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用反向遗传技术致弱基因 !""#型鹅源新城疫病毒 $%"株
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摘 要：将新城疫病毒 CDE株基因组 @FG(全长分成 "个片段，依次连接并克隆至 0H0"I转录载体中，构建了含 CDE
株全基因组 @FG(的转录载体（)GFHJCDE），)GFHJCDE与 -个辅助表达质粒 )KE2GL、)KE2L和 )KE2M共转染 NOI20"J3
细胞，成功拯救出了具有感染性的新城疫病毒粒子。设计两对引物，经 PQ1*,5) LKI方法将该毒株 4蛋白裂解位点
的 %%#、%%3和 %%"位碱性氨基酸突变成弱毒株特征的非碱性氨基酸后，替换 )GFHJCDE上的对应序列，构建了转录载
体 )GFHJCDE4R，将 )GFHJCDE4R与 -个辅助表达质粒共转染 NOI20"J3 细胞，成功拯救出了致弱的基因 HEE?型鹅源
新城疫病毒 GFHJCDE4R，获救病毒的鸡胚最小致死剂量平均死亡时间（RF0）大于 %#$S，同时该病毒的脑内接种致
病指数（EKLE）为 $T%.，上述结果表明，获救病毒的毒力已被致弱，是一个较为理想的疫苗候选株。
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反 向 遗 传 操 作 技 术 （ I1Q1*V1 W1A1X+@V
85A+):,5X+PA X1@SA+Y:1）是在反转录2聚合酶链反应技
术和体外转录 IG(技术基础上建立起来的一门新
型分子病毒学研究技术，常被称为“病毒拯救”。新

城疫病毒（G1Z@5VX,1 ?+V15V1 Q+*:V，GFH）的拯救过程
一般是将构建的全基因组 @FG(克隆（转录载体）
和分别含 GL、L与 M基因的辅助质粒（表达载体）
共转染细胞，在辅助质粒提供相关酶的作用下，

@FG(克隆进行转录和各基因的表达，最终组装成
有感染性的病毒粒子［%，#］。

新城疫（G1Z@5VX,1 ?+V15V1，GF）是由 GFH 引起
的多种禽类发生高度死亡的一种重要传染病。GFH
在中国已存在几十年，过去，虽然也有报道 GFH能
自然感染鹅、鸭等水禽，但一般认为水禽对 GFH有
较强的抵抗力，感染后不易发病和造成流行。然而，

自 %&&"年以来，我国陆续有水禽感染 GFH强毒并
发病的报道［-］，万洪全等［!］对分离的 GFH鹅源毒株
进行分析时发现，它们绝大多数属于基因 HEE型，与
当前 GF流行毒株的基因型一致。本室对 #$$$ 年
分离到的一株鹅源 GFH强毒 CDE株进行了全基因组
序列的测定［3］，在此基础上，构建了含有该基因组

@FG(全长的转录载体以及该毒株 GL、L与 M基因
的 -个表达载体［.］，并进行了该病毒的拯救，同时对

其进行了致弱突变，旨在为新型疫苗的研制探寻新

的途径。

& 材料和方法

&’& 材料
&’&’& 毒株、细胞株、单抗及鸡胚：鹅源 GFH CDE株
由本室从浙江发病鹅群中分离并鉴定为强毒株

（RF0为 3%T.S，EKLE为 %T/&）［3］；能稳定表达 0" IG(
聚合酶的 NOI20"J3 细胞由中国农业科学院哈尔滨
兽医研究所步志高研究员惠赠；抗 CDE 株 GFH [G
蛋白单克隆抗体（.N%）由胡顺林等制备［"］；OL4种
蛋购自山东省实验种鸡场。

&’&’( 质粒和菌株：转录载体 0H0"I（$T$）［/］由美
国 (,5\585 大学 M> (A?*1Z N5,,教授惠赠；真核表达
载体 )KE2A1P购自美国 L*P81W5公司；0载体试剂盒
（)KI#T%）为美国 EAQ+X*PW1A公司产品；宿主菌 ! > "#$%
F[3!为本室保存；表达 GL和 L基因的真核表达质
粒（)KE2GL和 )KE2L）由刘玉良等［.］构建。
&’&’) 主要试剂：(RH反转录酶、高保真 FG(聚合
酶、0! FG( 连接酶购自 L*P81W5 公司；转染试剂
O:)1*41@X和质粒抽提试剂盒（UE()*1) O)+A R+A+L*1)
]+X）为 U+5W1A 公司产品；IG( 抽提试剂盒购自
05]5I5公司；各种限制性内切酶均购自晶美生物工



