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　 　 摘要:　 本研究以 ｐＣＩ 质粒为载体ꎬ将 ３ 型鸭甲型肝炎病毒(ＤＨＡＶ￣３)强毒株的全基因组序列插入其真核启动子

ＣＭＶ 之后ꎬ并在病毒全基因序列 ３′端添加丁型肝炎病毒核酶(ＨｄｖＲｚ)序列获得重组质粒 ｐＣＩ￣ＳＤꎮ 将 ｐＣＩ￣ＳＤ 转染乳仓

鼠肾(ＢＨＫ￣２１)细胞后接种鸭胚ꎬ获得拯救病毒 ｒＳＤꎮ 通过 ＰＣＲ 扩增和序列测定ꎬ证明 ｒＳＤ 为包含遗传标记(ＥｃｏＲⅠ酶

切位点)的拯救病毒ꎮ 对 ｒＳＤ 的半数致死量及其在感染雏鸭体内的组织分布进行测定和病理切片检测ꎬ结果显示ꎬ
ｒＳＤ 与亲本病毒 ＳＤ 的毒价相近ꎬ且在感染雏鸭体内各组织的病毒拷贝数与亲本病毒相似ꎬ对各主要脏器的损伤也与

亲本病毒相同ꎬ表明本研究成功构建了采用体内转录的 ＤＨＡＶ￣３ 反向遗传操作系统ꎮ 该系统避免了体外转录核糖核

酸(ＲＮＡ)的弊端ꎬ简化了操作步骤ꎬ提高了拯救效率ꎬ为鸭甲型肝炎病毒的致病机制和新型疫苗研究提供了工具ꎮ
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　 　 鸭甲型肝炎病毒(ＤＨＡＶ)是小 ＲＮＡ 病毒科禽

