
第
!"

卷
!

第
!

期

#$#$

年
!

月

西北农林科技大学学报!自然科学版"

%&'()*+&,-&(./012.3456)781(27.

9

!

-*.:;<7:=>:

"

?&+:!" -&:!

3

@

(:#$#$

网络出版时间#

#$ABCA$C$"

!

A$

#

!D

!

EFG

#

A$:AH#$I

$

J

:<)K7:

J

)0*,':#$#$:$!:$$M

网络出版地址#

/..

@

#$$

K)2:<)K7:)1.

$

K<L2

$

>1.*7+

$

MA:AHB$:;:#$ABA$$":A$!!:$A#:/.L+

肉鸡呼肠孤病毒的分离鉴定及

致病性研究

!

%收稿日期&

!

#$ABC$HC$!

!

%基金项目&

!

青岛市动物保健品行业智库联合基金二期项目!

A"CMCHCAC

J

</

"

!

%作者简介&

!

张玉杰!

AB"MR

"*男*山东青岛人*硕士*主要从事动物传染病学研究+

=CL*7+

#

>>T/*)

X

#$$"C#$$B

!

AMH:<&L

!

%通信作者&

!

杜元钊!

ABMDR

"*男*山东荣成人*研究员*博士*主要从事动物生物制品学研究+

=CL*7+

#

>'

9

'*)T/*&

!

A#M:<&L

张玉杰!刘
!

东!刘红祥!宫
!

晓!李陆梅!

赵子?!邹
!

敏!范根成!杜元钊
!青岛易邦生物工程有限公司 动物基因工程疫苗国家重点实验室*山东 青岛

#MMAA!

"

!摘
!

要"

!

,目的-从临床发病的疑似感染鸡呼肠孤病毒的白羽肉鸡病料中分离鉴定获得
A

株鸡源呼肠孤病毒

;EA"

*对
;EA"

株进行致病性及传播特性研究*为该病毒的深入研究和综合防治奠定基础+,方法-无菌采集疑似感

染鸡呼肠孤病毒发病鸡跗关节处的肌腱和渗出物*分离病原物*在
\̂[

细胞上培养*并连续盲传
H

代*经无菌生理盐

水倍比稀释*采用
Q11>C\'1)</

法测定病毒鸡胚半数致死量!

=̂ E

D$

"和组织细胞半数感染量!

YPGE

D$

"'对分离毒株进

行理化特性和血凝特性测定'利用设计的鸡呼肠孤病毒
Â

和
;A

基因特异性引物*对提取的病毒总
Q-3

进行
QYC

WPQ

扩增*经
WPQ

鉴定为阳性的菌落进行基因测序以及核苷酸同源性比对和系统遗传进化分析'用该分离株病毒对

;W5

鸡和白羽肉鸡进行动物回归试验*并用酶联免疫吸附试验!

=̂ G;3

"测定攻毒后的
;W5

鸡血清中呼肠孤病毒抗体

滴度+,结果-从疑似感染鸡呼肠孤病毒发病鸡跗关节处的肌腱和渗出物中分离获得
A

株鸡源呼肠孤病毒
;EA"

*其

=̂ E

D$

为
A$

RM:D

$

$:AL̂

*

YPGE

D$

为
A$

RI:HM

$

$:AL̂

+

QYCWPQ

结果显示*目的基因片段长度分别为
AA$$

*

ID$

*

#MD

V

@

*依次为鸡呼肠孤病毒的
;A

.

-

P

和
Â

基因片段+核苷酸同源性比对结果显示*该分离株
;EA"

与
.

群鸡源呼肠孤

病毒
YZCBA"

!台湾株"的
;A

基因序列同源性达
B#:Ic

*与
&

群鸡病毒性关节炎疫苗
;AAHH

株的同源性仅为
DB:$c

+

核酸序列遗传进化分析表明*该分离株
;EA"

与
.

群鸡源呼肠孤病毒
YZCBA"

!台湾株"处于同一进化分支上*与
&

群

鸡源呼肠孤病毒
;AAHH

株处于不同的进化分支上*说明新分离的肉鸡呼肠孤病毒
;EA"

株属于基因
.

群*可能是
&

群

经典鸡源呼肠孤病毒
;AAHH

株的变异毒株+

;W5

鸡和白羽肉鸡回归试验表明*

;EA"

株病毒能够引起鸡病毒性关节

炎*与临床发病一致*并能水平传播+接种试验表明*病毒
;EA"

能致死鸡胚*打开死亡鸡胚可见其绒毛尿囊膜增厚.

