enzyme was 885 U per mg.  

 

Key words: baculovirus; promoter; viral factors; gene expression 
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英文缩略表  

英文缩写 英文全称 中文名称 

AcMNPV Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus 斜纹夜蛾核型多角体病毒 

BEVS baculovirus expression vector system 杆状病毒表达载体系统 

Bm Bombyx mori 家蚕 

BmNPV Bombyx mori nucleopolyhedrovirus 家蚕核型多角体病毒 

BV budded virus 芽病毒 

CelB β-glucosidase β-乳糖酶 

cpm counts per minute 每分钟计数 

FBS fetal bovine serum 胎牛血清 

GV granulovirus 颗粒体病毒 

hpi hours post infection 感染后时间 

hpt hours post transfection 转染后时间 

ie immediate-early gene 立即早期基因 

LEFs late expression factors 晚期表达因子 

luc luciferase gene 荧光素酶基因 

NPV nucleopolyhedrovirus 核型多角体病毒 

ORF open reading frame 开放阅读框 

OV occluded vrius 包涵体病毒 

PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

PCR polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

pfu 
plaque forming unit 

pfu DNA polymerase 

空斑形成单位 

pfu DNA聚合酶 

PHD plant homeodomain 植物同源异型域 

polh polyhedrin gene 多角体基因 

Sf Spodoptera frugiperda 草地夜蛾 

5’ UTR 5’untranslated region 5’非编码序列 

UCEP ubiquitin carboxyl extension protein 泛素羧基延伸蛋白 

UPP ubiquitin proteasome pathway 泛素蛋白酶体途径 

ubi  ubiquitin 泛素 

vlf very late expression factor 极晚期表达因子 
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第一章  研究目的、内容与意义 

1.1研究目的 

1.1.1、杆状病毒是目前所知唯一编码泛素蛋白的病毒，病毒通过泛素而改变其感染细胞

的微环境，使病毒免受宿主免疫系统的攻击。转录调控是基因表达的主要调控环节，而启动

子及其侧翼区的调控元件对基因的表达及表达量起关键作用。通过分析家蚕核型多角体病毒

（BmNPV）和苜蓿尺蠖核型多角体病毒（AcMNPV）ubiquitin (ubi)基因启动子的特性，以期

加深关于病毒对宿主侵染机制的认识，为病毒在宿主体内的复制及病毒粒子的组装和释放研

究提供基础； 

 

1.1.2、杆状病毒基因组的复制表达是一个级联事件，晚期和极晚期基因的表达均需要早

期基因表达产物的参与。一些病毒反式激活因子，如在病毒复制的级联事件中起着重要作用

的立刻早期基因产物 IE-1，能影响其后表达基因的转录，并为病毒复制所必需。本实验通过

研究杆状病毒立即早期基因蛋白 IE-1对病毒晚期基因 ubi、极晚期基因 polyhedrin (polh) 启动

子的反式激活作用机理，为构建新的高效表达载体寻找实验依据；杆状病毒同源区（hr）序

列是分散在杆状病毒基因组中的重复序列，已有实验证明 hr 序列既是杆状病毒复制起始原

点，又具有增强子的作用，本文将 BmNPV来源的 hr3与 ubi和 polh启动子顺式连接或反式

作用，在昆虫细胞和家蚕体内进行瞬时表达分析，探讨 hr3对杆状病毒晚期 ubi和极晚期 polh

基因启动子是否也具有增强子功能。 

 

1.1.3、杆状病毒立即早期基因蛋白 IE-1对病毒晚期 ubi基因启动子虽然具有一定的反式

激活作用，但这种作用是微弱的，比存在一种或几种病毒调控蛋白的整个病毒基因组 DNA

作用下得到的结果弱的多，说明在病毒基因组中还存在其它的病毒因子参与了晚期基因启动

子的转录，本文通过筛选参与杆状病毒泛素基因转录调控的病毒因子，为从分子水平上阐明

病毒泛素基因的表达调控提供材料； 

 

1.1.4、乳糖是乳制品中存在的主要碳水化合物，乳糖进入体内后经小肠乳糖酶作用分解

成葡萄糖和半乳糖。乳糖在肠道经发酵产生的乳酸可提高食物中钙、磷、钾、铁等矿物质的

吸收利用。本研究利用昆虫杆状病毒表达系统实现耐高温β-葡萄糖苷酶的高效表达，并对其

酶学特性进行研究，建立高温酶的纯化方法。该研究解决了目前乳糖酶生产过程中的单位产

量低、酶后加工困难的难题，对乳糖酶传统的生产方法和工艺进行了革新，为乳糖酶廉价生

产提供了一种可行的新方法。 
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1.2研究内容 

1.2.1  杆状病毒 AcMNPV和 BmNPV ubi启动子的特性分析 

1.2.1.1、通过 PCR法从 AcMNPV和 BmNPV ZJ8株基因组 DNA中克隆 ubi基因 5’侧翼

区，插入普通载体中并进行测序； 

1.2.1.2、通过软件分析两个病毒株 ubi启动子之间的序列差异，搜索启动子序列中可能含

有的功能元件； 

1.2.1.3、PCR 法和限制性内切酶法构建一系列质粒，分别含有缺失不同启动子调控区片

段以及不同启动子元件发生突变的片段； 

1.2.1.4、Northern blot分析确定杆状病毒 ubi基因的表达时期； 

1.2.1.5、构建各种修饰启动子控制下的 luciferase为报告基因的报告质粒，并转染相应的

Bm或 Sf细胞； 

1.2.1.6、检测 Luciferase活性，确定对杆状病毒 ubi启动子功能影响较大的区段或不同调

控元件对启动子活性的影响。 

 

1.2.2  杆状病毒 IE-1及 hr3对晚期 ubi和极晚期 polh启动子的作用 

1.2.2.1、 根据文献资料，以杆状病毒表达载体 pVL1393 DNA 为模板，克隆多角体基因

的启动子序列（包含载体的多克隆位点）； 

1.2.2.2、将获得的Ppolh片断亚克隆到质粒 pKS中，构建重组质粒 ppolhluc及 ppolhluc-hr3，

将构建的质粒 DNA进行体内、体外表达分析，分析 hr3对多角体启动子的作用； 

1.2.2.3、将 hr3 片段亚克隆到含 ubi 启动子的报告质粒下游，构建重组质粒

pBm595ubiluc-hr3，并进行表达分析； 

1.2.2.4、 pBmubi595luc、 pBm595ubiluc-hr3、 hr3 与 pBmubi595luc 或者 ppolhluc、

ppolhluc-hr3、ppolhluc与 hr3分别转染 Bm细胞后再用 BmNPV感染细胞，测定报告基因的表

达量； 

1.2.2.5、ie-1 分别与 pBmubi595luc、pBm595ubiluc-hr3、hr3 和 pBmubi595luc 或者与 

ppolhluc、ppolhluc-hr3、ppolhluc和 hr3共转染家蚕 Bm细胞，测定报告基因的表达量，并进

行 polh启动子的转录时相分析。 
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1.2.3病毒因子对杆状病毒泛素基因转录的调控作用 

1.2.3.1、构建 BmNPV基因组文库； 

1.2.3.2、用文库 DNA与泛素基因完整启动子构建的报告质粒 pBmubi595luc和 ie-1共转

染 Bm细胞，筛选能够显著提高启动子活性的文库质粒进行测序； 

1.2.3.3、将测序结果与 Genbank 数据库中 BmNPV 基因组全序列进行比对，确定病毒因

子； 

1.2.3.4、亚克隆可能的病毒因子与 ubi启动子共转染 Bm细胞，再次对其进行确证。 

 

1.2.4耐高温β-gulosidase在家蚕杆状病毒表达系统中的表达及纯化方法的建立 

1.2.4.1、根据 Genbank公布的β-gulosidase序列，用 PCR方法扩增目的基因片段，克隆

入通用载体 pGEM-3Z，并测序； 

1.2.4.2、将目的片段亚克隆入杆状病毒表达载体 pVL1393，构建重组表达质粒 pVL-CelB； 

1.2.4.3、pVL-CelB与线性化亲本病毒 BmBacPAK6共转染家蚕细胞，筛选、纯化重组病

毒； 

1.2.4.4、用重组病毒感染家蚕 5龄幼虫，收集血淋巴或发病蚕体； 

1.2.4.5、对表达的β-gulosidase进行活性分析及纯化。 

 

1.3  研究意义 

对杆状病毒基因启动子的研究为了解真核生物基因转录调控提供了模型。泛素依赖的蛋白降

解系统广泛存在于真核生物，对调节细胞内蛋白周转，参与细胞多种生命过程均有重要作用。泛

素启动子在真核细胞中的强启动子作用不仅与其核心区域的多种转录因子有关，也与泛素在细胞

中的正常功能有关。由于泛素启动子不受组织细胞的限制，因而能够广泛用于基因治疗载体的构

建，对病毒基因启动子的研究对于开发新型基因工程杆状病毒表达载体及杀虫剂具有实践上的重

要意义。 

病毒基因结构、功能和表达调控的研究是分子生物学领域的研究热点之一。其核心内容是揭

示病毒基因组复制机理以及早期基因对晚期基因的调控机制。杆状病毒基因的表达是以极其复杂

的级联式调控方式进行的，晚期和极晚期基因的表达需要早期基因表达产物的反式激活。对参与

杆状病毒晚期基因表达的病毒基因的鉴定，是研究参与晚期基因转录的 RNA聚合酶及病毒转录和

DNA复制的关系的重要步骤，对这些病毒因子的认知为建立体外研究病毒 DNA复制及晚期基因

转录提供了一种直接的方法；以前的普遍观点认为增强子序列只有与启动子顺式连接时才具有增

强子的作用，并且对晚期和极晚期基因是不具有增强作用的，本研究认为在 IE-1或病毒因子存在



中国农业科学院博士学位论文                                         第一章  研究目的、内容与意义 

4  

时，无论顺式还是反式的 hr3均可以促进晚期或极晚期启动子转录，即 ie-1能够和 hr3共同作用，

促进 ubi和 polh基因启动子的转录，IE-1发挥了一个 hr3与启动子识别的桥梁作用，加深了对增

强子作用方式的认识。 
 
β-葡萄糖苷酶（β-glucosidase）属于水解酶类，是纤维素分解酶系中的重要组成部分。可水

解结合于末端、非还原性的β-葡萄糖苷键，同时释放β-D-葡萄糖及相应的配基。目前世界上，

尤其是亚洲和非洲国家约有 70%的人口由于小肠中缺乏葡萄糖苷酶而患有乳糖不耐受症，导致了

不能有效的吸收奶制品中的营养元素。高温菌来源的β-葡萄糖苷酶从其性质来讲非常适合添加到

奶制品中，但要达到工业化应用首要的问题应是大幅度提高酶的产量及比活。杆状病毒表达系统

自建立以来已成功表达了大量有用蛋白，相对于大肠杆菌及酵母表达系统，成功克服了这两种系

统的分泌瓶颈及产量问题，因而本研究利用家蚕-杆状病毒表达系统为高效生产乳糖酶提供理论性

依据，从而为规模化生产乳糖酶提供了一条高产、简便、廉价的新途径。 



中国农业科学院博士学位论文                                                     第二章 文献综述 

5  

 

第一部分 杆状病毒 ubiquitin、polyhedrin基因启动子分析 

第二章   文献综述  

2.1杆状病毒编码泛素的研究进展 

2004年，诺贝尔化学奖授予了三位在蛋白质降解方面作出卓越贡献的科学家，以表彰他们发

现了泛素介导的蛋白质降解途径。1975年 Goldstein等人[Goldstein, et al., 1975] 首次从牛胸腺中

分离到一种小分子蛋白质，后来发现其广泛存在于各种真核生物中，且不同种属来源的这种蛋白

质具有类似的结构、功能和免疫学作用，故命名为泛素（ubiquitin）[Varshavsky. 1991]。大多数种

属的泛素由 76个氨基酸组成，其分子量为 8.3 kD。泛素参与细胞周期的调控、应激反应、核糖体

的生物合成、细胞分化等基本的细胞过程。 

真核细胞编码的泛素基因主要分为两种类型。一类为多聚泛素基因（polyubiquitin），该类基

因在染色体中由多个泛素基因单体头尾相连，形成多个泛素单体的重复序列。由这类基因表达而

合成的泛素常形成多聚体，并由泛素 C-末端水解酶降解为泛素单体。这类基因的表达受到环境胁

迫、胞内代谢状况和细胞分裂周期等多种因素调节[Genschik, et al., 1992]；另一类为泛素延伸基因

（ubiquitin extension gene），该类基因的表达产物比泛素大的多，它是一个泛素单体的 C-末端连

接着一段由 52 或 76-81 个氨基酸残基组成的扩展肽，称为泛素延伸蛋白（ubiquitin carboxyl 

extension protein, UCEP）。此扩展肽被泛素羧端水解酶切割后，形成 80 S 核糖体的组分。这类基

因主要是在细胞快速增殖时表达[Courtney, et al., 1994]。 

 

2.1.1泛素依赖的蛋白水解系统 

在正常的情况下，生物体内各细胞调控网络具有高度的精确性，而蛋白质的合成与降解则是

其调控的主要环节。泛素系统的主要功能是选择性的标记需要降解的靶蛋白质，通过对蛋白表达

水平的调控而实现对细胞生物功能的调控。一个蛋白会通过共价键与多个分子组成的泛素蛋白酶

系统（ubiquit in  proteasome pathway, UPP）结合而被标记为“待降解蛋白”， UPP的主要成

分为泛素，分子量为 8.6 kD。泛素活化酶 E1（ubiquitin-activating enzyme）可以通过给泛素的 C-

端半胱氨酸加一个高能硫酯键而将泛素激活，而被激活的泛素通过此高能硫酯键与泛素结合酶 E2
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（ubiquitin-conjugating enzyme）结合。泛素底物连接酶 E3（ubiquitin ligase）最后将泛素转运至底

物蛋白，其 C-末端与靶蛋白赖氨酸的α-或ε-氨基连接形成泛素-蛋白质复合物。随后，泛素 48

位赖氨酸ε-氨基进一步泛素化形成多聚泛素化的蛋白质，泛素化的蛋白被运送到 26 S 的蛋白酶

体而被最终降解，同时释放出泛素重新投入利用 [Hershko and Ciecdhanover. 1998]。通常，泛素系

统中只含有一种 E1，却存在多种的 E2 和更多种的 E3 及其复合物。其中 E2 可直接或通过与 E3

连接而识别底物蛋白，一个 E2 可和多个 E3 相互作用，同时一个 E3 也可以同多种 E3 作用（图

2.1）[Wojcik. 2001]。最近研究发现，一种新的酶——E4 在少数底物的泛素化反应中对多聚泛素

链的延长起着重要的作用[Koegl, et al., 1999]。 

 

 
 

图 2.1 泛素依赖的泛素-蛋白酶体降解途径 

Fig. 2.1 hierarchical structure of the ubiquitin conjugating machinery 

 

泛素系统可以通过降解细胞周期调控因子、转录因子、肿瘤抑制因子等不同的底物蛋白来实

现对细胞生物学功能的调控。大量的实验证明泛素系统参与了细胞发育过程，如组织发育、细胞

周期调控和细胞凋亡等。虽然这些过程潜在的机制还不清楚，却对泛素系统的研究具有及其重要

的意义。 

 

2.1.2病毒泛素基因的研究 

泛素基因是一类多家族基因，它存在于所有真核生物中，在已鉴定的多个杆状病毒中基本是

保守的，只有 Neodiprion lecontei NPV、 Neodiprion sertifer NPV和 Culex nigripalpus NPV中不包

含泛素基因。人、果蝇和家蚕中的几种 polyubi、ubi-52，ubi-53 及 ubi-80 基因，已进行了分子

进化和功能的研究，真核生物泛素在细胞周期调控、细胞凋亡调控及 mRNA 转录调控等重要生

命活动都具有功能。自 1990 年以来，已相继从昆虫杆状病毒的核多角体病毒属
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（nucleopolyhedrovirus, NPV）和颗粒体病毒属（Granulovirus, GV）中克隆了泛素基因，并对其在

病毒结构中的定位与功能进行了相应的研究。Guarino 等发现纯化的 AcMNPV 芽生型病毒粒子

(budded virus,  BV) 中含有大量游离的泛素, 进一步实验发现, 泛素通过一种新型磷脂锚连接到

芽生型病毒粒子包膜的内表面[Guarino, et al., 1995]。 

杆状病毒泛素与真核生物泛素的氨基酸序列有较大的不同：在杆状病毒泛素的羧基端融合了

不同长度的短肽，且这些短肽与真核生物泛素延伸蛋白所融合的核糖体没有同源性，经 C端加工

后成为泛素分子[van Strien, et al., 1996]；杆状病毒泛素基因之间的同源性相差较大，分别有 60-100

％，但一些介导泛素功能的氨基酸位点保守地存在于昆虫病毒泛素中[Li, et al., 2003]，可能杆状病

毒泛素在病毒侵染过程中具有独特的作用。Guarino等证明杆状病毒泛素基因是一个晚期基因，在

病毒感染后 8 h开始表达，其峰值出现在感染后 14-18 h[Guarino. 1990]。 

最新的研究表明，泛素在细胞凋亡过程中发挥着双重作用，具有抑制和促进细胞凋亡的作用

[Wettern, et al., 1990]。泛素在病毒的感染过程中同样发挥着重要作用，可能病毒利用宿主细胞的

泛素或泛素介导的蛋白质降解系统逃避免疫系统的监控、促进病毒复制以及进行病毒粒子的组装

和释放。人腺病毒和乳头瘤病毒通过改变宿主 E3 的活性来直接降解宿主 p53；疱疹病毒编码的 

E3 通过促进免疫识别分子的泛素化和降解而逃避宿主免疫系统的攻击。病毒感染还可能促进宿主

泛素的表达，单纯疱疹病毒感染可显著提高感染细胞泛素基因的转录 [Kemp and Latchman. 1988]。

杆状病毒和昆虫痘病毒中，ubi 的来源可能是最先获得细胞的 cDNA，然后经过长时间的分子进

化，形成了现在有差别的不同种属的基因，有利于病毒的感染和复制，或逃避细胞对病毒的免疫。

许多研究证明病毒和宿主的泛素系统可以发生相互作用，宿主泛素蛋白可被病毒的泛素系统所泛

素化，这可能有助于病毒的感染及出芽过程。Duniganet 等证实烟草花叶病毒（tobacco mosaic virus）

的病毒粒子的一些蛋白可和宿主的泛素蛋白相连接；一些植物病毒，如大麦条纹花叶病毒(barley 

stripe mosaic virus)、雀麦草花叶病毒(brome mosaic virus)、豇豆花叶病毒(cowpea mosaic virus)和卫

星黍花叶病毒(satellite panicum mosaic virus)等的一些病毒蛋白也可与泛素连接[Hazelwood and 

Zaitlin. 1990]。Aletta等的进一步研究认为，花椰菜花叶病毒(cauliflower mosaic virus)衣壳蛋白前

体的两个末端结构域可以通过泛素依赖的蛋白酶水解而产生成熟蛋白，这样的水解信号可以使衣

壳蛋白的前体及衣壳蛋白不会因过量表达而使其折叠的构像发生错误[Karsies, et al., 2001]。腺病

毒（Adenovirus）五邻体蛋白也可以被泛素化，并且为病毒的出芽必需[Richard, et al., 2002]。一些

病毒的基因还编码泛素连接酶 E3 类似物，并具有相似的功能。另有研究证明泛素和泛素连接酶

还参与了反转录病毒(Retrovirus)、丝状病毒（Filovirus）和弹状病毒（Rabdovirus）的出芽过程[Ronald, 

et al., 2001]。疱疹病毒中发现编码一些含植物同源异型域(plant homeodomain，PHD)基元的蛋白，

被认为是一类新的泛素连接酶家族，可以使免疫识别分子泛素化及蛋白酶降解，从而使病毒逃避

宿主的免疫系统[Laurent and Don. 2003]。还有人乳头瘤病毒的 E6 蛋白可以和一个 100 kD 的细

胞蛋白形成复合体而促进 p53 的泛素化[Kuhne and Banks. 1998]。在病毒编码的蛋白中，还有许多

具有 RING finger, HECT, U-box等结构域，但目前对这类蛋白是否具有泛素连接酶的作用，及在

病毒的感染、复制、组装和出芽中起什么作用并不清楚。 

1995年，Fraser等人[Fraser, et al., 1995]在研究鳞翅目转座子 IFP2的转座特性时，首次间接证

明了泛素对 AcMNPV 在离体宿主细胞中的复制是非必需的。转座突变表明，IFP2 插入失活

AcMNPV的泛素基因后，病毒空斑的大小、包涵体与芽病毒的数量及包涵体的形成都没有明显的
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变化。1996年，Reilly等通过在 AcMNPV泛素基因编码区内进行移码突变，构建了不能产生功能

性泛素的重组病毒 Vubi-FS。细胞感染结果表明，泛素对 AcMNPV的复制确是非必需的，而感染

性与总的芽生病毒的产量却明显下降，即泛素是一种非必需蛋白，但能使病毒在特定条件下获得

生长优势[Reilly and Guarino. 1996]。 

综合前人的研究结果，认为病毒泛素主要通过与宿主细胞的泛素系统竞争性地结合 E1，或作

为终止多聚泛素链的延伸，或作为分子伴侣等发挥作用，抑制宿主泛素依赖的蛋白降解途径中的

酶对杆状病毒复制所需要的蛋白的降解，从而有利于病毒的扩散及传播。 

相对于 polh、p10、egt 等昆虫杆状病毒基因，人们对杆状病毒泛素基因的研究较少。从目前

的研究资料看，昆虫杆状病毒泛素在病毒感染宿主细胞时，与宿主细胞的泛素体系之间存在着复

杂的相互作用。对昆虫杆状病毒泛素基因的结构、功能的研究，不仅对了解昆虫杆状病毒的进化，

病毒与宿主之间的相互作用具有重要的理论意义，且对于开发新型基因工程杆状病毒杀虫剂在实

践上将起到深远的影响。 

 

2.2病毒主要基因启动子的研究 

病毒的复制是病毒致病机制的重要环节，病毒基因的表达与调控又是病毒复制研究的核心问

题。研究病毒基因转录调控不仅可以揭示宿主细胞的某些基因调节机制，对阐明真核细胞基因表

达调控有重要理论意义，而且为阐明病毒的致病机制、防治相关疾病及病毒载体的高效应用提供

依据。 

动物和人类病毒的基因转录调控机制与高等真核细胞的基因转录调控机制类似，基本包括两

类具有基因转录调控作用的元件：①启动子基本元件(basal promoter element)，是对有效转录起始

所必需的，但只能维持低水平的基础转录；②启动子调控元件(modulator promoter element)，包括

增强子和起负调节作用的沉默子(silencer)，发挥增强或减弱基础转录效率的作用。 

 

2.2.1病毒编码的启动子概况 

启动子是 RNA聚合酶能够识别并与之结合，从而起始基因转录的一段 DNA序列，通常位于

基因上游。最常见的启动子基本元件为 TATA框（TATA box），依赖 DNA的 RNA聚合酶的识别

和结合位点，一般位于转录起始位点上游几十个碱基处。在核心启动子上游通常会有一些特殊的

DNA序列，即顺式作用元件，转录因子与之结合从而激活或抑制基因的转录，其强弱决定基因转

录水平的高低，而启动子中所含有的转录因子则决定了启动子的强弱。一旦 RNA聚合酶定位并结

合在启动子上即可启动基因转录，因此启动子是基因表达调控的重要元件，它与 RNA聚合酶及其

他蛋白辅助因子等反式作用因子的相互作用是启动子调控基因转录的实质。 

对杆状病毒启动子的研究表明，早期基因启动子符合 RNA 聚合酶Ⅱ转录的其它基因的启动

子[Hoopes and Rohrmann. 1991]。对大于 150 bp的早期基因上游序列测定表明，大部分的早期基
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因上游 A+T含量与病毒基因组总的 A+T含量相似，约 42％早期基因中存在早期转录基序 CAGT

或替代的 CGTGC基序，如 AcMNPV的 helicase基因启动子[Lu and Carstens. 1992]；而晚期基因

则是从一个共感晚期启动子转录起始信号 TAAG转录的[Blissard and Rohrmann. 1990]，但也有些

晚期基因并不利用TAAG作为转录起始位点，如AcMNPV中 cg30转录起始于ATTAG序列 [Thiem 

and Miller. 1989]，p47则起始于 GTAAAAC序列[Carstens, et al., 1993]。 

 

2.2.2几种主要杆状病毒编码启动子研究进展 

2.2.2.1、ie-1启动子： 

IE-1(Immediately early stage-1)蛋白是杆状病毒基因复制必需蛋白，它是一个多功能调节蛋白

[Kovacs, et al., 1992]，既是早期基因反式激活因子，又是晚期表达因子。其启动子具有两个主要

的特性：具有与真核生物相似的启动子元件，能被宿主细胞 RNA聚合酶Ⅱ识别；具有多种启动途

径，以适应昆虫细胞的复杂调控机制[Chisholm and Henner. 1988; Guarino and Summers. 1987]。在

ie-1 基因启动子序列中 A+T 所占比例高于 G+C 的比例，这个特性与真核生物启动子中碱基含量

的比例相符。这样的结构有利于复制起始时双螺旋的打开。在 ATG上游的启动子区域含有特征性

的早期转录基序：增强子类似元件、加帽位点和 TATA box基元序列，这符合 RNA聚合酶Ⅱ所识

别的其它启动子序列规律。 

 

