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摘   要：【背景】新型冠状病毒肺炎(coronavirus disease 2019，COVID-19)在全球流行已近 3 年，

除对人类造成了巨大伤害，也影响了人类的伴侣动物。人的 COVID-19 疫苗已在全球应用，但动

物用的新冠病毒疫苗却鲜有报道。【目的】研制兽用新冠病毒(severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2，SARS-CoV-2)和狂犬病病毒 (rabies virus，RABV)的二联苗。【方法】将合成的

SARS-CoV-2 S 基因和 S1 基因分别克隆至 RABV 弱毒疫苗株 rHEP-Flury 基因组 G 与 L 基因间，并

将 2 个重组质粒分别与辅助质粒共转染至 BHK-21 细胞中，拯救重组病毒 rHEP-nCOV-S 和

rHEP-nCOV-S1。通过 RT-PCR、Western blotting 和荧光抗体染色，验证重组病毒、确证 S 和 S1
蛋白在 RABV 中成功表达。再将重组病毒接种 NA 细胞及成年小白鼠，测定病毒的体外生长特性、

重组病毒的致病性及免疫原性。【结果】免疫荧光结果显示，转染 7 d 后细胞上清均出现了绿色免

疫荧光，表明已成功拯救嵌合 SARS-CoV-2 S 和 S1 基因的重组病毒 RABV rHEP-nCOV-S 和

rHEP-nCOV-S1，并且 rHEP-nCOV-S1 的增殖和扩散能力强于亲本株 rHEP-Flury，但 rHEP-nCOV-S
与亲本株无显著差异。Western blotting 结果显示，在目的位置处均出现 72 kDa 和 144 kDa 特异性

条带，表明 S 和 S1 蛋白在重组 RABV 中高效表达。重组病毒免疫 6 周 KM 小鼠后，小鼠的体重变

化与亲本 RABV 基本一致，重组病毒诱导小鼠产生狂犬中和抗体。【结论】本研究拯救出了嵌合

SARS-CoV-2 S/S1 基因的重组 RABV，为动物 COVID-19 载体疫苗的研发奠定了基础。 

关键词：新型冠状病毒；狂犬病病毒；S 基因；疫苗；免疫原性  
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Construction and immunogenicity of recombinant rabies 
virus expressing S gene of SARS-CoV-2 
LUO Jun#, LIU Qing#, ZHANG Boyue, ZHANG Yue, CHEN Yutong, GUO Xiaofeng* 
College of Veterinary Medicine, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, Guangdong, China 

Abstract: [Background] The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic has lasted for nearly 
three years in the globe, which has not only caused serious harm to humans but also affected companion 
animals. The COVID-19 vaccines for human have been used globally, while those for animals are rarely 
reported. [Objective] To develop a bivalent vaccine against both severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and rabies virus (RABV) for animal use. [Methods] We cloned the S and 
S1 genes of SARS-CoV-2 into the region between G and L genes of the attenuated RABV vaccine strain 
rHEP-Flury to construct the recombinant plasmids pHEP-nCOV-S and pHEP-nCOV-S1, respectively. 
The two plasmids were respectively co-transfected into BHK-21 cells with the helper plasmids and 
finally the recombinant viruses rHEP-nCOV-S and rHEP-nCOV-S1 were rescued. The recombinant 
viruses were confirmed by RT-PCR and direct fluorescent antibody staining against RABV N protein. 
Western blotting was employed to detect the expression of S and S1 proteins in the cells infected with 
the recombinant viruses. The growth curves, pathogenicity, and immunogenicity of recombinant viruses 
were confirmed in NA cells and mice. [Results] The rescued recombinant viruses rHEP-nCOV-S and 
rHEP-nCOV-S1 respectively carrying the S and S1 genes of SARS-CoV-2 were confirmed by direct 
fluorescent antibody assay based on the green fluorescence from the supernatants 7 days post infection. 
rHEP-nCOV-S1 rather than rHEP-nCOV-S showed stronger proliferation and diffusion abilities than the 
parental virus rHEP-Flury in NA cells. The specific bands at 72 kDa and 144 kDa in the Western 
blotting confirmed the efficient expression of S and S1 in the recombinant viruses, respectively. The 
mice vaccinated with the recombinant viruses did not show significant changes in the body weight 
compared with those vaccinated with rHEP-Flury, and the recombinant viruses induced the production 
of neutralizing antibody against RABV in mice. [Conclusion] The production of the recombinant RABV 
carrying the S/S1 gene of SARS-CoV-2 provides a foundation for the development of the bivalent 
vaccine against both SARS-CoV-2 and rabies virus for animal use. 

