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一株鸡传染性贫血病毒野毒株致病性及其全基因组序列比较

李延鹏，崔治中"

（山东农业大学动物科技学院 泰安 $"&%%%）

摘 要：从山东某商品代肉鸡场表现生长迟缓的 &!日龄病鸡群分离到一株鸡传染性贫血病毒（HIJ）H&!株。H&!
株感染 &日龄 KL6鸡能抑制对禽流感病毒（IMJ）的抗体反应，还能与禽网状内皮增生病病毒（N9J）在免疫抑制上起
协同作用。用 LHN方法分段扩增出 H&!基因组的三条部分重叠片段，分别克隆于 2载体并进行测序，拼接后得到
其全基因组序列。测序结果表明，HIJ5H&!株基因组全长 $$(’.E，含有 1个互相重叠的开放阅读框和 &个调控区。
将 H&!与国内外已发表的 HIJ参考株基因组比较，同源性为 ("G$O ) ((G$O。序列比较表明 HIJ非编码区中含有
的多个与复制及转录调控相关已知基序的序列都非常保守。HIJ 的 1个编码基因 JL&、JL$和 JL1均有一定程度
变异，以 JL&变异性最大，且不同毒株间的 1个蛋白质氨基酸序列的变异是互不相关的。
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鸡传染性贫血病毒（HQ;+R/B ;BS/+,;-=? 7B/:;7
T;0=?，HIJ）可引起雏鸡骨髓造血组织和胸腺等淋巴
组织萎缩，从而导致贫血和免疫抑制［&］。自 &("(年
日本学者 U=7?7 等［$］首次发现并报道该病毒以来，
世界各地鸡群中均已证明 HIJ感染普遍存在［1］。

HIJ被归类为圆环病毒科（H;0+-T;0;@7/），病毒
颗粒为无囊膜、二十面体形，直径约为 $1B: ) $#B:。
HIJ全基因长 $$(’或 $1&(.E，这取决于非编码区存
在 !个或 #个 $&.E的直接重复序列（VN）。大多数
HIJ毒株有 !个重复序列，在中间有 &个 &$.E的插
入片段，这一结构具有增强子的作用［1］。令人感兴

趣的是，HIJ非编码区短短的约 !%%多个核苷酸中
居然集中分布着 &%多个已知的与复制及转录调控
相关的基序（:-,;S），在相应的表达性载体和宿主细
胞中，完整的 HIJ基因组非编码区可激发人的生长
激素（（QWX）基因的表达［!］，表现完整的启动子活
性。HIJ编码区含有 1 个部分重叠的开放阅读框
（-E/B 0/7@;BF S07:/，*N6），编码 1 种蛋白 JL&
（#$RV7）、JL$（$!RV7）和 JL1（&1RV7），JL&为病毒的
衣壳蛋白；JL$是辅助蛋白，帮助 JL&装配成衣壳；
JL1又被称作凋亡素，是 HIJ诱导细胞凋亡的主要
蛋白［1］。

我国吉林、辽宁、山东、江苏等地的鸡群中陆续

有分离 HIJ的报道［#，4］，但均没有对 HIJ某一株病
毒从致病性、细胞培养的增殖特性到基因组分析做

全面详细系统的研究，$%%$年本室从山东某肉鸡场
&!日龄发病的商品代肉鸡中分离到一株 HIJ野毒
株，本文通过 KL6鸡的人工感染实验确定了其致病
性，通过细胞培养了解了其在细胞中的增殖特性，并

对其全基因组进行了测序和分析。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 样品来源：HIJ5H&! 株，$%%$ 年由本试验室
分离自山东某公司 &!日龄发病的商品代肉鸡；该鸡
群从 "日龄左右即开始出现部分鸡生长迟缓，随后
个体差异逐渐变大，在 &!日龄观察时，有的鸡体重
还只有 "% ) ’%F，仅相当于正常鸡体重的三分之一。
其临床表现为鸡冠、肉垂略显苍白，羽毛粗乱，精神

