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构建具有巨细胞病毒(CMV)启动子的杆状病毒高效表达载体
并利用其在鸡胚原代细胞中表达 eGFP 基因
宋姗姗，葛菁萍 * ，李梅，高冬妮，金丽颖，安琦，平文祥，楼庄伟
微生物黑龙江省高校重点实验室，黑龙江大学生命科学学院，哈尔滨 150080

摘要:【目的】杆状病毒载体在哺乳动物细胞中不复制，具有极高的生物安全性，而通过引入细胞特异性启动
子、“病毒假型化”、添加不同功能调控元件等优化手段，杆状病毒可转导的细胞类型明显增多、转导效率明
显增高。优化的重组杆状病毒可以在鸡细胞中表达，确定重组杆状病毒在鸡细胞中高效表达的条件，为禽类
基因工程疫苗的开发奠定了坚实的基础。【方法】本研究以增强型绿色荧光蛋白 ( Enhanced Green
Fluorescent Protein，eGFP)为报告基因，构建含巨细胞病毒(Cytomegaoviyns，CMV)启动子启动的重组转座载
体，并且通过病毒假型化 ( TM /CTD of VSV-GED)、添加转录后调控元件 (Woodchuck hepatitis virus post-
transcriptional regulatory element，WPRE)和腺病毒反向重复序列( Inverted terminal repeats，ITRs)等手段优化
重组杆状病毒表达载体，最终利用重组杆状病毒对鸡胚原代细胞的侵染进行 eGFP 的表达，比较分析不同重
组载体对蛋白表达水平的影响。【结果】eGFP 表达结果显示，12 h 便可在倒置荧光显微镜下检测出 eGFP 的
表达，随着时间的延长，eGFP 表达效率先增加后降低。经过 VSVGED 病毒假型化的重组杆状病毒转导效率
从 36%增加至 48. 2%。添加转录后调控元件 WPRE 的重组杆状病毒介导 eGFP 的表达效果与添加 10
mmol /L 丁酸盐法基本相同，但对细胞几乎没有毒性。从 72 h 内的 eGFP 表达强度看，只有添加 ITRs 元件
的重组杆状病毒的表达强度随时间的延长而极缓慢增加。【结论】eGFP 表达结果显示，利用 VSVGED 病毒
假型化手段可以提高杆状病毒转导鸡胚原代细胞的效率;添加转录后调控元件 WPRE 的重组杆状病毒介导
eGFP 的表达效果与添加丁酸盐法基本相同，可以增强杆状病毒介导报告基因在鸡胚原代细胞中的表达水
平;添加 ITRs 元件的重组杆状病毒具有延长 eGFP 表达时间的作用。
关键词:杆状病毒，鸡胚原代细胞，VSVGED 病毒假型化，调控元件，腺病毒反向重复序列
中图分类号:S852. 65 文献标识码:A 文章编号:0001-6209(2013)06-0586-10

杆状病毒在哺乳动物细胞内与其它病毒载体相
比，具有不复制、基因容量大、对细胞无毒性、操作简
单等优点。随着转导细胞类型的增多、转导效率的

增高，杆状病毒作为基因转移载体介导外源基因在
哺乳动物细胞中的表达已被人们广泛应用。通过研
究人员的努力，杆状病毒能转导的哺乳动物细胞迅
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速增加，包括人、猴、猪、鼠、牛、兔以及禽类等细胞，
其中肝细胞和肾细胞研究最广泛［1］。另有研究显
示杆状病毒甚至可转导鱼类细胞，通过向纹斑鱼胚
胎内直接注入病毒便可完成外源基因的成功表
达［2］。凭借着独特的优势，杆状病毒表达载体系统
已在生物、医学等领域得到广泛应用。尤其在病毒
样颗粒的生成［3］、抗体制备与非复制型载体疫苗的
研制［4］、基因治疗与癌症治疗［5］、组织工程 ( Tissue
engineering)［6］以及 RNAi 技术［7］等前沿领域的研
究中扮演了重要的角色。

