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牛结节性皮肤病病毒荧光重组毒株的构建
及其在抗病毒药物研究中的应用
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(１.南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ２.中国动物卫生与流行病学中心ꎬ山东 青岛 ２６６０３２)

摘要:[目的]本文旨在构建 １ 株牛结节性皮肤病病毒( ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬＬＳＤＶ)荧光重组毒株ꎬ并应用于抗病毒药物

研究ꎮ [方法]基于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术构建 ＬＳＤＶ ＸＪ 株重组毒株( ｒＬＳＤＶ)ꎬ并通过 ＴＣＩＤ５０试验测定病毒的生长曲线ꎬ再以纯

化后的病毒样品作为免疫原制备兔多克隆抗体ꎻ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(ＷＢ)试验评估 ｒＬＳＤＶ 荧光信号强度与病毒蛋白表达量的

相关性ꎻ用间接免疫荧光( ＩＦＡ)试验评估 ｒＬＳＤＶ 自发荧光信号的特异性ꎻ采用 ＣＣＫ８ 试验评价不同浓度 ３′－甲氧基鸟苷对

ＭＤＢＫ 细胞的毒性ꎬ利用 ｒＬＳＤＶ 荧光成像、ＷＢ、ｑＰＣＲ 和 ＴＣＩＤ５０试验检测抗病毒药物 ３′－甲氧基鸟苷对 ＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 细胞

中增殖的影响ꎮ [结果]通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术成功构建了 ｒＬＳＤＶꎬＴＣＩＤ５０试验测定的 ｒＬＳＤＶ 与亲本病毒株的生长曲线基

本一致ꎻＷＢ 试验结果显示ꎬｒＬＳＤＶ 产生的荧光信号强度与病毒蛋白的表达量呈极显著正相关(Ｐ<０.０１)ꎻＩＦＡ 结果显示ꎬ抗
体标记与 ｒＬＳＤＶ 自身的荧光区域高度重合ꎬ且荧光信号强度趋势一致ꎻ在进一步的抗病毒药物研究中ꎬＣＣＫ８、ｒＬＳＤＶ 荧光

成像、ＷＢ、ｑＰＣＲ 和 ＴＣＩＤ５０试验结果均表明 ３′－甲氧基鸟苷在安全浓度范围内对 ＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 细胞中的增殖具有极显著

的抑制作用(Ｐ<０.０１)ꎮ [结论]基于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术成功制备了 ｒＬＳＤＶꎬｒＬＳＤＶ 能够准确反映病毒的复制水平ꎬ３′－甲氧

基鸟苷在体外能有效抑制 ｒＬＳＤＶ 的增殖ꎬ可作为抗 ＬＳＤＶ 的一个潜在候选药物ꎮ
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Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ＭｅｄｉｃｉｎｅꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬＣｈｉｎａꎻ
２.Ｃｈｉｎａ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ＣｅｎｔｅｒꎬＱｉｎｇｄａｏ ２６６０３２ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ(ＬＳＤＶ)ａｎｄ
ａｐｐｌｙ ｉｔ ｔｏ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｆｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＬＳＤＶ.
[Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ( ｒＬＳＤＶ)ｏｆ ＬＳＤＶ ＸＪ ｓｔｒａｉｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＴＣＩＤ５０ ａｓｓａｙ. Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙꎬｒａｂｂｉｔ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｖｉｒｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ ａｓ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｓ. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｒＬＳＤＶ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(ＷＢ)ａｓｓａｙｓ. Ｔｈｅ ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｏｆ ｒＬＳＤＶ ｗａｓ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ａｓｓａｙｓ( ＩＦＡ) . Ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ３′￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｏｎ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ３′￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｏｎ ＬＳＤＶ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＭＤＢＫ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒＬＳＤＶꎬＷＢꎬｑＰＣＲꎬａｎｄ ＴＣＩＤ５０

ａｓｓａｙｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｒＬＳＤＶ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒＬＳＤＶꎬ
ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＴＣＩＤ５０ ａｓｓａｙꎬｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ. ＷＢ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４９ 卷

(Ｐ< ０. ０１) ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｒＬＳＤＶ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. ＩＦＡ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｈｉｇｈｌｙ ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｒＬＳＤＶꎬａｎｄ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｔｒｅｎｄｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ. Ｉｎ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬＣＣＫ８ꎬＩＦＡꎬｑＰＣＲꎬａｎｄ ＴＣＩＤ５０ ａｓｓａｙｓ ｃｏｌｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ３′￣Ｏ￣
ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ(Ｐ<０.０１) ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＳＤＶ ｉｎ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ａ ｎｏｎ￣ｔｏｘｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ.
[Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｅ ｒＬＳＤＶ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬａｎｄ ｉｔ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｒｅｆｌｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ３′￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＬＳＤＶ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ
ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｄｒｕｇ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ(ＬＳＤＶ)ꎻＣＲＩＳＰＲ/ Ｃａｓ９ꎻｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎꎻａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｒｕｇｓꎻ３′￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｏｓｉｎｅ

牛结节性皮肤病( ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅꎬＬＳＤ)是由牛结节性皮肤病病毒( ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬＬＳＤＶ)
引起的一种亚急性至急性传染病ꎬ其典型临床特征为牛体表皮肤出现多发性结节样病变[１－２]ꎮ ＬＳＤＶ 属于

