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[摘 　要 ] 　目的 　构建重组 H5 亚型禽流感疫苗株。方法 　采用 RT2PCR 技术 ,分别扩增鹅源高产禽流感病毒 AΠGooseΠ

DalianΠ3Π01 (H9N2)的 6 条内部基因片段、高致病性禽流感病毒株 AΠGooseΠHLJΠQFYΠ04 ( H5N1) 的血凝素 ( HA) 基因和 N3 亚型参

考株 AΠDuckΠGermanyΠ1215Π73 (H2N3)的神经氨酸酶 (NA)基因 ,并对 HA1 和 HA2 连接肽处的 5 个碱性氨基酸 (R2R2R2K2K)的编码

序列进行缺失与修饰 ,然后分别构建这 8 个基因的转录与表达载体 ,将其共转染 293TΠMDCK混合培养细胞单层 ,对拯救出的重

组病毒进行表型分析。结果 　利用反向遗传学技术拯救出了全部基因都源于禽流感病毒的疫苗株 ,其基因序列符合设计要求

包括删除 HA 基因的毒力相关序列 ,疫苗株的表型为 H5N3。结论 　构建成功重组禽流感疫苗株 rH5N3 ,为制备 H5 亚型禽流感

疫苗打下了坚实的基础。
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[ Abstract ] 　Objective 　To generate the recombinant avian influenza vaccine strain of subtype H5. Methods 　The six internal genes of

the high yield influenza virus AΠGooseΠDalianΠ3Π01 ( H9N2) , the hemagglutinin ( HA) gene of AΠGooseΠHLJΠQFYΠ04 ( H5N1) strain ,and the

neuraminidase gene from AΠDuckΠGermanyΠ1215Π73 (H2N3) reference strain were amplified by RT2PCR technique. The nucleotides encoding

five basic amino acids (RRRKK) at the connecting peptide between HA1 and HA2 were deleted or modified. Eight recombinant expressing

plasmids were constructed and the recombinant virus was reassorted by cells transfection , and its phenotype was analyzed. Results 　By using

plasmid2based reverse genetics , a recombinant vaccine strain , whose all gene segments derived from avian influenza viruses with the virulence2
associated sequence of the HA gene removed , was generated. The phenotype of the vaccine strain was H5N3. Conclusion 　The recombinant

avian influenza vaccine strain rH5N3 is generated successfully , which lays the foundation for developing the avian influenza vaccine to prevent

and control the infection of avian influenza virus of H5N1 subtype.
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　　高致病性 A 型禽流感 ( highly pathogenic avian

