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一种新型慢病毒载体制备方法的建立
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摘 要 为了建立新型、高产量的慢病毒载体制备体系，将构建好的主框架质粒 .’OH3+>、包装质粒 .V>VZUR及包膜质粒
.’,’V通过脂质体共转染至 [\]!=细胞，再用含有 A%3+>聚合酶基因的重组痘苗病毒 6AGL"感染细胞，培养 M7后，收集培养

上清，提取培养上清的 3+>，进行 3ALZH3反应；将培养上清进行免疫印迹鉴定；将培养上清感染正常的 !&"A细胞、\-.V! 细

胞、’-2(细胞，荧光显微镜下观察细胞 VGZ的表达情况；采取 """""析因分析方法，优化系统产量，3-9)L/50- ZH3方法测定细
胞培养上清中病毒载体的拷贝数，利用流式细胞术检测病毒载体滴度。3ALZH3及 .!M免疫印迹结果均提示在细胞上清中存
在慢病毒载体；通过荧光显微镜观察到感染组 !&"A细胞、\-.V!细胞、’-2(细胞均表达绿色荧光蛋 VGZ，说明此系统制备出的
慢病毒载体具有感染性；系统经优化后，培养上清中慢病毒载体拷贝数达到（==^%= _ $^K$）‘ =$== 4(.5-Ba0R，培养上清原始滴度
达到（=^" _ $^=K）‘ =$K /;a0R，高出目前常用制备体系产量 =个数量级。初步建立了新型慢病毒载体制备体系，为今后该系统
的大规模应用提供客观的科学依据。
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慢病毒载体［=］（R-:/56-4/(2B）可以有效地感染所 有哺乳动物细胞，引入宿主细胞的目的基因借助于



慢病毒极易整合到宿主基因组，从而稳定、长期表达

目的基因，然而目前慢病毒载体的生产系统产量偏

低，影响了慢病毒载体的推广应用。因此本研究以

痘苗表达系统［!］为基础，建立一个通过基因操作技

术在体外细胞培养系统中制备高滴度慢病毒载体颗

粒的大规模病毒载体培养技术体系，并将该技术应

用于其他难以体外大规模培养的 "#$病毒的制备。
该体系包括一株插入 %&"#$ 聚合酶基因的重组痘
苗病毒 ’%()*和 *个重组质粒（图 +），分别为主框架
质粒 ,-./"#$、包装质粒 ,0$0123、包膜质粒
,-4-0。其中主框架质粒 ,-./"#$含有 %&启动子
和终止子控制下的慢病毒载体的 5#$模板，包装质
粒 ,0$0123含有克隆于痘苗病毒早6晚期启动子和
终止子之间的 0$0)123 编码区，包膜质粒 ,-4-0
含有克隆到痘苗病毒早6晚期启动子和终止子之间
的 -4-)0编码区。

图 + 本系统示意图
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在六孔板中每孔接种约 J K +LJ 个 MNO!+细胞，

培养过夜，第二天按脂质体 3;,AB;H?@D7>;!LLL%P说明
书步骤将 ,-./"#$、,0$0)123、,-4-0共同转染细
胞，Q :后，加入含有 %& "#$聚合酶基因的重组痘
苗病毒 ’%(&)*，此重组痘苗病毒表达的 %& "#$ 聚
合酶，直接指导 ,-./"#$ 转录慢病毒载体主框架
"#$，并且痘苗病毒 "#$ 聚合酶 直 接 指 导
,0$0123和 ,-4-0的蛋白表达，!:后，吸去培养上
清，用无血清 5P.P洗涤 * 次，每孔加入 !RJD3 含
+LS (/4 的 5P.P，*&T、JS /2! 培养箱中培养，

,-4-0表达的蛋白 -4-)0包装由 ,-./"#$转录的
主框架 "#$以及 ,0$0123表达的参与慢病毒载体
逆转录整合所需酶类，形成慢病毒载体，经胞吐作用

释放到培养上清中，UV:后收集培养上清［*］。
本系统以 PA==等人［!］发明的 --6%& 瞬时表达

系统为基础构建，以期获得高拷贝数的慢病毒载体。

本系统蛋白表达迅速，产量高，原因在于 %& "#$聚
合酶由痘苗病毒指导合成，慢病毒载体的 "#$ 由
%& "#$聚合酶指导合成，使得慢病毒载体的生产不
依赖慢病毒天然复制途径，充分发挥痘苗病毒表达

系统瞬时高效特点，避开细胞障碍的限制，提高慢病

毒载体滴度，此外，痘苗病毒表达不依赖宿主细胞，

不涉及 "#$从胞核到胞质的转运，这样可以完全去
除 ".-蛋白编码序列和 "".元件，只保留 N!)+来
源的 0$0)123蛋白编码序列，最大限度减少了病毒
源性序列，使系统表达效率提高，利于产量提高，本

