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摘  要：【背景】猪流行性腹泻(porcine epidemic diarrhea, PED)是严重影响养猪业健康发展的动物

传染病，其致病原为猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)。PEDV 结构蛋白之

一——棘突蛋白(spike protein, S protein)负责病毒的侵染、入胞等过程，该蛋白结构和功能研究是 PEDV
分子生物学研究的热点。S 蛋白分为两个功能域，N 端的 S1 亚单位和 C 端的 S2 亚单位，以往研究表

明 PEDV DR13att毒株 S1N (19−233 aa)结构域缺失，不影响 DR13att毒株的存活和增殖。【目的】基于

靶向 RNA 重组技术，在 PEDV (DR13att) S1N 结构域分别引入 HA 标签基因、抗坏血酸过氧化物酶

(APEX2)基因，构建重组 PEDV，考察 S1N结构域能否被标签(记)蛋白或多肽替换。【方法】利用靶向

RNA 重组技术的 PEDV 反向遗传学操作平台，将转移载体 p-PEDV-DR13att的 S1N结构域(1−234 aa)分
别替换成 HA 基因、APEX2 基因，进行重组转移载体的构建，再分别将线性化的载体体外转录的 RNA
转染至 mPEDV 感染的 LR7 细胞，然后在 Vero 细胞上拯救重组 PEDV。通过观察细胞病变效应

(cytopathic effect, CPE)、RT-PCR 检测、测序、间接免疫荧光分析(immunofluorescence assay, IFA)、
Western blotting 检测对重组病毒进行验证，最后测定重组病毒滴度并绘制重组病毒生长曲线，探究重

组病毒与亲本病毒的生长特性。【结果】构建的重组病毒经过拯救和传代，发现引入 HA 标签蛋白的

重组猪流行性腹泻病毒 rPEDV-DR13-S1N-HA (rPEDV-DSH)在 P1 代出现细胞病变，引入 APEX2 蛋白

的重组猪流行性腹泻病毒 rPEDV-DR13-S1N-APEX2 (rPEDV-DSA)盲传至 P4 代，未出现细胞病变。对
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P4 代的 rPEDV-DSH、rPEDV-DSA 进行 RT-PCR 检测、测序、间接免疫荧光分析、蛋白质印迹法验

证，证实引入 HA 标签的重组病毒 rPEDV-DSH 拯救成功，而携带 APEX2 的重组病毒未能拯救成功。

重组病毒 rPEDV-DSH 生长曲线表明 rPEDV-DSH 与亲本毒株 DR13att 有相似的生长趋势，但病毒增

殖水平显著低于亲本毒株。【结论】HA 标签替换 S1N (1−234 aa)结构域的重组 PEDV rPEDV-DSH
成功拯救，为进一步研究 S 蛋白与宿主细胞的互作机制建立了基础。 

关键词：猪流行性腹泻病毒；HA 标签；靶向 RNA 重组技术；S1N 结构域 
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Abstract: [Background] Porcine epidemic diarrhea caused by porcine epidemic diarrhea virus 
(PEDV) is a severe porcine infectious disease causing serious losses to the pig industry. The spike 
(S) protein, one of the structural proteins of PEDV, is responsible for viral infection and entry in 
host cells. The structure and function of S protein are a research hotspot in the molecular biology of 
PEDV. The S protein of PEDV has two functional domains: the N-terminal S1 domain and the 
C-terminal S2 domain. Deletion of the S1N domain (position: 19−233 aa) did not impair the survival 
or propagation of the PEDV strain DR13att in vitro. [Objective] To know whether a tagged protein 
or peptide can substitute the S1N domain, we introduced the HA tag and soybean ascorbate 
peroxidase (APEX2) gene respectively into the S1N domain of DR13att to establish recombinant 
viruses by targeted RNA recombination. [Methods] The S1N domain (position: 1−234 aa) of the 
transfer vector p-PEDV-DR13att was respectively substituted with HA gene and APEX2 gene and 
the transfer vectors were linearized. The RNA of linearized transfer vectors were electrotransferred 
to the LR7 cells infected with mPEDV, and the recombinant PEDV was rescued on Vero cells. The 
recombinant virus was validated by observation of cytopathic effect (CPE), RT-PCR, sequencing, 
indirect immunofluorescence assay (IFA), and Western blotting. Finally, the titer of each 
recombinant virus was measured and the growth curve of each recombinant virus was plotted to 
reveal the growth characteristics of the recombinant viruses and their parent virus. [Results] The 
constructed recombinant viruses were rescued and passaged. The recombinant virus 
rPEDV-DR13-S1N-HA (rPEDV-DSH) carrying the HA tag instead of the S1N domain showed CPE 
in P1. The recombinant virus rPEDV-DR13-S1N-APEX2 (rPEDV-DSA) carrying APEX2 had not 
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presented CPE until blind passage to P4. The RT-PCR, sequencing, IFA, and Western blotting of 
rPEDV-DSH and rPEDV-DSA in P4 confirmed that rPEDV-DSH with the HA tag was successfully 
rescued, while rPEDV-DSA was not rescued. The growth curves indicated that rPEDV-DSH had a 
similar growth trend but decreased proliferation level compared with the parent strain DR13att. 
[Conclusion] The recombinant virus rPEDV-DSH carrying a HA tag in the S1N domain (position: 
1−234 aa) was successfully rescued, which laid a foundation for further research on the interaction 
mechanism between the S protein and host cells. 
Keywords: porcine epidemic diarrhea virus; HA tag; targeted RNA recombination; S1N domain 
 

猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea 
virus, PEDV)是猪流行性腹泻(porcine epidemic 
diarrhea, PED)的病原，主要引起不同年龄段的猪

发生以腹泻、呕吐、脱水为特征的接触性肠道传

染病。该病最初是在 20 世纪的 70–80 年代被发

现，但是从 2010 年起，国内外大规模暴发 PED，

给养猪业造成重大损失[1-2]。PEDV 是冠状病毒科

α 冠状病毒属的成员，基因组为单股正链 RNA，

长 28−32 kb[3-4]，包括 6 个开放阅读框，分别编码

复制酶(repicase, Rep)，棘突蛋白(spike, S)，ORF3
附属蛋白，囊膜蛋白 (envelope, E)、膜蛋白

(membrane, M)以及核衣壳蛋白(nucleocapsid, N)。 
S 蛋白是冠状病毒细胞受体的配体，PEDV 

S 蛋白分子量为 180−200 kDa，包含 1 383 个氨基

酸，含多个 N-糖基化位点[4-5]。S 蛋白胞外部分

(ectodomain)可分为两个功能域：N 端的 S1 亚

单位和 C 端的 S2 亚单位，前者负责受体结合，

后者主要负责膜融合[5]。S1 亚单位又可分为有唾

液酸结合活性的 N 末端功能域(19−233 位氨基

酸，S1N)以及与蛋白受体结合的 C 端功能域

(501−629 位氨基酸)[6-7]。研究表明 S1N 结构域

的唾液酸结合活性有利于病毒的感染，然而不

同的 PEDV 毒株展现出不同的结合唾液酸能

力，结合唾液酸也不是所有 PEDV 毒株的普遍

特征，如 S1N 结构域缺失，并不影响 DR13att

毒株的增殖效率[6]。然而，将 S1N 端结构域替换

成其他的蛋白，是否会改变 S 蛋白的构象进而

影响病毒的侵染，目前尚无相关报道，有待进

一步研究。 
用不同蛋白进行标记已被广泛用于可视化

和表征病毒蛋白 [8]。HA 标签 (氨基酸序列：

YPYDVPDYA)是一段来源于人流感病毒血凝

素(hemagglutinin, HA)蛋白第 98−106 位氨基酸

的短序列，分子量为 1.1 kDa，是目前广泛应用

的表位标签之一[9]。将 HA 标签融合到目的蛋白

的 C 端或 N 端后，抗 HA 标签抗体可用于 HA
标记的靶蛋白的检测、分离和纯化，而无需蛋

白特异性抗体或探针。工程抗坏血酸过氧化物

酶(APEX2)用于蛋白质相互作用的邻近标记技

术，在底物生物素苯酚作用下，能够快速标记

20 nm 半径区域内所有的蛋白质[10-11]。有研究报

道，将 APEX2 串联靶蛋白基因或信号肽序列表

达融合蛋白不仅可以鉴定细胞器的蛋白[12-14]，还

可用于检测细胞表面的蛋白[15]。 
本研究将基于已经建立的靶向 RNA 重组

技术[16]，将 PEDV (DR13att)的 S1N (1−234 aa)端
结构域分别替换成 APEX2 基因和标签蛋白 HA
基因，考察在病毒的 S1N 端引入外源基因是否

影响病毒的拯救和侵染，研究结果不仅能够揭

示 PEDV S 蛋白 N 端的空间结构和功能的柔韧

性，而且为 PEDV 与宿主细胞互作研究提供更

多技术手段。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
LR7 细胞(稳定表达鼠肝炎病毒受体的 L-2

