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杆状病毒表达系统制备的重组禽腺联病毒的鉴定
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　　摘要：为对杆状病毒表达系统制备的重组禽腺联病毒进行生物学特性的鉴定，将含 ＧＦＰ报告基因及 ＡＡＡＶ两侧
末端重复序列的重组杆状病毒ｒＢａｃ－ＧＦＰ、表达ＡＡＡＶ结构蛋白的重组杆状病毒ｒＢａｃ－ＶＰ、表达ＡＡＡＶ功能蛋白的重
组杆状病毒ｒＢａｃ－Ｒｅｐ以感染复数为５，同时感染摇瓶培养中的昆虫细胞Ｓｆ９，７２ｈ后收集细胞沉淀，反复冻融３～５次
后，离心取上清。经滤膜过滤、氯仿抽提和ＰＥＧ沉淀后，进行电镜观察和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，并体外感染鸡成纤维细胞
和鸡肝细胞系。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果显示，ｒＡＡＡＶ得到了较好的纯化，电镜下可观察到大小约２０ｎｍ的典型细小病毒样
粒子，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析数据显示ｒＡＡＡＶ由３个结构蛋白组成，与野生病毒相似。体外表达试验结果显示，ｒＡＡＡＶ能
介导ＧＦＰ报告基因在鸡细胞中稳定持久地表达。表明杆状病毒表达系统制备的 ｒＡＡＡＶ具有与野生病毒相似的性
质，可应用于后继研究和开发应用。
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　　腺联病毒（ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）又称腺病毒相
关病毒，作为一种新型的病毒载体，与其他重组病毒载体相比

较，具有对宿主没有致病性、免疫原性极低、宿主范围广、表达

时间持久等优点［１］，因此被认为是一种比较理想的基因转移

载体，目前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肺脏、中枢神经系统、肝脏、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等首次发现并报道［７］，ＡＡＡＶ的理化性质、基
因组结构等与ＡＡＶ基本相似，提示可作为有潜力的重组病毒
载体开发应用［８－９］。目前，重组禽腺联病毒的制备方法主要

是三质粒共转染法，即将顺式（携带 ＩＴＲ和外源基因）、反式
（编码ｒｅｐ和ｃａｐ）和辅助基因的３种质粒共同转染２９３细胞
系，这种方法成本偏高、程序较繁、不宜扩大生产，且获得的重

组禽腺联病毒滴度偏低。２００２年，Ｍａｓａｈｉ等发现Ｒｅｐ７８在昆
虫细胞Ｓｆ９中无需辅助病毒或质粒就能支持 ＡＡＶＤＮＡ复
制［１０］，将重组杆状病毒／昆虫细胞系统应用于 ｒＡＡＶ的生产，
这种方法克服了传统三质粒法的技术难关，ｒＡＡＶ滴度大大
提高，生产出的 ｒＡＡＶ与使用２９３细胞生产得到的病毒载体
在生物功能上没有差异，杆状病毒／昆虫细胞悬浮生产系统被
证明是一种简单、高效、经济的可以大规模生产的方法。

本实验室首次利用重组杆状病毒／昆虫细胞系统制备 ｒＡＡＡＶ
的生产，本研究对昆虫细胞制备的 ｒＡＡＡＶ进行以系列的鉴
定，为ｒＡＡＡＶ的应用奠定基础。
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１　材料与方法

１．１　载体和细胞
含ＧＦＰ报告基因及 ＡＡＡＶ两侧末端重复序列的重组杆

状病毒ｒＢａｃ－ＧＦＰ，表达 ＡＡＡＶ结构蛋白的重组杆状病毒
ｒＢａｃ－ＶＰ，表达ＡＡＡＶ功能蛋白的重组杆状病毒 ｒＢａｃ－Ｒｅｐ
均由笔者所在实验室构建并保存；Ｓｆ９细胞购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ）用９～１１日龄ＳＰＦ鸡胚制备；鸡胚
肝细胞系（ＣＥＬ）由中国农业科学院生物制品工程技术中心
提供。

１．２　工具酶和试剂
昆虫细胞培养基Ｓｆ－９００ⅡＳＦＭ（Ｓｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍ），购

自ＧＢＩＣＯ公司；ＨＲＰ标记的羊抗鼠 ＩｇＧ，购自康为世纪生物
科技有限公司；其他试剂均为国产分析纯级。

１．３　ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的制备
参照文献 ［１１］的方 法，将 Ｓｆ９昆虫细胞以 ５×

１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的初始密度接种于摇瓶中的昆虫细胞培养基，
１１０ｒ／ｍｉｎ２７℃振摇培养，至密度达 ２×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时，以
ＭＯＩ为５，接种 ３种重组杆状病毒 ｒＢａｃ－ＧＦＰ、ｒＢａｃ－ＶＰ、
ｒＢａｃ－Ｒｅｐ。３ｄ后，离心收集细胞沉淀，于－８０℃、３７℃反复
冻融３～５次，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清，即为含
ＧＦＰ报告基因的重组禽腺联病毒ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ。
１．４　ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的纯化
　　将以上制备的病毒液先用０．２２μｍ的滤膜过滤，除去杂
质和大分子蛋白，再加入１／１０体积的氯仿在摇床上室温剧烈
振摇 １ｈ，加 入 ５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ至 终 浓 度 为 １ｍｏｌ／Ｌ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层水相，加入 ＰＥＧ８０００至终
浓度为１０％，冰浴 １ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，ＰＢＳ溶解沉
淀，即为纯化的ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ。
１．５　ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的电镜鉴定
　　将纯化的重组病毒 ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ滴加于铜网上，经２％
磷钨酸负染后，在投射电镜下观察。

