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摘要：【目的】建立狂犬病毒的反向遗传系统，为研制不含狂犬病病毒致病性的新型安全高效的狂犬疫苗提

供技术依据。【方 法】本 研 究 采 用 反 向 遗 传 学 方 法 和 分 子 克 隆 技 术，建 立 了 狂 犬 病 病 毒 KQH():J S8T>5:>@T>J
BPH(<H54（KSB）疫苗株的 1UV2 G#、G# 启动子病毒拯救系统，构建了表达 .、W、X 蛋白的辅助质粒。【结果】成

功拯救出野生型病毒 9KSBJV1，在 VH98 细胞上的生长动力学特性与父母本 KSB 相同，第三代可在 VH98 细胞

上可获得很高的生长滴度。【结论】建立了狂犬病病毒的反向遗传系统，拯救出的野生型病毒生物学特性与

父母本相同。
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狂犬病（S;P>H<）是由狂 犬 病 毒（S;P>H< V>9’<）引

起的主要侵害中枢神经系统的接触性，高致死性人

兽共患传染病，几乎所有的温血动物都易感，一旦感

染，死亡 率 接 近 /++Y。犬 类 动 物 在 传 播 人 狂 犬 病

过程中起主要作用，是本病的主要宿主之一。据我

国疾病预防控制中心统计，*++D 年我国人狂犬病发

病数已突破 E+++ 例，正在形成第 E 次流行高峰。流

行病学调查表明，"%Y 以上的人狂犬病病例是因为

与患病或带毒的犬和猫直接或间接接触引起的。狂

犬病疫情快速回升，严重威胁着人和动物的公共卫

生安全，造成的财产损失更是无法估量。人类与其

斗争了几百年，仍无有效的治疗方法，要消灭狂犬病

仍是无法实现的事实，所以疫苗的预防成为狂犬病

防制的重要方法。狂犬病疫苗研究的目标是开发一

种既保留狂犬病毒的免疫原性，又不含狂犬病毒致

病性的新疫苗。鉴于现有的无毒变异株繁殖力低，

难以满足 社 会 要 求，并 有 潜 在 毒 力 返 强 的 危 险，因

此，开发既能大规模生产，又价廉易得、安全有效的

人（兽）用基因工程狂犬病疫苗，近些年已成为各国

狂犬病防治的中心课题之一。本试验选用的是 VH98
细 胞 适 应 的 兽 用 KQH():J S8T>5:>@T>JBPH(<H54（KSB）

疫苗株，VH98 细胞是干扰素缺陷型细胞，病毒在细胞

内可高水平复制，繁殖滴度高。生物安全性高，对受

体的副作 用 小。KSB 毒 株 在 AZ[/E，/"，*/ 细 胞 上

传代，抗原滴度只达 XC%+"/+J%R+ ，与 \X’() 株相比较

对动物毒副作用小，动物接受谱广。

狂犬病毒为不分节段的单股负链 S.B 病毒，属

弹状病毒科，狂犬病毒属。单分子负链病毒目全长



!"#$ 的拯救是在 %&&’ 年由 (!)*+,, 等［%］首先从狂犬

病毒开始研究 的。反 向 遗 传 技 术 通 过 构 建 -#$ 病

毒的感染性分子克隆，在 "#$ 分子水平上对其进行

体外操作，从而研究病毒结构与功能的方法，如进行

基因为点突 变、缺 失、插 入、颠 换、转 位 和 互 补 等 改

造，以此来 研 究 病 毒 的 基 因 复 制 与 表 达 调 控 机 理，

-#$ 编辑和自发重组与诱导重组、病毒与宿主的关

系、抗病毒策略、基因治疗研究，以及构建新型病毒

表达载 体 表 达 外 源 基 因 和 进 行 疫 苗 的 研 究。%&&’
年之后基于反向遗传学实验方法其他病毒如杆状病

毒、.(.［/］、副粘病毒［0］、呼吸道合胞 体 病 毒［’］、仙 台

