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神经氨酸酶茎部氨基酸缺失对 !"#$亚型禽流感病毒生物学特性的影响

王曲直，龙进学，胡顺林，吴艳涛，刘秀梵"

（扬州大学 农业部畜禽传染病重点开放实验室 扬州 ##&$$6）

摘 要：近年来 E&F0亚型禽流感病毒（(LM）神经氨酸酶（F(）茎部 0& ’ #$个氨基酸的自发缺失时有报道，突变对于
(LM生物学特性的影响还没有得到系统研究。应用反向遗传操作技术，拯救获得 & 株具有不同 F(茎部长度的
E&F0NOP%重组 (LM。重组病毒的内部基因和血凝素（E(）基因来源相同，F(基因来源不同，并在 F(茎部进行 #$
个氨基酸的删除或添加突变。通过研究其生物学特性发现，&株重组病毒在 QOR鸡胚中繁殖良好，其 7LS&$、TS1和

平均病毒滴度相似；F(茎部长短影响病毒的解凝能力，长茎病毒红细胞解脱能力比短茎病毒强；F(茎部 0&或 #$
个氨基酸删除突变提高了重组病毒在 TSU-细胞上的繁殖能力，短茎病毒释放出的病毒粒子数量是长茎病毒的 0$
’ 0$$倍，释放时间提前 " ’ 0$I，短茎病毒在 TSU-细胞上形成的空斑也明显比长茎病毒的空斑大。实验结果揭示
了 (LM F(茎部氨基酸缺失突变的生物学意义，F(茎部 0&或 #$个氨基酸删除突变增强了 (LM的细胞适应性，可能
与现阶段 E&F0亚型 (LM宿主范围进一步扩大有关。利用反向遗传技术成功拯救了 &株 E&F0NOP%重组流感病毒，
为流感病毒基因功能研究和重组疫苗研究建立了技术平台。通过对 (LM F(茎部氨基酸的删除突变提高了病毒在
TSU-细胞上的繁殖产量，为流感病毒细胞苗的生产提供了新的思路。
关键词：E&F0亚型禽流感病毒；神经氨酸酶茎部；氨基酸删除突变；反向遗传操作技术
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高致病性禽流感病毒给全球养禽业带来了极大

的损失，也严重危害着人类健康。E&F0 亚型 (LM
具有极其重要的公共卫生意义。F(是流感病毒重
要的囊膜纤突，具有亚型特异性，以同源四聚体形式

存在，属于!类糖蛋白。F(在电镜下观察，呈蘑菇
状结构，由头和茎组成。头部的顶端是 F(酶活性
的催化中心，作用是能水解细胞表面的特异性糖蛋

白末端的 F4己酰基神经氨酸，避免病毒粒子的聚
集，有利于病毒释放，对病毒在感染细胞周围的扩散

能力有很大影响［0］。F(头部和跨膜锚定区之间的
部位是茎部［#］。不同亚型的流感病毒茎部氨基酸的

数量和序列存在较大的差异［/］。许多分离株的 F(
茎部有氨基酸缺失现象［!，&］。比较本室保存的 (N
WKK+2N.:9C*+)N##$N#$$/（ E&F0）、(NWKK+2NE)9AKC*N0N
#$$$（E&F0）和已发表的 05株 E&F0亚型 (LM的 F(
基因 BSF(序列后发现：(NWN.QN$/ F(茎部第 0"!位
核苷酸位置缺失了 "$ 个碱基。(NWNESN$$ 茎部没
有核苷酸缺失。鸡胚高度适应株 (NOPN%N/!（E0F0）
茎部天然缺失 0&个氨基酸［!］。