鼠成纤维细胞系 )由乌得勒支大学 Peter JM 

Rottier 教授赠送；Vero 细胞(CCL-81 非洲绿猴肾

细胞)，American Type Culture collection (ATCC)；

LR7 细胞和 Vero 细胞均在补充有 10%胎牛血清

和青霉素 (100 U/mL)、链霉素 (100 μg/mL)的

DMEM 培养液中进行培养。mPEDV 为携带小

鼠肝炎冠状病毒 S 蛋白的胞外域的重组 PEDV，

该病毒能够感染小鼠 LR7 细胞，由本实验室保

存。转移载体 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc、DR13att

毒株均由本实验室保存。兔抗 PEDV N 单克隆

抗体和兔抗 HA 单克隆抗体，上海安驰生物技

术公司；鼠抗 β-actin 单克隆抗体，碧云天生物

技术有限公司；兔抗 PEDV M 多克隆抗体由本

实验室制备；Alexa Fluor 647 标记的羊抗兔和

Alexa Fluor 488 标记的羊抗鼠抗体，碧云天生物

技术有限公司；辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊

抗兔 IgG 或辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗

鼠 IgG，北京索莱宝科技有限公司。pcDNA3.0 

APEX2-NES (plasmid#49386)，Addgene 公司。 

T7 RNA 聚合酶试剂盒，英潍捷基(上海)贸
易有限公司；点突变试剂盒 Mut Express II Fast 
Mutagenesis Kit V2 和 同 源 重 组 试 剂 盒

ClonExpress Ultra One Step Cloning Kit，南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；RIPA 缓冲液，北

京全式金生物技术有限公司；RT-PCR 试剂，宝

生物工程(大连)有限公司；胎牛血清，浙江天杭

生物科技股份有限公司；TIANamp 病毒 RNA 试

剂盒，天根生化科技(北京)有限公司；反转录试

剂，普洛麦格(北京)生物技术有限公司。Evos 荧

光显微镜，Thermo Fisher 公司；蛋白质印迹分

析系统，GE Healthcare 公司；基因脉冲仪，

Bio-Rad 公司。 
本研究中使用的引物见表 1。所有构建载体均

通过测序验证。 
 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′→3′) 

扩增片段 
Amplified fragment 

产物大小 
Product size (bp) 

DR13-V (F) GCCAATGTATTTGCCACTGATTCCAATGGCCATAT p-PEDV-DR13-SΔN 10 550 
DR13-V (R) TTGTTTACGTTGACCAAATGATTAGAAAAGCCACA 
DSALx (F) CATTTGGTCAACGTAAACAAATGAAGTCTTTAACCTACTTCTG

GTTGTTCTTACCAGTACTTTTAACAGGTCTTGCTCAAGCTGGA
AAGTCTTACCCAACTGT 

SP-APEX2-L 828 

DSAL (R) TCAGTGGCAAATACATTGGCACCACCAGAACCACCAGAGGCA
TCAGCAAACCCAAGCT 

DSHx (F) CATTTGGTCAACGTAAACAAATGAAGTCTTTAACCTACTTCTG
GTTGTTCTTACCAGTACTTTTAACACTTAGTCTTGCTCAATATC
CTTATGATGTTCCTGATTATGCTGCCAATGTATTTGCCACTGA 

p-DSH 10 610 

DSHx (R) TCAGTGGCAAATACATTGGCAGCATAATCAGGAACATCATAAG
GATATTGAGCAAGACTAAGTGTTAAAAGTACTGGTAAGAACA
ACCAGAAGTAGGTTAAAGACTTCATTTGTTTACGTTGACCAAA
TG 

PrDF (F) GACACCATTTGTGGCTTTTCT DSAL1/DSH1 1 206/438 
PrDF (R) GAGGAATTACTGCAAACAAA 
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1.2  重组 PEDV 转移载体的构建 
在转移载体 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc的基础

上，构建重组病毒的转移载体。将 p-PEDV-Satt- 
ΔORF3/RLuc中的 S基因的 S1N结构域(1−234 aa)
替换成 PEDV 普遍应用的信号肽(signal peptide，
SP，序列：MKSLTYFWLFLPVLLTLSLAQ)和
HA 标签(27 nt)的基因。具体实验过程：以转移

载体 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc 为模板，DR13-V 
(F)和 DR13-V (R)分别为上、下游引物，扩增缺

失 S1N 端的 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc-SΔN (SΔN, 
235‒1 383 aa)。PCR 反应体系：p-PEDV-Satt- 
ΔORF3/RLuc (约 200 ng/μL) 0.5 μL，引物 DR13-V 
(F)和 DR13-V (R) (10 μmol/L)各 2 μL，2×Phanta 
Max Master Mix 12.5 μL，ddH2O 8 μL。PCR 反