但由于哺乳动物细胞并不是杆状病毒的天然宿
主，因此杆状病毒对哺乳动物细胞的嗜性不广泛、转
导哺乳动物细胞的效率和转基因表达水平偏低、表
达持续时间短暂等方面问题成为限制其进一步发展
的瓶颈。就突破“瓶颈”而言，目前国内外学者们主
要关注以下几个方面:化学助剂的添加、哺乳动物细
胞类型与状态的影响、启动子的类型、基因调控元件
的应用、病毒表面的修饰以及转导技术的改良。已
有研究表明添加丁酸盐 (Butyrate)［3］、制毛癣素 A
(Trichostatin A)［4］、丙戊酸［6］等组蛋白脱乙酰基酶
(histone deacetylase，HDAC)抑制因子可通过诱导
组氨酸高度乙酰化而使染色质处于松弛状态，从而
显著增加杆状病毒介导的转基因表达。

杆状病毒转导不同细胞的效率存在很大差异，
杆状病毒的转导效率还与细胞的分化程度密切相
关。病毒转导效率的差异可能来源于病毒进入细胞
的效率或核运输的效率不同;而转基因表达水平的
差异可能是由不同分化进程中不断变化的细胞转录
机制造成的。不同的细胞类型对启动子存在偏好
性，从而影响转基因表达的水平。一般认为鸡 β-肌
动蛋白启动子组成的复合启动子 ( CMV early
enhancer / chicken β-actin promoter，CAG)强于 CMV
启动子，在 CHO、COS-1 和 HEK293 细胞系中 CMV
和 RSV 启动子均有较好的活性，但猴空泡病毒 40
启动子(Simian Virus 40，SV40)启动子相对于 CMV
和肉瘤病毒长末端重复序列启动子 ( Respiratory
Syncytial Virus，RSV)而言活性较弱［7］。实验证明，
将杆状病毒同源重复序列 hr1 作为增强子可提高杆
状病毒介导的外源基因的表达量［8］。将 CMV 启动
子 5’端增强子序列融合于神经元特异性的血小板
衍生生长因子 β ( Platelet-derived growth factor β，
PDGF)或星形胶质细胞特异性的神经胶质酸性蛋白

(Glial fibrillary acidic protein，GFAP)上游构成的杂
合启动子可以显著提高转基因在神经细胞中的表达
水平，分别在两种杂合启动子的表达盒两侧添加腺
伴随病毒 AAV 的反向重复序列 ( Inverted terminal
repeats，ITRs)则可显著延长转基因高水平表达的
持续时间，在第 90 天依然能够检测到报告基因的
表达［9］。水疱型口膜炎病毒 G 蛋白 ( Vessicular
stomatitis virus protein G，VSVG)是应用最为广泛的
杆状病毒表面展示技术的外源肽，因为它可以同时
增加杆状病毒在体外［6］和体内［9］的转导效率，显著
增加杆状病毒的细胞嗜性。然而表面展示 VSVG
会使载体的毒性增加，引起明显的细胞融合反应。
通 过 展 示 截 断 型 的 VSVG ( Truncated VSVG，
VSVGED)可解决这一问题。VSVGED 包括 21 个氨
基酸的外功能区、跨膜区( TM)和胞浆区(CTD)，可
增加杆状病毒对多种类型细胞的转导效率，且大大
降低载体的毒性［8］。

