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基于融合 ＰＣＲ 构建猪瘟病毒反向遗传操作系统
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摘要:[目的]本文旨在建立猪瘟病毒(ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬＣＳＦＶ)Ｓｈｉｍｅｎ 株的反向遗传操作系统ꎬ为 ＣＳＦＶ 新型疫苗研

制和致病机制研究提供技术平台ꎮ [方法]根据 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株的基因序列设计了 ４ 对引物ꎬ利用这 ４ 对引物扩增出 ４ 段

涵盖 ＣＳＦＶ 基因组全长的 ＤＮＡ 片段ꎬ并在第一段的 ５′端引入 Ｔ７ 启动子序列ꎬ随后通过同源重组的方法将 ４ 个片段分别克

隆至低拷贝载体 ｐＷＳＫ￣２９ 中ꎮ 以构建的低拷贝质粒为模板ꎬ采用融合 ＰＣＲ 方法ꎬ扩增出病毒基因组全长 ＤＮＡ 序列ꎬ经体

外转录并转染 ＰＫ￣１５ 细胞ꎮ 拯救的病毒分别经培养上清液传代和带毒细胞传代的方式进行繁殖ꎮ [结果]带毒细胞传代方

式可获得更高滴度的病毒ꎮ 间接免疫荧光试验结果显示ꎬ拯救病毒能够在 ＰＫ￣１５ 细胞中产生特异性荧光信号ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测证实拯救病毒能够表达 ＣＳＦＶ 特异性蛋白ꎮ 病毒生长曲线分析表明ꎬ拯救病毒与亲本病毒具有相似的增殖特性ꎬ
均在接种后 ４８~６０ ｈ 达到病毒滴度高峰ꎮ [结论]成功建立了 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株的反向遗传操作系统ꎬ为后续 ＣＳＦＶ 新型疫苗

的研制、基因功能研究以及致病机制的深入探索奠定了重要基础ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｈｅ ｐａｐｅｒ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ ｓｔｒａｉｎꎬｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ
ｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ＣＳＦＶ ｖａｃｃｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎｔｏ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ ｓｔｒａｉｎꎬｆｏｕｒ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｆｏｕｒ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｓｐａｎ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ｔｈｅ ＣＳＦＶ ｇｅｎｏｍｅ ａｎｄ Ｔ７ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ５′ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｓｅｇｍｅｎｔ. Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬｔｈｅ ｆｏｕｒ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｏｗ￣ｃｏｐｙ ｖｅｃｔｏｒ ｐＷＳＫ￣２９ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｕｓｉｏｎ ＰＣＲ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｌｏｗ￣ｃｏｐｙ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅｓꎬｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｔｏ
ＰＫ￣１５ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｂｏｔｈ ｓｔａｎｄａｒｄ ｖｉｒｕｓ ｐａｓｓａｇｅ( ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ) ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ￣ｃｅｌｌ
ｐａｓｓａｇｅ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ￣ｃｅｌｌ ｐａｓｓａｇｅ ｍｅｔｈｏｄ ｙｉｅｌｄｅｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｖｉｒａｌ ｔｉｔｅｒ. ＩＦＡ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｉｎ ＰＫ￣１５ ｃｅｌｌｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅｄ
ｖｉｒｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＣＳＦＶ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｖｉｒｕｓ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ ｖｉｒｕｓꎬｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ｒｅａｃｈｉｎｇ ｐｅａｋ ｔｉｔｅｒｓ ａｔ ４８－６０ ｈ. Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅｓｅ ｍｅｔｈｏｄｓꎬａ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ ｓｔｒａｉｎꎬｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ＣＳＦＶ ｖａｃｃｉｎｅｓꎬｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓꎬａｎｄ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｙｓｔｅｍ ｗｉｌｌ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ＣＳＦＶ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｏｆｆｅｒ ｖａｌｕａｂｌｅ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ ｇｅｎｕｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ＣＳＦＶꎻｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎻｆｕｓｉｏｎ ＰＣＲ
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猪瘟病毒(ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓꎬＣＳＦＶ)属于黄病毒科(Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ)瘟病毒属(Ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ)ꎬ与之关

