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　　［摘要］　目的　建立应用杆状病毒系统制备８型腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）的技术体系，并初步检测所
制备病毒的感染活力。方法　采用杆状病毒生产系统包装ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ，经高效液相色谱法提取并纯化病毒，实时荧光定
量ＰＣＲ测定病毒滴度，通过观察绿色荧光蛋白的表达强度来检测ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ对 ＨＥＫ２９３细胞的感染活力。结果　实时
荧光定量ＰＣＲ显示成功制备高滴度ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ，滴度可达１．５×１０１２ｖｇ／ｍｌ，１００ｍｌ摇瓶共得到１．５×１０１３ｖｇｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ

病毒颗粒；感染后的 ＨＥＫ２９３细胞具有较强的绿色荧光蛋白表达。结论　应用杆状病毒系统成功制备高滴度、高活力的重
组腺相关病毒，为后续研究奠定了基础。
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　　重组腺相关病毒（ｒＡＡＶ）作为载体已在基因治疗
的临床试验中获得初步成效［１２］。但局限于ＡＡＶ 的
复制特性，高效、低成本的ｒＡＡＶ 制备与扩增一直制
约着ＡＡＶ 的基础与临床应用［３］。杆状病毒昆虫细
胞表达系统是一种常用的真核细胞表达系统［４］。作
为一种昆虫病毒，杆状病毒同样可以像腺病毒或单纯
疱疹病毒一样为ＡＡＶ 的复制提供辅助，但不具有腺
病毒和单纯疱疹病毒对人体的毒性，且病毒颗粒大，
与ＡＡＶ 病毒颗粒差异显著，便于ｒＡＡＶ 的分离纯化。

此外，其宿主昆虫细胞可以采取悬浮方式进行培养，
生产工艺较为成熟，便于规模化生产。因此，杆状病
毒昆虫细胞系统成为ｒＡＡＶ 规模化生产相关研究的
热点［５］。

　　８型腺相关病毒（ＡＡＶ８）是由Ｇａｏ等［６］于２００２
年从罗猴的心脏中分离获得的，在所有已知ＡＡＶ血
清型中感染肝脏能力最为强大。单次大剂量静脉注
射ＡＡＶ８能使病毒感染小鼠全身的肌肉、心脏及肝
脏，其对肝脏细胞的转染效率较高［７８］，且能实现外
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源基因的快速及稳定表达［９］，是一种非常有效的基
因治疗载体。因此，本研究尝试建立 ＡＡＶ８的杆状
病毒生产系统，并通过报告基因ＥＧＦＰ检测该系统
生产制备的ｒＡＡＶ８的感染活力，为后续ＡＡＶ载体
产业化及临床应用奠定基础。

１　材料和方法

１．１ 　 主 要 材 料 及 试 剂 　 质 粒 ｐＦＢＤ
ＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐｉ、ｐ５Ｅ１８ＶＤ２８６ 和 杆 状 病 毒 Ｂａｃ
ＡＡＶ２ＥＧＦＰ由本实验室保存；ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ载
体、ＤＨ１０ＢａｃＴＭ大肠杆菌感受态、Ｓ．Ｎ．Ａ．Ｐ．ＴＭ Ｍｉ
ｄｉＰｒｅｐＫｉｔ质粒提取试剂盒、Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ○Ｒ转染试剂、

Ｓｆ９００ⅡＳＦＭ无血清培养基、Ｓｆ９昆虫细胞购自Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＨＥＫ２９３细胞购自 ＡＴＣＣ公司；Ｓｏ
ｌｕｔｉｏｎⅠ连接酶购自ＴａＫａＲａ公司；ＫＯＤＰｌｕｓ聚合
酶及ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自Ｔｏｙｏ
ｂｏ公司；Ｎｕｃｌｅｏｓｐｉｎ胶回收试剂盒购自 Ｍａｃｈｅｒｅｙ
Ｎａｇｅｌ公司；蛋白酶 Ｋ购自 Ｑｉａｇｅｎ公司；各种限制
性核酸内切酶及 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ购自 ＮＥＢ 公司；

