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医学与免疫生物技术                                                              

日本脑炎病毒 C 蛋白对其复制子载体自主复制活性的

影响 

黄莺 1*，刘珊 2*，杨鹏 1，王超 1，杜韫 1，孙志伟 1，俞炜源 1 
1 军事医学科学院生物工程研究所 蛋白质工程研究所，北京 100071 
2 中国人民解放军第二炮兵总医院病理科，北京 100088 

摘  要: 为了研制具有高效自主复制能力的日本脑炎病毒 (JEV) 复制子载体，验证其作为新型复制子疫苗载体的可能

性。以保留全长核心蛋白 C 基因的 JEV 复制子载体 pCTCJEV 为基础，通过 PCR 的方法减短 C 蛋白的部分基因序列，

分别保留 C23 和 C68 位氨基酸，以 Lac Z 基因作为报告基因，构建了 C 基因长短不同的 JEV 复制子载体

pCMW-2M-1LACZ、pCMW-2M-3LACZ。将复制子载体转染表达 JEV 结构蛋白的细胞系 CME-4，通过 Lac Z 的表达检

测 JEV 复制子载体表达外源蛋白的能力，反映了 JEV 的系列复制子载体的自主复制能力。结果保留 C 基因全长，C68、
C23 的复制子载体表达外源蛋白的能力相当，以上结果说明仅仅保留 C 蛋白的 69 个核苷酸即可保留 JEV 复制子载体的

自主复制能力，为进一步优化 JEV 复制子载体，将该载体开发研制成为高效表达外源蛋白的疫苗载体提供了依据。 
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Influence of Japanese enciphalitis virus capsid protein on the  
self-replicate ability of JEV replicon vectors 
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Abstract:  To optimize a self-replicate Japanese enciphalitis virus (JEV) replicon, and to make it as an efficient vector to 
express the heterologous protein, we constructed three JEV replicons by PCR-based shortening the length of capsid genes. The 
vectors remained full or part of C gene, based on the JEV replicon pCTCJEV. Lac Z was selected as the reporter gene to verify the 
self-replicate ability of these DNA-based replicons. While transfected into the cell lines CME-4, which continuously expressing 
the JEV structure proteins C-prM-E, the JEV replicons pCMW-2M-1LACZ, pCMW-2M-3LACZ, which remained the first 23aa 
and 68aa of C protein, can express the reporter protein as the same level as pCMW-2M-LACZ with the full-length C protein. 
These results illustrated that the JEV replicon vector with 69-nt of the C gene can retain the self-replicate ability, and provide 
valuable tools to construct a possible vector for a long-lasting JEV RNA virus expression system. 

Keywords:  Japanese enciphalitis virus (JEV), C protein, replicon vector 

黄病毒属病毒成员属于 (+) RNA 病毒，其基因 组的显著特性是具有自主复制能力和感染性，裸
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RNA 进入敏感细胞后，能够大量自主复制，并且进

