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伪狂犬病病毒（DE-+F’G=HI-E &IG+E，DJ&）属疱疹病毒科，具有在细胞培养物上快速生长、强烈的神经

嗜性与潜伏感染性等特性。本病毒可感染多种家畜和野生动物，对养猪业的经济损失最大。伪狂犬病

对养猪业的危害主要表现在：（2）母猪流产，产死胎、木乃伊胎，临床以产死胎为主。（"）新生仔猪大量死

亡，21 日龄以内仔猪死亡率为 2$$K。（#）断奶仔猪发病死亡，表现为拉稀，作划水样或转圈运动，口吐白

沫、阵挛性痉挛及强性痉挛和搔痒等症状。（!）引起种猪不育。公猪发生睾丸肿胀、萎缩，失去种用能

力。母猪表现为不发情、返情、屡配不孕等。（1）育肥猪表现为慢性呼吸道症状、增重迟缓、饲料报酬降

低、推迟上市的时间，少数病例出现神经症状死亡情况。

DJ& 基因组为线状双链 L.6 分子，大小约 21$MH。整个基因组由独特长区 N<，独特短区 NB 及位于

NB 两侧的末端重复序列 7J 和内部重复序列 OJ 构成。DJ& 整个基因组至少含有 0$ 个基因，可编码 0$
P 2$$ 种蛋白质，其中毒力基因一直是 DJ& 的研究热点之一。随着 DJ& 分子生物学的深入开展，胸苷激

酶 78、核糖核苷酸还原酶 JJ、蛋白激酶 D8 和蛋白丝氨酸4苏氨酸激酶 B97、碱性核酶外切酶 6.［2］、脱氧

尿苷三磷酸激酶（FN7D=E-）［"］等酶类基因，:A%#、:;、:Q 等糖蛋白基因均是 DJ& 重要的毒力基因［#］。近年

来研究也表明，其它基因如 :R、N<"2 等也与 DJ& 毒力有关［!］。:A%#、:; 可形成二价复合体［1］，二者的缺

失可大大降低毒力。糖蛋白基因如 :;、:S、:Q 缺失后，疫苗免疫猪不产生针对所缺失糖白的抗体，结合

;<BO6 和乳胶凝集试验（<=T-U 6::(+TI,=TI’, 7-ET，<67）［%］可区分疫苗免疫猪和野毒感染猪，从而淘汰野毒

感染猪，世界许多国家正是比此原理制定伪狂犬病的根除计划，目前宣布根除伪狂犬病的国家有英国、

芬兰、瑞典、捷克共和国等。在我国，"$$$ 年全国伪狂犬病普查结果表明，#$K以上猪场有伪狂犬病感染

发病，给养猪业造成巨大的损失。因此，制定我国的伪狂犬病根除计划已提上了日程，本研究以伪狂犬

病地方分离株 DJ&;= 株为材料构建的 783 缺失株，构建了 DJ&;= 783 9:;3 9<=>?@ 突变株。在此基础上，

又构建了 DJ&;= 783 9:;3 9:A%#3 突变株，并通过运动试验对其生物学特性进行了研究。

+ 材料和方法

+,+ 试验材料

+-+-+ 质粒、病毒、细胞、细菌：质粒 ABDV?、AB8VW、ANQDW! 由本室构建，其中 AB8VW 为 :; 基因转移载

体，ABDV? 为 :; 基因第 #%%HA 处被 <=>? 插入失活的 AB8VW 转移载体，ANQDW! 为 78 基因缺失 "$1HA 的转



移载体。质粒 !"#$%&’ 购自 ’()(*( 公司，+*,-( 株由本室分离保存［.］，+*,-( ’)/ 由本室构建［%］，猪肾

传代细胞 +)&$0 由本室保存。

!"!"# 酶和其它化学试剂：!"#*1、$%&!、’(%-"、去磷酸化酶、’2#34 连接酶、514+ 构自 ’()(*( 公司，

6&7(8 购自武汉中健科技发展有限公司，脂质体转染试剂盒购自 9:;<= >*? 公司，#34 回收试剂盒购自上

海 @(A7=A 公司。

!"!"$ 试验动物：0 周龄 >(8;B5 小鼠购自武汉生物制品研究所。

!%# 实验技术路线见图 !

