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马立克病病毒对鸡
>?-B6#

和

C>D!D#)[

基因转录水平的影响

杨
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玲!张
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娇!刘
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"山东农业大学动物科技动物医学院!泰安
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摘
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要"旨在探究马立克病毒"

[Ud

#感染后!不同鸡体内
MC!D@%

和
BMH-H%*V

基因的转录差异(比较不同鸡

种对
[Ud

的抗病性差异'选取山东省优良地方鸡种济宁百日鸡&汶上芦花鸡&寿光鸡作为研究对象!以
@AD

白来

航鸡为对照'随机抽取
%&&

枚受精卵!在同一孵化箱内同时进行孵化&育雏和马立克病毒的人工攻毒!攻毒后
M

#

/&"

!选取染病且存活的鸡!采集肝&脾等组织!进行荧光定量
A1>

检测'结果表明$在
M

日龄攻毒后
/&"

的脾组织

中!汶上芦花鸡与寿光鸡和
@AD

鸡
MC!D@%

基因的
=>EI

转录量差异显著"

@

$

&'&N

#(在
M

日龄攻毒的肝组织

中!济宁百日鸡的
BMH-H%*V

基因
=>EI

的转录量显著高于其余
*

个鸡种"

@

$
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#'结果提示$

MC!D@%

作

为家禽抗马立克病的候选基因!在感染了马立克病毒
/&"

后!转录量显著上调!可能是其增强鸡对
[Ud

的抵抗力

的重要因素(

BMH-H%*V

作为肿瘤相关抑制基因!在济宁百日鸡中的转录量最高!济宁百日鸡作为肿瘤发生率最

高的鸡种!在最后存活的抗性鸡中转录量高'
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鸡马立克病"
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#是由马立

克病毒"

[865H

3

,"$,58,5G$63,

!

[Ud

#引起的具有

传染性的淋巴细胞增生性肿瘤疾病!是家禽养殖业

的重要传染病之一!与鸡新城疫&鸡传染性法氏囊病

被称为鸡养殖业的三大主要疾病'

[U

在全世界范

围内的养禽国家及地区均有流行!每年给家禽养殖

业造成
%&

亿
#

0&

亿美元的经济损失+

%

,

'该病虽有

疫苗控制!但随着强毒力毒株的出现!其流行及危害

呈逐年上升的趋势'

天然抗性相关巨噬细胞蛋白"

-84368265,$,48-;5
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#!也可

称为溶质转运
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成员
%
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=5=Q56%
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#是目前发现的一个重要的抗

病候选基因+

0

,

'这一基因在人&小鼠及畜禽的综合

抗病性方面都有研究报道!它主要影响动物的固有

免疫!也与多种胞内病原菌的易感性或抗性有

关+

*!)

,

'

MC!D@%

基因主要在网状内皮组织"脾&

肝&肺和胸腺#的吞噬细胞中表达+

N!.

,

!如巨噬细胞和

嗜中性粒细胞及外周血细胞'有研究发现!通过鼠

伤寒沙门菌感染侵染易感性小鼠!该基因功能丧失

的小鼠在感染早期免疫力低下!但在感染后期的免

疫功能正常+

M

,

'表明
MC!D@%

基因在早期巨噬细

胞与病菌互作时可能发挥重要作用'

肿瘤坏死因子
@D%*V
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FED@D%*V

#是

FED

超家族中的一员!能够强烈抑制一些肿瘤细胞

系的生长'

FED@D%*V

可以通过凋亡诱导抑制诸

如前列腺癌&乳腺癌和胚胎肾细胞等的生长+

(!/

,

(同

时作为一种重要的
V

淋巴细胞刺激因子!

FE!

D@D%*V

的正常表达对
V

淋巴细胞活化和增殖非常

重要'通过
FED@D%*V

缺陷的小鼠模型试验发现!

