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［摘　 要］ 　 ＧＸ０１０１ 是一株整合禽网状内皮组织增生症病毒 （ＲＥＶ） 长末端重复序列 （ＬＴＲ） 的重

组马立克氏病病毒 （ＭＤＶ）。 基于 ＭＤＶ ＧＸ０１０１ 的细菌人工染色体感染性克隆利用高通量测序技

术完成了对其全基因组的序列分析。 ＧＸ０１０１ 全基因组长 １７８１０１ ｂｐ， 其基因组的 ＴＲＬ、ＵＬ、ＩＲＬ、
ＩＲＳ、ＵＳ 和 ＴＲＳ 区分别长 １２７５８ ｂｐ、１１３５７２ ｂｐ、１２７４１ ｂｐ、１２７００ ｂｐ、１１６９５ ｂｐ、１３１３４ ｂｐ。 与 Ｍｄ５ 不

同，ＧＸ０１０１ 含有一个 ｓｏｒｆ２ 基因。 同时，ＧＸ０１０１ 全基因组含有一个 ＲＥＶ ＬＴＲ 重组片段，位于其基因

组 ＵＳ 区的 ｓｏｒｆ１ 中，ｓｏｒｆ２ 基因前 ２６７ ｂｐ 碱基处。 通过与已发表的近 １０ 株 ＭＤＶ 的比较， 发现

ＧＸ０１０１ 与英国分离株 Ｃ１２ ／ １３０ 的两个不同毒力的感染性克隆 ｐＣ１２ ／ １３０－１０ 和 ｐＣ１２ ／ １３０－１５ 同源

性最高。 ＧＸ０１０１ 的全基因组序列的比较分析，有助于进一步阐明 ＭＤＶ 致病性、传播性相关的基

因，也有助于揭示不同地域间 ＭＤＶ 的遗传变异和演化关系。
［关键词］ 　 ＲＥＶ ＬＴＲ；重组 ＭＤＶ；感染性克隆；高通量测序；全基因组

基金项目： 国家自然科学基金青年科学基金项目（３１４０２２３５）

作者简介： 周忠文，硕士，从事分子病毒学研究。

通讯作者： 苏 帅。 Ｅ－ｍａｉｌ： ｓｓｕ６３０７＠ １６３．ｃｏｍ

Ｇｅｎｏｍｉｃ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａ Ｆｉｅｌｄ Ｍａｒｅｋ＇ｓ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｖｉｒｕｓ Ｓｔｒａｉｎ ＧＸ０１０１
ｗｉｔｈ ａ Ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ Ｖｉｒｕｓ Ｔｅｒｍｉｎａｌ Ｒｅｐｅａｔ Ｌｏｎｇ Ｉｎｓｅｒｔ

ＺＨＯＵ Ｚｈｏｎｇ－ｗｅｎ１， ＳＵ Ｓｈｕａｉ１∗， ＣＵＩ Ｎｉｎｇ２， ＳＵＮ Ｐｅｎｇ１， ＳＵＮ Ｓｈｕ－ｈｏｎｇ１， ＣＵＩ Ｚｈｉ－ｚｈｏｎｇ１

（１．Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｔａｉ＇ａｎ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ ２７１０１８， Ｃｈｉｎａ；

２．Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ， Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｊｉｎａｎ ２５０１００， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＳＵ Ｓｈｕａｉ， Ｅ－ｍａｉｌ： ｓｓｕ６３０７＠ １６３．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： ＧＸ０１０１ ｉｓ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｍａｒｅｋ＇ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ （ＭＤＶ） ｆｉｅｌｄ ｓｔｒａｉｎ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ
（ＲＥＶ） ｌｏｎｇ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｐｅａｔ （ＬＴＲ） ｉｎｓｅｒｔ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ ｏｆ ＧＸ０１０１ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ （ＢＡＣ） ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏｎｅ， ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＧＸ０１０１ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ
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Ｍｄ５． ＧＸ０１０１ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａ ＲＥＶ ＬＴＲ ｉｎｓｅｒｔ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｓｏｒｆ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＵＳ ｒｅｇｉｏｎ， ａｔ ａ ｓｉｔｅ ２６７ ｂｐ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｏｒｆ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ １０ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ＭＤＶ ｓｔｒａｉｎｓ， ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＧＸ０１０１ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｔｏ ｔｗｏ ＢＡＣ ｃｌｏｎｅｓ ＰＣ１２１３０－１０ ａｎｄ ＰＣ１２１３０－１５ ｏｆ Ｕｎｉｔｅｄ Ｋｉｎｇｄｏｍ ｓｔｒａｉｎ Ｃ１２１３０ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＧＸ０１０１ ｗｉｌｌ ｂｅ ｕｓｅｆｕｌ ｏｎ ｂｏｔｈ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｒ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ＭＤＶｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ａｒｅａｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＲＥＶ ＬＴＲ； ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＭＤＶ； ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏｎｅ； ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ

