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　 　 摘要:　 为构建预防狂犬病毒和犬细小病毒的疫苗候选毒株ꎬ将编码狂犬病毒 Ｇ 蛋白的中和抗原表位的碱基

序列插入犬细小病毒 ＶＰ２ 基因中ꎬ再将 ＶＰ２ 融合基因插入狂犬病毒全基因组的 Ｇ 和 Ｌ 基因之间ꎬ然后应用反向遗

传操作技术构建重组狂犬病毒ꎮ 直接免疫荧光染色结果显示成功获得重组狂犬病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ꎻ生物学特性研究

结果显示重组病毒随着在 ＢＨＫ￣２１ 细胞上传代次数的增加ꎬ病毒滴度逐渐升高ꎬ呈现良好繁殖特性ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 结果

显示携带 ＶＰ２ 融合基因的重组病毒具有良好遗传稳定性ꎬ重组病毒免疫小鼠可诱导产生保护性抗狂犬病毒和犬细

小病毒抗体ꎮ
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ｇｅｎｅ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ｅｐｉｔｏｐｅ ｗａｓ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｇｅｎｏｍｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｇ
ａｎｄ Ｌ ｇｅｎｅ. Ａｎｄ ｔｈｅｎ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ＶＰ２ ｆｕｓｉｏｎ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｒｅｓｃｕｅｄ ｕｓｉｎｇ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｒｅｓｔｒｕｃｔｕｒｉｎｇ ｏｆ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓ￣
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ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ＶＰ２ ｆｕｓｉｏｎ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｒａｂｉｅｓ ｖｉ￣
ｒｕｓ ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ Ｋｕｎｍｉｎｇ ｍｉｃｅ. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓｅｓ ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒａｂｉｅｓ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｍ￣
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＶＰ２ꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｔｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.
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　 　 狂犬病毒(ＲＶ)属于弹状病毒科狂犬病毒属ꎬ其
基因组核酸为单股负链 ＲＮＡꎮ 该病毒基因组长约

１２ ｋｂꎬ从 ３′到 ５′端依次为编码 Ｎ、Ｍ１、Ｍ２、Ｇ、Ｌ 蛋白

质的 ５ 个基因ꎬ各个基因间还含非编码的间隔序列ꎮ

６６８



在狂犬病毒基因组的 Ｇ 基因与 Ｌ 基因之间存在一

个不编码蛋白质的假基因ꎬ在该基因内插入的外源

基因可以有效表达[１]ꎮ
犬细小病毒(Ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓꎬＣＰＶ)ꎬ是犬类

烈性传染性病毒之一ꎬ世界各地均有流行ꎮ ＣＰＶ 粒

子的衣壳蛋白由 ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３ ３ 种结构蛋白构

成ꎮ 其中 ＶＰ２ 是主要组成部分ꎬ由 ８ 个反向平行的

β 片层基序和 ４ 个展示在外的多肽 ｌｏｏｐ 组成ꎬｌｏｏｐ１
和 ｌｏｏｐ３ 上集中了 ＣＰＶ 主要的 Ｂ 细胞表位ꎮ ＶＰ２ 蛋

白可自行组装成犬细小病毒样粒子ꎬ而 ｌｏｏｐ２ 插入

外源性抗原表位ꎬ不影响病毒粒子装配[２]ꎮ 本研究

以 ＲＶ 线性中和抗原表位序列替换 ｌｏｏｐ２ 部分序列

构建 ＶＰ２ 融合基因ꎬ并将其插入 ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｒｙ 株 Ｇ、Ｌ
基因之间构建重组狂犬病毒ꎬ并对重组毒株生物学

特性进行研究ꎬ探索其作为 ＲＶ 和 ＣＰＶ 二联疫苗候

选毒株的可行性ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞和抗体

仓鼠肾细胞(ＢＨＫ￣２１)购自武汉生物制品研究

所ꎮ 荧光素标记的抗 Ｎ 蛋白抗体购自 Ｃｅｎｔｏｃｏｒ 公司ꎮ
１.２　 质粒和毒株

表达狂犬病毒 ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ 弱毒株 Ｎ、Ｐ、Ｌ 和 Ｇ
蛋白的辅助质粒 ｐＨ￣Ｎ、ｐＨ￣Ｐ、ｐＨ￣Ｌ、ｐＨ￣Ｇ 及 ｐＨＥＰ￣
３.０ 全长质粒由日本国立传染病研究室 Ｄｒ. Ｍｏｒｉｍｏｔｏ
惠赠ꎮ 犬细小病毒分离株 １１３０ＣＰＶ￣２ｂ 由华南农业

