
书书书

畜牧兽医学报　２０１２，４３（６）：９２８９３６

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

犐犅犇犞流行强毒犎犙犫株与其细胞适应毒生物

学特性比较及犞犘２、犞犘５基因序列分析

杨　霞，周　欣，赵　军，姚惠霞，王川庆，王泽霖

（河南农业大学禽病研究所，郑州４５０００２）

摘　要：为了解ＩＢＤＶ流行强毒 ＨＱｂ株囊毒与其细胞适应毒间生物学特性差异及２毒株毒力变化与犞犘２、犞犘５

基因变异的关系，对２毒株的细胞适应性、致病性等进行比较，同时对其犞犘２、犞犘５基因序列进行分析。结果表明，

ＨＱｂ株囊毒对ＣＥＦ、ＣＥＫ、ＣＥＬｉ、ＤＦ１和 Ｖｅｒｏ均不适应，而细胞适应毒 ＨＱ株仅不能适应 Ｖｅｒｏ细胞、且批内及

批间毒价稳定。致病性结果显示 ＨＱｂ株对４周龄ＳＰＦ鸡致死率高达８０％，是真正的超强毒，而细胞适应毒致死

率已降为０％。对犞犘２基因高变区研究表明，ＨＱｂ株具备ＩＢＤＶ超强毒株的分子特征，即２２２Ａ、２５６Ｉ、２９４Ｉ和

２９９Ｓ；其细胞适应毒 ＨＱ株除２２２Ａ→Ｐ、２５６Ｉ→Ｖ、２９４Ｉ→Ｌ和２９９Ｓ→Ｎ外，在 ＶＰ２公认的毒力位点２５３（Ｑ→

Ｈ）、２７９（Ｄ→Ｎ）、２８４（Ａ→Ｔ）位氨基酸也发生改变，导致细胞适应毒具备经典弱毒株的分子特征，即２２２Ｐ、２５６Ｖ、

２７９Ｎ、２８４Ｔ、２９４Ｌ和２９９Ｎ。对犞犘５基因研究表明：流行强毒 ＨＱｂ株也具有ＩＢＤＶ超强毒株的分子特征；其细

胞适应毒犞犘５基因有１２个位点碱基突变并导致９处氨基酸变异，尤其是ＯＲＦ区第２个碱基由“Ｔ”突变为“Ｃ”后，

导致细胞适应毒ＶＰ５的Ｎ端丢失了４个氨基酸，这种突变与现有的疫苗毒完全一致。本研究提供了超强毒ＨＱｂ

培育、驯化后致病性和细胞适应性转变的分子机理，也丰富了ＩＢＤＶ分子流行病学的理论。
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　　传染性法氏囊病（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌｄｉｓｅａｓｅ，

ＩＢＤ）是由传染性法氏囊病病毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌ

ｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＩＢＤＶ）引起鸡的一种高度接触性、免

疫抑制性传染病。ＩＢＤ主要感染３月龄以内的青年

鸡，是目前影响世界养禽业的一种非常重要的疾病，

特别是超强毒株和变异毒株的出现，给该病的防控

带来了更大的挑战［１２］。

ＩＢＤＶ有Ⅰ、Ⅱ２个血清型，仅Ⅰ型对鸡有致病

性［３４］。其基因组为双股ＲＮＡ，由Ａ和Ｂ２个片段

组成，其中Ａ片段包含２个部分重叠的开放阅读框

（ＯＲＦｓ），大ＯＲＦ编码ＶＰ２、ＶＰ３和ＶＰ４３种蛋白，

小ＯＲＦ编码非结构蛋白 ＶＰ５
［５８］。ＶＰ２蛋白既是

ＩＢＤＶ的主要结构蛋白，又是重要的宿主保护性抗

原，与病毒中和抗体的诱导与识别、毒力的变异、细

胞凋亡等有关。犞犘２基因既是ＩＢＤＶ重要的毒力

基因，又决定着细胞嗜性［９１２］。ＶＰ５是ＩＢＤＶ感染

过程中具有重要作用的病毒非结构蛋白。文献显

示，ＶＰ５蛋白在病毒感染早期有抗细胞凋亡的功

能，与正常病毒相比，缺失 ＶＰ５的重组病毒可诱导

更早期、更严重的细胞凋亡，显然ＶＰ５蛋白在ＩＢＤＶ

的致病性中发挥重要作用［１３１６］。

本研究拟通过对ＩＢＤＶ流行强毒ＨＱｂ株囊毒

及其细胞适应毒 ＨＱ株的细胞适应性、对ＳＰＦ鸡致

病性等进行比较，同时分析其犞犘２、犞犘５基因序列，

进一步研究 ＨＱ株囊毒与其细胞适应毒的细胞适

应性差异及毒株毒力变化与犞犘２、犞犘５基因变异的

关系，从分子水平探讨造成这种变化的机理。

１　材料与方法

１．１　犛犘犉鸡胚、犛犘犉鸡

ＳＰＦ鸡胚、ＳＰＦ鸡购自济南ＳＰＡＦＳ实验室及

山东省农业科学院家禽研究所实验鸡场。

１．２　毒株及细胞

ＩＢＤＶ流行强毒 ＨＱｂ株囊毒分离自１９９３年

传染性法氏囊感染鸡群；细胞适应毒 ＨＱ 株是由

ＨＱｂ株囊毒经鸡胚囊源细胞→鸡胚肾细胞（ＣＥＫ）

→鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ）多次传代培育、驯化而成

的，经中国兽医药品监察所鉴定的现行灭活苗制苗

毒株之一，由河南农业大学禽病研究所分离、鉴定、

培育并保存。

ＤＦ１细胞是鸡胚源细胞系，从美国 ＡＴＣＣ公

司购入，能无限繁殖，无致瘤性；Ｖｅｒｏ细胞为本实验

室保存。

１．３　仪器和试剂

ＰＴＣ２０００ＰＣＲ仪为 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｃ公司产

品；凝胶成像系统为ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ产

品；犜犪狇酶、ｄＮＴＰｓ、ｐＭＤ１８Ｔｖｅｃｔｏｒ、ＪＭ１０９大肠

杆菌感受态细胞、ＤＬ１５０００、ＤＬ２０００ＤＮＡｌａｄｄｅｒ

Ｍａｒｋｅｒ均为大连宝生物工程有限公司产品；Ｔｒｉｚｏｌ

为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；其他试剂均为国产分

析纯。

１．４　犐犅犇犞流行强毒 犎犙犫株囊毒和细胞适应毒

犎犙株的细胞适应性比较

１．４．１　细胞适应性　　按常规制备ＣＥＦ、ＣＥＫ及

鸡胚肝细胞（ＣＥＬｉ），培养成单层后分别接种 ＨＱｂ

株和 ＨＱ株，置３７℃５％ ＣＯ２ 培养，逐日观察细

胞病变（ＣＰＥ），连传３代。另分别取 Ｖｅｒｏ细胞和

ＤＦ１细胞，将细胞培养至单层后，接上述病毒，连续

传３代。

１．４．２　细胞适应毒 ＨＱ株在细胞上传代的稳定性

　　将 ＨＱ株分别在ＣＥＦ和ＤＦ１细胞上连传１０

代，取各代毒液，按常规方法［１７］测定每代毒液的

９２９
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ＴＣＩＤ５０，并按Ｒｅｅｄ—Ｍｕｅｎｃｈ法计算ＴＣＩＤ５０。

１．５　犎犙犫株及其细胞适应毒对鸡胚的致病性

将ＨＱｂ株的原始囊毒经２８日龄的ＳＰＦ鸡复

壮后取囊，参照文献［１８］的方法测定其与ＨＱ株的

半数鸡胚致死量（ＥＬＤ５０）。

１．６　犎犙犫株及其细胞适应毒对雏鸡的致病性差异

取２８日龄ＳＰＦ鸡３０只，随机分成３组，每组

１０只，第１组每只鸡滴眼滴鼻１０００个ＥＬＤ５０ＨＱｂ

株囊毒，第２组每只鸡滴眼滴鼻１０００个ＥＬＤ５０细

胞适应毒ＨＱ株，第３组为对照。３组均饲养在负

压隔离器中，观察各组的发病时间、症状、过程，并于

第５天、第１０天从各组中取５只鸡扑杀，观察囊的

病变及计算囊／体质量比及囊指数（ＢＢＩＸ），ＢＢＩＸ＜

０．７即为萎缩。

１．７　犐犅犇犞流行强毒犎犙犫株和细胞适应毒犎犙株

犞犘２与犞犘５高变区的扩增、克隆与测序

　　参考文献［１８、１９］分别设计针对犞犘２、犞犘５的

２对引物，由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成，引物序列分别如下，ＶＰ２１５′ＣＣＣＡＧＡＧＴＣ

