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!"#$ 亚型禽流感病毒 #% 第 &’( ) &** 位核苷酸缺失

提高病毒对鸡的致病力

龙进学，薛 峰，彭 宜，顾 敏，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：为研究 #$$$ 年以来绝大多数 H(I& 亚型禽流感病毒分离株在非结构基因的第 #"% ’ #66 位发生 &( 个碱基

缺失现象的生物学意义，构建 H(I& )JKJLKJ$! 株 H)、I)、IL 的全基因表达J转录载体，以及 IL 的删除突变载体

（;#!4），)JKJMNJ$! 株的 IL 基因表达J转录载体（4!4）和其补加 &( 个核苷酸的 IL 突变载体（;4!4）。构建的载体分

别与编码 OLI（H&I&）内部基因载体进行组合转染，拯救获得 ! 个具不同 IL 的重组的 H(I& 亚型流感病毒：POLI5
4!4 和 POLI5;#!4 在 #"% ’ #66 位缺失 &( 个碱基，POLI5;4!4 和 POLI5#!4 则在相同位置不发生缺失。! 个重组病

毒的平均鸡胚繁殖效价（H)）、鸡胚的平均死亡时间（QK2）和鸡胚半数感染量（:RK($）均无显著差异；但 POLI54!4
和 POLI5;#!4 对 " 周龄 LS7 鸡的致病力明显高于 POLI5;4!4 和 POLI5#!4。结果说明 H(I& 的 IL 基因在 #"% ’
#66 位核苷酸发生缺失后，不影响重组 H(I& 在鸡胚中的繁殖性能，但提高了病毒对鸡的致病力。

关键词：H(I& 亚型禽流感病毒；病毒拯救；突变；非结构基因 IL；病毒蚀斑形成单位
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IL 基因是流感病毒的第 4 节段基因。由于不

同的 流 感 病 毒 之 间 常 常 发 生 基 因 片 段 的 重 组

（P38UUF+V8DV），进化过程中，在同一亚型的流感病毒

中常有不同来源的 IL 基因出现。IL 编码流感病毒

的非结构蛋白 IL& 和 IL#，IL& 是最主要的一个蛋

白，是干扰素的拮抗物。IL& 是流感病毒在感染细

胞的早期大量表达的，它是流感病毒突破宿主细胞

第一道防线的重要利器［&］。通过 PI) 编辑作用，IL
产生 IL# 的 ;PI) 并翻译得到具有调节病毒 PI)
的核转运功能 IL# 蛋白［#］，IL& 和 IL# 都是病毒复

制的重要调控因子之一［&，#，&&］。L3F 等发现，H(I& 的

IL& 在决定流感病毒对哺乳动物的致病力方面起重

要作用，因为用 )JHFDG0FDGJ&("J/6（H(I&）的 IL 置

换 H&I& 的 IL 基因后，重组 H&I& 对猪的致病能力

大为提高［!］。)D8［"］和 I,CF-8［&$］分别证实 IL& 蛋白

部分氨基酸缺失导致病毒抗干扰素能力降低，从而

导致流感病毒在细胞中的有效复制减弱。因此，置

换或破坏流感病毒的 IL 基因，均会不同程度的影

响病毒复制和抗宿主细胞干扰素的能力［!，"，&$ ’ &#］。

我们在对 H(I& 亚型禽流感病毒 )JLKJ$! 株进行 IL
全基因核酸序列测定及其分析发现，目前公布 IL
序列可分为两类，一类是 IL 在 #"% ’ #66 位有 &( 个