程公司。

!"# 反转录
病毒的 !"# 抽提按试剂盒说明书提供的步骤

进行。病毒 !"#的反转录参照文献［$］。
!"$ 含有全基因组 %&’(转录载体和 ) 基因真核
表达载体的构建

参照 %&’()’*公布的鹅源新城疫病毒 +,-株全
序列，设计 .对引物，经 !/012!法从尿囊液中扩增
目的片段后，分别克隆进 32!456载体，再将 .对引
物的扩增片段依次亚克隆到 /7/.!转录载体中，构
建了含 "87基因组 98"#的转录载体 3"87:+,-；设
计引物，将 ;基因分成 <段进行扩增后分别克隆进
32!456载体，再将 <个片段连接并亚克隆至表达质
粒 32-0’&=上，构建 ;基因的真核表达载体 32-0;。
!"* ’&+,-.株的拯救与鉴定
将 32-0"1、32-01和 32-0; <个真核表达质粒与

含有 "87 基因组 98"# 全长的转录载体（3"87:
+,-）共转染 (>!0/.:?细胞，转染方法参照 >@3&AB&9C
/A)’DE&9CF=’ !&)G&’C说明书进行，$HI 后收集转染细
胞的上清液接种 J K 66 日龄 >1B 鸡胚。尿囊液按
L-M 标准进行血凝（N&O)GGP@CF’)CF=’，N#）试验。
N#为阳性的样品用单克隆抗体 $(6按 L-M标准进
行血凝抑制（N&O)GGP@CF’F’ F’IFQFCF=’，N-）试验，同
时以 "87+,- 母本毒株为阳性对照。

图 ! /蛋白裂解位点突变模式图
BFGR6 /I& D9I&O)CF9 A&3A&D&’C)CF=’ =E O@C)CF=’ F’ B 3A=C&F’ 9P&)S)G& A&GF=’R

!"0 /裂解位点的突变
根据发表的序列设计两对引物，16：?T0#2#

#22%%/%2#%2#2222/2/%##//%#/0<T；14：?T0%#
1%%#%#2##1##2%22//#/#%%/%2/%//#//%%0
<T；1<：?T0##1%2%//2//%/2/222/22/22#%#2%/%
%#20<T；1U：?T0%%//#/###%/%22/%%#/%%/2#%#/
%#%//##0<T。引物外带 !"#!和 $%&!酶切位点用
下划线标注；突变碱基由黑体标注。以上引物由上

海生物工程有限公司合成。

通过 !/012!方法，用引物 16 和 14 扩增病毒
基因组的 4V.H K UJ6.’C区域，用引物 1<和 1U扩增
基因组的 UV$U K ?4.H’C区域，再用引物 16和 1U将
以上两个片段通过 =S&AP)3 12!方法相连，得到裂解
位点发生 <个氨基酸突变的 B基因。12!产物回收
后克隆于 32!456 载体进行扩增，最后将目的片段

经 !"#!和 $%&!酶切后替换转录载体 3"87:+,-上
的对应序列。重组质粒用酶切和 12!方法鉴定，阳
性克隆命名为 3"87:+,-BW，突变模式见图 6。
!"3 致弱病毒的拯救
将 32-0"1、32-01和 32-0; <个真核表达质粒与

重组质粒共转染 (>!0/.:? 细胞，转染 4UI 后，加入
6:6H体积的 >1B鸡胚尿囊液，$HI 后收集转染细胞
的上清液接种 J K 66 日龄 >1B鸡胚，尿囊液按 L-M
标准进行 N#和 N-测定，同时以 "87+,- 母本毒株
为阳性对照。

!"4 病毒的鉴定
将 N#和 N-检测均为阳性的尿囊液在 >1B鸡

胚上传两代后，收集尿囊液，抽提 !"#用于 !/012!
反应，扩增 B基因长度约为 6.HHQ3大小的片段，回
收目的片段进行测序鉴定。

!"5 鸡胚最小致死剂量平均死亡时间（6&7）与脑
内接种致病指数（.28.）的测定
用灭菌生理盐水分别连续 6H 倍（6HX <、6HX U

⋯⋯6HX .）递增稀释致弱病毒，每个稀释度接种 ?只
J K 66日龄 >1B鸡胚，<.Y孵育 ?Z，按文献［J］的方
法计算病毒的 W8/；致弱病毒的尿囊液以灭菌生理
盐水 6H 倍稀释后经脑内接种 6H 只 6 日龄的 >1B
鸡，按文献［J］的方法计算病毒的 -21-。
!"9 病毒的感染性试验
致弱病毒 6HX <稀释后，接种鸡胚成纤维细胞，

UVI后在显微镜下观察细胞的病变情况，同时设母
本毒株作为对照。

# 结果

#"! ’&+,-.株的拯救
转染样品接种 >1B 鸡胚 UVI 左右鸡胚开始死

亡，收取尿囊液测 N#，效价为 4$，且能被抗 "87的
单克隆抗体所抑制，表明鹅源 "87+,- 株已拯救成
功。

#"# 致弱病毒的拯救与鉴定
转染样品接种 >1B鸡胚，接种 UZ后收集鸡胚尿

囊液，在 >1B 鸡胚上再传一代后，收集尿囊液用于
N#和 N-试验，结果表明，尿囊液的 N#效价为 4.，
且 N-试验呈阳性，初步表明致弱病毒已成功茯救，
获救病毒命名为 "87:+,-BW。阳性样品传两代后再
收取尿囊液用于反转录，然后进行 12!扩增反应，
扩增出的片段与预期的大小一致，扩增片段的测序

