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摘要： 马立克病 （ＭＤ） 是由马立克病病毒 （ＭＤＶ） 感染引起的一种重要的家禽免疫抑制病与肿瘤病， 严重危害世界养禽业。 随着 ＭＤＶ 持续进

化及毒力增强， 急需研发新型高效的 ＭＤ 疫苗以加强该病的有效防控。 本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术， 以 ＭＤＶ 变异株 ＨＮ３０２ 为亲本毒

株， 成功构建了 ｍｅｑ 基因缺失的毒株 ＨＮ３０２Δｍｅｑ， 经过 ＰＣＲ 扩增鉴定及测序分析， 证实 ｍｅｑ 基因缺失且传代稳定。 间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ） 和

实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 分析均证实 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染鸡胚成纤维细胞 （ＣＥＦ） 中无 ｍｅｑ 基因表达， 并且 ｍｅｑ 基因的缺失不影响其他病毒

基因的表达。 利用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 分析 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 在 ＣＥＦ 中的体外增殖曲线， 结果显示 ｍｅｑ 基因的缺失不影响 ＭＤＶ 体外复制。 １ 日龄 ＳＰＦ 鸡攻毒试

验结果显示， 与亲本毒株 ＨＮ３０２ 相比， ＨＮ３０２Δｍｅｑ 对宿主无致病性， 其诱导的 ＭＤ 发病率、 死亡率和肿瘤发生率均为 ０， 且未观察到明显的免疫

器官萎缩。 上述数据表明， ＨＮ３０２Δｍｅｑ 的毒力明显丧失， 具备继续作为疫苗候选株开展相关研究的可能性。 本研究成功构建了 ＭＤＶ 变异株

ＨＮ３０２ 的 ｍｅｑ 基因缺失毒株， 为后续 ＭＤＶ 的致病机制及新型疫苗研究奠定了基础。
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　 　 马立克病病毒 （Ｍａｒｅｋ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＭＤＶ） 属

于 α 疱疹病毒亚科、 马立克病病毒属， 感染宿主鸡

可以引起严重的免疫抑制、 神经损伤及内脏多发性 Ｔ
细胞淋巴瘤， 最终导致发病鸡大批死亡， 每年给我国

乃至世界养禽业造成巨大经济损失［１］。 ＭＤＶ 共有 ３
种不同的血清型， 仅血清 １ 型 ＭＤＶ （ＭＤＶ－１） 分离

株对宿主具有致病性和致瘤性。 在最新的病毒学分类

中， ＭＤＶ－ １ 已被重新命名为禽 α 疱疹病毒 ２ 型

（Ｇａｌｌｉｄ ａｌｐｈａｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ ２， ＧａＡＨＶ－２） ［２］。 随着 ＭＤＶ
疫苗长期广泛的应用， 在强大的免疫压力下， ＭＤＶ
的毒力也在不断进化。 根据对宿主致病性和毒力的差

异， ＭＤＶ－１ 分离株又被进一步分为多种不同致病型，
如弱毒 ＭＤＶ （ｍＭＤＶ）、 强毒 ＭＤＶ （ｖＭＤＶ）、 超强

毒 ＭＤＶ （ｖｖＭＤＶ） 和特超强毒 ＭＤＶ （ｖｖ＋ＭＤＶ） ［３］。
ＭＤＶ－１ 感染后造成的宿主免疫抑制， 极易导致其他

疫苗的免疫失败、 继发感染以及诱发其他疾病， 如并

发禽白血病或高致病性禽流感， 从而导致间接的经济

损失或引发严重的公共卫生事件［４］。 近年来， 部分

ＭＤＶ 流行毒株的遗传进化和变异， 尤其是 ｖｖ＋ＭＤＶ
毒株和超强毒 ＭＤＶ 变异株 （ＨＶ－ＭＤＶ） 的出现， 更

是已经突破了传统 ＭＤ 商品疫苗 （如 ＨＶＴ、 ＳＢ－１、
ＣＶＩ９８８ 和 ８１４ 等） 所提供的免疫保护， 导致我国以

至全球的 ＭＤ 疫情频发［５－９］。
为了更好地保障世界养禽业健康发展， 尽快研发

下一代新型高效的 ＭＤ 疫苗已迫在眉睫。 ｍｅｑ 基因是

公认的 ＭＤＶ 主要致瘤基因， 该基因全长 １ ０２０ ｂｐ，
在 ＭＤＶ 基因组中有 ２ 个拷贝， 可在ＭＤＶ 诱导的肿瘤

细胞中持续表达。 ｍｅｑ 基因编码的 Ｍｅｑ 蛋白多以二聚

体的形式存在， 因其蛋白结构与肿瘤蛋白 ＦＯＳ 结构

相似， 被认为是一种致瘤蛋白和转录激活因子［１０］。
已有研究表明， 利用细菌人工染色体 （ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｒｔｉｆｉ⁃
ｃｉａｌ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ， ＢＡＣ） 和基因同源重组技术， 将

