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杆状病毒对不同哺乳动物细胞基因转移及表达效率的研究

许辰煜 程通 卢五迅 陈敏 吴婷 王颖彬 张军" 夏宁邵
（厦门大学细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室，厦门 04#""8）

摘 要 研究已证实杆状病毒可进入某些哺乳动物细胞，这提示了可将重组杆状病毒作为一种对哺乳动物细胞的

新型基因转移载体。利用已构建的重组杆状病毒 F+E%1GH%1<I:J5，以含病毒的 KL9细胞培养上清同时孵育多种哺
乳动物细胞，利用流式细胞术检测报告基因在不同细胞株中的转移效率及表达效率。共使用了 !"种哺乳动物细
胞株，其中有 #!种人类组织细胞，2种小鼠组织细胞，#种猴组织细胞。实验结果显示携带 GH%启动子的重组杆状
病毒可有效进入多数哺乳动物细胞，其中对人、猴来源细胞的基因转移效率显著高于对鼠源细胞，对贴壁细胞的基

因转移效率显著高于对悬浮细胞。同时，通过脂质体 M>N&L7EO5HP)<将携带有 GH%启动子和 <I:J基因的哺乳动物
细胞表达质粒 NGQ)50R#1<I:J分别转染部分特别是被认为杆状病毒进入能力较低的细胞株，结果显示 GH%启动
子在这些细胞中均可有效引导 <I:J基因的表达，因此认为携带了 GH%启动子的重组杆状病毒对不同哺乳动物细
胞基因转移效率能基本反映出杆状病毒对不同种哺乳动物细胞的进入能力。通过综合比较携带 GH%启动子的杆
状病毒对不同种属及组织来源细胞的基因转移及表达效率，可看出杆状病毒对灵长类动物贴壁细胞的基因转移及

表达效果是较好的，而对小鼠来源的细胞及悬浮培养细胞却并不十分理想，这表明将重组杆状病毒作为一种对哺

乳动物细胞的基因转移工具，仍有其局限性，不一定对所有的细胞都合适，在应用时应予以充分考虑。
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对哺乳动物细胞进行基因转移是基因功能及基

因治疗研究中必不可少的重要环节。近年来研究发

现杆状病毒可有效进入部分哺乳动物细胞，因此杆

状病毒也成为向哺乳动物细胞转移外源基因的一个

新途径［# T 0］。

U&L=+,,等研究认为杆状病毒对哺乳动物细胞
有明显的组织特异性，主要进入肝细胞［$］。F&/E7等
的实验结果也支持这一观点［8］。但后来的研究发

现，杆状病毒也可有效进入除肝细胞外的其它多种

哺乳动物细胞，甚至对部分细胞的基因转移效率还高

于对肝细胞［4，2］。造成这种前后结论不同的原因可能

在于不同研究者所使用的启动子和报告基因各不相

同，以及所采用的检测方法的灵敏度也各有差异。

GH%启动子来源于巨细胞病毒，是目前在哺乳动物
细胞基因表达中最常用的启动子之一。绿色荧光蛋

白基因（I:J）因其无细胞毒性、无需外源底物或辅助
因子、便于检测，被认为是一种较理想的报告基因。

流式细胞仪主要用于检测细胞的各种光信号，可对细

胞数量、单个细胞荧光强度等指标进行精确定量，且

检测灵敏度高。因此将I:J与流式细胞术相结合，用
于评估携带 GH%启动子的重组杆状病毒对哺乳动物
细胞的基因转移及表达效率较为理想，与其他方法相

比具有更好的准确性和精确性。

我们已构建了携带 GH%启动子可在哺乳动物
细胞中表达增强型绿色荧光蛋白（7I:J）的重组杆
状病毒 F+E%1GH%1<I:J5，并证明了直接使用含重
组杆状病毒的昆虫细胞培养上清即可对哺乳动物细

