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重组马立克氏病病毒疫苗的研制现状*

李文桂**,陈雅棠

(重庆医科大学附属第一医院传染病寄生虫病研究所,重庆
 

400016)

【摘要】 马立克氏病病毒(Mareks
 

disease
 

virus,MDV)所致的马立克氏病是一种接触性及高度传染的鸡淋巴细胞增生

病,临床以内脏淋巴瘤和神经损伤为特征,常接种CV1988/Rispens、SB1、301B/1和HVT-FC126等减毒或无毒疫苗株进

行防治。这些疫苗株可诱导宿主产生细胞、体液和粘膜免疫应答,是一种理想的疫苗载体,可表达病毒和细菌的多种蛋

白。这些疫苗包括禽流感病毒(rMDV-M2/HA/NA)、新城疫病毒(rMDV-F)、传染性法氏囊病毒(rMDV-VP2)、网状内

皮增生病病毒(rMDV-LTR/env/GP90)、禽白血病病毒J亚型(rMDV-env/gag)、传染性支气管炎病毒(rMDV-S1)、传染

性喉气管炎病毒(rMDV-gB/gJ)、火鸡疱疹病毒(rMDV-gB)、大肠埃希菌(rMDV-LacZ)和rMDV-IL-15等,本文综述以

MDV为载体的病原体疫苗的研制现状。
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【Abstract】 Mareks
 

disease
 

virus
 

(MDV)
 

is
 

one
 

type
 

of
 

etiologic
 

agents
 

casuing
 

contagious,infectious
 

lymphocytosis
 

in
 

avians,its
 

clinical
 

characteristic
 

includes
 

visceral
 

lymphoma
 

and
 

neurotmesis,it
 

may
 

be
 

controled
 

by
 

immunoprophylaxis
 

with
 

attenuated
 

CV1988/Rispens,SB1,301B/1,and
 

HVT-FC126
 

strains,those
 

strains
 

may
 

induce
 

the
 

avians
 

to
 

produce
 

cellular,humoral
 

and
 

mucosal
 

immune
 

responses,it
 

may
 

become
 

ideal
 

vaccine
 

vector
 

for
 

expressing
 

many
 

proteins
 

of
 

viruses
 

and
 

bacteria.
 

These
 

vaccines
 

include
 

Avian
 

influenza
 

virus(rMDV-M2/HA/NA),Newcastle
 

disease
 

virus(rMDV-
F),Infectious

 

bursal
 

disease
 

virus(rMDV-VP2),Reticuloendotheliosis
 

virus(rMDV-LTR/env/GP90),Avian
 

leukosis
 

virus
 

subgroup
 

J(rMDV-env/gag),Infectious
 

bronchitis
 

virus(rMDV-S1),Infectious
 

laryngotracheitis
 

virus(rMDV-gB/

gJ),Herpesvirus
 

of
 

turkey(rMDV-gB),Escherichia
 

coli(rMDV-LacZ),and
 

rMDV-IL-15.The
 

review
 

outlines
 

the
 

status
 

in
 

the
 

research
 

of
 

recombinant
 

MDV
 

vaccine.
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***马立克氏病病毒(Mareks
 

disease
 

virus,MDV)所致的马立

克氏病是一种接触性及高度传染的鸡淋巴细胞增生病,临床以

内脏淋巴瘤和神经损伤为特征,常接种CV1988/Rispens、SB1、

301B/1和 HVT-FC126等减毒或无毒疫苗株进行防治。MDV
的基因组大小约为175

 

