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摘 要 从马立克氏病病毒 ( M D V )不同致病型毒株 m eq 基因序列
、

m eq 基因 产物 及其细胞 内表达特性和 m eq 蛋

白生物学功能 的研究探 讨马立克 氏病病毒致瘤基 因 m eq 功能
。

完成 r 64 8 A
、

C V 19 8 8 / iR
s p en

s
、

8 1 4
、

广 西地方 毒

株 G Z
、

N
、

0 0 9 3
、

0 0 9 5
、

0 2 9 7
、

0 3 0 4共 9个 M D v 毒株 m e q 基 因的序列测定
。

M D V 不 同致病型毒株 的 m e q 基因序列

相 对 比较保守
,

它们相互间核昔酸和氨基酸序列 的同源性均 很高
;
与所有 7个致瘤的 M D V 毒株相 比

,

在 2个

M D V
一

1弱毒疫苗 C V I 9 8 8 / iR sP
e n S
株和 8 14 株发现有二个特征性位点突变

;
此外

,

还在其 O R F 中首次发现含 15 个

氨 基酸残基 (E E L C A Q L C S T P PP IP ) 的 2个重复 和含 6个氨基酸残基 ( P IP C T P )的 4个重复
,

全分布在 M E Q 蛋白

C
一

端 的转 录激活域内
。

M E Q 蛋白的表达仅局限 于感染细胞的核 内
,

而且随感染时 间增 加
,

具有从核质 向核仁和

核膜转移趋 向
;
W es t e nr lB ot it ng 和免疫沉淀试验证实重组杆状病毒感染细胞裂解物中有大小约为 60 kD 的特异

带
。

利用表达的 M E Q 蛋 白产物免疫 B A L B /。 小鼠
,

获得的杂交瘤 细胞被克隆并与 M D V 感染 的鸡胚成纤维细胞

(C E F )做免疫荧光试验 (F A )
,

获得 4株稳定产生抗 M E Q 蛋 白单克隆抗体 ( M
c A b) 的杂交瘤细胞

,

其中 3G 1 2 E 6单

克隆抗体能够检测 到 M D v 致瘤 株感染 的 C E F 及 自然 M D 肿瘤 细胞中表达 的 m eq 基 因产物
,

而 C V I 9 8 8 /

iR sP en
s
感染 的细胞则未检测到

。

发现细胞 内表达的 m qe 基因产物可 明显促进 M D V G A 株对体外培养细胞的感

染及增殖
。

研究结果表 明
,

m eq 基因在感染 细胞内的表达水平是 M D V 增殖和致病
、

致瘤 的分子基础
。
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8 1 4 a n d lo e a l s t r a i n s s u e h a s G Z
,

N
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t e r
m i n a l o f t h e g e n e ,

w e r e f o t一n d i n a l l t h e
M D V

、 .

T h e in 、 e e t S F g e e ll
s
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W
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t h e I F s t a i n in g p a t t e r n s d if f e r e d i n d if f e r e n t t i nr e o f p o s t
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i n f e e t io n ( P l )
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T h e W e s t e r n b lo t t in g a n d

im m u n o p r e e i p it a t io n t e s t s h o w e d t h e r e w e r e s Pe e i f ie b a n d s a r o u n d 6 0 k D
.
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M E Q M e A b s e e r e t io n b y im m u n o f l u o r e s e e n e e
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2 0 0 2
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0 7一 2 2 收稿
,

2 0 0 2一 0 9一 0 5 修回
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t o r e v e a l t h a t o f t h e C E F a n d t h e e e ll s o f
v is e e r a l o r g a n in f e e t e d w it h C V I 9 8 8 / R is P e n s

·

T h e

e x p r e s s io n o f m e q g e n e w it h i n t h e e e l ls e o u l d e n h a n e e t h e in f e e t io n a n d r e p li e a t io n o f G A a n d t h e n

r e s u lt e d in t h e in e r e a s e o f v i r u s p l a q u e s
.

T h e r e s u l t s s
h o w e d t h a t t h e f in d l n g s l e a d t o f o r m a

h y p o t h e s is t h a t t h e e x p r e s s io n a e t i v it y o f t h e m e q g e n e rn ig h t b e t h e m o le e u la
r

b a s is f o r t h e

r e p l ie a t io n a n d t h e s u b s e q u e n t p a t h o g e n i e i t y a n d o n e o g e n ie i t y o f M D V
.

K e y w o r d s
M

a r e k
’ 5

d is e a s e v ir u s , o n e o g e n e / m e q
, t r a n s a e t iv a t o r , e o m p a r i s o n o f s e q u e n e e ,

b a e u l o v ir u s八n s e e t e e ll s y s t e m
,

R C A S v e e t o r ,

m o n o e l o n a l a n t ib o d y
,

f u n e t io n a n a l y s is

马立克氏病 ( M a r e k
’ 5 D is e a s e ,

M D ) 是由马立克

氏病病毒 ( M a r e k
’ 5 D i s e a s e V ir u s ,

M D V ) 引起的一

种鸡的恶性淋巴肿瘤性疾病
。

1 9 0 7年首先 由匈牙利病

理学家 Joz ef M ar ek 氏 [ 1〕报道因单核细胞在外周神经

及脊柱神经根的浸润而导致公鸡的神经肿大和瘫痪
。

1 9 6 1年
,

在英国科学家 iB g gs [ ’ 〕的倡导下
,

开始使用马

立克氏病这一名称
。

20 世纪 70 年代以来
,

尽管广泛地

使用了各种疫苗 (单价
、

二价或多价苗 )
,

但在全世

界范围内
,

M D 仍是养禽业经济上的一个 主要 的威

胁
。

世界各 国均把 M D 视为养鸡业最 重要的疾病之

_ 仁l ]