胞进行高效的外源基因转移［3］。本研究继续探讨了

将此种方法应用于多种不同类型及组织来源的哺乳

动物细胞的可行性，同时研究了携带 GH%启动子的
重组杆状病毒在不同类型及组织来源的哺乳动物细

胞中报告基因的表达效率。

! 材料与方法
!"! 材料
!"!"! 细胞株和病毒：KL9 昆虫细胞株购自 P,V>O.&1
A7, 公司。G%#、!90、#$0F、U7NI!、JMGWJX:W8、F)M
#H< 5R2XR#、YP103、QHK1##$、*G、M19!9、J3#8、J642



细胞株购自 !"##，$%&’、#$(、)*$+"+、,’-.、#)/、
0#123、45#266+ 细胞株由本实验室保存。 7892
)!+:; 2/51<、=#=28> 细胞、重组杆状病毒 4’8?2
#0?2/51<!为本实验室构建。
!"!"# 实验试剂：5@’8% 培养基、乳白蛋白水解物、
90/0、,<0*;ABC、0/0培养基及细胞培养用胎牛血
清购于 *DE.F@GH%D 公司。酵母粉购于 (I(*9 公司。
抗生素购于华北制药厂。其它试剂为进口或国产分

析纯试剂。

!"# 方法
!"#"! 昆虫细胞的培养及感染［J］：在无菌的 5@’8%
培养基中加入 ;CK经 LAM灭活的胎牛血清，成为完
全培养基。用 LC>=细胞培养瓶培养 NOJ细胞，当细
胞生长至瓶底覆盖率为 PCK左右，用弯头滴管吹下
NOJ细胞，按 ; Q +的比例接种到 +个培养瓶中，63M
培养 +R后再按同样的方法继续传代。将 S PCM储
存的重组杆状病毒解冻后加入一瓶 NOJ细胞进行活
化，BR后收集培养上清，再以 ; Q 6C的体积比进行二
次感染，以获得病毒滴度更高的培养上清。

!"#"# 病毒效价的空斑检测：NOJ细胞以 PCK覆盖
率铺于 A孔板中，置 6PM培养 ;R，将收集的重组杆
状病毒以 ;C倍梯度稀释后接种 NOJ细胞，感染 ;T后
加入 6>= 用 5@’8%配制的低熔点琼脂糖（C:PHU>=），
置 6PM培养 LR，用中性红染色后计算空斑数量。本
实验在感染后第 B天收集含病毒培养上清，用空斑
实验鉴定病毒的滴度（<&’VW% OG@>.DH WD.F，<1X，空斑
形成单位）。

!"#"$ 重组杆状病毒对哺乳动物细胞的基因转移：
哺乳动物细胞用胰酶消化吹散后铺 6B孔培养板，每
孔细胞数量约为 L Y ;CB。+3M培养 ;6T后弃去原培
养基，加入 LCC!= 已收集的含重组杆状病毒的 NOJ
细胞培养上清或其稀释液，置 +3M PT 后更换为原
培养基。继续培养 BPT后进行观察和检测。
!"#"% 脂质体 =.7GO%8F!0*)/ 转染哺乳动物细胞：
哺乳动物细胞以 3CK的贴壁率铺于 6B 孔培养板，
+3M培养 ;6T。取待转染质粒 ;!H溶于 ;CC!=无血
清培养基中（ZG&WF.GD !），取 =.7GO%8F!0*)/ 6!=溶于
;CC!=无血清培养基中（ZG&WF.GD 4），再将 ZG&WF.GD !、
4温和混匀，在室温下放置 BL>.D。吸去 6B孔培养
板中的培养基，以 ;>= 无血清培养基洗涤细胞 +
次，加入 LCC!=无血清培养基，再将 ZG&WF.GD !、4混
合液加于孔中，+3M孵育 AT。吸去 6B孔板中的混合
液，再加入 LCC!= 完全培养基进行培养。BPT 后进
行观察和检测。

