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［摘　 要］ 　 为研究伪狂犬病毒缺失株体外重组情况，将伪狂犬病毒 ５ 基因缺失毒株 ＰＲＶ－ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／

ＵＳ９－ ／ △ＵＬ４９．５ ／ ＴＫ－株与野毒株等量混合，经 ＰＫ１５ 细胞连续传代至第 １０ 代，通过分析第 １０ 代培养

物中毒株类型和比例了解缺失毒株体外同源重组的情况。 结果发现，除 ＰＲＶ 野毒株和 ＰＲＶ－ｇＥ－ ／

ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ △ＵＬ４９．５ ／ ＴＫ－株外，出现了 ５ 种新的基因组合类型，分别为 ＰＲＶ（ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＵＳ９－ ／ ＴＫ－）、

ＰＲＶ（ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＵＳ９－ ／ ｇＮ－）、ＰＲＶ（ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＵＳ９－）、ＰＲＶ（ＴＫ－）、ＰＲＶ（ｇＮ－），病毒重组百分率为 ７２％。
重组毒株中以 ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９ 三基因缺失型为主，占重组蚀斑数的 ４１．７％，占挑选蚀斑数的 ３０％，高于野

毒株和 ５ 基因缺失毒株的比例（２６％和 ２％），成为主要的优势重组毒株。 从各病毒类型比例上看，
缺失株同时获得所有缺失基因的几率很小，且重组后的毒株趋向于稳定的自然缺失毒株（如 ｇＥ 自

然缺失的 Ｂａｒｔｈａ 株）。 ５ 种新的基因组合类型的毒株以 １０３．０ＴＣＩＤ５０接种健康易感家兔，未出现伪狂

犬病典型临床症状，安全性好。
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ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｐａｓｓａｇｅｄ ｉｎ ＰＫ１５ ｆｏｒ ｔｅｎ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ． Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｅｒｉａｌ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐａｓｓａｇｅ， ｔｈｅ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＶ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｔｅｎｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｅｒｅ
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·９１·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 １１ 月第 ５２ 卷第 １１ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ
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ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ ｔｒｉｐｌｅ ｇｅｎｅ －ｄｅｌｅｔｉｏｎ （ ｇＥ ／ ｇＩ ／ ＵＳ９） ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｓｔｒａｉｎ ｐｒｅｓｅｎｔ， ｗｈｉｃｈ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｉｓ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｍｕｔａｎｔ ｂｙ ２６％ ａｎｄ ２％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｉｓ ｍｕｔａｎｔ ａｌｓｏ ａｃｃｏｕｎｔｓ ｆｏｒ ４１．７％ ｏｆ ａｌｌ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＰＦＵ ａｎｄ ３０％ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ＰＦＵ， ｂｅｃｏｍｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ
ｉｔ ｉｓ ｈａｒｄ ｔｏ ｇｅｔ ａｌｌ ｍｉｓｓｉｎｇ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｒｅ ｔｅｎｄ ｔｏ ｓｔａｂｌｅ
ｎａｔｕｒａｌ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｅｄ ｍｕｔａｎｔ （ｅ．ｇ． Ｂａｒｔｈａ， ｇＥ ｎａｔｕｒａｌ ｍｉｓｓｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ）． Ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｎｏｖｅｌ ＰＲＶ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ
ｗｅｒｅ ｓａｆｅ ｔｏ ｒａｂｂｉｔ ａｔ １０３．０ ＴＣＩＤ５０， ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓａｆｅｔｙ ｉｓ ｇｏｏｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＰＲＶ； ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ； ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

　 　 伪狂犬病毒（ Ｐｓｅｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）属于疱

疹病 毒 科 （ Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｉｄａｅ ） α 疱 疹 病 毒 亚 科

