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摘  要: 杆状病毒表面展示系统是近年发展起来的一种新的真核生物表面展示系统。通过与病毒

衣壳或囊膜蛋白融合表达, 可以将外源肽展示在杆状病毒表面, 形成刺猬状“伪病毒”。该文结合

作者本人的实际工作, 简要介绍此系统的原理、特点, 并综述其在单抗制备、新型疫苗研制、基

因转导与基因治疗等领域的最新研究进展。相信经过改进与优化, 其可展现出更广阔的应用前景。   
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The Advancement about Baculovirus Surface Display System 
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(College of Life Science, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018) 

Abstract: At present, microbe surface display system mainly involves phage surface display system, bacte-
rial surface display system, yeast surface display system and virus surface display system. Baculovirus sur-
face display system is a new type of eukaryote surface display system which developed based on deeply un-
derstanding of construction and function of virus genome in recent years. Through fused expression with vi-
ral capsid or membrane proteins exogenous peptides can be displayed on the surface of the virus and formed 
hedgehog-shape “fake virus”. Baculovirus surface display system was characterized by safeness and high 
performance, furthermore, this system can complete post-translation processing and modification of protein 
to enhance the bioactivity of exogenous product. Combined with the author’s experimental work, this paper 
briefly introduces the mechanism and traits of this system and summarizes the newest research development 
on its application in the field of monoclonal antibody preparation, new-type vaccine development, genes 
transduction and genes therapy. It is believed that the system above may show extensive application through 
further improvement and optimization.   
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90年代初, McCafferty 等构建噬菌体表面展示
系统 , 大大简化了抗体库构建及单链抗体筛选过
程。Stahl S 等成功开展了细菌展示技术相关实验, 
开辟了细菌展示技术的先河。至今, 噬菌体和细菌
展示技术在抗原表位筛选, 酶抑制剂和受体拮抗剂

分离, 细胞信号转导途径以及抗体工程研究等方面
得到广泛运用。但是, 噬菌体和细菌表面展示技术
系原核表达系统, 由于缺乏真核生物蛋白正确折叠
所需的分子伴侣及相关酶类, 所以不能完成复杂真
核生物蛋白糖基化、二硫键异构化等翻译后修饰 , 
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致使表达展示的蛋白质活性受到限制。近年来, 人
们发展了酵母和杆状病毒表面展示技术等新的真核

生物表面展示技术。尤其是杆状病毒表面展示系统, 
在经过不断地研究与改进后, 表现出了极为广阔的
应用前景。 

1  杆状病毒表面展示的原理 

杆状病毒科可分为核型多角体病毒  (nuclear 
polyhedrosis virus, NPV) 属和颗粒体病毒(granulo- 
sis virus, GV) 属。其中, 苜蓿银纹夜蛾核多角体病
毒 (autographa californica nuclear polyhedrosis virus, 
Ac MNPV) 和家蚕核型多角体病毒 (bombyx mori 
nuclear polyhedrosis virus, BmNPV) 等属于Ⅰ型核
多角体病毒。杆状病毒在感染昆虫细胞后, 复制产
生的出芽型病毒(budded virus,BV) 以出芽的方式释
放到细胞间质, 进而感染其它细胞、组织, 最终导致
宿主死亡。 

研究发现, gp64 是 AcMNPV 等Ⅰ型出芽病毒
的主要糖蛋白, 以二硫键相连形成三聚体, 位于杆
状病毒囊膜表面, 可介导病毒与受感染细胞的融合
过程。采用 RNA 干扰技术, 沉默 gp64 的表达, 体
外、体内实验均发现可抑制 AcMNPV 的感染[1]。

AcMNPV 的 gp64 有 512 个氨基酸, N 端为信号
肽序列 , 近  C 端为跨膜结构域 , 外源蛋白在信号
肽的 C 端与 gp64 的 N 端之间发生融合。融合蛋
白经过真核细胞内质网加工后, 信号肽被切除, 形
成的N端融合蛋白可稳定地展示于杆状病毒的表面, 
形成刺猬状“伪病毒”。另外, 也有将目的蛋白融合
于 gp64 的膜锚定结构域中, 即将目的基因插入到 
gp64 基因的  ORF 中 , 虽然破坏了  gp64 的完整
性, 但也可以实现目的蛋白的表达展示[2]。Ⅱ型核多

