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STU

产物进行胶回收(用
BW

琼脂糖凝胶电泳检测得到

)

M

3RD4AS

片 段(将 其 命 名 为
4=B!"DB#%D)

M

3,D

4AS

(

!

$%e

保存备用)

!

$

"

4=A.S@&'B!"?B#%

的敲除)挑取大肠杆

菌
[<CCE

单克隆接种于含
O+*

!

B#

%

^

$

NR

"和
a2/

!

I

%

^

$

NR

"的
RV

液体培养基(

I%e

,

$$%)

$

N8*

避

光过夜培养)按
BiB%%

体积比将过夜培养的菌液

转接于含
O+*

!

B#

%

^

$

NR

"和
a2/

!

I

%

^

$

NR

"的
RV

液体培养基中(

I%e

培养至
A>

E%%

为
%;$

"

%;I

(加

入
#%

%

R

质量分数
B%W @D

阿拉伯糖(

IJ e

,

$$%

)

$

N8*

培养
!# N8*

)根据
T'(*/2)D<2,2=/8'*V4T

A'?8-8=+/8'*O8/

手册%

$B

&制备大肠杆菌
[<CCE

感受

态细胞)将
B

"

$

%

R4=B!"DB#%D)

M

3RD4AS

片段加

入到大肠杆菌
[<CCE

感受态细胞中(混合均匀后转

入电转杯(利用
>

MM

2*?')-

多功能细胞电穿孔仪进

行电转化(电压设置为
BI%%@

)电击结束后立即加

入
BNRRV

液体培养基!不含抗生素"(

IJe

低转速

复苏 培 养
J% N8*

(最 后 涂 布 于 含 有
O+*

!

B#

%

^

$

NR

",

a2/

!

I

%

^

$

NR

"和
4N

M

!

#%

%

^

$

NR

"的
RV

固体培养基上(

I%e

避光培养
IE

"

!"0

)

!

I

"敲除
&'B!"?B#%

基因菌落的筛选)挑取上

一步中
RV

固体平板上的单菌落(利用检测引物

4=B!"7a

和
B3/7a

进行
STU

扩增(筛选敲除成功

的菌落)

STU

反应体系为#

$c>3a+

Q

A+3/2)A8\

B%

%

R

(

B%

%

N',

$

R

上游引物
B

%

R

(

B%

%

N',

$

R

下游

引物
B

%

R

(菌落
%;#

%

R

(

??[

$

G"

%

R

)

STU

反应条

件为#

C!e

预变性
#N8*

'

C!e

变性
I%3

(

##e

退火

I%3

(

J$e

延伸
"3

(

I$

个循环'

J$e

再延伸
B%N8*

)

然后将阳性菌落接种于
#NR

含
O+*

!

B#

%

^

$

NR

",

a2/

!

I

%

^

$

NR

"和
4N

M

!

#%

%

^

$

NR

"的
RV

液体培养

基中(

I%e

,

$$%)

$

N8*

避光过夜培养)

B;$;$

!

重组杆状病毒的构建
!

提取
4=A.S@

野

生型杆状病毒质粒和
OG4=B!"DB#%

杆状病毒质粒(

并用
!:6IE

(

线性化(分别与
M

a)8>\DZ6S

质粒共

转染于
<-C

细胞)转染步骤如下#将
<-C

细胞铺入

细胞培养皿中(细胞密度为
#%W

"

E%W

)取无菌的

B;#NR

离心管(加入
C#

%

R??[

$

G

!或无血清培养

基"(再加入
#

%

R

转染试剂(充分混匀)在另一无菌

00
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的
B;#NR

离心管中加入
C#

%

R??[

$

G

!或无血清

培养基"(再向离心管中加入
$

%

R

线性化杆状病毒

质粒 和
I

%

R

M

a)8>\DZ6S

质粒(充分混匀)将前一

管混合物加入后一管中(混匀室温静置
$%

"

I%

N8*

(然后逐滴均匀加入铺好的
<-C

细胞中(

$"e

静

置培养
!

"

E?

)收集病毒上清于
I%%

-

离心
#N8*

(

传代
$

次(得到
$

种
S

$

代重组杆状病毒#野生型病

毒
94=A.S@

$

Z6S

和缺失突变病毒
94=

"

B!"D

B#%

$

Z6S

)

B;$;I

!

重组杆状病毒一步生长曲线的测定
!

将重

组杆状病毒以感染复数!

AGH

"

g%;#

感染
<-C

细

胞(分别在感染
B

(

$

(

I

(

!

(

#

(

E?

