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　 　 摘要:　 ｃＧＡＳ 作为一种新型的胞质 ＤＮＡ 受体ꎬ在宿主抵抗 ＤＮＡ 病毒而触发的天然免疫中起着至关重要的作

用ꎮ 血清 ４ 型禽腺病毒(Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ꎬＦＡｄＶ￣４)是无囊膜的一种双链 ＤＮＡ 病毒ꎬ可引起鸡肝炎￣心包积

液综合征ꎮ 为明确鸡 ｃＧＡＳ(ｃｈｃＧＡＳ)基因功能ꎬ探究在鸡肝癌(ＬＭＨ)细胞中过表达 ｃｈｃＧＡＳ 以及 ＦＡｄＶ￣４ 感染前后

细胞定位的变化情况ꎮ 本研究针对 ｃｈｃＧＡＳ 序列设计引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ并分析该基因序列与其他物种之间的同

源性以及预测该基因的结构域ꎬ构建重组质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 进行原核表达ꎬ通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴
定ꎬ利用激光共聚焦观察 ＦＡｄＶ￣４ 感染 ＬＭＨ 细胞前后 ｃｈｃＧＡＳ 细胞定位变化ꎮ 结果表明ꎬ本试验克隆得到大小为

１ ３１７ ｂｐ 的 ｃｈｃＧＡＳ 基因ꎬ与其他物种同源性为５０.５％~ ８４􀆰 ４％ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果显示ꎬｃｈｃＧＡＳ 蛋白主要以可溶

性蛋白质的形式在上清液处表达ꎬ目的蛋白质相对分子质量为７５ ０００ꎬ与预期大小相符ꎮ 亚细胞定位结果显示ꎬ
ＦＡｄＶ￣４ 感染可导致定位于细胞核膜上的 ｃｈｃＧＡＳ 蛋白转移到细胞质中ꎮ 本研究结果为进一步研究 ＦＡｄＶ￣４ 与

ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ 信号通路的关联调控机制提供了科学依据ꎮ
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中图分类号:　 Ｓ８３１　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２３)０２￣０４５３￣０８

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｃＧＡＳ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＦＡｄＶ￣４ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ＣＡＯ Ｙｉｎｇ￣ｌｉꎬ 　 ＬＩＵ Ｑｉꎬ 　 ＣＨＡＩ Ｚｈｅｎ￣ｚｈｅｎꎬ 　 ＹＡＮＧ Ｋａｎ￣ｋａｎꎬ 　 ＬＩＡＮＧ Ｙｕｅ￣ｑｉａｏꎬ 　 ＳＯＮＧ Ｘｉａｎｇ￣ｊｕｎꎬ 　
ＳＨＡＯ Ｙｉｎｇꎬ　 ＴＵ Ｊｉａｎꎬ　 ＱＩ Ｋｅ￣ｚｏｎｇ
(Ａｎｈｕｉ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐａｔｈｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ / Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ａｎｉｍａｌ Ｆｏｏｄ Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ Ｈｅｆｅｉ
２３００３６ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 ｃＧＡＳ ｐｌａｙｓ ａ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｈｏｓｔ’ｓ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ＤＮＡ ｖｉｒｕｓｅｓ ａｓ ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ＤＮＡ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ (ＦＡｄＶ￣４) ｉｓ ａ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎ ｅｎｖｅ￣
ｌｏｐｅꎬ ａｎｄ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ￣ｐｅｒｉｃａｒｄｉａｌ ｅｆｆｕｓｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｃＧＡＳ
( ｃｈｃＧＡＳ) ｇｅｎｅꎬ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｃＧＡＳ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ (ＬＭＨ) ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＦＡｄＶ￣４ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ. Ｉｎ ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈｃＧＡＳ

ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈｃＧＡＳ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ.

Ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅ￣

ｃｉｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｍａｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅ￣

３５４



ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｆｏｒ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｈｃＧＡＳ ｉｎ ＬＭＨ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＦＡｄＶ￣４ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｌａｓｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉ￣
ｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｈｃＧＡＳ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ａ ｓｉｚｅ ｏｆ １ ３１７ ｂｐ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｌｏｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ
ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｗａｓ ５０􀆰 ５％－８４􀆰 ４％. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｃｈｃＧＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ７５ ０００ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｎ￣
ｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｓｉｚｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＦＡｄＶ￣４ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｌｅａｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ
ｃｈｃＧＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｂｅｔｗｅｅｎ ＦＡｄＶ￣４ ａｎｄ ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃＧＡＳꎻ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４(ＦＡｄＶ￣４)ꎻ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　 　 当外界的病原微生物或其产物进入机体时ꎬ
细胞内的模式识别受体( ＰＲＲｓ)活化ꎬ进而产生 Ｉ
型干扰素( ＩＦＮ)和一些促炎细胞因子[１￣３] ꎮ 在过去

的几年里ꎬ模式识别受体研究领域将胞质 ＤＮＡ 感

受器作为重要研究方向[４￣６] ꎮ ＰＲＲｓ 是一类天然免

疫分 子ꎬ 是 天 然 免 疫 受 体 识 别 的 重 要 组 成 部

分[７￣８] ꎮ ２０１３ 年 Ｗｕ 等[９] 发现细胞中存在某种物

质可以通过识别胞质内的 ＤＮＡ 激活 ＩＦＮ￣β 信号通

路ꎬ质谱检测分析后发现是一种新的物质ꎬ这种物

质为环磷酸鸟苷￣腺苷( ｃＧＡＭＰ)ꎬ并且该物质可以

通过与干扰素刺激基因 ( ＳＴＩＮＧ) 结合从而激活

ＩＦＮ 信号通路ꎮ 也有研究结果表明ꎬｃＧＡＳ 可以作

为一种广谱胞质 ＤＮＡ 受体识别胞质内 ＤＮＡ 并激

活 ＩＦＮ 信号通路[１０] ꎮ 常规情况下ꎬ细胞质内存在

的 ＤＮＡ 较少ꎬ故以 ｃＧＡＳ 为主的胞质 ＤＮＡ 感受器

处于未活化的状态ꎮ 但当细胞处于某些应激状态

时ꎬ比如 ＤＮＡ 病毒感染ꎬ其胞质内的 ＤＮＡ 含量上

升ꎬ随后可通过 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ 通路发挥抗病毒作

