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不同逆转录载体系统应用于水牛胎儿成纤维细胞

转 基 因 的 探 索
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摘要：采用２种不同的逆转录病毒载体系统（ｐＭＸ和ｐＭＳＣＶ），构建携带绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）基因的重组载体，探
索能高效感染水牛胎儿成纤维细胞（ＢＦＦｓ）的病毒系统和感染方法．结果发现，２种逆转录病毒系统包装出的重组
病毒滴度都能达到１０６，将ｐＭＸ病毒系统生产的重组病毒经超速离心浓缩后，滴度可达到１０７；２种重组病毒都能感
染ＢＦＦｓ，但ｐＭＸ系统比ｐＭＳＣＶ系统更能有效地感染ＢＦＦｓ；通过对病毒的感染方式进行比较，发现使用新鲜病毒
连续感染ＢＦＦｓ２次（每次间隔１２ｈ），或者经过超速离心浓缩后的病毒感染ＢＦＦｓ１次，可以显著提高感染效率．
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　　水牛是我国南方重要的家畜品种之一，具有役
用、肉用和奶用等多种用途．水牛低繁殖力、低产奶
量一直是传统方式进行育种改良的难题，采用先进

的转基因克隆技术有望提高水牛的生产性能．在转
基因技术中，选用合适的方法达到基因转移和表达

是生产转基因动物的第一步．常用的转基因方法主
要包括：氯化钙法、脂质体法、电转染法和病毒载体

法等［１］．目前，常用于运载目的基因的病毒载体主要

包括逆转录病毒载体、慢病毒载体和腺病毒载体．逆
转录病毒载体法以其自身高效的转基因效率，最早

被用于基因治疗、转基因研究和诱导多能干细胞（ｉＰ
ＳＣ）的研究中［２３］．一些常用的逆转录病毒载体有
ｐＭＳＣＶ、ｐＭＩＧ、ｐＭＸ和ｐＬＸＳＮ等．

逆转录病毒载体转基因系统主要包括运载外源

基因的载体，稳定转染到包装细胞的包装蛋白（ｇａｇ
ｐｏｌ）和包膜质粒携带包膜蛋白（ｅｎｖ）［４］．病毒的包膜



蛋白决定重组病毒的靶向性，包膜蛋白能否与靶细

胞上的受体结合，是病毒载体实现基因转移成功与

否的关键．不同物种或同一物种的不同类型细胞，因
其细胞表面的受体不同，与不同逆转录病毒的结合

能力也不相同．本研究选用２种不同的逆转录病毒包
装体系：一种是由小鼠胚胎干细胞病毒（Ｍｕｒｉｎｅｅｍ
ｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｖｉｒｕｓ，ＭＥＳＶ）改造而来的逆转录病
毒载体系统ｐＭＳＣＶ（ｐＭＳＣＶ＋ＰＴ６７包装细胞系），可
以通过筛选稳定的产毒细胞系生产重组病毒．另一种
是由莫洛尼小鼠白血病病毒（Ｍｏｌｏｎｅｙｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａ
ｖｉｒｕｓ，ＭＭＬＶ）改造而来的ｐＭＸ逆转录病毒载体系统
（ｐＭＸ＋包膜质粒ｐＣＭＶＶＳＶＧ＋ＰｌａｔｉｎｕｍＧＰ包装细
胞系），通过病毒包装后由瞬时产毒细胞生产重组病

毒．试验中，将携带ＥＧＦＰ基因的重组逆转录病毒载体
ｐＭＸＥＧＦＰ和ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ，分别经过病毒包装后感
染水牛胎儿成纤维细胞（ＢＦＦｓ），筛选出适用于 ＢＦＦｓ
的转基因逆转录病毒系统．在最适逆转录病毒系统下，
探索能提高感染 ＢＦＦｓ效率的感染方式．本研究将为
逆转录病毒法转基因水牛的生产和水牛ｉＰＳＣ的研究
提供技术依据．

