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禽白血病病毒是引起禽类各种造血细胞肿瘤性
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(

对质粒和荧光素酶报告基因

载体
O

GI*!_<,$D

进行双酶切!酶切体系$质粒
865

)&&

'

%&&&-

@

!

%&a`_BEECL.

&

I

!

-$"

(

和
V,+

(

各
%'2

&

I

!加水补足至
.&

&

I

!

*1j

酶切
*

'

)?

'

琼脂糖凝胶电泳检测后回收目的片段'用
Y)865

连接酶连接目的片段和表达载体片段!构建报告基

因重组质粒'连接体系$表达载体与目的片段的质

量比为
%u%

'

%u2

!

Y)865

连接酶
&'2

&

I

!

I$

@

<!

M$#-_BEECL%

&

I

!加水补足至
%&

&

I

'经
UVW

和双

酶切鉴定阳性的重组质粒进行质粒大提'

%'*'0'*

!

细胞瞬时转染与双荧光素酶检测$

5*12

细胞接种于含
0&i

胎牛血清的
8`:`

培养基进行

培养!细胞融合度达到
/&i

!根据
I$

O

#ECDM<;$-C

/

0&&&WC<

@

C-M

脂质体转染说明开始转染'脂质体与

质粒
865

比例为
%u%

!重组质粒与内参
O

WI!Y7

载体比例为
/u%

'转染
.?

后!用含血清的正常细

胞培养液换液!继续培养
)(?

后裂解细胞!利用双

荧光素酶检测试剂盒!

G=#̀ <T!̀ B=M$\L

单管型多功

能检测仪检测荧光素酶活性'

!

!

结
!

果

!D#

!

内源
*L!#

病毒检测
KO)

扩增

0'%'%

!

长片段
UVW

扩增和群体分析
!!

由图
%

可

见不同品种鸡
CN0%3

和
CN0%5

引物长片段
UVW

的

扩增产物'

图
%

中
%

泳道为太行慢羽公鸡!扩增出目的条

带!

%%

'

%2

泳道为太行快羽公鸡!均未扩增出目的

条带&

0

'

%&

泳道为海兰灰慢羽公鸡!均扩增出目的

条带&

%.

'

0&

泳道为坝上长尾鸡慢羽公鸡!

%.

泳道

0*/
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!

麒等$鸡内源白血病病毒
CN0%

与慢羽非连锁分析和
IYW

区启动子活性分析

%

和
%%

'

%2'

太行鸡&

0

'

%&'

海兰灰&

%.

'

0&'

坝上长尾鸡&

0%

'

0)'

海兰褐

%<-"%%!%2'Y<$?<-

@

D?$DSC-

&

0!%&'9

Q

!=$-CGL<

Q

&

%.!0&'_<,?<-

@

D?$DSC-

&

0%!0)'9

Q

!=$-C_L#P-

图
#

!

长片段
KO)

产物"

$'("A

?

#

G0

+

D#

!

@

+

.:16*

+

*-*-*4/:1

?

51:*/1

+

:.718-12

+

Z6*

Q

,*24*KO)

?

:1;,4/

"

$'("A

?

#

未扩增出目的条带!

%1

'

0&

泳道均扩增出目的条

带&

0%

'

0)

泳道为海兰褐慢羽公鸡!均扩增出目的

条带'目的条带经测序获得长
12/&R

O

基因序列!

分析 该 序 列 发 现 其
@

'/11!12/&

区 域 与
CN%

"

8H%%(1&%

#序列相似度
//i

!

@

'%b/1.

区域与慢

羽鸡
CN0%

非占区序列"

e2)&/*

#相似度
//i

'

02/

份基因组样品
CN0%

检测结果见表
0

'

由表
0

可知!太行鸡和坝上长尾鸡慢羽公鸡

CN0%

阳性率高于
/&'&i

!太行慢羽母鸡阳性率为

.2'2i

!海 兰 灰 及 其 祖 代 慢 羽 公 鸡 阳 性 率 为

%&&'&i

!海兰褐慢羽公母鸡阳性率为
%&&'&i

&太行

快羽公母鸡(海兰灰祖代快羽公母鸡和海兰褐快羽母

鸡
CN0%

阳性率均为
&'&i

!而海兰褐快羽公鸡阳性

率为
%&&'&i

'表明海兰灰及其祖代慢羽公鸡与

CN0%

内源白血病病毒完全连锁!海兰褐慢羽公母鸡

和快羽公鸡全部携带
CN0%

!但太行鸡和坝上长尾鸡

慢羽鸡与
CN0%

并不完全连锁'

0'%'0

!

