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网状内皮组织增生症病毒中国分离株HA9901 
全基因组核苷酸序列的测定与分析*

王  玉  崔治中**  姜世金 

(山东农业大学动物科技学院, 泰安 271018) 

摘要    以网状内皮组织增生症病毒(REV)中国分离株 HA9901 感染的鸡胚成纤维细胞(CEF)基
因组 DNA作为其前病毒基因组模板, 根据已发表序列设计合成 6对引物, 经 PCR扩增出 6段连
续的、相互部分重叠的 DNA片段和闭合环形前病毒两末端 LTR的连接区段, 并分别连入 T载体
进行克隆、测序. 用 DNAstar 软件对测序结果进行剪辑和拼接, 完成了 REV 第一个中国分离株
HA9901 前病毒全基因组核苷酸序列. 在从截然不同的地区、不同年份、不同禽类分离到的毒株
中, 将该序列与另两个毒株已完成的全基因组序列的比较表明, REV 的整个基因组相对保守, 各
毒株间对应基因的同源性都在 92%以上. 其中, 从我国鸡体分离到的野毒株 HA9901与美国鸡源
分离株 FA在整个基因组上的同源性均显著高于美国的鸭源 SNV株.  
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网状内皮组织增生症病毒(REV)是一种禽反转
录病毒, 可在鸡和多种鸟类引起肿瘤、免疫抑制或生
长迟缓综合症, 严重时可表现明显的致瘤性和免疫
抑制性[1,2]. 诸多学者已经以经典分离株即鸭源SNV
株、火鸡缺陷性致瘤T株及其增殖辅助病毒A株为样
本, 从不同侧面对REV基因组核酸的结构与功能开
展了许多研究. 1985 年Ridgway等人[3]以 713 克隆株
研究REV中的启动子功能时 , 完成了其 5′LTR和
3′LTR的序列测定; 1980 年Shimotohno等人[4]以SNV
株的不同克隆研究一类似细菌转座成分时, 完成了

5′LTR的U3末端连同gag 5′端部分序列的接口处序列, 
此处在 1998 年被Gabus-Darlix等人[5]在T株确定为启
动全基因组RNA转录的RNA聚合酶结合位点; 1990
年Weaver等人[6]在研究并确定SNV株gag基因编码的
蛋白对病毒粒子包装及释放的必需功能时, 完成了
gag和pol接口处的序列. 而早在 1984 年, Wilhelmsen
等人[7]研究T株的致癌基因时, 得到辅助病毒A株的
同源序列, 即pol基因 3′端的部分序列、完整的env基
因和ptt序列及 3'LTR的 5′端长 18 nt的序列. 同年, 
Panganiban等人 [8]研究T株生长史时, 发现了REV前
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病毒cDNA两末端LTR在整合前相互连接成环形, 并
由此完成了 5′LTR和 3′LTR两末端序列的测定. 另一
方面, REV与其他致瘤病毒混合感染的发现与研究, 
尤其REV整合进禽痘病毒(FPV)和鸡马立克氏病病毒
(MDV)现象的频繁发生, 使得对REV的精细研究愈
显加快 . 而发生整合的片段多为REV的 5′LTR或
3′LTR, 从而使得对REV 5′LTR和 3′LTR的研究从核苷
酸序列组成到功能日趋详尽, 但一直没有一完整的
REV全基因组序列发表. 直到 2000年, Singh等人[9]在

研究FPV在免疫鸡群中的演化时, 得到一整合进FPV
的REV前病毒株 (FPV-associated, FA), 并完成了其
cDNA全基因组序列. 但该病毒不是独立存在的, 且
其序列的 3'LTR区段不完整. 直到 2002年, 吉荣  

1) 以

具有感染性的经典SNV株全基因组cDNA重组质粒克
隆pPB101 为样本, 首次完成了该病毒的全基因组序
列.  

近年来, REV与其他致免疫抑制病病毒混合感染
[10,11]日趋严重, 致使鸡群肿瘤病发率逐年递增. 尤其
是REV以垂直传播、污染常规疫苗以及整合进禽痘病
毒和疱疹病毒[12]等, 从而加重REV源的危害, 这一境
况在我国目前尤为突出. 为了解国内REV流行株的
来源及其与国外分离株的差异和今后的演变趋势 , 
本研究对REV中国分离株HA9901 前病毒基因组
cDNA进行分段PCR扩增、克隆和测序, 并对其进行
了相关分析. 

1  材料和方法 

1.1  细胞和病毒 

(1) 鸡胚成纤维细胞(CEF): 取 10 日龄的SPF鸡
胚 (SPAFAS, 济南 )常规制作原代CEF(3.5×106 个 / 
mL), 用含 5% CS的M199于 37℃ 5% CO2培养.  

(2) 病毒HA9901[13]: 分离于 1999年 1月份江苏
省海安某鸡场送检的肉用型父母代具有免疫抑制病

症的病鸡.  
(3) 病毒的复苏和增殖: 原代CEF长成单层后, 

取数瓶接种−70℃冻存的HA9901病毒悬液, 37℃ 5% 
其中一瓶用 0.25%胰酶消 CO2继续孵育 5 天, 到时取

化、重悬, 传代至加有飞片的 35 mm平皿中. 待再长
成单层后, 用固定液(丙酮︰甲醇=6︰4)固定, 以抗
REV特异性单克隆抗体(Monoclonal Antibody, MAb) 
MAb11B118 和MAb11B154[14]分别与FITC标记的羊
抗鼠二抗(Sigma)联合做IFA染色, 然后在荧光显微镜
下进行观察. 同时用未感染REV的CEF作对照, 以此
验证感染细胞中HA9901病毒的存在.  

