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!"#$ 亚型禽流感病毒拯救体系的建立

龙进学，吴艳涛，张小荣，王曲直，刘秀梵"

（扬州大学 农业部畜禽传染病学重点开放实验室 扬州 $$&%%(）

摘 要：选择鸡胚高产的鸭源 I&J# 亚型禽流感病毒 1KL-CMKNO.DBFDGK%(4K$%%! 株作为骨架病毒，在完成了全基因组

序列测定基础上，设计合成的 ## 对引物对病毒的 7 个基因分 ## 段进行扩增。通过与转录载体 PIQ$%%% 连接，构

建 1KNLK%! 的 7 个基因的拯救载体，经测序获得序列准确的拯救质粒：$!#、$!$、$!4、$!!、$!&、$!"、$!9 和 $!7。1KNLK
%! 的 7 质粒与 PR7（I#J#）进行不同组合的拯救，获得 7 个均含 1KNLK%! I1 基因的 I& 重组流感病毒。鸡胚尿囊液

中重组病毒的血凝效价在 $7 ’ $#%，;SL&%在 #%E 7H& ’ #%E ( 之间，TL5 在 4! ’ !"O 之间，均与野生 1KNLK%!（UV 1KNLK%!）

相似。重组病毒对 " 周龄的 NP) 鸡的静脉接种指数（SWPS）与 UV 1KNLK%! 却有明显的差异，说明不同组合的内部基

因影响病毒对鸡的致病力，但不影响病毒的鸡胚致死能力、对鸡胚的感染能力和病毒在鸡胚中的繁殖能力。构建

的 1KNLK%! 的 7 个质粒拯救系统，为 I&J# 的基因功能研究和新型疫苗开发奠定基础。

关键词：I&J# 亚型禽流感病毒；7 质粒拯救系统；病毒拯救；重组病毒
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病毒拯救（R*YC-*）是 $% 世纪 (% 年代初发展起

来的分子生物学技术，J*-<.DD 和 IF>><.DD 等［#，$］分

别建立了人流感 1KQNJK44 和 1KPRK7（I#J#）的 #$
质粒和 7 质粒系统，极大地促进了人流感病毒基因

功能和疫苗开发等领域的深入研究，也取得了丰硕

的成果。禽流感（1Z=.D =D>6-*DA.，1S）方面的病毒拯

救研究相对起步较晚，在 (9 香港禽流感事件后才得

以加强［4］。我国的陈稚峰［!］和卢建红等［&，"］分别进

行 I#J# 和 I(J$ 流 感 病 毒 的 拯 救 体 系 的 建 立。

I&J# 已成为目前严重危害养禽业的最重要疾病之

一，对其进行病毒致病机理、病毒宿主范围的扩大、

病毒的组织和细胞嗜性、基因功能研究以及高效新

型疫苗的开发等诸多方面具有重要的意义。本文选

择 1KL-CMKNO.DBFDGK%(4K$%%! 株（简 1KNLK%!）作为骨

架病毒进行拯救系统建立，是因为 1KNLK%! 为 $%%!
年分离于鸭的 I&J# 亚型禽流感病毒，对鸡高度致

病（SWPS [ 4H%），对 01\0K] 小鼠也具较高的致病力

（人工滴鼻感染后的死亡率为 44^），全基因序列分

析结果认为 1KNLK%! 是 I&J# 间的自然重组病毒，没

有 I(J$ 的内部基因的重组。以 1KNLK%! 作为骨架

病毒，进行反向遗传学研究，在揭示当前 I&J# 宿主

范围扩大的原因和 I&J# 如何获得对哺乳类动物致

病性等方面具有重要的实际意义。1KNLK%! 具有良

好的鸡胚繁殖性能，构建其全病毒的 7 质粒拯救系

统，可替代 PR7（I#J#）（提供内部基因）进行致弱 I&
等新型禽流感疫苗的研发［&］。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 毒株、细胞、NP) 鸡胚和检测抗体：1KL-CMK
NO.DBFDGK%(4K$%%!（简写 1KNLK%!）由本实验室分离

