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猫疱疹病毒Ⅰ型 ｇＩｇＥ 基因缺失毒株的构建及生物学特性分析
张晶晶１ꎬ孙慧敏２ꎬ宋家升２∗ꎬ鲍恩东１∗

(１.南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ２.浙江迪福润丝生物科技有限公司ꎬ浙江 杭州 ３１００５１)

摘要:[目的]为了开发一种能够预防感染、阻止潜伏期建立的猫疱疹病毒Ⅰ型(ＦＨＶ￣１)弱毒疫苗ꎬ利用同源重组以及 ＣＲＩＳＰＲ/
Ｃａｓ９ 技术将 ＦＨＶ￣１ 的 ｇＩｇＥ 基因替换为红色荧光蛋白基因(ＲＦＰ)ꎮ [方法]构建针对 ｇＩｇＥ 基因的 ３ 条 ｓｇＲＮＡ 及表达 Ｃａｓ９ 蛋

白的质粒ꎬ将含有 ｓｇＲＮＡ 及 Ｃａｓ９ 蛋白的质粒与含有 ＲＦＰ 的转移载体共转染到猫肾细胞(Ｆ８１)ꎬ通过噬斑纯化以及有限稀释

方法进行病毒纯化ꎬ以重组病毒感染 Ｆ８１ 细胞连续 １０ 代验证其遗传稳定性ꎬ通过测定重组病毒以及亲本病毒 Ｈ０７ 的病毒滴

度、一步生长曲线以及判断噬斑大小评价其生物学特性ꎮ [结果]成功构建了 ＦＨＶ￣１ ｇＩｇＥ 基因缺失毒株并将其命名为 ＦＨＶ￣
ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰꎻ提取重组病毒 ＤＮＡꎬ通过 ＰＣＲ 验证 ｇＩｇＥ 基因无目的条带ꎬ表明重组病毒纯化成功ꎬ再通过 ＰＣＲ 验证 ＲＦＰ 基因有

目的条带ꎬ表明重组病毒成功插入外源基因ꎮ 病毒滴度测定结果显示ꎬ与亲本病毒相比重组病毒的病毒滴度下降了 ９０％ꎻ在
Ｆ１—Ｆ１０连续传代过程中 ＲＦＰ 荧光表达且无减弱现象ꎬ表明重组病毒可稳定表达外源基因ꎻ测定 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 以及 Ｈ０７ 的

生长曲线ꎬ重组病毒的生长趋势与亲本病毒大致相同ꎬ表明插入外源基因并不会改变病毒本身的生长特性ꎻ噬斑观察及染色

结果显示ꎬ在病毒感染细胞前、后期ꎬ重组病毒的噬斑都小于亲本病毒ꎬ表明缺失 ｇＩｇＥ 基因后病毒毒力下降ꎮ [结论]成功构

建并筛选出 ＦＨＶ￣１ ｇＩｇＥ 基因缺失致弱毒株ꎬ为开发疱疹病毒弱毒活载体疫苗奠定了基础ꎮ
关键词:猫疱疹病毒Ⅰ型(ＦＨＶ￣１)ꎻ致弱毒株ꎻ重组病毒ꎻ病毒筛选
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔꎬｔｈｅ ｇＩｇＥ ｇｅｎｅ ｏｆ ＦＨＶ￣１ ｗａｓ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ(ＲＦＰ)ｕｓｉｎｇ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ
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猫疱疹病毒Ⅰ型( ｆｅｌｉｎｅ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓⅠꎬＦＨＶ￣１)属于疱疹病毒科 α 疱疹病毒亚科ꎬ自 １９５８ 年分离得到

以来被认为是最具临床意义的可以引起猫呼吸系统疾病的病原体[１]ꎬ也是引起猫眼部疾病的重要原因ꎮ
临床上导致幼猫罹患病毒性呼吸系统疾病的病原因子中约 ５０％都是由于感染了 ＦＨＶ￣１ 的缘故ꎮ ＦＨＶ￣１
感染后的潜伏期一般为 ２~６ ｄꎬ所致的典型临床症状为猫眼鼻处出现大量浆液性分泌物ꎬ患猫精神沉郁、
食欲不振、打喷嚏ꎬ眼部症状严重时还会引发角膜出现溃疡[２]ꎮ 感染 ＦＨＶ￣１ 后很难彻底根治ꎬ原因是病毒