ＦＢＳ、ＤＭＥＭ培养基及胰酶购自Ｇｉｂｃｏ公司。

１．２　杆状病毒包装载体的构建　合成以下引物（划
线部分为限制性核酸内切酶识别位点）：引物１，５′
ＧＧＡＣＴＡＧＴＧＣＣＧＣＣＡＴＧＧＣＴＧＣＣＧＡＴＧ
ＧＴＴＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＴＡＡＧＴＡＣＴＣＣＣＴＡＴ
Ｃ３′；引物２，５′ＣＣＴＣＡＧ ＡＧＡ ＧＧＴＴＧＴＣＣＴ
ＣＧＡＧＣＣＡＡＴＣＴＧＡＡＡＣＡＡＴＡＧＧＡＡＧＧＧ
ＡＧＴＧＧＡ ＴＧＴＣ３′；引物３，５′ＣＣＣＴＴＣＣＴＡ
ＴＴＧＴＴＴＣＡＧＡＴＴＧＧＣＴＣＧＡＧＧＡＣＡＡＣＣ
３′；引物 ４，５′ＧＣＴ ＣＴＡ ＧＡＴ ＴＡＣ ＡＧＡ ＴＴＡ
ＣＧＧＧＴＧＡＧＧＴＡＡＣＧＧＧＴＧ３′。应用ＮｈｅⅠ
和ＸｈｏⅠ对质粒ｐＦＢＤＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐｉ进行双酶切
获得Ｒｅｐｉ基因片段，用ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ连接到经相同内
切酶处理后的ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ载体，得到ｐＦａｓｔＢａｃＤ
ｕａｌＡＡＶ２Ｒｅｐｉ；以 ｐＦＢＤＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐｉ为模板，
用引物１和２扩增 ＡＡＶＣａｐ基因的上游及内含子
序列，命名为ＡＡＶ８Ｃａｐｕｐｉｎｔｒｏｎ；以ｐ５Ｅ１８ＶＤ２８６
为模板，引物３和４扩增 ＡＡＶ８Ｃａｐ基因的下游序
列，命名为ＡＡＶ８Ｃａｐｄｏｗｎ；以ＡＡＶ８Ｃａｐｕｐｉｎｔｒｏｎ
和 ＡＡＶ８Ｃａｐｄｏｗｎ为模板，引物 １ 和 ４ 扩增出

ＡＡＶ８Ｃａｐ基因，命名为ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ；ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ
经ＸｂａⅠ和ＳｐｅⅠ双酶切，经ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ连入经相同
酶切的ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌＡＡＶ２Ｒｅｐｉ载体，应用ＮｃｏⅠ
＆ＰｖｕⅡ、ＢｇｌⅠ、ＰｖｕⅡ＆ＫｐｎⅠ、ＨｉｎｄⅢ＆ＸｈｏⅠ４
个酶切组合进行酶切验证筛选，阳性克隆送至Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序正确后命名为 ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ
ＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ。

　 　 将 构 建 好 的 重 组 载 体 ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ
ＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ转化ＤＨ１０ＢａｃＴＭ感受态，涂布于含

Ｇｅｎ（７μｇ／μｌ）、Ｘｇａｌ（１００μｇ／μｌ）、Ｋａｎ（５０μｇ／μｌ）、

ＩＰＴＧ（４０μｇ／μｌ）、Ｔｅｔ（１０μｇ／μｌ）的平板上，４８ｈ后
挑取白色菌落重新划线，待重新长出白色菌落后接
种于含Ｔｅｔ、Ｇｅｎ、Ｋａｎ这３种抗生素的ＬＢ培养基
中，用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 提 供 的Ｓ．Ｎ．Ａ．Ｐ．ＴＭ Ｍｉ
ｄｉＰｒｅｐＫｉｔ质粒纯化试剂盒提取重组杆状病毒质粒，
用扩增ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ基因的引物（引物１和引物４）
进行 ＰＣＲ 鉴定正确后，得到重组杆状病毒质粒：

ＢａｃｍｉｄＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ。

１．３　重组杆状病毒的包装、扩增及滴度测定

１．３．１　杆状病毒包装　杆状病毒的包装方法参照

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ○Ｒ转染试剂盒说明进行。
即：Ｓｆ９细胞按９×１０５ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ加入到６孔板中，
于２７℃培养箱中培养，贴壁后加入２μｇ的重组Ｂａｃ
ｍｉｄＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ和６μｌ的 Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ

○Ｒ转染试

剂的混合物，然后于２７℃培养箱中孵育５ｈ后吸去
培养基，加入２ｍｌ的ＳＦ９００ⅡＳＦＭ无血清培养基，

７２ｈ左右观察细胞状态，当细胞有感染迹象时，收集

６孔板中含重组杆状病毒的培养液，５００×ｇ离心５
ｍｉｎ，收集上清，即得到 Ｐ１代重组杆状病毒 Ｂａｃ
ＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ。

１．３．２　杆状病毒扩增　Ｐ１代重组杆状病毒的扩
增，Ｓｆ９细胞按２×１０６ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ加入６孔板中，贴壁
生长１ｈ后，按公式：感染所需病毒贮液量（ｍｌ）＝
［ＭＯＩ（ｐｆｕ／ｃｅｌｌ）×细胞数÷病毒贮液效价（ｐｆｕ／

ｍｌ）］计算需加入病毒Ｐ１贮液的量（Ｐ１贮液效价按
照１×１０６～１×１０７计）。本试验按照 ＭＯＩ＝１、Ｐ１代
贮液效价为１×１０７计算得出，每个６孔板中加入２００

μｌＰ１代病毒贮液，２７℃孵育４８ｈ，根据细胞病变情
况（约４８ｈ后）收集病毒上清液，５００×ｇ 离心

５ｍｉｎ，取上清，即为 Ｐ２代病毒贮液，分装冻存于

－８０℃。同样按上述方法扩增病毒Ｐ３代贮液。

１．３．３　杆状病毒滴度测定　利用实时荧光定量

ＰＣＲ 方 法 测 定 扩 增 的 杆 状 病 毒 滴 度，针 对

ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ基因序列设计特异性引物（正向５′
ＣＡＡＣＡＧＧＡＧＧＣＡＣＧＧＣＡＡＡＴＡＣＧＣＡＧＡ
ＣＴ３′，反向：５′ＧＴＴＧＣＴＡＴＴＧＴＴＧＴＴＴＴＧ
ＣＣＣＧ３′），用含 ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ基因 的 中 抽 质 粒

ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ作为杆状病毒Ｂａｃ
ＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ的标准品；针对ＥＧＦＰ序列设计特
异性引物（正向：５′ＧＣＡ ＧＡＡ ＧＡＡ ＣＧＧＣＡＴ
ＣＡＡＧＧ３′，反向：５′ＣＧＧＡＣＴＧＧＧＴＧＣＴＣＡ
ＧＧＴＡＧ３′），用中抽质粒ｐＡＡＶ２ｎｅｏＥＧＦＰ作为
杆状病毒ＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰ的标准品，标准品分别
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经１０倍梯度稀释后与样品一起进行荧光定量ＰＣＲ
测定，根据标准品获得的标准曲线计算出相应杆状
病毒的滴度（ｖｇ／ｍｌ）。

