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摘  要: 杆状病毒(Baculovirus)是一种以昆虫为唯一宿主的病毒, 可用做生物杀虫剂或作为表达

载体在昆虫细胞中大量表达外源蛋白, 制备疫苗。研究发现, 在哺乳动物细胞中携带哺乳动物启

动子的重组杆状病毒能启动下游外源基因的表达但病毒不能在哺乳动物细胞中增值, 对细胞毒性

小, 转导成功的细胞可以稳定传代并有效表达外源基因, 哺乳动物细胞比昆虫细胞对蛋白质具有

更好的翻译后修饰, 表达出的蛋白结构更接近天然蛋白。因此, 杆状病毒可作为一种新型的哺乳

动物细胞基因转移载体, 用于表达外源基因及作为一种基因治疗载体, 具有巨大潜力, 日益受到

人们的关注。本文对杆状病毒作为一种表达载体在哺乳动物细胞中表达的研究进展进行了综述。 
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Abstract: Baculovirus is an insect virus that naturally infects and replicates in insect cells. It has been em-
ployed as bioinsecticide and also for production of recombinant proteins and vaccines. It was found by sev-
eral studies that baculoviruses harboring mammalian expression cassettes could efficiently express reporter 
genes in mammalian cells. Benefit from the low cytotoxicity and non-replication nature in mammalian cells, 
the transduced cells could stably passage and effectively express foreign genes. Another benefit of this ex-
pression system is the advanced post-translational modification of expressed proteins. All the advantages 
mentioned above have captured growing attention as a novel vector for protein expression and in vivo gene 
therapy. In this article, the progress of baculovirus as a expression vector in mammalian cells was reviewed. 
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杆状病毒在分类上属于杆状病毒科, 包括颗粒
体病毒属和核形多角体病毒属, 环状双链DNA以超
螺旋方式包裹在衣壳内形成杆状病毒颗粒。全世界

已发现 600 多种杆状病毒, 其中研究最深入的是苜
蓿银纹夜蛾核型多角体病毒(Autographa californica 
nuclear polyhedrosis virus, AcNPV)。20世纪 80年代
后期杆状病毒已被成功开发为基因表达的载体。与

其他真核表达系统相比, 杆状病毒表达系统表达水
平高 , 能进行翻译后的修饰加工 , 克隆容量大 , 能
同时表达多个基因, 宿主范围广, 可支持多种病毒
共感染, 有利于表达寡聚蛋白复合体, 适用于进行
大规模培养 [1], 尤其是杆状病毒在细胞内可以产生
病毒样蛋白颗粒(Virus-like particle, VLP), VLP不含
病毒核酸, 因此不具有感染能力, 但保持了完整病
毒颗粒所具有的免疫原性, 可诱导机体产生较强的
抗病毒免疫反应 [2], 在抗病毒性疾病的预防和治疗
性疫苗及诊断试剂的研发方面具有巨大的应用前

景。杆状病毒是一类宿主专一的昆虫病毒, 但研究
发现杆状病毒也可以进入哺乳动物细胞, 在哺乳动
物细胞启动子的存在下可以介导外源基因在哺乳动

物细胞内表达, 但杆状病毒本身并不能在哺乳细胞
中复制增值并且不使细胞病变, 转导成功的细胞可
以稳定传代且能有效表达外源基因, 表达出的外源
蛋白结构更接近天然蛋白。鉴于上述众多优点, 人
们希望能利用杆状病毒开发出一种优良的哺乳动物

细胞表达载体。 

1  杆状病毒与哺乳动物细胞 

杆状病毒的天然宿主是昆虫和无脊椎动物, 并
不能感染脊椎动物。研究显示杆状病毒粒子能够被

哺乳动物等非特异宿主来源的组织培养细胞所吞噬, 
但其基因组 DNA 无法在非特异宿主细胞中复制和
表达[3]。进一步研究发现, 杆状病毒进入哺乳动物细
胞后, 只有在合适的启动子作用下, 病毒携带的外
源基因才能实现表达。 

