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摘 要：从伪狂犬病毒（67&）国内地方分离 89株基因组 :.;片段中克隆了完整的 !" 基因，
序列分析结果表明，!" 基因编码区全长 44$4<=，可编码 #%%个氨基酸残基，二级结构预测具有
典型 >型膜蛋白特征。与 ?-,@9,A中收录的国外 7BC-株的同源比较发现，89株 !" 在核苷酸
和氨基酸水平上均存在多处突变，尤其是潜在胞浆区中连续两个碱基的缺失导致移码突变，

致使 !" 基因的读码框架后移，从而导致 89株 !" 较 DBC-株长 4%个氨基酸残基。将 !" 基因克
隆到真核表达载体 =C:.;#E4 F中的人巨细胞病毒早期启动子下游，构建的真核表达质粒转
染 6G241细胞，间接免疫荧光检测证实 !" 获得正确表达。进一步测定天然缺失 !" 的 67&弱
毒 @9DHI9株在表达 J>细胞系和空白载体转染的对照细胞系中的蚀斑形成单位（=K+）和组织细
胞培养半数感染量（L3>:1$），结果显示：@9DHI9株在表达 J>细胞系中的 =K+和 L3>:1$分别为对

照细胞系的 4%!M和 "$$M。说明 J>具有促进病毒增殖的功能。
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伪狂犬病毒（6Q-+R’D9<B-Q &BD+Q，67&）属疱疹病毒科!2疱疹病毒亚科，能引起多种家
畜及野生动物的伪狂犬病，尤其是猪的伪狂犬病，已成为危害当今养猪业的最严重的传染

病之一。67&基因组为线状双链 :.;分子，大小为 41$A<，可编码 0$ S 4$$种蛋白质。由
于糖蛋白对 67&的复制、毒力、诱发保护性免疫等方面具有十分重要的作用，对糖蛋白的
研究一直是 67&分子生物学研究的重点［4］。目前，已有 44种糖蛋白（J@、J3、J:、J8、JT、
J>、JU、JG、JV、J.）被鉴定［"］。同其它几种重要的免疫原性糖蛋白（如 J@、J3、J:、J8）相比，
对 J>的结构与功能研究相对滞后。但近年来的研究发现，J>不仅是一个重要的毒力决定
因素，而且还促进或协同其它糖蛋白在毒力、神经嗜性等方面有作用，如 J>、J3单独缺失
时毒力均有所下降，但 J3、J>双缺失的重组病毒的毒力几乎完全丧失［#］；J:缺失的病毒在
神经系统中的侵染与野毒并无差别，单独的 J>缺失病毒也可侵染一、二级神经元，而当
J:、J>同时缺失时，双缺失病毒在初级神经元的复制便受到制约，但 J:与 J>的相互作用
机制尚不清楚［!］；J>还能与 J8形成非共价复合体，并可能以一个完整的功能性单位行使
功能［1］，而 J8不仅是 67&最重要的毒力决定因素，已成为研究疱疹病毒在中枢神经系统
增殖与分布的良好模型，通过对 J>以及 J>WJ8复合体的研究有望阐明 67&的神经致病机



理；而且由于 !"在伪狂犬病根除计划中一直是鉴别诊断的靶蛋白，利用 !#$!"复合体作诊
断抗原有望提高鉴别诊断特异性和敏感性［%］。为了今后深入研究 !#的结构与功能并建
立 !#$!"鉴别诊断方法，本研究对国内地方分离 "&株的 !" 基因进行了克隆、序列分析，建
立了表达 !#的细胞系并对 !#在病毒增殖方面的作用进行了初步探讨。

