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#!命名为
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!旨在探讨该病毒的重组机制&

9:';

接种
"'

日龄
9<=
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基因分别克隆测序!结合在
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中发表的其

他
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参考株序列!对其
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和
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基因核苷酸"氨基酸#序列分别进行同源比较!绘制系统发育树&结果表明$
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基因核苷酸"氨基酸#同源性最高!为
B)%(C

"

B)C
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行株及国内流行的
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#引起的一种急性*高度接触性呼吸道病!

主要侵害鸡的呼吸系统*泌尿生殖系统和消化系统!

可导致感染鸡发生呼吸困难*肾脏病变*肠道炎症*

产蛋数量和蛋品质下降*甚至导致雏鸡死亡和产生

'假母鸡(!是一种生产意义重大*影响广泛的传染性

疫病+
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基因为单股正链
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端有帽子结构!
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端有聚"
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#尾巴!相对分子质量约为
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通过
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克隆测定的
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基因全长为
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个明显
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*48

的核酸具有较高的基因突变和重组率!自

然状态下发生的野毒*疫苗及其之间的毒株重组!是

引起
*48

不断产生新毒株的重要原因之一&国外

已有
*48

不同病毒间同一基因内重组的报道+

;!)

,

&

[23/-53

等+

B

,通过基因序列比较发现日本分离株

[4)&#$9

是由
À"

和
D"A;;

重组而来!

[4)&#$

的

9#

蛋白几乎和
À"

的
9#

相同!但在
B#B

-

""'#

氨

基酸处却与
D"A;;

相同%英国分离株
;

)

)#

是由

D#'(

和
D"A;;

重组得到&

;

)

)#

株的
9"

和大部分

9#

序列与
D#'(

相同!

9#

的
$]

端的同源性却从
BBC

下降到
&(C

!从同一位置起!与
D"A;;

的同源性从
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上升到
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&
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,用
I5@BB

和
À"

作

为母本同时感染鸡胚*鸡胚肾细胞和鸡!从中分离到

了重组病毒!并用
\Z!<:\

方法和序列分析对重组

病毒进一步加以证实&

但迄今为止!国内外尚未见
*48

不同基因之间

相重组的报道&本文在免疫失败的雏鸡群中分离到

"

株
*48

野毒!其
-"

基因与英国
A

)

B"

一致!而
.

基因则与国内的流行株接近!推测是
*48

的自然重

组株&

#

!

材料与方法

#B#

!

分离鉴定

从四川一个临床有呼吸道症状!死亡率不高!但

剖检有肾脏病变!疑似
*4

的雏鸡中采集气管和肾等

组织!按常规利用
9<=

鸡胚进行病毒的分离鉴定!

命名为
:60.@-+!90:62?+!#'';

"简写'

9:';

(#&将

经过传代的
9:';*48

分离株经呼吸道按
'%#&LG

病毒原液剂量对
"'

只
&

日龄
9<=

鸡进行攻毒!观

察
#

周内不同时间
9<=

鸡的临床病变&对死亡和

存活的
9<=

鸡分别剖杀!观察气管*肾脏等主要组

织器官病变&
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主要试剂
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*

I`8

*

\KI

酶抑制剂及
WKZ<

混合
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DKI

聚合酶*
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`D")!Z7-./15

*质

粒提取试剂盒均购自宝生物工程"大连#有限公司%

其他试剂均为国产或进口分析纯&

9<=

鸡胚由山

东省农业科学院家禽研究所
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鸡场提供&
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引物设计

参照
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上已公布的
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基因组
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基
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.

基因序列用
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扩增与测序

按
Z50O1M

说明书从尿囊液中提取病毒
\KI

&

按照
L\KI9-M-./07-<:\ [0/

说明书分别进行

\Z

和
<:\

反应!扩增
-"

基因和
.

基因&反应条

件$

A#a

反转录
B'L0+

!

B&a&L0+

终止反应&

BA

a

预变性
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%

BAa

变性
$'3

!

&&a

退火
$'3

!

(#

a

延伸
B'3

!
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个循环%延伸
"'L0+

&回收纯化的

<:\

产物连接到
Y

`D")!Z7-./15

!转化大肠杆菌

DQ&

'

感受态细胞&过夜培养!挑单菌落摇菌!收集

菌液提取质粒!鉴定阳性后送往北京六合华大公司

测序&

#B&

!

*=>!#

基因和
"

基因核苷酸"氨基酸#同源比

较以及系统发育分析

!!

从国内外已发表的文献和
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中获取具

有代表性的
*48

毒株"含疫苗株#$

Q&#

*

Q"#'

*

GHA

*

A

)

B"

*

À"

*
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*

Z

等"上述毒株的
>-+4?+@

序号均见图
"

*

#

#&利用
DKI9/?5

和
`F>IA%"

软

件!将
9:';*48

分离株的
-"

或
.

基因与上述序

列分别进行核苷酸"

+/

#和氨基酸"

??

#同源性比较&

同时!利用
*48

核苷酸序列绘制系统进化树!进行

基因分型!比较相同毒株的分型差异&

!

!

结
!

