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摘要： 为了构建猫杯状病毒 （ＦＣＶ） 弱毒疫苗候选株， 从杭州流行的 ＦＣＶ 毒株 ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－１９ 中提取基因组 ＲＮＡ， 利用 ＲＴ－ＰＣＲ 技术分 ３ 段

扩增获得 ＦＣＶ 全基因组， 通过同源重组的方法将全长基因组克隆至已插入榔头状核酶 （ＨａｍＲｚ） 和丁型肝炎核酶 （ＨｄｖＲｚ） 的 ＰＣＩ 载体， 获得中

间质粒 ｐＰＣＩ－ＦＣＶ； 以 ｐＰＣＩ－ＦＣＶ 为模板扩增获得含 ＨａｍＲｚ、 ＨｄｖＲｚ 和 ＦＣＶ 全基因组的产物 ＦＣＶ－Ｈ， 并将其连接到 ＢＡＣ 载体中获得含有 ＦＣＶ 全

基因组的克隆 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ。 将 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ 转染猫肾细胞 Ｆ８１ 连续传代后收获病毒。 针对 ＦＣＶ 毒力相关的 ＬＣ 基因进行缺失， 获得感染性克隆

ｐＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ， 通过转染表达 ＦＣＶ－ＶＰ１ 蛋白的猫肾细胞系进行病毒拯救。 结果显示， 拯救毒株 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ 和 ＬＣ 基因缺失毒株 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－

ΔＬＣ 均可产生细胞病变； 测序结果表明， 拯救毒株的基因序列与亲本毒株 ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－１９ 一致， 且生长曲线与亲本毒相似， 而基因缺失毒株的

生长则慢于亲本毒株， 产生的噬斑大小也明显小于亲本毒株， 表明缺失 ＬＣ 基因后病毒毒力下降。 结论： 本研究成功构建了 ＦＣＶ 的反向遗传系统

及基因缺失弱毒株， 为后续弱毒疫苗研发和 ＦＣＶ 生物学特性研究奠定了基础。
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　 　 猫杯状病毒 （ ｆｅｌｉｎｅ ｃａｌｉｃｉｖｉｒｕｓ， ＦＣＶ） 属于杯状

病毒科、 水疱疹病毒属的成员［１］， 几乎可感染所有

的猫科动物， 感染后所表现的临床症状主要为口腔溃

疡、 结膜炎和肺炎等［２－３］。 ＦＣＶ 感染后的发病率很

高， 但死亡率较低。 不过， 最近报道出现了可引起全

身性症状的强毒株［３］， 感染 ＦＣＶ 强毒株后可导致出

现全身性炎症反应、 高热、 弥散性血管内凝血和高死

亡率［４－５］。
ＦＣＶ 为单股正链 ＲＮＡ 病毒， 基因组全长约为

７􀆰 ７ ｋｂ， ５′ 端与病毒组连接蛋白 （ＶＰｇ） 相连， ３′ 端

多聚 腺 苷 酸 化［６－７］。 基 因 组 有 ３ 个 开 放 阅 读 框

（ＯＲＦ）， 分别为 ＯＲＦ１、 ＯＲＦ２ 和 ＯＲＦ３， 其中 ＯＲＦ１
编码主要的结构蛋白［８］； ＯＲＦ２ 编码衣壳蛋白， 经过

水解后形成成熟的衣壳蛋白 （ＶＰ１） 和衣壳蛋白前体

（ＬＣ）， ＬＣ 与病毒毒力相关［９–１１］； ＯＲＦ３ 编码 ＦＣＶ 所

特有的 ＶＰ２ 蛋白， ＶＰ２ 蛋白与病毒的包装和成熟

相关［１２］。
目前 ＦＣＶ 感染的预防主要依靠疫苗接种， 由于

ＦＣＶ 作为 ＲＮＡ 病毒， 其遗传进化速率较高， 仅靠单

一的疫苗株很难对 ＦＣＶ 产生全面而有效的保护， 此

外感染 ＦＣＶ 并康复后的动物也会持续带毒、 排

毒［１３］， 这也给 ＦＣＶ 感染的防控增加了难度， 因此有

必要探索更为有效的疫苗产品以保护猫科动物的健

康［１４］。 本研究利用反向遗传技术， 将 ＦＣＶ 全基因组

序列同源重组至 ＰＣＩ 和 ＢＡＣ 载体中， 构建 ｐＰＣＩ－ＦＣＶ
和 ｐＢＡＣ －ＦＣＶ 质粒， 转染 Ｆ８１ 细胞后拯救出病毒

ｒＰＣＩ－ＦＣＶ 和 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ， 之后在 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ 的基础

