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摘要:【目的】从非免疫健康三黄鸡中分离到一株马立克氏病病毒(MDV)，命名为 MDV GD06 株，本工作
系统研究了其生物学特性。【方法】PCＲ 扩增 GD06 株 Meq 基因及短末端重复区(ＲS)序列，进行序列分
析，并用间接免疫荧光试验进行血清型特异性鉴定;通过接种 SPF 鸡和鸡胚成纤维细胞 ( CEF) 来判定
GD06 株体内外的增殖能力;为确定 GD06 株的致病性，用 1 日龄 SPF 鸡进行攻毒试验。【结果】GD06 株
为 MDV 血清 I 型病毒，其基因组中自然整合禽网状内皮增殖症病毒 ( ＲEV)的长末端重复序列 ( LTＲ)，
Meq 基因富含脯氨酸的结构域比参考强毒株 Md5 多 59 个氨基酸，与 MD 商品化疫苗 CVI988 /Ｒispens 和
814 株相符，具有弱毒株的特征。在接种 CEF 细胞 96、120、144、168、192 h，GD06 株病毒滴度分别为 1. 9
× 105、3. 9 × 105、6. 1 × 105、6. 5 × 105、5. 8 × 105 PFU，明显比 CVI988 /Ｒispens(病毒滴度分别为 1. 3 × 105、
3. 5 × 105、5. 0 × 105、5. 7 × 105、4. 7 × 105 PFU)高( P ＜ 0. 05) ;接种 SPF 鸡 21、28 天，GD06 株在鸡体内的
病毒滴度分别为 740 和 350 PFU，明显比 CVI988 /Ｒispens 株 (病毒滴度分别为 460、216 PFU)高 ( P ＜
0. 05)，结果表明，GD06 株在 CEF 细胞和鸡体内具有比 CVI988 /Ｒispens 更快的增殖能力。人工接种攻毒
实验表明，GD06 株对 SPF 鸡没有致病性，不引免疫抑制。【结论】研究结果表明，MDV GD06 株为国内首
次分离的自然整合有 ＲEV LTＲ 序列的重组 MDV 弱毒株。
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马立克氏病(Marek’s disease，MD)是鸡的一种
传染性肿瘤病，以淋巴组织增生和肿瘤形成为特征。
该病由鸡马立克氏病病毒 (Marek’s disease virus，
MDV)引起，病毒可经空气传播，传染力很强，严重
时感染率可达 100%。MD 一般表现为外周神经、性
腺、虹膜、各种脏器、肌肉和皮肤发生单核细胞浸润，
MDV 能引起多种功能障碍并可导致被感染鸡产生
肿瘤和死亡，同时还引起鸡群的免疫抑制，给养禽业

造成重大经济损失［1 － 2］。
在实验室条件下，当 MDV 与禽网状内皮组织

增殖病病毒( reticuloendotheliosis virus，ＲEV) 在细
胞上培养并连续传代时，ＲEV 的长末端重复序列
(LTＲ)可整合进 MDV 的基因组［3 － 4］。MDV ＲM1 株
是在 ＲEV 病毒存在的情况下通过细胞连续传代而
致弱的毒株，由于 ＲEV 的存在，导致了 MDV 的短末
端重复序列中插人了 ＲEV 的 LTＲ 片段，这株病毒
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在体内能够很好地复制，也能够提供相对高水平的
免疫反应［5］，但到目前为止，国外一直没有分离到
整合有 ＲEV LTＲ 片段的 MDV 野毒株。张志等对
MDV 和 ＲEV 共感染鸡肿瘤病的研究发现，在自然
感染的条件下，ＲEV 除了能与 MDV 共感染同一只
家禽外，还能整合进 MDV 基因组中，并且 ＲEV 整合
进 MDV 基因组的比例较高［6］，张志等首次报道了
利用鸡的抗凝全血分离到整合进 ＲEV 片段的自然
MDV 野毒 GX0101，随后周祥报道了从 MD 肿瘤病
鸡的羽髓分离鉴定出了一株已经整合 ＲEV 基因组
片段的 MDV 重组强毒株［7 － 8］。