Hofmann[4]等首次报道了利用巨细胞病毒(CMV) 
极早期基因 ie1 启动子, 以 AcNPV 作为载体, 实
现外源标记基因 luc(Luciferase, 荧光素酶)在人肝细
胞中进行高效表达。随后, Shoji 等[5]发现杆状病毒

在 Hela、COS-7、KATO-III、FS-L3、CPK12 等细

胞株中也具高水平表达的能力。随着研究的深入 , 
越来越多的对杆状病毒敏感的哺乳动物细胞被人们

发现, 如人源的 Huh7、HepG2细胞, 鼠源的 CHO、
BHK 细胞, 猪源的 CPK、FS-L3 细胞, 牛来源的
MDB、BT细胞等常规细胞[6], 还包括一些特殊组织
来源的细胞, 如兔主动脉平滑肌细胞[7]、人原代包皮

细胞[8]等。此外, 杆状病毒对小鼠原代培养肾细胞[9]

及不同哺乳动物骨髓来源间充质干细胞(Bone mar-
row-derived mesenchymal stem cells, BMSCs)[10]等原

代细胞也表现出良好的转导效率, 并且对这些原代
细胞的生理特性无明显影响[4,11]。利用杆状病毒感染

哺乳动物细胞的特性, 诸多外源蛋白在哺乳动物细
胞中成功表达。Yoshida 等 [12]用包含杆状病毒

polyhedrin启动子和 CMV启动子的杆状病毒载体在
COS7 和 HepG2 细胞中成功表达了伯氏疟原虫环子
孢子蛋白(Plasmodium berghei circumsporozoite pro-
tein, PbCSP)。Kinnunen等[13]以杆状病毒为体内基因

投递载体在家兔眼内层视网膜细胞、感光细胞及视

网膜色素上皮细胞中成功表达血管内皮生长因子

(Vascular endothelial growth factor D, VEGF-D)。此
外, 利用杆状病毒, 一些病毒样颗粒也在哺乳动物
细胞中获得成功组装 , 如丁型肝炎病毒 (Hepatitis 
delta virus, HDV)[14]、沙波病毒(Sapovirus)[15]等。 

上述结果促使人们对杆状病毒与哺乳动物细胞

的关系产生了浓厚的兴趣。杆状病毒通过内吞进入

昆虫细胞, 内吞泡中的低 pH 条件可诱导病毒外膜
蛋白 gp64的构象发生变化, 使膜融合区域暴露并与
内吞泡膜融合释放出病毒核衣壳[16]。在转导实验中, 
加入可抑制内吞体形成的药物——氯化喹啉, 可明
显抑制报告基因在哺乳动物细胞中的表达 [4], Con-
dreay 等 [17]通过电镜观察杆状病毒转导后的细胞 , 
发现杆状病毒粒子存在于CHO细胞的内吞体中, 这
表明杆状病毒侵入哺乳动物细胞的方式与感染昆虫

细胞是相似的。杆状病毒与哺乳动物细胞表面受体

分子的结合是杆状病毒进入哺乳动物细胞的重要

步骤 , 而静电吸引在二者结合的最初阶段起重要
作用[18,19]。实验表明, 杆状病毒囊膜蛋白 gp64 在吸
附哺乳动物细胞和内体逃逸的过程中发挥着重要作

用[20]。缺失 gp64基因的杆状病毒无法进入哺乳动物
细胞[21], 而高效表达 gp64蛋白的杆状病毒可显著提
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高报告基因在哺乳动物细胞中的表达效率, 哺乳动
物细胞表面的磷脂充当了 gp64 的“码头”, 从而方
便了病毒进入细胞[22]。杆状病毒进入哺乳动物细胞

后, 就被运往细胞核内。起初研究人员认为, 杆状病
毒从内吞体中的逃逸阻碍了其对哺乳动物细胞的转

导效率, 但 Barsoum 等[23]发现直接将病毒粒子注入

细胞质并不影响病毒进入细胞核的效率, 这表明病
毒从内吞体的逃逸并不是影响转导效率的重要因

素。杆状病毒核衣壳在细胞质中似乎能诱导肌丝的

形成, 以便其进入细胞核, 在转导实验中加入细胞
松驰素可显著降低外源基因在哺乳动物细胞中的表

达, 但并不影响杆状病毒核衣壳进入靶细胞的细胞
质[24]。通过核孔进入细胞核后, 病毒核衣壳在细胞
核内脱壳, 释放出基因组, 这一过程与细胞是否处
于有丝分裂状态没有很大关系。微管解聚剂可以提