上对部分 ＬＣ 基因进行缺失， 并在 Ｆ８１－ＶＰ１ 细胞上获

得 ＬＣ 基因缺失毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ， 观察分析该毒株

的体外生长特性， 为进一步研究 ＦＣＶ 的组织特异性、
致病机制、 基因组功能以及新型疫苗的研发奠定

基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验用细胞及试剂

ＦＣＶ 杭州流行株 （ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－１９）， 猫肾细胞

（Ｆ８１、 Ｆ８１－ＶＰ１ 细胞）， 载体质粒 ＰＣＩ 和细菌人工染

色体 （ＢＡＣ）， 均由浙江迪福润丝生物科技有限公司

提供； Ｕｎｉｃｌｏｎｅ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｓｅａｍｌｅｓｓ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 重组酶、
Ｅｆｆｉｃｏｍ Ｓｔｂｌ３ Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ Ｃｅｌｌ 感受态细胞，
购自金沙生物； ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ 高保真 ＰＣＲ 酶、 ２ ×
Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ＤＬ５０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ Ｋｉｔ， 均购

自诺唯赞生物科技有限公司； ２ × Ｔ８ Ｈｉｇｈ － Ｆｉｄｅｌｉｔｙ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自擎科生物科技股份有限公司； 普通琼

脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒购自天根生化科技有限公

司； Ｐｌａｓｓｍｉｄ Ｍａｘｉ Ｋｉｔ 试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ； 转染试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ； 核酸提取试剂盒

Ｅ􀆰 Ｚ􀆰 Ｎ􀆰 Ａ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 购自广州飞扬生物工程有限

公司； 草酸铵结晶紫染色液购自上海麦克林生化科技

有 限 公 司； ４％ 多 聚 甲 醛 固 定 液 购 自 Ｐｈｙｇｅｎｅ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ。 　
１􀆰 ２　 引物设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ＦＣＶ 基因序列设计引物，
引物由擎科生物科技股份有限公司进行合成， 引物信

息如表 １ 所示。

表 １　 引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′）

ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－１９－Ｆ１ ＧＴＡＡＡＡＧＡＡＡＴＴＧＧＡＧＡＣＡＡＴＧ

ＦＣＶ－ＰＤ１－１－Ｒ ＣＧＧＣＴＣＣＡＣＧＣＴＴＴＧＣＡＡＧＧＣＡＧ

ＦＣＶ－ＰＤ１－２－Ｆ ＣＡＡＡＧＣＧＴＧＧＡＧＣＣＧＡＧＴＧＴＴＧ

ＦＣＶ－ＰＤ１－２－Ｒ ＧＴＧＧＴＧＴＡＣＧＣＣＴＴＴＧＧＴＴＴＣＣＡＣ

ＦＣＶ－ＰＤ２－Ｆ ＡＡＡＧＧＣＧＴＡＣＡＣＣＡＣＡＡＣＡＴＣＴＧ

ＦＣＶ－ＰＤ２－Ｒ ＣＣＣＴＧＧＧＧＴＴＡＧＧＣＧＣＴＡＡＡＡＧＣＧ

ＰＤ－Ｈａｍ－ＨＤＶ－Ｆ ＴＧＴＴＡＡＧＣＧＴＣＴＧＡＴＧＡＧＴＣＣＧＴＧ

ＰＤ－Ｈａｍ－ＨＤＶ－Ｒ ＴＣＡＴＧＴＣＴＧＣＴＣＧＣＣＡＡＡＡＡＡＣＣＣＣＴＣＡＡＧ

ＺＴ－ＰＣＩ－ＧＺ－Ｆ
ＧＧＣＧＡＧＣＡＧＡＣＡＴＧＡＴＡＡＧＡＴＡＣＡＴＴＧＡＴＧＡＧ⁃
ＴＴＴＧ

ＺＴ－ＰＣＩ－ＧＺ－Ｒ
ＡＴＣＡＧＡＣＧＣＴＴＡＡＣＡＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴ⁃
ＡＡＴＴＴＣＧ