Keywords: SARS-CoV-2; rabies virus; S gene; vaccine; immunogenicity 

新型冠状病毒肺炎(coronavirus disease 2019，
COVID-19)，是由新型冠状病毒 (severe acute 
respiratory syndrome coronavirus-2，SARS-CoV-2)
感染所引起的一种急性呼吸道传染病。2020 年

3 月，联合国世界卫生组织 (World Health 
Organization，WHO)宣布 SARS-CoV-2 全球大

流行[1]，根据 WHO 统计，截至目前已在全世界

超过 210 个国家和地区流行，已致超过 600 万

人死亡，严重损害了人类健康，对全球经济造

成了巨大损失。SARS-CoV-2 不仅感染人类，还

会感染宠物和其他家养及野生动物[2]。人类新型

冠状病毒肺炎疫苗的推广应用为 SARS-CoV-2 的

防控做出了巨大贡献，但动物 SARS-CoV-2 的防

控未引起足够的重视。因此，动物 SARS-CoV-2
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疫苗的研制可能有助于人类新型冠状病毒肺炎

的根除。 
SARS-CoV-2 为冠状病毒科(Coronaviridae) 

β-冠状病毒属(Betacoronavirus)，是第 7 种能够

感染人的冠状病毒[3]。该病毒为不分节段的单

股正链 RNA 病毒，有囊膜[4]。该病毒含 4 种结

构蛋白，即膜蛋白(membrane protein，M)、包

膜蛋白 (envelope protein ， E) 、核衣壳蛋白

(nucleocapsidprotein，N)及刺突蛋白(spikeprotein，
S)[5]。S 蛋白是病毒诱导机体产生免疫应答的主

要结构蛋白[6]。其中 S1 亚单位蛋白中的受体结

合区域(receptor binding domain，RBD)是与人或

动 物 细 胞 表 面 受 体 血 管 紧 张 素 转 换 酶 2 
(angiotensin-converting enzyme 2，ACE2)结合的

关键功能区域[7]，其被证实是中和抗体干扰病

毒与受体结合的主要靶点[8-9]。 
狂犬病病毒(rabies virus，RABV)属于弹状病

毒科(Rhabdoviridae)狂犬病病毒属(Lyssaviruses)
不分节段的单股负链 RNA 病毒[10]。自 RABV
反向遗传操作系统建立以来[11]，RABV 已成为