　 　 马立克氏病是由马立克氏病毒 （ Ｍａｒｅｋ ＇ ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＭＤＶ）引起的鸡的肿瘤病，可以通过

空气、鸡只的相互接触传播［１－２］。 ＭＤＶ 属于 ａ 疱疹

病毒，分为 ３ 个血清型，一般认为血清Ⅰ型病毒有

致病性，可引起 Ｔ 细胞淋巴瘤以及其他病变。 血清

Ⅱ型与Ⅲ型病毒没有致病性［３－４］。 虽然三个血清型

基因组结构相似，都是由线性双股 ＤＮＡ 组成，但是

基因组成上差别很大，与 ＭＤ 致病性相关的基因至

今还不是十分明确［５－７］。
ＧＸ０１０１ 是在中国广西省分离到一株自然重组

进禽网状内皮组织增生症病毒 （Ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅ⁃
ｌｉｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＲＥＶ）长末端重复序列（ Ｌｏｎｇ ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｒｅｐｅａｔ， ＬＴＲ）的重组 ＭＤＶ，属于 ＭＤＶ 超强毒，毒力

强于 ＭＤＶ 强毒国际参考株 ＧＡ 株，弱于 ＭＤＶ 超强

毒国际参考株 Ｍｄ５ 株，但是横向传播能力强于 Ｍｄ５
株［８－１０］。 利用细菌人工染色体技术构建 ＧＸ０１０１
的感性克隆，敲除 ＧＸ０１０１ 基因组的 ＲＥＶ ＬＴＲ 片

段，证实 ＲＥＶ ＬＴＲ 片段的插入显著提高 ＧＸ０１０１ 的

横向传播能力［１１－１２］。 敲除 ＧＸ０１０１ 的致肿瘤基因

ｍｅｑ 后，ＧＸ０１０１Δｍｅｑ 完全丧失致病性，并且能够

提供比 ＭＤＶ 商品化疫苗 ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 更好的保

护效 果［１３－１４］。 与 缺 失 ｍｅｑ 基 因 的 重 组 ＭＤＶ
ｒＭｄ５Δｍｅｑ 不同，ＧＸ０１０１Δｍｅｑ 丧失免疫抑制并且

在鸡体内能够稳定的复制。 ＲＭ１ 是由 ＭＤＶ 与

ＲＥＶ 在细胞上共培养产生的含有 ＲＥＶ ＬＴＲ 片段的

重组 ＭＤＶ，其毒力已被致弱，对鸡没有致肿瘤性，
而 ＧＸ０１０１ 属 于 超 强 毒， 具 有 较 高 的 致 肿 瘤

率［１５－１６］。 为了进一步分析引起 ＭＤＶ 生物学活性

差异相关的基因，本文利用高通量测序技术完成了

对 ＭＤＶ ＧＸ０１０１ 的细菌人工染色体感染性克隆全

基因组的序列分析。

１　 材料与方法

１．１　 细胞及病毒来源　 ９ ～ １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚购自

济南斯帕法斯家禽有限公司，实验室常规方法制备

成鸡胚层纤维细胞 （ Ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，
ＣＥＦ）。 ＭＤＶ ＧＸ０１０１ 由本实验室在中国广西省分

离［８］，ＧＸ０１０１ 感染性克隆 ＧＸ０１０１－ＢＡＣ 由本实验

室制备并保存［１１］。
１．２　 主要试剂　 高保真 Ｔａｑ 酶（包括 ＰＣＲ 反应所

需 ｂｕｆｆｅｒ）、ｄＮＴＰ、常用限制性内切酶、ｐＭＤ１８－Ｔ 连

接试剂盒等购自宝生物工程（大连）有限公司；凝胶

回收试剂盒（Ｄ２５００－０１）、质粒提取试剂盒（Ｄ６９４３
－ ０１） 均购自 美 国 ＯＭＥＧＡ 公 司； Ｔｒａｎｓ２Ｋ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、Ｔｒａｎｓ１５Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购于北京全式金生物

