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摘 要：在构建了含伪狂犬病病毒（?@+.A’-/,7+@ &7-.@，?B&）上海株 :C基因和 :5基因克隆鉴定
的基础上，采用酶切的方法构建了载体 D:5C。然后用限制性内切酶 !"#EC和 !$%DC缺失掉 :5
基因 >’端 "F",D，同时把绿色荧光蛋白（G*?）基因表达盒插入到缺失部分，并在下游引入一个
多克隆位点，构建了缺失转移载体 D:5C4G*?。用 HIJK?转染试剂盒将 D:5C4G*?转染了感染
?B&4LE的 MEN4$#细胞，待出现 O%P病变后收获病毒，并以蚀斑法得到纯化的缺失了 :5Q:C
重组病毒株。小鼠试验证实了缺失株的毒力有所下降。
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伪狂犬病病毒（?@+.A’-/,7+@ &7-.@，?B&）是引起多种家畜和野生动物以发热、流产和死
亡、奇痒及脑脊髓炎为主要症状的一种疱疹病毒［#］。基因组为线状双股 H1K，核酸长度约
#>%U,。猪是该病毒的主要宿主及传染来源。伪狂犬病对养猪业已造成了巨大的经济损
失［$］。各种灭活苗及弱毒疫苗的使用在对该病的防治中起到积极作用，但随着对该病研

究的深入，发现利用常规疫苗对该病根除、持续感染的防治是不成功的。随着分子生物学

的发展，人们已能对一些病原的基因进行改造，使其失去致病作用。国内外对 ?B&分子
生物学方面的研究越来越深入，已确定了主要毒力基因。其中，:5是一个重要的毒力基
因［"］，而 :C也与毒力有关。它们与 ?B&在神经系统中的侵袭和扩散作用密切相关。据
V/=’,@等［!］报道，:5决定毒力的部分是第 #$> W #$F位的缬氨酸和半胱氨酸，只要缺失这
两个氨基酸就能降低病毒的嗜神经性，而不影响免疫原性。同时 :C糖蛋白对诱导完全保
护是必须的［>］。本研究在 ?B&4LE的 :5和 :C基因之间缺失 >#%,D并插入了带 XY&启动
子和增强子的 G*?报告基因，构建成转移载体质粒，并以蚀斑法得到纯化的缺失了 :5Q:C
重组病毒株 -?B&4LE。由于在 G*?的下游引入一个多克隆位点，这为将来构建多价苗打
下基础。

/ 材料和方法

/0/ 病毒株、细胞株、载体
?B&4LE和 MEN4$# 细胞由本室保存。D5G*?4X# 由美国陈新斌博士赠送，DZX:C 和

DZX:5由本人构建。大肠杆菌 HE>!由本室保存。



图 ! "#$%&’()缺失载体构建的流程图
!"#$% &’()*+,-*"’( ’. */0 1020*01 30-*’+ ’. 4#5678!9

!*+ 试剂及工具酶
!"#:6、$%&1666、’()6、*+";6、!,-46等限制酶和 <=>?@连接酶、A20(’B等修饰酶购自

宝生物（大连）有限公司，>?@回收试剂盒购自四川博大公司。>C<@9转染试剂盒购自
D’-/0公司。
!*, 缺失载体的构建
构建流程图见图 %。用 !"#:6 E $%&1666消化质粒 4F&#5，琼脂糖电泳回收大约 %GHIJ

的 #5基因，同时用相同的酶消化 4F&#6，在 <= >?@连接酶作用下，将 #5与 4F&#6连接，转
化感受态细胞 >:K!，涂布 @L4E 平板，挑取白色菌落进行小量培养，按文献［M］提取质粒。
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用 !"#!"、$%&#"""和 ’()$"进行酶切鉴定。阳性克隆命名为 %&’"。
将 (!&的 %’)*+,-.质粒，用 *+,"、-."/"消化，试剂盒回收约 01234含 -56立即早期

启动子的 )*+片段。将回收的 )*+以 789:;<大片段及 #=>+混合补平后，以酚?氯仿抽
提，加入 .?.2体积的 @A;8?/的 =BCD（%!(10）和 0倍体积的无水乙醇沉淀 E=C，F2G乙醇洗
一次，再以 (!/ >’（%! H12）溶解，即为 )*+基因表达盒片段。
用 !"#!"和 !/0%"消化 %&’"，用试剂盒回收 (34的目的片段，用 789:;<酶补平。将

