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! 型鸭肝炎病毒 "# 株感染性分子克隆的构建

于可响，马秀丽，李玉峰，吴静，林树乾，姜亦飞，黄兵!

（山东省农业科学院家禽研究所，山东省禽病诊断与免疫重点实验室，济南 $&’’$F）

摘要：【目的】构建 # 型鸭肝炎病毒（)NO）的感染性克隆，用于研究其基因组的结构与功能。【方法】用 PCE
Q2P 方法扩增出覆盖整个 # 型鸭肝炎病毒 2R 株基因组 F 个忠实性片段，并按顺序组装进载体 7SPF$$ 中，获

得全长 +)1T 克隆（SPE2R）。将 SPE2R 在体外转录出的 P1T 转染鸭胚肾细胞，并传至第 % 代，利用 PCEQ2P
方法和间接免疫荧光试验进行鉴定。将获得的子代病毒（2REP）在 0QU 鸡胚上传代，观察鸡胚死亡及胚体病

变情况。通过胶体金免疫电镜观察子代病毒粒子的形态。【结果】PCEQ2P、间接免疫荧光和胶体金免疫电镜

均检测到了子代病毒。通过感染 0QU 鸡胚试验发现，子代病毒能致死鸡胚。【结论】本研究成功构建出具有

感染性的 )NO 全长 +)1T 克隆，这在国内外还是首次报道，为进一步揭示 )NO 基因组的结构和功能提供了

良好的技术平台。
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鸭病毒性肝炎（):+L W@.<= 5*7<6@6@>）又称鸭肝炎，