沉郁。病理剖检的主要特征是小腿骨骨髓呈粉红色

甚至淡黄色，胸腺萎缩。HIJ疫苗毒为英特威公司
生产，生产批号为 %!%!$4+。禽网状内皮增生病病毒
（N/,;+=3-/B@-,Q/3;-?;? J;0=?，N9J）KYJ株［"］为本实验
室保存。KL6 鸡胚购自济南斯帕法斯公司，KL6 鸡
购自山东省家禽所 KL6鸡场。IMJ（X# 和 X(）灭活
油乳苗为齐鲁动物保健品厂生产，生产批号：IMJ5
X#为 $%%#%1%&；IMJ5X(为 $%%#%!%4。
!"!"# 主要试剂和仪器：测抗 HIJ 抗体试剂盒购
自 MV9ZZ 公司；LHN 反应试剂盒、E[V&’52 载体、
VYI [70R/0（V\$%%%）均购自 27]7N7公司；氨苄青霉



素（!"#$%$&&$’）购自 ($)"* 公司；+,-*& 和 ./0- 购自
/12"3)*公司。
!"!"# 引物：根据 -3’4*’5 中登录的 6!7 序列用
89!(:*1 ;<= 软件分别设计 > 对引物，分别扩增
?==@A#（片段 ?）、?=>BA#（片段 C）、;=CA#（片段 >）>个
两端相互部分重叠的序列。另外设计一对特异性引

物扩增 6!7疫苗毒部分序列，扩增产物为 ;CDA#（片
段 @），表 ?为引物序列。

表 ! $%&扩增 %!’株 %()基因组所用引物
0*A&3 ? /1$"31E FE3G H21 *"#&$H$%*:$2’ 2H )3’2"$% 89! H12"

6?@ E:1*$’ 6!7 $’ /6I

(3)"3’: 9*"3 2H
#1$"31 (3JF3’%3（KL!>L） /13G$%:3G

&3’):MNA#

? %*O,%P,?,H
%*O,%P,?,I

06!6!-66!!06!-!!-60
-066-6!!06!!606!66 ?==@

C 6!7,%P,C,Q
6!7,%P,C,I

!66!0-!60!066-6
-6!06-606006!00!6 ?=>B

> 6!7,6+,>,H
6!7,6+,>,I

-60--!66-!!000600!
!6-0--6!-60060-!00 ;=C

@ 6!7,R6,Q
6!7,R6,I

-6--!6---060!!!06!
0606-6600-0--0--00 ;CD

!"* %()+%!’株病毒的分离鉴定
将 ?<?<?中病鸡骨髓悬液分别用氯仿和乙醚处

理，除去可能存在的其它囊膜病毒后卵黄囊接种 D
日龄 (/Q鸡胚，取部分刚出壳雏鸡的骨髓和脾脏的
悬液作为种毒接种鸡马立克氏病毒致瘤的 0淋巴细
胞（S866,S(4?，简称 S(4?，经 6!7特异探针做点
杂交证实为 6!7阴性）培养，并从骨髓提取基因组
89!，经 6!7特异探针做点杂交证实含有 6!7［T］。
!"# %()+%!’株病毒 ,%-./0的测定及其在 123!
细胞中的增殖

将经氯仿和乙醚处理过证实含有 6!7的病毒
液接种于含有 S(4?的 B; 孔细胞培养板中，感染 K
U DG 后做间接免疫荧光试验（ .Q!），按照 I33G,
SF3’%M氏法［?］测定 6!7病毒液的 06.8K=。同时将

经氯仿和乙醚处理过证实含有 6!7的病毒液接种
到的含有 S(4?的 C@孔板中，感染 > U KG后，取感染
病毒细胞液体积的四分之一传入另一含有 S(4?的
C@孔板中进行传代，每传 K 代用 .Q! 检测细胞中
6!7，以观察 6!7,6?@株在S(4?细胞中的增殖情况。
!"’ %()+%!’株对 2$4鸡的致病性试验

?日龄 (/Q 鸡 ?;= 只，随机分为 @ 组，每组 @=
只，分别饲养于 @个带有正压过滤空气的 (/Q 动物
饲养隔离罩内。?日龄时第 ?组（6!7组）每只鸡腹
腔接种“?<C”节中制备的含有 ?=@06.8K=的 6!7病毒
液，第 C组（IV7组）每只鸡腹腔接种含有 ?=>06.8K=

