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［摘　 要］ 　 为研究某 ８１７ 肉鸡群发生传染性法氏囊病（ ＩＢＤ）原因，从病料中进行病毒分离，通过

ＲＴ － ＰＣＲ 扩增分离株 ＶＰ２ 基因后进行相关分析，并对分离株的致病性进行测定。 结果显示，分离

到一株传染性法氏囊病病毒（ ＩＢＤＶ），将其命名为 ＺＨＡ００１ 株；ＺＨＡ００１ 株 ＶＰ２ 基因序列与超强毒株

（ｖｖＩＢＤＶ）的同源性为 ９７． ５％ ～ ９９． １％ ，氨基酸序列同源性大于 ９９． ３％ ；具有超强毒株的特征性氨

基酸位点；遗传进化分析发现，ＺＨＡ００１ 株属于超强毒株分支；致病性试验中，发病率为 １００％ ，致死

率为 ９０％ 。 试验结果表明引起该鸡群 ＩＢＤ 的病原为超强毒病毒，致病力强。
［关键词］ 　 传染性法氏囊病病毒；ＶＰ２ 基因；序列分析；超强毒株；致病性
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　 　 传染性法氏囊病 （ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＩＢＤ）是由传染性法氏囊病病毒 （ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＩＢＤＶ）引起的一种危害青年鸡的烈

性、高度接触性的病毒病［１］，１９５７ 年首次出现于美

国［２］。 我国自 １９７９ 年发现该病以来［３］，全国各地

陆续有该病发生和流行的报道。
ＩＢＤＶ 属于双 ＲＮＡ 病毒科，其基因组由 Ａ、Ｂ 两

节段组成，编码 ５ 种蛋白，分别为 ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３、
ＶＰ４ 和 ＶＰ５［４］。 其中 ＶＰ２ 是 ＩＢＤＶ 的主要结构蛋

白和宿主保护性抗原，还与病毒毒力、抗原变异及

细胞凋亡等有关［５］。 目前已把 ＶＰ２ 作为基因工程

亚单位疫苗的主要目的基因进行研究。
依据致病性和抗原性的差异，血清Ⅰ型 ＩＢＤＶ

野毒株可分为经典毒株、变异毒株和超强毒株

（ｖｅｒｙ ｖｉｒｕｌｅｎｔ ＩＢＤＶ，ｖｖＩＢＤＶ） ［６］。 自 １９９０ 年以来，
我国和其它国家及地区不断分离到 ｖｖＩＢＤＶ，它能

突破由经典毒株致弱的活疫苗或灭活疫苗提供的

保护作用，导致雏鸡发病［７］。 ｖｖＩＢＤＶ 的高致死率

给养禽业造成了巨大经济损失［８］。
山东某肉鸡场在 Ｂ８７ 活疫苗免疫后仍发生疑

似传染性法氏囊病的病例。 从发病死亡的鸡只上

采集病料组织，进行病毒分离鉴定，分离到一株

ｖｖＩＢＤＶ，对 ＶＰ２ 基因进行了克隆和序列分析，从分

子水平研究其毒力和基因变异情况，并对其致病性

等进行了研究，解释免疫鸡群发病的原因，以期为

该病的防治提供参考。
１　 材料与方法

１． １　 病料　 采自山东某 ８１７ 肉鸡场疑似法氏囊病

的病鸡法氏囊组织。
１． ２　 ＳＰＦ 鸡胚和 ＳＰＦ 鸡　 购自北京勃林格殷格翰

维通生物技术有限公司。
１． ３　 标准品 　 ＩＢＤＶ 阳性血清、ＩＢＤＶ 琼扩抗原等

由北京中海生物科技有限公司提供。
１． ４　 主要试剂及试剂盒 　 病毒核酸提取试剂盒、
反转录试剂盒、ＰＣＲ 试剂盒、ＤＮＡ 凝胶回收提取试

剂盒、ｐＥＡＳＹ􀅹 － Ｔ１ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 等均购自北京全式

金生物技术有限公司。
１． ５　 引物设计与合成　 ＶＰ２ 基因扩增引物参照文

献［９］，上游引物为 ５′ － ＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＣＡＡＡＣＣＴＧ⁃
ＣＡＡＧＡＴ －３′，下游引物为 ５′ － ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣ⁃
ＣＴＴＡＧＧＧＣＣＣＧＧＡＴＴＡＴ － ３′。 由北京三博远志生

