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基于 CRISPR/Cas9 介导的同源重组技术构建 TK、
gE 和 gI 基因缺失的伪狂犬病病毒

张华伟,周明光,侯真真,朱娴静,郝根喜,金建云,徐高原
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摘要　为构建TK、gE 和gI基因缺失的伪狂犬病病毒(pseudorabiesvirus,PRV),采用CRISPR/Cas９介导

的同源重组技术,对从湖北某猪场送检的病料中分离到的PRV HB２０１７株进行基因编辑,并利用蚀斑纯化等方

法获取基因缺失株.随后,采用PCR、基因测序、间接免疫荧光试验、生长曲线测定及安全性和效力试验对基因

缺失株的特性 进 行 初 步 研 究.结 果 显 示:PRV HB２０１７ 株 的 TK、gE 和gI 基 因 已 缺 失,缺 失 毒 株 PRV
HB２０１７ΔTKΔgE/gI与亲本毒株PRV HB２０１７株在PKＧ１５细胞中的生长曲线差异不明显且具有较高的病毒滴

度;PRV HB２０１７ΔTKΔgE/gI株 传 代 至 ３０ 代,TK 和gE/gI 基 因 缺 失 部 分 序 列 稳 定,不 能 恢 复;PRV
HB２０１７ΔTKΔgE/gI株对仔猪是安全的;将该基因缺失株以１０６．０ TCID５０和１０７．０ TCID５０的病毒剂量接种仔猪,

可保护仔猪免受１０８．０ TCID５０病毒剂量强毒的攻击.
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　　伪狂犬病(pseudorabies,PR)是由伪狂犬病毒

(pseudorabiesvirus,PRV)引起的一种急性传染病,
其主要特征为患病动物体温升高、打喷嚏、呼吸困难

和神经系统障碍[１].猪是PRV 的天然宿主和主要

传染源.PRV可引起妊娠母猪流产、死胎,公猪不

育,仔猪死亡,育肥猪呼吸困难、生长停滞等,养殖场

一旦暴发伪狂犬病,就会造成巨大的经济损失.
目前,防制和净化 PR的主要策略仍是接种疫

苗.灭活疫苗和传统减毒活疫苗对早期PR的防控

起到了一定的积极作用,尤其是BarthaＧK６１株弱毒

疫苗,在２０１１年前对我国PR的防控起到了关键性

作用.但灭活疫苗存在接种剂量大、免疫期短和免

疫途径单一等缺点;传统弱毒活疫苗存在毒力返强、
运输和保存条件受限等缺点.为此,研究人员进行

了基因工程疫苗的研制,例如基因缺失弱毒疫苗、亚
单位疫苗、嵌合疫苗,其中基因缺失弱毒疫苗相对成

熟,我国研究人员已成功研制了一批具有自主知识

产权的、技术先进并且效果良好的基因缺失弱毒

疫苗[２Ｇ４].

基因缺失弱毒疫苗主要是通过分子生物学的手

段,对PRV基因组中毒力基因的若干碱基进行删

除,使基因彻底失活.以往研制基因缺失弱毒疫苗

主要是采用同源重组的方法,重组效率非常低,后期

也需要花费大量的时间进行纯化.CRISPR/Cas９
技术是最近几年在研究领域中极其热门的技术[５],
被广泛应用于病毒编辑、疫苗研制等方面.２０１６
年,Tang等[６]利用 CRISPR/Cas９技术成功构建了

TK、gE 和 gI 基 因 缺 失 的 伪 狂 犬 病 病 毒.

CRISPR/Cas９虽然具有同时敲除多个基因,或者多

个sgRNA 靶向一个基因的优势,但是仍存在脱靶、
精准修复率低以及后期需要在蛋白水平上多次验证

的问题.DNA双链断裂后,通常以２种方式进行修

复:非同源末端连接和同源介导的双链 DNA 修

复[７].CRISPR/Cas９系统导致的双链断裂通常以

非同源末端连接的方式进行修复,通过同源介导的

双链 DNA 修复方式修复的比例不足１０％[８Ｇ９].因

此,很难按照研究者的意愿进行精确地定点编辑.