的 IV7 (97株，第 >组（6!7 W IV7组）每只鸡腹腔

接种含有 ?=@06.8K=的 6!7和 ?=>06.8K=的 IV7的混
合液，第 @组（对照组）每只鸡腹腔接种等量生理盐
水。D日龄各组每只鸡分别胸肌接种 =<>"X的 !.7
（YK 和 YB）灭活油乳苗。对 6!7单独感染组和对
照组在 ?C、?@日龄时各取 T只鸡采血进行红细胞计
数，在 CT 和 @C 日龄各解剖 ; 只鸡观察病理变化。
所有组分别在免疫后 C?G和 >KG采集血清，用血凝
抑制试验测定对 YB 和 YK 血凝抑制（Y.）抗体的滴
度，在此期间观察鸡的生长状态和死亡情况。

!"/ %()+%!’株基因组的扩增、克隆和测序
分别以感染 6?@的 S(4?细胞和感染 6!7疫苗

毒的 (/Q鸡胚组织 89!为模板进行 /6I扩增，反应
条件均为 BKZ K"$’；BKZ ?"$’，KCZ ?"$’，DCZ
?<K"$’，>=个循环；DCZ?="$’。扩增的 /6I产物经
回收后与 0载体连接，用限制性内切酶分析筛选含
有目的片段的质粒，将经过鉴定的重组质粒送上海

生物工程公司测序，测序结果使用 8’*E:*1;<= 软件
进行拼接。

!"5 %()+%!’株 %()和其它参考株基因组比较
将 6?@ 毒株的全基因组序列及其相应的 > 个

[IQ和调控序列分别与国内外已发表的 6!7分离
株进行比较，它们是 !"31$%*（X?@D;D）［B］、!FE:1*&$*
（\;K@?@，\’#FA&$EM3G）、-31"*’]（ST?CC>）［?=］、R*#*’
（ VK?=KD，\’#FA&$EM3G）、S*&*]E$*（ !^=@=;>C）［??］、
6M$’*,0$*’_$’（!^T@;T@@，\’#FA&$EM3G）、6M$’*,Y*1A$’
（!Q@DKB=T）［?C］，还有 C 个国内 6!7 毒株（Y!BT=K、
R9===D）的部分序列（刘岳龙，C==?，扬州大学博士论
文：《鸡贫血病毒中国株基因序列比较、病毒编码蛋

白的表达及分子克隆化病毒的构建》）。

* 结果
*"! %()+%!’株病毒 ,%-./0的测定及其在 123!
细胞中的增殖情况

每 "X保存液中 6!7,6?@ 的含量为 ?=;06.8K=。

6!7,6?@株在 S(4?中能够增殖，每传 K代用 .Q!检
测细胞中 6!7,6?@，第 KK代能够在 S(4?细胞中检
测到 6!7。
*"* %()+%!’株感染对 2$4鸡的致病性

6!7,6?@ 感染组生长发育状况差，羽毛粗乱。
在攻毒后 @CG 内 6!7 单独感染组没有鸡只死亡，
IV7单独感染组死亡 @只（@N@=），6!7与 IV7共感
染组死亡 ?=只（?=N@=）。在 CT和 @C日龄时剖检观
察发现 6!7感染组小腿骨骨髓颜色变淡呈粉红色。
*"*"! 6!7感染对 (/Q鸡体重和胸腺发育的影响：
6?@感染组鸡比对照组鸡个体小且大小不均，在 CT

KBT李延鹏等：一株鸡传染性贫血病毒野毒株致病性及其全基因组序列比较 ‘ N微生物学报（C==D）@D（K）



日龄剖检观察 !"#感染组较对照组体重较轻、胸腺
轻度萎缩；在 $% 日龄 !"#感染组比对照组体重显
著下降（& ’ ()(*），胸腺轻度萎缩（表 %）。

表 ! "#$感染对 %&’鸡体重和胸腺发育的影响（( ) *）
+,-./ % 0123-34567 318.9/1:/ 58 !"# 318/:4351 51 ;/</.5=>/14

