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摘 要 以 <,/(4N4森林病毒衍生的复制子载体 -+O&"和辅助载体 -+O&C?,(-,1!为骨架，用 ;P& QE和 @M启动子替换 +RB启动
子并在 ST J@2下游插入 UVW转录终止子，构建了基于 X*7和 2*7的复制子表达载体 -+P;@7和辅助载体 -+W;@7。在 X*7
和 2*7二种递送方式上证实该表达载体可高水平表达外源基因，与辅助载体共转染可制备具有感染能力并能表达外源基因
的重组病毒颗粒。构建的基于 X*7和 2*7的双功能复制子载体显著地提高 +O&载体应用范围，在体外可用于高水平表达外
源基因及大规模制备重组病毒颗粒，在体内也可用于研制复制子疫苗和基因治疗载体。
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甲病毒复制子包含病毒基因组 #T和 ST末端的顺
式作用序列、全部非结构蛋白基因，其病毒结构蛋白

基因被外源基因所取代，外源基因由 !B+亚基因组
/2*7启动子控制转录成 /2*7并高水平表达，另

外，由辅助载体 2*7（缺失非结构蛋白基因）提供反
式互补的结构蛋白可将复制子 2*7 包装成重组病
毒颗粒（2&R）。+O&复制子是基于 <,/(4N4森林病毒
（<,/(4N4 [’1,<. 5419<，+O&）的真核表达载体，将 +O&



的 !"#$置于 %&’ 启动子下，外源基因直接克隆于
该载体中，以其作为模板在体外转录生成重组

(#$，转染细胞，非结构蛋白基因编码的转录)复制
酶控制载体 (#$在胞浆中复制及外源基因的高水
平表达。与其它表达载体相比，%*+ 复制子表达系
统具有宿主范围广，表达效率高等优点。目前，%*+
复制子载体广泛地应用于病毒、肿瘤和细菌毒素新

型疫苗研究以及基因治疗导向载体等领域［, ，-］。

基于 (#$的 %*+ 复制子系统的缺点是需要在
体外转录制备成加帽的 (#$，并要求在特殊条件下
处理 (#$，因此应用不太方便，成本高。为了克服
这些缺点，本研究以 ./01232森林病毒衍生的复制子
载体 4%*+, 和辅助载体 4%*+56/14/7- 为骨架，用
89+ :;和 <=启动子替换 %&’启动子并在 >?@<(下
游插入 ABC转录终止子，构建了基于 "#$和 (#$
的复制子载体 4%98<$和辅助载体 4%C8<$，在多克
隆位点插入外源基因而构建的质粒 "#$可直接转
染细胞，首先在 89+ :;和 ABC 4D1E$控制下由细
胞 (#$聚合酶!胞内转录成复制子 (#$，再在复
制酶控制下复制 (#$，然后亚基因组 0(#$得到转
录并表达外源基因，完成整个复制过程，无需体外转

录过程制备 (#$，同时也可利用含有 <= 启动子体
外转录制备 (#$，通过报告基因验证了该复制子载
体系统在 "#$和 (#$二种递送方式上均可实现外
源基因的高水平表达及重组病毒颗粒制备。

! 材料和方法

!"! 细胞与载体
ACF-,细胞株于含 GH小牛血清，,IJ)0K青霉

素和 ,I0L)0K链霉素的 "9;9培养基（:MN2O7DL/M）培
养。4%*+,、4%*+>5KP!Q 和 4%*+56/14/7-（:MN2O7DL/M）
为基于 %*+ 的复制子载体，系本院秦鄂德教授惠
赠。 4!"#$>R,（ S ）（ :MN2O7DL/M ）， 4*(<)KP!Q/D
（&7D0/LP）和 4;B*&5#>（81DMO/!6）由本实验室保存。
!"# 引物和寡核苷酸
引物 *5BA（!"#C"）：G?5OL!PLLPO!!L!P!!POLLOLPL!