应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 15 s，58 ℃ 15 s，72 ℃ 
8 min，共 30 个循环； 72 ℃ 5 min 。以

p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc-SΔN 为载体，DSHx (F)
和 DSHx (R)为上、下游引物，应用一步克隆试

剂 ClonExpress Ultra One Step Cloning Kit 将载

体 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc-SΔN 和引物同源重

组为携带有 S 基因信号肽 SP 和 HA 标签的转移

载体，该转移载体记作 p-DSH。PCR 反应体系

(10 μL)：载体片段 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc-SΔN  

3 μL，引物 DSHx (F)和 DSHx (R) (10 µmol/L)各 
1 μL，2×ClonExpress Mix 5 μL。PCR 反应条件：

50 ℃ 30 min。将重组产物加入 100 μL E. coli 
DH5α 感受态细胞中进行转化，挑取阳性克隆，

提取质粒，测序验证，获得载体 p-DSH。 
将 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc中的 S基因的

S1N 结构域(1−234 aa)替换成信号肽(SP，序列：

MKSLTYFWLFLPVLLTLSLAQA) 和 APEX2 
(747 nt)的基因，考虑具有较大分子质量的

APEX2 (31.8 kDa)与缺失 S1N 结构域的 S 蛋白

形成融合蛋白后可能会对彼此结构和构象有较

大影响，因此我们在两段基因之间插入一段 6 个

氨基酸的 linker (SGGSGG)。具体实验过程：以

pcDNA3.0 APEX2-NES 为模板，DSALx (F)和
DSAL (R)为上、下游引物，扩增融合 S 基因信

号肽 SP、APEX2 及 linker 的 SP-APEX2-linker 序
列，命名为 SP-APEX2-L。PCR 反应体系：

pcDNA3.0 APEX2-NES (约 200 ng/μL) 0.5 μL，引

物 DSALx (F)和 DSAL (R) (10 μmol/L)各 2 μL，

2×Phanta Max Master Mix 12.5 μL，ddH2O 8 μL。

PCR 反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 15 s，58 ℃ 15 s，
72 ℃ 1 min，共 35 个循环；72 ℃ 5 min。采用

Fusion-PCR 的方法，以 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc-SΔN

为载体，SP-APEX2-L 为插入片段，使用一步

克隆试剂ClonExpress Ultra One Step Cloning Kit
将载体 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc-SΔN 和片段

SP-APEX2-L 同源重组。PCR 反应体系：胶回收载

体片段 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc-SΔN (约 50 ng/μL) 
3 μL，插入片段SP-APEX2-L (约 200 ng/μL) 1 μL，

2×ClonExpress Mix 5 μL，ddH2O 1 μL。PCR 反

应条件：50 ℃ 30 min。另外，以上述构建好的转

移载体 p-DSAP 为模板、APEX C31S (F) (5′-GC 
TGAGAAGAGAaGCGCTCCTCTAATGC-3′) 和

C31S (R) (5′-GCATTAGAGGAGCGCtTCTCTT 
CTCAGC-3′)为上、下游引物，应用点突变试剂

Mut Express II Fast Mutagenesis Kit V2 将 APEX2
上 C31 位的半胱氨酸(C)变成丝氨酸(S)[17]，提

高 APEX2 的表达水平，该转移载体记作 p-DSA。

PCR 反应体系：转移载体 p-DSA (约 200 ng/μL)  
1 μL，APEX C31S (F)和 C31S (R) (10 μmol/L)
各 1 μL，2×Max Buffer 12.5 μL，dNTP Mix   
(10 mmol/L each) 1 μL，Phanta Max Super-Fidelity 
DNA Polymerase 0.5 μL，ddH2O 8 μL。PCR 反

应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 15 s，58 ℃ 15 s，72 ℃ 
10 min，共 30 个循环；72 ℃ 5 min。将 PCR 产

物加入 Dpn I 酶 1 μL，37 ℃ 1 h。加入 Dpn I
酶消化产物(约 400 ng/μL) 1 μL，5×CE II Buffer 
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4 μL，Exnase II 2 μL，ddH2O 13 μL，37 ℃ 30 min。
将重组产物加入 100 μL E. coli DH5α 感受态细

胞中进行转化，挑取阳性克隆，提取质粒，测

序验证，获得载体 p-DSA。 
1.3  重组 PEDV 的靶向 RNA 重组与拯救 

病毒拯救参照实验室前期建立的技术流

程[13]。首先 LR7 细胞生长至 90%汇合时，将

mPEDV 以 MOI=1.0 进行感染。当接种后约 8 h
开始出现明显的细胞病变效应(cytopathic effect, 
CPE)时，用胰蛋白酶处理细胞以产生单细胞悬

