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要!为探索近年蛋鸡分离株中出现规律性突变的
_

群禽白血病病毒"

45b!_

#

*[!̂ *

区对病毒体外复制能力的

影响!以
45b!_

原型毒株
Q]2<!%&*

为骨架!利用融合
]?2

技术构建含蛋鸡分离株
<;&/;]&)

的
*[!̂ *

区的嵌合

病毒的
7;34

克隆'嵌合病毒的感染性克隆与原型毒株
Q]2<!%&*

的感染性克隆分别在脂质体介导下转染
;a!%

细胞!对收获的病毒分别用间接免疫荧光试验(禽白血病抗原和反转录酶试剂盒检测!结果表明成功拯救到
0

株病

毒'对拯救的
0

株病毒!进行其
*[!̂ *

区启动子活性和增强子活性的检测!以及复制动力学比较分析结果显示!出

现特异性规律性突变的
*̂

区对于原毒株的体外复制能力无显著影响'所构建的
*[!̂ *

区的嵌合病毒的成功拯救

对于进一步探索近年
45b!_

流行毒株其
*[!̂ *

区出现的规律性突变的功能及意义奠定了基础'

关键词!

*̂

区&嵌合病毒&

_

亚群禽白血病病毒&生物学特性
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!!

禽白血病病毒属于反转录病毒科!禽
?

型反转

录病毒属!俗称禽
?

型肿瘤病毒'根据病毒的宿主

范围(囊膜特性(交叉中和试验及其他特性!可将禽

白血病病毒分为
.

个亚群!即
4

(

X

(

?

(

;

(

@

和
_

亚

群禽白血病病毒'同时!根据传播方式的不同!禽白

血病病毒也可分为外源性白血病病毒"

4

(

X

(

?

(

;

和

_

亚群#和内源性白血病病毒"

@

亚群#'

_

亚群禽白

血病病毒"
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R

BV$B-8DOU#,$,V$IO,

!

45b!_

#

是在
%/((

年由英国科学家
5'3']B

E

-D

于肉用型鸡

群中首次分离得到*

%

+

!此后
45b!_

在世界范围内流

行!给世界养禽业带来了巨大的经济损失'中国于

%///

年首先在肉鸡中分离出
45b!_

!随后在
0&&)

年首次报道蛋鸡自然感染
45b!_

*

0!*

+

'

在
0&&)

年以前!中国的
45b!_

感染主要在肉

鸡中流行!但自
0&&)

年后!在蛋鸡以及多种地方品

系鸡中也发现了
45b!_

的自然感染病例并分离得

到病毒*

)!1

+

!特别是
0&&/

年后!该病在蛋鸡群中的影

响进一步扩大'有报道称
45b!_

感染蛋种鸡群后

可引起高达
.&Y

的发病率和最多超过
0&Y

的死亡

率'同时!

45b!_

的感染还引起了多种肿瘤的发

生!并在全国范围内引起商品化蛋鸡和地方种鸡的

生产下降等问题*

0

!

.!=

+

'

45b!_

具有典型慢转化复制完全型白血病病

毒的整体结构!即
1[!5C2!

1

$

1

N

L

+0N&)9!*[5C2

*

(

+

'

其
5C2

区域是病毒复制过程的重要调节区域!在

病毒的翻译和
234

的复制过程中起着重要的作

用'

5C2

由
*̂!2!̂ 1

三部分组成!其中
*̂

的作用

最为重要'

*̂

区含有多种顺势作用元件!如

??44C

增强子结合元件等!可与细胞内反式作用

因子结合!进而调控病毒的复制!转录等重要生命过

程'

1

$

1

(

L

+0

和
&)9

基因则分别编码
45b!_

的衣

壳蛋白(反转录酶及囊膜蛋白'

近几年!

45b!_

的流行毒株与其原型毒株

Q]2<!%&*

的基因组序列比较显示!

45b!_

的流行

毒株的基因组序列出现一些与其致病性密切相关的

特征性突变'例如!其
ICZ

缺失
0&1

个碱基!

