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犌狉狆７８基因过表达慢病毒载体构建和包装及鉴定
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　　摘　要：目的　探讨犌狉狆７８基因过表达慢病毒载体的构建、包装和滴度检测。方法　采用慢病毒载体，运用基因工程技术，

获取目的基因片段并构建重组质粒，然后制备感受态细胞并转化，将重组质粒导入感受态细胞；用ＰＣＲ技术鉴定阳性克隆和进行

ＤＮＡ序列分析及对慢病毒包装和滴度检测。结果　阳性克隆测序比对结果说明测通。熔解曲线中既没出现杂峰也没出现主峰

的异常增宽，表明实验中未出现污染、引物二聚体和非特异性扩增。结论　犌狉狆７８基因过表达慢病毒载体构建和包装成功。

关键词：犌狉狆７８基因；慢病毒载体；基因工程

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．１５．０２８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）１５１９０４０３

犜狅犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲，狆犪犮犽犪犵犲犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犲狋犺犲犾犲狀狋犻狏犻狉犪犾狏犲犮狋狅狉狑犻狋犺狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犵犲狀犲犌狉狆７８


犔犻犢犪狑犲狀１
，２，犡狌犛犺犻狔狌犪狀

１△，犣犺犪狀犵犙犻狀犵犵狌狅
１，犔犻犔犲１，犔犪犻犔狌狔犻狀犵

１，犣犺犲狀犵犜犻狀犵
１，犛狌犑犻犪狅犾犻狀犵

２，犢犪狀犵犖犪犻犿犲犻
２，犔犻犢狌犪狀狋犪狅２

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犃狀犲狊狋犺犲狊犻狅犾狅犵狔，犣犺狌犼犻犪狀犵犎狅狊狆犻狋犪犾，犛狅狌狋犺犲狉狀犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犌狌犪狀犵狕犺狅狌，犌狌犪狀犵犱狅狀犵５１０２８２，

犆犺犻狀犪；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犃狀犲狊狋犺犲狊犻狅犾狅犵狔，犛犺犲狀狕犺犲狀犕犪狋犲狉狀犻狋狔犪狀犱犆犺犻犾犱狉犲狀犎狅狊狆犻狋犪犾，

犛狅狌狋犺犲狉狀犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犲狀狕犺犲狀，犌狌犪狀犵犱狅狀犵５１８０２８，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅ，ｐａｃｋａｇｅａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｅｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｅｎｅ犌狉狆７８．犕犲狋犺狅犱狊　

Ｗｅｕｓｅｄｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｔｏｏｂｔａｉｎｔｈｅａｉｍｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔａｎｄｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓ

ｍｉｄ．ｗｅｐｒｅｐａｒｅｄｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｅｌｌｓａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｔｈｅｃｅｌｌｓ．Ｔｈｒｏｕｇｈｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｗａｓｐａｃｋａｇｅｄａｎｄｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒ

ｗａｓｔｅｓｔｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｔｈａｔｔｈｅｔｅｓｔｗａｓｐａｓｓｅｄ．Ｍｅｌｔｃｕｒｖｅｄｉｄｎｏｔａｐｐｅａｒｍｉｘｅｄ

ｐｅａｋ，ａｌｓｏｄｉｄｎｏｔａｐｐｅａｒａｂｎｏｒｍａｌｐｅａｋｂｒｏａｄｅｎｉｎｇ．Ｉｔｍｅａｎｓｔｈａｔｄｏｅｓｎｏｔａｐｐｅａｒｐｏｌｌｕｔｉｏｎ，ｐｒｉｍｅｒｄｉｍｅｒｓａｎｄｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃａｍｐｌｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ｐａｃｋａｇｉｎｇａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｅｎｅ

犌狉狆７８ａｒｅｓｕｃｅｓｓｆｕｌ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犌狉狆７８ｇｅｎｅ；ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ；ｇｅｎｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