表达外源蛋白的良好载体[12]。RABV 作为载体

已成功表达了中东呼吸系统综合征冠状病毒和

SARS 冠状病毒的 S 蛋白，而且诱导产生了能

够抵抗致死性冠状病毒感染的中和抗体[13-14]。

迄今为此，RABV G 和 L 基因之间的假基因区

已被广泛用于表达外源蛋白，如犬瘟热病毒的  
H 蛋白[15]、犬细小病毒的 VP2 蛋白[16]等。因此，

本研究以 RABV 为载体表达 SARS-CoV-2 的  
S 和 S1 蛋白，并分析它们的免疫原性，以期为

制备动物用狂犬病与新冠二联疫苗奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  质粒和病毒 

pcDNA-3.0 (含 RABV HEP-Flury 全基因组

cDNA)和 pH-N、pH-P、pH-G 和 pH-L 质粒为

日本国立传染病研究所森本教授惠赠，RABV 
CVS-11 毒株为军事医学科学院军事兽医研究

所夏咸柱院士惠赠，RABV 弱毒 rHEP-Flury 华

南农业大学兽医微生物学与免疫学教研室从

pcDNA-3.0 质粒拯救获得。 

1.2  主要试剂和仪器 
转染试剂 Super Fect Transfection Reagent

和质粒中提试剂盒，Qiagen 公司；RNA 抽提

试剂盒和质粒小提试剂盒，广州美基生物科技

有限公司；RNA 反转录试剂盒和 2×Taq Master 
Mix 预混液，南京诺唯赞生物科技股份有限公

司；Phusion 高保真 DNA 聚合酶，赛默飞世

尔科技(中国)有限公司。PCR 仪，Bio-Rad 公

司；ECL 化学曝光仪器，上海天能生命科学有

限公司。 

1.3  细胞和抗体 
小鼠神经母细胞瘤细胞(mouse neuroblastoma，

NA)、幼仓鼠肾(baby hamster kidney，BHK-21)
细胞、大肠杆菌 DH5α 和 XL10-Gold 感受态细

胞均由华南农业大学兽医学院微生物学与免疫

学教研室保存。HRP 标记的山羊抗鼠 IgG、山

羊抗兔 IgG 购自上海碧云天生物技术有限公

司；SARS-CoV-2 S 蛋白兔单抗购自北京义翘神

州公司；SARS-CoV-2 S 蛋白鼠源性阳性血清由

丽珠药业有限公司惠赠；异硫氰酸荧光素

(fluorescein isothiocyanate，FITC)标记的抗狂犬

病病毒 N 蛋白抗体购自 FUJIREBIO 公司。 

1.4  含 S/S1基因的狂犬病基因组质粒的构建 
根据 NCBI 公布的 SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 

(GenBank 登录号 MN908947.3)株 S 基因核苷酸

序列，在生工生物工程(上海)股份有限公司合成

S 基因和 S1 基因。含 SARS-CoV-2 S 基因和 S1
基因的狂犬病全长基因组构建如图 1 所示。 

设计 2 对引物用于扩增 S 和 S1 基因，在   
2 对引物的 5′端分别插入 BsiW I 和 Nhe I 酶切位 
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点(下划线)。引物序列为：S1-F：5′-GGGGCGT 
ACGATGTTTGTTTTTCTTG-3′ (下划线为 BsiW I
酶切位点序列)，S1-R：5′-AGTCGCTAGCAGAA 
TAAACACGCCAAG-3′ (下划线为 Nhe I 酶切位

点序列)；S-F：5′-ACACCTCTCGTACGATGTTT 
GTTTTTCTTG-3′ (下划线为 BsiW I 酶切位点序

列 )；S-R：5′-ACCGGTCCTGCTAGCTTATGT 
GTAATGTAATTTGACTCC-3′ (下划线为 Nhe I
酶切位点序列)。 

以合成的 S 基因 DNA 片段为模板，利用高

保真酶 Phusion 通过 PCR 扩增 S 和 S1 基因。PCR
反应体系：5×Phusion GC Buffer 10.0 µL，

Phusion 高保真 DNA 聚合酶(2 U/µL) 0.5 µL，

dNTPs (2.5 µmol/L) 4 µL，上、下游引物(10 µmol/L)
各 1.5 µL，质粒模板 20 ng，超纯水补足 50 µL。

PCR 反应条件：98 ℃ 2 min；98 ℃ 10 s，62 ℃ 
20 s，72 ℃ 3 min，30 个循环；72 ℃ 5 min。将

PCR 产物和 pcDNA 3.0 分别用 BsiW I 和 Nhe I
双酶切，回收 DNA，用 T4 连接酶按照说明书

将 两 个 回 收 产 物 连 接 并 转 化 至 大 肠 杆 菌

XL10-Gold 感受态细胞中。通过 PCR 鉴定(鉴定

引物见表 1，鉴定策略见图 2)筛选出阳性质粒，

经测序鉴定后，重组质粒命名为 pSARS- 
CoV-2-S 和 pSARS-CoV-2-S1。 

 

 
 
图 1  重组质粒构建图 
Figure 1  Construction diagram of recombinant plasmid. 
 
表 1  PCR 鉴定引物序列 
Table 1  Primers sequence used for identification 
Primer name Primer sequences (5′→3′) Length of products (bp) Location 
G-S-F TCGACCAGAATCTACACAAAGC 690 

 
G gene  

G-S-R CGCACTAGAATAAACTCTGAACTC S gene 
S-L-F CAGTTTATGATCCTTTGCAACC 673 

        
S gene  

S-L-R AGAGTCCTCAATCAAAGGAG L gene 

 

 
 
图 2  PCR 鉴定策略 
Figure 2  PCR identification strategies. 
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1.5  病毒的拯救 
将全长 cDNA 质粒 pSARS-CoV-2-S、pSARS- 