ＴＡＣＡＣＣＡＴＡ３′（位于７３７—７５４位核苷酸），ＶＰ２２

５′ＴＣＣＴＧＴＴＧＣＣＡＣＴＣＴＴＴＣ３′（位于 １２１０—

１１９３ 位 核 苷 酸 ）；ＶＰ５１ ５′ＴＣＣＡＧＧＡＴＧ

ＧＡＡＣＴＣＣＴＣＣＴ３′（位于起始密码上游）；ＶＰ５２

５′ＴＣＡＧＴＴＣＡＣＴＣＡＧＧＣＴＴＣＣＴ３′（位于终止密

码区）。预计扩增ＩＢＤＶ犞犘２高变区４７４ｂｐ的片

段、犞犘５为４８２ｂｐ的片段。

分别将ＰＣＲ产物回收纯化后，进行连接和转

化，鉴定为阳性的克隆进行序列测定。序列测定由

上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

１．８　犐犅犇犞流行强毒及细胞适应毒犞犘２、犞犘５基因

的序列分析与系统遗传进化树的构建

　　首先分别用Ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８１软件对来源于流行强

毒 ＨＱｂ株及其细胞适应毒ＨＱ株的犞犘２、犞犘５基

因及ＧｅｎＢａｎｋ中已知的超强毒参考株 ＨＫ４６和疫

苗毒Ｄ７８及其它同源性较高的毒株的序列进行比

较，再以基因分析软件ＰＨＹＬＩＰ中的邻位相连法比

较，绘制系统进化树，并应用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｉｎｇ对所建进

化树进行评估；同时使用ＤＮＡｓｔａｒ中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ

及Ｐｒｏｔｅａｎ程序分别对２基因的核苷酸及由其推导

的氨基酸进行分析，在此基础上对犞犘５和犞犘２高

变区序列进行差异比较与遗传进化分析。

２　结　果

２．１　犐犅犇犞流行强毒犎犙犫株与其细胞适应毒犎犙

株的细胞培养特性比较

２．１．１　细胞适应性　　将流行毒 ＨＱｂ株与细胞

适应毒 ＨＱ 株分别接种于已长成单层的 ＣＥＦ、

ＣＥＫ、ＣＥＬｉ、ＤＦ１和Ｖｅｒｏ细胞培养物中盲传３代。

由结果可知，ＨＱｂ株流行毒在ＣＥＦ、ＣＥＫ、ＣＥＬｉ、

ＤＦ１和Ｖｅｒｏ培养物种盲传３代都没有ＣＰＥ，且盲

传培养物ＰＣＲ检测阴性，说明 ＨＱｂ株不能适应上

述几种细胞；而细胞适应毒ＨＱ株在ＣＥＦ、ＣＥＫ、ＣＥ

Ｌｉ、ＤＦ１上第１代培养物就有ＣＰＥ，但在Ｖｅｒｏ细胞培

养物中盲传３代均未见ＣＰＥ，且盲传培养物ＰＣＲ检

测阴性，可见ＨＱ株不能适应Ｖｅｒｏ细胞生长。

２．１．２　细胞适应毒 ＨＱ株在ＣＥＦ和ＤＦ１细胞上

的稳定性　　将 ＨＱ毒株分别在ＣＥＦ和ＤＦ１细

胞上连传１０代，取各代的培养毒液作１０倍系列稀

释，分别接种长成单层ＣＥＦ和ＤＦ１的９６孔板上，

按常规方法测定每代毒液的ＴＣＩＤ５０，并对批内、批

间进行标准差分析。见表１。

表１试验结果显示细胞适应毒在ＣＥＦ、ＤＦ１细

胞上连续传１０代，其 ＴＣＩＤ５０的对数分别在６．７～

７．０、７．５～８．３。在 ＣＥＦ 上多在３６～５６ｈ出现

ＣＰＥ，至７２ｈ病变超过７５％，毒价稳定；在ＤＦ１细

胞上多在１２～２４ｈ出现ＣＰＥ，至３６～５６ｈ病变超

过７５％，表现比在ＣＥＦ上更敏感，出现病变更快、

毒价更高。

２．２　流行强毒和细胞适应毒对鸡胚的致病性

将流行强毒 ＨＱｂ株及其细胞适应毒 ＨＱ株

接种ＳＰＦ鸡胚测定ＥＬＤ５０，２个毒株均可在ＳＰＦ鸡

胚上复制并使鸡胚致死（表２），ＥＬＤ５０值相对稳定。

２．３　犐犅犇流行强毒与细胞适应毒株对犛犘犉鸡的致

病力比较

　　流行强毒 ＨＱｂ株与细胞适应毒 ＨＱ株对２８

日龄的ＳＰＦ鸡的致病力比较见表３。ＨＱｂ株的原

始囊毒虽已保存了２０余年，但接毒后很快发病，死

亡率达８０％，致死率程度仍属超强毒株（ｖｖＩＢＤＶ），

其细胞适应毒株对ＳＰＦ鸡仅有轻度的一过型表现，

无一死亡，致死率已降至０％。

ＨＱｂ株的原始囊毒组接种后４０ｈ有个别鸡

出现症状，６０ｈ左右全部发病，很快表现脱水、死

亡。死亡鸡腿部和胸部肌肉严重出血，法氏囊水肿，

严重出血，有的囊呈现紫葡萄样；细胞适应毒于感染

０３９
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后第７２小时出现厌食、精神不振等，但１～３ｄ很快

恢复正常。扑杀部分鸡，可见肌肉少量出血，法氏囊

少量出血，萎缩。攻毒后５ｄ，２组鸡均表现法氏囊

严重萎缩，原始囊毒组及细胞适应毒组的囊指数分

别为０．３６、０．５０；攻毒后１０ｄ，流行强毒及细胞适应

毒组的囊指数分别为０．２８、０．３９；可见细胞适应毒

ＨＱ株组法氏囊萎缩的程度也较 ＨＱｂ株的原始囊

毒株稍轻微些。

表１　细胞适应毒犎犙株１～１０代的犜犆犐犇５０测定

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犜犆犐犇５０狏犪犾狌犲狅犳狋犺犲犎犙犮犲犾犾犪犱犪狆狋犲犱狊狋狉犪犻狀（１狋狅１０狆犪狊狊犪犵犲犱狋犻犿犲狊）

细胞Ｃｅｌｌ

不同代次ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬｌｇＴＣＩＤ５０ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｓｓａｇｅｄｔｉｍｅｓ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