1.2  HA9901前病毒基因组 cDNA的提取 

将 HA9901 感染后经 IFA 检测为阳性的同一批
CEF用 0.25%胰酶消化, 1800 r/min离心、收集, 按常
规方法提取其基因组 DNA , 最后溶于 TE 缓冲液置
−20℃保存, 以备用作 PCR扩增 HA9901前病毒线性
cDNA的模板.  

另REV感染宿主细胞后, 在其前病毒cDNA发生
整合前有一闭合环形时期[8], 这为扩增和克隆其基因
组两末端序列提供了有利条件. 因此, 为增加感染宿
主细胞基因组DNA中HA9901 前病毒环形cDNA的比
例 , 将大量病毒一次性接种多瓶新长成的原代
CEF(每瓶接种 2.3×107 TCID50/0.2 mL). 感染后 8~12 
h期间每隔 1 h取样, 并如前操作分别提取其基因组
DNA作为模板, 以备从中扩增HA9901 闭合环形前病
毒两末端LTR的连接区段.  

1.3  PCR引物设计 

参照文献[4~9]中已发表的REV多个片段的序列, 
设计合成了在REV前病毒基因组cDNA上相互连续且
部分重叠的 5对引物. 由于整合进宿主细胞基因组的
REV前病毒cDNA其 5′LTR和 3′LTR完全相同[2,3,8], 故
参照 5'LTR序列设计合成第 6 对引物 3LTR-F和
3LTR−R. 引物序列见表 1. 

1.4  HA9901前病毒基因组 cDNA的 PCR扩增、
克隆和测序 

(1)  HA9901 前病毒线性基因组 cDNA 的扩增: 
按标准 rTaq PCR 试剂盒(Takara, 大连)的方法说明, 
用 6对引物分别对 HA9901前病毒线性基因组 cDNA
进行扩增.  
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表 1  扩增 HA9901前病毒基因组 cDNA的引物序列 

编号 引物名称 引物序列 相对SNV的起止位点b) 大小/bp 

1 5LTR F[5]

5g1R[4]
5′-GCTATATAAGCCAGGTGC-3′ 
5′-ACTGGGCTTCTATTTCTCGCT-3′ 

418~435/8263~8280 
1937~1917 1520 

2 5g2F[4]

5g2R[7]
5′-TGTTCACGACGGAGGAAAGGG-3′ 
5′-ACCCGTTTAGGTAGCCAGAC-3′ 

1833~1853 
4787~4768 2955 

3 p1F[7]

p1R[7]
5′-TGATCTACAGAGAAAGGGG-3′ 
5′-CTTAACGAAGACGAGGTCAC-3′ 

4685~4703 
5786~5767 1102 

4 p2F[7]

p2R[7]
5′-AGCATAACCAACCAAACCCTG-3′ 
5′-TTCGCCGGGATGGCTGCGGGG-3′ 

5760~5780 
6870~6850 1111 

5 envF[7]

envR[7]
5′-CTCCTGACAACCAAGAAG-3′ 
5′-AGCTCCCTCCCACATTC-3′ 

6037~6054 
7861~7845 1825 

6a) 3LTR-F[7]

3LTR-R[5]
5′-TAGTCCCGCAGTACAAGCCACT-3′ 
5′-CAAATGTTGTACAGAAATTCT-3′ 

7764~7785 
8474~8466/594~575 711/1303 

a) 该对引物也用以扩增 HA9901闭合环形前病毒两末端 LTR的连接区段. b) 吉荣, 禽网状内皮组织增生症病毒分子生物学特性的研究. 硕
士学位论文, 扬州大学, 2002 

 
(2) 从HA9901闭合环形 cDNA扩增两侧 LTR的

末端序列: 用第 6 对引物(3LTR−F 和 3LTR−R), 以接
种 HA9901 8~12 h后提取的宿主细胞基因组 DNA为
模板, 扩增其闭合环形前病毒 cDNA两末端LTR的连
接区.  

(3) 各段 PCR产物分别连入载体 pMD 18-T, 经
转化、筛选和鉴定后, 阳性克隆进行核苷酸序列测定.  

2  结果 

2.1  IFA显示细胞 REV感染状态 

感染HA9901的CEF呈现特异性荧光染色. 与阴
性相比, 阳性(MAb11B154, MAb11B118 介导着染) 
CEF 狭长的细胞浆呈现强的黄绿色荧光, 而细胞核
则为灰暗色, 无荧光显现(图 1). 根据 IFA阳性细胞的
比例, 可用来判断被 HA9901 感染的宿主细胞的量,  

以确保其全基因组 DNA 中含有较高比例的 HA9901
前病毒基因组 cDNA. 

2.2  PCR扩增产物 

利用 6 对引物对 HA9901 前病毒线性基因组
cDNA 进行的 PCR 反应, 扩增出了相应的 6 个 DNA
片段, 其大小都与预期相符(图 2). 其中用第 6对引物, 
以 HA9901感染 8~12 h后的宿主细胞基因组 DNA为
模板进行的 PCR 反应, 同时扩增出长约 628 和 1170 
bp的两个片段(图 3). 

