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［摘　 要］ 　 从北京某鸡场发生疑似鸡传染性贫血病毒（ＣＡＶ）感染的鸡只病料中分离到了一株

ＣＡＶ，通过 ＰＣＲ 和全基因组测序等方法对其进行了鉴定，命名为 ＡＶ１５５０。 将其全基因组序列与

ＮＣＢＩ 上的参考毒株序列进行同源性比对和进化分析，结果显示 ＡＶ１５５０ 株与 ＣＡＶ 参考毒株的同源

性在 ９１． ７％ ～９９． ７％ ，与中国分离株 ＬＮ１５１７０ 的亲缘关系最近。 ＶＰ１ 序列分析表明 ＡＶ１５５０ 在 ７５、

８９、１２５、１４１ 和 ３９４ 位氨基酸均为强毒株特征。 １ 日龄 ＳＰＦ 鸡经胸部肌肉途径接种含 １００００ ＥＩＤ５０的

ＡＶ１５５０ 病毒液后，接种鸡只出现明显的贫血症状，增长迟缓，死亡率高达 ５０％ ，表明 ＡＶ１５５０ 是一

株具有较强致病性的 ＣＡＶ 野毒株。
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　 　 鸡传染性贫血（Ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ａｎｅｍｉａ）是由

鸡传染性贫血病毒（Ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ａｎｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ，
ＣＡＶ）引起，其病原 ＣＡＶ 属于圆环病毒科，基因组

由单链、环状、共价封闭的负链 ＤＮＡ 组成［１ － ２］。 该

病最早由 Ｙｕａｓａ 等［３］报道，主要特征是导致感染鸡

出现再生障碍性贫血和伴有免疫抑制的胸腺萎缩

和淋巴细胞流失，并伴随着病毒、细菌或真菌感染。
自从鸡传染性贫血病毒在日本首次分离以来［４］，该
病毒已在几乎所有拥有家禽产业的国家被分离出

来。 除了贫血和相关症状外，在商品鸡群中经常观

察到无贫血但死亡率增加的亚临床 ＣＡＶ 感染［５］。
自 ２０１４ 年以来，从我国黑龙江、吉林、辽宁、宁

夏、江苏等地的鸡群中分离出 ＣＡＶ 的报道增加，且
毒株多从混合感染鸡病料中分离，这些研究报道表

明我国部分地区商品鸡中 ＣＡＶ 感染比例较高，且
可能也是导致鸡群一些相关疫病发生的诱因。 但

是在相关研究人员的报道中，没有发现对近些年分

离毒株致病性的研究数据［６ － ７］。 为进一步了解近

期国内 ＣＡＶ 分离株的分子生物学特征和对鸡的致

病力，本研究采用 ２０１６ 年从北京平谷某鸡场死亡

鸡肝脏中分离的一株 ＣＡＶ 对 １ 日龄 ＳＰＦ 鸡进行致

病性研究，同时进行了全基因组测序和特征性氨基

酸位点分析。
１　 材料与方法

１． １　 病料　 北京平谷某鸡场死亡鸡肝脏。
１． ２ 　 ＳＰＦ 鸡胚和鸡 　 ６ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚和 １ 日龄

ＳＰＦ 鸡，均购自北京勃林格殷格翰维通实验动物有

限公司。
１． ３　 引物设计与合成　 参照美国 ＣＶＢ《外源性鸡

传染性贫血病毒检测和鉴定的 ＰＣＲ 方法》 ［６］，设计

一对 ＣＡＶ 特异性引物 ＣＡＶ Ｆ ／ Ｒ；根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中

ＣＡＶ 全基因组，设计两对引物 ＣＡＶ Ｆ１ ／ Ｒ１ 和 ＣＡＶ
Ｆ２ ／ Ｒ２， 引物序列见表 １，由中美泰和生物技术有限

公司合成。
１． ４　 主要试剂　 大肠杆菌 ＪＭ１０９ 感受态细胞、病
毒 ＤＮＡ 提取试剂盒、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、Ｅｘ Ｔａｑ Ｍｉｘ 购自

