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　　摘要：根据禽腺联病毒ＶＰ基因序列设计引物，扩增出ＶＰ基因，将其克隆至杆状病毒表达载体 ｐＦａｓｔＢａｃ１，经酶切
鉴定筛选出阳性重组转移载体ｐＦａｓｔＢａｃ－ＶＰ，并对阳性质粒进行测序及序列分析；将 ｐＦａｓｔＢａｃ－ＶＰ转化到 ＤＨ１０Ｂａｃ
感受态细胞中，与 Ｂａｃｍｉｄ发生位点特异性转座作用，经抗性和蓝白斑筛选，获得含 ＶＰ基因的重组穿梭载体
ｒＢａｃｍｉｄ－ＶＰ。研究结果为进一步在昆虫细胞中表达ＶＰ基因，开发研制重组禽腺联病毒载体奠定了基础。
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　　腺联病毒（ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）别称腺病毒相
关病毒，是最初在纯化的腺病毒中发现的一种污染病毒，因而

得名腺联病毒。作为一种新型的病毒载体，它具有对宿主没

有致病性、免疫原性极低、宿主范围广等优点［１］，因此被认为

是一种比较理想的基因转移载体，被广泛地用于基因治疗和

基因工程疫苗等方面的研究。ｒＡＡＶ已有效地转导了小鼠和
灵长类动物的多个组织和细胞，并能介导外源基因在肝脏、

肺、中枢神经系统、视网膜及骨骼肌等器官和组织中的长期

表达［２－６］。

禽腺联病毒（ａｖｉａｎａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＡＶ）于
１９７３年由Ｙａｔｅｓ等首次报道，ＡＡＡＶ的理化性质、基因组结构
等与ＡＡＶ基本相似，说明可作为有潜力的重组病毒载体开发
应用。目前，禽类也已经分离到２种血清型腺联病毒，并也已
经完成序列测定［７－８］。国内王建业等也报道分离到１株血清
型禽腺联病毒，并进行了测序［９］。笔者所在实验室前期也开

展了利用三质粒制备 ｒＡＡＡＶ的研究，并以此作为载体传递
ｈＫＬＫ１及ｍｉＲＮＡ，获得了长期、高效的表达［１０－１１］；但是三质

粒法制备ｒＡＡＡＶ滴度较低，限制了其进一步开发应用。
本研究在国内首次利用 Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ杆状病毒表达系

统，成功构建了ＶＰ基因的杆状病毒表达载体，为进一步在昆
虫细胞中表达ＶＰ蛋白，利用杆状病毒系统研制重组禽腺联
病毒载体奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　载体和菌种
杆状病毒Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ表达系统（包括转座质粒 ｐＦａｓｔ

Ｂａｃ１、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ１０Ｂａｃ受体菌）购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；含 ＡＡＡＶ
全基因组的重组质粒 ｐＣＲ－ＡＡＡＶ、大肠杆菌 ＤＨ５α感受态
细胞由笔者所在实验室保存。

１．２　工具酶和试剂
ｐｆｕＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ、ＮｏｔⅠ及 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＷｉｚａｒｄＤＮＡＣｌｅａｎ－ｕｐＳｙｓ
ｔｅｍ购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；其他试剂均为国产分析纯级。
１．３　引物的设计与合成

参考ＧｅｎｅＢａｎｋ中登录的ＡＡＡＶ的基因序列设计１对引
物扩增ＶＰ基因，为了便于基因的克隆及表达载体构建等后
继工作，在ＶＰ引物的上下游５′端分别添加了ＮｏｔⅠ和ＨｉｎｄⅢ
酶切位点。通用引物Ｍ１３Ｆ／Ｍ１３Ｒ参照Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ杆状病
毒表达系统设计，引物均由上海英潍捷基生物技术有限公司

合成。引物序列：ＶＰ－Ｆ为５′－ＣＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＣＧＧＣＴＣＴ
ＴＡＴＴＴＣＴＧＡＣＧＣＧＡＴＡＣＣＣＧＡＴＴＧＧＴＴＧ－′３（下划线为ＮｏｔⅠ
酶切位点），ＶＰ－Ｒ为 ５′－ＣＧＴＡＡＧＣＴＴＴＴＡＣＡＧＣＧＧＴＴＴＧＧＴ
ＧＡＧＧＴＡＡＣＧＧＧＴＡＣＣＧ－３′（下划线为ＨｉｎｄⅢ酶切位点）。通
用引物序列：Ｍ１３－Ｆ为５′－ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ－３′，
Ｍ１３－Ｒ为５′－ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ－３′。
１．４　ＶＰ基因的扩增