技术有限公司。 ＭＤＶ ＢＡＣ 质粒大量提取试剂盒

（Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍａｘｉ Ｋｉｔ）购自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司。
１．３　 ＧＸ０１０１ 感染性克隆 ＧＸ０１０１－ＢＡＣ 质粒的制备

按照 ＱＩＡＧＥＮ Ｐｌａｓｍｉｄ ｍａｘｉ ｋｉｔ （Ｃａｔ． Ｎｏ．１２１６３） 操作

说明大量制备含有 ＧＸ０１０１ 全基因组的感染性克隆

ＧＸ０１０１－ＢＡＣ 质粒，操作保证质粒 ＤＮＡ 的完整性。
１．４　 ＧＸ０１０１ 感染性克隆 ＧＸ０１０１－ＢＡＣ 的测序 　
将 ４０．０ μｇ 的 ＧＸ０１０１－ＢＡＣ（２００ ｎｇ ／ μＬ）由基于焦

磷酸测序原理的 Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ ２０ ＦＬＸ Ｓｙｓｔｅｍ
（４５４ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）平台进行商业化测序

（上海美吉生物医药科技有限公司）。 具体试验流

程如下：首先通过高压氮气将基因组雾化成约

３００～８００ ｂｐ 的片段，然后利用 Ｔ４ ＤＮＡ 聚合酶和

Ｔ４ 核苷酸激酶在 ＤＮＡ 片断的 ５＇端加上磷酸基团，
３＇端变成平端，分别和长 ４４ 个碱基衔接子（ａｄａｐｔｏｒ）
进行平端连接。 将分离到的含有衔接子的 ＤＮＡ 片

段与磁珠结合，每一个磁珠都被油水混合的小滴包

被，因此可以独立的进行一个片段的扩增，而没有

其他片段扩增的影响。 经过这种平行扩增后，每个
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磁珠都有成千上万个相同的基因拷贝。 将磁珠富

集后加入 ４０×７５ ｍｍ ＰｉｃｏＴｉｔｅｒ Ｐｌａｔｅ 板进行测序。
对于重复序列以及其他不确定序列的验证均

由多次单独的 ＰＣＲ 克隆测序验证。 ＰＣＲ 以亲本病

毒 ＧＸ０１０１ 感染的 ＣＥＦ 细胞 ＤＮＡ 为模板，ＰＣＲ 产

物均连接到 ｐＭＤ１８－Ｔ（大连宝生物工程有限公司）
载体由 ＡＢＩ－３７３０ ＸＬ ＤＮＡ Ａｎａｌｙｚｅｒ （Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ⁃
ｓｙｓｔｅｍｓ， Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙ， ＣＡ）测序分析。
１．５　 ＧＸ０１０１ 的全基因组序列分析 　 利用 ＤＮＡＳ⁃
ＴＡＲ、ＮＣＢＩ 上的 ｂｌａｓｔＰ 和 ＰｓｉＢｌａｓｔ、ＭｕｌｔＡｌｉｎ、ＭＥＧＡ
３．１ 等其他工具对 ＧＸ０１０１ 基因组序列进行分析。
用于同 ＧＸ０１０１ 进行基因组比对的其他 ＭＤＶ 毒株

