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摘要： 旨在提高牛结节性皮肤病病毒 （ＬＳＤＶ） 毒株在细胞中的增殖水平。 通过比对 ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１ 毒株在不同细胞中的增殖情况， 发现牛肾细

胞 （ＭＤＢＫ） 是其敏感细胞系。 为了进一步优化病毒增殖条件， 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建了Ⅰ型干扰素 （ ＩＦＮ－Ⅰ） 敲除的 ＭＤＢＫ 细胞系， 并

通过实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）、 半数组织细胞感染量 （ＴＣＩＤ５０） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验对野生型与 ＩＦＮ－Ⅰ敲除 ＭＤＢＫ 细胞系中的病毒含量和蛋白

表达量进行了评估。 基因测序结果显示， ＩＦＮ－Ⅰ敲除细胞系中存在碱基缺失导致的移码突变， 证实基因敲除成功； ｑＰＣＲ、 ＴＣＩＤ５０和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
试验结果显示， ＩＦＮ－Ⅰ敲除 ＭＤＢＫ 细胞系可以显著促进 ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１ 毒株的复制。 该研究为 ＬＳＤ 疫苗的研发和病毒与细胞互作机制的探索奠

定了基础。
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　 　 牛结节性皮肤病 （ＬＳＤ） 是由痘病毒科 （Ｐｏｘｖｉ⁃
ｒｉｄａｅ） 山羊痘病毒属 （Ｃａｐｒｉｐｏｘｖｉｒｕｓ） 的牛结节性皮

肤病病毒 （ＬＳＤＶ） 引起的一种牛的急性、 亚急性传

染病［１］。 感染牛的临床病症主要表现为发烧， 皮肤

出现数量不等的明显结节［１－２］。 值得注意的是， 近年

来 ＬＳＤＶ 已经逐渐从非洲和中东地区蔓延到欧洲和亚

洲［３］， 我国在 ２０１９ 年首次在新疆发现了该病［４］。 目

前， ＬＳＤ 无特效药， 在疫病流行区， 防控 ＬＳＤ 唯一

可行的手段就是疫苗免疫， 所以生产安全有效的疫苗

是十分必要的［５］。 国内目前还没有商品化 ＬＳＤ 疫苗，
现国外有市售的主要是预防 ＬＳＤ 的两类弱毒活疫苗，
一类是基于 ＬＳＤＶ Ｎｅｅｔｈｌｉｎｇ 株、 ＫＳＧＰ－１８０ ／ ２４０ 株的

同源疫苗［６］， 另一类是基于山羊痘病毒 （ＧＴＰＶ）、
绵羊痘病毒 （ ＳＰＰＶ） 的异源疫苗［７－８］。 除此之外，
还有一些关于 ＬＳＤ 灭活苗和重组疫苗的研究已经发

