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'转录出的
*H/

用
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纯化后用含有甲醛的变性琼脂

糖凝胶检测
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的完整性与纯度'
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病毒拯救

!!

;MB!#"

细胞接种于六孔板内!生长至
)'g

$
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时!用
],+X!FEFX

培养基清洗细胞!同时按

照
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的比例将
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"
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7g -]
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的

培养箱中
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孵育
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!用含有
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胎牛血清的

GFEF

更换转染培养基继续培养!观察细胞病变的

出现情况!待
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左右细胞出现病变时收获病毒!

反复冻融
&

次后于
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保存备用'
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拯救病毒的增殖培养
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将体外转录拯救的第
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量为
"QW

-

"'QW

d"的细胞液!显微镜下观察出现

典型细胞病变"
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扩增病毒基因的部分片段!扩增产物回收后测序(分

析(比较'
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株基因组全长感染性克隆的构建

"$%$#

!

间接免疫荧光试验
!

将转染转录本
*H/N

5

后的
;MB

细胞用
,;4

缓冲液漂洗
"

$

#

次!吸弃

残液!

&$%g

多聚甲醛室温固定
"'Q16

!

,;4

缓冲液

洗涤
#

次后滴加
7'QQJ<

-

W

d"氯化铵室温作用
"'

Q16

!

,;4

缓冲液洗涤
"

次!吸干残液'滴加
KF!

GL/012"

型兔阳性血清!

&%f

孵育
&'Q16

!再用

,;4

漂洗
&

次!再加
KX+-

羊抗兔
X

V

D

!于
&%f

湿

盒中孵育
&'Q16

!甘油封片!于
]<

S

Q

:

=0

荧光显微

镜下观察并拍照'

"$%$&

!

电镜观察病毒粒子
!

将收获的第
(

代细胞

毒反复冻融
&

次!

&'''@

-

Q16

d"离心
"'Q16

!取其

上清
(7'''@

-

Q16

d"离心
&5

!适量
+HE

重悬沉

淀!负染后电镜观察'

"$%$(

!

乳鼠致病性试验
!

将收集转染的第
"

代病

毒液皮下接种
&

日龄乳鼠!

'$'#QW

-只d"

!观察小

鼠的发病状况'同时设空白对照组"

7

只#注射
,;4

缓冲液'

!

!

结果与分析

!G(

!

:N>B)*+,(

!

-.

!

/0+1,

!

!""%

株全基因组序

列的扩增

!!

从感染
KFGL

的
;MB

细胞中提取病毒
*H/

后!以
*+!,-*

方法分别扩增出
E"

(

E#

(

E&

(

E(

和

E77

个片段!长度分别为
&O"

(

&('

(

#&''

(

#(''

和

#%"'9

:

!与预期大小一致"见图
#

(

&

#'以
E"

(

E#

片段为模板!融合到
E"#

片段!大小为
%''9

:

"见图

#

#!测序表明含有
"7

个
-

碱基'

!G!

!

全长
6>?)

克隆的构建

!!

将
,-*

扩增(酶切鉴定和测序正确的
(

个克隆

利用单一酶切位点顺次连接到剔除
+%

启动子的低

拷贝载体
:

-GH/&$"

&

I>J

"

C

#中!构建该病毒株的

全基因组
?GH/

克隆
:

KFGL!/

'阳性重组质粒

:

KFGL!/

测序结果表明在
7.

端上游带有
+%

启动

子便于体外转录!

7.

端非编码区含有
"7

个胞嘧啶

碱基!

&.

末端含有
"

个长约
(#

个多聚腺苷酸尾巴和

单一限制性内切酶
<+#

"

识别位点!而且在全长基

因组除了引入的分子标签外!无其它任何突变'

!GH

!

体外转录结果

!!

采用
*19JF/Y

+F

W2@

V

>4?2<>*H/,@Jb=?!

A1J64

S

0A>Q0!+%

系统进行体外转录!转录产物纯

化后!用含有甲醛的变性琼脂糖凝胶进行电泳分析'

结果可见约
N$#89

的条带!其相对分子质量与预期

大小一致!表明转录物
*H/

是完整的"图
(

#'

"$E"

和
E#,-*

融合片段%

#$GW#'''GH/

相对分

子质量标准%

&$E#,-*

片段%

($E",-*

片段

"$E"26bE#J̀>@!<2

:

,-*a@2

V

Q>6A

%

#$ GW#'''

GH/ Q2@8>@

%

&$ E#,-*a@2

V

Q>6A

%

($ E",-*

a@2

V

Q>6A

图
!

