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要!为了解外源性禽白血病病毒"

;\a

#在山东省部分地区肉鸡中的流行状况!采集无菌抗凝血分离血浆接种

XW!%

细胞'

>\V:;

Q

01

抗原检测以及
X5;

提取进行
Y49

扩增等方法!从山东省某地区大型养殖场不同个体养殖

场出栏肉鸡群中分离鉴定出
%

株
;\a

!命名为
W4%2&2

&分析其囊膜糖蛋白
SQ

(2

氨基酸序列与近年来从地方品种

鸡中疑似新亚群
;\a!=

分离株的相似性最高!相似性均在
/2d

以上!而与其他已知亚群
;\a

的相似性均低于

/&d

&为了进一步分析该分离株分子特性!对其进行全基因组测序!并与已知亚群
;\a

分离株序列进行比较&结

果表明!

W4%2&2

分离株整个基因组中
/

$

/

'

D

+8

和
/D

*1

基因相对保守!与
;\a

参考毒株序列相似性都在
/&d

以

上!但均与疑似
=

亚群的
;\a

分离株相似性最高(全基因组序列分析进一步说明
W4%2&2

属于
;\a!=

&本研究

继我国江苏省和华南地区
=

亚群
;\a

报道后!首次从山东地区肉鸡中鉴定到一株
;\a!=

并完成其全基因组序

列分析&
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禽白血病病毒"

?T$?-@BHD#,$,T$EH,

!

;\a

#为

反转录病毒科
"

!

反转录病毒属成员!具禽
4

型反转

录病毒的特征)

%

*

&根据反转录病毒的生物学特性!

;\a

分外源性病毒和内源性病毒两种!其中外源性

;\a

的宿主都是鸡!包括
;

'

<

'

4

'

X

'

K

亚群)

0!)

*以及

近年来疑似为
=

亚群的
;\a

)

2!.

*

!而内源性
;\a

以鸡为宿主的是
>

亚群&对鸡具有致病性的
;\a

以
;

'

<

和
K

亚群为主!目前我国鸡群中
;

'

<

两个

亚群病毒报道较少!主要以
K

亚群为主)

1!%%

*

!同时
=

亚群在地方品种鸡群中的分离率逐年增加)

%0

*

&目

前我国鸡群
;\a

感染的现状是商品肉鸡'蛋鸡群

中主要以
;\a!K

为主!地方品种鸡群中主要以

;\a!=

为主(发病鸡群中以
;\a!K

为主(健康鸡群

以
;\a!=

为主&

=

亚群是
0&%0

年从江苏省地方

品种鸡中分离到的一种新的
;\a

!近年来陆续从江

苏省和华南地区饲养的不同地方品系鸡群中分离

出)

%0!%*

*

&相对于其他亚群
;\a

!

=

亚群
;\a

分离

株在细胞中的复制较慢!对
:YW

鸡的致病性也比较

弱)

%*

*

&其基因组结构属于典型的复制完整型的
4

型反转录病毒!囊膜糖蛋白
SQ

(2

序列具有很高的相

似性!与
3B-<?-D

中已经发表的
;

'

>

五个经典亚

群的相似性在
11'1d

'

(0')d

之间!与
K

亚群的相

似性更是低于
)&d

)

2!.

*

&本研究对山东省某地区大

型养殖场不同个体养殖场出栏肉鸡群进行外源

;\a

检测!分离到一株
=

亚群
;\a

!并对其进行

全基因组序列分析以追踪其溯源!为我国
;\a!=

流行病学研究提供素材&

#

!

材料与方法

#H#

!

材料

%'%'%

!

样品背景
!!

从山东省某地方肉用型养殖

场下属
1

个鸡场中出栏肉鸡群采集无菌抗凝血样品

%.)

份!饲养品种均带有地方品种鸡育种背景!包括

各地固有的纯地方品种草公鸡和黑脚麻鸡以及纯地

方品种鸡通过与进口的快大型白羽肉鸡培育出的优

黄肉鸡!日龄为
2&

'

(&"

&

%'%'0

!

细胞
!!

XW!%

细胞由山东农业大学家禽肿

瘤病研究室保存!用含
%&d

的胎牛血清的
XZ>Z

传代!含
0d

的胎牛血清的
XZ>Z

维持!在
2d

48

0

的
*1i

培养箱进行培养&

%'%'*

!