１　材料与方法
１．１　主要材料与试剂

３～５月龄水牛胎儿取自南宁市屠宰场，ｐＭＳＣＶ
和ｐＭＸ逆转录病毒载体、ＰＴ６７／ＰｌａｔｉｎｕｍＧＰ包装细
胞由广西大学郑喜邦老师惠赠，ＮＩＨ３Ｔ３细胞和２９３
细胞由广西大学亚热带农业生物资源保护与利用国

家重点实验室保存，ｐＥＧＦＰＣ１由广西大学亚热带农
业生物资源保护与利用国家重点实验室保存，ＤＭＥＭ
高糖基础液体培养基（ＧＩＢＣＯ），青霉素、链霉素（双
抗，１００×，ＧＩＢＣＯ），胎牛血清（ＦＢＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ），脂质
体转染试剂（ＬＴＸ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），Ｇ４１８、促感染剂 Ｐｏｌｙ
ｂｒｅｎｅ（Ｓｉｇｍａ），胰酶（Ｓｉｇｍａ），ｐＭＤ１８Ｔ克隆载体、
Ｔａｑ酶、内切酶（ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ）和 Ｔ４连接酶
（ＴａＫａＲａ），质粒去内毒提取试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ），倒置
显微镜（Ｎｉｋｏｎ），活细胞工作站荧光检测（ＮｉｋｏｎＴｉ），
０２２和０４５μｍ滤器（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），引物合成和序列
测定（上海生工生物工程有限公司）．
１．２　表达载体构建

以ｐＥＧＦＰＣ１载体为模版，采用带有ＥｃｏＲⅠ（上
游）和 ＸｈｏⅠ（下游）酶切位点的特异性引物
（ＥＧＦＰ５′ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧ，
ＥＧＦＰ３′ＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ）扩
增ＥＧＦＰ基因的编码区，连接到 ｐＭＤ１８Ｔ上，构成
ｐＭＤ１８ＴＥＧＦＰ载体．采用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ分别双酶
切ｐＭＤ１８ＴＥＧＦＰ、ｐＭＳＣＶ和 ｐＭＸ质粒．将酶切获取
的ＥＧＦＰ、ｐＭＳＣＶ和ｐＭＸ分别经过胶回收之后，采用

Ｔ４连接酶，将ＥＧＦＰ分别连接到ｐＭＳＣＶ和ｐＭＸ上，
最终获取能表达 ＥＧＦＰ的逆转录病毒载体 ｐＭＳＣＶ
ＥＧＦＰ和ｐＭＸＥＧＦＰ．
１．３　细胞培养

水牛胎儿成纤维细胞的培养：取水牛胎儿耳部的皮

肤组织，ＰＢＳ洗３次，体积分数为７５％乙醇消毒３０ｓ，再
用ＰＢＳ洗３次，将组织块放入１５ｍＬ的ＥＰ管中，剪碎，
用ＰＢＳ冲洗到５０ｍＬ的离心管中，加入５～１０ｍＬ胰酶
（２５ｍｇ／ｍＬ），３７℃条件消化１０～１５ｍｉｎ（每隔３～５
ｍｉｎ用移液管吹打１０下），加入３０ｍＬ左右的ＤＭＥＭ
完全培养基（ＤＭＥＭ＋体积分数１０％ ＦＢＳ），混匀之后
接种到１０ｃｍ培养皿，放入３７℃、体积分数为５％ＣＯ２
培养箱，每隔３～４ｄ换液１次，待细胞长到８０％左右
汇合度时，胰酶消化传代或者液氮冻存备用．ＰＴ６７和
ＰｌａｔｉｎｕｍＧＰ病毒包装细胞系、ＮＩＨ３Ｔ３和 ２９３病毒滴
度测定细胞系均采用ＤＭＥＭ＋体积分数１０％ＦＢＳ培
养，胰酶消化法传代，液氮保存备用．
１．４　逆转录病毒包装

ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ稳定产毒细胞系的筛选：将 ＰＴ６７
细胞接种到６０ｍｍ细胞培养皿里，待细胞到６０％ ～
７０％的汇合度时进行细胞转染．转染前２ｈ将培养基
改换无血清无双抗的 ＤＭＥＭ（双无 ＤＭＥＭ）３ｍＬ．采
用脂质体 ＬＴＸ＋Ｐｌｕｓ法进行转染：取 １ｍＬ双无
ＤＭＥＭ，加入 ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ质粒９μｇ和 Ｐｌｕｓ９μＬ，
混匀，室温孵育５ｍｉｎ；加入ＬＴＸ１２μＬ，混匀，室温孵
育３０ｍｉｎ后，均匀滴加到ＰＴ６７细胞培养基中；５ｈ后
改换ＤＭＥＭ完全培养基，转染后４８ｈ收集病毒上清
液，０４５μｍ的滤器过滤备用．若需要建立稳定的产
毒细胞系，转染后 ４８ｈ传代，在培养基中添加 ６００
μｇ／ｍＬ的Ｇ４１８进行筛选，每隔３ｄ换液，筛选２１ｄ
后克隆形成，荧光显微镜下通过 ＥＧＦＰ表达挑选克
隆，扩大培养后将细胞冻存．将细胞复苏后４８ｈ收集
病毒上清液，过滤备用．

ｐＭＸＥＧＦＰ逆转录病毒的包装：将 ＰｌａｔｉｎｕｍＧＰ
包装细胞接种到６０ｍｍ培养皿里．转染步骤同使用
脂质体 ＬＴＸ的转染方法．其中采用 ｐＭＸＥＧＦＰ和包
膜质粒 ｐＣＭＶＶＳＶＧ（水泡口炎病毒包膜蛋白）共转
ＰｌａｔｉｎｕｍＧＰ包装细胞，按照 ６μｇｐＭＳＣＶＥＧＦＰ质
粒＋３μｇｐＣＭＶＶＳＶＧ（质量比为２∶１）的量进行．转
染４８ｈ后，即可收集病毒上清液，０４５μｍ的滤器过
滤备用．
１．５　逆转录病毒的浓缩

本试验采用超速离心的方法对病毒进行浓缩．
由于ｐＭＳＣＶ和ｐＭＸ逆转录病毒系统所使用的包膜
蛋白不同（分别是１０Ａ１和ＶＳＶＧ），在超速离心力的
作用下不会对 ＶＳＶＧ所包装出的病毒颗粒造成破
损［５］．因此，本试验仅对 ｐＭＸ逆转录病毒系统所产
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生的病毒上清液进行超速离心浓缩．超速离心的参
数是：１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，１２０ｍｉｎ．离心后，去掉上清
液，加入ＰＢＳ重悬底部的病毒颗粒，分装备用．
１．６　病毒滴度测定

采用经典的ＬａＳＲＴ病毒滴度测定法，通过ＥＧＦＰ
标记的阳性细胞数量计算滴度．ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ逆转
录病毒滴度测定：在滴度测定前 ２０ｈ左右，接种
ＮＩＨ３Ｔ３细胞于９６孔板，每９个孔为１组．添加病毒
上清液前，换成体积分数为２％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养
基９０μＬ，在第１个孔加入１０μＬ新鲜病毒上清液
（病毒包装４８ｈ后直接收集的病毒上清液），以后每
个孔按体积比１０∶１倍比稀释．感染４８ｈ后，荧光显
微镜下统计ＥＧＦＰ的阳性细胞数，以无ＥＧＦＰ表达的
前一个孔作为计量孔．计量孔 ＥＧＦＰ阳性细胞数记
为ｍ，按照以下公式计算病毒的滴度：病毒滴度 ＝
ｍ×（计量孔相对于第１孔的稀释倍数 ×１ＩＵ）／第１
孔加入病毒上清液的体积．新鲜病毒上清液和超速
离心浓缩后的 ｐＭＸＥＧＦＰ逆转录病毒滴度测定：滴
度测定步骤与ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ逆转录病毒滴度测定相

