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摘要：【目的】构建可表达增强型绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein，EGFP)报告基因的人

呼吸道合胞病毒(human respiratory syncytial virus，RSV)双顺反子微型基因组 cDNA 克隆及重组质粒，

并进行拯救，以探讨并验证 RSV 的聚合酶蛋白或辅助蛋白在 RSV 反向遗传学操作中的作用。【方法】

利用全基因合成和分子生物学相结合的方法，在获得可分别表达 EGFP 和无生物活性蛋白的单顺反子微

型基因组质粒 pUC57-RSV-EGFP 和 pUC57-RSV-ORF1 的基础上，进一步克隆至 pBR322B 载体，获得

编码 EGFP 及无生物活性蛋白的双顺反子微型基因组质粒，经限制性内切酶和核酸序列分析正确后，与

可表达 4 种辅助蛋白的辅助质粒共转染至 BHK-T7 细胞，通过荧光显微镜观察 EGFP 的表达以及

RT-qPCR 对 EGFP mRNA 的转录水平进行定量分析。【结果】成功构建了编码 EGFP 和无生物活性蛋白

的 RSV 双顺反子微型基因组质粒 pBR322B-RSVⅡ-EGFP，经与编码 4 种辅助蛋白的辅助质粒共转染至

BHK-T7 细胞，发现 4 种辅助蛋白对 EGFP 的表达具有不同的功能活性。【结论】以可表达 EGFP 报告

基因的 RSV 双顺反子微型基因组重组质粒，实现了对 4 种辅助蛋白的功能验证，其中 M2-1 蛋白在双

顺反子微型基因组拯救过程中具有转录延长的生物学活性。 
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人呼吸道合胞病毒(human respiratory syncytial 

virus，RSV)是导致婴幼儿罹患下呼吸道疾病的重

要原因，症状常表现为支气管炎和肺炎[1]。全球每年

有 340 万儿童因 RSV 感染而住院治疗，6 万–20 万

儿童死亡[2]。同时，RSV 也可导致老年人及免疫

力低下者发病甚至死亡[3]。在美国，每年用于治疗

RSV 相关疾病的直接花销超过 10 亿美元，而在发

展中国家，患儿则易因得不到及时救治而死亡[4–5]。

我国学者的研究表明，因感染而住院治疗的婴儿，

人均治疗费用约为 571.8 美元[6]。因此，RSV 感染

在世界范围内带来了巨大的社会经济负担。 

RSV 属于副黏病毒科肺病毒属，病毒颗粒由



郑元博等 | 微生物学报, 2017, 57(7) 1005 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

