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从 !""#$ %&’(株基因组全长 )*+,获得感染性病毒

冉智光""，陈小云""，杨汉春"，郭 鑫，盖新娜
（中国农业大学 农业部预防兽医学重点开放实验室 北京 8%%(!）

摘 要：对已构建的覆盖猪繁殖与呼吸综合征病毒（DEEFG）/)7!全长 ?HIJ的 &个重组质粒进行测序，并对部分点
突变进行定点回复突变，将突变片段顺次连接，获得了全长 ?HIJ克隆 KLFM7H./J。通过体外转录获得病毒基因
组 EIJ，将 EIJ与脂质体混合后直接转染 NJE.78!-细胞，获得拯救病毒（OG&6）。OG&6能在 NJE.78!-细胞上稳定
传代，并可引起 DEEFG特征性的细胞病变（.D9）。增殖动态分析表明，OG&6在 NJE.78!-细胞上的生长有所迟滞，
达到最高滴度的培养时间比亲本病毒延迟 8$>，但滴毒无显著差异（D P %Q%-）。结果表明，构建的 /)7!全长 ?HIJ
KLFM7H./J具有感染性，为研究中国 DEEFG的分子致病与免疫机制、新型疫苗等奠定了基础。
关键词：猪繁殖与呼吸综合征病毒；感染性 ?HIJ克隆；拯救病毒
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猪繁殖与呼吸综合征（DSO?;+, O,KOSB*?T;U, 4+B
O,VK;O4TSO< V<+BOS:,，DEEF）是由猪繁殖与呼吸综合
征病毒（DEEFG）引起的一种高度传染性疾病，其主
要特征是引起繁殖障碍、呼吸道疾病、哺乳仔猪的高

死亡率、免疫抑制和持续性感染［8 ’ #］，给养猪业造成

了巨大的经济损失［!］。DEEFG为单股正链 EIJ病
毒。其基因组长约 8-WX，-Y端有帽子结构，#Y端有
KS1<（J）尾，编码区有 (个开放阅读框（ZE3）。其中，
ZE3842X编码病毒的复制酶，ZE3$4 ’ "编码 "种结
构蛋白［- ’ 6］，但也有人认为 Z3E# 编码非结构蛋
白［(］。根据抗原性和基因型的不同，DEEFG可分为
欧洲型和美洲型［8%，88］。各个毒株在致病性、细胞培

养特性等方面也存在差异［8$，8#］。由于研究手段的

限制，多年来，关于 DEEFG的基础研究一直没有取
得重要的突破。近年来兴起的反向遗传技术给

DEEFG的研究提供了一个崭新的技术平台。目前
已有 [G、GE7$##$、IGF[ \ ("7"6(-、D8$( 和 D[("78
共 -株 DEEFG的感染性克隆获得成功［8! ’ 86］，而国内
还未见报道。本研究以我国 DEEFG /)7!为材料，在
已构建出全长 ?HIJ［8(］的基础上，对全长 ?HIJ中的
部分点突变进行回复突变、体外转录，将 EIJ直接
转染 NJE.78!-细胞，获得了感染性病毒。

- 材料和方法

-.- 材料
-.-.- 质粒和细胞：重组质粒 K]9N7J8、K]9N7J$、
K]9N7/8、KFM7/$、K]9N7.、K]9N7H，分别携带 /)7!
毒株的 ?HIJ重叠片段，由本室构建［8(］。大肠杆菌
（!"#$%&’#$’( #)*’）H^-!由本室保存。低拷贝载体
KLFM$( 由军事医学科学院范宝昌博士惠赠。
DDEFG/)7!株和 NJE.78!-细胞由本室保存。
-.-./ 试剂和仪器：胎牛血清（3/F）购自 ^<?1S+,公
司；31*SO,V?,;+（3_0.）7?S+‘*=4T,B Jaa;+;D*O, O4XX;T 4+T;7
:S*V, _=]（^ b [）购自 )4?WVS+ _::*+SE,V,4O?>
[4XSO4TSO;,V 公 司。 R*;W.>4+=,# :*1T; V;T,7B;O,?T,B
:*T4=,+,V;V W;T 购 自 FTO4T4=,+, 公 司；9+BS3O,,#