ｍｅｑ 基因从病毒基因组中敲除， 可以消除 ＭＤＶ 对宿

主的致瘤性［１１－１３］。 因此， ｍｅｑ 基因一直是 ＭＤ 肿瘤发

生机制和疫苗候选毒株研究的热点。 最近几年， 作为

新一代基因编辑技术， 基于成簇的规律间隔的短回文

重 复 序 列 （ ｃｌｕｓｔｅｒ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ
ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔ， ＣＲＩＳＰＲ ） 及 其 相 关 蛋 白 ９
（Ｃａｓ９） 的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑系统， 已被广泛应

用于病毒学研究， 尤其是大基因组 ＤＮＡ 病毒， 如疱

疹病毒的基因编辑和疫苗研究［１４－１６］。 与 ＢＡＣ 克隆和

基因同源重组技术相比， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统不仅编

辑效率高、 操作简便、 成本低廉， 而且能对靶标基因

进行精确编辑而无外源基因干扰。 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
基因编辑技术， 国内外学者已成功编辑了 Ｍｄ５、
ＧＸ０１０１、 ＲＢ－１Ｂ 以及 ＢＳ ／ １５ 毒株的 ｍｅｑ 基因以及其

他一 些 重 要 的 ＭＤＶ 蛋 白 编 码 基 因 或 非 编 码

ＲＮＡ［１７－２５］， 为深入研究 ＭＤＶ 基因功能、 致病致瘤机

制以及新型疫苗株的构建提供了重要技术支撑。
最近， 实验室对此前从国内分离的一批 ＭＤＶ 毒

株进行了致病性和致病型鉴定， 从中发现 １ 株超强毒

ＭＤＶ 变异株 ＨＮ３０２， 该毒株不仅突破了 ＨＶＴ 和

ＣＶＩ９８８ 疫苗的免疫保护， 而且在中国鸡群中出现并

至少流行 １０ 年以上， 这可能是导致免疫鸡群 ＭＤ 疫

情频发的重要因素之一［６］。 在遗传进化关系上，
ＨＮ３０２ 与绝大部分 ＭＤＶ 中国分离株处于同一个进化

分支［５，８］， 有可能具有更好的免疫抗原性。 为进一步

探讨其作为新型 ＭＤＶ 疫苗候选毒株的亲本毒株的可

能性， 本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术， 对

ＨＮ３０２ 的 ｍｅｑ 基因进行了缺失、 病毒克隆纯化以及

一系列的生物学特性鉴定， 最终获得 ｍｅｑ 基因缺失的

ＭＤＶ 毒株 ＨＮ３０２Δｍｅｑ， 为后续研究 ＭＤＶ 基因功能、
致病机制、 疫苗开发等奠定了重要基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病毒、 细胞和动物

ＭＤＶ 中国超强变异株 ＨＮ３０２， 由河南省农业科

学院动物疫病防控研究所分离保存［６］。 ＳＰＦ 种蛋， 购
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自北京勃林格殷格翰维通生物技术有限公司， 自行孵

化至 ９ 日龄用于制备原代鸡胚成纤维细胞 （ ｃｈｉｃｋｅｎ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ， ＣＥＦ）。 １ 日龄 ＳＰＦ 白来航鸡，
购自济南斯派福瑞家禽科技有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂

Ｍ１９９ 培养基、 Ｏｐｔｉ － ＭＥＭ 培养基和胎牛血清

（Ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）， 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司； 磷酸

胰蛋 白 胨 肉 汤 培 养 基 （ ｔｒｙｐｔｏｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｒｏｔｈ，
ＴＰＢ）， 购自 ＢＤ 公司； ０􀆰 ２５％胰酶、 双抗、 蛋白酶 Ｋ
溶液 （１０ ｍｇ ／ ｍＬ）、 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ （ ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）、
０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 溶液 （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）、 鸡外周血淋巴细

胞分离液， 购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司； ２ × Ｅａｓｙ Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ、 ＤＨ５α 感受态、 ＴＲＩｚｏｌ 试剂， 购自 ＴａＫａＲａ
公司； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， 购于宝日医生物

技术 （北京） 有限公司； ｐＸ４５９－ｇＲＮＡ 组合质粒 ｇＲ－
Ｆ３ 和 ｇＲ－Ｒ２［１８］、 ＭＤＶ ｇＢ 基因和鸡内参基因 ｏｖｏ 阳

性对照质粒 ｐＭＤ１９Ｔ－ｇＢ 和 ｐＭＤ１９Ｔ－ＯＶＯ， 均由河南

省农业科学院动物疫病防控研究所制备保存； ＭＤＶ－
Ｍｅｑ 兔源多抗， 由英国 Ｐｉｒｂｒｉｇｈｔ 研究所 Ｖｅｎｕｇｏｐａｌ
Ｎａｉｒ 教授馈赠； ＭＤＶ－ｇＢ 鼠源单抗 ５Ｅ８， 由河南省农

业科学院动物疫病防控研究所制备保存［２６］； ＤｙＬｉｇｈｔ
４８８ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 和 ＤｙＬｉｇｈｔ ５９４ 标记的羊抗兔

ＩｇＧ， 购自亚科因 （武汉） 生物技术有限公司； 质粒

提取试剂盒 Ｅ􀆰 Ｚ􀆰 Ｎ􀆰 Ａ􀆰 ® Ｅｎｄｏ－ｆｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ，
购自 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ－Ｔｅｋ 公司； 转染试剂 Ｔｒａｎｓ ＩＴ－Ｘ２ＴＭ