表［９－１１］， 但是这些疫苗需要作进一步的研究。 在我

国， 根据 《牛结节性皮肤病防治技术规范》 要求，
受疫情威胁区县采用山羊 ５ 倍剂量免疫山羊痘弱毒活

疫苗。
在 ＬＳＤＶ 培养方面， 使用反刍动物来源的原代细

胞进行病毒增殖仍然面临一些问题， 如制备过程复

杂、 耗时， 以及存在病毒传播风险［１２］ 和动物福利问

题［１３－１４］， 需要寻找更有效的解决方案。 原代细胞，
如羔羊睾丸细胞 （ＬＴ）、 胎牛肌肉细胞、 胎牛皮肤细

胞、 羊肾细胞和胎牛肺细胞， 虽然被用作生产疫苗的

基础， 但它们存在性能不稳定、 易出现假阳性结果的

风险， 并且可能因复发性病毒或细胞异质性而受影

响［１３－１５］。 Ｖｅｒｏ 细胞因其生长速度快、 传代稳定且易

于操作而备受关注。 虽然 Ｖｅｒｏ 细胞在多种病毒疫苗

生产中表现出色［１６］， 但在山羊痘病毒疫苗生产中的

应用效果并不理想［１７－１８］， 这主要是因为山羊痘病毒

在 Ｖｅｒｏ 细胞中的复制能力有限。 因此， 为了提升

ＬＳＤ 疫苗的生产效率和效果， 需要进一步探索和研究

更合适的细胞系和生产技术。
干扰素 （ＩＦＮ） 是一种由细胞基因组控制产生的

糖蛋白， 具有抗病毒、 抗肿瘤和免疫调节等多种生物

活性［１９］。 干扰素主要分为 ３ 类， 即Ⅰ、 Ⅱ和Ⅲ型。
Ⅰ型干扰素有多种亚型且各亚型间都具有一定的结构

同源性， 包括 ＩＦＮ－α、 β、 δ、 ε、 κ、 τ 等［２０］。 Ⅱ型

干扰素由单基因家族 ＩＦＮ－γ 构成［２１］。 研究表明， 痘

病毒科经典模式病毒痘苗病毒 （ＶＡＣＶ） 在感染宿主

过程中会被细胞内环鸟腺苷酸合成酶 （ｃＧＡＳ） 识别，
进而刺激下游 ＩＦＮ － Ⅰ转录， 激活宿主抗病毒反

应［２２］， 这一发现揭示了 ＩＦＮ－Ⅰ通路在宿主防御痘病

毒感染中的关键作用。 有研究表明， ＩＦＮ－α 具有抗

水疱性口炎病毒、 口蹄疫病毒、 牛病毒性腹泻等多种

病毒的作用［５］。
目前， 本实验室已成功分离出 ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１

毒株［２３］。 然而， 以往研究结果显示， ＬＳＤＶ 在培养过

程中滴度最终保持在 １０５ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ［２４－２７］。 由于其在

培养过程中展现出较差的细胞适应性和较低的毒价，
所以阻碍了 ＬＳＤＶ 相关基础研究工作的开展， 同时也

增加了其作为疫苗株的生产成本。 为了解决该问题，
本研 究 从 牛 肾 细 胞 （ ＭＤＢＫ ）、 乳 仓 鼠 肾 细 胞

（ＢＨＫ－２１） 和肺癌人类肺泡基底上皮细胞 （Ａ５４９）
中筛选 ＬＳＤＶ 敏感细胞系， 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构

建了 ＭＤＢＫ ＩＦＮ－α 敲除细胞系， 为 ＬＳＤＶ 病原学研究

和疫苗研发提供有用材料和工具。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ Ｖ２、 ｐｓｐＡＸ２、 ｐＭＤ２􀆰 Ｇ 由本实验

室保存； ＨＥＫ－２９３Ｔ、 ＭＤＢＫ、 Ａ５４９ 和 ＢＨＫ－２１ 细胞

由本实验室保存； ＬＳＤＶ ＯＲＦ１０４ 多克隆抗体由本实

验室保存； ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１ 毒株和带有 ｍＣｈｅｒｒｙ 报告

基因的重组病毒 ｒＬＳＤＶ 由本实验室保存； ＤＭＥＭ 细

胞培养基及胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； 大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞购自北京全式金生物技术股份有限

公司； 转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００、 Ｔ４ 连接酶购自

赛默飞生物有限公司； 测序和引物由生工生物工程

（上海） 股份有限公司完成； Ｔ４ ＰＮＫ 酶和 ＢｓｍＢⅠ酶

购自美国 ＮＥＢ 公司； 嘌呤霉素购自北京索莱宝科技

有限公司； Ｔａｑ 酶、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ＣＣＫ － ８ 试剂盒、
ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒和蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自南京

诺唯赞公司； ＤＮＡ 提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司；
Ｐｏｌｙｂｅｒｅｎｅ、 细胞裂解液购自碧云天公司； 羊抗兔