CN0%

病毒
*[

末端扩增和病毒结构分析
!!

以太行鸡(坝上长尾鸡和海兰灰祖代
V

系
12/&R

O

扩

增阳性基因组为模板!用
%.)(3

和
%.)(5

引物扩增

CN0%

病毒基因组
*[

末端序列!扩增产物用
%'&i

琼脂糖

凝胶电泳检测!结果见图
0

!扩增区域见图
*

'阳性片段

测序获得
%.)(R

O

的碱基序列!其
@

'%%(!%.)(

区域与

鸡内源病毒
CN0%

占位区序列"

e2)&/)

#相似度
//i

'

表
!

!

*L!#

内源白血病病毒在不同鸡种群中的分布情况

E.A-*!

!

X06/:0A,/01218*L!#02L.:01,64504W*26/:.026

品种

_LCC"

合计

Y#M<=

性别

GC-"CL

慢羽
3=#PEC<M?CL

快羽
K<,MEC<M?CL

阳性数

U#,$M$NC

阴性数 合计
阳性率%

i

UCLDC-M<

@

C

阳性数 阴性数 合计
阳性率%

i

UCLDC-M<

@

C

太行鸡
Y<$?<-

@

D?$DSC- %0&

公
*0 0 *) /)'% & 0) 0) &'&

母
%/ %& 0/ .2'2 & ** ** &'&

坝上长尾鸡

_<,?<-

@

I#-

@

M<$=D?$DSC-

0*

公
0% 0 0* /&'2

3 3 3 3

海兰灰
9

Q

!=$-CGL<

Q

%.

公
%) & %) %&&'&

3 3 3 3

母 3 3 3 3

& 0 0 &'&

海兰灰祖代
UL#

@

C-$M#L#E

9

Q

!=$-CGL<

Q

2*

公
0* & 0* %&&'& & %2 %2 &'&

母 3 3 3 3

& %2 %2 &'&

海兰褐
9

Q

!=$-C_L#P- )1

公
%0 & %0 %&&'& %% & %% %&&'&

母
%% & %% %&&'& & %* %* &'&

**/



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

%'

太行鸡&

0'

坝上长尾鸡&

*'

海兰灰祖代
V

系

%'Y<$?<-

@

D?$DSC-

&

0'_<,?<-

@

D?$DSC-

&

*'V=$-C#E

O

L#!

@

C-$M#L9

Q

!=$-CGL<

Q

图
!

!

三个品系鸡
*L!#IY

末端
KO)

产物"

#R%&A

?

#

G0

+

D!

!

KO)

?

:1;,4/18IY/*:702.-8:.

+

7*2/18*L!#02/5:**

4504W*26/:.026

"

#R%&A

?

#

!!

拼接长片段扩增
12/&R

O

(

CN0%

病毒
*[

末端

%.)(R

O

和
\3JI

检测
%)2&R

O

片段"本实验室数

据#!获得包括
CN0%

病毒基因全长
120)R

O

及其上

下游序列共
/.1/R

O

!该序列提交
6V_J

!序列号

7d0*2**.

!具体结构见图
*

'该序列与鸡
F

染色体序

列
6V

-

&&.%01')

比对成功!其中
@

'%!/1.

为鸡
F

染色

体序列!

@

'/11!(2&&

为
CN0%

病毒
120)R

O

全长序列!

@

'/11!%02&

为长
01)R

O

的
2[IYW

区!

@

'(001!(2&&

为

*[IYW

区!

IYW

之间依次为位于
@

'%2*&!*.&2

长

0&1.R

O

的
4

$

4

基因(

@

'*21)!.&)0

长
0)./R

O

的
B

+:

基因和位于
@

'.00(!(&.&

长
%(**R

O

的
&)A

基因!

@

'

(2&%!/.1/

为鸡
F

染色体序列'比对分析发现
CN0%

反向插入在
F

染色体的
@

'%&.(%.1%!%&.(%.10

"

GC-!

