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EF1α启动的高效重组杆状病毒载体的构建及其表达效果
高冬妮，金丽颖，葛菁萍 * ，王昆，安琪，平文祥 * ，楼庄伟
微生物黑龙江省高校重点实验室，农业微生物技术教育部工程研究中心，黑龙江大学生命科学学院，黑龙江 哈尔滨 150080

摘要:【目的】通过选用哺乳动物细胞特异性启动子—人类延伸因子 1α 启动子( Elonggation factor 1α
promoter，EF1-α)、利用病毒假型化工具—截断型水疱型口膜炎病毒 G 蛋白( Truncated Vessicular stomatitis
virus protein G，VSV-GED)、添加转录后调控元件 (Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory
element，WPＲE)和腺病毒反向重复序列( Inverted terminal repeats，ITＲs)，来提高杆状病毒的转导效率及外
源基因的表达水平。【方法】从 pFB-VSV-GED-WPＲE 出发构建含 EF1α 启动子的 2 个重组杆状病毒转移载
体 pWK 和 pWK-ITＲ。再以增强型绿色荧光蛋白(Enhanced Green Fluorescent Protein，eGFP)基因为报告基
因插入 EF1α 启动子的下游，构建重组转移载体 pWK-eGFP 和 pWK-ITＲ-eGFP 以及阴性对照 pWK ( － )-
eGFP。将构建好的重组质粒转染 Sf9 昆虫细胞获得重组杆状病毒，侵染少突神经胶质细胞(OL 细胞)后，利
用倒置荧光显微镜观察绿色荧光蛋白的表达情况。【结果】含有 WPＲE 和 ITＲs 的病毒 BV-WK-eGFP、BV-
WK-ITＲ-eGFP 荧光表达率明显高于阴性对照，且 ITＲs 能够有效延长 eGFP 的表达时间，比对照组 BV-WK
( － )-eGFP 延长了 72 h。经 VSV-GED 假型化的杆状病毒 BV-WK-eGFP、BV-WK-ITＲ-eGFP 转导 OL 细胞的
时间明显缩短，比阴性对照 BV-WK ( － )-eGFP 减少了 24 h，并且转导效率分别高出阴性对照 25. 7% 与
36. 5%。【结论】实验证明了 VSV-GED 能够有效提高杆状病毒的转导效率，WPＲE 能够显著增强外源基因
的表达效率，ITＲs 延长外源基因的表达时间。为探究改进型重组杆状病毒在脊椎动物细胞表达外源基因及
新型重组活载体疫苗的研发奠定了基础。
关键词:杆状病毒，VSV-GED 病毒假型化，土拨鼠肝炎病毒转录后调控元件，腺伴随病毒末端反向重复序
列，人类延伸因子 1α(EF1-α)启动子
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随着分子生物学技术和方法的发展及应用，杆
状病毒已被开发成为高效的真核表达载体系统，用
于各种外源基因的表达，并作为一种新型的疫苗、基

因治疗载体受到人们的高度重视［1 － 4］。但杆状病毒
对不同细胞和细胞系的转导效率存在较大差距，从
在人肝癌细胞 (HepG2 ) 和仓鼠肾细胞 ( BHK) 的
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95%到某些细胞的 5%，尤其是对树突状细胞以及
血来源的细胞系转导效率特别低［5 － 6］。此外，杆状
病毒介导的外源基因表达量与工业化大生产的要求
有较大差距，并且持续表达的时间较短。这些因素
都限制了杆状病毒表达系统的应用［7］。因此，杆状
病毒的研究重点就在于将外源基因的表达时间延
长，提高外源基因在树突状细胞的表达效率及转导
效率。