批间标准差Ｉｎｔｅｒｓ

ＣＥＦ

６．８ ６．８ ７．０ ７．０ ６．７５ ６．７５ ６．８ ７．０ ６．７ ７．０ ０．１２

６．７５ ６．７ ７ ６．７５ ７．０ ６．７ ７．０ ６．７５ ６．８ ７．０ ０．１３

７．０ ６．８ ６．７ ７．０ ７．０ ７．０ ６．７ ７．０ ７．０ ６．８ ０．１３

６．７ ７．０ ７ ６．８ ６．８ ７．０ ７．０ ６．７ ６．８ ６．７５ ０．１３

批内标准差Ｉｎｔｒａｓ ０．１３ ０．１３ ０．１５ ０．１３ ０．１３ ０．１６ ０．１５ ０．１６ ０．１３ ０．１３

ＤＦ１

８．００ ７．７５ ８．００ ７．７５ ７．７０ ８．００ ７．７５ ８．００ ７．７５ ７．７５ ０．１３

７．５０ ７．７０ ８．００ ７．７５ ８．００ ７．７０ ８．００ ７．７５ ８．００ ７．７０ ０．１８

８．３０ ８．００ ７．７０ ８．００ ８．００ ８．３０ ７．５０ ８．００ ８．００ ８．００ ０．２４

８．００ ７．７０ ８．００ ８．００ ７．５０ ７．７０ ８．３０ ７．７０ ８．００ ８．００ ０．２３

批内标准差Ｉｎｔｒａｓ ０．３３ ０．１４ ０．１５ ０．１４ ０．２５ ０．２９ ０．３４ ０．１６ ０．１３ ０．１６

表２　犎犙犫株原始囊毒及其细胞适应毒犈犔犇５０的测定

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犈犔犇５０狏犪犾狌犲狅犳狋犺犲犎犙犫狅狉犻犵犻狀犪犾狊狋狉犪犻狀犪狀犱狋犺犲犎犙犮犲犾犾犪犱犪狆狋犲犱狊狋狉犪犻狀

毒株Ｓｔｒａｉｎ ｌｇＥＬＤ５０／０．１ｍＬ（批内重复）ｌｇＥＬＤ５０／０．１ｍＬ（ｉｎｔｒａａｓｓａｙ） 均值狓 标准差狊

ＴｈｅＨＱｂｏｒｉｇｉｎａｌｓｔｒａｉｎｅ ７．５０ ７．５０ ７．３３ ７．５０ ７．４６ ０．０９

ＴｈｅＨＱｃｅｌｌａｄａｐｔｅｄｓｔｒａｉｎ ７．００ ７．２５ ７．００ ６．８４ ７．０２ ０．１７

表３　犎犙犫株的原始囊毒及其细胞适应毒犎犙株的致病性测定

犜犪犫犾犲３　犘犪狋犺狅犾狅犵犲狀犻犮犻狋狔狅犳狋犺犲犎犙犫狅狉犻犵犻狀犪犾狊狋狉犪犻狀犪狀犱狋犺犲犎犙犮犲犾犾犪犱犪狆狋犲犱狊狋狉犪犻狀狋犲狊狋犲犱

毒株Ｓｔｒａｉｎ
攻毒时间／ｄ

Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｔｉｍｅ

总数

Ｔｏｔａｌ

死亡率／％

Ｄｅａｔｈ

ｒａｔｅ

感染率／％

Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

攻毒后５ｄ囊指数

ＢＢＩＸａｔ５ｄａｙｓ

ａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅ

攻毒后１０ｄ囊指数

ＢＢＩＸａｔ１０ｄａｙｓ

ａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅ

ＨＱｏｒｉｇｉｎａｌｓｔｒａｉｎ ２８ １０ ８０ １００ ０．３６ ０．２８

ＨＱｃｅｌｌａｄａｐｔｅｄｓｔｒａｉｎ ２８ １０ ０ １００ ０．５０ ０．３９

囊指数（ＢＢＩＸ）＝ （感染鸡囊质量／体质量）／（正常鸡囊质量／体质量）

Ｂｕｒｓａｂｏｄｙｉｎｄｅｘ（ＢＢＩＸ）＝（Ｂｕｒｓａｗｅｉｇｈｔｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｃｈｉｃｋｅｎ／Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｃｈｉｃｋｅｎ）／（Ｂｕｒｓａｗｅｉｇｈｔｏｆｎｏｒｍａｌｃｈｉｃｋ

ｅｎ／Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｎｏｒｍａｌｃｈｉｃｋｅｎ）

２．４　犐犅犇犞流行强毒及其细胞适应毒犞犘２高变区

序列比较与遗传进化分析

２．４．１　犞犘２高变区序列相似性分析　　参照文献

［２０］方法，选取Ｄ００４９９、ＡＦ３６２７４７做为经典毒株

的代表株，以 ＡＦ０９２９４３、ＡＦ３６２７７６、Ｄ４９７０６和 ＮＣ

＿００４１７８ 做 为 超 强 毒 株 的 代 表 株，ＡＦ１３３９０４、

１３９
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ＡＦ２８１２３８做为变异株的代表株，ＡＦ４９９９２９为疫苗