用ꎮ 目前ꎬ普遍认为 ｃＧＡＳ 定位于细胞质中ꎬ而

Ｂａｒｎｅｔｔ 等[１１] 指出ꎬｃＧＡＳ 并非传统意义上的胞质

蛋白质ꎬ而是通过其 Ｎ 端磷酸肌醇结合域的作用

从而出现膜定位的一种蛋白质ꎬ并提到在静息状

态下ꎬｃＧＡＳ 定位在细胞膜ꎬ而识别 ＤＮＡ 病毒感染

后可出现由细胞膜到细胞质转位的现象ꎮ
目前ꎬ关于鸟类中 ｃＧＡＳ 的研究也有报道ꎮ 杨

洁[１２]的研究结果表明ꎬ ｃＧＡＳ 和 ＳＴＩＮＧ 信号轴对

ＤＮＡ 病毒、ＲＮＡ 病毒和反转录病毒均有抗病毒作

用ꎬ证明其广泛的抗病毒功能和在鸡先天免疫中

的关键作用ꎮ Ｏｌｉｖｅｉｒａ 等 [１３]的研究结果表明ꎬ在
鸡巨噬细胞中ꎬｃＧＡＳ / ＳＴＩＮＧ 通路不但能产生 Ｉ 型

干扰素以响应细胞内 ＤＮＡ 刺激ꎬ而且对调节巨噬

细胞效应器功能[包括组织相容性复合体(ＭＨＣ￣

ＩＩ)和共刺激分子的表达]至关重要ꎮ 在禽痘病毒

(一种禽 ＤＮＡ 病毒) 感染的情况下ꎬ发现 ｃＧＡＳ /
ＳＴＩＮＧ 途径与 Ｉ 型干扰素的产生及 ＭＨＣ￣ＩＩ 转录有

关ꎮ 禽腺病毒 ４ 型属于腺病毒科禽腺病毒属ꎬ是
无囊膜的双链 ＤＮＡ 病毒ꎮ 血清 ４ 型禽腺病毒

(ＦＡｄＶ￣４)是肝炎￣心包积液综合征的主要病原体ꎮ
作为一种 ＤＮＡ 病毒ꎬ目前 Ｗａｎｇ 等[１４] 通过在鸡胚

成纤维细胞(ＣＥＦ)中瞬时转染鸡 ｃＧＡＳ 基因( ｃｈｃ￣
ＧＡＳ)来研究其亚细胞定位ꎬ结果表明ꎬｃｈｃＧＡＳ 主

要定位在细胞质中ꎮ 通过过表达 ｃｈｃＧＡＳ 基因和

ＲＮＡ 干扰 ｃｈｃＧＡＳ 基因ꎬ证明了 ｃｈｃＧＡＳ 对外源性双

链 ＤＮＡ(ｄｓＤＮＡ)以及来自 ＤＮＡ 损伤反应的自身

ｄｓＤＮＡ 有反应ꎬ从而激活了 ＳＴＩＮＧ / ＴＢＫ１ / ＩＲＦ７ 介

导的先天免疫ꎮ 目前ꎬ对于 ｃｈｃＧＡＳ 的研究着重在

其作为胞质 ＤＮＡ 感受器触发一系列通路方面的

探索ꎬ但关于鸡 ｃＧＡＳ 在体外的蛋白质表达以及鸡

ｃＧＡＳ 在 ＤＮＡ 病毒感染后细胞内定位、转位的研究

较少ꎮ ｃＧＡＳ 对胞质内 ＤＮＡ 的识别是非特异性的ꎬ
几乎可以识别所有的双链 ＤＮＡ[１５￣１６] ꎮ

本研究拟通过克隆 ｃｈｃＧＡＳ 的完整开放阅读框

序列ꎬ构建原核表达载体ꎬ获得 ｃｈｃＧＡＳ 蛋白ꎬ此
外ꎬ通过对比 ｃｈｃＧＡＳ 被 ＦＡｄＶ￣４ 感染前后细胞定

位的变化更进一步阐述 ｃｈｃＧＡＳ 在触发天然免疫

激活中的作用ꎬ以期为进一步研究 ＦＡｄＶ￣４ 与

ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ 信号通路的关联调控机制提供科学依

据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 细胞和毒株

鸡肝癌(ＬＭＨ)细胞由中国农业科学院上海兽

医研究所刘光清研究员赠送ꎮ ＦＡｄＶ￣４ ＡＨ￣Ｆ１９
株[１７](登录号:ＭＮ７８１６６６)由本实验室分离并经过
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鉴定后保存于－８０ ℃冰箱ꎮ
１.２　 菌株和质粒

感受态细胞 ＤＨ５α、Ｒｏｓｓｅｔａ(ＤＥ３)购于南京擎科

生物科技有限公司ꎮ ｐＥＴ￣３２ａ、ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ、ｐｍＣｈｅｒ￣
ｒｙ￣Ｃ１ 质粒由本实验室保存于－２０ ℃冰箱ꎮ
１.３　 主要试剂

ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒、ＥＣＬ 发光

显色工作液、质粒小量提取试剂盒购自上海生工

生物工程技术服务有限公司ꎬ ２ × Ｈｉｆｆ Ｃａｎａｃｅ􀅸
Ｇｏｌｄ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自上海翌圣生物科技有

限公司ꎬ去内毒素质粒提取试剂盒购自北京天漠

科技开发有限公司ꎬＰＡＧＥ 蛋白凝胶快速配制试

剂盒、５×蛋白质上样缓冲液、雅酶三色预染 Ｍａｒｋ￣
ｅｒ 购自上海雅酶生物医药科技有限公司ꎬＥｃｏＲ Ｉ
限制性内切酶购自宝日医生物技术(北京)有限

公司ꎮ 同源重组连接酶购自南京诺唯赞生物科

技股份有限公司ꎬ鼠抗 ＨＡ 单克隆抗体、鼠抗 Ｈｉｓ
单克隆抗体购自艾比玛特生物医药(上海)有限

公司ꎬＦＩＴＣ 标记二抗羊抗鼠、山羊抗鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ
购自武汉博士德生物工程有限公司ꎮ
１.４　 序列分析与结构域预测