碱基缺失的，这类 H(I& 多数是 #$$$ 年后的分离

株，此缺失的生物学意义已经引起了国内外一些学

者的关注［&#，&%］。#$$! 年初亚洲各国（日本、韩国、越

南、泰国、中国等）暴发 H(I& 禽流感和 #$$( 年中国

青海湖迁徙野鸟群暴发的 H(I&［4，/］，其 IL 均在 #"%
’ #66 位有 &( 碱基的缺失，属于第一类。第二类则

是没有在相同位置发生核苷酸缺失的。)JLKJ$! 和

)JWJWKJ/"（H(I& 代表株），属于第二类［&!］。反向遗

传学技术为流感病毒的基因功能和致病性等研究提

供了一快捷的方法［&，6，&#］，我们对 )JLKJ$! 和 )JMNJ
X! 的 IL 进行突变，分别拯救出具不同 IL 组合的

H(I& 重组病毒，比较 ! 个病毒的生物学差别，以研

究此核苷酸序列缺失的生物学意义。

$ 材料和方法

$+$ 材料

$+$+$ 病毒：)JK=CYJLZ8DBFDGJ$/%J#$$!（H(I&）（简

)JKJLKJ$!）和 )JK=CYJM8DGAZF=JJ#%#J#$$!（ 简 )JKJ
MNJ$!）均由本实验室分离、鉴定并保存，完成了其全

序列 测 定（序 列 已 登 陆 I[.R，登 陆 号：K\%(!$"$，

)M4!(&/$，)M4!(&/& 和 )M4("4"& ’ )M4("4""）［&!］。

$ , $ , & 试 剂 和 质 粒：:9*8DB H,GZ 7,B3-,V@ S[P



!"#$%&、’()*#（+,&&-./0）和 123-#% 4%. 5(1 67$389$:-;
<:$ 购自 =-9>% 公司，反转录酶 ?0@A0（+,B/!0）和

=(1 酶抑制剂（=(8#:;）（C,B/0）购自 *3-&%28 公司，

*D=EF+! A) G%9$-3 和 0:H-I%9$8&:;%)? E,,, 转染试剂购

自 J;G:$3-2%; 公司，B(JKA+, 柱式总 =(1 提取试剂

盒、)C 5(1 连接酶和 *D= 产物回收试剂盒购自上

海 !8;2-; 公司，质粒小提试剂盒购自 K:82%; 公司。

L!(（M+(+）流感 N 质粒拯救 系 统（+N+、+NE、+NO、

+NC、+NP、+NQ、+NR 和 +NN）及双向转录载体 *MLE,,,

由美国 !$ S TU’% 儿童研究医院的 L%V#$%3 博士惠赠。

!"# 引物设计

根据文献［O］，设计合成用于构建 1/!5/,C 株

M1、(1 和 (! 拯救载体的通用引物。根据测定的

(! 序列［+C］，设计 (! 基因的中间引物（表 +），与 (!
拯救载体的通用引物［O］配合，进行分段扩增，完成

(! 的 EQO W ERR 位核苷酸进行删除或添加突变。反

转录用 +EVH 碱基引物（PXA 14D41114D144 AOX）［O］。

表 ! $%&! 重组病毒拯救载体用引物

)8V.% + )>% H3:&%3# -I H.8#&:’# I-3 I-U3 3%8##-3$%’ MP(+
*3:&%3 *3:&%3#’#%YU%;9%（PXAOX）

M1 Z&AM1A+
Z&AM1AE

)1))!"#!#!144414D41114D14444
1)1)!"#!#!4)1))14)14111D11444)4))))

(1 Z8A(1A+
Z8A(1AE

)1))""#!#!144414D41114D14414)
1)1)""#!#!4)1))14)14111D114414))))))

(! Z&A(!A+
Z&A(!AE

)1))!"#!#!144414D41114D1444)4
1)1)!"#!#!!"#""#!"#!###$##!!!"!""""

%& ’()*)+,-

.ECNA +

.ECNA E

.NCNA +

.NCNA E

#"#!"#!#!4DD44D)))1D4D)1DD)11D
1))!"#!#!4DD44D1))))114)4DD)D1
)1))!"#!#!4DD)D)D)4 DD44D))D1D4D)1DD)11D
)1))!"#!#!14144D11)14)D1))))114)4DD)D1)D14

!"’ ()*+,( 反应

1/!5/,C =(1 的提取按 =(1 提取试剂盒的方

法进 行。EQ!0 病 毒 =(1，N!0 P [ 反 转 录 VUII%3，
EFP!0 ’()*，+FP!0 P,H&-./0 的 +E 碱基引物，+FP!0
反转录酶 ?0@A0，,FP!0 =(8#:;，OR\保持 +>，置于

