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利用反向遗传技术研究 !"#$ 亚型 %&’ 传播途径的分子机制
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摘 要：利用反向遗传技术，通过基因重排方法，产生两个表面基因来自 2IJE<BK*CIL-.CGAFCGIMMI8!（N8O$）禽流感病

毒（.P<.C <C=5-*C@. P<,-H，2QR）株和其余基因来自 2IJE<BK*CIME.CGE.<I)I8&（N8O$）2QR 株的 3 株 N8O$ 亚型重排 2QR，动

物传播性试验发现 2IJE<BK*CIME.CGE.<I)I8&（N8O$）株、2IJE<BK*CIL-.CGAFCGIMMI8!（N8O$）2QR 株和 3 株 N8O$ 亚型重

排 2QR 都可以经直接接触途径传播；在粪便接触途径下，3 株重排 2QR 都不经粪便接触传播；只有 2IJE<BK*CI
ME.CGE.<I)I8&（N8O$）株和重排 2QR S)7IMMN2 能经过气溶胶途径传播。NQ 试验结果进一步证明了以上的结果。实

验结果表明 N8O$ 亚型 2QR 的 O2 基因与 N8O$ 亚型 2QR 气溶胶传播途径有重要的关系，即 #88& 年中国大陆 N8O$
亚型 2QR 大流行可能是因为病毒获得气溶胶传播途径的特性，推测病毒的 O2 基因发挥了重要作用。
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反向遗传技术是近几年快速发展的一项新方

法，在研究病毒的基因结构与功能的关系和构建新

型疫苗等方面显示了良好的应用前景［#，$］。流感病

毒能够大流行是由于它能有效地从感染动物传播到

未感染动物，即它的传播性。已有的证据表明，九十

年代以前在中国大陆鸡群中没有检测到 N8 亚型禽

流感病毒（.P<.C <C=5-*C@. P<,-H，2QR）感染。我国于

#88! 年首次公开报道从鸡群中分离到 N8 亚型 2QR，

随后几年在一些地区形成小规模的局部流行，未波

及全国。但 #88& 年春夏开始的 N8 亚型禽流感则不

同，在短短的几个月时间内就形成波及 $% 多个省区

的全国范围大流行，给我国的养禽业造成了巨大的

经济损失。显然造成 #88& 年大流行的 N8 亚型 2QR
的传播效率要高于 #88! 年报道的 N8 亚型 2QR。为

了解影响 2QR 传播效率的分子机制，本研究选择

N8O$ 亚 型 2QR 中 国 大 陆 最 早 分 离 株 2IJE<BK*CI
L-.CGAFCGIMMI8!（N8O$）和 #88& 年大流行时期的分

离株 2IJE<BK*CIME.CGE.<I)I8&（N8O$）作为研究对象，

利用反向遗传技术，通过基因重排方法，产生两个表

面基因来自 MM 株和其余基因来自 ) 株的重排 N8O$
亚型 2QR，确定影响 N8O$ 亚型 2QR 传播效率的基

因，从分子水平上探讨中国大陆 #88& 年 N8O$ 亚型

禽流感病毒大流行的机制，以有助于人们研究抗病

毒策略，为有效控制流感的流行提供有力的理论依

据。

( 材料和方法

()( 材料

()()( 病 毒 株 和 细 胞：2IJE<BK*CIME.CGE.<I)I8&
（N8O$）2QR，缩写为 ) 株，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 N8O$ 亚型［3］，全基因序列登录在 L*CU.CK，

登录 号 为 2V$(37(%62V$(37("［!］。病 毒 2IJE<BK*CI
L-.CGAFCGIMMI8!（N8O$）2QR［(］，缩写为 MM 株，由华南

农业大学辛朝安教授惠赠。细胞系 JWM6# 细胞用含

有 #%X犊牛血清的 YZ:Z 培养。

()()$ 鸡胚和血清：M[) 鸡胚种蛋购自山东省 M[)
鸡实验种鸡场，非免疫鸡胚由扬州大学实验动物中

心提供。N8、N( 亚型禽流感阳性血清、新城疫病毒

阳性血清自制，并且都与标准抗原进行血凝反应，血

凝价为 $8 ’ $#%。

()()* 试剂：:9\.CA N<GE )<A*5<]/ [JS M/H]*;、AO4[
和 2G,FH* L*5 YO2 :9],.B]<FC 0<] 购自 SFBE* 公 司；

