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利用 BrdU在 CEF( TK
+ )细胞中筛选 TK

-重组鸡痘病毒

郭志儒 ,金宁一 ,方厚华 ,罗　坤 ,夏志平 ,殷　震　 (解放军军需大学 军事兽医研究所 ,吉林 长春 130062)

摘要: 将新城疫病毒 ( N DV )四平株 HN基因 ,插入不含报告基因、以 T K为侧翼的鸡痘病毒表达载体 pU T A-2中的复

合启动子下游 ,获得重组表达质粒 pU T A-2 HN。将重组表达质粒转染鸡痘病毒 ( FPV )感染的鸡胚成纤维细胞 ( C EF) ,

培养、收获病毒后 ,用含 40 mg / L 5-溴 -2-脱氧尿嘧啶 ( Brd U )的培养液 ,在 CEF( T K+ )细胞中筛选培养 2代 ,然后用不

含 Brd U的培养液进行病毒蚀斑纯化 ,成功筛选出表达 N DV HN蛋白的 T K-重组鸡痘病毒。

关键词: Br dU;鸡痘病毒 ; T K基因 ;重组病毒

中图分类号: S852. 65　　　文献标识码: A　　　文章编号: 1005-4545( 2001) 06-0543-03

　　重组鸡痘病毒 ( r FPV )的构建和筛选大多基于重组痘苗

病毒 ( rV V )的构建和筛选技术。由于痘病毒胸苷激酶 ( T K)基

因是病毒生长的非必需基因 ,因此 , T K基因作为外源基因的

插入位点已用于多种重组痘病毒的构建 [1]。在 rV V的筛选方

法中 ,应用 5-溴 -2-脱氧尿嘧啶 ( 5-bro mo-2 '-deox y-uridine,

BrdU )和哺乳动物 T K-细胞系 ,筛选由于在痘苗病毒 ( V V )

T K基因中插入外源基因而导致的 T K-表型的 rVV是最常

用的方法之一 [2]。但是 ,由于目前缺少禽类的 T K-细胞系 ,而

FPV又不能在哺乳动物 T K-细胞系中复制产生有感染性的

病毒粒子 ,因此 ,用筛选 T K- rVV的方法来筛选 T K-的 r F-

PV被认为是不可能的 [3]。但 Na zerian等 [4]和 Parks等 [5 ]在研

究以 T K基因为插入位点的 r F PV和由不同方式重组产生的

r F PV 的稳定性时发现 ,单变换 ( sing le cro ss-ov er )重组产生

的携带完整 T K基因的 r F PV ,用含 BrdU的培养基 ,在 T K+

的 CEF细胞上也不能生长形成蚀斑。因此 ,本研究利用 T K+

的 CEF细胞 ,尝试用 BrdU筛选以 T K基因为外源基因插入

位点的 T K- r FPV ,成功地筛选出了表达 N DV HN蛋白的

T K- r F PV。

1　材料与方法

1. 1　材料　所用病毒为我国 F PV鹌鹑化弱毒 282E4株。 细

胞为用 SPF鸡胚 (购自中国农科院哈尔滨兽医研究所 )按常

规方法制备的 CEF原代细胞 ,采用含 2% 犊牛血清的 M EM

培养液 , 37℃、 5% CO2条件下培养。

BrdU 购 自 Boehringe r M annheim 公 司。 转 染试 剂

DO T A P Lipo somal购自 G IBCO-BRL公司。 抗 N DV HN蛋

白的单克隆抗体由扬州大学农学院惠赠。碱性磷酸酶标记的

抗鼠 Ig G购自 Pro meg a公司。

质粒 pU T A-2,由作者构建 [6 ] ,即在 FPV 282E4株 T K基

因中插入痘病毒复合启动子 (由牛痘病毒 A型包涵体启动子

和 20个串联的痘苗病毒突变型 P7. 5早期启动子先后串联构

成 )构成。 其余质粒由作者所在实验室保存。

1. 2　重组表达质粒的构建　用 X baⅠ 和 Ba m HⅠ 消化含有
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N DV四平株 HN基因的质粒 pK SPHN ,回收 N DV HN基因 ,