!"#"& 绿色荧光的观察：表达绿色荧光蛋白的细胞
置于 ).[GD "/6CC倒置荧光显微镜下采用蓝光激发

观察，用数码相机 ).[GD 8GG&7.\JJC采集荧光图像。
!"#"’ 流式细胞仪检测基因转移效率及阳性细胞
平均荧光强度：待检测的细胞经胰酶消化并吹散为

单细胞悬液，; LCC@U>.D离心 L>.D，用含 LK胎牛血
清的 <4N重新悬浮。细胞悬浮液经 6CC目的尼龙网
过滤后使用流式细胞仪（4%8[>’D #GW&F%@ /<*#N I=）
检测，激发波长为 BPPD>，检测波长为 L6LD>，用 /I2
<(+6软件对采集的数据进行分析。每个细胞样品
收集大约 6 Y ;CB 个细胞，以未加病毒处理的细胞作
为阴性对照，设定 %51<阳性细胞区（4区），使阴性
对照细胞样品在 4区中的细胞数不超过 6K。基因
转移效率为细胞样品在 4 区中的细胞数量百分率
减去阴性对照细胞样品在 4区中的数量百分率；阳
性细胞平均荧光强度为细胞样品在 4 区中细胞荧
光强度的平均值。

# 结 果
#"! 重组杆状病毒对不同哺乳动物细胞的基因转
移及表达效率的比较

本研究中共使用了 $%756、#?;、<P;L、<=#U<,1U
L、;B+4、#$(、$%&’、,’-.、]#、)*$+"+、6J+ 等 6C 种哺
乳动物细胞株，其中 ;6 种人类组织细胞，3 种小鼠
组织细胞，; 种猴组织细胞。将含有重组杆状病毒
4’8?2#0?2/51<! 的 NOJ 细胞培养上清（ ;:6 Y
;C3<1XU>=）用哺乳动物细胞完全培养基 ;倍稀释后
直接孵育哺乳动物细胞（>G. ^ LC），;6T后更换为原
培养基，BPT后用流式细胞仪检测报告基因转移效
率和阳性细胞平均荧光强度，结果如表 ;所示。从
结果可以看出，使用将带毒 NOJ 细胞培养上清直接
孵育哺乳动物细胞的方法，重组杆状病毒可有效进

入大多数不同组织类型的哺乳动物细胞。

#"# ()*启动子在不同哺乳动物细胞中的活性
由于我们是通过对报告基因表达的检测来对杆

状病毒进入哺乳动物细胞的能力进行评价，因此报

告基因在不同细胞中的表达水平的差异可能会对评

价结果造成影响。本研究使用的报告基因是 /51<
基因，其特点是无细胞毒性、检测方便、灵敏度较高，

是目前较常用的报告基因。#0? 启动子也是哺乳
动物细胞表达中最常用的启动子之一，已广泛应用

于在多种哺乳动物细胞中表达不同的目的蛋白。

#0?启动子在不同的细胞中可能具有不同的活性。
假如重组杆状病毒可高效进入某种哺乳动物细胞，

但 #0?启动子在这种细胞中的活性极低，报告基因
的表达难以检测，这样就必然会低估杆状病毒对该

种哺乳动物细胞的进入能力。因此我们选用了部分

特别是被认为杆状病毒进入能力较低的细胞株，通
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过脂质体转染的方式将携带有 !"#启动子和 $%&’
报告基因的质粒转入细胞中进行表达，以验证 !"#
启动子在这些细胞中的活性。()*+,-./0$%&’为本
实验室构建的在 !"#启动子后带 $%&’ 基因的哺
乳动物细胞表达质粒。通过脂质体 12(345)6,"7+$

将 ()*+,-./0$%&’ 分别转染入 !890:/、;!、’<=>、
?@-等细胞株，转染 ABC 后用流式细胞仪检测转染
效率和 5%&’ 荧光强度，结果如表 ? 所示。可以看
出，由 !"#启动子在多种不同的哺乳动物细胞中均
可有效引导 $%&’基因的表达。