株的代表株，并选用其它高度同源株为参考，对

ＨＱｂ株及ＨＱ株的犞犘２基因高变区进行核苷酸

与氨基酸相似性比较。核苷酸比较结果可知，流行

强毒ＨＱｂ株犞犘２高变区与超强毒株同源性最高，

相似性为９８．３％～９９．２％；细胞适应毒 ＨＱ株的

犞犘２高变区与疫苗株及致弱毒株同源性最高，相似

性为９９．４％～９９．６％。流行强毒与其细胞适应毒

ＶＰ２登陆号分别为ＪＦ８１２０６４、ＪＦ８１２０６５。

根据 ＨＱｂ株及 ＨＱ 株犞犘２基因高变区的

ｃＤＮＡ序列推导出其ＶＰ２位于２０３—３６０位的氨基

酸序列，并对其进行相似性比对，结果可知，ＨＱｂ

株ＶＰ２高变区与中国香港经典超强毒 ＨＫ４６株等

氨基酸同源性最高，相似性为９９．４％～１００．０％；

ＨＱ株ＶＰ２高变区则与疫苗株及致弱毒株同源性

高，相似性为９６．２％～９８．７％。

２．４．２　犞犘２基因高变区的遗传进化分析　　按照

上述同源性分析的原则分别选取ＧｅｎＢａｎｋ中发表

的相应序列，用分析软件ＰＨＹＬＩＰ中的邻位相连法

构建犞犘２的进化树（图１Ａ）。由核苷酸进化树可

知，所有毒株可分为４个相对独立的群：（１）由超强

毒株构成；（２）由经典毒株构成；（３）由致弱毒株和疫

苗毒株构成；（４）由变异株构成。流行强毒 ＨＱｂ株

属于超强毒群，细胞适应毒 ＨＱ株属于由致弱毒株

和疫苗毒株构成的群。

由氨基酸进化树（图１Ｂ）可知，所有毒株分为３

个相对独立的群：（１）由超强毒和经典毒株构成；（２）

由致弱毒和疫苗毒株构成；（３）由变异株构成。流行

强毒 ＨＱｂ株位于超强毒株和经典毒株构成群的超

强毒分支中，细胞适应毒 ＨＱｂ株属于由致弱毒株

和疫苗毒株构成的群。

２．４．３　流行强毒 ＨＱｂ株及其细胞适应毒 ＨＱ株

ＶＰ２高变区核苷酸与氨基酸序列的比较　　由

２．４．１相似性比对可知，流行强毒 ＨＱｂ株与其细胞

适应毒ＨＱ株的ＶＰ２高变区核苷酸序列有３１个差

异位点，相似性仅为９３％；氨基酸序列相似性为

９２．４％，有１２个氨基酸发生改变；２毒株与超强毒

株、疫苗株间ＶＰ２氨基酸差异见表４。

表４　犐犅犇犞部分毒株的犞犘２高变区氨基酸差异

犜犪犫犾犲４　犃犿犻狀狅犪犮犻犱犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲狊狅犳犐犅犇犞犞犘２犺狔狆犲狉狏犪狉犻犪犫犾犲狉犲犵犻狅狀

毒株Ｓｔｒａｉｎ

氨基酸位点　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｔｅ

２２２ ２４２ ２４９ ２５３ ２５６ ２７９ ２８４ ２９０ ２９４ ２９９ ３１３ ３３０

ｖｖＩＢＤＶＨＫ４６（ＡＦ０９２９４３） Ａ Ｉ Ｑ Ｑ Ｉ Ｄ Ａ Ｍ Ｉ Ｓ Ｖ Ｓ

ｖｖＩＢＤＶＵＫ６６１（ＮＣ００４１７８） Ａ Ｉ Ｑ Ｑ Ｉ Ｄ Ａ Ｍ Ｉ Ｓ Ｖ Ｓ

ＨＱｂｏｒｉｇｉｎａｌｓｔｒａｉｎｅ Ａ Ｉ Ｑ Ｑ Ｉ Ｄ Ａ Ｍ Ｉ Ｓ Ｖ Ｓ

ＨＱｃｅｌｌａｄａｐｔｅｄｓｔｒａｉｎ Ｐ Ｖ Ｋ Ｈ Ｖ Ｎ Ｔ Ｌ Ｌ Ｎ Ｍ Ｒ

Ｄ７８（ＡＦ４９９９２９） Ｐ Ｖ Ｑ Ｈ Ｖ Ｎ Ｔ Ｌ Ｌ Ｎ Ｖ Ｒ

　　由表４可知：流行强毒 ＨＱｂ株具备传染性法

氏囊病病毒超强毒株的分子特征，即２２２Ａ、２５６Ｉ、

２９４Ｉ和２９９Ｓ。细胞适应毒 ＨＱ株的除上述相应

位点发生如下变化：２２２Ａ→Ｐ、２５６Ｉ→Ｖ、２９４Ｉ→Ｌ

和２９９Ｓ→Ｎ外，在ＶＰ２公认的毒力位点２５３、２７９、

２８４位氨基酸也发生改变，分别由 Ｑ→Ｈ、Ｄ→Ｎ、Ａ

→Ｔ，使得该毒株具备经典弱毒株的分子特征，即

２２２Ｐ、２５６Ｖ、２７９Ｎ、２８４Ｔ、２９４Ｌ和２９９Ｎ。

对氨基酸亲水性及抗原表位分析表明，流行强

毒ＨＱｂ株 ＶＰ２编码的衣壳蛋白在２１０—２２４位、

３１４—３２４位和３４０—３４７位的氨基酸残基处有较高

的亲水性，在２１０—２１８位、２７６—２９１位、２９７—３０４

位和３１２—３２７位可能存在较高的抗原表位；适应毒

ＨＱ株ＶＰ２编码的衣壳蛋白在２１０—２２５位、２８１—

２９０位、３１４—３２４位和３４０—３４７位的氨基酸残基处

有较高的亲水性，在２１０—２１８位、２４１—２４５位、

２８０—２８８位、２９７—３０４位、３１２—３３２位可能存在较

高的抗原表位；由上可知，在 ＶＰ２编码区细胞适应

毒在２８１—２９０区亲水性比流行强毒明显、且多１个

２４１—２４５位的抗原表位区，其余亲水区与抗原表位

仅轻微差异（见图２Ａ）。

２．５　犐犅犇犞流行强毒及其细胞适应毒犞犘５序列比

较与遗传进化分析

２．５．１　犞犘５基因序列同源性的分析　　按照上述
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犞犘２分析的原则分别选取ＧｅｎＢａｎｋ中发表的相应