用 Kleno w补平末端 ,然后将其插入质粒 pU T A-2中的复合

启动子下游的 SmaⅠ 位点 ,限制性内切酶酶切、琼脂糖凝胶电

泳筛选鉴定 HN基因正向插入的重组表达质粒。

1. 3　细胞转染、同源重组及病毒 PFU测定　常规方法制备

CEF原代细胞 ,以 1× 105个 /m L继代于 6孔细胞培养板中 ,

每孔 3 m L ,待细胞长至 70% ～ 80%单层时 ,吸去培养液 , PBS

洗细胞 2次 ,然后按 0. 2 PFU /个接种 FPV 282E4株 , 37℃吸

附 1～ 1. 5 h。 其间将 10～ 20μg构建的重组表达质粒稀释到

50μL无血清 M EM中 ,将 20μL DO T AP转染试剂稀释到

100μL无血清的 M EM中 ,按 DO T A P Liposoma l使用说明 ,

将稀释好的质粒与 DO T A P转染试剂轻轻混匀 ,室温放置 30

min以上。 待病毒吸附后 ,吸去培养孔中的病毒液 ,将质粒与

转染试剂的混合液用无血清 M EM补至体积 1 mL ,加到已被

F PV感染的细胞上 , 37℃、 5% CO2培养 14～ 18 h。然后每孔

补加 2 m L含 2%犊牛血清的 M EM培养液 ,继续培养 32～ 56

h ,收获病毒 ,用 CEF细胞按常规方法测定病毒的 PFU。

1. 4　 TK- 病毒的筛选　首先在 6孔培养板中制备 CEF单

层 ,在接种病毒前 24 h用含 40 mg /L BrdU的 M EM培养液

培养 ,设 1个不加 Br dU的培养孔作对照。 然后以 2 P FU /个

量接种转染后收获的病毒 , 37℃吸附 1. 5 h后 ,再用含 40 mg /

L Brd U的培养液继续培养 ,观察细胞病变 ( CP E)。 接毒后

120 h,收获感染病毒的细胞 ,冻融 3次后 ,将病毒按上述方法

再传 1代。 然后将病毒接种于 CEF细胞 ,用无 Br dU的营养

琼脂糖 (由含 4%犊牛血清的 2× M EM培养液与 1%琼脂糖

按体积比 1∶ 1混合而成 )培养 ,挑选单个病毒蚀斑 ,进行 2次

蚀斑纯化后扩增病毒。

1. 5　表达 HN蛋白的重组病毒鉴定　将 1. 4中挑取的单个

病毒蚀斑纯化、扩增后 ,测定病毒 PFU ,以 5 P FU /个接种于

CEF单层细胞 ,感染后 36～ 40 h收获细胞 ,用细胞裂解液 ( 10

mmol /L T ris-HCl, p H7. 4～ 8. 0, 1 mmol /L M g Cl2 , 0. 5% N P-

40, 20 mg /L Dna se Ⅰ )裂解后 ,对细胞总蛋白作 SD S-P AG E

和 W este rn blo t分析 ,检测 HN蛋白的表达。

2　结果

2. 1　重组质粒的构建　将 N DV HN基因插入质粒 p U T A-2

中的 SmaⅠ 位点 ,得到重组质粒 pU T A-2HN。 其构建策略如
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图 1所示。