Ｔａｋａｒａ 公司；ｐＧＥＭ － Ｔ 载体购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司； 琼

脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司。

表 １　 ＰＣＲ 扩增的引物序列

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ

引物名称 引物序列（５’ － ３’） 扩增片段
长度 ／ ｂｐ

ＣＡＶ Ｆ ＡＧＡＴＣＴＧＣＡＡＣＴＧＣＧＧＡ

ＣＡＶ Ｒ ＣＣＴＴＧＧＡＡＧＣＧＧＡＴＡＧＴＣＡ
４１９

ＣＡＶ Ｆ１ ＣＧＡＧＴＧＧＴＴＡＣＴＡＴＴＣＣＡＴＣＡＣＣＡ

ＣＡＶ Ｒ１ ＴＣＣＣＴＧＧＧＡＧＡＧＡＡＧＡＣＴＣＧ
１５３９

ＣＡＶ Ｆ２ ＴＣＡＣＣＣＴＡＡＧＣＡＡＡＴＧＡＣＣＣＴ

ＣＡＶ Ｒ２ ＡＴＴＴＧＣＴＧＣＡＴＴＴＡＴＴＧＡＧＴＧＣＴＡＴ
９０２

１． ５　 病毒分离　 将肝脏组织剪成小块后置于研钵

中，倒入适量液氮，充分研磨，按 １∶ ５ 的体积比加入

含双抗（１０００ Ｕ ／ ｍＬ）的生理盐水， － ８０ ℃反复冻融

三次，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清，经 ０． ２２ μｍ
滤膜过滤除菌。 取研磨液经卵黄囊接种 ６ 日龄 ＳＰＦ
鸡胚，０． ２ ｍＬ ／胚。 ３７ ℃继续孵育 １４ ｄ，无菌收获胚

体放入匀浆杯中，加入适量生理盐水（２５ ｍＬ ／胚），
１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 匀浆 ２ ｍｉｎ，间隔 １ ｍｉｎ，再次以相同速

度匀浆 ２ ｍｉｎ，经 ６４ 目铜网过滤，收获含毒滤液，标
记为 ＣＡＶ Ｅ１。 将收获滤液再次接种鸡胚，并连续

进行 ５ 次传代（ＣＡＶ Ｅ１ － Ｅ５），每个代次病毒分装

后保存在 － ８０ ℃。
１． ６　 病毒鉴定和特异性检测

１． ６． １　 ＰＣＲ 检测 ＣＡＶ 病毒　 参照 Ｔａｋａｒａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ
Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ． ５． ０ 说明书，提
取 ＣＡＶ Ｅ２ － Ｅ４ 代病毒基因组。 以 ＣＡＶ Ｆ ／ Ｒ 为引

物检测鸡传染性贫血病毒，反应体系：２ × Ｅｘ Ｔａｑ
Ｍｉｘ ２５ μＬ，ＣＡＶ Ｆ ／ ＣＡＶ Ｒ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ， 模

板 １０ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ １３ μＬ；反应条件：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；
９５ ℃ ３０ ｓ，５１． ５ ℃ ４５ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３０ 个循环；
７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物，用 １． ５％ 琼脂糖

凝胶电泳检查 ＰＣＲ 扩增结果。
１． ６． ２ 　 纯净性检测 　 取 ＣＡＶ Ｅ４ 病毒液经滴鼻、
点眼接种 ２０ 只 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡，０． ２ ｍＬ ／只，同时肌

肉注射，０． ５ ｍＬ ／只。 ２１ ｄ 后按上述方法和计量重

复接种一次。 试验期间进行临床观察，第一次接种

后 ４２ ｄ 采血，参照《中国兽药典》方法，进行相关病

毒（表 ２）的抗体检测。
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表 ２　 相关病毒抗体检测方法

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｖｉｒａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ
病原 检测方法

