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Abstract：111e long terminal repeat(LTR)of Reticuendotheliosis virus(REV)was amplified by PCR 

technique and cloned into pUC 1 8 vector at the sites of Eco and SacI．an d the BGH polyadenylation 

signal sequence was cloned at the sites of Sph I and Hind III as a terminor．1]he positive clone was 

nam ed pUC—LTR．which was used as a basic expressing vector to validate the activity of LTR．Green 

fluorescent protein (GFP)and REV envelope glycoprotein 90 (gp90)gene was cloned at the 

downstream of LTR in the pUC—LTR vector respectively as a repo rter．These two recombinants 

pUC—I rR—GFP and pUC—LTR—gp90 were then transfected into Chicken Embryo Fibroblast(CEF)cells． 

48h after the tran sfection．we could detect the expression of GFP an d gp90．Thjs study shows the LTR 

sequence could be used as a promoter to construct expressing vectors． 

Key Words：Reticuendotheliosis virus(REV)；Long terminal repeats(LTR)；Promoter：Expressing 

vector 

摘要：通过PCR方法，将禽网状内皮组织增殖病病毒 (REV)的长末端重复序列 (LTR)扩增并克隆进pUC一18质 

粒多克隆位点 (MCS)的EcoR I~ISac I之间，并以BGH基因的多聚腺苷酸序列作为终止子克隆到Sph I~Hind HI 

之间，构建成重组质粒pUC—LTR。将GFP基因和REV囊膜糖蛋~lgp90基因分别克隆~lJpUC—LTR载体中，获得质粒 

pUC—LTR—GFP和质粒pUC—LTR—gp90。重组质粒经转染48h，能够检测到外源基因的表达。本研究提示，REV LTR 

能够作为启动子构建表达质粒。 
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禽网状内皮组织增殖病病毒 (Reticuendotheli— 

osis virus，REV)是禽网状内皮组织增殖病的病原， 

属反转录病毒科中C型致肿瘤病毒类的一种。该病 

毒主要侵害火鸡，但也能引起鸡、鸭等禽类以淋巴 
一 网状组织增生为特征的肿瘤性的病理综合，征【0．2】。 

REV基因组两端的长末端重复序列 (LTR)非常保 

守，同源性在94％以上I引。通过PCR方法，特异性地 

扩增REV LTR序列常被用作检测REV存在的方法 

曲 J
。 牛泡沫病毒 (Bovinefoamy virus，BFV)、 劳 

斯肉瘤病毒 (Rous sarcoma virus，RSV)和人免疫缺 

陷病毒 (Human immunodeficiency virus，HIV)的 

LTR已被证实具有体外真核启动子活性，并且能够 

在E．coli@起始基因表达I卜圳，但未见关于禽网状内 

皮组织增殖病病毒 (Reticuendotheliosis virus，REV) 

L11R作为启动子方面的研究报道。由于REV在感染 

宿主后，能够以cDNA的形式整合进宿主细胞的基 
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因组，并且REV和马立克氏病病毒 (MDv)共感染 

