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#

!!

摘
!

要!研究使用二杆状病毒
6

昆虫细胞系统获得携带抗体表达基因的
D

型双链腺相关病毒"

:5QQ=

#%首先利

用杆状病毒系统获得
::)QQ=D6HS_Z

和
:5)QQ=D6HS_Z

!实验表明
:5)QQ=D6HS_Z

比
::)QQ=D6HS_Z

具有更高

的转导效率'然后以同样的方法获得
:5)QQ=D6Q7C

!检测其滴度!并感染
TH̀ $F!

细胞以检测抗体的表达情况%蛋

白印迹法检测出阿瓦斯汀"

Q9+:;2*

#重轻链已成功表达!

HUV4Q

检测出
Q9+:;2*

在体外的表达量可达
CC"*

3

$

IU

%该

研究表明利用杆状病毒系统所获得
D

型
:5QQ=

具有生物学活性并能实现外源基因的体外表达%

关键词!杆状病毒'双链
QQ=

'病毒生产'外源

中图分类号!

fCD$

!!!

文献标志码!

Q

(

!

引
!

言

肿瘤治疗中化疗和放射性疗法仍是目前使用最

广泛的治疗方法#但是此方法的毒副作用较大#患者

易对使用的药物产生抗性或者治疗后仍有肿瘤细胞

的残留#不能达到理想的治疗效果&随着基因工程

技术及
M?Q

重组技术的崛起#腺相关病毒"

QQ=

$

在肿瘤治疗中已经显示出良好的前景&

腺相关病毒"

QQ=

$是除腺病毒和逆转录病毒

外另一种常见的病毒载体#在基因治疗中发挥着重

要的作用&虽然
)QQ=

已在
/

期和
'

期临床试验

中应用#但所用的
QQ=

多为单链
M?Q

#需要一个

由单链转变为双链的过程#影响了
QQ=

表达的速

度与效率&自身互补
QQ=

"

:5QQ=

$无需合成互补

链
M?Q

#越过了第二链合成的障碍#与传统的单链

QQ=

相比具有更高的转导效率)

%

*

&研究表明#

:5QQ=

比传统的
QQ=

载体至少能提高
$"

倍的转

导效率)

$6B

*

&

)QQ=

的获得手段仍以三质粒共转染
TH̀ $F!

细胞为主)

#

*

#想要获得足够的病毒就需要大量的细

胞及转染质粒#昂贵的生产成本以及低效的生产过

程成为大量获得
QQ=

的一大难题&而杆状病毒系

统具有高安全性+操作简单快捷+成本低+易于大规

模培养等优势)

C

*

#进而受到越来越多研究者的青睐&

目前采用质粒共转染
TH̀ $F!

细胞获得携带

治疗基因的双链
QQ=

)

A

*和采用二杆状病毒系统获

得表达抗体的单链
QQ=

)

D

*的研究均有报道#但采用

二杆状病毒系统获得表达抗体的双链
QQ=

的相关

研究尚无报道#因此笔者对此展开研究#检测采用二

杆状病毒系统获得表达抗体的双链
QQ=

的可

行性&

!

!

实
!

验

%>%

!

材料与仪器

实验材料!质粒
a

QO=?6H_%+6HS_Z

+

a

ML!!F6

Q7C6VGH4

+杆状病毒
QOZcD

由本实验室保存%

:-F



细胞+

:-F""

'

V*:05;c0X2+

+

L0,,-05;2*

2 '

G0+

3

0*;

购自
V*92;)'

3

0*

公司%限制性内切酶+

M?Q,+XX0)

I2W

购自
?HO

公司%

4EOG

2

TE(I4<2<;/

V

7c

'

购自
7+̀+G+

公司%

f2Q+I

a

M?QO,''Xc2*2 2̀;

"

$B"

$试剂盒购自
fVQSH?

公司%商品化
Q9+:;2*

购自
G'5/0

公司%羊抗人
V

3

S

"

TgU

$+兔抗羊
V

3

S

"

TGZ

$购自北京康为世纪生物科技有限公司&

实验引物!所用均由上海捷瑞生物工程有限公

司合成#序列如下所示&

Q7A"F

!