病毒［1］等的反向遗传学也相继报道。

本试验采用具有良好的免疫原性狂犬病毒 .+23
细胞适应株 4-$ 疫苗株，经蚀斑纯化，得到了相对

较纯的“克 隆 株“命 名 为 4-$5.6，建 立 了 需 痘 病 毒

辅助的 78 启 动 子 和 69.:78 启 动 子 的 反 向 遗 传 操

作系 统，两 个 系 统 均 成 功 拯 救 出 野 生 型 24-$5.6。

其与亲本毒株 4-$5.6 相 同 对 .+23 细 胞 和 ;<= 细

胞均极为敏感，具有力良好的适应性。本研究为进

一步开展更为安全高效的重组 -. 活载体疫苗研究

及 -. 病毒相关机制奠定了技术基础。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 毒 株 与 细 胞：狂 犬 病 毒 4-$ 疫 苗 株 纯 化 毒

株 4-$5.6 和 .+23 细胞：由军事医学科学院军事科

学研究所保存。痘病毒 >7?850 和 ;<= 细胞：由中国

农业科学院哈尔滨兽医研究所人兽共患病研究室保

存。表达核 蛋 白（#@）、磷 酸 蛋 白（@）及 转 录 酶 的 大

蛋白（A）基因的两套转录辅助质粒 78 单启动子拯救

系统 B;,C+#、B;,C+@、B;,C+A 和 78:69. 双 启 动 子 拯

救系 统 B6D#、B6D@、B6DA 由 中 国 农 业 科 学 院 哈 尔 滨

兽医研究所人兽共患病研究室与军事医学科学院军

事兽医研究所病毒学研究室联合构建。

! "! "# 主 要 试 剂 和 仪 器：@2EF+2(7$- <( "#$
@3,GF+2HI+，7’ "#$ 连接酶，及其它限制性内切酶均

购自 7H=H-H 公司。-#$ 提取试剂 72EJ3,，鼠源反转

录酶（9A.）试剂盒，无血 清 培 养 基 KBLE5"949 及 磷

酸钙转染 试 剂 盒（6H,!ECF B)3IB)HL+ 72H*IM+!LE3* =EL）
均购自 D*>EL23N+* 公司，7@6= 处理胰酶和 ?D76 标记

的兔抗鼠荧光二抗购自 (ENFH 公司。犊牛血清购自

;DK6<-K9 $O 公 司。 胶 回 收（O+, 4PL2H!LE3* 9E*E
=EL）及 质 粒 小 量 提 取 试 剂 盒（@,HIFEQ 9E*E =EL）均 购

自上海华舜。质粒中量提取试剂盒购自 RD$O4# 公

司。荧 光 显 微 镜（A+E!H "9 D-; ）购 自 A+E!H 公 司。

鼠抗 -. 糖蛋白高免性血清由本研究室制备。

% S% S0 引物：参照 O+*+;H*T 中提供的 狂 犬 病 毒

4-$ 株基因 序 列（序 列 号 为 4?/UV8U8），用 "#$(LH2
软件 分 析，制 作 酶 切 图 谱，选 取 基 因 上 的 !"# D、
$%&%%U8D、!’( D、!&) D、*+,-D 及 -’" D 等 酶 切 位 点，在

含有酶切位点的基因附近，设计 -75@6- 引物，将全

基因序列分 成 8 段，序 列 如 表 %。引 物 合 成 及 测 序

在 D*>EL23N+* 公司。

表 ! $%&’() 全长 *+,& 克隆引物序列及酶切位点

7HW,+ % 7)+ B2EF+2I I+XC+*!+ H*Q +P3*C!,+HI+ CI+Q L3 !,3*+ !3FB,+L+ I+XC+*!+ 3M 4-$5.6
@2EF+2 (+XC+*!+（1’! 0’）H*Q -+IL2E!LE3* IEL+

-%?