2.3  HA9901前病毒 cDNA的全基因组核苷酸序列 

利用 DNAstar软件对 7个 PCR片段克隆的测序
结果进行剪辑和拼接 ,  完成了 REV 中国分离株

HA9901 前病毒 cDNA 全基因组的核苷酸序列, 该序
列全长 8295nt(GenBank accession No. AY842951). 经  

 

 
 

图 1  感染 HA9901 CEF 的 IFA镜检结果 
(a) 单抗MAb11B118介导着染的结果; (b) 单抗MAb11B154介导着染的结果; (c) MAb11B118和MAb11B154混合介导着染未感染REV的CEF 
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图 2  利用 6对引物对 HA9901线性前病毒基因组 cDNA
进行 PCR扩增结果 

1示 DL15000分子量 Maker; 2示 3LTR RT F-5g1R 长约 1520 bp的产
物; 3示 5g2F-5g2R长约 2955 bp的产物; 4示 p1F-p1R长约 1102 bp的
产物; 5示 p2F-p2R长约 1111 bp的产物; 6示 envF-envR长约 1825 bp
的产物; 7示 3LTR F-3LTR R长约 628 bp的产物; 8示 DL2000分子量 

Maker 
 

 
 

图 3  以引物 3LTR F-3LTR R扩增 HA9901闭合环形前病
毒两末端 LTR连接区段的结果 

1示 DL2000分子量 Makek; 2~4示以 3LTR-3LTR R扩增的 HA9901闭
合环形前病毒长约 628和 1170 bp的片段 

 

与已发表 REV 相应序列中不同基因的比较, 其 3 个
主要 ORF 编码的基因序列的核苷酸起止位点和长度
分别为: gag相当于碱基位 941~2443, 长 1503nt; pol
相当于碱基位 2567~6025, 长 3459nt; env相当于碱基
位 5967~7716, 长 1755nt. 两端相同的 LTR全长 550nt, 
其中U3相当于碱基位 1~368和 7746~8113, 长 368nt; 
R相当于碱基位 369~448和 8114~8193, 长 80nt; U5
相当于碱基位 449~550 和 8194~8295, 长 102nt. 在
5′LTR与 gag接口处启动全基因组 RNA转录的 RNA
聚合酶结合位点 PBS leader 序列在碱基位 551~940, 
长 390nt. 以上各结构片段的具体核苷酸序列见图 4. 

2.4  HA9901 前病毒 cDNA 全基因组序列与已知 
REV毒株相应序列的同源性比较 

以 DNAstar软件中的 ClustalV方法, 将 HA9901
前病毒 cDNA全基因组序列与已知REV毒株即A株、

SNV株和 FA株 cDNA的相应序列进行比较(表 2).  
(1) LTR区段的比较: 表 2 显示, HA9901 株与A

株、SNV株及FA株完整LTR核苷酸序列的同源性分别
是 97.3%, 93.3%, 96.7%. 不论是完整的LTR还是其中
的U3 区, 从鸡分离到的野毒株HA9901 与鸡源的A
株、FA株均比较接近, 与鸭源SNV株相去较远, 而且
在此区域与SNV株相比, 鸡源的HA9901, A和FA株有
两处发生同步缺失, 并有一处在U3 区启动子序列的
前端[15](图 5).  

(2) 3个主要基因 gag, pol和 env的比较: 迄今为
止, 只有鸡源的 FA株和鸭源的 SNV株完成了所有 3
个主要基因编码序列的测定. 不论从核苷酸水平还
是从氨基酸水平比较, HA9901 株的 3 个主要基因与
鸡源 FA株的同源性均高于鸭源的 SNV株(表 2和 3). 

2.5  3个 REV毒株前病毒全基因组 cDNA的结构
比较 

将已经完成全基因组测序的 3 株病毒进行比较, 
结果表明, 三者全基因组的碱基数并不相同, 但它们
的 3 个主要基因编码的氨基酸数仅稍有差异, 在 gag
基因处 HA9901是 500个, FA和 SNV是 499个; 在
pol 基因处三者都是 1152 个; 在 env 基因处 HA9901
是 584个, FA和 SNV是 586个(表 3). 图 6显示了这
3个毒株基本相似的基因组结构. 

3  讨论 
本文以REV HA9901 株所感染CEF的基因组

DNA为模板, 以能覆盖其前病毒基因组全序列的 6对
相互连续且部分重叠的引物进行PCR反应, 并将各扩
增产物分别加以克隆、测序, 从而完成了REV第一个
中国分离株HA9901 前病毒cDNA全基因组核苷酸序
列. 该序列全长 8295nt, 且不含有限制性内切酶EcoR 

Ⅰ的识别位点, 与Chen等人[16]报道的相似, 其pol基
因与env基因在核苷酸序列上互相重叠 64nt, 但两者
采用的是在此段上下游同向但又互不同步的两个

ORF.  
与HA9901 的全基因组相比较, 另外两个毒株的

全基因组序列也已经完成, 它们分别是上个世纪 50
年代末从美国的病鸭中分离到的SNV株[17]和上世纪 
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U3 

    1 A ATGTGGGAG GGAGCTCCGG GGGGGGGAAT AGCGCTGGCT CGCTAACTGC CGTATTAGCT TCTGTAATCA TGCTTGCTTG 

   81 CCTTAGCCGC CATTGTACTT GATATATTTC GCTGATATCA TTTCTCGGAA TCAGCATCAT TTCTCGGAAT CGGCATCAAG 

  161 AGCAGGCTCA TAGACCATAA AAGGAAATGT TTGTTGAAGG CAAGCATCAG GCCACTTGCG CCATCCAATC ACGAGCAAAC 

  241 ACGAGATCGA ACTATCATAC TGAGCCAATG GTTGTAAAGG GCAGATGCTA TCCTCCAATG AGGGAAAATG TCATGCAACA 

                                                    U3                     R 
321 TCCTGTCCTG TAAGCGGCTA TATAAGCCAG GTGCACCTCT TGCTCGGGGT CGCCGTCCTA CACATTGTTG TGACGTGCGG 

                                           R                 U5 
401 CCCAGATTCG AATCTGTAAT AAAAGTTTTC TTTTCTTCTA TATCCTCAGA TTGGCAGTGA GAGGAGATTT TGTTCGTGGT 

                                                               U5              
  481 GTAGGCTGGC CTACTGGGTG GGGTTGGGAT CCGGACTGAA TCCGTAGAAT TTCTGTACAA CATTTGGGGG CTCGTCCGGG 

  561 ATTCCTCCCC ATCGGCAGAG GTGCCTACTG TTTCTTCGAA CTCCGGCGCC GGTAAGTAAG TACTTGATTT TGGTACCTCG 

  641 CGAGGATTTG GGAGGATCGG AGTGGCGGGA CGCTGCCGGG AAGCTCCACC TCCGCTCAGC AGGGGACGCC CTGATCTGGG 

  

