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#哺乳动物稳定表达细胞系&将
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和增强型绿色荧光蛋白基因
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依次串联插入反转录病毒载体
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!构建重组反转录
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细胞!包装出的反转录病毒感染小鼠骨髓瘤细胞
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抗性筛选阳性细胞&结果表明!
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细胞中稳定表达!
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核心蛋白
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基因稳定表达细胞系成功建立!为抗
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治疗用基因工程

制剂及靶向药物的活性检测提供了理想方法&
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#是当前威胁人类生命健康与全球公

共卫生安全的重大问题!人免疫缺陷病毒"
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#为其主要病原&开

发安全而有效的
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疫苗无疑是控制全球范围

艾滋病流行的有效手段!但迄今仍无有效的
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疫苗问世&
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复杂的变异性!使病毒获得规避

适应性免疫反应的能力!导致体液免疫应答水平下

降!早期建立潜伏的病毒储库!以及缺乏明确的免疫

保护相关性等都是对疫苗开发的重要阻碍(
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&靶向

药物导向治疗是当前针对肿瘤治疗发展起来的新兴

领域!由于其具有特异'高效!可定向清除病毒感染

细胞储存池等特点!从而近年来也将该技术应用到

诸如
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等慢性疾病的治疗!并取得了一定的成
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&但由于缺少简便有效的测试模型来评价靶向

药物的实际效果!从而限制了其进一步发展&

核心蛋白
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是构成
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病毒粒子的内部

骨架!其氨基酸序列在同属的病毒间比较保守!具有

相似的抗原性!
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蛋白的编码基因为
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#基础上构建的反转录病毒载

体系统&构建了含有
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基因和增强型绿色荧光

蛋白基因
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串联的反转录病毒载体!通过与含

有辅助病毒的
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细胞重组包装

出反转录病毒(
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抗性筛选出表达
G7

=

蛋白的稳定细胞

系&该研究将为抗
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治疗用基因工程制剂或靶

向药物的活性检测提供良好方法(
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材料与方法

#E#

!

载体$菌株及试剂

质粒
Q

e.̀ I!EHLC

'

Q

[0!

1

$

1

'大肠杆菌菌株

ZF'

"

'

F6[#&(P

细胞由本室保存!

0]#

*

%

细胞为

吉林大学畜牧兽医学院免疫与微生物实验室赠送&

反转录病毒表达系统包括质粒
Q

N*!)&+

'

Q

e]72V!

G]

和
Q

e]72V!"%."

购自德国默克公司&引物合

成'各种核酸内切酶'连接酶购自大连
P7[7,7

公

司&脂质体
K8

Q

@UA2S7+8<A

P\

#%%%

购自
I<X8SR@

=

A<

公司!

]@9

D

WRA<A

购自
08

=

+7

公司!细胞培养相关试

剂购自
GI*/g

公司&质粒提取'基因组提取'凝胶

回收试剂盒购自
.M

D=

A<

公司!其他试剂均为国产
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的构建

以
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为模板!通过
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扩增
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基因片段&根据本实验室已有的
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酶切位点#&

扩增片段大小为
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!扩增产物进行回收!纯化&

扩增后的
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编码基因片段连接到
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得到
Q

\Z!EHLC
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5+#

#

单酶切鉴定!并送华大

中天生物技术有限公司测序鉴定&同时!用
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酶切质粒
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!回收线性化载体
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和
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片段&将回收的目的片段和线性

化载体使用
P)Z-.

连接酶进行连接!转化大肠杆

菌
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"

&提取质粒后用
5+#

#

进行单酶切鉴定!

得重组质粒
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&用
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#

单酶切进行正反

向鉴定!正向连接酶切产物含有
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左右的目的

片段!为所需%而反向连接酶切产物为
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的片段&

以质粒
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为模板!通过
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片段连接到
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蛋白和增强型绿色荧光蛋白细胞系的建立
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和
B$;F

#

双酶切初步鉴

定后!送华大中天生物技术有限公司进行测序&同

时!
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和
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#

双酶切质粒
Q

N*!EHLC
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Q
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1

$
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!分别回收线性化载体
Q

N*!EHLC

和目的

片段
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&将回收的目的片段和线性化载体使用

P)Z-.

