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摘　要：从猪水疱病全长感染性ｃＤＮＡ中，应用ＰＣＲ技术扩增到ＳＶＤＶ结构蛋白Ｐ１基因，并在目的片段的５′端

引入Ｋｏｚａｋ序列（Ｋｏｚａｋ，１９８７），定向克隆于逆转录病毒载体ｐＢＡＢＥｐｕｒｏ。经ＰＣＲ、酶切和序列分析鉴定，获得阳

性重组质粒。将该重组质粒与水疱性口炎病毒载体ｐＶＳＶＧ共转染ＧＰ２２９３细胞，收获假型病毒，在Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ的

介导下感染ＰＫ１５细胞，嘌呤霉素筛选阳性细胞克隆。免疫荧光连续检测阳性克隆传代细胞，发现在不同代次的

细胞中均有ＳＶＤＶＰ１蛋白表达，而且表达的蛋白可被ＳＶＤ阳性血清所识别；同时应用ＰＣＲ技术，可从体外反复

传代阳性细胞基因组中扩增到ＳＶＤＰ１基因。表明本次所筛选的阳性细胞克隆不但能持续稳定地表达ＳＶＤＰ１蛋

白，而且可携带外源基因进行传代，具有良好的遗传稳定性。
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　　猪水疱病（Ｓｗｉｎｅｖｅｓｉｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ，ＳＶＤ）是由

猪水 疱 病 病 毒 （Ｓｗｉｎｅｖｅｓｉｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，

ＳＶＤＶ）引起的猪的一种高度接触性传染病
［１］，被世

界动物卫生组织（ＯＩＥ）列为通报疫病，是国际贸易

中必检必查病种之一。目前尚无预防猪水疱病的有
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效疫苗。ＳＶＤＶ基因组具有一个大的开放阅读框

（ＯＲＦ），编码一条由２１８５个氨基酸组成的多聚蛋

白，经初级裂解产生 Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３。其中 Ｐ１区由

ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３和ＶＰ４区编码，他们组成ＳＶＤＶ粒

子衣壳的基本结构单位。对ＳＶＤＶ结构蛋白的研

究发现，在衣壳蛋白上既有构象依赖型抗原表位，又

有线性表位，而且线性表位与构象表位非常临近，甚

至重叠。ＶＰ１ＶＰ３可望作为ＳＶＤＶ新型疫苗研究

的重要候选蛋白。

　　逆转录病毒载体因其具有传统载体所不具备的

独特魅力已经成为哺乳动物细胞表达领域研究的热

点。本研究利用基因克隆及重组技术将含ＳＶＤＶ

全部结构蛋白基因（Ｐ１区）插入逆转录病毒载体

ｐＢＡＢＥｐｕｒｏ，获得了具有嘌呤霉素抗性的ＰＫ１５

细胞系，分子检测证明外源基因确实整合到ＰＫ１５

细胞的基因组，且达到同质化，并对该细胞表达的蛋

白进行了检测。

１　材料与方法

１１　质粒、菌株

　　逆转录病毒载体ｐＢＡＢＥｐｕｒｏ、水疱性口炎病

毒载体（ｐＶＳＶＧ）由笔者实验室保存，ＳＶＤＨＫ／７０

全长感染性ｃＤＮＡ 由本实验室的郑海学博士构

建［２］、ＰＫ１５细胞及 ＧＰ２２９３由笔者实验室保存；

大肠杆菌ＪＭ１０９购自大连宝生物有限公司。

１２　工具酶与试剂盒

　　限制性内切酶犈犮狅ＲⅠ、犅犪犿ＨⅠ、犛犪犾Ⅰ、犎犻狀ｄ

Ⅲ均购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；碱性磷酸酶（ＳＡＰ）和

ＤＮＡ连接试剂盒购自大连宝生物有限公司；聚乙二

醇（ＰＥＧ８００）购自美国ＢＢＩ公司；ＤＮＡ回收试剂盒

和质粒提取试剂盒购自上海生物工程有限公司；琼

脂糖购自美国Ｂｉｏｗｅｓｔ公司；转染试剂采用Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司的Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转染试剂盒；细胞