物技术有限公司合成。
１． ６　 病料处理　 采集出现典型症状和病理变化的

病死鸡法氏囊组织。 将法氏囊组织剪碎，称重后按

照 １∶ ５ 比例（ｍ ／ Ｖ）加入灭菌生理盐水（加入终浓度

为 ２０００ 单位 ／ ｍＬ 的青、链霉素），放入研磨器中研

磨，得到匀浆液；冻融 ３ 次；加入等体积氯仿，低温

振荡作用过夜；４ ℃、１００００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液。
－ ７０ ℃冷冻保存备用。
１． ７　 病毒分离　 将上清液点眼接种 ４ 周龄 ＳＰＦ 鸡

５ 只，０． １ ｍＬ ／只。 接种后每天观察，死鸡随时剖检，
无菌采集法氏囊；接种后 ９６ ｈ 剖检存活鸡，收集病变

法氏囊。 法氏囊组织按照 １∶ ５ 比例（ｍ／ Ｖ）加入灭菌

生理盐水研磨，冻融 ３ 次后 １００００ ｇ 离心５ ｍｉｎ，取上

清液作为试验用毒种， －７０ ℃冷冻保存备用。
１． ８　 琼脂扩散试验（ＡＧＰ） 　 按常规方法进行：琼
脂板用梅花打孔器打孔，中间孔加入 ＩＢＤＶ 阳性血

清，周围孔分别加入分离株病毒液、标准 ＩＢＤＶ 琼扩

抗原及生理盐水对照，３７ ℃湿盒中孵育 ３６ ｈ，观察

结果。
１． ９　 病毒 ＲＮＡ 的提取 　 试验用毒种融化后用试

剂盒提取病毒 ＲＮＡ。
１． １０　 ＶＰ２ 基因扩增及克隆与测序 　 以提取的病

毒 ＲＮＡ 为模板，通过下游引物进行反转录获得

ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ 为模板，通过上、下游引物，经 ＰＣＲ
扩增 ＶＰ２ 基因。 反应条件为：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃
３０ ｓ，５７． ８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ ３０ ｓ，３０ 个循环；
７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 利用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒回收目

的基因，与 ｐＥＡＳＹ􀅹 － Ｔ１ 载体连接后转化 Ｔｒａｎｓ ５α
感受态细胞，挑选阳性克隆，提取质粒，送北京三博

远志生物技术有限公司测序。
１． １１　 ＶＰ２ 基因的序列分析 　 利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件

对分离株及 ＧｅｎＢａｎｋ 上其他毒株（表 １）的 ＶＰ２ 基

因进行核苷酸序列和氨基酸序列比对，采用 ＭＥＧＡ
软件中 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ － Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）方法进行遗传演化

分析，并绘制系统进化树。
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表 １　 ＩＢＤＶ 参考毒株信息

Ｔａｂ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＩＢＤＶ ｓｔｒａｉｎｓ

毒株名称 毒株表型 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 毒株名称 毒株表型 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＨＫ４６ 超强毒株 ＡＦ０９２９４３ Ｇｔ 弱毒株 ＤＱ４０３２４８

