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摘要  在前期构建的兔出血症病毒(rabbit hemorrhagic disease virus, RHDV)全长 cDNA分子的基础上, 
利用SP6 RNA聚合酶系统, 在体外转录合成了病毒RNA. 用转染试剂将病毒RNA导入RK13细胞, 12 h
后可见明显致细胞病变(CPE), 用间接免疫荧光方法在 RK13 细胞中检测到了病毒抗原的产生. 将收获
的细胞培养物再次接种 RK13 细胞, 仍然能产生明显病变. 大量收取细胞培养物, 经差速离心法纯化病
毒后, 在电子显微镜下可观察到RHD病毒粒子. 结果表明, 利用反向遗传学技术获得了可适应于RK13
培养的 RHDV, 为将来研究 RHDV的分子致病机理和新型疫苗等提供了有利的工具.  
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兔病毒性出血症病毒(rabbit hemorrhagic disease 
virus, RHDV)是一种对兔具有高度致病性和致死性
的病毒 , 所引发的疫病俗称 “兔瘟 ”, 病死率高达
100%, 是一种对养兔业危害较大的重要传染病 . 
RHDV在分类上属于杯状病毒科(Caliciviridae), 兔病
毒属(Lagovirus)[1]. 迄今所发现的RHDV均属于同一
种血清型, 与杯状病毒科的其他成员, 如猫杯状病毒
(FCV)、诺沃克病毒(NV)等没有交叉免疫反应[2]. 在
形态上, RHDV与其他杯状病毒科成员一样, 也是呈
球型, 直径 30 nm左右, 无囊膜, 核衣壳呈 20面体对
称, 由 32 个颗粒组成, 在核衣壳上整齐地排列呈中
空的杯状结构[3].  

RHDV的基因组为一条单股正链的RNA分子 , 
由约 7437 个核苷酸组成[3]. 基因组含有 2 个可读框
(ORF), ORF1编码一个大的多聚蛋白, 在随后的成熟
与裂解过程中, 该蛋白可被进一步水解为至少 8个功
能蛋白, 其中一个为结构蛋白; ORF2 编码另一个结
构蛋白(VP10)[4]. 基因组的 5′末端共价结合一个分子
量约 15 kD的蛋白VPg, 3′端含有一个多聚腺嘌呤尾结
构poly(A)[5]. 目前, 关于RHDV的分子生物学研究还
不够深入, 许多编码产物的生物学功能尚不清楚, 病
毒的致病机理及其与宿主之间的互作更是空白 . 究
其原因, 一方面是缺乏一个有效的增殖RHDV的细胞
培养模型 [ 6], 另一方面是缺少一个有效的研究平台. 
近年来 ,  反向遗传学技术的兴起及广泛应用为 

开展RHDV的分子生物学研究提供了良好的契机. 在
此背景下, 我们开展了RHDV的反向遗传学研究, 并
成功建立了RHDV的感染性克隆 [7], 将RHDV的体外
转录物直接接种SPF实验兔, 可以引起兔子发病, 并
产生兔瘟的典型症状 . 由于长期以来一直没有建立
起RHDV的稳定细胞培养模型, 大大阻碍了RHDV的
分子生物学及疫苗学研究. 为了解决这一难题, 本研
究利用反向遗传学技术获得能适应RK13 细胞的
RHDV.  

1  材料和方法 
(ⅰ) 材料.  RHDV CHA/JX/97 分离株是 1997

年从兔体中分离到的病毒, 由本室保存. 含有 RHDV 
CHA/JX/97 株的全长 cDNA 的重组质粒 pBlSP6- 
RHDV 由本室构建; RK13 细胞系为本室保存; Ribo- 
MAXTM Large Scale RNA Production Systems-SP6购
自 Promega 公司; 细胞培养基 DMEM 和 DMRIE-C 
Reagent 购自 Invitrogen公司; QIAquick Gel Extracion 
Kit 和 RNase-Free DNase Set购自 QIAGEN公司.  

(ⅱ ) 体外转录物 RNA 的制备 .  采用 Ribo- 
MAXTM Large Scale RNA Production Systems-SP6系
统进行体外转录. 反应体系: 6 µL rNTP (25 mmol/L), 
4 µL 5×缓冲液, 2 µL SP6 RNA聚合酶混合液, 8 µL用
NruⅠ线性化的 pBlRHDV重组质粒(2 µg), 总体积为
20 µL. 将反应液充分混匀后, 于 37℃孵育 2~4 h. 用
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RNase-Free DNase Set纯化所得到的转录产物, 具体
操作按照操作说明书进行 , 最后用含有甲醛的变性
琼脂糖凝胶检测 RNA的完整性.  

(ⅲ) 转染 RK13 细胞.  在 RK13 细胞生长至
70%~90%时, 用 OPTI-MEMI 培养基清洗细胞, 同时
按照 1∶2的比例将 RNA(5 µg)与DMRIE-C转染试剂
混合, 然后将该复合物加至清洗过的细胞中, 在含有
5% CO2的培养箱中, 37℃孵育 4 h后, 用含有 10%胎
牛血清的 DMEM 更换转染培养基. 继续培养, 观察
细胞病变的出现情况, 待细胞出现 80%左右病变时
收获病毒.  