并保存。中国农业科学院哈尔宾兽医研究所提供的

I& 亚型禽流感标准阳性血清，进行血凝抑制试验

（IS）确定为 I& 亚型 1SW，对 I1 及 J1 全序列测定

分 型（ 序 列 已 登 录 J]0S，登 录 号：1_7!&#(%，

1_7!&#(# 和 1_7&"7"# ’ 1_7&"7""），鉴定为 I&J#
亚型 1SW。细 胞 系 ]‘N8# 用 含 #%^ 胎 牛 血 清 的

LT;T 培养。NP) 鸡胚购自山东省 NP) 鸡实验种鸡

场。I(、I& 和 JLW 单抗为本实验室研制，I# 阳性

血清为国家禽流感参考实验室陈化兰博士惠赠。

$%$%& 流感病毒 7 质粒拯救系统：美国 NV @ 3-B* 儿

童研究医院的 Q*+YV*, 博士惠赠。包括用于 CLJ1
克隆的双向转录载体 PIQ$%%%，以及已经克隆好的

1KPRK7K4!（I#J#）（简 PR7）的 7 个 基 因 CLJ1 至

PIQ$%%% 的载体（编号：#(#、#($、#(4、#(!、#(&、#("、

#(9 和 #(7，分别编码病毒的 P0$、P0#、P1、I1、JP、



!"、#$、!% 基因）。

!"!"# 试剂和引物：&’()*+ ,-./ 0-+12-34 $56 %47318、

+!9$7（:;88<2=>）、".?<71 @12 A!" &’3?)B3-<* C-3 等购自

6<B/1 公司；#>D反转录酶（:;E=>）、6!)7-*（F;E=>）购自

$?<81.) 公 司；$56GH:（?）I9 J1B3<? 和 >-(<K1B3)8-*19#
G;;; 转染试剂购自 L*J-3?<.1* 公司；E!LMI:; 柱式总

6!"提取试剂盒、9F连接酶购自上海 %)*.<* 公司。限

制性内切酶：!"#N!、!"$!购自 !&N 公司；小提质粒试剂

盒购自 ML"@&!公司。在 "=%A=;F 全序列测定的基础

上，分析 O个基因所含内切酶 !"#N!、!"$!和 %$&!的情

况（表:）。参照文献［P］，设计合成了::对构建"=%A=;F
拯救载体用的引物，其中的 $NG、$N:和 $"是分段扩增

的，Q对 $56 引物和 :G 碱基的反转录引物均由上海

%)*.<* 公司合成（表 G）。

表 ! $%&’%() 的 * 基因 # 酶位点（!"#!、$%&+!和 $%"!）分析

9)R21 : %-317 <K 3/1 S ?173?-B3-<* 1*+<*TB21)717 -* 1-./3 .1*17 <K "=%A=;F
6173?-B3-<* 1*+<*TB21)717 $NG $N: $" ," !$ !" #$ !%

%$&! G;FF U U U U U U U
!"#N! GG:; U U U VW，SSP U U U
!"$! :PGP U GQG U U U F:V，V:: QV;

表 , -+,、-+! 和 -$ 分段引物

9)R21 G 9/1 (?-81?7 K<? 69I$56 )8(2-K-B)3-<* <K $NG，$N:3 $"
!)81 <K 3/1 (?-81?7 $?-81? 71XT1*B1（VYISY） 0?).81*3=R(

N8I$NGI: 9"99 5@9595"@@@"@5@"""@5"@@95""
:::G

$NG $ NGI#I6 "9"9 5@959595"9"555595"9@9"9959
$NGI#I0 9"99 @@9595"9"9@"@@""995"5""9@@

:GSP
N)I$NGIG "9"9 @@9595@9"99"@9"@"""5""@@95@999
N8I$N:I: 9"99 5@9595"@@@"@5@"""@5"@@5"

::;S
$N: $N:I#I6 "9"9 5@959559"59595@""5"9@9"955

$N:I#I0 9"99 5@9595""@9"@@"@5"9@""@59"5
:GFF

N8I$N:IG "9"9 5@9595@9"99"@9"@"""5""@@5"999
N8I$"I: 9"99 5@9595"@@@"@5@"""@5"@@9"5

:;VO
$" $"I#I6 "9"9 5@95955"@9959@55"@9"599@59

$"I#I0 9"99 5@9595@""5995"@@"9"99@""
::O:

