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用反向遗传 8质粒系统构建流感 H1 N1重组病毒
3
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[摘　要 ]　为了建立用于流感病毒拯救的反向遗传操作系统 ,用 RT2PCR方法扩增得到 A 型流感病毒流行株

A/ shanghai/ 7/ 99的 HA 和 N A 基因 ,将其克隆到 p GEM2T载体上并测序 ,挑选阳性克隆分别用 BsmB Ⅰ、Bsa Ⅰ酶

切 ,连接到以 BsmB Ⅰ酶切的双向转录/表达载体 pAD3000上 ,获得重组质粒 pAD 2HA和 pAD 2NA ,分别与含 A/ PR/

8/ 34流感病毒 7个基因的阳性质粒共转染 COS 21细胞 ,拯救了重组病毒 R2HA2PR8和 R2NA2PR8 ,说明构建的重组质

粒 pAD 2HA和 pAD 2NA是正确的 ,将 pAD 2HA和 pAD 2NA与含 A/ PR/ 8/ 34流感病毒 6个基因的阳性质粒共转染

COS 21细胞 ,培养 48 h后吸取上清液及 COS 21细胞 ,接种 10日龄 SPF鸡胚 ,孵育 96 h后 ,收获鸡胚尿囊液进行血凝

和血凝抑制试验。结果显示 ,鸡胚尿囊液中重组病毒 H1N1的血凝效价和血凝抑制效价均为 29 ,鸡胚半数感染剂量

为 10 - 8. 5～10 - 9。病毒的成功拯救为进一步深入研究流感病毒的基因功能以及流感新型疫苗的研发奠定了基础。
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Abstract : To establish t he reverse genetic system for influenza virus , Hem ag gl uti ni n ( H A ) and

N eurami ni dase ( N A ) gene of A/ shanghai/ 7/ 99 subtype H1N1 were amplified by R T2PCR , then were

cloned into the vector p GEM2T and sequenced. The positive clone was digested by B smB Ⅰand B sa Ⅰ,se2
perately ,t hen inserted into t he bi2directional expression vector pAD3000 to const ruct recombinant plas2
mids :pAD 2HA and pAD 2NA. They were t ransfected into COS21 cells in combination wit h plasmids incor2
porating t he ot her 7 genes of A/ PR/ 8/ 34 respectively to generate reassortant virus R2HA2PR8 and R2NA2
PR8 ,which showed t hat recombinant plasmids :pAD 2HA and pAD 2NA had been correctly const ructed.

pAD 2HA and pAD 2NA were t ransfected into COS 21 cells in combination wit h plasmids incorporating t he

inner genes of A/ PR/ 8/ 34 for 48 hours af ter t ransfection ,t hen t he supernatant and COS 21 cells t ransfect2
ed were inoculated into t he allantoic cavity of 102day2old specific2pathgen2f ree (SPF) chicken eggs. The HA

and HI titer were determined , The HA titer is 29 and EID50 is between 10 - 8. 5 - 10 - 9 . The result p rovided

t he basis for f urt her research on gene f unction and novel vaccine candidate of human influenza virus.
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　　流感 ( Influenza)是由流行性感冒病毒 ( Influen2
za Virus)感染引起的急性呼吸道传染病。流感病毒