同，用于滴度测定的细胞为２９３细胞．
１．７　逆转录病毒感染ＢＦＦｓ

将ＢＦＦｓ复苏后，传至第３～５代，感染时的细胞
汇合度为 ７０％左右，感染时添加病毒的感染复数
（Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为３０～４０，同时添加６
μｇ／ｍＬＰｏｌｙｂｒｅｎｅ促进感染．感染ＢＦＦｓ时分别按照以
下几种方式进行：① ｐＭＳＣＶ逆转录病毒上清液感染
ＢＦＦｓ１次，感染２４ｈ；②ｐＭＳＣＶ稳定产毒细胞系的
病毒上清液感染 ＢＦＦｓ２次，每次感染１２ｈ；③ｐＭＸ
逆转录病毒上清液感染ＢＦＦｓ１次，感染２４ｈ；④ｐＭＸ
逆转录病毒上清液感染ＢＦＦｓ２次，每次感染１２ｈ；⑤
超速离心后的ｐＭＸ逆转录病毒感染ＢＦＦｓ１次，感染
２４ｈ．感染２４ｈ后，改换为 ＤＭＥＭ完全培养基，７２ｈ
后在活细胞工作站荧光检测ＥＧＦＰ的表达情况．

２　结果与分析
２．１　构建逆转录病毒表达载体

ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ和ｐＭＸＥＧＦＰ重组质粒的构建过
程见图１和图２．

Ｍ１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅦ；Ｍ２：ＳｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；２：ＥＧＦＰ目的片段；３：ｐＭＤ１８ＴＥＧＦＰ；４：ｐＭＳＣＶ质粒；５：ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ质粒；
６：ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ质粒双酶切鉴定．

图１　ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ逆转录表达载体构建
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐＭＳＣＶＥＧＦＰｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ

Ｍ１：ＳｕｐｅｒｃｏｉｌｅｄＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒⅢ；１、２：ｐＭＸＥＧ

ＦＰ质粒；３：ｐＭＸＥＧＦＰ质粒双酶切鉴定．

图２　ｐＭＸＥＧＦＰ逆转录表达载体的构建
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐＭＸＥＧＦＰｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ

　　ＰＣＲ扩增得到ＥＧＦＰ的长度为０７２ｋｂ（图１－
泳道２），将ＥＧＦＰ连接到ｐＭＤ１８Ｔ载体上（图１－泳
道３），经过 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切后，Ｔ４连接酶连
接到经过相同双酶切的 ｐＭＳＣＶ和 ｐＭＸ载体上，组
建ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ和 ｐＭＸＥＧＦＰ表达质粒（图１－泳
道５和图２－泳道１、泳道２）．采用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ
对２个表达质粒进行双酶切鉴定后可以看到明显的
目的条带（图１－泳道６和图２－泳道３）．

２．２　病毒的包装和阳性产毒细胞株的筛选

将ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ转入包装细胞 ＰＴ６７，４８ｈ后在
荧光显微镜下可以观察到 ＥＧＦＰ的表达（图３Ａ）．将
细胞分盘培养后，添加 ６００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８进行筛
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选，获得能稳定生产逆转录病毒并表达 ＥＧＦＰ细胞
株（图３Ｂ）．同样，ｐＭＸＥＧＦＰ结合ｐＣＭＶＶＳＶＧ共转

ｐｌａｔｉｎｕｍＧＰ细胞，４８ｈ后同样能检测到 ＥＧＦＰ的
表达（图３Ｃ）．

Ａ：ｐＭＳＣＶ病毒包装；Ｂ：ｐＭＳＣＶ稳定产毒细胞株；Ｃ：ｐＭＸ病毒包装．

图３　病毒包装和产毒细胞系的荧光检测
Ｆｉｇ．３　ＥＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｐａｃｋａｇｉｎｇｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｖｉｒｕｓｐａｃｋａｇｉｎｇ

