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!摘!要"!应用聚合酶链式反应"./+#技术!从人类基因组中扩增出全长为 $#$$ ^E的唾液酸转移

酶"GF:]'7基因#!并从鸡基因组中扩增出全长为 $#"1 ^E 的
&

-半乳糖苷
#

-"!% -唾液酸转移酶 U

"4,%62HU#基因% 将它们分别克隆入 E@<$3 -,载体中% 对扩增的全长 GF:]'7基因序列采用

-&A=U和B93

"

双酶切后连接入 E+7C7F_7\真核表达载体!构建 E+I-4U2,重组表达载体!进而!对

扩增的全长G]%O:KU基因采用 C&<U和 D%)U双酶切!后连接入 E+I-4U2,重组表达载体!构建 E+I

-4U2,-4,% 重组真核表达载体% 经限制性内切酶消化及 <A2序列分析!证实构建的重组表达质

粒是正确的% 将构建的双基因表达载体转染@</c细胞!利用荧光显微镜观察!可见细胞表达明显

的绿色荧光!从而初步证实了外源基因在 @</c细胞中的正确表达% 本研究为最终构建能够适应

悬浮培养!并且对禽流感病毒更为易感的@</c细胞系奠定了基础%

!关键词"!GF:]'7基因'G]%O:KU基因'表达载体'@</c细胞
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#
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"
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"

PDM^K7PFO7G]FD8 ]D

CD8G]\MC]]T7E+I-4U2,7gE\7GG_7C]D\0,T78 ]T7CDJEK7]7G]%O:KUO787a:GKFO:]7P aF]T 7gE\7GG_7C]D\E+I-

4U2,^ C̀&<U*D%)UPDM^K7PFO7G]FD8 ]DCD8G]\MC]]T7E+I-4U2,-4,% 7gE\7GG_7C]D\0+7G]\FC]FD8 78b̀J7

PFO7G]FD8 :8P <A2G7?M78CF8O:8:K̀GFGGMOO7G]7P ]T:]]T7\7CDĴF8:8]7gE\7GGFD8 EK:GJFP a:GCD\\7C]0,T7PDM^K7
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!!大多数连续细胞系在大规模病毒生产过程中

的一个重要缺陷是由于这些细胞属于贴壁依赖性

细胞!因而需要表面贴附以进行增殖& 在工业化生

物反应器生产中!采用微载体可以提供细胞生长表

面& 尽管这一方案能获得较高的病毒产率!但是!

与全悬浮细胞增殖方案相比!这一方案还是显得过

于繁琐& 因此!构建和应用能在全悬浮条件下增殖

的@</c细胞系!将极大方便禽流感病毒的放大培

养工艺&

由于 @</c细胞自身的贴壁特性较强!与

9=c-"$ 细胞相比!采用常规的悬浮细胞驯化技

术!很难直接将@</c细胞驯化为适应全悬浮培养

条件的细胞& 并且!由于现行.中国药典/和.中国

兽药典/对用于疫苗生产的传代细胞的代次范围都

有较严格的规定!以防传代细胞在超过一次的代次

范围后!产生致肿瘤性等安全性问题& 这也限制了

采用长期悬浮培养的方法!将贴壁依赖性@</c细

胞驯化为适应全悬浮培养细胞的策略& 因此!有必

要尝试采取其他更为快捷而有效的驯化方法& 已

有的研究表明!将控制细胞帖壁生长特性的人类

GF:]'7基因!转染@</c细胞!能够使该细胞失去贴

壁依赖特性!从而适应悬浮培养环境*$+

&

此外!流感病毒通过其表面的血凝素"=2#与

细胞表面唾液酸寡糖受体结合侵染宿主细胞& 禽

流感病毒倾向识别
#

-"!% 连接型受体"A7M2C

#

-"!% -6:K#!而人流感病毒倾向识别
#

-"!5 连

接型受体"A7M2C

#

-"!5 -6:K#& 目前 =)A$ 和

=1A" 亚型流行株仍保持典型的 A7M2C

#

-"!

