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株禽流感病毒

石火英 卢建红 陈素娟 孙 蕾 刘秀梵"

（扬州大学兽医学院 农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 $$"%%7）

摘 要：应用反向遗传技术将含有 2773 年中国大陆分离株 H7/$ 亚型禽流感病毒（IJ<9- <-=),.-@9 J<K,D，IL’）的 3 个

基因片段的质粒共转染 MNO52 细胞，产生了与野生病毒生物学特性相同的 H7/$ 亚型 IL’。将 IPME<BQ.-POE9-FE9<P8P
73（MRPOHP8P73）株 H7/$ 亚型 IL’ 的 3 个基因组 BS/I 分别克隆到 T()!5T()"转录P表达载体 THU$%%% 中，构建成 3
个转录P表达载体重组质粒。将这 3 个质粒共转染 MNO52 细胞，$!E 后收获细胞及上清接种 OV8 鸡胚，!3E 后收取鸡

胚尿囊液继续进行鸡胚传代，产生能致死鸡胚的病毒。经血凝、血凝抑制试验、序列分析和电镜观察，证实产生了

MRPOHP8P73（H7/$）株 IL’。
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禽流感（IJ<9- <-=),.-@9，IL）是由 IL’ 引起的一

类对人类和禽类危害极大的传染性疾病。IL’ 分为

高致病性禽流感病毒和低致病性禽流感病毒，世界

范围内几次 IL 大爆发，都是由高致病性禽流感病毒

引起的。低致病性禽流感可以给养禽业带来灭顶之

灾，对人类的威胁同样严重，尤其是 H7/$ 亚型 IL
不仅流行于全世界，而且可以感染人类，如 H7/$ 亚

型 IL’ 被认为是引起 2776 年香港流感事件的 H"/2
亚型 IL’ 内部基因的供体。因此 H7/$ 亚型 IL’ 倍

受世界流感研究工作者关注。我国于 277! 年从广

东省某鸡场分离到第一株 H7/$ 亚型 IL’ 后，虽采

取了很多控制措施，但自 2773 年以来在我国大部分

地区仍然不断发生 H7/$ 亚型 IL 的爆发和流行。

近几年在我国部分商品蛋鸡场及养鸡专业村的禽流

感调查中发现 H7 亚型 IL’ 阳性鸡群占总的 IL’ 抗

体阳性鸡群的 7#X&6Y［2］，说明在我国大部分地区都

存在 H7 亚型 IL’，是我国现有 IL’ 的主要亚型。

为探讨 H7/$ 亚型 IL’ 的致病机理及 H7/$ 亚

型 IL’ 基因组结构与功能的关系，本研究选用 2773
年中国大陆分离株 MRPOHP8P73（H7/$）株 IL’ 为研

究对象，利用 3 质粒系统，建立了反向遗传技术，成

功拯救出 MRPOHP8P73（H7/$）株 IL’。

3 材料和方法

343 材料

34343 病毒株和细胞株：MRPOHP8P73（H7/$）株 IL’
由扬州大学农业部畜禽传染病学重点开放实验室分

离纯化，经国家流感中心鉴定为 H7/$ 亚型，全基因

序列在 Z.-09-Q 的登录号为 I[$"#6"%5I[$"#6"&［$］。

OV8 鸡胚购自山东省 OV8 鸡实验种鸡场；MNO52 细胞