 721 TTCTGTGGTA TCTGATTGTT GTTGAACCGT CTCCAAGACG GTGGTAATAT AAGTCGTGGT TTGTGTGTTT GTTTGTTACC 

  801 TTGTGTTTGT TCGTCACTTG TCGACAGCGC CCTGCGAATT GGTGTGCCCA CACCGCGCGG CTTGCGAATA ATACTTTGGA 

                                                                  PBS−leader                    gag start 
881 GAGTCTTTTG CCTCCAGTGT CTTCCGTTTG TACTCGTCCT CCTCTCCCTC TCCGGCCGGG ATGGGACAGG CAGGATCGAA 

  961 GGGGCTTTTA ACCCCTCTAG AGTGCATTCT GAAGAACTTC TCTGACTTTA AGAAGAGGGC GGGAGACTAT GGGGGGGATG 

 1041 TGGATTCGTT TACCCTGCGC AAGTTATGTG AGTCGGAATG GCCCACGTTG GGCGTGGGGT GGCCAAAGGA AGGGACTCTA 

 1121 GACTTTGGGG TGGTAGTCGC GGTCAGGAAT ATAGTTTTTG GGAAACATGA AGGGCATCCA GACCAGGTAA TATATATAAC 

 1201 CGTCTGGACA GATATAACCA TAGAAAGGCC TAAATACTTG AAAGATTGTG GGTGTAAACC CACAGGACCC TCTAAAGTTC 

 1281 TGTTAGCTAG CCAAAAAGTT AATCCCAGGC GGCCCGTGCT CCCCTCAGCC CCCGAAAGCC CCCCTCGGAC AAGGAGGGCT 

 1361 CAATTCCTGG ATGAGAGACC TCTCTCTCCG GCCCCAGCCC CTCCACCTCC ATATCCTGAG GTACCTGCCA TTGCAGAGGA 

 1441 AGGTGAGGAG GGGCAACAAC CAGACTCTAC TGTAATGGCG AGCCCTCCCC ACACCCGAAG TGGATTAGAG TTCGGAGCAC 

 1521 AAGGGCCGTC AGGGATGTAC CCCCTTAGGG AAACTGGGGA ACGGGATATG GGTGGTCGCC CCATGAGAAC ATATGTCCCA 

 1601 TTCACCACCT CGGATCTGTA TAATTGGAAA AACCAAAACC CATCATTCTC CCAGGCTCCA GATGAAGTAA TTAGCCTACT 

 1681 AGAATCTGTT TTCTATACGC ACCAGCCCAC CTGGGATGAT TGCCAGCAAC TCCTCCGTAC CCTGTTTACG ACGGAGGAGA 

 1761 GGGAGAGGGT GAGGACAGAA AGTAGGCGGG AGGTCAGGAA TGATCAAGGA GTACAGGTCA CTGACGAGCG CGAAATAGAA 

 1841 GCCCAGTTCC CAGCTACTCG GCCCGACTGG GATCCTAACA CAGGGAGAGG AAACGACAAT CTAGAACGAT ATCGCCAGAT 

 1921 CTTGCTGAGG GGGCTCCGGG CAGCGGCACG GAAACCCACC AATCTTTCTA AAATAACTGA GGTTCGGCAG GGGGCGGACG 

 2001 AAAGCCCTAC AGCTTACCTG GAGAGACTCT ATCAGGCTTA TCGGACCTGG TCCCCCATAG ATCCAAGGGC ACCCGAGAAT 

 2081 CAGGCTGCCA TAGTCATTCA ATTTGTATCT CAATCCGCGC CCGATATTAG GAAGAAAATC CAAAAGATAG ATGGGTTCCA 

 2161 GGGAAAATCT CTCTCCGAGT TAGTAGCTAT TGCCCAGAAG GTTTTCGACC AACGGGAGGA CCCAGCCAAG GCAACTCACG 

 2241 AGCTCACCCG GAAGATGGCC AAGGTACTAC TCGCCCAGGA GAGTAGAGCG GAGAGAGGAA GTAAGAAGAC GCCTCCGGGT 

 2321 AAGGGACGCC CGCCCTTGGG GAAAAACCAA TGCGCGTACT GTAAGGAGGA GGGACATTGG AAGAAGAACT GTCCAAAACT 

gag stop 
 2401 CGTAAGCGGG GCAACCCCAG TGTTGGTAGA AGAATTACAG TAGGGCCGTC AGGGTTCTTC CGCCCTCCGT GAACCCAGGC 

