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要!为研究
3

型鸭肝炎病毒"

4536

#非编码区的结构和功能!笔者拟构建该病毒的微基因组并对其进行初步

鉴定'采用酶切的方法将萤火虫荧光素酶报告基因"

.
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#与
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型鸭肝炎病毒的
789

进行替换&并在
1:;<8

上游

插入海肾荧光素酶报告基因
120"

作为内参基因&同时还在
120"

上游引入锤头状核酶!

*:;<8

下游引入丁型肝炎

核酶!至此得到了含有双报告基因的
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型鸭肝炎病毒微基因组"
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8>?@!AB?@

#'将
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转染
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细胞!

(C

便可以检测到报告基因的表达!

0)C

表达量达到峰值'上述结果表明!已经成功构建了
3

型鸭肝炎病毒微基因组!

这为进一步研究病毒非编码区的结构和功能以及病毒的翻译或复制的调控机理提供了良好的技术平台'
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#是由
3

型鸭肝炎病毒引起的!主要感染
1

周龄以内的雏鸭!以肝出血*肿大和高死亡率为特征

的急性接触性传染病!给中国养禽业带来较大威胁'

456

最早由美国学者
'̂̂ 'BSN$-S

等分离到+

%

,

'

%/1(

年!中国首次报道
456

疫情!但是直到
%/()

年才完成病毒鉴定+

0

,

'

0&&.

年!研究人员完成病毒

的全基因组序列测定!标志着对该病的研究进入一
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个崭新的阶段'

根据
4536

的形态学特征!国际分类委员会

将其划分为小
8P3

病毒科!禽肝病毒属+

*

,

'研究

表明!

4536

基因组为单股正链
8P3

分子!全长

约
2./&-X

!由
1:

和
*:

非编码区"

?-!XJI-,>IX$#-JS!

L

$#-

!

;<8

#和
%

个开放阅读框"

789

#组成'

1:

;<8

长度约
.0%[

=

!含有翻译起始信号等重要元

件&

*:;<8

长度约
*%1[

=

!含有与病毒翻译或复制

调控有关的重要元件'

4536

的
*:;<8

是小

8P3

病毒科中最长的!其它小
8P3

病毒则较短!

人类鼻病毒的
*:;<8

只有
)&-X

+

)

,

'推测
4536

的表达可能首先翻译出
%

个多聚蛋白前体!再经自

身编码的蛋白酶裂解成
6̂ %

*

6̂ *

*

6̂ &

*

03%

*

030

*

0F

*

0W

*

*3

*

*F

*

*W

和
*4

等成熟蛋白+

1!.

,

!但迄今为

止尚无试验支持该预测结果!而且关于
4536

的

*:;<8

结构对病毒翻译的影响的研究也尚属空白'

反向遗传学的操作技术无疑为研究病毒的结构与功

能及致病机理提供了良好的技术平台'本研究利用

反向遗传学操作技术构建了
4536

的微基因组'

病毒的(微型基因组)"

H$-$!

L

S-#HS

#是只保留

与病毒基因复制!转录及翻译相关的一些必需元件!

用报告基因置换病毒编码基因的一种反向遗传操作

系统+

2

,

'借助于该系统可以很方便地研究与病毒的

复制或翻译相关的顺式作用元件和非编码区的结构

与功能以及与病毒非编码区相互作用的反式作用因

子+

(

,等'相对于
8P3

病毒感染性克隆而言!微基

因组的构建比较简单!而且不依赖于敏感细胞系!通

过检测报告基因的表达变化可以客观评价病毒的翻

译或调控过程以及病毒拯救等!例如$赵伟等利用微

基因组成功完成新城疫病毒的拯救+

/

,

'因此!微基

因组已被广泛应用于许多
8P3

病毒基础研究之

中'本文即构建了含有
4536

非编码区和报告基

因的微基因组操作系统!为研究鸭肝炎病毒非编码

区的结构和功能区提供了便利的操作平台'
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工具酶与试剂
!!

G]@$

A

4P3

聚合酶*

D#>?X$#-

"

连接酶*

B,&

"

*

C,+

"

*

D"+8

"

*

B+#

"

*

!

E

$

"

限制性内切酶!购自
<I_I8I

公司"大连#&

43F

显色液!购自武汉博士德公司&去内毒素质粒

抽提试剂盒为
7TGQ3

公司产品&

4P3

回收试剂

盒和质粒抽提和纯化试剂盒购自
3]

K

QS-

公司&羊

抗
AB?@

多克隆抗体!

3-X$!B?@$ASJI@S

=

3[

和荧光素

酶检测试剂盒"

4?I>!>?@$ASJI,S8S

=

#JX3,,I

K

,

K

,XS!

JH%&!̂I@Z

#购 自
Ĵ#HS

L

I

公 司&胎 牛 血 清 和

4TGTG

细胞培养液"

QOFW7

#&

58̂

标记的兔抗

羊
OQ

二抗!购自中山金桥公司"北京#'

%'%'0

!

