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　　摘要：黄病毒 ＲＮＡ复制子在病毒致病机制、新型疫苗和药物研发上应用广泛，而坦布苏病毒（Ｔｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓ，
ＴＭＵＶ）是我国新发现的以引起水禽产蛋量下降为主要特征的黄病毒属成员。为构建 ＴＭＵＶＲＮＡ复制子，本研究以
ＴＭＵＶＪＸＳＰ株感染性克隆为基础，利用ＯｖｅｒｌａｐＰＣＲ分别对病毒基因组进行ＣＰｒＭＥ、ＣＰｒＭ、ＰｒＭＥ和ＰｒＭ等４种方式结
构蛋白基因的缺失，并在缺失部位插入绿色荧光蛋白报告基因，报告基因下游连接口蹄疫病毒２Ａ蛋白基因序列，获
得的基因组全长ＰＣＲ融合产物纯化后，体外转录成ｍＲＮＡ，并转染至ＢＨＫ－２１细胞，采用荧光显微镜观察不同时间点
绿色荧光蛋白的表达；利用构建的 ＴＭＵＶＲＮＡ复制子，将绿色荧光蛋白基因替换为 Ｈ９亚型禽流感病毒 ＨＡ基因，
ｍＲＮＡ转染细胞７２ｈ后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测蛋白表达。结果显示，４种ＴＭＵＶＲＮＡ复制子转染细胞的胞浆和胞核内
均能观察到明显的绿色荧光信号；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ能检测到ＨＡ蛋白的表达。结果表明，本研究成功构建了ΔＣＰｒＭＥ、
ΔＣＰｒＭ、ΔＰｒＭＥ和ΔＰｒＭ等４种能有效表达外源基因的ＴＭＵＶＲＮＡ复制子。
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　　坦布苏病毒病是我国新发现的一种由坦布苏
病毒（Ｔｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓ，ＴＭＵＶ）引起的以水禽严重产
蛋下降和神经系统异常为主要特征的重要传染

病［１－２］。该病自２０１０年暴发以来，传播迅速，几乎
席卷了我国大部分水禽养殖地区，发病率高达

１００％，死亡率为５％ ～３０％［３］。目前，坦布苏病毒

已成为危害我国水禽养殖业的主要流行病原之一。

坦布苏病毒是黄病毒科（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ）黄病毒属
（Ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ）成员之一，具有典型的黄病毒属基因组
结构特征，为单股正链ＲＮＡ，全长１０９９０ｎｔ，编码单
一的开放读码框，包括衣壳蛋白（Ｃ）、基质蛋白
（ＰｒＭ）、囊膜蛋白（Ｅ）３个结构蛋白和７个非结构蛋
白（ＮＳ１、ＮＳ２Ａ、ＮＳ２Ｂ、ＮＳ３、ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ和 ＮＳ５），５′
端有Ⅰ型帽子结构，３′端无聚合赖氨酸尾。研究表
明，黄病毒属病毒作为单股正链 ＲＮＡ病毒，缺失部
分或全部结构蛋白基因后仍可形成具有自主复制