培养基及优等胎牛血清采用 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品；猪

水疱病兔阳性血清由中国农业科学院兰州兽医研究

所病毒病研究室张强博士惠赠；细胞ＤＮＡ提取采

用Ｕｇｅｎｅ公司的组织 ＤＮＡ 提取试剂盒（Ｔｉｓｓｕｅ

ＤＮＡＫｉｔ）；其他试剂均为国产分析纯级产品。

１３　引物的设计与合成

　 　 参 考 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＳＶＤＶ ＨＫ／７０ 的 序 列

（ＡＹ４２９４７０），借助ＤＮＡｓｔａｒ软件设计了引物Ｐ１Ｆ

和Ｐ１Ｒ，引物设计见表１。在上游引物的５′端引入

了保护碱基、犅犪犿ＨⅠ酶切位点、符合Ｋｏｚａｋ规则的

序列和起始密码子 ＡＴＧ；下游引物中引入了犈犮狅Ｒ

Ⅰ位点。该引物由大连宝生物工程有限公司合成。

表１　引物的序列、位置和长度

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲，犾狅犮犪狋犻狅狀犪狀犱犾犲狀犵狋犺狅犳狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊

序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 位置Ｌｏｃａｔｉｏｎ 长度Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

Ｐ１Ｆ ５′ＡＡＧＡＡＴＴＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＡＧＧＧＡＡＴＴＣＡＡＣＣＡＴＡＡＣＣＡＣ３′ １０１４－１０２９ ３９

Ｐ１Ｒ ５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＧＴＴＴＴＧＡＣＧＴＧＣＴＴＴＧＧ３′ ３１６６－３１８６ ２６

