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摘  要 : 肌质网型钙离子 ATP 酶 (Sacro/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, Serca) 负责将细胞中多余的 Ca2+转运

并存储于内质网中，从而维持细胞内适宜的 Ca2+环境。家蚕 Serca 创造的细胞内及细胞外 Ca2+平衡对家蚕正常生命

活动的维持具有重要作用。由于 Serca 分子量较大并具有 10 次跨膜结构，很难在大肠杆菌表达系统中表达。为了

获得具有生物学活性的重组 Serca 蛋白，利用 pFastBac Dual 载体构建了用于表达 egfp 和 serca 的双元杆状病毒表达

载体，转染细胞后获得重组病毒，将重组病毒感染细胞后，成功地在细胞中表达了 EGFP 和 Serca。通过荧光观察

及 Western blotting 分析表明，感染后细胞中 Serca 和 EGFP 表达模式一致，从感染后 48 h 开始表达，在感染后 96 h

表达量最大。对获得的重组蛋白进行酶活分析，发现感染后 48 h 至 120 h 的细胞 Serca 酶活显著提高。表明具有生

物学活性的 Serca 在此系统中成功获得表达，为深入研究 Serca 蛋白的功能奠定了基础。 

关键词 : 家蚕，杆状病毒，基因表达，双元表达系统，肌质网型钙离子 ATP 酶，酶活  
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Abstract:  Sacro/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (Serca) is responsible for transporting Ca2+ into the endoplasmic 
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reticulum and maintaining a suitable calcium environment in cells. The suitable calcium environment created by BmSerca 

is vital for the growth and development of silkworm. With a large molecular weight and 10 transmembrane domains, Serca 

is very difficult to express in Escherichia coli expression system. In order to obtain recombinant Serca with biological 

activity, pFastBac Dual vector was used to construct a binary baculovirus expression vector for expressing egfp and serca 

in cells. After transfection and infection, EGFP and Serca were expressed successfully in BmN-SWU1 cell line. Fluorescent 

observation revealed that the expression patterns of EGFP and Serca in infected cells were the same. Western blotting 

analysis showed that the recombinant proteins were about to express in cells 48 h post infection and highly expressed 96 h 

post infection. Ca2+-ATPase activities assays were used to evaluate the enzyme activities of recombinant Serca and found 

that the enzyme activities increased significantly after infection. The obtained data showed that this binary baculovirus 

expression system can be successfully used to express Serca with biological activity. The expression of Serca protein with 

this system is useful for further research on the function of Serca. 

Keywords:  silkworm, baculovirus, gene expression, binary expression system, sacro/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, 

enzyme activity 

钙离子 (Ca2+) 是细胞中作用最为广泛的信

号之一。在鳞翅目模式昆虫家蚕的生命周期中，

钙离子参与了其重要的生长、发育、变态和生殖

过程[1-3]。由于过量的 Ca2+会引起细胞毒性[4]，在

细胞中 Ca2+的含量受到精确调控。在这个过程中，

很多钙离子转运蛋白如肌质网型钙离子 ATP 酶 

(Sacro/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, Serca) 