ＺＴ－ＹＪ－Ｆ ＣＧＣＣＴＡＡＣＣＣＣＡＧＧＧＧＧＴＣＧＧＣＡＴＧＧＣＡＴＣＴＣＣ

ＺＴ－ＹＪ－Ｒ
ＴＣＣＡＡＴＴＴＣＴＴＴＴＡＣＧＡＣＴＡＴＡＧＧＡＡＴＴＣＣＴＴＴＣ⁃
ＣＴＡＴＡＧ

ＺＴ－ＢＡＣ－Ｆ ＧＧＣＣＧＧＣＡＴＧＧＴＣＣＣＡＧＣＣＴＣＣＴＣＧ

ＺＴ－ＢＡＣ－Ｒ ＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡＡＴＧ

ＺＴ－ΔＬＣ－Ｆ
ＣＧＡＡＧＴＴＴＧＡＧＣＡＴＧＧＣＴＧＡＴＧＡＴＧＧＣＴＣＣＡＴＣ⁃
ＡＣＣＡＣ

ＺＴ－ΔＬＣ－Ｒ ＣＡＴＧＣＴＣＡＡＡＣＴＴＣＧＡＡＣＡＣＡＴＣＡＣＡＧ

ＦＣＶ－Ｆ１－Ｒ ＴＣＡＧＣＣＡＴＡＡＣＣＡＧＣＡＡＡＣＴＴＧ

ＦＣＶ－Ｆ２－Ｆ ＧＴＣＴＡＣＴＣＡＧＴＣＴＣＡＣＣＣＴＧ

ＦＣＶ－Ｆ２－Ｒ ＣＡＣＣＧＧＣＴＴＣＴＡＴＧＡＣＡＡＡＴＴＧ

ＦＣＶ－Ｆ２－Ｒ ＴＣＡＴＡＧＡＡＧＣＣＧＧＴＧＡＴＡＡＴＴＧ

ＦＣＶ－Ｆ３－Ｆ ＣＡＣＣＧＧＣＴＴＣＴＡＴＧＡＣＡＡＡＴＴＧ

ＦＣＶ－Ｆ３－Ｒ ＣＡＧＧＧＧＧＴＣＣＴＧＴＴＡＧＧＡＴＧ

ＦＣＶ－Ｆ４－Ｆ ＣＣＴＧＡＴＧＴＣＴＡＣＡＣＴＧＧＡＴＧ

ＦＣＶ－Ｆ４－Ｒ ＣＧＧＣＴＣＣＡＣＧＣＴＴＴＧＣＡＡＧＧＣＡＧ

ＹＺ－ＬＣ－Ｆ ＡＴＧＣＡＡＧＴＣＡＡＣＡＴＧＧＴＧＴＧ

ＹＺ－ＬＣ－Ｒ ＡＴＧＣＴＣＡＡＧＧＴＡＧＧＧＧＴＴＧＡＧ

１􀆰 ３　 ＦＣＶ 全基因组感染性克隆的构建

提取毒株 ＦＣＶ － ＨＺ － ＤＦ － １９ 的 ＲＮＡ， 用引物
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ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－Ｆ１９－Ｆ１ ／ ＦＣＶ－ＰＤ１－１－Ｒ、 ＦＣＶ－ＰＤ１－
２－Ｆ ／ ＦＣＶ－ＰＤ１－２－Ｒ 和 ＦＣＶ－ＰＤ２－Ｆ ／ ＦＣＶ－ＰＤ２－Ｒ 进

行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增， 获得产物 ＰＤ１－１、 ＰＤ１－２ 和 ＰＤ２。
用引物 ＰＤ－Ｈａｍ－ＨＤＶ－Ｆ ／ ＰＤ－Ｈａｍ－ＨＤＶ－Ｒ 扩增含

