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生物技术与方法                                                               

改良型痘苗病毒安卡拉株表达系统可删除筛选标记的双

表达穿梭载体 
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摘  要: 为了构建改良型痘苗病毒安卡拉株表达系统可删除筛选标记的双表达穿梭载体，利用 Cre/LoxP DNA 重组系统

以及本实验室表达 Cre 酶的 BHK-21 细胞系 (BHK-Cre)，以大肠杆菌黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸核糖转移酶 (Eco gpt) 为筛选

标记构建可删除筛选标记的双表达穿梭载体 pLR-gpt。将 Eco gpt 基因以及调控其表达的启动子基因置于 2 个同向的

LoxP 位点之间，2 个独立的多克隆位点位于 2 个 LoxP 位点之外，最终获得的重组病毒可以在 BHK-Cre 细胞系上删除

筛选标记 Eco gpt。为了验证系统的有效性，将 PRRSV NJ-a 株 ORF5 与 ORF6 基因分别克隆入 pLR-gpt 的 2 个多克隆

位点中，构建重组转移载体 pLRgpt-ORF5/ORF6。经脂质体介导，将 pLRgpt-ORF5/ORF6 转染已感染亲本 MVA 2 h 的

BHK-21 细胞单层，用药物选择性培养基 (MXHAT) 在 24 孔板上进行连续筛选纯化，得到带有筛选标记的重组病毒

rMVAgpt-GP5/M。将 rMVAgpt-GP5/M 感染 BHK-Cre，获得删除筛选标记的重组病毒 rMVA-GP5/M，Western blotting

与间接免疫荧光证明重组病毒能表达 GP5 与 M 蛋白，经 PCR 和病毒生长曲线鉴定，获得删除筛选标记的重组病毒

rMVA-GP5/M 已经完全删除筛选标记 gpt。结果表明成功构建了痘苗病毒表达系统可删除筛选标记的双表达穿梭载体，

并且外源基因的插入不影响亲本病毒的复制与外源基因的表达，具有较好的稳定性。 

关键词 : Cre/LoxP，MVA 表达系统，猪繁殖与呼吸综合征病毒，无标记重组病毒  
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Abstract:  A novel double expression shuttle vector named pLR-gpt was constructed for marker-free recombinant modified 
vaccinia virus Ankara generation. A delectable Eco gpt marker was adopted with Cre/LoxP DNA recombination system and a 
BHK-21 cell line that can express Cre enzyme. Eco gpt gene controlled by P7.5 promoter from Vaccinia virus was cloned between 
two LoxP sites in the same direction. Additionally, two multiple cloning site under control of other two Vaccinia virus promoters 
were constructed outside LoxP sites. With this new transfer vector, Eco gpt marker in rMVA can be deleted on BHK-Cre with 
interaction between Cre enzyme and LoxP sequence. In order to verify the efficacy of this system, ORF5 and ORF6 gene of Porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) NJ-a strain were cloned into two multiple cloning sites of pLR-gpt to 
construct recombinant plasmid pLR-ORF5/ORF6. Homologous recombination between pLR-ORF5/ORF6 and wtMVA on BHK-21 
cell was mediated by liposome by infecting cells with 0.01 MOI wtMVA two hours before transfection. After twelve cycles of 
selection, recombinant MVA with selecting marker Eco gpt was obtained and named as rMVAgpt-GP5/M. By infecting BHK-Cre, the 
Eco gpt marker in rMVAgpt-GP5/M was deleted and this rMVA was named as rMVA-GP5/M. Expression of GP5 and M protein was 
identified with Western blotting and IFA. Results from PCR and biological study for rMVA indicated that Eco gpt marker was 
completely deleted. Conclusions: double expression transfer vector for marker-free recombinant Modified vaccinia virus Ankara 
generation was successfully constructed, and works well in MVA expression system. 