　　长期以来，过表达ｍｉｃｒｏＲＮＡ质粒可直接用于细胞系转染

表达，是研究基因功能的重要方法。但用真核细胞构建的表达

载体在细胞转染阶段存在转染率不高且周期长等弊端，限制其

广泛应用；而慢病毒载体是以人类免疫缺陷型病毒（ＨＩＶ）为基

础发展起来的基因治疗载体，它既能感染分裂细胞又能感染非

分裂细胞，安全性高并可以在体内较长期地表达。本实验所用

慢病毒载体感染目的细胞后不再感染其他细胞，也不会利用宿

主细胞产生新的病毒颗粒。

本研究通过构建犌狉狆７８基因过表达慢病毒表达载体，为

下一步感染ＳＨＳＹ５Ｙ细胞株，进而研究犌狉狆７８在布比卡因神

经毒性所致细胞凋亡和细胞损伤中的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）主要试剂：琼脂糖、ＰＣＲ试剂盒、Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ，ｄＮＴＰ、限制性内切酶、质粒抽提试剂盒。台盼蓝、胰酶、

ＤＭＳＯ、ＤＭＥＭ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、细胞株：２９３Ｔ；菌株：大肠

埃希菌菌株 ＤＨ５α；病毒载体：ＧＶ 载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体、

ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体。（２）主要仪器：ＰＣＲ仪、稳压ＤＮＡ电泳仪、

凝胶成像仪、培养箱、高速离心机、荧光显微镜、ＣＯ２ 培养箱。

１．２　方法

１．２．１　ＰＣＲ扩增目的基因　（１）载体信息：ＧＶ２６１；元件顺

序：ＵｂｉＭＣＳＩＲＥＳＣｈｅｒｒｙ；克隆位点：ＡｇｅＩ／ＮｈｅＩ。（２）目的基

因片段犌狉狆７８引物，上游：５′ＣＧＧＧＴＡＣＣＧＧＴＣＧＣＣＡＣＣ

ＡＴＧＡＡＧＣＴＣＴＣＣＣＴＧ ＧＴＧ Ｇ３′；下游：５′ＡＧＴＣＧＣ

ＴＡＧＣＣＴＡＣＡＡＣＴＣＡＴＣＴＴＴＴＴＣＴＧＣＴＧＴＡＴＣ３′。

１．２．２　制备感受态细胞及转化　ＣａＣｌ２ 法制备感受态细胞进

行转化实验步骤如下：（１）各取每种感受态细胞悬液２００μＬ转

移至无菌微量离心管中，每管加入连接液１０μＬ，轻轻旋转以

混匀，然后置冰中放置３０ｍｉｎ。制备感受态细胞，使其具有摄

取外源ＤＮＡ的能力。（２）４２℃热休克９０ｓ。快速将管转移到

冰浴中冷却细胞１～２ｍｉｎ。每管加入８００μＬＬＢ培养基。水

浴加温至３７℃，然后放置摇床温育４５ｍｉｎ以复苏细菌。（４）

将１５０μＬ转化感受态细胞转移到 ＡＭＰ（１００μｇ／ｍＬ）抗性的

ＬＢ琼脂培养基上。把平板置于室温直至液体被吸收。然后倒

置平皿，置于３７℃培养箱中培养１６ｈ。（５）克隆进行后续

ＰＣＲ鉴定。

１．２．３　重组质粒构建　ＰＣＲ产物连接入线性化表达载体反

应体系见表１，反应条件 ：２５℃３０ｍｉｎ；４２℃１５ｍｉｎ。

１．２．４　Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ病毒包装　消化２９３Ｔ细胞，调整其密度为

每２０ｍＬ有１．２×１０７ 个细胞，接种细胞于培养皿中，放置３７

℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ，待细胞密度达７０％～８０％时

可用于细胞转染。细胞状态对于病毒包装至关重要，需要保证

良好的细胞状态和较少的传代次数。转染前２ｈ将含胎牛血

４０９１ 重庆医学２０１４年５月第４３卷第１５期

 基金项目：深圳市科技计划基金资助项目（２０１２０３０８９）。　作者简介：李亚文（１９７５－），副主任医师，博士，主要从事局部麻醉药中枢和外

周神经毒性的研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２０）６１６４３２９８；Ｅｍａｉｌ：ｘｕｓｈｉｙｕａｎ３５５＠１６３．ｃｏｍ．ｃｎ。



