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摘 要：以北美株 GHHIJ感染性克隆 K232$为平台进行反向遗传操作，将 0LM4H中的一级结构进行了系列缺失或
插入突变，并改变二级结构中的一个保守的茎环结构，构建全长 GHHIJ突变体克隆，解析 0LM4H突变对病毒感染性
的影响，旨在界定调控 GHHIJ 0LM4H的启动子序列及二级结构，即复制过程中的最小调控元件。以空斑和 N,/+?./@
-5,+来研究拯救后重组病毒的复制、转录和生长特性，发现重组病毒感染动力学与亲本病毒无可见差别。结果表明
GHHIJ 0LM4H的 #L端可耐受一定数目的核苷酸的缺失（!&@+）与插入（$0@+）突变，但进一步 1@+缺失造成保守的环结
构突变后就使病毒失去了感染性。证明了这是 0LM4H中控制 GHHIJ复制过程的的必需序列及二级结构，为进一步
解析 GHHIJ复制过程的调控元件奠定了基础。
关键词：GHHIJ；反向遗传操作；0L非翻译区；基因组复制；<HNO转录
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猪繁殖与呼吸障碍综合征（G,/*=@. H.K/,QB*+=R.
9@Q H.>K=/9+,/A IA@Q/,<.，GHHI），俗称“蓝耳病”，首先
发现于上世纪 (% 年代末［&］。其致病病原为猪繁殖
与呼吸障碍综合征病毒（GHHIJ），于 1%年代初相继
分离于欧洲和美国，并迅速的成为危害养猪业的重

大疫 病。 GHHIJ 是 新 成 立 的 套 式 病 毒 目
（N=Q,R=/95.>），动脉炎病毒科（O/+./=R=/=Q9.）的成员［$］。
动脉炎病毒是一种有囊膜、核衣壳为正二十面体对

称的单股正链 HNO 病毒。GHHIJ 全基因组长约
&#S-，其基因组结构为不分节段、有 #L端帽状结构和
0L K,5A（O）尾的正义 HNO。左端 #L 非编码区
（M@+/9@>59+.Q /.T=,@，M4H）长为 &1% ’ $$% 个 核苷酸
（@B*5.,+=Q.，@+）；右端 0LM4H长 &&% ’ &#% @+。像其它
正链 HNO病毒一样，动脉炎病毒的 0LM4H对病毒的
整个复制过程起着重要的调控作用［0］。黄病毒科和

冠状病毒科的病毒 0LM4H较长，能够独立的构成病
毒复制所需的顺式调控元件［! ’ 6 ］，在马动脉炎病毒

（;UB=@. 9/+./=R=/B> ）和 GHHIJ中，试验证明其 0L端的
顺式调控元件延伸到了上游的核衣壳蛋白（N）编码
区（)H8"），GHHIJ VJ株的 0LM4H序列与 )H8"中的
序列互补形成调节复制的二级功能性结构。据报

道，GHHIJ的转录、翻译及病毒包装的正常运转依
赖着 0LM4H精细有序地调节才能完成［"］，但这种推
理尚需进一步试验验证。随着反向遗传系统

（H.R./>. W.@.+=*> IA>+.<，HWI）技术的兴起，人们开始
通过构建 HNO病毒基因组的 *XNO，获得诸多 HNO
病毒的感染性克隆，在此基础上进行反向遗传学操

作，探讨 HNO病毒复制过程的侵入、复制、转录及病
毒颗粒组装的精细调控机制，以及病毒的致病机理，

进而确定病毒复制的调控元件。本研究利用前期构

建的 GHHIJ感染性克隆，在其 0LM4H的 #L端进行了
一系列的缺失与插入突变，以期鉴定 0LM4H核苷酸
序列中对病毒转录复制的调控序列与结构，从而确

定病毒复制、转录的启动子，以便了解 GHHIJ复制
调控机制。

’ 材料和方法

’(’ 突变质粒的构建
GHHI 北美株全长感染性克隆（W.@-9@S 登录

号：O8&(!$&$）K232$由本研究室构建（袁世山等，未
发表）。利用 PB=S 2?9@T. 突变 G2H技术（I+/9+9T.@.）
和中间质粒 K34!#&，分别构建 0LM4H突变的全长感



染性克隆 !"#$%&、!"#$’(、!)*+,-、!)*.,/、!$&)/、
!%’)..0，全长突变感染性克隆均经 !"#!酶切鉴定。
!"# 主要试剂和仪器
细胞生长液为含有 12胎牛血清（34#，564%(