近年来，随着 MDV 基因组分子操作水平的提
高，ＲEV LTＲ 片段在 MDV 基因组中的整合及其功
能成为一个研究热点［9 － 11］，本文在国内外首次报道
了从非免疫健康鸡场分离到自然整合 ＲEV LTＲ 片
段的 MDV 弱毒株。

1 材料和方法

1. 1 材料
FITC 标记羊抗鼠 IgG 为 SIGMA 公司产品，LA

Taq DNA 聚合酶、DL2000 DNA Marker、dNTPs 等购
自大连宝生物工程有限公司，ＲEV GD1210 株为本
实验室分离鉴定，鸡抗网状内皮组织增殖病病毒
(ＲEV)阳性血清购自中国兽医药品监察所，经间接
免疫荧光鉴定，ＲEV 阳性血清与 MDV 呈阴性反应。
产生抗Ⅰ型 MDV gB 蛋白的特异性单克隆抗体 GB2
的杂交瘤细胞由本实验室制备，把 MDVⅠ型 gB 基
因原核表达蛋白免疫小鼠后，将免疫小鼠脾脏淋巴
细胞与骨髓瘤细胞融合制备而成，经本实验室利用
间接免疫荧光检测，单克隆抗体 GB2 仅与Ⅰ型 MDV
反应，与Ⅱ或Ⅲ型 MDV 不发生反应。MDV 血清Ⅰ
型 814［12 － 13］和 CVI988 /Ｒispens［14 － 15］株为 MD 商品
疫苗株，MDV 超强毒 Md5 株［16］由哈尔滨兽医研究
所刘长军副研究员惠赠。1 日龄白来航 SPF 鸡由广
东大华农动物保健品股份有限公司禽蛋分公司提
供。
1. 2 MDV GD06 株分离

MDV GD06 株由本实验室分离自非免疫的健康
三黄鸡肉鸡场，采集三黄鸡抗凝血 5 mL，用淋巴细
胞分离液分离白细胞，接种鸡胚成纤维细胞(CEF)

后出现 MDV 蚀斑，蚀斑进行克隆后将其在液氮中
冻存。
1. 3 MDV GD06 株鉴定

为鉴定 GD06 株的血清型，将 100PFU GD06 株
与 CVI988 /Ｒispens 株分别接种至 CEF 细胞中，在接
毒后第 4 天，待出现明显细胞病变后，弃去上清液，
用 PBS 轻轻洗 1 遍，加入冰冷的丙酮 /乙醇(V /V =
3 /2)固定 10 min，空气中自然晾干;加入抗 MDV 血
清Ⅰ型 gB 的单抗 GB2，37℃温箱孵育 1 h 后用 PBS
洗 3 次;加入 FITC 标记的羊抗鼠 IgG 抗体(二抗)，
37℃温箱孵育 1 h 后用 PBS 洗 3 次;每孔加 50 μL
甘油 / PBS 溶液(V /V = 1 /1)，于倒置荧光显微镜下
观察荧光并拍照。

为鉴定 GD06 株中有无 ＲEV 污染，将一块 6 孔
板 CEF 细胞分别接种 100 PFU MDV GD06 株或
105 TCID50 ＲEV GD1210 株，在接毒第 4 天，按 GD06
株血清型鉴定的方法进行间接免疫荧光检测，检验
用一抗为 ＲEV 阳性血清，二抗为 FITC 标记的羊抗
鸡 IgG 抗体。
1. 4 MDV GD06 株的 Meq 基因和 LTＲ 整合区域
的序列扩增