系密切的同属成员还有牛病毒性腹泻病毒(ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓꎬＢＶＤＶ)、边境病病毒(ｂｏｒｄｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ
ｖｉｒｕｓꎬＢＤＶ)以及长颈鹿瘟病毒(ｇｉｒａｆｆｅ ｐｅｒｔｉｖｉｒｕｓ) [１－２]ꎮ ＣＳＦＶ 是包含糖基膜蛋白和一个对称二十面体的包

膜病毒ꎬ病毒粒子呈球形ꎬ直径 ２０~６０ ｎｍꎬ其基因组大小为 １２.３ ｋｂꎬ５′端为不加帽的非编码区ꎬ３′端的非编

码区无 ｐｏｌｙＡ 尾[３－４]ꎮ ＣＳＦＶ 基因组仅含有 １ 个开放性阅读框(ＯＲＦ)ꎬ编码 １ 个大的多聚蛋白前体ꎬ该多聚

蛋白依靠病毒本身和宿主细胞蛋白酶的裂解作用产生 ４ 种结构蛋白(Ｅｒｎｓ、Ｅ１、Ｅ２、核衣壳蛋白 Ｃ)以及 ８
种非结构蛋白(Ｎｐｒｏ、ｐ７、ＮＳ２、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ、ＮＳ５Ｂ) [５－７]ꎮ 其中 Ｅ２ 蛋白是主要的抗原蛋白ꎬ不仅

参与病毒的感染过程ꎬ还携带能刺激 ＣＳＦＶ 产生中和抗体的抗原决定簇ꎬ是目前疫苗研究的首选靶蛋

白[８－９]ꎮ 此外ꎬＥｒｎｓ蛋白也可以刺激机体产生微量的中和抗体并对 ＣＳＦＶ 强毒的攻击产生免疫保护[１０－１２]ꎮ
病毒反向遗传学技术在病毒蛋白功能和病毒毒力的研究中发挥着不可替代的作用ꎮ 反向遗传通常是

指将连接有合适启动子的病毒基因组全长 ｃＤＮＡ 克隆整合到低拷贝载体中ꎬ然后将获得的全长 ｃＤＮＡ 进

行体外转录或者细胞内转录ꎬ从而得到子代病毒[１３－１４]ꎮ 因此ꎬ可以在体外对病毒基因进行定点突变、重
组、插入、置换等一系列操作ꎬ完成对基因的改造和修饰ꎬ再对病毒特定蛋白的结构和功能及其与宿主之间

的相互作用进行研究ꎬ或是用于新型载体疫苗和基因工程疫苗的设计和研发[１５]ꎮ Ｍｏｏｒｍａｎｎ 等[１６] 在

ＣＳＦＶ Ｃ 株全基因组的 ５′端和 ３′端分别添加了 Ｔ７ 启动子和线性化酶切位点ꎬ随后将其连接于 ｐＰＲＫ 载体

中并通过体外转录的方法成功拯救出 ＣＳＦＶꎮ 然而ꎬ携带黄病毒科病毒全长 ｃＤＮＡ 的克隆质粒在大肠杆菌

中存在表达不稳定现象ꎬ其主要原因在于构建 ｃＤＮＡ 克隆的遗传不稳定性ꎬ包括核苷酸替换、缺失和插入

等ꎬ这增加了构建全长感染性克隆的难度[１７]ꎮ
为了降低基因不稳定性带来的克隆困难ꎬ本研究拟将 ＣＳＦＶ 全长基因组分 ４ 段分别克隆至低拷贝载

体中ꎬ再以这 ４ 段 ＤＮＡ 片段为模板ꎬ采用 ２ 轮融合 ＰＣＲ 的方法ꎬ扩增出涵盖 ＣＳＦＶ 基因组全长的 ＤＮＡ 序

列ꎬ经过体外转录后转染 ＰＫ￣１５ 细胞ꎬ以期成功拯救病毒ꎮ 同时我们希望通过带毒细胞传代的方法提高

ＣＳＦＶ 的拯救效率ꎬ获得更高滴度的病毒ꎬ为后续 ＣＳＦＶ 嵌合病毒和定点突变病毒的构建提供更加稳定、方
便、高效的平台ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病毒、细胞和质粒

高毒力猪瘟病毒石门株(ＧｅｎＢａｎｋ:ＡＦ０９２４４８)、无 ＣＳＦＶ 污染 ＰＫ￣１５ 细胞、ｐＷＳＫ￣２９ 低拷贝载体由南

京农业大学农业农村部动物细菌学重点实验室保存ꎮ
１.２　 主要试剂

ＲＮＡ 提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ 购自思科捷生物ꎻ反转录试剂盒、胶回收试剂盒购自宝生物工程(大连)有限公