%78 .1999）的 :;:，维持液为 +234#的 :;:。:;:
液体培养基、胰酶（<=>!?@AB;’<&，9C+-2）、无钙、镁
的磷酸盐缓冲液 *4#、胎牛血清 34#、+D:;: 培养
基、青霉素链霉素均购自 564%(公司。化学转染试
剂 $@!EFG087AH@AG<:+999、(*<6B:;: 购自 6AI@8=EJGA
公司。&:K反转录酶，L? <7M ’N&聚合酶和 ON<*?
购自上海 <7P7Q7 公司，限制性内切酶购自 N;4公
司。R6&JGA K@=7S QN& :@A@ P@8 购自 R6&5;N 公司。
NE=8LG=A:7T P@8 QN&U@V P@8、4=@JL8#87= *?E=7SGAB4@E8@A、
4=@JL8#87=4@E’G8G08 均购自 &HW@EA公司。
!"$ 细胞的转染

:&Q%B."-细胞由本实验室保存，将 :&Q%B."-
细胞接种于 1孔细胞培养板中，待细胞密度为 ,92
X ,-2时进行转染。每孔加入 +C- X -"J 的全长突
变 质 粒 和 .9"$ $@!EFG087AH@AG<: +999 试 剂
（6AI@8=EJGA），根据转染试剂说明书进行转染。转染
后逐日观察细胞病变，第 .9天出现病变后收取病毒
上清置 Y Z9[保存备用，第 .9天仍没有出现病变则
吸 +99\$细胞上清在单层 :&Q%B."-细胞盲传 +代
后判定拯救病毒的感染性。

!"% &’()*&鉴定突变病毒
参照构建克隆的病毒基因序列，利用 (S@JE1C9

软件设计一对引物，上游引物在 (Q3]编码区上游，
下游引物为 *ES>（<），由上海申能博采技术有限公司
合成。*. 上游：#3.-99Z -^B&%&&%55%&&&%&5%&5
&&5B/^，*+下游：R?8 -^B5&5<5&%5&55&%<%5&5%5
%&<5%<<<<<<<<<<<<<<B/^，按照 R6&JGA K@=7S QN&
:@A@ P@8 说明提取细胞上清中的病毒 QN&，采用
<7P7Q7公司的 &:K反转录酶进行病毒 QN&的反转
录，随后以 L?<7M进行 *%Q反应，扩增产物经 .2的
琼脂糖凝胶电泳鉴定，有必要时，以 R6&JGA 5GSB
*\=@F@078@EA P@8纯化目的条带，送上海申能博采测序。
!"+ 病毒空斑形态分析
待细胞长到 ,92 X ,-2后进行病毒空斑分析，

制备 +C92的低熔点琼脂糖，在微波炉中融化后，置
19[水浴中混匀，+ _ :;:预先置 /][水浴中。病
毒收获液以 9C.:(6 接种 1 孔板培养的 :&Q%B."-
细胞中，/][，-2 %(+ 培养箱中培养。.9倍次递减

稀释待检的病毒，稀释好的病毒液感染细胞

+99"$‘孔。将 1 孔板置 /][孵育 .L，再快速的将
+C92琼脂糖与 + _ :;:以 . a .混合，然后加入到 1
孔板中，-H$‘孔。室温凝固后，/][，-2 %(+ 恒温箱

