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摘要：【目的】构 建 B/N 微 型 复 制 子（?>:>9D6<>@8:）并 进 行 功 能 学 研 究。【方 法】构 建 含 B/N 病 毒 前 导 序 列

（OD;JD9，*D:8?>@ 698?8,D9，OD）、转录起始信号（*D:D +,;9,，P/）、多克隆酶切位点、转录终止信号（*D:D D:J，PG）和

尾随序列（C9;><D9，;:,>*D:8?>@ 698?8,D9，C9）的基因片段 P/PG，通过引入 CA B0( 多聚酶（CA B0( 68<Q?D9;+D，CA
B0R）启动子、克隆入载体 6S#!C 和插入增强型绿色荧光蛋白（G:5;:@DJ P9DD: T<)89D+@D:, R98,D>:，GPTR）等多步

操作，获得 B/N 微 型 复 制 子 重 组 质 粒 6S#!C3P/PG$3GPTR 和 6S#!C3P/PG-3GPTR。 同 时 构 建 可 表 达 大 蛋 白

（<;9*D 698,D>:，O）的 质 粒 6@U0(M V$3O 及 表 达 转 录 延 长3转 录 终 止 抑 制 因 子（W- XBT $ 698,D>:，W-F$）的 质 粒

6@U0(M V$3W-F$。通过脂质体法共转染 B/N 微型复制子质粒及四种 B/N 核壳体蛋白质粒至可表达 CA B0R
的 Y/B CA3’ 细胞 系，倒 置 荧 光 显 微 镜 及 流 式 细 胞 仪 分 析 GPTR 的 表 达 情 况。【结 果】成 功 构 建 了 6S#!C3
P/PG$3GPTR 和 6S#!C3P/PG-3GPTR 及 6@U0(M V$3O 和 6@U0(M V$3W-F$，五质粒共转染 Y/B CA3’ 细胞，倒置荧

光显微镜及流式细胞仪均观察到绿色荧光的表达。【结论】构建的 B/N 微型复制子具有转录和复制功能，将

有助于进一步开展以 B/N 反向遗传操作为基础的 B/N 疫苗研发及药物筛选。
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人 呼 吸 道 合 胞 病 毒（Z)?;: BD+6>9;,89Q /Q:@Q,>;<
N>9)+，B/N）为非节段负链 B0( 包膜病毒，属于副粘

