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马立克氏病病毒 ..!"基因和 # $"%&转录子之间双向
启动子的特性研究

丁家波 崔治中" 姜世金 孙爱军 孙淑红
（山东农业大学动物科技学院 泰安 $04%42）

摘 要：从马立克氏病病毒（FG’）基因组 G/H复制原点区某一点，将介于 FG’ !!#2基因和 4I2JD转录子之间的双
向启动子分割成两个单方向的启动子。以 !!#2为报告基因，KLM42质粒为载体，构建了含不同方向完整启动子序
列的 KNO(P!!#2和 KNO(O!!#2质粒，以及含分割后单方向启动子序列的 K@NO(P!!#2和 K@NO(O!!#2质粒。!种质粒分别
转染鸡胚成纤维细胞（ME;=J.- .:DOQ( P;DO(D)6?R，M95）后，均能检测到 !!#2基因的表达。进一步以氯霉素乙酰转移
酶（ME)(O6:KE.-;=() 6=.RQ)RO6-?P.O6?.，MH1）为报告基因，构建了含不同方向完整双向启动子的 KNO(PMH1和 KNO(OMH1质
粒，以及含分割后单方向启动子序列的 K@NO(PMH1和 K@NO(OMH1质粒。通过转染试验，定量分析了完整启动子和分
割后启动子在两个方向上的启动活性。实验结果表明，分割后的启动子在两个方向上的启动活性均比相应方向上

完整启动子的活性低，其中 4I2JD转录子方向上的活性下降了 !4倍。
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马立克氏病病毒（"#$%&’( )*(%#(% +*$,(%，FG’）是
一种细胞结合型疱疹病毒，它能在鸡体内形成以 1
淋巴细胞瘤为特征的各种内脏和组织肿瘤，是养禽

业中危害最严重的致肿瘤病毒之一。随着对 FG’
基因组结构的深入研究，与 FG’致肿瘤相关的 !个
基因：4I2JD转录子、!!#2基因、-%. 基因和 /01!基
因相继被发现并在不同程度上得到研究［4 T 0］。

在 FG’基因组 G/H复制原点的两侧，各含一
个 1H1H3D(7、MHH13D(7 等启动子特有的保守序列。
这是一个双向的启动子，其左右两侧分别是与 FG’
致肿瘤相关的 4I2JD 转录子和 !!#2 基因［!，&，2］。在
前期的研究中，我们已经通过 !!#2作为报告基因，
在体外验证了这一双向启动子的活性，并初步确定

了该双向启动子的相对精确的核酸范围［8］。由于该

双向启动子在病毒基因组 G/H复制原点两侧有类
似对称的功能元件，为了搞清该启动子是两个单向

启动子的天然组合，还是本身就是一个完整的启动

子。我们将该启动子从 FG’基因组 G/H复制原点
处某一点分割为两个单方向的各含一个 1H1H3D(7
和 MHH13D(7的启动子，并分别以 !!#2和 MH1作报
告基因，通过一系列的转染试验，定性和定量分析了

该启动子的结构和启动活性之间的差异。

# 材料和方法

#$# 材料和试剂
KLM42、NMU V;R、1! G/H连接酶、W3X6)、YN1X等

均购于大连 16V6U6公司；KMH13Z6?;= 质粒购于 NO(3
:.B6公司；MH1 9[Y\H检测试剂盒购自 U(=E.公司；
5Y1M 购于 \;B:6 公司；脂质体（[;KP.=R6:;-.）购于
X;Z=( ZU[公司；质粒纯化试剂盒 F;-; V;R购于 S;63
B.-公司。原核表达的鼠抗 !!#2血清由本实验室冻
存［8］。8 T 44 日龄 \N5 鸡胚购于济南斯帕法斯公
司；FG’ OF@"株由美国学者 U.@@Q馈赠［4%］。
#$’ 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（M95），待

细胞近 0%]铺满培养瓶底时，接种液氮中冻存的
UZ4Z株 FG’［44］，并维持 !@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 G/H。
#$! 重组质粒的构建
参照 M,;等［&］发表的 !!#2基因序列，自行合成

一系列引物，用于构建包括整个启动子序列和分割



启动子序列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 !!!" 的位置见表 #。引物由上海 $%&’(& 公
司合成。启动子的结构及各质粒包含启动子的相对

位置见图 #。以 #)*中提取的 +,-为模板，./0反
应条件：123 245&；123 !67，283 !67，9*3 !67，共
*1个循环；9*3 #645&。

