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携带外源基因的重组脑心肌炎病毒构建及病毒拯救(黑体，4号)
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引言（黑体，5号，所有标题相同）
脑心肌炎病毒（EMCV）能引发猪脑炎、心肌炎和母猪繁殖障碍，并能通过猪器官移植感染人，严重危害养猪健康与公共卫生安全。世界上大多数养猪国家都有该病的发生和流行，我国学者自2005年相继从规模化猪场疑似病例组织病料中分离到了以BJC3为代表的多株病毒，并从病原学和血清学方面证实，EMCV在我国已经广泛存在，严重危害养猪业的发展。目前关于我国EMCV分离株的基因组研究尚不完善，因此，以我国分离株为研究对象，利用反向遗传技术，构建其全长感染性cDNA克隆，对于EMCV的基础研究具有十分重要的意义。（宋体，5号，所有正文相同）
材料与方法

用点突变试剂盒Fast Mutagen- esis System和突变引物Spe I-F/Spe I-R去除pWSK29上多余的SpeⅠ酶切位点得到pWSK29s。将EMCV BD2第F5代病毒接种BHK-21细胞，收集细胞样本，提取总RNA，然后反转录获得cDNA。根据EMCV BD2全基因组序列，设计覆盖病毒全基因组的三对重叠引物，在扩增全长的上游引物中加入SP6 RNA聚合酶启动子核心序列。利用PCR技术将三个片段进行扩增，并用重组技术依次克隆至pWSK29s，构建全长质粒pWSKBD2并测序。全长质粒经BamH I酶切线化、体外转录，得到EMCV RNA，经脂质体2000转染BHK-21细胞，观察细胞病变。连续传代至F5，用RT-PCR和间接免疫荧光方法进行鉴定，用Reed-Müench法计算F5代的TCID50，绘制生长曲线。设计猪圆环病毒（PCV2）的ORF2基因引物，利用PCR方法进行扩增并克隆至pWSKBD2中的L基因中，构建RvEMCV/BD2-ORF2，并使用相同方法进行病毒拯救。

结果与讨论
通过点突变改造质粒成功得到了质粒pWSK29s，并将EMCV BD2全基因组导入其中构建了质粒pWSKBD2，该质粒成功引入了SP6原核启动子，5'-UTR的poly(C)长度为31nt，3'-UTR的poly(A)长度为18 nt。经体外转录得到具有感染性的EMCV RNA，转染BHK-21细胞，24h后出现典型的细胞病变（CPE）。RT-PCR和间接免疫荧光结果表明成功获得具有感染性的拯救病毒RvEMCV/BD2，且F5代恢复病毒TCID50达到108/mL。一步生长曲线显示，拯救病毒RvEMCV/BD2在BHK-21细胞上的增殖特点与亲本毒株相似。将猪圆环病毒（PCV2）的ORF2基因导入pWSKBD2中的L基因中，成功获得了拯救重组病毒RvEMCV/BD2-ORF2。本研究利用感染性cDNA克隆技术成功获得了拯救病毒RvEMCV/BD2和RvEMCV/BD2-ORF2，并发现EMCV先导蛋白L也具有容纳和表达外源片段的能力，所构建的拯救病毒可在BHK-21细胞上增殖并可以稳定携带外源基因，这为利用EMCV作为活病毒载体提供了理论基因与技术平台，对于EMCV的基础研究具有十分重要的意义。
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