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１株髓细胞瘤型犑亚群禽白血病病毒

感染性克隆的构建与病毒拯救

林　艳１，夏　静１，邹年莉１，郭明萍１，王富妍１，赵　扬１，文心田１
，２，

曹三杰１，２，黄　勇１
，２

（１．四川农业大学 动物医学院，雅安６２５０１４；２．四川农业大学 动物疫病与人类健康四川省重点实验室，

雅安６２５０１４）

摘　要：为构建髓细胞瘤型Ｊ亚群禽白血病病毒（ａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＡＬＶＪ）ＳＣＧＳ１株前病毒ｃＤＮＡ分子标记感

染性克隆，根据ＳＣＧＳ１全基因测序结果，分３段进行全序列ＰＣＲ扩增，顺次连接至ｐＵＣ１９，构建ＳＣＧＳ１株前病毒

ｃＤＮＡ感染性克隆ｐＵＣＳＣＧＳ；通过重叠ＰＣＲ方法对ＳＣＧＳ１基因组进行沉默突变，在４６８４位点引入犛犪犾Ⅰ位点，

构建ＳＣＧＳ１株分子标记感染性克隆ｐＵＣ△ＳＣＧＳ；以ｐＵＣＳＣＧＳ和ｐＵＣ△ＳＣＧＳ重组质粒转染ＣＥＦ进行病毒拯

救，并通过ＰＣＲ、间接免疫荧光与双抗体夹心ＥＬＩＳＡ进行拯救病毒检测。结果显示，成功构建ｐＵＣＳＣＧＳ与ｐＵＣ

△ＳＣＧＳ重组质粒，转染后盲传第３代、第４代细胞与上清中均检测到拯救病毒；间接免疫荧光与抗原ＥＬＩＳＡ方法

分别在ＣＥＦ细胞和上清中检测到ＡＬＶＪ抗原。成功拯救获得分子标记ＡＬＶＪ。
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ｕｌａｒｍａｒｋｅｒ；ｖｉｒｕｓｒｅｓｃｕｅ

　　禽白血病病毒（ａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＡＬＶ）是

在鸡群中普遍存在的一种反转录病毒［１］。经典的鸡

白血病主要由外源性ＡＬＶ的Ａ、Ｂ亚群引起，少数

病例由Ｃ、Ｄ亚群引起
［２］，而今，经典的禽白血病已

越来越少见，主要为无致瘤性的内源性Ｅ亚群ＡＬＶ

感染。１９９１年Ｌ．Ｎ．Ｐａｙｎｅ等
［３］从肉鸡群中分离

到１株非ＡＥ亚群的新型外源性禽白血病病毒，将

其命名为Ｊ亚群。ＡＬＶＪ主要引起肉种鸡的髓细

胞瘤性白血病［４］，给世界养禽业造成巨大损失。

１９９９年中国首次报道证实商品肉鸡中存在该病
［５］。

ＡＬＶ属于反转录病毒，基因组是单链正义

ＲＮＡ
［１］。由于反转录病毒的ＲＮＡ聚合酶相对缺乏

校对机制［６７］，同时在病毒复制过程中其基因组会与

宿主基因组重组，从而造成ＡＬＶＪ在遗传上的多变

性，这对研究 ＡＬＶＪ的致病机理造成了巨大的困

难。因此，寻求单一起源的ＡＬＶＪ对于研究病毒遗

传特性、致病机理等非常重要。而反向遗传技术构

建的感染性克隆所拯救出的病毒，就是单一起源的

病毒群体。同时，通过构建病毒的感染性克隆，可以

实现ＲＮＡ病毒基因修饰、敲除、替换等操作，被广

泛应用于多种病毒分子致病机制研究中［８］。本研究

通过构建髓细胞瘤型 ＡＬＶＪ四川株ＳＣＧＳ１前病

毒ｃＤＮＡ感染性克隆，并通过点突变在病毒基因组

中引入犛犪犾Ⅰ酶切位点进行分子标记，并完成病毒

拯救，为ＡＬＶＪ的分子致病机制研究等奠定基础。

１　材料与方法

１．１　毒株与细胞

髓细胞瘤型ＡＬＶＪ四川分离株ＳＣＧＳ１（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号为ＪＱ３９６３０２）由本实验室从四川某种