能力的病毒亚基因组，即 ＲＮＡ复制子，其可表达病
毒自身非结构蛋白和插入的外源基因蛋白，但不会

产生具有感染性的病毒颗粒［４］。目前，日本乙型脑

炎病毒、西尼罗病毒、登革热病毒及寨卡病毒等

ＲＮＡ复制子相继被成功构建与应用［５－８］。病毒复

制子是病毒基因组结构与功能研究、抗病毒药物筛

选及新型疫苗研发等方面的有力工具。

本研究在坦布苏病毒 ＪＸＳＰ株感染性克隆基础
上［９］，利用反向遗传操作技术，不同程度缺失病毒

的结构蛋白基因，同时在缺失部位插入绿色荧光蛋

白基因，构建ＲＮＡ复制子，鉴定活性，并应用该平台
表达Ｈ９亚型禽流感ＨＡ基因，为坦布苏病毒致病机
制和新型疫苗的开发提供新的技术手段和平台。

１　材料与方法

１．１　毒株、细胞和质粒
试验所用坦布苏病毒 ＪＸＳＰ株由中国农业大学

苏敬良教授馈赠；ＢＨＫ－２１细胞系和质粒 ｐＥＧＦＰ－
Ｎ１均由笔者所在实验室保存。
１．２　主要试剂和耗材

高保真酶 ＰｒｉｍｅｒＳｔａｒＭｉｘ，购自 Ｔａｋａｒａ公司；凝
胶回收纯化试剂盒，购自 Ａｘｙｇｅｎ公司；ＲｉｂｏＭＡＸＴＭ

ＬａｒｇｅＳｃａｌｅＲＮＡＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍｓ（Ｔ７）和Ｒｉｂｏｍ７Ｇ
ＣａｐＡｎａｌｏｇ，均购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；酚 ∶三氯甲烷 ∶异
戊醇（２５∶２４∶１，ｐＨ值＜５．０）和三氯甲烷 ∶异戊醇
（２４∶１），均购自北京索莱宝科技有限公司；Ｏｐｔｉ－
ＭＥＭ ＩＲｅｄｕｃｅｄＳｅｒｕｍＭｅｄｉｕｍ和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
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ＭｅｓｓｅｎｇｅｒＭＡＸＴＭ，均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胎牛血清，
购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，购自诺
唯赞公司；Ｈ９Ｎ２ＨＡ鼠单抗，购自北京义翘神州科
技有限公司；β－ａｃｔｉｎ鼠单抗，购自康维世纪生物科
技有限公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠

ＩｇＧ，购自中杉金桥公司；常规的试剂和仪器均由江

苏省农业科学院兽医研究所水禽实验室提供。

１．３　引物设计与合成
根据ＧｅｎＢａｎｋ中登录的坦布苏病毒 ＪＸＳＰ株全

基因组序列（登录号：ＪＱ９２０４２３）和绿色荧光蛋白基
因序列设计引物（表１）。引物于２０２２年３月份由
南京金斯瑞生物有限公司合成。

表１　ＴＭＵＶＲＮＡ复制子构建引物

引物名称 引物序列（５′→３′）

Ｔ７＋１Ｆ ＣＣＣＧＧＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＡＧＴＴＣＡＴＣＴＧＴＧＴＧＡＡＣＴＴＡＴＴＣＣ
ＥＧＦＰ＋２１１Ｒ ＡＧＣＴＣＣＴＣＧＣＣＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＣＡＧＧＡＣＣＣＣＡＴＣＡＡＴＣＧＴＣＣＴ
ＥＧＦＰ＋４７８Ｒ ＡＧＣＴＣＣＴＣＧＣＣＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＡＣＣＡＴＴＡＴＡＧＴＴＴＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＧ

ＥＧＦＰ－Ｆ ＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧＣＴ

２Ａ＋ＥＧＦＰ－Ｒ ＴＧＧＡＣＣＴＧＧＡＴＴＧＣＴＴＴＣＴＡＣＡＴＣＣＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＴＧＡＧＴＡＡＡＴＣＡＡＡＧＴＴＡＡＧＡＧＴＴＴＧＴＴＴＧＡＣＡＧＧＡＧＣＧＡＣＡＡＴＴＴＴＣＴ
ＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧＣＣＧＡ

２Ａ＋９３２Ｆ ＡＴＧＴＡＧＡＡＡＧＣＡＡＴＣＣＡＧＧＴＣＣＡＡＴＧＴＴＡＡＴＴＧＣＣＣＣＡＧＣＧＴＡＣＡＧＣ

２Ａ＋２３６９Ｆ ＡＴＧＴＡＧＡＡＡＧＣＡＡＴＣＣＡＧＧＴＣＣＡＡＴＧＧＧＧＣＴＧＡＡＴＧＣＡＡＧＧＧＡＣ
２４５９Ｒ ＧＴＣＧＡＴＴＧＡＧＣＡＣＣＣＣＧＴＧＴＣ
２４５９Ｆ ＧＡＣＡＣＧＧＧＧＴＧＣＴＣＡＡＴＣＧＡＣ

４０１５Ｒ ＴＡＴＣＣＣＣＡＣＴＡＴＴＣＴＧＡＧＣＣＣＴＧ
４０１５Ｆ ＣＡＧＧＧＣＴＣＡＧＡＡＴＡＧＴＧＧＧＧＡＴＡ
５８５１Ｒ ＣＧＡＣＴＡＴＣＴＡＴＧＡＣＣＣＧＴＴＧＣ

５８５１Ｆ ＧＣＡＡＣＧＧＧＴＣＡＴＡＧＡＴＡＧＴＣＧ
７４５０Ｒ ＧＡＡＣＡＣＣＧＣＣＡＣＴＡＡＧＧＣＴＡＴ

７４５０Ｆ ＡＴＡＧＣＣＴＴＡＧＴＧＧＣＧＧＴＧＴＴＣ
９５００Ｒ ＡＴＧＡＧＣＴＧＧＡＣＧＣＡＣＡＧＧＴＴＣＧＴ
９５００Ｆ ＡＣＧＡＡＣＣＴＧＴＧＣＧＴＣＣＡＧＣＴＣＡＴ

１０９９０Ｒ ＡＧＡＣＴＣＴＧＴＧＴＴＣＴＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＣＡＣＴＴＴＣＧＧＣＧＡＴＣＴＧＴＧＣＣＡＡ
ＨＡＦ＋１９１Ｆ ＡＧＧＡＣＧＡＴＴＧＡＴＧＧＧＧＴＣＣＴＧＡＴＧＧＡＡＡＣＡＡＴＡＴＣＡＣＴＡＡＴＡ

２Ａ＋ＨＡＲ ＴＧＧＡＣＣＴＧＧＡＴＴＧＣＴＴＴＣＴＡＣＡＴＣＣＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＴＧＡＧＴＡＡＡＴＣＡＡＡＧＴＴＡＡＧＡＧＴＴＴＧＴＴＴＧＡＣＡＧＧＡＧＣＧＡＣＡＡＴＴＴＴＴ
ＡＴＡＣＡＡＡＴＧＴＴＧＣＡＴＣＴＧＣＡ

　　注：下划线部分为Ｔ７启动子序列，斜体表示口蹄疫病毒２Ａ蛋白基因序列。

１．４　４种坦布苏病毒 ＲＮＡ复制子全长 ｃＤＮＡ的
构建

采用 Ａｘｙｇｅｎ体液病毒核酸提取试剂盒，提取坦
布苏病毒 ＪＸＳＰ株 ＲＮＡ，利用 Ｐｒｏｍｅｇａ反转录试剂
盒生成ｃＤＮＡ。以病毒ｃＤＮＡ为模板，利用表１引物
分段扩增，获得不同程度缺失结构蛋白基因的病毒

基因组ＰＣＲ片段。以 ｐＥＧＦＰ－Ｎ１质粒为模板，利
用 ＥＧＦＰ－Ｆ／２Ａ＋ＥＧＦＰ－Ｒ引物对扩增，获得
ＥＧＦＰ－２Ａ片段。各ＰＣＲ目的片段产物经１％凝胶
电泳鉴定，并用 Ａｘｙｇｅｎ琼脂糖 ＤＮＡ凝胶回收试剂
盒回收与纯化。纯化后的片段进行双链 ＤＮＡ浓度
测定。按图１所示构建策略，采用融合 ＰＣＲ方法，
连接各片段，分别使病毒基因组缺失 ＣＰｒＭＥ、ＣＰｒＭ、
ＰｒＭＥ和 ＰｒＭ结构蛋白，缺失部位插入外源蛋白报
告基因 ＥＧＦＰ－２Ａ。融合 ＰＣＲ反应体系如下：

