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［摘　 要］ 　 为探寻伪狂犬病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）基因缺失株 ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８ 基因组 ＵＬ４ － ＵＬ３
基因间区域是否可作为外源基因的插入位点，在实验室已构建的含有增强型绿色荧光蛋白

（Ｅｎｈａｎｃｅ Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）基因的转移质粒 ｐＭＤ － ＵＳ６ ＋ ７ － ＥＧＦＰ － ＵＳ２ 的基础上，
通过 ＤＮＡ 体外分子克隆技术将 ＵＬ４ 序列替换左同源臂 ＵＳ６ ＋ ７ 序列，ＵＬ３ 序列替换右同源臂 ＵＳ２ 序

列，并将 ＰｏｌｙＡ 引入转移质粒，得到转移质粒 ｐＭＤ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３。 利用脂质体转染法将转移质

粒 ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 与亲本毒 ｒＰＲＶ － ｂｃ －８ 共转染 ＰＫ －１５ 细胞，经蚀斑纯化成功得到一株能

够稳定表达 ＥＧＦＰ 基因的重组伪狂犬病毒 ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３。 通过倒置荧光显微镜观察以及

ＰＣＲ 鉴定确定 ＥＧＦＰ 基因已成功插入到伪狂犬基因组的 ＵＬ４ － ＵＬ３ 之间，并通过细胞传代试验分析得

到重组毒的遗传稳定性良好。 通过体外增殖试验分析得到重组病毒 ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 在细胞

内的增殖速度较快，接种后 １２ ｈ 内滴度始终高于亲本毒 ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８，接种后 ４０ ｈ 达到最高滴度

１０８． ３ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，与亲本毒的最高滴度接近，但是最高滴度的出现时间晚于亲本毒，并且在达到平台

期后病毒滴度下降的比亲本毒快。 通过对病毒培养液中荧光蛋白浓度进行测定，结果显示在接种

后 ５６ ｈ 时荧光蛋白浓度达到最高值 ４７９３． ９ ｎｇ ／ ｍＬ，之后进入平台期。 综上结果表明构建的重组病

毒具有良好的遗传稳定性及体外复制能力，并且外源基因 ＥＧＦＰ 在此位点具有良好的表达效果，
为进一步相关重组病毒的构建奠定了基础。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ＵＬ４ － ＵＬ３ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ － ｄｅｌｅｔｅｄ

ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｆｏｒ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｅｎｅｓ， ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
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ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＵＬ４ ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ ＵＳ２ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＵＬ３

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＤＮＡ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ＰｏｌｙＡ ｗａｓ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ａｔ

ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｔｏ ｇｅｔ ｐＭＤ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３． Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ

ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８ ｗｅｒｅ ｃｏ － ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＰＫ － １５ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ａｆｔｅｒ ｐｌａｑｕｅ

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ＥＧＦＰ ｇｅｎｅ

ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ． Ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｉｔ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ

ｔｈａｔ ＥＧＦＰ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＵＬ４ － ＵＬ３ ｏｆ ｔｈｅ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｇｅｎｏｍｅ， ａｎｄ ｔｈｅ

ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ｂｙ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐａｓｓａｇｅ ｔｅｓｔ． Ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ

ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｓ ｆａｓｔｅｒ ｉｎ

ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｗｉｔｈｉｎ １２ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｉｓ ａｌｗａｙｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ ｖｉｒｕｓ

ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８， ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｔｉｔｅｒ １０ ８． ３ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ａｔ ４０ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｃｌｏｓｅ ｔｏ ｔｈｅ
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ｔｈｅ ｐｌａｔｅａｕ， ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｆａｓｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔ ｖｉｒｕｓ． Ｂｙ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｖａｌｕｅ ｏｆ ４７９３ ． ９ ｎｇ ／ ｍＬ ａｔ ５６ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ，ａｎｄ ｔｈｅｎ ｅｎｔｅｒｅｄ ｔｈｅ ｐｌａｔｅａｕ ｐｈａｓｅ．

Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｅｎｅ ＥＧＦＰ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ａｔ ｔｈｉｓ ｓｉｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｌａｙｓ ａ

ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓｅｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｇｅｎｅ － ｄｅｌｅｔｅｄ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ； ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ； ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 猪伪狂犬病是一种由伪狂犬病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ

ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）感染引起的急性传染病，对养猪业危害

巨大，主要造成仔猪腹泻、发热、呼吸症状、神经症

状、衰竭死亡，生长猪呼吸困难、生长停滞，母猪不

育、流产、死亡胎、木乃伊胎，康复猪可能存在潜伏

感染，当康复猪免疫低下，会存在排毒的风险［１］。

２０１１ 年以来，伪狂犬病病毒变异株在我国暴发流行

并不断蔓延全国［２］，研究发现其致病力显著增强，

传统疫苗 Ｂａｒｔｈａ － Ｋ６１ 株不能提供完全的保护，迫

切需要研制出针对变异株的新型疫苗。 同时，随着

分子生物学技术的发展，关于伪狂犬病的分子生物

学研究取得了很大进展。 ＰＲＶ 含有多个复制非必

需区，容纳外源基因的能力强，其中有些基因与病

毒的毒力有关而不参与病毒的复制［３］，若通过基因

工程技术将 ＰＲＶ 的毒力基因失活或者缺失，或者

将外源基因插入到 ＰＲＶ 基因组中构建重组病毒，

不仅保持了原病毒的良好抗原性，还可以同时预防

重组蛋白相关疫病，起到了一针多防的效果，大大

提高生产效率，对多种病毒的防控具有重要意义。

本研究在实验室前期对 ＰＲＶ 研究的基础上将绿色

荧光蛋白标记基因插入到 ＰＲＶ 基因组的 ＵＬ４ － ＵＬ３

基因间区域，构建了能够稳定表达增强型绿色荧光

蛋白（Ｅｎｈａｎｃｅ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的重

组伪狂犬病毒，并对其稳定性、体外增殖特性进行

了研究，为下一步构建重组伪狂犬活载体疫苗奠

定了基础。
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１　 材料与方法

１． １　 试验材料

１． １． １　 毒株与细胞 　 ＰＲＶ － ＳＸ 株为中国兽医药

品监察所在 ２０１２ 年于山西某猪场分离得到的一株

高致病性流行毒株；ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８，是以 ＰＲＶ － ＳＸ

株为基础构建的 ＴＫ 基因突变、ＵＳ８ 与 ＵＳ９ 基因缺

失的弱毒株。 ＰＫ１５ 细胞由中国兽医药品监察所

保存。

１． １． ２　 载体及质粒　 质粒 ｐＭＤ －ＵＳ６ ＋７ －ＥＧＦＰ －ＵＳ２

由实验室自行制备保存； ｐＥＳＡＹ － Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ

Ｃｌｉｏｎｇ ｋｉｔ 购自北京全式金生物技术有限公司。 全

基因合成质粒 ｐＵＣ － ｐｏｌｙＡ － ＵＬ３ 订购于北京六合

华大基因科技股份有限公司。

１． １． ３　 主要试剂　 Ｔｏｐ１０ 感受态细胞、质粒小提试

剂盒、质粒小提中量试剂盒购自天根生化科技（北

京）有限公司；Ａｘｙ Ｐｒｅｐ 体液病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 小量

试剂盒购自康宁生命科学有限公司；快捷型琼脂糖

凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒Ⅱ型购自北京百泰克生物技

术有限公司，Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、限制性内切酶 Ｓｂｆ Ｉ、

Ａｆｌ ＩＩ 购自 ＮＥＢ（北京）有限公司；Ｋｏｄ ｏｎｅ 购自东洋

纺（上海）有限公司

１． ２　 方法

１． ２． １ 　 引物设计与合成 　 根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ 上的

ＰＲＶ 序列，自行设计合成系列扩增及鉴定用引

物（表 １ ） ，用于扩增左右同源臂以及鉴定重组

病毒。

表 １　 同源臂扩增及鉴定用引物

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
引物名称 类型 引物序列（５’ － ３’） 酶切位点 片段长度 ／ ｂｐ

ｒＰＵＬ４Ｆ

ｒＰＵＬ４Ｒ

左同源臂 ＵＬ４ 序列

扩增用引物

５’ － ＴＣＣＴＧＣＡＧＧＡＧＣＧＧＣＴＴＣＣＴＧＴＣＣＡＴＣＣ － ３’