图 $ +*,-( ’)/ B7-/ B?(<CD 突变株的构建

!%$ 试验方法

!"$"! +5* 引物设计及合成：’)/ 和 ?(<C 基因引物参考文献［%］，根据文献根据 9EA>(AF 4GHIJ0$$ 和

4G$.$KH. 收录的 7-、7!JH 序列设计 7B-/ B7!JH/ 引物

+$：0L&5’95’45455949’4&HL；
+M：0L&’’’944’’5’’49’45549’554959’&HL。

!"$"# 转移质粒 !G>>@ 的构建：用 $%&!和 ’(%-"双酶切质粒 !@)G> 用去磷酸化 ’2#34 连接酶连接，转

化 ! N "#)*#O0( 感受态细胞，以质粒小量制备法提取质粒，/ MIP贮存备用。

!"$"$ 重组病毒 +*,-( ’)/ B7-/ B?(<CD 突变株的构建：用脂质体法将 +*,-( ’)/ 基因组与 !@+GC 共转

染 +)&$0 细胞，蓝斑筛选和空斑纯化参照文献［K］进行，空斑纯化三次后，+5* 扩增 ’)/ 基因和 +,"- 基

因，提取重组病毒基因组，/ MIP保存备用。

!"$"& 重组病毒 +*,-( ’)/ B7-/ B7!JH/ 突变株的构建：用 !"#*!酶切 +*,-( ’)/ B7-/ B?(<CD 基因组，

将酶切产物与质粒 !G>>@ 共转染 +)&$0 细胞，空斑纯化三次后，+5* 扩增 7-/ B7!JH/ 基因，提取重组病毒

基因组 / MIP保存。

!"$"’ 测序质粒的构建及序列分析：以 +*,-( ’)/ B7-/ B7!JH/ 为模板，扩增 7-/ B7!JH/ 基因，+5* 产物

用 #34 回收试剂盒回收后，用 ’2#34 连接酶连接入 !"#$%&’ 载体，提取重组质粒，以双脱氧末端终止法

测序。

!"$"( 动物实验：用 +)&$0 细胞测定 +*,-( ’)/ B7-/ B7!JH/ ，+*,-( ’)/ B7-/ B?(<CD ，+*,-( 的半数组织

$.HH 期 刘正飞等：伪狂犬病病毒 -( 株 ’)/ B7-/ B7!JH/ 突变株的构建及其生物学特性研究



细胞致死量（!"#$%&），并取 ’ 倍原液（’&&!(），原液（)&&!(），)& 倍稀释（)&&!(），)&& 倍稀释（)&&!(）接种

*+,-." 小鼠，每组 / 只，逐日观察 ’ 周。*+,-." 小鼠分组如表 )，采用后肢足垫注射，接种病毒后观察 ’
周。

表 ! "#$%&’ 小鼠接种试验

注射剂量 ’ 0 + ) 0 - )& 0 1 )&& 0 2

3456+ !78 .968 .9:/; 8 / / / /

3456+ !78 .968 .(+1<= / / / /

3456+ / / / /

>?@A：+B #C?1D,+@E?C FE@G ’&&!(?HE9EC+, IEHDJ J?,D@E?C；-B #C?1D,+@E?C FE@G )&&!(?HE9EC+, IEHDJ J?,D@E?C；

1B)& K?,2 2E,D@E?C ?K IEHDJ J?,D@E?C +C2 EC?1D,+@E?C FE@G )&&!, IEHDJ J?,D@E?C；

2B)&& K?,2 2E,D@E?C ?K IEHDJ J?,D@E?C +C2 EC?1D,+@E?C FE@G )&&!, IEHDJ J?,D@E?CB

( 实验结果

()! 重组质粒 *+"", 的构建

用 !"#"和 $%"6#双酶切质粒 :L7M*，去掉大小约 )’NO-: 的片断；该质粒成为缺失部分 96，部分

9:/;，及二者中间区域共 )’NO-: 的 968 .9:/;8 转移质粒。

图 ’ 重组病毒 3456+

!78 .968 .9:/; 8 的构建

P: ,+CAJ：)，% B 37Q)% 1A,, 1?C@H?,；’B

:L7M*；;，/ B 3456+ !78 .968 .

