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摘  要: 【目的】利用杆状病毒表达系统表达诺如病毒(GenegroupII) VP2 蛋白, 分析其亚

细胞定位, 为深入研究 VP2 蛋白的功能奠定基础。【方法】设计可扩增完整 ORF3 基因片

段的引物 P1 和 P2, 在下游引物中引入 6×His 标签的编码序列, 从质粒 pMD-ORF3 中克隆

了含有 6×His 编码序列的 ORF3 基因, 与 pFastBac1 载体连接, 构建重组质粒 pFB-ORF3, 
转化 DH10Bac 感受态细胞获得重组杆状病毒基因组 Bac-ORF3, 脂质体介导转染 sf9 昆虫

细胞获得表达 VP2 蛋白的重组杆状病毒 Ac-VP2, 感染 sf9 细胞后, 收集病变细胞, 采用

抗 6×His 标签的单克隆抗体作为一抗进行 Western blot 与间接免疫荧光实验鉴定。【结果】

Western blot 实验证实 Ac-VP2 感染的 sf9 细胞在约 29 kD 处出现特异性条带; 间接免疫荧

光实验证实 Ac-VP2 感染的 sf9 细胞出现特异性绿色荧光, 并且 VP2 主要定位于 sf9 的细

胞核与细胞膜。【结论】诺如病毒 VP2 蛋白在 Ac-VP2 感染的 sf9 细胞中获得成功表达, 并
且主要定位于 sf9 细胞的细胞核与细胞膜。 
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Abstract: [Objective] This study is to express Norovirus (GenegroupII) VP2 in insect cells, 
analysis the subcellular localization of VP2 and lay the foundation of the function study of 
VP2. [Methods] Norovirus (GenegroupII) ORF3 gene was amplified from plasmid 
pMD-ORF3 using primers P1/P2 (including 6×His tag coding sequence). The product was 
cloned into the vector pFastBac1 to construct recombinant plasmid pFB-ORF3. pFB-ORF3 
was transformed into competent DH10Bac to get recombinant bacmid Bac-ORF3. Recombi-
nant baculovirus, Ac-VP2, was generated for expressing VP2, by transfecting recombinant 
Bac-ORF3 with LipofactamineTM 2000 into sf9 insect cells. The expression product was testi-
fied by the western blot and indirect immunofluorescence assay with monoclonal antibody 
against 6×His tag. [Results] The result of western blot showed a 29 kD specific bind in sf9 
cells infected by Ac-VP2. Indirect immunofluorescence assay showed the specific green fluo-
rescence in sf9 cells infected by Ac-VP2, and the green fluorescence could localize at nuclear 
and membrane of sf9 cells. [Conclusion] These results demonstrated that the Norovirus (Gen-
group II) VP2 was expressed in sf9 cells successfully and could localize at nuclear and mem-
brane of sf9 cells. 

Keywords: Norovirus, VP2 protein, Insect cell, Expression, Subcellular localization  

诺如病毒(Norovirus)属于杯状病毒科, 诺如

病毒属[1], 是 1972 年在美国发现的一种病毒[2], 

分为 5 个基因组(Genegroup): GI、GII、GIII、GIV、

GV。近年来的研究表明该病毒是非菌性急性胃肠

炎的主要病原之一[3−4], 1995 年由方肇寅等学者

证实国内婴幼儿存在诺如病毒的感染[5]。诺如病

毒基因组为单股正链 RNA, 大小约为 7.5−7.7 kb, 

基因组共包含 3 个开放阅读框(ORF), ORF1 编码

一个约 200 kD 的蛋白前体, 在病毒蛋白酶的作用

下裂解成数个病毒复制所需要的非结构蛋白, 如

解旋酶、依赖于 RNA 的 RNA 聚合酶等[6−7]; ORF2

编码主要的结构蛋白 VP1, 通过杆状病毒表达系

统表达的 VP1 能够形成病毒样颗粒(Virus-like 

particles, VLPs)[8], 并且其形态结构、抗原性、免

疫原性都十分接近于天然病毒粒子[7,9−11]; ORF3

编码 VP2 蛋白, 虽然在病毒粒子中检测到了 VP2

的存在[12], 但有研究认为 VP2 蛋白并不是形成病

毒样颗粒所必需的[8,14−15]。由于目前诺如病毒缺

乏成熟的细胞培养系统和小动物模型, 对 VP2

蛋白的研究相对较少。本研究利用杆状病毒表达

系统表达了诺如病毒 VP2 蛋白, 分析了其亚细胞

定位形式, 为进一步研究 VP2 蛋白的功能奠定了

基础。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株和细胞 
含 有 诺 如 病 毒 (GII 型 ) ORF3 基 因 的 质

