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摘要： 前期研究发现， 鸡源 Ｃｌｕｓｔｅｒ３ 坦布苏病毒 （ＴＭＵＶ） 对鸡感染性显著强于鸭源 Ｃｌｕｓｔｅｒ２ ＴＭＵＶ。 为了鉴定出影响鸡源 Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ 对鸡感

染性的关键毒力基因， 本研究将 Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ ＧＸ 株上的部分基因替换为 Ｃｌｕｓｔｅｒ２ ＴＭＵＶ ＪＭ 株对应的基因， 构建了一系列重组毒株， 通过雏鸡感

染试验评估重组病毒对鸡的感染性。 结果： 雏鸡感染重组病毒 ＧＸ－ＪＭＥ 和 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ ３ ｄ 后， 脾脏和脑组织中病毒 ＲＮＡ 拷贝数显著低于亲本株

ＧＸ 感染组， 血清中病毒载量显著低于 ＧＸ 感染组； ＧＸ 感染组和 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感染组脑组织转录组 ＫＥＧＧ 富集分析显示， 表达差异基因主要与吞

噬体形成通路、 谷胱甘肽代谢通路和免疫相关通路相关。 综上， Ｅ 基因和 ＮＳ２Ａ 基因是潜在的影响 ＴＭＵＶ 对鸡感染性的关键毒力基因， 本研究为

ＴＭＵＶ 的跨物种感染研究提供了参考。
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　 　 坦布苏病毒 （Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ， ＴＭＵＶ） 属于黄病
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毒科 （Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ） 正黄病毒属 （Ｏｒｔｈｏｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ） 成

员。 ２０１０ 年， 我国华东主要鸭养殖区相继暴发了

ＴＭＵＶ 引起的以蛋鸭产蛋下降、 肉鸭生长迟缓、 雏鸭

共济失调、 死淘率升高为主要特征的传染性疾病， 随

后该病在我国迅速蔓延［１］。 此后一段时间内， 虽偶

有蛋鸡感染 ＴＭＵＶ 引起产蛋下降的病例， 但都未引

起流行， 进化分析表明， 引起这些病例的毒株均为

Ｃｌｕｓｔｅｒ２ ＴＭＵＶ［２］。 ２０２０ 年在我国广西、 福建、 湖北、
江苏和山东等省份相继报道了 ＴＭＵＶ 感染引起鸡产
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蛋下降综合征的病例， 遗传进化分析结果显示， 这些

样本中检出的 ＴＭＵＶ 均为 Ｃｌｕｓｔｅｒ３［３］。 我们团队于

２０２０ 年在来自广西患产蛋下降的产蛋鸡卵巢样品中

分离了 １ 株 ＴＭＵＶ ＧＸ 株， 遗传进化分析表明其为

Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ； 致病性研究显示， 鸡源 ＴＭＵＶ ＧＸ 株

（Ｃｌｕｓｔｅｒ３） 和鸭源 ＴＭＵＶ ＪＭ 株 （Ｃｌｕｓｔｅｒ２） 分别感染

ＳＰＦ 鸡后， ＧＸ 株在鸡的肝、 脾、 肺、 肾和脑组织中

高水平复制， 而 ＪＭ 株在各组织中的仅能低水平复

制， 且很快被清除， 二者均能在 ＳＰＦ 鸭体内高水平

复制［４］。 本研究拟通过反向遗传构建一系列嵌合毒

株， 并评估嵌合病毒对雏鸡的感染性， 以期筛选出影

响 ＴＭＵＶ 对鸡感染性和致病性的关键毒力基因， 为

深入研究 Ｃｌｕｓｔｅｒ２ 和 Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ 感染鸡的能力差

异及 ＴＭＵＶ 的跨种传播机制提供研究基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 毒株、 细胞、 质粒及试验动物

ＴＭＵＶ ＧＸ 株和 ＴＭＵＶ ＪＭ 株由广东省农业科学院

动物卫生研究所分离、 鉴定、 保存。 ＢＨＫ－２１ 细胞、
ＬＭＨ 细胞、 质粒 ｐＡＣＹＣ － Ｄｕｅｔ１、 ｐＣＩ － ｎｅｏ、 ｐＴ７Ｔ、
ｐＪＥＴ１􀆰 ２ 由广东省农业科学院动物卫生研究所禽病研