鸡传染性支气管炎病毒 ＥＬＩＳＡ

鸡新城疫病毒 ＨＩ

减蛋综合征病毒 ＨＩ

禽 Ａ 型流感病毒（Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９） ＨＩ

鸡传染性喉气管炎病毒 ＥＬＩＳＡ

禽呼肠孤病毒 ＥＬＩＳＡ

鸡传染性法氏囊病病毒 ＥＬＩＳＡ

禽网状内皮组织增生症病毒 ＥＬＩＳＡ

禽白血病病毒（ＡＢ ／ Ｊ） ＥＬＩＳＡ

禽脑脊髓炎病毒 ＥＬＩＳＡ

鸡传染性贫血病毒 ＥＬＩＳＡ

鸡痘病毒 临床观察

１． ７　 致病性试验 　 将 ６０ 只 １ 日龄 ＳＰＦ 鸡随机分

为 ３ 组，每组 ２０ 只。 第 １ 组和第 ２ 组为试验组，分
别经胸部肌肉接种 １００ 和 １００００ ＥＩＤ５０ ＣＡＶ Ｅ４ 病

毒，第 ３ 组为空白对照组，接种等量的生理盐水。
分别在接种当天、接种后 ７ ｄ、１４ ｄ、２４ ｄ、２８ ｄ 和

３５ ｄ对试验鸡进行称重，并在接种后 １４ ｄ 时采血测

定其红细胞压积。
１． ８　 病毒全基因组的扩增、克隆和测序　 以 ＣＡＶ
Ｅ４ ＤＮＡ 为模板，分别以 ＣＡＶ Ｆ１ ／ Ｒ１ 和 ＣＡＶ Ｆ２ ／ Ｒ２
为引物进行 ＰＣＲ 扩增，将 ＰＣＲ 产物回收后，与

ｐＧＥＭ － Ｔ 载体连接，转化到 ＪＭ１０９ 细胞，取 １００ μＬ
涂布含有氨苄的 ＬＢ 琼脂，３７ ℃过夜培养。 利用菌

落 ＰＣＲ 的方法鉴定重组子，挑选 ３ 个阳性克隆送往

中美泰和生物技术有限公司测序。
１． ９　 序列比对与分析　 将 ＣＡＶ Ｅ４ 的全基因组序

列和 ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３ 序列分别与国内外已发表的

ＣＡＶ 分离株（毒株信息见表 ３）进行比对和分析［４］。
２　 结果与分析

２． １　 ＰＣＲ 鉴定　 ＣＡＶ Ｅ２ － Ｅ４ 代病毒均能扩增出

特异性的 ４１９ ｂｐ 条带（图 １）。
２． ２　 纯净性检测 　 接种的所有鸡除产生 ＣＡＶ 特

异性抗体外，其他所检测病原抗体均为阴性，也无

鸡痘临床症状，表明所分离的 ＣＡＶ 毒株是纯净的，

表 ３　 序列信息表

Ｔａｂ ３　 ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｌｉｓｔ
毒株名称 分离地 分离时间 序列号