N8I$"IG "9"9 5@9595@9"99"@9"@"""5""@@9"599

!", 反转录.聚合酶链反应

6!" 提取按上海 %)*.<* 公司的 6!" 提取试剂

盒的方法进行。提取的病毒 6!" 取 GQ"> 进行反转

录：加入 O"> V Z 反转录 RTKK1?，GHV"> +!9$，:HV">
V;(8<2=> 的 :G 碱基引物，:HV"> 反转录酶（#>DI>），

;HV"> 6!" 酶抑制剂（6!)7-*），SP[下反转录 :/，置

于 PV[灭活反转录酶 :V8-*。

$56反应体系：:; Z RTKK1? V">，:;88<2=> +!9$
:">，上、下游引物（V;(8<2=">）各 :">，反转录产物

:">，超纯水 F;">，&’()*+ ,-./ 0-+12-34 A!" 聚合酶

:">。反应程序：WF[ S8-*；WF[G;7，VP[ S;7，PG[
V8-*，S; 个循环。

!"# $%’%&’%() 基因的克隆、准确序列的筛选和拯

救载体的构建

$56 产物进行琼脂糖凝胶电泳，切割预期大小

的目的条带，用胶回收 A!"，与 $56GH:! I9 J1B3<? 连

接，连接产物转化至 A,V#感受态细胞，在 "8( \ ]I
@)2 \ L$9@ \ >N 平板上筛选白斑，质粒的常规方法

小量制备。质粒进行酶切和 $56 鉴定。每个基因

片段选择 S ^ V 个阳性克隆，送上海联合基因科技有

限公司侧序，选择正确克隆序列进行拯救载体构建。

拯救载体的构建参考文献［V］报道的方法进行。

连接于 $56GH:! I9 J1B3<? 上的的片段用限制性内切

酶（!"$!和 !"#N!）进行酶切，电泳回收。目的片

段与用 !"#N! 酶切后电泳回收的线性 $,_G;;;
进行 连 接，连 接 体 系 和 条 件：:"> :; Z 9F 连 接 酶

RTKK1?，:"> 9F 连接酶，G"> $,_G;;;，Q"> "LD 基因片

段，:V[连接过夜。$N: 和 $" 分为两段与 $,_G;;;
进行 S 分子连接。$NG 基因由于其在 :PGP 位有 : 个

!"$!酶 切 位 点，克 隆 于 $56GH:! I9 J1B3<? 前，用

‘J1?2)(-*. $56 进 行 了 点 突 变（ @@9’95 "
@@9(95），再用 !"$!酶切时，获得的片段进行 S 分

子连 接。连 接 产 物 转 化 至 A,V#感 受 态 细 胞，在

"8( \ >N 平板上筛选白斑，扩大培养，常规方法小

量提取质粒。质粒初步电泳验证后，测序验证。对

序列正确的拯救载体扩大培养，用 ML"@&! 试剂盒

提取高纯度质粒。

!") 病毒的拯救

进行 ,V!: 重组病毒的拯救，构建的 "=A=%A=;F
的 O 个质粒与 $6O（,:!:）的 O 个阳性质粒进行组合

QV >‘!@ a-*I’T1 )* $+ b =%,*$ -.,&/0./+/1.,$ 2.3.,$（G;;Q）FQ（:）



（首先用 !"#"$#"%& 的 ’! 替换 ()* 的 ’!，然后逐

步增加 !"$#"%& 的拯救质粒，而依次替换 ()* 的

+!，+(，,(，(-.，(!，(-/，+$，表 0）。()* 的 * 个质

粒作为阳性对照，()* 的 1 个质粒作阴性对照。转

染步骤主要参考 23456789:;3<7=, /%%% 转染试剂的使

用说明和卢建红［>］的方法进行：转染后 &* ? 1/@ 的

细胞上清接种 ,#AB 细胞或者 C ? .. 日龄的鸡胚，

扩大繁殖获救的病毒。

!"# 重组病毒的鉴定及其生物学特性研究

鸡胚接种后，收获尿囊液用 .D鸡血球进行血

凝试验（’!），对血凝效价在 /& 以上的样品，用 !"
$#"%& 的 ’! 蛋白特异性单克隆抗体（!*E*）、’C、

+#F 和 ’.+. 阳性血清进行血凝抑制试验（’!G）。

对获救病毒按材料与方法 .H/ 进行 )=I(A) 鉴定：扩