俗称“背脖病”。& 周龄以下的雏鸭对该病最易感，

# X F周龄内感染雏鸭的死亡率最高，可达 "’Y 以

上，治疗效果不佳，严重影响我国养鸭业的发展。该

病由鸭肝炎病毒（)NO）引起，分为 F 个血清型，在我

国流行的主要是 # 型 )NO［# ( $］。在国外，鸭病毒性

肝炎的发病率较低，未引起足够的重视，因此关于这

种病毒的研究，特别是在分子生物学方面的研究起

步较晚。直到 $’’% 年，该病毒的全基因组序列才被

Z@,等首次报道［F］。鸭肝炎病毒基因组约 JVJ L-，

因毒株的不同而有所差异，但基因功能还不清楚，只

是根据其他小 P1T 病毒的特点，人为地对其基因组

结构进行了划分［F ( !］。

构建有感染性的全长 +)1T 克隆技术平台已成

为研究 P1T 病毒的一条有效的途径。其具体方法

是以 病 毒 P1T 为 模 板 进 行 PCEQ2P，得 到 全 长 的

+)1T 片段，然后将其克隆到转录载体上，体外转录

出病毒 P1T，再转染到敏感细胞而得到子代的病毒

粒子。用这种逆向遗传的方法构建病毒全长 +)1T
克隆，为在 )1T 水平上对 P1T 病毒进行研究和操

作提供了极为方便的工具［& ( %］。

为了利用反向遗传技术更好地研究 )NO 的基

因组功能，本研究构建了 )NO 全长 +)1T 克隆，并

将体外转录得到的 P1T 转染鸭胚肾细胞，成功拯救

出病毒，为更好地研究该病毒基因组结构和功能以

及防控该病奠定良好的基础。

! 材料和方法

!$! 材料

!$!$! 毒株、鸡胚与鸭胚：# 型鸭肝炎病毒 2R 株及

其单因子血清、大肠杆菌 )N#’S 由山东省禽病诊断

与免疫重点实验室分离、制备与保存；0QU 鸡胚由山



东省农业科学院家禽研究所昊泰实验动物中心提

供；非免疫鸭胚由山东临清种鸭场提供。

!"!"# 主要试剂和仪器：!"#$%&’()*"+&,-./// 购自

0+1"(2$3&+ 公 司；4-5 6&1&27& ,2)+7’2"#()7&、68)7"+、

98,: 购 自 :2$*&3) 公 司；684"7$ 6&)3&+(、!4;!"#、

#-<=>;, 载 体 试 剂 盒、限 制 性 内 切 酶、,? 684
:$@A*&2)7&、<84 -)2B&2 购自大连宝生物工程（大连）

公司；<84 凝胶回收试剂盒、质粒小量抽提试剂盒、

胰酶 购 自 上 海 生 工 生 物 工 程 公 司；<-C- 购 自

D0EFG 公司；谷胺酰胺为 H"3*) 公司产品；新生牛血

清为杭州四季青生物工程有限公司产品；羊抗鸡二

抗、I0,F 标记的羊抗鸡二抗均购自 !"%&J$@9&2 公司。

高速冷冻离心机、:F6 仪为 C##&+9$2% 公司产品；倒

置荧光显微镜为 8"B$+ 公司产品；电子显微 镜 为

KCG! 公司产品。

!"# 引物设计与合成

根据 <J5 F! 株的序列和酶切位点，将 F! 株全

基因组分为互相重叠的 4、E、F 三个片段进行扩增，

共设计了 ? 条引物（表 =），由上海生工生物工程有

限公司合成。

表 ! 扩增鸭肝炎病毒基因组的引物

,)L@& = :2"*&27 %$2 )*#@"%"’)("$+ $% $1&2@)##"+3 7&3*&+(7 $% <J5 3&+$*& LA 6,;:F6

:2"*&2 8M’@&$("9& 7&NM&+’& （OP!QP） :$7"("$+
4= ,,F D4FD,F ,44,4FD4F,F4F,4,4D ,,,D444DFDDD,DF4,DF4,DDP R .?—.Q

$"%! ,? #2$*$(&2 OPS,6
4. F4, DF,4DF F44F44F,44D4,4DD,FFFD .>?O—.T/U

&’("
E= ,,,,DFF,,4DDF,F444F4F,4DF .?VT—.?TU
E. DF, DF,4DF ,DFF,44FF,DF44F,F4F,F O/UO—O/?U

&’("
F= D,DDF44F4DFF4,D4D4D4,DD UT.Q—UTUO
F.（)+’W$2 #2"*&2） F,D4,F,4D DF,4DF 4FDFD,F

&’(" )*+"
F6（2&1&27& (2)+7’2"#("$+ #2"*&2） F,D4,F,4DDF,4DF4FDFD,F（,）.Q ?VT=—

F. QPS,6

,W& L$@9 @&((&27 2&#2&7&+( 2&7(2"’("$+ &+XA*& 7"(&7 "+(2$9M’&9Y ,W& 7&NM&+’& M+9&2@"+&9 2&#2&7&+(7 ,? #2$*$(&2 7&NM&+’&Z

!"$ %&’()% 扩增基因片段

按照 684"7$ 6&)3&+( 试剂说明提取病毒 684，

加入 适 量 无 684 酶 的 双 蒸 水 溶 解。 利 用 4-5
6&1&27& ,2)+7’2"#()7& 分别反转录出 4、E、FQ 个片段

的第一链 ’<84，然后利用 !4;!"# 对这 Q 个片段进

行扩增（片段 F 先用 F6 作反转录，然后用 F= 和 F.
作 :F6）。:F6 反应条件为：TO[预变性 Q *"+；TU[
= *"+，OU[ = *"+，?.[ .YO *"+，Q/ 个 循 环；?.[
=/ *"+。反应产物在 =\琼脂糖中电泳进行检验。