液，并用磷酸盐缓冲液洗涤 3 次。构建的转移

载体经 Pac I 酶线性化后，利用 T7 RNA 聚合酶

试剂将线性化的转移载体体外转录成 RNA (供
体 RNA)。随后使用基因脉冲仪通过电穿孔 
(300 V、975 μF 和 2 个连续脉冲)将供体 RNA 转

染到上述 mPEDV 感染的 LR7 细胞中。最后，

将电穿孔的细胞重悬于 DMEM 中，并覆盖在长

至单层的 Vero 细胞上。将 Vero 细胞置于二氧

化碳培养箱中，37 ℃孵育 4−5 d，观察 Vero 细

胞病变，冻融 3 次后收获培养上清液中的子代

病毒，记作 P0 代，P0 代病毒盲传至 P4 代并进

行后续鉴定。 
1.4  间接免疫荧光鉴定 

将 Vero 细胞置于 48 孔板中培养，待细胞

生长至 90%汇合，将 150 μL 重组病毒培养物接

种至细胞中，孵育 2 h 后，除去接种物，补充

DMEM 培养液进行培养。24 h 后，用 PBS 清洗

细胞 3次，在室温下用 4%多聚甲醛固定 15 min，
并在 37 ℃下用含有 0.1% Triton X-100 的 PBS
溶液透化 15 min。再将细胞用 5%山羊血清在

37 ℃下封闭 1 h 后，以兔抗 PEDV M 多克隆抗

体(1:100)和鼠抗 HA 单克隆抗体(1:150)为一抗，

Alexa Fluor 647 标记的羊抗兔(7:100)和 Alexa 
Fluor 488 标记的羊抗鼠(1:200)抗体为二抗进行

孵育。最后，将 4',6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI) 

(1:1 000 稀释液)作用于细胞，37 ℃孵育 15 min，
PBS 清洗细胞 3 次。使用 Evos 荧光显微镜进行

观察，捕获免疫荧光细胞的图片。 

1.5  Western blotting 鉴定 
将 Vero 细胞接种至 10 cm 培养皿中，当细

胞生长至 90%汇合时，将 2 mL 重组病毒培养物

接种到细胞中。孵育 2 h 后，除去接种物，补

充 DMEM 培养液进行培养。36 h 后收获细胞并

用 200 μL 预冷的 RIPA 缓冲液在冰上裂解    
30 min。4 ℃、12 000×g 离心 15 min 收集上清

液。样品通过 12% SDS-PAGE 电泳分离后转移至

PVDF 膜，置于含 5%脱脂奶粉的 TBST 缓冲液中

4 ℃封闭过夜，然后以兔抗 PEDV N 单克隆抗体

(1:3 000)、兔抗 HA 单克隆抗体(1:2 000)或鼠抗

β-actin 单克隆抗体(1:2 000)为一抗，以辣根过氧

化物酶(HRP)标记的羊抗兔 IgG (1:20 000)或辣根

过氧化物酶(HRP)标记的羊抗鼠 IgG (1:20 000)
为二抗进行 Western blotting 鉴定。 
1.6  病毒滴度测定 

使用 50%组织培养感染剂量(TCID50)测定

法在 96 孔板中测量病毒滴度。将培养物上清液

以 10 倍倍比连续稀释至 10−8，每次稀释做     
3 个重复，并添加到 96 孔培养板中的单层 Vero
细胞中。感染 5 d 后，根据 Reed-Muench 方法

测定病毒滴度[18]。 

1.7  重组病毒生长动力学测定 
将 Vero 细胞接种于 6 孔板中，待细胞长成

单层，感染重组病毒(MOI=1)，每个组设置 3 个

平行。接种 2 h 后，除去接种物，补充 DMEM
培养液，在 37 ℃二氧化碳培养箱进行培养。在

感染 6、12、18、24、30、36、42、48、54 和         
60 h 时，分别收集培养物上清，保存于−80 ℃冰

箱，后续测定培养物上清的病毒滴度，绘制病毒

生长曲线；并通过 RT-PCR 方法检测培养物上清

中病毒粒子的拷贝数[19]。 
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1.8  统计分析 
使用 GraphPad Prism 软件进行数据统计分

析。数据表示为平均值±标准误差(SEM)。采用

t 检验确定平均值之间差异的统计显著性

(P˂0.01)。病毒 RNA 拷贝数和病毒滴度相关的

数据被转换为 l g 以保持正态分布。 

2  结果与分析 
2.1  重组猪流行性腹泻病毒转移载体的构建 

以转移载体 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc 为

模板，扩增缺失 S1N (1−234 aa)端的载体片段

p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc-SΔN，再与引物 DSHx 
(F)和 DSHx (R)进行同源重组构建缺失 S1N结构