腺伴 随 病 毒 末 端 反 向 重 复 序 列 ( adeno-
associated virus ( AAV ) inverted terminal repeats，
ITＲs) 长度为 145 bp，将它置于目的基因表达盒的
两侧可以使表达的时间延长，可以在相对较高的水
平持续表达 90 天［8］。土拨鼠肝炎病毒 (Woodchuck
hepatitis virus) 转录后调控元件( post-transcriptional
regulatory element) 简称 WPＲE，实验证明在目的基
因的 3’UTＲ 插入 WPＲE 可以增加表达率并延长表
达时间［9 － 10］。较多实验证明能表达截断型的水泡
性口炎病毒表面蛋白 G 蛋白 ( Truncated Vessicular
stomatitis virus protein G，VSV-GED)的重组杆状病
毒载体能够增强基因的转导效率［11 － 12］。

本研究利用杆状病毒为载体，以增强型绿色荧
光蛋白 eGFP 为报告基因，在其 3’UTＲ 插入 WPＲE
以增加表达率，并且在绿色荧光蛋白表达盒的两侧
插入 ITＲs 来延长表达时间，此外还将杆状病毒经
VSV-GED 假型化以增强转导效率。将构建好的重
组质粒转染 Sf9 昆虫细胞，获得的重组杆状病毒再
侵染少突神经胶质细胞 (OL 细胞)，最后利用倒置
荧光显微镜观察绿色荧光蛋白的表达情况。为新型
基因工程疫苗的研制提供了一个高效而稳定的表达
载体系统。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试菌种和细胞: E． coli DH5α、E． coli
DH10Bac 由黑龙江大学微生物重点实验室提供;Sf9
昆虫细胞、少突神经胶质细胞(OL)由黑龙江大学微
生物重点实验室提供。
1. 1. 2 主要试剂:各种限制性内切酶、去磷酸化酶
(CIAP)、高保真热启动酶( Primer star)购自宝生物

工程有限公司;ＲNA 酶、PCＲ 产物纯化试剂盒购自
Sigma 公司;T4 DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶购自
Fermentas 有限公司;质粒抽提、小量胶回收试剂盒
购自华舜生物试剂公司;DMEM 培养基购自 Hyclone
公司;Sf900Ⅱ SFM、双抗(青霉素-链霉素)、胚胎牛
血 清 ( Fetal Bovine Serum ) 购 自 GIBCO 公 司;
Cellfectin  Ｒeagent 转染试剂购自 Invitrogen 公司。
1. 1. 3 质粒: pFastBac［pH － ］、pFastBac1 购自
Invitrogen 公司;pWHV8、pCMV-VSVG 购自 Addgene
公司;pEGFP-C3 购自 Clontech 公司;pAAV-LacZ 购
自 Agilent 公司;peglk 由楼庄伟教授馈赠;pMD18-T
Vector 购自大连宝生物工程有限公司; pFB-VSV-
GED-WPＲE、pT-EFα1、pWK ( － )、pWK、pWK-ITＲ、
pWK( － )-eGFP、pWK-eGFP、pWK-ITＲ-eGFP 由本实
验构建。
1. 1. 4 扩增引物:应用软件 DNA Star 设计引物用
于目的基因的扩增，并引入相应的限制性内切酶酶
切位点，所有引物均由 Invitrogen 公司合成，引物保
存浓度为 100 μmol /L，保存于 － 80℃冰箱，工作浓
度为 20 μmol /L，保存于 － 20℃冰箱。引物序列见
表 1。
1. 2 重组转移载体 pWK 的构建及鉴定

以质粒 peglk 为模板，WK2 和 WK3 为引物 PCＲ
扩增 EF1α 基因，将 EF1α 基因 PCＲ 产物胶回收，与
pMD18-T 连接构建质粒 pT-EF1α。以质粒 pCMV-
VSV-G、pWHV8 为模板，以 LM1 和 LM2、LM-10a 和
LM-10b 为引物，PCＲ 扩增得到 VSV-GED 片段、
WPＲE 片段。将片段 VSV-GED 和 WPＲE 插入质粒
pFastBac1 中，得到重组质粒 pFB-VSV-GED-WPＲE。
用限制性内切酶 Xba I 和 EcoＲ I 对质粒 pT-EF1α、
pFB-VSVGED-WPＲE 进行双酶切。将上述两酶切产
物 EF1α(Xba I /EcoＲ I)、pFB-VSVGED-WPＲE(Xba
I /EcoＲ I)经 0. 8%琼脂糖凝胶电泳鉴定，回收目的
条带后用 T4 DNA 连接酶 16℃过夜连接，并将含有
EF1α 的 pFB-VSVGED-WPＲE 载体命名为 pWK。取
2 μL 上述连接产物 pWK 转化 E． coli DH5α 感受态
细胞，涂布于含氨苄青霉素与庆大霉素的 LB 琼脂
平板，37℃过夜培养，次日挑取白色菌落摇菌，碱裂
解法提取质粒 DNA，通过 Xba I 与 EcoＲ I 双酶切验
证 pWK 构建的正确性。
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表 1 引物序列
Table 1． Primer sequences

