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含 E.coli F 因子的马立克氏病病毒 1型（MDV1）转移          

载体的构建及初步应用 

邱亚峰，葛菲菲，陈溥言
 

（南京农业大学动物医学院动物疫病诊断与免疫重点实验室，南京 210095） 

 

摘要：【目的】为了构建 MDV1 细菌人工染色体，以便快速有效地进行重组病毒的筛选，进行了含 E.coli F

因子的马立克氏病病毒 1 型（MDV1）转移载体的构建。【方法】利用 DNA 重组技术，构建了含有 E.coli F 因子的

马立克氏病病毒 1型（MDV1）转移载体，利用脂质体，将线性化的转移载体转染入已感染 CVI988 病毒的 CEF，用

MX-HAT 药物筛选 3 代以后，用 X-gal 染色,挑取阳性克隆。【结果】经测序分析发现，人工体外合成的单一 loxP

位点，序列正确，另外，同源重组左臂和右臂序列正确，并且相对连接。利用 SphⅠ和 NheⅠ双酶切，鉴定出含有

同向 LoxP 位点的转移载体，将其命名为 pUS-BGS。将该载体用 NheⅠ线性化后，用脂质体转染已感染 CVI988 病毒

的 CEF，用 MX-HAT 药物筛选 3 代以后，X-gal 染色，可以观察到呈现蓝色的重组病毒。【结论】本研究报道了含有

E.coli F 因子以及两同向的 loxP 位点的 MDV1 转移载体的构建，利用该载体可以有效地进行重组病毒的筛选，为

下一步 MDV1 细菌人工染色体的构建奠定了基础。 
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Construction of Transfer Vector of Marek’s Disease Virus  

Serotype 1 (MDV1) Containing F Factor of  
Eschericha coli and its Primary Application 

QIU Ya-feng, GE Fei-fei, CHEN Pu-yan 

(Key Laboratory of Animal Disease Diagnostic and Immunology ,Ministry of Agriculture,  

College of Veterinomry Medicine, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095) 

 

Abstract:【Objective】The objective was to construct the bacterial artificial chomosome containing the MDV1 genome, and to 
further develop quickly and efficiently the recombinant virus of MDV1 by using BAC vector. 【Method】 Using the DNA 
recombinant techniques, the transfer vector containing E.coli F factor was constructed. The linearizing vector was transfected into 
CEF, which was infected by CVI988 virus. After a three-cycle selection by MX-HAT, the infected CEF was stained with X-gal, and 
the positive clones were picked.【Results】The sequence analysis showed that the loxP site synthesized in vitro was correct, and the 
sequences of the homologous recombinant left arm and right arm were correct. The two arms were connected with the reversed 
orientation. The positive plasmid, in which two loxP sites had the same orientation, was identified by SphⅠand NheⅠ,named 
pUS-BGS. This linearizing vector by NheⅠwas transfected into CEF, which was infected by CVI988 virus, by use of lipofectamine 
2000. After three-cycle selection by MX-HAT, the infected CEF was stained with X-gal，blue plagues were appeared.【Conclusion】
This research indicated that the transfer vector containing the E.coli F factor and two loxP sites, which had the same orientation, was 
constructed. And the results showed that this vector was efficient for the selection of recombinant MDV1. So this gave the basis for 
construction of the bacterial artificial chromosome of MDV1.   
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0  引言 

