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摘要:杆状病毒是鳞翅目昆虫的重要病原微生物 ,在重要农业害虫的生物防治中具有很大的应用

前景 。同时 ,杆状病毒—昆虫细胞表达系统是一类重要的真核表达系统 ,现已成为目前基因工程四

大表达系统之一 。另外 ,杆状病毒是非复制型载体 ,能高效表达目的蛋白 ,其作为基因转移载体在

基因治疗中已显示出良好的应用前景。文中综述了杆状病毒在以上方面应用的最新进展 。
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Abstract:Baculovi ruses are arthropod specific vi ruses that have long been used as biological agents to

control the insects at tacking crop plants.They are also the key components of insect-baculovirus ex-

pression system (BEVS), which has been one of the four main expression sy stems in gene engineer-

ing .Additionally , baculovi rus has been a new gene transfer vector used in gene therapy due to it s ad-

vantages of the ext remely high expression of foreign genes and being non-reproduce vecto r.The ad-

vances in application of Baculoviruses are review ed in this paper.
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　　杆状病毒是昆虫专一性的病原病毒 ,是发现最

早 、研究最多且实用意义很大的昆虫病毒
[ 1 ,2]

。近

年来 ,昆虫杆状病毒的研究已引起人们的高度重视 ,

其主要原因为:(1)昆虫杆状病毒可作为真核表达载

体系统表达外源基因 ,在药物研发 、疫苗生产等方面

有广泛的应用;(2)杆状病毒作为基因转移载体可用

于基因治疗;(3)作为一类重要的微生物杀虫剂 ,可

有效地控制农林害虫的发生 ,但对环境不造成污染 ,

对人 、畜安全。文中对其最新应用进展进行了综述 。

1　杆状病毒载体表达系统研究的最新进展

杆状病毒表达载体系统(Baculovirus expression

vector system , BEVS)是一个以昆虫杆状病毒为外

源基因载体 ,以昆虫和昆虫细胞为受体的表达系统。

与其他类表达系统相比 ,它具有安全性高 ,对外源基

因克隆容量大 ,重组病毒易于筛选 ,具有完备的翻译

后加工修饰系统和高效表达外源基因的能力等特

点
[ 3 , 4]

。昆虫杆状病毒载体系统的建立和发展 ,被

誉为 20世纪 80年代真核表达研究领域的一个重大

进展。

自从 1983年 Smith 和 Summers首次利用苜蓿

丫纹夜蛾核型多角体病毒(AcMNPV)成功表达人 β

-干扰素以来 ,现已有数百种外源基因在杆状病毒

载体系统中得到表达[ 3～ 5] 。
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外源基因在昆虫细胞中表达水平差异较大 ,有

的只有 1 mg/L ,但高的可达 600 mg/ L。用 NPV 载

体生产外源基因较有效的途径是用带有外源基因的

重组病毒直接感染昆虫幼虫。在各表达系统中 ,家

蚕(B .mori)核型多角体病毒(BmNPV)———家蚕表

达系统是较理想的系统。利用家蚕作为生物反应

器 ,季平等已成功表达了慈姑蛋白酶抑制剂 B 基

因 、乙肝病毒表面抗原基因 、禽马立克氏病毒糖蛋白

B 抗原基因和促黄体素释放激素与乙肝表面抗原嵌

合的基因等[ 6] 。

近年来杨林等进行了 GST 融合蛋白在杆状病

毒系统中表达的可溶性研究[ 7] 。朱长军等首次利

用既能高效表达外源基因又能形成多角体的杆状病

毒表达系统表达了抑癌基因 p16 INK 4 , p16INK 4 ,

对于进一步研究抑癌蛋白 P16 的结构与功能及其

在肿瘤生物治疗中有着重要意义[ 8] 。张传溪等进

行了棉铃虫核型多角体病毒几丁质酶基因和杆状病

毒几丁质酶基因的分子进化研究[ 9] ;还在家蚕体中

高效表达了人促红细胞生成素(EPO)基因[ 10] 。目

前 ,浙江大学 、上海生物化学研究所和有关企业共同

开发的 ,以蚕体为生物反应器生产的人粒细胞巨噬

细胞集落刺激因子(humGM -CSF)药物已研制成

功。上海生物化学研究所首创了可线性的 BmN-

VP ,大大提高了 BmNVP 的重组效率
[ 10]

。
最近 , 一些学者采用杆状病毒表达系统对

SARS 和禽流感病毒 HA进行了研究 。王喜军等[ 11]