大学兽医微生物教研室分离鉴定ꎮ
１.３　 试剂

ＡＭＶ 反转录酶、Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ、内切酶 ＢｓｉＷⅠ
和 ＰｓｔⅠ均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬＫＯＤ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
购自 ＴＯＹＯＢＯ 公司ꎬＧｅｌ / ＰＣＲ ＤＮＡ Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ Ｅｘ￣
ｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自 Ｇｅｎｅａｉｄ 公司ꎬＱＩＡＧＥＮ􀅸 Ｐｌａｓｍｉｄ
Ｍｉｄｉ Ｋｉｔ 和 Ｓｕｐｅｒｆｅｃｔ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 ＱＩＡ￣
ＧＥＮ 公司ꎬ其他试剂均为进口或国产分析纯ꎮ
１.４　 ＶＰ２ 融合基因的构建

设计 ＶＰ２ 基因的正向引物 ＶＰ２￣Ｐ１:５′￣ＡＧＴＣＧ￣
ＴＡＣＧＡＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡ￣３′ (ＢｓｉＷⅠ酶切位点)ꎬ反
向引物 ＶＰ２￣Ｐ４: ５′￣ＣＣＴＧＣＴＡＧＣＴＴＡＡＴＡＴＡＡＴＴＴ￣３′
(ＮｈｅⅠ酶切位点)ꎮ 设计引物 ２３ａａ￣Ｐ２: ５′￣ＴＣＴ￣
ＧＡＧＣＧＡＡＡＧＴＣＧＴＧＣＡＡＡＴＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＡＣＣＴＧＧ￣
ＡＧＧＡＧＴＴＣＣＡＧＴＡＴＧＡ￣３′ꎬ２３ａａ ￣Ｐ ３:５ ′ ￣ＡＣＴＴＴＣ ￣
ＧＣＴＣＡＧＡＣＧＡＧＡＴＴＧＡＧＣＡＴＣＴＣＧＴＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧ￣

ＡＧＴＧＧＣＡＣＡＣＣＡ￣３′ꎬ目的是在 ＶＰ２ 基因 ｌｏｏｐ２ 序列

的相应位点中引入 ＲＶ￣Ｇ 蛋白中和抗原表位编码碱

基序列ꎮ
提取 ＣＰＶ 分离株 １１３０ＣＰＶ￣２ｂ 的基因组 ＤＮＡ

作为模板ꎬ以 ＶＰ２￣Ｐ１ 和 ２３ａａ￣Ｐ２、２３ａａ￣Ｐ３ 和 ＶＰ２￣
Ｐ４ ２ 对引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ分别获得 Ｐ１Ｐ２ 和

Ｐ３Ｐ４ 片段ꎮ 以 Ｐ１Ｐ２ 和 Ｐ３Ｐ４ 片段为模板ꎬＶＰ２￣Ｐ１
和 ＶＰ２￣Ｐ４ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得含有 ＲＶ 中

和抗原表位编码碱基序列的 ＶＰ２ 融合基因(图 １)ꎮ
经过纯化、回收、连接、转化 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ抽提

重组质粒ꎬ进行酶切和测序鉴定ꎮ

图 １　 插入 ＲＶ￣Ｇ 蛋白中和抗原表位编码碱基序列的 ＶＰ２ 融合

基因

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ＶＰ２ ｆｕｓｉｏｎ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｐｉｔｏｐｅ ｏｆ
ｔｈｅ ＲＶ￣Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

１.５　 携带 ＶＰ２ 融合基因的 ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ 株全长 ｃＤ￣
ＮＡ 构建

　 　 将含有 ＶＰ２ 融合基因的质粒和 ｐＨＥＰ￣３.０ 质粒

分别用 Ｎｈｅ Ｉ 和 Ｂｓｉ Ｗ Ｉ 进行双酶切ꎬ用凝胶回收试

剂盒进行回收ꎬ将回收产物连接转化 ＸＬ１０￣Ｇｏｌｄ 感

受态细胞ꎬ筛选阳性克隆ꎬ抽提重组质粒ꎬ构建携带

ＶＰ２ 融合基因的重组质粒(图 ２)ꎮ 然后用 ＢｓｉＷ Ｉ 和
Ｎｈｅ Ｉ 进行双酶切鉴定ꎬ质粒送上海英骏生物工程有

限公司进行序列测定ꎬ质粒命名为 ｐＨＥＰ￣ｒＶＰ２ꎮ

图 ２　 携带 ＶＰ２ 融合基因的 ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ 株全长 ｃＤＮＡ
Ｆｉｇ.２　 Ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ ｏｆ ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ ｗｉｔｈ ＶＰ２ ｆｕｓｉｏｎ ｇｅｎｅ