从 ＮＣＢＩ 中下载已发表的一些物种的 ｃＧＡＳ 序

列ꎬ通过 Ｍｅｇａｌｉｇｎ 软件进行同源性分析并利用

ＭＥＧＡ５. ０ 对各物种序列构建遗传进化树ꎮ 用

ＳＭＡＲＴ 在线网站 ( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ － ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.
ｄｅ / )预测 ｃｈｃＧＡＳ 的结构域ꎮ
１.５　 引物设计与基因扩增

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中发表的 ｃｈｃＧＡＳ 基因序列ꎬ使用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计基因扩增的上下游引物ꎬ
引物合成序列见表 １ꎮ 按照 ＲＮＡ 提取试剂盒说明

书提取 ＬＭＨ 细胞中的总 ＲＮＡ 并反转录为 ｃＤＮＡꎬ以
此为模板扩增 ｃｈｃＧＡＳ 特异性引物ꎮ
１.６　 重组质粒 ｃｈｃＧＡＳ 载体的构建

根据 ｃｈｃＧＡＳ 基因序列ꎬ利用 ＣＥ ＤｅｓｉｇｎＶ１.０４ 软件

依次设计 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ、 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ、 ｐｍ￣
Ｃｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ 同源臂引物ꎬ引物合成序列见表 １ꎮ

表 １　 本研究所用引物对序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物 序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　

ｃｈｃＧＡＳ￣Ｆ ＡＴＧＧＡＧＧＡＧＡＣＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＡＧＡＧ

ｃｈｃＧＡＳ￣Ｒ ＣＴＡＣＡＣＣＴＧＧＴＧＡＡＡＴＡＣＴＧＧＧＡＡＴ

ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ￣Ｆ ＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＧＡＧＡＣＣＧＣＧＧＣＧ

ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ￣Ｒ ＴＴＧＴＣＧＡＣＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＣＴＡＣＡＣＣＴＧＧＴＧＡＡＡＴＡＣＴＧＧＧＡＡ

ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ￣Ｆ ＧＴＴＣＣＡＧＡＴＴＡＣＧＣＴＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＧＡＧＡＣＣＧＣＧＧＣＧ

ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ￣Ｒ ＡＣＣＡＴＣＧＡＴＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＣＴＡＣＡＣＣＴＧＧＴＧＡＡＡＴＡＣＴＧＧＧＡＡ

ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ￣Ｆ ＧＧＴＡＣＣＧＣＧＧＧＣＣＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＧＡＧＡＣＣＧＣＧＧＣＧ

ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ￣Ｒ ＴＴＡＴＣＴＡＧＡＴＣＣＧＧＴＧＧＡＴＣＣＣＴＡＣＡＣＣＴＧＧＴＧＡＡＡＴＡＣＴＧＧＧＡＡ
加粗的字母为同源臂序列ꎮ

　 　 ＰＣＲ 反 应 体 系 ( ５０ μｌ) : ２× Ｈｉｆｆ Ｃａｎａｃｅ 􀅸
Ｇｏｌｄ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μｌ、 ｄｄＨ２ Ｏ １９ μｌ、 ＤＮＡ
模板 ２ μｌ、上下游引物各 ２ μｌ ꎮ ＰＣＲ 反应条件:
９８ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５８ ℃ 退火 ２０
ｓꎬ７２ ℃延伸 ３ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 再延伸 ５
ｍｉｎꎮ 利用 ＰＣＲ 扩增含有酶切位点的 ｃｈｃＧＡＳ 基

因ꎬＰＣＲ 产 物 分 别 切 胶 回 收ꎬ 将 其 克 隆 到 经

ＥｃｏＲ Ｉ酶 切 的 ｐＥＴ￣３２ａ、 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ、 ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣
Ｃ１ 空载体中ꎮ 重组质粒经 ＰＣＲ 鉴定正确后移交

到测序公司进行测序ꎮ 重组质粒经鉴定后分别

命 名 为 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ、 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ、

ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳꎮ
１.７　 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 诱导表达与可溶性分析