成功构建了表达 SARS -CoV S 蛋白重组杆状病

毒 ,并在昆虫细胞获得特异表达。昆虫细胞表达

rSS与灭活 SARS-CoV 全病毒高免血清和感染耐

过病人阳性血清均具有良好 、特异的免疫反应原性 。

因此 ,杆状病毒表达的 rSS 有望替代 SARS-CoV

全病毒 ,作为安全 、敏感和特异的重组诊断抗原 ,并

为探索重组亚单位疫苗的可行性奠定基础。

胡森等
[ 12]
的研究结果表明 ,昆虫细胞表达的重

组SARS -CoV N 蛋白具有免疫反应原性良好 、制

备简便和来源丰富的特点。该蛋白有望替代

VeroE6细胞生产的 SARS-CoV 全病毒抗原 ,研制

安全经济 、敏感特异的 ELISA 和 IFA 诊断试剂 ,应

用于动物或人类 SARS-CoV 特异抗体反应血清学

研究和检测 ,特别是大规模的流行病学监测。

贾世海等[ 13] 利用昆虫杆状病毒表达了 SARS

冠状病毒的 2个主要结构蛋白 ———刺突蛋白和膜蛋

白。

李永强等[ 14] 构建了融合型表达禽流感病毒

HA基因杆状病毒转移载体 ,与线性化杆状病毒共

转染 Sf9细胞 ,经 3轮蚀斑克隆 ,获得重组杆状病毒

rBa-chisH5HA ,为表达 、纯化 HA 蛋白及研制预防

禽和人禽流感病毒亚单位疫苗的研制奠定了基础。

此外 , 牙釉蛋白[ 15] 、花粉变应原 Ole e 10 蛋

白[ 16]也在昆虫杆状病毒表达系统中得到了表达。

Wang等[ 17]应用杆状病毒载体对蚕丝蛋白重链信号

肽进行了体内分析 。

2　杆状病毒用于基因治疗

杆状病毒是非复制型载体 ,且重组杆状病毒载

体具有容量大 、易操作 、易纯化和安全性高 ,因而是

一种很有应用前景的基因转移载体
[ 18 ,19]

。

用含有 CMV(巨细胞病毒)启动子和绿色荧光

报告基因(gfp)的病毒进行有效的杆状病毒介导性

转导 ,已在一系列细胞系和原代培养物中证实。另

一种能有效并稳定地将重组基因导入细胞的杆状病

毒载体也已报道。这种病毒含有 1 对表达盒(B-

gal和潮霉素抗性), 并以来自腺病毒伴随病毒

(AAV)的倒置末端重复序列(ITR)为侧翼[ 18～ 22] 。

目前 ,在体外可转导的哺乳动物细胞见表 1。

表 1　可用重组杆状病毒转导的哺乳动物细胞[ 18]

哺乳类别 　　　　　　细胞名称

人 HepG2(肝细胞);HuH7(肝细胞);

Sk-Hep-1(肝细胞);HeLa(宫颈癌细胞);

W12(角化细胞);A 549(肺细胞);

WI-38(肺纤维原细胞);239(肾细胞);

Ramos(B细胞);Jurkat(T 细胞);

HL-60(前髓细胞);K-562(髓细胞)

猴 COS7(肾细胞);CV-1(肾细胞)

猪 CPK(肾细胞);FS-L3(肾细胞)

兔 RGM 1(胃粘膜细胞);PC12(肾上腺细胞)

鼠 NIH3T3(胚纤维原细胞);C2C12(肌肉细胞)

仓鼠 CHO(卵巢细胞)

　　目前 ,杆状病毒在体外转导哺乳动物细胞较容

易 ,但在体内转导尚有较大的困难 ,主要是由于体内

血清中补体系统的中和阻碍作用[ 23] 。消除杆状病

毒的补体敏感性已有相应的方法 。例如 ,将杆状病

毒注射到AKP 补体缺陷小鼠肝内 ,可在注射部位附

近得到有效表达;而将在哺乳动物细胞中表达荧光

素酶的杆状病毒注射入补体缺陷的 A/ J品系小鼠

的尾静脉中则可在脾 、肝和肾中得到该基因的表达;

使用补体活性调节因子可保护病毒在血清处理后不

致灭活 。补体抗性病毒现已可用衰变加速因子

(DAF)构建 ,DAF 可通过增加补体降解率来调节补

体复合物
[ 18 ,19 , 24]

