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为了研制基因工程往犬病疫苗，我国于 1991年首孜报道了在痘苗病毒天坛株中表达狂犬 

病毒糖蛋白[1]，但报道 中重组病毒的选择是先经人骨髓瘤细胞(TK一143)在诱变剂 5一澳脱氧 

尿苷(BrudR)作用下通过标记拯救技术筛选出携带有同l源基因的重组病毒 ，然后再利用重组 

病毒中携带的 Lac基因为选择标记 ，通过噬斑纯化获得重组病毒 ，用这种选择方式获得的重组 

病毒 ，经过了 TK'143细胞和 BrudR，因此不宜发展成疫苗 ，本研究探索不经过 TK一1 43细胞和 

BrudR，仅利用 Lac基因为选择标记 ，直接在鸡胚细胞上通过噬斑纯化获得重组病毒 ，现将研究 

结果报道如下。 

1 重组痘苗病毒的构建及纯化 

以本室构建的带有狂犬病毒糖蛋白基因的痘苗病毒表达质粒 ws一4通过 LipofectinTM 

Reagent在鸡胚细胞内与痘苗病毒同源重组 ，使狂犬病毒糖蛋白基因整合到痘苗病毒天坛株的 

TK区并使 TK区插入灭活，然后在鸡胚细胞上纯化 ，由于重组病毒携带有 Lac基因 ，而野生型 

痘苗病毒不带 Lac基因，因此在 x—gaI和中性红同时存在的琼脂糖中，重组病毒呈蓝色噬斑 ， 

野生型痘苗病毒呈白色噬斑 ，在此条件下 ，在鸡胚细胞上将单个蓝斑连续挑斑纯化后 ，得到了 

纯化的重组病毒 

2 重组病毒的 Dot b]oi检测结果 

用 Dr呕标记的狂犬病毒糖蛋白cDNA作为探针进行DNA的斑点杂交，杂交结果重组痘苗 

病毒DNA呈现阳性杂交信号 ，阴性对照天坛株DNA不显现杂交信号(图1)，证明重组病毒中 

有狂犬病毒糖蛋白基因插入。 

3 间接免痤荧光检测结果 

用狂犬病毒ERA株糖蛋白单克隆抗体作为第一抗体进行荧光检测 ，结果被重组病毒感染 

的细胞在胞浆及胞膜处可见强阳性荧光反应 ，棚性对照天坛株感染时细胞未见荧光反应 ，证 

明重组病毒有与狂犬病毒糖蛋白单克隆抗体特异性结合的能力，狂犬嫡毒糖蛋白在痘苗病毒 

中得到了表达。 ． 

4 动物试验 

·本文于 1992年 5月25日收到 ，1993年 3月 1日修目。 
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‘·l 中和试验及保护性试验 ：将滴度为 l∽PFu的重组病毒以0．3ml(对 16一l8克小白鼠皮 

下接种t一周后加强一针，结果初免后 1 4天已有抗蠹虫瘟毒中和抗体产生，随着时问的延长抗 

体滴度增高 ，第 28天抗体水平达 243o(~ 1)I初免后 1 4天用致死量狂犬病毒对免疫小鼠进行 

瞄内攻击，保护率达 87．9 (表 1)． 

图 J 呻  结果 
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‘．2 致病性试验 ：用重组病毒对小鼠及家兔进行眼角膜划痕 皮肤划痕及滴眼 ，天坛株 

作为对照，观察两组病毒的发痘情况 ，结果重组病毒发痘高峰时仅达H，两周完全恢复，而天 

坛株发痘高峰达{Ⅲ，两周视力严重下降(表2)。这表明外蓊f基因插入失活痘苗病毒TK区后，致 

病性明显减弱，虽然如此，却不影响诱生中和抗体和保护性 ，这与文献报道是一致的 日。说 

明重组痘苗病毒有可能发展成活疫苗。 

实验证明，仅以I丑c基因为选择标记，直接在鸡胚细胞上连续挑取蓝斑纯化的重组病毒 ， 

能诱生抗狂犬病毒中和抗体，对狂犬病毒致死量攻击有较好的保护作用，致病性明显减弱。另 

外，我们将重组病毒传至30代，其免疫原性、生物学特性及遗传性均稳定，详细内容另外发表， 

这些都与文献报道相一致[1． ～。证明本研究的选择方式是可行的，为进一步研究和发展狂犬 
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病基因工程疫苗奠定了基础． 

亵 2 致病性试验结果 
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Isolation of Vaccinia Virus Recombinants Expressing 

Rabies Virus Glycoprotein by Lac Gene 
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The cxprer~oa plasmid pW S-4 containing Rabies virus glycoprotein gene was recombinaed with 

vaccinia viruses in the ~esence of Lipofec血  Reagent by homologous recombination technique in 

chicken em bryon ic ce lls-The Lac gene oil the recom binant was used as a selected marker for isolation 

TK recombinartmwi吐I blue pIaque on c~tis-Dot blot showed dmtthe rabies VifuB glyco~otem 簪 

was inserted into vaccinia ger~om e．Th e recom binant was rcspo~ specifically with M cAb of rabies 

vfl[~ ERA st：rain by indi~ct inxmlll~of fluorescenCe tes【．MiCe immunlized with recombinant produCe 

ralizatioa antibodies 咿 i地 t r~bies virus and were pxotec tcd from the lethal challenge 0f rabies virus 

CVS strain． 
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