ＩｇＧ － ＨＲＰ 购 自 ＰＲＯＴＥＩＮＴＥＣＨ 公 司； 曝 光 液

（Ｔａｎｏｎ－ＥＣＬ） 购自上海天能生命科学有限公司。
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１􀆰 ２　 ＬＳＤＶ 敏感细胞系的筛选

将 Ａ５４９、 ＢＨＫ－２１ 与 ＭＤＢＫ 三种细胞按每孔 ４×
１０５个细胞的密度接种至 ２４ 孔板中， １２ ｈ 后接种感染

复数 （ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 ０１ 的 ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１ 毒株， 分别

在感染后 ２４、 ４８、 ７２ 和 ９６ ｈ 收集病毒样品与 ＤＮＡ
样品， 通过测定样品中病毒的半数组织细胞感染量

（ＴＣＩＤ５０） 与病毒 ＤＮＡ 拷贝水平绘制病毒生长曲线；
同时， 接种 ＭＯＩ＝ ０􀆰 ０１ 的 ｒＬＳＤＶ 毒株， 于感染后 ４８、
７２ 和 ９６ ｈ 通过荧光显微镜观察病毒在细胞中的增殖

情况。
１􀆰 ３　 病毒生长曲线绘制

将 ＭＤＢＫ 细胞铺于 ９６ 孔细胞板中， １２ ｈ 后弃去

营养液， 用 ＰＢＳ 洗 ３ 次， 将收集的病毒样品反复冻

融 ３ 次， 取 １００ μＬ 样品用 ＤＭＥＭ （不含血清与双

抗） 进行 １０ 倍倍比稀释， 共做 ８ 个稀释度； 取

１００ μＬ 稀释后的病毒液加入 ９６ 孔板中， 每个稀释度

做 ８ 个重复孔， 同时设置阴性对照组。 将细胞板置于

温箱中， ２ ｈ 后弃去病毒液， 加入维持液 （含 ２％
ＦＢＳ， １％双抗的 ＤＭＥＭ） 继续培养， 第 ５ 天时统计

病变孔数， 利用 Ｒｅｅｄ －Ｍｕｅｎｃｈ 法计算样品 ＴＣＩＤ５０，
根据 ＴＣＩＤ５０测定结果绘制病毒生长曲线。
１􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ）

根据 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提取样品 ＤＮＡ， 参

考伍子昂等［２８］描述的方法对病毒 ＤＮＡ 含量进行绝对

定 量， 配 制 ２０ μＬ 反 应 体 系： Ｐｒｏｂｅ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
１０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ４ μＬ， 标准模板 ０􀆰 ６ μＬ， 上游引物

（５′－ＴＴＡＣＴＡＴＣＡＣＴＡＴＣＡＣＴＡＴＴＡＣ－３′） ０􀆰 １ μＬ， 下

游 引 物 （ ５′ － ＡＡＣＧＴＧＴＴＡＣＡＴＴＧＴＴＡＧＡＴ － ３′）
０􀆰 １ μＬ， 探针 （５′ － ＦＡＭ －ＴＡＴＣＡＴＴＡＧＣＡＣＣＡＴＣＡＣ⁃
ＣＡＴＣＡＣＣＡ－ＢＨＱ１－３′） ０􀆰 ４ μＬ 和 ＲＯＸ ０􀆰 ４ μＬ。 反

应条件： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ ３５ ｓ， 共 ４０
次循环。 所有样品设置 ３ 个重复。 根据 ｑＰＣＲ 测定结

果绘制病毒生长曲线。
１􀆰 ５　 ｒＬｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ Ｖ２ 质粒的构建与慢病毒包装

根据 ＮＣＢＩ 中牛 ＩＦＮ－Ⅰ的基因序列 （表 １）， 利

用 ＣＲＩＳＰＲ ｄｉｒｅｃｔ 在线网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｒ．ｄｂｃｌｓ． ｊｐ ／ ）设
计 ４ 对 ｇＲＮＡ 引物 （表 ２）。