-%-
-/?
-/-
-0?
-0-
-’?
-’-
-1?
-1-
-V?
-V-
-8?
-8-

O76$67-).&-)7OO7O77$$O6O767O$7O$O766O7O$OO$6O$$$67$7$OO$$$OO$$77667$7$O76$6O677$$6$$66$O$76$$$O
（.(/D:<HF）

$676OO6O$$7O$O777OO$6（ !"# D）
76O$$76$7O$7O$$7OO$OO
6$O666$67OO$$O$7$$$OO（$%&%%U8D）
67O$OOO6$7O$$67OOO7$7
76667O7666767O$O$77O7（ !’( D）
$$O$O76$$76O$76$O$$66
6$6$OOO$66O$$6O767677（ !&) D）
$O$O$O6$O$$$$O777$OO6
77O667676O$$$6767O$$7（*+,-D）
O$6O$OO7OO$6$$OO7OO$O
666$67O$$66$67676$$O6（ -’" D）
O7676OO$O677O$6$7$$OO
6$OO76OO$66O6O$OO$OO7OO$O$7O66$7O66O$666$6O677$$6$$$7$$$6$$6$（L)+ BH2L (+XC+*!+ 3M 0’, D:-EWJ3F）

! "# $%&’() 全长 *+,& 感染性克隆 /)01$%&’()
的构建

应用表 % 中的引物，通过一系列 -75@6- 反应，

经测序得到了序列完全正确的试验设计的 8 个全基

因克隆片段，均构建在转移载体 B;,C+ 上。其中 -%
片段的 0’A+HQ+2 前端用 @6- 方法引入锤头状核酶

U1& AE OC3 +L H, Y : -+&" 12+3,42,#,52+" !262+"（/UU&）’&（8）



（!"#），$% 片 段 的 &’’(")*+( 后 引 入 丁 型 肝 炎 核 酶

（!,-$.）。为获得 /$0 全长基因组 1230 克隆。将

各个片段经酶切、连接、克隆等步骤，将所得各片段

顺次克隆与转移载体 45*6+ 的 ’% 启动子下游，组装

完成的 1230 全 长 克 隆，后 转 移 至 表 达 载 体 478 的

’%97:; 启动子之下。质粒命名为 478(/$0<;7。将

全长质粒测序分析，经比对得到理想的测序结果，其

中包括试验设计的精确的核酶序列及全长基因组序

列。测 序 在 8=-)>(?@+= 公 司 完 成。 序 列 分 析 使 用

230A>"( 软件。全基因克隆过程如图 B 所示。

图 ! "#$ 全长 %&’$ 克隆表达质粒 ()*+"#$,-) 的构建策略及感染性质粒图谱结构示意图

C)@ D B 0 1?=E>(61>)?= E>(">+@F ?G >H+ 1230 +I4(+EE)?= 4*"E#), ?G /$0 478(/$0<;7 D 8> 1?=>")=E G)-+ E>(61>6("* 4(?>+)=E "=, ()J?.F#+E "E )=,)1">+, D ’%97:;

4(?#?>+( >("=E1()J+E 1230 ?G /$0<;7 >? G?(# E>("=, $30 D 0 E6)>"J*+ +I?=61*+"E+ K"E E+*+1>+, "=, 6E+, )= >H+ E+L6+=1+ >? F)+*, E+-+= G("@#+=>E D 0=, ",,+,

!"# "=, $J. E+L6+=1+E )=>? >H+ M’*+",+( "=, &’>(")*+( D C()E>，G("@#+=>E ?G $B<$M "=, $N<$% K+(+ 1*?=+, )=>? 45*6+E1()4> 88 =+I> >? >H+ ’% 4(?#?>+(，="#+,

"E 45*6+<$8 "=, 45*6+<$88；A+1?=,，>H+ 45*6+<$8 "=, 45*6+<$88 K+(+ 16> K)>H !"#8 "=, !"$ 8，"=, F)+*,+ $8 >K? G("@#+=>E ! !"$ 8 "=, 45*6+<$8! !"$ 8 D

’H)(,，45*6+<$8! !"$ 8 "=, $N<$% K+(+ *)@">+,，="#+, 45*6+</$0<;7! !"$ 8；C?(>H，"G>+( 45*6+</$0<;7! !"$ 8 "=, 478 1?=>")=)=@ >H+ 4"(> ?G $J. K+(+

