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摘　要：本研究旨在构建小反刍兽疫病毒（ＰＰＲＶ）的辅助质粒和微型基因组并验证其功能，为建立ＰＰＲＶ反向遗

传操作平台奠定基础。首先构建表达ＰＰＲＶ分离株Ｃｈｉｎａ／Ｔｉｂ／０７的 Ｎ、Ｐ和Ｌ蛋白的辅助质粒ｐＣＩＮ、ｐＣＩＰ和

ｐＣＩＬ。通过间接免疫荧光试验验证３个辅助质粒转染细胞后的蛋白表达情况，并从 ｍＲＮＡ水平上验证蛋白表达

的正确性；扩增ＰＰＲＶ基因组两末端序列和ｅ犌犉犘报告基因，三者通过ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ连接并克隆至转录载体ｐＯＬ

ＴＶ５中构建微型基因组。将构建的微型基因组分别与辅助病毒和３个辅助质粒进行共转染。经鉴定各辅助质粒

完全正确，构建的微型基因组不论与辅助病毒还是与３个辅助质粒共转染，报告基因均表达。本试验成功构建了

ＰＰＲＶ分离株的表达Ｎ、Ｐ和Ｌ蛋白的３个辅助质粒以及微型基因组，并用微型基因组验证了３个辅助质粒可以作

为ＰＰＲＶ反向遗传操作的辅助质粒，为该病毒感染性克隆的构建奠定了基础。
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　　小反刍兽疫（Ｐｅｓｔｅｄｅｓｐｅｔｉｔｓｒｕｍｉｎａｎｔｓ，ＰＰＲ）

