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整合进禽反转录病毒基因组片段的鸡马立克氏病
病毒重组野毒株的发现*

张  志  崔治中**

(山东农业大学动物科技学院, 泰安 271018) 

摘要    用对禽网状内皮组织增生病病毒(REV)的单抗从广东和广西分离到的二株马立克氏病
病毒(MDV)野毒株做间接荧光抗体试验, 用 MDV 感染细胞的基因组 DNA 做斑点分子杂交及
PCR显示, 这二株MDV基因组中已整合进 REV的 LTR序列. 根据 MDV基因组上易插入 REV
的 LTR的高频位点的序列合成 7条引物, 根据 REV的 LTR合成 4条引物, 由此交叉组成 28对
引物, 分别从这二个MDV野毒株扩增和克隆已整合进MDV的 REV-LTR序列及其相连的MDV
序列. 测序证明, 二株中的REV-LTR插入序列及在MDV基因组中短独特序列(US)上的插入位点
完全相同. 表明这二个毒株很可能是一次重组事件在鸡群中形成的流行毒株.  
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以禽网状内皮组织增生病病毒(REV, 一种反转
录病毒)为代表的禽反转录病毒和以马立克氏病病毒
(MDV, 一种α-疱疹病毒)为代表的疱疹病毒是引起
禽类发生肿瘤的主要病原 . 已发现 , 当MDV在被
REV污染的细胞培养上长期连续传代后, REV基因组
的长末端重复区(LTR)序列可整合进MDV基因组的
某些位点[1,2]. Davidson等人[3]采用Hot Spot-PCR的方
法从发生肿瘤的病料中扩增出MDV的片段, 并从这
些片段中又扩增出了REV的长末端重复序列(LTR). 
虽然他们的结果业已表明 , 在感染鸡体内MDV和
REV也能发生基因组重组, 但迄今为止, 国内外一直

没有分离到整合有REV基因组片段的MDV野毒株. 
近两年来, 我们发现鸡群肿瘤病料中MDV和REV的
共感染现象非常普遍[4], 这也促使我们进行MDV和
REV间基因重组的研究. 本文报道了从肿瘤病鸡体
内分离和鉴定出的已经整合REV基因组片段的MDV
重组野毒株.  

1  材料和方法 

1.1  鸡胚成纤维细胞(CEF) 

取孵化 9~11日龄的 SPF鸡胚(购自济南斯帕法斯
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(SPF)种鸡公司), 按照常规制备, 待长成单层后接种
病毒或病料.  

1.2  参考株病毒和单克隆抗体   

MDV参考毒株为MDV疫苗弱毒株CVI988和 强
毒株 GA[5]; 已知 REV毒株为本实验室保存的
SD9901[6]. 在试验中使用的单克隆抗体有两类, 一类
为抗MDV的抗体: H19 和T65[7]; 另一类为抗REV的
抗体: 11B154 和 11B118[8]. 荧光抗体为FITC标记的
绵羊抗鼠IgG (Sigma公司).  

1.3  野毒的分离和增殖    

发生肿瘤的病鸡分别来自广东和广西的二个鸡

场, 前者为 30周龄的蛋用型鸡, 后者为 40周龄的三
黄种鸡, 均已用过CVI988/Rispens株MDV疫苗, 但仍
有超过 10%的肿瘤发生率. 无菌操作采集病鸡的全
血, 加入抗凝剂(3.8%柠檬酸钠)后摇匀, 将抗凝全血
接种长成单层的鸡胚成纤维细胞(CEF), 置 37℃ 和 5
％CO2中培养 8天, 如出现明显的MDV形成的病毒蚀
斑, 则将细胞消化, 一部分细胞提取组织DNA, 另一
部分接种到 96 孔细胞培养板培养, 准备进行荧光抗
体试验. 否则再将细胞连续传代 3 次, 在传代中如果
出现病毒蚀斑, 则按照上述方法处理, 如传代 3 次均
未出现病毒蚀斑, 则判定为阴性.  