（Ｍｄ５、８１４、ＰＣ１２ ／ １３０－１０、ＰＣ１２ ／ １３０－１５、ＣＶＩ９８８、
ＧＡ、ＲＢ１Ｂ）基因组序列均由 ＮＣＢＩ 获取。
２　 结　 果

２．１ 　 ＧＸ０１０１ 的基因组结构以及与其他不同株

ＭＤＶ 的系统进化关系 　 ＧＸ０１０１ 全基因组的拼接

来自 Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ ２０ ＦＬＸ Ｓｙｓｔｅｍ 平 台 的

１３５９６ 个读长（平均每个长 ３７８ ｂｐ），最终的测序深

度是 ２８ 倍。 ＧＸ０１０１ 全基因组长 １７８１０１ｂｐ （Ｇｅｎｅ⁃
Ｂａｎｋ ＮＯ． ＪＸ８４４６６６），包括构建 ＧＸ０１０１ 感染性克

隆缺失的部分 ＵＳ２ 基因的序列 （以亲本病毒

ＧＸ０１０１ 感染的 ＣＥＦ 细胞 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩

增测序后补齐），碱基组成的鸟嘌呤和胞嘧啶（Ｇ＋
Ｃ）占 ４４％。 整个基因组由长末端重复区（ ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｒｅｐｅａｔ ｌｏｎｇ ｒｅｇｉｏｎ， ＴＲＬ）、 长独特区 （ ｕｎｉｑｕｅ ｌｏｎｇ
ｒｅｇｉｏｎ， ＵＬ）、内部长重复区 （ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｐｅａｔ ｌｏｎｇ
ｒｅｇｉｏｎ， ＩＲＬ）、内部短重复区 （ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｐｅａｔ ｓｈｏｒｔ
ｒｅｇｉｏｎ， ＩＲＳ）、短独特区（ｕｎｉｑｕｅ ｓｈｏｒｔ ｒｅｇｉｏｎ， ＵＳ）和
短末端重复区（ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｐｅａｔ ｓｈｏｒｔ ｒｅｇｉｏｎ， ＴＲＳ）组
成。 其中，长末端重复区长 １２７５８ ｂｐ，在基因组位

于 １＃～１２７５８＃；长独特区长 １１３５７２ ｂｐ，位于 １２７５９＃～
１２６３３０＃；内部长重复区长 １２７４１ ｂｐ，位于 １２６３３１＃～
１３９０７１＃；内部短重复区长 １２７００ ｂｐ，位于 １３９８３３＃～
１５２５３２＃；短独特区长 １１６９５ ｂｐ，位于 １５２５３３ ＃ ～
１６４２２７＃；短末端重复区长 １３１３４ ｂｐ，位于 １６４２２８＃～
１７７３６１＃，包括近 ２００ 个开放阅读框，２ 个拷贝的

１３２ ｂｐ 的重复片段。 ＧＸ０１０１ 与其他毒株基因组不

同区域的比较见表 １ （其中 ＩＲＬ ／ ＩＲＳ 和 ＴＲＳ 区为了

比较的方便加入了基因组中的 α 序列）。 系统进化

树表明，ＧＸ０１０１ 与来自英国的超强毒 Ｃ１２ ／ １３０ 的

两个不同致病性的感染性克隆 ｐＣ１２ ／ １３０ － １０ 和

ｐＣ１２ ／ １３０－１５ 具有比较近的进化关系。 ５８４Ａｐ８０
是将特超强毒 ５８４Ａ 在细胞传 ８０ 代，通过动物实验

明确证实毒力致弱的病毒，与 ＧＸ０１０１ 也有比较近

的进化关系（图 １）。

表 １　 ＧＸ０１０１ 与其他 ＭＤＶ 不同基因组结构间的比较

Ｔａｂ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｍｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ＧＸ０１０１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ９ ＭＤＶ ｓｔｒａｉｎｓ
Ｓｔｒａｉｎ Ｐａｔｈｏｔｙｐｅ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ＃ ＴＲＬ ＵＬ ＩＲＬ ／ ＩＲＳ ＵＳ ＴＲＳ Ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ

ＧＸ０１０１ａ ｖｖ ＪＸ８４４６６６ １２７５８ １１３５７２ ２６２０２ １１６９５ｂ １３８７４ １７８１０１

ｐＣ１２ ／ １３０－１０ａ ｖｖ ＦＪ４３６０９６ １２８５１ １１４０１６ ２５９７５ １１１５８ｂ １３１１８ １７７１１８

ｐＣ１２ ／ １３０－１５ａ ｍ ＦＪ４３６０９７ １２８５２ １１３５２３ ２６５０６ １１１５４ｂ １３６５９ １７７６９４

５８４Ａｐ８０ａ ？ ＥＵ６２７０６５ １８０３４ １１３２８３ ２６０２５ １０６５５ｂ １１４２６ １７９４３４

ＣＵ－２ ｖ ＥＵ４９９３８１ １３２８８ １１３５００ ２５８３０ １１６５１ １２６５３ １７６９２２

ＲＢ－１Ｂａ ｖｖ ＥＦ５２３３９０ １３９０３ １１３６１０ ２６１３３ １１７１４ｃ １２１８４ １７７５４４

ＣＶＩ９８８ａ ｍ ＤＱ５３０３４８ １４４７６ １１３４９０ ２６６３９ １１６５１ｃ １２０５５ １７８３１１

Ｍｄ５ ｖｖ ＡＦ２４３４３８ １４０２８ １１３５６３ ２６２０７ １０８４７ １３２２９ １７７８７４

Ｍｄ１１ａ ｖｖ ＡＹ５１０４７５ １３５４５ １１３５０９ ２６７２１ １０８７９ｄ １３９７８ｅ １７８６３２

ＧＡ ｖ ＡＦ１４７８０６ １２５４８ｆ １１３５０８ ２４７０４ １１１６０ １２１２１ １７４０７７

　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｄｅｆｉｎｅ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＸ０１０１ ｇｅｎｏｍｅ， ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ １３２ ｂｐ ｒｅｐｅａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｌｏｎｇ ｒｅｐｅａｔ （ＴＲＬ
ａｎｄ ＩＲＬ） ａｎｄ ｔｈｅ ａ－ｌｉｋｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｔ ｔｈｅ ＩＲＬ ／ ＩＲＳ ａｎｄ ＴＲＳ ／ ＴＲＬ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ｎｅｅｄｅｄ ｔｏ ｂｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ． ｍ： ｍｉｌｄ； ｖ： ｖｉｒｕｌｅｎｔ； ｖｖ： ｖｅｒｙ ｖｉｒｕｌｅｎｔ； ｖｖ＋： ｖｅｒｙ ｖｉｒｕ⁃
ｌｅｎｔ ｐｌｕｓ． ａ： Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＢＡＣ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ． ｂ： Ｌｅｎｇｔｈ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ６１６ ｂｐ ｏｆ ｔｈｅ ＵＳ２ ｇｅｎｅ ｍｉｓｓｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ＢＡＣ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ． ｃ： Ｌｅｎｇｔｈ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ８１３ ｂｐ ｏｆ ｔｈｅ ＵＳ２ ｇｅｎｅ
ｍｉｓｓｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ＢＡＣ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ． ｄ： Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎｃｌｕｄｅｓ １２０７ ｂｐ ｏｆ ｔｈｅ ｇＤ ｇｅｎｅ ｍｉｓｓｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ＢＡＣ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ． ｅ： Ｍｄ１１ ＢＡＣ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａ ｌａｒｇｅ ｄｅｌｅ⁃
ｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＴＲＳ ｒｅｇｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ｎｕｍｂｅｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｎ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ． ｆ： Ｔｈｅ ａ－ｌｉｋｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ．
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图 １　 ＧＸ０１０１ 与其他 Ｉ 型 ＭＤＶ 的系统进化树

Ｆｉｇ １　 Ｕｎｒｏｏｔｅｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＭＤＶ－１ ｇｅｎｏｍｅｓ ＧＸ０１０１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒｓ
∗ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｒｅｅ ｄｒａｗｉｎｇ ｗｅｒｅ ｄｏｎｅ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＭＡＦＦＴ ｐｒｏｇｒａｍ

２．２　 ＧＸ０１０１ 的基因组中的 ＲＥＶ ＬＴＲ 重组片段　
通过全基因组测序，证实 ＧＸ０１０１ 全基因组中仅含

有一个长 ５３８ ｂｐ 的 ＲＥＶ ＬＴＲ 片段，位于基因组短

独特区 ｓｏｒｆ２ 基因上游 ２６７ ｂｐ 的 ｓｏｒｆ１ 基因中（图 ２）。
ＲＥＶ ＬＴＲ 整合片段位于 ＧＸ０１０１ 基因组的 １５２７２１＃～
１５３２５８＃碱基位点（相当于Ｍｄ５的１５３１７５＃～１５３１７６＃）。
与细胞培养过程中 ＲＥＶ 与 ＭＤＶ 共感染产生的重

组 ＭＤＶ ＲＭ１ 不同，ＲＭ１ 中的 ＲＥＶ ＬＴＲ 片段位于

其基因组 ＩＲＳ 区，在其基因组中 ｓｏｒｆ１ 上游 ８３２ ｂｐ
处，ｓｏｒｆ２ 基因上游 １１６３ ｂｐ 处（相当于 ＧＸ０１０１ 基因

组的 １５１７３６＃ ～ １５１７３７＃）。 ＲＭ１ 随着在细胞上传

代，在其基因组的 ＴＲＳ 区插入另一相同的 ＲＥＶ
ＬＴＲ 片段。 相比，ＧＸ０１０１ 整合的 ＲＥＶ－ＬＴＲ 具有

良好的稳定性，经过在细胞、鸡体内多次传代依然

保持唯一性。

图 ２　 ＲＥＶ ＬＴＲ 重组片段在 ＧＸ０１０１ 基因组中的位置示意图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｋｅｔｃｈ ｍａｐ ｏｆ ＲＥＶ ＬＴＲ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ ＧＸ０１０１ ｇｅｎｏｍｅ
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２．３　 ＧＸ０１０１ 与其他 ＭＤＶ 毒株相比基因组中的缺