序列进行核苷酸与氨基酸同源性比较。核苷酸比较

结果可知，ＨＱｂ株ＶＰ５序列与超强毒株同源性最

高，相似性为９９．１％～９９．６％；ＨＱ株 ＶＰ５序列与

疫苗株及致弱毒株同源性最高，相似性为９９．３％～

９９．６％；ＨＱｂ株与 ＨＱ 株 ＶＰ５登录号分别为

ＪＦ８１２０６６、ＪＦ８１２０６７。

氨基酸同源性比较结果可知，ＨＱｂ株ＶＰ５序

列与超强毒序列同源性最高，相似性为９７．３％～

９８．７％；ＨＱ株ＶＰ５序列与疫苗株及致弱毒株同源

性最高，相似性为９８．６％～９９．３％。

２．５．２　犞犘５基因的遗传进化分析　　同上原则分

别选取ＧｅｎＢａｎｋ中发表的相应序列，用分析软件

ＰＨＹＬＩＰ中的邻位相连法构建犞犘５的进化树（图

１）。由犞犘５核苷酸进化树可知，所有毒株可分为２

个相对独立的群：（１）由超强毒株构成；（２）由经典毒

株、变异株、致弱毒株和疫苗毒株构成；ＨＱｂ株位

于超强毒株群中，ＨＱ株位于经典毒株、变异株、致

弱毒株和疫苗毒株构成的群，并分布于由致弱毒株

和疫苗毒株构成的分支。

由ＶＰ５氨基酸进化树可知，所有毒株可分为２

个相对独立的群：（１）由超强毒株构成；（２）由经典毒

株、变异株、致弱毒株和疫苗毒株构成；流行强毒

ＨＱｂ株位于超强毒株群中，细胞适应毒 ＨＱ株位

于经典毒株、变异株、致弱毒株和疫苗毒株构成的

群，且分布于由致弱毒株和疫苗毒株构成的分支。

２．５．３　ＩＢＤＶ流行强毒及其细胞适应毒的ＶＰ５基

因核苷酸与氨基酸序列的比较　　由２．５．１同源性

比对可知，ＨＱｂ株与其细胞适应毒 ＨＱ株的 ＶＰ５

序列相似性仅为９７．１％，二者核苷酸有１２个差异

位点；２毒株的ＶＰ５氨基酸相似性仅为９４．６％，有９

个氨基酸发生改变，２毒株与超强毒株、疫苗株间

ＶＰ５氨基酸差异见表５。

表５　犐犅犇犞部分毒株间犞犘５氨基酸差异

犜犪犫犾犲５　犃犿犻狀狅犪犮犻犱犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲狊狅犳犐犅犇犞犞犘５狉犲犵犻狅狀