【本研究的重要意义】马立克氏病毒是疱疹病毒

科，α-疱疹病毒亚科的成员[1~3]，根据病毒毒力、引起

T 淋巴细胞瘤的能力以及抗原性，将其分为 3 个血清

型：MDVⅠ型（MDV-1）、MDVⅡ型（MDV-2）和

MDVⅢ型（MDV-3）[4,5]。在 MDV 重组病毒构建过程

中，由于 MDV 的严格的细胞结合性以及仅能在鸡或

鸭的原代或继代细胞上有效增殖的特点，使得重组病

毒的构建费时、费力。而最近发展起来的细菌人工染

色体（BAC）技术使得重组病毒的构建变得容易。本

研究构建了含有 E.coli F 因子的 MDVⅠ型转移载体，

并将该载体与 MDV-1 CVI988 株病毒在鸡胚成纤维细

胞中同源重组，成功获得重组病毒 rMDV-BAC，验证

了该转移载体的有效性，为 MDV-1 细菌人工染色体

的构建奠定基础。【前人研究进展】在 BAC 技术发展

起来以后，科学工作者将其应用于基因组较大的病毒

的克隆化研究中。如对鼠和人的细胞巨化疱疹病毒基

因组的操作[6,7]、对单纯疱疹病毒基因组的操作[8]、对

伪狂犬病毒基因组的操作[9,10]以及对 EB 病毒基因组

的操作[11]，使得 BAC 技术对 DNA 病毒基因组的操作

逐渐完善。最近，一些学者将该技术应用于 MDV，

成功构建了含有 MDV 基因组的细菌人工染色体。

Daniel S 等[12]成功构建了 MDV 超超强毒株 584Ap80C
株的细菌人工染色体。Lawrence P 等[13，14]成功构建了

MDV RB1B 株和 CVI988 株病毒的细菌人工染色体。

【本研究切入点】尽管利用 BAC 技术构建了 MDV 不

同毒株的细菌人工染色体，但是利用该技术构建重组

病毒时，不可避免地在重组病毒基因组中含有 BAC
骨架基因结构，该基因结构有可能对重组病毒中其插

入位点两侧的基因的转录产生干扰，此外，对重组病

毒的稳定性可能产生影响。基于此，本研究在构建转

移载体时，在 BAC 骨架的两侧引入两同向的 loxP 位

点，便于下一步利用 Cre/loxP 系统将 BAC 骨架基因

结构从重组病毒中删掉。【拟解决的关键问题】本文成

功构建了含有 F 因子的 MDV1 转移载体，并将两个同

向 loxP 位点引入 F 因子的两侧，便于下一步应用

Cre/loxP 系统对重组病毒操作。将该转移载体与

MDV1 CVI988 株病毒在 CEF 细胞中进行同源重组，

获得重组病毒 rMDV-BAC，为下一步 CVI988 病毒

BAC 的构建奠定基础，同时，为利用 CVI988 BAC 进

行新型疫苗的开发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  细胞和病毒 

CEF 原代和继代细胞按常规方法由 9～10 日龄

SPF 鸡胚（购自南京药械厂）制备。CVI988/Rispens
株由本室保存。 
1.2  质粒与菌种 

质粒 phCMVgpt 由本室构建保存，质粒 pSK 和宿

主菌 DH5α 由本室保存，质粒 pBlueloxP 和宿主菌

GS500 由美国伊利诺伊大学荣立军博士惠赠。 
1.3  主要试剂 

限制性内切酶PacⅠ和NheⅠ为NewEngland公司

产品；其它限制性内切酶、T4DNA 连接酶、T4多核苷

酸激酶、ATP、牛小肠碱性磷酸酶（CIAP）、dNTP 和 
LATaq 酶为大连宝生物公司产品；DNA 胶回收试剂盒

为 上 海 生 工 公 司 产 品 ； DMEM 和 转 染 试 剂

Lipofectamine 2 000 为 Invitrogen 公司产品；X-gal 为
Promega 公司产品；其它试剂为分析纯。 
1.4  寡聚核苷酸的设计与双链 DNA 的合成 

根据 LoxP 位点的序列，设计互补的两条链，并

分别在 5′端加上 SpeⅠ和 SmaⅠ酶切位点，序列如下

（粗体为 loxP 位点序列）：P1:5′CTAGTATAACTTCG 
TATAATGTATGCTATACGAAGTTATCCC3′和 P2:5′ 
GGGATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAG
TTATA3′。根据 PstⅠ和 NheⅠ酶切位点的序列，设

