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慢病毒载体介导稳定表达犆犇１６３的犘犃犕
细胞系的建立及对犘犚犚犛犞感染的研究

王向鹏，魏蕊芳，肖书奇，周恩民

（西北农林科技大学 动物医学院 兽医免疫学研究所，杨凌７１２１００）

摘　要：本研究旨在通过慢病毒载体系统将猪源犆犇１６３转染入永生化的猪肺泡巨噬细胞（ＰＡＭ）系（ＣＲＬ２８４３），

建立稳定表达 ＣＤ１６３的 ＰＡＭ 细胞系（ＰＡＭＣＤ１６３）及验证该细胞系对 ＰＲＲＳＶ 的易感性。用 ＰＣＲ方法从

ｐＪＥＴ１．２ＣＤ１６３载体上扩增犆犇１６３基因编码区，通过酶切连接构建慢病毒表达载体ｐＴｒｉｐＣＭＶＣＤ１６３ＩＲＥＳ

ｐｕｒ。将该质粒与慢病毒包装质粒ｐｓＰＡＸ２和ｐＭＤ２．Ｇ共转染２９３Ｔ细胞，包装表达ＣＤ１６３的慢病毒。将收获的

慢病毒在Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ的介导下转导至永生化ＰＡＭ 细胞，采用嘌呤霉素筛选和细胞有限稀释法筛选出稳定表达

ＣＤ１６３的ＰＡＭ细胞系。应用得到的细胞系进行ＰＲＲＳＶ感染试验。经过ＲＴＰＣＲ、间接免疫荧光试验、Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ和流式细胞术试验证实，筛选出１株能稳定表达ＣＤ１６３的ＰＡＭ 细胞系，命名为ＰＡＭＣＤ１６３。该株细胞对

ＰＲＲＳＶ高度易感，ＰＲＲＳＶ在ＰＡＭＣＤ１６３细胞上的毒价可以达到１０５．０ ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１以上。建立了稳定表达

ＣＤ１６３的ＰＡＭ细胞系，可以用于ＰＲＲＳＶ的分离培养和细胞受体的研究。
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ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｔｉｔｅｒｏｆ１０５．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１．ＡＰＡＭｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔａｂｌｙｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＣＤ１６３ｗａｓ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｐｅｒｍｉｓｓｉｖｅｔｏＰＲＲＳＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．ＴｈｉｓｃｅｌｌｌｉｎｅｃｏｕｌｄｂｅａｖａｌｕａｂｌｅｔｏｏｌｆｏｒＰＲＲＳＶ

ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎａｎｄＰＲＲＳＶｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｓｔｕｄｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＣＤ１６３；ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ；ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ；ｐｏｒ

ｃｉｎｅａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

　　猪繁殖与呼吸综合征（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）是由猪繁殖与呼吸综

合征 病 毒 （ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）引起的以妊娠母猪繁殖障

碍以及各年龄段猪呼吸道症状为主要特征的传染

病，该病是严重危害养猪业的病毒性传染病之一。

其病原ＰＲＲＳＶ为有囊膜、单股正链ＲＮＡ病毒，属

于尼多病毒目，动脉炎病毒科成员。ＰＲＲＳＶ具有

很强的宿主细胞嗜性，在猪源细胞中，原代猪肺泡巨

噬细胞（ｐｏｒｃｉｎｅａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＰＡＭ）是其

主要宿主细胞。除了原代ＰＡＭ细胞，ＰＲＲＳＶ在体

外主要感染猴肾细胞 ＭＡ１０４及其衍生的细胞系，

如 Ｍａｒｃ１４５。研究表明ＰＲＲＳＶ 的细胞嗜性主要

由细胞上病毒的受体所决定［１］。在原代ＰＡＭ 细胞

上发现的ＰＲＲＳＶ细胞受体主要有硫酸乙酰肝素

（ｈｅｐａｒｉｎｓｕｌｆａｔｅ，ＨＳ）、唾液酸黏附素（ｓｉａｌｏａｄｈｅ

ｓｉｎ，Ｓｎ）和ＣＤ１６３蛋白。ＨＳ主要参与ＰＲＲＳＶ的

吸附，Ｓｎ进一步吸附ＰＲＲＳＶ并介导ＰＲＲＳＶ的内

吞，ＣＤ１６３主要参与ＰＲＲＳＶ脱衣壳将基因组释放

至细胞质中［２］。在上述３个受体中，只有将ＣＤ１６３

分子转染至非易感细胞可以使细胞变成ＰＲＲＳＶ的

易感细胞，说明 ＣＤ１６３是ＰＲＲＳＶ 的主要细胞受

体，在其感染宿主细胞过程中具有重要作用［３］。

前期研究发现将ＳＶ４０病毒大Ｔ抗原转染至原

代ＰＡＭ 细胞制备的永生化ＰＡＭ 细胞对ＰＲＲＳＶ

不易感［４］，推测其对ＰＲＲＳＶ不易感的一个重要原

因就是该细胞不表达ＰＲＲＳＶ细胞受体ＣＤ１６３分

子。慢病毒载体是以 ＨＩＶ为基础经过基因改造而

成的载体，该载体介导的基因转导是近年来发展的

一项新技术，慢病毒载体的突出特点是插入外源基

因容量大，对分裂和非分裂细胞均具有较高感染能

力［５６］。本研究旨在通过慢病毒载体系统将猪源

犆犇１６３转染入永生化的ＰＡＭ 细胞系，建立了１株

稳定表达ＣＤ１６３蛋白的ＰＡＭ 细胞系，该细胞系不

仅可以用于 ＰＲＲＳＶ 的分离和培养，还可以用于

ＰＲＲＳＶ细胞受体的研究。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　毒株、菌株和细胞　　高致病性ＰＲＲＳＶ