司ꎻ无缝克隆试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司ꎻ高保真 Ｑ５ ＤＮＡ 聚合酶购自 ＮＥＢ 公司ꎻ无内

毒素质粒提取试剂盒购自美国 Ｏｍｅｇａ 公司ꎻ长链 ＲＮＡ 转染试剂 ＤＭＲＩＥ￣Ｃ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ体外

转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻＦＩＴＣ 标记的羊抗鼠二抗ꎬ细胞核 ＤＡＰＩ 染料购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ
１.３　 仪器设备

ＡＢＩ－ＶＥＲＩＴＩ ９６ 孔梯度 ＰＣＲ 仪ꎬＡＢＩ 公司ꎻ倒置荧光显微镜ꎬＣａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司ꎻ二氧化碳细胞培养箱 ３７１
型、细菌 ３７ ℃恒温培养箱、３７ ℃恒温摇床ꎬＴｈｅｒｍｏ 有限公司ꎻ桌面台式冷冻离心机ꎬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎻ核酸

紫外切胶仪器、ＤＹＹ－６Ｃ 型电泳仪ꎬ北京六一生物科技有限公司ꎮ
１.４　 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组的提取和 ｃＤＮＡ 的制备

利用 ＴＲＩｚｏｌ 方法提取病毒 ＲＮＡꎬ再按照反转录试剂盒说明书的步骤ꎬ将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ冻存于

－８０ ℃备用ꎮ
１.５　 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组的分段克隆

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株(ＧｅｎＢａｎｋ:ＡＦ０９２４４８)的序列ꎬ设计 ４ 对涵盖病毒基因组全长

ＤＮＡ 片段的引物ꎬ并在第 １ 个片段的上游引物中引入 Ｔ７ 启动子序列ꎮ 引物(表 １)由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成ꎮ

以病毒基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用表 １ 中的引物对ꎬ在 Ｑ５ ＤＮＡ 聚合酶作用下采用 ＰＣＲ 扩增获得各个

基因片段ꎮ ＰＣＲ 扩增体系(５０ μＬ):病毒 ｃＤＮＡ ２ μＬꎬ５×Ｑ５ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬꎬｄＮＴＰｓ(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
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１ μＬꎬ上、下游引物(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)各 ２.５ μＬꎬＱ５ Ｈｉｇｈ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０.５ μＬꎬ用无酶双蒸水补足

５０ μＬꎮ 反应条件:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ４０ ｓꎬ６０ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃结束反应ꎮ
ＰＣＲ 产物经 １０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳后ꎬ将目的条带进行切胶ꎬ并用胶回收试剂盒回收扩增目的片段ꎬ回
收产物连接 ｐＷＳＫ￣２９ 载体后送生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序ꎮ

表 １　 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组扩增引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｏｆ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物对序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

Ｓ１￣Ｔ７￣Ｆ / Ｓ１￣Ｒ ＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＴＡＴＡＣＧＡＧＧＴＴＡＧＴＴＣＡＴＴＣＴ /
ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＴＧＧＣＡＴＡＧＧＧＣＣＣＡＧＴＣＴＴＴ

Ｓ２￣Ｆ / Ｓ２￣Ｒ ＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＧＣＡＴＣＡＧＡＴＧＡＡＡＧＡＣＴＧＧＧ / ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＴＡＴＣＧＡＣＡＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＡＧ
Ｓ３￣Ｆ / Ｓ３￣Ｒ ＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＣＴＣＴＣＣＣＧＧＡＣＴＴＧＧＡＴＧＴＧ / ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＴＣＴＣＴＣＡＣＴＴＣＴＡＧＴＧＧＧＴＣＣ
Ｓ４￣Ｆ / Ｓ４￣Ｒ ＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＡＡＧＣＴＴＣＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＣＣＣＡＣＴＡＧ / ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＧＧＧＣＣＧＴＴＡＧＧＡＡＡＴＴＡＣＣＴ

