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带有 !"#$%&! 片段的马立克氏病病毒重组野毒株与超强毒

株致病性和横向传播性比较

许晓云，孙爱军，崔言顺!，崔治中!

（山东农业大学动物科技学院，泰安 -A1$1E）

摘要：【目的】OP$1$1 是一株插入了禽网状内皮组织增生症病病毒（QIR）FSBQ 片段的马立克氏病病毒（TUR）

重组野毒株，本文将其致病性、致肿瘤性和横向传播能力与超强毒参考株（VVTL%）进行比较。【方法】利用

TUR 特异性核酸探针对同罩饲养的对照鸡的羽毛囊 U0( 进行检测。【结果】在经抗 TUR 疫苗免疫的 /WG 鸡

攻毒试验中表明，OP$1$1 株的致死率 -EN2X和致肿瘤率 AN1X均低于超强毒参考株 TL% 的致死率 2’N1X和

致肿瘤率 1#N$X。但是，利用 TUR 特异性核酸探针对同罩饲养的对照鸡的羽毛囊 U0( 检测表明，OP$1$1
从攻毒后第 -E 天就有 241% 的比例从羽毛囊中检出 TUR，而与 VVTL% 接种鸡同一隔离罩的对照鸡，在 ’% L 时

才在 -41" 的个体中检出 TUR，即 OP$1$1 的横向传播能力大于超强毒株。这一结果表明，TUR 的致病性不

一定与横向传播力相平行。【结论】由此推测，显著增高的横向传播能力可能就是这一整合进 QIRFSBQ 的重

组病毒株能在鸡群中逐渐流行开来的选择性竞争优势之一。
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不同科属病毒间的天然基因重组现象首先是在

马立克氏病毒（TUR）与禽网状内皮组织增生症病毒

（QIR）间发现的［1 & -］，这是在污染有 QIR 的鸡胚成

纤维细胞（3IG）上对 YT 株 TUR 做连续传代过程中

形成的。随后，本实验室从自然发病的肿瘤病鸡中

分离到携带有禽网状内皮组织增生症病毒（QIR）F
SBQ 的马立克氏病毒重组野毒株 OP$1$1［’］。本研

究则试图进一步比较该天然重组 OP$1$1 株的致病

性和横向传播能力。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 材料：OP$1$1 是由本实验室 -$$1 年从广西

某蛋鸡场分离的一株插入一段 QIRFSBQ 序列的马

立克氏病毒重组野毒株［’］。TL% 是超强毒（VV）参考

株，由美国农业部禽病与肿瘤研究所提供。攻毒剂

量均为 1$$$WGZ。’$$ 只 1 日龄 /WG 雏鸡购自济南

斯帕法斯 /WG 种鸡公司。

’(’() 主 要 试 剂 和 仪 器：U+[ U0( ,<\C,+;[ <;L
UC7C@7+9; ]+7 购自 Q9@6C 公司；03 膜购自 T+,,+)9*C 公

司；其它常规试剂均为国产分析纯；恒温水浴锅；摇

床等。

’() 分组

’$$ 只 1 日龄 /WG 来源雏鸡随机分成 ’ 组，第一

组 1-$ 只，其中 E" 只在 1 日龄免疫血清!型 ^RB 冻

干疫苗，并且在 ’ 日龄腹腔内接种 1$$$WGZ 剂量的



!"#$#$；%# 只仅免疫血清!型 &’( 冻干疫苗不攻

毒；$) 只既不免疫也不攻毒。第二组 $%# 只，其中

有 *+ 只 $ 日龄免疫 &’( 冻干疫苗，并在 , 日龄接种

$###-./ 剂量的 00123；%# 只仅免疫!型 &’( 冻干

疫苗，不攻毒；$) 只既不免疫也不攻毒。第三组对

照组 )# 只 4-. 鸡，其中 ,# 只免疫血清!型 &’( 冻

干疫苗不攻毒，,# 只不免疫也不攻毒。在最初+% 2
内，, 个组分别饲养在 , 个独立的隔离罩中。然后

分别移至单独的清洁房间分开饲养至试验结束。在

每组内，免疫 &’( 冻干疫苗、攻毒鸡都有相应标记，

所有鸡在 $ 日龄时 567896 株新城疫弱毒疫苗饮水免

疫。$ 周后所有 ,## 只 4-. 鸡均免疫 &3、&:、;< 灭

活油乳疫苗。在攻毒后第 $#、$+、%$、%*、,3 天采集

羽毛囊做斑点杂交，并固定编号。

!"# 组织 $%& 的提取

参考文献［+］略加改进，提取羽毛囊 <;=。

!"’ 斑点杂交反应

!"’"! 1<’ 特异性核酸探针的制备：按照参考文

献［3］的方法，用 <>? <;= @6AB@>C? 6C2 <B9BD9>8C E>9
（F8DGB，H $$#:,)3I:$#）标 记"型 1<’ 特 异 性 的

