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摘要： 为了解传染性法氏囊病病毒 （ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＩＢＤＶ） 的流行情况， 监测其优势流行毒株的基因型变化， 对疑似 ＩＢＤＶ 感染的

临床病料进行检测， 通过有限稀释法对 ＩＢＤＶ 毒株进行分离纯化， 对分离毒株进行遗传进化分析和致病力分析。 结果显示： 从阳性病料中成功分

离得到 ２ 株纯净的 ＩＢＤＶ 毒株； 遗传进化分析结果显示， ＨＮ－２０２２－１ 株属于经典株， 其 ＶＰ２ 蛋白高变区具备经典毒株分子标志； ＡＨ－２０２２－１ 株

属于 ＨＬＪ０５０４ 样超强毒株， 存在节段重配现象， 其 ＶＰ２ 蛋白高变区除具备超强毒株分子标志外， 还具备经典株、 早期变异株分子标志。 此外，
ＡＨ－２０２２－１ 株在 ＶＰ２ 蛋白第一亲水区还发现了 ３ 处从未报道过的氨基酸突变， 这导致第一亲水区的亲水性下降， 可能引起该毒株发生毒力变化。
致病力分析结果显示， ２ 株 ＩＢＤＶ 均可引起严重的法氏囊萎缩， 发病率 １００％， 但仅 ＡＨ－２０２２－１ 株可引起 ２０％死亡率， 与 ＨＬＪ０５０４ 样株报道的

６０％～８０％死亡率并不一致。 提示： ＩＢＤＶ 处于不断进化中， ＩＢＤＶ 经典毒株仍在我国持续流行， 研究结果为我国 ＩＢＤＶ 感染的防控提供了一定参考。
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　 　 传染性法氏囊病病毒 （ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ
ｖｉｒｕｓ， ＩＢＤＶ） 属于双 ＲＮＡ 病毒科， 禽双 ＲＮＡ 病毒

属， 为不具囊膜的双节段双链 ＲＮＡ 病毒， 病毒粒子

直径约为 ６０ ｎｍ， 呈二十面体结构［１］。 ＩＢＤＶ 的 Ａ 节

段约 ３􀆰 ２ ｋｂ， 包含 ２ 个相互重叠的开放阅读框

（ＯＲＦ） ［２］， 小 ＯＲＦ 编码非结构蛋白 ＶＰ５， 该蛋白在

病毒的细胞间传播中起到重要作用［３］； 大 ＯＲＦ 编码

多聚蛋白 ＶＰ２－ＶＰ４－ＶＰ３， 该多聚蛋白在 ＶＰ４ 蛋白及

ＶＰ２ 蛋白 Ｃ 段 α 结构域的自剪切作用下逐步分离，
形成成熟的 ＶＰ２ 蛋白， ＶＰ３ 蛋白可通过与 ＶＰ２ 蛋白

互作辅助成熟的 ＶＰ２ 蛋白形成病毒粒子［４－６］。 ＶＰ２ 蛋

白为 ＩＢＤＶ 病毒粒子的主要结构蛋白， 是 ＩＢＤＶ 唯一

可以诱导机体产生中和抗体的病毒蛋白， 该蛋白高变区

决定了 ＩＢＤＶ 的细胞嗜性并包含大量的毒力位点［７－８］，
是 ＩＢＤＶ 发生抗原性变异的主要区域， 常作为 ＩＢＤＶ
遗传进化分析靶点［９］。 ＩＢＤＶ Ｂ 节段约 ２􀆰 ８ ｋｂ， 只包

