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摘要：【目的】为了构建表达口蹄疫病毒（M214?;*2""）NO0基因的牛疱疹病毒 0型，将人工合成的口蹄疫病毒
NO0基因插入到巨细胞病毒（1)N）启动子之下构建 PH基因缺失转移载体。【方法】利用磷酸钙介导转染法
将该转移载体与亲本病毒 QRNG02PH& 2S*ATF的基因组 U/C共转染牛鼻甲细胞后收获增殖的病毒。通过筛
选白色病毒蚀斑，得到重组病毒 QRNG02PH& 2NO0。【结果】O1V检测结果表明 NO0基因已经插入到了重组病
毒 QRNG02PH&的基因组中，间接免疫荧光试验和 WE=5E:; X<85证实了 QRNG02PH& 2NO0中的 NO0基因在感染的
细胞中获得了表达。【结论】本研究成功地构建了表达口蹄疫病毒 NO0基因的重组病毒 QRNG02PH& 2NO0，为
研制口蹄疫及其他重要牛传染病的 QRNG0病毒载体疫苗奠定了基础。
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牛 传 染 性 鼻 气 管 炎（ -;IEA5?89= X8L?;E
:4?;85:*A4E?5?=，-QV）是由牛疱疹病毒 0 型（Q8L?;E
4E6E:L?:9=G0，QRNG0）引起的以牛呼吸道病为主要临
床症状的疾病，是造成养牛业损失的一种重要传染

病。QRNG0为!疱疹病毒，基因组为 0B# YX 左右的
双链 U/C，像其他疱疹病毒一样，QRNG0 基因组中
有许多病毒复制非必需基因，可允许插入外源

U/C，且 QRNG0具有感染宿主范围小，弱毒株致弱背
景明确的优点，是最有望成为构建多价牛传染病疫

苗的理想载体，现已有很多外源病毒 U/C成功地插
入到了 QRNG0基因组中［0 & (］。
口蹄疫（Z885 *;[ @8954 [?=E*=E，Z)U）是由口蹄

疫病毒（Z885 *;[ @8954 [?=E*=E L?:9=，Z)UN）引起偶蹄

动物的一种高度接触性、传染性疾病，Z)U 能够形
成全球大规模流行，造成巨大经济损失。Z)UN 属
于小 V/C病毒科，基因组为单股正链 V/C。研究证
实结构蛋白 NO0具有与细胞受体结合的主要功能，
是病毒感染细胞的关键，且 NO0蛋白可在体外实验
及自然宿主中诱导产生中和抗体，是研究各种 Z)U
基因工程疫苗的首要候选蛋白。\?5 等于 0""0年构
建了表达 Z)UN（M0\）NO0 蛋白表位基因的重组
QRNG0，其中 NO0蛋白表位基因被插入到 QRNG0 P1
基因的氨基端，与 P1基因表达产物实现了融合表
达。用该重组病毒免疫牛，能够诱导产生抗 Z)UN
NO0多肽的抗体，并使免疫牛产生抗 QRNG0强毒攻
击感染的免疫保护［B & !］。这一实验研究初步说明用



!"#$%作载体来表达外源基因是可行的。
为了构建表达 &’(# #)% 基因的重组 !"#$%，

为研制口蹄疫及其他重要牛传染病的 !"#$% 病毒
载体疫苗奠定了基础，本研究利用人工合成的 *型
&’(#（* +,-./0 +11）#)%基因质粒与构建 !"#$% 23
基因缺失转移载体时所用的质粒，构建了含 #)%表
达盒的 23基因缺失转移载体，该载体含有巨细胞病
毒（45678920:7;.<=>，,’#）早期启动子控制下的 #)%
基因、以及用于同源重组的 !"#$%23基因上游与下
游同源重组序列。用该转移载体与自行构建的呈

