
!" 卷 ! 期

!##$ 年 " 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
%&’(!" )&(!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*+,-. !##$

/0-01203：40560780, 9:，!##;；<--05603：=-6&80, 9>，!##;(

?.1@ A&,B A+@ @C55&,603 8D + E,+F6 G,&7 6.0 )+61&F+’ )+6C,+’ 4-10F-0 H&CF3+61&F &G I.1F+（)&( "#:$9!>:）(

"I&,,0@5&F31FE +C6.&, ( ?0’JH+K：L M;N:"9N$>;9!;#；ON7+1’：.C,&FE’1+FEP.&67+1’ ( -&7
国家自然科学基金项目（)&("#:$9!>:）资助。

犬 ! 型腺病毒通用载体的构建及鉴定

"#$%&’()&*#$ #+ , -’,$%+.’ /.)&#’ 0,%.1 #$ ",$*$.
21.$#3*’(% -45.6!

李 忠9，!，张守峰9，崔 艳9，王晓虎9，!，刘 晔9，扈荣良9"

QR S.&FE9，!，ST<)U 4.&CNH0FE9，IVR W+F9，X<)U Y1+&NTC9，!，QRV W09 +F3 TV /&FENQ1+FE9"

9 军事医学科学院军事兽医研究所，长春 9"##;!

! 吉林大学畜牧兽医学院，长春 9"##;!
9 3#,#/+*2 4%/%*#$+*2 5$&/#/)/%，60+7%82 (- 3#,#/+*2 3%7#0+, 90#%$0%&，:;6，!"+$10")$ 9"##;!，!"#$+

! !(,,%1% (- 6$#8+, 90#%$0% +$7 4%/%*#$+*2 3%7#0#$%，’#,#$ <$#=%*&#/2，!"+$10")$ 9"##;!，!"#$+

摘 要 为了获得能够携带较大外源基因的犬 ! 型腺病毒 O" 区缺失性载体，以犬 ! 型腺病毒全基因组质粒 5Z&’D!NI<%N! 及

O" 区重组质粒 5%<YNO" 为基础，缺失 9"M985 的 O" 区片段（>![;\的 O" 区全序列），插入 Q1FB0,N)H（内含 >(/"、!,+"、?&%"多

克隆位点），获得重组载体质粒 5Z&’D!NI<%N!N#O"（)H）（"9[>B8）。以 6&0"和 :8%"双酶切，游离重组基因组，在脂质体

Q15&G0-6+71F0?* !### 介导下，转染 *]I^ 细胞系，获得了 O" 区缺失的重组病毒 I<%N!N#O"（)H）。通过病毒的形态学观察，血凝

性、生长特性、感染性实验证明，该重组病毒与母源病毒没有差异。重组病毒 I<%N!N#O"（)H）可以作为载体表达外源基因，其

外源基因插入片段不小于 "["B8。
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腺病毒（!"#$%&’()*）是一类双链 +,! 病毒，包括

可以感染人和动物的各种腺病毒，其具有感染宿主

范围广、转染效率高、病毒滴度高、易制备、安全等优

点，因此被广泛应用于基因治疗及基因重组疫苗等

领域的研究。目前，人腺病毒载体在临床应用中，存

在初始抗体干扰、免疫记忆反应排斥、安全性等问

题，极大地影响了病毒载体在人体内表达外源基因

的效率，从而限制了人腺病毒载体在人体的临床应

用，应用动物腺病毒载体可能会解决上述问题［-］。

犬腺病毒（./$’$# !"#$%&’()*，.!0）可感染犬科和猫

科的多种动物，宿主范围较广，基因组 +,! 全长

1-23 左右，具有感染性，且其 41 区为复制非必需

区，缺失后有一定的容量以插入外源基因，是一种良

好的重组病毒载体［5］。本研究在前期成功克隆犬 5
型腺病毒（.!065）感染性全基因组的基础上，对其

41 区进行了 -17-38 的缺失，构建了 .!065 41 区缺

失性通用载体，为其应用于动物或人重组疫苗及基

因治疗研究奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 材料

大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）+9-:;、犬肾细胞系

（<+.=）、.!065 自然弱毒 >.!6-7 株均由本室保存。

含 .!065 感染性全基因组的质粒 8?%@A!6.!065［1］

（11B123）、含 .!065 41 区 的 中 间 质 粒 80!C641
（DB723）由本室构建并保存。克隆载体 8;@)#*E(’8F6
!6=G（1B:23）购自 H$&’F(%I#$ 公司。各种限制性内切