ＰｒｉｍｅｒＳｔａｒＭｉｘ（２×）２５μＬ，Ｔ７＋１Ｆ和１０９９０Ｒ各
１μＬ，各连接片段以相同摩尔数加入，双蒸水加至
５０μＬ。ＰＣＲ反应程序如下：９８℃预变性 ５ｍｉｎ；
９８℃ 变性 １０ｓ、５２℃退火 １５ｓ、７２℃延伸 ３ｍｉｎ
３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。融合片段电泳鉴
定后切胶回收纯化，送至上海生工生物工程有限公

司测序。

１．５　体外转录ＲＮＡ
采用 ＲｉｂｏＭＡＸＴＭ ＬａｒｇｅＳｃａｌｅＲＮＡＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｔ７）对纯化并测序正确的融合 ＰＣＲ产物进
行体外转录，根据说明书构建如下３０μＬ反应体系：
５×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ６．００μＬ，ＡＴＰ、ＣＴＰ和 ＵＴＰ各
２２５μＬ，ＧＴＰ０．５０μＬ，Ｒｉｂｏｍ７Ｇ ＣａｐＡｎａｌｏｇ
２．２５μＬ，ＤＮＡ模板１２．００μＬ，Ｅｎｚｙｍｅｍｉｘ３．００μＬ。
３７℃反应 ４ｈ，加入 １．８０μＬＤｎａｓｅ，３７℃作用
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１５ｍｉｎ，消化模板。苯酚三氯甲烷抽提体外转录产
物，测定ＲＮＡ浓度，－７０℃保存。
１．６　转染

采用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＭｅｓｓｅｎｇｅｒＭａｘＴＭ试剂盒将纯
化的ＲＮＡ转染至ＢＨＫ－２１细胞。具体操作步骤如
下：ＰＢＳ轻轻洗涤细胞 ３次，每孔加入 ２００μＬ
Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ ＩＲｅｄｕｃｅｄＳｅｒｕｍＭｅｄｉｕｍ，将１．５μＬ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＭｅｓｓｅｎｇｅｒＭａｘＲｅａｇｅｎｔ与 ２５．０μＬ
Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ混匀，将１μｇＲＮＡ与２５μＬＯｐｔｉ－ＭＥＭ
混匀，将转染试剂稀释液和 ＲＮＡ稀释液等体积混
匀，室温 ５ｍｉｎ，复合物以 ５０μＬ／孔加入 ２４孔板
ＢＨＫ－２１单层细胞，同时设立转染试剂对照，３７℃
培养４ｈ后吸弃转染混合液，加入含３％胎牛血清的
ＤＭＥＭ维持液，于３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养。
１．７　ＥＧＦＰ报告基因表达检测

使用 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司 ＩＸ－５１型荧光显微镜观察
转染后不同时间点４种ＲＮＡ复制子在ＢＨＫ－２１细
胞内绿色荧光蛋白的表达情况。

１．８　复制子中ＥＧＰＦ转录能力检测
采用ＲＮＡ抽提试剂盒，按说明书操作提取细胞

样品ＲＮＡ，反转录生成 ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板，进
行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ相对荧光定量 ＰＣＲ反应。ＥＧＦＰ基
因上下游扩增引物：５′－ＡＡＧＣＡＧＡＡＧＡＡＣＧＧＣＡＴＣ
ＡＡＧＧ－３′和５′－ＣＡＣＧＡＡＣＴＣＣＡＧＣＡＧＧＡＣＣＡＴＧ－
３′；内参基因β－ａｃｔｉｎ上下游扩增引物：５′－ＴＴＧＧＡ
ＧＧＣＴＣＴＡＴＣＣＴＧＧ－３′和５′－ＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧ
ＧＴＧＧ－３′。用２－ΔΔＣＴ法计算ＥＧＦＰＲＮＡ相对转录量。

