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非洲绿猴肾细胞株 AGMr(HindⅢ)一l 

高度重复顺序的克隆及初步应用 
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埔蚴舶酏既埔 岁 

n提 要 从非ilIf绿猴肾细胞株分离高度重复顺序AGMr(HiMⅢ)-1基因．以pO08质粒为载体 
构建重组质粒 pUCI8／AGMr(Hind~)-I．转化 E．co／i JM83。酶切分析 、So~thern Blot分析和序列 

分析均证明克隆成功．但所用的第 165代 Veto细胞株与另一非ilIf绿猴肾 13SC-1细瞻株的序列相比 

鞍．J72"十碱基中有6十位点突变。用该重组质粒作探针．对Veto细瞻培养的狂犬疫苗作 Southern 

Blot分析表明．未经纯化的半成品中残余细胞 DNA长度约 400～5000 bp。斑点杂交分析表明，杂 

交特异性良好+残余细晦 DNA晟小捡出量约 4 Pg。提示 AGMr(Hind~)一1高度重复顺序可特异 

地应用于 Vexo细胞残余 DNA检测 

关键词 Ver0细胞，
。
堑 堕童·重 

非洲绿猴肾细胞株(Veto)已甩 于多种疫黼  

虑之一是其安全性．表现为具潜在致瘤性的残余细胞 DNA(Rc DNA)[ 。 

DNA的残存量还是检查 RC DNA的结构．都需采用较敏感的核酸杂交技术。作为探针的 

DNA片段，应在细胞基因组中有足够多的拷贝数．以提高检测灵敏度【2 J。Veto细胞基因组中 

有一类高度重复顺序 AGMr(HindⅢ)一1，重复 6．8×10 次。占基因组 19．3％[31。这样多的 

拷贝数适于制作探针，增加检测灵敏度．为此我们分离 AGMr(Hind n1)一1基因，以 pUC18作 

载体构建重组质粒 pUC18／AGMr(HindⅢ)一1．以该重组质粒作探针，用 Southern Blot和斑点 

杂交方法分析 Vero细胞制备的狂犬病毒疫苗的 RC DNA。 

材料与方法 

1 材科 

Veto细胞(第 165代)及其经徽载体培养试制狂犬疫苗样品由本所 Veto疫苗组提供。HindⅢ内切酶、 

Cloning Kit、Sequencing Kit和DNA Labeling and Detection Kit为Eoehringer公司产品，口_，2P dATP、 S dATP 

为Amersham公司产品．DNA低分子量标准品购自华美公司。 

2 方法 

2．1 经转瓶传代培养的 Veto细胞用胰酶消化制备细胞悬藏。基因组大分子 DNA提取基本接文献 -̈ 。 

2．2 基因组 DNA经 HindⅢ酶消化．5％PAGE分离后．切下相应条带并用 Bio-Rad公司电洗脱装置分离重复 

顺序。 

2 3 AGMr(HindⅢ) 1的分子克隆按说明书 ；质粒提取及纯化按文献【 】。 
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2．4 质粒分析用5％PAGE电靠，RC DNA结掏分析用0 8％琼脂糖电泳。Southern BIot转移按文就 。 