CRISPR/Cas９介导的同源重组技术是以 CRISPR/
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Cas９为媒介将 DNA 双链断裂开,然后使用同源重

组的方法,将转入细胞的序列补在缺口上,从而完成

基因组的编辑[１０].该技术使用转移质粒将同源序

列转入到细胞中,可提高同源介导的双链 DNA 修

复的比例,弥补 CRISPR/Cas９技术精确修复率低

和同源重组技术重组效率低等问题,大幅提高基因

编辑的效率,缩短疫苗的研发周期,使疫苗更好地预

防当前流行毒株,达到更佳的免疫效果.

２０１１年,猪的伪狂犬病在我国再度流行,很多

免疫BarthaＧK６１株伪狂犬病弱毒疫苗的猪场也出

现了疫情,并且表现出典型的伪狂犬病临床症状,研
究表明出现了新的、致病力更强的伪狂犬病病毒变

异毒株[１１].因此有必要以当前流行的PRV 变异毒

株为基础,研制新的伪狂犬病病毒基因缺失弱毒

疫苗.

1　材料与方法

1.1　试验材料

pX３３５质粒、pBluescriptIIＧSK(＋)质粒、pcDＧ
NA３．１(＋)质粒购自 Addgene公司;限制性内切

酶、pMD１８ＧT 载体购自 TaKaRa公司;FastDigest
Bpil购自 Thermoscientific公 司;T４PNK 购 自

NEB(北京)有限公司;胶回收试剂盒和 DNA 提取

试剂盒购自天根公司;质粒提取试剂盒购自北京全

式金生物技术有限公司;病毒核酸DNA/RNA提取

试剂盒(柱提法)由武汉科前生物股份有限公司提

供;脂质体转染试剂 Lipofectamine２０００Reagent
购自Invitrogen公司;DNA抽提液购自广州捷倍斯

生物科技有限公司;PRVgB和gD单克隆抗体由武

汉科前生物股份有限公司研发中心制备;Alexa
Fluor４８８标记山羊抗小鼠IgG(H＋L)购自上海碧

云天生物技术有限公司;胎牛血清(FBS)、DMEM
购自 Gibco公司;PRV HB２０１７株由武汉科前生物

股份有限公司研发中心在湖北某猪场的病料中分离

所得;猪肾细胞(PKＧ１５)、猪睾丸细胞(ST 细胞)购
自美国标准菌种收藏中心;２１日龄的伪狂犬病病毒

阴性仔猪购于湖北武汉某猪场.
1.2　病毒基因组提取

提前２４h将PKＧ１５细胞传代于 T２５细胞培养

瓶中,然后将病毒以１ MOI(multiplicityofinfecＧ
tion,MOI)感染剂量接种于细胞,待细胞出现８０％
病变时,弃去细胞培养液,加１mL的细胞裂解液,
均匀晃动使所有细胞裂解,冰中放置２０min,倾倒

至２mLEP管中.逐滴加入６６０μL 的５ mol/L
NaCl,轻轻混匀后,置于冰上５h或置于４℃冰箱过

夜.４℃１２０００r/min离心３０min.用剪去尖端的

枪头吸取上清于新的２mLEP管中,加入等体积的

DNA抽 提 液,轻 轻 上 下 颠 倒 EP 管 ５ min,４ ℃
１２０００r/min离心１０min,重复利用 DNA 抽提液

抽提蛋白３次.换１．５mL的EP管,最后的上清液

加入 预 冷 的 ２ 倍 体 积 的 无 水 乙 醇,轻 柔 混 匀,

－２０℃静置２h或过夜.４℃ １２０００r/min离心

１０min,弃上清,沉淀加入预冷的７５％的无水乙醇,

４℃１２０００r/min离心１０min洗涤２遍.弃上清,

４℃１２０００r/min离心１min,吸取残余液体,风干

后加入１５μL 的去离子水溶解基因组,４℃保存

备用.
1.3　CRISPR/Cas9 sgRNA 质粒的构建

将病毒基因组序列输入sgRNA 在线设计网站

(http://crispr．mit．edu),寻找有 PAM(NGG)的

sgRNA序列,选择脱靶率最低的sgRNA,将其克隆

至pX３３５载体[１２],sgRNA序列如表１所示.
表１　用于靶向病毒相关基因的sgRNA序列

Table１　sgRNAsequencesfortargetingvirusＧrelatedgenes

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)
Sequences(５′Ｇ３′)