病毒科肺病毒属，是导致婴幼儿、老年人及免疫力低

下者病毒性呼吸道疾病的重要病原体，可引起感冒、

支气管炎、肺炎等疾病，严重者可导致死亡［$ & -］。由

于 B/N 体外 培 养 效 果 较 差 且 不 稳 定，作 为 B0( 病

毒，在分子 生 物 学 操 作 上 也 存 在 很 多 困 难，限 制 了

B/N 研究的深入开展，B0( 病毒反向遗传学操作技

术的出现，大大推动了 B/N 病毒的基础和临床应用

研究。该技 术 是 通 过 构 建 B/N 感 染 性 的 @U0( 克

隆，经转染可提供 B/N 复制所必须的全部蛋白的细

胞，通过拯 救，获 得 感 染 性 B/N 的 方 法。利 用 这 种

方法，我们 可 以 在 U0( 水 平 上 对 B/N 进 行 体 外 操

作，以开展 B/N 结构和功能的基础和应用研究。一

种被广泛应 用 的 B/N 反 向 遗 传 学 系 统 是 微 型 复 制

子（?>:>9D6<>@8:），以 短 的 @U0( 编 码 B/N 的 基 因 组

或反基因 B0(，缺失部分或全部的病毒基因组并替

换为编码虫荧光素酶等标记蛋白的基因。当由共转

染的质粒提供 B/N 复制及转录必须的病毒蛋白时，

微型复制子能完成转录、复制及包装的过程。由于

该复制子体积小且结构简单可方便的用于对具有顺

式作用的 B0( 信号或反式 作 用 的 蛋 白 质 的 突 变 分

析，也可用于对病毒具有强烈或致死性作用的突变

分析［M］。构建微型复制子也为我们进一步开展以反



向遗传学为 基 础 的 !"# 减 毒 活 疫 苗 研 发 及 药 物 筛

选奠定基础。

我们构建 的 !"# 病 毒 微 型 复 制 子 重 组 质 粒 是

以报 告 基 因 $%&’ 替 换 !"# 的 全 部 基 因，仅 保 留

!"# 复 制、转 录 必 须 的 前 导（ ()*+),，()）、尾 随

（-,*./),，-,）序 列 及 基 因 起 始 信 号（%)0) 12*,2，%"）和

基因终止信号（%)0) )0+，%$），并以 -3 启动子实现

微型复制子的转录，同时构建可分别表达 !"# 合成

必 需 的 核 蛋 白 （ 045/)67,62).0，8 ）、 磷 蛋 白

（79617967,62).0，’）、(、:;<= 四种核壳体蛋白的质粒，

五种质粒共转染至 >"! -3?@ 细胞，通过荧光显微镜

及流式细胞 仪 分 别 观 察 和 分 析 $%&’ 的 表 达 情 况，

以用于研究 !"# 微 型 复 制 子 的 转 录 和 复 制 功 能 及

构建的 8、’、(、:;<= 四质粒在微型复制子的转录和

复制过程中的生物学活性。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 细胞系、病毒株和质 粒：人 喉 癌 A$7<; 细 胞

系、BC"<3 细胞 系 由 本 实 验 室 保 种；7DE!- 质 粒 和 表

达 -3 !8’ 的 >"! -3?@ 细胞系由德国慕尼黑大学基

因中心 :*D F60 ’)22)0G6H), 研究所 I J B60K)/L*00 教

授馈赠；!"# 毒株（M 亚型 (60N 株）为首都儿科研究

所钱 渊 教 授 馈 赠；75O8MP Q=?8、75O8MP Q=?’ 由 本 实

验构建保存［R］。

! "! "# 主要试剂和仪器：-RO8M 连接 酶，’B! 片 段

回收试剂盒，质粒提取及纯化 试 剂 盒，-*S 和 ’H4 聚

合酶购自 ’,6L)N* 公 司，逆 转 录 试 剂 盒 和 脂 质 体 转

染试剂盒 (.76H)52*L.0) ;TTT 购 自 U0F.2,6N)0 公 司，倒

置荧光显微镜为日本 8UIC8 公司产品；流式细胞仪

为美国 >O 公司产品；引物合成及 O8M 测序为上海

博亚公司和上海生工生物工程技术服务有限公司完

成。羊抗 !"# 多抗购自 B9)L.560 公司，鼠抗羊<A!’
购自 "*02* B,4K 公司，蛋白 :*,G), 为 :>U 公司产品，

硝酸纤维素膜为 ML),19*L 公司产品，$B( 检测试剂

盒购自 ’.),5) 公司。

! "# 人工合成 $%$& 基因片段

根据文献报道的 !"# 基因组结构及核酸序列，

按照 ()<%"<L4/2.7/) 5/60.0N 1.2)1<%$<-, 的 顺 序，设 计

%"%$ 片段，并由上海博亚公司全基因合成：@V<MB%<
B%MMMMMM-%B%-MBMMBMMMB--%BM-MMMBBMM<
MMMMM-%%%%BMMM-%MM-BB!"#$!"M%!$#$#"%
!"#$!"M%"#"!$!-M"#!"$!M%--M--MMMMMM-<
%M%MMMMMMM%-%-%MMMMMB-MM-M-B-B%-MM-<

--M%--MM-MBMBM-<PV其 中 下 划 线 部 分 分 别 为 %"
和 %$ 序列，%" 上游为 () 序列，%$ 下游为 -, 序列，

大写及斜体字体为常用限制性内切酶酶切位点，从

@V到 PV末端依次为 &’("、)*+! #、,-."、/’+ /"和

012"。

! "’ ()* 法合成编码 *%+ 基因组及反基因组的微

型复制子

根据 %"%$ 的 核 苷 酸 序 列，分 别 设 计 并 合 成 ;
对引 物 以 扩 增 编 码 !"# 基 因 组 的 %"%$= 和 编 码

!"# 反 基 因 组 的 %"%$;。%"%$=&：@V<BBBMM%B--<
%%%-MM-MB%MB-BMB-M-M%%%MB%B%MMMMMM-<
%B%-MB<PV；%"%$=!：@V<MB%M%MMMMMMM%-%-BM<
MMMMB-MM-M-B-B%<PV；%"%$;&：@V<MB%B%MMMM<
MM-%B%-MBMMBMMMB--%BM-<PV；%"%$;!：@V<BB<
BMM%B--%%%-MM-MB%MB-BMB-M-M%%%MB%M%<
MMMMMMM%-%-B<PV引物 %"%$= 的上游和 %"%$; 的

