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［摘　 要］ 　 前期研究发现，随着病毒的不断传代，插入到鸭肠炎病毒（ＤＥＶ）ＵＬ２ 基因中的报告基因绿

色荧光蛋白（ＧＦＰ）会发生点突变或缺失，严重影响了重组 ＤＥＶ 的反向筛选。 为筛选更加稳定的报告

基因，通过酶切连接的方法以表达红色荧光蛋白（ＲＦＰ）的表达盒取代重组质粒 ｐＴ － ＵＬ２ － ＧＦＰ － ｇｐｔ

中的 ＧＦＰ － ｇｐｔ 表达盒，构建表达 ＲＦＰ 的 ＵＬ２ 基因缺失转移载体 ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ。 该转移载体与 ＤＥＶ

共转染鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ）后，经克隆纯化获得表达 ＲＦＰ 的重组 ＤＥＶ。 通过测定重组病毒及其亲

本毒的一步生长曲线及用 ＰＣＲ 测定不同代次重组病毒的 ＲＦＰ 序列发现，重组病毒在细胞和上清中的

病毒含量分别在 ４８ ｈ 和 ８４ ｈ 达到峰值 １０６． ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ 和 １０６． ８３ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ，与亲本毒无明显

差异（Ｐ ＞０． ０５）；ＲＦＰ 表达盒在重组 ＤＥＶ 连续传 １２ 代后仍可稳定表达，表明在 ＤＥＶ ＵＬ２ 区域插入

ＲＦＰ 表达盒不影响病毒的繁殖，且 ＲＦＰ 表达盒比 ＧＦＰ 表达盒更适合作为报告基因。 该研究结果对重

组 ＤＥＶ 的构建、筛选具有重要意义。
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ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｒ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ｗｉｌｌ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＥＶ． Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｆｏｒ ａ ｍｏｒｅ ｓｔａｂｌｅ

ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ， ｔｈｅ ＧＦＰ － ｇｐｔ ｇｅｎｅ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＴ － ＵＬ２ － ＧＦＰ － ｇｐｔ ｗａｓ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｗｉｔｈ ａ

ｇｅｎｅ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ （ ＲＦＰ） ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ，

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＵＬ２ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＲＦＰ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ

ＤＥＶ ａｒｅ ｃｏ － ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ （ＣＥＦ）， ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＥＶ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＲＦＰ ｉｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ

ｂｙ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｂｙ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｏｎｅ － ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｒｅｎｔａｌ ｖｉｒｕｓ

ａｎｄ ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ＲＦＰ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ， ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ

ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｔ ４８ ｈ ａｎｄ ８４ ｈ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，

ｗｈｉｃｈ ｗａｓ １０６． ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ ａｎｄ １０６． ８３ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ． Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ ｖｉｒｕｓ

（Ｐ ＞０． ０５）； ＲＦＰ ｇｅｎｅ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｃａｎ ｓｔｉｌｌ ｂｅ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｆｔｅｒ １２ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｐａｓｓａｇｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＥＶ，

ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ＲＦＰ ｇｅｎｅ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ＤＥＶ ＵＬ２ ｒｅｇｉｏｎ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ

ＲＦＰ ｇｅｎｅ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｓ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ａｓ ａ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｔｈａｎ ＧＦＰ ｇｅｎｅ ｃａｓｓｅｔｔｅ． Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＥＶ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄｕｃｋ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ； ＲＦＰ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