５’ － ＡＣＴＴＡＡＧＣＧＧＴＴＣＧＧＴＣＴＣＴＣＴＴＴＣ － ３’

Ｓｂｆ Ｉ

Ａｆｌ ＩＩ
９９７

ＰＵＬ３Ｆ

ＰＵＬ３Ｒ２
鉴定用引物

５’ － ＣＡＴＣＣＴＧＧＡＧＴＧＡＧＡＧＧＣ －３’

５’ － ＣＧＧＣＡＡＣＧＧＡＧＣＡＴＣＡＡＣＧ －３’
１７１０

１． ２． ２　 转移质粒 ｐＭＤ －ＵＬ４ －ＥＧＦＰ －ＵＬ３ 的构建　 利

用 Ａｘｙ Ｐｒｅｐ 体液病毒 ＤＮＡ／ ＲＮＡ 小量试剂盒提取

ＰＲＶ － ＳＸ 株基因组，以其为模板用引物 ｒＰＵＬ４Ｆ ／

ｒＰＵＬ４Ｒ 扩增左同源臂 ＵＬ４ 基因，连接 ｐＥＡＳＹ － Ｂｌｕｎｔ

Ｚｅｒｏ 克隆载体，构建 ｐＥＡＳＹ －Ｂｌｕｎｔ －ＵＬ４，测序正确后

小提质粒备用。 将质粒 ｐＭＤ － ＵＳ６ ＋ ７ － ＥＧＦＰ － ＵＳ２

与质粒 ｐＥＡＳＹ － Ｂｌｕｎｔ － ＵＬ４ 分别 经 Ｓｂｆ Ｉ ／ Ａｆｌ ＩＩ

双酶切，回收目的片段后用 Ｔ４ 连接酶连接，获得

转移质粒 ｐＭＤ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＳ２，再将质粒

ＰＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＳ２与质粒 ｐＵＣ － ｐｏｌｙＡ － ＵＬ３

经 Ｓｐｅ Ｉ ／ ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切，回收相应片段后经 Ｔ４ 连接

酶连接，获得转移质粒 ｐＭＤ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３

（图 １），提取高浓度无内毒素质粒，以备转染。

１． ２． ３ 　 重组病毒的获得　 准备一个铺有 ＰＫ － １５

细胞的 ２４ 孔板，在细胞密度达 ９０％ 左右时，取

ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８ 病毒液 １ μＬ 与 ２ μＬ 转移质粒

ｐＭＤ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３，利用脂质体法共转染细

胞，待细胞病变达 ８０％ 以上后于 － ８０ ℃及室温下

冻融两次收毒。 将转染后收集的病毒液接种于铺

有单层 ＰＫ － １５ 细胞的六孔板中，吸附 １ ｈ，弃去

吸附液，每孔加入 ３ ｍＬ 含有 １％ 琼脂与 ５％ ＦＢＳ

的培养液，待培养液凝固后倒置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱中继续培养。 接种 ２４ ｈ 后在倒置荧光显

微镜下观察，挑选单个荧光蚀斑于 ０． ５ ｍＬ ＤＭＥＭ

培养液中，震荡混匀后继续接种于长至单层的

ＰＫ － １５细 胞， 如 此 纯 化 ４ 次 后 获 得 纯 化 病

毒ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３。

·３·
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图 １　 转移质粒 ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 的构建示意图

Ｆｉｇ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３

·４·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 ５ 月第 ５６ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

１． ２． ４　 重组病毒的鉴定　 将纯化获得的重组病毒

ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 利用 ＤＮＡ／ ＲＮＡ 提取试剂

盒提取其基因组，用引物 ＰＵＬ３Ｆ ／ ＰＵＬ３Ｒ２ 进行 ＰＣＲ 鉴

定，同时将野毒株 ＰＲＶ － ＳＸ 株、亲本株 ｒＰＲＶ － ｂｃ －８
利用相同的引物扩增，比较扩增结果。
１． ２． ５　 体外增殖实验　 将 ＰＲＶ －ＳＸ 株、ｒＰＲＶ －ｂｃ －８
以及 ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 分别按 ０． １ ＭＯＩ
接种ＰＫ －１５ 细胞，分别在 １２、２４、３２、４０、４８、５６、６４、
７２、８０、８８、９６ ｈ 收集感染细胞，并分别测定 ＴＣＩＤ５０，
比较三种毒株在不同培养时间下的滴度并绘制