发挥着很重要的作用。 

Serca 定位于细胞内质网上，利用水解 ATP

的能量将一个 Ca2+转运进内质网中，同时将一

个 H+由内质网转运到细胞质中[5-7]。目前有研究

报道，Serca 与昆虫肌肉收缩、心脏节律及抵御

冬季寒冷环境相关[8-9]。虽然 Serca 参与昆虫重

要的生命活动，但在家蚕中相关研究却很少。

2012 年，张松斗等对家蚕肌质网型钙离子 ATP

酶 (BmSerca) 时空表达特征进行了分析，推测

BmSerca 可能参与了家蚕 PBAN 信号转导级联

途径中 Ca2+的转运[10]。 

我们前期分析发现，BmSerca 属于典型的 P

型 ATP 酶，预测的相对分子量为 112.7 kDa，具

有 10 个跨膜结构域。由于其具有如此复杂的结

构，BmSerca 很难在大肠杆菌中进行表达，这也

为其功能的研究制造了很多障碍。昆虫杆状病

毒表达载体系统是当今基因工程领域四大表达

系统之一，其具有安全性高、易于筛选、具有

完备的翻译后加工修饰系统和高效表达外源蛋

白的能力[11]。因此，为了获得具有生物学活性

的家蚕 Serca 重组蛋白，本研究采用了家蚕杆状

病毒表达系统对家蚕 Serca 进行了表达。首先，

我们克隆了增强型绿色荧光蛋白 egfp 基因和含

有 6×His-tag 的家蚕 serca 基因，将其构建进具

有双启动子的 pFastBac Dual 载体中，获得了重

组供体质粒。通过转座作用构建整合表达 egfp

和 serca 的重组杆状病毒颗粒，提取 Bacmid 后

转染家蚕卵巢细胞系 BmN-SWU1，通过观察

EGFP 的表达情况判定细胞中病毒颗粒扩增。收

集感染后细胞培养基后，感染细胞。感染后每

24 h 收集细胞，对细胞总蛋白进行 SDS-PAGE

检测和 Western blotting 分析，结果表明重组

Serca 表达模式与 EGFP 相同，在感染后 48 h 的

细胞中开始表达。对感染后的细胞匀浆进行酶

活分析，发现感染后细胞 Serca 酶活显著提高。
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本研究可为家蚕 Serca 活性形式的获得及进一

步阐明其功能奠定坚实的基础。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株、细胞和试剂 

供体质粒 pFastBac Dual 及昆虫细胞培养基

TC-100 购自 Invitrogen 公司。用于克隆的菌株

Trans1-T1 购自北京全式金公司。含有家蚕

Bacmid 和辅助质粒 (pMON7124) 的 DH10Bac

宿主菌由家蚕基因组生物学国家重点实验室保

存。表达所用细胞系为家蚕基因组生物学国家

重点实验室构建并保存的 BmN-SWU1 细胞系，

此细胞系来源于家蚕卵巢。胎牛血清购自 PAA

公司。转染试剂购自 Roche 公司。限制性内切

酶 SpeⅠ、XhoⅠ、KpnⅠ、NotⅠ、Taq 酶购自

宝生物工程有限公司。T4 DNA 连接酶购自 NEB

公司。引物合成及测序由上海生工生物工程公

司完成。细菌培养使用的抗生素及测定酶活所

用试剂 MOPS、蔗糖、PMSF、苯甲脒、蛋白酶

抑制剂、EGTA、MgCl2、KCl、CaCl2、磷酸烯

醇式丙酮酸、乳糖脱氢酶、丙酮酸激酶、NADH、

TritonX-100、叠氮化钠及 ATP 均购自 Sigma 公司。 

1.2  重组供体质粒的构建 

首先利用 Primer Premier 5.0 软件设计特异

性引物 (表 1)，通过 PCR 分别从本实验室保存

的质粒中扩增得到 egfp 和含有 6×His-tag 的

serca 片段。对扩增得到的 egfp 片段和 serca 片

段利用 KpnⅠ、XhoⅠ及 SpeⅠ、NotⅠ分别进行

双酶切，经过切胶纯化后通过 T4 DNA 连接酶

依次克隆到 pFastBac Dual 载体上，获得含有

[Pp10-egfp-HSVtk]和[Pph-serca-sv40]两个表达框

的重组供体质粒 (图 1)。 

1.3  重组病毒的构建及重组蛋白的表达 

病毒载体的构建及重组蛋白 Serca 的表达

过程如图 1 所示。首先将重组载体转化入 DH10Bac

感受态细胞，涂布于含有三抗 (50 μg/mL 卡那霉

素、10 μg/mL 四环素、7 μg/mL 庆大霉素) 及

40 μg/mL IPTG 和 20 mg/mL X-gal 的 LB 平板

上。37 ℃培养 48 h 后，挑取白色菌落扩大培养，

进行菌液 PCR 鉴定。将经 PCR 验证正确的克隆

接种于三抗的 LB 培养基中，培养 48 h 后提取

Bacmid。利用脂质体介导的方法将 Bacmid 转染

BmN-SWU1 细胞。感染后 72 h 收集培养基，为

P1 代病毒粒子，取 250 μL P1 代病毒粒子加入

细胞中，感染 72 h，收集 P2 代病毒粒子，重复

直到获得 P3 代病毒粒子后，测定病毒滴度 

(PFU/mL)。 

以 PFU 及感染复数 (MOI=10) 计算表达所

需病毒粒子含量，将适量病毒感染细胞，感染

后每 24 h 通过荧光显微镜进行荧光观察。 

 