尿酸盐沉积.胚体出血等症状*符合呼肠孤病毒的致病特点+,结论-该分离株
;EA"

为新型肉鸡呼肠孤病毒*能够引

起鸡发生病毒性关节炎+
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Ĝ6E&)

X

*
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鸡呼肠孤病毒!

</7<K1)(1&87('2

*

Q=F

"*又称

(鸡病毒性关节炎)*各品种和日龄的鸡均可感染发

病*其中以北方白羽肉鸡最为多见+该病不但可以

水平传播*还可垂直传播%

A

&

*造成鸡生产性能极大降

低*严重危害养鸡业的发展+禽呼肠孤病毒!

*87*)

&(./&(1&87('212

*

3Q?

"属呼肠孤病毒科!

Q1&87(C

>*1

"正呼肠孤病毒属!

T895*8,*?08L;

"*该病毒具有

裸露的双链
Q-3

基因组和双层同心核衣壳结构*

双链
Q-3

基因组分为
A$

个基因节段%

#

&

*呈二十面

体球形对称+禽呼肠孤病毒广泛存在并影响各种禽

类*包括鸡%

HC!

&

.鸭%

D

&和鹅%

M

&

*对养禽业造成巨大的经

济损失+该病毒在肉鸡上表现病毒性关节炎.呼吸

系统疾病.肝炎.心肌炎.免疫抑制和发育迟缓综合

症等临床症状%

I

&

+通常来说*鸡病毒性关节炎由经

典
&

群
;AAHH

株血清型疫苗防控*该疫苗在世界大

部分地区已被证明是有效的+但针对抗原有差异的

鸡呼肠孤病毒不同分离株*经典
&

群
;AAHH

株血清

型疫苗只能提供部分保护%

"

&

+近年来*不断有新型

变异呼肠孤病毒引起水禽发病的报道*这些病毒均

属于水禽源分离株*与鸡源分离株在基因组结构和

致病性上有较大差异%

B

&

*但尚无新型鸡呼肠孤病毒

的相关研究报道+为此*本研究通过对采集的疑似

感染鸡呼肠孤病毒的病料进行病原分离.鉴定.

;A

基因序列分析以及动物回归试验*解析禽呼肠孤病

毒主要抗原基因
-

P

的变异情况*以期为该病的综合

防控提供依据+

A

!

材料与方法

A:A

!

材
!

料

A:A:A

!

病料#细胞及试验动物
!

病料样品来自山东

某养殖场的发病感染鸡*临床表现为瘫痪*跗关节肿

胀变形.发青或有干酪样物*无菌采集发病鸡跗关节

处的肌腱.渗出液'

A$

日龄
;W5

鸡胚和
#D

日龄
;W5

鸡*购自北京梅里亚维通实验动物技术有限公司'

H

日龄白羽肉鸡*购于青岛市平度鹏飞家禽育种公司*

品种为罗斯
H$"

'

\̂[

传代细胞系*购于中国兽医

药品监察所+

A:A:#

!

主要试剂
!

柱式病毒
Q-3&'.

!

YG3-È

IA$$A

"'

W(1L7bY*

S

Y\

!

Y*U*Q*Y*

S

Y\

?1(27&)#:$

Q$$!3

"*

>-YW2

!

#:DLL&+

$

^

"!

Y*U*Q*MHBA#D

"*
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E-3 \*(K1(Ê #$$$

!

Y*U*Q*H!#I_

"*反转录酶

Q181(21Y(*)2<(7

@

.*21\C\ ?̂

!

Q)*21[C

"!

Y*U*C

Q*#M!A_

"*

@

\EABCY ?1<.&(

!

Y*U*Q*M$AH

"*

GD

3*+0%\A$B<&L

@

1.1).<1++2

!

Y*U*Q*B$D#

"'

E\=\

细胞培养液!

]OGPF#A""DA$"

"*新生胎牛血清

!

]OGPFA#MM#$#B

"'胶回收试剂盒
E-3

X

1+1bC

.(*<.7&)U7.

!

O7&5+'bO;P$#\A

"*禽呼肠孤病毒抗

体检测试剂盒!

GE=aaQ=FD$$":$$

"+

A:A:H

!

引物设计与合成
!

