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[摘要 ] 目的 : 对 H5N1 亚型禽流感病毒株 (AΠQaΠSTΠ852Π01) 的 ns1 基因进行修饰并构建 ns1 基因的真核表达载体。方法 :

用 RT2PCR 方法扩增 AΠQaΠSTΠ852Π01 的 ns1 基因 , 之后以扩增产物为模板 , 采用多重 PCR 技术对 ns1 基因进行修饰 , 将缺失

的 15 个核苷酸片段插入 ns1 基因中 , 并将其克隆到真核表达载体 , 构建 pcDNA 311Πns1 重组质粒。结果 : RT2PCR 产物测序

显示 , AΠQaΠSTΠ852Π01 ns1 基因开放阅读框全长 678 bp , 编码 225 个氨基酸。构建的重组质粒经酶切鉴定和序列测定与预期

相一致。结论 : 成功将缺失的 15 个核苷酸片段引入 AΠQaΠSTΠ852Π01 的 ns1 基因中 , 重组质粒的构建为 NS1 蛋白功能研究奠

定了基础。
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[ Abstract ] Objective : To modify the ns1 gene of avian influenza virus H5N1 subtype (AΠQaΠSTΠ852Π01) and to con2
struct the recombinant expression vector. Methods : The ns1 gene of AΠQaΠSTΠ852Π01 was amplified by RT2PCR and a

deletion of 15 nucleotides acid was inserted into ns1 gene by multiply PCR , then cloned into expression vector pcDNA

311 ( + ) . Results : The sequence analysis demonstrated that the ns1 gene of AΠQaΠSTΠ852Π01 contained one open rea2
ding frame of 678 bp , which encoded polypeptides of 225 amino acids. The recombinant plasmid of pcDNA 311Πns1 was

digested with restriction endonuclease and DNA sequence analysis. Conclusion : The deletion of 15 nucleotides acid is

successfully inserted into the ns1 gene of AΠQaΠSTΠ852Π01 , and the construction of the eukaryotic expression vector pro2
vides a foundation for further studies on the function of NS1 protein.
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　　1997 年在我国香港特区 , 高致病性禽流感病

毒 ( AIV ) ———AΠHong KongΠ156Π97 ( AΠHKΠ156Π97 )