究室保存。 ＳＵＲＥ 感受态细胞购自上海唯地生物技术

有限公司。 ＳＰＦ 鸡购自大华农禽蛋有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂

２×Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ® Ｍａｘ ＤＮＡ 聚合酶、 ＲＮＡ 提取试

剂 ＲＮＡｉｓｏ 购自 Ｔａｋａｒａ 公司。 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ
－ＰＣＲ Ｋｉｔ 试剂、 ２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ）、
ＨｉＳｃｒｉｐｔ®Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ｑＲＴ－ＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｋｉｔ 试剂

盒、 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ®Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒均购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。
１􀆰 ３　 ＴＭＵＶ 反向遗传操作系统构建

ＴＭＵＶ ＧＸ 株感染性克隆的构建： 分别从 ｐＣＩ －
ｎｅｏ 和 ｐＴ７Ｔ 质粒扩增 ＣＭＶ 启动子、 ＳＶ４０ ｐｏｌｙ （Ａ）
和丁型肝炎核酶 （ＨＤＶ Ｒｚ）。 如图 １ 所示， 利用无缝

克隆方法将上述扩增元件克隆至 ｐＡＣＹＣ－Ｄｕｅｔ１ 质粒，
获得质粒 ｐＡＣＹＣ － ＣＭＶ － Ｒｚ。 使用表 １ 中引物将

ＴＭＵＶ ＧＸ 株基因组分段扩增， 获得覆盖基因组的

ＤＮＡ 片段 Ｐ１、 Ｐ２、 Ｐ３、 Ｐ４。 将 Ｐ１、 Ｐ２ 和 Ｐ３、 Ｐ４
进行融合 ＰＣＲ， 获得片段 Ｐ１ ／ ２、 Ｐ３ ／ ４。 将 Ｐ１ ／ ２、
Ｐ３ ／ ４ 和线性化的 ｐＡＣＹＣ－ＣＭＶ－Ｒｚ 质粒进行无缝克

隆连接， 连接产物转化 ＳＵＲＥ 感受态细胞。 经菌落

ＰＣＲ 鉴定、 测序、 质粒提取等步骤， 获得 ＴＭＵＶ ＧＸ
株感染性克隆ｐＡＣＹＣ－ＴＭＵＶ－ＧＸ。

图 １　 ＴＭＵＶ 感染性克隆质粒

表 １　 用于 ＴＭＵＶ 感染性克隆构建的引物

引物名称 　 　 　 引物序列 （５′→３′） 模板 片段 扩增长度 ／ ｂｐ

ＧＸ１－Ｆ ＡＧＡＡＧＴＴＣＡＴＣＴＧＴＧＴＧＡＡＣＴＴ

ＧＸ２５２２－Ｒ ＡＧＡＴＡＡＡＣＡＴＧＣＣＴＴＧＴＣＣＧ

ＧＸ２４２７－Ｆ ＡＴＴＴＴＡＣＴＣＴＴＣＣＴＧＧＣＡＧＴ

ＧＸ４１４９－Ｒ ＡＡＡＧＧＡＣＴＡＧＣＡＡＴＴＣＣＡＡＣＡＧ

ＧＸ４１３５－Ｆ ＡＡＴＴＧＣＴＡＧＴＣＣＴＴＴＧＧＴＧＴ

ＧＸ７７３８－Ｒ ＣＣＧＧＴＡＴＴＣＣＡＴＧＡＡＣＴＣＴＴ

ＧＸ７６０５－Ｆ ＣＴＣＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＡＴＡＡＣＣ

ＧＸ１０９９４－Ｒ ＡＧＡＣＴＣＴＧＴＧＴＴＣＴＡＣＣＡＣ

ＧＸ 株 ｃＤＮＡ

Ｐ１ ２ ５２２

Ｐ２ １ ７２４

Ｐ３ ３ ６０４

Ｐ４ ３ ３９０

ＣＭＶ－ＴＭＵＶ－Ｒ ＣＡＣＡＧＡＴＧＡＡＣＴＴＣＴＣＧＧＴＴＣＡＣＴＡＡＡＣＧＡＧＣＴＣＴＧ

ＴＭＵＶ－Ｒｚ－Ｆ ＴＡＧＡＡＣＡＣＡＧＡＧＴＣＴＧＧＧＴＣＧＧＣＡＴＧＧＣＡＴＣＴＣ
ｐＡＣＹＣ－ＣＭＶ－Ｒｚ Ｌｉｎｅ－ｐＡＣＹＣ ２ ９７１

　 　 病毒拯救： 将感染性克隆 ｐＡＣＹＣ－ＴＭＵＶ－ＧＸ 转

染至 ＢＨＫ－２１ 细胞中， 待细胞出现病变后收获培养

上清液， 即为拯救的重组病毒 ｒＧＸ。 亲本株 ＧＸ 株和

拯救株 ｒＧＸ 株分别感染 ＢＨＫ－２１ 细胞， 收集不同时
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间点细胞培养上清液， 采用空斑试验测定病毒滴度，
绘制病毒生长曲线。
１􀆰 ４　 ＴＭＵＶ ＧＸ 重组嵌合毒株构建及拯救

