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张艳梅 刘玉良 黄 勇 贾立军 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 $$"%%2）

摘 要：在获得鹅源新城疫病毒 HI# 株全基因组序列的基础上，用增强型绿色荧光蛋白（+5*J）报告基因取代鹅源

新城疫病毒 HI# 株整个编码区，只保留与病毒复制、转录和病毒粒子包装相关的调控序列，将其反向克隆入转录载

体 8&83K（%L%）中，构建了该毒株的微型基因组。当转染用辅助病毒 HI# 株感染的 M<N:$ 细胞时报告基因得到表

达，表明此微型基因组 K1O 可被辅助病毒提供的 1J、J 和 P 蛋白翻译。同时将该病毒 1J、J 和 P 蛋白基因分别克

隆入真核表达载体 NQ6:D+’ 中，构建了表达该病毒 1J、J 与 P 蛋白的辅助质粒，用此微型基因组对辅助质粒的表达

产物进行了功能鉴定并对该病毒拯救过程中痘苗病毒的最适感染剂量进行了摸索。以上研究为该病毒的成功拯

救及开展其它相关研究奠定了基础。
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新城疫（1+SC/TU(+ B>T+/T+，1V）是由新城疫病毒

（!"#$%&’(" )*&"%&" +*,-&，1V&）引起的禽类的一种烈性

传染病。1V& 为单股负链不分节段的 K1O 病毒，其

基因组全长为 #"#79DU 或 #"#2$DU，基因组结构模式

为：4W:P+/B+-:1J:J:X:*:M1:P:8-/>(+-:"W，分别编码以

下 9 种结构蛋白：核衣壳蛋白（1J）、磷蛋白（J）、基

质蛋白（X）、融合蛋白（*）、血凝素:神经氨酸酶蛋白

（M1）和大蛋白（P）。基因组 4W端的引导（P+/B+-）序

列和 "W端的尾随（8-/>(+-）序列是 1V& 复制、转录及

包裹的重要顺式调控序列。与其它负链 K1O 病毒

相似，1V& 基因组 K1O 必须先被 1J 蛋白包裹，然

后与 J 和 P 蛋白形成的病毒自身 K1O 聚合酶结合

形成核糖核蛋白复合物（K1JT）才具有感染性［#］。

近年来在分子病毒学研究领域新兴起的“反向

遗传操作技术”（又称“病毒拯救”）为在分子水平对

负链 K1O 病毒进行功能基因组研究提供了一种有

效方法。它是在 K8:JQK 和体外转录技术基础上建

立起来的病毒全长感染性 CV1O 克隆技术［$］。由于

许多负链 K1O 病毒基因组较大难以操作，所以在进

行病毒拯救之前，许多研究者尝试用报告基因替代

病毒整个编码区，只保留与病毒基因复制、转录和病

毒粒子包装相关的调控序列构建该病毒的“微型基

因组”，可作为基因组转录Y复制的特异指示系统用

来鉴定相关病毒蛋白的功能并初步反映所建立的病

毒拯救体系［4，!］。

本研究所选用的新城疫病毒 HI# 毒株是 $%%%
年从浙江发病鹅群中分离到的强毒株，目前我室已

经完成了该毒株生物学特性鉴定［"］，首次获得该毒

株基因组全序列［9］。本研究构建了该毒株的微型基

因组和分别表达该病毒 1J、J 与 P 蛋白的辅助质粒

并进行功能鉴定。同时确定了该病毒拯救过程中痘

苗病毒的最适感染剂量，旨在为鹅源 1V& HI# 株的

反向遗传操作以及有关功能基因组研究奠定基础。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 毒株、细胞和鸡胚：鹅源 1V& HI# 株由刘秀