连接酶进行连接!转化大肠杆菌
ZF'
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!提

取质粒后!
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和
B$;F
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双酶切鉴定重组质粒
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&图
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是各载体的模式图&

图
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重组反转录病毒的包装

取对数生长期的
F6[#&(P

细胞接种于
4

孔板

内!待细胞
4%a

$

5%a

融合!用脂质体转染法将

Q
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三
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分别加入
'%
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无血清'无抗菌素的
@

Q

S8!

\6\

培养液中!轻轻混匀!室温静置
'+8<

%将
(

份

(

%

KK8

Q

@UA2S7+8<A

P\

#%%%

脂质体分别加入
'%

%

K

无血清'无抗菌素的
@

Q

S8!\6\

培养液中!轻轻混

匀!室温静置
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%将含有
(

种质粒的培养液与含

有脂质体的培养液分别混合!轻轻混匀!室温静置

#%+8<

!即形成
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Q
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#%%%
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物&将
(
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Z-.!K8

Q
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#%%%

复合物混

合!补加
@

Q

S8!\6\

培养液至
3%%

%

K

!缓缓加入细

胞孔中即转染开始&转染
);

后培养体系更换含

"%a

胎牛血清的
Z\6\

完全培养液&转染
5#;

后!收集细胞培养上清!

%$)'

%

+

滤膜过滤!

b3%_

冻存备用&
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重组反转录病毒对
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细胞的感染

将单层铺满细胞瓶的
0]#

*

%

细胞含
"%a

胎牛

血清的
,]\I"4)%

悬浮细胞!以
"c"%

4

.

+K

!"浓度

接种于
4

孔板!培养于
(5_

'

'a/g

#

培养箱!待细

胞密度达到
'%a

$
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时!弃去培养基!加入重组

病毒液
#+K

和终质量浓度为
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=

.
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!"的
]@9

D

!
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促进感染!
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后更换
,]\I"4)%

完全培养液

恢复细胞状态(
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表达
8

6

8

基因的
GP!

'

"

细胞模型的筛选

重组反转录病毒感染
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细胞
#1

后!显微

镜下观察
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细胞贴壁生长布满细胞底部板!在

荧光显微镜上观察
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的表达情况!以绿色荧光

为标志评价
1

$

1

基因是否表达&取在被重组反转

录病毒感染
)3;

后显示绿色荧光的
0]#

*

%

细胞!加

入
G)"3

"终浓度
4%%

%

=

.

+K

!"

#进行抗性筛选!每

#);

换液
"

次!连续筛选
"%

$

")1

&

#E'

!

表达
8

6

8

基因的
GP!

'

"

细胞模型的
P=*

和

*JKP=*

鉴定

!!

以阳性
0]#

*

%

细胞基因组
Z-.

为模板!

](

'

])

为引物进行
]/,

扩增
1

$

1

片段!琼脂糖凝胶电

泳检测!以证明外源基因整合进细胞基因组&使用

预冷
]*0

清洗病毒感染后的
0]#

*

%

细胞
#

次!加入

"+KPR8:@9

!按照
PR8:@9

试剂说明书操作提取细胞

总
,-.

!立即依照反转录试剂盒说明!反转录
,-.

为
2Z-.

&以
2Z-.

为模板!

](

'

])

为引物对
1

$

1

片段进行
]/,

扩增!琼脂糖凝胶电泳检测
]/,

产

物!以在转录水平上检测
1

$

1

基因的表达&

!

!

结
!

果

!E#

!

重组质粒酶切鉴定

EHLC

与
1

$

1

基因测序!序列核苷酸同源性达

'%#
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&3a

以上!氨基酸同源性达
"%%a

!表明扩增成功&

重组质粒
Q

N*!EHLC

经限制性内切酶
5+#

#

酶切

后!应产生
4$4VW

和
54%W

Q

左右的片段!结果"图

#

#显示重组质粒酶切片段大小和理论值一致!表明

重组质粒构建正确&重组质粒
Q

N*!