本课题组发现杆状病毒可以转导鸡胚骨骼肌细
胞和鸡胚成纤维细胞等非哺乳动物细胞，并能在哺
乳动物细胞启动子 CMV 的启动下表达报告基因增
强 型 绿 色 荧 光 蛋 白 eGFP ( Enhanced Green
Fluorescence Protein，eGFP)。本文利用重组杆状病
毒对鸡胚原代细胞进行侵染来表达 eGFP 的方法，
比较分析不同重组载体对蛋白表达水平的影响，从
而为利用杆状病毒介导外源基因表达提供帮助。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和细胞:大肠埃希氏菌 ( Escherichia
coli)DH5α、DH10Bac 由本实验室提供;鸡胚骨骼肌
细胞由本实验室制备;SPF 鸡胚由哈尔滨兽医研究
所惠赠;Sf9 昆虫细胞由本实验室提供。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:Cellfectin Reagent、Sf900
Ⅱ SFM 培 养 基 购 自 Invitrogen 公 司; Reverse
Transcription System Kit 购自 Promega 公司;DMEM
培养基购自 Hyclone 公司;胎牛血清购自 PAA 公
司;双抗溶液(青霉素、链霉素)购自 GIBCO 公司;
各种限制性内切酶、细胞裂解液购自 TaKaRa 公司;
DNA 胶回收试剂盒购自华舜公司。TE2000 型倒置
荧光显微镜，购自尼康英士特株式会社;PCR 仪，购
自 Eppendorf GA Germany;Steri-Cyde371 气套式二
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氧化碳培养箱，购自 FORMA 公司;BCM-1000A 生物
洁净工作台，购自苏州安泰空气技术有限公司。
1. 1. 3 质粒:pMD18-T Vector 购自大连宝生物工程
有限公司;pEGFP-C3、pWHV8、pAAV-LacZ、pFastBac
［PH］ 由 楼 庄 伟 教 授 惠 赠; pCMV-VSVG 购 自
Addgene 公司; pMD-eGFP、pFB /SD-PH、pFastBac1-
CMV-eGFP 为实验室自行构建质粒。

1. 2 引物设计
应用 DNAstar 软件设计引物，用于扩增各个目

的片段。设计过程中，严格控制各引物与模板匹配
部分 Tm 值为 60. 0℃ ± 2. 0℃。所有引物均由金思
特科技有限公司合成。引物保存浓度 100 μmol /L，
保存于 － 70℃冰箱，工作浓度为 10 μmol /L，保存于
－ 20℃冰箱。

表 1．引物序列
Table 1． Primer sequences

Primers Sequences (5'→3') Restriction site
LM-6 TGCTCTAGATAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTC XbaⅠ
LM-7 GTGAATTCCGGAGCTCTGCTCGAGCGAGGCCTGATCTGACGGTTCACTAAACCAGCTCT EcoR Ⅰ-SacⅠ-XhoⅠ-StuⅠ
LM-8 CGGAATTCACGCATGCTTGTCGACGTTAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGA EcoRⅠ- SphⅠ- SalⅠ
LM-9 ATACGGTCCGTAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCAC RsrⅡ
LM-10a CCGCCTCCCCGCCTGTTTTAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTA
LM-10b TAAAACCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTAAAACAGGCGGGGAGGCGG
LM-11 TGCTCTAGATTGCTGGCCTTTTGCTCACATGT Xba I
LM-12 TGCTCTAGAGTAATTGATTACTATTAATAACTAGTACGCGTGCG XbaⅠ
LM-13 ATGTCTGGATCTCCGGACACGTG
LM-14 ATACGGTCCGGGAGAAAATACCGCATCAGGCG RsrⅡ
eGFP-f ACTGAATTCGCCACCATGGTGAGCAAGG EcoRⅠ
eGFP-r TCAGTCGACTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC SalⅠ
M13-47 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

