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摘要 

马立克氏病（Marek’s disease，MD）是由马立克氏病病毒（Marek’s disease virus，

MDV）引起的肿瘤性疾病，具有较高的发病率和死亡率，严重危害了家禽养殖业。接种

疫苗是防控马立克氏病的有力手段，但是马立克氏病病毒毒力不断增强，现有疫苗无法

提供完全的保护力。新研发的疫苗虽然能有效防控超强毒力毒株的感染，但是目前的检

测技术无法对新研发的疫苗毒和野毒进行区分，市场上亟需新的检测技术为诊断马立克

氏病病毒、辅助净化鸡群提供支持。 

猫疱疹病毒（feline herpesvirus，FHV-I）所致的猫上呼吸道疾病是临床中常见的一

种严重的、高度的接触性传染病，常与其他猫病共同危害猫群的生命安全。目前临床上

针对多数猫病均未有免疫效果较好的疫苗，疱疹病毒作为新型疫苗研发的工具载体有较

好的免疫保护效果和市场应用前景，因此构建猫疱疹病毒重组疫苗对猫用疫苗的研发具

有重大意义。 

基于此，本研究建立了区分马立克氏病疫苗毒和野毒的 PCR 鉴别检测技术，构建

了带有细菌人工染色体元件的猫疱疹病毒重组毒。具体研究结果如下： 

1. MD 疫苗毒和野毒的 PCR 鉴别检测方法的建立 

本研究对 NCBI GenBank 数据库上所发表的 140 余株马立克氏病病毒株序列进行了

全基因组分析，确定了马立克氏病 CVI988 和 814 疫苗毒相较于野毒（MDV-I）在 meq

基因位置有 177 bp 的碱基插入，新研发的疫苗株 SC9-1 与野毒株相比缺失了 meq 基因，

rMDV-MS-△meq 相较于野毒缺失了 meq 基因的前半部分的 468 bp 的碱基序列。基于此

设计引物并对引物反应条件进行优化，最终建立了区分马立克氏病 CVI988、814、SC9-

1、rMDV-MS-△meq 疫苗毒和野毒的 PCR 检测方法。以 MDV-Ⅰ、814 疫苗毒、鸡传染性

贫血病毒（CIAV）、鸡传染性支气管炎病毒（IBV）、鸡传染性法氏囊病毒（IBDV）、禽

白血病病毒（ALV）、鸡包涵体肝炎（IBH）、禽流感病毒（IAV）、新城疫病毒（NDV）、

鸡胚成纤维细胞（CEF）基因组为模板进行特异性实验，结果显示仅有 MDV-Ⅰ、814 疫

苗毒有特异性扩增；以 MDV-I 和 814 疫苗毒为模板并设置阴性对照进行敏感性检测，

结果显示本方法灵敏度均为 0.01 ng/μL；以 MDV-I 和 814 疫苗毒为模板并设置阴性对照

进行重复性检测，结果显示 3 次重复扩增结果稳定；使用本方法对临床样本进行符合率
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检测，结果显示本方法阳性样品符合率 100%，阴性样品符合率 100%。以上结果表明，

本研究建立的区分马立克氏病野毒和疫苗毒的 PCR 检测方法特异性强，灵敏性良好，

扩增结果稳定，临床样品检测符合率高。 

湖南某地种鸡场某 3 周龄鸡在 1 日龄免疫后仍表现出疑似马立克氏病的神经症状，

但不确定是由野毒还是疫苗毒引起。应用本方法对病死鸡进行诊断，将扩增出的野毒和

疫苗毒目的片段分别送测序以验证本方法的准确性。测序结果显示扩增出的目的片段分

别与 MDV-Ⅰ和疫苗毒株相一致，表明该方法可用于诊断 MDV-I 并与 CVI988、814 疫苗

株以及 SC9-1、rMDV-MS-△meq 新研发的疫苗株相区分。 

2. 猫疱疹病毒重组毒（rFHV-gG-/EGFP+）的构建 

本研究旨在利用 CRISPR-Cas9 技术精准切割病毒 gG 基因并利用同源重组将 gG 替

换成 BAC 相关元件获得重组的猫疱疹病毒。首先，利用慢病毒包装系统构建了表达靶

向 gG 基因 sgRNA 的 CRFK-Cas9 细胞系（CRFK-Cas9-sgG），将含有 gG 基因两端同源

臂的 BAC 转移载体转染该细胞后，同时以 MOI=0.1 的感染剂量感染 FHV-I，收取细胞

盲传后，挑选在 Eco-gpt 压力筛选下带有绿色荧光的重组病毒。结果表明，CRISPR-Cas9

技术的协同作用下于第二次盲传时便获得了重组毒。 

为了确定该重组毒的正确性，通过 PCR 鉴定以及将该重组毒基因组转染至真核细

胞进行验证，并进一步分析该重组毒的体外生长特性以及遗传稳定性。结果表明，PCR

能扩增出与预期相符的目的条带且测序结果与参考序列一致，转染真核细胞能拯救出具

有感染性的病毒粒子，表明该病毒正确克隆至 BAC 载体；该重组毒的体外生长特性与

野毒没有明显差异，体外增殖也具有遗传稳定性，表明 BAC 元件插入猫疱疹病毒基因

组 US3 以及 US6 之间不影响其体外培养及增殖的基本特性。 

综上所述，本研究建立了区分马立克氏病 CVI988、814 以及 SC9-1、rMDV-MS-△

meq 疫苗毒和野毒的 PCR 检测方法，并将其进行初步应用，可作为新型检测技术进一

步开发利用，为马立克氏病的诊断以及鸡群净化提供技术支持。同时构建了带有细菌人

工染色体（BAC）元件的猫疱疹病毒重组荧光毒，为猫用疫苗研发建立反向遗传操作平

台奠定基础。 

 

关键词:马立克氏病病毒 I 型；疫苗毒；聚合酶链式反应；猫疱疹病毒；细菌人工染色体 
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Abstract 

Marek's s disease (MD) is a tumor disease caused by Marek's disease virus (Marek 's 

disease virus, MDV), which has a high incidence rate and mortality rate, which seriously 

endangers the poultry breeding industry. Vaccination is a powerful means to prevent and control 

Marek's disease, but the virulence of Marek's disease virus is increasing, and the existing 

vaccines can’t provide complete protection. Although the newly developed vaccine can 

effectively prevent and control the infection of super virulent strains, the current detection 

technology can’t distinguish the newly developed vaccine virus from wild virus. There is an 

urgent need for new detection technology in the market to provide support for the diagnosis of 

Marek's disease virus and auxiliary purification of chickens. 

Feline herpesvirus (FHV-I) caused by feline upper respiratory tract disease is a serious and 

highly contagious disease in clinic. It often endangers the life safety of felines together with 

other feline diseases. At present, there is no vaccine with good immune effect for most feline 

diseases in clinic. As a tool carrier for the research and development of new vaccines, 

herpesvirus has good immune protection effect and market application prospect. Therefore, the 

construction of cat herpesvirus recombinant vaccine is of great significance to the research and 

development of cat vaccines. 

 Based on this, this study established a PCR differential detection technology to 

distinguish Marek's disease vaccine virus from MDV-I, and constructed a recombinant feline 

herpesvirus virus with bacterial artificial chromosome. The specific research results are as 

follows: 

1. Establishment of PCR identification and detection method for MD vaccine virus and 

MDV-I  

In this study, genome-wide analysis was conducted on the sequences of more than 140 

Marek's disease virus strains published in NCBI GenBank database. It was determined that 

Marek's disease CVI988 and 814 vaccine viruses had 177 bp base insertion at the position of 

meq gene compared with MDV-I. The newly developed vaccine strain SC9-I lost meq gene 
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compared with MDV-I, and rMDV-MS-△meq lost 468 bp base sequence of the first half of 

meq gene compared with MDV-I. Based on this, the primers were designed and the reaction 

conditions were optimized. Finally, the PCR detection method for distinguishing Marek's 

disease CVI988, 814, SC9-1, rMDV-MS-△meq vaccine virus and MDV-I was established. 

Using the genomes of MDV-I and 814 vaccine viruses, CIAV, IBV, IBDV, ALV, IBH, IAV, NDV 

and CEF as templates, the results showed that only MDV-I and 814 vaccine viruses had specific 

amplification; MDV-I and 814 vaccine viruses were used as templates and negative controls 

were set for sensitivity detection, the results showed that the sensitivity of this method was 0.01 

ng/μL；MDV-I and 814 vaccine viruses were used as templates and negative controls were set 

for repeated detection, the results showed that the results of three repeated amplification were 

stable; The coincidence rate of clinical samples was tested by this method, the results showed 

that the coincidence rate of positive samples and negative samples was 100%. The above results 

show that the PCR detection method established in this study to distinguish MDV-I and vaccine 

virus has strong specificity, good sensitivity, stable amplification results and high coincidence 

rate of clinical samples. 

A 3-week-old chicken in a breeding farm in Hunan Province still showed neurological 

symptoms suspected of Marek's disease after being immunized at the age of 1 day, but it was 

uncertain whether it was caused by MDV-I or vaccine virus. This method was used to diagnose 

dead chickens, and the amplified target fragments of MDV-I and vaccine virus were sent to 

sequencing to verify the accuracy of this method. Sequencing results showed that the amplified 

target fragments were consistent with MDV-I and vaccine strains respectively, indicating that 

this method can be used to diagnose MDV-I and distinguish it from CVI988 and 814 vaccine 

strains and SC9-1 and rMDV-MS-△meq newly developed vaccine strains. 

2. Construction of recombinant virus rFHV-gG-/EGFP+ 

The purpose of this study is to accurately cut the virus gG gene by CRISPR-Cas9 

technology and replace the gG with BAC related elements by homologous recombination to 

obtain the recombinant cat herpesvirus. Firstly, CRFK-Cas9 cell line (CRFK-Cas9-sgG) 

expressing sgRNA targeting gG gene was constructed by lentivirus packaging system. After 



马立克氏病疫苗毒和野毒 PCR 鉴别检测方法的建立及猫疱疹病毒重组毒的构建 

v 

 

BAC transfer vector containing homologous arms at both ends of gG gene was transfected into 

the cell, FHV-I was infected with MOI = 0.1 at the same time. After cell blind transmission, the 

recombinant virus with green fluorescence was selected under Eco-gpt pressure. The results 

showed that the recombinant virus was obtained in the second blind transmission under the 

synergy of CRISPR-Cas9 technology.  

In order to determine the correctness of the recombinant virus, the recombinant virus 

genome was identified by PCR and transfected into eukaryotic cells, and the growth 

characteristics and genetic stability of the recombinant virus in vitro were further analyzed. The 

results showed that the target bands were amplified by PCR, and the sequencing results were 

consistent with the reference sequence. Transfected eukaryotic cells could save infectious virus 

particles, indicating that the recombinant virus was correct; The growth characteristics of the 

recombinant virus in vitro are not significantly different from those of wild virus, and the 

proliferation in vitro also has genetic stability, indicating that the insertion of BAC element 

between feline herpesvirus genome US3 and US6 does not affect the basic characteristics of its 

culture and proliferation in vitro. 

In conclusion, this study established a PCR detection method to distinguish Marek's 

disease CVI988, 814, SC9-1, rMDV-MS-△meq vaccine virus and wild virus, and preliminarily 

applied it, which can be further developed and utilized as a new detection technology to provide 

technical support for the diagnosis of Marek's disease and chicken purification. At the same 

time, the recombinant virus of feline herpesvirus with bacterial artificial chromosome (BAC) 

was constructed, which laid the foundation for the research and development of feline vaccine 

and the establishment of reverse genetic operation platform. 

 

Keywords: Marek's disease virus type I; vaccine virus; polymerase chain reaction(PCR); feline 

herpesvirus; bacterial artificial chromosome 
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缩略语表（Abbreviation） 

缩略词 英文全称 中文全称及注释 

BAC Bacterial artificial chromosome 细菌人工染色体 

bp Base pair 碱基对 

Cas9 CRISPR associated protein 9 CRISPR 相关蛋白 9 

CEF Chicken embryo fibroblast 鸡胚成纤维细胞 

CPE Cytopathic effect 细胞病变效应 

CRFK Crandell feline kidney 猫肾细胞 

CRISPR 

Clustered regular interspersed short 

palindromic repeats 

规律间隔成簇短回文重复序列 

d Day 天 

ddH20 Deionized water 去离子水 

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium 细胞培养基 

EGFP Enhancer green fluorescence protein 增强绿色荧光蛋白 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

FHV-I Felid herpesvirus-1 猫疱疹病毒Ⅰ型 

g Gram 克 

gG Glycoprotein G 糖蛋白 G 

gpt 

Xanthine-guanine phosphoribosyl 

transferase 

黄嘌呤、鸟嘌呤磷酸核糖转移

酶 

h Hour 小时 

HR Homologous recombination 同源重组 

IRS Inter repeat sequence 内部重复序列 

kb Kilobase pair 千碱基对 

L Literate 升 

MDV Marek’s disease virus 马立克氏病病毒 

MDV-I Marek’s disease virus type I 马立克氏病病毒 I 型 
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mg Milligram 毫克 

min Minute 分钟 

mL Milliliter 毫升 

MOI Multiplicity of infection 感染复数 

ng Nanogram 纳克 

OD Optical density 光密度 

ORF Open-reading frame 开放阅读框 

PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 

r/min Round per minute 转/分 

SDS Sodium dodecyl sulfate sodium salt 十二烷基硫酸钠 

sgRNA Single guide RNA 向导 RNA 

TCID50 Tissue culture infective dose 半数感染量 

TK Thymidine kinase 胸苷激酶 

TRS Terminal repeat short 末端重复短序列 

µg Microgram 微克 

µL Microliter 微升 

UL Unique long region 长独特区 

US Unique short region 短独特区 
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第一章 文献综述 

1.1 研究问题的由来 

马立克氏病（Marek’s disease，MD）是一种由马立克氏病病毒（Marek’s disease virus，

MDV）感染引起的家禽的恶性肿瘤性疾病，呈世界性分布，且具有较高的发病率和高达

100%的死亡率(Nair 2005)。MD 引起的 T 细胞淋巴瘤、神经系统疾病以及免疫缺陷等不

可逆性症状严重危害养禽业，每年给全球造成数十亿美元的经济损失。近年来，随着

MDV 毒力不断增强，频频出现 MD 免疫失败的报道。免疫后的鸡只也可能会再次感染

MDV，造成野毒和疫苗毒的混合感染，而野毒和疫苗毒的混合感染在存活的鸡体内可能

会发生重组导致新型毒株的出现。新型疫苗的研发虽然可以有效防控超毒力毒株的感染，

但是目前尚无检测技术用于区分新研发的疫苗毒以及野毒，亟需建立严格区分 MD 野毒

和疫苗毒的新型检测方法。因此，本研究建立的 MD 疫苗毒和野毒的 PCR 鉴别检测方

法为净化鸡群提供了支持，并有望用于下一步技术开发。 

随着人们生活质量的整体提高，我国的宠物行业迅速发展起来，宠物猫宠物狗的数

量显著增加，相应的医疗现状也引起大家的广泛关注。猫疱疹病毒（felid herpesvirus，

FHV-I)所引起的猫上呼吸道疾病是临床上常见的急性传染病之一，严重危害宠物以及猫

科动物的健康，不容忽视。目前该病的防控手段是接种疫苗，但是市场上的猫用疫苗多

为进口产品所引导，成本较高，且在疫情影响下，猫用疫苗更是达到了“一苗难求”的地

步，甚至出现了疫苗造假的现象，国内也未有获批的商品化疫苗，新型、高效疫苗的研

发刻不容缓。利用细菌人工染色体技术（BAC），进行以疱疹病毒为载体的疫苗研发能

够有效用于疾病防控。因此，本研究以猫疱疹病毒为载体构建了带有细菌人工染色体

（BAC）的重组毒，为猫用疫苗研发建立方向操作技术平台奠定了基础。 
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1.2 马立克氏病的研究进展 

1.2.1 马立克氏病的流行性与危害 

1.2.1.1 马立克氏病的流行特征 

MD 的主要感染宿主为鸡，但是也可以感染火鸡、山鸡和鹌鹑等。在 20 世纪初被报

道之后逐年来在世界范围内广泛性分布。至 2016 年，世界上一半的国家报告了 MDV 感

染病例，而我国是 MD 的流行地区，如图 1-1 所示。MDV 主要通过直接或间接接触传

播，由于 MDV 在鸡胚孵化时的温度以及湿度条件下难以存活故而不能通过垂直传播。

患病鸡以及病毒携带者是本病的主要传染源，MDV 潜伏感染的特性导致感染鸡终身带

毒，潜伏感染的病毒在外界刺激下极易被重新激活从而导致感染鸡多次感染。感染鸡的

羽毛囊上皮脱落后含有的成熟病毒粒子在环境中长期存在，可与粉尘等混合随空气流动

扩大传播范围，一些昆虫乃至患病鸡屋舍的尘土都有可能成为该病的传播媒介(李航 

2021)，从而导致多处鸡群感染并造成死亡，给该病的防控造成困难。MDV 具有较强的

传播能力以及更高的感染率和致死率，能感染各个年龄层的宿主，其中雏鸡和母鸡易感

性更高(Zhao et al 2008)。 

 

图 1-1 MDV 的流行分布(Silva and Gimeno 2007) 

Fig.1-1 Prevalence and distribution of MDV 
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1.2.1.2 马立克氏病的毒力进化 

自 20 世纪初首次报道 MD 至今，MDV 毒力随着疫苗的使用不断增强，如图 1-2 所

示。20 世纪 60 年代，在小规模的家禽养殖业中，MD 引起的临床症状较为单一，多为

神经症状，死亡率也较低。随着工业化时代的到来，家禽养殖业向高度密集型产业转变，

大幅提高了生产能力，但是也导致了商业鸡的遗传多样性降低。集约化的养殖模式导致

易感宿主持续的存在，极大程度上促进了病毒的传播及变异，导致多地养鸡场爆发了大

规模的 MD 疫情。MDV-I 细胞培养传代减毒病毒株 HPRS-16 和 HVT-FC126 致弱毒株疫

苗的应用有效控制了 MD，使 MD 造成的损失大幅减少，但是也导致了 MDV 由 mMDV

向 vMDV 的转变。首批疫苗的应用并未抑制 MDV，相反在 70 年代末，vvMDV 的出现

使养禽业再次受到重创。对此，防控策略也进行了相应的修改，HVT-FC126 和 SB-1 组

成的二价疫苗的出现能有效预防 vvMDV 毒株。好景不长，90 年代初，vv+MDV 的出现

造成了 MD 的再一次爆发，鸡群的发病率及死亡率进一步增加。基于经验，再次引入了

CVI988 减毒疫苗株以及由 CVI988、SB-1 和 HVT-FC126 组成的三价疫苗对 MD 进行防

控。随后我国研发的 814 疫苗株也具有和 CVI988 保护力相当的免疫效果，在我国被广

泛应用。尽管接种疫苗能够极大程度上控制 MD，但是并不能防止病毒的传播和感染，

MDV 仍在不断发展。近年来，MD 免疫失败的报道屡见不鲜，我国南方田间出现的

vv+MDV 毒株可以突破现有疫苗的保护力并且发展迅速(Shi et al 2020b)，有向我国北方

流行的趋势，给养禽业带来了新的威胁，且多种数据表明 MDV 的毒力进化还在继续，

而目前尚未有更好的疫苗可以遏制这一趋势。疫苗免疫水平以及毒力进化程度之间的失

衡可能是 MDV 毒力不断演化的重要原因，现有毒株在免疫过的鸡只体内仍然能够存活

导致病毒在鸡体内适应性时间增长进而诱发新型毒株可能也是 MDV 毒力不断增强的原

因(Nair 2005)。 
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图 1-2 MDV-I 毒力演化过程(Nair 2005) 