sgＧTKＧF CACCGCGCCTTGTACGCGCCGAAGA

sgＧTKＧR AAACTCTTCGGCGCGTACAAGGCGC

sgＧgE/IＧF１ CACCGGGGCAGGAACGTCCAGATCC

sgＧgE/IＧR１ AAACGGATCTGGACGTTCCTGCCCC

sgＧgE/IＧF２ CACCGTCGTGCCACGATCCGACGAC

sgＧgE/IＧR２ AAACGTCGTCGGATCGTGGCACGAC

1.4　转移质粒 pcDNA3.1ＧΔTK 和 pSKＧΔgIΔgE 的

构建

　　以PRV HB２０１７株基因组为模板扩增TK 和

gI/gE 基因部分序列,然后将其连接到pMD１８ＧT
载体上,随后依次酶切连接到 pcDNA３．１(＋)或

pBluescriptⅡＧSK(＋)载体上,用以构建转移质粒

pcDNA３．１ＧΔTK 和pSKＧΔgIΔgE.其中,TK 左右

同源序列间插入猴空泡病毒４０(sv４０)polyA序列;
扩增引物序列如表２所示.
1.5　重组病毒的构建

PKＧ１５细胞传代于６孔细胞板中,细胞汇合度

达８０％~９０％时进行转染.将２μg同源臂转移质

粒、２μgsgRNA和病毒基因组(约２μg)加入到１５０

μLOptiＧMEM 中,轻轻混匀,与此同时,将１２μL
LiP２０００DNA转染试剂加入到１５０μLOptiＧMEM

７０２
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表２　与转移质粒构建相关的引物序列

Table２　Primersequencesrelatedtotransfer

plasmidconstruction

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)
Sequences(５′Ｇ３′)

TKＧLＧHindⅢＧF
CCCAAGCTTCGGCAGAGCACCACGGCＧ
CCGGGTG

TKＧLＧXhoⅠＧR
CCCTCGAGCCAGCATGGCGTAGACGTTＧ
GCGCAG

TKＧRＧXhoⅠＧF
CCGCTCGAGGTGCACGCGTGGGCGATGＧ
GACGCGC

TKＧRＧXbaⅠＧF
CCCTCTAGACCTCCAGCGGCAGGAAGＧ
GAGCGCAG

Sv４０polyAＧ
XhoⅠＧF

CCTCGAGCGTTAAGATACATTGATGAG

Sv４０polyAＧ
XhoⅠＧR

GCTCGAGCCAGCATGGCGTAGA

gIＧXhoⅠＧF
CCGCTCGAGCGTCGACGGCGTGAAＧ
CATCCTCACC

gIＧHindⅢＧR
CCCAAGCTTCCAGGGCCGTCAGCAＧ
CAAAGAGGTCC

gEＧHindⅢＧF
CCCAAGCTTGGACGACGGGCTGTACGTＧ
GCGCCCCGAG

gEＧEcoRⅠＧR
CGGAATTCGGTCGGCGGCGCCCAGＧ
GATCCACAGGT

中,轻轻混匀,５min内将转染试剂混合液加入到质

粒混合液,轻轻混匀,室温孵育２０min,在此期间,
将待转染的细胞用不含血清的 DMEM 洗涤２次,
加１．７mL不含血清的DMEM,随后,将转染复合物

均匀地滴加到６孔细胞板中.转染１２h后更换成

含５％ FBS的 DMEM,将培养板继续放于３７℃细

胞培养箱中培养４８~９６h.
1.6　重组病毒的 PCR 鉴定

利用病毒核酸 DNA/RNA 提取试剂盒提取重

组病毒的基因组,根据病毒基因缺失位置,利用

Primer５．０软件设计引物,然后以重组病毒的基因

组为模板进行PCR扩增,核酸电泳及测序后进行比

较与鉴定,引物序列如表３所示.
1.7　重组病毒的间接免疫荧光鉴定

将ST细胞接种于９６孔细胞板中,分为３组,
每组１０个孔,待细胞长满单层后,其中１组接种重

组病毒PRVHB２０１７ΔTKΔgE/gI株(MOI＝０．０１),另
外１组接种亲本毒株PRVHB２０１７株(MOI＝０．０１),
第３组加入DMEM作为对照组(Mock).待８０％的