病毒包膜包裹核衣壳，核衣壳则由核蛋白和病毒

基因组紧密结合而成，病毒基因组为 15.2 kb 的单

股负链 RNA，携带 10 个亚基因组，编码 11 种蛋

白，包括 3 种包膜糖蛋白(G、F 和 SH)、1 种基质

蛋白(M)、2 种非结构蛋白(NS1 和 NS2)、1 种 RNA

调节因子(M2-2)以及 4 种在基因组的复制和转录

过 程 起 关 键 作 用 的 核 衣 壳 蛋 白 (N 、 P 、 L 和

M2-1)[7–8]。大聚合酶蛋白(large polymerase protein，

L)是 RSV 的 RNA 聚合酶，并且其能够为 mRNA

加帽和加尾。核蛋白(nucleoprotein，N)与病毒基

因组 RNA 特异性结合形成核衣壳，其 C 末端区域

可释放出来，与磷蛋白(phosphoprotein，P)的 C 末

端相互作用暴露病毒基因组，在 P 蛋白的牵引下，

L 蛋白得以结合 RSV 的基因组 RNA，开始病毒

mRNA 合成的过程。转录延长因子(M2 ORF 1 

protein，M2-1)对于病毒基因组转录的起始不是必

需的，但是它能够阻止在基因内部和基因间发生

的转录终止现象，以形成完整的 mRNA 及各亚基

因组 mRNA[9]。因此，N、P、L 和 M2-1 蛋白是

RSV 复制必需的 4 种功能蛋白，又称聚合酶蛋白，

在 RSV 的反向遗传学操作中，常被称为辅助蛋白

(helper proteins)。 

负链 RNA 病毒反向遗传学技术是通过构建

并拯救病毒基因组或反基因组感染性 cDNA 克

隆，获得感染性病毒。在拯救感染性 cDNA 以获

得重组 RSV 时，需要利用某些细胞株(如 BSR T7/5

细胞[10]或 BHK-T7 细胞[11]等)或痘苗病毒安卡拉株

(MVA-T7)[12–14]提供 T7 RNA 聚合酶，特异性识别

从感染性 cDNA 5端侧翼插入的 T7 启动子，转录

产生病毒的基因组或反基因组 RNA，并经转录产

生 的 侧 翼 插 入 的 锤 头 状 核 酶 或 丁 型 肝 炎 核 酶

(HDV ribozyme/HDV Rz)切割，得到具有准确末端

的病毒基因组或反基因组 RNA。在由共转染的辅

助蛋白质粒表达的 N、P、L 和 M2-1 四种辅助蛋

白的辅助下，像自然感染一样，完成 mRNA 转录、

表达、基因组复制和包装等过程，产生重组病毒。

因此，利用该技术和分子生物学技术的结合，使

得改造或修饰 RSV 基因组及获得重组 RSV 成为

现实[15]。已有多个实验室通过该技术成功获得了

重组 RSV，并成功应用于如减毒活疫苗开发和抗

病毒药物筛选[16–17]等领域。 

RSV 微型基因组仅将 RSV 基因组的 3端前导

区(Leader)和 5端尾随区(Trailer)保留，用编码报

告基因的 cDNA 替换编码 RSV 病毒蛋白基因，并

在编码报告基因的侧翼保留 RSV 的基因起始(GS，

gene start)和基因终止(GE, gene end)序列[18]。在微型

基因组的 5端侧翼插入 T7 启动子，3端侧翼插入

T7 终止子，构建出微型基因组 cDNA 克隆。由于其

结构相对简单，用于病毒基因组复制机制和抗病毒

药物筛选等方面的研究具有很强的实用性[19–20]。 

如果微型基因组中含有两个 ORF，则称为双

顺反子微型基因组，已用于 RSV 的基因间序列和

NS1 蛋白功能等的研究[21–24]，尚未见以 EGFP 作

为报告基因，开展 RSV 双顺反子微型基因组拯救

的相关研究。 

对含有上、下游 2 个基因的双顺反子微型基

因组来说，如果报告基因位于下游，那么 RSV 的

L 聚合酶在识别位于下游的报告基因的 GS 序列开

始转录之前，需先完成上游基因的转录，在上游

基因转录结束后，多数 L 聚合酶会识别上游基因

的 GE 序列中的终止信号而终止转录，仅会有少

量的 L 聚合酶因随机结合下游基因的 GS 序列开

始报告基因的转录，使得下游报告基因的转录效

率大大降低。因此双顺反子微型基因组更接近像

RSV 病毒等含有多个亚基因组的病毒基因组复制

时的真实情况，可以更好的模拟病毒基因组进行

拯救或病毒拯救中聚合酶蛋白或辅助蛋白的功能

研究(图 1)。 
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图 1.  人呼吸道合胞病毒双顺反子微型基因组拯救及表达原理示意图 

