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提要 用 PCR技术，从 GA株马立克氏病病毒(MDV)感染的成纤维 细胞 (GEF)基因组 DNA中扩 

增出 MDV糖蛋白 D(gD)抗原基因片段的约 1300 bp编码序列，将该 PCR扩增 的产物 于 EooRl和 

KpnI位点克隆到 oUC18质粒载体 中，在以 digoxigenin(dig)标记 的 gD PCR产物作为探针。进行原 

位杂交初步筛选到 阳性重组质粒克隆，再根据酶切 分析筛选 到含 MDV gD基 因的重组质粒 p18 

MgD。将 p18MgD质粒 DNA用 d 标记后．在 Southern blot中 ，该探针能识别 MDV基因组 DNA 

的 BamH1．A克隆中的 A片段 DNA。酶切位点分析表 明，该 D克隆也和 已发表的 MDV的 RB1B 

株gD一样，不含有 EcoRI、Hind~、PstI、SmaI、PvuⅡ等酶切位点。证明该重组质粒是MDV gD 

克隆。 

关键词马立克氏病病毒，糖蛋白D。聚合酶链式反应 够  
位于病毒颗粒表面的囊膜糖蛋白在病毒感染过程中起着重要的作用．它与病毒识别和吸 

附易感细胞、与细胞的融膜作用及病毒核酸进入细胞等感染的各种过程密切相关。疱疹病毒 

是有囊膜糖蛋白的大型病毒⋯，在该科中．如人的单纯疱疹病毒(HSV)、水痘病毒(VZV)、巨 

细胞病病毒(CMV)、淋 巴滤泡病毒(ERV)、牛疱疹病毒(BHV)、伪狂犬病病毒(PRV)等的病毒 

粒子糖蛋白结构 已研究得相当深入。如 HSV感染细胞中有 6种糖蛋白．分别是 gB、gC、gD、 

gE、gH、gl，它们分别在病毒进入细胞中发挥不同的作用L2】。对马立克 氏病病毒(MDV)gB和 

gc在感染及抗感染免疫反应中的作用已有不少研究，例如 在感染和抗感染中和反应 中起 

着重要作用 J，而 gc似乎与感染及抗感染免疫关系不密切u4，Sl。虽然已知在疱疹病毒中，如 

HSV的 gD糖蛋白在病毒感染过程中起最重要的作用，而且引起的中和抗体能力最强。重组 

的 HSV gD表达产物可引起高水平的补体依赖和补体不依赖的中和抗体，经该产物免疫的小 

鼠可被保护不受HSV的攻毒 J，但是 MDV的gD的作用还不清楚。特别令人感兴趣的是，在 

MDV感染的CEF中，不能表达 gD基因_7l，这是否与 MDV在细胞培养上特有的严格细胞结 

合性有关?在对 MDV基因组结构深入研究发现．MDV在基因组结构与囊膜糖蛋白组成上更 

类似 a疱疹病毒 ，它与 HSV糖蛋白gB、gc、gD、gE、gI和 gH的同源蛋白基因均已在 MDV 

基因组 DNA酶切图上准确定位_7· l。MDV gD基因则位于 BamHI—A片段 上的 Us(短独特 

区)序列中。为了进一步阐明 g【)的生物学特性．根据最近发表的 MDV gD基因完整序列_I ， 

本文于 1995年 6月 29日收到．10月 19日修回 
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本研究试图利用 PCR技术，从 GA株 MDV感染的 CEF基 因组 DNA中分离和克隆 MDV gD 