2. 2　 BrdU对 TK+和 TK-病毒复制的抑制作用　用不含 Br-

dU的培养液培养的 CEF细胞 ,在接种转染收获的病毒后 48

h,即出现明显的 CPE。而用含 BrdU的培养液预处理、培养的

CEF细胞 ,接种病毒后 72～ 96 h时 ,也不出现明显 CPE。 延

长培养时间至 120～ 150 h时 ,有局限的 CPE产生 (由 T K-

FPV所致 )。

2. 3　重组病毒的筛选鉴定　见图 2。将筛选、蚀斑纯化、扩增

后的病毒接种于 CEF单层细胞 , 36～ 48 h后收获 ,将全细胞

裂解物作 SDS-PA GE和 W estern blo t检测 ,分别得到了 3株

表达 N DV四平株 HN蛋白的 r F PV ,同时也检测到 1株不表

达 HN蛋白的 F PV。

图 1　重组表达质粒的构建

图 2　 rFPV的 W es tern blot鉴定　 1. FPV 282 E4; 2, 3, 5. rFPV;

4. TK-m utant

3　讨论

　　重组 DN A技术使人们可以根据不同的目的在痘病毒基

因组中插入多种外源基因。 为了筛选表达外源基因的重组病

毒 ,人们在病毒基因组中插入外源基因的同时 ,往往又插入一

些筛选标志基因 (报告基因 ) ,如插入抗生素基因 [7 ] ,或可形成

不同病毒蚀斑颜色的报告基因等 [8 ]。报告基因的应用 ,大大减

少了筛选重组病毒的工作量。但是 ,在得到的重组病毒基因组

中 ,除所需要的目的基因外 ,又都同时携带了这些报告基因 ,

而其中的某些报告基因又给重组病毒作为疫苗应用带来许多

弊端 ,如携带抗生素基因的重组病毒免疫动物 ,会使动物产生

相应抗药性 ;携带大肠杆菌 lacZ基因的重组病毒免疫动物 ,

可能由于 lac Z基因的表达而干扰重组病毒的免疫效果。 所

以 ,人们往往在通过报告基因的表达得到重组病毒后 ,又利用

反向筛选等方法去除报告基因 ,或直接寻找不用报告基因来

筛选重组病毒 ,其中用 Br dU在哺乳动物 T K-细胞上来筛选

T K-表型的 rV V是最常用的方法之一。

T K基因编码胸苷激酶 ,其催化外源性胸腺嘧啶核苷 ,参

与核酸合成 ,但 T K不是痘病毒生长所必需的。 BrdU为胸腺

嘧啶核苷类似物 ,其被 T K催化利用后 ,作为胸腺嘧啶核苷的

替代物被掺入病毒基因组 ,使病毒核酸合成不能继续。所以在

有 BrdU存在下 ,只有 T K-病毒能够复制。 CEF细胞为 T K+

细胞 ,理论上其核酸合成同样受到 BrdU的抑制作用 ,但仍能

在有 BrdU的培养基中维持生长。 我们认为可能是因为首先

在无 BrdU的情况下 ,将 CEF细胞培养成单层后 ,再用 Brd U

处理 ,这样 CEF细胞是在一种无细胞分裂的状态下维持细胞

的基本生理功能 (无 DN A的合成 ) ,因此 ,对 Brd U不太敏感。

另一个原因可能是 CEF细胞的 T K不如 FPV的 T K对 Br-

d U的利用率高 ,使细胞能够在有 Brd U的情况维持生长。

本研究成功地筛选到了表达 N DV HN蛋白的 r FPV ,说

明即使在 T K+ 细胞上 ,仍能使 T K+ 的 F PV的复制受到抑制 ,

使 T K-的 r FPV筛选出来。 这种方法不受 T K-细胞系的限

制 ,因此可以在以 T K基因为插入位点的其他重组病毒的筛

选中尝试。由于 F PV同源重组率很低 ,只有 0. 01%左右 [4, 9 ] ,

因此用这种方法在以 T K基因为插入位点的 r FPV构建和筛

选上 ,可以大大减少工作量。同时由于这种方法筛选得到的重

组病毒不含有目的基因外的其他基因 ,在 r F PV作为疫苗使

用上优于用报告基因筛选得到的 r FPV。

在含有 BrdU和不含 Br dU的培养液中培养 F PV ,在感

染 48 h后 ,不含 BrdU的 CEF细胞出现由于 FPV复制产生

的 CPE,而用含有 Brd U的培养液培养的 FPV感染的 CEF

细胞 ,直到感染后 120 h左右 ,才有可见的局限的 C PE产生。

这说明 BrdU对 T K+ 和 T K-的 FPV的复制都有抑制作用 ,

只不过 T K+ 病毒不能复制 ,而 T K-病毒虽然在 BrdU存在下

复制率下降 ,但仍能复制 ,所以延长培养时间后 ,仍有局限的

CP E产生。 可能是由于病毒复制要利用宿主细胞的营养成

分 ,而 Br dU对 CEF细胞的一些正常生理功能的影响干扰了

T K- F PV在细胞中的复制。

在 T K-细胞系中 ,用含 BrdU的培养基筛选 T K-重组

V V时 ,有不表达外源蛋白的 T K-突变体产生 [2, 10]。本研究将

转染后收获的病毒在 BrdU选择压力下传代 2次 ,从中筛选