PPLLL5>?和 (5BA（!"#C"）：G?5OL!PLLPO!!OOP!OOLOP!PL!O
!LO!!POL!5>?，用于 &8( 扩增基因 B*& 序列；引物 *5
89+（ $%&"）：G?5L!!LL!POL!OPLOOPOOPPOPLLOPPO!PPOOP!LLLLO!5
>?和 (589+<：G?5!PO!!L!!PO!OPOPLOLPLO!LOPOOPPOOO!L5>?用
于 &8(扩增 ’>GT4 89+<序列（同时含 89+和 <=启
动子）；引物 *5%8<：G?5!LP!O!P!OPOPLPOLL!LLPOLOLOLP!POP!5
>?和 (5%8（ ’()( #）：G?5!PLOLPOPO!!PPLPOLPLOLOLO!OOOL5
>?，用于 &8(扩增 %*+ G?@<(前 -U,T4序列；引物 *5

%$（ $%*"）：G?5!OPLP!OPLO!OLOL!!OO!OPLOOL!!PL5>?和 (5V$
（+,""）：G?5!OPLO!OPLPPL!!POPLPL!!!P!!!5>?，用于 &8(
扩增 ->UT4 ABC转录终止子序列。
两条寡核苷酸（G?5LPO!!POPOL!L!L!PO!LPOLLL!!!LLLP

OL!PO5>? 和 G?5LPO!POL!PO!!!LLL!!!PO!LPOL!L!L!POPOL5>?），
经退火互补后克隆到 4%*+, 载体中的 !"#C"位
点，引入一个多克隆位点。

!"$ 体外转录体 %&’ 的制备
重组质粒经 $%*"酶消化，以纯化后的线性化

"#$为模板（-$L），采用 &7D0/LP公司 %&’和 <= (#$
聚合酶系统转录试剂盒进行体外转录，-I$K体系，
其中转录缓冲溶液 W$K，7#<&（-G00D1)K $<&、8<&、
@<&，UR>>B<&）’$K，帽子结构类似物［0

=B（G?）444
（G?）B］GI00D1)K，%&’或 <=酶复合物 -$K，>=X反应
W 6，>IX反应 ,6，加 "#P./ 酶消除模板 "#$，纯化
(#$产物。
!"( )&’和 %&’转染细胞

"#$和 (#$转染细胞分别采用 :MN2O7DL/M 公司
K24DY/!OP02M/<9 -III 和 Z2PL/M 公司 <7PM.9/../ML/7<9

<7PM.Y/!O2DM (/PL/MO脂质体试剂盒进行。将 "#$和
(#$以 ,R’$L)孔的剂量分别转染 ,-孔板中的 =IH
[ UIH单层的 ACF-, 细胞，>=X于 8\- 孵箱培养，

在培养不同时间后检测报告基因表达。制备重组病

毒颗粒时，共转染表达载体和辅助载体（摩尔数 , ]
,，共 ,R’$L），于培养 -W6和 WU6后分别收集重组病
毒原液各 ,0K（即培养基上清）。
!"* +,-./原位染色法
先用 &A% 洗单层细胞 , 次，加入 ,0K 固定液

（-H甲醛、IR-H戊二醛），室温放置 ,G02M，弃去固定
液，再用 &A%洗 >次，加入 V5BP1染色液（-0L)0K V5
BP1、G00D1)K 的铁氰酸钾和亚铁氰酸钾、-00D1)K
9L81-），于 >=X作用 -6，在显微镜下观察，阳性细胞
呈蓝色。

!"0 重组病毒颗粒的激活及感染细胞 123#!
病毒原液中加入终浓度为 GII$L)0K的%5胰凝

乳蛋白酶（%5!6E0DO7E4.2M），室温 -I02M后，加入终浓
度为 -GI$L)0K的抑肽酶（P47DO2M2M）以灭活%5胰凝乳
蛋白酶。激活的病毒原液经梯度稀释后感染 ACF-,
细胞以检测其重组病毒颗粒活性及测定其滴度。