Fig.1-2 MDV-I virulence evolution process 

1.2.1.3 马立克氏病的危害 

MD 是威胁养禽业的重要传染病之一，一旦未及时察觉鸡群中的感染者，便会造成

整个鸡群的污染，甚至影响附近鸡群，对养鸡场以及养殖业造成巨大冲击。MD 的危害

主要体现在以下两个方面：（1）MDV 毒力的不断增强导致其宿主范围不断扩大，致病

性更强，影响更多动物的健康发展；（2）MD 自身作为一种免疫抑制性疾病会诱导宿主

产生免疫抑制，从而引发多种疾病共同感染，严重危害养禽业(崔红玉 2007)。 

MDV 毒力的不断增强导致其致病性愈加严重，从最初的地方性轻度麻痹综合征演

变为如今的高度传染性、全球流行的致命性疾病，同时也导致其感染宿主也在不断扩大，

从最初被报道的家禽扩大到包括我国在内的火鸡、珍珠鸡等(Nair 2005)。随着 MDV 毒

力的持续性增强，宿主范围可能扩大到其他鸟类鸡甚至是鸟类。 

MD给养禽业带来的经济负担主要是来自母鸡以及肉鸡死亡率和发病率的直接损失

（产蛋率、产肉量大幅下降，料蛋比、料肉比大幅增加），以及广泛使用疫苗和控制措施

造成的间接损失(Rozins et al 2019)。但是疫苗的使用并无法限制其感染以及传播，感染

MD 后引起机体的免疫抑制可能会导致宿主对其他疾病的疫苗的免疫应答下降，造成更

严重的损失(崔红玉 2007)。 

MDV 作为一种能够诱发肿瘤的免疫抑制性疾病，在感染早期和晚期均可引起免疫

抑制，导致淋巴细胞丢失、病毒诱导的免疫调节变化和肿瘤细胞诱导的免疫抑制(Morrow 
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and Fehler 2004)。早期阶段的关键特征包括淋巴细胞破坏，导致胸腺或法氏囊萎缩，以

及抑制 T 细胞有丝分裂原刺激的巨噬细胞活化(Haq et al 2013)。淋巴细胞上各种表面分

子（如 MHC-I 类）的下调也有助于 MDV 的免疫逃避策略。晚期免疫抑制可能是由 MDV

从潜伏期重新激活引起的，引起与早期相似的影响(Reddy 2006)。Kennedy 等(Kennedy et 

al 2018)表明 MDV 大约每月一次被重新引入养鸡场，MDV 的感染引起机体免疫抑制导

致宿主的免疫应答反应无法抵御其他病原的攻击进而诱发多种疾病共同感染，严重危害

养禽业的健康。 

1.2.2 马立克氏病的临床特征与病理变化 

宿主感染后的典型特征为 T 细胞淋巴瘤以及神经麻痹，根据其临床症状以及病理变

化具体可分为以下类型：主要侵害坐骨神经以及臂神经的神经型症状，典型特征表现为

双腿劈叉及单侧翅膀下垂，卧地不起，往往因为无法进食导致死亡，从剖检结果来看，

患病鸡受损的神经异常肿胀、颜色呈灰白色、神经纹理消失；不易被察觉的内脏肿瘤型

症状，其中腹腔神经丛最易受到侵害，患病鸡精神萎靡、食欲不振，通过触诊发病鸡腹

部可察觉到硬块，剖检后则能清楚观察到发病鸡内脏器官（包括性腺、肝脏、肾脏等）

呈灰白样的肿瘤性病变，数量不一，大小各异，质地坚硬，切面呈脂肪样(许达 2020)；

影响视力导致“灰眼病”的眼部疾病，更有甚者导致完全失明，但是该种类型的临床病症

较少；毛囊肿大形成皮肤结节以及瘤状物的皮肤型症状(Witter et al 2005)，往往在鸡只褪

毛后才能观察到。20 世纪 70 年代随着疫苗的使用，MD 得到了较好的控制，但是随着

MDV 的不断进化，更强毒株的爆发导致目前疫苗的保护效力有限(Tusche et al 2012)。 

1.2.3 马立克氏病的病原学特征 

1.2.3.1 马立克氏病病毒的基因组结构 

MDV，隶属于疱疹病毒科 α 疱疹病毒亚科马立克病毒属(Boodhoo et al 2016)，是一

种致癌性疱疹病毒。1975 年，Von Bulow 和 Biggs(Bülow and Biggs 1975)等人根据间接

免疫荧光、琼脂糖凝胶沉淀实验以及中和实验结果将 MDV 分为三种血清型，包括以 GA

等毒株为代表的致病株 MDV-Ⅰ型，以 HPRS-24 株为代表的非致癌性毒株 MDV-Ⅱ型，还
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有以 FC-126 株为代表的火鸡疱疹病毒 MDV-Ⅲ。其中只有 MDV-Ⅰ在受感染的鸡中引发

肿瘤，故而通常描述的 MDV 一般为 MDV-Ⅰ致病株。MDV-Ⅰ根据其毒力强弱又可进一步

划分为致弱型毒株（主要包括减毒株 CVI988）、温和型毒株（mMDV，包括 Cu-2 毒株）、

强毒型毒株（vMDV，主要包括 GA 毒株）、超强毒型毒株（vvMDV，主要包括 Md5 毒

株）以及特超强型毒株（vv+MDV，主要包括 548A）(Witter et al 2005)。 

MDV 基因组为线性双链 DNA，通常以环状和线性两种形式存在于宿主细胞中，大

小约为 175-180 kb，约编码 100 个蛋白，由一个长独特区（unique long region,UL）和一

个短独特区（unique short region,US）组成(Lee et al 2000a)，每个区域的两侧都有倒置的

重复序列，分别命名为长末端重复序列（terminal repeat long region,TRL），长内部重复

序列（internal repeat long region,IRL），短末端重复序列（terminal repeat short region,TRS）

和短内部重复序列（internal repeat short region,IRS）(Cebrian et al 1982)，其中病毒的特

异性基因主要分布在倒置重复区域，如图 1-3 所示。 

MDV 具有与其他疱疹病毒类似的病毒粒子的形态特征，不同的是，该病毒是一种

严格的细胞结合型病毒并且引起较为缓慢的细胞病变，以有囊膜的完整性病毒粒子和无

囊膜的不完整性病毒粒子的形式存在，机体中只有在羽毛囊上皮细胞形成的有囊膜的病

毒粒子才具有感染性(Calnek et al 1970)。脱落的羽毛囊皮屑中的完整病毒粒子在室温下

能够保存半年甚至更久，引起鸡群感染，具有极大的传播风险(Beasley et al 1970)。体外

培养时细胞结合状态下能够良好保存于液氮且具有感染性，而游离型病毒粒子较容易丧

失感染性，极易被消毒剂等灭活(Calnek 2001)。 

 

图 1-3 马立克氏病病毒的基因组结构示意图(McPherson and Delany 2016) 

Fig.1-3 Schematic diagram of genome structure of Marek's disease virus 
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1.2.3.2 马立克氏病病毒编码的基因及功能 

MDV 基因组包含 200 多个基因，目前已知共编码 100 多种蛋白质。所有血清型中

各区域的基因组结构和基因含量相似，但是存在关键性差异。具有致病性的 MDV-I 毒

株的重复区域特异性存在与致瘤相关的基因，主要包括 Marek's EcoRI Q（meq）致癌基

因，磷蛋白 38（pp38），病毒白介素 8（vIL-8）以及病毒端粒酶（vTR）(李晓青 2015)，

这些基因极大程度上促成了 MDV-I 的生物学特征。 

meq 基因是 MDV-I 所特有的基因，不同毒力的毒株 meq 基因较为保守(Osterrieder 

et al 2006)，由于是在 MDV-I EcoRI Q 片段中鉴定到的而得名。该基因在 MDV-I 型基因

组中有两个拷贝，分别位于长独特区的两个重复序列。meq 基因 N 端编码长度为 339 个

氨基酸的碱性亮氨酸拉链（basic leucine zipper，bZIP）蛋白，该蛋白与转录因子的 jun/fos

家族具有显著同源性(Kung et al 2001)。其 C 端富含脯氨酸，当与酵母转录因子的 DNA

结合域融合时，表现出反式激活功能(Stolz and McCormick 2020)。meq 基因能与自身以

及 jun/fos 家族形成二聚体，从而影响细胞抗凋亡因子和病毒转化相关基因的表达，并与

细胞周期控制因子和 MERE 启动子位点结合以上调其自身表达，进而导致机体组织性

病变 (McPherson and Delany 2016)。meq 基因的敲除能够消除 MDV-I 的致瘤作用

(Osterrieder et al 2006)，但是其体外复制水平与亲本毒株相比并没有削弱，表明 meq 基

因与 MDV-I 的致病性有密不可分的关系，但是并不是 MDV-I 感染和复制的必需基因

(Lupiani et al 2004)。动物实验中 meq 基因无效表达的病毒感染鸡不会发展为淋巴瘤则表

明 meq 基因对淋巴细胞的转化至关重要(Lupiani et al 2004)。 

pp38 磷蛋白因其表达产物大小为 38 kDa 而得名，整个 ORF 含有 290 个氨基酸，跨

越 MDV-I 基因组的 UL 和 IRL 的连接点。pp38 和 pp24 共用 65 个 N 端氨基酸，被广泛

认为是感染溶解转换的生物标志物。机体内以 pp24 和 pp38 两个磷蛋白形成的复合物形

式调控 pp38-pp24/1.8kb mRNA 双向启动子的上调表达，pp38-pp24/1.8kb mRNA 双向启

动子的高活性与病毒在细胞间扩散和潜伏感染有关(Chen et al 2009)。通过给易感 MDV-

I 的鸟类接种 pp38 缺失突变体病毒的动物实验表明 pp38 参与了淋巴细胞的早期溶细胞

感染，但对于羽毛滤泡上皮细胞的裂解感染和肿瘤的诱导则不是必需的(Reddy et al 

2002a)。 
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与宿主趋化因子 IL-8 同源的 vIL-8 是 MDV-I 的另一种间接致瘤基因，是最早在疱

疹病毒中发现的 CXC 趋化因子之一。据其理化特性推测 vIL-8 参与募集靶细胞进行感

染或充当诱饵以减少细胞 IL-8 介导的免疫反应。研究表明，该基因敲除后，MDV-I 的

致病性及裂解期复制水平显著下降，其同源性可能促进 MDV-I 的感染和肿瘤的生长

(Strieter et al 1995)。 

鸡端粒酶 RNA 亚基的病毒同源物，称为 vTR。vTR 位于 MDV-I 基因组长独特区两

侧的重复区域内，是核蛋白的组成成分，既是裂解基因又是潜伏基因。研究表明，用 vTR 

缺失病毒感染的鸡体内的淋巴瘤体积较小，传播范围较小。因此，vTR 在肿瘤发生过程

中表现出辅助功能，诱导肿瘤的发展、维持和传播，提高了由 MDV-I 引起淋巴瘤的发病

率，增加了其临床症状的严重程度(Chbab et al 2010)。 

1.2.3.3 马立克氏病病毒的感染阶段 

MDV-Ⅰ体外感染时的生命周期与多数疱疹病毒的复制模式类似，最终病毒以细胞结

合的形式通过细胞间桥进行扩散从而产生细胞病变(Churchill and Biggs 1967)。在宿主体

内，易感鸡通过直接或间接吸入受污染的皮屑或尘土中的病毒粒子至呼吸道感染 MDV-

I。MDV-I 感染一般历经四个阶段，前两个阶段的界限相对清晰，某些细胞类型中的潜

伏感染是转化的先决条件，但随着淋巴瘤在后期的发展，转化感染和潜伏感染可能与不

同细胞群中的溶细胞感染混合存在，而永久性免疫抑制与细胞溶解性感染同时发生。第

一阶段是持续大约 3-6 天的溶细胞性感染，该阶段病毒进行裂解性复制增殖且达到复制

的顶峰，其初级靶细胞为 B 淋巴细胞，在受感染的细胞表面 MHC-I 类分子会大量持续

下调导致机体内被病毒感染的细胞忽视 CD8+细胞主导的细胞毒性免疫反应(Calnek 

2001)，产生免疫逃避，从而导致 MDV-I 在机体造成多器官感染。B 细胞以及后来被激

活的 CD4+细胞不仅可以作为转化的靶点和潜在 MDV-I 基因组的储存库，还是病毒在感

染宿主体内传播的手段，并允许转移到皮肤上；第二阶段为持久性的潜伏感染期，在这

一阶段病毒复制水平降低而机体细胞免疫的靶细胞转变为活化的 T 淋巴细胞；第三阶段

为第二次溶细胞性感染，感染鸡在 2-3 周内淋巴器官再次受到侵害并可以在内脏器官的

上皮组织上观察到局部病变灶、炎症反应甚至死亡，由于不同毒株毒力差异，因此该阶

段的感染并不是所有 MDV-I 感染都会产生的；第四阶段为肿瘤细胞的增殖转化期，感
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染后 28 天左右，病毒基因组整合到宿主基因组上，主要靶向的 T 淋巴细胞转化并增殖

最终可能会形成淋巴瘤(Jarosinski et al 2006)，如图 1-4 所示。无论转化事件最终如何，

迁移的淋巴细胞都会将 MDV-I 转运到皮肤中的羽毛滤泡上皮细胞中形成具有感染性的

完整的病毒粒子，这可能是由于 MDV-I pUL47 外皮蛋白在宿主不同组织的差异表达和

定位使病毒无法包装成完整的病毒粒子导致的。 

 

图 1-4 马立克氏病病毒的感染阶段(Jarosinski et al 2006) 

Fig.1-4 Infection phases of Marek's disease virus 

1.2.4 马立克氏病疫苗的研究进展 

随着 MD 的几次大爆发以及 MDV 毒力的不断演化，MD 疫苗防控策略也在不断调

整。目前临床应用效果最好的是 CVI988 和 814 疫苗毒株，被广泛应用的还有基于这两

种疫苗的二联苗或三联苗。病毒的持续进化和更强毒力的 MDV-I 致病毒株的出现对养

禽业造成的威胁和损失是可以预见的，因此，新型疫苗的研发迫在眉睫(Shi et al 2020a)。 

载体克隆系统在分子生物学中的应用是非常广泛的，多应用于小片段基因的克隆，

对于真核生物基因克隆是无能为力的，类似于 MDV 这种长达 170kb 的基因组更是束手

无策，对其基因功能研究也较为匮乏。自 1997 年 Messerle(Messerle et al 1997)将小鼠巨
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细胞病毒（MCMV）全基因组克隆为细菌人工染色体（BAC）并且能够在真核细胞中重

建病毒后代、在大肠杆菌中能高效产生病毒突变体后，一种新型的针对于疱疹病毒基因

组的新方法被开发出来。2002 年，Reddy 等(Reddy et al 2002b, Lupiani et al 2004)利用粘

粒系统在 vvMDV 上构建的 rMd5pp38 突变株病毒滴度明显降低，具有相当于 CVI988

疫苗的保护效果；2008 年，Lee等(Lee et al 2008)构建了一个 meq 基因缺失株 rMd5Δmeq，

它在无特定病原体（SPF）鸡中完全丧失了致病性，可以提供优于 CVI988 疫苗的保护作

用；2011 年，Li 等(Li et al 2011)构建的 GX0101meq 突变株也具有良好的免疫保护效

果；2015 年，Su 等(Su et al 2015)利用 BAC 技术构建的重组病毒 SC9-1 在 SPF 鸡中稳

定复制，完全丧失了致病性和致瘤性，能够抵抗 vvMDV（rMd5）的攻击，具有优于 CVI988

的免疫保护效力，被选为 MDV 候选疫苗。目前优于 CVI988 保护效力的疫苗尚且需要

进一步的田间实验以验证其保护效力。 

MDV 基因工程疫苗除却以减弱 MDV 致病性的基因缺失疫苗以外还有以 MDV 为

载体的基因重组疫苗。据报道已有多家实验室以 MDV 为病毒载体表达鸡传染性法氏囊

病毒（IBDV）的 VP2 蛋白，能够同时预防 IBD 和 MD(刘红梅等 2006)。Lee 等(Lee et 

al 2000b)以 FPV 为病毒载体分别表达 MDV 的保护性抗原 gB、gI、gE 和 UL32 所构建

的重组疫苗联合免疫效果良好。朱潇静等(朱潇静等 2021)利用 BAC 技术以 MDV 为载

体构建了表达 NDV F 蛋白的 MDV-BAC 重组病毒，虽然其临床效果尚未得到验证，但

是利用 BAC 技术构建重组疫苗的方法可行性高且能达到“一针多治”的目的。 

1.2.5 马立克氏病的诊断与治疗 

MD 可以通过典型的临床特征进行初步诊断，例如劈叉，游泳状姿势，“灰眼病”和

皮肤结节等，通过剖检观察到内脏器官淋巴细胞肿瘤性病变以及肿大的神经均可确诊。

MD 引起的临床病症往往以混合形式存在，单纯的依靠某种类型的临床病症极易造成误

诊，需要进一步进行确诊。例如淋巴白血病也会引起淋巴瘤，可通过 HE 染色后观察肿

瘤细胞形态对两种病进行鉴别诊断(许晓云 2009)。目前对于 MD 的实验室诊断方法主

要包括病毒分离和鉴定，病原的抗原及抗体检测(Lee et al 1983)，聚合酶链式反应。 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fvets.2021.792322/full#B17
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fvets.2021.792322/full#B20
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1.2.5.1 病毒的分离 

病毒的分离往往被视为 α 疱疹病毒诊断的黄金标准。鉴于 MDV 在体内和体外均以

高度细胞相关的方式复制且无囊膜包裹的病毒粒子在环境中极易失活，因此在进行发病

鸡的组织细胞取样时应注意采取的组织部位以及样品的保存方式，一般采取发病鸡羽毛

囊样品通过淋巴细胞培养分离技术对病毒进行分离，采取其他病变组织样品则需注意低

温保存及运输。将待测样品接种于新鲜制备的鸡胚成纤维细胞上，置于细胞培养箱中观

察，接毒后细胞明显的病变斑出现时间一般为 7-15 天且需要盲传几代。病毒的分离培养

也可以通过病变斑的形态大小对不同血清型的 MDV 进行区分，例如 MDV-I 接种于细

胞后形成的病变斑折光性较强，呈现出圆形细胞聚集状、大小为 1 mm 左右的噬斑，而

HVT 接种后形成的噬斑较为分散。该方法是较为准确可靠的，但是耗时、耗力、成本较

高，且样品保存和运输过程较为繁杂，故一般不用于临床上的常规检测。 

1.2.5.2 病毒的抗原及抗体检测 

目前市场上已经有针对于 MDV 共同以及分型的特异性抗体，可以通过病毒中和实

验（SN），酶联免疫吸附实验（ELISA），免疫荧光实验（IFA），琼脂免疫扩散实验（AGP）

(李航 2021)等对采取的羽毛囊上皮细胞以及其他组织样品进行抗原的检测，但是该方法

特异性不强，可能会出现假阳性结果(Zelnik et al 2004)。 

1.2.5.3 聚合酶链式反应 

相较于病毒分离和血清学检测的长周期，高费用等缺点，聚合酶链式反应

（polymerase chain reaction，PCR）检测技术的便捷、灵敏、快速的特点使之成为目前病

原诊断较为理想的手段，已逐步发展为检测疱疹病毒新的 “金标准”(Wang et al 2017)。

主要包括PCR检测技术，环介导等温扩增技术（LAMP）、交叉引物等温扩增技术（CPA）、

重组酶聚合酶扩增技术（RPA）(陈洋宙 2018)等。 

MDV 基因组上独特的基因序列可以作为 PCR 诊断的切入点。例如 MDV-I 基因组

上特异性存在的致癌性基因 meq、pp38 以及 132 bp 重复序列等基因，可以用于 MDV 的

诊断(Handberg et al 2001)。为了对病毒载量进行精确定量，张颖等(张颖等 2007)建立了

对 MDV-I 的绝对定量检测方法；程洋等(程洋等 2013)基于 meq 基因建立了检测 MDV-I
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的 SYBR Green I qPCR 检测方法；屈素洁等(屈素洁等 2015)基于 meq 基因建立了用于