Ｄｙｎａｍｉｃ Ｄｅｌｉｖｅｒｙ Ｓｙｓｔｅｍ， 购自 Ｍｉｒｕｓｂｉｏ 公司； 血液 ／
细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒和胶回收试剂盒，
购自 Ｔｉａｎｇｅｎ 公司； ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ （ＲＯＸ）， 购自 Ｒｏｃｈｅ 公司； 鸡外周血淋巴细

胞分离液试剂盒， 购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司。
１􀆰 ３　 ｍｅｑ 基因编辑及效果分析

为便于 ＭＤＶ 基因缺失株的 ＰＣＲ 鉴定及筛选， 采

取双 ｇＲＮＡｓ 靶向 ｍｅｑ 基因前后两端的策略， 将 ｍｅｑ
基因中间序列完整切除， 以期产生较大的基因编辑双

链 ＤＮＡ 缺口， 来明显区分 ＰＣＲ 扩增的野生型条带和

基因编辑条带。 简述如下： 提前 ２４ ｈ 在 ２４ 孔板中按

照 ２􀆰 ５×１０５个 ／孔的剂量接种细胞， 置于３８􀆰 ５ ℃、 ５％
ＣＯ２培养箱中培养， 制备 ＣＥＦ 单层。 按照 Ｔｒａｎｓ ＩＴ－
Ｘ２ＴＭ Ｄｙｎａｍｉｃ Ｄｅｌｉｖｅｒｙ Ｓｙｓｔｅｍ 试剂说明书， 将 Ｔｒａｎｓ
ＩＴ－Ｘ２ 和本研究所此前制备保存的 ｐＸ４５９－ｇＲＮＡ 质粒

对 ｇＲ－Ｆ３ ／ ｇＲ－Ｒ２［１８］ 均匀混合后， 共转染 ＣＥＦ 单层，
置于培养箱中培养， ２４ ｈ 后按照 １ ０００ ＰＦＵ ／孔、
３ ０００ ＰＦＵ ／孔、 ５ ０００ ＰＦＵ ／孔和 ７ ０００ ＰＦＵ ／孔接种

ＨＮ３０２ 病毒液， 感染 ４８ ｈ 后用胰蛋白酶消化细胞单

层， 取其中一半病毒 ／细胞培养物， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 弃去上清液保留细胞沉淀， 加入８０ μＬ的 １×

Ｓｑｕｉｓｈｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ （ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ ＨＣｌ， １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ， ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 和 ２００ μｇ ／ ｍＬ 蛋白酶 Ｋ）， 经

过温浴裂解 （６５ ℃ ３０ ｍｉｎ， ９５ ℃ ５ ｍｉｎ） 后得到细

胞 ／病毒总 ＤＮＡ， 使用表 １ 列示的引物对ｍｅｑ－Ｆ ／ ｍｅｑ－
Ｒ 对 ｍｅｑ 基因进行 ＰＣＲ 扩增 （９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９５ ℃
３０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ２ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃延