1.4  间接荧光抗体试验(IFA)    

为了进一步验证分离的样品是MDV, 分别用
MDV pp38 的单克隆抗体H19 和T65 以及MDVⅠ型
gB特异性的单克隆抗体BA4 进行IFA[4]. 为了确定同
一细胞培养物中有无REV共感染, 对接种MDV的细
胞培养板再用抗REV的单克隆抗体11B118(1︰500稀
释)进行IFA, 同时用MDV参考毒株CVI988 和GA[5]以

及REV毒株SD9901[6]接种CEF作为阳性对照, 未接种
的CEF作为阴性对照.  

1.5  斑点分子杂交实验   

分别取感染不同MDV野毒株的CEF提取的细胞
DNA进行斑点杂交实验, 检测MDV的标记探针为含
Ⅰ型MDV特异性pp38 基因片段克隆的#051 质粒
DNA, 用地高辛标记而成[9]. REV的探针为携带REV

全基因组的cDNA克隆质粒PB101(由美国Case West-
ern Reserve University医学院的Dr.Kung惠赠), 也用
地高辛标记而成 . 地高辛标记的试剂盒购自
Boeningman公司, 具体实验步骤参见厂家说明书.  

1.6  REV 毒株 gag, pol, env基因和 LTR的扩增 
以及 LTR的序列分析   

为了显示可能插入MDV基因组中的REV的不同
基因片段, 根据已发表的SNV株REV的全基因组序
列, 分别合成了扩增REV gag, pol和env基因特异性
序列的相应引物(表 1), 用分离到的MDV野毒株感染
CEF提取的基因组DNA为模板, 分别进行PCR扩增
[10]. PCR的反应体系为: ddH2O 16.5 µL, 10×PCR 
buffer (Mg2+ free) 2.5 µL, dNTPs (2.5 mmol/L) 2 µL, 
MgCl2 (15 mmol/L) 1.8 µL, P1(25 µmol/L) 1 µL, P2 
(25 µmol/L) 1 µL, L-Taq酶 (5 U/ µL) 0.2 µL, 基因组
DNA (约 100 ng/µL) 1 µL. PCR反应条件为: 95℃热 
变性 4 min; 94℃, 1 min, 55℃退火 60 s, 72℃延伸    
5 min, 30个循环; 72℃延伸 10 min. 同时用MDV毒株
不含有REV插入片段的参考毒株CVI988 和GA以及
REV-SD9901 株的基因组作为阴性和阳性对照, 并将
扩增到的REV片段克隆进pGEM-T载体进行测序和序
列分析.  

1.7  REV和MDV间整合位点相关序列的扩增  

根据已发表的文献[1, 2, 11, 12], 尽管REV整合
进MDV基因组的位点不固定, 但大部分的整合位点
位于US区与TRs或IRs区的结合部, 即所谓的“热点整
合”. 因此我们推测, 如果REV在此区域内整合进
MDV的基因组中, 只要选择合适的引物, 一条来自
MDV基因组, 一条来自REV基因组中, 就可以扩增
出整合进MDV基因组中的REV片段及其相连的MDV
序列. 为此, 分别根据已发表的MDV毒株MD5 的基
因组中US区与TRs或IRs区结合部的序列合成 7 条引
物, 根据已知的SNV株REV基因组的LTR序列合成了
4条引物(表 1和 2).  

在每 次 PCR中, 分别使用一条MDV引物和一条
REV LTR引物配对, 从可能整合有 REV基因组片段
的MDV野毒株 GD0202和 GX0101感染的 CEF提取
的基因组DNA中扩增含有 REV LTR的相关片段. 同
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表 1  来自 REV基因组用作扩增 REV-MDV整合位点相关序列的引物 

引物名称 序列 在REV基因组的位置a) 扩增序列的大小b)

