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用反向遗传操作技术产生致弱的 !" 亚型重组流感病毒

卢建红 龙进学 邵卫星 韦栋平 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：选择一株鹅源 H"1# 亚型禽流感病毒（MN&），缺失其 HM 基因裂解序列的 ! 个碱性氨基酸、使 HM 裂解模式

由高致病性的 OPQ3QQQRRQ$ST 突变为低致病性的 OPQ3KQ$ST，将修饰的 HM 基因克隆入转录I表达载体

UHJ$%%%、构建质粒 UHJ"$!8HM，将该毒株和 H:1$ 亚型毒株的 1M 全基因分别克隆入 UHJ$%%%，构建质粒 UHJ"%48
1M 和 UHJ$%481M。将 UHJ"$!8HM 与 UHJ"%481M 或 UHJ$%481M 组合、均用 MIJK1I66（H#1#）提供 4 个内部基因，

两个组合的 5 个质粒分别共转染 VWK8# 细胞，产生了 H"1# 和 H"1$ 两个亚型的基因重排病毒。通过在鸡胚中的连

续传代和适应，$ 个重组病毒血凝价上升到 #X$:、表面基因稳定、对 4 周龄 KO* 鸡不表现致病性，H"1$ 重组病毒对

鸡胚的毒力低于 H"1# 病毒。这种尝试证明反向遗传操作技术是研究 MN& 致病性和构建疫苗候选株的有用工具。
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$%%! 年初，在东南亚一些国家发生了由 H"1#
亚型禽流感病毒（MY=/C NC>(.+C@/ &=-.G，MN&）引起的

高致病性禽流感疫情，这也严重地影响到我国的养

禽业发展和禽类产品的出口贸易［#］。#::9 年、$%%6
年和 $%%! 年发生在香港、越南等地的 H"1# 亚型

MN& 突破种间障碍、直接感染人并致人死亡的事实，

引起了全世界对禽流感的公共卫生意义的关注以及

对其致病性分子机制的研究［$ Z "］。MN& 属于正粘病

毒科流感病毒属 M 型流感病毒，基因组分为 5 个片

段，是负义的单股 Q1M。血凝素（HM）被宿主蛋白酶

裂解的能力是 MN& 主要的毒力决定因素，而 HM 裂

解位点附近的氨基酸序列是 HM 裂解能力的关键性

影响因素，裂解序列含数个碱性氨基酸易造成对宿

主的致病性［4］。禽流感的控制对策是使用疫苗免疫

并结合卫生与生物安全措施。目前使用的疫苗是灭

活疫苗，但使用强毒疫苗株仍然存在散毒的危险，应

该使用具有同样免疫原性的弱毒疫苗株。

Q1M 病毒的反向遗传操作技术或称病毒拯救，

是指使用以质粒为基础的操作系统从克隆的 B[1M
产生病毒的过程［9］，在对病毒的生活周期、致病基

础、新型疫苗构建、表达外源蛋白等方面的研究中显

示了良好的应 用 前 景。#::: 年 以 后 1+.</CC 等、

H’>></CC 等报道了完全以质粒为基础的反向遗传操

作系统［5，:］，H’>></CC 等建立的 5 质粒拯救系统其载

体的启动子和终止序列为 U’(!8U’("系统，以数量

最少的质粒转染细胞，利用同一载体实现在细胞内

的病毒 Q1M 和蛋白合成，进而包装成病毒［:，#%］。我

们应用 5 质粒系统［:］，建立了反向遗传操作技术#，

希望能应用该技术对禽流感病毒的致病性进行研究

并探索弱毒疫苗候选株的构建。通过修饰 H"1# 亚

型 MN& 的 HM 基因，构建 B[1M 克隆、与该毒株的 1M
基因或 H:1$ 亚型 MN& 的 1M 基因组合，以 MIJK1I
66（H#1#）内 部 基 因 为 骨 架，产 生 了 致 弱 表 型 的

H"1# 和 H"1$ 亚型的两个子代病毒。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 毒株、细胞、鸡胚和血清：MIS’’G+IH./A’C\I
#I$%%%（H"1#），缩写为 SGIHAI%%，MIVF=B]+CIKF/C\F/=I
*I:5（H:1$），缩写为 VIKHI*I:5，分离和纯化后，经国