伸 ５ ｍｉｎ）， ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳进行

分析。

表 １　 用于 ＭＤＶ ｍｅｑ 基因编辑鉴定的引物

引物名称 序列 （５′→３′）
片断长

度 ／ ｂｐ

ｍｅｑ－Ｆ ＴＧＣＴＧＧＡＡＴＧＴＴＡＡＧＡＡＴＡＡＡＴＴＣＣＧＣＡＣ

ｍｅｑ－Ｒ ＴＣＡＧＧＧＴＣＴＣＣＣＧＴＣＡＣＣＴＧＧＡＡＡＣＣＡＣＣＡ
１ １２１

ｙｇ－ｇＢ－Ｆ ＴＣＴＡＧＧＧＣＡＴＧＧＣＡＣＡＣＧＡＣ

ｙｇ－ｇＢ－Ｒ ＧＡＡＴＡＣＧＧＡＡＡＣＡＣＡＧＡＧＣＧＧ
１２５

ｙｇ－ＯＶＯ－Ｆ ＡＡＧＣＡＡＧＡＧＡＡＡＴＧＧＧＣＴＧＡＴ

ｙｇ－ＯＶＯ－Ｒ ＡＧＧＡＧＧＧＧＡＡＧＡＣＡＴＣＣＡＧＴＡ
１３３

ｙｇ－ＲＬＯＲＦ４－Ｆ ＴＧＣＴＴＧＴＴＴＴＧＧＧＴＡＡＴＴＧＧＴＣ

ｙｇ－ＲＬＯＲＦ４－Ｒ ＴＡＣＴＧＧＡＡＣＡＣＡＡＧＡＣＴＡＴＧＡＧＧＡＣ
２７５

ｙｇ－ＲＬＯＲＦ５ａ－Ｆ ＡＡＴＡＣＣＴＣＡＴＣＧＣＡＧＡＧＡＣＧＣ

ｙｇ－ＲＬＯＲＦ５ａ－Ｒ ＣＴＣＧＴＴＣＣＧＴＴＣＧＣＴＣＴＴＴＣ
１６２

１􀆰 ４　 ｍｅｑ 基因缺失毒株的克隆纯化

取上述经 ＰＣＲ 扩增鉴定确认已发生基因编辑的

另一半病毒 ／细胞培养物， 进行有限梯度稀释后， 转

接至新的 ＣＥＦ 单层 ６ 孔板中， 置于 ３８􀆰 ５ ℃、 ５％ ＣＯ２

培养箱中培养 ３ ～ ５ ｄ， 待观察到明显 ＭＤＶ 噬斑后，
于显微镜下挑取单个噬斑至新的 ＣＥＦ 单层 ２４ 孔板

中， 继续培养 ４８ ｈ 后进行 ＰＣＲ 鉴定。 如此重复， 对

ＰＣＲ 鉴定阳性的克隆孔连续进行 ２ ～ ３ 轮单噬斑病毒

克隆纯化。 最终经 ＰＣＲ 鉴定全部病毒克隆均为阳性

编辑时， 对其 ｍｅｑ 基因编辑目的片段的 ＰＣＲ 产物进

行切胶回收， 纯化后连接 ｐＭＤ１９ － Ｔ 载体并转化

ＤＨ５α 感受态细胞， 过夜培养挑取单菌落， 用 ｍｅｑ－
Ｆ ／ ｍｅｑ－Ｒ 引物对进行 ＰＣＲ 鉴定， 挑选阳性克隆摇菌

培养， 然后送样至生工生物工程 （上海） 股份有限

公司进行测序分析。 确认获得特异性的 ｍｅｑ 基因编辑

缺失毒株 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 之后， 将其扩大培养、 测定病

毒滴度， 最后置于液氮中保存。 取 １ 支冻存毒株， 复

苏后将其在 ＣＥＦ 单层中连续传代培养， 分别收集第

１～５、 １０、 １５ 代次病毒样品， 提取 ＤＮＡ 并同上进行

ＰＣＲ 鉴定， 评估 ｍｅｑ 基因编辑毒株的传代稳定性。
１􀆰 ５　 间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ）

将 ＨＮ３０２ 与 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 分别感染 ２４ 孔板 ＣＥＦ
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单层， 置于 ３８􀆰 ５ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中培养， 待显微

镜下观察到明显病毒噬斑后弃去培养基， 用 １ ∶ １ 的

甲醇 ／丙酮细胞固定液固定 （２００ μＬ ／孔）， 室温静置

１０ ｍｉｎ； 弃去固定液， 加入含 ５％ 脱脂奶的 ＰＢＳＴ
（含 ０􀆰 ０５％ Ｔｗｅｅｎ － ２０ 的 ＰＢＳ） 溶液， ５００ μＬ ／孔，
３７ ℃温箱封闭 ３０ ｍｉｎ。 然后依次添加 ＭＤＶ－ｇＢ 单抗

５Ｅ８ （１ ∶ ５０ ０００） 和 ＤｙＬｉｇｈｔ ４８８ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ
（１ ∶ １ ０００）， １００ μＬ ／孔， 置于 ３７ ℃温箱中分别孵育

３０ ｍｉｎ； 用 ＰＢＳＴ 缓冲液按序洗涤之后， 继续依次添

加ＭＤＶ－Ｍｅｑ 多抗 （１ ∶ １ ０００） 和 ＤｙＬｉｇｈｔ ５９４ 标记的

羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ １ ０００）， １００ μＬ ／孔， ３７ ℃温箱中分

别孵育 ３０ ｍｉｎ。 上述每个步骤反应完成后， 都需用

ＰＢＳＴ 缓冲液洗涤 ３ 遍， 最后一步完成时添加 ＰＢＳＴ
缓冲液 ２００ μＬ ／孔， 使用倒置荧光显微镜观察结果。
１􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ）

将 ＨＮ３０２ 与 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 分别感染 ６ 孔板 ＣＥＦ
单层， 置于 ３８􀆰 ５ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中培养 ３～４ ｄ 后

收集细胞， 利用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ。 使用 ５ ×
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ 反转录制备 ｃＤＮＡ， 使用 Ｆａｓｔ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ 置于荧光定量 ＰＣＲ 仪

（７５００ Ｆａｓｔ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍｓ， 美国 ＡＢＩ 公司）
进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增， 用于 ＭＤＶ 病毒基因扩增的特

异性引物详见表 １， 每个试验组均设置 ３ 个独立重

复。 以 ＩＣＰ４ 基因作为参照， 通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 染料法

检测 ｍｅｑ、 ｇＢ、 ｐｐ３８、 ＲＬＯＲＦ４ 和 ＲＬＯＲＦ５ａ 的相对表

达水平。
１􀆰 ７　 病毒体外增殖曲线测定

将 ＨＮ３０２ 与 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 按照 ５００ ＰＦＵ ／孔的剂

量接种 ＣＥＦ 单层， 在 ２４～１２０ ｈ 时间内每间隔 ２４ ｈ 收

集细胞， 利用血液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒提取总 ＤＮＡ， 以质粒标准曲线为样本参照进行

ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增［１８］， 所用 ＭＤＶ－１ 病毒基因特异性引

物详见表 １， 每个试验组均设置 ３ 个独立重复。 最后

通过计算 ｇＢ 与 ｏｖｏ 基因拷贝数的比值， 对每百万细

胞中 ＭＤＶ ｇＢ 基因的拷贝数进行定量， 绘制体外病毒

增殖曲线。
１􀆰 ８　 动物攻毒试验

１ 日龄 ＳＰＦ 鸡 １０８ 只， 随机分为 ３ 组， 每组 ３６
只， 分别置正压隔离器中单独饲养。 分组当天， 第 １
组作为阴性对照组， 接种等体积 ＣＥＦ 阴性细胞悬液，
第 ２ 组 和 第 ３ 组 分 别 通 过 腹 腔 接 种 ＨＮ３０２ 和