# 结果

#"! 重组质粒的构建
#"!"! 含报告基因的基于 (#$的表达载体 4%*+5
B*&的构建：以 4;B*&5#>为模板，*5BA和 (5BA为
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引物，!"#扩增基因 $%!序列，经酶 !"#&!消化，
克隆到 ’(%)*载体中的 !"#&!位点，构建的正向
克隆的重组质粒命名为 ’(%)+$%!；而 ’(%),+-./0为
含报告基因 -./0的基于 #12的表达载体。
!"#"! 质粒载体 ’(%)* 和 ’(%)+345’467 的改造：合
成的两条寡核苷酸，经退火互补后克隆到 ’(%)*载
体中的 !"#&!位点，构建的重组质粒命名为 ’(8，
含 !"#&!、$%&!、!’’&"、()"!、*+"!、,#"!和 $’-!
（$$29""2929$"$"$"29"$29$$$"""$$$29$"29）
等多个单一酶切位点。首先以 ’/:12,;*（ <）为模
板，%+"8)和 #+"8)9为引物，!"#扩增 =,>?’"8)9
序列（同时含 "8)和 9@启动子），再以 ’(%)*为模
板，%+("9和 #+(" 为引物，!"# 扩增 (%) >AB9# 前
7C*?’序列，最后以 =,>?’ 和 7C*?’ 扩增产物为模
板，%+"8) 和 #+(" 为引物，重叠延伸 !"# 扩增
D*=?’大片段，经酶 ,+.!和 /01##消化后，连入相
同酶消化的 ’(8载体（去掉了 (!=启动子）中，即用
"8)和 9@ 启动子替换了 (!= 启动子，构建的重组
质粒命名为 ’(8"9。以 ’/:12,;*（ <）为模板，%+
(2和 #+E2为引物，!"#扩增 7,C?’ F$&转录终止

子序列，经酶 ,+&!和 23"!消化后，连入 ’(8"9载
体的 ,+&!位点，构建的正向克隆的重组质粒命名
为 ’(8"92，该载体为基于 :12和 #12的 (%)复制
子表达载体。在此基础上，酶 ,+&!和 /01##消化
’(8"92回收的 ,;>G?片段与酶 ,+&!和 /01##消
化 ’(%)+345’467（其中 /01##为非完全酶切）回收的
>;7G?片段相连，构建的重组质粒命名为 ’(&"92，
即将辅助载体改造为基于 :12和 #12的复制子辅
助载体。

!"#"$ 含报告基因的基于 :12和 #12的表达载体
’(8"92+$%! 和 ’(8"92+-./0 的构建：酶 !4)"和
,+&!消化 ’(%)+$%!和 ’(%),+-./0回收的 7;,G?和
H;=G?片段分别与相同酶消化 ’(8"92 回收的 D;D
G?片段相连，构建的重组质粒命名为 ’(8"92+$%!
和 ’(8"92+-./0。
另外，构建由相同调控元件控制（"8)和 F$&

99I’2）的含报告基因 $%! 和 -./0 的表达载体
’"8)+$%!和 ’"8)+-./0。原始的复制子载体和构
建的复制子载体结构如图 *。以上构建的重组质粒
均经酶切鉴定和序列测定为正确的克隆。

图 * (%)复制子载体结构示意图
%JKL * (/34M.NJ/ J55OPN6.NJQR QS (%) 64’5J/QR T4/NQ6P OP4U N36QOK3QON N3JP PNOUV

（.）934 Q6JKJR.5 (%) 4W’64PPJQR T4/NQ6 ’(%)* .RU 345’46 T4/NQ6 ’(%)+345’467（#12 T4/NQ6P）L ’(%)+$%! .RU ’(%),+-./0 .64 #12+?.P4U 4W’64PPJQR T4/NQ6P

/QRN.JR4U $%! .RU -./0 K4R4P，64P’4/NJT45VL（?）14X :12 .RU #12+?.P4U ?JSOR/NJQR.5 (%) 4W’64PPJQR T4/NQ6 ’(8"92 .RU 345’46 T4/NQ6 ’(&"92（:12

.RU #12 T4/NQ6P）L ’(8"92+$%! .RU ’(8"92+-./0 .64 :12 .RU #12+?.P4U 4W’64PPJQR T4/NQ6P /QRN.JR4U $%! .RU -./0 K4R4，64P’4/NJT45VL "8)I9，