为了研究影响 Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ 在鸡体内高水平复

制的关键毒力基因， 本研究将 ＧＸ 株的 Ｅ、 ＮＳ１、
ＮＳ２Ａ、 ＮＳ２Ｂ３、 ＮＳ４Ａ、 ＮＳ４Ｂ、 ＮＳ５ 基因替换为鸭源

Ｃｌｕｓｔｅｒ２ ＴＭＵＶ ＪＭ 株对应基因， 构建重组嵌合毒株。
以 ＪＭ 株 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增， 获得 ＴＭＵＶ
ＪＭ 株 Ｅ、 ＮＳ１、 ＮＳ２Ａ、 ＮＳ２Ｂ３、 ＮＳ４Ａ、 ＮＳ４Ｂ、 ＮＳ５
基因 ＤＮＡ 片段； 采用 ＰＣＲ 扩增的方法， 将 ｐＡＣＹＣ－
ＴＭＵＶ－ＧＸ 质粒按重组片段不同分别进行线性化。 利

用无缝克隆方法， 获得重组感染性克隆 ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－

ＪＭＥ、 ｐＡＣＹＣ － ＧＸ － ＪＭＮＳ１、 ｐＡＣＹＣ － ＧＸ－ ＪＭＮＳ２Ａ、
ｐＡＣＹＣ － ＧＸ － ＪＭＮＳ２Ｂ３、 ｐＡＣＹＣ － ＧＸ － ＪＭＮＳ４Ａ、
ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－ＪＭＮＳ４Ｂ、 ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－ＪＭＮＳ５。 将重组

感染性克隆分别转染 ＢＨＫ－２１ 细胞， 转染 ７２ ｈ 后细

胞开始出现病变， 待细胞约 ８０％病变时， 收获细胞

培养上清液即为重组嵌合毒株 ＧＸ － ＪＭＥ、 ＧＸ －
ＪＭＮＳ１、 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ、 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ｂ３、 ＧＸ－ＪＭＮＳ４Ａ、
ＧＸ－ＪＭＮＳ４Ｂ、 ＧＸ－ＪＭＮＳ５， 于－８０ ℃冻存。 提取重组

病毒 ＲＮＡ， 使用表 ２ 中引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增， 扩

增片段送至上海生工生物技术公司进行测序， 以确认

重组病毒是否正确拯救。

表 ２　 重组 ＴＭＵＶ 鉴定引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 模板 扩增长度 ／ ｂｐ

ＣＭＶ－Ｆ ＣＧＣＡＡＡＴＧＧＧＣＧＧＴＡＧＧＣＧＴＧ

ＧＸ２５２２－Ｒ ＡＧＡＴＡＡＡＣＡＴＧＣＣＴＴＧＴＣＣＧ
ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－ＪＭＥ ２ ５８６

ＧＸ２４２７－Ｆ ＡＴＴＴＴＡＣＴＣＴＴＣＣＴＧＧＣＡＧＴ

ＧＸ４１４９－Ｒ ＡＡＡＧＧＡＣＴＡＧＣＡＡＴＴＣＣＡＡＣＡＧ
ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－ＪＭＮＳ１ １ ７２４

ＧＸＮＳ１－Ｆ ＧＡＣＡＴＧＧＧＴＴＧＣＴＣＡＡＴＣＧＡＣ

ＪＭＮＳ２Ａ－Ｒ ＴＣＴＣＣＧＴＧＴＣＡＣＴＧＧＣＴＴＣ
ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ １ ７３７

ＧＸ４１３５－Ｆ ＡＡＴＴＧＣＴＡＧＴＣＣＴＴＴＧＧＴＧＴ

ＧＸ７７３８－Ｒ ＣＣＧＧＴＡＴＴＣＣＡＴＧＡＡＣＴＣＴＴ
ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ｂ３ ３ ６０４

ＧＸＮＳ３－Ｆ ＧＧＡＧＧＡＧＴＣＡＴＣＴＧＧＧＡＣＧ

ＪＭＮＳ４Ａ－Ｒ ＴＣＴＣＴＧＴＣＴＣＴＣＴＧＧＴＴＣＴＧＧ
ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－ＪＭＮＳ４Ａ ２ ２３５