２．３　逆转录病毒滴度
采用ＮＩＨ３Ｔ３细胞和２９３细胞分别对２种逆转

录病毒的滴度进行检测．结果发现，ｐＭＳＣＶ和 ｐＭＸ

逆转录系统包装出来的病毒滴度都可达１０６；ｐＭＸ逆
转录病毒系统所包装的病毒经过超速离心浓缩后可

达１０７（图４）．

Ａ：ｐＭＳＣＶ病毒，滴度１０６；Ｂ：ＭＸ新鲜病毒，滴度１０６；Ｃ：ｐＭＸ超速离心病毒，滴度１０７．

图４　不同逆转录病毒的滴度测定
Ｆｉｇ．４　Ｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒｔｅｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ

２．４　不同逆转录病毒系统感染ＢＦＦｓ
筛选能有效感染 ＢＦＦｓ的不同逆转录病毒系统

和最佳感染方式，荧光显微镜下观察 ＢＦＦｓ中 ＥＧＦＰ
的表达情况．结果表明：采用ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ病毒上清
液感染ＢＦＦｓ１次或者２次，荧光视野下只有少量的

ＢＦＦｓ表达 ＥＧＦＰ，尤其是１次感染组只有零星的细
胞表达 ＥＧＦＰ（如图５Ａ、５Ｂ）；而采用 ｐＭＸＥＧＦＰ病
毒上清液感染 ＢＦＦｓ１次后可以看到大部分细胞呈
ＥＧＦＰ阳性（如图５Ｃ），当采用２次感染的方式或者
超速离心浓缩后感染ＢＦＦｓ１次可以显著地提高感染
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效率（图５Ｄ、５Ｅ）．因此，ｐＭＸ系统比 ｐＭＳＣＶ逆转录
病毒系统更适合于感染 ＢＦＦｓ，能有效地实现基因的

转移和表达．同时，增加病毒的感染次数和提高病毒
的滴度可以显著提高逆转录病毒感染ＢＦＦｓ的效率．

Ａ：ｐＭＳＣＶ１次感染；Ｂ：ｐＭＳＣＶ２次感染；Ｃ：ｐＭＸ１次感染；Ｄ：ｐＭＸ２次感染；Ｅ：ｐＭＸ超速离心后感染．

图５　２种逆转录病毒感染ＢＦＦｓ后荧光检测
Ｆｉｇ．５　ＥＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢＦＦｓａｆｔｅｒｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

３　讨论
本研究主要探索能高效实现基因转移并在ＢＦＦｓ

中表达的逆转录病毒载体系统．构建能表达绿色荧
光蛋白的ｐＭＳＣＶＥＧＦＰ和ｐＭＸＥＧＦＰ２种逆转录病
毒表达载体，经过各自的病毒包装体系生产重组病

毒，感染ＢＦＦｓ，通过ＥＧＦＰ在ＢＦＦｓ中的表达情况，确
定能高效感染 ＢＦＦｓ的逆转录病毒系统．同时，采用
病毒１次感染、２次感染和超速离心浓缩后感染等３
种方式感染ＢＦＦｓ，探讨能高效感染ＢＦＦｓ的最佳感染
方式．结果表明：ｐＭＸ逆转录病毒系统感染 ＢＦＦｓ的
效率高于ｐＭＳＣＶ逆转录病毒系统；ｐＭＸ逆转录病毒
２次感染或者超速离心后感染的方式能更有效地感
染ＢＦＦｓ．