RP\灭活反转录酶 +P&:;。取 +!0 模板进行 *D= 扩

增，体系如下：P!0 +, 倍 VUII%3，+!0 +,&&-./0 ’()*，

P,H&-./0 上、下游引物各 +!0，超纯水 C,!0，67H8;’
M:2> ]:’%.:$" 5(1 聚合酶 +B，反应程序：̂C\ O&:;；

^C\ E,#，PN\ O,#，RE\ P&:;，O, 个循环。

!"- $.、&.、&/ 和 &/ 缺失突变的拯救载体构建

参考卢建红等［P］的方法，产 物 电 泳 回 收 后 用

/0.Z"或 者 /0*"酶 切，回 收 酶 切 产 物 与 载 体

*MLE,,, 连接。+!0 +, [ )C VUII%3，+!0 )C 5(1 连接

酶，E!0 *MLE,,,，Q!0 1J@ 基因片段，置于 +P\，连

接过夜。突变 (! 时，分为两段扩增，各段先克隆至

*D=EF+! A) G%9$-3，经测序验证后，/0.Z"酶切回收，

各取 O!0 与 *MLE,,, 进行 O 分子连接。连接产物

转化 5MP#感受态细胞，在 1&H _ 0Z 平板上筛选白

斑，常规方法小量提取质粒，送上海联合基因公司测

序，获得 Q 个拯救质粒，简写 ECC（M1）、ECQ（(1）、ECN
（(!）、&ECN、NCN（(!）和 &NCN。用 K:82%; 小提试剂盒

提取高纯度质粒备用。

!"% 重组病毒的拯救

构建的 1/!5/,C 的 M1、(1、(! 和 (! 突变载体

与 L%V#$%3 博士赠送的 L!(（M+(+）的 Q 个内部基因

质粒进行组合（表 E），转染 D‘!A+ 细胞。转染方法

参考 0:H-I%9$8&:;%)? E,,, 转染试剂转染程序和卢建

红的方法进行［P］。转染 RE> 左右，收获细胞，冻融 +
次，细胞悬液 ,FE&0 接种 ^ W ++ 日龄的鸡胚。

!"0 重组病毒的生物学特性

对获得的 C 个重组病毒进行生物学特性测定，

分别研究 (! 的 EQO W ERR 位核苷酸缺失后对病毒生

物学特 性 的 影 响，测 定 项 目 有：鸡 胚 半 数 致 死 量

（6J5P,），鸡胚平均死亡时间（?5)），鸡胚平均血凝效

价（M1），Q 周龄 !*] 鸡的静脉接种致病指数（J@*J），

重复 O 次。在 @%3-、D‘!A+ 和 ?5D< 上的病毒繁殖

情况（相同感染复数 ,F,,+），病毒感染细胞后，于不

同时间收集细胞上清，用 ?5D< 进行病毒蚀斑形成

单位 记 数（*.82U% I-3&:;2 U;:$#，*]B）。所 有 涉 及

MP(+ 活病毒相关的试验，均在扬州大学农业部畜禽

传染病 学 重 点 开 放 实 验 室 的 生 物 安 全 O 级 实 验

（Z!0AO）进行。

# 结果

#"! 拯救载体的构建

应用合成的引物（表 +），构建了 1/5/!5/,C 的

E,O 0‘(4 T:;A7U% 1) *2 S /#3)* ’+34,5+,2,6+3* &+-+3*（E,,Q）CQ（E）



!"、#"、#$ 和 #$ 突 变 的 拯 救 载 体，分 别 命 名 为

%&&、%&’、%&( 和 %&( 的缺失突变载体 )%&(，以及 "*
+*,-*.& 的 #$ 拯 救 载 体 (&( 和 (&( 的 突 变 载 体

)(&(。测序验证，)%&( 和 (&( 在 %’/ 0 %11 位缺失

23 个核苷酸。

!"! 重组病毒的拯救及其生物学特性

对获 得 的 & 个 重 组 病 毒 分 别 命 名 为 45$#6
)%&( 与 45$#6%&(、45$#6(&( 和 45$#6)(&(，它们

的表面基因（!"%&& 和 #"%&’）均由 "*$+*.&（!3#2）

提供，内部结构基因（78%、782、7"、#7、9）由 5$#
提供的（表 %）。& 个重组病毒在鸡胚中的繁殖能力

和对鸡胚的致病力相似，但对 ’ 周龄 $7: 鸡的致病

力有明显的差异，45$#6)%&( 比 45$#6%&( 致病力

强，45$#6(&( 比 45$#6)(&( 致病力强。;<7; 试验

进行了 / 次重复，结果一致。表 % 只列出其中一次

的数据。

表 ! #$%& 亚型重组病毒的生物学特性

=>?@A % 8BC6DE>F>DGAFBHGBDH CI GEA FA>HHCFG>JGH

4A>HHCFGAK LBFMHAH N;+3.（@CO2.） 9+=（E） !"（@CO%）
;<7;

;JKAP +A>GE*GCG>@
45$#6%&( (Q(1 /RQ% RQ% .Q&3 2*2.
45$#6)%&( R &% RQ’ 2Q’/ &*2.
45$#6(&( RQ3 &3 R .Q(2 /*2.
45$#6)(&( R &1 ( .Q213 2*2.