系用含 2%Y80O 的 S\1\ 培养基培养。

34342 主要试剂：1:T9-A H<FE 8<A.)<G? VM] O?DG.;、

A/4V 和 IFK(D. Z.) S/I 1:GK9BG<(- R<G 购自 ](BE. 公

司；I\’ 反转录酶、4! S/I 连接酶和 TZ1\54.9D?
J.BG(K 购自 VK(;.F9 公司；^<T(=.BG<- ].9F.-G 转染试

剂购自 L-J<GK(F.- 公司；小提质粒试剂盒购自 W<9F.-
公司；2Y鸡红细胞按常规方法自行制备。

34345 基因和质粒：在 T()!5T()"转录P表达载体

THU$%%% 中［#］，含 IPUO/P2P##（H2/2）株流感病毒 3
个基因组 BS/I 构成的 3 个阳性质粒（能够拯救出

病毒的 质 粒）：THU2325V0$、THU23$5V02、THU23#5
V0#、 THU23!5HI、 THU23"5/V、 THU23&5/I、

THU2365\ 和 THU2335/O 均由美国 OG * +,A. 儿童研

究医院的 U._DG.K 博士惠赠；在 T()!5T()"转录P表



达载体 !"#$%%% 中，插入 &’()"(*(+,（"+-$）株 ./0
, 个基因形成 , 个质粒：!"#$%1234$、!"#$%$2341、

!"#$%52345、!"#$%62".、!"#$%72-3、!"#$%82-.、

!"#$%92: 和 !"#$%,2-)，其中 -. 基因在 1$+, 位

引入 .!& 的人工突变。该部分工作由本室卢建红

完成"。

"卢建红 ; "+-$ 亚型 ./0 基因组序列分析及反向遗传技术产生多个 "+-$ 和 "7 重组流感病毒 ;扬州大学博士学位论文，$%%6，++ < 115=

!"# 转染质粒和转染细胞的准备

将 &’()"(*(+,（"+-$）株 ./0 的 , 个质粒扩大

培养，用小提质粒试剂盒小提质粒，测定质粒的含量

和纯度，制备高纯度的质粒用于转染。

将生长状态良好的 &>)21 细胞消化后计数，按

1%7个细胞(孔的细胞浓度置于 $6 孔细胞培养板中

培养过夜。

!"$ % 质粒共转染 &’()! 细胞

!"$"! 用阳性质粒拯救流感病毒：将含 .(#)-(1(
55（"1-1）株 , 个基因的阳性质粒按1 ?1的比例混

合。按照 @A!BCDEFAG HDIJDGF 转染试剂操作 指 南 和

"BCCKIGG 等［5］提供的方法，稍作改进转染：即将混合

的质 粒 和 转 染 试 剂 加 入 &>)21 细 胞 中，置 含 7L
&>$、59M培养箱中培养 $6N 后，吹下转染的细胞接

种 1% 日龄 )3* 鸡胚；培养 6,N 后再取尿囊液接种 1%
日龄 )3* 鸡胚，每日观察鸡胚死亡情况，适时收集鸡

胚尿囊液进行病毒鉴定，获救病毒简称 H2#)-。同

时设对照转染孔（不加转染试剂和质粒），其它同上。

!"$"# .(#)-(1(55（"1-1）株流感病毒与 &’()"(*(
+,（"+-$）株 ./0 基 因 重 组 病 毒 的 拯 救：将 含 .(
#)-(1(55（"1-1）株 8 个内部基因的阳性质粒与 &’(
)"(*(+,（"+-$）株 ./0 $ 个表面基因的质粒共 , 个

