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［摘　 要］ 　 以构建的 ＴＫ、ｇＩ、ｇＥ、ＵＳ９、部分 ｇＮ 基因缺失的绿色荧光标记猪伪狂犬病毒 ｒＰＲＶ－ＢＥ 为

亲本株，通过同源重组构建了表达猪瘟病毒（ＣＳＦＶ Ｃ 株）主要免疫原性基因 Ｅ２ 的重组伪狂犬病毒

ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ。 经 ＰＣＲ、间接免疫荧光试验（ ＩＦＡ）鉴定证实构建正确，并能成功表达 Ｅ２ 蛋白。
同时，对重组病毒在 ＰＫ１５ 细胞中的遗传稳定性、增殖特性等进行了研究，结果显示第 ５、１０、１５、２０
代重组病毒经 ＰＣＲ 均能扩增出与原代重组病毒相同大小的约为 ３４６９ ｂｐ 含猪瘟病毒 Ｅ２ 基因的重

组片段；第 ２０ 代重组病毒感染细胞孔中出现明显的针对 Ｅ２ 蛋白的荧光，表明重组病毒在体外连续

传 ２０ 代后仍能稳定遗传。 一步生长曲线测定结果表明，与野毒 ＰＲＶ（ＳＸ 株）、亲本毒 ｒＰＲＶ－ＢＥ 相

比，重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 前期增殖速度较快，病毒滴度到达峰值的时间早，峰值病毒滴度低

于野毒，与亲本毒相当，最高病毒滴度依次为 １０６．７ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０８．０ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０７．０ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 结果

显示构建的重组病毒具有良好的遗传稳定性及体外复制能力，为进一步对其免疫效果的评价以及

ＰＲＶ 基因缺失重组疫苗的研制奠定基础。
［关键词］ 　 伪狂犬病毒；猪瘟病毒；基因缺失；同源重组；生物学特性

基金项目： 中国兽医药品监察所所级课题（２０１６０１）

作者简介： 韩 爽，硕士研究生，从事猪病毒学及兽用生物制品学研究。

通讯作者： 夏业才，Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉａｙｅｃａｉ＠ ｉｖｄｃ．ｏｒｇ．ｃｎ；李俊平，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｊｕｎｐｉｎｇ０３＠ １６３．ｃｏｍ

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ Ｖｉｒｕｓ （ＰＲＶ） Ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
Ｅ２ Ｇｅｎｅ ｏｆ Ｃｌａｓｓｉｃａｌ Ｓｗｉｎｅ Ｆｅｖｅｒ Ｖｉｒｕｓ （ＣＳＦＶ） ａｎｄ

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｉｔｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ＨＡＮ Ｓｈｕａｎｇ，ＣＨＥＮ Ｘｉａｏ－ｃｈｕｎ，ＤＥＮＧ Ｙｏｎｇ，ＷＵ Ｈｕａ－ｗｅｉ，ＣＡＯ Ｍｉｎｇ－ｈｕｉ，ＬＩ Ｊｕｎ－ｐｉｎｇ∗，ＸＩＡ Ｙｅ－ｃａｉ∗

（Ｃｈｉｎａ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８１，Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒｓ： ＬＩ Ｊｕｎ－ｐｉｎｇ， Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉａｙｅｃａｉ＠ ｉｖｄｃ．ｏｒｇ．ｃｎ； ＸＩＡ Ｙｅ－ｃａｉ， Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｊｕｎｐｉｎｇ０３＠ １６３．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｏｎｅ ＴＫ、 ｇＩ、 ｇＥ、ＵＳ９ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｇＮ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｓｔｒａｉｎ
ｒＰＲＶ－ＢＥ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ， ｗｈｉｃｈ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
ｇｅｎｅ Ｅ２ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ （ＣＳＦＶ Ｃ ｓｔｒａｉｎ） ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ． Ｔｈｒｏｕｇｈ