58 42/ ?/3@24 ,1; 42/ 427>9A 31 B&C :23:D/1A（1 E F）

"@/ 58
:23:D/1G; H659=A I/3@24 58

-5;7G@
+27>9AG-5;7
?/3@24（J）

%K !"# %$L)L M LL)N" ()*L M ()NF"

!51465. %*$)K M O)O" ()F* M ()N%"

$% !"# $%N)K M *L)PQ ()O% M ()NN"

!51465. $KO)$ M %L)$P" ()O$ M ()(F"

+2/ 19>-/6A 31 42/ 4,-./ 31;3:,4/：>/,1 M BR（A,>=./ A3S/）T +2/ A,>/
./44/6A 85..5?31@ <,.9/A 31;3:,4/ 42,4 42/ ;388/6/1:/A ?/6/ 154 A3@1383:,14（& U
()(*）T

!+!+! !"#V!N$ 株感染对 B&C鸡血液红细胞数的
影响：K 只 N 日龄 B&C 鸡接种 N($+!0R*(的 !N$ 株
!"#，另 K只对照组隔离饲养，分别在 N% 日龄和 N$
日龄测红细胞数。结果显示（表 L），N日龄 B&C鸡感
染 !N$株 !"#后，在 N%、N$日龄时均可引起红细胞
数一定程度的下降，但要到 N$日龄时才比对照组显
著下降（& ’ ()(*）。

表 , "#$-"./株感染与对照组鸡红细胞数比较（( ) 0）
+,-./ L !5>=,63A51 58 :51:/146,4351 58 6/; -.55; :/.. 31 =/63=2/6,.

-.55; -/4?//1 !"#V318/:4/; ,1; :51465. :23:D/1A（1 E K）

H659=
W9,14347 58 6/; -.55; :/..（N(N%·XY N）,4 ,@/ 58

N%; N$;
!"# N)$N M ()%N" N)$* M ()%%Q

!51465. N)F$ M ()L(" N)ON M ()%*"

+2/ 19>-/6A 31 42/ 4,-./ 31;3:,4/：>/,1 M BR（A,>=./ A3S/）T +2/ A,>/
./44/6A 85..5?31@ <,.9/A 31;3:,4/ 42,4 42/ ;388/6/1:/A ?/6/ 154 A3@1383:,14（& U
()(*）T

!+!+, !"#V!N$ 株感染对 B&C鸡抗体反应的抑制
作用：!"#V!N$株感染 N 日龄 B&C 鸡后对 "0#（Z*G
ZP）Z0 抗体滴度的影响结果见表 $。!N$株感染可
抑制 Z*V"0#和 ZPV"0#灭活疫苗免疫后的 Z0抗体
反应。在免疫后 %N天，对 ZP的 Z0抗体显著低于对
照组（& ’ ()(N）。在免疫后 L*天，对 Z*的 Z0抗体
显著低于对照组（& ’ ()(N）。虽然 !"#的这种免疫
抑制作用不如 [\#强，但是 !"#和 [\#共感染可
在免疫抑制上表现很强的协同作用。!"# 和 [\#
共感染 B&C鸡时 Z*V"0#和 ZPV"0#的 Z0抗体水平
均显著低于 [\#单独感染组（& ’ ()(*）。

表 / "#$与 12$感染对 #3$（45647）43 抗体滴度的影响（89:!）
+,-./ $ 018.9/1:/ 58 !"# 56 [\# 318/:4351 ,1; 42/36 :5V318/:4351 51 Z0 ,143-5;7 434/6A 45 "0#（Z*GZP）,84/6 <,::31,4351（.5@%）

04/>A
Z0 ,143-5;7 434/6A

+5 Z* +5 ZP
"84/6 <,::31,4351（R,7A） %N; L*; %N; L*;

!51465. K)O* M %)(*（%F）" P)$% M N)*O（%(）" O)$L M N)NF（%F）" P)NN M N)*L（%(）"

