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【摘要】目的:探讨乙脑/寨卡嵌合毒株JE/ZIKV(MR766)包膜蛋白 K283R突变对小鼠神经毒力的影响。方法:基于

JE/ZIKV(MR766)嵌合病毒全长cDNA,通过重叠延伸PCR介导的定点突变及分子克隆技术,构建含包膜蛋白E第283位突

变(K283R)的感染性全长克隆。经酶切鉴定后,通过XhoⅠ酶线性化全长感染性克隆并体外转录获得突变病毒RNA,经电穿

孔转染BHK21细胞拯救出突变病毒JE/ZIKV(MR766)(K283R)。通过病毒传代和测序、蚀斑实验、生长曲线、间接免疫荧光

鉴定病毒特性,利用3周龄雌性昆明鼠脑内攻毒模型,解析嵌合病毒的神经毒力,以LD50量化神经毒力水平。结果:酶切验

证确认成功构建JE/ZIKV(MR766)(K283R)全长感染性克隆。蚀斑实验、病毒测序及间接免疫荧光证实拯救目的病毒成功,

其蚀斑直径大于亲本株JE/ZIKV(MR766)[(0.20±0.04
 

vs.0.14±0.03)cm,P<0.05]。生长曲线显示,突变株与亲本株均

在感染后60
 

h达到病毒滴度峰值。动物实验表明,JE/ZIKV(MR766)(K283R)的LD50为1.35
 

pfu/0.03
 

mL,稍低于亲本株

(2.21
 

pfu/0.03
 

mL)。结论:寨卡病毒E蛋白K283R突变未明显减弱嵌合病毒对小鼠的脑内神经毒力,提示该位点并非调

控病毒毒力的关键位点。
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【Abstract】Objective:To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

K283R
 

mutation
 

in
 

JE/Zika
 

chimeric
 

virus
 

envelope
 

protein
 

on
 

neurovirulence
 

in
 

mice.Methods:Using
 

the
 

full-length
 

cDNA
 

clone
 

of
 

JE/ZIKV(MR766)
 

as
 

the
 

template,the
 

infectious
 

clone
 

carrying
 

E-K283R
 

substitution
 

was
 

constructed
 

via
 

overlap
 

extension
 

PCR-mediated
 

site-directed
 

mutagenesis
 

and
 

molecular
 

cloning,followed
 

by
 

restriction
 

enzyme
 

(XhoⅠ)
 

linearization
 

and
 

in
 

vitro
 

transcription.The
 

mutant
 

virus
 

JE/ZIKV(MR766)
(K283R)

 

was
 

rescued
 

by
 

electroporation
 

into
 

BHK21
 

cells.Viral
 

characteristics
 

were
 

validated
 

through
 

serial
 

passage,

sequencing,plaque
 

assay,growth
 

kinetics,and
 

indirect
 

immunofluorescence.Neurovirulence
 

was
 

quantitatively
 

assessed
 

by
 

intracranial
 

challenge
 

in
 

3-week-old
 

female
 

Kunming
 

mice,with
 

LD50
 

as
 

the
 

endpoint
 

metric.Results:Restriction
 

analysis
 

confirmed
 

successful
 

construction
 

of
 

the
 

JE/ZIKV(MR766)(K283R)
 

infectious
 

clone.Plaque
 

assays,sequencing,and
 

immunofluorescence
 

verified
 

viral
 

rescue,showed
 

larger
 

plaque
 

diameters
 

(0.20±0.04)cm
 

for
 

the
 

mutant
 

compared
 

to
 

the
 

parental
 

strain
 

JE/ZIKV(MR766)
 