下游均引入限制性内切酶 345+$酶切位点，同时在

酶切位点后加入 -3 启动子序列（下划线部分所示）。

引物由上海博亚公司合成。

! ", *-.()* 法 克 隆 *%+ 两 种 核 壳 体 蛋 白 / 和

0#.!
根据 %)0>*0G 中公布的 !"# ( 和 :;<= 的基因

序列设计引物，引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。( 基因分四段扩增，R 对引物如下表

所示：

’,.L), ")S4)05)（@V!PV）

(=&：02=<PT %B%%BB%BM-%%M-BBBM--M--MM-%%MM
(=!：02;@=T<;R3P B-B%M%BBMMBBBM-%%%B-M%BMMM-MM-B-%B--%
(;&：02;@==<;@P@ %B%-%B%B-M%BM--MMM-M%BB--
(;!：02P3W;<P3X3 MBBMMBBBM-%%---M%-%%%-BB-
(P&：02P3WP<PE=E BBM-%%%--%%--BM-B-MBMBMM%
(P!：02@PPR<@P=P -B-M-B%M-BMBMMBB%-M%%
(R&：02@PP@<@;@3 M-B%M-M%MM--M-M%M-BM--
(R!：02XRWE<XRXW %BB%B%BB-B%M%--M--BM--M-%MMM%

在 (= 上游引物 @V端和 (R 下游引物的 @V端中分

别引入 &+2"及 /’+"酶切位点。其余各引物的 @V
端均含有来自 ( 基因内部的酶切位点，分 别 为 &’(

"、&*+"、".-"。

:;<= 基 因 的 扩 增 使 用 了 = 对 引 物，为：:;<=&：

02=<;W， @V<MM%B--M-%-BMB%MM%%MM-BB--%BMM<
PV， :;<=!： 02@E@<@3T， @V<%M%B-B-BM%%-M%-M-
BM--M---<PV。 上 下 游 引 物 中 分 别 引 入 345+$和

/’+"酶切位点。

! "1 $%$&!、$%$&# 和 /、0#.! 的扩增

以 %"%$ 片 段 为 模 板 和 %"%$= 及 %"%$; 的 两

WRT=唐倩等：人呼吸道合胞病毒微型复制子的构建 J ?微生物学报（;TTW）RW（E）



对引物及对半量的 !"# 和 $%& 聚合酶进行 $’( 扩增

)*)+, 和 )*)+-，$’( 产物的纯化按 $./012" 公司的

试剂盒说明书进行操作，纯化产物保存 3 -45冰箱

备用。

以逆转录 试 剂 盒 的 /672/ 8! 为 引 物，按 说 明 书

进行反转录，以反转录得到的 9:;< 为模板和 = 基

因的各段引物及 >-?, 基因的特异引物及对半量的

!"# 和 $%&:;< 聚合酶进行 $’( 扩增，$’( 产物的纯

化按 $./012" 公司的试剂盒说明书进行操作。

! "# $%&!’()*)+!(+),-、$%&!’()*)+.(+),- 和

$/0123 "!(4、$/0123 "!(5.6! 的构建及鉴定

将扩增得到的 )*)+, 和 )*)+- 与经 !"#8!和

$%&"消化处理的 @AB#!（含有 C:D 核酶及 !E (;<
聚合酶转录终止信号序列）载体连接，转化大肠杆菌

（’()*+,")*"& )-."）:CF$感受态细菌，挑取克隆，提取

质粒后用 /0&"和 /*-"双酶切鉴定重 组 质 粒，送

上海博亚公司测序，鉴定 成 功 的 克 隆 命 名 为 @AB#!G
)*)+, 和 @AB#!G)*)+,。 根 据 本 实 验 室 保 存 的

@9:;<H I,（ J ）G+)K$ 质 粒 的 酶 切 位 点，用 1*+"和

/*-"双 酶 切，并 回 收 +)K$ 片 段，分 别 与 经 1*+"
和 /*- " 酶 切 消 化 的 的 @AB#!G)*)+, 和 @AB#!G
)*)+- 连接，转化，提取质粒，经 !"#8!和 /*-"双

