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伪狂犬病病毒 !"# $%&# 缺失株的构建及其生物学特性研究

徐晓娟 徐高原 陈焕春" 刘正飞 何启盖
（华中农业大学动物医学院病毒室，武汉 #-""$"）

摘 要 将伪狂犬病病毒 4HI JKLI JM7CNO 突变株的基因组 P)2 与含有缺失的 KL 基因的转移质粒 AQRHSS 共转染

猪肾传代细胞 TH./3，待完全病变后收获病毒进行空斑试验，用 TGU 筛选 KL 缺失的重组病毒。空斑纯化 - 次后，随

机挑取空斑进行 TGU 扩增，证实所获得的病毒为均一的 4HI JKLI 缺失株。遗传稳定性试验表明该重组病毒能在

TH./3 细胞上稳定遗传，动物试验表明该缺失株对 S7’BJC 小鼠极为安全且能保护 S7’BJC 小鼠抵抗致死量 TU% 强毒

的攻击。该突变株的获得为我国伪狂犬病的控制和根除奠定了基础。
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伪狂犬病病毒（TW5+X&Y7B;5W %;Y+W，TU%）属于疱

疹病毒科!.疱疹病毒亚科的猪"型疱疹病毒，能引

起家畜和多种野生动物的急性传染病（伪狂犬病）。

该病对猪的危害尤为严重，主要引起妊娠母猪流产，

公猪睾丸发炎、萎缩、丧失种用能力，初生仔猪急性

发病而大量死亡，猪是该病毒的贮藏宿主和传染

源［/］。上个世纪六七十年代，该病在世界各地广泛

存在，大多数西欧国家和美国都出现了该病的发生

和流行，Z" 年代以来，伪狂犬病在我国也开始出现，

而且日益严重。目前，该病遍布我国大部分地区，严

重地危害着养猪业的发展，并造成了重大的经济损

失。

对于伪狂犬病，目前已建立了多种诊断方法，也

有多种疫苗可以进行免疫预防。但是，由于伪狂犬

病的潜伏感染以及养猪业的规模化，使得猪场一旦

感染此病便难以根除。所以，为了进一步控制并最

终根除此病，尚需建立一种新型疫苗，既对猪产生安

全有效的保护力，又能通过血清学方法区分疫苗接

种猪和自然感染猪。目前这方面的研究主要是 K9
和 K[（KL）标记疫苗的研究［! I #］。

4HI JKLI JM7CNO 重组病毒株［3］含有外源标记基

因 M7CN，且 KL 基因是通过 M7CN 插入而失活。如果

将其改造为不含有外源标记基因，且 KL 基因为缺

失失活的 4HI JKLI 重组病毒株，将更适合于作为疫

苗株。因此在 4HI JKLI JM7CNO 重组病毒株的基础

上，我们构建了 4HI JKLI 双缺失株。在临床上用该

缺失株生产的疫苗免疫猪，结合鉴别诊断方法，即能

将疫苗接种猪和自然感染猪区分开，从而淘汰自然

感染阳性猪，进而建立健康猪群。

’ 材料与方法

’(’ 材料

’(’(’ 毒株和细胞：伪狂犬病病毒鄂 2（97）株，由

本室分离鉴定并保存［1］，伪狂犬病病毒 4HI JKLI J
M7CNO 突变株由本室构建并保存［3］。TH./3 细胞和

\SUR.! 细胞均购自中国兽药监察所细胞室并由本

室保存。

’(’() 质粒与菌株：伪狂犬病病毒 KL 基因转移质

粒 AQRH 由本室构建［$］，系在 AQG/0 质粒的多克隆

位点插入伪狂犬病病毒 97 株基因组 34""J54$"
片段（!]1^B）而成，该片段含有 TU% 97 株完整的 KL
基因及 TH 基因的部分下游序列和 KP 基因部分上

游序列。大肠杆菌 PF3!由本室保存。

’(’(* 工具酶、试剂盒及主要生化试剂：各种 P)2
限制性内切酶均为 47H7U7 公司产品，G\2T，47_P)2
聚合酶及 4#P)2 连接酶购自华美生物工程公司。