M D V 是一群细胞结合性 的疤疹病 毒科 的成员
,

其嗜淋 巴的特性与 y
一

疤疹病毒相似
,

而其分子结构

和基因组成与 a 一疤疹病毒相似
,

可分成 3种血清型
,

即致瘤性的血清 1型 M D V ( M D V
一

1 )
,

它是 M D V 群

的原型病毒
,

一些致弱的疫苗株也属于此型 ; 另 2个

型是非致瘤性疤疹病毒
,

其 中血清 2型 ( M D V
一

2) 是

从鸡分离的病毒
,

血清 3型 ( M D V
一

3) 是从火鸡分离

的火鸡疤疹病毒 ( H V T ) 厂
“ 〕 。

在世界家禽业 中
,

M D 的危害具有如下 2个主要

特 征
:

( 1) M D V 的毒力越来越强
。

在过去几十年 中

M D V 的 毒 力 发 生 了 变 化
,

由 1 9 7 05 的 强 毒 株

( v
M D V )

,

到 1 9 8 0 5 的 超强 毒株 ( v v M D V )
,

再 到

1 9 9 0 5 的特超强毒株 ( vv + M D V )
。

分别突破同期使用

的 H V T
、

H v T 十 s B I等疫苗的保护
。

最近
,

在欧美一

些鸡场还出现能突破 目前最好的疫苗株 C V I 9 8 8的保

护 的毒株
。

M D V 毒力增强的另一个表现是其宿 主的

扩 大
,

由最初的鸡
、

鹤鹑
、

山鸡
,

到 1 9 9 6年以后在一

些 国家陆续遭受严重危害的火鸡 [ 3一 5 〕
。

( 2) M D 的发

病形式多样
,

危害严重
。

临床上 M D 的表现主要有内

脏与外周神经淋 巴增生
、

神经中枢病变综合征
、

血管

综合征
、

淋 巴退化综合征等形式
。

它除了引起病禽死

亡
、

屠体废弃和生产性能下降等方面的直接损失外
,

还 由于导致患禽的免疫抑制
,

使机体对各种病原的抵

抗力下降及对各种疫苗免疫的应答降低
,

致使机体并

发或继发多种疾病
,

造成更大的损失困
。

目前
,

控制 M D 主要包括 3个方面
:

疫苗接种
、

遗

传抗性 和生物安全「7口。

疫苗接种仍是现在和可见的将

广西科学 2 0 0 3 年 2 月 第 10 卷 第 l 期

来中预防和控制 M D 的中心策略
。

目前使 用的疫苗

主要有单价苗
、

二价苗和三价苗
。

这些疫苗存在 3个不

足
:

其一
,

疫苗接种虽可防止肿瘤发生
,

但不能阻止

强毒感染
、

复制和排毒
。

目前并没有一种所谓
“

消毒

疫苗
” ; 其二

,

免疫雏鸡需 7一 14 d 方可产生很好的保

护力
,

其间被野毒感染后即导致疫苗的保护率下降 ;

其三
,

目前的任何一种疫苗并不能对所有的强毒株均

提供完全的保护
,

而且许多情况下多种因素均可降低

疫苗的保护力
,

导致 M D 散在暴发
。

因此
,

在寻找更

有效的所谓
“

超级疫苗
”
的同时 ( 目前看来还显得较

为遥远 )
,

加强
、

加深对 M D V 致病
、

致瘤机制的研究

将有助于我们从根本上有效地控制 M D 提供更多有

用的依据
。

目前 已有许多对 M D V 基因组上 70 ~ 80 个特异

基因或区域进行生物学功能的研究
,

但至今仅有 46 个

病毒特异性的多肤通过对 M D V 或 H V T 感染细胞的

提取物进行免疫沉淀试验得到鉴定
,

而其中仅有小数

在抗原上或功能上是重要的卜
`“ 〕 。

可将它们 归成三

大类
,

即 (1 ) 致瘤相关基因
: 1 3 2

一

b rP 序列
、

m eq 和

即 3 8 ; ( 2 ) 糖蛋白基因
:

g B
、

g C
、

g D
、

g E
、

g H
、

9 1
、

g K
、

g L 和 g p 8 2 ; ( 3) 其他基因
:

除上述两类之外的

基因 , 〕
。

对重要基因生物学功能的研究
,

将帮助我们

揭开 M D V 致病
、

致瘤作用的机制
,

并为更有效地控

制 M D 提供理论依据
。

由于 M D V 导致的肿瘤具有潜伏期短 (感染后 3

周 ) 和多克隆性
,

因此
,

有理由推测 M D V 自身可能

具有致瘤基因
。

在 目前 3个可能的致瘤相关基 因 1 32
-

b p r 、
p p 3 8

、

m e q 中
,

m e q 与 13 2
一

b p r 基因是 M D V
一

l所

特 有
,

13 2
一

b p r 的 拷 贝 数 与 毒 株 的 致 弱 程 度 有

关「”
,

` 2〕
,

p p 3 8 被证实可引起机体的免疫抑制 〔’ 3〕
。

由

于 m eq 基 因具有 N
一

端 的亮氨酸拉链结构及 C
一

端的

富含脯氨酸的转录激活域等符合 jon / fo s 转录激活基

因家族的结构特征
,

因此
,

人们视它为 M D V 的致瘤

基因 [ 1 4 : 。

虽然对 m eq 基 因及其 M E Q 蛋 白的研究 已取得

了上述的成果
,

但 目前还存在如下重要问题还尚未解

决
:

( l) 既然 m eq 是一个属于 oJ n/ f os 转录激活基因

家族 的致瘤基 因
,

那么 同属 M D V
一

1的致瘤 株 (如

5 3



G A
、

64 8A等 )与弱毒疫苗株 (如 C VI9 8 8
、

81 4等 )在

me q基 因的分子结构上有什么差别
,

这种差别与其功

能存在怎样的关系
;