1

$

1

!EHLC

经

限制性内切酶
E"+,

#

和
B$;F

#

酶切后应产生
5$(VW

和
"'((W

Q

左右片段"图
(

#!结果显示重组质粒酶切

片段大小和理论值一致!表明构建正确&

.$5+#I

酶切产物"

4$4VW

和
54%W

Q

#%

*$ZK#%%%Z-.

相对分子质量标准%

/$

)

!E"+P")I

相对分子质量标准

.$5+#I18

=

ACS8@<

"

4$4VW7<154%W

Q

#%

*$ZK#%%%Z-.

\7RVAR

%

/$

)

!E"+P")I18

=

ACS\7RVAR

图
!

!

重组质粒
5

H(K(91$

双酶切鉴定琼脂糖凝胶电泳结果
H1

I

E!

!

J>71D7/A1:120A19/9:

5

H(K(91$6729)@1/0/AM72K

A96@

.

7/X

.

)7D1

I

78A19/

.$

)

!E"+P")I

相对分子质量标准%

*$E"+,

#

'

B$;F

#

酶切
产物"

5$(

'

"$'VW

#%

/$ZK#%%%Z-.

相对分子质量标准

.$

)

!E"+P")I18

=

ACS+7RVAR

%

*$E"+,

#

7<1B$;F

#

18

=

ACS8@<

"

5$(VW7<1"$'VW

#%

/$ZK#%%%Z-. \7RVAR

图
F

!

重组质粒
5

H(K

8

6

8

K(91$

双酶切鉴定琼脂糖凝胶
电泳结果

H1

I

EF

!

J>71D7/A1:120A19/9:

5

H(K

8

6

8

K(91$6729)@1/0/A

M72A96@

.

7/X

.

)7D1

I

78A19/

!E!

!

重组质粒共转染
L3B!WFKJ

细胞

重 组 质 粒
Q

N*!

1

$

1

!EHLC

'

Q

e]72V!G]

和

Q

e]72V!"%."

共转染
F6[#&(P

细胞!

5#;

后在荧

光显微镜下观察&

Q

N*!

1

$

1

!EHLC

在
G7

=

蛋白编

码基因后连有
EHLC

!在细胞内表达的目的蛋白末

端会带上绿色荧光蛋白!结果在荧光显微镜下出现

绿色荧光!表明重组反转录病毒载体
Q

N*!

1

$

1

!EHG

LC

中的
1

$

1

和
EHLC

能够在
F6[#&(P

细胞中表

达&结果如图
)

所示&

图
$

!

L3B!WFJ

细胞转染
&!>

后荧光显微镜下观察结
果"

O$_

#

H1

I

E$

!

H<967827/27)1269829

5

7

5

12AN679:L3B!WF27<<8

&!>0:A7667A69M16N8A60/8:72A19/

"

O$_

#

!EF

!

重组反转录病毒感染
GP!

'

"

细胞

重组病毒液感染
0]#

*

%

宿主细胞!

5#;

后在荧

光显微镜下观察&结果在荧光显微镜下看到绿色荧

光!表明重组病毒对
0]#

*

%

细胞具有感染性!

1

$

1

和
EHLC

能够在宿主细胞中表达&结果如图
'

所

示&

图
%

!

重组病毒感染
GP!

'

"

细胞
&!>

荧光显微镜下观察
结果"

#''_

#

H1

I

E%

!

H<967827/27)1269829

5

7

5

12AN679:GP!

'

"27<<8&!>

0:A76M1619/1/:72A19/

"

#''_

#

!E$

!

8

6

8

基因整合
GP!

'

"

细胞基因组检测结果

提取筛选的阳性细胞的基因组
Z-.

!用引物

4%#
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!

婧等$反转录病毒介导的稳定表达
FIe!"G7

=

蛋白和增强型绿色荧光蛋白细胞系的建立

](

'

])

对
1

$

1

基因进行
]/,

扩增!

1

$

1

基因的片段

全长
"'((W

Q

!从琼脂糖凝胶电泳"图
4

#中可以看

出!细胞的基因组
Z-.

中可扩增出
1

$

1

片段!说明

目的基因已经整合到
0]#

*

%

细胞的基因组中&

为了进一步证实
G7

=

蛋白的稳定表达体系建

立成功!抽提阳性细胞的总
,-.