增 * 个重组病毒的部分 ’! 基因、部分 (-/ 基因和

+$ 全基因，进行测序验证。按文献［>，J］对拯救获

得的重组 ’>+. 进行简单的生物学特性研究，主要

有对鸡胚的半数致死量（E2#>%），平均鸡胚致死时

间（,#=）和 对 J 周 龄 $(K 鸡 的 静 脉 接 种 指 数

（GF(G）。

$ 结果

$"! 载体的构建

对 !"$#"%& 的 * 个基因进行 (A) 扩增并克隆后

经测序，成功的获得 .. 段序列的克隆。用设计的限

制性内切酶对连接于 = 载体上的正确克隆进行酶

切，回收片段与 (’L/%%% 连接，构建获得 !"$#"%&
的 * 个拯救载体。分别命名为：/&.、/&/、/&0、/&&、

/&>、/&J、/&1 和 /&*（依 次 分 别 编 码 !"#"$#"%& 的

(-/、(-. 、(!、’!、+(、+!、,( 和 +$ 基因）。经测序

验证，(-/（/&.）的 .1/1 位确实引入碱基突变（A!
M），此突变不引起氨基酸变化的。

$"$ 病毒的拯救、鉴定和部分生物学特性

()* 的 1 个质粒（阴性对照）转染后，细胞上清

接种鸡胚未收获到具血凝效价的病毒。其他 * 个含

!"$#"%& 的 ’! 基因的组合转染后接种 $(K 鸡胚，在

0J ? >%@ 内致死鸡胚。()* 阳性对照不致死鸡胚，检

测尿囊液具有血凝效价。获救病毒接种 $(K 鸡胚，

在第一（(.）和第二代（(/）就可以达到很高的血凝效

价（表 0）。用 ’>、’C、’. 和 +#F 阳性血清进行血凝

抑制 ’G 试验结果证明，所拯救获得重组病毒的是

’> 亚型禽流感，阳性对照 ()* 是 ’.。进一步的 )=I
(A) 鉴定结果：* 个重组病毒 ’! 基因与 !"$#"%& 的

’! 基因的同源性在 CCHCD以上；前 . N 1、/ N J、0 N
>、& N &、> N 0、J N / 组合的重组病毒的 +$ 与 !"$#"
%& 的同源性为 **H1D，而与 ()* 的 +$ 的同源性为

CCHCD，说明此 J 个获救病毒的 ’! 和 +$ 分别来源

于 !"$#"%& 与 ()*（数据未列）。对 1 N . 重组病毒则

扩增 了 其 (-/ 部 分 基 因，其 同 源 性 与 ()* 是

CCHCD，说明是由 ()* 的 .C. 质粒转染提供的。* 个

重组病毒在鸡胚中传代后，其繁殖滴度在 /* ? /.. 之

间，没有明显的差异，对鸡胚的半数致死量在 .%O *H>

? .%O C之间，鸡胚的平均致死时间在 0& ? &J@ 之间，

均与野生的 !"$#"%& 相近；各重组病毒对 J 周龄 $(K
鸡静脉接种指数（GF(G）却明显低于野生病毒 !"$#"
%&（P9 !"$#"%&），但是 & N & 组合是 /H> 最为接近 P9
!"$#"%&，其 对 鸡 胚 的 平 均 致 死 时 间 也 是 最 少 的

（0&@）（表 0）。

表 % 基因组合共转染后产生的 &#’! 重组病毒及其检测情况

=:QR7 0 =@7 S7TUR9T 56 85I9S:<T678935< :<V V7978935< 56 9@7 73W@9 S7:TT5S97V ’>+. X3SUT7T
)7:TT5S97V X3SUT7T

. N 1 / N J 0 N > & N & > N 0 J N / 1 N . S!"$#"%&
()*
85<9S5R

+7W:93X7
85<9S5R

L9
!"$#"%&

/&&
.C.
.C/
.C0
.C>
.CJ
.C1
.C*

/&&
/&J
.C.
.C/
.C0
.C>
.C1
.C*

/&&
/&J
/&>
.C.
.C/
.C0
.C1
.C*

/&&
/&J
/&>
/&1
.C.
.C/
.C0
.C*

/&&
/&J
/&>
/&1
/&/
.C.
.C0
.C*

/&&
/&J
/&>
/&1
/&/
/&0
.C.
.C*

/&&
/&J
/&*
/&>
/&1
/&/
/&0
.C.