Keywords:  Cre/LoxP, MVA expression system, porcine reproductive and respiratory syndrome virus, marker-free 
recombinant virus 

随着 DNA 重组技术的发展和应用，疫苗研究正

逐渐从传统的灭活和减毒疫苗向基因工程疫苗过

渡，特别是以病毒和细菌为载体的重组活疫苗的研

制，有望克服常规疫苗的一些弊端。但同时，重组病

毒的安全性问题也越来越多地受到人们的关注[1]。在

获得重组活载体疫苗后，一般随同目的基因转入载

体的还有非目的基因，主要是抗性选择基因或报告

基因。利用标记基因等可以从大量非转化细胞中将

阳性重组克隆筛选出来，但随着重组病毒的传代，

抗性选择基因变得不再有用，却仍在细胞内表达，

这些基因也可能会进入环境中，产生安全性问题。

因此，如果在获得重组活载体疫苗后，能除去这些

非目的基因片段，可大大提高重组疫苗的安全性。 

Cre/LoxP DNA 重组系统具有位点特异、时期特

异、组织特异和高效重组的特点，被广泛用于细菌、

真菌、植物、昆虫和哺乳动物的体内、体外基因重

组[2]。Cre 和 LoxP 均来自于 P1 噬菌体，其介导因重

组不需要其他蛋白质或辅助因子参与，仅需纳摩尔

的量即可与 LoxP 位点结合，完成体内或体外的 DNA

重组，将外源基因定点整合到染色体上或将特定的

DNA片段删除；Cre/LoxP重组系统在基因靶位操作、

基因功能鉴定、外源基因整合等方面得到了广泛的

应用，在转基因酵母、植物、昆虫、哺乳动物的体

内外 DNA 重组方面成为有力的工具[3-4]。 

改良型痘苗病毒安卡拉株  (Modified vaccinia 

virus ankara，MVA) 是亲本痘苗病毒安卡拉株经鸡

胚成纤维细胞 (CEF) 连续传代 500 次以上所获得

的高度减毒的复制缺陷型痘苗病毒株。鉴于 MVA

突出的安全性和免疫原性，近年来通过基因重组构

建的 rMVA 已被广泛应用于多种重要传染病及肿瘤

的疫苗研制，并已取得良好的效果[5-8]。在本研究中，

我们构建了一种实用新型可删除筛选标记双表达穿

梭载体 pLR-gpt。为了彻底删除筛选标记实现重组病

毒无标记，将重组病毒的筛选标记基因放在 2 个同

向 LoxP 位点间；而在 2 个 LoxP 位点外，设有 2 个

多克隆位点，可插入目的基因表达盒。当穿梭载体

与 MVA 基因组发生同源重组后，利用 gpt 抗性筛选

阳性克隆，然后将重组病毒接种 BHK-Cre 细胞，2

个同向 LoxP 位点间的筛选标记基因将被剔除，最终

获得删除筛选标记的重组病毒。 

为了验证系统的有效性，将 PRRSVNJ-a 株

ORF5 与 ORF6 基因分别克隆入 pLR-gpt 的 2 个多克

隆位点中，经脂质体介导，将构建好的 pLR-ORF5/ 

ORF6 转染已感染亲本 MVA 2 h 的 BHK-21 细胞单
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层，用药物选择性培养基 (MXHAT) 在 24 孔板上进

行连续筛选纯化，得到带有筛选标记的重组病毒

rMVAgpt-GP5/M。将 rMVAgpt-GP5/M 感染 BHK-Cre，

经 PCR 和病毒生长曲线鉴定，获得删除筛选标记的

重组病毒 rMVA-GP5/M，筛选标记 gpt 已被完全删除。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌种及细胞 
MVA 表达系统转移载体 pLR-lacZ，由美国范德

比特尔大学传染病学部张秀根博士惠赠，由本实验

室保存，其筛选标记为 lacZ 基因；鸡痘病毒表达系

统的转移载体 pEFgpt12S，由美国明尼苏达大学张

玉根博士惠赠，具有一个痘苗病毒的双向启动子，

其中 P7.5 调控筛选标记 Eco gpt 基因的表达；克隆

质粒 pBluescript SK II(+) 及宿主菌大肠杆菌 DH5α，

由本实验室保存；质粒 pMD18-T 载体购自 TaKaRa

公司；BHK-21 细胞由本实验室保存；表达 Cre 酶的

BHK-21 细胞系由本实验室苏鑫铭博士构建；含有

PRRSV NJ-a 株 ORF5 及 ORF6 基因的重组质粒由笔

者构建。 

1.2  工具酶与试剂 
DNA 分子量标准 DL2000、DL15000，限制性

内切酶 PmeⅠ、AscⅠ、KpnⅠ、SacⅠ、ApaⅠ及 T4 

DNA 连接酶、dNTPs、LA Taq DNA 聚合酶为宝生

物 (大连) 公司产品；DNA 胶回收试剂盒购自上海

华舜生物公司；霉酚酸 (Mycophenolic Acid，MPA) 