2ZR 反转录酶、4! YO2 连接酶和 \L:Z64 *.H/ P*B]F,
购自 [,F;*G. 公司；̂ <\F=*B]<C S*.G*C] 转染试剂购自

QCP<],FG*C 公司；小提质粒试剂盒购自 TQ2L:O 公司；



!"#" 和胰酶为美国 $%&’( 公司产品。)*鸡红细

胞按常规方法自行制备。

!"!"# + 质粒病毒拯救系统 ,-./000 和 1 株 + 个

基因转录2表达载体质粒：+ 质粒病毒拯救系统由美

国 $3 4 5678 儿童研究医院的 9:;8<3 .8;=38< 博士惠

赠［>］；在 + 质粒病毒拯救系统 ,-./000 中，插入 1
株 + 个基因形成 + 个质粒：,-./0)?@A/、,-./0/?
@A)、,-./0B?@C、,-./0D?-C、,-./0E?F@、,-./0>?
FC、,-./0G?" 和 ,-./0+?F$!。

!卢建红 4 -HF/ 亚型 CIJ 基因组序列分析及反向遗传技术产生多个 -HF/ 和 -E 重排流感病毒 4 扬州大学博士学位论文，/00D，

)0/ K ))0 4

!"$ %% 株 &’ 和 (’ 基因转录和表达载体质粒的

构建

设计 @L9 引物时，在上游和下游引物的 EM端加

上克隆的酶切位点：!"#A!位点，缩写为 A’。参照

-:NN’(OO 等［G］的报道，-C 和 FC 片段的上游（“ K )”

表示）和下游（“ K /”表示）引物均为通用引物，带下

划线处为相应酶的识别位点。另外，用所有片段

P!FC EM端都具有的 )/O3 作为反转录（9Q）的通用引

物（)/6O%），用于反转录。所有引物由大连 Q(R(9(
公 司 合 成。 引 物 序 列 如 下：A’?-C?)：EM?
QCQQLSQLQLCSSSCSLCCCCSLCSSSS?BM； A’?FC?
)： EM?QCQQLSQLQLCSSSCSLCCCCSLCSSCSQ?BM；
A’?FC?/：EM?CQCQ LSQLQLSQCQQCSQCSCCCLCCSS
CSQQQQQQ?BM；A’?-C?/：EM?CQCQLSQLQLSQCQQCSQ
CSCCCLCCSSSQSQQQQ?BM；)/ 6O%：EM?CSLCCCCSLC
SS?BM。

按常规方法进行 9Q?@L9，获取 $$ 株的 -C 和

FC 基因，将获取 $$ 株的 -C 和 FC 基因和 ,-./000
分别用 !"#A!酶切，酶切片段和载体分别经凝胶

电泳、回收，再用 QD !FC 连接酶连接，转化至大肠

杆菌 5")0H 感受态细胞，挑菌落扩大培养，小量提取

质粒，凝胶电泳鉴定阳性克隆，即在 + 质粒病毒拯救

系统 ,-./000 中插入 $$ 株 -C 和 FC 基因形成 /
个转录2表达载体质粒：,-.$$0D?-C，,-.$$0>?FC。

!") 基因重排组合

!")"! 1G2$$-C G T ) 质粒组合：把 1 株的 G 个基因

相应质粒（,-./0)?@A/、,-./0/?@A)、,-./0B?@C、

,-./0E?F@、,-./0>?FC、,-./0G?"、,-./0+?F$）与

$$ 株的 -C 基因（,-.$$0D?-C）质粒组合，预期产生

一个 -HF/ 亚型的重排病毒，命名为 91G2$$-C。

!")"$ 1G2$$FC G T ) 质粒组合：把 1 株的 G 个基因

相应质粒（,-./0)?@A/、,-./0/?@A)、,-./0B?@C、

,-./0D?-C、,-./0E?F@、,-./0G?"、,-./0+?F$）

与 $$ 株的 FC 基因（,-.$$0>?FC）的质粒组合，预

期产生一个 -HF/ 亚型的重排病毒，命名为 91G2
$$FC。

!")") 1>2$$-C2$$FC > T / 质粒组合：把 1 株的 >
个 基 因 相 应 质 粒（ ,-./0)?@A/、,-./0/?@A)、

,-./0B?@C、,-./0E?F@、,-./0G?"、,-./0+?F$）与

$$ 株 的 -C 基 因（ ,-.$$0D?-C ）、FC 基 因

（,-.$$0>?FC）的质粒组合，预期产生一个 -HF/ 亚

型的重排病毒，命名为 91>2$$-C2$$FC。

!"# 转染质粒的准备和共转染

将 1 株的 + 个基因质粒（,-./0)?@A/、,-./0/?
@A)、,-./0B?@C、,-./0D?-C、,-./0E?F@、,-./0>?
FC、,-./0G?" 和 ,-./0+?F$）和 $$ 株的 ,-.$$0D?
-C和 ,-.$$0>?FC / 个质粒扩大培养，用 UICS#F
公司的小提质粒试剂盒小提质粒，制备高纯度的质