16> K)>H %$#8 "=, &"’ 8，(+E4+1>)-+*F "=, *)@">+, >?@+>H+( >? J+ >H+ 478< /$0<;7! !"$ 8；’? 1?#4*+>+ >H+ 1?=E>(61>)?=，! !"$ 8 K"E )=E+(>+, )=>? 478< /$0<

;7! !"$ 8，"=, F)+*,+, >H+ G)="* 1?=E>(61> ="#+, 478(/$0<;7 D

! ./ 病毒拯救

5!O 细胞培养于含 BPQ 胎牛血清 的 2:/: 完

全培养基中。转染前 B H 以 -’C%<M 按 : D R D 8 D 约等

于 B 感染细胞。为了对比转染效率，转染采用磷酸

钙 转 染 （ 8=-)>(?@+= ）和 脂 质 体 SPPP 转 染 法

（8=-)>(?@+=），操作 参 照 试 剂 盒 说 明 书 进 行。 将 质 粒

478(/$0<;7 分别与 45*6+3、45*6+T 及 45*6+U 辅助质

粒系统、4783、478T、478U 辅 助 质 粒 系 统 共 转 染。磷

酸钙转染法分别为 &!@、S V&!@、B VS&!@ 和 B VS&!@；

脂质体 SPPP 的转染量为 S!@、B!@、P V&!@ 和P V&!@。

磷酸钙法将 转 染 细 胞 置 &Q 7RS 培 养 箱 M%W 培 养

约 BP H 后，加 入 B<"<2<阿 拉 伯 呋 喃 糖 苷（0(" D 7，

S&!@9#U），次 日，再 以 BPQ 2:AR 的 T5A 休 克

S V& #)=，然后加入新鲜的完全 2:/:，同时加入 B<"<
2<阿拉 伯 呋 喃 糖 苷 后 于 M%W &Q 7RS 培 养 箱 培 养，

SN H后观察 细 胞 生 长 情 况。 脂 质 体 SPPP 转 染 法 是

将转染细胞置 &Q7RS 培养箱 M%W 培养约 N X Y H，

后，弃掉上清，换 &Q 的 2:/: 完全培养基，并 加 入

B<"<2<阿拉伯呋喃糖苷（0(" D 7，S&!@9#U），于 M%W
&Q 7RS 培 养 箱 培 养，SN H 后 观 察 记 录 细 胞 生 长 状

态。%S H 后，将细胞反复冻融 M 次，收获病毒。将收

获的病毒用 P VSS 滤膜收集过滤，去除残留的痘病毒

后与 ;+(? 细胞上传代 M 次以上，收获鉴定。

! .0 拯救病毒的鉴定

! .0 .! 间接免疫荧光（ 8C0）鉴定：将拯救的病毒 液

用 P VSS 滤 膜 收 集 过 滤 去 除 痘 病 毒 后，单 层 接 种 与

;+(? 细胞，于 M%W &Q 7RS 培养箱培养，%S H 后，将

细胞反复冻融 M 次，收获病毒。如此反复传代 M 次，

将收获 的 病 毒 液 以 ZPPP [ @ 离 心 & #)=，收 取 上 清

液，以 2:/: BP 倍数系列稀释，&P!U 体积感染生长

于 SN 孔 板，密 度 为 ZPQ X \PQ 的 ;+(? 细 胞，M%W，

孵育 B H 后，用 2:/: 洗 涤 M 遍，然 后 加 入 完 全

2:/: 培养基继续培养，\Y H 后取出，弃细胞上清培

养液，T5A 洗 M 遍 后，用 ZPQ 丙 酮 固 定（ 室 温，

SP #)=），以 &Q 的 ’K++=SP 的 磷 酸 盐 缓 冲 液（T5A’）

洗 M 遍，加入 &P 倍稀释的鼠抗 $; 糖蛋白单因子免

疫血清，以相同稀释倍数鼠阴性血清为对照，M%W孵

育 MP #)=；用 T5A’ 洗 M 遍，加入 B ] SPP 倍稀释的 C8’7
标记 兔 抗 鼠 8@^ 二 抗（A)@#"）BPP!U 每 孔，M%W 孵 育