·９２·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ５ 月第 ５２ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ＰＣＲ ａｎｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｓｓａｙ（ ＩＦＡ）， ｉｔ ｗａｓ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｃｔ ａｎｄ ｔｈｅ Ｅ２
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ
ＰＥ２ＳＣ ｉｎ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｅ２ ｇｅｎｅ ｏｆ
ＣＳＦＶ， ｗａｓ ａｂｏｕｔ ３４６９ ｂｐ ｏｆ ｔｈｅ ５ｔｈ、１０ｔｈ、１５ｔｈ、２０ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｂｙ ＰＣＲ． Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ．
Ｗｈａｔ’ｓ ｍｏｒｅ， ｏｂｖｉｏｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｏｉｎｔｅｄ ｔｏ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ２０ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｆｔｅｒ ２０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｏｎｅ
ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ （ ＰＲＶ ＳＸ） ａｎｄ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ （ ｒＰＲＶ － ＢＥ）， ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｆａｓｔｅｒ ａｔ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｏ ｐｅａｋ ｖａｌｕｅ ｅａｒｌｉｅｒ． Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ
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ｎａｔｉｏｎ；ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

　 　 猪瘟（Ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）作为世界动物

卫生组织（ＯＩＥ）规定必须报告的疫病，对世界养猪

业造成极大危害，是养猪业防控的重要疾病［１］。 因

此，涉及猪病防控用新型疫苗的研究非常活跃。 Ｅ２
囊膜糖蛋白是猪瘟病毒的主要结构蛋白，介导病毒

感染，诱导机体产生中和抗体，是重要的保护性抗

原［２］。 因此，猪瘟 Ｅ２ 蛋白是研制新型活载体疫苗、
亚单位疫苗及研究猪瘟病毒致病机理的重要靶蛋

白。 已有研究表明，杆状病毒表达 Ｅ２ 亚单位灭活

疫苗、重组猪瘟 Ｅ２ 基因的腺病毒活载体疫苗、重组

猪瘟 Ｅ２ 基因的伪狂犬病毒活疫苗均表现出良好的

免疫效果［３－６］。
伪狂 犬 病 （ Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ， ＰＲ 或 Ａｕｊｅｓｚｋｙ ＇ ｓ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ） 是一种由伪狂犬病毒 （ Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ
ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）感染引起的急性传染病，可引起仔猪的

高死亡率，母猪的繁殖障碍，育肥猪的神经及呼吸

系统症状，公猪的种用性能降低或丧失等，对养猪

业危害极大［７］。 ＰＲＶ 基因组为线性双链 ＤＮＡ，约
１４５ ｋｂ，可编码 ７０～１００ 种病毒蛋白，其中含有大量

与病毒增殖无关的非必需区可供外源基因的插入，
是优良的活病毒载体［８］。 ＰＲＶ 重组活疫苗对由与

载体遗传关系相近的 ＰＲＶ 强毒引起的 ＰＲ 具有良

好的免疫效果。
２０１１ 年以来，一度得到很好控制的猪伪狂犬病

在我国又出现广泛流行态势。 有研究表明，当前流

行毒株与之前的 ＰＲＶ 毒株相比发生了较大变异，
现使用的弱毒疫苗株无法对变异株的感染提供完

全保护［９］。 基于 ＰＲＶ 流行情况的变化，实验以

ＣＳＦＶ（Ｃ 株）的主要保护性抗原基因 Ｅ２ 为目标基

因，用一株由 ＰＲＶ 流行株（ＳＸ 株）构建的五基因缺

失绿色荧光标记病毒 ｒＰＲＶ－ＢＥ［１０］ 为亲本株，通过

同源重组技术构建了表达猪瘟病毒 Ｅ２ 基因的四基

因缺失重组伪狂犬病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ，并对

其体外增殖特性进行了初步研究，以期为重组病毒

的进一步开发应用提供实验基础。
１　 材　 料

１．１　 毒株 　 ＰＲＶ（ＳＸ 株）为中国兽医药品监察所

病毒制品检测室人员在 ２０１２ 年于山西某猪场分离

到的一株高致病性流行毒株；ｒＰＲＶ－ＢＥ，是以 ＰＲＶ
（ＳＸ 株） 为基础构建的 ｇＩ、 ｇＥ、 ＵＳ９、 ＴＫ 和部分

ＵＬ４９．５ 基因缺失，引入增强型绿色荧光蛋白基因

ＥＧＦＰ 的重组病毒［１０］；ＣＳＦＶ （Ｃ 株）由中国兽医药

品监察所菌种保藏室保存。
１．２　 细胞　 ＰＫ１５ 细胞，由中国兽医药品监察所保存。
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１．３　 载体及质粒　 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体购自宝生物工程

（大连）有限公司；ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ
购自北京全式金生物技术有限公司；质粒 ｐＭＤ－

