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马立克氏病病毒 !!"#基因上游的一个双向启动子研究

丁家波 崔治中" 孙淑红 姜世金
（山东农业大学动物科技学院 泰安 ".5#52）

摘 要：马立克氏病病毒（HI$）))-2基因上游是病毒基因组 I,(复制原点。在其两侧均含有启动子 0(0(4F%8、
J((04F%8等特征性的保守基元，推测是一个天然的双向启动子。为了在体外验证其双向启动活性，本研究以 HI4
$))-2为报告基因，并将其 KL6插入到 )MJ52中，构建了 )MJ4))-2质粒。将包含该启动子完整区域的 .29F)序列分
别以正反两个方向克隆进 )MJ4))-2质粒中 ))-2报告基因的上游，获得的重组质粒 )N*%O ))-2和 )N*%* ))-2。将所获
得的重组质粒分别转染鸡胚成纤维细胞（J:6），通过间接免疫荧光试验检测 ))-2基因的表达以验证该启动子的双
向启动活性。结果表明，马立克氏病病毒复制原点区的启动子无论以何种方向插入 )MJ4))-2质粒中，在转染细胞
"!G内能检测到 ))-2基因的表达，!2G后能获得高效和持续的表达。逐渐缩小该启动子的范围，最终在 -"#F)时，仍
能检测到两个方向较强的启动活性。
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马立克氏病病毒（!"#$%’& ’(&$"&$ )(#*&，HI$）
是一种细胞结合型疱疹病毒，对养禽业造成了巨大

的损失［5 Q -］。随着对 HI$基因组结构的深入研究，
与 HI$致肿瘤相关的基因相继被发现［! Q 9］。在以
HI$基因组 I,(复制原点的两侧约 -/#F)的区域
内，均含有 0(0(4F%8、J((04F%8、R)5和 0(4*+=G反向
重复序列等启动子和增强子特有的保守序列。其上

游和下游分别是与 HI$致肿瘤相关的 5S2TF 转录
子和 ))-2 基因［.，9，5#］。因而，这段序列同时调控着
5S2TF的转录子和 ))-2基因的转录［9］。
研究蛋白质功能的时候，需要考虑蛋白质之间

的相互作用。特别是对二聚体的研究，往往需要在

同一载体中表达两种蛋白质。现有的商品化载体

（如 )U>A!S5等）是将两个不同的启动子插入同一个
载体构建而成。在植物上已经有双向启动子的报

道［55］，但对动物病毒中双向启动子的报道很少，更

未见利用天然的双向启动子构建的商品化载体。

为了进一步证实该 HI$启动子的双向启动活
性，探索以它来构建真核双向表达质粒的可能，本研

究将启动子以两种不同的方向克隆进一种质粒中，

并转染 J:6细胞，通过检测报告基因 ))-2的表达，
来证实该启动子的双向启动能力。同时构建了一系

列长短和方向不同的质粒转染 J:6，通过 V6(的荧

光强度，确定了与该启动子活性相关的碱基范围。

$ 材料和方法

$%$ 材料和试剂
)MJ52、NJL W+X、0! I,(连接酶、Y4D7&、VN0Z等

均购于大连宝生物工程有限公司；6V0J 购于 R+D;7
公司；脂质体（[+)O1=X7;+B1）购于 Z+U=% UL[公司；质
粒纯化试剂盒 H+B+ W+X购于 P+7D1B公司。)Z:Y43)4
54))-2原核表达质粒由崔晓萍博士提供。9 Q 55日
龄 RN6鸡胚购于斯帕法斯公司（济南）。
$%& 病毒的扩增和病毒基因组 ’()的提取
按照常规方法制备鸡胚成纤维细胞（J:6），待

细胞近 .#\铺满培养瓶底时，接种液氮中冻存的
LU5U株 HI$［5"］，并维持 !A以上，到出现大量细胞
空斑时收获。将收集的细胞消化，抽提，最后用乙醇

沉淀 I,(。
$%" 重组质粒的构建
参照 J>+等［9］发表的 ))-2基因序列，自行合成

-对引物，用于构建包括整个启动子序列在内的不
同方向的表达质粒。不同引物的上下游分别引入了

各自的酶切位点，各引物序列及其相对于 ))-2的位
置见表 5。引物由上海生工生物工程技术服务有限
公司合成。



表 ! 用于构建不同重组质粒的 "#$引物序列
!"#$% & ’()*%(+ ,+%- ./ 0%1%(".% " +%()"$ /2 3$"+*)-+ ./ 4"$)-".% .5% "6.)4).7 /2 .5% 3(/*/.%(

’()*%( 8%9,%16% !5% +).%+ /33/+).% ./ .5% :;< /2 33=>［?］ <("0*%1. 0%1%(".%-@#3 ;%+.()A%1B7*% +).%+

<33=> CDA!EEE%&’%(’F!FGEEFE!GFFGEFFFA=D H II J H K &KI> !"#!