表 ! 用于构建不同重组质粒的 "#$引物序列
:%;<= # .>54=>7 ?7=@ A( ’=&=>%A= % 7=>5%< (B C<%745@7 A( D%<5@%A= AE= %FA5D5AG (B AE= C>(4(A=>

.>54=> $=H?=&F=（2I J !I）
:E= 75A=7 (CC(75A= A(
AE= K0L (B !!!"［M］

0=7A>5N=&OG4= 75A=7 L>%’4=&A ’=&=>%A=@P;C

LC@.>(B !!!" ---’%’FAFQ::/Q/-//-Q-Q://- J 2!M R J 2#1 "#$! #M"

0C@.>(B !!!" Q:’AF’%F:/Q-QQ//-/--Q---:: J !1! R J !98 "#%!

LC@.>(> !!!" --’AF’%FQ-Q/-:/Q/Q---Q-Q-Q- J M16 R J M9# "#%! #M#

0C@.>(> !!!" ---’%’FAFQ//Q-QQ:Q-Q//--:/ J 22* R J 2!2 "#$!

LC.>(B/-: --’’A%FFQ-Q/-:/Q/Q---Q-Q-Q- J M16 R J M9# &!’! !**

0C.>(B/-: Q:’%’FAF:/Q-QQ//-/--Q---:: J !1! R J !98 "#$!

LC.>(>/-: --’%’FAFQ-Q/-:/Q/Q---Q-Q-Q- J M16 R J M9# "#$! !**

0C.>(>/-: Q-’’A%FF:/Q-QQ//-/--Q---:: J !1! R J !98 &!’!

LC@.>(B/-: :::’’A%FFQ::/Q/-//-Q-Q://- J 2!M R J 2#1 &!’! #M"

0C@.>(B/-: Q--’%’FAFQ-QQ//-/--Q---:: J !1! R J !98 "#$!

LC@.>(>/-: --’%’FAFQ-Q/-:/Q/Q---Q-Q-Q- J M16 R J M9# "#$! #M#

图 ! 启动子结构及各质粒包含启动子的位置及方向示
意图

L5’S# :E= 7A>?FA?>= (B AE= ;5N@5>=FA5(&%< C>(4(A=> %&@ AE= C%>A7 %&@ @5N

>=FA5(&7 (B AE= C>(4(A=> 5& @5BB=>=&A F(&7A>?FA
“ J J J”5&@5F%A=7 AE= @=<=A=@ >=’5(&S :E= &?4;=>7 %>= AE= 75A=7 >=<%A5D=

A( K0L (B !!!" ’=&= %7 @=7F>5;=@ ;G /?5 () #%［M］S

!%&%! 以 !!!" 为报告基因系列质粒的构建：包含
了 T+U !!!" 基因的完整阅读框和其终止序列的
CV/N!!!"质粒，和完整启动子正向克隆子 C.>(B !!!"
和反向克隆子 C.>(> !!!" 质粒由本实验室保存［1］。
以表 # 中 LC@.>(B !!!"和 0C@.>(> !!!"为引物，0W#W 株 T+U
基因组 +,- 为模板的 ./0 产物分别用 "#$!和
"#%!双酶消化，与双酶切的质粒 CV/N!!!" 连接转
化后，挑取白色菌落鉴定克隆。获得含分割启动子

正向克隆子 C@.>(B !!!"和反向克隆子 C@.>(> !!!"，获
得的重组克隆再进一步测序验证。

!%&%’ 以 /-:为报告基因系列质粒的构建：以表 #

中 LC.>(B/-:、0C.>(>/-:以及 LC@.>(B/-:、0C@.>(>/-:为引物，

0W#W株 T+U基因组 +,-为模板的 ./0产物分别
用 &!’!和 "#$!双酶消化，并分别与双酶切的质
粒 C/-:NW%75F连接转化后，挑取白色菌落鉴定克隆。
获得的阳性克隆分别含完整启动子正、反向克隆子