2.2.2.2、helicase启动子： 

helicase基因为病毒早期基因，在病毒 DNA复制过程中发挥着解旋酶的作用。在起始密码子

ATG上游存在早期启动子基序 GTGC和晚期转录起始位点基序，在转录起始位点上游有 TATA box

存在[Lu and Carstens. 1992]，在没有其它病毒因子作用时，hr可激活并增强解旋酶启动子的活性

15倍，立即早期基因产物 IE-1和 PE38可激活解旋酶启动子的活性[Lu and Carstens. 1993]。启动

子的基础转录活性区位于 ATG上游-98 bp区段，在 ATG上游-410～-309 bp为响应病毒因子的启

动子区段[Xiao, et al., 2002]。 

 

2.2.2.3、gp64启动子： 

杆状病毒 GP64 蛋白是芽病毒主要的囊膜糖蛋白并参与了病毒向宿主细胞的侵入。该基因在

病毒感染的早期与晚期均有表达，是结构蛋白中惟一发现具有早期与晚期启动子的基因。早期启

动子的存在是为了该基因表达以便质膜在核衣壳产生之前被修饰，而晚期启动子在芽病毒产生与

装配的整个循环中启动 gp64 的表达以不断补充质膜内因 BV 出芽而减少的囊膜糖蛋白。在

AcMNPV和 BmNPV gp64启动子区域，二者均具有早期转录特征的 CAGT基序，在 CAGT基序

的上游存在两个晚期启动子基序 T/ATAAG，但 BmNPV -73位的 ATAAG与 AcMNPV相比，发生

了两个碱基变化，变成 ATAGA。两个启动子在 -8位置均有一个带有符合 Kozak规则的起始密码

子 ATG的小顺反子，在 -16位有典型的真核启动子 TATA盒存在[Blissard, et al., 1991; Zhou, et al., 

2003]。 
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2.2.2.4、polh及 p10启动子： 

polh与 p10均是杆状病毒极晚期高表达基因，在其启动子下游均富含一段与其高水平表达有

关的 A/T序列[Ooi, et al., 1989]。在 polh基因起始密码子 ATG上游-20～-70 bp区段是一保守区；

删除序列中存在的类似真核细胞的 TATA box及 CCAAT基序，对基因的转录与表达无影响，但删

除近 ATG 的 AATAAG 序列，将导致启动子失活，因而是一个典型的极晚期基因[Gross and 

Rohrmann. 1993]。p10 基因比 polh 基因早几个小时被激活，起始密码子上游有晚期启动子基序

TAAG，且被包围在一个目前已知的所有杆状病毒高效表达晚期基因（极晚期基因）5’侧翼序列中

都存在的 12 nt保守序列中。其发挥启动子作用的区域主要为 ATG上游 101 bp之间的部分，TATA 

box突变对启动子的转录活性没有明显影响[Weyer and Possee. 1993]。 

 

2.2.3泛素基因启动子研究情况 

泛素系统广泛存在于真核生物，对调节细胞内蛋白周转，参与细胞多种生命过程均有重要作

用。随着对泛素作用网络的深入研究，为泛素在生物技术上的应用开拓了新的思路：通过调控泛

素依赖的蛋白质降解途径，可以促进有用外源蛋白的表达，也可以抑制非必需的内源蛋白的表达，

并可以对某些功能蛋白进行调控。同样泛素启动子在增强基因表达的长期性、稳定性等方面具有

显著功效。 

天然的泛素启动子与其它真核启动子相似，均由核心启动子和含有内含子的 5’非转录区

(5’untranslated region, 5’UTR)组成，与组成型启动子不同的是它不含增强序列。泛素启动子在真核

细胞中的强启动子作用不仅与其核心区域的多种转录因子有关，也与其 5’UTR的内含子的调控作

用密不可分。另外，泛素启动子的部分活性与泛素在细胞中的正常功能有关。真核细胞中，泛素

主要用于降解不正常或折叠错误的蛋白，并对组蛋白进行修正，激活基因进行表达，这些作用与

病毒性启动子所受负调节相反，有利于激发启动子的活性，实现持续性表达[Ciechanover, et al., 

2000]。 

由于泛素启动子具有高效启动转录的作用，且基本不受组织细胞的限制，因此能够广泛用于

基因治疗载体的构建。通常，一些启动子/增强子只能在有限的组织细胞内发挥作用，在另一些细

胞内，它们将失去作用或作用不明显，而泛素基因启动子则能在绝大多数的组织细胞中发挥强有

力的转录控制作用，从而获得目的基因的长期高效表达。 

 

2.3杆状病毒晚期表达因子的研究 

杆状病毒的宿主主要为鳞翅目、双翅目及膜翅目昆虫。其基因组为双链环状 DNA 分子，大

小为 80-180 kb不等[Blissard and Rohrmann. 1990; Kool and Vlak. 1993]。DNA以超螺旋方式被压缩

包装在杆状核衣壳（rod-shaped nucleocapsid）内，核衣壳包被脂质蛋白囊膜后形成病毒粒子。核
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衣壳包括衣壳蛋白和髓核，其中衣壳蛋白是杆状病毒粒子的主要结构蛋白，髓核由病毒 DNA 分

子及与其密切相关的碱性蛋白构成，碱性蛋白同 DNA紧密结合以维持其复杂的超螺旋结构。 

    目前已有多种杆状病毒基因组的全序列已测定完成[Garcia-Maruniak, et al., 2004; Lauzon, et 

al., 2004]。其中研究的最为深入的是 AcMNPV和 BmNPV基因组，二者基因同源性相当高。根据

杆状病毒基因的功能，将其大致分为如下几类：病毒 DNA 复制相关基因、病毒基因表达调控基

因、病毒结构蛋白基因和与宿主细胞相互作用的基因如表 2.1。在病毒的发育循环中，DNA 复制

是中心环节，但病毒的基因组织（gene organization）较为复杂，基因组的不同区域具有功能分化，

基因的分布尚无规律可循。 

 

 

表 2.1 杆状病毒有功能的基因 

Table 2.1 functional gene of baculovirus 

 
病毒基因的功能                               病毒基因 

病毒 DNA复制相关              dna-pol、lef-1、lef-2、lef-7、p35、p143、pe38 

晚期、极晚期基因表达调控       dna-pol、ie-1、ie-2、lef-1~lef-11、p35、p143、 

p47、p39、 pk-1、vlf-1 

抗宿主细胞凋亡基因             p35、iap-1、iap-2 

宿主昆虫变态相关基因           egt 

病毒宿主域相关基因             lef-1、lef-7、p143、gp64 

 

杆状病毒基因组的表达是一个级联事件，早期、晚期和极晚期基因的连续表达对于杆状病毒

的有效感染是必需的，早期基因（病毒进入宿主细胞并在病毒复制之前就开始表达的基因）表达

的高峰期大约出现在病毒感染后 6-12 h [Friesen. 1997]，此时需要一个“开关”来完成对早期基因

所需的宿主细胞来源的聚合酶Ⅱ到晚期基因依赖的病毒编码 RNA聚合酶的转变。晚期及极晚期基

因启动子具有独特的 TAAG基序[Morris and Miller. 1994]。一些早期基因作为晚期表达因子（late 

expression factors, LEFs）对许多晚期基因和极晚期基因的表达是必需的，它们通过三种不同的方

式影响晚期基因的表达：一些 LEFs直接参与晚期基因自身的转录；另外的是 DNA复制基因，其

影响晚期基因表达仅因为 DNA复制对于晚期转录是必需的；其它的基因，如抗凋亡基因 p35，则

是通过延长宿主细胞的存活而保证 DNA的复制及晚期基因的表达（表 2.2）[Hefferon. 2004]。 

 

表 2.2 已鉴定的晚期表达因子基因 

Table 2.2 confirmed late expression factor gene 

 

基因 大小(kD) 表达时期 复制(R)/ 转录(T) 可能的功能 
LEF-1  30.8 early R primase 
LEF-2  23.9 late R primase-binding protein 
LEF-3 44.5 early R SSBP 
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LEF-4 53.9 early T CAP-binding protein; RNA polymerase comples 
LEF-5 31.0  T transcription initiation factor 

LEF-6 20.4 early, late T unknown 
LEF-7 26.6 early R possible SSBP 

LEF-8 101.8 early T RNA polymerase complex 

LEF-9 59.3  T RNA polymerase complex 

LEF-10 8.7 early T unknown 

LEF-11 13.1  T/R unknown 

LEF-12 21.0  T unknown 

IE-1 66.9 early, late R Transactivatior; hr-binding protein 

IE-2 47.0 early R Transactivatior; Cell-cycle control 

P143 143.2 early, late R helicase 

DNApol 114.3 early R DNA polymerase 

P35 34.8 early, late R inhibitor of apoptosis 

P47 47.5 early T RNA polymerase complex 

39K 31.3 early, late T unknown 

                                         

2.3.1  参与病毒 DNA复制的 LEFs 

瞬时表达实验证明 AcMNPV中已鉴定的 19种 LEFs中有 10种参与了病毒 DNA的复制，分

别是 lef-1～lef-3、lef-7、p143、DNApol、ie-1、ie2和 p35，lef-11同时参与了病毒 DNA的复制和

转录。其中 lef-1～lef -3、p143、DNApol和 ie-1是 DNA复制的必需基因[Kool, et al., 1994; Lu and 

Miller. 1995]，lef-7、ie2和 p35是促进 DNA复制的基因[Rapp, et al., 1998]。 

 

lef-1、lef-2 

lef-1编码一个30.8 kD蛋白，具有保守的引物酶基序和C-末端NTP结合保守基序[Passarelli and 

Miller. 1993]。lef-2编码 23.9 kD的蛋白，与其它已知的基因没有序列同源性或相似的功能基序。

删除富含半胱氨酸的 C-末端，lef-2 则失去了转录激活作用[Sriram and Gopinathan. 1998]。

Merrington 等通过定点突变实验证明 lef-2具有调控 DNA复制及极晚期基因表达两方面的独立功

能[Merrington, et al., 1996]。利用酵母双杂交系统及 GST融合亲和实验，Evans与 Rohrmann证明

lef-1和 lef-2可相互作用，其作用结构域位于 lef-2的 20-60位的氨基酸残基区域，LEF-2是 LEF-1

的配体因子[Evans, et al., 1997]。 

 

lef-3、p143 

lef-3编码一单链 DNA结合蛋白（single-strand binding protein, SSBP），分子量为 44.5 kD，在

N端具有推测的单链 DNA结合保守序列[Li, et al., 1993]，能够根据条件的不同而使 DNA去折叠

或退火[Mikhailov, et al., 2005]。杆状病毒 P143具有与解旋酶蛋白相似的功能域结构。氨基酸序列

分析表明 P143中具有 7个保守区（包括 NTP结合区、DNA解旋功能区、DNA结合保守区等）[Lu 

and Carstens. 1991]。LEF-3能够与解旋酶P143相互作用，介导其定向迁移至核内[Evans, et al., 1999; 
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Wu and Carstens. 1998]。 

 

ie-1和 DNApol 

ie-1 基因是目前研究最多的杆状病毒调节基因。在病毒基因复制的表达调控方面起着核心作

用，调控着包括自身在内的所有早期基因启动子，通过直接与被激活基因邻近的增强序列结合而

实现对早期基因的激活[Choi and Guarino. 1995]；对于晚期基因的调控作用则一般是非增强序列依

赖型的[Kovacs, et al., 1992]。杆状病毒 DNApol分子量为 114.3 kD，其宿主特异性不高，从目前已

鉴定出的数个杆状病毒 DNApol 来看，其同源性较高，包括多个保守的功能区，均具有催化合成

及在合成过程中进行校正的功能[Hang and Guarino. 1999; Todd, et al., 1996]。 

 

Lef-7、ie2及 p35 

这三个基因产物是非必需的但均能刺激杆状病毒 DNA 复制。lef-7 是一个早、晚期均能表达

的基因，包括两个单链 DNA 结合保守区。在 C 端有一富含半胱氨酸的锌指基序。LEF7 蛋白能

够刺激晚期和极晚期基因的转录，但不能刺激早期基因的转录[Chen and Thiem. 1997; Morris, et al., 

1994]。ie2基因是一个极早期基因，含有一种双锌指基序和一个 C-末端亮氨酸拉链。其转录受 IE-1

负调控，具有自我正调节功能。IE2 通过和某些转录因子结合而促进其它早期、晚期和极晚期基

因的表达[Prikhod’ko, et al., 1999; Yoo and Guarino. 1994a; Yoo and Guarino. 1994b]。p35基因的主要

功能是抑制病毒介导的细胞凋亡[Clem, et al., 1991; Clem and Miller. 1994]，但大量的 P35蛋白则能

够调节杆状病毒 DNA复制及晚期基因的表达[LaCount and Friesen. 1997]。 

 

2.3.2  参与病毒 DNA转录的 LEFs 

杆状病毒早期基因转录向晚期基因转录过渡是通过病毒介导的 RNA 聚合酶来实现的[Grula, 

et al., 1981]。通过瞬时表达分析及体外转录系统等方法鉴定了参与病毒 DNA转录的 LEFs，缺失

LEFs会影响稳定的 RNA水平，其中有 9个 LEFs是报告质粒复制所必需的[Todd, et al., 1995]。 

 

RNA Polymerase 

杆状病毒 RNA聚合酶是由四个等量的病毒编码的亚单位构成的四亚基复合酶，这是目前所知

的来自于真核生物的最简单的 RNA聚合酶。通过构建一个不含胞嘧啶的转录模板与晚期或极晚期

启动子结合，同时提供来自于部分纯化的病毒感染细胞核抽提物组分，鉴定了构成 RNA聚合酶复

合体的主要病毒基因成分为晚期表达因子 LEF-4、8、9和 P47 [Guarino, et al., 1998]。通过 N-末端

氨基酸序列测定鉴定最小的两个亚单位分别为 LEF-9和 P47，通过蛋白指纹技术鉴定 55 kD蛋白

为 LEF-4，而最大的亚单位 LEF-8则是利用Western blot分析鉴定的。根据基因中存在的保守序列

推测 LEF-8和 LEF-9为 RNA聚合酶的活性亚基[Iorio, et al., 1998; Titterington, et al., 2003]。免疫

共纯化分析显示 LEF-8与 LEF-9能够在体内结合[Acharya and Gopinathan. 2002]。LEF-4在杆状病

毒 RNA聚合酶亚基组成中起骨架作用或者有其它未知的功能[Okano, et al., 2006]，Guarino等从

AcMNPV感染的昆虫细胞中纯化获得了 DNA依赖的 RNA聚合酶，该酶能保证含有 TAAG基序
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的晚期及极晚期启动子的正确转录，但对早期启动子无活性，说明该酶具有完整的启动子识别功

能[Guarino, et al., 1998]。突变分析显示 RNA聚合酶进行终止或多聚嘌呤化不需要 poly(A)信号，

体外转录分析则显示晚期病毒 mRNAs 3’末端含有 RNA 聚合酶复合体固有特性的终止信号，既

RNA聚合酶识别球蛋白分裂或多聚嘌呤化序列中的 T-富集区终止信号[Jin and Guarino. 2000]。 

 

lef-4~lef-6 

LEF-4是 RNA聚合酶的亚基之一，具有 RNA 5’核苷三磷酸酶的作用，同时能够参与 RNA帽

子结构的形成，还具有核苷三磷酸酯酶和 ATPase的活性[Gross and Shuman. 1998; Jin, et al., 1998]。

LEF-4定位于核内，并与病毒发生基质有关[Durantel, et al., 1998]。lef-5是通过瞬时表达分析最先

鉴定出来的参与 AcMNPV晚期基因表达的基因[Passarelli and Miller. 1993]。LEF-5能够自身相互

作用，且在 LEF-5的 C-末端具有一个潜在的 RNApolⅡ延伸因子同源物，其中的酸性残基能够无

选择性的刺激来自于晚期和极晚期启动子的 RNA 聚合酶的转录活性[Harwood, et al., 1998]。

Guarino等证明 LEF-5的作用为起始因子而非延伸因子[Guarino, et al., 2002a]。LEF-6拥有一个序

列基序与牛痘 RNA聚合酶中的保守基序类似[Passarelli, et al., 1994]。缺失 LEF-6的病毒在 Sf9细

胞中其复制周期延缓，但能够复制[Lin and Blissard. 2002a]。 

 

lef-11、lef-12 

LEF-11位于被感染细胞核内[Lin, et al., 2001]。通过构建 LEF-11缺失的病毒证明该基因既参

与了病毒 DNA的复制，又与晚期和极晚期基因转录有关[Lin and Blissard. 2002b]。LEF-12与其它

基因没有序列同源性[Rapp, et al., 1998]。利用 LEF-12突变病毒证明该基因对病毒 DNA复制及晚

期基因表达是非必需的[Guarino, et al., 2002b]。 

 

2.3.3  其它转录 LEFs 

虽然已经证明其它的LEFs对晚期基因表达的作用，但其在转录中的具体作用所知甚少[Lu and 

Miller. 1994; Todd, et al., 1996]。 P39编码一个定位于病毒基质中的磷蛋白；lef-10与其它基因没

有明显的同源性，可能在转录过程中发挥辅助因子的作用。 

另外，BmNPV 中鉴定出的 18 种 lef 基因在基因组上的位置与在 AcMNPV中相似。它们编

码的 LEF蛋白的氨基酸序列同源性高达 73-98 %。对在 lef 基因中插入 lacZ基因，并缺失 39k、ie2、

lef7和 p35的缺失病毒的研究证明其它 14种 lef基因是 BmNPV 复制的必需基因。进一步分析发

现缺失 lef 7、p35和 ie2导致病毒 DNA 复制水平降低。据此推测这三种基因产物可能对 DNA 复

制有激活效果。缺失 39k 基因则显著降低晚期基因的表达及芽病毒的产量证明，39k 基因不影响

DNA 复制，但参与晚期基因转录[Gomi, et al., 1997]。 
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2.4杆状病毒基因启动子的研究意义 

病毒启动子的研究为了解真核生物基因转录调控提供了模型。应用病毒的启动子和增强子等

基因转录调节原理构建各类基因工程载体（包括克隆、表达、检测、基因治疗载体），可有效提高

目的转录、表达效率，还可通过抑制细胞内存在的特异性病毒反式激活蛋白，寻找抗病毒治疗的

新途径。转录因子也是设计各种新药的重要基础之一。如用反义寡核苷酸与相应的启动子或增强

子结合，可抑制病毒某些基因的表达而起到抗病毒治疗的目的。 

病毒基因有效转录并非专一的顺式、反式作用因子相互作用的结果，常是多种 DNA 结合蛋

白与 DNA之间以及 DNA结合蛋白与其他蛋白质互相作用的结果。因而不能孤立地看待病毒某个

启动子或增强子在基因转录调控中的作用。 

启动子和增强子作用机制尚不很清楚。目前对真核基因启动子作用的机制有两种解释[Krumm, 

et al., 1993]：①RNA聚合酶首先与基因 5'上游较远端的作用位点相结合，然后移向起始区；②染

色质的次级结构可能使某些线性 DNA 链上有一定距离的位点聚合在一起。增强子作用机制有以

下几种假说；①增强子为转录因子提供进入启动子区的位点；②增强子可改变染色质或 DNA 的

构象，即增强子作用机制的拓扑模型；③增强子模块化作用模型。 

泛素系统广泛存在于真核生物，对调节细胞内蛋白周转，参与细胞多种生命过程均有重要作

用。相对于 polh、p10、egt 等昆虫杆状病毒基因，人们对杆状病毒泛素基因的研究较少。从目前

的研究资料看，昆虫杆状病毒泛素在病毒感染宿主细胞时，与宿主细胞的泛素体系之间存在着复

杂的相互作用。对昆虫杆状病毒泛素基因的结构、功能的研究，不仅对了解昆虫杆状病毒的进化，

病毒与宿主之间的相互作用具有重要的理论意义，且对于开发新型基因工程杆状病毒杀虫剂在实

践上将起到深远的影响。 

基因的表达受多个水平层次的调控，转录调控是最主要的一个环节，启动子是一种顺式作用

（cis-acting）正调控元件，其强弱决定基因转录水平的高低，而启动子及其侧翼区的调控元件对

基因的表达与否、表达量起到决定性的作用。泛素启动子在真核细胞中的强启动子作用不仅与其

核心区域的多种转录因子有关，也与其 5’UTR的内含子的调控作用密不可分。另外，泛素启动子

的部分活性与泛素在细胞中的正常功能有关。真核细胞中，泛素主要用于降解不正常或折叠错误

的蛋白，并对组蛋白进行修正，激活基因进行表达，这些作用与病毒性启动子所受负调节相反，

有利于激发启动子的活性，实现持续性表达[Ciechanover, et al., 2000a; Ciechanover, et al., 2000b]。

由于泛素启动子具有高效启动转录的作用，且基本不受组织细胞的限制，因此能够广泛用于基因

治疗载体的构建，并在增强基因表达的长期性、稳定性等方面具有显著功效。通常，一些启动子/

增强子只能在有限的组织细胞内发挥作用，在另一些细胞内，它们将失去作用或作用不明显。而

泛素基因启动子则能在绝大多数的组织细胞中发挥强有力的转录控制作用，从而获得目的基因的

长期高效表达。泛素系统广泛存在于真核生物，对调节细胞内蛋白周转，参与细胞多种生命过程

有重要作用，其基因家族中的泛素启动子更是在增强基因表达的长期性，稳定性等方面有显著功

效。因而，对它的研究具有很强的现实意义。 
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病毒基因结构与功能和表达调控的研究是分子生物学领域的热点之一。其核心内容是揭示病

毒基因组的复制机理以及早期基因对晚期基因的调控机制。杆状病毒基因的表达是以极其复杂的

方式在转录与翻译水平上调控的。由于病毒基因可转录成一组重叠且不拼接的 RNA，其 5’或 3’

端甚至方向或转录时间顺序上各有不同，病毒基因的表达可通过启动子封堵(promoter occlusion)、

反意 RNA 或多顺反子翻译(poly-cistronic translation) 的途径调控。在宿主细胞因子或病毒自身编

码的反式激活因子的作用下，病毒基因组以级联式 (cascade) 进行时序性表达 ( temporal 

expression)。对参与杆状病毒晚期基因表达的病毒基因的鉴定，是研究病毒转录和 DNA复制的关

系以及参与晚期基因转录的 RNA聚合酶的重要步骤。对这些病毒因子的认知为建立体外研究病毒

DNA复制及晚期基因转录提供了一种直接的方法。本研究对了解昆虫杆状病毒的进化，病毒与宿

主之间的相互作用具有重要的理论意义，且对于开发新型基因工程杆状病毒杀虫剂和构建新的外

源基因高效表达载体在实践上将起到深远的影响。 
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第三章  材料和方法  

常规试剂的配方参考《分子克隆实验指南》[Sambrook, et al., 1992]。 

 

3.1细胞的冻存、复苏、传代及病毒繁殖 

主要为家蚕 Bm细胞株和秋粘虫 Sf21细胞株。按照 Summers手册进行 [Summers  

and Smith.  1987]。  

 

3.1.1 冻存 

用弯头吸管吹打贴壁细胞，转移入 15 mL 离心管中，1 000 g离心 10 min，弃上清，加入一

定体积的 TC-100 培养基重悬细胞，用血球计数板计数，使细胞的密度达到 0.5-1.0×107 细胞/mL，

加入等体积的用于冻存的新鲜培养基（完全培养基中含 20％ DMSO，过滤除菌），使 DMSO 最

终浓度为 10％。将细胞悬浮液转移至冻存管中（通常为每管放 1 mL），然后将冻存管置于塑料泡

沫盒中，缓慢冷冻细胞。先放入-20 ℃冰箱中 1 h，再转移至-80 ℃冰箱中过夜，最后将冻存管置

于液氮瓶中。 

 

3.1.2 复苏 

迅速取出液氮中冻存的细胞，置于 37 ℃水浴中，轻轻摇动，待冻存液完全融化后，将之转

移入 25 cm2 培养瓶中，并逐滴加入至少 5 倍体积的新鲜的冷(4 ℃)的 TC-100 培养基（含 10％ 

FBS，100 µg/mL 链霉素，50 µg /mL 青霉素），让细胞在室温下贴壁 1 h，再将之置于 27 ℃培养

箱中培养 2-3 h 使细胞贴壁后，更换培养基。根据细胞生长状况，进行换液或传代。 

向待传代的细胞瓶中加入新鲜培养基，用弯头吸管吹打贴壁细胞，使其脱落，按照 1:2-3 的

比例（根据细胞密度）将细胞悬浮液转移至新培养瓶中，补加 1/2 体积新鲜的 TC-100 完全培养

基。 

家蚕杆状病毒（BmNPV）和苜蓿尺蠖核型多角体病毒（AcMNPV）分别感染 Bm细胞和 Sf21

细胞进行传代繁殖。 
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溶液配方： 

1、 1×TC-100 细胞培养液：按 Gibco BRL 公司产品说明书进行。将 1 个包装（1×1L）TC-100 

粉剂边搅拌边加到 ddw中，加 0.35 g NaHCO3，用 5 mol/L NaOH 缓慢调 pH 至 6.22，调节渗透压，

定容至 1 L，在消毒滤器中，将培养基通过 0.22 µm 消毒滤膜加压过滤除菌； 

2、 1×TC-100 完全培养基：1×TC-100 细胞培养液补加 FBS 和抗生素。FBS 保存于-20 ℃，

使用前融化，并经 56 ℃水浴保温 30 min 使补体灭活，然后按 10％加入上述配制的 1×TC-100 培

养基中。链霉素终浓度为 100 µg /mL，氨苄青霉素为 50 µg /mL。 

 