　 　 鸭肠炎病毒（Ｄｕｃｋ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＤＥＶ）又称鸭

瘟病毒，可引起鸭病毒性肠炎，是一种泛嗜性全身

性感染的病毒，也是危害养鸭业最为严重的病原之

一［１］。 该病毒对不同品种、年龄的鸭均可致病。 患

病鸭临床表现为急性败血症过程，其特征是血管损

伤，体腔溢血，消化道出血、炎症和坏死等。
ＤＥＶ 属于疱疹病毒科马立克病毒属，具有基因

组大、非必需基因多、遗传稳定性好等特性［２ － ４］。

这些特性使 ＤＥＶ 作为病毒载体成为可能。 以 ＤＥＶ

为载体，已成功表达了小鹅瘟病毒 ＶＰ２ 基因［５］、新

城疫病毒 Ｆ 基因［６］、Ｈ５Ｎ１ 型高致病性禽流感病毒

ＨＡ 基因［７］。 在 ＤＥＶ 基因组中插入报告基因可快

速高效地筛选重组病毒。 目前常用绿色荧光蛋白

（ＧＦＰ）、增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）、红色荧光蛋

白（ＲＦＰ）以及 β － 半乳糖苷酶基因（ＬａｃＺ）标记重

组病毒。

孙莹等［８］ 通过同源重组将 ＧＦＰ 表达盒插入

ＤＥＶ ＵＬ２ 基因，筛选并纯化了表达绿色荧光蛋白的

ＵＬ２ 基因缺失的重组 ＤＥＶ。 但研究发现 ＧＦＰ 在

ＤＥＶ 中不能稳定表达，随着重组病毒的不断传代，

ＧＦＰ 会发生点突变或缺失［１］，因此有必要筛选更加

稳定的报告基团。

本研究将带有 ＲＦＰ 的 ＵＬ２ 基因缺失转移载

体 ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ 与 ＤＥＶ 共转染鸡胚成纤维细

胞（Ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ， ＣＥＦ） ，经过 ５ 轮蚀

斑筛选、纯化，获得表达 ＲＦＰ 的重组 ＤＥＶ，通过

测定重组病毒及其亲本毒的一步生长曲线以及

用 ＰＣＲ 测定不同代次重组病毒的 ＲＦＰ 序列，以

期获得更稳定的报告基因，为后期重组病毒的筛

选奠定基础。

１　 材料与方法

１． １　 试验材料

１． １． １　 主要试剂　 限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

购自北京 ＮＥＢ 公司；Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶购自大连

ＴａＫａＲａ 公司；胶回收试剂盒、质粒小提中量试剂盒

等均购自天根生化科技（北京）有限公司；胎牛血

清、Ｍ１９９ 培养液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；ＯＰＴＩ － ＭＥＭ 培

养液购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；７． ５％ ＮａＨＣＯ３购自北京庄盟

国际生物基因科技有限公司。

１． １． ２　 菌（毒）株与细胞 　 ＤＥＶ 细胞适应毒以及

重组质粒 ｐＴ － ＵＬ２ － ＧＦＰ － ｇｐｔ［９］、ｐＴ － ＲＦＰ 由中国

兽医药品监察所菌种保藏与检测室构建、保存；

ＤＨ５α 受体菌购自天根生化科技（北京）有限公司。

１． １． ３　 ＳＰＦ 鸡胚　 购自北京勃林格殷格翰维通生
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物技术有限公司。
１． １． ４ 　 鉴定引物　 ＯＲＦＣ１７Ｆ：５’ － ＡＴＧＧＣＣＧＡＣＧ⁃
ＡＴＡＧＧＣＴ － ３’，ＯＲＦＣ１７Ｒ：５’ － ＴＴＡＴＡＣＴＧＴＴＣ⁃
ＣＡＣＡＡＧＧ －３’，由赛默飞世尔科技公司（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）合成。
１． ２　 试验方法