(2 ) 由于基因的功能 (活性 ) 与

其表达的水平有正相关
,

那么 M D V 的致瘤毒株与弱

毒疫苗株之间在 m eq 基因的表达水平上是否存在差

别呢 ; ( 3 ) m e q 基因的表达产物
一

M E Q 蛋白对 M D V

的增殖是否有影响
,

有怎样的影响
。

这些问题的阐明
,

将有助于对 m eq 基 因及其产物 M E Q 蛋白的生物学

功能的了解
,

从而对最终阐明 M D V 致病
、

致瘤的机

制以及有效控制 M D 都将具有重要的意义
。

1 马立克氏病病毒不 同致病型 m eq 基 因的

比较研究

L l 材料与方法

.1 L I M D V 毒株

v v + M D V
: 6 4 8 A 株 ; v v M D V : G Z和 N 株 ; 广

西野毒株
: 0 0 9 3

、

0 0 9 5
、

0 2 9 7和 0 30 4
,

从临床 M D 阳

性病例的肿瘤组织获得
; m M D V

:
C V I g s s / R is p e n s

株

和 8 1 4株
。

共 9个病毒株
。

L .I 2 m eq 基因的扩增及产物 的测序

按韦平等郎 〕设计的引物及反应条件
,

利用上述

各个毒株的基因组 D N A 进行整个 m eq 基 因的开放

阅读框 ( O R F ) 的扩增
,

P C R 产物的大小约为 1
.

1 k b
。

分别交由大连宝生物工程有限公 司和上海生工生物

工程技术服务有限公司进行 D N A 序列测定
。

每个毒

株均取 3次不同 P C R 反应的 3份产物分别进行测序
,

以避免 因 P C R 反应本身造成的序列错误
。

.1 1
.

3 D N A 序列的 比较分析

利 用 D N A S t a r ( D N A S T A R I n e
. ,

M
a d is o n ,

W l ) 和 B l a s t (N C B I ) 软件对各个样品的 D N A 序列

进行比较分析
,

而且对根据其 D N A 序列推测的氨基

酸序列也进行比较分析
。

属 v M D V 的 G A 株 m eq 基

因的 D N A 和氨基酸的序列源于 G e n B an k 公布的数

据 (检索号为 H S M M D V E C ( ) Q )
。

L Z 结果与分析

1
.

2
.

1 首次完成 9个 M D V 毒株 m eq 基因序列测 定

本 次研究首次完成 了 6 4 s A
、

C V I g s s / R i s p e n S 、

8 14
、

广西地方毒株 G Z
、

N
、

0 0 9 3
、

0 0 9 5
、

0 2 9 7
、

0 3 0 4

共 9个 M D V 毒株 m eq 基 因的序列测定
,

所有强毒株

m eq 基因的 O R F 均为 1 0 2 0 b p
,

而 2个弱毒疫苗株的

为 1 0 1 7 b p
,

与 S
一

1
.

L e e 等 〔 , 6 〕报 道 在 弱 毒 疫 苗 株

C V I 9 8 8 / C
、

C V I 9 8 8 / R 6和 JM 株 ( v M D V ) m e q 基因

的 O R F 中发现 1个 1 78 b p 的插人序 列的结果不一

致
。

我们将测序结果发送给 G en B an k
,

各毒株的检索

号 为
: 0 0 9 3

,

A F 4 9 3 5 5 0 ; 8 1 4
,

A F 4 9 3 5 5 1 ; 0 0 9 5
,

5 4

A F 4 9 3 5 5 2 ; 0 2 9 7
,

A F 4 9 3 5 5 3 ; 0 3 0 4
,

A F 4 9 3 5 5 4 ;

C V I 9 8 8 / R is p e n s ,

A F 4 9 3 5 5 5 ; G Z
,

A F 4 9 35 5 6 ; N
,

A F 4 9 3 5 5 7 ; 6 4 8 A
,

A F 4 9 3 5 5 8
。

1
.

2
.

2 不 同致病型毒株 m eq 基 因序列的 差异

D N A 序列及其 推导 的氨基 酸序列 比较表 明
,

M D V
一

1不同型的 m eq 基因序列相对 比较保守
,

它们

相互间核昔酸的同源性很高 ( 97
.

5 % 一 99
.

8 % )
。

国际

上首 次发现并报道 了 2个疫苗毒株 C V I 9 8 8 / iR s
eP sn

和 8 14 有意义的2个特征性差别
:

一是它们均缺失 m eq

基因 O R F 中第 5 7 5~ 5 7 7位的 3个碱基 ( C A C )
,

而属

致瘤株的 G A 株 ( v M D V )
、

6 4 8 A ( v v + M D V )
、

广西

2个野毒株 N 株和 G Z株 ( vv M D V ) 在这个位点则完

全保持不变
。

随后
,

我们对 4个广西 M D 阳性病例 的

肿瘤病料 中获得的 M D V 基因组 D N A 进行 m eq 基

因扩增
、

测序时
,

也获得相同的结果
;
二是它们的第

71 位氨基酸也由强毒株的丙氨酸 ( A ) 变成了丝氨酸

(S )
,

这仅因一碱基突变所致
。

分别见图 1和图 2
。

1
.

2
.

