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Abstract : In t his st udy , sequences of t he 1. 8kb gene family of 12 different st rains of Marek′s dis2
ease vivuses were compared. These st rains covered 4 different pat hotypes , i . e , vaccine , virulent ,

very virulent , and very virulent plus st rains , plus t hree field st rains isolated in China. The re2
sult s demonst rated that t he homology of t he up st ream regulating sequences of t he gene family was

more than 92. 5 % among 12 st rains , vaccine st rain CV I988/ Rispens had more mutations especial2
ly with a“CTCGG" deletion between TA TA box and a SP1 enhancer . There were 327 consecutive

repeat s of 132 bp in t he 1. 8 kb gene family of vaccine st rain CV I988/ Rispens , but only 2 copies

were detected in t he lef t st rains of all pat hotypes. However , t here were also only 2 copies of 132

bp repeat s found even in Chinese vaccine st rain 814 , indicating that expansion of 132 bp repeat

copies did not have an important role as suggested before. The homology of 1. 8 kb gene family

was more t han 97 % among different st rains. There were 2 ORF in t he 1. 69 kb none2spliced cD2
NA , encoding two peptides of 63 and 64 amino acids respectively. Bot h peptides were highly con2
servative , t here were some variations among different st rains , but t hese changes did not show any

relationship to pat hotypes or geograp hical dist ribution of st rains.
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摘要 :为了分析鸡马立克氏病病毒 (Marek′s disease virus , MDV) 的致病性与其 1. 8kb 基因家族的关系 ,本研究比

较了四个不同致病型 12 个毒株的该基因家族的同源性关系 ,即弱毒疫苗株、强毒株、超强毒株、特超强毒株和中国

野毒株。结果表明 :不同毒株间 1. 8kb 基因家族的上游调控序列的同源性在 1. 8kb 基因家族转录方向上大于

92. 5 % ,序列间有缺失突变 ,其中大多数突变发生在弱毒株上。CV I988 在 TA TA box 和上游 SP1 位点间丢失小片

段“5′CTCGG 3′”。1. 8kb 基因家族中存在 132bp 串连重复序列 ,CV I988 包含 327 个 132bp 串连重复序列拷贝 ,强

毒株、超强毒株、特超强毒株通常只包含 2 个串连重复序列。但是已知的中国疫苗毒株 814 株也只有 2 个重复序

列 ,表明重复序列的拷贝数不是引起病毒毒力变化的主要原因。各毒株的 1. 8kb 基因家族同源性在 97 %以上。其

中未剪切的 1. 69kb cDNA 中有两个阅读框 ,分别编码 63 和 64 个氨基酸组成的多肽。不同毒株的这二个多肽都很

保守 ,虽然也有一些氨基酸变异 ,但这些变异与病毒的致病型或地域分布没有明显的关系。
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　　以马立克氏病病毒 ( Marek′s disease virus ,

MDV)为代表的疱疹病毒是引起禽类发生肿瘤的主

要病原 ,同时马立克氏病 ( Marek′s disease ,MD) 也

是迄今为止能够用疫苗预防的唯一的一个肿瘤性疾

病。对 MD 的研究 ,不仅在农业上有重要意义[1 ] ,

而且对肿瘤生物学的研究也颇有价值。现在认为
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MDV 引起肿瘤的发生与三个基因相关 :132 碱基对