或共培养时，LTR基因可整合进MDV基因组中ll ， 

并且随着培养代次的增多，含LTR的MDV所占的比 

重会增加u ，提示LTR可能会作为启动子，加强某 

些与病毒MDV复制有关基因的表达。为了验证REV 

LTR在体外的启动活性，本研究构建 了以 REV 

LTR作为启动子的表达质粒，通过检测GFP基因和 

REV gp90基因的表达，验证了REV LTR 基因的体 

外启动活性。 

1 材料与方法 

1．1鸡胚和毒株 

9—11日龄 SPF鸡胚购 自南京药械厂；REV HA 

毒株，TG1宿主菌由本实验室保存。 

1．2 分子生物学试剂 

pUC18，PCR Kit，T4DNA连接酶，X—gal，IPTG 

等均购于大连宝生物工程有限公司；FrrC 购于 

Sigma公司：脂质体 (1ipfectamine)购于GiBco BRL 

公司；质粒纯化试剂盒购于 Qiagen公司：鼠抗重组 

pGEX—env—gp90血清由吉荣制备，本实验室保存。 

l_3 病毒的扩增 

按照常规方法制备鸡胚成纤维细胞 (CEF)，待 

细胞近 80％铺满培养瓶底时，接种液氮中冻存的 

HA 株 REV，并维持 7d后收获。 

1．4 病毒基因组 DNA的提取 

参照 “分子克隆”中介绍的方法进行『l ，简略 

步骤如下：加适量消化缓冲液 (含蛋白酶 K)于收 

获的细胞液中，50℃消化过夜；苯酚氯仿抽提后， 

用乙醇沉淀 DNA，最后将沉淀溶解在 50pL TE中 

备用。 

1．5 PCR循环 

试验共设计了 4对引物，分别用于扩增 REV 

LTR基因，BGH polyA 终止序列，GFP基因以及 

REV gp85基因，引物中含有用于克隆的酶切位点。 

(引物由上海生工生物工程有限公司合成)。各片段 

的引物序列如下： 

FLTa 5 一AAAGGAATTCAATGTGG-GAGGGAGC'TC一3 

RLTa：5 一GTTGGAGCTCCAAATG'I~GTATCGAAGTA一3 

RBGH 5 一CCTAA 

FGFP：5 一ACGC~ TACCAAGAATGGACTGTCTCACC一3 

l FP 5 一AAAGTCGACTGGTGGAGGACATAGC一3 

Fspgo 5一ATAGTCGACAGTGAACCGTCAGATCC一3 

Rgp90．5 一TFACTGCAGACITGTACAGCTCGTCC一3 

PCR按常规方法进行，反应体系为 50pL，其 

中 10×PCR Buffer5 pL，dNTP(2．5 mmol／Leach) 

4 L，引物(25 pmol／L)各 2pL，模板 DNA约 20pg， 

rTaq 2U。 

PCR 反应程序如下：95℃ 5min后，按 95℃ 

45s，50℃ 45s，72℃ 2min进行 28个循环；最后 

72~C延伸 10min。扩增产物用 0．8％琼脂糖凝胶进行 

电泳鉴定，对于不同大小的片段程序作了适当的调 

整 。 

1．6 重组质粒的构建 

1．6．1 pUC—LTR质粒的构建：将 LTR PCR产物与 

pUC18载体分别用EcoR I和Sac I酶消化，经连接 

和转化后，筛选阳性克隆。获得的阳性质粒与 BGH 

终止序列的PCR产物同时用 SphI和 SalI双酶切， 

然后按一般方法筛选和鉴定阳性克隆。 

1．6．2 pUC—LTR—GFP和 pUC—LTR—gp90质粒的构 

建：将 GFP基因的 PCR产物和 pUC—LTR质粒用 

Kpn I和 Sal I双酶消化后，连接和转化。同法，将 

gp90 PCR产物和 pUC—LTR质粒用 Sal I和 风f I消 

化，经连接和转化后，常规方法筛选阳性克隆。所 

有重组质粒均经序列测定验证。 

1．7 重组质粒的转染 

用 Qiagen 公 司 的 质 粒 制 备 试 剂 盒 制 备 

puC—LTR，pUC—LTR—GFP和 pUC—LTR—gp90质粒， 

经定量后保存备用。按照 Lipfectamine说明书进行 

转染，取 1，2，3，4，5，6pg质粒分别与 8pL的 

脂质体共转染长满 70％～80％的 CEF 瓶皿 中 

(35mm)，6h后，加入等体积的含 10％犊牛血清的 

DMEM 培养基继续生长。 

1．8 表达产物的检测 

对 pUC—LTR—GFP质粒，转染 24h后，将细胞 

瓶直接置于荧光显微镜下观察；对 pUC—LTR—gp90 

质粒，转染 24h，48h和 72h后，分别从瓶皿中取 

出一预先放置的盖玻片。用一20℃预冷的丙酮固定 

5min。吸取 1：100稀释的鼠抗 gp90(大肠杆菌表 

达)血清，小心加到固定好的盖玻片上，37℃作用 

40min，lxPBS洗涤三遍；加上 FITC标记的抗 鼠luG 

荧光抗体 (1：256)，37℃作用 40min，1xPBS洗 

涤三遍。加一滴 50％甘油于盖玻片上，在荧光显微 

镜下观察并拍摄实验结果。 

2 结果 

2．1 PCR扩增结果 

PCR程序经适当调整后，获得了所有预期大小 

的PCR产物。图 1显示了不同长度 PCR产物的琼 

脂糖凝胶电泳结果。 
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2．2 重组质粒的鉴定 

重组质粒通过不同的限制性内切酶初步鉴定 

后，经序列测定，与发表的序列完全一致 。图 2 

显示了 pUC—LTR质粒的不同酶切图潜。 

冈 
图 1 PCR产物电泳图 

Fig 1 The clectrophotesis for the product of PCR 

1．PCR prDduc ofgp9~．2 PCR products ofGFP；3，PCRproducls ofBGH 

∞ PcR prc,~av．-tz ofLTR；5．Mar虹f 2Oo0． 

bO 

200t] 

