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H,&'B+"+""94,
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来

源重组表达的
8+1YHF7

聚合酶!通过一次
W89

反应从海兰鸡的基因组
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<

$

<

)

/

+1

)

&)>

基因

部分片段及
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#是反

转录病毒科
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!

反转录病毒属的成员之一(根据病

毒在不同种禽类的宿主范围!病毒间的干扰作用及

病毒中和反应相关的囊膜蛋白抗原特性!禽白血病

病毒分为
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(其中
;

亚群为内源性
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!通常致

病性很低或无致病性!其余均为对鸡有致病性的外
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源性
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(内源性
72_

是指整合进宿主细胞染

色体基因组的可通过染色体垂直传播的
72_

前病

毒
HF7

及其可能产生的
72_

病毒粒子(它可能

只是病毒基因组的不完整片段!不会产生传染性病

毒*但也可能是全基因组因而能产生有传染性的病

毒粒子!不过这类病毒通常致病性很弱或没有致病

性,
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(内源性的
72_!;

虽然没有致病性!但它可

干扰对外源性
72_

感染的检测!给诊断和净化
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带来很大的困难,
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在内源性
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这个大概念中!既包括在三十

多年前就在鸡基因组上发现和报道的内源性白血病

病毒"
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!还有近二十

多年中发现的中度重复性序列
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-及高度重复性序列
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(鸡的内源性反转录病毒只是

在真核生物中存在的许多反转录序列的突出例子(

鸡的
&>

位点的遗传序列与
;

亚群
72_

相关!

几乎所有正常鸡都带有完整的或缺陷性的
72_!;

基因组,
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(这些
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位点分布在鸡的体细胞和生殖

细胞的不同的染色体上!并以孟德尔遗传法则遗传

给它们的不同性别的后代,
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(迄今为止!已至少

识别和鉴定出
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个不同的
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位点!其中在白来航

鸡中确认的有
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个,
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(这些位点分别是在
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世

纪
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年代通过
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和分子杂交的方法从不

同品种鸡鉴定和识别出来,
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(其中只有
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这

个位点是从海兰鸡发现的,

%0

-

(有些位点的染色体

定位已经确定!有的尚待鉴定,

%1!%(
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(随着鸡基因组

序列测定的完成,
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-

!其他
&>

位点的定位也会逐渐

完成(但是!迄今为止!大多数
&>

位点只是完成了

染色体定位!尚未完成克隆和测序(要强调说明的

是!这些特定位点是稳定地整合进鸡细胞基因组!因

此能够按孟德尔法则遗传(

目前国内外对
72_

鉴定报道!都是扩增其中

的
&)>

片段或分段扩增三个基因片段后进行拼接得

到的
72_

序列,
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-从深海分离到一株超嗜热古菌!并重组表达了

其
8+1YHF7

聚合酶并具有扩增长片段的能力"相

关文章尚未发表#(本研究利用超嗜热古菌
H,&'F

B+"+""94,

4

')11@

来源重组表达的
8+1YHF7

聚

合酶!通过一次
W89

反应从海兰鸡中染色体基因组

HF7

扩增到
)..*U
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的包含
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部分基

因片段和
*e!2P9

的内源性
72_!;

位点!本文对其

做了全面的比较分析(
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材料与方法
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实验材料

本实验室人工造病!感染
72_!K

的海兰鸡颈部

肿瘤组织和正常海兰鸡颈部组织提取的基因组

HF7

*

HF7

聚合酶由国家海洋局第三海洋研究所

重组表达的从超嗜热古菌
H,&'B+"+""944

/

')11@

来源的重组表达的
8+1YHF7

聚合酶*

P#
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感受

态细胞由本实验室保存*质粒小提试剂盒购于北京

索莱宝科技有限公司*通用型
HF7

纯化回收试剂

盒购于天根生化科技"北京#有限公司*
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T

HF7

聚合酶和
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购于
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公司(
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长距离
MQ.

参照
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!登录
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Z])).&&1

#序列!设计
1e2P9

右侧外的

1eOP9

区段设计上游引物!在
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来源的重组表达的
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HF7

聚合酶!配制
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N
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HF7
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#>

Q

<3L=,3%

%

2

(反应条件$预变性
/1c1

<$-

*变性
/1c*&,

!梯度退火
@0

"

10c*&,

!延

伸
@0c1<$-

!

*1

个循环*后延伸
@0c%&<$-

!

)

c

终止反应(感染
72_!K

的海兰鸡颈部肿瘤组织

提取的基因组
HF7

为试验组!正常海兰鸡颈部组

织提取的基因组
HF7

为对照组(

#=L

!

重组载体的构建

将
W89

产物电泳切胶回收!使用
LP=

T

HF7

聚

合酶按照产品说明配制反应体系!将模板
HF7

改

为切胶纯化的
W89

产物!