１． ２． １　 重组质粒 ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ 构建　 重组质粒

ｐＴ － ＵＬ２ － ＧＦＰ － ｇｐｔ 用限制性内切酶 Ｎｈｅ Ｉ － ＨＦ、
ＢａｍＨ Ｉ － ＨＦ 双酶切，切除重组质粒 ＧＦＰ － ｇｐｔ 表达

盒，回收 ６． ２ ｋｂ 片段，质粒 ｐＴ － ＲＦＰＮＸ 用限制性

内切酶 Ｎｈｅ Ｉ － ＨＦ、ＢａｍＨ Ｉ － ＨＦ 双酶切，回收大小

为 ７１１ ｂｐ ＲＦＰ 片段，通过 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将 ＲＦＰ 替

换 ＧＦＰ － ｇｐｔ，构建重组质粒 ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ。
１． ２． ２ 　 重组病毒的制备、纯化 　 ＤＥＶ 细胞适应

毒接种ＣＥＦ （ ＭＯＩ ＝ ０． ０１ ），吸附 １ ～ ２ ｈ 后， 按

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 说 明 书 转 染 高 纯 度 质 粒

ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ。 转染后 ７２ ～ ９６ ｈ，观察细胞病变

情况，待 ８０％细胞产生病变后，反复冻融 ３ 次，接种

于新鲜 ＣＥＦ 单层的六孔培养板中，用含 ５％ 血清、
１％ 双抗、１％ 琼脂的 Ｍ１９９ 培养液覆盖，３７ ℃、
５％ ＣＯ２培养箱中培养 ４８ ～ ７２ ｈ。 观察荧光，挑取

单个有红色荧光的蚀斑，在细胞上重复多次传代，
直至所有的蚀斑都带有红色荧光，确定为纯化的

重组病毒。
１． ２． ３ 　 重组病毒基因组 ＤＮＡ 的提取 　 取重组

ＤＥＶ 病毒液 ４３７． ５ μＬ，加入蛋白酶 Ｋ（２０ ｍｇ ／ ｍＬ）
１２． ５ μＬ，１０％ ＳＤＳ ５０ μＬ；５６ ℃ 水浴 １ ｈ；分别用

酚 ／氯仿 ／异戊醇（２５∶ ２４∶ １）、氯仿各抽提一次；取上

清，加入 １ ／ １０ 体积 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸钠和两倍体积的无

水乙醇， － ２０ ℃放置 ３０ ｍｉｎ；１２０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，
去除上清后，７０％ 乙醇洗涤沉淀一次，沉淀溶于

３０ μＬ去离子水中， － ２０ ℃保存备用。
１． ２． ４　 重组病毒鉴定 　 重组病毒 ＤＮＡ 用鉴定引

物 ＯＲＦＣ１７Ｆ、ＯＲＦＣ１７Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增， ＰＣＲ 产物

送北京华大基因生物公司测序。
１． ２． ５　 一步生长曲线　 将重组病毒及其亲本毒分

别接种于 ８ 瓶 ２５ ｃｍ２（ＭＯＩ ＝ ０． ０１）的 ＣＥＦ 中，接种

后每隔 １２ ｈ 取出一瓶接毒细胞，收集细胞培养液

上清作为上清样品，再加入 １ ｍＬ 含有 １％ ＦＢＳ 的

Ｍ１９９ 细胞维持液，冻融后取上清作为细胞样品。
将重组病毒及亲本毒的病毒悬液做 １０ 倍系列稀

释，取 ４ 个适宜稀释度，接种新鲜的 ＣＥＦ 单层 ９６ 孔

细胞培养板，每孔接 ０． １ ｍＬ，每个稀释度接 ５ 孔，
３７ ℃吸附 １ ｈ 后每孔加入 ０． １ ｍＬ 细胞维持液，
３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ５ ｄ。 观察致细胞病

变效应（Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ Ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），记录每个稀释度出

现 ＣＰＥ 的孔数，按 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒

ＴＣＩＤ５０，并绘制一步生长曲线。
１． ２． ６　 重组病毒的稳定性　 将重组病毒接种 ＣＥＦ
（ＭＯＩ ＝ ０． ０１），待 ８０％ 细胞产生病变后，反复冻融