(0.14±0.03)cm,P<0.05.The
 

growth
 

curve
 

showed
 

that
 

both
 

strains
 

reached
 

peak
 

titers
 

at
 

60
 

h
 

post-infection.Animal
 

experiments
 

revealed
 

an
 

intracranial
 

LD50
 

of
 

1.35
 

pfu/0.03
 

mL
 

for
 

JE/ZIKV(K283R),slightly
 

lower
 

than
 

the
 

parental
 

strain
 

(2.21
 

pfu/0.03
 

mL).Conclusion:The
 

K283R
 

substitution
 

in
 

ZIKV
 

E
 

protein
 

did
 

not
 

significantly
 

attenuate
 

murine
 

neurovirulence,suggesting
 

its
 

non-critical
 

role
 

in
 

viral
 

pathogenicity
 

regulation.
【Key

 

words】Zika
 

virus;Japanese
 

encephalitis
 

virus;Chimeric
 

virus;Envelope
 

protein;Neurovirulence
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  寨卡病毒(zika
 

virus,ZIKV)是一种主要以伊

蚊为传播媒介的单股正链 RNA 病毒[1],最初于

1947年在乌干达的寨卡森林中被发现[2],从2007
年开始,寨卡病毒的传播范围逐渐扩大,首次在非

洲、亚洲之外的密克罗尼西亚联邦的雅普岛引发大

规模疫情[3]。研究[4]表明,寨卡病毒与先天性寨卡

综合症(congenital
 

zika
 

syndrome,CZS)和成人格

林一巴利综合症(guillain-barre
 

syndrome,GBS)高
度相关。尽管寨卡病毒对全球公共卫生构成了严重

威胁,但目前尚无针对寨卡病毒感染的特异性治疗

方法,也无批准上市的疫苗[5]。嵌合病毒疫苗属于

减毒活疫苗的一种,具备较高的灵活性和安全性[6]。
本课题组用乙脑疫苗株SA14-14-2为骨架,获得

JE/ZIKV(MR766)与JE/ZIKV(PRVABC59)两株

重组嵌合病毒。通过小鼠颅内攻毒实验证实,基于

PRVABC59株的嵌合病毒其神经毒力明显低于

MR766株衍生毒株[7-8]。E蛋白位于病毒的最外

侧,介导病毒进入细胞,是决定病毒毒力的关键蛋

白[9]。通过对
 

E
 

蛋白序列的对比分析,发现二者在
 

E
 

蛋白的
 

120、158、283、341
 

和
 

343
 

位点存在差异。
本课题组对

 

120、158、341和343
 

位点进行了回复

突变实验,但发现这些位点的突变均未导致毒力明

显减弱。因此,推测
 

283
 

位点可能是导致这两株嵌

合病毒神经毒力差异的关键位点[10-12]。本研究以

JE/ZIKV(MR766)嵌合病毒为基础,采用定点突变

技术构建了E蛋白 K283R突变株,并通过颅内接

种小鼠模型,系统评估了突变株与亲本株在神经毒

力方面的差异。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 质粒、菌株、细胞、病毒及实验动物 质粒

[pACNR-JEV-3'(包含乙脑疫苗株SA14-41-2的核

苷酸序列nt
 

3345~10970)、pACNR-JEV-5'(包含

乙脑疫苗株SA14-14-2的核苷酸序列nt
 

1~3450)
及pACNR-JE/ZIKV(MR766)-5'(包含JE/ZIKV
(MR766)的核苷酸序列nt

 

1~3450)]、嵌合病毒

JE/ZIKV(MR766)、BHK21细胞均由本实验室构

建并保存;乙脑疫苗株SA14-14-2购自成都生物制

品研究所;清洁级昆明小鼠由川北医学院动物实验

中心提供。川北医学院伦理委员会审查批件编号:

NSMC伦理论文审[2025036]。

1.1.2 主要试剂和仪器 所用引物基于GenBank
数据库收录的ZIKV参考序列(登录号:AY632535.
20)进行设计。见表1。所有引物合成及病毒基因

组测序工作均委托上海生工生物工程股份有限公司

完成。高保真
 

Taq
 

DNA
 

聚合酶及
 

T4
 

DNA
 

连接

酶购自大连宝生物工程有限公司(TaKaRa)。质粒

提取试剂盒、凝胶回收试剂盒及
 

PCR
 

产物纯化试

剂盒购自OMEGA
 

公司产品。限制性内切酶系列

产品由
 

New
 

England
 

Biolabs(NEB)公司提供。质

粒大量抽提和
 

RNA
 

回收所用的试剂盒则由
 

QIA-
GEN

 