K14V:;B :45;W;T 购 自 R;4=,+ 公 司。 :N,VV4=,
:N4?>;+,# ^;=> c;,1B .4KK,B EIJ 0O4+V?O;KT;S+ W;T和
N9]J# ?1,4O W;T购自 J:X;S+公司。HN9N培养基、
HNE_97.、0E_dS1# [F 和 ZKT;7N9N# _ E,B*?,B F,O*:
N,B;*:购自 _+U;TOS=,+ 公司。JNG 反转录酶、蛋白
酶 M、+"," 购自 DOS:,=4 公司。-(.^"、/$%"、
0"%"、/)1"、2,$"等购自 I9/公司。EI4V, J 购
自 J:O,V?S公司。H00、EIJ酶抑制剂、3(4 HIJ聚



合酶、!"#$% 购自天为时代公司。$&&’( 阳性血清
由本室制备。" 蛋白 )*+, ’-./01，由美国 "2345
673289:7 ’474; <:9=;3%94> 提供。?@AB C$D 蛋白 )*+,
E0FE0G由本室制备。
!"# 引物设计
根据 ?@AB序列（C;:?7:H收录号：+EII0JI0），采

用 ’43747K;:; 公司的网络多点突变引物设计软件

（544L：MM87,4228% N %43747K;:;N *2OMP6），设计了 FI 条 DQ
磷酸化定点突变引物（表 0）。用软件 .89K2 RSG设计
两 条 遗 传 标 记 检 测 引 物 -;4*)0（ DQA
C++6++C###++CC+C6#+6+C+6AIQ）和 -;4*)F（DQA
+##CC+66#C+C#####666+6+#AIQ）。所有引物由
上海生工生物工程公司合成。

表 ! 定点突变引物
#7,8; 0 $39O;3% T%;! U23 %94;A!93;*4;! OT47K;:;%9%

$39O;3 )T47K;:;%9%
L29:4

)T47K;:;%9%
:T*8;249!; ’;VT;:*;（DQ!IQ）

$B<A)0FG0 0，01F #!6 CC+66#+#6C#6C#+$+C#+6##6##6C##++CC
$BWA)JFX 0，XJX C!+ 6+6+C6CC+CCC+%#6+666#C+66++C#
$BWA)XB1 F，0G1 +!# CC#6C6+C6+++C+#&C+66#C#+66#66C#
$BWA)F00I I，F1I #!6 C66+#6+#6C+6#$CCC6CCC666#
$BWA)FBID I，DXF +!# ##CC6#6+C##C6#+6#C++C+#C##66+6C6+#6
$BWA)FJFX I，XJR 6!# ##C6+C6####+6#6#+##C&C66#6#####+#C##+6+C##+66
$BWA)IGJR B，FBI 6!# CC6666C#6CC&6#6CC#6##C6
$I<A)IFF B，1FG #!6 C#666++++C#CC#$++CC###66C6#C##66
$I<A)1XF D，0XG +!# 6##CC#6C####C+####C&##66+#6CC+CC6+#CC
$I<A)XG1 D，IGD 6!# C##C6###C#C#C###66&#C6#CC##C6C6#CC##C6C#C###
$I<A)0FIG D，RFJ #!6 CCC#C6###6+C++$#6C+++C666#6+6#C+
$I<A)0BXF D，JX0 +!# 6#CC66C#C66#+#&CC6#++6+#66#6#C
)$IWA)BJD J，GXF 6!C C6C6CC6C+6’6#66#C+++##CC#6#
$FA)IXD X，RBJ +!C CCC#+6#C6CC’C6666CC6666
$FA)0IRB 0G，R01 6!# 6+#6+6#+##C+6#66+C&6++CC6C66+6+##6C
$FA)0JDX 00，GXB #!6 6CC6#CC##C6$+C66##6C666
$FA)FBBR 00，RXX 6!C 6666#C6+#CC’6666C666###
$FA)IGG1 0F，FRG #!6 #66C#+6C6C66$#C66+##6+6#6#C
$FA)II1D 0F，RFJ 6!# C#++66+#+C#C#+#++#+C6+6&##C++#6+CC#C###C6#+#####6
$0JB+A)JG 0F，RX1 6!# C6##6+#C+####6+C6++#CC##++&+C6#C#+6+##66#6
$0JB+A)DXB 0I，F00 6!# #+##+66++6+#6++C&6C+6CC6CC6++##CC#
$0JB+A)0RDG 0B，FR1 6!# CC#6C66#C#6+#6+&+C+C+ +++CCCC6+++C#
$0JB+A)FRJG 0D，FX1 +!C 6+#6#6+C#C###C++##C’++C+ +#C#C#CC#C++#CC6
)T47K;:;%9% :T*8;249!; 9: ;7*5 L39O;3 9% %52Y: 9: ,28!U7*;%N Z7*5 L39O;3 Y7% DQAL52%L523>874;! U23 O7[9OTO OT47K;:;%9% ;UU9*9;:*>N