! 材料和方法

!"! 毒株与细胞
缺失 !" 的伪狂犬病毒弱毒 ’&()*&株由本室保存。猪肾传代细胞 +,-./细胞由中国

（武汉）典型培养物保藏中心提供。

!"# 质粒和毒株
质粒 01,’23/，含伪狂犬病毒 "&株 !# 基因部分编码序列，!"、!$、..% 基因全序列，

以及 45% 基因部分序列，由作者构建［6］。克隆载体 0’789:;(<0)! 1, =、表达载体 0;>-
?@A3. =（人巨细胞病毒早期启动子）、大肠杆菌 >B/"均由本室保存。
!"$ 酶与试剂
各种限制性内切酶均为宝生物（大连）公司产品；羊抗猪 #!C-D#EF为 1’@公司产品；

脂质体转染试剂盒 G<0HI9;)<J、E2>?@连接酶、F#@+、,79JHK # G&(!9 D(&!L9J)均为 C#’FM公
司产品；>?@快速回收试剂盒、C2.5为 F7HJ)9;*公司产品。
!"% !" 基因的克隆与序列分析
!"%"! !" 基因的克隆：#&’#酶切质粒 01,’23/，回收 434NO左右的片段，继续用 ()*#酶
切该片段，,79JHK #补平，同经 +,’#线性化、F#@+去磷酸化的克隆载体 0’789:;(<0) ## 1, =
连接，转化 >B/"感受态，涂布含 P-!&7和 #+EC的 @L0抗性平皿，蓝白斑筛选阳性菌落，碱
裂解法小量制备质粒，重组质粒经酶切鉴定。选取正向插入的重组质粒作进一步研究，该

重组质粒命名为 01’4Q/-.。
!"%"# 序列分析：采用双脱氧未端终止法进行 >?@测序，测序结果提呈 C9J’&JN并运用
’7&:)软件在 C9J’&JN中搜索和比对。氨基酸序列分析采用 >?@1#1软件进行。
!"& !" 基因在 ’()!&细胞中的表达与检测
!"&"! 真核表达质粒的构建：-./R#和 0’,B#酶切 01’4Q/-.，回收含 !" 基因的 .34NO片
段，克隆到 0;>?@A3. =的相应位点，重组质粒命名为 01’4QS。
!"&"# 正常 +,-./细胞系最适 C2.5耐受浓度测定：按本实验室已建立的方法［5］进行。
!"&"$ 表达质粒转染 +,-./细胞：大量制备表达质粒 01’4QS和表达载体 0;>?@A3. =，并
用 +"C5QQQ纯化。+,-./细胞以 . T .Q/ 个细胞$;L4 密度接种 %孔板，待细胞长至 2QU V
%QU融合时，脂质体法分别转染 +,-./细胞，转染按试剂盒说明书进行。待转染细胞长成
单层后，. W4传代并用最适浓度 C2.5连续多次筛选阳性细胞克隆。当正常 +,-./细胞全
部死亡时，扩大培养阳性细胞克隆。

!"&"% 表达产物的检测：飞片法培养表达质粒 01’4QS和载体 0;>?@A3. =转染的 C2.5抗
性细胞，长成单层后，取出盖玻片，+’1（0B634）洗两次，冰预冷的甲醇 X 4QY固定 AQL<J。
以猪抗伪狂犬病毒抗血清为第一抗体，异硫氰酸荧光素（D78H(9:;9<J <:H;Z&J&)9，D#EF）标记
的羊抗猪 #!C为第二抗体进行免疫荧光检测，具体操作按文献［S］进行。
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!"# 病毒蚀斑形成单位的测定
将表达 !"细胞系与转染了空白 #$%&’()* +载体的 ,-.*/细胞系以 0 1 *2/ 个细胞3孔

进行传代，待细胞长成单层后，将 ,45 6789:7株病毒按适当的量稀释，加入细胞表面吸附
*:，用 ,6;（#<=)>）洗 (次以除净未吸附上的病毒粒子。用含 ?@犊牛血清的 0 1 %ABA与
*)?@的低熔点琼脂糖等体积混匀，覆盖在细胞表面。(=C，/@DE0 培养，每日观察，待细