出来的 T K-病毒也有的不表达目的蛋白。同时 ,试验还发现 ,

将亲体 F PV 282E4株在 Br dU选择压力下传代 2次 ,也有个

别病毒能够形成蚀斑。 这说明 FPV与 V V一样 , T K+ 病毒在

Br dU选择压力下能够发生 T K-突变 ,或者在亲本 FPV中有

T K-突变体。 因此 ,用这种方法筛选得到的 T K-病毒 , 不一

定都能表达目的蛋白 ,所以必须进一步确认目的蛋白的表达。

研究中还发现 ,用含 BrdU的培养液培养筛选得到的

T K-病毒 ,在不含 BrdU的培养液中培养第 1代时 ,与不用

Br dU处理的亲本毒株相比 ,在形成蚀斑速度上慢于亲本株 ,

同等时间内形成的蚀斑也小于亲本株形成的蚀斑。 从第 2代

开始这种差别变得不明显 ,似乎 T K-病毒的复制 ,从有 Brd U

到无 BrdU的培养液中培养 ,存在着一个恢复和适应过程 ,其

具体的机制有待进一步研究。
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Selection of TK
-
Recombinant Fowlpox Virus in CEF Cell ( TK

+ ) in the Pres-

ence of BrdU

GUO Zhi-ru, JIN Ning -yi , FAN G Ho u-hua , LUO Kun, X IA Zhi-ping , YIN Zhen

　 ( The Military Veterinary Inst itute, Quartermaster University of PLA , Changchun 130062, China )

　　 Abstract: A recombinant ex pressio n plasmid pU T A-2HN wa s constructed by inse rting the HN g ene of New castle disea se

virus( N DV ) strain Siping , into the SmaⅠ site do w nstr eam of a hy brid po xv irus pr omo ter w hich is fla nked by the T K gene of

fo wlpo x vir us( FPV ) strain 282E4. Fo r pro ductio n and selectio n r eco mbinant fo wlpo x virus ex pressing the HN g ene of N DV

and without containing additional r epo r ter gene, the co nstructed pU T A-2HN w as firstly tr ansfected into chicke n embry o fi-

bro blast( CEF) cells preinfected with F PV strain 282E4, then the v iruses r esulted fr om the transfectio n we re selected fo r 2 pas-

sa ges by culturing in CEF cells with M EM medium co ntaining 40 mg /L 5-bro mo-2′deo x y-uridine( BrdU ) . The selected v iruses

w ere pla que-purified in CEF cells cultur ed with M EM media w itho ut Brd U. Afte r W ester n blo t a na ly sis the ly sate o f CEF cells

which wer e infected by the purified F PV , r eco mbinant F PV s ( r F PV s) ex pressing the HN pr otein w ere obtained. This indica ted

that r F PV s containing a fo reign g ene inter rupted T K g ene ( T K- ) could be selec ted in the CEF ( T K+ ) cell in the presence of

BrdU .

　　 Key words: BrdU; fo wlpox v irus; T K g ene; r eco mbinant v irus
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