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H14亚型禽流感病毒核蛋白基因的扩增与克隆 

⋯ ⋯ ⋯ ～  生 ⋯  尔滨150001，(；口 ．‘f (中国农生科学院哈尔滨兽医研究所兽医生物拄木国家重点实验室，暗尔滨 ) ’b 

摘要 本研究直接从洁缩的鸡胚尿囊液中提取H14禽流感病毒的RNA，井根据已发表的A型流感病毒 

株的核苷酸序列，设计一对引物．采用反转录一聚合酶链反应(RT—PCR)技术成功地扩增了AIV的核蛋白(NP)基 

因．以pUCll9为载体，以大肠杆菌 JM83为受体苗．井通过限制性分析证实，成功地克隆了该NP基因。 
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Amplification and Cloning of NP gene of H14 Subtype Avian Influenza Virus 

DENG Guohua·YU Kangzhen‘ 

(State Key Laboratory 0f Veterinary Bioteehnology．Harbin Veterinary Research 

|nsltute oI Chinese Academy of Agricultural Sciences，Harbin 150001) 

Abstract The present paper describes the nucleoprotein(NP)-encoding eDNA of H14 subtype avian influenza 

virus(AIV)was amplified and cloned．The virus RNA was directly extracted and purified from concentrated chicken em— 

bryo allantoic fluid．According to published gene sequence·a pair of specific primers to the NP gene was designed and 

synthesizde．After that．the NP eDNA was amplified by reverse transcription—po[ymerase chain reaction(RT—PCR)and 

subsequently cloned in pUCll9．The presentation of the NP eDNA in transformed E．coli JM83 cells was confirmed by 

PCR and restriction analysis． 

Key words RT·PCR Nucleoprotein gene Avian influenza virus Cloning 

禽流感(AI)是由正粘病毒科中 A型流感病 

毒引起的禽类的病毒性传染病 本病 1878年首次 

在意大利发现，至今巳遍布全世界。1993年以来 

在我国部分地区先后分离到不同亚型的流感病 

毒0。’ 。1996年我们从鸡群中分离到 H14N5亚 

型禽流感病毒r3]，这是世界上首次从鸡体分离到 

的 H14亚型，巳引起 了国内外流感研究者的兴 

趣。 

尽管禽流感病毒血清学亚型众多，病毒变异 

极为额繁，但主要集中在病毒的血凝素(HA)和 

神经胺酸酶(NA)两种表面结构蛋白上，而核蛋 

白(NP)则具有种群和型的特异性【“ ，是禽流感 

病毒型的分类和诊断基础。一般认为，核心抗原不 

能诱导保护性体液免疫，但近来有研究表明NP 

蛋白能诱导机体的细胞免疫[ ，能产生一定免疫 

保护性，同时具有良好的种间交叉反应性，不受禽 

流感病毒亚型的影响，这给新型、广谱禽流感疫苗 
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的研制带来一线光明。 

作为流感病毒的整体而言，可分为A、B、c三 

群(型)，在 A型群体内，核蛋白基因的遗传变异 

又可作为流感病毒分子进化和分类的基础[4]。根 

据核蛋白基因序列差异可将流感病毒分为明显的 

两大类，一为人枝，另一为禽枝，而猪枝与人和禽 

枝均有较大的重叠和交叉，说明猪在流感病毒增 

殖和传播过程中有较低的种间障碍，使人、禽流感 

得以相互作用。NP基因的氨基酸序列在禽枝中 

无明显的集中性，呈发散状态，但在人枝中却表现 

出明显的递进性口]，这表明核蛋白基因在流感病 

毒中具有种属特异性。综上所述，禽流感病毒核蛋 

白基因的克隆对于禽流感诊断抗原制备工艺的改 

进、新型、广谱禽流感疫苗的研制以及鸡 H14亚 

型起源的探讨具有重要意义。有鉴于此，我们开展 

了该 H14禽流感病毒核蛋白基因的扩增和克隆 

的研究，现将主要结果报告如下。 

1 材料和方法 

1．1 病毒制备 H14亚型禽流感病毒为我国地 
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方分离株口]，由中国农业科学院哈尔滨兽医研究 

