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摘要:【目的】研究狂犬病病毒 Flury 鸡胚低代毒株( Flury LEP) 在基因组 P-M 位增加糖蛋白基因( G 基因) 的

重组表达对病毒致病力的影响。【方法】利用反向遗传操作技术，构建了 P、M 基因之间额外插入 G 基因的

重组狂犬病病毒 Flury LEP 株 ( rLEP-PGM ) ，并 对 重 组 病 毒 的 生 物 学 特 性 及 对 小 鼠 的 致 病 性 进 行 了 初 步 研

究。【结果】亲本株和重组病毒具有相似的生长特性，LEP 和 rLEP-PGM 在 BHK-21 细胞的生长滴度分别为

4 × 106 FFU /mL和 2. 5 × 106 FFU /mL，在 小 鼠 神 经 母 细 胞 ( NA ) 的 生 长 滴 度 分 别 为 4 × 107 FFU /mL 和

2. 5 × 107 FFU /mL; 嗜神经指数均为 1 ; Western blot 显示，rLEP-PGM 在感染细胞的 G 蛋白表达量比 LEP 显

著提高; 小鼠感染试验显示，rLEP-PGM 与 LEP 脑内注射小鼠的 LD50 分别为 3 FFU 和 1 FFU，肌肉注射途径

的 LD50 分别为 4 × 104 FFU 和 3. 2 × 105 FFU。【结论】P、M 基因之间插入一个额外的 G 基因能够提高 G 蛋白

的表达水平，同时增强重组病毒外周侵入中枢神经系统的能力。
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狂犬病 是 由 狂 犬 病 病 毒 ( Rabies virus，RV ) 引

起的人兽共患病。几乎所有的温血动物都对 RV 易

感。至今尚未研究出有效的治疗方法，一旦发病几

乎 100% 死亡。其中大多数病例是由动物狂犬病引

起的。RV 属于弹状病毒科( Rhadboviride) 狂犬病病

毒属( Lyssavirus) ［1 － 3］。RV 基因组是不分 节 段 的 单

股负链 RNA，由 约 12 kb 个 核 苷 酸 组 成，分 子 量 约

4. 6 × 106 Da，其 中 有 5 个 大 的 开 放 性 阅 读 框 架

( ORF) 。基因组从 3'端至 5'端的排列依次为 N、P、
M、G 和 L 基因，分别编码病毒 N、P、M、G 和 L 共 5

种蛋白。RV 的 主 要 特 征 是 其 神 经 侵 入 性［4］，即 病

毒感染宿主后会以其独特的方式从外周神经通过神

经节轴突运输侵入中枢神经系统。G 蛋白与 RV 的

神经嗜性有关［4 － 6］，并与病毒的致病性相关，同时也

是诱 导 机 体 产 生 病 毒 中 和 抗 体 ( VNA ) 的 主 要 抗

原［2 － 3，7］。国、内外已 有 实 验 室 分 别 将 G 基 因 重 组

到基因组第一位( N 基因之前) 、N-P 位，或者在 G-L

位插入额外 G 基因，构建出含有两个［8 － 10］甚至 3 个

G［4］基因的重组 RV，并发现这些重组病毒与亲本病

毒相比，均表现为致病力降低，G 蛋白在感染细胞中
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的表达量提高，免疫原性增强 的 趋 势。但 是 在 P-M
位插入额外 G 基 因 对 重 组 病 毒 致 病 力 和 免 疫 原 性

的影响，尚未有报道。本研究利用负链 RNA 病毒反

向遗传技术，构建了基因组 P-M 位插入 G 基因的重

组 RV Flury LEP 株，并就重组病毒体外生长滴度、G
蛋白的表达水平及对小鼠的致病力等生物学特性，

与亲本株 LEP 进行了比较研究。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 病毒株: RV Flury LEP 由 本 实 验 室 保 存，在