kb左右,含有长短2个独特区,可以编

码80多种蛋白。通常借助细菌人工染色体、多位点变异、基因

重排或删除等技术使 MDV减毒,从而成为有希望的疫苗载

体[1-5]。pMDV-GFP和pMDV-EGFP等重组质粒可呈现绿色

荧光蛋白(GFP)或增强型绿色荧光蛋白(EGFP),这为挑选重

组 MDV疫苗带来了便利[6-7]。

大量重 组 MDV 疫 苗 相 继 已 被 构 建,包 括 禽 流 感 病 毒

(rMDV-M2/HA/NA)、新城疫病毒(rMDV-F)、传染性法氏囊

病毒(rMDV-VP2)、网状内皮增生病病毒(rMDV-LTR/env/

GP90)、禽白血病病毒J亚型(rMDV-env/gag)、传染性支气管

炎病毒(rMDV-S1)、传染性喉气管炎病毒(rMDV-gB/gJ)、火鸡

疱疹病毒(rMDV-gB)、大肠埃希菌(rMDV-LacZ)和rMDV-IL-

15等,本文综述以 MDV为载体的病原体疫苗的研制现状。

1 重组 MDV抗病毒

1.1 禽流感病毒 禽流感病毒(AIV)严重威胁养禽业,可波

及人类,常导致呼吸道感染。血凝素(hemagglutinin,HA)、神

经氨酸酶(neuraminidase,NA和基质蛋白2(Matrix
 

protein
 

2,

M2)是AIV表面的3种主要蛋白。HA主要吸附于宿主细胞

表面的唾液酸受体,促进AIV感染细胞,NA在 AIV包装完成

后促进病毒从感染细胞释放,M2是1种离子通道,促进 AIV
病毒RNP进入宿主细胞。将这些重组蛋白或核酸疫苗免疫禽

类可产生高水平的中和性抗体[8-12]。李永清等[13]将pGEM-

M2与 pIRES-EGFP 重 组 得 pEGFP-M2,与 pUS2 重 组 得

pUS2-M2,加CV1988/Rispens株的DNA共同转化CEF细胞

株,筛选培养后经免疫印渍提示阳性血清中和重组病毒表达的

9
 

ku的 M2蛋白。采用皮下注射将103PFU重组病毒接种1d
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龄的仔鸡,在接种后21
 

d发现血清IgG滴度增加,可达1∶
580;此时将108EID50 禽流感病毒 H9N2株进行皮下注射攻

击,在攻击感染后5d显现血清、咽拭子和泄殖腔拭子的病毒负

荷下降105 倍。随后,郦晓琼等[14-17]以类似技术构建了重组

MDV-HA/NA疫苗,将其肌肉注射仔鸡可对抗 H5N1株的滴

鼻攻击,产生80%的保护力,提示该疫苗可产生较好的保护效

果。

1.2 新城疫病毒 新城疫病毒(NDV)可导致禽类的新城疫。

融合蛋白(fusion
 

protein,F)是一种诱导禽类产生中和抗体的

保护性抗原[18-19]。闫帅等[20]以新城疫病毒的RNA为模板扩

增1.6
 

kb的F基因,插入pUAB-gpt得pUAB-F,加 MDV914
株的DNA共同转化CEF细胞株,筛选和培养后经Southern杂

交提示F基因插入重组病毒的基因组中。孙鹏等[21-22]筛选了

重组 MDV-F疫苗,但未进行接种禽类的免疫实验。Okamura
等[23]将5×103PFU重组病毒皮下注射1

 