（Ａｌｐｈａｈｅｒｐｅｓｖｉｒｉｎａｅ）水痘病毒属（Ｖａｒｉｃｅｌｌｏｖｉｒｕｓ）的猪

疱疹病毒 Ｉ（Ｓｕｉｄ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ Ｉ），为线状双股 ＤＮＡ 病

毒，基因组全长约 １５０ ｋｂ，含有至少 ７７ 个开放阅读

框编码。 病毒基因组有大量的复制非必需基因，如
ＴＫ、ｇＧ、ｇＥ、ｇＩ 等［１－３］。 这些基因编码的蛋白大多与

毒力有关，由单个或多个毒力基因缺失的伪狂犬病

毒毒株制备的疫苗在应用上相对成熟［４］。 如商品

化伪狂犬病毒活疫苗（ＳＡ２１５ 株）为 ｇＥ、ｇＩ、ＴＫ 三基

因缺失疫苗，猪伪狂犬病活疫苗（ＨＢ－９８ 株）为 ＴＫ
和 ｇＧ 双 基 因 缺 失 疫 苗， 猪 伪 狂 犬 病 活 疫 苗

（Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１株）为 ｇＥ、ｇＩ 自然缺失疫苗。 长期实

践证实，伪狂犬病毒基因缺失疫苗安全性良好，且
在伪狂犬病的防控中起到重要的作用。 但随着我

国养殖环境的改变和免疫压力的增加，猪病流行呈

现老病新发，新病不断，混合感染突出等趋势，导致

一些病原变异加剧，毒力不断增加。 ２０１１ 年以来，
许多使用基因缺失活疫苗免疫的规模化猪场出现

了疑似 ＰＲ 流行，给养猪业造成严重的经济损失，可
见现有疫苗已不能对变异的 ＰＲＶ 株产生 １００％的

保护力［５－７］。
以一株伪狂犬流行毒株为亲本株，人工构建了

一株 ５ 基因缺失毒株（ＰＲＶ－ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ △ＵＬ４９．５ ／
ＴＫ－），经试验证实，该毒株在小鼠、家兔、山羊、仔猪

和怀孕母猪上的安全性优于 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 株。 本研

究将其与亲本毒株在敏感细胞上共同培养，分析培

养物中毒株的类型、所占比例及对家兔的安全性，

以了解该毒株在体外从亲本毒株中获得缺失基因

的能力及安全性，为伪狂犬缺失疫苗的研制和转基

因生物安全评价提供研究数据。
１　 材料与方法

１．１　 试验材料

１．１．１　 病毒　 伪狂犬病毒 ５ 基因缺失株 ＰＲＶ－ｇＥ－ ／
ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ △ＵＬ４９．５ ／ ＴＫ－株、ＰＲＶ 野毒株 ＳＸ 株，均由

中国兽医药品监察所构建 ／分离、鉴定和保存。 病毒

含量分别为 １０７．５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０７．２５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。
１．１．２ 　 细胞 　 ＰＫ１５ 细胞由中国兽医药品监察所

保存。
１．１．３　 主要试剂　 ＤＭＥＭ 营养液，Ｇｉｂｃｏ 公司产品；
胎牛血清，ＰΛＡ 公司产品；低熔点琼脂糖，Ｓｉｇｍａ 公

司产品；ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 抽提试剂盒，ＴＩＡＮＧＥＮ 公司产

品；ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ ＤＮＡ 聚合酶购自 ＴＯＹＯＢＯ 公司；
胶回收试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司。
１．１．４　 鉴定引物　 自行设计了 ＴＫ、ＵＬ４９．５、ｇＥ、ｇＩ、
ＵＳ９ 基因鉴定引物，引物序列及扩增信息见表 １。
１．１．５　 主要仪器设备　 二氧化碳培养箱（三洋 ）、
恒温培养箱（三洋）、 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ）、电泳仪、
紫外成像仪等。
１．２　 方法

１．２．１　 病毒传代　 将 ＰＲＶ－ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ △ＵＬ４９．５ ／
ＴＫ－株病毒液和 ＰＲＶ 野毒株 ＳＸ 株病毒液用 ＤＭＥＭ
营养液分别稀释成病毒含量为 １０６．０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，
分别取 １ ｍＬ 混合，接种已长成良好 ＰＫ１５ 细胞单层

