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(武投大学翁毒系．武投 43OO72) 

提 要 以 BHK～21细胞单层上增殖 的伪狂太病毒(Pse．uiorahles virus，PRV)，经离心浓缩后。用 

SDS-蛋 白酶 K消化法-b"itg纯化 PRV基因组 DIqA 参照 PRVKa株和 NIA一3株蛋 白蠢酶(PK)基 

因的 DNA序列．设计并合成了一对长度为 26t,p和 32t,p的引错．阱纯化的 PRV基 因组 DNA为模 

板，用 PCR技术成功地扩增出我国伪狂太病毒地方株的 PK基 因．并将它克喜于 pUC19载体。酶 

切分析结果表明，所获 PK基因克隆在 P毒tI、SmaI、XImI和 s I上的切点与 PRV NIA一3株框 

的传染病。本病对猪的危害最为严重，两周龄内仔猪致死率可高达 100％．成年猪可发生呼吸 

系统感染症，康复猪可潜伏感染，终生带毒，母猪繁殖障碍等。给我国及世界养猪业造成巨大经 

济损失⋯ 。 

PRV属于疱疹病毒科 a一疱疹病毒亚科的成员，为双股 DNA病毒。病毒基匠组长约 150 

kb，其 G+c含量约为 72~,6。目前，国外已对 PRV的多个基因进行 了定位和澍序1 。与单纯 

疱疹病毒 I型(HSV一1)US．3同源的 PRV蛋白激醇(PK)基因是病毒增殖的非必需基因，同时 

又是 PRV重要的毒力基因l3】。本研究根据国外 已确定的 PK基 因序列[4． ，设计并合成了一 

对引物，成功地从我国 PRV地方株中扩增了PK基匠，并将其克隆于质粒载体，从而为我国研 

制 PK基因缺失疫苗奠定基础。 

材料和方法 

1 PRV’-麓与 DNA提取 

PRV由湖北 省农科院畜牧兽医研究所提供。将 PRV种毒接种于长好单层的 BHK一21细胞上，培养 1— 

2 d，当 80％细胞出理 CPE时．3OOO r／m／n除去细臆．将上清锚于 如 ％蔗糖垫上．14000 r／m／n离心 1 h．收获病 

毒沉淀物。用 TNE(0．1mot／LTris·CI．pH8．0；0．1 mot／LNaCI，0．025mot／LEDTA)蠹浮后，用蛋白酵 K(终 

旅度 1O0~g／mL)和 0．5％SDS裂解病毒粒子．使释放出 DNA后，再苯酚、氯仿抽提，乙醇沉淀 

2 PCR扩’-PK基因 

模板 ：以纯化的 PRv基因组 DNA或经线性化处理的重组质粒 DNA。 
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引物设计 ：根据引物设计基本原 ，参黑国外 已发表的 PRV PK基因序列，选择 比较保守的区域 设计 