。含有 gp642DAF 融合包膜蛋白

的病毒可在新生大鼠肝内注射后瞬间表达人因子

IX基因 。此外 ,用抗 C5(补体蛋白)抗体或用眼镜

蛇毒素因子处理血清后 ,血清便不能完全使病毒失
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活。这也为克服补体系统的阻碍作用提供了一个可

能的方法
[ 18 ,19 , 24 ,25]

。

目前 ,杆状病毒的侵入和转导机制尚不清楚 。

而且不同细胞与病毒的作用机理不同[ 18 , 19] 。如对

Huh7 细胞的转导表明 , 病毒与其细胞的结合呈饱

和动力学特征。病毒必须通过与细胞基膜表面的作

用进入细胞 , 以发挥其转导作用 。相反 , 此病毒与

293 细胞的作用表明 , 其转导作用在大病毒剂量下

并不饱和 , 这意味着病毒与细胞间可能存在非特异

作用[ 18 ,19] 。另外 ,静电作用对病毒结合十分重要 ,

说明细胞表面的肝素硫酸盐残基可能是结合的主

体。但在对 HepG2细胞的研究中发现 ,细胞膜的磷

脂对病毒进入的启动很重要。特别是带负电的磷脂

酸和磷脂酰肌醇可能抑制病毒的转导 , 而肝素和肝

素硫酸盐则不然[ 18 , 19] 。

总之 ,重组杆状病毒作为基因转移载体应用于

哺乳动物细胞已经得到广泛的证实 。杆状病毒通过

一种尚未阐明的侵入机制 ,使其成为一个能对许多

哺乳动物细胞系进行高效转移的载体。但许多问

题 ,特别是体内转导及其机制等需要进一步研究和

解决 。

3　杆状病毒杀虫剂的应用

3.1　杆状病毒杀虫剂概况

昆虫杆状病毒对许多害虫比较敏感 。杆状病毒

占所有可感染昆虫病毒的 60%以上 。目前 ,至少已

有 600多种昆虫(主要是鳞翅目昆虫)和其他无脊椎

动物中发现杆状病毒感染[ 26] 。作为微生物杀虫剂 ,

杆状病毒具有优异的性能 。首先 ,杆状病毒的宿主

范围很窄 ,他们对其他非目标昆虫的影响很小 ,对人

畜 、天敌和环境安全 。其次 ,杆状病毒的杀虫效果较

好 ,如在虫害发生前期使用 ,其防治效率可达 99%

以上。此外 ,杆状病毒产生的包含体具有侵染性病

毒颗粒 ,对环境的生物稳定性有一定作用;同时 ,杆

状病毒的这种特点也便于利用传统技术来制造和应

用病毒 。由于杆状病毒的上述特点 ,特别是它对人

畜 、天敌和环境比较安全 ,因此 ,它是生产绿色食品

必不可少的生物农药 ,其市场前景看好 。从 1985年

国家在湖北蒋湖农场投资建立我国第 1个棉铃虫病

毒杀虫剂工厂以来 ,已有多种病毒杀虫剂研制成功 ,

并进入批量生产 ,在发展“无公害”蔬菜生产中发挥

了重要的作用。

目前 ,国内外已大量使用杆状病毒杀虫剂 ,特别

是巴西利用杆状病毒防治大豆害虫取得了巨大成

功 。据报道 ,巴西使用杆状病毒防治大豆害虫 ,每年

可节省费用 1 100万美元 ,同时还免去了 1 700万 t

化学农药的使用 ,因此 , 具有巨大的经济和生态效

益[ 26 ,27] 。目前 ,国内外正式注册商品化的杆状病毒

杀虫剂有近 20种
[ 26～ 28]

。

3.2　重组杆状病毒杀虫剂及其安全性

野生型杆状病毒存在杀虫速度较慢 ,毒力较低 ,

对高龄害虫需用量大等缺点 。解决这一问题的方法

是对其进行基因重组改造。即通过增加具有高效杀

虫活性的外源基因 ,或删除某些自身基因 ,进行基因

改造 。目前 ,已成功实现重组表达的外源基因蛋白

有蝎子毒素 、以色列亚种δ-内毒素 、马(黄)蜂毒

素 、几丁质酶基因 、利尿激素 、保幼激素酯酶 、羽化激

素 、慈菇蛋白酶抑制剂 B基因 API-B 、植物蛋白酶

抑制剂 、昆虫病毒增强蛋白基因等
[ 29 , 30]