生产系统在经典 --6%& 的基础上又增加了两个在
痘苗启动子控制下的真核表达质粒，将慢病毒顺式

作用元件与反式作用蛋白分离，避免了在生产过程

在中 "/-（<;,C7H@?7A> HAD,;?;>? ’7<I=）的产生，使得生
产系统的生物安全性提高，并且本生产系统融合了

质粒瞬时表达生产系统中生产周期短，构建省时，灵

活度高等优点；慢病毒载体与辅助痘苗病毒物理特

性相差很大，通过简易的过滤装置能够去除绝大部

分辅助痘苗病毒，如果随后能够构建成功复制缺陷

性辅助痘苗病毒，则此系统生产的慢病毒载体有望

能够直接应用于基础研究及临床应用。

采用 "%)1/"方法检测整合入慢病毒载体主框
架 "#$中的 W1".（土拨鼠肝炎病毒转录后调控元
件）元件来验证慢病毒载体的存在［Q］，结果

,-./"#$、,0$0123、,-4-0 共转染的细胞培养上
清 "%)1/" 反应呈阳性；将 ,-./"#$、,0$0123、
,-4-0以及辅助痘苗病毒 ’%()* 共转染 MNO!+细胞

后采用荧光显微镜观察发现 MNO!+表达报告基因

0(1；利用 ,!Q 的单抗以及标记有 HF* 的二抗对
,-./"#$、,0$0123、,-4-0共转染的 MNO!+细胞的

间接免疫荧光实验结果发现细胞 MNO!+出现明显的

红色荧光；将 ,-./"#$、,0$0123、,-4-0 共转染至
MNO!+细胞后，收集培养上清，利用 ,!Q 单抗进行

W;=?;<> GCA??7>8 分析鉴定培养上清中慢病毒载体的
存在，结果在此细胞培养上清中检测到 !QX5（,!Q）
的条带；将收集的培养上清分别感染 !U*% 细胞、
N;,0!细胞、-;<A 细胞，!Q: 后，在荧光显微镜下观
察到这三株细胞均表达报告基因 0(1；采用 ";@C
%7D; 1/"方法测定培养上清中慢病毒载体的拷贝
数，取培养上清，依次经足量的 5#$酶、"#$酶、蛋
白酶 O处理去除破碎细胞中释放的未被 -4-0包装
的慢病毒载体 "#$以及质粒 5#$后，提取 "#$，采
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用 !"#$%&’() *+, -(’.%& -#/试剂盒在 *01233 型全自
动荧光定量 *+,分析仪上进行分析；流式细胞术测
定病毒载体滴度，即在六孔板中分别接种 4567 细
胞，将培养上清梯度稀释，分别感染 4567细胞，489
后将细胞处理成单细胞悬液，流式细胞仪计数 :;*
阳性细胞数，计算病毒滴度，所用公式：病毒滴度

（.<）=>? @ :;*阳性细胞百分数 A 感染的细胞总数
A细胞的稀释倍数［8］，细胞的稀释倍数取曲线线性
范围内的数值，以确保单拷贝的病毒载体感染单个

细胞。

痘苗表达系统对于制备细胞系具有一定的选择

性，病毒与制备细胞数比例（-BC）以及质粒用量对
于制备细胞系能否达到最佳的生产效率具有重要的

影响，故采用 6!6!6析因方差设计，分析细胞株类
型，病毒与制备细胞数比例（-BC）以及质粒用量的
最佳优化方案，进而得到体系最佳产量，由最后的实

验结果分析得到细胞的种类，质粒的用量以及痘苗

病毒的感染比例对系统的产量均有统计学意义，并

且在以 D孔板为例，EFG4H为生产细胞，细胞数量约

为 1 A H31 个每孔，用每个细胞 H个痘苗病毒的比例
感染（-BC），质粒用量为 44!I（系统中质粒用量比例
为 JK0+,LM N J:M:*B? N JKOK: @ 1 N 1 N H），培养 5D9
后，培养上清中的病毒载体拷贝数最高，达到（HHP2H
Q 3PR3）A H3HH STJ#%’=>?。取病毒载体拷贝数最高时
的培养上清测病毒载体的滴度，结果滴度达到（HP6
Q 3PHR）A H3R .<=>?。目前各种生产慢病毒载体的
系统的产量在未浓缩前基本维持在 H3D U H32 数量
级之间，而本系统的产量在未浓缩前已经达到 H3R

数量级，超过同类系统产量 H个数量级。
综上所述，我们已经初步建立了慢病毒载体的

新型制备方法，本项研究可以为国内外的科研及临

床工作人员提供经济实用的慢病毒载体，利用此方

法我们也已经建立了重组 F+K的制备体系［1］，然而
通过该方法制备的慢病毒载体中含有感染性痘苗病

毒的污染，给慢病毒载体的分离纯化带来不便，为了

解决这一问题，我们正在构建 VH6?基因缺陷型痘
苗病毒。VH6?基因是痘苗病毒的必要基因，其表达
产物是痘苗病毒颗粒组装所必需的，其表达的限制

或阻抑对于病毒转录和 VLM复制没有影响，但能够
阻碍痘苗病毒颗粒的形成。因此使用 VH6?阴性痘
苗病毒重组体生产慢病毒载体，可得到几乎没有辅

助痘苗病毒污染的慢病毒载体，有望直接应用于临

床。
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