BHK-21 细胞上扩增，滴定后 － 70℃ 冻存备用。
1. 1. 2 质粒: pCAGGS ( pC ) 、pBluescriptⅡKS ( pB ) 和

含有丁 肝 核 酶 序 列 的 pCI 由 本 实 验 室 保 存。pCI-
LEP、pB-A ( LEP ) 及 辅 助 质 粒 pC-N、pC-P、pC-L 本

实验室构建保存［5］。
1. 1. 3 小鼠和细胞: 6 周龄 BALB / c 成 年 雌 性 小 鼠

购自北京维 通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司。BHK-
21 细胞和小鼠脑神经瘤细胞 NA 细胞由本实验室传

代培养，培 养 基 分 别 为 含 10% 胎 牛 血 清 ( FBS ) 的

DMEM 和含 5% FBS 的 MEM( GIBCO) 。
1. 1. 4 主 要 试 剂 和 仪 器: T4 DNA 连 接 酶、限 制 性

内切酶 Nhe Ⅰ、Sph Ⅰ、Mlu Ⅰ、EcoR Ⅰ、Kpn Ⅰ和

EcoR Ⅴ购 自 TaKaRa 公 司。PhusionTM 超 保 真 DNA
聚合酶和限制性内切酶 Rsr Ⅱ、Pme Ⅰ购自 NEB 公

司。RNA 提取试剂盒、SuperScriptTMⅢ反转录酶、无

血清培 养 基 Opti-MEM 和 转 染 试 剂 LipofectamineTM

2000 购自 Invitrogen 公司。胎牛血清( FBS ) 、DMEM
和 MEM 购 自 Gibco 公 司。胶 回 收 试 剂 盒 ( Gel
Extraction Mini Kit) 及质粒小量提取试剂盒( Plasmid
Mini Kit) 购自 OMEGA 公司。质粒中量提取试剂盒

( QIAfilter Plasmid Midi Kit) 购自 QIAGEN 公司。鼠

抗 RV 高免 血 清 由 本 研 究 室 制 备。FITC 标 记 的 羊

抗鼠荧光二 抗 和 IRDyeTM 700DX 标 记 的 羊 抗 鼠 IgG
二抗购自 Sigma 公司。

PCR 仪购自 Applied Biosystem 公司。核酸测序

仪为 BECKMAN CEQ 8000 自动测序仪，所用试剂均

为 BECKMAN 公 司 产 品。荧 光 显 微 镜 购 自 德 国

ZEISS 公司。
1. 1. 5 引物 设 计 与 合 成: 根 据 GenBank 已 提 供 的

Flury LEP 基因组部分序列( 序列号 DQ099524 ) ，设

计并合成引物。所用引物( 表 1 ) 均由上海英俊生物

技术有限公司合成。
RV G 蛋白基因的克隆 参 照 Flury LEP 株 G 蛋

白基因序列并加上 M 基因的起始信号及 Kozark 序

列［5，11］设计 两 对 引 物: G-PF、G-PR; 在 LEP 的 A 片

段 引 入 Pme Ⅰ 位 点: 将 2429-2436 位 碱 基 由

CTCTAGAT 突 变 为 GTTTAAAC，设 计 两 对 引 物:

AF1、AR1 和 AF2、AR2，引物序列如表 1 所示。

表 1 重组病毒 LEP-PGM 基因组全长 cDNA

克隆构建及鉴定所用引物

Table 1 Primers used for construction and identification

of full-length cDNA of recombinant virus LEP-PGM
Primers Sequences( 5'→3' )
A-F1 TGCGCTAGCTGTTAAGCGTCTGATGAGTCCGTG
A-R1 TTTTCATTGTTTAAACGGAATGAATTCGAAGACTCG
A-R2 CCGAGAACTCCACATAACTTGAGTTTGC
A-F2 TTCATTCCGTTTAAACAATGAAAACTGAGATGTCAT

G-PF
GCATGTTTAAAC AACACCACT GCCACC ATGGTTCCTC

AGGTTCTTTT
G-PR GTACGTTTAAACTCACAGTCTGGTCTCGCCTC
F1739 AAGTATCGAGAGGACTTTCA
R2548 TTTTGGGTGTCCTCATCCCTA

The underlined letters are specific sequence of virus，bold sequences
represent restriction enzyme sites，Italics are protection sequence， the
starting signal for M gene is highlighted，Kozark sequences is bordered．