退火体系： 上下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １ μＬ，
Ｔ４ ＰＮＫ 酶 ０􀆰 ５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ５ μＬ。 退火步骤： 水浴

锅中 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， ９５ ℃孵育 ５ ｍｉｎ， 然后关闭

水浴锅待其降至室温， 形成双链 ＤＮＡ。 根据 ＢｓｍＢⅠ
酶使用说明书酶切 Ｌｅｎｔｉ ＣＲＩＳＰＲ Ｖ２ 质粒； 使用胶回

收试剂盒回收酶切产物。 使用 Ｔ４ 连接酶将胶回收产

物与退火产物连接， 然后转化到 ＤＨ５α 感受态细胞

中， 涂布于氨苄抗性的固体 ＬＢ 平板中培养， 挑选单

克隆菌进行 ＰＣＲ 鉴定阳性菌落。 ＰＣＲ 反应体系： Ｔａｑ

酶 １２􀆰 ５ μＬ， 菌液 １ μＬ， 上游引物１ μＬ， 下游引物

１ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ９􀆰 ５ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序： ９８ ℃预变性

３０ ｓ； ９８ ℃变性 １０ ｓ， ５５ ℃退火 ５ ｓ， ７２ ℃延伸 ６０ ｓ，
３５ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂

糖凝胶电泳。 最后经测序鉴定获得重组的 ｒＬｅｎｔｉ
ＣＲＩＳＰＲ Ｖ２ 质粒。

表 １　 牛 ＩＦＮ－Ｉ 基因序列信息

基因名称 登录号

ＩＦＮ－Ⅰ α－Ａ Ｍ１０９５２􀆰 １

ＩＦＮ－Ⅰ α－Ｂ Ｍ１０９５３􀆰 １

ＩＦＮ－Ⅰ α－Ｃ Ｍ１０９５４􀆰 １

ＩＦＮ－Ⅰ α－Ｄ Ｍ１０９５５􀆰 １

表 ２　 ｇＲＮＡ 序列信息

序列名称 引物序列 （５′→３′）

ｇＲＮＡ１－Ｆ ＣＡＣＣＧＴＣＡＴＴＴＣＴＧＴＣＣＴＧＣＡＧＧＣ

ｇＲＮＡ１－Ｒ ＡＡＡＣＧＣＣＴＧＣＡＧＧＡＣＡＧＡＡＡＴＧＡＣ

ｇＲＮＡ２－Ｆ ＣＡＣＣＧＴＧＧＣＴＴＧＡＧＣＣＴＴＣＴＧＣＡＡＣ

ｇＲＮＡ２－Ｒ ＡＡＡＣＧＴＴＧＣＡＧＡＡＧＧＣＴＣＡＡＧＣＣＡＣ

ｇＲＮＡ３－Ｆ ＣＡＣＣＧＴＡＴＴＴＣＣＴＣＡＣＡＧＣＣＡＧＧＣ

ｇＲＮＡ３－Ｒ ＡＡＡＣＧＣＣＴＧＧＣＴＧＴＧＡＧＧＡＡＡＴＡＣ

ｇＲＮＡ４－Ｆ ＣＡＣＣＧＡＣＡＣＡＧＣＣＣＴＴＧＴＧＣＣＴＧＧＧ

ｇＲＮＡ４－Ｒ ＡＡＡＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＡＡＧＧＧＣＴＧＴＧＴＣ

将 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞铺于 ６ 孔细胞板， １２ ｈ 后按

照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 说明书操作， 将 ｒＬｅｎｔｉ ＣＲＩＳ－ＰＲ
Ｖ２、 ｐｓｐＡＸ２ 和 ｐＭＤ２􀆰 Ｇ 质粒按照质量比 ４ ∶ ３ ∶ ２ 转

染至 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， 总质量为 ３ μｇ， 转染后 ４８ ｈ
收获上清液病毒， ４ ℃ ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取