试剂
!!

X5; Z?EDBEX\0&&&

%

X\2&&&

'

Q

ZX!%(7

载体和大肠杆菌
XJ2

"

克隆菌购自

7?=?9?

"大连#公司(

X5;3B@>URE?FR$#-=$R

购自

86B

S

?

公司(血液%组织%细胞
X5;

提取试剂盒为

北京天根生化科技有限公司"

7$?-

S

B-

#产品(

;T$?-

\BHD#,$,a$EH,;-R$

S

B-7B,R=$R

购自美国
VX>̀ `

公司(

XZ>Z

培养基"高糖!含谷氨酰胺#'胎牛血清

均为
3$OF#

公司产品(胰蛋白酶购自
;6EB,F#

公司&

#H!

!

病毒分离与鉴定

将采集的抗凝血离心!取血浆接种
XW!%

细胞!

*1i 48

0

培养箱中培养
0A

!用含
0d

胎牛血清的

XZ>Z

维持培养
2

'

1"

!收集上清液!用
VX>̀ `

公司的
;\a

抗原检测试剂盒检测
Q

01

抗原&将病毒

分离获得
Q

01

抗原阳性的细胞扩增培养!用
&'02d

胰

酶消化!反复冻融
*

次!细胞悬液经
%0&&&E

+

6$-

h%

离心
06$-

收集细胞沉淀!按照血液%组织%细胞

X5;

提取试剂盒提取病毒前基因!作为含有
;\a

前病毒
FX5;

的模板&参照文献)

2

*针对
&)@

基因

两侧的保守区合成一对通用引物
>-T!W

%

9

!用于扩增

;\a

囊膜蛋白
&)@

基因的约
00&&-R

片段!引物序

列见表
%

&

#HI

!

前病毒全基因组克隆与测序

参照
3B-<?-D

上 发 表 的
;\a!=

"

K:%%4%

!

3B-<?-D

登录号
=W1).0&&

#的全基因序列!设计合

成用于扩增前病毒基因组的引物
W4%!W

%

9

'

W40!W

%

9

'

W4*!W

%

9

"表
%

#!对
;\a

分离株
FX5;

分为
*

个片段进行扩增!

Y49

产物连接至
Q

ZX!%(7

载体!

转化
XJ2

"

!经筛选和鉴定!重组质粒经验证正确后

送北京华大公司进行测序!每段进行三个克隆的

测序&

/%1%
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引物序列

.5E41#

!

=F7-1FA3A1;685-

N

47:

@2

191A

引物

YE$6BE,

核苷酸序列"
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#
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#
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HB-FB
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#
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#

目的基因%
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7?E

S
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S
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>-T!W
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!

前病毒全基因组序列分析

应用序列分析软件
X5;:R?E

!获得
;\a

分离

株的
/D

(2

核苷酸序列!推导其氨基酸序列分别与

3B-<?-D

中已发表的不同亚群
;\a

的
SQ

(2

氨基

酸序列作相似性比较!初步根据相似性程度及遗传

进化树来确定该分离株的亚群类型&进一步将

;\a

分离株的各个基因分别与国内外已报道的

;\a

毒株进行序列比较分析以追踪其溯源&用于

比较分析的不同亚群
;\a

参考株和我国近年分离

的
;\a

毒株信息见表
0

&

表
!

!

用于序列比对的
BKY

分离株

.5E41!
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319C1

;\a
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S
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Q
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"
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#
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"
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"
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S
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"
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#!

K:%*!\J%

"

=W////.0

#!
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"
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#!

3XẀ &.&0

"
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"
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"
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.
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.
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"
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.
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JD"
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&0.

"
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!

!

结
!

果

本研究结合病毒分离和
>\V:;

方法检测共获

得
02

个
;\a

阳性样品!阳性比例高达
%2'0d

&本

次调查的
1

个肉鸡鸡场有
.

个养殖场均存在不同程

度的外源性
;\a

感染&

!H#

!

病毒
.,2

基因的扩增

经
Y49

扩增的
;\a

分离株
&)@

基因全长

%1(1-R

!

/D

(2

基因大小为
%&&2-R

!

/D

*1

基因大

小为
.&/-R

&其中
/D

(2

基因编码
**2

个氨基酸!