是由小反刍兽疫病毒（Ｐｅｓｔｅｄｅｓｐｅｔｉｔｓｒｕｍｉｎａｎｔｓ

ｖｉｒｕｓ，ＰＰＲＶ）引起的一种急性、热性、接触性传染

病，临床以眼鼻出现浆性分泌物、溃疡、坏死性口炎、

肺炎及腹泻为特征。ＰＰＲ主要感染山羊、绵羊等小

反刍动物。该病传播速度快，发病率和死亡率在不

同地域和种群中有所不同［１２］。自２０世纪中叶在非

洲西部发现以来，该病一直在中东［３］、撒哈拉以南的

非洲地区［４］流行，并不断向东蔓延。２００７年７月，

我国首次报道西藏阿里地区的日土县暴发ＰＰＲ疫

情［５］。由于与我国西南边境毗邻的印度［６］、巴基斯

坦［７］、哈萨克斯坦［８］等周边国家时有暴发，因此，我

国的ＰＰＲ防控工作形势依然严峻，开展针对该病的

研究具有十分重要的意义。

ＰＰＲＶ属于副黏病毒科麻疹病毒属成员，基因

组为不分节段的单股负链 ＲＮＡ，基因组全长为

１５９４８ｂｐ，是麻疹病毒属中序列最长的病毒。目

前，麻疹病毒属中的牛瘟病毒［９］、犬瘟热病毒［１０］和

麻疹病毒［１１］已成功构建了感染性克隆，而国内外尚

未见ＰＰＲＶ 感染性克隆构建成功的报道。由于

ＰＰＲＶ基因组较长，所以在构建感染性克隆之前，先

用报告基因ｅ犌犉犘代替病毒编码区，保留与病毒转

录复制和调控相关的前导序列（Ｌｅａｄｅｒ序列）和尾

随序列（Ｔｒａｉｌｅｒ序列）构建微型基因组来初步反映

所构建的辅助质粒是否具有功能。负链ＲＮＡ病毒

基因组没有感染性，它必须先被 Ｎ蛋白衣壳化，再

与Ｐ蛋白和Ｌ蛋白合成的病毒自身ＲＮＡ聚合酶结

合形成核糖核蛋白复合体（ＲＮＰ）才能作为转录和

复制的功能性模板，从而在细胞内进行有效复制。

所以能否形成ＲＮＰ结构是负链ＲＮＡ病毒复制增

殖的关键。因此，进行ＰＰＲＶ的反向遗传研究，必

须先构建能产生Ｎ、Ｐ和Ｌ蛋白的真核表达质粒。

１　材料与方法

１．１　毒株、血清及细胞

ＰＰＲＶ分离株Ｃｈｉｎａ／Ｔｉｂ／０７、ＰＰＲＶ阳性血清

和阴性血清、ＢＨＫ２１细胞、ＣＯＳ１细胞由中国动物

卫生与流行病学中心提供；痘苗病毒 ＭＶＡ由扬州

大学动物医学院传染病室提供；转录载体ｐＯＬＴＶ５

为荷 兰 ＡｎｉｍａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ 研 究 所 的

Ｐｅｅｔｅｒｓ教授惠赠。

１．２　主要试剂

转染试剂为 Ｒｏｃｈｅ公司产品；ｐＧＥＭＴＶｅｃ

ｔｏｒ、ｐＣＩｎｅｏ真核表达载体为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；

ｐｅＧＦＰＮ１质粒为Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司产品；内切酶及Ｔ４

ＤＮＡ连接酶为 ＮＥＢ公司产品；兔抗羊ＩｇＧＦＩＴＣ

购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；其它试剂为ＴａＫａＲａ公司产品。

１．３　病毒犚犖犃的提取及辅助质粒的构建

取Ｃｈｉｎａ／Ｔｉｂ／０７的 Ｖｅｒｏ细胞培养病毒液按

ＲＮＡ提取试剂盒说明书步骤提取病毒总ＲＮＡ，最后

获得的ＲＮＡ用ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水溶解，－７０℃冻存。

根据Ｃｈｉｎａ／Ｔｉｂ／０７的全基因组序列设计引物，

分别扩增犖、犘和犔 基因，因犔基因长达６．５ｋｂ，为

保证扩增产物的正确性，将其分为犔１和犔２两段进

行扩增。并在上、下游引物５′端分别引入相应的酶

切位点以便于连接（表１）。应用一步法ＲＴＰＣＲ试

剂盒扩增犖、犘、犔１和犔２片段。ＲＴＰＣＲ产物纯化

后克隆于ｐＧＥＭＴＶｅｃｔｏｒ中，将鉴定正确的克隆

进行相应的双酶切，然后亚克隆至经相同双酶切的

ｐＣＩｎｅｏ真核表达载体中。重组质粒鉴定正确者进

行测序验证。测序正确的质粒分别命名为ｐＣＩＮ、

ｐＣＩＰ和ｐＣＩＬ。

１．４　狆犆犐犖、狆犆犐犘和狆犆犐犔的表达及鉴定

　　将生长状态良好的ＣＯＳ１细胞铺于２４孔板

中，待细胞密度达到８０％时进行转染。首先用无血

清无抗生素的ＤＭＥＭ 培养液洗涤细胞３次，然后

按转染试剂说明书要求将ｐＣＩＮ、ｐＣＩＰ和ｐＣＩＬ

质粒各０．５μｇ分别与０．７５μＬ的转染试剂混合物

转染细胞，３７℃作用６～８ｈ后，换含１０％小牛血清

的ＤＭＥＭ培养基，阴性对照孔只转染ｐＣＩｎｅｏ空载