胞出现明显病变时，用 2)2*@的中性红在 (=C避光染色 *:，空斑记数。
!"$ 病毒组织细胞培养半数感染量（FD"%%&）测定

将 ,45 6789:7株病毒用 %ABA维持液按 *2倍系列稀释，从 *2G (至 *2G H等共 H个梯
度，将 *22!I不同稀释度的病毒液加入已长满单层的 !" 表达细胞和对照细胞的 J?孔培
养板中，每个稀释度 H 孔，置 (=C，/@DE0 培养箱中培养，每日观察 0 次，记录细胞病变
孔，按 4KKL.AMKN$:两氏法［*2］计算 FD"%/2。

’ 结果

’"! !" 基因的克隆与鉴定
按图 * 所示路线克隆完整 !" 基因，重组质粒 #;602/.* 经限制性内切酶 #$%L"、

&’(<#、)*+#酶切分析（图 0），证实含完整 !" 基因。

图 * 重组质粒 ()*’&%+!的构建
OP!Q* DRNS98M$9PRN RT 9:K #U7SVPLS #;602/.*

图 0 重组质粒 ()*’&%+!的酶切分析
OP!Q0 4KS98P$9PRN 7N7UWSPS RT 9:K

8K$RVXPN7N9 #U7SVPL #;602/.*

A：%&’ V78YK8（%I.*/222）；

*：#;602/.*3#$%L"；

0：#;602/.*3&’(<#；

(：#;602/.*3#$%L" + &’(<#；

>：#;602/.*3#$%L" + )*+# Q

’"’ 序列分析与同源比较
由于伪狂犬病毒基因组 %&’平均 Z + D含量为 =(@，为了保证序列测定结果的客观

性，利用 !" 基因内部的 ,-."和 )*+"将 *)0YX的 !" 基因片段分三段进行亚克隆，构建三个
测序质粒，即 #;602?（#$%L".,-.#，2)(YX）；#;602=（ ,-.#.)*+#，2)?YX）；#;602H（)*+".
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!"#!"，#$%&’）。双脱氧未端终止法对三个测序质粒进行双链测序。序列测定结果显示，
所克隆的含 $% 基因的片段全长 (()*’+，包含一个 (#((’+的大的阅读框架，可编码 %,,个
氨基酸残基。-./0"0软件对推导的氨基酸序列结构预测结果表明，.端存在 1%个疏水
性氨基酸组成的信号肽，12 3 1)4位氨基酸为胞外区，并含有 ,个潜在的 .5糖基化位点
（.6078），1),5%#)位氨基酸是一段疏水性氨基酸，可能是跨膜区；%#9 3 %,,主要是亲水性
氨基酸，是潜在的胞浆区。上述结构表明 :"属典型的 "型膜蛋白。
将核苷酸及推导的氨基酸序列提呈 ;<=>?=&（;<=>?=& ?@@<AABC= =C：/D%#,4((），并运用

>E?AF软件同 ;<=>?=&中收录的其它 GHI毒株的 :"进行同源比较，只搜索到 GHI HB@<株
的全序列。二者比较发现 J?株 :"在核苷酸水平上均存在 2)处点突变、两处缺失突变、两
处插入突变，在起始密码子（/8;）后第 92#、92(处较 HB@<株连续缺失两个碱基（;;），导致
读码框架向后移了 2)个碱基。对核苷酸推导的氨基酸序列进行同源性分析表明，移码突
变发生在潜在的胞浆区。此外，在其它功能区如信号肽、跨膜区均无大的突变，而且胞外

区的 ,个潜在的 .5糖基化位点相当保守（图 %）。

图 % !"# $%株 &’氨基酸序列及其与 "()*株的同源比较
DB:K% 8L< ?=BMC ?@BN A<OP<=@<A CQ FL< :" CQ GHI AFR?B= J? ?=N @CM+?RBAC= SBFL FLCA< CQ GHI AFR?B=A HB@<