 2481 TAAAGGTTAA AGTAGGGGGG CAAATAATAG ATTTTCTAGT AGATACGGGA GCGACCCATT CTGTAGTGCA GAAACCTGTG 

pol start 
 2561 GGGCCTATGT CTAAGGAATC TGTAGCAATT ATCGGGGCTA CTGGGAATAT ACGGAATTAC CCTAAGTCTG AAGGGCGTCT 

 2641 TGTGGACCTA GGGAGGGGAC TAGTGACTCA TTCATTTCTA GTGATTCCTG AGTGCCCAGA CCCACTATTG GGGAGGGATC 

 2721 TATTACAGAA GCTAAGGGCT ACCATCTCGT TCACCGGGGG AGGGCCCCCC GAAATACGGA CAGAAGGGAA ACTATTGGTA 

 2801 ACGGCTCCCC TGGAAGAGGA ATACCGTTTG TTTTTAGAGG CGCCGATACA AAATGTTACG CTGCTAGAGC AGTGGAAACG 

 2881 GGGAATCCCG AAAGTCTGGG CCGAGATAAA TCCCCCGGGG TTGGCATCCA CACAAGCCCC CATTCATGTC CAGCTACTAA 

 2961 GTACCGCCCT ACCTGTGAGG GTAAGACAGT ATCCTATTAC CCTGGAGGCA AAACGAAGCC TGCGCGAAAC TATTCACAAA 

 3041 TTCAGAGCAG CGGGCATCCT GAGACCCGTC CACTCCCCCT GGAACACTCC CCTCCTCCCT GTGCGAAAGT CCGGCACGTC 

 3121 CGAGTATCGG ATGGTTCAAG ATTTAAGGGA AGTAAACAAG AGGGTAGAGA CTATTCACCC AACTGTCCCT AACCCATACA 

 3201 CCCTCCTCAG CCTATTGCCC CCTGACCGAA TATGGTATTC TGTTTTGGAC CTGAAAGACG CTTTTTTCTG CATCCCTCTG 

 3281 GCCCCCGAGT CGCAATTGAT CTTCGCATTC GAGTGGGCAG ATGCGGAGGA AGGAGAATCA GGGCAACTAA CCTGGACTAG 

 3361 GCTACCTCAG GGTTTTAAGA ACTCACCCAC CCTTTTTGAT GTAGCCCTTA ACAGGGATCT GCAGGGATTT CGACTTGATC 

 3441 ACCCTTCCGT TTCCCTCCTT CAGTATGTAG ACGACTTACT TATTGCGGCT GATACACAAG CCGCGTGCCT GAGCGCCACC 

 3521 CGAGACTTAC TCATGACTTT GGCGGAGCTG GGGTACCGGG TTTCAGGGAA GAAGGCCCAG CTCTGTCAAG AGGAAGTCAC 

 3601 ATACTTGGGG TTCAAGATCC ATAAGGGATC ACGGTCCCTA TCGAATAGCC GAACTCAGGC TATTCTTCAG ATACCAGTAC 

 3681 CGAAAACCAA AAGGCAGGTG CGCGAATTTT TAGGCACAAT TGGGTACTGC AGGCTTTGGA TCCCGGGGTT TGCCGAACTT 

 3761 GCCCAGCCCC TATATGCGGC AACGCGGGGG GGAAACGATC CTTTAGTGTG GGGCGAAAAA GAGGAAGAAG CGTTCCAGAG 

 3841 CTTGAAACTA GCCCTCACCC AGCCACCAGC TTTGGCTCTG CCCTCCCTAG ATAAGCCCTT CCAGCTCTTC GTAGAAGAAA 

 3921 CAAGCGGGGC GGCCAAGGGA GTGCTCACAC AGGCCCTCGG TCCATGGAAA AGACCCGTAG CCTACTTATC CAAAAGGCTG 

 4001 GACCCTGTGG CGGCTGGCTG GCCCCGGTGC CTCCGAGCCA TTGCGGCAGC CGCTCTTCTC ACAAGAGAAG CCTCTAAACT 

 4081 TACCTTCGGG CAGGACATAG AGATCACTTC GTCCCATAAC TTGGAGAGTT TGCTGCGATC CCCTCCTGAC AAGTGGTTGA 
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 4161 CCAATGCTCG CATCACGCAG TACCAGGTAC TGCTCCTGGA CCCTCCCCGA GTGCGCTTTA AGCAGACTGC GGCCCTCAAT 