!"’ ( 个重组病毒在 )*+, +-./& 和 0123 细胞上

的繁殖情况

在 9S; 为 .Q..2 时，重组 病 毒 在 感 染 细 胞 后

2%、2(、%&、/.、/’ 和 &%E，取上清，用 9+TU 通过空斑

计数试验，测定病毒的繁殖情况。结果是 45$#6

(&(、45$#6)(&(、45$#6%&( 和 45$#6)%&( 在没有

干扰素产生的 <AFC 细胞上，各时段所收的细胞上清

中病毒滴度相似；在能产生干扰素的 9+TU 和 TS$62
细胞各时段的细胞上清中，45$#6%&( 和 45$#6)(&(
比 45$#6)%&( 和 45$#6(&( 的病毒滴度高（图 2）。

图 & ( 个重组病毒在 +-./&（4）、0123（5）和 )*+,（+）上的繁殖情况

:BOV2 <BF>@ FAW@BD>GBCJ >?B@BGX CI GEA ICMF FAHHCFG>JGH BJ TS$62（"），<AFC（8）>JK 9+TU（T）DA@@ V

’ 讨论

’"& #$%& 亚型禽流感病毒 %. 第 !6’ 7 !88 位碱基

缺失具有一定的时间规律性和亚型特异性

对 #T8; 公布的（2RR’ 0 %..& 年）共 &2 株 ";< 的

#$ 序列（/R 株 !3#2 和 % 株 !R#%）进行比较，发现

有 %% 株 !3#2 在 %’/ 0 %11 位发生了 23 个核苷酸的

缺失，这 %% 株病毒均是 %... 年后的分离株，具有一

定的时间规律。说明 %... 年以后，!3#2 的 #$ 基因

开始在 %’/ 0 %11 位核苷酸发生特异性的缺失突变。

#$ 在核酸序列进化上分为 " 和 8 两个系，多数的

!3#2 同属于 " 系，!R#% 代表株，8YR& 或 Z2 株的

#$ 也属于 " 系。" 系则进一步向两个亚系进行分

化：亚系!的特征是继续保持完整的 #$ 基因；亚系

"则在 #$ 的 %’/ 0 %11 位发生 23 碱基的缺失突变。

在时间上是以 %... 年为分界点，#$ 有 23?W 缺失的

病毒有逐渐成为了优势群的趋势，%..& 和 %..3 年的

绝大多数 !3#2 分离株的 #$ 均有缺失即是证明。

进一步对 #T8; 上公布的 R2 株（包括 !R#%，!3#2，

!3#%，!1#1，!/#%，!/#(，!22#/，!’#%，!’#(，

!’#2，!1#/，!1#& 和 !2#/）流感病毒的 #$ 序列进

行比较，发现有除 !3#2 以外的其它亚型流感病毒

的 #$ 在 %’/ 0 %11 位没有 23 碱基的缺失。因此，认

为 #$ 的 %’/ 0 %11 位核苷酸的缺失，极可能是 !3#2
亚型 ";< 在 %... 年以后所特有的进化遗传标志，这

或许与目前 !3#2 毒力的增强和其宿主范围的日益

扩大有关。

/./龙进学等：!3#2 亚型禽流感病毒 #$ 第 %’/ 0 %11 位核苷酸缺失提高病毒对鸡的致病力 V *微生物学报（%..’）&’（%）



!"# $% 的 #&! ’ #(( 位碱基缺失降低 )*$+ 病毒在

能产生干扰素的体外细胞培养物上的繁殖能力

流感病毒感染宿主细胞后，产生的病毒蛋白均

可诱导宿主细胞产生干扰素。细胞产生的干扰素进

一步诱导细胞中的双股 !"# 与 $!%（双股 !"# 依

赖性蛋白激酶，&’!"#(&)*)+&)+, *-.,)/+ 0/+1’)，$%!）

结合，并同时使真核翻译启动子!亚单位发生磷酸

化，激活 $%!。激活的 $!% 抑制细胞内包括宿主细

胞和病毒在内的 2!"# 翻译，达到抑制入侵病毒在

细胞中的有效繁殖的目的。流感病毒在感染的初期

大量表达 "34，"34 可抢先与双股 !"# 结合或直接

与 $!% 结合，以阻断 $!% 的激活，从而阻断 $!% 介

导的对细胞内所有 2!"# 翻译的抑制作用，有利于

病毒的复制和繁殖［4，5］。