Figure 1.  Schematic diagram of rescue and expression of RSV dicistronic minigenome. A: structure of RSV-EGFP 
dicistronic transcription cassette. The synthesized transcription cassette includes cDNA of RSV-EGFP dicsitronic 
minigenome and the flanking sequences of T7 promoter, Hammerhead Rz, HDV Rz and T7 terminator. The cDNA 
encoding RSV-EGFP dicistronic minigenome comprises leader region, GS (gene start sequence), NC1 (non-coding 
sequence of NS1 gene), ORF1 encoding nonfunctional pseudo-virus protein, NC2 (non-coding sequence of M gene), GE 
(gene end sequence), GS, NC3 (non-coding sequence of NS1 gene), EGFP gene, NC4 (non-coding sequence of L gene), 
GE and trailer region in 5 to 3 order; The encoding genes of EGFP and ORF1, respectively, in this transcription cassette 
are synthesized in reverse complementary copy; The cDNA encoding discistronic minigenome and the flanking 
ribozymes are transcribed by T7 RNP (T7 RNA polymerase). B: the resulting product of negative-sense RSV-EGFP 
dicistronic minigenome following the transfection of pBR322B-RSV-EGFP, plasmid encoding the transcription cassette, 
into BHK-T7 cells (not shown here) by T7 RNP. C: the transcribed mRNAs of ORF1 and EGFP by the co-transfected 
plasmids encoding helper proteins. D: the expressed nonfunctional pseudo-virus proteins and EGFP proteins. 

 