。最近 ,钳

蝎类(Buthus tamulus)昆虫选择性毒素蛋白(Bu-

taIT)也在杆状病毒中得到了重组表达[ 31] 。

由以上方法研制的重组杆状病毒的杀虫效果与

野生型杆状病毒相比 , 其杀虫效果可提高 20%～

70%[ 26] 。因而具有很好的应用前景。然而重组杆

状病毒杀虫剂的生物安全性 ,引起了人们的担心。

这是因为尽管野生型杆状病毒杀虫剂的安全性已证

实 ,但重组病毒杀虫剂由于其基因组发生了改变 ,或

增加了外源基因 ,或删除了某些基因 ,因而其安全性

需要重新考虑
[ 27]

。但目前许多学者认为 , AcNPV

只是以 DNA形式作载体将外源基因导入哺乳动物

细胞 ,并不是 AcNPV 的病毒颗粒对哺乳动物细胞

造成感染 。病毒 DNA 进入细胞不能复制 ,并不会

造成细胞病变。而且外源基因在哺乳动物细胞中的

表达并不能利用 AcNPV 本身的启动子 ,因而他们

认为杆状病毒对哺乳动物是高度安全的[ 32] 。而且

现有的研究都表明重组病毒对环境的影响和危险较

低[ 26 ,33～ 35] 。但重组杆状病毒杀虫剂尚未大面积推

广 ,因此 ,有关安全性还有待于大量的田间应用检

验 。
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防除覆膜直播棉花杂草药效试验

马光春1 , 靳中权2

(1.新乡县植保植检站 , 河南 新乡 453003;2.项城市农业科学研究所 , 河南 项城 466200)

摘要:2005年 ,在覆膜直播棉田试验了施田补 、农思它 、稻思达对各类杂草的防除效果 ,结果表明:

药后 20 d 、45 d ,除农思它低剂量(900 ml/hm2)外 ,其余各处理的除草总防效均在 90%以上 ,以施田

补(2 250 ml/hm2)效果最好 ,防效在 96%以上 ,且各处理对棉花安全 ,增产效果明显 。

关键词:直播棉田;杂草;防效

中图分类号:S451.223+　　文献标识码:A　　文章编号:1004-3268(2006)06-0065-02

　　棉田杂草是影响棉花增产的障碍因素之一 ,为

了选择广谱 、高效 、安全 ,且能一次性防除直播棉田

杂草的除草剂 , 2005 年 ,在覆膜直播棉田进行了施

田补 、农思它 、稻思达对各类杂草的防效 ,现将结果

报告如下 。

1　材料与方法

1.1　供试药剂

25%农思它 EC(有效成分:口恶草酮)拜耳作物科

学公司生产 ,80%稻思达 wp(有效成分:异口恶唑草酮

)拜耳作物科学公司生产 , 33%施田补 EC(有效成

分:二甲戊乐灵 )巴斯夫股份有限公司生产 。

1.2　试验地基本情况

试验田设在河南省新乡市永安村南地。土质属

两合土 ,偏粘性 ,有机质含量 1.2 ～ 1.3 g/kg , pH 值

7.0左右 。灌溉便利 ,常年杂草发生较重 ,主要杂草

种类有:马唐[ Digitaria sanguinal is(L)Scop] 、牛筋

草[ Eleusine indica(L)Gaertn] 、马齿苋(Portulaca

oleracea L)、反枝苋(Amaranthus retrof lexus L)等。

前茬为玉米 ,冬季闲置 ,未种任何作物 。上茬玉米田

及闲置期间未曾使用除草剂 。

2005年 4月 17日灌水 , 4月 21 日用旋耕耙耙

地 2遍 ,于 2005年 4月 22日进行播种 、施药 、覆膜。

品种为高新抗五号 ,播量 30 kg/hm2 。

1.3　试验处理及施药情况

试验处理有:25%农思它 900 , 1 350 , 1 800

ml/hm2 ,稻思达 180 ,225 ,255 g/hm2 和 33%施田补

2 250 m l/hm2 以及空白对照 。

试验小区按随机区组排列 ,3次重复 ,小区面积

33 m2 。2005年 4月 22日棉花播种后 ,用“没得比”

喷雾器加扇形喷雾头均匀喷雾 ,每公顷用水量 450

kg ,施药时晴天 、无风。施药后由于多风 ,墒情丧失

较快 ,于 2005年 4月 29日及时灌水 1次 。

1.4　调查方法

于药后 7 d 、14 d 目测各处理对作物的药害率 ,

药后20 d调查对各种杂草株防效 ,药后 45 d调查对
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