Ｇｘ 超强毒株 ＡＹ４４４８７３ Ｂ８７ 弱毒株 ＤＱ９０６９２１

ＵＫ６６１ 超强毒株 Ｘ９２７６０ Ｄ７８ 弱毒株 ＥＵ１６２０８７

ＯＫＹＭ 超强毒株 Ｄ４９７０６ Ｐ２ 弱毒株 Ｘ８４０３４

Ｄ６９４８ 超强毒株 ＡＦ２４０６８６ Ｔ１ 早期变异株 ＡＦ２８１２３８

ＳＨ９５ 超强毒株 ＡＹ１３４８７４ ７ Ｏｈｉｏ 早期变异株 ＭＦ１４２５８３

ＨＬＪ１９ － ６１０１ 超强毒株 ＭＷ６８２８９８ ９１０９ 早期变异株 ＡＹ４６２０２７

ＨＢ２０ － ４４０１ 超强毒株 ＭＺ７６６３８４ ＧＬＳ 早期变异株 ＡＹ３６８６５３

ＩＭ 经典毒株 ＡＹ０２９１６６ Ｖａｒｉａｎｔ Ｅ 早期变异株 ＡＦ１３３９０４

ＳＴＣ 经典毒株 Ｄ００４９９ ＳＨＧ１９ 新型变异株 ＭＨ８７９０９２

Ｃｕ － １ｗｔ 经典毒株 ＡＦ３６２７４７ ＳＨＧ１２０ 新型变异株 ＭＨ８７９１１０

Ａ － ＢＨ８３ 经典毒株 ＪＦ８１１９２０ ＳＨＧ３５０ 新型变异株 ＭＨ８７９１２９

５２ ／ ７０ 经典毒株 Ｄ００８６９ ＨＬＪ１９ － １１００３ 新型变异株 ＭＮ９００９６３

ＣＥＦ９４ 弱毒株 ＡＦ１９４４２８ ＯＨ 血清 ＩＩ 型毒株 Ｕ３０８１８

１． １２　 鸡胚半数致死量（ＥＬＤ５０）的测定　 试验用毒

种用灭菌生理盐水进行 １０ 倍系列稀释，取 １０ － ２ ～

１０ － ６共 ５ 个稀释度，每稀释度经绒毛尿囊膜途径接

种鸡胚 ５ 枚，０． ２ ｍＬ ／枚，置 ３７ ℃孵育 １６８ ｈ，记录

各组鸡胚死亡情况及胚体病变， 根据 Ｒｅｅｄ －
Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＥＬＤ５０。
１． １３　 外源病毒检验　 用灭菌生理盐水将试验用

毒种稀释至 １０３． ５ＥＬＤ５０ ／ ０． １ ｍｌ，与等量鸡传染性

法氏囊病阳性血清混合，３７ ℃ 作用 ６０ ｍｉｎ。 按

照《中国兽药典》２０２０ 年版三部附录 ３５０５ 外源

病毒检验法中“１ 禽源制品及其细胞的检验” ［１０］

中 “ １ ． ２ 鸡 胚 检 查 法 ” 和 “ １ ． ３ 细 胞 检 查 法 ”
进行。
１． １４　 致病性试验　 用 ４ 周龄 ＳＰＦ 鸡 １５ 只，随机

分成 ２ 组，第 １ 组 １０ 只，各点眼接种试验用毒种

１０４． ０ＥＬＤ５０（０． １ ｍＬ）；第 ２ 组 ５ 只，不接种作为对

照。 两组鸡在相同条件下隔离饲养，连续观察

９６ ｈ，观察各组鸡临床表现，对病死鸡进行剖检，并
记录死亡数量及病理变化。

２　 结果与分析

２． １　 病毒的分离与鉴定 　 ＩＢＤＶ 病料接种 ＳＰＦ 鸡

进行病毒分离，９６ ｈ 内死亡 ３ 只，剖检可见法氏囊

充血，肿胀，外观似紫葡萄样；２ 只存活鸡 ９６ ｈ 时精

神沉郁，羽毛蓬松，剖检法氏囊出现胶冻样肿胀。
无菌采集所有鸡只法氏囊，经处理后作为试验用毒

种。 对其进行 ＲＴ － ＰＣＲ 检测和琼脂扩散试验，核

酸电泳后出现一条约 １４００ ｂｐ 的条带，与预期大小

相符（图 １）；琼脂扩散试验中，待检毒种与阳性血

清孔间出现了一条乳白色沉淀线，与标准 ＩＢＤＶ 琼

扩抗原阳性对照相同，而生理盐水阴性对照无沉

淀，结果表明 ＩＢＤＶ 阳性。 将该 ＩＢＤＶ 分离株命名

为 ＺＨＡ００１ 株。
２． ２　 序列测定结果及同源性分析 　 测序结果表

明，ＺＨＡ００１ 株 ＶＰ２ 基因大小为 １３５６ ｂｐ，编码 ４５２
个氨基酸。 利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对该毒株及血清 Ｉ