ＨＮ３０２Δｍｅｑ 病毒感染细胞悬液 （２ ０００ ＰＦＵ ／只）。 攻

毒后逐日观察， 记录试验鸡的临床表现、 肿瘤发生和

死亡情况。 整个试验周期 ７４ ｄ 结束时， 所有存活鸡

均处以安乐死并进行剖检， 检查肝脏、 脾脏、 肾脏和

腺胃肿瘤发生情况。 因样品采集而安乐死或攻毒后

７ ｄ 内因应激反应导致的早期死亡鸡概不纳入统计，
剩余鸡计为攻毒总数。 所有出现 ＭＤ 临床症状、 发病

死亡和试验结束存活鸡剖检发现肿瘤的， 均归类为

ＭＤ 病例。 所有发病死亡鸡和试验周期结束存活鸡剖

检发现肿瘤的， 均合并归类为 ＭＤ 肿瘤发生病例。
ＭＤ 肿瘤发生率＝ ＭＤ 肿瘤病例数 ／总数×１００％。
１􀆰 ９　 体重和免疫器官指数测定

如 １􀆰 ８ 所述 ＭＤＶ 接种感染 １４ ｄ 后， 每隔 １ 周从

攻毒组和阴性对照组中各随机选取 ５ 只鸡称量体重。
在攻毒后 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 的鸡称重后处以安乐死， 分别

剖检采集胸腺、 法氏囊以及脾脏， 分别称量记录， 并

计算免疫器官指数。 免疫器官指数 ＝免疫器官重量 ／
体重×１００％。
１􀆰 １０　 统计学分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ ＰｒｉｓｍＶｅｒｓｉｏｎ ８􀆰 ０ （ＧｒａｐｈＰａｄ Ｓｏｆｔ⁃
ｗａｒｅ， Ｉｎｃ．， 美 国 ） 和 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ （ ＩＢＭ ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ， 美国） 绘制感染鸡生存曲线， 同时分析攻

毒组和对照组试验鸡的体重及免疫器官指数， 数据以

“平均数±标准差” 表示， 组间比较采用 Ｌｏｇ ｒａｎｋ 检

验是否存在显著性差异， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有统计学

意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ｇＲＮＡ 质粒转染及 ｍｅｑ 基因编辑的 ＰＣＲ 分析

为了构建 ＭＤＶ 变异株 ＨＮ３０２ 的 ｍｅｑ 基因缺失毒

株， 首先用靶向 ｍｅｑ 基因前后两端的 １ 对 ｐＸ４５９ －
ｇＲＮＡ 质粒组合 ｇＲ－Ｆ３ ／ ｇＲ－Ｒ２ 转染 ＣＥＦ， 然后接种

感染 ＨＮ３０２ 病毒液， 通过质粒转染 ／病毒感染的方式

进行基因编辑。 ＭＤＶ 感染 ４８ ｈ 后， 收集 ＣＥＦ 并用表

１ 列示的靶向 ｍｅｑ 基因两侧的特异性引物对 ｍｅｑ－Ｆ ／
ｍｅｑ－Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增， 分析 ｍｅｑ 基因编辑的效果。
ｇＲＮＡｓ 及 ＰＣＲ 引物识别靶点在 ＭＤＶ 基因组中的相对

位点如图 １ 所示。 ＰＣＲ 扩增及电泳分析结果显示，
在全部 ｐＸ４５９－ｇＲＮＡ 质粒转染并接种 ＨＮ３０２ 病毒的

ＣＥＦ 中， 除了扩增出一条约 １ １２１ ｂｐ 大小的野生型条

带之外， 还同时扩增出一条约 １９６ ｂｐ 大小的基因编

辑小条带； 而在未转染 ｇＲＮＡ 质粒 ／ ＨＮ３０２ 阳性感染

或阴性对照 ＣＥＦ 中， 均未扩增出基因编辑的突变型

小条带 （图 ２）。
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注： ＴＲＬ表示长末端重复序列， ＵＬ表示长独特区， ＩＲＬ表示长内部重复序列， ＩＲＳ表示短内部重复序列， ＵＳ表示短独特区， ＴＲＳ表示短末端重

