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摘要:在构建了含伪狂犬病毒(pseudorabies virus , PRV)湖北株部分 PK 基因和 gG 基因转移载体的基础上 ,利用平端

连接的方法将绿色荧光蛋白(GFP)的基因表达盒插入到缺失的部分 ,并在下游引入了 1 个多克隆位点 ,构建了重组

转移载体KGDF.用限制性内切酶鉴定重组转移载体 KGDF.根据质粒 EGFP-C1 中的GFP基因序列设计 1对引物鉴

定GFP 表达盒插入的正确性.用脂质体转染试剂盒将KGDF和 PRV HB的基因组或病毒共转染 BHK-21 细胞 , 在荧

光显微镜下将出现病变的荧光斑挑出得到重组病毒.将重组病毒扩大培养后提取基因组鉴定重组病毒中的 GFP

基因 ,并通过挑取病变的荧光斑的方法纯化重组病毒.
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　　伪狂犬病(pseudorabies)是由伪狂犬病毒(pseu-

dorabies virus ,PRV)引起的家畜和野生动物的一种重

要传染病.PRV 属于疱疹病毒科α疱疹病毒属[ 1] .

PRV基因组为双股线状 DNA ,大小约为 150 kb ,可以

编码 100多种蛋白质 ,目前 PRV 基因组的 90%已经

被测序 ,其中 UL 区被测序的基因有 gB 、gC 、gH 、gK 、

gL、gM 、gN 、TK等基因 , US 区已经全部被测序 ,定位

的基因有 gD 、gE 、gG 、gI 、蛋白激酶(PK)基因 、11 kD和

28 kD蛋白基因
[ 2 , 3]

.PRV 的毒力是由多个基因决定

的 ,虽然 PK基因的毒力机制还没有阐明 ,但 PK基因

缺失后毒力的下降充分说明了 PK基因确实是 PRV

众多毒力基因中的一个 ,而且 PK基因缺失后不影响

PRV 的免疫力[ 4 , 5] .gG 是 PRV 的主要糖蛋白之一 ,

也是 PRV的非必需蛋白 ,将这类非必需基因缺失或

插入失活所获得的突变株具有与野毒株相似的生物

学特性 ,但不能表达相应的蛋白质.在临床上用这些

缺失病毒株生产疫苗免疫猪 ,结合 ELISA检测 ,就能

将野毒自然感染猪和疫苗免疫猪区分开 ,从而为逐

步淘汰自然感染的血清学阳性猪 ,建立健康猪群 ,并

最终根除和消灭此病成为可能[ 6] .绿色荧光蛋白

(green fluorecent protein ,GFP)是近年来发展起来的一

种新的报告分子 ,它以具有活体 、实时表达;无需另

外增加底物或辅助因子协助指示;检测方便等优点

而被广泛应用于分子生物学研究领域.EGFP 是在

GFP 基础上发展起来的一种增强型标记基因 ,而且

更加适于在哺乳动物中表达[ 7 ,8] .本试验旨在利用

GFP 作为筛选标记基因来构建 PRV的 PK/gG基因缺

失疫苗株.

1　材料与方法

1.1　病毒 、细胞系

PRV HB株为华南农业大学兽医学院传染病教

研室保存;BHK-21细胞购自中国(武汉)典型物培养

中心.

1.2　质粒和菌株

　　质粒 pPKgGD为作者构建[ 9] ;pEGFP-C1由南京

农业大学动物医学院陈溥言教授惠赠;菌株 DH5α由

华南农业大学兽医学院传染病实验室保存.

1.3　工具酶与试剂

BamHI 、EcoRI 、XhoI等限制性内切酶 ,Klenow 大

片段 ,小牛碱性磷酸酶(CIAP)以及 T4 DNA连接酶均

为TAKARA公司产品;DNA 回收试剂盒为上海生工

产品;脂质体DOSPER Liposomal Transfection Regent为

德国 BOEHRINERMANNHEIM 公司产品.

1.4　含 GFP基因的重组质粒载体的构建

用 XhoI 酶消化质粒 pPKgGD ,用 Klenow 补平并
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去磷酸化 ,同时用 Apal I和 MluI 酶消化质粒 pEGFP-

C1 ,用回收试剂盒回收大小为 2 000 bp 的片段 ,用

Klenow 补平 ,与经处理的 pPKgGD在 16 ℃连接 ,转化

新鲜制备的 DH5α感受态细胞 ,涂于含 Amp+的 LB

平板 ,扩增培养后 ,碱裂解法提取质粒 , 然后进行

PCR和酶切鉴定.阳性克隆命名为 KGDF.

1.5　GFP基因的鉴定

1.5.1　引物的设计与合成　根据质粒 pEGFP-C1中

EGFP的序列(Genbank Accession NO ,U55763)设计 1

对 引 物. 引 物 1:5 ' - CGTGTCGACCT-

GATTCTGTGGATAACC-3' ;引 物 2:5' -CCGCTC-

GAGGGACAAACCACAACTAGA-3' .

1.5.2　PCR扩增　PCR扩增以质粒 pEGFP-C1为模

板 ,加入引物 、PCR Buffer 、Mg
2+
、dNTP 、Taq 酶等组分 ,

反应条件为:94 ℃预变性 7 min ,循环参数为 94 ℃

1 min , 61 ℃1 min ,72 ℃2.5 min ,35个循环后72 ℃延

伸10 min ,扩增产物用 0.008 g/mL 琼脂糖凝胶电泳检

测.