高病毒进入细胞核的效率, 这表明微管可阻碍病毒
向细胞核内的运输[25]。总之, 对于细胞表面是否存
在特异性受体、病毒粒子的侵入、核衣壳在细胞内

转运、病毒基因组与细胞染色体的相互关系等诸多

问题仍需要深入细致的研究。 

2  提高杆状病毒对哺乳动物细胞转导效
率策略的研究 

在 Hofmann[4]等报道了以杆状病毒为载体在肝

细胞中高效表达外源蛋白后, 人们都为此发现十分

振奋并认为杆状病毒即将成为一种良好的哺乳动物

细胞表达载体, 并具有其他哺乳动物细胞表达载体

不可比拟的优势, 然而事实并不像人们所想象的那

么乐观, 虽然在哺乳动物细胞启动子作用下杆状病

毒介导的外源基因可在大多数哺乳动物细胞中实现

表达, 但表达量较低。因此, 如何提高表达量是许多

研究者目前关注的焦点。 

选用合适的启动子是实现重组杆状病毒介导的

外源基因在哺乳动物细胞中高效表达的有效途径。

哺乳动物细胞启动子常见的有 SV40、CMV、RSV

及复合的 CAG 启动子, CAG 启动子的活性要高于

CMV及其他启动子, 但研究表明哪种启动子的效率

更高是以不同启动子与报告基因组合后在不同细胞

株中表达效率的差异而定的[5,17,26]。虽然 CAG、CMV

启动子在哺乳动物细胞中有较高的活性, 但在昆虫

细胞中的活性很低, 这势必影响了包含外源基因的

重组杆状病毒在昆虫细胞中的产量, 进一步影响重

组杆状病毒对哺乳动物细胞的转导效率。Liu 等[27]

发现杆状病毒早晚期启动子(Early to late promoter)

在哺乳动物中也有较强的活性, 可作为一种在昆虫 

细胞和哺乳动物细胞间起穿梭作用的启动子。这不

仅可以解决重组病毒在昆虫细胞中产量低的不足 , 

而且依赖报告基因的表达, 在转导哺乳动物细胞之

前就可鉴定重组表达载体的构建是否成功。Gao等[28]

发现白斑综合症病毒 (White spot syndrome virus, 

WSSV)ie1 启动子具有与杆状病毒早晚期启动子相

同的功能, 而两者的差异在于 WSSV ie1 启动子在

哺乳动物细胞中的活性并不依赖于杆状病毒基因组, 

不需要激活重组病毒早期快反应基因就可以直接起

始转录过程, 具有明显的优势。此外, 采用合适的表

达调控元件对提高靶基因的表达效率具有明显的作

用。实验证明 hr元件可用于哺乳动物细胞中增强非

杆状病毒来源启动子的活性[29,30]。最近 Liu[31]等发

现, 杆状病毒的 RING蛋白 IE2可特异地结合 CMV

启动子, 并在杆状病毒增强子序列 hr1 存在下显著

增强 CMV 启动子在哺乳动物细胞中的活性, 可使

外源基因的表达效率提高 122倍, 并发现 CMV启动

子的两段序列对于 IE2的增强作用是必需的。同时, 

IE2也可以增强 SV40启动子的活性, 其原因为这两

段序列同样存在于 SV40 启动子上。由此可知, IE2

的增强活性和启动子的这两段序列密切相关, 并不

是 CMV启动子特异的。 

研究显示, 将一些外源基因如免疫球蛋白结合

区域[32]、口蹄疫病毒的 RGD基序[33]、口炎疱疹病毒

G蛋白(Vesicular stomatatis virus G protein, VSVG)[34]