清培养基更换为无血清培养基。向一离心管中加入制备的各

ＤＮＡ溶液（ｐＧＣＬＶ 载体２０μｇ、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０ 载体１５μｇ、

ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体１０μｇ）与相应体积培养基混合均匀，调整总

体积为２．５ｍＬ，室温下温育５ｍｉｎ。将Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试

剂轻柔摇匀，取１００μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂在另一管中与

２．４ｍＬＯｐｔｉＭＥＭ培养基混合，室温下温育５ｍｉｎ。把稀释后

的ＤＮＡ与稀释后的Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行混合，轻颠混匀，

避免振荡，且须５ｍｉｎ内混合。混合后室温下温育２０ｍｉｎ，然

后将混合液转移至２９３Ｔ细胞培养液中，混合均匀，放置３７

℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养。培养８ｈ后倒去培养基，每瓶细胞

加入２０ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），以洗涤残余混合液，移去混

合液。每瓶细胞中加入含１０％ 胎牛血清培养基２５ｍＬ，放置

３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱内继续培养２ｄ。

表１　　ＰＣＲ反应体系

试剂 阳性对照 自连对照 实验组

ｄｄＨ２Ｏ（μＬ） １７．５－Ｘ－Ｙ １７．５－Ｘ １７．５－Ｘ－Ｙ

１０×ＩｎＦｕｓｉｏｎ交换酶缓冲液（μＬ） ２ ２ ２

ＩｎＦｕｓｉｏｎ交换酶（μＬ） ０．５ ０．５ ０．５

线性化载体ＤＮＡ（μＬ） Ｘ Ｘ Ｘ

纯化后ＰＣＲ产物片段（μＬ） Ｙ ０ Ｙ

总体积（μＬ） ２０ ２０ ２０

　　Ｘ：线性化载体ＤＮＡ的体积数；Ｙ：纯化后ＰＣＲ产物片段体积数。

１．２．５　Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ滴度测定

１．２．５．１　样品制备　２９３Ｔ细胞传代，２４孔中每个孔加入１×

１０５ 个细胞，体积为５００μＬ；次日准备１０个无菌Ｅｐ管，每管中

加９０μＬ培养基；取待测病毒原液１０μＬ加入到第一个管中，

混合均匀，取混合均匀的第一管液１０μＬ加入到第二个管中继

续相同的操作直到最后一管；选取所需细胞孔，吸去９０μＬ培

养基。加稀释好的病毒溶液，放置于３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱培

养；１ｄ后，加入新鲜培养基５００μＬ。小心操作；４ｄ后抽提

ＲＮＡ。

１．２．５．２　总ＲＮＡ抽提　去细胞上清液，每孔加入１ｍＬＴｒ

ｉｚｏｌ，吹打，室温静置５ｍｉｎ，转移至另一新１．５ｍＬＥｐ管中。每

管加２００μＬ氯仿，用力震荡１５ｓ，室温下静置１５ｍｉｎ。４℃下

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。从每管中吸取上清液至另一新１．５

ｍＬＥｐ管中。加入等体积－２０℃预冷的异丙醇，混匀后－２０

℃沉淀１０ｍｉｎ。４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，移去上清

液。加入１ｍＬ４℃预冷的７５％乙醇，洗涤沉淀及离心管壁。

４℃下１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，移弃上清液。４℃下１００００

ｒ／ｍｉｎ再次离心５ｍｉｎ，吸去残液，室温下干燥，不需完全干燥。

加２０μＬ无ＲＮＡ酶（ＲＮａｓｅ）水至完全溶解，紫外分析测定所

抽提ＲＮＡ浓度。

１．２．５．３　ＲＮＡ 逆 转 录 获 ｃＤＮＡ　 将 １μＬ ＯｌｉｇｏｄＴ

（０．５μｇ／μＬ）和２．０μｇ总ＲＮＡ加入ＰＣＲ小管，补焦碳酸二乙

酯（ＤＥＰＣ）水至９μＬ。混合均匀、离心，７０℃温浴１０ｍｉｎ。紧

接着插入到０℃冰水浴中。按下表比例，根据反应管数算出所

需试剂量。将 ＭＭＬＶ酶等在冰上混匀得到逆转录反应液。

在每个反应管中加１１μＬ逆转录反应液，混合均匀后离心。其

中，１１μＬ逆转录反应液含５×逆转录缓冲液４μＬ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ２μＬ、ＲＮＡ 抑制剂０．５μＬ、ＭＭＬＶＲＴａｓｅ１μＬ、

