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某海兰褐鸡场祖代、父母代及商品代鸡

血管瘤型犃犔犞犑的分离与鉴定
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摘　要：从山东省某海兰褐鸡场祖代、父母代种鸡和商品代蛋鸡中获得疑似血管瘤型禽白血病（Ａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓ，

ＡＬ）病料。采用病理剖检、ＩＦＡ、分子生物学检测，确定为Ｊ亚群禽白血病。从祖代、父母代病料中各分离到１株Ｊ

亚群禽白血病病毒（Ｊｓｕｂｇｒｏｕｐｏｆａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＡＬＶＪ），从商品代蛋鸡中分离到４株ＡＬＶＪ。根据原型毒

株 ＨＰＲＳ１０３设计１对犵狆８５基因引物，获得犵狆８５基因序列。获得的犵狆８５基因序列与各亚群参考毒株序列核苷

酸同源性比对，结果显示：分离自商品代蛋鸡的Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ０３株、Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ０４株、Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ０６株和父母代分离

株Ｐａｒｅｎｔ０２株位于同一分支，同源性在９７．２％～９７．９％，与ＨＰＲＳ１０３株同源性９４．７％～９５．２％；Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ０５株

与祖代分离株Ｇｒａｎｄｐａｒｅｎｔ０１株在同一分支，与 ＨＰＲＳ１０３株同源性为９８．３％，４株分离自商品代的ＡＬＶＪ同源性

为９５．０％～９９．９％。表明商品代蛋鸡中的ＡＬＶＪ可能来自父母代或祖代种鸡的垂直传播，也可能来自于其他来

源的水平传播。从同一鸡场祖代、父母代及商品代鸡中分离得到 ＡＬＶＪ，这在我国还是首次。对后续研究其基因

突变、致瘤机制等奠定了良好的基础。
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　　禽白血病是由禽白血病病毒引起的家禽多种肿

瘤性疾病的总称，主要以造血细胞恶性增生为特征，

包括淋巴细胞性白血病、成红细胞性白血病、成髓细

胞性白血病、骨髓细胞性白血病、血管瘤、内皮瘤、肾

真性瘤、纤维肉瘤和骨化石瘤等［１２］。Ｊ亚群禽白血

病（ＳｕｂｇｒｏｕｐＪａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓ）是由Ｊ亚群禽白血病

病毒（ＡｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓｖｉｒｕｓｏｆｓｕｂｇｒｏｕｐＪ，ＡＬＶＪ）

引起的一种以免疫抑制、生长抑制和髓细胞癌变为

特点的传染性骨髓细胞瘤病。

ＡＬＶＪ自 １９９１ 年从英国肉鸡中分离出来

后［３］，已在世界范围内广泛流行。我国在１９９９年从

市场上商品代肉鸡中分离并检测出了 ＡＬＶＪ
［４］，

２００２年徐镔蕊
［５］在海兰褐蛋鸡中发现 ＡＬＶＪ以

来，随后又发现了ＡＬＶＪ与网状内皮增生症病毒的

混合感染［６］，同时Ｊ亚群禽白血病的肿瘤表现形式

也越发多样化，伴发髓细胞瘤、成髓细胞瘤和血管瘤

及其混合感染［７］等。本研究对山东某一发生疑似血

管瘤型ＡＬＶ的海兰褐祖代鸡场及其子代鸡场采集

病料，通过病理解剖、组织学观察、分子生物学检测

等确定为 ＡＬＶＪ，并从祖代、父母代鸡中分别分离

到１株ＡＬＶＪ，从商品代中分离到４株 ＡＬＶＪ，并

进行遗传进化分析。

１　材料与方法

１．１　病料来源

山东省某海兰褐种鸡场商品代蛋鸡在进入产蛋

期时，采食少，外观消瘦且生长缓慢，鸡冠发白、肿头

肿眼、翅下有囊肿、腿部及趾间有血疱；剖检发现肝

脏表面有灰白色肿瘤灶，且有血疱，脾脏上有白色肿

瘤结节，在肋骨内测、胸骨上有白色肿瘤结节等疑似

禽白血病症状。此商品代蛋鸡的直系父母代、祖代

鸡场个别种鸡瘦弱、鸡冠苍白、消瘦疑似禽白血病。

１．２　所用主要试剂和细胞

各种限制性内切酶，ＰｒｉｍｅＳｔａｒＴＭ ＨＳＤＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ＰＭＤ１８Ｔ载体等购自

大连宝生物工程有限公司；质粒小量提取试剂盒和

凝胶回收试剂盒为ＱＩＡＧＥＮ公司产品；大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞和 ＤＦ１细胞均为本实验室保