１.６　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 的拯救

转染和病毒筛选方法参照郭霄峰等[３] 和 Ｉｔｏ
等[４]的方法ꎮ 在 １２ 孔细胞培养板中加入 ＢＨＫ￣２１

７６８谭业平等:一株携带犬细小病毒 ＶＰ２ 融合基因的重组狂犬病毒的构建



细胞(每孔 １×１０５个)ꎬ采用含 １０％胎牛血清的培养

液在 ３７ ℃ 培养 １２~ １６ ｈꎬ至细胞 ５０％~ ６０％汇合

时ꎬ分别取 １􀆰 ２５０ μｇ 重组质粒 ｐＨＥＰ￣ｒＶＰ２、０􀆰 ６２５
μｇ ｐＨ￣Ｎ、０􀆰 ３１２ μｇ ｐＨ￣Ｐ、０􀆰 １２５ μｇ ｐＨ￣Ｌ 和 ０􀆰 １８８
μｇ ｐＨ￣Ｇ 共转染 ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎬ详细方法参照 Ｓｕｐｅｒ￣
ｆｅｃｔ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书ꎮ ３７ ℃ 培养 ２􀆰 ５~
３􀆰 ０ ｈꎬ吸去 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液洗涤细胞

１ 次ꎮ 重新添加营养液(ＤＭＥＭ 液含 １０％小牛血清

和 １００ Ｕ / ｍｌ青链霉素)ꎬ在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中

培养 ４８ ｈꎬ细胞 ９５％长满后转入 ３４ ℃、５％ＣＯ２培养

箱培养 ９６ ｈꎬ拯救病毒命名为 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 株ꎮ
１.７　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 的鉴定

在 ６ 孔细胞培养板中加入 ＢＨＫ￣２１ 细胞约 １ ｍｌ
２×１０５个ꎬ按病毒液体积 ∶ 培养液总体积比例为 １ ∶
１０ 进行接种病毒ꎮ 细胞在 ３７ ℃、５％ＣＯ２培养箱中

培养约 ４８ ｈꎬ待细胞长满后再放入 ３４ ℃、５％ＣＯ２培

养箱中培养约 ９６ ｈꎮ 在－８０ ℃ /室温冻融细胞 １ 次ꎬ
收获病毒ꎬ分装后－８０ ℃保存备用ꎮ 依次传代至第

１０ 次ꎬ检测病毒滴度ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 扩增 ＶＰ２ 融合基因ꎬ
测定序列ꎮ 直接免疫荧光方法筛选鉴定重组病毒ꎬ
具体方法如下:在 ９６ 孔板进行病毒接种培养后ꎬ吸
出细胞培养液ꎬ于每孔中加入 ８０％预冷的丙酮溶液

１００ μｌꎬ快速倾去丙酮溶液ꎬ再次加入丙酮溶液 ２００
μｌꎬ置－２０ ℃中反应 １ ｈꎬ弃去丙酮ꎬ自然风干后每孔

加入 ２５ μｌ 抗狂犬病毒 Ｎ 蛋白荧光抗体ꎬ３７ ℃孵育

１ ｈꎬ弃去荧光抗体ꎬ用１×ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎬ自然干燥ꎬ荧光显微镜下观察ꎮ
１.８　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 在 ＢＨＫ￣２１ 细胞上的生

长特性测定

　 　 用细胞培养液调整 ＢＨＫ￣２１ 细胞密度为 １ ｍｌ
２×１０５个ꎬ将狂犬病毒 ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ 株和 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 株

分别按照感染复数(Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬＭＯＩ)为
０􀆰 １ 接种细胞ꎬ于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱中培养ꎮ 每

隔 ２４ ｈ 收集 １００ μｌ 上清培养液用直接免疫荧光法

测定不同时间点病毒滴度ꎮ
１.９　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 小鼠免疫试验

６~８ 周龄的清洁级昆明系雌性小鼠分为 ３ 组ꎬ
设置 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 病毒液免疫组、ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ 病毒液