influenza A ,HPAI)是由正黏病毒科 A 型流感病毒中

的 H5 或 H7 亚型引起的禽类急性、高度接触性烈性

传染病。2003 年末到 2004 年初 ,亚洲 8 个国家暴发

了家禽感染 H5N1 型禽流感疫情[1 ] 。期间 ,发生疫

情的国家中有 1 亿多只家禽死于禽流感或被扑杀。

自 2004 - 06 月底以来 ,柬埔寨、中国、印度尼西亚、

哈萨克斯坦、马来西亚、蒙古、俄罗斯、泰国和越南家

禽又暴发了 H5N1 亚型 HPAI 新疫情 ,土耳其和罗马

尼亚的家禽及克罗地亚的野生候鸟中也出现 H5N1

型禽流感感染。迄今 ,H5N1 亚型禽流感疫情已在欧

洲大陆十几个国家出现 ,且蔓延到了非洲[2 ,3 ] 。WHO

证实 ,从 2003 —2006 - 02 , H5N1 亚型禽流感病毒至

少造成 169 人感染 ,91 人死亡。其中 ,中国发生 12

人感染 ,8 人死亡。因此 ,H5N1 亚型 HPAI 不仅给养

禽业造成巨大经济损失 ,也对人类健康带来严重威

胁[4 ] 。

HPAI病毒是有包膜的单股负链 RNA 病毒 ,其

包膜表面的血凝素 ( hemagglutinin , HA) 和神经氨酸

酶 (neuraminidase ,NA)是其主要免疫原性物质。HA

在病毒入侵宿主细胞的过程中起重要作用 ,而其 2

个片段 HA1 和 HA2 连接处的氨基酸组成决定病毒

的致病性和组织嗜性[5 ] 。HA 也是诱导体液免疫的

主要保护性抗原 ,抗 HA 抗体能抑制病毒的血凝活

性并能中和病毒 ,是病毒诱导机体产生的主要保护

性抗体。因 HA 基因突变而引起的 HA 抗原变异往
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往会导致免疫失败和变异毒株流行。

全群扑杀和生物安全防护是及时扑灭和控制

HPAI 的主要措施 ,而疫苗接种可能是防止 HPAI 疫

情大范围流行的最有效和经济的方法。采用传统方

法构建 H5 亚型禽流感疫苗株非常困难 ,而流感病毒

反向遗传学操作为禽流感疫苗的研制提供了新的技

术手段[6 ] 。1999 年 Neumann 等[7 ] 首次建立了由 17

个质粒拯救流感病毒的反向遗传学操作技术 ,2002

年 Hoffmann 等[8 ] 报道采用该技术构建人流感疫苗

株 ,2003 年Liu 等[9 ] 采用人流感病毒高产株 PR8 为

骨架成功地构建 H5 亚型禽流感疫苗株。本研究通

过 RT2PCR 克隆了 H9 亚型禽源高产毒株的 6 个内

部基因和 H5 亚型 HPAI 毒株 HA 基因及 N3 亚型参

考株 NA 基因 ,采用反向遗传学技术构建了全部基

因都来自禽源流感病毒的重组疫苗株。

1 　材料与方法

1. 1 　主要材料 　HPAI 毒株 AΠGooseΠGuangdongΠ1Π96

(H5N1)和 AΠGooseΠHLJΠQFYΠ04 ( H5N1) 、高产禽流感

株 AΠGooseΠDalianΠ3Π01 ( H9N2) 及禽流感参考株 AΠ
DuckΠGermanyΠ1215Π73 ( H2N3) 由哈尔滨畜医研究所

保存。用于 cDNA 克隆的双向转录Π表达载体

pHW2000
[10 ]由美国 St . Jude 儿童医院的 Webster 教

授惠赠。DH5α大肠杆菌感受态细胞购自大连宝生

物工程公司 ,293T和 MDCK细胞购自北京博大泰克

公司。病毒 RNA 提取试剂盒 TRIzol、cDNA 合成试剂

盒、Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen 公司。Ex Taq

DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、各种限制性内切酶及

dNTP 购自大连宝生物工程公司。质粒抽提试剂盒

和DNA 胶回收试剂盒购自上海华舜生物工程有限

公司。OPTI2 MEM 培养基购自 Gibco 公司 ,胎牛血清

购自 Hyclone 公司 ,TPCK2trypsin 和 DEPC 购自 Sigma

公司。鸡 抗 AΠGooseΠGuangdongΠ1Π96 ( H5N1 ) 、AΠ
GooseΠHLJΠQFYΠ04 ( H5N1 ) 、AΠGooseΠDalianΠ 3Π01