ＧＸＮＳ４Ａ－Ｆ ＴＣＡＧＣＡＡＴＡＧＧＧＧＴＣＣＴＴＧＡＡＧ

ＪＭＮＳ４Ｂ－Ｒ ＡＣＧＣＡＡＧＧＴＣＣＣＴＧＣＣＴＧ
ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－ＪＭＮＳ４Ｂ １ ２０６

ＧＸ７６０５－Ｆ ＣＴＣＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＡＴＡＡＣＣ

ＪＭＮＳ５－Ｒ ＴＴＡＣＡＡＡＡＣＡＣＣＴＴＣＡＣＴＣＣＡＧ
ｐＡＣＹＣ－ＧＸ－ＪＭＮＳ５ ２ ７６８

１􀆰 ５　 重组嵌合毒株的鸡体内感染性研究

为了筛选影响 ＴＭＵＶ 在鸡体内感染能力的关键

毒力基因， 本研究将重组嵌合毒株和亲本毒株分别感

染 ＳＰＦ 雏鸡， 对比各重组嵌合毒株在鸡体内的复制

能力差异， 筛选出鸡源 ＴＭＵＶ 的关键毒力基因。 ６０
只 ７ 日龄 ＳＰＦ 雏鸡随机分为 １０ 组： 各组分别以 １×
１０５ ＰＦＵ ／羽的剂量肌肉注射接种 ＴＭＵＶ ＧＸ、 ＪＭ、
ＧＸ－ＪＭＥ、 ＧＸ－ＪＭＮＳ１、 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ、 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ｂ３、
ＧＸ－ＪＭＮＳ４Ａ、 ＧＸ－ＪＭＮＳ４Ｂ、 ＧＸ－ＪＭＮＳ５， 同时设立

空白对照组。 分别于感染 １、 ３ ｄ 后， 各组随机选取 ３
只雏鸡实施人道主义安乐死。 采集脾脏、 脑组织和血

清样品， 放置于－８０ ℃冰箱中， 用于组织器官病毒载

量和血清病毒载量测定。
１􀆰 ６　 病毒载量测定

血清中病毒载量测定采用空斑试验， 脾脏和脑组

织病毒载量测定采用荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ）。 处

理冻存组织， 使用 ＴＲＩｚｏｌ 提取样品总 ＲＮＡ， ＲＮＡ 样

品于－８０ ℃冻存用于后续试验。 根据 ＴＭＵＶ ＧＸ 株和

ＪＭ 株序列， 分别设计相应的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 引物， 序列

如表 ３ 所示。 利用表中引物， ＰＣＲ 分别扩增 ＴＭＵＶ
ＧＸ 株和 ＪＭ 株 ＮＳ２Ａ 片段， 并将 ＮＳ２Ａ 片段分别克隆

至 ｐＪＥＴ１􀆰 ２ 载体， 获得用于病毒载量测定的标准品质

粒 ｐＪＭＮＳ２Ａ 和 ｐＧＸＮＳ２Ａ。 采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法测定

组织器官病毒载量， 具体步骤参见文献 ［５］。

表 ３　 ＴＭＵＶ ＧＸ 株和 ＪＭ 株 ｑＰＣＲ 引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 扩增长度 ／ ｂｐ

ｑＧＸ－ＮＳ２Ａ－Ｆ ＴＧＣＴＴＴＣＡＡＣＡＴＴＣＡＧＣＣＡＧＧ

ｑＧＸ－ＮＳ２Ａ－Ｒ ＧＴＴＧＡＧＣＡＡＴＧＴＴＧＧＣＡＣＧＣ
１４７

ｑＪＭ－ＮＳ２Ａ－Ｆ ＡＡＧＴＧＧＡＧＣＡＡＴＣＡＧＧＡＡＡＧＣ

ｑＪＭ－ＮＳ２Ａ－Ｒ ＡＡＧＴＧＧＣＡＧＡＧＣＡＡＡＧＧＡＧＣ
１７１
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１􀆰 ７　 转录组差异表达分析

对于不同毒株感染组的脑组织， 用 Ｏｌｉｇｏ （ ｄＴ）
磁珠对提取的组织样品总 ＲＮＡ 进行 ｍＲＮＡ 富集。 将

ｍＲＮＡ 进行随机打断， 用 ６ 碱基随机引物合成 ｃＤＮＡ
第一链。 使用 ＤＮＡ 聚合酶合成 ｃＤＮＡ 第二链并纯化

双链 ｃＤＮＡ。 双链 ｃＤＮＡ 进行末端修复、 加 Ａ 尾并连

接测序接头。 用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰｂｅａｄｓ 筛选 ｃＤＮＡ 片段，
随后 ＰＣＲ 扩增得到最终的 ｃＤＮＡ 文库。 文库送至中