粒用于转染。

将含以上组合的质粒按 ) V) 的比例混合。按照

参考文献［+］的方法进行转染：即将混合的质粒和转

染试剂加入 LW$?) 细胞中，置含 E* LW/、BGX培养

箱中培养 /DY 收取转染细胞接种 )0 日龄 $@1 鸡胚；

培养 D+Y 后再取尿囊液接种 )0 日龄 $@1 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。同时设对照转染孔，即不加转染试剂和质粒，

其它同上。

!"* 拯救病毒的鉴定

!"*"! 拯救病毒的 -C 和 -I 试验：拯救病毒 91G2
$$-C、91G2$$ 和 91>2$$-C2$$FC 的血凝和 -I 试验

按 WI# 标准进行［H］。拯救病毒的尿囊液，用 )*鸡

红细胞进行血凝（-C）试验，-C 阳性者用 -H、-E 亚

型和新城疫（F!）阳性血清进行 -I 试验。

!"*"$ 9Q?@L9 测序鉴定拯救的重排流感病毒：对

拯救病毒的阳性尿囊液，用鸡胚传代的第 / 代尿囊

液提取 9FC，用流感病毒的通用引物进行 9Q?@L9
分别扩增 91G2$$-C 的 -C、F$ 基因，91G2$$FC 的

FC、F$ 基因，91>2$$-C2$$FC 的 -C、FC、F$ 基因，

并对这 G 个片段进行测序；扩增 -C 和 FC P!FC 的

通用引物参照 -:NN’(OO 等［G］的报道设计。

!"+ , 株、%% 株 和 ) 株 &-($ 亚 型 重 排 ’./ 的

012*3和 0.2*3测定

将 1 株、$$ 株和 B 株 -HF/ 亚型重排 CIJ 的尿

HD石火英等：利用反向遗传技术研究 -HF/ 亚型 CIJ 传播途径的分子机制 4 2微生物学报（/00>）D>（)）



囊液用灭菌的 !"# 稀释 $%%% 倍，接种同一批 #!& 鸡

胚 ’ 个，每胚接种 %()*+，收取 ,% - .%/ 死亡鸡胚的

尿囊液；混匀后再取其尿囊液稀释 $%%% 倍，各自接

种 $% 个 #!& 鸡胚，每胚接种 %()*+，收取 ,% - .%/ 死

亡鸡胚的尿囊液混匀后，测其血凝效价。按每管

%(0*+分装于 $*+ 灭菌指形管中，置 1 ,%2的冰箱

存放，备用于以下各个实验。取以上病毒尿囊液，用

灭菌 !"# 连续 $% 倍稀释，取 $%1 0 - $%1 $) 3 个稀释

度，每个稀释度经尿囊膜接种 ’ 枚 $% 日龄 #!& 鸡

胚，%()*+4胚，502孵育，每隔 $)/ 观察，连续 06 观

察和记录鸡胚死亡情况，按 78869:;8<=/ 公式计算

>+?0%和 >@?0%。

!"# $ 株 %&’( 亚型 )*+ 的传播性试验

试验设计见表 $［$%］。,) 只 ’ 周龄的 #!& 鸡分成

A 大组，每大组 $) 只，标为 & 组、## 组、7&,4##BC
组、7&,4##DC 组、7&A4##BC4##DC 组和健康对照组。

每大组分为 ’ 小组：第一组是接种组（E），接种 C@F
组；第二组是直接接触组（G），与接种组放在同一笼

子里饲养；第三组是气溶胶传播组（H），与接种组的

笼子平 行 放 置，间 隔 ’%=*；第 四 组 是 粪 便 接 触 组

（I），每日将接种组的粪便倒入笼子中饲养鸡的组，

与接种组分室饲养，并且在笼子底部铺上塑料薄膜，

使粪便能一直保留在笼内而能与鸡充分接触；以上

各大组严格隔离，试验鸡的饲养笼子由铁架子悬架，

鸡的饲料和饮水均由专用器皿悬挂在鸡笼外侧，而

不会被试验鸡的粪便污染，同时试验鸡的粪便能及

时从鸡笼网孔中落到最下层的塑料薄膜上，以便收

取。用灭菌 !"# 稀释 C@F 的尿囊液，使接种病毒含

量为 $%,>+?0% 4%()*+，通过气管、口腔和滴鼻共计每

只鸡接种 %()*+，健康对照组接种灭菌 !"# %()*+。

& 组的接种组接种 & 株，## 组的接种组接种 ## 株，

7&,4##BC 组的接种组接种 7&,4##BC 株，7&,4##DC