家流感中心鉴定亚型。细胞系 VWK8# 用含有 #%^
犊牛血清的 [_3_ 培养。KO* 鸡胚种蛋购自山东省

KO* 鸡实验种鸡场，非免疫鸡胚由扬州大学实验动

物室提供。H:、H" 亚型阳性血清自制［##］，H# 亚型



阳性血清系国家禽流感参考实验室陈化兰研究员惠

赠。

!"!"# ! 质粒病毒拯救系统：美国 "# $ %&’( 儿童研

究医院的 )(*+#(, 博士惠赠。包括用于 -./0 克隆

的双向转录载体 12)3444，以及已克隆 05)"/566 !
个片段 -./0 至 12)3444 的 12)7!789:3、12)7!38
9:7、12)7!6890、12)7!;820、12)7!<8/9、12)7!=8
/0、12)7!>8?、12)7!!8/" 质粒［@］。

!"!"$ 主要试剂：AB1CD’ 2EFG HE’(IE#J 9KL "J+#(M、

’/N9+、0F,O+( P(I ./0 AB#,C-#EOD QE# 等为 LO-G( 产

品，0?R 反 转 录 酶、内 切 酶 !"#L!和 $%&!、N;
./0 连 接 酶、L/C+ED 等 为 9,OM(FC 产 品。内 切 酶

’():!（74S5"T）为 H(,M(D#C+ 产 品。 转 染 试 剂

TE1OU(-#ED ,(CF(D# 为 VDWE#,OF(D 产品。S/7X874 柱 式

N,EYOI 总 L/0 抽提试剂盒为生工生物工程（上海）有

限公司产品。质粒提取试剂盒为上海华舜生物工程

有限公司产品。

!"# %& 基因修饰的策略

分 3 段扩增 20 基因，然后用“三分子连接法”

将这两段与转录5表达载体 12)3444 连接，使 20 裂

解序列被切去 ; 个碱性氨基酸（LLQQ）、裂解模式由

9XLALLLQQL!PT 突变为 9XLA"L!PT（图 7）。

图 ! ’()%*)++ %& 裂解模式的修饰

HEF$7 ?O’EUE-C#EOD OU #G( 20 -I(CWCF( MO#EU OU P+52’544（2</7）

!"$ 引物设计、,-& 的提取和反转录（,.）

按 2OUUMCDD 等［73］的方法设计扩增 20 和 /0 基

因的通用引物。用于突变 20 基因的下游引物 98
?P;83 位于编码区 744687436D#，与 :M82087（上游）

配对，扩增 -./0 <Z端片段 "7（约 7[4<\*）；上游引物

98?P;87 位于编码区的 746=874<<D#，与 :M82083（下

游）配对，扩增 -./0 6Z端片段 "3（约 4[=<\*），被切

去的 73D# 位于 743;8746<。在所有引物 <Z端均加上

’():!酶识别位点（带下划线部分，引物名称中用

:M 表示）。用所有片段 -./0 <Z端都具有的 73D# 设

计为 用 于 反 转 录 的 通 用 引 物（73&DE）。 引 物 由

NCQCLC 有 限 公 司 合 成， :M82087： <Z8N0
NNKPNKNK0PPP0PK0000PK0PPPP86Z， :M82083：

<Z80N0NKPNKNK PN0NN0PN0P000K00PPPNPNNNN8
6Z；:M8/087： <Z8N0NNKPNKNK0PPP0PK0000PK0

PP0PN86Z，:M8/083：<Z80N0N KPNKNKPN0NN0PN0P
000K00PP0PNNNN NN86Z；98?P;87： <Z80K0NKP
NKNK0P0PN0P0PP0KN0NNNPP0PKN0N86Z， 98?P;8
3：<Z80P0NKPNKNKK0K NKNKNKNP0PPPPN0NN86Z；
73 &DE：<Z80PK0000PK0PP86Z。

