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不同地区海兰褐蛋鸡中犑亚群禽白血病病

毒株犵狆８５基因的分子演化分析
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摘　要：本研究通过对不同地区海兰褐蛋鸡群中分离的５株Ｊ亚群禽白血病病毒 （ＡＬＶＪ）的囊膜糖蛋白基因

（犵狆８５）进行同源性分析，阐述了不同海兰褐鸡群中存在的 ＡＬＶＪ的分子演化规律。对２００８－２００９年分别从北

京、陕西、山东泰安、济阳、曲阜等不同地区饲养的海兰褐鸡分离到的５株 ＡＬＶＪ，用ＰＣＲ方法克隆犵狆８５基因、测

序，并与国内外已发表的１４株 ＡＬＶＪ犵狆８５基因进行同源性比较。结果表明，５株 ＡＬＶＪ与来自白羽肉鸡的

ＨＰＲＳ１０３株的同源性最近，平均为９６．６％ （９６．４％～９６．８％）；与来自国内海兰灰蛋鸡的ＳＤ０７ＬＫ１株的同源性平

均仅为８９．６％（８９．３％～８９．９％）；而５株ＡＬＶＪ间的同源性高达９８．１％以上（９８．１％～１００％）。本研究发现，不

同地区的海兰褐蛋鸡中广泛存在的ＡＬＶＪ可能有一个共同的来源，即国外的白羽肉鸡。
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　　Ｊ亚群禽白血病病毒（ＳｕｂｇｒｏｕｐＪｏｆａｖｉａｎｌｅｕ

ｋｏｓｉｓｖｉｒｕｓｅｓ，ＡＬＶＪ）是２０世纪８０年代末Ｐａｙｎｅ

等［１］从肉用型鸡中分离鉴定出来的禽白血病病毒

（Ａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓｖｉｒｕｓｅｓ，ＡＬＶ）新的亚群。２０世纪
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９０年代在世界范围内给肉鸡业造成了很大损

失［２３］。中国于１９９９年首次从白羽肉鸡中发现此病

毒［４］，２００５年，徐镔蕊等
［５］在海兰褐蛋用鸡首次检

测到ＡＬＶＪ；２００７年，王辉等首次从海兰灰蛋鸡分

离到ＡＬＶＪ
［６］。

ＡＬＶＪ的犵狆８５基因高度易变，在鸡群中传播

的过程中不断发生变异。我国白羽肉鸡中的ＡＬＶ

Ｊ分离株与美国的４８１７株有最密切的系谱关系
［７］；

南方三黄鸡的ＡＬＶＪ来源于引入的白羽肉种鸡
［８］；

海兰灰蛋鸡中的ＳＤ０７ＬＫ１
［６］株则更接近英国的原

型株 ＨＰＲＳ１０３（ＧｅｎＢａｎｋ登陆号：Ｚ４６３９０）。对不

同ＡＬＶＪ株的犵狆８５基因的分子演化关系分析，有

助于阐明我国不同地区饲养的海兰褐蛋鸡群中

ＡＬＶＪ的来源，从而为 ＡＬＶＪ的防控提供科学依

据。

本研究对２００８—２００９年从国内不同地区的海兰

褐蛋鸡中分离的５株ＡＬＶＪ的犵狆８５基因进行了克

隆测序，并与其它来源的１４株 ＡＬＶＪ作了比较分

析。

１　材料与方法

１．１　犃犔犞犑株及其来源

ＴＡ０８１２２５株，２００８年分离自山东泰安的海兰

褐蛋鸡群，剖检见脾脏肿瘤；ＳＸ０９０９１５株，２００９年

分离自陕西的海兰褐蛋鸡群，剖检见各脏器萎缩，无

肉眼可见肿瘤；ＱＦ０８１２０１株，２００８年分离自山东曲

阜的 海 兰 褐 蛋 鸡 群，剖 检 见 肝 脏、脾 脏 肿 瘤；

ＪＹ０９０３０５株，２００９年分离自山东济阳的海兰褐蛋

鸡群，剖检仅见颈部出现赘生物；ＢＪ０９０２０１株，２００９

年分离自北京的海兰褐蛋鸡群，剖检见各脏器多处

肿瘤。以上毒株均为作者于２００８—２００９年从不同

地区海兰褐蛋鸡中分离到的ＡＬＶＪ株，其分离与鉴

定均按常规方法进行［８］。

１．２　主要试剂与仪器

ＰＣＲＫｉｔ购于 ＴａＫａＲａ公司；胰酶购自德国

ＭＥＲＣＫ公司；凝胶回收试剂盒为美国ＯＭＥＧＡ公

司产品；犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＬ２０００ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ、Ｔ载体ｐＭＤ１８Ｔ等均购自ＴａＫａＲａ公司；

