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S

3c"$C!Z&

+

S

3c"$#!4Z

+

S

3c"$G!a

+

S

3c"$2!4.

#与
..

株的
3&

基因 "

S

3c..$B!

3&

#+

4&

基因"

S

3c..$>!4&

#的质粒组合!预期

产生
D

个
3%4"

亚型的重排病毒!命名为
Y1>

%

..3&

%

..4&

&

&FN

!

转染质粒的准备和共转染

!!

将
1

株
2

个 基 因 的 质 粒 "

S

3c"$D!Z]"

+

S

3c"$"!Z]D

+

S

3c"$C!Z&

+

S

3c"$B!3&

+

S

3c"$#!4Z

+

S

3c"$>!4&

+

S

3c"$G!a

和

S

3c"$2!4.

#和
..

株的
3&

和
4&

基因质粒

S

3c..$B!3&

和
S

3c..$>!4&

扩大培养!按照

DEB

的设计进行病毒拯救&将混合的质粒和转染试

剂加入
'_.!D

细胞中!置
CGd

+含
#̀ '_

"

培养箱

中培养
"B(

收取转染细胞接种
D$

日龄
.Z1

鸡胚'

培养
B2(

后再取尿囊液接种
D$

日龄
.Z1

鸡胚!每

天观察鸡胚死亡情况!适时收集鸡胚尿囊液进行病

毒鉴定&同时设对照转染孔!不加转染试剂和质粒!

其它同上)

>

*

&

&FO

!

$

株重组病毒在
'

周龄
H;G

鸡气管和肺组织

中的复制能力

!!

试验设计与
DEC

类似!详见表
"

&

D"

只
B

周龄

的
.Z1

鸡分成
B

组!分别为
1G

%

..3&

组+

1G

%

..!

4&

组+

1>

%

..3&

%

..4&

和健康对照组 "

'A-!

T:A7

#!每组
C

只'用灭菌
Z].

稀释病毒的尿囊液!接

种病毒含量为
D$

G

K<[

#$

'接种后第
C

天扑杀接种组

表
!

!

$

株重组病毒在
H;G

鸡气管和肺组织中复制能力试验设计 "

+I$

#

J,B-4!

!

;<1

K

45621<51L

:

,<0/1+12<4

:

-05,601+4220504+5

.

1268<44<451LB0+,+6/0+H;G5805M4+/

"

+I$

#

分组

?:A8

S

;

接种病毒

=):8;,;

接种途径

YA8T,A6)-A*87/T)A-

接种剂量

[A;,

取样组织

./L

S

7,;

1G

%

..3& Y1G

%

..3& J:/*(,/

'

_:/7

'

4/;/7 D$

G

K<[

#$

J:/*(,/

'

P8-

0

1G

%

..4& Y1G

%

..4& J:/*(,/

'

_:/7

'

4/;/7 D$

G

K<[

#$

J:/*(,/

'

P8-

0

1>

%

..3&

%

..4& Y1>

%

..3&

%

..4& J:/*(,/

'

_:/7

'

4/;/7 D$

G

K<[

#$

J:/*(,/

'

P8-

0

'A-T:A7 Z]. J:/*(,/

'

_:/7

'

4/;/7 $E"LP J:/*(,/

'

P8-

0

D%D



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
C%

卷
!

的
C

只鸡!同样组织等量无菌取其气管和肺研磨成匀

浆并离心!分别用
D

和
CLP

双抗灭菌的
Z].

溶解气

管和肺组织!其溶解产物作为
D$

!D稀释浓度!离心取

上清经尿囊腔接种非免疫鸡胚!

C#d

孵育!每隔
D"(

照胚
D

次!弃去
"B(

内死亡的鸡胚!

#@

后收取鸡胚

尿囊液测其血凝效价!按
Y,,@!a8,-*(

公式计算
1G

%

..3&

株+

1G

%

..4&

株和
1>

%

..3&

%

..4&

株

接种后
C@

的气管和肺组织内病毒的
K<[

#$

&

!

!

结
!

果

!F&

!

G

株$

HH

株和
$

株
(%)!