基因。 

材料与方法 

1 材 料 

I．1 引物 引物 1：5 CATGATGAATTCGGTATGAATAGATACA 3 

B『物 2：5 CATGATGGT ATAGG 3 

分别相应于 Ross等_J叫发表的台 RB1B gD的 DNA序列的 3169~3187和 4400--4381的序列 。在该序列 

中，gD的编码序列起始于 3191，终止于 4384。 

在两引物的 5 端分别加有 EcoRI、Ktml酶切位点序列，引物由中国科学院上拇细胞生物学研究所合成。 

1 2 CEF基因组 DNA的制备 用 9日龄 的 SPF鸡胚 进行成纤 维 细胞培 养，并 按常规[13 提取 其基因组 

DNA 

1．3 MDV感染的CEF基因组 DNA的制备 用 MDVGA株病毒感染 CEF．并按常规n 提取其细胞基因组 

DNA。 

2 方 法 

2．1 用 PCR扩增 MDV gD基田片段 

2．1．1 PCR体系组成 MDVCEF基 因组 DNA(模板 DNA)：台量 为 1～10 pg／反应 ，引物浓度为 50 pmd／L， 

4×dNTPs浓度为 2．5mmol／L。10×buffer组成为 100~ oI]LTris(pH8．3)，500mmol／LKCI．15mmol／LMg— 

同时用 CEF基 因组 DNA作为正常对照进行 同步试验 。 

2 1 2 PCR循环参效 模板 DNA 98℃变性 10min，92．5℃一60 see-+-56℃一45 see~-72℃一180 s∞，30个循环， 

之后 72℃再延伸 10min。 

2 2 PCR产物凝瞍电诛 取 10 PCR产物用 1．5％琼脂糖凝败电诛，以 XDNA-Hind]ll消化物为分子量，观 

察扩增 片段的 长度。 

2．3 PCR产物的特异性鉴定 PCR产物纯化后，用 d_嘻标记作为探针，在 dot blot中．分别与已知台有 gD全 

基因 MDV基 因组 DNABamHl—A片段 DNA(18kh)【 、MDV．CEF基因组 DNA、CEF基 因组 DNA进行分子杂 

交反应，鉴定探针的特异性。 

2 4 PCR产物的克隆及重组蜃粒的特异性鉴定 将己纯化的 PCR产物与载体 pUCIg分别用 EcoR~、Kpn[ 

酶消化，按常规 连接、转化，用 d 标记的 PCR产物探针进行原位杂交筛选出重组质粒克隆。将 PCR扩增 

的 MDVgD产物 、MDV基因组 DNA的 BamHI—A的 BamHI消化产物、重组质粒的 EcoRl和 KtmI消化产物进 

行凝胶 电泳．按常规作 Southern blot，分别用 d 标记 gDPCR产物和重组质粒作探针进行 交叉分子杂交，进一 

步验证重组质粒插入片段的特异性。 

2．5 重组质粒的酶切分析 将重组质粒分别用 EeoRI、Kpn!、EeoRI—KpM、EeoRI-BamHl、Hind皿、Psi1、sma 

I和 pvuⅡ等内切酶进行酶切，验证 gD基因内部和重组后载体 pd：clinker的酶切位点是否符合预期的结果。 

结 果 

1 PCR产物大小及特异性的鉴定 

PCR产物经琼脂糖凝胶电泳显示，扩增的片段长度为 1．3 kb(图 IA)，与预期长度 1259 pb 
一 致；而以 CEF DNA为模板未扩增出任何片段。用 d 标记 gD的 PCR产物作为探针，在 dot 

blot中，该探针只与 PCR产物本 身、MDV基 因组 DNA的 BamHI—A克隆质粒 DNA、MDV- 

CEF基因组 DNA发生反应，而不与正常 CEF基因组 DNA发生反应(图 1B)。 
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l HC (6 

囝 3 用 soll山er力blot鉴定重组质粒 

Fig 3 ldentificatic~o r唧 田b；枷 t pl0smld DNA with口Ds hv 小翻t1∞ by Southern blot with the probes o gD PCR prod— 

ucts(砬 )and r~zomhmnnt p[asmid DNA(B1)IR ed with dlg~xlgenin 

A：凝胶电诛图谱 ；B：sollthem blot结果；a： PCR产 物；b；重组质粒 EcoRl Kpnl双酶 消化物 ；c：MDV基匿组 DNA的 

l~mHI—A克隆质粒 DNA的 BamHI消化物；d：kDNA-Hindlll消化物 ； 

A：Themap 0f gel electroph0cesis；B：The r~ult ofSouth~ blot；a： PCR pr0ducts；b：D 曙n0n of recombi~ t a锄  pl8M gD 

DNAwith EcoRI andKpnl：c：Dig~s6on olMDV g~,omieDNABamHIrA clone p]~midDNA withKptal zd zkDNA-HindⅢ g s 

3 MDV gD克隆重组质粒的酶切分折 

重组质粒经 E∞RI、KpnI、BamHI、Hind]]]、PstI、SmaI酶切后皆产生一条约 4．0 kb的条 

带 (图 4e-j)；Ec。RI—BamHI和 EcoRI—KpnI双酶切后产生的片段均为 2 7 kb和 1．3 kb(图 4c和 

d)；PvulI酶切后产生的片段为 1 7 kb和 2 3kb二条带(图 4k)。 

酶切分析表明，p18 MgD重组质粒中的插入片段无 EcoRl、KpnI、Hind]]]、PstI、Sma I、PⅦ 

Ⅱ酶切位点，这与已发表的 RBIB株 gD序列结果一致。其中 PⅦ Ⅱ产生的两个 片段是 由于 

pUCI8载体中含有两个 PvLlⅡ的位点(分别位于载体的 309 bp和 631 bp)，gD基因插在其两个 

位点之间(见图 2)。所以 PvuII产生的两个分别是 2．3 kb(部分载体)和 1．7 kb(gD全基因加 

载体部分)。稍有不同的是，已发表的 RB1B的 gD序列中含有一个 BamHI位点，而从 GA株 

得到的该 gD克隆无此位点。 

讨 论 

虽然已知在疱疹病毒中，如 HSV的 gD糖蛋白在病 毒感染过程 中起最重要的作用，且 引 

起的中和抗体能力最强，但在 MDV中．gD糖蛋白在感染和抗感染免疫中的作用 目前还很不 

清楚。现有研究结果表现，虽然 MDV的gD基因与其它疱疹病毒的gD基因有高度同源性，但 

是在 MDV感染的CEF上却完全不表达 gD[ ．这与 HSV的 gD在 HSV识别和感染易感细 
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图4 重组质粒 pl8MgD内切酶分折 