3.2 PCR反应 

3.2.1病毒基因组模板 

取野生病毒感染的细胞培养液 150 µL 于 eppendorf 管中；加入 0.2 mol/L NaOH 150 µL，混匀

后静置 5 min；加入 8 mol/L NH4Ac 溶液 20 µL， 混匀后静置 5 min；加入等体积酚充分混合，5000 

rpm 离心 5 min，取上清；用等体积氯仿抽提一次，离心取上清；加入 1/10 体积 5 mol/L NaAc (pH 

6.5)、2 倍体积无水乙醇，冻存 2 h 后离心，沉淀用 75%乙醇洗一次；阴干后加入 40 µL  0.1×

TE Buffer。做 PCR时取 1 µL作为模板。 

 

3.2.2质粒模板 

以含有目的片段的质粒 DNA做模板，一般将质粒 DNA适量稀释，使 PCR时取模板 DNA的

量约为 20 ng。 

 

3.2.3普通 PCR反应体系 

100 µL反应体系中，10 ×Taq或 Pfu buffer 10 µL，10 mM dNTP 2 µL，一定量的模板 DNA （质

粒 DNA约 20 ng，基因组 DNA约 500 ng），20 pm引物（两条），1.5 U Taq酶或 2 U的 Pfu酶，

加 ddw使总体积为 100 µL。 

 

 

 

 



中国农业科学院博士学位论文                                                   第三章 材料和方法 

19  

 

3.2.4、普通 PCR 反应条件  

95 ℃，模板变性 5 min；94 ℃ 1 min，55 ℃ 1 min（退火温度根据引物的 Tm值等进行设定）， 

72 ℃ 1 min （时间根据目的片段的长度及所用聚合酶设定），30 个循环；72 ℃， 延伸 10 min。 

 

3.2.5、定点突变 PCR 

在需要突变的位置设计两条引物，使突变碱基位于引物的中部，分别与原始片段两端的引物

配对进行 PCR扩增后，纯化回收合成片段。在高保真 pfu DNA聚合酶的作用下，两个片段进行退

火，加入原始片段两端的引物重新 PCR，电泳回收目的条带进行常规操作。 

 

3.3 限制性内切酶反应 

参照产品目录中各种酶的推荐条件，反应体系包含质粒 DNA 1-2 µg，1/10 体积的 10×酶反

应缓冲液，酶量为 2-4 U/µg DNA，反应体积一般为 20 µL。在合适条件（一般为 37 ℃）下，反

应 1-2 h，用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切是否完全。 

 

3.4 玻璃奶法纯化回收 DNA 片段 

用普通凝胶进行电泳，切下所需 DNA 条带，称重后放入 Eppendorf 管中，加入 3 倍体积（v/w）

的 6 mol/L NaI 溶液，37 ℃下使凝胶充分溶解，再加入 10 µL 玻璃奶吸附 DNA，室温下放置 5 min，

稍离心 5 s，去上清，沉淀用 New Wash 洗液洗涤一次，重复离心、洗涤两次，晾干后用 30 µL 0.1

×TE Buf 溶解 DNA，离心后取上清，将 DNA 保存于-20 ℃备用。 

溶液配方： 

1、6 mol/L NaI：将 0.75 g Na2SO3 溶于 40 mL ddw 中，加入 45 g NaI 并搅拌至完全溶解。

用Whatman 滤纸或 NC 膜过滤，在暗处储存； 

2、玻璃奶（Glassmilk）：将 10 g （100 mg/ mL，Sigma S-5631）的 Silica 溶于 100 mL PBS 中，

沉淀 2 h，弃上清，重复该步骤 2-3 次；2 000 g 离心 2 min，将沉淀物溶于 3 mol/L 的 NaI 中，

终浓度为 100 mg/ mL，4 ℃下避光保存； 

3、New Wash 洗液：Tris-Cl (pH 7.4) 20 mmol/L；EDTA 1 mmol/L；NaCl 100 mmol/L；与等
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体积的无水乙醇配制而成。 

 

3.5 DNA 的连接 

连接总体积一般为 10 µL，外源片段与载体的克分子比为 2-3:1，10×T4 DNA连接缓冲液 1 µL，

若为粘末端连接，加 T4 DNA 连接酶 1 µL，14-16 ℃连接 8 h以上；若是平头连接，应加 2 µL T4 

DNA 连接酶，18-22 ℃连接过夜。 

 

3.6 荧光素酶报告质粒的构建 

根据 Genbank登陆的杆状病毒泛素基因上游已知序列设计引物，分别从 AcMNPV或 BmNPV

基因组 DNA中扩增不同长度的泛素基因上游序列。玻璃奶回收 PCR产物，用 BamHⅠ/EcoRⅠ酶

切灭活后，与同样酶切的 pGEM-3Z 载体连接，插入片段和质粒的莫尔数比约为 10:1，测序正确

后，构建质粒命名为 p595ubi。以适当稀释的 p595ubi质粒为模板，进行启动子中保守基序突变的

PCR反应，将目的片段同样插入 pGEM-3Z载体并测序。将 BamHⅠ酶切回收的 luciferase基因片

段插入到测序正确的质粒中，使位于启动子序列的下游，通过合适的酶切位点（XbaⅠ）鉴定报告

基因的插入方向。 

 

3.7 大肠杆菌感受态细胞的制备和质粒转化 

3.7.1、少量制备 

-70 ℃冻藏的 DH10B甘油菌在 LB 平板上复苏。挑取单菌落（直径约 2-3 mm），放入 3 mL LB 

培养基中（不含 Amp），37 ℃振荡培养 7 h，取 100 µL 培养物接种到另一 3 mL LB 培养基中，

37 ℃振荡培养 2-3 h，使 O.D.值在 0.6 左右。3 800 r/min 离心 5 min 收集菌体，将菌体重悬于 800 

µL 75 mmol/L 的冷 CaCl2 溶液中，冰浴 30 min，3 800 r/min离心 5 min，弃上清，加入 200 µL 75 

mmol/L 冷的 CaCl2 溶液，轻轻敲打管壁，使混合均匀，冰上放 2 h 用于转化。 
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3.7.2、批量制备 

-70 ℃冻藏的 DH10B甘油菌在 LB 平板上复苏。挑取单菌落（直径约 2-3 mm），放入 3 mL LB 

培养基中（不含 Amp），37 ℃振荡培养 7 h，取 1 mL按照 1%稀释的比例接种新鲜的 LB液体培

养基，37 ℃振荡培养 2-3 h后，培养基收集在灭菌的离心管中，3 800 r/min 4 ℃离心 5 min，将菌

体重悬于 20-30 mL 75 mmol/L 的预冷 CaCl2 溶液中，冰浴 30 min，3 800 r/min低温离心 5 min，

弃上清，加入 10 mL 含 10%甘油的 75 mmol/L 冷 CaCl2 溶液，轻轻敲打管壁，使混合均匀，冰

上放 2 h 后分装小管，-70 ℃冻存。 

 

3.7.3、质粒转化 

质粒 DNA 0.5-1 ng 或连接混合物 5 µL 加到 100 µL 上述制备的感受态细胞中，轻轻混匀，

冰浴 30 min。再进行热休克（42 ℃保温 2 min 或 37 ℃保温 5 min），迅速置冰上 1.5 min，加入 1 

mL 37 ℃温育的 LB 液体培养基，37 ℃、小于 225 rpm 振荡培养 1 h，稍离心，去部分上清后涂

布于含 100 µg/mL Amp 的 LB 平板上，37 ℃倒置过夜培养。 

 

3.8 质粒 DNA抽提 

3.8.1、小量抽提 

挑取单菌落接种于含 Amp（100 µg/mL）的 3 mL LB 液体培养基中，37 ℃振荡培养过夜。取

1.5 mL 过夜培养物于 Eppendorf 管内，5 000 r/min 离心 5 min收集菌体，弃上清。用 150 µL Sol

Ⅰ悬浮沉淀，冰浴 5 min；加 300 µL SolⅡ，再加入 150 µL 氯仿，轻轻倒转混匀后冰浴 5 min；加

450 µL SolⅢ，倒转混匀后冰浴 15 min。12 000 r/min 离心 10 min，取上清，加 0.6 倍体积异丙醇，

混匀后于 4 ℃放置 20 min。12 000 r/m 离心 10 min，弃上清，沉淀溶于 250 µL TER (含 20 µg/mL 

RNaseA的 TE)中，37 ℃消化 20 min，加入 350 µL PPt Buffer，混匀后置 4 ℃ 20 min；12 000 r/min 

离心 6 min，弃上清，70％乙醇洗一次，真空干燥沉淀，用 100 µL 0.1×TE Buffer (pH 8.0)溶解，

-20 ℃保存备用。 
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3.8.2、大量抽提 

单菌落接种 3 mL 液体 LB 培养基中，37 ℃振荡培养过夜，取培养液按 0.1％接种于 100 mL 

LB（含 Amp 100 µg/mL）中，37 ℃振荡培养过夜。 

5 000 r/min离心 5 min 收集菌体，用 3 mL SolⅠ振荡悬浮沉淀，冰浴 20 min；加 6 mL SolⅡ，

再加 500 µL 氯仿，轻轻倒转混匀后冰浴 15 min；加 9 mL SolⅢ，剧烈振荡后冰浴 20 min。 

12 000 r/min 离心 10 min，上清加 0.6 倍体积异丙醇，混匀后于 4 ℃放置 20 min。 

12 000 r/min 离心10 min，沉淀用1 mL TER (含20 µg/mL RnaseA 的TE)溶解，37 ℃消化15-30 

min，加等体积苯酚、苯酚：氯仿/异戊醇（25:24:1）、氯仿各抽提一次。 

加入 1/3体积的 8 M NH4Ac、0.6倍体积的异丙醇混匀，室温静置 20 min，12 000 r/min 离心

10 min沉淀 DNA，用 75%冷酒精洗沉淀一次，稍晾干。 

用 0.7 mL 1×TE buf溶解沉淀，加入等体积的 1.6 M NaCl溶液（含 13% PEG）中，室温静置

20 min，12 000 r/min 离心 10 min沉淀 DNA，用 75%冷酒精洗沉淀一次，稍晾干。 

用 0.45 mL 1×TE buf溶解沉淀，加入 1/10体积的 3 M NaAc (pH 6.5)和 2 倍体积的无水乙醇，

-20 ℃沉淀 DNA 2 h以上，12 000 r/min 离心 10 min，用 75％乙醇洗涤一次，真空干燥沉淀。 

沉淀溶于一定体积的 1×TE buf 中，测定 O.D.260 和 O.D.280 值，计算 DNA 的浓度和纯度。 

溶液配方： 

1、溶液 I (SolⅠ)： 葡萄糖 50 mmol/L；Tris-HCl 25 mmol/L；EDTA (pH 8.0) 10 mmol/L。混

合均匀后，高压灭菌； 

2、溶液Ⅱ(SolⅡ)： NaOH 0.2 mol/L；SDS 1％； 

3、溶液Ⅲ (SolⅢ)：5 mol/mL KAc 80 mL；冰乙酸 12 mL；ddw 8 mL； 

4、TER溶液：胰 RNAse（RNAse A）溶解于 10 mM Tris-Cl、15 mM的 NaCl中，配成 10 mg/mL

的储存液-20 ℃冻存，再用 1×TE buf稀释成 20 µg/mL的工作液 4 ℃保存； 

5、PPt Buffer： 异丙醇 22 mL；5 mol/mL KAc 1mL；ddw 2 mL； 

6、PEG溶液：称取一定质量的 NaCl，配成 1.6 M的盐溶液，加入一定量的 PEG，使其终浓

度为 13%。 

 

3.9 病毒基因组文库的构建 

3.9.1、基因组 DNA的提取 

收集野生型病毒感染的细胞培养液或感染的家蚕血淋巴，5 000 r/min 离心 10 min，除去细胞

沉淀（若仍有悬浮物可将上清再离心一次），上清 25 000 rpm超速离心 1 h，用 1 mL 游离病毒抽
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提液悬浮病毒粒子，加蛋白酶 K 至终浓度 50 µg/mL，50 ℃保温 2 h；再加入 35％的 Sarkorsyl 至

终浓度 1％，继续于 50 ℃保温 2 h。分别用等体积的饱和酚、苯酚：氯仿（1:1）、氯仿各抽提一

次，5 000 rpm 离心 5 min，将上层水相转入新管中，添加 1/10 体积的 3 mol/L NaCl（pH 6.5）， 2 

倍体积的无水乙醇，-20 ℃保存备用。 

 

3.9.2、基因组 DNA的部分消化和片段的回收 

用 Sau3AⅠ酶进行酶解（Sau3AⅠ只识别四个碱基，且酶切所产生的粘端与 PUC19 载体 Sal

Ⅰ的粘端匹配），先进行一系列预实验来确定产生 5 kb左右片段的最佳酶量。酶切完成后，对 DNA

进行苯酚/氯仿抽提，乙醇沉淀，用 200 µL TE重溶后进行电泳。回收约 5 kb左右的条带。 

 

3.9.3、连接，转化及扩增 

将回收的 DNA片段与 SalⅠ酶切的 pUC19载体连接后转化大肠杆菌，挑取单菌落穿刺接种于

新的 LB固体平板上，保存于 4 ℃。 

挑取扩增的单菌落接种于 LB液体培养基，抽提质粒 DNA，重溶于 TE buffer中，-20 ℃保存。 

 

3.10 质粒 DNA的转染 

以 0.5-1×106 cells/ml的密度接种细胞于 15 cm2细胞培养瓶中，27℃培养过夜，使细胞完全贴

壁生长。转染前把含胎牛血清的细胞培养液倒出，用 1.5 mL无血清培养液洗细胞两次，加入 1.5 mL

无血清培养液。用脂质体 lipofectin介导质粒的细胞转染液包括 1 µg荧光素酶报告质粒、0.5 µg内

源参照质粒，加 ddw到 50 µL，最后加入 5 µL脂质体，混匀后室温静置 15 min，把转染液均匀地

释放到无血清培养液中转染细胞，3 h后在培养基中加入病毒母液(MOI = 0.5)，感染 1 h。倾去旧

培养基，加入 3 ml含血清的完全培养基，再 27 ℃培养 48 h后收集细胞。如果进行两种质粒的共

转染则两种质粒都为 1 µg，加上内源参照质粒，补加 ddw到 50 µL，最后加入 8 µL脂质体。每个

转染实验均用含海肾荧光素酶基因的 pRL-CMV质粒或者含 LacZ基因 pSK-hsp70-LacZ质粒共转

染以校正萤火虫荧光素酶报告基因的表达，在某些情况下不用校正质粒。每个转染实验均重复三

次以上。 

溶液配方： 

脂质体 lipofectin：DDAB和 DOPE购自 Sigma公司。Lipofectin Reagent为 Gibco BRL公司产

品。6.6 µM的 DDAB和 13.4 µM的 DOPE（摩尔比为 1:2）溶解在 1 mL无水乙醇中，取 142 µL

在涡旋振荡的情况下迅速加入到 858 µL灭菌双蒸水中，终浓度为 2 mg/mL，4 ℃保存。 
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3.11 细胞裂解和荧光素酶活性的测定、蛋白质定量 

3.11.1、细胞裂解 

转染 48 小时后，用弯头吸管将细胞吹下来并转移到 1.5 mL EP 管中。4 ℃、 9 000 rpm离心

5 min，弃上清。用 1×PBS 1 mL重悬细胞，4 ℃、 9 000 rpm离心 5 min。沉淀用 200 µL 1×lysis 

buf充分重悬，-20 ℃冷冻 2 h以上。冰上缓慢解冻后，4 ℃、9 000 rpm离心 5 min，取上清进行

荧光素酶活性的测定。 

 

3.11.2、Luciferase活性测定 

当用 pRL-CMV作为校正质粒时，将一定量的 LARⅡ底物加入测定管中，再加入一定量的细

胞裂解液，混合均匀后测定萤火虫 luciferase的 cpm值，再在上述管中加入一定的 Stop&GloR reagent

溶液用以终止萤火虫荧光素酶活性，混合均匀后再用液体闪烁记数器中测定海肾 luciferase的 cpm

值，用以校正萤火虫 luciferase活性。 

其它情况则加入一定量的荧光素酶分析试剂于测定管中，再加入前述制备的细胞裂解原液或

适当稀释的裂解液一定体积，混合均匀后放入液体闪烁记数器中测定萤火虫 luciferase的 cpm值，

测定温度为 25 ℃，荧光素酶活力以 15 s内所释放的光亮子数表示。 

 

3.11.3、蛋白浓度测定 

将牛血清白蛋白配制成标准浓度的蛋白质(0.5 mg/ml)，用酶标仪进行蛋白质定量。取 96孔点

样板 1块，按照 1个孔零对照，2个孔标准蛋白孔，每个待测样品占 2个孔，计算所需要的孔数，

每个孔 G-250染料 50 µL；在零对照孔中加入 20 µL 0.15M的 NaCl，每个标准蛋白孔中加入 20 µL

标准蛋白溶液（0.5 µg/µL），每个样品孔中加入 20 µL细胞抽提物样品，每次加入后用 Tip头抽吸

2-3下混匀；用酶联检测仪在 590 nm波长下测定蛋白质含量。 

β-半乳糖苷酶活性的测定（1 mL反应体系）。将 30 µL细胞裂解液与 3 µL 100×Mg2+溶液、

66 µL 4 mg/ mL的ONPG溶液及 201 µL 0.1 mol/L磷酸钠缓冲液(pH 7.5)混匀后，28 ℃保温 10 min。

加入 0.5 mL 1 M Na2CO3终止反应。测定 420 nm波长的吸光值。计算反应样品中的蛋白含量。对

照为不加细胞裂解液的其它成分的混合液。 

溶液配方： 

1、100×Mg2+溶液：0.1 mol/L MgCl2，4.5 mol/L β-巯基乙醇与适量的 0.1 mol/L磷酸钠溶液
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混合； 

2、0.1 mol/L磷酸钠溶液：41 mL0.2 mol/L Na2HPO4·2H2O，9 mL 0.2 mol/L NaH2PO4·2H2O 

和 50 mL ddw。 

 

3.12 细胞总 RNA的抽提 

将培养的细胞倾去培养基，用 0.5 mL Solution D充分匀浆；加 50 µL 2 M NaAc (pH 4.0)，0.5 mL 

酚(pH 7.0)，0.1 mL 氯仿/异丙醇(49:1)。颠倒混匀，冰上放置 15 min；4 ℃ 10 000 g 离心 20 min

后，取上层水相(~ 0.5 mL)，加入 0.5 mL 异丙醇混匀，-20 ℃ 放置 1 h 以上；4 ℃ 12 000g 离心

15 min 沉淀 RNA并干燥；沉淀重溶于 100 µL solution D，加入 10 µL NaAc (pH4.0)，300 µL 乙醇，

混匀，-20 ℃放置 1 h 以上；4 ℃ 12 000g离心 15min 沉淀 RNA，弃上清后加 70%乙醇 1mL，4 

℃ 12 000g 离心 3 min 并弃上清干燥沉淀，重溶于 30 µL DEPC 处理的 ddw 双蒸水中(如用于

Northern blot，可溶于 0.5% SDS 溶液或试样 buf)； -20 ℃ 短期保存，-70 ℃ 长期保存。 

溶液配方： 

1、Solution D： 10 g guanidinium thiocyanate (异硫氰酸胍)， 0.106 g sarcosyl (十二烷基肌氨

酸钠)，0.7 mL 0.75 M 柠檬酸钠（pH 7.0），11.72 mL ddw，65 ℃ 溶解，不能高压灭菌。在 4 ℃

可保存 3 个月以上。用之前每 1mL 溶液加入 7 µL 2-mercaptorthanol（2-巯基乙醇）； 

2、2 M NaAc (pH4.0)： 配 2 M NaAc 溶液用乙酸调 pH 到 4.0； 

3、酚的平衡： 按分子克隆实验指南的方法但最终的 pH 为 7.0 上层为水相也可用商品化的

水饱和酚； 

4、DEPC 处理 ddw： 把 1 mL DEPC 加入 1 L ddw 中 37 ℃ 放置 4 h 或室温过夜，高压灭

菌使 DEPC 分解。 

 

3.13 随机引物法标记杂交探针(用 Takara 随机引物标记试剂盒) 

取约 50 ng 的探针模板（胶回收的 PCR 产物或酶切片段），2 µL 随机引物， 加 ddw 至终

体积为 14 µL；沸水煮 10 min后冰上 5 min使探针模板变性。把探针模板离心甩一下加入 dNTP(-C)、

10×Klenow Buf 各 2.5 µL， 5 µL [α-32P]dCTP (10 µCi/µL) 和 1 µL Exo-free Klenow Fragment， 37

℃ 保育 20 min后，加入 7 µL yeast tRNA (10 mg/mL)， 20 µL 10 M NH4Ac, 48 µL ddw 和 300 µL 乙

醇-20 ℃放置 1 h 以上。4 ℃、12 000 g 离心 15min， 沉淀用 70%乙醇洗一次，干燥后用 82 µL TE 

重溶。取 2 µL用探测器测量放射性强度，如果>105 cpm/µL则剩余探针保存在-20 ℃待用。 
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3.14 Northern blot 

3.14.1、电泳与转膜 

把做好的变性琼脂糖凝胶在 1×MOPS 中 100 V 预电泳。期间，用 20 µL 试样 buf 溶解 30 µg 

RNA，65 ℃保温 15 min后冰上放置 5 min。稍离心加入 2 µL 上样 buf 和 1 µL 200 µg /mL的 EB，

点样后用 40-50 V 电泳 1 h。 然后 80 V 电泳至溴酚蓝到胶的 2/3。（如果室温高于 15 ℃要在电泳

槽的外部加冰水）。观察 RNA 的电泳质量并拍照。把琼脂糖胶的多余部分切去放到 300 mL ddw

中轻摇 15 min，重复两次。预先搭好滤纸桥，下部转移溶液为 0.05 M NaOH，裁一张与琼脂糖胶

大小一致的 Hybond+尼龙膜（Pharmacia），两张滤纸和一叠吸水纸。把琼脂糖胶放到滤纸桥上，上

面依次放尼龙膜、滤纸和吸水纸，再压一个平板和一个约 100 g的砝码。转移 6个小时以后把膜

取下。在 0.05 M NaOH 中浸泡 20 min。用 2×SSC洗两次。凉干后 4 ℃保存。 

 

3.14.2、杂交、洗膜和冲片 

把杂交膜放到塑料膜制成的杂交袋中加入约 5 mL 预杂交液在 42 ℃预杂交 4 h 以上。把杂交

袋中的预杂交液倒出并加入杂交液 (预杂交溶液加上 32P 标记的探针)，42 ℃杂交 16 小时以上。

杂交完毕倒出杂交液，在室温用 2×SSC/ 0.1% SDS 和 0.2×SSC/ 0.1%SDS各洗脱一次，然后用

0.2×SSC/ 0.1% SDS在 42 ℃和 65 ℃各洗一次膜，稍许干燥后用保鲜膜包好置于 X 光片上感光。

-70 ℃曝光 24 个小时（曝光时间根据杂交强度确定）。暗室中进行显影定影（显影定影液配方按

照产品说明）。 

溶液配方： 

1、鲑鱼精 DNA：把鲑鱼精 DNA（Sigma）用 0.1 M NaCl 溶液溶解，用高强度的超声波以震

10 s，间隔 20 s的方式重复 20 次，直到溶液不显粘稠状态。用酚/氯仿抽提两次，乙醇沉淀，用

TE 重溶，终浓度为 10 mg/mL； 

2、杂交液：6×SSC, 1 mM EDTA, 50% (v/v)甲酰胺, 5×Denhart, 0.1% SDS, 100 µg/mL 鲑鱼精

DNA； 

3、5×MOPS：0.1 M MOPS, 0.025 M NaAc, 0.005 EDTA； 

4、试样 buf (20 µL)：2 µL 5×MOPS, 3.5 µL甲醛, 10 µL甲酰胺, 4.5 µL ddw； 

5、上样 buf：50%甘油, 0.1 mg/mL溴酚蓝, 0.001 EDTA； 

6、变性胶（50 mL, 1.2%）： 称 0.6 g agarose加到 31 mL ddw中，加热溶解后放到 60 ℃水

浴中。然后加入 9 mL甲醛和 10 mL 5×MOPS， 摇匀后倒胶。 
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第四章 AcMNPV、BmNPV ubiquitin 基因启动子的结构与功能分