亚型重排
*>A/

在体

外的生长特性

!!

1

株+

..

株和
C

株
3%4"

亚型重排病毒的半数

致死量+半数感染量和血凝效价见表
C

&

表
$

!

N

株
(%)!

禽流感病毒在体外的生长特性

J,B-4$

!

3<1D68

:

<1

:

4<6

.

1220=4(%)!,=0,+0+2-?4+@,=0<?/4/!"#!$%&

病毒株

=):8;,;

病毒半数致死量

PA

0D$

KP[

#$

%

$V"LP

病毒半数感染量

PA

0D$

K<[

#$

%

$V"LP

血凝效价

3&T)T,:;

"

"

-

#

1;T:/)- 2V$ DDV$ D$"B

"

"$B2

..;T:/)- 2V$ D$VDG D"2

"

"#>

Y1G

%

..3& 2V$ 2VG# D"2

"

"#>

Y1G

%

..4& GV$ 2VG# #D"

"

D$"B

Y1>

%

..3&

%

..4& 2V$ %V"# #D"

"

D$"B

!F!

!

G

株和
HH

株在
H;G

鸡气管$肺和消化道组织

中的复制特性

!!

B

周龄
.Z1

鸡接种后
C@

!测得
1

株接种鸡的
C

个气管和肺组织中病毒
7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

分别是

#EG#

+

GE#

+

>E#

!其平均
7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

是
>E#2e

$E#2

'

..

株接种鸡的
C

个气管组织中病毒的

7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

分别是
#E#

+

BE#

+

"E$

!其平均

7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

是
BE$e$E2C

!

..

株接种鸡的
C

个肺组织中病毒的
7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

分别是
CE$

+

"E#

+

"E$

!其平均
7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

是
"E#e$ECC

"表
B

#&健康对照组没有分离到病毒&

!!

1

组和
..

组鸡消化道只能偶尔在个别样品中

分离到病毒!没有达到统计的要求!因此无法计算消

化道的
K<[

#$

&

1

株和
..

株在
.Z1

鸡消化道组织

中病毒
K<[

#$

测定中鸡胚感染数见表
#

&

!F$

!

$

株重组病毒接种
'

周龄
H;G

鸡气管和肺组

织中病毒的
P>Q

N"

!!

B

周龄
.Z1

鸡接种
C

株重组病毒后
C@

!测得

Y1>

%

..3&

%

..4&

株接种鸡在气管和肺组织中病毒

的平均
7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

分别是
CE%De$E2G

+

DE2C

e$E#$

'测得
Y1G

%

..4&

株接种鸡在气管和肺组织

中病毒的平均
7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

分别是
CE#2e

$EG#

+

CE$2e$E2C

'测得
Y1G

%

..3&

株接种鸡在气

管和肺组织中病毒的平均
7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

分别

是
CEBDe$E#2

+

CEBDe$E2C

"表
B

#&

表
'

!

N

株
(%)!

禽流感病毒在
'

周龄
H;G

鸡气管和肺组织中病毒的
P>Q

N"

J,B-4'

!

P>Q

N"

126<,584,,+E-?+

7

60//?4/,6$E,

.

,264<0+15?-,601+D068N

(%)!,=0,+0+2-?4+@,=0<?/4/

"

-1

7

&"

P>Q

N"

%

"F!LR

#

分组

?:A8

S

;

鸡
D

./L

S

7,D

鸡
"

./L

S

7,"

鸡
C

./L

S

7,C

平均
K<[

#$

a,/-K<[

#$

J:/*(,/ P8-

0

J:/*(,/ P8-

0

J:/*(,/ P8-

0

J:/*(,/ P8-

0

1;T:/)- #VG# #VG# GV# GV# >V# >V# >V#2e$V#2 >V#2e$V#2

..;T:/)- #V# CV$ BV# "V# "V$ "V$ BV$$e$V2C "V#$e$VCC

Y1G

%

..3& #V# "V# BV$ "V$ "V"#

#

DV$ CV%De$V2G DV2Ce$V#$

Y1G

%

..4& >V# BV# DVG# "VG# "V# "V$ CV#2e$VG# CV$2e$V2C

Y1>

%

..3&

%

..4& CV"# BV"# "V$ BV"# #V$ DVG# CVBDe$V#2 CVBDe$V2C

"%D
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3%4"

亚型禽流感病毒复制特性的基因分析

表
N

!