表 ! "#$%&’(%&)*+,-对不同哺乳动物细胞的基因转移效率及表达效率的比较
.#/01 ! ’234#56728 29 3#33#06#8 :181&;5#87915 #8< 1=45177628 1996$618$617 29 "#$>02?65>7 "#$%&’(%&)*+,-

9DEFG2HI <2HHJ5 %D3K6C (D3(5D625H <DFGHLJ)623G 5442)25G)M "5FG 4NJ3D5H)5G)5 2G65GH26M
@>3#8

O70-B 1JGE 42PD3PNFH6 ,LC5D5G6 BB.QRS ??>.B
85NF ,L5G3)FD)2G3IF ,LC5D5G6 BB.A?S AB.>

85(%? 85(F63)5NNJNFD )FD)2G3IF ,LC5D5G6 B>.@AS /BB.?
?@- :2LG5M ,LC5D5G6 >@.-?S A=.A

’1!T’U&TR 85(F63IF ,LC5D5G6 >R.>=S >B.?
/A-V 9H653HFD)3IF ,LC5D5G6 >Q.>@S RA.B

"!&0> %FH6D2) )FD)2G3IF ,LC5D5G6 >/.A?S >?.-
V%!0??- VD5FH6 )FD)2G3IF ,LC5D5G6 =B.=?S ==.A
*"W //A WIFNN )5NN NJGE )FG)5D ,LC5D5G6 R-./>S @?.B

!+$ +FH3(CFDMGE5FN )FD)3G3IF WJH(5GH23G Q.RQS >.B
UFX2 VJDY266’H NMI(C3IF WJH(5GH23G /.-@S A.A

1!10)I V NMI(C3)M65 WJH(5GH23G Q.=@S @.A
(2>71
V+1 /"$ ,.>U./ 12Z5D ,LC5D5G6 A@.BQS -@.-

!890:/ 9ZFDM ,LC5D5G6 ?@./-S ?=.?
10@?@ WJP)J6FG53JH )3GG5)62Z5 62HHJ5 ,LC5D5G6 ?-./=S -R.?

;! ,L5G3)FD)2G3IF ,LC5D5G6 /A.=/S ?A.=
’<=> $IPDM3 42PD3PNFH6 ,LC5D5G6 >.A/S /?.A

+78-<- $IPDM3 42PD3PNFH6 ,LC5D5G6 >.A?S /-.=
’B/R "FH63)M63IF WJH(5GH23G Q.=BS R.=

(28A1B
!#/ +3DIFN Y2LG5M ,LC5D5G6 BB.>=S /?=.=

表 C 4$DE-FG!&)*+,通过脂质体转染对不同哺乳动物细胞的基因转移及表达效率的比较
.#/01 C ’234#56728 29 3#33#06#8 :181&;5#87915 #8< 1=45177628 1996$618$617 29 4$DE-FG!&)*+, ;5#8791$;1< $100 06817

9DEFG2HI <2HHJ5 %D3K6C (D3(5D625H <DFGHLJ)623G 5442)25G)M "5FG 4NJ3D5H)5G)5 2G65GH26M
@>3#8

O70-B 1JGE 42PD3PNFH6 ,LC5D5G6 ?A.R-S RB.-
85(%? 85(F63)5NNJNFD )FD)2G3IF ,LC5D5G6 /B.=QS >@.A
85NF ,L5G3)FD)2G3IF ,LC5D5G6 /@.B?S A?.>
?@- :2LG5M ,LC5D5G6 =/.ARS B=.=
UFX2 VJDY266’H NMI(C3IF WJH(5GH23G R.R=S /A.=