G

元

件序列的缺失都是
45b!_

在其进化过程中自然发

生的序列突变!并且某些这类突变能够增强病毒本

身的致病力*

%&!%%

+

'最近!本实验室经过分析
45b!_

蛋鸡分离株的序列特点!在其
*̂

区域发现了很多

特异性且有规律的突变*

=

!

%%

+

'为了验证这些特异性

的突变是否能够对病毒的生物学特性造成影响!我

们构建了
45b!_

的原型毒株
Q]2<!%&*

的感染性

克隆!同时构建了以
Q]2<!%&*

原型毒株为骨架!

替换上具有特征性突变的蛋鸡分离株
<;&/;]&)

的

*̂

区嵌合病毒的感染性克隆!拯救出
0

株病毒!并

对拯救出的嵌合病毒的生物学特性进行了分析'

#

!

材料与方法

#E#

!

病毒株'细胞'载体和菌种

45b!_

病毒株
<;&/;]&)

由本实验室分离保

存*

%0

+

&

45b!_

原型毒株
Q]2<!%&*

基因组全长已经

克隆到
R

?̂%/

载体上!该质粒命名为
R

?̂%/!

Q]2<!%&*

!由英国
]$IWI$

6

F9

研究所病毒性肿瘤病

实验室惠赠&

;a!%

细胞由笔者所在实验室保存!用

于病毒的拯救和增殖&

R

X8OD<7I$

R

9MML<

"

q

#载体

和
;Q1

%

菌种由笔者所在课题组保存'

#E!

!

主要试剂

各种限制性内切酶(

]I$AD<C42

CZ

Q<;34

]#8

E

ADIB,D

(

;34 ZBIUDI

(

"3C]

(

C);34

连接酶(

]̂ ?%/

空载体等购自大连宝生物工程有限公司&

aMC?

标记的抗鼠
M

6

K

荧光抗体(

R

K5*5O7$SDIB,D

2D

R

#I9DIbD79#I,

检测试剂盒购自
<$

6

AB

公司&脂

质体"

5$

R

SD79BA$-D

CZ

0&&&

#购于
K$X7#X25

公司&质

粒提取试剂盒(核酸凝胶回收试剂盒购自
4H

E6

D-

公司&

]8B,A$"Z$-$L$9,

为
>M4K@3

公司产品&反

转录酶活性检测试剂盒为
2#7FD

公司产品&

45b!_

的
R

0=

蛋白单克隆抗体为本实验室保存*

%*

+

'

#EH

!

引物设计

根据
45b!_

原型株
Q]2<!%&*

在
KD-XB-U

中

的序列设计
*

对特异引物!用以扩增病毒的前病毒

基因组'同时!根据构建
*[!̂ *

区嵌合病毒的需要

设计融合
]?2

所需引物'引物序列见表
%

'

#E%

!

融合
2Z)

用
;34

凝胶回收试剂盒回收以质粒
Q]2<!

%&*

为模板!

2%!a

(

2%!2

这对引物扩增的特异片段

2%

"

0***W

R

#!

20!a

(

20!2

这对引物扩增的特异片

段
20

"

//W

R

#'胶回收以质粒
<;&/;]&)

为模板!

2*!a

(

2*!2

这对引物扩增的特异片段
2*

"

00.W

R

#'

将
2%

(

20

(

2*

做融合
]?2

!得到
0.1(W

R

的片段!

命名为
4!;]̂ *

备用'

#E$

!

嵌合病毒
S2)KP#"H

!

L2XH

株感染性克隆构

建

以
C

L

)

*

和
-$"

*

双酶切凝胶回收的融合

]?2

产物
4!;]̂ *

及空载体
R

?̂%/

!经连接和转

化后!挑取单克隆白色菌落进行鉴定!阳性重组质粒

/&.
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命名为
R

?̂%/!4!;]̂ *

&以
Xa

(

X2

为引物!质粒

R

?̂%/!Q]2<!%&*

为模板
]?2

扩增
X

片段'以

;()"

.