T B=NB@?F<N FL< ABMBE?R ?=BMC ?@BNAK !B=NB@?F<N FL< ?’A<=@< CQ FL< ?=BMC ?@BNK

8L< MPF?=F ?=BMC ?@BNA S<R< AL?N<NK 8L< +CF<=@B?E .5:EU@CAUE?FBC= ABF<A S<R< P=N<REB=<N

+,- 真核表达质粒的构建
将重组质粒 +0>1#45(中含 $% 基因的&’(N!5!"#!"片段定向克隆到 +@-./%$( V的

相应位点，构建了 $% 的真核表达质粒 +0>1#9，并用 &’(N!5!"#!"限制性内切酶进行分
析，证实构建正确（图 2）。
+,. !" 基因在 !/012细胞中的表达与检测
脂质体法转染的细胞长成单层后，( W 1传代，经含 ,###:7MX ;2()的培养基连续筛选

三次，在显微镜下，可以看到界限分明的阳性克隆，扩大培养，经间接免疫荧光检测，转染

的 +0>1#9细胞在细胞表面有极强的一圈特异性的荧光（图 4），而对照质粒 +@-./%$( V转
染细胞呈阴性，未观察到特异性荧光，只有极少量未洗尽的非特异性荧光斑点（图略）。证
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明 !" 基因在 !"#$%细胞中表达了 &’蛋白，并被修饰、加工、转运细胞膜上。

图 ( 表达质粒 )*+,-.酶切鉴定
/0&1( ’2345060785094 96 5:3
3;)<3==094 )>8=?02 )*+,-.

@：ABC ?8<D3<（AE#$%---）；
$：)*+,-.F#$%2!；
,：)*+,-.F&’(G"；
H：)*+,-.F#$%2! I &’(G" 1

!"# $%对病毒 &’(的影响
为方便空斑计数和大小的测定，在进行空斑试验前，先

对 +8<5:8株病毒进行梯度稀释，选择在对照细胞出现 %- J
$--个空班为适宜稀释度，结果当病毒原液稀释到 , K $-L %

时，病毒在空白载体 )7ABCHM$转染细胞系中的空斑约为 N%
个左右，符合实验设计要求。

将表达 &’的 !"#$%细胞系和空白载体 )7ABCHM$ I转染
细胞系分别转入六孔板中，待长成单层后，将 +8<5:8株病毒
按 , K $-L %稀释后接毒。按 $MO 节所述进行培养、覆盖、染
色。空斑出现后，发现其大小并无明显区别，但空斑形成数

目上，&’表达细胞系明显高于对照细胞（表 $）。同批病毒液
重复三次的平均空斑数分别为 $$.MP Q HM.和 NHM- Q HM,，根
据公式换算成空斑形成单位则分别为 %M.. K $-N和 HMO% K
$-N。二者比较，+8<5:8株在表达 &’的细胞系的空斑形成单
位约为空白载体 )7ABCHM$转染细胞系的 $O(R。

图 % !" 在 !"#$%细胞中表达
/0&1% S;)<3==094 96 5:3 &’ 04 !"#$% 73>>（$- K (-）

表 ) *+,-.+株病毒在 $%表达细胞与
正常细胞上的空斑数比较（!! / 0）

T8U>3 $ T:3 )>8VW3= 4W?U3< 96 +8<5:8 04 73>> >043= 3;)<3==04& &’（") Q =）

X3>> >043 $ , H @384

!"&’ $,- Q (1O $,, Q H1O $$N 1H Q H 1% $$. 1P Q H 1.

