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! 亚群白血病病毒 "#$%$% 株感染性克隆化

病毒的构建及其致病性

张纪元 崔治中" 丁家波 姜世金
（山东农业大学动物科技学院 泰安 $04%42）

摘 要：采用 FGH 方法分 # 段扩增出 + 亚群白血病病毒 /I%4%4 株的前病毒 =J/K，FGH 产物经克隆后顺次连接，获

得一个含有完整 KL’3+ 前病毒 =J/K 的重组质粒，命名为 MKL’3+3/I。将此质粒 J/K 纯化后转染鸡胚成纤维细胞，

以针对 KL’3+ 的单克隆抗体 +98 对转染后的细胞作间接免疫荧光反应，证明获得了具有感染性的病毒。测定原始

野毒和分子克隆化病毒的半数组织感染量（1GNJ"%），分别人工接种 4 日龄商品代肉鸡并隔离饲养 40 周。接种野毒

组死亡率为 $&O，髓细胞瘤发病率为 $!O。接种分子克隆化病毒组死亡率为 $$O，髓细胞瘤发病率为 $$O。结果

表明，克隆化病毒具有天然病毒的致病性并对肉用型鸡表现致瘤性。
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禽白血病病毒（!"#$% &’()*+#+ "#,(+，KL’）是在鸡

群中普遍存在的一群反转录病毒，鸡的经典白血病

主要是由外源性的 K 和 Q 亚群引起，少数由 G 和 J
亚群引起［4］。蛋鸡群中已基本上消灭了这类经典的

外源性 KL’，鸡群中只有无致瘤性的 9 亚群的内源

性 KL’ 感染。但在 4822 年，英国从肉用型鸡群中

分离到一株新的禽白血病病毒，根据病毒干扰和血

清中和试验分析确定了该病毒是一类不同于已知的

K39 亚 群 的 禽 白 血 病 病 毒，称 之 为 + 亚 群（KL’3
+）［$］。随后，该病毒曾蔓延到所有养鸡国家，使养鸡

业面临一个相当严重的问题。我国直到 4888 年才

开始发现和证实 KL’3+ 在我国的存在［#］。

H/K病毒尤其是反转录病毒的一个非常显著

特征就是病毒的 H/K 聚合酶缺乏校对机制，从而造

成遗传上的不稳定性和多样性［! R &］。对一个高度变

异的病毒毒株来说，无论免疫压力的存在与否，在传

代过程中都可能不断形成遗传变异的毒株，即分离

到的病毒往往形成基因组上不完全相同的群体，即

由不同的“准种”（P,6?;?M.=;.?）组成的群体。因此，

寻求单一起源的 KL’3+，对于研究病毒是非常重要

的。而反向遗传技术构建的感染性克隆所产生的病

毒，就是这种单一起源的病毒群体。但到目前为止，

KL’3+ 还 只 有 原 型 株 SFHT34%# 的 感 染 性 分 子 克

隆［0］。本研究则试图从 KL’3+ 的中国分离株构建感

染性克隆，并进一步研究分子克隆化病毒在肉用型

鸡上的致病性。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 毒种和单克隆抗体：/I%4%4［2，4%］株 KL’3+ 是

$%%4 年由本实验室从宁夏回族自治区某父母代种

鸡场分离到；所用的单克隆抗体为抗 KL’3+ 的 UM2"
的特异性单克隆抗体 +98［8］。

%&%&’ TF5 鸡胚、鸡胚成纤维细胞（G95）：TF5 鸡

胚，购自济南斯帕法斯家禽有限公司。取孵化至 8
R 44 日龄的 TF5 鸡胚，无菌操作取出胚体，去眼、

喙、四肢和内脏，剪碎，用 S6-VW? 液洗涤 # 次，加入

":L %E$"O 的胰酶，#0X消化 4" R $%:;-，弃去上

清，吹打分散，细胞记数，分装，置于 #0X含 "O GY$

的培养箱中培养，待长成单层后接种 /I%4%4，继续

培养 0 R 4%@ 后，提取组织 J/K。

%&%&( 试剂：MZG42、FGH [;\、1! J/K 连接酶、I3]6)、
NF1] 等均购于 16[6H6 公司；5N1G 标记的抗鼠 NU]
荧光抗体购于 T;U:6 公司；脂质体（L;M^.=\6:;-.）购于