!"* 连接、鉴定与测序

按照 <84 凝胶回收试剂盒说明回收 :F6 产物，

按照 #-<=>;, 载 体 试 剂 盒 说 明 进 行 连 接，转 化

<J=/E，挑菌提取质粒，分别进行 :F6 和酶切鉴定，

鉴定为阳性的菌落送上海生工生物有限公司进行

测序。

!"+ 全长 ,-./ 的构建与测序

以 $"%!和 &’("为克隆位点，将测序正确的

4、E、F 片段按顺序依次连入 #E6Q.. 载体中，同时

在 QP端设计一个线性化位点 )*+"，经鉴定正确后，

命名为 E6;F!，送上海生工生物有限公司进行测序。

!"0 体外转录与转染鸭胚肾细胞

用 )*+"将 E6;F! 酶切线性化，纯化后按照 ,?
684 :$@A*&2)7& 说明在体外转录出 684，经酚]氯仿

抽提、无水乙醇沉淀后，加适量无 684 酶的双蒸水

溶 解， 使 其 浓 度 达 到 .// +3]#!。 按 照

!"#$%&’()*"+&./// 使用要求把 684 转染到培养于 .U
孔细胞板的鸭胚肾细胞中，要求 684 的含量达到

=#3]孔。转染后培养 ?. W，收获细胞，反复冻融 Q 次

后接种鸭胚肾细胞传代，直至第 V 代，收获细胞，命

名为 F!;6。

!"1 %&’()% 方法鉴定

根据 F! 株序列设计一对检测引物，上游引物

序列为 OP;4DF4F44F4F,FD,FF44;QP，下游引物序

列为 OP;F44F44DDFD,FF,F,4,;QP，扩增片段大小

为 UVO L#，由上海生工生物有限公司合成。按照 =YQ
中列出的方法，对 F!;6 进行检测。

!"2 子代病毒接种 3(4 鸡胚

为排除转染用 684 的干扰与确定子代病毒对

H:I 鸡胚的致病力，将 F!;6 接种 =/ 日龄 H:I 鸡胚

进行传代，观察鸡胚病变及死亡情况。收集第 O 代

=OV=于可响等：= 型鸭肝炎病毒 F! 株感染性分子克隆的构建 Z ]微生物学报（.//T）UT（=.）



的尿囊液，测定其鸡胚半数致死量（!"#$% ），并利用

&’()*& 方法进行检测。

!"# 间接免疫荧光试验鉴定

将 *"(& 接种培养于 +, 孔细胞板的鸭胚肾细胞，

-+ . 后，吸去培养液，用冰浴无水乙醇固定$ /01，)23
（)4-5+）洗涤 6 次后加入 7%8 胎牛血清 6-9封闭

6% /01，)23 洗涤 6 次。加入 7 : $% 稀释的 *" 株单因

子鸡血清，6-9湿盒中作用 7 .，)23 洗涤 6 次。最后

加入 7:7%% 稀释的 ;<’* 标记的羊抗鸡二抗，6-9湿盒

中作用 7 .，)23 洗涤 6 次后甘油封孔，镜检。

!"!$ 电镜观察

收集在鸭胚肾细胞培养 -+ . 的 *"(&，反复冻融

6 次，7%%%% =>/ 离心 +% /01，取上清浓缩 $%% 倍，然

后 7%%%% =?/01 离心 +% /01，取上清按文献［-］方法进

行胶体金免疫电镜观察。

% 结果

%"! 材料和方法

利用设计的引物成功扩增出 @、2、*6 个片段，

测序结果显示，与 AB12C1D 发表的 *" 株（!;,+-EFF）

仅有个别碱基差别，无碱基缺失。将这 6 个片段依

次插入 >2&6++ 载体，每连接一个片段，经 )*& 和酶

切鉴定均符合预期。最后将鉴定正确的全长 G#H@
克隆质粒 2&(*" 送去测序，测序结果表明，在连接、

转化过程中，@、2、*6 个片段均未发生突变，与 *"
株序 列 同 源 性 达 FF5I8，与 &E$F$+（#J++I$,7）、

#&"(I+（#J+7F6FI）序列同源性都在 F-8以上，’- 启

动子和 !"#!线性化位点均成功引入。

%"% &’()*& 方法鉴定

全长 G#H@ 克隆体外转录出的 &H@ 转染鸭胚

肾细胞，传至第 I 代时，细胞病变并不明显，收集细

胞，冻融 6 次后提取 &H@，利用检测引物进行 &’(
)*& 检测，结果能扩增出与预期大小（,I$ K>）一致

的片段（图 7）。

%"+ *,(& 接种 -). 鸡胚

为了排除转染用 &H@ 对 +5+ 中 &’()*& 鉴定结

果的干扰，将 *"(& 接种 7% 日龄 3); 鸡胚，FI . 后鸡

胚未死，收集尿囊液传代，第 + 代鸡胚肝脏边缘出现

坏死病变，但鸡胚不死亡，从第 6 代起鸡胚开始出现

死亡，第 $ 代次尿囊液的 !"#$% 为 7%,5-，低于母本毒

（7%$56），利用检测引物能从尿囊液中扩增出预期大

小（,I$ K>）的片段（图 +）。

%"/ 间接免疫荧光试验鉴定

利用 *" 株单因子血清和 ;<’* 标记的羊抗鸡二

图 ! &’()*& 方法检测 *,(& 细胞毒

;0LM7 ’.B &’()*& =BNOPQ RS TBQBGQ01L *"(& S=R/ GBPPNM UM #"+%%%

#H@ UC=DB=；75*"(&；+5HBLCQ0VB GR1Q=RP M

图 % &’()*& 方法检测 *,(& 鸡胚毒

;0LM+ ’.B &’()*& =BNOPQ RS TBQBGQ01L *"(& S=R/ 3); G.0GD B/K=WRNM