MP #)=，用 T5A’ 洗 M 遍，荧光显微镜下观察结果。
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! "# "$ 电镜观察及 !"#$%! 鉴定：将收获病毒除去

痘病毒后，在 &’() 细 胞 上 盲 传 * 代，收 集 感 染 细 胞

上清悬液，+,--- . / 离 心 *- 012，送 与 电 镜 室，采 用

磷钨酸负染法制备样本，常规透射电镜观察病毒粒

子形态，经检测样本为弹状病毒。

拯救的病毒经细胞传代培养，提取细胞总 !34
（"(15)6 法）。为 避 免 辅 助 质 粒 对 !"#$%! 反 应 阳 性

结果的干扰，选取 !& 全基因组上位于 7 基因上的

引物 对 $0（,89: ; *8**）和 < 基 因 上 的 引 物 对 $/
（*,=8 ; >>98）进 行 !"#$%! 反 应。 分 别 得 到 $0 长

?9- @A 和 $/ 长 9=- @A 的两条特异性片段，与预期大

小相符，测 序 结 果 经 B34CDE( 软 件 比 对 与 全 基 因 序

列相对应片段的碱基序列一致。

! "% 病毒滴定及生长动力学

将 &’() 细 胞 传 代 至 ,> 孔 板 培 养 过 夜，生 长 密

度约 9- ; ?-F 时 用 于 感 染 拯 救 收 获 的 病 毒。 病 毒

作 +- 倍 系 列 稀 释，每 孔 接 毒 量 为 :-!G。 细 胞 于

*8H :F %I, 培养箱培养 ?= J 后，用 9-F丙酮固定

（室温，,- 012）后，以 :F 的 "K’’2,- 的 磷 酸 盐 缓 冲

液（$LC"）洗 * 遍，加入 :- 倍稀释的鼠抗 !& 糖蛋白

单因子免疫血清，*8H孵育 *- 012；用 $LC" 洗 * 遍，

加入 + M ,-- 倍 稀 释 的 NO"% 标 记 兔 抗 鼠 O/< 二 抗

+--!G 每孔，*8H孵育 *- 012，用 $LC" 洗 * 遍，荧光

显微镜下观察结果。

$ 结果

$ "! &’()*+ 全长 ,-.( 感染性克隆 /+01&’()*+
的构建

将构 建 好 的 P!4#&% 全 长 QB34 感 染 性 克 隆

A%O(P!4#&% 质粒全基因测序，结果显示 A%O(P!4#&%
质粒中 含 有 拯 救 病 毒 所 需 精 准 的 *’G’ER’( 和 :’

"(E16’( 及 用 $%! 方 法 引 入 的 锤 头 状 核 酶（SE0）、丁

型肝 炎 核 酶（SRT!5）序 列。包 含 P!4#&% 完 整 的 :
个结构蛋白和 每 个 基 因 的 <C 与 <P 等 转 录 识 别 结

构调控原件。

$ "$ +2*345 双启动子和 45 启动子系统启动野生

型 1&’()*+ 的获救

为了从 克 隆 的 QB34 中 拯 救 感 染 性 (P!4#&%，

首先以 A%O(P!4#&% 质粒分别和表达 P!4#&% 的 3、

$ 和 G 蛋白的 "8 启动子 辅 助 质 粒 共 转 染 预 感 染 表

达 "8 聚合酶重组痘病毒的 LSU 细胞，培养 * 天后，

收获转染细胞，做 间 接 免 疫 荧 光（ ON4）鉴 定 结 果 为

阳性。电镜观察可见典型弹状病毒粒子；!"#$%! 反

应得到目的片段，如图 , 结果表明，通过反向遗传操

作技 术，利 用 P!4#&% 疫 苗 株 基 因 组 QB34 克 隆 成

功拯救具有感染性的子代病毒 (P!4#&%。

图 $ 重组病毒 1&’()*+ 鉴定结果

N1/ V , OR’2D1W1QED1)2 (’XY6DX )W (’Q)0@12E2D T1(YX (P!4#&% V（4）ON4 A)X1D1T’ (’XY6D )W (P!4 #&% 12 &’() N*；（L）’6’QD()2 01Q()XQ)A’ (’XY6D )W (P!4 #&% 12