ＳＤ１６毒 株 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 陆 号：ＪＸ０８７４３７．１）和

ＤＨ５α感受态细胞由本实验室保存；永生化ＰＡＭ

细胞系３Ｄ４／２１（ＡＴＣＣ 细胞号：ＣＲＬ２８４３）购自

ＡＴＣＣ，Ｍａｒｃ１４５和２９３Ｔ细胞购自中国典型培养

物保藏中心。

１．１．２　质粒　　慢病毒表达载体ｐＴｒｉｐＣＭＶ

ＩＲＥＳｐｕｒ和包装载体ｐＭＤ２．Ｇ（Ａｄｄｇｅｎｅ质粒号：

１２２５９）和ｐｓＰＡＸ２（Ａｄｄｇｅｎｅ质粒号：１２２６０）由西

北农林科技大学杜恩岐博士赠送；带有犆犇１６３基因

（ＧｅｎＢａｎｋ 登 陆 号：ＪＸ２９２２６３）编 码 区 序 列 的

ｐＪＥＴ１．２ＣＤ１６３载体由作者实验室前期构建。

１．１．３　主要试剂　　质粒提取试剂盒和胶回收试

剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ聚合

酶和反转录试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；限制性核酸

内切酶犡犫犪Ⅰ、犅犪犿ＨⅠ以及Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自

ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；哺乳动物细胞ＲＮＡ提

取试剂盒和病毒ＲＮＡ提取试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公

司；ＤＭＥＭ、ＰＲＭＩ１６４０细胞培养基和胎牛血清购

自 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公 司；ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ

ＤＮＡ 转染试剂购自 Ｒｏｃｈｅ公司；嘌呤霉素购自

Ｍｅｒｃｋ公司；ＴＲＩＴＣ标记山羊抗鼠ＩｇＧ和 ＨＲＰ标

记山羊抗鼠ＩｇＧ购自Ｊａｃｋｓｏｎ公司；ＣＤ１６３（ＭＣＡ

１８５３）单克隆抗体购自ＡｂＤＳｅｒｏｔｅｃ公司；ＧＡＰＨＤ

单克隆抗体和Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；

ＥＣＬ化学发光试剂盒购自康为世纪公司；ＰＲＲＳＶ

Ｎ蛋白单克隆抗体６Ｄ１０由作者实验室制备并保

存［７］。

１．２　试验方法

１．２．１　重组慢病毒载体的构建和包装　　通过

ＰＣＲ方法从ｐＪＥＴ１．２ＣＤ１６３载体上扩增犆犇１６３
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基因编码区序列。引物序列：５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴ

ＧＧＴＧＣＴＡＣＴＴＧＡＡＧＡＣＴＣＴＧ３′（ＣＤ１６３Ｆ），下

划线为犡犫犪Ⅰ酶切位点；５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＴＴ

ＧＴＡＣＴＴＣＡＧＡＧＴＧＧＴＣＴＣＣＴ３′ （ＣＤ１６３Ｒ），

下划线为犅犪犿ＨⅠ酶切位点。ＰＣＲ反应条件：９８

℃１０ｓ；５５℃１５ｓ，７２℃３ｍｉｎ３０ｓ，３０个循环；７２

℃１０ｍｉｎ。将扩增产物用犡犫犪Ⅰ和犅犪犿ＨⅠ酶切

后连 接 至 ｐＴｒｉｐＣＭＶＩＲＥＳｐｕｒ 载 体，转 化 至

ＤＨ５α感受态细胞。提取质粒进行酶切鉴定和测

序。构建正确的载体命名为ｐＴｒｉｐＣＭＶＣＤ１６３

ＩＲＥＳｐｕｒ。重组慢病毒的包装过程按照文献方法

进行［８］：２９３Ｔ 细胞用血清体积分数为 １０％ 的

ＤＭＥＭ培养基培养，用ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡ 转

染 试 剂 将 ｐＴｒｉｐＣＭＶＣＤ１６３ＩＲＥＳｐｕｒ（２ μｇ）、

ｐＭＤ２．Ｇ（１μｇ）和ｐｓＰＡＸ２（１μｇ）质粒共转染至６孔

细胞培养板培养的长成单层的２９３Ｔ细胞，转染１６ｈ

后更换用血清含量为３％的ＤＭＥＭ培养基继续培养

４８ｈ，收集包含慢病毒的细胞上清，测定其滴度
［９］。

１．２．２　慢病毒转导和细胞筛选　　慢病毒转导参

考文献方法进行［８］：将永生化ＰＡＭ 细胞按照１×

１０５·ｍＬ－１的密度培养于９６孔细胞培养板，细胞培

养液为血清体积分数为１０％的ＰＲＭＩ１６４０培养基。

培养２４ｈ后，弃去培养基，每孔加入包装好的重组慢

病毒液（ＭＯＩ＝１），加入Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（８μｇ·ｍＬ
－１）。病

毒感染６～８ｈ后，更换新鲜培养基继续培养４８ｈ。

将细胞消化后转至１０ｃｍ２ 培养皿中培养，７２ｈ后更

换为含有嘌呤霉素（１０μｇ·ｍＬ
－１）的培养基对转导

的细胞进行筛选。每２ｄ更换一次含有嘌呤霉素的

培养基直到长出细胞克隆。挑选的一个直径＞０．５

ｍｍ的细胞克隆，消化后采用有限稀释法在９６孔细

胞培养板继续筛选，最后筛选出１株生长状态良好

具有嘌呤霉素抗性的细胞株进行以下试验。

１．２．３　筛选细胞的鉴定　　通过ＲＴＰＣＲ检测筛

选细胞犆犇１６３基因的转录：用哺乳动物细胞ＲＮＡ提

取试剂盒提取筛选细胞总ＲＮＡ，反转录为ｃＤＮＡ后

用ＰＣＲ扩增犆犇１６３基因，ＰＣＲ反应条件参考１．２．１

操作步骤。反应结束后取ＰＣＲ产物用０．８％琼脂糖

凝胶进行电泳，凝胶成像系统分析结果。同时设立检

测永生化ＰＡＭ细胞犆犇１６３的转录作为阴性对照。

间接免疫荧光试验检测筛选细胞ＣＤ１６３的表

达：将筛选的细胞培养于９６孔细胞培养板，待细胞

长成单层后，用４％的多聚甲醛室温固定细胞１５

ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，用含有０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的

ＰＢＳ透化细胞１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，用 ＣＤ１６３单

抗（１．５μｇ·ｍＬ
－１）作为一抗在３７℃孵育细胞１．５

ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，ＴＲＩＴＣ标记山羊抗鼠ＩｇＧ （１∶

２００稀释）作为二抗３７℃孵育细胞５０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

涤３次，在荧光显微镜下观察结果。同时设立检测

永生化ＰＡＭ细胞ＣＤ１６３的表达作为阴性对照。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测筛选细胞中ＣＤ１６３蛋白的