在脾组织边缘区及滤泡中的
V

细胞显著减少!血清

免疫球蛋白水平急剧下降!

FED@D%*V

缺乏会导致

体液免疫能力显著下降+

%&

,

'

许多地方家禽品种因具有较强的抗病力使得其

在抗病性研究上具有重要的价值与意义'济宁百日

鸡&汶上芦花鸡和寿光鸡作为山东省的优良地方鸡

品种!因具有优良的肉质和蛋品质性状!使其具有较

高的经济价值和遗传育种研究意义'为研究
*

个地

方鸡种对
[Ud

的抗病性!以
@AD!

白来航鸡作为对

照!选取抗病候选基因
MC!D@%

和
BMH-H%*V

!

检测在
[UdM

日龄攻毒后
/&"

时!

0

个基因在
)

个

鸡种肝&脾中转录量的变化'

#

!

材料与方法

#E#

!

实验动物

由山东济宁百日鸡&汶上芦花鸡&寿光鸡种鸡养

殖场提供经检测合格的济宁百日鸡&汶上芦花鸡&寿

光鸡种蛋各
%N&

枚!

@AD

鸡种蛋
((

枚来自山东省家

禽研究所'孵化器恒温孵化后!选取得到
*

种地方

鸡雏各
(&

只!

@AD

鸡雏
.&

只'

#E!

!

攻毒及样品采集

同时对
)

个鸡种在
M

日龄进行
[Ud

人工攻

毒!腹腔注射
%N&&ADS

0只h%的
["N

毒株'人工

饲养
/&"

后选取染病但存活的鸡!每组各
*

只!取

其肝&脾组织!对照组鸡以相同方式处理'所有的组

织采集后立即置于液氮中保存!并尽快进行总
>EI

提取'

#E)

!

总
+L@

提取及
4OL@

第一链的合成

取
N&=

7

左右的肝与脾组织分别在液氮中迅

速研磨成粉末!然后转移到预先加有
%=JF6$R#2

的
%'N=J

离心管中!充分摇晃混匀后!参照
?-!

G$46#

7

5-F6$R#2

推荐的方法提取总
>EI

'利用分

光光度计检测总
>EI

的含量!提取得到的总
>EI

经琼脂糖凝胶电泳检测后!得到清晰条带!可用于反

转录'

稀释经过检测的总
>EI

!使其质量浓度为
%

*
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!用
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#试剂盒"

F8a8>8

公司产品#进行
>EI

反转录'反转录体系$
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F#482>EI%
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>-8,5D655"T
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cN'N
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J

'反应条件$

*Mn%N=$-

!

(NnN,

!反转录酶的失活反应!即得到
;UEI

'模板

反应结束后将
;UEI

保存于
h0&n

备用'

#E$

!

引物设计合成及实时荧光定量
.*+

A6$=56N'&

及
UEI[IE

设计持家基因
#

<$"#()

&(.%
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玲等$马立克病病毒对鸡
MC!D@%

和
BMH-H%*V

基因转录水平的影响

及
MC!D@%

"

XXS)&N/(

#基因引物!其序列见表

%

!

FED@D%*V

"

E[

2

0&)*0M'0

#基因引物参考孙红

艳报道设计+

%%

,

'引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成'将合成好的引物扩增并产物测

序!对提取的
>EI

质量和反转录结果进行检测'

使用
@̀ V>A65=$̂ K̂ B$

U

"

F2$>E8,5TA23,

#试剂

盒进行荧光定量反应'

表
#

!

目的基因引物序列

H/AM2#

!

.3;>2302

S

K28426I</3

7

2<

7

282

基因

X5-5

引物序列 "

NZ!*Z

#

A6$=56,5

\

35-;5

目的基因长度%
Q

:

F<525-

7

4<

退火温度%
n

I--58245=
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5684365
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>
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D
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>
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XI1I1XXXFXX1FX1F1FIX

%*N .&
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D
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FX1FXFXFF111IF1FIF1X
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FFXXFXI1IIFI11XFXFF1I

%0& .&

!!