primers sequences(5'→3') source restriction sites

WK2 TGCTCTAGACGTGAGGCTCCGGTGCCC peglk Xba I

WK3
CCGGAATTCCGGCGGCCGCTGATCGAT

TCACGACACCTGAAATGGAAGAAAAAA
peglk EcoＲ I-Not I-Cla I

LM1 TAAGGATCCTTACGCGAACGCGAAGTCCGAC-3' pCMV-VSV-G BamHⅠ

LM2 CCCAAGCTTACTTTCCAAGTCGGTTCATCTCTAT pCMV-VSV-G Hind III

La TGCTCTAGATTGCTGGCCTTTTGCTCACATGT pAAV-lacZ Xba I

Lb TGCTCTAGAGTAATTGATTACTATTAATAACTAGTACGCGTGCG pAAV-lacZ Xba I

Ｒa ATACGGTCCGATGTCTGGATCTCCGGACACGTG pAAV-lacZ Ｒsr II

Ｒb ATACGGTCCGGGAGAAAATACCGCATCAGGCG pAAV-lacZ Ｒsr II

pA
CGGAATTCACGCATGCTTGTCGAC

TAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTT
pEGFP-C3 EcoＲ I-Sal I-Sph I

LM9 ATACGGTCCGTAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCAC pEGFP-C3 Ｒsr II

LM-10a CCGCCTCCCCGCCTGTTTTAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTA pWHV8

LM-10b TAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTAAAACAGGCGGGGAGGCGG pWHV8

eGFP-f ACTGAATTCGCCACCATGGTGAGCAAGG pEGFP-C3 EcoＲ I

eGFP-r TCAGTCGACTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC pEGFP-C3 Sal I

M13-47 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

1. 3 重组转移载体 pWK-ITＲ 的构建
将 L-ITＲ、Ｒ-ITＲ 依次引入转移载体 pWK 骨架

中，从而构建含有 ITＲs 重组转移载体 pWK-ITＲ。流
程如下:以 pAAV-LacZ 为模板，La(Ｒa)和 Lb(Ｒb)
为引物 PCＲ 扩增 L-ITＲ、Ｒ-ITＲ 基因。用限制性内
切酶 Xba I 对 L-ITＲ 的 PCＲ 产物及 pWK 进行单酶
切，酶切产物 L-ITＲ(Xba I)和 pWK(Xba I)经胶回
收后用 T4 DNA 连接酶 16℃ 过夜连接，连接产物
pWK-L-ITＲ 转化 E． coli DH5α 感受态细胞，碱裂解
法提取质粒 DNA。将含有 L-ITＲ 的 pWK 命名为
pWK-L-ITＲ。

用限制性内切酶 Ｒsr II 对 Ｒ-ITＲ 和 pWK-L-ITＲ
进行酶切，将酶切产物 Ｒ-ITＲ(Ｒsr II)与 pWK-L-ITＲ
(Ｒsr II)经 0. 8% 琼脂糖凝胶电泳鉴定后将目的条
带回收，回收的 Ｒ-ITＲ ( Ｒsr II)与 pWK-L-ITＲ ( Ｒsr
II)用 T4 DNA 连接酶连接，连接产物转化 E． coli
DH5α 感受态细胞，碱裂解法提取质粒 DNA，将产物
命名为 pWK-ITＲ，并对其进行 EcoＲ I，Pst I 双酶切
鉴定。
1. 4 重组转移载体 pWK( － )的构建