体。４８ｈ后进行间接免疫荧光试验。首先用丙酮

乙醇（体积比为３∶２）固定细胞１０ｍｉｎ，加入抗

ＰＰＲＶ阳性山羊血清，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤后加

入兔抗山羊ＩｇＧＦＩＴＣ，３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤后

在荧光显微镜下观察蛋白表达情况。为排除非特异

性荧光对结果造成的干扰，将转染４８ｈ的平行转染

孔中的细胞刮下，利用ＲＮＡ提取试剂盒分别提取

总ＲＮＡ并用ＲＮａｓｅｆｒｅｅＤＮａｓｅⅠ处理以排除残留

质粒的影响，将处理后的ＲＮＡ分别利用 Ｎ、Ｐ和Ｌ

蛋白的特异性引物进行ＲＴＰＣＲ扩增，从而在 ｍＲ

ＮＡ水平上验证Ｎ、Ｐ和Ｌ蛋白的表达。
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表１　扩增犆犺犻狀犪／犜犻犫／０７的犖、犘和犔基因的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犖，犘犪狀犱犔犵犲狀犲犳狉狅犿犆犺犻狀犪／犜犻犫／０７

引物Ｐｒｉｍｅｒｓ 序列 （５′→３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
内切酶

Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ

长度／ｂｐ

Ｓｉｚｅ

犖
Ｎｆｗｄ

Ｎｒｅｖ

ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＧＡＣＴＣＴＣＣＴＴＡＡＡＡＧ

ＡＴＡＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＣＣＧＡ１ＧＧＡＧＡＴＣＣＴＴＧＴＣ

犈犮狅ＲⅠ

犛犪犾Ⅰ
１５７８

犘
Ｐｆｗｄ

Ｐｒｅｖ

ＴＣＧＡＣＧＣＧＴＡＴＧＧＣＡＧＡＡＧＡＡＣＡＡＧＣＡＴＡＣ

ＴＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡＣＧＧＧＴＧＣＴＴＧＧＣＧＡＧＡＡＴ

犕犔狌Ⅰ

犖狅狋Ⅰ
１５３０

犔１
Ｌｆｗｄ

Ｌｍｉｄｒ

ＡＣＧＣＧＴＣＣＡＴＧＧＡＣＴＣＣＣＴＡＴＣＡＧＴＣＡＡＴＣＡＧＧＴＣＴＴＧＴＡ

ＡＴＣＧＧＡＡＴＴＧＴＴＣＡＴＡＡＴＣＡＴＡＡＴＴＧＧ

犕犔狌Ⅰ

／
３３４５

犔２
Ｌｍｉｄｆ

Ｌｒｅｖ

ＡＣＣＡＡＡＧＧＴＣＴＧＡＴＴＡＧＡＡＣＡＡＧＴＡＴＧＡＡＡＣ

ＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＡＴＧＴＡＴＡＧＣＴＡＡＣＴＡＧＣＣＴＣＴＧＡＴＧＡＧＴ

／

犖狅狋Ⅰ
３３３１

引物中的酶切位点以下划线表示

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｉｎｐｒｉｍｅｒｓ

１．５　微型基因组的构建

利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物（表２），应用

一步法 ＲＴＰＣＲ试剂盒扩增Ｌｅａｄｅｒ和 Ｔｒａｉｌｅｒ序

列；以质粒ｐｅＧＦＰＮ１为模板扩增ｅ犌犉犘 序列。将

胶回收纯化的Ｌｅａｄｅｒ、ｅ犌犉犘和Ｔｒａｉｌｅｒ３个片段通

过ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ顺次相连，ＰＣＲ产物纯化后克隆于

ｐＧＥＭＴＶｅｃｔｏｒ中。取ＰＣＲ鉴定正确的质粒为模

板，以５′磷酸化修饰的ＬＰ１和ＴＰ２为引物，使用扩

增产物为平滑末端的高保真酶进行ＰＣＲ扩增并纯

化，转录载体ｐＯＬＴＶ５进行犛犿犪Ⅰ和犛狋狌Ⅰ双酶切

后去磷酸化，然后与上述纯化ＰＣＲ产物连接转化。

重组质粒进行ＰＣＲ鉴定，将鉴定阳性的质粒进行测

序验证。测序结果完全正确并反向插入ｐＯＬＴＶ５

的质粒即为构建的微型基因组，命名为ｐＬＧＴ。

表２　构建微型基因组的引物

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犿犻狀犻犵犲狀狅犿犲

引物Ｐｒｉｍｅｒｓ 序列（５′→３′）　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 片段长度／ｂｐＳｉｚｅ