肝病毒属的重要成员[１]ꎬ也是引起雏鸭病毒性肝炎

的主要病原ꎮ 该病毒通常感染 ２８ 日龄以下雏鸭ꎬ导
致以肝脏出血为特征的急性肝炎ꎬ具有发病急、传播

快的特点ꎬ 发病率和死亡率可达 ９０％ 以上[２]ꎮ
ＤＨＡＶ 现有 ３ 种血清型ꎬ即 ＤＨＡＶ￣１、 ＤＨＡＶ￣２ 和

ＤＨＡＶ￣３[３]ꎬ目前在中国流行的主要是 ＤＨＡＶ￣１ 和
ＤＨＡＶ￣３[４]ꎬ给中国养鸭业造成巨大经济损失ꎮ 自

２０１３ 年 ＤＨＡＶ￣１ 弱毒疫苗推广应用以来ꎬＤＨＡＶ￣１
的流行得到有效控制ꎬ但 ＤＨＡＶ￣３ 的流行范围和规

模逐年扩大ꎬ且已超过 ＤＨＡＶ￣１ꎬ成为制约中国养鸭

业的严峻问题[５]ꎮ 因此ꎬ开展 ＤＨＡＶ￣３ 致病机制的

研究及相关疫苗的研发ꎬ已成为当前亟待解决的关

键课题ꎮ
稳定的病毒反向遗传操作系统是研究核糖核酸

(ＲＮＡ)病毒的关键工具ꎬ它不仅是研究病毒复制、病
毒毒力、病毒与宿主相互作用的核心手段[６]ꎬ也是设
计和研发新型基因工程疫苗的技术支撑[７]ꎮ 病毒反

向遗传技术的核心是构建病毒感染性 ｃＤＮＡ 克隆ꎬ第
一个被成功构建感染性克隆的 ＲＮＡ 病毒是与鸭甲型

肝炎病毒同一科的脊髓灰质炎病毒[８]ꎬ此后有很多

ＲＮＡ 病毒的反向遗传操作系统相继构建成功ꎮ
传统弱毒疫苗研发周期长、成本高ꎬ且存在毒力

返强的潜在风险ꎮ 而借助反向遗传技术ꎬ可通过编辑

病毒相关毒力基因快速构建减毒疫苗株ꎬ有效克服传

统疫苗研制的上述局限性ꎮ 此外ꎬ通过反向遗传技术

对病毒基因组进行定点突变等精准操作ꎬ还能系统解

析病毒基因在其致病机制中的功能及作用机制ꎮ 因

此ꎬ将反向遗传技术应用于ＤＨＡＶ 的致病机制研究及

新型疫苗研发ꎬ是该领域未来重要的发展方向[９]ꎮ
本研究采用体内转录方法构建 ＤＨＡＶ￣３ 的反向

遗传操作系统ꎮ 拟将 ＤＨＡＶ￣３ 强毒株 ＳＤ 的全基因

组序列克隆至 ｐＣＩ 载体ꎬ转染乳仓鼠肾(ＢＨＫ￣２１)细
胞后接种至鸭胚传代ꎬ以期获得拯救病毒 ｒＳＤꎬ为
ＤＨＡＶ￣３ 的基因功能解析、致病机理研究及新型疫

苗研发等提供稳定的技术平台ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 毒株、细胞及鸭胚

３ 型鸭甲型肝炎病毒强毒株 ＳＤ 由江苏省农业

科学院兽医研究所实验室分离保存ꎬ病毒滴度为

０􀆰 ５ ｍＬ １× １０６.０ ＬＤ５０ꎮ ＢＨＫ￣２１ 细胞为该实验室保

存ꎮ 无特定病原体(ＳＰＦ)鸭胚购自中国农业科学院

哈尔滨兽医研究所ꎮ
１.２　 主要试剂

杜氏改良伊格尔培养基(ＤＭＥＭ)和胎牛血清均

购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ转染试剂 Ｘ￣ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ
ＤＮＡ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎬ荧
光定量试剂盒 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ(Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ)购自

日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ４％多聚甲醛通用型组织固定液

购自武汉赛维尔生物科技有限公司ꎮ
１.３　 ＤＨＡＶ￣３ ＳＤ 株全长 ｃＤＮＡ 克隆的构建

应用 Ｃｌｏｎｅ Ｍａｎａｇｅｒ 软件分析 ＤＨＡＶ￣３ ＳＤ 株基

因组序列的单一酶切位点ꎬ选取 ４ 个酶切位点

(Ｂｓｕ３６Ⅰ、ＳａｎＤⅠ、ＡｃｃⅢ和 ＳｂｆⅠ)ꎬ将基因组全长

分为 ５ 段ꎬ分别命名为 Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５(图 １)ꎮ
由生工生物工程(上海)股份有限公司人工合成Ｐ１＋
Ｂｓｕ３６Ⅰ＋ＳａｎＤⅠ＋ＡｃｃⅢ＋ＳｂｆⅠ＋Ｐ５＋丁型肝炎病毒

核酶(ＨｄｖＲｚ)序列ꎬ之后将以上序列插入 ｐＣＩ 载体

ＣＭＶ 启动子后获得质粒 ｐＣＩ￣Ｐ１５ꎬ接着分别将 Ｐ２、
Ｐ３ 和 Ｐ４ 片段依次通过双酶切连接到 ｐＣＩ￣Ｐ１５ 质粒

中ꎬ最终获得用于病毒拯救的质粒 ｐＣＩ￣ＳＤꎬ构建的

质粒利用 Ｓａｎｇｅｒ 测序技术进行验证ꎮ
１.４　 质粒转染与拯救病毒

按照 Ｘ￣ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ ＤＮＡ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａ￣
ｇｅｎｔ 转染试剂的说明书ꎬ将 ｐＣＩ￣ＳＤ 质粒用 Ｏｐｔｉ￣
ＭＥＭ 配置成质量浓度为 ０􀆰 ０１ μｇ / μＬ的溶液ꎬ然
后按照质粒与转染试剂质量体积比为１ ∶ ４ (Ｗ /
Ｖ)加入转染试剂ꎬ轻柔混匀后将转染试剂￣质粒

复合物在室温(１５ ~ ２５ ℃ )下孵育 １５ ｍｉｎꎮ 取状

态良好生长到 ７０％左右的 ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎬ将转染

复合物逐滴均匀加到细胞中ꎬ轻柔混匀后置于 ３７
℃ 、５％ ＣＯ２恒温培养箱中培养 ７２ ｈꎮ 然后将细

胞冻融 ３ 次ꎬ８ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ
经尿囊腔接种７ ~ ９ 日龄 ＳＰＦ 鸭胚ꎬ每枚接种 ２００
μＬꎬ弃去 ２４ ｈ 内死亡鸭胚ꎬ孵育观察 ６ ｄꎬ收集死

