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Abstract 
Virus-mediated gene transfer technology can effectively deliver and introduce exogenous genes 
into the host cells by simulating the infecting and integrating process of virus using a viral vector 
carrying foreign target gene, one or more packaging plasmids and packaging cells which provide a 
place and tool to package and produce virions. Up to date, five virus-mediated gene transfer sys-
tems have been well-developed including retrovirus, adenovirus, baculovirus, adeno-associated 
virus and lentivirus. All of them have been widely used in mammalian, bird and insects and only 
the first three virus systems have been applied in the marine vertebrates. In contrast, only retro-
virus and baculovirus systems have been reported in the marine invertebrates. This review has 
summarized the research progress of retrovirus and baculovirus systems in the marine inverte-
brates and the future of their applications are also prospected. 
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摘  要 

病毒介导的基因转移技术是利用携带外源目的基因的病毒载体、1个或多个包装载体以及包装细胞，模

拟病毒的侵染和转移行为，实现将外源目的基因导入宿主细胞的基因转移技术。目前，已建立的比较成

熟的病毒基因转移系统包括逆转录病毒、腺病毒、杆状病毒、腺相关病毒和慢病毒系统。这些病毒基因

转移系统已在哺乳动物、鸟类和昆虫细胞上得到广泛应用，前三种病毒基因转移系统在海洋脊椎动物鱼

类中也已得到很好的应用，而在海洋无脊椎动物中，仅能见到逆转录病毒和杆状病毒基因转移系统的应

用报道。本文综述了逆转录病毒和杆状病毒介导的基因转移技术在海洋无脊椎动物中的研究进展，并对

其应用前景进行了展望。 
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1. 引言 

病毒介导的基因转移技术是利用携带外源目的基因的病毒载体、1 个或多个包装载体以及包装细胞，

模拟病毒的侵染和转移行为，实现将外源目的基因导入宿主细胞的基因转移技术。病毒的基因组结构简

单、易于操作和改造，而且病毒的侵染、转移以及整合的效率都比非病毒介导的基因转移效率高得多，

细胞毒性也较小[1]。因此，病毒介导的基因转移技术广泛得到科研工作者的青睐。目前，已建立的比较成

熟的病毒基因转移系统包括逆转录病毒(Retrovirus)、腺病毒(Adenovirus)、杆状病毒(Baculovirus)、腺相关

病毒(Adeno-associated virus, AAV)和慢病毒(Lentivirus)系统[2] [3]。这些病毒基因转移系统已在哺乳动物、

鸟类和昆虫细胞上得到广泛应用[4] [5] [6]，前三种病毒基因转移系统在海洋脊椎动物鱼类中也已得到很好

的应用上[7]-[15]，而在海洋无脊椎动物中，仅能见到逆转录病毒和杆状病毒基因转移系统的应用报道。本

文综述了这两种病毒基因转移系统在海洋无脊椎动物中的应用概况，并对其研究前景进行了展望。 

2. 逆转录病毒基因转移系统在海洋无脊椎动物中的研究进展 

目前，基于小鼠白血病病毒(MLV)的逆转录病毒基因转移系统已成为在哺乳动物细胞中表达外源

基因的强有力工具[16]。该系统的逆转录病毒载体由 1 个转移载体和 1 个或多个包装载体组成，其中，

转移载体上一般含有病毒的包装信号 Ψ、5’和 3’LTR(长末端重复序列)和多克隆酶切位点(用于插入外源

目的基因)；包装载体则由编码病毒衣壳蛋白的 gag 基因、编码病毒复制酶类(包括逆转录酶和整合酶)
的 pol 基因以及编码病毒囊膜蛋白的 env 基因构成[17]。病毒的囊膜蛋白决定了病毒侵染的宿主范围，

目前，根据逆转录病毒基因转移系统的亲嗜性，可分为 4 种：① 单嗜性(Ecotropic)，囊膜蛋白为
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env(gap70)，只能感染老鼠细胞；② 双嗜性(Dualtropic)，囊膜蛋白采用鼠白血病病毒的囊膜蛋白 4070A，

能同时感染老鼠和人的细胞；③ 多嗜性(Amphotropic)，囊膜蛋白采用鼠白血病病毒的囊膜蛋白 10A1，
既能感染老鼠和人的细胞，也能感染其它哺乳动物细胞；④ 泛嗜性(Pantropic)，囊膜蛋白采用水泡性

口炎病毒 G 蛋白(VSVG)，它侵染宿主细胞时，不是与细胞膜上的受体结合，而是直接与脂质结合，然

后穿过细胞膜进入宿主细胞，从而扩大了其宿主范围，既能感染哺乳动物细胞，也能感染鱼类等非哺

乳动物细胞[18] [19] [20]。 
Burns et al. (1993)最早构建了泛嗜性逆转录病毒基因转移系统[21]，Lin et al. (1994)最早将逆转录病