公司提供。体外转录试剂盒采购自Promega
公司。JEV-E蛋白、JEV-NS1蛋白及ZIKV-E蛋白

的特异性抗体购自GenTex公司,AlexaFluor488标

记的二抗则由上海碧云天生物技术有限公司提供。

PCR
 

仪、电泳仪和电转仪、倒置荧光显微镜分别为
 

Eppendrof
 

公司、
 

BIO-RAD
 

公司产品、
 

Leica
 

公司

产品。

表1 PCR及测序引物

引物名称 序列 用途

F2 5'-GCTTGGCAGTTGTCATAG-3' 突变扩增

R3 5'-AGATCTGACTCCGCACACGCCTT-3' 突变扩增

K283R
 

F 5'-GCAAAGGGAAGGCTGTTCT-3' 突变扩增

K283R
 

R 5'-AGAACAGCCTTCCCTTTGC-3' 突变扩增

RR5 5'-GACTGCTTCCTGTGATTGCA-3' 测序

1.2 方法

1.2.1 点突变片段prM/E(K283R)的获取 以全

长质粒pACNR-JE/ZIKV(MR766)为模板,采用两

对特异性引物(F2/K283R
 

R和K283R
 

F/R3)进行

PCR扩增,分别获得约1.3
 

kb和0.8
 

kb的DNA
片段。PCR反应程序设置为:98

 

℃变性2
 

min→25
个循环的98

 

℃变性10
 

s、58
 

℃退火15
 

s、72
 

℃延伸

1
 

min→72
 

℃终延伸5
 

min。经凝胶电泳分离后回

收目标片段,各取1
 

μL作为模板进行重叠延伸

PCR。重叠延伸反应条件为:98
 

℃预变性2
 

min→
10个循环的98

 

℃变性10
 

s、58
 

℃退火15
 

s、72
 

℃
延伸2

 

min→72
 

℃终延伸5
 

min。随后加入外引物

F2和R3(各1
 

μL)进行二次扩增,反应程序与首次

扩增相同,但延伸时间延长至2
 

min。最终通过凝

胶电泳回收2.1
 

kb的目的片段。

1.2.2 全 长 感 染 性 克 隆  pACNR-JE/ZIKV
(MR766)(K283R)的构建

  

以片段prM/E(K283R)
替换pACNR-JEV-5'上相应片段,获得pACNR-JE/

ZIKV(K283R)-5';再与pACNR-JEV-3'质粒连接

得到全长感染性克隆pACNR-JE/ZIKV(MR766)
(K283R)。见图1。
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图 1 pACNR鄄JE/ZIKV(MR766)(K283R)感染性克隆构建示意图
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pACNR鄄JEV鄄5'
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XhoⅠ
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1.2.3 突变病的拯救及传代 采用XhoⅠ限制性