S77SQQSL7L777S7SQLS

%

Q7B"$

!

LQSL7LLL7S7LLSLL7L7S

%

Q7B"%

!

LQLSSQSLQ7SQSQQSQLS77L

%

Q7B"!

!

SSL7LQL7LQSQ77S7LL7S

%

S7%D#

!

7SL7L7QSQSL7LLSS7SLLLS7

LQS7SSS

%

S7%DC

!

LLLQQSL77SL7QQ77LL7LQLS

QLQLL7S

%

S7C"$

!

SQLQQSQ7SS7SQ7L7SS7S

%

S7C"!

!

S7S77LSQQSS7LS77SQS7

%

Q7C_

!

LLQQL7QLSSLQ7SQQL7SS

%

Q7CT

!

QSSL7S7SL7777SSQ7S7S

&

实验仪器!

NM46%O

倒置生物显微镜"重庆光学

仪器厂$%

SV46%"""

凝胶成像系统"上海天能科技有

限公司$%

T_F"LK$

细胞培养箱"力康生物医疗科

技控股有限公司$&

%>$

!

方法

%>$>%

!

X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

菌株的合成构建及

鉴定

!!

取本实验室保存的
a

QO=?6H_%+6HS_Z

质粒

进行少量制备#然后进行酶切鉴定&鉴定正确后#以

a

QO=?6H_%+6HS_Z

作为骨架载体对其进行改造#

合成带有合适酶切位点的
X:V7G

的部分#并进行酶

切#随后连接到
a

QO=?6H_%+6HS_Z

的剩余骨架

上#构成
X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

#并进行酶切鉴定&

上海捷瑞生物工程有限公司提供的
X:V7G

合

成部分!

QL7QS7LQ7Q7SL7LSQL77LSQSL

QQL77S777Q77SLQSL77Q7QQ7SS77QL

QQQ7QQQSLQQ7QSLQ7LQLQQQ777LQLQ

QQ7QQQSLQ7777777LQL7SLQ77L7QS7

7S7SS777S7LLQQQL7LQ7LQQ7S7Q7L7

7Q7LQ7S7L7SSQ7LS7L7QSLQ7LSQQSQ

7LLLQSL7SS7LSQ77Q7SLLQL7LLL7L7L

7SLSLSL7LSL7LSL7LQL7SQSSLLSSSLS

QLLQQQSS7LSLLLSQLSLLLSSSL777SLL

LSSSLSSLL7LQS7SQSLSQSLSQSLSLSLQ

SQSQSSSQSLQSQ7LLLLQSSQQSL7LL7L

7S7SLSSLLSL

&

%>$>$

!

重组杆状病毒
QO=?c6H_%+6HS_Z

及

X:QO=?c6H_%+6HS_Z

的获得及检测

!!

X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

质粒鉴定正确后#将

a

QO=?6H_%+6HS_Z

及
X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

两

个质粒分别与
MT%"O+5

7c感受态进行转座重组#在

含有卡那霉素+庆大霉素+四环素及
VZ7S

的培养板

上挑选白色菌落#重新划板进行鉴定&然后提取阳

性的重组杆状病毒载体
O+56QO=?6H_%+6HS_Z

及

O+56X:QO=?6H_%+6HS_Z

#转染
:-F

细胞获得初代

重组杆状病毒并扩增获得滴度较高的重组杆状病毒

QO=?c6H_%+6HS_Z

及
X:QO=?c6H_%+6HS_Z

&

对重组杆状病毒
QO=?c6H_%+6HS_Z

+

X:QO6

=?c6H_%+6HS_Z

及
QOZcD

进行检测&检测主

要有两部分!一部分是采用实时荧光定量
ZLG

"

G76

ZLG

$检测重组杆状病毒
QOZcD

+

QO=?c6H_%+6

HS_Z

及
X:QO=?c6H_%+6HS_Z

的滴度&

G76

ZLG

检测方法为!用含有表达基因的质粒作为滴度

测定的标准品#初始拷贝数为
$]%"C5'

a

20:

