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摘要： 旨在通过构建牛结节性皮肤病病毒 （ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＬＳＤＶ） ＯＲＦ００５ 基因缺失重组病毒， 分析其复制能力和对宿主先天性免疫的

影响， 为 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基因功能的研究奠定基础。 本研究利用增强绿色荧光蛋白 （ＥＧＦＰ） 表达盒替代选取的 ＯＲＦ００５ 基因， 扩增其上下游病毒

同源臂序列， 通过同源重组连接至线性化 ｐＵＣ５７ 载体中， 构建基因缺失转移载体 ｐＬＳＤＶ－ΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 质粒， 将转移载体质粒转染至非洲绿猴

肾细胞 （Ｖｅｒｏ） 细胞， 随后感染 ＬＳＤＶ， 使 ＬＳＤＶ 病毒基因组与转移载体质粒发生同源重组， 利用多次药物压力筛选、 挑取单克隆绿色荧光病变

进行筛选和纯化以获得缺失 ＯＲＦ００５ 基因的 ＬＳＤＶ 重组病毒株， 并分析其生物学特性和感染后对宿主先天性免疫的影响。 结果： 成功构建出缺失

ＯＲＦ００５ 基因的重组病毒 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ， 该重组病毒在 ８ 代细胞传代中能稳定表达 ＥＧＦＰ。 病毒生长曲线表明， ＯＲＦ００５ 基因的缺失削弱了

ＬＳＤＶ 在牛肾细胞 （ＭＤＢＫ） 细胞中的复制能力 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 对比 ＬＳＤＶ 野毒株， 感染该 ＯＲＦ００５ 基因缺失重组病毒增强了 ＭＤＢＫ 细胞中白细胞介

素 １ｂ （ＩＬ－１ｂ）、 肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ）、 干扰素刺激基因 １５ （ＩＳＧ１５） 和抗黏液病毒 １ 蛋白 （Ｍｘ１） 基因的转录水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 综上， 本研究

成功构建了 ＯＲＦ００５ 基因缺失的 ＬＳＤＶ 重组病毒株， 为解析 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基因的功能和 ＬＳＤＶ 基因缺失候选疫苗的奠定基础。
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　 　 牛结节性皮肤病 （ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ， ＬＳＤ） 又

称牛疙瘩皮肤病、 牛结节性皮肤炎或牛块状皮肤病，
是由牛结节性皮肤病病毒 （ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，
ＬＳＤＶ） 引起的牛的急性、 亚急性传染病或慢性传染

病。 ＬＳＤ 主要通过昆虫媒介进行传播， 也可通过直接

接触、 人工授精、 垂直传播等方式进行传播［１－２］。 受

动物品种、 年龄、 免疫状态等因素影响， ＬＳＤ 的发病

率为 ５％ ～ ４５％， 死亡率通常低于 １０％［３］。 发病时，
主要表现为发热， 皮肤、 黏膜、 器官表面出现广泛性

结节［４－５］， 患病奶牛产奶量急剧下降， 其可能会导致

母畜流产， 引起公牛睾丸炎症， 造成暂时或永久性不

育， 若伴有继发性细菌感染， 严重时会导致死

亡［６－８］。 ＬＳＤ 于 １９２９ 年在赞比亚首次发现， 起初仅

局限于非洲地区进行传播。 自 ２０１５ 年以来， ＬＳＤ 的

传播已经蔓延到除非洲外的多个国家和区域［９－１０］。
２０１９ 年 ８ 月， ＬＳＤ 在我国新疆地区暴发， 随后在其

他多个省份均检测到 ＬＳＤ 病例［１１］。 由于对养牛业造

成严重的经济影响， 世界动物卫生组织 （ＷＯＡＨ）
将其列为必须通报的疫病［１２］， 我国农业农村部暂时

将其列为二类动物疫病。
ＬＳＤＶ 为痘病毒科山羊痘病毒属双链 ＤＮＡ 囊膜

病毒， 基 因 组 大 小 约 １５１ ｋｂ， 与 山 羊 痘 病 毒

（ ｇｏａｔｐｏｘ ｖｉｒｕｓ， ＧＴＰＶ ）， 绵 羊 痘 病 毒 （ ｓｈｅｅｐｐｏｘ
ｖｉｒｕｓ， ＳＰＰＶ） 的序列同源性为 ９６％ ～ ９７％［１３］。 ＬＳＤＶ
基因组含有 １５６ 个开放阅读框， 其中央编码区位于病

毒基因组 ＯＲＦ０２４ 和 ＯＲＦ１２３ 之间， 编码一系列与病

毒生命周期密切相关的基因。 两侧分别是长 ２􀆰 ４ ｋｂ
的编码序列， 这些序列与病毒毒力、 免疫调节和宿主

选择范围有关。 此外， ＬＳＤＶ 含有白细胞介素 １０
（ＩＬ－１０）、 白细胞介素 １ （ＩＬ－１） 结合蛋白、 Ｇ 蛋白

偶联的 ＣＣ 趋化因子受体和表皮生长因子样蛋白同源

物等基因， 这些基因在其他痘病毒属中也有发现［１４］。
痘病毒可以通过编码这些同源物来实现免疫逃避， 如

黏液瘤病毒可以编码肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ） 受体类似

物， 提前与胞外的 ＴＮＦ 结合以实现免疫逃避［１５］；
ＬＳＤＶ 编码的干扰素 （ ＩＦＮ） β 类似物可以竞争性结

合 ＩＦＮ 受体， 增强病毒毒力［１６］。

ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基因全长 ５１３ ｂｐ， 编码 １７０ 个氨

基酸， 注释为 ＩＬ－１０ 样蛋白。 ＩＬ－１０ 是一种重要的抗

炎因子， 可以在感染和自身免疫期间抑制宿主的先天

性免疫和适应性免疫反应［１７］， 几种病毒已经进化出

ＩＬ－１０或其受体 （ ＩＬ－１０Ｒ） 的同源物［１８－１９］， 通过影

响宿主的免疫反应以促进自身的复制。 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５
基因的功能目前还未报道。 因此， 本研究将 ＬＳＤＶ
ＯＲＦ００５ 基因作为靶标基因， 构建带有增强型绿色荧