表 1  本研究所用引物 

Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5–3) 

egfp-Xho I-F CCGCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAG 

egfp-Kpn I-R CGGGGTACCTTACTACTTGTACAGCTCGTCCATG 

serca-Spe I-F GGACTAGTATGCACCATCACCATCACCATATGGAGGACGCTCACACG 

serca-Not I-R ATTTGCGGCCGCTTATAGTGGTCCGTAGATGATG 

Underlined letters indicate restriction enzyme digestion sites; the dashed line represents the sequence of 6×His-tag. 
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图 1  家蚕杆状病毒表达系统表达外源蛋白流程图 

Fig. 1  Diagram of the procedure for expression foreign protein by silkworm Bac-to-Bac expression system (Edited 
from the Bac-to-Bac Baculovirus Expression System user manual of Invitrogen). 

 

1.4  SDS-PAGE 及 Western blotting 分析 

感染后每 24 h 收集细胞，利用 Buffer A  

(20 mmol/L MOPS、0.25 mol/L 蔗糖、100 μg/mL

苯甲脒、0.23 mmol/L PMSF 及 1 倍的蛋白酶抑

制剂，pH 7.0) 重悬细胞后用玻璃小研棒将细胞

充分裂解。5 000 r/min、4 ℃离心 10 min 后取上

清，利用 BCA 蛋白定量法对总蛋白进行定量。

取 5 μg 蛋白进行 SDS-PAGE，电泳结束后利用

考马斯亮蓝对胶块进行染色。 

设计引物时，我们在 Serca 的 N 端添加了

6×His 的序列标签，因此可以利用 Western 

blotting 对重组蛋白的表达情况进行分析。

SDS-PAGE 后将蛋白通过半干转的方法转移到

PVDF 膜上，以抗 6×His-tag 单克隆抗体 (钟鼎

生物) 作为一抗，HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 

(碧云天) 为二抗杂交后利用 ECL 显色液进行显

色反应。另外，选取 β-Actin 作为内参。 

1.5  重组蛋白的酶活测定 

Serca 酶活测定方法参考 Saborido 等[12]的方

法，首先以细胞中 β-Actin 对酶活实验的蛋白质量

进行均一化。将含有相同 β-Actin 蛋白量的匀浆液

加入到标准酶活测定溶液 (25 mmol/L MOPS、 

0.2 mmol/L EGTA、5 mmol/L MgCl2、100 mmol/L 

KCl、1 mmol/L CaCl2、5 mmol/L 叠氮化钠、   

0.6 mmol/L 磷酸烯醇式丙酮酸、2.4 U/mL 丙酮酸

激酶、10 U/mL 乳酸脱氢酶、0.27 mmol/L NADH)

中。制备两管平行实验体系，其中一管中额外加

入 20 mmol/L CaCl2、10 mmol/L 叠氮化钠和

0.005% Triton X-100。然后将含有细胞匀浆的溶液

于 37 ℃孵育 5 min。再向其中加入 ATP 使其终浓
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度达到 4 mmol/L 以起始反应。3 min 后，每隔    

20 s 测定溶液 340 nm 处吸光度值，拟合曲线后计

算斜率差，以消光系数 ε=6.22 (mmol/L·cm)–1 计算

酶活。酶活单位定义为每分钟 1 g 组织匀浆水解

的 ATP 的物质的量 (μmol/(min·g))。  

2  结果与分析 

2.1  重组供体质粒的构建 

为了利用杆状病毒表达系统表达家蚕

Serca，我们首先克隆了 egfp 和 serca 的 DNA 片

段，经过测序验证正确后，将其依次克隆到

pFastBac Dual 载体上。双酶切结果表明，egfp

和 serca 成功连接到了供体质粒上 (图 2)。说明我

们成功获得了含有两个表达框[Pp10-egfp-HSVtk]