3 转录激活域 内两类氨基酸重 复结构 的发现

M E Q 蛋白分子中
,

在 C
一

端的转录激活域内发现

了 6个氨基酸残基 P IP C T P 的 4个重复与 15 个氨基酸

残基 E E L C A Q L C S T P P P P I 的 2个重复 (见图 2 )
,

这 2

种结构可能与基因的转录激活及调 控病毒 D N A 复

制的功能有关
。

2 m e q 基因产物鉴定及其细胞内表达特征的

研究

研究和阐明 m eq 基因产物生物学功能的主要障

碍之一是难 以获得足够数量内源性 的基因蛋 白
。

为了

解决这一难题
,

我们选择杆状病毒 / 昆虫细胞这一真

核细胞表达系统来产生 M E Q 蛋白
。

杆状病毒表达载

体是源于首蓓银纹夜蛾核多角体病病毒 ( au t o g r a ph

e a l i f o r n ie a n u e le o p o l y h e d r o s i
s v ir u s ,

A e N P V ) 的核酸

并经基因改造发展而成的
,

已切除了 核多角体蛋白基

因
,

外源基因则可克隆到这一位置
,

在保留的强有力

的多角体启动子 P PH 的作用下
,

重组病毒在感染宿主

细胞— 草地贪夜蛾 (S P
o d 口 tP er a

fr igz’ eP dr a) 的卵

巢细胞系 S F g后
,

外源基因可得到大量表达
。

除此之

外
,

由于这是在较高级的真核细胞内进行的
,

蛋白质

翻译后还发生了许多修饰
、

加工等过程
,

这对于重组

蛋 白完整的生物学功能而言是必需 的
,

因而使其在抗

原性
、

免疫原性及功能性上与原蛋白相似
〔` 7 〕 。

2
.

1 材料与方法

2
.

1
.

1 构建重组杆状病毒

按照韦平等口 7〕的方法先构建重组杆状病毒转移

载 体
,

然后再与线 性化的 A e N P v ( B a e 一 N
一

B lu e T M
)

G u a n g x i S
e ie n e e s ,

V
o

l
.

1 0 N o
.

1
,

F e
b

r u a r y 2 0 0 3



N DA 共转染于 SFg 细胞
。

最后取上清 (称转染病毒种

子 )做病毒蚀斑试验
,

并对插人基因进行 P C R 分析和

I ) N A 测序的验证
。

克隆化的重组病毒株按韦平等 仁, 7」

的方法分别制备 P
一

1
、

P
一

2和 P
一

3种子液
。

2
.

1
.

2 利 用重组杆状病毒在昆 虫细胞 系表达 M E Q

利 用 P
一

3 种 子 液 以 S M O I ( m u l t i p l i e i t y o f

in fe ct io n ,

即每个细胞感染病毒粒子的数量 ) 的量接

种 2 7 C摇振培养的 S F g细胞
。

同时设野生型 ( W T ) 杆
G A

.

s e q 二

6 4 8 A
.

s e q :

N
.

s e q :

G 2
.

s e q 卜

0 0 9 3
.

s e q :

0 0 9 5
.

s e q :

0 2 9 7
.

s e q :

0 3 0 4 s e q :

8 1 4
.

s e q :

CV I 9 8 8
.

s e q :
.

. .
. . . . . . .

.
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .

… …

状病毒和细胞空白2个对照
。

分别在接种后 ( IP ) 24
、

4 8
、

7 2
、

9 6
、

1 2 Oh 各吸取细胞培养物于 4 C 离心 ( 8 0 0

x g ) l o m
,

收获沉淀细胞作 m eq 基因细胞内表达特征

及 M E Q 蛋白的鉴定
。

2
.

1
.

3 M E Q 蛋白在 S F g细胞 内表达的观察

按韦平等田〕的方法分别取沉淀细胞作抹 片
,

固

定 后 用 重 组 痘 病 毒 表 达 的 M E Q 制 备 的 单 抗

2 3 B 4 6[
’ 8〕作间接免疫荧光试验 ( IF A )

,

在荧光显微镜
.

. . .
.

. .
.

.
. .

.
.

. . .
. . .

.

… … A
.

.

… … G二 : 2 4 0
.

.
. .

. . .
.

. . .
. . .

. . .
. .

.
.

… … A
. .

… … G二 : 2 4 0
: 2 4 0
: 2 4 0
: 2 4 0
: 2 4 0
: 2 4 0

: 2 4 0
. . .

… … T
.

.
. . . . .

.
. .

… …
, . .

… … G二 : 2 4 0
. . .

… … T
. . . . . . . . . . . . . . .

. .
.

… … G二 : 2 4 0

G A
.

s e q :

6 魂S A
.

s e q :

N
.

5 e q :

G 2
.

s e q :

0 0 9 3
,

s e q :

0 0 9 5
.

s e q :

0 2 9 7
.

s e q :

0 3 0 4
.

s e q :

8 1 4
.

s e q :

C V I 9 8 8
.

s e q

: 3 2 0
: 3 2 0
: 3 2 0
: 3 2 0
: 3 2 0
: 3 2 0

: 3 2 0
: 3 2 0
: 3 2 0
: 3 2 0

T
ù lG A

.

s e q :

6 4 8 A
.

s c q :

N
.

5 e q :

G 2
.

s e q :

0 0 9 3
.

s e q :

0 0 9 5
.

s e q :

0 2 9 7
.

s e q :

0 3 0 4
.

s e q :

8 1 4
.

s e q :

CV I 9 8 8
.

s e q :

: 4 0 0
: 4 0 0

: 4 0 0
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: 4 0 0
: 4 0 0
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N
.
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G 2
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s e q :

0 0 9 5
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s e q :

0 2 9 7
.

s o q :

0 3 0 4
.

s e q :

8 1 4
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: 4 8 0

: 4 8 0
: 4 8 0
: 4 8 0
: 4 8 0
: 4 8 0

: 4 8 0
: 4 8 0
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G
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ēóG

G A
.

s e q :

6 4 8 A
.

s e q :

N
.