% -6:K受体结合倾向性!因此!提高 @</c工程细

胞系表面受体丰度!有可能改进禽流感病毒分离株

的生长滴度及蚀斑形成能力&

为此!本研究克隆了编码人的唾液酸转移酶

4,56:KA:C

'

的 GF:]'7基因!以及鸡
&

-半乳糖苷

#

-"!% -唾液酸转移酶
"

"G]%O:K

"

#基因!并将它

们构建在同一个真核表达载体!进行双基因表达!

以期构建能够适应悬浮培养!并且对禽流感病毒更

加易感的 @</c细胞系!为应用 @</c细胞规模

化生产禽流感疫苗奠定基础!并为其他贴壁细胞的

悬浮驯化提供新思路&

CD材料与方法

$0$!菌株与载体!受体菌<=)

#

购自北京纽朴生

物技术开发中心%E@<$3 -,载体购自宝生物工程

有限公司& 真核表达载体 E+7C7F_7\!本室保存&

$0"!试剂!基因组提取试剂盒 RU2:JE

"

<A2

@F8FcF]!RU26IA公司产品%,:? <A2聚合酶)

<H-"### <A2 分 子 量 标 准) 限 制 性 内 切 酶

-&A=U)B93

"

)C&<U和D%)U)U.,6)S-6:K)PA,.!

宝生物有限公司%氨苄青霉素)琼脂糖凝胶!4FOJ:

公司%<A2片段玻璃奶快速纯化回收试剂盒!博大

泰克生物基因技术有限公司%质粒小量快速提取试

剂盒!北京天根生物技术公司&

$0%!人和鸡基因组 <A2的提取!参照基因组提

取试剂盒RU2:JE

"

<A2@F8FcF]的说明书中介绍

的血液中基因组提取方法进行!并稍作修进& 具体

步骤如下$取 $0) JH血液!$#### BO离心 " JF8!弃

上清%用 $3#

!

H酶裂解缓冲液重悬沉淀!%' e作用

&) JF8%加 ")

!

H蛋白酶c和 "##

!

H缓冲液2H!涡

旋混匀!'# e作用 %# JF8%加 "##

!

H无水乙醇!涡

旋混匀后!加入 <A7:G̀微型离心柱上!3### BO离

心 $ JF8%将<A7:G̀微型离心柱放入一个新的 " JH

收集管中!加入 )##

!

H缓冲液 2Y"!$&### BO离

心 ) JF8%将 <A7:G̀ 微型离心柱放入一个新的

$0) JH7EE78PD\W管中!加入 "##

!

H缓冲液2I!室

温放置 $ JF8!3### BO离心 $ JF8!滤出液即为纯化

后基因组<A2溶液&

$0&!引物设计!参考 6789:8; 中已登录的 GF:]'7

基因G]%O:KU基因序列!利用VKFOD50# 软件!自行设

计并合成了 " 对引物! 其中引物对 >$)3$Q*

>$)3$H!用于扩增GF:]'7基因& 这对引物的扩增产

物包含了完整的GF:]'7基因序列!并在 V+f两端引

入了便于进一步克隆的两个酶切位点 -&AGU和

B93

"

"下划线表示#& 预期的扩增产物大小为

$#"' ^E& 引物对/#%3&Q*/#%3&H!用于扩增G]%O:KU

基因& 这对引物的扩增产物包含了完整的 G]%O:KU

基因序列!并在 V+f两端引入了便于进一步克隆

的两个酶切位点 C&<U和 D%)U"下划线表示#& 预

期的扩增产物大小为 $#&' ^E& 具体引物序列

如下$

>$)3$Q$ ]:OO:]CC2,62262///,62,6/6//2

>$)3$H$ ::C]OC:O/,2622/2/266,,,2,,/,/2

/#%3&Q$ ]:O:OC]C2,66,62//6,6/6/226

/#%3&H$ ::C]CO:O,,26/66///,,622622/

$0)!./+扩增!以纯化后的人和鸡基因组 <A2

为模板!进行 ./+扩增& 采用 )#

!