1. 2 基因组全长 cDNA 克隆的构建

利用 PCR 定点突变的方法，在 A 片 段 P、M 基

因之间引入 Pme Ⅰ限制性酶切位点( GTTTAAAC ) 。
以 pCI-LEP 全 长 质 粒 为 模 板，分 别 以 F1-PF、A-R1
和 A-F2、F1-PR 为引物，扩增出片段 A1 和片段 A2，

再以 A1 和 A2 为模板，以 F1-PF 和 F1-PR 为 引 物，

利用 Overlapping PCR 扩增出含有 Pme Ⅰ位点的片

段，命名为 A ( Pme Ⅰ ) ，经 测 序 无 误 后 将 其 克 隆 至

pBluscriptⅡ KS ( Agilent ) 多 克 隆 位 点，命 名 为 pB-A
( Pme Ⅰ ) 。按照同样的方法，以质粒 pCI-LEP 为模

板，G-PF 和 G-PR 为引物，扩增出带有 M 基 因 起 始

信号的 G 基因，并用 Pme Ⅰ处理后将其连接到用相

同酶处理过的 pB-A( Pme Ⅰ) 载体上，构建质粒 PB-
A-G; 将质粒 pCI-AB ( LEP ) 经 Xho Ⅰ和 Nhe Ⅰ双酶

切回收 pCI-B 部分，将质粒 PB-A-G 经 Xho Ⅰ和 Nhe
Ⅰ双酶切处理后回收 A-G 部分并克隆到 pCI-B 上，

构建质粒 pCI-AB-G; 将全长质粒 pCI-LEP 用 Not Ⅰ
和 Mlu Ⅰ处理后回 收 C 片 段，并 将 其 连 接 到 用 Not
Ⅰ和 Mlu Ⅰ处 理 过 的 pCI-AB-G 上，构 建 全 长 重 组

质粒 pCI-LEP-PGM( 图 1 ) 。构建完成的全长重组质
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粒用 Pme Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切鉴定无误后进行转染。

图 1 重组 RV LEP-PGM 基因组结构图

Fig． 1 Genome structure of the recombinant RV LEP-PGM．

1. 3 病毒拯救

BHK-21 细胞在 6 孔板上过夜培养，当细胞密度

达 到 80% 以 上 时 进 行 转 染。 按 转 染 试 剂

LipofectamineTM 2000 提 供 的 方 法 将 重 组 质 粒 pCI-
LEP-PGM 和辅 助 质 粒 pC-N、pC-P、pC-L 分 别 以 4、
2、1、1 μg的 量 加 入 到250 μL OPTI-MEM 中，混 匀。
取 15 μL LipofectamineTM 2000 加 入 250 μL OPTI-
MEM 中，混 匀 后 在 室 温 静 置 5 min; 然 后 将