增殖曲线。
１． ２． ６ 　 重组病毒的遗传稳定性 　 将重组病毒

ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 在 ＰＫ － １５ 细胞上连续

传 ２０ 代，分别提取重组病毒 ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ －
ＵＬ３ 以及第 ５、１０、１５、２０ 代重组病毒的 ＤＮＡ，按步

骤 １． ２． ４ 的方法进行 ＰＣＲ 鉴定。 取重组病毒

ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 以及第 ２０ 代重组病毒进

行荧光蚀斑观察。
１． ２． ７　 荧光蛋白浓度的测定 　 将亲本株 ｒＰＲＶ －
ｂｃ － ８、重组病毒 ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 分别

按 ０． １ ＭＯＩ 接种 ＰＫ － １５ 细胞，分别在 １２、２４、３２、
４０、４８、５６、６４、７２、８０、８８、９６ ｈ 收集感染细胞，离心

取上清后通过分子荧光光谱仪进行荧光蛋白浓度

的测定并绘制曲线。
２　 结果与分析

２． １　 转移质粒的构建　 质粒 ｐＥＡＳＹ － Ｂｌｕｎｔ － ＵＬ４
经 Ｓｂｆ Ｉ ／ Ａｆｌ ＩＩ 双酶切，切出 ９９７ ｂｐ 和 ３９５６ ｂｐ 两个

片段（图 ２），与预期大小一致，经测序确定结果与理

论序列一致，表明质粒 ｐＥＡＳＹ － Ｂｌｕｎｔ － ＵＬ４ 构建成

功；ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＳ２ 经 Ｓｂｆ Ｉ ／ Ａｆｌ ＩＩ 双酶切，
得到大小约为 ９９７ ｂｐ 和 ５２６１ ｂｐ 的两个片段（图 ３），
与预期大小一致，经测序确定结果与理论序列一致，
表明质粒 ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＳ２ 构建成功。 质粒

ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 经 Ｓｐｅ Ｉ ／ ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切得

到大小约为 １１６６ ｂｐ 和 ５２２６ ｂｐ 的两个片段（图 ４），
与预期大小一致，经测序确定结果与理论序列一致，
表明质粒 ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 构建成功。

Ｍ： ＢＭ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：质粒 ｐＭＤ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３

图 ２　 ｐＥＡＳＹ － Ｂｌｕｎｔ － ＵＬ４ 的 Ｓｂｆ Ｉ ／ Ａｆｌ ＩＩ 双酶切产物

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｐＥＡＳＹ － Ｂｌｕｎｔ － ＵＬ４

Ｍ： ＢＭ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：质粒 ｐＭＤ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＳ２

图 ３　 ｐＭＤ －ＵＬ４ －ＥＧＦＰ －ＵＳ２的 Ｓｂｆ Ｉ ／ Ａｆｌ ＩＩ双酶切产物

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＳ２

２． ２　 重组病毒的纯化　 将转染所收的病毒液接种

于铺有单层 ＰＫ － １５ 细胞的六孔板，培养 ２４ ｈ 后在

倒置荧光显微镜下便能观察到绿色荧光（图 ５），初
步判断重组毒构建成功。 挑选单个荧光蚀斑于

０． ５ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养液中，震荡混匀后继续接种于

长至单层的 ＰＫ － １５ 细胞，如此纯化 ４ 次后获得纯

化病毒 ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３（图 ６）。

·５·
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Ｍ： ＢＭ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：质粒 ｐＭＤ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３

图 ４　 ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 的

Ｓｐｅ Ｉ ／ ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切产物

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｐＭＤ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３