上清液保存于－８０ ℃备用。
１􀆰 ６　 ＩＦＮ－Ⅰ敲除 ＭＤＢＫ 细胞系构建

将 ＭＤＢＫ 细胞铺于 ２４ 孔细胞板， 每孔 ５×１０４个

细胞。 １２ ｈ 后向 ２００ μＬ 慢病毒液中加入终浓度为 １０
μｇ ／ ｍＬ 的 Ｐｏｌｙｂｅｒｅｎｅ， 用混合物感染 ＭＤＢＫ 细胞 ４ ｈ
后， 将营养液换为生长培养基 （含 １０％ ＦＢＳ 和 １％双

抗） 继续培养， ４８ ｈ 后用含 ２ μｇ ／ ｍＬ 嘌呤霉素的生

长培养基进行药筛。 用鼠原代腹腔巨噬细胞作为饲养

层细胞对药筛 ７ ｄ 后的 ＭＤＢＫ 细胞进行单克隆筛选，
将细胞稀释至 ７ 个 ／ ｍＬ， 铺于 ９６ 孔细胞板， 每孔

１００ μＬ。 １ 周后， 挑选每孔只有 １ 个细胞团的孔进行

传代， 将细胞传至 ２４ 孔板中， 并收集细胞 ＤＮＡ。 使

用细胞 ＤＮＡ 提取试剂盒提取细胞株总 ＤＮＡ， 根据牛

染色体 ８ 号基因 （ＮＣ＿０３７３３５􀆰 １） 设计测序引物 （表
３）， 使用 ＰＣＲ 扩增目的片段并进行胶回收， 对回收
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产物进行测序鉴定。

表 ３　 扩增 Ｂｏ ＩＦＮ－α片段引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′）

Ｂｏ ＩＦＮ－Ｆ ＧＧＧＡＡＡＣＡＴＧＡＡＡＡＡＡＡＡＡＧＡＴＴＧＡＧＡＡＡＴＡＣ

Ｂｏ ＩＦＮ－Ｒ ＴＴＧＡＣＡＴＧＧＣＡＧＣＡＣＡＧＧＡＧＧＡＣＧ

１􀆰 ７　 不同细胞对 ＬＳＤＶ 增殖效果的影响

ＭＤＢＫ ＩＦＮ－α 敲除细胞系和 ＭＤＢＫ 细胞铺于 ２
个 ２４ 孔板， 其中 １ 个 ２４ 孔板 １２ ｈ 后接种 ＭＯＩ＝ ０􀆰 ０１
的 ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１， 在感染后 ２４、 ４８、 ７２ 和 ９６ ｈ 时

收集样品， 检测样品中 ＴＣＩＤ５０含量， ｑＰＣＲ 评估病毒

基因拷贝数， 以 ＬＳＤＶ ＯＲＦ１０４ 多克隆抗体为一抗进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 评估 ＯＲＦ１０４ 蛋白表达量。 另外 １ 个

２４ 孔板 １２ ｈ 后接种ＭＯＩ＝ ０􀆰 ０１ 的 ｒＬＳＤＶ， 在感染后

４８、 ７２ 和 ９６ ｈ 时观察细胞荧光强度并拍摄照片。
１􀆰 ８　 不同细胞感染 ＬＳＤＶ 后 ＯＲＦ１０４ 蛋白表达量

１􀆰 ８􀆰 １　 蛋白样品收集

将病毒感染后 ２４、 ４８、 ７２ 和 ９６ ｈ 的细胞弃去营

养液， 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后加入细胞裂解液收取蛋白

样品。 溶解细胞裂解液， 混匀； 取适当量的裂解液，
在使用前数分钟内加入 ＰＭＳＦ， 使 ＰＭＳＦ 的最终浓度

为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 或者根据试验需要加入适当的上述蛋

白磷酸酶抑制剂混合物。 去除培养液， 用 ＰＢＳ 洗 ３
次。 ６ 孔板中每孔加入 １００ ～ ２００ μＬ 裂解液。 用枪吹

打数下， 使裂解液和细胞充分接触。 充分裂解后，
７ ７２０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液进行煮样。 处理后