科新生命生物科技有限公司进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序和生物

信息学分析。
１􀆰 ８　 数据统计和分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行独立样本 ｔ 检验分

析数据， 数据均表示为 “平均值±标准差”。

２　 结果

２􀆰 １　 ＴＭＵＶ 感染性克隆构建

使用 ＴＭＵＶ ＧＸ 株 ＲＮＡ 作为模板， 分别扩增基

因组 ４ 个片段 Ｐ１、 Ｐ２、 Ｐ３、 Ｐ４， 将 Ｐ１ 与 Ｐ２、 Ｐ３ 与

Ｐ４ 分别进行融合 ＰＣＲ， 获得融合片段 Ｐ１ ／ ２ 和 Ｐ３ ／ ４。
将构建的 ｐＡＣＹＣ－ＣＭＶ－Ｒｚ 质粒进行 ＰＣＲ 线性化，
获得片段 Ｌｉｎｅ－ｐＡＣＹＣ （图 ２Ａ）。

将获得的 Ｐ１ ／ ２、 Ｐ３ ／ ４ 和 Ｌｉｎｅ－ｐＡＣＹＣ 进行无缝

克隆连接， 获得 ＴＭＵＶ 感染性克隆 ｐＡＣＹＣ－ＴＭＵＶ－
ＧＸ， 对质粒 ｐＡＣＹＣ－ＴＭＵＶ－ＧＸ 进行分段 ＰＣＲ 扩增

及测序。 结果显示扩增得到大小分别为 ２ ５２２、
１ ７９８、 ３ ６０４ 和 ３ ３９０ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段， 与预期相符

（图 ２Ｂ）； 测序结果显示序列与亲本株基因组一致。
２􀆰 ２　 ＴＭＵＶ 病毒拯救

将感染性克隆 ｐＡＣＹＣ－ＴＭＵＶ－ＧＸ 转染至 ＢＨＫ－

２１ 细胞， 转染后 ９６ ｈ， 细胞开始出现变圆、 皱缩、
脱落等细胞病变效应， 未转染的对照细胞状态良好。
收获转染后的细胞上清液， 接种 ＢＨＫ－２１ 细胞进行

病毒传代扩增。
将拯救毒株 ｒＧＸ 与亲本毒株 ＧＸ 分别以感染比

（ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 ０１ 接种 ＢＨＫ－２１ 细胞， 在不同时间点收

集培养上清液并分别测定病毒滴度， 绘制生长曲线。
结果如图 ２ 所示， 拯救毒与亲本毒株在 ＢＨＫ－２１ 细胞

上有相同的生长动力学特性； 将拯救毒 ｒＧＸ 与亲本

毒株 ＧＸ 感染 ＢＨＫ－２１ 细胞 ７２ ｈ 后形成的空斑形态

相似。

Ｍ． ５ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 片段 Ｐ１ ／ ２； ２􀆰 片段 Ｐ３ ／ ４； ３􀆰 片段

Ｌｉｎｅ－ｐＡＣＹＣ； ４􀆰 片段 Ｐ１； ５􀆰 片段 Ｐ２； ６􀆰 片段 Ｐ３； ７􀆰 片段 Ｐ４。

图 ２　 ｐＡＣＹＣ－ＴＭＵＶ－ＧＸ 的构建 （Ａ） 和 ＰＣＲ 扩增 （Ｂ）

Ａ． ＴＭＵＶ 在 ＢＨＫ－２１ 细胞中的生长曲线； Ｂ． ＴＭＵＶ 感染 ＢＨＫ－２１ 形成的空斑。

图 ３　 重组病毒的生长特性

２􀆰 ３　 ＴＭＵＶ 重组嵌合毒株构建

鸡源 Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ ＧＸ 株能在鸡体内高水平复

制并引起脏器病变， 而鸭源 Ｃｌｕｓｔｅｒ２ ＴＭＵＶ ＪＭ 株仅

能在鸡体内低水平复制， 且很快被清除。 为筛选出

Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ 在鸡体内高水平复制的关键毒力基因，
本研究以感染性克隆 ｐＡＣＹＣ－ＴＭＵＶ－ＧＸ 为骨架， 将