１．４　ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ的包装与纯化　将Ｓｆ９细胞以

２×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍｌ加入到１００ｍｌ的锥形瓶中扩增，待细
胞长到２×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ时，按 ＭＯＩ＝０．１［１０］的量加入
杆状病毒ＢａｃＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ和ＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰ，
于２７℃，１００ｒ／ｍｉｎ摇床中培养，３ｄ后，将Ｓｆ９细胞及
培液２５００×ｇ离心５ｍｉｎ，去除上清，细胞沉淀用１０ｍｌ
无血清ＤＭＥＭ重悬，于－８０℃冰箱及３７℃水浴反复
冻融３次，１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集上清即得到

ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ病毒，６０℃加热３０ｍｉｎ以灭活杆状病
毒，利用高效液相色谱法纯化病毒，并于－８０℃保存。

　　同样利用实时荧光定量ＰＣＲ法测定ｒＡＡＶ８
ＥＧＦＰ病毒滴度，针对杆状病毒庆大霉素抗性基因
设计特异性引物（正向：５′ＧＣＡ ＡＧＴＴＣＣＣＧＡ
ＧＧＴＡＡＴＣＧ３′；反向：５′ＧＧＣＡＧＴＣＧＣＣＣＴ
ＡＡＡＡＣＡＡＡ３′），ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ
作为标准品，测定ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ中含有的杆状病毒

ＢａｃＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ和 ＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰ 的滴度
之 和， 记 为 Ａ； 同 样 以 ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ
ＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ作为标准品，利用 ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ基
因 序 列 特 异 性 引 物 测 定 杆 状 病 毒 Ｂａｃ
ＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ的 滴 度，记 为 Ｂ；以 中 抽 质 粒

ｐＡＡＶ２ｎｅｏＥＧＦＰ作为标准品，利用ＥＧＦＰ序列特
异性引物，测定ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ和ＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰ
的滴度之和，记为Ｃ，最终根据公式：Ｂ＋Ｃ－Ａ计算
得出ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ滴度。

１．５　ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ病毒感染效率检测　ＨＥＫ２９３
细胞用ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ培养，３７℃、５％ＣＯ２培养箱
中培养，当细胞生长至８０％汇合度时，用０．２５％胰酶
消化后计数，按照８×１０４ｃｅｌｌ／孔铺于２４孔板中，贴壁
后按照 ＭＯＩ＝１０５加入ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ病毒，每隔２４ｈ
置于荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达情况。

２　结　果

２．１　ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ基因片段的ＰＣＲ扩增　以ｐＦ
ＢＤＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐｉ为模板，用引物 １ 和 ２ 扩增

ＡＡＶＣａｐ的上游和内含子，命名为 ＡＡＶ８Ｃａｐｕｐ
ｉｎｔｒｏｎ，结 果 显 示 扩 增 出 大 小 为 ２８５ ｂｐ 的

ＡＡＶ８Ｃａｐｕｐｉｎｔｒｏｎ目的片段 （图 １）；以 ｐ５Ｅ１８
ＶＤ２８６为模板，引物３和４扩增 ＡＡＶ８Ｃａｐ的下游
序列，命名为 ＡＡＶ８Ｃａｐｄｏｗｎ，结果显示扩增出大
小为２２１８ｂｐ的ＡＡＶ８Ｃａｐｄｏｗｎ目的片段（图１）；
以ＡＡＶ８Ｃａｐｕｐｉｎｔｒｏｎ和ＡＡＶ８Ｃａｐｄｏｗｎ为模板，
引物 １ 和 ４ 扩 增 出 ＡＡＶ８Ｃａｐ 基 因，命 名 为

ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ，结果同样显示扩增出了大小为２４６９
ｂｐ的ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ目的条带（图１）。

图１　ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ基因片段ＰＣＲ扩增图

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ
Ｍ：ＤＮＡｌａｄｄｅｒｍｉｘ；１：ＡＡＶ８Ｃａｐｕｐｉｎｔｒｏｎ（２８５ｂｐ）；２：ＡＡＶ８Ｃａｐｄｏｗｎ（２２１８ｂｐ）；３：ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ（２４６９ｂｐ）

２．２　重组 ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ载体的
酶切鉴定　酶切结果显示酶切图谱与预期相符（图