/VNQM4K.5QTJ6OP JMM4UJ.N4 4.65V（"8) YZ）4R3.R/46I’6QMQN46 .RU 9@ ’6QMQN46 L 99I’2，F$& N6.RP/6J’NJQR N46MJR.NJQR .RU ’Q5V.U4RV5.NJQR PJKR.5 L

!"! 复制子表达载体 %&’()*通过 +,*和 -,*
两种递送方式表达外源基因

!"!"# 基于 :12的复制子载体表达外源基因：:12
载体转染细胞后，*7、7H、,=、HC、@73分别检测报告基

因表达。在荧光显微镜下直接观察 $%!表达，阳性
细胞呈亮绿色，而通过 E+$.5原位染色法检测 -./0
基因表达，阳性细胞呈蓝色，HC3 时呈阳性细胞最
多，并且表达量最高，与常规 :12载体（非复制型）

>*@余云舟等：基于 :12和 #12的双功能 (4M5JGJ森林病毒复制子载体的构建



相比，表达量得到明显增加（图 !"），对含有 #$%基
因和 &"’(基因的载体分别进行了流式细胞仪和!)
半乳糖苷酶活性（!)#"*"’+,-./"-0 123450 6--"4 74-+05
8.+9 :0;,<+0< &4-.- =>??0<，;<,50@"）定量分析，结果表
明其表达量提高了 A B C倍。
!"!"! 基于 :D6的复制子载体表达外源基因：新
型复制子载体通过 EF 启动子制备 :D6纯度好、质
量高，而原始的复制子载体通过 7%G启动子制备的
:D6有杂带（图 A）。体外转录制备的 :D6 载体转

染细胞后，AG9时呈阳性细胞最多，并且表达量最高
（图 !H）。但后者的阳性细胞数明显低于前者，这与
通过 7%G启动子制备 :D6有杂带，质量不高有关，
影响了其转染效率及复制能力。

以上结果表明，:D6（EF 体外转录体）载体和
ID6复制子载体转染细胞后，:D6复制子能大量复
制并表达外源基因，证实我们构建的表达载体能够

高水平表达外源基因。

图 ! 复制子表达载体和常规 ID6载体表达报告基因 #$%和 &"’(
$.@J! 1K;<0--.,2 ,? #$% "2/ &"’( @020- .2 ’0**- +<"2-?0’+0/ 8.+9 <0;*.’,2 0K;<0--.,2 L0’+,<- "2/ ;*"-5./ L0’+,<-（D,2)<0;*.’"+.,2）

E90 0K;<0--.,2 ,? #$% "2/ &"’( .2 ’0**- 80<0 "--"40/J（"）#M "2/ #! .2/.’"+0 ’0**- +<"2-?0’+0/ 8.+9 ;7NOE6)#$% "2/ ;ONP)#$%（;*"-5./ L0’+,<）80<0

,H-0<L0/ H4 ?*>,<0-’02’0，<0-;0’+.L0*4J &M "2/ &! .2/.’"+0 ’0**- +<"2-?0’+0/ 8.+9 ;7NOE6)&"’( "2/ ;$:EQ&"’(0,（,< ;ONP)&"’( ;*"-5./ L0’+,<）80<0

-+".20/ 8.+9 R)@"*，<0-;0’+.L0*4J 6** "--"40/ CS 9,><- ;,-+)+<"2-?0’+.,2J（H）#A "2/ #C .2/.’"+0 ’0**- +<"2-?0’+0/ 8.+9 :D6 +<"2-’<.;+- ?<,5 ;7NOE6)#$%

"2/ ;7$P)#$% 80<0 ,H-0<L0/ H4 ?*>,<0-’02’0，<0-;0’+.L0*4J &A "2/ &C .2/.’"+0 ’0**- +<"2-?0’+0/ 8.+9 :D6 +<"2-’<.;+- ?<,5 ;7NOE6)&"’( "2/ ;7$PA)&"’(