鸡场分离保存［９］；抗 ＡＬＶＪ血清、ＤＨ５α感受态细

胞由本实验室制备并保存。

１．２　主要试剂

琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒购自天根生化科

技有限公司；ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，ＰｒｅｍｉｘＬＡ犜犪狇酶，ｐＭＤ１９ＴＳｉｍ

ｐｌｅＶｅｃｔｏｒ，ｐＵＣ１９质粒，限制性内切酶等购自宝生

物工程（大连）有限公司；Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉ

Ｋｉｔ购自美国 ＯＭＥＧＡ公司；ＥｎｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＤ转染

试剂购自北京英格恩生物科技有限公司；Ｇｏａｔａｎｔｉ

ｃｈｉｃｋｅｎＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），ＦＩＴＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ购自北京博

奥森生物技术有限公司；禽白血病病毒ＥＬＩＳＡ抗原

检测试剂盒购自北京维德维康生物技术有限公司。

１．３　犛犆犌犛１株前病毒犮犇犖犃感染性克隆的构建

利用病毒基因组中犈犮狅ＲⅠ（２５４４）、犓狆狀Ⅰ（５

２６２）位点，将全序列分３段重叠扩增，设计 ＡＬＶＪ

ＳＣＧＳ１株前病毒ｃＤＮＡ扩增引物（表１），引物由宝

生物工程（大连）有限公司合成。

表１　犛犆犌犛１株前病毒犮犇犖犃扩增引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犛犆犌犛１

片段

Ｓｅｇｍｅｎｔ

名称

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

酶切位点

Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ

位置／ｂｐ

Ｓｉｔｅｓ

片段大小／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔ

Ａ
ＡＦ

ＡＲ

ＧＣ犌犜犆犌犃犆ＴＧＴＡＧＴＧＴＴＡＴＧＣＡＡＴＡＣＴＣ

犌犌犜犃犆犆ＡＧＧＡＴＡＣＴＣＣＣＴＣＴＡＡＣＣＡＴ

犛犪犾Ⅰ

犓狆狀Ⅰ

１—２０

２５０５—２５２５
２５２４

Ｂ
ＢＦ

ＢＲ

ＧＧＡＣＡＴＣＡＣＴＡＴＴＡＴＴＴＣＧＧＡＧ

ＣＴＣＧＣＣＴＣＡＴＣＴＴＴＣＴＴＡＧＴＣ





２４５４—２４７６

５２６７—５２８９
２８３４

Ｃ
ＣＦ

ＣＲ

ＣＡＡＴＧＴＡＴＧＣＣＣＴＣＡＡＴＣＡＣＴＴＴ

ＧＴＡ犌犃犃犜犜犆ＴＧＡＡＧＣＣＡＴＣＣＧＣＴＴＣＡＴＧ



犈犮狅ＲⅠ

５０１７—５０４０

７８２３—７８４２
２８２５

　　 以 ＳＣＧＳ１ 株 病 毒 感 染 鸡 胚 成 纤 维 细 胞

（ＣＥＦ），以酚氯仿法提取ＣＥＦ细胞总 ＤＮＡ，即为

ＳＣＧＳ１株前病毒ＤＮＡ模板。以ＡＦ／ＡＲ、ＢＦ／ＢＲ、

ＣＦ／ＣＲ３对引物分段进行ＰＣＲ扩增，分别将 Ａ、Ｂ

５５７
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片段克隆到ｐＭＤ１９ＴＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ，以犈犮狅ＲⅠ、

