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含 株 基 因的 株
转移质粒载体的真核表达
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张彦明
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曹瑞兵
’ ,

周 斌 ‘ ,

陈溥言
‘

南京农业大学 农业部畜禽疫病诊断与免疫 重点开放实验室
,

江苏 南京 。。

西北农林科技大学 动物科技学院
,

陕西 杨凌

〔摘 要 」 为进 一 步提 高重组 病 毒 的 表达 水 平
,

用 构 建 的 含 启 动 子 和 株 基 因的

株转移质粒载体 转染 细胞
,

通过 和接免疫荧光 法研究 了其在真核 中的表达
,

并

确定最佳的转染条件
。

结果表明
,

真核细胞中带有 基因
,

转移质粒载体已经进人细胞 转染转移质粒载体

后 的 细胞所表达的 基 因产物抗原性较好
,

能够与抗 的标准血清反应
。

确定 的最佳转

染条件为 拜 ,

转染后 外源基 因在细胞 中的表达量最 高
,

在 孔板 和 孔板 中细胞数量分别以

又 丫孔和
’

孔的转染效果最好
。

关键词 畜禽疫病 新城疫病毒 基 因 马立 克氏病病毒 转移质粒载体

「中图分类号 〕
十

文献标识码 文章编号口
一 一 一

新城疫
,

是 由新城疫病

毒
,

引起 的主要侵害

鸡和火鸡的一种高度接触性传染病
。

该病 自 年

首次发现以来
,

很快传遍世界各地
,

成为威胁养鸡业

的主要传染病
,

被 国际兽疫 防治局
,

列 为 类传染病
一

严 重

烈性传染病仁’
一

〕。

自新城疫 发现以来
,

世界各国

的禽病工作者对其进行 了大量 的研究 〔
一
‘ 〕,

在疫苗研

发和免疫方面取得了显著的研究成果
。

但至今该病

并未得到根本控制
,

其仍是威胁养鸡业 的主要疾病

之一
。

免疫失败是该病未能根本控制的主要原因
,

而

造成免疫失败 的原因主要有母源抗体干扰
、

疫苗保

存和使用方法不当
、

免疫程序不合理等 ,
一

〕。

马立克氏病 长
,

是 由马立克

氏病病毒
’ ,

引 起 的一

种鸡高度接触性传染性肿瘤病
,

以外周神经
、

性腺
、

虹膜
、

各种器官
、

肌 肉和皮肤发生淋巴细胞增生和单

核细胞浸润为特征
,

是危害世界养禽业最严重 的传

染病之一
,

给养禽业造成 巨大的经济损失
。

自 世

纪 年代 疫苗问世 以来
,

预 防接种 是控制该

病的主要手段
。

虽然活疫苗的广泛使用使 的发

病率有所降低
,

但其发病率仍 比较高
,

特别是近年来

随着马立克氏病病毒 毒力的不断增强
,

疫苗

的免疫效果大大降低
。

随着分子生物学的广泛使用
,

人们一直很看好基因重组疫苗的前景
,

许多实验室

和疫苗公司对防治 的重组疫苗极为关注 「’ ”〕。

考虑多价重组疫苗的诸多优点
,

本试验对前期

构建 的含 株 基 因 的

株转移质粒载体进行 了真核表达研究
,

试图利用马

立克氏病病毒的 启动子控制新城疫病毒 基因

的表达
,

从而构建基因工程多价重组疫苗
,

以期能有

效地预防新城疫和超强 毒株引起的马立克氏

病
,

并为抗 和 的基 因工程多价重组疫苗的

研制奠定基础
。

材料与方法

材 料

细胞及培养基 传代细胞 由南京农业

大学动物医学院传染病教研组保存 培养基

为 公 司产 品 胰酶为美 国 公 司

产品 犊牛血清购 自杭州 四季青生物工程公司
。

质粒与宿 主 菌 含 招 株 基 因

的 株转移质粒载体 由作者

构建仁叫 宿主菌 由南京农业大学动物医学院
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宁夏盐池人
,

