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摘
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要"目的
!

对人类免疫缺陷病毒
"

型"
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$假病毒包装及感染条件进行优化!获得高重复性%高稳定性和高滴度的假

病毒包装方法和较高的感染效率&方法
!

采用
0

9S&

#

HKN

质粒与
0

F*T3&:"69Q"@$IHN

#

HKN

质粒共转染
$>&)

细胞包装病毒!对

;<W

假病毒骨架质粒与
HKN

真核表达质粒转染比例%转染试剂与质粒比例%假病毒收获时间对
;<W

假病毒包装滴度的影响进行

实验!同时对感染过程中假病毒接种剂量与二乙氨乙基葡聚糖"

*V3V6*HUEIJK

$使用浓度进行了优化&结果
!

在包装过程中当

;<W

假病毒骨架质粒与
HKN

真核表达质粒转染比例为
%c"

%转染试剂与质粒比例为
&c"

!转染后培养
%?5;<W6"

假病毒的滴度

最高'在假病毒感染过程中!
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%
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#

/A

的
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可有效增加假病毒的感染效率且不会对细胞造成较大毒性&结论
!

通

过对包装和感染过程中关键条件的优化!可以有效提高
;<W6"

假病毒的包装和感染效率!增加实验技术稳定性!为新型抗艾滋病

药物筛选和艾滋病疫苗评价等研究奠定了基础&

关键词"人类免疫缺陷病毒'

!

假病毒'

!

包装方法'

!

二乙氨乙基葡聚糖
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尽管高效抗逆转录病毒治疗$

;337)

%在很大程度上延

长了从感染人类免疫缺陷病毒$

;<W

%进展为艾滋病的时间#但

是长期用药导致的耐药株的出现和药物相关的不良反应都为

艾滋病的治愈带来障碍'因此迫切需要研发包括艾滋病疫苗

在内的新的治疗手段以及包括病毒抑制剂在内的新型抗艾滋

病药物'近年来#

;<W6"

假病毒体系得到了很大的发展#成为

;<W

研究领域重要的技术手段'其中以
)d+6L-

细胞为靶细

胞的假病毒单周期感染实验应用最广泛(

"

)

'该方法包括病毒

生产和病毒感染检测两个部分#假病毒生产是通过两质粒共转

染真核表达细胞实现的'这种假病毒一般由两个质粒包装而

成#一个为携带
;<W

包膜蛋白
HKN

基因的真核表达质粒#另一

种质粒包含
HKN

基因移码突变的
;<W

基因组#将这两个质粒

共同转染
$>&)

细胞#互补地表达
;<W

蛋白#病毒粒子得以包

装出芽'但由于新的病毒颗粒其基因组
7T3

无法编码完整

的包膜蛋白#所以这种病毒粒子感染
;<W

敏感细胞系后#由于

缺少包膜蛋白#不能形成完整的病毒颗粒#失去了感染能力#只

能进行一个细胞周期的侵染(

$

)

'采用假病毒包装系统包装病

毒后#收获的上清液中#病毒的滴度不稳定'为了寻求更高效

稳定的方法#本文对
;<W

假病毒骨架质粒与
HKN

真核表达质

粒转染比例*转染试剂与质粒比例*假病毒收获时间对
;<W

假

病毒包装滴度的影响进行了实验#同时对感染过程中二乙氨乙

基葡聚糖$
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%使用浓度进行了优化'通过对包装

和感染过程中关键条件的优化#可以有效提高
;<W6"

假病毒

的包装效率和感染效率#以期为新型抗艾滋病药物筛选和艾滋
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病疫苗评价等研究在技术稳定性方面奠定基础'

$
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材料与方法
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材料来源
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#

HKN

*

0
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"

HKN

*

)d+6L-

细胞均由中国疾病预防与控制中心病毒所曾毅院士

实验室惠赠'

$>&)

细胞由北京地坛医院传染病研究所保存'

RID

C
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.