可潜伏于三叉神经节中造成终生带毒ꎮ 当猫免疫力低下或者处于应激状态时ꎬ潜伏于三叉神经的病毒可

快速复制并造成多次感染ꎬ且可间歇性通过眼鼻进行排毒ꎮ 因此临床上所有康复的猫均有可能是带毒动

物ꎬ成为其他健康猫的传染源[３－４]ꎮ 检测 ＦＨＶ￣１ 血清和抗体呈阳性的猫占猫群的 ５０％~７５％[５－６]ꎮ 由于疱

疹病毒的潜伏特性ꎬ因此开发一种能够预防感染、阻止潜伏期建立的疫苗十分必要ꎮ 目前ꎬ针对 ＦＨＶ￣１ 的

疫苗大多数是与猫杯状病毒、猫瘟病毒联合使用的多联苗ꎬ但这些疫苗只能减轻临床症状ꎬ并不能阻止病

毒的脱落以及潜伏[７]ꎮ
ＦＨＶ￣１ 基因组中有很多关键毒力基因ꎬ如胸苷激酶(ＴＫ)基因ꎮ ＴＫ 缺失后不仅可以实现病毒的毒力

下降[８]ꎬ理论上还可以在缺失位点插入其他外源基因以改造病毒基因组ꎬ而这种致弱活疫苗载体甚至可

以成为针对 ＦＨＶ￣１ 的弱毒疫苗平台ꎮ 位于 ＦＨＶ￣１ 基因组 ＵＳ 区的 ｇＩｇＥ 基因也是其主要的毒力基因[９－１０]ꎮ
当 ｇＩ 或 ｇＥ 基因单独表达时ꎬ很难在细胞表面检测到基因表达产物ꎻ当两者共表达时ꎬ其转录复合物从内

质网中运输并在细胞表面表达[１１]ꎮ 这说明 ｇＩ 和 ｇＥ 需相互协作才能更好表达ꎮ 糖蛋白 ｇＩｇＥ 在疱疹病毒

家族中高度保守ꎬ属于非必需糖蛋白[１２]ꎮ 这类糖蛋白对于病毒生长复制来说不是必需的ꎬ但缺失后能明

显改变病毒毒力[１３－１５]ꎮ 在伪狂犬病毒(ＰＲＶ)、水痘带状疱疹病毒(ＶＺＶ)、单纯疱疹病毒(ＨＳＶ￣１)以及猫

疱疹病毒(ＦＨＶ￣１)中ꎬｇＩ 和 ｇＥ 糖蛋白是形成合胞体以及感染正常细胞所必需的磷酸蛋白[１６－１８]ꎬ也是病毒

感染宿主神经系统的主要毒力基因ꎮ 有研究表明ꎬ与野毒相比ꎬ接种 ｇＩ 或 ｇＥ 基因缺失株的动物几乎未在

中枢神经系统中分离出病毒ꎬ而中枢神经系统感染是导致潜伏期建立的重要原因[１９－２０]ꎮ 鉴于此ꎬ本试验

拟利用同源重组及 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术ꎬ将 ＦＨＶ￣１ 的 ｇＩｇＥ 基因替换为红色荧光蛋白基因(ＲＦＰ)ꎬ分析其体

外生长特性ꎬ为开发基于 ＦＨＶ￣１ 弱毒疫苗载体以及相关多联疫苗提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 细胞、毒株及试剂　 亲本病毒株(ＦＨＶ￣１ Ｈ０７)由浙江迪福润丝生物科技有限公司提供ꎻ猫肾细胞