菌种和质粒
!!

D3"+2(451

#

感受态细胞!

购自北京全式金生物技术有限公司&

=

8B?@

*

Q̂B*

购

自
=

J#HS

L

I

公司&

49!%

细胞由本实验室保存&

=

456

"

=

W4P3*'%

含有
456

全基因组
@4P3

序列的重组

质粒#!由中国农业科学院上海兽医研究所保存'

%'%'*

!

引物的设计与合成
!!

参照
4536

浙江

株序列设计引物!由上海杰李生物技术有限公司合

成"表
%

#'

表
#

!

本文所使用的引物及其序列

F>@G5#

!

H*I

=

/295/-0-5D2,.42--.0D

B

引物名称
PIHS

引物序列"

1:

#

*:

#

DS

M

?S-@S

B?@!C,+

"

` 1:!<WWW<WQ3Q3<QQ33Q3WQWW33333W3<333Q!*:

B?@!D"+8

"

a 1:!3Q3Q33<<W<<3W3WQQWQ3<W<<<WWQWW!*:

8>?@!B,&

"

` 1:!W<3QW<3QW3<Q3W<<WQ333Q<<<3<Q!*:

8>?@!F7#

"

a 1:!WWWQW<<<W333W<QW3Q<<3<<Q<<W3<<<<<Q3Q33W!*:

1:;<8!F7#

"

` 1:!W<QW3Q<<<Q333QWQQQ<QW3<QW3<Q!*:

1:;<8!C,+

"

a 1:!WWQW<WQ3QQ333Q<W<3W<QQ<3<<3<3Q!*:

*:;<8!D"+8

"

` 1:!3<3Q33<<W3W<Q<<QQ<WWQW3QQ<3!*:

*:;<8!B+#

"

a 1:!333<3<QWQQWWQW<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<3QQ<3QQQ<3QQQ33<3Q<3!*:

$

!I@X$-` 1:!W<WW3<WW<QQWW<WQW<Q<!*:

$

!I@X$-a 1:!QW<Q<W3WW<<W3WWQ<<WW!*:

8<!AB?@̀ 1:!<<WQQ<<QQW3Q33QW<3<Q!*:

8<!AB?@a 1:!QQ<3QQW<QWQ333<QWWW3!*:

下划线为限制性酶切位点&

.

/0"

为荧光素酶报告基因&

120"

为海肾荧光素酶报告基因&

8V

为核酶&(

`

)*(

a

)表示上下游引物

<CS?-"SJ,@#JS,IJSXCS,$XS,A#JJS,XJ$@X$#-"$

L

S,X

&

.

/0"39$JSA>

K

>?@$ASJI,SJS

=

#JXSJ

L

S-S

&

120"38S-$>>I>?@$ASJI,SJS

=

#JXSJ

L

S-S

&
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K

HS
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=
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型鸭肝炎病毒微基因组的构建

#E!

!

方法

%'0'%

!

微基因组的构建
!!

以质粒
=

8>?@

为模板!

用
8>?@!B,&

"

`

和
8>?@!F7#

"

a

引物扩增
120"

报告基

因&以质粒
=

456

为模板!用
1:;<8!F7#

"

`

和
1:

;<8!C,+

"

a

为引物!扩增
4561:;<8

&

120"

报告基

因和
4561:;<8

片段融合"

8>?@'1:;<8

#'所扩增

出的
8>?@'1:;<8

上游引入
B,&

"

酶切位点!下游引入

C,+

"

酶切点'将融合片段链接
%/<

载体!鉴定正确

后!经
B,&

"

和
C,+

"

酶切!将该融合片段克隆到
=

W4!

P3'8V

载体!鉴定正确的克隆命名为
=

8>?@'1:;<8

'

=

W4P3'8V

载体是参考丁型肝炎病毒核酶序列

"

QS-[I-Z

登录号
3b2&12/0'%

#由上海杰李公司合

成'以
=

456

为模板!用
*:;<8!D"+8

"

`

和
*:;<8!

B+#

"

a

为引物!扩增
456*:;<8

&产物上游引入

D"+8

"

酶切位点!下游引入
B+#

"

酶切位点'经
D"+8

"

和
B+#

"

酶切连入
=

8>?@'1:;<8

!重组质粒命名为

=

8>?@';<8

'以
=

QB*

为模板!以引物
B?@!C,+

"

`

和

B?@!D"+8

"

a

扩增荧光素酶报告基因
.

/0"

!插入

=

8>?@';<8

!经鉴定正确命名为
=

8>?@!AB?@

'其结构

示意如图
%

'

图
#

!

=

IG0173G01

微型基因组结构示意

J2

8

E#

!

*+,-./01.2+,+392,27

8

5,+95+3

=

IG0173K01

%'0'0

!

细胞转染
!!

使用
7TGQ3

质粒提取试剂

盒进行重组质粒的提取!按
B$

=

X#AS@XIH$-

<T

0&&&

说

明书进行转染!将
=

8>?@!AB?@

转染长满
/&c

的
49!