表３　重组病毒鉴定引物

Table３　Recombinantvirusidentificationprimers

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)
Sequences(５′Ｇ３′)

扩增片段大小

Amplifiedfragmentsize

gE/gI_ideＧF GATAGACGGGACGCTGCTGTT
缺失型６６３bp;野生型２９７１bp

Thedeletiontypeis６６３bp,thewildＧtypeis２９７１bp
gE/gI_ideＧR TCGTTGTCGCTCTCGCTGTA

TK_ideＧF GCTTCATCGTCGGGGACATCAG
缺失型５８３bp;野生型４３３bp

Thedeletiontypeis５８３bp,thewildＧtypeis４３３bp
TK_ideＧR GCCACGAGCGCGTCCATC

细胞出现病变时,弃去培养基,PBS洗涤３遍后,丙

酮４℃固定３０min,２％ BSA３７℃封闭１h,然后用

PBS洗涤３遍.随后３组细胞中的５个孔加入１００

μLgB单克隆抗体(１∶５００稀释),另外５个孔加入

１００μLgE 单克隆抗体(１∶５００稀释),３７℃孵育

１h;PBS 洗 涤 ３ 遍 后,加 入 ５０μL 羊 抗 鼠IgG
(１∶３００稀释),３７℃孵育４５min;PBS洗涤３遍后,

置于荧光显微镜下观察.

1.8　重组病毒遗传稳定性测定

重 组 病 毒 PRV HB２０１７ΔTKΔgE/gI株 在

PKＧ１５细胞上连续传代,选取第５、１０、１５、２０、２５
和３０代病毒,使用引物 gE/gI_ideＧF/R 和 TK_

ideＧF/R对缺失基因的部分序列进行 PCR扩增,

并将 PCR产物送至武汉擎科生物公司测序.

1.9　重组病毒一步生长曲线绘制

将PKＧ１５细胞以２×１０５个/孔传代于２４孔细

胞板中,待细胞贴壁后将病毒以０．１MOI的感染剂

量接种细胞,吸附２h后换成含２％ FBS的培养基

继续培养.自接种时起,每隔６h收集１次,将细胞

培养板置于－８０℃冰箱冻融３次后收获病毒.采

用蚀斑实验和 ReedＧMuench法在 ST 细胞上测定

并计算其 TCID５０
[１３],绘制一步生长曲线.

1.10　重组病毒安全性试验

选取２１日龄的伪狂犬病病毒阴性仔猪(gB抗体

和gE抗体均为阴性)１５头;随机分为３组,每组５
头,其 中 １ 组 的 仔 猪 滴 鼻 接 种 PRV
HB２０１７ΔTKΔgE/gI株(１０７．０ TCID５０/头),另１组的

仔猪 滴 鼻 接 种 PRV HB２０１７ 株 (１０７．０ TCID５０/
头),第３组滴鼻接种１mL的 DMEM 作为对照

８０２
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组.接种后观察２１d,每天测量体温,观察和记

录临床症状.
1.11　重组病毒对仔猪的免疫保护力试验

选取２１日龄的伪狂犬病病毒阴性仔猪２０头

(gB抗体和gE抗体均为阴性),随机分为４组,每组

５ 头,隔 离 饲 养.２ 个 免 疫 组 分 别 肌 注 PRV
HB２０１７ΔTKΔgE/gI株１．０×１０６．０ TCID５０/头份或

１．０×１０７．０TCID５０/头份,另２组注射１mLDMEM,
作为攻毒对照组和自然对照组.免疫后第２８天,使
用PRV HB２０１７株对２个免疫组和攻毒对照组进

行滴鼻攻毒,攻毒剂量为１．０×１０８．０TCID５０/头,空白

对照组滴鼻１mL的 DMEM,攻毒后观察２１d,每
天观察２次,测量体温,记录症状.

