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HEP．F1ury株病毒辅助质粒包装CTN株
病毒基因组拯救狂犬病病毒

黄莹唐青扈荣良
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·实验室研究·

【摘要】 目的以cTN株狂犬病病毒全长基因组cDNA重组质粒(pCTN．GFP)和胍P．F岫株
病毒N、P、L辅助质粒共转染拯救具有活性的cTN株重组狂犬病病毒(c1N—GFP)。方法将c1N株

狂犬病病毒全长基因组分4段进行扩增，体外连接扩增片段并克隆人表达载体中，构建CTN株狂犬病

病毒全长基因组cDNA重组质粒，基因组、I，基因被标识基因G】FP取代，通过与肛P．Flu巧株病毒N、P、
L3个辅助质粒共转染BHK．21细胞，拯救能够稳定表达GFP的重组病毒cTN．GFP。结果成功扩增

全长基因组的4个基因片段，并将其克隆入表达载体，构建了cTN株狂犬病病毒全长基因组cDNA重

组质粒pCTN．GFP，经酶切鉴定和序列测定证明pCTN．GFP为正确克隆，可直接用于病毒拯救。将

pCTN．GFP与脏P．Flury株病毒辅助质粒共转染BHK．2l细胞4d后，成功拯救出CTN株重组狂犬病
病毒，重组病毒能够表达标识基因GFP，荧光显微镜下可直接观察到标识基因GFP的表达，设计跨

GFP和L基因的特性引物对重组病毒进行RT-PCR检测，结果证明此病毒是从克隆的质粒中拯救的重

组病毒。结论既P．Fll町株病毒的结构蛋白能够包装并转录CTN株病毒的基因组鼢执。
【关键词】狂犬病病毒；基因组；结构蛋白；病毒拯救
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狂犬病病毒为单股负链lⅢA病毒，其基因组编

码核蛋白(N)、磷蛋白(P)、基质蛋白(M)、糖蛋白

(G)和转录酶蛋白(L)5种结构蛋白¨1。N、P、L蛋白
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和基因组RNA相互作用形成具有遗传信息功能的

核糖核蛋白(对岬)复合物。2】。因此在狂犬病病毒反

向遗传系统中，除含病毒全长基因组质粒外，必须提

供N、P、L 3个结构基因构成的辅助质粒。本研究

为不同遗传背景的狂犬病病毒结构蛋白和基因组之

间可以相互包装拯救狂犬病病毒提供依据。

材料与方法

1．病毒、细胞及HEP．Flury株病毒辅助质粒来
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源：CTN株狂犬病病毒的亲代病毒是1953年从山东