１．６　ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
　　取少量的 ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ纯化产物，与等体积的 ２×
ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀后，煮沸３ｍｉｎ，取１５μＬ进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析，以未接种病毒的细胞沉淀作为阴性对照。样品电泳结

束后转印ＰＶＤＦ膜，以鼠抗 ＶＰ３多抗作为一抗，以 ＨＲＰ标记
的羊抗鼠作为二抗，按常规方法进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。
１．７　ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的体外表达试验
　　分别将ＣＥＦ细胞和鸡胚肝ＣＥＬ细胞系按１×１０５ｃｅｌｌｓ／孔
接种２４孔培养板，３７℃、５％ ＣＯ２培养２４ｈ后，吸弃培养液，
将ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ以１０倍倍比稀释感染细胞，２４ｈ后，在荧光
倒置显微镜下观察荧光出现的时间、数量及持续时间。

２　结果与分析

２．１　ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的纯化
为建立简单有效的病毒纯化方法，将含有重组病毒的细

胞裂解上清液分别经滤膜过滤、氯仿抽提以及 ＰＥＧ沉淀。
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对纯化产物进行分析，由图１可知，经一系列纯
化步骤后，大量的杂蛋白被去除，重组病毒得到了较好的

纯化。

２．２　ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的电镜鉴定
纯化的病毒液负染后电镜下观察，可见大小为２５ｎｍ左

右的二十面体样的病毒粒子，并有空心和实心之分，与野生

ＡＡＡＶ病毒粒子的大小和形态相似（图２）。

２．３　ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
为鉴定 ｒＡＡＡＶ的结构蛋白组成，将纯化的病毒液进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，以ＶＰ３多抗血清作为一抗，结果可见３个
结构蛋白，与野生病毒结构蛋白分子量相近（图３）。

２．４　ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的体外表达试验
为探讨昆虫细胞制备的ｒＡＡＡＶ－ＧＦＰ的生物学特性，将

ｒＡＡＡＶ分别感染鸡胚成纤维细胞ＣＥＦ和鸡胚肝细胞系ＣＥＬ，
荧光显微镜结果显示，在感染后约２４ｈ可见绿色荧光，随着
时间推移，荧光逐渐增强，时间可持续至试验结束（图４），说
明ｒＡＡＡＶ能介导ＧＦＰ基因在鸡细胞中高效稳定表达。

３　讨论

家禽生产预防疾病主要靠疫苗的研发，而新型疫苗的研

发又依赖于病毒转移载体，目前许多家禽病毒被开发为载体
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进行应用，如新城疫病毒、禽流感病毒、马立克氏病毒等，这些

病毒载体存在着一些缺点不能广泛应用，如操作繁琐、费用昂

贵、难以大规模生产等［１２－１４］。近年来，对腺联病毒的研究越

趋成熟，作为一种良好的基因转移载体被广泛使用。禽腺联

病毒由于无致病性，是一种良好的家禽基因转移载体，但其研

究却相对滞后。

为提高ｒＡＡＶ的滴度，建立简便高效的 ｒＡＡＶ生产方法，
研究者们作出了不断努力，如建立表达 Ｒｅｐ、ＶＰ基因的细胞
系、利用ＨＳＶ－１作为辅助病毒等，其中最为成功的是利用昆
虫细胞系制备ｒＡＡＶ。目前，制备 ｒＡＡＡＶ的方法仍然是传统
的三质粒共转染法，笔者所在实验室首次尝试利用杆状病毒

表达系统制备ｒＡＡＡＶ。
本研究对该系统制备的ｒＡＡＡＶ进行一系列的鉴定，首先

将昆虫细胞制备的重组病毒进行纯化，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果显
示，建立的滤膜过滤、氯仿抽提、ＰＥＧ沉淀的方法能有效纯化
重组病毒；电镜结果可见重组病毒粒子，大小为２０ｎｍ左右，
与ＡＡＡＶ粒子大小、结构相似；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果揭示，重
组病毒由３个结构蛋白组成，均能被ＡＡＡＶＶＰ３特异识别，且
大小与 ＡＡＡＶ的 ３个结构蛋白相近；体外细胞感染试验证
明，ｒＡＡＡＶ具有与三质粒共转染法制备的 ｒＡＡＡＶ相似的生
物学功能，能成功感染鸡成纤维细胞、鸡肝细胞等，并能介导

ＧＦＰ表达长达２周之久。以上结果说明，杆状病毒系统制备
的ｒＡＡＡＶ具有与野生病毒相似的理化特征，且能介导外源基
因在鸡细胞中长期稳定表达，为ｒＡＡＡＶ的进一步应用奠定了
基础。
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