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摘要!目的 探讨利用荧光激活细胞分选技术获得有效重组逆转录病毒包装细胞系的方法( 方法 用脂质体介导 -GAH<I
转染 IJ’() 细胞&用荧光显微镜观察转染结果"依据 AH<I 荧光利用流式细胞仪的分选技术获得多克隆和单克隆源性

的包装细胞&并利用 I>K)KL$I>K 对其鉴定"以 6MN’L’ 为靶细胞&对其滴度进行测定(结果 荧光显微镜显示用脂质体

介导的方法成功的转染 IJ’() 细胞& 在 # 次连续流式细胞仪分选后得到了稳定表达的多克隆和单克隆源性的包装细

胞( I>K 和 KL$I>K 分别从多克隆和单克隆源性的包装细胞细胞基因组 O6J 以及多克隆和部分!%P&$单克隆源性的

包装细胞培养上清中的重组逆转录病毒 K6J 中扩增出了插入的 AH<I 片段( 滴度测定显示得到的包装细胞能够产生

有效的病毒滴度( 结论 荧光激活细胞分选技术是获得有效病毒滴度的包装细胞的有效方法(

关键词!AH<I"重组逆转录病毒载体"荧光激活细胞分选技术"基因转染
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逆转录病毒载体是基因治疗中最常用的病毒载

体U3它具有将目的基因高效转染细胞U3并稳定表达的

优点*(+( 目前逆转录病毒载体通常采用新霉素磷酸转

移酶基因作为筛选标记U3筛选并得到有效的包装细胞

克 隆 需 要 #g% 周&这 种 方 法 具 有 周 期 长)繁 琐 等 缺

点 *!+&寻找新的有效快捷的获得包装细胞的方法是简

化逆转录病毒载体应用的基础(

绿色荧光蛋白QD/1193=:,./1\;19;13-/.0189&H<IR是
一种能发出绿色荧光的报道分子&近年来在研究中得

到了广泛的应用*’+( 流式细胞仪的发展使其具有了分

选功能&依据 H<I 的荧光标记&利用流式细胞仪的分

选功能已成功的获得了高纯度的 H<Ih 细胞*#+( 因此&
本实验将依据 H<I 荧光标记利用流式细胞仪分选快

速获得重组逆转录病毒包装细胞并对其滴度进行测

量&以期望获得有效快捷的获得包装细胞的新方法(

(33材料与方法

(F(33材料

-GAH<I$>( 质 粒 购 自 [8.\;819;1\3 >:.901;?3 公
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司! 双嗜性包装细胞系 !"#$%&"’()$*+ 小鼠成纤维