1!10)I V NMI(C3)M65 WJH(5GH23G >.=?S />.A
(2>71
V+1 /"$ ,.>U./ 12Z5D ,LC5D5G6 /-.Q@S /@./

!890:/ 9ZFDM ,LC5D5G6 A>.-=S AB.=
;! ,L5G3)FD)2G3IF ,LC5D5G6 /?.RAS ??.B

’<=> $IPDM3 42PD3PNFH6 ,LC5D5G6 ??.=-S -/.=
+78-<- $IPDM3 42PD3PNFH6 ,LC5D5G6 ?R.-/S -R.-

’B/R "FH63)M63IF WJH(5GH23G /?.>BS /=.B

CGF 重组杆状病毒对悬浮细胞系与贴壁细胞系基
因转移效率的比较

本实验所使用的细胞分属于灵长类及小鼠类，我

们将重组杆状病毒对这两类细胞中的悬浮细胞系与

贴壁细胞系的基因转移效率进行了归纳比较，结果如

表 -所示。从结果可看出，在灵长类动物的细胞中重
组杆状病毒对贴壁细胞系的基因转移效率均要显著

高于对悬浮细胞系的基因转移效率（ ! [ ?Q.=ABA，" \

R>/期 许辰煜等：杆状病毒对不同哺乳动物细胞基因转移及表达效率的研究



!"!#），在小鼠类细胞中只有一种悬浮细胞系，无法进
行统计比较，但其基因转移效率也明显低于同种属的

贴壁细胞系。此外从比较结果还可看出，在不同种属

间，重组杆状病毒对灵长类贴壁细胞系的基因转移效

率显著高于对小鼠类贴壁细胞系（ ! $ %"&’%(，" )
!"!#），而对灵长类和小鼠类悬浮细胞系的基因转移
效率均很低，二者之间的差别不明显。

表 ! 重组杆状病毒对不同种属悬浮细胞

与贴壁细胞基因转移效率的比较

"#$%& ! ’()*#+,-(. (/ 01& 0+#.-2340,(. &//,4,&.4,&- ,. #21&+&.0

#.2 -3-*&.2 43%03+& 4&%%- (/ 2,//&+&.0 (+5#.,-)- 0+#.-234&2

6,01 7#489’:89;<=>?

*+,-.-/0 1234-/+

5.6780- 9:08; <! =
>-8/ 0.8/3+2?06:/

-@@6?6-/?A
%%"B#C D <<"=%C <"<BC D !"#=C

>6?- 9:08; ’ <
>-8/ 0.8/3+2?06:/

-@@6?6-/?A
B<"E(C D <#"E#C !"’<C

@AB 重组杆状病毒基因转移效率与细胞组织器官
来源的关系

我们将重组杆状病毒对同一种属内不同组织器

官来源细胞的基因转移效率进行比较。从表 <的结
果可看出，在灵长类的贴壁细胞系中，杆状病毒对不

同组织来源细胞株的基因转移效率存在差别，而对

同一组织器官来源的不同细胞株的基因转移效率也

存在较明显差别，例如杆状病毒对肝癌细胞株

F-4GB的基因转移效率就要高于同是肝癌细胞的
5HIJ5KLJ#（ ! $ BE"’#&%，" ) !"!#），对同是肺来源的
MNO=E细胞株（1P(!转化肺成纤维细胞）的基因转移
效率要远高于小细胞肺癌细胞株 Q>1 <<(（ ! $
=#"!(<’，" ) !"!#）。在小鼠类的贴壁细胞系中也存
在相似的情况。因此可以认为杆状病毒对哺乳动物