组的接种组接种 7&,4##DC 株，7&A4##BC4##DC 组

的接种组接种 7&A4##BC4##DC 株。分别在接种后

第 5、0、,、.、$) 天采集每只试验鸡的气管和泄殖腔

棉拭子，浸泡于含 )J 小牛血清、双抗的灭菌 !"#
中，1 ,%2冰箱和 5,2水浴箱冻融 5 次后’%%%K4*L<
离心 $*L<，取上清经尿囊腔接种非免疫胚，502的

孵箱中孵育，每 $)/ 照胚一次，弃去 )’/ 内死亡的鸡

胚，06 后收取鸡胚尿囊液测其血凝效价。

试验时对 ’ 周 龄 的 #!& 鸡 接 种 & 株、## 株、

7&,4##BC、7&,4##DC 和 7&A4##BC4##DC 重 排 C@F
后，分别在第 $% 日龄和第 )% 日龄，经翅静脉采集接

种组、直接接触组、气溶胶传播组、粪便接触组和健

康对 照 组 的 血 液，’2 下 作 用 )’/，0%%%K4*L< 离 心

$%*L<。吸取上清入灭菌指形管，用 ## 株和 & 株作

为抗原分别测 & 组、## 组、7&,4##BC 组、7&A4##BC4
##DC 组、7&,4##DC 组和健康对照组的 B@ 效价。

( 结果

("! 拯救和鉴定重排的 )*+
经共转染重排质粒，分别获得重排 C@F 7&,4

##BC、7&,4##DC、和 7&A4##BC4##DC。用 B.、B0 亚

型和新城疫（D?）病毒阳性血清分别对 7&,4##BC、

7&,4##DC、和 7&A4##BC4##DC 进行 B@ 试验，5 株病

毒都可以被 B. 阳性血清抑制，不能被 B0 亚型和新

城疫（D?）病毒阳性血清抑制。

对拯救病毒的阳性尿囊液，进行 7M9!N7，分别

扩增 7&,4##BC 的 BC、D# 基因；7&,4##DC 的 DC、D#
基因；7&A4##BC4##DC 的 BC、DC、D# 基因，并对这 ,
个片段进行测序，测序结果显示，拯救的重排病毒是

设计的基因重排病毒。

("( , 株、-- 株 和 . 株 %&’( 亚 型 重 排 )*+ 的

/01$2和 /*1$2测定结果

经测定，& 株的 >+?0% 4>@?0% 是：$%3 4$%$%(0 4%()*+，

BC 效 价 )$% 1 $$；## 株 的 >+?0% 4>@?0% 是：$%3 4$%$%($, 4
%()*+，BC 效价 ).。拯救的重排病毒 7&,4##BC 的

>+?0% 4>@?0% 是：$%3(% 4$%3(,0 4%()*+，BC 效 价 ).；7&,4
##DC 的 >+?0% 4>@?0% 是：$%,(% 4$%3(,0 4%()*+，BC 效 价

)$%；7&A4##BC4##DC 的 >+?0% 4>@?0% 是：$%3(% 4$%.()0 4
%()*+，BC 效价 )$%。

(". , 株、-- 株和 . 株 %&’( 亚型重排 )*+ 传播性

试验结果

("."! & 株和 ## 株接种后 5 - $)6 气管棉拭子分离

病毒结果：& 株和 ## 株接种后 5 - $)6 对接种组、直

接接触组、气溶胶传播组、粪便接触组的鸡采集气管

棉拭子进行病毒分离。在接种组，& 株和 ## 株气管

棉拭子都是在接种后第 5 天至第 , 天分离到病毒；

在直接接触组，& 组气管棉拭子在直接接触后第 5
天至第 . 天分离到病毒，## 组气管棉拭子在第 , 天

至第 . 天分离到病毒；在气溶胶传播组，& 组气管棉

拭子在气溶胶传播第 5 天至第 $) 天分离到病毒，##
组气管棉拭子在第 5 天至第 $) 天都没有分离到病

毒；& 组和 ## 组粪便接触组气管棉拭子在粪便接触

后第 5 天至第 $) 天都没有分离到病毒（表 $）。健康

对照组没有分离到病毒。

%0 #B@ B;O9PL<E !" #$ Q 4%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（)%%A）’A（$）