2　结果与分析

2.1　PRV 基因缺失病毒 HB2017ΔTK 株的构建与

鉴定

　　将PRV HB２０１７基因组、含 TK同源臂的转移

质粒pcDNA３．１ＧΔTK 和sgRNAsgＧTK 共转染到

PKＧ１５细胞中,随后利用 PKＧ１５细胞进行蚀斑纯

化.经过３轮蚀斑纯化后,利用鉴定引物 TK_ide
对重组病毒进行PCR鉴定,PCR产物经１％琼脂糖

凝胶电泳后结果显示,HB２０１７亲本毒株扩增产物

大小为 ４３３bp,HB２０１７ΔTK 毒株和 pcDNA３．１Ｇ
ΔTK质粒扩增产物大小一致,为５８３bp(图１A),表
明获得了 HB２０１７ΔTK株.

　A和B分别为重组病毒TK、gE/gI 基因的鉴定结果,A 和 B的

M 泳道分别为 DL２０００和 DL５０００;１为转移质粒;２为亲本毒株

HB２０１７;３为重组病毒;４为阴性对照.AandBaretheidentificaＧ

tionresultsofTKandgE/gIgenesofrecombinantviruses,respecＧ

tively,andtheMlanesofAandBareDL２０００andDL５０００,respecＧ

tively．１istransferplasmid,２istheparentstrainHB２０１７,３isthe

recombinantvirus,and４isthenegativecontrol．

图１　PCR鉴定重组病毒

Fig．１　IdentificationofrecombinantvirusesbyPCR

2.2　PRV 基因缺失病毒 HB2017ΔTKΔgE/I 株的构

建与鉴定

　　将重组毒PRV HB２０１７ΔTK株基因组、含gE/

gI同源臂的转移质粒pSKＧΔgE/gI和sgRNAsgＧ
gE/IＧ１和sgＧgE/IＧ２共转染到 PKＧ１５细胞中,随后

利用 PKＧ１５细胞进行蚀斑纯化.经过３轮蚀斑纯

化后,利用鉴定引物 gE/gI_ide对重组病毒进行

PCR鉴定,PCR产物经１％琼脂糖凝胶电泳后结果

显示,HB２０１７亲本毒株扩增产物大小为２９７１bp,

HB２０１７ΔTKΔgE/gI毒株和pSKＧΔgE/gI质粒扩增

产物大小一致,为６６３bp(图１B).
将重组病毒 HB２０１７ΔTKΔgE/gI和亲本毒株

HB２０１７接种ST细胞,随后利用PRVgB和gE的

单克隆抗体进行间接免疫荧光实验.结果发现,用

gB 单 克 隆 抗 体 孵 育 后,接 种 重 组 病 毒

HB２０１７ΔTKΔgE/gI和亲本毒株 HB２０１７的细胞

均可观察到绿色荧光,然而用gE单克隆抗体孵育

后,只有接种亲本毒株 HB２０１７的细胞可观察到绿

色荧光(图２),表明重组病毒中gE 基因已有效缺

失.以上结果表明,获得了TK、gE 和gI 基因缺

失的 PRV 基因缺失毒株 PRV HB２０１７ΔTKΔgE/

gI株.
2.3　重组病毒遗传稳定性测定

为了检测PRV HB２０１７ΔTKΔgE/gI株的遗传

稳定性,进行了细胞连续传代试验,将该毒株在PKＧ
１５细胞上连续培养３０代,每隔５代进行PCR扩增

和测序,结果显示 PRV HB２０１７ΔTKΔgE/gI株在

TK(图３A)和gE/gI(图３B)基因缺失部分非常稳

定,不能恢复.
2.4　PRV HB2017ΔTKΔgE/gI 株一步生长曲线绘制

通过对重组病毒PRV HB２０１７ΔTKΔgE/gI和

其亲本毒PRV HB２０１７进行生长曲线的测定,发现

PRV HB２０１７ΔTKΔgE/gI在６~３０h的病毒滴度

略低于其亲本毒PRV HB２０１７,随后在３６~４８h两

者无明显差别且进入平台期(图４).
2.5　 PRV HB2017ΔTKΔgE/gI 株对仔猪的安全性

试验

　　PRVHB２０１７ΔTKΔgE/gI接种仔猪后,仔猪未

表现出体温升高、打喷嚏、厌食、颤抖、共济失调等发

病症状,而PRV HB２０１７接种仔猪后则出现持续高

热、打喷嚏、死亡,表明缺失gI、gE、TK 基因后的

PRVHB２０１７ΔTKΔgE/gI已充分致弱,对仔猪是安

全的.