复序列。

图 １　 ＭＤＶ 基因组中 ｍｅｑ 基因座位及 ｇＲＮＡ 靶点示意

Ｍ． ＤＮＡ 分子量； １􀆰 ＨＮ３０２ 亲本毒株； ２～５． 分别表示病毒接种剂

量为 １ ０００、 ３ ０００、 ５ ０００ 和 ７ ０００ ＰＦＵ ／ 孔； ６􀆰 ＣＥＦ 阴性对照。

图 ２　 ＰＣＲ 分析 ｐＸ４５９－ｇＲＮＡ 质粒转染 ＣＥＦ 中 ｍｅｑ
基因的编辑效果

２􀆰 ２　 ｍｅｑ 基因缺失 ＭＤＶ 克隆的纯化及鉴定

　 　 将上述 ＰＣＲ 鉴定发生基因编辑的病毒 ／细胞培养

物进行有限稀释、 梯度接种、 单个噬斑挑选、 ＰＣＲ
鉴定以及连续 ３ 轮的克隆纯化， 最终获得一个 ｍｅｑ 基

因缺失的 ＭＤＶ 毒株， 命名为 ＨＮ３０２Δｍｅｑ， 病毒克隆

号为 Ｃ１０－１－１。 通过 ＰＣＲ 扩增并克隆该毒株的 ｍｅｑ
基因编辑突变型小条带， 测序分析并与野生型基因序

列对比， 证实 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 确已发生 ｍｅｑ 基因编辑及

缺失 （图 ３）。

注： ＰＡＭ 表示前间隔序列邻近基序， ＤＳＢ 表示 ＤＮＡ 双链断裂位点。

图 ３　 ｍｅｑ 基因序列比对 （Ａ） 和 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 基因编辑序列图谱 （Ｂ）

　 　 将 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 扩大培养并连续传代 １５ 次， 并

利用 ＰＣＲ 检测第 １ ～ ５、 １０、 １５ 代子代病毒， 结果显

示不同代次病毒 ＤＮＡ 中均只能扩增出 １９６ ｂｐ 的突变

型 ｍｅｑ 基因编辑产物， 说明 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 稳定性良好

且未发生回复突变 （图 ４）。
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Ｍ． ＤＮＡ 分子量； １􀆰 ＨＮ３０２ 亲本毒株； ２􀆰 未纯化的混合基因编辑

病毒； ３～９􀆰 表示 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 毒株分别传代 １、 ２、 ３、 ４、 ５、 １０ 和 １５
次； １０􀆰 ＣＥＦ 阴性对照。

图 ４　 ＰＣＲ 分析 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 基因编辑的传代稳定性

２􀆰 ３　 ｍｅｑ 基因缺失毒株 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 的基因表达分析

　 　 为进一步鉴定 ｍｅｑ 基因的缺失并分析其是否会影

响其他病毒基因的表达， 首先利用 ＩＦＡ 染色检测了亲

本毒株 ＨＮ３０２ 和编辑毒株 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染 ＣＥＦ 单

层中 ＭＤＶ－１ 特异性蛋白 Ｍｅｑ 和 ｇＢ 的表达。 结果显

示， 与 ＨＮ３０２ 相比， ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染 ＣＥＦ 中仅观察

到绿色荧光染色的特异性病毒噬斑， 而未见红色荧光

染色的病毒噬斑 （图 ５）， 说明 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 中 Ｍｅｑ
蛋白无表达， 进一步证实所获得的编辑毒株发生了

ｍｅｑ 基因缺失。 利用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测部分病毒基因表

达的结果显示， ＨＮ３０２Δｍｅｑ 中除了 ｍｅｑ 基因未检出

表达之外， 其他被检基因如 ｇＢ、 ｐｐ３８、 ＲＬＯＲＦ４ 和

ＲＬＯＲＦ５ａ 均正常表达， 且其相对表达量在编辑毒株

与亲本毒株之间无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５） （图 ６）， 说

明 ｍｅｑ 基因的编辑缺失并不影响这些蛋白编码基因的

表达。

图 ５　 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染 ＣＥＦ 中 ｇＢ 和 Ｍｅｑ 蛋白表达的 ＩＦＡ 分析 （比例尺＝５０ μｍ）

注： ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 分析 ＭＤＶ 感染 ＣＥＦ 中部分病毒基因

表达水平

２􀆰 ４　 ｍｅｑ 基因缺失对 ＨＮ３０２ 体外增殖能力的影响

为分析 ｍｅｑ 基因缺失对 ＭＤＶ 体外复制能力是否

会产生影响， 通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测了亲本毒株与编辑

毒株感染 ＣＥＦ 中ＭＤＶ－１ ｇＢ 基因和宿主基因 ｏｖｏ 的拷

贝数并进行定量分析。 结果显示， 亲本毒株 ＨＮ３０２
和编辑毒株 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 的体外增殖曲线非常相似

（图 ７）， 且在感染后同一时间点 ２ 个毒株之间的 ｇＢ
基因拷贝数差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
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图 ７　 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 基因缺失毒株在 ＣＥＦ 中的增殖曲线

２􀆰 ５　 ｍｅｑ 基因缺失对 ＨＮ３０２ 免疫抑制的影响

　 　 在病毒感染后 ７４ ｄ 内， ＨＮ３０２ 感染鸡的体重均

低于阴性对照组， 而 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 组对宿主鸡体重的

消极影响均弱于 ＨＮ３０２ 组且与阴性对照组基本一致，
两两比较均无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ２。 在感

染后 １４ ｄ 和 ２１ ｄ， ＨＮ３０２ 感染组的囊重比指数和胸

腺指数均低于阴性对照组， 而 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染组与

阴性对照组基本一致， 均优于 ＨＮ３０２ 攻毒组； 在脾

脏指数中， ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染组与阴性对照组之间无

显著差异， 而 ＨＮ３０２ 感染组显著高于阴性对照组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ８。