型参考毒株的 ＶＰ２ 基因核苷酸及推导的氨基酸序

列进行同源性分析。 结果显示，ＺＨＡ００１ 株与其他

ＩＢＤＶ毒株的核苷酸同源性超过９０ ． １％ ，其中与

·０２·
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图 １　 ＲＴ － ＰＣＲ 扩增 ＶＰ２ 基因

Ｆｉｇ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰ２ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ＰＴ － ＰＣＲ

超 强 毒 株 ＵＫ６６１ 和 ＯＫＹＭ 株 的 同 源 性 为

９７􀆰 ９％ ，与超强毒株 ＨＬＪ１９ － ６１０１ 株的同源性

最高，为 ９９􀆰 １％ ；与超强毒株氨基酸序列的同源

性均大于 ９９ ％ 。
２． ３ 　 ＺＨＡ００１ 株 ＶＰ２ 高变区氨基酸分析 　 对

ＺＨＡ００１ 株 ＶＰ２ 高变区的氨基酸进行分析，与参考

毒株的特征性氨基酸位点进行比较，发现 ＺＨＡ００１
株与超强毒特征性氨基酸位点相一致（表 ２），七肽

区 （ ３２６ ～ ３３２ ） 也 与 超 强 毒 株 完 全 相 同， 为

“ＳＷＳＡＳＧＳ”。

表 ２　 ＩＢＤＶ ＶＰ２ 基因高变区氨基酸比对结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＩＢＤＶ ＶＰ２ ｇｅｎｅ ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ

毒株 类型
ＶＰ２ 蛋白氨基酸位点

２１３ ２２１ ２２２ ２４２ ２４９ ２５２ ２５３ ２５４ ２５６ ２７９ ２８４ ２８６ ２９４ ２９９ ３１８ ３２３ ３３０

ＨＫ４６ 超强毒 Ｄ Ｑ Ａ Ｉ Ｑ Ｖ Ｑ Ｇ Ｉ Ｄ Ａ Ｔ Ｉ Ｓ Ｇ Ｄ Ｓ
Ｇｘ 超强毒 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗

ＵＫ６６１ 超强毒 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗
ＯＫＹＭ 超强毒 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗
Ｄ６９４８ 超强毒 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗
ＳＨ９５ 超强毒 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗

ＨＬＪ１９ － ６１０１ 超强毒 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗
ＨＢ２０ － ４４０１ 超强毒 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗

ＺＨＡ００１ ／ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗
５２ ／ ７０ 经典毒 ∗ ∗ Ｐ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｖ ∗ ∗ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ ∗
ＩＭ 经典毒 ∗ ∗ Ｐ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｖ ∗ ∗ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ ∗
ＳＴＣ 经典毒 ∗ ∗ Ｐ Ｖ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｖ ∗ ∗ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ ∗

Ｃｕ －１ｗｔ 经典毒 ∗ ∗ Ｐ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｖ ∗ ∗ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ ∗
Ａ － ＢＨ８３ 经典毒 ∗ ∗ Ｐ Ｖ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｖ ∗ ∗ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ ∗

Ｐ２ 弱毒株 ∗ ∗ Ｐ Ｖ Ｒ ∗ Ｈ ∗ Ｖ Ｎ Ｔ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ Ｒ
ＣＥＦ９４ 弱毒株 ∗ ∗ Ｐ Ｖ ∗ ∗ Ｈ ∗ Ｖ Ｎ Ｔ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ Ｒ

Ｇｔ 弱毒株 ∗ ∗ Ｐ Ｖ Ｒ ∗ Ｈ ∗ Ｖ Ｎ Ｔ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ Ｒ
Ｂ８７ 弱毒株 ∗ ∗ Ｐ Ｖ ∗ ∗ Ｈ ∗ Ｖ Ｎ Ｔ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ Ｒ
Ｄ７８ 弱毒株 ∗ ∗ Ｐ Ｖ ∗ ∗ Ｈ ∗ Ｖ Ｎ Ｔ ∗ Ｌ Ｎ ∗ ∗ Ｒ
９１０９ 早期变异株 Ｎ ∗ Ｔ Ｖ Ｋ ∗ ∗ Ｎ Ｖ Ｎ Ａ Ｉ Ｌ Ｎ Ｎ ∗ ∗
Ｔ１ 早期变异株 Ｎ ∗ Ｔ Ｖ Ｋ ∗ ∗ Ｎ Ｖ Ｎ Ａ Ｉ Ｌ Ｎ Ｎ ∗ ∗