C.>(B/-:和 C.>(>/-:，以及含分割启动子正、反向克
隆子 C@.>(B/-:和 C@.>(> /-:，重组克隆进一步测序
验证。

!%( 重组质粒的转染
用 T5&5 X5A 试剂盒纯化各质粒，经定量后保存

备用。转染方法参照 Q5WF( W0Y公司 Y5CB=FA%45&=说
明书进行。简略步骤如下：对于质粒 C.>(B !!!"、
C.>(> !!!"、C@.>(B !!!"和 C@.>(> !!!"的转染，在 !244
瓶皿中，放置 # R *个盖玻片，待细胞长满约 26Z且
状态良好时，取 *"’ 各转染质粒分别与 8"Y Y5CN
B=FA%45&=共混合于 *66"Y 不含血清的 +T[T中，孵
育 !645&后，补加 #666"Y +T[T，混匀后轻轻加入到
用 +T[T 洗涤过的 /[L 上，#*E 后加入 #)24Y 含
2Z新生牛血清的 +T[T中。转染后 *8、8"E分别取
出样品，用冷丙酮固定 #645&，自然干燥后，待检。
根据日本学者 $E5’=\%&=等［#*］的报道，该双向启

动子以 /-:为报告基因时，检测不到 /-:的表达，
而在有 T+U感染时，启动子的活性很高，/-:的表
达水平也相应较高。故质粒 C/-:NW%75F（对照）、
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!"#$%&’(、!"#$#&’(、!)"#$%&’(和 !)"#$#&’(的转染
在分别无 *+, 感染的 &-. 及 #*)/ *+, 感染的
&-.（#*)/0&-.）上进行。在 &-.的转染方法同 !!12
表达质粒；对在 #*)/0&-.的转染，将冻存在液氮中
的 #*)/ &-. 接种到 234长满的 &-. 中，需维持
1 5 6)，待细胞刚出现 *+,特有的细胞病变时开始
转染。每次每个样品用 7!8质粒与 6!9 9:!%;<=>?:@;
共混合于 733!9 不含血清的 +*-* 中。转染 62A
后，每个 1/?? 的瓶皿用 /33!9 裂解液（3B7/?$CD9
(#:E0F&C，!F GB3）收集菌体并于液氮中冻融 1 次，
H7333#D?:@，H3?:@离心后，取上清待检。实验同时设
无 *+,感染的 &-.对照。
!"# 间接免疫荧光试验
吸取 H：H33稀释的鼠抗 !!12血清，小心加到固

定好的盖玻片上，1GI孵育 63?:@，H J "KL 洗涤 1
遍；加上异硫氢酸荧光素（.CM$#;E<;:@ NE$=A:$<O>@>=;，
.N(&）标记的抗鼠 N8P荧光抗体，1GI孵育 63?:@，H
J "KL洗涤 1遍。加一滴 /34甘油于盖玻片上，在
荧光显微镜下观察并拍摄实验结果。

!"$ %&’ ()*+& 检测
按照 &’( -9NL’（Q$<A;，&>= R S$R H1T1G7G）说明

书进行，简略步骤如下：吸取 733!9细胞裂解液，和
梯度稀释的参照样品，加入到 UT 孔检测板中，1GI
孵育 HA，弃去裂解液，用洗涤液洗 /遍，加入 733!9
工作浓度的地高辛 +:8$V:8;@:@ 标记的抗 &’( 的抗
体，1GI孵育 HA，洗涤 /遍，加入 733!9工作浓度的
过氧化物酶（";#$V:)>E;，"W+）标记的抗 +:8$V:8;@:@
抗体，1GI 孵育 HA，洗涤 / 遍，加底物后显色
H3 5 13?:@，在 63/@?光波下，读取数值。根据参照
样品值绘制标准曲线，并计算所测样品的 &’(
浓度。

, 结果

,"! 重组质粒的鉴定
用表 H 中各对引物，以 QKHK 株 *+, 基因组

+S’为模板，经 "&Q反应后，得到了含完整启动子
序列的 177X!和分割后启动子序列的 HT2X!的 "&Q
产物。"&Q产物经酶切，连接和转化后，挑取部分菌
落，用限制性内切酶初步筛选阳性克隆。获得的所

有阳性质粒均进行序列测定，结果与预期吻合［T］。

,", !!-.在重组质粒转染 %(/中的表达
&-.单层在分别经重组质粒 !"#$% !!12和 !"#$#

!!12转染后 76A，用鼠抗 !!12血清进行间接免疫荧
光试验（N@):#;<= .CM$#;E<;@= ’EE>O，N.’），均能在 &-.

