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摘要　概述聚合酶链反应 ( PCR) 技术应用于家禽马立克氏病、 禽白血病和网状内皮增生症鉴别诊断的研究进

展 ,主要内容包括病毒的基因组结构特征 ,各病毒的特异性基因或序列及其 PCR引物的位置和序列 ,以及 PCR

技术对肿瘤病特异鉴别诊断的应用。将 PCR技术与其它传统的技术进行比较 , PCR技术具有敏感性高、 特异性

好、 快速、 简便的特点 , 是目前鉴别诊断家禽病毒性肿瘤病最有效的、 最快捷的方法之一。
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Abstract　 It is a review of current researches on the di fferential diagnosis of avian tumors e. g.

Marek’ s Disease, Avian Leukosis and Reticuloendotheliosis by using the polymerase chain reaction

( PCR) technique. The genome st ructures of the vi ruses, the unique genes or DN A fragments of

each virus and thei r PCR primers’ si tes and sequences, the applications of PCR technique in the dif-

ferential diagnosis of avian tumors and the comparison wi th the conventional diagnosis methods

w ere detailed. PCR technique is one of the most efficient and rapid approaches to dif ferentiate avian

vi ral turmors for its simplicity , high sensitivity and specificity.
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　　家禽的肿瘤病主要由致瘤性病毒所致 ,其中最常

见而且危害最大的是马立克氏病 ( Marek′s Disease,

MD)、 禽白血病 ( Avian Leukosis, AL) 和网状内皮

增生症 ( Reticuloendo theliosis, RE)。MD是由疱疹病

毒科的马立克氏病病毒 ( MDV)引起的一种恶性肿瘤

病 , M DV能在内脏器官、皮肤和肌肉中诱发肿瘤 ; AL

是由反转录病毒科、 白血病 /肉瘤病毒群的禽白血病

病毒 ( ALV ) 引起的一系列家禽良性和恶性肿瘤病 ;

同属于反转录病毒科的网状内皮增生症病毒 ( REV)

是 RE的病原 , RE为一群病理综合症 ,包括急性网状

细胞瘤、矮小综合症以及慢性淋巴瘤及其它组织的肿

瘤
[1 ]
。

20世纪 70年代 , MD和 AL的鉴别诊断是根据临

床表现、鸡群的历史和眼观病变进行综合判定 ,因为

那时 MD主要是 9周龄以上鸡的疾病 , 其特征是外周

神经病变及其相应麻痹症状 ; 而淋巴白血病 ( LL)则

发生在成年 (一般在 16周龄以上 )的种鸡和商品蛋鸡 ,

引起内脏器官的淋巴样肿瘤 [1, 2 ] ; 根据肿瘤发生的部

位 , RE则有囊型和非囊型之分 , 前者主要出现在肝

和法氏囊 , 这与 LL的肿瘤很难区别 , 后者的肿瘤主

要发生在胸腺、 心、 肝、 脾中 , 也有神经肿大 , 这在

外表上又与 MD肿瘤很相似。在显微组织病变上 ,

M D肿瘤组织有多形细胞浸润 , LL则有一致的胚型

细胞浸润 ,而 RE有大小一致的未分化的大型网状细

胞浸润。这些细胞水平上 (形状和大小 )的细微差异 ,

需要专门的训练及经验才能鉴别。依上所述 , M D、

AL、 RE引起的肿瘤虽在某些方面有区别 , 但在实际

诊断工作中 ,准确的判断需要丰富的经验 , 而且这种

方法具有较大的主观性。可使感染鸡早期 ( 4～ 8周

龄 )发生肿瘤的 ALV-J亚型于 90年代初的出现 ,也使

MD和 AL的发病年龄界限的差别变得不明显。这样

使 MD、 AL、 RE的现场鉴别诊断复杂化。

此外 , 由于 MDV、 ALV和 REV感染所致的免

疫抑制是这些疾病的一种主要的表现形式 ,特别是在

出现明显的肉眼可见病变之前 [3 ]。因此 , 寻找一种更
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为敏感的替代方法用于肿瘤病的诊断是非常必需的。