,

#

U

#然

后作
B

个梯度稀释%按照
4EOG

0

TE(I4<2<

;/

V

7c

'

试剂盒配制反应液#采用
QOV4;0

a

K*0

7c

G0+,6;2I0ZGL4

<

:;0I

进行
ZLG

反应及结果分析#

对滴度检测结果进行计算以获得所需要的病毒添加

量&另一部分是用重组杆状病毒
QOZcD

感染
:-F

细胞#收集细胞制样后#以
1

6+5;2*

为对照#采用蛋白

免疫印迹法"

R0:;0)*\,';;2*

3

$检测重组杆状病毒

QOZcD

中
L+

a

蛋白的表达情况&

%>$>!

!

:)QQ=D6HS_Z

和
:5)QQ=D6HS_Z

病毒的

获得+纯化及转导效率检测

!!

分别取
BcKV

的上述经检测合格的重组杆状病

毒
QO=?c6H_%+6HS_Z

和
X:QO=?c6H_%+6HS_Z

与等
cKV

的经检验鉴定合格的重组杆状病毒
QO6

ZcD

同时加入
$C[

培养的
:-F

细胞中共转染#获得

::)QQ=D6HS_Z

和
:5)QQ=D6HS_Z

病毒#

#"[

加热

!"I2*

以灭活杆状病毒#

@D"[

保存待进一步纯化&

获得的
::)QQ=D6HS_Z

和
:5)QQ=D6HS_Z

病

毒还需要进行一步纯化&首先采用聚乙二醇
6

氯化

钠法对
::)QQ=D6HS_Z

和
:5)QQ=D6HS_Z

病毒进

行粗纯化#然后用
L0,,O2',+\:=2)+O2*X

5

QQ=

Z()2-25+;2'* 2̀;Q

对其进行进一步纯化&

取 等
cKV

纯 化 后 的
::)QQ=D6HS_Z

和

:5)QQ=D6HS_Z

病毒分别感染
#

孔板中等量

%CD
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TH̀ $F!

细胞#使用倒置荧光显微镜观察感染后的

TH̀ $F!

细胞#通过对比相同曝光条件下荧光显微

镜视野范围内表达荧光的细胞数量及荧光强弱#检

测两种病毒在细胞内的转导效率&

%>$>A

!

X:

a

QO=?6H_%+6Q7C

质粒的构建及鉴定

取鉴定正确的质粒
X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

和

a

ML!!F6Q7C6VGH4

进行
H5'G

/

g?/0

/

双酶切#

分别获得目的片段
X:

a

QO=?6H_%+

"

#"A$\

a

$以及

Q7C

"

$!AF\

a

$#检测目的片段
M?Q

纯度及浓度#

检测结果满足要求后使用
4',(;2'*V

连接酶于
A[

进行连接并转入
48GH

细胞#完成
X:

a

QO=?6

H_%+6Q7C

质粒的构建#并对提取的质粒进行酶切

鉴定&

%>$>B

!

:5)QQ=D6Q7C

病毒的获得+纯化及滴度检测

取鉴定正确的
X:

a

QO=?6H_%+6Q7C

质粒#按

%>$>$

中操作完成重组杆状病毒
X:QO=?c6H_%+6

Q7C

的扩增#获得所需的感染效率较高的重组杆状

病毒
X:QO=?c6H_%+6Q7C

&

取
BcKV

的重组杆状病毒
X:QO=?c6H_%+6

Q7C

与等量的
%>$>$

中鉴定正确的重组杆状病毒

QOZcD

共感染
:-F

细胞#从而获得
:5)QQ=D6Q7C

病毒#

#"[

加热
!"I2*

以灭活杆状病毒&之后采用

%>$>!

中的纯化方法#对
:5)QQ=D6Q7C

病毒进行

纯化&并对纯化后的
:5)QQ=D6Q7C

病毒进行滴度

检测#检测采用
%>$>$

中所介绍的荧光定量
ZLG

滴

度检测方法&

%>$>#

!

:5)QQ=D6Q7C

病毒表达蛋白的检测

将
TH̀ $F!