图 ５　 培养 ２４ ｈ 后产生的绿色荧光（１０ ×１０）

Ｆｉｇ ５　 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ（１０ ×１０）

图 ６　 纯化得到的重组病毒 ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３

Ｆｉｇ ６　 Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３

２． ３　 重组病毒的鉴定　 取 ２００ μＬ 重组病毒液利

用 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒提取其基因组，利用引物

ＰＵＬ３Ｆ ／ ＰＵＬ３Ｒ２ 进行 ＰＣＲ 鉴定，结果显示 ｒＰＲＶ －

ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 扩增得到大小约为 １７１０ ｂｐ 的条

带，野毒株 ＰＲＶ － ＳＸ 与亲本毒 ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８ 分别

用相同的引物扩增得到同样的大小约为 ３７４ ｂｐ 的

条带（图 ７）。 经测序证明重组病毒基因组序列

正确。

Ｍ： ＢＭ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３；

２：ＰＲＶ － ＳＸ；３：ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８；４：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ７　 重组病毒 ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 的

ＰＣＲ 扩增鉴定电泳图

Ｆｉｇ ７　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ ｂｙ ＰＣＲ

２． ４　 重组病毒的生长特性分析

２． ４． １ 　 体外增殖实验 　 将 ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８ 以及

ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 分别按 ０． １ＭＯＩ 接种

ＰＫ － １５ 细胞，分别在 １２、２４、３２、４０、４８、５６、６４、

７２、８０、８８、９６ ｈ 收集感染细胞，并分别测定 ＴＣＩＤ５０，

比较两种毒株在不同培养时间下的滴度并绘制增

殖曲线（图 ８）。 结果表明重组病毒 ｒＰＲＶ － ＵＬ４ －

ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 在细胞内的增殖速度较快，接种后

１２ ｈ 内滴度始终高于亲本毒 ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８，接种

后 ４０ ｈ达到最高滴度 １０８． ３ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，但是最高滴

度的出现时间晚于亲本毒，亲本毒 ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８

·６·
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于 ３２ ｈ达到最高滴度１０８． ４ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 重组病毒

ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 的病毒滴度平台期较短，

到达平台后滴度下降的比亲本毒快。

图 ８　 重组病毒 ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 与亲本毒

ｒＰＲＶ － ｂｃ －８ 感染 ＰＫ１５ 细胞的一步生长曲线

Ｆｉｇ ８　 Ｏｎｅ － ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔａｌ ｖｉｒｕｓ

ｒＰＲＶ － ｂｃ －８ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ

２． ４． ２ 　 重组病毒的遗传稳定性 　 将重组病毒

ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 在 ＰＫ － １５ 细胞上连

续传 ２０ 代，分别提取第 ５、１０、１５、２０ 代重组病

毒的 ＤＮＡ，以其为模板用引物 ＰＵＬ３Ｆ ／ ＰＵＬ３Ｒ２

进行 ＰＣＲ 扩增鉴定，结果均扩增得到大小约为

１７１０ ｂｐ 的 目 的 条 带 （ 图 ９ ） 。 取 重 组 病 毒

ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３以及第 ２０ 代重组病毒

进行 荧 光 蚀 斑 观 察， 结 果 显 示 重 组 病 毒

ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３以及第 ２０ 代重组病毒

蚀斑大小相近，荧光亮度相似（图 １０） ，表明重组

病毒能够稳定遗传。

２． ４． ３　 荧光蛋白浓度的测定　 将亲本株 ｒＰＲＶ －ｂｃ －８、

重组病毒 ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 分别按０． １ＭＯＩ

接种 ＰＫ －１５ 细胞，分别在 １２、２４、３２、４０、４８、５６、６４、

７２、８０、８８、９６ ｈ 收集感染细胞，离心取上清后通过

分子荧光光谱仪进行荧光蛋白浓度的测定并绘制

曲线（图 １１）。 结果表明重组病毒 ｒＰＲＶ － ＵＬ４ －

ＥＧＦＰ － ＵＬ３ 在细胞内表达 ＥＧＦＰ 蛋白的水平在感

染细胞 ５６ ｈ 后达到最高，荧光蛋白浓度达 ４７９３． ９

ｎｇ ／ ｍＬ，之后进入蛋白表达平台期。

Ｍ：ＢＭ５０００ ＋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３；

２：ｒＰＲＶ －ＵＬ４ －ＥＧＦＰ －ＵＬ３（Ｐ５）；３：ｒＰＲＶ －ＵＬ４ －ＥＧＦＰ －ＵＬ３（Ｐ１０）；

４：ｒＰＲＶ －ＵＬ４ －ＥＧＦＰ －ＵＬ３（Ｐ１５）；５：ｒＰＲＶ －ＵＬ４ －ＥＧＦＰ －ＵＬ３（Ｐ２０）；

６：ＰＲＶ － ＳＸ；７：ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８；８：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ９　 重组病毒 ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３