的 ２５ ｃｍ２ 细胞瓶，培养至 ８０％细胞出现细胞病变

时，冻融 ３ 次，离心去除细胞碎片，取上清，记为 Ｆ１，
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分装成 １ ｍＬ ／管，冻存或进行下一代接种，每代取

１ ｍＬ 接种 １ 瓶 ２５ ｃｍ２ 的 ＰＫ１５ 细胞单层进行传

代。 如此连续传代 １０ 代，收获病毒液，记为 Ｆ１０，分
装成 １ ｍＬ ／管，冻存。

表 １　 引物序列及扩增信息

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名称 引物序列
目标片段长度

（缺失前 ／ 缺失后） 退火温度 ／ ℃ 用途

ＴＫ－Ｆ ５＇－ＧＡＣＡＣＧＧＴＧＧＣＣＧＧＴＡＴＴＴＡＣＧ－３＇

ＴＫ－Ｒ ５＇－ＧＧＴＧＡＣＧＧＧＣＡＣＧＧＣＡＡＡＣＴ－３＇
９６６ ／ １８３ ６４．４ 鉴定 ＴＫ 缺失

ＰＵＬ５０－Ｆ２ ５＇－ＡＧＡＣＣＴＣＧＡＡＧＡＡＧＧＧＣＡＣＧ－３＇

ＰＵＬ５０－Ｒ２ ５＇－ＡＧＣＡＴＣＣＧＧＧＴＧＣＡＣＧＴＣ－３＇
５６５ ／ 无 ６２．１ 鉴定 ｇＮ 缺失（△ＵＬ４９．５）

６ｄ－Ｆ ５＇－ＣＧＡＡＧＧＧＧＴＡＴＣＧＣＣＴＣＣＴＧＧ－３＇

９ｂ－Ｒ ５＇－ＧＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＣＴＧＴＧＴＧＣＧ－３＇
３５５０ ／ ２５５ ６４ 鉴定 ｇＥ ／ ｇＩ ／ ＵＳ９ 缺失

１．２． ２ 　 病毒含量测定 　 将收获的 Ｆ１０ 病毒液用

ＤＭＥＭ 细胞培养液作 １０ 倍系列稀释，取 １０－２、
１０－３、１０－４、１０－５、１０－６ ５ 个稀释度，分别接种已长成

良好 ＰＫ１５ 细胞单层、弃去细胞培养液的 ９６ 孔培养

板，每个稀释度接种 ８ 孔，每孔 ０．１ ｍＬ，同时设正常

细胞对照 ８ 孔。 置 ３７ ℃、含 ５％ ＣＯ２ 的培养箱培养

３ ｄ。 记录细胞病变情况，按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算

ＴＣＩＤ５０。
１．２．３　 病毒蚀斑挑选及培养　 将收获的 Ｆ１０ 代病

毒液按 １０ ～ ２０ ＴＣＩＤ５０ 剂量接种已长成良好 ＰＫ１５
细胞单层的 ６ 孔细胞培养板，吸附 １ ｈ 后，弃去吸附

液，铺上 １％的低熔点琼脂糖，继续培养 ４８ ～ ７２ ｈ，
共挑取 ５０ 个病毒蚀斑，各浸于 １ ｍＬ ＤＭＥＭ 营养液

中，冻融 １ 次后，分别接种已长成良好单层的 ＰＫ１５
细胞 ６ 孔板，每个蚀斑接种 １ 孔，培养至病变达

５０％以上，收获病毒液，冻融 １ 次后，进行 ＴＫ、
ＵＬ４９．５、ｇＥ、ｇＩ、ＵＳ９ 基因鉴定。
１．２．４　 重组情况分析

１．２．４．１　 重组病毒 ＰＣＲ 鉴定　 将挑选的 ５０ 个病毒

蚀斑采用表 １ 中的引物分别进行 ＰＣＲ 鉴定，初步

确定基因缺失类型，并计算病毒重组的百分率，即
除流行株和 ５ 基因缺失株外能扩增出 ＴＫ、ＵＬ４９．５、
ｇＥ ／ ｇＩ ／ ＵＳ９ 中任一基因或多个基因的克隆斑数 ／ ５０。
１．２．４．２　 重组病毒基因序列测定 将扩增条带大小