酶切 鉴 定 重 组 质 粒，将 得 到 的 重 组 质 粒 命 名 为

@AB#!G)*)+,G+)K$ 和 @AB#!G)*)+-G+)K$。

将扩增得到的 L 段 = 基因和 >-?, 基因分别与

@)+>?! 1"MN 连接，转化 ’ I )-." :CF$，通过蓝白斑筛

选，选取疑似的阳性克隆，提取质粒后均用上下游酶

切位点进 行 鉴 定，鉴 定 正 确 后，命 名 为 @)+>?!G=,、

@)+>?!G=-、@)+>?!G=H、@)+>?!G=L、@)+>?!G>-?,。

由上海生工生物技术服务有限公司完成测序，测序

正确后，利用 = 基因的内部酶切位点，将 = 基因正确

拼接，获得克隆有 = 基因的重组 @)+>?! 载体，命名

为 @)+>?!G=，用 1-2 " 和 /*- " 分 别 消 化 处 理

@)+>?!G= 及 @9:;<H I,（ J ）载 体，连 接、转 化，小 提

质粒，用 1-2"和 /*-"鉴 定。 将 @)+>?!G>-?, 及

@9:;<H I,（ J ）分别用 !"#8!和 /*-"酶切处理，并

进行连 接，转 化，小 提 质 粒，用 !"#8!和 /*-"鉴

定。将得到的重组质 粒 分 别 命 名 为 @9:;<H I,G= 和

@9:;<H I,G>-?,。

! "7 8’6-98 分 析 目 的 基 因 $/0123 "!(4，

$/0123 "!(5.6! 的转录

$+)B444 方 法 大 量 提 取 质 粒 @9:;<H I,G=G
@9:;<H I,G>-?,。常规培养 ’O*?E 细胞，待细胞丰富

度为 E4P Q B4P时，按说明书用脂质体 =7@/%19R"07S1

-444 分别进行转染，转染 E- T 后，用 !.7U/6 试剂常规

提取转染细 胞 的 总 (;<，进 行 (!?$’( 分 析 目 的 基

因转录。= 及 >-?, 基因的 (!?$’( 引物分别为 , IL
中 的 $’( 引 物 =- 和 >-?,。 用 @9:;<H I,G= 和

@9:;<H I,G>-?, 分别 转 染 细 胞 获 得 的 总 (;< 为 样

品直接进行 $’( 作阴性对照。

! "& $%&!’()*)+!(+),-、$%&!’()*)+.(+),- 和

四种 8*: 核壳体蛋白质粒共转染 ;*8 ’7(< 细胞及

+),- 表达分析

$+)B444 方法大量提取质粒 @AB#!G)*)+,G+)K$、

@AB#!G)*)+-G+)K$ 和 @9:;<HI,G;、 @9:;<HI,G$。

:>+> 常规培养表达 !E (;< 聚合酶的 V*( !EGF 细

胞，待细胞丰富度为 B4P Q W4P时，按说明书用脂质

体 =7@/%19R"07S1 -444 进 行 转 染。 其 中 单 转 染 X %2
@AB#!G)*)+,G+)K$ 为 阳 性 对 照，单 转 染 X%2 @AB#!G
)*)+-G+)K$ 为阴性对照，实验组为五质粒共转染，包

括：X %2 @AB#!G+)K$G)*)+-、L %2 @9:;<HI,G;、L %2
@9:;<HI,G$、-%2 @9:;<HI,G=、-%2 @9:;<HI,G>-?,，

转染 FX T 后在倒置显微镜下观察 +)K$ 的表达情况。

消化转染细胞，低速离心，$V* 悬浮细胞，通过流式细

胞仪分析表达 +)K$ 的细胞。

. 结果和分析

. "! )*)+! 和 )*)+. 基因片段的扩增

以合成的 )*)+ 片 段 为 模 板，用 两 对 上 下 游 分

别带 有 !E 启 动 子 的 特 异 性 引 物，进 行 $’( 扩 增。

取 $’( 产物 F%= 行琼脂糖凝胶电泳可见一 ,B4 Y@
的 :;< 条带，与预期值相符合。

. ". $%&!’()*)+!、$%&!’()*)+. 和 $)+56’(4、

$)+56’(5.6! 基因序列分析

将 )*)+, 和 )*)+- 基因克隆进载体 @AB#!，酶

切鉴定后送至上海博亚公司进行序列测定，测序结

果显 示，)*)+, 的 !. 缺 失 了 最 后 一 个 碱 基，)*)+-
的 =1 缺失了第一个碱基。本实验中 )*)+, 仅用于

!E (;< 聚合酶介导的转录分析，因此缺失的碱基对

结果不会产生重要影响。资料也表明，)*)+- 缺 失

的碱基不是 =1 的保守碱基［F］。

取 @)+>?! 载 体 与 =,、=-、=H、=L、>-?, 基 因 连

接获得的重组 质 粒，分 别 用 1-2"和 1*+"、1*+"
和 1)-"、1)-"和 3.&"、3.&"和 /*-"、!"#8 !
和 /*-"进行双酶切鉴定。结果表明成功获得重组