质粒按1 ?1的比例混合，按 1=5=1 方法操作。获救的

病毒简称 H2#8(*$。

将含 .(#)-(1(55（"1-1）株流感病毒 5 个内部

基因（-.、: 和 -)）的 阳 性 质 粒 与 &’()"(*(+,
（"+-$）株 ./0 7 个表面基因（34$、341、345、". 和

-3）的质粒共 , 个质粒按 1 ? 1 的比例混合，按 1=5=1
方法操作。获救的病毒简称 H2#5(*7。

!"$"$ &’()"(*(+,（"+-$）株禽流感病毒的拯救：

将含 &’()"(*(+,（"+-$）株 ./0 , 个基因的质粒按

1 ?1的比例混合，按 1=5=1 转染方法操作。获救的病

毒简称 H2*。

!"* 获救病毒的鉴定

!"*"! 病毒的血凝和血凝抑制试验：获救病毒 H2

#)-、H2#8(*$、H2#5(*7 和 H2* 的血凝和血凝抑制

试验按 >/O 标准进行。

!"*"# HP23&H 测序鉴定拯救的 H2* 禽流感病毒：

用 HP23&H 方法抽提获救病毒 H2* 中的 -. 基因，由

联合基因上海联众基因研究院测序鉴定。与野毒株

比较，用于拯救 &’()"(*(+, 的 -. 基因在 1$+, 位有

碱基 .!& 的突变。

!"*"$ 获救病毒 H2* 的鸡胚致死性试验：将含获

救病毒 H2* 的尿囊液稀释 1%%% 倍，无菌接种 1% 日

龄 )3* 鸡胚，观察鸡胚死亡的情况。

!"*"* 获救病毒的电镜观察：用获救病毒的鸡胚

尿囊液经离心后，取上清进行负染色，用 *O/ 公司

PDEGIA21$ 型电镜观察。

# 结果

#"! 阳性质粒和重组质粒病毒的拯救

用 .(#)-(1(55（"1-1）株流感病毒 , 个阳性质

粒，按 1=5=1 转染方法成功拯救出能致死鸡胚的流

感病毒，其鸡胚尿囊液的血凝效价为 $9；.(#)-(1(55
（"1-1）株流感病毒 8 个内部基因质粒与 &’()"(*(
+,（"+-$）株 ./0 $ 个表面基因质粒转染 &>)21 细胞

接种的第一代 1% 日龄 )3* 鸡胚尿囊液，血凝效价达

$9；.(#)-(1(55（"1-1）株流感病毒 5 个基因（-.、:
和 -)）的阳性质粒与 &’()"(*(+,（"+-$）株 ./07 个

基因（34$、341、345、". 和 -3）的质粒转染 &>)21
细胞接种的第一代 1% 日龄 )3* 鸡胚尿囊液，未测到

血凝效价，用其尿囊液接种的第二代 1% 日龄 )3* 鸡

胚尿囊液血凝效价是 $,。分别用 "1 和 "7 阳性血

清做 H2#)- 的血凝抑制试验，H2#)- 病毒可被 "1
阳性血清抑制，血凝抑制效价为 $+，不能被 "7 阳性

血清抑制；分别用 "+ 和 "7 阳性血清做 H2#8(*$、H2
#5(*7 血凝抑制试验，结果 H2#8(*$、H2#5(*7 病毒

可被 "+ 阳性血清抑制，不能被 "7 阳性血清抑制，

血凝抑制效价为 $1%。对照转染孔的上清和细胞接

种鸡胚，连续传 $ 代，未测到血凝价。图 12. 显示电

镜观察的 H2#)- 病毒结构。

#"# &+,(-,.,/%（-/0#）株禽流感病毒的拯救

将含 &’()"(*(+,（"+-$）株 ./0 , 个基因的质

粒转染 &>)21 细胞接种的第一代 1% 日龄 )3* 鸡胚

尿囊液，血凝效价达 $,；将第二代 1% 日龄 )3* 鸡胚

尿囊液稀释 1%%% 倍，无菌接种 1% 日龄 )3* 鸡胚，鸡
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胚在 !" # $%& 死亡；收集死亡鸡胚的尿囊液，用鸡红