登录
-POG

查询已发表

的鸡呼肠孤病毒相关基因序列*运用
W(7L1(D:$

引

物设计软件在病毒的
;A

基因节段设计特异性引物*

上游 引 物 序 列 为
WA5

#

DeC3]Y3YYY]Y]3]C

Y3P]3YY]CHe

*下游引物序列为
WAQ

#

DeC]]P]PC

P3P3PPYY3]]YCHe

*预期扩增片段大小为
AA$$

V

@

'在
-

P

基因节段设计特异性引物*上游引物序列

为
W#5

#

DeC3Y]]3P]]YYY33PYP3]CHe

*下游

引 物 序 列 为
W#Q

#

DeCYP33]3YP33333C

P33]3]CHe

*预期扩增片段大小为
ID$V

@

'在
Â

基因节段设计特异性引物*上游引物序列为
WH5

#

DeC3YYY]Y]Y3PP]YPY]P3CHe

*下游引物序列

为
WHQ

#

DeCP33]PYP333]]3P]Y3PCHe

*预期

扩增片段大小为
#MDV

@

*引物均由上海生工生物工

程股份有限公司合成+

A:#

!

方
!

法

A:#:A

!

鸡呼肠孤病毒的分离
!

无菌采集发病鸡跗

关节处的肌腱和渗出液等组织*剪碎研磨*按照体积

比
AfD

加入生理盐水*匀浆器匀浆后加双抗各

A$$$6

*反复冻融
H

次*

!d

.

D$$$(

$

L7)

离心
AD

L7)

*吸取上清液*

$:##

'

L

无菌滤器过滤除菌+将

上述滤液经绒毛尿囊膜接种
A$

日龄
;W5

鸡胚
A$

枚*接种量为
$:#L̂

$枚+接种后置于
HId

生化培

养箱恒温孵化+弃掉
#!/

内死亡的鸡胚*连续观察

I>

*收获
#!

)

AM"/

死亡及未死的鸡胚绒毛尿囊

膜*

R"$d

冻存备用+按照同样的方法连传
H

代*

解剖.观察并记录鸡胚死亡及病变情况+

A:#:#

!

鸡呼肠孤病毒在
\̂[

细胞上的培养
!

将

鸡胚绒毛尿囊膜
5

H

代的毒液用
$:##

'

L

无菌滤器

过滤除菌后接种
\̂[

细胞单层*

HId

.

Dc PF

#

培

养
D

)

I>

*同时设未接毒的正常细胞对照+每日观

察并记录细胞病变情况*当细胞病变达
I$c

)

"$c

时收获细胞并连续盲传
H

代*

R"$d

冻存备用+

A:#:H

!

鸡呼肠孤病毒鸡胚半数致死量!

=̂ E

D$

"和

组织细胞半数感染量!

YPGE

D$

"测定
!

将
5

H

代种毒

用无菌生理盐水进行
A$

倍系列稀释*共
A$

R!

)

A$

R"

D

组稀释度*每组稀释度的病毒液分别经鸡胚

绒毛尿囊膜接种
A$

日龄
;W5

鸡胚
D

枚*接种量为

$:AL̂

$枚*置于
HId

恒温培养箱中孵化+弃去
#!

/

内死亡的鸡胚*此后每日照胚
#

)

H

次*连续观察
D

>

*每天记录鸡胚死亡情况*按
Q11>C\'1)</

法%

A$

&

计算
=̂ E

D$

+

将分离株病毒
;EA"

在
\̂[

细胞上传代至第

#$

代后*细胞病变比较稳定*将
5

#A

代病毒用维持液

进行
A$

倍系列稀释
A$

RD

)

A$

RB

*分别接种于长满

\̂[

单层细胞的
BM

孔微量细胞培养板上*同一稀

释度接种
M

孔*

$:AL̂

$孔*于
HId

.

Dc PF

#

中培

养
I>

*逐日观察细胞病变*根据
Q11>C\'1)</

法%

A$

&

计算
YPGE

D$

+

A:#:!

!

鸡呼肠孤病毒理化特性测定
!

将分离种毒

以
D$$$(

$

L7)

离心
ADL7)

*取上清液*按殷震等%

#

&

的方法*用
\̂[

单层细胞在
BM

孔板上测定分离株

病毒
;EA"

对乙醚.氯仿.胰蛋白酶.酸.碱.甲醛和

热等的敏感性+

A:#:D

!

鸡呼肠孤病毒血凝特性测定
!

用常规方法

配制鸡.兔.小鼠的红细胞悬液*按微量血凝试验方

法%

AA

&测定分离株病毒
;EA"

的血凝活性+

A:H

!

鸡呼肠孤病毒的鉴定

A:H:A

!

病毒
Q-3

的提取
!

在
A:DL̂

离心管中加

入
H$$

'

^;EA"

株病毒绒毛尿囊膜研磨上清液*再

加入
I$$

'

^Y(7T&+Q1*

X

1).Q-3

提取液*混匀*室

温放置
ADL7)

+加入
#$$

'

^

氯仿*充分振荡混匀*

室温静置
A$L7)

'

!d

.

