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摘要： 为了开发表达外源基因的重组盖塔病毒， 通过反向遗传技术， 在盖塔病毒 ｎｓＰ３ 基因的 Ｃ 端插入绿色荧光蛋白 ＺｓＧｒｅｅｎ， 并通过转染至

ＢＨＫ－２１ 细胞拯救重组病毒并研究其生长特性。 结果： 感染性 ｃＤＮＡ 克隆 ｐＳＭ－ＧＥＴＶ－ｎｓＰ３ ／ ＺｓＧｒｅｅｎ 转染 ＢＨＫ－２１ 细胞后表达绿色荧光蛋白， 所拯

救的报告病毒可以在 ＢＨＫ－２１ 细胞上稳定传代 （至少 １０ 代）， 并表现出良好的遗传稳定性； 多步生长曲线试验表明， 报告病毒 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 在

ＢＨＫ－２１ 细胞上的增殖能力略低于亲本毒株， 但仍能达到较高病毒滴度。 综上， 本研究构建并拯救了 １ 株遗传稳定的 ＧＥＴＶ 报告病毒 ＧＥＴＶ－

ＺｓＧｒｅｅｎ。 　
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　 　 盖塔病毒 （Ｇｅｔａｈ ｖｉｒｕｓ， ＧＥＴＶ） 属于披膜病毒

科、 甲病毒属的蚊媒甲病毒， 可引起妊娠母猪流产，
新生仔猪腹泻、 精神沉郁、 消瘦等临床症状， 严重的

出现死亡［１］； 马感染 ＧＥＴＶ 后表现发热、 后肢关节肿

大等关节炎症状［２］。 ＧＥＴＶ 于 １９６４ 年首次在我国海

南省被分离、 鉴定， 命名为 ａｌｐｈａｖｉｒｕｓ－Ｍ１， 随后通

过分子病原学和血清学调查， 在我国多个省份的猪群
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中鉴定到 ＧＥＴＶ 感染。 此外， 在我国的牛、 蓝狐、 小

熊猫、 貉等多种动物中分离或鉴定到 ＧＥＴＶ， 提示该

病毒表现出频繁地跨宿主传播［３］。 重要的是， 在早

期的血清学调查中， 在人类的血清中 ＧＥＴＶ 的中和抗

体， 表明既往感染和潜在的公共卫生风险［３］。
ＧＥＴＶ 基因组为单股正链 ＲＮＡ， 全长约 １２ ０００

ｂｐ， 包含 ２ 个开放阅读框 （ＯＲＦ）， 分别编码非结构

蛋白 ｎｓＰ１～４ 以及结构蛋白 Ｃａｐ、 Ｅ３、 Ｅ２、 ６Ｋ ／ ＴＦ 和

Ｅ１； ５′和 ３′非编码区以及在 ２ 个 ＯＲＦ 之间的间隔序

列［４］。 以病毒基因组为载体表达外源基因在抗病毒

药物筛选、 中和抗体测定以及疫苗研发等方面具有重

要价值。 甲病毒属成员具有表达外源基因的能力， 目

前已经成功构建了多种甲病毒属成员的报告病毒， 包
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括基孔肯亚病毒、 辛德比斯病毒等。 外源基因可以置

于甲病毒基因组的多个位置， 目前已知的位置包括位

于 ｎｓＰ３ 基因的 Ｃ 端、 亚基因组启动子与 Ｃａｐ 基因之

间、 Ｃａｐ 基因与 Ｅ３ 基因之间、 Ｅ３ 基因与 Ｅ２ 基因之

间以及 Ｅ１ 基因之后［５－６］。 在 ＧＥＴＶ 上， 当前已有国

内学者报告了多种报告基因插入策略， 不同的构建策

略导致报告病毒的遗传稳定性各有差异。 然而， 尚未

报告基于 ｎｓＰ３ 基因的 ＧＥＴＶ 报告病毒构建方法。
本研究在已构建的 ＧＥＴＶ－ＨＮ 株感染性克隆的基

础上， 通过反向遗传操作技术， 将 ＺｓＧｒｅｅｎ 基因引入

ＧＥＴＶ ｎｓＰ３ 基因 Ｃ 端 ＨＶＤ 区域， 成功构建和拯救了

表达绿色荧光蛋白的 ＧＥＴＶ 报告病毒 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ，
为后续研究 ｎｓＰ３ 基因的功能奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

