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和
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离&鉴定出的一个新的禽白血病病毒亚群!该亚群病

毒主要引起肉用鸡发生髓细胞瘤"
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#以及其它各

种恶性肿瘤)
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'中国自
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年首次报道在白羽肉

鸡中分离鉴定出
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以来!研究表明!国内
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已由最初在肉鸡中流行转为向蛋鸡&地方品

系鸡扩展!目前主要在蛋鸡群中传播)
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'早期
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毒株主要引起肉鸡的骨髓细胞瘤!近年
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感染发病鸡体内可同时出现成髓细胞瘤&血

管瘤和组织细胞瘤等多肿瘤样病变)
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'由于
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感染宿主范围不断扩大!致肿瘤病变更为复杂!临

床与其它病原混合感染状况严重!因此对该病的防

治和净化工作面临严峻的考验'为了解国内特别是

东北地区蛋鸡群
)*+!(

的流行状况&流行毒株的分

子特性及其变异趋势!作者对
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年国内东

北地区发生禽白血病养鸡场的病料进行
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的

分离鉴定!并对所分离的
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株
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的
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基因

和
',-./

区序列进行测定和比较研究'
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材料和方法

#H#
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病毒

对近两年中国东北地区临床上见有增生性结节

和血管瘤病变的病料进行
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的常规分离得到

的毒株!并对
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抗原检测试剂盒"

QD5VV

#检测

阳性的接种细胞应用
86/

和间接免疫荧光法进行

鉴定'
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!

前病毒
IB:

的提取

D̀!"

细胞在接种病毒
BX

后!反复冻融
'

次!

悬液经
"&&&&1

,

KME

a"离心
#KME

收集细胞沉淀%

取细胞沉淀用盐酸胍裂解液充分裂解%加入等体积

苯酚
!

氯仿溶液"酚
b

氯仿
b

异戊醇为
#%b#Ab"
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充分混匀后!连续抽提
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异丙醇室温

静置
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,

KME
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B&c

异

丙醇洗涤
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沉淀后!室温自然干燥!溶解于适量

的
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或去离子水中!即为模板
DS)
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#HJ
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病毒
!"#

基因和
=KL

序列的扩增和测序

参照已发表的
)*+!(

序列!设计合成用于扩增

前病毒基因组
&).

基因和
*./

序列的引物'引物

(5%̀ %,!9.969.99..)..)...66!',

和
(5B/

%,!.)..96.9...6).69..)!',

用于整个
&).

基因和
5
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和
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6)99.96!',

用于病毒
*./

序列的扩增'反应体系

参照
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试剂"

.LCL/L

#的说明'已知
)*+!(

毒株感染细胞
DS)

作为阳性对照!未感染
D̀!"

细

胞基因组
DS)

作为阴性对照'

86/

扩增产物经

.)

克隆至
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_D">!.

载体"

.LCL/L

公司#!转化感

受态细胞
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!经
86/

鉴定阳性的克隆送上海英

骏公司进行核苷酸序列测定'
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基因组序列的比较及进化树分析

使用
DS)=HL1

软件对
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基因和
*./

测序结

果进行剪辑和拼接!并将
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株
)*+!(

分离株与国

内外已发表的毒株序列进行比较分析'应用

_59)A$&

软件对
&).

基因进行进化分析'借助

C599

数据库
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在线分析服务系统!对分离

株的转录调控区作用元件进行定位分析'
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果
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株
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分离毒株
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基因的遗传进化分析

病料接种细胞经间接免疫荧光检测"图片未展

示#!证实成功分离到
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后!特异性扩增
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基

因和
',-./

序列'应用实验室
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+
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与原型毒株
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株病毒所
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个
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比较分析
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全长
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!编码病

毒囊膜糖基化蛋白!包括
;A

>%

基因编码的膜表面

糖蛋白亚单位"

=-

#和
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白亚单位"
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以
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相比!氨基酸同源性为
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分支毒株
&).

基因在

""B

位均出现
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个精氨酸"
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#的缺失现象'
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分支内毒株同样存在
""B

位
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的缺失现象!与

T8/=!"&'

的氨基酸同源性为
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>@$Bc
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此外!
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#

分支内的毒株在
04

>%

蛋白的
#&>a

#AB

位氨基酸存在一个连续
A&

个氨基酸的缺失现

象!目前国内已报道的
)*+!(

未见有在该位置的缺

失现象'
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分支病毒与
T8/=!"&'&).

基因氨

基酸的同源性分别为
>B$"c

和
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!后经

7*)=.