和
;

L

$

*

双酶切凝胶回收的
]?2

产物和

R

?̂%/!4!;]̂ *

!经连接转化后!挑取单克隆白色菌

落进行鉴定!阳性重组质粒命名为
R

?̂%/!4!

;]̂ *!X

'以
?a

(

?2

为引物!质粒
R

?̂%/!Q]2<!

%&*

为模板
]?2

扩增
?

片段!以
;

L

$

*

和
C

L

)

*

双酶切凝胶回收
]?2

产物及
R

?̂%/!4!;]̂ *!X

!

经连接和转化后!挑取单克隆白色菌落进行鉴定!阳

性重组质粒命名为
R

?̂%/!4!;]̂ *!X!?

!即嵌合病

毒
Q]2<!%&*

1

;]̂ *

株感染性克隆'构建策略如

图
%

'

表
#

!

扩增
2RMP+?VPa

前病毒基因组的引物

F.A8,#

!

2/5J,/-7-,@:3/.J

>

85:50.95363:2RMP+?VPa

>

/5PL*+

阴影部分为替换的
<;&/;]&)

的
*̂

区

CFD,FB"$-

6

$-"$7B9D9FD *̂#S<;&/;]&)

图
#

!

嵌合病毒重组质粒
2XZ#'P+PL2XHPRPZ

构建策略

N5

4

E#

!

F1,@5.

4

/.J3:91,036-9/709536-9/.9,

4C

.A37991,/,03JA56.69

>

8.-J5@2XZ#'P+PL2XHPRPZ

#E&

!

细胞转染及病毒拯救

用
>M4K@3

公司的产品
]8B,A$"Z$-$L$9

分

别纯化
R

?̂%/!Q]2<!%&*

和
R

?̂%/!4!;]̂ *!X!?

!

由
5$

R

SD79BA$-D

CZ

0&&&

分别介导转染约
(&Y

的单

层
;a!%

细胞!同时以正常的
;a!%

为对照!转染后
.

F

弃细胞上清!用只加双抗的
;Z@Z

清洗两遍!每

孔加入
0 A5

含
%&Y

胎牛血清的加入双抗的

;Z@Z

!在
*= m

温箱中继续培养!转染
=0F

后收

毒!冻存于
c(& m

冰箱'反复冻融三次后连续在

;a!%

上传代!经鉴定后将拯救的病毒命名为
IQ!

&%.
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]2<!%&*

和
IQ]2<!%&*

1

;]̂ *

'

#E(

!

病毒粒子的鉴定

%'='%

!

间接免疫荧光试验
!!

将拯救的
0

株病毒

按照常规方法接种于约
=&Y

单层
;a!%

的
)(

孔板

中!

="

后按常规方法进行间接免疫荧光检测!检测

所用一抗为抗
45b!_

R

0=

蛋白的单克隆抗体!二抗

为
aMC?

标记的兔抗鼠
M

6

K

抗体!同时设不接毒的

;a!%

细胞作为对照'

%'='0

!

群特异性禽白血病病毒抗原检测
!!

使用

禽白血病病毒抗原检测试剂盒*

%*

+

!参照其试剂盒说

明书的具体步骤!对拯救的两株病毒进行检测'

%'='*

!

反转录酶检验
!!

用
IDVDI,D9IB-,7I$

R

9B,D

B,,B

E

检测病毒的反转录酶的活性!首先用
]@K

法

处理接毒的细胞液!按照试剂盒说明要求!对拯救的

两株病毒进行反转录酶活性的检测'

#EI

!

/S2)KP#"H

和
/S2)KP#"H

!

L2XH

的
XH

区启

动子活性'增强子活性差异检测

将
45b!_

实验室分离株
<;&/;]&)

和原型株

Q]2<!%&*

的
*̂

区分别克 隆 至
R

K5!@-FB-7DI

bD79#I

或
R

K5!]I#A#9DIbD79#I

"引物序列如下!

;]̂ *a

$

4K?KKC4??44CKC4KC?CC4CK?4!

4C4?C?C

&

;]̂ *2

$

4K?44K?CCKCCC4CCK!