表达：用ＲＩＰＡ 细胞裂解液裂解筛选的细胞，ＢＣＡ

法进行蛋白质定量。每条泳道上样３０μｇ蛋白，进

行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，结束后将蛋白转至 ＮＣ膜，用

５％的脱脂奶粉３７℃封闭２ｈ后，以ＣＤ１６３抗体

（０．５μｇ·ｍＬ
－１）为一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ洗涤３

次，加入ＨＲＰ标记山羊抗鼠ＩｇＧ（１∶５０００稀释）作

为二抗，３７℃孵育１ｈ，用ＰＢＳＴ洗涤３次，用ＰＢＳ洗

涤１次，用ＥＣＬ化学发光试剂盒显色后观察结果。

设立检测细胞内ＧＡＰＤＨ蛋白为内参对照。同时检

测永生化ＰＡＭ细胞ＣＤ１６３的表达作为阴性对照。

流式细胞仪检测筛选细胞和永生化ＰＡＭ 细胞

ＣＤ１６３蛋白的表达：收集１×１０６ 个处于对数生长期

筛选的ＰＡＭ细胞和永生化的ＰＡＭ细胞，用终浓度

为１０μｇ·ｍＬ
－１的ＣＤ１６３单克隆抗体与细胞在４

℃孵育３０ｍｉｎ，用含有０．１％叠氮钠的ＰＢＳ洗涤细

胞３次，用ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记的山羊抗鼠ＩｇＧ（１

∶２００稀释）作为二抗于４℃避光孵育细胞３０ｍｉｎ，

用含有０．１％叠氮钠的ＰＢＳ洗涤细胞３次后用２％

的多聚甲醛固定细胞，最后用流式细胞仪进行检测。

同时用流式细胞仪检测未用抗体染色的筛选的

ＰＡＭ细胞和永生化的ＰＡＭ细胞作为阴性对照。

１．２．４　ＰＲＲＳＶ感染试验　　在６孔细胞培养板

中培养筛选的细胞，待细胞密度为７０％～８０％时，

用０．１ＭＯＩ的ＰＲＲＳＶ感染细胞。感染２４ｈ后用

ＲＴＰＣＲ、间接免疫荧光试验和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

筛选细胞对ＰＲＲＳＶ感染。同时设立ＰＲＲＳＶ感染

Ｍａｒｃ１４５细胞作为阳性对照，Ｍａｒｃ１４５细胞用血

清体积分数为１０％的 ＤＭＥＭ 培养，设立ＰＲＲＳＶ

感染永生化ＰＡＭ细胞作为阴性对照。

ＰＲＲＳＶ 的 ＲＴＰＣＲ 检测按照文献方法进

行［１０］：用病毒ＲＮＡ提取试剂盒提取感染细胞中的

病毒 ＲＮＡ，反 转 录 为 ｃＤＮＡ 后，使 用 引 物 为

ＰＲＲＳＶＦ（５′ＴＧＡＴＧＧＧＣＧＡＣＡＡＴＧＴＣＣ３′）和

ＰＲＲＳＶＲ（５′ＣＧＣＡＧＡＣＡＡＡＴＣＣＡＧＡＧＧ３′）进

行ＰＣＲ扩增，扩增产物用０．８％琼脂糖凝胶进行电

泳，凝胶成像系统分析结果。
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用间接免疫荧光试验检测感染细胞中ＰＲＲＳＶ

抗原：一抗为ＰＲＲＳＶＮ蛋白单克隆抗体６Ｄ１０（２

μｇ·ｍＬ
－１），二抗为ＴＲＩＴＣ标记山羊抗鼠ＩｇＧ（１∶

２００稀释），用荧光显微镜观察结果。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：裂解ＰＲＲＳＶ感染的细胞，