Ｐ１￣Ｔ７￣Ｆ / Ｐ１￣Ｒ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＴＡＴＡＣＧＡＧＧＴＴＡＧ / ＴＧＧＣＡＴＡＧＧＧＣＣＣＡＧＴＣＴＴＴＣＡＴＣＴＧＡＴＧＣ
Ｐ２￣Ｆ / Ｐ２￣Ｒ ＧＣＡＴＣＡＧＡＴＧＡＡＡＧＡＣＴＧＧＧＣＣＣＴＡＴＧＣＣＡ / ＴＡＴＣＧＡＣＡＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＡＧＴＣＣＧＧＧＡＧＡＧ
Ｐ３￣Ｆ / Ｐ３￣Ｒ ＣＴＣＴＣＣＣＧＧＡＣＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＴＧＴＣＧＡＴＡ / ＴＣＴＣＴＣＡＣＴＴＣＴＡＧＴＧＧＧＴＣＣＣＴＧＣＣＴＣＴＧ
Ｐ４￣Ｆ / Ｐ４￣Ｒ ＣＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＣＣＣＡＣＴＡＧＡＡＧＴＧＡＧＡＧＡ / ＧＧＧＣＣＧＴＴＡＧＧＡＡＡＴＴＡＣＣＴＴＡＧＴＣＣＡＡＣＴ

　 　 注:加粗字体为 Ｔ７ 启动子序列ꎻ下划线部分为上游 / 下游片段(或载体)的同源臂序列ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｂｏｌｄ ｔｅｘｔ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ Ｔ７ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｐｏｒｔｉｏｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ / ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ

ｆｒａｇｍｅｎｔ(ｏｒ ｖｅｃｔｏｒ) .

图 １　 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组全长构建

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ ｇｅｎｏｍｅ

１.６　 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株全长 ｃＤＮＡ 的克隆

以上述 ４ 个片段的克隆阳性质粒为模板ꎬ利用 ４ 对特异性引物(表 １)扩增 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株的 ４ 段相

互重叠的片段ꎬ将扩增出的 ４ 个片段进行胶回收ꎬ再利用 Ｆｕｓｉｏｎ￣ＰＣＲ 方法获得病毒基因组的全长 ＤＮＡ 序

列ꎮ ＰＣＲ 反应体系分为两部分ꎬ具体如下:片段 １ / ３ ５０ ｎｇꎬ片段 ２ / ４ ５０ ｎｇꎬ５ × Ｑ５ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬꎬ
ｄＮＴＰｓ(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)１ μＬꎬＱ５ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０.５ μＬꎬ补充无酶双蒸水至 ５０ μＬꎮ 反应条件:９８ ℃ ３０ ｓꎻ
９２ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３ ｍｉｎꎬ１２ 个循环ꎻ４ ℃结束反应ꎮ 将 ２ 部分反应体系混匀后再分为 ２ 管 ５０ μＬ
的体系ꎬ加入引物 Ｐ１￣Ｔ７￣Ｆ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)与引物 Ｐ４￣Ｒ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)各 １.５ μＬꎮ 按如下反应条件进行反

应:９８ ℃ ３０ ｓꎻ９２ ℃ １５ ｓꎬ６８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ６ ｍｉｎꎬ１５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ４ ℃结束反应ꎮ ＰＣＲ 产物在 １０
ｇ􀅰Ｌ－１的琼脂糖凝胶中进行电泳ꎬ将带有 Ｔ７ 启动子的病毒全长 ＤＮＡ 进行切胶回收获得 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株全

长 ｃＤＮＡꎮ 所有操作过程中防止 ＲＮＡ 酶的污染ꎮ
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１.７　 体外转录

获得携带 Ｔ７ 启动子的病毒基因组 ＤＮＡ 全长后ꎬ利用体外转录试剂盒 ＲｉｂｏＭＡＸＴＭ Ｌａｒｇｅ Ｓｃａｌｅ ＲＮＡ
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍｓ 对其进行转录ꎬ获得不带有 ７ －甲基鸟嘌呤加帽的病毒 ＲＮＡꎮ 反应体系如下:Ｔ７
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ５ × Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ、ｒＮＴＰｓ(２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＡＴＰ、ＣＴＰ、ＧＴＰ、ＵＴＰ)各 １.５ μＬꎬ线性 ＤＮＡ 模板 ８ μＬꎬ
Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ(Ｔ７)２ μＬꎬ轻轻吹吸使反应液混匀ꎬ后在 ３７ ℃孵育 ２~４ ｈꎮ 加入 ＲＱ１ ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ １ μＬꎬ
３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎮ
１.８　 病毒拯救