本研究基于 T7 启动子表达系统、以 EGFP 为

报告基因的单顺反子微型基因组研究[25]，通过插

入一个可表达无生物活性的、由 RSV NS1 和 M 部

分基因序列组成的 ORF，获得以 EGFP 为报告基

因的双顺反子微型基因组及其重组质粒，并分别

与编码上述参与 RSV 复制的 4 种辅助蛋白的辅助

质粒共转染至 BHK-T7 细胞，观察 EGFP 的表达

并对 EGFP mRNA 转录水平进行定量分析，以期

验证 4 种辅助蛋白在微型基因组拯救中的作用，

尤其是 M2-1 抑制转录终止、促进亚基因组转录的

功能。本研究也将有助于提高重组 RSV 的拯救效

率，为成功拯救重组 RSV 病毒积累实践经验。 

1  材料和方法 

1.1  质粒与细胞 

质粒 pBR322B、pcDNA3.1-N-OPT、pcDNA3.1-P-OPT、

pcDNA3.1-M2-1-OPT 和 pcDNA3.1-L-OPT 为本实验

室保存。BHK-T7 细胞由中国疾病预防控制中心病

毒病预防控制所朱武洋教授馈赠。 
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1.2  实验试剂 

质粒小提试剂盒和胶回收试剂盒均购自 Omega

公司，EndoFree Plasmid Mega Kits 购自 Qiagen 公司，

转染试剂 Lipo 2000 购自 Invitrogen 公司，T4 连接

酶和 GoScript 反转录试剂盒购自 Promega 公司，限

制性内切酶购自 NEB 公司。PrimeSTAR 聚合酶和

核酸电泳 Marker 均购自 TaKaRa 公司。DMEM 培养

基以及 FBS (胎牛血清)购自 Gibco 公司，细胞培养

用耗材均为 Corning 公司产品。SuperReal qPCR 

PreMix (SYBR Green)试剂盒购自天根公司。 

1.3  可表达 EGFP 的 RSV 双顺反子微型基因组

cDNA 的构建及鉴定 

委托上海生工公司全基因合成编码 EGFP 的

RSV-EGFP 单顺反子微型基因组 cDNA，从 5端至

3端分别是：5-T7 启动子-Hammerhead Rz (锤头

核 酶 )-Trailer-GE(L)-NC4(L)-EGFP-NC3(NS1)-GS 

(NS1)-Leader-HDV Rz (丁型肝炎核酶)-T7 终止 

子-3，并克隆至 pUC57 质粒，其中 EGFP 基因为

其编码基因的反向互补序列，该重组质粒命名为

pUC57-RSV-EGFP。利用 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ酶切位

点将 RSV-EGFP 微型基因组 cDNA 克隆至载体

pBR322B 上获得重组质粒 pBR322B-RSV-EGFP。

同 时 合 成 一 段 病 毒 假 蛋 白 的 基 因 序 列 ORF1 

cDNA，以及在其 3端侧翼插入的 Leader、HDV 

Rz 序列和 T7 终止子，并克隆至 pUC57 载体上

获得重组质粒 pUC57-RSV-ORF1，其中 ORF1 由

RSV 的 NS1 基因靠近病毒基因组 3端的一部分和

M 基因靠近病毒基因组 5端的一部分融合而成，

长度约为 1000 bp。该段基因组从 5端至 3端的顺序

是：5-GE(M)-NC2(M)-ORF1(-)-NC1(NS1)-GS(NS1)- 

Leader-HDV Rz-T7 终止子-3，其中 ORF1 基因为其

编码基因的反向互补序列。利用 HpaⅠ和 Hind Ⅲ

于 37 °C 下双酶切 pUC57-RSV-ORF1 和 pBR322B- 

RSV-EGFP。体系如下：pUC57-RSV-ORF1/pBR322B- 

RSV-EGFP 10 μL；10×CutSmart Buffer 5 μL；HpaⅠ 

1 μL；Hind  1 μLⅢ ；ddH2O 33 μL，反应总体积

50 μL，混匀，37 °C 下温育 4 h。经连接、转化等，

获得质粒 pBR322B-RSVⅡ-EGFP，即含有可表达

EGFP 的 RSV 双顺反子微型基因组转录盒的质粒

(图 2)。送北京华大基因有限公司测序鉴定。 

1.4  拯救 RSV 双顺反子微型基因组并检测 EGFP

基因的表达 

转染前 1 d，转 BHK-T7 细胞至 6 孔板，次日，

待丰度为 80%左右时，换无血清培养液进行转染。

加入 pBR322B-RSVⅡ-EGFP 和仅缺少 M2-1 辅助

质 粒 的 转 染 孔 为 实 验 组 A ， 加 入 pBR322B- 

RSVⅡ-EGFP 和包含 M2-1 的 4 种辅助质粒的转染

孔为实验组 B，其余为对照孔，转染体系见表 1。

37 °C 孵育，转染后 24 h 和 48 h 在荧光显微镜下

观察 EGFP 表达情况。 

1.5  RT-qPCR 定量分析 RSV-EGFP 双顺反子基

因组 EGFP 的转录水平 

转染方法和转染体系参考 1.4 和表 1。转染后

24 h 使用 TRIzol 试剂提取细胞总 RNA，按 Promega 
 

 
图 2.  RSV-EGFP 双顺反子微型基因组转录盒 

Figure 2.  Transcription cassette of RSV-EGFP dicistronic minigenome. 
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表 1.  多质粒共转染 BHK-T7 细胞拯救可表达 EGFP 的 RSV 双顺反子微型基因组 
Table 1.  Rescue of RSV dicistronic minigenome expressing EGFP by co-transfecting pBR322B-RSVⅡ-EGFP 
and helper plasmids into BHK-T7 cells 

Group 
Plasmid/g  

pcDNA3.1-N-OPT 
pcDNA3.1- 
P-OPT 

pcDNA3.1- 
L-OPT 

pcDNA3.1- 
M2-1-OPT 

pBR322B-RSV
Ⅱ-EGFP 

Transfection
reagent/L 

Experimental Group A 1 1 0.5 – 1.25 7.5 
Experimental Group B 1 1 0.5 0.25 1.25 8.0 
Control Group C 1 1 – 0.25 1.25 7.0 
Control Group D 1 – 0.5 0.25 1.25 6.0 
Control Group E – 1 0.5 0.25 1.25 6.0 
Control Group F – – – – 1.25 2.5 

 

