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摘要 

I 

摘要 

 

HIV 的全球传播和不断变异，对公共卫生形成极大危害。在目前尚无疫苗用

于预防 HIV 感染的情况下，及时正确的诊断 HIV 感染是减少 HIV 传播和控制

AIDS 扩散的主要途径之一，因此 HIV 检测试剂是 HIV 防治的重要利器。目前

HIV 筛查试验所用的 ELISA 试剂已发展到第四代，这为控制 HIV 的传播作出了

重大贡献。而基于 HIV 不同抗原组分的分离以及浓缩和纯化，能够检测针对不

同抗原成分的抗体的确认试验，特异性更高。世界各国对 HIV 确认试验结果的

判定标准不完全相同，但是一般都要求出现至少一条 env 带。但目前在抗体确认

试剂中，由于大多采用的是来自细胞培养纯化的病毒抗原，因带有宿主细胞的成

分而导致非特性反应，因而高纯度和活性的重组 HIV 包膜蛋白的获得，是开发

HIV 感染确认试剂的关键。目前国外主要是利用 CHO 系统进行 HIV 包膜蛋白的

生产，但因表达量极低，且纯化困难，市面销售的 HIV 包膜蛋白数量不多且价

格昂贵。 

HIV 感染者体内产生的抗体主要针对包膜糖蛋白前体及其后期加工产物

——表面膜蛋白（gp120）和跨膜蛋白（gp41），这两种抗原是 HIV 抗体诊断试

剂和 HIV 感染确诊试剂的重要组成成分。本论文研究利用昆虫细胞-杆状病毒表

达系统，表达了在亚洲流行的 HIV-1 B 亚型 pNL4-3 病毒株的 gp160，意在为 HIV

抗体诊断试剂的开发和 HIV 中和抗体的研究提供抗原。 

本研究首先构建了含 HIV-1 gp160 基因的重组杆状病毒，在小量表达中检测

到目的蛋白的表达，之后利用大规模生物反应器进行 gp160 的表达。在纯化过程

中，我们发现 gp160 主要以非溶解状态存在于细胞裂解沉淀中，利用表面活性剂

Triton-100 将部分 gp160 溶解之后，通过凝集素亲和色谱和阴离子交换色谱，获

得了纯度和活性较高的 gp160，在与 HIV 血清检测盘中血清反应中显示了良好的

反应性和特异性，能够用于 HIV 抗体诊断试剂的开发和其他研究。同时，我们

构建了含多种 HIV 亚型包膜蛋白基因的重组杆状病毒，进行初步的表达和检测

分析，我们发现，不同亚型的 HIV 包膜蛋白的反应性有较大差异。此外，为了

探索膜蛋白在昆虫细胞中的分泌表达，我们构建了多个含有多种分泌信号肽的杆

状病毒转移载体，虽然在利用这些载体进行 gp160 的表达实验中没有取得成功，
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II 

但是这些载体将为杆状病毒-昆虫细胞表达系统的蛋白表达，特别是膜蛋白的表

达提供多种选择。 

目前国内鲜有利用昆虫细胞进行 gp160 的表达研究报道，我们利用这一系统

成功的实现了 gp160 的表达，并纯化获得了较高纯度的目的蛋白，在 HIV 确诊

试剂开发试验中显示了良好的应用前景，也为 HIV 包膜蛋白的其他研究提供了

原料基础。 

关键词：人免疫缺陷病毒（HIV），包膜蛋白（env），杆状病毒表达系统 
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III 

Abstract 

 
Global dissemination of the HIV and its rapid evolution are great challenges to 

public health.To control the dissemination and infection of the HIV,we can increase 

our efforts to diagnos the HIV infection immediately.An effective HIVdiagnostic 

reagent will markedly decrease the risk of spreading HIV.The ELISA reagents for 

HIVscreening are now developing to the fourth-generation.These reagents have made 

a big contribution in the prevention of HIV.The HIV confirmatory assay reagents are 

based on separated antigenic components of HIV can react with particular antibodies 

in serum and have a higher specificity.Although there are different standards for HIV 

confirmatory assay, the env protein is the essential antigenic component for 

each..Consequently,an env protein with high purity and activity is the most important 

antigenic component for the reagents.However, due to the difficulties of expression 

and purification,the env is hard to obtain.  

 Most antibodies in HIV sufferers are target to envelope 

glycoproteins(gp160,gp120,gp41). Envelope glycoproteins are important components 

of diagnosis kits for detecting HIV antibodies and RIBA.We expressed the envelope 

glycoprotein of pNL4-3(HIV-1,B subtype) by baculovirus expression vector system, 

and it was confirmed to be a good candidate antigen for the development of diagnosis 

kits for detecting HIV antibodies ,as well as a good candidate for the research of 

neutralizing antibodies. 

In this study,we used a bioreactor to culture insect cells and produce gp160.The 

protein is purified by Lentil Lectin Sepharose 4B and DEAE.Purified gp160 showing 

high activity and specificity when tested with a panel of human sera,can then be used 

in immunodetection assay, as a vaccine candidate, and for other relative research of 

HIV.Also,we expressed gp160 of different subtypes of HIV in insect cell to find their 

diversities in expression level and immunogenieity.Finally,in order to secrete the 

proteins expressed in insect cells,especially those for membrane proteins,we 

constructed seven recombinant donor plasmids containing seven kinds of secreting 
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signal peptides.These will constantly advance the membrane proteins expression in 

insect cells. 