购自 Sigma 公司；黄嘌呤、氨基喋呤、胸苷均购自

Promega 公司；LipofectaminTM 2000 转染试剂盒购自

Invitrogen 公司；胰酶购自 Difico 公司；兔抗 PRRSV 

NJ-a 株高免血清由本室制备，系用纯化的 PRRSV 

NJ-a 株多次免疫家兔制备；兔抗 PRRSV NJ-a 株

GP5、M 蛋白的特异性多抗由本室制备，系分别用

纯化的原核表达的重组 GP5 与 M蛋白多次免疫家兔

制备；HRP 标记的羊抗兔 IgG、FITC 标记的羊抗

兔 IgG 均购自晶美生物公司；其他各种化学试剂均

为分析纯。 

1.3  引物设计 
根据质粒 pLR-lacZ 序列分析结果，在筛选标记

lacZ 基因与左重组臂之间设计一对特异性引物 P1、

P2，用于扩增 pLR-lacZ 中除去 lacZ 的部分，在 P1

的 5′端依次添加 KpnⅠ与 SacⅠ位点；在 P2 的 5′端

依次添加 KpnⅠ、ApaⅠ与 MluⅠ位点，在 ApaⅠ位

点之后加入了一个痘苗病毒早期转录双向终止信

号；根据质粒 pEFgpt12S 的序列分析结果，设计一

对特异性引物 P3、P4，用于扩增由痘苗病毒 P7.5

启动子调控表达的 Eco gpt 基因，在 2 条引物的 5′

端添加 2 个同向的 LoxP 基因序列，然后在 LoxP 基

因序列外侧分别加入 SacⅠ及 ApaⅠ位点；P5、P6

为检测重组 MVA 的特异性引物，所有引物均为上海

英骏生物技术公司合成。

 
表 1  PCR 反应所用引物 
Table 1  Primers used for gene PCR amplification in the study 

Primer Sequence Enyzme site Purpose 

P1 CGGGGTACCGAGCTCTCGAATCATCCAGTCCAC Kpn +Ⅰ  SacⅠ Upstream primer for pLR amplification  

P2 GACGGTACCGGGCCCATTTTTATAAAAATACGCGT
TTATGATCTACTTCCTTACC Kpn +Ⅰ Apa +Ⅰ MluⅠ Downstream primer for pLR amplification  

P3 GAGCTCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGA
AGTTATATATACTATATAGTAATACCAATACT SacⅠ Upstream primer for P7.5+Eco gpt amplification

P4 GGGCCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGA
AGTTATTTAGCGACCGGAGATTGGCGGGACGA ApaⅠ Downstream primer for P7.5+Eco gpt 

amplification 

P5 AGCGAAAAATACATCGTCACCTGG  Upstream primer for gpt deletion detection 

P6 ACACCATTTGTGTTCATCATCAGAC  Downstream primer for gpt deletion detection 

Bold and italic letters are restriction enzyme sites; framed letters are the two directional stop signal for vaccinia virus early transcription; 
underlined letters are the two LoxP sites in the same direction. 



郑其升等: 改良型痘苗病毒安卡拉株表达系统可删除筛选标记的双表达穿梭载体 929 

 