重复序列两侧的基因、pp38 和 meq[2～7 ] 。在 meq 基

因中 ,疫苗株 CV I988/ Rispens 和 814 株缺失 CAC

三个碱基 ,并引起一个脯氨酸的缺失[9 ] 。对于 pp38

基因的碱基序列比较发现 ,CV I988/ Rispens 出现一

个引起抗原决定簇发生改变的碱基变异。尽管在这

些研究中发现了碱基或氨基酸变异 ,但是这些变异

与 I 型 MDV 的致病性是否相关仍未有定论。

位于 UL 和 IRL 连接区 B am HI2H 片段内的

1. 8kb 基因家族[8 ] ,能转录不同 mRNA ,且仅在强

毒 MDV 表现很强的转录活性 ,转录起始位点位于

相对 pp38 起始位点的 - 670 到 - 680 处[5 ,7 ] ,但以

相反的方向转录 ,受共用的一段启动子和增强子区

域调控[7 ] 。相似的结构也出现在位于 UL 和 TRL

连接区的 B am H I2D 片断内。随着病毒在 C K、CEF

上的连续传代 ,1. 8kb 基因家族发生扩增 ,扩增的产

生原因主要是 132bp 串联重复序列拷贝数的增加 ,

传代的病毒会失去致瘤性。因为在致瘤性很强的

MDV 毒株中 132bp 重复序列只有 223 个重复 ,而在

非致瘤毒株中这一序列的拷贝数不等[3 ] ,同时导致

转录产物丢失。这些发现表明 1. 8kb 基因家族的

转录产物或者它们编码的蛋白质在病毒的致瘤性上

充当着重要的角色。针对 1. 8kb 的反意寡核苷酸

能抑制 MD 细胞系的增殖 ,更支持了这种假设[6 ] 。

1989 年Bradley 等发表了 1. 8kb 基因家族的转录图

谱[4 ] 。1992 年 Fang 等对 1. 8kb 基因家族中的1. 69

kb cDNA 和 1. 5kb cDNA 进行了分析 ,并确定了

cDNA 中潜在的阅读框[8 ] , 1. 8kb 基因家族在

B am H I2H 片段内转录图谱见图 4. A 。近来 ,Silva

等证明了 132bp 拷贝数的增加伴随着病毒致弱的

过程 ,但其本身不能有效的导致病毒的致弱[9 ] 。本

研究通过对包括毒力温和型疫苗毒、强毒、超强毒、

特超强毒毒株共 7 个公认的参考株与 3 个中国分离

株的 1. 8kb 基因家族进行了克隆测序并与 GA 和

MD5 共 12 个毒株的 1. 8kb 基因家族和编码多肽进

行序列比较 ,旨在寻找 1. 8kb 基因家族与不同致病

型 MDV 之间的可能存在的相关性。

1 　材料与方法

1 . 1 　毒株、菌株与载体

研究所用的 MDV 毒株 :特超强毒 584A 株、特

超强毒 648A、超强毒 RB1B、超强毒 MD11、强毒

RB1B 都是在美国农业部禽病和肿瘤学研究所的保

存毒株 ;疫苗毒 CV I988/ Rispens 是大约 43 代的保

存毒[ 10 ] ;中国疫苗株 814 株和中国标准株 J ing21 株

分别由哈尔滨兽医研究所和北京农林科学院畜牧兽

医研究所分离培养 ; MDV 的野毒株 GX0102、

HB0202、GD0203 分别是本实验室在 2001 年和

2002 年从广西、河北和广东省的病料中分离得到。

E. col i T G1 ,由本实验室保存 ; T 载体 pMD182T ,购

自大连 Ta KaRa 生物工程公司。

1 . 2 　分子生物学试剂

T4 DNA 连接酶、PCR 反应用试剂、限制性内切

酶 EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ、凝胶回收纯化试剂盒、X2gal、

IP T G及 DL2000 marker 等均购自大连 Ta KaRa 生

物工程公司。

1 . 3 　引物设计与合成

根据 GenBank 中发表的 GA 株的全基因序列
(no . A F147806)自行设计 3 对引物 ,引物 (由上海生

工生物工程有限公司合成)序列见表 1。
表 1 　用于扩增 1. 8kb 基因家族及其上游调控序列的 PCR

引物序列

Table 1 　Primers used to generate 1. 8kb gene family and it s

upst ream regulating sequences

Primers Sequences
Positions in GA

genome
Fragment
sizes/ bp

F1 (forward) 5′2CCTCCA TA GCAC
T T TCA TCGCA23′

11103211124 849

R1 (reverse) 5′2A T GCAAA T GA GC
A GT GCGAAC23′

11952211931

F2 (forward)
5′2T GCGA T GAAA GT G

CTA T GGA GG23′
11124211103 317

R2 (reverse)
5′2GA GAA TCCCTA T GA

GAAA GCGC23′
10808210829

F3 (forward)
5′2GGA TCCCCCA

AA GCA TA23′
949529511 1336

R3 (reverse)
5′2GCGCT T TCTCA
TA GGGA T TCTC23′

10829210808

1. 4 　PCR用 D NA模板的制备

本文中所用的 MDV2CEF 基因组 DNA 样品 ,

除 CV I988/ Rispens 株从美国带回外 ,其余均是在

本实验室从感染细胞提取的。即按常规方法由 9 日

龄 SPF 鸡胚 (由山东济南斯帕法斯公司提供) 制备

鸡胚成纤维细胞 (CEF) ,将不同的 MDV 分别接种 1

代 CEF ,CO2 培养箱中 37 ℃培养至出现 80 %细胞

病变后收获 ,将收集的细胞消化 ,抽提 ,最后用乙醇

沉淀 DNA ,干燥后溶解于适当体积的 TE Buffer

(10mmol/ L Tris2Cl ,1mmol/ L ED TA ,p H8. 0) 中 ,

核酸定量约为 50～100ng/μL ,即为扩增 MDV 基因

组相关片段的模板 DNA。

1. 5 　PCR扩增 1. 8kb 基因家族

PCR 按常规方法进行 ,反应体系为 50μL ,其中

10 ×PCR buffer 5μL , dN TP ( 2. 5mmol/ L each)