2 5 探针诛记基率按说明书，但 AGMr(Hind皿)．1探针用 6m盯隧机引物；经内切酶 ScaI消化后的重组质 

粒探针用 17 me／"正通用引物。同位索标谌物为 P dATP和 S dATP,非同位翥标记物是 ~g-ll— 

dUT 杂交及检涮基本照说明书 

2．6 序列测定按说明书采用双链 序法 

2，7 丰}品中RC DNA含量的斑点杂交 

2 7．1 标准品与样品的制备及处理 Veto基因组总 DNA经超声剪切和 紫外定量后制作标准品 一组标准 

品(staI)用 TE缓冲蒗系列稀释．使每 150 L溶液中各含 500、100、20、4、0 ng的总 DNA及 1 ng鱼糟 DNA； 

男一组标准品(s1dⅡ)按上法锚备，但备维度管每 150止 涪藏中另添加一点剂量(2，5 IU)T6I~ 批狂犬疫苗 

半成品(该半成品经 2 ng／m1 DNaseI 37℃消化 2 h) 标准品与样品营各加 1／2体积 20xSSC(3
．0 rod／L氧 

化钠 一O．3 tool／I 拧檬酸钠)．100℃ 10 rnln，冰浴后埕慢抽滤点样于硝酸纤维滤膊。80℃固定 2 h 点样量： 

标准品 225 L／dot．地高辛标记探针及杂交和检测基本照说明书。 

2．7 2 结果判定 肉眼比较样品与标准品色斑颜色耀浅，限量珐表示结果。 

结 果 

l AGMt(Hindm l—l基因分离 

Vero细胞大分子总DNA强核酸内切酶 HindⅢ消化后电泳表现为高分子量的异质群体 

以及一系列呈梯形状的电泳条带(图 tA，2)，具典型的高度重复 DNA电泳特征。可见的四条 

区带[A (Hindll1))-1， 2—3．和_4]分别位于 l72、344,516、688 bp处．呈整倍数关系。切下 

图 1 AGMr(HindⅢ)．1的分离和纯化 

Fig．1 &pemtlon种d purification ofAGMr(}Iil-dⅢ)．1 

A．EB n of 5％ PAGE B sc叭hem Bh analysi~af with”S—labeledAGMf(Hind~)，1 as pt山  

C．SouthernBht analysisofA
， with Di 啪 m—bbded AGMr(} Ⅲ)．1 研 

1-SMW DNA marker 2．H dⅢ 一g~ atodfr~nment 0fVeto ge~omeDNA 3
． AGMr(H耐 Ⅲ)一1t 

4 AGMr(Hind皿)2 5 AGMr(HindⅢ)3 6 AGMr(} Ⅲ) 
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各区带并经电洗脱装置纯化，分别获得纯化的 AGMr(Hindm)．1．一2，一3，和一4片段(图 1A，3～ 

6)。以 AGMr(~ndm)一1片段作操针，经 SouthernBlot分析(图 l，B和 c)表明，AGMr(Hind 

Ⅲ)．2．一3，一4都是单体AGMr(Hindm)．t的同源系列，分别是单体的二倍体、三倍体和四倍 

体．与非洲绿猴肾另一细胞株Bscl获得的结果一致l3]。高分子量异质群体区域(图 1．2)和 

分子量标准(图 t，1)则为杂交阴性，证明杂交特异性良好。 

2 AGMr(HindⅢ)一1的分子克隆 

pUCI8质粒经 Hindm酶切作载体．与 AGMr(Hindm)一1连接并转化 E．coti JM83细胞， 

转化效率 3×10 从转化细胞中提取质粒后进行质粒分析。图 2，A显示，重组质粒经 nd 

盈酶切产生 172bp区带，EcoRl酶切和未经酶切的重组质粒未见该区带，证明 pUCI8中已插 

入 172bp的 DNA序列。经 Southern转移后与 AGMr( nd皿)一l探针杂交(图2．B和 c)，进 
一 步证明．插 入 pUCI8质粒 的 DNA序列与 AGMr(Hindm)-1同源。重组 质粒暂名为 

pUC18／AGMr(Hind m)一l。 

囤2 重组质粒 pUCIS／AGMr(Hind)一I的升折 

Fig．2 y of reoombin~t m1 d pUCI8／AGMr(|rmdⅢ)1 

A EB stain of 5％PAGE． B．Southern Blot maaly,ais ofA。with”s—hbeledAGMr(HindR)一l∞ o ． 

C South~ Blot 嘶 of～ with Digoxig~nin labeled AGMr(HindⅢ)一I probe 

1 ~digested 2．digested with EeoR 1 3．di妊呻 with讳IldⅢ． 4．SMW DNA r~rker 5．AGMr( IldⅢ)1 