用 S/7X874 柱式试剂盒直接从含病毒的尿囊

液中提取总 L/0，用通用引物 73&DE 反转录得到总

-./0。

!"/ ’()%*)++ 的 %& 、-& 基因及 0)1%)2)34 的

-& 基因转录和表达载体的构建

按上述设计的引物配对、参照 2OUUMCDD 等［73］的

方法 从 总 -./0 中 9KL 扩 增 "7（7[4<\*）和 "3
（4[=<\*）两个片段、测序，凝胶电泳回收的 "7 和 "3

分别经 ’():!酶切、回收，与同样经 ’():!酶切

的载体 12)3444 进行三分子连接反应。P+52’544
的 /0（/7）和 K5"25H5@! 的 /0（/3）基因也分别与

12)3444 连接。电泳、酶切、9KL 扩增、测序（上海

联合基因公司）鉴定质粒和验证插入片段的序列。

构建的质粒分别命名为 12)<3;820、12)<4=8/0 和

12)34=8/0。

!"5 共转染及其子代病毒的验证、传代和基因测序

!"5"! 质粒的组合：分两组，第一组为 2</75)"/，

表面 基 因 相 应 的 质 粒 为 12)<3;820 和 12)<4=8
/0，内部基因均来自 )"/。第二组为 2</35)"/，

与第一组的区别仅为 /0 基因来自 K5"25H5@!，相应

质粒为 12)34=8/0。以没有 12)<3;820 的 > 个质

粒组合作阴性对照，以 )"/ 的 ! 个质粒作阳性对

照。

!"5"# 共转染：按设计组合的 ! 个质粒，各取相同

量均匀混合。将 >"T IE1OU(-#ED 转染试剂和 3"F 混合

质粒分别稀释到 744"T 无血清、无抗生素的 .?A?
中，按说明书进行分散和结合。将 3; 孔板中已培养

约 7!83;G、=4] ^ @4] 丰度的 K_"87 细胞，用无血

清、无抗生素的 .?A? 洗 3 次，加入质粒与 IE1OU(-#ED
的结合物（共 344"T），均匀覆盖于细胞上，在 6>‘、

<]K_3培养箱中吸附 =G，换入含 74]血清的 .?A?
4[<MT，64G 后加入含终浓度为 3"F5MT 胰酶的无血

清 .?A? 4[<MT，再培养 >3G，小心吹落细胞，与上清

一起收集。

!"5"$ 子代病毒的验证、传代和基因测序：转染上

清834‘和 34‘冻融两次，经尿囊腔接种于 74 日龄

"9H 鸡 胚，每 胚 4[7MT，每 个 样 品 接 种 两 个 胚，置

6<‘培养至 >3G，收集尿囊液，用国际兽疫局（_VA）

推荐的标准进行血凝（20）和血凝抑制（2V）试验鉴

;< 微 生 物 学 报 ;< 卷



定病毒。!" 阳性尿囊液，用鸡胚传代的第 # 代尿囊

液提取 $%&、通用引物、$’()*$ 扩增 %& 和 %+ 基因

片段进行测序；,+% 对照的 !& 和 !" 阳性尿囊液，

)*$ 扩增 !&、%& 和 %+ 基因并测序。未经反转录

的 $%&、用通用引物或 -!,#... 载体上的一对特异

引物 )*$ 扩增对照，以排除尿囊液中转染质粒 /%&
的存在。

共转染产生的 !0%1 和 !0%# 病毒，在 +)2 鸡胚

连续传 10 代，每代 3 个胚、分别测定每个胚的 !&
效价，取最高效价的尿囊液 1 4 0..... 稀释传 代。

$’()*$ 扩增第 1# 代病毒的 !& 和 %& 基因并测序。

!"# 鸡胚半数感染剂量（!"#$%）的测定

按参考文献的方法［11］，分别用 !0%1 和 !0%#
病毒的第 0 代尿囊液，取出 #56 后的死胚和培养至

756 的胚进行 !& 检测，!& 效价在 1 418 以上的判定

为鸡胚感染阳性，用 $99:(;<9=>6 法计算 ?"/0.。

!"& 致病性试验

按 @"? 标准。以 .A#BC 1 4 1. 稀释的含病毒尿

囊液，接种 7 只 8 周龄 +)2 鸡，隔离饲养，1. 天内导

致 8 只或 8 只以上鸡死亡的病毒为高致病性 &"D。

试验组分为 3 组，分别用 !0%1 病毒第 3 代、第 1# 代

和 !0%# 病毒的第 0 代尿囊液；对照组用野生型的

EFG!:G..。

’ 结果

’"! 表达质粒的构建

经过酶切、)*$ 鉴定和测序，目的片段均正确地

插入载体，!& 基因已按设计缺失了 5 个碱性氨基

酸，即成功地构建了质粒 -!,0#5(!&、-!,0.8(%&
和 -!,#.8(%&。

’"’ 共转染病毒的产生

共转染上清接种鸡胚，!0%1G,+%，第一代 +)2
鸡胚 5H6 死亡，尿囊液 !& 效价为 1 4 #1，第二代的

!& 效价 1 4#0，!0 亚型阳性（!" 效价为 1 4#7），!I、!1
亚型阴性。)*$ 扩增、测序验证是预期组合中的 %&
和 %+ 基因，从未经反转录的 $%& 中扩增不到 %&
和 %+ 片段。!0%#G,+%，第一代 +)2 鸡胚活，尿囊