光蛋白 （ＥＧＦＰ） 的缺失重组病毒株， 并分析其生物

学特性， 为 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基因的功能研究及减毒活

疫苗的研制奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞、 载体及病毒

非洲绿猴肾细胞 （Ｖｅｒｏ）、 牛肾细胞 （ＭＤＢＫ）
均购自武汉普诺赛生命科技有限公司； ＥＧＦＰ 表达盒

和线性化 ｐＵＣ５７ 载体由本实验室构建并保存； 大肠

杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞购自北京擎科生物科技股份有

限公司。 ＬＳＤＶ 病毒株保存于生物安全防护三级实

验室。
１􀆰 ２　 主要试剂及设备

胎牛血清 （ ＦＢＳ）、 ＤＭＥＭ 培养基、 ＲＰＭＩ １６４０
培养基购自上海逍鹏生物有限公司； 去内毒素质粒提

取试剂盒、 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、 病毒基因组提取

试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司； 霉酚酸、 黄嘌呤和次黄嘌

呤购自上海麦克林生化科技股份有限公司； 通用型基

因组提取试剂盒购自湖南艾科瑞生物工程有限公司；
Ｈｉｅｆｆ Ｔｒａｎｓ®脂质体核酸转染试剂、 反转录试剂购自

翌圣生物科技 （上海） 股份有限公司； 荧光定量

ＰＣＲ 酶、 高保真 ＰＣＲ 酶 （Ｐ５２５）、 同源重组酶购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司。
１􀆰 ３　 转移质粒载体的构建

１􀆰 ３􀆰 １　 引物设计

根据野生型 （ＷＴ） ＬＳＤＶ 的 ＯＲＦ００５ 基因序列，
使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件， 在 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基因上下游分

别设计上游同源臂 ＯＲＦ００５Ｌ （４８５ ｂｐ）、 下游同源臂

ＯＲＦ００５Ｒ （４９１ ｂｐ） 和扩增它们的上、 下游引物。
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ＥＧＦＰ 表达盒及线性化 ｐＵＣ５７ 载体由本实验室构建并

保存， 设计 ＥＧＦＰ 表达盒插入序列的引物对以构建重

组 ＬＳＤＶ （ｒＬＳＤＶ）。 所有引物由北京擎科生物科技股

份有限公司合成 （表 １）。

图 １　 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基因缺失毒株构建示意

表 １　 转移载体构建使用的引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＯＲＦ００５Ｌ－Ｆ ＡＧＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＴＣＧＡＴＣＣＣＴＣＴＧＴＴＡＧＡＡＧＴＣＣＴＣＣＡ ４８５

ＯＲＦ００５Ｌ－Ｒ ＧＴＣＧＣＴＡＡＧＡＡＣＴＣＣＧＧＣＡＡＴＧＡＴＡＧＧＧＴＴＡＡＴＧＡＡＴＣＣ ４８５

ＥＧＦＰ－Ｆ ＧＧＡＧＴＴＣＴＴＡＧＣＧＡＣＣＧＧＡＧ １ ８４５

ＥＧＦＰ－Ｒ ＣＡＡＴＴＴＡＣＧＣＣＴＴＡＡＧＡＴＡＣＡＴＴＧＡＴＧ １ ８４５

ＯＲＦ００５Ｒ－Ｆ ＴＴＡＡＧＧＣＧＴＡＡＡＴＴＧＧＧＣＴＡＴＧＧＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＡＴＴＴＴＣＡＴＴＡ ４９１

ＯＲＦ００５Ｒ－Ｒ ＧＣＴＧＣＡＧＧＡＡＴＴＣＧＡＴＡＣＴＴＡＴＧＧＴＴＧＴＡＣＣＣＴＧＴＴＡＴＡＡＡＴＡＴＴＧ ４９１

１􀆰 ３􀆰 ２　 转移载体的构建及鉴定

使用高保真酶进行 ＰＣＲ 扩增， 以提取的 ＬＳＤＶ
病毒株基因组 ＤＮＡ 为模板， 扩增 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基因

上、 下同源臂； 以实验室构建的 ＥＧＦＰ 表达盒为模

板， 使用引物 ＥＧＦＰ － Ｆ、 ＥＧＦＰ － Ｒ 扩增 ＥＧＦＰ 区。
ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定后， 利用胶回收

试剂盒纯化目的片段并测定其浓度， 放置于－２０ ℃
备用。

利用同源重组试剂盒将 ＯＲＦ００５ 基因上游同源

臂、 ＥＧＦＰ 表达盒及 ＯＲＦ００５ 基因下游同源臂片段连

接至线性化 ｐＵＣ５７ 载体中， 连接产物转化入 ＤＨ５α
感受态后， 涂布于含有氨苄青霉素 （１００ μｇ ／ ｍＬ） 的

固体 ＬＢ 平板上进行筛选， ３７ ℃ 细菌培养箱过夜培

养， 挑取单个菌落摇菌进行 ＰＣＲ 鉴定， 将 ＰＣＲ 产物

大小正确的菌液送至北京擎科生物科技股份有限公司

进行测序， 测序结果正确后使用去内毒素质粒提试剂

盒提取质粒， 将阳性质粒命名为 ｐＬＳＤＶ－ΔＯＲＦ００５－
ＥＧＦＰ。
１􀆰 ４　 ＯＲＦ００５ 缺失重组病毒的构建

当 ６ 孔板中的 Ｖｅｒｏ 细胞密度达到 ６０％ ～ ７０％时，

利用 Ｈｅｉｆｆ Ｔｒａｎｓ 转染试剂， 将 ｐＬＳＤＶ － ΔＯＲＦ００５ －
ＥＧＦＰ 质粒转入 Ｖｅｒｏ 细胞。 转染 ２４ ｈ 后按照感染复

数 （ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 ０５ 感染 ＬＳＤＶ， ２ ｈ 后 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍，
更换为含有 ２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 同时以未处理