将启动子 pT-EF1α 与 pFastBac［pH －］进行酶
切，两酶切产物 pFastBac［pH －］(Xba I /EcoＲ I)和

EF1α(Xba I /EcoＲ I)用 T4 DNA 连接酶连接，并转
化 E． coli DH5α 感受态细胞，将连接有 EF1α 的
pFastBac［pH －］命名为 pWK-FB-［pH －］-EF1α，并
对其进行酶切鉴定。然后以 pEGFP-C3 为模板，
LM9 和 pA 为引物 PCＲ 扩增 polyA 基因，将 polyA
与 pWK-FB-［pH －］-EF1α 进行 EcoＲ I /Ｒsr II 酶切
后连接，将连接有 PolyA 的质粒命名为 pWK( － )，
即阴性对照质粒，并进行 Xba I /EcoＲ I 双酶切检
测。
1. 5 重组转移载体 pWK-eGFP、pWK-ITＲ-eGFP、
pWK( － )-eGFP 的构建

首先以 pEGFP-C3 为模板，eGFP-f 和 eGFP-r
为引物 PCＲ 扩增 eGFP 基因，将 eGFP 基因连接
到 pMD18-T vector，阳性质粒命名为 pT-eGFP，用
限制性内切酶 Sal I 和 EcoＲ I 对 pT-eGFP、pWK、
pWK-ITＲ、pWK ( － ) 进行双酶切，将片段 eGFP
( Sal I /EcoＲ I) 和 pWK ( Sal I /EcoＲ I)，pWK-ITＲ
( Sal I /EcoＲ I)、pWK( － ) ( Sal I /EcoＲ I) 分别进
行连接，连接产物转化到 E． coli DH5α 感受态细
胞，阳性质粒分别命名为 pWK-eGFP，pWK-ITＲ-
eGFP，pWK( － ) -eGFP，并分别进行 Sal I /EcoＲ I
双酶切鉴定。
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图 1． 重组转移载体 pWK 的构建
Figure 1． Construction of recombinant transfer vector pWK．

1. 6 重组杆状病毒穿梭载体 Bacmid-eGFP 转染
Sf9 细胞

将 pWK-eGFP、pWK-ITＲ -eGFP、pWK ( － )-
eGFP 转化 E． coli DH10 Bac 感受态细胞，提取重组
Bacmid DNA 质粒，制备重组杆状病毒穿梭载体
Bacmid-eGFP，并分别命名为 Bac-WK-eGFP、Bac-
WK-ITＲ-eGFP、Bac-WK( － )-eGFP。再利用重组杆
状病毒穿梭载体 Bacmid-eGFP 转染 Sf9 细胞，具体
转染方法按 Cellfectin  Ｒeagent 转染试剂盒说明书
进行，转染 72 h 后收获重组杆状病毒 P1 代。以
eGFP-f 和 M13 － 47 为引物对收获的 P1 代重组杆状
病毒基因组 DNA 进行 PCＲ 验证。将验证正确的重
组杆状病毒 P1 代感染对数生长期的 Sf9 昆虫细胞 2
次，获得 P2、P3 代病毒储备液，并按照 Sf9 细胞杆状
病毒噬斑检测标准操作规范测定 P1、P2、P3 代病毒
滴度，以获得高滴度的重组杆状病毒并在 OL 细胞
中表达。病毒滴度( pfu /mL) = 每孔空斑数 × 稀释
倍数 × 1 /每孔病毒量(mL)，P3 代病毒滴度分别为
1. 23 × 108 pfu /mL (BV-WK-eGFP)、1. 32 × 108 pfu /

mL ( BV-WK-ITＲ-eGFP)、1. 04 × 108 pfu /mL ( BV-
WK( － )-eGFP)。
1. 7 重组杆状病毒侵染 OL 细胞及绿色荧光蛋白
的检测