一步翻译成相应的病毒蛋白，在胞内包装成为完整的

病毒颗粒[1]。黄热病毒复制子通常指将基因组上的结

构基因部分切割下来，而保留完整的非结构蛋白基

因，这样的亚基因组 RNA 也保留了自主复制能力，

其不但能够表达自身非结构蛋白，而且能够表达保留

的部分结构蛋白和/或添加的外源蛋白。理论上讲，

这种亚基因组的复制能力等同于完整的基因组，在

复制过程中，正链 RNA 呈指数级增加。如果在这种

复制子中插入外源基因，随着复制子 RNA 在细胞胞

浆内大量扩增，就使得外源基因得到有效表达，因

此，复制子可作为表达外源基因的良好载体[2-4]。 

本研究即在以往构建的 JEV 复制子载体

pCTCJEV 基础上 [5]，对其进行进一步优化。

pCTCJEV 是删除 JEV 基因组的结构基因 prM 和 E

基因，而保留 JEV 结构蛋白区域 C 基因全长的复制

子载体，经证实该载体有自主复制能力，并且能够

有效表达非结构蛋白以及外源蛋白。在此基础上，

我们通过 PCR 的方法减短 C 基因的长度，分别保留

C23 和 C68 位氨基酸，构建了 pCMW-2M-1LAC。

pCMW-2M-3LAC。将复制子载体转染稳定表达 JEV

结构蛋白的细胞系 CME-4[6]，通过 Lac Z 报告基因，

检测复制子载体的表达外源蛋白的能力，反映了

JEV 复制子载体的自主复制能力。结果显示保留

C68、C23 的复制子载体和保留全长 C 基因的复制子

载体表达外源蛋白的能力相当，说明仅仅保留 C 基

因的 69个核苷酸即可保留 JEV复制子载体的自主复

制能力，为我们进一步优化 JEV 复制子载体，将该

载体开发研制成为高效表达外源蛋白的疫苗载体提

供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、限制性内

切酶 EcoRⅠ、Hind Ⅲ和 Prime star 聚合酶等均购

自大连宝生物工程有限公司。引物由上海生物工程

技术服务有限公司合成。LipofectamineTM 2000 脂质

体试剂盒、β-Gal staining kit 购自 Invitrogen 公司。

pMW118 质粒购自 Nippon Gene 。 pcDNA3.1 、

pBR-JTF、pCTCJEV、pCMV-Lac 为本室保存或构建。 

1.2  复制子载体 pCTCJEV 的优化 
以低拷贝 pMW118 质粒载体为基础进行改造，

首先设计两条含有 Sal I-Sac I-BamH I-Mlu I-Kpn I- 

Xba I-EcoR I 多克隆位点 (MCS) 的寡核苷酸序列

D118 和 P118，用于构建一个衔接头，通过 Sal I/ 

EcoR I 酶切位点克隆到质粒载体 pMW118 中，构建

重组质粒 pMW-118L。以质粒 pcDNA3.1 为模板，

用引物 pPCMV 和引物 pSCMV 通过 PCR 扩增出长

为 607 bp 的 CMV 序列。通过 Sph I/Sal I 酶切位点克

隆到质粒载体 pMW-118L 中，构建质粒 pCMW-118L。

以 pCTCJEV 为模板，用引物 pT1L/dXFMDV 通

过 PCR 扩增出长 557 bp 的片段。以 pCTCJEV 为模

板，用引物 pX2MUN/dxMUN 通过 PCR 扩增出长

约 1 515 bp 的片段。Bsa I 酶切两 PCR 产物，连接

后将连接产物片段纯化，以该连接物为模板，引物

pT1L/dxMUN 扩增约 2 054 bp 片段。通过 Sal I/Mfe I

酶切后亚克隆到 pBR-JTF 中，构建重组质粒

pBR-2M，进一步通过 Sal /Ⅰ XbaⅠ双酶切将 pBR-2M

的复制子片段连接到质粒载体 pCMW-118L 中，构

建以原载体为基础的优化载体 pCMW-2M (上述所

用引物序列见表 1)。 
 
表 1  构建优化复制子载体 pCMW-2M 以及其衍生载体

所需引物 
Table 1  Primers for optimization of the JEV replicon 
vectors 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