使用 ＰＫ￣１５ 细胞进行病毒的拯救ꎮ 待 ＰＫ￣１５ 细胞在 ６ 孔板中长至铺满孔底 ７０％ ~ ８０％时ꎬ弃掉培养

基ꎬ用无血清培养基洗涤 ３ 次ꎮ 按照长链 ＲＮＡ 转染试剂 ＤＭＲＩＥ￣Ｃ 试剂盒说明书进行转染ꎬ并设空白对照

(即只加转染试剂和 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭꎬ不加 ＲＮＡ)ꎬ于 ３７ ℃培养箱中进行孵育ꎮ 将 ６ μＬ 转染试剂加入 １ ｍＬ
Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 中ꎬ涡旋混匀后室温静置 １５ ｍｉｎꎬ加入上述 ＲＮＡ 产物ꎬ并涡旋混匀ꎬ将混合液加入 ６ 孔板中ꎬ并
设空白对照ꎬ３７ ℃孵育 ６ ｈ 后更换维持液ꎮ
１.９　 拯救病毒的传代

本试验采用 ２ 种方法进行病毒传代ꎬ即培养上清液传代和带毒细胞传代ꎮ 培养上清液传代:取 Ｆ０ 代

培养细胞的上清液ꎬ离心后加入至生长密度达 ８０％~９０％的 ＰＫ￣１５ 单层细胞中ꎬ吸附 １.５ ~ ２ ｈ 后更换为维

持液ꎬ继续培养 ６０~７２ ｈ 后进行检测ꎮ 以此方法传代繁殖病毒ꎮ 带毒细胞传代:将转染后(６０~７２ ｈ)长满

的 ＰＫ￣１５ 细胞(Ｆ０ 代)按 １ ∶３ 传代ꎬ同时保存培养上清液进行检测ꎬ以此方法连续传代 ３ 次ꎮ
１.１０　 间接免疫荧光(ＩＦＡ)试验

将上述病毒液接种 ＰＫ￣１５ 细胞ꎬ２ ｈ 后更换为维持液继续培养 ２４ ｈꎻ弃培养基ꎬ加入 ４％多聚甲醛固定

１０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎻ用含 ０.１％ Ｔｒｉｏｎ￣１００ 的 ＰＢＳ 透膜 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎻ加入 ＣＳＦＶ Ｅ２ 多抗血清

(１￣ｓ５００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎻ加入 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ(１ ∶２ ０００)３７ ℃避光孵

育 ４５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 避光洗涤 ３ 次ꎬ加入 ２ μｇ􀅰ｍＬ－１细胞核染色液 ＤＡＰＩꎬ室温避光孵育 １０ ｍｉｎ 后弃掉染色液ꎬ
ＰＢＳ 避光洗涤 ３ 次后在荧光显微镜下观察ꎮ
１.１１　 蛋白印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)鉴定

为了检测病毒是否拯救成功ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测病毒蛋白的表达情况ꎮ 将所获得的病毒液以

ＭＯＩ＝ １ 接种 ＰＫ￣１５ 细胞ꎬ分别在培养 １２、２４、３６ ｈ 后弃上清液ꎬ加入适量裂解液ꎬ置于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ 后

用细胞刮铲将细胞刮下ꎬ４ ℃、１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后收集上清液ꎮ 取等体积裂解上清液ꎬ加入 ５×ＳＤＳ 上

样缓冲液ꎬ煮沸变性ꎮ 上述蛋白样品经 １２０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳(８０ Ｖ ３０ ｍｉｎꎬ１２０ Ｖ ９０ ｍｉｎ)分离后ꎬ使
用湿转法(１００ Ｖꎬ９０ ｍｉｎ)转印 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 转膜后ꎬ用 ５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈꎻ加入抗 ＣＳＦＶ Ｎｐｒｏ 蛋白的

小鼠单克隆抗体ꎬ４ ℃孵育过夜ꎻＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎻ加入 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗ꎬ室温

孵育 １ ｈꎻＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 使用增强化学发光试剂盒显影ꎬ用凝胶成像系统采集图像ꎮ
１.１２　 病毒的生长曲线测定

测定被拯救的病毒与其亲本病毒的多步生长曲线ꎬ比较二者在复制特性上是否存在差异ꎮ 分别将亲

本病毒和拯救病毒以 ＭＯＩ＝ １ 剂量接种生长于 ９６ 孔板中的单层 ＰＫ￣１５ 细胞ꎬ分别在感染后 ８、１６、２４、３６、
４８、６０、７２ ｈ 收获细胞上清液ꎮ 将上清液进行连续 １０ 倍比稀释ꎬ然后取 ８ 个稀释度(１０－８ ~１０－１)ꎬ分别接种