９０２
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图２　间接免疫荧光鉴定重组病毒

Fig．２　Identificationofrecombinantvirusesbyindirectimmunofluorescence

　A和B分别为重组病毒TK、gE/gI 基因的鉴定结果,A 和 B的

M 泳道分别为 DL２０００和 DL５０００;１为PRV HB２０１７;２~７为重组

病毒在PKＧ１５中传代至５、１０、１５、２０、２５和３０代,收获的病毒;８为

阴性对照.AandBaretheidentificationresultsofTK andgE/gI

genesofrecombinantvirusesrespectively,andtheMlanesofAand

BareDL２０００andDL５０００respectively．１isPRV HB２０１７,２Ｇ７are

thevirusharvestedaftertherecombinantviruspassedto５,１０,１５,

２０,２５and３０generationsinPKＧ１５,and８isthenegativecontrol．

图３　重组病毒在PKＧ１５中的遗传稳定性

Fig．３　GeneticstabilityofrecombinantvirusesinPKＧ１５

图４　PRVHB２０１７ΔTKΔgE/gI和

HB２０１７在PKＧ１５细胞中的生长曲线图

Fig．４　GrowthcurvesofPRVHB２０１７ΔTKΔgE/gI

andHB２０１７inPKＧ１５cells

表４　重组病毒对仔猪的安全性试验结果

Table４　Safetytestresultsofrecombinantvirusinpiglets

组别

Group

持续高热
(≥４１℃)
Continuous
highfever

打喷嚏

Sneeze

神经症状

Neurological
symptoms

死亡

Death

HB２０１７ΔTKΔgE/gI ０/５ ０/５ ０/５ ０/５

HB２０１７ ５/５ ５/５ ２/５ ５/５

对照组

Controlgroup
０/５ ０/５ ０/５ ０/５

2.6　PRV HB2017ΔTKΔgE/gI 对仔猪的免疫保护力

免 疫 组 在 试 验 第 １ 天 接 种 PRV
HB２０１７ΔTKΔgE/gI后未出现发病症状,在第 ２８
天接种PRV HB２０１７后也未出现发病症状;攻毒对

照组在试验第２８天接种 PRV HB２０１７后第３天出

现厌食、高热、打喷嚏或神经症状,并在攻毒后第７
天出现死亡;空白对照组在试验中未表现出发病症

状,仔 猪 发 病 情 况 见 表 ５. 表 明 PRV
HB２０１７ΔTKΔgE/gI对仔猪具有良好的保护能力.

3　讨　论

２０１１年,很多免疫 BarthaＧK６１株伪狂犬病弱

毒疫苗的猪场出现了伪狂犬病疫情,提示以 PRV
最新流行毒株构建疫苗毒株的必要性.疫苗引起的

免疫反应属于特异性免疫反应,不同毒株间的交叉

反应存在差异,以新的国内流行毒株为亲本毒株可

以产生更好的免疫效果.本研究采用的２０１７年在

湖北某猪场分离得到的变异毒株 HB２０１７株与国内

流行毒株尤其是与２０１１年之后的流行毒株处于同

一个进化分支,而与包括BarthaＧK６１株在内的欧美

毒株处于不同的进化分支,以变异毒株HB２０１７株

０１２
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表５　重组病毒对仔猪免疫保护力的试验结果

Table５　Testresultsofimmuneprotectionofpigletswithrecombinantvirus

组别

Group

病毒接种(TCID５０)
Virusinfection(TCID５０)

HB２０１７ΔTK
ΔgE/gI(１d)

HB２０１７
(２８d)

发病情况

Morbidity
持续高热(≥４１℃)