１４　重组逆转录病毒载体的构建

　　参照《分子克隆试验指南》
［３］，采用ＰＣＲ技术从

ＳＶＤＨＫ／７０全长感染性ｃＤＮＡ扩增Ｐ１基因，其中

扩增程序：９７℃２ｍｉｎ；９４℃２ｍｉｎ，５８℃１ｍｉｎ，７２℃

８０ｓ，循环３５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ。１％琼脂糖电泳

回收ＰＣＲ产物。犈犮狅ＲⅠ、犅犪犿ＨⅠ双酶切ＰＣＲ产

物及载体ｐＢＡＢＥｐｕｒｏ，回收目的片段连接、转化，

将鉴定为阳性的质粒命名为ｐＢＡＢＥｐｕｒｏＰ１。

１５　细胞培养方法

　　ＧＰ２２９３细胞的培养条件为３７℃、５％ ＣＯ２、

１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基，每３ｄ传代１次，中间

发现培养液的ｐＨ 值偏低时，应及时更换培养液；

ＰＫ１５细胞按常规细胞培养方法进行培养。

１６　重组假型病毒的包装

　　以５×１０
５将包装细胞 ＧＰ２２９３细胞接种于６

孔细胞培养板中。待细胞密度达６０％～８０％ 时，

在脂质体Ｌｉｐｆｅｃｔｉｏｎ２０００的介导下将２μｇ的ｐＢ

ＡＢＥｐｕｒｏＰ１与２μｇ的ｐＶＳＶＧ共转染ＧＰ２２９３，

转染后８～１０ｈ吸出培养液，加入３ｍＬ完全培养基

培养４８～７２ｈ，收集包装细胞的培养液，用０．４５μｍ

的醋酸纤维素膜过滤。滤液－８０℃冻存备用。

１７　病毒滴度的检测

　　收集４８ｈ培养上清，作１∶１００、１∶１０００和１

∶１００００ 稀 释，加 入 聚 凝 胺 使 其 终 浓 度 达 ８

μｇ／ｍＬ，接种正常的 ＧＰ２２９３细胞，３７℃５％ ＣＯ２

培养４８ｈ后，更换含嘌呤霉素的选择培养基，１０～

９７４
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１４ｄ后嘌呤霉素抗性克隆形成。抗性克隆数与病

毒液稀释倍数之积即为病毒的滴度。

１８　假型重组逆转录病毒感染犘犓１５细胞

　　选取生长良好的ＰＫ１５细胞，加入假型病毒上

清及Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ８μｇ／ｍＬ，置３７℃、５％ＣＯ２，其间每

３０ｍｉｎ摇１次培养瓶，持续吸附２ｈ。然后倒掉感

染液，加入含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液，

３７℃５％ＣＯ２培养箱中继续培养２ｄ后，加入６０

μｇ／ｍＬ的嘌呤霉素，每３ｄ换１次培养液，持续２周

可获得嘌呤霉素抗性的ＰＫ１５细胞。

１９　犘１基因体外表达的检测

１．９．１　Ｐ１基因在ＰＫ１５细胞中的整合及其稳定

性鉴定　采用 Ｕｇｅｎｅ公司的组织ＤＮＡ提取试剂

盒（ＴｉｓｓｕｅＤＮＡ Ｋｉｔ）提取被感染的 ＰＫ１５细胞

ＤＮＡ（具体方法参考该试剂盒的操作说明进行），用

Ｐ１基因的特异性引物扩增Ｐ１基因，同时设未转染

细胞作为阴性对照。扩增引物参照“１．３”，扩增条件

参照“１．４”，以重组ＰＫ１５细胞基因组ＤＮＡ为模板

作整合鉴定。以不同代次的重组ＰＫ１５细胞（分别

选取第１、８、１６代和３０代）ＤＮＡ为模板进行整合稳

定性鉴定。

１．９．２　间接免疫荧光检测Ｐ１基因的表达　将盖

玻片放入６孔细胞培养板制备飞片，按常规方法培

养阳性克隆细胞及对照组细胞。取出细胞飞片，在

０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ７．０～７．２ＰＢＳ中冲洗，干燥，置

１００％丙酮中，在４℃固定６０ｍｉｎ后，取出并用１×

ＰＢＳ洗脱２次，室温干燥。于飞片上滴加ＳＶＤＶ兔

阳性血清（事先用ＰＢＳ以１∶３００稀释），置于湿盒

内３７℃感作 ３０ ｍｉｎ。１×ＰＢＳ 洗脱 ２ 次，滴加

ＦＩＴＣ山羊抗兔ＩｇＧ（以１∶４０稀释），置于湿盒内

３７℃感作４５ｍｉｎ，于０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．０～７．２ＰＢＳ

中洗脱未结合的荧光抗体，干燥后封片，置荧光显微

镜下观察。

１．９．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对表达的Ｐ１蛋白的反应性分

析　取阳性细胞裂解产物在１２％的分离胶中进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。按文献［３］介绍的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