1. 3 重组转移载体 pLM 和 pLM-ITRs 的构建
以质粒 pEGFP-C3、pWHV8 为模板，以 LM-6 和

LM-7、LM-8 和 LM-10b、LM-10a 和 LM-9 为引物，
PCR 扩增得到 CMV 片段、WPRE 片段和 pA 片段。
以 LM-9 和 LM-8 为引物，WPRE 片段和 pA 片段进
行融合 PCR 获得 soe2 片段。CMV 片段和 soe2 片
段分别与 pMD18-T Vector 于 16℃ 连接过夜，转化
E． coli DH5α 感受态细胞，经蓝白斑筛选，以碱裂解
法小量制备质粒，并进行酶切和 PCR 鉴定，将阳性
重组质粒命名为 pT-CMV 和 pT-soe2(图 1)。
1. 3. 1 重组转移载体 pLM 的构建:载体 pFB /LM-
PH 和 pT-CMV 经 XbaⅠ 和 EcoRⅠ 酶切连接，转化
E． coli DH5α 感受态细胞后验证质粒。阳性质粒命
名为 pFB /SD-PH-CMV。用 RsrⅡ 和 EcoRⅠ 对载
体 pFB /LM-PH-CMV 和 pT-soe2 进行双酶切，酶切
产物连接转化到 E． coli DH5α 感受态细胞后验证质
粒，阳性质粒命名为 pLM。
1. 3. 2 重组转移载体 pLM-ITRs 的构建:以质粒
pAAV-LacZ 为模板，以 LM-11 和 LM-12 为引物
PCR 扩增左侧 ITR( ITR-L)、以 LM-13 和 LM-14 为
引物 PCR 扩增右侧 ITR( ITL-R)，得到 ITR-L 片段

和 ITR-R 片段。用 XbaⅠ对载体 pLM 和片段 ITR-
L 进行单酶切，连接后转化 E． coli DH5α 感受态细
胞，阳性质粒命名为 pLM-ITR-L。用 RsrⅡ对载体
pLM-ITR-L 和片段 ITR-R 进行单酶切，连接后转化
E． coli DH5α 感受态细胞后验证质粒，阳性质粒命
名为 pLM-ITRs(图 2)。
1. 4 重组转移质粒 pLM-eGFP 与 pLM-ITRs-
eGFP 的构建

以 pEGFP-C3 为模板，eGFP-r 和 eGFP-f 为引
物，PCR 扩增得到 eGFP 片段，连接到 pMD18-T
vector，阳性质粒命名为 pT-eGFP，用 Sal I 和 EcoR I
对载体 pLM、pLM-ITRs 和 pT-eGFP 进行双酶切，酶
切产物经胶回收，连接转化到 E． coli DH5α 感受态
细胞，阳性质粒分别命名为 pLM-eGFP 和 pLM-
ITRs-eGFP。
1. 5 重组杆状病毒的获得

SEM 法制备感受态细胞 E． coli DH10Bac，质粒
pLM-eGFP 和 pLM-ITRs-eGFP 转座 E． coli DH10Bac。
涂布于含有抗生素 (含终浓度为 50 μg /mL Kan、
7 μg /mL Gen、10 μg /mL Tet 和终浓度为 100 μg /mL
IPTG 和 40 μg /mL X-Gal) 的平板中，经蓝白斑筛
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图 1．重组中间载体的构建策略图
Figure 1． Construction strategy map of recombinant vector．

选，碱裂解法提取 Bacmid DNA，重组 Bacmid DNA
命名为 Bac-LM-eGFP 与 Bac-LM-ITRs-eGFP 用于下
一步转染。

按 Cellfectin Reagent 转染试剂盒说明书，分
别将 1 μg Bac-LM-eGFP 和 Bac-LM-ITRs-eGFP 重组
Bacmid DNA 用脂质体转染试剂转染对数生长期的
Sf9 昆虫细胞，转染后倒置显微镜下观察 Sf9 细胞，
第 72 h 细胞出现感染迹象时收集上清，4℃避光保
存，即为 P1 代病毒。提取所获病毒 DNA，分别以
M13-47 和 eGFP-f 为引物对其进行 PCR 鉴定。将
重组杆状病毒反复感染对数生长期的 Sf9 昆虫细胞
2 次，获得高滴度 P2、P3 代病毒储备。病毒滴度测
定按照 Sf9 细胞杆状病毒噬斑检测标准操作规范
( Invitrogen 公司，No． 10359)。病毒滴度(pfu /mL) =
每孔空斑数 ×稀释倍数 × 1 /每孔病毒量(mL)。P3
代重组杆状病病毒的滴度分别为 1. 1 × 108 pfu /mL
(BV-LM -eGFP)、1. 2 × 108 pfu /mL ( BV-LM-ITRs-
eGFP)。