梵等［"］分离和鉴定；表达 83 K1O 聚合酶的痘苗病

毒 Z$ 株以及用于转染的 M<N:$ 细胞由哈尔滨兽医

研究所步志高研究员惠赠；[J* 鸡胚购自山东省家

禽科学研究所。

#$#$% 质粒和菌株：真核表达载体 NQ6:D+’ 购自

J-’=+G/ 公司；转录载体 8&83K（%L%）由美国 O(/,/=/
大学 P) ODB-+S \/(( 教授惠赠；含有增强型绿色荧光

蛋白（+5*J）基因的质粒 N<5*J 为 Q(’DU+CF 公司产

品；包含鹅源新城疫病毒 HI# 株基因组 # ] $2"#DU 和

#$27# ] #"32$DU 序列的质粒 81V&# 由本实验室构

建；大肠杆菌（.&$/",*$/*% $0(*）VM"!为本室保存。



!"!"# 主要试剂：!"# 反转录酶、$%&’ (%)*+%,- ./!
01+-2*345*、67 ./! 连接酶、089":6 *45- #*;,13 购自

<312*&4 公司；!"#=!、!$"!等限制性内切酶购自

上海 >4?&1? 公司；!&4315* 8*+ ./! 9@,34;,%1? A%, 购

自 B1;’* 公司；C%01(*;,%? B*4&*?, 购自 D?E%,31&*? 公

司；<+452%) "%?% A%, 为上海华舜公司产品；."9" 细

胞培养基购自 >%&24 公司。

!"$ 病毒增殖、滴度测定和病毒 %&’ 抽提

操作方法参考文献［F］。

!"# 鹅源 &() *+! 株微型基因组（,-./0）的构建

设 计 引 物 C*4)*3 <GHC*4)*3 <I 和 634%+*3 <GH
634%+*3 <I，以质粒 6/.#G 为模板，通过 <JB 方法分

别扩增 KLG 株基因组的 C*4)*3 区域（G M GIG?,）和

634%+*3 区域（GNOOI M GNGPI?,）基因；设 计 引 物 8Q<
<GH8Q< <I，扩增 *8Q< 基因。C*4)*3 <G：NR:8J86J6J
6!JJJ!JJ!!!J!8!8!!6J6868!8:SR（含 !$"!位

点 ）；C*4)*3 <I：NR:%&’&&’%’%&((%’(!!8866JJJ
6J!8:SR；634%+*3 <G：NR:&’’(%’’’((&’’%J86!J8
JJ!!6:SR； 634%+*3 <I： NR:8J86J6J86!6!//!JJ
!!!J!8!8!6668868!JJ:SR（含 !"#=!位 点，在

634%+*3 序列前加入两个 8，黑体标注）；8Q< <G：NR:
%&’&(’%’%((%(’8J!!888J8!88!8:SR；8Q< <I：

NR:’%%(&&%%%’&%%(6!J!8J6J86JJ!68JJ:SR。 引

物外带 !$"!和 !"#=!酶切位点用下划线标注，

1E*3+40 部分以斜体标注。引物由大连 64A4B4 公司

合成。

KLG 株基因组 C*4)*3、634%+*3 和 *8Q< 基因 <JB
反应条件：P7T 72%?；P7T 7N5，7UT 7N5，FIT VO5；N
个循环后进入第二个循环程序：P7T 7N5，NOT 7N5，
FIT VO5，IO 个 循 环；FIT GO2%?。KLG 株 基 因 组

C*4)*3 、634%+*3 和 *8Q< 基因相连接时 1E*3+40 <JB 反

应条件：P7T 72%?；P7T SO5，7UT VO5，FIT PO5；N 个

循环后进入第二个循环程序：P7T SO5，NOT VO5，
FIT PO5，IO 个循环；FIT GO2%?。将 C*4)*3 区域、

*8Q<、634%+*3 区域通过 1E*3+40 <JB 方法相连，<JB 产

物经纯化回收后克隆于 089":6 *45- #*;,13，最后将

目的片段反向亚克隆到经相同双酶切的转录载体

6#6FB（OWO）中。重组质粒用酶切和 <JB 方法鉴定，

阳性克隆穿刺培养后由上海 >4?&1? 公司测序验证。

!"1 辅助质粒 ,23-&4、,23-4 和 ,23-. 的构建

设计下列 S 对引物，通过 B6:<JB 方法分别扩

增 /<、< 和 C 基因。/<G：NR:J88!!66J8!8J8J8!
88JJ8!!8J6J8!!:SR（含 )*+B!位点）；/<I：NR:!6
86J8!JJ6888686686J8!6J!86!J:SR（含 ,-.!位