　　重组载体 pPKgGD-GFP 用 BamHI 、Bgl II 进行酶

切鉴定.

1.6　转染与共转染

病毒基因组的提取参考文献[ 9]方法进行.碱裂

解法大量提取质粒KGDF ,PEG纯化 、酚 、氯仿抽提数

次 、RNase 充分消化以对质粒进行纯化.BHK-21 细

胞以 2×105 孔-1接种 35 mm 平皿 , 待细胞长至约

80%融合时取质粒 KGDF 5 μg ,脂质体法进行转染.

共转染时在转染前 1 h接 PRV HB株 10个 PFU进行

孵育或取纯化的基因组DNA 1μg 和重组质粒进行共

转染.转染方法按脂质体说明书进行.

2　结果

2.1　重组转移载体的鉴定

重组质粒KGDF 用 BglII 单酶切后得到1条大小

约为 6 700 bp的 DNA条带;用 BamHI 酶切后得到大

小分别为 900 bp和 5 800 bp 的条带;重组转移质粒

KGDF 经 PCR 扩增后得到 1条大小约为 1 700 bp的

特异性条带.均符合预期结果.以上所有鉴定证明

转移载体的构建是正确的(图 1 ,见封三).

2.2　重组病毒的鉴定

2.2.1　荧光鉴定　KGDF 单独或与病毒基因组(或

病毒)进行共转染 ,4 h后在荧光显微镜下观察 ,均可

以看到淡绿色的单个细胞中发出的荧光 ,但单独转

染重组载体的荧光细胞数远远少于共转染的有荧光

的细胞数.

2.2.2　重组病毒 GFP基因的鉴定　取转染后的第 2

代重组病毒提取基因组做模板 ,用 EGFP 的 PCR条

件进行 EGFP的扩增 ,0.008 g/mL琼脂糖电泳得到 1

条约1 700 bp的特异性条带 ,以没有转染的细胞提取

DNA做模板作为阴性对照 ,质粒 EGFP-C1质粒作为

阳性对照 ,阴性对照没有条带出现(图 2 ,见封三).

2.2.3　重组病毒分离和纯化　仔细连续观察共转

染细胞中的荧光斑 ,等出现的病变和荧光斑相吻合

时刮下有荧光的细胞 ,反复冻融 3次后稀释1 000倍

接种新长满的Vero细胞 ,接毒后仍能观察到荧光(图

3 ,见封三).如此反复纯化 3次.

3　分析与讨论

基因缺失标记疫苗在世界各国猪的伪狂犬病根

除计划中发挥了巨大作用.研究已经表明 PK和 gG

基因缺失后不影响 PRV 的免疫原性 ,而且还可以通

过缺失的糖蛋白对野毒感染猪和疫苗免疫猪进行区

分
[ 10]

.本试验旨在探索以GFP 作为筛选标记来筛选

PK和 gG 基因双缺失的疫苗株的可能性.本试验在

引物设计时缺失了PK基因中 474个编码158个氨基

酸的核苷酸 、PK和 gG之间 65个核苷酸的间隔序列

以及 gG中包括起始密码子在内编码 392 个氨基酸

的1 176个核苷酸序列共1 715个核苷酸序列的片段 ,

而且中间又插入了 GFP 基因 ,这样就保证了 PK 和

gG基因的失活
[ 11]
.GFP 作为筛选标记或体外病毒复

制及体内病毒跟踪标记已经有诸多成功的验

证
[ 7 , 12]

,本试验将GFP 基因插入到 PK和 gG 中通过

与基因组或病毒共转染在细胞中得到了表达 ,在荧

光显微镜下可以观察到明亮的绿色荧光.虽然只转

染重组质粒的阴性对照也能看到荧光 ,但相同的平

皿荧光数量明显的比共转染平皿中少得多;而且只

转染重组质粒的荧光一般在转染后 72 h后荧光就变

弱甚至消失 ,而只有与基因组发生重组后由于病毒

的繁殖荧光才能持续表达 ,作者做了多次转染都观

察到了这种现象.而且重组病毒提取基因组后用

PCR方法能将 GFP 的基因扩增出来 ,进一步说明了

GFP基因已经得到了表达并且重组病毒已经繁殖.

这些都为我国猪伪狂犬病的根除奠定了基础.
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The Construction and Expression of PRV PK/gG/GFP

Recombinant Transfer Vector
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Abstract:A transfer plasmid , KGDF was constructed from the plasmids containing part PK and gG genes.A report gene

expression cassette ,GFP containing a multicloning sites ,was inserted bluntly into pPKgGD to construct a recombinant

transfer vector , KGDF.That KGDF was constructed correctly was proven by restriction digestion and PCR analysis of

GFP.KGDF was used to co-transfect BHK-21 cell together with the genome or the virus of PRV HB , and the recombi-

nant virus with green fluorescence was picked using fluorescent microscope.The recombinant virus was further identified

and purified using PCR of the gene GFP and pickup from the fluorescent cells.

Key words:pseudorabies virus;recombinant virus;PK/gG/GFP deleted strain;green fluorescent protein(GFP)
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