角体病毒包括棉铃虫核多角体病毒(helicoverpa ar-
migera single nucleocapsid nuclear polyhedrosis virus, 
HaSNPV)等, 没有 gp64, 却使用另一类称为F的膜
融合蛋白。除了 gp64、F膜融合蛋白作为目的多肽
或蛋白融合表达的对象, 还有将目的多肽或蛋白融
合于 gp64 信号肽与异源血凝素 (haemagglu-tinin, 
HA)、水泡性口膜炎病毒G糖蛋白(vesicular stomatitis 
virus G glycoprotein, VSV-G) 膜锚定结构域之间 , 
展示于杆状病毒表面[3]。另外, 近年来也有将神经氨
酸酶 (neuraminidase, NA) 等作为目的多肽或蛋白
融合展示的靶标。 

2  杆状病毒表面展示系统的特点 

杆状病毒基因组较大, 因此可以容纳较大的外
源 DNA 片段。病毒基因组中多角体蛋白基因是病
毒感染晚期高效表达的基因, 却是病毒复制增殖的
非必需区, 因此适于插入外源基因的多拷贝。该基
因受强启动子调控, 可较高水平表达外源蛋白[4]。外

源 DNA 插入多角体蛋白基因内, 使此基因功能丧
失, 不能再合成多角体蛋白。而野生型病毒多角体
蛋白基因表达出大量产物形成包涵体, 筛选时极易
将之与重组病毒区别开来。另外, 杆状病毒表面展
示系统能够完成翻译后蛋白质的加工修饰, 使外源
产物具有较高生物学活性。 

3  杆状病毒表面展示系统研究概况 

杆状病毒表面展示技术, 是在对病毒基因组结
构和功能的深刻认识基础上发展起来的。1995 年, 
Boublik 等最先提出了杆状病毒表面展示的设想 , 
首次将标记基因谷胱甘肽 -S-转移酶 (glu-tathione- 
S-transferase, GST) 与杆状病毒 AcMNPV 的 gp64 
蛋白融合表达并展示在AcMNPV 囊膜表面。目前, 
杆状病毒表面展示系统已经将许多复杂真核蛋白表

达展示。通过对目的蛋白进行分子设计与修饰, 人
们实现了许多新药物的筛选与配体的鉴定。如将杆

状病毒展示系统作为平台, 用荧光标记的 TCR 在
激光共聚焦显微镜下筛选感染细胞展示的 MHCⅠ
与 MHCⅡ 多肽复合物[5,6]。近年来, 杆状病毒表面
展示技术应用于单克隆抗体的制备、新型疫苗的研

制、基因转导与基因治疗等领域成为研究热点。 

3.1  单克隆抗体的制备  
随着多种生物功能基因组学工作的开展, 快速

获得各种蛋白质的相应抗体, 已是迫切需要。同时, 
细胞表面抗原特异性抗体的获得是开发抗体药物的

重要课题[7]。由于单克隆抗体具有特异性高、亲和

力高等优点, 目前, 单克隆抗体在肿瘤治疗和诊断
领域受到越来越多的关注。众所周知, 蛋白质免疫
原的设计与制备常常是生产该蛋白质单克隆抗体的

限速步骤。传统方法是通过蛋白分离纯化获得免疫

原, 相当耗时耗力。而利用杂交瘤方法制备的单抗
存在异源反应明显、成本较高等缺点。利用杆状病

毒表面展示技术, 可将表面表达有抗原蛋白的整个
重组病毒作为免疫原免疫动物制备单抗, 免去了繁
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琐的抗原蛋白纯化工作, 成本相对较低, 而且获得
的抗体效价也很高。Lindley KM 等[8]利用杆状病毒

展示人肝细胞核受体β(LXRβ)和类法尼醇X受体 
(FXR), 制备了高亲和力的人源  LXRβ  和  FXR 
单克隆抗体。Urano Y 等[9]将内质网膜蛋白 SCAP 
表达展示于杆状病毒囊膜表面, 比直接用细胞表达
更加有利于单克隆抗体的筛选。 

3.2  新型疫苗的研制 
对于病毒性疾病 , 当前的最佳策略是接种疫

苗。目前用于预防人和动物病毒性疾病的疫苗, 无
论是灭活苗、弱毒苗、还是亚单位苗, 都需要大量
培养致病微生物。这不仅给疫苗研制方面带来不便, 
同时在安全性、免疫原性、产量及保存等诸多方面