粒 pMD-ORF3 由上海交通大学王大鹏博士构

建并提供(GenBank 登录号 EF635440); 载体

pFastBac1、DH10Bac 菌株为 Invitrogen 公司产品; 

sf9 昆虫细胞由中国科学院武汉病毒研究所孙修

炼研究员惠赠; 大肠杆菌 DH5α 感受态细胞由本
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研究室保存。 

1.2  工具酶与主要试剂 
限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Taq 酶、

辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 羊 抗 鼠 IgG 购 自

Fermentas 公司, DNA 快速回收试剂盒购自上海

生工生物工程公司, 抗 6×His 标签单克隆抗体

购自 TIANGEN 公司, FITC 标记的驴抗鼠 IgG 购

自广州合达公司, 昆虫细胞培养基、胎牛血清、

转染试剂 LipofactamineTM 2000 购自 Invitrogen
公司。 

1.3  引物设计与 PCR 扩增 
根据诺如病毒 ORF3 基因的序列, 设计可扩

增完整 ORF3 基因片段的引物 P1/P2, 上下游引物

两端分别设计 SalⅠ和 KpnⅠ酶切位点(下划线部

分), 为了便于重组蛋白的鉴定, 在下游引物中引

入了 6×His 标签的编码序列(斜体部分), 引物序

列如下:  
P1: 5′-TTTGTCGACATGGCTGGGGCTTTC 

TTTGC-3′; 
P2: 5′-TTTGGTACCTTAGTGATGGTGATG 

GTGATGCGCCCGTGACTCC-3′。 
ORF3 的扩增以质粒 pMD-ORF3 为模板, 反

应条件为: 95 °C 5 min; 94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 
72 °C 1 min, 共 30 个循环; 72 °C 10 min。通过