LipofectamineTM 2000 与转 染 质 粒 充 分 混 合 均 匀，室

温孵育30 min。在 此 期 间 用 OPTI-MEM 洗 涤 BHK-
21 细胞 2 次，然后每孔加入 OPTI-MEM 1 mL，最 后

将 LipofectamineTM 2000 与质粒的混合液加入细胞培

养孔中，置于37℃、5% CO2 培养箱中培养8 h后弃去

转染上清，加 入 10% DMEM 继 续 培 养。72 h后，仔

细吹落培养板上的细胞，将培养液及细胞混合物全

部接种至 BHK-21 细 胞。取 F1 代 的 部 分 细 胞 培 养

上清接种 NA 细胞，48 h后用间接免疫荧光( IFA ) 检

测是否拯救成功。将获救的病毒继续在 BHK-21 细

胞上进行传代扩增，37℃ 培养72 h为一代，收获每一

代病毒的上清，于 － 70℃ 冻存，用于对救获病毒的进

一步滴定及生物学特性分析。
1. 4 救获病毒的鉴定

提取救获病毒的 RNA，反转录后利用特定引物

F1739 和 R2548 ( 表 1 ) 进行 PCR，扩增出包含重组 G
基因的片段，通过电泳和酶切初步鉴定大小之后进

行测序，用 DNA STAR 软 件 分 析，比 较 救 获 病 毒 的

序列与标准序列是否一致。
1. 5 种毒的制备及滴定

将鉴定 无 误 的 病 毒 在 BHK-21 细 胞 上 进 行 扩

增，37℃ 培养72 h后收获上清，分装，存于 － 70℃。
滴定前一天在 24 孔板上铺 BHK-21 细胞或 NA

细胞，待细胞密度达到约 80% 时即可接毒。将待滴

定的病毒在冰上作 10 倍连续稀释。24 孔板每孔接

种100 μL稀释好的病毒液，每个稀释度做 3 个重复，

于37℃ 感 作1 h，弃 去 上 清，每 孔 加 入500 μL 2% 的

DMEM。37℃ 培养48 h，用 IFA 测定病毒滴度。
1. 6 病毒生长动力学曲线的测定

将重组 病 毒 和 其 亲 本 株 以 MOI ( Multiplicity of
infection) 0. 1 分 别 感 染 单 层 NA 细 胞 和 BHK-21 细

胞。感作1 h后 用 PBS 洗 2 次，并 分 别 加 入 含 2%
FBS 的 MEM 和 DMEM 于37℃ 培养。分别于接种后

24、72 和120 h取细胞培养液上清测定病毒滴度，并

绘制病毒生长动力学曲线。
1. 7 Western blot 检测重组病毒 G 蛋白表达

重组病毒株 rLEP-PGM 和亲本株 LEP 均以 MOI
为 1 感染单层 BHK-21 细胞，并设空白细胞为对照，

3 d后收集细胞制备蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳。
将蛋白转移到硝酸纤维素 ( NC ) 膜上，用 5% 脱脂乳

封闭过夜，分别以 100 倍稀释的鼠抗 G 蛋白高免血

清和 抗 β-actin 为 一 抗，1 ∶ 5000 稀 释 的 IRDyeTM

700DX 标记的羊抗鼠 IgG 为二抗。用 Odyssey 红外

荧光扫描成像系统进行结果分析。各个条带的灰度

值用 Photoshop CS2 和 ImageJ 进行定量。G /β-actin
值为 G 蛋白条带的灰度值除以 β-actin 条带的灰度

值。
1. 8 病毒毒力测定

将病毒用 DMEM 作 10 倍连 续 稀 释。6 周 龄 的

BALB / c 雌 性 小 鼠 每 组 10 只，每 只 小 鼠 脑 内 接 种

30 μL病毒液，或 后 腿 肌 肉 注 射100 μL病 毒 液。连

续观察21 d，记录每组小鼠的体重变化和死亡情况。
利 用 Reed-Muench 法 计 算 小 鼠 半 数 致 死 量

( LD50 ) ［6，12］，以上实验均重复 3 次。

2 结果

2. 1 重组病毒基因组全长 cDNA 的构建及拯救

将构建完成的含有双 G 基因的全长重组 cDNA
克隆命名为 pCI-LEP-PGM( 图 1 ) 。将质粒 pCI-LEP-
PGM 及辅助质粒 pC-N、pC-P 和 pC-L 共 转 染 BHK-
21 细胞，转染3 d后收获细胞液，在 BHK 细胞上盲传

一代后进行 IFA 检 测，荧 光 显 微 镜 下 观 察 到 RV 感

染细胞的特征性荧光灶，呈阳性结果 ( 图 2 ) 。拯 救

获得的病毒命名为 rLEP-PGM。
2. 2 救获病毒的鉴定

提取拯救病毒的 RNA 进行 RT-PCR，扩增出包

含有 P-M 非编码区的片段( 图 3-A) ，胶回收 PCR 产
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图 2 IFA 检测拯救病毒感染 NA 细胞