等插入到杆状病毒囊膜蛋白 gp64 的氮末端并融合

表达 , 经过囊膜修饰的重组杆状病毒可显著提高

外源基因在哺乳动物细胞中的表达效率。尤其是

VSVG对于多种不同类型和组织来源的哺乳动物细

胞具有较好的通用性, 能显著增强一些对杆状病毒

不敏感的哺乳动物细胞株如 CHO、NIH3T3 等的转

导效率[22,35,36], 然而经 VSVG 修饰杆状病毒后可增

加细胞毒性[37]并促使细胞融合[38]。随后, 研究人员

将 VSV-GED(水泡性口炎病毒外功能区, 由 21个氨

基酸构成, 包括跨膜区域和胞质尾区)融合表达于杆

状病毒囊膜蛋白 gp64, 对细胞造成的影响则可忽略

不计[39]。 
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此外, 一些有效的转导方法可明显提高杆状病

毒对哺乳动物细胞的转导效率。如将病毒感染昆虫

细胞上清与 PBS混合, 在 25°C下孵育哺乳动物细胞

4 h~6 h, 可达到较高的转导效率[10]。程通等[40]将病

毒上清以 PBS为稀释缓冲液, 室温 600×g水平离心

1 h即可获得高水平的转导效率, 同时不会对靶细胞

造成损伤, 优于在 PBS环境中 27°C孵育 6 h的转导

效果。有研究认为离心能够增强细胞对病毒的易感

性或促进病毒与靶细胞的融合[41,42]。程通等的研究

结果表明, 离心转导方法对贴壁培养细胞的转导效

率明显高于悬浮培养的细胞, 这说明离心可促进病

毒对细胞的附着, 从而提高病毒进入哺乳动物细胞

的效率。同时, 该研究也表明杆状病毒对哺乳动物

细胞的基因转移效率与病毒的感染剂量成正相关。

因此, 一种高效的杆状病毒增值和保存方法是实验

顺利进行的保障。Tsai等[43]研究发现用含 FBS的培

养基培养昆虫细胞时 , FBS 的含量不应低于 5% 

(V/V), 否则对杆状病毒的产量有显著影响, pH 6.2、

4°C是保存杆状病毒的最佳条件。同时, 相对于静止

培养的细胞来说, 在转速不大于 120 r/min的情况下

悬浮培养的细胞获得的病毒产量要高于静止培养的

细胞。 

3  结语 

杆状病毒作为一个优良的表达载体具有巨大的

优势, 被广泛用于外源蛋白的表达。鉴于杆状病毒

感染哺乳动物细胞的特殊性, 研究者们在如何将杆

状病毒开发成一种优良的哺乳动物细胞表达载体方

面进行了大量研究, 目前研究主要集中在寻找既在

昆虫细胞中有很高活性又在哺乳动物细胞中也有较

高活性的一种新型高效启动子, 以及研究一些增强

子序列和调节蛋白对启动子活性的增强作用。此外, 

如何高效筛选稳定表达外源蛋白的转导成功细胞系

也是另一主要问题。利用抗生素进行压力筛选可有

效地将重组病毒转导成功的哺乳动物细胞筛选出来, 

如 Lackne 等[44]利用嘌呤霉素加压筛选出稳定表达

外源蛋白的人恶性胶质瘤细胞。最近, Karkkainen等

用含 4个启动子(CAG、T7lac、pPolh和 p10)的杆状

病毒载体, 利用 96孔板发明了一种可在昆虫细胞和

哺乳动物细胞内高效率生产重组杆状病毒并进行快

速滴定的外源蛋白表达方法[45,46], 此方法操作简便, 

大大提高了实验效率。 

杆状病毒除应用于基因表达外还可以作为哺乳

动物基因转移载体用于基因治疗、免疫载体的研究, 

建立病毒的体外细胞复制模型。此外, 在表面展示

系统、固定外源蛋白质以及作为生物纳米材料等方

面的研究出现了一些新动向。虽然目前对杆状病毒

与哺乳动物细胞相互作用的研究尚不充分, 将杆状

病毒载体应用于体内基因转移存在引发补体反应、

具免疫原性、可能的未知整合等问题, 但随着人们

对杆状病毒研究的深入, 通过在其原有优势基础上

继续改进提高, 必能发挥出巨大的应用价值。 
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