4μL ,引物 ( 25ummol/ L ) 各 2μL , 模板 DNA 约
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20μL ,r Taq 2U 。在 53 ℃～55 ℃范围内适当调节退

火温度 ,根据不同长度 PCR 产物在 72 ℃适当调节

延伸时间。

1 . 6 　重组质粒的构建及阳性克隆筛选鉴定

将包含不同毒株 1. 8kb 基因家族及其上游调

控序列的 PCR 扩增产物用凝胶回收纯化试剂盒回

收所需片段 ,与 pMD182T 载体进行连接 ,将连接产

物分别转化 E. col i T G1 感受态细胞 ,挑选白色菌落

接种 Amp + LB 培养基 ,提取质粒。用 Ecor Ⅰ和 Pst

Ⅰ进行双酶切筛选阳性克隆。

1. 7 　1. 8kb 基因家族的序列测定与比较分析

将筛选的阳性克隆交由上海生物工程有限公司

和上海博亚生物工程有限公司进行 DNA 序列测

定 ,用 DNAStar 软件分别比较 1. 8kb 基因家族上游

调控序列和由 ORF2A 编码的 63 个氨基酸的蛋白

质序列及由 ORF2C 编码的 64 个氨基酸的蛋白质序

列。

2 　结果

2. 1 　1. 8kb 基因家族及其上游调控序列的 PCR扩

增结果

曾设想利用一对引物扩增全长的 1. 8kb 基因

及其上游调控序列 ,但是没有得到很好的扩增 ,因此

将该序列分成相互重叠的 3 段进行扩增 , F1 (for2
ward)和 R1 ( reverse) 扩增包含上游调控序列和部

分 1. 8kb 基因的 DNA 片段 ,F3 (forward)和 R3 (re2
verse)扩增 132bp 重复序列下游的 1. 8kb 基因的

DNA 片段 , F2 (forward) 和 R2 ( reverse) 扩增包含

132bp 重复序列的 DNA 片段 ,将 PCR 扩增产物进

行琼脂糖凝胶电泳 ,结果与预期片段大小一致。

2. 2 　不同致病型 MDV的 1. 8kb 基因家族上游调

控序列的比较

对所测的 1. 8kb 基因家族上游调控序列的比

较表明 ,该段序列在不同毒株间相对稳定 ,序列的同

源性在 1. 8kb 基因家族转录方向上 ,其中 584A、

648A、HB0202 同已经报道的 GA 和 MD5 的序列完

全一致 ,在 J ing21 和弱毒株 CV I988/ Rispens 及 814

上有相对一致的突变 , 其中 CV I988/ Rispens 在

TA TA box 和上游 SP1 位点间丢失小片段“5′

CTCGG 3′”。MDV 的 1. 8kb 基因家族上游调控序

列的比较见图 1。

图 1 　不同致病型 MDV 的 1. 8kb 基因家族上游调控序列的比较

Fig . 1 　The alignment of the upst ream regulating sequences of MDV from different st rains

A : The st ructure of t he upst ream regulating sequences of 1. 8kb gene family ; "ori" represent t he MDV origins of replication ;B : Ot her enhancer
motif s were indicated according wit h t he sequences in box ," 3 " represent s t he deletion
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2. 3 　不同致病型 MD V的 132bp 串连重复序列拷贝