含 １ 个开放阅读框， 该ＯＲＦ 编码的ＶＰ１ 蛋白具备ＲＮＡ
依赖的 ＲＮＡ 聚合酶活性， 对病毒的体内复制效率有着

重要影响， 在一定程度上也决定了 ＩＢＤＶ 毒力［１０］。
ＩＢＤＶ 主要分为 ２ 个血清型， 血清Ⅰ型、 血清Ⅱ

型均可感染鸡及其他禽类， 但仅血清Ⅰ型可以引起感

染鸡发病［１１］。 根据毒力和抗原特性的不同， 血清Ⅰ
型又可分为超强毒株、 弱毒株、 变异毒株、 经典毒株

等［１２］。 除超强毒株外， 血清Ⅰ型其他基因型均不引

起发病鸡死亡或死亡率较低［１３］。 由于污染环境后难

以清除， 不同基因型的混合感染导致节段内部的基因

重组， 不同节段的重配不断发生， 这使得非典型基因

型 ＩＢＤＶ 不断被报道［１４－１６］。 目前， 我国 ＩＢＤＶ 的优势

流行基因型为 ＨＬＪ０５０４ 样超强毒株［１７］， 该基因型属

于超强 Ａ 独特 Ｂ 重配株， 这种重配赋予了该基因型

高于传统超强毒株的毒力， 在攻毒剂量相同的情况

下， 该基因型可以引起更高的死亡率［１８］。 此外， 新

型变异株自 ２０１７ 年首次报道以来检出率不断升高，
表现出成为优势流行基因型的趋势［１７］， 该基因型仅

可引起法氏囊萎缩， 发病鸡不表现任何临床症状， 但

却能引起肉鸡增重下降和免疫抑制［１９］， 且目前主流

ＩＢＤＶ 疫苗并不能对其提供良好保护［２０］。
为更好了解 ＩＢＤＶ 流行情况和毒力变化， 本研究

以临床病料分离得到的 ２ 株 ＩＢＤＶ 为基础， 通过遗传

进化分析、 动物回归试验详细分析了分离毒株的关键

毒力位点变化以及其对 ＳＰＦ 鸡的致病力情况， 为防

控 ＩＢＤＶ 感染提供了一定的参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 临床样品处理

２０２２ 年 ９—１０ 月， 河南、 安徽两省某些肉鸡养

殖场出现部分肉鸡增长缓慢、 精神萎靡等异常状况，
死淘率约为 ２％， 发病日龄为 ２５～３６ 日龄。 剖检送检

鸡可见法氏囊肿大， 并伴有渗出液、 出血， 个别病死

鸡可见肾脏尿酸盐沉积。 分别取 ２ 份发病鸡法氏囊病

料 （ＨＮ－２０２２－１ 和 ＡＨ－２０２２－１） 约 ０􀆰 １ ｇ， 加入适

量无菌 ＰＢＳ 后冷冻研磨制备组织匀浆， 反复冻融 ３
次后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液 － ８０ ℃
保存。
１􀆰 ２　 主要试剂与材料

Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、 总核

酸快速提取试剂盒及核酸提取仪、 ＤＮＡ 凝胶回收试

剂盒， 均购自南京诺唯赞生物科技有限公司； Ｈｉｅｆｆ®

ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 反转录试剂购自翌圣

生物科技 （上海） 股份有限公司； Ｔ 载体快速克隆试

剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公司； ＳＰＦ 鸡胚购自山东赛斯家禽

科技有限公司， 致病力试验中使用的 ＳＰＦ 鸡由购买

的 ＳＰＦ 鸡胚孵化。
１􀆰 ３　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测及 Ａ 节段 ＶＰ２ 基因高变区扩增

取前步制备组织研磨上清液 ３５０ μＬ， 参照总核

酸快速提取试剂盒说明书提取总核酸， 并反转录为

ｃＤＮＡ。 以王雨龙［９］提出的双节段基因分型方法为基

础， 参照 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＩＢＤＶ ＳＨＧ３５２ 株 ＶＰ２ 序列 （登
录号 ＭＴ１７９７２０􀆰 １） 设计扩增引物， 利用上游引物 Ｐ１
（５′－ＧＴＡＧＣＡＡＣＡＴＧＴＧＡＣＡＧＣＡ－３′） 和下游引物 Ｐ２
（５′－ＣＴＡＧＴＴＣＡＧＧＡＴＴＴＧＧＧＡＴ － ３′） 进行扩增。 参

照 Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 说明书

配制反应体系， ｃＤＮＡ 模板用量为 ２ μＬ， 反应程序为

９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ５６ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ ４０ ｓ， ３５
个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 以 １％琼脂糖凝胶检测 ＲＴ－
ＰＣＲ 产物， 预计长度为 ５５９ ｂｐ， 将阳性条带胶回收

后连接至 Ｔ 载体， 并以菌液形式送至生工生物工程

（上海） 股份科技有限公司测序。
１􀆰 ４　 Ｂ 节段 ＶＰ１ 基因 Ｂ－Ｍａｒｋｅｒ 区扩增

以 １􀆰 ３ 中反转录所得阳性样品 ｃＤＮＡ 为基础， 参

照 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＩＢＤＶ ＳＨＧ３５２ 株 ＶＰ１ 序列 （登录号

ＭＴ１７９７２２􀆰 １） 设计覆盖 Ｂ 节段遗传标志区的扩增引

物， 利用上游引物 Ｐ３ （５′－ＣＡＴＴＧＧＧＧＡＣＣＡＧＧＡＧＴ－
３′） 和下游引物 Ｐ４ （５′ －ＡＡＡＧＣＣＣＧＣＡＴＧＡＴＡＡＧ－
３′） 进行扩增。 参照 Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 说明书配制反应体系， ｃＤＮＡ 模板用量为

２ μＬ， 反应程序为 ９５ ℃ ３ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ５６ ℃
１５ ｓ， ７２ ℃ ４０ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 以 １％琼

脂糖凝胶检测 ＲＴ－ＰＣＲ 产物， 预计长度为 ６５３ ｂｐ，
将阳性条带胶回收后连接至 Ｔ 载体， 并以菌液形式

送至生工生物工程 （上海） 股份有限公司测序。
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１􀆰 ５　 遗传进化分析