１．９　应用ＴＭＵＶＲＮＡ复制子表达 Ｈ９亚型禽流感
ＨＡ基因

提取Ｈ９亚型禽流感病毒ＮＪ０１株ＲＮＡ，反转录
为ｃＤＮＡ，利用ＨＡＦ＋１９１Ｆ／２Ａ＋ＨＡＲ引物对扩增
ＨＡ片段，以ΔＣＰｒＭＥ构建策略为基础，将 ＥＧＦＰ片
段替换为ＨＡ片段，利用融合 ＰＣＲ方法获得基因组
全长，体外转录为 ｍＲＮＡ，转染至 ＢＨＫ－２１细胞。
收集转染７２ｈ后的细胞样品，提取细胞总蛋白，测
定蛋白浓度后经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测蛋白表达。以
Ｈ９Ｎ２ＨＡ鼠单抗为一抗，辣根过氧化物酶标记的山
羊抗小鼠ＩｇＧ为二抗，ＥＣＬ显影观察。

２　结果与分析

２．１　４种ＴＭＵＶＲＮＡ复制子全长ｃＤＮＡ的构建
通过 ＰＣＲ扩增获得了 Ｐａ＆ｂ１、Ｐｃ＆ｄ１、Ｐｅｇｆｐ－

２Ａ、Ｐａ＆ｃ（３＋４）、Ｐｂ＆ｄ３、Ｐ４、Ｐ５、Ｐ６、Ｐ７、Ｐ８等１０个
目的片段，大小依次为２３７、５０４、７９８、１７４７、１５４８、
１５５７、１８７６、１６０３、２０９３、１４９１ｂｐ。ＰＣＲ片段经电
泳鉴定，由图２可知，与预期大小一致。纯化的ＰＣＲ
片段按图１所示方案，通过融合 ＰＣＲ，成功获得了
ΔＣＰｒＭＥ、ΔＣＰｒＭ、ΔＰｒＭＥ、ΔＰｒＭ４种 ＴＭＵＶＲＮＡ复
制子全长ｃＤＮＡ，大小依次为９６５７、１１０９４、９９２４、
１１３６２ｂｐ。由图３可知，电泳结果与预期相符，测序
结果显示，序列均与预期一致。纯化的全长ＰＣＲ产
物经体外转录和苯酚 －三氯甲烷抽提，获得
ΔＣＰｒＭＥ、ΔＣＰｒＭ、ΔＰｒＭＥ、ΔＰｒＭ体外转录 ｍＲＮＡ，浓
度分别为５３５、５３１、４６９、４２７ｎｇ／μＬ。
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２．２　ＴＭＵＶＲＮＡ复制子活性的鉴定
为鉴定所构建的ＴＭＵＶＲＮＡ复制子的活性，将

ΔＣＰｒＭＥ、ΔＣＰｒＭ、ΔＰｒＭＥ和 ΔＰｒＭ 体外转录体
ｍＲＮＡ转染 ＢＨＫ－２１细胞，分别于转染后 ２４、４８、
７２ｈ在荧光显微镜下观察细胞内 ＥＧＦＰ的表达情
况。由图４可知，４种复制子ＲＮＡ转染的ＢＨＫ－２１

细胞在各检测时间点均能在胞浆和胞核中观察到

绿色荧光信号。４种复制子中，ΔＣＰｒＭＥ荧光信号最
强，ΔＰｒＭ次之，ΔＣＰｒＭ和 ΔＰｒＭＥ无明显差异。对
照组细胞均未观察到绿色荧光信号。以上结果表

明，构建的４种ＲＮＡ复制子均能有效地表达外源蛋
白ＥＧＦＰ，其中，ΔＣＰｒＭＥ效果最佳。

２．３　ＴＭＵＶＲＮＡ复制子表达 ＥＧＦＰ基因能力的
验证

为验证构建的 ＴＭＵＶＲＮＡ复制子自我复制的
能力，将ΔＣＰｒＭＥ体外转录体ｍＲＮＡ转染ＢＨＫ－２１
细胞后，分别于１２、２４、４８、７２ｈ收集细胞样品ＲＮＡ，
进行相对荧光定量ＰＣＲ反应。由图５可知，随着时
间的推移，复制子 ＥＧＦＰＲＮＡ量呈现增长趋势，转
染２４、４８、７２ｈ后细胞样品中 ＥＧＦＰＲＮＡ量分别比
１２ｈ增长了约２．９倍、５．８倍和９．８倍，表明 ＴＭＵＶ
ＲＮＡ复制子ΔＣＰｒＭＥ具有自我复制的能力，能够表
达外源基因。