C4C?44K?C4KK

&

%&*̂ *a

$

K?KKC4??44C!

KC4KCKCC4CK?44C4?C?C

&

%&*̂ *2

$

?K4!

44K?CCKCCC4CCKCKC?KKK?C4

#'转 化
;Q1

%

大肠杆菌感受态'挑取单克隆!用
4H

E6

D-

质粒提

取试剂盒提取质粒后测序鉴定正确!将质粒命名为

@!;]̂ *

(

@!%&*̂ *

和
]!;]̂ *

(

]!%&*̂ *

!分别用于

检测比较
*̂

区的启动子活性和增强子活性'用

>M4K@3

的
]8B,A$"Z$-$L$9,

纯化构建好的
)

种

质粒!用
5$

R

SD79BA$-D

CZ

0&&&

分别介导转染约
(&Y

的单层
;a!%

细胞的
.

孔板中!同时转染
R

K5!@-!

FB-7DIbD79#I

或
R

K5!]I#A#9DIbD79#I

作为阴性对

照'转染后
)(F

按照
R

K5 5O7$SDIB,D2D

R

#I9DI

bD79#I,

试剂盒检测说明书进行荧光检测!统计并分

析数据'

#E'

!

/S2)KP#"H

和
/S2)KP#"H

!

L2XH

复制动力学

的比较

将两株拯救的病毒以
%n%&

0

C?M;

1&

的病毒量

接种铺有单层的
;a!%

细胞的
.

孔板中"约
%n%&

.

个细胞#!感染后
%

(

0

(

*

(

)

(

1

(

.

(

="

分别取细胞上

清!用禽白血病病毒抗原检测试剂盒检测
R

0=

!用于

其复制动力学比较!重复测定
*

次!取其平均值!绘

制病毒的复制动力学曲线'

!

!

结
!

果

!E#

!

+?VPa

嵌合病毒重组质粒的鉴定

用
C

L

)

*

(

-$"

*

单酶切&

;()"

.

和
;

L

$

*

双

酶切!鉴定重组质粒
R

?̂%/!4!;]̂ *!X!?

'酶切结

果显示!重组质粒
R

?̂%/!4!;]̂ *!X!?

经
C

L

)

*

(

-$"

*

单酶切后!均为大小为
%&./1W

R

的单一清晰

条带!而经
;()"

.

和
;

L

$

*

双酶切后!则得到大小

分别为
0/1=

和
==*(W

R

的
0

条条带"图
0

#'同时

将构建好的重组质粒全长测序!测序结果显示构建

成功'

Z';5%1&&&;34

相对分子质量标准&

%'C

L

)

*

单酶切&

0'-$"

*

单酶切&

*';()"

.

和
;

L

$

*

双酶切

Z';34A#8D7O8BITD$

6

F9ABIUDI;5%1&&&

&

%'C

L

)

*

&

0'

-$"

*

&

*';()"

.

B-";

L

$

*

图
!

!

感染性克隆
>

XZ#'P+PL2XHPRPZ

的酶切鉴定

N5

4

E!

!

<6U

C

J,5@,695:50.9536 3:91,56:,09537-0836,

>

XZ#'P+PL2XHPRPZ

!E!

!

病毒粒子的鉴定

0'0'%

!

间接免疫荧光鉴定
!!

IQ]2<!%&*

(

IQ!

]2<!%&*

1

;]̂ *

的第
1

代病毒与抗
45b!_

的
R

0=

蛋白的单克隆抗体均呈阳性反应'感染组
;a!%

细

胞表面以及细胞质有明显的绿色荧光"图
*

#'对照

组
;a!%

细胞内没有绿色荧光'该结果表明!

0

株病

毒均得到成功拯救'

0'0'0

!

群特异性抗原检测
!!

用禽白血病病毒抗

原检测试剂盒检测这
0

株拯救病毒的第
1

代病毒!

绘制标准曲线'阳性对照孔在
;̀

.1&-A

吸光度平均

%%.
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4'IQ]2<!%&*

感染组&

X'IQ]2<!%&*

1

;]̂ *

感染组&

?'