一致的蚀斑各选取 ３ 个样品进行序列测定，分析基

因序列变异情况。
１．２．５　 重组病毒安全性试验　 取 １２ 只 ２．５ ｋｇ 左右

的健康易感家兔，随机分成 ６ 组，每组 ２ 只。 第 １、
２、３、４、５ 组分别皮下接种新出现的重组毒株，每只

接种 １ ｍＬ（含 １０３．０ ＴＣＩＤ５０）；第 ６ 组不接种作为对照。
隔离饲养观察 １４ ｄ，观察有无伪狂犬病临床症状。
２　 结　 果

２．１　 病毒蚀斑挑选　 ＰＲＶ－ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ △ＵＬ４９．５ ／
ＴＫ－株病毒液和 ＰＲＶ 野毒株 ＳＸ 株病毒液混合后传

代，收获 Ｆ１０ 代病毒液进行蚀斑挑选，随机挑选出

５０ 个蚀斑（部分蚀斑图片见图 １）。
２．２　 蚀斑 ＰＣＲ 鉴定结果　 将随机挑选的 ５０ 个蚀

斑采用 ６ｄ － Ｆ ／ ９ｂ － Ｒ、 ＴＫ － Ｆ ／ ＴＫ － Ｒ、 ＰＵＬ５０ － Ｆ２ ／
ＰＵＬ５０－Ｒ２ 三对引物进行 ＰＣＲ 鉴定。 结果（图 ２－

图 ４，表 ２）发现，同时扩增出 ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９、ＴＫ、ｇＮ 三

段基因的有 １３ 个蚀斑（即野毒株），同时扩增出其

中两段基因的有 ２６ 个蚀斑，扩增出其中一段基因的

有 １０ 个蚀斑，仅 １ 个蚀斑未扩增出全部的三段基因

（即 ５ 基因缺失株），共存在 ７ 种不同类型的毒株。
即除 ＰＲＶ 野毒株和 ＰＲＶ－ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ △ＵＬ４９．５ ／
ＴＫ－株外，出现了 ５ 种新的基因组合类型，分别为 ＰＲＶ
（ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ＴＫ－ ）、 ＰＲＶ （ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ｇＮ－ ）、
ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－）、ＰＲＶ（ＴＫ－）、ＰＲＶ（ｇＮ－），蚀斑个

·１２·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 １１ 月第 ５２ 卷第 １１ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

１－６：代表不同大小和形态的蚀斑

１－６：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｓｈａｐｅ ｐｌａｑｕｅｓ

图 １　 部分蚀斑图片（×２００）
Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｐａｒｔ ｐｌａｑｕｅｓ（×２００）

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－５０：５０ 个蚀斑

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－５０：Ｔｈｅ ５０ ｐｌａｑｕｅｓ

图 ２　 ｇＥ ／ ｇＩ ／ ＵＳ９ 三基因鉴定结果

Ｆｉｇ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇＥ ／ ｇＩ ／ ＵＳ９ ｇｅｎｅ

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－５０：５０ 个蚀斑

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－５０：Ｔｈｅ ５０ ｐｌａｑｕｅｓ

图 ３　 ＴＫ 基因鉴定结果

Ｆｉｇ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＫ ｇｅｎｅ

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－５０：５０ 个蚀斑

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－５０：Ｔｈｅ ５０ ｐｌａｑｕｅｓ

图 ４　 ｇＮ 基因鉴定结果

Ｆｉｇ ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇＮ ｇｅｎｅ
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表 ２　 ５０ 个蚀斑毒株类型、个数及所占比例