以正、反两种通用引物对重组质粒作双链序列分析，进行相互印证。插入顺序的全序列测 

定结果(图3)证明，克隆的 DNA片段确为非洲绿猴肾细胞的AGMr(HiIldⅢ)-1．但 Veto细胞 

株与另一非洲绿猴肾 BSC-1细胞株的 AGMr(HilldⅢ)-1序列l5 相比较，有 6个位点碱基不 

同。前者第34、39、65、t20、121、126位分别是c、G、G、T、T、T，后者相应为T、c、A、c、A、G．可 

能是 Veto细胞经多次传代(165代)后这 6个位点发生突变，有何意义尚待进一步研究。 
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5O 
— AGCTTTCTGA GAAACTGCTC TGTGTTCTGT TAACTCATGT CACAGAGTTA 

· AAGACT CTTTGACGAG ACACAAGACA ATTGAGTACg GTGTCTCAAT 

100 
CATCTTTCCC TTCAGGAAG．C CTTTCGCT,4~ ~ TOTTCTT GTGGAATTGG 

GTAGAAAGGG,~,GTCCTTCG Ĝ^̂ GC TT CCGAĈ Ĝ̂ ^CACCTT
,4~CC 

ĉ 从GGĜ T̂ TTTGGAAGCT CTTAGATC
．~C TATC．~TGAAA ^̂GĜ ^̂ T̂ T

159 
_  

GTTTCCCTAT AAACCTTCGA GAATCTACCG ATACCACTTT TTCCTTTATA 

172 

CTTCCGTTCA  ̂CT~AAA GA 

GAAGGCAAGT TTT~ CCTTT CTTCC~． 

删 3 AGMr(HindⅢ)一I的棱苷酿全序列 

F 3 The伽皿 eIe n·de0t e。eq··ef e of AGMr(ITmd~)一1 in 

the 165 generackm ofVe兀】cell 

3 RC DNA的结构和含量测定 

以重组质粒为探针 DNA，对 Vero细胞培养的狂犬疫苗半成品(未经去除 DNA处理)进行 

Southern分析。结果(图4)表明，制品中RCDNA长度为400bp-5000 bp．优势区带在 2 kb 

， 2 3 

图 4 残 余 DNA的 Southern 

Bh 分析 

Fig 4 Scmthem Blot mmI of 

~aldual cell DNA 

After 0．8％ agaroae elec— 

trophoresis．DNA ' transferred 

to nilfoceⅡuI fllte~ Hybridiza． 

tion was don*with S— labeled 

pUCIS／AGMr(Hind珥)一1(A) 

and with Digox erdn — labelled 

pUCIS／AGMz(Hind珥)．1(B) 

prD ，T p。 l y． 

I．4 do~es(10IU) Ra 曙 

va~ine 2 1 dose(2．5 IU)0f 

Rabi~ vaccine 3．^ DNA — 

Hindnr m~tker 4
． Vetog— I 

DNA~leavaged by Hindl 
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以上，这意味着可能存在完整基因。由此提示．有必要建立适当的纯化方法以清除 RC DNA。 