的 Ｖｅｒｏ 细胞作为空白对照。 于感染 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后

在荧光显微镜下观察细胞病变和绿色荧光情况， 待大

部分细胞出现细胞病变且带有绿色荧光时， 反复冻融

细胞 ３ 次， 使用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤器过滤去除细胞碎片， 将

收集到的病毒命名为 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５ － ＥＧＦＰ， 置于

－８０ ℃超低温保存备用。
１􀆰 ５　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒的筛选与纯化

将 Ｖｅｒｏ 细胞接种于 ６ 孔板中， 待细胞密度达到

８０％左右， 使用含有 ２５ μｇ ／ ｍＬ 霉酚酸、 ２５０ μｇ ／ ｍＬ
黄嘌呤、 １５ μｇ ／ ｍＬ 次黄嘌呤和 ２％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 筛

选培养基作用 ６ ～ ８ ｈ， 加入待纯化的病毒液， 感染

２ ｈ 后， ＰＢＳ 清洗 ３ 遍， 更换为新的筛选培养基继续

培养， 并在荧光显微镜下连续观察 ３～５ ｄ， 待大部分

细胞出现细胞病变和绿色荧光后， 反复冻融细胞 ３
次， 使用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤器过滤去除细胞碎片， 将收集

到的病毒保存于－８０ ℃。 上述操作重复筛选 ３ 次后，

·５８·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 １２ 期



对 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒进行单克隆纯化。
６ 孔板中接种 ＭＤＢＫ 细胞， 待细胞密度达到 ８５％

左右， 将 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒按照 １０ 倍

稀释度连续稀释， 将 １０－１ ～ １０－６稀释度的病毒液分别

接于不同孔中， 感染 ２ ｈ 后 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍， 更换为含

有 １％低熔点琼脂糖、 ２％ ＦＢＳ 的 １６４０ 培养基， 于室

温冷却凝固后， 于 ３７ ℃细胞培养箱中倒置培养 ４ ～
６ ｄ， 荧光显微镜下观察， 待出现带有绿色荧光单克

隆后， 无菌条件下用枪头挑取最大稀释度对应细胞孔

中的单个荧光单克隆于 ３００ μＬ 无血清 ＤＭＥＭ 培养基

中， 反复冻融 ３ 次， 重复以上纯化操作 ３ 次。
１􀆰 ６　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒的鉴定

将纯化后的病毒在 ＭＤＢＫ 细胞中扩大培养后，

提取重组病毒和 ＷＴ 病毒基因组， 按图 ２ 所示引物位

置设计 ＰＣＲ 引物， 对重组病毒的纯化效果进行检测。
以重组病毒 ＤＮＡ 为模板使用引物 ｐｒｉｍｅｒ １ －Ｆ ／ Ｒ 和

ｐｒｉｍｅｒ ２－Ｆ ／ Ｒ 分别进行 ＰＣＲ 鉴定， ｄｄＨ２Ｏ 作为阴性

对照， ＷＴ－ＬＳＤＶ ＤＮＡ 作为阳性对照， 并将鉴定后的

ｐｒｉｍｅｒ １－Ｆ ／ Ｒ ＰＣＲ 产物送至北京擎科生物科技股份

有限公司进行测序； 以 ＯＲＦ０４３ 作为 ＬＳＤＶ 基因组内

参基因， ＯＲＦ００５ 作为目的基因设计实时荧光定量

ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 引物并进行 ｑＰＣＲ 检测， 利用 ２－ΔΔＣｔ法

计算 纯 化 后 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５ － ＥＧＦＰ 重 组 病 毒 中

ＯＲＦ００５ 基因的相对表达 （表 ２）。

图 ２　 检测引物结合位点示意

表 ２　 检测 ＰＣＲ 及 ｑＰＣＲ 的引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒ １－Ｆ ＡＣＡＣＡＡＡＣＣＡＣＣＴＣＧＡＴＡＣＴＡＣＴＧ

Ｐｒｉｍｅｒ １－Ｒ ＣＧＡＡＧＧＡＣＴＴＡＡＣＴＣＡＡＣＡＧＴＡＣＡＴＴＧ

Ｐｒｉｍｅｒ ２－Ｆ ＡＧＴＡＴＴＴＡＣＣＡＣＣＡＡＣＡＴＧＡＡＡＡＣＡＡＡＣ

Ｐｒｉｍｅｒ ２－Ｒ ＣＡＡＡＣＴＣＴＣＣＣＡＴＡＧＣＣＴＴＡＴＡＡＡＴＡＣＣ

ＬＳＤＶ００５－Ｆ ＡＧＴＴＧＴＧＣＡＡＴＡＧＣＡＴＣＧＧＣＴＡ

ＬＳＤＶ００５－Ｒ ＣＴＡＴＧＣＧＡＣＴＣＧＴＣＡＡＣＴＴＧＴＣＣ

ＬＳＤＶ０４３－Ｆ ＡＴＴＡＧＴＧＣＴＡＧＡＧＣＧＴＴＧＡＡＧＡ

ＬＳＤＶ０４３－Ｒ ＴＣＧＡＧＴＴＴＡＡＡＡＣＧＣＴＴＡＡＣＧＡＡ

１􀆰 ７　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒滴度测定

ＭＤＢＫ 细胞接种于 ９６ 孔板中， 待细胞密度达

８０％时， 将 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒 １０ 倍连

续稀释至 １０－１ ～ １０－８ 稀释度， 每孔加入病毒稀释液

１００ μＬ， 每个稀释梯度做 １０ 个孔重复， 感染 ２ ｈ 后

ＰＢＳ 清洗 ３ 遍， 更换为含有 ２％ ＦＢＳ 的 １６４０ 培养基，
于 ３７ ℃培养 ５～ ６ ｄ， 荧光显微镜下观察并记录出现

细胞病变和绿色荧光的细胞孔数， 根据 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ
法计算半数组织培养感染量 （ＴＣＩＤ５０）。