属于正粘病毒科流感病毒属 ,基因组是负义单股

RNA ,分为 8 个片段 ,由大到小依次命名为 PB2、

PB1、PA、H A、N P、N A、M 和 N S。根据该病毒核

蛋白 (Nucleop rotein ,N P)和基质蛋白 ( Mat rix p ro2
tein ,M)抗原性的不同 ,可将流感病毒分为 A、B 和

C 3型。A型流感病毒对人类威胁最大 ,曾引起人

类历史上 4 次流感大流行 ,除感染人外 ,还可引起

禽、猪、马等多种动物感染[124 ]。根据表面抗原血凝

素 ( Hemagglutinin , HA)和神经氨酸酶 (Neuramini2
dase ,NA)的抗原性不同 ,可将 A 型流感病毒分成

若干亚型 ,目前已发现了 16种 HA 亚型和 9种 NA

亚型。A型流感病毒的抗原性易发生变异 ,抗原的

漂移和转换给流感的防治带来了困难。目前 ,接种

疫苗仍然是预防和控制流感的主要手段。流感病毒

的不断变异使人类需要对其进行严密的监测 ,并筛选

出具有引发流行潜力的毒株作为疫苗制备的侯选株 ,

快速生产疫苗 ,使人类能对流感作出有效的应对。

RNA 病毒的反向遗传操作技术 (或称病毒拯

救) ,指使用以质粒为基础的操作系统克隆 cDNA

产生病毒的过程[5 ] ,其在病毒的生活周期、致病机

制、新型疫苗构建和表达外源基因等方面的研究中

显示了良好的应用前景。1999 年以后 , Neumann

等[6 ]以及 Hoff mann 等[7 ]报道了完全以质粒为基础

的反向遗传操作系统 ; Hoffmann等[7 ]建立的 8 质粒

拯救系统 ,其载体的启动子和终止序列为 polⅠ2polⅡ系

统 ,以数量最少的质粒转染细胞 ,利用同一载体在细

胞内实现病毒 RNA 和蛋白合成 ,进而将其包装成病

毒[728 ]。由此可知 ,以质粒为基础的反向遗传技术 ,为

流感病毒疫苗侯选株的快速筛选提供了可能。

本研究采用以 8质粒拯救系统为基础的反向遗

传操作技术 ,对 A/ PR/ 8/ 34 流感病毒与 A 型流感

病毒流行株 A/ shanghai/ 7/ 99基因重组病毒 H1N1

的构建方法进行了探索 ,以期为 A 型人流感病毒新

型疫苗的开发研制奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　毒株、细胞、鸡胚和血清 　A 型流感病毒流

行株 A/ shanghai/ 7/ 99由中国疾病控制中心 (CDC)

提供 ;SPF鸡胚 ,购自北京实验动物中心 ; COS 21、

MDC K细胞系和菌种 D H5a 等 ,由军事医学科学院

微生物流行病研究所病原微生物生物安全国家重点

实验室保存 ; H1亚型阳性血清 ,由国家禽流感参考

实验室提供。

1. 1. 2　主要试剂　RNA抽提试剂盒购自上海生工

生物工程有限公司 ;AMV 反转录酶、T4 DNA 连接

酶和 p GEM2T 载体试剂盒均购自 Promega 公司 ;

Expand High Fidelity PCR System、dN TPs和 Aga2
rose Gel DNA Ext raction Kit 均为 Roche 产品 ;

B smBⅠ和 B sa Ⅰ等限制性内切酶均购自 N EB 公

司 ;转染试剂 Super Fect 和质粒抽提试剂盒 ( Q IA2
prep Spin MiniPrep Kit)为 Qigen公司产品。

1. 1. 3　8质粒病毒拯救系统　由美国 Robert Web2
ster博士 ( St . J ude 儿童医院)惠赠。包括用于 cD2
NA克隆的双向转录表达载体 p HW2000 及已克隆

了 A/ PR/ 8/ 34 8 个 片 段 cDNA 的 8 个 质 粒 :

p HW1912PB2、p HW1922PB1、p HW1932PA、p HW1942
HA、p HW1952NP、p HW1962NA、p HW1972M、p HW1982
NS。

1. 1. 4　引物的设计与合成 　采用 Hoff mann 等[9 ]

报道的设计扩增 A 型流感病毒 H A 和 N A 全基因

引物 ,引物序列如下 :

Bm2HA21 : 5′2TATTCGTCTCA GGGA GCAAAA G2
CA GGGG23′;

Bm2HA22 : 5′2ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAA

CAAGGGTGTTTT23′;

Ba2NA21 : 5′2TATTGGTCTCAGGGA GCAAAA GCA G2
GA GT 23′;