9:/; 8 ；O B :M**L；NB $(’&&& $>R

S+HTAH［D: @? 2?FC（-:）：’&&&，)&&&，

O%&，%&&，’%&，)&&］B $?FC (+CAJ：)，

%B 37Q)% 1A,, 1?C@H?,；’ B :L3M<；;，/B

3456+ !78 .968 .9:/; 8 ； OB

:P"3*N；N B $(’&&& $>R S+HTAH B

()( 重组病毒 -./0# 123 &403 &5#678 的构建

将 3456+ !78 基因组与质粒 :L3M< 共转染 37Q)% 细胞，蓝斑筛选和空斑纯化，3"4 扩增出 !78 、

(+1<，图略，这表明 (+1< 插入 3456+ !78 基因组中。

(9: 重组病毒 -./0# 123 &403 &5#678 ;<= 的鉴定

用 &’(4"酶切 3456+ !78 .968 .(+1<= 基因组，并设未酶切

的 3456 基因组作对照，在琼脂糖凝胶上电泳，图略。酶切后的

基因组分为二部分，而未酶切的基因组仅一条带，进一步证实

(+1< 基因整合入 3456+ 基因组中。

(9> 重组病毒 -./0# 123 &403 &4*?:3 的构建

将 3456+ !78 .968 .(+1<= 基因组用 &’(4"酶切后，与质粒

:M**L 共转染 37Q)% 细胞，空斑纯化三次后用 N 对引物分别扩

增 !78 ，(+1<，968 .9:/;8 ，96，如图 ’ 从中可以扩出 !78 基因

ONU-:的片断和 968 .9:/;8 基因 %&&-: 的片断；不能扩出 96 基

因 U&N-: 的片断和 (+1< 基因 N;;-: 的片断，表明该毒株为 (+1<
已被置换掉，96.9:/; 已经缺失的突变株。

()@ 序列分析

将从 3456+ !78 .968 .9:/;8 3"4 扩增 968 .9:/;8 的产物连

入 ! 载体，重组质粒，双脱氧末端终止法测序，结果如图 ;。将

其与 VAC*+CT RM;&/%)) 和 RM)O)W;O 收录的 96、9:/; 序列相比

较，96 和 9:/; 基因及二者间隔序列共缺失了 )’NO-:。

3456+ 9:/; 8 96：

()? 突变株毒力试验

3456+ !78 .968 .9:/;8 ，3456+ !78 .968 .(+1<= ，3456+ 的

（!"#7%&）分别为 )&8 OX& 、)&8 /B% 、)&8 /B% ，将 3456+ !78 .968 .9:/;8 ，

3456+ !78 .968 .(+1<= 接种四组小鼠，死亡情况见表 ’。3456+

’O; 微 生 物 学 报 N’ 卷



图 ! "#$%& 株 ’()! 和 ’% 缺失后剩余序列

* * * * * *! * * * * * * 为 ’%* +’()! * 缺失碱基的区域

,-* +’%* +’()!* ，"#$%& ,-* +’%* +.&/01 均没有死亡情况出现，而 "#$%& 组全部死亡。这表明该突变株

毒力大大下降。

表 ! 接种病毒后 "#$%&’ 死亡情况

病毒
死亡鼠+（死亡数+总数）

2 3 4 3 45 3 455 3

"#$%& ,-* +’%* +’()! * 5+) 5+) 5+) 5+)

"#$%& ,-* +’%* +.&/01 5+) 5+) 5+) 5+)
"#$%& )+) )+) )+) )+)

( 讨论

,-、’%、’()! 均是 "#$ 重要的毒力基因，

人们将 ,- 基因缺失，获得第一代基因缺失疫

苗。在此基础上，缺失 ’%、’()! 等基因，获得

第二代基因缺失疫苗。本文在 "#$ %& ,-*

株 ’% 基因中引入 .&/0 基因，既可使 ’% 基因

插入 失 活，又 可 以 在 该 病 毒 基 因 组 中 引 入

!"##!位点。用 !"##!酶切 "#$%& ,-* +’%* +.&/01 基因组，再与质粒 (6778 共转染 "-94: 细胞，从而获

得 "#$%& ,-* +’%* +’()!* 三基因缺失突变性。

由于 "#$ 基因组庞大（4:5;<），非必需基因和不编码区较多，在这些区域引入其它病毒的基因如

=>$9%4、?%$9@84、""$9$"2、"##8$9$": 等，构成二价基因工程疫苗，疫苗接种猪可同时抵抗多种病原的

侵袭［45］。因此，开发 "#$ 作为病毒载体已成为病毒学新的生长点，本研究获得的 "#$%& ,-* +’%* +
.&/01 正好适应这一趋势，,-、’%、’()! 均为病毒生长非必需基因，在 .&/0 基因中的 !"##A 位点，十分方

便外源基因整合入 "#$ 基因组。

由于 .&/0 基因系菌源基因［44］，"#$ 中引入 .&/0 对 "#$ 本身的生物特性的影响及在临床上是否具有

负作用，还须深入观察。因此，去除 .&/0 基因，从根本上缺失 ’% 和 ’")! 基因，是十分必要的。研究表明

,-为 "#$ 对病毒在中枢神经增殖是十分必要的；在细胞上，,- 缺失的病毒与野毒一样能增殖良好。

’()!、’% 致病机理为二者形成复合体，侵入二级神经元。’()! 和 ’% 缺失后，"#$ 不能侵入二级神经元［42］，

因此，’()!、’% 及 ,- 缺失后 "#$ 毒力大大降低，这从 7&B<+> 小鼠试验可以证实。目前我们正准备将该突

变株接种兔、狗、猫、猪等动物，进行安全性和保护力试验以期将之作为基因工程弱毒苗在临床上使用。

在 "#$ 的各种糖蛋白中，’7、’>、’C 是 "#$ 的主要免疫原，诱导宿主产生中和抗体［4!，4D］。’7、’>、’C
缺失后，尽管敏感性更高，但 "#$ 的免疫原降低；而 ’%、’()! 既非体液免疫主要靶蛋白又非细胞免疫的

主要靶蛋白，因而缺失 ’% 和 ’()! 不会降低疫苗的保护力［4:，4)］。由于 ’% 系糖蛋白基因，’% 缺失疫苗免

疫猪不产生针对 ’% 的抗体，结合 %.8AE 和 .E, 试验可将疫苗免疫猪和自然感染野毒株区分开。因此，

"#$%& ,-* +’%* +’()!* 的研制为伪狂犬病根除计划打下了基础。
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