JJ,* 基因片段 <;= 作为探针。

!"’"( 杂交反应：按参考文献［3］的方法，用 <>?
<;= @6AB@>C? 6C2 <B9BD9>8C E>9（F8DGB，H $$#:,)3I:$#）

试剂盒做斑点杂交。

( 结果

("! 二株 )$* 诱发鸡的死亡率和肿瘤发生率比

较

从表 $ 中可见比较 1<’ 重组野毒株 !"#$#$ 的

死亡数和发生肿瘤鸡数都明显低于 00123，说 明

1<’ 重组野毒株 !"#$#$ 的致病性低于 00123。根

据 9 检验法死亡率间差异极显著（! K #L#$），根据 9
检验法肿瘤率间差异极显著（! K #L#$）。

表 ! 二株 )$*在 +*, 免疫鸡诱发的死亡率和肿瘤发生

率比较

(6A@B $ M8NJ6O>78C 8P 9Q8 1<’ 79O6>C7 P8O 9GB>O N8O96@>9R 6C2 8CD8?BC>D>9R

>C &’(S06DD>C69B2 DG>DEBC7

49O6>C <B69G
CTNABO 18O96@>9RUV (TN8O

CTNABO
WCD8?BC>D>9R
UV

!"#$#$ %+U*+ %*L) )U*+ IL$
00123 3,U*+ ),L$ $)U*+ $:L#
D8C9O8@ #U,# # #U,# #

("( )$*--#. 核酸探针灵敏度

图 $ 显示了标记探针的灵敏度，从斑点杂交结

果来看，用标记的 1<’JJ,* 探针可检测到 $ J? 的

1<’JJ,*<;=。

图 ! )$*--#. 核酸探针在斑点分子杂交中检测同源

$%&的灵敏度试验

.>?X $ 4BC7>9>0>9R 8P 289 A@89 GRAO>2>Y69>8C Q>9G JJ,*S7JBD>P>D JO8AB >C

2B9BD9>8C 8P 9GB G8N8@8?8T7 <;=X $L$C? 1<’JJ,* CTD@B>D 6D>2；%L$## J?

1<’JJ,* CTD@B>D 6D>2；,L$# J? 1<’JJ,* CTD@B>D 6D>2；+L$ J? 1<’JJ,*

CTD@B>D 6D>2；3LCB?69>0B D8C9O8@ 8P 4-.；)LA@6CE D8C9O8@ X

("# 斑点分子杂交检测感染鸡的羽毛囊中的 )$*
对羽毛囊 <;= 斑点分子杂交结果见图 %。该点

杂交照片是选择了其中一组 1<’ 感染鸡羽毛囊

<;=的斑点杂交。从结果可以看出阴性对照不显

色，阳性对照显深紫色，图中不同深度颜色的斑点代

表不同样品呈现不同的阳性程度。

图 ( 用 )$*--#. 核酸探针作斑点分子杂交检测羽毛囊

中 )$*基因组 $%&
.>?X % <B9BD9>8C 8P 1<’ ?BC8N>D <;= >C PB69GBO 9>J7 AR 289 A@89

GRAO>2>Y69>8C Q>9G 1<’ JJ,* JO8ABX =$L A@6CE D8C9O8@；=%L CB?69>0B

D8C9O8@ 8P 4-.；=,L J87>9>0B D8C9O8@ 8P 1<’JJ,*；=+S!:L 76NJ@B <;=

$S)#L

("’ 二株 )$* 病毒横向传染性的比较

从表 % 可 以 看 出，经 &’( 疫 苗 免 疫 的 鸡，经

00123 攻毒后，在第 $# 天就可从羽毛囊中检测到

1<’，而 !"#$#$ 在 攻 毒 后 第 $+ 天 才 能 检 测 到

1<’，而 且 检 出 率 始 终 低 于 00123。 然 而，在 与

!"#$#$ 感染鸡同罩饲养的未经免疫也未接种 1<’
但作为接触感染的鸡，在同罩鸡攻毒后 %* 2 即可从

羽毛囊中检出 1<’；但在用 00123 接种的鸡，这种

横向感染在 ,3 2 后才发生。说明 !"#$#$ 的横向传

播能力强于 00123。
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表 ! 二株 "#$人工接种后在鸡羽毛囊中检出率的动态比较

!"#$% & ’()"*+, ,-*."/+0-) +) 1%2%,2+-) -3 4’5 6%)-*+, ’78 3/-* 3%"29%/ 2+.0 "32%/ ,9"$$%)6%0 :+29 4’5 02/"+) ;<=>=> -/ 41?