Continuous
highfever

打喷嚏

Sneeze

神经症状

Neurological
symptoms

死亡

Death

免疫１组

ImmunizationGroup１
１０６ １０８ ０/５ ０/５ ０/５ ０/５

免疫２组

ImmunizationGroup２
１０７ １０８ ０/５ ０/５ ０/５ ０/５

攻毒对照组

Inoculatedviruscontrolgroup
０ １０８ ５/５ ４/５ ２/５ ５/５

空白对照组

Normalgroup
０ ０ ０/５ ０/５ ０/５ ０/５

为亲本毒株制备伪狂犬基因缺失弱毒株可更好地应

用于国内伪狂犬病的防控与净化.

TK 和gE 基因是 PRV 的主要毒力基因,TK
基因的缺失对毒力的影响较为显著[１４],TK 是构建

基因缺失活疫苗的重要候选基因;gE 基因与 PRV
的神经嗜性和PRV在细胞间的扩散相关,gE 基因

的缺失会减少PRV在三叉神经和交感神经元中的

感染;gI在PRV侵入过程中,能够促进病毒在神经

系 统 中 的 复 制,对 病 毒 的 神 经 嗜 性 有 很 大 的

影响[１５].
本研究以当前流行的伪狂犬病病毒变异毒株

HB２０１７株为亲本株,采用CRISPR/Cas９介导的同

源重组技术对毒株的毒力基因TK、gE 和gI 进行

敲 除,高 效 快 速 地 构 建 了 缺 失 弱 毒 株 PRV
HB２０１７ΔTKΔgE/gI株.之后,对其特性进行了初

步研究,显示 PRV HB２０１７ΔTKΔgE/gI株的细胞

增殖曲线与亲本株相似,而且具有遗传稳定、安全性

高和免疫原性好等优点,该基因缺失株的构建将为

伪狂犬病疫苗的研制提供优良的候选毒株,并为

PR疫苗的高效研制提供参考.
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ConstructingpseudorabiesviruseswithTK,gE,andgIgenedeletions
basedonCRISPR/Cas９Ｇmediatedhomologousrecombinationtechniques

ZHANGHuawei,ZHOU Mingguang,HOUZhenzhen,

ZHUXianjing,HAOGenxi,JINJianyun,XUGaoyuan

WuhanKeqianBiology,Ltd．R& DCenter,Wuhan４３０２００,China

Abstract　Inthisstudy,CRISPR/cas９Ｇmediatedhomologousrecombinationtechnologywasusedto
geneticallyeditthepseudorabiesvirus(PRV)HB２０１７strainisolatedfromapigfarminHubeiProvＧ
ince,andaPRV withdeletionofTK,gEandgIgeneswasconstructed．Afterwards,thegeneＧdeleted
PRVstrainwasobtainedbytechniquessuchasplaquepurification．Subsequently,characteristicsofthe
attenuatedPRVwerepreliminarilystudiedbyPCR,genesequencing,indirectimmunofluorescenceassay,

growthcurvedetermination,vaccinesafetyandefficacytests．TheresultsshowedthattheTK,gEand
gIgenesofthePRV HB２０１７strainhadbeendeleted,andthegrowthcurvesoftheattenuatedPRV
strainPRV HB２０１７ΔTKΔgE/gIandtheparentstrainPRV HB２０１７straininPKＧ１５cellswerenotsigＧ
nificantlydifferentandhadhighvirustiter．AfterthePRV HB２０１７ΔTKΔgE/gIstrainwastransmitted
tothe３０thgeneration,thedeletionsequencesoftheTKandgE/gIgeneswerestableandcouldnotbe
recovered．ThePRV HB２０１７ΔTKΔgE/gIstrainissafeforpiglets．Vaccinatingpigletswith１０６．０TCID５０

or１０７．０TCID５０ofthePRVHB２０１７ΔTKΔgE/gIstraincouldprotectthemfromtheattackof１０８．０TCID５０

ofthePRVvirulentstrains．
Keywords　pseudorabiesvirus;CRISPR/Cas９;homologousrecombination;genedeletion;genetiＧ

callyengineeringvaccine;virusediting;vaccinedevelopment
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