细胞测得尿囊液中的 ’() 病毒血凝效价是 "* # "+,；

分别用 -$ 和 -. 阳性血清做 ’() 的血凝抑制试验，

’() 可被 -$ 阳性血清抑制，血凝抑制效价为 "$，不

能被 -. 阳性血清抑制；用 ’/(01’ 方法获得 ’() 的

23 基因，由联合基因上海联众基因研究院测序，获

救病毒 ’() 的 23 基因 +"$* 位有碱基 3!1 的突

变，说明该病毒是拯救出的 1456-5)5$* 病毒。电镜

观察可见 ’() 流感病毒结构与野生的 1456-5)5$*
病毒结构一致（图 +(7）。

图 ! 获救病毒的电镜照片（!"#$$$ % ）

)89: + ;<=>?@AB8> C8>@AD>AE= E&A?A9@FE& AG @=D>H=I J8@HD=D
（+$.,,, K ）

3：’=D>H=I 35L625+5MM D?@F8B；7：’=D>H=I 1456-5)5$* D?@F8B:

& 讨论

NHO?P=D 等［Q］将外源 ’23 分子引入流感病毒的

基因组中，开创了负链 ’23 病毒分子生物学研究的

反向遗传技术。建立流感病毒的反向遗传技术要求

较高，因为要同时在一个细胞内形成 * 个功能性核

糖核蛋白复合物，组装成的病毒又要能快速繁殖。

开始我们应用美国 6? : RHI= 儿童研究医院的 L=SD?=@
博士惠赠的含 35L625+5MM（-+2+）株流感病毒 * 个

基因的阳性质粒，按照 -AGGCFBB 等［M］的方法，将转染

细胞培养 !"& 后接种 +, 日龄 60) 鸡胚拯救出了病

毒。同时用同样的方法进行了 1456-5)5$*（-$2"）

株禽流感病毒的拯救，没有能拯救出。为寻找原因，

我们进行了一系列反向遗传技术的摸索。首先对

1456-5)5$*（-$2"）株禽流感病毒的序列进行重新

对比、调整转染质粒的比例、改选 "$M/ 细胞作转染

细胞和调节转染细胞的浓度等等，但均未能拯救出

1456-5)5$*（-$2"）株禽流感病毒。然后我们对已

构建的 1456-5)5$*（-$2"）株 3TU * 个质粒的可工

作性分别进行了测试，即用 35L625+5MM（-+2+）株 *
个阳性质粒与 1456-5)5$*（-$2"）株 3TU * 个质粒

进行重组，用 -AGGCFBB 等［M］的方法拯救出了 L%5)"