失片段 　 ｐＣ１２ ／ １３０ － １０ 与 ｐＣ１２ ／ １３０ － １５ 是来自

ＭＤＶ 超强毒 Ｃ１２ ／ １３０ 的两个感染性克隆，通过两

个感染性克隆的全基因组比较，发现 ｐＣ１２ ／ １３０－１０
的 ７１．４ ～ ７２．２ 开放阅读框有一增加的 ４９４ ｂｐ 的碱

基，其他 Ｉ 型 ＭＤＶ 毒株无论疫苗株还是致病株都

没有这一片段。 ＧＸ０１０１ 作为超强毒其基因组也没

有这一 ４９４ ｂｐ 的片段（图 ３），但是在这一 ７１．４～７２．２
开放阅读框间的序列与 ｐＣ１２ ／ １３０－１５ 存在 １００％的

同源性，其他均没有如此高的同源性。

图 ３　 ＧＸ０１０１ 基因组中 ４９４ ｂｐ 碱基缺失示意图

Ｆｉｇ ３　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ４９４ ｂｐ ｂａｓｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ＧＸ０１０１ ｇｅｎｏｍｅ

　 　 ＧＸ０１０１ 基因组的 ＵＳ 区 （相对于 Ｍｄ５ 的

１６４０３２＃～ １６４５１９＃处）与 Ｍｄ５、Ｍｄ１１、ＲＢ１Ｂ、ＣＵ２、
５８４Ａ、ＣＶＩ９８８ ／ Ｒｉｓｐｅｎｓ 毒株相比缺少 ４８６ ｂｐ 碱基

（图 ４），但是与 ＧＡ、８１４、ｐＣ１２ ／ １３０－１０、ｐＣ１２ ／ １３０－１５
等毒株一样，并且通过同源性比较发现这一缺失区

两端序列与 ｐＣ１２ ／ １３０ － １０、 ｐＣ１２ ／ １３０ － １５ 具有

１００％同源性。 虽然这一缺失与病毒致病性的相关

性还不明确，但是可以推测这种独特的基因组结构

使得 ｓｏｒｆ１ 基因完全位于基因组的 ＵＳ 区。 自然重

组的 ＲＥＶ－ＬＴＲ 之所以能够稳定的插入这一位点，
而并没有随着病毒复制产生另一 ＲＥＶ ＬＴＲ 片段，依
然保持良好的稳定性，与这一独特结构密切相关。

ＧＸ０１０１ ＵＳ 区与 ＴＲＳ 区连接处与 ＧＡ、８１４、
ｐＣ１２ ／ １３０－１０、ｐＣ１２ ／ １３０ － １５ 等毒株一样，与 Ｍｄ５
相比缺少 ８３０ ｂｐ 碱基（图 ５），但是 ＧＸ０１０１、ｐＣ１２ ／
１３０－１０ 属于超强毒，ＧＡ 属于强毒，ｐＣ１２ ／ １３０－１５

·５·
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属于弱毒，而 ８１４ 株属于疫苗毒，因此这种碱基的

缺失与病毒致病性以及稳定性间的关系将是进一

步研究的重点。 尽管 ＲＢ１Ｂ、ＣＵ２、５８４Ａ、ＣＶＩ９８８ ／

Ｒｉｓｐｅｎｓ 毒株与 Ｍｄ５ 相比也有碱基的缺失，但是可

以看出这五株 ＭＤＶ 的缺失显然与 ＧＸ０１０１、ＧＡ、
８１４ 等五株不同。

图 ４　 ＧＸ０１０１ ＵＳ 区与其他 ＭＤＶ 毒株相比缺失序列的示意图

Ｆｉｇ ４　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｓｓｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ＧＸ０１０１ ＵＳ ｒｅｇｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＭＤＶ ｓｔｒａｉｎｓ