倒置培养 - X 1O。小心的除去凝胶，用 -2的结晶紫
染色，染色 .9 X .+H@A，洗去多余的染色液，观察空斑
的形态并拍照。

!", -./012/3 45.0检测 )&&67亚基因组转录
!","! 细胞总 QN& 的提取：拯救后的突变病毒
（I$&)/、I%’)..0、和 I%4%+）以低感染剂量感染单
层 :&Q%B."-细胞，感染 "ZL 后弃去培养基并加入
]C-H$ QN&U@V，参照说明书提取细胞 QN&，溶解到
+99"$无 QN&酶的水中，Y ]9[冻存备用。
!","# NE=8LG=A WSE8 特异性探针的制备：参照
4=@JL8#87= *?E=7SGAB4@E8@A试剂盒的说明书标记探针，
标记好的探针置 Y ]9[保存备用。设计探针参照全
基因组序列，以 -^B)<QB-^端的互补序列作为探针，
序列如下：#Q：%&5%<%%<5&%&&<&%&&&<5<%&&5
5%&<&5&5%%&&%&%%<&<&%5<%&<。
!","$ 杂交：参照 NE=8LG=A:7T P@8 的说明书电泳并
杂交，+9"$细胞总 QN&加入 "-"$ 3E=H7SOGL>OG $E7O
’>G，混匀后 1-[变性 .-H@A。"9I电泳过夜，转印到
4=@JL8#87=B*S\? 膜上。将转印后的膜移入预热的
)$<Q&L>W杂交液中，"+[预杂交 /9H@A，.H$已预热
的 )$<Q&L>W 杂交液稀释 +9!: 探针，"+[杂交过
夜。洗涤后将膜密封在杂交袋内，置膜于暗盒中 DB
光胶片上成像。曝光后的第 +天开始洗底片，并拍
照保存。

# 结果

#"! )&&67 $8(9’&突变全长克隆的构建与鉴定
突变 *%Q 构建的中间质粒 !"#$0.、!"#$O. 经

$%&!和 !’(!双酶切后获得的片段取代 !%4%+中
的相应区域构建感染性克隆 !"#$%&、!"#$’(，闭合
环结构和改变环的序列为互补序列，成功的构建了

二级结构保守环的突变全长克隆，构建好的全长质

粒送上海申能博彩测序证明突变正确。在本室此前

构建了在 /^B)<QB-^端缺失了 ". 个 A8（.-/]9 X
.-"..）的质粒 !%’)..0，在此基础上又构建了 , 个
A8（.-/]9 X .-".,）和 .,个 A8（.-/]9 X .-"+,）缺失的
质粒 !)*.,/、!)*+,- 和 /^B)<QB-^端插入 <Q# 等
+/A8的质粒 !$&)/。突变克隆经 !"#!酶切出现了
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预期大小片段 !"#$#%&、#’!# %&、()*)%&、+$#%&、
!*)%&，表明是大小正确的全长克隆（图 !）。

图 ! 重组质粒的 !"#!酶切鉴定
,-./! 01234-5-674-83 85 492 :;47.232<-< -35264-8;< 6=832 %> !"#!/ ?：

@A!$""" ?7BC2B；!：&DE!+’；(：&FGF(；’：&F@D!!6；#：&AHD’；$：&DE(+$/

"#" 突变对病毒感染性影响的分析
用 A-&8526473:-32I?("""和突变的全长克隆转染

细胞后发现，&FGF(出现细胞病变，一级结构上的突
变克隆 &AHD’、&F@D!!6也出现了细胞病变，收取细
胞上清置 J )"K 冻存。二级茎环结构突变的
&#LAFH、&#LA@M在转染后未出现细胞病变，一级结
构上缺失 #+ 个 34（!$’)" N !$#!+）和 $+ 个 34（!$’)"
N !$#(+）的 &DE!+’和 &DE(+$也未出现病变。突变
对病毒感染性的影响见表 !。

表 ! 突变对病毒感染性的影响
I7%=2 ! H37=><-< 85 492 :;4734 255264

83 O-B;< -35264-O-4>
P7:2 ?;4734 &8<-4-83 035264-O-4> QIREFQ
&FGF( P832 S2< E8<-4-O2
&F@D!!6 12=242 !$’)"R!$#!! S2< E8<-4-O2
&AHD’ -3<2B4 (’34 S2< E8<-4-O2
&DE!+’ 12=242 !$’)"R!$#!+ P8 P2.74-O2
&DE(+$ 12=242 !$’)"R!$#(+ P8 P2.74-O2

&#LAFHT&#LA@M =88& <4B;64;B2 P8 P2.74-O2

"#$ 拯救后病毒的 %&’()%鉴定

图 " 突变病毒的 %&’()%鉴定
,-./ ( 01234-5-674-83 85 492 :;4734 O-B;< %> QIREFQ/ !：&F@D!!6；(：

&AHD’；’：("""%& A7112B；#：&FGF(；$：?HQFR!#$ 62==< <;&2B374734 /

经传代的病毒上清 OFGF(、OAHD’、OF@D!!6 感
染 ?HQFR!#$细胞，U0HVWP X-B7= QPH ?-3- Y-4提取
感染细胞上清的病毒 QPH，QIREFQ检测 ’ZRDIQ的
特异性序列（图 (），出现了 $""%&左右的目的片段，