Ｃｕｘ － １ ＵＳＡ １９９１ ＮＣ＿００１４２７

１０ ＵＫ １９９７ Ｕ６６３０４

ＴＪＢＤ４０ Ｃｈｉｎａ ２００４ ＡＹ８４６８４４

ＬＦ４ Ｃｈｉｎａ ２００５ ＡＹ８３９９４４

ＢＪ０４０１ Ｃｈｉｎａ ２００５ ＤＱ１２４９３４

ＡＨ６ Ｃｈｉｎａ ２００５ ＤＱ１２４９３５

ＳＨ１１ Ｃｈｉｎａ ２００５ ＤＱ１４１６７０

ＧＤ － １ － １２ Ｃｈｉｎａ ２０１２ ＪＸ２６０４２６

１６３６ＴＷ ＴａｉＷａｎ ２０１６ ＭＫ３７６３１６

１７０５ＰＴ ＴａｉＷａｎ ２０１６ ＭＫ３８６５７０

ＳＤＬＹ０８ Ｃｈｉｎａ ２００８ ＦＪ１７２３４７

２２ ＴａｉＷａｎ ２０１４ ＫＪ７２８８３０

ＳＣ － ＰＳ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ＫＭ４９６３１０

ＦＡｄＶ － Ｎ２２ Ｃｈｉｎａ ２０１６ ＫＵ８４５７３４

ＬＮ１４１０ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ＫＵ６４１０１３

ＳＤ１５０７ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＫＵ６４５５０７

ＨＬＪ１５１０８ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＫＹ４８６１３７

ＪＬ１５１２０ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＫＹ４８６１４９

ＣＡＶ － ＥＧ －４ Ｅｇｙｐｔ ２０１７ ＭＨ００１５５４

Ａ２ Ｊａｐａｎ １９９９ ＡＢ０３１２９６

ＳＭＳＣ － １＿Ｐ６０ Ｍａｌａｙｓｉａ ２００１ ＡＦ３９０１０２

３ － １Ｐ６０ Ｍａｌａｙｓｉａ ２００３ ＡＹ０４０６３２

９８Ｄ０２１５２ ＵＳＡ ２０１６ ＡＦ３１１８９２

ＧＤ － １０１ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＫＵ０５０６８０

ＣＩＡＶ８９ － ６９ Ｓｏｕｔｈ＿Ｋｏｒｅａ １９９１ ＪＦ５０７７１５

Ｃ３６９ Ｊａｐａｎ ２００１ ＡＢ０４６５９０

ＧＤ － １０３ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＫＵ０５０６７８

ＳＤ２２ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＤＱ１４１６７３

ＳＤ２４ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＡＹ９９９０１８

ＳＤ１４０３ Ｃｈｉｎａ ２０１４ ＫＵ２２１０５４

ＴＲ２０ Ｊａｐａｎ １９９０ ＡＢ０２７４７０

７０４ Ａｕｓｔｒａｌｉａ １９９６ Ｕ６５４１４

ＳＭＳＣ － １ Ｍａｌａｙｓｉａ ２０００ ＡＦ２８５８８２

ＬＮ１５１７０ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＫＹ４８６１５５

ＳＤ１５ Ｃｈｉｎａ ２０１５ ＫＸ８１１５２６

无其他病毒性病原污染。 因此将毒株命名为

ＡＶ１５５０，真空冷冻干燥后保藏在中国兽医微生物

菌种保藏管理中心（ＣＶＣＣ）。

·９１·
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Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ － ３：ＣＡＶ Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４ 的 ＣＡＶ 特异性片段

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ － ３：ＣＡＶ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４

图 １　 ＣＡＶ Ｅ２、Ｅ３ 和 Ｅ４ ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＡＶ Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４ ｂｙ ＰＣＲ

２． ３　 致病性试验

２． ３． １　 临床观察　 攻毒后 ２ ｄ，对照组 １ 只鸡出现

非特异性死亡。 １００００ ＥＩＤ５０ 感染组在攻毒后 ８ ｄ
开始出现死亡，在观察期内死亡率为 ５０％ ；１００

ＥＩＤ５０感染组在攻毒后 １３ ｄ 开始出现死亡，在观察

期内死亡率为 ２５％ 。 接种鸡出现死亡的高峰期在

１３ ～ ２０ ｄ。 结果见表 ４。
表 ４　 １ 日龄 ＳＰＦ 鸡接种后死亡结果

Ｔａｂ ４　 Ｄｅａｔｈｓ ｏｆ １ － ｄａｙ － ｏｌｄ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

攻毒时间 ／ ｄ
死亡数量 ／ 只

对照组 １００ ＥＩＤ５０组 １００００ ＥＩＤ５０组

１ － １０ １ ０ ２
１１ ０ ０ ０
１２ ０ ０ ０
１３ ０ １ ０
１４ ０ １ ０
１５ ０ １ ５
１６ ０ ０ ０
１７ ０ １ １
１８ ０ ０ ０
１９ ０ ０ ０
２０ ０ １ １
２１ ０ ０ ０
２２ ０ ０ ０
２３ ０ ０ ０
２４ ０ ０ ０
２５ ０ ０ １
２６ ０ ０ ０
２７ ０ ０ ０