Ba2NA22 : 5′2ATATGGTCTCGTATTA GTA GAAA

CAA GGA GTTTTTT23′。

引物序列中有 B smBⅠ或 B saⅠ酶切位点 ,其由大连

宝生物工程有限公司合成。

1. 2　A 型流感病毒 A/ shanghai/ 7/ 99 H A、N A 基

因的 R T2PCR扩增

1. 2. 1　A型流感病毒 A/ shanghai/ 7/ 99 RNA的提

取与反转录 　采用 RNA 抽提试剂盒提取病毒

RNA ,取基因组 RNA 35μL ,加入 1μL 50 pmoL/ L u2
nit12通用引物 ,70 ℃变性 5 min ,冰浴 5 min ,加入 5

×R T Buffer 10μL ,10 mmoL/ L dN TPs 2μL ,反转

录酶 AMV (10 U/μL ) 1μL , RNAsin (40 U/μL) 1

μL ,42 ℃水浴 90 min反转录 ,cDNA置 - 20 ℃冰箱

备用。

1. 2. 2　H A 和 N A 基因反转录产物的 PCR扩增　

以 cDNA为模板进行 PCR扩增 ,具体反应体系如

下 : Expand High Fidelity聚合酶 0. 3μL ,10×PCR

Buffer 2. 5μL ,10 mmoL/ L dN TPs 1μL ,上游引物
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(50 p moL/ L) 1μL ,下游引物 (50 p moL/ L ) 1μL ,

cDNA 2μL ,加双蒸水补至 25μL ;按下列条件进行

PCR扩增反应 :94 ℃5 min ;94 ℃45 s ,55 ℃45 s

,72 ℃2 min ,30 个循环 ;72 ℃10 min 充分延伸。

用 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。

1. 3　A型流感病毒 H A、N A 基因 T载体的连接与

鉴定

用胶回收试剂盒回收 1. 2. 2 中扩增的基因产

物 ,按照 p GEM2T载体试剂盒说明书进行 A型流感

病毒 HA、NA 基因 T载体的连接及蓝白斑筛选 ,克

隆的阳性质粒分别命名为 p GEM2T2HA 和 p GEM2
T2NA ,对其分别进行 BsmB Ⅰ和 B sa Ⅰ酶切鉴定 ,

并送上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

1. 4　双向转录表达质粒的构建

p GEM2T2HA 和 p GEM2T2NA 分别经 B smB

Ⅰ、B saⅠ酶切后回收 ,与经 BsmB Ⅰ酶切的双向转

录表达载体 pAD3000连接 ,转化大肠杆菌 D H5α感

受态细胞 ,菌落 PCR法筛选阳性克隆[10 ] ,并测序鉴

定。阳性质粒分别命名为 pAD 2HA和 pAD 2NA。

1. 5　7 + 1重组流感病毒的拯救

将含 A/ PR/ 8/ 34 流感病毒 7 个基因 ( N A 或

H A、PB1、PB2、PA、N P、M 和 N S )的阳性质粒与

含流感病毒流行株 A/ shanghai/ 7/ 99 H A 基因 (或

N A 基因)的质粒 pAD 2HA (或 pAD 2NA)按质量

比 1∶1 的比例混合 ,按照 Super Fect 转染试剂操作

指南进行转染 :将 10μL Super Fect 转染试剂和 1. 5

μg混合质粒用无抗生素无血清 DM EM 稀释至 100

μL ,室温结合5～10 min ;将 6孔板中已培养 18～24

h、丰度 60 %～90 %的 COS 21 细胞 ,用无抗生素无

血清的 DM EM洗剂 2次 ,加入质粒和 Super Fect 的

结合物 ,均匀覆盖于 COS 21细胞上 ,在 37 ℃、体积分

数 5 % CO2 培养箱中培养 48 h后吹落 COS 21细胞 ,

将其与上清液一起收集。接种第 1代 10日龄 SPF鸡

胚 ,96 h后收集鸡胚尿囊液 ,测定血凝抑制效价 ,鉴定

重组病毒 ,获救病毒简称 R2HA2PR8和 R2NA2PR8 ,

用 8质粒系统中的 8个质粒共转染作阳性对照。使

用p HW1912PB2、p HW1922PB1、p HW1932PA、p HW1952
NP、p HW1962NA、p HW1972M、p HW1982NS 7 个质粒