免疫组和空白对照组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 免疫组每只小鼠

肌肉注射 １×１０６ ＦＦＵ 病毒剂量ꎬ空白对照组肌肉注

射 １００ μｌ ＤＭＥＭꎮ 免疫后 ２１ ｄ 尾静脉采血制备血

清ꎬ用国际兽医局 (ＯＩＥ) 推荐的检测狂犬病抗体

ＥＬＩＳＡ 试剂盒(Ｓｙｎｂｉｏｔｉｃｓ 公司)检测血清中 ＲＶ 抗

体水平ꎮ 以分离株 １１３０ＣＰＶ￣２ｂ 进行血凝试验ꎬ稀
释 ８ 单位抗原ꎬ测定血清中 ＣＰＶ 血凝抑制(ＨＩ)抗体

效价ꎬ方法参照文献[５]ꎮ

２　 结 果

２.１　 重组质粒 ｐＨＥＰ￣ ｒＶＰ２ 的鉴定

重组质粒 ｐＨＥＰ￣ ｒＶＰ２ 的 Ｎｈｅ Ｉ 和 Ｂｓｉ Ｗ Ｉ 双酶

切产物电泳图谱显示ꎬ２ 条特异条带大小与理论值

相符ꎬ分别为 ＶＰ２ 融合基因片段(１ ８３０ ｂｐ)和 ＲＶ
全长基因组载体片段(图 ３)ꎮ 测序结果显示ꎬＶＰ２
融合基因正确插入 ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ 株全长 ｃＤＮＡ 中 Ｇ￣Ｌ
基因之间的 Ｎｈｅ Ｉ 和 Ｂｓｉ Ｗ Ｉ 位点ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１、２:ｐＨＥＰ￣ｒＶＰ２ꎮ
图 ３　 重组质粒 ｐＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＨＥＰ￣
ｒＶＰ２

２.２　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ ｒＶＰ２ 的鉴定

将重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 感染细胞培养液吸去上

清液ꎬ加入抗狂犬病毒 Ｎ 蛋白荧光抗体ꎬ在荧光显微

镜下观察ꎮ 结果显示:低倍镜下在单层细胞的一些区

域可见绿色荧光团块ꎬ说明拯救的病毒在细胞中复

制、扩增并感染周边细胞ꎻ高倍镜下可见在细胞质中

存在大量绿色荧光斑点ꎬ说明大量 ＲＶ 核蛋白存在于

感染细胞质中ꎬ而阴性对照未见荧光(图 ４)ꎮ
提取病毒 ＲＮＡꎬＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测第 １ 代和第

１０ 代的重组病毒 ＶＰ２ 基因的遗传稳定性ꎮ 结果显

示ꎬ第 １ 代和第 １０ 代及阳性对照均扩增出与 ＶＰ２ 融

合基因长度相符的特异条带(图 ５)ꎬＢＨＫ￣２１ 细胞阴

性对照未扩增出特异条带ꎬ说明 ＶＰ２ 融合基因在重

组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 中遗传稳定ꎮ 病毒滴度测定结

果显示ꎬ随着传代次数增加病毒滴度不断升高ꎬ稳定

在１×１０７ ＦＦＵ / ｍｌ(图 ６)ꎮ
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图 ４　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 的直接免疫荧光染色鉴定(×２００)
Ｆｉｇ.４ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ￣

ｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ(×２００)

１:第 １ 代病毒ꎻ２:第 １０ 代病毒ꎻ３:阴性对照ꎻ４:阳性对照ꎮ
图 ５　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 中 ＶＰ２ 基因的检测

Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２

图 ６　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 不同代次滴度

Ｆｉｇ.６　 Ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

２.３　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 在 ＢＨＫ￣２１ 细胞上的生

长曲线

　 　 构建的重组毒株 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 具有良好的生长

特性ꎬ与亲本株 ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ 具有相似的生长趋势ꎬ重
组毒株在前期比亲本株繁殖快ꎬ亲本株在 ７２ ｈ 到 ９６
ｈ 时间段繁殖较快ꎬ二者在 ９６ ｈ 时滴度达到峰值ꎬ高
于 １×１０７ ＦＦＵ / ｍｌ(图 ７)ꎮ

图 ７　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 在 ＢＨＫ￣２１ 细胞上的生长曲线

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ ｉｎ
ＢＨＫ￣２１ ｃｅｌｌｓ

２.４　 重组病毒 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 诱导的小鼠抗体水平

重组毒株 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 免疫小鼠后 ２１ ｄꎬ尾静脉

采血ꎬ进行 ＲＶ 抗体水平和血凝抑制抗体效价分析ꎮ
结果(图 ８)显示ꎬ重组毒株 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 能诱导产生

较高水平的 ＣＰＶ ＨＩ 抗体ꎬ效价达到１ ∶ ２５６ꎬ可以抵

抗 ＣＰＶ 感染[６]ꎬ而亲本株 ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ 抗体不与 ＣＰＶ
反应ꎬ与空白对照组 ＨＩ 抗体效价同为１ ∶ ３２ꎮ 重组