;33=> CDAFE%’(&%’FEFEEEFFEFGEEE!FEGA=D &=?& J &=L& !$%!

<3(/ 2 CDAGGE%(%’&’GE!GE!GEEE!E!GFGGFA=D H >L? J H >C= L>? !"&!

;3(/
2 CDA!EE%&’%(’E!FEF!FFEFFFEFFF!FA=D H &M> J H &IN !"#!

<3(/ ( CDAEFF%&’%(’E!GE!GEEE!E!GFGGFA=D H >L? J H >C= L>? !"#!

;3(/
( CDAE!E%(%’&’E!FEF!FFEFFFEFFF!FA=D H &M> J H &IN !"&!

<3’(/ 233=>A& CDAGGE%(%’&’GE!GE!GEEE!E!GFGGFA=D H >L? J H >C= CI& !"&!

;3’(/
2
33=>A& CDAF!%&’%(’!GFEFFGGEGEEFEEE!!A=D H =?= J H =LK !"#!

<3’(/ (33=>A& CDAEE%&’%(’FEFGE!GFGFEEEFEFEFEA=D H N?M J H NL& C?? !"#!

;3’(/
(
33=>A& CDA!EE%(%’&’E!FEF!FFEFFFEFFF!FA=D H &M> J H &IN !"&!

<3’(/ 233=>AI CDAGGE%(%’&’GE!GE!GEEE!E!GFGGFA=D H >L? J H >C= KLC !"&!

;3’(/
2
33=>AI CDAF!%&’%(’G!EG!GFEEG!E!GEGA=D H KIM J H K=L !"#!

<3’(/ (33=>AI CDAEEE%&’%(’GFEFGGFGGGGEGE!F!EA=D H N=C J H N&N CKK !"#!

;3’(/
(
33=>AI CDA!EE%(%’&’E!FEF!FFEFFFEFFF!FA=D H &M> J H &IN !"&!

<3’(/ 233=>A= CDAGGE%(%’&’GE!GE!GEEE!E!GFGGFA=D H >L? J H >C= K=N !"&!

;3’(/
2
33=>A= CDAEEE%&’%(’!FGFEEGFGF!GEFGF!A=D H KNM J H KLL !"#!

<3’(/ (33=>A= CDAEE!%&’%(’GGGEEGEG!GEEF!FA=D H N&K J H C?> CI= !"#!

;3’(/
(
33=>A= CDA!EE%(%’&’E!FEF!FFEFFFEFFF!FA=D H &M> J H &IN !"&!

!)*)! 3OGA33=> 质粒的构建：以 ;P&P 株 QRS 基
因组 RTE为模板，以 <33=>和 ;33=>为引物（表 &）获得
的 ’G;产物，包含了 QRS 33=>基因的完整阅读框
和其终止序列［?］，总长度为 &KI>#3。将 ’G;产物与
3OG&>载体分别用 !"&!和 !$%!酶消化后，回收酶
切产物。按常规方法连接，转化宿主菌 !F&。挑取
白色菌落培养后，碱裂解法小量制备质粒，酶切筛

选、鉴定阳性克隆，并对阳性克隆测序。

!)*)+ 验证启动子正反向活性克隆质粒的构建：
将以 <3(/2 和 ;3(/2 为引物，;P&P 株 QRS 基因组
RTE为模板的 ’G;产物分别用 !"&!和 !"#!双酶
消化，与双酶切的质粒 3OGA33=>连接转化后，挑取
白色菌落鉴定克隆。获得启动子正向克隆子

3’(/233=>和反向克隆子 3’(/(33=>，获得的重组克隆
再进一步测序验证。

!)*)* 用于确定启动子核心区域的一系列克隆的
构建：为了确定该双向调控序列与启动子活性的关

系，对 &U=U& 中 L>?#3的 ’G;产物序列测定和分析
后，参照各调控元件的位置［?］，合成 N 对不同引物
（表 &），将该启动子的范围不断缩小。其中正向分
别切去 33=> 转录子的前导序列，!E!E 框和 :6. 位

点；反向分别切去了 &U>V# 转录子前导序列，!E!E
框和一个 8’& 位点。获得的 ’G;产物分别克隆进
3OGA33=>质粒中，所有克隆均测序验证。将一系列
含长短和方向不同的调控序列的质粒转染 GW<细
胞，用 X<E试验检测 33=>基因的表达。根据 X<E试
验中的荧光强度确定调控序列中与活性相关的有效