犓狆狀Ⅰ双酶切消化重组质粒，回收ｐＭＤ１９ＴＡ与

Ｂ片段；将Ｂ片段连接至ｐＭＤ１９ＴＡ构建ｐＭＤ１９

ＴＡＢ；Ｃ片段以犓狆狀Ⅰ、犈犮狅ＲⅠ双酶切消化后，连

接至ｐＵＣ１９质粒构建ｐＵＣ１９Ｃ；以犓狆狀Ⅰ、犛犪犾Ⅰ

双酶 切 消 化 ｐＭＤ１９ＴＡＢ 与 ｐＵＣ１９Ｃ，回 收

ｐＵＣ１９Ｃ与ＡＢ片段，将ＡＢ连接至ｐＵＣ１９Ｃ构

建ｐＵＣ１９ＡＢＣ（即ｐＵＣＳＣＧＳ），重组质粒送上海

生工生物工程技术有限公司进行序列测定。

１．４　犛犆犌犛１株前病毒犮犇犖犃分子标记感染性克隆

的构建

　　基于ｐＵＣＳＣＧＳ序列测定结果，设计定点突变

引物（表２），沉默突变ＳＣＧＳ１株基因组４６８６（Ｇ→

Ｃ）、４６８９（Ｔ→Ｃ）２个位点，引入犛犪犾Ⅰ位点，氨基酸

序列不变。

以ｐＵＣＳＣＧＳ为模板，以ａ／ｂ、ｃ／ｄ２对引物分

段进行ＰＣＲ扩增，回收２段ＰＣＲ产物作为模板，再

以ａ／ｄ引物进行ＰＣＲ扩增，回收点突变位的ａｄ片

段，连接至ｐＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ（命名为ｐＭＤ１９

Ｔａｄ）。以犡犫犪Ⅰ与犓狆狀Ⅰ双酶切消化ｐＵＣＳＣＧＳ

和ｐＭＤ１９Ｔａｄ，回收ａｄ片段并连接至酶切消化后

的ｐＵＣＳＣＧＳ，构建ＳＣＧＳ１株前病毒ｃＤＮＡ分子

标记（引入犛犪犾Ⅰ位点）质粒ｐＵＣ△ＳＣＧＳ，送上海

生工生物工程技术有限公司进行序列测定。

表２　狆犝犆犛犆犌犛点突变引物

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犿狌狋犪狋犻狅狀狅犳狆犝犆犛犆犌犛

名称

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

酶切位点

Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ

位置／ｂｐ

Ｓｉｔｅｓ

片段大小／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔ

ａ

ｂ

ＧＣＧＡＧＧＧＡＡＴＧＧＡＡＴＣＴＡ

ＧＣＧＧＴ犌 犜犆 犌 犃犆ＡＧＴＡＡＣＡＧＣＧＡＧ

－

犛犪犾Ⅰ

３５８９—３６０６

４６９４—４６７２
１１０６

ｃ

ｄ

ＧＴＴＡＣＴ犌犜 犆 犌犃 犆 ＡＣＣＧＣＣＴＣＡＴＣ

ＣＧＣＣＴＣＡＴＣＴＴＴＣＴＴＡＧＴＣＡ

犛犪犾Ⅰ

－

４６７８—４７００

５２８６—５２６７
６０９

１．５　病毒拯救

以Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒提取

并纯化ｐＵＣＳＣＧＳ与ｐＵＣ△ＳＣＧＳ质粒，按照Ｅｎ

ｔｒａｎｓｔｅｒＴＭＤ转染试剂盒方法转染ＣＥＦ，设立阴性

对照；转染后置３７℃ ＣＯ２ 细胞培养箱中维持８ｄ，

收集细胞上清盲传至第４代，拯救病毒分别命名为

ｒＳＣＧＳ１和ｒ△ＳＣＧＳ１。

１．６　拯救病毒犘犆犚检测

以ＴＲＩｚｏｌ试剂盒方法分别提取ｒＳＣＧＳ１和

ｒ△ＳＣＧＳ１第３代和第４代感染细胞上清总ＲＮＡ，

反转录制备ｃＤＮＡ。以酚氯仿法提取ｒＳＣＧＳ１和

ｒ△ＳＣＧＳ１第３代和第４代感染细胞总ＤＮＡ。以