将 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 与 ｐＥＴ￣３２ａ 空载体质粒分

别转化 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ涂布到氨苄抗

性的固体培养板ꎬ次日分别挑取单菌落至溶菌肉

汤(ＬＢ)液体培养基中ꎮ 用摇床 ３７ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ
摇４ ~ ５ ｈ 后转接到大容积的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ再
次用摇床 ３７ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ培养ꎬ当 ＯＤ６００值为０.６ ~
０􀆰 ８ 时ꎬ添加 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ的异丙基硫代半乳糖苷

( ＩＰＴＧ)于 １５ ℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ 诱导表达ꎬ取诱导 ２０ ｈ
后的菌体ꎬ用磷酸盐缓冲液( ＰＢＳ)进行洗菌ꎬ随后

５５４曹影丽等:鸡 ｃＧＡＳ 基因的克隆、表达特性分析及 ＦＡｄＶ￣４ 感染前后亚细胞定位变化



超声裂解至液体清亮ꎬ离心后分别吸取上清液和

沉淀进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ而后经考马斯亮蓝染

色、脱色后进行观察和分析ꎮ 通过分析确定重组

蛋白质表达可溶性ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测

将诱导后处理好的蛋白质样品ꎬ在 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
凝胶电泳后转至聚偏二氟乙烯(ＰＶＤＦ)膜上ꎬ恒流

１００ ｍＡ 转膜 １􀆰 ０ ｈꎮ 将转膜后的 ＰＶＤＦ 膜放入配制

好的 ５％脱脂奶粉封闭液中ꎬ随后移入 ４ ℃冰箱过

夜封闭ꎬ用磷酸缓冲液(ＰＢＳＴ)洗涤２~３ 次ꎬ按照１ ∶
５ ０００(体积比)加入鼠抗 Ｈｉｓ 单克隆抗体作为一抗ꎬ
常温下孵育 １.５ ｈꎬ在用 ＰＢＳＴ 洗涤２~３ 次ꎬ同样按照

１ ∶ ５ ０００(体积比)加入山羊抗鼠 ｌｇＧ￣ＨＲＰ 作为二

抗ꎬ常温孵育 １􀆰 ０ ｈꎬ用 ＰＢＳＴ 洗涤２~ ３ 次ꎬ随后用辣

根过氧化物酶化学发光剂(ＨＲＰ￣ＥＣＬ)底物发光显

色工作液进行显色ꎮ
１.９　 ｃｈｃＧＡＳ 感染前后亚细胞定位

为了观察 ｃｈｃＧＡＳ 在 ＦＡｄＶ￣４ 感染前后亚细

胞定位变化ꎬ设置 ２ 组试验ꎬ分为感染组和对照

组(未感染) ꎬ分别将 ２ 组长满的 ＬＭＨ 细胞接种

于铺上细胞爬片的 １２ 孔板中ꎬ观察细胞ꎬ细胞密

度达到 ８０％左右将 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质

粒转染进细胞ꎬ对照组 ２４ ｈ 后弃培养液ꎬ换成新

鲜的维持培养液ꎬ感染组在质粒转染 ２４ ｈ 后接种

ＦＡｄＶ￣４ ＡＨ￣Ｆ１９ 株ꎬ３７ ℃ 培养 １ ｈꎬ弃去培养液ꎬ
用 ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次ꎬ感染 ８ ｈ 后分别收取感染

组和对照组样品ꎬ通过间接免疫荧光步骤ꎬ分别

使用 ＨＡ 标签鼠抗多克隆抗体作为一抗ꎬＦＩＴＣ 绿

色荧光抗体作为二抗ꎬ而后利用激光共聚焦观察

分析 ｃｈｃＧＡＳ 在 ＬＭＨ 细胞中的定位情况ꎮ
为了进一步证实 ｃｈｃＧＡＳ 的定位ꎬ同样将 ｐｍ￣

Ｃｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒转染到 ＬＭＨ 细胞ꎬ以相

同的方法对转染后的细胞进行收样ꎬ利用 ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣
Ｃ１ 载体自带红色荧光在激光共聚焦显微镜下观察

ｃｈｃＧＡＳ 定位情况ꎬ观察是否与 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ
重组质粒定位情况一致ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 序列分析与结构域预测