预先铺好 ＰＫ￣１５ 细胞的 ９６ 孔板ꎬ每个稀释度接种 ８ 个孔ꎮ ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 吸附 ２ ｈ 后更换为维持液继续培

养 ２４ ｈꎮ 弃去孔中液体ꎬ进行 ＩＦＡ 染色和鉴定ꎮ 记录不同稀释度的阳性细胞孔数与阴性细胞孔数ꎬ按照

Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒 ＴＣＩＤ５０ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组分段扩增与克隆

以提取的 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 毒株的 ＲＮＡ 为模板ꎬ逆转录合成其 ｃＤＮＡ 的第 １ 条链ꎬ随后利用设计的分段

扩增引物成功扩增出 ４ 个相互重叠的 ＤＮＡ 片段ꎬ可以涵盖 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株因组全长(图 ２－Ａ)ꎮ 将 ＣＳＦＶ
Ｓｈｉｍｅｎ 株的 ４ 个 ＤＮＡ 片段利用同源重组的方法与线性化的低拷贝质粒 ｐＷＳＫ￣２９ 进行连接ꎬ并命名为

ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣１(含有 Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组片段 １ ~ ３ ２６８ꎬ并在 ５′端加入 Ｔ７ 启动子序列)、ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣２(含有

Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组片段 ３ ２３０ ~ ６ ５４６)、ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣３(含有 Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组片段 ６ ５１６ ~ ９ ５４０)、ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣４

８４８
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(含有 Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组片段 ９ ５１１~１２ ２９８)ꎮ 对上述 ４ 个质粒进行双酶切鉴定ꎬ结果显示酶切片段大小与

预期一致(图 ２－Ｂ)ꎮ 将构建好的质粒进行测序验证ꎬ验证正确的质粒保存后进行下一步试验ꎮ

图 ２　 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组分段 ＰＣＲ 产物(Ａ)及分段质粒双酶切鉴定(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＣＲ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ(Ａ)ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ(Ｂ)

　 　 Ａ. １~４:ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株 １~４ 段 ｃＤＮＡ 扩增片段ꎻＢ. １~４:质粒 ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣１—ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣４ 双酶切验证ꎮ Ｍ. ＤＬ５０００ ＤＮＡ 标准品ꎮ
Ａ. １－４. ｃＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ ｓｔｒａｉｎ ｓｅｇｍｅｎｔｓ １－４ꎻＢ. １－４:Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＷＳＫ￣

ＳＨ￣１－ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣４. Ｍ. ＤＬ５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ.

图 ３　 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株全长 ｃＤＮＡ 扩增电泳图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｃＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ

　 　 Ｍ. ＤＬ１５０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~７. ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 全长 ｃＤＮＡ
Ｗｈｏｌｅ ｃＤＮＡ ｏｆ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ.

２.２　 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株基因组全长 ｃＤＮＡ 扩增产物鉴定

以 质 粒 ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣１、 ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣２、 ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣３、
ｐＷＳＫ￣ＳＨ￣４ 为模板ꎬ扩增互相重叠的 ４ 个 ＤＮＡ 片段ꎬ且
在 ５′￣ＵＴＲ 处通过引物加入 Ｔ７ 启动子ꎬ采用三步融合

ＰＣＲ 方法获得携带有 Ｔ７ 启动子的 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株病毒

全长 ｃＤＮＡ(图 ３)ꎮ
２.３　 病毒的传代与鉴定

２.３.１　 培养上清传代 　 间接免疫荧光检测( ＩＦＡ)结果

(图 ４)表明ꎬＦ１ 代接毒细胞仅有少量为猪瘟抗原阳性ꎬ
Ｆ２ 代阳性细胞数比 Ｆ１ 代更少ꎬ几乎没有ꎮ 因此ꎬ放弃这

种病毒传代方法ꎬ采用带毒细胞传代的方法繁殖病毒ꎮ
２.３.２　 带毒细胞传代 　 试验中持续感染拯救的 ＣＳＦＶ
Ｓｈｉｍｅｎ 株的 ＰＫ￣１５ 细胞状态良好ꎬ经间接免疫荧光法检