细胞为本中心常规保存!*,-./,0*12(34567-482906:087"
*;2<’" 连接酶购自瑞士罗氏公司! 脂质体转染试剂

盒 =-.4>0?7"1(’@ABBB"C;DE" )"*")* 购 于

C(FGH2公司!*6I2<’" 聚合酶"J’*!"质粒提取及纯

化试剂 盒 K-L6,J2*12!5/321-8-.,0.3"!G9 片 段 回 收

及 纯 化 试 剂 盒 K-L6,J2*21-8-M?45/N8 购 自 !,4N0:6
公司!标准 <’" 相对分子质量标准物 <=MABBB 购于

*6O696 公司!流式细胞仪#冷源氩离子气体激光器

PPBBM"$购于 F0?748Q<-?R-8348 公司%
DSA##包装细胞的准备与转染

包装细胞 !"+D& 于 )"* 培养液中选择性培养

P#J!换以 )* 培养液过渡培养 ;#J!转入含 DBT小牛

血清的普通 <1@1 培养液中培养& 在转染前 D#J!选

择生长状态良好的细胞!用 BSAPT胰蛋白酶消化后将

U!DBP 细胞接种于 VB2NN 培养皿中!置 +&!"’PT2GHA2
孵 箱 内 培 养 A;2W& 转 染 前 ;2W 换 DB2N5 新 鲜 完 全

<1@1 培养液!置 +&!""PT2GHA2孵箱内培养& 用脂

质体转染法将 .=@CX! 质粒转染 !"+D&2细胞! 方法

如下( 取 E!!: 纯化的 .=@CX! 质粒稀释于 PBB2!5 无

血清的 <1@1 培养液中!AB2!52=XABBB 转染试剂稀

释于 PBB2!5 无血清的 <1@1 培养液中!P2N-8 内将

二者混匀! 室温孵育 AB2N-8 后将混合物逐滴加入接

种 !"+D&2细胞的培养皿中! 置 +&!"’PTGHA2孵箱内

培养 DU2W! 换完全 <1@1 培养液继续培养 +U2W!荧

光显微镜观察转染情况!并准备流式细胞仪分选&
DS+22多克隆源性的包装细胞获得

细胞转染后 ;E2W!胰酶消化!悬浮于 !FY 中!被

流式细胞仪分选&分选窗口设置为 @CX! 阳性的正常

形状的分散细胞!启动 "/74?5480 装置!分选速度为

每秒 A2BBB 个细胞!回收纯度 VPT& 为了获得稳定表

达包装细胞!实行连续流式细胞仪分选!间隔 P2J!每

次分选后的样本分别培养 A 周和 + 月并行流式细胞

仪分析荧光表达的细胞&
DS;22单克隆源性包装细胞的获得

对于流式细仪连续分选得到的多克隆源性的包

装细胞!通过流式细胞仪的 ?Z?5480 装置!将单个细

胞引导到 VU 孔板! 每孔 DBB2!5 完全培养液!A[+ 周!
通过荧光显微镜观察克隆)克隆 \DBB 细胞$& 选择 +
个克隆!分别培养 A 周和 + 月作流式细胞仪荧光分析&
DSP22分泌重组逆转录病毒的包装细胞系的鉴定

采用 *,-./0*12(34567-482906:087 提取获 得 的 多

克隆源性的包装细胞和 E 个单克隆源性的包装细胞

基因组 <’"!以 @CX!]G 的引物进行 !G9& 取 DBB2!5
病毒上清!异硫氰酸胍一步法提取病毒 9’"!先用随

机六聚体引物进行反转录!再以 @CX!]G 的引物进行

!G9!扩增产物进行电泳分析& @CX!]G 的 P^ 引物为

P^]G"*CC*GG*CG*CC"C**GC*C]+^!+^ 引 物 为

P^]"GG*"G"CC*CCCC*G***G"**GGG]+^! 扩 增

片段大小为 A++Q_.&
DSUQQ包装细胞滴度的测定

选取经鉴定含有病毒的多克隆源性的包装细胞

和 U 个单克隆源性的包装细胞行病毒滴度测定!测定

以 ’()+*+Q细胞为指示靶细胞&A!DBPQ’()+*+Q细胞培

养 DQJQ后!吸去培养液!加入 DQN5Q倍比稀释的包装细

胞 上 清 液‘D!DB]A!D!DB];!D!DB]UaN5b!置 +&Q"’PcGHA2
孵箱内培养 P2W! 补加 P2N5 完全 <1@1 培养液继续培

养 A;2W! 换以含有 PBB2!:aN52C;DE 的完全 <1@1 培

养液 &[D;2J!直至细胞集落形成!结晶紫染色!计数并

计算集落形成率‘G4548Z2>4,N-8:2/8-7d2?>/b&

A22结果

ASD22包装细胞的准备与转染

经 )"* 选择性培 养!!"+D& 细 胞 生 长 受 抑 制!
但无明显细胞死亡!换入正常培养基后!细胞恢复正

常生长状态!表明所用细胞株无变异!可用来作为逆

转录病毒的包装细胞& 用脂质体转染法! 成功的将

.=@CX! 逆转录病毒表达载体转染入 !"+D& 细胞!转

染 ;E2W 后!荧光纤维镜下可见荧光蛋白的表达)图D$&

ASA22多克隆源性的包装细胞获得

脂质体转染细胞 ;E2W!经流式细胞仪分析!转染

率为 APT)图 A"$& 连续 ; 次分选后!得到的样本经 A
周和 + 月培养后!流式细胞仪分选显示已获得稳定表

达的多克隆源性的包装细胞)图 AF$&
AS+22单克隆源性的包装细胞获得

通过流式细胞仪的 ?Z?5480 装置!获得了单克隆

源性的包装细胞!克隆率为 EBT& 对其中的 + 个克隆!
分别培养 A 周和 + 月作流式细胞仪荧光分析显示!均

获得稳定表达的单克隆源性的包装细胞)图 AG$&

图 D22!"+D& 转染 ;E2W 后的荧光相片)原放大倍数(!DBB2$
!"#$% &’()*+,*-,* (. /01%2 3*’’+ 45 6 7.8*) )*8)(9"):+

8);-+.*38"(- ‘H,-:-8652N6:8->-?67-48e! DBBb
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图 !""重组逆转录病毒产生细胞的 #$% 测定结果
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7D!::分泌重组逆转录病毒的包装细胞系的鉴定

EFG 结果显示多克隆源性和单抗隆源性的包装

细胞基因组都含有 HIJE 的基因!表明外源基因已插

入包装细胞的基因组中" GK&EFG 结果显示多克隆源

性的包装细胞上清有病毒的分泌!而单抗隆源性的包

装细胞上清 A 个中 ? 个有病毒分泌!7 个无病毒存在

#图 =$%

7D>::包装细胞滴度的测定

经感染的 LMN=K= 细胞!I!5A 筛选!56O5!". 镜

下可见抗性细胞集落形成!结晶紫染色如图 !" 经计

算!多克隆源性的包装细胞的 #$% 为 AD?!56!PQ+!? 个

单 克 隆 分 别 为 6D?!56>&?D7!56?&5D=!56!&>D?!56!PQ+&
=D5!56>&?D?!56!PQ+"这些结果证实获得的包装细胞系

能够具有有效的滴度"

=""讨论

依据 HIJE 荧光! 通过流式细胞仪分选技术!本

实验获得了多克隆源性及单克隆源性的包装细胞!通

过滴度测定! 获得的包装细胞系能够具有有效的滴

度"