析 

摘  要 
杆状病毒 AcMNPV和 BmNPV均编码可能参与病毒感染的泛素蛋白。Northern blot分析表明

泛素基因在病毒感染后 12 h左右表达量达到高峰，并具有多个转录本。启动子活性分析也表明该

基因在病毒感染晚期表达，在病毒因子存在的条件下，瞬时表达分析表明响应病毒因子的顺式作

用元件主要位于基因上游 5’端，在 ATG上游约 187-383 bp的片段，含有一个杆状病毒晚期基因启

动子基序 TAAG及 CAAT和 TATA box，也具有启动子的活性。分别对启动子中的 TAAG、CAAT

和 TATA box定点突变，瞬时表达分析显示，在病毒因子存在的条件下，AcMNPV和 BmNPV的

泛素启动子中 TATA box及 TAAG基序突变可降低启动子的活性，CAAT突变却可以提高启动子

活性。 

 

关键词 杆状病毒；泛素基因启动子；瞬时表达分析；启动子分析 

 

 

杆状病毒是双链闭合的超螺旋 DNA 病毒，其宿主仅限于无脊椎动物。目前已有多种杆状病

毒的全基因组序列得到测定，许多基因的结构与功能也得到了阐明。AcMNPV与 BmNPV基因组

核苷酸序列的相似性约为 70%，保守基因之间的同源性则达到了 90%以上，推测是从同一个病毒

祖先进化而来的[Gomi, et al., 1999]。在宿主中，病毒基因表达及病毒 DNA复制是以一种有序的极

联事件发生的。宿主 RNA 聚合酶Ⅱ介导早期基因的转录，晚期和极晚期基因的转录则需要病毒

RNA 聚合酶及早期基因的产物参与。杆状病毒 AcMNPV 和 BmNPV 编码泛素蛋白，与真核生物

泛素的同源性约为 77%。通过对 AcMNPV芽病毒的研究，Grarino等认为杆状病毒泛素通过一种

异常的磷脂锚定与病毒粒子囊膜结合[Guarino, et al., 1995]。杆状病毒来源的泛素基因并非病毒

DNA复制所必需，其主要功能可能是通过竞争性的结合泛素活化酶 E1而调控宿主的免疫系统，

从而参与病毒对宿主的侵染[Ghosh, et al., 2003; Haas, et al., 1996]。 

总之，杆状病毒来源泛素的研究，对于提高病毒进化及病毒与宿主的相互作用的认识具有重

要意义。为了探讨杆状病毒泛素基因的表达调控，我们克隆了 AcMNPV和 BmNPV泛素基因的完

整启动子，并对启动子区域中的保守启动子元件 TATA box、CAAT和 TAAG进行了突变，以萤火

虫荧光素酶(luciferase)基因为报告基因，并分别在 Bm和 Sf细胞中进行了表达分析。 
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4.1材料和方法 

4.1.1材料  

含完整萤火虫荧光素酶基因的质粒 pUL220、AcMNPV和 BmNPV病毒、Bm和 Sf细胞均为

实验室保存；各种限制性内切酶、DDAB/DOPE脂质体、T4 DNA连接酶、高保真 DNA聚合酶等

为 Gibco-BRL 或 TAKARA 公司产品； Geneclean 试剂盒、荧光素酶检测试剂盒均购自 Promega

公司。 

 

4.1.2 方法  

4.1.2.1、细胞培养 

参照第三章。 

 

4.1.2.2、引物的设计与合成 

根据已发表的 AcMNPV和 BmNPV基因组全序列，设计并化学合成多对引物，通过 PCR扩

增两种杆状病毒泛素基因的 5’侧翼序列及构建缺失、突变质粒所需要的一系列启动子片段。目的

片段扩增所用引物如表 4.1。 

 

 

表 4.1 本实验中所用引物名称、序列及用途 

Table. 4.1 Name and sequence of primers used in the experiment 

 

(A) primers used in promoter deletion analysis 

the BamHⅠand EcoRⅠsites were italic and underlined. 
name Sequence (from 5’ to 3’) purpose 

Pubi F1 TGGAATTCGATCGGATAGCGA 
Pubi F2 CGGAATTCGTGTAACAAAGTCG 
Pubi F3 TGGAATTCAATTGCCGTTGAAGGGAAAT 
Pubi R TTTGGATCCTTACACTATTACTTATAAATGACAACGG 

Used for 595, 383 and 
124 bp promoter 
fragment 

Pubi-2nd F CGGAATTCGTGTAACAAAGTCGACAGCG 
Pubi-2nd R GATGGATCCAAACGACTTAATATAACACC 

Used for 196 bp 
promoter fragment 

Pcore F AATTCTTATAAGTAATAGTGTAAAAG 
Pcore R GATCCTTTTACACTATTACTTATAAG 

Used for 26 bp 
promoter fragment 
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(B) primers used in promoter mutation analysis 

the mutation sites were italic and underlined. 
name Sequence (from 5’ to 3’) purpose 

17M R TTTGGATCCTTACACTATTACTCGTAAATGACAACGG 
195M F GTGGCCCGGTGTTATCGGTCGTTTGAAAGC 
195M R GCTTTCAAACGACCGATAACACCGGGCCAC 

Used for two TAAG 
mutation 

19M R TTTGGATCCTTACACTATTACTTACGAATGACAACGG 
269M F CGTCAGCCTCCGTAATCTCGG 
269M R CCGAGATTACGGAGGCTGACG 

Used for two TATA 
box mutation 

71M F CGCCTGTTGCACGGTTCCACCAGCGGTG 
71 M R CACCGCTGGTGGAACCGTGCAACAGGCG 
359M F GACAGCGAAACGGTTTATCGTTTTC 
359M R GAAAACGATAAACCGTTTCGCTGTC 

Used for two CAAT 
mutation 

 
4.1.2.3、PCR反应 

分别以 AcMNPV和 BmNPV ZJ8株病毒基因组 DNA为模板进行 PCR反应，扩增完整的泛素

基因启动子片段。以后的缺失和突变启动子片段的扩增均以此完整启动子片段构建的质粒 DNA

为模板进行 PCR反应。 

 

4.1.2.4、克隆与测序 

按照 Geneclean方法纯化 PCR扩增产物，并克隆到 pGEM-3Z载体中，用 T7或 SP6引物进行

测序分析。 

 

4.1.2.5、功能质粒的构建  

将 PCR方法扩增的泛素基因启动子片段克隆到 pGEM-3Z载体中，从 pUL220质粒 DNA

中用 BamHⅠ酶切并分离纯化 luciferase基因片段，亚克隆到含泛素基因启动子的重组质粒中，

使位于该启动子的下游，酶切鉴定插入片段的方向，获得表达质粒。缺失及突变质粒的构建

与其类似。 

 

4.1.2.6、转染昆虫细胞 

细胞转染操作方法参照第三章。并以未转染细胞作为空白对照。每个实验至少重复三次。 

 

4.1.2.7、瞬时表达分析 

转染后 48 h冰上收集转染细胞，将细胞裂解后测定荧光素酶活性，操作方法参照第三章。 
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4.2 结  果 

4.2.1 杆状病毒 ubi基因启动子的序列分析 

本文根据 Genbank登录的 BmNPV和 AcMNPV基因组全序列，在 ubi基因的 5’端的保守区域

设计一对引物，并将该基因的起始密码突变，以构建非融合的表达载体。分别以 BmNPV 或

AcMNPV基因组 DNA为模板， PCR扩增获得约 600 bp的启动子特异性条带。纯化并酶解后克

隆到载体 pGEM-3Z的 BamHⅠ/EcoRⅠ位点，转化 E. coli DH10B，对筛选的阳性克隆进行序列测

定证明克隆片段为 595 bp，分别命名为 pBmubi595 和 pAcubi595。构建质粒的酶切图谱如图 4.1

所示。 
 

 
 

图 4.1 不同长度的启动子片度酶切分析图谱 

Fig.4.1 Deletion analysis of Ac and Bm ubi gene promoter by BamHⅠand EcoRⅠdigested. 

 

1 to 4: different length ubi gene promoter fragments from AcNPV that is pAcubi595, pAcubi382, pAcubi124 and 

pAcubi196; 5: λ DNA/ HindIII; 6 to 9: different length ubi gene promoter fragments from BmNPV that is pBmubi595, 

pBmubi382, pBmubi124 and pBmubi196. 

 

用 DNA Star 软件分析显示，克隆 BmNPV ZJ8株来源的 ubi启动子片段与 BmNPV T3 株的

相应核苷酸序列同源性为 98.9 %，AcNPV来源的 ubi启动子与 AcMNPV C6株的相应核苷酸序列

同源性为 99.5 %，克隆片段二者之间的同源性为 92.8 %。用MatInspector软件分析，在 AcMNPV

和 BmNPV ubi 基因翻译起始位点上游可能存在的主要顺式作用元件有病毒的晚期转录起始位点

基序 TAAG（-17～-14 nt、-195～-192 nt）、TATA box（-19～-15 nt、-269～-265 nt）及 CAAT（-71～
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-68 nt、-125～-122 nt、-359～-356 nt）等。而在 Ac ubi启动子的远端仍具有三个 TAAG基序，分

别位于-473～-470 nt、- 501～-498 nt及-573～-570 nt（图 4.2）。 

 

 
Acubi  1    GATCGGATAGCGATTCAAATTTTGTAAGCGTTTGTAGCGCACGTTTGGCATCTTGTTTAA  60 
            ||||||||||||| || || ||||| |||||||| |||||| |||||||||||||||||| 
Bmubi  1    GATCGGATAGCGACTCGAAGTTTGTGAGCGTTTGCAGCGCAAGTTTGGCATCTTGTTTAA  60 
 
Acubi  61   AATTACACGACGACAGACAGTAAAAATATTCCTCGATAAGCATGACTACACCCATATCAC  120 
            ||||||||||||||||||||||||| ||||| |||| ||||||||||||||||||||||| 
Bmubi  61   AATTACACGACGACAGACAGTAAAAGTATTCTTCGACAAGCATGACTACACCCATATCAC  120 
 
Acubi  121  TGTTTAAGTGCTCGACGTAGTTGTTGCATGTTATGTCGCGTGTGCCGCGATACGCGTGAT  180 
            ||||||| |||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| ||||||||||| | 
Bmubi  121  TGTTTAAATGCTCGACGTAGTTGTTGCATGCTATGTCGCGTGTGCCCCGATACGCGTGGT  180 
 
Acubi  181  TTCGGTGAAAATCACACCACAACCAGTCGGCGTGCGTGTAACAAAGTCGACAGCGAAACA  240 
            ||| ||||||||||||||||| ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bmubi  181  TTCTGTGAAAATCACACCACAGCCAATCGGCGTGCGTGTAACAAAGTCGACAGCGAAACA  240 
 
Acubi  241  ATTTATCGTTTTCCAAAAAATTTAAATACTCGACAGTTTTGCAGCTTAGATTCCGCGTTT  300 
            |||||||| ||||||||||||| ||||| ||||||||||||||||| ||||| ||||||| 
Bmubi  241  ATTTATCGGTTTCCAAAAAATTCAAATATTCGACAGTTTTGCAGCTGAGATTGCGCGTTT  300 
 
Acubi  301  GATTCACCTTAAAATCGTCGTCAGCCTCTATAATCTCGGGCGACAGCTCGCCTTGTTGCC  360 
            ||||||| ||||||||||||||||| |||||||| || ||| |||| | ||||||||||| 
Bmubi  301  GATTCACTTTAAAATCGTCGTCAGCTTCTATAATTTCTGGCAACAGTTTGCCTTGTTGCC  360 
 
Acubi  361  CCATCGTATCGATCACCTCCCCCAAGTGGCCCGGTGTTATATTAAGTCGTTTAAAATCAT  420 
            |||| | |||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| ||| ||| 
Bmubi  361  CCATTGCATCGATCACCTCGCCCAAGTGGCCCGGTGTTATATTAAGTCGTTTGAAAGCAT  420 
 
Acubi  421  TTATTGCTTCCTGCACGTCGGCCTGGTAATTTTTGACCACGGGCGTGGAAATCAATTGCC  480 
             ||| ||||| |||||||||||||| ||||||||||  |||||||||||||||||||||| 
Bmubi  421  CTATCGCTTCTTGCACGTCGGCCTGATAATTTTTGATTACGGGCGTGGAAATCAATTGCC  480 
 
Acubi  481  GTTGAAGGGAAATAATTCGTGGTGTGGGTATCGGCCGCCTGTTGCACAATTCCACCAGCG  540 
            ||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Bmubi  481  GTTGAAGGGAAATAATTCGCGGTGTGGGTATCGGCCGCCTGTTGCACAATTCCACCATCG  540 
 
Acubi  541  GTGGAGGCAAGGGCGCATTCACAGTAACCGTTGTCATTTATAAGTAATAGTGTAA 595 
            |||||||||||||| ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 
Bmubi  541  GTGGAGGCAAGGGCACATTCACAGCAACCGTTGTCATTTATAAGTAATAGTGTAA 595 
 

图 4.2 AcMNPV和 BmNPV的 ubi基因启动子序列比对分析 

Fig. 4.2  Nucleotide sequence alignment of cloned ubi gene promoter from AcMNPV and BmNPV. 

 
The late RNA initiation sites, TAAG motif, were marked by rectangle; CAAT motifs were shaded and TATA boxes 

were underlined. 
 

4.2.2 Northern blot分析 

接种约 0.5-1×106细胞于 15 cm2培养瓶中，贴壁培养过夜（即细胞密度约为 80%）。用野生

型 BmNPV或 AcMNPV病毒母液(MOI = 0.5)分别感染 Bm、Sf21细胞。提取病毒感染后 0、2、4、

8、12、24、 48 和 72小时的培养细胞总 RNA，以未经病毒感染的细胞 RNA为空对照做 Northern 
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blot 分析。结果显示，杆状病毒 ubituitin 基因为晚期表达基因，且有多个不同长度的剪接方式，

其中 BmNPV ubiquitin约在病毒感染 12 h开始表达，而 AcMNPV ubiquitin要早一些，并随着时间

经过持续表达。（图 4.3 A, B） 

 
 
（A）RNA 

 
（B）Northern blot 

 
 

图 4.3 AcMNPV和 BmNPV来源的 ubi基因的 Northern blot分析 

Fig.4.3  Northern blot analysis of ubi gene of AcMNPV or BmNPV. 
 

(A) Electrophoresis of ubi RNA from AcNPV or BmNPV infected Sf or Bm cells at different stages. 

(B) Northern blot analysis of ubi gene from AcNPV or BmNPV. 

Left photos are AcMNPV ubi and right are BmNPV ubi. No.1 is the control cell RNA that no virus infected; No. 2 to No. 

9 figured the time after infected, that is 2, 4, 8, 12, 24, 48 and 72 h.   

 

4.2.3  ubi基因启动子的功能分析 

4.2.3.1、功能质粒的构建 

为了测定 ubi基因启动子活性，将 luciferase基因克隆到测序正确的 pBmubi595和 pAcubi595

质粒的 BamHⅠ位点，使位于 ubi基因启动子下游，构建成报告质粒 pBmubi595luc和 pAcubi595luc。 

 

4.2.3.2、ubuqitin基因启动子的转录活性 

1×106的 Bm或 Sf21细胞于 15 cm2细胞培养瓶中过夜，将 1 µg报告质粒 DNA与 5µL脂质体
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混合后转染贴壁细胞，3 h后用相应的病毒感染细胞，48 h后收集细胞并进行活性测定。以 pUL220

质粒转染的细胞、未经病毒感染的细胞作为对照，并以未转染的细胞作为空白对照。结果如表 4.2

所示。用报告质粒转染细胞 48 h后测定的 10µg细胞抽提物中的 luciferase活性分别为 16、20，与

未经质粒转染的细胞对照活性相似。而转染后用野生型 BmNPV或 AcMNPV感染的 10µg细胞抽

提物中，Bm细胞中测定的 BmNPV ubi启动子转录活性为 13378.7；AcMNPV ubi启动子在 Sf21

细胞中的转录活性为 27588。 

 

表  4 .2  完整 ubi 启动子驱动的报告基因活性  

Table. 4.2 Luciferase activity of constructs plasmid pAcubi595-luc and pBmubi595-luc in Sf21 or Bm cells. 

 
plasmid name Cell lines Viral infection CPM 

- 16±16 
pAcubi595-luc  Sf-21 

+ 27588±664.87 
- 20±17.88 

pBmubi595-luc Bm-N 
+ 13378.7±481.63 

 
Using pUL220 transfected or mock transfected cells as control. Each reaction contained 10 µg of protein from Bm or Sf21 

cells extract. 1µg of plasmid DNA was used in each transfection. The results represented averages from three separate 

transfections. 
 

4.2.3.3、ubi基因启动子区的缺失分析 

为了确定对 ubi基因启动子功能影响较大的区段，本文对该启动子区域进行了 5’端缺失分析。

在克隆了 ATG上游 595 bp启动子区的基础上，又分别在 ATG上游-382 bp，-124 bp设计引物，并

PCR扩增了上述片段；同时人工合成了 ATG上游 26 bp的片段，该片段仅包含杆状病毒晚期转录

起始位点 TAAG及 TATA box；在 ATG上游-383 bp与-187 bp处设计了一对引物，扩增了包含该

启动子区域另一个晚期转录起始位点 TAAG 基序的 196 bp 片段。分别将扩增的片段克隆到

pGEM-3Z载体后，再与 luciferase报告基因构建相应的报告质粒。 

用上述的缺失质粒分别在Bm和 Sf21细胞中进行了转染分析，结果如图 4.4（A）所示。Luciferase

基因的瞬时表达结果显示，在病毒因子存在时，595 bp完整启动子的转录活性最高，10µg Bm、

Sf细胞抽提物蛋白中的荧光素酶活性分别为 17180、32148；而将启动子的 5’端删除到剩下 382 bp

时，来自于 AcMNPV的启动子基础转录活性大大降低，仅有完整启动子的 6.7％，删除到 124 bp

时，下降到 0.7%。进一步的删除实验表明，启动子活性没有明显的差别。来自于 BmNPV的泛素

启动子删除到 382 bp时，启动子活性与 595 bp时没有明显差别，约为完整启动子的 79%，继续删

除到 124 bp时，启动子活性下降到大约 11%。当只保留晚期转录起始位点时，启动子活性则分别

下降到只有完整启动子的 0.4％左右，在该 26 bp启动子质粒的 luciferase基因下游插入杆状病毒

同源重复序列 hr3，10 µg细胞抽提物蛋白中的荧光素酶活性均可增强 104倍以上；而含有远离ATG

的 TAAG的 AcMNPV和 BmNPV ubi启动子部分则分别保留了完整启动子活性的 8.0％、31%，10 

µg细胞抽提物蛋白中的荧光素酶活性为 2574、5244。这些结果意味着病毒因子作用的 ubi基因启

动子区段在 AcMNPV与 BmNPV中可能是不同的，在 AcMNPV泛素启动子中主要位于 ATG上游

-595～-382 bp之间，而在 BmNPV泛素启动子中主要位于 ATG上游-382～-124 bp之间，并且杆
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-595     -382         -124   -26   +1 

状病毒的 ubi基因启动子具有两个转录起始位点，仅带有 TAAG及 TATA box的 26 bp小片段拥有

启动子的基础转录作用元件。 
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图 4.4 不同长度或突变启动子驱动的报告基因相对表达量 

Table. 4.4 relative activity of luciferase controlled by the deletion or mutation ubi promoter 

 

Bm or Sf cells were transfected with 1 µg of each plasmid DNA and transient expression assays were performed 48 h 

post-transfection. Series 1 and 2 denoted relative luciferase activity controlled by ubi of AcMNPV or BmNPV, 

respectively. 

(A) Schematic representation of the inserts used in the deletion analysis of the ubi promoter. Five plasmids were 

constructed by inserting the appropriate PCR product in Pgem-3Z. The BmNPV genome DNA used as matrix in the PCR. 

The inserts of these plasmids are shown as boxes (regions upstream from the initial ATG of ubi). The plasmid name, the 

length of the inserts fragments and the mortality associated with the plasmid in the transient expression assays are shown 

on the right of each insert. The presence of the TAAG motif in the promoter region of the inserts is marked with a black 

box. 

(B) The effect of conserved elements on the promoter activity. The sequence of the pubi595-luc plasmid was modified 

by a series of point mutation in the conserved motifs upstream of the ATG, respectively. The plasmid containing the TAAG 

mutations was named as p17Mluc or p195Mluc, p19Mluc and p269Mluc containing the TATA box mutations, and 

A

B
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p71Mluc, p359Mluc containing the CAAT mutations. 

 

4.2.3.4、保守基序突变对启动子转录活性的影响 

序列分析表明 ubi 基因启动子中存在多个杆状病毒保守序列。本文通过对这些保守序列进行

定点突变，结合在昆虫细胞中的瞬时表达分析，研究了对该启动子的转录活性具有显著影响的保

守序列 TATA box、CAAT及 TAAG。分别以 pAcubi595、pBmubi595质粒 DNA为模板，设计引物，

使突变位点位于引物序列的中部，利用 PCR 方法扩增了 TATAA 突变为 CGTAA、CAAT 突变为

CGGT、TAAG突变为 CGAG的启动子片段，构建报告质粒并分别转染 Bm或 Sf21细胞。瞬时表

达结果如图 4.4(B)显示，在病毒因子存在的情况下，TATA box的突变均可使启动子的转录活性降

低，位于-19～-15bp 的 TATA box突变分别使 Acubi和 Bmubi分别下降到约 10.7%、16.4%，位于

-269～-265bp 的 TATA box突变则使其分别下降到 12.3%、14.2%；位于 ATG上游的 TAAG突变

后，启动子活性明显下降，20 µg的 Sf、Bm细胞抽提物蛋白中启动子转录活性仅占完整启动子的

10.3％、14.7%；ATG上游-71～-68 nt和-359～-356 nt的 CAAT突变为 CGGT后，均能提高报告

基因的表达水平。靠近 ATG的 CAAT突变后，20 µg Sf、Bm细胞抽提物蛋白中报告基因表达量分

别提高了 4倍、2.6倍；-359～-356 nt的 CAAT突变后，20 µg的 Acubi和 Bmubi转染细胞抽提物

蛋白中报告基因表达量均提高了约 3倍。 

 

4.3 讨  论 

杆状病毒为双链、超螺旋 DNA 病毒。在病毒感染的细胞中，基因以级联方式表达，根据表

达是否需要病毒 DNA 复制，分为早期、晚期和极晚期三种表达时期。早期基因启动子具有类似

宿主 RNA聚合酶Ⅱ启动子的结构，能够介导早期基因转录。晚期、极晚期基因的转录起始或靠近

杆状病毒晚期基因保守序列(A/G/T) TAAG，并受病毒 RNA 聚合酶介导[Huh and Weaver. 1990; 

Rohrmann. 1986]。一些晚期基因包含不止一个 TAAG 序列或同时具有早期基因启动子。对于一个

启动子活性是否影响相邻启动子的转录及功能仍是未知的。目前，已有多个晚期、极晚期基因启

动子功能得到了详细的研究，TAAG突变导致了晚期 RNA稳定转录的显著降低[Morris and Miller. 