细胞上观察到绿色荧光（图 70’）；62A后 &-.的阳性
细胞比例接近 /34。没有插入启动子的 !Y&0!!12
质粒转染 &-. 在 N.’ 试验中观察不到荧光（图 70
K）。!)"#$% !!12 和 !)"#$# !!12 在转染后 76A 和 62A
后，也能观察到一部分细胞表面有微弱的绿色荧光，

但荧光的强度和阳性细胞的比例均比含相应完整启

动子的质粒低。在荧光显微镜下观察到的阳性细胞

的比例和荧光强度结果见表 7。

图 , 重组质粒 01232 !!-.转染 %(/ 4.5的 */&结果
.:8R7 (A; %CM$#;E<;@<; %#$? <O=$!C>E? $% &-. <;CCE ZA;@ =A; #;<$?X:0

@>@= !C>E?:) !"#$# !!12 Z>E =#>@E%;<=;) %$# 62 A$M#E :@ N.’ Z:=A >@=:0

!!12 E;#M? );#:[;) %#$? ?$ME;

’R (A; =#>@E%;<=:$@ $% !"#$# !!12 !C>E?:)；KR (A; =#>@E%;<=:$@ $% !Y&0

!!12 !C>E?:)（<$@=#$C）R

表 , 不同质粒转染 %(/的 */&阳性细胞比例
和荧光相对强度

(>XC; 7 (A; %CM$#;E<;@<; :@=;@E:=O >@) <;CC !$E:=:[; #>=:$

:@ N.’ Z:=A ):%%;#;@= !C>E?:)E

"C>E?:) +:#;<=:$@ (A; #>=:$ $% !$E:=:[; <;CCE
62A !$E= =#>@E%;<=:$@

(A; %CM$#;E<;@=
:@=;@E:=O :@ N.’

!"#$% !!12
!"#$# !!12
!)"#$% !!12
!)"#$# !!12
!Y& \ !!12

!!12
HB2]X =#>@E<#:!=

!!12
HB2]X =#>@E<#:!=
S$ !#$?$=;#

73 5 134
13 5 /34
H34

H 5 74
3

^ ^ ^
^ ^ ^ ^

^ ^
^
\

“ ^”#;!#;E;@=E =A; %CM$#;E<;@<; :@=;@E:=O :@ N.’ %$# );=;<=:$@ $% !!12 ><0
<$#):@8 =$ EMX_;<=:[; >)_M)8;?;@= R

,"- %&’ 在重组质粒转染 267# 689 感染 %(/
中的表达

重组质粒 !"#$% &’(、!"#$# &’(、!)"#$% &’( 和
!)"#$#&’(及非重组 !&’(0K>E:<载体，在转染 &-.和
#*)/感染的 &-.后 62A收获细胞。裂解细胞的处
理样品，经 &’( -9NL’ 测定的 &’( 浓度值见表 1。
每种质粒转染进行了 1 5 /个重复。如果按 !!12基
因转录方向，含完整启动子的质粒 !"#$% &’(转染产
生的 &’( 活性是分割后启动子的 HB/ 倍，表 1 中
!"#$%&’(对 !)"#$%&’(。如果按 HB2]X转录子方向，
完整启动子的质粒 !"#$# &’(转染产生的 &’(活性
是分割后启动子活性的 6H 倍，表 1 中 !"#$# &’( 对
!)"#$#&’(。另外，*+,的感染使 !!12方向和 HB2]X
转录子方向的活性均得以加强，HB2]X 转录子方向
启动活性的增强尤其明显。
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表 ! 不同方向含完整启动子和分割后启动子质粒转染细胞
对 "#$表达的影响比较

!"#$% & ’()*"+,-(. (/ ’0! %1*+%--,(. $%2%$- 3.4%+ 56% 7()*$%5% (+
4,2,4%4 *+()(5%+- ,. (**(-,5% 4,+%75,(.- ,. 3.,./%75%4，(+ +849:,./%75%4

’;<- 5+".-/%75%4 =,56 " -%5 (/ ’0! +%*(+5%+ *$"-),4-

!+".-/%75%4
’;<-

’()*$%5% (+ 4,2,4%4 *+()(5%+- ,. ’0! +%*(+5%+ *$"-),4-
/(+ 5+".-/%75,(.

8(7> 7(.5+($
*’0!:?"-,7 *@+(/’0! *4@+(/’0! *@+(+’0! *4@+(+’0!