收集病毒上清(用极

限稀释法%

$$

&测定重组杆状病毒滴度)步骤如下#用

培养基稀释
<-C

细胞悬液至细胞浓度约
#cB%

!

NR

PB

(加入
CE

孔细胞培养板中(每孔
B%%

%

R

)将

重组杆状病毒原液连续作
B%

倍梯度稀释(从
B%

PB

倍至
B%

PC倍接种于
CE

孔板中(

$"e

培养连续
#

"

B%?

(观察记录感染孔(直至不再有新的感染孔出

现)按
U22?DA(2*=0

两 氏 法%

$$

&计 算 病 毒 滴 度

!

aTHF

#%

")每一个生长曲线试验重复
I

次)

B;$;!

!

荧光显微镜分析重组杆状病毒在
<-C

细胞

中
Z6S

的表达情况
!

将重组杆状病毒以
AGHgI

感染
<-C

细胞(

$"e

培养
!?

(用
R28=+

倒置荧光显

微镜观察
Z6S

的表达情况)

B;$;#

!

流式细胞仪分析重组杆状病毒在
<-C

细胞

中
Z6S

的表达
!

收集
B;$;!

节被重组杆状病毒感

染
CE0

后的
<-C

细胞(利用流式细胞仪!

S+)/2=

"在

!""*N

激发光波长下至少收集
IcB%

! 个细胞作后

续分析)在波长为
#I%*N

的
6RB

通道下检测绿色

荧光蛋白
Z6S

的分布%

$I

&

(通过
6T<>\

M

)233E

和

6,'1&'J;E

分析收集的数据并做图)以未感染的

<-C

细胞作为空白对照)

B;$;E

!

<F<DS4Z>

和
]23/2)* ,̀'/

检测重组杆状

病毒在
<-C

细胞中
Z6S

的表达情况
!

将重组杆状

病毒以
AGHgI

感染
<-C

细胞(

$"e

培养
!?

(弃掉

培养基上清(用
SV<

小心洗涤
$

次以防止残留血清

影响结果(然后在培养皿中加入
!%%

%

RBc<F<

上

样缓冲液(收集蛋白样品于
B;#NR

离心管中(置于

干热仪中于
B%%e

加热
B%N8*

)将蛋白样品进行

B%W<F<DS4Z>

电泳(然后用考马斯亮蓝染色)用

]23/2)* ,̀'/

检测蛋白质水平(具体步骤为#经

<F<DS4Z>

分离的蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜

!

M

',

:

98*

:

,8?2*2-,(')8?2

(

S@F6

"(用抗
[83

的单克

隆抗体作为一抗孵育(然后用含有
%;BW a122*D$%

的
a)83D[TR

缓冲盐溶液洗涤
I

次后(再与
[US

标

记的山羊抗小鼠抗体孵育%

$!

&

)采用增强型化学发

光试剂!

>TR

"显色标记抗体检测目的蛋白条带)

$

!

结果与分析

$;B

!

4=A.S@D)

M

3,D4AS

片段的扩增

以
M

)

M

3RD4AS

质粒作为模板(通过
STU

扩增

出带有
&'B!"?B#%

基因两侧同源臂的
)

M

3,D4AS

片

段(其长度为
B!CI`

M

(结果与预期一致!图
B

")

$;$

!

敲除
&'B!"?B#%

基因
4=A.S@

阳性菌落的

鉴定

通过菌落
STU

检测氨苄抗性培养基上长出的

阳性菌落(由于上游检测引物结合敲除基因上游位

置(下游检测引物结合抗性基因(敲除成功则扩增出

的目的片段大小应该为
$#$`

M

(否则不能扩增出特

异的
STU

产物)图
$

显示(

F.4

片段长度符合预

期大小(说明氨苄抗性培养基上长出的菌落中
)

M

3,D

4AS

片段成功替换掉了
&'B!"?B#%

基因片段)

A;F.4 A+)L2)

'

B

"

$;)

M

3RD4AS

基因扩增产物

A;F.4 A+)L2)

'

BP$;STU+N

M

,8-8=+/8'*

M

)'?(=/3'-)

M

3RD4AS

^

2*2

图
B

!

4=A.S@)

M

3RD4AS

片段的
STU

扩增结果

68

^

;B

!

4N

M

,8-8=+/8'*'-4=A.S@)

M

3,D4AS-)+

^

N2*/

A;F.4 A+)L2)

'

B

"

$;

阳性菌落
STU

产物

A;F.4 A+)L2)

'

B

!

$;STU

M

)'?(=/3'-

M

'38/892=','*

:

图
$

!