5 e q :

G 2
.

s e q :

0 0 9 3
.

s e q :

0 0 9 5 s e q :

0 2 9 7
.

s e q :

0 3 0 4
.

s e q :

8 1 4
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s e q :

CV I 9 8 8
.

s e q :

: 5 6 0
: 5 6 0
: 5 6 0
: 5 6 0
: 5 6 0
: 5 6 0
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: 5 6 0
: 5 6 0
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ófUGGG

G A
.

s e q :

6 4 8 A
.

s e q :

N
.

s e q :

G 2
.

s e q :

0 0 9 3
.

s e q :

0 0 9 5
.

s e q :

0 2 9 7
.

s e q :

0 3 0 4
.

s e q :

8 1 4
.

s e q :

C V I 9 8 8
.

s e q : 丫
」̀

几:

: 6 4 0
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: 6 4 0
: 6 4 0
: 6 4 0
: 6 4 0
: 6 4 0
: 6 4 0

: 6 4 0
: 6 4 0
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G A
.

e sq:

6 48 A
.

se q:

N
.

se q:

G 2
.

e sq:

3 0 0 9
.

e sq:

0 0 5 9
.

e sq:

0 9 27
.
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3 0 0 4
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1 8 4
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G 2
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图一 各 M D V
一

1毒株 m e q 基因 D N A 序列 ( 1 6 0一 I OZ o n r ) 的 比较

F 19
.

1 T h e e o
m p a r l s o n o

f l ) N A s e q u e n e e s ( 1 6 0一 l o ZO n r ) o f n z o q g e n e f r o rn d if f
e r e n t s t r a 一n s o

f M D V
一

1

观察不同感染阶段 M E Q 蛋白在 S F g细胞 内的表达特 同致病型毒株
,

包括致瘤性的 G A
、

R BI B 和非致瘤性

征
,

并拍照
。

的 C V I 9 8 8 / R i s p e n s
株感染细胞的 IF A 以及临床 M D

2
.

1
,

4 M E Q 蛋白的鉴定 肿瘤样品冰冻切片的免疫 酶组化染色检测卿 ,
,

以 进

取 高 度 表 达 m ecl 基 因 的 S F g 细 胞 分 别 进 行 行其分泌抗 M E Q M
c A b 能力的筛选及鉴定制备 的

W e s t e r n B lo t 试验和免疫沉淀试验
仁, 7刃

。

M
e A b 的功能

。

2
.

1
.

5 M E Q 蛋白的单克隆杭体 ( M c A b) 的制备 2
.

2 结果与分析

将收获的细胞反复冻融 3次后作为免疫用抗原
,

2
.

2
.

1 重组杆状病毒的克隆与验证

按刘秀梵等的方法帅
〕进行 M E Q 蛋 白的单克隆抗体 通过蚀斑试验 ( 图 3)

、

插入基因的 P C R 分析 ( 图

( M c A b) 的制备
。

4) 和插入 D N A 测序的验证
,

成功地获得了携带 m eq

乙 .1 6 单克隆抗体的初步应 用 基因完整 O R F 序列 的重组杆状病毒 rB lub ac 4
一

m eq 的

用制备的抗 M E Q 蛋白 M
c A b 分别进行 M D V 不 克隆

。

随后制备的重组杆状病毒 P
一

3种子液经蚀斑试

5 6 G u a n又 x 一 S e ie n e e s ,
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图 2 各 M D V
一

1毒株 m eq 基 因氨基酸序列 比较

F ig
·

2 T h
e e o

m P a r i s o n o
f a m i n o a e id

s e q u e n e e s o
f M E Q p r o t e i n s

f
r o m d if f

e r e n t s t r a in s
M D V

一
l

带框的序列分别为两种重 复的结构
。

T h e
l
e t t e r s

b lo e
k

e
d

a r e t h e r e p e a t S e q u e n e e s

图 3

F ig
·

3

转染后获得的重组病毒克隆 (蓝斑 )

T h
e r e e o m b i n a n t e

l
o n e s ( b lu e e o

l
o n ie s ) r e s u

lt
e
d

f
r o m t r a n s

f
e e t io n

验
,

计算到其浓度为 l x 1 s0 个 P F U / m l
,

浓度相 当高
,

可供蛋 白表达研究之用
。

2
.

2
.

2 M E Q 蛋白在 S F g细胞 内的表达特征

荧光显微镜观察的结果发现
,

构建的重组杆状病

毒在 S F g细胞上表达的 M E Q 蛋白可被 2 3 B 46 单抗所

识别 ; 染色仅局 限在细胞核 内
,

而且在 lP 24 h一 IP

7 2 h 期间
,

产物表现出由核质 向核膜
、

核仁转移的现

象 (见图 5 )
。

在用制备的3 G 1 2 E 6单抗对 M D V 致瘤株

感染 的 C E F 及 自然 M D 肿瘤组织 的细胞进行检 测

时
,

也发现特异性的染色仅局限于细胞核
,

包括核质

均匀着色和核膜着色两种类型 (见图 8 )
。

我们认为这

广 西科学 2 0 0 3 年 2 月 第 0T 卷第 1 期 5 7
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图 5 不 同感染 时间 M E Q 蛋白在 细胞内的表达特征

F 19
·

5 T h e e x p r e s s io n e
h

a r a e t e r s o
f M E Q i n e e

ll、 i n

d if f e r e n t h
o u r s o

f p o s t 一 i n
f
e e t io n

与 M E Q 作为核内调控蛋 白的性质和功能密切相关
。

2
.

2
.

3 M E Q 蛋 白的鉴定

用杆状病毒 /昆虫细胞表达系统产生的 M E Q 蛋

白
,

经 W
e s t e r n B l o t t i n g 和免疫沉淀试验检测 巨̀ 7习

,

均

发现有大小约为 60 k D 的特异带 (图 6
、

图 7 ) (以 已知

大小为 60 k D 的 M D V g B 蛋 白为内参照物 )
。

证明杆

状病毒 /昆虫细胞系统用于表达外源基因可行有效
。

2
.

2
.

