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　 　 摘要：　 本研究旨在构建含家蚕微孢子虫孢壁蛋白基因 ＳＷＰ２５ 的家蚕卵巢细胞（ＢｍＮ）表达质粒，检测该基因

在宿主细胞中的表达，为在细胞水平筛选与家蚕微孢子虫孢壁蛋白 ＳＷＰ２５ 相互作用的宿主蛋白奠定基础。 利用

家蚕核型多角体病毒 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ 表达系统，将家蚕微孢子虫孢壁蛋白基因 ＳＷＰ２５ 和报告基因 ＥＧＦＰ 克隆到杆状病

毒转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 中，转化 ＢｍＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细胞并筛选阳性重组质粒用于转染 ＢｍＮ 细胞。 经 ＰＣＲ 技术鉴

定，成功获得重组杆状病毒质粒 ｖＢｍＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５。 在转染成功的细胞中可观测到绿色荧光信号。 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方
法在感染重组病毒的家蚕 ＢｍＮ 细胞中检测到大小约５５ ０００的重组蛋白条带，与理论值一致，表明家蚕微孢子虫孢

壁蛋白基因 ＳＷＰ２５ 在 ＢｍＮ 中成功表达。
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　 　 微孢子虫（Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉａ）是一类细胞内寄生的

真核微生物，分布范围十分广泛，包括人在内的几乎

所有动物都可能被微孢子虫寄生［１⁃２］。 自 １８５７ 年法

３２０１



国学者 Ｎäｇｅｌｉ 首次在鳞翅目昆虫家蚕体内发现家蚕

微孢子虫（Ｎｏｓｅｍａ ｂｏｍｂｙｃｉｓ）至今，被发现的微孢子

虫约有 １６０ 个属，超过１ ４００种［３⁃４］。 家蚕微孢子虫

是引起家蚕微粒子病的主要病原体，可以通过胚胎

垂直传播，是家蚕唯一的法定检疫对象。 成熟孢子

是微孢子虫唯一可以在细胞外存活的形式，其外有

厚厚的孢子壁。 微孢子虫的孢子壁主要由富含几丁

质的孢子内壁和以蛋白质为主的孢子外壁组成［５］。
坚硬的孢子壁不但可以抵抗各种外界压力，而且在

维持微孢子虫孢内渗透压的平衡中也起着重要作

用［６⁃８］。 孢壁蛋白是微孢子虫孢子壁的主要成分，
在微孢子虫的侵染和孢子黏附的过程中扮演着重要

的角色［５，９］。
迄今，研究人员已报道了 ９ 种非家蚕微孢子虫

的孢壁蛋白，包括肠脑炎微孢子虫（Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ）孢壁蛋白 ＳＷＰ１、ＳＷＰ２ 和 ＥｉＥｎＰ１［９⁃１０］，
兔脑炎微孢子虫（Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ ｃｕｎｉｃｕｌｉ）孢壁蛋白

ＳＷＰ１、ＥｃＥｎＰ１、ＥｃＥｎＰ２ 和 ＥｃＣＤＡ［１１⁃１３］，海伦脑炎微

孢子虫（Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ ｈｅｌｌｅｍ）孢壁蛋白 ＥｈＳＷＰ１ａ
和 ＥｈＳＷＰ１ｂ［１４］。 其中成熟的孢子外壁蛋白 ５ 种，
内壁蛋白 ２ 种，质膜蛋白 １ 种，而孢壁蛋白 ＥｉＥｎＰ１
在孢子内壁外壁以及极膜层均有分布。 虽然关于家

蚕微孢子虫孢壁蛋白的研究起步较早，但其研究很

长时间停留在对初期的孢壁蛋白组分的分析等方

面。 直到 ２００８ 年，Ｗｕ 等［１５］利用蛋白质组学方法以

及基质辅助激光解析串联飞行时间质谱技术

（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ）和液相色谱⁃质谱联用技术 ／质谱

技术（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ），共获得了 １４ 种假定的家蚕微孢

子虫孢壁蛋白或肽段。 随后，鉴定出 ５ 种孢壁蛋白，
包括 ３ 种外壁蛋白（ＳＷＰ５、ＳＷＰ２６、ＳＷＰ３２）和 ２ 种

内壁蛋白（ＳＷＰ２５、ＳＷＰ３０） ［１６⁃１７］。
内壁蛋白 ＳＷＰ２５ 位于家蚕微孢子虫孢子壁的

内壁，含有 ２０ 个氨基酸的信号肽以及能够参与孢子

黏附 的 肝 素 结 合 基 序 （ Ｈｅｐａｒｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｔｉｆ，
ＨＢＭ），推测 ＨＢＭｓ 存在于孢子内壁区域。 在孢子