];Q=( QHL 公司；质粒纯化试剂盒 _;-; [;\ 购于 P;63
U.- 公司；L6T(\6 株 /J’ 弱毒疫苗购于山东齐鲁动

物保健品厂；/J’ 灭活苗购于梅里亚公司。

%&’ "#$%$% 株 )*+,! 感染 -./ 中前病毒 01")
片段的扩增

G95 在接种病毒并维持 0 R 4%@ 后，将细胞洗涤

后用胰酶消化收获，抽提，用乙醇沉淀 J/K 后室温

下自 然 干 燥，溶 解 于 适 量 19 中，即 为 样 品 模 板



!"#。根据已完成的 #$%&’ "()*)* 株前病毒基因

组的序列，参考 +,-./-0 原型株 1234&*)5（ 67859) ）

的序列，由上海生工生物工程有限公司合成 5 对引

物（表 *）。2:3 按常规方法进行，反应体系（;)!$）：

*) < 2:3 =>??,@ ;!$ ，A"B2（CD;EEFGH$）7!$，引 物

（C;!EEFGH$）各 C!$，模 板 !"# 约 C)!$，!"#$ CI。

2:3 反 应 条 件：9;J ;EK-；9;J *EK-，8)J CEK-，

LCJ 5EK-，进行 5) 个循环；LCJ延伸 *)EK- 后置 7J
保存。

表 ! 用于构建质粒 "#$%&’&() 的 *+, 引物序列

B/=G, * 2@KE,@M >M,A NF O,-,@/N, PG/MEKA P#$%&’&"(

2@KE,@ 4,Q>,-R, BS, MKN,M /RRF@AK-O
NF 1234&*)5

T@/OE,-N
O,-,@/N,AH=P

"(T* ;U&++:##+:BB##B+B#+B+BB#B+:#+B#:&5U V *& V *W
"(3* ;U&:B#B###BBB+B:##+:++#+:::B#&5U V CL)9& V C8W7 CL)9
"(TC ;U&+B#+:B#B++BB#+#+++#+B#B:&5U V C85;& V C8;W
"(3C ;U&:B:#B:BBB:BB#+B:#::B:#B:&5U V ;CWC& V ;C;9 C87W
"(T5 ;U&+B+#####:#+++#:#:B+#B#&5U V ;*WL& V ;C)W
"(35 ;U&+B#+##BB:##B+##+::BB:++:BB&5U V LW7*& V LWCL C8;7