计一条链，以合成 PstⅠ-NheⅠ-PstⅠAdaptor，序列如

下：5′GCTAGCTGCA3′。上述寡聚核苷酸由大连宝生

物公司合成，合成双链的条件为：95℃5 min，72℃20 
min，66℃20 min，37℃10 min。 
1.5  引物设计与基因扩增 

根据质粒 phCMVgpt 的序列设计一对引物，用于

基因表达盒的扩增，在两条引物的 5′端都加上 PacⅠ
酶切位点，如下（斜体为酶切位点）：上游引物：5′TTA 
ATTAATCAATATTGGCCATTAGC3′;下游引物：5′TT 
AATTAAGGTTAATCGATTTTACCACAT3′，PCR 反应

的条件：95℃1 min，94℃30 s，54℃1 min，72℃2 min 
30 个循环后 72℃10 min。 

根据 GenBank 中 MDV1 US 区的基因序列设计引

物，对于重组右臂，跨幅约 3.0 kb，包括 US2 部分序

列、US3、ORF4 和 US6，在引物 R1 和 R2 的 5′端分

别引入 SmaⅠ和 NheⅠ，引物序列为（斜体为酶切位

点）：R1：5′TACCCGGGGCCAATCCGGTACCACG3′
和 R2：5′GGGCTAGCGGGTTCCTGTTCGCACC3′；
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对于左重组臂的扩增，跨幅约 2.5 kb，包括 MDV1 
US10、ORF3 和 US2 的部分序列，在引物 L1 和 L2
的 5′端分别引入 NheⅠ、HindⅢ和 SpeⅠ，序列如下（斜

体为酶切位点）：L1：5′CAATTGCTAGCTACGGCGC 
AAATCTAGCA3′和 L2：5′GCGAAGCTTACTAGTGGA 
TTCGTTTATAGTGCGG3′。两重组臂 PCR 反应的条件

相同：95℃1 min，94℃30 s，52℃1 min，72℃5 min 30
个循环后 72℃10 min。上述引物由大连宝生物公司合

成。 
1.6  含 MDV1 重组臂的转移载体的构建 

按照 T4 多核苷酸激酶的说明书，对含有 loxP 的

双链 DNA 磷酸化，最后，70℃ 5 min 灭活。对 pSK
用 SpeⅠ和 SmaⅠ双酶切，回收以后与上面的片断连

接，按常规的方法转化，涂布平板（涂时加入 X-gal
和 IPTG）、挑白斑、提质粒，用缺失酶 BamHⅠ鉴定，

若切的开为载体自连，反之为阳性，命名为 pSK-L；
对 pSK-L 用 PstⅠ单酶切，回收后去磷，回收的片断

与 PstⅠ-NheⅠ-PstⅠAdaptor 双链磷酸化的产物连接，

按常规的方法转化、挑菌、提质粒及鉴定，鉴定时用

NheⅠ单酶切，若切开为阳性，命名为 pSK-NL，反之

为载体自连，对其测序分析；以 MDV1 CVI988 株的

基因组为模板，PCR 扩增左右同源重组臂,重组右臂

PCR 产物（约 3.0 kb）用 NheⅠ和 SmaⅠ消化，回收

后与 pSK-NL 经 NheⅠ和 SmaⅠ的的酶切产物连接，

按常规的方法转化、挑菌、提质粒及酶切鉴定，阳性

质粒命名为 pSKR-NL,对左臂 PCR 产物（约 2.5 kb）
用 HindⅢ和 NheⅠ消化，回收后与 pSKR-NL 经 Hind
Ⅲ和 NheⅠ酶切产物连接，按常规的方法转化、挑菌、