敲除
&'B!"?B#%

基因
4=A.S@

阳性菌落的
STU

鉴定

68

^

;$

!

H?2*/8-8=+/8'*'-L*'=L'(/'-&'B!"?B#%

^

2*23

4=A.S@

M

'38/892=','*

:

`

:

STU

$;I

!

重组杆状病毒的检测

将线性化
4=A.S@

野生型杆状病毒质粒,

OG&'B!"?B#%

野生型杆状病毒质粒分别与
M

a)8>\D

Z6S

质粒共转染
<-C

细胞(通过同源重组产生重组

10

第
#

期 赵凯霞(等#敲除
&'B!"?B#%

对苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒复制和外源蛋白表达的影响



杆状病毒)为了检测敲除
&'B!"?B#%

基因是否对

4=A.S@

病毒的复制和感染产生影响(通过测定重

组杆状病毒在不同感染时间点产生的病毒滴度(绘

制并比较野生型病毒
94=A.S@

$

Z6S

和缺失突变

病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

!

AGHg%;#

"在
<-C

细胞中

的一步生长曲线(结果见图
I

和图
!

)

4;

野生型病毒'

V;

缺失突变病毒'图片中右下角显示标尺(标尺大小
$%%

%

N

4;94=A.S@

$

Z6S]8,?/

:M

298)(394=A.S@

$

Z6S

'

V;94=

"

B!"DB#%

$

Z6SF2,2/8'*N(/+*/98)(394=

"

B!"DB#%

$

Z6S

'

a02)(,2)83?83

M

,+

:

2?8*/02,'12))8

^

0/=')*2)'-2+=0

M

8=/()218/038b2'-$%%

%

N

图
I

!

重组杆状病毒的荧光检测

68

^

;I

!

6,(')23=2*=2N8=)'3='

M:

?2/2=/8'*'-)2='Ǹ8*+*/̀ +=(,'98)(323

图
!

!

重组杆状病毒一步生长曲线的测定结果

68

^

;!

!

F2/2)N8*+/8'*'-'*2D3/2

M^

)'1/0=()92'-

)2='Ǹ8*+*/̀ +=(,'98)(323

!!

图
I

显示(缺失突变病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

在整个感染期间荧光细胞数量和
Z6S

荧光强度与

野生型病毒
94=A.S@

$

Z6S

!对照"基本一致)

由图
!

可以看出(缺失突变病毒
94=

"

B!"D

B#%

$

Z6S

和野生型病毒
94=A.S@

$

Z6S

的一步生

长曲线变化趋势基本一致)这说明敲除
&'B!"?B#%

基因不影响
4=A.S@

病毒的复制和
V@

的产生)

$;!

!

重组杆状病毒在
<-C

细胞中
Z6S

的表达

$;!;B

!

荧光显微镜法分析
!

为检测重组杆状病毒

表达外源蛋白的能力(重组杆状病毒以
AGHgI

感

染
<-C

细胞
!?

后(被缺失突变病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

感染的
<-C

细胞
Z6S

荧光强度与野生型病毒

94=A.S@

$

Z6S

无明显差异 !图
#

"(表明敲除

&'B!"?B#%

不影响杆状病毒表达外源荧光蛋白的能

力)

4;

野生型病毒
94=A.S@

$

Z6S

'

V;

缺失突变病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

)图片中右下角显示标尺(标尺大小
$%%

%

N

4;]8,?/

:M

298)(394=A.S@

$

Z6S

'

V;F2,2/8'*N(/+*/98)(394=

"

B!"DB#%

$

Z6S;a02)(,2)83

?83

M

,+

:

2?8*/02,'12))8

^

0/=')*2)'-2+=08N+

^

218/038b2'-$%%

%

N

图
#

!

重组杆状病毒在
<-C

细胞内
Z6S

表达的荧光显微观察

68

^

;#

!

6,(')23=2*=2N8=)'3='

M:

+*+,

:

383'-Z6S2\

M

)2338'*`

:

)2='Ǹ8*+*/̀ +=(,'98)(3238*<-C=2,,3
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$;!;$

!

流式细胞仪分析
!

图
E

显示(缺失突变病毒

94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

感染
<-C

细胞中的
Z6S

荧光强

度和平均荧光强度均高于野生型病毒
94=A.S@

$

Z6S

感染的
<-C

细胞(但二者差异不显著)这说明

敲除
&'B!"DB#%

不影响重组杆状病毒表达
Z6S

的

荧光强度)

图
E

!

重组杆状病毒在
<-C

细胞中
Z6S

表达的

流式细胞仪检测结果

68

^

;E

!