4 M E Q 蛋白 M c A b 的初 步鉴定与应 用

获得了 4株稳定产生抗 M E Q 蛋白 M c A b 的杂交

瘤细胞吻〕 ,

其中的 3 G 1 2 E 6能够检测到 M D V 致瘤株

感染的鸡胚成纤维细胞 ( C E F ) 及 自然 M D 肿瘤组织

的细胞 (见 图 8之 a ,

b) 中表达的 m eq 基因产物
,

但

与弱毒疫苗株 C V I 98 8 / iR sP en s 感 染的 C E F 和免疫

的正常鸡的组织 (见图 8之 c ) 所做的相同试验
,

则未

观察到类似的特异性荧光和酶染色
。

我们认为这可能

是 因为 m eq 基 因在致瘤株中的表达水平远远高于非

5 8

( e )

图 8 应用单抗对 自然肿瘤组织 a(
、

b) 和 正常肝组织

c( ) 进行免疫组化试验的结果
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致瘤株的表达水平所致
。

这进一步证实先前认为它是

细胞核 的转 录激活因子 〔 , ’ 一 22 〕和具有调控病毒 D N A

复制的功能卿口的假设
。

这也意味着此单抗可用于 M D V 强
、

弱毒株的鉴

别以及临床 M D 肿瘤的诊断
。

据我们所知
,

这是第一

个具有此功能的单抗
。

3 m eq 基 因生物学功能的初步研究

在 m eq 基因的产物生物学功能的研究 中
,

难题

之一就是无法使基因 的产物象 M D V 自然感染时一

样的表达并定位于细胞核内
。

为了解决此难题
,

我们

应用反转录病毒载体进行研究
。

反转录病毒转染载体

质粒 ( r e t r o v i r u s e o m p e t e n t A S u b g r o u p
,

R C A S )
,

是

一个 12 00 O b p 的大质粒
,

它是将禽白血病病毒 (va ian

le u e o s i s v i r u s ,

A L V ) A 亚群的前病毒 D N A 克隆到

p B R 32 2质粒中构成 的
。

源于 A L V 的 D N A 包括 ga g

(编码病毒 5种核心蛋 白 ) 基因
、

p ol (编码病毒反转 录

酶和整合酶 ) 基因和
e n v (编码病毒外膜蛋白 ) 基 因

以及在这些基因两侧的
、

序列相同的长末端重复序列

( lo n g t e r m in a l r e p e a t s ,

L T R s )
。

I
一

T R S 含有启 动和增

强子序列
,

控制前病毒 D N A 转录为 R N A
。

该质粒带

有 l个独特的限制性 内切酶 lC a l 位点
,

外源基因可

通过此位点克隆到载体质粒中
。

当将该质粒转染 到

C E F 的细胞系时
,

R C A S 内的 L T R
s

启动子序列可被

细胞的 R N A 聚合所识别
,

以前病毒 D N A 为模板转

录出 m R N A
,

随即在细胞 内组装成完整的具传染性

的病毒
。

病毒游离到细胞外后
,

可进一步感染其它细

胞
。

同时
,

前病毒 D N A 可整合到宿主细胞的染色体

D N A 之中
,

进而得以转录和表达山 〕
。

通过构建重组反转录病毒
r R C A S

一

m eq
,

使 m eq

基因能在 M D V 自然宿主细胞系 C E F 系 D F I上较高

水平的表达
,

而且 象 M D V 自然感染时一样表达并定

位于细胞核内叭口
。

这 就使我们对 m eq 基 因表达后对

M D V 在细胞 内感染和繁殖的影响的研究成为可能
。

然后
,

应用重组反转录病毒
r
R C A S

一

m eq 感染 D F I
,

然后再用
v M D V 参考株 G A 感染细胞

,

待出现病毒

斑后进行黑斑试验 ( b la e k p l a q u e a s s a y
,

B P A )
,

以确

定细胞 内表达的 m eq 基因产物对 G A 株感染细胞以

及细胞 内增殖的影响
,

为研究 m eq 基因及其产物的

生物学功能提供有用的资料
。

.3 1 材料与方法

3
.

1
.

1 重组转 染载体质粒 R C A S
一

m eq 的构建

通过 P C R 技术
,

以 M D V E e o
Q 片段 ( 2

.

5 k b ) 为

模板
,

在 m eq 基因 O R F S
`

末端和 3’ 末端各设计 1个

P C R 引物
,

它们分别带有 1个限制性内切酶 lC
a l 的

广西科学 2 0 0 3 年 2 月 第 10 卷第 1 期

酶切位点及几个保护碱基
。

常规条件下进行 P C R
。

然

后用内切酶 lC a l 将 P C R 产物多余的末端碱基切去
,

同时用同种酶将 R c A s 打开
,

然后用 寸4噬菌体 D N A

连接酶将 m e q 基因重组到 R C A S 的 C l a l 位点中仁2` 〕
。

按常规的方法将 重组的乙 R C A S
一

m eq 转染载体

质粒转化到用氯化钙制备的大肠杆菌 T G I 感受态细

胞中
,

用 Q I A G E N 质粒提取试剂盒并按其提纯方法

提取质粒 D N A ; 获得的重组 乙 R C A S
一

m eq 质粒
,

需经

过 D N A 碱基序列测定来确定 m eq 基因插人方 向的

正确性
。

采用磷酸钙共沉淀法将重组 的乙 R C A S
一

m eq

转染 D F I细胞巴2` 1
。

.3 1
.

2 重组反 转录病毒 的相对滴度及 感染 细胞 中

M E Q 蛋 白的检测

D F I细胞在转染后 ( p o s t 一 t r a n s f e e t i o n ,

P T ) 的 3 d
、

s d
、

7 d
、

g d
,

分别收集其培养上清
,

并用 P T s d 的

培 养 上 清 感 染 新 的 D F I 细 胞
。

在 感 染 后 ( p os
t

in f e e t i o n ,

p l ) 的 1一 s d 内
,

每天分别收集其上清
,

用

E L IS A 测定 A L V p 27 蛋白的含量 (O D 值 ) 并以它作

为重组病毒的相对滴度的指标
,

方法及其主要步骤按

文献 仁2 4〕的方法进行
。

以 M E Q 单抗 2 3 B 4 6 [ , 8〕
,

采用

间接免疫荧光技术检 测 M E Q 蛋白在转染和感 染的

D F I细胞中的表达情况
。

3
.