MDV 的 Meq 基因为目前已知的唯一致病致肿
瘤相关基因，可以有效区分强弱毒，设计引物 Meq-
F，Meq-Ｒ(表 1)，利用 PCＲ 方法扩增 GD06 株、Md5、
CVI988 /Ｒispens 和 814 株 Meq 基因。由于 GD06 株
无 ＲEV 污染，但在前期检测的过程中发现接种
GD06 株 CEF 细胞基因组中含有 ＲEV 的 LTＲ 片段，
根据 LTＲ 插入 MDV 的热点区域［5］，设计了引物
LTＲ-F，LTＲ-Ｒ(表 1)，以 GD06 株基因组为模板进
行 PCＲ 扩增，相同条件以 CVI988 /Ｒispens 与 814
疫苗株的基因组为对照，PCＲ 反应同时以未接种病
毒的 CEF 细胞 DNA 作为阴性对照。PCＲ 反应体系
为 25 μL:10 × PCＲ Buffer 2. 5 μL，上下游引物(25
μmol /L)各 1 μL，dNTP (2. 5 m mol /L) 2 μL，模板
DNA 约 200 ng，rTaq 2 U，灭菌双蒸水补至 25 μL。
PCＲ 反应程序如下:95℃ 10 min，按 95℃ 1 min，
58℃ 1. 5 min，72℃ 2 min 进行 30 个循环;最后 72℃
延伸 10 min。为了更加确定 ＲEV LTＲ 的整合位点，
根据参考文献［17］扩增了 GD06 株基因组的 IＲS 和
TＲS 区域的序列并进行了序列测定。
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表 1．鉴定 GD06 株所用的引物
Table 1． Primers used to amplify the Meq gene and ＲEV LTＲ sequences in MDV strain GD06

primer sequence (5' － 3')
Meq Forward:GTTCTTCCGAGTCTAAGCTA Ｒeverse:ACAGGTGAATTGTGACCGTT
LTＲ Forward:AACCACAGCGTGTCTCCT Ｒeverse:ACAATGCCTACTATTTCCA

1. 5 MDV GD06 株的体内外增殖
GD06 株的体外增殖实验在 CEF 上进行，以

CVI988 /Ｒispens 为对照，方法简述如下:将 CVI988 /
Ｒispens 与 GD06 株分别接种于 2 块 6 孔细胞培养
板，每孔接种 100 PFU 的病毒。分别在接种 0、24、
48、72、96、120、144、168、192 h 后消化接毒细胞，每
时间段病毒用 DMEM 10 倍梯度稀释至 10 － 3 或
10 － 4，每滴度接种 5 个培养 20 － 24 h CEF 单层的直
径 60 mm 的塑料平皿，每个平皿接种 0. 2 mL，平皿
置 37℃，5% CO2 温箱培养 6 天，第 7 天观察特征性
细胞病变并测定蚀斑数。

图 1． GD06 间接免疫荧光鉴定
Figure 1． Immunofluorescence analysis of CEF cells infected with GD06，CVI988 /Ｒispens or ＲEV GD1210 strain． 100 PFU of GD06，

CVI988 / Ｒispens or 105 TCID50 of GD1210 viruses were inoculated into 6-well plates with CEF monolayer，respectively． The results showed that

GD06 and CVI988 /Ｒispens could react with monoclonal antibodies(McAb) GB2 to identify proteins gB which is the MDV-1-specific protein．

And ＲEV positive serum tests showed that it was positive reaction to GD1210 but negative reaction to GD06． A: GD06 with McAb GB2; B:

CVI988 with McAb GB2; C: Uninfected CEF with McAb GB2; D: GD06 with ＲEV positive serum; E: GD1210 with ＲEV positive serum; F:

Uninfected CEF with ＲEV positive serum．

GD06 株的体内增殖实验在 SPF 鸡中进行，2 组
1 日龄 SPF 鸡饲养于 2 个带有正压过滤空气的 SPF
动物饲养隔离罩内，每组 10 只，以 2000 PFU /只的
剂量分别腹腔接种 CVI988 /Ｒispens 疫苗株和 GD06
株。接种后 7、14、21 和 28 d 每组各取 5 只鸡分离