结果显示 B基因的裂解位点已突变成功（图 4）。

VJ6 N[ >I@F0PF’ #’ () R :!*’( +&*,-.&-)-"&*( /&0&*(（4HH.）U.（4）



图 ! "基因裂解位点核甘酸序列
!"#$% &’()*+,"-* .*/’*0(* +1 ,2* ! #*0* ()*343#* 5*#"+0$

!#$ %&’与 ()*(的测定
病毒 6个稀释度的接种鸡胚在 7%82内没有发

生死亡，说明该毒株的 9:;值大于 7%82；尿囊液经
脑内接种 <=!鸡后，接种鸡没有发生死亡，>?=>的测
定值仅为 8@7A，表明获救病毒的毒力完全符合弱毒
株的标准［78］。

!#+ 细胞感染性试验
致弱病毒 &:BCDE>!9 感染 ?F! GH2后，细胞没

有出现病变，而母本病毒感染细胞则出现了拉网和

脱落现象，形成了明显的空斑（图 I）。说明拯救后
病毒的 !蛋白在 ?F!上不能有效裂解，进一步表明
获救病毒的毒力已明显减弱。

图 $ 细胞感染试验结果
!"#$I ;2* 5*.’),. +1 "01*(,"+0 ,*., $ J：?F! "01*(,*- K",2 &:BCDE>!9；

L：?F! "01*(,*- K",2 &:BDE> $

$ 讨论

%886年，刘玉良等［78］用 &:B DE>株的 I个辅助
质粒和其全基因组 (:&J克隆进行共转染经多次摸
索均不能拯救出野生型 &:B，而同时换用 &:B
M3<+,3 毒株的 I个表达载体与 DE> 株 &:B (:&J克
隆进行共转染时却拯救出了有血凝性的 &:B，但其
拯救效率较低给后续研究带来了困难，这可能与前

期 (:&J克隆和 M基因表达质粒构建过程中因 =?N
扩增而引入了多处碱基的突变有关，因此为了提高

病毒的拯救成功率，本研究在减少碱基突变的前提

下，对含 DE>株全长 (:&J克隆转录载体及其 M基因
的表达质粒进行了重新构建。将新构建的两个质粒

与另外两个辅助表达质粒（O?>P&=和 O?>P=）共转染
L<NP;QC6细胞 G次，均获得了有感染性的病毒粒子，

拯救效率较以前明显提高，并且获救病毒的生物学

特性（9:; 为 6G2，>?=> 为 7@R8）与母本病毒相似。
病毒的成功拯救为接下来的基因功能和疫苗载体开

发等方面的研究提供了平台。

!蛋白是 &:B毒力和致病性的主要决定因素，
在病毒的感染过程中介导病毒和细胞膜发生融

合［77］。强毒株的裂解位点为多个碱性氨基酸连续

排列，可被机体多个组织器官的多种蛋白酶裂解，因

此可导致全身性感染。弱毒株在该区域碱性氨基酸

则被中性氨基酸所代替，使相应序列成为 SCF77%PTC
NPUPSCF776PNPM77Q，这种 !蛋白前体仅能被有限的
组织或器官分泌的胰样蛋白酶裂解，感染性很低或

无感染性［7%］。国外利用反向遗传学技术已经成功

拯救了 &:B ?)+0*PI8 株、M3 <+,3 株等鸡源弱毒株，
并开展许多毒力相关因素的研究［7I，7G］，但迄今利用

反向遗传学技术对速发性强毒株毒力相关因素进行

研究的报道很少。本研究将基因 B>>- 型强毒株 !
蛋白的裂解位点进行了突变，成功拯救出了致弱的

基因 B>>-型鹅源 &:B，其 9:;大于 7%82且 >?=>仅
为 8@7A，与致弱前的毒株相比其毒力明显降低。该
重组病毒的成功拯救，首次实现了 &:B由强毒到弱
毒的改变，进一步证明 !蛋白裂解位点的氨基酸序
列与 &:B的毒力密切相关。
自 7R%A年发现 &:以来，&:已发生了 G次大流

行，而且每一次流行都有不同基因型的毒株出现，研

究发现，近年来引起我国 &:大流行的毒株主要为
基因!型，该型毒株与以往的毒株特别是疫苗株相
比，遗传距离越来越远，有学者认为［76］即使常规的

疫苗对目前分离株强毒的攻击具有良好的保护作

用，但保护抗体的 V>阈值在不断的提高，而且很有
可能正是这种阈值的变化为流行毒株的存在和传播

提供了更多的机会，导致高 V>抗体水平下的非典型
&:的不断发生。本研究所致弱毒株的母本病毒为
基因 B>>型，与流行毒株的基因型相一致，因此致弱
后的病毒可作为一个理想疫苗候选株，在控制当前

新城疫的发生和流行方面有较大的优势和潜力。
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