9
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和
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转染试

剂均购自美国
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C

J

公司'
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购自北

京欣经科生物技术有限公司'
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方法
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假病毒骨架质粒与
HKN

真核表达质粒转染比例

的优化
!

将
@Y"'

4 个"孔的
$>&)

细胞接种至六孔板各孔#过

夜培养后汇合度达到
?'b

'将
0

F*T3&:"69Q"@$IHN

"

HKN

质

粒和
0

9S&

#

HKN

质粒按照不同比例$

"c"

*

$c"

*

&c"

*

%c"

*

@c"

和
?c"

%加至
"''

%

A

无血清的
*+V+

培养基中#每管包

含质粒总质量为
$

%

C

#混匀后加入
Q1SVTV;*

转染试剂
@

%

A

$质粒与转染试剂的质量体积比为
"c&

%#轻弹混匀'室温

静置
"4

"

&'/DK

'将质粒与转染试剂混合液逐滴加入六孔板

各孔中#轻摇混匀'于
&(g

#

4b!,

$

培养箱培养
%?5

'收获

包含假病毒的培养上清#补加胎牛血清$

QR9

%至终浓度达到

$'b

'使用
':%4

%

/

滤器过滤病毒原液#分装后冻存于

]?'g

冰箱以备进一步滴度测定'

$:/:/

!

质粒与转染试剂比例的优化
!

采用
":$:"

所述方法#

设定质粒总量为
$

%

C

$其中
0

9S&

#

HKN

质粒和
0

F*T3&:"6

9Q"@$IHN

"

HKN

质粒的质量比为
%c"

%#按照质粒与转染试剂质

量体积比为
$c&

*

$c%

*

$c4

*

$c@

*

$c(

*

$c?

的比例加入相

应体积的转染试剂
Q1SVTV;*

#培养
%?5

后收获假病毒并

进行滴度测定'
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!

质粒转染后培养时间对假病毒滴度的影响
!0

9S&

#

HKN

质粒和
0

F*T3&:"69Q"@$IHN

"

HKN

质粒的质量比为

%c"

#总质粒质量为
$

%

C

#按照质粒与转染试剂质量体积比为

%c"

加入
@

%

AQ1SVTV;*

转染试剂进行假病毒的包装#分

别在转染后
$%

*

%?

*

($5

收获假病毒并进行病毒滴度测定'

$:/:1

!

;<W

假病毒
)!<*4'

的检测
!

半数组织培养感染量

$

)!<*4'

%是
;<W

假病毒滴度的一种表示形式'实验前一天

将
)d+6L-

细胞按照每孔
$Y"'

% 个"
"''

%

A*+V+

培养基接

种于
>@

孔细胞培养板'将待测的病毒原液按
"c"@

稀释后于

>@

孔板做系列的
%

倍稀释#每种病毒每个稀释度做
&

个复孔

$每孔含有最适浓度的
*V3V6*HUEIJK

%#感染
%?5

后弃去培养

基#加入含有
':?b

的甲醛和
':$b

戊二醛的固定液固定
4

/DK

'最后每孔加入
"''

%

A

染色液$

4//B-

铁氰化钾#

4//B-

亚铁氰化钾*

$//B-

氯化镁及
"

C

"

Af6

C

J-

%#避光孵育显色
"

5

#倒置显微镜下观察#每个细胞孔中的蓝细胞数大于或等于
4

#

即判断该孔为阳性'采用
7HHG6+1HKF5

方法计算
;<W

假病毒

)!<*4'

'

$:/:2

!

不同浓度
*V3V6*HUEIJK

对
;<W

假病毒感染宿主细

胞的影响
!

接种
$Y"'

% 个"孔的
)d+6L-

细胞至
>@

孔板#过

夜培养后#接种
"'')!<*4'

的
;<W

假病毒至各孔中#并向各

孔加入不同浓度的
*V3V6*HUEIJK

$设置终浓度分别为
'

*

4

*

"'

*

"4

*

$'

*

%'

*

@'

和
?'