细胞的基因转移效率与细胞的组织来源没有显著的

必然联系。

! 讨 论
将昆虫细胞杆状病毒用于对哺乳动物细胞进行

基因转移目前已证明是一种行之有效的方法。在已

有的研究中，利用重组杆状病毒对哺乳动物细胞进

行基因转移时多使用的是经超速离心纯化后的病

毒。使用这种方法有利于获得大量高纯度的病毒，

但这需要培养较多的细胞以生产大量的病毒，操作

起来也较为复杂繁琐。我们在过去的实验中已证实

了经重组杆状病毒感染后的 1@&细胞培养上清中的

病毒滴度即可满足对哺乳动物细胞进行高效基因转

移实验的需要，可无需再对病毒进行浓缩纯化，这样

就可有效提高实验的效率和方便性。在本研究中，

我们继续证实了此种方法可有效应用于对多种不同

类型及组织来源的哺乳动物细胞进行的外源基因转

移实验。

我们在实验中共使用了 B!种哺乳动物细胞株，
其中有 <B种人类组织细胞、%种小鼠组织细胞及 <
种猴组织细胞。从结果可看出使用将带毒 1@&细胞
培养上清直接孵育哺乳动物细胞的方法，携带报告

基因的重组杆状病毒可有效进入多数种类的哺乳动

物细胞。其中，重组杆状病毒对人、猴来源的贴壁细

胞的基因转移效率显著高于对鼠源贴壁细胞，但在

悬浮细胞上未表现出这种种属间的差异。这说明了

杆状病毒对哺乳动物细胞尤其是对贴壁细胞系的进

入能力可能具有一定的种属差异性。此外从结果还

可看出，杆状病毒对悬浮细胞的进入能力很低。实

验中共使用了 (株悬浮细胞，=株为人组织来源，一
株为鼠源，其外源基因转移效率均低于 BC，均显著
低于同一种属中的贴壁细胞系。在 I:/+.-8A等用纯
化的重组杆状病毒进行的感染实验中也有类似的现

象［<!］。这种现象说明了杆状病毒对哺乳动物细胞

的进入能力的不同可能也与细胞的生长性质有关。

目前对于杆状病毒进入哺乳动物细胞的机制尚未明

确阐明，仍在继续研究之中。

由于我们是通过对报告基因表达的检测来对杆

状病毒进入哺乳动物细胞的能力进行评价，因此报

告基因在不同细胞中的表达水平的差异可能会对评

价结果造成影响。我们选用了部分特别是被认为杆

状病毒进入能力较低的细胞株，通过脂质体转染的

方式将携带有 I>P启动子和 RGL5报告基因的质
粒转入细胞中进行表达。从转染实验的结果可看

出，I>P启动子在这些哺乳动物细胞中均可有效引
导 RGL5基因的表达，尽管其表达水平在不同细胞
中可能存在差异，但均可为仪器所检测。因此可认

为携带 I>P启动子的重组杆状病毒对不同哺乳动
物细胞基因转移效率的差异能够基本反映出杆状病

毒对不同种哺乳动物细胞的进入能力。

外源基因在靶细胞中的高表达是我们在许多实

验中追求的重要目标之一。从本实验的结果来看，

报告基因的表达效率并不完全与基因转移效率成正

比。如 F-;8细胞的基因转移效率与 MNO=E 细胞相
似，但其阳性细胞的平均荧光强度仅为后者的 <J#
左右，而 Q>1 <<( 细胞的基因转移效率显著低于
F-;8细胞，但其阳性细胞的平均荧光强度却显著高
于后者。这表明报告基因在靶细胞中的表达受到多
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种因素的影响，病毒对细胞的进入能力只是其中一

方面，其所使用的启动子在目的细胞中的活性，细胞

合成蛋白的能力，以及所表达的外源蛋白自身对细

胞可能产生的影响等均可能会对表达结果造成影

响。同时我们也注意到，携带 !"#启动子的重组杆
状病毒可进入大部分哺乳动物细胞，但其对小鼠来

源的细胞及悬浮培养细胞的基因转移及表达效果并

不十分理想，这表明将重组杆状病毒作为一种对哺

乳动物细胞的基因转移工具，有其一定的局限性，不

一定对所有的细胞都合适。因此，在利用杆状病毒

作为对哺乳动物细胞的基因转移表达载体时，我们

既要考虑所使用的细胞是否能被重组杆状病毒所高

效进入，同时也要考虑其他多方面的因素，例如采用

一种在目的细胞中具有较高活性的启动子等。
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