各代次 ＰＣＲ 扩增鉴定电泳图

Ｆｉｇ ９　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ ｂｙ ＰＣＲ

图 １０　 第 ２０ 代重组病毒 ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３

感染 ＰＫ１５ 细胞

Ｆｉｇ １０　 Ｔｈｅ ２０ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

ｒＰＲＶ －ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３ ｉｎｆｅｃｔｓ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ

图 １１　 绿色荧光蛋白浓度测定结果图

Ｆｉｇ １１　 Ｇｒａｐｈ ｏｆ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

·７·
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３　 讨　 论

猪伪狂犬病是危害我国养猪业的重要疫病，其

弱毒疫苗自使用以来免疫保护效果良好且应用广

泛，是理想的重组病毒载体。 近年来，随着对 ＰＲＶ

分子生物学研究的深入，其作为重组病毒表达载体

的类型越来越丰富，单毒力基因缺失及多毒力基因

共缺失株的构建为疫苗株的安全性提供了保障，同

时通过对 ＰＲＶ 基因组上复制非必需区进行深入研

究，可供外源基因插入的大量位点也逐渐被发掘，

并通过多种成熟的重组技术，如传统同源重组技

术、构建 ＰＲＶ ＢＡＣ、构建 ＰＲＶ Ｆｏｓｍｉｄ 文库以及

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术等，实现了将多种猪的

重大疫病病毒抗原基因作为外源基因成功插入到

ＰＲＶ 的非必需区，如将非洲猪瘟病毒的 ＣＤ２Ｖ 蛋白

基因插入 ＴＫ 基因区域［４］，将猪流行性腹泻病毒 Ｓ

蛋白基因和猪轮状病毒 ＶＰ７ 蛋白基因插入到 ｇＥ 基

因区域［５］，将猪圆环病毒 ２ 型的 Ｃａｐ 蛋白基因插入

ＰＫ － ｇＧ 基因之间［６］、ＵＬ２２ － ＵＬ２４ 基因之间［７］、

ＵＳ４ － ＵＳ６ 基因之间［８ － ９］，将高致病性猪繁殖与呼

吸综合征病毒 ＧＰ５ 基因插入到 ｇＧ 基因区域［１０］等。

目前 还 没 有 研 究 显 示 ＰＲＶ 基 因 组 上 的

ＵＬ４ －ＵＬ３基因之间的区域是否可以作为外源基因

插入位点，但在同属疱疹病毒火鸡疱疹病毒的重组

活载体疫苗研究中常将 ＵＬ４ － ＵＬ３ 基因之间的区

域作为外源基因的插入位点，并且外源基因在此位

点具有良好的表达效果［１１］。 因此本实验选取 ＰＲＶ

基因缺失株 ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８ 基因组上的 ＵＬ４ － ＵＬ３

基因之间的区域作为外源基因插入位点，利用同源

重组技术成功构建了表达 ＥＧＦＰ 基因的重组病毒

ｒＰＲＶ － ＵＬ４ － ＥＧＦＰ － ＵＬ３。 病毒传至 ２０ 代，经鉴

定及测序显示基因位置插入正确且无突变；对绿色

荧光表达情况的观察说明 ＥＧＦＰ 基因能够成功表

达；重组病毒在 ＰＫ１５ 细胞中的生长曲线表示重组

病毒所达到的最高滴度与亲本毒无差异，说明外源

基因的插入对重组病毒的增殖影响不大；对重组病

毒的外源蛋白表达量进行了测定显示该位点可以

有效进行外源基因的表达。 因此将 ＰＲＶ 基因缺失

株 ｒＰＲＶ － ｂｃ － ８ 基因组上的 ＵＬ４ － ＵＬ３ 基因间区

域作为外源基因插入的位点在理论以及实践中是

可行的，为下一步相关重组伪狂犬病毒的研发应用

奠定了基础。
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