!使用
,P!]/,

方

法检测细胞中
1

$

1

基因整合后的转录水平&

,P!

]/,

产物琼脂糖凝胶电泳结果如图
5

显示!

0]#

*

%

细胞中可以检测到
1

$

1

基因的转录&

.$ZK#%%%Z-.

相对分子质量标准%

*$

1

$

1

]/,

产物

.$ZK#%%%Z-. \7RVAR

%

*$]/,

Q

R@1>2S@U

1

$

1

图
'

!

8

6

8

基因整合
GP!

'

"

细胞基因组
P=*

鉴定

H1

I

E'

!

J>71D7/A1:120A19/9:

8

6

8I

7/71/A7

I

60A7D1/A9A>7

I

7/9)789:GP!

'

"@

.

P=*

.$

1

$

1

,P!]/,

产物%

*$ZK#%%%Z-.

相对分子质量

标准

.$,P!]/,

Q

R@1>2S@U

1

$

1

%

*$ZK#%%%Z-. \7RVAR

图
&

!

8

6

8

基因总
*+,*JKP=*

鉴定

H1

I

E&

!

J>71D7/A1:120A19/9:

8

6

8I

7/79:A>7C>9<7*+,

@

.

*JKP=*

F

!

讨
!

论

近年来全球
FIe

感染者已增至
((#%

多万!而

且该数字仍在快速攀升!专家预测!若不加以有效控

制!

#%#%

年
FIe

感染人数将有可能突破
#

亿(

"

)

&

如此庞大的感染人群加之
FIe

特殊的传播方式!使

得寻找治疗
FIe

感染的有效方法日益迫切&本课

题组借鉴肿瘤治疗和艾滋病治疗领域的最新成果!

以
FIe

建立感染及致病机制为基础!开展了系列抗

FIe

免疫毒素与导向药物的构建和研究工作(

3!&

)

!

为
.IZ0

治疗提供新理念'开辟新领域&但由于缺

少理想的导向制剂评价和测试模型!抗
.IZ0

导向

治疗的作用机制尚不明晰!限制了该工作进一步推

向深入&

为了对
FIe!"

疫苗或药物进行评价!获得高

效'稳定表达
FIe!"

蛋白的基因工程细胞系是其中

至关重要的环节&本课题组曾利用
Q

Z8C

Q

97

D

真核

表达载体系统!构建了能够表达
FIe!"

膜蛋白

G

Q

"#%

的细胞模型!在细胞长期传代培养中!整合至

宿主细胞基因组中的目的基因会出现部分或全部缺

失的现象!具体表现为随着传代次数增加!表达目的

蛋白的阳性细胞的比例逐渐减少&本研究选用反转

录病毒载体系统!反转录病毒表达系统是近几年发

展起来的一种高效表达系统!为获得高效'稳定表达

外源蛋白的基因工程细胞系提供了新的有效技术途

径(

"%

)

&与其它构建高效表达外源蛋白的细胞系的

技术方法相比!反转录病毒表达系统可通过长末端

重复序列"

9@<

=

SAR+8<79RA

Q

A7S

!

KP,

#准确整合到

细胞中!遗传稳定性高!避免了质粒转染或显微注射

产生的串联序列造成的缺失和重组(

""

)

&而且病毒

感染宿主细胞范围广!并可根据宿主选择不同的系

统(

"#

)

!有利于构建稳定传代的细胞系&对于构建一

个重组反转录病毒来说!形成的重组病毒必须具有

感染性!否则所构建的系统便失去了意义!并不是所

有的
G7

=

和
6<X

蛋白相互作用都能形成有效的重

组病毒颗粒!作者选择使用在莫罗尼小鼠白血病病

毒"

\\Ke

#基础上构建的反转录病毒载体系统!由

\\Ke

的顺式"

28C

#作用元件"包括
KP,

'包装信

号等#载体
Q

N*!)&+

!插入目的基因
1

$

1

'

EHLC

和

抗性基因构成重组反转录病毒载体!表达结构蛋白

的
1

$

1

!

?