病毒的分离和鉴定通常能使疾病得到确诊 ,但是

病毒分离所需的时间太长 , 通常为 1～ 2周 , 且 MDV

为严格细胞结合性病毒 ,病毒分离的体外培养条件要

求较高 , 而且在鸡胚成纤维细胞 ( CEF)上 5 d～ 14 d

才呈现典型的蚀斑 ;用于病毒鉴定的免疫荧光法是敏

感的 , 但 MDV抗体不能区分疫苗株和强毒株 [ 4] ;

ELISA[5, 6 ]、 免疫过氧化物酶 [7 ]和免疫荧光 [ 8]等血清

学方法是相当简单的生物学方法 , 可达到区分

MDV、 REV、 ALV的目的 , 但检测前均需要经过病

毒的分离和大量繁殖 ; 原位杂交法 [ 9]、限制性内切酶

分析法 [10 ]都具有较高的特异性 ,但也不能用于 MDV

强弱毒株的鉴别 ; 核酸探针特异性较高 , 能区分

MDV强弱毒株 , 但该方法操作步骤繁杂 , 结果的判

定带有一定的主观性。

聚合酶链反应 ( polymerase chain reaction, PCR)

与传统的诊断方法相比 , PCR技术具有快速、 敏感、

特异的特点。因此该技术已被广泛应用于生命科学的

各个领域 , 包括病原鉴定、疫病诊断、 流行病学调查

等 , 人医已将其作为一个标准的诊断程序。在家禽病

毒性肿瘤病的鉴别诊断上 ,国内外各学者也尝试使用

这一技术 , 并取得一些进展 , 本文将概述 PCR对

MD、 AL、 RE进行诊断的进展。

1　 PCR用于 MDV的鉴定

MDV可分为 3个血清型: 血清Ⅰ 型 ( MDV-1)包

括致瘤的强毒株和不致瘤的弱毒株 , 血清Ⅱ 型

( MDV-2) 和Ⅲ型 ( MDV-3)均为自然弱毒株 , 无致

瘤性。该病除引起病禽死亡、生产性能下降等损失外 ,

还造成广泛的免疫抑制 , 给养禽业造成巨大损失
[ 3]
。

1. 1　MDV的基因组特点
[4, 11, 12 ]

MDV的 DNA为线性双股分子 , 含有一长独特

区 ( UL)和一短独特区 ( US) , 每一区域都与反向重

复序列 ( TR、 IR) 相连。DV基因组编码多种病毒特

异性的蛋白质抗原 , 编码分泌性糖白 gA的多肽前体

基因位于 UL区的 BamHI-B片段上 , 该序列有一部

分是比较保守的 ; 编码非分泌性糖蛋白复合物 gB的

基因位于 UL区中部 BamHI K3和 I3两个相邻片段 ,

其含包的开放阅读框 ( ORF)两端负责启动和终止转

录的序列十分保守 ;在 Bam HI-H片段 (位于 IRL)或

Bam HI-D片段 (位于 TRL)内有一个 132个碱基对序

列的同向重复区 ( 132-bpr)与病毒的致癌性相关 ,该

区有很强的转录活性 ,在致癌性很强的 MDV毒株上

这一序列只有 2～ 3个重复 ,但是在细胞培养上连续传

代后 , 随着病毒毒力的减弱 , 132-bpr的拷贝数可增

至 4、 5、 6个或更多一些
[13 ]
。之后拷贝数差异被认为是

区分 MDV强弱毒株的一个重要标志 ; 与致瘤有关的

还有 pp38基因和 Meq基因 , pp38基因位于基因组

BamHI-H片段中部病毒复制原点的左侧 , 其表达产

物是肿瘤细胞系中唯一能检出的特异性抗原 ,现初步

证实它与病毒免疫抑制有关 [14 ] ; Meq基因位于 MDV

基因组 Bam HI I2片段及与此片段重叠的 EcoQ片段 ,

仅在 MDV-1中存在 ,能在转化细胞中表达。目前认为

它对病毒潜伏状态 ( Latency)有控制作用 , 而且认为

它属于转录激活因子 ( t ransactivato r) [ 15～ 17]。最近 , 磨

美兰
[18 ]
通过对各致病型 ( patho type) 毒株 Meq基因

序列的比较研究 , 发现了一个强毒株特有的标记。这

一发现的意义有待于进一步的研究。

1. 2　MDV鉴别诊断 PCR引物的选择

目前 , Silv a
[ 19]
设计的针对于 132-bpr的 PCR引

物被广泛应用于 MDV强毒和弱毒的区分以及 MDV

与 ALV、 REV引起的肿瘤的鉴别。其引物序列为:

(正 ) TGC GAT GAA AGT GCT ATG GAG G 3′

( 22bp) , (反 ) 5′GAG AAT CCC TAT GAG AAA

GCGC 3′( 22bp)。Silv a
[19 ]用该 PCR系统 ,成功地鉴别

了 MDV-1的致瘤株和非致瘤株 ,而 ALV和 REV都

为阴性 ; 最近 Witter等
[20 ]
用该 PCR系统成功地诊断

出 3周龄鸡发生的高毒力 MDV引起的短暂麻痹 , 而

ALV为该 PCR系统阴性 ; Davidson等 [21 ]运用针对

132-bpr的另一对引物也成功地鉴别诊断 MDV和

REV引起的肿瘤病 ,并证实以 132-bpr为基础的 PCR

能确诊野毒株和鉴别致瘤的以及非致瘤的 MDV。并

证实从肿瘤中提取的 DNA所进行的 PCR是比较有

效的 , 但为了获得更准确的结果 , 血液样品也应作为

提取 DNA的来源。卢春
[22 ]等也通过该办法对鸡的血

液和羽囊样品进行检测 ,区分了 MDV-1的强弱毒株 ,

而 MDV-2、 MDV-3和 REV通过该 PCR系统扩增时

为阴性 , 该实验表明该 PCR系统具有高特异性、 快

速、 敏感的特点。

Fukuchi[23 ]和 Maotan[24 ]等报道 132-bpr与 MDV

致病力有关 , 但没有足够的证据说明 132-bpr的改变

对致病性的作用机理 ; Young
[13 ]
用 MDV-1型的弱毒

株和疫苗株对鸡进行接种 , 发现其 132-bpr在传代后

丧失 , 对接种鸡的血液样品的 DNA进行 MDV -PCR

扩增时发现只有 1～ 2个重复序列 ; 而 Hooft Van Id-

dekinge
[13 ]
用 Silva设计的引物对 MDV传代细胞进

行 PCR扩增 ,发现 132-bpr拷贝数的增加与其毒力降

低并不完全一致 ,在 132-bpr增宽的 MDV-1型株仍保

持相当毒力。因此 , 依赖于 132-bpr拷贝数的 PCR方

法只能区别细胞适应株和未经培养的病毒 ,而不能区
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别致病和非致病的 MDV-1的毒力。但这对于鉴别细

胞培养生产的疫苗株及野毒株已很有效。

针对于 MDV的 DNA基因组中 gA基因的特

点 , 卢春
[25 ]
等运用针对于 MDV gA中一段较为保守

序列的引物检测出发病鸡血液白细胞中的 MDV的

存在 ; Young等
[26 ]建立的巢式 PCR通过对 gA部分

序列的扩增 , 也可检出一滴血中的 MDV; 陈茹等 [27 ]

合成了 MDV-1特异的 g A-1引物 , 用于免疫监测。

Silva和 Witter
[28 ]合成了针对于 gB基因的特异

引物 , 其 PCR结果证实 , PCR阳性与组织病变有很

好的相关性 ,并认为 ,将类似于 MD肿瘤的 AL和 RE

与 MD区分开 , PCR是一种最简单和敏感的方法。

2　 PCR用于 ALV的鉴定

白血病是由 ALV各亚型 ( A, B, C, D, E) 病

毒所致的多种肿瘤性疾病的统称 ,其中以淋巴细胞性

白血病 ( LL)多见 [ 29]。1991年又出现了一种由 ALV-

J株引起的成髓细胞白血病
[ 30]