%

C

"

/A

%#每孔对应
"

个不加病毒只加

入相应浓度
*V3V6*HUEIJK

的细胞对照#于
&(g !,

$

培养箱

培养
%?5

'

$:/:)

!

荧光素酶活性测定试验
!

假病毒感染
)d+6L-

细胞后

%?5

后#加入
"''

%

ARID

C

5E6S-B)+

反应试剂#室温作用
$

/DK

#混匀后吸取
"4'

%

A

至
>@

孔黑色酶标板#放入
S-B+JU>@

微孔板发光检测仪检测#获得相对荧光单位$

7A\

%的数值'

/

!

结
!!

果

/:$

!
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假病毒骨架质粒与
HKN

真核表达质粒转染比例的

优化
!0

F*T3&:"69Q"@$IHN

"

HKN

质粒和
0

9S&

#

HKN

质粒按照

不同比例转染
$>&)

细胞
%?5

后收获假病毒#通过感染
)d+6

L-

细胞进行
)!<*4'

的检测#结果显示#当
;<W

骨架质粒与

HKN

表达质粒的质量比为
%c"

时#包装出的假病毒滴度最高

$

"'$@')!<*4'

"

/A

%&质量比为
"c"

和
$c"

时滴度较低$分

别为
"'">

和
$4'")!<*4'

"

/A

%'

/:/

!

包装质粒与转染试剂比例的优化
!

按照
$:"

中结果确定

的
;<W

假病毒骨架质粒与
HKN

真核表达质粒转染最优比例

%c"

#转染的质粒总量为
$

%

C

'测定在不同的质粒与转染试剂

质量体积比情况下假病毒滴度'结果显示#当包装质粒总量与

Q1SVTV;*

转染试剂质量体积之比为
"c&

时假病毒滴度最

高#为
"'$@')!<*4'

"

/A

&当该比值为
"c"

时假病毒滴度最

低#为
$4%)!<*4'

"

/A

'

/:'

!

质粒转染后培养时间对假病毒滴度的影响
!

假病毒包装

质粒共转染
$>&)

细胞后
$%5

有假病毒释放至上清#但滴度不

高#仅为
@%')!<*4'

"

/A

&随着时间的增加#假病毒的释放量

也逐渐增多#转染后
%?5

达到
"'$@')!<*4'

"

/A

&转染
($5

后病毒滴度降至
%'(%)!<*4'

"

/A

'

/:1

!
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浓度对
;<W6"

假病毒感染效率的影响
!

试验中
*V3V6*HUEIJK

的工作浓度为
'

"

?'

%

C

"

/A

#荧光素酶

表达量用
7A\

表示#与假病毒感染效率呈正比'不同浓度

*V3V6*HUEIJK

对假病毒感染效率的影响如图
"

所示#在
'

"

"4

%

C

"

/A

的浓度范围内#假病毒
9Q"@$

的感染效率随着
*V6

3V6*HUEIJK

浓度的增加而增加&超过
"4

%

C

"

/A

后#假病毒的

感染率随着浓度的增加而降低#因此#可以获得假病毒感染宿

主细胞所需
*V3V6*HUEIJK

的最佳浓度约为
"4

%

C

"

/A

'通过

不感染假病毒的细胞对照#当
*V3V6*HUEIJK

浓度超过
$'

%

C

"

/A

后#细胞本底的
7A\

开始降低'

图
"

!!

不同浓度的
*V3V6*HUEIJK

与

假病毒感染的
7A\

相关性

'

!

讨
!!

论

!!