黏附和宿主感染试验中，外源的孢壁蛋白 ＳＷＰ２５ 对

孢子黏附的抑制作用并不明显，推测 ＳＷＰ２５ 可能不

是主要的孢子黏附因子或者细胞表面的黏附配体。
然而，由于 ＳＷＰ２５ 具有肝素结合基序结构，这或许

使它可以通过该结构与孢子内壁的几丁质多糖相互

作用［１８］。 本研究拟利用 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ 杆状病毒表达

系统［１９］在家蚕细胞中表达 ＳＷＰ２５，融合增强型绿色

荧光蛋白，为在宿主细胞水平筛选与 ＳＷＰ２５ 存在相

互作用的家蚕蛋白奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料和主要试剂

家蚕微孢子虫（镇江株）由中国农业科学院蚕

业研究所家蚕生理与病理研究室保存，家蚕卵巢细

胞系 ＢｍＮ 由农业部蚕桑遗传与改良重点开放实验

室传代培养与保存，杆状病毒表达系统 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ
由浙江大学张传溪教授惠赠，ｐＢＩ⁃ＥＧＦＰ 载体由福建

农林大学张冲博士惠赠。
Ｇｉｂｃｏ􀳏 胎牛血清（ＦＢＳ）与 ＤＮＡ 转染试剂 Ｃｅｌｌ⁃

ｆｅｃｔｉｎ􀳏 ⅡＲｅａｇｅｎｔ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，弱性细胞裂

解液和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 所用抗体（一抗为 ＧＦＰ⁃ｔａｇ 抗

体，二抗为 ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ｌｇＧ）购自碧云天

生物技术有限公司，ＨＲＰ⁃ＤＡＢ 显色试剂盒购自博凌

科为生物科技有限公司，ｒＴａｑ 酶、限制性内切酶、Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ＰＭＤ⁃１８Ｔ 试剂盒等分子

生物学操作试剂购自宝生物工程有限公司。 测序工

作由生工生物工程股份有限公司完成。
１．２　 ＤＮＡ 的制备及基因克隆

家蚕微孢子虫基因组的提取参考 Ｄｏｎｇ 等的方

法［５］。 根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ 上登录的 ＳＷＰ２５ 基因序列

（登录号： ＥＦ６８３１０２． １ ） 设计引物。 ＳＷＰ２５⁃Ｆ： ５′⁃
ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＡＧＡＡＣＣＴＴＴＣＴＧＴＡＴＴＣＧ⁃３′（下划线为

Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 酶切位点，ＣＧ 为保护性碱基），ＳＷＰ２５⁃Ｒ：５′⁃
ＧＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＴＴＣＡＴＡＡＣＡＴＣＴＡＡＣ⁃３′（下划线为

Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点，ＧＣ 为保护性碱基）。 根据增强

型绿色荧光蛋白 ＥＧＦＰ 基因序列设计片段表达引

物。 ＥＧＦＰ⁃Ｆ： ５′⁃ＣＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧ⁃３′
（下划线为 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶切位点，ＣＡ 为保护性碱基），
ＥＧＦＰ⁃Ｒ： ５′⁃ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴ⁃３′ （ 下

划线为 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 酶切位点，ＣＧ 为保护性碱基）。 以

提取的家蚕微孢子虫基因组 ＤＮＡ 为模板，用引物

ＳＷＰ２５⁃Ｆ 和 ＳＷＰ２５⁃Ｒ 扩增家蚕微孢子虫孢壁蛋白

基因 ＳＷＰ２５（不含信号肽序列）。 以含有 ＥＧＦＰ 基

因的质粒载体（ｐＢＩ⁃ＥＧＦＰ）为模板，用引物 ＥＧＦＰ⁃Ｆ
和 ＥＧＦＰ⁃Ｒ 扩增得到 ＥＧＦＰ 基因。 ＰＣＲ 产物经 １％
琼脂糖凝胶电泳后切胶、纯化、回收，并克隆到

ｐＭＤ１８⁃Ｔ 质粒上，分别获得 ｐＭＤ１８⁃Ｔ⁃ＳＷＰ２５ 质粒和

ｐＭＤ１８⁃Ｔ⁃ＥＧＦＰ 质粒，测序验证其序列的正确性。
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１．３　 重组家蚕杆状病毒质粒的构建

同时用 Ｂａｍ Ｈ Ｉ ／ Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 双酶切 ｐＭＤ１８⁃Ｔ⁃
ＥＧＦＰ 和 ｐＦａｓｔＢａｃ１， 将 目 的 基 因 ＥＧＦＰ 克 隆 到

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 １　 重组转移质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５ 的构建