以 １􀆰 ３、 １􀆰 ４ 中测得 Ａ、 Ｂ 节段遗传标志区序列

为基础， 利用遗传进化分析软件 ＭＥＧＡ １１ 中的

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 算法对齐各序列后， 通过邻接法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ） 绘制遗传进化树， 以 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 算法 （１ ０００
次） 检验进化树的可信度， 以对阳性样品中的 ＩＢＤＶ
进行双节段基因分型； 通过 ＤＮＡＳｔａｒ 软件包中的

ＭｅｇＡｌｉｇｎ 进行 Ａ、 Ｂ 节段标志区核苷酸序列同源性分

析， 并对比 Ａ 节段代表区域氨基酸序列， 以从氨基

酸分子水平上分析各分离毒株的毒力变化。 各参考毒

株详细信息见表 １。

表 １　 ＩＢＤＶ 参考毒株信息

毒株名称 毒株表型
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

Ａ 节段 Ｂ 节段

Ｆａｒａｇｈｅｒ ５２ ／ ７０ 经典株 ＨＧ９７４５６５􀆰 １ ＨＧ９７４５６６

ＩＭ 经典株 ＡＹ０２９１６６􀆰 １ ＡＹ０２９１６５

Ｖａｒｉａｎｔ Ｅ 变异株 ＡＦ１３３９０４􀆰 １ ＡＦ１３３９０５􀆰 １

９１０９ 变异株 ＡＹ４６２０２７􀆰 １ ＡＹ４５９３２１􀆰 １

ＧＬＳ 变异株 ＡＹ３６８６５３􀆰 １ ＡＹ３６８６５４􀆰 １

ＳＨＧ１９ 变异株 ＭＮ３９３０７６􀆰 １ ＭＮ３９３０７７􀆰 １

ＳＨＧ３５２ 变异株 ＭＴ１７９７２０􀆰 １ ＭＴ１７９７２２􀆰 １

ＳＨＧ３５８ 变异株 ＭＴ１７９７２１􀆰 １ ＭＴ１７９７２３􀆰 １

ＺＤ－２０１８－１ 变异株 ＭＮ４８５８８２􀆰 １ ＭＮ４８５８８３􀆰 １

Ｇｘ 超强毒株 ＡＹ５９８３５６􀆰 １ ＡＹ７０５３９３􀆰 ２

Ｈａｒｂｉｎ－１ 超强毒株 ＥＦ５１７５２８􀆰 １ ＥＦ５１７５２９􀆰 １

ＨＬＪ０５０４ 超强毒株 ＧＱ４５１３３０􀆰 １ ＧＱ４５１３３１􀆰 １

ＰＫ２ 超强毒株 ＭＦ９９６４９９􀆰 １ ＭＦ９９６５００􀆰 １

８９１６３ 超强毒株 ＨＧ９７４５６３􀆰 １ ＨＧ９７４５６４􀆰 １

ＢＤ３９９ 超强毒株 ＡＦ３６２７７６􀆰 １ ＡＦ３６２７７０􀆰 １

Ｄ６９４８ 超强毒株 ＡＦ２４０６８６􀆰 １ ＡＦ２４０６８７􀆰 １

ＨＫ４６ 超强毒株 ＡＦ０９２９４３􀆰 １ ＡＦ０９２９４４􀆰 １

ＨｕＢ－１ 超强毒株 ＫＦ５６９８０５􀆰 １ ＧＱ４４９６９３

ＫＳ 超强毒株 ＤＱ９２７０４２􀆰 １ ＤＱ９２７０４３

ＯＫＹＭ 超强毒株 Ｄ４９７０６􀆰 １ Ｄ４９７０７􀆰 １

ＵＫ６６１ 超强毒株 ＮＣ＿００４１７８􀆰 １ ＮＣ＿００４１７９􀆰 １

ＹＳ０７ 超强毒株 ＦＪ６９５１３８􀆰 １ ＦＪ６９５１３９􀆰 １

ＣＥＦ９４ 弱毒株 ＡＦ１９４４２８􀆰 １ ＡＦ１９４４２９􀆰 １

ＣＴ 弱毒株 ＡＪ３１０１８５􀆰 １ ＡＪ３１０１８６􀆰 １

ＣＵ－１ 弱毒株 Ｘ１６１０７􀆰 １ ＡＦ３６２７７５􀆰 １

Ｄ７８ 弱毒株 ＡＦ４９９９２９􀆰 １ ＡＦ４９９９３０􀆰 １

Ｇｔ 弱毒株 ＤＱ４０３２４８􀆰 １ ＤＱ４０３２４９􀆰 １

ＨＺ２ 弱毒株 ＡＦ３２１０５４􀆰 １ ＡＦ４９３９７９􀆰 １

ＮＢ 弱毒株 ＡＹ３１９７６８􀆰 ２ ＡＹ６５４２８４􀆰 １

Ｐ２ 弱毒株 Ｘ８４０３４􀆰 １ Ｘ８４０３５􀆰 １

ＯＨ 血清Ⅱ型 Ｕ３０８１８􀆰 １ Ｕ３０８１９􀆰 １

１􀆰 ６　 病毒的 ＳＰＦ 鸡胚分离

向 １􀆰 １ 制备的组织研磨上清液加入青霉素－链霉

素混合液 （青霉素终浓度 １００ Ｕ ／ ｍＬ， 链霉素终浓度