３ 次，再接种 ＣＥＦ，按此方法连续传代 １２ 次。 荧光

显微镜下观察每代重组病毒的红色荧光表达情况。
按 １． ２． ３ 方法提取第 ５ 代、第 １０ 代、第 １２ 代病毒

ＤＮＡ，用鉴定引物 ＯＲＦＣ１７Ｆ、ＯＲＦＣ１７Ｒ 通过 ＰＣＲ
鉴定外源基因 ＲＦＰ 是否稳定存在。 ＰＣＲ 产物送北

京华大基因公司进行测序。
２　 结果与分析

２． １　 重组质粒 ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ 的酶切鉴定　 重组

质粒 ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ 用限制性内切酶 Ｎｈｅ Ｉ － ＨＦ
以及ＢａｍＨ Ｉ －ＨＦ 双酶切鉴定，得到大小约为６． ２ ｋｂ
和 ７７１ ｂｐ 的两个片段（图 １），符合理论值。

Ｍ： Ｄ５０００； １： 重组质粒 ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ 的双酶切

Ｍ： Ｄ５０００； １： Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ

ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

图 １　 重组质粒鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
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２． ２　 重组病毒的制备、纯化和鉴定

２． ２． １　 重组病毒的筛选　 用质粒小提中量试剂盒

提取高纯度转移载体质粒 ｐＴ － ＵＬ２ － ＲＦＰ，将质粒

浓缩为 １ μｇ ／ μＬ 后，将该转移质粒载体与 ＤＥＶ 共

转染 ＣＥＦ，２４ ｈ 后，即可在荧光显微镜下观察到带有

红色荧光的的梭形细胞，说明质粒在该细胞中表达，

待 ８０％细胞产生病变后，收获细胞并反复冻融 ３ 次，
将其接种到长有新鲜 ＣＥＦ 单层的六孔培养板中，用
含 ５％血清、３％ ＮａＨＣＯ３、１％双抗、１％琼脂的 Ｍ１９９
培养液覆盖，观察荧光，挑取单个有红色荧光的蚀

斑，再接种到新的细胞上，经过 ５ 轮筛选，所有的蚀

斑都带有红色荧光，获得纯化的重组病毒（图 ２）。

图 ２　 表达红色荧光的重组 ＤＥＶ 病毒

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

２． ２． ２　 重组病毒的鉴定　 用鉴定引物 ＯＲＦＣ１７Ｆ ／
ＯＲＦＣ１７Ｒ 对重组病毒进行 ＰＣＲ 扩增鉴定，得到

大小约为 ２０００ ｂｐ 的片段（图 ３），与理论值相符。

Ｍ： Ｄ５０００； １： 重组 ＤＥＶ 病毒 ＰＣＲ 鉴定产物

Ｍ： Ｄ５０００； １： ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＥＶ

图 ３　 重组病毒的鉴定

Ｆｉｇ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＥＶ

将 ＰＣＲ 产物送北京华大基因生物公司测序，结果显

示重组病毒缺失 ＵＬ２ 基因，且带有 ＲＦＰ 标记基团。
２． ３　 一步生长曲线　 绘制重组病毒及其亲本毒的

一步生长曲线。 图 ４ 结果表明，亲本毒接种 ＣＥＦ 后

４８ ｈ，病毒含量达到峰值 １０６． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ，８４ ｈ

上清样品病毒含量达到峰值 １０６． ７５ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ。
而表达红色荧光蛋白的重组病毒细胞的病毒含量在

４８ ｈ 达到峰值，为 １０６． ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ，上清样品的

病毒含量在 ８４ ｈ 达到峰值，为 １０６． ８３ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ，
与亲本毒无差异（Ｐ ＞０． ０５）。
２． ４　 重组病毒的传代稳定性 　 重组病毒经传代