1994; Todd, et al., 1995]。 杆状病毒编码的泛素蛋白，是病毒复制非必需的，可能通过调节宿主细

胞等的免疫功能参与了病毒感染，以及病毒出芽和形成病毒粒子[Ghosh M, et al., 2003; Reilly and 

Guarino. 1996]。 

本文从杆状病毒的两个代表株 AcMNPV和 BmNPV中分别克隆了完整的 595 bp ubi基因启动

子，二者具有很高的序列同源性，但其启动子功能元件是否也具有同样功能尚不清楚。本研究以

荧光素酶基因为报告基因，对该启动子功能进行了分析。在单用含该启动子的报告质粒转染相应

细胞系时，几乎测不到活性，只有在其它病毒因子存在的情况下，才能激活该启动子，暗示了 ubi

基因为晚期基因。Northern blot分析也证明 ubi基因为晚期基因，在病毒感染细胞 12 h或稍早一

些开始表达，具有多个转录本且能够持续表达。 
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转录起始需要 RNA聚合酶和转录因子的参与，转录因子结合到位于启动子序列上的各种顺式

作用元件上。启动子元件鉴定的基本程序是应用一系列的突变技术对目的基因启动子序列进行诱

变处理，然后构建启动子-报告基因的融合载体来研究基因的转录，通过对报告基因的产物分析，

可测定在启动子上特异性突变对目的基因转录和表达的影响，从而鉴定出参与转录调节的相关启

动子元件。对 ubi基因启动子进行的缺失分析表明，在病毒因子存在时，删除启动子 5’端区域可

引起启动子活性的显著降低，保留 ATG上游 382 bp时活性比 595 bp完整启动子在 AcMNPV和

BmNPV 中分别下降了 93.3％、21％。造成这种差异的原因，一方面可能是细胞敏感性的不同，

另一方面可能是两种病毒启动子某些功能元件结构上存在差异，这需要进一步的探讨。克隆 ATG

上游 383-187 bp之间的片段，含有 ubi基因一个推定的晚期转录起始位点和 TATA box，构建的报

告质粒在瞬时表达时仍能够驱动报告基因的表达，说明该区段具有启动子的功能。将该片段序列

与宿主泛素基因 5’侧翼序列比对显示，二者具有很高的同源性，推测杆状病毒在进化过程中，吸

收整合了对自身进化有利的宿主遗传信息，并对其进行遗传改造，使其更适合病毒的控制。 

宿主 RNA聚合酶识别并转录与细胞中启动子相似的早期基因启动子，开始杆状病毒的感染。

伴随着早期基因的复制，杆状病毒 RNA聚合酶开始晚期基因的转录。杆状病毒来源的 RNA聚合

酶识别一个五核苷酸的启动子序列（A/G/T）TAAG，并且转录一般起始于第一个或第二个核苷酸。

突变分析是鉴定顺式作用元件的最可靠的方法，此方法能分析各种类型的调控区域中的顺式作用

元件。本研究中分别对 AcMNPV和 BmNPV ubi基因启动子中功能元件 CAAT、TAAG及 TATA box

进行了突变分析研究。TAAG 的突变均可显著降低两个不同病毒株来源的启动子活性，这主要是

因为 TAAG突变改变了 RNA聚合酶的识别位点所造成的；TATA box是启动子中相对于转录起始

位点而言位置相对固定的上游启动子元件，TATA box突变可以不同程度的降低启动子活性，说明

TATA box是启动子转录所必需的元件；CAAT box是最早被人们描述的常见元件之一，具有很强

的突变敏感性，在决定启动子转录效率上具有很强的作用。本研究中 CAAT突变可以明显的提高

启动子活性约 3-4倍左右，推测阻遏蛋白与 ubi启动子中存在的CAAT基序结合，从而阻止了CAAT

结合因子的结合，则也不能形成活性复合体，而将该元件突变后阻遏蛋白失去了结合位点。 

基因组成分的进化是生物学中最基本的问题之一，基因是如何遗传、获得、丢失、交换、复

制及进化的问题是近年的热点问题[Eisen. 2002; Eisenberg, et al., 2000]。目前的几个全基因组计划，

以及基于基因的存在或缺失、基因家族或蛋白折叠的研究又重新挑起人们对这些问题的关注[Alb’

a, et al., 2001; Herniou, et al., 2001; Lin and Gerstein. 2000; Snel, et al., 2002]。杆状病毒以一种宿主

依赖的方式进化，自然选择控制下的相关种属之间的共生进化是病原体与宿主在长期作用过程中

的主要调控因素[Harrison and Bonning. 2003; Woolhouse, et al., 2002]。本文对 BmNPV和家蚕的泛

素基因序列比较发现，二者之间的核苷酸同源性为 66.7%，氨基酸同源性则为 74%。家蚕 ubi 的

启动子对应于 BmNPV ubi ATG上游 5’非编码区-314bp和-412 bp之间的启动子序列，二者之间具

有很大的序列同源性。 

基因调控机制是后基因组时代一个重要的研究内容，转录因子与其结合部位的相互作用是基

因调控的重要组成部分。对原核生物基因表达调控的研究表明，在基因表达调控中，除了 RNA

聚合酶的作用，还有其它的蛋白也发挥着重要的作用。这些蛋白可以是结合到启动子特异 DNA

序列的抑制子或激活子。抑制子能直接阻止 RNA聚合酶与启动子之间转录起始复合体的形成，因

为这些抑制子通常结合到与 RNA聚合酶相互作用区域重叠的位点。通过结合到其作用位点，抑制
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子就通过一种与大肠杆菌乳糖操纵子类似的更复杂的机制阻碍了 RNA 聚合酶到达其作用位点

[Majumdar and Adhya. 1984]。 

 

Promoter Analysis of Ubiquitin Gene from AcMNPV and 

BmNPV 

Abstract Baculoviruses Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) and 

Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) encode ubiquitin protein, which may involved in the 

virus infection. Promoter activity and Northern blot analysis indicate that ubi gene was expressed in the 

late phase of viral infection. In the present of viral factors, transient expression assay demonstrated that 

the cis-acting elements responsive to viral factors are mainly located within the 5’ region upstream of 

ATG, and a 196 bp fragment, containing additional promoter elements, i.e. TATA box, CAAT and TAAG 

motif, upstream -383 bp to -187 bp from the initial ATG, can also stimulated the expression of reporter 

gene. Functional promoter elements in the 5’ untranslated region of the ubi gene in the AcMNPV and 

BmNPV have been defined by transcriptional analysis of site-directed mutations. The results showed 

that the mutations of TATA box or TAAG in both AcMNPV and BmNPV ubi promoter region, 

remarkable reduced the promoter activity, while the CAAT mutations increased the reporter gene 

expression about 3 times. It may because, in the long-term co-evolution, baculovirus recombined 

beneficial gene or nuclide acids fragment from its host, and altered some nuclide acids to escape the 

control of host transcription and make it more compatible for virus itself. 

 

Key words: baculovirus; ubi promoter; transient expression; promoter analysis 
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第五章 hr3、ie-1对杆状病毒晚期、极晚期启动子的激活作用 

摘  要 
杆状病毒同源重复区（hrs）序列是病毒 DNA 复制的起点，同时又具有增强子的作用，在瞬

时表达分析中能提高杆状病毒基因的表达水平，而立即早期基因产物对其后表达的基因具有反式

激活作用。本实验中将 BmNPV hr3序列克隆到杆状病毒晚期 ubi基因和极晚期 polh基因启动子

控制的 luciferase报告基因下游或普通载体 pSK，在 BmNPV或 ie-1存在的条件下进行 hr3的顺式

或反式体内、体外瞬时表达分析。结果表明在病毒感染或 ie-1 存在的情况下，顺式或反式的 hr3

对晚期或极晚期启动子均具有显著的增强作用。在病毒感染的细胞中，hr3可分别增强 ubi基因启

动子活性达 62和 1.4倍左右；对于极晚期 polh基因启动子，hr3可顺式增强报告基因的表达 283

倍，反式为 1.8倍左右。当 ie-1与报告质粒共转染时，其结果显示 hr3可分别顺式增强 ubi和 polh

基因启动子转录活性达 210和 621倍；反式则为 9和 4.2倍；在转染的早期，单纯的 ie-1可以使

hr3迅速增强报告基因的表达，但后期（约 48 h后）则远低于病毒感染的处理。用报告基因转染

5 龄家蚕幼虫，在体内转染实验中，hr3 同样可显著提高启动子的转录活性。本实验中同时将

ubiquitin 基因启动子的不同删除片段构建的报告质粒与 ie-1 共转染，瞬时表达结果表明，启动子

序列中与 ie-1响应的区段主要位于 ATG上游-595~-382 bp之间。 

 

关键词  启动子；增强子；反式激活 

 

 

在病毒感染的细胞内，病毒基因的表达受宿主与病毒转录调节因子之间互作的调控。立即早

期基因由宿主细胞 RNA聚合酶Ⅱ识别并转录，瞬时表达试验揭示立即早期基因（ie-1）启动子在

没有其他病毒基因产物存在的情况下可被充分活化。虽然延迟早期基因的基础转录可在病毒反式

激活因子不存在的情况下检测出来，然而，这些基因启动子的充分激活尚需一个或多个立即早期

基因产物。在 AcMNPV基因组中已经鉴定出几个具有转录调控功能的立即早期基因，如 ie-1，ie-0，

ie-N，cg30和 pe38等。与早期基因不同，晚期与极晚期基因的表达还依赖于病毒 DNA的复制。 

在真核基因表达调控中，增强子也是非常重要的顺式作用元件，与启动子、绝缘子及沉默子

协同作用，对调控真核基因的时空表达具重要作用。其常与反式作用因子相互作用，发挥增强启

动子转录的功能。杆状病毒同源重复区（homologous region，hr）是一种广泛存在于昆虫杆状病

毒基因组中的重复序列，这些序列在所有深入研究过的杆状病毒中均存在。hr是由不同数目的大

约 70 bp高度保守的重复序列组成，每个重复含有以 EcoRⅠ为中心的 30 bp的回文序列，回文序

列的两侧则为约 20 bp的直接重复。hr元件具有病毒复制起始和转录增强子的功能。 

早期的研究认为，在杆状病毒基因组中的同源重复序列（hr）能促进早期基因特别是含有 TATA 

box的早期基因的表达，而对于晚期和极晚期基因启动子则无效应。认为 hr促进转录的机制是提
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高转录起始速率，而不是影响病毒 DNA复制来增加 DNA模板数量水平。为了探讨 BmNPV hr元

件对杆状病毒晚期和极晚期基因是否也具有增强子功能，我们以 ubi、polh基因启动子为载体，在

昆虫细胞和家蚕体内进行瞬时表达分析。 

 

 

5.1 材料方法 

5.1.1、报告质粒的构建 

本实验分别构建了报告质粒 ppolhluc、 pBmubiluc-hr3和 ppolhluc-hr3，具体步骤参见第三章。 

 

5.1.2、IE-1与 ubiquitin基因启动子顺式元件的结合 

将前面第四章所构建的 pBm595ubiluc、pBm382ubiluc、pBm124ubiluc以及 pBm26ubiluc与 ie-1

质粒共转染 Bm细胞；48 h后收集细胞进行荧光素酶报告基因的测定，以确定在 ubiquitin基因启

动子片段中与 ie-1的结合位置。 

 

5.1.3、ie-1、hr3对晚期 ubi基因启动子的作用 

将 pBm595ubiluc、pBm595ubiluc-hr3或者 pBm595ubiluc与 pSK-hr3一起分别分别 Bm细胞，

然后用 BmNPV感染上述转染细胞；同样的进行了上述三个处理的转染，仅用 ie-1共转染代替了

BmNPV感染。 

 

5.1.4、ie-1、hr3对极晚期基因 polh启动子的作用 

ppolhluc和 ppolhluc-hr3分别与 ie-1共转染 Bm细胞，或者 ppolhluc与 hr3、ie-1质粒分别转

染 Bm细胞，或者用一定量的 BmNPV病毒感染细胞而不加 ie-1共转染，收集 24、36、48、60、

72、84、96、108 h的细胞进行 luciferase活性分析。 

上述每个转染试验均进行 3次重复，并对所测定的荧光素酶活性进行校正。 
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5.1.5、家蚕饲养和转染 

家蚕在 24-25 ℃下进行常规桑叶饲育。 

将质粒 DNA与脂质体混合后静置 15 min，以每头蚕 1 µg的 DNA量将脂质体包埋的混合物

注射入 5龄第二天的蚕体内，常规饲养 48 h后，收集蚕血淋巴进行报告基因活性测定。每个实验

至少重复 3次，每区实验蚕 10头。 

 

5.2 结  果 

5.2.1、功能质粒的构建 

为了研究杆状病毒立即早期基因 ie-1和同源重复序列 hr3对晚期、极晚期基因启动子瞬间转

录活性的影响，我们构建了分别含晚期 ubi 基因和极晚期 polh 基因启动子的报告质粒

pBm595ubiluc 和 ppolhluc。即将荧光素酶报告基因分别亚克隆到同样经 BamHⅠ酶切的上述两个

质粒上，并使之受启动子的正确控制。将 BmNPV 来源的同源重复序列 hr3 基因亚克隆到上述报

告质粒中报告基因的下游，构建了报告质粒 pBmu595biluc-hr3和 ppolhluc-hr3。 

 

5.2.2、ie-1、hr3对晚期 ubi基因启动子的作用 

为了检验 ie-1和 hr3对晚期基因启动子是否具有激活作用，我们将报告质粒 pBm595ubiluc和

pBm595ubiluc-hr3 分别与 ie-1 质粒在脂质体充分包埋后共转染昆虫细胞；或者 pBm595ubiluc 和

pBm595ubiluc-hr3转染 Bm细胞后再用 BmNPV感染细胞；同时进行了 hr3的反式作用实验。转染

48小时后收集细胞并裂解，然后用 Beckman液体闪烁仪测定 cpm，荧光素酶活力以 15秒内的光

亮子数表示。将牛血清白蛋白配制成标准浓度蛋白质（0.5 mg/ml），用酶标仪进行蛋白质定量，每

个转染用从细胞抽提物所测定的蛋白对萤火虫荧光素酶活力进行校正，并以未转染的细胞作空白

对照，每个实验设三个重复，结果如图 5.1（A）所示。 

在 ie-1 存在的情况下，顺式连接的 hr3可增强 ubi基因启动子的转录活性达 210倍，反式作

用的 hr3对 ubi启动子同样具有增强作用，但增强的幅度较低，约有 9倍。 

当用病毒感染代替 ie-1时，顺式连接的 hr3可增强 ubi基因启动子的转录活性达 62倍，反式

作用 hr3的增强作用约有 1.4倍。无论顺式还是反式，完整病毒基因组存在时 hr3的增强作用远大

于只有 ie-1的情况，说明 hr3对 ubi启动子具有显著的增强作用，且这种增强不仅只有 ie-1的参

加。 

按照转染细胞时的加样组合用脂质体包埋 DNA，以每头蚕 1 µg的 DNA量注射 5龄第二天的
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家蚕，48 h 后收集血淋巴细胞，测定荧光素酶的活力，结果如图 5.1（B）。在家蚕幼虫体内，无

论顺式还是反式作用的 hr3对于 ubi启动子控制下的报告基因的瞬时表达亦有极大的增强作用。 
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图 5.1 ie-1、hr3对 ubi启动子活性影响的体外、体内分析 

Fig. 5.1 (A) ie-1、hr3 affected on the ubi gene promoter activity in vitro and in vivo analysis 

 

(A) Each reaction contained 10 µg of protein for the analysis in the present of ie-1 and used 1 µg of protein from 

BmNPV-infected Bm cell extract.  

(B) Using 1 µg total DNA to transfect fifth silkworm, each reaction contained 10 µg of protein from Bombyx mori 

larva haemolymph.  

The full-length promoter was arbitrarily set as 1. The effects of cis- or trans- hr3 on the ubiquitin promoter activity 

were detected as shown in 2 to 4 in the presence of ie-1. And the effects of cis- or trans- hr3 on ubiquitin promter activity 

in BmNPV- infected Bm cells were shown as 5 to 7. Transfections were conducted in triplicate. 

1: pBm595ubi-luc; 2: pBm595ubi-luc+ie-1; 3: pBm595ubi-luc-hr3+ie-1; 4: pBm595ubi-luc+ie-1+hr3;  

5: pBm595ubi-luc+BmNPV; 6: pBm595ubi-luc-hr3+BmNPV; 7: pBm595ubi-luc+hr3+BmNPV.  

 

5.2.3、ubiquitin启动子中对 ie-1的响应区段研究 

在第四章中我们已经对 BmNPV ubi基因启动子进行了缺失分析，发现在病毒因子存在的条件

下，删除该启动子 5’区可引起启动子活性的大幅度降低。ie-1 对 ubi 基因启动子具有一定的反式

激活作用，本实验中用第四章所构建的一系列删除启动子片段与 ie-1 共转染 Bm 细胞，并测定报

告基因的活性，检测了该启动子中与 ie-1结合的活性位点，实验结果如图 5.2。当删除到 ATG上

游 382 bp时，启动子活性明显下降，随着删除的不断进行，活性也明显降低，当删除到 ATG上

游 26 bp，仅包含 TATA box和晚期基序 TAAG时，报告基因的表达量为 4157 cpm。上述实验结果

说明在 ubi基因启动子中对 ie-1的识别位点主要位于ATG上游 595与 382 bp之间，ATG上游 26 bp

A B
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为核心启动子，在 ie-1的反式激活作用下，也具有一定的转录活性。 
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图 5.2 ubi启动子中对 ie-1响应区段分析 

Fig. 5.2 Deletion analysis of the ubi gene promoter co-transfected with ie-1 

 

In the presence of ie-1, the effect of the 5’ deletion on luciferase activity in Bm cells were shown as the 

fold-stimulation relative to the full-length promoter fragment which was arbitrarily set as 100. 

Transfections were conducted in triplicate. 
 

5.2.4、ie-1、hr3对极晚期 polh基因启动子的作用 

本实验通过 ie-1、hr3 与包含 polh 的报告质粒或 ie-1 与带有 hr3 的 polh 报告质粒共转染 Bm

细胞或家蚕幼虫，考察了杆状病毒立即早期基因 ie-1和同源重复序列 hr3对杆状病毒极晚期启动

子的作用。将报告质粒 ppolhluc与 ie-1共转染 Bm细胞，或者 ppolhluc转染 Bm细胞后用 BmNPV

感染，如图 5.3 所示，在 ie-1 与报告质粒或增强子质粒共转染的处理中，顺式连接的 hr3 对报告

基因的表达量比对照可提高 621 倍，反式作用可提高 4.2 倍左右；在病毒感染的处理中，则可以

分别提高 283和 1.8倍。 
 
 
 
 
 
 

 



中国农业科学院博士学位论文               第五章  hr3、ie-1对杆状病毒晚期、极晚期启动子的激活作用 

43  

1.0 3.3 13.9 6.0 10.7

1696.0

2047.7

0

1000

2000

3000

pp
olh

luc

pp
olh

luc
+ie1

pp
olh

luc
hr3

+ie1

pp
olh

luc
+hr3

+ie1

pp
olh

luc
+V

pp
olh

luc
hr3

+V

pp
olh

luc
+hr3

+V
re

la
tiv

e 
ac

tiv
ity

 %

 
 

图 5.3 在 ie-1或病毒存在时 hr3对 polh启动子活性的影响 

Fig. 5.3 hr3 affected on the polh gene promoter activity in the present of ie-1 or BmNPV in vitro analysis 

 
The full-length promoter was arbitrarily set as 1. In the present of ie-1, the effects of cis- or trans- hr3 on the polh 

promoter activity were detected using 1 µg of protein from Bm cell extract. And the effects of cis- or trans- hr3 on polh 

promter activity in BmNPV- infected Bm cells were detected using 0.1µg of protein from Bm cell extract. Transfections 

were conducted in triplicate. 
 
 
分别在转染后 24 h，36 h，48 h，60 h，72 h，84 h和 96 h收获细胞，测定荧光素酶活力。如

图 5.4所示，在转染后 48 h以前，加入 ie-1的处理中，报告基因的表达量快速提高，而加入病毒

的处理中则基本没有明显变化。与 ie-1共转染的报告质粒在转染后 24 h即可检测到报告基因的表

达，hr3顺式连接的情况下，10 µg细胞蛋白中报告基因的表达量达到了 71308.01±1069.62 cpm，

反式作用则只有 200左右；在转染后加入病毒的处理中，24 h 时 10 µg hr3顺式连接的报告质粒

蛋白中 luciferase基因的表达量为 2320±193.26，远低于 ie-1的平行处理。但随着时间的推移，

所有病毒因子存在的情况下，报告基因的表达远高于仅有 ie-1的情况。当 hr3反式作用时，无论

是单独加 ie-1的处理还是病毒感染的处理，报告基因的表达量均明显低于 hr3顺式连接的情况。 
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图 5.4 顺式或反式 hr3对 polh启动子活性影响的时相图 

Fig. 5.4 cis- or trans- hr3 affected on the polh gene promoter activity  

at different stages of transfection 

 

Bm cells were co-transfected T-IE-1 with ppolhluc, ppolhluchr3, ppolhluc+pSK-hr3, respectively, shown at left; or 

transfected by ppolhluc, ppolhluchr3, ppolhluc+pSK-hr3, respectively, and infected with BmNPV, shown at right. After 

transfected 24 h, 36 h, 48 h, 60 h, 72 h, 84 h and 96 h, cells were harvested and the luciferase activity was detected. X axes 

denoted the time after transfection and Y axes denoted the relative activity of luciferase, the cpm value at 24 h.p.t. 

arbitrarily set as a 1.0. 
 
 
以转染 Bm细胞相同的质粒组合方式，转染 5龄第二天起蚕，48 h后收集血淋巴进行荧光素

酶活性测定，结果如图 5.5。在完整病毒感染的家蚕血淋巴中，hr3顺式连接时，报告基因的表达

量可比对照质粒高约 572倍，反式 hr3则可以增强约 10倍左右；在 ie-1质粒与其共转染的处理中，

顺式 hr3可增强报告基因的表达 95倍，反式 hr3则可增强 21倍左右。 
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图 5.5 ie-1、hr3对 polh启动子活性影响体内分析图 

Fig. 5.5 ie-1、hr3 affected on the polh gene promoter activity in vivo analysis 

 

The full-length promoter was arbitrarily set as 1, using 1 µg total DNA to transfect fifth silkworm, earh reaction 

contained 10 µg of protein from Bombyx mori larva haemolymph. Transfections were conducted in triplicate 

 

5.3 讨  论 

杆状病毒基因表达以级联模型按时序进行，一般以病毒 DNA 复制是否开始为界分为早期、

晚期和极晚期三个综合时相。而早期基因又分为立即早期基因和延迟早期基因，立即早期基因的

表达不需要其它病毒基因的产物，而延迟早期基因的转录则需要立即早期基因的表达产物[Carson, 

et al., 1988]。前面的研究发现，BmNPV 泛素基因启动子在没有病毒感染的细胞中是没有活性的，

即其他的病毒因子对于该启动子的转录激活是必需的。当用 BmNPV 感染细胞后，启动子的转录

活性增强了上万倍，说明病毒因子能够识别 BmNPV 泛素基因启动子并使之转录。后来的实验发

现，立即早期基因 ie-1对该启动子具有一定的反式激活作用。为了确定 BmNPV泛素基因启动子

中对 ie-1响应的区段，我们将表达质粒 pBm595ubiluc与 ie-1质粒共转染 Bm细胞，瞬时表达的结

果显示，在 ie-1存在的情况下，删除 ATG上游-382 bp序列时，启动子活性下降到只有完整启动

子活性的 32%左右。继续删除，启动子活性也随着下降。上述结果表明与 ie-1响应的启动子元件

可能主要位于 ATG 上游-595~-382bp 之间，这与我们前面病毒感染的实验结果不同，推测可能是

其他病毒因子参与 ubi基因启动子转录调控的结果。 

在杆状病毒基因表达的极联调控中，晚期和极晚期基因的表达是在病毒 DNA复制后发生的，

病毒晚期与极晚期启动子在组成、结构上和功能上均与早期启动子明显不同。晚期基因启动子一

般含有 TAAG 基序，并且不能象早期启动子一样被宿主 RNA 聚合酶Ⅱ识别，只能通过病毒编码
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的 RNA聚合酶转录[Beniya,  et  al . ,  1996]。本实验中单独转染 ubi或 polh启动子时均检测不到

报告基因的表达，如果有病毒感染时则可以检测到 Luciferase 活性，这与杆状病毒晚期启动子的

特性相符。杆状病毒 RNA聚合酶是由四个病毒编码蛋白 LEF4、LEF8、LEF9和 P47作为亚基结

合在一起发挥作用的[Guarino,  et  al . ,  1998]。而在本实验中，我们在转染体系中加入 ie-1基因

后，ubi和 polh启动子均发生了转录，这与前人研究结果是不符合的，可能是因为病毒编码的 RNA

聚合酶并不是晚期和极晚期基因转录的唯一条件。 

杆状病毒早期基因具有与真核生物相似的启动子元件，能被宿主细胞识别；晚期基因表达则

既需要早期蛋白的反式作用，又与晚期基因启动子序列中的顺式元件有关。在杆状病毒基因组中，

立即早期基因 ie-1 由宿主 RNA 聚合酶Ⅱ识别并转录，其表达不需要其他病毒因子的参与。该基

因编码的 IE-1蛋白是一个多功能调节蛋白，既是早期基因反式激活因子，又是晚期表达因子。polh

启动子是极晚期多角体基因启动子，其转录需要病毒因子的参与，有文献表明极晚期因子(very late 

factor, vlf)基因产物参与了 polh启动子的转录[McLachlin and Miller. 1994; Vanarsdall, et al., 2006]。

目前对于晚期基因的表达是否需要病毒 DNA 的复制主要有两种相互矛盾的观点，一种认为虽然

其表达量很低，但晚期基因表达不需要病毒 DNA 的复制，推测造成表达量降低的原因主要是缺

乏扩增的模板[Dobos and Cochran. 1980]； 另一种观点则检测了稳定水平的晚期转录，在阿非迪霉

素（aphidicolin）存在 24 h后，Northern blot不能检测到晚期的 mRNA[Rice and Miller. 1986]。有

一种解释可以协调这两个实验，即在没有病毒 DNA 复制的情况下，晚期基因可以转录但转录水

平极低。本研究中将 ppolhluc质粒与 ie-1共转染 Bm细胞，瞬时表达结果证明 ie-1也可以微弱激

活 polh启动子的转录。如果有 hr3存在时，其转录活性更高；相对应的情况是，如果只有顺式连

接的 hr3，而没有立即早期基因产物，晚期或极晚期启动子不能有效的转录，说明在晚期和极晚

期启动子的转录过程中，ie-1和 hr3共同发挥作用，晚期基因的转录不需要病毒 DNA的复制。 

在杆状病毒基因组中的同源重复序列（hr）能促进早期基因特别是含有 TATA box的早期基因

的表达，而对于晚期和极晚期基因启动子则无效应。同时早期研究认为 hr只有与启动子顺式连接

时才具有促进转录的作用，且这种作用没有位置与方向效应[Lu and Carstens, 1993]。认为 hr促进

转录的机制是提高转录起始速率，而不是影响病毒 DNA复制来增加 DNA模板数量水平。本研究

中研究了 hr3 对晚期或极晚期启动子是否具有增强作用。我们将 hr3 分别顺式连接到报告质粒

pBm595ubiluc和 ppolhluc中 luciferase基因的下游，并用该质粒转染 Bm细胞，结果与前人的文献

报道相附，即 hr不能增强晚期和极晚期基因启动子的转录活性，但当这两个质粒转染 Bm细胞后

用 BmNPV 感染细胞，则 hr3 可以明显的提高报告基因的表达水平。说明在病毒基因组中具有病

毒因子可以介导 hr3 与基因启动子发生响应，从而表现增强子的活性。随后用报告质粒与杆状病

毒立即早期基因 ie-1 质粒共转染 Bm 细胞，瞬时表达分析表明 hr3 同样可以增强目的启动子的转

录，进一步说明在病毒基因组中是立即早期基因 ie-1在 hr3与启动子的响应中发挥作用。如果将

hr 与含启动子的质粒共转染细胞时，hr 不表现增强作用，既 hr 不以反式的方式刺激启动子的转

录[Lu, et al., 1997]。用 pBm595ubiluc和 ppolhluc与含 hr3的质粒共转染 Bm细胞，实验结果表明

单纯的 hr3 序列不能使目的启动子的转录增强，这与前人的研究结果是一致的。如果在细胞转染

后再用 BmNPV 感染细胞，则可以检测到报告基因的表达，说明 hr3 发挥反式作用时还需要其他

病毒因子；如果用 ie-1 质粒与上述质粒共转染 Bm 细胞，则也可以检测到强的报告基因的表达，

说明 ie-1在 hr3与启动子的响应过程中，发挥着一个桥梁的作用，识别并转录 ubiquitin基因与 polh
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基因启动子，帮助 hr3增强了目的启动子的转录作用。 

 

 

IE-1、hr3 activating the late and very late gene promoter 

of BmNPV 

Abstract Baculovirus homologous regions (hrs) act as viral DNA replication initiation sites, which also 

have been shown to enhance the expression of some baculovirus genes in vitro. Baculovirus immediately 

early gene product, IE-1, can transactivate the expression of genes, which expressed after it. In this study, 

BmNPV hr3 was cloned into downstream of pBm595ubiluc or ppolhluc, which containing late ubi gene 

promoter or very late polh promoter, respectively, to study the effect of hr3 and ie-1 on late and very late 

gene promoter activity. The results showed that in BmNPV-infected cells, hr3 could significantly 

enhance the activity of ubiquitin promoter, not only in cis-, but also in trans-. The promoter activity was 

increased by 62- and 1.4-fold, respectively, in cis- and in trans-. According to polh promoter, hr3 could 

increase the expression of report gene about 283- in cis- and 1.8-fold in trans-. When co-transfected ie-1 

and reporter plasmid, hr3 could increase ubi and polh promoter transcription about 210-and 621-fold in 

cis-, and 9-, 4.2-fold in trans-, respectively. At the early stage of transfection, report gene expression 

increased rapidly in the present of ie-1 than BmNPV, and reversed at the late stage of transfection. When 

transfected Bombyx mori larvae, hr3 also could enhance the expression of report gene at the present of 

ie-1 only or BmNPV infected. In the presence of ie-1, deletion between -595 to -382 bp relative to ATG 

could reduce transcription of ubiquitin promoter remarkably. With continue deletion, the expression level 

of luciferase was reducted, but still could be detected. The results suggested that cis-acting elements 

responsive to ie-1 was mainly present within -595 to -382 bp upstream of ATG, and 26 bp promoter 

fragment was the core promoter region. 