ＢＨＫ－２１ 细胞、 ｐＳＭ－ＧＥＴＶ－ＨＮＦＬ质粒［７］ 均由本

实验室保存。 ＤＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； 胎牛血

清购自 ＢＩ 公司； 高保真酶购自诺唯赞公司； 无内毒

素质粒提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司； ＤＮＡ 回收试剂

盒购自康为世纪公司； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自 ＴａＫａＲａ 公

司； 限制性内切酶购自 ＮＥＢ 公司； Ｌｉｐ２０００ 转染试剂

购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。
１􀆰 ２　 引物设计

根据分段扩增、 融合的构建策略， 设计扩增

ＧＥＴＶ－ＨＮ、 ＺｓＧｒｅｅｎ 对应基因序列的引物 （表 １）。
引物由生工生物 （南京） 有限公司合成。

表 １　 ＧＥＴＶ 报告病毒构建引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 扩增长度 ／ ｂｐ

ＧＥＴＶ－Ｃ－ＢｇｌⅡ－Ｆ ＴＴＡＴＧＧＣＣＡＡＧＡＣＴＣＣＡＡＧＡＴＧＣＴ

ＧＥＴＶ－Ｃ－ＺｓＧｒｅｅｎ－Ｒ ＧＣＴＴＧＧＡＣＴＧＧＧＣＣＧＡＴＧＧＡＡＡＴＧＡＣＣＡＴＧＣＧＧＡＴ
３９９

ＺｓＧｒｅｅｎ－Ｆ ＧＣＣＣＡＧＴＣＣＡＡＧＣＡＣＧＧＣＣＴ

ＺｓＧｒｅｅｎ－Ｒ ＧＧＧＣＡＡＧＧＣＧＧＡＧＣＣＧＧＡ
６９０

ＧＥＴＶ－Ｃ－ＺｓＧｒｅｅｎ－Ｆ ＣＴＣＣＧＣＣＴＴＧＣＣＣＧＡＡＡＣＧＡＣＣＴＡＣＧＡＡＡＣＣＡＴＧ

ＧＥＴＶ－Ｃ－ＳｇｒＡⅠ－Ｒ ＣＧＴＣＧＴＴＡＴＧＴＴＴＴＣＧＧＴＧＧＴＧＡＴ
１ ２８４

１􀆰 ３　 ＧＥＴＶ 绿色荧光报告病毒全长 ｃＤＮＡ 的构建

按照高保真酶、 ＤＮＡ 回收试剂盒和无内毒素质

粒提取试剂盒的说明书操作步骤进行。 使用 ＧＥＴＶ－
Ｃ－ＢｇｌⅡ － Ｆ、 ＧＥＴＶ － Ｃ － ＺｓＧｒｅｅｎ － Ｒ 和 ＧＥＴＶ － Ｃ －
ＺｓＧｒｅｅｎ－Ｆ、 ＧＥＴＶ－Ｃ－ＳｇｒＡⅠ－Ｒ 引物对扩增 ＧＥＴＶ
的上、 下片段； 随后使用 ＺｓＧｒｅｅｎ－Ｆ ／ Ｒ 扩增 ＺｓＧｒｅｅｎ
基因， 然后以上片段和 ＺｓＧｒｅｅｎ 的回收产物为模板，
使用 ＧＥＴＶ－Ｃ－ＢｇｌⅡ－Ｆ 和 ＺｓＧｒｅｅｎ－Ｒ 融合扩增上中

片段； 最后以上中片段和下片段为模板， 使用

ＧＥＴＶ－Ｃ－ＢｇｌⅡ－Ｆ 和 ＧＥＴＶ－Ｃ－ＳｇｒＡⅠ－Ｒ 引物， 扩增

最终的上中下片段。 使用 ＢｇｌⅡ和 ＳｇｒＡⅠ限制性内切

酶分别酶切上中下片段以及 ｐＳＭ－ＧＥＴＶ－ＨＮＦＬ质粒，
反应条件为 ３７ ℃孵育 １ ｈ。 酶切结束后， 直接过柱回

收酶切过的片段； 酶切的质粒进行凝胶电泳， 并切胶

回收大于 １０ ０００ ｂｐ 的载体。
将回收后的载体和片段按照摩尔比 １ ∶ ７ 比例进

行连接， 使用 Ｔ４ 连接酶 １ μＬ、 Ｔ４ 连接酶 Ｂｕｆｆｅｒ
１ μＬ， 剩余用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 １０ μＬ， 在 １６ ℃金属浴