细胞以
!]%"B

个,孔的细胞密度

铺设一块
#

孔板#每孔取
%

#

U

纯化后的
:5)QQ=D6

Q7C

病毒感染
TH̀ $F!

细胞"用含
BP _O4

的

McHc

培养$#

C$/

后收集细胞上清液&将细胞上

清进行制样#采用免疫印迹法检测目的蛋白是否成

功表达%取细胞上清采用酶联免疫吸附法"

HUV4Q

$

检测蛋白的表达量&

免疫印迹法!将细胞上清及商品化
Q9+:;2*

"作

为标准品$制样后然后分别取
%#

#

U

细胞上清样品

及
A"

#

3

商品化
Q9+:;2*

样品加入加样孔中进行

4M46ZQSH

凝胶电泳#

D"=

电泳
!/

&预先用甲醇

浸泡的
Z=M_

膜与滤纸用电转液润湿#置于电转仪

中形成滤纸+膜+凝胶+滤纸的'夹心饼(#

B"=

电转

$/

&封闭液封闭
%/

后清洗#用一抗羊抗人
V

3

S

"

T

gU

$将膜孵育
#"I2*

后清洗#用二抗兔抗羊
V

3

S

"

TGZ

$对膜进行孵育
ABI2*

后清洗#最后进行化学

发光并显影拍照&

酶联免疫吸附法!将鼠抗人
V

3

S

/

抗体"用包被

液稀释至
%>"

#

3

,

IU

$以
%""

#

U

,孔的量加入酶标

反应板中#

A[

孵育过夜&

%""

#

U

,孔封闭液
!C[

孵

育后加入
#

个上清液样品及标准品
T0)50

a

;2*

"最高

浓度为
B""*

3

,

IU

#经封闭液倍比连续稀释
#

次#

%""

#

U

,孔#设复孔和对照孔#

!C[

孵育
#"I2*

&加

入用封闭液稀释的
TGZ

标记的鼠抗人
V

3

S

/

抗体#

%""

#

U

,孔#

!C[

孵育
ABI2*

&加入底物液
7cO

#

%""

#

U

,孔#

!C[

避光显色
%"

"

$"I2*

&加入
B"

#

U

,

孔
$I',

,

UT$4KA

后在酶标仪上测其
QAB"*I

的

KM

值&绘制标准曲线#计算出蛋白的浓度&

'

!

结果与分析

$>%

!

X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

质粒的鉴定

对
X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

目的菌株进行处理#

使用
!I/

/

+

T/Q

/

g3$W

/

+

2Q$A

/

g3.(

/

+

2Q$A

/

g3Q$

/

A

组酶对获得的
X:

a

QO=?6H_%+6

HS_Z

质粒进行酶切鉴定&理论上
NI+

/

酶切后

的目的条带应为
AAABg$!A"g%%g%%\

a

#

T/Q

/

g3$W

/

酶切后的目的条带应为
A$DAg$B$!\

a

#

2Q$A

/

g3.(

/

酶切后的目的条带应为
#"A$gC#B

\

a

#

2Q$A

/

g3Q$

/

酶切后的目的条带应为
BC"!g

%%"A\

a

&图
%

中给出了
X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

质

粒的酶切鉴定结果电泳图#可以看出#

X:

a

QO=?6

H_%+6HS_Z

质粒酶切后所得到的条带与理论分析

的结果相符#表明得到的
X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

目

的质粒是正确的&

c

!

M?Q,+XX0)I2W

%

%

!

NI+

/

单酶切结果%

$

!

Z+5

/

g?';

/

双酶切结果%

!

!

H5'G

/

g?/0

/

双酶切结果%

A

!

H5'G

/

g?5'

/

双酶切结果

图
%

!

X:

a

QO=?6H_%+6HS_Z

质粒酶切鉴定结果

$CD
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$>$

!

重组杆状病毒
QOZcD

的
Q/

X

基因表达的

R0:;0)*\,';;2*

3

检测

!!

