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( 40 0 )
,

晶体大小从几微米到几十微米不等川
。
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马立克病病毒糖蛋白在感染和

抗感染中的作用

崔治中 秦爱建 段玉友 李 毅 陆长明

(扬州大学农学院动物医学系
,

扬州 2 2 5 0 0 9)

〔关被词〕 马立克病病毒
,

重组糖蛋白
,

细胞粘附
,

保护性免疫

鸡马立克病病毒 (M D V ) 是疙疹病毒科的一种细胞结合性致肿瘤病毒
。

过去
,

根据其致

病性
,

将其归类于 y
一

疤疹病毒
,

但分子生物学研究表明
,

其基因组 D N A 结构与
a 一

疙疹病毒类

的单纯疤疹病毒 ( H S V ) 更为类似
。

M D V 有三个血清型
:

致病性 I 型 M D V
,

从健康鸡群分

离到的无致病性 I 型 M D V
,

及 l 型火鸡疤疹病毒 ( H V T )
。

马立克病 (M D ) 是危害养鸡业的一个严重问题
。

在 60 年代末 70 年代初
,

由于 M D
,

美

国每年损失几千万只鸡
,

占总饲养量的 1写左右
。

1 9 7 1 年起开始使用 H V T 作为疫苗
,

显著地

减少了 M D 引起的经济损失
。

但在连续几年使用 H V T 疫苗后
,

其免疫效果下降
,

M D 发病率
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丈上升 ( ) 8年代以 后
.

又采用 r改进的二价 苗
,

似其 良好的免疫效果也只维待 广三四年
。

近

年来
,

美国 婆地区及其它
一

些国家的 M D 又呈 卜升趋势 存我国
,

随着养鸡 业的规模越来

越 大
,

M l) 的危害性 也日趋严重
。

由于我国交通 条件比较 摇
,

人多数鸡场只能采用免疫效果较

左的冻 干苗
,

而不便选用免疫效果较好但必须在液氮中保存和运
.

送的细胞结合苗
,

使该病的

控制间题变得更难以解决
。

日益发展的我国养禽业道 明期望通过现代分 r 生物学研究技术
,

研

制 出效果更好而又方便的新型抗 M D 疫苗

深人研究 M D V 在 比较医学上也有广
`

泛的生物学意 义 M D V 是第一个能用试验直接证明

具有致肿瘤作用的疮疹病毒
,

M D 是第
、

个也叮能是 热前唯
,

纳
一

个已广泛使用疫苗有效预

防的肿瘤性病毒病
。

M D V 还有许多特性
,

使它可作 为研究病毒性肿瘤特别是疤疹病毒性肿瘤

的理想的实验模型
。

如
,

它很容易在天然宿主鸡人工诱发肿瘤
,

已具备致肿瘤性程度差别很

大 的不同的毒株
.

已 具备对 M D V 有抵抗力或特别易感的 琐主要组织相容性复合物 ( M H C )遗

传位点已清楚的不同品系的近交系鸡
,

已有许多 M ! , V 诱发 的传代细胞系细胞供研究用等
。

对于大多数疤疹病毒来说
,

病毒的各种囊膜糖蛋 自在计
、
别

、

粘附和感染易感细胞中的作

用都已研究得 比较清楚
。

但 由于 M D V 在细胞培养中严格的细胞结合性
,

这不仅给 M D V 的经

典研究带来很大的难度
,

也使 M D V 致病过程的分子生物学研究比其它疤疹病毒落后 了好多

年
。

如同其它疤痊病毒 一样
,

M D V 基因组 仁也有多种糖蛋 白基因
,

通过对 M D V 基因组 D N A

的随机 D N A 测序结果与其它疤疹病毒不同糖蛋 日 基因的比较
,

M D V 的 g B
,

g C
,

g D
,

g E
,

g H
,

9 1
,

g K 和 9 1
才

基因
,

也都已被鉴定和克隆出来
,

它们在氨基酸序列
_

L与其它疤疹病毒有着很

高的同源性
。

但对它们在感染细胞 中的表达状态及在感染中的作用仍很不清楚
。

深入研究

M D V 的糖蛋 白在感染和抗感染中作用的分子生物学基础
,

不仅有益于我们进一步理解 M D V

这一特殊的细胞结合性致肿瘤病毒的发病机制
,

也将有助 于我们将基因工程技术用于改进对

M D 的防制措施
。

近五六年来
.