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５

ｐＦａｓｔＢａｃ１ 上，即得到质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＥＧＦＰ。 随后同

时用 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ ／ Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切 ｐＭＤ１８⁃Ｔ⁃ＳＷＰ２５ 及

ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＥＧＦＰ，将目的基因 ＳＷＰ２５ 克隆到 ｐＦａｓｔ⁃
Ｂａｃ１⁃ＥＧＦＰ 中，构建重组转移质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＥＧＦＰ⁃

ＳＷＰ２５，构建过程如图 １ 所示。
用阳性重组质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５ 转化

含有重组病毒 Ｂａｃｍｉｄ 的大肠杆菌 ＢｍＤＨｌ０Ｂａｃ 感受

态细胞，发生转座作用的 Ｂａｃｍｉｄ 由于 ＬａｃＺ 基因被

插入而失活，使得带有重组病毒 Ｂａｃｍｉｄ 的菌落生长

为白色，挑选正确的白色菌落培养，用碱法抽提重组

病毒 ＤＮＡ，并用 Ｍ１３Ｆ ／ Ｍ１３Ｒ 通用引物进行 ＰＣＲ 扩
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增，以确定转座是否成功。 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＥＧＦＰ 质粒转

化 ＢｍＤＨｌ０Ｂａｃ 菌株，获得不含目的基因的杆状病毒

质粒，作为对照组。 最终获得试验组 ｖＢｍＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５与

对照组 ｖＢｍＥＧＦＰ杆状病毒质粒。
１．４　 细胞转染及荧光检测

将试验组与对照组的病毒质粒按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司脂质体（Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ􀳏 ⅡＲｅａｇｅｎｔ）转染说明书将其

转染 ＢｍＮ 细胞。 感染 ３ ～ ４ ｄ 后在倒置荧光显微镜

下观察，收集有绿色荧光的细胞上清液，对 ＢｍＮ 细

胞进行第 ２ 轮感染。
１．５　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将 ＢｍＮ 细胞于 ６ 孔板中经 ２ 轮感染获得高滴

度的病毒，再以高滴度病毒感染 ＢｍＮ 细胞生产蛋

白，２～３ ｄ 后收集细胞，于 ４ ℃下１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，取上清液，用质量分数为 １２％的聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）进行分离，转到聚偏氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜上，室温封闭 １ ～ ２ ｈ，一抗 ＧＦＰ⁃ｔａｇ 抗体

和二抗 ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ｌｇＧ 分别以 １ ∶２ ０００及
１ ∶２５ ０００的比例孵育。 最终用 ＨＲＰ⁃ＤＡＢ 显色试剂

盒显色，分析检测目的蛋白的表达。

２　 结果与分析

２．１　 ＳＷＰ２５ 及 ＥＧＦＰ 基因的克隆

为了在家蚕培养细胞中表达 ＳＷＰ２５ 蛋白，采用

常规 ＰＣＲ 方法，以家蚕微孢子虫 ＤＮＡ 为模板扩增

获得 ７４８ ｂｐ 的 ＳＷＰ２５ 基因，并以 ｐＢＩ⁃ＥＧＦＰ 载体为

模板扩增获得 ７３６ ｂｐ 的 ＥＧＦＰ 基因（图 ２）。
２．２　 重组杆状病毒的构建与鉴定

为了构建杆状病毒重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃
ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５，依次将 ＥＧＦＰ 基因和 ＳＷＰ２５ 基因插

入到供体质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 中，其中 ＳＷＰ２５ 位于 ＥＧＦＰ
基因的下游，构建的重组质粒经双酶切后，显示出大

小约１ ５００ ｂｐ的条带，与理论值相符。 证明重组转

移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５ 构建成功（图 ３Ａ）。
同时，对照组只将 ＥＧＦＰ 基因插入到供体质粒中，构
建获得重组转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃ＥＧＦＰ。 将上述重

组转移载体分别转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢｍＤＨｌ０Ｂａｃ 感受态细

胞后，以 Ｍ１３Ｆ ／ Ｍ１３Ｒ 通用引物经 ＰＣＲ 扩增鉴定白

色菌落。 结果在 ３ ７００ ｂｐ 左右的地方出现明显条

带，而阴性对照（蓝色菌落）在 ３００ ｂｐ 处有一明显条

带，表明 ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５ 已成功转座到重组的 Ｂａｃｍｉｄ
病毒上（图 ３Ｂ）。

１：ＳＷＰ２５ 基因的 ＰＣＲ 产物， ２： ＥＧＦＰ 基因的 ＰＣＲ 产物， Ｍ：
ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ ｌａｄｄｅｒ。
　 　 　 　 图 ２　 ＳＷＰ２５ 及 ＥＧＦＰ 基因的扩增