阴性对照组

4'IQ]2<!%&*

&

X'IQ]2<!%&*

1

;]̂ *

&

?'3D

6

B9$VD7#-9I#8

图
H

!

/S2)KP#"H

'

/S2)KP#"H

!

L2XH

株的间接免疫荧光鉴定结果

N5

4

EH

!

T@,695:50.95363:/S2)KP#"H

(

/S2)KP#"H

!

L2XHA

C

TN+

值为
&'*.(

!阴性对照孔在
;̀

.1&-A

吸光度平均值为

&'&=(

'由公式得临界值
t&'0n

"阳性对照平均

值0阴性对照平均值#!计算得临界值为
&'%*.

'

IQ]2<!%&*

株在
;̀

.1&-A

吸光度检测的平均值为

&p=/1

!

IQ]2<!%&*

1

;]̂ *

株在
;̀

.1&-A

吸光度检测

的平均值为
&'/.=

'抗原检测结果表明!

0

株病毒均

得到成功拯救'

0'0'*

!

反转录酶检验
!!

采用
2#7FD

的反转录酶

检测试剂盒!利用
QMb

反转录酶标准品绘制标准曲

线!再通过吸光度确定第
1

代拯救病毒的反转录酶

活性!通过
@5M<4

检测!取
*

次检测结果的平均数'

0

株病毒
@5M<4

在
;̀

)1&-A

处吸光值分别如下$

IQ!

]2<!%&*

为
*'%0(

!

IQ]2<!%&*

1

;]̂ *

为
0'/(1

'

所对应的反转录酶活性分别为
%'10(%

和
%'*0)

'

结果表明!

0

株病毒均得到成功拯救'

!EH

!

/S2)KP#"H

'

/S2)KP#"H

!

L2XH

复制动力学的比较

绘制的病毒复制动力学曲线见图
)

'结果表

明!

IQ]2<!%&*

(

IQ]2<!%&*

1

;]̂ *

两株病毒体外

复制无明显差异'

图
%

!

拯救病毒的复制动力学曲线

N5

4

E%

!

2/385:,/.9536O56,950-07/Q,3:91,/,-07,@Q5/7-,-

!E%

!

XH

区启动子及增强子活性差异比较

按
R

K5*5O7$SDIB,D2D

R

#I9DIbD79#I,

试剂盒

检测说明书对转染后
)(F

的细胞进行荧光检测'

结果如图
1

'检测结果表明!

IQ]2<!%&*

(

IQ]2<!

%&*

1

;]̂ *

的
*̂

区启动子活性和增强子活性均无

明显差异'

图
$

!

+?VPa

实验室分离株
KL"'L2"%

与原型株
S2)KP#"HXH

区启动子活性"

+

#'增强子活性"

R

#结果

N5

4

E$

!

F1,/,-789-3:91,

>

/3J39,/

"

+

#&

,61.60,/

"

R

#

.095Q59

C

A,9D,,68.A3/.93/5,-5-38.9,@Q5/7-KL"'L2"%.6@08.--5P

0.8Q5/7-S2)KP#"H

0%.
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*[!̂ *

区碱基突变不影响禽白血病病毒的体外复制能力

H

!

讨
!

论

自
0&&(

年以来!

45b!_

的感染在中国出现大

范围的流行*

=

!

%0

+

'而与此同时!

45b!_

的流行毒株

的基因组序列与原型毒株
Q]2<!%&*

相比也出现

了一些特异有规律的变化'通过笔者实验室所进行

的流行病学调查以及对
45b!_

流行毒株
*̂

区的

基因序列分析!发现
(='1Y

"

%)

%

%.

#的流行毒株具

有
%)

个碱基的规律性突变'而且!流行毒株的
*̂

区与原型毒株及多株肉鸡分离株的
*̂

区的进化树

分析显示!此流行毒株的
*̂

区处于一个新的分支

上*

%0

+

'由于
*̂

区在病毒的复制增殖过程中有着

重要的调控作用!含有多种与病毒复制密切相关的

启动子和增强子元件*

%)

+

'且最近的一些研究表明!