提质粒及酶切鉴定，获得质粒 pSK-USL，该质粒含有

方向相对的左右重组臂，并对该质粒测序分析。 
1.7  含有 E.coli F 因子的 MDV1 转移载体的构建 

以质粒 phCMVgpt 为模板，PCR 扩增 hCMVgpt
基因表达盒，按照 T 载体连接说明书，将其克隆入 T
载体中，命名为 pT-hCMVgpt，用 PacⅠ单酶切，电泳

回收约 1.5 kb 的条带，与质粒 pBlueloxP 经 PacⅠ的酶

切回收产物连接，按常规的方法转化、挑菌及提质粒，

利用 PCR 的方法进行质粒的鉴定，PCR 鉴定阳性的质

粒再用 PacⅠ酶切鉴定，阳性质粒切出 1.5 kb 的条带，

命名为 pgBlueloxP。对 pgBlueloxP 用 NheⅠ酶切，回

收以后，用 CIAP 去磷，回收用作连接载体，对

pSK-USL 用 SpeⅠ单酶切，电泳回收约 5.6 kb 的条带，

与上述载体进行连接，按常规的方法转化、挑菌及提

质粒，利用 PCR 的方法进行质粒的鉴定，PCR 鉴定阳

性的质粒再用 SphⅠ和 NheⅠ酶切鉴定两 loxP 位点的

位置，若切出 3.0 kb 的条带说明两 loxP 位点在 BAC
骨架基因的两侧并同向，命名为 pUS-BGS；反之，在

同侧。 
1.8  重组病毒的筛选 

选择培养至 80%～90%满的继代鸡胚成纤维细

胞，感染 CVI988 病毒 30～40PFU/35 mm 平皿，感作

3 h，用无小牛血清及抗生素的 DMEM 洗涤 3 次，加

入 1.2 ml 无血清及抗生素的 OPTI-MEM。然后将 2.5 
μg 经 NheⅠ线性化的 pUS-BGS 质粒DNA 用脂质体转

染试剂 Lipofectamine 2 000 转染入细胞，37℃、5%CO2

条件下培养 5 h，吸弃上清，加入 2%小牛血清的

DMEM 培养基，继续培养 4 d 收获病毒，将其接种于

经 MX-HAT 培养基提前 1 h 感作的继代 CEF，吸附结

束以后，换上 MX-HAT 药物培养基筛选，每 2 d 换 1
次液，于第 5 天将感染的细胞消化下来，再接种于新

鲜的细胞上，如此重复 3 次，X-gal 染色，显微镜观

察挑取蓝斑，将该病毒命名为 rMDV-BAC。 

2  结果与分析 

2.1  测序分析 

将人工合成的 LoxP 位点和 PstⅠ-NheⅠ-PstⅠ
Adaptor 分别克隆入 pSK 和 pSK-L 中，经酶切鉴定阳

性后，对 pSK-NL 测序，发现 loxP 位点完整的插入到

SpeⅠ和 SmaⅠ位点，PstⅠ-NheⅠ-PstⅠAdaptor 为 4
个同向的重复，序列正确。 
2.2  重组臂的扩增、克隆及序列测定 

以 MDV1 CVI988 株的基因组为模板，PCR 扩增

左右同源重组臂，右臂约 3.0 kb，左臂约 2.5 kb，见图

1；对右臂 PCR 产物用 NheⅠ和 SmaⅠ消化后，电泳

回收克隆入 pSK-NL 中，获得 pSKR-NL；对左臂用

HindⅢ和 NheⅠ酶切，电泳回收克隆入 pSKR-NL 的

HindⅢ和 NheⅠ位点，获得 pSK-USL，对该质粒用 Spe
Ⅰ单酶切可以切出约 5.6 kb 的条带，用 NheⅠ和 Hind
Ⅲ单酶切，仅能使质粒线形化，切出约 8.5 kb 的条带，