痘病毒科(Ｐｏｘｖｉｒｉｄａｅ)山羊痘病毒属(Ｃａｐｒｉｐｏｘｖｉｒｕｓ) [３]ꎮ 该病致死率较低(通常低于 １０％)ꎬ但发病率高达

９０％[４]ꎬ对养牛业造成严重的经济损失ꎮ ＬＳＤ 最早于 １９２９ 年在非洲赞比亚首次报道ꎬ流行病学调查显示ꎬ
国际贸易和人员流动是导致 ＬＳＤＶ 跨境传播的主要途径[５]ꎮ 俄罗斯于 ２０１５ 年首次报告 ＬＳＤ 疫情[６]ꎬ又因

疫苗的使用不当ꎬ于 ２０１７ 年出现了全球首例疫苗样重组毒株[７]ꎮ ２０１９ 年ꎬ包括我国在内的多个东亚和东

南亚国家相继发现了与俄罗斯重组病毒株基因组高度相似的重组毒株[８－１０]ꎮ 我国新疆伊犁地区首次报道

ＬＳＤ 疫情ꎬ２０２０ 年后安徽、浙江、江西、福建、广东等多个省份陆续报告 ＬＳＤ 疫情[１０]ꎬ该病已对我国养牛业

构成重大威胁ꎮ 目前ꎬ国内外缺乏对 ＬＳＤＶ 致病与免疫机制及防控技术的系统研究ꎬ建立完善的重组

ＬＳＤＶ 技术体系能极大地推动抗病毒药物研发与病毒基因功能的研究ꎮ 在痘病毒研究领域ꎬ痘苗病毒

(ｖａｃｃｉｎｉａ ｖｉｒｕｓꎬＶＡＣＶ)ꎬ作为根除天花的疫苗株ꎬ已发展成为痘病毒研究经典模式病毒[１１－１２]ꎮ 并且 ＶＡＣＶ
荧光重组毒株已被广泛应用于基础研究领域[１３]ꎮ 目前ꎬ已有研究报道了 ＬＳＤＶ 重组毒株的构建策

略[１４－１５]ꎬ然而这些基于同源重组的方法在效率方面仍有待提升ꎮ 簇规律间隔短回文重复序列(ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓꎬ ＣＲＩＳＰＲ) 与其功能相关的 Ｃａｓ９ 核酸内切酶共同组成

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统ꎮ 该系统源自细菌获得性免疫系统[１６－１８]ꎬ已高效用于细胞和动物[１９－２０]以及包括 ＶＡＣＶ
在内一些病毒的基因组编辑[２１－２２]ꎮ 目前ꎬ尚未见 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统应用于 ＬＳＤＶ 基因编辑的相关报道ꎮ
基于此ꎬ本研究旨在建立基于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术的 ＬＳＤＶ 重组毒株构建策略ꎬ通过改进 ＬＳＤＶ 荧光重组毒

株的制备方法ꎬ提高 ＬＳＤＶ 荧光重组毒株的构建效率ꎬ并评估其在药物发现试验中的应用效果ꎬ为进一步

开展 ＬＳＤＶ 基础研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

ＭＤＢＫ(ＡＴＣＣ ＣＣＬ￣２２)细胞系、ＬＳＤＶ ＸＪ 毒株(ＧｅｎＢａｎｋ:ＯＭ９８４４８５)由中国动物卫生与流行病学中心

保存ꎮ 本研究中所涉及的所有 ＬＳＤＶ 活毒试验均在中国动物卫生与流行病学中心 ＡＢＳＬ￣３ 试验室完成ꎮ
大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞购自擎科生物公司ꎻｐｘ４５８ 质粒(Ａｄｄｇｅｎｅ ＃４８１３８)由本课题组保存ꎬｐＶＡＸ￣Ｈ５￣
ｍＣｈｅｒｒｙ 质粒由擎科生物公司合成ꎻ限制性内切酶 ＢｂｓⅠ、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻＤＭＥＭ 培养基和胎牛血清购自森贝伽公司ꎻＣＣＫ８、ＤＮＡ 抽提试剂盒、ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ、限制性内切酶 ＫｐｎⅠ和高保真 ＰＣＲ 酶购自 ＹＥＡＳＥＮ 公司ꎻＤＮＡ 纯化试剂盒购自诺唯赞公司ꎻ
无内毒素质粒小提中量试剂盒购自天根生物公司ꎻ弗氏佐剂购自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻβ－丙内酯购自上海

泰坦科技股份有限公司ꎻ３′－甲氧基鸟苷购自 ＭＣＥ 公司ꎮ
１.２　 质粒构建

据报道ꎬＬＳＤＶ 的 ｏｒｆ５０ 和 ｏｒｆ５１ 是 ２ 个相邻的基因ꎬ在这 ２ 个基因中间插入外源基因不会影响病毒复

制[２３－２４]ꎮ 参照 ＶＡＣＶ 等病毒 ＣＲＩＳＰＲ 基因编辑方法[２３]ꎬ按照图 １ 中的质粒构建策略ꎬ根据 ＬＳＤＶ ＸＪ 毒株

基因组序列设计引物(表 １)ꎬ以 ｐＶＡＸ￣Ｈ５￣ｍＣｈｅｒｒｙ 质粒为模板扩增片段 Ａ 和 Ｃꎻ以 ＸＪ 毒株 ＤＮＡ 作为模

板ꎬ扩增目的片段 Ｂ 和 Ｄꎻ产物经过 ＤＮＡ 纯化试剂盒纯化后利用碧云天无缝克隆试剂盒将 Ａ、Ｂ、Ｃ 和 Ｄ
４ 个片段连接起来ꎬ形成 Ｄｏｎｏｒ 供体质粒ꎬ转化 ＤＨ５α 并扩增质粒ꎮ 根据 ＰＸ４５８ 序列设计 ３ 对引物ꎬ分 ３
段扩增质粒骨架中不包含 Ｃａｓ９ 首尾两端的核定位信号基因的部分(Ｅ、Ｆ 和 Ｇ 片段)ꎬ３ 个片段经过同源重

组形成 ｒＰＸ４５８ 质粒ꎬ转化 ＤＨ５α 并扩增质粒ꎮ
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图 １　 质粒构建策略

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ
Ａ—Ｈ:ＰＣＲ 产物片段 Ａ—Ｈ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ Ａ ｔｏ Ｈ.