２），证明该质粒构建正确，可用于下一步细菌内转染
重组构建重组ＢａｃｍｉｄＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ。

２．３　重组ＢａｃｍｉｄＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ的ＰＣＲ鉴定　
ＢａｃｍｉｄＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ用引物１和４进行ＰＣＲ鉴
定，扩增出２４６９ｂｐ的ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ基因片段（图３）。

２．４ 　 重 组 杆 状 病 毒 ＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰ／Ｂａｃ
ＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ的滴度测定　以含ＥＧＦＰ基因的质
粒ｐＡＡＶ２ｎｅｏＥＧＦＰ制备１０倍梯度稀释的标准品进
行荧光定量ＰＣＲ测定ＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰ的病毒滴度。
图４为实时荧光定量ＰＣＲ的标准曲线图，其相关系
数Ｒ２达到０．９９８，扩增效率为９７．７１％，梯度稀释的标
准品Ｃｔ值１１．３２～２４．０２，ＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰ的两个重
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复Ｃｔ值分别为１６．８９、１６．９２。经计算，得到重组杆状
病毒ＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰ的滴度为６×１０９ｖｇ／ｍｌ。

图２　重组载体ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ酶切电泳图

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ
Ｍ：ＤＮＡｌａｄｄｅｒｍｉｘ；１：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｃｏⅠａｎｄＰｖｕⅡ（６０１７，

１７９４，８１０，６６５，ａｎｄ４７６ｂｐ）；２：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢｇｌⅠ（２５０８，２３１２，

１６５４，１２６８，７６０，６８２，ａｎｄ５７８ｂｐ）；３：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＰｖｕⅡａｎｄ

ＫｐｎⅠ（６０００，２６４７，８１０，２８８，ａｎｄ１７ｂｐ）；４：ＤｉｇｅｓｔｅｄｂｙＨｉｎｄⅢ

ａｎｄＸｈｏⅠ（５１４２，２０２２，１７９６，６１６，ａｎｄ１８６ｂｐ）

图３　重组ＢａｃｍｉｄＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ的ＰＣＲ鉴定电泳结果

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＢａｃｍｉｄＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ
Ｍ：ＤＮＡｌａｄｄｅｒｍｉｘ；１：ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ（ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ，２４６９ｂｐ）；２：ＢａｃｍｉｄＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ（２４６９ｂｐ）

图４　杆状病毒ＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰ滴度测定标准曲线

Ｆｉｇ４　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＢａｃＡＡＶ２ＥＧＦＰｔｉｔｅｒ

　　以含 ＡＡＶ２Ｃａｐ８ｉ基因的质粒ｐＦａｓｔＢａｃＤｕａｌ
ＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ制备１０倍梯度稀释的标准品进行
荧光定量ＰＣＲ测定ＢａｃＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ的病毒滴
度。实时荧光定量ＰＣＲ的标准曲线图相关系数Ｒ２

达到０．９９３，梯度稀释的标准品 Ｃｔ值为１０．４５～
２２．５６，ＢａｃＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ两个重复的Ｃｔ值分别
为１４．６４、１４．６９，ＢａｃＡＡＶ２ＲｅｐｉＣａｐ８ｉ实际滴度为

４．３×１０９ｖｇ／ｍｌ。

２．５　ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ滴度测定结果　采用实时荧光
定量 ＰＣＲ 法测定病毒滴度，结果得出制备的

ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ病毒滴度可达１．５×１０１２ｖｇ／ｍｌ，１００
ｍｌ摇瓶共得到１．５×１０１３ｖｇ病毒颗粒。

２．６　ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ病毒活力检测　将 ＨＥＫ２９３
细胞按８×１０４ｃｅｌｌｓ／孔铺于２４孔板中，待细胞完全
贴壁后，将包装成功并测定滴度的ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ病
毒按照 ＭＯＩ＝１０５加入至细胞中，每隔２４ｈ置于荧
光显微镜下观察病毒感染情况。结果显示，随时间
延长，绿色荧光的表达逐步增多并增强（图５），可见
杆状病毒包装得到的ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ病毒活性较好，
能有效转导外源基因。