(ⅳ) 拯救病毒的鉴定.  (1) 电子显微镜观察病
毒粒子.  用差速离心法纯化病毒后, 与 10×稀释的
RHDV抗血清等量混合, 37℃感作 2 h, 3000 r/min离
心 20 min, 用 PBS重悬沉淀后, 做常规负染色, 然后
于 JEM-1200EX电子显微镜下观察病毒粒子, 并拍照. 
(2) RT-PCR法检测病毒基因组.  以 RHDV RNA 转
录物为材料, 用 RT-PCR方法扩增 RHDV的全基因组
序列, 并对扩增产物进行序列测定, 表 1 给出了扩增
引物的序列及其在序列中的位置.  

表 1  扩增 RHDV全基因组序列所使用的引物 
引物 核苷酸序列 位点 
D+ 5′-GTGAAAATTATGGCGGCTATGTCG-3′ 1~24 

D− 5′-CATGAAGATGAGGCAGCCAGCA-3′ 1134~1156

C+ 5′-CTCTGTCCCCACGGGCCCAAC-3′ 1113~1134

C− 5′-TTTGCGCACAGGTGTGATATCACC-3′  2917~2941

AB+ 5′-GGTGATATCACACCTGTGCGCAAA-3′ 2880~2904

AB− 5′-AGCTCTAGAGCGCGCCCCGGGT16-3′ 3′末端 
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(ⅴ) 间接免疫荧光检测病毒抗原.  收取载有转

染细胞的载玻片, 用 PBS缓冲液漂洗 1~2次, 冷丙酮
−20℃固定 30 min, 漂洗后吸干残液, 滴加 RHDV兔
阳性血清, 37℃湿盒中孵育 30 min, 再用 PBS漂洗 5
次, 加 FITC羊抗兔 IgG, 于 37℃湿盒中孵育 30 min, 
用甘油封片于 Olympus荧光显微镜下观察.  

(ⅵ) 病毒滴定.  首先用病毒维持液 10 倍系列
稀释病毒, 然后将长成单层的 RK13细胞的培养液倒
掉, 接种系列稀释的病毒液, 每个稀释度至少 4个孔, 
每孔 25 µL, 对照孔和感染病毒孔加入 100 µL 维持 
液, 在含有 5% CO2的培养箱中, 于 37℃孵育. 每天
观察并记录出现 CPE 的情况. 当细胞病变不再发展
时, 用 Reed-Muench公式计算病毒滴度.  

(ⅶ ) 荧光定量 RT-PCR.  用体外转录物转染
RK13细胞, 培养 48~72 h 后收集转染细胞的裂解上
清 , 根据荧光定量 RT-PCR 试剂盒的说明书 (购自
TaKaRa)测定样品的 RHDV 基因拷贝数.  

2  结果 

2.1  体外转录结果 

体外转录后对转录产物进行纯化及电泳分析， 
结果可见大小约 7.5 kb的条带, 其相对分子量与其母
本一致, 表明转录物 RNA是完整的(图 1).  

 
图 1  RHDV全长 cDNA的体外转录产物 

2.2  转染 RK13细胞结果 

用体外转录物 RNA转染 RK13细胞后, 24 h可见
细胞出现 CPE现象, 细胞变圆, 成葡萄状分布, 最后
细胞崩解成碎片(图 2(a)). 将细胞培养物连续传代 , 
细胞病变出现的时间缩短, 病变更加典型, 传至第 3
代细胞, 在接种后 6 h即可见明显的 CPE现象, 培养
12 h可使 80%细胞单层脱落形成空斑. 对照细胞单层
完整, 形态规则(图 2(b)).  

2.3  电子显微镜检查结果 

拯救病毒与阳性 RHDV 抗血清反应形成免疫复
合物以后, 做常规负染色, 然后于 JEM-1200EX 电子
显微镜下观察病毒粒子, 结果可见明显的 RHD 病毒
颗粒, 直径大小约 30 nm (图 3).  

2.4  RT-PCR鉴定拯救的病毒 

收集产生病毒的细胞及其培养上清 , 制备总
RNA. 用 RT-PCR扩增 RHDV的全基因组序列, 扩增
产物用琼脂糖凝胶电泳分析. 结果表明, 分别扩增出
各目的基因片段, 其产物大小分别为 4600, 1800 及
1100 bp (图 4), 与预期结果相符合. 同时对扩增产物
进行序列测定, 结果也与母本毒株的序列一致.
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图 2  体外转录物 RNA转染 RK-13细胞所产生的 CPE 

(a) 正常的 RK13 细胞; (b) 感染 RHDV的 RK13细胞 
 

 
图 3  透射电子显微镜下观察到的 RHDV病毒粒子形态 
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2.5  免疫荧光检测结果 

将用体外转录物转染的 RK13 细胞及未经转染
的 BHK 细胞用免疫荧光染色, 在免疫荧光显微镜下
可见用转录物转染的 RK13 细胞中有特异荧光产生
(图 5(a)), 而未转染的空白细胞中没有特异荧光出现
(图 5(b)), 表明细胞中有 RHDV 的蛋白存在, 同时也
佐证了拯救病毒获得成功.  