中过夜连接。 连接完成后， 将其转化至 ＤＨ１０Ｂ 感受

态细胞。 菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳性的克隆送至上海生工

生物有限公司测序处理， 测序正确的阳性克隆菌液扩

摇后提取质粒备用， 阳性质粒命名为 ｐＳＭ－ＧＥＴＶ－

ｎｓＰ３ ／ ＺｓＧｒｅｅｎ。
１􀆰 ４　 病毒拯救

根据 Ｌｉｐ２０００ 转染试剂的说明书操作步骤， 将

２ μｇ ｐＳＭ－ＧＥＴＶ－ｎｓＰ３ ／ ＺｓＧｒｅｅｎ 质粒与 ４ μＬ 转染试

剂混合， 室温静置 １５ ｍｉｎ 后， 加到 ＢＨＫ－２１ 细胞中。
在转染后 ４～６ ｈ 更换含有 ２％血清的 ＤＭＥＭ 培养基，
继续培养 ３～５ ｄ， 直至出现约 ８０％病变时， 收集上清

液作为 Ｐ０ 代病毒， 命名为 ＧＥＴＶ－ｎｓＰ３ ／ ＺｓＧｒｅｅｎ， 后

续简称为 ＧＥＴＶ － ＺｓＧｒｅｅｎ。 使用亲本 ｐＳＭ －ＧＥＴＶ －
ＨＮＦＬ质粒作为转染阳性对照。
１􀆰 ５　 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 的生长特性研究

ＢＨＫ－２１ 细胞传至 ２４ 孔板培养， 待长满后按照

感染复数 （ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 １ 接种亲本病毒 ＷＴ ＧＥＴＶ 或

报告病毒 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ， 感染后 １ ｈ 更换维持培养

基继续培养 （含 ２％血清）。 在感染后 １２、 ２４、 ３６、
４８ ｈ 收取培养上清液用于病毒滴度测定， 每个时间

点 ３ 个重复。 病毒滴度由 ＴＣＩＤ５０法测定， 随后绘制病

毒生长曲线。
１􀆰 ６　 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 的遗传稳定性研究

将收集的 Ｐ０ 代上清液在 ＢＨＫ－２１ 细胞上传代，
收集的上清液作为 Ｐ１ 代病毒， 并测定病毒滴度后备

用。 随后以 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 ０１ 在 ＢＨＫ－２１ 细胞上连续传代，
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观察病毒绿色荧光蛋白的表达情况， 并通过 ＰＣＲ 鉴

定插入区域是否出现基因缺失。

２　 结果

２􀆰 １　 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 全长 ｃＤＮＡ 克隆的构建

在已建立的 ＧＥＴＶ－ＨＮ 全长感染性克隆的基础

上， 通过在 ｎｓＰ３ 基因 Ｃ 端 ＨＶＤ 区域引入绿色荧光蛋

白 ＺｓＧｒｅｅｎ （图 １Ａ）。 通过 ＰＣＲ 分段扩增、 融合的方

式获得了插入外源基因的完整 Ｃ 片段 （图 １Ｂ）， 将

该片段重新克隆至亲本克隆后， 构建了新的 ｐＳＭ－
ＧＥＴＶ－ｎｓＰ３ ／ ＺｓＧｒｅｅｎ。

Ａ． ＧＥＴＶ 报告病毒的基因组示意图； Ｂ． Ｃ 片段扩增， 其中 Ｍ１， Ｍ２ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 Ｃ－ＺｓＧｒｅｅｎ－上， ２ 为 Ｃ－ＺｓＧｒｅｅｎ－中， ３ 为 Ｃ－ＺｓＧｒｅｅｎ－