血液白细胞，每只鸡取 2 × 106 白细胞接种 CEF 单
层，置 37℃，5% CO2 温箱培养，第 7 天测定蚀斑数，
计算平均值，绘制病毒的病毒血症生长曲线。
1. 6 MDV GD06 株对 SPF 鸡的致病性实验

60 只白来航 SPF 鸡随机分为 2 组，每组 30 只，
1 日龄时，第 1 组腹腔接种 2000 PFU 的 MDV GD06
株，第 2 组接种 CEF 细胞作为空白对照。各组鸡分
别在 28、42 d 随机选取 6 只测量其体重、胸腺及法
氏囊重，比较各组鸡活体重与相对胸腺、法氏囊重。
相对胸腺、法氏囊重为胸腺、法氏囊重除以活体重 ×
100%［18］。同时，分别取胸腺和法氏囊于 10% 中性
福尔马林固定，4℃保存。石蜡切片，HE 染色，进行
病理组织学观察。13 周后剩余鸡全部捕杀，死亡鸡
与最后捕杀鸡均进行剖检，观察有无 MD 病变或肿
瘤情况。
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2 结果

2. 1 间接免疫荧光试验( IFA)
GD06 株、CVI988 /Ｒispens 株或 ＲEV GD1210 株

分别感染 CEF，GD06 株与 CVI988 /Ｒispens 株在 3
天左右出现蚀斑，在第 4 天对 3 种病毒分别进行
IFA 检测，检测结果见图 1。结果表明，GD06 株与
CVI988 /Ｒispens 株能与识别 gB 蛋白的单抗 GB2 反
应，证明其为血清Ⅰ型 MDV;GD06 株与 CVI988 /
Ｒispens 株感染细胞与 ＲEV 抗体阳性血清呈阴性反
应，表明 GD06 株不存在 ＲEV 污染。
2. 2 MDV GD06 株基因序列分析

提取 MDV GD06 株接种细胞 DNA，扩增 MDV
Meq 基因，扩增结果见图 2-A，GD06 株的扩增产物
大小与 CVI988 /Ｒispens、814 株相同，比 Md5 扩增片
段长。将 GD06 株 Meq 基因扩增产物进行 DNA 核
苷酸序列的测定，并将获得的序列与 GenBank 所公
布 的 参 考 毒 株 CVI988 /Ｒispens 株 ( GenBank:
ABF72204. 1)、814 株 ( GenBank: AEV54966. 1 ) 和
Md5 株(GenBank: AAG14278. 1)Meq 氨基酸序列进
行比较分析发现，与 CVI988 /Ｒispens 和 814 疫苗株
相似，GD06 株 Meq 基因的富含脯氨酸结构域比参
考强毒 Md5 株多出 59 个氨基酸，符合弱毒株的典
型特征(图 3)。

LTＲ 扩增结果见图 2-B，利用表 1 中的 LTＲ 引
物扩增，其它基因 Ⅰ 型疫苗株 (包括 CVI988 /
Ｒispens 与 814 疫苗株)扩增的序列约为 1192 bp，
GD06 株扩增序列约为 1725 bp(图 2-B)。经测序验
证，此 1725 bp 的片段除含有两对引物序列外，还含
有 533 bp 的整合序列，将此 533 bp 序列经 Blast 序
列比较判定为 ＲEV 的 LTＲ 序列，其与国内的 ＲEV
HLJＲ0901 株(GenBank: GQ415646. 2)的 LTＲ 同源
性为 100%。

将 GD06 基因组中的 IＲS 和 TＲS 区域进行扩增
测序，测定分析表明，2 个相同的 LTＲ 序列分别插入
了 GD06 株基因组的 IＲS 和 TＲS 区。MDV IＲS 与
TＲS 区域有许多相同的重复序列(反向互补)，LTＲ
具体插入序列与插入 IＲS 区域的位点见图 4，插入
位 点 相 对 应 CVI988 /Ｒispens 株 ( GenBank:
DQ530348. 1) 全基因序列的 154219 bp 位点。LTＲ
插入 TＲS 的区域恰好位于 IＲS 插入区域的反向互