毒基因转移系统应用到低等脊椎动物—鱼类中，他们将逆转录包装病毒注射到斑马鱼囊胚中，并在 8 尾

注射后胚胎发育而成的斑马鱼中检测到了逆转录病毒基因的感染和整合[7]。Kurita et al. (2003)将逆转录

病毒感染斑马鱼原代培养生殖细胞，并将其继续培养 12 天后进行体外受精，获得了转基因斑马鱼后代[8]。
Liu et al. (2015)报道了逆转录病毒成功感染青鳉鱼和斑马鱼胚胎干细胞的结果，并在感染后青鳉鱼和斑马

鱼胚胎干细胞中观察到了明显的荧光信号，感染效率可达 11%~23% [9]。但是，逆转录病毒基因转移系

统在海洋无脊椎动物中的应用仅见于软体动物侏儒蛤和太平洋牡蛎以及节肢动物对虾中。Lu et al. (1996)
最早利用泛嗜性的逆转录病毒结合电穿孔技术将逆转录病毒导入侏儒蛤(Mulinia lateralis)胚胎中，在成体

中检测到了 13%~33%的阳性率[22]。Boulo et al. (2000)将泛嗜性的逆转录病毒基因转移系统感染太平洋

牡蛎(Crassostrea gigas)的原代培养胚胎细胞，在基因组水平上检测到了 0.1%~0.5%的感染效率，但没有

检测外源基因是否整合到培养细胞的基因组中[23]。 
与软体动物动物相比，逆转录病毒基因转移系统在节肢动物对虾中的应用研究要多一些。Shike et al. 

(2000)年最早将携带 lacZ报告基因的逆转录包装病毒感染蓝对虾(Penaeus stylirostris)的Oka器官和卵巢的

原代培养细胞，成功检测到了 lacZ 的表达。该研究还比较了 4 种启动子：鼠白血病病毒启动子(MLV)、
劳氏肉瘤病毒启动子(RSV)、昆虫早期基因 IE1 和热激蛋白 Hsp70 的启动子活性，发现 MLV 和 RSV 启

动子的活性最好[24]。Hu et al. (2008)利用泛嗜性逆转录病毒载体(pLXRN-SV40T)将 SV40T 基因导入到中

国对虾(P. chinensis)Oka 器官原代培养细胞中，并在 mRNA 水平上检测到了 SV40T 基因的表达[25]。Han 
et al. (2015)则发现泛嗜性逆转录病毒基因转移系统(pMxs-c-Myc)不能成功感染对虾 Oka 器官原代培养细

胞，在基因组水平和 mRNA 水平上都不能检测到基因的导入和表达[26]。Pu et al. (2017)对商业化的泛嗜

性逆转录病毒基因转移系统(pMCs-GFP)进行了改造，将对虾白斑综合征病毒(WSSV)的两个主要囊膜蛋

白 VP19 和 VP28 引入该病毒基因转移系统中，结果表明改造后的逆转录病毒可以感染 Oka 器官原代培

养细胞，并且检测到了报告基因 eGFP 的表达，表明 WSSV 囊膜蛋白 VP19 和 VP28 的引入明显提高了

该逆转录病毒系统在对虾原代培养细胞中的侵染能力[27]。 

3. 杆状病毒基因转移系统在海洋无脊椎动物中的研究进展 

杆状病毒基因表达系统(Baculovirus expression vector system，简称 BEVS)，是一种基于昆虫杆状病毒

而建立起来的高效的病毒介导基因转移系统，已被广泛应用于昆虫细胞的重组蛋白表达和亚单位疫苗的

开发等[28] [29]。纹夜蛾核多角体病毒(Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus, AcMNPV)是
一类双链环状 DNA 病毒，只能够感染鳞翅目及其亚属，而不能在其他无脊椎或脊椎动物中复制，基于该

病毒所建立的杆状病毒基因转移系统是目前研究和应用最为广泛的[30] [31] [32]。杆状病毒基因转移系统

一般由 2 部分组成：一是可以插入外源目的基因的供体质粒(donor vector)；二是含有穿梭质粒(bacmid)和
辅助质粒(helper plasmid，编码转座酶)的 DH10BacTM 大肠杆菌。使用时，需要先将外源目的基因构建到

供体质粒上，然后转化到 DH10BacTM 大肠杆菌中。大肠杆菌细胞中的穿梭质粒含有转座酶识别位点

(mini-attTn7)，当携带有外源基因的供体质粒被转化到 DH10BacTM 细胞中时，其上的外源基因可被辅助
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质粒所表达的转座酶转座到穿梭质粒上，从而构建得到含有外源基因的穿梭质粒。然后再将该重组穿梭

质粒转染昆虫细胞 sf9 或 sf21，最终包装出重组杆状病毒颗粒，用于感染靶细胞[33]。目前，已经开发出

了多种商品化的昆虫杆状病毒表达系统，例如：BD 公司的 BaculoGold System 和 Invitrogen 公司的 Bac- 
to-Bac System、Baculo Direct 和 Pro Easy (AB vector)等，并成功用于人、鸡、鱼、果蝇和蜜蜂等多种真核