接种后
$EG

株和
HH

株在
H;G

鸡消化道组织中病毒
P>Q

N"

测定中鸡胚感染数"

+I'

#

J,B-4N

!

>+245601++?LB4</125805M4+4LB<

.

1/21<0+64/60+4/60//?4/,6$E,

.

,264<0+15?-,601+D068G1<HH0+PRQ

N"

%

P>Q

N"

64/6

"

+I'

#

稀释度

[)78T)A-;

1

组
1

0

:A8

S

..

组
..

0

:A8

S

./L

S

7,D ./L

S

7," ./L

S

7,C ./L

S

7,D ./L

S

7," ./L

S

7,C

D$

\D

D

%

B C

%

B $ C

%

B C

%

B $

D$

\"

$ D

%

B $ C

%

B D

%

B $

D$

\C

$ $ $ "

%

B $ $

D$

\B

$ $ $ D

%

B $ $

D$

\#

$ $ $ $ $ $

$

!

讨
!

论

!!

我国自
D%%B

年首次报道从鸡群中分离到
3%

亚型
&<=

"

&5)/-)-678,-9/5):8;

!

&<=

#以来)

D

*

!目前

许多省都有
3%

亚型
&<

的流行!给我国的养禽业造

成了巨大的经济损失&郭元吉等)

"

*比较了
C

个

3%4"

亚型代表株对鸭+鸡+猪和小鼠的致病性和病

毒在体内的复制能力!认为类
&

%

'()*+,-

%

],)

Q

)-

0

%

%B

"

3%4"

#等
3%4"

亚型
&<=

的主要传播途径是

气溶胶呼吸性传播!具有很高的传播效率&对
&

%

'()*+,-

%

?8/-

0

@A-

0

%

..

%

%B

"

3%4"

#和
&

%

'()*+,-

%

.(/-

0

(/)

%

1

%

%2

"

3%4"

#的表面基因
3&

和
4&

的

遗传进化分析结果显示!

"

株病毒都属于类
&

%

'()*+,-

%

],)

Q

)-

0

%

%B

"

3%4"

#

)

B

*

&本研究首先比较

了这
"

个毒株在
.Z1

鸡体内的复制特性!发现
&

%

'()*+,-

%

.(/-

0

(/)

%

1

%

%2

"

3%4"

#在气管和肺组织

中的 复 制 能 力 都 很 强!都 达 到 "

>E#2e$E#2

#

7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

!而
&

%

'()*+,-

%

?8/-

0

@A-

0

%

..

%

%B

"

3%4"

#的复制能力在气管中要强于在肺组织

中!分别是"

BE$$e$E2C

#

7A

0

D$

K<[

#$

%

$E" LP

和

"

"E#$e$ECC

#

7A

0

D$

K<[

#$

%

$E"LP

&

"

株病毒在肠

道中的复制能力都不强!只是偶尔分离到病毒&显

然
"

株病毒主要在呼吸系统复制!

&

%

'()*+,-

%

.(/-

0

(/)

%

1

%

%2

"

3%4"

#在气管和肺中的复制能力

明 显 要 强 于
&

%

'()*+,-

%

?8/-

0

@A-

0

%

..

%

%B

"

3%4"

#!即
D%%B

年中国首次分离到的
3%4"

亚型

&<=

经过
B

年的宿主适应和基因进化!加强了其在

呼吸系统的复制能力!奠定了气溶胶传播的基础&

!!

为研究
&

%

'()*+,-

%

?8/-

0

@A-

0

%

..

%

%B

"

3%4"

#

和
&

%

'()*+,-

%

.(/-

0

(/)

%

1

%

%2

"

3%4"

#复制特性差

异的原因!从分子水平上探讨中国大陆
D%%2

年

3%4"

亚型禽流感病毒获得气溶胶传播特性的机

制!本研究利用反向遗传技术!通过基因重组!以
&

%

'()*+,-

%

.(/-

0

(/)

%

1

%

%2

"

3%4"

#禽流感病毒"

/5)!