存在着不足, 因而迫切需要研制高效的新型疫苗来
预防疾病。人们利用杆状病毒表面展示技术在该方

面开展了一系列的研究, 并取得一定成效。 
2006 年, Feng Q 等[10]将 SARS 冠状病毒表面

S蛋白 (SARS-Cov spike S protein) 表达展示于杆状
病毒表面, 用该重组病毒免疫小鼠后, 成功获得对 
SARS 病毒具有中和活性的抗血清。2007 年, Lu L 
等[11]将H5N1 型禽流感病毒 (avian influenza virus, 
AIV) 的血凝素HA展示于杆状病毒蛋白衣壳表面, 
检测表明该重组病毒具有红细胞血凝活性。小鼠肌

肉注射纯化的重组杆状病毒后, 制的抗血清具有良
好血凝抑制作用。Yang DG 等[12]将HA与gp64融合
并展示于杆状病毒囊膜表面, 与对照组比较后发现, 
gp64 胞浆区结构域 (cytoplasmic domain,CTD) 对 
HA 紧密融合展示起决定作用, 能显著提高重组病
毒的免疫原性。杆状病毒展示技术可以作为一种潜

在的新方法抵抗禽流感病毒的感染。将口蹄疫病毒 
(foot-and-mouth disease virus, FMDV)A 位点(含有
病毒衣壳蛋白 VP1 的 142-160 位氨基酸, 是重要
的侵染细胞位点), 融合 gp64 表达展示于杆状病毒
表面, 用重组病毒免疫的小鼠获得较强抵抗口蹄疫
病毒感染的能力[13]。Rahman MM 等[14]用 BmNPV 
表达展示了小反刍兽疫病毒 (peste des petits rumi-
nants  v i rus ,PPRV) 表面F糖蛋白和貉细小病毒 
(Parvovirus) 表面H蛋白, 免疫小鼠后发现小鼠能较
好抵抗相应病毒的感染。 Yo s h i d a  S  等 [ 1 5 ]用 
AcMNPV 展示柏格 (氏 )鼠疟原虫  (Plasmodium 
berghei) 环孢子蛋白抗原序列, 重组杆状病毒免疫
小鼠后使其获得抵抗疟疾子孢子的感染的能力。 

Peralta A 等 [16]将牛疱疹病毒-1 (bovine herpes vi-
rus,BHV-1) D 糖蛋白融合  gp64 表达展示于杆状
病毒囊膜表面, 免疫小鼠获得抗体在体外可很好地
中和病毒。另外, 我学院生物化学研究所长期开展
家蚕杆状病毒表达系统相关研究, 利用家蚕杆状病
毒高效表达体系, 已建立了家蚕生物反应器生物制
药的技术平台。目前, 实验室正在开展利用家蚕杆
状病毒表面展示技术制备人用禽流感疫苗的工作。

我们构建了重组家蚕杆状病毒 , 将  H5N1 型禽流
感病毒表面HA蛋白与杆状病毒囊膜表面 gp64 蛋
白在家蚕细胞中融合表达, 其定位于受重组杆状病
毒感染的家蚕细胞膜表面。当杆状病毒通过出芽方

式从细胞释放出来时, 大部分病毒会形成带有融合
蛋白的病毒包膜。这样, 通过筛选就可以鉴定出表
面展示有目的蛋白 (HA蛋白)的重组杆状病毒(参考
图 1) 。HA 蛋白是禽流感病毒的主要抗原, 而家蚕
杆状病毒本身对哺乳动物包括人类无毒害作用, 所
以通过下游相关处理即可制成疫苗。目前我们已获

得疫苗粗制品, 免疫小鼠后发现疫苗具有较好的保
护效果。后续工作正在进一步开展之中。 

 

 

 
图 1  融合 gp64 的“伪病毒”模式图 
Fig. 1  The ideograph of gp64-fused fake recombinant virus 

 

3.3  基因转导与基因治疗 
杆状病毒表面展示技术除了可以作为一种有价

值的蛋白表达展示工具, 还可以介导外源基因转导
哺乳动物细胞。实验表明, 表面展示有相应细胞特
异性配基的出芽型杆状病毒可在体外、体内[17,18]感

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Lindley+KM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Urano+Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Feng+Q%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Lu+L%22%5BAuthor%5D
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染多种哺乳动物细胞, 这为靶向性基因治疗提供了
基础。通过病毒的“表面工程”, 即通过在病毒囊
膜或衣壳表面表达展示相关蛋白, 如有效地展示能
结合哺乳动物细胞表面受体的配体蛋白或介导病毒