D118 TCGACACGAGCTCTAGGATCCAAACGCGTACG
GTACCTATCTAGAAAG 

P118 AATTCTTTCTAGATAGGTACCGTACGCGTTTGG
ATCCTAGAGCTCGTG 

pPCMV CATGCATGCGTTGACATTGATTATTGACTAG 

pSCMV ACGCGTCGACAGAGCTCTGCTTATATAG 

dXFMDV AGGGTCTCGCCAACTTGAGAAGGTCAAAATT
CAAAGTCTGTGTACACGTC   

pX2MUN AGGGTCTCGTTGGCGGGAGACGTCGAGTCCA
ACCCTGGGCCGATTGCTTTGGCCTTCTT 

dxMUN TGAGGCCAATTGGAAAAAGGCAG 

pT1L GCGTCGACTAATACGACTCACTATAGAGAAGT
TTATCTGTGTGAACTTC 

plac GCCCTCGAGATGATAGATCCCGTCGTTTTAC 

dlac CTGTGTACATTTTTGACACCAGACCAAC 

pTR1: CTCTGTCGACTAATACGACTCACT 

dTR1: CATCTCGAGGCGGGGTAGGCCGCGTTTCA 

dTR3: CATCTCGAGTCGGCCTGAAAGCGCCTT 
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1.3  含报告基因 Lac Z 的复制子载体的构建  
以质粒 pCMV-Lac 为模板，用引物 plac/dlac，