省淄博市1例感染狂犬病的患者脑组织中分离得到

的，将分离到的病毒在鼠脑中连续传代56代，随后在

人二倍体细胞(BMK．17)上继续传代50代得到的狂

犬病病毒减毒疫苗株，并于1983年和2005年被

WHo批准作为中国狂犬病疫苗生产用毒株’3]，此病

毒株由中国药品生物制品检定所惠赠。仓鼠肾细胞

(BHK．21，ATCC，USA)、小鼠神经瘤母细胞(MNA。

武汉生物制品研究所惠赠)。HEP．Flu眄株狂犬病病

毒的N、P、L基因分别克隆入pcDNA3．1载体中，构

成pH．N、pH．P、pH．L 3个参与病毒转录及复制的辅

助质粒，以上3种辅助质粒由Moromoto博士惠赠。

2．病毒总RNA的提取和反转录形成cDNA文

库：用TIuzOL(Invi仃ogen，usA)从感染有CTN株

狂犬病病毒的冻十鼠脑中提取总RNA。将32 ul提

取的总RNA和l ul浓度为0．2 p∥ml的随机引物Pd

(N)6(ThKaRa．)用Ready-Tb-Go 1Y幻Iu-Prime Firlsc-Strand

Beads(Amersh锄Biosciences)进行反转录，得到
cDNA文库。

3．CTN株病毒全长基因组分段扩增及克隆：根

据CTN株狂犬病病毒基因组特点，选择其中的单一

酶切位点将病毒基因组分成4段(F1、F2、F3、F4)进行

扩增，用表l中的4对引物和Easy．A High-Fidel姆
PCR Cloning Enzyme(Stratagene，USA)扩增除G—L

间隔区(、l，基因)序列以外的全基因组序列。将扩增获

得的4个基因片段经QIAquick Gel Extraction Kjt

(Q认GEN，G锄锄y)凝胶回收，并与pGEM—T E嬲y

Vectol-(Promega，USA)连接，经转化后，筛选并挑取

疑似阳性菌落进行扩大培养，培养产物用

QIApII印Spin Minip∞印Kit(QIAGEN，G锄锄y)提取
质粒。分析这4个重组T质粒内的酶切位点，选取合

适的限制性内切酶(NEB，USA)分别进行酶切鉴定。

酶切鉴定正确的克隆送上海生物工程技术服务有限

公司测序，最终得到分别克隆有4个基因片段的重组

质粒，分别命名为pT-Fl、pT-F2、pT-F3、pT-F4。

4．CTN株病毒全长基因组cDNA重组质粒的构

建：从分别克隆了F1、F2、F3、F4基因片段的pT-Fl、

pT．F2、pT-F3、pT-F4重组质粒中酶切获得各个基因

片段后，依次克隆人p_wⅨ-R载体的lc和I／EcoR I、

EcoR I／B瞄HⅡ、卜411e I细I、J气pa I／Not I位置‘驯，

构建成pWⅨ一R-F1234重组质粒。将GFP基因从

pGFP质粒中(Clontech，USA)酶切回收后直接克隆

入pⅥ埙一R-F1234重组质粒的BssHⅡ／l临e I位置，

最终得到含有CTN株全长基因组cDNA以及分子

表1全基因组分段扩增引物

引物名称 引物序列(5’一3’) 曩嫠笼嚣
FlF-Kpn I 鳗!△鳗CTA TAG TCA CGC rrA ACA

1nlq
ACCAAATC

⋯7
FlR．EcoR I CCG G从TTC ArG rrG ArA CAC CAr

ACCf—一
F2F．EcoR I GAT CCG CGC GGG GCG TGG 1’GT ATC

10，1

AAC—汀G AATTCTAGAAC
⋯‘

F2R．BssHⅡGCG CGC 1vrT TTT TGG ACT TGA AJ订
ATGAAGGAGATGACCTGCC

F3F-№e I 鳗!△Q￡从C ACT TCT CAT C1fr G从
1611

ACTC
⋯。

F3R．ADa I GTGAGAGGGCCCTrrllACTAC—汀G

F4F-Apa I GCC GGC GGC鱼鱼鱼鳗￡CTC TCA C1’A
2041AAAGAATCT√姒AA ⋯。

F4】}0Not I GCG GCC GCT CCGACC CAC GCT 1AA

CAAAAAGAC CATAA

注：F：上游引物；R：下游引物；Kpll r、EcoRI、BssHⅡ、

NheI、Apa I、N0tI：引物中所带的酶切位点

标识的重组真核表达质粒(pCTN．GFP)，酶切鉴定

pCTN．GFP重组质粒，将酶切鉴定正确的克隆送上

海生物工程技术服务有限公司测序。

5．转染及拯救重组病毒：在含10％FBS的

D．MEM培养基的六孔板(Coring，USA)中过夜培

养BHK一2l细胞，待长成单层(约4×l05—6×105个

细胞／孔)后用于转染。用lO肛l Lipofect锄ine
2000胁nsfection Reagent(Invi仃ogell，USA)将2 pg

pCTN—GFP，1}喀pH-N，O．5肛gpH—P和0．5“gpH-L4