;<W

假病毒感染细胞系统的建立使得
;<W

的相关研究

有了更进一步的发展#具有传统研究方法无法替代的优势'通

过改造使得它们在感染细胞后不能形成具有感染活性的成熟

;<W

病毒颗粒#而只能完成-一个细胞周期.的感染#因此#为

广谱中和抗体的筛选*病毒
6

宿主相互作用的研究*疫苗免疫效

果的评价以及抗病毒药物的筛选等提供了安全性高#重复性

好#稳定可靠的实验手段'

+
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本实验采用的是
;<W

假病毒感染
)d+6L-

的细胞系统'

)d+6L-

细胞为表达
!*%

*

!f!7%

和
!!74

的
;H-J

细胞系#细

胞内含有
)JE

调控的荧光素酶和
!

6

半乳糖苷酶基因#细胞一旦

被
;<W

感染#

)JE

转录激活使得报告基因活化表达#且表达水

平与病毒感染量成正相关#由此可以反映假病毒在宿主细胞内

复制情况并可进行滴度测定'

;<WHKN

蛋白的表达量是影响假病毒包装效率的关键因

素(

&6%

)

#可以通过
HKN

基因的密码子优化提高病毒滴度#但是对

于不同亚型的
;<W6"HKN

突变株的研究#若将每一个突变株的

HKN

基因都进行优化#费时耗力且成本投入较大#因此首先应

该考虑如何提高假病毒的包装和感染效率'本实验比较了不

同因素对包装和感染效率的影响#实验设计遵循单一变量原

则#结果发现#骨架质粒与
HKN

真核表达质粒的比值对假病毒

的包装效率影响较大#该比值为
%c"

时包装效率最高'而包

装质粒与转染试剂的比值也决定了质粒通过脂质体进入细胞

的效率#实验表明#当该比值为
$c@

时#假病毒包装效率最高'

但是随着转染试剂量的增加$该比值达到
$c?

时%#并没有进

一步提高假病毒的滴度#滴度反而降低了#推测可能由于转染

试剂的毒性影响了细胞的状态#进一步影响假病毒的包装'转

染后培养时间也是一个影响病毒滴度的关键因素#质粒进入细

胞后开始基因的转录*表达和翻译#转染
$%5

后病毒各个蛋白

的表达水平还很低#所以包装出的病毒滴度也很低&转染
($5

后#由于获得的假病毒只具备单轮感染活性#释放在上清中的

假病毒无法再次感染细胞#其中一部分可能被降解#因此滴度

也较低'实验证明#转染后
%?5

收获假病毒可获得较高滴度'

*V3V6*HUEIJK

是一种高分子量的阳离子多聚物#能促进

哺乳动物细胞捕获外源的
*T3

#实现瞬时的有效表达#是最早

应用哺乳动物细胞转染试剂之一(

46@

)

'

*V3V6*HUEIJK

等阳离

子多聚物很早就被证实可以增加逆转录病毒体外感染效率(

(

)

'

像其他转染试剂一样#高浓度的
*V3V6*HUEIJK

也会具有细胞

毒性'既往文献(

?6>

)显示#不同实验室所使用的
*V3V6*HU6

EIJK

浓度不尽相同#而且
*V3V6*HUEIJK

对细胞的毒性与其来

源和批次有关#因此在使用新一批的
*V3V6*HUEIJK

前#最好

进行剂量效应实验#以便确定其最佳使用浓度(

?

)

'本实验条件

下#假病毒
9Q"@$

在
*V3V6*HUEIJK

浓度为
"4

%

C

"

/A

时#有

较高的感染效率'而当其浓度超过
$'

%

C

"

/A

时#细胞对照孔

的
7A\

值较之不加
*V3V6*HUEIJK

的细胞对照孔
7A\

值有

所降低#提示高浓度的
*V3V6*HUEIJK

会对细胞活力有一定的

影响'

综上所述#本研究通过对包装和感染过程中关键条件的优

化#有效地提了
;<W6"

假病毒的包装和感染效率#增加实验技

术稳定性#为新型抗艾滋病药物筛选和艾滋病疫苗评价等研究

在实验技术稳定性方面奠定基础'
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