_<-S

登录号$

6V

-

&&.%01

#之间'

上方数字
'F

染色体
6V

-

&&.%01

位点&下方数字
'/.1/R

O

序列位点&箭头标记
'

引物起始位点&结构标注
'CN0%

的

基因和特殊结构

Y?CE$

@

BLC,<MM#

O

'I#DB,#E6V

-

&&.%01$-FD?L#;#,#;C

&

Y?C,BR

+

<DC-ME$

@

BLC,'I#DB,#E/.1/R

O

,C

A

BC-DC

&

5LL#P,;<LSC"'I#D<M$#-E#L

O

L$;CLR$-"$-

@

&

I<RC=$-,MLBDMBLC'GC-C,<-",

O

CD$<=,MLBDMBLC#ECN0%

图
I

!

鸡
c

染色体包含
*L!#

病毒的
(R$(A

?

序列结构

G0

+

DI

!

=/:,4/,:*45.:/18(R$(A

?

6*

Q

,*24*412/.02*;*L!#L0:,6

+

*2*602c45:171617*184504W*2

!!

CN0%

病毒插入位点
F

染色反义链序列为

VY5VVV

"

6V

-

&&.%01

的
@

'%&.(%...!%&.(%.1%

#!

/2/.R

O

序列的
@

'/1%!/1.

和
@

'(2&%!(2&.

均为

VY5VVV

!即
CN0%

内源病毒序列
2[

和
*[IYW

区与

F

染色体连接域为六个碱基重复!这符合逆转录病

毒的基因结构特征'

!D!

!

*L!#

病毒
ME)

区启动子活性分析

0'0'%

!

目的片段的扩增和报告基因载体的构建
!

!

选取长片段
UVW

扩增阳性的太行鸡
865

为模

板!扩增
CN0%

序列
2[IYW

区和
*[IYW

区片段序

列'由图
)5

可见!扩增片段大小与预期结果一致'

将
2[IYW

的
2%)R

O

和
*[IYW

的
.%)R

O

目的片段

克隆质粒与
O

GI*!R<,$D

载体质粒分别进行双酶切!

回收纯化酶切产物后构建目的片段的
O

GI*!R<,$D

重组质粒!测序鉴定阳性克隆进行双酶切"图
)_

#!

测序结果显示阳性克隆片段序列和插入方向与预期

一致'

5'2%)

和
.%)R

O

UVW

产物&

_'2%)

和
.%)R

O

重组质粒双酶

切产物

5'2%)<-".%)R

O

UVW

O

L#"BDM

&

_'WC,B=M#E2%)<-".%)

R

O

LCD#;R$-<-M

O

=<,;$"R

Q

"$

@

C,M$#-

图
%

!

'#%

和
R#%A

?

KO)

产物和重组质粒双酶切结果

G0

+

D%

!

K:1;,4/618KO).2;:*417A02.2/

?

-.670;A

>

;0

+

*6/012

18'#%.2;R#%A

?

8:.

+

7*2/6

)*/
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!

麒等$鸡内源白血病病毒
CN0%

与慢羽非连锁分析和
IYW

区启动子活性分析

0'0'0

!

重组质粒启动子活性分析
!!

5*12

细胞接

种到
0)

孔板
0)?

后!细胞状态良好!将重组质粒和

O

WI!Y7

载体共转染
5*12

细胞'转染
.?

后!用正

常培养基换液培养!再过
)(?

!用细胞裂解缓冲液

裂解细胞!检测萤火虫荧光信号和海肾荧光信号!二

者比值即为重组质粒启动子活性'分析结果表明!

2[

和
*[IYW

区域片段启动子活性比阴性对照分别

高
0.&

倍和
**

倍!

2[

末端的
2%)R

O

片段活性比对

照高
0.&

倍!极显著高于
*[

末端
.%)R

O

片段活性

"

;

&

&'&%

#!但
*[

末端片段活性虽然比对照高
**

倍!但差异不显著"

;

(

&'&2

#"图
2

#'

图
'

!

'#%

和
R#%A

?

片段的启动子活性

G0

+

D'

!

)*-./0L*

?