(H9N2)和 AΠDuckΠGermanyΠ1215Π73 ( H2N3) 的抗血清

均由哈尔滨畜医研究所制备。9～11 d 龄无特定病

原体 ( specific2pathogen2free , SPF) 鸡胚由哈尔滨畜医

研究所实验动物中心提供 ,无禽流感病毒母源抗体。

鸡红细胞采自隔离饲养的健康成年公鸡 ,用生理盐

水洗涤 3 次后 ,用阿氏液配成 5 mLΠL 悬液。

1. 2 　引物设计与合成 　参照已知序列设计禽流感

病毒反转录通用引物 Uni212 : 5′2AGCAAAAGCAGG2
3′;根据流感病毒基因片段末端保守特性 ,分别合成

流感病毒内部基因 NP、M、NS 和 NA 基因的 RT2PCR

扩增引物 ,引物序列参照 Hoffmann 等[11 ] 报道 ,其中

PB2、PB1、PA 基因以及 HA 基因扩增引物进行了重

新设计 ,各引物序列见表 1。引物由上海博亚生物

技术有限公司合成。
　表 1 　禽流感病毒聚合酶基因和 HA 基因引物序列

　Tab 1 Primers sequences for three polymerase and HA genes of influenza virus

Designation of primers Primer sequences　　　　 Fragments

Ba2PB221 5′2TATTGGTCTCA GGGAGCGAAAGCAGGTC23′ PB22I

Ba2PB221089R 5′2ATATGGTCTCTATCTTCAATGTTTGGAGGTT23′

Ba2PB221084 5′2TATTGGTCTCAAGATAAAAGTACATGAAGGAT23′ PB22II

Ba2PB222341R 5′2ATATGGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGTCGTTT23′

Aar2PB121 5′2TATTCACCTGCCTCAGGGAGCGAAAGCAGGCAAACCATTTG23′ PB12I

Aar2PB121266R 5′2ATATCACCTGCCATRTTAAACATGCCCATCATCAT23′

Aar2PB121255 5′2TATTCACCTGCATGTTTAAYATGCTAAGTACGGTC23′ PB12II

Aar2PB122341R 5′2ATATCACCTGCCTCGTATTAGTAGAAACAAGGCATTT23′

Bm2PA21 5′2TATTCGTCTCA GGGAGCGAAAGCAGGTAC23′ PA2I

PA2607R 5′2CGGACTGACGAAAGGARTCCC23′

PA2587 5′2GGGAYTCCTTTCGTCAGTCCG23′ PA2II

Bm2PA22233R 5′2ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGTACTT23′

Bm2HA21 5′2TATTCGTCTCA GGGAGCAAAAGCAGGGG23′ HA1

Bm2H521025R2 5′2ATTACGTCTCTCCTCTTGTCTCTCTTTGAGGGGTATTTCTGAGT23′

Bm2H521020 5′2ATTACGTCTCA GAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGG23′ HA2

Bm2NS2890R 5′2ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT23′

　The Ba , Aar , and Bm represent 5′ends of restriction endonulease sites ( RE) of Bsa I ,Aar I , and BsmBI. The digits on the primers represent the the first

nucleotide of the primers ; the character R means reverse direction ; the underline nucleotides represent the restriction endonulease recognized sites ; and the bold

characters represent the 5′end overhangs post the digestions with the corresponding RE.

1. 3 　病毒 RNA 提取、cDNA 合成和基因片段的扩

增 　分别用无菌 PBS 将毒种作 1∶10
3 稀释后接种

SPF 鸡胚 , 37 ℃培养 48 h 后收集尿囊液 ,分装 ,

- 70 ℃保存备用。按 Trizol 试剂说明书从含流感病
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毒尿囊液中提取病毒 RNA ;以禽流感反转录通用引

物 Uni212 为引物 ,采用禽源反转录酶 AMV ,反转录合

成 cDNA ;再以 cDNA为模板进行 PCR扩增。PCR参数 :