45b!_

倾向于出现有利于其迅速进化的突变*

%&

+

'

而上述流行毒株中出现的
*̂

区的规律性突变正是

45b!_

在其进化过程中自然发生的!这就表明其很

有可能是
45b!_

本身适应自然界!增强其增殖能力

的一个有利进化'因此!对此具有特异性规律突变

的
*̂

区的功能及其对病毒复制的影响的研究!成

为本研究的主题'本研究所拯救的
45b!_

嵌合病

毒中的
*̂

区!即为近年来流行毒株
<;&/;]&)

的

*̂

区序列!并且具有上述
*̂

区的特异性规律特

征'

本研究构建了
%

株
*[!̂ *

区嵌合禽白血病病毒

感 染 性 克 隆 "

R

?̂%/!4!;]̂ *!X!?

#!与
R

?̂!

Q]2<!%&*

分别转染
;a!%

细胞获得
0

株拯救病毒'

45b

属于反转录病毒!前病毒全基因组克隆被转染

于
;a!%

后!即可利用宿主细胞的
234

聚合酶
MM

!

启动转录(翻译过程!并最终完成病毒的包装和释

放!所以在设计
45b

感染性克隆时!不需要考虑启

动子和核酶序列等修饰因子*

%1

+

'

构建感染性克隆并拯救相应病毒!对于研究病

毒基因组某一部分的作用!例如其对于整个病毒复

制过程的影响!具有十分重要的意义'为了排除质

粒瞬时转染蛋白质的可能性!本研究将转染后的病

毒经过连续传代后!再进行一系列病毒活性的检测!

并且同时采用多种检测方法!最终确定成功拯救出

病毒!为后续的试验研究奠定了基础'

在本研究之中!对拯救的原型毒株
IQ]2<!%&*

和嵌合病毒
IQ]2<!%&*

1

;]̂ *

的复制动力学曲线

的测定结果表明这两株拯救病毒的体外复制能力无

明显差异'为进一步探索
*̂

区碱基的突变对于病

毒的复制能力无影响的机制!鉴于
*̂

区含有多种

顺式作用元件!起重要的增强子和启动子活性功能!

我们对流行毒株的
*̂

区与原型毒株
*̂

区的启动

子活性及增强子活性进行检测'检测结果表明!流

行毒株的
*̂

区其启动子活性和增强子活性均与原

型毒株的
*̂

区无明显差异'这些数据都表明!流

行毒株的
*̂

区的规律性突变!没有增强其
*̂

区的

增强子或启动子活性!进而对
45b!_

的复制能力未

造成影响'

但是!

45b!_

是反转录病毒!其在宿主体内复

制过程中!首先要整合至宿主基因组内!而后再进行

一系列复制过程'

*̂

区是决定
45b!_

整合入宿主

基因组的整合位点的重要区域'而且!在
0&&(

年以

前!

45b!_

主要感染肉鸡群并引起骨髓瘤!但是在

0&&(

年后
45b!_

的广泛流行过程中!出现了
45b!

_

感染蛋鸡的病例!同时还引起感染鸡发生血管瘤'

由于
*̂

区在
45b!_

整合入宿主基因组过程中所

起的重要作用!我们猜想流行毒株
*̂

区的规律性

突变可能与宿主的改变或者引起肿瘤类型的改变有

关!但这还有待于进一步研究'

%

!

结
!

论

利用融合
]?2

技术!以
45b!_Q]2<!%&*

株

为骨架构建含
<;&/;]&)

株
*[!̂ *

区的嵌合病毒的

7;34

克隆'嵌合病毒与
Q]2<!%&*

的感染性克隆

转染
;a!%

细胞!成功拯救到
0

株病毒!

*[!̂ *

区启

动子活性和增强子活性的检测以及复制动力学分析

结果显示!出现特异性规律性突变的
*̂

区对于原

毒株的体外复制能力无显著影响'
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