表 １　 构建质粒所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ 引物对序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

Ａ￣Ｆ / Ｒ ＣＴＴＣＴＡＣＴＧＧＧＣＧＧＴＴＴＴＡＴＧＧ / ＡＡＣＧＣＧＴＡＴＡＴＣＴＧＧＣＣＣＧＴＡＣＡＴＣＧ
Ｂ￣Ｆ / Ｒ ＡＣＧＧＧＣＣＡＧＡＴＡＴＡＣＧＣＧＴＴＡＴＧＡＣＡＧＣＴＡＣＡＣＴＡＧＡＧＧＡＣＧＡＴＡＴ / ＴＴＡＡＴＣＡＴＣＡＧＴＴＡＴＡＡＡＡＧＴＡＣＴＡＴＣＴＧＴ
Ｃ￣Ｆ / Ｒ ＣＴＴＴＴＡＴＡＡＣＴＧＡＴＧＡＴＴＡＡＡＡＡＡＡＴＴＧＡＡＡＡＴＡＡＡＴＡＣＡＡＡＧＧＴＴＣＴＴＧＡＧ / ＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧＣ

Ｄ￣Ｆ / Ｒ ＴＧＧＡＣＧＡＧＣＴＧＴＡＣＡＡＧＴＡＡＴＴＡＡＡＴＴＡＡＴＴＴＡＡＴＴＡＣＴＡＴＡＴＣＴＴＴＴＴＴＣＡＴＣＧ / ＣＡＴＡＡＡＡＣＣＧＣＣＣＡＧＴＡＧＡＡＧＣＧＡＡＡ￣
ＣＡＡＴＡＧＧＴＧＡＴＣＡＡＴＴＡＴＡＣＡＴＴＴＣＡ　

Ｅ￣Ｆ / Ｒ ＡＴＧＡＣＧＡＴＡＡＧＡＴＧＧＣＣＧＧＴＡＴＣＣＡＣＧＧＡＧＴＣＣＣＡＧＣＡＧＣＣＧＡ / ＧＣＣＣＴＣＴＣＣＡＣＴＧＣＣＧＡＡＴＴＣＧＴＣＧＣＣＴＣＣＣＡＧＣＴＧＡ￣
ＧＡＣＡＧＧＴＣＧＡＴＣ　

Ｆ￣Ｆ / Ｒ ＧＡＡＴＴＣＧＧＣＡＧＴＧＧＡＧＡＧＧＧＣＡＧＡＧＧＡＡＧＴＣＴＧＣＴＡＡＣＡＴＧＣＧＧＴＧＡＣＧ / ＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＣＣＴＡＴ
Ｇ￣Ｆ / Ｒ ＣＡＣＴＧＡＴＴＡＡＧＣＡＴＴＧＧＴＡＡＣＴＧＴＣＡＧＡＣＣＡＡＧＴＴＴＡＣＴＣＡＴＡＴ / ＡＣＣＧＧＣＣＡＴＣＴＴＡＴＣＧＴＣＡＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴＡＡＴ
Ｈ￣Ｆ / Ｒ ＣＡＡＡＴＧＧＣＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＧＡＧＧＧＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣ / ＴＡＡＧＴＴＡＴＧＴＡＡＣＧＧＧＴＡＣＣＴＣＴＡＧＡＧＣＣＡＴＴＴＧＴＣＴＧＣＡＧ

ｓｇＲＮＡ１ Ｆ / Ｒ ＣＡＣＣＧＴＧＧＡＡＡＣＧＡＴＧＣＡＴＧＴＧＣＧＴ / ＡＡＡＣＡＣＧＣＡＣＡＴＧＣＡＴＣＧＴＴＴＣＣＡＣ
ｓｇＲＮＡ２ Ｆ / Ｒ ＣＡＣＣＧＡＴＣＡＴＴＡＡＣＧＡＡＴＡＴＧＡＴＧＴ / ＡＡＡＣＡＣＡＴＣＡＴＡＴＴＣＧＴＴＡＡＴＧＡＴＣ

ｏｒｆ５０￣Ｆ / ｏｒｆ５１￣Ｒ ＡＣＧＡＴＧＣＡＴＧＴＧＣＧＴＴＧＧＡＴ / ＧＣＡＡＡＴＣＡＡＡＡＣＣＴＧＣＴＡＣＣＡＴＧ
ＬＳＤ ｏｒｆ７２￣Ｆ / Ｒ ＡＧＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＡＧＧＧＴＧＴＴ / ＡＣＴＴＧＣＣＣＧＴＡＴＣＣＡＴＣＣＡＣ

ａｃｔｉｎ Ｆ / Ｒ ＣＴＡＧＧＣＧＧＡＣＴＧＴＴＡＧＣＴＧＣ / ＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴ

　 　 使用 ＣＲＩＳＰＯＲ 在线网站(ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｏｒ.ｔｅｆｏｒ.ｎｅｔ / )ꎬ在 ＸＪ 毒株 ｏｒｆ５０ 和 ｏｒｆ５１ 附近设计 ２ 对特异性的