重组杆状病毒
QOZcD

的
Q/

X

基因表达的

R0:;0)*\,';;2*

3

检测结果如图
$

所示#以
A!̀ M

的

1

6+5;2*

作为对照#重组杆状病毒
QOZcDQ/

X

基因

成功表达#其分子量大小分别为
DCdM+

"

=Z%

$+

C$dM+

"

=Z$

$以及
#$dM+

"

=Z!

$&

图
$

!

L+

a

蛋白的
R0:;0)*6\,';;2*

3

检测

$>!

!

病毒
::)QQ=D6HS_Z

和
:5)QQ=D6HS_Z

转

导效率的检测

!!

用显微镜观察病毒
::)QQ=D6HS_Z

和
:5)QQ=D6

HS_Z

感染后的
TH̀$F!

细胞#观测到的荧光表达结

果如图
!

+图
A

所示#可以看出#随着时间的推移#两

种病毒感染的
TH̀ $F!

细胞中表达荧光的细胞数

量都在增加%在相同的时间内#病毒
:5)QQ=D6HS6

_Z

感染的
TH̀ $F!

细胞中表达荧光的细胞数量明

显比
::)QQ=D6HS_Z

多&表明#在同等条件下#病

毒
:5)QQ=D6HS_Z

比
::)QQ=D6HS_Z

具有更高的

转导效率&

Q

和
O

!分别为感染后
$A/

和感染后
AD/

的荧光图

!!!

图
!

!

::)QQ=D6HS_Z

感染
TH̀ $F!

细胞的

荧光表达结果

L

和
M

!分别为感染后
$A/

和感染后
AD/

的荧光图

!!!

图
A

!

:5)QQ=D6HS_Z

感染
TH̀ $F!

细胞的

荧光表达结果

$>A

!

X:

a

QO=?6H_%+6Q7C

质粒的鉴定

对采用
%>$>A

的方法构建的
X:

a

QO=?6H_%+6

Q7C

质粒进行酶切鉴定#酶切鉴定采用了
!I/

/

+

2Q$A

/

g3.(

/

+

2Q$A

/

g14)S

2

!

组酶#理论分

析
!I/

/

酶切后的目的条带应为
AAABg!%CBg

B#"g%DFg%%g%%\

a

#

2Q$A

/

g3.(

/

酶切后的目

的条带应为
#"$Ag$!AF\

a

#

2Q$A

/

g14)S

2

酶

切后的目的条带应为
CADDgF"!\

a

&图
B

给出了

X:

a

QO=?c6H_%+6Q7C

质粒的酶切鉴定结果电泳

图&从图中可以看出
%

+

$

+

!

前三个质粒的目的条带

清晰无杂带#且与理论分析结果相符#表明三个

X:

a

QO=?6H_%+6Q7C

质粒的构建正确&

c

!

M?Q,+XX0)I2W

%

%

"

B

!

X:

a

QO=?6H_%+6Q7CB

个质粒的酶切结果

图
B

!

X:

a

QO=?6H_%+6Q7C

质粒的酶切鉴定结果电泳图

$>B

!

重组杆状病毒
X:QO=?c6H_%+6Q7C

的鉴定

用引物
S7%D#

和
S7%DC

鉴定重组杆状病毒

X:QO=?c6H_%+6Q7C

的
H_%+

部分#鉴定结果如

图
#

所示#目的条带大小
%%DC\

a

%引物
Q7B"%

和

Q7B"!

鉴定重组杆状病毒
X:QO=?c6H_%+6Q7C

的重链部分#鉴定结果如图
C

所示#目的条带大小为

%$BA\

a

&引物
Q7AFF

和
Q7B"$

鉴定重组杆状病毒

X:QO=?c6H_%+6Q7C

的轻链部分#鉴定结果如图
D

所示#目的条带为
#"C\

a

%结果表明!重组杆状病毒

X:

a

QO=?c6H_%+6Q7C

在昆虫细胞中已被成功包装&

!CD

第
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c

!

M?Q,+XX0)I2W

%

%

!杆状病毒的
ZLG

产物

图
#

!

H_%+

的鉴定

c

!

M?Q,+XX0)I2W

%

%

!杆状病毒的
ZLG

产物

图
C

!