A#$$$(

$

L7)

离心
ADL7)

*

取上清液
D$$

'

^

转移至经
E=WP

处理的
A:DL̂

离心管中'加入预冷的异丙醇
D$$

'

^

*

R#$d

静置

H$L7)

*

A#$$$(

$

L7)

离心
ADL7)

*弃掉上清'加入
A

L̂ IDc

乙醇*

"$$$(

$

L7)

离心
DL7)

*倒掉液体'

然后倒置于纸上干燥*将沉淀悬于
H$

'

^Q-3C,(11

0*.1(

中*

R"$d

保存备用+按照反转录酶使用说

明书对提取的病毒
Q-3

进行反转录*将合成的

<E-3

于
R#$d

保存备用+

A:H:#

!

WPQ

扩增和测序
!

WPQ

反应体系!

#D

'

^

"#

W(1L7bY*

S

Y\

!

Y*U*Q*Y*

S

Y\

?1(27&)#:$

"

A#:D

'

^

*上下游引物!

A$

'

L&+

$

^

"各
A

'

^

*

<E-3

模板
#

'

^

*

>>[

#

F

补加至
#D

'

^

+

WPQ

反应条件#

B!d

预

变性
DL7)

'

B!dH$2

*

DHdH$2

*

I#d!$2

*

HD

个

循环'

I# d

延伸
A$L7)

*

! d

保存+

WPQ

产物经

A:$c

琼脂糖凝胶电泳检测并拍照+

切下带有目的条带的胶块*用胶回收试剂盒回

收纯化*将回收产物与载体
@

\EABCY

连接*转化至
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%\A$B

感受态细胞*并在
3\W

j

$

Ô

固体培养基中

培养*用
WPQ

方法鉴定重组质粒*对鉴定为阳性的

重组质粒进行测序+

A:!

!

动物回归试验

A:!:A

!

;W5

鸡
!

将
AD

只
#D

日龄
;W5

鸡在动物隔

离器中饲养
H>

后进行试验+将
;W5

鸡平均分为
H

组*每组
D

只*试验
A

组用
;EA"5

H

代绒毛尿囊膜研

磨过滤的上清液
A$

倍稀释作为攻毒用种毒*鸡脚垫

攻毒
$:#L̂

$只*饲养在第
A

台动物隔离器中'试验

#

组鸡不做任何处理*但与试验
A

组鸡饲养在同一

台隔离器中*作为同居鸡'对照组以同样途径注射等

量的灭菌生理盐水饲养在第
#

台动物隔离器中+每

日观察鸡群精神状态.采食及发病情况*尤其是鸡脚

垫在攻毒前后的变化*持续
#$>

*并在攻毒后第
D

*

I

天分别采集试验组鸡泄殖腔拭子进行病毒分离*

M

枚$拭子+攻毒后第
I

*

#$

天分别采集试验
A

组和试

验
#

组鸡血清共计
#$

支*用禽呼肠孤病毒抗体检测

试剂盒进行
=̂ G;3

试验*并记录试验数据+

A:!:#

!

白羽肉鸡
!

将
AD

只
H

日龄白羽肉鸡按照上

述方法分为
H

组*以同样的方法进行试验*并记录试

验数据+攻毒途径改为口服*攻毒剂量同
A:!:A

节+

A:D

!

数据处理

使用
\=]3M:$

软件对测定的病毒核苷酸序

列与
]1)O*)K

中收录的鸡源呼肠孤病毒序列进行

同源性比对和分析'遗传进化分析利用
\=]3M:$

进行*采用
O&&.2.(*

@

.12.-17

X

/V&(%&7)7)

X

方法*重

复
A$$$

次运算*并绘制遗传进化树+

#

!

结果与分析

#:A

!

鸡呼肠孤病毒的分离

观察发现*经绒毛尿囊膜初次传代的
A$

日龄

;W5

鸡胚基本无明显可见变化*经第
#

代盲传后*鸡

胚在接种后
!"