处于对数生长期的 OL 细胞用胰酶消化吹散后
以 2 × 104 个细胞 /孔接种于 96 孔细胞培养板，37℃
培养 12 h 后加入感染复数(multiplicity of infection，
MOI)为 40 的 P3 代杆状病毒 BV-WK-eGFP、BV-
WK-ITＲ-eGFP、BV-WK( － )-eGFP，37℃培养 12 h 后
更换新鲜 DMEM 完全培养液。向培养液中加入终
浓度为 1 mmol /L 的丁酸钠溶液增强病毒侵染效果。
在重组杆状病毒侵染 OL 细胞后培养 24 h，对报告
基因 eGFP 表达情况进行观察。

对重组杆状病毒侵染后的 OL 细胞进行细胞固
定及核染色，利用尼康公司 TE2000 型倒置荧光显
微镜观察细胞形态及 eGFP 表达情况，采集细胞的
数字图像，通过观察表达绿色荧光蛋白的细胞数量
和细胞总数，即可分析出重组杆状病毒的转导效率，
转导效率 = 同一视野下表达绿色荧光蛋白的细胞
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数 /总细胞数。在本研究中，同一实验组选取 6 个不
同的样本，通过 CellProfilerTM软件分析得到 6 个样本
的 eGFP 表达强度，取平均值后定义为“eGFP 平均
荧光表达强度”，即“eGFP 表达效率”。

2 结果和分析

2. 1 重组转移载体 pWK、pWK-ITＲ、pWK( － )、
pWK-eGFP、pWK-ITＲ-eGFP、pWK( － )-eGFP 的
构建结果

pWK、pWK ( － ) 经 Xba I 与 EcoＲ I 双酶切，
pWK 切出了 5939 bp 的 pFB-VSVGED-WPＲE 片段
及 1184 bp 的 EF1α 片段，而 pWK( － )切出了骨架
pFastBac［pH －］及 1184 bp 的 EF1α 片段，pWK-ITＲ

经 EcoＲ I，Pst I 双酶切，获得 988 bp，1376 bp，
5150 bp的片段，与理论值相符，证明了上述质粒构
建 的 正 确 性。 pWK-eGFP、pWK-ITＲ-eGFP、pWK
( － )-eGFP 经 Sal I 和 EcoＲ I 双酶切，分别可切出
7123、7514、5689 bp 的条带及 750 bp 的 eGFP 片段，
上述质粒构建成功。
2. 2 重组杆状病毒的 PCＲ 验证

使用引物 eGFP-f 和 M13 － 47 对收获的 P1 代重
组杆状病毒 BV-WK-eGFP、BV-WK-ITＲ-eGFP、BV-
WK( － )-eGFP 的基因组 DNA 进行 PCＲ 验证，验证
结果如图 2，三支重组病毒均扩增出与目的大小相
符的条带，证明获得的杆状病毒为含有插入目的片
段的阳性病毒。

图 2． 重组杆状病毒 BV-WK-eGFP、BV-WK-ITＲs-eGFP 和 BV-WK( － )-eGFP 的 PCＲ 结果
Figure 2． PCＲ results of recombinant baculovirus BV-WK-eGFP，BV-WK-ITＲs-eGFP and BV-WK ( － )-eGFP． Lane 1 is PCＲ

product of BV-WK-eGFP; lane 2 is PCＲ product of BV-WK-ITＲs-eGFP; lane 3 is PCＲ product of BV-WK( － )-eGFP; lane M is

DL2000 DNA Marker．

2. 3 重组杆状病毒侵染 OL 细胞后 eGFP 的表达
情况

图 4-A 表明，重组杆状病毒侵染 OL 细胞后，添
加 VSV-GED 和 WPＲE 元件的 BV-WK-eGFP、添加
VSV-GED、WPＲE 和 ITＲs 元件的 BV-WK-ITＲ-eGFP
在 24 h 便可在倒置荧光显微镜下检测出绿色荧光。
随着时间的延长，荧光表达效率逐渐增加，在 72 h
达到最高峰 (绿色荧光表达情况如图 3 所示)，且
BV-WK-ITＲ-eGFP 的荧光持续高效表达至 144 h 后
开始衰退。而阴性对照组 BV-WK( － )-eGFP 的荧
光出现时间较晚，大约在 48 h 开始检测到荧光的表
达，在 72 h 达到最高峰，荧光持续时间相对较短，
96 h后基本不表达。此外，含有 WPＲE 和 ITＲs 的病