质 粒 @)+>?!G=,，@)+>?!G=-，@)+>?!G=H，@)+>?!G
=L 和 @)+>?!G>-?,，将四个 = 片段进行正确拼接后

获得 重 组 质 粒 @)+>?!G=，取 @)+>?!G= 及 @)+>?!G

4F4, Z7"S !"S2 1R "6 [ G 4)2& 5"),-0"-.-6")& $"#")&（-44W）LW（B）



!"#$，送上海生工测序，经核酸序列分析并与 %&’()’*
中收录的 +,- . 亚型 /0’1 株 / 和 !"#$ 蛋白基因（收

录号为 .23$$"4"）序列比较，/ 基因共有 $5 处碱基发

生突变，进一步分析显示，其中九处是错义突变，其余

为同义突变。!"#$ 基因无碱基突变。

图 ! 单转 "#$!%&’(’)*&)’+, 的 -(. %/&0 细胞中 )’+, 的表达（1）、单转 "#$!%&’(’)2&)’+, 的 -(. %/&0 细胞

中 )’+, 的表达（-）和共转染 "#$!%&’(’)2&)’+,、"3451!6*&7、"3451!6*&5、"3451!6*&,、"3451!6*&829* 的 -(.

%/&0 细胞的 )’+, 的表达（:）（5;<=5 ):7;,() %) 2>>>9( ? *>>）

671 89 :;& &<=>&??70’ 0@ A%6B 7’ (,+ :CD5 E&FF? G>)’?@&EG&H IJ ?7’1F& =<K!:D%,%A$DA%6B（.）；:;& &<=>&??70’ 0@ A%6B 7’ (,+ :CD5 E&FF?

G>)’?@&EG&H IJ ?7’1F& =<K!:D%,%A"DA%6B（(）；:;& &<=>&??70’ 0@ A%6B 7’ (,+ :CD5 E&FF? E0#G>)’?@&EG&H IJ =<K!:D%,%A"DA%6B、=ELM.9N$D/、