酶、JK +,! 连 接 酶、牛 小 肠 碱 性 磷 酸 酶（.H!?）、

=@#$%L 大 片 段 等 均 为 ,4; 产 品；脂 质 体

M’8%N#EF/O’$#J<5::: 为 H$&’F(%I#$ 产品；电激转化仪为

;JC 产品（4.<1PP）。

!"# $%&’# () 区缺失性载体的构建

.!065 41 区缺失性载体的构建策略见图 -，质

粒的提取、基因片段的酶切回收、去磷酸化、黏末端

的补平、连接反应、连接产物的转化、重组子的鉴定

等方法，参照文献［K］方法进行。

!") 重组病毒的包装

取改造的病毒全基 因 组 质 粒 8?%@A!6.!0656
"41（,Q）R#I，以 +"#$和 ,-%$双酶切释放重组的

全基因组。氯仿抽提 - 次，加入 5 倍体积无水乙醇

及 -S-: 体积的醋酸钠沉淀后，以 R::#M 的 D:T乙醇

漂洗，干燥后溶于 -::#M 的无血清无双抗的 <4<，

用 -::#M 无血清 <4< 稀释 R U -R#M M’8%N#EF/O’$#
V#/I#$F，与 -::#M 无血清 <4< 稀释的 R#I +,! 轻混

均匀，置室温 -R U KRO’$；以上混合物加入 :B7OM 无

血清 <4<，混匀后覆盖在经 5OM 无血清 <4< 洗过

的细胞上，1DW，RT .X5 培养箱中培养 R U -5Y 后，

加入 -OM 含 RT血清的 +<4<，1DW，RT .X5 培养

箱中继续培养传代，直到细胞出现病变。

!"* 重组病毒基因组的提取及酶切鉴定

参照文献［R］的方法提取重组 .!0656"41（,Q）

病毒的基因组，以不同的限制性内切酶消化，并以母

源病毒 .!065 基因组酶切做对照，琼脂糖凝胶电

泳，鉴定重组病毒。

!"+ 重组病毒的形态学观察

取重组病毒原代冻融物 -T量接种于 7:T覆盖

的单层 <+.= 细胞上，1DW，RT .X5 温箱培养，待

7:T的细胞出现病变后，取细胞上清用 :BRT磷钨

酸酸负染作电镜观察；无菌将细胞刮下以戊二醛与

锇酸双固定，用 Q7-5 环氧树脂包埋，切片、染色作电

镜超微结构观察。

!", 重组病毒血凝、血凝抑制试验及生长特性

病毒血凝、血凝抑制试验参照文献［Z］介绍的方

法进 行。按 照 文 献［Z］测 定 重 组 病 毒 .!0656"41
（,Q）及母源病毒 .!065 的 J.H+R:。分别用 - [ -:R

J.H+R: SOM 的 .!0656"41（,Q）和母源病毒 .!065 接

种 <+.= 细胞，1DW静置培养，分别在 -5Y、5KY、1ZY、

K7Y、Z:Y 收毒。然后用 <+.= 细胞在 PZ 孔微量细胞

培养 板 上 分 别 测 定 .!0656"41（,Q）和 母 源 病 毒

.!065 的 J.H+R:，试验设 1 个重复。

# 结果

#"! $%&’# () 区缺失性载体的构建

以 80!C641 为中间质粒，用 ./$$和 0$%$消

化去除 41 区 -17-38 的片段，然后在缺失部位插入

M’$2#(6,Q（内含 0)1$，2*($，3"%$多克隆位点），

最后将插入 M’$2#( 的基因片段克隆入感染性全基因

组 8?%@A!6.!065，最终获得 .!065 41 区缺失性载

体 8?%@A!6.!0656"41（,Q）。质 粒 8?%@A!6.!0656

"41（,Q）的酶切鉴定结果见图 5。

#"# 重组病毒的包装及基因组的酶切鉴定

感染性犬 5 型腺病毒 41 区缺失性载体 8?%@A

!6.!0656"41（,Q），经酶切游离病毒基因组，转染

<+.= 细胞，连续转染 1 次，-:" 后出现细胞病变。

病变细胞呈膨大、变圆、葡萄串样。将病毒扩大培

养，提取病毒基因组，以限制性内切酶酶切鉴定，鉴

定结果正确（图 1）。

:51 2$’4%"% 5)6&4(* )7 8’)1%#$4)*)9: 生物工程学报 5::D，0%@B51，,%B5



!"# 重组病毒的形态观察

将 !"#$%$!&’（()）细胞培养物的上清进行负

染，电镜观察，见有 %* 面体立体对称、直径约 +*,-、

表面具有排列整齐壳粒的腺病毒样粒子（见图 .）。

图 / !"#$% &’ 区缺失性载体 01234 "$!"#$%$!&’（()）

的构建策略

)567/ !2,89:;<952, 0:2<=>;:= 2? 01234

"$!"#$%$!&’（()）@=<92:

!"$ 重组病毒的血凝性及生长特性

重组病毒 !"#$%$!&’（()）可凝集人红细胞，血

凝效价为 / A /%+*，且可被犬抗 !"#$% 高免血清抑

制；以 BC:D=: 氏 法 测 得 该 重 组 病 毒 的 E!FGH* 为

/*+IH J-K。病毒的生长增殖特性实验结果表明该重组

病毒与母源病毒差异不显著（! L *I*H）（图 H）。

图 % 重组质粒 01234"$!"#$%$!&’（()）（"）与

质粒 01234"$!"#$%（M）酶切图谱比较

)567% N=89:5<952, =,O4-= >56=8952, P,P34858 2? 03P8-5>
01234"$!"#$%$!&’（()）（"）P,> 598 2:565,P3 01234"$!"#$%（M）

/（"），%（M）：>56=89=> Q59R !"##；’（"），.（M）：>56=89=> Q59R $%&S

# ；H（"），T（M）：>56=89=> Q59R ’(%#；U：0E/’J)*+>$ -P:V=: 7

图 ’ 重组病毒与母源病毒基因组酶切图谱比较

)567’ N=89:5<952, =,O4-= >56=8952, P,P34858 2? 6=,2-= G("
?:2- 9R= :=<2-D5,P,9 @5:;8（"）P,> Q53> 940= @5:;8（M）

/（"），%（M）：>56=89=> Q59R ,+%M#；’（"），.（M）：>56=89=> Q59R ’(%

#；U：0E/’J)*+>$ -P:V=:；H（"），T（M）：>56=89=> Q59R $%&S#；

W（"），+（M）：>56=89=> Q59R ,%-# 7

图 . 重组病毒 !"#$%$!&’（()）的负染电镜照片（+* ***X）

)567. !"#$%$N( 58 ,=6P95@=34 89:P5,=> P,>
2D8=:@=> 5, =3=<9:2, -5<:28<204（+* *** X ）

# 讨论

人腺病毒衣壳的稳定包装能力约为其基因组总

量的 /*HY，超出该范围，基因组 G(" 会发生缺失或

重排，使基因组的大小低于该范围。U2::582,［W］等人

/%’李 忠等：犬 % 型腺病毒通用载体的构建及鉴定



图 ! 重组病毒与母源病毒的生长增殖特性比较

"#$%! &’()*+,#-. /.01#+2,#(3 +(402’. (5
’.+(46#323, -#’*7 23) (’#$#3 -#’*7

构建 89:;< 载体，将 8&: :&= 基因的表达盒插到 >?
区缺失处，获得了重组病毒，证明 89:;< 最大包装

容量为其野生型基因组的 <@AB C <@DB。关于犬 =
型腺病毒 >? 区的包装容量还不清楚。E’.4.’［<］等

用 89:;= F(’(3,( 9=AGA< 株在 >< 反式互补细胞系内

构建了多个 89:;= 载体，其中包装容量最大的是野

生型基因组的 <@!HIB。"#7+J.’［K］等人以 89:;= 为

载体缺失 >? 区，构建了表达 8L: M 蛋白和 " 蛋白

的重组病毒，其最大包装容量为 <@!H?B。闫芳［D］等

人以本实验室 89:;= 为载体缺失部分 >? 区，构建

了表 达 8L: M 蛋 白 的 重 组 病 毒，其 包 装 容 量 为

<@AH<IB，是目前报道 89:;= >? 区部分缺失后，基

因组包装的最大容量。本研究对全长 ?<?=?60 的

89:;= 基因组的 >? 区进行了 <?K<60 的缺失，该缺

失片段占 >? 区全基因 D=HAB。由于 89:;= 的结构

蛋白 &:NNN 的基因与 >? 区 O/"< 的前 <P60 核苷酸

为重叠基因，为了不影响结构蛋白的复制，因此本

实验 未 将 >? 区 基 因 全 部 缺 失，保 留 了 >? 区 前

<<@60 碱基。由目前所报道的 89:;= 的最大基因组

包装量 <@AH<IB，可以推测本实验获得的 89:;=;

!>?（Q"）载体的外源基因容量最小约为 ?H?R6，从而

扩大了 89:;= >? 区缺失性载体的外源基因的容量。

目前，构建重组腺病毒的方法主要有体内同源

重组法和体外连接法，本实验室采用后者。在前期

的工作中，构建重组 89:;= 往往需要多步的克隆，

操作步骤繁琐。在本实验中，大片段缺失 89:;= >?
区后，在其内插入了含有多克隆位点的 S#3R.’，由于

89:;= 内部酶切位点丰富，插入的 S#3R.’ 仅含有 !"#

"、$%&"、’()"三个位点，为方便克隆，我们还以克

隆载体 0T1*.7+’#0,;#;EU 为原始质粒，对其多克隆位

点（VU8）进行了改造，获得了一个 VU8 两端具有

!"#"、’()"位点的辅助质粒，这样大大方便了外源

基因的插入，简化构建重组病毒的步骤。

与母源毒株 89:;= 相比，重组病毒 89:;=;!>?
（Q"）在基因组水平缺失了早期蛋白 >? 基因的两个

开放性读码框架（O/"），而参与病毒装配和感染的

晚期结构蛋白没有任何改变。从理论上讲，该重组

病毒的生物学特性不会有任何变化。实验从重组病

毒的形态学特征、血凝性、生长特性及感染力都证明

了该重组病毒与母源病毒没有差异。同时病毒多次

传代后其 LQ9 酶切图谱保持不变，证实病毒具有良

好的遗传稳定性。因此该重组病毒可以作为一种携

带外源基因的通用病毒载体。
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