)

A#$/

陆续死亡*打开鸡胚可见绒

毛尿囊膜明显增厚*尿酸盐沉积严重*胚体发育迟

缓*全身水肿.出血*剖检鸡胚可见肝脏发绿或出血

斑点+收集此时的绒毛尿囊膜和尿囊液*经检验无

细菌污染*且病毒无血凝活性*暂命名为
;EA"

*

R"$

d

保存备用+用
;EA"

分离株接种
\̂[

细胞并盲

传*细胞出现病变的时间逐渐提前*且病变也明显*

在接种后
I#/

有
I$c

)

"$c

细胞出现病变*大量细

胞圆缩.融合.聚集成团'接种
BM/

后*部分细胞开

始脱落.崩解*单层细胞出现较大的空洞!图
A

"+

3:

正常
\̂[

细胞'

O:

接毒
BM/

后的
\̂[

细胞

3:-&(L*+ \̂[<1++2

'

O:̂\[<1++2*.BM/

@

&2.7),1<.7&)

图
A

!

;EA"

分离株引起
\̂[

细胞的病变情况!

A$$m

"

57

X

:A

!

P

9

.&

@

*./7<1,,1<.&) \̂[7)>'<1>V

9

;EA"72&+*.1

!

A$$m

"

#:#

!

鸡呼肠孤病毒
;EA"

分离株的
=̂ E

D$

和

YPGE

D$

用
A$

倍系列稀释的
;EA"

病毒液接种
A$

日龄

;W5

鸡胚和
\̂[

传代细胞*各稀释度鸡胚的死亡

情况和
\̂[

细胞病变情况如表
A

所示+根据

Q11>C\'1)</

法计算*

;EA"

株病毒的
=̂ E

D$

为

A$

RM:D

$

$:AL̂

*

YPGE

D$

为
A$

RI:HM

$

$:AL̂

+

#:H

!

鸡呼肠孤病毒分离株
;EA"

的理化特性和血

凝特性

;EA"

分离株病毒耐酸不耐碱*在
@

[!:$

)

":$
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稳定*对
@

[AA:$

敏感'对温度不敏感*能抵抗
DM

d#$/

*

A$$dH$L7)

可被灭活'乙醚对病毒感染

性无影响'胰蛋白酶处理病毒后
YPGE

D$

为
A$

RI:D$

$

$:AL̂

'

Ac

福尔马林
HId

作用
H$/

可使其灭活+

;EA"

分离株不能凝集
Ac

的鸡.兔和小鼠的红细

胞+

表
A

!

;EA"

分离株接种后
;W5

鸡胚死亡率和接种
\̂[

细胞病变率

Y*V+1A

!

\&(.*+7.

9

(*.1&,;W5</7<K1)1LV(

9

&*)>+127&)2(*.1&, \̂[<1++21b

@

1(7L1).*++

9

7),1<.1>07./;EA"2.(*7)

接种
;W5

鸡胚

?*<<7)*.1>;W51LV(

9

&2

病毒液稀释度

E7+'.7&)&,87('2

死亡率$
c

\&(.*+7.

9

(*.1

接种
\̂[

细胞

?*<<7)*.1> \̂[<1++2

病毒液稀释度

E7+'.7&)&,87('2

死亡率$
c

\&(.*+7.

9

(*.1

接种
;W5

鸡胚

?*<<7)*.1>;W51LV(

9

&2

病毒液稀释度

E7+'.7&)&,87('2

死亡率$
c

\&(.*+7.

9

(*.1

接种
\̂[

细胞

?*<<7)*.1> \̂[<1++2

病毒液稀释度

E7+'.7&)&,87('2

死亡率$
c

\&(.*+7.

9

(*.1

A$

R!

A$$:$

A$

RD

A$$:$

A$

RI

AI:$

A$

R"

A#:D

A$

RD

A$$:$

A$

RM

A$$:$

A$

R"

$

A$

RB

$

A$

RM

"H:$

A$

RI

IA:!

#:!

!

鸡呼肠孤病毒分离株
;EA"

的鉴定

利用肉鸡呼肠孤病毒
Â

.

;A

和
-

P

基因设计特

异性引物*对本研究待检病毒进行
QYCWPQ

扩增*

电泳结果!图
#

"显示*特异性目的片段大小分别为

#MD

*

AA$$

和
ID$V

@

*与预期片段大小相符*将目的

片段
;A

连接到载体
@

\EABCY

*转化大肠杆菌感受

态
%\A$B

并在
3\W

j

$

Ô

培养基中培养*将得到的

阳性克隆送上海生工生物工程有限公司测序+

!!

将测得的肉鸡呼肠孤病毒
;EA"

株
;A

基因序

列与
]1)O*)K

上发表的禽呼肠孤病毒参考毒株进

行核苷酸同源性比对*结果见表
#

+由表
#

可知*

;EA"

株与
.