表 ２　 ＨＮ３０２ 和 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染鸡的体重 ｇ ／只　

组别
感染后时间 ／ ｄ

１４ （ｎ＝ ５） ２１ （ｎ＝ ５） ２８ （ｎ＝ ５） ３５ （ｎ＝ ５） ４２ （ｎ＝ ５） ４９ （ｎ＝ ５） ５６ （ｎ＝ ５） ７４ （ｎ＝ １０）

阴性对照 １２５􀆰 ４９±１５􀆰 ５４ １８３􀆰 ４０±２２􀆰 ３８ ２４０􀆰 ０９±１４􀆰 ９４ ３０２􀆰 ７７±２５􀆰 １７ ４３３􀆰 ９５±２１􀆰 １１ ４９５􀆰 ６０±４１􀆰 ６３ ６４９􀆰 ８５±６５􀆰 ０６ ８８２􀆰 １０±１３０􀆰 ２８

ＨＮ３０２ １０９􀆰 ７９±１５􀆰 ４４ １５２􀆰 １７±２１􀆰 ６１ ２０３􀆰 ８１±１７􀆰 ２６ ２８４􀆰 ２６±３３􀆰 ４０ ３８９􀆰 １９±４７􀆰 ２５ ４２２􀆰 ７１±５４􀆰 ９１ ５６３􀆰 ８３±９４􀆰 ２９ ７６４􀆰 ６７±１２７􀆰 ７９

ＨＮ３０２Δｍｅｑ １１４􀆰 ９７±７􀆰 １１ １８８􀆰 ０５±１３􀆰 ４５ ２３４􀆰 ８５±３８􀆰 ９３ ２７８􀆰 ７４±４８􀆰 １５ ４４１􀆰 ３３±４０􀆰 ９２ ４９７􀆰 ６０±５７􀆰 ８６ ６１０􀆰 １０±７２􀆰 ５４ ８７３􀆰 ９０±１３９􀆰 ８５

注： ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ｎｓ 表示无差异显著性。

图 ８　 ＨＮ３０２ 和 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染鸡的免疫器官指数

２􀆰 ６　 ｍｅｑ 基因缺失对 ＨＮ３０２ 致病性及致瘤性的影响

分析

　 　 ＣＥＦ 阴性对照组、 ＨＮ３０２ 和 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 攻毒组

除了攻毒 ７ ｄ 内因应激反应导致早期死亡的鸡 （为 ３
只、 ３ 只和 １ 只）、 第 １４ 和 ２１ 天样品采集而安乐死

的鸡 （每组 １０ 只） 之外， 各组试验鸡有效统计总数

分别为 ２３ 只、 ２３ 只和 ２５ 只 （表 ３）。 至 ７４ ｄ 整个试

验周期结束时， 统计显示 ＨＮ３０２ 和 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 两组

之间的 ＭＤ 累计发病率、 死亡率和肿瘤发生率均存在

明显差异 （表 ３）。 其中， ＨＮ３０２ 感染鸡的 ＭＤ 发病

率和 死 亡 率 分 别 为 ８２􀆰 ６％ （ １９ ／ ２３ ） 和 ６０􀆰 ９％
（１４ ／ ２３）， 而 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染鸡的相关指数均为 ０。
对全部存活鸡进行剖检， ＨＮ３０２Δｍｅｑ 攻毒鸡中均未

观察到实质性内脏器官的肿瘤生成， 而 ＨＮ３０２ 感染

鸡的累计肉眼肿瘤发生率为 ４３􀆰 ５％ （１０ ／ ２３）。 上述

数据表明， 本试验周期内 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 对宿主未表现

出致病性和致瘤性， 与病毒感染试验鸡的生存曲线结

果相一致 （图 ９）。

表 ３　 各组鸡的发病及肿瘤发生情况

组别 总数 病例数 死亡数 肿瘤数

阴性对照 ２３ ０ ０ ０

ＨＮ３０２ ２３ １９ １４ １０

ＨＮ３０２Δｍｅｑ ２５ ０ ０ ０
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图 ９　 ＨＮ３０２ 和 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 感染鸡的存活曲线