L000 

国2 puC18一LTR克隆酶切鉴定囤 

Fig 2 The~lectrophoresis for the identification ofpUC18-LT- 

Rplasmid digested by restri—enzyme． 

1．pUCI8-LTR dlge~ted EcoR l：2．Marker 2000：3，pUCI8-LTR 

aigestoa EcoRI and埘  Ⅲ 

2-3 重组质粒的定量和转染 

重组质粒经试剂盒纯化后，按 1：5；1：25；1： 

100稀释．各取2uL进行琼脂糖凝胶电泳，结果发 

现，所提质粒 DNA条带均匀一致，没有 RNA的残 

余。参照 Marker的用量．确定保存的质粒 DNA约 

为 0．5~tgtvL。质粒在转染 72h内，转染细胞和未转 

染的细胞在形态和生长状况上不见明显差异。 

2．4 间接免疫荧光试验结果 

转染 24h后，pUC-LTR GFP质粒样品在荧光显 

微镜下可观察到少数细胞的胞浆内存在微弱的荧 

光 (见图 3)．并且该荧光能维持到转染 48h和 72h； 

对 pUC—LTR—gp90质粒样品，不同用量和不同时期 

取出的盖玻片固定后，进行 IFA，试验结果发现， 

用量为 2-4lag之间的重组质粒，转染 72h的样品出 

现了较高的转染率，其余的样品都出现了不同程度 

的阳性结果其荧光强度远远高于 pUC—LTR GFP样 

品 (见图4A)；重组质粒 pUC，LTR(阴性对照)和 

没有转染质粒的 CEF(空白对照)在任何时候都不 

见荧光，全为阴性结果 (见图 4B)。 

图3 pUC．LTR—GFP质粒转染CEF48 h后的荧光照片 

Fig 3 Thefluorescenceonthe cytoplasma ofCEF cellsflails- 

leeredbypla~midpUC—LTR-GFP 

the plasmid pUC-LTR—gp90 was transfected for 48 

hours in ；B．Con~ol test(negafive】 

3 讨论 

为探讨禽网状内皮增殖病病毒 LTR 启动子在 

真核细胞中的功能．我们成功构建了 pUC18-LTR质 

粒，该质粮以 REV u 作为启动子；同时我们又 

将 BGH基因的Poly(A)序列引入其中，避免了非 

目的基因的无效转译。 

实验选择了 GFP和 REV 囊膜糖蛋白 gp90作 

为报告基因 由于 GFP不需作任何标记，就可直接 

观察结果，灵敏方便，该基因常被用作研究启动子 

活性和转染效率” ” ；选用 gp90为报告基因，不 

仅由于我们已经具有 gp90的抗血清，也为了使gp90 

基因置于其天然的启动子之下，可能达到理想的表 

达水平。而实验结果发现，转染 pUC-LTR．gp90质 

粒在 IFA 中的荧光强度远远高于 pUC．LTR．GFP质 

粒转染后在荧光显微镜下的观察效果 作者认为， 

这除了与实验操作可能带来的误差有关，但更多是 

启动子对不同基因的启动效果可能存在差异有关。 
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一

般反转录病毒 LTR序列均具有启动子功能， 

有些反转录病毒如 HIV、RSV、MMTV、HTLV — 

II、BIV不仅可以在真核生物中具有启动活性，而 

且还能在原核细胞内行使转录功能n 6'"j，但对 REV 

LTR体外启动活性的研究却未见报道。本研究首次 

证明了 REV LTR在体外的真核启动活性，并且根 

据 IFA试验中的荧光强度，我们可以初步判断出其 

良好的启动能力，这预示这 REV LTR可以考虑用作 

构建真核表达载体。由于 IFA不能定量地确定启动 

子的活性，我们拟用 CAT为报告基因，将该启动子 

和其它的启动子如 SV40等启动子的活性作定量的 

比较，从而确定其构建实用真核表达载体的意义。 

由于 LTR 序列中常存在真核启动子与原核启 

动子镶嵌的现象n引，REV LTR是否具有原核启动子 

活性，这一点我们也正在研究之中，很可能这一现 

象是反转录病毒 LTR 启动子的一种共性。进一步 

研究将为探寻反转录病毒的起源与进化提供重要 

线索。 

在进行重组质粒转染时，研究发现转染质粒量 

在 2-4ug之问较合适。质粒的转染量低于 lug时， 

转染效率会明显降低；4ug以上的质粒对转染效率 

的提高不见明显的提高。用脂质体 lipofectamine转 

染细胞后 24h，48h和 72h后，分别取样检测，结 

果我们发现48h转染的阳性细胞最多，且荧光强度 

也最高。 
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