!"#快速回收试剂盒和 !$%$ 培养基由原平皓生

物技术公司提供。脂质体转染试剂盒为 &’()*+(,-
公司产品。.+溴+/+氯+0+吲哚半糖苷（1+234）购自武

汉中健科技发展有限公司。

!"!"# 实验动物：/ 5 6 周龄伪狂犬病血清学阴性的

雌性 (34789 小鼠购自武汉生物制品研究所。

!"$ 方法

!"$"! 病毒核酸的提取：参照文献进行［:］。

!"$"$ 转移质粒的构建：因 2& 基因内部含有单一

的 !"#;!和 !$%%"位点，用该两种酶消化含有 2&
基因的质粒 <=>?，回收大片段，末端补平后再自连。

!"$"% 共转染与重组病毒的筛选及纯化：将 @,A
B?C 82&C 8-39DE 突变株基因组 !"#（约 FG.#2）和转

移质粒（约 HG.#2）用脂质体法共转染已长满单层的

’(,>+H 细胞，待细胞完全病变后，收毒。反复冻融 0
次，将其作连续 IF 倍稀释（IFC I 5 IFC 6），然后接种

@?+I. 细胞已长满单层的 6 孔细胞培养板，0JK吸

附 IL 后，覆盖含 IM甲基纤维素和 0M犊牛血清的

!$%$，HN 后弃去覆盖层，再用含 IM 低熔点琼脂

糖，I.F#28O- 1+234，及 0M犊牛血清的 !$%$ 覆盖，

待空斑出现后挑取白斑接种于 @?+I. 细胞已长成单

层的 H/ 孔培养板，待出现明显病变后，收毒提取核

酸作为模板进行 @), 鉴定。

!"$"# 重组病毒的鉴定：

（I）@), 鉴定：将纯化后的重组病毒扩大培养，

提取 !"# 模板用 @), 分别对 2& 缺失基因和 -39D
基因进行扩增鉴定。其中用于扩增 2& 基因的 @),
引 物 为：@P：.Q+B)##)##B&##&B&&&)##)+0Q，@,：

.Q+B&&B&BB&&B&&B)B)&&B)+0Q。
（H）测序鉴定：以纯化好的重组病毒 B?C 82&C

基因组 !"# 为模板扩增缺失后的 2& 基因，送上海

生工以双脱氧末端终止法测序。

!"$"& 重 组 病 毒 遗 传 稳 定 性 研 究：将 纯 化 好 的

B?C 82&C 重组病毒在 @?+I. 细胞上连续传 IF 代，分

别提取基因组 !"#，用 @), 扩增缺失后的和全长的

2& 基因，同时设 @,A %3 株和正常 @?+I. 细胞为对

照。

!"$"’ 重组病毒的增殖特性：在 @?+I. 细胞上测定

@,A B?C 82&C 8-39DE 及 @,A B?C 82&C 缺 失 株 的

B)’!.F。

!"$"( 安全性试验：取 H 倍的病毒原液（HFF#-），原

液（IFF#-），IF 倍 稀 释（ IFF#-），IFF 倍 稀 释 液

（IFF#-）采用足垫注射的方法分别接种 (34789 小鼠，

每组 : 只，逐日观察 H 周，记录其死亡情况。

!"$") 效力试验：重组病毒以 IF.GF B)’!.F 的剂量

采用足垫注射接种于 (34789 小鼠，JN 后，以 IFF-!.F

剂量的 @,A %3 株（强毒株）进行攻击，同时设立 @(>
注射组作为对照。逐日观察并记录其死亡情况。

$ 结果

$"! 转移质粒 *+,-.. 的构建

用 !"#;!和 !$%%"双酶切质粒 <=>?，去掉其

2& 基因内部大约 IGIR7 的片段补平后自连，经酶切

和 @), 鉴定证明构建正确，重组质粒命名为 <=>?+
((。

$"$ 重组病毒的筛选及鉴定

重组中间转移质粒与 @,A B?C 82&C 8-39DE 共

转染 ’(,>+H 细胞，/FL 后出现明显的细胞病变，收毒

后做空斑，在含 1+234 的琼脂糖覆盖下，出现典型的

蓝白斑。第一次挑取的 H/ 个白斑中有 HF 个扩增出

缺失后的 2& 基因片段。经 0 次空斑纯化后，已无蓝

斑，以第三次所挑空斑扩大后提取的基因组 !"# 为

模板分别对 2& 基因和 -39D 基因进行扩增，所有重

组病毒都能扩增出 2& 基因缺失的片段，但扩增不

到 -39D 基 因 片 段。而 以 B?C 82&C 8-39DE 突 变 株

!"# 为模板则不能得到 2& 基因缺失后的片段，但

能扩增出 -39D 基因特异性条带。结果见图 I 和 H。

这表明重组病毒 B?C 82&C 已完全得到纯化。

$"% 序列分析

将从 B?C 82&C 突变株中扩增到的 2& 基因的

@), 产物进行测序分析，结果表明，与 %3 株相比，该

缺失株中的 2& 基因已发生了 IFJ67< 的缺失（完整

的 @,A %3 株 2& 基 因 在 &ST(3TR 的 登 录 号 为

#U0IVVHV），这与我们预期的结果一致。这一结果

表明，我们确实已获得 B?C 82&C 重组病毒。

图 I 重组病毒 B?C 82&C 的 @), 鉴定

PW2XI ’NSTYWZW93YW[T [Z \S9[O7WT3TY ]W\^_ B?C 82&C 7‘ @),
I：<[_YW]S 9[TY\[4；H 5 J：_3O<4S [Z Y\S3YSN 9S44_；:：9S44_ 9[TY\[4
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图 ! 重组病毒 "#$ %&’$ 的纯化鉴定