有 ＨａｍＲｚ 和 ＨｄｖＲｚ 片段的合成基因获得产物 ＰＤ３，
利用引物 ＺＴ－ＰＣＩ－ＧＺ－Ｆ ／ ＺＴ－ＰＣＩ－ＧＺ－Ｒ 扩增 ＰＣＩ 载
体， 将产物 ＰＤ３ 同源重组至载体 ＰＣＩ 载体中， 获得

改造后的载体并将其命名为 ＰＣＩ′。
用引物 ＺＴ－ＹＪ－Ｆ ／ ＺＴ－ＹＪ－Ｒ 扩增载体 ＰＣＩ′， 将产

物 ＰＤ１－１、 ＰＤ１－２ 和 ＰＤ２ 同源重组至 ＰＣＩ′载体中，
３ 个产物插入的位置在片段 ＨａｍＲｚ 和 ＨｄｖＲｚ 中间，
获得中间质粒 ｐＰＣＩ′ －ＦＣＶ。 以 ｐＰＣＩ′ －ＦＣＶ 为模板，
引物 ＢＡＣ－ＦＣＶ－Ｆ ／ ＢＡＣ－ＦＣＶ－Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增获得

产物 ＦＣＶ－Ｈ， ＦＣＶ－Ｈ 片段包含 ＦＣＶ 全长基因组、
ＨａｍＲｚ 和 ＨｄｖＲｚ 片段， 用引物 ＺＴ－ＢＡＣ－ＦＣＶ－Ｆ ／ ＺＴ－
ＢＡＣ－ＦＣＶ－Ｒ， 扩增 ＢＡＣ 载体使其线性化， 用同源重

组的方法将 ＦＣＶ－Ｈ 和 ＢＡＣ 载体进行连接， 获得含有

ＦＣＶ 全基因组感染性克隆质粒 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ， 引物序

列详见表 １。
１􀆰 ４　 ＦＣＶ 毒力基因的敲除

选择与病毒毒力相关的 ＬＣ 基因进行缺失， 以

ｐＢＡＣ－ＦＣＶ 为模板， 用引物 ＺＴ－ΔＬＣ－Ｆ ／ ＺＴ－ΔＬＣ－Ｒ
进行线性化扩增， 上下游引物分别在缺失基因的两

端， 获得产物 ＦＣＶ－ΔＬＣ， 将线性化的 ＦＣＶ－ΔＬＣ 进

行连接， 得到 ＬＣ 基因缺失质粒 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ。
１􀆰 ５　 病毒拯救

按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂说明，
将 ４ μｇ ｐＢＡＣ－ＦＣＶ 转染到生长密度约为 ８０％的 Ｆ８１
细胞上， ｐＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 质粒则分别转染到 Ｆ８１ 和

Ｆ８１－ＶＰ１ 细胞中， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２环境中培养，
之后进行细胞传代 （每 ２ ｄ 传代 １ 次）， 传代培养过

程中随时利用显微镜观察有无细胞病变 （ＣＰＥ）， 当

出现 ＣＰＥ 时收获病毒。
１􀆰 ６　 拯救病毒的鉴定

提取收获的病毒 ＲＮＡ， 用表 １ 中的引物 ＦＣＶ－
ＨＺ－ＤＦ－１９－Ｆ１ ／ ＦＣＶ－Ｆ１－Ｒ、 ＦＣＶ－Ｆ２－Ｆ ／ ＦＣＶ－Ｆ２－Ｒ、
ＦＣＶ－Ｆ３－Ｆ ／ ＦＣＶ－Ｆ３－Ｒ 和 ＦＣＶ－Ｆ４－Ｆ ／ ＦＣＶ－Ｆ４－Ｒ 对

Ｆ８１ 细胞上拯救出的 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ 进行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增，
验证是否拯救出含有 ＦＣＶ 全基因组的病毒， 引物

ＹＺ－ＬＣ－Ｆ ／ ＹＺ－ＬＣ－Ｒ 对基因缺失毒 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ
进行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增以此验证病毒的 ＬＣ 段基因是否缺