, 该株 ALV主要侵害

商业肉鸡群 , 引起成髓细胞白血病和其它多种肿瘤。

2. 1　 ALV的基因组特点

ALV的核酸是 RNA, 从 5′到 3′端的 RNA分子

是 gag-pol-env基因 , gag基因编码非糖基化蛋白质 ,

pol基因编码反转录酶和 P32 (一种核酸内切酶 ) , env

基因主要编码 gp85和 gp37两种糖蛋白 , gp85决定病

毒的亚群特异性。ALV感染宿主后 , 以前病毒 DNA

的形式整合进宿主染色体 DNA的 c-myc基因位点 ,

然后在长末端重复序列 ( LTR)启动子序列的影响下

该基因被大量表达 , 开始淋巴瘤的形成过程
[ 29]
。前病

毒 DNA两端的 LTR各包含 3个区域 , 即 3′独特区

( U3)、 R区 (高度保守的含 21bp的区域 )和 5′独特区

( U5) [31 ]。新发现的 ALV-J株也与其它外源性 ALV

一样 , 不具有致瘤基因 , 感染细胞被转化 (肿瘤发

展 ) 是间接通过插入突变而引起宿主细胞原癌基因

( proto-oncogene) c-myc的活化。

2. 2　 PCR引物的选择及应用

Silva
[31 ]
认为要将内源性 ALV与外源性 ALV区

分开 ,所用的针对外源性 ALV的 PCR正向引物应设

计在劳斯肉瘤病毒 ( RSV) LT R U3区的一个 CArG

框内退火 , 这一区域在内源性 ALV基因组中没有 ,

反向引物设计在 U5区域内 , 扩增出的片段应为

220bp,其引物序列为: (正 ) 5′AAG T AA GGT T AC

GAT CGT GCC TT A 3′( 24bp) , (反 ) 5′CTG CTT

CAT TCA GGT GTT CGC AAT 3′( 24bp) ,该引物

不能用于扩增 RAV-O和 ALV-J感染的细胞 DNA。

Davidson
[21 ]利用 Smith设计的引物成功地扩增了引

起肿瘤的外源性 ALV前 DNA的目的基因 , 其序列

为: (正 ) 5′AAG TAA GGT GGT ACG ATC GTG 3′

( 21bp) , (反 ) 5′CTG CTT CAT TCA GGT GT T

CGC AAT 3′( 24bp) , 对 10个血液样品和 8个肿瘤样

品的扩增结果表明 , 肿瘤样品比血液样品检出率高 ,

但为了获得准确的结果 , 两者都应作为提取 DNA来

源。

对于新出现的 ALV-J株引起的肿瘤病 , 目前已

建立了针对于 ALV-J的特异的 PCR检测方法 ,它能

用来检测存在于肿瘤及感染组织中和细胞培养物上

的前病毒 DNA。在 L. M. Smith等 [32 ]建立的方法中 ,

他们从 pol基因选取一段作为上游引物 , 从 env基因

选取一段作为下游引物 , 可检测到 ALV-J的前

DNA, 但这种方法必须注意排除内源性 EAV的干

扰。E. J. Smith等
[30, 33 ]
所用的 PCR引物是由前病毒

DNA 3′端的 E序列到 5′端的 LTR的末端组成 ,其序

列为: (正 ) 5′AA T TCT GCT TGA AAT ATG 3′

( 18bp) , (反 ) 5′AGT TGT CAG GGT ATC GAC 3′

( 18bp) , 用于扩增不常见的 E成分和 LTR高度保守

的独特 5′区 , 结果表明 , 该 PCR系统对 ALV-J前病

毒是特异、敏感的 , 只有来源于 ALV-J的 5个现地分

离株和 PragueC RSV-感染 CEF的 DNA才扩增出与

原型株大小相同的产物 , ALV其它亚型、 REV和未

感染 O系不发生反应 ,该引物可用于扩增血液、趾和

鸡冠样品中的 DNA。

3　 PCR用于 REV的鉴定

REV的最初分离物 T株是 1985年从患内脏淋巴

瘤的火鸡中分离出来的
[ 1]
。目前组成 REV群的反转

录病毒包括不完全复制 T株 ( REV-T)、有复制活性

的 REV-A、 脾坏死病毒 ( SNV) 和鸡合胞体病毒

( CSV)。

3. 1　REV的基因组特点

REV的基因组结构与 ALV的基因组结构相似。

REV感染宿主后缺陷型 REV-T前病毒致瘤基因 v-

rel整合入宿主 DNA,转化靶细胞 ;完全型 REV基因

组无 v-rel, 但其 LTR具有强启动子作用 , 当前病毒

DNA整合到宿主原癌基因 c-myc附近时 , 就可启动

原癌基因的表达和细胞转化 [34 ]。

3. 2　 PCR引物的选择及应用

用于 REV检测的 PCR引物来源于 SNV的

LTR, 预期扩增的片段长度为 291bp, 扩增的序列包

括整个 U5, R重复序列和 U3的 118bp, Aly[35 ]等通过

实验证实 , 该 PCR系统比 ELISA、 核酸探针至少敏

感 10倍 , 该 PCR系统能从囊淋巴瘤和非肿瘤脑组织
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中检出 REV , 而已知的 ALV、 MDV引起的肿瘤