所禽流感研究中心保存。病毒接种 9～11日龄 

SPF鸡胚尿囊腔，24～96小时后收集尿囊液， 

4000r／rain(BECKMAN JA18转头)离心3O分钟 

后 收 集 上 清，再 经 27000r／m~n(BECKMAN 

SW28转头)超速离心，将沉淀溶于无 RNA酶的 

蛋白酶缓冲液中，冻存备用。 

1．2 RNA提取 取病毒悬液 560~|，加 SDS至 

终浓度为0．5 ，蛋白酶K至终浓度为50／4／ml， 

于 37℃作用后再用无 RNA酶水饱和的酸性酚 

(pH4．O)、酚 ；氯仿 ；异戊醇(25：24；1)、氯仿 

各抽提一次，上清分装为 1o0~1／管，每管加入 1／ 

1O体积的 3M 的 NaAc(pH5．2)和 2．5倍的无水 

乙醇，一2O℃沉淀过液，1 2000g 4℃离心 10至 2O 

分钟，沉淀干燥后溶于无 RNA酶水中一20<C冻 

存备用。 

1．3 引物设计与合成 参照禽流感 A／Mallard／ 

New Y0rk／675O／78株[ 及 人 流感 A／Udorn／ 

307／72株 和 A／NT60／68株[ 等的核蛋白基因 

序列，应用 OLIGO引物设计软件，在NP基因的 

高度保守区设计并合成了1对引物： 

P1：5~AGGGTACCTAATCACTcACACTGA一3 

P2：5~TGGAATTCTTTAATTGTC,GTACI'CCTG3 

上游引物(P1)在启动子之外另加入 Kpn I 

酶切位点：下游引物(P2)包含有终止密码子，并 

加入了EcoR I位点。P1，P2的限制性部分包含有 

完整的NP基因，所扩增的片段为 1541bp，与 NP 

基因阅读框架相一致。 

1．4 RT—PCR扩增 取 6,M RNA 悬液加入 

20pmol上游引物，70"C 10分钟预变性，迅速置于 

冰浴中 5分钟，依次加入 10U Rnasin，5X反转录 

缓冲液4,M，0．1M DTT2~,I，2．5mmol DNTP 4,M， 

10U M—MLV反转录酶，37~C温浴 1～2小时，在 

95"C灭活反转录酶，置一2O℃备用。取反转录产物 

5 l，10×Taq酶缓冲液 1O I，20mmol DNTP4~I， 

上下游引物各 20pmol，用灭菌无离子水补 至 

100~1，混匀，95"C预变性 5分钟，然后加入 1～2U 

Taq DNA聚合酶，于 PTC-100基因扩增仪内扩 

增，循环参数为：94℃ 30秒一48～49~C 1分钟一 

72℃ 1分 3O秒，共进行 35个循环。最后 72℃延 

仲反应 1O分钟，取PCR产物l l进行 1 琼脂 

糖凝胶电泳，检查扩增结果。 

1．5 PCR产物的限制性分析 取5ul PCR产物 

分别进行 EcoRI、BamHI、H[ndlII、H[nclI、PstI、 

SalI、KpnI酶的限制性分析。 

1．6 PCR产物的克隆 取 pUC119载体 DNA 

2 l经 SmaI彻 底 消 化，备 用f PCR 产 物 用 

T4DNA聚合酶和 T4核苷酸激酶补平，加磷酸， 

再用透析袋回收纯化，用于连接反应。将PCR产 

物与载体按适当比例混合，在20／．1体系中加入连 

接酶反应缓冲液和 T4连接酶(GIP~O公司)进 

行连接反应。取5vl连接产物转化感受态JM83 

菌，涂布于含 Amp、x—gal、IPTG的 LB培养基 

上，挑白色菌落进行快速鉴定，再将初步克隆的细 

菌克隆小量培养，提取质粒进一步酶切鉴定。 

1．7 重组质粒的PCR鉴定 取小量法提取的重 

组质粒DNA进行 NP基因PCR扩增，以进一步 

鉴定重组质粒中的NP基因的存在。 

2 结果和讨论 

2．1 RT—PCR 取 PCR产物 5 l于 1 琼脂糖 

上电泳，结果表明扩增产 物为 1．5Kb左右的 

DNA片段，与预计的NP cDNA太小相符。 

2．2 PcR 产物的限制性分析 PCR产物经 

HinclI酶切，切出 1．1Kb和 0．4Kb左右的 2条 

带{PstI酶切，切出 1．0kb、300bp和 200bp左右 

太 小 的 3条 带；EcoRI、BamHI、SalI、Sail和 

HindllI均不能剪切。结果表明该毒株的NP基因 

与已发表的几个参考序列有较大差异(图1)。 

2．3 PCR产物的克隆与鍪定 重组质粒 DNA 

用 EcoRI和 BamHI双 酶 切，切 出 1．5Kb和 

3．2Kb左右的 2条带，用 EcoRI切出 3．2Kb和 

1．5Kb左右的2条带(图3)，用Pstl切出4．2Kb， 

0．3Kb和0．2Kb左右的 3条带(图4)，同时以重 

组质粒为模板，PCR扩增出 1．5Kb的带(图 2)。 

这些结果均表明已克隆到了核蛋白基因。 