１􀆰 ８　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５ －ＥＧＦＰ 重组病毒增殖曲线的

测定

　 　 为比较 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒和 ＷＴ－
ＬＳＤＶ 的复制差异， 将 ＭＤＢＫ 细胞铺于 １２ 孔板中，
待细胞密度达到 ７０％， 每孔按照 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １ 感染

ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 或 ＷＴ－ＬＳＤＶ， 分别在感染 １２、
２４、 ４８、 ７２ 和 ９６ ｈ 时收集细胞培养上清液， 进行

ＴＣＩＤ５０的测定并绘制病毒增殖曲线。
１􀆰 ９　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒的传代稳定性

将 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒在 ＭＤＢＫ 细胞

中连续培养 ８ 代， 定期观察细胞感染状态和绿色荧光

情况。
１􀆰 １０　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒对先天性免

疫的影响

　 　 ＭＤＢＫ 细胞接种于 ２４ 孔板中， 待细胞密度达到

８０％时， 每孔按照 ＭＯＩ＝０􀆰 １ 分别感染 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－
ＥＧＦＰ 或 ＷＴ－ＬＳＤＶ， 空白对照孔中加入等量 ＰＢＳ，
感染 ２ ｈ 清洗 ３ 遍， 更换为含 ２％ ＦＢＳ 的 １６４０ 培养

基， 放置于 ３７ ℃细胞培养箱中培养。 感染 ２４ ｈ 时，
弃去培养基， ＰＢＳ 清洗 ３ 遍， 使用 ＲＮＡ 提取试剂盒

提取细胞 ＲＮＡ， 使用表 ３ 中的引物对细胞内先天性

免疫相关基因， 白细胞介素 １ｂ （ ＩＬ－１ｂ）、 ＴＮＦ、 干
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扰素刺激基因 １５ （ ＩＳＧ１５） 和抗黏液病毒 １ 蛋白

（Ｍｘ１） 基因的表达进行 ｑＰＣＲ 检测。

表 ３　 检测免疫相关基因表达所用的 ｑＰＣＲ 引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′）

ＩＬ－１ｂ－Ｆ ＣＣＴＣＣＧＡＣＧＡＧＴＴＴＣＴＧＴＧＴ

ＩＬ－１ｂ－Ｒ ＧＣＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＧＡＴＴＴＴＴＧ

ＴＮＦ－Ｆ ＴＧＧＴＴＣＡＡＡＣＡＣＴＣＡＧＧＴＣＣ

ＴＮＦ－Ｒ ＣＧＧＡＧＡＧＴＴＧＡＴＧＴＣＧＧＣＴＡ

ＩＳＧ１５－Ｆ ＧＴＣＴＴＴＴＧＡＡＧＧＧＡＧＧＣＣＣＡ

ＩＳＧ１５－Ｒ ＣＴＡＣＣＣＡＣＣＣＣＧＡＡＧＡＣＧＴＡ

Ｍｘ１－Ｆ ＡＧＡＧＣＡＡＣＣＴＧＴＡＣＡＧＣＣＡＡ

Ｍｘ１－Ｒ ＧＣＣＴＣＡＧＣＡＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＴ

２　 结果

２􀆰 １　 转移载体质粒的构建

２􀆰 １􀆰 １　 转移载体片段 ＰＣＲ 扩增

ＯＲＦ００５ 上游同源臂 ＰＣＲ 扩增大小为 ４８５ ｂｐ， 下

游同源臂 ＰＣＲ 扩增大小为 ４９１ ｂｐ， ＥＧＦＰ 基因表达盒

ＰＣＲ 扩增大小为 １ ８４５ ｂｐ， 均与预期大小相符 （图
３）。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子量标准； １􀆰 ＯＲＦ００５ 基因上游同源臂；
２􀆰 ＥＧＦＰ 表达盒； ３􀆰 ＯＲＦ００５ 基因下游同源臂。

图 ３　 转移载体片段扩增情况

２􀆰 １􀆰 ２　 菌液 ＰＣＲ 鉴定

利用同源重组试剂盒将 ＰＣＲ 片段连接至线性化

ｐＵＣ５７ 载体中， 连接产物转化入 ＤＨ５α 感受态后， 涂

布于具有氨苄抗性的固体 ＬＢ 平板上进行筛选， ３７ ℃
细菌培养箱过夜培养， 挑取单个菌落摇菌进行 ＰＣＲ
鉴定 （图 ４）。 将 ＰＣＲ 产物大小正确的菌液送至北京

擎科生物科技股份有限公司进行测序， 测序结果正确

的菌液使用去内毒素质粒提取试剂盒提取质粒， 将阳

性质粒命名为 ｐＬＳＤＶ－ΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ。

Ｍ． ＤＬ５０００ ＤＮＡ 分子量标准； １～６􀆰 阳性克隆。

图 ４　 菌液 ＰＣＲ 鉴定情况

２􀆰 ２　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 缺失重组病毒的构建

将 ｐＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 质粒转入 Ｖｅｒｏ 细胞，
转染 ２４ ｈ 后按照 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 ０５ 感染 ＬＳＤＶ， 使 ＬＳＤＶ 基

因组与转移载体质粒 ＤＮＡ 发生同源重组。 同时以未

处理的 Ｖｅｒｏ 细胞作为空白对照， 于感染 ２４、 ４８、
７２ ｈ 后在荧光显微镜下观察细胞病变和绿色荧光情

况 （图 ５）。 结果表明， 转染质粒并且感染 ＬＳＤＶ 病

毒的 Ｖｅｒｏ 细胞出现了绿色荧光， 并且荧光灶随感染

时间的延长而逐渐增多变亮； 空白对照组 Ｖｅｒｏ 细胞

未出现绿色荧光。
２􀆰 ３　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒的筛选与纯化

将构建的 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒反复冻

融 ３ 次， 接种于 ＭＤＢＫ 细胞进行多次药物压力筛选，
随后对其进行多次梯度稀释、 标记并挑取荧光单克隆

进行纯化。 纯化的病毒感染细胞见图 ６。
２􀆰 ４　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒的鉴定