通过 PCR 扩增 Lac Z 报告基因序列，利用 XhoⅠ和

BsrGⅠ酶切位点将报告基因 Lac Z 插入 JEV 复制子

pCMW-2M 中，得到重组质粒 pCMW-2M-LAC。 

1.4  以 C 基因长度不等为区别，进行复制子载体

的构建 
以 pCMW-2M-LAC 为基础，利用 PCR 方法减

短 JEV C 基因，通过 pTR1/dTR1、pTR1/dTR3

引物组合，以 pCMW-2M-Lac 为模板，分别扩增出

190 bp、328 bp 片段，通过 Sal I/Xho I 酶切位点亚

克隆到质粒 pCMW-2M-LAC 中，构建以 C 基因长短

不 同 为 区 别 的 系 列 表 达 LacZ 的 复 制 子 载 体

pCMW-2M-1LAC、CMW-2M-3LAC。 

1.5  复制子载体转染细胞系 BHK-21、CME-4 以

及放大培养  
将 3 种 pCMW-2M-LAC 载体用 Xba I 线性化，

纯化后用脂质体法分别转染六孔板中的 BHK-21 细

胞，以及表达 JEV 结构蛋白的细胞系 CME-4，转染

CME-4 后第 4 天后收集培养上清，取 1/10 体积的上

清液体分别进一步感染细胞系 CME-4 及正常

BHK-21 细胞，吸附 1~4 h 后，更换加 5％ FCS 的

MEM 培养基继续培养，感染的同时将原细胞固定原

位染色，检测 LacZ 的表达情况，以同样的方法感染

CME-4 细胞系培养假病毒颗粒，进一步放大培养

2~4 代，每一代细胞均进行 Lac Z 的表达检测。 

1.6  原位染色检测 Lac Z 的表达  
质粒转染细胞或者假病毒颗粒 PIPs 感染细胞后

第 4 天，收集上清，PBS 冲洗细胞 2~3 次，常温下，

细胞用 19∶1 的甲醇：醋酸固定液进行固定 10 min，

PBS 冲 洗 细 胞 2 次 。 按 照 β-Gal staining kit 

(Invitrogen) 说明书配制染色溶剂，六孔板每孔加染

色液 2.5 mL，37℃孵育 0.5~2 h，光镜下观察细胞蓝

染情况，计算细胞蓝染率，70％甘油封闭染色后的

细胞各孔，4℃下可以长期保存。 

2  结果 

2.1  复制子载体的优化  
pMW-118 是一个低拷贝载体，低于 10 个拷贝/

细菌，研究发现 [7]该载体插入长片段的外源基因，

在细菌中依旧比较稳定。为了 JEV 复制子载体更方

便地插入外源基因，首先我们对原载体 pMW-118 进

行改造，将一个衔接头插入到载体中，引入的这段

序列包含一个多克隆位点 (MCS)，改造的质粒命名

为 pMW-118L。同时为了构建 DNA/RNA based 双启

动子的复制子载体，以质粒 pcDNA3.1 为模板，PCR

扩增出真核启动子 CMV 序列。通过 Sph I/Sal I 酶切

位点克隆到质粒载体 pMW-118L 中，构建质粒

pCMW-118L，重组质粒测序结果和实验预期设计一

致。进一步利用 PCR 的方法对原复制子载体进行优

化改造 (图 1)，在原复制子载体 pCTCJEV 的 C-E

基因的衔接处，添加 Xho I/BsrG I 酶切位点，以方便

外源基因的插入，同时在外源基因的插入点 3′端位

置加入 FMDV 2A 序列，以保证外源蛋白的正确切

割，最终构建优化后的复制子载体 pCMW-2M，以

下含报告基因的复制子载体以及不同长度 C 基因的

复制子载体均以此为基础进行构建。

 

图 1  含报告基因 Lac Z 的系列复制子载体的构建示意图  
Fig. 1  Schematic diagram of the three JEV replicons including the reporter gene Lac Z. 
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2.2  含报告基因 Lac Z 的系列复制子载体的构建  
Lac Z 报告基因长 3 057 bp，通过 PCR 的方式从

pCMV-Lac 质粒中获得，利用 Xho /Ⅰ BsrGⅠ酶切位

点插入 JEV 复制子 pCMW-2M 中，得到重组质粒

pCMW-2M-LAC。进一步利用 PCR 方法减短 JEV C

基因，构建以 C 基因长短不同为区别的系列表达

Lac Z 的复制子载体 pCMW-2M-1LAC，pCMW-2M- 

3LAC (图 1)，C 蛋白分别保留 23、68 位氨基酸，

经过酶切鉴定酶切图谱正确，测序结果和实验设计

一致。 

2.3  复制子载体 pCMW-2M-LAC 转染 BHK-21
细胞  

将复制子载体 pCMW-2M-LAC 线性化后转染

BHK-21 细胞，同时设立一孔未作转染的正常

BHK-21 细胞作为阴性对照。转染 4 d 后 X-Gal 原位

染色检测 β-半乳糖苷酶活性。从图 2 中可以看出，

复制子载体转染细胞后有 Lac Z 的表达，但是阳性

细胞较少，表达量不均一。重复实验显示同样的结

果，增加转染的 DNA 量或者采用电转的方式转染复

制子载体，阳性细胞率会有所提高，但是最高不会

超过 10％。 

2.4  复制子载体 pCMW-2M-LAC 转染细胞系

CME-4、CME-17 
细胞系 CME-4、CME-17 是能稳定表达 JEV 结

构蛋白 C-prM-E 的细胞系[6]，将复制子载体 pCMW- 

2M-LAC 转染包装细胞系 CME-4 以及 CME-17 后，

Lac Z 的阳性率和表达量都有了明显提高，如图 3 所

示，在 12 孔板中 1.6 µg 的 pCMW-2M-LAC 线形化

质粒 DNA 转染结构蛋白细胞系 CME-4 后，有 20％

左右的细胞表达 LacZ，部分细胞蓝染明显，提示表

达量非常高。一方面证实了 JEV 复制子载体具有良

好的复制能力，同时证实了表达 JEV 结构蛋白的细

胞系具有包装 JEV 复制子载体形成假病毒颗粒的能

力。由于 Lac Z 基因约 3.1 kb，构建的包装细胞系可

以将其包装成为重组的假病毒颗粒，这也提示将来

利用复制子载体系统生产假病毒颗粒疫苗 PIPs 时，

复制子载体可以承载的外源基因的长度至少可以达

到 3 kb。

 
图 2  X-Gal 原位染色法检测复制子载体中 Lac Z 基因在 BHK-21 细胞中的表达 
Fig. 2  Expression of the Lac Z gene in JEV replicon vector pCMW-2M-LAC by X-GAL in-situ staining. A: Expression of the Lac Z 
gene of pCMW-2M-LAC in BHK-21 cells; B: Repeated assay of A; C: negative BHK-21 cells. 