Journals.im.ac.cn 

1.4  可删除筛选标记双表达穿梭载体 pLR-gpt 的
构建 

利用引物 P1、P2，以原有的转移载体质粒

pLR-lacZ 为模板，扩增包括质粒骨架、左右重组臂，

以及痘苗病毒启动子在内的基因序列。PCR 产物回

收纯化后用 KpnⅠ单酶切，酶切产物再回收，在 T4 

DNA 连接酶作用下自连，获得删除 lacZ 筛选标记的

转移载体 pLR。 

利用引物 P3、P4，以禽痘病毒表达系统的转移

载体 pEFgpt12S 为模板，扩增 Eco gpt 基因表达盒 

(P7.5+Eco gpt)，PCR 产物克隆入 pMD18-T 载体后，

获得重组质粒 pMD-LoxP-gpt-LoxP，将阳性质粒送

交大连宝生物生物工程公司进行序列测定，以验证

2 个同向 LoxP 位点与 Eco gpt 表达盒基因序列的正

确性。将测序正确的质粒，用 AscⅠ与 ApaⅠ双酶切，

回收目的基因，克隆入经相同酶处理的质粒 pLR，

获得改造后的重组转移载体，命名为 pLR-gpt。 

1.5  含有 PRRSV 基因的双表达穿梭载体

pLR-ORF5/ORF6 的构建 
用 PmeⅠ与 AscⅠ双酶切 PRRSV NJ-a 株 ORF5

基因后克隆入 pLR-gpt 相应的位点中，获得重组质

粒 pLRgpt-ORF5；利用 SacⅠ与 ApaⅠ双酶切 PRRSV 

NJ-a 株 ORF6 基因后克隆入 pLRgpt-ORF5 相应的位

点中，获得共表达 PRRSV NJ-a 株 ORF5 与 ORF6

基因的重组 MVA 转移载体 pLRgpt-ORF5/ORF6。 

1.6  删除筛选标记重组 MVA 的获得及删除 
重 组 转 移 载 体 与 亲 本 MVA 的 共 转 染 照

LipofectaminTM 2000 转染试剂盒说明书步骤进行。

用含 2％ MXHAT 的 DMEM 10 倍连续稀释病毒，

接种到长满单层 BHK-21 细胞的 24 孔板，接毒量

500 μL/孔，37 ℃吸附 1 h，用 PBS 洗涤 2 次，用含

2％胎牛血清的选择性培养基维持，每隔 48 h 换 1

次液，逐日观察，收获稀释倍数大且出现病变孔的病

毒液，如此反复，直到病毒在选择性培养基和正常培

养基中的 TCID50 值达到一致，表明重组病毒已纯化，

为防止细胞脱落，在接毒前 2 h 更换选择性培养基。 

以 0.1 MOI 接种纯化的 rMVAgpt-GP5/M 于长满

BHK-Cre 细胞的 6 孔板，37 ℃、5％ CO2 培养至细

胞病变明显后收获病毒。收获病毒分为 2 份，1 份

重新接种 BHK-Cre 细胞，另 1 份接种 BHK-21 细胞，

用 2％的 MXHAT 选择性培养基培养，连续反复传

代筛选，直到所收获病毒在 BHK-21 细胞上以选择

性培养基培养不形成病变，得到删除筛选标记的重

组病毒 rMVA-GP5/M。 

1.7  重组 MVA 筛选标记删除的鉴定 
提取 rMVAgpt-GP5/M 与 rMVA-GP5/M 病毒基

因组作为模板，利用引物 P5、P6 进行目的基因的扩

增，以鉴定筛选标记基因在 MVA 基因组中的插入与

缺失，同时设亲本 MVA 基因组 DNA 对照。 

取纯化的 rMVA-GP5/M、rMVAgpt-GP5/M 和亲

本 MVA，分别以 2.0 MOI 感染 24 孔板 BHK-21 细

胞单层，37 ℃吸附 1 h，用 DMEM 冲洗 3 次，加入

含 2％ FCS 的 DMEM 与含 2％ MXHAT 选择性培

养基，于 37 ℃、5％ CO2 培养箱中培养。分别在接

毒后 12、24、48、72 h 时，收获病毒，测定病毒的

TCID50，绘制生长曲线。 

1.8  外源基因表达的鉴定 