检测 MDV-I 的 TaqMan 探针 FQ-PCR 检测方法；吕红超等人(吕红超等 2016)基于 132 

bp 重复序列以及 meq 基因建立了鉴别 MDV 强弱毒株的 PCR 检测方法。多重 PCR 多用

于同时检测和区分多种合并感染的病毒。Kannaki 等(Kannaki et al 2021)开发了一种简单、

有效的多重 PCR 方法，用于同时检测家禽的 MD、白血病和网状内皮细胞增多症三种肿

瘤性疾病。基于 PCR 的技术依赖于热循环仪或复杂的实时 PCR 系统等实验室设备，应

用 LAMP 方法可以直接检测养殖环境中的 MDV，而无需使用先进的实验室设备，已逐

步成为监测鸡场 MDV 污染的强大工具(Woźniakowski and Samorek-Salamonowicz 2014)。 

1.2.5.4 DNA 探针技术 

新一代的非放射性核酸探针标记技术可以特异性的与 MDV 的 DNA 分子杂交从而

进行 MDV 的分型检测，并且该种探针可以重复利用至少三次，广泛适用于对批量样品

的检测(李光富等 1995)。 

1.2.5.5 MD 的治疗手段 

目前 MD 没有有效的治疗方法。由于 MD 病毒粒子能在环境中长久存在且可以通

过空气运输扩大感染范围，因此雏鸡从破壳起就面临着 MDV 的挑战。雏鸡出壳后应尽

快免疫，同时应在免疫力产生之前的 7 天内注意雏鸡的日常管理工作(Tsukamoto et al 

2002)以及鸡场的环境卫生、饲养条件和疫病监测。为避免造成更大的经济损失，在进行

严格的疫苗接种的同时，养鸡场应着重注意日常管理以及卫生清洁，制定严格的卫生制

度彻底消毒，定期清扫鸡舍以及饲喂用具，保障营养平衡，提高自身抵抗力，种蛋孵化

时应格外注意环境的消毒。疑似感染 MD 的鸡一经发现，应及时隔离，确诊后立即扑杀

(李航 2021)，养鸡场应做好隔离封锁，避免动物流动，并对鸡群进行全方位的疫病检测，

对发病鸡以及隐性感染的鸡做无害化处理，确保鸡群无 MDV 污染后进一步消毒方能解

除封锁。 

MD 毒力的持续增强严重威胁着养禽业的发展，虽然目前新研发的疫苗能够有效防

控超强毒株的感染，但是尚未有新型的检测技术用以区分 MD 疫苗毒和野毒，因此建立

新型检测技术用以区分 MD 新研发的疫苗毒和野毒对 MD 的诊断与净化具有重大意义。 



马立克氏病疫苗毒和野毒 PCR 鉴别检测方法的建立及猫疱疹病毒重组毒的构建 

13 

 

1.3 猫传染性鼻支气管炎的研究进展  

1.3.1 猫疱疹病毒的基因组结构 

猫传染性鼻支气管炎作为临床上常见的、严重性的传染病，是由猫疱疹病毒（felid 

herpesvirus，FHV-I）引起的。该病毒隶属于 α 疱疹病毒亚科水痘病毒属，是有囊膜的线

性双链 DNA 病毒(Gaskell et al 2007)。FHV-I 于 1958 年首次分离，此后的所有 FHV-I 分

离株均具有相似的抗原特征，因此只存在一种血清型(Gaskell et al 2007)。病毒粒子由包

膜、衣壳、皮层和核心四部分构成，为圆形或椭圆形，成熟的病毒粒子大小范围为 120-

180 nm(Davison and Clements 2010)，它们由包含双链病毒 DNA 核心基因组、围绕核心

的二十面体衣壳、围绕衣壳的外皮层和从中突出糖蛋白尖峰的脂质双层包膜组成

(Colgrove et al 2016)，如图 1-5 所示。 

FHV-I 基因组全长约为 134 kb，具有与其他水痘病毒相似的典型 D 型结构，双链

DNA 病毒基因组由两段独特序列组成，称为长独特区（unique long region,UL）和短独

特区（unique short region,US）。US 区域两侧有一对序列相同但方向相反的重复序列，称

为末端重复短序列（terminal repeat short,TRS）和反向重复短序列（inverted repeat short,IRS）

(Rota et al 1986b, Maeda et al 1998, Tai et al 2010)，Tai 等(Tai et al 2010)首次报道了 FHV-

I 的完整的基因组序列，表明 FHV-I 基因组含 78 个开放阅读框（open reading frame,ORF），

共编码 74 种不同的蛋白，其中 UL 含 64 个 ORF，US 含 7 个 ORF，还有 1 个 ORF 跨越

UL 和 TRS，US 两侧末端重复序列和反向重复序列含 3 个 ORF，如图 1-6 所示。 

FHV-I 在已有研究中的猫源性培养细胞中尤其是猫肾细胞中易于复制及增殖，但是

在外界环境中抵抗力较弱，对酸碱度，温度，氯仿以及乙醚等有机溶剂较为敏感(Lewin 

et al 2018)，容易被紫外线、消毒剂等灭活(Eleraky et al 2002)，作为气溶胶也相对不稳定

(Gaskell and Willoughby 1999)。 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682210001303?via%3Dihub#!
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图 1-5 猫疱疹病毒病毒粒子结构示意图(Zhu and Viejo-Borbolla 2021) 

Fig.1-5 Schematic diagram of feline herpesvirus particle structure 

 

 

图 1-6 猫疱疹病毒基因组结构示意图(Tai et al 2010) 

Fig.1-6 Schematic diagram of genome structure of feline herpesvirus 
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1.3.2 猫疱疹病毒编码的基因及功能 

FHV-I 基因组已被证实编码 74 种不同的蛋白(Tai et al 2010)，其中包括 23 种病毒粒

子相关蛋白(Fargeaud et al 1984)和 13 种包膜蛋白。UL 区主要编码 UL27（gB）、UL44

（gC）等糖蛋白，以及衣壳蛋白、胸苷激酶（TK，UL23）等蛋白。US 区主要编码糖蛋

白以及丝氨酸/苏氨酸激酶（PK）等蛋白(Grail et al 1991)，其中糖蛋白主要包括 US6（gD）、

US8（gE）。目前已鉴定出 gE、gC、胸苷激酶（TK、UL23）和丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

（US3）为病毒潜在的毒力因子(Gaskell et al 2007)，同时也是 α 疱疹病毒中病毒生长的

非必需蛋白。位于 UL 的 UL27（gB）、UL44（gC）、UL22（gH）、UL1（gL）四种糖蛋

白以及位于 US 的 US6（gD）、US8（gE）、US4（gG）、US7（gI）四种糖蛋白为已经鉴

定的八种糖蛋白，其中 UL 的 gC 以及 US 的 gE、gI、gG 是非必需蛋白。这些糖蛋白已

被很好地表征并且在疱疹病毒科中是保守的(Rota et al 1986a)，都与膜附着、补体结合和

病毒粒子通过细胞间扩散渗透进入细胞有关(Ross and Binns 1991)，也在抗体诱导和细胞

介导的免疫以及病毒的识别、侵入、感染、释放的过程中发挥重要作用(Fargeaud et al 

1984)。 

gB 蛋白是疱疹病毒科中非常保守的重要的免疫原性糖蛋白，可以刺激机体产生高

水平的中和抗体，在介导病毒进入细胞及胞间扩散中发挥至关重要的作用(Maeda et al 

1995)。研究表明，FHV-I 的 gB 蛋白能够被犬疱疹病毒的抗体所识别(Spatz and Maes 1993)，

也能够与兔抗单纯疱疹病毒 gB 蛋白的血清发生反应(Limcumpao et al 1990)。表达 gB 蛋

白的重组痘苗病毒免疫小鼠也能诱导小鼠产生高水平的中和抗体(Limcumpao et al 1991)，

这些研究均表明高度同源的 gB 蛋白在不同毒株中存在相同的抗原表位，可能在功能上

也具有相似性。gB 蛋白作为病毒复制过程中的必需蛋白，其特性使之成为抗疱疹病毒

感染研究的重点。 

gC 蛋白作为复制的非必需蛋白，是一种肝素结合蛋白，具有凝血活性。该基因可以

发生重组以产生新型毒株，借此新分离到的毒株可以通过 gC 的突变检测进行区分

(Hamano et al 2004)。 

gD 蛋白作为疱疹病毒囊膜的重要组成部分，具有同 gB 蛋白一样能刺激机体产生较

高水平抗体的功能，同 gC 蛋白一样具有凝血活性，但是 gD 蛋白不和肝素结合，具有
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宿主特异性。因此，可以 FHV-I 的 gD 蛋白为靶标进行病原学诊断以及抗 FHV-I 感染的

疫苗研究(Maeda et al 1996)。 

目前对于 FHV-I 的 gH、gE、gI 基因认识还存在不足。已知的是，gH 蛋白是疱疹病

毒中高度保守的必需蛋白，是宿主免疫过程中的主要抗原，需要 gL 蛋白的参与才能成

熟表达(Spatz et al 1994)，有利于吸附稳定，诱导细胞融合。gE 蛋白和 gI 蛋白作为非必

需蛋白也需要两者共同表达才能发挥其介导病毒在胞间传播的作用。 

gG 蛋白是 FHV-I 复制增殖的非必需基因，在 Richter 利用细菌人工染色体技术（BAC）

构建的 FHV-I 突变株的临床实验表明 gG 在病毒的致病过程中具有重要作用，且 gG 缺

失可减弱 FHV-I 毒性(Spatz et al 1994)。基于此，本研究选择的靶标蛋白为 gG。 

1.3.3 猫疱疹病毒的生命周期 

所有的 α 疱疹病毒都被认为具有类似于单纯疱疹病毒（HSV）的复制模式。主要感

染过程包括吸附与入侵、脱壳与入核、生物合成、组装和释放(Walsh 2003)。 

疱疹病毒最主要的入侵细胞的方式是通过病毒表面的囊膜糖蛋白与细胞受体识别

结合，吸附于细胞膜表面，在囊膜糖蛋白以及 gH-gL 复合体的作用下，致其构象改变后

与细胞膜融合介导病毒进入细胞。病毒进入细胞后，其皮层和核衣壳被释放到细胞质中，

病毒核心通过核孔进入细胞核。进入细胞核的病毒基因组在宿主自身连接酶的作用下迅

速成环，启动病毒立即早期基因的转录，最先表达的立即早期基因进一步调节早期基因

和晚期基因的表达，其中早期基因稳定表达的蛋白参与基因组的复制(Larson et al 2012)。

在立即早期基因和早期基因的共同作用下，晚期基因转录表达出病毒的衣壳蛋白、包膜

蛋白以及参与装配和转运的蛋白。病毒基因组与核衣壳在细胞核内组装成熟之后出核进

入细胞质，被囊膜包裹，最后出芽释放(Fargeaud et al 1984)，如图 1-7 所示。 
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图 1-7 疱疹病毒的生命周期模式图(Draganova et al 2021) 

Fig.1-7 Life cycle pattern of herpesvirus 

1.3.4 猫传染性鼻支气管炎的流行性与临床特征 

FHV-I 目前在世界上广泛分布，较其他疱疹病毒而言，FHV-I 具有种属特异性，其

宿主范围仅限于猫科动物，主要感染动物为猫(Townsend et al 2013)，其中幼仔猫相较于

成年猫有更高的感染率和死亡率。临床特征以上呼吸道疾病和眼部疾病为主，包括打喷

嚏、浆液性眼鼻分泌物，同时伴有抑郁、食欲不振、发热和流涎等症状，严重者可能会

诱发继发性细菌感染和纤维蛋白坏死性支气管肺炎导致死亡。越来越多的血清学研究表

明，猫作为 FHV-I 的自然宿主，其中高达 97%曾接触过病毒(Maggs and Clarke 2005)，

高达 80%会在接触后持续感染，45%会持续间歇性的排毒(Contreras et al 2018)。近年来

有报道称包括狮子，猎豹，东北虎，华南虎等野生猫科动物也频频被感染(Junge et al 1991, 

Witte et al 2017)。 
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FHV-I 的主要传染源是处于急性发病期的猫，同时潜伏感染期的猫也会在外界环境

刺激下使体内病毒重新激活导致发病从而成为病毒传播的潜在感染源。处于急性发病期

的猫，体内病毒大量复制增殖，具有感染性的病毒粒子通过眼鼻、口腔等向外界排毒造

成其他动物的感染，少数情况下也可能会通过垂直传播造成仔猫的直接死亡。FHV-I 引

起的疾病临床表现和严重程度取决于病毒株以及个体动物的年龄和免疫状态，幼龄动物

对病毒的易感性普遍较高(Sykes 2014)。成年猫感染后表现出不明显的临床症状，但是病

毒在上呼吸道，眼部，口鼻部位复制增殖，并不断排毒进而增加其他动物的感染风险。

初生幼仔猫感染 FHV-I 后由于母源抗体没有明显的临床症状直接进入潜伏感染阶段，感

染初期症状一般是精神不振，抑郁，打喷嚏，发热，眼鼻浆液性分泌物等，随着病情加

重，进入急性感染期，表现出明显的炎症反应，分泌物逐渐变成粘液脓性，严重者呼吸

困难并伴有咳嗽，眼部因诱发炎症致使失明，更有甚者继发全身性感染出现死亡，病死

率高达 50%(Maggs 2005)。急性感染期之后的患病猫进入终生潜伏感染期，这也是疱疹

病毒感染的标志。潜伏感染期的病毒主要存在于三叉神经，视神经等部位，在痊愈猫免

疫力低下或是不同的生物应激，或给予皮质类固醇时，FHV-I 被再次激活导致痊愈猫的

二次感染，以此循环往复危害宠物猫乃至野生猫科动物的健康，给疾病防控带来困难。 

1.3.5 猫传染性鼻支气管炎的诊断与治疗 

FHV-I 所引起的疾病与猫传染性鼻-结膜炎、猫肺炎等仅凭临床症状很难区分(Cao et 

al 2022)。在感染的早期阶段，不同病毒所引起的疾病临床症状相似导致无法准确区分病

毒类型，需要进一步确诊。目前对该病的诊断方法同多数疱疹病毒大致相同，主要包括

血清学检测(Neuerer et al 2008, Digangi et al 2011)，病毒分离和鉴定(Henzel et al 2012)，

PCR 检测技术(Marsilio et al 2004, Streck et al 2013, Kim et al 2020)。同 MDV 病毒检测方

法类似，病毒分离是最准确、最可靠的鉴定方法，但是耗时太长，不利于临床检测；血

清学检测方法无法检测潜伏感染的病毒且特异性不强，在临床应用上具有一定的局限性；

PCR 检测技术经过不断的发展逐渐适用于临床，该方法耗时短、灵敏性高、特异性强，

且能够进行临床大量样品的检测。DNA 探针技术以及分子杂交技术的融合应用更加推

动该方法的发展。 
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FHV-I 的防控策略主要是接种疫苗，但是其疫苗研究现状以及病毒潜伏感染致使感

染猫终身带毒的特性使疫苗的接种对象局限于未感染的幼猫(Maggs 2005)。接种的疫苗

种类主要分为减毒活疫苗和灭活疫苗，其中减毒活疫苗也有可能引入病毒造成病毒的潜

伏感染，由此市场上的普遍选择是灭活的三联苗“妙三多”(Summers et al 2017)。但是

接种灭活疫苗也并不能完全防止该病的感染，仅能缓解感染后引起的病症，降低反复感

染的风险、载毒量和排毒量(牛江婷 2021)，因此在接种疫苗的同时应着重注意易感宿主

的日常护理，保持宿主干净整洁的生活环境，高质量把控猫群数量变动和活动，对环境

进行定期消毒等(Gourkow and Phillips 2015)。 

FHV-I 感染后的临床特征主要是上呼吸道疾病和眼病疾病，对症下药是治疗的最佳

手段，应根据感染猫病情的轻重缓急辅以不同的治疗。初步感染的猫应注重于眼部疾病

抗菌消炎、全身抗病毒抗菌为主，主要采用的治疗眼部疾病以及抗病毒的药物有泛昔洛

韦、雷特格韦、乳铁蛋白等(Beaumont et al 2003, Thomasy et al 2016, Spertus et al 2019)，

其中 L-赖氨酸、黄芪多糖和三氟胸苷是治疗 FHV-I 感染的特效药(Maggs et al 2003, 刘

健等 2017)。病情严重者应同时辅以肠胃平衡营养、体液酸碱平衡等支持疗法(张继一等 

2009)，反复感染的猫应保障感染猫身体营养平衡的条件下主要以全身抗病毒治疗为主，

确定病毒感染源以及外界刺激因素以消除致病因素(Gould 2011)，保证其所处环境的干

净、卫生与整洁。 

1.3.6 猫传染性鼻支气管炎疫苗的研究进展 

FHV-I 常与其他病原体混合感染引起猫上呼吸道疾病，其中主要是猫杯状病毒以及

猫细小病毒，三者的混合感染是该病防控的难点，目前市场上大多数疫苗也是关于三个

病毒的多联苗，主要包括灭活苗和弱毒活疫苗(Day et al 2016)。 

1.3.6.1 灭活疫苗 

灭活疫苗由于病原微生物感染性被破坏而不具备复制能力故其安全性较高，但是灭

活疫苗不能产生细胞免疫，更不能产生持续的体液免疫，需要多次加强免疫。防控 FHV-

I 常用的效果较好的灭活苗是硕腾公司的 “妙三多”疫苗，也是国内唯一有兽药批号的猫

用灭活疫苗(于得静 2021)。“妙三多”疫苗用于皮下或是肌肉注射，8 周龄或以上的健康
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猫首次免疫，3-4 周后加强免疫，可在之后选择是否再次加强免疫(Richards et al 2006)，

此后根据猫的活动范围选择时限，频繁外出活动或是出入公共场所的 1 年接种一次，反

之则三年接种一次。但是该疫苗也完全预防感染，同时在疫情影响下该三联苗处于长期

缺货状态导致市场上出现假疫苗，使猫用宠物疫苗又面临一个新的困境。 

1.3.6.2 弱毒活疫苗 

弱毒活疫苗可以诱导机体产生体液免疫和细胞免疫，刺激机体产生较高的抗体水平，

一般临床上会优选该疫苗进行接种。弱毒活疫苗包括两种：皮下给药和鼻内给药。与单

独以一种方式接种的猫相比，两种方式同时给药具有更好的保护效果。但是弱毒活疫苗

存在毒力返强的风险，并且接种不当会导致其成为病原体感染动物。对于怀孕或是患有

猫免疫缺陷病毒病的猫不建议接种弱毒活疫苗。国内外报道的 FHV-I、FCV 双联苗和

FHV-I 非必需基因 gE、gI 缺失苗(Kruger et al 1996, Sussman et al 1997, 孙国凤 1997)在

临床应用上有一定效果，但是均不能预防处于潜伏感染期的带毒猫的再次感染。目前国

内市场上没有针对 FHV-I 临床应用效果较好的疫苗。 

1.3.6.3 基因工程疫苗 

在动物饲养数量以及动物疾病病原不断变异的现状下，传统疫苗已不能满足目前市

场现状的需求，开发出具有预防性和治疗性的 FHV-I 疫苗成为目前疫苗研究的主要方向

(Aschner and Herold 2021)。 

诸多学者也尝试通过基因工程改进 FHV-I 疫苗，Maeda 和 Spatz 等(Spatz et al 1994, 

Maeda et al 1996)构建了表达 FHV-I 糖蛋白 D 的重组痘病毒和杆状病毒，以表征其作为

免疫原的特性和潜力。目前已经构建了许多 FHV-I 缺失/插入突变体，包括 TK 缺失突变

体，其中一些突变体已经整合了其他基因，如 FCV 衣壳基因(Yokoyama et al 1995, 

Yokoyama et al 1998)；gE、gI 缺失突变体(Kruger et al 1996)；gI 插入突变体（似乎也影

响上游基因 gD 的转录模式和表达）(Willemse et al 1996)；以及 gC 下游的“ORF2”插入

突变体(Willemse et al 1994)。总的来说，这些缺失/插入突变体疫苗对猫的毒性较低，并

提供一定的疾病防护，尤其是通过口鼻途径。但是迄今为止还没有一种疫苗上市，这可

能是因为还未进行充分的安全实验(Thiry et al 2009)。 
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1.4 细菌人工染色体技术及其在疱疹病毒载体疫苗上的应用 