荧光激活细胞分选技术获得高纯度的 IJER 的

细胞已有较多研究" 为了获得稳定表达 IJER 细胞!
S32"K-2.-+TT’!(首次通过连续流式细胞仪分选技术成

功的获得了稳定表达 IJER"U>?7"细胞株% 本实验也

应用了连续荧光激活细胞分选技术!!"次分选后同样

得到了多克隆源性的稳定表达 IJER 细胞系!其数量

较多!不需要扩增即可满足实验需要% 为了获得单克

隆源性的 IJER 细胞系! 本实验利用流式细胞仪的

#V#+T2- 装置!成功的将单个细胞置入 B? 孔板中!5O7
周获得单细胞源性的克隆!克隆率达 A6W%

但值得关注是! 这种方法得到的多克隆源性&单

细胞源性的包装细胞是否能分泌有效的病毒滴度%本

实验对获得包装细胞系进行了病毒分泌物的鉴定和

滴度的测定% 结果显示!多克隆源性和单细胞源性的

包装细胞都能够具有有效的感染滴度% 这个结果与

N323XT2T ’>(研究有差异!他们认为 IJE 基因具有较

高的重组率! 故 IJE 表达的包装细胞具有较低的滴

度%我们推测产生这种差异的原因可能是本实验所用

的 IJE 为变异体 HIJE 有关%
#下转 =? 页$
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图 =""包装细胞系上清的 GK&EFG 鉴定

;"3$@ AB&CDE "FG+("."H,("-+ -. (/G 546G)+,(,+( -.
6,HI,3"+3 HG11 H41(4)G

a32-"5("ET+V#+T23+"03#]3Z*2Z"#-++/9"a32-/"7&B("bT2T#+T23+"
03#]3Z*2Z"#-++/9"a32-"56(")L’"Q31]-1")a&7666

;’
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!""讨论

本研究采用分段表达的形式在大肠杆菌中表达

了 # 蛋白 #$!#% 功能域的主要部分 &#’ 和 &#(" 为了

验证这两段重组蛋白的免疫原性#将这两段重组蛋白

分别作为抗原与 #)*# 确诊病人血清和免疫了 +,)
疫苗的鼠血清进行 -./#) 检测# 发现这两个重组蛋

白都可以与 #)*# 病人血清发生特异性反应#这说明

大 肠 杆 菌 表 达 的 分 段 重 组 # 蛋 白 具 有 相 似

#)*#0123"# 蛋白的抗原性# 有可能作为检测 #)*#
的抗原组分来使用"

本研究中首次使用了分泌型真核表达载体 4#560
7’89 来构建 # 基因 +,) 疫苗" 小鼠抗血清以 :!:;;
稀释后仍能与灭活的天然 #)*# 全病毒发生较强的

特异性反应#与 46+,)!<: 相比#用分泌型真核表达

载体=4#567’89>构建的 #)*# 病毒 ? 个主要结构蛋

白基因的 +,) 疫苗刺激机体产生抗血清的能力较

强$另文发表%" 这提示所构建的 #0+,) 疫苗能够在

小鼠机体中表达出类似天然状态的 #)*# 病毒抗原

蛋白#进而产生了针对 #)*#0123@# 蛋白的特异性抗

体"同时免疫小鼠产生的抗血清也能与大肠杆菌表达

的重组蛋白发生特异性的反应#这也间接说明所表达

的分段重组 # 分段蛋白保留了天然状态 # 蛋白的大

多数特异抗原表位"由于此真核表达载体为分泌型表

达载体#它有可能使真核细胞内表达的蛋白更容易分

泌至胞外进入血液刺激淋巴细胞产生免疫反应"这为

+,) 疫苗制备提供了一个新的思路和选择# 但人体

对于 #)*# 冠状病毒的免疫应答机制以及刺突蛋白

对免疫应答的影响尚需进一步研究"
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$上接 !% 页%
在测定的 R 个单克隆源性包装细胞系中#虽然都

有外源基因 -XiA 插入# 但有 % 个克隆无病毒的分

泌#存在假克隆的现象" 这种现象在新霉素筛选的方

法中同样也存在" 更多的学者&[’倾向与有外源基因插

入宿主基因组之前要线性化有关#因为断裂部位是随

机的" 因此有可能产生 XiA 有表达但无产生病毒能

力的细胞株"
传统的获得逆转录病毒包装细胞系的方法是依

靠 %!& 基因筛选标记# 通过含新霉素的选择性培养

基中选择"由于抗生素所诱导的过度的蛋白代谢的负

荷将严重影响细胞的生长#故这种方法获得有效克隆

通常需要 ?k[ 周&‘’" 而依据 XiA 荧光通过流式细胞仪

分选技术的方法没有给细胞产生代谢负荷#具有快速!
方便等优点#尤其对于获得多克隆源性的包装细胞"

本实验显示荧光激活细胞分选技术是得到有效

病毒滴度的包装细胞的有效方法"
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