 

 

图 3  X-Gal 原位染色法检测 LacZ 在细胞系中的表达 
Fig. 3  Expression of the Lac Z gene by JEV replicon vector 
pCMW-2M-LAC in cell lines CME-4 and CME-17. Expression 
of the Lac Z gene at Day 4 after transfecting replicon 
pCMW-2M-LAC into the cell lines CME-4(A) and CME-17(B). 
 
2.5  复制子载体 pCMW-2M-1LAC、CMW-2M- 
3LAC 转染 CME-4 以及假病毒颗粒的放大培养  

将 3 种 pCMW-2M-LAC 复制子载体转染包装细

胞系 CME-4 后，4 d 后检测 Lac Z 的表达情况。并

且为检测 JEV 假病毒颗粒的存在，将原代培养上清

继续感染细胞系，培养 4 d 后，检测被感染的下一

代细胞系中 Lac Z 的表达，再进一步将含假病毒颗

粒的上清感染下一代，由图 4 可以看出第二代细胞

系中约有 50％左右的细胞表达 Lac Z，阳性率较 1

代有大幅度地增加，从染色情况看表达量与第一代

相当。而用第一代的培养上清感染正常的 BHK-21

细胞，阳性率没有进一步增加，表达量也相对较弱。

收 获 第 二 代 的 细 胞 培 养 上 清 继 续 感 染 细 胞 系

CME-4，阳性细胞率与第二代相似，大部分细胞均

蓝染。继续第 3 次感染后，阳性细胞率下降较明显， 
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图 4  X-Gal 原位染色法检测假病毒颗粒的放大培养 
Fig. 4  Expression of the Lac Z gene after infecting the JEV 
PIPs into the cell lines CME-4 for 4 passages. (A, C, E, G, I) 
The left panel detected the JEV PIPs produced by transfecting 
pCMW-2M-1LAC into the cell lines CME-4. (B, D, F, H, J) The 
right panel detected the JEV PIPs produced by transfecting 
pCMW-2M-3LAC into the cell lines CME-4. Expression of the 
Lac Z gene at Day 4 after infecting CME-4 with the JEV PIPs at 
passage 1 (A, B); infecting the BHK-21 cells with the JEV PIPs 
at passage 1 (C, D); infecting CME-4 with the JEV PIPs at 
passage 2 (E, F); infecting CME-4 with the JEV PIPs at passage 
3 (G, H); infecting CME-4 with the JEV PIPs at passage 4 (I, J). 
 