94 ℃预变性 4 min ;94 ℃变性 30 s ,54 ℃退火 30 s ,72 ℃

延伸 3 min ,循环扩增 30 次 ;72 ℃延伸 10 min。取5μL

PCR产物在 10 gΠL 琼脂糖凝胶电泳中进行鉴定。采用

DNA 凝胶回收试剂盒回收 PCR产物并纯化。

1. 4 　HA 和 NA 基因重组质粒的构建 　以 HPAI 病

毒AΠGooseΠHLJΠQFYΠ04 (H5N1)的 cDNA 为模板 ,以引

物 Bm2HA21ΠBm2HA21025R2 进行 PCR ,扩增获得 HA

基因的 HA1 片段 ;以引物 Bm2HA21020ΠBm2NS2890R

进行 PCR ,扩增得到 HA2 片段 ;2 个片段通过基因搭

桥方法扩增 ,获得全长 HA 基因片段。以禽流感参

考株 AΠDuckΠGermanyΠ1215Π73 ( H2N3) 的 cDNA 为模

板 ,以引物 Bm2NA21ΠBm2NA21413R 进行 PCR ,获得

NA 基因片段。将纯化 PCR 产物分别经 BsmBI 或

BsaI酶切后与 pHW2000 载体连接 ,按常规方法进行

细菌转化、质粒提取 , 获得重组质粒 pML2HA 和

pML2NA。

1. 5 　高产禽流感病毒内部基因重组质粒的构

建 　以高产禽流感病毒 AΠGooseΠDalianΠ3Π01 ( H9N2)

的cDNA为模板 , PCR 扩增 6 条内部基因片段 ,回收

纯化目的片段 ,分别用各自引物所带有的限制性内

切酶酶切过夜 ,回收目的片段与 pHW2000 载体连

接。PB2、PB1 基因各自的 2 条片段分别同时与载体

进行三片段连接反应。PA 基因的 2 个片段通过搭

桥方法扩增全长片段后再与载体连接。通过细菌转

化、质粒提取 ,获取各基因重组质粒 pML2PB2、pML2
PB1、pM2LPA、pML2NP、pMLM 和 pML2NS。

1. 6 　重组质粒的鉴定 　按照常规方法 ,对 8 个重组

质粒进行酶切、PCR 鉴定。各质粒中插入片段的

DNA 序列测定由上海英俊生物技术公司完成。

1. 7 　细胞转染与重组病毒拯救 　293T 细胞和

MDCK细胞分别培养在含 100 mLΠL 胎牛血清的

OPTI2MEM 培养液中。胰蛋白酶消化 293T 细胞和

MDCK细胞 ,将各 5 ×10
5 个细胞混匀后接种 6 孔组

织培养板 ,过夜培养形成单层。按 Hoffmann 等[11 ] 报

道方法略加改良进行细胞染 : 取 8 个阳性质粒
(pMLPB2、pMLPB1、pMLPA、pMLNP、pMLM 、pMLNS、

pMLHA 和 pMLNA)各 1μg ,加入适量的无血清、无抗

生素 OPTI2MEM 培养液使之体积为 100μL ;取 8μL

lipofectamine 2000 加入到 92 μL OPTI2MEM 培养液

中 ,充分混合 ,室温作用 5 min 后 ,将其加到含有质粒

的反应管中 ;质粒和脂质体室温作用 30 min 后 ,加

800 mL OPTI2MEM 细胞培养液使总体积为 1 mL。以

OPTI2MEM 培养液洗细胞单层 2 次 ,将上述质粒和脂

质体混合物加到细胞单层表面。37 ℃、50 mLΠL CO2

培养箱中转染 6 h ,弃去质粒和脂质体混合物 ,添加

含 0. 5μgΠmL TPCK2trypsin 的 OPTI2MEM 细胞培养

液 ,培养 72 h 后收集细胞上清液 ,进行血清学鉴定。

1. 8 　HA与血凝抑制 HI 试验、NA 与神经氨酸酶抑

制 NI 试验 　采用 5 mLΠL 的公鸡红细胞 ,按微量

法[12 ]分别进行 HA 和 HI 试验。以微量法[12 ] 分别进

行 NA 与 NI试验。

2 　结果

2. 1 　RT2PCR扩增各基因片段 　提取病毒 RNA ,反

转录成 cDNA ,使用特异性引物进行 PCR 扩增 ,获得

各基因片段。HA 基因片段电泳结果见图 1。

1 - 3) 　RT2PCR products of HA gene ; 4) 　Marker DL 2 000

图 1 　RT2PCR 扩增禽流感病毒株 AΠGooseΠHLJΠQFYΠ04

(H5N1) HA 基因片段

Fig 1 　RT2PCR products of HA gene from avian influenza

virus AΠGooseΠHLJΠQFYΠ04 (H5N1)