.

个养殖场分离到的病毒
SQ

(2

氨基酸相似性在
//d

以上!说明它们属于一株病毒!将该毒株命名为

W4%2&2

&将它的氨基酸序列与
3B-<?-D

中已发表

的鸡源
;\a

已知
.

个不同亚群参考株以及新定义

的
=

亚群的氨基酸序列进行相似性比较!该分离毒

株
SQ

(2

氨基酸序列与
;

'

<

'

4

'

X

亚群参考毒株的

相似性分别为
(.'%d

'

(*'1d

'

(('%d

和
(*'1d

(与

>

亚群参考毒株的相似性平均为
(1d

(而与
K

亚群

&01%
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的相似性更低!不到
0&d

&然而!

W4%2&2

株与前期

从江苏省地方品系鸡分离的疑似
=

亚群的毒株以

及
3B-<?-D

中来自华南地区黄羽肉鸡分离株'台湾

土著鸡分离株'日本原种鸡分离株的氨基酸序列相

似性高达
/2d

以上!说明从山东肉鸡场中分离的

W4%2&2

毒株可能也属于
;\a!=

亚群&在
;\a

不同

亚群毒株
SQ

(2

同源性比较的遗传进化树中!也显示了

W4%2&2

毒株与这些分离株独特的亚群关系"图
%

#&

黑色正三角代表本研究分离的
W4%2&2

毒株(方框圈出的是

W4%2&2

毒株及其相似性高的毒株

<@?FDB

]

H$@?RBE?@RE$?-

S

@BEB

Q

EB,B-R,W4%2&2,RE?$-,$,#@?RB"

$-RA$,,RH"

I

(

W4%2&2$,#@?RB,?-"$R,A$

S

A A#6#@#

S

#H,

,RE?$-,?EBF$EF@B"$-RAB:

]

H?EB

图
#

!

山东
BKY

分离株
2N

&(

氨基酸序列的遗传进化树

S7

2

H#

!

=>

@

48

2

19167C6F11:8F

2N

&(5-7985C7;A1

O

319C1A8:

<>59;89

2

7A84561A59;F1:1F19C1BKYA6F579A8:;7:L

:1F196A3E

2

F83

N

A

!H!

!

S+#("(

前病毒全基因组序列分析

应用
X5;:R?E

软件中的
:B

]

Z?-

程序!将获

得的三段序列进行剪辑和拼接!最终获得
W4%2&2

分离株前病毒全基因组序列!全长
1)/1-R

!符合典

型的
4

型复制完整型反转录病毒的特点!缺乏致瘤

基因&本毒株和其他
;\a,

的比较见图
0

&

W4%2&2

的三个主要基因
/

$

/

'

D

+8

'

&)@

分别长
0%&.

'

0.((

'

%1/%-R

!分别编码
1&0

'

(/.

'

2/%

个氨基酸&长末端

重复序列位于病毒基因组的
2[

和
*[

端!长度为
0(%

-R

!包含
M*!9!M2

元件&

!HI

!

S+#("(

病毒基因组分段比较

将病毒基因组进行分段比较!结果见图
0

&

W4%2&2

的
/

$

/

'

D

+8

和
/D

*1

基因与其他
;\a,

相

比比较保守!相似性在
/&d

以上!主要与日本分离

株
:

Q

.

2*

等'广东分离株
3XẀ &.&%

等以及江苏分

离株
K:%%4%

等相似性最高(与
>

亚群的相似性很

高!分别为
/.d

'

//d

和
/(d

&

9

区和
M2

区序列

与其他不同亚群相对比较保守!与
;

亚群和
4

亚群

参考毒株的相似性均为
/0d

&

M*

区和
9

区与分离

自中国山东的毒株
:X;M&/>%

相似性最高!达到

//d

!与广东分离株
3XẀ &.&*

等'日本分离株

47:

.

&2*

等以及台湾分离株
7N!*2/*

等的相似性

也在
/*d

以上&

2[M79

序列与其他不同亚群相比

相对比较保守!相似性在
/)d

以上&

*[M79,

区除

了与分离自日本'中国台湾'山东和华南地区的

;\a

相似性很高以外!与
K

亚群的
5̀ &%&%

以及其

他的
;\a

相似性也比较高&

I

!