以含ＡＡＡＶ全基因组的重组质粒 ｐＣＲ－ＡＡＡＶ为模板，
ＶＰ－Ｆ和 ＶＰ－Ｒ为上下游引物扩增 ＶＰ基因。反应条件：
９５℃ 预变性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸
２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经０．８％琼脂
糖凝胶电泳，按ＷｉｚａｒｄＤＮＡＣｌｅａｎ－ｕｐＳｙｓｔｅｍ试剂盒说明书
纯化回收目的基因，４℃保存，备用。
１．５　重组转座载体ｐＦａｓｔＢａｃ－ＶＰ的构建

回收的ＶＰ基因经ＮｏｔⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切后，与经同样酶切
的ｐＦａｓｔＢａｃ１连接，在含１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ琼脂平
板上３７℃培养过夜后，挑取单菌落，提取质粒电泳筛选，并进
行酶切鉴定。酶切鉴定正确后送往上海生工生物工程公司测

序，鉴定正确的克隆命名为ｐＦａｓｔＢａｃ－ＶＰ。
１．６　重组杆状病毒穿梭载体的构建

参考Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 Ｂａｃ－ｔｏ－ＢａｃＢａｃｕｌｏｖｉｒｕｓＥｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎＳｙｓｔｅｍ使用说明，将阳性重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ－Ｒｅｐ转
化ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞，用四环素（１０μｇ／ｍＬ）、卡那霉素
（５０μｇ／ｍＬ）、庆大霉素（７μｇ／ｍＬ）、ＩＰＴＧ（４０μｇ／ｍＬ）、Ｘ－ｇａｌ
（１００μｇ／ｍＬ）ＬＢ琼脂平板筛选白色阳性菌落。挑取白色菌
落，提取质粒，用引物 Ｍ１３Ｆ／Ｍ１３Ｒ进行 ＰＣＲ鉴定，扩增条件
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为：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃
延伸２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。产物用０８％琼
脂糖凝胶电泳检测，获得的阳性重组转座子命名为 ｒＢａｃｍｉｄ
－ＶＰ。

２　结果与分析

２．１　ＶＰ基因的扩增
以ＶＰ－Ｆ和ＶＰ－Ｒ为上下游引物扩增 ＶＰ基因，产物经

０．８％的琼脂糖凝胶电泳，可见大约２．２ｋｂ的条带（图１），与
预期结果相符。

２．２　重组转座载体ｐＦａｓｔＢａｃ－ＶＰ的构建与鉴定
ＶＰ基因回收后用 ＳａｌⅠ和 ＮｏｔⅠ酶切，与经同样酶切的

ｐＦａｓｔＢａｃ１连接，获得重组转座载体 ｐＦａｓｔＢａｃ－ＶＰ。经 ＮｏｔⅠ
和ＨｉｎｄⅢ酶切出约２．２、４．８ｋｂ的２条条带（图２），与预期相
符，且ＤＮＡ测序证明ＶＰ基因克隆正确且无突变。

２．３　重组杆状病毒穿梭载体的鉴定
以构建的重组穿梭载体 ｒＢａｃｍｉｄ－ＶＰ为模板，以

Ｍ１３Ｆ／Ｍ１３Ｒ为引物分别进行ＰＣＲ鉴定，产物经０．８％琼脂糖
凝胶电泳后在４．５ｋｂ处可见特异性条带（图３），与预期片段
大小相符，表明ＶＰ基因转座成功。

３　结论与讨论

ＡＡＶ病毒粒子直径为２０～２５ｎｍ，呈正二十面体对称，由

３个衣壳蛋白构成，无包膜，基因组大小为４．７ｋｂ，两端是末
端反向重复序列 （ｉｎｖｅｒｔｅｄｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｐｅａｔ，ＩＴＲ），中间部分含
有２个大的开放阅读框架及３个启动子，分别编码结构基因
Ｃａｐ和非结构基因 Ｒｅｐ。Ｃａｐ基因编码衣壳蛋白，其转录从
ｐ４０启动子开始，分别从主要的起始密码子 ＡＵＧ和次要的起
始密码子ＡＣＧ形成ｍＲＮＡ，然后再经过剪接形成３个结构蛋
白———ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３，在成熟毒粒中的比例约为１∶１∶１０。
ＶＰ１在病毒颗粒的稳定性或感染性上起作用，而 ＶＰ２在病毒
样空颗粒的装配中起重要作用，ＶＰ３似乎需要与其他２个ＶＰ
蛋白中的１个一起完成核定位任务［７－８］。