毒株 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 和亲本株免疫小鼠 ２１ ｄ 时抗体水

平均高于 ５ ＥＵ / ｍｌ(图 ９)ꎬ免疫小鼠抗狂犬病毒抗

体水平高于 ０􀆰 ６ ＥＵ / ｍｌ时被认为达到保护水平[７]ꎮ

图 ８　 重组毒株 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 免疫小鼠的抗犬细小病毒 ＨＩ 抗体

水平

Ｆｉｇ.８　 ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｖｉｒｕｓ ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ (ＣＰＶ)

３　 讨 论

狂犬病毒基因操作的反向遗传系统首先在

１９９４ 年由 Ｓｃｈｎｅｌｌ 等在 ＳＡＤ Ｂ１９ 株中建立[８]ꎮ 应用

该技术可以从提高安全性和免疫原性等方面对狂犬

病毒基因进行修饰改良ꎬ从而大大增加了研发安全、
有效的“新一代狂犬病疫苗”的可行性[９]ꎮ 在基因
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图 ９　 重组毒株 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 免疫小鼠的抗狂犬病毒抗体水平

Ｆｉｇ.９　 ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｖｉｒｕｓ ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ ａｇａｉｎｓｔ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ (ＲＶ)

水平上操作狂犬病毒ꎬ仅需要通过常规的分子克隆

方法改变基因组质粒上病毒 ｃＤＮＡ 序列ꎬ然后将改

造过的基因组质粒同辅助质粒一起转染细胞拯救出

病毒ꎮ 与将病毒在培养细胞上多次传代的经典方法

相比ꎬ利用这种病毒基因操作系统获得疫苗候选毒

株要快得多ꎮ 而且在这个系统中ꎬ为了提高疫苗毒

株的安全性和免疫原性ꎬ可以有意识地改变它的某

些生物学性状ꎬ而经典的方法则依赖于减毒相关性

突变在传代过程中随机和偶然地发生ꎮ 因此ꎬ狂犬

病毒反向遗传系统作为技术平台在研发新一代狂犬

病疫苗中具有广阔的前景ꎮ
本研究将犬细小病毒 ＶＰ２ 基因插入狂犬病毒

基因组 Ｇ、Ｌ 基因之间ꎬ旨在构建狂犬病毒和犬细小

病毒二联疫苗候选毒株ꎮ 前期研究结果显示在 Ｇ、Ｌ
基因之间插入外源基因是降低病毒毒力的可选途

径ꎬ例如在 ＨＥＰ￣Ｆｌｕｒｙ 株的 Ｇ、Ｌ 基因之间插入荧光

素酶基因后拯救毒株对乳鼠的毒力相比于亲本株毒

力减弱[１]ꎬ这有利于减毒活疫苗的研制ꎮ 携带 ＶＰ２
基因的重组毒株 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 免疫小鼠能诱导较高

水平的抗犬细小病毒 ＨＩ 抗体产生ꎮ 有研究结果证

明仅 ＶＰ２ 蛋白可自行组装成犬细小病毒样粒子ꎬ
ｌｏｏｐ１、ｌｏｏｐ３ 和 ｌｏｏｐ４ 对于病毒样粒子的组装起主要

作用ꎬ而 ｌｏｏｐ２ 可容许插入外源性抗原表位ꎬ不影响

病毒粒子装配ꎬ且能将外源表位展示在病毒样粒子

表面[１０]ꎮ 重组毒株 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 诱导产生比亲本株

更高的抗 ＲＶ 抗体水平ꎬ推测与 ＶＰ２ 蛋白可自行组

装成病毒样颗粒并展示 ＲＶ 中和抗原表位相关ꎮ 有

研究者用重组杆状病毒在蚕蛹中表达了 ｌｏｏｐ２ 区域

部分序列被 ＲＶ 中和抗原表位替换的 ＶＰ２ 融合蛋

白ꎬ电镜观察证实 ＶＰ２ 融合蛋白可以自行组装成

ＶＬＰｓꎬ经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定ꎬＲＶ 中和抗原表位具有

免疫反应性[２]ꎮ 重组毒株 ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 生物学特性

研究结果显示经过连续传代后ꎬ在 ＢＨＫ￣２１ 细胞中

具有良好繁殖特性和遗传稳定性ꎬ说明重组毒株

ｒＨＥＰ￣ｒＶＰ２ 具有 ＲＶ 和 ＣＰＶ 二联疫苗候选毒株的潜

质ꎮ
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