%

细胞!

1C

后更换培养基!置于
*2d1cW7

0

培养

箱中进行培养观察'

%'0'*

!

8<!̂W8

检测
!!

收集
=

8>?@!AB?@

转染后

培养
0)C

的
49!%

细胞!提取
8P3

'以特异引物

8<!A>?@̀

%

a

进行
8<!̂W8

检测
.

/0"

!以
$

!I@X$-

`

%

a

为引物检测
!

G$"#()

作为内参'

%'0')

!

RS,XSJ-[>#X

检测
!!

将
=

8>?@!AB?@

转染

49!%

细胞!培养
)(C

!收集细胞裂解液进行
D4D!

3̂QG

电泳!然后转膜!以羊抗
AB?@

多克隆抗体

%e%&&&

稀释作为一抗!兔抗羊
58̂!O

L

Q%e%&&&

稀释作为二抗!

RS,XSJ-[>#X

检测
AB?@

表达情况'

%'0'1

!

荧光素酶和海肾荧光素酶活性检测
!!

=

8>?@!AB?@

转染
49!%

细胞后收集不同时间点的样

品!每个时间点设置
*

个重复!按照双荧光报告基因

检剂盒说明书!收集
0)

孔板中细胞裂解液!置于

a2&d

保存待检'同时!以转染
=

W4P3*'%

质粒

的细胞作为阴性对照!用
Q>#TI]

发光仪检测
AB?@

和
8>?@

的活性!即每
0&

%

B

细胞裂解液上清加入

%&&

%

BF?AASJO

!检测
AB?@

活性!之后加入
%&&

%

B

,X#

=

F?AASJ

!检测
8>?@

的活性'

!

!

结
!

果

!E#

!

微基因组构建与鉴定

为探讨鸭肝炎病毒
1:;<8

和
*:;<8

基因保

守序列和元件在病毒复制和翻译机制中的作用!本

研究构建了含有荧光素酶基因和海肾荧光素酶基因

的微基因组!构建的微基因组重组质粒经酶切"图

0

#和测序鉴定!结果与预期的大小和序列相一致'

%'%1&&&Z[4P3

相对分子质量标准&

0'C,+

"

%

D"+8

"
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AB?@
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微基因组在
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456

是一种对雏鸭有强烈感染性和致死性的

8P3

病毒!但是目前对于该病毒的研究缺乏可靠的

体外细胞培养系统'传统的细胞培养方法在
456

体外培养研究中一直没有获得真正意义上的成功!

但各国学者利用反向遗传学技术在建立
456

细胞

培养系统研究方面取得了一定进步'微型基因组系

统!含有表达病毒
PD

蛋白的基因和报告基因!在该

细胞模型中病毒的翻译与复制相互独立'

微基因组结构简单有效!因此!可以通过微型基

因研究非编码区对病毒复制和翻译的影响'目前研

究表明鸭肝炎病毒
1:

非编码区含有典型的
O8GD

元

件+

%&

,

'已经发现很多依赖
O8GD

元件进行翻译起始

的
8P3

病毒!如口蹄疫病毒*丙型肝炎病毒*肠道

病毒和猪脑心肌炎病毒等'根据
O8GD

的二级结构

和功能!可将其分为四大类$

"

型主要包括心病毒属

和口疮病毒属的成员&

&

类主要存在于肠道病毒属

和鼻病毒属&

'

型多见于肝病毒属&

(

类存在于黄病

毒属成员中+

%%!%)

,

'且已经证明
3

型
456O8GD

的

二级结构与
(

类
O8GD

的结构相近+

%)

,

'由于
O8GD

是通过形成复杂而稳定的
8P3

结构在反式作用因

子存在的情况下富集核糖体来启动翻译的'因此!

可以利用微型基因组研究病毒
1:;<8

与反式作用

因子的作用机制'目前!还不能确定
3

型
456

的

*:

非编码区是否像脑心肌炎病毒一样含有
*

个茎环

结构!像人类的脊髓灰质炎病毒和口蹄疫病毒含有

0%.



!

)

期 梁瑞英等$

3

型鸭肝炎病毒微基因组的构建

0

个茎环结构+

)

,

'因此!可以利用构建的微型基因

组进行鸭肝炎病毒
*:;<8

结构和功能的分析'

本研究构建了含有
120"

和
.

/0"

双顺反子的

微型基因组!

120"

作为内参基因!能够更加准确的

反映
AB?@

蛋白表达量!该微基因组
1:

端和
*:

端的核

酶!保证基因组结构的精确性'通过蛋白水平检测

和
8P3

水平检测证明了该微基因组系统有效'目

前!国内外关于鸭肝炎病毒微型基因组的研究未见

报道!本研究首次对鸭肝炎病毒微基因组表达系统

进行初步探索!证明了该微基因组表达系统的可行

性!为进一步研发
456

的翻译机制和非编码区的

结构及功能等提供了良好的平台'
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