域、引入 HA 标签基因的 p-DSH 载体。以

pcDNA3.0 APEX2-NES 为模板，DSALx (F)和
DSAL (R)为上下游引物，扩增融合 S 基因信号

肽 SP、APEX2 及 linker 的序列 SP-APEX2-L，

再与 p-PEDV-Satt-ΔORF3/RLuc-SΔN 载体进行同

源重组构建缺失 S1N 结构域、引入 APEX2 基因

的 p-DSA 载体。转移载体 p-DSH 和 p-DSA 结

构示意图如图 1A 所示。获得的 p-DSH、p-DSA
转移载体经 pac I 线性化后，电泳显示条带大小

与预期相符(图 1B)，进一步测序确认转移载体

p-DSH 和 p-DSA 序列正确，表明成功构建

p-DSH 和 p-DSA (图 1C)。 

2.2  重组猪流行性腹泻病毒的拯救 
将获得的转移载体 p-DSH和 p-DSA线性化

后，使用 T7 RNA 聚合酶试剂盒合成 RNA 转录

本，通过电穿孔转染至感染 mPEDV 的 LR7 细

胞中，然后将 LR7 细胞覆盖到 Vero 细胞上。

37 ℃孵育 4−5 d 后，将细胞冻融 3 次，收获培

养上清液中的子代病毒，并进行盲传。结果显

示，重组病毒 rPEDV-DSH 盲传至 P1 代时，Vero
细胞出现 CPE，细胞变圆并脱落。而重组病毒

rPEDV-DSA 与电转阴性对照/细胞阴性对照一

致，没有细胞病变，盲传至 P4 代也未出现细胞

病变现象(图 2)。利用引物 PrDF (F)和 PrDF (R)
对 P4 代上清液进行 RT-PCR 检测，结果表明

重组病毒 rPEDV-DSH 扩增的条带大小与预期

相符，重组病毒 rPEDV-DSA 未扩增到相应的

条带(图 3)。重组病毒 rPEDV-DSH 测序结果显

示，信号肽序列和 HA 基因序列重组至重组病

毒 rPEDV-DSH，扩增的序列与预期一致。 

2.3  重组 PEDV 的间接免疫荧光鉴定 
为了确定重组病毒的拯救情况，我们利用间

接免疫荧光 (indirect immunofluorescence assay, 
IFA)鉴定重组病毒。将盲传至 P4 代的重组病毒

rPEDV-DSH、rPEDV-DSA、病毒感染细胞对照

PEDV (DR13att 毒株)和电转的阴性对照的培养

物感染 Vero 细胞，24 h 后固定细胞并应用兔抗

PEDV M 多克隆抗体和鼠抗 HA 单克隆抗体进

行免疫荧光鉴定。结果显示，以兔抗 PEDV M
多克隆抗体为一抗，DR13att 毒株和重组病毒

rPEDV-DSH 感染的细胞均出现红色荧光；而电

转的阴性对照和重组病毒 rPEDV-DSA 感染的

细胞未出现荧光。以鼠抗 HA 单克隆抗体为一

抗，重组病毒 rPEDV-DSH 感染的细胞出现绿色

荧光(图 4)，其他病毒与阴性对照组均未出现荧

光。重组病毒 rPEDV-DSH HA 蛋白的绿色荧光

和 PEDV M 蛋白的红色荧光少部分重合后呈

黄色荧光。上述结果说明重组病毒 rPEDV-DSA
未被拯救成功，而重组病毒 rPEDV-DSH 拯救

成功，且 S 基因前端插入的 HA 基因成功翻译

表达。 

2.4  重组 PEDV 的蛋白质免疫印迹鉴定 
为了进一步验证重组病毒的拯救情况，我

们利用 Western blotting 验证上述结果。将盲传

至 P4 代的重组病毒 rPEDV-DSH、rPEDV-DSA、

病毒 DR13att 和电转的阴性对照的培养物感染

Vero 细胞，36 h 后收集细胞，以兔抗 PEDV N 蛋 
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图 1  转移载体的构建   A：转移载体 p-DSH 和 p-DSA 的结构示意图. B：转移载体 p-DSH 和 p-DSA
酶切鉴定. C：转移载体 p-DSH 和 p-DSA 的基因测序 
Figure 1  Construction of transfer vectors. A: A schematic drawing of p-DSH and p-DSA transfer vectors. B: 
Confirmation of transfer vectors p-DSH and p-DSA by digestion with restriction enzymes. C: Sequencing of 
transfer vectors p-DSH and p-DSA. 
 