d龄的仔鸡,在注射

后2周显示血清IgG提升,在注射后2~14周取羽毛进行病毒

PCR检测发现羽毛不存在病毒的污染和扩散。

1.3 传染性法氏囊病病毒 传染性法氏囊病毒(IBDV)可引

起禽类的法氏囊病。VP2是一种诱导禽类产生中和抗体的结

构蛋白[24-25]。Tsukamoto等[26]以该病毒的RNA为模板扩增

VP2基 因,插 入 pSVB得 pSV-VP2,与 pUS2重 组 得 pUS2-

VP2,加 MDV△meq
 

CV1988株的DNA共同转化CEF细胞株,

筛选和培养后经免疫印渍提示阳性血清中和重组病毒呈现的

42
 

ku的VP2蛋白。通过皮下注射将104PFU重组病毒免疫1
 

d龄的仔鸡,在免疫后42
 

d发现血清IgG滴度增加;此时皮下

注射105EID50 IBDV有毒株进行攻击,在攻击感染后7
 

d观察

病变,统计保护力,显示免疫组和对照组的保护力各为55%
(11/20)和0(0/20)。周雪媚等[27]等再次重复了该疫苗的免疫

和攻击实验,但仅获得50%的保护效果,提示该疫苗的接种方

案需要优化。Li等[28]同理得到重组 MDV-VP2疫苗,将其皮

下注射仔鸡可完全对抗IBDV
 

HLJ0504株的皮下注射攻击。

1.4 网 状 内 皮 增 生 病 病 毒  网 状 内 皮 增 生 病 病 毒

(Reticuloendotheliosis
 

virus,REV)是一种免疫抑制性和致瘤

性的逆转录病毒,引起的禽类网状内皮增生病是以急性网状细

胞肿瘤、短小综合征或淋巴组织慢性肿瘤等为特征。REV的

长末端序列(long
 

terminal
 

repeat,LTR)是一种强启动子或增

强子,根据插入的位置可以反式激活不同的基因。当LTR插

入 MDV的基因组可降低该病毒的致病性,但增加病毒的复制

和水平传播能力。env基因编码一种前体蛋白GP160,经细胞

水解后 成 为 成 熟 的 膜 表 面 蛋 白 GP120和 跨 膜 蛋 白 GP41。

GP90基因编码GP90蛋白,这些蛋白具有诱导禽类产生中和

抗体的抗原表位[29-33]。Mays等[34-35]等以该病毒的DNA为模

板扩增LTR基因,插入pMDV得pMDV-LTR,加CV1988株

的DNA共同转化CEF细胞株,筛选和培养后经PCR发现从

重组病毒抽提的DNA可扩增出210
 

bp的LTR基因。分别通

过卵内注射18
 

d胚胎和皮下注射2×103PFU重组病毒接种

20
 

d龄的仔鸡,在接种后5
 

d将500
 

PFU的MDV686有毒株对

仔鸡进行腹腔注射攻击,在攻击感染后8周观察病变,统计保

护力,显现卵内注射组、皮下注射组和对照组的保护力各为

100%(36/36)、100%(34/34)和0(0/37)。随后的疫苗腹腔接

种途径可诱导96%的保护力。Lupiani等[36-38]等进一步证实重

组 MDV-VP2疫苗接种仔鸡可有效抵抗 MDV648A或 Md5株

的腹腔注射攻击,表明该疫苗可产生较好的免疫效率。

周忠文等[39]等以该病毒SNV 株的 DNA 为模板扩增1
 

782
 

bp的env基因,插入pCDNA3.1得pCD-env,与pUC-Kan
重组得pUC-Kan-env,加SC9-1株的DNA共同转化CEF细胞

株,筛选和培养后经 Western荧光证明重组病毒表达融合蛋白

的分子。采用腹腔注射将2×103PFU重组病毒接种1
 

d龄的

仔鸡,在接种后5
 

d将1×103PFU的GX0101株进行腹腔注射

攻击,在注射后90
 

d观察病变,统计保护力,发现免疫组和对照

组的保护力各为92%(23/25)和8%(2/25)。许曾琨等[40]等以

类似路线构建了重组 MDV-gp90疫苗,但未进行接种禽类的试

验。

1.5 禽 白 血 病 病 毒J亚 型 禽白血病病毒J亚型(Avian
 

leukosis
 

virus
 

subgroup
 

J,ALV-J)是禽类血管瘤和骨髓细胞瘤

的病原体,将env和gag基因编码的蛋白或表位疫苗免疫禽类

可抵抗 ALV-J的攻击[41-42]。Liu等[43]等以该病毒TL0931株

的 DNA 为 模 板 扩 增 env/gag 基 因,将 它 们 融 合 后 插 入

pCAGGS 得 pCAGGS-env-gag, 与 pMDV814 重 组 得

pMDV814-env-gag,应用BAC修饰试剂盒选择BAC-MDV814-
env-gag,加SC9-1株的DNA共同转化CEF细胞株,筛选和培

养后采用Southern
 

杂交提示env/gag基因插入重组病毒的基

因组中。通过皮下注射将5×103PFU重组病毒接种45
 

d龄的

仔鸡,在 接 种 后 28
 

d 提 示 血 清 IgG 滴 度 增 加,此 时 将

103TCID50 的ALV-J有毒株进行腹腔注射攻击,在攻击感染后

45
 

d观察病变,统计保护力,发现 MDV-env免疫组、MDV-env-

gag免疫组以及对照组的保护力各为73.3%(11/15)、67.7%
(89/12)和45.5%(4/9),提示重组 MDV-env和重组 MDV-
env-gag具有相似的免疫效率。

1.6 传染性支气管炎病毒 传染性支气管炎病毒(IBV)可导

致鸡传染性支气管炎。棘突蛋白(Spike
 

protein,S)是一种糖蛋

白,可分解为S1和S2亚单位,S1亚单位含有诱导禽类产生保

护性抗体的中和表位[44-45]。Zhang等[46]等以IBV的DNA为

模板 扩 增 S1 基 因,插 入 pUP/Down 得 pUP-S1-Down,与

pLTR-EGFP重组得pUP-LTR-EGFP-S1-Down,加CV1988株

的DNA共同转染CEF细胞株,筛选和培养后采用PCR提示

从重组病毒抽提的DNA可扩增出1.7
 

kb的S1基因。将5×
103PFU重组病毒皮下注射1

 

d龄的仔鸡,在注射后4周将2×
103.5EID50 的IBV

 

CK/CH/TS株进行口鼻吸入攻击,在攻击感

染后12
 

d提示肾组织的病变减轻,气管拭子的病毒负荷降低,

在攻击感染后6周显示免疫组和对照组的存活率各为70%
(14/20)和0(0/20)。

1.7 传染性喉气管炎病毒 传染性喉气管炎病毒(ILTV)可
引起传染性喉气管炎。糖蛋白B/J(glycoprotein

 