 

Key words  promoter; enhancer; trans-activator 
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第六章 参与杆状病毒泛素基因转录的病毒因子的研究 

摘  要 
本文报道一种基于杆状病毒基因组 DNA 文库的、用于筛选参与杆状病毒晚期基因表达的病

毒因子的方法。在杆状病毒晚期 ubi 基因启动子下游插入受其控制的萤火虫荧光素酶报告基因，

构建了报告质粒 pBmubi595luc。瞬时表达分析显示，报告质粒单独转染细胞时，检测不到报告基

因的表达。报告质粒与杆状病毒立即早期基因 ie-1 共转染 Bm 细胞，可检测到低水平的报告基因

表达，即 IE-1对晚期基因 ubi的表达是必需的但非有效的，还需要其它病毒因子的参与才能有效

的调控 ubi基因的转录。本实验中将报告质粒、ie-1和文库 DNA共转染 Bm细胞，筛选能够激活

报告基因表达的文库质粒 DNA。序列分析后，将不同质粒中含有的重复基因酶切或 PCR 亚克隆

到普通载体中，再次与 ie-1和报告质粒共转染 Bm细胞，最后确定在 IE-1存在时，LEF-6、LEF-11、

HE65 和 P35 均参与了杆状病毒晚期基因 ubi的表达；另外，在 BmNPV基因组中的 gp104-gp107

以及 gp118-gp119片段也能够对 ubi启动子发挥一定的转录激活作用。 

 

关键词  杆状病毒因子；瞬时表达；IE-1；泛素基因启动子 

 

 

杆状病毒基因的表达是以一种有序的极联形式进行的，其基因表达主要分为三个时期：早期、

晚期、极晚期，杆状病毒对这三个时期表达的基因具有独特的分子调控方式。早期基因的转录是

通过宿主的 RNA聚合酶起始的，晚期和极晚期基因的转录则是通过病毒 RAN聚合酶和早期基因

的产物共同起始的 [Huh and weaver. 1990]，其基因的表达受早期蛋白的反式调控和晚期基因启动

子中 DNA 序列的顺式调控。目前已鉴定了多个病毒晚期基因表达因子，但特异性参与病毒晚期

基因表达的病毒基因并没有完全确定。一些杆状病毒早期基因表达产物，如 IE-0、IE-1、IE-N、 

PE-38、CG-30 和 ME-53，在瞬时表达分析中被认为具有基因表达调控功能[Passarelli and Miller. 

1993c]. IE-1被认为是对早期基因活性很强的反式激活子 [Guarino and Summers. 1986a] ，前期研

究表明，在瞬时表达分析中，单独的 IE-1能反式调控晚期基因[Guarino and Summers. 1988], 并且

这种反式作用可被其他杆状病毒基因所增强[Guarino and Summers. 1986b]。 

本实验中我们建立了一种方法，用于鉴定参与杆状病毒晚期或极晚期基因表达的病毒因子。

该方法利用萤火虫荧光素酶基因作为报告基因，并使之受控于杆状病毒晚期 ubi 基因启动子，将

该质粒与 ie-1、BmNPV基因组文库 DNA共转染 Bm细胞进行瞬时表达分析，筛选参与 ubi基因

表达调控的病毒因子。 
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6.1 材料方法 

6.1.1、病毒和细胞 

本实验中利用野生型的家蚕核型多角体病毒感染家蚕幼虫，收集血淋巴并抽提其中的病毒

DNA用于构建病毒基因组文库。家蚕及细胞按常规方法培养。 

 

6.1.2 BmNPV基因组文库构建、瞬时表达分析 

参照第三章 

 

6.1.3 DNA共转染 

用一定比例的报告质粒、ie-1质粒和病毒文库 DNA共转染 24孔板培养的 Bm细胞，48 h后

收集细胞进行 luciferase活性测定。本实验中同时用正常生长细胞、报告质粒单独转染 Bm细胞、

报告质粒与 ie-1共转染 Bm细胞作为对照。 

 

6.1.4 重组质粒的构建 

报告质粒包含杆状病毒晚期 ubi基因启动子和荧火虫荧光素酶基因；通过 PCR方法扩增了杆

状病毒立即早期基因 ie-1片段并 T/A克隆到 pGEM-T-easy载体中；病毒 DNA片段克隆到末端半

补平的 pUC19载体中；来自于能够反式激活 ubi启动子转录的文库 DNA片段亚克隆到 pGEM-3Z

或 pGEM-T-easy载体中。其中，lef-6（BamHⅠ/PstⅠ）、lef-11（HindⅢ/XbaⅠ）、he65（HindⅢ/Xba

Ⅰ）、gp105-gp107（HindⅢ/BamHⅠ）克隆到相同酶切的 pGEM-3Z载体中；p35、gp104、gp118-gp119

则是 PCR扩增后 T/A克隆到 pGEM-T-easy载体；gp118 only和 gp119 only分别是 gp119和 gp118

发生突变的 DAN 片段，分别克隆到 pGEM-T-easy 载体。所有克隆的片段均进行序列测定。PCR

反应所用引物如表 6.1所示。 
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表 6.1 扩增病毒因子所用引物 

Table 6.1 Primers used in viral factors amplification 

 

name of primers sequence used in the experiment 

p35-F GACTCGTTGAAACGTGTTCGTC 

p35-R CTCAAATCTTGCGTTACGTGTAG 
Used  fo r  p35  gene  ampl i f i ca t ion  

gp104-F CCGTGTCATACGATACCACATTG 

gp104-R CTCGTTATGATTTCATCATTTGATAGTG
Used  fo r  gp104  gene  ampl i f i ca t ion  

gp118-F GTGCGTACTGTAACGATTTTAGCTC 

gp119-R ATCGTTGTTCTTGCGCGTAACGC 

Used  for  gp118  and  gp119  gene  

ampl i f i ca t ion  

gp118M-F CAAAAATTCAAATGTTGCAAAG 

gp118M-R CTTTGCAACATTTGAATTTTTG 

Used  fo r  on ly  gp119  gene  

ampl i f i ca t ion  

gp119M-F CGGACATATTTTATATACACGAG 

gp119M-R CTCGTGTATATAAAATATGTCCG 
Used  fo r  gp118  gene  ampl i f i ca t ion  

 
 

6.2 结  果 

6.2.1 BmNPV文库 DNA对 ubi启动子转录的影响 

本研究中首先用 ie-1 和报告质粒共转染 Bm 细胞，能够检测到微弱的报告基因表达。为了确

定参与反式转录晚期 ubi基因需要的病毒因子，本文构建了野生型 BmNPV基因组 DNA文库。用

基因组文库 DNA、杆状病毒立即早期基因 ie-1与 pBmubi595luc质粒 DNA共转染 24孔板培养的

Bm细胞，48 h后收集细胞进行荧光素酶活性测定，在 ie-1基因存在的条件下，筛选了 16个文库

质粒能够显著增加报告基因的表达量（见表 6.2）。本实验中同样用其它如 ie0、ie2、cg30、me53

和 pe38等早期基因共转染，但检测不到荧光素酶活性。 
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表 6.2 对 ubi启动子具有激活作用的 DNA文库质粒分析 

Table 6.2 BmNPV genomic libraries DNA that can stimulate the ubi promoter transcription 

                    
 Lib plasmid BmNPV sequence ORFs in common CPM 

Lib7# 93222-97237 160400±1459.64 

Lib13# 91058-95532 
gp104-107 

118352.1±1372.88 

Lib60# 22831-27575 43740.03±835.43 

Lib107# 22394-27216 8736±373.9 

Lib506# 21358-27575 

gp026-034 

(lef-11) 
12912±454.50 

Lib76# 122482-127733 14400.01±479.52 

Lib361# 123964-128397 

gp138-142 

(bro-d、bro-e) 4700±274.01 

Lib138# 16087-22712 249960±199.68 

Lib194# 18422-22712 578216.1±3064.55 

Lib 426# 17788-23765 

gp020-023 

(lef-6) 
19440.01±557.93 

Lib141# 101136-107264 317200.2±2252.12 

Lib224# 105105-111534 290848.4±2152.28 

Lib366# 105420-109796 

gp118-120 

(p35) 
51776.67±828.43 

Lib259# 81720-88603 77534.3±938.17 

Lib459# 78463-86789 

gp091-093 

(he65) 229208.6±1627.38 

pB
m

ub
i5

95
-lu

c 
+ 

pI
E-

1 
+ 

Lib470# 115898-123016     4268±262.05 

 

Using BmNPV genomic library DNA, ie-1 and report plasmid, pBmubi595-luc, co-transfected Bm cells to screening the 

DNA plasmid, which can stimulate the transcription of ubi promoter at the present of ie-1, then the library DNA was 

sequenced and analyzed. Mock cells,report plasmid,  ie-1 and pBmubi595-luc co-transfected cells as different control. 

 

6.2.2 对 ubi启动子具有激活作用的病毒因子 

对能够激活 ubi启动子转录的质粒测序后，与 Genbank公布的 BmNPV 基因组序列进行比对

发现，cy7#与 cy13#共同有 gp104-107；cy60#与 cy107#、cy506#共同有 gp026-031（lef-11）；cy76#

与 cy361#共同有 gp138-142（bro-d、bro-e）；cy138#与 cy194#、cy426#共同有 gp020-025（lef-6）、

cy141#与 cy224#、cy366#共同有 gp118-120（p35）；cy259#与 cy459#共同有 gp091-093（he65）；cy470#

没有重复，杆状病毒晚期表达因子 lef-6和 lef-11均分别出现在三个文库质粒中；he65出现在两个

文库质粒中；p35出现在 3个中，gp118、gp119位于 p35基因 ATG的上游；其它还有 gp104-107

共同出现在两个文库质粒中，还有两个质粒共同含有 bro家族的 d、e。根据不同质粒中包含的重

复基因，通过 PCR 或限制性酶切获得单个的开放阅读框，亚克隆到转移载体，再次与 ie-1、

pBmubi595luc共转染 Bm细胞，证明 he65、lef6、lef11和 p35，同时有 gp104~107、gp118~119片
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段，参与了 ubi基因的转录调控（见表 6.3）。 
 
 

表 6.3 病毒因子存在时，ubi启动子控制的报告基因表达量分析 

Table 6.3  Luciferase activities that controlled by ubi promoter, in the present of viral factors  

 

 Name of plasmid CPM 

pBmubi595-luc  16±16 

 960±123.94 

pLEF-6 4464±267.39 

pLEF-11 5336±292.41 

pHE65 25040±578.42 

pP35 5708±301.95 

pGP104 7776±353.03 

pGP105~GP107 836±32.02 

pGP104+pGP105~GP107 12044±438.40 

pGP118-GP119 11820±434.98 

pGP118 only 6788±329.22 

pBmubi595-luc 

+ 

pIE-1 

+ 

pGP119 only 6046.67±284.19 

 

Co-transfecte Bm cells with cloned repeat gene plasmid, ie-1 and pBmubi595-luc, the expressed luciferase activity were 

detected. Using pBmubi595-luc transfect Bm cells or co-transfect with ie-1 as control. 

 

6.2.3 病毒因子的突变分析 

在筛选的病毒基因中，其中有 4 个为以前报道过的病毒晚期表达因子，另外的 gp104~107、

gp118~119 目前还没有相关文献资料。本实验中通过限制性酶切获得了包含完整 gp105~107 的片

段，亚克隆到 pGEM-3Z 载体中与报告质粒和 ie-1 共转染，结果不能反式调控报告基因的表达，

通过 PCR方法获得了 gp104的编码框，同样共转染发现对 ubi基因启动子具有微弱的转录增强作

用，同时加入含 gp105~107的质粒共转染，则极其显著的提高报告基因的表达量；通过 PCR扩增

了包含 gp118~119 的片段，共转染能够激活报告质粒启动子的转录。对这两个基因进行了移码突

变，破坏其编码框，结果表明与未突变的编码框相比，突变后无论单独的 gp118 或 gp119 对 ubi

基因启动子的转录活性均有一定的激活作用，同时 gp118 和 gp119 联合对 ubi 启动子具有更强的

激活作用，具体机理还需要进一步的研究。结果如表 6.3。 
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6.3 讨  论 

杆状病毒基因表达是一个级联事件，晚期与极晚期基因的表达依赖于病毒 DNA 的复制。ubi

基因为晚期基因，其表达受其它极早期或早期基因的调控。本文构建了野生型BmNPV基因组DNA

文库，用以筛选参与调控 ubi 基因启动子转录的其它病毒因子。最后确定 he65、lef6、lef11、p35

以及病毒基因组中以前没有确定功能的 gp104~gp107以及 gp118、gp119均参与了晚期基因 ubi的

表达。 

瞬时表达分析揭示立即早期基因启动子在没有其它病毒基因产物存在的情况下可被充分活

化，表明杆状病毒立即早期基因是由宿主细胞 RNA聚合酶Ⅱ转录的。早期基因启动子的转录则需

要一个或多个立即早期基因产物的参与[Wu, et al., 1993]。与早期基因不同，晚期与极晚期基因的

表达还依赖于病毒 DNA的复制[Erlandson, et al., 1985]。杆状病毒 ubi基因属于晚期基因，需要其

它早期基因表达产物的刺激才能获得有效表达。Northern blot分析证明该基因在感染后约 12 h开

始持续表达，并具有多个转录本。本研究中构建了 BmNPV病毒基因组 DNA文库，结合瞬时表达

分析，对参与 ubi 基因表达的病毒基因进行了筛选与鉴定。试验发现，IE-1 蛋白与其它晚期基因

表达因子 LEF-6、LEF-11、P35及早期基因 he65的表达产物共同参与了杆状病毒 ubi基因的表达，

即杆状病毒 ubi启动子的转录活性能被病毒反式作用因子刺激而加强。在 ubi基因启动子分析实验

中，含 IE-1和 LEF-6或 LEF-11的质粒在瞬时表达中对启动子的激活情况与 BmNPV病毒有所不

同，暗示病毒基因组中可能存在某些病毒调控蛋白对 ubi 基因启动子具有调控作用。因此，与含

有一种或几种病毒调控蛋白基因的质粒相比，在整个病毒基因组存在下得到的结果可能更加真实

的反映在感染细胞中 ubi 基因启动子的调控情况，以及在病毒复制晚期病毒调控蛋白与细胞特异

性因子之间的相互作用。 

相对于 polyhedrin、p10 基因启动子，ubi 基因启动子为弱启动子，到目前为止，基本没有对

杆状病毒弱启动子的详细研究。本文通过瞬时表达分析，研究了杆状病毒弱 ubi 基因启动子的功

能及调控，对研究杆状病毒的进化等将产生积极的作用。 
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Viral Factors Involved in the Transcription of Ubi Gene 

from BmNPV 

Abstract In this study, we developed a method to identify baculovirus genes required for late ubi gene 

expression that is based on co-transfection BmNPV genomic library DNA, reporter plasmid and 

immediately early gene, ie-1, in transient expression assay. A plasmid, pBmubi595luc, containing the 

luciferase gene under the control of BmNPV late ubi gene promoter was constructed. Transient 

expression assays indicated that the late promoter was active in Bm cells co-transfected with ie-1 and 

some BmNPV DNA but not when pBmubi595luc was transfected alone. Low levels of luciferase activity 

were observed in cells co-transfected with ie-1 and reporter plasmid. That is to say, ie-1 was necessary 

but not sufficient for transcription of the ubi promoter, it need some other genes to co-regulate the 

transcription of ubi promoter effectively. Using this assay, we found that four genes, lef-6, lef-11, he65 

and p35, located in BmNPV genome were involved in transcription of the late ubi gene promoter, in the 

present of ie-1 DNA. However, another genes identified in the BmNPV genome were specifically 

required for expression from the ubi promoter. These were gp104 to gp107, gp118 and gp119. 

 
Key words  baculoviral factors; transient expression; ie-1; ubi gene promoter 
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第二部分 耐高温葡萄糖苷酶在家蚕-BmNPV中的表达 

第七章  引言  

杆状病毒是以无脊椎动物为专性寄主的多家族病毒，是已知昆虫病毒中的最大类群，也是发

现最早、研究最多且极具实用意义的病毒。杆状病毒作为外源基因的表达载体，由于具有类似于

真核生物的翻译后加工修饰系统和高效表达外源基因的能力等特点，已经在病毒学、分子生物学、

药理学、病理学、生物药物领域广泛应用，现已成功表达了近千种高价值蛋白。同时，昆虫杆状

病毒表达系统还具有安全性高，对外源基因克隆量大，重组病毒易于筛选等优点，因而有着广泛

的应用前景[Possee. 1997]。随着杆状病毒载体的不断改进，该系统获得重组病毒的几率已从最初

的 0.1-1％提高到现在的 80-90％以上，并出现了一些新的宿主域扩大的昆虫杆状病毒载体和高水

平表达重组蛋白的昆虫细胞系。它所含有的糖蛋白在病毒繁殖、感染宿主的生命周期中，特别是

在细胞识别、分泌及在蛋白质的加工、折叠和稳定方面，都起着不容忽视的重要作用。杆状病毒

载体将在未来的药物研发、疫苗生产、基因治疗、重组杆状病毒杀虫剂等领域得到广泛的应用。 

 

7.1 杆状病毒表达系统研究 

20世纪 80年代早期, Summers研究小组 [Smith, et al., 1983]与Meada [Maeda, et al., 1985]分别

创建了 AcMNPV/秋粘虫和 BmNPV/家蚕杆状病毒表达系统。早期的杆状病毒表达系统有很多不

足，如重组效率低、筛选困难、操作周期长、产物不易纯化等。随着杆状病毒表达系统的迅速发

展及不断完善，已成为当今基因工程领域四大表达系统之一，在研究基因表达调控、蛋白质结构

和功能分析及各种生物活性物质的制备等方面发挥着越来越重要的作用。 

 

7.1.1 转移载体的发展 

杆状病毒转移载体根据表达外源基因的能力分为单一表达载体和多元表达载体。目前多数杆

状病毒单一表达载体多在 polh与 p10基因启动子下游插入多克隆位点，利用其强晚期启动子的特

性驱动外源基因的表达。另外，杆状病毒早期基因启动子如 pcna、ie-0和 ie-1等也用于杆状病毒

表达载体，外源基因的表达时间提前，但杆状病毒早期启动子的活力普遍不高，表达效率较低，

通过早期基因启动子与杆状病毒同源重复序列构建复合启动子盒可使表达开始早，表达水平高

[Chen, et al., 2004; Gray, et al., 2004; Olson, et al., 2002]。多元表达载体含有两个或多个相同或不同
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的启动子，可同时表达两个或多个外源基因。如 polh和 p10启动子以相反的方向插入基础质粒构

建的转移载体，二者基因的表达各有其独自的调控系统，互不影响，但外源基因的表达产量大大

提高[Merrington. 1999; Weyer and Possee. 1991]。 

 

7.1.2 亲本病毒及重组介质的改良 

最先的杆状病毒表达系统是利用野生型病毒作为亲本病毒，重组效率低，筛选困难。BEVS

的最大改进之一是通过亲本病毒的线性化降低了野生型病毒背景，使重组病毒的比例达到了 95％

以上，提高了重组病毒的筛选效率[Kitts and Possee. 1993]。酵母筛选系统的出现打破了传统的以

昆虫细胞作为重组的概念。Patel等构建了一种能在酵母中繁殖的杆状病毒，从而省略了繁琐的挑

斑过程，获得重组病毒的时间缩短至 10-12 d，但易出现假阳性、转染效率不高[Patel, et al., 1992]。

大肠杆菌-昆虫细胞穿梭载体系统为一种新兴的杆状病毒载体系统，同时也是目前最为方便、快捷

的载体系统，能使重组病毒的筛选工作缩短至 7-10 d，而且重组效率极高[Leusch, et al., 1995; 

Luckow, et a1., 1993]。但表达量较传统的同源重组略有下降，可能是 polh启动子的工作环境由于

外源基因的插入而遭到了破坏造成的。Godeau等将单纯疱疹病毒 I型的胸甘激酶基因引入极早期

基因 ie-1启动子之下，构建了重组拯救缺陷型表达系统[Godeau, et al., 1992]。该方法只需要一轮

筛选，且外源基因的表达量也较高。 

 

7.1.3 外源蛋白表达的影响因素 

一些影响杆状病毒系统表达外源基因产物的因素在近两年得到了研究。利用病毒晚期强启动

子驱动表达外源基因，其影响因素除了病毒本身，还与受感染细胞的种类、状态及培养基的情况

等有关。(1) 一般情况下，杆状病毒在细胞中多次传代后，可能引起基因组的变化，尤其是形成

包涵体病毒的能力降低[Kool, et al., 1995]。这会造成外源基因的表达水平降低。(2) 不同启动子类

型的选择也会显著影响外源基因表达水平，目前最常用的启动子为晚期 polh和 p10启动子及少量

的早期启动子，同一目的基因在不同启动子控制下，表达水平会有很大的差异[DiFalco, et al., 

1997]。(3) 外源基因 5’及 3’端非编码区长度在 3-400 bp范围，且起始密码子附近序列符合 Kozak

规则，表达效果最好[Kozak. 1986]。(4) 保留一部分多角体 5’端序列与外源基因以相同的框架相融

合，表达水平最高；如果框架不同，那么从距启动子最近的起始码开始翻译，表达产物水平相对

偏低[Sriram, et al., 1997]。(5) 杆状病毒吸附宿主细胞的动力学参数是影响细胞感染效果和表达物

产量的因素之一。Petricevich 等研究发现影响细胞感染效果的主要参数是胎牛血清浓度。不用胎

牛血清或经高温处理后再使用,反而可以获得更高浓度的表达产物[Petricevich, et al., 2001]。(6) 重

组病毒感染 Sf21 的效果与细胞周期有关，该研究结果对于选择病毒感染宿主细胞的时期有一定的

借鉴意义[Saito, et al., 2002]。(7) Olejnik 等采用补料分批培养讨论了高渗透压对昆虫细胞表达重

组蛋白产量的影响，其实验结果对于提高重组蛋白的产量具有重要意义[Olejnik, et al., 2003]。 
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7.1.4 表达系统的应用 

由于昆虫杆状病毒表达系统独特的性质，现已被广泛应用于药物研发、疫苗生产、重组病毒

杀虫剂等众多领域中。 

 

7.1.4.1、基础研究  

随着人类基因组测序工作的完成，功能基因组学将成为人类基因组计划的延伸。功能基因组

学的研究需要生产大量的蛋白质。杆状病毒表达系统的简便，快速等优点，使其最适合于大量生

产这些蛋白。日本学者已经在这方面进行了有益的探索[Akihiro. 2001] 