点 ）； <G： NR:JJ8J6J8!88688!66!88868!!8!
68JJ!J6:SR（含 /0+!位 点）；<I：NR:8JJ86J8!J
!868!J888!8JJ8666!68!86:SR（含 ,-.!位点）；

CG：NR:8JJ6J6!8!!J!J8886!88!J!688J888J6
JJ886JJJ8!:SR（含 /$-!位 点）；CI：NR:66J86J8
!JJ8!668JJ666!!8!86J!66!66!J686:SR（含 ,-.
!位点）。引物外带酶切位点分别下划线标注。以

上引物由大连 64A4B4 公司合成。

KLG 株基因组 /<、< 和 C 基因 <JB 反应条件：

P7T 72%?；P7T 7N5，7UT 7N5，FIT VO5；N 个循环后

进入第二个循环程序：P7T 7N5，NOT 7N5，FIT VO5，
IO 个循环；FIT GO2%?。<JB 产物经纯化回收后克

隆于 089":6 *45- #*;,13 进行扩增，最后将目的片段

分别亚克隆到经相同双酶切的真核表达载体 0JD:
?*1 中。重组质粒用酶切和 <JB 方法鉴定，阳性克

隆穿刺培养后送上海 >4?&1? 公司测序验证。

!"5 &() *+! 株微型基因组（,-./0）的功能鉴定

将 $90:I 细胞分装于 I7 孔培养板上培养 IO’，

使细胞密度达到 POX 左右，用无血清无抗生素的

."9" 培养基洗涤两遍，用 G 个 "YD（"Z+,%0+%;%,- 1(
D?(*;,%1?）的痘苗病毒 [I 于 SFT感染 G’。吸弃上

清，加入 0:C86 质粒 OWS"& 和 G"C 转染试剂的混合

物，SFT作用 U’，再用 G "YD 的 /.# KLG 株于 SFT感

染 G’，阴性对照组不感染任何病毒，然后换成含有

GOX小牛血清的 ."9" 培养基。I7’ 后置于荧光显

微镜下观察报告基因表达情况。

!"6 辅助质粒 ,23-&4、,23-4 和 ,23-. 的功能鉴定

将 $90:I 细胞分装于 I7 孔板上培养 IO’，使细

胞密度达到 POX左右，同上洗涤两遍。用 G"YD 痘

苗病毒 [I 于 SFT感染 G’。吸弃上清，加入 0:C86
质 粒 OWON"&、0JD:/< OWG"&、0JD:< OWG"&、0JD:C
OWON"& 和 G"C 转染试剂的混合物（阴性对照不加入

质粒 0JD:C），SFT作用 U’ 后换成含有 GOX小牛血清

的 ."9" 培养基。继续培养 I7’ 后在倒置荧光显微

镜下观察报告基因表达情况。

!"7 痘苗病毒在拯救体系中最适感染剂量的确定

将 $90:I 细胞分装于 I7 孔板上培养 IO’，使细

胞密度达到 POX 左右，分别用剂量为 OWG"YD、OWS
"YD、OWN "YD、OWU "YD、G "YD、I "YD、S "YD、7 "YD、N
"YD 的表达 6F B/! 聚合酶的痘苗病毒 [I 株 SFT
感染 G’，加入质粒 0:C86 OWON"&、0JD:/< OWG"&、0JD:
< OWG"&、0JD:C OWON"& 和 G"C 转染试剂的混合物，

SFT作用 U’ 后换成含有 GOX小牛血清的 ."9" 培

养基，I7’ 后在荧光显微镜下观察结果。
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! 结果和分析