群鸡源呼肠孤病毒
YZCBA"

!台湾株"

的
;A

基因序列同源性较高*可达
B#:Ic

*与其他禽

源呼肠孤病毒的同源性较低*为
DB:$c

)

M":"c

*

与目前使用的
&

群鸡病毒性关节炎疫苗
;AAHH

株的

同源性仅为
DB:$c

*因此推断
;EA"

分离株属于
.

群鸡禽肠孤病毒+

\:E-3 \*(K1(Ê #$$$

'

A:

绒毛尿囊膜
5

H

C;EA" Â

基因'

#:

绒毛尿囊膜
5

H

C;EA";A

基因'

H:

绒毛尿囊膜
5

H

C;EA"

-

P

基因

\:E-3 \*(K1(Ê #$$$

'

A:P3\5

H

C;EA"21

X

L1). Â

'

#:P3\5

H

C;EA"21

X

L1).;A

'

H:P3\5

H

C;EA"

-

P

X

1)1

图
#

!

鸡呼肠孤病毒
;EA"

分离株的
QYCWPQ

鉴定结果

57

X

:#

!

G>1).7,7<*.7&)&,;EA"2.(*7)72&+*.1>V

9

QYCWPQ

表
#

!

;EA"

分离株与
"

个禽呼肠孤病毒参考毒株的核苷酸同源性

Y*V+1#

!

[&L&+&

X9

*)*+

9

272&,3Q?;EA"*)>"*8*7)(1&87('2>721*21(1,1(1)<12.(*7)21

S

'1)<1 c

毒株

;.(*7)

;AAHH

!

U5I!AII#

"

!DBBC?C$!

!

UaHB"#B"

"

$MBB

!

\]"##MBA

"

$IDHO

!

\]"##MIM

"

$"$!O

!

\]"##MIA

"

YZCBA"

!

35#BI#AD

"

$$#D

!

\]"##MB$

"

;EA"

N̂H"H

!

\5A"H#AI

"

;AAHH

!

U5I!AII#

"

IM:I DB:D D":H DI:B DB:B DM:I DB:$ M#:B

!DBBC?C$!

!

UaHB"#B"

"

MA:M DI:" DI:" MA:M DB:$ MA:# DB:H

$MBB

!

\]"##MBA

"

M#:A MA:A M$:! M$:! DB:A DB:M

$IDHO

!

\]"##MIM

"

M$:B DB:M DB:A DB:! DB:A

$"$!O

!

\]"##MIA

"

MH:$ MH:" MH:A BD:M

YZCBA"

!

35#BI#AD

"

MB:A B#:I M!:#

$$#D

!

\]"##MB$

"

M":" MH:H

;EA" M!:B

N̂H"H

!

\5A"H#AI

"

!!

遗传进化分析结果!图
H

"表明*新分离的肉鸡

呼肠孤病毒
;EA"

株与
&

群禽源呼肠孤病毒
;AAHH

株处于不同的进化分支上*两者的进化关系较远'而

与
.

群禽源呼肠孤病毒
YZCBA"

!台湾株"处于同一
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进化分支上*两株病毒可能有着共同的进化关系+

结合同源性分析可确定本研究中新分离的肉鸡呼肠

孤病毒
;EA"

株属于基因
.

群*可能是
&

群经典鸡

源呼肠孤病毒
;AAHH

株的变异毒株+

图
H

!

;EA"

分离株与其他参考毒株
;A

核酸序列的遗传进化树

57

X

:H

!

W/

9

+&

X

1)).7<.(11&,;EA"2.(*7)*)>&./1(2.(*7)2V*21>&);A

X

1)121

S

'1)<1

#:D

!

动物回归试验

#:D:A

!

;W5

鸡
!

观察发现*

#D

日龄
;W5

鸡经脚垫

接种
;EA"

分离株
5

H

代毒液后第
D

天开始发病*第

I

天脚垫肿胀发青*临床观察无其他异常*至第
#$

天后基本稳定+剖检肿胀脚垫*有炎性渗出和出血

斑块聚集!图
!

"+

!!

分别采集攻毒后第
D

天和第
I

天的试验鸡泄殖

腔拭子*接种
;W5

鸡胚后进行病毒分离*试验
A

组

!攻毒组"鸡在攻毒后第
D

天和第
I

天均
A$$c

排

毒*试验
#

组!同居组"鸡在同居后第
D

天和第
I

天

的排毒率分别为
M$c

和
A$$c

!表
H

"+采集攻毒后

第
I

天和第
#$

天的鸡血清*

=̂ G;3

试验表明*攻毒

后第
I

天鸡群的呼肠孤病毒血清抗体不转阳*攻毒

后第
#$

天鸡群的呼肠孤病毒血清抗体
A$$c

转阳

!表
!