1.4.1 BAC 载体 

细菌人工染色体（bacterial artificial chromosomes，BAC）是一种可以稳定保存 300kb

或更大外源 DNA 的低拷贝质粒载体，常用作基因组和转基因研究的大容量克隆载体

(Heintz and Gong 2020)。BAC 载体主要含有五个基础元件：oriS、repE、parA、parB、

parC。人工构建的 BAC 载体在大肠杆菌中受到严格的复制控制，可保证遗传的稳定性

(游小燕等 2021)，repE 的作用是促进 DNA 复制，parA、parB 和 parC 基因的存在确保

了基于 F 因子的 DNA 分子在细胞分裂期间准确地分配给子细胞(崔红玉 2007)；parB 还

负责从细胞中排除外来 F 质粒(Heintz and Gong 2020)。这些特性促进了质粒的维持和稳

定性，而这种低拷贝数和绝缘环境的结合限制了细胞内 BAC 分子间重组的机会(Shizuya 

et al 1992)。与其他载体相比，BAC 具有更高的克隆能力、稳定性、操作效率以及后续

在大肠杆菌操作的可便性。 

BAC 载体在发展过程中经历了两次突破性的发展。1992 年，Shizuya 等(Shizuya et 

al 1992)成功构建了以氯霉素抗性基因为筛选标记的第一代 BAC 载体。随后，Mejie(Mejía 

and Monaco 1997)等在 BAC 载体上插入 LacZ 基因使之便于用蓝白色菌落对重组子进行

筛选。Baker 等在 BAC 载体上插入荧光素酶或 GFP 基因，形成的重组病毒可以通过荧

光来筛选目的克隆，其拯救的病毒还可以通过第一代中 BAC 载体上引入的 Cre/loxp 系

统删除 BAC 载体，构建成使用较为广泛的第二代 BAC 载体。随着分子生物学技术的不

断应用和发展，BAC 载体的结构及其筛选功能更加完善，许多常规的选择性筛选基因也

更多的被引入 BAC 载体中(王倩和王斌 2002)，使 BAC 载体筛选更加直观方便。 

利用同源重组将外源基因组克隆至 BAC 载体，并通过电穿孔将连接混合物或环状

中间体引入到具有良好特征的重组缺陷型大肠杆菌菌株中，形成单拷贝质粒(Heintz and 

Gong 2020)。这种技术允许病毒基因组在大肠杆菌中以 BAC 质粒的形式存在，将 BAC

质粒转染到真核细胞中可以获得具有感染性的 BAC 克隆，以此达到病毒基因组在原核

细胞和真核细胞之间穿梭的目的(刘洁 2020)。利用原核重组功能对大肠杆菌中的病毒基

因组进行突变也是具有可操作性的，从而进一步产生突变或是缺失病毒。通过同源重组

在大肠杆菌中进行疱疹病毒基因改造既不需要限制性位点，也不需要克隆步骤，并且允
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许引入多种 DNA 修饰。这种基于 BAC 载体的技术为系统挖掘疱疹病毒基因组中存储

的信息提供了一种安全、快速和有效的方法(Schalkwyk et al 1995)，有助于分析作为感染

性 BAC 克隆的疱疹病毒基因组，了解它们在发病机制中的作用，研究它们作为治疗靶

点的潜力，同时可以用于疫苗的合理设计以及作为基因治疗工具的使用，为 FHV-I 和

MDV 相关毒力因子的表征和新候选疫苗的开发提供合适的平台(Adler et al 2003)。 

1.4.2 BAC 载体在疱疹病毒载体疫苗上的应用 

BAC 克隆和重组介导的基因工程是促进特定重组疱疹病毒产生的两种技术。BAC

载体相较于其他载体具有优越的克隆能力、稳定性以及可操作性，使其被广泛应用到整

个疱疹病毒基因组中。其中包括单纯疱疹病毒(Dolan et al 1998)，马疱疹病毒（EHV-I）

(Davison and Scott 1986)，水痘带状疱疹病毒（VZV）(Davison and Scott 1986)，伪狂犬

病病毒（PRV）(Klupp et al 2004)，FHV-I(Costes et al 2006)，MDV(Costes et al 2006)。 

其中首个包含整个 FHV-I 基因组的 BAC 克隆于 2006 年产生，Costes 等人为了探究

FHV-I 基因组上 gG 基因的特性及其功能，构建了靶向 gG 基因的 FHV-BAC 克隆，并证

明该 BAC 克隆具有感染性。在随后的几年时间里，通过 BAC 技术构建了包括 gC、gE、

US3 编码的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（PK）单独缺失以及 gE 和 TK 双重缺失在内的多种

FHV-I 突变体。无论是靶向 FHV-I 非必需基因构建表达外源病毒主要抗原序列的疱疹病

毒 BAC 载体，还是利用 BAC 技术靶向 FHV-I 毒力基因致力于构建的缺失突变体均尚未

在体内进行表征，但体外特征表明这些突变体作为减毒疫苗有进一步研究的潜力(Tai et 

al 2010, Tai et al 2016)。 

BAC 载体技术的大容量和高稳定性极大的推动了对疱疹病毒科基因组结构，致病

机制以及疫苗开发的研究进程(Witter et al 1970)。除却最突出的 MDV 的致瘤基因 meq，

以及 pp38、vIL-8 等基因，利用 BAC 载体技术对 MDV 基因组进行研究，结果表明，gE、

gI、UL46 是 MDV 复制时的非必需基因；而缺失 RLORF4 则会导致 MDV 致病性减弱；

直接或间接调节水平传播能力的任何一个基因缺失的都会抑制 MDV 的传播能力(Silva 

and Gimeno 2007)。同时，利用 BAC 载体构建 MDV 重组毒的动物免疫的保护性实验结

果也表明，拯救出的重组毒能够对强毒株产生一定的免疫效果(Petherbridge et al 2003, 

Cui et al 2008)。利用 BAC 载体构建的正确表达外源保护性抗原的重组毒也具有生物学
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活性(Lan et al 2008)。这提示了利用反向遗传操作系统进行新型病毒载体疫苗研发的巨

大潜力。 

1.4.3 疱疹病毒作为载体的优势 

疱疹病毒因其庞大的基因组且含有很多非必需基因以及其持续性潜伏感染的特性

成为有吸引力的候选疫苗载体。在兽用疫苗的范围内，疱疹病毒载体疫苗已得到充分研

究，可用作商品化载体疫苗帮助预防不同物种的疾病。疱疹病毒是多价重组疫苗的有利

载体(Mishima et al 2001)，其中 FHV-I/MDV 作为疫苗载体，其宿主范围有限，降低了跨

种感染的可能性；疱疹病毒具有大约 120-180 kb 的基因组而且携带多种非必需基因，可

被编码致病微生物免疫原性抗原的外源序列所取代，不仅能够稳定遗传且能达到同时预

防多种疾病的目的(Yokoyama et al 1997)；疱疹病毒潜伏感染的特性使其作为病毒载体疫

苗在外界刺激下诱导宿主免疫的体液和细胞反应，刺激机体产生持续的抗体水平，减少

免疫次数以及免疫剂量; 疱疹病毒作为疫苗载体可被高效编辑且能作为冻干苗便于保存；

在细胞上连续传代的毒株毒力减弱，生物安全性较高。 
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1.5 研究目的及意义 

MDV 引起的 MD 严重危害养殖业，造成巨大的经济损失，且随着 MDV 毒力的不

断增强，现有疫苗无法提供有效的免疫保护力。虽然新型疫苗能够有效防控超强毒力毒

株，但是目前尚未有区分新型疫苗毒和野毒的检测方法。基于此，本研究致力于建立快

速有效地诊断 MD 并区分 MDV-Ⅰ与疫苗毒株的检测方法，可用于筛选、净化鸡群，作为

新型检测技术进行下一步开发，为 MD 的诊断以及鸡群净化提供技术支持。 

FHV-I 引起的上呼吸道疾病在临床上最为常见，且具有较高的传染性和致死率。但

是针对该病的防控，目前国内市场上没有获批的商用疫苗，而常用的进口疫苗成本较高

且无法满足市场需求，甚至出现了疫苗滥用、造假的现象。基于此，本研究利用同源重

组技术以及 CRISPR/Cas9 基因编辑技术构建了 gG 基因缺失的带有细菌人工染色体

（BAC）元件的 FHV-I 重组病毒，为其基因功能研究、基因防治和猫用疫苗的开发建立

反向遗传操作平台奠定基础。 
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第二章 马立克氏病疫苗毒和野毒 PCR 鉴别检测方法的建立 

2.1 实验材料 

2.1.1 主要实验材料 

MDV-Ⅰ型毒株，CVI988、814 疫苗毒株均由武汉科前生物股份有限公司馈赠。 

火鸡疱疹病毒株疫苗（HVT），鸡传染性贫血病毒（CIAV），鸡传染性支气管炎病毒

（IBV），鸡传染性法氏囊病毒（IBDV），禽白血病病毒（ALV），鸡包涵体肝炎（IBH），

禽流感病毒（AIV），新城疫病毒（NDV）由本实验室保存。 

马立克氏病患病鸡的羽毛囊上皮样本及其肝组织来自湖南某地白羽种鸡场。 

鸡胚成纤维细胞（CEF）由本实验室制作并保存。 

大肠杆菌（E.coli）DH5α 由本实验室制备并保存。 

2.1.2 实验试剂与仪器 

2.1.2.1 主要试剂耗材 

本研究使用的试剂耗材见表 2-1。 

表 2-1 本研究使用的试剂及耗材 

Table 2-1 Reagents and consumables used in this study 

试剂耗材 购买公司 

琼脂糖粉 武汉擎科创新生物科技有限公司 

DL2000 plus DNA Marker 武汉擎科创新生物科技有限公司 

DL5000 DNA Marker 南京诺唯赞生物科技有限公司 

10×DNA loading buffer 南京诺唯赞生物科技有限公司 

EasyTaq® DNA Polymerase 北京全式金生物技术有限公司 

TransTaq®DNA Polymerase 北京全式金生物技术有限公司 

High Pure dNTPs(2.5 mM) 北京全式金生物技术有限公司 

pMD18-T Vector 北京全式金生物技术有限公司 
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T4 DNA Ligase 北京全式金生物技术有限公司 

FastStart Universal SYBR® Green Master(ROX) Sigma-Aldrich（上海）贸易有限公司 

DNAiso Reagent 宝生物工程（大连）有限公司 

DEPC 水（DNase、RNase free） 上海碧云天生物技术有限公司 

质粒小提试剂盒 北京天根生化科技有限公司 

琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 Magen 公司 

Tris-base 美国 MP 公司 

氯化钠、二水合 EDTA 二钠、冰乙酸 国药集团化学试剂有限公司 

异丙醇、无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司 

酵母提取物（yeast extract） 美国 BD 公司 

胰蛋白胨（tryptone） 美国 BD 公司 

琼脂粉（agar）、10cm 无菌平皿 Biosharp 公司 

ABW FBS 上海诺娃医药科技有限公司 

青链霉素储存液 吉诺生物医药技术有限公司 

DMSO PanReac AppliChem 

2.1.2.2 主要仪器 

本研究使用的仪器见表 2-2。 

表 2-2 本研究使用的仪器 

Table 2-2 Instruments used in this study 

仪器设备 购买公司 

低温冰箱 Haier 公司 

超纯水仪 Milli PORE 公司 

核酸定量测定仪 Thermo Fisher 公司 

EDC-810 型 PCR 仪 北京东胜创新生物科技有限公司 

JY2001 电子天平 上海精科学精密仪器有限公司天平仪器厂 

DYH-III 电泳仪、核酸水平电泳槽 北京六一仪器厂 

凝胶成像分析系统 美国 Alpha 公司 
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恒温振荡培养箱、DK-S22 型恒温水浴锅 上海精宏试验设备有限公司 

16℃水浴锅 英国 Amersham Biosciences 公司 

SCW-CZ-650 型洁净工作台 苏州宏瑞净化科技有限公司 

XW-80A 微型涡旋混合仪 上海沪西分析仪器厂有限公司 

BD-BGC1 蓝光切胶仪 无锡博弗瑞德生物科技有限公司 

立式高压灭菌锅 上海博讯实业有限公司 

猪警-2000 便携式荧光定量 PCR 检测设备 湖南国测生物科技有限公司 

MCO-18AC 二氧化碳培养箱 普和希健康医疗器械（上海）有限公司 

 

2.1.3 主要溶液配制 

50×TAE 缓冲液：称取 242 g Tris 和 37.2 g 二水合 EDTA 二钠溶解于 800 mL 去离子

水中，加 57.1 mL 冰乙酸，充分溶解混匀，定容至 1 L，室温保存，用时稀释成 1×TAE

溶液。 

氨苄青霉素（Amp）贮存液：按 100 mg/mL 的比例将氨苄青霉素粉剂溶解于去离子

水中，使用 0.22 μm 细菌滤器过滤除菌，适量分装，-20℃保存。 

大肠杆菌 LB 液体培养基：分别称取胰蛋白胨（Tryptone）10 g，酵母粉（Yeast Extract）

5 g，NaCl 10 g，溶于 1 L 去离子水中，121℃高温蒸汽灭菌 20 min，室温保存。 

大肠杆菌LB固体培养基：在LB液体培养基中加入1.5%琼脂粉，121℃高温蒸汽灭菌

20 min，放置室温/水浴锅，待培养基温度降至50-60℃左右（手背可以接受的温度），在

超净台里加入相应的抗生素后，倒平皿，待培养基凝固后，标记好置于4℃备用，为避免

假阳性，抗生素平皿放置不要超过2个月。  

0.1 mol/LCaCl2 溶液：称量 2.22 g CaCl2 粉末溶于 200 mL 单蒸水中，121℃高温蒸汽

灭菌 20 min 后，4℃保存备用。 

75%甘油溶液：量取75 mL丙三醇，加入25 mL单蒸水中，混匀后，121℃高温蒸汽

灭菌20 min后，室温保存。 

含有 15%甘油的 0.1 mol/L CaCl2：量取 15 mL 丙三醇，加入 85 mL 0.1 mol/L CaCl2

溶液，混匀后，121℃高温蒸汽灭菌 20 min 后，4℃保存备用。 
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1×PBS：称取NaCl 8.0 g、KCl 0.2 g、Na2HPO4 1.15 g、KH2PO4 0.2 g、EDTA 0.25 

g，依次溶于900 mL去离子水中，121℃高温蒸汽灭菌20 min后，常温保存备用。 

细胞消化液：分别称取胰酶粉末 2.5 g 加入在 121℃高温蒸汽灭菌 20 min 后的 PBS

溶液中，0.22 μm 滤膜过滤除菌，分装后，置 4℃保存备用。 

细胞基础培养液：称取13 g DMEM粉末至900 mL去离子水中，搅拌至粉末完全溶解，

加入3.7 g NaHCO3至培养基中，用1 mol/L HCl调节pH值在6.8-7.0范围，定容1 L后用0.22 

μm滤膜过滤至灭菌的蓝色广口瓶中，标记日期，置4℃储存备用。  

细胞生长液：向 DMEM 细胞基础培养基中加入 10%FBS，选择性的加入 1%青链霉

素，4℃储存备用。 

2.2 实验方法  

2.2.1 样品基因组的制备 

2.2.1.1 CEF 细胞的制备 

（1）取9-11日龄的鸡胚，用75%酒精消毒气室部位。无菌条件下用剪刀除去气室部

分的卵壳，去除壳膜。 

（2）用小镊子刺破并掀起绒毛尿囊膜，将镊子伸入胚体头部，夹住鸡胚的颈部，轻

轻放在灭菌平皿里，用无菌的PBS清洗胚体两次。 

（3）用眼科剪刀剪去头以及可见的四肢，打开胚体胸腔和腹腔，小心刮掉内脏后，

再次用无菌的PBS清洗胚体，至少两次。 

（4）将胚体放入一个新的无菌平皿里，用眼科剪将其充分剪碎至乳糜状。 

（5）将剪碎的组织导入无菌的细菌瓶，用PBS冲洗两次，加入5 mL 0.25%的胰酶，

放在37℃水浴锅，消化30 min，间隔5 min摇动细菌瓶，使组织脱离瓶底。 

（6）消化好后，取出细菌瓶，静置5 min，用移液枪弃掉胰酶上清。 

（7）将DMEM生长液（含10%FBS）中和胰酶，轻轻摇晃，静置5 min。 

（8）用移液枪弃掉上清培养液，重复步骤（7）两遍。 

（9）用吸管吹吸数次，使细胞分散脱落。 
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（10）用8层纱布盖住一个新的细菌瓶口，并制造一个底部凹陷的漏斗形状，立刻将

（9）中的细胞悬液倒入纱布上。 

（11）吸取适量的细胞悬液分装于细胞培养瓶或培养板，补充适量的生长液，放置

于37℃、5%CO2培养箱培养。 

2.2.1.2 CEF 细胞的冻存 

（1）预先配制冻存液，DMSO：胎牛血清比例为 0.5：9.5，于 4℃冰箱保存预冷；  

（2）将铺满单层的 CEF 细胞用胰酶消化至单个悬浮状态；  

（3）吸取细胞悬浮液加入 15 mL 离心管中，1000 r/min，离心 5 min，弃去上清；  

（4）用配制好的冻存液重悬细胞沉淀，每支冻存管中加入 1 mL 重悬细胞液，密封

后标记冻存细胞名称和冻存日期；  

（5）将冻存管放入细胞冻存盒（浸润异丙醇）后放置于-80℃冰箱，12 h 后转入液

氮罐。 

2.2.1.3 病毒基因组提取 

将 MDV 接种于 CEF，待细胞病变约为 70%时收取细胞，使用宝生物工程（大连）

有限公司的 DNAiso Reagent 试剂盒提取 MDV 病毒基因组，具体操作如下： 

（1）向 200 μL MDV 细胞培养物上清中加入 500 μL DNAiso Reagent，涡旋混匀，

室温孵育 5 min； 

（2）10000 r/min 离心 10 min，取上清转移至新管； 

（3）加入 350 μL 异丙醇，12000 r/min 离心 10 min，弃上清； 

（4）加入 1 mL 无水乙醇，7500 r/min 离心 5 min，弃上清； 

（5）重复（4）； 

（6）室温静置数分钟，干燥沉淀； 

（7）加入 50 μL 去离子水溶解沉淀，获得病毒 DNA 溶液。 

取部分疑似马立克氏病病死鸡的肝组织剪碎成米粒大小的组织块后用同样的方法

提取基因组的同时提取 CVI988、814、CIAV、IB、IBDV、ALV、IBH、IAV、NDV 、

CEF 细胞基因组。 
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2.2.2 引物的设计及合成 

本研究依据文献调研针对 NCBI GenBank 数据库所发表的 140 余株 MDV 基因组进

行全基因组分析，通过 Primer Premier 5 软件设计引物。本研究所需引物皆由武汉擎科

创新生物科技有限公司合成。引物序列及 PCR 扩增长度见表 2-3。 

 

表 2-3 引物序列 

Table 2-3 Sequence of the primers 

引物名称 引物序列（5’→3’） 

长度（bp） 

MDV

野毒株 

CVI988/814

疫苗株 

SC9-1 rMDV-MS-

meq 

meq-F ACTCCTCCACCTCCCTCACC 
286 463 

无条带 无条带 

meq-R GAGGGCAGAAGAGGGAATGGG 

meq-F1 AACGCTCCACATTGCTCCG 
293 470 

meq-R1 GAAGATGCCCTCCGGAGATG 

meq-F2 GTTCCCAACCTCCTATCTGTA 
298 475 

meq-R2 GTACACGGCTCGGTAACAGG 

M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 
385 562 

M13-F AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 

 

2.2.3 引物的验证 

本研究以 2.2.1 中提取的 MDV-I 型毒株基因组为模板，基于 2.2.2 中设计的三对引

物进行 MDV PCR 检测方法的条件摸索。参考北京全式金生物技术有限公司 EasyTaq® 

DNA Polymerase 说明书，依据引物的退火温度设置温度梯度（58℃、60℃、62℃、64℃、

66℃）进行 PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分析，确定最佳退火温度，以确

定最佳反应条件。扩增反应体系如表 2-4 所示，扩增反应程序如表 2-5 所示。 
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表 2-4 PCR 反应体系 

Table 2-4 Preparation of the PCR system 

System composition Reagent dosage 

10×Easy Taq Buffer 1 μL 

dNTP Mixture (2.5 mmol/L each) 2 μL 

Forward Primer (10 μmol/L) 2 μL 

Reverse Primer (10 μmol/L) 2 μL 

Template 1 μL 

EasyTaq® DNA Polymerase (5 U/μl) 0.5 μL 

DEPC 水 up to 25 μL  

 

表 2-5 PCR 程序 

Table 2-5 Procedure of the PCR Amplification 

Time Temperature Cycles 

95℃ 5 min  

95℃ 30 s  

32 

 