75*"(&；+5HBLCQ0VB GR1Q=RP；UM #"+%%% #H@ UC=DB= M

抗对 *"(& 接种 -+ . 的鸭胚肾细胞进行间接免疫荧

光试验，结果显示，*"(& 接种细胞出现明显的荧光，

而阴性对照组没有荧光（图 6）。

图 + *,(& 的间接免疫荧光反应

;0LM6 ’.B 01T0=BGQ 0//O1RSPOR=BNGB1GB CNNCW RS *"(&M @5#OGD B/K=WR

=B1CP GBPPN 01RGOPCQBT X0Q. *"(&；25HBLCQ0VB GR1Q=RP RS TOGD B/K=WR =B1CP

GBPPNM

%"0 电镜观察

浓缩 $%% 倍的 *"(& 与 *" 株单因子血清结合

后，在胶体金标记的羊抗鸡二抗的作用下，经负染，

在电镜下可观察到大小约 +% 1/ Y 6% 1/ 的球形病

毒颗粒（图 ,）。

+$I7 ZB[0C1L \O BQ CP M ?$%&’ !(%)*+(*"*,(%’ -(.(%’（+%%F）,F（7+）

Absent Image
File: 0

Absent Image
File: 0

Absent Image
File: 0



图 ! 电镜下的 "#$%（&’’’’’ ( ）

!"#$% &’() *+,-. -/-01.2+ 3"0.24025-（677777 8 ）$

) 讨论

本研究以国内 6 型 9:; 分离株 &’ 为母本毒，

构建了全长 09<= 克隆，通过在基因组的 > 端引入

?@ 启动子，控制 09<= 克隆在体外转录，将得到的

)<= 转染鸭胚肾细胞，成功获得子代病毒。

获得真实性好的全长 09<= 克隆是得到具有感

染性 )<= 的前提，也是整个实验最关键的步骤，因

为任何位置的碱基缺失或关键部位的碱基突变都有

可能导致转录出的 )<= 无感染性［A］。为了保证全

长 09<= 克隆的真实性，首先，考虑到 )<= 病毒的

基因组具有稳定性差、二级结构丰富、反转录出的模

板完整性较差［B］等不易操作的特点，为保证扩增片

段的保真性，我们采用重叠 C&)、高保真性酶、)=&D
技术等策略，每一个扩增出的片段要进行测序，有碱

基缺失或重要部位发生突变的片段要重新扩增；其

次，在连接载体和宿主菌的选择上我们也十分谨慎。

构建全长 09<= 克隆前，考虑到载体拷贝数、容量及

基因组和载体上的酶切位点等多方面因素，我们最

终选择以 5E)FGG 为连接载体。5E)FGG 是一种常用

的克隆载体，具有拷贝数较低（6> H G7 个）、容量较

大、稳定性较好等特点［67］，完全可以容纳 9:; 约

@@77 I5大小的基因组并保证其稳定复制。大肠杆

菌 9:67E 具有错配修复功能，可以尽量降低载体复

制过程中发生突变的几率，F 个基因片段在连入载

体的过程中未发生碱基突变说明了该菌株的稳定

性。通过以上措施，我们最终构建的全长 09<= 克

隆 E)(&’ 与 J-+EK+L 发表的 &’ 株序列同源性为

BBMNO，考 虑 到 用 于 构 建 09<= 克 隆 和 发 表 于

J-+IK+L 的 &’ 株为不同代次，可能存在一些碱基差

异，因此并未对其进行碱基突变修饰。

全长 09<= 克隆体外转录出的 )<= 转染鸭胚

肾细胞，传至第 N 代时仍然未出现明显的细胞病变，

而 )?(C&)、间接免疫荧光试验的结果都为阳性，并

通过电镜观察到了病毒粒子，这并不能说明获得的

子代病毒比母本毒的感染力差，因为同时进行的阳

性对照也未出现细胞病变。为了进一步证明子代病

毒的感染性，将 &’() 接种 PC! 鸡胚传代，结果发现，

第 G 代时鸡胚肝脏开始出现病变，从第 F 代起鸡胚

出现死亡，第 > 代的 D’9>7 可达 67%M@，可见子代病毒

对鸡胚的致病力依然较强，这对以后通过对基因组

的改造来研究基因与致病力的关系、获得基因改造

致弱毒株等方面打下了良好的基础。

本研究成功地由 9:; 全长 09<= 克隆获得子

代病毒，这是国内外首次关于 9:; 拯救成功的报

道，为进一步研究 9:; 基因组的结构与功能提供了

一条有效的途径。
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内容简介：本书提炼了当前医学遗传学教学内容的精华，同时引入了医学遗传学理论和相关

研究的最新进展。书中染色体病、单基因病、多基因遗传、线粒体遗传及免疫遗传等章节在保

留基本原理要点的同时，力求做到深入浅出，从新的角度启发读者认识医学遗传学的基本问

题；表观遗传学、疾病相关基因克隆策略及连锁、关联分析等章节注重对前沿领域的介绍；而

遗传学理论在医学上的应用是本书意图强化的内容要点，这在临床遗传学和各种遗传病的介

绍中都有体现。

本书主要用作医学院校各专业本科生教材，也可供生命科学研究人员或临床医生参考。
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