H反应体系$

('(
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$# B9MWW7\)

!

H!") JJDK*H@O/K" %

!

H!$# JJDK*H

PA,."

!

H!") JJDK*H的上下游引物各 $

!

H!模板

<A2)

!

H!) Q*

!

H,:? <A2聚合酶 #0)

!

H!补加

灭菌超纯水至总体积 )#

!

H& 反应条件$1) e预变

性 ) JF8!加入 ,:? <A2聚合酶%1& e &# 4!)"e

&# 4!'" e 3# 4!共进行 %$ 个循环%最后 '"e延伸

$# JF8& 取 3

!

H./+产物!用 $0) h琼脂糖凝胶

电泳检查./+扩增结果&

$05!./+产物的纯化&酶切&连接与转化!用

$0)h琼脂糖凝胶电泳分离 ./+产物!切下目的条

带!用<A2片段玻璃奶快速纯化回收试剂盒回收&

连接时!首先将 >$)3$Q*>$)3$H引物对的扩增产

物!以及/#%3&Q*/#%3&H引物对的扩增产物!分别

与 E@<$3 -,载体连接!在 #0) JH7EE78PD\W管中

加入 $

!

HE@<$3 -,载体和 &

!

H纯化后的 ./+

产物!再加入 )

!

HHFO:]FD8 4DKM]FD8

"

!$5 e反应

%# JF8%取出 )

!

H!加入与 <=)

#

感受态细胞配套

的溶液2"$#

!

H#和溶液9"%)

!

H#%加入 )#

!

H感

受态细胞!冰上放置 "# JF8!再室温放置 $# JF8%再

加入 "##

!

HH9培养基! %' e $)# \EJ振荡

&# JF8%取 "##

!

H菌液涂布于 H9*2JE i *S-

6:K*U.,6平板上!%' e培养过夜"$" -$5 T#!观察

菌落生长情况!根据蓝白斑筛选重组转化菌& 得到

的重组质粒分别命名为 E@<$3 ->$)3$ 和 E@<$3 -

/#%3&&

$0'!重组 ./+产物质粒的酶切及真核表达载体

的构建及鉴定!将 E@<$3 ->$)3$ 质粒及重组表

达载体 E+7C7F_7\!分别用内切酶-&A=U和B93

"

进

行双酶切!连接!得到重组载体 E+I-4U2,& 再将

E@<$3 -/#%3& 质粒及构建的重组载体 E+I-

4U2,用内切酶 C&<U和 D%)U进行双酶切!连接!获

得 E+I-4U2,-4,% 重组真核表达载体& 转化

<=)

#

细胞!挑取白色菌落!经培养后采用质粒小

量快速提取试剂盒提取质粒& 从载体 E+I-4U2,

-4,% 中选择位于插入片段两侧的两个酶切位点

-&A=U*B93

"

!以及内切酶 C&<U*D%)U进行双酶切

鉴定& 将酶切鉴定的重组质粒用无菌超纯水稀释

$## 倍!取 $

!

H为模板!采用前述反应体系和反应

条件进行./+扩增& 同时!采用 ./+上游引物作

为测序引物!对酶切和 ./+鉴定呈阳性的重组质

粒进行序列测定& 由北京三博远志公司完成&

$03!重组载体 E+I-4U2,-4,% 电转化 @</c细

胞!采用德国RU26IA公司质粒纯化试剂盒!提取

E+I-4U2,-4,% 质粒!并将质粒浓度调整为

$

!

O*JH& 将@</c细胞扩大培养后!胰酶消化!

离心后!作细胞计数!并用9FD+2<公司的电击缓冲

液!将细胞浓度调整为 $0$ B$#

5 活细胞*JH& 取

$#

!