目前，容易被逆转录病毒感染的靶细胞主要是

人和小鼠的细胞，病毒法在人和小鼠细胞的转基因

操作中应用最多［６］．由于物种间和细胞间的差异，其
他物种的体细胞能否通过合适的逆转录病毒系统，

实现基因转移和表达，有待进一步探索．这主要是因
为不同重组逆转录病毒系统生产的假病毒在感染体

细胞时具有靶向性，感染不同靶细胞的效率不同．逆
转录病毒在携带目的基因进入靶细胞，并实现表达

的过程中，受到诸多因素的影响，如逆转录病毒载体

的结构、包装细胞包装病毒的稳定性、包膜蛋白的靶

向性、靶细胞表面的受体和靶细胞的生长状态等［７］．
本研究所使用 ２种经典的逆转录病毒系统中，ｐＭ
ＳＣＶ的包装细胞为经过ＮＩＨ３Ｔ３改造而来的ＰＴ６７细
胞，整合了病毒包装所需的 ｇａｇｐｏｌ和包膜蛋白
１０Ａ１［８］；ｐＭＸ的包装细胞为经过２９３细胞改造而来

的ＰｌａｔｉｎｕｍＧＰ细胞，整合了 ｇａｇｐｏｌ，而包膜蛋白需
要另外的包装质粒（本试验使用 ｐＣＭＶＶＳＶＧ）提
供［７］．结果表明，ｐＭＸ逆转录病毒系统所包装的逆转
录病毒感染 ＢＦＦｓ的效率显著高于 ｐＭＳＣＶ系统．除
了ＢＦＦｓ不易被感染之外［９］，不同包装系统本身的组

成也会影响感染效率：如 ｐＭＸ载体骨架本身表达外
源基因的能力高于 ｐＭＳＣＶ；ｐＭＳＣＶ所使用的包装细
胞ＰＴ６７整合了全部逆转录病毒包装所需的元件，长
期的体外扩增可能会导致某个元件丢失或者重组，

影响包装病毒的能力；２个包装系统所使用的包膜蛋
白不同，ＶＳＶＧ包装出的病毒为泛嗜性逆转录病毒
（Ｐａｎｔｒｏｐｉｃｒｅｔｒｏｖｉｕｓ），能感染的靶细胞范围较广，而
１０Ａ１所包装出的病毒为兼嗜性逆转录病毒（Ａｍｐｈｏ
ｔｒｏｐｉｃｒｅｔｒｏｖｉｕｓ），感染靶细胞的范围相对较窄；与之
对应的是，水牛体细胞上所存在的能结合不同病毒

的受体和受体的量也会影响感染效率［６］．
在找到能感染 ＢＦＦｓ的合适逆转录病毒包装系

统之后，病毒的滴度和不同的感染方式也会影响逆

转录病毒的感染效率．一个细胞所接触的病毒颗粒
的数量，即感染复数的大小，是决定病毒能否结合靶

细胞的重要因素．通常采用对病毒进行超速离心浓
缩，或者增加感染次数来提高病毒的滴度和感染复

数［１０］．本研究对ｐＭＸ逆转录病毒系统包装的病毒进
行超速离心后感染 ＢＦＦｓ１次，或者使用新鲜病毒感
染ＢＦＦｓ２次，都能更有效地感染ＢＦＦｓ．这说明，对于
一些不易被感染的细胞，可以通过提高病毒的滴度

和增加感染次数来提高感染效率．同时，本试验中也
添加了促感染试剂 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ对细胞进行处理，消除
细胞和病毒颗粒之间的电荷排斥，促进感染效率．
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值得说明的是，在同样的病毒滴度和感染方式

下，ｐＭＳＣＶ系统不易感染 ＢＦＦｓ，在荧光显微镜下只
有零星的几个细胞表达ＥＧＦＰ．通过荧光显微镜就能
准确地判断 ｐＭＸ系统感染 ＢＦＦｓ的效率显著高于
ｐＭＳＣＶ系统，因此，本试验没有采用流式细胞技术等
统计感染效率．对适合于水牛体细胞转基因操作的
逆转录病毒系统进行探索，可以为转基因水牛生产

和水牛ｉＰＳＣｓ生产等提供研究基础．
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