数的比较

由于使用 F2 (forward)和 R2 (reverse)扩增得到

的 PCR 产物包括引物序列和 132bp 的上下游部分

序列 ,因此含 1、2、3 个 132bp 重复序列的病毒 DNA

的扩增产物分别为 185bp ,317bp 和 449bp ,依次类

推。扩增 CV I988/ Rispens 株的 132bp 串连重复序

列的 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳结果见图 2。可见

CV I988/ Rispens 株在该基因家族中可含有不同拷

贝数的 132bp 串连重复序列 ,最多的含有 7 个 132bp

串连重复序列的拷贝。然而其余毒株的 132bp 串连

重复序列的拷贝数仅为 2 个。病毒毒株的来源、分

离时间、致病型及 132bp 拷贝数见表 2。

2. 4 　1. 8kb 基因家族的序列分析及比较

用 DNAStar 软件比较测定的 10 个毒株与已发

表的 GA 株和 MD5 株的 1. 8kb 基因家族的核酸序

列 ,结果表明 ,所有毒株的 1. 8kb 基因家族其核酸组

成比较稳定 ,同源性在 98. 8 %以上。

　　从图 3. A 中可以清楚的看到 ,ORF2A 阅读框架

位于B am HI2H ( no . M26392) 片段的88021069位 ,

图 2 　 PCR 扩增 132bp 重复序列

Fig. 2 　Special amplified PCR 132bp tandem repeat s

1/ 3 , DL2000 Marker ; 2 , F2 (forward) and R2 ( reverse ) amplified
132bp tandem repeat s using 814 st rain samples , t he result showed
t hat t he band contained 2 copies of 132bp repeat s (317bp) . The same
result s were detected when F2 (forward) and R2 ( reverse) amplified
132bp tandem repeat s using RB1B、Md11、584A、648A、Jing21、
HB0202、GD0203、GX0102 st rain samples ; 4 , F2 (forward) and R2
(reverse) amplified 132bp tandem repeat s using CVI988 st rain sam2
ples ,the bands of 185bp、317bp、449bp、681bp、813bp、945bp were detected

各毒株编码的由 63 个氨基酸的构成的蛋白质序列

比较见图 3 , ORF2A 位于 B am H I2H ( no . M26392)

片段内的 88021069 位 ,发生突变的氨基酸用黑体表

示 , GA 3 株和 MD5 3 的序列为引用的已发表的序列 ,

序列号分别为 no . A F147806 , no . A F243438。

编 码 6 4个氨基酸的阅读框架 ORF2C位于
表 2 　MDV 毒株的基本资料

Table2 　Data of different MDV strains

St rain Name Resource Isolated in years Pat hotype The copy of 132bp

CVI988/ Rispens [10 ]
Avian Disease and

Oncology lab (ADOL)
The beginning of t he seventies m at least seven

648A [11 ] ADOL The end of t he eighties vv + two

584A [11 ] ADOL The beginning of t he nineties vv + two

GA [12 ] ADOL The end of t he sixties v two

MD5 [13〗 ADOL The beginning of t he eighties vv two

MD11 [14 ] ADOL The beginning of t he eighties vv two

RB1B [14 ] ADOL The beginning of t he eighties vv two

814 [15 ] Harbin China The beginning of t he eighties m two

Jing21 Beijing China The beginning of t he eighties v two

HB0202 Hebei China 2002 Wild type , remained detected two

GD0203 Guangdong China 2002 Wild type , remained detected two

GX0102 Guangxi China 2001 Wild type , remained detected two

图 . 3 　不同毒株间 ORF2A 编码的由 63 个氨基酸构成的蛋白质的序列比较

Fig. 3 　Comparison of the 632aa peptide encoded by ORF2A among MDV strains of different pathotypes
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B am H I2H (no . M26392) 片段的 1 28321 475 位 ,起

始于第 2 个 132bp 重复序列的 87～89 个碱基处 ,阅

读框架包含完整的第 1 个 132bp 。编码的多肽产生

两个完全相同的由 13 个氨基酸构成的肽段 ,一个位

于 N 端 ,另一个在靠近 C 端的位置。如果再加上序

列中间出现的“ L ARVL H TSL ALL”,使整个蛋白

质序列呈现 3 个“L 3333333 L 3 LL”(其中 3 代表不同的

氨基酸)结构单元。ORF2C 与 132bp 在基因组中的

相对关系见图 4. B ,构成的蛋白质序列比较见图 5 ,

ORF2C 位于 B am HI2H ( no . M26392) 片段内的

128321475 位 ,“□”内的氨基酸为完全相同的氨基

酸肽段 ,下划线强调的氨基酸序列同“□”内的氨基

酸序列存在类似的“L 3333333 L 3 LL”结构单元 ,其中 L

用倾斜字体表示 ,其余序列中发生突变的氨基酸用

黑体表示。GA 3 株和 MD5 3 的序列为引用的已发

表的序列 ,序列号分别为 A F147806 和 A F243438。

图 4 　1. 8kb 基因家族在 Bam HI2H 片段的转录图谱 [4 ,8 ] 及

ORF2C 与 132bp 的关系

Fig. 4 　Transcriptional map of 1. 8kb gene family and rela2
tionship between 132bp repeat s and ORF2C Two of

the 132bp repeat s are shown ,with each repeat delin2
eated by bracket s.“3 3 3 ”represent stop code