!"( 重组质粒的定点突变
将覆盖 ?@AB全长 *-"+的 R个重组质粒 LCZ)A

+0、LCZ)A+F、LCZ)A?0、L’\A?F、LCZ)A6、LCZ)A-
进行测序发现，在 R个片段中共有 BR个点突变（含
引入遗传标记的 0个沉没突变）。为尽可能减少或
消除这些突变的潜在影响，用 PT9H*57:K;" )T849 ’94;A
-93;*4;! )T47K;:;%9% H94 和突变引物，根据说明方法
对位于 $&&’(保守序列中的 FI个点突变进行回复
突变。

!") 全长 *+,%的连接与序列测定
按文献［0X］的方法将 R个片段依次插入低拷贝

载体 L/’\FX中，构建定点突变后的全长 *-"+克隆
（L/’\A-6?+）。将 L/’\A-6?+ 转化 -]D!感受态
细胞，挑单个菌落接种 W?液体培养基（含氨苄青霉
素 RG"KMOW），FJ^、0DG3MO9: 振摇培养过夜，取适量

菌液涂布 W?平板（含氨苄青霉素 RG"KMOW），挑单个
克隆接种 W?液体培养基振摇培养，如此循环 0G次。
根据 Z:!2E3;;" L87%O9! O7[9H94说明书大量提取质粒
-"+，进行酶切分析。最后挑选 RJ号克隆进行全序
测定。

!"- .,%体外转录与纯化
取适量质粒 -"+ 以 !"##彻底消化，热灭活

!"##，加终浓度为 GSD_的 ’-’和 FGG"KMOW的蛋白
酶 \，DG^消化 IGO9:，用无核酸酶的酚M氯仿抽提两
次，加 0M0G体积的 "7+*（IO28MW）和 GS1倍体积的异
丙醇，于 ‘ FG^ 沉淀 05。之后，0FGGG3MO9: 离心
0DO9:，沉淀用 1G_乙醇洗涤 0次，干燥后加适量无
&"+酶的水溶解沉淀，使浓度达 GSD"KM"W以上。基
因组 &"+ 的体外转录和纯化分别按照 O);%%7K;
O)7*59:;" ]9K5 a9;8! 67LL;! &"+ #37:%*39L492: H94和