通过 Ｍｅｇａｌｉｇｎ 比对分析物种间 ｃＧＡＳ 核苷酸同

源性ꎬ结果显示ꎬｃｈｃＧＡＳ 与其他物种 ｃＧＡＳ 的同源

性为５０.５％ ~ ８４􀆰 ４％(图 １)ꎮ 将 ｃｈｃＧＡＳ 与其他物

种 ｃＧＡＳ 核苷酸序列比对并对系统发育树进行分

析ꎬ结果显示ꎬｃｈｃＧＡＳ 与鸭子 ｃＧＡＳ 位于同一分支

上ꎬ亲缘关系较近ꎻ但与鱼类 ｃＧＡＳ 和哺乳类 ｃＧＡＳ
不在同一分支上ꎬ表明亲缘关系稍远(图 ２)ꎮ 利

用 ＳＭＡＲＴ 在线网站预测 ｃｈｃＧＡＳ 的结构域ꎬ结果

显示ꎬ编码区包括 ２ 个低复杂区域(Ｌｏｗ￣Ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ
ｒｅｇｉｏｎꎬ ＬＣＲ)ꎬ分别为第 ３ 至第 ３９ 氨基酸与第 ６８
至第 ８１ 氨基酸ꎬ还包括 １ 个高度保守的 Ｍａｂ￣２１
结构域 (第 １２９ 至第 ４２９ 氨基酸)(图 ３)ꎮ

１:鸡序列ꎻ２:牛序列ꎻ３:黑猩猩序列ꎻ４:鸭子序列ꎻ５:鱼序列ꎻ６:马序列ꎻ７:人类序列ꎻ８:猴子序列ꎻ９:老鼠序列ꎻ１０:猪序列ꎻ１１:兔子序列ꎮ
图 １　 不同物种间 ｃＧＡＳ 核苷酸序列同源性分析

Ｆｉｇ.１　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃＧＡＳ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ２　 不同物种 ｃＧＡＳ 基因核苷酸序列进化树分析

Ｆｉｇ.２　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃＧＡＳ ｇｅｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＬＣＲ:低复杂区域ꎮ
图 ３　 ｃｈｃＧＡＳ 结构域预测

Ｆｉｇ.３　 Ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｃＧＡＳ

２.２　 ｃｈｃＧＡＳ 基因扩增结果

经 ＰＣＲ 扩增 ｃｈｃＧＡＳ 基因得到目的条带 (图

４)ꎬ目的片段大小为约１ ３１７ ｂｐꎬ显示与预期条带大

小一致ꎬ经测序比对后与目的基因序列完全一致ꎮ
２.３　 重组质粒的酶切鉴定

将 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ、 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ、 ｐｍ￣
Ｃｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒经 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切鉴定后在

核酸凝胶电泳上显示的条带大小与预期的载体大小

和目的基因大小一致(图 ５)ꎬ并且经测序比对分析

后与目的基因序列完全一致ꎬ碱基未见缺失或者突

变ꎬ说明重组质粒构建成功ꎮ
２.４　 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 表达产物的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ分析

　 　 将 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒转化到 Ｒｏｓｅｔｔａ
(ＤＥ３)感受态细胞中后ꎬ成功表达出相对分子质量为

７５ ０００的目的蛋白质(图 ６)ꎬ分析结果显示ꎬ蛋白质在

包涵体和上清液都有表达且主要集中在上清液表达ꎮ
２.５　 重组蛋白质的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 对蛋白质进一步鉴定分析ꎬ结
果(图 ７)显示ꎬ在 ＰＶＤＦ 膜上有一条明显条带且位

置大小与预期目的蛋白质大小一致ꎮ 说明重组蛋白

质可以被抗 Ｈｉｓ 标签的一抗识别ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｃｈｃＧＡＳ 基因ꎻ２:阴性对照ꎮ
图 ４　 ｃｈｃＧＡＳ 基因扩增产物

Ｆｉｇ.４　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｃｈｃＧＡＳ ｇｅｎｅ

２.６　 ｃｈｃＧＡＳ 感染前后亚细胞定位分析

通过在 ＬＭＨ 细胞中转染 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ
和 ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃｌ￣ｃｈｃＧＡＳ 来研究 ｃｈｃＧＡＳ 的细胞定