&’() N*；（%）ON4 A)X1D1T’ Q)2D()6 (’XY6D )W AE(’2DX P!4 #&%；（B）XA’Q1W1Q1DZ !"#$%! (’XY6D )W (P!4 &% ，7 1X DJ’ B34,--- 7E([’(，D(EQ[ + 1X $0，?9-@A；

D(EQ[ , 1X $/，9=-@A V

$ "6 拯救病毒滴定（07(）及在 *819 细胞上的生长

动力学

将经 "8 单 启 动 子 拯 救 系 统 和 "8\%7& 双 启 动

子拯救系统的原代病毒用 - ],, 滤膜收集过滤，去除

残留的痘病毒后，在 &’() 细胞上盲传 N* 代，收获病

毒。将病毒接种于 = 孔板，在 + R、, R、* R、> R、: R
和 = R 按时间顺序分别收获取样，反复冻融 * 次后，

离心去除细胞碎片，接 ,> 孔细胞培养板培养病毒间

接免疫荧光进行病毒滴定，"%OB:- 结果显示单纯 "8

启动子滴定病毒滴度在 +- ^ > ; +- ^ : 之间，而 "8\%7&
双启动子滴定结果在 +- ^ = ; +- ^ 8 之间，说明双启动

子的拯救效率高于 "8 单启动子。如图 * 所示，生长

动力学实验结果表明病毒与 ,> J 后开始复制，在第

: R 达到最高峰，之后逐渐下降，表现为狂犬病毒病

毒父母本 P!4#&% 株典型的生长动力学特性。

6 讨论

近年来反向遗传技术的发展使构建安全有效的

,:? G1 <Y) ’D E6 V \ !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（,--?）>?（8）



图 ! 野生型 "#$%&’( 和父母本 #$%&’( 在细胞上的生

长滴度时间曲线

!"# $ % &’()*+ ,-’./0 1(’ *+/ ’/,(23"454* ."’-0 ’6789:; 54< =5’/4*5>

6789:; $ ?-3,->*-’"4# ’6789:; *() *"2/0 "4 :/’( ,/>>0 $ ?-=/’45*54*

)50 ,(>>/,*/< 1’(2 *+/ "41/,* :/’( ,/>>0 54< <">-*/< 3@ */4 *"2/0 $ A!B )50

</*/’2"4/< 3@ *+/ -0/ (1 *"*’5*/< ’6789:; CD!> =/’ )/>> 51*/’ ,->*-’/ EF

+(-’0 "4 %GH CI ;JK "4,-35*(’ $ L+/ ’/0->*0 0+()0 *+5* ;M:NLG

=’(2(*/’ 0@0*/2 ’/0,-/ ’6789:; *">*/’ )50 +"#+/’ *+54 *+/ LG =’(2(*/’