80<0 -+".20/ 8.+9 R)@"*，<0-;0’+.L0*4J 6** "--"40/ AG 9,><- ;,-+)+<"2-?0’+.,2J

图 A 体外转录的 :D6产物琼脂糖电泳图
$.@JA 6@"<,-0 @0* "2"*4-.- ,? !" #$#% +<"2-’<.;+- :D6

"（!）：:D6 +<"2-’<.H0/ ?<,5 208 <0;*.’,2 L0’+,< H4 EF ;<,5,+0< J H（C）：

:D6 +<"2-’<.H0/ ?<,5 ,<.@.2"* <0;*.’,2 L0’+,< H4 7%G ;<,5,+0< J M，

&"5H/" ID6（ &$’/ " T ()%:#）J A，&"5H/" ID6（ ()%:#）J
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!"# 重组病毒颗粒的制备及其滴度测定
共转染表达载体和辅助载体后收集重组病毒原

液，经激活后梯度稀释感染 =UV!M，M!、!C、AG、CS、
F!9后均检测到报告基因在细胞中得到了表达，并
统计 AG B CS9后阳性细胞数，感染后第 A 天细胞呈
现变圆、萎缩和脱落等特征，逐渐由于细胞病变而死

亡，表明制备的含有外源基因的重组病毒颗粒具有

感染性并能表达外源基因。统计 !C9和 CS9后收集
的二批重组病毒原液，报告基因 #$%和 &"’(表达的
阳性细胞数，每一个阳性细胞数相当于一个感染性

重组病毒颗粒，总病毒滴度由显微镜特征系数和稀

释倍数以及阳性细胞数来计算，至少 A次重复，并且
取二批重组病毒原液及 #$%和 &"’(统计的病毒滴
度平均值作为指标评价三种递送方式［:D6（7%G）称
为 6、:D6（EF）称为 =和 ID6称为 O］共转染后制备
有活性的重组病毒颗粒能力（见图 C）。=方式明显
高于 6和 O，而 O略高于 6，仅共转染 MWG$@ :D6或
ID6于 M! 孔板中的 =UV!M 细胞，可产生高达 MXY

个Q5&有活性的重组病毒颗粒，并且在低温条件下
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（!" # !!$）培养细胞时，获得的重组病毒颗粒可提
高 "%倍以上，达到 "%& 个’()，这些结果进一步证明
构建的新型 *+,载体具有良好的复制及包装能力。

图 - 不同复制子载体制备重组病毒颗粒滴度结果
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! 讨论
甲病毒复制子是一种新型真核表达载体，已被

广泛用于表达外源基因和构建复制子疫苗，有三种

递送方式：一是体外转录成裸 DEF（DEF载体），二
是将复制子置于 DEF 聚合酶!启动子控制下，构建
成基于 IEF的复制子载体（IEF载体），三是将 DEF
复制子包装成重组病毒颗粒（D,1载体）。原始的甲
病毒载体由于需要在体外制备加帽的 DEF，应用上
和操作方面存在一定的技术困难，故构建基于 IEF
的甲病毒载体（如 *UE［!AV］，*+,［&，H］）具有其独特的优
越性，显著地提高其应用能力，在体外可用于高水平

表达外源基因，大规模制备重组病毒颗粒，在体内也

可广泛地用于复制型核酸疫苗和基因治疗载体的研

究［R，W］。

由于 *+,的非结构蛋白和结构蛋白编码基因
分别位于表达载体和辅助载体上，因此，只有同时将

两种载体共转染细胞，由辅助载体 DEF表达的结构
蛋白反式将重组表达载体 DEF包装成重组病毒颗
粒，而辅助载体由于无包装信号（位于 8*1Q 基因
上），却不能被包装，制备的重组病毒颗粒感染细胞

后，仅能进行一轮复制，而不能繁殖子代。?*+,A
C:@?:2Q为第二代辅助载体，前体蛋白 1&Q由于点突
变（三个氨基酸突变）而不能被切割成 XQ 和 X!，而
这种切割对病毒的感染性是必需的，必须先用"A胰