补区，插入位点相对应 CVI988 /Ｒispens 株全基因序
列的 166644 bp 位点。

图 2． MDV GD06 株 PCＲ 鉴定
Figure 2． PCＲ results of MDV strain GD06． A: PCＲ test using primers

specific for Meq were performed． M: DNA Marker; Lane 1: DNA from

Md5; lane 2: CVI988 /Ｒispens; lane 3: 814， lane 4: GD06 strain

infected CEF cells; lane 5，DNA from uninfected CEF cells． B: PCＲ

test using primers specific for LTＲ were performed． M: DNA Marker;

Lane 1，2 and 3，DNA from CVI988 /Ｒispens，814 and GD06 strain

infected CEF cells，respectively; lane 4，DNA from uninfected CEF cells．

2. 3 体内外增殖实验
GD06 株体内外增殖速度见图 5，其中图 5-A 为

GD06 株与 CVI988 /Ｒispens 株在 CEF 细胞 (体外)
中的增殖速度比较，结果表明，在接种 CEF 细胞后，
GD06 株病毒滴度快速升高，在 168 h 达到顶峰。统
计结果表明，在接种 CEF 细胞 96、120、144、168、
192 h，GD06 株病毒滴度分别为 1. 9 × 105、3. 9 ×
105、6. 1 × 105、6. 5 × 105、5. 8 × 105 PFU，明显比
CVI988 /Ｒispens(96 h 后病毒滴度分别为 1. 3 × 105、
3. 5 × 105、5. 0 × 105、5. 7 × 105、4. 7 × 105 PFU ) 高
(P ＜ 0. 05)。图 5-B 为 GD06 株与 CVI988 /Ｒispens
在 SPF 鸡(体内)的增殖速度比较，病毒血症分析可
以发现，GD06 株在接种 SPF 鸡 21 天后达到高峰，
随后急速下降。统计结果表明，在接种 21、28 天时，
GD06 株在鸡体内的病毒滴度分别为 740 和 350
PFU，明显比 CVI988 /Ｒispens 株 (病毒滴度分别为
460、216 PFU)高(P ＜ 0. 05)。
2. 4 对 SPF 鸡的致病性

GD06 株接种 1 日龄 SPF 鸡，观察 13 周，整个观
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图 3． MDV GD06 株 meq 基因序列比对图
Figure 3． Sequence alignment of the meq genes of four different MDV strains． Similar to the vaccine strains 814 and

CVI988 /Ｒispens，the genome of strain GD06 contained a 59-aa insertion in the proline-rich domain of the Meq protein

compared with very virulent strain Md5．

图 4． MDV GD06 株基因组结构图
Figure 4． Organization of the GD06 genome． The GD06 genome consists of a unique long (UL) region flanked

by inverted repeats，terminal repeatlong (TＲL)，internal repeat long ( IＲL)，and a unique short region (US)

also flanked by inverted repeats，internal repeat short ( IＲS) and terminal repeat short (TＲS) ． Strain GD06 is a

recombinant MDV having the long terminal repeats of reticuloendotheliosis virus naturally integrated into the

repeat short (ＲS) regions of its genome． The inserted ＲEV LTＲ is shaded in light gray．

察期中无 MD 特异性死亡与病变，无肿瘤形成。取
接种后 28 天的肝脏和心脏作病理组织学检查，未发
现 MDV 特有的病变 (图 6 )。对接种后 28、42 天
SPF 鸡体重、胸腺和法氏囊进行称重，结果表明，

GD06 株接种组 SPF 鸡体重、胸腺和法氏囊指数与
空白对照鸡无显著差异(P ＞ 0. 05，表 2)，不引起鸡
群免疫抑制。
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图 5． MDV GD06 株体内外增殖速度测定
Figure 5． Growth characteristics of GD06 in vitro and in vivo．