58-66℃ 30 s 

72℃ 1 kb/min 

72℃ 10 min  

25℃ 1 min  

2.2.4 MDV SYBR green I 荧光定量检测方法 

2.2.4.1 MDV SYBR green I 荧光定量 PCR 标准品的制备 

2.2.4.1.1 PCR 产物回收纯化 

以2.2.3中确定的测序正确的野毒株条带与疫苗毒株条带为模板，按照TransTaq® 

DNA Polymerase说明书进行PCR扩增。扩增反应体系如表2-6所示，扩增反应程序如表2-

7所示。 
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表 2-6 扩增 PCR 反应体系 

Table 2-6 Preparation of the amplification PCR system 

System composition Reagent dosage 

10×TransTaq Buffer 1 μL 

dNTP Mixture (2.5 mmol/L each) 2 μL 

Forward Primer (10 μmol/L) 2 μL 

Reverse Primer (10 μmol/L) 2 μL 

Template 1 μL 

TransTaq® DNA Polymerase (5 U/μl) 0.5 μL 

DEPC 水 up to 25 μL  

 

表 2-7 PCR 程序 

Table 2-7 Procedure of the PCR Amplification 

Time Temperature Cycles 

95℃ 5 min  

95℃ 30 s  
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64℃ 30 s 

72℃ 1 kb/min 

72℃ 10 min  

25℃ 1 min  

 

扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分离后进行纯化，具体操作步骤如下： 

称取适量琼脂糖粉末，加入相应量的1×TAE电泳缓冲液，加热至琼脂糖完全溶解，

稍微冷却后按1/10000添加GEL RED，摇匀倒入胶模中，插入相应的梳子。待凝胶完全凝

固，小心拔出梳子，将凝胶放入装有1×TAE电泳缓冲液的电泳槽中，使电泳缓冲液刚好

没过胶面。取适量PCR产物，加入10×DNA loading buffer，点样后以120 v的电压电泳跑

胶30 min。紫外灯下切下含目的片段的琼脂糖胶。用DNA琼脂糖胶回收试剂盒回收PCR

或酶切产物。具体步骤如下：  

（1）将目的产物经合适浓度琼脂糖凝胶电泳，使目的片段与其他DNA片段尽量分

开。  

javascript:;
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（2）于长波紫外灯下，用洁净手术刀片切取含目的DNA片段的琼脂糖凝胶块，放

入2 mL EP离心管中。  

（3）加入等体积的溶胶液（Binding Buffer），置于55℃左右水浴10 min，其间手指

轻弹EP管，使凝胶完全溶化。  

（4）将回收柱放入2 mL收集管中，然后将溶化并冷却的凝胶液体转至回收柱内（最

多700 μL），12000 r/min，离心1 min。  

（5）弃去滤液，将回收柱放入同一个收集管中，加入300 μL溶胶液（Binding Buffer），

室温放置1 min，12000 r/min离心1 min。  

（6）弃去滤液，将回收柱放入同一个收集管中，加入600 μL洗涤液（Wash Buffer），

12000 r/min离心1 min。 

（7）重复操作步骤（6）； 

（8）弃去滤液，空柱12000 r/min，离心2 min； 

（9）将回收柱放入1.5 mL EP离心管中，室温放置5 min使酒精挥发完全。  

（10）在柱子底部的膜中央滴加适量如 20 μL 洗脱液（Elution Buffer）或去离子水，

室温放置 2 min，12000 r/min 离心 2 min，离心管中的液体即为回收的目的 DNA 片段，

用核酸定量测定仪检测浓度后可直接用于下一步实验或保存于-20℃备用。 

2.2.4.1.2 PCR 产物与载体酶连 

经回收纯化后的PCR产物与pMD18T-Vector 16℃酶连过夜，连接反应体系如表2-8

所示： 

表 2-8 酶连反应体系 

Table 2-8 Ligase reaction system 

System composition Reagent dosage 

10×T4 DNA Ligase Buffer 2 μL 

T4 DNA Ligase（置冰上） 1 μL 

pMD18T-Vector 1 μL(100 ng) 

PCR 产物 2 μL(400 ng) 

DEPC 水 Up to 20 μL 
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2.2.4.1.3 CaCl2 处理法制备感受态 

（1）菌种复苏：取-80℃保存的 DH5α 菌种划线接种于 LA 平皿上，做好标记，于

37℃温箱培养过夜。挑取单菌落接种于 1 mL LB 液体培养基中，置于 37℃摇床中，200 

r/min 震荡培养 10 h。 

（2）菌液扩大培养：次日将活化的菌液按 1:1000 转接到 50 mL LB 培养基中，置

于 37℃摇床，160 r/min 震荡培养 3-4 h。 

（3）当 OD600nm≈0.5 时，取出培养物，冰上静置 30 min。 

（4）4℃条件下，5000 r/min 离心 10 min，在无菌超净台中弃去上清，收集菌体，

将管倒置于干滤纸上 1 min，吸干残留的培养液，加入 30 mL 预冷的 0.1 mol/L CaCl2 重

悬菌体，冰浴 15 min。 

（5）4℃条件下，5000 r/min 离心 10 min，在无菌超净台中弃去上清，收集菌体，

加入 1 mL 预冷的含有 15%甘油的 0.1 mol/L CaCl2，轻轻吹散，重悬菌体，冰浴 10 min。 

（6）取感受态细胞悬液 100 μL 每管分装于 1.5 mL 预冷的灭菌离心管中，24 h 内

使用效果较好。如果暂时不用，可再保存于-80℃冰箱中。 

2.2.4.1.4 连接产物的转化 

酶连反应结束后取 10 μL 连接产物直接转化至 DH5α 感受态细胞中，转化步骤如下： 

（1）取出在-80℃冰箱中保存的感受态细胞，置于冰上解冻。 

（2）待感受态细胞解冻后，无菌环境下取 10 μL 酶连产物加入装有感受态细胞的

离心管中，轻轻吹打，冰上静置 30 min。 

（3）静置结束后，将感受态在 42℃水浴锅中热激 90 s，热激结束后将离心管迅速

置于冰上冷却 2 min，每管加 800 μL LB 培养基，置于 37℃摇床，160 r/min 复苏 1 h。 

（4）将复苏后的菌液取 200 μL 或者 5000 r/min 离心 5 min 后弃去培养基至仅剩 200 

μL，涂布含有 Amp 的 LA 琼脂平皿中。待平皿表面无明显液滴后，将平皿倒置于 37℃

恒温培养箱中培养过夜。 

https://www.biomart.cn/supply/1001012805.htm


马立克氏病疫苗毒和野毒 PCR 鉴别检测方法的建立及猫疱疹病毒重组毒的构建 

35 

 

2.2.4.1.5 质粒转化子的 PCR 鉴定 

在无菌环境下挑取转化子到含有 20 μL 灭菌水的 1.5 mL EP 管中，充分吹散菌体，

无菌取出 15 μL 到外开的 1.5 mL EP 管中，电磁炉水浴锅沸水中煮 10 min，使其基因组

充分释放，将煮过的菌液 12000 r/min 离心 5 min，取 2.5 μL 上清至 PCR 管中用作鉴定

PCR 的模板。1.5 mL EP 中加入相应抗生素的 LB 液体培养基过夜培养用于下步实验。

使用 EasyTaq® DNA Polymerase，采用 pMD18T 载体上的通用引物（M13-F、M13-R）

进行 PCR 扩增鉴定，其反应体系如表 2-9 所示，反应条件如表 2-10 所示。 

表 2-9 鉴定 PCR 反应体系 

Table 2-9 The reaction system of identification PCR 

System composition Reagent dosage 

10×Easy Taq Buffer 2.5 μL 

dNTP Mixture (2.5 mmol/L each) 1 μL 

Forward Primer (10 μmol/L) 1.5 μL 

Reverse Primer (10 μmol/L) 1.5 μL 

Template 2.5 μL 

Easy Taq DNA Polymerase (5 U/μL) 0.5 μL 

DEPC 水 up to 25 μL 

 

表 2-10 鉴定 PCR 的反应程序 

Table 2-10 The reaction conditions of identification PCR 

Time Temperature Cycles 

98℃ 10 min  

95℃ 30 s  
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59℃ 30 s 

72℃ 2 min 

72℃ 10 min  

25℃ 1 min  

 

若鉴定的转化子疑似正确，则将内开离心管中剩余的 5 μL 菌液接种到 5 mL 含有相

应浓度抗生素的 LB 培养基中，37℃震荡培养 16 h，提取质粒后送测序。 
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2.2.4.1.6 质粒的提取 

本研究使用 TIANGE 质粒小提试剂盒提取质粒，操作步骤参考试剂盒说明书，具体

步骤如下: 

（1）柱平衡步骤：向吸附柱 CP3 中（吸附柱放入收集管中）加入 500 μL 的平衡液

BL，1200 r/min 离心 1 min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱重新放回收集管中。 

（2）取 5 mL 左右过夜培养的菌液，加入离心管中，12000 r/min 离心 1 min，尽量

吸除上清。 

（3）向留有菌体沉淀的离心管中加入250 μL溶液P1（请先检查是否已加入RNaseA），

使用移液器或涡旋振荡器彻底悬浮细菌沉淀（注意：如果有未彻底混匀的菌块，会影响

裂解，导致提取量和纯度偏低）。 

（4）向离心管中加入 250 μL 溶液 P2，温和地上下翻转 6-8 次使菌体充分裂解。  

（5）向离心管中加入 350 μL 溶液 P3，立即温和地上下翻转 6-8 次，充分混匀，此

时将出现白色絮状沉淀。12000 r/min 离心 10 min（注意：P3 加入后应立即混合，避免

产生局部沉淀。如果上清中还有微小白色沉淀，可再次离心后取上清）。 

（6）将上一步收集的上清液用移液器转移到吸附柱 CP3 中（吸附柱放入收集管中），

尽量不要吸出沉淀。12000 r/min 离心 1 min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CP3 放入

收集管中。  

（7）向吸附柱 CP3 中加入 600 μL 漂洗液 PW（先检查是否已加入无水乙醇），12000 

r/min 离心 1 min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CP3 放入收集管中。 

（8）重复操作步骤（7）。 

（9）将吸附柱 CP3 放入收集管中，12000 r/min 离心 2 min，目的是将吸附柱中残

余的漂洗液去除。将吸附柱 CP3 开盖，置于室温放置数分钟，以彻底晾干吸附材料中残

余的漂洗液。  

（10）将吸附柱 CP3 置于一个新的离心管中，向吸附膜的中间部位滴加 100 μL 预

热的去离子水，室温放置 2 min，12000 r/min 离心 2 min 将质粒溶液收集到离心管中。

洗脱缓冲液体积不应少于 50 mL，体积过小影响回收效率。洗脱液的 pH 值对于洗脱效

率有很大影响。 
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（11）将得到的溶液重新加入吸附柱中，室温放置 2 min，12000 r/min 离心 2 min，

将质粒溶液收集到离心管中，做好标记，冻于-20℃冰箱。 

（12）菌种保存：将测序正确的样品转接接到含相应抗生素的LB液体培养基中，37℃

摇床180 r/min培养过夜。无菌操作取1 mL菌液用75%的甘油至终浓度为20-25%左右保菌

保存于-80℃。 

将试剂盒提取好的疑似正确的重组质粒送北京擎科生物技术有限公司进行测序，进

一步确定外源片段连接正确且无突变，若正确则进行菌种保存。 

2.2.4.2 MDV SYBR green I 荧光定量检测方法的条件优化 

本研究以 2.2.4.1 中确定的标准品以及 2.2.1 中提取的 CEF 基因组和 DEPC 水为模

板，采用 2.2.3 中确定的 meq-F 引物对，使用 SYBR green I 在无污染环境中进行 PCR 扩

增条件的优化。参考 SYBR green I 说明书，分别采用两步法和三步法设置不同的扩增温

度（62℃、64℃、66℃、68℃）用以摸索最优的反应程序。本研究所使用的 SYBR green 

I 放置于-20℃保存，使用时需要在冰上解冻且整个过程需要避光操作。本研究反应程序

均在猪警-2000 便携式荧光定量 PCR 检测设备上进行。具体反应体系如表 2-11 所示，两

步法和三步法反应程序如表 2-12 和 2-13 所示： 

 

表 2-11 SYBR green I PCR 反应体系 

Table 2-11 The reaction system of SYBR green I PCR 

System composition Reagent dosage 

Template 100 ng 

Forward Primer (10 μmol/L) 1.5 μL 

Reverse Primer (10 μmol/L) 1.5 μL 

FastStart Universal SYBR® Green Master(ROX) 10 μL 

DEPC 水 up to 20 μL 
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表 2-12 SYBR green I PCR 的两步法反应条件 

Table 2-12 The two step reaction conditions of SYBR green I PCR 

Time Temperature Cycles 

95℃ 10 min  

95℃ 15 s 
45 

62-68℃ 30 s 

94℃ 30 s  

60℃ 1 min30 s  

 

表 2-13 SYBR green I PCR 的三步法反应条件 

Table 2-13 The three step reaction conditions of SYBR green I PCR 

Time Temperature Cycles 

95℃ 10 min  

95℃ 15 s  

45 62-68℃ 30 s 

72℃ 2 min 

94℃ 30 s  

60℃ 1 min30 s  

 

两步法反应程序在 62-68℃时收集荧光信号，三步法反应程序在 72℃时收集荧光信

号，最后在 94℃和 60℃时仪器进行熔解曲线的绘制。 

2.2.5 MDV PCR 检测方法的建立 

以 2.2.1 中提取的 MDV-Ⅰ型毒株、CVI988、814、HVT 疫苗毒株基因组为模板，按

照 2.2.3 中优化后的引物、反应体系以及反应程序进行 PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂

糖凝胶电泳分析后送测序确定扩增是否正确，以此建立 PCR 检测方法。 
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2.2.6 MDV PCR 特异性实验 

用 2.2.1 中提取的 MDV-Ⅰ型毒株、814 疫苗毒株、CIAV、IBV、IBDV、ALV、IBH、

IAV、NDV、CEF 基因组为模板，按照 2.2.3 中优化后的引物、反应体系以及反应程序进

行 PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分析，评估其特异性。 

2.2.7 MDV PCR 敏感性实验 

将 2.2.1 中提取的 MDV-Ⅰ型毒株、814 疫苗毒株、CEF 基因组进行核酸定量，调整至

终浓度为 10 ng/μL 后，做 10 倍比稀释，连续稀释 5 个梯度为模板（10 ng/μL、1 ng/μL、

0.1 ng/μL、0.01 ng/μL、0.001 ng/μL），按照 2.2.3 中优化后的引物、反应体系以及反应程

序进行 PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分析，评估其敏感性。 

2.2.8 MDV PCR 重复性实验 

以 2.2.1 中的 MDV-Ⅰ型毒株、CVI988、814 疫苗毒株、CEF 基因组为模板，每个模

板设置 3 次重复，按照 2.2.3 中优化后的引物、反应体系以及反应程序进行 PCR 扩增，

扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分析，对其稳定性进行评估。 

2.2.9 MDV PCR 符合率实验 

按照 2.2.1 中的方法，对湖北某种鸡场提供的 23 例临床病料进行病毒基因组总 DNA

的提取，其中样品的阴性以及阳性结果经武汉科前生物有限公司判定。分别以上述临床

病料为模板，按照 2.2.3 中优化后的引物、反应体系以及反应程序进行 PCR 扩增，扩增

产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分析，进而评估本研究建立的 PCR 检测方法的符合率。 

2.2.10 对 MD 免疫失败鸡的诊断 

湖南某地白羽种鸡场中某三周龄鸡表现出单侧腿部着地、站立不稳、突然死亡等疑

似 MD 的初期症状，但是由于该鸡于 1 日龄接种了马立克氏病疫苗，尚不确定该病死鸡

的突然死亡是由 MD 野毒还是疫苗毒引起的，因此提取该病死鸡羽毛囊上皮细胞以及肝
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组织样品利用本研究建立的 PCR 检测方法对其进行诊断。按照 2.2.1 中的方法进行羽毛

囊上皮细胞以及肝组织样品基因组总 DNA。分别以 MDV-Ⅰ型毒株、814 疫苗毒株、疑似

马立克氏病病死鸡组织基因组、CEF 基因组为模板，按照 2.2.3 中优化后的引物、反应

体系以及反应程序进行 PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分析后送测序判断检

测结果。 

2.3 结果与分析 

2.3.1 区分 MD 野毒和疫苗毒的基因序列的筛选 

MDV 根据其 DNA 序列同源性和基因组结构相似性被归属于 α 疱疹病毒亚科，基

因组长度约为 180 kb，编码约 100 个基因，其中编码衣壳蛋白、被膜蛋白、磷酸化蛋白、

糖蛋白的基因均与 α 疱疹病毒科基因具有高度同源性，例如 ICP4、ICP22、gB、gC、gD、

gH、gL、gM 等。MDV 编码致瘤性的基因只存在于 MDV-I 型毒株中，包括主要致瘤基

因 meq、vTR，以及间接致瘤基因 vIL-8、pp38、1.8 kb 家族等。meq 基因是 MDV 所特

有的且在不同毒力毒株中高度保守。基于此，本研究针对 NCBI GenBank 数据库所发表

的 140 余株 MDV 全基因组序列进行比对分析发现，自然致弱毒株 CVI988 与 814 疫苗

株相较于野毒株在 meq 基因位置有差异，有 177 bp 的碱基插入，新研发的疫苗株 SC9-

1 与野毒株相比缺失了 meq 基因，rMDV-MS-△meq 相较于野毒缺失了 meq 基因的前半

部分的 468 bp 的碱基序列，比对结果如图 2-1 示意图简要表示。 
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图 2-1 MDV 野毒和疫苗毒 meq 基因的引物结合位置 

Fig.2-1 Primer binding position of meq gene between MDV wild virus and vaccine virus 

2.3.2 引物的筛选验证 

以 MDV-I 毒株、814 疫苗毒株为模板，以 meq-F、meq-F1、meq-F2 三对引物对，按

照 EasyTaq DNA Polymerase 扩增体系说明书，分别设置不同温度（58℃、60℃、62℃、

64℃、66℃）进行 PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分析，以确定最佳退火温

度。结果表明，当采用 meq-F 引物对以退火温度为 64℃时，MDV-I 毒株基因组扩增出

与预期条带相符的 286 bp 大小的条带，814 疫苗毒株基因组扩增出与预期条带相符的

486 bp 大小的条带，且扩增特异性好，条带亮度强，如图 2-2 所示。分别将以上扩增出

的最佳条带切胶送测序，测序结果表明 MDV-I 野毒株、疫苗株序列均与 NCBI 上的参考

序列一致，如图 2-3 和 2-4 所示。 



华中农业大学 2022 届硕士研究生学位（毕业）论文 

42 

 

 

 

图 2-2 引物的验证 

Fig.2-2 Primer validation 

M：DL5000 marker；A,B,C：MDV-I 毒株，分别以 meq-F、meq-F1、meq-F2 引物对按照 58℃、60℃、62℃、

64℃、66℃进行扩增；D,E,F：814 疫苗毒株，分别以 meq-F、meq-F1、meq-F2 引物对按照 58℃、60℃、62℃、

64℃、66℃进行扩增 

 

图 2-3 MDV-Ⅰ测序结果 

Fig.2-3 Sequence Results of the MDV-Ⅰ 

上述比对序列中 1-418 为 NCBI MDV-Ⅰ型毒株序列，上述比对序列中 1-388 为测序结果 
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图 2-4 MDV 疫苗毒株测序结果 

Fig.2-4 Sequence Results of the MDV Vaccine virus 

上述比对序列中 1-418 为 NCBI 疫苗毒株序列，上述比对序列中 1-388 为测序结果 

2.3.3 MDV SYBR green I 荧光定量检测方法 

2.3.3.1 MDV 标准品的制备 

2.3.3.1.1 野毒和疫苗毒株模板的扩增 

以 2.3.2 中确定的测序正确的野毒株条带与疫苗毒株条带为模板，以 meq-F 和 meq-

R 为引物进行 PCR 扩增，扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分析。结果表明，野毒和疫苗

毒分别扩增到了与预期相符合的 286 bp 和 463 bp 大小的条带。表明野毒和疫苗毒片段

扩增成功，如图 2-5 所示。 
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图 2-5 野毒和疫苗毒的扩增 

Fig.2-5 Amplification of wild and vaccine viruses 

M：DL5000 marker；1-2：野毒产物扩增；3-4：疫苗毒产物扩增 

2.3.3.1.2 质粒的鉴定 

使用通用载体引物（M13-F、M13-R）对转化子进行 PCR 鉴定。结果表明，野毒和

疫苗毒分别扩增到了与预期相符合的 385 bp 和 562 bp 大小的条带，将疑似正确的条带

送测序进行验证，测序结果表明与 NCBI 数据库提供的序列以及 PCR 扩增序列完全一

致。表明野毒和疫苗毒的标准品制备完成，如图 2-6 所示。 

 