(H5N1)感染 18 人 , 其中 6 人死亡[1 ] , 这是世界上

首次证实 AIV H5N1 感染人类。之后 , 相继有 AIV

H9N2
[2 ] 、H7N7

[3 ]亚型感染人类和 H5N1 再次感染

人类的报道。2003 年底至今 , H5N1 亚型再次在亚

洲部分国家和地区肆虐[4 ] 。高致病性 AΠHKΠ156Π97

能抵抗机体的抗病毒反应 , 尤其抑制 IFN2αΠβ及

TNF2β介导的抗病毒反应与 AIV 的非结构 (nonstruc2
tural , NS)蛋白 1 有关[5 ] 。NS1 蛋白能使 AIV 逃逸宿

主的免疫防御在流感大流行中具有潜在的重要

性[6～9 ] 。我们已测定了在华南地区分离的部分

H5N1 亚型 ns1 基因序列 , 与AΠHKΠ156Π97 的 ns1 序

列比较后发现 , 在 238～252 位存在 15 个核苷酸的

缺失[10 ]
, 这些缺失对 NS1 蛋白功能具有怎样的影

响 ? 鉴于此 , 我们选用 AΠQuailΠShantouΠ852Π01 (AΠ

QaΠSTΠ852Π01) ( H5N1) 作为研究材料 , 采用多重

PCR技术对其 ns1 基因进行修饰 , 将缺失的 15 个

核苷酸片段插入 AΠQaΠSTΠ852Π01 的 ns1 基因中 , 构

建 ns1 基因的真核表达载体 , 为进一步研究 NS1 蛋

白在流感流行中的作用奠定基础。

1 　材料与方法

111 　病毒、载体与菌株

AΠQaΠSTΠ852Π01 由本中心保存 , 表达载体 pcD2
NA 311 ( + ) 购于美国 Invitrogen 公司 , 大肠杆菌 DH

5α由本室保存。
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112 　工具酶及其它试剂

病毒 RNA 提取试剂盒购自美国 Qiagen 公司 ,

SuperScript 逆转录酶、DTT 购自美国 Invitrogen 公

司 , AmpliTaq Gold 酶、dNTP、MgCl2 购 自 德 国

Roche 公司 , 限制性内切酶 EcoR Ⅰ、Xho Ⅰ及 T4

DNA 连接酶购自 New England Biolabs 公司 , 质粒提

取、凝胶回收试剂盒购自上海华舜生物工程公司 ,

其他试剂为国产分析纯。

113 　病毒 RNA 的提取和纯化

将AΠQaΠSTΠ852Π01 接种于 9～10 日龄鸡胚尿囊

腔进行增殖 , 取 140μL 含流感病毒的鸡胚尿囊腔

上清 , 按 RNeasy RNA 提取试剂盒说明书提取和纯

化病毒 RNA , 最后溶于 50μL DEPC2H2O 中。

114 　ns1 基因 RT2PCR 扩增

引物序列、RT2PCR 循环参数见文献[10 ]。

115 　ns1 基因缺失片段的 PCR 扩增

采用多重 PCR 方法将缺失的 15 个核苷酸引

入 , 设计合成 PCR 所需引物 : P1 : 5′2CGAATTCCAC

CATGGATTCCAAC23′, P2 : 5′2GCACTGAAGCGATAG

TCATTTTA23′, P3 : 5′2GACTATCGCTTCAGTGCCGG

CTT23′, P4 : 5′2CCGCTCGAGTCAAACTTCTGAC23′。其

中斜体部分为限制性内切酶 EcoR Ⅰ、Xho Ⅰ的酶切

位点 , 黑体部分为插入的缺失序列。以上述 RT2

PCR 扩增产物为模板 , P1、P2 为引物 , 进行第一

轮 PCR 扩增 ; 再以 P3、P4 为引物 , 进行第二轮

PCR 扩增。之后 , 以第一、二轮的扩增产物为模

板 , P1、P4 为引物再次进行 PCR 反应。循环参数

与文献[10 ]相同。

116 　ns1 基因真核表达载体的构建

　　琼脂糖凝胶电泳回收上述多重 PCR 扩增产物 ,

经 EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶切后 , 与双酶切的 pcDNA

311 ( + ) 载体按 1∶3 摩尔数进行连接 , 构建 pcDNA

311Πns1 真核表达载体 , 转化到 DH 5α宿主菌中 ,

双酶切和序列测定对重组质粒进行鉴定。

2 　结果

211 　ns1 基因的 RT2PCR 扩增及序列分析

　　以提取的 RNA 为模板进行 RT2PCR 扩增 , 产物

经质量分数 112 %琼脂糖凝胶电泳分析显示 , 有特

异性条带出现 , 其大小与预期结果相符。扩增产物

测序结果表明 , 采用我们所设计的引物能特异地扩

增出 AIV AΠQaΠSTΠ852Π01 的 ns1 基因序列。ns1 基

因全长 865 bp , 包含一个完整的开放阅读框 (ORF) ,

ns1 cDNA 长度 678 bp , 编码 225 个氨基酸 , 核苷酸

序列见图 1。

图 1 　AΠQaΠSTΠ852Π01 与 AΠHKΠ156Π97 ns1 基因序列比较

Fig11 　Comparison of nucleotide sequences of ns1 gene between AΠQaΠSTΠ852Π01 and AΠHKΠ156Π97

1 AΠHKΠ156Π97(H5N1) 　2 AΠQaΠSTΠ852Π01(H5N1)
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212 　ns1 基因序列与 AΠHKΠ156Π97 的比较分析