方法对重组蛋白进行分析。

２　结　果

２１　犛犞犇犞犎犓／７０犘１基因的犘犆犚扩增结果

　　ＳＶＤＶ ＨＫ／７０Ｐ１基因的 ＰＣＲ 扩增产物在

１．０％琼脂糖凝胶中可见到１条２．１ｋｂ左右的特异

条带，与预期大小一致（图略）。

２２　重组质粒狆犅犃犅犈狆狌狉狅犘１的鉴定结果

　　重组质粒ｐＢＡＢＥｐｕｒｏＰ１的ＰＣＲ、双酶切及单

酶切鉴定结果表明：ＰＣＲ可以扩增出２．１ｋｂ左右

的片段；双酶切也可以释放出２．１ｋｂ左右的片段；

单酶切可得到７．２ｋｂ左右的目的条带，这些结果与

预期的大小均相符。同时测序结果也证明Ｐ１基因

插入的位置、大小、碱基序列及读码框均正确，与预

期的结果一致 （测序结果略）。

２３　假病毒感染犘犓１５细胞后犘犆犚鉴定犘１基因

的整合结果

　　从假病毒感染的ＰＫ１５细胞可扩增出２．１ｋｂ

的片段，空白对照没有扩增出条带（图１）。

Ｍ．ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．第１代感染细胞

的鉴定结果；２～４．第８、１６、３０代感染细胞的

鉴定结果；５．空白对照

Ｍ．ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄ１ｓｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｅｌｌｓ；２－４．ＰＣＲ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄ８ｔｈ，１６ｔｈ，３０ｔｈｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎｃｅｌｌｓ；５．Ｂｌａｃｋｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ

图１　犘１基因的整合及稳定性鉴定

犉犻犵．１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狊狋犪犫犻犾犻狋狔狅犳犻狀犳犲犮狋犲犱犘犓

１５犮犲犾犾狊

２４　犘１基因的稳定整合鉴定结果

　　对筛选出的整合细胞的第１、８、１６代和３０代均

可扩增出２．１ｋｂ左右的片段，但同批对照没有扩增

出条带（图１）。

２５　免疫荧光检测犘犓１５细胞中犘１基因的表达

　　通过间接免疫荧光检测发现ＳＶＤＶＨＫ／７０Ｐ１

基因在假病毒的介导下得到了表达，而且表达的蛋

白能被荧光标记抗体所识别。另外，从荧光图片中

发现所表达的蛋白富集在ＰＫ１５细胞质中，细胞形

态及细胞核清晰可见（图２）。而对照（未经假病毒

感染的ＰＫ１５细胞）没有典型的荧光着色细胞。
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Ａ．第１代细胞；Ｂ．第１０代细胞；Ｃ．空白对照

Ａ，Ｂ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ１ｓｔａｎｄ１０ｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃ．ＵｎｉｎｆｅｃｔｅｄＰＫ１５ｃｅｌｌｓ

图２　犘犓１５细胞中犘１基因的免疫荧光检测

犉犻犵２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘１犵犲狀犲犻狀犘犓１５犫狔犻狀犱犻狉犲犮狋犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犪狊狊犪狔

２６　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋对表达的犘１蛋白反应性分析

　　如图３所示，ＳＤＳＰＡＧＥ检测显示表达产物约

６５ｋｕ，与预期结果一致。经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，它

可被猪水疱病阳性血清所识别。

Ｍ．低分子质量蛋白质标准；ＰＫ１５Ｐ１．阳性细胞表

达产物；ＰＫ１５．未转染的ＰＫ１５细胞电泳结果

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；ＰＫ１５Ｐ１．

ＰｒｏｔｅｉｎｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＰＫ１５ｃｅｌｌ；ＰＫ１５．Ｐｒｏｔｅｉｎｏｆ

ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＰＫ１５ｃｅｌｌ

图３　表达产物的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵．３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅犱

狌犮狋狊

３　讨　论

　　现代逆转录病毒基因转移技术建立在包装细胞

系、逆转录病毒表达载体和水疱性口炎病毒载体的

基础上，包装细胞系的发展为逆转录病毒载体系统

创造了一种安全、可控的新技术。由包装细胞产生

的假病毒能泛向型感染哺乳动物和非哺乳动物细

胞，其外壳糖蛋白来自水疱性口炎病毒（ＶＳＶＧ），

该蛋白不同于其它的包装蛋白，可通过与细胞膜上

的脂偶联及细胞膜融合调节病毒的进入［４５］，从而扩

大了假病毒的感染宿主谱。本研究选用复制缺陷型

逆转录病毒表达载体ｐＢＡＢＥｐｕｒｏ，水疱性口炎病

毒载体ｐＶＳＶＧ和包装细胞ＧＰ２２９３；以猪水疱病

病毒为研究对象，构建了重组逆转录病毒载体ｐＢ

ＡＢＥｐｕｒｏＰ１，所获得的假病毒可感染ＰＫ１５细胞，

目的基因在该细胞中得到了表达，而且表达的Ｐ１

前体蛋白可被猪水疱病阳性血清所识别。这说明该

表达系统在哺乳动物细胞中表达外源基因是切实可

行的。

　　对ＳＶＤＶ结构蛋白的研究发现，病毒中和性抗

原位点在病毒的外壳蛋白上，ＳＶＤＶＰ１基因编码结

构蛋白的前体蛋白，含有众多的线性（或序列依赖

型）抗原位点。而且多肽扫描（ｐｅｐｓｃａｎ）ＥＬＩＳＡ 研

究显示在ＳＶＤＶ所诱导的抗体中，不仅有针对衣壳

结构的，也有针对结构蛋白前体的［６７］。而且在其他

的小ＲＮＡ病毒中，线性表位也参与体液免疫应答。

加工剪辑完整的病毒样颗粒的免疫原性要比衣壳前

体蛋白好，但是若加入负责剪切Ｐ１前体蛋白的各

种非结构蛋白基因，就增加了外源基因的长度，影响

转染与表达，同时有的非结构蛋白会对宿主细胞造

成负面影响：例如，２Ａ蛋白酶虽有诱导翻译起始因

子ｅＩＦ４Ｇ裂解的作用
［８９］，但可抑制宿主细胞的蛋

白质合成。另外，肠病毒３Ｃ蛋白酶能裂解转录因

子ＤＩＩ的ＴＡＴＡ结合蛋白亚基和转录因子ＩＩＩＣ，使

它们失活，从而抑制宿主细胞３种ＲＮＡ聚合酶的

转录活性［１０１１］。

　　Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ为一种阳离子脂质体，在加入待转

移的呈负电性ＤＮＡ水溶液后，该正电性络合物很

容易与负电性细胞表面结合，经内吞作用进入细胞。

通过脂质体介导的方法将人 ＨＬＡＢ７基因导入动

物系统的肿瘤细胞导致肿瘤排斥，获得较好的结

果［１２１３］。本试验用脂质体２０００（Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ２０００）

将重组质粒与水疱性口炎病毒载体转染 ＧＰ２２９３
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包装细胞，同样也取得了满意的假病毒滴度，表明在

介导逆转录病毒表达系统的细胞转染方面采用Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔｉｎ是可行的
［１４］。在逆转录病毒表达载体ｐＢ

ＡＢＥｐｕｒｏＰ１与ｐＶＳＶＧ 的共转染过程中，由于

ＶＳＶＧｅｎｖｅｌｏｐｅ蛋白的表达，介导了邻近细胞的融

合，从而形成多核细胞，而且会产生漂浮的外观，这

属于正常现象，据报道合胞体的形成表明了高的转

染效率，将会有很高的病毒滴度［１５１６］。本研究也发

现了类似的情况。

　　用所收集的假病毒感染靶细胞ＰＫ１５细胞，间

接免疫荧光检测发现，感染２４ｈ后，约２０％的细胞

Ｐ１蛋白表达阳性，经筛选出嘌呤霉素抗性的细胞株

后，全部细胞均表达Ｐ１蛋白，在无嘌呤霉素维持

筛选的情况下，稳定株连续传代３次，细胞仍全部呈

阳性表达，说明假病毒感染ＰＫ１５细胞后，凡具有

嘌呤霉素抗性的细胞确实可以稳定地表达Ｐ１蛋

白。本文同时还应用ＰＣＲ技术分别扩增体外连续

传代的第１、８、１６和３０代阳性克隆细胞。结果表明

扩增产物与理论值片段大小一样，可判定外源性基

因随着靶细胞的传代能稳定而持续地存在，具有一

定的遗传稳定性。
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