并合成了长度分别为26bp和32 的一对引物<由中科院上毒细胞所合成)．引物同包括具有两十转录起始 

区的完整 PK基因。引橱 问跨距约 1．3kb。 - 

反应液戚分：摸扳量5o～100廿g．引物各50pm L4种dNTP 250 Tnd／L。DMSO5 L． 酵 1．5单位． 

反应体积 50山 所用 PCR试剂盒为华美生物工程公司产品。 

扩增条件；摸扳与引物先在沸水中瑗盎性 5 rnln。加入 Taq酵和石螬油后在水浴式 DNA扩增便上进行如 

下2轮循环： ℃．50 s；58℃．90 s；72℃．180 s；I；l后 35轮循环时遢火时问改为6o搴，延伸对同改为 150搴，末攻 

循环的延伸时同为 1Om／n。反应完毕后．琅 5～8皿 样品电泳分析。 

3 PRV PK基因的分子克睫 

将 PCR扩增产物和 pUC19质粒 DNA用 EcoR i／B蚰IH i穗化．按硝酸纤维素膜离心法回收【 ．取古插 

入物的液体 80 和古载体的液体 2o I匣合，加乙醇沉淀后．藩于 7．5 双蒸水 中，补加 l0mmol／LATP1 

L．T|DNA连接酵 2单位，反应体积 1O ．于 16℃过夜。转化 E．cob"DI-LSa后。涂于古 m̂p的 LB平扳上。 

从u 平扳上撬取单十蔼落，小量法抽提质粒，初步检嗣雨性重组子．连一步甩爵切分析鉴定。 

4 I组质粒的一切分斩与 PCR扩增鉴定 

分别甩 EcoRi／BamHi、EcoRi／s I、Pati、s阻 I、Xhoi和 S*li酵切重组质粒，根据酵切结果．确定 

重组质粒中外瓤基因插入与否盈分析酵切位点的分布情况。重组质粒作线性化处理 后为摸扳．按上述 PRV 

基因组DNA作筷扳扩增 PK基因相河条件和方法．进行 PCR，然后取扩增物作电辣分析。 

结 果 

1 PCR扩增产物的分析 

PRV基因组 G+c古量特别高，这给 PCR扩增带来很大困难。在常规条件下扩增，未能 

从 PRV基因组模板中获得任何相应产物。作者在扩增反应藏中加入 甲酰胺、甘油或 DMSO， 

结果在补加 10％DMSO时扩增，可得封预定大小的产物(见图 la)；将第一次扩增产物中预定 

大小条带回收后作模板进行再次扩增，也能从扩增物中得科预定大小的条带(见图 lc)。 

2 PCR扩增产物的克I薹和■组螽垃的鉴定 

按图 2所示 PK基因克隆的策略，PCR扩增产物以 E∞RI／Bm I消化后，与相同双酶 

切的 pUC19载体连接，转化 E．co／i DHSa．在 Amp的 LB平板上获得多个 苗落，挑取了 10余 

个菌落扩增，抽提质粒，经分子大小比较，其中 3个明显大于载体，初步确定为阳性重组子，当 

用EcoRI／BamHI双酶切后，可见从中切出大小为 1．3kb的一个片段，这即为所克隆的外源 

基因(见图 lb)，此重组质粒命名为 DPK；为了进一步验证这个基因克隆的可靠性，以此 pPK为 

模板进行 PCR扩增，仍能从扩增样品中得到预定大小的产物(见图1c)，用限制性内切酶消化 

pPK，．证实在所克隆的 PK基因中 PstI、SmaI、XhoI和 saII各 1个切点(见图 3)。酶切位 

点分布与已发表的PRVNIA一3株PK基因酶谱图相符(见图4)，由此证明我国PRV地方株 

PK基因与 NIA一3株 PK基因具有很高同源性。 

讨 论 

在 PCR扩增产物的分析中，作者发现扩增产物中除了预定大小的条带外还发现另--／b分 

子量的条带，可能为引物=聚体，当它较多时则严重干扰 PCR扩增效果。由于我们其是应甩 
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■ 一 一 
翻 1 PRVPK基因的 PCR扩增和基周 回切 

a．病毒基周组 DNA为模板．FCR扩增产物，萁中 1为标准分子量参黑物，片臣大小为：1543 bp．994 b 695 

bp．515bp,377 bp．237bp；2—3为 PCR扩增产物_b重组质粒 pPK摹周回切；1．VHiI-dⅢ．2 pPK／EcoRI 

—

EemHI．3．pPK／EcoRI．4 p~19／EcoRI；C 不同模板的 PCR扩增产物，1标准 DNA分子量参照物 

(片瞪大小同围 a) 2．PRV DNA为模板 3．回收的扩增产物 为摸板 4．pPK为筷板。 

Fngl The amplil'mat／on PRV proteh~kir~ e gqme b7 PCR 姐 dits reexcisio． 

a．PCR p士odtIct5with viralgenomeDNA 罄 rn出  ．1：Markerof standardDNAmolecular~ ight．thefrag 

咖 b are1543bp．994 b 695 ．515hp,377 ．237bp．2—3：PCR呻 withPRVgenome警 temphte． 

b．exc~4o．ofpk er珊 reeomh6~am ph+m~pPK．1 日．2 pPK／EcoRI—BaⅡIHI，3．pPK．／EcoR 

I．4 pucl9／EcoRI：c PCR odwbwithdiffenmttemplat~ 1 DNA眦  withthe same size越 f la． 

2．V ㈣ DNA teraphte,3 Reeoverirtlg of amplh'~lprodm：ts astm pIate．4 Recomhmam pI| pPK 

罄 temphte 

国 2 伪狂太病毒 PK基因的克陵 

Fig 2 Ck~rtlg 0f pseudor~bles vints PK gene 
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舀 3 重组蓐粒 peK的酵切分析 

Fig．3 R瞄 c 棚 b门 d le∞皿 啪l 删  

I．8．XDNA／H~~ Ⅱ。2．8emilI，E∞RI(2．69．1．33b)|3． 

PstI(3．12．0 9kb)4 SeaI(3．58．0．42kb)．5 SeaI／EcoRI 

(2．68．0．9．0．4,2 kb)．6．)凸 I(4．02 kb)．7．s啪 I f4．位¨， 
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囤4 PRV PK基因的限斜性内切酵图谱‘根据 zI帅g＆ VIn z 荨竞辩 ) 

啦 ．4 Re~nrictionmap 0f PRV PKgene(thedate delrh~edfrom andVan嗣 l矗 ) 

PCR这一手段欲从 PRV基因组中调出PK基因，当达到这一目标后，就对其它干扰因素未加 

以详尽研究。 

通过上述工作，首次克隆了我国 PRV地方株的 PK基因。克隆 PK基因的旨意在于构建 

减毒但仍保持免疫原性的 PRV PK基因缺失疫苗株。另一方 面，在缺失区设计一个引物．可 

用本研究建立的PCR方法鉴别 PK缺失株与其它强毒株，便能从诊断和免疫预防两个环节解 

决目前伪狂犬病防治中存在的问题。目前有关构建 PRV PK基因缺失的转移载体工作正在 

进行之中。 
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Amplifiction and Cloning of Protein Kinase Gene 

of Pseudorabies Viras by PCR 

Luo Manlin Ding Jianhtm Wang Jiafu 刁lal1g Chuyu 

(Department ofVirology．Wahan Uniz~rsity，Wuhan 430O72) 

Pseudorabies virus(PRV)was multipGcated∞ BHK一21 monolayer cells．After cotlcentra— 

tion with centrifuge，viral DNA was isolated by SDS—proteinase K digestion method．According 

tothe seqtlel~ of protein klna~~．genes ofPRV Ka andNIA一3 stI'aiJ~，the primerswi山 26 bD 

and 32 bpwere designed．WithpurcdPRV gea'te~neDNA astemplate
．
thePK geneofPRV was 

amplifled successfullybyPCR．andclonedinto pUC19 vector．Restrict／on∞ 司 analysis showed 

thattheclonedPK gelle at SmalI，XhoI andSalI sitew越 the same asthat ofPRV NIA一3 

strain．Thisworklaid foundatkm for constructingthePRV vaccinewith deletion ofPK gene
．  

Key words Pseudorabiesvi／'u$．Protein kinasegene，PcR amplification。Gene done 
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