１２ 次，荧光显微镜下观察红色荧光在 １ ～ １２ 代均可

稳定表达，所有产生 ＣＰＥ 的细胞均带有红色荧光

（图 ５）。 重组病毒第 ５ 代、第 １０ 代、第 １２ 代 ＰＣＲ
均扩增出 ２０００ ｂｐ 片段（图 ６）。 测序结果表明，
ＲＦＰ 序列未出现变异。

·０１·
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图 ４　 重组病毒 ｒＤＥＶ －ΔＵＬ２ － ＲＦＰ 的一步生长曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｏｎｅ ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｒＤＥＶ －ΔＵＬ２ － ＲＦＰ ｉｎ ＣＥＦ

图 ５　 重组病毒的传代稳定性检测

Ｆｉｇ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＥＶ
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Ｍ：Ｄ５０００； １：重组病毒第 ５ 代扩增片段；２：重组病毒

第 １０ 代扩增片段；３：重组病毒第 １２ 代扩增片段

Ｍ：Ｄ５０００； １： Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ５ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ；２： Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ １０ｔｈ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ；３： Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｏｆ ｔｈｅ １２ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

图 ６　 重组病毒传代 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｂｙ ＰＣＲ

３　 讨论与结论

本研究筛选并纯化了表达 ＲＦＰ 的 ＵＬ２ 基因功

能缺失的重组鸭肠炎病毒，并对其生物学进行初步

研究。 研究表明该重组病毒的生长特性与亲本毒

相似，并且可在 ＣＥＦ 上连续稳定传代。 与 ＧＦＰ 相

比，ＲＦＰ 在 ＤＥＶ 中更稳定，至少在 ＵＬ２ 基因内，

ＲＦＰ 更适合重组 ＤＥＶ 的反向筛选。

传统同源重组技术常以 ＧＦＰ、ＲＦＰ、ＬａｃＺ 等作

为重组病毒筛选标记基团，ＬａｃＺ 作为标记基团其

缺点是分子量较大，不便于启动子克隆时重组质粒

的构建，通过化学显色，检测灵敏度低，操作繁琐；

荧光蛋白如 ＧＦＰ、ＲＦＰ 分子量小，发光强，操作简

单，可直接在荧光显微镜下观察，易于检测，对基因

功能、蛋白表达、定位示踪等诸多研究发挥了重要

作用［１０ － １１］。 但是目前已有研究表明，ＧＦＰ 在重组

病毒中不稳定，随着传代次数的增加易发生点突变

或缺失［１］，Ｆａｎｇ 等［１２］构建表达 ＧＦＰ 的北美 １ 型猪

繁殖与呼吸综合征的感染性克隆，拯救出含有 ＧＦＰ

的病毒粒子，当病毒连续传代至第 ７ 代时，发现

ＧＦＰ 基因发生突变；孙莹等［１］ 研究显示表达 ＧＦＰ

的重组鸭瘟病毒，绿色荧光在 １ ～ ５ 代可以稳定表

达，从第 ６ 代开始可观察到少量没有荧光的细胞病

变，１５ ～ ２０ 代绝大部分细胞病变无绿色荧光，对重

组 ＤＥＶ 的筛选带来极大困难。 红色荧光蛋白

（ＲＦＰ）出现较 ＧＦＰ 稍晚，其可以激发和发射波长段

也不同。 本研究将 ＲＦＰ 替代 ＧＦＰ，获得了一株表达

红色荧光的重组 ＤＥＶ，且一步生长曲线表明 ＲＦＰ
对 ＤＥＶ 的生长无影响； ＲＦＰ 连续传代 １２ 代，能够

稳定表达且无突变。 试验证明 ＲＦＰ 稳定性更强，与
研究报道一致［１３ － １４］。 根据本实验室在重组 ＤＥＶ
筛选方面的经验，通常在 １０ 代以内就能够克隆纯

化到重组病毒，因此本研究仅将 ＲＦＰ 连续传代至

１２ 代，未进行更多的传代。 本研究结果对重组

ＤＥＶ 的构建、筛选具有很好的借鉴意义。
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