ＵＳ６－ＥＧＦＰ－ＵＳ２ 由实验室自行制备保存。
１．４　 主要试剂　 限制性内切酶 Ｓｂｆ Ｉ、Ａｆｌ ＩＩ、Ａｇｅ Ｉ、
Ｓｐｅ Ｉ，Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自纽英伦生物技术（北京）
有限公司；Ｔｏｐ１０ 感受态细胞、质粒小提试剂盒、质
粒小提中量试剂盒购自天根生化科技（北京）有限

公司；ＥＸ－Ｔａｑ 酶、２×ＧＣ ＥＸ－Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰｓ，Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ Ｋｉｔ 购自宝生物工程（大连）有限公

司；ＣＳＦＶ Ｅ２ 单抗为勃林格公司惠赠；ＦＩＴＣ 标记

的羊抗鼠 ＩｇＧ 购自 Ｓｉｇｒｎａ（上海）贸易有限公司；

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ提取试剂盒购自康宁生命科学（吴江）有
限公司；ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ 购自东洋纺（上海）生物科技

有限公司。
１．５　 主要仪器设备 　 二氧化碳培养箱（三洋）、恒
温培养箱 （三洋）、 水浴锅 （上海博信）、 ＰＣＲ 仪

（Ｂｉｏｍｅｔｒａ）、电泳仪（Ｂｉｏ －Ｒａｄ）、荧光倒置显微镜

（奥林巴斯）、凝胶成像系统（ＧＯＬＤ－ＳＩＭ）等。
２　 方　 法

２．１　 引物设计与合成　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上的 ＰＲＶ 和

ＣＳＦＶ 序列，自行设计合成系列扩增及鉴定引物

（表 １），用于扩增左同源臂和 ｇＩ 基因、Ｅ２ 基因以及

鉴定重组病毒。

表 １　 各片段扩增引物

Ｔａｂ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ
扩增片段

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ
引物名称

Ｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

酶切位点
Ｃｕｔｔｉｎｇ ｓｉｔｅ

片段长度 ／ ｂｐ
Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ

左同源臂＋ｇＩ 基因
ｒＵＳ６Ｆ ＴＣＣＴＧＣＡＧＧＣＧＣＴＧＡＣＧＡＣＧＧＴＣＣＣＣＴ Ｓｂｆ Ｉ

ｒＵＳ７Ｒ２ ＡＣＴＴＡＡＧＧＴＣＴＣＡＡＣＣＣＣＧＧＴＧＴＧＴＧ Ａｆｌ ＩＩ
２３２４

ＣＳＦＶ Ｅ２ 基因
ＣＳＦＶｒＥ２Ｆｓ ＴＡＣＣＧＧＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＡＴＴＡＡＧＧＧＧＡＣＡＧＡ

ＴＣＧＴＧＣＡＡＧＧＴＧＴＧＧＴＡＴＧＧＣＴＧＴＴＧＣＴＡＧ Ａｇｅ Ｉ

ＣＳＦＶｒＥ２Ｒ ＧＡＣＴＡＧＴＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ Ｓｐｅ Ｉ
１２０８

ｇＩ 和 ｇＥ ／ ＥＧＦＰ ／ ｇＩ 和 Ｅ２
ＰＵＳ６ｄＦ ＣＧＡＡＧＧＧＧＴＡＴＣＧＣＣＴＣＣＴＧＧ

ＰＵＳ９ｂＲ ＧＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＣＴＧＴＧＴＧＣＧ
３５５０ ／ １５８４ ／ ３４６９

　 下划线部分为引物酶切位点
　 Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｐａｒｔ ｉｓ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｓｉｔｅ

２．２　 转移质粒 ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－Ｅ２－ＵＳ２ 的构建

２．２．１　 ＣＳＦＶ Ｅ２ 基因扩增 　 采用 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取

试剂盒提取 ＣＳＦＶ（Ｃ 株）基因组，以其为模板用下

游引物 ＣＳＦＶｒＥ２Ｒ 反转录成 ｃＤＮＡ，然后用引物

ＣＳＦＶｒＥ２Ｆｓ ／ ＣＳＦＶｒＥ２Ｒ 扩增 Ｅ２ 基因，连接ｐＥＡＳＹ－
Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ 克隆载体，构建质粒 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ －
ＰＥ２Ｓ，测序正确后备用。
２．２．２　 左同源臂＋ｇＩ 基因扩增　 采用 ＤＮＡ／ ＲＮＡ 提