表２中ａ／ｄ引物进行ＰＣＲ扩增，回收目的片段，以

犛犪犾Ⅰ进行单酶切分析，阳性片段进行克隆测序。

１．７　拯救病毒间接免疫荧光检测

以ｒＳＣＧＳ１和ｒ△ＳＣＧＳ１第３代病毒感染

ＣＥＦ，感染后７ｄ弃培养液，以４％甲醛４℃固定过

夜，ＰＢＳ洗涤３次，加抗ＡＬＶＪ血清３７℃孵育１ｈ

后ＰＢＳ洗涤３次，再加ＦＩＴＣ标记的羊抗鸡ＩｇＧ３７

℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，以９０％的甘油ＰＢＳ封

片；利用荧光显微镜观察并记录结果，设立不接毒

ＣＥＦ对照。

１．８　拯救病毒犘２７抗原犈犔犐犛犃检测

收集ｒＳＣＧＳ１和ｒ△ＳＣＧＳ１第３代和第４代

细胞上清，按照ＡｖｉａｎＬｅｕｋｏｓｉｓＶｉｒｕｓＡｎｔｉｇｅｎＴｅｓｔ

Ｋｉｔ检测试剂盒方法进行ＡＬＶＪＰ２７抗原检测。

２　结　果

２．１　犛犆犌犛１株前病毒犮犇犖犃感染性克隆的构建

ｐＵＣＳＣＧＳ中犛犪犾Ⅰ与犓狆狀Ⅰ为单酶切位点，

犆犾犪Ⅰ与犈犮狅ＲⅠ分别有２个酶切位点。以犛犪犾Ⅰ与

犓狆狀Ⅰ双酶重组质粒，获得５２６２和４９４７ｂｐ２个

片段，与预期相符；分别以犈犮狅ＲⅠ和犆犾犪Ⅰ单酶切

分析重组质粒，获得目的片段大小均与预期相符（图

１）。测序结果显示，ｐＵＣＳＣＧＳ序列信息与预期相

符，ｐＵＣ１９连接处的序列分别与ＳＣＧＳ１基因组的

５′及３′端完全一致。ＳＣＧＳ１株全基因组序列与骨

髓瘤型肉鸡分离株 ＨＰＲＳ１０３（Ｚ４６３９９０）、ＮＸ０１０１

（ＤＱ１１５８０５）、蛋鸡分离株ＳＤ０７ＬＫ１（ＦＪ２１６４０５）、血

管瘤型四川分离株ＳＣＤＹ１（ＨＱ４２５６３６）序列相似性

分别为９６．０％、９５．３％、９６．１％、９８．１％。

６５７
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Ｍ．ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒⅢ相对分子质量标准；１．质粒ｐＵＣ

ＳＣＧＳ；２．ｐＵＣＳＣＧＳ犛犪犾Ⅰ、犓狆狀Ⅰ酶切；３．ｐＵＣＳＣＧＳ

犆犾犪Ⅰ酶切；４．ｐＵＣＳＣＧＳ犈犮狅ＲⅠ酶切

Ｍ．ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ⅲ；１．ＰｌａｓｍｉｄｏｆｐＵＣＳＣＧＳ；２．

ｐＵＣＳＣＧＳｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ犛犪犾Ⅰ ａｎｄ犓狆狀Ⅰ；３．ｐＵＣ

ＳＣＧＳｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ犆犾犪Ⅰ；４．ｐＵＣＳＣＧＳｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ

犈犮狅ＲⅠ
图１　狆犝犆犛犆犌犛质粒酶切鉴定

犉犻犵．１　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆犝犆犛犆犌犛犫狔犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