凝乳蛋白酶将前体蛋白 1&Q切割成 XQ和 X!而激活
重组病毒颗粒［"%］，因此制备的重组病毒颗粒具有条

件感染性，也具有一定的安全性。低温条件下（!" #
!!$）培养细胞时，由于低温延迟了细胞凋亡出现，
复制子可大量复制 DEF并表达大量的结构蛋白，更
有利于重组病毒颗粒的产生及释放，获得的重组病

毒颗粒可提高 "%倍，因此通过优化条件和扩大共转
染的规模完全能够制备高滴度的重组病毒颗粒。

与原始的复制子载体相比，基于 IEF的复制子
载体，具有以下的优点：（"）可不经过 DEF环节，仅
转染 IEF即可起始 DEF复制实现高水平表达外源
基因；（Q）IEF可大量制备，满足大规模生产有价值
的外源蛋白，故在应用上操作简单，生产成本低；（!）
与辅助载体共转染后可大规模制备重组病毒颗粒，

在体外可用于表达有价值的外源蛋白，在体内可用

于基因治疗导向载体和新型疫苗载体；（-）也可直接
用于复制型核酸疫苗和体内基因治疗载体。与

I.M.3((3［&］和 T3C83［H］等人构建的基于 IEF的 *+,
复制子一样，本研究构建的基于 IEF的复制子载体
能够高水平表达外源基因，与辅助载体共转染后可

制备高滴度的重组病毒颗粒，并且通过报告基因

（N+1和 )<6O）证实其有效性。我们也对该表达载体
?*LMGF进行了改造，引入了多克隆位点，可方便地
克隆外源基因，同时该复制子载体也可由 GH启动子
制备 DEF，并且制备的 DEF产量高，纯度好，转染后
阳性率高以及制备的重组病毒滴度高，为基于 IEF
和 DEF的双功能复制子载体，扩大其应用范围。另
外，对基于 IEF的复制子载体进行了改进，进一步
提高其在体内外表达外源基因水平，并且 IEF复制
子免疫动物可诱导产生较强的体液和细胞免疫反应

（另文发表）。该新型载体与其他基于 IEF和 DEF
的甲病毒载体一样，可作为真核表达载体用于表达

外源基因和制备重组病毒颗粒，也可作为复制子载

体用于研制复制子疫苗和基因治疗载体等领域。
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分子生物学基础实验技术培训班

（北京天为时代科技有限公司举办）

培训宗旨：适应科学发展需要，培养分子生物学领域初级技术人员。

培训时间：周六周日全天

培训内容：分子生物学基本实验技术的原理方法及常见问题分析和解决方案（包括：理论讲解及实际动手操

作）

第一部分：分子生物学基础实验技术

L FEG技术原理及应用，包括：模板制备、引物设计、体系建立和 FEG反应等
> 琼脂糖凝胶电泳技术
R /:;片段的纯化回收
@ 质粒的提取（菌体的收集、裂解及质粒的纯化、鉴定）
! /:;片段的克隆（/:;片段与载体的连接、转化）
D 重组菌的鉴定
第二部分：G:; 的相关实验及 /:; 的提取
L 总 G:;提取（细菌、酵母、组织、血液）
> G[9FEG 反应
R 基因组 /:; 的提取
第三部分：荧光定量 FEG 技术
L 荧光定量 FEG 技术：原理，引物设计，体系建立，反应结果分析
第四部分：蛋白质免疫反应相关实验（V0+%05$ 8*’%%4$I）
L 变性聚丙烯凝胶电泳技术
> V0+%05$ 8*’%%4$I 实验：原理，方法（蛋白样品的分离、转膜、封闭、抗体反应、显色 ）

培训地点：北京天为时代科技有限公司分子生物学实验室

公司地址：北京海淀区成府路 R!号北陆楼 @层 邮编：L???CR
报名方式：?L?9D>!>LADA D>!>D?A> 传真：?L?9D>!!LAAM N92#4*：(0’(*0\ %P984’%0=&. =’2
招收人数：L! ] >?人Z期
收费标准：询价

有关信息会定期在公司网站上发布，欢迎咨询
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