亡鸭胚胚体和尿囊液ꎬ研磨、冻融 ３ 次后ꎬ以相同

方法经 ＳＰＦ 鸭胚传代 ２ 次获得拯救病毒 ｒＳＤꎬ分
装保存于－８０ ℃环境下ꎮ
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图 １　 ＤＨＡＶ￣３ ＳＤ 株感染性克隆构建策略图

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏｎｅ ｆｏｒ ＤＨＡＶ￣３ ＳＤ ｓｔｒａｉｎ

１.５　 拯救病毒的鉴定

用 ＳＤＦ１ / ＳＤＲ１、 ＳＤＦ２ / ＳＤＲ２、 ＳＤＦ３ / ＳＤＲ３、
ＳＤＦ４ / ＳＤＲ４ ４ 对引物(表 １)对 ｒＳＤ 病毒进行逆转

录￣聚合酶链式反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)扩增ꎬ测定其全基因

序列ꎬ并将其与亲本毒株 ＳＤ 进行比对ꎬ另外用遗传

标记引物( ｒＳＤＦ、ｒＳＤＲ)对拯救病毒上的遗传标记

(Ｅｃｏ ＲⅠ酶切位点)基因区域进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ对
扩增产物进行酶切鉴定ꎮ

表 １　 本研究所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 序列(５′→ ３′) 　 　 　 产物长度(ｂｐ)

ＳＤＦ１ ＴＴＴＧＡＡＡＧＣＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧＴＡＧＡＣＣ ２ ５７０

ＳＤＲ１ ＴＣＡＡＡＣＣＡＣＣＣＣＣＣＴＧＡＡＡＴＧＣ

ＳＤＦ２ ＴＡＣＡＡＴＧＧＡＣＡＡＴＣＴＣＡＣＴＴＣＴＧ ２ １７１

ＳＤＲ２ ＡＴＡＡＡＡＡＡＣＴＣＴＴＣＣＣＡＡＣＡＣＣ

ＳＤＦ３ ＡＡＣＡＣＡＣＣＡＣＴＣＧＴＣＣＴＡＡＧＣＡ １ ８８６

ＳＤＲ３ ＴＧＧＧＧＣＡＡＡＴＧＴＡＴＴＴＣＣＡＡＴＡ

ＳＤＦ４ ＴＧＧＴＴＣＡＴＧＴＧＧＴＧＧＡＧＴＧＣＴＴ １ ８５３

ＳＤＲ４ ＴＴＴＴＡＧＧＧＴＧＧＧＧＡＧＧＡＡＴＡＧＴＡＡＡ

ｒＳＤＦ ＧＴＧＧＴＴＡＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＧＡＧＴ ５５１

ｒＳＤＲ ＴＧＡＡＡＡＴＣＣＴＴＡＣＣＡＡＣＴＣＧＣ

１.６　 病毒半数致死量(ＬＤ５０)的测定

将 ｒＳＤ 病毒液和亲本株 ＳＤ 病毒液分别用生理

盐水进行 １０ 倍系列稀释ꎬ取其中１×１０－３、１×１０－４、１×
１０－５、１×１０－６、１×１０－７５ 个稀释度接种 １ 日龄健康雏

鸭ꎬ每个稀释度接种 ５ 只ꎬ每只皮下注射 ０.５ ｍＬꎮ 攻

毒后每天观察各组鸭的发病与死亡情况ꎬ对死鸭进

行剖检ꎬ观察肝脏病变情况ꎬ并记录结果ꎬ根据

Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 方法计算病毒液的 ＬＤ５０ꎮ
１.７　 ｒＳＤ 在感染雏鸭体内组织分布情况及组织病

理学变化

　 　 用拯救病毒 ｒＳＤ 和亲本病毒 ＳＤ 株分别对 ５ 日

龄雏鸭进行攻毒ꎬ每组 ５ 只ꎬ攻毒剂量均为 ０􀆰 ５ ｍＬ
(含１×１０４ＬＤ５０)ꎮ 攻毒后 ２ ｄ 分别采集鸭的心、肝、
脾、肺、肾、胰、肠、脑ꎬ一部分组织块研磨后提取总