!"# 鹅源新城疫病毒 $%# 株微型基因组（&’()*）

的构建和鉴定

鹅源新城疫病毒 !"# 株微型基因组分别经酶

切、$%& 和测序验证，结果表明序列完全正确，命名

为 ’()*+。微型基因组的转录、表达严格依赖于辅

助 ,-. 提供的 ,$、$ 和 ) 蛋白，因此，利用辅助病毒

!"/ 株可鉴定微型基因组的功能。本研究鉴定结果

显示，辅助病毒 !"# 株感染组中 0*1$ 基因得到表

达，在倒置荧光显微镜下看到特异荧光（图 #(2），而

阴性对照组无可见荧光（图 #(3）。说明 !"# 株微型

基因组 ’()*+ 构建成功。

图 # 微型基因组（&’()*）的功能鉴定

1456# 1789:4;8<= 4>08:4?49<:4;8 ;? :@0 A484508;A0 ’()*+

2：’()*+；3：,05<:4B0 9;8:C;= 6

图 ! 辅助质粒（&+,’-.、&+,’. 和 &+,’(）的功能鉴定

1456D 1789:4;8<= 4>08:4?49<:4;8 ;? :@0 E7’’;C: ’=<EA4>E ’%/(,$，’%/($

<8> ’%/()