@2/"+)
’%2%,2+-) -3 4’5 6%)-*+, ’78 3/-* 3%"29%/ 2+.0 "32%/ ,9"$$%)6%0

>= 1 >A 1 &> 1 &B 1 C? 1
;<=>=> D5! E F9"$$%)6% E =G>A = BG>A ?HI JG>? K=I >=G&= ?=I KG&= C=I

D5! L F9"$$%)6%M =GB = =GB = =G>K = KG>? A=I KG>? A=I

D5! E F9"$$%)6%M =GB = =GB = =G&= = =G&= = =G&= =

NN41? D5! E F9"$$%)6% E &G>A >AI >CG>A JCI >?G>? >==I >?G&= H?I >&G&= K=I

D5! L F9"$$%)6%M =GB = =GB = =G>K = =G>A = &G>A >AI

D5! E F9"$$%)6%M =GB = =GB = =G&= = =G&= = =G&= =

F-)2/-$ D5! L F9"$$%)6% L =G>= = =G>= = =G>= = =G>? = =G>? =

D5! E F9"$$%)6%M =G>= = =G>= = =G>= = =G>? = =G>? =

% 讨论

近几年来，经 F5OJBBGP+0.%)0 疫苗免疫后仍有

些鸡群显示较高的肿瘤发生率。因此，国内外学者

怀疑是否出现了能突破该疫苗保护作用的致病性更

强的 4’5 野毒株。张志等 &==> 年从广西某个发生

肿瘤的鸡群中分离到一株带 有 PQ5MR!P 的 天 然

4’5 野毒株 ;<=>=>［C］，为了显示免疫失败是否与该

流行株的致病性增强有关，张志（&==A）和庄国庆

（&==K）分别在鸡中做了人工感染试验，表明 ;<=>=>
对鸡的致病性高于强毒 ;8［C，K L H］；本研究的重复性

动物试验证明了 ;<=>=> 对鸡的致病性和致肿瘤性

低于 NN41?（表 >）。因此，本研究试图进一步比较

;<=>=> 的另一个生物学特性———横向传播能力。

结果表明，;<=>=> 的有效横向传播能力显著高于

没有 PQ5MR!P 的 NN41?，即与接种 ;<=>=> 同一隔离

罩中饲养的未接种病毒的鸡，能较早地从羽毛囊中

检出 4’5，且检出率也高于 NN41?。这表明在不同

株 4’5 间其致病性与横向传播性间不一定是平行

的。在自然饲养的鸡群中，虽然存在着 4’5 和 PQ5
的共感染［B L J］，但二者间发生基因重组的几率毕竟

是很低的。而重组病毒 ;<=>=>，作为一个流行株能

被分离到说明它一定有某种竞争性优势，能够从最

初发生重组的鸡逐渐在鸡群中传播扩大为流行株。

根据本研究的结果，我们推测，显著增高的横向传播

能力就可能是这一整合进 PQ5MR!P 的重组病毒株

的选择性竞争优势之一。但这一推论有待进一步验

证。为此，我们实验室以细菌人工染色体（S8F）为

载体构建 ;<=>=> 的传染性克隆，并在此基础上又

构建了敲除了 PQ5MR!P 插入片段的传染性克隆，相

关动物实验正在进行中（未发表资料）。至于这一插

入片段对病毒的致病性与致肿瘤性的影响，也可能

在这一实验中得到部分回答。

本研究还证明了，用斑点杂交从羽毛囊中检测

到 4’5 是检测大量样品中 4’5 感染的有效方法。

姚瑞英等比较了斑点杂交与琼扩反应检测羽毛囊中

4’5 的灵敏度［>=］，也证明了斑点杂交的检出率高于

琼扩反应。从 >JJ> 年以来，这一检测方法在本实验

室有作为一种常用的方法，在大量临床和实验样品

中连续应用了多年，先后已有多篇论文发表［?，>> L >&］，

这是本研究选用这一方法来研究 4’5 横向传播的

出发点。我们需要指出的是，本研究斑点杂交反应

中应用的 ’78 探针是!型 4’5 特异的 !!"# 基因

片段。因此，即使在经 D5! 免疫过的鸡群，也不影

响致病性!型 4’5 的检测［?］。
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