ＲＮＡꎬ用本实验室建立的 ＴａｑＭａｎ 探针 ｑＰＣＲ 方

法[１０]检测组织中的病毒拷贝数ꎬ另一部分组织块置

于 ４％多聚甲醛中固定ꎬ制备组织切片ꎬ苏木精￣伊红

(Ｈ.Ｅ)染色后观察组织病理学变化ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＤＨＡＶ￣３ ＳＤ 株全长 ｃＤＮＡ 克隆质粒的酶切与

测序鉴定

　 　 将构建获得包含 ＳＤ 株全长 ｃＤＮＡ 的质粒 ｐＣＩ￣
ＳＤ 用限制性内切酶 ＫｐｎⅠ进行酶切鉴定ꎬ酶切条带

与预期大小１ ２９４ ｂｐ、４ ２１１ ｂｐ 和６ ３７５ ｂｐ 相符(图
２)ꎮ Ｓａｎｇｅｒ 测序比对结果显示ꎬ该质粒序列正确ꎬ证
明全长 ｃＤＮＡ 质粒构建成功ꎮ
２.２　 拯救病毒与鉴定结果

拯救病毒 ｒＳＤ 引起鸭胚死亡的时间为接种后

４８~１２０ ｈꎬ死亡胚体上有充血现象(图 ３Ａ)ꎬ与亲本

病毒 ＳＤ 引起鸭胚胚体病变的情况相同(图 ３Ｂ)ꎮ
ｒＳＤ ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增结果显示ꎬ５ 对引物均能扩增出预

期大小的片段(图 ４Ａ)ꎮ 测序结果显示ꎬ除人工设

置的遗传标记位点外(即人为将亲本株 ＳＤ 的开放
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Ｍ:ＤＬ１０ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＣＩ￣ＳＤ 质粒ꎻ２:ｐＣＩ￣ＳＤ 质粒经 Ｋｐｎ
Ⅰ酶切产物条带ꎮ
图 ２　 ｐＣＩ￣ＳＤ 质粒的 ＫｐｎⅠ酶切鉴定电泳图

Ｆｉｇ.２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＫｐｎⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓ￣
ｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣＩ￣ＳＤ ｐｌａｓｍｉｄ

阅读框第１ ２３３位的 Ｃ 变为 Ｔꎬ形成一个 ＥｃｏＲⅠ酶切

位点ꎬ但未改变氨基酸序列)ꎬｒＳＤ 与亲本病毒 ＳＤ 的

基因序列一致ꎮ 鉴定结果显示ꎬ遗传标记区域的基

因扩增片段可以被 ＥｃｏＲⅠ内切酶切割为 ２ 段(图
４Ｂ)ꎮ 上述结果表明ꎬＤＨＡＶ￣３ ＳＤ 株感染性克隆拯

救成功ꎬ拯救病毒命名为 ｒＳＤꎮ
２.３　 病毒半数致死量(ＬＤ５０)

根据拯救病毒 ｒＳＤ 鸭胚研磨原液各稀释度接种

鸭死亡情况如表 ２ 所示ꎬｒＳＤ 的毒价为 ０􀆰 ５ ｍＬ １×
１０６.５０ＬＤ５０ꎬ与亲本病毒 ＳＤ 的 ０􀆰 ５ ｍＬ １×１０６.３８ ＬＤ５０毒

价相近ꎮ

Ａ:接种拯救病毒 ｒＳＤ 的死亡鸭胚胚体ꎻＢ:接种亲本病毒 ＳＤ 的

死亡鸭胚胚体ꎮ
图 ３　 拯救毒株 ｒＳＤ 与亲本病毒 ＳＤ 接种鸭胚后的病变情况

Ｆｉｇ.３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｄｕｃｋ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ ｒＳＤ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔａｌ ｖｉｒｕｓ ＳＤ

Ａ:４ 对全长引物和 １ 对遗传标记扩增结果ꎻＢ:遗传标记酶切鉴

定结果ꎮ Ｍ:ＤＬ ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ４:４ 对 ＳＤ 全长引物扩增

片段ꎻ５:ｒＳＤ 遗传标记扩增片段ꎮ
图 ４　 拯救毒株 ｒＳＤ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增鉴定