７ Ｏｈｉｏ 早期变异株 ∗ ∗ Ｔ Ｖ Ｋ ∗ Ｅ Ｓ Ｖ Ｎ Ａ Ｉ Ｌ Ｎ ∗ ∗ ∗
ＧＬＳ 早期变异株 ∗ ∗ Ｔ Ｖ Ｋ ∗ ∗ Ｓ Ｖ Ｎ Ａ Ｔ Ｌ Ｎ ∗ ∗ ∗

Ｖａｒｉａｎｔ Ｅ 早期变异株 Ｎ ∗ Ｔ Ｖ Ｋ ∗ ∗ Ｓ Ｖ Ｎ Ａ Ｔ Ｌ Ｎ Ｄ Ｅ ∗
ＳＨＧ１９ 新型变异株 Ｎ Ｋ Ｔ Ｖ Ｋ Ｉ ∗ Ｎ Ｖ Ｎ Ａ Ｉ Ｌ Ｓ Ｄ Ｅ ∗
ＳＨＧ１２０ 新型变异株 Ｎ Ｋ ∗ Ｖ Ｋ Ｉ ∗ Ｎ Ｖ Ｎ Ａ Ｉ Ｌ Ｓ Ｄ Ｅ ∗
ＳＨＧ３５０ 新型变异株 Ｎ Ｋ Ｔ Ｖ Ｋ Ｉ ∗ Ｎ Ｖ Ｎ Ａ Ｉ Ｌ Ｓ Ｄ Ｅ ∗

ＨＬＪ１９ － １１００３ 新型变异株 Ｎ Ｋ Ｔ Ｖ Ｋ Ｉ ∗ Ｎ Ｖ Ｎ Ａ Ｉ Ｌ Ｓ Ｄ Ｅ ∗
　 　 “∗”表示与 ＨＫ４６ 株一致

２． ４　 遗传进化分析　 基于 ＶＰ２ 基因的核苷酸序列

遗传进化树显示，血清 Ｉ 型的 ＩＢＤＶ 毒株可分为经

典毒株、超强毒株、弱毒株和变异毒株等不同分支；

ＩＢＤＶ ＺＨＡ００１ 株与超强毒株（ＵＫ６６１、ＯＫＹＭ、Ｇｘ、
ＨＫ４６、Ｄ６９４８、 ＨＬＪ１９ － ６１０１、 ＨＢ２０ － ４４０１、 ＳＨ９５
等）在同一进化树分支（图 ２）。

·１２·
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２． ５　 鸡胚半数致死量测定　 将试验用毒种系列稀

释后接种 １０ 日龄鸡胚，根据接种后鸡胚的死亡情

况，计算出 ＺＨＡ００１ 株的 ＥＬＤ５０ 为 １０ － ４． ３８ ／ ０． ２ ｍＬ。
死胚表现为绒毛尿囊膜增厚，胚体水肿、脑部充血，
剖检可见肝脏斑驳状病变。
２． ６　 外源病毒检验　 试验用毒种与特异性阳性血

清中和后接种 ＳＰＦ 鸡胚和鸡胚成纤维细胞，培养后

进行判定。 结果，鸡胚检查法中两种途径接种的鸡

胚胎儿均发育正常，绒毛尿囊膜无病变，取接种鸡

胚的鸡胚液进行红细胞凝集试验，结果均为阴性；
细胞检查法中，接种的细胞无细胞病变，对细胞进

行红细胞吸附试验，未出现红细胞吸附现象。 上述

结果表明该试验毒种无外源病毒污染，毒种纯净。
２． ７　 毒力试验 　 ＩＢＤＶ ＺＨＡ００１ 株接种 ＳＰＦ 鸡后

３６ ｈ，部分鸡只精神沉郁，拉白色或绿色稀便。
４８ ｈ，所有接种鸡精神沉郁，羽毛蓬松。 ４８ ～ ９６ ｈ
内死亡 ９ 只，剖检见法氏囊呈紫葡萄样（图 ３Ａ）。
１ 只鸡濒死，剖检法氏囊出现充血、肿胀。 非接种

