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利用反向遗传操作技术产生 !"#株鹅源新城疫病毒
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摘 要：利用反向遗传操作技术，将 GHI株鹅源新城疫病毒全基因组 +0J7克隆（0J&34K%##）和含该毒株 0L、L及 M
基因的 3个表达载体（NOI90L、NOI9L与 NOI9M）共转染 6PQ9R2S"细胞；同时，将 0J&34K%##与含新城疫病毒 M; P’,;毒
株 0L、L及 M基因的 3 个表达载体（NOID.’0L、NOID.’L与 NOID.’M）进行共转染。通过间接免疫荧光实验（IDC<.+,
<::?D’>(?’/.E+.D+. ;EE;A，IT7）以及接种鸡胚后进行血凝（U.:;VV(?,<D<D，U7）与血凝抑制（U.:;VV(?,<D<D <DF<-<,<’D，UI）
试验、QR9LOQ扩增和电镜观察，结果均证实全基因组 +J07克隆 0J&34K%##与 M; P’,;毒株表达载体共转染组产生
了有血凝性的鹅源新城疫病毒，而 0J&34K%##与 GHI株表达载体共转染组暂未检测到有血凝性的病毒。GHI株鹅
源新城疫病毒的拯救成功为对该病毒进行功能基因组研究和疫苗的研制等后续工作打下了基础。
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新城疫（0.Y+;E,(. C<E.;E.，0J）是由新城疫病毒（0.Y+;E,(.
C<E.;E. Z</?E，0J&）引起多种禽类发生高度死亡的一种急性传
染病。我国自从 %112年开始在鹅群中不断有 0J&感染和发
病死亡的报道，给养鹅业造成了很大的损失并严重威胁其他

禽类的养殖［%，#］。

反向遗传操作技术一般是指通过构建病毒的基因组

+J07克隆，在培养细胞或S和易感宿主中重新“复活”病毒，
通过基因插入或缺失等方法修饰病毒的基因组序列，以此来

进行病毒的功能基因组研究和新型疫苗的研制等，是近年分

子病毒学研究领域中倍受瞩目的一门新型技术［3 [ "］。0J&
的拯救过程一般是将构建的全基因组 +J07克隆（转录载体）
和分别含 0L、L与 M基因的辅助质粒（表达载体）共转染细
胞，在辅助质粒提供有关酶的作用下，+J07克隆进行转录和
各基因的表达，最终组装成有感染性的病毒粒子，然后通过

接种鸡胚来大量扩增病毒而获得拯救的 0J&［!，"］。
本实验室在前期工作中对鹅源 0J& GHI分离株进行了

全基因组测序［X］、构建了全基因组 +J07克隆并进行了序列
替换和修饰（文章待发表）以及构建了含该毒株 0L、L与 M基
因的 3个表达载体［2］。在此基础上，本研究通过反向遗传操
作技术，将该毒株全基因组 +J07克隆与 0J& M; P’,;毒株的

3个表达载体共转染 6PQ9R2S"细胞，通过接种 PLT鸡胚来培
养和扩增病毒，最后通过间接免疫荧光实验、血凝与血凝抑

制试验、QR9LOQ扩增和电镜观察等进行鉴定，结果均表明成
功拯救出了有血凝性的鹅源 0J&强毒株。本研究在国内外
首次成功拯救出鹅源 0J&，为进一步利用该反向遗传操作系

统对鹅源 0J&进行功能基因组研究和毒力致弱突变株的构
建等研究工作打下基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 毒株、细胞株、鸡胚、单克隆抗体和质粒：GHI 株 0J&
由刘秀梵等［#］分离鉴定（IOLI为 %\51，KJR为 "%\XF）；6PQ9
R2S"细胞由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所步志高研究
员惠赠，培养于含 %:VS:M 4!%5 和 %$]小牛血清的 JK8K
中；1 [ %%日龄 PLT鸡胚种蛋购自山东省 PLT实验种鸡场；抗

GHI株 0J& U0蛋白单克隆抗体（X6%）由胡顺林等制备（文章
待发表）；含 GHI 株 0J& 全基因组 +J07 的转录载体

0J&34K%##（文章待发表）和 0L、L与 M基因的 3个表达载体
（NOI90L、NOI9L和 NOI9M）由刘玉良等［2］构建；含 0J& M; P’,;
毒株 0L、L与 M基因的 3个表达载体（NOID.’0L、NOID.’ L和