内切酶对携带目标突变位点的全长质粒进行线性化

处理,随后使用体外转录试剂盒进行病毒基因组

RNA的体外合成。将纯化的RNA通过电穿孔仪

转染至铺满率约90%的BHK21细胞中,电转电压

为180
 

V。转染后更换含2%(体积分数)胎牛血清

的 MEM培养基,置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培

养。每日观察细胞病变效应(CPE),当约50%细胞

出现圆缩、脱落时,进行三次冻融循环(-80
 

℃、

37
 

℃交替),收集细胞裂解液,病毒悬液经4
 

℃条件

下2
 

000
 

r/min离心10
 

min后收集上清,分装冻存

于-80
 

℃冰箱,记为P1代病毒储备液。将BHK21
细胞接种至培养皿中,待细胞融合率达到70%时吸

弃原有培养基。用1×PBS轻柔洗涤1次。按感染

复数按 M.O.I=0.01接种P1代病毒液,37
 

℃吸附

1
 

h(期间每20
 

min水平摇摇匀1次)。吸附结束后

更换含2%
 

FBS的维持培养基,继续培养至约70%
细胞死亡,收获病毒悬液,标记为P2代。重复上述

步骤,直至病毒滴度达≥106
 

PFU/mL(通过蚀斑试

验测定)。

1.2.4 病毒测序 以病毒RNA为模板合成cD-
NA,使用特异性测序引物进行PCR扩增,反应程序

为:98
 

℃预变性2
 

min→25个循环的98
 

℃变性

10
 

s、58
 

℃退火15
 

s、72
 

℃延伸2
 

min→72
 

℃终延

伸5
 

min。扩增产物经凝胶电泳纯化后测序分析。

1.2.5 间接免疫荧光实验 将BHK21细胞接种

于96孔板中,待细胞铺满度达80%时,按 MOI=
0.1 分 别 接 种 突 变 毒 株 JE/ZIKV (MR766)
(K283R)及对照毒株SA14-14-2,实验设立未接毒

处理的阴性对照组;感染72
 

h后吸弃培养液,使用1
×PBS缓冲液轻柔洗涤1次,加入4%多聚甲醛溶

液室温避光固定30
 

min,PBS浸洗3~5次(每次5
 

min),再用0.5%
 

Triton
 

X-100(PBS配制)室温透

化10
 

min并彻底漂洗;向对应孔内滴加30
 

μL稀释

后的一抗工作液:分别使用抗JEV-E抗体(1∶20稀

释)、抗JEV-NS1抗体(1∶1
 

000稀释)和抗ZIKV-E
抗体(1∶500稀释),置于37

 

℃、5%
 

CO2 条件下孵

育60
 

min,随后用PBS缓冲液彻底洗涤3次;每孔

加入50
 

μL
 

AlexaFluor488标记的二抗(1∶500稀

释),37
 

℃避光孵育60
 

min。1×PBS彻底漂洗后于

荧光显微镜下观察并采集图像。

1.2.6 病毒蚀斑实验 将BHK21细胞铺板于6
孔 培 养 板 中,待 细 胞 达 60% 时,对 JE/ZIKV
(MR766)(K283R)及JE/ZIKV(MR766)病毒液进

行10倍连续梯度稀释,每孔加入400
 

μL稀释病毒

液,37
 

℃、5%
 

CO2 条件下感染1
 

h,期间每20
 

min

3



    
第41卷 第1期

2026年1月
   

川北医学院学报(http://noth.cbpt.cnki.net)
JOURNAL

 

OF
 

NORTH
 

SICHUAN
 

MEDICAL
 

COLLEGE
Vol.41,No.1
Jan.2026

水平振荡培养板以确保病毒均匀吸附。吸附完成后

移除病毒上清液,各孔加入2
 

mL含1%低熔点琼脂

糖和2%热 灭 活 血 清 的 覆 盖 培 养 液,随 后 置 于

37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中持续培养4~5
 

d。待蚀斑

形态清晰可见后,以4%多聚甲醛室温固定30
 

min,再
经10

 

g/L结晶紫溶液染色,最终统计各稀释度孔内蚀

斑数量并计算病毒滴度,同时对比蚀斑直径差异。

1.2.7 生长曲线绘制 接种BHK21细胞于培养

皿中,待融合度达到70%时,按
 

M.O.I=0.01接种

病 毒 JE/ZIKV(MR766)(K283R)和 JE/ZIKV
(MR766),每12

 