CoV-2-S1 分别与辅助质粒(pH-N、pH-P、pH-G、

pH-L)共转染 BHK-21 细胞，利用异硫氰酸荧光

素标记的抗狂犬病病毒 N 蛋白抗体对转染孔的

上清进行直接免疫荧光鉴定，具体步骤参照文

献 [17-18]进行：取拯救的病毒细胞上清液各  
40 µL，接种于 96 孔板中贴壁的 NA 细胞，于

培养箱中 37 ℃孵育 48 h 后，弃上清，每孔加

入 150 µL 预冷的 80%丙酮后，放入−20 ℃固定

30−60 min。弃去丙酮后用 PBS 清洗 3 次，每孔

避光加入 30 µL FITC 标记的抗狂犬病病毒 N 蛋

白荧光抗体，于 4 ℃避光孵育过夜。弃去荧光

抗体，用 PBS 清洗 3 次后于荧光显微镜下观察

绿色荧光。将重组病毒命名为 rHEP-nCOV-S 和

rHEP-nCOV-S1。 

1.6  重组病毒的培养及鉴定 
将经免疫荧光鉴定的阳性病毒细胞培养上

清接种于 NA 细胞上，盲传 4 代。然后提取拯

救病毒 rHEP-nCOV-S 和 rHEP-nCOV-S1 的

RNA，依 RNA 反转录试剂盒说明合成 cDNA，

再用表１的引物进行 PCR 鉴定。PCR 反应体系：

2×Taq Master Mix 10 µL，上、下游引物(10 µmol/L)
各 0.5 µL，cDNA 模板 4.0 µL，超纯水 5.0 µL。

PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 
30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 10 min。 

将重组病毒接种于 NA 细胞，于 37 ℃、5% 
CO2 条件下继续培养 72 h，用抗 SARS-CoV-2 S1
蛋白兔单抗和 SARS-CoV-2 S 蛋白鼠源阳性血

清进行 Western blotting 鉴定。 

1.7  重组病毒的生长曲线 
为检测重组病毒与亲本毒株 rHEP-Flury 在

NA 细胞上的复制动力学，将 rHEP-nCOV-S、
rHEP-nCOV-S1 和 rHEP-Flury 分别以 MOI=0.01、
MOI=1 的感染复数接种 NA 细胞，于 37 ℃、5% 

CO2 培养箱孵育 1 h 后弃去上清液，加入含 5% 
FBS 的 DMEM，并于 24、48、72 和 96 h 收集细

胞上清，测定病毒 TCID50，绘制病毒生长曲线。 

1.8  重组病毒扩散能力检测 
将重组病毒 rHEP-nCOV-S和 rHEP-nCOV-S1

以 MOI=0.05 的感染复数，接种 NA 细胞，置于

37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱中培养。接毒后

24、36、48 和 60 h 弃去细胞上清液，对细胞进

行直接免疫荧光检测。 

1.9  重组病毒的安全性评价 
将 6 周龄的雌性 KM 小鼠分为 4 组，每组

5 只。第 1、2、3 组分别肌肉注入 1.0×105 FFU
的 rHEP-nCOV-S1、rHEP-nCOV-S、rHEP-Flury，
第 4组肌肉注射PBS作为空白对照，每只 100 μL。

连续 21 d 监测小鼠的体重、饮食、饮水量，绘

制体重变化图，评估重组疫苗的安全性。 

1.10  小鼠中和抗体检测 
将重组病毒 rHEP-nCOV-S1、rHEP-nCOV-S、

rHEP-Flury 分别肌肉注射 6 周龄的雌性 KM 小

鼠(1.0×105 FFU/只，每只 100 μL)，同时设立

PBS 空白对照组。7 d 后作第 2 次免疫，并于

第 21 天眼眶采血收集小鼠外周血，分离血清，

以 FAVN 方法检测各组小鼠狂犬病病毒中和抗

体水平。 

2  结果与分析 
2.1  含 S和 S1基因重组质粒的构建与鉴定 

用 G-S 引物扩增部分 G 基因和 S 基因，S-L
引物扩增部分 S 基因及 L 基因。结果显示，G-S
扩增产物大小与预期的 690 bp 相符合(图 3 的泳

道 1、2)；S-L 引物扩增的 pSARS-CoV-2-S 产

物大小与预期的 673 bp 相符(图 3 的泳道 3)；此
外 ， 我 们 发 现 利 用 S-L 引 物 未 扩 增 出

pSARS-CoV-2-S1，说明两个重组质粒未形成交

叉污染(图 3 的泳道 4)。 
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图 3  重组质粒 PCR 鉴定   M：DL2000 DNA 
Marker；1、3：pSARS-CoV-2-S；2、4：pSARS- 
CoV-2-S1；N：阴性对照 
Figure 3  Identification of recombinant plasmid 
with PCR. M: DL2000 DNA Marker; 1, 3: 
pSARS-CoV-2-S; 2, 4: pSARS-CoV-2-S1; N: 
Negative control. 
 