There are seldom civil reports about gp160 expression .We collected high purity 

and activity gp160 via BEVS.They demonstrate great application potential in the 

development of HIV confirmatory assay reagents and other research regarding the 

HIV env protein.  

Key words: HIV；envelope glycoproteins；Baculovirus expression vector system
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缩略词 

X 
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前言 

1 

第一章 前言 

1 昆虫细胞杆状病毒表达载体系统 

1.1 杆状病毒的分子生物学 

1.1.1 杆状病毒及其分类 

杆状病毒(Baculoviruses)因其所有成员的病毒体呈杆状而得名，是一类在自

然界中仅感染节肢动物的病毒。目前已记述的杆状病毒除少数从蛛形纲和甲壳纲

分离外，绝大多数都来源于昆虫纲，迄今已报道有 600 种以上的昆虫被杆状病毒

所感染，包括鳞翅目，膜翅目，双翅目，鞘翅目与毛翅目等 7 个目[1]。 

在分类学上，根据国际病毒分类委员会（ICTV）第 6 次报告，杆状病毒科

（Baculovirinae）分为核形多角体病毒属(Nucleopolyhedrovirus，NPV)和颗粒体

病毒属(Granulovirus，GV)。这两者的差异主要在于 NPV 的特征是外围蛋白质

晶体结构呈多角体样形状，称为多角体(polyhedra)，GV 的特征是可形成圆形或

近似圆形的外围蛋白质晶体结构，称为颗粒体(ganules)，颗粒体内部一般只包裹

1-2 个成熟的杆状病毒粒子，多角体内部则可包裹多个杆状病毒粒子。GV 的代

表种为苹果小蠢蛾颗粒体病毒(CpGV)，NPV 的代表种为苜蓿银纹夜蛾核型多角

体病毒(AcMNPV)。 

历史上，核形多角体病毒根据多角体内包裹的成熟杆状病毒粒子内所含有的

核衣壳数量的不同，又可分为多衣壳型核形多角体病毒(MNPV)和单衣壳型核形

多角体病毒(SNPV)，前者的代表种为苜蓿银纹夜蛾多衣壳型核型多角体病毒

(AcMNPV)，后者的代表种为家蚕 (Bombyx mori)单衣壳型核形多角体病毒

(BmSNPV)。当前分子进化研究将 NPV 划分为组 I 和组Ⅱ两个种群，组 I NPV

包括 AcMNPV、BmNPV、黄杉毒蛾核多角体病毒(OpMNPV)等；组ⅡNPV 包括

棉铃虫核多角体病毒(Helieoverpa armigerasNPV，HaSNPV)、舞毒蛾核多角体病

毒 (LmantriadisparMNpV ， LdMNpV) 、甜菜夜蛾核多角体病毒 (Spodoptera 

exiguaMNPV，SeMNPV)等。外膜蛋白组成的差异是区分 NPV 两大种群的重要

标志[2]。 

1.1.2 杆状病毒的宿主范围及生活史 
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杆状病毒在自然界中的宿主限于虾、蛾、蝴蝶等无脊椎动物，主要是昆虫。

杆状病毒是无脊椎动物一种重要的致病原，长期以来杆状病毒广泛应用于针对有

害昆虫如棉铃虫、甜菜夜蛾、粉纹夜蛾等的生物杀虫剂的研究[3,4]。 

不同种类的杆状病毒有不同的宿主范围，决定杆状病毒宿主范围的因素来自

于多个方面，包括复制调控相关因子的种属或组织特异性、宿主昆虫对病毒感染

的抵抗能力等[5,6]。研究中常用的 AcMNPV 和 BmSNPV 基因组具有很高的同源

性，但二者却有不同的宿主范围。目前，在杆状病毒基因组上已鉴定出几个与宿

主范围决定相关的基因，如 HRF- l (Host range factor-1)、HCF-l(Host cell specific 

factor-1)、pl43、p35 等，改变或转移这些基因可能使杆状病毒的宿主范围发生改

变[7-13]。 

杆状病毒的复制是一个复杂的过程，其显著特点是存在两个独特的时期，又

称双向生活循环（biphasic life cycle），产生两种表型的病毒。在感染的早期，杆

状病毒核衣壳在细胞核内装配，通过细胞质膜出芽获得囊膜，这种病毒粒子称为

细胞释放型病毒（cell-released virus，CRV）或者出芽型病毒（budded virus，BV），

在昆虫体内借继发感染使病毒从一个细胞扩展到其他许多组织细胞。在感染的后

期，BV 的释放量急剧减少，核内的核衣壳被封入核内新装配的囊膜内，并被包

埋进多角体蛋白的结晶基质，逐渐形成多角体。多角体内的病毒粒子称为多角体

衍生病毒粒子（polyhedron-derived virus，PDV）或者包埋型病毒（occluded virus，

OV）。当昆虫宿主死亡或者细胞解体时，多角体释放到周围环境中，多角体在体

外很稳定，但是一旦被昆虫食入，在昆虫中肠高 pH 环境中迅速溶解，释放出包

埋在内的病毒粒子，这些病毒能感染中肠上皮细胞，进而引发虫体的感染[14]。这

两类病毒对不同的组织具有不同的感染能力，ODV 在中肠中感染中肠上皮细胞

的效率是 BV 的 2500 倍，而 BV 感染体外培养的细胞的效率是 ODV 的 1700 倍

[15]。杆状病毒的生活史见图 1。 
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