 4241 CCGGCTACCC TGTTACCCGA GACAGACGAT ACACTGCCAA TACACCATTG CCTGGACACT TTAGATTCTC TGACCTCCAC 

 4321 CCGCCCCGAC CTGACGGATC AGCCCCTGGC ACAAGCGGAA GCCACTCTGT TCACTGACGG CAGCAGCTAC GTACGAGACG 

 4401 GAAAACGATA CGCCGGTGCA GCAGTGGTAA CTCTGGATTC TGTTATTTGG GCAGAACCCC TCCCAATTGG AACATCAGCC 

 4481 CAGAAAGCAG AATTGATCGC ACTAACAAAG GCCCTGGAAT GGAGCAAGGA CAAGAGCGTC AACATCTACA CGGATAGCCG 

 4561 TTATGCATTC GCCACTCTAC ACGTCCATGG GATGATCTAC AGAGAAAGGG GACTGTTGAC AGCAGGGGGA AAGGCTATCA 

 4641 AAAACGCCCC CGAAATTCTA GCCTTGCTGA CCGCGGTCTG GCTACCTAAA CGGGTGGCTG TGATGCATTG CAAGGGACAC 

 4721 CAGAAAGACG ATGCACCCAC GTCAACTGGT AACCGACGGG CAGATGAGGT GGCTCGAGAA GTAGCTATAC GTCCTTTGAG 

 4801 CACCCAGGCC ACCATCTCCG ATGCACCGGA TATGCCAGAT ACCGAAACCC CTCAGTATTC GAATGTAGAG GAGGCTCTAG 

 4881 GACATCGGCT GAGGGGGACC AAAGACCCTG CTGGGTGGTG GCACCTTCCT GACGGGCGCC TCTTGCTTCC CAGAGCAGTG 

 4961 GGGAGAAAGG TCCTAGAGCA AACTCACAGA GCCACACATT TGGGTGAATC AAAATTGACT GAGTTAGTTA GAAAACACTA 

 5041 TCTTATCTGT GGGATTTATC GAGCAGCTAG AGATATCACC ACCCGCTGTG TGGCATGTGC CCAGGTAAAC CCTGGAGCAG 

 5121 CTCCCGTGGA GAAAGGACTC AATTCCCGTA TCAGAGGTGC GGCGCCAGGG GAACACTGGG AGGCGGATTT CACAGAAATG 

 5201 ATAACAGCCA AAGGGGGGTA TAAATACCTG CTTGTACTGG TAGACACATT CTCGGGCTGG GTAGAGGCAT ATCCAGCAAA 

 5281 GAGAGAAACC TCCCAGGTGG TAATTAAGCA TCTAATTCAT GATATTATCC CCAGGTTTGG GTTACCGGTC CAGATCGGGT 

 5361 CCGACAATGG GCCGGCCTTT GTGGCAAAAG TGACACAGCA GTTGTGTGAG GCCCTAAATG TCTCTTGGAA GCTCCATTGT 

 5441 GCATACCGAC CTCAAAGCTC GGGACAGGTA GAAAGGATGA ACCGAACCCT GAAGGAGACC ATCGCTAAAT TGAGGAAAGA 

 5521 GACAGGAGGG GACTGGGTCT CCCTCCTCCC TCAGGCTTTG CTCCGGGCAC GATGTACCCC CGGGAGGGAG GGATTGTCAC 

 5601 CCTTCGAGAT ATTATATGGT CTCAAGCCTC CTGTAGTTCC CCGTGTAGGA TGTGACAAGC TTGCCAGCAT AACCAACCAA 

 5681 ACCCTGCTTA AGTCCCTACA GGCCCTCCAA GCTACTAGGT CTCTGGCTCG GGCAACGCTG CGCGACCAAC TGCCCCAGAA 

 5761 AGAAGCTCAG CAAGACCGTA CCCCACTGTT CCAACCTGGT GACCTCGTCT TCGTTAAGAA GCACGACTTC CAGCAGTTGG 

 5841 GGCCACGGTG GGACGGACCC TACACTGTAG TCCTCAGTAC CCCCACCGCG GTAAAGGTCG CTGGGAAGAC CCCGTGGATC 

env start 
 5921 CACTACTCTC GACTCAAGAA AGCTCCTGAC AACCAAGAAG AATGGACTGT CTCACCAACC TCCGATCCAC TGAGGGTAAA 

pol stop 
 6001 GTTGACCAGG CGGGCAAAAC CCTAATTCTT CTTGTGGTTT GGTGGGGGTT TGGGACCACT GCCGAGAGTC ACCCCTCGCA 

 6081 GCAACTTTGG GGACTGCCTT GTGACTGCTC CGGGGGATAT GTCTCCCCCA CACCTACCCA TTACACCAAC TCCCTCGATT 

 6161 GCGGTAGCTT CACCGCCTAC CTGACTTACG GGTCTGGGGC AGGGAGTTGG GGCTGGGGAG GGGGATTTAG ACAACAGTGG 

 6241 GAGTGTGTGT TTAAACCCAA GATCATACCC TCTGTGCAGG AGCAGCCAAG GCCCTGCGAA TGCCTCACGA TAGCCACCCA 

 6321 AATGCATTCC ACCTGTTATG AAAAGGCTCA GGAATGCACC CTCATGGGAA AAACTTATTT TACTGCCATC CTACAGAAAA 

 6401 CAAAGCTAGG TTCGTATGAA GACGGGCCTA ATAAACTGCT TCAAGCCTCT TGCACGGGAA TCATAGGGAA ACCAGTATGT 

 6481 TGGGACCCCG CAGCCCCTGT GTATGTCTCT GATGGGGGCG GTCCCACTGA CATGATTCGG GAAGAATCTG TGCGTGAAAG 

 6561 ACTAGAGGAA ATCATCAGGC ACAGCTACCC CTCCGTACAG TATCACCCTT TAGCCCTGCC CCGACCAAGA GGAGTAGACC 

 6641 TGGATCCCCA GACGTCTGAC ATACTGGAAG CTACTCACCA GGTCCTTAAC GCCACTAATC CCCGGCTAGC AGAGAACTGC 

 6721 TGGCTTTGCA TGACTCTTGG AACTCCAATC CCCGCAGCCA TCCCGGCGAA TGGCGAAGTC ACCCTCGATG GAAATTGCAG 

 6801 TCTTAGCCTC CCCTTTCGGG TGCAACCCAC CGGGTCAGTA GATGTCAACT GCTATGCAGG GGAAGCAGAC AATAGGACTG 

 6881 GTATACCCGT AGGGTATGTT CATTTCACCA ACTGCACCAG CATCCAGGAG GTCTCTAACG AGACAAGTCA CATAAGAAAT 

 6961 CTTACGAGGC TATGTCCTCC ACCGGGTCAT GTATTTGTGT GTGGGAACAA CATGGCCTAC ACGGCGCTCC CTAATAAATG 

 7041 GATAGGGTTG TGCATACTGG CATCAATCGT ACCCGACATG AGCATAATAT CCGGGGAAGA GCCTATCCCA CTCCCATCCA 

 7121 TCGAGTACAC CGCCGGGCGT CATAAGAGAG CAGTCCAGTT TATCCCCCTG CCTGTAGGTC TAGGGATTAC AGGGGCTACA 

 7201 CTTACTGGTG GAACTGGGCT TGGGGTTTCC GTTCACACTT ATCACAAGCT TTCTAATCAA TTGATTGAAG ATGTCCAGGC 

 7281 TCTTTCAGGG ACCATCAATG ACCTACAGGA CCAGATTGAC TCCCTGGCTG AGGTTGTCTT ACAAAATAGA AGGGGGTTAG 

 7361 ACCTATTGAC TGCCGAACAA GGAGGGATAT GTCTCGCACT CCAGGAGAAG TGCTGTTTTT ACGCCAACAA GTCGGGTATC 

 7441 GTACGTGACA AGATCCGGAA ACTCCAAGAG GACCTTCTCG CGAGGAAACG TGCACTGTAC GACAACCCCC TGTGGAACGG 

 7521 CTTGAACGGC TTCCTTCCAT ATTTGCTACC CTTGTTGGGC CCCCTGTTTG GGCTCATATT GTTCCTGACC CTCGGCCCGT 

 7601 GCATCATGAA GACCCTGACT CGCATTATCC ATGATAAAAT TCAGGCAGTA AAAATCCTCG CATTAGTCCC GCAGTACAAG 

                               env stop                     ppt                          U3 
 7681 CCACTCCCAA CAGAGATGGA TACCCTAGGT CAATGATTTG ACCAGAATAT GCAAGAGCAG TGGGGAATGT GGGAGGGAGC 