存。

１．３　病理组织学观察

外观检查和剖检疑似ＡＬＶ病鸡，采集肝脏、肾

脏、脾脏、骨髓等组织及血管瘤发生部位，中性福尔

马林固定，常规制作石蜡切片，ＨＥ染色，镜检。

１．４　病毒分离鉴定

取１００ｍｇ病变部位的组织，研磨过滤接种

ＤＦ１细胞，３７℃ＣＯ２ 培养箱吸附１ｈ后换１％血清

培养液维持７ｄ，盲传３代。然后将细胞传至６孔

板，做ＩＦＡ 试验。同时将病料组织按照 Ｔｉｓｓｕｅ

ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取前病毒基因组ＤＮＡ，

引物 Ｈ５／Ｈ７
［８］（Ｈ５：ＧＧＡＴＧＧＴＧＧＣＴＧＡＣＴＧＴ

ＧＴ；Ｈ７：ＣＧＡＡＣＣＡＡＡＧＧＴＡＡＣＡＣＡＣＧ）ＰＣＲ扩

增，预期扩增片段５４５ｂｐ。

１．５　犵狆８５序列分析

设计 ＡＬＶＪｇｐ８５引物（Ｆ：ＧＧＡＧＴＴＣＡＴＣ

ＴＡＴＴＧＣＡＡＣＡＡＣＣ；Ｒ：ＧＣＧＣＣＴＧＣＴＡＣＧＧＴＧ

ＧＴ）
［９］进行ＰＣＲ扩增，１％琼脂糖凝胶电泳。预期

扩增片段９２４ｂｐ。将犵狆８５特异性引物扩增的产物

回收、纯化后，连至ＰＭＤ１８Ｔ载体进行序列测定。

利用ＤＮＡＳｔａｒ软件，将测序得到的结果与十几株国

内外ＡＬＶＪ犵狆８５核苷酸序列进行相似性分析并制

作遗传进化图谱。参考毒株为ＮＸ０１０１（ＤＱ１１５８０５）、

ＨＰＲＳ１０３（ＥＦ０５８１５７）、ＡＤＯＬＨｃ１（ＡＦ４５２２４９）、ＡＤ

ＯＬ７５０１（ＡＹ０２７９２０）、ＧＤ０５１２（ＥＦ１０３１３３）、ＧＤ０６ＳＬ１

（ＥＦ１０７６２４）、ＨＢ０３０１ （ＡＹ８９７２２９）、ＳＣＡＵ０９０１

（ＦＪ６１９１９０）、ＭＤＪ１（ＨＭ０３８０３１）、ＪＬ３１（ＦＪ４６２３４４）、

ＨｕＢ２（ＨＱ５３３１５６）、ＪＳ０９ＧＹ６（ＧＵ９８２３１０）。

２　结　果

２．１　组织学观察

肝脏中有大大小小的肿瘤病灶，窦状隙内大量
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红细胞充盈，血管周围有大小不等的髓细胞浸润，肝

细胞有空泡变性，可见残存的肝索及中央静脉（图

１Ａ）；骨髓的原有结构消失，大量髓细胞增生（图

１Ｂ）；脾脏白髓的体积、数量明显减少，红髓内的髓

细胞多呈弥漫性增生，鞘动脉周围有灶状髓细胞浸

润，淋巴细胞大量坏死减少，成纤维细胞增生（图

１Ｃ）；肾小管上皮完全坏死，形成嗜酸性蛋白滴，间

质充满大量髓细胞（图１Ｄ）

Ａ．肝脏中肿瘤灶；Ｂ．骨髓中大量的髓细胞；Ｃ．脾脏中

红髓内髓细胞增生；Ｄ．肾脏中髓细胞增生

Ａ．Ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｉｎｌｉｖｅｒ；Ｂ．Ａｂｕｎｄａｎｔｍｙｅｌｏｃｙｔｅｓｉｎ

ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ；Ｃ．Ｍｙｅｌｏｃｙｔｅｓｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｉｎｓｐｌｅｅｎ；Ｄ．

Ｍｙｅｌｏｃｙｔｅｓｃｅｌｌｓｉｎｋｉｄｎｅｙ
图１　犃犔犞病鸡肝脏组织学观察 （４００×）

犉犻犵．１　犘犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾狊犲犮狋犻狅狀狅犳犾犻狏犲狉狅犳犃犔犞犻狀犳犲犮狋犲犱

犮犺犻犮犽犲狀狊（４００×）

２．２　病毒分离鉴定结果

将祖代、父母代及商品代病料研磨液过滤后接

种ＤＦ１细胞，盲传３代后做ＩＦＡ，接毒ＤＦ１细胞

轮廓清楚，出现特异性的胞浆染色，发出荧光信号呈

现阳性反应；而正常细胞未发出特异性荧光信号。

表明ＡＬＶＪ病毒在ＤＦ１细胞中增殖。Ｈ５／Ｈ７引

物扩增出现预期５４５ｂｐ片段（图２）。

２．３　犵狆８５序列测定及分析

通过犵狆８５基因扩增得到９２４ｂｐ的片段。测

序，将获得的核苷酸序列提交ＮＣＢＩ并进行ＢＬＳＡＴ

检测，证明所扩增的片段为ＡＬＶＪ的特异片段。分

别进行了遗传进化树分析（图３）和核酸序列同源性

分析（图４）。

Ａ～Ｃ．祖代、父母代、商品代病毒接种ＤＦ１细胞７ｄ后

显示特异性荧光信号；Ｄ．正常ＤＦ１细胞无特异性荧光

ＡＣ．Ｓｐｅｃｉａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｓａｐｐｅａｒｅｄｓｅｖｅｎｄａｙｓａｆ