 

7.1.4.2、表达具较大潜力的高价值的药用物质  

重组杆状病毒在昆虫细胞内表达的外源蛋白几乎都是可溶性的，其抗原性、免疫原性以及生

物功能非常接近天然来源的分离物。由杆状病毒表达系统生产人用疫苗的研究开始于 20 世纪 80

年代对 HIV 疫苗的研究，疟疾疫苗也于 90 年代进入临床。虽然该系统来源的重组蛋白对人是安

全的，但由于这是一个新的宿主系统，且发达国家无养蚕业，以及这两种疾病的特殊性，所有其

表达产品并未被使用。国内口服重组表达的多肽药物已有开发，正进入药物审批阶段。在兽用疫

苗方面，已有多种病毒的保护性抗原基因经杆状病毒避过虐待系统制造出有免疫效力的实验室亚

单位疫苗， 如牛乳头瘤病毒、鸡传染性贫血病病毒、鸡新城疫病病毒、猪轮状病毒、伪狂犬病毒

等数十种动物病毒抗原蛋白先后被 BEVS表达和纯化，其中相当一部分正在进行商品化开发。另

外，已有一定数目的 AcMNPV生产鱼出血性败血病病毒疫苗用于水产等方面[Ohura. 2000]。 

 

7.1.4.3、进行重组杆状病毒杀虫剂的研究  

在害虫综合治理中，化学农药部分地被取代是一个趋势，对取代化学农药的杀虫剂要求更加

高效、廉价、并有利于环境安全。NPV用作生物杀虫剂的突出优点是对人体安全，不伤害害虫的

天敌，不污染环境；但其过高的宿主特异性与缓慢的发病致死作用也影响了病毒杀虫剂商品化的

速度。目前，国内外科学家正致力于用不同类型的外源毒素基因来构建新的重组杆状病毒，或者

通过影响昆虫激素分泌，如敲除杆状病毒 egt基因而防治害虫[Inceoglu, et al., 2001]。 

 

7.1.4.4、将外源基因导入哺乳动物的细胞  

向哺乳类细胞传递基因在基因治疗等方面具有重要意义。目前已有多种向哺乳类细胞传递目

的基因的方法，但在外源基因的大小、传递的有效性、细胞专一性、细胞毒性和安全性以及代价

等方面普遍具有各自的优势和局限性。非病毒的基因传递方法多表达水平较低，并对细胞有不同

程度的毒性；而病毒载体则会出现细胞病变等。近年的研究发现杆状病毒表达载体还可以用来介

导外源基因进入到各种哺乳动物细胞，并通过哺乳动物启动子的驱动使外源蛋白得到高效稳定的

表达，而其自身基因组并不复制和表达[Ghosh, et al., 2002; Kost and Condreay. 2002]。1995年，

Hofmann等首先将由巨细胞病毒极早期启动子驱动的荧光素酶基因重组至 AcMNPV基因组，并用
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该重组病毒感染几种不同的哺乳动物细胞，结果报告基因获得了高效的表达[Hofmann, et al., 

1995]。此后，杆状病毒作为哺乳动物细胞表达载体系统不断地得到改进并被广泛地应用，可用于

表达的宿主细胞系范围也不断扩大。Condreay等报道杆状病毒载体除了介导外源基因在哺乳动物

细胞内瞬时表达外，也可用于筛选稳定表达的细胞系[Condreay, et al., 1999]。 

昆虫杆状病毒系统虽然具有很多的优点，但其自身及其相关技术仍需要进一步完善提高，作

为外源蛋白包括疫苗、各种治疗因子和诊断试剂的大规模商业化生产还存在着缺陷和局限性。首

先，由于外源蛋白在该系统中只是瞬时表达，而且外源基因表达常发生在感染晚期，宿主细胞许

多功能受阻，蛋白质加工能力降低；其次，多次感染循环会产生缺损干扰病毒，它影响并限制该

系统有效生产时间等问题都有待进一步解决。此外，昆虫细胞蛋白加工途径与更高等的真核细胞

不完全一致，糖基化方式与哺乳动物细胞存在一定差异，其生产的重组糖蛋白一般仅具有高甘露

糖或寡甘露糖型糖链，糖链末端极少带有半乳糖、唾液酸残基，难以生成复杂型糖链[Ailor, et al., 

2000; Breitbach and Jarvis. 2001; Tomiya, et al., 2004]。Jarvis等通过在 AcMNPV中导入半乳糖基转

移酶基因和唾液酸转移酶基因，构建了一种能够在鳞翅目昆虫细胞中唾液酸化重组糖蛋白的新载

体[Jarvis, et al., 2001]。随后 Hollister等用哺乳动物半乳糖基转移酶基因和唾液酸转移酶基因转化

Sf9 细胞，得到了糖基化能力很强的 Sf 细胞系，所表达的糖蛋白糖链末端几乎都带有唾液酸或果

糖末端[Hollister and Jarivis. 2001]。 

在昆虫杆状病毒系统的基础研究和应用技术研究方面，目前的杆状病毒基因组学，特别是功

能基因组学的研究相对薄弱，有关病毒晚期基因的高效表达和调控机制等仍不十分明确；杆状病

毒可能的其它宿主还没有完全清楚[Lynn. 2003]；表达产物的纯化和多元表达等方面的技术仍不够

完善[Hu, et al., 2003]。 

对昆虫杆状病毒表达外源蛋白能力的改进方面，可加重对杆状病毒功能基因组学方面的研究，

通过构建稳定表达哺乳动物糖基转移酶的昆虫杆状病毒表达系统，在培养时添加 N-已酰葡萄糖胺

酶抑制剂及调整培养条件，适当选择培养细胞等基因工程及代谢工程手段构建新的昆虫糖基化工

程可改善昆虫杆状病毒的糖基化处理能力，拓展昆虫杆状病毒表达系统对所表达外源蛋白的糖基

化处理能力，形成接近天然构型的糖蛋白。 

当前应重点加强杆状病毒的基因组学，特别是功能基因组学的深入研究，一是有助于杆状病

毒载体的进一步改良，二是随着一些调节外源蛋白表达的基因结构和功能的深入了解，有利于外

源基因的高效表达和调控。 

 

7.2 高温β-葡萄糖苷酶的研究情况 

β-葡萄糖苷酶（β-glucosidase），该酶属于水解酶类，又称β-D-葡萄糖苷水解酶，是纤维素

分解酶系中的重要组成部分。可水解结合于末端、非还原性的β-葡萄糖苷键，同时释放β-D-葡

萄糖和相应的配基。生物体中该酶多以单体或二聚体形式存在。β-葡萄糖苷酶在高等动植物及细

菌、微生物中广泛存在。在微生物领域，β-葡萄糖苷酶是一种重要的纤维素酶类，纤维素酶类包

括内切β(1,4)葡聚糖酶、外切β(1,4)葡聚糖酶和β-葡萄糖苷酶，此三种酶类先后作用，共同将纤
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维素水解成葡萄糖。在纤维素的糖化作用中，β-葡萄糖苷酶将纤维素二糖和纤维素寡糖水解成葡

萄糖，且能强烈的影响纤维素的水解速度。近年来，已成功的从动植物、微生物中分离、纯化、

鉴定出高活力、低底物抑制的β-葡萄糖苷酶，并进行了广泛的酶学性质研究[Falk and Rask. 1995; 

Gonzalez-Candelas, et al., 1990; Grabnitz, et al., 1991; Misawa and Nakamura. 1998; Xu and 

Grabowski. 1998]。 

β-葡萄糖苷酶在自然界广泛分布，几乎在所有的生物体中都有存在，但植物或动物来源的β

-葡萄糖苷酶的活性远比微生物来源的要低。目前高温葡萄糖苷酶主要来自于一些高温性的细菌或

古细菌，如耐热嫌气菌、嗜热脂肪芽孢杆菌、嗜热链球菌等，而在酵母菌和霉菌中存在较少。自

然界中微生物来源的β-葡萄糖苷酶源菌其产酶能力相对较低，其中细菌的酶活又比酵母菌和霉菌

低一些。而在高温细菌中，细胞产β-葡萄糖苷酶的能力普遍不高，所以，尽管高温菌来源的β-

葡萄糖苷酶从其性质来讲非常理想，但要达到工业化应用首要的问题应是大幅度提高其酶的产量

及比活。 

 

7.2.1 β -葡萄糖苷酶主要应用  

7.2.1.1、降解乳糖和生成低聚半乳糖   

牛乳和乳清中含有大量乳糖，它是乳制品中的主要碳水化合物。但世界上约有 70％的人因葡

萄糖苷酶的缺乏和乳糖不耐受而影响了乳制品中营养物质的摄入[Goldberg and Tewari. 1989; 

Rosado, et al., 1987]。乳糖不易发酵，溶解度较低。在冷冻制品中易形成结晶影响食品加工性能，

液态牛奶在通过管道进行超高温瞬时杀菌时乳糖的存在会产生胶状物堵塞管道。乳清中的大量乳

糖使得乳清的排放造成很大的环境污染问题。乳糖经葡萄糖苷酶水解生成其组分单糖-葡萄糖和半

乳糖，不仅大大改善了其加工性能，而且甜度提高，发酵性能好，更易被小肠消化吸收。 

  

7.2.1.2、合成或修饰其它碳水化合物以及促进果蔬软化和成熟   

利用酶的选择性来实现复杂碳水化合物的区域定向和立体定向合成，比传统的化学方法要简

便，操作清洁温和。利用β-葡萄糖苷酶的糖苷转移作用人工合成糖苷化合物，这对食品添加剂、

药品和其它生理活性物质的合成有潜在意义。  

早期的研究表明，糖苷酶对糖苷的亲水受体无严格的专一要求，唯一的限制因素即受体的水

溶性。用固定化的β-半乳糖苷酶催化合成的中等链长的醇基-糖苷表面活性剂，已成为食乳化剂

中的重要一族。β-葡萄糖苷酶普遍存在于各种植物中，了解它在果蔬各个生长时期的含量对于果

蔬的成熟、风味、颜色及采收后加工都有重要意义。一般在植物成熟期β-葡萄糖苷酶含量增加，

它降解含糖苷的胞壁。目前多已用于梨、苹果、土豆和中国水粟的软化和番茄、胡椒、甜瓜、樱

桃、核果和牛油果的成熟。 

 

7.2.1.3、利用β-葡萄糖苷酶筛选好的基因   

在各种表达系统中的可能表达效果是基因工程中常用的筛选基因表达系统方法。巴斯德毕氏

酵母 Pichia pastoris由于其生长能达到非常高的细胞浓度（120 g/L）具有严格控制的启动子和高
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效的分泌系统，已被作为高水平表达多种重组蛋白的有机体。以β-半乳糖苷酶基因作为外源基因，

融合到 Pichia pastoris的乙醇氧化酶基因 AOXl启动子的下游，并研究这个组合模型在乙醇氧化酶

缺陷型菌株的融合蛋白生产情况。通过测定表达物中的β-半乳糖苷酶的活力来优化这一表达系

统。实验结果认为以甘油为碳源进料速率为 1g/ Lh时，融合蛋白表达效果最好，这时测得酶活力

为 8.62×107U/g干细胞重。 

 

7.2.1.4、在免疫、检测及疾病诊断方面的应用   

免疫学方面，将β-葡萄糖苷酶与人体胞外淀粉状蛋白前体融合形成融合蛋白，可作为

Alzheimer病的免疫源，并进一步制备其单克隆抗体。还有报道将β-葡萄糖苷酶作为一种辅蛋白，

用来稳定和增加 UR5-UR1融合蛋白的溶性，以此作为猫白血病毒 gp70的疫苗。在诊断方面，将

抗菌性 HIV病毒基因与β-葡萄糖苷酶基因重组后作为诱导基因在 COS细胞中产生缺陷型病毒，

最后在 CD4+靶细胞中表达β-葡萄糖苷酶。用这一系统可定量 HIV 利用循环的早期抑制作用，并

预先化合物抗 HIV的活性。在环境检测方面，大肠杆菌β-葡萄糖苷酶活性检测可快速分析浴场和

渔场地区海水水体受排泄污染程度。  

生物技术的发展使生产的β-葡萄糖苷酶纯度更高，活性更强，更利于生产上实际操作。对其

反应机制，动力学行为的深层研究，使此酶的应用不再仅仅局限于乳糖水解，广泛应用在食品、

医药、免疫、环境检测等各个领域。也由于近 20年来基因工程、酶工程、蛋白工程的迅猛发展，

对编码此酶的基因及其表达调控在分子水平上做了大量深入研究，如重组基因、融合蛋白等，反

过来也促进了生物技术诸多领域的发展。 
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第八章 耐高温葡萄糖苷酶在家蚕杆状病毒表达载体系统中的表

达、特性分析及纯化 

摘  要 
β-葡萄糖苷酶是一种特异性催化各种低聚糖分解为β-D-葡萄糖的糖基水解酶。本研究中克

隆了耐高温古细菌 Pyrococcus furiosus中编码耐高温β-葡萄糖苷酶的 celB基因，并使之位于多角

体基因启动子的控制之下。与线性化的亲本病毒 BmBacPAK6基因组 DNA共转染 Bm细胞，铺板

纯化含有 celB基因的重组病毒，注射家蚕 5龄起蚕。根据 SDS-PAGE和蛋白密度扫描认为，表达

蛋白约占血淋巴总蛋白的 10%以上；平均每毫升血淋巴中目的蛋白表达量为 10,199.5 U，每头蚕

中表达量为 19,797.4 U，对收获血淋巴中的β-葡萄糖苷酶进行热处理纯化，可得到约每毫克 885 U

的目的蛋白产物，其纯度约为 81%。对表达的重组蛋白进行酶活性分析，该耐高温β-葡萄糖苷酶

的最适反应条件为 105 ℃、pH 5.0，热稳定性检测表明该酶在二价离子和高盐对酶活性影响不大。

与天然或原核表达的β-葡萄糖苷酶相比，酶学特性没有明显改变，但表达产量却得到了极其显著

的提高。利用家蚕杆状病毒表达系统可为该酶的大规模生产提供有实际意义的途径。 

 

关键词 β-葡萄糖苷酶； Pyrococcus furiosus；杆状病毒表达系统；特性分析 

 

 

迄今为止，已从多种生态系统，主要为高温海域或湿地中分离了大量的耐高温古细菌或细菌

[Stetter. 1992]。耐高温微生物的最适生长温度为 90 ℃左右，并且在 80-110 ℃能很好的生长[Stetter, 

et al., 1990]，由于其突出的耐热性，耐高温微生物具有很好的基础研究和生物技术应用[Huber, et 

al., 2000]。耐高温微生物的发现同时为分离耐高温酶提供了可能[Adams, et al., 1995; Niehaus, et al., 

1999]。分离自浅海高温温泉的 Pyrococcus furiosus菌株的最适生长温度超过 100 ℃，该菌株通过

复杂的酶网络分解利用多种复杂的糖原，这些酶多具有理想的工业应用价值。耐高温葡萄糖苷酶

是 P. furiosus酶系中重要的水解酶，目前被广泛应用于多种领域[Fischer, et al., 1996; Hansson, et al., 

2001; Splechtna, et al., 2002]。目前工业所用β-葡萄糖苷酶多来自于动物肝脏或其它微生物，从而

导致了产量低、花费大、对高温敏感等缺点。耐高温β-葡萄糖苷酶高温条件下分解底物，可大大

提高反应效率，节省劳动力和生产成本。本实验中利用家蚕杆状病毒表达系统高效表达生产耐高

温β-葡萄糖苷酶，相对于其它原核表达系统，在基本的酶学特性未发生改变的同时，又极大的提
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高了生产量和生产效力。 

 

8.1 材料和方法 

8.1.1 耐高温古细菌(Pyrococcus furiosus)基因组 DNA的提取 

P. furiosus (strain JCM8422)购自日本微生物收集中心，培养方法参照[Kengen, et al., 1993]. 基

因组 DNA的提取方法参照[Laderman, et al., 1993]。 具体步骤如下，将 98 ℃培养的 P. furiosus菌

液离心后，重悬于 0.5 ml含有 25％蔗糖的 0.05 M Tris-HC1 (pH 8.0)中，加入 100 µL （5 mg/mL）

的溶菌酶；20 ℃孵育 1 h，随后加入 SET溶液 4 mL、5％ SDS 500 µL、10 mg/mL蛋白酶 K 100 µL；

37 ℃孵育 1 h，用苯酚/氯仿抽提，上清加入 2×体积的无水乙醇沉淀 DNA，-20 ℃放置 1 h以上，

离心后用 80％的乙醇洗涤沉淀，稍微晾干后将 DNA重溶于 TE中，或-20 ℃保存于乙醇中备用。 

溶液配方： 

SET溶液：150 mM NaC1，1 mM EDTA， 20 mM Tris-HC1 (pH 8.0) 

 

8.1.2 重组表达质粒的构建 

根据 Genbank登录的 P. furiosus β-glucosidase (celB)序列(Genbank accession No. AF013169)

设计引物，以 P. furiosus基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增。 

forward：5’- GAGGGATCCAATATGAAGTTCCCAAAAAACTTCATGT –3’ 

reverse：5’- AAAGAATTCTGGCTACTTTCTTGTAACAAATTTGAG –3’ 

在引物的 5’端和 3’端分别引入了两个限制性酶切位点 BamHⅠ、EcoRⅠ（用下划线标出）。PCR 反

应循环体系设计为：94 ℃ 5 min 充分变性后进入循环体系：94 ℃, 1 min；55 ℃, 1 min；72 ℃, 

3 min；共 30 个循环，然后 72 ℃延伸 10 min。取 PCR 产物 10 µL 电泳检测。酶切用玻璃奶法纯

化回收的扩增产物，70 ℃灭活后与同样酶切的 pEGM-3Z连接、转化。挑取阳性克隆测序正确后

用 BamHⅠ/ EcoRⅠ酶切后插入杆状病毒转移载体 pVL1393构建重组质粒 pVL-celB，酶切鉴定目

的基因正确插入后用于同源重组。 

 

8.1.3 超速离心法制备病毒 Bm-BacPAK6 基因组 DNA 

收集 Bm-BacPAK6 病毒感染的细胞培养液或感染的家蚕血淋巴，5 000 r/min 离心 10 min，

除去细胞沉淀（若仍有悬浮物可将上清再离心一次），上清 25 000 rpm超速离心 1 h，用 1 mL 游

离病毒抽提液悬浮病毒粒子，加蛋白酶 K 至终浓度 50 µg/mL，50 ℃保温 2 h；再加入 35％的

Sarkorsel 至终浓度 1％，继续于 50 ℃保温 2 h。分别用等体积的饱和酚、苯酚：氯仿（1:1）、氯



中国农业科学院博士学位论文          第八章 耐高温葡萄糖苷酶在家蚕杆状病毒表达载体系统中的表达、
特性分析及纯化 

63  

仿各抽提一次，5 000 rpm 离心 5 min，将上层水相转入新管中，添加 1/10 体积的 3 mol/L NaCl

（pH 6.5）， 2 倍体积的无水乙醇，-20 ℃放置 2 h以上，DNA 呈絮状沉淀，5 000 rpm 离心 10 min，

用 70％乙醇洗沉淀一次，稍晾干，用适量 TE 溶解 DNA，4 ℃保存备用。 

 

8.1.4 Bm-BacPAK6 基因组 DNA 的线性化 

反应体积为 30 µL，其中病毒 DNA 20 µL（约 1-2 µg），Bsu36Ⅰ 酶 2 µL，相应的 10×酶切缓

冲液 3 µL，ddw 5 µL，37 ℃温育 3-4 h。电泳检查酶切完全后，将酶切混合物 65 ℃灭活 10 min，

4 ℃保存。 

 

8.1.5 共转染 

接种约 0.5-1×106 Bm细胞于 15 cm2培养瓶中，贴壁培养过夜（即细胞密度约为 80%）。除去

含 FBS 的培养基，用无血清培养基洗细胞二次，再加 1 ml 无血清培养基。在 50 µL 反应体系中

加入线性化的 Bm-BacPAK6 病毒 DNA 1 µg，质粒 DNA 2 µg，脂质体 5 µL 混合，加水补足体积，

轻轻混匀，27 ℃温育 15 min，逐滴加入培养瓶中，边加边摇匀。27 ℃培养 4-6 h 后倾去含转染

液的无血清培养基，补加 4.5 ml 无血清培养基并加入 500 µL 的 FBS，使其终浓度为 10%，封口，

27 ℃培养 4-5 d，至细胞浮起后，收集上清液用于重组病毒的筛选。 

 

8.1.6 重组病毒的筛选、纯化和扩增 

接种适量细胞（平皿底部面积的 80％）于 35 mm 小 dish 中，27 ℃培养 16 h 至细胞贴壁后，

吸去培养基，将共转染上清液按 10-3-10-5 作适当稀释后，取 1 mL 稀释液加到贴壁细胞中，分布

均匀。27 ℃感染 1 h，将 2％低融点琼脂糖凝胶于 60 ℃水浴中融化，冷至 40 ℃与等体积经 40 ℃

预热的 2×TC-100 培养基（含 20％ FBS）混合均匀，添加 X-gal 使其终浓度达 150 µg/mL，沿

小 dish 边缘将胶慢慢倒入，凝固后用 Parafilm 封口，27 ℃倒置培养 4-7 d。显微镜下选取无色重

组病毒空斑，超净台内用 Tip 头挑取重组病毒斑，溶于 400 µL TC-100 培养基中，4 ℃放置 4 h 使

病毒粒子释放出来，取 100 µL 病毒液感染 24 孔板中的细胞，27 ℃培养 3 d 后，取 150 µL 感染

细胞上清按碱变性法快速制备病毒基因组 DNA，进行 PCR 扩增分析。将能扩增出目的片段的病

毒上清液铺斑进行第二次筛选。最终获得含目的基因的重组病毒。分别取 100 µL 重组病毒感染正

常生长的 Bm-5 贴壁细胞，在感染后约 5 d 待细胞浮起后，4 ℃保存，用以注射。 
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8.1.7 PCR鉴定外源基因的整合 

取重组病毒感染的细胞上清 150 µL，加入等体积的 0.5 M NaOH后混匀，再加入 20 µL 8 M 

NH4Ac，混匀后用等体积的苯酚、氯仿各抽提一次，酒精沉淀后用 20 µL TE buf溶解 DNA。参照

多角体基因启动子序列在 ATG上游 40 bp处设计一条引物： 

polh-F： 5’-ACTGTTTTCGTAACAGTTTTGTAA-3’ 

取上述抽提的病毒基因组 DNA 1 µL为模板，以 polh-F/ CelB-R为引物进行 PCR反应。扩增条件：

94 ℃ 变性 5 min；94 ℃ 1 min，51 ℃ 1 min，72 ℃ 2 min，30个循环；72 ℃延伸 10 min。取

10 µL的 PCR产物进行凝胶电泳分析。 

 

8.1.8 家蚕接种和样品的初步纯化 

将纯化扩增的重组病毒以 1×105 pfu的量注射 5 龄第二天的蚕，注射约 120 h左右冰上收集

发病蚕的血淋巴，-20 ℃冻存。或者适量的含重组病毒的蚕血淋巴 90 ℃变性 15 min，4 ℃、10 000 

rpm离心 10 min去除沉淀，上清用于酶活性分析及 SDS-PAGE电泳。 

 

8.1.9 β-glucosidase表达时相 

用稀释 50 倍的重组病毒细胞培养液按每头蚕 1×105 pfu的量注射家蚕 5 龄起蚕，收集注射

后 24 h、48 h、60 h、72 h、84 h、96 h、108 h、120 h 的蚕血淋巴，-20 ℃冷冻保存。 

 

8.1.10 SDS-PAGE电泳 

5%浓缩胶、10%分离胶参照分子克隆配制。取发病蚕的血淋巴，用 PBS 稀释后，或者 90 ℃

水浴 15 min，低温离心后取上清，与等体积 SDS-PAGE上样缓冲液混合，煮沸变性 3 min，冰上

放置，各孔加 15 µL，加样完毕后，打开电源，浓缩胶时电压为 35 伏，分离胶时为 45 伏进行

SDS-PAGE 电泳分析。至染料迁移到距下口约 1 cm 时，停止电泳，进行染色和脱色，以标准蛋

白质分子量对照目的蛋白的分子量。 
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8.1.11 celB标准曲线的制作 

称取 0.028 g pNP，先溶解于 1 mL甲醇中，再用 0.1 M pH 5.0的缓冲液定容至 100 mL，配成

2 mM pNP母液。取不同量的母液与 0.1 M的缓冲液混匀，加入 1 M Na2CO3 溶液 2 mL，测定 405 

nm波长的吸光值。根据吸光值绘制标准曲线。 

 

 1 2 3 4 5 6 7 

2 mM pNP (µL) 0 50 100 150 200 250 300 

0.1 M buf (mL) 2 1.95 1.9 1.85 1.8 1.75 1.7 

1 M Na2CO3 (mL) 2 2 2 2 2 2 2 

pNP终浓度 (nM) 0 100 200 300 400 500 600 

O.D 405平均值 0 0.440 0.879 1.306 1.731 2.084 2.360 

 