1.8.1  重组病毒 Western blotting 分析 

将纯化的 rMVA-GP5/M 按 2.0 MOI 接种单层的

BHK-21 细胞，感染 48 h 后收集并裂解细胞，进行

SDS-PAGE 分离、转膜后以兔抗 PRRSV NJ-a 株多

克隆抗体为一抗，以 HRP 标记的羊抗兔 IgG 抗体为

二抗进行显色反应，显色后观察是否存在与预期蛋

白大小一致的蛋白条带。 

1.8.2  重组病毒 IFA 鉴定 

将纯化的 rMVA-GP5/M 按 2.0 MOI 接种单层的

BHK-21 细胞，在感染后 48 h，弃营养液，每孔用

PBS (pH 7.4) 洗涤 3 次，加−20 ℃预冷的固定液 (丙

酮∶乙醇=6∶4)，固定 5 min，用 PBS 漂洗 3 次后空

气干燥；分别加入 1∶100 稀释的兔抗 PRRSV NJ-a

株 GP5 或 M 蛋白的高免血清，37 ℃作用 30 min；

PBS 漂洗 3 次后，加入 FITC 标记的羊抗兔抗体，
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37 ℃作用 45 min；PBS 漂洗 3 次，风干后直接观察

荧光。同时以 MVA 感染细胞作对照。 

2  结果与分析 

2.1  骨架质粒的获得 
以转移载体 pLR-lacZ 为模板，扩增除去 lacZ

基因的质粒全长基因。PCR 产物经 1％琼脂糖凝胶

电泳观察，可清晰看到位于 4 000 bp 附近的特异性

条带。PCR 产物回收后经 KpnⅠ单酶切，酶切产物

再回收，在 T4 DNA 连接酶作用下进行连接反应。

连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑取单

菌落，碱裂解法提取质粒，用 KpnⅠ单酶切鉴定，

可见约 4 000 bp 的单一片段 (图略)，表明成功获得

骨架质粒 pLR，测序结果也证实了我们的结论。 

2.2  带有 2 个同向 LoxP 位点的 Eco gpt 基因表达

盒的扩增 
以禽痘病毒表达系统的转移质粒 pEFgpt12S 为

模板，利用引物 P3、P4，扩增带有 2 个同向 LoxP

位点的 Eco gpt 基因表达盒。PCR 产物回收后克隆

入 pMD18-T 载体，用 SacⅠ与 ApaⅠ双酶切鉴定，

可见 2 600 bp 的载体片段与 890 bp 的目的基因片段 

(图略)，阳性重组质粒命名为 pMD-LoxP-gpt-LoxP。

序列测定结果证实了 LoxP 位点及 Eco gpt 基因表达

盒序列的正确性。 

2.3  可删除筛选标记的双表达转移载体的构建

结果 
将 pMD-LoxP-gpt-LoxP 用 SacⅠ /ApaⅠ双酶

切，回收 890 bp 的条带与用同样 2 个酶处理的 pLR

进行连接，转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞后，挑

取白色菌落，碱裂解法小量提取质粒，经 SacⅠ与

ApaⅠ双酶切鉴定为阳性，命名为 pLR-gpt (图 1)，

表明带有 2 个同向 LoxP 位点的以 Eco gpt 为筛选标

记的重组痘苗病毒转移载体构建成功，载体构建的

过程见图 2。 

2.4  含有 PRRSV 基因的双表达穿梭载体构建结果 
pLR-ORF5/ORF6 用 PmeⅠ /AscⅠ或 MluⅠ / 

 

图 1  重组质粒 pLR-gpt 的酶切鉴定 
Fig. 1  Identification of the recombinant plasmid pLR-gpt. 1: 
DNA marker DL2000; 2: recombinant plasmid pLR-gpt 
digested by Sac and Ⅰ Apa .Ⅰ  
 