果

!B#

!
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分离鉴定

将
9:';*48

分离株接种
"'

日龄
9<=

鸡胚!在

第
"

代即发现鸡胚水肿*发育不良*出血等病变!但

尿囊液
QI

检测阴性&将上述分离毒传代!第
$

代

就出现了典型的
*4

鸡胚病变$鸡胚活性较差!个体

发育较小!头*爪合抱在一起!呈蜷缩现象!呈典型的

'侏儒胚(&

将
9:';

按原液
'%#&LG

接种
"'

只
&

日龄

9<=

鸡!鸡群在接种
A)6

开始出现呼吸道症状!攻

毒后第
A

天死亡
$

只!剖检发现气管*支气管等出

血!肾脏肿胀%

#

周后!对存活的
(

只鸡剖检!有
#

只

发生肾脏肿胀!但其他器官正常!剩余的
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只鸡病变

不明显&
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期 徐怀英等$自然发生的
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株传染性支气管炎病毒
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和
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基因之间的重组

!BC

!

*=>!#

基因和
"

基因的核苷酸"

(/

#与氨基酸

"

..

#同源性比较

#%$%"

!

-"

基因的核苷酸"氨基酸#同源性比较
!!

对
9:';

等
"'

株
*48

疫苗株和分离株的
-"

基因进

行同源性比较可知$

9:';

株与英国变异株
A

)

B"

的

+/

"

??

#同源性最高!为
B)%(C

"

B)%'C

#%与国内相邻

地区
DE';

"四川德阳#的
+/

"

??

#同源性次之!为

))%BC

"

))%"C

#%与经典呼吸型中等毒力
À"

和

Q"#'

等疫苗株间
+/

"

??

#同源性最低!介于
(&%;C

"

(&%(C

"

(A%(C

"

(A%BC

#%而与国内大多数

GHA

+

""

,

*

9D>F'"

等流行株的
+/

"

??

#同源性居中!介

于
(&%;C

"

(;%'C

"

(A%(C

"

((%"C

#!后
#

种结果

接近&

#%$%#

!

.

基因的核苷酸"氨基酸#同源性比较
!!

对

9:';

等
"'

株
*48

疫苗株和分离株的
.

基因进行同

源性比较可知$

9:';

株与国内邻近地区
DE';

的
+/

"

??

#同源性最高!为
BB%$C

"

BB%'C

#%与英国变异株

A

)

B"

的
+/

"

??

#同源性为
)&%(C

"

B#%AC

#!次之%与国

内
GHA

*

9D>F'"

等大多数流行株的
+/

"

??

#同源性为

)A%#C

"

)&%"C

"

B'%&C

"

B#%AC

#%而与经典呼吸型

中等毒力
À"

和
Q"#'

等疫苗之间
+/

"

??

#同源性在

)A%;C

"

);%$C

"

B'%&C

"

B"%AC

#!较低&

图
#

!

!#

基因的核苷酸遗传进化分析树
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M

B#
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!B$

!

*=>!#

基因和
"

基因的系统进化比较

#%A%"

!

-"

基因的系统进化
!!

-"

基因核苷酸的

系统进化见图
"

!初步将
#'

株
*48

流行株和国内外

参照毒株分成
A

个基因型&其中!

(

型主要以经典

的呼吸型毒株
À"

等"美国#和经典的肾型毒株
Z

"澳大利亚#等为主!主要发生于
#'

世纪
$'

-

;'

年

代!包含目前常用的疫苗株"

Q"#'

*

Q&#

#等%

$

型

*48

毒株主要发生于
#'

世纪
)'

-

B'

年代的英国!

以
A

)

B"

*

(

)

B$4

等欧洲
*48

变异株为主&值得关注

的是$本课题组分离的
9:';

*

ZI'$

和
DE';

均属

于此型%

%

型和
&

型为中国流行株!其中!

%

型
*48

为
"BB(

-

#'')

年在中国北方流行的毒株!临床主要

以肾脏病变为主!山东省的大多数
*48

毒株属于此

类!

4cB)

*

GHA

亦属于该类型%

&

型
*48

毒株多是

"BB(

-

#''"

年在山东流行的毒株!其中包括
9D!

4B(

*

9D!DB)

*

9D!DF'"

等山东毒株&

图
!

!

"

基因的核苷酸遗传进化分析树

L8

M

B!

!

F:
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)()/853)-./8,(+:8
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/3)),0/:)"

M

)()(25-),/8<)+

#%A%#

!

.

基因的系统进化
!!

.

基因核苷酸的系

统进化见图
#

!参照
-"

基因分型!同上将
#'

株
*48

以
.

基因的角度分成
A

个型&其中!

(

型同
-"

基

因分型结果基本相同!主要以经典呼吸型毒株和经

典肾型毒株为主!包含目前常用的疫苗株
Q"#'

*

Q&#

等%

$

型以英国的
A

)

B"

*

(

)

B$4

等欧洲毒株为

代表!多称为
*48

变异株%

%

型和
&

型主要是中国

的流行株&其中!基因
%

型
*48

主要为
"BB(

-

#'')

年在中国北方流行的毒株!临床主要以肾脏病变为

主!山东省的大多数
*48

毒株包括
9D!4B(

*

9D!