取试剂盒提取 ＰＲＶ（ＳＸ 株）基因组，以其为模板，用引

物 ｒＵＳ６Ｆ ／ ｒＵＳ７Ｒ２ 扩增左同源臂和 ｇＩ 基因，扩增的目

的片段连接 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ 克隆载体，构建重组

质粒 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＵＳ６－ＵＳ７，测序正确后备用。
２．２．３　 转移质粒构建　 质粒 ｐＭＤ－ＵＳ６－ＥＧＦＰ－ＵＳ２
与 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＵＳ６－ＵＳ７ 经 Ｓｂｆ Ｉ ／ Ａｆｌ ＩＩ 双酶切，

回收目的片段后用 Ｔ４ 连接酶连接，获得转移质粒

ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－ＥＧＦＰ－ＵＳ２；再以 Ａｇｅ Ｉ ／ Ｓｐｅ Ｉ 分别

双酶切质粒 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＰＥ２Ｓ 和 ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－
ＥＧＦＰ－ＵＳ２，回收相应片段后用 Ｔ４ 连接酶连接，最
终获得转移质粒 ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－Ｅ２－ＵＳ２（构建示

意图见图 １），提取高浓度质粒，备用于转染。
２．３　 重组病毒的拯救

２．３．１　 同源重组　 病毒的同源重组在 ２４ 孔细胞培

养板上进行，取 ｒＰＲＶ－ＢＥ 病毒液 １５ μＬ，与 ３ μｇ 转

移质粒 ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－Ｅ２－ＵＳ２ 采用脂质体法共

转染长至 ９０％左右的 ＰＫ１５ 细胞。 转染 ２４ ｈ 后，观
察细胞病变情况，当病变达 ８０％以上后冻融裂解细

胞，裂解液在 ＰＫ１５ 细胞上盲传 ３ 代，出现无绿色荧

光细胞病变即可初步判断重组病毒拯救成功。

·１３·
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图 １　 ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－Ｅ２－ＵＳ２ 转移载体构建示意图

Ｆｉｇ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｃａｒｒｉｅｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

２．３．２　 重组病毒的筛选　 将初步获得的疑似含有

ＣＳＦＶ Ｅ２ 基因的拯救病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 病毒

液接种已长成良好单层的 ＰＫ１５ 细胞 ６ 孔细胞板，
吸附 １ ｈ 后，弃去吸附液，铺上 １％的低熔点琼脂

糖，继续培养。 接种 ４８ ｈ 后在荧光显微镜下观察，
挑选无荧光的单个噬斑于 ０． ５ ｍＬ ＤＭＥＭ 营养液

中，震荡混匀后，继续接种已长成良好单层的 ＰＫ１５
细胞 ６ 孔细胞板，如此纯化 ４ 次，将获得的重组病

毒命名为 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ。
２．３．３　 鉴定

２．３．３． １ 　 基因鉴定 　 将获得的重组病毒 ｒＰＲＶ－

ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 用 ＰＵＳ６ｄＦ ／ ＰＵＳ９ｂＲ 引物进行 ＰＣＲ 鉴

定，同时与野毒 ＰＲＶ（ＳＸ 株）、亲本毒 ｒＰＲＶ－ＢＥ 相

同鉴定引物扩增结果进行比较。
２．３．３．２　 免疫荧光鉴定　 用针对 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的

单克隆抗体（Ｍａｂ）进行 ＩＦＡ 试验，检测 Ｅ２ 蛋白表

达情况。 将重组病毒 ｒＰＲＶ － ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 接种

ＰＫ１５ 细胞 ９６ 孔细胞板，待病变达到 ８０％ ～ ９０％时

弃掉上清，经灭菌 ＰＢＳ 洗细胞 ２ 次后用 ８０％冷丙酮

固定，晾干后加入抗 ＣＳＦＶ Ｅ２ 的 Ｍａｂ，置于湿盒中

３７ ℃作用 １ ｈ，再用 ＰＢＳ 洗涤３ 次后，加入 ＦＩＴＣ 标

记的羊抗鼠 ＩｇＧ，再次置于湿盒中 ３７ ℃作用 １ ｈ，用
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后，置于荧光倒置显微镜下观察。
２．４　 重组病毒的遗传稳定性研究　 将筛选获得的