REV-LTR P1 5′-CATACTGGAGCCAATGGTT-3′ 334~352 
REV-LTR P2 5′-AATGTTGTAGCGAAGTACT-3’ 609~628 

295 bp 

REV-LTR P3 5′-TCGCCGTCCTACACATTGTTGTT-3′ 451~473 
REV-LTR P4 5′-ATTGGAGAGTAGCATCTGC-3′ 359~367 

115 bp 

REV-env P1 5′-AGCTAGGCTCGTATGAA-3′ 6504~6520 
REV-env P2 5′-ATTGACCAGGTGGGTTGCA-3′ 6920~6939 

436 bp 

REV-gag P1 5′-TAGCCTATTAGAATCCG-3′ 1762~1778 
REV-gag P2 5′-ATGACTATGGCAGCCTG-3′ 2161~2187 

426 bp 

REV-pol P1 5′-TACTCATGACTTTAGCG-3′ 3621~3637 
REV-pol P2 5′-AGGGTCCAGCCTTTTGG-3′ 4083~4099 

479 bp 

a) REV基因组来自吉荣硕士学位论文(禽网状内皮组织增生症病毒分子生物学特性的研究. 扬州大学, 扬州, 2002); b) 该对引物在 REV基
因组中扩增片段的预期大小 

表 2  来自 MDV基因组用作扩增 REV-MDV整合位点相关序列的引物 
在 MD5株 MDV基因组的位置 

引物名称 序列 
正向序列 反向重复序列 

MDV-UsF1 5′-GCTGAACATCGAGAGTATTA-3′ 151929~151948 166515~166496 
MDV-UsIR1 5′-CCCAGCCCCTAATGTACTAC-3′ 153971~153990 无 
MDV-TRsR1 5′-CTTCCGACGGGTGGCCTGAC-3′ 152506~152525 165938~165919 
MDV-UsF2 5′-GCTGATCTATATTGTGCTTTA-3′ 163964~163991 无 
MDV-eTRsF2 5′-GCGATTCCAAACCGGTT-3′ 164944~164963 153495~153481 
MDV-eTRsR2 5′-TTGCGACATATGCATCCTCGC-3′ 153239~153259 165205~165186 
MDV-RsR1 5′-GCGGTATGAGATGCACG-3′ 165491~165507 152953~152937 

 

时用只感染 MDV 毒株 GA 株、只感染 REV 毒株
SD9901株以及感染 REV毒株 SD9901和 MDV毒株
GA的 CEF提取的基因组 DNA的混合组作为病毒感
染对照, 用未感染病毒的 CEF提取的基因组 DNA作
为阴性对照. 将扩增到的 PCR 产物克隆进 pGEM-T
载体(Promega 公司), 转化 TG1 大肠杆菌, 挑选白色
菌落进行酶切鉴定. 将克隆中插入片段符合预定大
小的阳性克隆送交上海生工公司进行测序, 测出的
序列分别与MDV和 REV基因组序列在 Internet上进
行 BLAST比较, 并用 DNAStar软件对测序结果及已
发表的 MDV和 REV的序列进行比较.  

2  结果 

2.1  肿瘤病鸡血液中MDV的分离和鉴定 

病鸡的抗凝全血接种 CEF 后 6~8 天便产生了典
型的 MDV 的病毒蚀斑. 感染的细胞呈圆形, 折光性
增强, 成葡萄状分布, 周围未形成病毒蚀斑的CEF形
态良好, 未见到细胞脱落、坏死等现象.  

用Ⅰ型 MDV 探针进行的斑点分子杂交试验中, 
这 2份样品均为阳性(表 3).  

用 MDV单抗进行的 IFA中, 这 2份样品均可以
与 MDV 的 3 个特异性单克隆抗体呈现阳性反应(表
2). 荧光显微镜下可以清晰地看到在 MDV 形成的病
毒蚀斑中, 感染的细胞浆被染成绿色, 细胞核没有被
染色(图略). 表明从这 2 份样品中得到的蚀斑确实是
MDV野毒株, 命名为 GX0101和 GD0202.  

2.2  MDV分离毒株 GX0101和 GD0202中 REV
共感染状态的鉴定 

(1) 斑点分子杂交试验 : 在以 REV 全基因组
cDNA 克隆质粒标记的探针进行的斑点分子杂交试
验中, 这 2 株 MDV 野毒株均呈现阳性反应. 表明在
这 2份MDV分离物中, 或者有 REV的共感染, 或者
在 MDV基因组中插入了 REV基因组成分.  