B/J,gB/gJ)与
病毒吸附和进入细胞有关,是一种保护性抗原[47-48]。Gimeno
等[49]等将2×103PFU重组病毒 MDV-gB/gJ皮下注射1

 

d龄

的仔鸡,在注射后4周将4×103PFU该病毒Illinois-N7185株

进行气管内吸入攻击,在攻击后1周计数病变,计算保护力,发
现 MDV-gB免疫组、MDV-gJ免疫组、MDV-gB和 MDV-gJ混

合免疫组以及对照组的保护力各为57.8%(29/50)、44.4%
(22/50)、68.9%(34/50)和0(0/50),表明疫苗混合免疫的效果
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优于单个接种。

1.8 火鸡疱疹病毒 火鸡疱疹病毒(HVT)是预防马立克氏

病的常规异源疫苗。张雪莲等[50]等以HVT的DNA为模板扩

增gB基因,插入pCDNA3.1得pCD-gB,与pBUS10重组得

pBUS10-gB,加CV1988株的DNA共同转染CEF细胞株,筛选

和培养后经PCR显示从重组病毒抽提的DNA可扩增出750
 

bp的gB基因。

2 重组 MDV抗大肠埃希菌

大肠埃希菌(Escherichia
 

coli)是细菌性腹泻的常见病原

体之一。lac-Z基因编码115
 

Ku的β-糖苷酶(β-galactosidase,β-

gal)。Sakaguchi等[51]以该菌的DNA为模板扩增LacZ基因,

插入pKA4得pKA4-LacZ,加 MDV814株的 DNA 共同转化

CEF细胞株,筛选和培养后采用Southern
 

blot提示LacZ基因

插入重组病毒的基因组中。通过皮下注射将6×103PFU重组

病毒免疫1
 

d龄的仔鸡,在免疫后1周显示血清IgG提升,此

时,将5×103PFU的 MDV
 

Alabama株进行腹腔注射攻击,在

攻击后10周观察病变,统计保护力,显现免疫组和对照组的保

护力各为100%(10/10)和0(0/10)。

3 重组 MDV表达IL-15
IL-15主要参与CD8+ 和 NK细胞的增殖、分化和激活,维

持长效记忆性CD8+T细胞,可作为细胞因子佐剂[52-53]。Kim
等[54]等 将 IL-15 基 因 插 入 pCDNA3.1 得 pCD-IL-15,与

p301B/1重组得p301B/1-IL-15,加 MDV301B/1株的DNA共

同转化CEF细胞株,筛选和培养后经 Western免疫荧光证实

重组病毒表达融合蛋白的分子。采用腹腔注射将103PFU重

组病毒接种1
 

d龄的仔鸡,在接种后5
 

d将1×103PFU 的

MDV595株进行腹腔注射攻击,在攻击感染后53
 

d观察病变,

统计保护力,发现免疫组和对照组的保护力各为92.3%(14/

15)和13.3%(2/15)。

4 结语

重组 MDV疫苗具有下述优点:载体容量大,插入位点多,

可插入多个外源基因;自然宿主只有禽类,不感染人和其他动

物,使用安全;是一种细胞结合性疱疹病毒,病毒接种禽类后可

持续感染,终生带毒,刺激禽类产生持久的免疫力;病毒在细胞

间传播,可不受母源抗体的干扰;生产成本低,可长期储存和运

输;可以进行卵内或孵化时接种。

重组 MDV疫苗存在下述不足:可能含有人单纯疱疹病毒

1型和带状疱疹病毒的核苷酸还原酶小亚单位和 US7基因的

同源序列,存在生物安全隐患;病毒载体产生的抗体干扰疫情

的监测;表达载体缺乏高效启动子或增强子,导致表达效率较

低。

部分重组 MDV疫苗只是初步进行了疫苗的构建和鉴定

工作,部分疫苗进行了攻击试验,诱导的保护力各有不同,可能

需要优化疫苗接种的剂量、途径、次数以及间隔时间,也需探索

这些疫苗能否对抗不同株的攻击,是否产生交叉保护效果。随

着现代生物技术的发展,将对病毒和细菌蛋白的基因组学、蛋

白质组学、代谢组学、转录组学以及表观遗传学等进行深入的

探索,从而阐明这些蛋白的抗原结构与功能的关系,筛选新的

抗原分子,为构建由各期抗原分子组成的多期多价疫苗研制提

供理论基础。
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