个质粒共转染BHK．2l细胞。转染后在10％的

D．MEM培养基培养3～5 d。转染细胞及上清混合

物反复冻融3次收获重组病毒，心A细胞连续传2
代，扩增拯救后的重组病毒。

6．重组病毒的鉴定：拯救后的重组病毒MNA

细胞连续传代，荧光显微镜下观察细胞中重组病

毒标识基因GFP的表达。为鉴定CTN．GFP的病毒

基因组RNA，从感染CTN．GFP的细胞上清液中提

取细胞总RNA，进行RT-PCR鉴定。针对重组狂犬

病病毒CTN．GFP的基因特点，设计了一对特异性

引物(GFP．F和L二R)，此引物包括自GFP基因5’端

30l nt至L基因5’端304 nt的一段核酸序列，用

G01硇greell mix(Promega，uSA)进行PcR扩增，目的

片段长度约890 bp。引物序列：GFP．F：5’(5119 nt一

5142 nt)．GCC AAC ACT TGT CAC TAC TTT CT．3：

L．R：5 7(5986 nt。6009 nt)一ACC CAC TTT GAG

GGA ACC CAG AT-3’。扩增条件：94℃预变陛3 min，

94℃变性30 s，55℃退火40 s，共30个循环后72℃延伸

10 min；l％琼脂糖凝胶电泳分析扩增结果。

结 果

1．CTN株病毒全长基因组分段扩增结果：Fl、F2、
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F3、F4为基因组分段扩增后得到的4个基因片段，长度

分别为3019 bp、192l bp、3613 bp和2943 bp(图1)。

注：M：DLl5000 Marker；J一4：分别为FI、F2、F3和F4的PCR产物

图l CTN株狂犬病病毒全长基因组分段扩增结果

2．病毒全长基因组分段扩增产物的TA克隆结

果：将上述4个基因片段分别克隆入pGEM—T Easy

载体中得到pT-F1、pT．F2、pT-F3、pT-F4的4个重组

质粒，选择重组质粒中适当的酶切位点对其进行鉴

定。Dra l酶切鉴定pT-Fl，获得的预期片段长度分

别为3490 bp、1818 bp和692 bp；PⅦI酶切鉴定

pT-F2，得到的预期片段长度分别为1096 bp和

3825 bp；BamH I酶切鉴定pT_F3，获得1097 bp、

1657 bp和3559 bp 3个预期片段；HindⅢ／MIu I酶切

鉴定pT-F4，得到1642 bp和430l bp 2个预期片段，

酶切鉴定结果如图2所示。

注：M：DLl5000 Mark盯；l：D忸I酶切鉴定pT-F1结果；2：PⅥI I

酶切鉴定pT-F2结果；3：BanlH I酶切鉴定pT-F3结果；4：H砌Ⅲ／
Mlu I酶切鉴定p-F4结果

图2基因组分段扩增产物TA克隆结果

3．病毒全长基因组重组真核表达质粒鉴定结

果：病毒全长基因组重组真核表达质粒pCTN．GFP

全长15 293 bp，根据pCTN．GFP质粒中酶切位点所

处的位置和种类，选择其中的2个Pst I(6064 nt和

1l 786 nt)和2个HindⅢ(4303 nt和lO 928 nt)将

pCTN-GFP质粒分成7810 bp、4882 bp、1743 bp和

858 bp 4个片段进行鉴定，酶切鉴定结果如图3所示。

4．重组病毒绿色荧光蛋白表达鉴定结果：转染细

·495·

图3 病毒全长基因组cDNA重组质粒pcTN．GFP

酶切鉴定结果

胞及上清混合物反复冻融3次收获重组病毒，MNA细

胞连续传2代后重组病毒CTN—GFP最高滴度可达

l×l 04 m临l。以MOI=0．1的感染剂量接种单层
MNA细胞，37℃5％cO：培养箱中培养3—4 d，荧光

显微镜下可见绿色荧光蛋白在细胞中的表达(图4)。

5．重组病毒R1乙PCR检测结果：为验证CTN．

GFP是通过共转染pCTN．GFP和pH-N、pH．P、pH．L

4个质粒而获得的重组病毒，用CTN—GFP感染单层

MNA细胞，感染3 d后取细胞上清液用一对跨GFP

基因和L基因的引物GFP—F和L．R进行肼PCR鉴
定，鉴定结果图5所示。

讨 论

非反转录lⅢA病毒不同于DNA病毒，它的复

制不经过DNA阶段，这一特点严重限制了RNA病

毒的研究进展，直到20世纪90年代反向遗传技术的

出现，使RNA病毒的研究有了突飞猛进的发展。自

1994年Scllnell等b1第一次建立狂犬病病毒反向遗

传系统以来，SAD．B19、RC。HL和HEP．Flury这3株

减毒株狂犬病病毒也相继被拯救成功，3株病毒均

通过共转染病毒自身的全长基因组cDNA质粒和辅
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注：M：DL2000 Marker；l：KI—PcR鉴定cTN—GflP病毒结果；
2：阴性对照