GoScript 反转录试剂盒说明进行 RT-PCR。设计扩增

EGFP mRNA 的 qPCR 引物 F1 (589–608 nt)：5-CC 

CGACAACCACTACCTGAG-3；R1 (705–686 nt)：

5-GTCCATGCCGAGAGTGATCC-3。 设 计 扩 增

GAPDH mRNA 的内参引物：F0 (83–103 nt)：5-AG 

GTCGGTGTGAACGGATTTG-3；R0 (183–205 nt)：

5-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3 (引物由

北京华大基因有限公司合成)。设置 qPCR 体系：   

1 个循环：95 °C，15 min；40 个循环：95 °C，10 s，

60 °C，20 s。 

1.6  统计学分析 

qPCR 结束后，导出 Ct 值和 Tm 值等数据，使

用 2-(ΔΔCt)法处理数据，并通过双尾 T 检验进行

统计分析。P<0.05 为差异有显著性。 

2  结果和分析 

2.1  全基因合成编码 EGFP 的 RSV-EGFP 单顺

反 子 微 型 基 因 组 cDNA 及 其 重 组 质 粒

pBR322B-RSV-EGFP 的构建和鉴定 

以 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ酶切 pUC57-RSV-EGFP

和 pBR322B 质粒，经连接、转化及质粒提取，获

得 pBR322B-RSV-EGFP。用 Bgl Ⅱ和 HpaⅠ双酶切

鉴定 pBR322B-RSV-EGFP，得到 4748 bp 和 749 bp

的 2 条特异性条带，条带大小与预期一致(图 3-A)。

阳性克隆经测序后证实。 

2.2  编码 EGFP 的 RSV 双顺反子微型基因组质粒

pBR322B-RSVⅡ-EGFP 的构建及鉴定 

以 HpaⅠ和 Hind Ⅲ双酶切 pUC57-RSV-ORF1

和 pBR322B-RSV-EGFP，经连接、转化及质粒提

取，获得 pBR322B-RSVⅡ-EGFP。经 HpaⅠ和

Hind Ⅲ双酶切鉴定，分别产生 5197 bp 的条带以

及 1013 bp 的条带，各条带大小与预期一致(图

3-B)。阳性克隆经测序后证实。 

2.3  可表达 EGFP 的双顺反子微型基因组的拯救

及荧光表达 

为了解 4 种辅助蛋白与 RSV 双顺反子微型基

因组中 EGFP 表达之间的关系，我们将 RSV 微型

基因组质粒与 4 种辅助质粒进行共转染，并与仅缺

少 1 种辅助质粒的共转染组开展比较研究。实验结

果显示，在转染后 24 h，pBR322B-RSVⅡ-EGFP

与仅缺少 M2-1 辅助质粒的实验组出现极少量微弱

荧光，pBR322B-RSVⅡ-EGFP 与包含 M2-1 的 4 种

辅助质粒的实验组出现大量荧光，其余各组均未观

察到荧光；在转染后 48 h，pBR322B-RSVⅡ-EGFP

与仅缺少 M2-1 辅助质粒的共转孔中荧光表达数

量未观察到明显变化，pBR322B-RSVⅡ-EGFP 与

包含 M2-1 的 4 种辅助质粒共转孔中的荧光表达数

量持续增多，其余各组仍未观察到荧光(图 4)。 



郑元博等 | 微生物学报, 2017, 57(7) 1009 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

  

 
图 3.  pBR322B-RSV-EGFP 和 pBR322B-RSVⅡ-EGFP 质粒的酶切鉴定 

Figure 3.  pBR322B-RSV-EGFP and pBR322B-RSVⅡ-EGFP identified by restriction endonuclease analysis. M: 
DL15000 marker; lane 1: pBR322B-RSV-EGFP digested by Bgl and Ⅱ Hpa ; lane 2: pBR322BⅠ -RSVⅡ-EGFP 
digested by HpaⅠand Hind .Ⅲ  
 

 
图 4.  RSV 双顺反子微型基因组的拯救与 EGFP 的表达(转染后 24 h 和 48 h) 