杆状病毒表达系统是２０世纪８０年代发展起来的真核基
因表达系统，与大肠杆菌、酵母、哺乳动物细胞表达系统并称

为基因工程中的四大表达系统。与其他３种表达系统相比，
杆状病毒表达系统有以下优点：较高的克隆容量；外源基因表

达量较高，最高可达细胞总蛋白的５０％；能对目的蛋白进行
修饰、加工和转运，表达的外源蛋白具有很高的生物学活性；

相对于其他病毒载体，杆状病毒具有很高的安全性。杆状病

毒表达系统迄今已经被广发应用于基因工程、药物开发、疫苗

生产等方面，已有数百个基因利用该系统得到了高效

表达［１２－１５］。

本试验扩增克隆得到ＡＡＡＶＶＰ基因，并与杆状病毒表达
载体ｐＦａｓｔＢａｃ１连接，转化ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细胞，获得重组转
座子，为进一步在昆虫细胞中表达 ＶＰ蛋白，研究 ＶＰ蛋白的
功能以及利用杆状病毒表达系统构建重组禽腺联病毒奠定了

基础。
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长鳍鲤 ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区序列结构和多态性分析
邹芝英１，杨　弘１，罗永巨２，吴长敬１，李大宇１，祝瞡琳１，肖　炜１

（１．中国水产科学研究院淡水渔业研究中心／农业部淡水渔业和种质资源利用重点实验室，江苏无锡 ２１４０８１；
２．广西水产研究所，广西南宁５３００２１）

　　摘要：采用ＰＣＲ技术和测序的方法分离长鳍鲤线粒体ＤＮＡ控制区（ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ）的部分序列（６００～６０２ｂｐ），
结合已报道长鳍鲤序列（３８７ｂｐ），得到长鳍鲤Ｄ－ｌｏｏｐ区的全长序列（９２１ｂｐ），对照其他已报道的鱼类控制区结构，
成功识别长鳍鲤ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区的终止序列区、中央保守区和保守序列区，找到了终止相关的序列ＴＡＳ和ＣＳＢ－Ｆ、
ＣＳＢ－Ｅ、ＣＳＢ－Ｄ、ＣＳＢ－１、ＣＳＢ－２、ＣＳＢ－３等６个特征序列，运用ＤＮＡ分析软件对本研究获得的序列（６００～６０２ｂｐ）
进行序列多态性分析。结果显示，序列碱基Ａ＋Ｔ的含量（平均为６２．７％）高于 Ｇ＋Ｃ的含量（平均为３７．３％），共检
测到１３个变异位点，转换为８个，颠换为３个，有２个缺失，碱基的替换有明显的偏倚。８尾个体分属６种单倍型，长
鳍鲤的核苷酸多样性为０．００７３２，单倍型间平均遗传距离为０．００９。稀有长鳍鲤种群ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区序列存在着丰
富的多态性，说明该种群具有比较丰富的遗传多样性。
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　　长鳍鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｌｏｎｇｆｉｎ）属于鲤科鲤属鲤种，
是分布于我国广西壮族自治区的一种野生鲤鱼，因其身体各

鳍条的长度均比普通鲤鱼长而得名。由于受环境变化和人为

捕捞等因素的影响，现野生分布的长鳍鲤已基本消失，品种资

源已经变得非常宝贵。为保护物种资源，广西自治区水产研

究所将野生长鳍鲤引入池塘。目前，关于长鳍鲤的研究特别

是遗传结构和遗传多样性的研究报道很少［１－２］。动物线粒体

ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）是共价闭合的环状双螺旋
ＤＮＡ，是细胞核外具自主复制、转录和翻译能力的遗传因子，
具有分子量小、结构简单、进化速度快、高度多态、母性遗传等

特点。ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区别称控制区，是线粒体基因组序列
和长度变异最大、进化最快的区域。它因具有较高的突变积

累而形成多态性，成为种内、种群或个体间遗传多样性研究的

理想材料［３］。近年来，许多学者对很多鱼类的线粒体控制区

自身结构以及种内种群遗传结构和遗传分化进行了大量的研
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