２８ － ３５ ０ ０ ０
死亡率 １ ／ ２０ ５ ／ ２０ １０ ／ ２０

２． ３． ２　 攻毒后不同时间试验鸡体重变化　 不同剂

量接种后 ７ ｄ，各组试验鸡平均体重无明显差异。

１００００ ＥＩＤ５０感染组在接种后 １４ ～ ３５ ｄ 间，平均体重

与对照组相比，具有极显著性差异（Ｐ ＜ ０． ０１）；１００

ＥＩＤ５０感染组在接种后 ２１ ｄ ～ ２８ ｄ，平均体重与对照

组相比，具有显著性差异（Ｐ ＜ ０． ０５），接种后 １４ ｄ

和 ３５ ｄ 平均体重也低于对照组，但差异不显著

（Ｐ ＞ ０． ０５）。 具体数据见表 ５。

表 ５　 不同时间鸡体重结果（ｎ ＝１０）

Ｔａｂ ５　 Ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ（ｎ ＝１０）

时间 ／ ｄ
体重 ／ ｇ

对照 １００ＥＩＤ５０ １００００ＥＩＤ５０

０ ３５． ５３ ± １． ４８ Ａ ３５． ３９ ± １． ９０ Ａ ３４． ７７ ± ２． ５０ Ａ

７ ７１． ４４ ± ５． ９３ Ａ ７９． ９４ ± ９． ２５ Ａ ７７． ６３ ± ８． ２３ Ａ

１４ １２５． １６ ± １０． ８４ Ａ １１７． ９０ ± ２０． ３０ Ａ ９６． ０２ ± １７． ８２ Ｂ∗

２１ １９０． ０１ ± １６． ７９ Ａ １６９． ０７ ± ３４． ４３ Ｂ １３０． ３５ ＋ ２９． ３９Ｂ∗

２８ ２７２． ３２ ± ２３． ９５ Ａ ２３９． ５１ ± ４４． ２７ Ｂ １９５． ３３ ± ３８． ２２ Ｂ∗

３５ ３６２． １２ ± ３４． ３４ Ａ ３４３． ０１ ± ５３． ７７ Ａ ２６８． １７ ± ４９． ９０ Ｂ∗

不同的大写字母表示差异显著（Ｐ ＜０．０５），∗表示差异极显著（Ｐ ＜０．０１）
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （ Ｐ ＜ ０． ０５ ），
∗ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｓ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ ＜ ０． ０１）

２． ３． ３　 对 ＳＰＦ 鸡的致贫血作用 　 攻毒后 １４ ｄ 采

血测定红细胞数量和压积（表 ６），１００００ ＥＩＤ５０感染

组红细胞数量及红细胞压积与对照组相比具有极

显著性差异 （Ｐ ＜ ０． ０１）；１００ ＥＩＤ５０感染组红细胞数

量也低于对照组，但差异不显著，红细胞压积与对

照组相比具有显著差异（Ｐ ＜ ０． ０５）。

表 ６　 红细胞数量和红细胞压积结果（ｎ ＝１０）

Ｔａｂ ６ Ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ａｎｄ ｐａｃｋｅｄ ｃｅｌｌ ｖｏｌｕｍｅ（ｎ ＝１０）
组别 红细胞计数 ／ １０１２ 红细胞压积 ／ ％

对照 ２． ３５ ± ０． １８Ａ ３０． ０４ ± １． ８１Ａ

１００ＥＩＤ５０ ２． １５ ± ０． ２０Ａ ２６． ９２ ± ２． ３８Ｂ

１００００ＥＩＤ５０ １． ０７ ± ０． ０８Ｂ∗ １３． ７６ ± １． ０６Ｂ∗

不同的大写字母表示差异显著（Ｐ ＜０．０５），∗表示差异极显著（Ｐ ＜０．０１）
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （ Ｐ ＜ ０． ０５ ），
∗ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｓ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ ＜ ０． ０１）

２． ４　 ＡＶ１５５０ 全基因组序列分析 　 ＡＶ１５５０ Ｅ４ 基

因组全长为 ２２９８ ｂｐ，非编码区含有 ４ 个 ２１ ｂｐ 的直

·０２·
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接重复序列（Ｄｉｒｅｃｔ Ｒｅｐｅａｔ， ＤＲ），编码区有 ３ 个部