·６９· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 １０



其上的 Ｅ、 ＮＳ１、 ＮＳ２Ａ、 ＮＳ２Ｂ３、 ＮＳ４Ａ、 ＮＳ４Ｂ、 ＮＳ５
基因替换为 ＪＭ 株对应基因， 获得重组 ＴＭＵＶ 感染性

克隆。 将重组 ＴＭＵＶ 感染性克隆分别转染 ＢＨＫ－２１
细胞， 拯救出重组嵌合毒株 ＧＸ－ＪＭＥ、 ＧＸ－ＪＭＮＳ１、
ＧＸ－ ＪＭＮＳ２Ａ、 ＧＸ － ＪＭＮＳ２Ｂ３、 ＧＸ － ＪＭＮＳ４Ａ、 ＧＸ －
ＪＭＮＳ４Ｂ、 ＧＸ－ＪＭＮＳ５。 提取重组嵌合病毒 ＲＮＡ， 利

用表 ２ 中所示引物对相应的重组嵌合病毒进行 ＰＣＲ
鉴定 （图 ４）。 获得的 ＰＣＲ 片段经上海生工生物技术

有限公司测序， 确认成功拯救出目标重组嵌合病毒。

Ｍ． ５ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ７􀆰 分别为 ＧＸ－ＪＭＥ、 ＧＸ－ＪＭＮＳ１、
ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ、 ＧＸ － ＪＭＮＳ２Ｂ３、 ＧＸ － ＪＭＮＳ４Ａ、 ＧＸ － ＪＭＮＳ４Ｂ、 ＧＸ －

ＪＭＮＳ５。

图 ４　 重组病毒 ＰＣＲ 鉴定结果

２􀆰 ４　 重组嵌合毒株对鸡致病性研究

为了筛选出 Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ 在鸡体内高水平复制

的关键毒力基因， 将拯救的重组嵌合病毒 ＧＸ－ＪＭＥ、
ＧＸ － ＪＭＮＳ１、 ＧＸ － ＪＭＮＳ２Ａ、 ＧＸ － ＪＭＮＳ２Ｂ３、 ＧＸ －
ＪＭＮＳ４Ａ、 ＧＸ － ＪＭＮＳ４Ｂ、 ＧＸ － ＪＭＮＳ５ 以及亲本毒株

ＧＸ 和 ＪＭ 分别以 １×１０５ ＰＦＵ ／羽的剂量经肌肉注射接

种 ７ 日龄 ＳＰＦ 雏鸡。
感染后第 ３ 天， 每组随机选取 ３ 只雏鸡采集脾脏

和脑组织， 采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法检测组织中的病毒

ＲＮＡ 载量。 结果如图 ５ 所示， ＧＸ － ＪＭＥ 和 ＧＸ －
ＪＭＮＳ２Ａ 感染组脾脏和脑组织中病毒 ＲＮＡ 载量显著

低于 ＧＸ 感染组， 但 ＧＸ 感染组显著高于 ＪＭ 感染组；
脑组织中 ＧＸ－ＪＭＮＳ５ 感染组病毒 ＲＮＡ 载量显著高于

ＧＸ 感染组； 其余重组病毒感染组的病毒 ＲＮＡ 载量与

ＧＸ 感染组无显著差异。
进一步比较 ＧＸ、 ＧＸ－ＪＭＥ 和 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感染

组鸡血清中病毒载量， 结果如图 ６ 所示。 在感染后第

３ 天， ＧＸ－ＪＭＥ 感染组血清病毒载量显著低于 ＧＸ 感

染组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感染组血清病毒载量

显著低于 ＧＸ－ＪＭＥ 感染组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与 ＧＸ 感染组比较， ∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 雏鸡感染重组 ＴＭＵＶ 后第 ３ 天脾脏 （Ａ） 和

大脑 （Ｂ） 组织中病毒载量

注： ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５； ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 雏鸡感染重组 ＴＭＵＶ 后血清病毒载量
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２􀆰 ５　 转录组表达差异分析

重组嵌合毒株的鸡体内感染性研究结果显示，
ＮＳ２Ａ 是影响 ＴＭＵＶ 在鸡体内感染能力的关键毒力基

因。 本研究将 ＧＸ 感染组、 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感染组和未

感染对照组感染后第 １ 天的脑组织样品进行转录组差

异表达分析。
２􀆰 ５􀆰 １　 差异基因分析

以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 和 ｜ ｌｏｇ２［ＦＣ］ ｜≥１ 作为筛选差异表达

基因的标准， 分别对 ＧＸ 感染 ｖｓ 对照比较组、 ＧＸ－
ＪＭＮＳ２Ａ 感染 ｖｓ 对照比较组、 ＧＸ 感 染 ｖｓ ＧＸ －
ＪＭＮＳ２Ａ 感染比较组差异基因进行聚类分析。 结果如