范围。

!), --*.抗血清的制备
将 33=> 基因克隆进原核表达载体 3FWYAN’A&

中 F8! 基因下游，用 X’!F 诱导表达后进行 8R8A
’EFW分析，将表达条带从胶中回收并碾碎，分 K次
免疫小白鼠，每次免疫约 &MM10，每两次免疫之间间
隔 &C-，最后一次免疫 L-后采血分离血清。
!)/ 重组质粒的转染
将重组菌 3OGA33=>、3’(/233=> 和 3’(/(33=> 大

量培养后，用 Q)1) Z).试剂盒纯化质粒，经定量后保
存备用。转染方法参照 F)P6/ P;[公司 [)32%6."*)1%
说明书进行。转染后 IK5、K>5、LI5、?N5和 &IM5分别
取样品固定、待检。

!)0 间接免疫荧光试验（123）
吸取 & \&MM稀释的鼠抗 33=>血清，小心加到固
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定好的盖玻片上，!"#作用 $%&’(，) * +,- 洗涤 !
遍；加上 ./01标记的抗鼠 /23荧光抗体，!"#作用
$%&’(，) * +,- 洗涤 ! 遍。加一滴 4%5甘油于盖玻
片上，在荧光显微镜下观察并拍摄实验结果。

! 结果

!"# 验证启动子正反向活性的重组克隆的鉴定
用表 )中的前 !对不同引物，以 6,),株 789

基因组 8:;为模板，经 +16反应后，得到了预期大
小的不同长度（)$<=>?、"=@>?）的 8:;条带。获得的
?A1B??!=，?+CDE??!= 和 ?+CDC??!= 质粒序列测定的
结果与预期吻合，+16产物包含了相对于 ??!= 基
因 F6. G ="@ H G )%=之间的部分，其中第 "=%位碱
基对应于 ??!= 基因 F6. 的 ;03 上游 G )%= 位碱
基［@］，该序列分析结果见图 )。

图 # 以 $%#%株&’(基因组 ’)*为模板的 +,-./ 01$测序结果及其功能元件的分析
.’2I) :JKLMDN’OM PMQJM(KM R(RLSP’P DE "=@>? +16 ?CDOJKN ECD& 789 6,), PNCR’(

;CCDTP J(OMCL’(’(2 NUM PMQJM(KM CM?CMPM(N ?MCEMKN ’(VMCNMO CM?CMRNP OMPKC’>MO >S 1J’ !" #$；

0UM >LRKWMO ’NRL’K PMQJM(KM PUDTP ?JNRN’VM DC’2’( DE CM?L’KRN’D(，>RPMO D( UD&DLD2S T’NU X-9 DC’［Y］I

!"! 重组质粒在转染细胞中的表达
1Z. 单层在分别经重组质粒 ?+CDE??!= 和

?+CDC??!=转染后 <$U，用鼠抗 ??!=血清做 /.;，均能
在 1Z.细胞上形成相似强度的绿色荧光（图 <B;）；
$=U后，1Z.的阳性细胞比例可达 4%5以上。没有
插入启动子的 ?A1B??!=质粒转染的 1Z.在 /.;试
验中观察不到荧光（图 <B,）。

图 ! 重组质粒转染 123 4,5的 63*结果
.’2I< 0UM ELJDCMPKM(KM ECD& KSND?LRP& DE 1Z. KMLLP TUM( NUM

CMKD&>’(R(N ?LRP&’O TRP NCR(PEMKNMO EDC $= UDJCP ’( /.;I

;I 0UM NCR(PEMKN’D( DE ?+CDE??!= R(O ?+CDC??!= ?LRP&’OP；,I 0UM NCR(PB

EMKN’D( DE ?A1B??!= ?LRP&’O（KD(NCDL）I

!"7 双向启动子中影响启动特性的序列成分确定
按照图 !所示的策略，我们获得了一系列具有

不同长度和方向调控序列的克隆质粒（表 <）。其中
?+CDE??!=B< 和 ?+CDC??!=B< 质粒缺失了各自方向的
0;0;框，使表达强度明显下降；?+CDE??!=B! 缺失了

0;0;框和 FKN 位点，结果在 /.; 中见不到荧光；
?+CDC??!=B! 缺失 0;0; 框和两个 -+) 位点中的一
个，结果表达强度比 ?+CDC??!=B<质粒显著降低。各
种质粒转染 1Z.后，在 /.;试验中荧光强度见表 <。
根据这一系列的克隆质粒转染的结果，本试验最终

确定的核心区为处在两 0;0;框之间的约 !<%>?之
间的序列。

表 ! 不同质粒转染 123的 63*相对强度
0R>LM < 0UM ELJDCMPKM(KM ’(NM(P’NS ’( /.; T’NU O’EEMCM(N ?LRP&’OP