Figure 4.  EGFP expressed by co-tansfecting RSV dicistronic minigenome plasmid and helper plasmids in BHK-T7 
cells at 24 h (A) and 48 h (B) post co-transfection, respectively (NIKON ECLIPSE TE 2000-S 400). Mini representing 
minigenome, N, P, M2-1 and L representing helper plasmids encoding N, P, M2-1 and L proteins, respectively. 
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从以上结果可以看出，表达 N、P 和 L 蛋白

的辅助质粒在双顺反子微型基因组拯救过程中是

不可缺少的。而缺少 M2-1 蛋白的辅助质粒，EGFP

可以表达，但相对于包含 M2-1 的 4 种辅助质粒的

实验组，其表达效率大幅降低。 

2.4  RT-qPCR 定量检测 EGFP mRNA 水平 

为了进一步分析M2-1 蛋白对顺反子微型基因组

中 EGFP 表达水平的影响，在上述实验的基础上，我

们利用 RT-qPCR 检测了双顺反子微型基因组 EGFP 

mRNA 的水平。实验结果显示，pBR322B-RSV-EGFP

与仅缺少 M2-1 的 3 种辅助质粒共转染的细胞中

EGFP mRNA 的表达量显著低于含 M2-1 的 4 种辅

助蛋白质粒共转染组(P<0.05) (图 5)。因此，从转

录水平的分析表明 M2-1 蛋白确有促进转录的作

用，该功能对 RSV 等含有多个亚基因组的病毒，

顺利实现多个基因的连续转录具有重要作用。 

 

 
图 5.  RSV-EGFP 双顺反子微型基因组的拯救与 EGFP 
mRNA 转录水平(转染后 48 h) 
Figure 5.  mRNA level of EGFP by co-transfecting 
RSV-EGFP dicistronic minigenome plamid and helper 
plasmids in BHK-T7 cells at 48 h post co-transfection. 
Mini: minigenome; N, P, M2-1 and L: helper plasmids 
encoding N, P, M2-1 and L proteins, respectively; NC: 
negative control group. : P<0.05. 