Ｌｅａｄｅｒ
ＬＰ１

ＬＰ２

ＡＣＣＡＡＡＣＡＡＡＧＴＴＧＧＧＴＡＡＧＧ（５′磷酸化）

ｔｃａｃｃａｔａｇｔｃａａａｇａＴＣＴＴＧＣＴＣＣＴＣ
１０７

Ｔｒａｉｌｅｒ
ＴＰ１

ＴＰ２

ｃａａｇｔａａｔｔａｇｃｔａｔａｃＡＴＣＴＧＣＣＣＣＣＴ

ＡＣＣＡＧＡＣＡＡＡＧＣＴＧＧＧＡＡＴＡＧＡＴＡＣ（５′磷酸化）
１０９

ｅＧＦＰ
ｅＧＦＰ１

ｅＧＦＰ２

ｔｃｔｃｔｇａｔｔａｔｇｇｔｇａＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧ

ｇｔａｔａｇｃｔａａｔｔａｃｔｔｇＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ
７２０

引物中的重叠部分以小写字母表示

Ｏｖｅｒｌａｐｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｐｒｉｍｅｒｓ

１．６　狆犔犌犜及狆犆犐犖、狆犆犐犘和狆犆犐犔的功能鉴定

　　将生长状态良好的ＢＨＫ２１细胞铺于２４孔板

中，待细胞密度达到８０％时进行转染。细胞洗涤后

每孔感染１ＭＯＩ的痘苗病毒 ＭＶＡ于３７℃感作

１．５ｈ。弃上清，按转染试剂说明书要求于微型基因

组鉴定孔中加入ｐＬＧＴ质粒０．５μｇ和０．７５μＬ的

转染试剂混合物，３７℃作用６ｈ，再加入１ＭＯＩ的

ＰＰＲＶ疫苗毒Ｎｉｇｅｒｉａ７５／１于３７℃感作１ｈ，然后

换含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ 培养，阴性对照孔不

感染ＰＰＲＶ。辅助质粒鉴定孔转染时ｐＬＧＴ质粒与

ｐＣＩＮ、ｐＣＩＰ和ｐＣＩＬ质粒的比例为２∶２∶１∶１，

转染后３７℃作用６～８ｈ后，换含１０％小牛血清的

ＤＭＥＭ继续培养，阴性对照孔中不含辅助质粒ｐＣＩ

Ｌ。３７℃培养４８ｈ后荧光显微镜下观察ｅＧＦＰ的表

达情况。按１．４的方法处理平行转染孔细胞。将处

理后的ＲＮＡ利用ｅ犌犉犘１和ｅ犌犉犘２引物进行ＲＴ

ＰＣＲ扩增，在ｍＲＮＡ水平上验证ｅ犌犉犘的转录。

２　结　果

２．１　辅助质粒狆犆犐犖、狆犆犐犘和狆犆犐犔的构建

ＰＣＲ扩增得到与预期大小相符的犖、犘、犔１和

犔２片段。犔１和犔２扩增片段通过犡犺狅Ⅰ和引物上

的犖狅狋Ⅰ切点进行酶切后连接为完整的犔片段。从
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测序质粒中获得了氨基酸序列完全正确的重组质粒

ｐＣＩＮ、ｐＣＩＰ和ｐＣＩＬ。各片段的扩增和重组质粒

的鉴定结果见图１和图２。

１．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犖ｇｅｎｅ；３．Ｉｄｅｎｔｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＣＩＮｂｙ犈犮狅犚Ⅰａｎｄ

犛犪犾Ⅰ；４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犘ｇｅｎｅ；５．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｐＣＩＰｂｙ犕犔狌Ⅰａｎｄ犖狅狋Ⅰ
图１　犖基因和犘基因的扩增和重组质粒的鉴定结果