%&’"酶切回收补平的片段与回收补平的 )*+片段混合，加入 C>+和 >I E=C连接酶，IJ
过夜后，转化大肠杆菌 E!("感受态细胞，涂布 CA% K 平板，挑选白色菌落，@FJ摇振培
养，按文献［L］提取质粒，重组质粒命名为 %&’",)*+。
!"# $%& ’() *’+)缺失重组病毒的构建及筛选
于 @(AA的塑料平皿中培养 M!7,0.细胞成单层后，接种 +$6,N!株（.2@>-"E(2），@FJ

培养 . O 0P后，按 EQ>C+试剂盒说明书进行转染，然后放于 @FJ (G -Q0 培养至细胞出

现 H2G以上的病变，收获病毒，于 R F2J O @FJ反复冻融 @次，低速离心去细胞碎片，上清
中即可能含重组病毒。将转染获得的病毒上清液作 . S.2稀释，取 ( O .2!/接种培养于直
径 L2AA平皿内的 M!7,0.细胞，待出现单个分散的病毒蚀斑时，在荧光显微镜下观察，将
有荧光的蚀斑标记好，覆盖上琼脂后，用吸管将其吸出，置于 21(A/的维持液中，冻融 @
次，在 L2AA平皿中重复进行这一步骤 0次后，于 TL孔板稀释纯化 @次，即可得到稳定和
纯化的重组病毒。

!", $%& ’() *’+)缺失重组病毒的生物学特性
+$6 &’R ?&"R缺失重组病毒株与 +$6,N!株分别接种 M!7,0.细胞，比较两者所形成

的空斑大小以及测定两者的 >-"E(2。

!"- 小鼠试验
用重组病毒细胞培养物 210A/（约 012U.2F+*V）腹部皮下注射小鼠（"-$小鼠，为 +$6

血清阴性），分为 0组，一组为对照组，0周后用 05/E（012U.2(+*V）剂量的 +$6,N!攻毒，
计算其保护率。

. 结果

."! /’(+载体的构建
用 !"#!" K $%&#"""消化 %V-&’，回收 &’基因，与用同样酶切的 &"进行连接，转化，挑

取白色菌落培养提取质粒，经 ’()$"、!"#!"和 $%&#"""酶切鉴定（图 0），表明 &’基因已克
隆入 %V-&"载体中。
.". 含 0($基因缺失载体的构建
回收的 )*+基因表达盒经 789:;<酶补平与 %&’"经 !/0%"和 !"#"酶切回收的大片段

用 789:;<酶补平进行连接，转化，涂布 CA% K平板，挑选白色菌落培养，提取质粒，经 $%& ,
#"""和 ’()$"酶切鉴定（图 @），表明 )*+基因表达盒已插入到 %&’"载体中，且是反向插入
的，重组质粒命名为 %&’",)*+。
."1 重组病毒筛选
按 EQ>C+的说明书将 %&’",)*+转染感染了 +$6,N!株的 M!7,0.单层细胞，待出现
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!"#以上的病变时收获病毒。将收获的病毒稀释后接种 $%&’()细胞，以绿色荧光蛋白为
标志，利用荧光显微镜通过蚀斑法得到纯化重组病毒（图 *）。

图 ! "#$%酶切鉴定结果
+,-.( /01 213456 78 9-:; <1=672 >: ?@?5A3,3

) . 9-:;B!"#>; C $%&D;;;；( . 9-:;B’()%; C $%&D;;;；

E. 9-:;B!"#>; C ’()%;；*. 9-:;B!"#>;；F. G?2H12 IJ’)F """.

图 & "#$%’()*酶切鉴定结果
+,-.E /01 213456 78 9-:;’K+L <1=672 >: ?@?5A3,3

) . 9-:;’K+LB$%&D;;;；(. 9-:;’K+LB!"#>;；

E. 9-:;’K+LB’*+;;；* . G?2H12 IJ’)F """ .

图 + *,- #$. /#%.缺失重组病毒在 012’!3细胞上的荧光
+,-.* /01 213456 78 3=211@,@- 601 21=7MN,@?@6 L>O -:P B-; P NA 8547213=1@=1 7@ $%&’() =155

Q. +547213=1@=1 78 L>O -:P B-; P 362?,@ 7@ $%&’()（)" R )"）；

$. $. SL: ,@81=61D NA L>O -:P B-; P 362?,@ 7@ $%&’()（)" R )"）.