ｏｌｉｇｏ 序列(表 １ꎬｓｇＲＮＡ１ Ｆ / Ｒ、ｓｇＲＮＡ２ Ｆ / Ｒ)ꎬ每对 ｏｌｉｇｏ 经退火后形成具有黏性末端的 ＤＮＡ 产物ꎮ 利用

ＢｂｓⅠ酶对 ｒＰＸ４５８ 质粒进行双酶切ꎬ酶切产物经过 ＤＮＡ 纯化试剂盒纯化后ꎬ用 Ｔ４ 连接酶与退火 ｏｌｉｇｏ 产

物连接ꎬ形成 ｒＰＸ４５８￣ｓｇＲＮＡ１ 和 ｒＰＸ４５８￣ｓｇＲＮＡ２ 质粒ꎬ转化 ＤＨ５α 后扩增质粒ꎮ 用 ＫｐｎⅠ快切酶单酶切

ｒＰＸ４５８￣ｓｇＲＮＡ１ 和 ｒＰＸ４５８￣ｓｇＲＮＡ２ 质粒ꎬ利用引物对 Ｈ￣Ｆ / Ｒ(表 １)扩增线性化后的 ｒＰＸ４５８￣ｓｇＲＮＡ２ꎬ得到

ＰＣＲ 产物 Ｈꎮ ＰＣＲ 产物 Ｈ 经过 ＤＮＡ 纯化试剂盒纯化后与线性化的 ｒＰＸ４５８￣ｓｇＲＮＡ１ 质粒进行同源重组ꎬ
得到 ｒＰＸ４５８￣ｓｇＲＮＡ１＋２ꎬ将产物转化 ＤＨ５α 并扩增质粒ꎮ 最后ꎬ通过 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证上述质粒序列ꎮ
１.３　 ＬＳＤＶ 荧光重组毒株(ｒＬＳＤＶ)的构建

使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂将 ＬＳＤＶ 的 Ｄｏｎｏｒ 质粒与 ｒＰＸ４５８￣ｓｇＲＮＡ１＋２ 共转染 ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎮ
１２ ｈ 后以 ＭＯＩ＝ １ 的剂量用 ＸＪ 毒株感染细胞ꎬ感染 ７２ ｈ 后收集细胞样品ꎬ冻融 ３ 次后作为子代病毒接种

ＭＤＢＫ 细胞ꎬ通过噬斑试验对病毒进行 ３ 次纯化ꎬ并提取纯化后病毒样本的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ 在 ｏｒｆ５０
设计上游引物 ｏｒｆ５０￣Ｆꎬ在 ｏｒｆ５１ 设计下游引物 ｏｒｆ５１￣Ｒ(表 １)用于 ＰＣＲ 检测ꎮ 亲本病毒株 ＰＣＲ 产物大小为

６９９ ｂｐꎻｒＬＳＤＶ 由于基因组中插入了 ｍＣｈｅｒｒｙ 基因ꎬＰＣＲ 产物大小为 １ ４８８ ｂｐꎮ 经过 ＰＣＲ 鉴定ꎬ最终获得

单克隆的 ｒＬＳＤＶ(图 ２)ꎮ
１.４　 免疫原的制备

将病毒感染的 ＭＤＢＫ 细胞培养物 ４ ℃、３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ铺于 ３５０ 和 ６００ ｇ􀅰Ｌ－１的

双蔗糖层(ｐＨ７.４)上ꎬ４ ℃、４０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３ ｈꎬ小心吸取中间白色病毒层悬液ꎬ利用滤阻相对分子质
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量为 １×１０５ 超滤管 ４ ℃、４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心去除病毒悬液中的蔗糖ꎬ得到病毒样品ꎬ通过 ＴＣＩＤ５０试验测定

纯化前、后病毒的滴度ꎮ 向纯化后的病毒液中加入 ０.５ ｇ􀅰Ｌ－１的 β－丙内酯ꎬ于 ３７ ℃灭活 ２ ｈꎮ 取 ２０ μＬ 病

毒样品于碳支持膜铜网上吸附 ２ ｍｉｎꎬ用 ２０ ｇ􀅰Ｌ－１磷钨酸(ｐＨ６.５)染色 １５ ｓꎬ干燥后进行透射电子显微镜

(日立 ＨＴ７８００)观察ꎮ

图 ２　 重组 ＬＳＤＶ 的纯化示意图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｆｏｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＬＳＤＶ

１.５　 噬斑试验与 ＴＣＩＤ５０测定

将 ＭＤＢＫ 细胞铺至 ４８ 孔板中待长至单层时使用ꎬ将收集的病毒液用空培养基(无血清和双抗的

ＤＭＥＭ)进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ取稀释后的病毒液 １００ μＬ 加入孔中吸附 ２ ｈꎬ然后用 １×ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ
更换为维持培养基(含 ３０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＦＢＳ 和 ５ ｇ􀅰Ｌ－１甲基纤维素的 ＤＭＥＭ)ꎬ维持培养 ９６ ｈꎬ在荧光显微镜下对

最大稀释度孔中发光位置进行标记ꎬ用 １０ μＬ 移液管吸取标记位置细胞及培养基并冻融 １ 次作为下一代

病毒的接种物ꎮ
将 ＭＤＢＫ 细胞铺至 ９６ 孔板中并待长至单层时使用ꎬ将纯化前、后的 ＬＳＤＶ 病毒液用空培养基进行 １０

倍梯度稀释ꎬ每个梯度 ８ 个复孔ꎬ取稀释好的病毒液 １００ μＬ 加入孔中吸附 ２ ｈꎬ然后用 １×ＰＢＳ 清洗涤细胞

３ 次后更换为维持培养基(含 ３０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ)并孵育 １４４ ｈꎬ最后在显微镜下观察每孔病变情况ꎬ
根据 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒液 ＴＣＩＤ５０ꎮ
１.６　 兔多克隆抗体的制备