1. 6 重组杆状病毒介导报告基因 eGFP 在鸡原代
细胞中的表达

12 日龄鸡胚原代细胞 (鸡胚骨骼肌细胞)，以
2 × 104个 /孔的细胞密度接种到 96 孔细胞培养板，
于 37℃ 5% CO2 培养箱中培养 12h。加入 50 MOI
(multiplicity of infection，感 染 复 数 ) 的 BV-LM-
eGFP、BV-LM-ITRs-eGFP 以 及 对 照 样 本 BV-FB-
CMV-eGFP 病毒 P3 储备，进行病毒侵染，37℃培养
12 h 后更换新鲜 DMEM 完全培养液。侵染后 24 h
开始观察 eGFP 报告基因的表达，每隔 24 h 观察一
次。转导试验方案设计如表 2。

利用 NIKON TE2000 型倒置荧光显微镜观察细
胞形态及荧光表达情况。荧光核染料染色后，随机
选择区域，通过观察在 UV(紫外光)滤光片通道下
细胞核发荧光情况和同一视野下 G(绿光)滤光片
通道下绿色荧光蛋白的表达情况，然后对该区域的
细胞做统计分析。表达效率 =表达绿色荧光蛋白的
细胞数 /同一视野下的总细胞数。
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图 2．重组转移载体 pLM-ITRs 的构建
Figure 2． Construction strategy map of recombinant transfer vector pLM-ITRs．

表 2． BV-FB-CMV-eGFP、BV-LM-eGFP 和 BV-LM-ITRs-eGFP 三种杆状病毒的转导试验方案设计
Table 2． Experimental design of the transduction in BV-FB-CMV-eGFP，BV-LM-eGFP and BV-LM-ITRs-eGFP

Virus MOI
Transduction

time

Final

concentration

of butyrate

Components in the

virus
Purpose of the experiment

BV-FB-CMV-eGFP 50 12h 10mmol / L CMV Control samples

BV-LM-eGFP 50 12h 10mmol / L
CMV、VSVGED

WPRE

Enhance the efficiency of viral transduction， Optimize

virus-mediated eGFP expression levels．

BV-LM-ITRs-eGFP 50 12h 10mmol / L
CMV、VSVGED

WPRE、ITRs

Extend the expression time of virus-mediated reporter gene

in the recombinant virus．

2 结果和分析

2. 1 重组转移载体 pLM、pLM-eGFP、pLM-ITRs

和 pLM-ITRs-eGFP 的构建结果
重组转移载体 pLM 经 Xba I 和 EcoR I 酶切出

现 2 个条带，分别符合 5. 1 kb 的 pFB /SD-PH 和
610 bp CMV 片段的大小。重组转移载体 pLM-ITRs

应用 Pst I 和 EcoR I 进行双酶切，出现 5. 1 kb、988

bp 和 803 bp 条带，证明 ITR-L 正向插入载体，3 个

条带与正向连接时条带大小相符，说明 ITR-L 正向

插入到载体 pLM 中。应用 Sal I 和 EcoRⅠ 对质粒
pLM-eGFP，pLM-ITRs-eGFP 进行双酶切，pLM-eGFP

酶切后均获得 6. 6 kb pLM 载体和 750 bp eGFP 片

段，与理论大小相符。pLM-ITRs-eGFP 酶切后均获

得与 7. 0 kb pLM 载体和 750 bp eGFP 片段大小，与
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理论大小相符。
2. 2 重组杆状病毒的 PCR 鉴定

按照方法 1. 5 收获获得重组杆状病毒 BV-LM-
eGFP 与 BV-LM-ITRs-eGFP，以其 DNA 为模板，M13-
47 和 eGFP-f 为引物进行 PCR 鉴定。鉴定结果如图
3，两支重组病毒均扩增出与目的大小相符的条带，