!4+ 重组病毒的生物学特性
L>O’T% -:P B-;P BK+LC缺失株和 L>O’T%在 $%&’()细胞上两者都具有较好的增殖能

力，它们在 >&细胞上的 /S;IF"均可达 )"P U BMJ。L>O’T%株 /S;IF"为 )"P UV) BMJ，L>O’T%

-:P B-;P BK+LC缺失株 /S;IF"为 )"P WVX BMJ，说明 -:P B-;P缺失后并不影响病毒在细胞上的
增殖，这与 -:B-;基因为 L>O的非必需基因是一致的（图 F）。同时对缺失株和野毒株在
$%&’()细胞上形成的空斑大小进行了比较，结果发现两者无明显差别。

表 3 攻击保护试验（用 *,-’51株进行攻毒）
/?N51 ) L2761=6,7@ 78 M,=1 ?-?,@36 =0?551@-1 Y,60 L>O’T% =7@6?,@,@- (GJI

K2749 Z4?@6,6A 78 M,=1 [7. 78 D1?6013 T42<,<723 G726?5,6AB#
L>O’T% -:P B-; P BK+L C W ( * EE
S7@6275 W W " )""
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图 ! "#$%&’株和 "#$%&’ ()* +(,* +-."/
在 0’1%23细胞上的生长曲线

!"#$% &’()*+(, #-./+0 1"’(+"2* .3 456)78

#9: ;#< : ;=!4 > ?’@ 456)78 "’ ’.-A?B C8D)EF

!——— 456)78； "——— 456)78 #9 : ;#< : ;=!4 > $

24! 重组病毒的免疫试验
小鼠用所筛选的重组病毒免疫两周后进

行攻毒保护试验，结果见表 F。用 456)78株的
EGHI剂量攻毒下，对照组全部死亡，死亡率为
FJJK，而用缺失病毒免疫过的小鼠却具有一定
的保护力。

5 讨论

9=!4是近年来 LB.’+(20 推出的一种全新
的哺乳动物细胞的标记分子，它是将 /+=!4的
7(-M%用 N0-代替，40(MO用 H(P代替，并用人蛋
白中偏爱的密码子替代相应的 /+=!4 中密码
子，从而提高了 =!4在哺乳动物细胞中的表达
效率。=!4用作标记蛋白具有许多优点［Q］：（F）
检测方便，因为 =!4 荧光反应不需要外加底
物，酶或其他共反应因子，也就不存在这些物

质可能难以进入细胞的问题；而且，=!4发射的
荧光用荧光显微镜就可以检测到，不会损伤正在生长的细胞和组织。（E）荧光稳定，=!4
对光致漂白作用有强烈的耐受性，能耐受长时间的光照，从而延长可检测时间。（R）=!4
对生活的细胞基本无毒害。（O）共用性和通用性，=!4基因的共用性表现在它的表达几乎
没有受体范围的限制。正是因为 =!4有这些优点，选择 =!4作为筛选 456缺失弱毒株的
报告蛋白，同时也为进一步研究 456缺失株接种猪后在机体内的分布提供了简便的方
法。

456的核酸长度约 F%J1S，456的非必需区较大，约 OJK，其容纳外源基因的能力很
大，估计可达 RJ1S，外源基因能稳定插入到 456的 ND、#=、#9、#I位点上。6?’ T"U"等成功
地建立了一株能表达引起古典猪瘟的猪瘟病毒（7!6）的主要免疫原性糖蛋白的 456重组
基因株，接种猪后，不仅使猪在 456 的攻击中得到保护，而且在 7!6 攻击中也受到保
护［V］。本研究构建的 ,#9<)=!4载体去除了 ,WLFQ中的多克隆位点，只在 =!4基因的下游
引入了一个常用的限制性内切酶的多克隆位点，这样可以克隆多个外源基因，进行“多价

重组”，从而产生“一针防几病”的多价基因工程苗。这为以致弱的 456株作为载体，把猪
的其它病毒如传染性胃肠炎病毒、轮状病毒、细小病毒、流感病毒、猪繁殖与呼吸障碍综合

症病毒（45576）的免疫原性糖蛋白基因引入到 456中形成 456载体联合疫苗打下基础。
另外，由于猪 456对人无感染性，为此，以 456的弱毒株作为通用载体，插入外源基因，以
进行多联苗和其它有益产品的研制无疑有着广阔的应用前景。

#9基因是 456的主要毒力基因之一，#<基因也于 456的毒力有关，它们与病毒的增
殖无关，但对病毒在神经组织中的增殖十分重要。研究的结果表明，#9;#<基因缺失后的
病毒同野毒株一样在培养细胞上增殖良好，小鼠试验表明获得的重组毒的毒力有所下降

且具有一定的保护力。#9基因是 456的主要糖蛋白之一，又是 456的非必需基因，病毒
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感染后将不产生针对 !"缺失的部分抗体，因此能通过血清学方法将缺失毒株与野毒感染
猪区别开来。本研究中，构建的 #$%&’(株 !") *!+) *,-#.缺失株，不仅降低了毒力，也可

利用血清学方法将缺失毒株免疫猪与野毒感染猪相区别，为淘汰野毒感染猪，建立无 #$
感染的猪群，并最终控制和消灭 #$提供了有用的工具。
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