对纯化的重组病毒进行 ＰＣＲ 鉴定， ＷＴ－ＬＳＤＶ
ＤＮＡ 作为阳性对照 （图 ７）。 用 Ｐｒｉｍｅｒ １－Ｆ ／ Ｒ 扩增

时， ＷＴ－ＬＳＤＶ 扩增条带为 １ ０４２ ｂｐ， ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－
ＥＧＦＰ 重组病毒扩增的条带为 ２ ３８８ ｂｐ， 无 １ ０４２ ｂｐ
条带 （图 ７Ａ）； 用 Ｐｒｉｍｅｒ ２－Ｆ ／ Ｒ 扩增时， ＷＴ－ＬＳＤＶ
扩增条带为 ４８５ ｂｐ， ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒

无扩增的条带 （图 ７Ｂ）。
随后通过 ｑＰＣＲ 对重组病毒的纯化效果进行进一

步鉴 定。 结 果 显 示， ＷＴ － ＬＳＤＶ 中 可 以 检 测 到

ＯＲＦ００５ 基因表达， 但 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病

毒中几乎无法检测到 ＯＲＦ００５ 基因表达 （图 ７Ｃ）。
以上结果表明， ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒

构建成功。
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图 ５　 缺失 ＯＲＦ００５ 基因的 ＬＳＤＶ 毒株的构建

箭头方向为明显细胞病变。

图 ６　 缺失 ＯＲＦ００５ 基因的 ＬＳＤＶ 重组病毒的纯化

Ａ． 引物对 Ｐｒｉｍｅｒ １－Ｆ ／ Ｒ 鉴定， Ｍ 为 ＤＬ５０００ ＤＮＡ 分子量标准， Ｎ 为阴性对照， Ｐ 为阳性对照， １ ～ ５ 为纯化的 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病

毒； Ｂ． 引物对 Ｐｒｉｍｅｒ ２－Ｆ ／ Ｒ 鉴定， Ｍ 为 ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子量标准， Ｎ 为阴性对照， Ｐ 为阳性对照， １ ～ ５ 为纯化的 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病

毒； Ｃ． ｑＰＣＲ 鉴定， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ７　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒的鉴定情况
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２􀆰 ５　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒增殖曲线测定

　 　 由 图 ８ 可 知， 感 染 ２４、 ４８、 ７２ 和 ９６ ｈ，
ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 病毒滴度分别为 １×１０１􀆰 ７８、 １×
１０２􀆰 ８７、 １×１０３􀆰 ７２和 １×１０４􀆰 ０７ ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ； ＷＴ－ＬＳＤＶ
的病毒滴度分别为 １×１０２􀆰 ３３、 １×１０３􀆰 ４４、 １×１０４􀆰 ４７和 １×
１０４􀆰 ６４ ＴＣＩＤ５０ ／ ０􀆰 １ ｍＬ。 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病

毒的病毒滴度在感染 ２４ ｈ 至 ９６ ｈ 内始终低于 ＷＴ－
ＬＳＤＶ （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒的遗传稳定性

将纯化的 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５ － ＥＧＦＰ 重组病毒在

ＭＤＢＫ 细胞上连续传代培养 ８ 代， 培养 ４８ ｈ 后荧光

显微镜观察该重组病毒在 ８ 代内能稳定遗传并表达绿

色荧光 （图 ９）。
２􀆰 ７　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒对免疫相关基

因表达的影响

　 　 图 １０ 显示， 感染 ２４ ｈ 时， 对比 ＷＴ － ＬＳＤＶ，
ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒感染的 ＭＤＢＫ 细胞内

ＩＬ－１ｂ、 ＴＮＦ、 ＩＳＧ１５、 Ｍｘ１ 基因的表达水平都显著上

升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

ｎｓ 表示无显著差异； ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５； ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 ８　 ＷＴ－ＬＳＤＶ 与 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒感染

ＭＤＢＫ 细胞的增殖曲线

图 ９　 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒的遗传稳定性鉴定
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图 １０　 ＭＤＢＫ 感染不同病毒后免疫相关基因的表达