ＤＥＰＣ水３．５μＬ。在４２℃进行１ｈ完成逆转录反应，后用７０

℃处理１０ｍｉｎ使逆转录酶失活。逆转录反应产物ｃＤＮＡ可用

于ＰＣＲ，也可－８０℃长期保存。

１．２．５．４　实时定量ＰＣＲ检测　实时定量ＰＣＲ在Ｔａｋａｒａ的

ＴＰ８００ＰＣＲ 仪上完成。配置反应体系：每管加入 ＳＹＢＲ

ｐｒｅｍｉｘｅｘＴａｑ１０μＬ、上游引物（５μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、下游引物

（５μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、ｃＤＮＡ１．０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ。设定程序

为两步法实时定量ＰＣＲ。预变性９５℃５ｓ；变性９５℃５ｓ，退

火６０℃３０ｓ，延伸６０℃３０ｓ，４０个循环。每次在延伸阶段读

取吸光值，用于制作熔解曲线。ＰＣＲ 结束后，在９５℃变性１

ｍｉｎ。然后冷却至５５℃，使ＤＮＡ双链充分聚合。从５５℃开

始到９５℃，每一步增加０．５℃，保持３０ｓ，同时读取吸光值。

两个循环后将调定点升高０．５℃。

２　结　　果

２．１　重组质粒构建结果　阳性转化子ＰＣＲ产物大小：５１０

ｂｐ，见图１。

　　１：ｄｄＨ２Ｏ阴性对照；２：空载自连阴性对照；３：阳性对照（ＧＡＰ

ＤＨ）；４：ＤＮＡ分子标记物自上而下依次为５０００、３０００、２０００、１５００、

１０００、７５０、５００、２５０、１００ｂｐ。５～１２：犌狉狆７８１～８号转化子。

图１　　ＰＣＲ鉴定转化结果电泳图

２．２　病毒的收获及浓缩　收集转染后２ｄ的２９３Ｔ细胞上清

液。４℃、４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，以除去细胞碎片。用０．４５

μｍ过滤器过滤上清液到４０ｍＬ超速离心管中。把病毒粗提

液样品加入过滤杯中。将过滤杯插到滤过液收集管中，再

４０００×ｇ离心至所需病毒浓缩体积，时间１５ｍｉｎ。离心结束后

取出离心装置，将过滤杯和滤过液收集杯分开。将过滤杯倒扣

在样品收集杯上，离心力不超过１０００×ｇ，时间２ｍｉｎ。过高转

速会使样品损失。把过滤杯从样品收集杯上移开。样品收集

杯中即为病毒浓缩液。将病毒浓缩液移出，进行分装；取其中

一支进行滴度测定，其余置－８０℃长期保存。

２．３　实时定量ＰＣＲ法测定绿色荧光蛋白标记的慢病毒滴度

Ａ：实时定量ＰＣＲ曲线图；Ｂ：实时定量ＰＣＲ具体数值。

图２　　实时定量ＰＣＲ曲线图

２．３．１　引物信息　绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）引物：被扩增的片段

位于２１１～４９６ｂｐ之间，其上游引物序列为５′ＴＧＣＴＴＣＡＧＣ

ＣＧＣＴＡＣＣＣ３′，熔点Ｔｍ为５７．４℃，ＧＣ百分含量为６４．７％。

下游引物序列为５′ＡＧＴＴＣＡＣＣＴＴＧＡＴＧＣＣＧＴＴＣ３′，熔

点Ｔｍ为５７．３℃，ＧＣ百分含量为５０．０％。βａｃｔｉｎ被扩增的

片段位置位于９３２～１２３３ｂｐ之间，其上游引物序列为５′ＧＴＧ

ＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧＡＣ３′，熔点Ｔｍ为５２．６℃，ＧＣ百分
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含量为５５．６％。下游引物序列为５′ＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＣ

ＧＣＡＡＣＴＡ３′，熔点Ｔｍ为５１．０℃，ＧＣ百分含量为４２．１％。

２．３．２　实时定量 ＰＣＲ 结果　在该次病毒滴度检测中，

１．００Ｅ－０３μＬ组样品与对照组样品的Ｃｔ值差异大于３以上，

故认定病毒颗粒存在于１．００Ｅ－０３μＬ组样品中。见图２。

２．４　βａｃｔｉｎ、ＧＦＰ熔解曲线　见图３。

Ａ：βａｃｔｉｎ；Ｂ：ＧＦＰ。

图３　　βａｃｔｉｎ、ＧＦＰ熔解曲线

３　讨　　论

通过慢病毒载体的构建、包装，得到稳定表达的质粒；该质

粒能有效应用于研究犌狉狆７８基因过表达来减少细胞内质网应

激反应［１］。该质粒较采用真核细胞转染得到的质粒感染细胞

的成功率高［２－３］。观察 ＧＦＰ表达情况
［４５］，在加入１Ｅ－５μＬ

病毒原液的孔中观察到３个细胞存活，说明该孔中至少有３病

毒颗粒感染细胞，且认为该病毒的滴度等于带有荧光的细胞数

除以病毒原液量。在加入１Ｅ－６μＬ病毒原液的孔中观察到２

个带有荧光的细胞，说明该孔中至少有２个病毒颗粒感染细

胞，且认为该病毒的滴度等于带有荧光的细胞数除以病毒原液

量，即２／（１Ｅ－６）＝２Ｅ＋６，单位为 ＴＵ／μＬ，也就等于２Ｅ＋９

ＴＵ／ｍＬ。

加入不同病毒量的细胞样品，通过提取总ＲＮＡ后反转录

为ｃＤＮＡ，然后进行定量ＰＣＲ检测，通过对照组与实验组的Ｃｔ

值差异来判断滴度值。通常情况下认为Ｃｔ值差异２以上存在

显著差异［６］。反转录反应所获得２０μＬｃＤＮＡ中只取１μＬ用

于实时定量ＰＣＲ检测，该结果仅表示１／２０样品的情况，所以

在滴度计算时乘以系数２０。

退火温度偏低，可引起非特异性扩增。适当提高退火温度

可降低非特异性扩增。故通过测量升高温度后荧光的变化可

以帮助降低非特异产物的影响。非特异性条带的出现，原因诸

多，引物与靶序列不完全互补、或引物聚合形成二聚体、退火温

度过低、ＰＣＲ循环次数过多等。针对解决措施有降低引物量、

减少循环次数、适当提高退火温度或采用二温度点法（９３℃变

性，６５℃左右退火与延伸）。熔解曲线中，由于ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ

与所有双链ＤＮＡ相结合，引物二聚体、单链二级结构以及错

误的扩增产物引起的假阳性会影响定量精确性。故由熔解曲

线来分析产物的均一性更有助于准确分析ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时

定量ＰＣＲ结果
［７１３］。

设立适当的阳性对照和阴性对照，阳性对照以能出现扩增

条带的最低量标准病原体核酸为宜，注意交叉污染可能。每次

反应都应有一管不加模板的试剂对照及相应不含有被扩增核

酸的样品作阴性对照。ＰＣＲ结束后，根据发生过程中荧光值

变化绘出每个样品的熔解曲线。熔解曲线是扩增反应的质控

途径，图中没有出现杂峰，也未出现主峰的异常增宽，表明实验

中未出现污染、引物二聚体和非特异性扩增。不同的扩增产物

因为其长度和ＧＣ含量不同而在不一样的温度下解链，当产物

解链时，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ的荧光值将降低并被仪器所监测。绘

制熔解曲线时，需实时定量ＰＣＲ仪连续监测每个样品在从双

链完全配对到完全解链的升温过程中荧光值的变化，由此绘制

出荧光强度随温度变化的负一次倒数图。荧光强度变化的拐

点（熔点，Ｔｍ）即为熔解峰值。犌狉狆７８过表达病毒载体的构建

和包装成功，为今后研究犌狉狆７８基因在布比卡因所致神经细

胞损伤中的作用奠定基础，进而为布比卡因神经毒性的防治打

开一扇科学之门。
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