病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 在 ＰＫ１５ 细胞上连续传 ２０
代，每 ５ 代提取感染细胞总 ＤＮＡ，按步骤 ２．３．３．１ 的

方法 进 行 ＰＣＲ 鉴 定， 重 组 病 毒 ｒＰＲＶ － ＣＳＦＶ
ＰＥ２ＳＣ、第 ２０ 代重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 按步

骤 ２．３．３．２ 的方法进行 ＩＦＡ 鉴定。
２．５　 重组病毒一步生长曲线测定 　 将重组病毒

ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ、野毒 ＰＲＶ （ ＳＸ 株）、亲本毒

ｒＰＲＶ－ＢＥ，以 ０．０１ ＭＯＩ 各接种 ＰＫ１５ 细胞 １２ 瓶，吸
附 １ ｈ，用含有 ２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 补液后继续

培养，分别在感染后 ６、１２、１８、２４、３０、３６、４８、６０、７２、
８４、９６、１０８ ｈ 收集感染细胞，冻融 ３ 次后收毒，分别

测定三种病毒不同收毒时间的滴度并绘制一步生

长曲线。
３　 结　 果

３．１　 转移质粒的构建　 质粒 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＵＳ６－

ＵＳ７ 用 Ｓｂｆ Ｉ ／ Ａｆｌ ＩＩ 双酶切，切出大小约为 ２３２４ ｂｐ
和 ３８３０ ｂｐ 的两个片段（图 ２）；质粒 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－

ＰＥ２Ｓ 用 Ａｇｅ Ｉ ／ Ｓｐｅ Ｉ 双酶切，切出大小约为 １２０８ ｂｐ

·２３·
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和 ３８３０ ｂｐ 的两个片段（图 ２），与预期大小一致。
经测序，结果与理论序列一致，表明质粒 ｐＥＡＳＹ－

Ｂｌｕｎｔ－ＵＳ６－ＵＳ７ 和质粒 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ ＰＥ２Ｓ 构建

成功。 质粒 ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－ＥＧＦＰ －ＵＳ２ 用 Ａｇｅ Ｉ ／
Ｓｐｅ Ｉ 能切出大小约为 ７３３ ｂｐ 和 ６８５２ ｂｐ 的两个片

段（图 ３），引入 ＣＳＦＶ Ｅ２ 基因构建的质粒 ｐＭＤ－

ＵＳ６－ ＵＳ７－ Ｅ２－ＵＳ２，用 Ａｇｅ Ｉ ／ Ｓｐｅ Ｉ 能切出大小约

为 １２０８ ｂｐ 和 ６８５２ ｂｐ 的两个片段（图 ３）。 经测

序，结果与理论序列一致，表明转移质粒 ｐＭＤ －

ＵＳ６－ＵＳ７－ ＥＧＦＰ－ＵＳ２ 和 ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－ Ｅ２－ＵＳ２
构建成功。
３．２　 重组病毒的拯救、纯化及鉴定 　 转染所收细

胞裂解液，在 ＰＫ１５ 细胞上盲传 ３ 代后出现了无绿

色荧光细胞病变（图 ４Ａ），初步判定重组病毒拯救

成功。 挑选无荧光的单个噬斑接种于长成良好细

胞单层的 ＰＫ１５ 细胞，纯化 ４ 次后获得重组病毒

ｒＰＲＶ－ ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ （图 ４Ｂ）。 用引物 ＰＵＳ６ｄＦ ／
ＰＵＳ９ｂＲ 进行 ＰＣＲ 鉴定，ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 扩增

到大小约为 ３４６９ ｂｐ 的条带，野毒 ＰＲＶ （ＳＸ 株）和
亲本毒 ｒＰＲＶ－ＢＥ 用相同引物扩增，分别得到大小

约为 ３５５０ ｂｐ 和 １５８４ ｂｐ 的条带（图 ５）。 经测序证

实，重组病毒缺失了 ＥＧＦＰ 基因，并成功引入了

ＰＲＶ ｇＩ 基因和 ＣＳＦＶ（Ｃ 株） Ｅ２ 基因。
用针对 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的 ＭＡｂ 进行 ＩＦＡ 试验，