表 ! " 株和 ## 株接种后 $ % !&’ 气管棉拭子分离病毒结果（阳性鸡数($ 只鸡）

!"#$% & ’()$"*+), -). /012 3+.4(%( )- *."56%" (7"#( +, 56+58%,( 9 : &2 ;"<( "-*%. +,)54$"*+), 7+*6 = ). >>（1)? )- @)(+*+3% *."56%"A*)*"$ 1)? )- 56+58%,(）

!.",(B+((+), .)4*%
= C.)4@（*."56%"） >> C.)4@（*."56%"）

9; D; E; 0; &2; 9; D; E; 0; &2;
’,)54$"*%; 9A9 2A9 &A9 FA9 FA9 9A9 9A9 &A9 FA9 FA9

G+.%5* 5),*"5* &A9 &A9 2A9 2A9 FA9 FA9 FA9 2A9 &A9 FA9
H%.)()$ 5),*"5* &A9 2A9 2A9 2A9 &A9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9
=%5"$ 5),*"5* FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9

&)$)& = 株和 >> 株接种后 9 : &2; 泄殖腔棉拭子分

离病毒结果：= 株和 >> 株接种后 9 : &2;，对接种组、

直接接触组、气溶胶传播组、粪便接触组的鸡采集泄

殖腔棉拭子进行病毒分离。在接种组，= 组泄殖腔

棉拭子接种后第 9 天分离到病毒，>> 组接种后第 0
天分离到病毒；在直接接触组，= 组泄殖腔棉拭子在

接种后第 9 天至第 &2 天都没有分离到病毒，>> 组泄

殖腔棉拭子在接种后第 9、E、0 天分离到病毒；在气

溶胶传播组，= 组在第 D、E、0 天有 &A9 只鸡分离到病

毒，>> 株泄殖腔棉拭子在气溶胶传播后第 9 天至第

&2 天都没有分离到病毒；= 组和 >> 组粪便接触组泄

殖腔棉拭子在粪便接触后第 9 天至第 &2 天都没有

分离到病毒（表 2）。健康对照组没有分离到病毒。

表 & " 株和 ## 株接种后 $ % !& 天泄殖腔分离病毒结果（阳性鸡数($ 只鸡）

!"#$% 2 ’()$"*+), -). /012 3+.4(%( )- 5$)"5"$ (7"#( +, 56+58%,( 9 : &2 ;"<( "-*%. +,)54$"*+), 7+*6 = ). >>（1)? )- @)(+*+3% 5$)"5"$ A*)*"$ ,)? )- 56+58%,(）

!.",(B+((+), .)4*%
= C.)4@（5$)"5"$） >> C.)4@（5$)"5"$）

9; D; E; 0; &2; 9; D; E; 0; &2;
’,)54$"*%; &A9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 &A9 FA9

G+.%5* 5),*"5* FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 &A9 FA9 &A9 9A9 FA9
H%.)()$ 5),*"5* FA9 &A9 &A9 &A9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9
=%5"$ 5),*"5* FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9 FA9