对照组 ５ 只鸡均健活，剖检法氏囊无异常（图 ３Ｂ）。
结果表明 ＺＨＡ００１ 株为超强毒株。

图 ２　 ＺＨＡ００１ 株 ＶＰ２ 基因进化树分析

Ｆｉｇ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＺＨＡ００１ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＶＰ２

图 ３　 ＺＨＡ００１ 株致病性试验

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ＩＢＤＶ ＺＨＡ００１

３　 讨论与小结

传染性法氏囊病病毒主要侵害鸡，尤其是超强

毒株，自 ２０ 世纪 ９０ 年代以来对我国养禽业造成重

大经济损失。 然而，随着饲养环境的改善和疫苗的

广泛应用，超强毒株得到了很好的控制，仅呈现点

发［１１］。 ２０１７ 年以来不同于早期变异株的新型法氏

囊变异株在国内开始流行［１２ － １３］，且流行范围仍在

扩大［６］。 本次超强毒株的分离，也表明了目前新型

变异毒株流行的同时超强毒株并未消失。

目前对 ＩＢＤＶ 分子流行病学研究集中在该病

毒 ＶＰ２ 基因的高变区，ＶＰ２ 基因与病毒中和抗体的

诱导、抗原的变异以及毒力有关［１４］，ＶＰ２ 高变区氨

基酸变化较大，因此对该区域的分子特征进行研究

不仅可以发现 ＩＢＤＶ 的抗原性变化，还可提供 ＩＢＤＶ

毒株遗传进化信息。 本研究克隆了 ＩＢＤＶ ＺＨＡ００１

株 ＶＰ２ 基因，并对其与 ＮＣＢＩ 上其他 ＩＢＤＶ 毒株进

行比较分析。 结果表明，分离毒株与其他 ＩＢＤＶ 超

强毒株的核苷酸相似性均超过 ９７． ６％ ，氨基酸相似

性均超过 ９９． ３％ ，并且具有 ２２２Ａ、 ２４２Ｉ、 ２７９Ｄ、

２５６Ｉ、２８４Ａ、２９４Ｉ 和 ２９９Ｓ 等超强毒株特征性氨基

酸［１５ － １７］，从分子水平说明 ＺＨＡ００１ 株为 ＩＢＤＶ 超强

毒株；从进化树也可以看出，ＺＨＡ００１ 株与 ８ 个超强

·２２·
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毒的参考毒株位于同一个大的分支。 致病性试验

中，ＳＰＦ 鸡感染率 １０ ／ １０，死亡率 ９ ／ １０，符合超强毒

株特性［１８］，与 ＶＰ２ 基因序列分析和进化树分析

一致。

分离 ＺＨＡ００１ 株的养鸡场在发生 ＩＢＤ 前免疫

过 Ｂ８７ 活疫苗，如果不是免疫失误，那么可能是超

强毒突破疫苗保护所致，因为 ＩＢＤＶ 超强毒株能够

突破高水平抗体的保护，导致鸡群高死亡率［１］。 当

然也不排除与抗原变异有关，ＺＨＡ００１ 株 ＶＰ２ 第

２１２ 位氨基酸（Ｄ→Ｎ）、３８４ 位氨基酸（Ｖ→Ｉ）发生改

变，尤其第 ２１２ 位氨基酸位于 ＶＰ２ 的第一亲水区

（２１２ ～ ２２４ＡＡ），该区域氨基酸的改变可能引起

ＶＰ２ 抗原性改变，造成抗原变异。 这种改变是否会

造成抗原的剧烈改变还需进一步研究。

本次从免疫传染性法氏囊病活疫苗的发病肉

鸡群分离到一株 ＩＢＤＶ，命名为 ＺＨＡ００１ 株，经鉴定

为超强毒株。 本研究可为传染性法氏囊病的防控

提供参考。
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