图 2-6 野毒和疫苗毒转化子的 PCR 鉴定结果 

Fig.2-6 PCR identification results of wild virus and vaccine virus transformants 

M：DL5000 marker；1-4：野毒转化子挑取克隆；6-9：疫苗毒转化子挑取克隆 
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2.3.3.2 MDV SYBR green I 荧光定量检测方法的条件优化 

以 2.3.3.1 中确定的标准品以及 2.2.1 中提取的 CEF 基因组和 DEPC 水为模板，以

meq-F 和 meq-R 为引物，使用 SYBR green I 在无污染环境中进行两步法和三步法的 PCR

扩增。结果表明：使用三步法反应程序时，不同温度条件下，DEPC 水阴性对照均成立。

但是以 CEF 基因组为模板的阴性对照组一直有所扩增，因此也无法通过 Tm 值的差异

对野毒和疫苗毒进行区分，结果如图 2-7 所示。使用两步法反应程序时，不同温度条件

下，DEPC 水阴性对照均成立。但是 60℃时，以 CEF 基因组为模板的 PCR 反应有明显

的扩增，随着扩增时退火温度的升高，虽然该反应可以消除，但是野毒株和疫苗毒株标

准品的 Tm 值没有明显差别，无法通过 Tm 值的差异对野毒和疫苗毒进行区分，如图 2-

8 所示。 

 

 

图 2-7 三步法熔解曲线 

Fig.2-7 Three step melting curve 

A-D：温度依次是 62℃、64℃、66℃、68℃ 
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图 2-8 两步法熔解曲线 

Fig.2-8 Two step melting curve 

A-D：温度依次是 62℃、64℃、66℃、68℃ 

2.3.4 MDV PCR 检测方法的建立 

以 MDV-Ⅰ型毒株、CVI988、814、HVT 疫苗毒株为模板，以 meq-F 和 meq-R 为引

物，通过优化的 PCR 条件，设置 35 个循环数，进行 PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖

凝胶电泳分离。结果显示，MDV-Ⅰ型毒株基因组扩增出与预期条带相符的 286 bp 大小的

条带，CVI988、814 疫苗毒株扩增出与预期条带相符的 463 bp 大小的条带，HVT 疫苗

毒株未扩增出相应条带，如图 2-9 所示。 
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图 2-9 MDV PCR 诊断方法 

Fig.2-9 Diagnostic method of the PCR for MDV 

M：DL5000 marker；1：814；2：CVI988；3：MDV-Ⅰ；4：HVT 

2.3.5 MDV PCR 特异性实验结果 

以 MDV-Ⅰ型毒株、814 疫苗毒株、CIAV、IB、IBDV、ALV、IBH、IAV、NDV、CEF

基因组为模板，以 meq-F 和 meq-R 为引物，通过优化的 PCR 条件，进行 PCR 扩增，扩

增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分离。结果表明，MDV-Ⅰ型毒株基因组扩增出与预期大小

相符的 286 bp 大小的条带，CVI988、814 疫苗毒株扩增出与预期大小相符的 463 bp 大

小的条带，而 CIAV、IB、IBDV、ALV、IBH、IAV、NDV、CEF 均未扩增出条带，如图

2-10 所示，表明本研究所建立的 PCR 方法能够特异性扩增 MDV-Ⅰ型毒株和疫苗毒株，

并对二者进行区分。 
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图 2-10 MDV PCR 检测特异性实验结果 

Fig.2-10 Specificity test of the PCR for MDV 

M：DL5000 marker；1：CVI988；2：814；3：MDV-Ⅰ；4：IBH；5：CIAV；6：ALV；7：IBV； 

8：IBDV；9：AIV；10：NDV；11；阴性对照（CEF） 

2.3.6 MDV PCR 敏感性实验结果 

以 MDV-Ⅰ型毒株基因组、814 疫苗毒株（终浓度为 10 ng/μL）10 倍比连续稀释 5 个

梯度（10 ng/μL、1 ng/μL、0.1 ng/μL、0.01 ng/μL、0.001 ng/μL）以及 CEF 基因组为模

板，以 meq-F 和 meq-R 为引物，通过优化后的 PCR 条件，进行 PCR 扩增，扩增产物经

2%琼脂糖凝胶电泳分离。结果表明，以 MDV-Ⅰ型毒株基因组 PCR 扩增为模板的检测下

限为 0.01 ng/μL，以 814 疫苗毒株基因组 PCR 扩增为模板的检测下限为 0.01 ng/μL，如

图 2-11 和 2-12 所示。表明本研究所建立的 PCR 方法敏感性良好，适用于 MDV 检测。 
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图 2-11 MDV-Ⅰ PCR 检测敏感性实验结果 

Fig.2-11 Sensitivity test of the PCR for MDV-Ⅰ 

M：DL5000 marker；1：10 ng；2：1 ng；3：0.1 ng；4：0.01 ng；5：0.001 ng； 

6：阴性对照（CEF） 

 

图 2-12 814 PCR 检测敏感性实验结果 

Fig.2-12 Sensitivity test of the PCR for 814 

M：DL2000 marker；1：10 ng；2：1 ng；3：0.1 ng；4：0.01 ng；5：0.001 ng 

2.3.7 MDV PCR 重复性实验结果 

以 MDV-Ⅰ型毒株、CVI988、814 疫苗毒株、CEF 基因组为模板，以 meq-F 和 meq-R

为引物，通过优化后的 PCR 条件，进行 3 次重复实验，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳
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分离。结果表明，3 次实验结果高度一致且均扩增出与预期相符的条带，如图 2-13 所示，

表明本研究所建立的 PCR 方法存在良好的重复性，扩增结果稳定。 

 

图 2-13 MDV PCR 检测重复性实验结果 

Fig.2-13 Repetitive test of the PCR for MDV 

M：DL5000 marker；1、5、9：814；2、6、10：CVI988；3、7、11：MDV-Ⅰ；4、8、12：阴性对照（CEF） 

2.3.8 MDV PCR 符合率实验结果 

以 2.2.9 中的 23 例临床病料的核酸为模板，以 meq-F 和 meq-R 为引物，通过优化后

的 PCR 条件，进行 PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分离。结果表明，在 23

例临床病料中有 12 例是 MDV-I 感染的病死鸡，临床符合率一致。从凝胶电泳分析，不

同病料的扩增强度有所差异，这可能是因为不同鸡只感染 MDV-I 的程度不同或者是混

合感染了其他病毒致使感染鸡死亡，检测结果如图 2-14 所示。 

 

图 2-14 MDV PCR 符合率实验结果 

Fig.2-14 Coincidence rate experimental results 

M：DL5000 marker；1-23：临床样品检测 
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2.3.9 对 MD 免疫失败鸡的诊断结果 

提取该病死鸡羽毛囊上皮细胞基因组后，以 MDV-Ⅰ型毒株、814 疫苗毒株、疑似 MD

病死鸡基因组、CEF 基因组为模板，以 meq-F 和 meq-R 为引物，通过优化后的 PCR 条

件，进行 PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分离。结果表明，该病死鸡基因组

可以扩增到分别与野毒株：286 bp 和疫苗毒株：463 bp 大小符合的条带，如图 2-15 所

示。测序结果表明扩增序列与 2.3.2 中 MDV-Ⅰ型毒株和疫苗毒株的序列相一致，确诊该

病死鸡为免疫失败的鸡，如图 2-16 和图 2-17 所示。 

 

 

图 2-15 MD 免疫失败鸡的诊断结果 

Fig.2-15 Diagnostic results of MD immune failure chickens 

M：DL5000 marker；1：814；2：MDV-Ⅰ；3：病死鸡基因组；4：阴性对照（CEF） 
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图 2-16 MDV-Ⅰ测序结果 

Fig.2-16 Sequencing Results of the MDV-Ⅰ 

上述比对序列中 1-418 为 NCBI MDV-Ⅰ型毒株序列，上述比对序列中 1-388 为测序结果 

 

 

图 2-17 MDV-Ⅰ测序结果 

Fig.2-17 Sequencing Results of the MDV-Ⅰ 

上述比对序列中 1-418 为 NCBI 疫苗毒株序列，上述比对序列中 1-388 为测序结果 
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2.4 讨论 

2.4.1 MD 疫苗毒和野毒 PCR 鉴别检测方法建立的必要性 

从MDV的流行趋势来看，MDV在不断的变异，其毒力也在不断增强，而在未来其

毒力还可能会进一步增强。为研制出预防马立克氏病毒超强毒株的疫苗，Su等(Su et al 

2015)构建了meq基因缺失株GX0101Δmeq，并且通过筛选获得了具有良好复制能力以及

在一定程度上能够有效控制超强MDV的SC9-1候选疫苗株。刘长军等分别通过两次同源

重组构建了meq基因缺失中间体病毒株rMDV-MS-△meq，在该研究中构建的重组病毒同

样具有良好的免疫保护效力。而目前市场上广泛采用的CVI988和814疫苗毒株在最近几

年频繁出现了免疫失败的情况(Shi et al 2020b)，免疫后的鸡只也有极大可能会感染野毒，

导致鸡只野毒和疫苗毒混合感染，而混合感染的病毒在存活的鸡只体内重组可能会诱发

毒力更强的毒株出现。新研发的疫苗能有效防止超强毒力毒株的感染，但是目前尚未有

新的检测方法用以区分新研发的疫苗毒以及野毒，因此及时、准确的诊断MD并对MDV-

Ⅰ型毒株和疫苗毒株进行区分是至关重要的。 

MD 疫苗免疫失败的原因不仅是近几年 MDV 毒株毒力增强，还可能存在的原因是

雏鸡早期感染 CIAV、禽网织内皮组织增生症病毒（REV）等免疫抑制病破坏鸡群的免

疫功能。马立克氏病感染鸡群常常和 ALV、CIAV、REV 等共同感染(Sun et al 2017)，

CIAV 和 REV 都可以抑制 MD 疫苗的免疫应答，使 MDV 在感染鸡体内不断增殖(Zhang 

et al 2017)，导致 MD 的严重性和影响性进一步扩大。因此，能够特异性的诊断 MD 对

于 MD 的防控是必不可少的。 

为了能及时诊断 MD 并对 MD 疫苗毒和野毒进行区分，避免对养殖业造成无法估

量的重创，本研究建立了能够区分 MDV-Ⅰ型毒株和现有的 CVI988、814 疫苗毒株以及

SC9-1 等新研发的疫苗株的 PCR 检测方法，该方法不仅能够区分有潜在应用意义的 SC9-

1 疫苗株和 rMd5△meq 基因缺失疫苗株，且能够特异性扩增 MDV-Ⅰ型毒株和疫苗毒株，

为鸡群净化 MD 提供了技术支持。 
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2.4.2 MDV SYBR green I 荧光定量 PCR 检测方法不成立的原因分析 

本研究旨在建立用于区分 MDV-I 以及 CVI988、814 疫苗株以及 SC9-1 等新研发的

疫苗株的 PCR 检测方法，尝试利用 SYBR green I 实时荧光定量检测方法，通过野毒和

疫苗毒熔解曲线的 Tm 值差异达到检测并区分 MD 疫苗株以及野毒的目的，但是结果并

不理想，考虑原因可能有以下几点。 

本研究参考 FastStart Universal SYBR® Green Master(ROX)说明书，分别采用两步法

和三步法反应程序，设置不同的退火温度用以摸索最佳扩增条件。结果表明，在阴性对

照（DEPC 水）成立的条件下，当采用两步法反应程序进行扩增时，虽然随着温度升高

可以消除阴性对照（CEF）非特异性反应扩增带来的影响，但是无法从野毒和疫苗毒熔

解曲线的 Tm 值的差异来对两者进行区分，这可能是由于 PCR 产物长度或是 GC 含量的

影响导致的。当采用三步法反应程序进行扩增时，始终无法随着温度升高来消除阴性对

照（CEF）扩增带来的影响，故而也无法对野毒和疫苗毒进行区分。利用 SYBR green I

实时荧光定量检测始终会面临的问题是该染料可以与任一 dsDNA 分子相结合，因此一

旦有引物二聚体形成或是有非特异性扩增都会观察到曲线扩增。阴性对照（CEF）中的

非特异性反应持续存在甚至始终无法消除，这可能是由于在条件摸索中发生非特异性反

应而产生 dsDNA分子，导致 SYBR green I荧光染料非特异性结合进而无法使对照成立。

基于此，利用 SYBR green I 荧光染料并无法对 MD 疫苗毒和野毒进行诊断以及区分。 

2.4.3 MD 疫苗毒和野毒 PCR 鉴别检测方法建立的优势与不足 

本研究通过对NCBI GenBank数据库中140余株MD毒株的全基因组序列比对分析，

确定CVI988、814疫苗毒株的meq基因相较于MDV-Ⅰ型毒株插入了177 bp的碱基(Zhang et 

al 2012)，新型疫苗毒株SC9-1序列和野毒株序列相比缺失了meq基因，而rMDV-MS-△

meq则缺失了meq基因的前半部分的468 bp的碱基序列。基于此设计三对引物并通过优化

条件确定扩增效果较好的meq-F引物对。本研究建立了区分MDV-I以及CVI988和814疫苗

株以及新型疫苗株的PCR检测方法。该方法以MDV-Ⅰ毒株为模板可扩增出与预期大小符

合的286 bp的片段，以CVI988、814疫苗毒株为模板可扩增出与预期大小符合的463 bp的

片段，从而诊断出MDV-Ⅰ型同时区分MDV-Ⅰ型和疫苗毒株。将MDV-I毒株、CVI988、814
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疫苗毒株与禽类其他疾病病原（例如CIAV、IBV、IBDV等）进行特异性分析，其他病原

均未有非特异性扩增，表明本研究建立的PCR鉴别检测方法特异性好。分别以MDV-I毒

株、814疫苗毒株为模板进行灵敏度测试，两株毒的PCR检测下限均可达到0.01 ng/μL,表

明该检测方法灵敏度良好。分别以MDV-I毒株、CVI988、814疫苗毒株为模板进行重复

性实验，3次实验结果具有高度一致性，表明该检测方法扩增效果稳定。将该方法应用于

接种过疫苗但有疑似MD感染症状的病死鸡的诊断，并将PCR扩增后的片段送测序以验

证该方法的正确性，测序结果表明PCR扩增出的片段分别与相应的MDV-I毒株和野毒株

序列相一致，确诊该病死鸡确实是由于免疫失败造成的死亡。本研究建立的MDV PCR

诊断方法不仅可以诊断出MDV-Ⅰ型毒株而且可以区分MDV-Ⅰ型毒株和CVI988、814疫苗

毒以及SC9-1等新研发的疫苗毒，将该方法应用于临床实践中可以及时对鸡群进行MD防

控，保障养禽业的健康发展。 

张颖(张颖等 2007)和Baigent等(Baigent et al 2005)均采用TaqMan探针双重荧光定量

PCR方法来检测MDV，值得注意的是，探针法往往需要样本与探针序列的高度匹配率，

因此探针法易造成假阴性结果，导致漏检错检，影响该病的及时发现，而且探针法成本

较高。本研究建立的检测方法针对MDV的meq基因的保守区，且特异性较好，对相关禽

病均无扩增反应，更为简便，快速有效且费用低廉。程洋(程洋等 2013)等人则采用的是

另一种荧光染料SYBR Green I用以诊断MDV野毒，对比而言，本研究建立的PCR检测方

法不仅能够诊断MDV，还能用以区分MDV野毒以及CVI988、814疫苗毒株乃至新型疫苗

毒株。本研究也尝试采用该检测技术用以鉴别MDV和疫苗毒，但是无法规避该染料自身

的副作用。吕红超(吕红超等 2016)等人采用常规PCR检测方法鉴别MD的强弱病毒株，

但是其中一对引物扩增产生较多非特异性反应。本研究建立的检测方法依据meq基因序

列的差异性不仅可以用于区分MD疫苗株以及野毒株，还能够区分具有潜在应用意义的

新型疫苗毒株。 

本研究建立的PCR鉴别检测方法虽然能够简单有效的区分MDV野毒和疫苗毒，但是

存在潜在的分子污染的可能性，且常规PCR检测方法无法即时可视化检测结果，需要扩

增后通过凝胶电泳分析获得。 
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2.5 小结 

本研究最终建立了区分 MD 野毒与 CVI988、814 疫苗毒以及新研发的 SC9-1、rMDV-

MS-△meq 等疫苗毒株的 PCR 检测方法，该方法特异性好、敏感性良好、扩增效果稳定，

并将其进行了初步应用。 
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第三章 猫疱疹病毒重组毒的构建 

3.1 实验材料 

3.1.1 细胞株，病毒株与质粒 

表达 Cas9 蛋白的猫肾传代细胞系（Crandell Reese Feline Kidney，CRFK）CRFK-

Cas9，293FT 细胞由本实验室保存。 

猫疱疹病毒（FHV-I）由本实验室分离并保存。 

pMD2.G(#12259)，psPAX2(#12260)，Lenti-Guide-Puro(#52963)由本实验室保存。 

pHA2 质粒由华中农业大学动物科学技术学院动物医学院刘正飞教授馈赠。 

3.1.2 主要引物 

本研究主要引物见表 3-1。 

表 3-1 引物序列 

Table 3-1 Sequence of the primers 

引物名称 引物序列（5’→3’） 长度（bp） 

pHA2-gGLarm-F TCGCTGGAAAGCTTAACTCGCCTTCATAAGCCATC 
2524 

pHA2-gGLarm-R CCTTAATTAAGGTAAGAAGGATGAATGCTATTGTGGA 

pHA2-gGRarm-F TTAATTAAAGTCTCATATG 
2226 

pHA2-gGRarm-R AAGCTTTCCAGCGATGTTCAATAAGTGT 

pHA2-JD-F TGAGCAAAGACCCCAACGAG 
5479 

pHA2-JD-R CAGTCGGCTTGCGAGTTTAC 

TK-JD-F TGCTATACTGGCGTAGTCTCT 
427 

TK-JD-R TCTATCTGTTCTCCGGTTCTT 

repE-JD-F AACAGCGGTTATCAATCACAAGA 
450 

repE-JD-R TCACTAAGCCGAAACTGCGTAAA 

rFHV-BAC-LJD-F GTTTTCCTCCCATCTCTCCC 3724 
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rFHV-BAC-LJD-R TTTCGTCTCAGCCAATCCCT 

rFHV-BAC-RJD-F CCTCCCCCTGAACCTGAAAC 
3184 

rFHV-BAC-RJD-R GAACTGGGCATAAAACCTTCTACA 

FHV-gG-sgRNA-F CCATACGCTTCGAAGGTCTAACC 
 

FHV-gG-sgRNA-R GGTTAGACCTTCGAAGCGTATGG 

Lenti-puro-JD-F ATACGATACAAGGCTGTTAGAGAG 
450 

Lenti-puro-JD-R CTGTCCCTGTAATAAACCCGAAAA 

3.1.3 主要实验仪器与设备 

本研究使用的仪器设备如表 3-2 所示，部分参考第二章 2.1.2。 

表 3-2 主要实验仪器及设备 

Table 3-2 Main test instruments and equipment 

仪器设备 购买公司 

活细胞工作站（倒置荧光显微镜） Thermob fisher scientific 

5424R 型冷冻离心机 德国 Eppendorf（艾本德）股份公司 

超高速冷冻离心机 美国贝尔曼库尔特公司 

 

3.1.4 主要试剂耗材 

本研究使用的试剂耗材部分参考第二章 2.1.2。 

表 3-3 主要试剂耗材 

Table 3-3 Reagents and consumables used in this study 

试剂耗材 购买公司 

DL15000 DNA Marker 南京诺唯赞生物科技有限公司 

无内毒素质粒大提试剂盒 北京天根生化科技有限公司 

蛋白酶 K（Proteinase K）、RNaseA 北京天根生化科技有限公司 

Phanta® Super-Fidelity DNA Polymerase 南京诺唯赞生物科技有限公司 

BsmBI TAKARA 
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Solution I TAKARA 