2.6  转染细胞中 RHDV基因组增殖的动力学特征 

荧光定量 RT-PCR技术检测结果表明, 体外转录
物 RNA 转染细胞后, RHDV 基因的拷贝数与培养时
间具有相关性(图 6), 在转染后的 18 h RHDV的滴度
为 3.49×109基因拷贝/mL, 在第 28 h RHDV的滴度达
到峰值(1.52×1010 基因拷贝/mL), 然后病毒基因组的
拷贝数逐渐降低, 这充分说明 RHDV 可在细胞培养
体系中高效转录和复制.  

3  讨论 
长期以来, RHDV的细胞培养一直是制约其基础

研究及疫苗学研究的一个关键问题 . 自该病毒被发
现之日起 , 人们就摸索尝试用不同的细胞系培养并
增殖RHDV, 但所取得的结果各不相同. 美国梅岛外

来疫病研究所在其 1989 年度的科研年报中曾指出, 
尝试用 60 余种动物的原代细胞或传代细胞培养
RHDV均未获成功. 在国内, Du等人 [8]用自建的乳兔

肾二倍体细胞培养RHDV, 盲传若干代后出现明显的
CPE, 但继续传代后, CPE和抗原性均消失. Luo等人
[9]用乳兔肾和兔肺二倍体细胞, 以同步感染的方法分
离培养RHDV. 结果在接种 36~48 h开始出现CPE, 72 
h后大部分细胞脱落, 免疫荧光染色可见特异性荧光, 
电子显微镜检查也可看到RHDV粒子. Ji等人 [10]也建

立了一种乳兔肾细胞系, 接种RHDV并盲传 3 代后可
出现规律性病变, 认为可用于RHDV的分离培养. 令
人不解的是, 他们虽然报道已成功建立了RHDV的传
代细胞系, 但并没有见其有后续研究成果出现, 更没
有见到细胞培养灭活疫苗问世 . 但是从他们的研究
结果中我们至少可以得到一点启示, 即RHDV有可能
适应兔肾上皮细胞系. 最近, 我们构建了RHDV的全
长cDNA分子, 体外转录后获得病毒RNA, 然后将其
直接接种SPF兔的肝脏, 可引发兔瘟的典型症状出现
并致死兔, 证明我们获得了RHDV的感染性克隆 [ 7] . 
在此基础上 , 我们尝试在RK13 细胞中拯救RHDV, 
本研究证明, 这种策略是可行的, 我们不仅在RK13
细胞中实现了RHDV的拯救, 而且对RHDV在该细胞
中表达及复制等情况进行了分析研究 ,  结果表明 , 
RHDV的衣壳蛋白主要在细胞质中大量表达, RHDV
在细胞中的增殖也随着培养时间的延长而呈现动态

变化. RHDV接种RK13 细胞以后 6 h左右开始增殖, 
基因组拷贝数可达 2.42×107个/mL, 在 28 h RHDV的
基因组拷贝数达到峰值(1.52×1010 个/ mL), 随后迅速
下降, 至 72 h降到最低值(2.23×106 拷贝/mL). RHDV
的这一增殖规律与RHD的发病规律很相似, 兔感染
RHDV后 6~12 h就发病, 24~48 h死亡. 为了证明这种
拯 救 病 毒 是 否 可 在 R K 1 3 细 胞 中 
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图 4  RHDV 全基因组各片段 PCR扩增结果 

(a) 扩增 RHDV基因组 3′端序列的结果, 大小为 4600 bp; (b) 扩增 RHDV基因组中间区域序列的结果, 大小为 4600 bp; 
(c) 扩增 RHDV基因组 5′端序列的结果, 大小为 1100 bp. M, 标准分子量 

 

 
图 5  免疫荧光检测结果 

(a) 转染体外转录物 RNA的 RK13 细胞; (b) 正常的 RK13细胞 
 

 
图 6  转染细胞中 RHDV基因组增殖的动力曲线 

 
稳定增殖, 将收获的第一代细胞培养物, 在 RK13 细
胞上连续接种 5 代, 结果都能产生规律性病变, 在接
种后 12~72 h, 可见大量细胞变圆, 聚集, 最后脱落. 
集最后的细胞培养液, 经差速离心纯化病毒后, 于电
子显微镜下观察, 可以看到 RHDV颗粒, 证明 RHDV
确实可在细胞中稳定增殖, 可用于 RHDV 的分离培
养. 本研究利用反向遗传学技术在 RK13细胞中实现
了 RHDV 的人工拯救, 并探讨了 RHDV 在 RK13 细
胞中的增殖规律, 为进一步开展 RHDV 的分子生物

学研究、探讨 RHDV 的分子致病机制以及研发新型
的 RHD疫苗奠定了良好的基础.  
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