Fig． 2 Indirect immunofluorescence analysis of rescued recombinant

rabies virus infected NA cells． A: NA cells infected with rescued

recombinant rabies virus; B: NA cells infected with non-virus DMEM．

图 3 救获病毒的鉴定

Fig． 3 Identification of rescued virus． A: RT-PCR amplification of

fragment 1739 － 2548 of rLEP-PGM and LEP with identical primers．

B: Pme Ⅰ and Sph Ⅰ digestion of fragment 1739 － 2548 of rLEP-

PGM strain． M : λ-EcoT14 Ⅰ digest marker; 1 : fragment 1739 －

2548 of rLEP-PGM strain; 2 : fragment 1739 － 2548 of LEP strain;

3 : Pme Ⅰ digestion of fragment 1739 － 2548 of rLEP-PGM strain;

4 : Sph Ⅰ digestion of fragment 1739 － 2548 of rLEP-PGM strain．

物后进行 酶 切 鉴 定 和 测 序 分 析。PCR 产 物 经 Pme
Ⅰ、Sph Ⅰ酶切鉴定( 结果如图 3-B 所示) 大小正确;

测序结果显示: 在 P-M 非编码区第 2430 到 2437 之

间( Pme Ⅰ位点) 多出一段 G 基因序列，其碱基序列

与预期相符，两端含有引入的限制性酶切位 点 Pme
Ⅰ( GTTTAAAC) 。结果表明，我们利用反 向 遗 传 操

作技术成功地从全长 cDNA 克隆拯救得到重组病毒

rLEP-PGM。
2. 3 病毒体外生长特性

rLEP-PGM 和 LEP 的生长能力用病毒在神经元

细胞 NA 和非神经元细胞 BHK-21 上的多步生长曲

线来检验。两株病毒在这两种细胞上的多步生长动

力学曲线如图 4 所示，重组病毒的滴度比亲本株略

低，但并无显著差异; rLEP-PGM 和 LEP 体外嗜神经

指数也极为相近( 表 2 ) 。

图 4 Lep 和 rLEP-PGM 在 BHK-21 细 胞 ( A) 和 NA 细 胞

( B) 上的生长动力学曲线

Fig． 4 The virus growth curves of Lep and rLEP-PGM in BHK-21 cells

( A) and NA cells ( B) ．

( ■ : titers of Lep; ▲ : titers of rLep-PGM) ．

表 2 LEP 和 rLEP-PGM 在 NA 和 BHK-21

细胞上的滴度及体外嗜神经指数

Table 2 Growth titers and neurotropism index of

LEP and rLEP-PGM strains in NA and BHK cells

Strain
Titer a ( LgFFU /mL)

NA BHK-21
Neurotropism
index b indexb

LEP 7. 6 6. 6 1. 0
rLEP-PGM 7. 4 6. 4 1. 0

a Virus titers were determined by using an IFA test as described in
materials and methods． b The neurotropism index equals the logarithm of
the titer in NA cells subtracted by the logarithm of the titer in BHK-21
cells．

Western blot 分 析 结 果 显 示 rLEP-PGM 感 染

BHK-21 细 胞 G 蛋 白 表 达 量 高 于 LEP ( 图 5 ) 。在

LEP 感染的 BHK-21 细 胞 中 G /β-actin 的 灰 度 比 值

为 1. 2 ; 而在 rLEP-PGM 感染的 BHK-21 细胞中该比
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值为 1. 7，是前者的 1. 5 倍。