测ꎬ带毒传代的 ＰＫ￣１５ 细胞从 Ｆ１ 代开始即可检出猪瘟阳性ꎬ并且从 Ｆ１—Ｆ３ 代阳性细胞数逐渐增多ꎬ阳性

细胞比例接近 ９０％(图 ５)ꎮ 将拯救出的毒株命名为 ｒＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎꎮ

图 ４　 间接免疫荧光法鉴定上清传代病毒

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＩＦＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｖｉｒｕｓ

９４８
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图 ５　 间接免疫荧光法鉴定细胞传代病毒

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＩＦＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐａｓｓａｇｅ ｖｉｒｕｓｅｓ

２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定病毒蛋白表达结果

为了检测拯救毒株 ｒＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 是否能够正常表达病毒蛋白ꎬ拯救的毒株以 ＭＯＩ ＝ １ 的剂量感染

ＰＫ￣１５ 细胞ꎬ２４ ｈ 后裂解细胞ꎬ收集细胞内的蛋白ꎬ检测相应病毒蛋白的表达情况ꎮ 如图 ６ 所示ꎬ亲本病毒

株和拯救毒株均能够检测到 ＣＳＦＶ￣Ｎｐｒｏ 蛋白ꎬ说明拯救毒株可以正常表达病毒蛋白ꎮ

图 ６　 野生型和重组亲本病毒株感染 ＰＫ￣１５ 细胞后的

蛋白表达鉴定结果

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＰＫ￣１５ ｃｅｌｌｓ

１. ＣＳＦＶꎻ２. ｒＣＳＦＶ.

图 ７　 亲本病毒株和拯救毒株在 ＰＫ￣１５ 细胞的

生长曲线

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｇｒｏｗｔｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓｅｓ ａｎｄ
ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ＰＫ￣１５ ｃｅｌｌｓ

　

２.５　 拯救病毒在 ＰＫ￣１５ 细胞上的生长曲线

为了探究拯救毒株 ｒＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 及亲本病毒株 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 在 ＰＫ￣１５ 细胞中的增殖特性ꎬ以 ＭＯＩ
为 １ 剂量接种 ＰＫ￣１５ 细胞ꎬ分别测定感染后 ８、１６、２４、３６、４８、６０、７２ ｈ 的病毒滴度ꎬ并绘制生长曲线(图 ７)ꎮ
ｒＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 在 ＰＫ￣１５ 细胞中的生长动力学与亲本病毒株相当ꎬ在接毒后 ８ ｈ 即可在细胞上清中检测到

子代病毒ꎬ在 ４８~６０ ｈ 达到病毒增殖的峰值ꎬ亲本病毒株的 ＴＣＩＤ５０达到 １０－５.７５ ｍＬ－１ꎬｒＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 毒株的

０５８
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ＴＣＩＤ５０达到 １０－５.５ ｍＬ－１ꎮ ２ 种毒株显示出相似的生长曲线ꎬ这说明拯救的毒株在细胞上有良好的增殖能

力ꎬ并与亲本病毒株具有相似的生物学特性ꎮ

３　 讨论

ＣＳＦ 是一种接触性传染病ꎬ对各国养猪业以及国际贸易都造成了巨大损害[１８]ꎮ 为了更好地防控

ＣＳＦꎬ针对 ＣＳＦＶ 的毒力基因、致病机制以及与宿主蛋白的相互作用成为当前研究的热点ꎮ ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ
株是经典强毒株ꎬ具有高致病性ꎬ在体外细胞培养中表现出优异的增殖能力ꎬ被广泛地用于 ＣＳＦＶ 的研

究中ꎮ
反向遗传学技术在其诞生至今的几十年时间里高速发展ꎬ越来越多病毒的反向遗传系统已经被建立ꎬ

并用于 ＲＮＡ 病毒基因组的定点突变、基因缺失或基因突变ꎬ为解析病毒属蛋白功能、确定关键毒力位点以

及开发新型疫苗提供了重要技术支撑[１９－２１]ꎮ Ｖｅｌａｚｑｕｅｚ￣Ｓａｌｉｎａｓ 等[２２] 在高毒力株 Ｂｒｅｓｃｉａ(ＢＩＣｖ)的遗传背

景下使用定点突变技术构建了多个针对 Ｅ２ 编码区的突变体ꎬ发现其中 １ 种突变体感染猪后表现出病毒血

症减少和延长ꎬ又没有表现出任何与 ＣＳＦ 相关的临床症状ꎬ基于此提出了一种开发减毒活疫苗的方法ꎮ 反

向遗传学系统对 ＲＮＡ 病毒的毒力及致病机制等研究起到了极大的推动作用ꎬ但是其在构建过程中存在大

量困难ꎮ 首先ꎬ对于基因组较大的病毒ꎬ难以获得高保真性的 ｃＤＮＡ 克隆ꎮ 随着 ＲＮＡ 序列的延伸ꎬＲＴ￣
ＰＣＲ 的保真性也会不断下降[２３]ꎮ 其次ꎬ在选择载体的过程中ꎬ难以找到合适的能容纳较大外源基因的载