(2) 荧光抗体试验: 在用 REV 的两个特异性的
单克隆抗体对分离到的这 2株MDV感染的CEF进行
的 IFA中, 结果均为阴性, 而已知 REV毒株 SD9901
接种的 CEF 与这两种单抗呈现阳性反应. 说明这 2
株MDV中不存在 REV的共感染, 只是在MDV基因
组中存在 REV的基因组序列.  
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表 3  我国 MDV野毒株 GD0202和 GX0101中 REV共感染或基因重组的检测结果 

IFA检测结果 

MDV单克隆抗体 REV单克隆抗体 
斑点分子杂交试验 REV的 PCR扩增 

编号 

H19 T65 BA4 11B154 11B118 REV MDV gag pol env LTR

MDV野毒株 GD0202 + + + − − + + − − − + 
MDV野毒株 GX0101 + + + − − + + − − − + 

MDV参考毒株 GA + + + − − − + − − − − 
MDV参考毒株 CVI988 − + + − − − + − − − − 
REV参考毒株 SD9901 − − − + + + − + + + + 

未感染 CEF − − − − − − − − − − − 
 

(3) REV 毒株 gag, pol, env和 LTR的扩增以及
LTR的序列分析: 以这 2株MDV感染的CEF为模板, 
分别扩增 REV毒株的 gag, pol, env和 LTR, 结果为 
只能扩增出 REV的 LTR特异性的片段, 而不能扩增
出 REV毒株的 gag, pol和 env的特异性片段(图略).  

(4) 游离病毒的感染试验: 为了验证在分离到的
MDV 野毒株中确实不含有游离的 REV, 将收获的这
2株 MDV野毒株感染 CEF的上清液离心和过滤, 再
接种 CEF, 并分别进行上述试验, 结果斑点分子杂交
试验、荧光抗体试验以及 REV 相关基因的扩增均为
阴性.  

上述结果都表明, 在分离到的 2株 MDV野毒株
中, 不存在游离的 REV 感染, 但在基因组中已经整
合了 REV基因组的 LTR序列(表 3).  

2.3  REV-MDV 整合片段的 PCR扩增     

为了确定在重组野毒株中 MDV 与 REV 自然重
组时的整合位置及整合进的序列片段, 分别用数条
MDV引物和REV引物交叉配对进行 PCR, 即分别用
合成的一条MDV引物和一条REV引物相互配对, 详
见表 1和 2. 以没有共感染但已证明含有 REV的 LTR
序列的两个野毒株 GX0101 和 GD0202 感染的 CEF
的基因组 DNA作为模板, 进行 PCR扩增. 在所用的
28 对不同组合引物的 PCR 中, 只有 5 个组合的引物
可从这 2 个野毒株得到 PCR 产物, 即引物 MDV 
UsIR1-REV LTR P1, MDV UsF1-REV LTR P4, MDV 
TRsR1-REV LTR P4, MDV eTRsF2-REV LTR P1 和
MDV UsF2-REV LTR P3等相互配对时可以分别扩增
出一条约 1.0, 1.5, 0.6, 0.6和 0.3 kb的特异性条带; 而
其他引物的配对均没有扩增出特异性的条带. 同时
用只感染MDV毒株GA株、只感染REV毒株 SD9901

株、感染 REV毒株 SD9901株和MDV毒株 GA株的
CEF 的混合组以及未感染病毒的 CEF 提取的基因组
为模板均没有扩增出特异性的条带, 详见表 4和图 1.  