 
 
图 2  重组病毒的细胞病变   Mock：电转阴性对照 
Figure 2  The cytopathic effect of recombinant virus. Mock: Electric transfer to negative control. 
 
白抗体及兔抗 HA 蛋白抗体为一抗进行 Western 
blotting 分析。结果显示，以兔抗 PEDV N 蛋白抗

体为一抗，在分别感染病毒对照 DR13att毒株和重

组病毒 rPEDV-DSH 的细胞样品中检测到与预期

大小相符的可见条带(图 5)，而电转的阴性对照

和重组病毒 rPEDV-DSA 感染的细胞样品中没有

检测到相应的可见条带；以兔抗 HA 蛋白抗体

为一抗，重组病毒 rPEDV-DSH 感染的细胞样品

中检测到与预期大小相符的可见条带(图 5)。上

述结果证实重组病毒 rPEDV-DSH S 基因前端插

入的 HA 基因成功翻译表达，表明重组病毒

rPEDV-DSH 拯救成功，而携带 APEX2 基因的

重组病毒 rPEDV-DSA 未被拯救成功。 

2.5  重组病毒 rPEDV-DSH 生长曲线的测定 
经过上述实验确认 rPEDV-DSH 拯救成功

后，为了解重组 PEDV rPEDV-DSH 的生长情 
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图 3  重组病毒RT-PCR鉴定   M：DL5000 DNA 
Marker；1：DR13att；2：rPEDV-DSH；3：rPEDV- 
DSA；4：Vero 细胞对照；5：电转阴性对照 
Figure 3  Confirmation of recombinant viruses by 
RT-PCR. M: DL5000 DNA Marker; 1: DR13att; 2: 
rPEDV-DSH; 3: rPEDV-DSA; 4: Vero cells control; 5: 
Mock. 

况，将 rPEDV-DSH 以及 PEDV (DR13att)以
MOI=1 接种至 Vero 细胞，每隔 6 h 收样并观察

细胞病变，将收取至 60 h 的样品进行生长曲线

的测定。通过显微镜观察发现接种 rPEDV-DSH
和 DR13att 毒株的 Vero 细胞在 24 h 开始出现

细胞病变，36 h 后开始出现细胞脱落死亡的现

象(图 6A)。每隔 6 h 测定病毒滴度，重组毒株

rPEDV-DSH 的生长动力学与亲本毒株 DR13att

相似(图 6B)。但 rPEDV-DSH 增殖的滴度均比

DR13att 毒株低。DR13att 毒株在 30 h 到达峰值，

rPEDV-DSH 在 54 h 到达峰值(图 6C)。表明在

DR13att 毒株的 S 蛋白前端引入外源肽段对毒株

的增殖有一定影响。 
 

 
 
图 4  重组病毒间接免疫荧光鉴定(200×) 
Figure 4  Indirect immunofluorescence assay of Vero cells infected with recombinant viruses (200×). The 
MERGE column image is the overlap of the first, second, and third column images. 
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图 5  重组病毒Western blotting 鉴定   1：DR13att；2：
rPEDV-DSH；3：rPEDV-DSA；4：Vero 细胞对照；

5：电转阴性对照 
Figure 5  Western blotting analysis of Vero cells 
infected with recombinant viruses. 1: DR13att; 2: 
rPEDV-DSH; 3: rPEDV-DSA; 4: Vero cells control; 5: 
Mock. 

3  讨论与结论 
PEDV 主要利用病毒表面的 S 蛋白与猪肠

道细胞表面受体结合，膜融合后侵入细胞内，

在猪小肠绒毛上皮细胞进行增殖[20]。S 蛋白在

病毒侵染宿主细胞过程中，执行了与宿主细胞

受体结合、介导病毒膜和细胞膜融合、促进病

毒遗传物质进入细胞的功能，对病毒入侵和毒

力发挥着关键的作用[21]。如果在 S 蛋白 N 端能

引入并表达外源基因，能够为病毒侵染机制的

研究提供更多技术支持。 
Li 等研究发现 PEDV DR13att 毒株的 S1N 端

结构域缺失 220 个氨基酸(保留信号肽序列)不
影响病毒的增殖 [6]。但将 S1 N 端结构域替换 

 

 
 