/-)-678,-9/5):8;

!

&<=

#的
>

个内部基因为骨架!

与
&

%

'()*+,-

%

?8/-

0

@A-

0

%

..

%

%B

"

3%4"

#

&<=

的

3&

和
4&

基因组合!产生
C

株
3%4"

亚型重排

&<=;

&经动物试验发现!以
&

%

'()*+,-

%

.(/-

0

(/)

%

1

%

%2

"

3%4"

#为内部基因骨架!当替换为
&

%

'()*+!

,-

%

?8/-

0

@A-

0

%

..

%

%B

"

3%4"

#的
3&

基因和%或

4&

基因时!病毒在鸡气管中的复制能力都低于
&

%

'()*+,-

%

.(/-

0

(/)

%

1

%

%2

"

3%4"

#在鸡气管中的复

制能力!其中
Y1G

%

..3&

株与
&

%

'()*+,-

%

?8/-

0

!

@A-

0

%

..

%

%B

"

3%4"

#的 复 制 滴 度 最 接 近!显 示

3%4"

亚型
&<=

在鸡气管中的复制能力与病毒的

3&

基因和
4&

基因都有重要关系'

Y1G

%

..3&

在

肺组织中的复制滴度最低!

Y1G

%

..4&

和
Y1>

%

..3&

%

..4&

在肺组织中的复制滴度要高于其表

面基因的母本病毒株
&

%

'()*+,-

%

?8/-

0

@A-

0

%

..

%

%B

"

3%4"

#!低于其内部基因的母本病毒
&

%

'()*+!

,-

%

.(/-

0

(/)

%

1

%

%2

"

3%4"

#!表明
3&

和
4&

基因

对
3%4"

亚型
&<=

在肺组织的复制特性起主要作

用&由
Y1>

%

..3&

%

..4&

在肺组织中的复制滴度

高于
&

%

'()*+,-

%

?8/-

0

@A-

0

%

..

%

%B

"

3%4"

#的结果

可知!内部基因对
3%4"

亚型
&<=

在呼吸道的复制

也有作用&有报道认为肠道是禽流感病毒复制的主

要场所!而人适应流感病毒株是在呼吸道复制!不在

内脏复制)

2

*

&中国大陆自
D%%B

年在鸡中流行

3%4"

亚型禽流感病毒!仅仅经过
B

年的进化!其在

呼吸系统复制能力得到了明显的提高!值得人们重

视&
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篇论文荣获

第五届中国科协期刊优秀学术论文

!!

第五届中国科协期刊优秀学术论文评选活动!经全国学会主办期刊编辑部推荐和作者自荐+学会专家复

评+评审委员会终评!评出特别优秀学术论文
2

篇!优秀学术论文
D%"

篇&中国畜牧兽医学会主办的期刊共

有
B

篇文章获优秀学术论文奖!其中,畜牧兽医学报-占
C

篇&在此编辑部向获奖作者表示热烈的祝贺.向

多年来关心+支持本刊的所有作者+审稿专家表示衷心的感谢.编辑部期待国内外畜牧兽医领域的专家+科

技工作者继续支持学报的发展!将高质量的论文投向本刊!对于评审优秀的文章!编辑部将考虑优先发表&

!!

中国畜牧兽医学会获第五届中国科协期刊优秀学术论文奖的文章为$

闫贵龙!鲁
!

琳!孟庆翔!等
V

氮肥追施量对玉米秸秆营养价值的影响
V
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薛
!

峰!顾
!

敏!彭
!

宜!等
V3B

亚型家养水禽流感病毒分离株的表面膜蛋白基因的序列测定和遗传进化分

析
V
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邹丰才!吴绍强!廖申权!等
V

应用
*[4&

微阵列芯片技术筛选猪蛔虫性别差异表达基因的研究
V
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孙铁虎!朴香淑!龚利敏!等
V

氨基酸络合铁对生长猪生长性能及有关指标的影响
V
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