毒 BV-WK-eGFP、BV-WK-ITＲ-eGFP 荧光表达率明
显高于阴性对照，ITＲs 能够有效延长 eGFP 的表达
时间，比对照组 BV-WK( － )-eGFP 延长了 72 h。

图 4-B 表明，经 VSV-GED 假型化的重组杆状病
毒 BV-WK-eGFP、BV-WK-ITＲ-eGFP 在 72 h 时的转
导效率分别可达 57. 3%、69. 1%，而阴性对照 BV-
WK( － )-eGFP 仅为 32. 6%。VSV-GED 假型化的杆
状病毒 BV-WK-eGFP、BV-WK-ITＲ-eGFP 转导 OL 细
胞的时间明显缩短，比阴性对照 BV-WK( － )-eGFP
减少了 24 h，并且 72 h 的转导效率分别高出阴性对
照 25. 7%、36. 5%。说明经过 VSV-GED 病毒假型
化的重组杆状病毒可明显增加病毒进入 OL 细胞的
比率，有效提高了转导效率。
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图 3．重组杆状病毒介导 eGFP 在 OL 细胞中的表达情况(200 ×，72 h)
Figure 3． eGFP-expression in OL cells mediated by recombinant baculovirus(200 ×，72 h)，Karyotin of

OL-BV-WK-eGFP( a1)，BV-WK-ITＲ-eGFP( a2 )，BV-WK( － )-eGFP( a3 ) ; Expression of eGFP in

OL-BV-WK-eGFP ( b1)，BV-WK-ITＲ-eGFP( b2)，BV-WK( － )-eGFP( b3) ．

图 4 不同重组杆状病毒的平均荧光表达强度
(A) 及在 OL 细胞中的转导效率 (B)
Figure 4． Average fluorescence expression intensity (A) and

transduction efficiency ( B ) of different recombinant

baculovirus in OL cells．

3 讨论

3. 1 改进型重组杆状病毒的构建
虽然杆状病毒在介导外源基因的表达、基因治

疗、组织工程等方面具有众多优势，是一种理想的工
具，但它也有自身的不足之处［13 － 14］。本实验针对其
转导树突状细胞的效率低、表达效率较工业化生产
要求差距大、表达时间短等问题，通过使用哺乳动物
细胞 EF1α 启动子及同时添加 WPＲE、VSV-GED、
ITＲs 元件，构建改进型重组杆状病毒表达载体
pWK-ITＲ 使上述不足得以解决。在目前的研究报
道中，虽然证实 WPＲE、VSV-GED、ITＲs 元件在提高
杆状病毒介导外源基因表达方面具有重要作用，但
很少有研究将三种元件同时应用于杆状病毒载体，
并在 OL 细胞中表达外源基因，本实验构建的改进
型重组杆状病毒解决了其对树突状细胞转导效率低
的问题，具有较强的创新性。
3. 2 VSV-G 假型化杆状病毒转导效率的比较

有文献报道经 VSV-GED 假型化的杆状病毒转
导效率比未经假型化的杆状病毒在转导鼠脾细胞效
率上相差 15 倍［15］。在本实验中 BV-WK-eGFP、BV-
WK-ITＲ-eGFP 的 转 导 效 率 较 阴 性 对 照 BV-WK
( － )-eGFP 明显提高，可能与 OL 细胞表面含有
VSV-GED 的受体有关，使得高转导效率得以实现。
但是与文献报道的 15 倍有明显差距，这可能与细胞
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系的种类有关系。其真正原因还需对多种细胞系进
行比较后方可探讨出。
3. 3 WPＲE 对于 eGFP 表达效率的影响

WPＲE 是强大的 ＲNA 顺式作用元件，通过提高
ＲNA 的多聚磷酸化可以实现转录后水平的调控。
实验证明在目的基因的 3’UTＲ 插入 WPＲE 可以增
加外源基因的表达率和延长表达时间。有文献报道
最佳培养条件和加入 WPＲE 联合作用时能够使得
外源蛋白的表达强度提高 60 倍［10］。