表 4  MDV引物与REV引物配对进行扩增的PCR结果a)

引物 REV 
LTR P1

REV 
LTR P2 

REV 
LTR P3 

REV 
LTR P4 

MDV-UsF1 −b) − − 1.5 kb 
MDV-UsIR1 1.0 kbc) − − − 
MDV-TRsR1 − − − 0.6 kb 
MDV-UsF2 − − 0.3 kb − 

MDV-eTRsF2 0.6 kb − − − 
MDV-eTRsR2 − − − − 

MDV-RsR1 − − − − 
a) 本表中的模板为 MDV 野毒株 GD0202 和 GX0101 感染 CEF

提取的 DNA; b) PCR阴性(每对引物至少扩增 3次); c) PCR扩增产物
的大小 

 
图 1  MDV引物 eTRsF2与 REV引物 LTR P1扩增 MDV

重组毒株 GX0101和 GD0202的 PCR结果 
1示 DL2000 marker; 2示重组毒株 GX0101株感染的 CEF; 3示重组毒
株 GD0202株感染的 CEF; 4示未感染的 CEF; 5示MDV毒株 GA株感
染的 CEF; 6示 REV毒株 SD9901株感染的 CEF; 7示 MDV毒株 GA 

株感染的 CEF和 REV毒株 SD9901株感染的 CEF的混合组 
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2.4  REV-MDV整合位置相关片段的克隆和序列
分析  

分别将 GX0101和 GD0202株用引物 eTRsF2和
REV LTR P1扩增的约 0.6 kb片段克隆进 pGEM-T载
体, 然后对此片段进行测序和序列分析,  从这两个重
组 MDV 野毒株中扩增的特异性片段序列完全一致. 

将序列传至网上进行 BLAST 序列分析, 可以很清晰
地看出扩增和克隆的序列由两部分组成, 前一部分
约 281个碱基, 与网上的REV的序列高度同源, 后一
部分为 321个碱基, 又与已发表的 MDV基因组的序
列高度同源, 结果见图 2.  

用 DNAStar 软件对这些序列进行分析, 并分别 
 
534 T G G C A G T G A G A G G A G A T T T T G T T C G T G G T G T T G G C T C G C C REV-SNV-LTR 
465 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ················· G · · · REV-RMI 
190 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ················· G · · · REV(AF006065) 
190 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ················· G · · · REV(AF246698) 
190 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ················· G · · · GX0101 
190 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ················· G · · · GD0202 
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MDV-CVI988(AF304011)
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MDV-RB1B(AF304010)
153176- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MDV-Md5 

 

574 T A C T G G G T G G G C G C A G G G A T C C G G A C T G A A T C C G T A G T A C REV-SNV-LTR 
505 · · · · · · · · · ·· - · T · · · · · ··················· · T REV-RMI 
230 · · · · · · · · · ·· - · T · · · · · ··················· · T REV(AF006065) 
230 · · · · · · · · · ·· - · T · · · · · ··················· · T REV(AF246698) 
230 · · · · · · · · · ·· - · T · · · · · ··················· · T GX0101 
230 · · · · · · · · · ·· - · T · · · · · ··················· · T GD0202 
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MDV-CVI988(AF304011)
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MDV-RB1B(AF304010)
153176 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MDV-Md5 

 

614 T T C G G T A C A A C A                             REV-SNV-LTR 
544 · · · · · · · · · ···                             REV-RMI 
269 · · · · · · · · · ···                             REV(AF006065) 
269 · · · · · · · · · ···                             REV(AF246698) 
269 · · · · · · · · · ··· A C C A T C A A A T C T A C T C G A C T T A T T G C T T GX0101 
269 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ··················· · · GD0202 
1 - - - - - - - - - - - - · · · · · · · ··················· · · MDV-CVI988(AF304011)
1 - - - - - - - - - - - - · · · · · · · ··················· · · MDV-RB1B(AF304010)
153176- - - - - - - - - - - - · · · · · · · ··················· · · MDV-Md5 

 
 

整合位点  
625                                         REV-SNV-LTR 
555                                         REV-RMI 
280                                         REV(AF006065) 
280                                         REV(AF246698) 
309 G A G T C C A A T T T A A C A G A A A T T A A A A T A T A T T G A T G T T G C G GX0101 
309 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ··················· · · GD0202 
29 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ··················· · · MDV-CVI988(AF304011)
29 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ··················· · · MDV-RB1B(AF304010)
153204· · · · · · · · · ···· · · · · · · ··················· · · MDV-Md5 