2．4 由于流感病毒基因的分段性，每个基因组外 

部非编码区序列非常有限，加上整个基因组(特别 

是非编码区)的GC含量较低，给引物设计带来较 

大困难。国外太多采用建cDNA文库的方法进行 

克隆[ 一，工作量和难度较大。我们在NP基因的 

5’端和 3’端的保守区设计了一对相对理想的引 

物来进行扩增，这给以后的实验带来一定困难，如 

退火温度低，PCR产量低，非特异性太等，但比起 

建 eDNA文库仍具有一定的优越性。 
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犬疱疹病毒的分离鉴定 

范泉水 齐桂夙 王度林 李国荣 唐安建 陆明昌 兰建强 路年生 夏成柱’ 

一 成都军区后勤部军事医学研究所·昆明 
<9 ． f 

摘要 犬疱疹病毒引起1周龄以下仔犬严重和高死亡的疾病，用犬肾传代细胞Mock．从濒死发病犬的肾 

脏器官分离获得一株疱疹病毒，经鉴定为犬疱疹病毒。培养液观察病毒大小为 14Ohm有囊膜病毒．核酸型为 

DNA．对乙醚敏感，对热抵抗力弱，56"C经 4分钟灭活，pH4．5时 30分钟失去感染力，用分离毒接种 7日龄的幼犬 

引起典型的疱疹病毒感染症状，并从人工感染试验的幼犬回收到病毒． 

关键词 犬疱疹病毒 肾传代细胞系 分离鉴定 

Isolation and Identification of Canine Herpesvirus 

FAN QuanshuitqI Guifeng，WANG Du[in．L1 Guorong．TENG Aniian 

LU Minehang，LAN Jianqin．LU Niansheng，XIA Xianzhu‘ 

(Iasititute of military medical，Changdu military ar曲 ．Kunming 350224) 

Abstract One local strain of Canine Herpesvirus causing severe[diseases and high mortality in one week-old 

puppies was isolated and identified to he canine Herpesvirus by the cu]ture oⅡMDCK cells from kindeys of a dying pup— 

pies．Results showed that the size of the viral particle was about 140 D．rft with．envelope and the nucleic acid of the[so]ate 

was DNA．Virus could be inactiveted by clpid solvents such as ether．56℃ for 4 minutes and oH4．5．respectivily．and oh． 

rained again from the isolate chMleged puppies hh typie eaaiae herpesvirus symptom 

Key words Caniine Herpesvirus M DCK cells lsolation and Inentiffcation 
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犬疱疹病毒是引起犬急性死亡的重要致病因 

子之一。对犬的繁殖造成严重的经济损失，1965 

*中国人民解放军农牧大学军事兽医研究所病毒室 

教授．为本文指导 
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年Carmiehael和Stewart氏分别在美国和英国首 

次分离到犬疱疹病毒以后，才引起人们的注意，并 

相继在世界不同地区分离出病毒。我国到目前为 

止尚未见有报道。1995年初，云南省畜产公司玩 

赏犬养殖场幼犬先后发生犬疱疹病毒感染，临床 

表现呼吸困难、腹疼、嚎叫、死亡率 100 ，经病理 

实用价值。 

2．6 本研究所用毒株是目前国际上唯一的鸡源 

H14亚型禽流感分离株，其 NP cDNA的限制性 

研究表明，该分离株与其它的禽源分离株有较大 

差异 该NP eDNA的序列分析几近完成(将另文 

报道)，这无疑有助于对鸡源H14亚型分离株的 

起源及其与其它禽源分离株差异的比较性研究。 
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博士、李援和田国斌研实显等在种毒提供、技术支持等方面做出 
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