其它常规试剂均为国产分析纯。

１．３　前病毒犇犖犃的提取

将这５株Ｊ亚群白血病病毒感染后检测为阳

性的同一批ＣＥＦ，用０．２５％胰酶消化，离心收集细

胞，按常规方法提取其细胞基因组ｃＤＮＡ，最后溶于

ＴＥ缓冲液，置－２０℃保存，作为ＰＣＲ扩增用模板。

１．４　不同犃犔犞犑毒株犵狆８５基因的犘犆犚扩增、克

隆和测序

　　根据已发表的 ＡＬＶＪ原型株 ＨＰＲＳ１０３的

犲狀狏基因序列，设计合成一对引物用于扩增 ＡＬＶＪ

犵狆８５基因大小为９５１ｂｐ的片段，其正向引物：５′

ＣＧＧＧＡＴＡＴＣＡＴＧＧＧＡＧＴＴＣＡＴ３′，反向引物：

５′ＡＴＡＴＴＡＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＣＧＣＣ３′。 按 常 规

ＰＣＲ方法扩增不同ＡＬＶＪ毒株的犵狆８５基因，将纯

化的ＰＣＲ产物克隆到ｐＭＤ１８Ｔ载体中，并确定片

段的大小，用于转化感受态大肠杆菌ＤＨ５α，挑选白

色菌落，对抽提的质粒用犈犮狅Ⅰ和犎犻狀ｄⅢ２种限制

性内切酶鉴定阳性克隆，将阳性克隆送上海生物工

程公司测序。

１．５　序列分析

自ＧｅｎＢａｎｋ选取相关病毒株的相关序列，它们

分 别 是 国 际 参 考 株 ０６６１（ＡＦ２４７５６６），４８１７

（ＡＦ２４７３８５），ＡＤＯＬ７５１０（ＡＹ０２７９２０），ＡＤＯＬＨｃ１

（ＡＦ０９７７３１），ＨＰＲＳ１０３（Ｚ４６３９０）和国内已发表的分

离自海兰灰蛋鸡的参考毒株ＳＤ０７ＬＫ１（ＥＵ２６４０６４）与

白羽肉鸡的参考毒株 ＮＸ０１０１（ＡＹ８９７２２７）、ＨＮ０００１

（ＡＹ８９７２１９）、ＳＤ９９０１（ＡＹ８９７２２０）、ＳＤ９９０２（ＡＹ８９７２２１）、

ＹＺ９９０１（ＡＹ８９７２２２）、ＳＤ０００１（ＡＹ８９７２２３）、ＳＤ０００２

（ＡＹ８９７２２４）、ＳＤ０１０１（ＡＹ８９７２２５）。将获得的 ５ 株

ＡＬＶＪ犵狆８５基因的氨基酸序列与选取的１４个参

考株进行比较，用 ＤＮＡＳｔａｒＬａｓｅｒｇｅｎ６．０软件分

析。

２　结　果

２．１　５个分离株犵狆８５基因的犘犆犚结果

取５μＬＰＣＲ扩增产物在０．８％琼脂糖凝胶电

泳上电泳２５ｍｉｎ，在凝胶成像系统下观察，５个毒株

样品均在９５１ｂｐ左右出现特异性条带，符合预期大

小（图１）。

２．２　５个分离株犵狆８５编码的氨基酸序列与参考毒

株的同源性比较

　　５个海兰褐蛋鸡分离毒株的犵狆８５基因开放阅

读框架（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｇｍｅｎｔ，ＯＲＦ）全长均为

９２４ｂｐ，编码３０８个氨基酸，它们之间犵狆８５编码的

氨基酸序列的同源性为 ９８．１％ ～１００％，其中

ＱＦ０８１２０１和ＢＪ０９０２０１株氨基酸序列同源性达到

１００％，表明它们可能为同一毒株来源，见表１。

５个分离株与已发表的其它ＡＬＶＪ毒株的犵狆８５

６３６
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图１　犃犔犞犑犵狆８５基因特异性犘犆犚产物电泳分析