毒株Ｓｔｒａｉｎ

氨基酸位点Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｔｅ

１ １８ ２１ ４３ ４９ ７８ １０１ １２９

ｖｖＩＢＤＶＨＫ４６（ＡＦ０９２９４３） Ｍ Ｅ Ｒ Ｈ Ｒ Ｆ Ａ Ｐ

ｖｖＩＢＤＶＵＫ６６１（ＮＣ００４１７８） Ｍ Ｋ Ｒ Ｈ Ｒ Ｌ Ａ Ｐ

ＨＱｂｏｒｉｇｉｎａｌｓｔｒａｉｎｅ Ｍ Ｅ Ｒ Ｒ Ｒ Ｆ Ｔ Ｐ

ＨＱｃｅｌｌａｄａｐｔｅｄｓｔｒａｉｎ Ｔ Ｋ  Ｈ Ｇ Ｉ Ａ Ｓ

Ｄ７８（ＡＦ４９９９２９） Ｔ Ｋ Ｒ Ｈ Ｇ Ｉ Ａ Ｓ

　　由表５可知，流行强毒 ＨＱｂ株具有传染性法

氏囊病毒超强毒株的分子特征；ＨＱｂ株的原始囊

毒在细胞适应过程中犞犘５基因的ＯＲＦ区有１２个

位点碱基突变并导致９处氨基酸变异，特别是ＯＲＦ

的第２个碱基由“Ｔ”突变为“Ｃ”后，使起始密码子后

移了１２个碱基，虽然从氨基酸比对上起始端仅第１

位氨基酸改变，实际由移位而导致细胞适应毒ＶＰ５

的Ｎ端丢失了４个氨基酸。这种突变与现有的疫

苗毒完全一致。这似乎表明，ＶＰ５的这些突变与致

病性相关；其它变异：１８位Ｅ→Ｋ，２１位Ｒ→缺失，

４３位Ｒ→Ｈ，４９位Ｒ→Ｇ，７８位Ｆ→Ｉ，１０１位 Ｔ→

Ａ，１２９位Ｐ→Ｓ，１３７位 Ｗ→Ｒ。结合病毒的适应过

程及增殖量的变化，以上犞犘５基因的变异更可能与

适应细胞培养或在细胞培养上的复制能力密切

相关。

对氨基酸亲水性及抗原表位分析表明，ＨＱｂ

株 ＶＰ５ 编码的蛋白在 ７—７２ 位、８８—１１２ 位和

１１６—１４９位的氨基酸残基处有较高的亲水性，在

６—７４位、９６—１１１位、１１６—１３２位和１３７—１４９位

可能存在较高的抗原表位；ＨＱ株ＶＰ５编码的蛋白

在７—７１位、８７—１１１位和１１３—１４９位的氨基酸残

基处有较高的亲水性，在６—７３位、９４—１１０位、

１１５—１２９位和１３２—１４９位可能存在较高的抗原表

位，由上可知，在ＶＰ５编码区 ＨＱ株与 ＨＱｂ株亲

水区及抗原表位基本一致（图２Ｂ）。
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Ａ．犞犘２的核苷酸；Ｂ．ＶＰ２的氨基酸；Ｃ．犞犘５的核苷酸；Ｄ．ＶＰ５的氨基酸；欧洲超强毒 ＵＫ６６１（ＮＣ＿００４１７８，

Ｘ９２７６０），中国香港经典超强毒 ＨＫ４６（ＡＦ０９２９４３），日本超强毒株 ＯＫＹＭ（Ｄ４９７０６），孟加拉国超强毒株ＢＤ３／９９
（ＡＦ３６２７７６），经典毒株Ｃｕ１ｗｔ（ＡＦ３６２７４７），经典毒株ＳＴＣ（Ｄ００４９９），变异株 ＶａｒｉａｎｔＥ（ＡＦ１３３９０４），变异株 Ｔ１
（ＡＦ２８１２３８），疫苗株 Ｄ７８（ＡＦ４９９９２９），英国超强毒（Ｚ２５４８０），西班牙超强毒ＳＰ／３３／０２（ＡＹ７７０５９１），德国超强毒

Ｋ３５７／８８（ＡＦ１５９２１６），中国超强毒 ＨＬＪ８（ＥＵ０４２１４４），台湾疫苗株 Ｐ９８／１９（ＧＵ２０６８１６），欧洲细胞毒株 ＣＵ１
（Ｘ１６１０７），中国浙江ＮＢ株ＡＹ３２１５０９（ＥＵ５９５６７２），疫苗株Ｄ７８（ＡＦ４９９９２９），中国浙江ＴＬ２００４（ＤＱ０８８１７５）

Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄｓｔａｎｄｆｏｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ犞犘２ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＶＰ２ａｍｉｎｏａｃｉｄ，犞犘５ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＶＰ５ａｍｉｎｏａｃｉｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｌｙ
图１　犞犘２、犞犘５的核苷酸及氨基酸进化树

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犵犲狀犲狉犪狋犲犱犫狔狋犺犲狀犲犻犵犺犫狅狌狉犼狅犻狀犻狀犵犿犲狋犺狅犱犳狅狉狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犞犘２，

犞犘５狅犳犐犅犇犞犳狉狅犿犆犺犻犮犽犲狀犅狅狅狋狊狋狉犪狆狏犪犾狌犲狊犪狉犲１０００狉犲狆犾犻犮犪狋犻狅狀狊

３　讨　论

本研究对１９９３年ＩＢＤ大流行时收集和保存下

来的ＩＢＤＶ流行毒 ＨＱｂ株与其经过培育、驯化的

细胞适应毒ＨＱ株进行了细胞培养特性、鸡胚致病

力、ＳＰＦ鸡致病性比较试验及犞犘２、犞犘５序列分析，

结果表明，２毒株对细胞的适应性存在明显差异，且

ＨＱ毒株对ＤＦ１细胞更为敏感，出现病变快、毒价

更高；对ＳＰＦ鸡致病性方面，ＨＱｂ株对４周龄ＳＰＦ

鸡的感染率达１００％，死亡率均达８０％，剖检具有明

显的超强毒感染特征；其细胞适应毒 ＨＱ株无一死

亡，但均导致法氏囊迅速萎缩，由此说明适应毒虽然
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致病性大大下降，但仍保留有超强毒的某些特性，在

抗原性和免疫原性上也没有发生根本改变；对 ＨＱ

ｂ株和 ＨＱ株犞犘２基因高变区及犞犘５全基因进行

克隆与序列分析结果表明：ＨＱｂ株具有超强毒株

的分子特征，即ＶＰ２蛋白中含有ｖｖＩＢＤＶ所具有的

２２２Ａ、２５６Ｉ、２９４Ｉ和２９９Ｓ４个特征氨基酸
［１１］；其

犞犘５核苷酸序列、氨基酸序列均与超强毒同源性最

高，在遗传进化分析中均处于超强毒分支。细胞适

应毒 ＨＱ株具有疫苗毒或致弱毒株的分子特征，即

ＶＰ２蛋白中２２２位的 Ａ被Ｐ代替使ＩＢＤＶ毒力减

弱，２８４Ｔ是弱毒株的特征性氨基酸
［１１］，其犞犘５核

苷酸、氨基酸序列均与疫苗毒株同源性最高，且在遗

传进化分析中均处于疫苗毒与致弱毒分支。

Ａ．ＶＰ２；Ｂ．ＶＰ５

Ａ，ＢｒｅｓｐｅｃｔｌｙｆｏｒＩＢＤＶＶＰ２ａｎｄＶＰ５ｐｒｏｔｅｉｎｏｆＨＱｓｔｒａｉｎ
图２　犎犙囊毒及其适应毒犞犘２高变区、犞犘５氨基酸分析

犉犻犵．２　犃犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪狀狋犻犵犲狀犻犮犲狆犻狋狅狆犲狊犪狀犱犺狔犱狉狅狆犺犻犾犻犮犻狋狔狅犳犐犅犇犞犞犘２犪狀犱犞犘５狆狉狅狋犲犻狀狅犳犎犙狊狋狉犪犻狀