液 !& 效价为 1 4 #0，!0 亚型阳性（!" 效价 1 4 #7），经

验证也为设计基因型的重组病毒。H 质粒阴性对照

没有病毒的产生。,+% 7 质粒阳性对照产生了预期

的 !1%1 亚型病毒，其 !&、%& 和 %+ 基因测序与

E9=JK=L 中 发 表 的 一 致（登 录 号 分 别 为 M.#1H8，

M.#1HH 和 ;1#0IH）。

’"( )$*! 和 )$*’ 转染病毒的传代和基因测序

用 +)2 鸡胚连续传 10 代，表 1 中显示 1 N 1. 代

次 3 个胚中的最高 !& 效价值。 # 个重组病毒在第

表 ! )$*! 和 )$*’ 转染子病毒在鸡胚传代 !+!% 代次的 ), 效价

’KOP9 1 !& QRQ9SF TU !0%1 K=: !0%# QSK=FU9>QK=QF R= +)2 9BOSVT 9WWF USTB Q69 1FQ QT 1.Q6 -KFFKW9F

DRS<F
)KFFKW9F

21 2# 23 25 20 28 2H 27 2I 21.
!0%1 14#1 1 4#0 1 4#H 1 4#8 1 4#8 1 4#H 1 4#7 1 4#7 1 4#I 1 4#I

!0%# 14#0 1 4#0 1 4#8 1 4#8 1 4#8 1 4#H 1 4#H 1 4#H 1 4#7 1 4#I

11 N 10 代次的 !& 效价均为 1 4 #I。它们的第 1# 代

病毒 !& 和 %& 全长基因经测序均没有任何变化，被

修饰的 !& 裂解位点也没有改变。

’"- ./0$%和鸡胚死亡时间

!0%1 病毒的 ?"/0. 为 1.X H G.A#BC，鸡胚死亡时

间为 5. N 8.6；!0%# 病毒的 ?"/0. 为 1.X H G.A#BC，鸡

胚一般存活，少数在 H# N 756 死亡。

’"$ 致病性试验

用 # 个重组病毒的不同代次尿囊液的 3 个试验

组均没有鸡只发病和死亡，用 EFG!:G..（YQ）的对照

组 576 后鸡只开始出现精神沉郁、食欲减退、拉稀等

明显症状，8.6 死亡 H 只，756 全部死亡。!0%1 第 3
代尿囊液接种后第 1. 天，8 只鸡产生了效价为 1 4 #1

N 1 4#3的 !"（!0）抗体，1 只抗体效价为 1 4 #8，1 只未

测到抗体。!0%# 第 0 代尿囊液接种后 1. 天，0 只

鸡产生了效价为 1 4#1 N 3的 !"（!0）抗体，其它未测到

抗体。

( 讨论

!0%1 和 !I%# 两个亚型的病毒是目前引起我

国家禽发生禽流感的主型。反向遗传操作技术是近

几年发展起来的新的方法学，为相关研究开阔了视

野，具有良好的应用前景［13］。我们应用反向遗传操

作技术产生了设计基因型的两个病毒 !0%1G,+% 和

!0%#G,+%，用 +)2 鸡胚传代后新基因型的病毒适应

性增强、毒价上升、保护性抗原基因（表面基因）稳

定，重组病毒对鸡致弱。

切除 !& 基因的多个碱性氨基酸使其裂解模式

由高致病性的 )Z$?$$$[[$!EC 突变为低致病性

001 期 卢建红等：用反向遗传操作技术产生致弱的 !0 亚型重组流感病毒



的 !"#$%#!&’、共转染产生的 ()*+ 和 ()*, 病

毒，在鸡胚中连续多次传代后对 - 周龄 %!. 鸡不表

现致病性，而 &/0(1022（34）对鸡呈高致病性。这两

个重组病毒的内部基因与野生型 ()*+ 病毒完全不

同，虽然内部基因对病毒的毒力也有一定影响，但

(5 的裂解模式仍然是毒力的主要决定因素。(6446
等［7］对 +889 年香港的 ()*+ 人分离株的研究表明，

在 (5 具有多碱性氨基酸裂解序列的前提下，内部

基因编码的 #*5 聚合酶蛋白 !:, -,9 位单个氨基酸

的变化（&;<"’=/）可以使 ()*+ 5>? 对小鼠的毒力