$B#"
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!

报
A"

卷
!

DB)

*

9D!J!'A

*

9D!G:!'#

等以及
GHA

*

4cB)

均属此

类%

&

型
*48

毒株多是
#''"

-

#'';

年流行的毒株!

如
9D!DF'"

*

9:';

和
DE';

等毒株&

#%A%$

!

-"

基因和
.

基因的分型比较和分析
!!

由表
"

比较发现$在
#'

株
*48

不同毒株中!

";

株

*48

的
-"

和
.

基因的分型结果相同!仅有
A

株不

同&其中!

9:';

和
DE';-"

基因属于
$

型!与英国

A

)

B"

和
(

)

B$4

属于同一类型!但
.

基因却与国内

流行株
9D>F'"

*

9D!4

和
9D!D-"

相同!属于
&

型!

推测是这
#

个毒株可能是英国
A

)

B"

疫苗株和国内

流行株的重组&此外!

9D!4

和
9D!D-"

基因属于

&

型!但其
.

基因却与国内流行株
%

型相同!可能

是国内流行株之间的重组株&而
ZI'$

很明显就是

"

株
A

)

B"

的疫苗株&

C

!

讨
!

论

*48

基因容易发生变异&原因是多方面的$首

先是
*48

作为单链
\KI

!缺乏互补链!不稳定%其

次!

*48

的
\KI

聚合酶缺乏校对机制!使得每一轮

复制过程中都有可能诱发变异%第三!

*48

是按照

特殊的先导引物转录机制进行
\KI

合成的!

\KI

聚合酶必须沿模板'跳跃(前进!并且合成的是一组

不连续的但某些区域又很相似的
L\KI

&这就造

成
\KI

聚合酶有可能不完全沿着一条模板移动!

进而导致高频率变异的发生&第四!也是十分重要

的一条$多种
*48

活疫苗的混合使用&目前!在生

产上!普遍采用活疫苗对
*48

进行免疫预防&由于

*48

具有多种血清型!不同血清型之间交叉保护较

低!必须使用不同血清型的活疫苗进行免疫!特别是

田间
*48

多种不同疫苗的联合使用!进而导致多株

*48

病毒在鸡群中混合感染!这就为不同毒株间基

因重组提供了条件+

"#!"A

,

&

G--

等通过对
DF'(#

株

和
D"A;;

株"疫苗#的部分基因组序列比较证实!在

*48$]

端通常有基因间的保守序列"

:Z>II:II

或
:ZZII:II

#!常称为'

*>

("

0+/-5

S

-+0.

#序列!这

些序列及其附近的保守区构成'重组(的热点!导致

*48

不同株基因之间片段的交换&研究还证实$几

乎所有的同源重组热点附近均存在
:PP

"

I

)

P

#

>

结构!而这一结构很显然与
*48

基因组
&]

端和各

L\KI_\=

的前导序列中
:P

"

P

)

>

#

II:II

相

似!因而可以成为脱落
\KI

聚合酶重新结合的位

点!进而导致重组的发生+

)

,

&

c0?

等人通过对美国分

离的
:P!Z#*48

变异株基因组的分析证实!其
-"

基因与
I5@BB

具有
B)C

的同源性!

-#

基因前
""''

+/

与
I5@BB

同源性为
B;%;C

!但随后的
(&"+/

同

源性仅为
)(%;C

!但与
Q&#

高度同源!为
B)%;C

!

.

基因的
A$;

-

"'B'+/

与
Q&#

具有
BB%#C

的同源

性!证实
:P!Z#

毒株是
I5@BB

与
Q&#

的重组株!发

生重组的片段在
-#

基因+

"&

,

&

本试验获得的
9:';

是从
#'

多株
*48

野毒中

发现的&对
9:';-"

基因的核苷酸"氨基酸#序列

同源性分析表明$

9:';

与
A

)

B"

高度同源!同源性

B)C

以上%而其
.

基因与
DE';

等国内株高度同

源!同源性
BBC

以上!因此!推测
9:';

可能是生产

上使用
A

)

B"

疫苗!导致疫苗毒和流行毒在感染的鸡

群中发生重组&由于此次重组发生在
*48

不同基

因
-"

基因和
.

基因之间!这在国内外是首次报道&

下一步将对
9:';

进行全基因组测序!以探讨其重

组机制&

$

!

结
!

论

作者从表现典型呼吸道和肾脏病变的患病雏鸡

病料中分离出
"

株传染性支气管炎病毒"

9:';

#&

9:';

接种
"'

日龄
9<=

鸡胚出现明显的'侏儒胚(%

对
&

日龄
9<=

鸡攻毒!可诱发呼吸道症状和肾脏病

变&对其
-"

和
.

基因分别克隆测序!进行基因分

型和进化分析&推测
9:';

为英国
A

)

B"

和国内流

行株的重组株!其
-"

基因来自
A

)

B"

疫苗!而
.

基

因来自国内
DE';

类型的
*48

国内流行株&
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