反向遗传操作技术是随着分子生物学技术发展

起来的新方法。EK<<89CC等［"］首次建立了流感病毒
的 %质粒拯救系统，以数量最少的质粒为基础，利用
同一载体实现在细胞内病毒 PF(的转录和蛋白质
的表达，进而包装成病毒。该系统已经用于 (型和
X型流感病毒的拯救［5，%］。我们应用上述 % 质粒系
统，用 E&F0 亚型 (LM 的 # 个表面基因 E(，F( 和
OP%的 "个内部基因 OX#，OX0，O(，FO，T，和 FQ
进行重排，同时对 F(茎部氨基酸进行删除或添加
突变，转染 UYQ40细胞后拯救出具有不同茎部长度
的 E&F0NOP%重组流感病毒。研究这 &个重组病毒
的生物学特性差异，以此阐明 F(茎部氨基酸缺失
对 E&F0亚型 (LM生物学特性的影响。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 病毒、细胞和鸡胚：(NWKK+2NE)9AKC*N0N#$$$
（E&F0），(NWKK+2N.:9C*+)N##$N#$$/（E&F0）系本室分
离、保种。细胞系 UYQ40和 TSU-用含有 0$Z犊牛



血清的 !"#"培养。$%&鸡胚购自山东家禽所 $%&
鸡场。

!"!"# 主要试剂和仪器：总 ’()抽提试剂盒是购
自上海 $*+,-+ 公司。 #./0+1 23,4 &3105367 %8’
$7960:，1(;%9 等为 ’-<40 产品。),=-90 >05 !()
%?=3@3<*63-+ A36 是 ;*A*’* 产品。"B"CD 反转录酶、
;E !()连接酶和 ’(*93+（’()酶抑制剂）是 %=-:0,*
产品。/8’FGH I0<6-=和转染试剂是 J+I36=-,0+产品。
内切酶 !"#K!为 &0=:*+6*9 产品。%8’ 仪（德国
K3-:06=*公司产品），KJLB’)!MHHHN3型电泳仪、紫外
分析仪（德国 #//0+1-=@公司产品）等。
!"# $质粒拯救系统

O质粒拯救系统由美国 $6 P Q?10 儿童研究医院
的 ’-R0=6 S0R960=博士惠赠。包括用于 <!()克隆的
双向转录载体 /2SFHHH，以及已克隆 )T%’TOTME O个
片段 <!() 的 /2SUVUB%KF，/2SUVFB%KU，/2SUVMB
%)，/2SUVEB2)，/2SUVWB(%，/2SUVXB()，/2SUVYB
"，/2SUVOB($质粒。
!"% 分子生物学分析软件包

!)($6*= EGH 版 本 软 件 包（包 括 #136$0Z、
"0,)53,+、"*/!=*[ 等软件）：!()$6*= J+<P "*139-+，
SJUWMYUW，\$)。
!"& ’()*+’、质粒构建及测序
按试剂盒使用说明抽提 )T>TQ$THM 基因组

’()。用 "B"CD 进 行 反 转 录 得 到 <!()。按
2-@@:*++等［O］报道的设计扩增 2)全基因的通用引
物，扩增 2) 片段。扩增产物和 /2SFHHH 经
!"# K!酶切、连接，转化至大肠杆菌 !2W"，%8’鉴
定克隆质粒中目的片段的大小，并由上海联众基因

公司测定序列。质粒命名为 /2SXEEB2)（缩写
XEE）。设计两条引物，分别和通用引物配对，扩增出
()的上段和下段，再和载体 /2SFHHH 实现三分子
连接，由基因公司测定序列，质粒命名为 /2SXEXB
()（缩写 XEX）。)T>T2!THH的 ()片段已经由本室
完成构建，命名为 /2SWHXB()（缩写 WHX）。设计引
物，用 %8’的方法删除 )T>T2!THH ()茎部的 XH个
碱基后与载体连接，命名为 "?6*+6 /2SWHXB()（缩
写 :WHXB）。)T>TQ$THM的 ()在茎部加上 XH个碱基
后与载体连接，命名为 "?6*+6 /2SXEXB()（缩写
:XEX ]）。将阳性菌送上海联众基因公司测序，验
证序列及突变序列准确。