T4 polynucleotide kinase NEB 

Lip8000™转染试剂 上海碧云天生物技术有限公司 

Quick shuttle 北京博奥龙免疫技术有限公司 

霉酚酸 Selleck 

黄嘌呤 Selleck 

次黄嘌呤 Selleck 

PEI(24765-2) Polysciences 

Puromycin(S7417) Selleck 

Polybrene(107689) Sigma 

3.1.5 相关溶液的配制 

部分试剂参考第二章 2.1.3。 

细胞维持液：向 DMEM 细胞基础培养基中加入 4%FBS、选择性的加入 1%青链霉

素，4℃保存备用。 

1.6%-2%低熔点琼脂糖：称取3.2-4 g低熔点琼脂糖粉末，加200mL去离子水后，121℃

高温蒸汽灭菌20 min，4℃贮存备用。 

Eco-gpt 压力筛选抑制剂：霉酚酸（25 μg/mL）、黄嘌呤（250 μg/mL）、次黄嘌呤（25 

μg/mL）。 

3.2 实验方法 

3.2.1 rFHV-gG-/EGFP+的构建策略 

转移载体包含 BAC 骨架、FHV-I基因 gG 的两端同源臂、原核抗生素筛选基因 CAM、

绿色荧光蛋白基因 EGFP 以及真核抗生素筛选基因 Eco-gpt。其中筛选基因 CAM、Eco-

gpt 和 EGFP 分别用于重组病毒在 E.coli DH10B 和 CRFK-Cas9-sgG 细胞中的验证和筛

选。 
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本研究利用利用同源重组将 FHV-I 全基因组克隆至 BAC 载体中，具体构建策略如

下图 2-1 所示： 

 

图 3-1 rFHV-gG-/EGFP+的构建策略 

Fig.3-1 Construction strategy of rFHV-gG-/EGFP+ 
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3.2.2 BAC 转移载体的构建步骤 

3.2.2.1 同源臂的扩增及纯化 

以病毒基因组为模板，用pHA2-gGLarm、pHA2-gGRarm引物对，用高保真酶 

Phanta® Super-Fidelity DNA Polymerase分别扩增出两端同源臂，经1%DNA琼脂糖凝胶

电泳分析后，按照琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒说明书回收片段，具体步骤参考第二章

2.2.4.1。用两端引物（pHA2-gGLarm-L、pHA2-gGRarm-R）将同源臂串联，扩增反应体

系如表3-4所示，扩增反应程序如表3-5所示。 

表 3-4 同源臂扩增反应体系 

Table 3-4 Homologous arm amplification reaction system 

System composition Reagent dosage 

5×SF Buffer(with 10 mM MgSO4) 10 μL 

dNTP Mixture (10 mM each) 1 μL 

Forward Primer (10 μmol/L) 2 μL 

Reverse Primer (10 μmol/L) 2 μL 

Template 1 μL(20 ng) 

Phanta® Super-Fidelity DNA Polymerase 1 μL 

DMSO 0.5 μL 

25 mM MgSO4 0.5 μL 

去离子水 up to 50 μL  

 

表 3-5 同源臂扩增反应程序 

Table 3-5 Homologous arm amplification reaction procedure 

Time Temperature Cycles 

95℃ 30 s  

95℃ 10 s  

32 

 

61℃ 20 s 

72℃  1kb/15 s 

72℃ 10 min  

25℃ 1 min  

javascript:;
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3.2.2.2 pHA2 载体酶切回收 

pHA2 以及串联后的同源臂片段用限制性内切酶 PacⅠ酶切，酶切体系如表 3-6： 

 

表 3-6 酶切反应体系 

Table 3-6 The reaction system of particular restriction enzyme 

System composition Reagent dosag 

10×Buffer（根据说明书选择） 2 μL 

PacⅠ（置冰上） 1 μL 

pHA2 载体（PCR 纯化产物） 1 μL(1 μg) 

去离子水 Up to 30 μL 

 

置于37℃水浴锅中酶切15 min后，经1%DNA琼脂糖凝胶电泳分析后，按照琼脂糖

凝胶DNA回收试剂盒说明书回收片段，具体步骤参考第二章2.2.4.1.1。 

3.2.2.3 同源臂片段与 pHA2 载体酶连 

经回收纯化后的同源臂片段与酶切回收后的pHA2载体16℃酶连过夜，连接反应体

系参考第二章2.2.4.1.2。 

3.2.2.4 CaCl2 处理法制备感受态 

具体步骤参考第二章 2.2.4.1.3。 

3.2.2.5 连接产物的转化 

具体步骤参考第二章 2.2.4.1.4。 

3.2.2.6 质粒转化子的 PCR 鉴定 

具体步骤参考第二章 2.2.4.1.5。 
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3.2.2.7 质粒的提取 

本研究使用 TIANGE 无内毒质粒大提试剂盒提取质粒，操作步骤参考试剂盒说明

书，具体步骤如下： 

（1）将适量测序正确的质粒对应的菌液接种到含有20 mg/mL CMR的细菌瓶中，37℃

摇床180 r/min培养过夜。  

（2）细菌瓶摇菌后，50 mL离心管分装菌液，8000 r/min，离心10 min，弃上清，重

复操作直至菌体收集完成。  

（3）弃去上清时尽可能吸尽残余菌液。每管加500 μL solution I（已加RNaseA）重

悬菌体之后分装到2 mL离心管中，每管500 μL。  

（4）每管加入500 μL solution II，温和颠倒7-10次，直至上清清亮。  

（5）加入250 μL Buffer N3，轻柔颠倒至白色絮状。4℃，12000 r/min，离心10 min。  

（6）上清转入新的1.5 mL EP管中，加入0.1倍体积的ETR，轻轻混后放置于冰上10 

min，每2 min颠倒1次。混匀后溶液变浑浊，置冰上后变清亮（准备：吸附柱中提前加入

200 μL Buffer GPS浸润，静置时间大于5 min，12000 r/min，离心1 min，倒掉收集管中的

液体）。  

（7）将EP管放于42℃水浴中5 min，此时溶液再次变浑浊。12000 r/min，离心3 min

（室温），ETR溶液沉于管底。  

（8）小心将上清转移到新的2 mL的EP （切勿吸入蓝色ETR）管中，加0.5倍体积的

无水乙醇，混匀，室温静置2 min。  

（9）转入浸润过的吸附柱中，每次最多700 μL，静置2 min，12000 r/min，离心1 min。  

（10）弃去收集管中的液体，加入500 μL Buffer HB，12000 r/min，离心1 min。  

（11）弃去收集管中的液体，加入700 μL DNA Wash Buffer（已加无水乙醇）洗柱

子，室温12000 r/min，离心1 min。  

（12）重复操作步骤（11）。 

（13）弃去收集管中的液体，12000 r/min，空柱离心 2 min；  

（14） 将柱子放入新的 EP 管中，置于 55℃烘箱中 15 min，同时将 Endotoxin-free 

EB 也于 55℃预热以提高洗脱效率；  
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（15）取 80 μL Endotoxin-free EB 洗脱液，加入柱子中央，静置 2 min，12000 r/min，

离心 2 min，检测质粒浓度，于-80℃保存。测序以及菌种保存步骤参考第二章 2.2.4.1.6。 

3.2.3 sgRNA 质粒的构建 

3.2.3.1 sgRNA 序列设计与合成 

通过 NCBI 查找目的基因的序列，根据实验目的选择目的基因上的一段外显子输入

到 http://crispor.tefor.net，按照网站中提示的步骤和信息，选择分数较高的 sgRNA 序列。

根据载体质粒的酶切位点，将选择的 sgRNA 序列以及与其互补配对的序列末端加上粘

性末端，在生物公司合成与这两条单链相同的引物。 

3.2.3.2 sgRNA 磷酸化和退火 

将生物公司合成的 sgRNA 序列及其互补序列的引物稀释至 100 μmol/L，通过磷酸

化酶将引物 5' 端补上磷酸基团，用于后续的连接，退火后两条引物互补形成双链，反

应体系如表 3-7。反应程序为 37℃ 30 min，95℃ 5 min，以 0.1℃/s 的速度缓慢降温至

25℃。 

 

表 3-7 引物退火体系 

Table 3-7 The reaction system of primer annealing 

System composition Reagent dosag 

T4 kinase buffer 2 μL 

sgRNA-F 1 μL 

sgRNA-R 1 μL 

T4 polynucleotide kinase  1 μL 

去离子水 Up to 10 μL 

3.2.3.3 载体的酶切回收  

对载体 Lenti-Guide-Puro 进行酶切，酶切反应体系如表 3-8。 

http://crispor.tefor.net/
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表 3-8 酶切反应体系 

Table 3-8 The reaction system of particular restriction enzyme 

System composition Reagent dosag 

载体质粒 1 μL(1 μg) 

NEB buffer 3.1 5 μL 

BsmB I 1 μL 

去离子水 Up to 50 μL 

 

55℃酶切 60 min 后，向酶切产物中加入 DNA loading buffer，经 1%琼脂糖凝胶电泳

分离后，按照琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒说明书回收，具体步骤参考第二章 2.2.4.1.1。 

3.2.3.4 退火产物与载体连接转化 

将退火产物稀释 200 倍。连接体系如表 3-9。 

 

表 3-9 酶连反应体系 

Table 3-9 Ligase reaction system 

System composition Reagent dosag 

Solution I 5 μL 

酶切载体 1 μL(50 ng) 

sgRNA 退火引物 1 μL 

去离子水 Up to 10 μL 

 

混合体系于 16℃水浴 2 h 后转化入 DH5α 中，具体步骤参考第二章 2.2.4.1.4。 

3.2.3.5 sgRNA 质粒的提取及鉴定  

具体操作步骤参考第三章 3.2.2.7。  
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3.2.4 慢病毒的包装与收获 

待提前铺于 6 孔板中 293FT 细胞密度达到 80%左右时进行转染，用 200 μL DMEM

分别稀释对应的质粒和PEI，慢病毒包装的质粒质量比例为Vector：pSPAX2：pMD2.G=1.3：

1：0.7。将混合物孵育 15 min 后加入到培养板中，8 h 后换成完全培养基，48 h 后收获

一次上清并重新补入 2 mL 新鲜培养基，72 h 再收获一次上清。将两次收获的细胞上清

合并，4℃,3000 r/min 离心 10 min，将上清转移到新的离心管中，4℃,12000 r/min 离心

30 min，然后过 0.45 μm 滤器，收集的滤液即为慢病毒液，分装后置于-80℃冰箱。 

3.2.5 细胞培养 

3.2.5.1 细胞复苏 

（1）从液氮容器中取出冻存的细胞，排净渗入的液氮后迅速浸入 42℃水浴锅中，

并快速摇动使其尽快融化； 

（2）从 42℃水浴中取出冻存管，用酒精棉球擦拭管壁后旋开盖子，吸出细胞液； 

（3）1000 r/min，离心 5 min 直接接种于 T25 培养瓶，置于 37℃、5%CO2 恒温箱静

置培养，待细胞贴壁后（6 h 左右），更换一次完全培养基，继续培养。 

（4） 待细胞长满单层后于超净工作台中弃去完全培养基，用胰酶洗一次之后加入

1 mL 胰酶放置于 37℃、5%CO2 恒温箱消化 3 min。 

（5）加入 4 mL 完全培养基轻轻吹打细胞使其呈单个悬浮状态后 1：5 弃去培养液

加入新鲜培养液置于 37℃、5%CO2 恒温箱静置培养，待细胞长满后重复此步骤进行细

胞传代培养。 

3.2.5.2 细胞冻存 

具体步骤参考第二章 2.2.1.2。 
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3.2.6 病毒的增殖与滴度测定 

将实验室保存的 FHV-I以MOI=0.1接种于准备好的铺满单层的CRFK-Cas9细胞中，

待细胞病变接近于 80%时，收取所扩增的病毒。 

将保存的病毒反复冻融 3 次，12000 r/min 离心 3 min 沉淀细胞碎片，取上清，分装

后置-80℃保存。取出一份分装保存的病毒置于 4℃冰箱中解冻，将病毒液在灭菌的 1.5 

mL EP 管内作连续的 10×稀释，具体操作如下： 

（1）吸取 100 μL 病毒液，加入已装有 900 μL 无血清的 DMEM 的 1.5 mL EP 管内，

混合液充分振荡混匀。 

（2）更换新的枪头，吸取 100 μL 上述混合液至第二个已装有 900 μL 无血清的

DMEM 的 1.5 mL EP 管内，混合液充分振荡混匀。 

（3）更换新的枪头，再吸取 100 μL 上述混合液转移至第三个已装有 900 μL 无血

清的 DMEM 的 1.5 mL EP 管内。重复上述操作，即获得一系列 10×等比稀释的病毒液

（一般稀释至 10-12）。 

（4）将 CRFK-Cas9 细胞提前接种到 96 孔细胞培养板上，当细胞长至约 90%时，

用无菌 PBS 洗涤细胞两次，在洗涤后的细胞里加入 100 μL/孔含有 4%FBS 的细胞培养

基。 

（5）取每个稀释度的病毒液接种于提前铺好的细胞密度约为 90%时的 96 孔细胞板

1 纵列中，每孔 100 μL，最后一列细胞只加 100 μL DMEM 培养基作为阴性对照。 

（6）1 h 后更换维持液，置于 37℃、5%CO2 细胞培养箱中培养，7 h 后观察细胞病

变，记录每列 50%细胞发生病变的细胞孔数。Spearman-Karber 法计算病毒的 TCID50。 

（7）纯化后的重组毒按上述方法进行同样操作以计算重组毒的病毒滴度。 

3.2.7 CRFK-Cas9-sgG 细胞转染条件的摸索 

参考 Lip8000 和 Quick shuttle 转染试剂说明书，以转染转移载体用量 4 μg 为基准，

分别设置不同浓度的转染试剂转染提前铺好于 6 孔细胞板的密度约为 90%的 CRFK-

Cas9-sgG 细胞，Lip8000 转染试剂的用量分别为 4.8 μL、5.6 μL、6.4 μL，Quick shuttle
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转染试剂的用量分别为 3 μL、4 μL、5 μL，24 h 后观察荧光情况，以摸索出最适宜的转

染试剂的用量，具体转染步骤如下： 

（1）转染的前一天将CRFK-Cas9-sgG细胞传代至6孔细胞板，保证20 h后细胞可以

长满至80%-90%。  

（2）第二天将转染所用试剂和培养基拿出放室温或者4℃，并且给6孔细胞板细胞

换新的培养液。  

（3）取BAC转移载体质粒于终体积为500 μL DMEM中，涡旋混匀；取转染试剂于

终体积为500 μL DMEM中，涡旋混匀，将上述混合液分别置于室温5 min后混匀室温孵

育20 min。 

（4）取出细胞培养板将上述混合液均匀滴加入板子缓慢混匀后置于 37℃，5%CO2

培养箱中培养，待 6 h 后弃去转染混合液，加入复温后的含 10%FBS 的新鲜培养基，24 

h 后观察转染情况。 

3.2.8 转移载体转染 CRFK-Cas9-sgG 细胞后感染 FHV-I 

按照3.2.7中的转染条件，用5 μL转染试剂转染4 μg BAC核心质粒至CRFK-Cas9-sgG

细胞，通过荧光和抑制剂筛选得到含BAC核心质粒的重组病毒。具体操作如下:  

（1）按照3.2.7中的转染步骤转染细胞后，同时以MOI=1感染细胞继续培养观察细胞

病变以及荧光； 

（2）待FHV-I感染细胞6 h后，加入抑制剂培养，实时观察细胞病变以及荧光，每48h

更换一次含有抑制剂的培养液，之后每天观察细胞状态，直至出现CPE并且荧光显微镜

观察出现绿色荧光。 

（3）待细胞荧光强度最强时收取细胞上清以及细胞样，反复冻融后重新接种于铺满

单层且添加了抑制剂的CRFK-Cas9-sgG细胞中。 

（4）每天观察细胞状态并每48 h更换一次含有抑制剂的培养液，待病变充分时，收

集细胞毒用于后续筛选纯化。最长可以维持96 h，期间可以更换新的细胞生长培养基。

如果没有病变，则灭菌后扔弃培养物。 
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3.2.9 rFHV-gG-/EGFP+重组病毒的鉴定 

将出现 CPE 和绿色荧光的细胞毒反复冻融 3 次，离心弃掉细胞碎片接种于提前铺

好的长满单层的 CRFK-Cas9-sgG 细胞上，同时添加抑制剂抑制野毒的增殖。以上过程

重复两次使重组毒高于野毒比例。至少纯化两次后取 100 μL 病毒液，用病毒 DNA 提取

试剂盒提取病毒基因组，分别以 BAC 基本元件、病毒基因组上重要基因以及重组部分

接头引物对进行初步的 PCR 鉴定，同时设置野毒以及单蒸水作为对照，PCR 反应体系

以及反应程序参考第二章 2.2.4.1.5。 

待鉴定正确后进一步多轮筛选获得纯化的重组毒。将纯化后重组毒以及野毒大批量

扩增之后使用超高速冷冻离心机进行超离，沉淀用 PBS 过夜溶解后用酚仿醇进行基因

组的抽提并用 Quick shuttle 转染试剂将重组毒的基因组转染至真核细胞以验证重组病毒

的基本结构的完整性。具体步骤如下： 

（1）根据测定的病毒滴度，按 MOI=0.01 量接种病毒至准备好的单层 CRFK-Cas9-

sgG 细胞上，待 80%以上细胞出现病变时收获细胞培养物。 

（2）细胞培养物反复冻融 3 次，收集至 50 mL 离心管中，4℃，2000 r/min 离心 10 

min。 

（3）收取病毒上清进行进一步离心，4℃，5000 r/min 离心 10 min。最后所有上清

收集到玻璃瓶中（如果上清中仍有细胞碎片可以重复离心一次）。 

（4）将上清加至超速离心管中，电子称上配平（精确到 0.01 g）。 

（5）用超高速冷冻离心机离心，4℃，25000 r/min 离心 120 min。 

（6）离心结束后弃掉上清，将超速离心管倒扣在滤纸上，数分钟后沉淀用少量 PBS

放于 4℃溶解。 

（7）用等体积苯酚：氯仿：异戊醇（三者体积比为 25：24：1）混合液抽提溶解后

的基因组，加入混合液颠倒数次混匀（动作要轻柔，防止基因组断裂）。4℃，12000 r/min，

离心 10 min。 

（8）可见溶液分成了三层，取最上层溶液到 2 mL 离心管中。 

（9）重复步骤（7）和步骤（8），2-3 次。 
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（10）向最后抽提的病毒上清液中加入 0.6 倍体积的异丙醇，-20℃静置 2 h，静置

结束后，4℃，10000 r/min 离心 10 min，轻轻倒掉上清。 

（11）向离心管中加入 1mL 预冷的 75%乙醇清洗两遍后，置于超净工作台 10 min

吹干（不宜太干，否则不易溶解）。 

（10）最后用适量灭菌水溶解基因组，置于-80℃保存。 

（11）将-80℃保存的重组病毒和野毒基因组转染提前铺好的长满单层的 CRFK-

Cas9 细胞中，每天观察细胞病变以及荧光表达情况。具体转染步骤参考第三章 3.2.5。 

3.2.10 rFHV-gG-/EGFP+重组病毒的筛选与纯化 

另取 20 μL 初步纯化后的病毒液用不含血清的 DMEM 稀释适当的倍数后，接种 6

孔细胞板中长至单层的 CRFK-Cas9-sgG 细胞，6 孔细胞板细胞放入培养箱吸附 2 h，每

20 min 十字交叉法混匀一遍。然后，用配制好的低熔点琼脂糖覆盖细胞，待琼脂糖凝固

（10 min 左右）后，将细胞放入培养箱继续培养。24 h 观察细胞状态，荧光显微镜观察

到明显的 CPE 和绿色荧光时，挑取携带有绿色荧光的病变斑。将所挑取的细胞样反复冻

融 3 次，同样的方法感染 CRFK-Cas9-sgG 细胞并再次挑取绿色荧光处的病变斑。重复

纯化 3-5 次后，待重组病毒感染的 6 孔细胞板细胞 CPE 处均有绿色荧光时进行 PCR 鉴

定以及真核细胞转染以验证重组位置是否正确。将正确重组毒命名为 rFHV-gG-/EGFP+。 

3.2.11 rFHV-gG-/EGFP+的体外生长特性 

将确定滴度的 rFHV-gG-/EGFP+重组病毒以及野毒以 MOI=0.01 接种于提前铺好的

长满单层的 CRFK-Cas9-sgG 细胞中，接种前 CRFK-Cas9 细胞用不含血清的培养基清洗

两遍，再加入含有 4%FBS 的培养基，感染后每间隔 12 h 收取细胞上清，冻入-80℃待

检。收取时间点包括 12 h、24 h、36 h、48 h。 

将收取的不同时间点的细胞上清接种于提前铺好的长满单层的 96 孔板细胞中，用

以确定重组病毒和野毒的体外生长特性。每组实验重复三次。具体操作步骤参考第三章

3.2.7。 
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3.2.12 rFHV-gG-/EGFP+的遗传稳定性 