@0c

延伸
*&<$-

!使用天

根通用型
HF7

纯化回收试剂盒对反应产物进行纯

化!产物克隆至
4

]H%(!P

!转化
P#

4

%&

感受态细

胞!挑取单菌落!摇菌提取质粒!经
-$1

'

单酶切后

%1&0
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进行琼脂糖凝胶电泳得到约
@&&&U

4

大小条带的

质粒!送上海美吉生物进行核苷酸序列测定(

#=%

!

基因组序列的比较分析

使用
G3-35

Q

B

和
8DL#<=,0

软件测序结果进行

剪辑和拼接!使用
]3

N

7>$-3

软件对测序拼接结果

与国内外已发表的不同亚群
72_

基因组序列进行

比较分析(

!

!

结
!

果

!=#

!

4(U

基因组的扩增

提取的组织基因组经过
F=-#HL#

4

0&&&

超微量

分光光度计检测后!将基因组样品稀释到
%&&

-

N

0

%

2

b%作为模板使用(感染
72_!K

海兰鸡颈部

肿瘤组织基因组扩增到约
)'*SU

大小的
HF7

片段

"图
%7

#(为了确定它与外源性白血病病毒
AHF7

的关系!又使用正常海兰鸡颈部组织提取基因组做

模板进行扩增!也扩增到同样约
)'*SU

大小的

HF7

片段"图
%Y

#(

!=!

!

重组载体的构建

将不同模板扩增的
)'*SU

大小的
HF7

片段进

行切胶回收!使用
F=-#HL#

4

0&&&

超微量分光光度

计检测后!将扩增的
HF7

末端使用
LP=

T

进行
*e

端

加
7

后!进行纯化!连接
4

]H%(!P

!转化
P#

4

%&

感

受态细胞!挑取单克隆!摇菌提取质粒后!使用
-$1

'

单酶切!选择得到约
@&&&U

4

大小
HF7

条带的克

隆!送上海美吉生物测序!确定含有
)*&&U

4

的内

源性
72_

部分基因组序列!定名为
O2!;%

(

7'

使用感染
72_!K

海兰鸡颈部肿瘤组织基因组做模板扩增结果*

Y'

使用正常海兰鸡颈部组织基因组做模板扩增

结果*

]'HF7

相对分子质量标准*
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不同梯度退火温度
W89

结果

W89=<

4

>$R$A=5$#-?$5D

N

L="$3-5=--3=>$-

N

53<

4

3L=5CL3

!

C,$-

N

Z

Q

!2$-3_=L$35

Q

YL#?--3AS5C<#L5$,,C3HF7=,

53<

4

>=53

"

7

#

#LC,$-

N

Z

Q

!2$-3_=L$35

Q

YL#?--3AS5$,,C3HF7=,53<

4

>=53

"

Y

#

']'%SU

4

>C,HF7 <=LS3L

"

4

CL!

AD=,3"RL#<PL=-,

N

3-Y$#53AD

#*

%!('W89=<

4

>$A#-#R@0!10c=--3=>$-

N

53<

4

3L=5CL3

图
#

!

4(UP@

基因组扩增

>,

?

=#

!

MQ.0E

*

J,B,20+,7-7B4(UP@

!=L

!

对测序序列的分析
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B

和
8DL#<=,0

对测序结果进行拼

接和校正!得到完整的序列(对以
72_

感染海兰

鸡颈部肿瘤组织基因组和无外源性
72_

感染的正

常海兰鸡颈部组织基因组为模板分别扩增的序列做

了比较分析!二者大小都为
)..*U
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!相似性为
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!表明该片段来自正常鸡细胞基因组的内源性
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!而与感染的外源性
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无关(

将测序拼接得到的基因组序列与
F8YI

网站上

的同源序列进行
Y276P

!发现与许多白血病病毒

的基因组序列相似性最高达
//X

!在该内源性
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@0(

和

%&).U

4

!与完整的
72_

基因组的相应基因相比都

有严重缺失"图
0

#(其中与在原鸡
)

号染色体上的

&>

位点内源性
72_;!Y%&

,

0@

-

"

G3-Y=-S

登录号$

:8.%&1%.

#同源性最高!但是相比
72_;!Y%&

基因

组序列缺失严重!分别在
<

$

<

)

/

+1

)

&)>

三个主要功

能基因中位置缺失了
/*

)

%/.&

和
(&1

个碱基(

!=%

!

与原鸡的基因组其他序列的比较

在
G3-Y=-S

上找到原鸡的基因组序列!

Z2!;%

序列直接与原鸡基因组序列进行比对!在
%

号染色

体"

G3-Y=-S

登录号$

F8&&.&((

#第
*01.%@*.

1

*01.(/1.