=ELM.9N$DM、=ELM.9N$DB、=ELM.9N$D!"#$（O）（MPQRM AO/PB,A :A "SSS#, T $SS）8

2 6! "#$!%&’(’)*&)’+,、"#$!%&’(’)2&)’+, 和

"3451! 6*&7、"3451! 6*&829* 的构建及鉴定

取插入有 A%6B 的 =<K!:D%,%A$DA%6B 和 =<K!:D
%,%A"DA%6B，分 别 用 !"#H"和 $%&#进 行 酶 切 鉴

定。得到约 9SSS I= 和 KSS I= 的 条 带，与 预 期 值 相

符（图 $#.）。

取 / 及 !"#$ 基因的真核表达 载 体 =ELM.9N$D/
及 =ELM.9N$D!"#$，分别用 ’()#和 *+&#和 !"#H"和

$(,#进 行 酶 切 鉴 定。分 别 得 到 5SKU I=、U"U4 I= 和

"53S I= 及 5SSS I= 和 5K5 I= 的条带，带型及分子量与

预期值相符合（由于 5SKU I= 和 U"U4 I= 两个片断的分

子量接近，图中显示尚未完全分离）（图 $#(）。

图 * "#$!%&’(’)*&)’+,、"#$!%&’(’)2&)’+,（1）和

"3451!6*（ @ ）&7、"3451!6*&829*（-）的酶切鉴定

671 8 $ PH&’G7@7E)G70’ 0@ =<K!:D%,%A$DA%6B )’H =<K!:D%,%A"DA%6B

（.），=ELM.9N$（ V ）D/ )’H =ELM.9N$D!"#$ IJ >&?G>7EG70’ &’H0’WEF&)?&

H71&?G70’N .：$ N =<K!:D%,%A$DA%6B H71&?G&H IJ !"#H" )’H $%&# " N

=<K!:D%,%A"DA%6B H71&?G&H IJ !"#H" )’H $%&# !NLM. X)>*&>

$5SSS；(：!NLM. X)>*&> $5SSS $ N =ELM.9N$（ V ）D/ H71&?G&H IJ ’()#
)’H *+&# " N =ELM.9N$（ V ）D!"#$ IJ !"#H" )’H $(,# 8

2 6A .%9,:. 分析目的基因的转录

以 =ELM.9 N$D/ 及 =ELM.9 N$D!"#$ 分 别 转 染 细

胞后获得的总 +M. 为模板进行 +:#BO+，取 +:#BO+
产物 5$/ 行琼脂糖凝胶电泳，约在 $"SS I= 和4SS I=
处分别有一条阳性条带，与预期值相同。以总 +M.
为模板直接进行 BO+ 作为阴性对照。

2 60 BCDECFG HIJE 分析目的基因的表达

Y&?G&>’ IF0G 分析发现 =ELM.9 N$D/ 转染的 OR,#
C 细胞在 "5S *L) 处有特异性蛋白条带（图 "），与预

期值大小一致。但 =ELM.9 N$D!"#$ 转染的 OR,#C 细

胞中未观察到特异性目的条带（结果未附）。

图 2 "3451!6*（ @ ）&7 表达产物的 BCDECFG HIJE
671 8" A<=>&??70’ 0@ / 1&’& 7’ =ELM.9N$（ V ）D/ G>)’?@&EG&H OR,#C

E&FF? )’)FJZ&H IJ Y&?G&>’ IF0G 8 $ N !0E* G>)’?@&EG&H OR,#C E&FF?；" N OR,#

C#E&FF? G>)’?@&EG&H IJ =ELM.9N$（ V ）D/ 8

2 6K .(L 微型复制子质粒 "#$!%&’(’)*&)’+, 和

"#$!%&’(’)2&)’+, 的功能分析

A%6B 为增强型绿色荧光蛋白，通常作为报告基

因或示踪基因，如能正常转录及表达将可在荧光显

微镜下观察 到 绿 色 荧 光，因 此 将 A%6B 插 入 微 型 复

制子后，可用以研究微型复制子的复制和转录情况。

将 构 建 的 =<K!:D%,%A$DA%6B 和 =<K!:D%,%A"DA%6B
微型复制子，分别单转 (,+ :CD5 细胞，同时以 =<K!:D
%,%A"DA%6B、=ELM.9N$D/、=ELM.9N$D!"#$、=ELM.9N$D
M 和 =ELM.9N$DB 五质粒共转染 (,+ :CD5 细胞，UK ;
后在倒置荧光显微镜下观察 A%6B 的表达情况。结

果显示 =<K!:D%,%A$DA%6B 转 染 的 细 胞 观 察 到 了 绿

色荧光，=<K!:D%,%A"DA%6B 转染的细胞没有观察到

绿色荧光，五质粒共转染的细胞观察到表达绿色荧

光、且具有典型形态的细胞，同时也可观察到较多的

背景荧光，推测是由于多质粒共转染对细胞造成非

特异性损伤、并 释 放 A%6B 所 造 成。通 过 流 式 细 胞

$5S$唐倩等：人呼吸道合胞病毒微型复制子的构建 8 D微生物学报（"SS3）U3（K）
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仪分析表 达 绿 色 荧 光 的 细 胞 进 一 步 证 实 了 上 述 结 果。（图 !、"、#）。

图 ! 单转 "#$!%&’(’)*&)’+, 的 -(. %/&0 细胞在普通显微镜下的形态（1）、单转 "#$!%&’(’)2&)’+, 的 -(. %/&0 细胞

在普通显微 镜 下 的 形 态（-）和 转 染 "#$!%&’(’)2&)’+,、"345167*&8、"345167*&5、"345167*&,、"345167*&92:* 的 -(.