F ．4 Dig~stiort recombinant plmsmld plSMgD DNA with re~Uletion etl巧Tnes 

a：XDLP*Hind~稍化物 lb；gDPCR产物 ； 

c～k：重组质粒 pl8MgD经 E∞RI—RamI-II、EcoRI—KpnI、EeoRI、KpnI、BamH1、Hind~、PstI、sⅡmI、P-adI消化产物 

a,kDLA-Hittd~digests；b；gD PCR p~ductm 

C～k：Digestions of recombinant pl~mid pl8MgDDNAwithEcoRI—Ramt-II、EcoRI—Kpnl、E∞RI、KpnI、l~mI-II、}IindⅢ、Pstl、Sma 

I、PⅦ Ⅱ 

胞过程中起最重要的作 用有着 明显的区别。MDV与其它疱疹病毒的另一个 显著差别是， 

MDV在 CEF中表现严格的细胞结合性，为此人们推测 MDV在 CEF上的这一严格细胞结合 

性很可能与其 gD基因在 CEF中不表达有关。但另一方面，感染了 MDV并耐过的鸡却能产 

生与在大肠杆菌中表达的 MDV gD抗原发生反应的抗体ll ．结果表 明，MDv_窟D糖蛋白在感 

染鸡的体内某些组织中是能表达的。鉴于感染鸡的羽囊能产生有感染性的 MDV颗粒．因此 

至少羽囊上皮细胞可能是表达 gD的组织之一。为了深入阐明gD在 MDV感染和抗感染免疫 

中的作用，为了阐明 MDV在 CEF上的严格细胞结合性与 MDV在感染 的 CEF中不表达 gD 

间的关系，根据 RB1B株的 gD基因已知序列，本研 究用 PCR从 GA株 MDV扩增并克隆了该 

gD基因，用于在适当表达系统中表达该基 因，并制备出抗 gD抗体用作进一步研究。 

将 RB1B株 MDV基因组片段的 DNA随机定序结果与疱疹病毒 gD基因进行 比较，Ross 

等(1991) 。。确定了 MDV gD基因位于基因组 DNA酶切图的 BamHI～A片段 (18 kb)上，同时 

还报道了该基因的 DNA序列。根据这一序列，我们合成了一对引物．用 PCR从 GA株 MDV 

扩增及克隆了 基因。在点杂交中，标记的 gD PCR产物探针只与 MDV～CEF基因组DNA 

反应，而不与未感染的 CEF基因组反应；在 Southern blot中，p18 MgD重组质粒探针能与含 

有 gD基因的 MDV基因组 DNA的 l8 kb大小的 BamHI．A片段反应。这表 明重组质粒 p18 

MgD确是 MDV gD的基因克隆。对重组质粒 018MgD的DNA作酶切分析表明，同已发表的 

RB1B株 gD序列一样，从 GA株扩增和克隆到的 gD片段 中也没有 EcoRI、KpnI、HindⅢ、PstI、 

PvuⅡ和 Sma I位 点。但是在 RB1B株 gD编 码序列 终 止编码子上 游约 80bp处，有 一个 

BamHI切 点_l ，而用 BamHI单酶和 EcoRI BamHI双酶分析结果显示，从 GA株 MDV扩增出 

的 )基因中无BaⅡ I位点，这种情况究竟是由于毒株间固有的差异，还是由PCR过程中的 

突变造成的，尚不清楚。 
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Amplification and Cloning of M arek S Disease Virus 

Glycoprotein D gene by Polymerase Chain Reaction 

-Duan Yuyou Cui Zhizhoug 

(Agricultrual College，Yangzhou University，Yang Zhou 225009) 

YinZhen 

(The Chinese Peop& Liberation Ar University of 

Agriculture and Animal Husbandry，Changchun 130062) 

Marek S Disease Virus(MDV)glycoprotein D (gD)gene was amplificated from CEF ge— 

nomic DNA infected with MDV GA strain by polymerase chain r~ ion(PCR)PCR products of 

the gD gene were labeled with digoxigenin as porbes and they could only detec t M DV-CEF ge— 

nomic DNA，M DV genomic DNA BamHI—A fragment DNA by dot blot，but not uninfected CEF 

DNA．PCR products of the gD gene were cloned into pUC 埔 plasmid．and recombinant plasrnids 

were screened by in situ hybridization with the probes of gD PCR products．The recombinant 

plasmids were also labeled with digoxigenin as probes Two probes could detect gD PCR products． 

insert of recombinant plasm ids，M DV genomic DNA BamHI-A fragment DNA by cross-hybridiza— 

tion in．Southern blot Restriction endonucleases ana lysis was used tO identify the restriction sites 

of the gD gene and polylinker of recombinant plasmid，and it showed that there were no sites of 

EcoRI、KpnI、HindⅢ、PSt I、Sma I and PvuⅡ It demonstrated that the recombinant plasmid 

clonedfrom M DV GA strainwas gD clone． 

Key words M arek S Disease Virus，G1ycoprotein D，Polymerase chain reaction 
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