的样品放入－２０ ℃保存。
１􀆰 ８􀆰 ２　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

按试剂盒步骤制备 １５％分离胶和 ５％浓缩胶。 待

上层胶凝固后移出梳子， 放入电泳槽， 加入适量 １×
Ｔｒｉｓ－甘氨酸电泳缓冲液。 每孔加入 １０ μＬ 样品。 接

通电源， ８０ Ｖ 电压电泳至溴酚蓝指示剂跑到分离胶

后调到 １２０ Ｖ， 至电泳结束， 卸下凝胶， 进行考马斯

亮蓝染色。
１􀆰 ８􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结束后， 取下电泳后的凝胶， 切去

浓缩胶及其他多余部分， 按照正极至负极的顺序依次

放置海绵、 滤纸、 ＮＣ 膜、 蛋白胶、 滤纸、 海绵， 置

于湿转装置中转印。 ２８０ ｍＡ 恒流转印 １􀆰 ５ ｈ。 转印结

束后， 将 ＮＣ 膜置于配制好的 ５％脱脂乳中 （ＰＢＳＴ 配

制） 进行封闭， ６０ ｒ ／ ｍｉｎ， 室温封闭 １ ｈ； 洗涤后，
用制备的纯化多克隆抗体 （ ＯＲＦ１０４） 作为一抗，
４ ℃过夜孵育； 洗涤， 加入 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ
二抗， 室温摇床孵育１ ｈ； ＥＣＬ 化学发光， Ｔａｎｏｎ５２００
上曝光观察目的蛋白表达情况， 对 ＭＤＢＫ 和 ＭＤＢＫ
ＩＦＮ－α 敲除细胞上 ＬＳＤＶ 的增殖情况进行Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析。
１􀆰 ９　 统计分析

试验数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件， 通过统

计学方法进行数据分析并作图。 同一时间点重复 ３ 次

试验， 使用 ｔ 检验法进行显著性差异分析。 试验数据

以 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＬＳＤＶ 在不同细胞中的增殖情况

为了研究 ＬＳＤＶ 在 Ａ５４９、 ＢＨＫ－２１、 ＭＤＢＫ ３ 种

细胞中的增殖情况， 分别在细胞感染 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 ０１ 的

ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１ 后， ２４、 ４８、 ７２ 和 ９６ ｈ 收集细胞样

品测定其 ＴＣＩＤ５０和基因拷贝数。 结果显示， 在不同时

间点， ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１ 毒株在ＭＤＢＫ 细胞中的基因拷

贝数 （图 １Ａ） 与 ＴＣＩＤ５０ （图 １Ｂ） 均高于其他细胞

系。 使用 ｒＬＳＤＶ 毒株也得到同样的结果， 如图 １Ｃ 所

示， ｒＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 细胞中增殖的荧光信号均强于其

他细胞系。
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　 　 Ａ． ＴＣＩＤ５０检测 ＬＳＤＶ 在不同细胞中的增殖情况； Ｂ． ｑＰＣＲ 检测 ＬＳＤＶ 在不同细胞中的增殖情况； Ｃ． ｒＬＳＤＶ 在 Ａ５４９、 ＢＨＫ－２１ 和 ＭＤＢＫ 细胞中

