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Abstract：The LacZ gene controlled under the Marek’s disease virus (MDV) glycoprotein B (gB) 
promoter was excised from plasmid pSK-gB-LacZ and inserted into US10 gene. Two plasmids were 
constructed, pUS-gB-LacZ（L）and pUS-gB-LacZ(U)),which differ with regard to the orientation of the 
expression cassette. Then pUS-gB-LacZ（L）was transfected into secondary Chicken embryo fibroblasts 
(secondary CEF) cells and super-infected with the MDV CVI988 strain. The recombinant virus (rCVILacZ) 
expressing the lacZ gene was isolated and purified in secondary CEF. The growth curve of rCVILacZ was 
similar to that of the parent virus in CEF. 
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马立克氏病（MD）是一种鸡的淋巴增生性肿

瘤疾病，是由马立克氏病病毒血清 1 型（Marek’s 
disease virus serotype 1, MDV1）引起的，但是，可
以由致弱的或天然不致病的疫苗株进行防制。疫苗

株分为三种类型：致弱的血清 1型，天然不致瘤的
血清 2型（MDV2）和天然不致病的火鸡疱疹病毒
（HVT）。 
相对于 HVT，致弱的 MDV1 作为载体有几个

优点：(a) MDV1如 CVI988在对MD的防制方面要
优于 HVT，尤其对超强毒（vMDV）或超超强毒
（vvMDV）防制；(b) 对于MDV1的分子生物学和
免疫学的理解要比 HVT 透彻。对于重组病毒的构
建，首先是选择外源片断插入的位点即为病毒复制

非必须区，此外，是选择控制外源片段转录的启动

子。在构建 MD 重组病毒时常用的启动子为 SV40
启动子[2,3]、CMV启动子[4]等。 
本文是利用MDV1的 US10为插入位点，lacZ

基因为报告基因，选择MDV1囊膜糖蛋白 B（gB）
基因的启动子为控制 lacZ基因转录的启动子，构建
重组病毒，并初步探讨了重组病毒的特性。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

鸡胚成纤维细胞（CEF）按常规方法由 9-10日
龄 SPF鸡胚（购自南京药械厂）制备，用于病毒的
增殖；CVI988/Rispens 由本组保存。含有 MDV1 
US10区域的质粒 pBUS10以及含有 gB基因启动子
和 lacZ 基因构成的表达盒的质粒 pSK-gB-LacZ 质
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粒由本室构建保存，宿主菌 DH5α由本室保存。限
制性内切酶，T4DNA 聚合酶，T4DNA 连接酶，牛
小肠碱性磷酸酶（CIAP），dNTP为大连宝生物公司
产品；X-gal为 Promega公司产品；DNA胶回收试
剂盒为上海华舜公司产品，Lipofectin 2000 为
GIBCO公司产品，其他试剂为分析纯。 
1.2  转移载体的构建 
利用 XbaⅠ消化 pSK-gB-LacZ，电泳回收 4.3Kb

的条带，补平，用作连接的目的片断；同时，用 Bal
Ⅰ消化 pBUS10，沉淀回收后，用作载体；将上述
片段进行连接，按常规的方法转化，涂布平板（涂

时加入 X-gal 和 IPTG）、挑蓝斑、提质粒及酶切鉴
定；然后，对阳性的质粒鉴定表达盒的转录方向与

重组臂的转录方向，方向相同的重组质粒命名为

pUS-gB-LacZ（L），方向相反的质粒命名为 pUS-gB- 
LacZ（U）。 
1.3  重组病毒的构建、筛选和纯化 

选择培养至 80％～90％满的继代鸡胚成纤维
细胞，感染 CVI988病毒 30～40PFU/35 mm平皿，
感作 3 h，用无小牛血清及抗生素的 DMEM洗涤 3
次，按照 Lipofectin 2000的说明书进行转染，转染
结束后继续培养 4 d收获病毒，将其接种于新鲜的
鸡胚成纤维细胞，培养 4-5d，当有病变出现时，将
培养液换为 1 ml，加入 X-gal（终浓度为 200µg/mL）,
继续培养，当有蓝斑出现时，挑取蓝斑，将分离到