图 5 western blot 分 析 LEP 或 rLEP-PGM 感 染 BHK-

21 细胞 G 蛋白的表达

Fig． 5 Western blot analysis of glycoprotein expression in BHK-21

cells infected with LEP or rLEP-PGM strain．

为了检 验 rLEP-PGM 在 体 外 传 代 过 程 中 的 稳

定性，将 rLEP-PGM 在 BHK-21 细 胞 上 连 续 传 10
代。各代次 的 病 毒 滴 度 如 图 6 所 示，从 第 5 代 开

始，病 毒 滴 度 稳 定 保 持 在 5 × 106 FFU /mL-1 ×
107 FFU /mL 之 间。对 第 10 代 病 毒 进 行 RT-PCR，

扩增出含有重组 G 基因 的 1739 － 2548 片 段，结 果

与图 3-A 一致。
2. 4 对小鼠的致病性

小鼠脑内接种感染 rLEP-PGM 与 LEP 后均表现

出消瘦、发抖、兴奋、沉郁等临床症状，最后死亡，但

图 6 rLEP-PGM 株在 BHK-21 细 胞 上 连 续 传 代 各 代 次

的滴度

Fig． 6 Virus titer of rLEP-PGM strain serial propagated in BHK-21

cells．

rLEP-PGM 发病较 LEP 提 前 2 － 3 d。LEP 和 rLEP-
PGM 通过脑内注射途径感染成年小鼠的 LD50 3 次

重复平 均 值 分 别 为 1 FFU 和 3 FFU，差 异 不 大 ( 图

7 ) ; 通过肌肉注射感染小鼠可以测定 RV 的 神 经 侵

入能力，rLEP-PGM 通 过 后 腿 肌 肉 注 射 感 染 小 鼠 的

LD50 平均为 4 × 104 FFU，而 LEP 肌肉注射感染小鼠

的 LD50 平均 为 3. 4 × 105 FFU，经 统 计 学 分 析，差 异

显著( t 检验，P ＜ 0. 01 ) ，结果表明，rLEP-PGM 的外

周神经侵入能力显著高于 LEP。

图 7 LEP 和 rLEP-PGM 对成年小鼠的致病性

Fig． 7 Pathogenicity of LEP and rLEP-PGM strains in adult mice． Six-week-old BALB / c mice were infected with LEP or

rLEP-PGM strain by i． c in a 30 μL volume or by i． m in a 100μL volume with the doses of 100 to 106 FFU． □106 FFU;

◇105 FFU; Δ104 FFU; ◆103 FFU; ■102 FFU; ▲101 FFU; × 100 FFU．
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3 讨论