2：F7’’;C: ’=<EA4>E；3：,05<:4B0 9;8:C;= 6

!"! 辅助质粒 &+,’-.、&+,’. 和 &+,’( 构建和鉴定

G 种重组质粒分别经酶切、质粒 $%& 和测序验

证，结果表明 G 种目的基因均成功亚克隆到真核表达

载体 ’%/(80; 上，分别命名为 ’%/(,$、’%/($ 和 ’%/()。

微型基因组的转录和表达严格依赖于 G 种辅助

质粒分别表达的 ,$、$ 和 ) 蛋白，所以，用微型基因

组可鉴定辅助质粒表达产物的功能活性。鉴定结果

表明，辅助质粒 ’%/(,$、’%/($、’%/() 和 !"# 株微型

基因组 ’()*+ 共转染时 0*1$ 基因得到表达，在倒置

显微镜下看到特异荧光（图 D(2），而阴性对照组无

可见 荧 光（图 D(3），说 明 辅 助 质 粒 ’%/(,$，’%/($，

’%/() 表达产物具备功能活性。

!"/ 痘苗病毒 0! 株在拯救体系中最适感染剂量

当 HD 感 染 剂 量 为 IJKLM/ 时，微 型 基 因 组

’()*+中报告基因的表达水平较高，在含 #IN小牛

血清的 -LOL 培养基中细胞病变轻微，生长状态较

好，镜下荧光持续时间可达 P Q K>；HD 感染剂量高

于 IJKLM/ 时，报告基因的表达水平更高一些，且出

现时间较早，但细胞病变相对明显，荧光持续时间较

短；HD 感染剂量低于 IJKLM/ 时，细胞状态更好一

些，但报告基因的表达水平较低，荧光数量较少。本

研究确定痘苗病毒 HD 株在拯救体系中的最适感染

剂量为 IJKLM/。

/ 讨论

本研究构建了含有鹅源新城疫病毒 !"# 毒株基

因组 GR端 )0<>0C 序列（# Q #D#8:）、增强型绿色荧光

蛋 白（ 0*1$）基 因 和 KR 端 +C<4=0C 序 列（#KIID Q
#KISD8:）的微型基因组（’()*+）。该微型基因组序

列反向克隆入转录载体 +.+ T&（IJI）的 +T 启动子

与转录终止信号之间，可避免报告基因在无病毒蛋

白的条件下直接表达，因此报告基因的表达可作为

病毒蛋白存在时基因组转录U复制的特异性指示系

统。研究结果表明，用微型基因组转染辅助病毒

!"# 株感染的 VO’(D 细胞时报告基因可以表达，而

转染的阴性对照组中报告基因不表达，说明本研究

所构建的微型基因组具有功能活性。

本研 究 在 构 建 该 微 型 基 因 组 时 选 择 合 适 的

)0<>0C 序列和 +C<4=0C 序列，使微型基因组序列全长

为 #IGDW’，恰好为 X 的倍数，遵守了 ,-. 基因组转

录和复制的“六碱基原则”［G］，为微型基因组能在

,$、$ 和 ) 辅助蛋白作用下有效的转录和复制提供

了良好保证。为了提高重组质粒的稳定性和拯救效

率，我们选用拷贝数低、复制严谨性高的转录载体

+.+T&（I，I），这在很大程度上降低重组质粒在复制

过程中发生突变的机率。同时此转录载体 +.+T&
（I，I）中含有 +T 启动子以及丁型肝炎病毒的核酶剪

切位点和转录终止信号，保证了转录的高效性以及

转录起始和终止的准确性。

$00:0CE 等［Y］研究发现，在 +T 启动子下游加入

D Q G个 * 碱基会大大提高转录效率。虽然转录所

生成的微型基因组 &,2 带 D 个 *，但在辅助病毒或

辅助质粒提供的 ,$、$ 与 ) 蛋白作用下复制生成反

义基因组 &,2 时，这 D 个“*”会自动消失。因此，本

PT 微 生 物 学 报 PK 卷



研究还在 !"#$%&" 序列 ’(端外带了 ) 个鸟嘌呤核苷酸

（*）以进一步提高转录效率。不过，这额外的 ) 个 *
并没有影响微型基因组全长是 + 的倍数，即所构建

的微型基因组符合“六碱基原则”。

,-. 的基因组 /,0 没有感染性，它必须先被

,1 蛋白衣壳化，再与 1 和 2 蛋白生成的病毒自身的

/,0 聚合酶结合形成 /,13 才能作为转录和复制的

功能性模板。本研究构建了表达病毒蛋白 ,1、1 和

2 的辅助质粒 4567,1、45671 和 45672 并用 89: 株微

型基因组 472*! 证实了 ; 种辅助质粒的表达产物具

有功能活性。本研究还发现，4567,1、45671、45672
和 472*! 共转染组中报告基因 &*<1 的表达量明显

高于辅助病毒 896 株感染组（图 :70 和图 )70），这可

能是由于 ,-. 自身编码的 /,0 聚合酶有复制和转

录双重功能，而这种功能的转换受 ,1 蛋白的表达

量影响：当 ,1 蛋白表达量高时，病毒 /,0 聚合酶主

要表现为复制功能；当 ,1 蛋白表达量低时，病毒

/,0 聚合酶主要表现为转录功能［;］。我们推测，当

辅助质粒 4567,1、45671 和 45672 共转染时，,1 蛋白

的表达量可能低于 89: 辅助病毒感染时 ,1 蛋白的

表达量，因而前者似乎更有利于微型基因组 /,13
的转录而后者则更利于它的复制。同时这种现象也

可能与 ,-. 的 . 蛋白的表达有关。有关研究发现，

. 蛋白可能会在某种程度上降低病毒 /,0 的转

录［=］，所以这也可能是导致辅助病毒感染组 &*<1 表

达量低于辅助质粒转染组的原因之一。

在病毒拯救体系中，其它因素也会不同程度地

影响拯救效率。其中表达 !> /,0 聚合酶的痘苗病

毒的感染剂量对拯救效率的影响很大。感染剂量过

大，细胞会产生严重的病变影响拯救的病毒粒子的