A.,./%75%4
& B C
（& D &，
. E F）

F B C
（F D F，
. E F）

F B C
（F D F，
. E &）

F B C
（F D F，
. E F）

F B C
（F D F，
. E &）

+849:,./%75%4
& B C
（& D &，
. E F）

9G B HIGJ
（FK D HC，

. E 9）

&F B &IK
（GL D &L，

. E F）

MJK B 99IK
（MCF D JFG，

. E F）

KL B GIK
（KH D G&，

. E 9）

!6% ’0! %1*+%--,(. $%2%$- =%+% *+%-%.5%4 ,. 7(.7%.5+"5,(.-（*NO)P）(/ 56%
$Q-"5%- *+%*"+%4 "- ,. 8"5%+,"$- ".4 8%56(4-R !6% -5"5,-5,7- "."$Q-,- ="- )"4%
#%5=%%. %"76 *",+-R <(+ %"76 -")*$%，.3)#%+,7"$ /,N3+%- +%*+%-%.5 /($$(=,.N
4"5"：)%". B SR ;R，+".N%- ".4 +%*%"5%4 .3)#%+- 5+".-/%75,(. "--"Q =,56 "
N,2%. +%*(+5%+ *$"-),4R ’0! "75,2,5Q ="- 7()*"+%4 /(+ %"76 *",+- +%$"5%4 %"76
/"75(+- -376 "- ’;< ,./%75,(. -5"53-，56% 7()*$%5% (+ 4,2,4%4 *+()(5%+ ".4 56%
4,+%75,(. (/ 56% #,:4,+%75,(."$ *+()(5%+ R <(+ !!&J 4,+%75,(.（/(+="+4），’0!
"75,2,5Q ,. 7()*$%5% *+()(5%+ ,- KI9 5,)%- "- 56"5 ,. 56% 4,2,4%4 *+()(5%+（*
T CIC9）R <(+ KIJ># 4,+%75,(.（+%2%+-%），’0! "75,2,5Q ,. 7()*$%5% *+()(5%+
,- FK 5,)%- "- 56"5 ,. 56% 4,2,4%4 *+()(5%+（* T CICK）R

! 讨论

8U（8"+%>V- U,-%"-%）是家禽最重要的肿瘤疾病
之一，也是到目前为止能够被致弱的 8UW疫苗有效
预防和控制的肿瘤疾病，因而在比较医学上，它是研

究病毒性肿瘤的发生和预防机制的理想的动物模

型。但是由于 8UW是一种严格的细胞结合型病毒，
因此对该病毒的研究一直滞后于其它的疱疹病

毒［H］。早在 LC年代初，?+"4%$Q等［G］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

’3,等［H］KLLK 年就指明了这是一个双向的启动子，
并且标明了该双向启动子中的 S*K、X’!等增强子
元件。

为了验证该启动子的活性，我们利用已构建的

*A’:!!&J基本质粒［L］，将分割后的启动子克隆进
!!&J基因上游。根据转染后 ’;<的 Y<0结果，发现
分割后两个单方向的启动子仍然具有一定的启动活

性。但是在同样的转染条件下，分割后的启动子活

性明显减弱。为了定量分析完整启动子和分割后启

动子在活性上的差异，我们采用 ’0! 作为报告基
因。转染的试验结果显示了 !!&J方向上的显著差
异（* T CIC9），以及 KIJ>#转录子方向上的极显著差
异（* T CICK）。根据这一结果，我们认为该双向启
动子序列并不是两个单向的启动子简单的机械串

连，其完全的活性必须依赖于其结构的完整性。

KLLL年，S6,N%>".%$ 等［KG］用该启动子构建了表
达 ’0!基因的质粒，但在 ’;<上并未检测到表达，
当用 8UW感染的细胞做转染时，体现了极强的启动
子活性，本研究的实验结果也证实了这一点。需要

提出的是，用 ’0! ;PYS0 检测 ’0!活性时，精确读
数为 KC*N，本试验在以 ’0!为报告基因，无 8UW感
染时测量值为 F，略高于不含启动子的质粒 *’0!:
?"-,7的测量值 &，差异显著（* T CIC9）。据此可以认
为含启动子的 ’0!系列表达质粒，能在 ’;<中进行
微弱的表达，但由于测量值均在 KC *N以下，其准确
性难以保证，故本实验结果中将其判为阴性。

根据转染结果，有 8UW感染时，完整启动子的
活性在两个不同方向上都明显增强（表 &），推测
8UW感染能够引起某些未知因子激活该双向启动
子。由于分割后的启动子在 KIJ>#方向上的活性降
低了近 FC 倍，而对 !!&J 方向上活性只降低了 KI9
倍。很可能启动子在被分割后，未知激活因子的作

用位点存在于近 !!&J基因端，由于作用位点依然存
在，故对 !!&J的影响相对较小。有趣的是，当用同
样的启动子以 !!&J 作报告基因时，却能检测到
!!&J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 !!&J蛋白可能是
该启动子的一个反式作用因子，对这一推测，我们正

在用实验证实。
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