!

:N>B )*+,(

!

-.

!

/0+1,

!

!""%

株
%Q

基因组

K/I

产物

:+

=

G!

!

K/I

P

42@563*27309%Q91@

=

912A927:N>B

)*+,(

!

-.

!

/0+1,

!

!""%*34,+1

"$E7

片段%

#$GH/

相对分子质量标准 "

#'''C

"7'''

#%

&$E&

片段%

($E(

片段

"$E7,-*a@2

V

Q>6A

%

#$ 1̂b>@26

V

>GH/ Q2@8>@

"

#'''C"7'''

#%

&$E&,-*a@2

V

Q>6A

%

($E(,-*

a@2

V

Q>6A

图
H

!

:N>B )*+,(

!

-.

!

/0+1,

!

!""%

株
HQ

基因组

K/I

产物

:+

=

GH

!

K/I

P

42@563*27309HQ91@

=

912A927:N>B

)*+,(

!

-.

!

/0+1,

!

!""%*34,+1

!G$

!

病毒的拯救

!!

用体外转录物
*H/

转染
;MB

细胞
"#5

后细

胞出现明显的
-,E

!细胞变圆!成葡萄串状分布!

对照组细胞生长良好!形态规则"图略#'

!G%

!

拯救病毒的增殖培养

!!

将体外转录拯救的病毒连续传代!出现明显

-,E

的时间越来越短'

,-*

扩增第
&

代和
"(

代带

O'%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
('

卷
!

"$

体外转录
*H/

%

#$*H/

相对分子质量标准

"$()G(#'+A@260?@1

:

A0*H/

%

#$*H/Q2@8>@

图
$

!

:N>B)*+,(

!

-.

!

/0+1,

!

!""%

株全长
6>?)

的

体外转录
I?)

:+

=

G$

!

!"#!$%&34,1*64+

P

3*I?)27:N>B)*+,(

!

-.

!

/0+1,

!

!""%*34,+175;;<;91

=

306>?)

有分子标签的基因片段!测序结果表明拯救病毒是

稳定的!经
"(

次传代仍能检测到分子标签的存在'

!G'

!

拯救病毒的鉴定

#$)$"

!

*+!,-*

鉴定拯救的病毒
!

拯救病毒第
"

代总
*H/

以
,"

和
,#.

为引物!

*+!,-*

扩增出
/!

012"

&
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&

#''7

株的部分基因组序列!扩增产

物大小分别为
"()#9

:

"部分
E&

序列#!与预期大小

一致"图略#'对扩增产物进行序列测定比较!结果表

明除分子标签外!其余序列与母本毒株的序列一致'

#$)$#

!

间接免疫荧光检测病毒抗原
!

将转录本

*H/

转染
N5

后的细胞用免疫荧光染色后!在荧光

显微镜下可见绿色特异性荧光"图
7/

#!而未转染的

/$

体外转录本转染的
;MB

细胞%

;$

正常
;MB

细胞

/$;MB?><<0A@260a>?A>bZ1A5A@260?@1

:

A0*H/

%

;$HJ@Q2<;MB?><<0

图
%

!

拯救病毒的免疫荧光检测
!

!""R

:+

=

G%

!

>93963+2130949*659@:N>B21LMDF+30+1@+49638AA5127;5249*69169

!

!""R

空白细胞中没有特异荧光"图
7;

#!表明细胞中有

KFGL

蛋白的表达'

#$)$&

!

电镜观察
!

纯化病毒负染后在电镜下可以

观察到直径约为
#76Q

(球形的
KFGL

病毒粒子!

这与
KFGL

特有的形态结构一致"图略#'

#$)$(

!

乳鼠致病性试验
!

将收集转染的第
"

代病

毒原液皮下接种
&

日龄乳鼠!结果在接种
"(5

后!

乳鼠表现典型的呼吸困难(后肢麻痹等症状!接种

"N5

后发现第
"

只乳鼠死亡!空白对照组无发病'

H

!

讨
!

论

!!