Ｆｉｇ．２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＷＰ２５ ａｎｄ ＥＧＦＰ

Ａ：重组转移质粒的酶切电泳鉴定， １、２ 分别表示 ｐＦａｓｔＢａｃ１⁃
ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５ 由 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切结果；Ｂ：重组杆状病

毒质粒的 Ｍ１３Ｆ ／ Ｍ１３Ｒ 的 ＰＣＲ 鉴定，３：阴性对照组，４：阳性试验

组；Ｍ：ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ ｌａｄｄｅｒ。
图 ３　 杆状病毒表达质粒的构建

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ

２．３ 　 ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５ 融合蛋白在 ＢｍＮ 细胞中的

表达

　 　 重组杆状病毒 ｖＢｍＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５和 ｖＢｍＥＧＦＰ转染家蚕

ＢｍＮ 细胞，被感染的细胞出现明显病变：细胞核变

大，胞内出现不规则的颗粒，细胞逐渐从细胞瓶瓶壁

上脱离而漂浮于培养基中。 倒置荧光显微镜 ＩＸ⁃７１
（×２００）观察后发现，所表达的重组蛋白在细胞内发

出明显绿色荧光（图 ４）。
采用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法对 ＥＧＦＰ⁃

ＳＷＰ２５ 融合蛋白以及 ＥＧＦＰ 蛋白的表达情况进行

检测，结果显示在感染 ｖＢｍＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５的细胞中检测到
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　 　 　 　 　 　 Ａ：家蚕 ＢｍＮ 细胞转染 ｖＢｍＥＧＦＰ；Ｂ：家蚕 ＢｍＮ 细胞转染 ｖＢｍＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５。
图 ４　 融合蛋白在家蚕 ＢｍＮ 细胞中的表达

Ｆｉｇ．４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＢｍＮ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ

大小约５５ ０００的清晰蛋白条带，分子质量与预期的

相符（图 ５）。 同时，在感染 ｖＢｍＥＧＦＰ的细胞中也同样

检测到 ＥＧＦＰ 蛋白的表达，分子量大小约为２７ ０００
（图 ５）。 由此可以判定孢壁蛋白 ＳＷＰ２５ 在家蚕

ＢｍＮ 细胞内已获得成功表达。

Ｍ：蛋白分子量标准；１：病毒 ｖＢｍＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５；２：病毒 ｖＢｍＥＧＦＰ。
图 ５　 感染杆状病毒的 ＢｍＮ 细胞中 ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５ 重组蛋白与

ＥＧＦＰ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥＧＦＰ⁃ＳＷＰ２５ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ＥＧＦＰ ｉｎ ＢｍＮ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｂａｃｍｉｄ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｓ

３　 讨 论

寄生虫侵入宿主机体后，能否到达寄生部位，能
否在其体内生存、发育并使宿主发病，主要取决于宿

主和寄生虫之间的相互作用。 最近的研究结果表

明，在微孢子虫的侵染过程中，孢子激活前先与宿主

细胞发生黏附，微孢子虫通过特殊的机制黏附在宿

主细胞表面，使其感染的概率更高［９，２０］。 孢壁是微

孢子虫最先且最直接与宿主细胞接触的部分，孢壁

蛋白又是微孢子虫孢壁的主要组成成分，并在微孢

子虫孢子与宿主间的相互作用中扮演着重要角色，
因此孢壁蛋白是否存在将直接影响孢子的发芽，进
而影响微孢子虫对宿主的侵染能力［２１⁃２３］。 孢壁蛋

白 ＳＷＰ２５ 分布在家蚕微孢子虫内壁，可能是一种潜

在的微孢子虫黏附蛋白。
由于微孢子虫物种的特殊性，许多功能基因的

研究方法，如转基因、基因敲除、ＲＮＡｉ 干涉等至今无

法应用于微孢子虫的研究中，以至于孢壁蛋白以及

其他重要功能蛋白在侵染过程中的作用机理仍不甚

明了。 已有研究结果表明微孢子虫孢壁蛋白

ＳＷＰ２６ 与家蚕类海龟蛋白相互作用［２４］。 本研究利

用 Ｂａｃ⁃ｔｏ⁃Ｂａｃ 杆状病毒表达系统［２５］ 成功构建了

ＳＷＰ２５ 和 ＥＧＦＰ 基因的重组杆状病毒，并在 ＢｍＮ 细

胞系中表达了此重组蛋白。 利用微孢子虫天然宿主

细胞表达其特定蛋白，不仅可以使要表达的目的蛋

白更接近于天然活性，而且也为以后通过免疫共沉

淀的方法在宿主细胞内筛选与之有相互作用的宿主

蛋白奠定基础。
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