将 β－丙内酯灭活的 ＬＳＤＶ 病毒与弗氏完全佐剂按体积比 １ ∶１ 混合并乳化后作为免疫原ꎬ按照 ０.５×１０６.２

ＴＣＩＤ５０剂量皮下多点注射免疫普通级新西兰大白兔ꎮ 后续每隔 １４ ｄ 以相同的剂量用弗氏不完全佐剂加

强免疫 １ 次ꎬ共免疫 ３ 次ꎮ 在第 ３ 次免疫 １４ ｄ 后收集血清ꎬ置于－２０ ℃保存ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(ＷＢ)测定病毒蛋白的表达水平

用 ＰＢＳ 清洗细胞 １ 次后用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞ꎬ提取总蛋白ꎬ加入 ５×ＳＤＳ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ使用金属浴

１００ ℃加热 ５ ｍｉｎꎬ４ ℃、１５ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ 后取上清液进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 及蛋白转印ꎬ然后用含 ５０
ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ 室温封闭 ２ ｈꎮ 加一抗并 ４ ℃孵育过夜ꎬＰＢＳＴ 清洗 ４ 次后加 ＨＲＰ 标记的羊抗兔二

抗室温孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗涤 ４ 次后使用化学发光仪曝光ꎮ
１.８　 间接免疫荧光(ＩＦＡ)

以 ＭＯＩ＝ ０.１ 剂量的 ｒＬＳＤＶ 感染 ＭＤＢＫ 细胞系 ７２ ｈꎬ弃培养基后加入 ４０ ｇ􀅰Ｌ－１多聚甲醛并室温固定

２０ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 清洗 ３ 次后用含 ３ ｇ􀅰Ｌ－１ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 的 ＰＢＳ 室温通透 ２０ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 清洗 ３ 次后用含 ３０ ｇ􀅰Ｌ－１

ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 室温封闭 １ ｈꎮ 加入 ＰＢＳＴ 稀释的 ＬＳＤＶ 多克隆抗体ꎬ４ ℃孵育 ８ ｈꎮ ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次后加入

Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的羊抗兔二抗(１ ∶３ ０００)并室温孵育 １ ｈꎬＰＢＳＴ 清洗 ３ 次后使用荧光显微镜观察ꎮ 同

时设立未感染组作为阴性对照ꎮ
１.９　 ＣＣＫ８ 法测定 ３′－甲氧基鸟苷的细胞毒性及其抗 ｒＬＳＤＶ 增殖能力

３′－甲氧基鸟苷是一种能够抑制 ＶＡＣＶ 增殖的小分子化合物[２７]ꎬ将 ＭＤＢＫ 铺至 ９６ 孔板中ꎬ使用维持

培养基将 ３′－甲氧基鸟苷进行 ３ 倍梯度稀释ꎬ共 ８ 个稀释度(药物最大浓度为 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ用稀释后的

各浓度 ３′－甲氧基鸟苷溶液处理细胞 ７２ ｈꎬ每个浓度设立等体积二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)对照组ꎮ 向每孔加入
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１０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液后将培养板在培养箱内孵育 ２ ｈꎬ用酶标仪测定吸光值(Ａ４５０)ꎮ 相对细胞活性计算公式:
相对细胞活性＝(Ａ加药组－Ａ空白组) / (Ａ对照组－Ａ空白组)× １００％ꎮ 用 ＭＯＩ 为 ０.１ 剂量的 ｒＬＳＤＶ 感染 ＭＤＢＫ 细胞ꎬ
再添加不同浓度 ３′－甲氧基鸟苷处理细胞ꎬ并设置 ＤＭＳＯ 溶剂对照组ꎬ７２ ｈ 后在荧光显微镜下采集

ｍＣｈｅｒｒｙ 的荧光图像ꎮ
１.１０　 荧光定量 ＰＣＲ 试验(ｑＰＣＲ)测定病毒 ＤＮＡ 的相对丰度

将 ＭＤＢＫ 铺至 ２４ 孔板中ꎬ弃掉细胞培养基ꎮ 将 ＬＳＤＶ 与药物加入 ２００ μＬ 维持培养基中ꎬ放于培养箱

中吸附 ２ ｈꎮ 弃液体后用 ＰＢＳ 清洗 １ 次ꎬ将 １ ０００ μＬ 含药物的维持液加入 ＭＤＢＫ 孔中ꎬ继续培养 ７２ ｈꎮ 采

用 ＤＮＡ 提取试剂盒收集细胞样品并提取全部 ＤＮＡꎬ置于－２０ ℃ 保存备用ꎮ 向每个体系加入 ２×ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ上、下游引物各 ０.５ μＬꎬ模板 ＤＮＡ １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ７ μＬꎬ根据 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ 试剂说明书

推荐程序进行 ｑＰＣＲ 检测ꎮ 病毒基因组 ＤＮＡ 的相对丰度经用内参基因 ａｃｔｉｎ 的丰度进行标准化后计算

获得ꎮ
１.１１　 数据处理与统计学分析

使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析图像中的荧光信号强度和灰度值ꎻ使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ１０.０ 软件进行数据处理

和绘图ꎮ 相关性分析中ꎬＲ２ 值越接近 １ꎬ则说明 ２ 组数据的相关性越强ꎬＰ<０.０１ 表示 ２ 组数据具有极显著

的相关性ꎻ采用独立样本 ｔ 检验对 ２ 组数据进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 重组荧光毒株的纯化与生长曲线测定

为了获得单克隆的 ｒＬＳＤＶ 毒株ꎬ通过噬斑试验在荧光显微镜下对发光的病毒进行纯化ꎮ 如图 ３－Ａ 所

示ꎬＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 细胞系中引起的细胞病变表现为细胞聚集突起ꎬ第 １ 代病毒液中荧光病毒仅占少数ꎮ
病毒在经过 ３ 轮传代纯化后ꎬ荧光病毒与细胞病变 １００％重合ꎮ 提取纯化 ３ 代病毒的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 鉴