将测定的 ns1 cDNA 核苷酸序列与 AΠHKΠ156Π97

( Genebank 登录序列号 : AF036360) 的 ns1 序列进行

比较分析 , 发现 AΠQaΠSTΠ852Π01 ns1 cDNA 除在第

238～252 位存在 15 个核苷酸的缺失外 , 二者之间核

苷酸序列的同源性为 9510 % , 推导的氨基酸序列

的同源性也在 9510 %以上 (图 1) 。

213 　ns1 基因缺失片段的插入与克隆

采用多重 PCR 扩增后 , 经琼脂糖凝胶电泳观

察 , 在约 713 bp 处出现单一条带 , 大小与预计相符

(图 2) 。PCR 产物经 EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ双酶切后 , 定向

插入同样经双酶切的 pcDNA 311( + )载体中 , 获得重

组质粒 pcDNA 311Πns1 。EcoRⅠ、XhoⅠ双酶切和 DNA

序列测定对重组质粒进行鉴定 , 筛选出具有 ns1 基

因正向插入的重组质粒 , 酶切鉴定结果省略。

图 2 　AIV ns1 基因修饰后的 PCR 分析

Fig12 　PCR analysis of ns1 gene of H5N1 influenza A virus

1 DL 2 000 marker 　2 PCR product

3 　讨论

甲型 AIV 属于正粘病毒科 , 基因组由 8 个分节

段的负链 RNA 组成。病毒 RNA 第 8 节段 ns1 基因

由 890 个核苷酸组成 , 包含一个完整 ORF , 编码两

种蛋白质 , 即 NS 蛋白 1 和 2。之所以命名为 NS1

蛋白 , 是因为 NS 蛋白只在病毒感染的细胞中合

成 , 并没有被包装进病毒颗粒[5 ] 。在病毒感染早期

即有 NS1 蛋白的大量表达 , NS1 蛋白在病毒感染的

细胞中含量丰富 , 提示 NS1 蛋白在病毒复制及病

毒早期抵抗机体的抗病毒免疫过程中具有重要作

用[11 ] 。NS1 蛋白的分子长度从 202 个氨基酸残基AΠ
FmΠ1Π47 ( H1N1) 到 237 个氨基酸残基 AΠUdornΠ72

(H3N2) 。反向遗传系统试验证实了 NS1 蛋白在保

护流感病毒抵抗细胞 IFN 反应中的重要作用 , 当缺

乏 ns1 基因时 , 重组病毒AΠPR8Π34(delNS1)仅能在细

胞 IFN 反应缺陷时复制[12 ,13 ] 。目前 , 对 NS1 蛋白

的研究主要集中在人流感病毒 , AIV 很少涉及 , 特

别是对其缺失片段的功能研究。而AIV 多次感染人

的事件提醒我们 , 必须重视对 AIV 的研究。

BLAST分析表明 , AΠQaΠSTΠ852Π01 ns1 基因的核

苷酸序列与我们在 2000～2003 年间分离的 AIV

H5N1 亚型 ns1 基因核苷酸序列的同源性在 9910 %

～9715 %之间 , 推导的氨基酸序列的同源性在

9911 %～9718 %之间。将 AΠQaΠSTΠ852Π01 的 ns1 cDNA

核苷酸序列与 AΠHKΠ156Π97 进行比较 , 发现其 ns1

cDNA在第 238～252 位明显存在 15 个核苷酸的缺

失 , 其推导的氨基酸序列在第 80～84 位存在 5 个氨

基酸残基的缺失 (即 T2I2A2S2V 肽段) 。二者之间核

苷酸序列的同源性为 9510 % , 推导的氨基酸序列

的同源性也在 9510 %以上。这些结果提示 , 我们

分离的病毒株已与 1997 年 H5N1 亚型有了明显变

异 , 且与近期其它地区分离的病毒株也存在差异。

缺失的 15 个核苷酸处在 ns1 基因的功能活性区 ,

这种缺失是否与 NS1 蛋白逃避宿主的免疫防御有

关 ? 所以 , 我们采用多重 PCR 技术将缺失的片段

插入 AΠQaΠSTΠ852Π01 中 , 旨在对其缺失片段的功能

进行研究。

本研究中 , 我们选用 AΠHKΠ156Π97 作为对照

株 , 是因为该病毒株是首次感染人类的高致病性

AIV , 本身具有代表性。AΠQaΠSTΠ852Π01 的 ns1 基

因ORF 678 bp , 插入 15 bp 的缺失片段及增加限制

性内切酶位点后 , 其全长序列为 713 bp。ns1 基因

的成功修饰及其真核表达载体的构建 , 为我们研究

缺失片段的功能和 NS1 蛋白在流感流行中的作用

提供了基础 , 同时也为采取有效措施预防世界性大

流感提供有价值的理论资料。
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射治疗相结合 , 在全身免疫功能增强的同时杀伤肿

瘤局部细胞 , 达到双重抗肿瘤的效果。

本研究组构建了 pEgr2P16 表达载体 , 其转染

食管癌细胞后 , 在不同大剂量照射后 , 可诱导细胞

凋亡明显增强[10 ] 。我们先获得稳定表达 pEgr2P16

重组质粒的食管癌细胞系 EC97062P16 , 然后分别予

01075 Gy 和 2 Gy 照射 , 结果证实 , 01075 Gy 也可显

著诱导增强 EC97062P16 细胞中 P16 表达 , 其表达

量与 2 Gy 照射相接近。肿瘤细胞的杀伤作用是诱

导细胞死亡或凋亡 , 通过检测细胞凋亡发现 ,

01075 Gy 组细胞凋亡率明显高于 0 Gy 组 ( P <

0105) , 但低于 2 Gy 组 , 荧光显微镜下观察 , 01075

Gy 组细胞凋亡小体增多 , 而 2 Gy 组细胞凋亡小体

和细胞碎片多于 01075 Gy 组 , 说明 2 Gy 辐射对肿

瘤细胞的杀伤作用比较强。

实验证明 , 01075 Gy 辐射可同时诱导全身免疫

功能增强和肿瘤局部基因2放射治疗杀伤肿瘤细胞。
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