位ꎮ 结果显示ꎬ未感染 ＦＡｄＶ￣４ 时 ｃｈｃＧＡＳ 主要分

布在细胞核的核膜上ꎬ感染 ＦＡｄＶ￣４ 后ꎬ可以观察

到 ｃｈｃＧＡＳ 从细胞核的核膜向细胞质里转移(图 ８、
图 ９)ꎮ

７５４曹影丽等:鸡 ｃＧＡＳ 基因的克隆、表达特性分析及 ＦＡｄＶ￣４ 感染前后亚细胞定位变化



Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒酶切产物ꎻ２:ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒酶切产物ꎻ３:ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒酶切产物ꎮ
图 ５　 ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒酶切鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｃＧＡＳ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＥＴ￣３２ａ 空载体未经 ＩＰＴＧ 诱导ꎻ２:ｐＥＴ￣３２ａ
空载体经 ＩＰＴＧ 诱导ꎻ３:ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒未经 ＩＰＴＧ 诱

导ꎻ４:ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒经 ＩＰＴＧ 诱导ꎻ５:ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ
重组质粒诱导表达包涵体ꎻ６:ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质粒诱导表

达上清液ꎮ
图 ６　 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 表达产物 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

Ｆｉｇ.６ 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ
ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ

１:ｐＥＴ￣３２ａ 空载体经 ＩＰＴＧ 诱导表达ꎻ２:ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 重组质

粒经 ＩＰＴＧ 诱导表达ꎮ
图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定 ｃｈｃＧＡＳ 蛋白的体外表达

Ｆｉｇ.７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｃＧＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　 讨 论

ｃＧＡＳ 作为近几年来发现的一种新型胞质 ＤＮＡ

受体ꎬ其功能为识别胞质内的 ＤＮＡꎮ 然而鸡 ｃＧＡＳ
基因的相关研究较少ꎬ通过 Ｍｅｇａｌｉｇｎ 比对分析物种

间 ｃＧＡＳ 核苷酸同源性ꎬ结果显示ꎬｃｈｃＧＡＳ 与其他物

种 ｃＧＡＳ 的同源性为５０.５％~ ８４􀆰 ４％ꎬ且具有 ２ 个在

第 ３ 至第 ３９ 氨基酸和第 ６８ 至第 ８１ 氨基酸的低复

杂区域和 １ 个高度保守的具有第 １２９ 至第 ４２９ 氨基

酸的 Ｍａｂ￣２１ 结构域ꎬ表明 ｃｈｃＧＡＳ 与其他物种具有

差异ꎮ 本研究对 ｃｈｃＧＡＳ 基因进行了克隆ꎮ 首先ꎬ通
过构建 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｃｈｃＧＡＳ 原核表达载体ꎬ其次ꎬ经过