图 ７ 所示， ＧＸ 感染 ｖｓ 对照比较组共 ４５８ 个差异表达

基因， 其中上调差异基因 ２９６ 个， 下调差异基因 １６２
个； ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感染 ｖｓ 对照比较组共 ２９５ 个差异表

达基因， 其中上调差异基因 １９４ 个， 下调差异基因

１０１ 个； ＧＸ 感染 ｖｓ ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感染比较组共 １０４
个差异表达基因， 其中上调差异基因 ２０ 个， 下调差

异基因 ８４ 个。
２􀆰 ５􀆰 ２　 差异基因 ＫＥＧＧ 富集分析

利用 ＫＥＧＧ 数据库， 对 ＧＸ 感染 ｖｓ ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ
感染比较组的差异表达基因进行富集分析。 图 ８ 挑选

了富集显著的 Ｔｏｐ２０ 通路条目进行展示。

图 ７　 差异基因聚类分析

图 ８　 ＫＥＧＧ 富集分析
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　 　 Ｔｏｐ２０ 通路条目中， 吞噬体形成 （ Ｐｈａｇｏｓｏｍｅ）
通路差异的基因有巨噬细胞甘露糖受体 １ 样蛋白 ４
（ＭＭＲ１Ｌ４）、 主要组织相容性复合体 Ⅱ 类 β 链

（ＢＬＢ２）、 Ｔｏｌｌ 样受体 ２ 家族成员 Ｂ （ＴＬＲ２Ｂ）、 Ｔｏｌｌ
样受体 ２ 家族成员 Ａ （ＴＬＲ２Ａ）、 Ｈ＋转运 ＡＴＰ 酶 Ｖ１
亚基 Ｇ３ （ＡＴＰ６Ｖ１Ｇ３）； 谷胱甘肽代谢 （ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 通路差异的基因有谷胱甘肽 Ｓ－转移酶