生物细胞的转基因研究[10] [11] [12] [13]、[34] [35] [36] [37]。 
杆状病毒基因转移系统在鱼类中的研究较多，系统也相对比较成熟。目前，杆状病毒系统已成功感

染多种鱼类细胞类型，包括：斑马鱼胚胎(ZEM-2s)、罗非鱼卵巢(TO)、鲤鱼上皮细胞(EPC)、大马哈鱼心

脏成纤维细胞(CHH-1)、鲑鱼胚胎细胞(CHSE-214)、青鳉鱼胚胎干细胞(MES1)、鲶鱼卵巢细胞(CCO)、草

鱼肾脏细胞(CIK)、黑头呆鱼肌肉细胞(FHM)和虹鳟鱼性腺细胞(RTG-2)等[10] [11] [12] [13]。该系统在鱼

类细胞中的感染效率较高，在 EPC 和 FHM 细胞中的感染效率可达 100%，而在 CHSE-214、CIK、CCO
和 RTG-2 细胞中的感染效率也分别达到了 75.97%、70.95%、50.02%和 32.18% [13]。 

与鱼类相比，杆状病毒在海洋无脊椎动物中的研究报道很少，仅见于对虾中。Lu et al. (2005)在探索

白斑综合征病毒(WSSV)启动子的功能时，构建了分别含有 WSSV Proie1-512 和 Pro427 启动子的重组杆状病

毒(vAc-Proie1-EGFP和 vAc-Pro427-EGFP)，并对斑节对虾(P. monodon) Oka器官原代培养细胞进行了感染，

结果表明，带有 Proie1-512 启动子的重组杆状病毒感染原代培养细胞后，利用抗 GFP 的单克隆抗体成功检

测到了绿色荧光蛋白的表达，且效率在 5%左右，并通过 Western blotting 检测到了 GFP 基因在昆虫卵巢

细胞 sf9 和对虾 Oka 器官原代培养细胞中的的蛋白表达[38]。Musthaq et al. (2009)利用杆状病毒基因转移

系统成功将 WSSV 囊膜蛋白基因 vp28 导入到健康的斑节对虾的鳃、肌肉和眼睑，检测到了绿色荧光蛋

白 GFP 的表达。疫苗接种实验表明，转 vp28 基因对虾的抗 WSSV 感染能力明显提高了[39]。最近，Shi et 
al. (2016)将不同长度的凡纳滨对虾 β-actin 基因启动子(SbaP)分别取代杆状病毒载体中原有的 Polh 启动子，

然后分析其在 8 种不同动物细胞中的驱动活性，最终筛选出驱动活性最好的启动子 SbaP (ENX)，发现其

在昆虫细胞和凡纳滨对虾活体中的启动子活性均显著高于对虾白斑综合征病毒早期基因 1 (immediate 
early gene 1, ie1)启动子。将所构建的 Bac-SbaP (ENX)-RFP 重组杆状病毒感染凡纳滨对虾(Litopenaeus 
vannamei)体外培养血淋巴细胞，在添加丁酸钠的情况下，感染效率不高，低于 1%。将 Bac-SbaP (ENX)-RFP
重组杆状病毒感染凡纳滨对虾活体，在对虾多个组织中也检测到了红色荧光蛋白基因(RFP)的整合与转录

表达[40] [41]。Puthumana et al. (2016)将对虾 WSSV 病毒 ie1 启动子和对虾传染性皮下及造血组织坏死病

毒(IHHNV)的 P2 启动子分别插入杆状病毒表达载体的 PH 启动子后面，构建了双启动子 PH-ie1 或 PH-P2
驱动的杆状病毒表达载体，而且发现所包装的杆状病毒可以成功感染斑节对虾多种组织器官及其体外培

养原代细胞，但感染效率只有 20%~30% [42]。 

4. 前景与展望 

已有的研究报道结果表明，将哺乳动物病毒和昆虫病毒来源的基因转移系统如逆转录病毒和杆状病

毒应用到海洋无脊椎动物中仍然存在很大的问题。首先是亲嗜性问题，目前市场上的逆转录病毒基因转

移系统都是建立在哺乳动物病毒基础上的，而哺乳动物与对虾的亲缘关系较远，导致其在对虾细胞中的

亲嗜性很低，是可以想象得到的；杆状病毒基因转移系统是建立在昆虫杆状病毒基础上的，虽然昆虫与

对虾都属于节肢动物，亲缘关系相对较近，但是仍然不能有效感染对虾细胞，必须在杆状病毒载体中引

入对虾或对虾病毒来源启动子，才能成功感染对虾细胞，但是感染效率远低于昆虫细胞。其次，体外培

养对虾细胞的分裂极其不活跃，这可能是导致逆转录病毒和杆状病毒系统在对虾细胞中感染效率很低的

另一重要原因。今后，只有建立起基于对虾病毒的基因转移系统，才能真正促进病毒介导的基因转移系

统在海洋无脊椎动物细胞中的广泛应用。 
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