23基因缺失、并引入大肠杆菌!$半乳糖苷酶基因（!$
?0:0467>.@0>9 29/9，!"#$）的重组病毒 !"#$%+23A +
B04CD基因组 (EF共转染牛鼻甲细胞，采用反向病
毒蚀斑筛选法，获得了表达 #)% 基因的重组病毒
!"#$%+23A +#)%，为 !"#$% 作为病毒活载体研制口
蹄疫疫苗以及其他重要牛传染病疫苗奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 细胞、病毒与质粒：牛肾细胞（’0@./$(0<G5
G7;./9 H.@/95，’(!I）和 牛 鼻 甲 细 胞（ !7;./9
J=<G./069，!J）为本实验室保存；呈 23 基因缺失、并
引入大肠杆菌!$半乳糖苷酶基因（!$?0:0467>.@0>9
29/9，!"#$）的重组病毒 !"#$%+23A +B04CD为本实验

室构建保存；* 型 &’(#（* +,-./0 +11）#)% 基因由
上海生工有限责任公司合成并克隆至实 KL,MN 载
体，命名为 KL,MN$#)% 质粒；含有 !"#$%23 基因的
上游同源重组序列及巨噬细胞病毒早期启动子

（ 45678920:7;.<=> .889@.069$90<:5，,’#）控制下的
!"#$ 基因的 K?3’$J2OB@23B04C质粒以及含有 !"#$
%23基因下游同源重组序列的质粒 K?3’$J23PE均为

本实验室构建并保存。

!"!"# 主要试剂：鼠抗 &’(#（*+,-./0+11）#)% 蛋
白多克隆抗体为本实验室制备；辣根过氧化物酶

（"Q)）标记和异硫氰酸荧光素（&OJ,）标记的山羊
抗鼠 O2? 为 P.280 公司产品。’3’ 干粉培养基为
?O!,*产品；新生牛血清为杭州四季青产品；JR
(EF连接酶及限制性内切酶为 )<78920 公司产品；
甲基纤维素、低熔点琼脂糖为 !!O公司产品，其他试
剂为国产分析纯。

!"# 细胞培养及病毒增殖
用含 %ST新生牛血清的 ’3’培养 ’(!I细胞

和 !J 细胞，用含 SUVMT胰蛋白酶、SU%T 3(JF 的

)!P消化分散细胞并按时培养传代。待细胞长成单
层后，接种用无血清的培养液适当稀释的病毒，WNX
孵育 % -后，补加含 MT新生牛血清的 ’3’继续培
养，当细胞病变达 YST左右时收获病毒。
!"$ 病毒基因组 %&’的制备
用长成单层的’(!I细胞接种适当稀释的病毒

后，待病变达 YST左右时，弃去培养液，以预冷的
)!P洗涤细胞 % 次，加入细胞裂解液（含 %T P(P、
%SS"2+8B 蛋白酶 I、% 887:+B 3(JF、%SS 887:+B
E0,:的 %S 887:+B J<.>$",:缓冲液，K"YUS）。于 WNX
水浴中继续作用 W -。用酚$氯仿法抽提病毒基因
组，制备的基因组用于 ),Q扩增及病毒转染。
!"( 转移载体的构建
采用常规的分子生物学方法构建转移载体（图

%），该 载 体 含 有 巨 细 胞 病 毒（ 45678920:7;.<=>
.889@.069$90<:5，,’#）早期启子控制下的 #)%基因、
以及用于同源重组的 !"#$%23基因上游与下游同
源重组序列。

!") 转移载体与亲本病毒 *+,-!./01 .23456基因

组 %&’的共转染
采用磷酸钙法进行转染，将 VUM"2 经 %&’#酶

切的 23基因缺失转移载体与病毒基因组共转染 !J
细胞，用 VMT的 (’P*，待出现 YST细胞病变后收获
培养物。

!"7 重组病毒 *+,-!./01 .,8!的筛选
将收获的病毒液冻融 W 次，用 SUVS"8的针式

滤器过滤，按 % Z %S 作倍比稀释后，接种单层 ’(!I
细胞，WNX 作用 % -，弃去病毒液，覆盖含 VT 血清
和 %T甲基纤维素的 ’3’，于 WNX培养，待出现明
显病毒蚀斑时，弃去 ’3’，并充分洗去甲基纤维素，
覆盖含 WT血清和 %T 低熔点琼脂糖的 ’3’，并按
%MS"2+8B浓度添加 [$20: 进行染色，VR - 后观察结
果。挑取分散较好的白色病毒蚀斑，继续进行蚀斑