和[Pph-serca-sv40]的重组供体质粒。 

2.2  重组 Bacmid 的获得 

将获得的重组质粒转化入 DH10Bac 感受态 
 

 
 
图 2  重组质粒的双酶切检测 

Fig. 2  Double digestion of recombinant plasmids. M: 
DNA marker; 1: pFastBac-[PP10-egfp-HSVtk] vector; 2: 
double digestion (Xho Ⅰ and Kpn Ⅰ ) product of 
pFastBac-[PP10-egfp-HSVtk] vector; 3: pFastBac-[PP10- 
egfp-HSVtk]-[PPH-serca-sv40] vector; 4: double 
digestion (SpeⅠand NotⅠ) product of pFastBac-[PP10- 
egfp-HSVtk]-[PPH-serca-sv40] vector. 

细胞后，在辅助质粒表达的转座酶的作用下，

含有目的基因的片段通过转座作用插入家蚕

Bacmid 中。通过蓝白斑筛选与菌液 PCR 鉴定，

我们成功获得了含有目的片段的重组 Bacmid。 

2.3  用于表达的重组病毒的获取 

利用含有目的片段的 Bacmid 转染细胞后，获

得了 P1 代重组病毒，通过重复感染，扩增出 P3

代病毒。通过测定 P3 代病毒的滴度为 1.2×108。 

2.4  感染后细胞的荧光显微观察 

通过滴度计算所需的病毒量，将其感染细

胞后，每隔 24 h 对细胞进行荧光显微观察，结

果如图 3 所示。在感染后 24 h，荧光观察视野

下，只有很少的细胞发出绿色荧光，表明此时

只有少量细胞开始表达 EGFP。随着感染时间的

延长，大量细胞开始发出绿色荧光。在感染后

48 h，约 50%的细胞发出绿色荧光。感染后 72 h，

表达 EGFP 的细胞达到约 80%。而在感染后 96 h

和 120 h，由于病毒的大量繁殖导致细胞状态异

常甚至死亡，很多细胞不能贴壁，漂浮在培养

基中。这些结果表明，EGFP 在感染后的细胞中

成功表达，并在感染后 72−120 h 表达量较大。 

2.5  Serca 蛋白的表达和检测 

用于表达 Serca 的启动子 ph 和用于表达

EGFP 的 p10 启动子均为晚期启动子，为此，通

过荧光观察，不仅可以判断病毒感染细胞的全

过程，也可以从侧面监测重组蛋白的表达情况。

因此，我们猜测 Serca 在细胞中的表达模式可能

与 EGFP 相似。 

将野生型病毒感染的细胞及重组病毒感染

后 24 h、48 h、72 h、96 h 和 120h 的细胞通过

离心的方法收集，充分裂解后离心提取上清。

首先将蛋白样品进行 SDS-PAGE 检测，发现感 
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图 3  细胞感染后的荧光观察图 

Fig. 3  Fluorescence micrographs of BmN-SWU1 cells infected by recombinant virus, h.p.i.= hours post infection. 
 