!", 共转染
质粒的组合分 W组。第一组是 XEX，XEE和 %’O

的内部基因（XEX ] XEE ] %’O）。第二组是 :XEX ]，

XEE和 %’O的内部基因（:XEX ] ] XEE ] %’O）。第三
组是 WHX，XEE和 %’O的内部基因（WHX ] XEE ] %’O）。
第四组是 :WHXB，XEE 和 %’O 的内部基因（:WHXB ]
XEE ] %’O）。第五组是 XEE和 %’O的其余 Y个基因
（XEE ] %’O）。按转染试剂的说明书步骤将 W个组合
分别转染 8L$BU细胞。EO4后收集细胞和上清。
!"- 转染病毒的验证和鸡胚传代
转染细胞和上清冻融后，经尿囊腔接种 UH日龄

$%&鸡胚，每胚 HGF:C，每个样品接种 F个鸡胚，MW^
培养，定时照胚，收集死胚尿囊液，做血凝（2)）和血
凝抑制（2J）试验［UH］。2)阳性的尿囊液作 U _UHHH稀
释，用 $%& 胚传至第 E 代，并测定各代次尿囊液的
2)效价，以观察重组转染病毒是否能稳定传代［UU］。
!". 重组病毒生物学特性的测定
!"."! 鸡胚半数感染量（#J!WH）的测定：按参考文献

［UF，UM］的方法，将重组病毒尿囊液作 UH 倍递进稀
释，经尿囊腔接种 UH日龄 $%&胚，每胚 HGF:C，MW^
培养，取出 FE4后的死胚和培养至 VX4未死的胚，血
凝价在 U _ UX以上的判定为鸡胚感染阳性，用 ’001B
"?0+<4法计算 #J!WH。

!"."# "!8A细胞上空斑形成单位（%&\）的测定：
按参考文献［UE］的方法，"!8A细胞在 XH:: 139409
上长成无间隙的单层细胞。重组病毒尿囊液作 UH
倍递进稀释，取 U:C病毒稀释液于 MY^、W‘ 8LF 条

件下感染单层 "!8A 细胞，EW:3+ 后倒掉病毒液，
%K$洗一次后加第一层覆盖液（HGO‘琼脂，F‘血清
!"#"）。在 MY^、W‘ 8LF 培养 EO4 后加第二层覆
盖液（HGO‘琼脂，F‘血清 !"#"，HGU‘中性红）。
UF4后观察空斑形成情况，计算病毒的 %&\。
!"."% 红细胞解凝实验：按参考文献［M］的方法将 W
个重组病毒鸡胚尿囊液的 2)调整至 U _ UFO，病毒于
E^凝集鸡红细胞和豚鼠红细胞后，将血凝板置于
MY^，病毒逐渐从红细胞上解脱下来，红细胞沉积。
观测其解凝速度，绘制解凝曲线。

!"."& 重组病毒在 "!8A 细胞上的繁殖特性：
"!8A细胞感染病毒后，每隔一定时间收集细胞上
清，用空斑计数的方法检测病毒滴度，绘制病毒繁殖

曲线。

# 结果

#"! 重组病毒的产生和验证
将转染细胞和上清接种鸡胚后，尿囊液血凝价

为阳性，能被 2W 亚型标准阳性血清抑制。重组转
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染病毒能在鸡胚中稳定传代。拯救的 !个重组病毒
分别命名为 !"#、$!"#%、#&#、$#&# ’和 ()#。其基因
来源见表 (。

表 ! 重组病毒基因来源
*+,-. ( */. 012324 05 1.60$,24+478 3.4. 51+3$.478

921:8.8 ;<=<>?<"" ;<=<@A<"B CDE
!"# F; >; G47.14+- 3.4.8
$!"#% F;（H" ++ I.-.7.I） >; G47.14+- 3.4.8
#&# ——— >;，F; G47.14+- 3.4.8

$#&# ’ ——— >;，F;（H" ++ +II.I） G47.14+- 3.4.8
()# ——— >; F;，G47.14+- 3.4.8

"#" 重组病毒生物学特性比较
"#"#! 鸡胚半数感染量（JG?!"）的测定：转染产生的

!个重组病毒 #&#，$#&# ’，!"#，$!"#%和 ()#的 JG?!"