测序后经 @PHL47B 软件序列分析证明突变病毒含有
构建的突变的序列。

"#* 病毒的空斑形态分析
将突变病毒 OAHD’、OF@D!!6 和 OFGF( 进行传

代，将第 [代后的病毒做空斑形态分析，空斑形态与
阳性克隆相比较无明显差异（图 ’）。结果表明
EQQLX ’ZRDIQ缺失 #!核苷酸序列和插入 IQL序列
后对病毒的生长特性没有影响。

图 $ 病毒的空斑形态学比较
,-./’ H37=><-< 85 :;4734 O-B;< &=7.;2 4>&2/ H：OFGF(；G：OAHD’；F：

OFD@D!!6/

图 * (%%+, $-.&% 突变病毒的 /0123415 6702 鉴定
,-./# 01234-5-674-83 85 492 :;4734 O-B;< -3 EQQLX ’ZDIQ %> P8B42B3

%=84 / !：OFGF(；(：OF@D!!6；’：OAHD’；#：?86C -3526421 ?HQFR!#$

62==< 4847= QPH/

"#8 /023415 6702检测病毒亚基因组 9%/:转录
将设计针对 $ZRDIQ的特异性探针 LQ$ 标记生

物素，并与提取的 QPH 进行杂交并（图 #）。在 ’ZR
DIQ一级结构上插入 IQL 序列存在于每一个 <.
:QPH中，在 OAHD’ 每一个亚基因组都大于阳性对
照，而缺失了 #!34的 OF@D!!6的亚基因组比阳性对
照要小。这说明在病毒拯救后一级结构上的突变存

在于病毒复制中，病毒的亚基因组 QPH中有着共同
的 ’ZRDIQ。

[)) LDP \9- $% #& / T’(%# )*(+,-*,&,.*(# !*/*(#（("")）#)（$）



! 讨论

!""#$引起的 !""#给我国乃至全球的养猪业
造成巨大的经济损失，它也是引起 !%&#和多种病
源混合感染的原凶。因此迫切需要有效手段来控制

该病的传播蔓延，减少其他病原菌感染的机会，而目

前 !""#新型有效的疫苗研制，需要了解病毒复制
的机理。在病毒的复制、转录和翻译中起重要作用

的 ’()*+"指导了 ","-合成负链的基因组 "./，因
此 ’()*+"可以做为疫苗开发的一个潜在靶位点，

","-通过识别特异的 ’()*+"来选择相同病毒不同
血清型的正链 "./ 模板合成负链，在复制过程中产
生新的重组病毒，而 ","-酶本身的校正能力较差，
使得病毒易发生突变。这都给疫苗的研究带来很大

的困难，而且单纯的重组 0./疫苗对这类病毒缺乏
好的保护效果。’()*+"有多种生物学功能：’()*+"
中的顺式调控元件调控着病毒的复制、转录和蛋白

的翻译［1，2］；有宿主特异性的限制作用，它能够决定

病毒感染宿主细胞的特异性［34］；独立的增强病毒蛋

白翻译的能力［33］。因此我们有必要对 !""#$ ’()
*+"中的必需序列与结构进行解析。已有研究发
现：欧洲株 !""#$ ’()*+"可以耐受 ’456的缺失，而
且 ’()*+"二级结构中形成的一个顶端的环可以与
编码核衣壳蛋白的基因序列形成的环状结构互补，

形成的假扣结构是病毒复制所必需的［37］。在国内

由于没有成熟的 !""#$反向遗传操作系统，因此并
没有 ’()*+"顺式调控元件的相关报道。在北美株
中 ’()*+"是怎样发挥功能的，通过本研究以期找到
对病毒复制、转录、包装起作用的序列与结构，为将

来疫苗的研制奠定基础。

本研究对 !""#$北美株的 ’()*+"中一级结构
的改变：缺失或插入外源序列；二级结构的突变：对

保守茎环结构中的环结构进行突变。结果证明，’()
*+"的 8(端 9356（38’:4 ; 38933）对病毒的复制是非
必须的，进一步 256的缺失则使病毒丧失了感染性，
说明 !""#$ ’()*+" 复制元件 8(端介于 38933 ;
38932之间。在 <"=: 和 ’()*+" 之间插入 !"#!、

$%#!位点，以及其它的 7’56，重组病毒感染动力学
与亲本无明显差别。突变研究表明 ’(*+" 二级茎
环结构（#6>? @AA- @!）对病毒的感染性起着不可缺
少的作用。
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