h收集1次培养上清,待细胞完全

死亡后终止实验。对上清样本进行蚀斑实验测定病

毒滴度,绘制增殖曲线分析突变株与亲本株的生长

动力学差异。

1.2.8 突变病毒的神经毒力检测 将36只雌性清

洁级昆明小鼠分为6组,每组各6只,其中一组为空

白对照组,其余均为实验组。采用10倍系列稀释法

对重组病毒JE/ZIKV(MR766)(K283R)及其亲本

株JE/ZIKV(MR766)进行梯度稀释,每组实验小鼠

通过脑内注射途径接种0.03
 

mL病毒悬液。持续

观察14
 

d,记录各组小鼠的生存状态及死亡时间,通
过Reed-Muench法计算半数致死剂量(LD50)。

1.3 统计学分析

采用SPSS
 

23.0软件对数据进行处理与分析。
计量资料符合正态分布且方差齐性,以(x-±s)表
示,组间比较行独立样本t检验。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 全长质粒pACNR-JE/ZIKV(MR766)的构建

及鉴定结果

以pACNR-JE/ZIKV(MR766)全长质粒为模

板,采用引物对F2/K283R
 

R扩增获得约0.8
 

kb的

片段 1,使 用 引 物 对 K283R
 

F/R3 扩 增 得 到 约

1.4
 

kb的片段2。经重叠延伸后,以F2/R3为引物

对进行扩增,最终获得2.2
 

kb的prM/E(K283R)片
段,结果与预期大小一致。

将质粒pACNR-JE/ZIKV(MR766)(K283R)-
5'用Sof

 

Ⅰ和Bgl
 

Ⅱ双酶切,得到大小约3.8
 

kb和

2.2
 

kb的片段,均与理论相符。将全长质粒pAC-
NR-JE/ZIKV(MR766)(K283R)分别用Sfo

 

Ⅰ与

Bgl
 

Ⅱ、BspE
 

Ⅰ与 Xho
 

Ⅰ双酶切、Bgl
 

Ⅱ单酶切。
经Sfo

 

Ⅰ和 Bgl
 

Ⅱ双酶切处理,产生约7.0
 

kb、

3.2
 

kb、2.2
 

kb及1.2
 

kb的 DNA 片段;BspE
 

Ⅰ和

Xho
 

Ⅰ双酶切则生成7.6
 

kb与6.0
 

kb的片段;而Bgl
 

Ⅱ
单酶切后得到7.0

 

kb、5.4
 

kb和1.2
 

kb的片段。所有

片段分子量均与理论预测值吻合。见图2。

图 2 全长质粒 pACNR鄄JE/ZIKV（MR766）的构建及鉴定
A. 含 K283R 突 变 PCR 扩 增 产 物 ；B. pACNR鄄JE/ZIKV

（MR766） （K283R）鄄5＇ 的 鉴 定 ；C. 全 长 质 粒 pACNR鄄JE/ZIKV
（MR766）的鉴定；M1. DNA 分子量标（DL 2000）；M2. DNA 分子
量标 （DL 15000）；1. 含 K283R 突变片段 1；2. 含 K283R 突变片段
2；3. 含 K283R 突变的 prM/E 片段；4. pACNR鄄JE/ZIKV（MR766）鄄
5'；5. pACNR鄄JE/ZIKV (MR766)(K283R)鄄5'；6. pACNR鄄JE/ZIKV
（MR766）（K283R）鄄5'/Sof Ⅰ+Bgl Ⅱ；7. pACNR鄄JE/ZIKV(MR766)
(K283R)：8. pACNR鄄JE/ZIKV(MR766）（K283R）/Sfo Ⅰ+Bgl Ⅱ；9. pAC
NR鄄JE/ZIKV（MR766）（K283R）/BspE Ⅰ+Xhol Ⅰ；10. pACNR鄄JE/ZIK
V（MR766）（K283R）/Bgl Ⅱ。
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A B C

2.2 病毒测序测定结果

将 测 序 结 果 与 GenBank 发 表 的 ZIKV
(MR766)序列(序列号:AY632535.20)进行对比,
显示点突变构建成功(AAG→AGG)且无其他突变。
见图3。

图 3 JE/ZIKV（MR766）（K283R）测序

2.3 间接免疫荧光实验结果

间 接 免 疫 荧 光 实 验 结 果 显 示,JE/ZIKV
(MR766)(K283R)重组病毒株可被JEV-NS1和

ZIKV-E特异性抗体识别,但对JEV-E抗体无反应;
而对照株JEV

 