!-. ()/!/! 株 #$%&’ 前病毒 +0(# 克隆的构建

利 用 本 实 验 室 前 期 研 究 中 完 成 的 #$%&’
"()*)* 株前病毒基因组的序列测定，经 X/P!@/Y 软

件对拼接的序列进行分析，发现 %&’"和 ()*"在全

基因组中都仅存在一个位点，所在位置恰好将全基

因组分成长度上接近的 5 段（图版#&#）。合成的引

物 "(3*、"(TC、"(3C、"(T5 虽然没有引入酶切位

点，但 2:3 产物都跨越了这两个单一酶切位点，即

引物 "(T* 和 "(3* 的扩增片段与 "(TC 和 "(3C 的

扩增片段的重叠序列之间有 %&’"位点。同样，引

物 "(TC 和 "(3C 的扩增片段与 "(T5 和 "(35 的扩

增片段的重叠序列之间有 ()*"位点。为便于克隆

进 PI:*W 质粒，在引物 "(T* 中引入 +,*A$位点，在

引物 "(35 引入 -./3"位点。将 "(T5、"(35 为引

物，"()*)* 前病毒基因组为模板的 2:3 产物分别

用 -./3"和 ()*"双酶消化，同法处理质粒 PI:*W，

经连接和转化后，挑取白色菌落鉴定克隆，将获得的

重组 质 粒 命 名 为 P:。再 将 "(T*、"(3* 为 引 物，

"()*)* 前病毒基因组为模板的 2:3 产物分别用

+,*A$和 %&’"双酶消化，同法处理质粒 PI::，经连

接和转化后，挑取单一菌落鉴定克隆，将获得的重组

质粒命名为 P（# Z :）。再将 "(TC、"(3C 为引物，

"()*)* 前病毒基因组为模板的 2:3 产物分别用

()*"和 %&’"双酶消化，同法处理质粒 P（# Z :），

经连接和转化后，挑取单一菌落鉴定克隆，将最后获

得的重组质粒命名为 P#$%&’&"(，并测序验证。然

后该重组质粒经大量培养后，用质粒纯化试剂盒

XK-K [KN 纯化，经定量后保存备用。

!-1 细胞的转染

所用 5;EE 平皿里预先加上盖玻片，待平皿中

:\T 细胞长满 L)] ^ W)]后进行转染。参照 +K.RF
.3$ 公司 GKP?,RN/EK-, 说明书，取 C!O 质粒与 W!$ 的

GKP?,RN/EK-, 混合于 *E$ 不含血清和抗生素的 !X\X
液中，加入平皿中使混合液完全覆盖 :\T 细胞，8S
后，加入等体积的含 *)]胎牛血清的 !X\X 培养基

继续生长，待细胞活力恢复后用含 *]胎牛血清的

!X\X 作为维持液。维持 WA 后取出盖玻片，用丙酮

_乙醇（5 _C）固定液固定 ;EK-，供检测用。并取上清

液接种另一新鲜 :\T 单层（于带盖玻片的平皿中），

维持 WA 后按上述方法处理盖玻片，供检测用。

!-2 间接免疫荧光实验（34#）

吸取 * _;)) 稀释的 ’\9 单克隆抗体，小心加到

*D7 中固定好的盖玻片上，5LJ作用 7)EK-，* < 2.4
洗涤 5 次。加上 * _*C) 稀释的 T‘B: 标记的抗鼠 ‘O+
荧光抗体，5LJ作用 7)EK-，* < 2.4 洗涤 5 次。加一

滴 ;)]甘油于盖玻片上，在荧光显微镜下观察并拍

摄实验结果。

!-5 感染性克隆病毒在细胞上清液中的病毒滴度

取 )D*E$ 转染 WA 后的 :\T 的上清液接种新的

长成单层的 :\T，CS 后换含 *]胎牛血清的 !X\X，

分别于第 5、8、W、*) 天取细胞上清液测定病毒滴度。

间接免疫荧光试验（‘T#）检测判定结果方法同 *D7
中所述，按照 3,,A&X>,-RS 氏法计算病毒的 B:‘!;)。

!-6 感染性克隆化病毒的致病性试验

*;) 只商品代肉鸡随机分为 5 组，分别于 * 日龄

人工接种原始野毒、分子克隆化病毒及空白对照。

同时按常规程序进行免疫：L 日龄 $/4FN/ 株 "!% 弱

毒疫苗按疫苗使用量点眼、滴鼻各 * 次；同时颈部皮

下注射 "!% 灭活苗 )DCE$H只。原始 "()*)* 病毒定

量 为 *)5D78 B:‘!;) H)D*E$，腹 腔 接 种 )DCE$H只；

@"()*)* 病毒 定 量 为 ;7D)*L B:‘!;) H)D*E$，腹 腔 接 种

)DCE$H只；对照组腹腔注射等体积无病毒感染的细

胞培养液作对照。试验过程中，5 组鸡隔离饲养 7
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个月。饲养过程中观测鸡群生长状态并记录死亡鸡