分别为 ("K LM#H! <"MH$N，("K L <"MH$N，("K LM! <"MH$N，
("K LO#L <"MH$N和 ("K E <"MH$N。鸡胚平均死亡时间和
平均血凝效价见表 H。

表 " 鸡胚半数感染量（$%&’(）、平均死亡时间和平均血凝效价

*+,-. H JG?!"，P.+4 >; +4I P?*

921:-.46.
24I.Q

D.60$,24+47
#&# $#&# ’ !"# $!"#% ()#

JG?!"（<"MH$N） (" K LM#H! (" K L (" K LM! (" K L O#L (" K E

P.+4 >; H)MBB H)MB H)M#B H)M) HEMBL!

P?*（/） &E &LML && &#MB &&ME

图 ! 鸡（)）和豚鼠（*）红细胞解凝曲线
R23O ( 921:8.8 .-:7204 510$ 6/26S.4（;） +4I 3:24.+ T23（ U）

.1V7/106V7.8O

"#"#" 红细胞解凝实验：重组长茎病毒 !"# 和
$#&# ’的 L个血凝孔在 HM!/左右完全解凝，鸡红细
胞全部沉积到血凝孔底部。茎部有 H"或 (!个氨基

酸缺失的 $!"#，#&# 和 ()# 在 H&/ 内都不能完成 L
个血凝孔的解凝。重组病毒在豚鼠红细胞上的解凝

情况与之类似，都能看出长茎的重组病毒解凝速度

和解凝能力明显强于短茎重组病毒（图 (%;，U）。
"#"#+ 重组病毒在 P?WX细胞上的繁殖特性存在
着较大的差异：一是重组短茎病毒 $!"#%，#&#和 ()#
释放子代病毒的时间早于长茎病毒 !"#和 $#&# ’，
后者的子代病毒释放时间推迟了 # Y ("/；二是重组
短茎病毒在细胞培养基中释放出的子代病毒粒子数

量多于长茎病毒，约达后者的 (" Y (""倍（表 B）。

表 + 重组病毒感染,&-.细胞后首次检测到子代
病毒粒子的时间及检测到的最高 /01234

*+,-. B */. 52187 72$. T103.4V Z21:8 T+1726-.8 I.7.67.I +4I

7/. /23/.87 CR[<$N
921:8.8 >0:18 +57.1 245.67204 >23/.87 CR[<$N

!"#（N043 %A7+-S.I） (H ("!

$!"#%（A/017% A7+-S.I） & ("L

#&#（A/017%A7+-S.I） # ("L

$#&# ’（N043%A7+-S.I） (L ("#

()#（A/017%A7+-S.I） # ("L

"#"#5 茎部氨基酸缺失对重组病毒的细胞%细胞感
染能力影响较大：! 个重组病毒的鸡胚尿囊液在
P?WX细胞上的 CR[<$N相似，除 #&#为 ("#，其余 &
株都为 ("L，差异不明显。重组病毒鸡胚尿囊液在
P?WX细胞上形成的空斑大小有明显差异。长茎病
毒 !"#和 $#&# ’只能形成肉眼可见的针尖大小空
斑，而短茎病毒 $!"#%，#&# 和 ()# 的空斑形态明显
大于长茎病毒，直径约在 "MH Y ($$之间（表 &）。

表 5 重组病毒尿囊液在,&-.细胞上的 /01234
及空斑大小

*+,-. & CR[<$N +4I T-+\:. 82]. 05 1.60$,24+478 +--+47026 5-:2I8

24 P?WX 6.--8
921:8.8 CR[<$N C-+\:. A2].（+Z.O）

!"#（N043 %A7+-S.I） HM(! ^ ("L T24T0247
$!"#%（A/017% A7+-S.I） !M!L! ^ ("L "M! Y ($$
#&#（A/017%A7+-S.I） LMEB! ^ ("# "M! Y ($$