分析发现!该分支毒株为
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(

5

囊膜基

因重组病毒!重组位点位于
&).

基因
#%Ba''?
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基酸间!该位点正好位于
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和
04

'B

蛋白交界位

点"图
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:=?M(

分离株
RJ

区转录调控元件分析

与其它亚群
)*+

相同!

)*+!(

的
/

和
-%

区

序列高度保守!

-'

区大小为
##A:

4

!含有多种增强

子序列!增强子有细胞特异性!一定程度上决定了病

毒的宿主范围)

B

*

'

-'

区增强子序列下游还有其它

几个重要序列!包括
66)).

盒和
T2

0

EIZZ

盒!这

些调节因子对于前病毒的高效转录发挥着重要作

用'通过与
T8/=!"&'

的
_R.Q̀

比较发现!虽然

#&&>

+

#&&@

年
)*+!(

分离株的
-'

区序列变异较

大!但是其中
"

个
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黏着位点!

#

个
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和
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等调控元

件均高度保守"图
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株实验室
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分离株
!"#

基因和
JSRKL

结构分析

!!

与
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原型毒株
T8/=!"&'

序列相比!

"#

株
)*+!(

东北分离株在跨膜糖蛋白"

._

#序列的

下游均存在不同程度的缺失"图
A

#!其中大部分毒

株在
1._

区!即相当于
T8/=!"&'

株
B&%"

+

B#%%

位存在
#&%:

4

的缺失'

)*+!(',-./

的
%,

端有
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个其它亚群也存在

的单拷贝正向重复单位
D/

!在
D/

的下游形成一个

以前仅在急性转化型
/23Z

肉瘤病毒
4'"

基因上游

或下游发现的
5

组分'不同
(

亚群禽白血病病毒
5

组件大小略有差异!

T8/=!"&'

为
"AB:

4

!而国内早

期肉鸡毒株在该位置均有
"#B:

4

的缺失'在
"#

株

#&&>

+

#&&@

年
)*+!(
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在与早期白羽肉鸡毒株完全一致的缺失现象'此

外!经序列
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分析!
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株

)*+!(
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一

致的转录因子
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和
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亚群禽白血病自首次报道以来!其流行特点

已发生明显改变'
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的流行区域更大!宿主范

围更广%致病性更强!发病日龄明显提前%所引起的

肿瘤更加多样化%与其它病原混合感染情况严重!使

得临床症状和病变越来越不典型!不易确诊)
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区一直是研究的
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蛋白作为配体与细胞特异性受体结合!

从而介导
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与宿主细胞发生融合!使病毒进入

细胞!因此病毒的囊膜蛋白对病毒的组织嗜性有重
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位存在一个
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个氨基酸的缺失现
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与
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比较!其
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基因的
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保守状态!多出
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个氨基酸'这一现象提示作为反

转录病毒!
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在长期感染宿主过程中!同样表

现出较高的遗传多样性和不稳定性!这是由于
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基因编码聚合酶的高序列出错率和基因的高重组率

造成的'此外!加上宿主的免疫选择压力!使得禽白

血病病毒的抗原变动性极高'有研究发现!不同亚

群
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间以及不同
)*+!(

毒株间可同时感染同

一只鸡或同一细胞!不同病毒间可进行重组!从而产

生具有新的生物学特性的重组病毒'禽类不同肉瘤

和白血病病毒之间发生重配的频率超过
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原型毒株
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的形成就是外源性
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组的结果)
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但是研究表明
5

组件却可以显著提高某些易感品
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目前关于
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组分的具体功能还不十分清楚!但完整

的
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的黏着位点
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期
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有着一定的内在联系'
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的主要变异仍集中在
&).

基因!并呈

现出缺失或重组等新的变异趋势!推测这些新毒株

可能具有各自独立的起源'目前流行的
)*+!(

中!

具有完整
5

组件的病毒占主导地位!并且不同毒株

在该组件的序列高度一致!其转录因子
6

(

578

结合

位点序列均保守存在'

-'

区仍是
*./

中相对变

异较大的区域!但是其启动子和增强子序列却高度

保守'复杂的
',-./

差异导致增强子的组织特异

性!可能是不同
)*+!(

不一致的致肿瘤作用的主要

原因'此外!本研究还发现!国内
)*+!(

流行毒株

的序列!在原转录调控元件保守存在的基础上!越来

越倾向于由弱启动子和增强子向强启动子和增强子

转变'有关
&).

基因和
*./

的
-'

区在决定病毒

组织嗜性&宿主发生肿瘤及肿瘤类型中的具体重要

作用还有待于更深入的研究'
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