数。肉鸡发病死亡后，剖检并记录脏器的病变情况。

同时采集死亡鸡的内脏及肿瘤组织，放入 !"#的福

尔马林溶液中固定 !$% 以上，用乙醇梯度脱水后透

明组织，石蜡液透蜡、包埋，切片后苏木精&伊红（’(&
)*+,-./01&2,301）染色。最后，显微镜观察、拍照、记

录。另取死亡鸡的肝脏，剪碎后加 " 倍量冰浴的灭

菌生理盐水，用无菌研磨器研磨，"44456)01、78冷冻

离心 $4)01，取上清液，经 49$$!) 微孔滤膜过滤除

菌后接种 :2;，<=8吸附 $% 后弃掉细胞上清液，用

!"#>?2?：$97#琼脂糖（<：!）营养琼脂覆盖 :2;。

维持 7 @ "A 后用 B;C 检测病毒蚀斑，方法同 !9" 中

所述。

! 结果

!"# $%&#&# 株 ’()*+ 全基因组 ,-$’ 重组质粒

.’()*+*$% 的鉴定

分别用 !"#A"、$%&’#、’()#和 *+##单酶消化

CDE&F 全基因组 G>HC 感染性克隆重组质粒 ICDE&F&
HJ，经琼脂糖凝胶电泳检测所有的条带与预期大小

一 致。使 用 ?!< K50)(53 ?!（引 物 序 列 "L&CMN&
:C:MC:MNNMNC&<L）和 ?!< K50)(53 OE（引物序列 "L&
:CMMCCC:CM:NCNMC:&<L）引物对载体 IP:!Q 和全