定ꎬ如图 ３－Ｂ 所示ꎬ以亲本病毒株 ＤＮＡ 为模板的 ＰＣＲ 产物大小为 ６９９ ｂｐꎬ以第 ４ 代纯化病毒 ＤＮＡ 为模板

的 ＰＣＲ 产物大小为 １ ４８８ ｂｐꎬ因此ꎬ纯化后的病毒液中不含亲本病毒株的 ＤＮＡꎮ 进一步通过 ＴＣＩＤ５０试验

测定了 ｒＬＳＤＶ 与亲本病毒株的生长曲线ꎬ结果显示ꎬｒＬＳＤＶ 与亲本病毒株的生长曲线基本一致ꎮ 此结果

表明了 ｒＬＳＤＶ 的构建成功ꎮ

图 ３　 ｒＬＳＤＶ 的纯化鉴定与生长曲线测定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＬＳＤＶ
　 　 Ａ. Ｆ１—Ｆ３ 代 ｒＬＳＤＶ 的纯化及荧光鉴定ꎻＢ. ＰＣＲ 鉴定 ｒＬＳＤＶ 的纯化情况(Ｍ. ＤＮＡ 标准品ꎻ１~３. 阴性对照、亲本病毒株、第 ４ 代纯化病

毒)ꎻＣ. ＴＣＩＤ５０法测定 ｒＬＳＤＶ 与亲本病毒株的生长曲线(ＷＴ:亲本病毒株)ꎮ

Ａ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆ１ ｔｏ Ｆ３ ｏｆ ｒＬＳＤＶꎻＢ. Ｐｕｒｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｒＬＳＤＶ ｂｙ ＰＣＲ(Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１－３. Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌꎬｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎꎬｆｏｕｒｔｈ ｆｉｌｉａｌ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｖｉｒｕｓ)ꎻＣ. Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｒＬＳＤＶ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ(ＷＴ)ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＴＣＩＤ５０ ａｓｓａｙ.

２.２　 免疫原的制备

为了减少病毒液中杂质引起的非特异性免疫反应ꎬ对 ＬＳＤＶ 进行蔗糖密度梯度离心纯化和浓缩ꎮ 通

过 ＴＣＩＤ５０试验对纯化前、后的病毒滴度进行测定ꎮ 结果(图 ４－Ａ)显示ꎬ纯化后的 ＬＳＤＶ 样品滴度平均值从

纯化前的 １０５.５ ＴＣＩＤ５０􀅰ｍＬ－１提高至 １０６.２ ＴＣＩＤ５０􀅰ｍＬ－１ꎮ 为了分析灭活后病毒颗粒的完整性ꎬ在电子显微镜

下对病毒液中病毒颗粒的形态进行观察ꎬ结果(图 ４－Ｂ)显示ꎬ经纯化、灭活后的 ＬＳＤＶ 在电子显微镜高倍

放大视野下ꎬ可观察到具有完整包膜与哑铃状核心的椭圆形病毒颗粒ꎬ病毒形态与文献报道[２６－２７] 基本一

致ꎮ 这些结果提示ꎬ经过蔗糖密度梯度离心纯化后 ＬＳＤＶ 样品的病毒滴度明显提高ꎬ并且经过 β－丙内酯
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灭活后病毒的结构完整性良好ꎬ适合用于制备多克隆抗体ꎮ

图 ４　 ＬＳＤＶ 免疫原制备效果的评价

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＳＤＶ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ
Ａ. 纯化前、后 ＬＳＤＶ 的滴度ꎻＢ. 灭活后病毒颗粒的电镜观察ꎮ

Ａ. ＬＳＤＶ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｕｎｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄꎻＢ. Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ＬＳＤＶ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ.

２.３　 ｒＬＳＤＶ 荧光信号强度与基于 ＷＢ 的病毒蛋白表达量的相关性

为了分析 ｒＬＳＤＶ 的荧光信号是否能够准确反映病毒蛋白的表达量ꎬ以 ＭＯＩ ＝ ０.１ 剂量的 ｒＬＳＤＶ 感染

ＭＤＢＫ 细胞ꎬ在感染后 ７２ ｈ 采集 ｍＣｈｅｒｒｙ 的荧光图片ꎬ并收集蛋白样品ꎬ采用 ＷＢ 试验检测病毒蛋白的表

达水平ꎮ 试验结果(图 ５)显示ꎬ细胞中产生 ｍＣｈｅｒｒｙ 的荧光信号与病毒蛋白表达量均随感染的 ＭＯＩ 值增

加而增加ꎬ并且 ｍＣｈｅｒｒｙ 的荧光信号与病毒蛋白表达量呈极显著(Ｐ＝ ０.０００ ４)的正相关关系ꎮ 这些结果表

明ꎬｒＬＳＤＶ 感染过程中产生的荧光信号能够准确反映病毒蛋白的表达水平ꎮ

图 ５　 ｒＬＳＤＶ 荧光信号观察病毒蛋白表达量及其相关性分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒＬＳＤＶ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌｓ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ＷＢ
　 　 Ａ. ｒＬＳＤＶ 感染 ＭＤＢＫ 后荧光图ꎻＢ. ＷＢ 检测 ｒＬＳＤＶ 病毒蛋白的表达(Ｍｏｃｋ:阴性对照组ꎻ箭头指示病毒蛋白)ꎻＣ. 荧光强度与病毒

蛋白表达量的相关性分析ꎮ
Ａ. Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｒＬＳＤＶ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓꎻＢ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒＬＳＤＶ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ＷＢ (Ｍｏｃｋ:Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌꎻＡｒｒｏｗ ｈｅａｄ ｄｅｎｏｔｅｓ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ)ꎻＣ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ.