犉犻犵１　犜犺犲犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犃犔犞犑犵狆８５犱犲狋犲犮狋犻狅狀

基因同源性比较结果表明，它们与５株国际参考株

之间的同源性平均为９０．８％ （８３．４％～９６．８％），其

中，这５个分离株与ＨＰＲＳ１０３的同源性最高，平均

为９６．６％（９６．４％～９６．８％）；５个分离株与来自白

羽肉用型鸡的８株国内参考株的ＡＬＶＪ犵狆８５同源

性平均为９１．４％（８７．９％～９４．５％）；而与来自国内

海兰灰蛋鸡的 ＳＤ０７ＬＫ１ 毒株的同源性平均为

８９．６％（８９．３％～８９．９％）。这表明，虽同是国内分

离株，这５株海兰褐蛋鸡分离株 ＡＬＶＪ犵狆８５基因

已经与来自国内海兰灰蛋鸡的 ＡＬＶＪ有很大的差

异。

而来自白羽肉用型鸡的８株国内参考株与原型

株 ＨＰＲＳ１０３的同源性平均为９１．９％；海兰灰蛋鸡

ＳＤ０７ＬＫ１毒株与 ＨＰＲＳ１０３的同源性为８８．９％，

表明相对于原型株ＨＰＲＳ１０３，白羽肉用型鸡和海

表１　不同犃犔犞犑毒株犵狆８５氨基酸序列的同源性分析

犜犪犫犾犲１　犎狅犿狅犾狅犵狔犪狀犪犾狔狊犻狊犳狅狉犪犿犻狀狅犪犮犻犱犻犱犲狀狋犻狋狔狅犳犵狆８５犪犿狅狀犵犱犻犳犳犲狉犲狀狋犃犔犞犑狊狋狉犪犻狀狊 ％

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ 毒株Ｓｔｒａｉｎ

８２．４９３．５９０．９９０．８９１．９９０．９９２．２９０．２９０．９９０．６９０．９８９．５８７．６９１．９９１．９９２．２９１．５９２．２ １ ＡＤＯＬＨｃ１

８３．７８３．４８３．６８２．１８４．４８３．７８２．４８４．４ ８６ ８１．４８６．９８４．４８３．４８３．４８３．７８３．４８３．７ ２ ＡＤＯＬ７５０１

９０．９９１．４９２．２９３．２９４．２９０．５９２．５９１．６９０．３９０．５８８．９９６．４９６．４９６．８９６．４９６．８ ３ ＨＰＲＳ１０３

９２．１９２．５９３．８９３．２９０．８９３．８９４．２８９．９９０．８９１．２９１．２９１．２９１．６９１．２９１．６ ４ ４８１７

９２．１９２．１９２．８９１．４９２．１９１．８８９．８９０．８８９．１９０．８９０．８９１．１９１．４９１．１ ５ ０６６１

９３．８９４．５９４．４９３．８９２．５９２．２９０．２８９．３９２．２９２．２９２．５９２．２９２．５ ６ ＹＺ９９０１

９５．５９２．２９９．４９４．２９１．９９１．５８９．６９４．２９４．２９４．５９４．２９４．５ ７ ＳＤ９９０２

９２．８９５．５９２．９９３．２９１．２８９．３９３．２９３．２９３．５９３．５９３．５ ８ ＳＤ９９０１

９２．２９２．２８９．９８９．２８８．６９０．２９０．２９０．５９０．２９０．５ ９ ＳＤ０１０１

９４．２９１．９９１．５８９．６９３．５９３．５９３．８９３．５９３．８ １０ ＳＤ０００２

８９．９９２．５９１．５９３．２９３．２９３．５９２．９９３．５ １１ ＳＤ０００１

８８．９８７．９８９．６８９．６８９．９８９．６８９．９ １２ ＮＸ０１０１

９０．５８９．５８９．５８９．９８９．２８９．９ １３ ＨＮ０００１

８９．９８９．３８９．６８９．６８９．６ １４ ＳＤ０７ＬＫ１

９９．４９９．７９８．７９９．７ １５ ＴＡ０８１２２５

９９．７９８．１９９．７ １６ ＳＸ０９０９１５