1940 年 Koprowski 等［5］从一个患狂犬病死亡的

女孩脑内分离到一株强毒，命名为 Flury 株，Flury 株

连续在一日龄雏鸡脑内传 138 代，然后经鸡胚卵黄

囊传 40 － 50 代，再在鸡胚传 178 代，使其丧失对动

物的致病力，为便于区别，在鸡胚传代 68 代以前的

称为 LEP 株 ( low egg passage ) ，高 于 136 代 的 称 为

HEP 株( high egg passage) ，LEP 和 HEP 株都具有良

好的免疫原性，被广泛用于人和动物用疫苗的生产。
在少数国家，包括中国，还被作为活疫苗免疫动物。
但 Flury LEP 疫苗有时能够在 3 月龄幼犬引起狂犬

病，因此为了安全起见，更多的被作为灭活疫苗研究

与应用［5］。
RV 的主要 特 征 是 其 神 经 侵 入 性，即 病 毒 感 染

宿主后会以其独特的方式从外周神经通过神经节轴

突运输侵入中枢神经系统。RV 的神经侵入力和神

经毒力的一个重要参数为体外嗜神经指数［13］，即病

毒在 NA 细 胞 相 对 于 BHK-21 细 胞 上 的 感 染 性 比

例。嗜神经指数为 1 表示病毒在神经元细胞上感染

的能力比在非神经细胞上的高 10 倍。致病性毒株

与弱毒株相比通常具有较高的嗜神经指数; 致病性

毒株的嗜神经指数一般大于 1，而弱毒株的嗜 神 经

指数通常接近于 0 ［5，7，13］。RV G 蛋白对病毒在神经

细胞间的跨突触传播具有重要 作 用［1，4 － 5］。致 病 性

强的毒株比致病性弱的毒株在宿主细胞内的复制速

度慢，在感染早 期 G 蛋 白 表 达 量 较 弱 毒 株 低［4］，从

而躲避机体免疫系统早期监测，保护机体神经节结

构，利用 神 经 节 的 轴 突 逆 向 运 输 达 到 中 枢 神 经 系

统［1，4 － 5］。
自从 1994 年 Schnell 等［14 － 16］ 第 1 次 运 用 反 向

遗传技术 成 功 的 改 造 并 拯 救 出 狂 犬 病 毒 SAD B19
株，反向遗传技 术 在 RV 新 型 疫 苗 的 研 究 中 就 起 着

非常重要的作用。利用反向遗传技术，国内外有许

多实验室选择在 G、L 基因的间隔序列上插入 额 外

的 G 基因，构建表达双 G 蛋白甚至三 G 蛋白的重组

RV: Faber［17］、Hosokawa-Muto［7］等分别构建了在 G-L
位置插入一个同源 G 基因的重组病毒 SPBNGA-GA
和 RC-HL，并发现双 G 重组病毒的生长性能与亲本

株 rRC-HL 相似，但 G 蛋 白 在 细 胞 中 的 表 达 量 较 亲

本株高 1. 5 倍; 刘晓慧等人［9］ 构建并拯救了携带两

个 G 基因的 Flury-HEP 株( HEP-dG) ，并发现其比亲

代病毒病毒滴度高、致病性低、免疫原性高; 为了增

强 LEP 株作为灭活疫苗的免疫原性，本实验室构建

了表达 双 G 基 因 的 重 组 Flury LEP 病 毒 rLEP-G
株［5］，同样发 现 该 毒 株 具 有 与 野 生 型 LEP ( wtLEP )

相似的生物学特性，但在感染细胞中 G 蛋白的表达

量显著提高。且利用该毒株制备狂犬病灭活疫苗免

疫小鼠 和 比 格 犬，诱 导 的 VNA 水 平 均 显 著 高 于

wtLEP 灭 活 疫 苗。RV 与 VSV ( Vesicular stomatitis
virus) 同属于弹 状 病 毒 科，在 基 因 结 构 上 相 似 性 很

大，Wertz［18］，Ball［19］ 等 以 VSV 为 模 板，通 过 改 变

VSV G 蛋白基因的位置来改变其表达量，证实了负

股 RNA 病毒具有介导其基因组发生变化的能力，并

发现将 G 基因重排至离启动子越近的地方，其 G 蛋

白表达量越高。Xianfu Wu 等［20］构建了 G 基因与 M
基因互换位置的重组 RV: ERAgm，使得 G 基因更靠

近启动子区域，发现重组病毒在 BSR 细胞上的适应

性并未发生改变，但重组病毒的 mRNA 表达量高达

亲本株 的 1. 3 倍。郭 霄 峰 等 人［9，21］ 分 别 构 建 了 将

RV G 基因重排到基因组第一位和第二位的重组病

毒，发现与亲本 株 相 比，重 组 病 毒 发 生 G 蛋 白 表 达

量提高、毒力降低等特性变化，并得出与 VSV 研 究

结果相同的结论: 将 G 基因重排至离启动子越近的

地方，其 mRNA 表达量越高。
综上所述，在基因组 G-L 位增加一个或两个 G

蛋白基因，可以增加 G 蛋白的表达量及毒株的免疫

原性，将 G 基 因 重 排 至 离 启 动 子 越 近 的 地 方，其

mRNA 表达量越高。那么，在基因组 P-M 位增加一

个 G 基因的插入重组表达对 Flury LEP 致病力的影

响如何 呢? 基 于 以 上 思 路，本 研 究 在 亲 本 株 Flury
LEP 反向遗传操作系统基础上，构建含有 2 个序列

同源的 G 基因，但另一个 G 基因重排至基因组第三

位的全长 cDNA 克隆，成功拯救表达双 G 蛋白的重

组病毒株 rLEP-PGM。对重组毒的生物学特性研究

发现，重 组 病 毒 株 rLEP-PGM 在 神 经 细 胞 NA 细 胞

和非神经细胞 BHK-21 细胞上滴度与亲本株 LEP 相

似，嗜神经性指数相同，通过 Western blot 分析在感

染细胞中 G 蛋白的表达量显著高于 LEP，证实了增

加一个 G 蛋白基因，可以提高 G 蛋白的表达量的结

论。G 蛋白 在 RV 的 致 病 性 中 起 着 极 为 重 要 的 作

用，因此有必要检验增加一个 G 基因对病毒致病性

的影响。本实验通过脑内感染( i． c) 和肌肉注射( i．
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m) 两种不同的感染途径来 测 定 病 毒 对 小 鼠 的 致 病