(Ｆ８１)购自中国科学院细胞库ꎻＳｔｂｌ３ 大肠杆菌感受态细胞购自北京金沙生物科技有限公司ꎻ琼脂糖凝胶

ＤＮＡ 回收试剂盒、无内毒素质粒小提试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司ꎻ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司ꎻＢｏｄｙ ｆｌｕｉｄ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ 购自爱思进生物技术(杭州)有限公司ꎻ
Ｌｉｐ２０００ 购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司ꎻＤＥＭＥ、胎牛血清购自南京生航生物技术有限公司ꎻ４％多

聚甲醛固定液购自 Ｐｈｙｇｅｎｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ(美国)ꎻ草酸铵结晶紫染色液购自上海麦克林生化科技有限公司ꎻＴ４
连接酶购自 ＮＥＢ(美国)ꎮ
１.１.２　 主要仪器　 ＣＯ２ 恒温培养箱(３１１)、高速离心机(ＬＥＧＥＮＤ ＭＩＣＲＯ １７)购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻ
洁净工作台(ＳＷ－ＣＧ－２ＦＤ)购于苏净集团苏州安泰空气技术有限公司ꎻ基因扩增仪(ＴＣ－Ｅ－４８０)购于杭州

博日科技股份有限公司ꎻ荧光显微镜(ＣＫＸ３－ＳＬＰ)购于杭州全谱实验室设备有限公司ꎻ蓝光切胶仪(Ｔ－４８)
购于浙江迪福润丝生物科技有限公司ꎻ核酸电泳仪(ＤＹＹ－６Ｃ)购于北京六一生物科技有限公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ＦＨＶ￣１ ｇＩｇＥ 基因左右同源臂序列的获取　 提取亲本病毒 ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 基因组 ＤＮＡ 作为模板ꎬ根据

ＧｅｎＢａｎｋ(登录号 ＦＪ４７８１５９.２)Ｃ￣２７ 株的序列设计扩增包含 ｇＩｇＥ 左同源臂、ｇＩｇＥ 基因以及 ｇＩｇＥ 右同源臂

整个片段的引物ꎬ引物序列为 ｇＩｇＥ￣Ｆ / Ｒ:ａａａａｃｃｃｇａｔａｇａｔａｃｇａａｇａｇ / ｃｇａａｔａａａｔｇａａｇａａｔｃｔａｃｃｇꎬ产物大小 ３ ７８９ ｂｐꎬ
将产物进行测序ꎬ从而获取 ｇＩｇＥ 基因左右同源臂的序列ꎮ
１.２.２　 转移载体的合成　 将 ｇＩｇＥ 基因左右同源臂、红色荧光蛋白 ＲＦＰ 基因序列送至金唯智生物科技有

限公司ꎬ合成针对 ｇＩｇＥ 基因的转移载体ꎬ命名为 ｐＵＣ￣ｇＩｇＥ￣Ｌ￣ＲＦＰ￣Ｒꎮ
１.２.３　 ｓｇＲＮＡ 质粒的构建　 设计 ３ 条针对 ｇＩｇＥ 基因的 ｓｇＲＮＡꎬ引物序列如表 １ 所示ꎮ 使用 Ｔ４ 聚合酶将

ｓｇＲＮＡ￣ｏｌｉｇｏ 退火成双链ꎬ通过 ＰＣＲ 合成 ｓｇＲＮＡ１、ｓｇＲＮＡ２、ｓｇＲＮＡ３ 片段ꎮ 将质粒 ｐＸ４５８￣Ｎｅｏ Ｒ 进行酶切ꎬ
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表 １　 ｓｇＲＮＡ 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物对序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)
ｓｇＲＮＡ１￣ｏｌｉｇｏ１ / ２ ｃａｃｃａｔａｔａａｔｇｇｔｃｔｇｔｇｃｔｇｇｇ / ａａａｃｃｃｃａｇｃａｃａｇａｃｃａｔｔａｔａｔ
ｓｇＲＮＡ２￣ｏｌｉｇｏ１ / ２ ｃａｃｃｃｃｔｔｔａａａｃａａａａｃｔｔｃａｃａ / ａａａｃｔｇｔｇａａｇｔｔｔｔｇｔｔｔａａａｇｇ
ｓｇＲＮＡ３￣ｏｌｉｇｏ１ / ２ ｃａｃｃｔｇｔｔｔｃｃａａｔｔｃｔｃａｃａｃｃｃ / ａａａｃｇｇｇｔｇｔｇａｇａａｔｔｇｇａａａｃａ

酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳并回收ꎬ使用 Ｔ４ 连接

酶与 ３ 个 ｓｇＲＮＡ 片段进行室温过夜连接后转化至

Ｓｔｂｌ３ 大肠杆菌感受态细胞中ꎬ将测序正确的菌液进

行质粒提取ꎮ
１.２.４　 重组病毒的构建　 使用 Ｌｉｐ２０００ 将 ２ μｇ 转移

载体 ｐＵＣ￣ｇＩｇＥ￣Ｌ￣ＲＦＰ￣Ｒ 和 ３ 条 ｓｇＲＮＡ(各 ０.５ μｇ)
转染至生长状态良好的单层 Ｆ８１ 细胞 ６ 孔板中ꎬ并将亲本病毒 ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 按 ＭＯＩ ＝ ０.１ 的接毒量感染细

胞ꎮ ６ 孔板置于 ＣＯ２ 恒温培养箱培养 ４８ ｈ 后ꎬ在荧光显微镜下观察有无红色荧光蛋白(ＲＦＰ)表达ꎬ将细

胞培养混合液冻融 １ 次后吸取上清液ꎬ按 １０－１ ~ １０－６稀释度分别接种 Ｆ８１ 细胞 ６ 孔板ꎬ接种 ６ ｈ 后于每孔

加入 ３０ ℃、１.５ ｍＬ １０ ｇ􀅰Ｌ－１低熔点琼脂糖(２０ ｇ􀅰Ｌ－１低熔点琼脂糖与 ２０ ｇ􀅰Ｌ－１ＦＢＳ ＤＭＥＭ 培养基按体积比

为 １ ∶１ 的比例混合)ꎮ 待琼脂糖冷却凝固后置于 ＣＯ２ 培养箱中培养 ７２ ｈꎬ在荧光显微镜下挑取表达 ＲＦＰ
的噬斑ꎬ洗脱到 ５００ μＬ ２０ ｇ􀅰Ｌ－１ ＦＢＳ ＤＭＥＭ 培养基中ꎮ 将噬斑洗脱液冻融 １ 次后再分别按 １０－１ ~ １０－６稀

释度接种 Ｆ８１ 细胞ꎬ培养并挑取噬斑ꎮ 反复此操作直到显微镜中视野下表达 ＲＦＰ 的细胞病变占总细胞病

变的 ８０％~９０％时ꎬ将噬斑洗脱液进行有限稀释ꎬ按 １０－６ ~ １０－８稀释度分别接种 Ｆ８１ 细胞ꎮ 每个稀释度接

种 ９６ 孔板ꎬ每孔 １００ μＬ 病毒液ꎬ置于 ＣＯ２ 培养箱培养ꎮ ７２ ｈ 后在显微镜下筛选细胞病变处有 ＲＦＰ 表达

的单个孔ꎬ９６ 和 １２０ ｈ 再次观察筛选出来的单个孔是否有野毒生长ꎮ 最终将筛选出来的单个孔中的培养

物冻融 １ 次ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２ ｍｉｎꎬ吸取上清液并保存ꎮ
１.２.５　 重组病毒的鉴定　 将筛选出的重组病毒进行测序ꎮ 设计分别用于验证 ＲＦＰ 和 ｇＩｇＥ 的引物对ꎬ引
物序列如表 ２ 所示ꎮ 提取重组病毒的基因组作为模板进行 ＰＣＲꎬ以亲本病毒 Ｈ０７ 的结果作为对照ꎬ将进

行琼脂糖凝胶电泳后有目的条带的 ＰＣＲ 原液测序ꎮ
表 ２　 鉴定重组病毒的引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′) 产物大小 / ｂｐ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