 7761 TCCGGGGGGG GGAATAGCGC TGGCTCGCTA ACTGCCGTAT TAGCTTCTGT AATCATGCTT GCTTGCCTTA GCCGCCATTG 

 7841 TACTTGATAT ATTTCGCTGA TATCATTTCT CGGAATCAGC ATCATTTCTC GGAATCGGCA TCAAGAGCAG GCTCATAGAC 

 7921 CATAAAAGGA AATGTTTGTT GAAGGCAAGC ATCAGGCCAC TTGCGCCATC CAATCACGAG CAAACACGAG ATCGAACTAT 

 8001 CATACTGAGC CAATGGTTGT AAAGGGCAGA TGCTATCCTC CAATGAGGGA AAATGTCATG CAACATCCTG TCCTGTAAGC 

                                   U3                   R 
 7081 GGCTATATAA GCCAGGTGCA CCTCTTGCTC GGGGTCGCCG TCCTACACAT TGTTGTGACG TGCGGCCCAG ATTCGAATCT 

                                     R                U5 
 8161 GTAATAAAAG TTTTCTTTTC TTCTATATCC TCAGATTGGC AGTGAGAGGA GATTTTGTTC GTGGTGTAGG CTGGCCTACT 

                                                                 U5  
 8241 GGGTGGGGTT GGGATCCGGA CTGAATCCGT AGAATTTCTG TACAACATTT GGGGG 

 
图 4  HA9901前病毒全基因组 cDNA的核苷酸序列 

两端方框内的 550nt示相同的 5′LTR和 3'LTR序列; 箭头标识各段序列的起止位点; ppt是聚嘌呤通道及正链 DNA合成的起始位点 
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表 2  HA9901与已知 REV各毒株主要基因或片段核苷酸序列的大小及同源百分比 

已知的 REV毒株 
基因或片段 

A[7] SNV[4,6] FA[9]

LTR 97.3(545nt) 93.3(633nt) 96.7(519nt) 

U3 97.5(365nt) 92.7(449nt) 97.6(340nt) 

5′PBS leader —b) 94.6(400nt) 98.0(390nt) 

gag —b) 95.5(1500nt) 98.2(1500nt) 

3′pola) 97.6(1413nt) 94.7(1413nt) 97.9(1413nt) 

pol —b) 95.3(3459nt) 98.3(3459nt) 

env 97.4(1749nt) 94.5(1761nt) 97.7(1761nt) 

a) pol基因 3'端部分(计 1413aa)核苷酸序列; b) 此项未作比较 

 
表 3  HA9901与已知 REV各毒株主要基因氨基酸序列的大小及同源百分比 

已知的 REV毒株 
基因或片段 

A[7] SNV[4,6] FA[9]

gag —b) 96.2(499aa) 98.0(499aa) 

3′pola) 89.0(471aa) 95.6(471aa) 98.1(471aa) 

pol —b) 96.6(1152aa) 98.4(1152aa) 

env 80.2(583aa) 92.3(586aa) 95.9(586aa) 

a) pol基因 3′端部分(计 471aa)氨基酸序列; b) 此项未作比较 

 