克隆纯化，直到所有病毒蚀斑均为白色。

!"9 重组病毒 *+,-!./01 .,8!的 8:;鉴定
将获得的单一白色病毒蚀斑接种’(!I细胞进

行 增 殖，提 取 病 毒 基 因 组，使 用 引 物 M\$
FJJF??FJ,,FJ?????JJ?F,?,J,?,F,?,F?F,$
W\ 和 M\$,?,,FF?,JJFJJF,?,,F,FFJ,JJJJ?JJJ
?J?J$W\对 #)%基因的插入进行鉴定。
!"< ,8!基因表达的=>?@>AB CDE@检测
分别以 %SS J,O(MS的重组病毒及亲本病毒感染

’(!I细胞，待细胞病变达 1ST时弃去培养液，刮取
细胞进行 P(P$)F?3电泳，并电转移至硝酸纤维素
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图 ! 转移载体的构建
!"#$% &’()*+,-*"’( ’. *+/().0+ 10-*’+ $ 230 45/)6"7) 48&9:;<=% /(7 4>?@;2#AB7#?B/-C D0+0 7"#0)*07 D"*3 !"#A /(7 $%&7 AAA *30( 5"#/*07 /(7
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膜，以 % P QRR 稀释的鼠抗 !@L< <=% 蛋白的多克隆
血清作为一抗、JG=标记的山羊抗鼠 A#>（% PQRRR）为
二抗，在 S;氯;%;萘酚溶液中显色［9］。
!"# $%!基因表达的 &’(检测
分别以 %RR 2&AL9R的重组病毒及亲本病毒感染

I2细胞，待细胞病变达 TRU时弃去营养液，:9U的
冷乙醇 SV固定 WR 6"(，% P9R稀释的鼠抗 !@L< <=%
的多克隆血清为一抗、!A2&标记的山羊抗鼠 A#>（% P
%RR）作为二抗，荧光显微镜（B0"-/ L@AG?EQ）下观察。

) 结果
)"! 转移载体的构建及共转染
成功构建了含有 <=%表达盒的转移载体 4>?@;

2#AB7#?<=%#?EF，该转移载体含有用于同源重组的基

因序列，用该转移载体与亲本病毒的基因组共转染

I2细胞后，可发生同源重组，经筛选后可获得重组

病毒（见图 %）。
)") 重组病毒 *+$,!-./0 -$%!的筛选
收获的病毒液冻融 W次，按 % P %R倍比稀释后接

种@LIX细胞，以甲基纤维素固定病毒蚀斑，并以终
浓度 %9R!#Y6B的 Z;#/5 进行染色，挑取白色蚀斑，
按此法筛选，经 W轮的病毒蚀斑筛选后不再有蓝色
病毒蚀斑出现。将白色病毒蚀斑连续纯化 %9 轮后
用于 =&G及免疫印迹（[0)*0+( H5’*）和间接免疫荧光
试验检测。

)"1 重组病毒 *+$,!-./0 -$%!的 %23鉴定
将获得的白色病毒蚀斑经 @LIX细胞增殖后，

提取病毒基因组 LFO，经 <=% 特异性引物扩增、琼
脂糖凝胶电泳后，结果以白色病毒蚀斑制备的 LFO
样品均扩增出了约 \TR H4 的特异性扩增条带，与预
期大小相同，结果表明 !@L< <=% 基因已经成功插
入到了重组病毒 IJ<;%基因组中（图 Q），即已获得

T:\任宪刚等：表达 ]型口蹄疫病毒 <=%基因的重组病毒 IJ<;%的构建与鉴定 $ Y微生物学报（QRRT）ST（9）



了在 !"#$%&’基因位置插入 ()*# #+%的重组病毒
!"#$%,&’- ,#+%。同时用接种亲本病毒 !"#$%,&’- ,
./012制备的对照 *34样品则无特异性扩增条带。