ｃｘ￣ｇＩｇＥ￣Ｆ / Ｒ ｃｔａｃｔａｔｔｃａｔｃａａｇｔａａｃｇ / ａｔｇａｃｔｃｃａｔｃｃａｔｔａｔｃａｃｃｇ ４１９
ｃｘ￣ＲＦＰ￣Ｆ / Ｒ ａｔｇｇｇａｇａｇａｇｔｃａｃｃａｃａｔａｃｇ / ｃｔｃｃｔｔｇａｔｔｃｔｔｔｃｃａｇｔｃｔｇ ３１４

１.２.６　 重组病毒与亲本病毒组织半数感染量(ＴＣＩＤ５０)的测定　 将重组病毒与亲本病毒原液从 １０－１稀释

到 １０－１０ꎬ接种到含生长状态良好的 Ｆ８１ 细胞的 ９６ 孔板中ꎬ每孔 １００ μＬ 病毒液ꎬ每个稀释度 ３ 个重复ꎬ置于

ＣＯ２ 培养箱中培养 ７２ ｈ 后在荧光显微镜下记录每个稀释度有荧光或有细胞病变的孔数ꎬ用 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ
方法[２１]计算重组病毒与亲本病毒的 ＴＣＩＤ５０ꎮ
１.２.７　 重组病毒的稳定性分析　 将重组病毒在铺满 Ｆ８１ 细胞的 ４８ 孔板中进行传代观察ꎮ ４８ ｈ 后待所有

细胞都完全病变时ꎬ将培养液冻融 １ 次并继续传下一代ꎮ 从 Ｆ１ 传至 Ｆ１０ꎬ每一代均需在荧光显微镜下观察

重组病毒 ＲＦＰ 的表达情况ꎮ
１.２.８　 重组病毒的体外生长特性分析　 在铺有 Ｆ８１ 细胞 ４８ 孔板中每孔以 ２５０ ＴＣＩＤ５０接毒量接种重组病

毒以及 Ｈ０７ 病毒液ꎬ分别在 ２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ 收获ꎮ 每种病毒液在每个时间点设 ３ 个重复孔ꎬ用 Ｒｅｅｄ￣
Ｍｕｅｎｃｈ 方法计算收获的所有病毒液的 ＴＣＩＤ５０ꎬ最后用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件绘制病毒生长曲线ꎮ
１.２.９　 噬斑观察及染色　 在铺有 Ｆ８１ 细胞 ６ 孔板中接种重组病毒以及 Ｈ０７ 病毒液ꎬ接种 ６ ｈ 后于每孔加

入 ３０ ℃、１.５ ｍＬ １０ ｇ􀅰Ｌ－１低熔点琼脂糖ꎮ 待琼脂糖冷却凝固后置于 ＣＯ２ 培养箱中培养 ４８ ｈ 后在荧光显微

镜下观察噬斑形态ꎻ培养 ７２ ｈ 后向每孔加入 １ ｍＬ 多聚甲醛固定液ꎬ静置 ３０ ｍｉｎ 后吸出ꎬ再加入 １ ｍＬ 草酸

铵结晶紫染色液静置 ２０ ｍｉｎꎮ 用镊子小心将孔中的琼脂糖胶块去除ꎬ清水多次小心清洗ꎬ待孔中每个噬斑

清晰可见时拍照并计数ꎮ
１.３　 数据的统计与分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件绘图ꎬ应用 ＳＰＳＳ ２５.０ 软件对试验数据进行方差分析和 ｔ 测验ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ｇＩｇＥ 同源臂片段的鉴定

以 ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 作为模板ꎬ通过 ＰＣＲ 获得包含整个 ｇＩｇＥ 左同源臂、ｇＩｇＥ 基因以及 ｇＩｇＥ 右同源臂片段ꎮ
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ＰＣＲ 结果(图 １)中出现 １ 条 ３ ７８９ ｂｐ 的目的条带ꎬ回收后进行基因序列测定ꎬ将测序结果与 Ｃ￣２７ 株的序

列进行比对ꎬ表明成功获取同源臂片段ꎮ

图 １　 ｇＩｇＥ 同源臂片段的 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇＩｇＥ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍ
　 　 Ｍ.ＤＬ￣５０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ４.包含 ｇＩｇＥ 左同源臂、ｇＩｇＥ 基因以及 ｇＩｇＥ 右同源臂的片段 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｇＩｇＥ ｌｅｆｔ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍꎬｇＩｇＥ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｇＩｇＥ ｒｉｇｈｔ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍꎻ５.阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.