+LRP&’O 8’CMKN’D(
0UM P’NMP D??DP’NM
ND NUM F6. DE

??!=［@］
0UM ELJDCMPKM(N
’(NM(P’NS ’(/.;

?+CDE??!= ??!= G ="@ H G =4! [ [ [ [

?+CDC??!= )\=W>B&6:; NCR(PKC’?N G ="@ H G =4! [ [ [ [

?+CDE??!=B) ??!= G ="@ H G !"$ [ [ [ [

?+CDC??!=B) )\=W>B&6:; NCR(PKC’?N G Y@% H G )%= [ [ [ [

?+CDE??!=B< ??!= G ="@ H G $<% [ [

?+CDC??!=B< )\=W>B&6:; NCR(PKC’?N G Y!4 H G )%= [ [

?+CDE??!=B! ??!= G ="@ H G $Y% —

?+CDC??!=B! )\=W>B&6:; NCR(PKC’?N G Y)$ H G )%= [
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图 ! 参照启动子的结构［"］，确定启动子核心序列的示意图
!"#$% &’( )*+,*(#- *. "/(0*"1- *’( 2.+( )(34(02( .1 *’( 5+.6.*(+7(0’,02(+ +(#".0 ,22.+/"0# *. *’") 54*,*"8( )*+42*4+(［9］

! 讨论

:;是家禽最重要的肿瘤疾病［<=］，由于 :;>是
一种严格的细胞结合型病毒，其保存和研究相对困

难，所以人们对它的认识一直比较缓慢［9］，早在 9?
年代初，@+,/(A- 等［B］就发现在病毒复制原点的两
侧，分别是两个与肿瘤相关的基因，而 C4"等［9］<99<
年就标明了 55%D基因的启动子和增强子元件。
以 E@<@ :;> 基因组为模板获得的FD9G5HCE

产物测序结果分析表明，紧邻着 55%D 基因的 CII&
盒上游是一个多 &I的反向重复序列，以此反向重
复序列为界，两侧有各自的 &I&I盒和 CII&盒，由
此推测，可能我们所研究的双向启动子恰好是两个

单一、反向的启动子的天然组合。对于这一假设，我

们也拟用实验来验证。但即使这样，如此紧密相连

的两个不同方向的启动子，在构建真核表达载体时，

我们仍可当作一个双向的启动子。

为了验证该启动子的活性，我们首先构建了

5JC755%D作为基本质粒，该质粒中含有 55%D基因作
为报告基因，同时将该基因的终止序列克隆进载体

中。这不仅由于我们已经具有 55%D的抗血清，也为
了使 55%D基因置于其天然的启动子之下，可能达到
理想的表达水平。另外，55%D 蛋白合成后，立即被
分泌到细胞浆中，在 K!I试验中，能清楚地看到细胞
浆呈明亮的绿色，细胞核不着色，对比明显，有利于

判断报告基因的表达。终止子的引入，也避免了非

目的基因的无效转译。为了验证启动子正反两方向

活性，起初保留了 <LDMG转录子和 55%D基因转录起
始点下游各 <??多个碱基，同样是为了减少未知因
素对启动子活性存在的可能影响。

在构建的 5H+.155%D和 5H+.+55%D两个重组质粒

中，相对于病毒原有基因结构而言，55%D 转录子前
导序列中相对于 55%D 基因 NE!的 O PP Q O <?F 之
间的序列已被删除。在 5H+.155%D质粒中，启动子以
天然状态正向插入 55%D 基因上游；在 5H+.+55%D 质
粒中，启动子反向插入 55%D基因上游，55%D基因就
如同处于人工构建的启动子作用下。但用等量的

5H+.155%D 和 5H+.+55%D质粒，在同样的转染条件下，
两者都出现了高效的表达。这显示，该启动子可以

以两个不同的方向启动 55%D基因的转录。<999年，
R’"#(M,0(等［<%］用该启动子构建了表达氯霉素乙酰
转移酶（CI&）基因的质粒，但在 CS!上并未检测到
表达。而我们用同样的启动子检测到 55%D 基因的
表达。作者认为，该启动子对不同的基因可能显示

不同的启动活性，或者 55%D蛋白可能是该启动子的
一个反式作用因子。

通过不断减少该调控区碱基数，我们初步确定

包括两 &I&I框之间约 %P?G5的大致范围。任何一
方 &I&I盒的切除，则明显地影响了该方向的活性。
对于 55%D方向，&I&I框和 N2*元件同时缺失时，该
方向的启动活性基本丧失；RH< 位点的切除对表达
强度有一定程度的影响。由于 K!I不能进行启动子
活性的定量分析，因此，各元件对启动子活性影响程

度的大小及该启动子最有效的序列范围仍需用其它

的定量试验来确定。
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