２．２　犛犆犌犛１前病毒犮犇犖犃分子标记感染性克隆的

构建

　　在ＳＣＧＳ１基因组４６８４位点引入犛犪犾Ⅰ酶切

位点后，ｐＵＣ△ＳＣＧＳ含有２个犛犪犾Ⅰ位点。以犛犪犾

Ⅰ单酶切消化ｐＵＣ△ＳＣＧＳ，得到４６８３和５５０３

ｂｐ２ 条目的条带，与预期相符 （图 ２）。ｐＵＣ

△ＳＣＧＳ质粒为环状ＤＮＡ，电泳时比线性ＤＮＡ迁

移快，ｐＵＣ△ＳＣＧＳ测序结果与预期相符，引入突

变位点正确。

Ｍ．ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒⅢ相对分子质量标准；１．质粒ｐＵＣ

△ＳＣＧＳ犛犪犾Ⅰ酶切；２．ｐＵＣ△ＳＣＧＳ质粒

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ；１．ｐＵＣ△ＳＣＧＳｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ犛犪犾

Ⅰ；２．ＰｌａｓｍｉｄｏｆｐＵＣ△ＳＣＧＳ
图２　狆犝犆△犛犆犌犛质粒犛犪犾Ⅰ酶切鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆犝犆△犛犆犌犛犫狔犱犻犵犲狊狋犲犱狑犻狋犺犛犪犾Ⅰ

２．３　拯救病毒犘犆犚检测

以ｐＵＣＳＣＧＳ和ｐＵＣ△ＳＣＧＳ转染 ＣＥＦ，对

盲传第３代与第４代感染细胞和培养上清进行

ＰＣＲ检测。第３、４代ｒＳＣＧＳ１和ｒ△ＳＣＧＳ１感染

细胞上清 ＡＬＶＪＲＮＡ 检测阳性，感染细胞中

ＡＬＶＪ前病毒ＤＮＡ检测阳性，均扩增出１７００ｂｐ

左右目的片段，ＣＥＦ对照未见任何条带（图３）。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ２０００；１．第３代ｒＳＣＧＳ１
细胞上清ＲＮＡ；２．第３代ｒ△ＳＣＧＳ１细胞上清ＲＮＡ；３．
第３代ｒＳＣＧＳ１细胞ＤＮＡ；４．第３代ｒ△ＳＣＧＳ１细胞

ＤＮＡ；５．第３代空白细胞ＤＮＡ；６．第４代ｒＳＣＧＳ１细胞

上清ＲＮＡ；７．第４代ｒ△ＳＣＧＳ１细胞上清ＲＮＡ；８．第４
代ｒＳＣＧＳ１细胞ＤＮＡ；９．第４代ｒ△ＳＣＧＳ１细胞ＤＮＡ；

１０．第４代空白细胞上清ＲＮＡ

Ｍ．ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１．Ｔｈｅ３ｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒＳＣＧＳ１ＲＮＡｆｒｏｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；２．Ｔｈｅ３ｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒ△ＳＣＧＳ１ＲＮＡｆｒｏｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；３．Ｔｈｅ３ｒｄｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎｒＳＣＧＳ１ＤＮＡｆｒｏｍ ＣＥＦ；４．Ｔｈｅ３ｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒ△ＳＣＧＳ１ＤＮＡｆｒｏｍ ＣＥＦ；５．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌ

ＤＮＡｏｆｔｈｅ３ｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＣＥＦ；６．Ｔｈｅ４ｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒＳＣＧＳ１ＲＮＡｆｒｏｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；７．Ｔｈｅ４ｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒ△ＳＣＧＳ１ＲＮＡｆｒｏｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；８．Ｔｈｅ４ｔｈｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎｒＳＣＧＳ１ＤＮＡ ；９．Ｔｈｅ４ｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｒ△ＳＣＧＳ１

ＤＮＡ；１０．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌＲＮＡｏｆｔｈｅ４ｔｈｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎＣＥＦ

图３　感染性克隆病毒狉犛犆犌犛１和狉△犛犆犌犛１犘犆犚检测

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犻狀犳犲犮狋犻狅狀犮犾狅狀犲狊狏犻狉狌狊狉犛犆犌犛

１犪狀犱狉△犛犆犌犛１犫狔犘犆犚

回收目的片段进行犛犪犾Ⅰ酶切消化，ｒ△ＳＣＧＳ１

扩增出的片段被消化为１１０６与６０９ｂｐ２个片段

（图４），ｒＳＣＧＳ１不能被犛犪犾Ⅰ消化。测序结果显示

引入突变位点稳定，扩增序列为１７０７ｂｐ，与ＳＣＧＳ

１基因序列相似性为９９．９％。

２．４　拯救病毒间接免疫荧光检测

ｒＳＣＧＳ１和ｒ△ＳＣＧＳ１第３代病毒感染ＣＥＦ

后，进行间接免疫荧光检测。ｒＳＣＧＳ１和ｒ△ＳＣＧＳ

１均与抗 ＡＬＶＪ血清呈现阳性反应，ｒＳＣＧＳ１和

ｒ△ＳＣＧＳ１感染ＣＥＦ细胞中检测到清晰的绿色荧

光（图５Ａ和图５Ｂ），ＣＥＦ对照细胞中未检测到绿色

荧光，仅见少量背景荧光 （图 ５Ｃ），ｒＳＣＧＳ１ 和

ｒ△ＳＣＧＳ１感染ＣＥＦ细胞中检测到ＡＬＶＪ抗原。

７５７
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Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ２０００；１．第３代ｒＳＣＧＳ１
细胞上清 ＲＮＡ扩增；２．第３代ｒＳＣＧＳ１细胞 ＤＮＡ扩

增；３．第３代ｒ△ＳＣＧＳ细胞上清ＲＮＡ扩增；４．第３代ｒ

△ＳＣＧＳ细胞ＤＮＡ扩增；５．第４代ｒＳＣＧＳ１细胞上清

ＲＮＡ扩增；６．第４代ｒＳＣＧＳ１细胞 ＤＮＡ扩增；７．第４
代ｒ△ＳＣＧＳ细胞上清ＲＮＡ扩增；８．第４代ｒ△ＳＣＧＳ细

胞ＤＮＡ扩增

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１．Ｔｈｅ３ｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｒＳＣＧＳ

１ＲＮＡｆｒｏｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；２．Ｔｈｅ３ｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｒＳＣＧＳ

１ＤＮＡｆｒｏｍＣＥＦ；３．Ｔｈｅ３ｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｒ△ＳＣＧＳ１

ＲＮＡ ｆｒｏｍ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ； ４． Ｔｈｅ ３ｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒ△ＳＣＧＳ１ＤＮＡｆｒｏｍ ＣＥＦ；５．Ｔｈｅ４ｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒＳＣＧＳ１ＲＮＡｆｒｏｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；６．Ｔｈｅ４ｔｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒＳＣＧＳ１ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ＣＥＦ；７．Ｔｈｅ ４ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒ△ＳＣＧＳ１ＲＮＡｆｒｏｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；８．Ｔｈｅ４ｔｈｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎｒ△ＳＣＧＳ１ＤＮＡｆｒｏｍＣＥＦ

图４　狉犛犆犌犛１和狉△犛犆犌犛１犘犆犚扩增片段狊犪犾Ⅰ酶切鉴定

犉犻犵．４　狉犛犆犌犛１犪狀犱狉△犛犆犌犛１犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊犱犻犵犲狊狋犲犱