Ｆｉｇ.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅｄ ｒＳＤ ｓｔｒａｉｎ

表 ２　 拯救病毒 ｒＳＤ 与亲本病毒 ＳＤ 对雏鸭的毒力测定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ ｒＳＤ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔａｌ ｖｉｒｕｓ ＳＤ ｉｎ ｄｕｃｋｌｉｎｇｓ

项目
稀释度

１×１０－３ １×１０－４ １×１０－５ １×１０－６ １×１０－７

毒价
(ＬＤ５０ꎬ０.５ ｍＬ)

接种拯救病毒 ｒＳＤ 鸭的死亡比例 ５ / ５ ５ / ５ ５ / ５ ５ / ５ ０ １×１０６.５０

接种亲本病毒 ＳＤ 鸭的死亡比例 ５ / ５ ５ / ５ ５ / ５ ４ / ５ ０ １×１０６.３８

２.４　 病毒在雏鸭体内组织的分布

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测结果显示ꎬ拯救毒株 ｒＳＤ 和亲本

病毒 ＳＤ 在雏鸭心、肝、脾、肺、胰中均具有较高的病

毒拷贝数ꎮ 其中ꎬ肝组织中拷贝数最高ꎬ ｒＳＤ 为 １
μＬ ４.４×１０９病毒拷贝数ꎬＳＤ 为 １ μＬ １.１×１０８病毒拷
贝数ꎻ脾脏次之ꎬｒＳＤ 为 １ μＬ １.１×１０８病毒拷贝数ꎬ
ＳＤ 为 １ μＬ １.６×１０８病毒拷贝数ꎻ脑组织中病毒拷贝

数最低ꎬｒＳＤ 为 １ μＬ １.５×１０５ 病毒拷贝数ꎬＳＤ 为 １
μＬ １.６×１０５病毒拷贝数(图 ５)ꎮ
２.５　 病毒感染雏鸭的组织病理学观察

对病毒感染雏鸭进行组织病理学观察ꎬ结果

(图 ６)显示ꎬ拯救病毒 ｒＳＤ 与亲本病毒 ＳＤ 所导致的

雏鸭各脏器的病理组织学变化类似ꎮ 肝可见肝细胞

变性、坏死ꎬ肝窦大面积淤血ꎬ伴有炎细胞浸润ꎻ脾内
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淋巴细胞坏死、数量减少ꎬ红髓淤血ꎬ伴有较多炎细

胞浸润ꎻ肺间质可见明显淤血ꎬ伴有炎细胞浸润ꎻ十
二指肠黏膜层结构不清晰、细胞坏死ꎻ脑组织中皮质

神经元空泡变性ꎬ周围胶质细胞增生ꎮ

图 ５　 拯救病毒 ｒＳＤ 与亲本病毒 ＳＤ 在感染雏鸭体内各组织的

病毒拷贝数

Ｆｉｇ.５　 Ｖｉｒａｌ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ ｒＳＤ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔａｌ
ｖｉｒｕｓ ＳＤ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｄｕｃｋｌｉｎｇｓ

３　 讨 论

近年来ꎬ反向遗传学技术在 ＲＮＡ 病毒体内转录

系统构建及以外源基因表达为目的的体内转录系统

改造中ꎬ已广泛应用于病毒蛋白功能解析、致病机制

研究及新型疫苗研发等领域ꎮ 此外ꎬ鸭甲型肝炎病

毒(ＤＨＡＶ)反向遗传操作系统的构建也已有相关研

究报道ꎮ Ｙｕｎ 等[１１]采用分段克隆结合重叠 ＰＣＲ 技

术ꎬ成功构建 １ 型鸭肝炎病毒(ＤＨＡＶ￣１)的全长 ｃＤ￣
ＮＡ 克隆ꎬ通过在其 ５′端引入 ＳＰ６ 启动子进行体外

转录ꎬ随后将转录产物转染乳仓鼠肾(ＢＨＫ￣２１)细

胞ꎬ最终拯救出重组病毒ꎮ 该重组病毒在细胞培养

体系及雏鸭体内均表现出与野生型病毒相似的增殖

特性和致病性ꎮ ２０１１ 年有研究报道ꎬ将 ＤＨＡＶ￣３ 的

全长 ｃＤＮＡ 克隆至低拷贝载体 ｐＷＳＫ２９ 中ꎬ通过低

温培养提高克隆在细菌中的稳定性ꎮ该系统利用

图 ６　 分别感染拯救病毒 ｒＳＤ 与亲本病毒 ＳＤ 后死亡雏鸭主要脏器的组织病理学变化

Ｆｉｇ.６　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ ｄｕｃｋｌｉｎｇｓ ｔｈａｔ ｄｉｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｒｅｓｃｕｅｄ ｖｉｒｕｓ ｒＳＤ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔａｌ ｖｉｒｕｓ ＳＤꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ｔ７ 启动子进行体外转录ꎬ转录产物转染 ＢＨＫ￣２１ 细

胞后进行病毒拯救ꎬ再经鸭胚传代扩增获得拯救病

毒ꎬ试验结果证实其具有与亲本病毒相似的致病性

和生物学特性[１２]ꎮ 上述 ＤＨＡＶ 拯救系统均通过体

外转录方法获得转录本ꎬ即利用 Ｔ７ 或 ＳＰ６ 启动子

及相应酶系统在体外生成转录本ꎬ再转染细胞完成

病毒拯救ꎮ 而体外转录方法操作较繁琐ꎬ对 ＲＮＡ 转

录本的质量要求较高ꎬ且存在 ＲＮＡ 降解风险ꎬ病毒

ＲＮＡ 得率较低ꎬ这些因素可能影响拯救效率和拯救

成功率ꎬ进而延长病毒拯救周期ꎮ
　 　 本研究将 ＤＨＡＶ￣３ 全基因组序列克隆至 ｐＣＩ 载
体后转染 ＢＨＫ￣２１ 细胞ꎬ利用载体自带的 ＣＭＶ 真核

启动子在真核细胞内转录病毒 ＲＮＡ 并完成病毒拯

救ꎬ再经鸭胚接种扩增获得拯救病毒ꎬ成功建立基于

体内拯救法的 ＤＨＡＶ￣３ 反向遗传操作系统ꎮ 该方法

具有显著优势:病毒 ＲＮＡ 在细胞内直接合成ꎬ可有

效规避体外转录过程中 ＲＮＡ 降解风险ꎻ无需额外购

置体外转录试剂ꎬ同时省略繁琐操作步骤ꎬ简化试验

７０４２吴凤瑶等:基于真核 ＣＭＶ 启动子的 ３ 型鸭甲型肝炎病毒体内转录系统建立



流程ꎮ 目前ꎬＣＭＶ 启动子已逐步取代 Ｔ７ 启动子ꎬ广
泛应用于非核复制病毒的拯救ꎬ如小反刍兽疫病毒

(ＰＰＲＶ)、新城疫病毒(ＮＤＶ)、脑心肌炎病毒(ＥＭ￣
ＣＶ)及禽传染性支气管炎病毒( ＩＢＶ)等[１３￣１６]ꎬ成为

病毒拯救的新策略ꎮ 本研究构建的系统成功拯救出

ＤＨＡＶ￣３ 强毒株ꎬ其毒价与亲本毒株相近ꎬ感染雏鸭

的体内组织分布及对主要脏器的损伤特征也与亲本

强毒株一致ꎬ相比 Ｔ７、ＳＰ６ 启动子介导的体外转录

法ꎬ该系统显著简化了操作并有效提升了拯救效率ꎮ

４　 结 论

病毒拯救是复杂的系统工程ꎬ涉及载体与启动

子选择、病毒全长 ｃＤＮＡ 克隆策略、ＲＮＡ 聚合酶系

统及拯救细胞筛选等多个关键环节ꎬ目前尚无适用

于所有 ＲＮＡ 病毒的统一反向遗传操作系统构建标

准ꎮ 本研究基于体内转录建立的 ＤＨＡＶ￣３ 反向遗传

操作平台为 ＤＨＡＶ 反向遗传体系的构建提供了新

思路ꎬ也为后续 ＤＨＡＶ 致病机制解析、毒力位点鉴

定、病毒与宿主互作研究ꎬ以及新型减毒疫苗和嵌合

疫苗的研发奠定了基础ꎮ
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