1.0 %的琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产物。 

1.4  重组转座质粒的构建与鉴定 
将上述扩增产物经过 DNA 凝胶回收试剂盒

回收纯化后, 用 SalⅠ和 KpnⅠ双酶切, 再次回

收 , 插 入 同 样 用 SalⅠ 和 KpnⅠ 双 酶 切 的

pFastBac1 载体中, 将连接产物转化 DH5α感受态

细胞, 挑取单菌落小量提取质粒并酶切鉴定, 将

阳性克隆送至上海生工生物公司进行测序。 

1.5  重组 Bacmid 的提取与 PCR 鉴定 
将重组转座质粒转化 DH10Bac 感受态细胞, 

涂布于含有 X-gal 和 IPTG 的抗性平板(含庆大霉

素、卡那霉素及四环素), 挑取 8−10 个白色单菌

落, 再次在含有 X-gal 和 IPTG 的抗性平板上划线

培养, 72 h 后挑取白色单菌落, 提取重组 Bacmid
进行 PCR 鉴定。所用引物为 M13F/M13R, PCR

反应按照 Invitrogen 公司的 Bac-to-Bac 表达系统

操作手册提供的参数进行。 

1.6  重组杆状病毒的获得、扩增与 ORF3 基因

的表达 
取 1 μg 重组 Bacmid, 按照 Bac-to-Bac 表达系

统操作手册提供的方法转染 sf9 昆虫细胞, 27 °C

培养, 待细胞出现病变后, 收取上清, 存于 4 °C

冰箱。重组病毒的滴度按照操作手册提供的方法

测定。取 0.1 MOI 的重组病毒, 接种于 sf9 单层细

胞, 27 °C 培养, 待细胞出现 80%病变后, 收集上

清, 分装于灭菌离心管中, 保存于−80 °C 冰箱。 

蛋白表达检测时, 取 5 MOI 重组病毒, 接

种于 sf9 单层细胞, 27 °C 培养, 分别于 24、48、

72、96、120、144、168 h 收集细胞进行蛋白表

达检测。 

1.7  表达产物的鉴定 
1.7.1  表达产物的 Western blot 分析: 用超声波

处理不同时间收集的病变细胞, 加入 1/4 体积的

5×上样缓冲液, 沸水浴 10 min 后置于冰上, 取适

量样品于 12 %的分离胶进行 SDS-PAGE 电泳, 同

时设杆状病毒野毒感染的 sf9 细胞与正常 sf9 细胞

作对照, 电转印至硝酸纤维素膜, 用含 10%脱脂

奶粉的 TBST 封闭过夜后, TBST 洗涤 3 次, 与抗

6×His 标签单克隆抗体(用 TBST 作 1: 200 倍稀释)

作用 1 h, TBST 洗涤 3 次, 与辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠 IgG (用 TBST 作 1: 5 000 倍稀释)作用

40 min 后, TBST 洗涤 5 次, DAB 显色观察。 

1.7.2  表达产物的间接免疫荧光分析: 将重组病

毒感染 96 h 后的 sf9 细胞, 用 PBS (pH 7.2)洗涤 3
次, 甲醇固定 15 min , 用含 10 %牛血清白蛋白的

PBS 封闭 30 min, 用 PBS 洗涤细胞 3 次, 与抗

6×His 标签单克隆抗体(用 PBS 作 1: 500 倍稀释) 
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37 °C 作用 1 h, PBS 洗涤 3 次后与 FITC 标记的驴

抗鼠 IgG (用 PBS 作 1: 200 倍稀释)作用 40 min, 

再经 PBS 洗涤 5 次后直接置于倒置荧光显微镜

(LEICA DMI3000)下观察荧光。同时设杆状病毒

野毒感染的 sf9 细胞与正常 sf9 细胞作对照。 

2  结果 

2.1  重组转座质粒的构建 
PCR 扩增诺如病毒 ORF3 基因, 扩增产物经

1.0%琼脂糖凝胶电泳后可见 0.8 kb 左右大小的特

异性条带, 与预计 DNA 片段大小相符(图 1)。进

一步将纯化的 PCR 产物用 SalⅠ和 KpnⅠ双酶切, 

插入同样用 SalⅠ和 KpnⅠ双酶切的 pFastBac1 转

座载体中, 获得重组质粒 pFB-ORF3, 酶切鉴定

证实构建正确。序列测定证实 PCR 过程中没有碱

基误配。 

2.2  重组 Bacmid 的筛选与鉴定 
将重组质粒 pFB-ORF3 转化 DH10Bac 感受态

细胞后, 在含有庆大霉素、卡那霉素、四环素、

IPTG 和 X-gal 平板上进行蓝白斑筛选, 48 h 后挑 
 

 
图 1  ORF3 的 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR amplification of ORF3 gene 
Note: M: DNA marker; 1,2: PCR of ORF3 gene; 3: Negative 
control. 

 

选白色菌落再次划线培养, 挑取白色单菌落, 提

取重组 Bacmid DNA 用 PCR 法鉴定, 电泳可见未

重组的 Bacmid PCR 产物大小约为 300 bp, 含

ORF3 基因的重组 Bacmid 的 PCR 产物大小为

3 107 bp (2 300 bp+807 bp) (图 2), 与预期大小片

段一致, 说明 ORF3 基因已成功重组到杆状病毒

基因组中, 命名为 Bac-ORF3。 

 

 

图 2  重组 Bac-ORF3 的 PCR 鉴定 
Fig. 2  Analyzing recombinant bacmid DNA by PCR 
Note: M: DNA marker; 1: Bac-ORF3; 2: Bacmid alone; 3: 
Negative control. 