H质粒!加入 1#

!

H细胞悬液!采用9FD+2<电

转化仪!在 #0" CJ电击杯中进行电击& 电击条件

为$$)# >!) JG& 电击后!立即将细胞轻柔加入到

含有 ) JH完全生长培养液的 5 孔细胞板内!%' e!

)h /V

"

培养箱中培养& 同时!设立未转化的正常

@</c细胞对照&

$01!转化细胞的荧光观察!将电转化的@</c细

胞!在 5 孔板中培养 "& 小时后!采用 VK̀JEMGUS'$

倒置荧光显微镜!进行荧光显微镜观察& 由于表达

载体 E+I-4U2,-4,% 中带有 76f.序列!因此!转

化后的@</c细胞!应可观察到绿色荧光&

ED结果与分析

"0$!GF:]'7基因和G]%O:KU基因的扩增!在进行了

%$ 个循环的扩增后!经 $0)h琼脂糖凝胶电泳!并

与 <H-"### 标准分子量比较!结果表明!得到了

大小分别为 $#"' ^E 和 $#&' ^E 的 GF:]'7基因和

G]%O:KU基因片段"图 $#&

@$<H-"### 分子量标准%$$GF:]'7基因扩增产物%

"$G]%O:KU基因扩增产物

图 CD"'$#N*基因和"#GJ$&M基因的9:2扩增

!!重组表达载体的鉴定 将构建的重组真核表达

载体 E+I-4U2,-4,%!分别采用两组内切酶!即内

切酶-&A=U*B93

"

以及内切酶 C&<U*D%)U!分别进

行双酶切鉴定!均能得到预期大小的片段& 采用引

物对 >$)3$Q*>$)3$H和 /#%3&Q*/#%3&H进行

./+鉴定!得到的 ./+产物大小!也与预期一致

"图 "#& 同时!采用 ./+的上游引物!对重组载体

进行序列测定!结果表明!序列是正确的&

(3(
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@$<H-"### 分子量标准%$$GF:]'7基因的./+鉴定结果%

"$G]%O:KU基因的./+鉴定结果

图 ED"'$#N*基因和"#GJ$&M基因的9:2扩增

"0%!电转化细胞的荧光显微镜观察!采用 VK̀Jd

EMGUS'$ 倒置荧光显微镜!通过观察载体自带的

76f.荧光蛋白的表达情况!验证外源基因的表达

情况& 由于76f.位于外源基因的/端!因此!从理

论上讲!只有充分表达外源基因后!76f.才会得到

表达& 观察结果表明!与对照细胞相比!电转化

@</c细胞可见明显的绿色荧光!证明 76f.基因

得到了有效的表达"结果见图 %#&

:$转染双基因真核表达载体的@</c细胞% ^$正常细胞对照

图 GD转染双基因真核表达载体的

O;:A细胞的荧光观察

GD讨D论

目前!工业化生产流感疫苗!已有若干细胞系

可供选择& 但是!一方面新近发展起来细胞系!如

人.I+0/5)鸭 I955 或鸭 26I$0/+细胞等!这些

细胞系是为了疫苗生产而特别研制的!通常在无血

清条件下悬浮培养& 然而!除了 .I+0/5 细胞外!

对于大规模生产中的细胞生长和病毒复制仅仅进

行了极少的研究!背景研究资料的匮乏反过来限制

了这些新细胞系的进一步应用& 更为重要的是!这

些细胞系都受到了严格的专利保护%另一方面!可

以通过商业途径获得的贴壁细胞系!如绿猴肾细胞

">7\D#或@</c细胞!是当前流感疫苗生产最有希

望的哺乳动物细胞系!并且多年来已对这两个细胞

系进行了较为系统和详尽的研究& 其中 @</c细

胞是培养和分离流感病毒的最佳哺乳动物细胞系!