共转染作阴性对照。

1. 6　流感 H1N1重组病毒的拯救

将含 A/ PR/ 8/ 34 流感病毒 6 个基因 ( PB1、

PB2、PA、N P、M、N S)的阳性质粒与含 A/ shang2
hai/ 7/ 99 H A 和 N A 基因质粒 pAD 2HA、pAD 2NA

按质量比 1∶1的比例混合共转染 COS 21细胞 ,拯救

流感病毒 ,获救病毒简称 H1N1重组病毒 ,具体方法

同 1. 5。使用 p HW1912PB2、p HW1922PB1、p HW1932
PA、 p HW1952NP、 p HW1962NA、 p HW1972M、

p HW1982NS 7个质粒共转染作阴性对照。

1. 7　获救流感病毒的鉴定

1. 7. 1　病毒的血凝和血凝抑制试验　获救病毒 R2
HA2PR8、R2NA2PR8和 H1N1的第一代鸡胚尿囊液

血凝和血凝抑制试验按参考文献[11 ]的方法进行。

1. 7. 2　获救流感 H1N1重组病毒的 R T2PCR及测

序鉴定　将 H1N1病毒在鸡胚中传至 4代 ,收集尿

囊液用 R T2PCR 方法 (同 1. 2)扩增获救病毒 H1N1

中的 H A 和 N A 基因 ,扩增产物送联合基因上海联

众基因研究院测序鉴定。

1. 7. 3　获救病毒 H1N1鸡胚半数感染剂量 ( EID50 )

的测定　将含获救病毒 H1N1的第 4代鸡胚尿囊液

进行 10倍递进稀释 ,接种于 10 日龄 SPF 鸡胚 ,接

种量为 0. 2 mL/胚 ,每个稀释梯度接种 4个鸡胚 ,35

℃培养 ,取出 24 h后的死胚和培养至 96 h的胚 ,血

凝效价在 1∶16以上的判定为鸡胚感染阳性 ,Reed2
Muench法计算 EID50

[ 11 ]。

2　结果与分析

2. 1 　A 型流感病毒 A/ shanghai/ 7/ 99 H A 和 N A

基因的 R T2PCR扩增结果

以提取的 A 型流感病毒 A/ shanghai/ 7/ 99

RNA为模板进行 H A 和 N A 基因 R T2PCR 扩增 ,

经 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳得到大小约为 1 700 bp

和 1 400 bp 的 DNA条带 (图 1) ,扩增片段大小与预

期结果一致。

图 1　A型流感病毒 A/ shanghai/ 7/ 99株 HA、N A

基因的 RT2PCR扩增结果

M. DNA标准分子量 2000 ;1. HA 扩增产物 ;2 . N A 扩增产物

Fig. 1　RT2PCR Product s of HA and N A

M. DL2000 Marker ;1. PCR Product of HA ;2. PCR Product of N A
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2. 2　重组质粒 p GEM2T2HA和 p GEM2T2NA的酶

切鉴定结果

提取阳性重组质粒 p GEM2T2HA 和 p GEM2T2
NA 分别用 B smBⅠ和 B saⅠ酶切 ,产物经 10 g/ L 琼

脂糖凝胶电泳检测可知 ,p GEM2T2HA 酶切后得到

3 000 bp 的载体片断和 1 700 bp 的目的片断 ;