的重组病毒接种于新鲜的 CEF上[5]，如此重复上述

操作，直到所有的蚀斑都是β-半乳糖苷酶活性阳
性，将此重组病毒命名为 rCVILacZ。 
1.4  病毒生长曲线的测定 

方法参照文献[6]，并作一些改动，具体步骤如

下：重组病毒和亲本毒 CVI988在接种 24孔培养板
后于 1，2，3，4，5，6，7d 收集细胞，每天收集
的细胞毒作 3个重复，接种到新鲜的细胞单层上，
记录每天收集的细胞毒（3 个重复）的蚀斑总数，
最后，得到病毒在每天的平均蚀斑数，利用 Excel
软件绘制曲线。 

2  结果 

2.1  转移载体的构建 

技术路线见图 1。 
所构建的重组质粒经 XhoⅠ单一酶切位点鉴

定，产生 10.0kb左右的条带，另外，用 Hind Ⅲ酶
切以确定表达盒的连接方向，当表达盒的转录方向

与重组臂的转录方向相同时，仅切出 5.0kb 左右的
条带；当表达盒的转录方向与重组臂的转录方向相

反时，切出 7.0kb 和 1.7kb 的两条带。结果见图 2
和 3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  质粒载体构建路线 
Fig.1  Scheme for construction of plasmid vector 

 
 
 
 
 
 
 

图 2  pUS-gB-LacZ酶切鉴定 
Fig.2  Restriction enzyme analysis of pUS-gB-LacZ 

1，pUS-gB-LacZ (XhoⅠ) ；2，pSK-gB-LacZ (BalⅠ);3，Marker DL15000 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3. pUS-gB-LacZ中表达盒方向鉴定 
Fig.3  Analysis of the orientation of the expression cassette in 

pUS-gB-LacZ 
1, Marker DL 15000; 2, pUS-gB-LacZ（U）(HindⅢ); 3, pUS-gB-LacZ（L）
(HindⅢ) 

 
2.2  重组病毒的构建 

将转移质粒载体 pUS-gB-LacZ（L）用脂质体
转染感染 CVI988的 CEF，4 d后收集病毒，将其接
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种于新鲜的 CEF上，5 d以后，进行蓝斑的挑取，
将挑取的蓝斑接种于新鲜的 CEF上，如此重复上述
步骤，获得纯化的重组病毒 rCVILacZ见图 4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4  重组病毒 rCVILacZ感染 CEF形成的蓝斑 
Fig.4  The blue plagues of rCVILacZ in CEF 

 
2.3  病毒生长曲线的测定 

重组病毒和亲本毒 CVI988接种 CEF，于接毒
后不同时间收集细胞毒接种于新鲜单层细胞，6d后
观察并记录每天收集细胞毒产生的蚀斑，得到每天

的平均蚀斑数，绘制的生长曲线如图 5。 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 5  病毒在细胞上的生长曲线 

Fig.5  The growth curves of viruses 
 

3  讨论 
大肠杆菌编码β-半乳糖苷酶的 lacZ基因,经常

用于 MDV 重组病毒的构建，以筛选病毒复制非必
须区。通过插入表达 lacZ 基因的方法证实 US1、
US10、US2、US3、US6 区为病毒复制非必须区
[6,10~13]，其中在 US10 和 US3 区中插入外源基因获
得的重组病毒较稳定[9]。 
此外，在构建转移载体时，由各种启动子控制

的 lacZ基因组成的基因表达盒，在插入带有单一酶
切位点的 MDV1DNA 片段时，存在方向性，有试
验表明[5]，当 lacZ基因表达盒以与两重组臂反方向
插入时，获得的重组病毒不能稳定表达，可能是外

源基因表达盒反方向插入后，会发生通读，从而干

扰病毒基因组中位于该插入位点周边基因的正常

转录。 
本文利用 gB启动子和 lacZ基因构建成基因表

达盒,插入MDV1 US10 DNA片段中，并选择表达
盒转录方向与两重组臂转录方向相同的 pUS-gB- 
LacZ（L）转移载体转染 CVI988 感染的 CEF，经
蓝斑筛选获得纯化的病毒；通过测定病毒的生长曲

线发现，重组病毒与亲本毒的区线基本一致，同时，

重组病毒在体外连续传代的过程中，形态与亲本毒

一致，并且，可以稳定表达β-半乳糖苷酶，这些说
明了，gB启动子不影响重组病毒的稳定性，而且，
还可以稳定地表达外源基因，这一结果与 Kengo S
等报道的一致。 另外，利用 gB启动子构建重组病
毒避免了病毒对外源启动子的排斥,提高了疫苗对
商品鸡的免疫保护力[9]。这为下一步，利用 gB 启
动子进行适宜启动子的筛选以及 MDV重组病毒的
构建奠定了基础。 
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