2. 2 　重组质粒的构建与鉴定 　经琼脂糖凝胶电泳

筛选的重组质粒以 PCR 和酶切进行初步鉴定 ,然后

行序列测序 ,证实各质粒中插入序列与预期的相符。

因此 ,已构建成功分别含目的基因 PB2、PB1、PA、

NP、M、NS、HA 和 NA 的 8 个重组质粒 pML2PB2、

pML2PB1、pML2PA、 pML2HA、 pML2NP、 pML2NA、

pML2M 和 pML2NS。其中重组质粒 pML2HA 基因已

按实验设计缺失了 HA 连接肽处的 4 个连续碱性氨

基酸 RRKK,其 343 位 R 也突变为 T ,HA 基因核苷酸

序列与实验设计完全一致。HA 基因连接肽修饰前、

后的核苷酸序列和编码的氨基酸序列见图 2。

2. 3 　重组病毒的拯救 　8 个重组质粒转染 293TΠ
MDCK混合培养细胞单层 ,72 h 后出现明显的细胞

病变 ,293T 细胞树突消失 ,细胞皱缩 ,聚集呈团块

状 ;MDCK细胞出现大量崩解。相反对照质粒转染

细胞无明显的形态学改变。阳性质粒转染前后细胞

形态学变化见图 3。收集细胞培养上清即获重组禽

流感病毒 rH5N3 ,血凝试验测定其血凝效价为 1∶32。
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图 2 　HA 基因修饰前、后的核苷酸序列和

编码的氨基酸序列

Fig 2 　Original and modified nucleotides and amino

acids sequences of the HA gene

a) 　Before cell transfection ; b) 　72 h after cell transfection

图 3 　阳性质粒转染 293TΠMDCK混合培养细胞

前后的形态 ( ×100)

Fig 3 　Microphotographs of mixed cell culture

of 293T and MDCK( ×100)

2. 4 　重组病毒的表型 　HI 试验表明 ,重组病毒的

血凝活性可被鸡抗 AΠGooseΠGuangdongΠ1Π96 ( H5N1)