多种对比分析后从大肠杆菌表达菌株中挑选了

Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)表达菌株ꎬ最后以 １５ ℃、异丙基硫代

半乳糖苷(ＩＰＴＧ) ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ、诱导 ２０ ｈ 为最适诱

导条件ꎬ成功表达了 ｃｈｃＧＡＳ 蛋白ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

结果显示ꎬ重组蛋白质 ｃｈｃＧＡＳ 主要以可溶性蛋白

质的形式在上清液处表达ꎬ利用 Ｈｉｓ 标签抗体经

Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 鉴定ꎬ在 ＰＶＤＦ 膜上显示有单一的条带

且与预期目的蛋白质条带大小相符ꎮ
在正常情况下 ＤＮＡ 只存在于细胞核和线粒体

中ꎬ但在病毒感染后会游离在细胞质中ꎬ随后被位于

细胞质中的 ｃＧＡＳ 识别ꎬ继而激活 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ 通路

发挥抗病毒作用 [１０]ꎮ 目前为止报道人和小鼠

ｃＧＡＳ 调控较多[１８]ꎬ以往的研究中ꎬ普遍认为人

ｃＧＡＳ 仅仅分布在细胞质中[１９]ꎬ并行使 ＤＮＡ 识别受

体的功能[２０￣２１]ꎮ 但近期有试验结果表明ꎬ人 ｃＧＡＳ
定位在细胞膜上ꎬ并指出有外源 ＤＮＡ 感染细胞时

ｃＧＡＳ 发生移位即可从细胞膜上转移到细胞质中从

而识别一些 ＤＮＡ 而后激活天然免疫ꎮ 鸡 ｃＧＡＳ 还

没有得到足够的研究ꎬ尤其鸡 ｃＧＡＳ 的细胞定位、功
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能及精确调控机制还未完全研究清楚ꎮ 先前 Ｗａｎｇ
等[１４]通过在鸡胚成纤维细胞中瞬时转染 Ｆｌａｇ 标记

的 ｃＧＡＳ 来研究鸡 ｃＧＡＳ 的亚细胞定位ꎬ定位分析结

果表明ꎬ ｃｈｃＧＡＳ 分布在细胞质中ꎮ 本研究使用

ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ 和 ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ ２ 个重

组质粒在 ＬＭＨ 细胞中对 ｃｈｃＧＡＳ 进行定位ꎬ结果显

示ꎬｃｈｃＧＡＳ 是定位在细胞核的核膜上ꎬ此外还通过

ＦＡｄＶ￣４ 感染 ｃｈｃＧＡＳ 对细胞定位进行观察ꎬ结果表

明ꎬ在 ＦＡｄＶ￣４ 感染后 ｃｈｃＧＡＳ 定位可从细胞核的核

膜上转移到细胞质中ꎬ后续将通过构建稳定表达

ｃｈｃＧＡＳ 的 ＬＭＨ 细胞系对这一结果进行更加深入地

研究验证ꎮ 通过 ｃｈｃＧＡＳ 定位了解其在天然免疫中

发挥的作用ꎬ同时也为后续研究 ｃｈｃＧＡＳ 的功能提

供了理论依据ꎮ

ＦＡｄＶ￣４:血清 ４ 型禽腺病毒ꎮ Ａ、Ｂ 分别为 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ 转染细胞在 ＦＡｄＶ￣４ 感染前通过二氨基苯基吲哚(ＤＡＰＩ)染色荧光显微、ＦＩＴＣ
绿色荧光抗体定位获得的定位图ꎻＣ 为 Ａ 和 Ｂ 的叠加图ꎻＤ、Ｅ 分别为 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ 转染细胞在 ＦＡｄＶ￣４ 感染 ８ ｈ 后通过二氨基苯基吲

哚(ＤＡＰＩ)染色荧光显微、ＦＩＴＣ 绿色荧光抗体定位获得的定位图ꎻＦ 为 Ｄ 和 Ｅ 的叠加图ꎮ
图 ８　 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ 表达产物 ｃｈｃＧＡＳ 亚细胞定位图

Ｆｉｇ.８　 ｐＣＡＧＧＳ￣ＨＡ￣ｃｈｃＧＡＳ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍａｐ

ＦＡｄＶ￣４:血清 ４ 型禽腺病毒ꎮ Ａ、Ｂ 分别为 ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ 转染细胞在 ＦＡｄＶ￣４ 感染前通过二氨基苯基吲哚(ＤＡＰＩ)染色荧光显微、编码

蛋白质自带红色荧光定位法获得的定位图ꎻＣ 为 Ａ 和 Ｂ 的叠加图ꎻＤ、Ｅ 分别为 ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ 转染细胞在 ＦＡｄＶ￣４ 感染 ８ ｈ 后通过二氨

基苯基吲哚(ＤＡＰＩ)染色荧光显微、编码蛋白质自带红色荧光定位法获得的定位图ꎻＦ 为 Ｄ 和 Ｅ 的叠加图ꎮ
图 ９　 ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ 表达产物 ｃｈｃＧＡＳ 亚细胞定位图

Ｆｉｇ.９　 ｐｍＣｈｅｒｒｙ￣Ｃ１￣ｃｈｃＧＡＳ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍａｐ

９５４曹影丽等:鸡 ｃＧＡＳ 基因的克隆、表达特性分析及 ＦＡｄＶ￣４ 感染前后亚细胞定位变化
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