/&.
/&/
/&0
/&&
/&>
/&J
/&1
/&*

.C*

.C1

.CJ

.C>

.C&

.C0

.C/

.C.

.C*

.C1

.CJ

.C>

.C&

.C0

.C/

’! (. /.. /* /C /* /* /C /* /* /.% % /..
(/ /.% /C /* /C /C /C /C /C /./ %
’> /.. /.. /.. /.. /.. /.. /.. /.. % += /./

’!G ’C % % % % % % % % % += %
’. % % % % % % % % /* += %
+#F % % % % % % % % % += %

EG#>%（"%H.;2） .% O *H> .% O *H> .% O C .% O *HJ1 .% O *HJ1 .% O *H> .% O *H> .% O *HJ += += .% O *HJ1

,#=（@ST） &% &J 0& 0& 0J 01 0C 0C += += 01
GF(G .H0 .H%> .H%> /H> .HC .H/> .H>> .HJ% % += 0H%
.C. ? .CC P:T 9@7 73W@9 4R:T;3VT 56 ()*H /&. ? /&* P:T 9@7 4R:T;3V 7<85V3<W 9@7 73W@9 W7<7T 56 !"$#"%&，9@7 <U;Q7S P:T 3< 39:R38TY“(.”:<V“(/”:S7

9@7 S7:TT5S97V X3SUT7T’63ST9 :<V T785<V 4:TT:W7 3< 7;QS5Z<:97V 7WWTY“+=”3T <59 97T9 Y
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! 讨论