失， 将 ＲＴ－ＰＣＲ 产物送金唯智生物科技有限公司进

行测序。
１􀆰 ７　 ＦＣＶ 重组毒的生物学特性分析

１􀆰 ７􀆰 １　 缺失毒与亲本毒生长动力学比较

将亲本毒和拯救病毒按照感染复数 （ＭＯＩ） 为

０􀆰 ０１ 感染生长密度约为 ８０％ 的 Ｆ８１ 细胞， 置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２环境中培养， 分别在感染后 ２４、 ４８、
７２ 和 ９６ ｈ 收获病毒， 每个时间点重复测定 ３ 次， 以

病毒的感染时间为横坐标、 病毒不同时间点组织半数

感染量 （ ＴＣＩＤ５０ ） 的数值为纵坐标， 用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ 软件绘制病毒生长曲线。
１􀆰 ７􀆰 ２　 缺失毒的传代稳定性验证

将缺失毒接种到生长良好的 Ｆ８１ 细胞上， ４８ ｈ
后观察细胞病变， 当细胞出现完全病变后收获病毒并

接种到新的 Ｆ８１ 细胞上。 连续传代 ５ 次之后提取病毒

ＲＮＡ 并用引物 ＹＺ－ＬＣ－Ｆ ／ ＹＺ－ＬＣ－Ｒ 进行 ＲＴ－ＰＣＲ
验证。
１􀆰 ７􀆰 ３　 缺失毒的噬斑染色试验

在铺有 Ｆ８１ 细胞的 ６ 孔细胞培养板中按照 ５００
ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的剂量分别接种亲本毒 ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－１９、
拯救病毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ 和基因缺失病毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－
ΔＬＣ。 ５ ｈ 后弃去培养液并加入 １􀆰 ５ ｍＬ １％低熔点琼

脂糖， 待琼脂糖冷却凝固后置于 ５％ ＣＯ２环境中培养。
之后每 ２４ ｈ 在显微镜下观察噬斑大小， 待其噬斑大

小不再变化后， 向接种病毒的孔中加入 １ ｍＬ 多聚甲

醛进行固定， 静置 ３０ ｍｉｎ 后吸出， 再加入 １ ｍＬ 草酸

铵结晶紫染色液， 静置 ２０ ｍｉｎ 后小心去掉琼脂糖凝

胶块， 用水清洗至噬斑清晰后比较两种病毒噬斑的

大小。

２　 结果

２􀆰 １　 ＦＣＶ 全基因组感染性克隆的构建

以 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ 质粒为模板， 使用引物 ＦＣＶ－ＨＺ－
ＤＦ－１９－Ｆ１ ／ ＦＣＶ－ＰＤ１－１－Ｒ、 ＦＣＶ－ＰＤ１－２－Ｆ ／ ＦＣＶ－
ＰＤ１－２－Ｒ 和 ＦＣＶ－ＰＤ３－Ｆ ／ ＦＣＶ－ＰＤ３－Ｒ 进行 ＰＣＲ 验

证， 分别获得 １ ９２５、 １ ６３０ 和 ４ １６２ ｂｐ 大小条带， 与

预期结果相符。 测序结果也显示与亲本毒株的基因序

列一致， 成功构建出包含有 ＦＣＶ 全基因组的感染性

单克隆 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ （图 １）。

Ｍ． ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 引物对 ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－ １９－Ｆ１ ／ ＦＣＶ－
ＰＤ１－１－Ｒ 的 ＰＣＲ 产物； ２． 引物对 ＦＣＶ－ＰＤ１－２－Ｆ ／ ＦＣＶ－ＰＤ１－２－Ｒ 的

ＰＣＲ 产物； ３． 引物对 ＦＣＶ－ＰＤ３－Ｆ ／ ＦＣＶ－ＰＤ３－Ｒ 的 ＰＣＲ 产物。

图 １　 质粒 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ 的 ＰＣＲ 验证
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２􀆰 ２　 ＦＣＶ 毒力基因的敲除

以 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 质粒为模板， 用引物对 ＹＺ－
ＬＣ－Ｆ ／ ＹＺ－ＬＣ－Ｒ 进行 ＰＣＲ 验证， 获得与预期 ４５１ ｂｐ
大小一致的条带， 测序结果也显示 ＬＣ 部分基因已经