结果显示，感染重组病毒 ｒＰＲＶ －ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 的

ＰＫ１５ 细胞孔中出现明显的荧光，而阴性对照组则

没有荧光出现（图 ６）。
３．３　 重组病毒的遗传稳定性 　 重组病毒 ｒＰＲＶ－

ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 在 ＰＫ１５ 细胞上连续传了 ２０ 代，分别

以重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ、第 ５、１０、１５、２０ 代

重组病毒 ＤＮＡ 为模板，用引物 ＰＵＳ６ｄＦ ／ ＰＵＳ９ｂＲ 进

行 ＰＣＲ 扩增鉴定，结果均扩增出大小约为 ３４６９ ｂｐ
的目的片段 （图 ７）。 取重组病毒 ｒＰＲＶ － ＣＳＦＶ
ＰＥ２ＳＣ、第 ２０ 代重组病毒进行免疫荧光鉴定，结果

重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ、第 ２０ 代重组病毒感

染孔中均出现明显的荧光（图 ６、８），且荧光亮度相

似，表明重组病毒能够稳定遗传。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ＩＶ；１：ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＰＥ２Ｓ 的 Ａｇｅ Ｉ ／ Ｓｐｅ Ｉ 双酶切产物；

２：ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＵＳ６－ＵＳ７ 的 Ｓｂｆ Ｉ ／ Ａｆｌ ＩＩ 双酶切产物

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ＩＶ；１：ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＰＥ２Ｓ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｇｅ Ｉ ／ Ｓｐｅ Ｉ；

２：ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＵＳ６－ＵＳ７ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｓｂｆ Ｉ ／ Ａｆｌ ＩＩ

图 ２　 质粒 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＰＥ２Ｓ 和 ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－

ＵＳ６－ＵＳ７ 的双酶切鉴定电泳图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＰＥ２Ｓ ａｎｄ ｐＥＡＳＹ－Ｂｌｕｎｔ－ＵＳ６－ＵＳ７

Ｍ１：Ｍａｒｋｅｒ ＩＶ；Ｍ２：Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；

１：ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－ＥＧＦＰ－ＵＳ２ 的 Ａｇｅ Ｉ ／ Ｓｐｅ Ｉ 双酶切产物；

２：ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－Ｅ２－ＵＳ２ 的 Ａｇｅ Ｉ ／ Ｓｐｅ Ｉ 双酶切产物

Ｍ１：Ｍａｒｋｅｒ ＩＶ；Ｍ２：Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；

１：ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－ＥＧＦＰ－ＵＳ２ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｇｅ Ｉ ／ Ｓｐｅ Ｉ；

２：ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－Ｅ２－ＵＳ２ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｇｅ Ｉ ／ Ｓｐｅ Ｉ

图 ３　 转移质粒 ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－ＥＧＦＰ－ＵＳ２ 和

ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－Ｅ２－ＵＳ２ 的双酶切鉴定电泳图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－ＥＧＦＰ－ＵＳ２ ａｎｄ ｐＭＤ－ＵＳ６－ＵＳ７－Ｅ２－ＵＳ２

·３３·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ５ 月第 ５２ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

Ａ．盲传出现的无绿色荧光细胞病变；

Ｂ．纯化得到的重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ

Ａ．Ｃｙｔｏｐａｔｈｙ ｗｉｔｈｏｕｔ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；

Ｂ．Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ

图 ４　 筛选到的重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ（１０×１０）

Ｆｉｇ ４　 Ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ（１０×１０）

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５０００；１：ＰＲＶ（ＳＸ 株）；２：ｒＰＲＶ－ＢＥ；３：ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ

图 ５　 重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 的

ＰＣＲ 扩增鉴定电泳图

Ｆｉｇ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ ｂｙ ＰＣＲ

Ａ．纯化后的重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ

感染 ＰＫ１５ 细胞；Ｂ．阴性对照

Ａ． Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ

ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ；Ｂ． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ６　 重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 在 ＰＫ１５ 细胞中

Ｅ２ 蛋白表达的 ＩＦＡ 检测结果

Ｆｉｇ ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ ｂｙ ＩＦＡ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ５０００；１：ＰＲＶ（ＳＸ 株）；２：ｒＰＲＶ－ＢＥ；

３：ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ；４：ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ（Ｐ５）；

５：ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ（Ｐ１０）；６：ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ（Ｐ１５）；

７：ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ（Ｐ２０）

图 ７　 重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ
各代次 ＰＣＲ 扩增鉴定电泳图

Ｆｉｇ ７　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ ｂｙ ＰＣＲ
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Ａ．纯化后的重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ

第 ２０ 代感染 ＰＫ１５ 细胞；Ｂ．阴性对照

Ａ．Ｔｈｅ ２０ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ；Ｂ． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ８　 第 ２０ 代重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ
在 ＰＫ１５ 细胞中 Ｅ２ 蛋白表达的 ＩＦＡ 检测结果

Ｆｉｇ ８　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ２０ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｖｉｒｕｓ ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ ｂｙ ＩＦＡ

３．４　 一步生长曲线测定　 将重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ
ＰＥ２ＳＣ、野毒 ＰＲＶ（ＳＸ 株）、亲本毒 ｒＰＲＶ－ＢＥ 感染

ＰＫ１５ 细胞，６、１２、１８、２４、３０、３６、４８、６０、７２、８４、９６、
１０８ ｈ 后所收病毒液分别进行病毒滴度测定，绘制

了一步生长曲线 （图 ９）。 结果表明，重组病毒

ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 在细胞内增殖速度较快，接
种后 ６ ｈ 滴度达 １０１．７ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，而且接种 １８ ｈ
之前滴度一直高于另外两株毒，病毒滴度到达平

台期时间较快；最高滴度出现时间三株毒都在

７２ ｈ，之后重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 的滴度

开始下降，其最高滴度（１０６．７ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）低于野毒

ＰＲＶ（ＳＸ 株）的 １０８．０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，与亲本毒 ｒＰＲＶ－ＢＥ

（１０７．０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）相近，到达平台后滴度下降比另

外两株病毒快。

图 ９　 重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 及野毒 ＰＲＶ（ＳＸ 株）、

亲本毒 ｒＰＲＶ－ＢＥ 感染 ＰＫ１５ 细胞的一步生长曲线

Ｆｉｇ ９　 Ｏｎｅ ｓｔｅｐ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ，ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ（ＰＲＶ ＳＸ） ａｎｄ

ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ（ｒＰＲＶ－ＢＥ）

４　 讨　 论

基因缺失的伪狂犬病毒因其具备安全性好、基
因组容量大、培养简单、免疫期长、宿主范围广等优

点，作为病毒载体极具开发潜力［１１］。 同时，随着对

伪狂犬病毒基础研究的逐步深入，其作为重组表达

载体的类型也越来越丰富。 目前，已有猪繁殖与呼

吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ） ＧＰ５ 基因［１２］、乙型脑炎病

毒（ ＪＥＶ） ＮＳ１ 基因［１３］、 Ｈ３Ｎ２ 亚型猪流感病毒

（ＳＩＶ） ＨＡ 基因［１４］、犬瘟热病毒（ＣＤＶ） Ｈ 基因［１５］、
猪细小病毒（ＰＰＶ） ＶＰ２ 基因和猪圆环病毒 ２ 型

（ＰＣＶ２） ＯＲＦ２ 基因［１６］ 等多种外源基因在伪狂犬

病毒中获得高效表达。
猪瘟发病率和死亡率较高，对养猪业危害很

大，该病和伪狂犬病是目前威胁我国养猪业健康发

展的两种主要传染病，如果防控不好，能够造成严

重的经济损失。 因此，开发一种安全有效的二价疫

苗同时预防猪瘟和伪狂犬病两种疾病，在实际生产

中具有重要意义。 Ｈｏｏｆｔ 等［１７］ 于 １９９６ 年构建了表

达猪瘟病毒囊膜蛋白 Ｅ１ 的重组伪狂犬病毒二联基

因工程疫苗 Ｍ４０２，该疫苗免疫猪后，能同时低抗

ＣＳＦＶ 和 ＰＲＶ 的强毒攻击，展示了以基因缺失型

伪狂犬病毒作为活病毒载体构建重组疫苗的良好

前景。 除 Ｅ１ 外，猪瘟病毒主要保护性抗原基因

Ｅ２ 也是构建重组病毒时优先考虑的基因。 重组猪

瘟 Ｅ２ 基因的伪狂犬病毒 ｒＰＲＶＴＪ －ｄｅｌｇＥ ／ ｇＩ －Ｅ２、
ｒＰＲＶＴＪ－ ｄｅｌｇＥ ／ ｇＩ ／ ＴＫ －Ｅ２、ＳＡ２１５（Ａ）等［１８－２０］，均
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表现出良好的免疫原性。
ｇＩ、ｇＥ 和 ＴＫ 基因已被证实与 ＰＲＶ 致病性有