+0

和
&)9

基 因 分 别 克 隆 到 表 达 载 体

Q

e]72V

中!构成结构蛋白 "

1

$

1

!

?

+0

#表达载体

Q

e]72V!G]

和囊膜"

&)9

#表达载体
Q

e]72V!"%."

!

5%#
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这
#

个表达质粒都不含
KP,

和包装信号&这
(

个

质粒在共转染包装细胞后!能表达病毒结构蛋白和

包装信号!使反转录病毒顺利包装!从而组成反转录

病毒包装系统&通过此法能高效稳定地产生能感染

靶细胞的复制缺陷型病毒颗粒!与反转录病毒载体

同源重组形成野生型病毒"

,/,

#的风险更小!大大

提高了生物安全性问题&在这样一套反转录病毒载

体系统中!通过质粒的共转染将外源基因传递到包

装细胞中!收获重组病毒!用重组病毒感染靶细胞!

外源基因就随着病毒
Z-.

整合到细胞染色体中&

重组病毒感染
0]#

*

%

细胞后!在
0]#

*

%

细胞中能够

检测到目的蛋白的表达!表明病毒能够进入宿主细

胞!并能整合到细胞基因组中&

增强型绿色荧光蛋白受到紫外或蓝光激发时能

发射出绿色荧光!便于荧光显微镜观察和流式细胞

仪分选(

"(

)

&普通的反转病毒载体抗性基因筛选需

要
"%

$

")1

!而加入绿荧光蛋白基因后!可大大缩短

筛选周期(

'

)

&本试验在反转录病毒载体
Q

N*!

1

$

1

!

EHLC

的构建中!将中国流行株
FIe!"G7

=

蛋白编

码基因与
6GN]

编码基因串联!通过观察绿色荧光

的强弱来筛选
G7

=

蛋白表达量高的细胞!通过观察

绿色荧光和抗性基因筛选相结合的方法!就能有针

对性地快速筛选到目的蛋白高表达的细胞&

弗林蛋白酶"

N>R8<

#是真核生物细胞中一种重

要的内切蛋白酶&

N>R8<

能识别特定的氨基酸序

列!在内质网
"

高尔基体中经
#

次自剪切活化后!

对分泌途径中许多重要的多肽和蛋白的前体进行剪

切加工!使之具有生物活性(

")

)

&刘珊等在构建稳

定表达乙脑病毒结构蛋白的细胞系时!病毒
\6

蛋

白在翻译后得不到正确加工!不能正常释放出细胞

外!故病毒蛋白在细胞中积累!对宿主细胞造成一定

的细胞毒性(

"'

)

!类似的试验结果也出现在其他研究

报道中!

[@

?

8+7

等(

"4

)在
]R\

蛋白
N>R8<

切割位点

处进行了
"

个氨基酸的位点的改变!转染
/Fg!["

细胞!建立了持续产生
J6e

病毒颗粒的
N

细胞系&

本项研究中!作者在
1

$

1

基因和
EHLC

之间设计弗

林蛋白酶切割位点"

,,[,

$

.G..G...G.G.

#!

N>R8<

在分泌途径中识别并切割前体
G7

=

蛋白!防

止
G7

=

蛋白与
6GN]

形成融合蛋白!并对
G7

=

蛋白

进行剪切加工!使之具有生物学活性&同时!在设计

1

$

1

]/,

扩增引物时!上游遵守
[@:7V

规则中起始

密码子的
(̂

位的
.

对翻译效率非常重要!添加序列

G//.//

(

"5

)

!改造后的重组质粒
Q

N*!

1

$

1

!EHLC

转染
F6[#&(P

细胞后!通过荧光图片可以看到病

毒的包装效果较好&

$

!

结
!

论

本项研究通过反转录病毒载体系统!构建了可

稳定表达
FIe!"G7

=

蛋白和
6GN]

的
0]#

*

%

细胞

系&这一细胞模型具有用于评价抗
FIe

导向制剂

可行性和有效性的潜力!为导向制剂的有效评价和

进一步推向临床提供了方便的实用验证手段!同时

也为其他抗
FIe

药物或治疗性疫苗的研制提供了

可借鉴的研究思路和技术平台&
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