图5显示狂犬疫苗半成品中 RC DNA含量的检测。std I为单纯的 DNA含量标准，仅含 

Veto DNA。考虑到样品中大量的蛋白质对DNA含量检测可能的干扰 J，设置了stdⅡ。该含 

量标准品中除害定量 DNA外，另添加一支剂量(2．5 Iu)的疫苗半成品，以使标准品与待测样 

品除DNA外其余组分背景基本一致。图中可见stdⅡ标准品中空白和阴性均未显色，各阳性 

标准品色斑比stdI略浅，可能是点样时蛋白质与 DNA竞争膜上结合位点的缘故。由此提示 

以stdⅡ作为DNA含量标准品，利用AGMr(№tIdⅢ)一1作探针杂交检测的结果可能更能反映 

样品中残余 DNA的真实含量，也可达到较高的灵敏度(4 Pg)。以此检测经两种方法纯化的两 

批半成品，表明经纯化的半成品其 RC DNA均<20 Pg／mL，两种纯化方法对去除样品中 RC 

DNA都是有效的。除菌滤膜也有助于去除DNA。 

图5 残余 DNA的古量测定 

F ．5 Dete~ ination ofRcDNA ．~flollnt 

Hybridimtlon衄 d detection were d肿 e according to 

Kitinstra~ The conc~tration of Digoxlgenln— 

label~ 。 Ⅵ abⅢ 50~,／mL 

S I：蛔 dard ofRcDN^all~ollnt．D晴 l～6 c0r— 

。dto 500．1o0．20．4 0 pgV盯o genome 

DNA．and dot 7 ∞Ⅱ p 。d 1000 Pig herring 5 r_n 

DNA． 

stdⅡ：standard of RC DNA ~llOLlnt．Dot1～ 7 

w the asthat of StdI．but— h dot vms 

s#ked with。ne dose of ra vaeei~ semifiml口 一 

Ilct(T6D8．2 5lu)．which had been digested 2 

~,／mLDNase I for 2 h at 37℃． 

Sa~#e： 1 kt" 一6．both purified(by DEAE) 

日nd sl l ed 

2 1呲 T7—6．purified( DEAE)but U9一 

gt lizad 

3 bt_丌 一6．neither purified nm steril 

ized 

4 10tT7—18．purified(bYDEAE)butuⅡ- 

sterilizeal 

5 10t_丌 一 J8．neither purifiedI stefi]一 

izeal 

6．h ” 一18，both purified{by DEAE) 

and ste 1 ed． 

7．10I" 一18．purified(by H州tax,lap— 

atite)but unsterilized． 
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讨 论 

Vero细胞已越来越多地用于多种生物利品的生产，从制品中检测残余细胞 DNA将是一 

项重要的常规工作。鉴于 AGMr(HindⅢ)．1基因占 Veto基因组 l9 3％，重复 6．8×106 

次⋯。重组克隆 pUCI8／AGMr(HindⅢ)-1将是较理想的探针 DNA，可望获得较高的检测灵 

敏度。有报道 AGMr(HindIl1)-1是非洲绿猴该属特异的高度重复顺序【5J，因此，用该片段作 

探针，不仅具有高度杂交特异性，而且有可能在多种传代细胞存在交叉污染的场合进行 Veto 

细胞的鉴别试验。本工作用同位素和地高辛两种方法标记探针，结果表明，二者在杂交特异性 

方面都无显著差异，为今后常规检测工作所需采用的非同位素方法建立了工作基础。 

致谢 本文承蒙李育阳教授、划祖洞教授、向建之教授和丁锡申教授审阅，特此致谢。 
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Molecular Cloning of Highly Reiterated Sequence AGMr(tund ra)-1 
in VeroCell Line ofAfrican Green M onkey 

and Its Preliminary Application 

ChenYugueng · 

(．ShanghailnrtituteofBiologicalProducts．Shanghai 200052) 

H hly reiterated sequence AGMr(HindⅢ)-i、 isolated from genome of Vero cell line de- 

rived from African greet~monkey and cloned into plasmid pUC18．Sequen ce analysis confirmed 

that the hlsert sequence is right but 6 OUt of 172 bp had mutated in the 165th generation of Vero 

oeII．SoUthern B1ot and Dot Blot analysis of rabies vaccine prepared by Vero cell showed that 

residual cell DNA(RC DNA)displayed heterogeneous size trom 400～5000 bp，and that the 

amount of RC DNA can be determined specifically and sensitively(YninlmuR 4 Pg)．TIIe fact that 

AGMr(HindⅢ)-1 seqtlen(~represents about 20％ of the geneme DNA and repeats 6．8 x 10 

times and is rare in Prmmtes except in members of the same gen us also suggested  that the reo邮 ． 

binant plasmid could be applied as probe for detecting RC DNA existed in vaccine prepared by 

Vego cell and maybe usedforidentifylug test ofVegocel1
． 

Key words Vero cell，Rabies vaccine，HigMy reiterated．~eqne nce ，DNA sequencing，Residual 

ceII DNA - 
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