证明获得的重组为含有插入片段的目的阳性病毒。

图 3． 重组杆状病毒 BV-LM-eGFP 和 BV-LM-ITRs-

eGFP 的 PCR 结果
Figure 3． PCR results of recombinant baculovirus BV-LM-eGFP

and BV-LM-ITRs-eGFP． Lane 1 is PCR product of BV-LM-

eGFP; lane 2 is PCR product of BV-LM-ITRs-eGFP; M is

DL2000 DNA Marker．

2. 3 重组杆状病毒报告基因 eGFP 在鸡原代细胞

中的表达

杆状病毒侵染鸡胚原代细胞后，12 h 便可在倒

置荧光显微镜下检测出强度十分微弱 eGFP 的表

达，且 3 组实验差别不明显。随着时间的延长，

eGFP 表达效率先增加后降低(图 4):CellProfilerTM

软件检测表达 eGFP 的细胞平均荧光强度。与未做

处理的鸡原代细胞相对比，24 h 时 3 个试验组细胞

荧光表达强度，BV-LM-ITRs-eGFP 稍强一些;48 h

时荧光表达强度各组达到最高峰 BV-LM-eGFP 与
BV-LM-ITRs-eGFP 介导的荧光表达较 BV-FB-CMV-

eGFP 稍强一些，BV-LM-eGFP 与 BV-LM-ITRs-eGFP

介导的荧光表达无明显差别;72 h 时荧光强度逐渐

降低;96 h 时细胞几乎观察不到荧光的表达。

2. 3. 1 VSVGED 病毒假型化对重组杆状病毒转导

效率的影响:如图 5 显示，病毒转导效率随着时间

的延长呈现先增大后减小的趋势，在 48 h 时呈现最

高峰，此时的转导效率数值即可间接表示病毒进入

细胞的比率。48 h 的柱状图显示，未经过 VSVGED

假型化的对照样本 BV-FB-CMV-eGFP 转导效率为
36%，而经过 VSVGED 病毒假型化的重组杆状病毒

转导效率为 48. 2%，说明经过 VSVGED 病毒假型

化的重组杆状病毒可以明显增加病毒进入鸡胚原代

细胞的比率。

2. 3. 2 WPRE 与 ITRs 对 eGFP 表达强度的影响:

随着培养时间的延长，对照样本对照样本 BV-FB-

CMV-eGFP 添加 10mmol /L 丁酸盐溶液的 eGFP 表

达强度呈先增加后降低的趋势，48 h 时达到最高

峰;重组有 WPRE 的实验样本 BV-LM-eGFP 与对照

样本变化趋势基本相同，不同时间段间强度差异不

显著，但表达强度却略高于对照样本。说明在基因

水平重组 WPRE 调控元件与添加丁酸盐溶液对
eGFP 表达强度的增强效果基本相同，可以用前者替

代后者实现表达强度的增强以避免丁酸盐对细胞的

伤害;重组有 ITRs 的实验样本 BV-LM-ITRs-eGFP

随时间的延长呈缓慢上升趋势，虽然强度差异不显

著，且由于细胞状态不好导致无法观察 96 h 以后
eGFP 表达强度变化趋势，但通过该实验可以初步推

断在基因水平重组 ITRs 元件可以维持或延长 eGFP

稳定表达时间。

另外，在实验操作及数据统计中发现，72 h 前

添加丁酸盐溶液的对照样本细胞总数明显少于未添

加丁酸盐的实验样本，如图 5，证明添加丁酸盐可以

提高 eGFP 表达强度，但对细胞具有毒性;而在基因

水平添加 WPRE 元件不但可以达到与丁酸盐相同

的增强效果，且对细胞几乎没有毒性。

3 讨论

选择合适的表达调控元件对提高靶基因的表达

效率具有明显的作用。但无论添加哪种调控元件，

目前研究中只是将其中一种单独应用于调控杆状病

毒对外源基因的表达，并且集中于哺乳动物细胞的

研究，对禽类细胞的相关研究很少。本项目尝试添

加多种调控元件到杆状病毒中进行遗传修饰和改

造，在提高外源基因表达水平的基础上，延长外源基

因的表达时间，并通过不同的组合了解三者之间在

禽类细胞中的相互关系。
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图 4．重组杆状病毒介导 eGFP 在鸡原代细胞中的表达(200 × )