"+

表
H

!

;EA"

分离株攻毒后试验组鸡群的排毒率

Y*V+1H

!

;/1>>7)

X

(*.1&,</7<K1)

X

(&'

@

1b

@

1(7L1).*++

9

*..*<K1>V

9

;EA"2.(*7)

处理

Y(1*.L1).

排毒率$
c;/1>>7)

X

(*.1

D> I>

攻毒组

?7('2C*..*<K7)

XX

(&'

@

A$$ A$$

同居组

P&/*V7.*.7&)

X

(&'

@

M$ A$$

对照组

P&).(&+

X

(&'

@

$ $

表
!

!

;EA"

分离株接种
;W5

鸡后
=̂ G;3

试验结果

Y*V+1!

!

=+72**).7V&>

9

&,;W5</7<K1)27),1<.1>07./;EA"

处理鸡编号

-'LV1(&,

</7<K1)

I>

FE

值

FE8*+'1

;

$

W

值

;

$

W8*+'1

滴度

Y7.(*.7&)

判定结果

Q12'+.2

#$>

FE

值

FE8*+'1

;

$

W

值

;

$

W8*+'1

滴度

Y7.(*.7&)

判定结果

Q12'+.2

3CA $:$"$ $:$I A#$

!

R $:H#B $:$B #$H! j

3C# $:$DM R$:$A

!

$

!

R $:H"$ A:$I #!D" j

3CH $:$M$ $:$$ $ R $:#AD $:D# AAAD j

3C! $:$"# $:$I AHH

!

R $:AB$ $:!H B#A j

!

3CD $:$IM $:$D $ R $:##A $:D! AAM# j

PCA $:$"$ $:$I A#$

!

R $:##B $:DM A##M j

PC# $:$MD $:$# #M

!

R

!

$:#$$ $:!I

!

BB" j

PCH $:$I" $:$M A$I

!

R $:AD$ $:H$

!

MAI j

PC! $:$D$ R$:$H

!

$

!

R $:##M $:DD A#$# j

PCD $:$"# $:$I AHH

!

R $:#$# $:!I A$A! j

!!

注#

3CA

)

3CD:

攻毒组
A

)

D

只鸡'

PCA

)

PCD:

同居组
A

)

D

只鸡+

;

$

W

值
&

$:#

判为阳性'滴度
&

HBM

判为阳性+(

R

)表示阴性*(

j

)表示阳

性+

-&.12

#

3CAR3CD(1

@

(121).87('2C*..*<K7)

XX

(&'

@

2ARD</7<K1)2

'

PCARPCD(1

@

(121).<&/*V7.*.7&)

X

(&'

@

2ARD</7<K1)2:;

$

W8*+'1

&

$:#

7)>7<*.12

@

&27.781

'

Y7.(*.7&)

&

HBM7)>7<*.12

@

&27.781:

(

R

)

(1

@

(121).2)1

X

*.781

*(

j

)

(1

@

(121).2

@

&27.781:

#:D:#

!

白羽肉鸡
!

H

日龄白羽肉鸡口服攻毒后
I

>

*攻毒组和同居组白羽肉鸡脚垫和腿关节均肿胀+

攻毒后
#$>

*攻毒组和同居组鸡脚垫和腿关节表现

为明显肿胀*且腿关节有发青.出血现象*与临床发

病一致*而对照组鸡均正常!图
D

"+
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3

*

O

为对照组'

P

*

E

为试验组
!

3

*

O<&).(&+

X

(&'

@

'

P

*

E.12.

X

(&'

@

图
!

!

;EA"

分离株对
;W5

鸡脚垫的影响

57

X

:!

!

=,,1<.&,;EA"2.(*7)&);W5</7<K1),&&.

@

*>2

3

*

O

为对照组'

P

*

E

为试验组
!

3

*

O<&).(&+

X

(&'

@

'

P

*

E.12.

X

(&'

@

图
D

!

;EA"

分离株对白羽肉鸡跗关节的影响

57

X

:D

!

=,,1<.&,;EA"2.(*7)&)V(&7+1(</7<K1)

J

&7).2

H

!

讨
!

论

早在
ABD!

年*

5*/1

9

和
P(*0+1

9

从患有慢性呼

吸道疾病的鸡呼吸道分离得到禽呼肠孤病毒*当时

称 为
5*/1

9

CP(*0+1

9

病 毒%

A#

&

+

ABI#

年
Z*+K1(

等%

AH

&从患滑膜炎的病鸡中分离到该病毒*并第一次

定名为呼肠孤病毒+

3Q?