体[２４－２５]ꎮ 最后ꎬ由于某些病毒基因组能够表达一些对细菌有毒性的蛋白ꎬ从而使细菌无法正常生长ꎬ最终

由于病毒基因组全长的连接失败[２６－２８]ꎮ
为了解决 ＣＳＦＶ 反向遗传学构建过程中的困难ꎬ本研究根据 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株的基因序列设计 ４ 对可

以扩增出涵盖 ＣＳＦＶ 基因组全长的特异性引物ꎬ并在第 １ 对引物的上游引入 Ｔ７ 启动子序列ꎬ随后通过 ２
轮融合 ＰＣＲ 直接扩增出含有 Ｔ７ 启动子的 ＣＳＦＶ 全长序列ꎮ 为方便后续鉴定ꎬ在 ＣＳＦＶ 基因组第 ８ ２１５ ｂｐ
处设计带有特定突变位点的引物ꎬ经扩增后引入新的 ＡｖａⅠ酶切位点ꎬ该酶切位点本身不存在于基因组

中ꎮ 同时该碱基的突变为同义突变ꎬ不引起氨基酸序列的改变ꎬ可以通过酶切鉴定以区分亲本病毒株和拯

救毒株ꎮ 与常规方法不同ꎬ该方法利用 ＰＣＲ 技术即可获得病毒基因组全长ꎬ避免了经大肠杆菌复制可能

导致的序列不稳定风险ꎮ 此外ꎬ该方法将 ４ 段病毒基因组 ｃＤＮＡ 分别克隆至低拷贝质粒中进行保存ꎬ提高

了载体选择的包容性ꎬ减少了多片段扩增、连接带来的复杂性ꎮ 值得一提的是ꎬ该方法通过对单个质粒进

行改造即可实现 ＣＳＦＶ 全长基因组的改造ꎬ极大地简化了病毒改造的步骤ꎮ
本研究采用培养上清传代和带毒细胞传代 ２ 种方式进行拯救病毒的传代ꎮ 培养上清传代的结果表明

拯救的病毒在 ＰＫ￣１５ 细胞中稳定增殖存在一定困难ꎮ 病毒增殖效率主要取决于感染时的细胞状态以及

病毒自身的稳定性和感染力ꎮ 在直接培养上清液吸附组中ꎬ病毒接种时细胞处于单层生长状态ꎬ细胞状态

良好ꎬ对病毒感染具有一定的抗性ꎮ 同时ꎬ病毒与细胞通过静态吸附方式接触ꎬ接触率相对较低ꎬ使得培养

上清液中的病毒滴度可能不足以完全感染新细胞[２９－３０]ꎮ 鉴于 ＣＳＦＶ 在 ＰＫ￣１５ 细胞中不产生细胞病变ꎬ尝
试采用带毒细胞传代的方式进行病毒传代ꎮ 带毒细胞消化后呈圆缩状态ꎬ细胞膜通透性增加ꎬ对病毒的易

感性显著提高ꎮ 病毒与细胞悬液在混匀过程中充分接触ꎬ也能够显著提高感染效率ꎮ 本试验结果表明该

方法可以使拯救的 ＣＳＦＶ 在 ＰＫ￣１５ 中稳定传代ꎬ提高拯救病毒的滴度ꎬ使病毒拯救更加高效和稳定ꎮ
本研究利用两步融合 ＰＣＲ 方法建立 ＣＳＦＶ Ｓｈｉｍｅｎ 株反向遗传系统ꎬ该方法不经过大肠杆菌进行克隆

增殖ꎮ 与传统方法相比ꎬ该方法具有稳定性高、省时方便等优点ꎬ为后续构建 ＣＳＦＶ 嵌合病毒和定点突变

病毒提供了更加稳定的基础ꎮ
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