增殖，并且大大增加了从痘苗病毒中分离新拯救病

毒的难度；剂量过小又不能提供足够的 !> /,0 聚

合酶。本研究以鹅源 ,-. 89: 株微型基因组作为指

示系统对不同剂量的重组痘苗病毒 ?) 株在易感细

胞 @A47) 上表达 !> /,0 聚合酶的水平进行比较，

并结合感染后产生细胞病变的情况，确定了痘苗病

毒在拯救体系中的最适感染剂量为 BC’DE6，为后期

工作提供有益的参考依据。

国外 利 用 反 向 遗 传 学 技 术 已 经 成 功 拯 救 了

,-. 5%FG&7;B 株、2# HFI# 株等鸡源弱毒株［J，:B］。本

研究所选用的 ,-. 89: 株是近年来在我国水禽中流

行并能引起水禽严重发病和死亡的强毒株。目前我

们已完成了该毒株微型基因组及辅助质粒的构建和

功能鉴定，正在构建含有该毒株全长 K-,0 的转录

载体进而尝试与辅助质粒共转染拯救出有感染性的

病毒粒子。此毒株反向遗传学技术平台的建立将为

揭示 ,-. 在自然条件下种间传播现象、毒力演变规

律以及开展功能基因组研究、构建侯选疫苗株等奠

定基础。
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序号 会议名称 筹办单位 时间 人数 地点 联系人

P
;OOU 年中国工业微生物学术研

讨会

中国微生物学会工业微生物学专

业委员会
V 月 POO 天津

王洪玲、杨华

O;;:TO;ER;SP

;
中国微生物学会人兽共患病原

学专业委员会会议和中国人兽

共患病杂志编辑委员会会议

中国微生物学会人兽共患病原学

专业委员会
V 月 POO 福建

万康林

OPO:TPERNVRS

R
全国各省市自治区微生物学会

秘书长会议
中国微生物学会 U 月 UO 北京

王旭

OPO:T;UUVTEE

V
,-’ R#2 M(/’#(5/")(51 Q?*.)%"$* )(
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中国微生物学会农业微生物学专

业委员会

湖北武汉华中农业大学农业微生

物学国家重点实验室

U 月

PO ^ PR 日
PUO 武汉
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U
第五届国际工业微生物与生物

技术学术研讨会

中国微生物学会分子微生物学及

生物工程专业委员会
T 月 ;OO 上海

朱春宝 陈代杰

O;P:T;VENSOS4R;R

T
第八次全国环境微生物学术研

讨会

中国微生物学会环境微生物学专

业委员会
S 月 POO 哈尔滨

李顺鹏

O;U:VRNTRPV

E 资源微生物技术学术研讨会
中国微生物学会基础微生物学专

业委员会
V 月‘U 月 SO 济南

曲音波 陈冠军

OURP:SRTVV;N

S
第 R 届农用微生物产品（微生物

肥料）技术研讨会

中国微生物学会农业微生物学专

业委员会
N 月 ;OO 北京

李俊

OPO:TSNPSEO;

N
第八届全国分析微生物学术研

讨会

中国微生物学会分析微生物学专

业委员会
N‘PO 月 POO

湖南

吉首

宋亚军

OPO a TTNVSUT;
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;OOU 国际干扰素与细胞因子学

术大会

中国微生物学会干扰素专业委员
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第十届全国杀虫微生物学术研

讨会

中国微生物学会农业微生物学专

业委员会
PO 月 POO 福州

关雄
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第十届全国微生物学教学研讨

会

中国微生物学会基础微生物学专

业委员会、普及与教育工作委员会

委员会、农业微生物学专业委员会

S 月 POO 哈尔滨
王立群 徐风花
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PR 生物制品发展现状研讨会
中国微生物学会生物制品专业委

员会
PO 月 PUO 昆明

李德富

OPO:TEO;VR;U

PV 第五届全国酶工程学术研讨会
中国微生物学会酶工程专业委员

会
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福建

黎高翔
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;OOU 年中国微生物学会学术年

会
中国微生物学会 PP ^ P; 月 ROO 待定

王旭
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PT 微生物基因组学研讨会

中国微生物学会农业微生物学专

业委员会

湖北武汉华中农业大学农业微生

物学国家重点实验室
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喻子牛、孙明
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中国微生物学会兽医微生物学
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