!"7945<9> NO Q H 1- N$ 1N Q H 1$ N$ 1H Q $ 1% NH 1- Q H 1,

B953：!"&’ 842 !"7945<9> 8<3 5:3 !"#$% 73>> >043= 3;)<3==04& &’ 842 5:3

73>> >043= 5<84=6375094 )7ABCH1$ I <3=)3750Y3>Z1

!"1 $%对病毒 23%4#5的影响

用表达 &’的细胞系和相应的对照细胞系对
同一批增殖的 ![\ +8<5:8株病毒的组织细胞培养半数感染量（TX’A%-）测定结果发现，缺

失 !" 基因的 ![\ +8<5:8株病毒，在表达 &’的 !"#$%细胞系和对照细胞系中增殖的滴度分
别为 $-L N1O F-M$?E和 $-L NMH F-M$?E，前者约为后者的两倍（$-L N1H F$-L N1O ] $ 1..P）。

6 讨论
本研究以我国 ![\地方分离株 S8株为材料，运用酶切方法从基因组 ABC片段中克

隆到完整的 !" 基因，由于伪狂犬病毒 !" 基因 ^ I X含量高达 NPR，有的区域高达 .-R以
上，用 !X[方法克隆全基因可能会导致碱基误配，运用酶切方法克隆保证了其忠实性，这
为今后更加客观、深入地研究该基因的功能奠定了基础。

![\ S8株 !" 基因的核苷酸序列与氨基酸序列同国外 [073株相比均存在很大程度的
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差异，尤其是其潜在的胞浆区存在移码突变，并导致 !"株 #$编码的氨基酸较 %&’(株 #$长
)*个。有意义的是，+,-".等［))］最近发现 #$的胞浆区是 #$的一个十分重要的功能区，#$
的胞浆区通过改变 #$/#!复合体胞外区的构象，促进病毒在神经系统的传播。当用 #$胞
浆区失活的突变病毒攻击大鼠的视网膜时发现 #$/#!复合体的活性很难被激活，0%1在
视觉中枢的感染产生缺陷。此外，#$的胞浆区对 #$、#!翻译后的加工修饰有很重要的影
响。缺失 #$的胞浆区后，影响 #$穿入内质网，并进一步影响 #!在胞浆区的磷酸化与去磷
酸化。0%1 !"株 #$胞浆区的突变是否会影响其功能，这是值得进一步探讨的问题。

2&3#4(55等［)6］曾将与 0%1同亚科的人单纯疱疹病毒 $型（+718)）的 #$缺失，发现 #$
缺失突变株在多种细胞中形成的空斑只有亲本株所产生的空斑大小的 9:;，而在表达
+718) #$的补偿细胞系中，空斑大小同野毒无差异。本研究最初设计利用表达 0%1 #$的
补偿细胞系观察 #$天然缺失的 <"=>?"株的空斑大小是否与对照细胞存在差异，结果空斑
染色后很难用肉眼观察出空斑大小的差异，但却意外发现 <"=>?"株病毒在 #$表达细胞系
上的空斑数目明显多于在正常阴性细胞中的空斑数目，进一步测定 @A$2:B也得到相似的

结果。因此，#$可能具有促进病毒增殖的功能，目前尚未见相关报道。但其作用机理还有
待于进一步研究。

伪狂犬病是目前利用基因缺失标志疫苗同时结合鉴别诊断方法对该病进行根除取得

巨大成功的动物病毒性疫病之一，并成为其它动物疫病制订和实施根除计划的良好模型。

在根除计划实施的早期阶段，广泛采用 @CD /#!D 双缺失疫苗和针对 #! 的鉴别诊断
!E$7F，但随着根除计划的深化，阳性检测率越来越低，这就要求更特异、更敏感诊断方法
来巩固根除计划的前期成果。单纯的 #!鉴别诊断 !E$7F将难以满足上述要求。鉴于 #$
与 #!能形成非共价复合体，，因此，有学者提出在根除计划后期采用更安全的 @CD /#!D /
#$D缺失疫苗并利用 #$/#! 复合体作为诊断抗原［*］。目前，本研究室已构建了 0%1 !"
@CD /#!D /#$D三缺失疫苗株（另文发表），并在克隆了 !"［G］、!# 基因的基础上，正在杆状病
毒中表达 #$/#!复合体，有望近期开发出我国自行研制的新一代的基因缺失疫苗和与之
配套的诊断试剂，加快我国猪伪狂犬病根除计划的进程。
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