!"# O)OF M N)K%（%*）" O)** M N)FL（NP）Q *)KN M N)LK（%*）Q O)K M N)$(（NP）"Q

[\# F)N* M %)N*（%(）Q O)LN M %)OK（N$）Q $)*F M %)*O（%(）Q O)*$ M N)P（N$）"Q

!"# ] [\# L)KN M L)NF（%%）! $)KF M L)(K（N*）! %)K M %)*O（%%）! $)KF M L)NF（N*）Q

+2/ 19>-/6A 31 42/ 4,-./ 31;3:,4/：>/,1 BR（A,>=./ A3S/）T +2/ A,>/ ./44/6A 85..5?31@ <,.9/A 31;3:,4/ 42/ ;388/6/1:/A ?/6/ 154 A3@1383:,14（& U ()(*）T

!+, "#$-"./株全基因组核苷酸序列
利用 &![方法扩增出 !"#V!N$株基因组内的 L

条及疫苗株的 N条片段。经琼脂糖凝胶电泳检测均
为一条带，且与预期大小相同（图略），将各段 &![
产物分别克隆于 +载体中并测序，拼接获得 !N$株
的全基因序列（H/1Q,1D登录号为 \CNOF*PP）。分析
表明 !N$株 !"#基因组全长 %%PK-=，非编码区存在
$个 %N-=的直接重复序列（R[）和 N(多个已知的与
复制及转录调控相关的保守基序（>5438）。编码区含
有 L 个部分重叠的开放读码框，分别编码 #&N
（NL*(-=）、#&%（F*N-=）和 #&L（LFF-=）。
!+/ 不同毒株 "#$基因组中非编码区转录调控相
关基序（;9<=>）比较

!"#基因组非编码区中与转录调控相关的基
序见表 *，将 !"#V!N$ 株与其它参考株基因组中非
编码区调控相关基序进行比较（图略），结果表明，

!"#非编码区序列非常保守，特别是其中与转录因

子结合的相关基序更为保守，除个别毒株（Z,6-31
株）外，其余多株间几乎没有差异。

!+5 "#$-"./株与其它 "#$参考株基因组 $&.、
$&!和 $&,氨基酸序列比较

!"#V!N$ 株与其它参考株基因组中 #&N、#&%
和 #&L基因推导氨基酸序列同源性比较（图略）结
果表明，不同毒株 !"#的 L个基因推导氨基酸序列
非常保守，其中尤以 #&L最保守。#&N与 Z,6-31株
同源性最高（PP)KJ），#&% 与中国的 Z"PK(*、天津
株、日本株和美国株同源性均是 PP)*J，而 #&L 则
与 Z"PK(*、̂_(((O、Z,6-31 株和美国株完全一致。
这似乎表明，在不同毒株间这 L个基因编码蛋白质
序列的变异并不同步。对英特威公司生产的 !"#
疫苗株 #&N的一段 F%O-=序列进行了测序并与 !N$
进行了比较，二者间有 F个碱基差异导致 %个氨基
酸的差异。

FPK X0 ‘,1V=/1@ !" #$ T G%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（%((O）$O（*）



表 ! "#$基因组上的调控因子和转录因子结合序列成分［%&，%’］

!"#$% & !’% ()*+,- ,). .%/0$"*+1/ ). *."1-2.+3*+)1"$ ,"2*).- +1 *’% /%1)(% ), 456［78，79］

:)*+, 4)1-%1-0- -%;0%12%（&<!9<） !’% -%;0%12% ), 456（&<!9<）
=.>*’.)+? -3%2+,+2 @A-*.+1/ @@@@@@@@@@ @@@@@@@@@@

BCDE F GH!C7-+*% @@@@5!!4444 @@@@5!!4444
3)$>（5）-+/1"$ 55!555 55!555

4).% %$%(%1* ), *’% I6J8 %1’"12%. @!@@（5K!）（5K!）（5K!） @!@@!!5
L>(3’)+? -3%2+,+2 -+*% 4!5!!4 4!5!!4
H7#3 ?+.%2* .%3%"*（MN） 4@!545@@@@@@!54@!45!4

4N=E #+1?+1/ -+*% （!K@）（!K5）4@!45 !54@!45
5!C -+*% 54@!45 54@!45

45444 -+*% 45444 45@44K45!44
4455! #)O 5@4455! 5@4455!