０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ）， ４ ℃作用 ４ ｈ 后以有限稀释法通过绒毛

尿囊膜途径接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚 ５ 枚， 每胚接种

０􀆰 ２ ｍＬ， 弃去 ２４ ｈ 内死胚， 孵化至接毒后 １２０ ｈ， 收

集各胚胚体、 尿囊液、 绒毛尿囊膜。 将上述收集物混

合后研磨， 反复冻融 ３ 次后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ
取上清液， 采用 １􀆰 ３ 中设计的 ＶＰ２ 蛋白高变区扩增

引物进行上清液中 ＩＢＤＶ 的 ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 反应体系

及反应程序参考 １􀆰 ３。 此外， 利用本实验室建立的外

源病毒检测引物库， 通过 ＰＣＲ 检测制备病毒液中是

否存在其他免疫抑制病病毒 （禽白血病病毒 Ｊ 亚群、
鸡传染性贫血病毒、 马立克病病毒） 及常见禽病病

毒 （禽流感病毒、 新城疫病毒、 鸡传染性支气管炎

病毒、 禽腺病毒血清 ４ 型、 减蛋综合征病毒）， 反应

体系及反应程序参考本文 １􀆰 ３。 取 ＩＢＤＶ 条带明亮、
无其他病毒污染的研磨上清液继续按照上述方法在

１０ 日龄 ＳＰＦ 鸡传代， 直至胚体病变、 死亡时间稳定。
此外， 每代胚毒都应进行测序分型， 确保基因型、 毒

力位点与原始病料中的 ＩＢＤＶ 一致。
１􀆰 ７　 病毒扩增及半数鸡胚致死量 （ＥＬＤ５０） 滴定

以 １􀆰 ６ 中成功分离得到的 ＩＢＤＶ 为基础， 将病毒

液稀释 １ ０００ 倍后通过绒毛尿囊膜途径接种 １０ 日龄

ＳＰＦ 鸡胚， 收集病死胚或者接种病毒液 ９６ ｈ 后的鸡

胚胚体、 尿囊液、 绒毛尿囊膜。 将上述收集物混合后

研磨， 反复冻融 ３ 次后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取

上清液， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 细菌滤器过滤后 － ８０ ℃ 保存

备用。
以无菌 ＰＢＳ 将扩增病毒液进行 １０ 倍倍比稀释，

取 １０－２ ～１０－７ ６ 个稀释度， 每个稀释度以绒毛尿囊膜

途径接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 胚 ５ 枚， 逐日观察， 记录死胚

情况直至接毒后 １４４ ｈ， 以 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算扩增

病毒液 ＥＬＤ５０。
１􀆰 ８　 ＳＰＦ 鸡的致病力试验

以 １􀆰 ７ 扩增所得病毒为基础进行 ２８ 日龄 ＳＰＦ 鸡

致病力试验。 将 ３０ 只 ２８ 日龄 ＳＰＦ 鸡随机分成 ３ 组，
每组 １０ 只。 攻毒 １ 组通过点眼、 滴鼻的方式接种

ＨＮ－２０２２－１ 病毒液 １０３􀆰 ０ ＥＬＤ５０， 攻毒 ２ 组相同方式

接种 ＡＨ－２０２２－１ 病毒液 １０４􀆰 ０ＥＬＤ５０， 阴性对照组接

种等量的无菌 ＰＢＳ。 自攻毒后逐日观察 ７ ｄ， 每日采

集泄殖腔拭子， 死亡鸡及时剖检， 取法氏囊、 脾脏并

以 １０％中性甲醛固定液进行组织固定， 计算各存活

鸡法氏囊指数 （ＢＢＩＸ）。 ＢＢＩＸ ＝试验组鸡囊重比 ／对
照组鸡平均囊重比， 囊重比 ＝ （法氏囊重 ／体重） ×
１ ０００， 当 ＢＢＩＸ＜０􀆰 ７ 时认为法氏囊萎缩。 攻毒 ７ ｄ 后
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处死未死亡鸡， 剖检脾脏、 法氏囊， 同时取部分组织