３　 讨论

在过去的 ５０ 年中， ＭＤＶ 毒力持续进化， ＭＤ 疫

苗免疫失败及免疫鸡群频繁发病的报道屡见不

鲜［５－８］， 但疫苗接种仍是控制 ＭＤ 的主要策略。 然

而， 目前使用的 ＭＤ 经典疫苗可能已接近其免疫效力

的生物学阈值， 急需研发新的疫苗以改善当前 ＭＤ 疫

情防控的现状［２７］。 从遗传进化上来看， 在过去 ２０ 年

中， ＭＤＶ 在中国乃至世界范围内已经发生了明显的

分化［５－８］， 因此， 从抗原性角度分析， 利用中国本土

分离的 ＭＤＶ 流行毒株作为亲本毒株， 来构建新型的

ＭＤＶ 疫苗株或许可以提供更好的免疫原性， 以应对

中国本土 ＭＤＶ 流行导致的疫情。 我们前期研究发

现， 分离自国内 ＭＤ 疫苗免疫发病鸡群的 ＭＤＶ 变异

株 ＨＮ３０２［６］， 能够突破 ＨＶＴ 和 ＣＶＩ９８８ 疫苗的免疫保

护， 毒力显著高于 ｖｖＭＤＶ 标准毒株 Ｍｄ５， 但其诱导

的 ＭＤ 发病进程相对缓慢、 最终导致的致瘤率却很

高， 并且对宿主的免疫抑制也并不是十分明显， 预示

其具有作为疫苗研发亲本毒株的潜力。 因此， 本研究

选择 ＨＮ３０２ 作为研究对象， 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因

编辑技术对 ｍｅｑ 基因进行编辑和缺失， 构建具有自主

知识产权的 ｍｅｑ 基因缺失疫苗候选毒株并对其部分生

物学特性和致病性进行了鉴定。
利用 ｇＲＮＡ 质粒转染并结合病毒感染的模式， 通

过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统介导的基因编辑， 对 ＨＮ３０２ 毒

株 ｍｅｑ 基因的编辑效果进行了 ＰＣＲ 扩增分析， 并通

过病毒单噬斑挑选、 克隆纯化以及测序验证等一系列

过程， 成 功 构 建 了 ｍｅｑ 基 因 缺 失 的 ＭＤＶ 毒 株

ＨＮ３０２Δｍｅｑ （克隆号 Ｃ１０－１－１）， 且在 ＣＥＦ 中连续

传代后稳定性良好。 利用 ＩＦＡ 染色和 ＲＴ－ｑＰＣＲ 分

析， 进一步证实 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 的 ｍｅｑ 基因被完全缺

失， 病毒感染 ＣＥＦ 中无 Ｍｅｑ 蛋白表达且不影响其他

主要病毒蛋白或基因的表达。 病毒体外增殖曲线分析

发现， ｍｅｑ 基因的缺失也不影响 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 的体外

复制能力。 上述研究结果表明， 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
基因编辑技术缺失 ｍｅｑ 基因， 不影响 ｖｖＭＤＶ 的无关

基因表达及体外复制等生物学特征， 与此前研究报道

一致［１８］。 随后， 利用 １ 日龄 ＳＰＦ 鸡攻毒试验， 评估

了 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 的致病性特征。 结果发现， 编辑缺失

ｍｅｑ 基因之后， ＨＮ３０２Δｍｅｑ 对宿主生长性能及免疫

器官的消极影响均小于亲本毒株 ＨＮ３０２， 并且其感

染导致宿主的 ＭＤ 发病率、 致死率和肿瘤发生率均为

０， 亦未见引起明显的脾脏肿大， 这表明 ＨＮ３０２Δｍｅｑ
对宿主的致病性和致瘤性已被消除， 可以作为疫苗候

选毒株开展进一步的 ＭＤ 疫苗研究。
此前研究表明， ｍｅｑ 基因缺失株 ｒＭｄ５ΔＭｅｑ 可提

供优于 ＣＶＩ９８８ 疫苗的免疫保护力， 但其仍具有诱导

淋巴器官萎缩的重要缺陷［２８－２９］。 随后， 研究人员通

过将其在细胞上连续传代进行致弱， 较好地解决了这

一问题［３０］。 国内相关研究也发现， 利用 ＢＡＣ 克隆和

基因同源重组技术将 ＭＤＶ 毒株 ＧＸ０１０１ 和 ＬＭＳ 的

ｍｅｑ 基因进行敲除， 最终建立的疫苗株 ＳＣ９ － １ 和

ｒＭＳΔｍｅｑ 都可以为受试的 ＭＤＶ 流行毒株提供比

ＣＶＩ９８８ 更好的免疫保护效果［１２，３１－３２］。 利用类似技术

获得的另外一个 ＭＤ 疫苗候选毒株 ＳＣ９－２， 虽然具有

免疫保护作用， 但它仍然可对宿主产生免疫抑制［３３］。
研究人员将其在 ＣＥＦ 上连续传代 ４０ 次， 成功消除了

其对宿主产生的免疫抑制， 并且动物试验显示子代病

毒 ＳＣ９－２ ／ ４０ 对 ＳＰＦ 鸡的保护作用优于 ＣＶＩ９８８［３４］。
上述研究表明， ＭＤ 疫苗候选毒株对宿主的免疫抑制

可通过传代致弱而消除， 从而生产一种安全有效的

ＭＤ 疫苗。 如前所述， ＭＤＶ 亲本毒株 ＨＮ３０２ 具有致

病慢、 致瘤强的特征［６］， 可能与其在宿主体内复制

速度较慢有关。 目前， 我们还不清楚 ＨＮ３０２Δｍｅｑ 在

经历后续传代培养并可能加快复制速度之后， 是否会

出现免疫抑制， 一旦出现类似情况， 或许也可以通过

传代致弱这一途径， 进一步探讨利用其开发新型

ＭＤＶ 疫苗毒株的可能性。
综上， 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术， 本研

究成功构建了国内分离的 ＭＤＶ 变异株 ｍｅｑ 基因编辑

缺失毒株 ＨＮ３０２Δｍｅｑ， 具有进一步用于创制 ＭＤＶ 新

型疫苗毒株的潜力。 同时， ＨＮ３０２Δｍｅｑ 毒株的建立，
也为后续研究超强毒 ＭＤＶ 变异株的遗传进化、 致病

和致瘤机制奠定了重要基础。
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