３　 讨论

目前国外常用减毒活疫苗进行 ＬＳＤ 的预防， 如

使用南非分离的 Ｎｅｅｔｈｌｉｎｇ 株在羔羊肾细胞中连续传

代 ６０ 代、 再在鸡胚尿囊膜中连续传代 ２０ 代后使病毒

毒力减弱， 作为疫苗进行接种［２０］。 异源减毒活疫苗

也作为 重 要 的 免 疫 手 段， ＬＳＤＶ 与 山 羊 痘 病 毒

（ＧＴＰＶ） 和绵羊痘病毒 （ＳＰＰＶ） 具有超过 ９７％的核

酸序列同源性， 埃及曾使用针对罗马尼亚 ＳＰＰＶ 疫苗

控制 ＬＳＤ 的暴发［２１］， 我国农业农村部推荐使用 ５ 倍

剂量的山羊痘疫苗用来预防 ＬＳＤ 或使用相应的灭活

疫苗［２２－２４］。 减毒活疫苗的免疫效果显著， 但其减毒

突变是随机发生的， 可能会发生毒力恢复的单点突

变［２５］。 灭活疫苗虽然能诱导多种抗体反应， 并且安

全性大大提高， 但其产生的免疫谱狭窄， 在诱导细胞

介导的免疫和黏膜免疫作用有限［２６］。 因此， 研制安

全有效的疫苗对于防控 ＬＳＤ 仍然是十分必要的。
基因改造的重组疫苗是应对未来疫病暴发的重要

方向。 同其他痘病毒一样， ＬＳＤＶ 编码许多可以潜在

调节宿主免疫反应的免疫调节基因， 可以通过基因工

程技术缺失单个或多个这些基因， 用来构建安全有效

的减毒活疫苗病毒株。 Ｃｈｅｒｖｙａｋｏｖａ 等［２７］ 通过连续缺

失 ＯＲＦ００５、 ＯＲＦ００８、 ＯＲＦ０６６、 ＯＲＦ１４２ 基因构建

ＬＳＤＶ 缺失重组病毒并对牛进行免疫， 发现未引起临

床症状， 有较好的免疫效果。 Ｍｕｎｙａｎｄｕｋｉ 等［２８］ 发现

缺失超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 基因后， 降低了 ＬＳＤＶ
在鸡胚尿囊膜和 ＭＤＢＫ 细胞中的增殖能力［２８］。

痘病毒科成员可以通过编码免疫相关调节因子来

逃避宿主的免疫应答， 如副痘病毒科的 Ｏｒｆ 病毒

（ＯＲＦＶ） 的 ＯＲＦ１１６ 基因可以编码干扰素反应的拮抗

剂， 来抑制干扰素刺激基因 （ ＩＳＧｓ） 和炎性因子的

表达［２９］。 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基因编码 １７０ 个氨基酸， 被

推定为编码 ＩＬ－１０ 样因子， 与 ＬＳＤＶ 的毒力和宿主选

择范围有关。 ＩＬ－１０ 作为一种重要的抗炎因子， 可以

抑制多种病毒感染期间由免疫反应引起的宿主病理反

应［３０－３１］， 但 ＩＬ－１０ 也可以限制宿主体内病毒的清除

引起慢性感染［３２］。 因此， 本研究选取 ＯＲＦ００５ 基因

作为目的基因， 构建带有增强型绿色荧光蛋白 ＥＧＦＰ
筛选 标 记 的 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基 因 缺 失 重 组 病 毒。
Ｉｍｌａｃｈ 等［３３］发现 ＯＲＦＶ 编码的 ＩＬ－１０ 样因子可以抑

制小鼠巨噬细胞的活化， 降低 ＬＰＳ 诱导后巨噬细胞

内 ＩＬ － １ 和 ＴＮＦ － α 的 水 平。 本 试 验 发 现

ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５－ＥＧＦＰ 重组病毒在 ＭＤＢＫ 中的复制低

于其亲本病毒株； ｑＰＣＲ 检测感染 ＬＳＤＶΔＯＲＦ００５ －
ＥＧＦＰ 重组病毒和 ＷＴ－ＬＳＤＶ 的 ＭＤＢＫ 细胞中相关免

疫基因水平的变化， 发现缺失 ＯＲＦ００５ 基因的重组病

毒感染后 ＩＬ－１ｂ、 ＴＮＦ、 ＩＳＧ１５、 Ｍｘ１ 的基因表达水平

相对增加， 说明 ＯＲＦ００５ 基因可能在 ＬＳＤＶ 感染过程

中发挥免疫逃避作用， 其具体作用机制还需进一步

研究。

４　 结论

本研究通过同源重组技术成功构建出带有 ＥＧＦＰ
标签的 ＯＲＦ００５ 基因缺失 ＬＳＤＶ 重组病毒， 该重组病

毒能够在 ＭＤＢＫ 细胞中有效复制且在 ８ 代内遗传稳

定性较好， 但其复制能力低于亲本病毒株； ｑＰＣＲ 结

果表明， 对比感染 ＬＳＤＶ 野毒株， ＯＲＦ００５ 基因缺失

重组病毒的感染增加了 ＭＤＢＫ 细胞中免疫相关基因

的表达。 本研究为 ＬＳＤＶ ＯＲＦ００５ 基因功能的研究及

重组疫苗的研制提供了参考。

·０９· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １２



参考文献：

［１］ 　 ＳＰＲＹＧＩＮ Ａ， ＡＲＴＹＵＣＨＯＶＡ Ｅ， ＢＡＢＩＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｕｔｂｒｅａｋｓ ｉｎ Ｒｕｓｓｉａ ｉｎ ２０１６
［Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄ Ｅｍｅｒｇ Ｄｉｓ， ２０１８， ６５ （６）： １５１４－１５２１．

［２］ 　 ＲＯＵＢＹ Ｓ， ＡＢＯＵＬＳＯＵＤ Ｅ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｊ， ２０１６， ２０９： １９３－１９５．

［３］ 　 ＮＡＭＡＺＩ Ｆ， ＫＨＯＤＡＫＡＲＡＭ ＴＡＦＴＩ Ａ． Ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ， ａｎ ｅ⁃
ｍｅｒｇｉｎｇ ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄａｒｙ ｖｉｒａｌ ｄｉｓｅａｓｅ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉ，
２０２１， ７ （３）： ８８８－８９６．

［４］ 　 ＭＥＮＡＳＨＥＲＯＷ Ｓ， ＲＵＢＩＮＳＴＥＩＮ－ＧＩＵＮＩ Ｍ， ＫＯＶＴＵＮＥＮＫＯ Ａ，
ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖｉｒｕｌｅｎｔ ａｎｄ
ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ （ ＬＳＤＶ） ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ
Ｍｅｔｈ， ２０１４， １９９： ９５－１０１．

［５］ 　 ＨＡＩＤＥＲ Ａ， ＡＢＢＡＳ Ｚ， ＴＡＱＶＥＥＭ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ：
ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ
Ｓｃｉ， ２０２４， １１ （１１）： ５６１．