Figure 4． eGFP-expression in chick embryo cells mediated by recombinant baculovirus(200 × ) ．

图 5．不同重组杆状病毒的转导效率(A)和 eGFP 表达强度(B)

Figure 5． Transduction efficiencies (A) and expression intensites of eGFP (B) on different recombinant baculovirus．

3. 1 VSVGED 对重组杆状病毒转导效率的影响
杆状病毒表面展示系统是近年发展起来的一种

新的真核生物表面展示系统。通过与病毒衣壳或囊
膜蛋白融合表达，可以将外源肽展示在杆状病毒表

面，形成刺猬状“伪病毒”［10］。该技术得到广泛应用
的原因为其不但可以同时增加杆状病毒在体外和体
内的转导效率，而且还可显著增加杆状病毒的细胞
嗜性［11］。但是表面展示 VSVG 会使载体的毒性增
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加，引起明显的细胞融合反应［12］，因此通过展示截

断型的 VSVG(Truncated VSVG，VSVGED)可解决这

一弊端［13］。大量实验报道，VSVGED 假型化的杆状

病毒可以显著增加杆状病毒的转导效率，即提高表

达外源蛋白的细胞占被转导细胞总数的比例［14］。

这种增强作用依赖于较低的 MOI 值(小于 200)，当
MOI 大于 200 时，转导效率的增强将被抑制。

本实验设计中根据“重组杆状病毒感染复数及

培养时间对 eGFP 表达效率影响”的实验数据显示，

MOI 40 到 MOI 50 时达到最高峰。确定选择 MOI

50 进行病毒的转导实验，并选择重组杆状病毒 BV-

FB-CMV-eGFP 作 为 对 照 样 本，初 步 尝 试 探 索
VSVGED 假型化的重组杆状病毒 BV-LM-eGFP 与
BV-LM-ITRs-eGFP 在较低的 MOI 值下是否可以在