NOID.’M）［!］由荷兰动物科学与健康研究所的 6.D L..,./E教授
惠赠。

$%$%& 试剂：JK8K培养基和异硫氰酸荧光素（TIRO）标记的
羊抗鼠 IV4购自 P<V:;公司；转染试剂 P?N./T.+,和质粒抽提
试剂盒（WI7N/.N PN<D K<D<L/.N ^<,）为 WI7480公司产品；抗生
素 4!%5购自 6J 6<’E+<.D+.E公司。

$%& 细胞和质粒的准备
将 " _ %$" 6PQ9R2S"细胞接种于 3"::细胞培养皿中，用

含 %:VS:M 4!%5和 %$]小牛血清的 JK8K培养过夜，约 X$]
[ 5$]铺满时用于转染。转染用质粒均用 WI7N/.N PN<D K<D<



!"#$ %&’抽提后测定浓度和纯度，浓度在 ()*!+,!-以上且纯
度在 *). / *)0（!"1.( ,!"10(）之间的质粒用于转染。

!"# 共转染
取 2!+质粒 $3456! 以及 6789:;*11、$345!与 $345-质

粒各 1!+，充分混合，然后将混合物等体积分为两份，分别设
为转染样品 <*和 <1；取 2!+质粒 $34=#>6!与 6789:;*11、

$34=#>!和 $34=#>-质粒各 1!+，充分混合，将混合物等体积分
为两份，分别设为转染样品 ?*和 ?1。将以上 2个转染样品
分别与 *1!-转染试剂 @A$#"B#C’混合，按转染试剂使用说明
书分别进行共转染。同时以缺少 -基因重组质粒即含有9个
质粒的转染样品为阴性对照进行同样共转染。转染后 <*和
?*样品用于 4B<检测，测定 D6蛋白的表达。<1和 ?1样品
转染后按下述步骤接种鸡胚。

!"$ %&’的检测
吸弃 <*和 ?*的培养液上清，分别用丙酮 E甲醇（* E *混

合，8,8）室温固定 *(F&=；用 *(FF>G,- !?@（$DH)2）洗涤后，加
稀释度为 *E*(((的单克隆抗体 .?*于 9HI温育 *J；同上洗
涤 9次后用 *E1((稀释的异硫氰酸荧光素（B4K3）标记的羊抗
鼠 4+:于 9HI孵育 *J；同上洗涤，再加适量超纯水轻轻洗涤
一次，然后在倒置荧光显微镜下观察。

!"( 鸡胚接种扩增病毒
依细胞状态，<1和 ?1样品转染后 20 / L.J，将转染样品

转移到 M H(I反复冻融 9 次，然后将全部转染细胞轻轻刮
下，与细胞上清充分混合后接种 L / **日龄 @!B鸡胚，每个样
品接种 9枚，()1F-,枚，9HI孵育。定时照胚，弃去 12J内死
亡胚。取出 12 / L.J内死亡胚，L.J后冻死所有接种胚，收集
尿囊液进行 D<和 D4试验。将无 D<特性的同一样品尿囊
液混合后继续进行鸡胚传代和 D<与 D4测定，方法同上。
!") *’和 *%的测定
将以上每一代收集的尿囊液按 N4O标准均进行 D<测

定。D<为阳性的样品用单克隆抗体 .?*按 N4O标准进行 D4
测定。D<和 D4试验中均以 678 PQ4母本毒株为阳性对照。
D<和 D4 检测均为阳性的尿囊液样品用 !?@（$DH)2）做
*E*((、*ER((和 *E *(((不同倍数稀释后继续接种 @!B鸡胚，
每个稀释度接种 9枚，培养后收集尿囊液做 D<和 D4检测。
!"+ ,-./0,验证拯救病毒
将 D<和 D4检测均为阳性的尿囊液、D<效价为阴性的