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犖犵犲狀犲犪狀犱犘犵犲狀犲犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻

犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狊

１．ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犔１ｆｒａｇｍｅｎｔ；３．

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犔２ｆｒａｇｍｅｎｔ；４．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犔

ｇｅｎｅ；５．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＣＩＬ

ｂｙ犕犔狌Ⅰａｎｄ犖狅狋Ⅰ
图２　犔１和犔２片段的扩增及犔基因重组质粒的鉴定结果

犉犻犵．２　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犔１犪狀犱犔２犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳

狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犆犐犔

２．２　犖、犘和犔蛋白的表达鉴定

在荧光显微镜下观察进行ＩＦＡ的各转染孔，发

现ｐＣＩＮ、ｐＣＩＰ和ｐＣＩＬ转染孔均出现黄绿色荧光

（图３ａ～ｄ），其中ｐＣＩＮ转染孔荧光量最多，ｐＣＩＰ次

之，ｐＣＩＬ转染孔荧光量最少。不同蛋白表达量的差

异可能与质粒的转染效率有关。以 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ

ＤＮａｓｅⅠ处理的ＲＮＡ为模板，分别以引物对Ｎｆｗｄ和

Ｎｒｅｖ、Ｐｆｗｄ和Ｐｒｅｖ、Ｌｆｗｄ和Ｌｒｅｖ扩增犖、犘和犔基

因，结果均有特异性扩增条带，而空载体对照无条带

（图略）。上述结果说明Ｎ、Ｐ和Ｌ蛋白均表达。

２．３　犆犺犻狀犪／犜犻犫／０７微型基因组的构建

Ｌｅａｄｅｒ、Ｔｒａｉｌｅｒ和ｅ犌犉犘均获得预期大小的扩

增片段，通过ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ将三者顺次连接得到约

９４０ｂｐ的预期大小片段（图４）。

ａ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｐｒｏｔｅｉｎ；ｂ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ

ｐｒｏｔｅｉｎ；ｃ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬｐｒｏｔｅｉｎ；ｄ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆ

ｐＣＩｎｅｏｖｅｃｔｏｒ

图３　犐犉犃鉴定犖、犘和犔蛋白的表达

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犖，犘犪狀犱犔

狆狉狅狋犲犻狀狊犫狔犐犉犃

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ犔犘，ｅ犌犉犘

ａｎｄ犜犘ｂｙｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ；２．Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｅ犌犉犘；３．Ｆｒａｇ

ｍｅｎｔｏｆＴｒａｉｌｅｒ；４．ＦｒａｇｍｅｎｔｏｆＬｅａｄｅｒ
图４　犔犲犪犱犲狉、犲犌犉犘和犜狉犪犻犾犲狉的扩增和连接片段

犉犻犵．４　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犮狅狀狀犲犮狋犻狅狀狅犳犔犲犪犱犲狉，犲犌犉犘