BFB &+" b59AKT7:K $% &’ N M()%& *+),-.+-’-/+)& !+0+)&（FGG1）B1（I）



!"#$! %&’() *+,说明书进行。
!"# $%&转染

!$-./012 细 胞 以 含 034 567（ 89.&:;’
<(=:)(,:)+’> ?;%）的 @!"!按常规方法培养。选择形
态正常、生长旺盛的 !$-./012 细胞，经胰酶消化
后，以约 03A 个BC<的细胞密度转入 A孔板培养。待
形成 D34以上细胞单层时，按照 @!-?"/.说明书进
行转染。同时设 @!-?"/. 和 EF,+/!"!! ? -’GH%’G
7’)HC !’G+HC对照。2G后，取转染上清接种 !$-./
012细胞单层或 I$!，进行传代。
!"’ 间接免疫荧光试验
用第 A 代拯救病毒接种 !$-./012，JKL 后，用

冷乙醇室温固定 03C+;，I67（F8JMK）洗涤 N 次。用
0467$于室温中封闭 N3C+;，I67洗涤 N 次。加 0 O
K23稀释的 !%$= 7@EP0J或 0 O03稀释的 50K503于
NJQ反应 12C+;，I67洗涤 N 次。最后，加荧光标记
二抗（含 3M304 "R(;> =&H’）于 NJQ反应 12C+;，I67
洗涤 N次后封片、镜检。
!"( 遗传标记检测
取 K23!<病毒培养上清，按 S-?T:& <7试剂说明

书制备 -U$。取适量 -U$ 与 0!< 引物 @’,%!K
（K2FC:&B!<）混匀，J2Q 2 V 03C+;，自然冷却至室温
后，加入 2 W 反转录缓冲液 1!<、GUSI>（03CC:&B<）
0!<、@SS（3M0C:&B<）K!<、-U(>’ 抑制剂（N3XB!<）
3M2!<、$!Y反转录酶（03XB!<）0!<，于 1KQ 反转录
0M2 V KL。取适量 %@U$以引物 @’,%!0B @’,%!K进行
I.- 扩增。反应条件：Z1Q NC+;；Z1Q N3>，22Q
N3>，JKQ 12>，共 N2 个循环；JKQ 03C+;。取适量
I.-扩增产物进行 !"#"酶切鉴定。将 I.-产物纯
化后进行直接测序鉴定。

!") 免疫电镜
将病毒培养物反复冻融 N次，1Q 03333)BC+;离

心 0L。取出上清，1Q 12333)BC+;（6’%*C(; EF,+C(S!

<"/D3[，):,:) J3S+）超离 KL。以适量 I67重悬沉淀，
与等量 03 倍稀释的 I--7Y 阳性血清于 NJQ孵育
0L，随后 1Q过夜。1Q 0K333)BC+; 离心 0L，加适量
I67重悬沉淀。最后，将此悬液滴在 5:)CR()包被的
K33目铜网上，醋酸铀负染，透射电镜观察。
!"!* +,-./*测定

在 ZA孔细胞培养板上进行。取不同代次的克
隆病毒，用维持培养基进行 03倍递增稀释，将 03\ N

V 03\ D稀释的病毒接种 !$-./012 细胞单层，每个
稀释梯度 1孔，每孔 033!<，培养 JG，观察 .I"，根据
-’’G/!]’;%L方法计算 S.?@23。取亲本病毒和拯救

病毒 3M30C^ : ^ +的剂量感染 !$-./012 细胞（K2%CK

培养瓶），NJQ吸附 0L，弃去接种病毒液，以 I67
（3M30C:&B<，F8JMK）洗涤 N次，补加 2C<维持培养基
（K4567 的 @!"!）继续培养。于不同时间取出适
量上清，测定其 S.?@23值。