和 AΠGooseΠHLJΠQFYΠ04 ( H5N1) 抗血清完全抑制 , HI

效价分别为 1∶512 和 1∶1 024 ,但不能被抗 AΠGooseΠ
DalianΠ01 (H9N2) 抗血清所抑制。抗禽流感参考株

AΠDuckΠGermanyΠ1215Π73 ( H2N3) 抗血清对重组疫苗

株的 NI 效价为 1 ∶800 ,抗 AΠGooseΠΠHLJΠQFYΠ2004

(H5N1)抗血清的 NI效价小于 1∶10。表明该重组疫

苗株病毒具有符合实验设计的 H5 和 N3 亚型表型 ,

命名为 rH5N3。

3 　讨论

A 型流感病毒的反向遗传学操作指由病毒负链

RNA 合成 cDNA ,然后将其克隆到基因转录和Π或表

达载体 ,转染易感细胞后拯救出流感病毒的过程。

与传统方法相比反向遗传学操作可以大大加速流感

疫苗株的研制速度。尤其是对于人流感疫苗株的构

建 ,只需将目前流行株的 HA 和 NA 基因分别克隆 ,

然后与人流感病毒 PR8 高产株的内部基因表达质粒

共转染细胞 ,即可拯救出理想的疫苗株。Hoffmann

等[8 ]用 8 质粒系统证明了这是一个简单而快捷的方

法。随后不久 ,Subbarao 等[13 ]用 12 质粒系统拯救出

H5N12PR8 重组疫苗株 ,Liu 等[9 ] 用 8 质粒系统拯救

出 NA 基因亚型不同于流行株的 H5N32PR8 重组疫

苗株。Webby 等[14 ]按 GMP 标准 ,采用 H5N1 亚型人

流感病毒 ,在 4 周左右时间构建成功 H5N12PR8 人流

感疫苗株。上述疫苗株不论是禽流感疫苗株还是人

流感疫苗株 ,都是建立在人流感疫苗高产株 PR8 基

础之上的。为了克服人2禽流感病毒重组株可能的

安全隐患 ,我们构建了以 H9N2 亚型高产禽流感病

毒为骨架的 8 质粒系统 ,拯救出了全部基因片段均

属禽源的重组疫苗株 rH5N3。由于所有基因全部来

自禽源 ,保留了禽流感病毒与人流感病毒之间所固

有的种间屏障 ,大大降低了重组禽流感疫苗株感染

人的机会。

由于流感疫苗的免疫效果主要取决于疫苗株与

流行株的抗原相关性 ,为此 WHO 根据全球流感病毒

监测网的监测结果提前一年推荐下一年的流感疫苗

株。虽然流行病学证据显示 1996 年中国广东分离

株 AΠGooseΠGuasngdongΠ1Π96 是目前东南亚地区流行

的 H5N1 亚型 HPAI 病毒的共同祖先 ,但是 2004 -

2005 年新分离株与其相比不仅基因型不同 ,而且存

在较大的抗原性差异[15 ] 。为了保证禽流感疫苗的

最佳免疫效果 ,必须根据禽流感的流行变异情况更

新疫苗株 ,以确保疫苗能够有效预防新出现的变异

株。虽然抗 NA 抗体可能对流感病毒感染起到一定

程度的保护作用 ,但只有抗 HA 抗体才能够中和流

感病毒感染。因此 ,本研究选择 2004 年国内流行的

H5N1 亚型 HPAI代表株 AΠGooseΠHLJΠQFYΠ04 作为疫

苗株 HA 基因供体 ,通过基因操作删除其 HA1 和

HA2 之间与毒力相关的 5 个连续碱性氨基酸
(RRRKK) ,同时选取国内流感病毒中较少见的 NA

亚型 N3
[16 ]作为疫苗株的分子标记 ,为疫苗免疫家禽

和野毒感染家禽的鉴别诊断提供了方便。该疫苗株

的成功构建为制备 H5 亚型禽流感疫苗打下了坚实

的基础。
(致谢 　感谢美国 St. Jude 儿童医院 Erich Hoffmann 博士

和 Richard Webby博士的热心帮助。)
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前已鉴定的肿瘤坏死因子受体有两种 : M r55 000 的

TNFR1 和 Mr75 000 的 TNFR2 ,均由信号肽、胞外结

构域、跨膜区及胞内结构域 4 部分组成。TNFR1 胞

内区含死亡结构域 ,是细胞凋亡和细胞毒作用中重

要的死亡受体[7 ]
,而 TNFR2 则没有。两种受体在不

同种类的细胞上数量和分布不同 ,单核细胞和淋巴

细胞含较多的 TNFR2 ,而 TNFR1 主要存在于上皮细

胞表面[8 ] 。TNF 通过和细胞膜上 TNFR1 结合 ,触发

信号传导级联而导致细胞凋亡。据 Chan 等[9 ] 报道 ,

TNFR2 可以放大 TNFR1 的凋亡信号。因此 ,中药组

服药后 PBMC 表达 TNFR2 基因的水平下调 ,避免了

免疫细胞的凋亡 ,防止了免疫细胞数量的减少 ,这可

能正是增强机体免疫功能的阳性指标。但目前此信

号传导途径尚未十分明确 ,还有待进一步研究探讨。

综上所述 ,基因芯片技术尤其是功能性基因芯

片技术应用于药物筛选的实际意义正在逐步展现 ,

且具有充分的潜力成为将来实验研究与临床检测的

一个工具 ,并有望得到进一步的发展。
(致谢 　在研究中 ,我们得到了香港中文大学中医中药

研究所和威尔氏亲王医院肿瘤科的协作、配合与支持 ,表示

衷心感谢 !)
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