犪狀犱犜狉犪犻犾犲狉

２．４　狆犔犌犜、狆犆犐犖、狆犆犐犘和狆犆犐犔的功能鉴定结果

微型基因组的转录、表达需要 Ｔ７ＲＮＡ 聚合

酶，这需要ＰＰＲＶ提供的 Ｎ、Ｐ和Ｌ蛋白，因此，利

用ＰＰＲＶ疫苗株 Ｎｉｇｅｒｉａ７５／１可鉴定ｐＬＧＴ的功

能。转染后４８ｈ观察，发现ＰＰＲＶ疫苗株感染孔在

荧光显微镜下可看到特异的黄绿色荧光（图５ａ），而

对照孔无荧光（图５ｂ）。分别用试验孔和对照孔细

胞提取的处理ＲＮＡ扩增ｅ犌犉犘 基因，结果试验孔

出现约７２０ｂｐ的特异条带，而阴性对照孔无，说明

Ｃｈｉｎａ／Ｔｉｂ／０７微型基因组ｐＬＧＴ功能正常。在荧

光显微镜下观察ｐＬＧＴ与辅助质粒ｐＣＩＮ、ｐＣＩＰ

和ｐＣＩＬ共转染的结果，发现有黄绿色荧光出现（图

６ａ），而缺少ｐＣＩＬ质粒的对照孔无荧光（图６ｂ），并

从ｍＲＮＡ水平上验证了ＧＦＰ蛋白的表达。
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ａ．Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎａｌｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｍｉｎｉｇｅｎｏｍｅｗｉｔｈｓｕｐｐｏｒｔ

ｖｉｒｕｓ；ｂ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图５　微型基因组狆犔犌犜的功能鉴定

犉犻犵．５　犉狌狀犮狋犻狅狀犪犾犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犿犻狀犻犵犲狀狅犿犲狆犔犌犜

ａ．ＣｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｍｉｎｉｇｅｎｏｍｅａｎｄｐＣＩＮ，

ｐＣＩＰ，ｐＣＩＬ；ｂ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图６　狆犆犐犖、狆犆犐犘和狆犆犐犔的功能鉴定

犉犻犵．６　犉狌狀犮狋犻狅狀犪犾犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犆犐犖，狆犆犐犘犪狀犱