２.２　 敲除质粒 ｓｇＲＮＡ 的构建与验证

酶切 ｐＸ４５８￣Ｎｅｏ Ｒ 质粒获得的线性载体片段的电泳结果(图 ２－Ａ)显示了 １ 条 ９ ４００ ｂｐ 的目的条带ꎬ
回收此条带并分别与 ３ 条 ｓｇＲＮＡ 片段室温过夜连接后转化感受态 Ｓｔｂｌ３ 大肠杆菌ꎮ 次日每种 ｓｇＲＮＡ 各挑

取单个菌落ꎬ培养 ３ ~ ４ ｈ 后吸取 １００ μＬ 菌液进行测序ꎬ将与图谱序列一致的菌种(图 ２－Ｂ)质粒进行提

取ꎬ即是敲除质粒 ｓｇＲＮＡꎮ

图 ２　 ｓｇＲＮＡ 质粒的构建与验证结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｐｌａｓｍｉｄ
　 　 Ａ. 质粒 ｐＸ４５８￣Ｎｅｏ Ｒ 线性化的 ＰＣＲ 结果 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＸ４５８￣Ｎｅｏ Ｒ ｌｉｎｅａｒｉｚａｔｉｏｎꎻＢ. ３ 条 ｓｇＲＮＡ 片段分别与 ｐＸ４５８￣Ｎｅｏ Ｒ 线性

载体连接后的测序结果 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｓｇＲＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐＸ４５８￣Ｎｅｏ Ｒ ｌｉｎｅａｒ ｖｅｃｔｏｒ.
Ｍ. ＤＬ￣１５ ０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ１ꎬ２. 质粒 ｐＸ４５８￣Ｎｅｏ Ｒ 线性化后的 ＰＣＲ 结果 Ｌｉｎｅａｒｉｚｅｄ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＸ４５８￣Ｎｅｏ Ｒꎻ３. 阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ.

２.３　 ｇＩｇＥ 基因缺失病毒的免疫荧光鉴定

将合成的转移载体 ｐＵＣ￣ｇＩｇＥ￣Ｌ￣ＲＦＰ￣Ｒ 和 ３ 条 ｓｇＲＮＡ 分别转染 Ｆ８１ 细胞ꎬ再用 ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 感染 Ｆ８１
细胞ꎮ ４８ ｈ 后在荧光显微镜下观察到有零星红色荧光产生(图 ３－Ａ)ꎬ表明红色荧光蛋白 ＲＦＰ 得到成功表

达ꎮ 用重组病毒、野病毒混合液进行噬斑纯化ꎬ待显微镜下观察有 ＲＦＰ 表达的细胞病变占总细胞病变的

８０％~９０％时进行有限稀释及进一步纯化ꎬ筛选到有细胞病变处且都有 ＲＦＰ 表达的单个孔(图 ３－Ｂ、Ｃ)ꎬ命
名此病毒为 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰꎮ
２.４　 重组病毒 ＰＣＲ 的鉴定结果

提取 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 以及 Ｈ０７ 基因组 ＤＮＡꎬ用验证 ｇＩｇＥ 引物 ｃｘ￣ｇＩｇＥ￣Ｆ / Ｒ 进行 ＰＣＲꎬ电泳结果显

示ꎬＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 无任何条带ꎬ说明重组病毒已纯化成功ꎬ而 Ｈ０７ 作为阳性对照出现了 １ 条 ４１９ ｂｐ 的

目的条带(图 ４－Ａ)ꎮ 用验证 ＲＦＰ 引物 ｃｘ￣ＲＦＰ￣Ｆ / Ｒ 进行 ＰＣＲꎬ电泳结果显示ꎬＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 出现 １ 条