之后进行１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ，结束后将蛋白转移至

ＮＣ膜，以６Ｄ１０（１μｇ·ｍＬ
－１）单抗作为一抗，以

ＨＲＰ标记山羊抗鼠ＩｇＧ作为二抗，用ＥＣＬ化学发

光试剂盒显色后观察结果。

１．２．５　ＰＲＲＳＶ在筛选细胞生长动力学测定　　

在２４孔细胞培养板中培养筛选的细胞，待细胞密度

为７０％～８０％时，用０．１ＭＯＩ的ＰＲＲＳＶ 感染细

胞，在感染后的１２、２４、３６、４８和６０ｈ分别收集细胞

和细胞上清中的病毒。将收集的细胞通过反复冻融

释放病毒。将细胞内的病毒和细胞上清分别接种至

Ｍａｒｃ１４５细胞测定其病毒滴度，绘制病毒生长动力

学曲线。同时设立ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞作

为阳性对照。

２　结　果

２．１　重组慢病毒载体的构建和包装

通过ＰＣＲ方法从ｐＪＥＴ１．２ＣＤ１６３载体中克隆

出犆犇１６３基因编码区序列，编码区长度为３３３３

ｂｐ。用犡犫犪Ⅰ和犅犪犿ＨⅠ酶切ＰＣＲ产物后将其连

接至ｐＴｒｉｐＣＭＶＩＲＥＳｐｕｒ载体。经过测序正确后

得到慢病毒表达载体 ｐＴｒｉｐＣＭＶＣＤ１６３ＩＲＥＳ

ｐｕｒ。将该载体与ｐＭＤ２．Ｇ和ｐｓＰＡＸ２质粒共转染

至２９３Ｔ细胞，包装产生重组慢病毒。包装好的慢

病毒除了携带有犆犇１６３基因编码区序列外，还有嘌

呤霉素抗性基因，可以用嘌呤霉素对慢病毒转导的

细胞进行筛选。

２．２　犘犃犕犆犇１６３细胞的筛选及鉴定

将包装好的重组慢病毒按照１ＭＯＩ的剂量感

染ＰＡＭ细胞，经过嘌呤霉素持续筛选２周后，可以

看到明显的细胞克隆团，结合细胞有限稀释法继续

筛选，最终得到一株具有嘌呤霉素抗性的细胞株。

对获得的细胞株进行鉴定和后续ＰＲＲＳＶ感染试验

（图１～３）。用 ＲＴＰＣＲ 可以从该细胞中扩增出

犆犇１６３基因，对照的永生化ＰＡＭ 细胞中未检测到

犆犇１６３基因（图１Ａ）。

间接免疫荧光试验可以看到筛选的细胞中有红

色的荧光信号，对照永生化ＰＡＭ 细胞无红色荧光

信号（图１Ｂ）。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测筛选细胞在１３０ｋｕ处有目

的条带，对照永生化的ＰＡＭ 细胞无目的条带（图

１Ｃ）。

为了进一步检测筛选的ＰＡＭ 细胞和永生化的

ＰＡＭ细胞中ＣＤ１６３的表达，用流式细胞仪对２种

细胞中ＣＤ１６３的表达量进行了分析。分别以未用

抗体染色的筛选的ＰＡＭ 细胞（图３Ｃ）和永生化的

ＰＡＭ细胞（图３Ｄ）为阴性对照，筛选的ＰＡＭ 细胞

有９３．１％的细胞用 ＣＤ１６３抗体染色为阳性（图

３Ａ），永生化的 ＰＡＭ 细胞有 ９９．５％ 的细胞用

ＣＤ１６３抗体染色为阴性（图３Ｂ）。以上结果说明筛

选的细胞中犆犇１６３基因得到正确的表达，将该株细

胞命名为ＰＡＭＣＤ１６３，而永生化的ＰＡＭ细胞中无

ＣＤ１６３蛋白的表达。

２．３　犘犚犚犛犞感染犘犃犕犆犇１６３试验

将ＰＲＲＳＶＳＤ１６毒株感染ＰＡＭＣＤ１６３细胞

后２４ｈ后，提取病毒ＲＮＡ，用ＲＴＰＣＲ检测病毒核

酸，结果如图 ２Ａ 所示：可以扩增出 ２３０ｂｐ 的

ＰＲＲＳＶ特异性目的条带。永生化ＰＡＭ 细胞接毒

后用ＲＴＰＣＲ检测未扩增出ＰＲＲＳＶ目的条带。间

接免疫荧光试验结果如图２Ｂ所示：ＰＲＲＳＶ 感染

ＰＡＭＣＤ１６３细胞可以看到特异的红色荧光信号，

永生化ＰＡＭ 细胞接毒后无红色荧光信号。Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测可以从ＰＲＲＳＶ 感染的ＰＡＭＣＤ１６３

细胞中检测出 Ｎ 蛋白特异的目的条带，永生化

ＰＡＭ细胞接毒后检测不到Ｎ蛋白特异性目的条带

（图２Ｃ）。以上结果说明通过慢病毒载体介导稳定

表达ＣＤ１６３的ＰＡＭ 细胞可以被ＰＲＲＳＶ感染，而

永生化的ＰＡＭ细胞对ＰＲＲＳＶ不易感。

２．４　犘犚犚犛犞在犘犃犕犆犇１６３细胞生长动力学测定

用ＰＲＲＳＶＳＤ１６毒株感染ＰＡＭＣＤ１６３细胞，

在感染后的不同时间收集细胞内和细胞外病毒，测

定其病毒滴度，同时设立ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细

胞作为阳性对照。结果显示（图４）：ＰＲＲＳＶ 感染

ＰＡＭＣＤ１６３细胞所产生的病毒滴度略低于其在

Ｍａｒｃ１４５细胞上所产生的病毒滴度。ＰＲＲＳＶ感染

ＰＡＭＣＤ１６３细胞４８ｈ，细胞内病毒滴度最高可以

达到１０５．７５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１，细胞外病毒滴度最高可

以达到１０５．２５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１。对照 Ｍａｒｃ１４５细胞

在ＰＲＲＳＶ感染４８ｈ时细胞内病毒滴度最高可以

达到１０６．５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１，细胞外病毒滴度最高为

１０６．１２５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１。
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Ｆｉｇ．Ａ　ＲＴＰＣＲ检测筛选细胞犆犇１６３基因的转录（Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１、２．筛选细胞犆犇１６３基因的检

测；３．永生化ＰＡＭ细胞犆犇１６３的检测；４．阴性对照）；Ｆｉｇ．Ｂ间接免疫荧光试验检测ＣＤ１６３的表达（１７５×，１．筛选

细胞中ＣＤ１６３的检测；２．永生化ＰＡＭ细胞中ＣＤ１６３的检测）；Ｆｉｇ．ＣＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测筛选细胞ＣＤ１６３的表达（１、

２．筛选细胞ＣＤ１６３的检测；３．永生化ＰＡＭ细胞ＣＤ１６３的检测）

Ｆｉｇ．ＡＤｅｔｅｃｔｉｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆ犆犇１６３ｉｎｓｅｌｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｂｙＲＴＰＣＲ（Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１，２．犆犇１６３ｇｅｎｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｎｓｅｌｅｃｔｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓ；３．Ｎｏ犆犇１６３ｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｎｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓ；４．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）；

Ｆｉｇ．ＢＩｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｏｆＣＤ１６３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（１７５×，１．ＣＤ１６３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｅ

ｌｅｃｔｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓ；２．ＮｏＣＤ１６３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓ）；Ｆｉｇ．ＣＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ

ＣＤ１６３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（１，２．ＣＤ１６３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｅｌｅｃｔｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓ；３．ＮｏＣＤ１６３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＡＭｃｅｌｌｓ）

图１　筛选细胞的犆犇１６３表达鉴定

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犇１６３犻狀狊犲犾犲犮狋犲犱犮犲犾犾狊

Ｆｉｇ．ＡＲＴＰＣＲ检测ＰＲＲＳＶ感染ＰＡＭＣＤ１６３细胞（Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ＰＲＲＳＶ感染ＰＡＭＣＤ１６３细

胞扩增结果；２．ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞扩增结果；３．ＰＲＲＳＶ感染永生化ＰＡＭ 细胞扩增结果；４．阴性对照）；

Ｆｉｇ．Ｂ间接免疫荧光试验检测ＰＲＲＳＶ感染ＰＡＭＣＤ１６３细胞（２００×，１．ＰＲＲＳＶ感染ＰＡＭＣＤ１６３细胞；２．ＰＲＲＳＶ
感染 Ｍａｒｃ１４５细胞；３．ＰＲＲＳＶ感染永生化ＰＡＭ细胞）；Ｆｉｇ．ＣＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＲＲＳＶＮ蛋白（１．ＰＲＲＳＶ感染