狆犆犐犔

３　讨　论

单股负链 ＲＮＡ 在体外进行衣壳化的效率极

低，为此，学者们开始探索能在体内形成ＲＮＰ结构

的途径。１９９１年Ｐａｒｋ等
［１２］将氯霉素乙酰转移酶

（ＣＡＴ）作为报告基因取代了仙台病毒的整个编码

区而构建出一个嵌合基因，然后将该嵌合基因置于

Ｔ７启动子之后构建出转录载体。痘苗病毒 Ｔ７

ＲＮＡ聚合酶系统是目前应用于动物负链 ＲＮＡ病

毒拯救上最广泛的表达系统［１３］。将Ｔ７启动子驱动

的表达质粒转染痘苗病毒感染过的细胞，在痘苗病

毒产生的Ｔ７ＲＮＡ聚合酶的作用下，表达质粒得以

表达，从转染的表达质粒中获得辅助蛋白来代替辅

助病毒的感染，从而大大提高了拯救效率。Ｐａｔｔ

ｎａｉｋ
［１４］等和Ｃｕｒｒａｎ

［１５］等分别将水泡性口炎病毒和

仙台病毒的犖、犘和犔 基因的表达质粒转染痘苗病

毒感染过的细胞，之后用它们的缺陷性干扰病毒粒

子感染转染细胞，成功拯救出了传染性水疱性口炎

病毒和仙台病毒的缺陷性干扰病毒粒子，从而证明

与病毒基因组复制相关的蛋白为Ｎ、Ｐ和Ｌ蛋白。

本试验通过 ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ 将 ＰＰＲＶ 分离株

Ｃｈｉｎａ／Ｔｉｂ／０７基因组３′端的Ｌｅａｄｅｒ序列和犖 基因

５′端的非编码区（１～１０７ｎｔ）、增强型绿色荧光蛋白

（ｅ犌犉犘）基因（７２０ｎｔ）、犔基因３′端非编码区和５′端

Ｔｒａｉｌｅｒ序列（１５８４０～１５９４８ｎｔ）的片段顺次连接，

该连接片段反向克隆入转录载体ｐＯＬＴＶ５的 Ｔ７

启动子与丁型肝炎病毒的核酶裂解位点之间构建了

微型基因组。反向克隆的目的是避免报告基因在无

辅助病毒蛋白存在情况下直接表达。用ＰＰＲＶ疫

苗株Ｎｉｇｅｒｉａ７５／１直接感染ＢＨＫ２１细胞时报告基

因表达，表明此微型基因组ＲＮＡ可被辅助病毒提

供的Ｎ、Ｐ和Ｌ蛋白翻译，即所构建的微型基因组具

有功能。将所构建的３个辅助质粒ｐＣＩＮ、ｐＣＩＰ

和ｐＣＩＬ与微型基因组共转染时，报告基因表达，说

明３个辅助质粒具有辅助病毒的功能。

考虑到“６碱基原则”在副黏病毒基因组复制中

的重要作用［１６］，本试验在构建微型基因组时选择的

序列全长为９３６ｂｐ，恰好为６的倍数，为该体系的有

效运行提供了良好保证。所使用的转录载体ｐＯＬ

ＴＶ５为复制严谨型的低拷贝质粒，可以提高重组质

粒的稳定性，减少突变率，同时载体中含有高效的

Ｔ７启动子以及丁型肝炎病毒的核酶裂解位点和Ｔ７

转录终止子，可以保证转录的高效性和准确性。

质粒的浓度和纯度对转染成败具有重要影响。

转染质粒的浓度必须达到１００ｎｇ·μＬ
－１以上，纯度

要求ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ在１．８～１．８５。为了去除内毒

素及其它杂质影响，使质粒的浓度和纯度均达到转

染级别要求，首先摇菌时间应控制在１４～１６ｈ，以

保证得到足够的菌体而细菌又没有因衰老而释放大

量内毒素。由于所用转染试剂及细胞板的体积不

同，各转染质粒没有固定用量，需根据转染试剂使用

说明书要求选择适宜用量。转染效率也与转染质粒

的比例有关。不同学者在进行转染时曾采用了不同

的比例［１７１９］，本试验经优化后选择３个辅助质粒

ｐＣＩＮ、ｐＣＩＰ和ｐＣＩＬ的使用比例为２∶１∶１，报

告基因得到较好表达。由于基因组转录过程存在极

性现象［２０］，因此不论采用那种比例，ｐＣＩＮ质粒的

量都要比另外两种质粒多一些。

本试验中用来产生 Ｔ７ＲＮＡ聚合酶的是高度

致弱的 ＭＶＡ病毒，这是一种严格的宿主范围限制

性痘苗病毒，宿主谱狭窄，只能在有限的几种宿主细

胞上生长［２１］。为了保证转染的可行性，必须选择

ＭＶＡ和ＰＰＲＶ两种病毒都易感的细胞。ＰＰＲＶ的

宿主谱相对较广，通常情况下，ＰＰＲＶ大多用 Ｖｅｒｏ

细胞进行增殖，本试验选择 ＢＨＫ２１作为转染细

胞，是考虑到 ＭＶＡ和ＰＰＲＶ两种病毒都能在该细

胞系上生长。阳性对照中使用的辅助病毒为ＰＰＲＶ

疫苗毒Ｎｉｇｅｒｉａ７５／１，转染结果有荧光产生，但荧光

１０５１
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数量不是很多，排除转染效率的影响，可能与病毒对

宿主细胞的敏感性有很大关系。ＭＶＡ病毒可以致

细胞病变，因此感染剂量不宜过大，本试验选择

１ＭＯＩ的感染剂量既没有引起细胞病变，也产生了

足够的Ｔ７ＲＮＡ聚合酶使报告基因转录和表达。

常用的报告基因还有 犆犃犜，Ｂａｉｌｅｙ等
［２２］以

犆犃犜作为报告基因构建了ＰＰＲＶ的 Ｔｕｒｋｅｙ２０００

株的微型基因组。本试验以ｅ犌犉犘作为报告基因，

结果观察更直观。但当细胞孔中含有杂质或存在大

量死细胞时，非特异性荧光往往会干扰结果的判定，

所以本试验在进行微型基因组和辅助质粒功能鉴定

时，还分别以特异性引物进行ＲＴＰＣＲ扩增，以便

在ｍＲＮＡ水平上证明目的蛋白的表达。
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