缺失， 成功构建出 ＦＣＶ 的 ＬＣ 基因缺失的感染性克隆

ｐＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ （图 ２）。
２􀆰 ３　 病毒的拯救

将构建的质粒 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ 转染 Ｆ８１ 细胞， 经传

代后产生明显的 ＣＰＥ， 主要表现为细胞脱落， 细胞

变圆核固缩， 聚集成葡萄串状； 基因缺失的质粒

ｐＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 同时转染 Ｆ８１ 和 Ｆ８１－ＶＰ１ 细胞系

后， 连续传代， 转染至 Ｆ８１－ＶＰ１ 细胞系的细胞可观

察到 ＣＰＥ， 转染至 Ｆ８１ 连续传代 ７ 次后仍未观察到

ＣＰＥ， 对照组均未产生 ＣＰＥ （图 ３）。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 引物对 ＹＺ－ＬＣ－Ｆ ／ ＹＺ－ＬＣ－Ｒ 的 ＰＣＲ
产物。

图 ２　 质粒 ｐＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 的 ＰＣＲ 验证

Ａ． ｐＢＡＣ－ＦＣＶ 转染细胞； Ｂ． 正常 Ｆ８１ 细胞； Ｃ． ｐＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 转染细胞； Ｄ． 正常 Ｆ８１－ＶＰ１ 细胞。

图 ３　 拯救病毒的细胞病变

２􀆰 ４　 拯救病毒的验证

提取 ｒＢＡＣ － ＦＣＶ 的 ＲＮＡ 进行 ＲＴ － ＰＣＲ 验证，
ｒＢＡＣ－ＦＣＶ 扩增后获得 ４３５、 ５８１、 ５４７ 和 ５４９ ｂｐ 的条

带， 与预期大小一致， 且 ＲＴ－ＰＣＲ 产物的测序结果

与亲本毒株序列一致， 成功拯救出含有 ＦＣＶ 全基因

组的病毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ。
２􀆰 ５　 病毒的生物学特性分析

２􀆰 ５􀆰 １　 生长动力学比较

亲本毒 ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－１９、 拯救毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ 和

基因缺失毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 在 Ｆ８１ 细胞中增殖特性

如图 ５ 所示。 不同时间点的病毒滴度生长曲线显示，
拯救出含有 ＦＣＶ 全基因组的病毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ 的生长

趋势与亲本毒株基本一致， 但病毒滴度比亲本病毒略

低。 基因缺失毒株 ＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 在培养的前 ４８ ｈ
其生长较为缓慢， 亲本毒株、 拯救毒和基因缺失毒的

病毒滴度在培养至 ７２ ｈ 之后趋于稳定。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 引物对 ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－１９－Ｆ１ ／ ＦＣＶ－Ｆ１－Ｒ 的 ＰＣＲ 产物； ２． 引物对 ＦＣＶ－Ｆ２－Ｆ ／ ＦＣＶ－Ｆ２－Ｒ 的 ＰＣＲ 产物； ３． 引物对

ＦＣＶ－Ｆ３－Ｆ ／ ＦＣＶ－Ｆ３－Ｒ； ４． 引物对 ＦＣＶ－Ｆ４－Ｆ ／ ＦＣＶ－Ｆ４－Ｒ 的 ＰＣＲ 产物。

图 ４　 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ 的 ＲＴ－ＰＣＲ 验证
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图 ５　 ＦＣＶ 亲本毒株与拯救毒株生长动力学比较

２􀆰 ５􀆰 ２　 缺失毒的传代稳定性验证

ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 缺失毒经连续传代， 提取每代

病毒的 ＲＮＡ 进行 ＲＴ－ＰＣＲ 验证， 电泳结果显示获得

与目标大小相符合的条带 （４５１ ｂｐ） （图 ６）， 测序结

果也与预期一致， 说明本试验拯救出了相对稳定的

ＬＣ 基因缺失病毒。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 第 １ 代； ２． 第 ２ 代； ３． 第 ３ 代； ４． 第 ４
代； ５． 第 ５ 代。