关，是构建 ＰＲＶ 缺失株的主要靶基因，ｇＩ、ｇＥ 双基

因缺失疫苗［１８］，ｇＩ、ｇＥ 和 ＴＫ 三基因缺失疫苗［１９－２０］

已广泛使用。 近年来，对疱疹病毒的研究结果表

明，ＵＳ９ 形成 ＫＩＦ１Ａ－ＵＳ９ 复合物，介导病毒在神经

细胞中的顺行传导过程［２１－２３］，ＵＳ９ 基因的缺失能降

低 ＰＲＶ 的毒力；ＵＬ４９．５ 基因编码囊膜蛋白 ｇＮ，ｇＮ
能抑制 ＴＡＰ 介导的多肽往内质网的转运，从而阻

断 ＭＨＣ Ｉ 类复合体的装配，下调其在细胞表面的表

达，从而使病毒有可能逃避宿主 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的识

别。 １ 型牛疱疹病毒（ＢＨＶ－１）ＵＬ４９．５ 胞质尾缺失

和胞外域 ３０ ～ ４０ａａ 部分缺失能增强病毒侵染宿主

的能力，诱导更强的细胞免疫和体液免疫［２４］，在疫

苗研制方面更具优势，为伪狂犬病毒缺失株的构建

提供了新思路。 同时，ｇＩ、ｇＥ 都属于糖蛋白，可以产

生中和抗体，保留 ｇＩ 有助于提高 ＰＲＶ 的免疫原性。
因此，兼顾降低 ＰＲＶ 的致病性、提高 ＰＲＶ 免疫原

性和保证目的基因的高效表达，构建成功了 ＴＫ、
ｇＥ、ＵＳ９ 全基因缺失及部分 ｇＮ 基因缺失，表达猪瘟

病毒（ ＣＳＦＶ Ｃ 株） Ｅ２ 蛋白的重组伪狂犬病毒

ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ。
重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 在 ＰＫ１５ 细胞传

２０ 代后，ＰＣＲ 及 ＩＦＡ 检测其插入和缺失不变，该结

果与周国辉等［１４］ 构建的表达 Ｈ３Ｎ２ 亚型猪流感病

毒 ＨＡ 基因的重组伪狂犬病毒 ｒＰＲＶ－ＨＡ，Ｌｅｉ 等［１９］

构建的重组病毒 ｒＰＲＶＴＪ－ｄｅｌｇＥ ／ ｇＩ ／ ＴＫ－Ｅ２ 株的研

究结果一致，表明这种插入和缺失是稳定的。 重组

病毒能在 ＰＫ１５ 细胞中快速增殖，到达平台期时间

早，病毒滴度峰值可达 １０６．７ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，与方六荣

等［１２］ 构 建 的 表 达 猪 繁 殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒

（ＰＲＲＳＶ）ＧＰ５ 的重组伪狂犬病毒 ＴＫ－ ／ ｇＧ－ ／ ＧＰ５＋

株（１０７．２ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ），Ｗａｎｇ 等［１８］ 构建的 ｒＰＲＶＴＪ－
ｄｅｌｇＥ ／ ｇＩ－Ｅ２ 株 （１０７．０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ） 的实验结果相

近。 而且重组病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ 最高滴度与

亲本毒 ｒＰＲＶ－ＢＥ 相近，低于野毒 ＰＲＶ（ＳＸ 株）的

实验结果与 Ｗａｎｇ 等［１８］ 构建的 ｒＰＲＶＴＪ － ｄｅｌｇＥ ／
ｇＩ－Ｅ２株的实验结果相一致。 因此，用伪狂犬病毒

作为载体构建含有猪瘟 Ｅ２ 基因的重组活载体疫苗

株，在理论和实践上均是可行的。 研究结果为表达

猪瘟 Ｅ２ 基因重组伪狂犬病毒 ｒＰＲＶ－ＣＳＦＶ ＰＥ２ＳＣ

的进一步开发应用提供了依据。
除此之外，基因缺失的疫苗株免疫动物后，不

产生针对缺失蛋白的抗体；重组疫苗只产生针对重

组 ＣＳＦＶ Ｅ２ 蛋白的抗体，不会产生针对 ＣＳＦＶ 其他

蛋白的抗体，所以可以通过血清学的方法将疫苗免

疫猪和野毒感染猪加以区分［２５］，可为 ＣＳＦＶ 和 ＰＲＶ
根除计划的实施提供技术保障。
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