SA14-14-2则呈现JEV-E和JEV-
NS1抗体阳性反应,ZIKV-E抗体检测为阴性,与预

期完全一致。见图4。

图 4 间接免疫荧光实验

JEV SA14鄄14鄄2 JEV/ZIKV(K283R) MOCK

Anti JEV鄄E

Anti JEV鄄NSI

Anti ZIKV鄄E
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2.4 病毒蚀斑实验结果及生存曲线分析结果

蚀斑实验结果显示,实验组JE/ZIKV(MR766)
(K283R)蚀斑大于对照组JE/ZIKV(MR766),差异

有统计学意义[(0.14±0.03
 

vs.0.20±0.04)cm,

P<0.05]。见 图5A。生 长 曲 线 分 析 显 示,JE/

ZIKV(MR766)(K283R)和JE/ZIKV(MR766)滴度

均在60
 

h达到高峰,分别为7.500
 

Log10
 

pfu/mL
和7.609

 

Log10
 

pfu/mL,随后均逐渐下降。二者病

毒增殖趋势比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
见图5。

图 5 病毒蚀斑实验结果及生长曲线分析结果
A. 病毒蚀斑实验结果；B. 生存曲线分析结果。
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2.5 突变病毒小鼠脑内神经毒力测定结果

分别 用JE/ZIKV(MR766)(K283R)和 JE/

ZIKV(MR766)脑内接种3周龄清洁级昆明小鼠,
每只小鼠0.03

 

mL,观察14
 

d,并记录小鼠的死亡情

况。采 用 Reed-Muench 法 计 算 得 JE/ZIKV
(MR766)(K283R)LD50为1.35

 

pfu/0.03
 

mL,JE/

ZIKV(MR766)LD50为2.21
 

pfu/0.03
 

mL。见图

6及表2。

图 6 嵌合病毒的生存曲线

JE/ZIKV(MR766)(K283R) JE/ZIKV(MR766)

存
活

率
（ %

）

存
活

率
（ %

）

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

101

102

103

104

105

101

102

103

104

105

时间（d） 时间（d）
0 1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 0 1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314

表2 突变病毒小鼠脑内神经毒力

病毒稀释度
死亡数/总数

JE/ZIKV(MR766)(K283R)JE/ZIKV(MR766)

101 6/6 6/6
102 6/6 5/6
103 5/6 4/6
104 5/6 5/6
105 4/6 0/6
初始滴度(pfu/mL) 4.5×106 0.95×106

LD50(PFU) 1.35 2.21

3 讨论

嵌合病毒以成熟的减毒活疫苗株为载体,保留

其稳定的减毒特性和复制能力,将目的病毒的关键

保护性抗原基因插入骨架,既保留稳定的减毒表型,

又能表达目的病毒的天然构象抗原。黄病毒拥有相

同的基因结构,使得嵌合病毒的研发成为可能。

ZIKV嵌合病毒的研发在国内外已有多方报道。例

如以乙脑减毒活疫苗株SA14-14-2为骨架,构建寨

卡嵌合疫苗ChinZIKV,单剂免疫即可在恒河猴模

型中诱导持久中和抗体,并完全阻断母婴传播[13];
以朝阳 病 毒(chaoyang

 

virus,CYV)为 载 体 构 建

CYV-ZIKV嵌合体,通过“绝育伊蚊叮咬”递送疫苗

至恒河猴,单次免疫中和抗体滴度(geometric
 

mean
 

titer,GMT)达320,能够完全阻断攻毒后的病毒血

症[14];以昆虫特异性黄病毒 Aripo病毒(Aripo
 

vi-
rus,ARPV)为骨架,构建嵌合病毒

 