α４ （ＧＳＴＡ４）、 造血型前列腺素 Ｄ 合成酶 （ＨＰＧＤＳ）、
谷胱甘肽特异性 γ－谷氨酰环转移酶 １ （ＣＨＡＣ１）； 免

疫相关通路差异的基因有 ＡＰ － １ 转录因子亚基

（ＦＯＳ）、 Ｃ － Ｃ 趋化因子受体 ２ （ ＣＣＲ２）、 ＴＬＲ２Ａ、
ＴＬＲ２Ｂ 和 ＢＬＢ２。

３　 讨论

黄病毒的致病性与其编码的各个蛋白都紧密相

关， 为了初步筛选影响 ＴＭＵＶ 对鸡致病性和感染性

的病毒基因， 本研究将鸡源 Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ ＧＸ 株其

上的 Ｅ、 ＮＳ１、 ＮＳ２Ａ、 ＮＳ２Ｂ３、 ＮＳ４Ａ、 ＮＳ４Ｂ、 ＮＳ５
基因逐个替换为鸭源 Ｃｌｕｓｔｅｒ２ ＴＭＵＶ ＪＭ 株对应的基

因， 构建了重组 ＴＭＵＶ。 雏鸡体内感染试验结果表

明， Ｅ 基因和 ＮＳ２Ａ 基因是潜在的影响 ＴＭＵＶ 对鸡感

染性的关键毒力基因。 值得注意的是， 黄热病毒

（ＹＦＶ） １７Ｄ 疫苗株的毒力减弱同样与 Ｅ 基因和

ＮＳ２Ａ 基因的突变密切相关， 将这些突变引入 ＹＦＶ
Ａｓｉｂｉ 强毒株基因组的感染性克隆中， 可降低病毒对

小鼠的致病力［６］。
黄病毒 Ｅ 蛋白， 即囊膜蛋白， 介导病毒与细胞

受体结合， 对病毒的嗜性及致病性至关重要。 如登革

病毒 １ 型 （ＤＥＮＶ－１） Ｅ 蛋白的 ３ 个哺乳动物适应性

突变 （Ｉ３２４Ｖ、 Ｌ３５１Ｖ 和 Ｉ３８０Ｖ） 能显著提高病毒与

哺乳动物宿主细胞的结合能力， 进而增强了 ＤＥＮＶ－１
对哺乳动物的感染能力［７］。 一项对 ＴＭＵＶ 传代弱毒

株与亲本株的比较研究显示， 弱毒株 Ｔ３６７Ｋ 点突变

增强了病毒与细胞表面糖胺聚糖 （ＧＡＧ） 的结合能

力， 加速了病毒从血液中清除， 降低了皮下接种鸭的

病毒血症水平和主要靶器官的复制效率［８］。 Ｃｌｕｓｔｅｒ２
ＴＭＵＶ 的 Ｅ 蛋白受体结合区与近年流行的 Ｃｌｕｓｔｅｒ３
ＴＭＵＶ 存在 ７ 个共性氨基酸差异位点。 这些位点的改

变是否影响了 Ｅ 蛋白与鸡细胞相关受体的亲和性，
进而影响了病毒对鸡的感染性， 有待进一步研究。

黄病毒 ＮＳ２Ａ 定位于内质网， 是一种疏水性跨膜

蛋白， 在病毒 ＲＮＡ 合成、 病毒组装、 逃避宿主免疫

反应和致病性方面发挥重要作用。 黄病毒 ＮＳ２Ａ 对病

毒致病性的影响是多方面的。 例如寨卡病毒 （ＺＩＫＶ）
ＮＳ２Ａ 通过劫持宿主 Ｅ３ 泛素连接酶 ＡＭＦＲ， 进而抑制

宿主细胞选择性内质网自噬， 增强病毒在小鼠模型中

的致病性， 这种作用在其他黄病毒， 包括 ＤＥＮＶ、 西

尼罗病毒 （ＷＮＶ） 和日本脑炎病毒 （ＪＥＶ） 的 ＮＳ２Ａ
蛋白中具有保守性［９］。 Ｃｌｕｓｔｅｒ２ ＴＭＵＶ ＮＳ２Ａ 蛋白通

过与 ＴＢＫ１ 竞争性结合 ＳＴＩＮＧ 来抑制 β 干扰素

（ＩＦＮ－β） 信号通路， 减弱了对鸭的致病性［１０］。 ＺＩＫＶ
ＮＳ２Ａ Ａ１１７Ｖ 突变使其在体外可降低宿主先天免疫反

应和病毒诱导的细胞凋亡［１１］。
为进一步了解 ＮＳ２Ａ 蛋白影响病毒对鸡感染性的

分子机制， 本研究对 ＧＸ 感染组、 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感染

组感染后第 １ 天的脑组织样品进行转录组差异表达分

析。 ＫＥＧＧ 富集分析结果显示， 富集最显著的信号通

路为吞噬体形成通路、 谷胱甘肽代谢通路和免疫相关

通路。 吞噬体形成通路中差异表达基因 ＢＬＢ２， 即主

要组织相容性复合体 （ＭＨＣ） Ⅱ类 β 链， 分布于抗

原递呈细胞， 与 α 链结合形成 ＭＨＣ Ⅱ类分子， 将外

源性抗原肽递呈给 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞。 与 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感

染组相比， ＧＸ 感染组 ＢＬＢ２ 基因转录水平显著下调。
有研究表明， 病毒能通过抑制 ＭＨＣ－Ⅱ α 和 ＭＨＣ－Ⅱ
β 的表达影响抗原呈递过程［１２］。 与 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感

染组相比， ＧＸ 感染组 ＧＳＴＡ４ 基因转录水平显著下

调。 ＧＳＴＡ４ 基 因， 即 谷 胱 甘 肽 Ｓ － 转 移 酶 α４
（ＧＳＴＡ４）， 定位于谷胱甘肽代谢通路中， 主要参与

氧化应激反应、 解 毒 过 程 和 炎 症 反 应［１３－１４］， 而

ＧＳＴＡ４ 对病毒复制的影响仍有待研究。

４　 结论

本研究成功构建了 Ｃｌｕｓｔｅｒ３ ＴＭＵＶ 和 Ｃｌｕｓｔｅｒ２
ＴＭＵＶ 的重组嵌合病毒， 通过体内感染试验， 筛选出

的 ＴＭＵＶ Ｅ 基因和 ＮＳ２Ａ 基因是影响病毒在鸡体内感

染能力的关键毒力基因。 ＧＸ 和 ＧＸ－ＪＭＮＳ２Ａ 感染组

宿主差异表达基因的 ＫＥＧＧ 富集分析显示， 这些差

异基因主要与吞噬体形成通路、 谷胱甘肽代谢通路和

免疫相关通路相关。
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