·６·
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图 ５　 ＧＸ０１０１ ＵＳ 区 ／ ＴＲＳ 连接处缺失序列的示意图

Ｆｉｇ ５　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｓｓｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＵＳ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ＴＲＳ ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ ＧＸ０１０１

·７·



中国兽药杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ５１ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２．４　 ＧＸ０１０１ 与其他 ＭＤＶ 毒株相比基因组中的增

加片段 　 ＧＸ０１０１ 基因组中 ＴＲＳ 区的 ＭＤＶ９７． ３ ～
９７．６ 开放阅读框中，有 ５ 个连续的 ２１７ ｂｐ 碱基的重

复，其他不同毒株虽然也含有不同拷贝数的重复，
但是没有 ＧＸ０１０１ 数目多。 同样在 ＧＸ０１０１ 基因组

的 ＩＲＳ 区的 ８６．２ ～ ８６．４ 开放阅读框中，存在 ３ 个相

同的 ２１７ ｂｐ 的重复序列，其他 ＭＤＶ 相比仅含有

１～２拷贝的重复。
３　 讨　 论

自 ２０００ 年 Ｌｅｅ 等 发 表 ＧＡ 株 Ｉ 型 ＭＤＶ
（ＭＤＶ１） 全基因组序列以来，已有 １０ 多株 Ｉ 型

ＭＤＶ 完成了全基因组的序列比较、分析，它们分别

属于弱毒疫苗株、强毒、超强毒和特超强毒等不同

的致病型［１７－１９］。 ＧＸ０１０１ 作为自然重组 ＭＤＶ，其致

病性、横向传播性以及相关基因片段的功能已经进

行了大量的研究［２０－２２］。 为了进一步分析 ＧＸ０１０１
基因组结构，我们在 ＧＸ０１０１ 的感染性克隆质粒的

基础上，利用高通量测序的方法完成了对其全基因

组的测序分析（ＧｅｎｅＢａｎｋ ＮＯ． ＪＸ８４４６６６），ＧＸ０１０１
基因组全长 １７８１０１ ｂｐ，其基因组的 ＴＲＬ 区、ＵＬ 区、
ＩＲＬ 区、ＩＲＳ 区、ＵＳ 区和 ＴＲＳ 区分别长 １２７５８ ｂｐ、
１１３５７２ ｂｐ、１２７４１ ｂｐ、１２７００ ｂｐ、１１６９５ ｂｐ、１３１３４ ｂｐ。
基因组含有两个拷贝的 １３２ ｂｐ 重复片段。