（% V "）重组病毒，但不能拯救出 LM（23、W 和 26）5
).（07"、07+、03、-3 和 20）重组病毒。究其原因可

能与弱毒的 3TU 在转染细胞上的复制能力有关。

用野生的 1456-5)5$*（-$2"）株 3TU 稀释 +, 倍后接

种 1X6(+ 细胞和 "$M/ 细胞，培养 $%& 后测得细胞和

上清血凝效价为 "Q；但用野生 1456-5)5$*（-$2"）株

3TU 稀释 +,,, 倍后接种 +, 日龄 60) 鸡胚，尿囊液血

凝价达 "+, # "++，显然 1456-5)5$*（-$2"）株 3TU 在

+, 日 龄 60) 鸡 胚 中 繁 殖 能 力 更 强。于 是 我 们 对

-AGGCFBB 等［M］的方法作了改进，将转染细胞提前到

转染后 "Q& 接种 +, 日龄 60) 鸡胚，不仅拯救出 ’(
L62、’(L%5)" 和 ’(LM5).，并 最 终 拯 救 出 ’()。

6HSSF@FA［.］也是在转染质粒 "Q& 后就收获细胞接种

+, 日龄 60) 鸡胚，拯救出 350’5*5MQ（-+2+）株 % 个

内部基因与 -.2+ 亚型 " 个表面基因的重组病毒。

本研究从血清学试验、鸡胚致死性、形态学观察

和比较野毒株与获救株序列方面鉴定拯救的 ’() 病

毒。将拯救的 ’() 禽流感病毒稀释 +,,, 倍时，接种

+, 日龄 60) 鸡胚，病毒不仅可致死鸡胚，鸡胚尿囊

液血凝价最高达 "+,，说明病毒有感染性，并可在鸡

胚中大量繁殖。用拯救的 ’() 通过 ’/(01’，将获得

的 23 基因 01’ 产物连接到 EY;W(/ =FDO J=>?A@，送

联合基因上海联众基因研究院测序，与野毒株相比，

发现获救病毒的 23 基因在 +"$* 位也有碱基 3!1
的突变，与所设计的人工突变完全一致，证明确为拯

救株。成功拯救 ’() 株为研究 -$2" 亚型 3TU 传播

的分子致病机制及构建新的流感疫苗株，打下了坚

实的基础。
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=>>? @ =>>A 年《微生物学报》审稿专家名单

按姓名汉语拼音排序

以下专家在 $<<\ 年（全年）和 $<<] 年（部分）为本刊审阅过稿件，在此谨向您表示衷心地感谢！为编辑部审阅稿件给专家

们增加了额外的工作量，但是本着对作者、读者和期刊负责的原则，审稿又是一件非常重要的事情。为了扩大学术影响、促进

微生物学科的发展，同时也为了提高《微生物学报》的质量，本刊编辑部希望您今后能够继续给予支持。

白逢彦 鲍时翔 蔡文启 蔡永峰 曹竹安 陈冠军 陈洪章 陈剑平 陈民钧 陈润生 陈三凤 陈文新 程光胜

程元荣 储 炬 丁 鉴 丁久元 丁明孝 丁清泉 东秀珠 董志扬 方 勤 方维焕 冯德荣 高培基 高 松

葛 诚 耿运琪 弓明钦 龚建华 龚祖埙 郭三堆 郭志儒 何朝族 何秀良 何忠效 赫荣乔 洪 健 胡丰林

胡福泉 胡学智 胡远扬 还连栋 黄 力 黄大! 黄年来 黄秀梨 黄耀煊 黄耀玉 吉鑫松 焦瑞身 焦新安

江 宁 姜道宏 姜文侠 蒋立科 荆玉祥 阚 飙 柯家骏 孔宪刚 雷肇祖 黎高翔 李 元 李电东 李阜棣

李季伦 李琦涵 李若瑜 李士东 李永泉 李育阳 李越中 李祖义 梁 龙 梁宗琦 廖延雄 林 敏 刘华珍

刘会洲 刘如林 刘双江 刘湘涛 刘杏忠 刘秀梵 刘志敏 刘志培 娄无忌 陆 健 陆承平 陆德如 吕国忠

罗信昌 马德钦 马清钧 马贤凯 马延和 闵 航 倪汉文 潘兹书 钱世钧 钱新民 邱并生 曲音波 茹炳根

阮继生 邵宗泽 沈 萍 盛 军 施巧琴 苏国富 孙 明 孙君社 孙万儒 孙忠富 谭华荣 唐 宏 唐国敏

唐亚林 陶天申 田杰生 王 东 王敖全 王惠莲 王慧敏 王金生 王守一 王锡锋 王修垣 王以光 王用楫

王有智 王在时 王正祥 文华安 吴 润 吴加全 吴克刚 吴庆余 夏春谷 夏桂先 向 华 肖 天 谢 红

刑建民 徐 冲 徐冠珠 徐建国 许建和 严 杰 杨海花 杨汉春 杨怀文 杨建民 杨廉婉 杨苏声 杨希才

杨秀山 杨蕴刘 姚 斌 于嘉林 喻子牛 袁 生 袁勤生 袁正宏 袁志明 袁中一 张 杰 张 正 张博润

张楚瑜 张惠展 张建中 张曼夫 张小青 张渝英 张兆山 章克昌 赵立平 赵乃昕 赵小凡 郑天凌 周俊初

周培瑾 周雪平 周宇光 朱 军 朱 祯 朱宝泉 朱关福 朱厚础 朱庆裴 朱圣庭 朱伟云 朱玉贤 诸葛健

庄文颖 庄玉辉
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