0 结果和分析

0"! 重组质粒的定点突变与全长 1.%&的构建
对 A个质粒定点突变后，对 KN个突变点及其附

近进行部分测序，结果表明 KN个点突变成功回复。
将 A个片段依次插入低拷贝载体 FP7[KZ 中，构建
定点突变后的全长 %@U$ 克隆（FP7[/@.6$）。对
FP7[/@.6$第 03 代质粒进行酶切，其图谱与预计
完全相符。取 AD号克隆进行全序列测定，结果显示
插入 FP7[KZ 载体中的 6_/1 基因组 %@U$ 长度与
#’;6(;*中的序列一致［不含 F:&9（$）］。有 KN个点
突变分布于各个片段。其中 00个为沉默突变（含引
入 !"#"位点的突变），其余 0K 个导致氨基酸的置
换，分布于 U>FK、U>FN、U>FJ、U>FZ、#I1 和 #I2（表
K）。基因组上游存在 7IA启动子核心序列，在核心
序列和基因组第一个碱基之间多一个外源 #；N‘端
有 1N个 F:&9（$），比 F#"!/@少 13个。

表 0 全长 1.%&与 2345基因组序列比较
S(=&’ K #’;:C+% %:CF()+>:; :a aH&&/&’;b,L %@U$ (;G F()’;,(& 6_/1

UH%&’:,+G’
&:%(,+:;(

S)+F&’,
%:G’

UH%&’:,+G’
%L(;b’

S9F’ :a
CH,(,+:;

$C+;: (%+G
%L(;b’

I)’G+%,’G
G:C(+;

2NK S.6 6"& )’F&(%’C’;, >+&’;, U>F0#
K10N $$+ +"6 )’F&(%’C’;, U"[ U>FK
KDKN .+# +", )’F&(%’C’;, <"I U>FK
N1DK +S# +"& )’F&(%’C’;, <"5 U>FK
NAK0 $,$ ,"+ )’F&(%’C’;, S"? U>FK
NZ0Z S.6 6"& )’F&(%’C’;, >+&’;, U>FK
1D31 .., ,"+ )’F&(%’C’;, >+&’;, U>FN
1DND ,.. ,"+ )’F&(%’C’;, I"7 U>FN
1DD3 $#, ,"+ )’F&(%’C’;, >+&’;, U>FN
2300 S., ,"+ )’F&(%’C’;, >+&’;, U>FN
2KDD ,S# ,"+ )’F&(%’C’;, >+&’;, U>FN
JKK1 #,S ,"+ )’F&(%’C’;, $"Y U>FJ
JKJJ 6$# 6"& )’F&(%’C’;, ""[ U>FJ
J1JZ $6# 6"& )’F&(%’C’;, -"[ U>FJ
DKK3= ..6 6"& )’F&(%’C’;, >+&’;, U>FZ
DNJK .+S +", )’F&(%’C’;, <"I U>FZ
DZNA #6$ 6"& )’F&(%’C’;, #"" U>FZ
ZN2J $S& &"+ )’F&(%’C’;, >+&’;, U>FZ
003JZ ..6 6"& )’F&(%’C’;, >+&’;, U>F00
0N1JK S$+ +", )’F&(%’C’;, >+&’;, #I1
0NAKN &S. &"6 )’F&(%’C’;, ?"Y #I1
01322 $.6 6"& )’F&(%’C’;, >+&’;, #I2
01003 +#S +"& )’F&(%’C’;, ."7 #I2

( UH%&’:,+G’ &:%(,+:;> ()’ ;HC=’)’G (%%:)G+;b ,: 6_/1 >’cH’;%’
（#’;6(;* (%%’>>+:; ;HC=’)：$5NN0DN0）̂= !"# ? C()*’) d(> +;,):GH%’G =9
,L’ ’;b+;’’)’G >+&’;, CH,(,+:;^
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!"! 全长 #$%&的感染性与拯救病毒的鉴定
体外转录的基因组 !"# 转染 $#!%&’() 细胞

后 )*，取转染上清接种 $#!%&’()细胞单层，连续传
至第 )代时，细胞产生了明显的 %+,，最初是局灶性
细胞聚集、变圆、皱缩，逐渐脱离细胞单层、崩解、脱