尿囊液和阴性对照组收集的尿囊液同时进行 SK5!3S反应，
扩增 678 !基因片段以及 D6基因区域长度约为 1)*TU的片
段。!3S反应体系为：灭菌超纯水 9.)R!-；*( V ?AWW#" R!-；
X6K!Y（*(FF>G,-）*!-；上、下游引物（1R$F>G,!-）各 *!-；C76<
R!-；OZ$[=X D&+J B&X#G&’\ !>G\F#"[Y#（9)R],!-）()R!-。!3S反
应条件：L2I 2F&=；L2I 9RY，R2I 2RY，H1I 1F&=，1R个循环；
H1I *(F&=。取 R!- !3S产物在 ()0^琼脂糖凝胶上电泳观
察结果。

!"1 电镜观察
将 D<、D4和 SK5!3S均为阳性的尿囊液 .(((",F&=离心

*(F&=，取上清 1((!-，用负染法进行处理，然后在透射电镜下

观察病毒粒子，具体方法参照文献［0］。

2 结果

2"! 免疫荧光检测结果
<*和 ?*样品经固定、洗涤和用 .?* 单克隆抗体温育

后，在倒置荧光显微镜下均可观察到特异性绿色荧光（图 *），
而对照组无特异性荧光（图略），表明共转染后，在辅助质粒

提供有关酶的作用下，全基因组 C76<克隆已转录并表达 D6
蛋白，证明所构建的基因组 C76<克隆 6789:;*11具有转录
活性，表达载体均具有表达活性。

图 ! 转染样品 ’和 3的间接免疫荧光鉴定（244 5）
B&+_* 4X#=’&W&C[’&>= >W ’J# Y[F$G#Y <* [=X ?* U\ 4B<（1(( V）

<：KJ# &X#=’&W&C[’&>= "#YAG’ >W Y[F$G# <*；?：KJ# &X#=’&W&C[’&>= "#YAG’ >W

Y[F$G# ?*_

2"2 鸡胚扩增拯救病毒及 *’和 *%检测
<1和 ?1转染样品接种鸡胚后，第 *代收集的尿囊液均

未检测到 D<效价。将同一样品收集的不同鸡胚尿囊液混
合后继续进行鸡胚传代，约 91J左右 ?1样品尿囊液接种的
9个鸡胚全部死亡，其尿囊液能检测到 D<效价，D<效价达
到 *E*. / *E91，继续进行鸡胚传代，效价升高到 *：*10，与母
本病毒效价一样。而阴性对照组无 D<效价。用第 1代和第
9代尿囊液进行 D4检测，结果血凝活性均被特异性抑制，表
明已成功拯救出有感染性的 678，命名为 -[PQ4S。而 <1样
品连续传 9代，均未检测到有感染性的 678。
2"# ,-./0,扩增结果
取样品 ?1接种的并且 D<和 D4检测均为阳性的第 1代

尿囊液和样品 <1接种的且在鸡胚连传 9代其 D<与 D4测定
均为阴性的尿囊液以及阴性对照组收集的尿囊液，分别进行

S6<抽提和反转录，然后进行 !3S扩增，结果样品 ?1能扩增
出 !基因片段（约 *)1TU）和 D6基因区域的片段（约 1)*TU），
目的片段大小与预期的一致，表明尿囊液中含有拯救的 PQ4
株 678而非其他病毒。而样品 <1 和阴性对照组不能扩增
出目的条带（图略）。

2"$ 电镜观察
用透射电镜观察转染样品 ?1接种的第 1代尿囊液和母

本病毒 PQ4株 678接种的尿囊液，两个样品里均能观察到有
囊膜的 678颗粒，且二者形态相似（图 1）。

# 讨论

*LLL年，!##’#"Y等［2］和 S>#F#"5NU#"X>#"W#"等［R］几乎同时
分别报道拯救成功 678 -[ @>’[和 3G>=#9(毒株，这是 678被

*0H1((R，8>G_2R 6>_R 刘玉良等：利用反向遗传操作技术产生 PQ4株鹅源新城疫病毒



图 ! 拯救病毒和野生病毒的电镜观察（"：##$$$$ %；&：
#’($$$ %）
!"#$% &’()*"+",-*".) .+ */( 0(1,2(’ 3"021 -)’ 4-0()* 5"6’7*84( 3"021 1*0-")