　　ＶＰ２蛋白是法氏囊病病毒的主要宿主保护性

抗原。而２个大亲水区（２１２—２２４ａａ，３１４—３２４ａａ）

与病毒抗原性有关，在２个亲水区之间存在２个小

亲水区，即２４８—２５２ａａ和２７９—２９０ａａ，也与ＩＢＤＶ

的抗原性有关。紧接第２个亲水区后是１个富含丝

氨酸（Ｓ）的七肽区（３２６—３３２ａａ），与毒力有关
［１７］，这

些区域内的氨基酸的改变可能引起 ＶＰ２抗原性改

变，造成抗原变异。在本研究中，与流行强毒 ＨＱｂ

株相比其细胞适应毒ＨＱ株的２大亲水区的２２２位

点（Ａ→Ｐ）、３１３位点（Ｖ→Ｍ）氨基酸发生变异，２个

小亲水区内２４９（Ｑ→Ｋ）、２７９（Ｄ→Ｎ）及２８４（Ａ→Ｔ）

位氨基酸均发生变异；七肽区的３３０位（Ｓ→Ｒ）发生

改变，这些可能都是导致细胞适应毒毒力减弱的原

因；另外，ＶＰ２是ＩＢＤＶ重要的毒力基因也决定细

胞嗜性。目前，ＶＰ２的２５３、２７９、２８４位氨基酸是公

认的毒力位点和细胞嗜性的分子基础集中位

点［９１２］，该位点的改变对病原毒力及细胞嗜性产生

很大影响。本研究中ＩＢＤＶ流行毒ＨＱｂ株与其细

胞适应毒ＨＱ株间的ＶＰ２氨基酸在３个公认的位

点———２５３（Ｑ→Ｈ）、２７９（Ｄ→Ｎ）、２８４（Ａ→Ｔ）也均

发生改变，这也可能是细胞适应毒株细胞适应性发

生改变的原因；另外，据文献可知，大多ＩＢＤＶ细胞

适应毒均能适应Ｖｅｒｏ细胞，而本适应毒对Ｖｅｒｏ细

胞的不能适应，是否是由于这些氨基酸改变的结果

还需更深入的探讨。

ＶＰ５蛋白是由ＩＢＤＶ的Ａ节段中小ＯＲＦ编码

的非结构蛋白，发现较晚［１６］，很多资料显示ＶＰ５在

病毒复制和致病性方面扮演着重要的角色［２１］。鉴

于 ＨＱｂ的原始囊毒在细胞上传代后其对鸡的致病

性减弱的同时，犞犘５基因的ＯＲＦ区有１２个位点碱

基突变并导致９处氨基酸变异，特别是ＯＲＦ的第２

个碱基由“Ｔ”突变为“Ｃ”后，使起始密码子后移了

１２个碱基，因而导致细胞适应毒 ＨＱ株 ＶＰ５的 Ｎ

端丢失了４个氨基酸。这种突变与现有的疫苗毒完

全一致。这似乎表明，ＶＰ５的这些突变与致病性相

关。但是，对已发表的不同的超强毒及强毒株的

犞犘５基因比较表明，一部分超强毒ＩＢＤＶ的犞犘５基

因与 ＨＱｂ株犞犘５基因相同，而另一部分超强毒株

ＩＢＤＶ的犞犘５基因与 ＨＱ株的犞犘５基因相同相同

（表５）。由此推测，超强毒 ＨＱｂ株在细胞上传代

适应过程中犞犘５基因那１２个位点的突变更可能与

细胞适应性相关。另外，与超强毒株、疫苗株相比，

ＨＱ株细胞适应毒丢失了位于２１位的氨基酸，这是

与细胞适应特性改变有关，还是与毒力变异相关在

以后的研究中将做深入研究。

另外，本研究中 ＨＱ细胞适应毒对 Ｖｅｒｏ细胞

５３９
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的不适应性、在ＤＦ１细胞上的毒价较高、虽具有疫

苗株与弱毒株的分子特征等但又能使法氏囊迅速萎

缩等，这些是否由于以上位点氨基酸改变而真正造

成，还有待于进一步深入研究。

综上所述，通过对细胞适应性性、致病性、犞犘２及

犞犘５同源性比较和遗传进化分析等的研究进一步证

实ＩＢＤＶ流行强毒 ＨＱ株是１株有代表性的超强毒

株，且与中国香港超经典超强毒ＨＫ４６、国外（主要是

日本和欧洲）ｖｖＩＢＤＶ有密切的亲缘关系。经培育而

成的细胞适应毒ＨＱ株在致病性上大大减弱，在分子

水平上也发生了核苷酸与氨基酸的变化，出现了致弱

毒株的分子特征，但该毒株仍保留有超强毒株的某些

特性，抗原性和免疫原性没有发生根本改变，且对

ＤＦ１细胞表现更为敏感，出现病变更快、毒价更高，

因而可将它在ＤＦ１细胞上、生物反应器上大量繁殖，

制备法氏囊灭活疫苗，更好地为生产服务。
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