将纯化后的 rFHV-gG-/EGFP+重组病毒反复冻融 3 次，离心弃掉细胞碎片后接种于

提前铺好的长满单层的 CRFK-Cas9 细胞中，待细胞病变达到 80%左右时收取细胞以及

上清样品保存于-80℃。将重组病毒按照上述操作连续传代 20 次后，通过 BAC 基本元

件、病毒基因组上的 TK 基因以及重组部分接头引物对 PCR 鉴定传代 20 次后的重组病

毒的稳定性，PCR 反应体系以及反应程序参考第二章 2.2.4.1.5。 

3.3 结果与分析 

3.3.1 BAC 转移载体的构建 

以病毒基因组为模板，用 pHA2-gGLarm、pHA2-gGRarm 引物对进行 PCR 扩增，分

别扩增出与预期大小相符合的 2524 bp、2226 bp 的左右同源臂的条带，测序结果显示同

源性为 100%。通过限制性内切酶 PacI 酶切 pHA2 载体电泳分离后得到与预期大小相符

合的 7500 bp 的条带。将左右同源臂串联后用 PacI 酶切连接至同样被酶切的 pHA2 载

体，转化至 DH5α 感受态挑取阳性克隆，鉴定正确的克隆提质粒后送测序验证，测序结

果显示同源性为 100%，说明BAC转移载体质粒构建成功，命名为 pHA2-FHV-BAC-LR，

如图 3-2 所示。 

  

图 3-2 同源臂的扩增和载体的酶切 

Fig.3-2 Homologous arm amplification and vector digestion 

M：DL5000 marker；M：DL15000 marker 
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3.3.2 表达靶向 gG 基因 sgRNA 的稳转细胞系(CRFK-Cas9-sgG)的构建 

3.3.2.1 sgRNA 重组质粒的构建 

将磷酸化退火后的 sgRNA 与酶切后的 Lenti-Guide-puro 载体酶连 16℃过夜，转化

DH5α 感受态后挑取单菌落进行鉴定，鉴定正确的阳性克隆提质粒后送测序验证，测序

结果显示与目的序列一致，说明 sgRNA 质粒构建成功，命名为 Lenti-Guide-puro-FHVgG-

sgRNA，如图 3-3 所示。 

 

图 3-3 sgRNA 转化子的 PCR 鉴定 

Fig.3-3 PCR identification of sgRNA transformants 

M：DL2000 marker；1：阴性对照；2：空载对照；3-5：挑取的单菌落 

3.3.2.2 嘌呤霉素（puromycin）杀死 CRFK-Cas9 细胞的最低浓度测定 

通过慢病毒系统在 CRFK-Cas9 细胞上表达靶向 FHV-I 病毒 gG 基因的 sgRNA，同

时该系统的载体质粒 Lenti-Guide-puro 上携带有 puromycin 的抗性基因，可以对后续整

合该抗性基因的阳性克隆进行压力筛选。为了确保 puromycin 能够在短时间内（4-5d）

杀死无抗性基因的 CRFK-Cas9 细胞而不影响感染后携带抗性的阳性细胞，对 puromycin

杀死 CRFK-Cas9 细胞的最低浓度进行了条件摸索。结果表明，当 puromycin 浓度为 2 
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μg/mL 时，细胞能够在第 5 天全部死亡。因此，puromycin 对 CRFK-Cas9 细胞的最低致

死浓度为 2 μg/mL，如表 3-10 所示。 

 

表 3-10 嘌呤霉素对 CRFK-Cas9 细胞杀死浓度测定 

Table 3-10 Determination of the killing concentration of puromycin on CRFK-Cas9 cells 

puromycin 

(μg/mL) 
3 d 4 d 5 d 6 d 

0 ++++ ++++ ++++ ++++ 

1 ++++ ++++ ++++ ++++ 

1.5 ++++ ++++ +++ ++ 

2 +++ ++ - - 

2.5 + - - - 

 

3.3.2.3 慢病毒感染 CRFK-Cas9 细胞 

将慢病毒收获后感染 CRFK-Cas9 细胞，48 h 后更换为含有 2 μg/mL puromycin 的完

全培养基进行压力筛选，以获得表达靶向 gG 基因 sgRNA 的稳转细胞系，命名为 CRFK-

Cas9-sgG。结果表明，进行压力筛选第 5 天后，不进行慢病毒感染的对照细胞完全死亡，

而慢病毒感染后的细胞系仍有较多存活，结果如图 3-4 所示。 

 

图 3-4 表达靶向 gG 基因 sgRNA 的细胞系的构建 

Fig.3-4 Construction of cell lines expressing sgRNA targeting gG gene 
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3.3.3 rFHV-gG-/EGFP+的构建 

3.3.3.1 CRFK-Cas9-sgG 细胞的最佳转染条件 

将 DNA 与转染试剂以不同的用量比例分别转染提前铺好的 CRFK-Cas9-sgG 细胞。

结果表明，在 6 孔细胞板中，Lip8000 转染试剂随着转染试剂用量的增加，转染效率大

幅度下降，且 Lip8000 转染试剂对细胞毒性较大；相较而言，Quick shuttle 转染试剂随

着其用量的增加，转染效率明显提升且对细胞毒性较小，适用于本实验中对 CRFK-Cas9-

sgG 细胞转染大片段质粒，结果如图 3-5 所示。 

 

 

图 3-5 CRFK-Cas9-sgG 细胞转染条件的摸索 

Fig.3-5 Exploration of transfection conditions of CRFK-Cas9-sgG cells 

3.3.3.2 转移载体转染 CRFK-Cas9-sgG 细胞后感染 FHV-I 

以 3.3.3.1 中确定的转染条件转染 CRFK-Cas9-sgG 细胞后，低 MOI 感染 FHV-I，持

续观察细胞荧光以及病变情况，收取病变的细胞盲传至提前加入抑制剂的新的细胞上，

如此重复以获得重组毒。结果表明，第一次盲传后可观察到明显的细胞病变（CPE）和

绿色荧光，收取细胞后进行第二次盲传，可观察到明显的细胞荧光，即视为疑似正确的

重组病毒，如图 3-6 所示。 
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图 3-6 细胞毒盲传结果 

Fig.3-6 Cytotoxic blind transmission results 

A：第一次盲传；B：第二次盲传 

3.3.4 rFHV-gG-/EGFP+的鉴定纯化 

将疑似正确的重组毒用抑制剂筛选，筛选两轮后提取病毒基因组，以 TK-JD-F、repE-

JD-F、rFHV-BAC-LJD-F、rFHV-BAC-RJD-F 引物对进行 PCR 鉴定。结果表明，在对照

成立的情况下，重组毒能扩增到和野毒大小相符合的 427 bp 的病毒基因组上的 TK 基

因，也能扩增到与预期大小相符合的 450 bp 的 BAC 基本元件 repE 基因，同时扩增到了

与预期相符合的 3724 bp 和 3184 bp 的左右臂重组接头位置，而野毒均未有扩增。以上

扩增到的所有条带经过测序验证与目的序列是完全一致的。表明该重组毒在初步的 PCR

鉴定过程中是正确的，如图 3-7 和图 3-8 所示。 

将初步鉴定正确的重组病毒接种于新细胞，经空斑纯化实验筛选 3 轮左右以获得纯

化的重组毒。结果表明，在荧光显微镜观察下，所有 CPE 处均产生绿色荧光，说明病毒

已经充分纯化，如图 3-9 所示。 

将纯化超离后用酚仿醇抽提的重组毒和野毒的基因组用 Quick shuttle 转染试剂转染

至提前准备好的长满单层的 CRFK-Cas9 细胞中。结果表明，24 h 后可观察到转染野毒

和重组病毒基因组的细胞孔均产生病变斑，且转染重组病毒基因组的病变斑处能观察到

荧光，转染野毒基因组的病变斑则没有荧光，如图 3-10 所示。真核转染成功拯救出带有

BAC 的重组毒。 
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图 3-7 rFHV-gG-/EGFP+ TK/repE 基因的 PCR 鉴定 

Fig.3-7 PCR identification of TK/repE gene of rFHV-gG-/EGFP+ 

M：DL5000 marker；1：rFHV- gG-/EGFP+扩增 TK 基因；2：FHV-I 扩增 TK 基因；3、6：阴性对照（H20）；

4：rFHV- gG-/EGFP+扩增 repE 基因；5：FHV-I 扩增 repE 基因 

 

图 3-8 rFHV-gG-/EGFP+重组位置的 PCR 鉴定 

Fig.3-8 PCR identification of rFHV-gG-/EGFP+ 

M：DL5000 marker;1：rFHV-gG-/EGFP+扩增左臂接头重组的位置；2：FHV-I 扩增左臂接头重组的重组位置；

3、6：阴性对照（H20）；4：rFHV-gG-/EGFP+扩增右臂接头重组的位置；5：FHV-I 扩增右臂接头重组的位置 
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图 3-9 rFHV-gG-/EGFP+空斑筛选结果 

Fig.3-9 Plaque screening results of rFHV-gG-/EGFP+ 

A：病毒空斑纯化筛选；B：纯化后感染病变 

 

图 3-10 病毒基因组转染验证结果 

Fig.3-10 Validation results of viral genome transfection  

A：重组病毒基因组转染；B：野毒基因组转染 
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3.3.5 rFHV-gG-/EGFP+的体外生长特性 

将收取的不同时间点的细胞上清接种于提前铺好的长满单层的 96 孔板细胞中，通

过其增殖曲线观察 rFHV-gG-/EGFP+重组毒和野毒的体外生长特性是否存在差异。结果表

明，rFHV-gG-/EGFP+重组毒和野毒的增殖曲线基本上是一致的，说明了 BAC 元件替换到

FHV-I 病毒基因组 US3 和 US6 之间不影响其体外增殖及其基本结构。结果如图 3-11 所

示。 

 

图 3-11 rFHV-gG-/EGFP+和 FHV-I 的增殖曲线 

Fig.3-11 Multiplication curve of the rFHV-gG-/EGFP+and FHV-I 

3.3.6 rFHV-gG-/EGFP+的遗传稳定性 

将连续传代 20 次的 rFHV-gG-/EGFP+重组病毒提取病毒基因组后，用 TK-JD-F、

repE-JD-F、rFHV-BAC-LJD-F、rFHV-BAC-RJD-F 引物对进行 PCR 鉴定。结果表明，在

对照都成立的情况下，连续传代 20 次的重组毒能扩增到和野毒大小相符合的 427 bp 的

TK 基因，也能扩增到与预期大小相符合的 450 bp 的 BAC 基本元件 repE 基因，同时扩

增到了与预期相符合的 3724 bp 和 3184 bp 的左右臂重组接头位置，而野毒均未有扩增，

结果如图 3-12 所示。以上扩增到的所有条带经过测序验证与目的序列是完全一致的。表

明该重组毒能够在连续传代过程中保持稳定性，BAC 元件替换到 US3 和 US6 之间是稳

定的。 
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图 3-12 rFHV-gG-/EGFP+连续传代 20 次后的 PCR 鉴定 

Fig.3-12 PCR identification after 20 consecutive passages of the rFHV-gG-/EGFP+ 

M：DL5000 marker；1、4、7、10：以 rFHV-gG-/EGFP+为模板分别扩增 TK、repE、BAC 左右臂接头； 

2、5、8、11：以 FHV-I 为模板分别扩增 TK、repE、BAC 左右臂接头； 

3、6、9、12：阴性对照（H20） 

3.4 讨论 

3.4.1 以猫疱疹病毒为载体构建重组疫苗的意义 

FHV-I 自 1958 年被分离出来，至今没有专门针对 FHV-I 的疫苗，这可能是由于目

前研究技术对 FHV-I 基因组结构功能和发病机制研究的有限性以及 FHV-I 和其他病毒

联合致病且具有潜伏感染的特性导致的。从近年来世界各地不同的分离株来看，FHV-I

的血清型单一，但是存在毒力差异，这表明 FHV-I 在遗传进化过程中相对稳定，有助于

相关毒力基因功能的研究以及疫苗开发。基于国内小动物疾病研发发展较晚，目前临床

上应用最为广泛的是进口灭活苗“妙三多”。但是自 2019 年疫情爆发以来，该疫苗成本

高且在国内市场上供不应求的状态促使猫用疫苗研发迫在眉睫。FHV-I 引发相应疾病的

预防和治疗方案有限，以疱疹病毒为载体利用细菌人工染色体技术构建重组疫苗为猫用

疫苗研发提供了技术平台。 
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为了研发出高效、安全、便捷的疫苗，诸多实验室借助细菌人工染色体技术平台构

建多重高效的重组载体疫苗，以期望达到较好的临床免疫效果。自 1997 年成功构建出

MCMV 细菌人工染色体感染性克隆后，疱疹病毒作为细菌人工染色体技术载体逐步登

上历史舞台。2006 年，为了研究 gG 蛋白的结构及功能性质，Bérénice Costes 等人基于

FHV-I BAC 克隆和限制性内切酶介导重组的原始技术生产了各种 FHV-I gG 基因缺失的

重组菌株，并证实其具有感染性。2010 年，Tai 等人首次报道了第一个完整且带注释的

FHV-I 基因组序列以及包含整个 FHV-I 基因组并在体内和体外均具有感染性的 BAC 克

隆。利用 BAC 相较于其他载体更大的容纳量、更高的克隆能力、稳定性以及操作效率，

Tai 等人将 FHV-I 全基因组克隆为在原核系统中能稳定表达的 BAC，并且将其转染真核

细胞后能成功拯救出病毒，同时利用 Cre/loxp 重组技术切除 BAC 载体后的毒株在有限

的临床实验中与亲本毒株表型相似。这一 FHV-I 的感染性克隆为 FHV-I 基因功能探索及

其疫苗研发奠定了基础。疱疹病毒基因组 BAC 化后在原核中能够稳定传代的特性使其

能够利用细菌的 DNA 修饰技术进行改造，这充分表明 BAC 技术作为新型疫苗研发技

术平台的巨大潜力。 

疱疹病毒 BAC 化的分子克隆病毒使疱疹病毒基因组能够在原核和真核细胞中穿梭

且稳定存在，而原核细胞中的 DNA 修饰技术能够便捷的对病毒基因组进行基因改造。

其中能否成功构建具有感染性的疱疹病毒的表达载体是 BAC 技术能否成功应用的关键。

目前除了杆状病毒的 bac to bac 系统和腺病毒的 AdeasyTM 系统已经逐步商品化，大多数

双链 DNA 病毒还没有标准化的重组方案。近几年新开发出更加高效、便捷的产生重组

DNA 分子的方法可能也会更利于重组疱疹病毒的构建。2005 年，Li 等(Li and Elledge 

2005)开发了一种高度工程化的克隆方法，即交配辅助遗传整合克隆（MAGIC）。该方法

使用细菌交配和同源重组催化 DNA 片段从一个质粒转移到另一个质粒，使基因从一个

表达环境统一、无缝的转移到另一个表达环境，从而允许对大量不同的克隆进行相同的

处理，并且可以对大片段进行有效处理和转移。蒋思婧等(Jiang et al 2010)基于 MAGIC

技术构建了重组 PRV BAC 载体，短时间内获得了具有感染性的克隆化病毒，极大的提

高了效率，避免 DNA 的体外操作，简化了实验流程。颜富课题组(Yuan et al 2022)利用

核酸外切酶结合 RecET 重组（ExoRecET）直接克隆了疱疹病毒基因组获得了感染性 PRV 

BAC 克隆，避免了环状基因组提取的弊端以及多轮噬斑纯化，同时降低了传代造成的病
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毒突变的可能性。以疱疹病毒为载体建立反向遗传操作平台对疱疹病毒发病机制和基因

功能的研究有显著优势，有助于确定新的抗病毒靶点，并研发出更有效、更安全的疫苗。 

3.4.2 rFHV-gG-/EGFP+重组毒的构建策略 

本研究构建 rFHV-gG-/EGFP+重组毒的中心策略是以 gG 为靶标基因，利用同源重组

将 BAC 载体正确插入 FHV-I 基因组中替换 gG 基因，同时利用 CRISPR/Cas9 基因编辑

技术增加重组效率进而成功构建含有 BAC 的重组病毒，致力于构建能够同时表达其他

病毒保护性抗原的疫苗，进而达到“一苗多用”的目的。  

糖蛋白 gG 在 α 疱疹病毒中被描述为具有 I 型膜拓扑结构的次要的非必需膜锚定糖

蛋白。FHV-I gG 是一种结构蛋白，作为病毒粒子包膜上的趋化因子结合蛋白，是在细胞

培养时病毒复制的非必需蛋白。基于此，本研究以编码 gG 的 US4 基因为靶标基因，将

FHV-I 基因组克隆至 BAC 载体。 

本研究首先构建了表达靶向病毒基因组上 gG 基因 sgRNA 的稳转细胞系，在该细

胞系的基础上转染 BAC 转移载体后感染 FHV-I，在待细胞产生大量荧光以及病变后，

收取细胞反复冻融的上清转接至新细胞中，在新细胞中观察到具有荧光的病变斑即为待

确定的重组毒。在此过程中 BAC 转移载体的转染效率对重组毒的构建有至关重要的作

用，转染效率越高，得到重组毒的概率就愈大。CRISPR/Cas9 基因编辑技术在构建重组

病毒的过程中一定程度上增加了重组效率。BAC 载体技术已被应用到多种疱疹病毒感

染性克隆的构建中，其中大多数疱疹病毒重组毒的构建方式均是在宿主细胞上共同转染

线性化 BAC 载体和病毒基因组，通过 GFP 荧光表达筛选重组病毒。相较于转移载体的

酶切回收而言，提取 BAC 质粒能够较大程度上保证其纯度以及质量，而相较于扩毒纯

化后进行基因组转染而言，采用病毒感染的方式也能够在较短时间内获得重组毒，同时

降低了成本。  

3.4.3 rFHV-gG-/EGFP+重组毒的纯化 

本研究在利用同源重组技术进行重组毒构建时，同时利用了 CRISPR/Cas9 基因编

辑技术，该技术不仅在一定程度上提高了同源重组的正确性，而且提高了重组毒的纯化

效率。 
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Bérénice Costes 和 Tai 等在构建 FHV-BAC 克隆时，均选择以 gG 为 BAC 插入的靶

位点基因，但是 Tai 等人构建的重组病毒经测序表明插入位点为基因组末端附近的 UL

端，且在 BAC 插入位点的上游整合了细胞基因组的部分序列。本研究在构建重组病毒

时，在表达靶向 gG 基因 sgRNA 的稳转细胞系基础上转染 BAC 转移载体后感染 FHV-I

的第一代至第二代便产生了重组毒，测序结果也表明本研究构建的带有 BAC 的 FHV-I

重组病毒的重组位点序列与目的序列是完全一致的，因此应用 CRISPR/Cas9 基因编辑技

术在较大程度上确保了同源重组的正确性以及高效性。同时重组病毒产生后，sgRNA 的

切割作用会导致 FHV-I 基因组断裂从而提高 rFHV-gG-/EGFP+重组毒筛选纯化时的效率。 
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3.5 结论 

本研究将 FHV-I 的全基因组正确克隆至 BAC 载体，构建了带有 BAC 元件的 gG

缺失的 FHV-I 重组荧光病毒，并表明该重组毒具有与野毒一致的体外生长特性以及稳

定的遗传特性。  
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第四章 全文总结 

（1）本研究最终建立了区分 MD 野毒与 CVI988、814 疫苗毒以及 SC9-1、rMDV-MS-△

meq 新研发的疫苗毒株的 PCR 检测方法。 

（2）本研究建立的方法特异性好、敏感性高、扩增效果稳定，并进行了初步应用。 

（3）本研究将 FHV-I 的全基因组正确克隆至 BAC 载体，构建了带有 BAC 元件的 gG

缺失的 FHV-I 重组荧光病毒。 

（4）本研究构建的重组毒具有与野毒一致的体外生长特性以及稳定的遗传特性。 

（5）本研究利用的 CRISPR-Cas9 技术能精准切割病毒 gG 基因，提高了重组毒的纯化

效率。 
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