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随着反向遗传技术的发展,卢建红等[1]将H9N2的八个片段连接
到PHW2000载体上,利用八质粒转染体系成功转染出具有效价的病
毒。但是由于其在细胞上转染的效率低,导致重组病毒拯救效率低。
所以本文通过多种方案摸索,希望能够优化出一种更加适合H9N2
亚型禽流感病毒拯救的细胞转染方法。

1 材料和方法

1.1 材料
8个反向遗传质粒由本实验室提供;DMEM完全培养基(含10%

胎牛血清和1,000 units/mL青霉素/链霉素), PolyFect
R Trans-

fection Reagent(Qiagen),TPCK胰酶购自Sigma公司,DMSO(上海
浩然生物公司),SPF鸡胚购于北京梅里亚公司。

1.2 方法
1.2.1 质粒的制备
将已经构建好的质粒按照常规方法进行转化转入DH5a大肠杆

菌感受态体内,用LB培养基扩大培养12-16h后,按照质粒抽提纯化
试剂盒提取质粒。测定质粒的浓度,所得质粒A260/A280 比值在1.
8～2.0 之间。

1.2.2 细胞培养
人肾上皮细胞293T和犬肾细胞MDCK均来自本实验室传代细

胞,用10%DMEM培养基在37℃、5%CO
2
条件下培养。

选择处于生长旺盛阶段的细胞用于转染。细胞用胰酶消化后,
293T细胞

MDCK细胞按照比例传代至6孔板内培养,待细胞密度达到60-
80%后开时转染。

1.2.3 转染
参考脂质体说明书和潘宁[2]的脂质体转染条件优化方案,在灭

菌的1.5mL指形管中将各500ng的8个反向遗质粒按照1:1与100uL
Opti-MEM混匀相同质量的,再加10uL脂质体,室温静置10 min,
加入600uL10%DMEM完全培养基终止反应,将DNA-lipo复合体逐
滴均匀地加入细胞培养液中,6h后加入0.5、1.0、1.5、2.0ug/ml的
T P CK胰酶。或者是1 0 0 u L尿囊液、DMS O (用P B S稀释成
10%DMSO500ul覆盖在细胞上2.5min后,弃液加2mL无抗无血的
DMEM,12h后换成10%DMEM) [3]、10%DMSO+100uL尿囊液、
10%DMSO+TPCK胰酶。

1.2.4 GFP 表达的检测及转染效率的评价
细胞转染24h后在488nm的倒置荧光显微镜拍照检测GFP的表

达情况,每个视野分别用可见光和488nm激发光拍照。绿色荧光蛋白
阳性的细胞占总细胞的比例即为转染效率。在每个实验条件下进行
2次独立试验,每次试验随机选取4个视野,以平均值+方差来表示
(x+SD)表示。数据分析采用SPSS 15.0 软件进行方差分析。

2 结果与分析

2.1 TPCK 胰酶的量对转染效率的影响
六孔板每孔细胞接种密度为2×105,293T细胞与MDCK细胞比

例为3:1,各质粒量为500ng。按照上述标准的脂质体转染方法,在转
染6h后加入0.5、1、1.5、2.0、2.5ug/mL的TPCK胰酶。转染48h后检
测转染情况。结果显示0.5ug/mL(78.0±4.1)%,1ug/mL(85.0±6.
0)%,1.5ug/mL(73.0±6.0)%,2ug/mL(68.0±0.4)%,故1ug/mL
的TPCK胰酶转染效率最高。

2.2 DMSO 和尿囊液对转染效率的影响
按照上述方法转染6h后,分别加入1ug/mL的TPCK胰酶、

100u l的尿囊液、10%的DMSO、10%DMSO+100uL尿囊液、
10%DMSO+1ug/mL的TPCK胰酶。结果显示用10%DMSO处理并
加1ug/mLde TPCK胰酶效率最高。

2.3 孵育时间对转染效率的影响
所有条件按照上述最佳筛选结果。细胞与脂质体-DNA 孵育

时间从4h ～ 24h , 结果显示8h为最佳孵育时间(P<0 .01)

2 讨论

绿色荧光蛋白( Green Fluorescent Protein,GFP)[4]是在美国
西北海岸所盛产的水母中所发现的一种蛋白质。利用该标记不仅效
率高,对细胞无毒害作用,且不影响细胞的增殖和分化,是较为理想
的标记物。细胞转染技术是研究特定的基因表达调控及基因治疗的
重要技术之一, 选择合适的细胞转染方法对提高细胞转染率至关
重要。低致病性的弱毒在进行细胞转染时,必须要加入TPCK胰酶酶
切生成有活性的HA,病毒才能有效的感染细胞。DMSO可以可逆的
干扰核孔蛋白的疏水结构而增加核孔的通透性,促进pDNA进入细
胞核从而提高转染效率[5]。本实验联合使用DMSO和TPCK胰酶,提
高了H9N2亚型禽流感病毒的转染效率。为重组H9N2禽流感病毒的
拯救提高了一定的效率。
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提高 H9N2 亚型禽流感
病毒的拯救效率条件的优化

贾佳  赵永祥
(广西医科大学  广西南宁  530000)

摘要:目的:在原有的8质粒转染体系的基础上,提高H9N2亚型禽流感病毒8质粒转染的效率。方法:以脂质体细胞转染法,用293T细胞和MDCK细
胞共转染A/Chicken/Jiangsu/SH14(H9N2)禽流感病毒的8个连接在PHW2000载体上的反向遗传质粒,并且NS片段携带有GFP绿色荧光基因。通过TPCK
胰酶的浓度,DMSO,尿囊液的作用,以及转染后孵育时间来摸索出最佳的转染条件。转染后48h用倒置荧光显微镜检测绿色荧光,并计算出转染效率。
结果:通过统计学分析结果可见,转染后8h,使用DMSO处理后再加入1ug/mL的TPCK胰酶,转染效率最高,绿色荧光表达的最多。结论:我们通过联合
DMSO和TPCK的方法一定程度上提高了H9N2亚型禽流感病毒8片段转染的效率。
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