以 １０％中性甲醛固定液固定。 通过实时荧光定量

ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 检测泄殖腔拭子、 法氏囊病毒载量，
以 ＩＢＤＶ Ａ 节段 ＶＰ５ 基因为基础构建标准质粒， 所用

扩增引物为 Ｐ５ （５′－ＣＡＣＡＧＧＧＴＣＡＧＧ⁃ＧＣＴＡＡ－３′）、
Ｐ６ （５′－ＴＣＴＧＧＧＣＡＧＴＣＡＧＧＡＧＴＡ－３′） ［２１］。 　

２　 结果与分析

２􀆰 １　 病料检测及 Ａ、 Ｂ 节段标志区扩增

以设计的 Ａ 节段标志区扩增引物为基础进行

ＰＣＲ 扩增， 安徽、 河南两省送检的 ２ 份疑似感染病

料中均可检到明亮条带， 大小约为 ５５９ ｂｐ （图 １Ａ），
与预期结果一致， 将返回测序结果经 ＢＬＡＳＴ 验证，
属于 ＩＢＤＶ Ａ 节段 ＶＰ２ 基因高变区序列； 继续扩增上

述病料的 Ｂ 节段遗传标志区基因序列， ２ 份病料均可

检到明亮条带， 大小约为 ６５３ ｂｐ （图 １Ｂ）， 与预期结

果一致， 将返回测序结果经 ＢＬＡＳＴ 验证， 属于 ＩＢＤＶ
Ｂ 节段 ＶＰ１ 基因 Ｂ－Ｍａｒｋｅｒ 区序列。

Ｍ１． ＤＬ６００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； Ｍ２． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 病料 ＡＨ－２０２２－１； ２． 病料 ＨＮ－２０２２－１； －． 阴性对照； ＋． 阴性对照。

图 １　 ＩＢＤＶ Ａ 节段遗传标志区 （Ａ） 和 Ｂ 节段遗传标志区 （Ｂ） ＰＣＲ 扩增结果

２􀆰 ２　 遗传进化分析

对上述基因序列测序结果进行遗传进化分析。 基

于 Ａ 节段 ＶＰ２ 基因高变区序列的遗传进化树显示，
ＩＢＤＶ 血清Ⅰ型共形成 ４ 个分支， 分别为超强毒株、
经典毒株、 弱毒株、 变异毒株 （图 ２Ａ）。 ＡＨ－２０２２－
１ 株属于超强毒株分支， 但与任何一株超强毒株参考

序列都不处于同一亚分支。 同源性分析结果显示，
ＡＨ－２０２２－ １ 株与超强毒株各参考毒株同源率较高

（９５􀆰 ６％～ ９６􀆰 ６％）， 与欧美超强毒株参考株 Ｄ６９４８、
ＢＤ３９９ 株亲缘关系及国内早期分离的超强毒株 Ｈｕｂ－
１ 株的同源率最高 （９６􀆰 ５％ ～ ９６􀆰 ６％）。 ＨＮ－２０２２－１
株 Ａ 节段属于经典毒株分支， 与经典毒株参考株 ＩＭ
株同源率高达 ９８％。