:171/*:.4/0L0/

>

18'#%.2;R#%A

?

8:.

+

Z

7*2/6

I

!

讨
!

论

ID#

!

内源性白血病
*L!#

病毒检测

笔者利用长片段
UVW

扩增一次获得
12/&R

O

序列!包含
CN0%

基因组的
..%)R

O

!通过序列比对

发现该序列中
@

'/11!12/&

与
CN%

基因"

GC-_<-S

登

录号$

5d&%**&*

#(

@

'%!/1.

与慢羽
CN0%

病毒未占

位序列"

GC-_<-S

登录号$

e2)&/*

#(

@

'1*%(!12/&

与

慢羽
CN0%

病 毒 占 位 序 列 "

GC-_<-S

登 录 号$

e2)&/)

#相似度均为
//i

'设计
%.)(5

和
%.)(3

引物扩增
CN0%

病毒的
*[

末端序列!并利用
CN0%

病

毒鉴定用的占位区
%)2&R

O

序列拼接后获得包含完

整
CN0%

病毒基因组"

120)R

O

#的
/.1/R

O

序列'陈

孜孟等在海兰鸡基因组中发现
)..*R

O

内源白血病

病毒缺陷型
5IX

基因组片段)

%)

*

!谭利强等在麻黄肉

种鸡蛋清中检测到内源白血病毒的基因片段)

%2

*

'

利用
12/&R

O

长片段扩增检测了
CN0%

在五个

品种%品系鸡群
02/

份基因组中的分布情况!发现太

行慢羽母鸡阳性率为
.2'2i

!太行鸡和坝上长尾鸡

慢羽公鸡阳性率
/&i

以上!海兰灰及其祖代慢羽公

鸡(海兰褐慢羽公母鸡和快羽公鸡病毒携带率均为

%&&i

!而太行鸡(坝上长尾鸡和海兰灰的快羽鸡!以

及海兰褐的快羽母鸡阳性率均为
&i

'这一结果说

明内源白血病病毒
CN0%

与海兰灰及其祖代慢羽鸡

完全连锁!但与太行鸡和坝上长尾鸡慢羽鸡并不完

全连锁!尤其是海兰褐快羽公鸡也全部携带
CN0%

'

利用
12/&R

O

长片段扩增可以准确地鉴定鸡内源

CN0%

病毒的存在情况!通过该方法可以简单有效的

筛选
CN0%

阴性个体!以便建立
CN0%

阴性的慢羽种

鸡群'

将
/.1/R

O

序列与鸡基因组序列比对发现

CN0%

病毒反向插入在鸡
F

染色体的
@

'%&.(%.1%!

%&.(%.10

之间!明确了
CN0%

在鸡染色体中的具体

位置'鸡慢羽表型的基因定位于
F

染色体!本实验

室研究发现慢羽性状与位于
F

染色体
@

'%&.%%)%&!

%&.**&&/

区域的
UWIW

基因重复完全相关!

CN0%

病毒基因与
;G1G

基因间距
)(..*R

O

'

ID!

!

*L!#

病毒
ME)

区启动子活性分析

感染病毒细胞
W65

中有高达
0&i

的病毒
;W!

65

和基因组
W65

转录体!

IYW

区的
*̂

是强转

录调控单位!内源白血病病毒的弱致癌性被认为是

由于
IYW

区弱的转录活性引起的!但本试验发现

CN0%

的
2[IYW

区具有很强的转录启动子活性!而

*[IYW

也具有较弱的启动活性'

_'W'VB==C-

等

指出活化的
2[IYW

存在时!禽白血病病毒
*[IYW

不能有效启动转录)

%.

*

'通过在线软件
3#EMRCLL

Q

)

%1

*

"

?MM

O

$%%

PPP',#EMRCLL

Q

'D#;

%

RCLL

Q

'

O

?M;=

2

M#

O

$D

l-,$MCr

@

L#B

O

l

O

L#

@

L<;,r,BR

@

L#B

O

l

O

L#;#MCL

#

分析!发现
2[IYW

区
2%)R

O

片段存在
*

个
Y5Y5

盒子!而
*[IYW

区
.%)R

O

片段只有
%

个
Y5Y5

盒

子&同时发现
2%)R

O

片段存在
(

个
;$W65
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