进一步提高杆状病毒的转导效率，进而相对增加
eGFP 的表达水平。

实验结果初步证明经过 VSVGED 病毒假型化

的 BV-LM-eGFP 与 BV-LM-ITRs-eGFP 转导效率高

于未经过假型化的 BV-FB-CMV-eGFP。因此可以初

步推知应用 VSVGED 病毒假型化修饰的杆状病毒

在 MOI 50 时转导鸡胚原代细胞可提高病毒的转导

效率。但是，“继续降低 MOI 值时 VSVGED 病毒假

型化的重组杆状病毒的转导效率会如何变化”或
“MOI 值对 VSVGED 病毒假型化的重组杆状病毒的

影响是否与 MOI 值对对照样本的影响相同”等问题

依然值得进一步探讨。

3. 2 WPRE 及 ITRs 对重组杆状病毒介导的
eGFP 表达强度的影响

WPRE ( Woodchuck hepatitis virus post-

transcriptional regulatory element，WPRE)是位于病毒
3’非编码区的 RNA 顺式作用元件，它可以借助多

个替代途径或借助多个替代途径共同作用来促进
RNA 的胞核质运输，在 RNA 水平上增加转基因的

表达强度［15］。有报道称，这种通过应用 WPRE 而

产生的转基因高水平表达效果与添加丁酸盐法的效

果相当，却不具有细胞毒性［16］，这使得 WPRE 已经

广泛应用于基因治疗相关的载体，如慢病毒、腺伴随

病毒、腺病毒等病毒类载体。

在本试验中，根据前期试验结果证明丁酸盐终

浓度达到 10 mmol /L 时表达强度最高。因此设计对

照样本实验过程中添加 10 mmol /L 丁酸盐，而含有
WPRE 调控元件的 BV-LM-eGFP 与 BV-LM-ITRs-

eGFP 不添加丁酸盐。从而尝试探讨添加 WPRE 调

控元件与添加丁酸盐溶液对重组杆状病毒介导
eGFP 表达强度的影响。从细胞总数的比较结果中

看出，添加丁酸盐的对照样本细胞总数明显少于不

添加丁酸盐的实验样本，而从 eGFP 表达强度的结

果中得出二者 eGFP 表达强度无明显差异，这初步

证明了基因水平添加 WPRE 元件对 eGFP 表达的增

强作用与添加丁酸盐溶液法基本相同。但“WPRE

在基因水平上的添加是完全无细胞毒性，还是毒性

小于丁酸盐”等问题还值得进一步探讨。

ITRs( Inverted terminal repeats，ITRs)是腺伴随

病毒 AAV 的反向重复序列，可显著延长转基因高

水平表达的持续时间。 ITRs 可能通过维持染色体

游离状态和增加转基因转录活性的方式增强转基因

的表达水平，尤其是 ITRs 的加入并不影响具体组织

特异性启动子的杆状病毒对细胞类型的偏好型。

在本试验中，在 eGFP 表达 72 h 时，3 支病毒均

出现明显的细胞总数下降现象，这可能是由于鸡胚

原代细胞培养至 72 h 时细胞病变比例明显增加导

致细胞贴壁不牢固，在细胞核染色的冲洗过程中大

量细胞随冲洗液流失造成的。正是由于细胞状态在
72 h 后明显衰退，导致无法观察并分析 ITRs 对
eGFP 表达持续时间是否有延长作用。但是从 72 h

以内的表达强度看出，只有添加了 ITRs 元件的 BV-

LM-ITRs-eGFP 随时间的延长而极缓慢增加，这就预

示着 ITRs 可能具有延长 eGFP 表达时间的作用。

但确切的结论似乎无法在细胞水平得出，因此将
BV-LM-ITRs-eGFP 以疫苗形式直接注入鸡体以检测
ITRs 的作用是值得进一步探讨的。
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Construction of baculovirus vector with cytomegaoviyns
promoter to express eGFP in primary chicken embryo
cells

Shanshan Song，Jingping Ge* ，Mei Li，Dongni Gao，Liying Jin，Qi An，
Wenxiang Ping，Zhuangwei Lou
Key Laboratory of Microbiology，College of Life Science，Heilongjiang University，Harbin 150080，China

Abstract:［Objective］Baculovirus is known as a safe vector candidate due to its non-replication in mammalian cells． The
tropism to different cells and transduction efficiency can be improved by introducing cell-specific promoter，VSV-GED and
different functional regulatory elements． The optimized pseudotyped recombinant baculovirus can express eGFP gene in
primary chicken cells，which provides us a new approach to develop engineered poultry vaccines． ［Method］ The
pseudotyped recombinant baculoviruses were constructed with cytomegaoviyns (CMV) promotor，VSV-GED，woodchuck
hepatitis virus post-transcriptional regulatory element (WPRE) and inverted terminal repeats ( ITRs) ． The recombinant
baculoviruses contained eGFP reporter gene were transfected chicken primary cells，and the eGFP protein expression levels
mediated by different baculoviruses were analyzed． ［Results］ The expression of eGFP was detected at 12 hours after
infection． The transduction efficiency of the pseudotyped recombinant baculoviruses increased from 36% to 48. 2% by
inserting VSV-GED． The expression effect of eGFP in recombinant baculovirus carrying WPRE element was similar to that
by adding 10mmol / L butyrate． However，the WPRE elements are nontoxic to cells． Within 72 hours，the expression
intensity of eGFP in the recombinant baculovirus with ITRs increased gradually． ［Conclusion］ The VSV-GED element
can improve the transduction efficiency and WPRE can increase the reporter gene eGFP expression levels mediated by
baculovirus in chicken primary cells． The recombinant baculovirus with the ITRs elements can extend the expression time
of eGFP．
Keywords: baculovirus， chicken primary cell， pseudotyped virus， woodchuck hepatitis virus post-transcriptional
regulatory element，inverted terminal repeats
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