*H/

病毒的感染性克隆"即反向遗传学研究#

为
*H/

病毒的研究提供了新思路!目前的研究已

涵括几乎所有的
*H/

病毒!为病毒蛋白结构与功

能(致病性和新型病毒载体和疫苗的研究提供了新

手段'口蹄疫病毒为正链
*H/

病毒!反向遗传操

作技术较易掌握和进行!已对多株口蹄疫病毒进行

了感染性克隆的研究!包括
/

(

]

和
4/+

型口蹄疫

病毒+

#!7

,

'

/012"

型口蹄疫病毒的感染性克隆为首

次构建!为进一步深入研究我国
/012"

口蹄疫病毒

的病毒致病的分子机制以及新型疫苗的研制等提供

了材料'

!!

本研究以
KFGL /012"

&

34

&

-5162

&

#''7

细胞

适应毒为母本!在已获得
?GH/

克隆及全序列测定

基础上!构建该株全长基因组的感染性克隆'在构

建过程中为了避免
+%

启动子和基因组
7.

端之间外

源核苷酸的插入!选用了剔除
+%

启动子的载体

:

-GH/&$"

&

I>J

"

C

#!然后在基因组
7.

端通过引物

引入限制性酶切位点和
+%

启动子的核心序列!使

病毒基因组正确置于
+%

启动子之下!这样所构建

的全长
?GH/

分子就只含有
"

个
+%

启动子'为了

提高体外转录效率!在
+%

启动子核心序列与
7.

端

序列之间加上了
&

个
D

+

)

,

'为了病毒全长
?GH/

在

体外转录过程中能正确终止!在构建全长
?GH/

的

&.

末端加上了
"

个单一的
<+#

"

限制性内切酶位点

来解决这一问题'

!!

KFGL

基因组有
#

个特殊结构!一是在病毒基

'"%
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株基因组全长感染性克隆的构建

因组
7.

端具有长度为
"''

$

(#'

个几乎全部由胞嘧

啶碱基组成的
:

J<

S

"

-

#结构+

%

,

!该结构与病毒的感

染性密切相关+

N

,

!另一是
:

J<

S

"

/

#尾巴+

O

,

'

:

J<

S

"

-

#

序列的长度与病毒感染性的关系目前没有一致结

论!

I19>@A

等+

(

,研究认为
]

型
KFGL

的感染性

?GH/

至少需
&7

个胞嘧啶碱基'

*1>b>@

等+

#

,的研

究则显示!含有
#

个胞嘧啶碱基的
/

型
KFGL

也

能满足构建感染性
?GH/

的需要'本研究应用融

合
,-*

构建了含有
"7

个
-

碱基的全长
?GH/

!结

果表明构建的全长
?GH/

具有感染性'

!!

全基因组中分子标签的引入是区别拯救病毒和

亲本病毒的有力证据'本研究在构建该病毒全长的

过程中利用融合
,-*

技术引入
#

个沉默突变"

/

#

D

!

+

#

-

#!在其它碱基不变的情况下成功取消了
W

蛋白编码区的
"

个
4"+*

"

位点"该毒株全序列有
#

个
4"+*

"

#'选该位点进行碱基突变有两个理由!

其一作为将来拯救病毒的分子标签%其二是人为制

造单一限制性酶切位点便于全长基因的克隆'对拯

救病毒进行了
*+!,-*

和序列测定(比较分析发现

拯救病毒在特定位置具有与原始毒种不同的核苷酸

点突变!该位点突变与作者构建的全基因克隆中的

点突变位点完全一致!说明获得的重组病毒来自构

建的全长克隆!并非亲本病毒的污染'

!!

本研究以全长基因组
?GH/

为模板体外转录

成
*H/

!通过脂质体转染法将其导入
;MB

细胞
"#

5

后观察到明显的口蹄疫病毒特异的致细胞病变效

应"

-,E

#'将收获的转染细胞连续传代!仍可观察

到明显的
-,E

!而且出现
-,E

的时间越来越短'对

收获的病毒分别用
*+!,-*

(间接免疫荧光(电子显

微镜观察和乳鼠致病性分析!结果证实构建的
KF!

GL

的全长
?GH/

克隆具有感染性'该反向遗传系

统的构建为在分子生物学水平上深入研究口蹄疫病

毒基因组的结构与功能(口蹄疫病毒的致病机制及

研制新型疫苗等奠定了基础'
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