"测序
<

$

/

#碱基位置之间找到了同源序

列!相似性
//'0X

(把这段序列拷贝下来!使用

G3-35

Q

B

进行比对发现!相比原鸡
%

号染色体序列

在
*01.*/1)

1

*01.*.(.

)

*01.)(%%

1

*01..@@%

和
*01.@*)&

1

*01.(%)@

碱基位置分别缺失了

01&0
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图
!

!

\(P@#

结构示意

>,

?

=!

!

O23)E0+,2,JJD/+10+,7-7B\(P@#

/*

)

%/.&

和
(&(

个碱基(

!=$

!

与其他亚群白血病病毒全基因组序列比较分

析

Z2!;%

全 基 因 组 核 苷 酸 序 列 与
72_!7

"

6H7O&/8%

!登 录 号 为
Z])10**/

#)

72_!Y

"

6H7O&/80

!登录号为
Z])).&&1

#)

72_!;

"

&>!%

,

0.

-

!

登录号为
7J&%**&*

#)

72_!K

"

FM&%&%

,

0*

-

!登录号

为
H̀ %%1(&1

#和
72_!:

,

0

-

"

K6%%8%

,

0)

-

!登录号为

:[@).0&&

#的代表毒株进行序列比较!结果显示$该

内源性
72_

片段与几个不同亚群的代表株的完整

病毒粒子中的基因组相比!其
<

$

<

)

/

+1

)

&)>

都发生

了严重缺失"表
%

#!其
&)>

基因片段与
;

亚群
&>!%

的
&)>

基因相似性最高!达
/.'(X

!

Z2!;%

的
2P9

与
&>!%

和
PE!*1/*

的
2P9

长度相同!比较之下

Z2!;%

的基因组大小明显小于其他
72_

亚群"表

%

#(此外!通过对比
Z2!;%

存在的三个缺失基因序

列对应其他亚群的同源序列!统计了
Z2!;%

与其他

亚群三个主要功能基因和
2P9

的相似性"表
0

#(

表
#

!

\(P@#

与各亚群外源性
4(U

毒株基因组和鸡基因组内源性
4(U

成分的大小比较

F09J)#

!

Q7E

*

01,/7-7B\(P@#/+10,-/<,+37+3)1/D9

?

17D

*

/4(U

?

)-)/0-5

?

)-7E)/,C) U

4

72_

各亚群参考毒株

93R3L3-A3#R,CU

N

L#C

4

基因和基因组
G3-3=-"

N

3-#<3

<

$

< /

+1 &)> 2P9 G3-#<3

6H7O&/8%

"

7

亚群#

6H7O&/8%

"

6CU

N

L#C

4

7

#

0%&. 0./% %()0 0*) @)./

6H7O&/80

"

Y

亚群#

6H7O&/80

"

6CU

N

L#C

4

Y

#

0%&. 0.(( %()1 0). @)%*

&>!%

"

;

亚群#

&>!%

"

6CU

N

L#C

4

;

#

0%&. 0)(@ %(1% 0@) @101

72_;!Y%&

"

;

亚群#

72_;!Y%&

"

6CU

N

L#C

4

;

#

0%&. 0@0@ %(1% 0@) @01&

原鸡
%

号染色体
72_

序列
72_,3

T

C3-A3#R

<

$1194ADL#<#,#<3% 0%&. 0@&. %(1% 0@)

#

@00%

FM&%&%

"

K

亚群#

FM&%&%

"

6CU

N

L#C

4

K

#

0%&. 0.00 %@%& *01 @.((

K6%%8%

"

:

亚群#

K6%%8%

"

6CU

N

L#C

4

:

#

0%&. 0.(( %(&. *0@ @@&@

Z2!;% 0&%* @0( %&). 0@) )..*

Z2!;%

缺失碱基数
Z2!;%<$,,$-

N

-CA>3#5$"3-C<U3L /* %@1/

1

%/// ..)

1

(&1 & 011(

1

*&01

表
!

!

\(P@#

与各亚群外源性
4(U

毒株基因组和鸡基因组内源性
4(U

成分序列相似性比较

F09J)!

!

Q7E

*

01,/7-7B\(P@#/+10,-/<,+37+3)1/D9

?

17D

*

/4(U+31))

?

)-)/0-5(F.37E7J7

?