图５　ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ病毒活力检测

Ｆｉｇ５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｓａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ
Ａ：２４ｈ；Ｂ：４８ｈ；Ｃ：７２ｈ；Ｄ：９６ｈ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　腺相关病毒（ＡＡＶ）仅由３个核外壳蛋白和１条

ＤＮＡ单链构成，属于细小病毒（ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ）家族中
的依赖病毒属（ｄｅｐｅｎｄｏｖｉｒｕｓ），其复制性感染需要腺
病毒或单纯疱疹病毒的辅助［１１］。迄今为止，已有

１００多种不同血清型的 ＡＡＶ从人类或灵长类动物
的体内被分离与鉴定。不同ＡＡＶ血清型具有不同
的组织及细胞亲嗜性，如ＡＡＶ８相对于ＡＡＶ２感染
肝脏细胞的效率更高［７］。

　　腺相关病毒载体具有安全性好、体内感染细胞
范围广、长期稳定表达外源基因等优势，现已广泛应
用于基因治疗研究［１２］。然而，临床实验级别所需

ｒＡＡＶ的数量级是１０１４～１０１５，应用目前最常采用的
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质粒转染贴壁生长的方法来制备ｒＡＡＶ，很难达到
临床对产量的需求。为了找到一种高效扩增ｒＡＡＶ
的方法，研究人员开展了多种探索研究，如通过构建
稳定细胞系［１３］、ＰＥＩ转染悬浮哺乳动物细胞［１４１５］、
利用单纯疱疹病毒作为携带ＡＡＶ包装元件［１６］等方

法进行ｒＡＡＶ包装。但这些方法分别具有构建细
胞系难度大、操作复杂、成本高、病毒后期纯化困难
等缺陷，限制了其在临床上的应用。杆状病毒是一
种昆虫病毒，可以为ＡＡＶ的复制提供辅助，对人体
无毒性，且病毒颗粒大，易于分离纯化，同时其宿主
昆虫细胞可采用悬浮方式培养，培养工艺较为成熟，
因而非常有益于ＡＡＶ的规模化生产。

　　近年来，利用昆虫细胞杆状病毒系统生产

ｒＡＡＶ逐渐受到关注［１７１９］。同时，我们实验室已经
利用３杆状病毒系统成功包装ｒＡＡＶ２ＥＧＦＰ［２０］，然
而，ｒＡＡＶ８相对于ｒＡＡＶ２肝脏细胞感染效率更高，
并能够实现外源基因的快速及稳定表达。因此，其
是一种非常有效的基因治疗载体。在本研究中，我
们摒弃了常规的３杆状病毒包装ｒＡＡＶ的方法，利
用双杆状病毒来包装生产ｒＡＡＶ８，避免了多个杆状
病毒包装的麻烦，增强了ｒＡＡＶ８包装制备过程的
可控性。通过２个携带ｒＡＡＶ８包装所需的顺式和
反式组分的杆状病毒共感染Ｓｆ９细胞，本研究成功
包装出ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ病毒，获得的ｒＡＡＶ８ＥＧＦＰ
经荧光实时定量ＰＣＲ法测得病毒滴度较高（１．５×
１０１２ｖｇ／ｍｌ），１００ｍｌ摇瓶共得到１．５×１０１３ｖｇ病毒颗
粒，且能有效感染人 ＨＥＫ２９３细胞，表明应用双杆
状病毒包装系统能获得高滴度、高感染活力的重组
腺相关病毒颗粒。按此效率，如果将培养体系放大
到１０Ｌ包装规模，可以产生１０１５数量级ｒＡＡＶ，可
满足临床试验的需要。目前其后续放大培养扩增、
纯化等工艺正在进一步摸索与优化中。
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