分重叠的开放阅读框（Ｏｐｅｎ Ｒｅａｄｉｎｇ Ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ），
分别编码 ＶＰ２（６５１ ｂｐ）、ＶＰ３（３６６ ｂｐ）和 ＶＰ１（１３５０
ｂｐ）。 ＣＡＶ 参考株全基因组序列可分为 Ａ、Ｂ 和 Ｃ

３ 个群（图 ２），ＡＶ１５５０ 株属于 Ａ 群，基因同源性分

析显示，ＡＶ１５５０ 株与中国分离株 ＬＮ１５１７０ 的亲缘

关系最近，基因同源性为 ９９． ７％ ，与 ＴＲ２０ 株亲缘

关系最远，同源性仅 ９１． ７％ 。

图 ２　 ＡＶ１５５０ 毒株的全基因组进化树

Ｆｉｇ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＡＶ１５５０ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

·１２·
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２． ５　 ＡＶ１５５０ 与其它 ＣＡＶ 参考株 ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３
序列比较 　 将 ＡＶ１５５０ 株与 ＮＣＢＩ 上其它 ＣＡＶ 毒

株的 ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 核苷酸和氨基酸序列进行同

源性分析，ＶＰ１ 核苷酸序列与已发表的 ＣＡＶ 毒株

的同源性在 ９４． ０％ ～９９． ６％之间，同源性最高的毒

株为 ＬＮ１５１７０，最低的为 ＦＡｄＶ － Ｎ２２ 株；ＶＰ２ 核苷

酸同源性在 ９８． ９％ ～９９． ８％ ；ＶＰ３ 核苷酸同源性为

９８． ９％ ～ １００％ 。 ＶＰ１ 氨基酸与已发表的 ＣＡＶ 毒

株的同源性在 ９６． ７％ ～９９． ６％ ，同源性最高的毒株

为 ＬＮ１５１７０，最低的为 ＳＨ１１ 株和 ＳＤＬＹ０８ 株；ＶＰ２
氨基酸同源性在 ９８． ２％ ～９９． ５％ ；ＶＰ３ 氨基酸同源

性为 ９７． ５％ ～９９． ２％ 。 ＣＡＶ 毒株的 ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 序

列非常保守，基因差异主要在 ＶＰ１ 编码区。
２． ６　 ＡＶ１５５０ 株特征性氨基酸位点分析　 ＡＶ１５５０
株在 ＶＰ１ 的 ７５、８９、１２５、１４１ 和 ３９４ 位均为强毒株