落。在感染后 ) - .*，整个细胞单层完全破坏，大部
分细胞脱落。表明构建的 /012&3%4# 具有感染
性，可拯救出病毒，将该克隆病毒命名为 56.7。取
第 )代（出现 %+, 的第 ’ 代）细胞培养上清，接种
$#!%&’()细胞，8* 后固定，分别以单抗 1390’:、
;’<;’=进行间接免疫荧光检测。结果显示在 56.7
和 4>&(感染的细胞的胞浆内都呈现很强的特异性
荧光，而对照细胞无特异性荧光（图 ’）。

图 ! 拯救病毒的遗传标记检测
;?@A< 3BCBDC?EF EG @BFBC?D HI5JB5 GE5 CKB 5BLDMB* N?5MLA $：’==O/

PI**B5；’Q RKB G5I@HBFC IH/P?G?B* G5EH 4>&(（ MF*?@BLCB*）；<Q RKB

G5I@HBFC IH/P?G?B* G5EH 56.7（MF*?@BLCB*）；8Q RKB G5I@HBFC IH/P?G?B*

G5EH 4>&(（*?@BLCB*）；(Q RKB G5I@HBFC IH/P?G?B* G5EH 56.7（*?@BLCB*）A

图 ’ 拯救病毒的间接免疫荧光检测
;?@A ’ 3BCBDC?EF EG CKB 5BLDMB* N?5ML OS ?F*?5BDC ?HHMFEGPME5BLDBFDB

ILLISA #：56.7 LCI?FB* T?CK $D#O 1390’:；4：4>&( LCI?FB* T?CK $D#O

1390’:；%："E5HIP DBPP LCI?FB* T?CK $D#O；3：56.7 LCI?FB* T?CK $D#O

;’<;’=；,：4>&( LCI?FB* T?CK $D#O ;’<;’=；;："E5HIP DBPP LCI?FB* T?CK

$D#O ;’<;’=A

在构建全长 D3"#时，引入了特异性的 !"#!位
点作为遗传标记，而在亲本毒株 4>&(的相应序列中
无该标记。从第 )代细胞培养上清中提取 !"#，用
引物 3BCD$’U3BCD$< 进行 !R&+%! 及特异性遗传标

记的酶切鉴定。结果从拯救病毒和亲本病毒中都扩

增到 :V8O/大小的片段，而从 56.7获得的产物可被
!"#!切成 )(=O/和 <)8O/两条带，但 4>&(的扩增产
物不能被 !"#! 消化（图 <）。将 +%!产物纯化后进
行直接测序表明，56.7的遗传标记存在。
对 56.7体外连续稳定传 )代（即第 ’=代）的病

毒，超速离心后，用 +!!16抗血清进行免疫电镜负
染观察。表明拯救病毒粒子呈 +!!16的典型形态
特征，即有囊膜的球形病毒粒子，大小为 .= - 7=FH
（图 8）。

图 ( 拯救病毒的电镜观察
;?@A8 ,PBDC5EF H?D5E@5I/K EG CKB 5BLDMB* N?5MLA 1DIPB OI5：)=FHA

!"( 拯救病毒的体外培养特征
在 $#!%&’()细胞上的传代结果表明，56.7 在

$#!%&’()细胞上连续传 <= 代，细胞病变稳定。自
第 .代以后，56.7产生典型 %+,的时间一直在感染
后 7(K左右，比亲本病毒晚 <(K左右。对 56.7第 )、
V、’8、’V代培养物进行了 R%W3)=测定，平均毒价分别

为（ .Q== X =Q<’） PE@R%W3)= UHY、（ :Q)= X =Q<=）

PE@R%W3)=UHY、（:Q== X =Q<8）PE@R%W3)=UHY、（:Q<8 X
=Q(）PE@R%W3)=UHY。除第 )代以外，不同代次之间的
毒价没有显著差异（ $ Z =Q=)）。表明 56.7 在
$#!%&’()细胞上连续传代增殖滴度稳定。对 56.7
第 <=代病毒进行 !R&+%!及其产物的酶切和序列
分析表明，其遗传标记依然存在，表明人为引入的突