３１４ ｂｐ 的目的条带ꎬ说明红色荧光蛋白基因 ＲＦＰ 已成功插入 ＦＨＶ￣１ 基因组中并成功表达(图 ４－Ｂ)ꎮ 将

有目的条带的 ＰＣＲ 产物测序ꎬ结果显示与预期序列一致ꎮ
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图 ３　 荧光显微镜下 ｇＩｇＥ 基因缺失重组病毒构建及鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇＩｇＥ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｖｉｒｕｓ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
　 　 Ａ. 重组病毒转染、感染 Ｆ８１ 细胞 ４８ ｈꎻＢ. 有限稀释后荧光视野ꎻＣ. 有限稀释后无荧光视野ꎮ

Ａ. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｆ８１ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ４８ ｈꎻＢ. Ｌｉｍｉｔｅｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｆｉｅｌｄꎻＣ. Ｌｉｍｉｔｅｄ
ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｖｉｅｗ.

图 ４　 重组病毒的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ
　 　 Ａ. ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 和 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 中 ｇＩｇＥ 鉴定结果 ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ ａｎｄ ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ ｇＩｇＥ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓꎻ
Ｂ. ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 中 ＲＦＰ 鉴定结果 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ ＲＦＰ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ.

Ｍ. ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ１ꎬ２. ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 中 ｇＩｇＥ 鉴定结果 ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ ｇＩｇＥ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓꎻ３ꎬ４. ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 中

ｇＩｇＥ 的鉴定 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ ｇＩｇＥ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓꎻ５. 空白对照 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ６ꎬ７. ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 中 ＲＦＰ 鉴定结果

ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ ＲＦＰ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓꎻ８. 阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ.

２.５　 重组病毒与亲本病毒的 ＴＣＩＤ５０

使用 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 方法计算重组病毒与亲本病毒的病毒滴度(ＴＣＩＤ５０)ꎮ 结果显示ꎬ亲本病毒的病毒

滴度为 １０７.５ ｍＬ－１ꎬ而重组病毒的病毒滴度为 １０６.５ ｍＬ－１ꎬ与亲本病毒相比滴度显著下降(Ｐ<０.００１)ꎮ
２.６　 重组病毒的稳定性鉴定

将纯化并鉴定成功的重组病毒在铺有 Ｆ８１ 细胞 ４８ 孔板中进行 １０ 轮传代ꎬ每一代置于 ＣＯ２ 培养箱中

培养 ４８ ｈ 后收获并继续传下一代ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬ从 Ｆ１—Ｆ１０ꎬ红色荧光蛋白 ＲＦＰ 都稳定表达ꎬ无减弱

现象ꎬ说明 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 可稳定表达外源 ＲＦＰ 基因ꎮ

图 ５　 Ｆ１—Ｆ１０代重组病毒 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ ＲＦＰ 蛋白表达结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｆ１－Ｆ１０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓ ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ
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图 ６　 重组病毒与亲本病毒生长曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔ ｖｉｒｕｓ

∗∗Ｐ<０.０１.

２.７　 重组病毒体外生长特性分析

用 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 方法计算 ２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ 收获病毒

液的 ＴＣＩＤ５０ꎬ并用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件绘制病毒生长曲

线ꎮ 结果(图 ６)显示:亲本病毒 Ｈ０７ 在 ２４~４８ ｈ 快速复制

生长ꎬ之后复制速度减缓ꎬ而重组病毒整体的生长趋势与

Ｈ０７ 大致相同ꎬ表明本试验的这种基因改造并不会改变

ＦＨＶ￣１ 本身的生长特性ꎮ
２.８　 重组病毒噬斑观察及染色结果

将 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 以及 ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 接种到铺满 Ｆ８１
细胞的 ６ 孔板中并加入 １０ ｇ􀅰Ｌ－１低熔点琼脂糖ꎬ培养 ４８ ｈ
后在显微镜下观察噬斑形态ꎻ培养 ７２ ｈ 后取出ꎬ用多聚甲