9:& ;8 (6(,*0.)", <",0.1,.4(

=：>(1,2(’ 3"021（??@@@@ A ）；B：C-0()* 5"6’7*84( 3"021 1*0-") 9:&
（?DE@@@ A）$

拯救成功的最早报道。接着，F"*,/)(0 B?［G］和 B(-2’(**( H［?@］

等 IJK毒株被相继拯救成功。利用反向遗传技术，在 IJK
的毒力和致病性等方面均进行了很多有意义的探索工

作［??，?%］。不过，目前为止，拯救出的 IJK均为弱毒疫苗株或
中强毒株（B(-2’(**( H株），没有关于野生强毒株拯救成功的
报道，而且，所拯救成功的毒株均为鸡源毒株而至今无鹅源

毒株拯救成功的报道。

本研究利用反向遗传操作技术，将构建并经改造的 9:&
株鹅源 IJK全基因组 ,IJ=克隆与 IJK L- M.*-毒株的 IC、C
和 L基因的 D个表达载体克隆共转染 BM>7NOPE细胞，在 D个
表达载体提供病毒复制所需的酶的作用下，基因组 >I=复
制出反基因组 >I=和产生出各种 <>I=，进而表达出病毒各
蛋白，最终出芽和包装成有感染性的病毒颗粒。本研究通过

&!=测定、接种鸡胚后进行 F=与 F&检测、>N7CH>扩增和电
镜观察，结果均证实已成功拯救出具有血凝性的鹅源 IJK。
转染后在鸡胚上传两代即能检测到病毒，传至第 D代时血凝
效价上升到与野生型病毒（9:&毒株）一样。鹅源强毒株的成
功拯救在国内外均为首次报道。

在前期工作中，作者用所构建的以绿色荧光蛋白（Q!C）
为报告基因的微型基因组对 9:& 株 IJK的 D个表达载体的
表达功能进行了检测，结果证明 D个表达载体的表达产物均
具有功能活性［?D］。同时，从本研究 &!=结果可知，含该毒株
全基因组 ,JI=的转录载体也具有转录功能进而表达出 FI
蛋白。出乎意料的是，用 IJK 9:&株的 D个辅助质粒和其全
基因组 ,JI=克隆进行共转染经多次摸索均不能拯救出野生
型 IJK，而同时换用 IJK L- M.*-毒株的 D个表达载体克隆
与 9:&株 IJK ,JI=克隆进行共转染却能拯救出有血凝性的

IJK。IJK L- M.*-毒株与 9:&毒株的宿主来源不同，理论上
应该是用后者 R个重组质粒更容易拯救出野生型病毒，但为
何结果恰恰相反？其原因尚不知，有待于对此进行更深入的

探讨和研究。值得一提的是，在拯救时虽然 D个表达载体来
自 L- M.*-毒株，但 D个表达载体的功能是提供 >I=复制所
需的复制酶和包装进核糖核蛋白复合物（>IC1）作为复制模
板，进而最终组装成 IJK粒子，因此，获救病毒的基因组核

苷酸（I2,6(.*"’(，)*）序列与原始病毒相同，并未发生变化，其
遗传信息并未改变。虽然事实上在病毒拯救过程中污染野

生型病毒或其它病毒的可能性非常小或几乎不可能，但从实

验的严谨性、科学性上来说，需要在基因组 ,JI=克隆上设计
遗传标记，只有这样才能使获救病毒的验证具有更大的说服

力。本研究未设计遗传标记，是因在初期实验设计时预最大

限度降低序列突变对拯救造成的不利影响，以便最大程度提

高拯救效率，初步建立该毒株拯救系统。在同样条件下，阴

性对照组不能转染出病毒，重复实验结果相同。另外，B()
C((*(01等也利用该全基因组克隆转染出血凝性的 IJK，得到
了与本研究完全一致的结果（数据未列出），这些均充分说明

了本研究结果的真实可靠性。最近在禽流感病毒［?R］和马传

染性贫血病毒［?E］等一些病毒拯救成功的报道中也均未设计

任何遗传标记。从实验的严谨性上考虑，本研究将通过定点

突变技术来进行遗传标记的设计和进一步的病毒拯救，相关

工作即将开展。

本研究利用反向遗传操作技术，首次成功地拯救出 9:&
株鹅源 IJK，为后续相关研究工作如鹅源 IJK的基因功能
研究、基因突变减毒株的构建及新型疫苗的研制等打下了

基础。
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