染后的细胞总蛋白与未感染的细胞总蛋白模式

上并无太大差异 (图 4)。由于细胞内蛋白比较

丰富，目的蛋白的表达量较低，因此从胶块上

并不能明显地看出 EGFP 和 Serca 的表达。 

在我们前期的实验中发现，BmNs-SWU1

细胞中含有本底表达的 Serca，若直接用 Serca

的抗体进行 Western botting 检测，重组 Serca 的

表达情况不够明确，故在设计引物时，我们在

serca 片段的 5′端添加了 6×His-tag 标签，因此，

可以利用 His 抗体对目的蛋白进行检测。

Western blotting 结果显示，感染后 48 h、72 h、

96 h 和 120 h 的细胞总蛋白中在约 110 kDa 处均

检测到了明显的单一条带 (图 4)，分子量大小

与预测的 Serca 的大小相一致，说明家蚕 Serca

在感染后的细胞中成功地得到了表达。 

利用 β-Actin 蛋白作为内参蛋白，我们可以

对不同时期表达的 Serca 蛋白进行粗略的定量

分析。通过灰度比较，发现家蚕 Serca 在感染后

48 h 之前开始表达，并且随着感染时间的延长，

其表达量逐渐增加，在 96 h 的表达量最大。这

一表达模式与 EGFP 的表达模式相似。另外，

在感染后 120 h 的细胞中，重组 Serca 的含量却 
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图 4  重组蛋白的表达检测 

Fig. 4 SDS-PAGE and Western blotting analysis of 
recombinant proteins. M: protein marker; 1: 
homogenates of wild type NPV infected cells; 2: 
homogenates of cells 24 h.p.i.; 3: homogenates of cells 
48 h.p.i.; 4: homogenates of cells 72 h.p.i.; 5: 
homogenates of cells 96 h.p.i.; 6: homogenates of cells 
120 h.p.i.; h.p.i.= hours post infection. 

 

开始下降，这可能与细胞在感染的后期裂解死

亡相关。以上的结果说明，我们利用这一双元

表达系统成功地表达了家蚕 Serca 蛋白。 

2.6  重组蛋白的酶活分析 

参考 Saborido 等[12]的方法，我们首先利用

小鼠肌肉组织匀浆作为阳性对照 (CT)，建立酶

活测定体系。对小鼠肌肉匀浆进行酶活分析后，

测得其 Serca 酶活为 40.26 μmol/(min·g) (图 5)，

所得数值与 Saborido 等测得的酶活相似[12]，说

明本酶活测定体系可以为后续研究所使用。 

利用这一酶活测定体系，我们对感染后不

同时期的细胞进行了裂解，抽提总蛋白并测定

其 Serca 酶活，以野生型病毒感染的细胞作为阴

性对照 (WT)。酶活测定结果如图 5 所示，感染

后 24 h 细胞内酶活与阴性对照相比，酶活差异 

 
 

图 5  重组蛋白的酶活分析 

Fig. 5  Enzyme activity assays of recombinant 
proteins. CT: homogenates of rat muscles; WT: 
homogenates of wild type NPV infected cells; 1: 
homogenates of cells 24 h.p.i.; 2: homogenates of cells 
48 h.p.i.; 3: homogenates of cells 72 h.p.i.; 4: 
homogenates of cells 96 h.p.i.; 5: homogenates of cells 
120 h.p.i.; h.p.i.=hours post infection; *** P < 0.001 
(Student’s t-test). 
 

不大，为 0.04 μmol/(min·g)。感染后 48 h，由于

细胞开始表达 Serca 重组蛋白，细胞的酶活显著

提高。随着感染时间的延长，细胞内重组蛋白

增多，Serca 的酶活也增大，到感染后 96 h，细

胞内的 Serca 酶活达到最大，为 0.33 μmol/(min·g)，

从另一方面说明此时细胞内重组蛋白的表达量

最高。而在感染后 120 h，细胞内 Serca 的酶活

开始下降，这可能是由于感染后 120 h 细胞中重

组蛋白量减少导致的。这一结果表明，我们利

用家蚕杆状病毒表达系统成功地表达了具有生

物学活性的重组 Serca蛋白，并且在感染后 96 h，

表达的重组蛋白量最大，酶活最高。 

3  讨论 

作为一种高效表达外源蛋白的真核生物表

达系统，杆状病毒表达系统可以在不用筛选的

情况下短时间内获得 100%纯度的重组病毒，通
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过病毒感染昆虫细胞系或者昆虫幼虫从而快速