在国家 自然科学基金的资助 卜
` ,

我们在试 嘴追踪国际先进水平的同时
,

也

力图有所创新
。

根据国外已报道的 M D V 糖蛋 白 B 抗原基因序列及其在基因组 D N A 上的定

位
巨9二,

我们从 M D V 强毒 G A 株感染的鸡胚成纤维细胞 ( C E F
。

的基因组 D N A 文库中
,

在国

内首先得到 了 M D V 的囊膜糖蛋白 B 抗原 ( g B ) 的完整基因
: ,

并成功地以杆状病毒为载体

在昆虫细胞中以非融合蛋 白的形式表达了 g B 基因莎二 。

用
卜

5
一

蛋氨酸标记的
一

表达产物作免疫沉

淀反应
,

并结合应用不同的糖昔酶或糖基化抑制剂分析表明
,

在昆虫 S f g 细胞中表达的重组

M D V g B
,

在分
一

子量大小及糖基化位点和程度上与天然 M D V g . 非常类似
,

只有轻微差异
,

因

此有可能用来研究该 g B 的生物学活性
。

对于研究细胞结合性的 M D V 糖蛋白来说
,

单克隆抗体显得特别有价值
。

十多年来
,

国内

外都是依靠美国农业部禽病和肿瘤学研究所研制困和惠赠的单抗液
。

如果只依靠惠赠
,

一方面

在数量上受到限制
,

_

另一方面这些单抗本身的抗原特异性谱还 不完全
。

我们用能表达 M D v g B

的重组杆状病毒感染的 fS g 细胞裂解物免疫小鼠制备杂交瘤细胞
,

以 M D V 感染的 C E F 为筛

选用抗原
,

很容易得到了一株 工型 M D V g B 特异性单抗 B A 4 及另一株与所有 3 个型 M D v g B

呈交叉反应的单抗 B D S
,

填补了国际上 已有的抗 M D V g B 单抗中抗原特异性谱的不足
? 」。

B A 4

是世界上已报道的单抗中第一株能区别 I 型和 班型 M D V g B 的单抗
,

它可以用来研究 M D V

糖蛋白分子上不同结构域或氨基酸簇与其型特异性或功能间的关系
。

用抗 M D v g B 的单克隆
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抗体做成的免疫亲和层析柱
,

从感染的 S f g 细胞裂解物中提纯出重组 M DV g l ,
,

将提纯物经

S D S
一

P A G E 并将凝胶染色后作薄层扫描
,

可显示出 M D V g B 的分子量为 10() kI ) 6 0 k D 和 4 9

k D 的三个峰
,

其纯度可达 60 % `刘 。

这种 g B 的提纯样品将有利于深入研究它的生物学活性
。

在将重组 M D v g B 产物与鸡外周血白血球混合后
,

用抗 g B 的单抗作间接免疫荧光试验

( lF’ A ) 发现
,

重组 M D V g B 能粘附于 2%一 3%外周血白血球表面
仁̀ ,

。

这是国际上首次直接用

实验证 明
:

M D V 的糖蛋白 B 抗原在 M D V 识别
、

粘附和感染易感细胞时起着重要作用
,

即在

鸡的白细胞表面存在着 M D V 糖蛋白 B 的受体
。

用在 S gf 细胞中表达的 M D V g B 的重组产物

免疫 S P F 鸡后作人工接种 M D V 强毒的动物实验表明
,

经重组 M D V g B 免疫的鸡
,

在人工接

种 M D V 强毒株后一个月内
,

能免于 M D V 感染引起的急性死亡
。

重组 g B 免疫组中 15 只鸡无

一只死亡
,

而对照组 16 只中死亡 6 只 (P < 0
.