在读博士生
,

主要从事分子病毒学研究
。

江苏南京人
,

教授
,

博士生导师
,

主要从事畜禽传染病研究
。
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传染病教研组保存
。

工 具酶及试 剂 议 聚合酶为宝生物

大连 公司产品 转染试剂 和 购 自上海

生物工程有 限公司 兔抗鸡 荧光标记二抗购 自

公 司 鸡抗 标 准 血清 购 自南 京药监

所 其他试剂为国产分析纯
。

引 物 根 据 上 公 布 的

株 基 因 的序列 设计 对 引物
,

由宝 生物

大连 公 司合成
,

其序列分别为
‘ 一 一 ‘

‘ 一 一 ,

方 法

细 胞 的 转 染 按文献厂 」介绍 的方

法
,

大量提取
、

纯化 质粒
。

转染前
,

将处

于对数生长后期的 细胞用胰酶消化后接种到

孔板
,

接种量分别为
,

和

孔
,

每 孔 加 人 含 体 积 分 数 血 清 的
, 、

培养箱 中培养
,

待细胞生长

至铺满细胞板的 一 时开始进行转染
。

为了

确定最佳质粒转染量
,

分别取
, , ,

和 “ 纯化

好的
,

加人到含有

溶液的 管 中
,

混匀
,

然后再缓缓加入

缓 冲液
,

混匀
,

室温放置
,

即为
一 一

溶 液
。

滴 加
一 一

溶 液

拜 孔于细胞培养液 中
,

轻轻混匀
,

在
、

体

积分数 培养箱 中孵育细胞
。

转染 后吸

去培养液
,

用 洗 次
,

每孔加新鲜

生长液
。

表达结 果检测 间接免疫荧光 检

测
。

为 了确定最佳转染时 间
,

分别取转染
,

和

后 的 细胞进行 消化
,

并分别 以
‘ ,

创和 田 孔接种到 孔板
。

待细胞长成单

层后
,

倾去培养液
,

用 洗 次
,

每孔加 拼 预

冷的体积分数 乙醇和丙酮 乙 。 , 丙 。 一 ,

混合液固定细胞
,

室温放置
。

用 充分洗涤

孔板
,

每次
,

至少洗 次 加入用 进行
, , , ,

和 倍稀

释的鸡抗 血 清
,

湿盒 中 反应 后
,

弃去抗血清
,

用 充分洗涤 孔板
,

每次
,

至少洗 次
。

加人经 倍稀释的荧光标记

兔抗鸡
,

湿盒 中于
、

反应
。

再用

充分洗涤 孔板
,

每次
,

至少洗 次
,

甩干
。

加

入 甘油 ,琳 。一 混合液
,

在荧光显微镜下观察结果
。

同时
,

以正常 细胞

做阴性对照
。

检测
。

按文献 提取转染细胞及正常

对照细胞 的 作模板
,

反应体系为 拌 ,

其中

模板 拼 ,

上
、

下游引物各 拼
,

碑 拜 , , , 拜 ,

反应缓 冲液 产 ,

扭
’

酶

川
一 、

超纯水 拌
。

反应条件 变性

变性
,

退火
, ’

延伸
,

个循环 延伸
, 、

保存
。

扩 增 产物通 过 含 有 嗅 化 乙 锭
,

的 琼脂糖凝胶 电泳检测
,

紫外灯

下观察结果
。

结果与分析

转染重组转移质粒 细胞的 鉴定

结果显示
,

转 染重组转 移质粒 细胞

可 以 和鸡抗 血清发生特异性 反应
,

使细胞呈

现黄绿色特异性的荧光 图
,

而正常 细胞未

出现特异性荧光
,

呈阴性反应
。

图 转染重组转移质粒 细胞的 检测结果

转染重组转移质粒 细胞的 鉴定

以转染重组转移质粒 细胞 的 作模

板
,

按照扩增 基 因的条件进行 扩增
,

可扩增 出 特异性 片段
,

而 以正常 细

胞 为模板
,

则未扩增 出特异性片段 图
。

最佳转染条件的确定

为 了提高转染效率
,

对转染时间
、

细胞数量及转

染条件进行 了摸索
,

最终确定 了最佳的转染质粒浓

度
,

发现转染 的营养液以 拌 最为理想
,
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转染后 外源基因在细胞中的表达量最高
。

在

孔 板 和 孔 板 中
,

细胞 数量 分 别 以 丫孔 和

创 孔时的效果最好
。

图 转染重组转移质粒 细胞的 鉴定

。标准对照 以转染重组转移质粒

细胞 为模板 的 产物
‘

以 细胞 为模板的 扩增产物

,

一

’

〔 一 一

讨 论

随着分子生物学技术 的广泛使用
,

人们一直很

看好基因重组疫苗的前景
,

但重组疫苗的安全性也

是人们极其关注的方面
。

本试验选择

疫苗株作为病毒载体来构建重组病毒有两个原因

一 是 因 为致 弱 型 疫苗 如 和

的免疫效果 明显 优 于 疫 苗
,

同时疫 苗株

型与 的抗原有较高的 同源性
,

理论

上可 以较其他血清型更能诱导具有针对性的免疫应

答反应
,

特别是针对 和 的应答

反应
。

其次
,

由于 是养禽业的常用疫苗
,

其

不但不会出现病毒毒力返强
,

而且在其作为疫苗应

用 的历史上
,

尚未有被免疫动物感染发病或将其传

播给其他任何动物和人类的报道
,

并且也无在 昆虫

体内能够复制的证据
。

由此可见
,

以 作为载

体
,

不会对其他动物及人类构成威胁
。

磷酸钙转染
、

电穿孔及脂质体介导的转染是几

种 常用 的将 导人各种 哺乳 动物 细胞 的方法
,

本试验采用 的是磷酸钙转染法
,

因为该方法具有简

单
、

价廉等特点
。

影响转染效率的因素有很多
,

当转

染试剂稳定下来 以后
,

细胞 的生长状态也是很重要

的影响因素
。

鉴于此
,

本研究在进行转染之前
,

首先

对细胞的生长情况进行观察记录
,

并确定其在各种

细胞培养皿 中的细胞接种量
,

以维持细胞在转染过

程的良好生长状态
,

并保证试验的可重复性
。

本研究

对转染条件进行 了摸索
,

最终确定 的最佳转染质粒

浓度为 拜
。

人们一 直在努力提高构建抗
、

等禽病

重组疫苗的技术
,

但大部分保护试验还是在 鸡

体 内进行的
。

考虑多价重组疫苗的诸多优点
,

迫切需

要构建一种设计合理
,

且能有效预防多种禽病
、

抵抗

超强毒株感染及不受母 源抗体影 响的多价重组疫

苗
。

有研究 , ’“

表明
,

在 的基 因重组疫苗中
,

利

用 启动子控制 基 因的表达
,

既可 以避免病毒

对外源启动子的排斥作用
,

又可 以提高疫苗对商品

鸡的免疫保护作用而避免母源抗体的影响
。

本研究

试 图利用 的 启动子控制 基 因的

表达
,

来构建重组
,

使其能有效预防 和超

强毒株引起的
。

本研究结果表明
,

转移质粒载体

中的基因表达盒可 以在细胞 中有效地表达
,

这为进

一 步 开 发 新 型 的抗 和 疫 苗 研 究 奠 定 了

基础
。
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