醛固定液进行固定后再加入草酸铵结晶紫染色液进行噬

斑染色ꎮ 结果(图 ７)显示ꎬ在病毒感染细胞前、后期ꎬ重组

病毒的噬斑都小于亲本病毒ꎬ说明 ｇＩｇＥ 基因是 ＦＨＶ￣１ 基因组重要的毒力基因ꎬ缺失后毒力降低ꎮ

图 ７　 重组病毒与亲本病毒噬斑观察及染色结果

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｉｓｏｎ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔａｌ ｐｏｉｓｏｎ ｐｌａｑｕｅ
　 　 Ａ. ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 噬斑观察结果(４８ ｈ)ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ ｐｌａｑｕｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ(４８ ｈ)ꎻＢ. ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 噬斑观察结果(４８ ｈ)ＦＨＶ￣１
Ｈ０７ ｐｌａｑｕｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ(４８ ｈ)ꎻＣ. ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ 噬斑染色结果(７２ ｈ)ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰ ｐｌａｑｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ(７２ ｈ)ꎻＤ. ＦＨＶ￣１ Ｈ０７
噬斑染色结果(７２ ｈ)ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ ｐｌａｑｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ(７２ ｈ) .

３　 讨论

本研究运用同源重组以及 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 两种基因编辑技术构建疱疹病毒 ＦＨＶ￣１ 重组病毒ꎬｓｇＲＮＡ 结

合 Ｃａｓ９ 蛋白可靶向使 ｇＩｇＥ 基因停止转录、翻译ꎬ降低生物活性ꎬ使外源基因 ＲＦＰ 更容易将其替换ꎬ提高

了重组效率ꎮ 缺失 ｇＩｇＥ 基因后重组病毒毒力减弱ꎬ后续可利用此生物学特性构建基于此 ＦＨＶ￣１ 重组病

毒的二联或多联致弱苗ꎮ 例如可以将翻译狂犬病毒的 Ｇ 糖蛋白、杯状病毒的 ＶＰ１ 蛋白或者猫免疫缺陷病

毒的包膜蛋白基因替换 ＲＦＰ[２２－２５]ꎬ设计针对 ＲＦＰ 的 ｓｇＲＮＡꎬ利用反向筛选技术ꎬ再通过噬斑纯化以及有

限稀释去纯化无 ＲＦＰ 表达的二联或多联毒株ꎬ为防控猫各种常见且难以控制的病毒性疾病提供借鉴ꎮ
纯化带有报告基因的重组病毒最常用的方法就是噬斑纯化ꎬ但此方法耗时长ꎬ并且不同种病毒从接种

细胞开始到挑取噬斑的时间也需要摸索ꎮ 本试验运用的亲本病毒株 ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 挑取噬斑的周期一般为

３ ｄꎬ如果培养时间过短则表达红色荧光的噬斑较小ꎬ此时挑取极易取到附近的亲本病毒ꎬ不利于纯化ꎻ如
果培养时间过长ꎬ由于固体培养基的营养已被细胞消耗殆尽ꎬ病毒活力也会降低ꎬ荧光变弱ꎬ给挑取噬斑增

加了难度ꎮ 因此把控好试验周期非常重要ꎮ 在纯化过程中发现 ＦＨＶ￣１ Ｈ０７ 的生长速度要远高于重组病

毒ꎬ所以当重组病毒的纯度达到 ８０％以上时就很难有突破ꎬ此时噬斑纯化方法就不适用ꎬ改为进行有限稀

释后的进一步纯化ꎮ 将病毒混合液进行高度稀释ꎬ就容易获得与亲本病毒完全分离开的重组病毒粒子ꎬ后
续只需进行几轮接种培养ꎬ即可获得纯化的重组病毒ꎮ 因此ꎬ前期做噬斑纯化的重组病毒纯度越高ꎬ后续

做有限稀释筛选出纯化的重组病毒的概率也会提高ꎬ缩短纯化时间ꎮ
本研究运用同源重组以及 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术成功构建 ＦＨＶ￣１ ｇＩｇＥ 基因缺失株 ＦＨＶ￣ΔｇＩｇＥ￣ＲＦＰꎬ并

验证此毒株可稳定传代且其毒力降低ꎬ而生长趋势与 ＦＨＶ￣１ 亲本病毒大致相同ꎮ
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