水禽中的 !"#$ %&’ 正在逐步获得向哺乳类动

物感染致病的能力［(］，以鸭源 !"#$ %)*+),- 株作为

目的病毒，建立反向遗传操作系统，能进行 !"#$ 宿

主范围扩大机理研究。%)*+),- 的 ( 个拯救质粒与

./(（!$#$）进行的 0 种置换组合（表 1），以及全部 %)
*+),- 的 ( 个质粒，均能在 23*4$ 细胞上拯救重组的

!" 亚型流感病毒。获救病毒的第一代鸡胚病毒效

价高达 5( 6 5$$；说明成功构建了 %)*+),- 的 ( 质粒

拯救体系。此系统为今后 %)*+),-（!"#$）基因功能

的研 究、流 行 !"#$ 病 毒 的 抗 原 表 位 变 化 情 况 和

!"#$ 新型疫苗的开发研制奠定了坚实的基础。

当前禽流感疫情严峻，快速开发应用于田间的

新型高效 !"#$ 禽流感疫苗是急需解决的技术关键。

目前，一般采用基因修饰手段，删除 !% 基因裂解位

点的多位碱性氨基酸，与鸡胚高产株的 ./( 的内部

基因进行重组，拯救获得的重组病毒既能提供针对

流行毒株的免疫保护，同时又是鸡胚高产的［"，7，$$］。

899 等［$5］还通过基因重组技术研制的疫苗在接种后

产生的抗体能与野毒感染所产生抗体相区别的“标

记疫苗”，有利于疫情的监测。卢建红等［"］对 !" 毒

株的 !% 基因进行修饰后（删除裂解位点的 - 个碱性

氨基酸）与 :*# 的内部基因进行组合拯救，获得的

重组病毒没有改变其抗原性，但是重组的致弱 !" 在

鸡胚中的繁殖能力较差，认为主要原因可能是 :*#
是非鸡胚高产株，其提供的内部基因不能使重组病

毒在鸡胚中高滴度的繁殖，因此建议用鸡胚高度适

应的高产株 ./( 进行组合。但是，./( 也是人源的

!$#$ 流感病毒，使用其内部基因进行禽流感病毒疫

苗候选株的重排，必将威胁到人类安全。全部采用

禽源流感病毒基因的禽用疫苗候选株，可以避免生

物安全性的问题。高效价可以降低成本和保证足够

的抗原量以维持较长的免疫保护期，是构建疫苗候

选株时需要重点考虑的因素。%)*+),- 株（;< %)*+)
,-）具有良好的鸡胚繁殖滴度（!%：5$$ ），拯救后的 =
%)*+),- 与 ;< %)*+),- 一样仍具有很好的鸡胚繁殖

滴度。%)*+),- 拯救质粒与 ./( 的基因（质粒）进行

组合，获得的 0 种不同基因组合病毒在鸡胚中也均

具有较高的病毒滴度。说明构建的 %)*+),- 的 ( 基

因拯救质粒与鸡胚高度适应的 ./( 拯救质粒具有相

似的鸡胚高产性能［$,］。用 %)*+),- 替代 ./( 用于

!" 疫苗候选株的研发，既可满足生产的高繁殖滴度

需要，同时重组 !"#$ 的 ( 个基因全部是来源于禽类

则更符合生物安全性要求。

拯救获得的 ( 个重组病毒均具有完整 %)*+),-
的 !%（高致病性禽流感的裂解位点特征），此 ( 个重

组病毒对鸡胚的毒力、感染力和在鸡胚中的繁殖滴

度是相似的。然而 ( 个重组病毒对 > 周龄的 *.? 鸡

的静脉接种指数（&’.&）却有明显差异，其原因可能

是内部基因的改变，进而影响了重组 !" 病毒的致病

力。5 @ > 组合的 &’.& 为 $A"，但在置换了 %)*+),-
的 #. 基因后，获得的 1 @ " 重组病毒的 &’.& 明显降

低了（为 $A,"），再置换上 %)*+),- 的 B 基因后，形成

的 - @ - 组合（5--，5->，5-"，5-0 @ $7$，$75，$71，

$7(）的重组病毒（&’.& 为 5A"）致病力又得到大幅度

的提高，并较为接近 ;< %)*+),-，说明 #. 和 B 基因

的原配组合对重组病毒的致病力影响很大。用 %)
*+) ,- 的 ( 质 粒 转 染 获 得 的 =%)*+),- 的 &’.& 为

$A>,，仍明显低于 ;< %)*+),- 的 1A,，原因可能是我

们构建的 5-$ 质粒（编码 .C5 的 $050 位进行了点突

变）存在的突变引起了 !"#$ 致病力的降低，也可能

是所构建的 1 个表达 /#% 聚合酶复合体蛋白的载体

仍有缺陷。所以，!% 在决定 !"#$ 的致病力上起主

要作用，但是内部基因不同程度地影响着 !"#$ 对鸡

致病性。所以，在自然界中，!"#$ 理论上可以与许

多流感病毒相互进行内部基因的重排，但是，并不是

所有的重排病毒能够行成流行株。

流感病毒的 "D和 1D端的序列是调控病毒复制的

重要部位，此部分的序列正确与否对病毒的复制等

影响较大。本研究设计的引物中，部分是流感病毒

的通用引物，是基于流感病毒 ( 基因组片段两端保

守 区 序 列 设 计 的（ "D4%EF%E%%%2%%EE###FF
FFFG G G G G G ###22FE2FFFFE2F41D）。病毒 /#% 的

1D端的第 - 个碱基有的是毒株是 F，有的是 2，那么

设计引物时只能取其中之一。使用通用引物扩增流

感病毒基因以构建载体的主要缺点就是此位点的不

确定性，而对拯救产生不利的影响［0］。本研究选用

的是 2，试验结果表明，构建 ( 质粒拯救体系的载体

能高效的拯救出生物学特性与亲本病毒相似的重组

病毒，说明此位点核苷酸（F 和 2）的互换不影响病毒

的复 制。进 一 步 说 明 本 研 究 采 用 通 用 引 物 扩 增

!"#$ 的方法进行拯救载体的构建是可行的，可以便

捷的用于其他流感毒株的构建。
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