ARPV/ZIKV,
该病毒在脊椎细胞中零复制,具有很好的免疫原性

和免疫保护能力[15]。这些研究均表明嵌合病毒疫

苗是研究安全有效的ZIKV病毒疫苗的重要方式。

E蛋白是ZIKV的核心功能蛋白,负责介导病

毒与宿 主 细 胞 的 相 互 作 用、免 疫 识 别 及 致 病 机

制[16],是ZIKV病毒疫苗的研究重点。E蛋白主要

分为三个结构域:结构域I(DI)、结构域II(DIII)、结
构域III(DIII)[17]。DII最主要的作用是介导病毒与

宿主细胞膜的融合,酸性环境触发EDII构象发生

重排,其融合环从二聚体遮蔽状态解离并定向插入

宿主细胞内体膜,启动膜融合过程[18]。同时DII参

与维持病毒颗粒的稳定,在病毒未成熟之前与相邻

单体的DI、DIII共同维持紧密二聚体构象[19],且在

病毒成熟前,DII的融合环被前体膜蛋白(prM)覆
盖,避免在内质网或胞外环境中发生非特异性膜融

合[20]。此外,DII在免疫逃逸和调控宿主免疫应答

中同样扮演重要的角色[21]。E蛋白DII在病毒的

感染致病过程中起着至关重要的作用。在已有的报

道中,DII关键位点的突变对寨卡病毒的毒力、免疫

原性具有很大的影响。Fan等[22]发现,位于DII-C
末端跨膜区的 H401Y突变,能够提高病毒对小鼠

的致死率;Liu等[23]发现在DII远端引入D67N突

变能增强寨卡病毒与神经细胞黏附分子结合,促进

对神经组织的侵袭能力,这为寨卡病毒疫苗的研究

提供了理论依据。寨卡病毒E蛋白第283位氨基

酸处于DII结构域。病毒的蚀斑实验结果表明,JE/

ZIKV(MR766)(K283R)蚀 斑 大 于 JE/ZIKV
(MR766)(P<0.05),蚀斑直径的变大,提示病毒的

毒力可能变强。动物实验的结果显示,JE/ZIKV
(MR766)(K283R)的小鼠脑内神经毒力LD50为

1.35
 

pfu/0.03
 

mL,JE/ZIKV(MR766)LD50的小

鼠脑内神经毒力为2.21
 

pfu/0.03
 

mL,二者的毒力

差异 并 不 十 分 明 显。生 长 曲 线 提 示,JE/ZIKV
(MR766)(K283R)和JE/ZIKV(MR766)滴度均在
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h达到高峰,分别为7.5
 

Log10
 

pfu/mL和7.6
 

Log10
 

pfu/mL,随后均逐渐下降,二者生长趋势无

明显差异,说明K283R突变并未对嵌合病毒小鼠脑

内神经毒力造成影响。前期本课题组针对多个病毒

位点的单点突变研究表明,单一突变对嵌合毒株毒

力影响有限,提示联合突变可能在毒力调控中发挥

主导 作 用。Fan 等[22] 发 现,包 膜 蛋 白 双 突 变

(V153D-H401Y)通过协同机制提升毒力,该突变不

仅稳定E蛋白二聚体空间构象,还增强病毒与神经

细胞的特异性结合效率,从而协同增强神经侵袭性。
值得注意的是,在嵌合病毒构建过程中,JE/ZIKV
(MR766)嵌合株引入的prM蛋白同样可能是毒力

决定因素。现有研究[24]已证实prM关键位点突变可

增强神经毒力,如S139N位点。因此课题组后续将

分别整体替换prM与E蛋白,以明确两者对毒力差

异的贡献,并进一步探索影响神经毒力的关键位点。
综上,虽然两株毒力差异巨大的乙脑寨卡嵌合

病毒E蛋白283位点存在差异,但实验结果表明

E283位点并不是影响该嵌合病毒毒力的关键位点。
基于此进一步推测,多基因位点的联合突变更可能

是影响毒力的潜在机制,同时需重点考量prM 蛋白

在神经毒力中的潜在贡献。
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