图 6  重组病毒 rPEDV-DSH 和亲本病毒 DR13att 在 Vero 细胞上增殖及生长曲线   A：重组病毒

rPEDV-DSH 和亲本病毒 DR13att 在 Vero 细胞上的增殖. B: DR13att 和 rPEDV-DSH 在 Vero 细胞上增殖 M
蛋白 mRNA 水平. C：DR13att 和 rPEDV-DSH 的生长曲线 
Figure 6  The proliferation and growth curves of recombinant virus rPEDV-DSH and DR13att on Vero cells. 
A: The proliferation of recombinant virus rPEDV-DSH and DR13att on Vero cells. B: M protein mRNA of 
recombinant virus rPEDV-DSH and DR13att on Vero cells. C: Growth curves of recombinant virus 
rPEDV-DSH and DR13att on Vero cells. 
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成其他基因后病毒是否能拯救成功，目前相关

报道极少。在本研究中我们基于靶向 RNA 重组

技术的 PEDV 反向遗传学操作平台将 DR13att

毒株的 S1N端结构域分别替换成 HA 标签基因和

APEX2 标记基因，构建重组转移载体并进行重

组病毒的拯救。重组病毒 rPEDV-DSH 盲传至 P1
代，细胞出现变圆、脱落的细胞病变，而

rPEDV-DSA 盲传 4 代未出现细胞病变。对盲传

至 P4 代的细胞上清经过 RT-PCR、IFA 以及

Western blotting 鉴定，证实将 S1N 端结构域替

换成 HA 基因的 rPEDV-DSH 拯救成功，而替

换成 APEX2 基因的 rPEDV-DSA 未拯救成功  
(3 次重复)。将重组病毒 rPEDV-DSH 和亲本毒株

DR13att 分别感染 Vero 细胞，病毒生长曲线表明

亲本毒株在 30 h 时病毒增殖达到高峰，滴度为

108.41 TCID50/mL，重组毒株在 54 h 时达到峰值，

滴度为 107.17 TCID50/mL；因此，重组病毒的增

殖水平显著低于亲本毒株，我们推断该位置的外

源基因 HA 的插入可能轻微影响 S 空间结构。上

述研究证实在 PEDV 病毒的 S1N 端引入外源基

因 HA 可行，但对重组病毒的增殖能力存在一定

影响。该重组病毒可为 PEDV 侵染机制研究提

供更多技术支持，如利用 HA 标签蛋白特异性抗

体检测重组病毒 rPEDV-DSH S∆N 蛋白的表达、

细胞内定位，还可以进行重组病毒 rPEDV-DSH 
S∆N 蛋白的免疫共沉淀以及纯化，从而寻找并分

析与 S∆N 蛋白相互作用的蛋白。这是首次证实

PEDV S1N 端可以引入外源基因，为 S1N 端引入

其他基因提供了技术基础，同时也为 S 蛋白结构

功能及 PEDV 受体的鉴定研究提供了新路径。 
在 S1N 端前可以引入外源基因，但并非所

有的外源基因均能被成功引入。近年来邻近标记

技术兴起，抗坏血酸过氧化物酶(APEX2)邻近标

记技术得到广泛应用，研究人员将 APEX2 连接

到 SARS-CoV-2 的 S 蛋白，鉴定到 SARS-CoV-2

的辅助受体 MYH9[22]，充分表明利用 APEX2
邻近标记技术可以鉴定冠状病毒的受体。在本

研究中 PEDV 病毒的 S1N 端引入外源基因

APEX2 基因后，进行多次实验均未拯救到重组

病毒 rPEDV-DSA。分析重组病毒 rPEDV-DSA
未拯救成功的原因主要有两个方面。一方面，相

较于 HA 基因，APEX2 基因序列(747 nt)比替换

的 S1N 端结构域更长，即使在 APEX2 基因和 S∆N

之间加了一段 linker 序列，APEX2 结构仍可能

影响 S∆N 的构象，进而影响病毒的侵染。另一

方面，S 蛋白前面的信号肽是影响蛋白表达和

定位的主要因素，研究中为了不影响 S 蛋白的

表达，我们选用了 PEDV S 蛋白常用的信号肽

序列，并利用信号肽在线预测网站 SignalP-5.0
进行预测和改进后，信号肽预测评分为 0.813 8。
然而，SP-HA-S1∆N 信号肽预测评分为 0.935 1，
高于基因 SP-APEX2-linker-S1∆N的信号肽评分，

因此，信号肽也可能是影响病毒拯救的原因，

SP-APEX2-linker-S1∆N 的信号肽序列还需要进

一步优化，筛选预测评分比较高的信号肽序列。 
综上所述，本研究基于靶向 RNA 重组技术

的 PEDV 反向遗传学操作平台成功构建表达外

源基因 HA 标签的重组病毒 rPEDV-DSH，证实

PEDV S1N 端结构域可以被外源蛋白或多肽替

换，但其分子质量可能是主要限制因素。本研

究结果为 PEDV S 蛋白结构功能以及病毒与宿

主互作机制研究提供了更多的技术支持。 
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