经浓度梯度试验!获得最佳反应浓度!用

[̂ *&&&A

荧光定量
A1>

仪检测转录量的差异'荧

光定量
A1>

反应体系$

@̀ V>A65=$̂ K̂ B$

U

F[

"

0

i

#

%0'N

*

J

!

A1>D#6P86"A6$=56

"

%&
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=#2
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J

h%

#

&'N
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J
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J
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J
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>cO>5C565-;5U
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N&i

#

"

*&'N
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J

!

;U!

EI

模板"

;UEI

#

0'&

*

J

!

"T

0

c/'&

*

J

'反应程

序$

/Nn

预变性
*&,

!

)&

个
A1>

循环"

/NnN,

!

.&

n*&,

#'每个样品重复
*

次'通过对扩增结果进

行分析!荧光定量
A1>

过程中所获得的荧光信号!

均来自特异性扩增产物!无非特异性扩增及引物二

聚体'结果数据用
0

h

**

44法来计算目的基因的相

对转录量+

%0

,

'

#E%

!

统计分析

试验数据采用
@A@@%*'&

软件的单因素方差分

析"

#-5!P8

9

IEcdI

#和
U3-;8-

多重比较法进行统

计分析!显著性水平
@

采用
&'&N

!结果用
;

h

g/

表示'

!

!

结
!

果

!E#

!

扩增持家基因检测
+L@

质量

将反转录后得到的
;UEI

模板!通过持家基因

#

<$"#()

引物进行扩增!得到一条长度为
%0&Q

:

的目

的条带!说明所获得的
;UEI

片段完整!可用于后

续试验'
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)

#

.'@AD

白来航鸡(

M

#

/'

济宁百日鸡(
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#

%0'

寿光鸡(

['UJ0&&&UEI

相对分子质量标准
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(

)!.'@AD _<$45J5

7

<#6-

(
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(
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图
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!
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个鸡群
4OL@

的
"

90'".,

扩增结果
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E#
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.*+320KM<06I

"
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!E!

!
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基因的转录差异

饲养
/&"

后!统计
M"

攻毒组的死亡率统计分

别如下$汶上芦花鸡
)(Y

(济宁百日鸡
.MY

(寿光鸡

(.Y

(

@AD

鸡
/%Y

'

MC!D@%

基因在攻毒
/&"

后

的鸡肝&脾均有转录'在攻毒组脾中!汶上芦花鸡与

寿光鸡和
@AD

鸡转录量差异均达到了显著水平
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基因的转录差异

检测
)

个鸡种的
BMH-H%*V

基因
=>EI

转

录量!在肝!该基因在济宁百日鸡的转录量均显著高

于其余
*

个鸡种"

@
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#!济宁百日鸡的
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基因
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转录量最高!
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鸡最低"表
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基因在肝'脾中
>+L@

转录分析

MC!D@%

是一个重要的抗病候选基因!该基

因与各种疾病之间的易感性与抗病性的研究主要集

中在结核杆菌&利什曼原虫等胞内病原的易感性或

抗性上+

M

!

%*

,

'在家禽方面!则主要集中在对沙门菌

的研究中!对
[Ud

的易感性及抗病性研究较少'

在攻毒"

M

日龄#

/&"

的脾组织的定量检测结果中!

汶上芦花鸡与
@AD

鸡&寿光鸡的
MC!D@%

基因

=>EI

转录量均差异显著"

@
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&'&N

#!汶上芦花鸡

转录量最高!

@AD

鸡的转录量最低'对比本研究中

各鸡种
M

日龄攻毒
/&"

后的死亡率!芦花鸡的死亡

率最低!

@AD

鸡的死亡率最高!从而表明
MC!D@%

基因高转录鸡对
[Ud

的抗病性较强'结合相关研

究结果!可初步认为$在马立克病毒感染鸡的后期!