变能随病毒体外传代而稳定遗传。

对 56.7第 ’8代培养物在 $#!%&’()细胞上的
增殖动态进行了测定，并与亲本病毒进行了比较，结

果（图 (）表明，56.7 在感染后 :<K以前收集的培养
上清，其病毒滴度均明显低于亲本病毒 +!!16 4>&(
（$ [ =Q=)），达到滴度峰值的时间也比亲本病毒
+!!16 4>&( 延迟约 ’<K，说明拯救病毒 56.7 在
$#!%&’()细胞上的增殖速度有所迟滞。4>&( 和
56.7的平均最高滴度分别为 ’=7QV< R%W3)= UHY、’=7Q)<

.<( !#" \K?&@MIF@ %& ’( A U)*&’ +,*-./,.(.0,*’ 1,2,*’（<==:）(:（8）



!"#$%& ’()，没有统计学差异（! * &+&%）。

图 ! 拯救病毒在"#$%&’!(细胞上的增殖动态
,-./0 123456 7829:; 3< 56: 2:;78:= 9-28; -> ?@A"BC0% 7:DD;/

) 讨论
本研究以我国 EAAFG分离株 HIB0为材料，通过

FEJ原核启动子控制全长 7$K@的体外转录和脂质
体介导的直接转染 ?@A"BC0% 细胞，获得一株能稳
定传代的拯救病毒（2GJL）。这是国内第 C株建立感
染性克隆的 EAAFG，这为研究我国 EAAFG毒株的遗
传与变异，复制、转录及其调控，致病与免疫机理，蛋

白结构与功能、病毒与宿主细胞相互作用及新型疫

苗奠定了必要的技术基础。

获得的拯救病毒（2GJL）在 ?@A"BC0%细胞上可
稳定连续传代，并出现典型的 "EM。除第 %代外，各
代之间的病毒滴度也无明显差异，人为引入的遗传

标记在体外能随病毒稳定地遗传。但与亲本毒株相

比，2GJL在 ?@A"BC0%细胞上的增殖速度有所减慢，
虽滴度偏低，但是并无统计学差异（! * &+&%）。这
可能由于全长 7$K@克隆中的 NO 个尚未回复的点
突变对拯救病毒的增殖有影响。首先，第 LOPN 和
LQOJ位核苷酸突变改变了病毒聚合酶的两个氨基
酸，可能降低病毒的复制效率［N&］；其次，1E%的一个
氨基酸改变（"C&Q!FC&Q）也可能降低病毒的感染效
率，因为推测 1E%可能介入病毒对靶细胞的吸附和
穿膜过程［NC］；再次，K;RN 内 0 个氨基酸发生改变
（!O%L!1O%L、)0Q0!E0Q0、)PC%!,PC%、!PJC! #PJC），可能会
影响其作为胰凝乳蛋白酶样半胱氨酸蛋白酶的切割

效率，从而影响病毒的增殖或装配；第四，在 K;RO、
K;RP和 1E0内分别有 C个、O个和 C个氨基酸发生
改变，它们也可能影响病毒的复制。其中 K;RO可能
性比较大，因为 K;RO 参与病毒复制酶复合体
（ 2:RD-7S;: 73(RD:T）在 细 胞 内 膜（ ->52S7:DD8DS2
(:(U2S>:）上的锚定［NN V N0］。最后，其余的点突变虽