图 5 　不同毒株间 ORF2C 编码的由 64 个氨基酸构成的蛋

白质的序列比较

Fig. 5 　Comparison of the 642aa peptide encoded by ORF2C

among MDV strains of different pathotypes

3 　讨论

由于 MDV 超强毒株 (vv MDV) 和特超强毒株
(vv + MDV)的不断出现 ,即使过去公认有效的细胞

结合性二价疫苗 ( HV T + SB1) 或 CV I988/ Rispens

株疫苗 ,也不能产生理想的免疫效果。这就促使人

们去探讨和研究 MDV 毒力变异的根本原因。最近

20 多年来 ,人们一直采用严格饲养设施中的动物试

验来完成 MDV 毒株毒力的检测和鉴定[10 ] ,但是动

物试验成本较高 ,而且经常受一些不确定因素的影

响 ,再加上测定 MDV 毒力的试验持续的时间太长 ,

因此人们越来越试图用分子生物学的方法作为判定

MDV 致病性及其毒力的首选方法。为了在基因组

水平或氨基酸水平上鉴别出 MDV 在致病型上的差

别 ,人们已经对不少基因或基因片段进行了比较如

pp38 基因 ,meq 基因 , gB 基因[16 ,17 ] , gE 基因[18 ] , gI

基因[19 ]等 ,尽管发现有些差异 ,但还是不能阐明变

异和致病性之间的相关性。因此 ,本研究又把目光

投在 1. 8kb 基因家族上。1. 8kb 基因家族被人们认

为是 MDV 致肿瘤有关的序列[4 ,6 ,8 ] ,本研究就是想

通过比较不同致病型 MDV 的 1. 8kb 基因家族 ,希

望由此发现 1. 8kb 基因家族与不同致病型 MDV 之

间可能存在的相关性 ,为进一步进行 MDV 深入的

研究提供数据。

通过对不同毒株间 1. 8kb 基因家族的上游调

控序列的比较研究 ,我们发现 ,12 个 MDV 毒株间

在该基因家族序列的突变主要发生在弱毒株上 ,

CV I988 和其余毒株之间存在最大的差异 ,在 TA2
TA box 和上游 SP1 位点间丢失小片段“5′CTCGG

3′”。但其生物学意义还有待研究。Fukuchi [2 ] 等描

述了 I 型 MDV 病毒连续在 CEF 上传代会失去致瘤

性 ,同时 1. 8kb 基因序列发生扩增。Maotani [3 ]等报

道了扩增的原因主要是 132bp 重复序列拷贝数的

增加。比较分析 1. 8kb 基因家族我们发现 ,

CV I988/ Rispens 株可以包含多个 132bp 重复序列 ,

然而已知的另一个弱毒株 814 株和其他的包括强毒

株、超强毒株、特超强毒株以及中国地方分离毒株都

仅仅包含 2 个重复序列 ,可见重复序列的拷贝数不

是引起病毒毒力变化的主要原因。

各毒株的 1. 8kb 基因家族同源性在 98. 8 %以

上。ORF2A 和 ORF2C 编码的多肽高度一致 ,ORF2
C 起始于第 2 个 132bp 重复序列的 87 - 89 个碱基

处 ,阅读框架包含完整的第 1 个 132bp 。编码的多

肽产生两个完全相同的由 13 个氨基酸构成的肽段 ,

一个位于 N 端 ,另一个在靠近 C 端的位置 ,加上序
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列中间出现的“L ARVL H TSL ALL”,使整个蛋白质

序列呈现有规律性的“L 3333333 L 3 LL”结构单元。这

种重复序列在生物学意义上还有待进一步研究。从

图 4. B 中我们可以看到 132bp 重复序列拷贝数的

继续增加均发生在 ORF 的上游 ,并不引起 ORF2C

阅读框架的改变。

在本研究中 ,我们比较了 12 个包括不同致病型

的 I 型 MDV 毒株的 1. 8kb 基因家族和编码蛋白

质 ,尽管发现了一些差异 ,但这些差异似乎多数都是

随机突变。过去的研究发现 ,中国分离到的不同致

病型毒株在 gE基因上有特定的碱基变化作为演化的

遗传标志[17 ] ,但是从 1. 8kb 基因家族看不出与致病

性的直接关系 ,也看不出具有中国地方特色的变异。
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