在本实验中，含有 WPＲE 的病毒与阴性对照相
比可较为明显的观察出 eGFP 表达强度的提高。在
表达高峰时含 WPＲE 的病毒 BV-WK-eGFP、BV-WK-
ITＲ-eGFP 的 eGFP 表达强度显著高于阴性对照 BV-
WK( － )-eGFP。
3. 4 ITＲs 对于 eGFP 表达的影响

本实验通过连续传代培养 OL 细胞发现含有
ITＲs 的病毒比阴性对照的表达时间长 72 h。从而
证明了本实验通过添加 ITＲs 来延长表达时间的正
确性。但是与所报道文献的 90 天超长表达还有较
大差距，究其原因可能与所用的细胞系、培养条件、
病毒感染的剂量有关。但是 ITＲs 的添加的确使得
其向临床应用迈出了一大步，它可以对机体产生长
效的保护，省去了多次免疫的繁重工作。有研究证
明，ITＲs 将病毒单链的基因组转换为环状高分子量
的多连体，并且增强这些多联体的的稳定性和持久
性［16］，但有关于 ITＲs 在机体内的具体作用还有待
进一步研究。
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Construction of recombinant baculovirus vectors started
by EF1α

Dongni Gao，Liying Jin， Jingping Ge* ，Kun Wang，Qi An，Wenxiang Ping* ，
Zhuangwei Lou
Key Laboratory of Microbiology，Engineering Ｒesearch Center of Agricultural Microbiology，Ministry of Education，College
of Life Science，Heilongjiang University，Harbin 150080，Heilongjiang Province，China

Abstract:【Objective】 To improve the transduction efficiency of baculovirus and exogenous gene expression level，we
chose a mammalian cell-specific promoter-human extension factor 1α promoter (EF1-α)，used virus pseudotyped tools -
truncated vessicular stomatitis virus protein G ( VSV-GED )， added woodchuck hepatitis virus post-transcriptional
regulatory element (WPＲE) and adenovirus inverted terminal repeats ( ITＲs) ．【Method】We constructed two improved
recombinant baculoviruses transfer vectors named pWK and pWK-ITＲ with the pFB-VSV-GED-WPＲE． The recombinant
transfer vectors pWK-eGFP，pWK-ITＲ-eGFP and pWK ( － )-eGFP were constructed by inserting the Enhanced Green
Fluorescent Protein ( eGFP) reporter gene into the downstream of EF1α promoter． Constructed recombinant plasmid
transfected Sf9 insect cells，and observed the expression of green fluorescent protein by using the inverted fluorescence
microscope．【Ｒesults】 The fluorescence expression rate of BV-WK-eGFP，BV-WK-ITＲ-eGFP containing WPＲE and
ITＲs was significantly higher than the negative control，ITＲs can effectively extend the expression time of eGFP，the
expression time of eGFP in BV-WK-eGFP and BV-WK-ITＲ-eGFP increased 72 hours compared to the negative control BV-
WK( － )-eGFP． The transduction time of VSV-GED pseudotyped baculovirus BV-WK-eGFP，BV-WK-ITＲ-eGFP was
obviously shorten in OL cells，and reduced 24 hours compared to the negative control BV-WK( － )-eGFP，transduction
efficiency were higher 25. 7% and 36. 5% than the negative control BV-WK( － )-eGFP，respectively．【Conclusion】
The experiments proved that the VSV-GED could effectively improve the transduction efficiency of baculovirus，WPＲE
could enhance the expression efficiency of the exogenous gene significantly，and ITＲs extend the expression time． The
research will lay a foundation to explore improved recombinant baculovirus express exogenous genes in vertebrate cells and
research the new recombinant live vector vaccine．
Keywords: baculovirus，VSV-GED pseudotyped virus，woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element
(WPＲE)，adeno-associated virus(AAV) inverted terminal repeats ( ITＲs)，elonggation factor 1α promoter (EF1-α)
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