的增殖情况 （标尺＝ ４００ μｍ）。 ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， 下同。

图 １　 ＬＳＤＶ 在不同细胞中的增殖情况

２􀆰 ２　 ＩＦＮ－α敲除 ＭＤＢＫ 细胞系的构建与鉴定

为了进一步提高 ＬＳＤＶ 在体外细胞培养中的病毒

滴度， 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建了 ＩＦＮ －α 敲除

ＭＤＢＫ 细胞系。 为了鉴定单克隆细胞系的基因敲除情

况， 提取单克隆细胞的 ＤＮＡ 样品， 并对目的片段进

行 ＰＣＲ 扩增和 Ｓａｎｇｅｒ 测序， 结果如图 ２ 所示， 在

ｇＲＮＡ３ 附近存在 ４０ ｂｐ 的基因缺失， 该片段缺失会引

起基因的移码突变。 经过细胞连续传代， 将第 １０ 代

和第 ２０ 代单克隆细胞基因测序后显示 ｇＲＮＡ３ 附近

４０ ｂｐ 基因依旧缺失， 表明敲除细胞系敲除效果

稳定。

图 ２　 测序鉴定 ＭＤＢＫ ＩＦＮ－α敲除单克隆细胞系基因组

·８５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １１



　 　 为了研究 ＩＦＮ－α 敲除对细胞状态的影响， 分别

将 ２×１０５个野生型细胞和敲除细胞系铺至 ２４ 孔板中，
于铺板后的 １２、 ２４ 和 ４８ ｈ 对细胞形态进行观察。 结

果如图 ３ 所示， ２ 种细胞系在细胞形态 （图 ３Ａ） 及

活性 （图 ３Ｂ） 上均无明显差别。

图 ３　 野生型 ＭＤＢＫ 与其 ＩＦＮ－α敲除细胞系的形态 （Ａ） 与活性 （Ｂ） 对比 （标尺＝４００ μｍ）

２􀆰 ３　 敲除 ＩＦＮ－α基因的 ＭＤＢＫ 细胞系对 ＬＳＤＶ 增

殖的影响

　 　 为了研究敲除 ＩＦＮ－α 的 ＭＤＢＫ 细胞对 ＬＳＤＶ 增

殖的影响， 采用 ＴＣＩＤ５０、 ｑＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了

ＬＳＤＶ 在野生型细胞系和敲除细胞系中的增殖情况。
如图 ４Ａ 和 ４Ｂ 所示， 敲除细胞系中病毒滴度在 ９６ ｈ
时稳定在 １０６ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， 而野生型细胞系中病毒滴

度在 ９６ ｈ 时稳定在 １０４􀆰 ９ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 不同时间点， 敲

除细胞系样品中病毒的 ＴＣＩＤ５０和基因拷贝数均高于野

生型细胞系。 图 ４Ｃ 和 ４Ｄ 结果显示， 在感染病毒后

４８、 ７２ 和 ９６ ｈ 敲除细胞系样品中的蛋白表达量明显

高于野生型细胞系， 说明 ＭＤＢＫ 中 ＩＦＮ－α 敲除促进

了 ＬＳＤＶ 增殖， 提高了 ＬＳＤＶ 的病毒滴度。 为了更加

直观地观察 ２ 种细胞对于 ＬＳＤＶ 增殖的影响， 利用带

有红色荧光标签的 ｒＬＳＤＶ 分别感染 ２ 种细胞。 结果

如图 ４Ｅ 所示， 不同时间点 ｒＬＳＤＶ 在敲除细胞系中增

殖的荧光信号均强于野生型细胞系。
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Ａ． ＴＣＩＤ５０法检测 ＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 及其 ＩＦＮ－α 敲除细胞系中的增殖情况； Ｂ． ｑＰＣＲ 法检测 ＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 及其 ＩＦＮ－α 敲除细胞系中的增殖情

况； Ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 及其 ＩＦＮ－α 敲除细胞系中的增殖情况； Ｄ． 图 Ｃ 的灰度值分析； Ｅ． ｒＬＳＤＶ在 ＭＤＢＫ 及其 ＩＦＮ－α 敲除细胞

系中增殖的荧光图 （标尺＝ ４００ μｍ）。

图 ４　 ＩＦＮ－α敲除增强 ＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 中的复制水平

３　 讨论

自 ２０１９ 年 ＬＳＤ 传入我国以来， 不同地区均出现

了 ＬＳＤ 疫情， 这些毒株与最初报道的 ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１
毒株在基因组上具有高度的同源性， 因此成为我国目