ＰＡＭＣＤ１６３细胞；２．ＰＲＲＳＶ感染 Ｍａｒｃ１４５细胞；３．ＰＲＲＳＶ感染永生化ＰＡＭ细胞）

Ｆｉｇ．ＡＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｒａｌＲＮＡｂｙＲＴＰＣＲ（Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ＰＲＲＳＶｉｎｆｅｃｔｅｄＰＡＭＣＤ１６３ｃｅｌｌｓ；２．ＰＲＲＳＶｉｎ

ｆｅｃｔｅｄＭａｒｃ１４５ｃｅｌｌｓ；３．ＰＲＲＳＶｉｎｆｅｃｔｅｄｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓ；４．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｆｉｇ．ＢＩｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｏｆＰＲＲＳＶｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙｉｎＰＡＭＣＤ１６３ｃｅｌｌｓ（２００×，１．ＰＲＲＳＶｉｎｆｅｃｔｅｄＰＡＭＣＤ１６３ｃｅｌｌｓ；２．

ＰＲＲＳＶｉｎｆｅｃｔｅｄＭａｒｃ１４５ｃｅｌｌｓ；３．ＰＲＲＳＶｉｎｆｅｃｔｅｄｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓ）；Ｆｉｇ．ＣＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｖｉｒａｌＮｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（１．ＰＲＲＳＶｉｎｆｅｃｔｅｄＭａｒｃ１４５ｃｅｌｌｓ；２．ＰＲＲＳＶｉｎｆｅｃｔｅｄＰＡＭＣＤ１６３ｃｅｌｌｓ；３．ＰＲＲＳＶｉｎ

ｆｅｃｔｅｄｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓ）

图２　犘犃犕犆犇１６３细胞对犘犚犚犛犞的易感性鉴定

犉犻犵．２　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犘犚犚犛犞犻狀犳犲犮狋犻狏犻狋狔犻狀犘犃犕犆犇１６３犮犲犾犾狊
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Ａ．流式细胞术检测ＰＡＭＣＤ１６３细胞中ＣＤ１６３的表达；Ｂ．流式细胞术检测永生化ＰＡＭ细胞中ＣＤ１６３的表达；Ｃ．

ＰＡＭＣＤ１６３细胞阴性对照；Ｄ．永生化ＰＡＭ细胞阴性对照

Ａ．ＴｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＤ１６３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＡＭＣＤ１６３ｃｅｌｌｓ；Ｂ．ＴｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＤ１６３

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓ；Ｃ．ＰＡＭＣＤ１６３ｃｅｌｌｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｄ．ＩｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄＰＡＭｃｅｌｌｓｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ

图３　流式细胞术检测犘犃犕犆犇１６３和永生化犘犃犕细胞中犆犇１６３的表达

犉犻犵．３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犇１６３犻狀犘犃犕犆犇１６３犮犲犾犾狊犪狀犱犻犿犿狅狉狋犪犾犻狕犲犱犘犃犕犮犲犾犾狊犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔犪狀犪犾狔狊犻狊

Ａ．ＰＲＲＳＶ感染 ＰＡＭＣＤ１６３和 Ｍａｒｃ１４５细胞细胞内病毒生长动力学曲线；Ｂ．ＰＲＲＳＶ 感染 ＰＡＭＣＤ１６３和

Ｍａｒｃ１４５细胞细胞外病毒生长动力学曲线

Ａ．ＧｒｏｗｔｈｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＰＲＲＳＶｏｎＰＡＭＣＤ１６３ａｎｄＭａｒｃ１４５ｃｅｌｌｓ；Ｂ．Ｇｒｏｗｔｈｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ＰＲＲＳＶｏｎＰＡＭＣＤ１６３ａｎｄＭａｒｃ１４５ｃｅｌｌｓ

图４　犘犚犚犛犞在犘犃犕犆犇１６３细胞生长动力学曲线

犉犻犵．４　犌狉狅狑狋犺犽犻狀犲狋犻犮狊狅犳犘犚犚犛犞狅狀犘犃犕犆犇１６３犪狀犱犕犪狉犮１４５犮犲犾犾狊（犞犪犾狌犲狊狉犲狆狉犲狊犲狀狋狓±狊狅犳狋犺狉犲犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狊）

　　