"34 的 氨 基 端 4 6 78 位 是 2!"# 的 结 合

区［4，5，49］。"34 的 :8 6 448 位氨基酸与 );<=>;（真核

转录启动因子）结合引起宿主细胞对 2!"# 转录偏

向以利于病毒 !"# 的转录翻译而抑制细胞自身

2!"# 的转录翻译，包括干扰素的表达［4?］。"3 基因

在 5@8 6 577 位缺失 4? 个碱基后，直接导致了编码

的 "34 第 7A 6 :8 位发生 ? 个氨基酸的缺失后使

);<=>; 结合区缩短，可能导致结合 );<=>; 的能力下

降，使病毒对 2!"# 转录偏向诱导能力降低，同时

"34 第 7A 6 :8 位的缺失也可能影响前 78 位氨基酸

的 2!"# 结合活性。最终导致病毒抑制 ;<" 的能力

减弱。本研究结果显示，在能产生干扰素的细胞系

BCD% 和 DE3(4 上，两个 "3 缺失 4?F* 的 G?"4 均比

对应两个具完整 "3 的 G?"4 的繁殖能力低。在不

产生干扰素的细胞 H)-. 上，四者的繁殖曲线无明显

差异。结果说明在体外细胞试验中，"3 的 5@8 6 577
位核苷酸的缺失降低 G?"4 病毒在能产生干扰素细

胞上的繁殖滴度，推测 "34 蛋白的第 7A 6 :8 位氨基

酸缺失可能导致 G?"4 在体外抗干扰素能力下降。

!", $% 的 #&! ’ #(( 位碱基缺失提高了 )*$+ 病毒

对鸡的致病力

动物体中，流感病毒在侵入初期，如果表达的

"34 蛋白不能有效抵抗宿主 ;<" 的抗病毒作用，极

可能导致病毒在宿主机体内的繁殖与扩散，即可能

降低病毒对动物的致病力。= 个 G?"4 重组病毒的

致病力试验结果表明，!I3"(25=: 和 !I3"(:=: 的

致病指数和致死的鸡只数都明显高于 !I3"(5=: 和

!I3"(2:=:（表 5）。我们进行了 5 次重复的动物致

病性试验，结果相同，说明在重组 G?"4 中，无论是

人工删除和自然进化删除了 "3 的 5@8 6 577 位核苷

酸后，都提高了病毒对鸡的致病力。本研究结果

G?"4 的 "3 的 5@8 6 577 位核苷酸缺失后，使病毒在

体外具干扰素的细胞中繁殖能力降低的同时对鸡的

毒力却是增强，也证明了 "34 蛋白的抗干扰素能力

并非 G?"4 的 "3 基因与病毒对动物高致病性密切

相关的主要机制［45］。

"3 在决定 G?"4 对动物的致病性上起非常重

要作用。我们拯救了由 I3"（G4"4）提供全部内部

基因，#J3CJ9= 提供 G# 和 "# 的重组 G?"4，但此

G?"4的 @ 周龄 3$< 鸡静脉致病指数为 9（内部资

料），而把重组 G?"4 中 I3"（G4"4）的 "3 置换成 #J
CJ3CJ9= 的 "3 后（即 !I3"(5=:），指数为 9K=?，说明

G?"4 的 "3 决定了重组 G?"4 对鸡的致病性。另

外，3). 发现，"34 蛋白的第 A5 位谷氨酸（L）是提高

重组 G4"4（含 G?"4 的 "3）对猪的致病力的关键［=］。

#M)0’1+&- 对 "3 功 能 研 究 认 为，#JG.+N%.+NJ4?@JA7
（G?"4）通过其编码的 "34 影响宿主细胞细胞因子

的失衡（O 和 P 的免疫应答）来帮助新组合的流感病

毒对动物具更高的致病力，而认为 "34 蛋白的 A5 位

谷氨基酸关键［45］。本研究人工删除 5=: 的 5@8 6
577 位的 4? 个核苷酸后，使其编码的 "34 第 A5 位氨

基酸成了 L，而在 :=: 的 5@8 6 577 位后人工添加 4?
个碱基，使其编码的 "34 第 A5 位氨基酸成为 C，这

也可能就是导致 = 个重组 G?"4 对鸡只致病力变化

的主要原因之一。"34 第 A5 氨基酸是否决定重组

G?"4 对鸡的致病性的机理正在进一步研究验证中。
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