A: CEF cells were infected with 100 PFU of each virus，and

virus titers were determined at the indicated times post

inoculation． B: one day old SPF chickens were infected with

2000 PFU of each virus，and the viremia were determined at the

indicated times post inoculation． Each time point represents the

mean of five independent experiments． Bars represent standard

error． The asterisk ( * ) denotes statistically significant

differences between groups (P ＜ 0. 05) ．

3 讨论

自 Isfort 等从污染 ＲEV 的 MDV 细胞培养物中
检测到 ＲEV 的 LTＲ 片段并证实它们之间的基因重
组后，国外并没有 MDV 自然重组毒在鸡体内分离
的报道。我国科研人员在世界上先后分离到了整合
进 ＲEV LTＲ 片段的 MDV 野毒株［7 － 8］，这也许与我
国养鸡业中大量存在着的 MDV 与 ＲEV 共感染情况
有很大关系［19 － 21］。MDV GD06 株也是分离自鸡体
内的自然重组毒，但国内分离到的整合进 ＲEV LTＲ
片段的 MDV 野毒株均为 MDV 强毒株，本研究报道
的 MDV GD06 株为自然整合有 ＲEV LTＲ 片段的重
组 MDV 弱毒株，这也是关于自然整合有 ＲEV LTＲ
片段的重组 MDV 弱毒株分离的首次报道。

Witter 等［5］发现 MDV ＲM1 株插入 ＲEV-LTＲ 序
列后，该毒株在鸡体内引起的免疫抑制和体内复制
能力没有变化，但其致肿瘤能力却有所下降。孙爱
军利用细菌人工染色体技术构建了 MDV 重组毒
GX0101 株的感染性克隆，利用此平台，证明了 ＲEV-
LTＲ 的插入减弱了其免疫抑制能力，并没有增强
GX0101 毒株的致病性和致肿瘤能力，而是增强了
GX0101 毒株的横向传播能力，从而使 GX0101 毒株
具有一定的竞争优势成为流行毒株［22］。两篇报道
中的差异有可能是 LTＲ 插入序列有些许差异或
LTＲ 插入位点的不同导致的。

表 2． GD06 株感染对白来航 SPF 鸡法氏囊和胸腺发育的影响(n = 6)

Table 2． Inhibitory influence of GD06 on development of the thymus and the Bursa in SPF chickens (n = 6)

age of chicken / d groups weight of body / g ( thymus / body weight) /% ( bursal / body weight) /%

28
GD06 265. 4 ± 9. 7 * 0. 65 ± 0. 07 0. 36 ± 0. 12
Control 263. 8 ± 10. 5 0. 67 ± 0. 15 0. 35 ± 0. 11

42
GD06 495. 3 ± 33. 2 0. 78 ± 0. 13 0. 38 ± 0. 12
Control 500. 4 ± 25. 9 0. 75 ± 0. 11 0. 40 ± 0. 09

* The numbers in the table indicate: mean ± SD．

ＲEV 在 MDV 基因组中的整合位点不固定，但
是主要集中在 MDV 的 IＲS /US 和 US /TＲS 区，而且
整合的序列主要是 ＲEV 基因组的 LTＲ 序列［23 － 24］，
LTＲ 本身是一个很强的启动子和增强子，根据 LTＲ
插入位点的不同，它可以激活或影响其下游不同基
因的表达［24］，进而影响 MDV 的特性。MDV GD06
株 LTＲ 的插入位点位于其基因组的 IＲS 和 TＲS 区，
为研究 LTＲ 插入对病毒基因表达及生物学特性的
影响提供了良好的研究模型。