前主要的流行毒株［２３，２６，２９－３０］。 广泛使用适当的疫苗是

预防和根除该病毒的关键。 目前， 大多数市面上销售

的是 ＬＳＤＶ 减毒活疫苗。 然而， 使用同源增强的 ＬＳＤ
疫苗进行免疫后， 动物可能会出现一些不良反应， 如

接种部位的过敏反应、 典型的皮肤结节以及泌乳的减

少等［８］。 因此， 在疫苗生产工艺等方面亟待改进和

提升， 其中提高病毒滴度对于降低生产成本和提高疫

苗免疫保护效果尤为关键。 然而， 我国目前流行毒株

在不同细胞系中的适应性较差［３１－３３］， 病毒滴度均保

持在 １０５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的较低水平［２４－２６］， 这给病毒扩

增、 纯化以及作为疫苗株的生产带来诸多挑战。 综上

所述， 针对 ＬＳＤＶ 在我国流行毒株的低毒价问题， 需

要采取一系列策略来提高病毒的扩增效率、 纯度和产

量。 这不仅有助于推动 ＬＳＤＶ 的基础研究工作， 还可

以降低疫苗生产成本， 为防控 ＬＳＤ 疫情提供有力

支持。
本研究对 ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１ 毒株在不同细胞系

（ＢＨＫ－２１、 Ａ５４９ 和 ＭＤＢＫ） 中的增殖情况进行了比

对， 从病毒滴度、 基因拷贝数和荧光强度三个方面对

比发现 ＬＳＤＶ 在 ＭＤＢＫ 细胞中增殖时能达到相对较高

的病毒滴度。 先前研究也表明， ＭＤＢＫ 细胞系是增殖

和研究牛结节性皮肤病病毒的合适选择［２７］。 然而，
尽管如此， 利用 ＭＤＢＫ 细胞系扩增的 ＬＳＤＶ 毒价仍然

未能达到理想水平［２７］。 研究表明 ＩＦＮ－Ⅰ通路在宿主

防御痘病毒感染中的关键作用［２２］。 为了更深入地理

解这一机制， 研究人员利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术来敲

除宿主细胞中的 ＩＦＮ－Ⅰ通路相关基因［３４－３６］， 从而探

究这些基因在病毒感染过程中的作用。 通过该研究方

法有望揭示病毒感染与宿主细胞 ＩＦＮ－Ⅰ通路之间的

复杂关系， 为未来的病毒防治和免疫治疗提供重要的

理论依据。 本研究采用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术，
成功构建了 ＩＦＮ－α 基因敲除 ＭＤＢＫ 细胞系。 随后通

过 ｑＰＣＲ、 ＴＣＩＤ５０和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验， 验证了 ＩＦＮ－
Ⅰ敲除 ＭＤＢＫ 细胞系对 ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１ 毒株增殖的

显著促进作用。 以往研究发现， 无论是野生型毒株还

是疫苗毒株， 在感染 ＭＤＢＫ 细胞 ９６ ｈ 病毒滴度达到

最高峰， 随后开始下降， 但是能够稳定保持在 ９６ ｈ
时的病毒滴度水平［２４－２５，２７］。 本试验结果显示， 将

ＭＯＩ ＝ ０􀆰 ０１ 的 ＬＳＤＶ ＸＪ２０１９０１ 接种于 ＭＤＢＫ 细胞

９６ ｈ 后滴度达到 １０４􀆰 ９ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， 符合以往研究结

果［２４－２７］； 而 ＩＦＮ－α 敲除细胞系中的病毒滴度在 ９６ ｈ
达到 １０６ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， 显著高于野生型细胞系， 说明

ＩＦＮ－α 敲除细胞系显著促进了 ＬＳＤＶ 的增殖， 表明

ＩＦＮ－α 在抑制病毒增殖中发挥重要作用， 这一发现

为 ＬＳＤＶ 疫苗的优化提供了新思路。
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