讨
!

论

自
0&%0

年从我国江苏省地方品种鸡中分离到

的一种命名为
=

亚群的
;\a

后!近年来陆续从江

苏省和华南地区具有地方品系鸡育种背景的鸡群中

分离到类似该亚群的病毒)

%0!%*

*

&

0&%%

到
0&%)

年

间!对来自山东'江苏和浙江三省份的临床样品分析

表明其分离比例高于
;\a!K

)

%0

*

&本研究对山东省

某地区养殖场出栏肉鸡群进行
;\a

检测!分离到

一株
=

亚群
;\a

!并获得其全基因组序列!进一步

丰富了我国
;\a!=

流行病学研究资料&

本研究分离的
;\a

毒株
W4%2&2

来源于固有

的纯地方品种优质土鸡草公鸡'黑脚麻鸡以及纯地

方品种鸡通过与进口的快大型白羽肉鸡培育出的优

黄肉鸡!与前期实验室分离的
K:%%4%

及江苏分离

株和华南地区分离的类似
=

亚群的
;\a

分离株的

SQ

(2

序列具有很高的相似性&同时这些毒株具有

相似的宿主背景特点!鸡群都具有我国地方品系育

种背景&近年来!我国自繁自养的地方品系鸡汶上

芦花鸡'东乡绿壳蛋鸡'琅琊鸡以及与地方品种鸡杂

交培育的优质黄羽肉鸡鸡群中陆续被报道存在
=

亚群
;\a

的感染)

%0!%*

*

!说明我国地方品种鸡群中

;\a!=

感染较为普遍&

%01%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

图
!

!

S+#("(

和其他
BKYA

全序列分段比较

S7

2

H!

!

<1

2

-19654A1

O

319C1C8-

N

5F7A89E16?1196>17A84561S+#("(59;86>1FBKYA

!!

对
;\a!=

分离株
W4%2&2

进行全基因组序列

分析发现其主要编码基因
/

$

/

'

D

+8

'

&)@

'

*[M79

以

及
M*

区序列均与之前我国大陆报道的
=

亚群

;\a

分离株)

.

*具有很高的相似性!同时它与来自亚

洲东部其他地区"包括日本#具有致脑胶质瘤的

;\a

分离株)

%)!%2

*和中国台湾土著鸡群的
;\a

分

离株)

%.

*的相似性也很高&据资料显示!

%1

世纪到

%/

世纪!日本曾经与中国大陆和中国台湾存在鸡的

贸易往来)

%1!%(

*

!感染这些
;\a

的日本土著鸡品种

"如矮脚鸡#可能与中国的很多地方品种鸡来源于一

个祖先&所以推测这些毒株可能属于一个在我国甚

至东亚地区的地方品系鸡群中已长期存在的特有的

亚群&虽然这些分离株的
/D

(2

基因与来自于西方

国家的
;

'

>

亚群尤其是
K

亚群截然不同!但
2[

M79

'

/

$

/

'

D

+8

以及
*[M79

均与
K

亚群分离株具有

很高的相似性!说明不同亚群
;\a

也可能本身具

有相同的宿主来源!或者它们之间可能存在一定程

度的重组&

;\a

属于反转录病毒!具有遗传不稳定

性和多样性的特征)

%/

*

&这提示我们在加强对西方

引种祖代鸡群中
;\a

的监测的同时!应提高我国

自繁自养的地方品系鸡群
;\a

的系统净化)

1

!

0&

*

&

尤其是进口鸡群
;\a

在与我国地方品种鸡进行杂

交培育时!应重视
;\a

的检测!杜绝不同亚群

;\a

可能发生重组产生新的病毒)

0%

*

&

虽然目前尚无该亚群
;\a

感染鸡群早期致肿

瘤的报道!但是其亚临床感染带来的影响不容忽视(

同时!这些分离株与日本地方品种鸡群中具有引起

脑胶质瘤特性的
;\a

病毒)

%)

*相似性很高!所以也

应该加强对其生物学特性的深入分析&

%

!

结
!

论

本研究继我国江苏省和华南地区报道
=

亚群

;\a

后!首次从山东地区肉鸡中鉴定到一株
;\a!

=

并获得其全基因组序列!进一步丰富了我国

;\a!=

流行病学研究资料&
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