$#&# ’（N043%A7+-S.I） (M& ^ ("L T24T0247
()#（A/017%A7+-S.I） HMLHL ^ ("L "MH$$

+ 讨论
一般认为流感病毒 F;茎部约有 &" 个氨基酸

的长度［H］，F;茎部 (!或 H"个氨基酸缺失与否决定
了病毒茎部的长短。

进行血凝试验时，病毒表面糖蛋白 >;突起与
红细胞表面的唾液酸糖蛋白受体结合，形成红细胞

&&! _;F= ‘:%]/2 !" #$ O <%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（H""#）&#（&）



受体!病毒!红细胞复合体，从而引起红细胞凝集，经
"#$孵育，%&分解破坏了红细胞表面唾液酸糖蛋白
受体，病毒粒子又可迅速由红细胞表面释放下来［’］。

通过红细胞解凝速度可以判断 %&活性强度。茎部
多 ’(或 )*个氨基酸的重组 +(%’流感病毒解凝速
度和解凝能力明显强于茎部少 ’(或 )*个氨基酸的
重组病毒。%&头部酶活性位点没有改变，改变的只
是 %&茎部长短，我们认为可能是由于茎部较长的
病毒其头部也即酶活性位点更容易接触到底物，所

以能在较短的时间内完成解凝过程。

流感病毒感染 ,-./ 细胞时，病毒粒子的 +&
识别和结合宿主细胞表面唾液酸特异性受体，使病

毒与宿主细胞接触，穿膜进入，在细胞内进行基因组

的转录、复制、蛋白的合成，病毒粒子装配等一系列

过程后，大量的子代病毒粒子出芽。%&破坏连接病
毒!细胞及病毒!病毒的唾液酸糖蛋白［’(］，释放聚集
在宿主细胞周围的子代病毒粒子，这些子代病毒再

进一步感染周围的细胞，感染破坏的细胞越来越多，

逐渐在,-./细胞上形成肉眼可见的空斑。重组短
茎病毒在,-./细胞上的空斑直径远大于长茎病毒
（表 0）。其原因可能是因为长茎病毒对唾液酸的降
解能力较强，在子代病毒吸附到新的宿主细胞之前

或刚吸附到新的宿主细胞还未来得及穿膜进入，%&
就已经分解破坏了宿主细胞上的唾液酸受体，阻碍

了扩大感染，使空斑形态较小。短茎重组病毒的 %&
活性适中，只能分解破坏子代病毒粒子和原宿主细

胞之间的唾液酸受体，没有多余的能力破坏新的宿

主细胞上的唾液酸受体，也就不会阻碍子代病毒粒

子感染、破坏周围新的宿主细胞，因此空斑显著增

大。也是这个原因使病毒在,-./细胞上繁殖时重
组短茎病毒释放子代病毒的时间明显早于长茎病

毒，释放出的子代病毒粒子数量也较多（表 "）。
(株重组病毒的 12-(*、,-3和平均血凝效价相

似，不存在统计学差异性（表 )）。病毒在鸡胚尿囊
腔中充分繁殖后，通过 456试验可以检测出尿囊液
中病毒粒子数量相似，无明显差异（表 0），可见 %&
茎部的长短并不影响病毒在鸡胚中的繁殖性能。病

毒在 ,-./细胞上的繁殖特性存在明显差异（表 "、
表 0），短茎 +(%’病毒表现出更强的繁殖优越性，可
见 %&茎部长短与 +(%’亚型 &27的细胞适应性密
切相关，也有可能与病毒的宿主适应性有关。当前

+(%’亚型 &27宿主范围逐渐扩大［(］，其原因之一可
能就是 %&茎部氨基酸缺失造成的。
实验结果揭示了 &27 %&茎部氨基酸缺失的生

物学意义；利用反向遗传技术成功拯救了 ( 株
+(%’849:重组流感病毒，为流感病毒基因功能研究
和重组疫苗研究建立了技术平台；通过对 &27 %&
茎部氨基酸的删除突变提高了病毒在,-./细胞上
的繁殖产量，为流感病毒细胞苗的生产提供了新的

思路。
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