2.2  重组病毒的拯救结果 

将 辅 助 质 粒 分 别 与 重 组 质 粒 pSARS- 
CoV-2-S1 及 pSARS-CoV-2-S 共转染至 BHK-21
细胞，在转染第 7 天收集细胞上清，通过免疫

荧光鉴定，成功拯救分别携带 S1 和 S 基因的重

组 RABV 毒株，分别命名为 rHEP-nCOV-S1 和

rHEP-nCOV-S，免疫荧光染色结果见图 4。 

2.3  重组病毒 RT-PCR 鉴定 
分别提取重组病毒的 RNA，反转录 cDNA

后，以 G-S 和 S-Ｌ引物进行 PCR 鉴定。结果显

示，以 G-S 为引物扩增 rHEP-nCOV-S 和 rHEP- 
nCOV-S1，产物大小与预期的 690 bp 相符合(图 5

的泳道 1、2)；以 S-L 引物扩增 rHEP-nCOV-S 的

产物大小与预期的 673 bp 相符(图 5 的泳道 4)。
此外，我们发现 S-L 引物未从 rHEP-nCOV-S1
扩增出 673 bp 的 DNA，说明 2 个病毒未形成交

叉污染(图 5 的泳道 3)。再将 G-L 引物扩增的片

段测序，结果与预期大小相符。 

2.4  重组病毒 Western blotting 鉴定 
为检测重组病毒是否有效表达 S 蛋白(144 kDa)

与 S1 蛋白(72 kDa)，将重组病毒在 NA 细胞中

培养，收集细胞，裂解蛋白，以抗 S 抗体进行

Western blotting 检测。结果显示，rHEP-nCOV-S1
在约 72 kDa 处出现特异性条带(图 6 泳道 1)，
rHEP-nCOV-S 大约在 144 kDa 处出现一条特异

性条带(图 6 泳道 2)，而 rHEP-Flury 未出现特异

性条带(图 6 泳道 3)。 

2.5  重组病毒的生长曲线结果 
为了研究 S1 或 S 基因的插入对 RABV 增

殖的影响，对 2 株重组病毒和亲本株进行生长

曲线的测定。结果如图 7 所示，rHEP-nCOV-S1
在 MOI=0.01 (A)和 MOI=1 (B)时，上清中的病

毒滴度在 24 h 后均高于亲本株，而 rHEP- 
nCOV-S 的复制与亲本株无显著差异。 

2.6  重组病毒扩散能力检测结果 
将重组病毒接种于 NA 细胞，检测其在 NA

细胞上的扩散能力。结果如图 8 所示，在感染

重组病毒 24 h 后，扩散无显著差异，但是在感 
 

 
 
图 4  重组病毒免疫荧光鉴定 
Figure 4  Identification of recombinant virus using direct fluorescent assay. 
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图 5  RT-PCR 鉴定重组病毒   M：DL2000 DNA 
Marker；1、2：G-S 引物扩增 rHEP-nCOV-S1 和

rHEP-nCOV-S；3、4：S-L 引物扩增 rHEP-nCOV-S1
和 rHEP-nCOV-S；P：阳性对照 (质粒 pSARS- 
CoV-2-S)；N：阴性对照 
Figure 5  Identification of recombinant virus using 
RT-PCR. M: DL2000 DNA Marker; 1, 2: 
Amplification of rHEP-nCOV-S1 and rHEP- 
nCOV-S with G-S primer; 3, 4: Amplification of 
rHEP-nCOV-S1 and rHEP-nCOV-S with S-L primer; 
P: Positive control (plasmid pSARS-CoV-2-S); N: 
Negative control. 

 

 
 
图 6  重组病毒 WB 检测   M：蛋白 Marker；1：
rHEP-nCOV-S1 (一抗为羊抗兔 S 单抗 )；2：

rHEP-nCOV-S (一抗为鼠源性 S 多抗 )； 3：

rHEP-Flury 
Figure 6  Identification of recombinant virus using 
WB. M: Protein Marker; 1: rHEP-nCOV-S1 (primary 
antibody is goat anti-rabbit S monoclonal antibody); 
2: rHEP-nCOV-S (primary antibody is S polyclonal 
antibody from mice); 3: rHEP-Flury. 

 
 
图 7  rHEP-nCOV-S1 和 rHEP-nCOV-S 在 NA
细胞上的生长曲线   A：以 MOI=0.01 感染细胞

后的生长曲线；B：以 MOI=1 感染细胞后的生长

曲线 
Figure 7  Growth curves of rHEP-nCOV-S1 and 
rHEP-nCOV-S in NA cells. A: Cells were infected 
at an MOI of 0.01; B: Cells were infected at an MOI 
of 1. 
 