表达量和第一代细胞、第二代细胞的检测结果相比

较有所下降，在进一步的实验中，我们发现假病毒

颗粒能够传代 2~3 次。根据第一代感染结果，计算

假病毒颗粒的滴度为 1.2×103 U/mL，第二代感染结

果计算得到的假病毒颗粒滴度约为 1×104 U/mL，并

且 3 种复制子载体表达 Lac Z 的能力相当。 

3  讨论 

以黄病毒基因组为基础，开发研制病毒载体是

目前黄热病度属病毒相关研究中的一个热点，因为

黄病毒属的病毒宿主细胞广泛，在多种宿主细胞中

感染、复制，相对简单的基因组结构及复制过程使

得病毒可在较短时间内多次复制传代，产生高滴度

的病毒。研制能够表达外源基因的黄热病毒载体有

3 种形式：一是嵌合型活病毒载体，原病毒的结构

基因部分被同类病毒结构蛋白基因代替，构建嵌合

活病毒。目前主要用于构建嵌合型的重组减毒活疫

苗，最为成功的是以黄热病毒减毒活疫苗 YF-17D

为基础而建立的 ChimeriVax 技术，以 YF-17D 为基

础与日本脑炎病毒减毒活疫苗 SA14-14-2、WNV、

DEN 等病毒的结构基因进行嵌合，构建了新型疫

苗 ChimeriVax-JE 、 ChimeriVax-WN 、 ChimeriVax- 

DEN[8-10]，其中 ChimeriVax-JE、ChimeriVax-WN 已

经进入了Ⅲ期临床试验。 

二是保留原病毒完整的基因组，选择合适的插

入位点，将外源基因插入到病毒基因组中，构建重

组病毒，通过常规细胞培养，可以将改构的重组活

病毒进行放大培养。因为这种重组病毒的构建破坏

了原病毒基因组的完整性，能否得到正确包装的活

病毒受到外源基因的大小，插入位点的选择等多重

因素的影响，目前仅见到少数关于该类重组病毒的

报道[11-12]。 

三是复制子病毒载体，去除病毒的结构基因部

分，插入外源抗原基因，通过反式互补作用，由表

达结构蛋白的包装细胞提供复制子载体缺失的结构

蛋白，从而包装成假病毒颗粒，在包装细胞中该假

病毒颗粒可以获得放大培养。这种复制子载体系统

的研究在近 10 年来也得到广泛的发展，如 DENV、

YFV、WNV、KUNV、TBEV 等的某些病毒株都开

发有复制子载体。1997 年，Khromykh 等以 Kunjin

病毒为研究对象，率先进入黄病毒复制子载体研究

领域，建立了以 KUN 为基础的复制子载体系统[2,13]。

在研究 KUN 亚基因组复制子性质时发现，复制子的

持续表达并未引起培养细胞的细胞病变，说明 KUN
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的复制对宿主细胞无细胞毒性，使得黄病毒复制子