图 ! 重组病毒的 "#$鉴定
(5&67 89:;<5=50/<5>; >= ?:0>@A5;/;< B5?CD AE +FG6 %$HI )*!J 0:KKD

5;=:0<:9 L5<M 95==:?:;< B5?CD NK/OC:D >= ?:0>@A5;/;< !"#$%,&’- ,#+%；PI

+>D5<5B: 0>;<?>K，NQFPR$#+%；SI )*!J 0:KKD 5;=:0<:9 L5<M N/?:;</K !"#$

%,&’- ,./012；)6 *34 )/?T:? *.7UUUI

!%& ’"(基因表达的)*+,*-. /01,检测
以重组病毒及亲本病毒感染)*!J细胞的裂解

物进行 V*V$+4W’，转移至硝酸纤维素膜后以抗
()*# #+% 的多克隆抗体为一抗、"G+标记的山羊
抗鼠 8&W为二抗分别作用后，于 H$氯$%$萘酚溶液中
显色。结果在接种重组病毒 !"#$%,&’- ,#+% 的样
品中可见一条大约 XH T*/的免疫印迹条带，与预期
表达的 #+% 分子量理论值相符，而接种亲本病毒
!"#$%,&’- ,./012的样品无免疫印迹条带（见图 X）。
这说明 ()*# #+% 基因在重组病毒 !"#$%,&’- ,#+%
感染的 )*!J细胞中获得了表达。

图 2 重组病毒的)*+,*-. /01,检测
(5&6 X 4;/KED5D >= ?:0>@A5;/;< B5?CD AE Y:D<:?; AK>< 6 %I )*!J 0:KK

KED/<:D 5;=:0<:9 L5<M !"#$%,&’- ,#+%；7I )*!J 0:KK KED/<:D 5;=:0<:9

L5<M !"#$%,&’- ,./012；)6 +?:D</5;:9 N?><:5; @/?T:?（)!8）6

!%3 ’"(基因表达的 456检测
以重组病毒及亲本病毒分别接种感染 !Z 细

胞，待出现 [U\细胞病变后，以抗 ()*# #+%多克隆
抗体为一抗、(8ZF标记的山羊抗鼠 8&W为二抗作用

后，在荧光显微镜下观察。结果感染重组病毒 !"#$
%,&’- ,#+%的 !Z细胞产生了绿色的特异性荧光，而
感染亲本病毒 !"#$%,&’- ,./012 的 !Z细胞无可见
荧光（见图 H）。这说明重组病毒 !"#$%,&’- ,#+%中
的 #+%基因在感染的 !Z细胞中获得了表达。

图 & 重组病毒的 456鉴定
(5&6H 89:;<5=50/<5>; >= ?:0>@A5;/;< B5?CD AE 8(46 4：!Z 0:KKD 5;=:0<:9

L5<M !"#$%,&’- ,#+%（%UU =>K9）；!：!Z 0:KKD 5;=:0<:9 L5<M !"#$%,

&’- ,./012（%UU =>K9）6

2 讨论

()*严重危害家畜的生产力和畜产品质量，给
畜牧业和进出口贸易造成较大的经济损失，直接威

胁着国际贸易和国家声誉及人类食品卫生安全。目

前用于 ()*防制的疫苗主要为灭活疫苗，灭活疫苗
能够诱导动物产生中和抗体，在预防和控制 ()*中
发挥了重要的作用，然而，由于存在潜在的可引起

()*暴发的危险因素，如灭活不彻底等，使得开发
新型 ()*疫苗势在必行。这些新型疫苗包括基因
工程亚单位疫苗、合成肽疫苗、病毒活载体疫苗、核

酸疫苗和抗独特型抗体疫苗等。其中，病毒活载体

疫苗可以诱导动物机体产生体液免疫和细胞免疫，

保护效果更好，应用前景更广，因此也一直是研究口

蹄疫新型疫苗的热点，如以疱疹病毒、禽痘病毒、腺

病毒等为载体的 ()*疫苗［S - ]］。
8!G也是造成养牛业损失的一种重要疫病，其

临床上主要表现呼吸道症状、孕畜流产、犊牛脑膜炎

等，并且急性的 8!G感染可继发严重的细菌感染，造
成患畜死亡。其病原 !"#$%属于疱疹病毒科，与其
他疱疹病毒一样，!"#$% 基因组中有许多病毒复制
非必需基因，这些基因的缺失有的可以降低毒力，如