Ｔａｂ ２　 Ｔｙｐｅ， ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ５０ ｐｌａｑｕｅｓ
序号 毒株类型 缺失基因个数 所扩增出的基因 蚀斑个数 所占比例

１ ＰＲＶ 流行株（即含 ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９、ＴＫ、ｇＮ） ０ ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９、ＴＫ、ｇＮ １３ ２６％

２ ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ＴＫ－ ／ ｇＮ－） ５ 无 １ ２％

３ ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ＴＫ－） ４ ｇＮ ５ １０％

４ ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ｇＮ－） ４ ＴＫ ５ １０％

５ ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－） ３ ＴＫ、ｇＮ １５ ３０％

６ ＰＲＶ（ＴＫ－） １ ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９、ｇＮ ６ １２％

７ ＰＲＶ（ｇＮ－） １ ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９、ＴＫ ５ １０％

合计 ／ ／ ／ ５０ ／

数分别为 １３ 个、１ 个、５ 个、５ 个、１５ 个、６ 个、５ 个。
病毒重组百分率 ＝ （扩增出 １ 段基因的蚀斑数＋扩
增出两段基因的蚀斑数） ×１００％ ÷５０ ＝ （１０＋２６） ×

１００％÷５０＝ ７２％。 重组毒株中以 ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９ 三基因

缺失型为主，占重组蚀斑数的 ４１．７％，占挑选蚀斑

数的 ３０％，高于流行株的比例，成为主要的优势重

组毒株。
除流行株和 ５ 基因缺失株外，其他 ５ 种新类型

按照单个基因扩增情况分析，扩增出 ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９ 段

基因的蚀斑数为 １１ 个；扩增出 ＴＫ 基因的蚀斑数为

２５ 个，其中仅扩增出 ＴＫ 一段基因的有 ５ 个蚀斑，
扩增出 ＴＫ＋ｇＮ 或 ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９＋ＴＫ 两段基因的有 ２０
个蚀斑；扩增出 ｇＮ 基因的蚀斑为 ２６ 个，其中仅扩

增出 ｇＮ 一段基因的有 ５ 个蚀斑，扩增出 ＴＫ＋ｇＮ 或

ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９＋ｇＮ 两段基因的有 ２１ 个蚀斑。
２．３　 扩增片段测序结果　 对条带大小一致的样品

随机选取 ３ 个进行序列测定，结果显示均未出现基

因突变，说明出现任意两个或单个基因的重组时，
是整段插入或缺失，不存在基因的突变现象。
２．４　 重组病毒安全性试验 　 将新出现的 ５ 种毒

株，即 ＰＲＶ （ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ＴＫ－ ）、 ＰＲＶ （ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／
ＵＳ９－ ／ ｇＮ －）、 ＰＲＶ （ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ）、 ＰＲＶ （ ＴＫ－ ）、
ＰＲＶ（ｇＮ－），经 ＰＫ１５ 细胞增殖，测定病毒含量，分
别稀释成 １０３．０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 皮下接种健康易感家兔，
观察 １４ ｄ，未见异常临床反应。
３　 讨　 论

对于伪狂犬病毒活疫苗的研制，人工致弱是筛

选候选毒株的最有效的方法。 目前我国市场上使

用的多种人工致弱（毒力基因缺失）的伪狂犬病毒

活疫苗都具有良好的安全性。 但人工致弱株的毒

力返强或基因重组一直备受关注。 本研究通过同

源重组的方式构建了伪狂犬病毒 ５ 基因缺失的人

工致弱毒株，在此基础上，通过体外细胞培养，了解

５ 基因缺失株与野毒株的基因重组情况，为下一步

疫苗开发提供数据。
研究结果显示，５ 基因缺失株与野毒株混合培

养，在体外连续传代 １０ 代，共获得包括野毒株和 ５
基因缺失株在内的 ７ 种不同基因组合的毒株，符合

伪狂犬病毒同源重组的规律。 从缺失株 ＰＲＶ－ｇＥ－ ／
ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ △ＵＬ４９．５ ／ ＴＫ－ 株病毒与野毒株混合培