整合有 ＲEV LTＲ 片段的 MD 重组病毒致病性、
传播能力等生物学特性会发生改变［22 － 25］，GD06 株
为基因组序列中自然整合 ＲEV LTＲ 片段的弱毒株，
经初步的生物学判定，其为 MDV 血清Ⅰ型毒株。
对 Meq 基因的序列分析发现，GD06 株致瘤相关基
因 Meq 基因富含脯氨酸的结构域比参考强毒株
Md5 的 Meq 序列多出 59 个氨基酸，这一特征与 MD
商品化疫苗 CVI988 /Ｒispens 和 814 株相符，在基因
序列上表现出弱毒株的特征。同时，体内体外增殖
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图 6． 感染 MDV GD06 株后 28 天肝脏、心脏的病理组织切片(H． E．染色，× 200)
Figure 6． The liver and heart histopathology were shown by H-E staining after GD06 strain infection in chickens on 28 days post challenge． A:

GD06 strain-infected liver; B: Uninfected control liver; C: GD06 strain-infected heart; D: Uninfected control heart． Original magnification: ×

200．

实验表明，GD06 株比 CVI988 /Ｒispens 具有更快的
增殖能力，因此初步推断，GD06 株也许是自然弱毒
株与 ＲEV LTＲ 在自然界重组形成的，LTＲ 的插入增
强了其体内体外的增殖能力。当然，如果要证明这
一推断，必须利用实验室基因敲除技术对 GD06 株
LTＲ 缺失株与 GD06 株进行系统科学的比较才能得
到证明。

本研究表明 MDV GD06 株对 SPF 鸡没有致病
性，接种后 13 周没有发生 MD 特有的病变和死亡，
不引 起 免 疫 抑 制。体 内 实 验 表 明 GD06 株 比
CVI988 /Ｒispens 具有更快的增殖能力。Gimeno IM

等［26］比较了高保护力与低保护力 MD 疫苗的区别，

发现有高保护力的 MD 疫苗株往往在体内的复制能
力较强，因此，GD06 株理论上具备良好疫苗的一些
特征，其作为候选疫苗的保护效果有待进一步研究。
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Isolation and characterization of a non-pathogenic Marek’s
disease virus with a naturally inserted ＲEV LTＲ sequence

Ｒuiai Chen1，2，3* ，Qiong Luo2，3，Kai Guo1，Zhengwei Liu1，Huimin Li1，
Jianli Wang1
1 College of Veterinary medicine，South China Agricultural University，Guangzhou 510642，Guangdong Province，China
2 Key Laboratory of Biotechnology and Bioproducts Development for Animal Epidemic Prevention，Ministry of Agriculture，
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Abstract:［Objective］Marek’s disease virus (MDV)，GD06 strain，was isolated from healthy Three-Yellow chickens
without MD vaccine． In this study，we characterized GD06 strain． ［Methods］Meq gene and repeat short region of GD06
strain were amplified and analyzed，and the serotype was determined by indirect immunofluorescence assay． The growth
characteristics of GD06 stain were evaluated in Specific Pathogen Free ( SPF) chickens and chicken embryo fibroblasts．
The pathogenicity of GD06 strain was assessed by challenge test using SPF chickens． ［Ｒesults］GD06 strain was MDV-1
serotype with a naturally inserted reticuloendotheliosis virus long terminal repeat sequence． Similar to the vaccinated
strains CVI988 /Ｒispens and 814，the Meq gene of strain GD06 contained a 59-aa insertion in the proline-rich domain
compared with very virulent strain Md5． On 96，120，144，168 and 192 hours post infection，the virus titers of GD06
were higher than that of CVI988 /Ｒispens in vitro ( P ＜ 0. 05 )，and the viremia levels in GD06-infected group were
significantly higher than that of CVI988 /Ｒispens group on 21 and 42 days post inoculation ( P ＜ 0. 05 ) ． The result of
challenge test demonstrated that GD06 remained nonpathogenic for chickens and induced little immunosuppressive effects．
［Conclusion］ GD06 is an MDV-1 non-pathogenic strain naturally integrated with reticuloendotheliosis virus and long
terminal repeat sequence．
Keywords: Marek’s disease virus，GD06 strain，long terminal repeat sequence
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