7D/ X

72_

其他亚群参考毒株

93R3L3-A3#5D3L,CU

N

L#C

4

Z2!;%

<

$

< /

+1 &)> 2P9

6H7O&/8%

"

7

亚群#

6H7O&/8%

"

6CU

N

L#C

4

7

#

/1'* /0'0 /%'0 01'0

6H7O&/80

"

Y

亚群#

6H7O&/80

"

6CU

N

L#C

4

Y

#

/.'* /*'* /&'& *&'%

&>!%

"

;

亚群#

&>!%

"

6CU

N

L#C

4

;

#

/('@ /.'& /.'( /@')

72_;!Y%&

"

;

亚群#

72_;!Y%&

"

6CU

N

L#C

4

;

#

//'* /('% //'% /('1

原鸡
%

号染色体
72_

序列
72_,3

T

C3-A3#R

<

$1194ADL#<#,#<3% //'* /('0 /('( /('1

FM&%&%

"

K

亚群#

FM&%&%

"

6CU

N

L#C

4

K

#

/('/ /%'* 1&'1 )/'*

K6%%8%

"

:

亚群#

K6%%8%

"

6CU

N

L#C

4

:

#

/.'( /1'% /)'@ 1&'&

*1&0
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利用自行研制的超嗜热古菌
H,&'B+"+""94,

4

'

)11@

来源重组表达的
8+1YHF7

聚合酶能扩增长

片段
HF7

的特点"待发表#!本研究最初试图通过

一次
W89

从鸡的急性肉瘤病料基因组
HF7

中扩

增缺陷型急性致肿瘤
72_

的全基因组!并得到了

一个
)..*U

4

的片段(但在对照试验中!用相同的

酶和引物!从未感染
72_

的健康海兰鸡的细胞基

因组
HF7

也扩增到序列完全相同的片段
Z2!;%

!

这表明该片段实际上只是正常鸡基因组的一个组成

部分(序列分析表明!对该片段全长
)..*U

4

!分别

包含
<

$

<

)

/

+1

)

&)>

三个基因的部分序列及其
*e!

2P9

"表
%

#(在
Z2!;%

序列中
2P9

全长
0@)U

4

*

三个主要
9̂[

编码的基因
<

$

<

)

/

+1

)

&)>

的长度分

别为
0&%*

)

@0(

和
%&).U

4

!与不同亚群的完整的

72_

基因组上这三个基因相比都发生了很大的缺

失(该片段
&)>

基因和
2P9

都与鸡基因组上经典

的
&>%

位点的相应基因有
/.'(X

和
/@')X

的相似

性!而与其他亚群的外源性
72_

的相似性较低"表

0

#(这表明这是整合进海兰鸡染色体基因组中的一

个内源性
;

亚群
72_

片段构成的
&>

位点(虽然

到目前为止已分别从不同品系的正常鸡基因组识别

和鉴定出
1&

个不同的
&>

位点,

%*

-

!但这些位点分别

是在
0&

世纪
@&

)

(&

年代通过
9;2W

和分子杂交的

方法从不同品种鸡鉴定和识别出来,

%)

!

%1

-

(这些
&>

位点既有
;

亚群
72_

完整的序列!如
72_;!Y%&

等,

%(

-

!还有很多都是缺陷型的不完整基因组!其中

只有少数几个有序列报道!如
&>%

(到目前为止!从

海兰鸡基因组还只有发现和报道了
&>0%

这个位

点,

%0

-

!这是与鸡的快慢羽性状相关基因紧密连锁的

一个
&>

位点!它包括了完整的
;

亚群
72_

全基因

组(本研究克隆鉴定的
Z2!;%

这个基因位点是不

完整片段!显然这是不同于
&>0%

的海兰鸡基因组上

的又一个
&>

位点(

将
Z2!;%

的序列与原鸡的基因组草图序列比

对时!只在原鸡的
%

号染色体的第
*01.%@*.

1

*01.(/1.

"此端为测序
<

$

/

#碱基之间找到了同源

序列!相似性
//'0X

!

Z2!;

与原鸡的此段同源序列

相比也在
%(1/

1

%/1%

)

*&@.

1

1&*.

和
1.&1

1

.)%0

位置缺失了
/*

)

%/.&

和
(&(

个碱基!其他位点

没有找到同源序列(但该序列与从原鸡
)

号染色体

扩增到的
72_;!Y%&

"内源性
;

亚群位点#的同源

性更高"表
%

和表
0

#!根据我们现有的研究结果还

很难推断本研究扩增得到的
Z2!;%

的位点是在海

兰鸡的哪一条染色体上(这一内源性
72_!;

位点

是否会影响相应品系鸡的某种遗传性状也有待进一

步研究(

%

!

结
!

论

使用超嗜热古菌
H,&'B+"+""94,

4

')11@

来源

重组表达的
8+1YHF7

聚合酶通过一次
W89

反应

成功扩增到了位于海兰鸡染色体基因组的一个新的

&>

位点
Z2!;%

(其
2P9

全长
0@)U

4

!

*

个主要结

构基因
<

$

<

)

/

+1

和
&)>

片段的大小分别为
0&%*

)

@0(

和
%&).U

4

!与完整的
72_

基因组的相应基因

相比都有严重缺失(
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