９８．４１００ １７ ＱＦ０８１２０１

９８．４ １８ ＪＹ０９０３０５

１９ ＢＪ０９０２０１

兰灰蛋鸡ＡＬＶＪ犵狆８５发生了较大的变异，而作者

从不同地区的海兰褐蛋鸡中分离到的 ＡＬＶＪ株的

变异则较小。

２．３　５个分离株犵狆８５编码的氨基酸与参考毒株的

遗传进化树分析

　　采用ＤＮＡＳｔａｒＬａｓｅｒｇｅｎ６．０软件分析、绘制遗

传进化树，如图２所示。结果显示，本研究的５个来

自海兰褐蛋鸡群的分离株与来自海兰灰蛋鸡群的

ＳＤ０７ＬＫ１株虽然都是从国内蛋鸡群中分离到，但是

它们之间的亲缘关系却很远，而与来自白羽肉鸡的

原型株ＨＰＲＳ１０３的亲缘关系最近。

３　讨　论

Ｊ亚群禽白血病病毒（ＡＬＶＪ）的囊膜蛋白基因

编码ｇｐ８５和ｇｐ３７。其中，ｇｐ８５作为囊膜表面结构

蛋白，是ＡＬＶＪ的主要抗原性蛋白。而且，犵狆８５基

因高度易变，在鸡群传播过程中不断发生变异。相

同来源的ＡＬＶＪ的犵狆８５基因同源性相对较高。

作者对２００８—２００９年分别从北京、陕西、山东

泰安、济阳、曲阜等不同地区饲养的海兰褐鸡分离到

７３６
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Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ（×１００）

图２　不同犃犔犞犑毒株犵狆８５推导氨基酸序列的遗传进化树

犉犻犵２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犵狆８５犪犿狅狀犵犱犻犳犳犲狉犲狀狋犃犔犞犑

狊狋狉犪犻狀狊

的５株ＡＬＶＪ进行了犵狆８５基因的克隆、测序，并与

国内外已发表的１４株 ＡＬＶＪ犵狆８５基因进行了同

源性比较。结果表明，５个来自海兰褐蛋鸡群ＡＬＶ

Ｊ分离株的犵狆８５基因ＯＲＦ全长均为９２４ｂｐ，编码

３０８个氨基酸，它们之间犵狆８５编码的氨基酸序列的

同源性为９８．１％～１００％。其中山东株 ＱＦ０８１２０１

和北京株ＢＪ０９０２０１株氨基酸同源性达到１００％，表

明它们可能为同一毒株来源。

５个分离株与５株国际参考株之间的氨基酸序

列同源性平均为９０．８％ （８３．４％～９６．８％），其中这５

个分离株与ＨＰＲＳ１０３的同源性最高，平均为９６．６％

（９６．４％～９６．８％）；与来自白羽肉用型鸡的８株国

内参考株的 ＡＬＶＪｇｐ８５同源性平均为９１．４％

（８７．９％～９４．５％），与来自国内海兰灰蛋鸡群的

ＳＤ０７ＬＫ１毒株的同源性平均为８９．６％（８９．３％～

８９．９％）。而来自白羽肉用型鸡的８株国内参考株

与原型株ＨＰＲＳ１０３的同源性平均为９１．９％；海兰

灰蛋鸡源ＳＤ０７ＬＫ１毒株与 ＨＰＲＳ１０３的同源性为

８８．９％。结果表明，相对于原型株 ＨＰＲＳ１０３，白羽

肉用型鸡和海兰灰蛋鸡源ＡＬＶＪ犵狆８５发生了较大

的变异，而作者从不同地区的海兰褐蛋鸡中分离到

的ＡＬＶＪ株的变异则较小。而且，虽然同为国内分

离株，但这５株海兰褐蛋鸡分离株 ＡＬＶＪ犵狆８５基

因已经与来自国内海兰灰蛋鸡的 ＡＬＶＪ存在很大

的差异。

本研究发现，２００８—２００９年不同地区的海兰褐

蛋鸡群中广泛存在的ＡＬＶＪ可能有一个共同的来

源，即国外的白羽肉鸡。

致谢：山东农业大学生物学博士后流动站。
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