力［5 － 6］。rLEP-PGM 与 LEP 脑内注射小鼠的 LD50 差

异不大，但二者肌肉注射途径致病性相差约 10 倍，

即 G 基因在 P-M 位的 插 入 重 组 增 加 了 肌 肉 注 射 病

毒对小鼠的致病性，增强了病毒从外周侵入中枢神

经系统的能力。但是该重组病毒对小鼠肌肉注射致

病性增加的机理尚需进一步研究。
本研究下一步将致力于重组病毒株 rLEP-PGM

对小鼠 及 犬 的 免 疫 保 护 实 验 及 重 组 病 毒 株 rLEP-
PGM 致病性增强的机理研究。
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Insertion of glycoprotein gene between P and M gene
influences the pathogenicity of the rabies virus Flury LEP

Hongyue Zhai1，Lihong Tao1，Jinying Ge1，Xijun Wang1，Na Feng2，Lei Shuai1，

Liang Ma3，Zhigao Bu1*
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2 Institute of Military Veterinary，Academy of Military Medical Sciences，Changchun 130122，China
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Abstract: ［Objective］ To study the biological characteristics and pathogenicity of a recombinant rabies virus Flury LEP
( low egg passage ) that has two glycoprotein genes ( G gene ) ． ［Methods］ By using reverse genetics techniques，we
constructed a recombinant virus Flury LEP that has an additional G gene between P and M gene ( rLEP-PGM ) ． Then we
studied the biological characteristics of the recombinant virus and its pathogenicity on mice． ［Results］The in vitro growth
characteristic of rLEP-PGM were similar to the LEP strain． Western blot analysis of glycoprotein expression showed that
the glycoprotein expression level of rLEP-PGM was 1. 5 times higher than LEP． The LD50 of rLEP-PGM and LEP was 3

FFU and 1 FFU by intracerebral injection． However，the LD50 of intramuscular injection was 4 × 104 Lg FFU and 3. 2 ×

105 Lg FFU，respectively． ［Conclusion］ Insertion of an additional G gene between P and M gene can significantly raise
the expression level of glycoprotein and enhance the ability to invade central nervous system from peripheral sites．
Keywords: Reverse genetics technique，Recombinant rabies virus，Glycoprotein，Pathogenicity
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梅特勒-托利多参加第八届中国涂料峰会

第八届中国涂料峰会于 2011 年 6 月 14 日在上海浦东淳大万丽酒店顺利召开，本次峰会由荣格工业传媒主办，梅特勒-托

利多、阿克苏诺贝尔、奇瑞汽车等企业赞助协办。此次峰会将“第八届汽车涂料及涂装技术研讨会”，“第四届紫外光固化涂料

及涂装技术研讨会”，“工业防腐涂料及涂装技术研讨会”及“第三届木器涂料及涂装技术研讨会”进行整合，还特邀了美国涂

料协会官员出席，介绍了水性涂料的新进展。

梅特勒-托利多作为主要参展商之一，带来了全方位涂料行业的解决方案，展示了分析天平、快速水分测定仪、卡尔费休水

分仪、熔点仪等在内的实验室仪器。会上，与会气氛热烈，许多参会代表驻足梅特勒-托利多展台，就如何提供用户环保及高效

灵活的检测方法及解决方案进行了充分的交流。

梅特勒-托利多是全球领先的精密仪器和服务供应商，是全球最大的实验室、工业和食品零售业称重设备的制造商和销售

商。

更多关于梅特勒-托利多公司的讯息请登录: www． mt． com
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