特征性氨基酸；在 ＶＰ１ 的高变区（ａａ１３９ － ａａ１５１）的
１３９ 和 １４４ 位氨基酸分别为 Ｋ 和 Ｅ，推测该毒株有

较高的复制和传播能力。 ＡＶ１５５０ 株 ＶＰ１ 上特征性

氨基酸位点见表 ７。

表 ７　 ＡＶ１５５０ ＶＰ１ 特征性氨基酸位点

Ｔａｂ ７　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｎ ＶＰ１ ｏｆ ＡＶ１５５０

毒株
ＶＰ１ 上的氨基酸位置

７５ ８９ １２５ １３９ １４１ １４４ ３９４

ＡＶ１５５０ Ｖ Ｔ Ｌ Ｋ Ｑ Ｅ Ｑ

３　 讨论与结论

自 Ｙｕａｓａ 等［９］发现鸡 Ｔ 淋巴细胞系（如 ＭＤＣＣ －
ＭＳＢ１）和 Ｂ 淋巴细胞系（如 ＬＳＣＣ － １１０４Ｂ１）可用

于培养 ＣＡＶ 以来，细胞培养已成为 ＣＡＶ 分离和繁

殖的优选方法［５］。 但不同亚型的 ＭＳＢ１ 对 ＣＡＶ 感

染的敏感性不同，部分 ＣＡＶ 毒株（如 ＣＩＡ － １）不能

在 ＭＳＢ１ 上复制［１１］；此外，ＭＳＢ１ 细胞有时经连续

传代后对 ＣＡＶ 的敏感性降低，甚至仅传代 ８ 周后

病毒就不能在其上增殖［１２］。 有些通过细胞培养或

ＰＣＲ 检测为阴性的样品，接种 １ 日龄易感鸡后可产

生 ＣＡＶ 感染临床症状，已有研究表明用 １ 日龄易

感鸡进行病毒分离的敏感性是细胞培养的 １００ 倍

以上。 本研究采用鸡胚卵黄囊接种的方法成功分

离出一株 ＣＡＶ 毒株，且增殖的病毒滴度较高，这为

某些不能适应细胞培养的田间 ＣＡＶ 毒株的分离提

供参考。
ＡＶ１５５０ 毒株的基因组大小为 ２２９８ ｂｐ，与国内

外其它 ３５ 个毒株的核苷酸相似性在 ９１． ７％ ～
９９． ７％之间，与国内分离的大多数毒株的同源性均

较高，与辽宁分离株 ＬＮ１５１７０ 同源性最高（９９． ７％）。
不同毒株 ＶＰ１ 核苷酸同源性在 ９４． ０％ ～ ９９． ６％ 之

间，ＶＰ２ 核苷酸同源性在 ９８． ９％ ～ ９９． ８％ 之间，
ＶＰ３ 核苷酸同源性为 ９８． ９％ ～ １００％ 。 总体而言，
ＣＡＶ 全基因及 ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 的序列分析，表明

其基因组变异很小，且 ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 高度保守，ＶＰ１
作为唯一的结构蛋白且刺激宿主免疫应答反应，其
氨基酸差异相对较大［５］，这与国内外学者的研究报

道一致。
Ｙａｍａｇｕｃｈｉ 等［１３］报道 ＶＰ１ 中 ３９４ 位的氨基酸

可能是毒力的主要决定因素。 如果该位点为谷氨

酰胺（Ｑ），则该分离毒株可能具有较高的致病性，
如果该位点为组氨酸（Ｈ），则其致病性相对较低。
林欢等［１４］对 ＣＡＶ 全基因组序列分析后发现，除日

本毒株 Ｃ３６９ 外，绝大部分毒株在 ３９４ 位氨基酸均

为 Ｑ。 早期研究报道［１５］，７５Ｖ、８９Ｔ、１２５Ｉ、１４１Ｑ 和

１４４Ｑ 氨基酸同时发生突变，毒力会明显减弱，不会

引起贫血、骨髓和胸腺萎缩。 本研究中，为进一步

明确氨基酸序列与致病性之间的关系，对分离鉴定

的 ＡＶ１５５０ 毒株进行了测序和致病性试验，ＡＶ１５５０
毒株 ３９４ 位的氨基酸为 Ｑ，仅在 １２５Ｌ 和 １４４Ｅ 发生

基因突变，表明毒株可能具有较高的致病性，且毒

力不会发生明显减弱。 而 １ 日龄鸡的致病性试验

证实 ＡＶ１５５０ 毒株低剂量和高剂量接种组都可以

导致鸡发病死亡，且高剂量组（每只鸡接种 １００００
ＥＩＤ５０）可引起 ５０％的死亡率，明显高于一般毒株感

染引起的死亡率（通常不超过 ３０％ ），试验鸡有明

显的贫血症状，增重迟缓。 初步研究试验结果也表

明，毒株的致病性与 ＶＰ１ 特定位点的氨基酸具有相

关性。
Ｒｅｎｓｈａｗ 等［１６］ 报道 ＶＰ１ 蛋白跨 １３ 个氨基酸

（１３９ － １５１）的高变区（ＨＶＲ）中 １３９ 和 １４４ 位的氨

·２２·
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基酸在病毒的生长和传播中起重要作用，如果 ＶＰ１
Ｑ － １３９ 和 ／或 Ｑ － １４４ 时，病毒的复制和传播效率

就会有所下降。 ＡＶ１５５０ 毒株在 １３９ 和 １４４ 位氨基

酸分别为赖氨酸（Ｋ）和谷氨酸（Ｅ），推测其在机体

的复制和传播能力可能较强，但毒株的该生物学特

性还需要进一步试验研究。
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