基于 Ｂ 节段 ＶＰ１ 基因 Ｂ－Ｍａｒｋｅｒ 区序列的遗传进

化树显示， ＩＢＤＶ 血清Ⅰ型分为超强毒株、 非超强毒

株、 独特型毒株 ３ 个分支 （图 ２Ｂ）， ＡＨ－２０２２－１ 株

属于独特型毒株分支， 与 ＨＬＪ０５０４ 株、 Ｈａｒｂｉｎ－１ 株

等超强 Ａ 独特 Ｂ 重配株代表株处于同一分支， 同源

性分析结果显示， 其 Ｂ 节段与独特性参考毒株同源

率为 ９２􀆰 ３％ ～ ９３􀆰 １％， 而与其他基因型同源率为

８９􀆰 １％～９０􀆰 ８％， 与我国主要流行基因型 ＨＬＪ０５０４ 样

株参考株 Ｂ 节段情况一致。 ＨＮ－２０２２－１ 株 Ｂ 节段属

于非超强毒株分支， 与经典毒株参考株 ＩＭ 株同源率

高达 ９９􀆰 ２％， 与早期变异毒株参考株 ９１０９ 株同源率

高达 ９９􀆰 ７％。
基于 ＶＰ２ 蛋白高变区的氨基酸序列比对结果显

示 （表 ３）， ＨＮ－２０２２－１ 株除第 ２４２ 位氨基酸 （ Ｉ→
Ｖ）、 第 ２９４ 位氨基酸 （Ｌ→Ｉ） 不与经典毒株参考株

一致外， 其余各主要毒力位点都与经典毒株参考毒株

ＩＭ 株、 Ｆ５２ ／ ７０ 株完全一致。 相比于典型的超强毒

株， ＡＨ－２０２２－１ 株在 ＶＰ２ 蛋白高变区有多个突变位

点， 在 ＶＰ２ 蛋白第一亲水区 （２１２ ～ ２２４ ａａ） 发现了

未见报道的 ３ 处突变， 分别为 ２１３ （ Ｄ→Ｇ）， ２２０
（Ｙ→Ｆ）， ２２２ （Ａ→Ｖ）。 有趣的是， 此 ３ 处均突变为

了疏水性更强的氨基酸， 这可能导致第一亲水区的整

体亲水性发生变化。 此外， ＡＨ－２０２２－１ 株在 ＶＰ２ 蛋

白高变区有与早期变异株相似的氨基酸位点 ２５４Ｓ 及

与变异毒株、 经典毒株、 弱毒株等非超强毒株相似的

氨基酸位点 ２９９Ｎ， 而在其余重要氨基酸位点， 则具

备超强毒株标志性氨基酸位点 ２５６Ｉ、 ２９４Ｉ。
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▲代表分离毒株 ＡＨ－２－２２－１ 株， ▼代表分离毒株 ＨＮ－２０２２－１ 株。

图 ２　 ＩＢＤＶ Ａ 节段遗传标志区 （Ａ） 及 Ｂ 节段遗传标志区 （Ｂ） 遗传进化树

表 ２　 ＶＰ２ 蛋白高变区关键氨基酸位点分析

毒株 表型
ＶＰ２ 蛋白高变区关键氨基酸位点

２１３ ２２０ ２２１ ２２２ ２４２ ２４９ ２５２ ２５３ ２５４ ２５６ ２７９ ２８４ ２９４ ２９９

ＨＮ－２０２２－１ 经典株 Ｄ Ｙ Ｑ Ｐ Ｖ Ｑ Ｖ Ｑ Ｇ Ｖ Ｄ Ａ Ｉ Ｎ

ＡＨ－２０２２－１ 超强毒株 Ｇ Ｆ ∗ Ｖ Ｉ ∗ ∗ ∗ Ｓ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗

Ｆ ５２ ／ ７０ 经典株 ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｌ ∗

ＩＭ 经典株 ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｌ ∗

Ｖａｒｉａｎｔ Ｅ 变异株 Ｎ ∗ ∗ Ｔ ∗ Ｋ ∗ ∗ Ｎ ∗ Ｎ ∗ Ｌ ∗

９１０９ 变异株 Ｎ ∗ ∗ Ｔ ∗ Ｋ ∗ ∗ Ｓ ∗ Ｎ ∗ Ｌ ∗

ＧＬＳ 变异株 ∗ ∗ ∗ Ｔ ∗ Ｋ ∗ ∗ Ｓ ∗ Ｎ ∗ Ｌ ∗

ＳＨＧ１９ 新型变异株 Ｎ ∗ Ｋ Ｔ ∗ Ｋ Ｉ ∗ Ｎ ∗ Ｎ ∗ Ｌ Ｓ

８９１６３ 超强毒株 ∗ ∗ ∗ Ａ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ Ｓ

ＢＤ３９９ 超强毒株 ∗ ∗ ∗ Ａ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ Ｓ

Ｄ６９４８ 超强毒株 ∗ ∗ ∗ Ａ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ Ｓ

ＯＫＹＭ 超强毒株 ∗ ∗ ∗ Ａ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ Ｓ

ＨＫ４６ 超强毒株 ∗ ∗ ∗ Ａ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ Ｓ

ＫＳ 超强毒株 ∗ ∗ ∗ Ａ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ Ｎ ∗ ∗ Ｓ

ＵＫ６６１ 超强毒株 ∗ ∗ ∗ Ａ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ Ｓ

ＹＳ０７ 超强毒株 ∗ ∗ ∗ Ａ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ Ｓ

ＨＬＪ０５０４ 超强毒株 ∗ ∗ ∗ Ａ Ｉ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｉ ∗ ∗ ∗ Ｓ

ＣＥＦ９４ 弱毒株 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｈ ∗ ∗ Ｎ Ｔ Ｌ ∗

ＣＴ 弱毒株 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｒ ∗ Ｈ ∗ ∗ Ｎ Ｔ Ｌ ∗

ＣＵ－１ 弱毒株 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｈ ∗ ∗ Ｎ Ｔ Ｌ ∗

Ｄ７８ 弱毒株 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｈ ∗ ∗ Ｎ Ｔ Ｌ ∗
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续表２