图 ６　 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 各代的 ＲＴ－ＰＣＲ 验证

２􀆰 ５􀆰 ３　 病毒的噬斑染色

将亲本毒株 ＦＣＶ －ＨＺ －ＤＦ － １９、 拯救毒 ｒＢＡＣ －
ＦＣＶ 和基因缺失毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 进行噬斑染色，
结果显示 ＦＣＶ－ＤＦ０１９ 和 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ 产生的斑块大小

基本相当， 但是基因缺失毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 产生的

噬斑大小明显小于亲本毒株和拯救毒株 （图 ７）， 表

明 ＬＣ 基因的缺失影响了病毒的复制和侵袭。

Ａ． ＦＣＶ－ＨＺ－ＤＦ－１９； Ｂ． ｒＢＡＣ－ＦＣＶ； Ｃ． ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬ。

图 ７　 亲本毒株与拯救毒株噬斑染色

３　 讨论

目前， 疫苗接种仍是宠物猫主要传染性疾病防控

的核心策略， 疫苗多为灭活疫苗和减毒活疫苗， 多以

联苗和多价苗的形式存在［１５］， 这些疫苗毒株往往是

通过大量筛选， 旨在得到具有更广泛交叉保护性的毒

株［１６］。 然而， ＦＣＶ 基因组序列具有高度的遗传变异

性， 这就使得市场上的疫苗产品难以及时应对该病毒

的变异。 应用反向遗传学技术可以特定地对 ＦＣＶ 的

基因组进行突变、 缺失或插入操作， 为开发具有更强

免疫效果和安全性更高的新型 ＦＣＶ 疫苗提供了可能。
本研究在拯救基因缺失毒 ｒＢＡＣ－ＦＣＶ－ΔＬＣ 的过

程中， 在 Ｆ８１ 细胞上连续传代 ７ 次仍未观察到 ＣＰＥ，
而在转染 Ｆ８１－ＶＰ１ 细胞上可以观察到 ＣＰＥ， ＦＣＶ－
ＶＰ１ 细胞系可以表达整个 ＯＲＦ２ 的基因序列， 证明在

拯救 ＬＣ 基因缺失的病毒过程中， 通过细胞系反式补

充可以协助拯救病毒， 拯救出的基因缺失毒 ｒＢＡＣ－
ＦＣＶ－ΔＬＣ 感染 Ｆ８１ 细胞可观察到 ＣＰＥ 的产生， 只是

产生 ＣＰＥ 的时间和程度均不及含有 ＦＣＶ 全基因组的

拯救毒和亲本毒， 说明即便形成具有侵袭力的病毒粒

子， ＬＣ 的缺失也很大程度上影响了病毒的侵袭力和

复制能力， 与报道的 ＬＣ 与产生细胞病变有关［１７］相符

合。 ＦＣＶ 作为无囊膜病毒需要借助细胞表面受体分

子来完成病毒吸附和穿入， 病毒与受体发生相互作用

的差异性会影响后续细胞信号的传导、 内吞摄入和膜

穿透等下游事件的发生。 已有研究表明， 连接黏附分

子 Ａ （ｆＪＡＭ－Ａ） 是 ＦＣＶ 感染细胞所必备的， 而 ＶＰ１
表面的残基变化会影响病毒的组装和与 ｆＪＡＭ－Ａ 的相

互识别［１８］， 推测 ＬＣ 序列的存在可能影响 ＶＰ１ 残基

的形态， 导致病毒侵袭力的变化。 此外， ＬＣ 过度表

达会对细胞产生毒性作用， 因此构建的细胞系表达整

个 ＯＲＦ２ 序列， 可减轻对细胞的影响。 即便如此Ｆ８１－
ＶＰ１ 细胞系在镜下观察也比普通 Ｆ８１ 细胞更为细长，
也更易产生死细胞。 更有研究发现， ＬＣ 有利于同属

杯状病毒科的诺如病毒在细胞中高效复制［１９］。 保留

ＬＣ 部分构建的嵌合兔出血热病毒可以在体外拯救［９］。
进一步研究使用互补细胞系提供病毒复制和组装所需

要的基因， 或利用 ＬＣ 协助其他杯状病毒科病毒在体

外培养， 值得进一步探索。
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