 

625                                         REV-SNV-LTR 
555                                         REV-RMI 
280                                         REV(AF006065) 
280                                         REV(AF246698) 
349 A C A T A T G C A T C C T C G C A T A T G G G G G T G G G A C A C A G G A C G A GX0101 
349 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ··················· · · GD0202 
69 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ··················· · · MDV-CVI988(AF304011)
69 · · · · · · · · · ···· · · · · · · ··················· · · MDV-RB1B(AF304010)
153244· · · · · · · · · ···· · · · · · · ··················· · · MDV-Md5 

 
图 2  MDV天然重组毒株 GX0101和 GD0202中 REV-MDV整合序列的比较分析 
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与已发表的数株REV[6](SD9901, HA9901 和 SNV)   
的 LTR 和 已 发 表 的 CVI988 (AF304010), RB1B 
(AF304011)和MDV毒株MD5 的序列进行了比较分析. 
结果表明, 两个重组野毒株GX0101 毒株和GD0202
毒株该段序列的前 281 个碱基完全一致, 且与几个
REV毒株的LTR序列的同源性均高达 96％以上. 而来
自两个野毒株扩增序列的第 282个碱基至第 602个碱
基也完全一致 , 且与 MD5 株 MDV基因组第
153176~153496 之间的碱基也完全一致. 表明两株
MDV重组野毒株均在US的左侧, 即相当于MD5 株
MDV基因组的第 153175碱基的 5′ 端插入了完全相同
的REV的LTR序列(图 3).  

3  讨论 
在动物体内, 不同病毒间的基因重组一直是人

们关心的生物现象, 因为这可能加快病毒毒力的遗
传变异. Isfort等人[1]和Jones等人[2]报道, 在被不产生
细胞病变的REV污染的CEF上对MDV长期连续性传
代的过程中, 发生了两种病毒间基因组的重组, 即
REV的LTR序列整合进了MDV的基因组, 这是基因
组为单股 RNA的反转录病毒 (REV)与基因组为   
180 kb双股DNA的疱疹病毒(MDV)在感染同一细胞
时发生基因重组的首次报道. 为此, 人们自然关心, 
在自然界如果MDV与REV感染同一只鸡时, 是否也
会发生类似的现象, 并导致MDV致病性的变化. 不
久前 , Davidson等人 [3]对肿瘤病鸡的样品DNA作
HS-PCR也证明了, MDV和REV间的基因重组确实可
以发生在鸡体内, 然而, 他们并未能分离到这种天然的
重组野毒株. 近两年, 我们的研究发现, 在用抗MDV
的疫苗免疫后仍有很高肿瘤发病率的鸡群中, 不仅

能分离到MDV, 而且大多数病例是MDV和REV的共
感染, 即在肿瘤病鸡同时存在着这两种病毒的病毒
血症[13]. 这一现象鼓励了我们从这些鸡体内去进一
步分离和鉴定整合有REV基因组序列的MDV天然重
组野毒株. 虽然共感染是MDV和REV发生重组的条
件, 但在具体样品中, 如果仍存在REV共感染, 又会
干扰对重组MDV野毒株的鉴定. 幸运的是, 在分离
到的 12株MDV野毒株中, 只有 3株在细胞培养上显
示REV共感染[4]. 没有REV感染的 9个MDV野毒株中, 
另有 4个在斑点分子杂交试验和PCR中显示已整合进
REV的LTR[4], 本文重点对其中两株野毒株GX0101
和GD0202进行了较详细的研究.  

我们分离的这两株 MDV 重组毒株 , 一株
(GX0101)是 2001 年从广西某蛋鸡场分离到的, 另一
株(GD0202)于 2002年分离自广东某肉用型三黄鸡种
鸡场. 两个鸡场之间没有任何联系, 但分离的这两个
MDV 野毒株基因组中整合进的 REV 基因组的核酸
序列完全相同, 在 MDV 基因组上的整合位点又完全
一致. 显然, 这两个重组野毒株很可能是来自同一个
原始重组病毒, 即由该原始重组病毒在鸡群中形成
的流行毒株. 由于不同种病毒间基因重组频率非常
低, 重组病毒能成为具有一定优势的流行毒株, 表明
其一定有某种竞争优势. 目前, 有关这两株病毒的致
病性研究正在进行中.  