毒株 表型
ＶＰ２ 蛋白高变区关键氨基酸位点

２１３ ２２０ ２２１ ２２２ ２４２ ２４９ ２５２ ２５３ ２５４ ２５６ ２７９ ２８４ ２９４ ２９９

Ｇｔ 弱毒株 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｒ ∗ Ｈ ∗ ∗ Ｎ Ｔ Ｌ ∗

ＨＺ２ 弱毒株 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｈ ∗ ∗ Ｎ Ｔ Ｌ ∗

ＮＢ 弱毒株 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｈ ∗ ∗ Ｎ Ｔ Ｌ ∗

Ｐ２ 弱毒株 ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ Ｒ ∗ Ｈ ∗ ∗ Ｎ Ｔ Ｌ ∗

　 　 注： 与 ＨＮ－２０２２－１ 株氨基酸一致序列用∗表示， 灰色突出显示部分为 ＡＨ－２０２２－１ 株与 ＩＢＤＶ 超强毒株基因型参考毒株不一致的关键氨基酸

位点。

２􀆰 ３　 病毒分离及纯化

ＡＨ－２０２２－１、 ＨＮ－２０２２－１ 原始病料研磨上清液

接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚后， 均可观察到绒毛尿囊膜增

厚， 胚体头颈部、 四肢均严重出血等典型症状； 可在

１０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚上稳定传代； 在接种后 ９６～１２０ ｈ 鸡

胚发生死亡， 剖检死亡胚可见典型病变， 各代次胚

体、 尿囊液混合研磨上清液 ＰＣＲ 检测呈 ＩＢＤＶ 阳性。
外源病毒 ＰＣＲ 检测结果显示， 各代次病毒液无其他

免疫抑制病毒 （禽白血病病毒 Ｊ 亚群、 鸡传染性贫血

病毒、 马立克病病毒） 及常见禽病病毒 （禽流感病

毒、 新城疫病毒、 鸡传染性支气管炎病毒、 禽腺病毒

血清 ４ 型、 减蛋综合征病毒） 混合感染； 各代次双

节段遗传标志区测序及遗传进化分析结果显示， 上述

分离病毒各代次病毒液无其他 ＩＢＤＶ 基因型污染， 两

节段遗传标志区核苷酸序列与原始病料测序结果同源

率为 １００％。 由此， 将分离获得的 ２ 株 ＩＢＤＶ 毒株分

别命名为 ＡＨ－２０２２－１ 株、 ＨＮ－２０２２－１ 株。
２􀆰 ４　 病毒毒价滴定

取死亡时间、 病变稳定的第五代 ＳＰＦ 鸡胚病毒

液为种毒液， 在 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚扩增病毒液、 滴定

毒价， 其 中 ＨＮ － ２０２２ － １ 株 病 毒 滴 度 为 １０２􀆰 ２

ＥＬＤ５０ ／ ０􀆰 ２ ｍＬ， ＡＨ － ２０２２ － １ 株病毒滴度为 １０３􀆰 ２

ＥＬＤ５０ ／ ０􀆰 ２ ｍＬ。
２􀆰 ５　 鸡的致病力试验

分离毒株攻毒后， 鸡存活率的 ＢＢＩＸ 结果分别见

图 ３ 和图 ４。 ＨＮ－２０２２－１ 株攻毒组 １０ 只鸡在攻毒后

７ ｄ 内未发生死亡， 且观察期间各鸡饮食饮水正常，
未见明显精神沉郁。 于攻毒后 ７ ｄ 剖检未死亡鸡， 除

脾脏肿大、 法氏囊萎缩外未见其他器官病变， 各鸡

ＢＢＩＸ＜０􀆰 ７， 平均值为 ０􀆰 ２７。 ＡＨ－２０２２－１ 株攻毒组

１０ 只分别在攻毒后 ３ ｄ、 攻毒后 ４ ｄ 各死亡 １ 只， 死

亡率为 ２０％， 死亡鸡剖检可见腿肌、 胸肌片状出血、
花斑肾、 法氏囊肿大等 ＩＢＤＶ 超强毒株引起的典型剖

检病变。 攻毒后 ７ ｄ 对对未死亡鸡进行剖检， 除脾脏

肿大、 法氏囊萎缩外未见其他器官病变， ＡＨ－２０２２－
１ 株攻毒组未死亡鸡 ＢＢＩＸ＜０􀆰 ７， 平均值为 ０􀆰 ２９。 阴

性对照组各鸡剖检未见异常， 法氏囊发育正常， ＨＮ－
２０２２－１ 株攻毒组、 ＡＨ－２０２２－１ 株攻毒组各鸡法氏囊

萎缩严重， 故 ２ 个攻毒组发病率均为 １００％。

图 ３　 ＨＮ－２０２２－１ 株、 ＡＨ－２０２２－１ 株攻毒后存活率

图 ４　 ＨＮ－２０２２－１ 株、 ＡＨ－２０２２－１ 株 ＢＢＩＸ 统计

法氏囊 ＨＥ 病理切片结果显示， 阴性对照组法氏