0@0*/2 53(-* *() *"2/0 $ L+/ #’()*+ )50 *+/ +"#+/0* (4 *+/ 1"1*+ <5@ $ L+/

#’()*+ ,+5’5,*/’"0*", (1 ’678 9:; )50 *+/ 052/ 50 *+/ 6789:; $

狂犬病 毒 活 疫 苗 载 体 成 为 可 能。 狂 犬 病 毒 为 负 链

7B8 病毒，因其拥有特殊的生物学特性使之成为大

有前途的疫苗载体候选者。反向遗传技术为发展致

弱活疫苗提供了有力的技术支持，此类活疫 苗 可 以

诱导体液免疫和细胞免疫，因此能够提高动物免受

疾病攻击的保护率。这样的疫苗比传统的弱毒疫苗

更稳定，更安全。反向遗传技术的关键之一在于，它

必须以全长 ,OB8 的正链为模板转录基因组 7B8 ，

并且转录出的基因组 7B8 必须具有精确的 %’末端

才能有效救获具有感染性的子代病毒，这一点对于

病毒拯救至关重要。在本研究中，将犬五联弱毒疫

苗中的狂犬病毒 678 株来源的 ,OB8 克隆到含双启

动子的 =;A 载体的启动子下游，利用 LG 聚合酶转录

产生病毒正链 7B8 模 版，提 高 了 病 毒 的 拯 救 效 率。

并且在全基因两侧引入了锤头状核酶（P52）和丁型

肝炎核酶（73Q），利用核酶的自我剪切功能使转录产

生的病毒 7B8 模板具有精确的 %’末端。用能够持

续产生 LG 聚合酶的重组痘病毒 .L!G9% 感染敏感细

胞系，共转染 =;A’6789:; 及辅助质粒拯救野生型病

毒和重组病毒。通过对救获病毒的生长复制、生物

学特性、抗 原 性、形 态 学 及 7L9R;7 鉴 定，证 实 本 研

究成功建立了狂犬病毒 6789:; 株的反向遗传操作

系统，并从基因组 ,OB8 救获了野生型病毒 678 和

重组病毒 ’6789:;。为构建筛选毒力减弱的狂犬病

毒疫苗候选株提供能了有力的技术支持。经序列分

析，验株 &R%%% 位为精氨酸，是代表狂犬病毒毒力的

强度信号。在体外操对 6789:; 基因组 &R%%% 位进

行分子突变，可减弱或消除疫苗在临床使用过程中

毒力返强 的 潜 在 危 险。678 株 对 :/’( 细 胞 有 良 好

稳定的适应性，拯救出的 ’6789:; 在 :/’( 细胞上生

长也可获得很高的滴度，易于大量生产制备。

本试 验 构 建 了 LGN;M: 双 启 动 子 和 LG 启 动 子

拯救系统，均 成 功 拯 救 出 了 野 生 型 ’6789:; 病 毒，

但在 !K 代在 ./’( 细 胞 上 的 生 长 滴 度 LGN;M: 双 启

动子高于 LG 启动子两个滴度。;M: 启动子可被真

核细胞 7B8 聚合酶"识别 $ 而 LG 系统是目前应用

在动物负链 7B8 病毒拯救上最广泛的表达系统，当

用重组 LG =(> 痘苗病毒（.L!G9%）和由 LG 启动子驱

动的重组质粒先后转染细胞，.L!G9% 先在细胞内表

达 LG =(>，再由 LG =(> 去转录插入 LG 启动子的外源

病毒基因 组（或 反 基 因 组），与 ;M: 相 比 可 以 实 现

病毒的高 效 拯 救。 该 系 统 的 基 因 表 达 量 SDD T FDD
倍于 由 7B8 =(> "启 动 子 驱 动 的 重 组 质 粒。 但

.L!G9% 系统也 有 局 限 性，:: 的 复 制 可 能 干 扰 被 拯

救病毒的产生。痘病毒在感染时产生细胞病变效应

（;R6），最终会杀死细胞，因 此 外 源 基 因 表 达 并 非

一个连续过程，很可能外源病毒未被拯救时，负载的

细胞已经破裂。本试验的数据结果显示 LGN;M: 双

启动子对病毒的拯救效率高于 LG 启动子约 UDD 倍，

可能与上述原因有关。

总之，随着拯救技术的发展成熟，反向遗传系统

在 7B8 病毒功能基因组研究上将担当无可替代的

作用。利用 反 向 遗 传 学 技 术 组 成 的 改 良 型 活 性 疫

苗，可以产生更为可靠和更为广泛的免疫反应。本

研究为开发一种既保留狂犬病毒的免疫原性，又不

含狂犬病毒致病性的新疫苗候选毒株提供了技术平

台，具有很好的实验研究和实际应用价值。
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