 

 

图 3  诺如病毒 VP2 蛋白的 Western blot 鉴定结果 
Fig. 3  Western blot analysis of the sf9 infected with 
Ac-VP2 
Note: M: Protein marker; 1−3: sf9 harvested at 72 h、96 h、

120 h post infection respectively; 4: sf9 infected with WT; 5: 
sf9 uninfected. 
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2.3  重组病毒的获得和扩增 
在脂质体的介导下, 用 Bac-ORF3 转染 sf9 细

胞, 约 72 h 后可观察到细胞变圆, 直径变大, 停

止分裂, 折光率增强, 直到细胞裂解等细胞病变

现象, 正常细胞则无上述变化, 将该重组病毒命

名为 Ac-VP2。取病变细胞培养基上清, 接种于正

常单层 sf9 细胞, 进行病毒的扩增。 

2.4  VP2 的检测与鉴定 
2.4.1  VP2 的 Western blot 鉴定: 分别收集

Ac-VP2 感染 48、72、96、120、144 和 168 h 后

的病变细胞, 经 SDS-PAGE 与 Western blot 分析

证实, 在约 29 kD 处出现特异性条带, 与预期的

大小相当, 而野毒感染的细胞与正常细胞对照组

则无此特异性条带(图 3)。 

2.4.2  VP2 的间接免疫荧光检测: 将重组病毒 

Ac-VP2 感染 72 h 的 sf9 细胞进行间接免疫荧光试

验, 结果发现, 在 Ac-VP2 感染的细胞中, 绿色荧

光主要分布于细胞核与细胞膜, 而在野毒感染的细

胞和正常细胞中没有发现特异性绿色荧光(图 4)。 

3  讨论 

由于缺乏细胞培养系统与小动物模型, 诺如

病毒的研究一度受到制约, 分子生物学与基因工

程的发展, 为诺如病毒的研究提供了新的研究方

法。目前已经确定诺如病毒 ORF1 编码主要衣壳

蛋白 VP1, 通过杆状病毒表达系统表达的 VP1

可以自动组装成 VLPs, 进一步的研究发现了

VP1 蛋白对于组装 VLPs 所必需的氨基酸残基, 

VP1 的受体研究也成为研究的热点并不断深入; 

而我国近年诺如病毒的研究主要集中于富集检测 
 
 

  

  
图 4  NoV VP2 在 sf9 细胞中表达的 IFA 鉴定 

Fig. 4  Identification of expression of NoV VP2 on sf9 cells by IFA 
Note: A: sf9 infected with Ac-VP2 (20×); B: sf9 infected with WT; C: sf9 uninfected; D: sf9 infected with Ac-VP2 (40×). 
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方法[16]、VP1 蛋白与受体结合方式[17−18]等领域的