图5 重组病毒CTN．GFP RT-PCR鉴定结果

助质粒拯救病毒。2002年，Le Mercier等⋯构建了一

个包含荧光素酶基因的模拟狂犬病病毒的迷你基因

组，用狂犬病相关病毒Mokola株作为辅助病毒nJ，

对其进行拯救，结果荧光素酶基因在转染的细胞中

获得稳定表达。本研究构建了CTN株狂犬病病毒全

长基因组cDNA重组质粒，用HEP．Flury株狂犬病病

毒N、P、L辅助质粒包装cTN株病毒重组基因组，拯

救CTN株重组狂犬病病毒，结果表明HEP．F1ury株病

毒的N、P、L蛋白和CTN株病毒的全长基因cDNA重

组质粒共转染，可以拯救出CTN株重组狂犬病病毒，

说明HEP．Flury株的结构蛋白可以辅助转录CTN株

病毒基因组RNA，并与之形成具有活性的IU岬复合

物。本研究为不同遗传背景的狂犬病病毒结构蛋白

和基因组之间可以相互包装提供了实验依据。

负链RNA病毒的反向遗传系统中，全长基因组和

结构蛋白基因需分别克隆入合适的表达载体，通过共

转染宿主细胞拯救病毒。以往的研究中pcDNA3．1、

pcDNAl．1／Amp被选择作为狂犬病病毒反向遗传系统

的表达载体阻一，本研究选择pWⅨ1(pⅥⅨ．R为

pⅦⅨl的改造体)作为表达载体，具有如下优点：

pV似1为pcDNA3．1的衍生载体，去除了pcDNA3．1
的衍生载体中与基因复制和外源蛋白表达的无关序

列，降低载体基因组与宿主细胞染色体发生整合的可

能性；pV舣l载体大小仅有3 kb，比pcDNA3．1和

pcDNAl．1蛳小2 kb左右，更便于转染，并且

pⅥ垅l载体中的cMV启动子在细胞鼢舱聚合酶Ⅱ
作用下起始转录，cMV比T7启动子更方便，并且对于

基因组相对较小的狂犬病病毒基因组的转录更有效。

在狂犬病病毒的反向遗传系统中，转染过程中

所有的质粒比例各有不同，本研究全长基因组和N、

P、L辅助质粒比例为4：2：l：l时，具有最大的病毒拯

救效率。分析原因一方面可能由于各个拯救系统所

用的表达载体类型和大小有所不同，进入细胞的能

力存在差别；另一方面转染所用的细胞种类、状态

及代次均有不同，这些综合因素可能导致不同毒株

狂犬病病毒拯救系统中质粒用量的不同。

狂犬病病毒G．L间隔区为病毒的伪基因(、l，基

因)，不编码任何多肽，它的缺失不影响与病毒的繁

殖和致病性n·lo】，因此较适合插入外源基因。本研究

将GFP作为标识基因取代、I，基因，通过GFP的表达

检测重组病毒是否拯救成功。同时在荧光显微镜下

可直接观察GFP的表达，使拯救病毒的鉴定变得更

直观、便捷。重组病毒cTN—GFP能稳定表达外源基

因且CTN为弱毒疫苗株狂犬病病毒，遗传背景清

晰，可以作为病毒载体。此外，通过狂犬病病毒反向

遗传操作对病毒基因组进行加工、修饰，或改变结构

基因的排序，替换不同遗传背景毒株的结构蛋白来

研究病毒结构与功能，以及致病性之间的关系¨1’1引，

本研究为此提供了一个技术平台。
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