染后 36、48 和 60 h，rHEP-nCOV-S1 的荧光灶

显著大于亲本株，而 rHEP-nCOV-S 的荧光灶与

亲本株无显著差异。 

2.7  重组病毒对小白鼠的致病性 
将重组病毒接种小白鼠后，每天称量小鼠

的体重、观察小鼠的饮食及被毛，连续 21 d。
结果显示，重组病毒 rHEP-nCOV-S1 和 rHEP- 
nCOV-S 接种后，小鼠的体重变化与亲代病毒

rHEP-Flury 组无明显的差异(图 9)，说明 S 和 S1
基因的插入并未影响病毒的致病性。 
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图 8  重组病毒在 NA 细胞上的扩散能力 
Figure 8  Spread ability of recombinant virus in NA cells. 
 

 
图 9  小鼠体重增长变化 
Figure 9  Change in weight gain of mice. 
 
2.8  重组病毒诱导 RABV 中和抗体的能力 

重组病毒第 2 次免疫成年小鼠 21 d后，采血、

分离血清、以 FAVN 法检测小鼠抗 RABV 的中和

抗体效价。结果显示，rHEP-nCOV-S、rHEP-nCOV- 

S1 组均能检测到中和抗体，虽然抗体滴度低于亲

本株 rHEP-Flury，但是无显著性差异(P>0.05)。
rHEP-nCOV-S 组中和抗体效价最高为 1.5 IU，rHEP- 
nCOV-S1 组中和抗体效价最高为 3.42 IU (图 10)。 
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图 10  重组病毒诱导小鼠产生 RABV 中和抗体 
Figure 10  Anti-RABV neutralizing antibody induced 
by recombinant virus in mice. 
 

3  讨论与结论 
RABV 的反向遗传自 1994 年建立以来[19]，

已经有大量的科学家应用其表达外源蛋白。尽

管 RABV 能够作为良好的载体表达外源蛋白，

但不是所有的重组病毒都能够被成功拯救[20]。

本研究选择将 SARS-CoV-2 S 基因和 S1 基因插

入到 RABV 的 G 和 L 基因之间，未改变其他结

构蛋白的基因间隔。S 蛋白作为 SARS-CoV-2
的刺突蛋白镶嵌于病毒的囊膜上。我们的研究

表明，SARS-CoV-2 S 和 S1 基因的插入并未影

响 RABV 的拯救，并且随着病毒的复制 S 和 S1
蛋白获得高效表达。另外，携带 S1 基因的重组

病毒 rHEP-nCOV-S1，其在细胞中的滴度与扩散

能力均高于亲本株 rHEP-Flury，而 rHEP-nCOV-S
与亲本株差异不大。rHEP-nCOV-S1 的免疫荧光

灶显著高于 rHEP-nCOV-S 也进一步说明 S1 的

插入提高了 RABV 的复制效率。Wang 等发现，

将干扰素 α1 克隆至 HEP-Flury 的 G 和 L 基因之

间，重组病毒在 NA 细胞和 BSR 细胞上的滴度

降低[21]，然而将犬细小病毒的 VP2 基因表达于

HEP-Flury 的假基因区后，重组病毒在 BHK-21
细胞上的滴度显著高于亲本毒株[16]。因此，我

们与其他学者的研究确证，RABV G 与 L 间插

入较短的外源基因可提高 RABV 的繁殖，但其

长度的极限却需进一步的研究。  
除了复制效率改变，RABV 基因组中嵌入

外源基因还会影响 RABV 的致病性[22]。在本研

究中，重组病毒 rHEP-nCOV-S1 和 rHEP-nCOV-S
感染成鼠后，小鼠的体重变化与亲代病毒

rHEP-Flury 基本一致，说明 S 和 S1 的插入并未

增加重组病毒的致病性。这充分证明重组病毒

rHEP-nCOV-S1 和 rHEP-nCOV-S 用于制备疫苗

是安全的。 
本研究拯救获得了携带 SARS-CoV-2 S 基

因和 S1 基因的重组狂犬病病毒，这两株病毒可

高效表达 S 和 S1 蛋白，并可诱导小白鼠产生抗

RABV 中和抗体。因此，重组 RABV 具有制备

新冠和狂犬病二联疫苗的潜力。 
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