２．４　应用ＴＭＵＶＲＮＡ复制子表达 Ｈ９亚型禽流感
ＨＡ基因

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果（图６）显示，插入ＨＡ基因

的ＴＭＵＶＲＮＡ复制子转染细胞７２ｈ后，能够检测
到ＨＡ蛋白的表达，表明构建的ＴＭＵＶＲＮＡ复制子
能够应用于外源蛋白的表达。
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３　讨论与结论

病毒复制子技术是研究病毒复制和翻译、抗病

毒药物筛选以及新型疫苗开发的理想工具。研究

表明，黄病毒属病毒作为单链正股 ＲＮＡ病毒，在缺
失结构蛋白后仍可由自身非结构蛋白完成亚基因

组的复制，但复制效率可能与缺失程度相关。因

此，本研究以坦布苏病毒 ＪＸＳＰ株感染性克隆为基
础，分别对病毒基因组进行 ＣＰｒＭＥ、ＣＰｒＭ、ＰｒＭＥ和
ＰｒＭ等４种方式结构蛋白基因的缺失，成功构建了
４种病毒 ＲＮＡ复制子。为检测复制子的活性和表
达外源基因的能力，缺失部位插入绿色荧光蛋白报

告基因，并在报告基因序列后面引入口蹄疫病毒２Ａ
蛋白基因序列（ＦＭＤＶ２Ａ），该蛋白具有自剪切功
能，可将外源基因有效地分离出来［１０］。文献报道，

黄病毒基因组５′ＵＴＲ下游的 Ｃ蛋白编码区存在多
个病毒复制和翻译必需的功能性元件，包括５′ＡＵＧ
下游序列、衣壳蛋白编码区发卡结构、５′保守序列
等［１１］。所以为保证复制子的有效复制和翻译，在构

建ΔＣＰｒＭＥ和ΔＣＰｒＭ复制子时，本研究保留了Ｃ蛋
白氨基端的 ３９个氨基酸编码序列。在构建
ΔＣＰｒＭＥ和ΔＰｒＭＥ复制子时，保留了 Ｅ蛋白羧基端
的３０个氨基酸编码序列，以保证 ＮＳ１蛋白的正确
剪切和加工。同时，在构建ΔＣＰｒＭ、ΔＰｒＭＥ和 ΔＰｒＭ
复制子时，保留了Ｃ蛋白和ＰｒＭ蛋白、ＰｒＭ蛋白和Ｅ
蛋白间的信号肽酶裂解位点。

４种病毒 ＲＮＡ复制子活性鉴定结果显示，
ΔＣＰｒＭＥ复制子转染细胞内绿色荧光蛋白信号最
强，ΔＰｒＭ次之，剩余二者无明显差异。结果表明，
复制子表达外源基因的能力可能与结构蛋白缺失

的方式有关。在其他构建的黄病毒复制子中也观

察到了类似的情况［５，７］。但总体看来，４种复制子转
染细胞中阳性信号的细胞比例均不高，可能是因为

复制子基因组较长（约１０ｋｂ），转染效率低［１２］。因

此，如何高效地将ＲＮＡ复制子递送进靶细胞是影响
复制子表达效率的关键因素之一。同时结果发现，

转染细胞胞核内也能观察到绿色荧光信号，可能是

因为分离的绿色荧光蛋白质量较小，能够穿越进入

细胞核。此外，本研究利用构建的ＴＭＵＶＲＮＡ复制
子进行了Ｈ９亚型禽流感病毒ＨＡ基因的表达，表明
该复制子具有开发新型疫苗的潜力。

总而言之，本研究利用坦布苏病毒 ＪＸＳＰ株感
染性克隆，成功构建了 ΔＣＰｒＭＥ、ΔＣＰｒＭ、ΔＰｒＭＥ和
ΔＰｒＭ等４种病毒ＲＮＡ复制子，为病毒致病机制的研
究提供新的技术手段，也为新型疫苗开发奠定基础。
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