p GEM2T2NA酶切后得到 3 000 bp 的载体片断和

1 400 bp 的目的片段 ,与预期结果一致 (图 2) 。

图 2　重组质粒 p GEM2T2HA和 p GEM2T2NA

的酶切鉴定结果

M. DNA标准分子量 2000 ;1～2. p GEM2T2HA和

p GEM2T2NA的 BsmBⅠ、BsaⅠ酶切产物

Fig. 2　Restriction analysis of recombinant plasmid

M. DL2000 Marker ;1. BsmBⅠdigestion ;2. BsaⅠdigestion

2. 3　7 + 1重组流感病毒的拯救

含 A/ PR/ 8/ 34株流感病毒 7 个基因的质粒与

含 H A 或 N A 基因的质粒共转染 COS21细胞 ,收集

上清液及 COS12细胞 ,接种第 1 代 10 日龄 SPF 鸡

胚 ,96 h 后收集尿囊液 ,测定血凝效价达 28～210。

用 H1 亚型阳性血清进行 R2HA2PR8、R2NA2PR8

的血凝抑制试验 ,结果表明 ,病毒 R2HA2PR8 和 R2
NA2PR8可被 H1 亚型阳性血清抑制 ,血凝抑制效

价均为 29。阴性对照转染孔的上清液和 COS21 细

胞接种鸡胚 ,连续传 2 代 ,鸡胚尿囊液中未检测到血

凝效价。

2. 4　流感 H1N1重组病毒的拯救

含 A/ PR/ 8/ 34株流感病毒 6 个基因的质粒与

含 H A 和 N A 基因的质粒共转染 COS 21 细胞 ,接

种第 1代 10 日龄 SPF 鸡胚尿囊液 ,血凝效价达 29。

用 H1亚型阳性血清进行 H1N1 的血凝抑制试验 ,

结果表明 , 病毒 H1N1 可被 H1 阳性血清抑制 ,血

凝抑制效价为 29。阴性对照转染孔的上清液和

COS 21细胞接种鸡胚 ,连续传 2 代 ,鸡胚尿囊液中

未检测到血凝效价。

2. 5　获救 H1N1流感病毒的 R T2PCR及测序鉴定

R T2PCR 方法扩增获救病毒 H1N1 的 H A 和

N A 基因 ,经联合基因上海联众基因研究院测序鉴

定 ,结果表明 ,获救病毒 H1N1 的 H A、N A 基因与

A型流感病毒流行株 A/ shanghai/ 7/ 99完全一致。

2. 6　获救病毒 H1N1鸡胚半数感染剂量 ( EID50 )的

测定

Reed2Muench法测得获救病毒 H1N1 鸡胚半

数感染剂量 ( EID50 )为 10 - 8. 5～10 - 9。

3　讨　论

病毒拯救或病毒的感染性分子克隆是当前发展

较快的一项技术 ,已广泛应用于多种病毒的拯

救[11215 ]。流感病毒是分节段负链 RNA 病毒 ,其基

因组不仅在细胞核内复制 ,而且还要同时在细胞内

形成 8个功能性核糖核蛋白复合物 (RN Ps) ,从而使

流感病毒拯救建立的难度增大。本试验运用 Hoff2
mann等[8 ]建立的 8质粒系统进行流感病毒的拯救 ,

首先克隆了流感病毒 A/ shanghai/ 7/ 99流行株的基

因 H A 和 N A ,测序验证 ,已将其克隆至双向转录表

达载体 pAD3000 上 ,为验证含有基因 H A 和 N A

的重组质粒能否有效工作 ,将其与互补的含 A/ PR/

8/ 34 7个基因的阳性质粒共转染 COS 21细胞 ,拯救

出具有血凝性的重组病毒 R2HA2PR8 和 R2NA2
PR8 ,说明 pAD 2HA 和 pAD 2NA 2个重组质粒通

过同一个载体转染后 ,利用细胞中的 pol Ⅰ和 pol Ⅱ

RNA 聚合酶 ,实现了 H A 与 N A 基因 vRNA 和

mRNA的转录和表达。此外 ,本研究在该试验的基

础上进行了 H1N1的拯救 ,获救 H1N1重组病毒的

血凝效价为 29 ,略高于 A 型流感病毒流行株 A/

shanghai/ 7/ 99 (血凝效价为 27 ) ,这可能与重组病毒

H1N1内部含有鸡胚高度适应特性 A/ PR/ 8/ 34 的

基因有关 ,A/ PR/ 8/ 34 为鸡胚高度适应株 ,其作为

骨架病毒能使拯救出的重组病毒达到很高的血凝效

价 ;高的血凝效价是构建疫苗候选株时需要考虑的

重要因素 ,因为可以保证足够的抗原量并降低成本。

本试验还进行了获救病毒 H1N1 的传代 ,传至第 4

代获救病毒 H1N1的基因 H A 和 N A 序列仍与 A/

shanghai/ 7/ 99一致 ,说明获救的病毒稳定 ,保持了

其抗原特性。本研究结果为今后 A 型人流感病毒

新型疫苗的开发研制奠定了基础。
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