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　　[摘　要 ]　应用R T 2PCR 法对分离于不同禽类的 IBDV HN 01株 (鸡源)、W J 株 (乌鸡源)和YL 997株 (鸭源)的

V P 2 基因分别进行了克隆,对其与核苷酸序列及其编码的V P2蛋白氨基酸序列进行了分析,并对此 3株 IBDV 与标

准血清É型STC 株的V P 2 基因和V P2蛋白进行了同源性分析。结果表明,W J 株、L Y997株、HN 01株与标准血清É

型STC 株的核苷酸同源性分别为 91. 30% , 92. 50%和 93. 47% ,氨基酸同源性分别为 92. 74% , 91. 90%和 95. 10% ;

HN 01株与W J 株的核苷核和氨基酸的同源性分别为97. 9%和98. 4% , HN 01株与L Y997株的核苷酸和氨基酸的同

源性分别为 98. 7%和 99. 05% ,W J 株与L Y997株的核苷酸和氨基酸同源性分别为 99. 1%和 97. 68% , 3个毒株的

V P 2 基因序列均完全具备超强毒株的主要特征,均为超强毒株,且与标准血清É型 STC 株的核苷酸和氨基酸同源

性均较低; 3个野毒株之间虽具有较高的同源性,但相互之间也有一定的差异。
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　　传染性法氏囊病毒 ( Infect ion Bu rsa l D isease

V iru s, IBDV )是引起禽免疫抑制性疾病的一种病原

体,主要由V P 1,V P 2,V P 3 和V P 4 4种结构蛋白组成,

分别由相应的基因所编码。其中,V P 2 基因有一个高

度可变区,与血清型和抗原决定簇有关的基因即位

于该区,不同毒株的V P 2 基因核苷酸序列差异也主

要存在于此。该区基因共编码151个氨基酸,其中第

212～ 224位氨基酸残基间为第一亲水区,此区氨基

酸的变异直接影响着病毒抗原的决定簇及其稳定

性; 第 314～ 324 位为第二亲水区,中和抗原决定簇

即位于该区,其氨基酸的变异直接影响着病毒与单

抗 (M cA b)的结合,这也可能是 IBDV 变异株避开血

清 I型疫苗免疫作用的根本原因。紧接在第二亲水

区后的结构是七肽区,由7个氨基酸残基所构成,位

于第326～ 332位氨基酸残基间。一般认为,七肽区

中氨基酸的变化即可导致 IBDV 毒力的改变,但也

存在有不同的看法[1 ]。

IBDV 主要引起鸡发生以排白色稀粪, 肌肉出

血,法氏囊肿胀、坏死或萎缩为特征的急性高度接触

性传染病。但近年来,随着鸡传染性法氏囊病的广泛

发生与流行, 该病在其他禽类中的发生也时有报

道[223 ]。为进一步探讨传染性法氏囊病毒的分子生物

学特性,本试验对分离于当地典型发病鸡、乌鸡、鸭

的 IBDV 的V P 2 基因进行了克隆与序列分析,比较

研究了鸡源、乌鸡源、鸭源 IBDV V P 2 基因的差异,

以期为该病的防制提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　菌种与质粒

　　JM 109 工程菌购自洛阳华美生物工程公司;

pM D 182T 载体购自大连宝生物工程公司。

1. 2　工具酶与试剂盒

ΚDNA öH indË + E coR É M arker, E coR É , P st

É 及RNA 分离试剂盒等均为华美生物工程公司产

品; 一步法R T 2PCR 扩增试剂盒购自大连宝生物工

程公司。

1. 3　不同禽类 IBDV 野毒株的分离

分别将取自发病鸡、乌鸡和鸭的法氏囊组织剪

碎研磨,制成5倍稀释的组织悬液, - 20 ℃下反复冻

融3次,以3 000 röm in 离心10 m in,取上清液,加入

α [收稿日期 ]　2005211215
[基金项目 ]　河南省科技攻关项目 (0524030004)
[作者简介 ]　吴志明 (1964- ) ,男,河南周口人,高级兽医师,硕士,主要从事畜禽传染病研究。



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

青霉素4 000 IU ömL、链霉素4 000 ΛgömL ,置4 ℃下

作用2 h,经菌检为阴性后,分别命名为HN 01株、W J

株和L Y997株,置- 20 ℃保存备用。

1. 4　引物设计与合成

根据Bayliss等[4 ]和K ibenge 等[5 ]发表的 IBDV

不同毒株基因A 片段 cDNA 序列,在V P 2 基因高变

区设计1对引物,其序列如下:

上游引物: 5′2A GC T GC A GC CGA T GA T TA

CCA A T T CTC23′;

下游引物: 5′2CGG AA T TCC CGG A T T A T G

TCT T T G AA G C23′。

引物由大连宝生物工程公司合成,预期扩增片

段长度为0. 7 kb 左右。

1. 5　 IBDV RNA 的提取

按照RNA 提取试剂盒说明书介绍的方法提取

不同来源 IBDV 的RNA。

1. 6　 IBDV V P 2 基因的扩增

按照R T 2PCR 扩增试剂盒说明书的要求,对所

提各RNA 进行PCR 扩增,反应体系为10×缓冲液5

ΛL ,M gC l2 10 ΛL , dN T P 4 ΛL , RNA 酶抑制剂1 ΛL ,

反转录酶 (AM V ) 1 ΛL , T aq酶0. 5 ΛL ,上、下游引物

各2 ΛL ,模板4 ΛL , ddH 2O 20. 5 ΛL。扩增参数为: 50

℃ 30 m in, 94 ℃ 2 m in; 94 ℃ 40 s, 58 ℃ 40 s, 72 ℃

100 s,循环33次;最后72 ℃延伸10 m in。扩增产物

通过10 göL 的琼脂糖凝胶电泳进行检测。
1. 7　目的基因的克隆

将PCR 扩增产物在10 göL 琼脂糖凝胶上电泳,

回收目的条带进行抽提、纯化。将纯化后的PCR 产

物与 PM D 182T vecto r 按要求进行连接 (16 ℃, 4

h) ,连接产物按常规方法转化JM 109 感受态菌, 将

转化产物接种于含有AM P, X2gal和 IPT G 的LB 琼

脂平板上, 37 ℃培养 18～ 24 h, 进行蓝ö白斑筛选。
挑取生长良好的白色菌落接种于LB 培养基中 (含

AM P 50 ΛgömL )扩增培养。按碱裂解法[6 ]提取其质

粒,以备酶切和PCR 鉴定用。

1. 8　重组质粒的酶切与PCR 鉴定

将筛选的阳性重组质粒用E coR É和P stÉ进行
双酶切鉴定,以ΚDNA öE coR É + H indË M arker 作

对照,在 10 göL 琼脂糖凝胶上电泳检测; 并以上述

重组质粒为模板,应用相同的引物进行PCR 扩增,

扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳进行检测。

1. 9　重组质粒的序列测定

挑选上述双酶切和PCR 鉴定均为阳性的重组

质粒,送大连宝生物工程有限公司进行测序,并将测

得的鸡源、乌鸡源、鸭源 IBDV V P 2 基因序列进行比

较分析。

2　结果与分析

2. 1　不同来源 IBDV 野毒株V P 2 基因的扩增结果

提取的HN 01 株、W J 株及L Y997 株RNA 经

R T 2PCR 扩增后,用 10 göL 琼脂糖凝胶电泳鉴定,

均扩增出大小约0. 7 kb 的产物,与预期结果完全相

符 (图1)。

图 1　各毒株V P 2 基因的R T 2PCR 扩增产物

1. M arker ΚDNA öE coR É + H indË ;

2. HN 01株V P 2基因扩增产物;

3. W J 株V P 2基因扩增产物;

4. L Y997株V P 2基因扩增产物

F ig. 1　PCR p roducts of V P 2 gene of iso la tes

1. M arker ΚDNA öE coR É + H indË ;

2. PCR p roducts of V P 2 gene of HN 01 iso late;