胸苷激酶基因（<ME@595;: T5;/D:，ZJ）［[］；有的基因缺
失使得病毒基因不能编码产生相应的糖蛋白，如 &’
基因，以 &’基因缺失突变株制备疫苗免疫动物，动
物不产生相应的抗体，采用血清学方法可以区分疫

苗免疫牛和感染牛，因此又称为标记疫苗。目前，一

U]S ^5/;&/;& G:; :< /K 6 ,!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（7UU[）H[（P）
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些欧洲国家已经启动了旨在根除 !"#的计划，这些
计划的制定和实施就是以使用 !"# $%缺失标记疫
苗为基础的［&’］。另外非必需基因的缺失，能够允许

其他牛病病原的保护性基因的插入，这样所构建的

重组 "()*&有望制成二价或多价的基因工程活载
体疫苗，达到一次免疫能够防制两种或多种重要牛

传染病的目的。现已有多种外源病毒 +,-成功地
插入到了 "()*&的基因组，如牛病毒性腹泻病毒的
%. 基因已被成功地插入到了 "()*& 的基因组
中［&& / &.］。

病毒活载体疫苗要求外源基因能够有效的表

达。如 012等将编码 34+) )5&蛋白表位的基因置
于 "()*& $6基因的启动子之下，构建的重组 "()*&
免疫牛能够产生抗 34+)的多肽抗体，并能够抵御
"()*&强毒的攻击。7189 5等将 )5&基因插入到减
毒的伪狂犬病毒 $:基因的启动子之下构建重组病
毒，用该重组病毒免疫动物，能够抵御伪狂犬病毒强

毒的攻击，虽然对 34+)的攻击不能够提供完全的
保护，但能够延迟发病，并能减轻临床症状，7189 5
等认为 $:基因的启动子不是强启动子以及 )5&蛋
白只具有有限的抗原表位是造成对 34+)攻击只能
提供部分保护的原因，而本研究是将整个 )5&基因
置于目前已知真核细胞中最强的启动子—64) 启
动子之下，使得 )5& 基因能够更有效地表达；与此
同时，本实验室在此研究基础上，已经开展了将

34+)的整个结构蛋白（5&*.-）作为外源基因插入
到 64)启动子之下来构建重组病毒的研究，以期望
得到免疫原性更好的疫苗株。疫苗的安全性是评价

疫苗的重要指标，编码糖蛋白 $% 的基因不仅是
"()*&的非必需基因，而且也是 "()*&重要的毒力
基因。中国兽医药品监察所于 .’世纪 ;’年代从匈
牙利引进一株经过多年使用、证实安全性良好的

"()*&弱毒疫苗株*"8<2=8*,>?@A，而本研究中所使用
的亲本病毒 "()*&?$%/ ?B8CDE 就是将 "()*& "8<2=8
,>?@A株的 $%基因人为缺失 &’’’ FG 左右，并且在
基因缺失处插入了报告基因*!"#$ 基因（未发表资
料）。

此外，本研究所用的 )5&基因序列信息来自中
国农业科学院兰州兽医研究所于 &HHH 年从来自西
藏牛舌水泡皮组织样品中分离的牛源 34+)（I?
6=198?HH），基因组序列测定显示 )5&基因系泛亚毒
株分支［&J］。而泛亚毒株则是广泛流行于欧亚大陆

的 34+)，对牛具有较强的感染性与致病性。因此
选用泛亚毒株的 )5& 基因序列信息来构建重组病

毒，有较强的针对性与实用性。由此可见，本研究所

构建的重组病毒 "()*&?$%*?)5& 具有明确的背景，
有望成为一种良好的基因活载体疫苗，同时也为研

制其他重要牛传染病的 "()*& 活载体疫苗奠定了
基础。
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