［６］ 　 ＡＮＷＡＲ Ａ， ＮＡ－ＬＡＭＰＡＮＧ Ｋ， ＰＲＥＹＡＶＩＣＨＹＡＰＵＧＤＥＥ Ｎ， ｅｔ
ａｌ． Ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｕｔｂｒｅａｋｓ ｉｎ Ａｆｒｉｃａ， Ｅｕｒｏｐｅ， ａｎｄ Ａｓｉａ
（２００５－２０２２）： ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｈａｎｇｅ ｐｏｉｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｓｅｒｉｅｓ ｆｏｒｅ⁃
ｃａｓｔ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ， ２０２２， １４ （１０）： ２２０３􀆰

［７］ 　 ＡＬＥＭＡＹＥＨＵ Ｇ， ＺＥＷＤＥ Ｇ， ＡＤＭＡＳＳＵ Ｂ． Ｒｉｓｋ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓ ｏｆ
ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ Ｂｏｒｅｎａ ｂｕｌｌ ｍａｒｋｅｔ ｃｈａｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｆｏｒ ｌｉｖｅｌｉｈｏｏｄｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｔｒａｄｅ ［Ｊ］ ． Ｔｒｏｐ Ａｎｉｍ Ｈｅａｌｔｈ Ｐｒｏｄ，
２０１３， ４５ （５）： １１５３－１１５９．

［８］ 　 ＢＡＢＩＵＫ Ｓ， ＢＯＷＤＥＮ Ｔ Ｒ， ＢＯＹＬＥ Ｄ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｐｒｉｐｏｘｖｉｒｕｓｅｓ：
ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ ｔｈｒｅａｔ ｔｏ ｓｈｅｅｐ， ｇｏａｔｓ ａｎｄ ｃａｔｔｌｅ ［Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓ⁃
ｂｏｕｎｄ Ｅｍｅｒｇ Ｄｉｓ， ２００８， ５５ （７）： ２６３－２７２．

［９］ 　 ＡＢＵＴＡＲＢＵＳＨ Ｓ Ｍ， ＡＢＡＢＮＥＨ Ｍ Ｍ， ＡＬ ＺＯＵＢＩ Ｉ Ｇ， ｅｔ ａｌ．
Ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ Ｊｏｒｄａｎ： ｄｉｓｅａｓｅ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ， ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ，
ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｃｏｎｏｍｉｃ ｌｏｓｓｅｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄ Ｅｍｅｒｇ Ｄｉｓ， ２０１５， ６２ （５）： ５４９－５５４．

［１０］ ＢＥＡＲＤ Ｐ Ｍ． Ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ： ａ ｄｉｒｅｃｔ ｔｈｒｅａｔ ｔｏ Ｅｕｒｏｐｅ ［ Ｊ］ ．
Ｖｅｔ Ｒｅｃ， ２０１６， １７８ （２２）： ５５７－５５８．

［１１］ ＬＵ Ｇ， ＸＩＥ Ｊ， ＬＵＯ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｕｔｂｒｅａｋｓ ｉｎ Ｃｈｉ⁃
ｎａ， ｓｉｎｃｅ ３ Ａｕｇｕｓｔ ２０１９ ［ Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄ Ｅｍｅｒｇ Ｄｉｓ， ２０２１， ６８
（２）： ２１６－２１９．

［１２］ ＴＵＰＰＵＲＡＩＮＥＮ Ｅ Ｓ Ｍ， ＯＵＲＡ Ｃ Ａ Ｌ． Ｒｅｖｉｅｗ： ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ： ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｔｈｒｅａｔ ｔｏ Ｅｕｒｏｐｅ， ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｓｔ ａｎｄ Ａｓｉａ ［Ｊ］ ．
Ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄ Ｅｍｅｒｇ Ｄｉｓ， ２０１２， ５９ （１）： ４０－４８．

［１３］ ＴＵＬＭＡＮ Ｅ Ｒ， ＡＦＯＮＳＯ Ｃ Ｌ， ＬＵ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２００１， ７５ （１５）： ７１２２－７１３０．

［１４］ ＲＡＴＹＯＴＨＡ Ｋ， ＰＲＡＫＯＢＷＯＮＧ Ｓ， ＰＩＲＡＴＡＥ Ｓ． Ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ： ａ ｎｅｗｌｙ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ａｓｉａ ［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｗｏｒｌｄ，
２０２２， １５ （１２）： ２７６４－２７７１．

［１５］ ＸＵ Ｘ， ＮＡＳＨ Ｐ， ＭＣＦＡＤＤＥＮ Ｇ． Ｍｙｘｏｍａ ｖｉｒｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｓ ａ ＴＮＦ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｈｏｍｏｌｏｇ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｇｅｎｅｓ，
２０００， ２１ （１ ／ ２）： ９７－１０９．

［１６］ ＳＲＯＬＬＥＲ Ｖ， ＬＵＤＶÍＫＯＶÁ Ｖ， ＭＡＲＥＳＯＶÁ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ＩＦＮ－ｇａｍｍａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｖａｃｃｉｎｉａ ｖｉｒｕｓ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ［Ｊ］ ．
Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ， ２００１， １４６ （２）： ２３９－２４９．

［１７］ ＣＯＵＰＥＲ Ｋ Ｎ， ＢＬＯＵＮＴ Ｄ Ｇ， ＲＩＬＥＹ Ｅ Ｍ． ＩＬ－１０： ｔｈｅ ｍａｓｔｅｒ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００８， １８０

（９）： ５７７１－５７７７．
［１８］ ＢＡＲＴＬＥＴＴ Ｎ Ｗ， ＤＵＭＯＵＴＩＥＲ Ｌ， ＲＥＮＡＵＬＤ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｅｗ

ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １０－ｒｅｌａｔｅｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ａ
ｐｏｘｖｉｒｕｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｎ Ｖｉｒｏｌ， ２００４， ８５ （Ｐｔ ６）： １４０１－１４１２．

［１９］ ＨＳＵ Ｄ Ｈ， ＤＥ ＷＡＡＬ ＭＡＬＥＦＹＴ Ｒ， ＦＩＯＲＥＮＴＩＮＯ Ｄ Ｆ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１０ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＢＣＲＦ１ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９９０， ２５０ （４９８２）： ８３０－８３２．