感染呈世界范围分布*意

大利.荷兰.日本.匈牙利等国家均有
3Q?

感染的

报道+

#$

世纪
"$

年代开始*我国也发现该病*并分

离到
3Q?

+王锡坤等%

A!

&在
AB"D

年证实了我国的

鸡群中也有病毒性关节炎发生+

ABB"

年*谢芝勋

等%

AD

&对广西不同地区未用过鸡病毒性关节炎疫苗

的
H"

群鸡进行血清抽样调查*结果表明血清抗体阳

性率为
#Ic

'廖敏等%

AM

&于
#$$#

年从广西玉林患有
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跛行.瘫痪.跗趾关节肿胀的三黄鸡场分离到
#

个毒

株的呼肠孤病毒*定名为
QA

和
Q#

株*鸡群发病率

!$c

*死亡率
Dc

*说明广西地区鸡群中
3Q?

感染

也很普遍+该病主要发生于肉鸡*蛋鸡和火鸡亦可

感染'

A

日龄雏鸡最为易感*并通过粪便迅速发生水

平传播*随着鸡龄增大易感性降低*

#$

周龄以后显

著降低*自然发病病例主要集中在
H

)

M

周龄*水平

传播是该病主要的传播途径%

AI

&

+本试验中*试验鸡

攻毒后
I>

*均能
A$$c

感染排毒*但攻毒组和同居

组鸡的血清呼肠孤病毒抗体未转阳*攻毒后
#$>

*两

组试验鸡的血清呼肠孤病毒抗体均
A$$c

转阳*且

两组鸡的血清呼肠孤病毒抗体水平无明显差异*这

说明该病可以水平传播*且传播速度很快*经口感染

后
#

)

H

周便可发病+

近年来*该病在我国某些地区的白羽肉鸡养殖

场呈区域性流行*引起的临床表现与传统的鸡病毒

性关节炎感染有一定差异+本试验从患有瘫痪的病

鸡中成功分离到
;EA"

病毒*经鉴定为禽呼肠孤病

毒
.

群*与传统的
&

群鸡呼肠孤病毒
;AAHH

在基因

序列和致病性上存在一定差异+虽然目前公开发表

的鸡呼肠孤病毒基因序列相对较少*但近几年有呈

现逐年增加趋势+点突变的快速积累是
Q-3

病毒

的一个代表性特征*由基因重组引起的抗原漂移在

3Q?

中时有发生*最终导致新的毒株出现和疫苗失

效%

A"CAB

&

+

在
3Q?

的
"

个结构蛋白中*

-

P

蛋白表现出高

度的抗原异质性+作为一种抗原亚型*该蛋白位于

病毒衣壳表面*能够诱导细胞凋亡*增强病毒感染细

胞能力*且与病毒的致病性密切相关*是引起病毒抗

原发生变异的主要原因%

#$

&

+由于该蛋白具有高度

变异特性*因此可以用其比较不同呼肠孤病毒株之

间的序列差异*并分析其序列差异与毒株致病力.免

疫原性的关系*进而研究不同毒株之间的抗体交叉

保护性%

#A

&

+本研究利用发现的
3Q?

-

P

基因部分

序列进行系统发育分析*在我国发现了一个新的

3Q?

流行群*该流行群与台湾株.韩国株最为接近*

但也有所差异+对
;EA"

株的
-

P

基因分析显示了

3Q?

的不断进化*其与传统
;AAHH

株!

&

群".

$MBB

株!

,

群".

$IDHO

!

/

群".

N̂H"H

株!

0

群"

%

##C#H

&处于

不同的进化分支*因此
;EA"

株病毒有可能是传统

3Q?

的变异株+值得高度关注的是*现有的商品化

疫苗可能无法对新出现的病毒提供足够的保护*

;EA"

株与其他鸡呼肠孤病毒的血清学关系还有待

进一步研究*以确定现有疫苗的有效性+

前期研究显示%

#!C#D

&

*用鸡源和水鸡源呼肠孤病

毒分别进行鸡胚和鸭胚的致病性试验*结果表明鸡

源呼肠孤病毒对鸡胚的致病性与水禽起源的
3Q?2

对鸭胚的致病性具有某些相似性*主要表现在病毒

对鸡胚肝脏的损伤方面*例如出血变化和坏死特点*

提示鸡源呼肠孤病毒和水鸡源呼肠孤病毒间发生了

基因片段的重组或替换*从而导致它们对易感动物

的致病性具有相似的特点*因此不同来源呼肠孤病

毒基因组结构的差异分析和基因功能与致病性的关

系尚需进一步论证+
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