()&*! +,-./)0)12/)3. 30 456)0)-, 6-1378).2./ 9)65:
8; <=> /3 274?)0; @21A &-.-

B：@21A 274?)0)12/)3. 0637 /6-2/-, 1-??: ).0-1/-, C)/D "#$ %&’$ ；!，E：

@21A 274?)0)12/)3. 0637 /6-2/-, 1-??: ).0-1/-, C)/D "#$ %&’$ %@21AF

!"# 重组病毒的遗传稳定性

将 "#$ %&’$ 缺失株在 <#GBH 细胞上连续传 BI
代用 <=> 鉴定，结果均能扩增出 &’ 基因缺失的条

带（EII84），不能扩增出 &’ 全基因 BJII84 的条带，

而 <>K L2 株则能扩增出 &’ 全基因 BJII84 的条带

但不能扩增出 &’ 基因缺失的条带（EII84），而且

<#GBH 细胞对照中无特异性扩增带。这表明 "#$ %
&’$ 缺失株在 <#GBH 细胞上能稳定遗传。

!"$ 重组病毒的增殖特性

在 <#GBH 细 胞 上 <>K "#$ %&’$ %@21AF 和 <>K
L2 "#$ %&’$ 突变株的 "=+MHI分别为 BI$ NOB 和 BI$ NO!，

表明 &’ 的缺失对 <>K L2 株在细胞上的增殖能力没

有影响。

!"% 安全性试验

接种 "#$ %&’$ 缺失株的各组小鼠均没有观察到

临床症状，无死亡，而接种 <>K L2 株的小鼠则表现出

典型的伪狂犬病病毒感染症状并于 ! 周内全部死亡。

这表明 "#$ %&’$ 缺失株对小鼠是非常安全的。

!"& 效力试验

攻毒后，"#$ %&’$ 接种组没有表现出临床症状，

全部存活。而对照组则表现出典型的伪狂犬病临床

症状，且在 B 周内全部死亡。这表明 "#$ %&’$ 缺失

株能够诱导小鼠产生保护性免疫。

’ 讨论

通过同源重组来产生重组病毒是一种广泛使用

的构建重组病毒的方法，但将不经任何修饰的伪狂

犬病毒基因组与转移质粒直接转染细胞，其重组效

率非常低，如果再没有有效的筛选标记，工作量将非

常大，想获得重组病毒将是非常困难的。为了克服

这一问题，我们采用 <>K "#$ %&’$ %@21AF 突变株作

为载体病毒。这是因为 @21A 本身是一种标记，以

"#$ %&’$ %@21AF 作为载体病毒进行重组时，所获得

的重组病毒 "#$ %&’$ 在 PG&2? 存在下形成的空斑呈

白色，而未发生重组的亲本株形成的空斑呈蓝色，这

样仅凭肉眼就可直接初步筛选重组病毒，另外，伪狂

犬病病毒基因组 MQR 中不存在 !"#>!的酶切位

点，而 @21A 基因编码区含有单一的 !"#>!位点，当

用 !"#>!消化的 <>K "#$ %&’$ %@21AF 基因组与转

移质粒共转染时，理论上只有重组病毒才会形成完

整的病毒进而产生细胞变，这无疑会极大的提高重

组效率，大大减少工作量。本研究中，重组效率为

SEOET。远 远 高 于 常 规 方 法 的 重 组 效 率（ 不 足

!T），这为重组病毒的获得打下了坚实的基础，也为

其它重组病毒的构建提供了可供借鉴的方法。

"# 基因为伪狂犬病病毒的主要毒力基因之一，

将其缺失不仅不会影响伪狂犬病病毒在培养细胞上

的增殖，而且会使伪狂犬病病毒的感染能力大大降

低。&’ 基因是伪狂犬病病毒的主要糖蛋白基因之

一。又是 <>K 的非必需基因。&’ 缺失后，病毒将

不能表达 &’ 蛋白，接种动物后不产生抗 &’ 抗体，因

此结合我们实验室研制的伪狂犬病病毒鉴别 L@+UR
和 @R" 试剂盒可将疫苗免疫猪与野毒感染猪区分

开来，从而为伪狂犬病的根除提供有用的工具。本

研究中构建的 "#$ %&’$ 缺失株不含外源报告基因，

这就消除外源基因可能存在的对 <>K 本身生物学

特性的影响及在临床上可能引起的负作用，尽管这

种可能性到目前还未发现。另外，"#$ %&’$ 缺失株

是由 &’ 基因内部缺失了 BOBV8 构建而成，这就不存

在外源基因的丢失而可能产生的突变。初步动物实

验表明，该缺失株对 W2?8%1 小鼠是安全的且能保护

W2?8%1 小鼠抵抗致死性 <>K 强毒攻击。因而本缺失

株更适合作为疫苗株。

伪狂犬病是危害全球养猪业的重大疫病之一，

给世界养猪业特别是我国养猪业造成巨大的经济损

失。因此，有效防制直至根除伪狂犬病已成为当前

养猪业之急需，本重组缺失病毒的成功构建将为我

国伪狂犬病的防制乃至今后根除计划的启动打下基

础。
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