基因组 G>HC 接头进行序列测定，证明与 IP:!Q 连接

处的序列分别与 CDE&F 前病毒基因组的 "L及 <L端一

致。使用引物 HJO! 和 HJ;$ 对单一酶切位点 ’()#两

侧序列进行测定、使用引物 HJO! 和 HJ;< 对单一酶

切位点 *+##两侧序列进行测定，结果均证明所得序

列与 CDE&F 基因组相应位置的序列一致。

!"! 重组质粒感染性的鉴定

用重组 ICDE&F&HJ 质粒 >HC 转染的 :2; 继续

培养 QA 后，进行 B;C 检测，一部分转染的细胞显示

被 CDE&F 特异性单克隆抗体 F2R 识别的荧光，呈现

典型的细胞质染色（图版$&S&*）。转染后的细胞上

清接种新的 :2;，维持 QA 后进行 B;C 检测，同样可

见特异的被 CDE&F 特异性单克隆抗体 F2R 识别的荧

光（图版$&S&T）。未转染的对照细胞则检测不到此

种荧光（图版$&S&G）。这表明，不仅经转染的细胞

中出现了 CDE&F 特异性抗原，而且转染细胞能产生

理想的感染性 CDE&F 病毒释放到细胞培养的上清液

中。由此产生的病毒称之为 5HJ4!4!。

!"/ 0$%&#&# 在 123 培养液中的滴度

用 5HJ4!4! 感染 :2; 后，分别取第 < 天、第 U
天、第 Q 天、第 !4 天细胞上清液测定病毒的滴度，在

感染后的第 < 天在上清液中尚检不出感染性病毒，

U @ QA可检测到上清液中感染性病毒的滴度从 !449U7

N:B>"4649!)D 升高到 !4<947 N:B>"4 649!)D，在接种后

第 !4 天，可达 !479!U N:B>"4 649!)D。

!"4 感染性克隆化病毒的致病性

人工接种 ! 日龄商品代肉鸡后连续观察 != 周。

结果表明，接种 5HJ4!4! 的 "4 只鸡中，死亡 !! 只，

死亡率为 $$#。其中 R 只出现肝脏肿大、弥漫性灰

白色增生性结节等典型的 F 亚群白血病的肿瘤病

变。在其组织切片中可见典型的髓细胞样肿瘤细

胞，细胞质中含有嗜酸性 颗 粒，图 版$&: 为 接 种

5HJ4!4! 后 <$ 天死亡的肉鸡肝脏肿瘤组织，肝脏组

织中存在大小不等的肿瘤结节。另有 $ 只死亡鸡虽

未见明显肿瘤样病变，但在肝脏组织切片中可见典

型的髓细胞样肿瘤细胞结节，髓细胞瘤发病率为

$$#。接种 HJ4!4! 的 "4 只鸡中，死亡 !< 只，死亡

率为 $U#，髓细胞瘤发病率 $7#。另外 "4 只对照

鸡，均未发生死亡，剖检也未见明显病变。此外，从

人工接种 5HJ4!4! 组死亡鸡的病变肝脏中仍能分离

到 CDE&F 病毒。

/ 讨论

反向遗传操作是研究病毒的重要手段，运用感

染性分子克隆可以在分子水平上分析和改造病毒基

因组，以期对病毒的复制及致病性进行研究。但直

到现在，CDE&F 只有原型株 ’KOV&!4< 获得了感染性

分子克隆。由于原型株与我国分离的毒株还有遗传

学差异，例如 F 亚群白血病中国分离株囊膜糖蛋白

WIQ" 与原型株 WIQ" 同源性在 QQ9R# @ R79$#，而且

中国株的基因组 2 元件中有 !$U 个碱基缺失［!4］，所

以以我国流行毒株为亲本毒，构建拥有自主知识产

权的感染性分子克隆，对进一步研究 F 亚群白血病

基因组的结构、功能和致病机理具有重要意义。同

时，作为一种单一起源且遗传背景清楚的病毒，可以

在动物做连续人工感染和再分离病毒实验，在严格

的人工控制条件下比较研究宿主免疫反应对病毒演

化的作用及其机制，从而为研制这类易突变病毒疫

苗提供思路和理论依据。

保持克隆序列的完整性与真实性是构建感染性

分子克隆中比较重要的问题，因为在 K:O 反应中

,%- 酶具有一定的错配率［!!］，回收时在紫外线下切

胶，限制性内切酶的非特异性切割，质粒在大肠杆菌

中的繁殖都有可能使 >HC 发生突变和缺失。如果

>HC 发生致死性突变或缺失，会使质粒不具有感染

性。在 本 研 究 中，ICDE&F&HJ 质 粒 转 染 Q 天 后 的

:2; 中可以检测到被 CDE&F 特异性单克隆抗体 F2R

R<7< 期 张纪元等：F 亚群白血病病毒 HJ4!4! 株感染性克隆化病毒的构建及其致病性



识别的荧光。为了排除质粒在 !"# 中瞬间表达产

生的蛋白质和单克隆抗体发生反应，将转染后的

!"# 上清液接种新鲜的 !"#，维持 $% 后用 &#’ 技术

还可以检测到被 ’()*+ 特异性单克隆抗体 +", 识别

的荧光，证明获得了具感染性的活病毒 -./0101，且

在培养液中效价可达到 102314 5!&670 80319(。

为了进一步研究分子克隆化病毒是否具有天然

病毒的致病性，在商品代肉鸡上做了致病性试验。

接种原始野毒组死亡率为 :4;，髓细胞瘤发病率为

:2;。接种分子克隆化病毒组死亡率为 ::;，髓细

胞瘤发病率为 ::;。通过对接种 -./0101 组死亡肉

鸡病 变 组 织 中 病 原 的 分 离，确 定 肿 瘤 是 由 病 原

-./0101 引起，表明 -./0101 仍能引起肉用型鸡发

生较高髓细胞瘤。
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