3. PCR p roducts of V P 2 gene of W J iso late;

4. PCR p roducts of V P 2 gene of L Y997 iso late

2. 2　重组质粒的双酶切和PCR 鉴定

所筛选的各重组质粒经E coR É与P stÉ双酶切
后,分别切出 2. 69和 0. 7 kb 左右的预期片段; 应用

相同的引物,均可从各重组质粒扩增到 1 条大小与

预期完全一致 (0. 7 kb)的特异性片段 (图2)。

2. 3　序列测定结果与对比分析

W J 株、L Y997 株和HN 01 株V P 2 基因高变区

的核苷酸序列及其所编码的氨基酸序列分别见图 3

和图 4。由图 3和图 4可知, 3株来源于不同禽类的

IBDV 野毒株之间具有极高的同源性, 其相互之间

的核苷酸和氨基酸同源性统计结果表明,W J 株与

L Y997 V P 2 基因核苷酸同源性为 99. 1% ,氨基酸的

同源性为97. 68% ,两者之间有 6 个氨基酸不同,分

别为第 290位 (M →V )、第 308 位 ( I→V )、第 320 位

(H→Q )、第349位 ( I→V )、第375位 (S→P)和第381

位 (K→R ) ; HN 01株与W J 株的核苷酸同源性为97.

9% ,氨基酸同源性为 98. 4% ,两者之间有 4 位氨基

酸不同,分别为第320位 (Q→H )、第349位 (V→ I)、
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第 375 位 (P→S)和第 381 位 (K→R ) ; HN 01 株与

L Y997株的核苷酸同源率为 98. 7% ,氨基酸同源性

为99. 05% ,两者之间不同的2个氨基酸分别位于第

290位 (M→V )、第308位 ( I→V )。3个野毒株在V P 2

蛋白第二亲水区 (314～ 324)均有1个位点的氨基酸

发生了变化。

图 2　各重组质粒的酶切和PCR 鉴定

1. M arker ΚDNA öE coR É + H indË ; 2～ 4. 分别为HN 01、W J 和L Y997株重组质粒的酶切鉴定结果;

5～ 7. 分别为HN 01、W J 和L Y997株重组质粒的PCR 鉴定结果

F ig. 2　 Iden tificat ion of recom binan t p lasm ids

1. M arker ΚDNA öE coR É + H indË ; 2- 4. Iden tified by digested w ith E coR É and P stÉ of

HN 01,W J and L Y997 recom binan t p lasm ids; 5- 7. Iden tified by PCR of HN 01,W J and L Y997 recom binan t p lasm ids

图 3　 IBDV HN 01,W J 和L Y997株V P 2基因的核苷酸序列

F ig. 3　Sequences of V P 2 gene nucleo tide of IBDV HN 01,W J and L Y997
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图 4　 IBDV HN 01,W J 和L Y997株V P 2 基因所编码的氨基酸序列

F ig. 4　Sequences of p redicted am ino acid of V P 2 genes in IBDV HN 01,W J and L Y997