DNA不能被扩增 , 其所设计的引物序列为: (正 ) 5′

CAT ACT GGA GCC AAT GGT GTA AAG GGC

AGC 3′( 30bp) , (反 ) 5′AAT GTT GTA GCG AAG

T AC T 3′( 19bp) , 在试验中 , REV的其它毒株用该

PCR系统扩增后所产生的 PCR产物与 SNV-LTR

PCR产物有相同的特征。Davidson等
[21 ]
以 Aly所设

计的引物为基础 , 在以色列成功地鉴别诊断了由

REV和 MDV引起的鸡和火鸡的肿瘤病 , 实验结果

表明 , 对于检测由 REV垂直传播引起的病例和早期

感染病例 ,该 PCR系统也是很敏感的 ,作者认为 , Aly

所设计的该 PCR引物可以全球通用 , 同时他运用该

PCR系统鉴别诊断 RE、 MD和 AL, REV检出率为:

血液 25% 、肿瘤组织 24% [ 21] ; Fadly
[ 36]通过该 PCR系

统检出由于商品鸡痘苗污染有 REV而引起的肉鸡

肿瘤病。

Davidson
[37 ]用 5株非缺陷 REV和 1株复制缺陷

REV对 6日龄鸡胚进行卵黄囊接种 , 用 PCR检测

REV前病毒在各组织中的复制整合情况 , 结果表明

不同株及同株在不同鸡胚组织间的复制都有差异 ,肝

和脾是最普遍的受害部位 , 由于 REV前病毒的整合

作用 , PCR阳性鸡并不一定出现病毒颗粒。

4　 PCR法应用于 MDV、 REV和 ALV引起的

肿瘤病的鉴别诊断的前景

PCR技术是一种很敏感的分子生物学方法 , 因

此有可能会检出普遍存在于自然界的 MDV、 ALV和

REV
[1 9] ,因而可能会导致肿瘤检查的假阳性。Silva和

Witter
[28 ]发现某些已感染 MDV而没有淋巴瘤生成

的病鸡的 PCR检测结果也为阳性。此外 ,现场患肿瘤

病的鸡可能是致瘤病毒多重感染的 ,因此 ,不能将某

一 PCR阳性病鸡统诊为单一的相应的疾病。Wit-

ter
[38 ]
长期的研究表明 , MDV、 ALV和 REV都在不

断进化着 ,因此推测 ,目前的 PCR系统可能适应不了

某些新出现的毒株。ALV的 PCR容易受内源 EAV

的干扰 , ALV-J分离物容易快速变异 ,因此 ,设计多

对引物序列作 PCR, 对检测所有病毒变异株是必要

的。REV、 ALV与 MDV间的整合作用 [21, 37 ]也许会影

响 PCR的检测 , 因为这种整合有可能会影响 MDV

的生长和致瘤作用。而且 Isfort等
[39 ]证实 , REV具有

调控活性的 LTR插入 MDV基因组的 BamHI-D片

段的 132-bpr附近 , 可使 MDV基因组中的这种插入

序列与天然 REV-LTR有 98%的一致性 ,个别野毒株

也显示出与 REV-LTR的同源序列。Ewert
[40 ]
已证

实 , M DV某些毒株能增强 ALV的致瘤作用 , MDV

对 ALV前病毒的反式激活 ,使 ALV和 MDV双重感

染比 ALV单独感染所致的 LL发病率高
[41 ]。因此 ,

以上这些问题是我们对 PCR的结果进行分析时所应

予考虑的。

PCR虽然尚存在一些问题 , 但以上各学者的成

功经验告诉我们 , PCR法仍然是目前鉴别诊断家禽

病毒性肿瘤病最有效的最快捷方法之一。
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