&)$)$ = 株和 >> 株接种后第 &F 日龄和第 2F 日龄

的 /’ 效价结果：对 I 周龄的 >J= 鸡接种 = 株和 >>
株后，分别在第 &F 日龄和第 2F 日龄，经翅静脉采集

接种组、直接接触组、气溶胶传播组、粪便接触组和

健康对照组的血液分离血清，测 /’ 效价。= 组接种

组接种后第 &F 日龄和 2F 日龄 /’ 效价分别是 2E K FLED

和 2&F K FL2，>> 组分别是 2M K FL2D 和 2N K FLD；= 组直接接触

组接种后第 &F 日龄和 2F 日龄 /’ 效价分别是 2M K FLD

和 20 K FL9，>> 组分别是 F 和 2E K FL9；= 组气溶胶传播组

接种后第 &F 日龄和 2F 日龄 /’ 效价分别是 22L9 K FL2D

和 20 K FL9，>> 组在接种后第 &F 日龄和 2F 日龄血清中

都没有测到抗体；= 组和 >> 组粪便接触组接种后第

&F 日龄和 2F 日龄 /’ 效价都是 F（表 9）。

表 $ " 株和 ## 株接种后第 !* 和第 &* 日龄的血清中

平均 +, 效价结果（&-）

!"#$% 9 O%", /’ *+*%. )- *6% (%.4B "* &F ",; 2F ;"<
"-*%. +,)$4$"*+), 7+*6 = ). >>（2,）

!.",(B+((+), .)4*%
= C.)4@ >> C.)4@

&F; 2F; &F; 2F;
’,)54$"*%; E K FLED &F K FL2 M K FL2D N K FLD

G+.%5* 5),*"5* M K FLD 0 K FL9 F E K FL9
H%.)()$ 5),*"5* 2L9 K FL2D 0 K FL9 F F
=%5"$ 5),*"5* F F F F

&)$). 重排 H’P 接种后 9 : &2; 气管棉拭子分离病

毒结 果：重 排 H’P：Q=EA>>/H、Q=EA>>1H 和 Q=MA
>>/HA>>1H 接种后第 9 : &2 天，对接种组、直接接触

组、气溶胶传播组、粪便接触组的鸡采集气管棉拭子

进行病毒分离。在接种组，Q=EA>>/H、Q=EA>>1H 和

Q=MA>>/HA>>1H 气管棉拭子在接种后第 9 天开始分

离到病毒；在直接接触组，Q=EA>>/H 气管棉拭子在

接种后第 D、E、0 天分离到病毒，Q=EA>>1H 气管棉拭

子仅在接种后第 9 天分离到病毒，Q=MA>>/HA>>1H
气管棉拭子在接种后第 9 和 D 天分离到病毒；在气

溶胶传播组，Q=EA>>/H 气管棉拭子在接种后第 E、

0、&2 天各有一只鸡分离到病毒，Q=EA>>1H 和 Q=MA
>>/HA>>1H 气管棉拭子在接种后第 9 天至第 &2 天

都没有分离到病毒；9 组重排 H’P 的粪便接触组组

鸡的气管棉拭子在接种后第 9 天至第 &2 天都没有

分离到病毒（表 I）。健康对照组试验鸡没有分离到

病毒。

&)$)/ 重排 H’P 接种后 9 : &2; 泄殖腔棉拭子分离

病毒结果：重排 H’P 接种后 9 : &2;，对接种组、直接

接触组、气溶胶传播组、粪便接触组的鸡采集泄殖腔

棉拭子进行病毒分离。在接种组和直接接触组，

Q=EA>>/H、Q=EA>>1H 和 Q=MA>>/HA>>1H 在 接 种 后

&D石火英等：利用反向遗传技术研究 /012 亚型 H’P 传播途径的分子机制 ? A微生物学报（2FFM）IM（&）



第 ! 至 "#$ 内偶尔分离到病毒；在气溶胶传播组，只

有 %&’())*+ 接种后第 ’ 和 , 天各有一只鸡分离到

病毒；! 组重排 +-. 的粪便接触组气管棉拭子在接

种后第 ! 天至第 "# 天都没有分离到病毒（表 /），健

康对照组所有鸡都没有分离到病毒。

表 ! 重排 "#$ 接种后 % & ’() 气管棉拭子分离病毒结果（阳性鸡数*% 只鸡）

01234 5 -6731897: ;7< <41667<81:86 =9<>646 7; 8<1?@41 6A126 9: ?@9?B4:6 ! C "# $1D6 1;84< 9:7?>31897: A98@ <41667<81:86
（E>F24< 7; G76989=4 8<1?@41 (87813 :>F24< 7; ?@9?B4:6）

0<1:6F96697: <7>84
%&’())*+（8<1?@41） %&’())E+（8<1?@41） %&H())*+())E+（8<1?@41）

!$ /$ ’$ ,$ "#$ !$ /$ ’$ ,$ "#$ !$ /$ ’$ ,$ "#$
-:7?>3184$ !(! !(! #(! "(! "(! !(! !(! #(! "(! I(! !(! !(! "(! "(! "(!

J9<4?8 ?7:81?8 I(! #(! #(! "(! I(! "(! I(! I(! I(! I(! #(! "(! I(! I(! I(!
+4<7673 ?7:81?8 I(! I(! "(! "(! "(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(!
&4?13 ?7:81?8 I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(!

表 + 重排 "#$ 接种后 % & ’() 泄殖腔棉拭子分离病毒结果（阳性鸡数*% 只鸡）

01234 / -6731897: ;7< <41667<81:86 =9<>646 7; ?371?13 6A126 9: ?@9?B4:6 ! C "# $1D6 1;84< 9:7?>31897: A98@ <41667<81:86
（E>F24< 7; G76989=4 ?371?13 (87813 :>F24< 7; ?@9?B4:6）

0<1:6F96697: <7>84
%&’())*+（?371?13） %&’())E+（?371?13） %&H())*+())E+（?371?13）

!$ /$ ’$ ,$ "#$ !$ /$ ’$ ,$ "#$ !$ /$ ’$ ,$ "#$
-:7?>3184$ I(! "(! "(! "(! I(! I(! I(! "(! I(! I(! "(! I(! I(! I(! "(!