3  讨论 

本研究通过构建基于 T7 启动子表达系统、以

EGFP 为报告基因的 RSV 双顺反子微型基因组质

粒，并与编码 4 种辅助蛋白的质粒开展了双顺反

子微型基因组拯救及 EGFP 表达水平研究，发现

以 EGFP 为报告基因的 RSV 双顺反子微型基因

组，可方便用于辅助蛋白在 RSV 拯救中的功能研

究，如 M2-1 蛋白的抑制转录终止和促进亚基因组

转录的功能。 

RSV 的 L 聚合酶通过基因组 3端的控制基因

组转录和复制的前导区——Leader 序列引导与基

因组结合，启动转录或复制，然后识别每个基因

前后的 GS 和 GE 序列，逐个转录 RSV 病毒多个

亚基因组产生 mRNA 进而翻译表达。虽然 N、P

和 L 三种蛋白配合启动了转录，但是完成 1 个

亚基因组的转录后，L 聚合酶通过识别存在于

亚基因组下游的 GE 中的转录终止信号，会终

止转录并脱离基因组。M2-1 蛋白是 RSV 的转

录延长因子，它的作用是抑制这种转录终止，

促进 L 蛋白与基因组的结合，使转录能够稳定

地持续下去，使各亚基因组的 mRNA 能被连续

地转录出来 [13]。  

我们曾经在单顺反子微型基因组的拯救实验

中观察到转染体系中缺少表达 M2-1 蛋白的质粒

时，拯救是可以成功的，但是拯救效率相对于五

质粒共转染的情况有所下降。由于双顺反子微型

基因组更贴近于 RSV 基因组的真实情况，如果把

报告基因置于 3端 Leader 序列的远端，如本研究

中的 EGPF ORF 位于一个编码无功能的病毒假蛋

白 ORF 的下游，会把该下游亚基因组对 M2-1 蛋

白的依赖性表现得更为突出，拯救效率下降的现

象会更明显，因此我们构建了双顺反子微型基因
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组克隆。 

结果表明，当使用双顺反子微型基因组质粒

与 4 种辅助质粒共转染时，EGFP 荧光表达比较高，

而缺少表达 M2-1 蛋白的辅助质粒时，仅能观察到

少量较暗的荧光，而且 EGFP mRNA 的转录水平

明显降低，与 4 种质粒共转染相比，差异具有显

著性。这提示双顺反子微型基因组在缺少 M2-1

蛋白的情况下，L 蛋白确实可以转录到达第 2 个

ORF 区，但转录水平大大降低。 

Fearns 和 Collins 等曾使用 Northern blot 的方法

对 M2-1 的功能从转录水平上进行过研究。他们发

现，M2-1 蛋白的促进转录的作用可以分为两个方

面，即转录终止抑制(transcriptional antitermination)[22]

和转录延长(transcriptional elongation)[9]。 

转录终止抑制作用主要体现在 M2-1 蛋白

使得 L 聚合酶识别 GE 的转录终止信号后能够

继续转录下游基因，这是一种基因间的终止抑

制作用；转录延长作用主要体现在 M2-1 防止 L

聚 合 酶 在 基 因 内 部 的 转 录 过 程 中 提 前 终 止 (基

因长度越长，转录在基因内部终止的可能性越

大)，这是一种基因内部的终止抑制作用。对于

包含 2 个 ORF 双顺反子微型基因组，M2-1 不

仅要抑制双顺反子微型基因组基因内部的转录

终止还要抑制其基因间的转录终止以保证 L 聚

合酶能转录下游基因，因此如果缺少 M2-1，完

整转录双顺反子微型基因组的下游报告基因是

非常困难的。  

本实验用携带 EGFP 报告基因的双顺反子微

型基因组，从蛋白翻译和 mRNA 转录水平验证了

辅助蛋白、尤其是 M2-1 在拯救过程中的重要作

用，所构建的双顺反子微型基因组可进一步应用

于 RSV 病毒基因组转录和复制机制的研究，并可

为重组 RSV 拯救条件的优化提供帮助。 
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Construction and application of dicistronic minigenome of 
human respiratory syncytial virus 
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Yanpeng Zheng, Tao Hong, Jinsheng He* 
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Abstract: [Objective] To clarify the role of nucleocapsid/polymerase proteins or helper proteins of human 
respiratory syncytial virus (RSV) in rescuing recombinant RSV, plasmids of RSV dicistronic minigenome encoding 
enhanced green fluorescent protein (EGFP) gene was constructed and rescued. [Methods] Based on the methods of 
gene synthesis and molecular cloning, RSV monocistronic minigenome plasmids, pUC57-RSV-EGFP encoding 
EGFP and pUC57-RSV-ORF1 encoding pseudo-virus protein, were constructed. Then, RSV dicistronic minigenome 
was further cloned through these two monocistronic minigenome plasmids and pBR322B vector, and identified by 
the analyses of restriction endonuclease and nucleotide acid sequence. Following co-transfecting helper plasmids to 
BHK-T7 cells together with RSV dicistronic minigenome plasmid, the function of helper proteins was evaluated 
based on the transcribed EGFP mRNA by real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) and the 
expressed EGFP by fluorescent microscope. [Results] The recombinant plasmid of RSV dicistronic minigenome 
encoding EGFP gene and driven by T7 promoter, pBR322B-RSVⅡ-EGFP, was constructed successfully. The 
differential expressions of EGFP both transcriptionally and translationally occurred following the dicistronic 
minigenome rescued by different combinations of the helper plasmids, which showed the helper proteins functioned 
differently in the replication of RSV. [Conclusion] The constructed RSV dicistronic minigenome containing EGFP 
gene is a useful tool for function analysis of the helper proteins, and the M2-1 protein, capable of elongating the 
transcription, is confirmed. 

Keywords: human respiratory syncytial virus, dicistronic, minigenome, helper proteins 
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