1
.

3 黑斑试验

在制备好的 D F I细胞单层 (细胞长满皿底的 80 %

时 ) 上
,

先接种重组病毒
r R C A S

一

m eq (病毒相对滴度

为 0
.

39 的 E L IS A 0 1〕值 )
,

并设立未接种对照组
; 12

h 后再接种 G A 株 (按 1 00 个 P F U /皿的理论值 )
,

置

37 C
、

5 % C姨培养箱继续培养哪
〕

。

按 R F ilS va 博士实验室建立的方法比三进行黑斑

试验
,

以确定 m eq 基因的表达对 G A 株病毒斑数量

的影响
。

.3 2 结果与分析

3
.

2
.

1 重组反转录病毒
r R C A S

一

m eq 的 成功构建

通过对重组质粒用内切酶 lC a l 消化
、

插人片段

的 D N A 碱基进行测序验证
,

确定获得 的重组质粒中

m eq 基因插人的方向 ( 与 A L V 载体基因的转录方向

一致 ) 和序列都正确
; 对转染和感染 D F I细胞及其细

胞培养上清分别作免疫荧光试验和 E IL S A 检测的结

果表明
,

成功获得重组反转录病毒
r R C A S

一

m eq
,

并证

实它能在 M D V 自然宿主细胞系 D F I上较高水平的

表达源于 G A 株的 m eq 基因
。

这为研究 M E Q 蛋 白的

生物学功能奠定了良好的基础
。

本研究成功建立的能

将外源基 因导入细胞内并使之得以表达的 R C A S 系

统
,

将为基因功能研究提供一种新的
、

有效的模式
。



3
.

2
.

2 重组反转录病毒
r

R CA S
一

m qe 在转染和感染

DIF 细胞 中的增值及 m qe 基因的表达情况

本研究用的磷酸钙转染法方便易行
,

转染效率

高
、

成本低
,

而且对细胞的损伤小 (低于 iL p of ce at m ine

法 和 电 穿 孔 法
,

结 果 未 发 表 于 此 )
。

重 组 质 粒

乙 R C A S
一

m eq 转染 D F I细胞后
,

细胞培养上清释放的

游离病毒的滴度在第 5天即达到较高的水平
,

直至第

9天一直变化不大
。

因此
,

收集 重组病毒时应最早在

P T s d
,

最迟不超过 P T gd (见表 l )
。

表 1 转染后细 胞中 M E Q 蛋 白的表达 及培养上 清 中游离病

毒 的相对滴度

T a b l e 1 T h e M E Q e x P r e s s io n w i t h i n t h e c e l l s a n d t h e v i r u s

r e l a t i v e t i t r e s i n t h e ` u p e r n a t a n t o f d i f f e r e n t d a y s o f P T

检测项 目 F A 阳性细胞 lE lS A O D 值
D e t e e t , o n F A p o s . t l v e e e

ll
s

( % ) O D v a
l

u e

3 d P T I ~ 3 0
.

0 9 0

株于体外培养细胞中的感染与增殖
,

导致 M D V 的病

毒斑数显著增多
。

在我们另一项研究中也发现
,

m eq

基 因在致瘤株 中的表达水平远远高于非致瘤株的表

达水平卿习。

这就为证实先前认为 m eq 基 因是 M D V

的转录激活因子田 〕
并具 有调控病毒 D N A 复制川〕功

能 的理论提供了证据
。

美 国 R
.

M or ga
n 博士的研究小

组也曾发现
,

缺少 了 m eq 基因的 M D V 突变株因增殖

能力不佳
,

在用作疫苗时未能提供好的保护力田〕
。

这

与本研究的结果相吻合
。

表 2 重 组病毒感染后 细胞中 M E Q 蛋 白的表达及 上清中病

毒的相对滴度

T a b l e 2 T h e M E Q e x P r e s s io n w i th in t h e c e l l s a n d th e v i r u s

r e l a t i v e t i t r e s i n th e s u P e r n a t a n 亡 o f d if f e r e n t d a y s o f P l

检测项 目
D e t e e t io n

F A 阳性细胞 E l
_

I S A O D 值
F A p o s i t Lv e C e ll

s
(写 ) O D v a lu e

l d 一 一

3 ~ 5

5 d P T 1 0一 2 0 0
.

3 1 1

3 d P T 0
.

1 1 2

7 d P T 2 0一 3 0 0
.

3 4 2

4 d P T 5 0 ~ 6 0 0
.

2 2 3

9 d P T 2 0 0
.

3 0 1

E IL S A 结果和判定标准
:

O D 值 < 0
.

1为阴性
,

0
.

1 < O D

值 < 0
.

2为可疑
,

O D 值妻 0
.

2为阳性
。

C r i t e r 一a fo r E L I S A
: n e g a t l v e O D < 0

.

1 ; s u s p ie l o u s 0
.

1 < O D <

0
.

2 ; p o s , t 、 v e O D ) 0
.