ApaⅠ双酶切，酶切产物电泳，在紫外光灯下出现

4 000 bp的载体片段及 603 bp的 ORF5基因或 525 bp

的 ORF6 基因，表明重组转移载体构建成功，结果

见图 3。 

2.5  删除筛选标记重组 MVA 的获得及鉴定 
以 rMVAgpt-GP5/M 为亲本毒，在 BHK-Cre 细

胞上筛选纯化后得到 rMVA-GP5/M。rMVA-GP5/M

在 2％  MXHAT 选择性培养基中完全不能产生病

变，说明在 Cre 酶的作用下，rMVAgpt-GP5/M 中的

Eco gpt 表达盒已被正确删除。 

2.6  删除筛选标记重组 MVA 的鉴定 
rMVAgpt-GP5/M 中带 2 个同向 LoxP 位点的

Eco gpt 表达盒为 890 bp，本实验设计的引物实际扩

增大小为 1 012 bp (下游引物位于重组臂上 )，

rMVA-GP5/M 由于 Eco gpt 表达盒被删除，所以没有

扩增产物。结果表明，在 Cre 酶的作用下，Eco gpt

表达盒被正确除去，结果见图 4。 

2.7  外源基因表达的鉴定结果 
2.7.1  Western blotting 分析 

由图 5 可见，rMVAgpt-GP5/M 感染的细胞能够

出现 25 kDa 和 19 kDa 的蛋白条带，而亲本毒对照

孔没有任何条带。结果表明，构建的重组病毒能够

同时表达 GP5 和 M 蛋白，并且表达产物具有与兔抗

PRRSV NJ-a 株阳性血清结合的能力。 
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图 2  改良型痘苗病毒安卡拉株表达系统可删除筛选标记的双表达载体的构建流程图 
Fig. 2  Construction for the marker free bio-expression transfer vector of the MVA expression system expression system. 
 

 
图 3  重组质粒 pLRgpt-ORF5/ORF6 的双酶切鉴定 
Fig. 3  Identification for the recombinant plasmid pLRgpt- 
ORF5/ORF6. 1: pLRgpt-ORF5/ORF6 digested with Pme andⅠ  
Asc ; 2: DNA marker DL2000; 3: pLRgptⅠ -ORF5/ORF6 
digested with Mlu andⅠ  Apa ; 4: DNA marker DL15000.Ⅰ  

 

图 4  重组病毒筛选标记删除的 PCR 鉴定 
Fig. 4  PCR identification for ECO gpt deletion of recombinant 
virus. 1: rMVAgpt-GP5/M amplified with primer P5 and P6; 2: 
rMVA-GP5/M amplified with primer P5 and P6; 3: DNA marker 
DL2000. 
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图 5  rMVAgpt-GP5/M 的 Western blotting 鉴定 
Fig. 5  Western blotting analysis of rMVAgpt-GP5/M. 1: 
rMVAgpt-GP5/M reacts with PRRSV positive serum; 2: MVA 
reacts with PRRSV positive serum. 

2.7.2  IFA 鉴定 

纯化的 rMVAgpt-GP5/M 和亲本毒 MVA 分别感

染 BHK-21 细胞，待病变明显后进行间接免疫荧光

染色，结果 rMVAgpt-GP5/M 感染细胞经与兔抗

GP5、M 特异性多抗反应后均呈现很强的绿色荧光 

(图 6)，而亲本毒 MVA 感染细胞没有荧光，进一步

证明重组病毒能同时表达 GP5 和 M 蛋白。 

2.8  重组病毒在 BHK-21 细胞上的生长特性 
rMVA-GP5/M 与 rMVAgpt-GP5/M 在 BHK-21 细

胞上分别以普通培养基与选择性培养基  (含 2％ 

MXHAT) 进行培养，生长曲线见图 7、8。由图 7  

   

图 6  IFA 检测重组病毒感染 BHK-21 细胞中 PRRSV 蛋白的表达 
Fig. 6  Immunofluorescence assay with rMVAgpt-GP5/M-infected BHK-21 cells. (A) rMVAgpt-GP5/M infected BHK-21 cells reacted 
with GP5-specific antiserum. (B) rMVAgpt-GP5/M infected BHK-21 cells reacted with M-specific antiserum. (C) Negative control.  
 

 

图 7  重组病毒 rMVAgpt-GP5/M、rMVA-GP5/M 与亲本

毒 MVA 在 2％ DMEM 培养基中的生长曲线 
Fig. 7  One-step growth cruve for rMVAgpt-GP5/M, 
rMVA-GP5/M and wtMVA in DMEM containing 2% FCS. 

 

图 8  重组病毒 rMVAgpt-GP5/M、rMVA-GP5/M 与亲本

毒 MVA 在 2％ MXHAT 培养基中的生长曲线 
Fig. 8  One-step growth cruve for rMVAgpt-GP5/M, 
rMVA-GP5/M and wtMVA in DMEM containing 2% MXHAT. 