２.４　 基于 ＩＦＡ 评价 ｒＬＳＤＶ 自发荧光信号的特异性

为了评估 ｒＬＳＤＶ 自发荧光信号的特异性ꎬ以 ＭＯＩ 为 ０.０１ 剂量的 ｒＬＳＤＶ 接种 ＭＤＢＫ 细胞ꎻ感染 ７２ ｈ
后固定 ＭＤＢＫ 细胞ꎬ利用制备的抗体对细胞进行 ＩＦＡ 检测ꎬ采集 ＩＦＡ 图像时一并采集 ｍＣｈｅｒｒｙ 的荧光图

像ꎮ ＩＦＡ 结果如图 ６ 所示:阴性对照组(Ｍｏｃｋ)无荧光信号ꎬ抗体标记与 ｒＬＳＤＶ 自身的荧光区域高度重合ꎬ
且荧光信号强度趋势一致ꎮ 此结果说明 ｒＬＳＤＶ 与 ＩＦＡ 成像检测具有同样的效果ꎮ
２.５　 ３′－甲氧基鸟苷抑制 ＬＳＤＶ 增殖的效果评估

使用不同浓度药物处理 ＭＤＢＫ 细胞ꎬ通过 ＣＣＫ８ 试验测定细胞的相对活性ꎬ以评估 ３′－甲氧基鸟苷对

ＭＤＢＫ 的细胞毒性ꎮ 结果如图 ７－Ａ 所示ꎬ药物浓度为 ０.０５ ~ １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 时ꎬＭＤＢＫ 细胞活性均大于

９０％ꎮ 说明在这一浓度范围内ꎬ３′－甲氧基鸟苷对 ＭＤＢＫ 细胞的毒性较小ꎮ 进一步测试了 ３′－甲氧基鸟苷

对 ｒＬＳＤＶ 增殖的影响ꎮ 结果如图 ７－Ｂ 所示:在 ｒＬＳＤＶ 感染过程中ꎬ３′－甲氧基鸟苷能够呈浓度依赖性地抑

制 ｒＬＳＤＶ ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白的表达ꎮ 利用野生型 ＬＳＤＶ 感染模型对上述结果加以验证:分别以 ＭＯＩ 为
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图 ６　 基于 ＩＦＡ 评价 ｒＬＳＤＶ 自发荧光信号的特异性

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒＬＳＤＶ ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｂｙ ＩＦＡ
　 　 Ａ. 用 ＬＳＤＶ 抗体进行 ＩＦＡ 染色与 ｒＬＳＤＶ 发光情况对比ꎻＢ. Ａ 图中虚线位置红色与绿色荧光的强度分析ꎮ

Ａ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＦＡ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ＬＳＤＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｍＣｈｅｒｒｙ ｏｆ ｒＬＳＤＶꎻＢ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｄ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ Ｆｉｇｕｒｅ Ａ(ｏｕｔｌｉｎｅｄ ｂｙ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ) .

０.０１ 和 ０.１ 剂量的野生型 ＬＳＤＶ 感染 ＭＤＢＫ 细胞ꎬ并在感染过程中添加 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ３′－甲氧基鸟苷ꎬ

图 ７　 ３′－甲氧基鸟苷(３′￣Ｏ￣Ｍｅｔ)抑制 ＬＳＤＶ 增殖的效果评估

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ３′￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｏｓｉｎｅ(３′￣Ｏ￣Ｍｅｔ)ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＳＤＶ
　 　 Ａ. ＣＣＫ８ 测定不同浓度 ３′－甲氧基鸟苷对 ＭＤＢＫ 细胞活性的影响ꎻＢ. 不同浓度 ３′－甲氧基鸟苷对 ｒＬＳＤＶ 增殖的影响ꎻＣ. ＷＢ 法检测

３′－甲氧基鸟苷对不同 ＭＯＩ ＬＳＤＶ 的抑制作用ꎻＤ. ｑＰＣＲ 检测 ３′－甲氧基鸟苷对 ＬＳＤＶ 的抑制作用ꎻＥ. ＴＣＩＤ５０法测定 ３′－甲氧基鸟苷对

ＬＳＤＶ 的抑制作用(箭头指示病毒蛋白)ꎮ ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ３′￣Ｏ￣Ｍｅｔ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙꎻＢ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ３′￣Ｏ￣Ｍｅｔ ｏｎ ＬＳＤＶ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻＣ. ＷＢ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ３′￣Ｏ￣Ｍｅｔ ｏｎ ＬＳＤＶ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＯＩꎻ
Ｄ. Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ３′￣Ｏ￣Ｍｅｔ ｏｎ ＬＳＤＶ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲꎻＥ. Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ３′￣Ｏ￣Ｍｅｔ ｏｎ ＬＳＤＶ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＴＣＩＤ５０

ａｓｓａｙ(Ａｒｒｏｗ ｈｅａｄ ｄｅｎｏｔｅｓ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ) . ∗∗Ｐ<０.０１.