ＧＸ０１０１ 基因组中含有唯一的 ＲＥＶ ＬＴＲ 插入

片段位于 ＵＳ 区 ｓｏｒｆ２ 基因上游 ２６７ ｂｐ 的 ｓｏｒｆ１ 基因

中。 另一细胞培养上 ＭＤＶ 与 ＲＥＶ 共感染产生的

重组毒 ＲＭ１ 中的 ＲＥＶ ＬＴＲ 片段位于其基因组的

ＩＲＳ 区，在其基因组中 ｓｏｒｆ１ 上游 ８３２ ｂｐ 处，ｓｏｒｆ２ 基

因上游 １１６３ ｂｐ 处，并且随着病毒的复制在其基因

组的 ＴＲＳ 区出现另外一 ＲＥＶ ＬＴＲ 片段［１５］。 如果

将 ＲＭ１ 中的 ＲＥＶ ＬＴＲ 片断插入 ｒＭｄ５ 基因组中相

似的位置，拯救的重组病毒在细胞培养上能够稳定

遗传但在鸡体内不能稳定存在，在传代过程中容易

失去插入的 ＲＥＶ ＬＴＲ 片段［２３－２４］。 相反，ＧＸ０１０１ 在

鸡体内即使经过 ２０ 代传代其基因组中的 ＲＥＶ ＬＴＲ
片段依然能够稳定存在。 即使将 ＡＬＶ 的 ＬＴＲ 插入

ＧＸ０１０１ 相同的位置，ＡＬＶ ＬＴＲ 依然能够在病毒的

基因组中稳定存在，随着病毒在鸡体内的复制而复

制［２５］。 从病毒基 因 组 复 制 的 角 度 思 考， 由 于

ＧＸ０１０１ 独特的基因组结构，ｓｏｒｆ１ 基因位于其短独

特区，使得 ＲＥＶ ＬＴＲ 整合进 ｓｏｒｆ１ 基因后能够稳定

存在，重组 ＭＤＶ ＧＸ０１０１ 具有较强的稳定性。 最终

由于 ＲＥＶ ＬＴＲ 重组片段的影响提高病毒的横向传

播能力，使其具有一定的流行优势，在鸡群中被分

离出来。
ＧＸ０１０１ 株 ＭＤＶ 与其他 １０ 株 ＭＤＶ 的全基因

组序列比较显示出一个有趣的现象，即从中国分离

到的 ＧＸ０１０１ 与英国分离株 Ｃ１２ ／ １３０ 株的两个独

立的 ＢＡＣ 克隆 ｐＣ１２ ／ １３０－１０ 和 ｐＣ１２ ／ １３０－１５ 病毒

序列的同源性最高［２６－２７］。 除了 ＧＸ０１０１ 具有这一

特有的 ＲＥＶ ＬＴＲ 插入片段外，在经比较的 １９０ 个

ＯＲＦｓ （Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅｓ）中不同毒株间发生不

同程度变异的有 ７７ 个。 在这 ７７ 个 ＯＲＦｓ 中，
ＧＸ０１０１ 与这两个克隆呈 １００％同源的 ＯＲＦ 分别有

５０ 个和 ４７ 个，而与 ＲＢ１Ｂ、Ｍｄ５、ＧＡ、８１４ 和 ＣＶＩ９８８
等毒株却只有 ７ ～ ２７ 个 ＯＲＦｓ 呈现 １００％同源性。
ｐＣ１２ ／ １３０－１０、ｐＣ１２ ／ １３０－１５ 虽然是来自 Ｃ１２ ／ １３０
的两个感染性克隆，但是致病性却截然不同，ｐＣ１２ ／
１３０－１０ 属于超强毒，而 ｐＣ１２ ／ １３０ － １５ 属于弱毒。
通过两个感染性克隆的全基因组比较，发现 ｐＣ１２ ／
１３０－１０ 的 ７１．４ ～ ７２．２ 开放阅读框有一增加的 ４９４
ｂｐ 的基因片段，而 ＧＸ０１０１ 等其他不同致病性

ＭＤＶ 基因组没有，为了继续分析这一片段在 ＭＤＶ
致病性的作用，我们将进一步利用同源重组技术将

其插入 ＧＸ０１０１ 相似位置，分析重组病毒的复制能

力、致病性等生物学活性。 因此，对超强毒 ＧＸ０１０１
及 ｐＣ１２ ／ １３０－１０、ｐＣ１２ ／ １３０－１５ 序列差异的比较为

进一步分析病毒的基因功能奠定基础。
除此之外，在 ＧＸ０１０１ 基因组 ＴＲＳ 区的 ９７．３ ～

９７．６ 开放阅读框中有 ５ 个连续的 ２１７ ｂｐ 重复片段，
在 ＩＲＳ 区的 ８６．２ ～ ８６．４ 开放阅读框有 ３ 个重复的

２１７ ｂｐ 的重复片段，其余 ＭＤＶ 无论在 ＴＲＳ 区还是

ＩＲＳ 区均没有如此多的连续重复。 虽然这段序列编

码的还只是其功能不清的一个 “ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ”，但作为带有最多拷贝数的毒株，进一步分析

该重复性片段与 ＧＸ０１０１ 生物学特性间的关系的

·８·
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是有意义的。 ＧＸ０１０１ ＵＳ 区与 ＴＲＳ 区连接处与

ＧＡ、８１４、ｐＣ１２ ／ １３０－１０、ｐＣ１２ ／ １３０－１５ 等毒株一样，
与 Ｍｄ５ 相比缺少 ８３０ ｂｐ，但 ＧＸ０１０１、ｐＣ１２ ／ １３０－１０
属于超强毒，ＧＡ 属于强毒，ｐＣ１２ ／ １３０ － １５ 属于弱

毒，而 ８１４ 株属于疫苗毒，因此这种碱基的缺失与

病毒致病性以及稳定性间的关系将是进一步研究

的重点。
鉴于 ＧＸ０１０１ 在致病性、横向传播性及基因组

结构上的特性，对 ＧＸ０１０１ 的全基因组序列的比较

分析，既有助于阐明与 ＭＤＶ 致病性、传播性相关的

基因，也有助于揭示不同地域间 ＭＤＶ 的遗传变异

和演化关系。
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