1   AATGTGGGAG GGAGCTCCGG GGG---GAAT AGCGCTGGCT CGCTAACTG- ---------- ---------- ----------  A U3 

1   AATGTGG-AG GGAGCTCCGG GGG---GAAT AGCGCTGGCT CGCTAACTG- ---------- ---------- ----------  FA U3 

1   AATGTGGGAG GGAGCTCCGG GGGGGGGAAT AGCGCTGGCT CGCTAACTG- ---------- ---------- ----------  HA9901 U3 

1   AATGTGGGAG GGAGCTCTGG GGG---GAAT AGTGCTGGCT CGCTAACTGC TATATTAGCT TCTGTACCCA TGCTTGCTTG  SNV U3 
 

47  ---------- ------CCAT ATTAGCTTCT GTAATCATGC TTGCTTGCCT TAGCCGCCAT TGTACTTGAT ATATTTCGCT  A U3 

46  ---------- ------CCAT ATTAGCTTCT GTAATCATGC TTGCTTGCCT TAGCCGCCAT TGTACTTGAT ATATTTCGCT  FA U3 

50  ---------- ------CCGT ATTAGCTTCT GTAATCATGC TTGCTTGCCT TAGCCGCCAT TGTACTTGAT ATATTTCGCT  HA9901 U3 

78  CCCTGGCCAC TAACCGCCAT ATTAGCTTCT GTACACATGC TTGCTTGCCT TAGCCGCCAT TGTACTTGAT AT--------  SNV U3 
 

111 GATATCATTT CTCGGAATCG GCATCA---- ---TTTCTCG GAATCGGCAT CAAG------ ---------- ----------  A U3 

110 GATATCATTT CTCGGAATCG GCATCAA--- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  FA U3 

114 GATATCATTT CTCGGAATCA GCATCA---- ---TTTCTCG GAATCGGCAT CAAG------ ---------- ----------  HA9901 U3 

150 ---GCCATTT CTCGGAATCG GCATCAAGTC TCGCTTCTCG GAATCGGCAT CAAGTTTCGC TTCTCGAAAT CGGCGTCATT  SNV U3 
 

158 ---------- ---AGCAGGC TCATAGACCA TAAAAGGAAA TGTTCGTTGG AGGCGAGCAT CAGACCACTT GCGCCATCCA  A U3 

137 ---------- --GAGCAGGC TCATAAACCA TAAAAGGAAA TGTTTGTTGA AGGCAAGCAT CAGACCACTT GCACCATCCA  FA U3 

161 ---------- ---AGCAGGC TCATAGACCA TAAAAGGAAA TGTTTGTTGA AGGCAAGCAT CAGGCCACTT GCGCCATCCA  HA9901 U3 

227 TCTCGGCATC GAGAGCAAGC TCATAAACCA TAAAAGGAAA TGTGTATTGA AGGCAAGCAT CAGACCACTT GCGCCATCCA  SNV U3 
 

225 ATCACGAAGA AACACGAGAT CGAACTATCA TACTGAGCCA ATGGTTGTAA AGGGCAGATG CTATCCTCCA ATGAGGGAAA  A U3 

205 ATCACGAACA AACACGAGAT CGAACTATCA TACTGAGCCA ATGGTTGTAA AGGGCAGATG CTATCCTCCA ATGAGGGAAA  FA U3. 

228 ATCACGAGCA AACACGAGAT CGAACTATCA TACTGAGCCA ATGGTTGTAA AGGGCAGATG CTATCCTCCA ATGAGGGAAA  HA9901 U3 

307 ATCACGAACG AACACGAGAT CGGACTATCA TACTGAGCCA ATGGTTGTAA AGGGCAGATG CTACTCTCCA ATAAGGGAAA  SNV U3 
 

305 ATGTCATGCA ACATCCTGTC --CTGTAAGC GGCTATATAA GCCAGGTGCA TCTCTTGCT CGGG  A U3 

285 ATGTCATGCA ACATCCTGTA AG-------C GGCTATATAA GCCAGGTGCA TCTCTTGCT CGGG  FA U3 

308 ATGTCATGCA ACATCCTGTC --CTGTAAGC GGCTATATAA GCCAGGTGCA CCTCTTGCT CGGG  HA9901 U3 

387 ATGTCATGTA ACACCCTGTA AGCTGTAAGC GGCTATATAA GCCGGGTACA TCTCTTGCT CGGG  SNV U3 

 
图 5  各 REV毒株完整 LTR U3区核苷酸序列的比较 

- - -示碱基缺失 
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图 6  三株不同来源的 REV全基因组结构简图 
(a) FA[9]; (b) SNV; (c) HA9901. “?”示文献中对此处没有确切定位; ppt是聚嘌呤通道及正链DNA合成的起始位点 

 
90 年代从美国的鸡痘疫苗毒中检出的含有几乎完整
基因组cDNA的前病毒株[9], 本文中称之为痘病毒相
关株(FPV-associated, FA). 该 3 个毒株的全基因组中
各对应基因及片段的同源性比较结果表明, REV的基
因组是相对保守的. 虽然 3个毒株分离的禽类、年份、
地域均相差很远, 各个基因及主要片段的同源性却
都在 92%以上(表 2 和 3). 但最近从鸡体分离到的中
国野毒株HA9901显然更接近美国的鸡源FA株, 而与
鸭源的SNV株相去较远(表 2和 3, 图 4). 

另外, 经比较发现, A株的env基因与其他毒株在
核苷酸水平上的同源性在 97%左右, 但在氨基酸水
平却只有 82%, 这不符合一般规律, 我们推测这可能
是在A株 1984 年发表的序列[18]中有部分错误, 导致
一些位点发生误读或移码所致.  

本文比较的结果还显示, 各毒株前病毒cDNA的
LTR尤其U3 区在核苷酸序列上差异很大. 相对于火
鸡源A株、鸡源FA和HA9901株, 鸭源的SNV株   在
U3 区有两处都多出几十个碱基. 而同一禽种来源的
病毒株其U3 区的同源性则很高, 相对比较保守, 这
与赵文明等人[19]的结果一致.  

在这已知全基因组序列的 3个毒株中, 中国鸡源
株HA9901和鸭源的国际参考株SNV都是能构成完整

感染性病毒颗粒的基因组全序列, 而FA株是不能直
接产生感染性病毒颗粒的整合进禽痘疫苗毒基因组

DNA中的REV前病毒株 , 其 5′LTR是完整的 , 与
HA9901 和SNV株相似. 但是其 3'LTR缺失很长一段, 
不仅不带有R和U5 区, 而且该U3 片段本身也只有
275nt, 相对于SNV和HA9901 的U3(分别为 449 和
368nt)区更是少了许多, 即使相对于其自身 5′LTR中
的U3 区(340nt)也少了 65nt. 现在还不清楚, 这是否
是这一整合进禽痘病毒中的FA株不具有感染性的原
因. 但是, 如果将该天然重组禽痘疫苗毒接种易感鸡
只或提取经其感染的宿主细胞的基因组DNA再去转
染新的细胞 , 却又能产生出具有感染性的REV颗  
粒 [9]. 而同是整合进鸡FPV中REV的核酸成分 , 在
Kost[20], Hertig[21], Isfort[22], Maricarmen[23]和Singh[24]

等人对不同年份FPV的不同疫苗株和野毒株中整合
情况的调查研究, 除FA株的基因组cDNA序列较为完
整外, 其他各株均为完整LTR或U3 或U5 区小片段的
整合, 但发生整合的区段相对应的序列都是相同的.  

迄今为止, 真正直接以具感染性病毒完成全基
因组序列测定的REV还只有鸭源的 SNV株和本文报
道的 HA9901 株. 所以, 此网状内皮组织增生病病毒
中国分离株 HA9901 前病毒全基因组核苷酸序列的
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完成, 为了解国内 REV 流行株的来源及其与国外分
离株的差异和今后的传播、演变提供了参考, 更为研
究 REV的后续工作准备了素材.  
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