MDV基因组中REV基因组成分整合的位点变异
较大. 最初, Kost等人 [14]和Isfort等人 [15]报道MDV 

 
图 3  MDV毒株 GD0202和 GX0101基因组中 REV部分序列的整合位点示意图 

a示体外共培养时REV整合进MDV基因组中的高频位点区域[2]; b示体外共培养时REV整合进MDV基因组中的具体位点[14]
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的高代次细胞培养物中污染REV而导致REV基因组
成分整合进MDV基因组时, REV序列的整合位点位
于MDV基因组的US区右侧与TRS区的接合部, 相当
于MDV毒株MD5的第 164021碱基处. 随后, Jones等
人[2]人工共感染REV和MDV时发现REV在MDV基因
组上的整合位点不确定, 但主要集中在RS/US区, 而
且整合的序列主要为REV基因组的单个LTR片段. 例
如, 一个含有REV基因组成分的MDV重组病毒(RMi)
的整合位点在MDV基因组IRS/US结合部前 370 bp处, 
相当于MD5株基因组的第 152745碱基处. 而在我们
分离和鉴定的MDV天然重组野毒株中, REV基因组
成分整合的位点在MDV基因组的US区的左侧, 相当
于MD5株MDV基因组的第 153176碱基处. 尽管体外
共感染获得的重组病毒和在鸡体内分离到的天然重

组病毒之间插入位点不同, 但整合的REV基因组序
列却非常类似, 均为REV的LTR序列, 二者之间的同
源性高达 99％以上, 两者的差异显然与发生重组时
参与的REV的LTR不同有关. 在MDV基因组的整合
位点处, MDV天然重组病毒和体外共感染的重组病
毒 插 入 的 REV 的 LTR 的 3 ′   端 序 列 均 为
TCCGTTAGTATTTCGGTACAACA.  Jones等人 [2]曾

推测这种整合位点的非随机性分布取决于病毒体外

培养时的选择压. Davisdon等人[3]虽然没有分离到重

组野毒株, 但他们对肿瘤病的MDV整合情况研究后
认为, REV的整合位点主要位于MDV基因组的US/RS
接合部和UL/RL的接合部.  

本研究所用的 28对引物进行的 PCR扩增中, 有
5 对引物可以扩增出大小不等的特异性片段. 由于引
物 REV LTR P1和 MDV eTRsF2最先扩增出 0.6 kb
的特异性片段, 因此选择该片段进行克隆和测序. 测
序结果表明该片段为 REV LTR序列与 MDV基因组
重组的产物, 其余的片段是否为重组序列还有待进
一步研究. 但显然, 在同一个 MDV 基因组上, 可能
同时存在大小不同的插入片段.   

MDV的US/RS区是病毒增殖的非必需区, 不同
毒株之间差异也较大, 如GA株US右侧缺失 48 bp, 
MD5毒株US左侧比CU2毒株多 700 bp, 所以此区域
可以承受外源基因的插入, 但是外源基因的插入对

MDV本身的特性有何影响尚不清楚[16]. 据报道, REV
的 LTR序列在体外试验中对鸡胚成纤维细胞和许多
组织具有较强的启动子活性, 它可以调节致癌基因
c-myc的表达[17]. 最近的一项研究表明, REV LTR的
启动子在鸡T细胞中尤其是MDV诱导转化的淋巴细
胞系中的活性普遍增高[18]. 而本试验中, REV LTR整
合进MDV后, 在这两株MDV毒株中插入的位点都恰
好位于SORF1之后, SORF2之前, 因此, SORF2[19]是

REV LTR启动激活影响最大的基因. 有关REV LTR
在插入MDV基因组上该位点后对病毒的生物学特性
的影响正在研究中.  
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