［２０］ ＨＡＥＧＥＭＡＮ Ａ， ＤＥ ＬＥＥＵＷ Ｉ， ＭＯＳＴＩＮ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｅ⁃
ｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ－ｂａｓｅｄ ｌｉｖｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ
［Ｊ］ ． Ｖａｃｃｉｎｅｓ （Ｂａｓｅｌ）， ２０２１， ９ （５）： ４７３􀆰

［２１］ ＡＬＩ Ａ Ａ， ＥＳＭＡＴ Ｍ， ＡＴＴＩＡ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ Ｅｇｙｐｔ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｒｅｃ， １９９０， １２７
（２２）： ５４９－５５０．

［２２］ 农业农村部关于印发 《牛结节性皮肤病防治技术规范》 的通

知 （农牧发 〔２０２０〕 ３０ 号） ［Ｚ］． 中华人民共和国农业农村部

公报， ２０２０ （８）： ７４－７７．
［２３］ 中华人民共和国农业农村部． 中华人民共和国农业农村部公告

第 ６７０ 号 ［ ＥＢ ／ ＯＬ］． ［ ２０２３ － ０５ － １７］． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｏａ． ｇｏｖ． ｃｎ ／
ｇｏｖｐｕｂｌｉｃ ／ ｘｍｓｙｊ ／ ２０２３０５ ／ ｔ２０２３０５１７＿６４２７７９０􀆰 ｈｔｍ．

［２４］ 中华人民共和国农业农村部． 中华人民共和国农业农村部公告

第 ７１６ 号［ ＥＢ ／ ＯＬ］． ［ ２０２３ － １０ － ２３］． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｏａ． ｇｏｖ． ｃｎ ／
ｇｏｖｐｕｂｌｉｃ ／ ｘｍｓｙｊ ／ ２０２３１０ ／ ｔ２０２３１０２３＿６４３８８７２􀆰 ｈｔｍ．

［２５］ ＭＩＮＯＲ Ｐ Ｄ， ＪＯＨＮ Ａ， ＦＥＲＧＵＳＯＮ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｔｙｐｅ ３ ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ ｂｙ ａ ｐｒｉｍａｒｙ ｖａｃｃｉｎｅｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｎ Ｖｉｒｏｌ， １９８６，
６７ （ Ｐｔ ４）： ６９３－７０６．

［２６］ 谢士杰， 朱俊达， 王天坤， 等． 牛结节性皮肤病疫苗研究进展

［Ｊ］ ． 中国畜牧兽医， ２０２１， ４８ （１１）： ４２２０－４２３０．
［２７］ ＣＨＥＲＶＹＡＫＯＶＡ Ｏ， ＩＳＳＡＢＥＫ Ａ， ＳＵＬＴＡＮＫＵＬＯＶＡ Ｋ， ｅｔ ａｌ．

Ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ｆｏｕｒ ｋｎｏｃｋｅｄ ｏｕｔ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ
ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｃａｔｔｌｅ ｆｒｏｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｖａｃｃｉｎｅｓ （ Ｂａｓｅｌ），
２０２２， １０ （１０）： １７０５．

［２８］ ＭＵＮＹＡＮＤＵＫＩ Ｈ， ＤＯＵＧＬＡＳＳ Ｎ， ＯＦＦＥＲＭＡＮ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌｕ⁃
ｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｍｐｙ ｓｋｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ （ＬＳＤＶ） ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ ｏｎ ｈｏｓｔ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌ⁃
ｏｇｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｎ Ｖｉｒｏｌ， ２０２０， １０１ （６）： ６４５－６５０．

［２９］ ＡＬＤＡＩＦ Ｂ Ａ， ＭＥＲＣＥＲ Ａ Ａ， ＦＬＥＭＩＮＧ Ｓ Ｂ． Ｔｈｅ ｐａｒａｐｏｘｖｉｒｕｓ
Ｏｒｆ ｖｉｒｕｓ ＯＲＦ１１６ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｅｓ ａｎ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｎ Ｖｉｒｏｌ， ２０２１， １０２ （１２）： １－１２．

［３０］ ＴＲＡＮＤＥＭ Ｋ， ＺＨＡＯ Ｊ， ＦＬＥＭＩＮＧ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｙ⁃
ｔｏｔｏｘｉｃ ＣＤ８ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ＩＬ－１０ ａｔ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ ｃｏｒｏｎａｖｉｒ⁃
ｕｓ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１１， １８６ （ ６ ）：
３６４２－３６５２． 　

［３１］ ＺＯＵ Ｑ， ＷＵ Ｂ， ＸＵＥ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＣＤ８＋ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ＣＤ８＋ Ｔ
ｃｅｌｌ－ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｂｙ ＩＬ－１０－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｄｕｒｉｎｇ Ｈ５Ｎ１ ｉｎｆｌｕ⁃
ｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１４， ４４ （１）： １０３－

１１４． 　
［３２］ ＢＲＯＯＫＳ Ｄ Ｇ， ＴＲＩＦＩＬＯ Ｍ Ｊ， ＥＤＥＬＭＡＮＮ Ｋ Ｈ， ｅｔ ａｌ．

Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ － １０ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓ ｖｉｒａｌ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｏｒ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｉｎ ｖｉｖｏ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｍｅｄ， ２００６， １２ （１１）： １３０１－１３０９．

［３３］ ＩＭＬＡＣＨ Ｗ， ＭＣＣＡＵＧＨＡＮ Ｃ Ａ， ＭＥＲＣＥＲ Ａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｏｒｆ ｖｉｒｕｓ－

ｅｎｃｏｄｅｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－ １０ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｍａｓｔ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｍｕｒｉｎｅ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｎ Ｖｉｒｏｌ， ２００２， ８３ （Ｐｔ ５）： １０４９－１０５８．

·１９·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 １２ 期