３　讨　论

ＰＲＲＳＶ具有典型的嗜单核细胞／巨噬细胞特

性。原代ＰＡＭ 细胞是ＰＲＲＳＶ天然宿主细胞，由

于该细胞制备代价高、制备过程麻烦、不同批次细胞

之间存在差异且容易被其他微生物污染，因此限制

了该细胞在体外用于ＰＲＲＳＶ 的分离和培养
［１１］。

目前体外用于ＰＲＲＳＶ 分离和培养的细胞主要是

Ｍａｒｃ１４５细胞，该细胞系来源于猴，而非来源于猪，

因此该细胞的应用有可能受限于自然宿主相关的研

究。此外与感染原代ＰＡＭ细胞相比，ＰＲＲＳＶ感染

Ｍａｒｃ１４５细胞通过不同的途径进入细胞，会导致病

毒在 Ｍａｒｃ１４５细胞生长的适应性
［１２］。因此建立一

株猪源细胞用于ＰＲＲＳＶ的分离和培养对于研究

ＰＲＲＳＶ的生物学特性是十分必要的。前期有学者

建立了永生化的ＰＡＭ 细胞，但该细胞对ＰＲＲＳＶ

不易感，经过检测发现该细胞不表达ＰＲＲＳＶ细胞

受体ＣＤ１６３蛋白。本研究利用慢病毒载体系统将

ＰＲＲＳＶ受体犆犇１６３基因转导至该细胞，使ＣＤ１６３蛋

白稳定表达，从而实现了该细胞对ＰＲＲＳＶ的易感，

由此说明永生化的ＰＡＭ细胞对ＰＲＲＳＶ不易感的原

因之一是该细胞不表达ＰＲＲＳＶ受体ＣＤ１６３分子。

目前应用于筛选稳定表达外源基因细胞系的载

体主要有普通单质粒载体（如ｐｃＤＮＡ３．１载体）、转

座子载体和逆转录病毒载体等。慢病毒载体属于逆

转录病毒的一种，具有广泛的细胞感染谱，可以高效
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感染处于分裂期和非分裂期的细胞，能够携带大片

段的外源基因在逆转录酶的作用下高效地整合至宿

主细胞染色体中［１３］。目前应用的慢病毒属于复制

缺陷型病毒，具有很好的生物安全性，是一种理想的

用于筛选稳定细胞系的基因转移载体。作者前期曾

尝试用普通的ｐｃＤＮＡ３．１载体将犆犇１６３基因编码

区稳定转染至永生化ＰＡＭ 细胞，但是由于该细胞

的常规转染效率低，使得后期稳定细胞系的筛选工

作难度较大。利用慢病毒载体包装的慢病毒，可以

在较短的时间（３～４周）内筛选得到稳定表达

ＣＤ１６３的ＰＡＭ 细胞系，解决了该细胞系对外源基

因难以高效导入的问题。本研究中使用的慢病毒表

达载体带有ＣＭＶ启动子，多克隆酶切位点后为内

部核糖体进入位点序列（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍａｌｅｎｔｒｙ

ｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ），ＩＲＥＳ后为嘌呤霉素抗性基因。ＩＲＥＳ

元件的应用可以保证犆犇１６３基因的编码区序列和

嘌呤霉素抗性基因单独表达，两者互不影响［１４］。慢

病毒转导后的ＰＡＭ细胞可以使用嘌呤霉素进行抗

性筛选，嘌呤霉素较其他常用的抗生素，如Ｇ４１８和

潮霉素Ｂ等相比，筛选细胞的效率较高，最快可以

在４８ｈ内将阴性细胞杀死，免去了使用其他抗生素

筛选稳定克隆较长的时间周期。

在原代 ＰＡＭ 细胞中发现的 ＰＲＲＳＶ 细胞受

体，只有将犆犇１６３基因转染至ＰＲＲＳＶ非易感细胞

中可以 使 细 胞 变 成 易 感 细 胞，说 明 ＣＤ１６３ 在

ＰＲＲＳＶ感染宿主细胞过程中具有重要的作用。本

研究使用慢病毒载体筛选得到的细胞系，经过ＲＴ

ＰＣＲ、间接免疫荧光试验、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验和流式

细胞术检测，结果均为阳性，说明筛选的细胞中

犆犇１６３基因得到了正确的表达。由于慢病毒可以

将外源基因稳定整合至细胞染色体上，理论上讲可

以在细胞内永久稳定表达。ＰＲＲＳＶ感染试验证明

筛选的细胞系对ＰＲＲＳＶＳＤ１６毒株高度易感，细胞内

和细胞外的病毒滴度均可以达到１０５．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１

以上，略低于其在 Ｍａｒｃ１４５细胞上的毒价。如何提

高ＰＲＲＳＶ在筛选的ＰＡＭＣＤ１６３细胞上病毒毒价

是下一步研究的方向。ＰＲＲＳＶ在ＰＡＭＣＤ１６３细

胞的毒价在１０５．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１以上，可以用于

ＰＲＲＳＶ 的 分 离 和 培 养。这 些 工 作 为 后 续 的

ＰＲＲＳＶ 分离培养和 ＰＲＲＳＶ 生物学特性以及

ＰＲＲＳＶ细胞受体的研究奠定了基础。

４　结　论

构建了表达犆犇１６３基因的重组慢病毒载体，包

装后产生重组慢病毒，转导至永生化的ＰＡＭ 细胞

后筛选得到１株稳定表达ＣＤ１６３的ＰＡＭ 细胞系。

ＰＲＲＳＶ感染试验表明，筛选的细胞对ＰＲＲＳＶ高度

易感，病毒滴度可以达到１０５．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１以上。
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ａｌ．Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｐｏｒｃｉｎｅｃｅｌｌｌｉｎｅｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｆｒｏｍａｌｖｅ

ｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ：ｐａｒｔｉａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｖｉｒｕｓ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．犑犞犻狉狅犾犕犲狋犺狅犱狊，２００２，１０４（２）：

２０３２１６．

［５］　ＫＩＭＹＪ，ＫＩＭＹＳ，ＬＡＲＯＣＨＥＬＬＥＡ，ｅｔａｌ．Ｓｕｓ

ｔａｉｎｅｄｈｉｇｈｌｅｖｅｌｐｏｌｙｃｌｏｎａｌｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｍａｒｋｉｎｇ

ａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ４ｙｅａｒｓａｆｔｅｒａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ

ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｒｈｅｓｕｓｍａｃａｑｕｅｓｗｉｔｈＳＩＶｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ

ｖｅｃｔｏｒｔｒａｎｓｄｕｃｅｄＣＤ３４＋ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．犅犾狅狅犱，２００９，

１１３（２２）：５４３４５４４３．

［６］　ＹＡＭＡＧＵＣＨＩＴ，ＭＯＲＩＫＡＷＡＡ，ＭＩＹＯＳＨＩＨ．

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｅｎｅｔｒａｐｐｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｂｅｔｗｅｅｎｒｅｔｒｏ

ｖｉｒａｌａｎｄｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓｉｎｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．犅犻狅犮犺犲犿犅犻狅狆犺狔狊犚犲狊犆狅犿犿狌狀，２０１２，４２５

（２）：２９７３０３．

［７］　邱洪凯．蓝耳病病毒克隆测序、单克隆抗体制备及唾

液酸粘附素的克隆表达［Ｄ］．泰安：山东农业大学，

２０１０．

［８］　ＤＵＥＱ，ＴＩＫＯＯＳＫ．Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄｇｅｎ

ｅｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂｏｖｉｎｅａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ３ｉｎｎｏｎｂｏ

ｖｉｎｅｃｏｔｔｏｎｒａｔｌｕｎｇｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＩＳｃｅＩｅｎｄｏｎｕｃｌｅ

ａｓｅ［Ｊ］．犑犌犲狀犲犕犲犱，２０１０，１２（１０）：８４０８４７．

［９］　吴锦艳，田　宏，郑海学，等．逆转录病毒载体介导

的Ｔ７ＲＮＡ聚合酶在猪源细胞ＰＫ１５及ＳＫ６中的稳

定表达［Ｊ］．畜牧兽医学报，２０１１，４２（４）：５２７５３２．

［１０］　郝晓芳，周艳君，田志军，等．高致病性猪繁殖与呼

吸综合征病毒ＲＴＰＣＲ鉴别诊断方法的建立［Ｊ］．中

国预防兽医学报，２００７，２９（９）：７０４７０９．
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［１１］　ＤＥＬＲＵＥＩ，ＶＡＮＧＯＲＰＨ，ＶＡＮＤＯＯＲＳＳＥＬＡＥ

ＲＥＪ，ｅｔａｌ．Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｃｅｌｌｌｉｎｅｓｆｏｒｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｏｆｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉ

ｒｕｓｂｙｓｔａｂｌｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎａｎｄＣＤ１６３

［Ｊ／ＯＬ］．犅犕犆犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾，２０１０，１０：４８．［２０１３１０

１４］．ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｍｃ／ａｒｔｉｃｌｅｓ／

ＰＭＣ２９０８５５８／ｐｄｆ／１４７２６７５０１０４８．ｐｄｆ．

［１２］　ＣＯＬＬＩＮＳＪＥ，ＢＥＮＦＩＥＬＤＤＡ，ＣＨＲＩＳＴＩＡＮＳＯＮ

ＷＴ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｓｗｉｎｅｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｓｐｉｒａ

ｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ （ｉｓｏｌａｔｅ ＡＴＣＣ ＶＲ２３３２）ｉｎ

ＮｏｒｔｈＡｍｅｒｉｃａａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｄｉｓｅａｓｅｉｎｇｎｏｔｏｂｉｏｔｉｃｐｉｇｓ［Ｊ］．犑犞犲狋犇犻犪犵狀犐狀狏犲狊狋，

１９９２，４（２）：１１７１２６．

［１３］　ＣＯＣＫＲＥＬＬＡＳ，ＫＡＦＲＩＴ．Ｇｅｎｅｄｅｌｉｖｅｒｙｂｙｌｅｎｔｉ

ｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｓ［Ｊ］．犕狅犾犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾，２００７，３６（３）：

１８４２０４．

［１４］　ＢＡＲＡＮＩＣＫＢＴ，ＬＥＭＰＮＡ，ＮＡＧＡＳＨＩＭＡＪ，ｅｔ

ａｌ．Ｓｐｌｉｃｉｎｇｍｅｄｉａｔｅｓｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｏｕｒｐｕｔａｔｉｖｅｃｅｌ

ｌｕｌａｒｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅｓ ［Ｊ］．犘狉狅犮犖犪狋犾

犃犮犪犱犛犮犻犝犛犃，２００８，１０５（１２）：４７３３４７３８．

（编辑　白永平）

４０８１