01 )
。

但 M D V g B 重组产物的免疫接种
,

对人工

攻毒后 l 个月的慢性死亡率及肿瘤发生率的影响不大
仁3

,

6通
。

最近
,

日本的研究机构也报
J宜了类

似的结果
’ 。 」。

这些都证 明了重组 M D V g B 确能诱发抗感染免疫反应
。

为此
,

最近我们与中国

农科院镇江蚕业研究所及中国科学院上海生化所合作
,

以家蚕杆状病毒为载体在家蚕体内表

达了 M D V 的 g B 基因
。

对 SD S
一

P A G E 的凝胶染色后直接观察并作薄层扫描表明
,

经抗 g B 单

抗作免疫印迹反应证实的特异蛋白带的表达量每毫升蚕淋巴液可达 1 m g
,

与最初在 S fg 细胞

中的表达量相 比
,

提高了约 20 倍
,

这大大地提高了将其用作基因工程亚单位疫苗的实际可能

性
。

对其它疙疹病毒
,

糖蛋白 D ( g D ) 抗原在病毒识别
、

粘附和感染易感靶细胞过程中起着

非常重要的作用
。

但是
,

M D v 在呈细胞结合性感染 C E F 后却不表达 g D
,

虽然在 M D V 感染

并康复的鸡体内能检出抗 g D 抗体
。

人们猜测
,

M D V 在鸡体内感染某种细胞后是能表达 g D 抗

原的
,

它很可能是在能产生具有接触传染性 M D V 病毒颗粒的羽囊上皮细胞中
; 因而也推测

,

M D V 在 C E F 上的严格的细胞结合性 可能就与 M D V 在感染的 C E F 内不能表达该 g D 抗原相

关
。

为了验证这一推论的正确性
,

我们还用 P C R 技术扩增和克隆了 M D V 的 g D 基因 . 月
,

现正

试 图以鸡反转录病毒为载体在 C E F 中表达 M D V 的 g D 抗原
,

以观察在 C E F 中用异源表达系

统表达的 g D 能否帮助 M DV 从感染的 C E F 中释放出来
。

以上研究结果不仅有助于从理论上进一步阐明 M D V 感染 易感细胞的分子生物学基础
,

也对养禽业有着潜在的应用价值
。

我们的研究结果已证明
,

g B 能识别和粘附于 M D V 的靶细

胞鸡白细胞表面
,

以及重组 g B 能诱发保护性免疫反应
,

这表明 g B 确实可作为抗 M D V 感染

基因工程疫苗的有效 目的基因
。

我们克隆到的 M D V g B 基因已提供给国内正在研究病毒载体

的几个单位
,

用作研制基因工程疫苗的靶基因
; 我们还正在测试在昆虫细胞中特别是在蚕体

中表达的重组 g B 用作抗 M D 的亚单位疫苗的可能性
;
并试图用不同的活病毒载体 (如禽痘病

毒
、

H V T 或禽腺病毒 ) 表达 g B 基因
,

希望其中会有一种或二种不同类型基因工程疫苗及其

组合
,

能为鸡群提供比国内外现有的常规疫苗更好的保护效果
。

实际上
,

本研究得到的 I 型

M D v g B 特异性单抗 B A 4
,

既可用于现有的常规 1 型 M D V 弱毒苗 C V I 9 8 8 株生产过程中的检

测
,

更可用于筛选和检测用 l 型 H V T 为载体表达 I 型 M D V g B 的基因工程疫苗
。

对于饲养高度密集的养鸡业来说
,

有效地预防和控制 M D 这类传染病
,

不能仅仅依靠疫

苗
,

还必须考虑到不断地抗病育种
。

本研究得到的在昆虫细胞中表达的 M D V 重组 g B
,

能粘

附于鸡外周血中一部分淋巴细胞
。

我们也正在研究鸡的不同个体或品系中能被 g B 粘附的淋
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巴细胞的百分比是否与它们对 M D V 的易感性有关
,

进而考虑能否用其作为抗病育种过程中

的选择性标志
。

利用这一糖蛋白基因
,

还正在尝试以精子 为 D N A 载体的方法建立 M D V g B 的

转基因鸡
。

用经与 M D V g B 基因质粒 p G B 1 81 D N A 共孵化的精液人工输精后孵出了 1 10 只第

一代鸡 (F
。
)

,

在出壳后即采血提取全基因组 D N A
,

以 p G B 1 81 质粒 D N A 为探针作斑点分子

杂交检测
,

有 40 只显示阳性
,

有 2 只表现显著的畸型
。

取 阳性 F 。

公鸡与非转基因鸡母鸡交配
,

在 1 16 只 F
:

后代中
,

72 只呈阳性
。

虽然 g B 基因是否真正整 合进鸡的基因组尚待进一步证明
,

但转基因鸡的后代似乎已表现出对 M D V 感染抵抗力提高的趋势
。

当将 50 只 F
I

鸡
,

在出壳后

立即采血并随后人工接种强毒 M D V
。

在攻毒后一 个月内
,

斑点杂交阳性和阴性的 M D 死亡率

分别是 5 / 2 0 和 1 5 / 30 ( p < 0
.

1 )
,

在攻毒后两个月内分别是 1 0 / 20 和 2 4 / 3 0 ( p < 0
.

0 5 )
,

似乎

g B 基因转基因鸡对于 M D V 有一定的抵抗力
。
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