狑犻狋犺狊犪犾Ⅰ

２．５　拯救病毒犘２７抗原犈犔犐犛犃检测

以ＡｖｉａｎＬｅｕｋｏｓｉｓＶｉｒｕｓＡｎｔｉｇｅｎＴｅｓｔＫｉｔ进

行ｒＳＣＧＳ１和ｒ△ＳＣＧＳ１第３代和第４代感染细

胞上清 ＡＬＶＪＰ２７抗原ＥＬＩＳＡ检测，ｒＳＣＧＳ１和

ｒ△ＳＣＧＳ１第３代和第４代所有样品均为 ＡＬＶ抗

原阳性，未接毒ＣＥＦ检测结果为阴性。

３　讨　论

ＡＬＶＪ是危害养禽生产的主要疾病之一，主要

引起鸡骨髓瘤白血病（ＭＬ）和血管瘤型白血病
［１０］，

早年表型以肉鸡骨髓瘤型为主，血管瘤型可能由骨

髓瘤型基因组缺失突变而来，导致病毒细胞嗜性改

变。２０１０年本实验室分别从四川地区分离到血管

瘤型和骨髓瘤型 ＡＬＶＪ，毒株基因组序列分析发

现，四川株ＡＬＶＪ与原型株 ＨＰＲＳ１０３的犵狆８５基

因和６９９５—７２４２位点均出现不同程度的碱基缺

失［９１１］，这些碱基的缺失在病毒致病性变化中可能

具有潜在的意义［１２］。

Ａ．ｒＳＣＧＳ１感染ＣＥＦ；Ｂ．ｒ△ＳＣＧＳ１感染ＣＥＦ；Ｃ．未接毒ＣＥＦ

Ａ．ｒＳＣＧＳ１；Ｂ．ｒ△ＳＣＧＳ１；Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图５　狉犛犆犌犛１和狉△犛犆犌犛１间接免疫荧光检测

犉犻犵．５　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犛犆犌犛１犪狀犱狉△犛犆犌犛１犫狔犐犉犃

　　与ＤＮＡ病毒相比，ＲＮＡ病毒的基因功能分析

与基因改造难度较大，反向遗传技术解决了这一难

题，为ＲＮＡ病毒的基因功能和分子致病机制等研

究提供了新思路。通过构建感染性分子克隆，可以

实现对ＲＮＡ病毒基因组的分子修饰。借助感染性

克隆载体携带的转录启动子，在真核细胞内完成病

毒合成与装配，获得单一起源且遗传背景清楚的病

毒。本试验成功构建骨髓瘤型ＡＬＶＪＳＣＧＳ１株前

病毒ｃＤＮＡ感染性克隆ｐＵＣＳＣＧＳ，再通过点突变

重叠ＰＣＲ对病毒基因组４６８６和４６８９两位点进行

突变，在病毒基因组４６８４位点引入犛犪犾Ⅰ酶切位点

进行分子标记，不改变病毒蛋白的氨基酸序列，不影

响病毒生物学活性。该分子标记的主要作用是便于

拯救病毒的鉴定，原病毒４６８４位点不能被犛犪犾Ⅰ酶

切消化，以此排除实验室环境污染对试验结果的影

响，为试验结果的可靠性提供了保证，为病毒基因组

修饰等后续研究奠定基础。

感染性克隆构建过程中，病毒基因组的生物信

息学分析与体外扩增的突变控制至关重要，既要保

证扩增序列的保真性，还要考虑连接后质粒鉴定的

可行性。病毒基因组中的每一个碱基突变都可能对

病毒蛋白表达与蛋白结构产生影响，从而影响拯救

８５７
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病毒的活性，甚至导致拯救病毒丧失感染性。病毒

拯救时，转染质粒必须保证高纯度和高浓度，以双蒸

水溶解质粒可以更好地和转染试剂结合，同时还可

减少对细胞的毒性。转染后，不同的病毒在细胞内

转录复制的时间长短不一，需要在不同时间段对细

胞上清中的病毒滴度进行检测，确定病毒拯救所需

最短时间。本试验质粒转染以后，需维持８ｄ左右

才可以实现病毒拯救。以拯救病毒感染细胞的上清

进行连续盲传，可以排除转染质粒在ＣＥＦ中瞬时表

达产生的蛋白质与ＡＬＶＪ特异性抗体发生免疫反

应。本试验还通过ＰＣＲ方法和ＥＬＩＳＡ抗原检测等

手段对拯救病毒进行检测鉴定，保证结果的可靠性。

ＡＬＶＪ基因组较小，易于在核酸水平上进行体

外修饰，目前除原型株 ＨＰＲＳ１０３感染性分子克隆

成功构建外［１３］，国内仅有少量相关报道 ＡＬＶＪ感

染性克隆构建成功［１４１５］。本研究构建的ＳＣＧＳ１株

感染性克隆将为ＡＬＶＪ地方毒株的基因功能研究

奠定基础，为破译ＡＬＶＪ病毒的复制、致病机制提

供参考，为ＡＬＶＪ弱毒疫苗构建提供新思路。
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