F2/2=/8'*'-Z6S2\

M

)2338'*`

:

)2='Ǹ8*+*/

+̀=(,'98)(38*<-C=2,,3`

:

-,'1=

:

/'N2/)

:

$;!;I

!

<F<DS4Z>

和
]23/2)* ,̀'/

检测
!

重组杆

状病毒在
<-C

细胞中
Z6S

表达的
<F<DS4Z>

!

4

"

和
]23/2)* ,̀'/

!

V

"检测结果见图
J

)

A;

蛋白
A+)L2)

'

B;<-C

细胞'

$;

野生型病毒
94=A.S@

$

Z6S

'

I;

缺失突变病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

A;S)'/28*A+)L2)

'

B;<-C=2,,

'

$;]8,?/

:M

298)(394=A.S@

$

Z6S

'

I;F2,2/8'*N(/+*/98)(394=

"

B!"DB#%

$

Z6S

图
J

!

重组杆状病毒在
<-C

细胞中
Z6S

表达的

<F<DS4Z>

!

4

"和
]23/2)* ,̀'/

!

V

"检测结果

68

^

;J

!

F2/2=/8'*'-Z6S2\

M

)2338'*`

:

)2='Ǹ8*+*/

+̀=(,'98)(3238*<-C=2,,3`

:

<F<DS4Z>

!

4

"

+*?

]23/2)* ,̀'/

!

V

"

!!

染色结果显示(缺失突变病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

感染的
<-C

细胞中表达的
Z6S

与野生型病毒

94=A.S@

$

Z6S

基本一致!图
JD4

")

]23/2)* ,̀'/

检测结果表明(缺失突变病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

感染的
<-C

细胞中
Z6S

的表达量与野生型病毒

94=A.S@

$

Z6S

相比无明显差异!图
JDV

"(说明从

4=A.S@

基因组中敲除
&'B!"?B#%

后(缺失突变

病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

表达外源蛋白的能力未受

到破坏)

I

!

讨
!

论

随着对杆状病毒分子生物学的不断深入研究(

发现杆状病毒基因组
B

$

I

以上基因功能未知(其中

部分基因对病毒的增殖是非必需的%

$#

&

(但其对于基

因调控和影响外源蛋白表达机制了解甚少)研究表

明(在杆状病毒体外感染中同时敲除杆状病毒基因

组上的几丁质酶基因和类组织蛋白酶基因(能够提

高杆状病毒分泌蛋白和膜蛋白的表达量%

"DB%

&

'删除

<

B%

以及两侧基因
<

$E

和
<

J!

时(重组病毒的蛋白

表达能力显著提高%

BI

&

)

&'B!"

,

&'B#%

基因及其在

VN.S@

中的同源基因缺失不影响病毒的复制%

BJ

&

(

而关于
&'B!C

基因研究的较少(其对病毒复制是否

必需仍然未知)本研究中(同时敲除
&'B!"

,

&'B!C

,

&'B#%I

个基因对病毒粒子
V@

的产生无影响(说明

&'B!"

,

&'B!C

,

&'B#%

对于病毒复制都是非必需的(

这与已有研究中报道
&'B!"

和
&'B#%

是口服感染

相关蛋白和
V@

产生非必需基因的结果%

BE

(

B"

&一致(

并且首次证明
&'B!C

是
4=A.S@

的一个非必需基

因)

!!

为了评估重组杆状病毒表达外源蛋白的能力(

以荧光蛋白
Z6S

作为检测蛋白(荧光显微镜观察和

流式细胞仪检测结果显示(与野生型病毒
94=A.D

S@

$

Z6S

相比(缺失突变病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

感染
<-C

细胞的
Z6S

荧光强度未降低)通过
<F<D

S4Z>

和
]23/2)* ,̀'/

检测发现(

&'B!"?B#%

缺失

突变体!缺失突变病毒
94=

"

B!"DB#%

$

Z6S

"和野生

型病毒
94=A.S@

$

Z6S

表达的荧光蛋白
Z6S

产

量基本一致)说明敲除
4=A.S@

基因组中
&'B!"?

B#%

基因对该病毒复制和外源蛋白表达无影响)

本研究获得的
&'B!"

,

&'B!C

,

&'B#%

敲除的野

生型杆状病毒质粒(可以作为进一步缩小
4=A.S@

基因组的研究材料(敲除的
&'B!"

,

&'B!C

,

&'B#%

位

点也可以作为外源基因的敲入位点(用于构建携带

外源基因的重组杆状病毒)
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