%/&0 细胞在普通显微镜下的形态（;） （5<=>5 );8<,() %) 2???:( @ *??）

$%& ’ # ()* +,-# ./001 231/45/6 786/4 9%.421.2:; <=>/4 >4<81=/.>%8& :?@!+-A)ABC-BA$D（E）；()* +,-# ./001 231/45/6 786/4 9%.421.2:; <=>/4 >4<81=/.>%8&

:?@!+-A)ABF-BA$D（(）；()* +,-# ./001 231/45/6 786/4 9%.421.2:; <=>/4 .2G>4<81=/.>%8& :?@!+-A)ABF-BA$D、:.HIE!JC-K、:.HIE!JC-I、:.HIE!JC-D、

:.HIE!JC-LFGC（M）（INOPI BMKND)B +B FQQQG) R CQQ）’

图 0 流 式 细 胞 仪 分 析 细 胞 内 )’+, 的 表 达（-4 公 司，

+1;(;ABCDEF）
$%& ’ # BA$D /?:4/11/6 ./001 <8<0;S/6 3; $EM)（(H，$EM)M<0%374）’

6 讨论

*)T 为非节段负链包膜病毒，属副粘病毒科，编

码 CC 种蛋白，其中 K、LFGC、I、D 蛋白为核壳体蛋白

或聚合酶蛋白，I、D、K 是 *)T 基因组在宿主细胞内

转录和复制的必要条件，增加转录延长-转录终止抑

制因子 LFGC，可确保基因组进行性转录的过程。我

们获得的 LFGC 基因 的 P*$ 共 含 有 #@F 3: 碱 基，经

与 A/8(<8U 收 录 的 *)T K28& 株 LFGC 蛋 白（收 录 号

为 EVWCCFXF）进 行 比 较 分 析，未 发 现 有 碱 基 差 异。

在进一步 的 LFGC 蛋 白 Y/1>/48 302> 分 析 中，未 检 测

到特异的蛋白条带，分析原因是由于本实验使用的

是羊抗人 *)T 多抗，虽针对 *)T 多种抗原，但 LFGC
为 *)T 功能蛋白，位于核壳体上，且 LFGC 蛋白分子

量小，因此多抗中 LFGC 抗原特异性抗体较少，导致

Y/1>/48 302> 未 能 检 测 到 LFGC 蛋 白，但 在 转 染 LFGC
的细胞中 进 行 *+GDM* 分 析，扩 出 LFGC 目 的 条 带，

说明 LFGC 在细胞中有转录。我们获得的 K 蛋白基

因的 P*$ 共 含 有 X"W@ 3: 碱 基，经 与 A/8(<8U 收 录

的 *)T K28& 株 K 蛋白（收录号为 EVWCCFXF）进行基

因序 列 比 较，发 现 K 基 因 P*$ 后 第 "Q"、@@X、WF"、

CC!!、C"FW、C,W"、CWC"、F"#Q、!,,!、!W"C、!W,@、#F#F、

#!F"、##WX、XC," 位，共 C# 处碱基发生突变。氨基酸

分析表明：X 处为同义突变，W 处为错义突变，突变前

后的氨 基 酸 分 别 为 E18FW#)/4、N0/!Q@T<0、+;4",XDZ/、

E18#W@[%1、 T<0X!@N0/、 N0/C!C!L/>、 K/7C!FXN0/、

A07C@X#A0;、M;1FQ#@E4&，其 中 FW#、#W@、C!C!、C@X#、

FQ#@ 处的氨 基 酸 类 型 发 生 改 变。作 为 *)T 聚 合 酶

的主要活性单位，研究表明 K 蛋白含有 # 个高度保

守的 具 有 *IE 聚 合 酶 活 性 的 功 能 区［X \ ,］，:4/92>%=

E、92>%= E、92>%= (、92>%= M 及 92>%= H，还 含 有 F 个 与

9*IE #]端鸟苷酰化作用有关的保守的功能区，92>%=

#M 和 92>%= CM。经过比对分析，我们克隆的 K 蛋白

在这些保 守 的 功 能 区 内 的 氨 基 酸 没 有 发 生 任 何 变

化。因此，推测 K 蛋白应该具有正常的生物学活性。

以往我们实验室成功克隆表达了 I、D 蛋白，可与 K、

LFGC 及 *)T 微型 复 制 子 或 *)T 感 染 性 .HIE 克 隆

一起进行共转染，开展 *)T 反向遗传学操作。

我们所采用的是反向遗传学技术中的微型复制

子技术，在这类系统中，病毒部分基因甚至全部基因

都缺失，取而代之的是一个或多个示踪蛋白基因（如

BA$D、ME+ 等），微型复制子缺乏可用于复制的必要

蛋白，必须通过共转染提供可表达这些蛋白的质粒。

我们在构建微型复制子时采用了两种方案：第

一，将报告基因 BA$D 插入编 码 *)T 基 因 组 的 微 型

复制子 A)ABC 中，BA$D 在 +, *ID［@ \ W］的 作 用 下 转

录形 成 病 毒 的 正 链 反 基 因 组，其 中 含 有 BA$D 的

9*IE，在真核 细 胞 ()* +,-# 中 能 直 接 表 达 绿 色 荧

光，BA$D 的 表 达 不 需 要 *)T 核 壳 体 蛋 白 的 辅 助。

F#QC ^%<8 +<8& /> <0 ’ - !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（FQQW）"W（@）