下， ４ 为 Ｃ－ＺｓＧｒｅｅｎ－融合产物。

图 １　 ＧＥＴＶ 报告病毒感染性克隆示意图及扩增情况

２􀆰 ２　 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 的拯救与鉴定

将 ｐＳＭ－ＧＥＴＶ－ｎｓＰ３ ／ ＺｓＧｒｅｅｎ 质粒转染至 ＢＨＫ－
２１ 细胞拯救报告病毒， 在转染约 ４ ｄ 后细胞出现病

变， 并在荧光显微镜下观察显示绿色荧光， 表明

ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 被成功拯救 （图 ２）， 而亲本病毒作为

对照则没有表达绿色荧光。 待出现 ８０％病变时， 收

集上清液， 标记为 Ｐ０ 代。

图 ２　 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 拯救病毒的鉴定 （标尺＝５００ μｍ）

２􀆰 ３　 ＧＥＴＶ －ＺｓＧｒｅｅｎ 在 ＢＨＫ － ２１ 细胞上的生长

特性

　 　 报告病毒 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ （Ｐ０） 接种 ＢＨＫ－２１ 细

胞 １２ ｈ 后在荧光显微镜下观察。 结果显示， 感染

ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 的细胞出现明显的绿色荧光， 而对照

细胞未见荧光 （图 ３）。 收集 Ｐ１ 代上清液进行病毒滴
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度测定， 结果显示病毒滴度为 １０７􀆰 ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 空斑

试验结果显示报告病毒 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 在 ＢＨＫ－２１ 细

胞上形成的空斑直径略小于其亲本毒株 （图 ４）。 此

外， 在 ＢＨＫ－２１ 细胞上的多步生长曲线结果显示，

报告病毒 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 感染后的滴度略低于亲本毒

株， 但仍能达到较高滴度 （图 ５）， 能够适用于下游

试验。

图 ３　 ＧＥＴＶ 报告病毒荧光鉴定图 （标尺＝５００ μｍ）

图 ４　 ＧＥＴＶ 报告病毒及其亲本病毒的空斑

图 ５　 亲本 ＧＥＴＶ 及报告病毒的生长曲线

２􀆰 ４　 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 的遗传稳定性研究

报告病毒 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 在 ＢＨＫ－２１ 细胞上连续

传代， 在 １０ 次传代后， 报告病毒仍能稳定表达绿色

荧光蛋白， 并且感染细胞出现病变， 随后细胞死亡、
脱落。 病毒基因组鉴定结果显示 （图 ６）， 在传代过

程中， 扩增条带大小没有出现改变， 表明 ＧＥＴＶ －
ｎｓＰ３ ／ ＺｓＧｒｅｅｎ 基因组稳定， 没有出现外源基因的

丢失。

图 ６　 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ 的遗传稳定性鉴定
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３　 讨论

ＧＥＴＶ 主要对马和猪等哺乳动物产生危害， 近年

来 ＧＥＴＶ 在我国的流行趋势不断增高， 在猪中引起的

疫情对养殖业危害较大［８－１０］。 此外， ＧＥＴＶ 最近在许

多非常规宿主中被鉴定， 如狐狸、 小熊猫等， 提示该

病毒频繁的跨种传播［１１］。 ＧＥＴＶ 潜在的人畜共患风

险提示有必要对该病毒进行研究， 从而明确其致病机

制、 传播能力以及流行情况［１２］。
随着反向遗传学技术的不断发展， 大多数甲病毒

已经成功建立了反向遗传学系统， 用以研究其病毒特

定氨基酸位点或基因的功能。 对于 ＧＥＴＶ 而言， 近几

年开发了几个反向遗传系统［１３－１４］， 均使用 ＣＭＶ 启动

子， 可以直接将质粒转染易感细胞后拯救病毒； 所构

建的报告病毒由于外源基因插入位置的差异， 通常会

显现出不同的复制能力和遗传稳定性。 本研究在

ＧＥＴＶ ｎｓＰ３ 基因中插入了绿色荧光蛋白 ＺｓＧｒｅｅｎ， 由

于与 ｎｓＰ３ 基因融合表达， 其定位与 ｎｓＰ３ 蛋白高度相

似。 由于甲病毒 ｎｓＰ３ 蛋白 Ｃ 端 ＨＶＤ 区域高度多变，
其功能可能存在差异， 该 ＧＥＴＶ 报告病毒更有利于研

究 ＧＥＴＶ ｎｓＰ３ 蛋白的功能。 此外， 在 ｎｓＰ３ 基因的插

入位点更换其他新的报告基因， 如萤火虫萤光素酶

（Ｆｌｕｃ）、 红色荧光蛋白 （ＲＦＰ） 等等， 可以构建用于

不同体内、 体外试验研究的重组报告病毒［１５］。
综上， 本研究构建并拯救了 １ 株能稳定表达绿色

荧光蛋白的 ＧＥＴＶ 报告病毒 ＧＥＴＶ－ＺｓＧｒｅｅｎ， 该病毒

至少能够在体外稳定传代 １０ 次， 为后续建立 ＧＥＴＶ
高通量抗病毒药物筛选平台以及新型疫苗的创制提供

良好的理论依据。
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