@!PP #+1?+1/ -+*% @（@K4）!@!@@55（5K!）@! 4@!!@4@555@!
IQ7 #+1?+1/ -+*% @@@4@@ @@@4@@

!5!5 #)O @!5!5（5K!）5（5K!） !5!5!5!

’ 讨论
456接种 7 日龄无母源抗体雏鸡后 7H R HS ?

之间，鸡可能发生死亡，但死亡率通常很低，极少超

过 98T［9］。由于 456感染的靶细胞是 !淋巴细胞
和骨髓中的成血细胞，感染鸡会出现免疫抑制［7J］，

从而容易并发或继发其它病原如禽呼肠孤病毒

（N=U6）、马立克病毒（:M6）、传染性法氏囊病毒
（PEM6）或新城疫病毒（BM6）的感染［7& R 7S］。

本文对分离的 47J株进行的致病性试验表明，
47J株感染对 IQC鸡的致病性不是很强，不仅很少
引起雏鸡死亡，而且在 H周内也只诱导红细胞轻度
下降，虽然这种下降在统计学上差异显著，但对鸡场

的临床兽医来说，这种差异却并不十分严重。47J
的致病作用主要表现为抑制 7 日龄 IQC 鸡对 5P6
（G& KGV）疫苗的免疫反应。456除了本身能够引起
鸡的免疫抑制外，其还能够在感染 IQC鸡时与 N=6
起协同作用，加重 N=6对 IQC鸡的免疫抑制。基于
目前 456与 N=6共感染的普遍性［7V］，456与 N=6
的双重感染或二者与其它病毒的多重感染对鸡疫苗

免疫反应的影响值得关注。虽然国内已对几株

456野毒株完成了全基因组序列的测定，但均缺乏
系统的致病性比较试验。本研究则同时检测了 47J
株 456的致病性及其全基因组序列。虽然何成强
等［7H］在报道 G".#+1株全基因组序列时，也提到了其
致病性。但他们在确定该毒株为强毒的攻毒试验

中，是用原始病料的肝脏悬液接种 7日龄 IQC鸡，每
个稀释度 J只鸡，只是提到稀释 78J 后“可使该组鸡
致死”，并没有提到致死率和其它病理变化，特别是

没有排除原始病料中是否存在其它病毒感染的可能

性。本研究则对原始病料分别用氯仿和乙醚处理后

再接种 IQC鸡胚卵黄囊，并从孵出的雏鸡骨髓再获
取 456。这可除去所有的囊膜病毒，并使大多数其

它非囊膜病毒失去活性，从而保证致病性试验不受

来自病料中可能存在的其它病毒的干扰。

在 456非编码区 J88多个核苷酸中有 78多个
转录调控相关基序（()*+,），这些序列与病毒的复制
及转录调控密切相关，比如其中含有 NB5聚合酶!
结合的启动子序列“!5!5”框，含有细胞内 MB5 结
合蛋白（MB5 #+1?+1/ 3.)*%+1，MEQ）识别序列“4455!”
框，MEQ能促进真核细胞转录和 MB5复制［H8］。对本
文所选各个毒株非编码区进行比较、分析（图 H）后
发现这些基序都非常的保守，除 G".#+1 株外，国内
外其余毒株间几乎没有变化。我们推测这些相关基

序可能为病毒本身的复制所必需。

为了分析 456的变异规律，我们比较了本文所
选各株病毒 6Q7、6QH和 6Q9基因所编码的氨基酸
序列。结果发现，在 78株病毒中，有 W 株（5(%.+2"、
X"3"1、G5VS8&、XB888Y、47J、G".#+1）病毒所编码的
6Q9 氨基酸序列完全相同，J 株（5(%.+2"、X"3"1、
G5VS8&、!+"1Z+1）病毒所编码的 6QH氨基酸序列完全
相同。但对于 6Q7 氨基酸序列来说，S 株病毒所编
码序列都不相同，C".["-［H7］等研究也发现 456 6Q7
肽链中氨基酸的差异性比较大。由于 6Q7 是 456
的衣壳蛋白组成成分，暴露在病毒的最外面，同时也

是病毒蛋白中唯一与病毒反应相关的抗原，它的变

异可能与宿主免疫反应的选择压有关。
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