非常适合作为表达外源基因的载体。在此基础上，

更多细致而深入的工作随之开展[14-16]。 

近几年来，我们一直以 JEV SA14-14-2 株为基

础，开发研制 JEV 复制子载体系统，首先，我们构

建了 JEV 复制子载体 pCTCJEV、pCTMJEV，证实

了该载体在 BHK-21 细胞中能够自主复制并且表达

非结构蛋白，插入的外源蛋白 EGFP 能够有效地得

以表达[5]。在该复制子载体中，我们是将 EGFP 通过

IRES 偶联的形式置于 JEV 基因组 3′-UTR 的末端构

建的双顺反子载体，由于 IRES 的存在，EGFP 的表

达量和复制子载体自主复制能力的相关性不能得到

很精确的体现。为了提高试验的严谨性，我们进一

步改造了 JEV 复制子，在复制子的结构基因缺失处

C 基因与 NS1 基因之间添加了 MCS，以方便外源基

因的插入，同时添加了 FMDV 2A 顺式水解元件序

列以保证外源蛋白的正确切割，将外源基因和病毒

的基因置于同一读码框内。这样避免了以往试验中

报告基因通过 IRES 序列的偶联插入到于 JEV 

3′-UTR 后，而不是位于 JEV 的读码框里，以非帽子

依赖的翻译形式进行蛋白的表达。 

在黄热病毒复制子的系列研究中，得到的共识

是用复制子载体来表达外源基因，报告基因的表达

水平和复制子的复制能力成正相关关系，利用报告

基因的表达水平来评价载体的复制水平可以取代烦

琐的检测基因复制能力的工作，通过报告基因的表

达可以更加客观的评价 JEV 复制子的自主复制能

力，也使得复制子载体能成为一个评价整个黄热病

毒基因组复制的重要工具。如 Lo 等[17]利用 WNV 复

制子插入的报告基因 LUC 来评价 3′-UTR 的突变和

缺失对 WNV 基因组复制能力的影响。本研究中，

我们选用的 Lac Z 作为报告基因来判断系列复制子

载体的自主复制能力。 

载体的大小和对外源基因的最大包容量是评价

复制子载体实用性的一个重要指标，我们在优化

JEV 复制子载体时，一方面是尽可能地削减 JEV 基

因组序列，在保留亚基因组的自主复制能力的前提

下，尽可能减短结构基因的序列，pCMW-2M 复制

子载体是保留了 C 基因的全部序列，以此为基础分

别保留 C23 和 C68 位氨基酸，进一步构建了 pCMW- 

2M-1LAC、pCMW-2M-3LAC；另一方面，由于 EGFP

基因相对较短，我们改构了 JEV 复制子载体后，选

择了 Lac Z 基因，该基因长 3 057 bp，观察复制子载

体能否容纳较长的报告基因。将 pCMW-2M-LAC 转

染 BHK-21 细胞后，经过原位染色能够观察到 β-半

乳糖苷酶的表达，证实了 JEV 复制子载体能够表达

较大的外源蛋白的能力，但是 Lac Z 阳性细胞率较

低，不足 5％，这个结果和我们预期的结果相差较

大，可能的原因有：1) JEV 亚基因组本身的自主复

制能力；2) 实验操作等诸多因素的影响，比如转染

效率、细胞的敏感程度、细胞的生长状态等。同样

的结果也出现在 Pang 报道的 DEN-2 复制子载体中，

用 IFA 检测复制子表达非结构蛋白的阳性细胞率不

足 1％[18]。 

复制子载体能够在敏感细胞中自主复制自身基

因组，但是由于缺乏结构蛋白，所以不能包装成完

整的病毒颗粒。为了检测构建的 JEV 复制子载体能

否在表达 JEV 结构蛋白的细胞系中包装成假病毒颗

粒 PIPs，我们将 pCMW-2M-LAC 转染到 CME-4 细

胞系中，结果在 CME-4 细胞系中，约 20％左右的细

胞表达 β-半乳糖苷酶，并且细胞蓝染明显，阳性细

胞率提高了 4~10 倍。将收获的上清再次感染 CME-4

细胞系后，至第二代时，感染细胞系约有 50％的细

胞表达 β-半乳糖苷酶，阳性细胞数目增加，表达量

与第一代相当；而用第一代的培养上清感染正常的

BHK-21 细胞，阳性率没有进一步增加，表达量也相

对较弱。第 3 代感染细胞系后阳性细胞占到一半以

上，但从染色结果看表达量要少于第二代。进一步

将第 3 代细胞上清再次感染 CME-4 细胞系后，染色

结果却显示阳性细胞数减少至 20％左右，且表达量

有所下降。在进一步的实验中，我们发现假病毒颗

粒能够传代 2~3 次。根据第一代感染结果，计算假

病毒颗粒的滴度为 1.2×103 U/mL，第二代感染结果

计算得到的假病毒颗粒滴度约为 1×104 U/mL。 

在实验中我们发现，pCMW-2M-1Lac、pCMW- 

2M-3Lac 始终和 pCMW-2M-LAC 保持很高的一致

性，即 JEV 复制子载体保留 23 位的 C 蛋白氨基酸

残基，其复制子载体依旧保留有自主复制能力，并

且能够表达至少长约 3 kb 的外源基因。另外我们发

现在 PIPs 传至第 3 代时，报告基因表达量有所降低，
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提示我们携带报告基因 Lac Z 的假病毒颗粒在传代

过程中有可能出现报告基因的丢失，有相关报道提

示，在 PIPs 存在下，复制子在传代过程中选择压力

导致外源基因丢失，使报告基因表达量急剧下降。

Fayzuli 等[19]在建立 WNV 复制子表达系统时发现，

将包含报告基因的复制子载体在包装细胞系上传代

时，一代后就有 90％以上的报告基因丢失，但是 PIPs

仍可持续存在。考虑原因可能为在缺乏外源基因的

情况下，复制子可维持相对高的复制水平，经过几

轮传代后，包含报告基因的复制子全部失去，而单

纯的复制子更加适合扩增。插入小片段的报告基因

是否更加稳定，得到的 PIPs 能否稳定传代，这类问

题在今后的实验中仍需深入研究。本研究初步探索

了 JEV 复制子载体系统，优化了原来的 JEV 复制子

载体，并且证实了包装大片段 Lac Z 外源基因的复

制子假病毒颗粒的获得，为进一步开发以乙脑病毒

复制子为基础的疫苗载体系统打下基础。 
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