Absent
Image
File: 0

Absent
Image
File: 0



第二，将报告基因 !"#$ 插入 编 码 %&’ 反 基 因 组 的

微型复制子 "&"!( 中，当 )*%+$ 识 别 )* 启 动 子 将

这些 序 列 转 录 后，得 到 的 是 负 链 的 病 毒 基 因 组，

!"#$ 不 能 在 ,&%) *-. 中 直 接 进 行 翻 译，由 共 转 染

质粒 提 供 的 四 种 辅 助 蛋 白 /01+23 45-6、/01+23 45-

7(85、/01+23 45-+ 和 /01+23 45-$，可与微型复 制 子

中的 69、):、"& 和 "! 等 %+2 信号序列互相作用，使

负链的病毒基因组进一步转录、复制形成病毒正链

反基因组，其中含有 !"#$ 的 ;%+2，或从 "& 处转录

直接获得 !"#$ 的 ;%+2，从而在真核细胞内得到表

达，可 观 察 到 绿 色 荧 光。在 单 转 "&"!( 时，由 于 没

有辅助蛋白的作用，仅获得负链的病毒基因组，无法

观察到绿色荧光。

通过流式细胞仪分析发现，. 种质粒共转染时，

表达荧光的细胞数量约为 .<=，单转 />?!)-"&"!5-

!"#$ 时 也 发 现 表 达 荧 光 的 细 胞，但 单 转 />?!)-

"&"!(-!"#$ 时，没有发现表达荧光的细胞，与荧光

显微镜观察到的结果相符。我们构建的微型复制子

中 %&’ 的 ): 序列仅为 .( @/，虽然小于 %&’ 通常的

5.. @/ 的 A:BCD9: 序列［5<］，实验表明，.( @/ 的 反 基 因

组启动子已经具有了基本的复制功能，通过进一步

实验可比较不同长度的 A:BCD9: 序列对微型复制子复

制、转录及包装效率的影响。也有报道认为，通过优

化四种辅助蛋白质粒的比例，可进一步提高拯救效

率［55］。

总之，实验表明我们构建的 %&’ 微型复制子具

有转录和复制功能，E 种 %&’ 重要的核壳体蛋白，经

质粒表达后具有正常的生物学活性，为以 %&’ 反向

遗传学为基 础 的 %&’ 疫 苗 研 发 及 物 药 筛 选 提 供 了

可能。
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《微生物学报》答作者问——— 关于投稿

问：投稿时都需要哪些手续？是否还需要纸稿？

答：从 (GG‘ 年起，本刊开始采用“稿件远程处理系统”。投稿时需要提供：

（’）论文研究内容所属单位的介绍信（请注意：在此强调的是研究内容 所 属 单 位，通 常 是 第 一 单 位），介 绍 信 主 要 应 证 明 该 文

的作者署名无误，未一稿两投及不涉及保密问题。介绍信模板可从我刊主页“下载专区”或“远程投稿”下载。

（(）在接到经过编辑部内审后 V^+#"@ 发出的“稿件受理通知”后，需要及时补寄纸样的 ’ 份稿件和介绍信，并缴纳 ’GG 元稿件

受理费。

问：审稿费需邮局汇款还是转帐？

答：邮局汇款！中科院微生物所共有 N 个期刊编辑部，因此提醒您在办理汇款时一定要注意以下几点，否则在登记汇款、办理

发票时会造成混乱！编辑部在收到汇款之后，将以挂号信形式及时寄回发票。

（’）切忌在邮寄来的纸样材料中加入 ’GG 元现金！

（(）在收款人一栏填写“微生物学报编辑部”；

（.）在备注栏中注明“稿件编号”a“第一作者姓名”；

（N）通过邮局汇 ’GG 元审稿费，汇款后请登陆本刊网站，填写“汇款时间”、“发票单位”和收“发票地址”等信息。编辑部会在收

到后及时登记“收款时间”和“寄发票时间”，作者可随时查询不必打电话来询问。
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