2

为 了确定 D F I 在转染 及感染后是否 表达 M E Q

以及表达的水平
,

我们利用 M E Q 的单抗通过间接免

疫荧光试验进行检测
。

结果 (表 1) 表明
,

经磷酸钙法

在 P T 3 d 即有少量 (l 环一 3 % ) 细胞表达 M E Q 蛋

白
,

至 P T 7 d 阳性 细 胞 数 达 到 最 高值 ( 20 %一

3 。% ) ; 而用重组病毒感染的 D F I细胞
, ,

在感染后的

P l Zd 开始有细胞表达 M E Q 蛋白
,

至 P I 4一 s d 时达

到最高值 ( 5。%
~

60 % )
,

见表 2
。

这为研究 M它Q 蛋白

的生物学功能奠定了良好的基础
。

与本研究在其它细

胞 类 型所观察到的情况一 样
,

反转 录病毒表 达的

M D V m eq 基因产物定位在细胞核内 (包括核质和核

仁 )
,

这与他人的研究报道魂
·

2 6〕一致
。

进一步证实了

M E Q 属于转录激活因子 的一种细胞核及核仁蛋 白

的理论
。

3
.

2
,

3 m eq 基 因的表达对 M D V G A 株在体外增 殖

的影响

两次分别进行的重复性试验均对细胞皿的病毒

斑进行了计数
,

发现在 G A 株感染前接种重组反转录

病毒的细胞皿
,

G A 产生的病毒斑 ( 即黑斑 ) 数均明

显 比未接种重组反转录病毒细胞皿多 ( 43 3/ 3
,

4 5/

3 0 )
。

详见表 3
。

这表明
,

细胞 内表达的 m eq 基因产物可促进 G A

6 O

5 d P T 5 0 ~ 6 0 0
.

3 9 2

6 d P T

7 d P T

3 O

3 O

0
.

3 8 8

0
.

3 9 1

8 d P T 2 0 0
.

3 0 2

EI J S A 结 果和判定标准
:

O D 值 < 。
.

1为阴性
,

0
.

1 < O D

值 < 0
.

2 为可疑
,

O D 值 妻 0
.

2 为阳性

C r 一t e r i a fo r E L IS A
: n e g a t iv e O D < 0

.

1 ; s u s P一e l o u s 0
.

1 <

(少l夕< 0
.

2 ; p o s ir ; v e O D 妻 0
.

2

表 3 C A 株感 染后表达 与不 表达 m qe 基 因的细胞所产生的

病毒黑斑数

T a b l e 3 T h e b l a c k P l a q u e n u
m b e r s o f t h e e e l l s w i t h

e x P r e s s io n a n d n o n 一e x P r e s s i o n o f M E Q

试验 不表达 m qe 基因的细胞 表达 m qe 基因的细胞
E x p

.

M E Q n o n 一 e x p r e 、 s e d e e
ll s

M E Q e x p r e s s e
d

e e
ll

s

1 3 3 ( 1 1+ 1 3 + 9 ) 4 3 ( 1 3 + 16 + 1 4 )

2 3 0 ( 1 0 + 1 2 + 8 ) 4 5 ( 1 5十 1 7十 1 3 )

`
为 3个细胞皿病毒黑斑计数 之总 和

。

T ot al nu m be
r of 3

d i s e s
.

根据本研究的结果
,

我们认为 m eq 基因在宿主

细胞内的表达水平是 M D V 繁殖
,

进而 能致病
、

致瘤

的分子基础
。

因为
,

病毒的毒力或致病力与其对细胞

的感染与增殖能力是成正相关的
。

当然
,

最终的结论

还有待于进一步取更 多 M D V 毒株 (强
、

弱毒 ) 做试

验来验证
。

4 结论

( 1) M D V 不同致病型毒株的 m eq 基因序列相对

G u a n g x 一 S e ie n e e s ,

V
o
l

.

10 N o
.

l
,

F e
b

r u a r y 2 0 0 3



比较保守
,

它们相互间核昔酸和氨基酸序列的同源性

均很高 ; 与所有 7个致瘤的 M D V 毒株相 比
,

在 2个

M D V
一

l 弱毒疫苗 C V I 9 8 s / R is p e n s 株和 5 1 4株首次发

现 2个特征性 的位点突变
。

( 2) 通过构建重组杆状病毒
,

使 m eq 基因在昆

虫 细胞 系 S F g上获得高水平 的表 达 ; 通过 W es t e m

lB ot itn g 和免疫沉淀试验
,

首次确定了 M E Q 蛋白产

物 的 大小 约 为 6 0 k D
。

利 用 M E Q 蛋 白 产物 免 疫

B A L B / c 小鼠
,

获得 4株稳定产生抗 M E Q 蛋白 M c A b

的杂交瘤细胞
,

利用其 中的 3G 1 2 E 6单克隆抗体通过

间接免疫荧光试验 和免疫 酶组化技 术
,

首次发现

M D V 致瘤株 G A
、

R B I B 感染的 C E F 及 自然 M D 肿

瘤细胞中均有 m eq 基 因产物 的表达
,

而弱毒疫苗株

C V I 9 8 8 / R is p e ns 感染的细胞则未检测到
。

( 3) 构建重组反转录病毒并应用其所进行 的基

因表迭产物对 G A 株感染
、

增殖影响的研究中
,

首次

发现细胞内表达 的 m eq 基 因产物可 明显促进 M D V

G A 株对体外培养细胞的感染及增殖
。

本研究还证实

反转录病毒载体 R C A S 系统是基 因功能研究的一种

有效的模式
。
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度的影响
,

随着温度不断升高
,

沉积速度逐渐加快
。

这

是因为温度升高
,

增强了还原剂 H
Z P O牙中 P

一

H 键 的

活性
,

同时 iN
Z ”

一

从络合剂中分离 出来 的速度也不断

增加
。

化学镀氧化还原反应的可逆性是很差的 (有大

量氢气生成 )
,

所以温度上升时
,

更多表现为正向反应

速度增加
,

即沉积速度加快
。

但是
,

当温度达到 l o 0 C

以上时
,

镀液 已很不稳定
,

容易变成均相反应生成大

量的 N i
一

P 黑色沉淀
,

并有大量气体生成
。

另外在高温

时
,

镀片基体表面的催化质量会变得很差
,

也将影响

镀速
。

可供选择的适宜温度为 90 C
。
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