获得大量的基因表达产物[11]，目前已经利用此

系统成功地表达了上千种功能蛋白[13-15]。 

杆状病毒表达系统的另外一个优势在于可

以容纳表达较大及结构较为复杂的外源蛋白。

利用多元表达载体还可同时表达两个或者多个

外源基因。因此，杆状病毒表达系统成为了细

胞内研究 P 型 ATP 酶功能的首选系统。近年，

研究者利用杆状病毒表达系统获得了具有生物

学活性的钠钾 ATP 酶各亚单位，并对其 αβ 复合

体的结构、功能、装配、运输及亚单位进行了

功能研究[16-18]。另外，2002 年，有研究者利用

杆状病毒表达系统对 P 型 ATP 酶家族的另一成

员人类铜转运 ATP 酶进行了表达及功能特征进

行了很好的研究，结果证实了哺乳动物铜转运

ATP酶具有 P型 ATP酶家族成员的催化活性[19]。

以上结果均说明杆状病毒表达系统十分适宜表

达分子量较大，具有多次跨膜结构的复杂蛋白。

Serca 与钠钾 ATP 酶同属于 P 型 ATP 酶，为此，

本研究利用家蚕杆状病毒表达系统对家蚕 serca

进行了表达，获得了具有生物学活性的重组蛋

白。本研究发现，在细胞感染后 48 h，重组蛋

白开始表达，在感染后 96 h 表达量最大。而进

一步，在细胞感染后 120 h，重组蛋白的含量却

降低了，推测这可能与细胞在感染的后期裂解

死亡相关。在 NPV 感染细胞的极晚期，NPV 病

毒会利用细胞表达组织蛋白酶、几丁质酶等一

系列的酶使细胞裂解[20]。在本实验中，可能由

于感染后 120 h 细胞裂解，重组蛋白被释放到培

养基中并快速被各种蛋白酶降解，从而导致在

此时期重组蛋白的含量降低。另外，本研究中

目的蛋白在此系统中的表达水平较低，只能采

用 Western blotting 才能检测到目的蛋白，其可

能原因在于，首先 Serca 作为 10 次跨内质网膜

的复杂蛋白，可能使得细胞表达时重组蛋白的

折叠受到压力，导致表达量较低。其次，本研

究未有对感染条件进行摸索，而是直接采用感

染复数 MOI 为 10 的病毒感染细胞。2011 年有

研究者对 PRG-1 蛋白在家蚕杆状病毒表达系统

中的表达进行摸索后发现，利用不同感染复数

的重组感染细胞后，重组蛋白的表达量差异较

大[21]。因此，若要获得表达量较大的重组蛋白

可能还需要对感染的条件进行摸索。 

2014 年，李国辉等[22]创建了可视化的家蚕

杆状病毒表达系统，利用 ie1 启动子控制 egfp

基因表达，成功地利用 EGFP 作为标签，进而

可以迅速判定病毒粒子的产生情况。本研究采

用类似的方法，利用双元表达载体，引入 egfp

基因作为标记基因，成功地构建了同时表达

EGFP 和 Serca 的重组病毒。本双元载体采用的

启动子分别为 p10 和多角体基因 (ph) 启动子，

均为 BmNPV 来源的晚期启动子[20,23]。P10 蛋白

比多角体蛋白的表达早几个小时[24]。由于所使

用的启动子均在病毒感染的同一时期表达，因

此本研究中也可以通过观察 p10 启动子驱动的

egfp 的表达情况来判断病毒繁殖的情况。另外，

本研究发现，在感染后的细胞中，EGFP 和 Serca

的表达模式一致，因此本研究构建的双元杆状

病毒表达系统还可利用 EGFP 的表达来监测目

的蛋白的表达情况。 

本 研 究 成 功 构 建 了 含 有 两 个 表 达 框

[Pp10-egfp-HSVtk]和[Pph-serca-sv40]的重组供体

质粒，利用此双元表达载体在家蚕 BmN-SWU1

细胞系中成功地表达了具有生物学活性的家蚕

肌质网型钙离子 ATP 酶 Serca。同时，本研究对

重组 Serca 蛋白的酶活性进行了初步分析，这对
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于进一步研究 Serca 的具体功能奠定了坚实的

基础，也对杆状病毒表达系统的优化和应用研

究具有十分重要的意义。 
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