从弱到很强地变化，从而揭示了 +889 ()*+ 对人致

病的分子机制。%<@@6A6B 等［+7］用 +889 人 ()*+ 病毒

与 50!#0C0D7（(+*+）组合产生的 ()*+0!#C 重组病

毒对鸡和鼠的毒力减弱，这与我们的结果相符。本

研究中重组病毒能引起部分鸡的抗体反应，但抗体

水平低，说明重组病毒在鸡体内的复制受到限制，显

然，如果进行疫苗株的构建，这种病毒是不能用作弱

毒活疫苗的。

用 %!. 鸡胚传代的结果（表 +）显示，拯救的病

毒随着传代次数增加，(5 效价升高，到第 8 E +2 代

以后直到第 +) 代，毒价稳定在与野生型 &/0(1022
病毒相当的水平（+ F ,8 ）。在 (BGGH6II 等的报道［+2］

中，同样用 C 质粒系统产生的 ()*+0!#C 病毒，其新

生病毒在鸡胚上的复制能力也较差，推测是由 (5
基因修饰造成的，但 (BGGH6II 没有进行鸡胚传代和

致病性试验。

两个重组病毒在鸡胚传代至 ++ J +) 代，(5 效

价没有继续上升，而表面基因没有任何改变，这与内

部基因有关。内部基因均来自 50K%*0DD，K%* 是

流感 病 毒 的 + 个 标 准 毒 株，经 过 长 期 的 鸡 胚 适

应［+)］，转染产生的 K%* 在鸡胚中传代的 (5 滴度为

+F,- J C（本文没有的数据），而 ()*+ 和 ()*, 重组病

毒均达到 + F,8，估计已达到上限。如果换成 50!#0C0
D7（!#C）的内部基因则可能达到更高的 (5 效价，因

为 !#C 在鸡胚的适应性比 K%* 强。’L< 等［+-］构建

的 ()*D0!#C 在鸡胚上升的效价高达 + F,++。高效价

是构建疫苗候选株时需要考虑的重要因素，因为可

以保证足够的抗原量并降低成本。

从 $>M)2测定结果和鸡胚死亡时间、传代中鸡胚

死亡情况看，()*+0K%* 和 ()*,0K%* 对鸡胚的感

染能力一致，但是毒力有明显差别，()*+ 病毒能很

快（72 J -2N）上 升 到 一 定 的 效 价 并 致 死 鸡 胚，而

()*, 病毒一般不致死鸡胚，上升的效价与 ()*+0
K%* 相当。这两个病毒仅有 *5 基因的不同，可见

*5 对病毒的毒力有影响。&B4B 等［+9］对 K%* 的研

究表明，*5 与血清中纤维蛋白溶酶原连接、间接促

进 (5 的裂解从而使 K%* 在不加胰酶的情况下即

可使 OMPQ 和 OM:Q 细胞产生病变，来自 ()*+ 病

毒的 *5 是否也有这种特性，有待进一步研究。

新基因型病毒经过在鸡胚的多次传代，表面基

因没有变化，这是在疫苗候选株构建中所需要的。

(5 和 *5 是流感病毒的表面糖蛋白，也是其保护性

抗原，宿主抗流感病毒的保护性免疫主要针对这两

种表面糖蛋白，其中以对 (5 的体液免疫抗体最重

要［+C］。%<@@6A6B 等构建的 ()*+0!#C，制成灭活苗能

保护小鼠对野生型 ()*+ 病毒的攻击，而且阻止

()*+ 强毒在鼠肺中的复制［+7］。’L< 等构建的 ()*D0
!#C 不在鸡体内复制，但制成灭活疫苗能保护鸡对

强毒的攻击，与商品化疫苗相比，能更明显地阻止排

毒［+-］。

综上所述，修饰 (5 基因拯救得到的两个病毒

可以稳定地在鸡胚中繁殖，不改变表面抗原，而且对

鸡致弱，这种尝试为应用反向遗传操作技术研究

5>? 致病性以及构建新型疫苗候选株、以进一步阻

止高致病性 () 亚型病毒的扩散提供了方法和策

略。

致谢 感谢美国 %4 R S<1T 儿童研究医院的 #B@TA4
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拯救系统及热心帮助。
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