养，获得缺失基因的能力角度分析，除 １３ 个流行株

蚀斑和 １ 个五基因缺失 ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ＴＫ－ ／
ｇＮ－）的蚀斑外，出现其余 ５ 种新类型的 ３６ 个蚀斑

的可能性有两种：一是流行株在传代培养过程中缺

失了 ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９、ＴＫ、ｇＮ 中一段或两段基因；二是

五基因缺失株在传代培养的过程中分别获得了

ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９、ＴＫ、ｇＮ 中一段或两段基因。 但从分子

生物学角度分析，单个基因缺失或同源重组的几率

应高于多个基因。 在 ３６ 个新类型的蚀斑中，有 ２６
个扩增出 ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９、ＴＫ、ｇＮ 中的两段基因，提示

我们这 ２６ 个蚀斑可能来自流行毒株的缺失，其中

ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９ 段基因的缺失比例最高（１５ ／ ３６）。 有 １０
个扩增出 ＴＫ、ｇＮ 单个基因，提示我们这 １０ 个蚀斑

可能来自 ５ 基因缺失株的同源重组。 而且，未发现

·３２·
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有仅扩增出 ｇＩ ／ ｇＥ ／ ＵＳ９ 段基因的蚀斑，可能因其长

度较长（３５５０ｂｐ），同源重组的几率较小，这也符合

同源重组的分子生物学规律。
整体来看，流行毒株和 ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－）在

１０ 代培养物中所占比例较大，分别占 ２６％（１３ ／ ５０）
和 ３０％（１５ ／ ５０），这说明流行株相对于 ５ 基因缺失

株（仅 １ 个蚀斑），仍属于体外培养的优势毒株，虽
然不能排除基因缺失株重新获得 ５ 个基因的可能，
但理论上有很大难度。 而且其所占比列较培养前

有所下降，也在一定程度上说明，缺失株同时获得

所有缺失基因的几率很小。 而 ＰＲＶ （ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／
ＵＳ９－）毒株所占比例较高，可能有两个方面的原因：
一是在 １０ 代的培养中不断同源重组形成的，二是

在最初几代的同源重组中获得细胞培养优势毒株，
经多代不断培养增殖形成。 值得注意的是，ＰＲＶ
（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－）与商品化疫苗 Ｂａｒｔｈａ 株基因缺失

情况基本一致，Ｂａｒｔｈａ 株属于自然缺失株，进一步

说明 ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－）类型毒株可能具有一定

的遗传优势。 此外 ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ＴＫ－）型与

商品化 ＳＡ２１５ 株（ＰＲＶ－ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＴＫ－ ／ ＬａｃＺ＋ ）基因

缺失疫苗的基因缺失情况相似。 实践证明，Ｂａｒｔｈａ
株、ＳＡ２１５ 株等活疫苗长期使用过程中未出现过安

全问题。 可以推断，本研究出现的 ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／
ＵＳ９－）、ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ＴＫ－）两个类型的毒株

是安全的，不存在引起烈性感染的危险。 其他三种

基因类型 ＰＲＶ（ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＵＳ９－ ／ ｇＮ－）、ＰＲＶ（ＴＫ－）和
ＰＲＶ（ｇＮ－）蚀斑个数分别为 ５ 个、６ 个、５ 个，所占比

例不高。 家兔安全性试验证实，新出现的 ５ 种基因

类型的毒株以 １０３．０ ＴＣＩＤ５０剂量进行接种时，未见异

常临床反应，是安全的。
实践证明，伪狂犬病毒弱毒疫苗无论是自然缺

失株还是人工缺失致弱株，均具有良好的安全

性［４］。 本研究通过体外培养研究 ５ 基因缺失株与

野毒株混合感染时重组情况，结果显示病毒重组后

基因构成整体上趋向于目前常见的自然缺失株，符
合病毒重组特性，新重组的伪狂犬病毒株安全性良

好，为该毒株今后作为疫苗候选毒株提供一些数据
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