进入细胞的多肽, 可使特异性的靶向细胞基因转导
成为可能[19,20], 且具有安全、高效等优点[21]。 

水泡性口膜炎病毒  G 糖蛋白  (VSV-G) 展示
于杆状病毒囊膜表面, 因其能高效转导各种哺乳动
物细胞及具有较高抵抗动物血清钝化作用能力而被

认为是一种很有应用前景的基因转移载体 [22]。将 
EB 病毒在侵染  B 淋巴细胞时与细胞表面受体 
CD21 结合的  gp350/220 的一条短肽基序与杆状
病毒囊膜蛋白 gp64 融合, 表达展示在杆状病毒表
面, 实验证明该重组病毒对 B 淋巴细胞具有极高
的侵染性[23]。Ernst W 等[24]用 AcMNPV 展示口蹄
疫病毒 (FMDV) VP1 蛋白的由 23 个氨基酸组成
的 RGD 肽链, 发现此种修饰可大大加强杆状病毒
对哺乳动物细胞的转染。PepT1 是 G 蛋白偶联受
体家族成员, 在胰腺癌细胞表面高表达, 被认为是
肿瘤治疗新靶点 , Saitoh R 等 [25]成功构建了展示 
PepT1 的重组杆状病毒, 为进一步开展基因治疗工
作打下基础。 

4  讨论与展望 

gp64 为Ⅰ型跨膜蛋白 , 在氨基端含有信号肽
序列, 在羧基末端是跨膜结构域序列。分子生物学
实验室构建 cDNA 文库时, 所获得的大部分序列
在读码框内具有终止密码子。若将这类序列融合 
gp64 膜蛋白表达展示构建表达文库 , 最终可能会
导致展示失败。因为使用 gp64等Ⅰ型跨膜蛋白作为
展示靶位点时, 一般只能将目的多肽或蛋白融合在
信号肽与跨膜蛋白跨膜结构域之间或跨膜结构域编

码框之内, 因此目的基因插入这些位点后, 理论上
融合蛋白的形式为信号肽-目的肽-跨膜区或信号肽-
跨膜区-目的肽-跨膜区(实际上“目的肽”插入已使
分离的跨膜结构域失活)。由于存在目的基因内部的
终止序列及 poly-A 尾等会使细胞无法翻译出完整
的融合蛋白, 从而导致目的蛋白展示失败。这也是
目前存在的Ⅰ型跨膜蛋白表达展示系统在  cDNA 
文库表达展示方面存在的局限性。而神经氨酸酶 
(neuraminidase, NA) 等Ⅱ型跨膜蛋白, 由于基因结
构上的差异 ,  由于基因结构上的差异 ,  人们可将 

cDNA 或目的基因重组到该类蛋白跨膜结构域的编

码框后面。这样, 细胞所翻译出的融合蛋白形式为

信号肽-跨膜区-目的肽, 而目的肽的终止序列可充

当整个融合蛋白的终止序列。通过将信号肽与跨膜

结构域共同安排到目的展示蛋白氨基末端, 从而可

有效解决杆状病毒Ⅰ型跨膜蛋白展示系统所可能导

致的融合蛋白表达提前中止以及编码框移码等问 

题[26]。利用杆状病毒表面展示技术, 我们可以构建

多肽或蛋白质表达文库, 进而鉴定蛋白质之间相互

作用。在基因转导与基因治疗等临床研究领域, 一

种简单有效的重组病毒分离纯化手段是极其重要

的。Hu YC 等[27]将 His 6 融合 gp64 表达展示于

杆状病毒囊膜表面, 通过金属亲和层析技术收集重

组病毒。另外, 如何提高基因治疗杆状病毒载体在

机体内抵抗宿主的各种保护机制, 如免疫细胞破坏

载体、血清钝化作用等[28], 人们还需对该系统进行

不断优化。但是, 我们相信, 随着生物化学、分子生

物学和其他生命科学相关学科的发展, 尤其是新的

实验技术和实验方法的建立, 杆状病毒表面展示技

术通过不断改进, 将会应用于更多的领域, 发挥更

大的作用。 
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