７２ ｈ 后收集细胞样品ꎬ进行 ＷＢ 试验ꎮ 结果如图 ７－Ｃ 所示ꎬ３′－甲氧基鸟苷能够明显抑制 ＬＳＤＶ 病毒蛋白

的表达ꎮ 同时ꎬ用 ＭＯＩ 为 ０.１ 剂量的野生型 ＬＳＤＶ 感染 ＭＤＢＫ 细胞ꎬ添加同等浓度药物处理 ７２ ｈ 后收集

细胞样品ꎬ使用 ｑＰＣＲ 试验和 ＴＣＩＤ５０试验进一步验证 ３′－甲氧基鸟苷的抗病毒效果ꎮ 结果如图 ７－Ｄ、Ｅ 所

示ꎬ３′－甲氧基鸟苷能够极显著降低 ＬＳＤＶ 病毒 ｏｒｆ７２ 基因的表达水平和病毒滴度ꎮ 总之ꎬ３′－甲氧基鸟苷
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是抑制 ＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 细胞中增殖的有效化合物ꎬ并且本研究构建的 ｒＬＳＤＶ 毒株在实际应用中能够准确

反映病毒的复制水平ꎮ

３　 结论与讨论

ＬＳＤ 是一种重要的牛病毒性传染病ꎬ在牛群中传播范围广ꎬ危害严重ꎮ 目前ꎬＬＳＤ 已在我国多个地区

流行ꎬ严重威胁着国内养牛业ꎮ 目前关于该病机制的报道较少ꎮ 作为痘病毒科的模式病毒ꎬＶＡＣＶ 已被广

泛研究ꎮ 尽管 ＬＳＤＶ 与 ＶＡＣＶ 的氨基酸序列同源性较低[３]ꎬ但两者在病毒结构和复制周期上高度相似ꎻ因
此ꎬＶＡＣＶ 的研究方法对于 ＬＳＤＶ 具有重要参考价值ꎮ 在 ＶＡＣＶ 研究中ꎬ荧光重组毒株作为一种重要的工

具被广泛使用[１３]ꎮ 然而ꎬ传统的同源重组方法在构建重组毒株时效率较低ꎬ本研究通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技

术构建了 ＬＳＤＶ 荧光重组病毒 ｒＬＳＤＶꎬ该方法可以加快重组病毒的构建[２２]ꎮ
荧光重组毒株在病毒学研究中具有多重应用价值ꎬ包括高通量抗病毒药物筛选[２８－３０]、中和抗体检

测[３１－３２]、疫苗开发[３３－３４]以及致病机制研究[３５]ꎮ 在抗病毒药物筛选中ꎬ通过酶标仪定量检测荧光信号ꎬ可精

确计算药物的半数抑制浓度ꎻ在病毒滴度测定与中和抗体滴度测定中ꎬ荧光重组毒株能够显著降低传统方

法中基于细胞病变效应判读的主观性ꎻ在疫苗开发研究中ꎬ荧光重组毒株常用于构建基因缺失毒株ꎬ以便

于子代病毒的筛选和纯化ꎻ在致病机制研究中ꎬ与野生型毒株相比ꎬ荧光重组毒株具有操作简便、实时观

察、高灵敏度、强特异性及高稳定性等优势ꎬ并可应用于动物活体成像ꎮ 因此ꎬ本研究构建的 ｒＬＳＤＶ 在

ＬＳＤＶ 抗病毒药物筛选、抗体检测、疫苗开发和致病机制研究等方面具有重要应用潜力ꎮ
本试验结果进一步验证了 ｒＬＳＤＶ 良好的实际应用效果ꎮ ＷＢ 结果显示 ｒＬＳＤＶ 感染过程中产生的荧光

信号强度随病毒接种量及病毒蛋白表达量的增加而增强ꎻＩＦＡ 结果表明荧光信号与抗体染色产生的荧光

信号高度重合ꎬ证实 ｒＬＳＤＶ 在感染过程中发出的荧光信号能够特异性反映病毒的复制水平ꎮ 将 ｒＬＳＤＶ 应

用于 ３′－甲氧基鸟苷抗病毒研究ꎬ发现其能够精准反映不同浓度药物对 ＬＳＤＶ 的抑制作用ꎮ 基于这些结

果ꎬ未来我们将利用 ｒＬＳＤＶ 毒株开展大规模高通量药物筛选工作ꎬ以期筛选出更加安全高效的抗 ＬＳＤＶ 药

物ꎬ这对 ＬＳＤ 的防控工作具有重要意义ꎮ 值得注意的是ꎬ在 ＭＤＢＫ 细胞系中ꎬ３′－甲氧基鸟苷在较小细胞

毒性浓度范围内能够有效抑制 ＬＳＤＶ 增殖ꎮ 因此ꎬ可以考虑将 ３′－甲氧基鸟苷作为抗病毒候选药物ꎮ
综上所述ꎬ本研究构建的 ｒＬＳＤＶ 在病毒复制水平和成像检测以及药物筛选中具有良好的效果ꎬ是开

展 ＬＳＤＶ 基础研究的实用工具ꎮ
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[３２] Ｈｕｂｅｒｔ ＭꎬＧｕｉｖｅｌ￣Ｂｅｎｈａｓｓｉｎｅ ＦꎬＢｒｕｅｌ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｐｏｘ￣ｖｉｒｕｓ￣ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｖａｃｃｉｎａｔｅｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｈｏｓｔ ＆ Ｍｉｃｒｏｂｅꎬ２０２３ꎬ３１(６):９３７－９４８.ｅ４.

[３３] Ｌｕ ＣꎬＬｉ ＨꎬＣｈｅｎ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｌｐｈａｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｎｖｅｌｏｐｅ￣ｅｍｂｅｄｄｅｄ Ｃａｐ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ
[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２０２４ꎬ１５:１４３８３７１.

[３４] Ｌｉｕ ＹꎬＳｈｅｎ ＺꎬＸｉｅ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ Ｉ７３Ｒ ｉｓ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ:ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ２０２３ꎬ１２０(１５):ｅ２２１０８０８１２０.
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