重链的鉴定

c

!

M?Q,+XX0)I2W

%

%

!杆状病毒的
ZLG

产物

图
D

!

轻链的鉴定

$>#

!

:5)QQ=D6Q7C

病毒的滴度检测

取
$

#

U

纯化后
:5)QQ=D6Q7C

病毒进行
G76

ZLG

检测#结果如图
F

所示&从图
F

"

+

$扩增曲线

看#两个重复之间具有比较好的重复性%从图
F

"

\

$

熔解曲线看#在基因扩增中并未出现明显的非特异

性扩增#也未见明显的引物二聚体形成#表明所设计

引物的特异性比较好%从图
F

"

5

$定量
ZLG

标准曲

线看#

$

#

U

的纯化后
:5)QQ=D6Q7C

病毒的模板

M?Q

含量平均值为
%>A%]%"C

#经过换算得到其实

际滴度为
%>A%]%"%%=S

,

IU

&

图
F

!

:5)QQ=D6Q7C

的病毒滴度检测结果

$>C

!

Q9+:;2*

表达的蛋白检测

取细胞上清液用于检测
:5)QQ=D6Q7C

病毒中

Q7C

的表达结果#检测结果如图
%"

+图
%%

所示&其

中图
%"

为
R0:;0)*O,';;2*

3

检测结果#图中上方为

Q9+:;2*

蛋白重链#下方为
Q9+:;2*

蛋白轻链#从图

中可以看出表达出的
Q9+:;2*

重+轻链分子量大小

ACD
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分别为
B"dM+

和
$BdM+

#与商品化的
Q9+:;2*

条带

大小相同#表明
:5)QQ=D6Q7C

病毒的
Q7C

基因在

TH̀ $F!

细胞中获得成功表达%图
%%

为
HUV4Q

检

测结果#最终检测出
#

个样品的平均值为
!>"C

#

Q9+:;2*

的平均表达量为
C""*

3

,

IU

&

%

!

:5)QQ=D6Q7C

中
Q7C

表达的检测结果%

$

!商品化
Q9+:;2*

的检测结果

图
%"

!

Q9+:;2*

的
R0:;0)*O,';;2*

3

检测

图
%%

!

HUV4Q

检测标准曲线

$

!

结
!

论

随着基因工程技术及
M?Q

重组技术的崛起#

腺相关病毒"

QQ=

$在肿瘤治疗中已经显示出良好

的前景&

QQ=

基因治疗载体目前被广泛应用于各

种疾病中#而利用质粒共转染
TH̀ $F!

细胞)

#

*进行

治疗的
QQ=

的生产效率较低#有研究表明采用杆

状病毒系统能够获得更高的
)QQ=

产率)

F

*

&而采

用二杆状病毒系统获得表达抗体的单链
QQ=

)

D

*已

见报道#获得的单链
QQ=

以
BcKV

体外感染
B]

%"B

个
TH̀ $F!

细胞
CX

上清中抗体的表达量仅为

%B#>#*

3

,

IU

&但单链
QQ=

在宿主体内需要先完

成双链
M?Q

的转变#转导效率低#因此本课题研究

了采用二杆状病毒
6

昆虫细胞系统获得携带抗体表

达基因的
D

型双链
QQ=

#研究结果表明!

+

$同等条

件下
:5)QQ=D6HS_Z

病毒比
::)QQ=D6HS_Z

病毒

具有更高的转导效率#即双链
QQ=

比单链
QQ=

具

有更高的转导效率%

\

$生产的
:5)QQ=D6Q7C

成功

的表达出
Q9+:;2*

#

%

#

U

纯化后的
:5)QQ=D6Q7C

病毒感染
!]%"B

个
TH̀ $F!

细胞
C$/

后的上清液

中表达量为
C""*

3

,

IU

#即能够有效地包装出双链

QQ=

#且包装出的双链
QQ=

具有生物学活性#并

能实现外源基因的体外表达%

5

$采用二杆状病毒系

统获得表达抗体的双链
QQ=

的方法是可行的#通

过该方法可以获得较高浓度的抗体&
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