J9<4?8 ?7:81?8 I(! "(! "(! I(! I(! "(! I(! I(! I(! I(! I(! "(! I(! I(! I(!
+4<7673 ?7:81?8 I(! I(! "(! "(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(!
&4?13 ?7:81?8 I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(! I(!

(,%,- 重排 +-. 接种后第 "I 日龄和第 #I 日龄血

清中平均抗体效价测试试验结果：对 5 周龄的 )K&
鸡接种 %&’())*+、%&’())E+ 和 %&H())*+())E+ 后，

分别在第 "I 日龄和第 #I 日龄，经翅静脉采集接种

组、直接接触组、气溶胶传播组、粪便接触组和健康

对照组的血液。在接种组，%&’())*+ 接种后第 "I
日龄和 #I 日龄 *- 效价分别是 #/L’ M " 和 #,LN M "、%&’(
))E+ 分别是 #!LH M IL#/ 和 #N M IL!、%&H())*+())E+ 分别

是 #/L! M "和 #,L/ M IL/；在直接接触组，%&’())*+ 接种后

第 "I 日龄和 #I 日龄 *- 效价分别是 I 和 #, M IL#、%&’(
))E+ 分别是 I，##L/ M IL/、%&H())*+())E+ 分别是 I 和

#N M IL/；在气溶胶传播组，%&’())*+ 接种后第 "I 日龄

和 #I 日龄 *- 效价分别是 I 和 #!，%&’())E+ 和 %&H(
))*+())E+ 在接种后第 "I 日龄和 #I 日龄血清中都

没有测到抗体；在粪便接触组，! 组重排 +-. 接种后

第 "I 日龄和 #I 日龄 *- 效价都是 I（表 H），健康对

照组的试验鸡 *- 都是 I。

表 - 重排 "#$ 接种后第 ’. 日龄和第 (. 日龄的血清中平均抗体效价结果（(/）

01234 H O41: *- 8984< 7; 8@4 64<>F 18 "I 1:$ #I $1D 1;84< 9:73>31897: A98@ <41667<81:86（#:）

0<1:6F96697: <7>84
%&’())*+ P<7>G %&’())E+ P<7>G %&H())*+())E+ P<7>G

"I$ #I$ "I$ #I$ "I$ #I$
-:7?>3184$ /L’ M " ,LN M " !LH M IL#/ N M IL! /L! M " ,L/ M IL/

J9<4?8 ?7:81?8 I , M IL# I #L/ M IL/ I N M IL/
+4<7673 ?7:81?8 I ! M IL/ I I I I
&4?13 ?7:81?8 I I I I I I

% 讨论

经过 %0QKR% 、*+ 和 *- 鉴定证明，本试验成功

拯救出按基因重排设计的重排 +-.：%&’())*+、%&’(
))E+ 和 %&H())*+(E+。! 株重排 +-. 的母本病毒 &
株的 STJ/I (S-J/I是 "INLI ("I"IL/ (IL#FT，)) 株的 STJ/I (
S-J/I 是 "INLI ("I"IL"’ (IL#FT，重 排 +-. %&’())*+ 的

STJ/I和 %&H())*+())E+ 的 STJ/I，都与其母本病毒

)) 株一样："INLI (IL#FT，仅在 S-J/I 上有一点不同，

%&’())*+ 的 S-J/I 是 "INL’/ (IL#FT，%&H())*+())E+
的 S-J/I 是 "I,L#/ (IL#FT，后 者 稍 高，可 能 与 %&H(
))*+())E+ 的两个表面基因都来自同一个毒株（))
株）有关，因为其 *+ 和 E+ 基因更匹配：%&’())*+
的 *+ 基因是 )) 株的，与 & 株的 E+ 基因重排，显然

要有 适 应 的 过 程。%&’())E+ 的 STJ/I 最 小，只 有

"I’LI (IL#FT，因此病毒毒力最低，但是其 *+ 基因却

#/ )*- *>7QD9:P !" #$ U (%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（#IIH）5H（"）