见图 2。对 pSK-USL 用载体两端的通用引物测序，通

过序列比较发现，两重组臂相对连接，与预想的结果

一致。 
2.3  转移载体的构建 

以质粒 phCMVgpt 为模板，PCR 扩增 hCMVgpt
基因表达盒，结果扩增出约 1.5 kb 的条带，见图 3；
电泳回收以后，将其克隆入 T 载体中，获得

pT-hCMVgpt，对其用 PacⅠ酶切，电泳回收目的条带，  
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1. 重组左臂 PCR 产物；2. 重组右臂 PCR 产物；3. DNA marker(DL1500) 
1. PCR amplified products of left arms; 2. PCR amplified products of rignt 
arms; 3. DNA marker (DL15000) 

 

图 1  重组臂 PCR 产物 

Fig.1  The PCR products of the recombinant arms 

 

 
 
1. NheⅠ单酶切；2. HindⅢ单酶切；3. SpeⅠ单酶切；4. DNA marker 
(DL15000) 
1. pSK-USL/ Nhe ;Ⅰ  2. pSK-USL/ Hind ;Ⅲ  3. pSK-USL/ Spe ;Ⅰ  4. DNA 
marker (DL15000)  
 

图 2  质粒 pSK-USL 酶切鉴定 

Fig.2  Restriction enzyme analysis of plasmid pSK-USL 
 

将其连入 pBlueloxP，获得 pgBlueloxP，阳性的质

粒用 PacⅠ酶切，电泳可以看到 1.5 kb 的条带，见图

4；对 pSK-USL 用 SpeⅠ酶切，电泳回收 5.6 kb 的条

带，将其克隆入 pgBlueloxP，通过 PCR 鉴定出阳性质

粒，对阳性质粒用 SphⅠ和 NheⅠ酶切，若两 loxP 位

点同向，并位于 BAC 骨架基因的两边时，应切出约

3.0 kb 的条带，将该质粒命名为 pUS-BGS，见图 5。 
2.4  重组病毒筛选 

用脂质体将经 NheⅠ的 pUS-BGS 转染入经

CVI988 感染的 CEF，4～5 d 后将细胞消化下来以后，

接种新鲜的细胞，用 MX-HAT 药物培养基筛选，如此

重复 3 次，用 X-gal 染色，显微镜观察，挑取蓝斑，

将该病毒命名为 rMDV-BAC，见图 6。 

3  讨论 

3.1  利用E.coli gpt和lacZ基因为筛选基因，加快

MDV重组病毒筛选速度 

 

 

1. DNA marker；2. 表达盒 PCR 产物 
1. DNA marker; 2. PCR amplified products of the expressing cassette 

 

图 3  hCMVgpt 表达盒 PCR 产物 

Fig.3  The PCR products of the expressing cassette 

 

 

 

1. PacⅠ单酶切鉴定；2. DNA marker 
1. pgBlueloxP/ PacⅠ; 2. DNA marker 

 

图 4  质粒 pgBlueloxP 酶切鉴定 

Fig.4  Restriction enzyme analysis of plasmid pgBlueloxP 

 

 
 
1. DNA marker(DL15000)；2. SphⅠ+NheⅠ双酶切鉴定；3. 重组右臂 PCR
产物；4. 重组左臂 PCR 产物 
1. DNA marker (DL15000); 2. pUS-BGS/ SphⅠ+NheⅠ; 3. PCR amplified 
products of rignt arms; 4. PCR amplified products of left arms 

 

图 5  质粒 pUS-BGS 酶切鉴定 

Fig.5  Restriction enzyme analysis of plasmid pUS-BGS  

 
由于 MDV 的严格的细胞结合性以及仅能在鸡或

鸭的原代或继代细胞上有效增殖的特点，使得 MDV
重组病毒的筛选变得困难。有学者报道[15,16]利用 E.coli 
gpt 基因为筛选基因构建重组病毒，使用 MX-HAT 
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A. CVI988 病毒在 CEF 上的病变；B. 重组病毒 4 代在 CEF 上的蓝斑 
A. The plagues of CVI988 in CEF; B. The fourth passage of rMDV-BAC in 
CEF 
 