此细胞系具有感染后迅速产生流感病毒)在短时间

内取得高滴度和产生的流感病毒血凝素"=2#含量

高等特点!并且可用于增殖大多数流感病毒& 更为

重要的是!采用 @</c细胞培养生产的疫苗!其诱

导的免疫反应!与鸡胚源疫苗一样良好*"+

& 美国富

道公司实验室已经将 @</c细胞系应用到马流感

疫苗的生产中!这种流感疫苗生产工艺的转变使生

产成本下降到鸡胚培养工艺的 &#h!而抗原的效力

却提高了 % 倍!同时消除了外源因子污染的危险&

有研究者比较了在不同类型微载体上培养的@</c

细胞!与鸡胚之间在增殖2型流感病毒能力上的差

异!发现在搅拌瓶培养的以 /̀]DP7gU为微载体的细

胞!其毒价上可达 )0# B$#

&

=2Q*JH!而鸡胚则为

"0# B$#

)

=2Q*JH& 根据这一数据!他们估算在固

相微载体上培养的 $### H@</c细胞!约等于

%#### 枚鸡胚!或者说是 $ H等于 %# 枚鸡胚*"+

&

研究者通过采用 <A2微矩阵的方法!比较了

贴壁依赖性和贴壁非依赖性 =7K:细胞的转录谱!

发现GF:]'7"4,56:KA:C

'

#是控制细胞贴壁程度的

重要基因*%+

& 通过显微评估和监测细胞在剪切流

体腔中的脱壁情况!发现更高水平的 GF:]'7基因转

录对应于更低程度的细胞贴壁!而用 GF+A2抑制

GF:]'7基因转录!能显著增强细胞的贴壁功能&

GF:]'7基因编码人的唾液酸转移酶 4,56:KA:C

'

!

该酶属于唾液酸转移酶 4,56:KA:C家族的成员!是

一种
%

型高尔基膜蛋白!能将唾液酸从供体/@.-

A7M)2C转移至神经节苷脂 6:KA:C残基 6@$^ 上!

形成6<$

#

*&+

& 国外已有研究者将GF:]'7基因转染

@</c细胞!成功获得了适应悬浮培养环境的

@</c细胞系*$+

&

本研究构建的GF:]'7基因和G]%O:K

"

基因双基

因真核表达载体!在转化 @</c细胞后!若能使

@</c细胞适应悬浮培养!并且对禽流感病毒更加

易感!为极大地方便应用@</c细胞规模化生产禽

流感疫苗& 目前!我们已通过本研究获得了该载

体!并在将该真核表达载体电转化 @</c细胞后!

成功观察到了外源基因 76f.的表达!初步证实我

们构建的真核表达载体 E+I-4U2,-4,% 已成功

转化至@</c细胞!并得到了有效表达& 下一步!

我们将进一步研究载体中的两个外源基因 GF:]'7

基因和 G]%O:KU基因的表达情况!以及转化后 @<d

/c细胞的表型特征!特别是其适应悬浮培养的特

性!以及对禽流感病毒的敏感性&

(1(
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!摘!要"!为了解猪肺炎支原体对抗菌药物的敏感性!采用宏量肉汤稀释法对 & 株猪肺炎支原体的

最小抑菌浓度"@U/#值进行了测定% 结果表明!猪肺炎支原体对泰妙菌素和环丙沙星最为敏感!@U/

#

#0#%

!

O*JH!其次分别为四环素类药物"包括四环素和多西环素#&林可霉素和泰乐菌素!而对氟苯

尼考的敏感性则较差% 本研究可为猪支原体肺炎的防控以及抗菌药物的合理使用提供参考%
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!!猪肺炎支原体是引起猪支原体肺炎"又称猪喘

气病#的病原!在规模化养殖场普遍存在!给世界各

国的养猪业带来巨大危害*$+

& 虽然使用疫苗可以

有效地减少感染!但是在饲料和饮水中使用抗生素
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