2. 4　3 个 IBDV 野毒株与STC 株V P 2 基因核苷酸

及V P 2 蛋白氨基酸的同源性比较

将所测得的W J 株、L Y997株和HN 01株的V P 2

基因序列及据V P 2 基因推导的氨基酸序列分别与标

准血清 I型 STC 株进行同源性比较, 结果表明, 各

IBDV 野毒株与标准血清É型STC 株的核苷酸和氨

基酸的同源性均较低, 其中W J 株、L Y997 株和

HN 01株与标准血清É型毒株STC 的核苷酸同源性

分别为 91. 30% , 92. 50%和93. 47% , V P 2 蛋白氨基

酸同源性分别为92. 74% , 91. 90%和95. 10%。这可

能是目前 IBD 免疫失败的主要原因。

3　讨　论

我国自 1979 年在北京郊区鸡场发现 IBD 的存

在,并于 1982 年分离出病毒以来,全国各地不断有

禽类法氏囊病发生和流行的报道,目前该病已成为

威胁养禽业发展的最为严重的传染病之一。并且随

着 IBDV 在鸡群中的长期存在,该病已发生了很大

变化,死亡率由最初的不超过 1%上升到 20世纪 80

年代末的60%～ 100%。目前,该病在高免疫鸡群中

仍时有发生,且发病日龄范围不断扩大,发病季节呈

全年化。进一步研究[728 ]证实,这种变化多是由超强

毒力传染性法氏囊病病毒 ( very2viru len t IBDV ,

vv IBDV )所引起。vv IBDV 的感染和传播,对我国禽

类传染性法氏囊病的防治构成了极大威胁,也极有

可能是导致免疫失败的主要原因。曹永长等[9 ]对多

株 vv IBDV 的 V P 2 基因序列比较分析后发现,

vv IBDV V P 2 可变区具有以下主要特征: ①在第 249

和254位上的氨基酸分别为Q 和G,从而保证其抗原

性不发生变异;②七肽区保持SW SA SGS不变,且第

279和284位氨基酸分别为D 和A ,这是 IBDV 毒株

具有致病力的必要条件;③在第222, 294和299位上

具有3个特征性氨基酸,分别为A , I和S,这3个氨基

酸使超强毒株的亲水性发生变化,从而可使毒力增

强。本试验所分离的W J 株、L Y997株和HN 01株的

V P 2基因核苷酸序列完全具备上述3个特征。可见,

3 个分离于鸡、乌鸡和鸭的 IBDV 野毒株均为 IBDV

超强毒株。

本试验中, HN 01株与W J 株间氨基酸的同源性

为98. 4% ,二者间存在4个不同的氨基酸,分别为第

320 位 (Q→H )、349位 (V→ I)、375位 (P→S)和 381

位 (K→R ) ; HN 01 株与L Y997 株氨基酸同源性为

99. 05% , 2 个不同氨基酸分别为第 290 位 (M →V )

和 308 位 ( I→V ) ;W J 株与L Y997 株间氨基酸的同

源性为 97. 68% ,二者间存在 6 个不同的氨基酸,分

别为第 290位 (M →V )、308 位 ( I→V )、320 位 (H→

Q )、349位 ( I→V )、375位 (S→P)和381位 (R→K)。

这说明 3 个野毒株之间虽具有较高的同源性,但同

时也具有一定的差异。

本试验发现, 3 个野毒株在V P 2 蛋白第二亲水

区 (314～ 324)有 1 个位点的氨基酸发生了变化 (即

第320位,W J 株为H , HN 01和L Y997株为Q ) ,这个

氨基酸的变化,是否是 IBDV 引起乌鸡、鸡和鸭发生

典型 IBD 的真正原因尚不十分清楚,但与其应该有
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一定的关系。同时, 3个野毒株之间除在第一、二亲

水区和七肽区之外,还有5位氨基酸发生了变异。这

提示,除了亲水区和七肽区的氨基酸变异外,其他区

域的氨基酸变异也有可能是造成 IBDV 在不同禽类

感染的原因之一。

序列分析结果还表明, W J 株、L Y997 株和

HN 01株与标准血清É型STC 株的核苷酸和氨基酸

同源性均较低, 其中核苷酸同源性分别为91. 3% ,

92. 5%和 93. 47% ; 氨基酸同源性分别为92. 74% ,

91. 9%和95. 1%。这也可能是造成目前 IBD 免疫失

败的主要原因。

综合分析可知,分离于当地的已经 IBD 疫苗免

疫过的乌鸡群、鸡群及非免疫鸭群的 IBDV 均为超

强毒株,且与标准血清É型STC 株的核苷酸和氨基

酸同源性均较低, 3 个野毒株之间虽有较高的同源

性,但相互之间也有一定的差异。
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C lon ing and sequence ana lysis of the V P 2 gene

of IBDV iso la ted from differen t fow ls
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Abstract: T he V P 2 gene of IBDV field st ra in s HN 01 (ch icken) ,W J (dark2bone ch icken) and L Y997

(duck s) w ere amp lif ied by R T 2PCR and cloned in to PM D 182T vecto r to analyze sequence. T he sequences of

W J , L Y997 and HN 01 iso la tes w ere compared w ith standard É stero type IBDV (STC). T he homo logy of

the nucleo t ide w ere 91. 30% , 92. 50% , 93. 47% , and the homo logy of am ino acids w ere on ly 92. 74% ,

91. 90% , 95. 10% separa tely; Betw een HN 01 iso la te and W J iso la te, the homo logy of the nucleo t ide and

am ino acids w ere 97. 90% and 98. 40% respect ively; HN 01 sequence w as compared w ith L Y997 iso la te, the

homo logy of the nucleo t ide and am ino acids w ere on ly 98. 7% and 99. 05% ; and the homo logies of

nucleo t ide and am ino acids w ere on ly 99. 1% and 97. 68% betw een W J iso la te and L Y997 iso la te. T he V P 2

gene sequences of the th ree iso la tes a ll po ssessed the characterist ics of very2viru len t IBDV (vv IBDV ) , the

homo logies of nucleo t ide and am ino acids of the th ree iso la tes and standard É stertype IBDV w ere very

low. A lthough the homo logy of the th ree iso la tes w ere very h igh, there are som e differences among them.
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