图 6  重组病毒 rMDV-BAC 感染 CEF 形成的蓝斑（×200） 

Fig. 6  The blue plagues of rMDV-BAC in CEF（×200） 
 

药物培养基进行重组病毒的筛选，可以有效地抑制亲

本病毒的繁殖，加快重组病毒的繁殖，从而避免在重

组病毒筛选过程中在体外连续传代。另外，E.coli lacZ
基因被广泛地应用于 MDV[17~19]及其它病毒[20]的重组

病毒的筛选，利用该基因进行重组病毒的构建，仅使

用一种底物 X-gal 进行显色，便于重组病毒的纯化。

本研究结合两种筛选基因的特点，使用 E.coli gpt 和

lacZ 双筛选基因进行重组病毒的筛选，加快了重组病

毒筛选的速度。 
3.2  构建转移载体时，在 BAC 骨架基因的两侧引入两

同向的 loxP 位点，便于将来利用 Cre/loxP 重组

酶系统对 BAC 骨架基因进行操作 

在以往 MDV BAC 构建中，没有引入 loxP 位点，

使得 BAC 衍生病毒中都含有 BAC 骨架基因，这样就

不能消除 BAC 基因对病毒的影响。Smith G A 等报  
道[10]使用两步同源重组构建成含有 BAC 基因的 prv
重组病毒，并且在 BAC 骨架基因的两侧引入两同向

的 loxP 位点，便于下一步利用 Cre/loxP 重组酶系统对

BAC 衍生病毒进行操作。本研究构建了含有 BAC 基

因的 MDV1 转移载体，并在 BAC 基因的两侧引入两

同向的 loxP 位点，通过一步同源重组获得含有 BAC
基因的 MDV CVI988 株重组病毒，为下一步利用

Cre/loxP 重组酶系统对 MDV BAC 衍生病毒进行操作

奠定基础。 
3.3  本研究为 MDV1BAC 的构建奠定基础，进一步为以

MDV1 CVI988 株病毒为载体的新型疫苗的开发奠

定基础 

尽管国外已有 MDV BAC 的报道，但是国内尚属

空白，本研究为构建具有中国自主知识产权的 MDV 

细菌人工染色体奠定基础。本研究利用构建的载体与

MDV1 CVI988 株病毒进行同源重组，构建重组病毒，

为下一步 MDV1 CVI988 株细菌人工染色体的构建奠

定基础，同时，为以 MDV1 CVI988 株病毒为载体的

新型疫苗的开发奠定基础。 

4  结论 

4.1  本研究表明：（1）构建的转移载体，在与 MDV1 
CVI988 株病毒进行同源重组之前，必须利用 NheⅠ将

载体线性化，使两同源重组臂顺次位于 BAC 骨架基

因的两侧，转染感染 MDV1 CVI988 株病毒的鸡胚成

纤维细胞，获得重组病毒。（2）在 MDV 重组病毒筛

选的过程中，利用 MX-HAT 药物培养基连续筛选 3 代

以后，利用 X-gal 显色以后，挑取阳性克隆，可以获

得相对较纯的 MDV 重组病毒。（3）重组病毒获得，

说明试验中利用 PCR 获得 MDV1 同源重组臂可以与

MDV CVI988 株病毒进行同源重组，与测序的结果相

符。 
4.2  将两同向的 loxP 位点引入 BAC 骨架基因的两

侧，构建成 MDV1 转移载体，为 MDV1 细菌人工染

色体的构建奠定基础，同时，为改善 MDV1 BAC 衍

生病毒奠定基础。 
4.3  该载体的构建为下一步 MDV1 不同毒株的细菌

人工染色体的构建奠定了基础，同时，也对 MDV2 和

MDV3 不同毒株的细菌人工染色体的构建给予一些启

示。 
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