即淋巴组织增生期!病毒的基因组会整合到宿主的

基因组中!淋巴增生性变化会在这一阶段发展为肿

瘤'这主要是由于在潜伏感染期被活化的
F

细胞

发生了相关的转化!主要由
F

淋巴细胞组成!但同

时也有各类
V

淋巴细胞及巨噬细胞!而
MC!D@%

基因决定了巨噬细胞通过转运金属离子从而使动物

抵抗病菌侵染+

%)
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!故
MC!D@%

基因的高表达会使

动物对病菌的易感性降低'
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基因在肝'脾中
>+L@

转录分析

已有研究表明!

FED@D%*V

可抑制人淋巴瘤

S/*M

细胞的生长!但具有剂量依赖性(并可以活化

胱天蛋白酶
!*

!从而引起
AI>A

的降解!这是肿瘤细

胞凋亡的标志+

(

,

'在
M

日龄攻毒的肝中!济宁百日

鸡
BMH-H%*V

基因
=>EI

的转录量与其余
*

种

鸡的差异转录都达到了显著水平"

@

$

&'&N

#!其中!

济宁百日鸡最高!

@AD

鸡的转录量最低'这是由于

百日鸡肿瘤的发生率高于另外
*

个鸡种'

[Ud

在

人工感染鸡后!可在
%

#

*

个月内诱发各种内脏及组

织的
F!

淋巴细胞瘤'

BMH-H%*V

作为肿瘤相关抑

制基因!故在最后存活的抗性鸡中转录量高'从而

表明!在对
[Ud

抗性较强的鸡种中!

BMH-H%*V

的表达量高'

在本研究中!

)

个鸡种
M

日龄攻毒饲养
/&"

后!

@AD

鸡的死亡率最高!表明
@AD

鸡对
[Ud

的易感

性较高'分析这是由于
@AD

鸡生长在屏障系统或

0(.%
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期 杨
!

玲等$马立克病病毒对鸡
MC!D@%

和
BMH-H%*V

基因转录水平的影响

隔离器中!并且无流行的主要鸡传染病病原的污染!

体内无母源抗体'但普通鸡群生活在自然环境中!

为了预防疾病的暴发!鸡场会对多发的传染性疾病

进行多次的疫苗免疫!这就使得种蛋内会存在较高

的母源抗体!这些特异性的抗体会对同种病毒的增

殖产生抑制作用!因而
@AD

鸡的死亡率要高于其他

鸡种'

通过本试验的研究!对
MC!D@%

基因和
BM<

H-H%*V

基因在
[Ud

感染鸡过程中的作用机制进

行了一定的阐明!对山东省地方鸡种的抗病性育种

研究具有一定的指导作用'但由于抗病性的遗传机

制非常复杂&病原微生物与寄主动物的相互关系也

十分复杂!这就增加了抗病育种的难度'但随着分

子遗传技术的发展及研究者的努力!抗病基因的不

断揭示!相信只要能对疾病的遗传机制研究透彻!畜

禽类的抗病育种会取得更大的进步'

$

!

结
!

论

对
)

个鸡群同时进行马立克病毒的人工攻毒试

验!并 检 测
[Ud

感 染 后
)

种 鸡 群 肝&脾 中

MC!D@%

基因和
BMH-H%*V

基因的
=>EI

转录

变化'脾中
MC!D@%

基因
=>EI

转录量的下调!

使得鸡对
[Ud

易感性增强'济宁百日鸡与另外三

种鸡"汶上芦花鸡&寿光鸡和
@AD

白来航鸡#相比!

感染
[Ud

后!肿瘤发生率较高!在存活的抗性鸡

中!肝中
BMH-H%*V

基因的
=>EI

转录量高'表

明
MC!D@%

和
BMH-H%*V

可以作为抗病候选基

因进行遗传抗性机制的研究'
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