然不改变氨基酸，但是它们可能改变病毒基因组的

二级、三级结构，也可能会影响病毒的复制。

EAAFG %W和 OW末端 X!A对病毒基因组的复制、
转录具有重要作用，因此会直接影响转染的成功与

否。?:8D:>U:2.等［C0］发现帽子对体外转录本的感染
性是必须的，而且加帽对转录本的稳定性没有影响。

因此，我们在对 HIB0全长 7$K@进行体外转录时，在
转录体系中加入了 (P1（%W）RRR（%W）1帽子类似物。
由于 EAAFG基因组 %W最末端很难准确测定，第一个
碱基是否为 !，还有不同看法。?:8D:>U:2. 等对 NJ
个克隆进行测序，最终才确定 )G株的 %W最末端为
@［C0］。在已知的 EAAFG全序中，大部分毒株 %W最末
端都是“@”，只有 HIB0 等少数毒株还多出一个
“!”［N%］。GABNOON 株在 1:>HS>Y中的序列的 %W端并
没有“!”，但是在构建感染性 7$K@克隆中却有［C%］。
在已经建立感染性 7$K@克隆的 % 个毒株中，既有
第一个碱基是“@”的，也有是“!”的。提示有无这个
“!”对感染性克隆没有致命影响。目前尚不清楚
EAAFG基因组的 OW末端究竟有多少个 E3DZ（@），因
此也不能准确预测保证感染性克隆成功的 E3DZ（@）
长度。但是通常认为，感染性 7$K@ 克隆中的 R3DZ
（@）数量存在一个最低阈值，高于这个值才足以保
证获得感染性病毒。第一个获得成功的 EAAFG感
染性克隆中含有 C&Q个 E3DZ（@）［C0］；第二个和第三个
分别含有 0&个和 0C个 E3DZ（@）［C%，CJ］；最近构建的一
个感染性 7$K@ 中只有 NC>5 E3DZ（@）获得转染成
功［CP］。我们构建的 HIB0 全长 7$K@中携带 0O>5 长
的 E3DZ（@），最终也获得感染性病毒。但是这比全长
7$K@ 连接前短了 0&>5。?:8D:>U:2. 等曾报道在
EAAFG感染性克隆的构建中，常常出现 E3DZ（@）的
缺失现象［C0］。我们推测太长的 E3DZ（@）可能降低了
7$K@本身的稳定性，从而导致 E3DZ（@）在全长 7$K@
的连接过程中出现缺失；也可能是因为长链 E3DZ（@）
对宿主菌产生不利影响而被宿主菌剪切。这提示在

构建感染性 7$K@过程中不必一味追求 E3DZ（@）的
长度。对 EAAFG而言，0&>5 左右的 E3DZ（@）便足够
保证感染性克隆的成功。

由于 AK@在体外极不稳定，很容易降解，AKS;:
又无处不在，加之 EAAFG基因组长达 C%YU，所以在
体外转录、纯化和转染过程中，防止 AK@的酶解和
机械损伤非常重要。这给操作带来很多不便。将基

因组全长 7$K@置于真核启动子的控制下直接转染
细胞，在细胞内完成转录过程可克服这一问题，而且

还可节省试验成本，这在 ECNQ株已经获得成功［CP］。
我们用 AK@ 转染上清在 ?@A"BC0% 细胞上连续传

PN0冉智光等：从 EAAFG HIB0株基因组全长 7$K@获得感染性病毒 / ’微生物学报（N&&P）0P（O）



至第 !代时才出现明显的 "#$，类似现象在 %&’())(
的感染性克隆中也遇到［*!］。这可能与 &+,转染效
率低或者前 -代拯救病毒在 .,&"’*-!细胞内处于
低水平复制状态有关。
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答 作 者 问

问：我的文章现已审查完毕，并收到了编辑部发来的“审稿意见”。我想咨询，如果我的文章修改后，再次投递，是否还需要交

稿件受理费？是否仍然用原论文编号提交？

答：这要分 N种情况，（9）如果你的文章已经被通知“退稿”了，那么文章修改之后再投来将按“新稿件”处理，从程序上来讲和新
投稿件是一样的，仍需要缴纳稿件受理费，只是为便于稿件受理进程，请作者在投稿时注明“原稿件号 b修后再投”字样。
（N）如果是编辑部在审稿意见中要求您改后再投来“复审”，则不作为新稿处置，请直接注明“原稿件号 b修后再审”字样，不
再另交稿件受理费。
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