研究, 取得了令人瞩目的进展。与此形成对照的

是, VP2 蛋白的研究却远不如 VP1 深入。目前 VP2

蛋白的功能并不明确, 有许多研究者发现, VP1

在没有 VP2 的情况下可以自动组装成 VLPs, 说

明 VP2 蛋白并不是 VLPs 形成所必需的; 但也有

研究证实 VP2 作为一个较小结构蛋白(Minor 

structure protein)参与了 VLPs 的组装[12], VP2 的存

在能以一种顺式正调控的方式提高 VP1 的表达

量, 并且可以维持 VLPs 大小的均一性[19], 这给

研究人员提供了一个很大的研究空间, 以进一步

探索诺如病毒 VP2 的功能。 

本实验通过杆状病毒表达系统, 成功表达了

诺如病毒 VP2 蛋白。由于缺乏 VP2 蛋白的抗体, 
给蛋白表达的鉴定带来一定困难。本研究在诺如

病毒 ORF3 的 PCR 扩增下游引物序列中引入 6 个

组氨酸标签的编码序列作为标记物, 使得 VP2 蛋

白与 6 个组氨酸进行融合表达, 可以利用商品化

的抗 6×His tag 抗体对重组 VP2 蛋白进行 Western 

blot 鉴定。只有 6 个组氨酸大小的标签很小, 可

以放在 C 端或者 N 端, 不会影响目的蛋白分子量, 

经多种融合蛋白验证对蛋白的分泌、折叠、结构

甚至功能均没有影响。 

通过 Western blot 分析, 本研究发现 VP2 的

分子量大小约为 29 kD, 虽然与软件预测的结果

一致, 但与国外的研究结果有些不同, Glass 的结

果表明, VP2 的大小为 23 kD[12], 这可能是由于

VP2 是来源于诺如病毒的原型株 Norwalk 病毒的

缘故。Norwalk 病毒的 VP2 蛋白含有 212 个氨基

酸残基, 而本研究表达的 GII 型诺如病毒 VP2 蛋

白含有 268 个氨基酸残基, 两者氨基酸数量的差

异是导致表达蛋白大小存在差异的主要原因。 

生物信息学分析表明, VP2 属于碱性蛋白, 

等电点大于 10, 这种特性提示 VP2 极有可能与核

酸结合, 而细胞中核酸含量最丰富的亚细胞结构

就是细胞核, 也就是说 VP2 可能定位于细胞核。

本研究进行 VP2 蛋白的间接免疫荧光试验时, 在

40×荧光显微镜下发现绿色荧光集中在昆虫细胞

的细胞核内, 这表明 NoV VP2 蛋白可以定位于细

胞核, 该结果符合生物信息学的预测。Glass 也进

行过诺如病毒 VP2 的间接免疫荧光实验, 其结论

是 VP2 定位于细胞浆[12], 与本实验的结果不一

致, 我们初步推测有如下两种可能: Glass 发表图

片的放大倍数与本实验的 20×放大倍数(图 4A)接

近, 由于昆虫细胞 sf9 在被杆状病毒感染之后, 

会出现细胞核增大的细胞病变效应, 有时甚至变

大的细胞核会“充满”整个细胞, 所以在 20×荧光

显微镜下观察 VP2 的定位形式时, 是否存在将增

大的细胞核误认为是整个细胞从而做出“VP2 蛋

白定位于 sf9 细胞浆”的判断？第二种可能是

Glass 研究的是 Norwalk 病毒的 VP2, 与本实验研

究的 VP2 在氨基酸序列方面有一定的区别, 是不

是这种氨基酸序列与数量上的区别造成了其亚

细胞定位形式的变化, 还需要进一步深入研究。 

定位于细胞核的蛋白一般具有核定位信号

(Nuclear localization signal, NLS), NLS 是另一种

形式的信号肽, 可位于多肽序列的任何部分, 通

常含有 4−8 个氨基酸, 并且没有专一性, 其作用

是帮助亲核蛋白进入细胞核从而发挥相应功能。

目前认为有多种类型的核定位信号, 这些信号都

具有一个带正电荷的肽核心。第一个被确定的

NLS 序列的蛋白质是猿猴病毒 40 (SV40)的 T 抗

原, 它在细胞质中合成后很快积累在细胞核中, 

是病毒 DNA 在核内复制所必需的蛋白质。其野

生型的氨基酸序列为 Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys- 

Val, 即使单个氨基酸突变所产生的突变型 NLS 

(Pro-Lys-Tyr-Lys-Arg-Lys-Val)也能阻止这种蛋白

质进入细胞核而停留在细胞质中。经典的“核

心”NLS (“Core”NLS)中间的 6 肽包含 4 个或 4 个

以上精氨酸和赖氨酸, 两端是酸性氨基酸或脯氨
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酸或甘氨酸, 通过序列分析, 并没有发现诺如病

毒 VP2 存在经典的核定位序列。有研究表明, 牛

疱疹病毒 VP22 蛋白虽然没有 NLS, 但可以进入

细胞核, 所以有学者推测某些蛋白质的核定位序

列是不连续的, 是一种依赖于构象的非经典的核

定位序列[20]。目前发现有多种来源于细胞或者病

毒的蛋白具有这种特性[21−23]。诺如病毒 VP2 蛋白

是否也存在这种非连续的、依赖于构象的非经典

核定位序列, 还需进一步深入研究加以证实。 

本文通过 Bac-to-Bac 杆状病毒表达系统表达

了诺如病毒(GengroupII) VP2 蛋白, 分析了诺如

病毒(GengroupII) VP2 蛋白的细胞定位形式, 为

今后深入研究诺如病毒 VP2 蛋白的功能奠定了

基础。 
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