是 ! 株的，! 株的 "#$%& 有 ’&()& *&)+,#，仅仅置换了

一个 -. 基因，就明显降低了流感病毒的毒力，其原

因可能与 // 株的 -. 基因有直接的关系，也可能是

// 株的 -. 基因与 ! 株的 0. 基因在功能上不匹配

所致，是否还与 ! 株其它内部基因存在不相容的可

能性，还有待进一步研究。

在气管、口腔、眼睛粘膜 1 种途径同时接种方式

下，! 株和 // 株都可以引起鸡的感染，但是没有导

致鸡的死亡。对于接种组鸡的气管棉拭子，+ 株病

毒在分离到病毒的时间和时间段方面都没有区别，

表现为病毒主要在鸡的呼吸道复制，偶尔在泄殖腔

能分离到病毒；而直接接触组鸡的气管棉拭子，虽然

! 组和 // 组的直接接触组在气管和泄殖腔都分离

到病毒，但是能分离到病毒的时间有区别：即 // 组

总是比 ! 组能分离到病毒的时间延后一个时间段，

因此表明通过直接接触这种方式，! 株比 // 株的传

播速度要快；! 组和 // 组气溶胶传播组的病毒分离

结果区别最明显，! 组的气溶胶传播组从接种病毒

后第 1 天，在气管有 ’*1 只鸡能分离到病毒，并且延

续到接种病毒后第 ’+ 天，在泄殖腔是在接种后第

2、3 天各有 ’*1 只鸡分离到病毒。// 组的气溶胶传

播组在试验期 ’+4 内，在气管和泄殖腔都没有分离

到病毒。证明在本实验设定的实验条件下，! 株可

以通过气溶胶传播，并且主要在呼吸道复制。// 株

未发现通过气溶胶传播；! 组和 // 组粪便接触组和

健康对照组的病毒分离结果是相同的，在气管和泄

殖腔都没有分离到病毒。表明在本实验设定的气

管、口腔、眼睛粘膜接种方式下，未发现 ! 株和 // 株

通过粪便接触传播。健康对照组没有分离到病毒，

证明试验周围环境没有 03-+ 亚型 .56 的存在。由

表 1 可知，在同样的传播途径下，都是 ! 株产生的抗

体高。其中气溶胶传播组的测试结果显示，接种 !
株后第 ’& 日龄，测到的抗体效价很低，接种后第 +&
日龄抗体效价达到 3 7 &)1。接种 // 株后第 ’& 日龄

和第 +& 日龄，在试验鸡的血清中都没有测到 // 株

的抗体，这进一步验证了 ! 株可以通过气溶胶传播，

而 // 株不可以通过气溶胶传播。

1 株重排 .56 的传播试验中，8!9*//0.*//-.
能经直接接触途径传播，但不能经气溶胶途径传播。

8!9*//0.*//-. 的 0. 和 -. 基因均来自 // 株，9 个

内部基因来自 ! 株。8!9*//0.*//-. 的传播途径特

性与 // 株一致，推测 03-+ 亚型 .56 传播途径特性

只与流感病毒表面基因有关，而与内部基因无关。

8!2*//0. 可以经气溶胶途径传播，但是其传播的效

率低于其母本病毒 ! 株，推测当 ! 株的 0. 基因由

// 株的 0. 基因替换后，其气溶胶传播途径的特性

没有改变，变化的是其传播效率，因此推测 0. 基因

影响流感病毒的传播效率，其原因可能是：一方面

0. 基因本身的原因，如 // 株与 ! 株在 0. 基因序

列的变异，另一方面可能与 0. 基因和 -. 及与其它

基因片段的匹配有关。8!2*//-. 可以经直接接触

途径传播，但是传播效率明显下降，不能经气溶胶途

径传播，8!2*//-. 中只有 -. 基因是来自 // 株，其

余基因来自 ! 株，替换一个 -. 基因就将 ! 株原有

的能经气溶胶途径传播的特性改变，直接接触传播

的效率下降。因此推测 03-+ 亚型流感病毒的气溶

胶传播途径的性质主要与 -. 基因有关，0. 和 -.
基因的匹配性可能也是原因之一。由 8!2*//-. 的

"#$%&明显小于其母本病毒 ! 株和 // 株，到传播途

径的变化，// 株的 -. 基因可能起了关键性的作用。

-. 基因能从病毒和感染的细胞上除去唾液酸

等残基，防止病毒粒子的聚集，以有助于病毒的扩

散［’’］。本研究中 03-+ 亚型 .56 获得气溶胶传播途

径的特性，可能是 -. 基因结构决定，也可能是 -.
与 0. 基因相互匹配原因，即中国大陆 ’33( 年 03-+
亚型 .56 获得气溶胶传播途径特性的分子机制可

能是病毒的 -. 基因发挥了重要作用。要从分子水

平更深入地明确 -. 基因上与之相关的功能区还需

要利用反向遗传技术进一步研究。
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