A B C



郑其升等: 改良型痘苗病毒安卡拉株表达系统可删除筛选标记的双表达穿梭载体 933 

 

Journals.im.ac.cn 

可见，当 2 个重组病毒在 2％ DMEM 中培养时，

滴度与亲本毒 MVA 基本一致，说明外源基因的插

入不影响病毒的增殖；由图 8 可见，当 2 个重组病

毒在选择性培养基中培养时，rMVAgpt-GP5/M 滴

度未发生明显的变化，而 rMVA-GP5/M 与亲本毒

MVA 的生长被完全抑制，也表明在 Cre 酶的作用

下，rMVAgpt-GP5/M 中的 Eco gpt 表达盒已被正确

删除。 

3  讨论 

MVA 的亲本病毒早先是从马的痘损害中分离

获得，起初经驴皮肤划痕传代，经 CEF 连续传 516

代后，其宿主范围和组织病理表型发生了显著的变

化，除在 CEF 和极少数哺乳细胞 (BHK-21) 中能够

进行有效增殖以外，在绝大多数哺乳细胞中都受到

严格的限制。与亲本病毒导致大的皮肤溃疡痘痕不

同，接种 MVA 后仅产生小的白色痘痕[9-10]。 

改良型痘病毒安卡拉株是研究传染病与癌症重

组活载体疫苗的首选载体。活载体疫苗能够模仿体

内病毒感染的过程，向机体的免疫系统提供“危险

信号”。另外，痘病毒的生活周期允许疫苗抗原能

够在感染细胞的细胞浆中进行从头合成，对抗原分

子向 MHC-Ⅰ类分子的有效递呈，引发特异性 CD8+ 

T 细胞反应特别有利。与复制型痘苗病毒不同，

MVA 的宿主范围很窄，对人类及其他哺乳动物仅产

生一过性感染，接种后的副反应小。因此，许多利用

MVA 作为载体的前临床疫苗已经在动物模型中显示

了非常好的保护型体液免疫与细胞免疫反应[10]。也

正是由于 MVA 载体具有的这些优点，使其从众多

的活病毒载体中脱颖而出，成为目前重组病毒活载

体疫苗研究的热点。目前，对重组 MVA 活载体疫苗

的研究已进入应用阶段。以其作为载体表达 HIV 

gag-pol 和 env 基因及疟疾红前期抗原 CSP 的重组活

载体疫苗已分别进入了临床Ⅰ与Ⅱ试验[12-13]。 

本实验室所用的 MVA 表达系统的转移载体的

筛选标记为 lacZ 基因，虽然利用 lacZ 基因作为筛

选标记成功筛选到重组病毒的报道已经很多，但是

我们这套表达系统还是存在许多缺点。1) 筛选标记

基因 lacZ 过大 (3 500 bp)，使得整个转移载体太大 

(7 200 bp)，不便于基因的操作。2) 生物安全性问

题，利用此筛选标记获得的重组病毒最终不能去除

筛选标记，对于重组病毒的生物安全性存在严重的

影响。3) 利用 lacZ 作为筛选标记，在筛选过程中

需要用低熔点琼脂糖固定细胞以挑取噬斑，操作过

于繁琐。4) 原有的转移载体只能进行单基因表达

或者对多个基因进行融合表达，而不能对 2 个基因

进行共表达。 

对该系统进行改造后，转移载体的筛选标记

Eco gpt 基因大小只有 890 bp，使转移质粒大大减小，

方便了基因的操作；Cre/LoxP 系统的引入提高了最

终所获得重组病毒的生物安全性，利用本实验室所

拥有的表达 Cre 酶的 BHK-21 细胞系 (BHK-Cre)，

在最后获得的重组病毒中，筛选标记 Eco gpt 基因将

被删除，只保留一个 LoxP 位点；转移载体改造后，

又添加了一个由痘苗病毒 P7.5 调控表达的多克隆位

点框，因此可以对 2 个基因同时进行共表达，这对

于表达存在相互作用的 2 个蛋白特别有利。总之，

本研究构建的可删除筛选标记的双表达穿梭载体，

用于无筛选标记的重组改良型痘苗病毒安卡拉株构

建，将为开发更安全高效重组 MVA 活载体疫苗奠

定基础。 
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