ｔｅｒＤＦ１ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈｇｒａｎｄｐａｒｅｎｔ，ｐａｒｅｎｔａｎｄ

ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｖｉｒｕｓｅｓ；Ｄ．ＴｈｅｎｏｒｍａｌＤＦ１ｃｅｌｌｓｈａｄｎｏ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｉｇｎａｌｓ

图２　犐犉犃鉴定结果（１００×）

犉犻犵．２　犜犺犲犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊犫狔犐犉犃（１００×）

图３　各毒株犵狆８５核苷酸序列进化树分析

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犮狋犻犮狋狉犲犲狅犳犵狆８５狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳

犃犔犞犻狊狅犾犪狋犲狊犪狀犱狉犲犳犲狉犲狀犮犲狊狋狉犪犻狀狊

３　讨　论

ＡＬＶ的犵狆８５基因含有病毒宿主决定簇，可识

别靶细胞膜上的特异性受体，对病毒的细胞嗜性和

抗原性等起着重要的作用，是区分各个亚群的决定

性基因［１０］。本研究所分离 ＡＬＶＪ犵狆８５序列全长

为９２１和９２４ｂｐ，分别编码３０７个氨基酸和３０８个

氨基酸。利用 ＤＮＡｓｔａｒ软件对犵狆８５基因进行分

析，６株病毒犵狆８５核苷酸序列同源性较高，同源性
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在９４．７％～１００％，但是６株分离病毒分布于２个

进化分支上，Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ０５株与祖代分离株Ｇｒａｎｄ

ｐａｒｅｎｔ０１株在同一分支上，与 ＨＰＲＳ１０３株同源性

为９８．３％，由于分离自祖代海兰褐蛋种鸡的Ｇｒａｎｄ

ｐａｒｅｎｔ０１株与 ＨＰＲＳ１０３株的同源性最高，可以推

测祖代种鸡的感染来自国外的引种，而商品代的

Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ０５ 株 与 Ｇｒａｎｄｐａｒｅｎｔ０１ 株 同 源 性

１００％，证明祖代种鸡感染 ＡＬＶＪ可以垂直传播给

子代。然而，其中分离自商品代蛋鸡的 Ｃｏｍｍｅｒ

ｃｉａｌ０３株、Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ０４株、Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ０６株和父

母代 分 离 株 Ｐａｒｅｎｔ０２ 株 位 于 同 一 分 支，与

ＨＰＲＳ１０３株的同源性仅在９４．７％～９５．２％，而与

本研究室所分离的ＪＬ３１和 ＨｕＢ２同源性较高

（９６．２％～９９．８％）。这可能是因为病毒在传播过程

发生变异，或者与其他来源的水平传播有关。禽白

血病病毒属于反转录病毒科Ｃ型反转录病毒属，遗

传物质为ＲＮＡ，依赖于反转录酶将ＲＮＡ反转录为

ｃＤＮＡ整合入鸡体细胞基因组内，本身错配率高，容

易发生变异；病毒在商品代鸡体内变异加强，临床症

状表现多态性，也有可能与商品代蛋鸡饲养管理不

当、用药不当、疫苗的不正确使用等有关；鸡体在受

到其他病毒的感染时，也有可能使禽白血病病毒发

生变异；且病毒在鸡体内不断传代过程中，病毒也有

可能发生突变导致其临床症状的改变及多态性变化。

图４　分离株核苷酸序列与各亚群参考株的同源性比较

犉犻犵．４　犎狅犿狅犾狅犵狅狌狊犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狊狅犳狋犺犲犵狆８５狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犻狊狅犾犪狋犲犱狑犻狋犺狅狋犺犲狉狉犲犳犲狉犲狀犮犲犮犺犻犮犽犲狀犃犔犞

狊狋狉犪犻狀狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狌犫犵狉狅狌狆狊

　　目前国内外分离到的引起血管瘤表现的禽白血

病病毒包括 ＡＬＶＡ
［１１１３］、ＡＬＶＢ

［１４］和 ＡＬＶＪ
［１５］。

临床表现为在病鸡皮肤或内脏器官表面有血疱，血

疱破裂后流血不止，病鸡表现贫血症状，常死于大量

失血。组织学观察可见肝脏小血管灶性增生，周围

髓细胞浸润，胞核偏位，胞质充满嗜酸性颗粒细胞，

组织切片可见血管内皮细胞增生形成的血管瘤及髓

细胞浸润，而本研究中的病理组织学观察仅发现髓

细胞浸润，这可能与不同毒株致病性的差异、感染鸡

的品种、日龄等方面有关，其致病机制需要进行进一

步的研究。本研究从具有血缘关系的同一祖代、父

母代、商品代鸡中分离获得禽白血病病毒，这在我国

还是首次，为商品代鸡 ＡＬＶＪ感染的流行病学调

查、传播途径等研究提供有效证据，并对研究其基因

突变、发病机理及血管瘤嗜性等后续研究奠定了良

好的基础。
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