以 405 nm波长的吸光值为横坐标，pNP的摩尔浓度为纵坐标作图，得出公式如下： 

U=(231.04X-1.2797)×5×N/10/1000 

X: 405 nm处吸光值； 

5：将 200微升稀释酶液中的酶活折算为 1 ml的酶活性； 

N：稀释倍数； 

10：反应时间 10 min 

1000：nmol与 umol的转换。 

 

CelB活性的标准曲线
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8.1.12 耐高温β-glucosidase的活性分析 

所有活性分析至少重复三次。 

 

8.1.12.1、活力测定 

活性分析方法参照[Kengen, et al., 1993]并适当修改。含有终浓度为 1 mM pNPG的 0.1 M 醋酸

-醋酸钠缓冲液(pH 5.0) 1.8 ml 加温至 90 ℃，加入 200 µL适当稀释的酶样品，90 ℃保温 10 min

后冰上终止反应。立即加入 2 ml 1 M Na2CO3 显色，测定 405 nm波长的吸光值。所有反应均以

90 ℃未加酶的 pNPG作为校正（该温度只有低于 0.5％的分解速率）。对照反应为未加酶的缓冲液，

其余步骤相同。  

1个单位（U）酶活性定义为给定条件下，每分钟释放 1 µmol pNp 所需要的酶量。  

 

8.1.12.2、最适温度、pH与热稳定性 

对于最适温度与 pH的测定，分别为将待测样品分别在 0.1 M pH 5.0的醋酸-醋酸钠 buf中，

于 70-100 ℃的水浴、100-140 ℃的油浴中保温；或者在 90 ℃， pH范围在 2.5-8.0的缓冲液中保

温，其余步骤同活性测定。 

不同 pH的缓冲液组成为： pH 3.5、4.0、4.5、5.0、5.5的缓冲液为 0.1 M 柠檬酸-柠檬酸钠；

pH 7.0、7.5、8.0的缓冲液为 0.1 M 0.1 M 磷酸氢二钠-磷酸二氢钠；pH 2.5 - 3.0用两种缓冲液分

别进行，为 0.1 M 磷酸氢二钠-柠檬酸或 0.1 M柠檬酸-柠檬酸钠；pH 6.0、6.5为两种 0.1 M 磷酸

氢二钠-磷酸二氢钠或 0.1 M柠檬酸-柠檬酸钠。 

酶的热稳定性测定为酶样品在 0.1 M pH 5.0的醋酸-醋酸钠缓冲液中分别在不同的温度范围中

保温 10 min，然后室温中复性 30 min，测定方法同前。 

 

8.1.12.3、不同离子对酶活性的影响 

在标准反应液中添加不同的金属离子以确定β-glucosidase 的活性是否受反应环境中离子的

影响。主要为 1 mM的 CaCl2、CoCl2、CuCl2、MgCl2、MnCl2、ZnSO4和 NaWO4。为确定高离子

强度对酶活性的影响，在反应液中添加了浓度为 0.1-1.7 M的 NaCl。其余步骤同酶活性测定。 

  

8.2 结  果  

8.2.1 celB基因序列分析及重组质粒的构建 

根据 Genbank公布的 celB基因序列，设计了正反两条引物，以耐高温古细菌 P. furiosus基因

组 DNA为模板，扩增了 celB基因的完整 ORF，克隆到转移载体 pEGM-3Z的 BamHⅠ/EcoRⅠ位
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点，将测序结果与 P. furiosus基因组中的 celB基因序列比对显示，PCR扩增产物没有发生突变。

将从转移载体中酶切得到的 celB 片段亚克隆到杆状病毒表达载体 pVL1393 中，获得表达质粒

pVL-celB，酶切鉴定结果表达基因已正确插入载体中。 

 

8.2.2 同源重组及重组病毒的筛选 

用 2 µg的 pVL-celB质粒 DNA、1 µg病毒 DNA与脂质体共转染家蚕 Bm细胞，待细胞感染

上浮后收集病毒上清液。用系列稀释的病毒上清感染 35 mm小 dish中培养的细胞，挑取形成空斑

的病毒接种 24孔板培养的细胞，经过两轮结合酶活性测定的筛选后，获得高表达量的重组病毒。 

 

8.2.3 重组病毒在家蚕中的表达及初步纯化 
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图 8.1 β- glucosidase在家蚕中表达时相图 

Fig. 8.1 The time courses of β-glucosidase expressed in silkworm 

 

Larval haemolymph was collected on ice every 12 h from 24 h post-infection. Using pNPG as substrate to determine 

the β-glucosidase activity. The amount of expressed β-glucosidase was represented by the relative activity at 

corresponding time. 

 

用筛选的重组病毒感染家蚕 5龄起蚕，分别在感染后 12、24、36、48、60、72、84、96、108、

120 h收集发病蚕的血淋巴，测定表达的β-glucosidase活性，确定其表达时相，虽然在 60 h前，
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该酶有微量的表达，但大量的表达产物形成于病毒感染的后期，在 120 h达到高峰（图 8.1）。在

病毒感染 120收集的 1 mL血淋巴或一头蚕中能检测到酶活性分析为 10 199.5 U、19 797.4 U。将

收集的血淋巴在 90 ℃保温 15 min，离心后收集上清。SDS-PAGE电泳显示，表达的目的蛋白条

带约为 55 kD，与野生型病毒感染的蚕血淋巴相比，外源基因获得了显著表达（图 8.2）。密度扫

描的结果显示，表达的外源蛋白约占总血淋巴蛋白的 10％，初步纯化后，目的蛋白的含量可达 82

％，已去除了大部分的蚕体蛋白。 

 

 
 

 
 

图 8.2 重组杆状病毒表达的 β-glucosidase SDS-PAGE电泳图谱 

Fig. 8.2 SDS-PAGE analysis of the β-glucosidase expressed by recombinant BEVS 

 

Lane 1 and 4: 10 kDa standard protein ladder; Lane 2: Silkworm haemolymph with expressed β-glucosidase; Lane 3: 

Heat-treated silkworm haemolymph with expressed β-glucosidase; Lane 5: Haemolymph of silkworm infected with 

BmBacPAK6. The arrows indicated a 50 kD protein ladder and the CelB band. 

 

8.2.4 表达的外源蛋白的特性分析 

8.2.4.1、最适反应温度 

在 0.1 M pH 5.0的反应缓冲液中，于 70-100 ℃的水浴、100-140 ℃的油浴中保温 10 min，根

据在 405 nm波长测定释放的 pNP的吸光值，计算酶活性并作图如 8.3。由图可见，在 105 ℃时具

有最大的酶活性，在 90 ℃-120 ℃时，仍然具有最大酶活的 80％以上。 
 

    1     2      3     4      5

CelB

50 kD



中国农业科学院博士学位论文          第八章 耐高温葡萄糖苷酶在家蚕杆状病毒表达载体系统中的表达、
特性分析及纯化 

69  

60 80 100 120 140 160

R
el

at
iv

e 
ac

tiv
ity

/%

0

20

40

60

80

100

120

 

图 8.3 β-glucosidase的最适反应温度分析 

Fig. 8.3 The temperature profile of the expressed β-glucosidase 

 

The enzymatic activity of β-glucosidase expressed in silkworm was measured at pH 5.0 and a temperature range from 70 

to 140 ℃  in water or oil bath using pNPG as substrate. The optimal temperature for enzymatic reaction was 105 ℃ . 

The β-glucosidase activity at the optimal temperature was arbitrarily set as 100%. 
 

8.2.4.2、最适反应 pH 
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图 8.4 β-glucosidase的最适反应 pH值分析 

Fig. 8.4  The pH profile of the BEVS-derived β-glucosidase 

 

The enzymatic reactions were carried out at 90 ℃  and different pH values from 2.5 to 8.0 using pNPG as substrate. The 

optimal pH for enzymatic reaction was 5.0. The β-glucosidase activity at the optimal temperature was arbitrarily set as 

100%. 

Tempera tu re /℃  
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Tempera tu re /℃

 

在 90 ℃，pH范围 2.5-8.0的缓冲液中保温 10 min，然后终止反应。根据不同 pH条件下的酶

活性作图如 8.4。在 pH5.0具有最大酶活性，在 pH 4-6.5，仍保留了约 40％的活性，在 pH 4-4.5

以及 pH 6-6.5，酶活性急剧下降。 
 

8.2.4.3、酶活力分析 

取注射重组病毒后 120 h的蚕血淋巴或蚕体匀浆液，在最适反应温度 105 ℃，最适 pH 5.0的

条件下，测定表达的重组蛋白的最大酶活性。在每 mL 的血淋巴或一头蚕中的平均酶活性分别为

10 199.5 U、19 797.4 U。 

 

8.2.4.4、酶的热稳定性 

将用 0.1 M pH 5.0的缓冲液适当稀释的酶液分别在不同的温度保温 10 min，然后室温复性 30 

min，测定残留的酶活性，结果如图 8.5。在 90、100、110 ℃时，酶活性基本没有变化；在 120、

130 ℃处理后，约有 80％的残存酶活性；而当 140 ℃保温时，酶活性急剧下降。 
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图 8.5 β-glucosidase的热稳定性分析 

Fig. 8.5 Thermostability analysis of the expressed β-glucosidase 

 

Samples were incubated for 10 min at temperatures ranging over 90-140 ℃  in oil bath. The enzyme samples were 

allowed to renature for 30 min at room temperature then placed the tubes on ice until standard activity assays were 

performed. Samples without heat treatment were carried out as control (CK). 
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8.2.4.5、离子对酶活力的影响 

在 0.1 M pH 5.0的缓冲液中添加 1 mM的不同二价离子，常规方法测定酶活性，确定离子对

酶活力的影响，结果如图 8.6。酶活力基本不受本实验中所用的基本离子的影响。在含浓度逐渐增

加的 NaCl溶液的 0.1 M pH 5.0的缓冲液中，酶活力也基本没有受到太大的影响。 
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图 8.6 不同离子对 β-glucosidase活性的影响分析 

Fig. 8.6 The modulation effects of various ions or NaCl on the activity of the BEVS-derived β-glucosidase 

 

The ions effect on the β-glucosidase activity was determined by method as described priviouly using pNPG as substrate at 

pH 5.0 and 90 ℃. All ions were at a concentration of 1 mM, between 0.1 mM and 1.7 mM indicated the concentration of 

NaCl. Enzymatic activity of the non-additive samples was performed as control. 

 

8.3 讨  论 

耐高温微生物具有高于 90 ℃的最适生长温度，在 80-110 ℃的环境条件下能够快速生长。由

于其具有极强的耐热性和代谢适应性，这些微生物很适合基础研究及生物技术应用。目前从各种

极端环境中分离了大量的耐高温古菌、细菌等，最近的研究表明这些菌株具有独特的生活环境，

自这些菌株中分离的耐高温酶适合工业用途，具有巨大的经济效益 [Adams, et al., 1995; Niehaus, 

et al., 1999]。分离自浅海温泉的 Pyrococcus furiosus，其最适生长温度高于 100 ℃，是目前研究最

为深入的耐高温微生物 [Woese, et al., 1990]。P. furiosus具有及其复杂的食物网，能够利用复杂的

肽或糖（如淀粉、糖原、麦芽糖和纤维素等）作为碳源和能源，从而决定了该微生物必需分泌多

种相关的酶以吸收这些成分。耐高温β-glucosidase是参与 P. furiosus吸收利用β键连接糖的主要
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酶，现被广泛应用于食品、医药、奶制品、环境保护及有机化学工业等[Fischer et al., 1996; Hansson 

et al., 2001; Splechtna et al., 2002]。该酶已被作为研究耐高温微生物来源酶的稳定性及催化作用的

模式系统[Lebbink et al., 2001]。目前所用的耐高温β-glucosidase多表达于大肠杆菌或酵母表达系

统，具有产量低、易形成包涵体的缺点[Smith and Robinson, 2002 ]，这限制了其在工业上的大量应

用。在中国已有上千年的栽桑养蚕历史，饲养成本低，每头蚕只有 5-6 分，蚕粉是一种对人无害

无副作用的营养品和功能食品。目前，在韩国约有 70%的蚕用于生产蚕粉[Ryu, et al., 1997]。而家

蚕-BmNPV 表达系统是近年来发展起来的在真核生物个体水平上高效表达外源蛋白系统，得到了

越来越广泛的认识，相对于其它表达系统，家蚕杆状病毒表达系统具有显著的优点，如 BmNPV

宿主域狭窄，仅感染家蚕，对哺乳动物或植物没有感染性，并且家蚕饲养容易，生命周期短，生

产成本低，且表达产物稳定。 

另外，在乳制品的生产过程中，需要一个高温灭菌的步骤，家蚕杆状病毒在此高温条件下可

以迅速失活，因而是安全的。目前在奶制品中添加的乳糖酶基本不耐高温，需要降低温度后再进

行添加，从而增加了生产成本，如果添加耐高温的乳糖酶，则可以很好的解决这个问题，提高了

经济效益。 

本研究中，我们成功的利用家蚕杆状病毒表达系统生产并初步纯化了耐高温β-glucosidase。

经 SDS-PAGE凝胶电泳并结合密度扫描分析，推算耐高温β-glucosidase的表达量为 10,199.5 U 每

mL血淋巴及 19,797.4 U每头蚕，远远高于大肠杆菌表达系统中的 50-80 mg (约 13,000-20,800 U)

每升培养基。对家蚕-BmNPV系统表达的耐高温β-glucosidase酶学性质分析表明，该重组酶与其

天然产物在性质上没有发生明显的改变，却克服了利用前述两种表达系统的缺陷。本研究中将含

有表达产物的蚕血淋巴在 90 ℃保温 15 min，离心后的上清中约含有 80％的重组蛋白，达到了初

步纯化的目的，解决了工业应用该酶需要大量的纯化成本的问题。因而，利用家蚕-杆状病毒表达

系统生产耐高温 glucosidase既提高了蛋白的产量，随后的热纯化又节约了时间，从而降低了生产

成本。尤其在中国，已有数千年的栽桑养蚕历史，饲养成本低廉。因此，利用该系统生产耐高温

β-glucosidase具有广阔的前景。 
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Expression, Analysis and Purified of hyperthermophilic 

β-Glucosidase from Pyrococcus furiosus using a 

Baculovirus Expression Vector System in Silkworm, 

Bombyx mori 

 

Abstract β-Glucosidase is a member of the glycosyl hydrolases that specifically catalyze the hydrolysis 

of terminal nonreducing β-D-glucose residues from the end of various oligosaccharides with the release 

of β-D-glucose. celB gene, encoding the thermostable β-glucosidase, was amplified from the Pyrococcus 

furiosus genome and then cloned into the baculoviral transfer vector under the control of the polh gene 

promoter. After co-transfection with genetically modified parental BmNPV, the recombinant virus 

containing celB gene was used to express β-glucosidase in silkworm. The recombinant β-glucosidase 

was purified to about 81% homogeneity in a single heat-treatment step. The optimal activity of the 

expressed β-glucosidase was obtained at pH 5.0 and about 105 ℃, divalent cations and high ionic 

strength did not affect on the activity remarkably. It suggested that the enzymatic characteristics of 

recombinant β -glucosidase were similar to the native counterpart. The expressed β-glucosidase 

accounted for more than 10% of silkworm total haemolymph proteins according to the protein 

quantification and densimeter scanning. The expression level reached to 10,199.5 U per ml haemolymph 

and 19,797.4 U per silkworm larva, and the specific activity of the one-step purified crude enzyme was 

885 U per mg. It was demonstrated to be an attractive approach for mass production of thermostable 

β-glucosidase using this system. 

 

Key words β-Glucosidase; Pyrococcus furiosus; baculovirus expression vector system; characteristic 

analysis 
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第九章  结   论  

本文分别从AcMNPV和BmNPV基因组DNA中克隆了杆状病毒 ubi基因启动子，以 luciferase

基因为报告基因，经脂质体转染相应的昆虫细胞，对 ubi 基因启动子进行了功能及调控分析。同

时克隆并构建了含有杆状病毒极晚期 polh基因启动子的报告质粒，通过进行体内、体外表达分析，

考察了 IE-1和增强子 hr3对病毒晚期、极晚期启动子的顺式、反式调控作用。本文利用家蚕-杆状

病毒表达系统在蚕体内高效表达并纯化了耐高温β-glucosidase，对于该酶的一般酶学性质也进行

了分析。 

 

9.1 ubi基因启动子克隆及功能分析 

克隆的 AcMNPV、BmNPV ubi基因启动子经序列分析为 595 bp，二者序列同源性为 92.8％。

MatInspector软件分析，克隆的片段可能有以下几种功能元件：-17～-14 nt、-195～-192 nt的杆状

病毒晚期转录起始位点 TAAG；-19～-15 nt、-269～-265 nt的 TATA box；-71～-68 nt、-125～-122 

nt、-359～-356 nt的 CAAT基序。 

以 595 bp 启动子序列为模板，用 PCR 方法扩增启动子区域缺失的一系列启动子片段，将

luciferase基因插入启动子下游，使受其驱动。在病毒因子存在的情况下，进行了瞬时表达分析，

证明 AcMNPV来源的 ubi基因启动子主要功能区位于-595～-382 bp之间，而 BmNPV来源的 ubi

基因启动子主要功能区位于-382～-124 bp之间。含有远离 ATG的 TAAG序列和 TATA box的启动

子片段也能驱动报告基因的表达，仅含有近端 TAAG序列及 TATA box的 26 bp启动子片段在有杆

状病毒同源重复序列 hr3的顺式作用下才具有较高的活性。 

以 595 bp 启动子序列为模板，用 PCR 方法构建了一系列保守序列突变的报告质粒。瞬时表

达分析证明两个 TATA box，以及 TAAG 突变，均能够使启动子的活性大大降低；而两个 CAAT

的突变则可显著提高启动子的活性约 3倍左右。说明在 ubi启动子中，TATA box和 TAAG发挥正

调控的作用，而 CAAT却发挥着负调控的作用。 

 

9.2 IE-1、hr3对杆状病毒晚期 ubi基因启动子的调控 

Northern blot分析证明 ubi基因为晚期表达基因，从而其表达需要其它早期病毒基因产物的参

与。杆状病毒立即早期基因 ie-1具有激活子的作用，本研究利用 ie-1反式激活 ubi基因启动子，

能够检测到一定的报告基因活性，用 ie-1和 ubi基因启动子一系列删除突变的报告质粒共转染 Bm

细胞，证明该启动子中与 ie-1结合的位点主要位于-595~-382 bp之间，这与病毒参与的情况是不
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同的，可能是因为病毒基因组中还有其他因子也参与了 ubi启动子的转录。靠近 ATG的 26 bp启

动子在 ie-1参与时也能驱动 luciferase基因的表达，具有基础转录活性。将杆状病毒同源重复序列

hr3 插入到报告基因的下游或普通载体中，在 BmNPV 或 ie-1 存在条件下，转染 Bm 细胞，证明

hr3在顺式或反式的状态下均能够增强 ubi基因启动子的转录。 

 

9.3 IE-1、hr3对杆状病毒极晚期 polh基因启动子的调控 

本实验通过 ie-1、hr3 与包含 polh 的报告质粒或 ie-1 与带有 hr3 的 polh 报告质粒共转染 Bm

细胞或家蚕幼虫，考察了杆状病毒立即早期基因 ie-1和同源重复序列 hr3对杆状病毒极晚期启动

子的作用。通过基因表达时相分析，认为在 ie-1 存在的条件，无论顺式连接还是反式作用的 hr3

对 polh启动子均具有增强子的作用，顺式连接 hr3的报告质粒在转染后 24 h就能测到很高的报告

基因表达，比反式作用 hr3的质粒表达量约高 147倍，比没有 hr3连接的质粒高 621倍；当质粒

转染后用 BmNPV感染细胞时，在转染的初期其报告基因的表达没有用 ie-1激活的快，但随着时

间的推移，其表达量逐渐超过同期与 ie-1共转染的质粒。说明在 hr3与极晚期启动子的相互作用

过程，ie-1发挥着重要作用，同时还需要其他病毒因子的参与。 

 

9.4 参与 ubi基因表达的病毒因子的鉴定 

前面的实验证明，IE-1 与 ubi 基因启动子的低水平转录有关，在病毒基因组中还有其它的病

毒因子参与了晚期基因的表达。本文构建了 BmNPV病毒基因组 DNA文库，通过文库 DNA与含

ubi启动子的报告质粒以及 ie-1共转染 Bm细胞，筛选了参与晚期 ubi基因转录的病毒因子，包括

LEF6、LEF11、HE65、P35以及 GP104-GP107、GP118-GP119。结果证明在 ie-1存在时，GP104

单独能够提高 ubi启动子的转录，但当 GP104与 GP105-GP107片段共转染时，其增强作用更明显，

说明 GP104与其他三个基因联合参与晚期启动子的转录；分别对 gp118和 gp119进行突变分析，

认为并非 GP118和 GP119的编码产物参与了 ubi基因的转录，其具体原因尚需进一步确定。 

 

9.5 耐高温β-glucosidase的表达及特性分析 

本文利用 PCR方法从高温古细菌中克隆了耐高温β-glucosidase，并利用家蚕杆状病毒表达系

统对其进行了表达，通过酶学分析证明该系统表达的目的蛋白，最适反应温度为 105 ℃，适反应

pH 为 5.0，二价金属离子同样不会对酶活性产生剧烈的影响。与天然蛋白在酶学性质上没有发生

明显改变，但目的蛋白的产量却得到了极大的提高。与目前工业上应用的曲霉来源的乳糖酶相比，

该酶在热稳定性、金属离子稳定性、比活以及 pH 适用范围等方面均具有明显的优越性，从而为

其在工业生产中的大量应用提供了保证。将含有重组蛋白的蚕血淋巴在 90 ℃保温 15分钟，离心
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后上清中 80%以上为目的蛋白，可以简单快捷的对酶进行纯化。这在很大程度上解决了乳糖酶大

规模生产应用中的分泌和纯化两个技术难题，从而开发了一条产量高、分离纯化简便、廉价的大

规模生产乳糖酶的新途径。 
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杆状病毒表面展示系统的研究进展
Ξ

林旭瑷1 ,2　陈寅1 ,2　张志芳1 ,2　何家禄1　沈桂芳2

(1中国农业科学院蚕业研究所 ,镇江　212018 ;2中国农业科学院生物技术研究所 ,北京　100081)

摘　要 :　杆状病毒表面展示系统是近几年发展起来的一种新的真核展示系统 ,通过在病毒衣壳蛋白 gp64插

入外源肽、二者融合表达或与特异性的锚定部位结合 ,在病毒表面进行融合表达而筛选出目的活性肽或蛋白。可

用来展示需糖基化、二硫键异构化等翻译后修饰才表现功能活性的复杂真核蛋白及构建多肽文库、抗体库等。本

文简述了该技术的原理、研究进展、应用及发展前景等。可以预见 ,杆状病毒表面展示技术的发展必将对生命科学

及相关领域的发展产生深远的影响。
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Progress in Baculovirus Surface Display System
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Abstract : 　Baculovirus surface display system is a new eukaryotic display technology developed in recent years ,

which can be used for reconstructing and screening the interested active polypeptide or protein , through fused to a second

copy of the entire coat protein of baculovirus , gp64 or alternatively to the membrane anchor domain of gp64 , simultaneous

expression of the fusion construct and the native gp64 envelope protein results in packaging of both proteins into the viral

coat and its presence on the surface of baculovirus2infected insect cells and/ or budded virions. Especially in the use of dis2
playing complex eukaryotic proteins requiring post2translational processing including glycosylation and efficient folding for

functional activity. In this paper we mainly described the basis of this technology , its development , its applications and

perspective. Therefore , the development of baculovirus surface display technology will bring profound influence on life sci2
ence and related subjects.

Key words :　Surface display　Baculovirus　Eukaryote　Gp64

　　Smith于 1985年首次提出噬菌体展示[1 ] ,即将

外源肽或蛋白质与噬菌体表面特定蛋白质融合并展

示于噬菌体表面 ,构建蛋白质或多肽文库 ,从中筛选

目的特异性蛋白质、多肽或抗体的基因工程技术。

其重要特征和优点是靶分子肽与其编码 DNA存在

于一个细胞中 ,可通过 DNA 模板的制备和序列测

定而确定 DNA 序列 ,进而推断所编码的靶分子结

合肽氨基酸组成 ,达到了基因型与表现型的统一。

在短短几年的时间里 ,表面展示技术得到了日新月

异的发展 ,相继建立了多种原核、真核表面展示系

统[2 ,3 ]。杆状病毒表面展示系统属于高等真核生物

展示系统 ,可弥补原核展示系统的不足 ,并保持表面

展示系统的优点 ,在高亲和力抗体及多肽药物的筛

选、蛋白质抗原表位分析等方面具有广阔的应用前

景。目前研究及应用最为广泛的是苜蓿尺蠖核型多

角体病毒 ( A utographa calif ornica multicapsid nu2
cleopolyhedrosisvirus ,AcMNPV)表面展示系统。最

近 ,Rahman 等以家蚕核型多角体病毒 ( Bombyx

mori Nucleopolyhedrosisvirus , BmNPV)作为展示系

统成功展示了 GFP重组蛋白 ,为杆状病毒真核生物

活体展示系统提供了新的选择和发展潜力[4 ]。

1　杆状病毒表面展示的基础———囊膜糖蛋

白 gp64
在杆状病毒表面展示中用于和外源蛋白发生融
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