囊结构正常， 未见病变 （图 ５Ａ）； ＨＮ－２０２２－１ 株感

染鸡法氏囊淋巴滤泡间可见纤维组织增生， 滤泡的皮

质和髓质部出现淋巴细胞坏死， 在髓质部形成空腔

（图 ５Ｂ）； ＡＨ－２０２２－１ 株引起的法氏囊病变更为严

重， 各淋巴滤泡间水肿扩张， 皮质部几乎消失， 髓质

部可见淋巴细胞大量坏死， 而使髓质部及中央区呈现

网状 （图 ５Ｃ）。 各组脾脏 ＨＥ 病理切片结果显示， 阴

性对照组脾脏结构正常， 未见病变 （图 ５Ｄ）； ＨＮ－
２０２２－１ 株的脾脏病变较轻， 淋巴细胞数量未明显减
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少 （图 ５Ｅ）； 而 ＡＨ－２０２２－１ 株脾脏病变较为严重，
淋巴细胞变性、 坏死， 数量明显减少， 并可观察到淋

巴细胞坏死形成的空腔 （图 ５Ｆ）。

黄色箭头所示为法氏囊各淋巴滤泡间的纤维组织增生现象； 红色箭头所示为法氏囊淋巴滤泡髓质部因淋巴细胞坏死而形成的空腔； 蓝色箭头

所指示空白区域为法氏囊因滤泡间水肿及皮质部大量淋巴细胞坏死形成的空腔； 黑色箭头所示为脾脏淋巴细胞坏死形成的空腔。

图 ５　 ＨＮ－２０２２－１ 株、 ＡＨ－２０２２－１ 株感染鸡法氏囊和脾脏 ＨＥ 染色病理切片

　 　 依据 ＩＢＤＶ ＶＰ５ 基因标准质粒建立的 ｑＰＣＲ 标准

曲线方程为 ｙ＝ －３􀆰 ５３５ｘ＋４０􀆰 ０５７， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ６。 在攻

毒后 １～３ ｄ， ２ 个毒株感染鸡可通过泄殖腔向体外排

毒， 并于攻毒后第 ２ 天达到排毒高峰； 自攻毒后第 ４
天， ２ 个毒株感染鸡不再通过泄殖腔向体外排毒 （图

６Ａ）。 各组未死亡鸡的法氏囊进行病毒载量检测， 可

见在攻毒后第 ７ 天， ＡＨ－２０２２－１ 株攻毒组未死亡鸡

的法氏囊平均载毒量为 １０６􀆰 ７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ， ＨＮ－２０２２－１
攻毒组未死亡鸡的法氏囊平均病毒载量为 １０６􀆰 １

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ， 远高于检测限 （１０３􀆰 １ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ） （图 ６Ｂ）。

图 ６　 ＡＨ－２０２２－１ 株和 ＨＮ－２０２２－１ 株感染鸡泄殖腔拭子 （Ａ） 及法氏囊 （Ｂ） 病毒载量检测

３　 讨论

由于 ＩＢＤＶ 属于分节段的双链 ＲＮＡ 病毒， 病毒

基因组相对不稳定， 广泛存在的基因突变、 节段重

配、 节段内部基因重组使得不断有新 ＩＢＤＶ 基因型出

现［２２］。 越来越多的研究证明， ＩＢＤＶ 的毒力并不只取

决于 Ａ 节段的 ＶＰ２ 蛋白， Ａ 节段的 ＶＰ３、 ＶＰ５ 蛋白

以及 Ｂ 节段编码的 ＶＰ１ 蛋白都对 ＩＢＤＶ 致病力有着重

要的影响［２３－２５］。 这提示在进行 ＩＢＤＶ 的分子流行病学

调查时， 不能只局限于某一节段， 而是要综合 ２ 个节

段的遗传进化分析情况对 ＩＢＤＶ 致病力进行整体分

析。 此外， 非优势流行基因型 ＩＢＤＶ 的流行也不容忽

视， 虽然其田间检出率低、 致死率低， 但由于其易潜

伏感染， 若其发生抗原漂移突破现有疫苗的免疫保护

屏障， 则会使感染鸡成为 ＩＢＤＶ 基因突变、 重组、 节

段重配的反应容器。 新型变异株的出现可能来源于潜
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伏流行于我国的早期变异株， 对其流行情况检测的忽

视可能是导致突破现有疫苗免疫屏障的新型变异株出

现的原因之一［２６］。
基于此， 本研究以 ＩＢＤＶ Ａ、 Ｂ 节段的遗传标志

区为靶基因设计了 ＩＢＤＶ 鉴定及分型引物， 并成功从

疑似感染 ＩＢＤＶ 的临床病料中检测到 ２ 份 ＩＢＤＶ 强阳

病料， 通过 ＳＰＦ 鸡胚有限稀释法成功分离到 ２ 株

ＩＢＤＶ， 分别命名为 ＨＮ－２０２２－１ 株、 ＡＨ－２０２２－１ 株。
基于双节段遗传标志区的遗传进化分析结果显示， 自

河南省分离到的 ＨＮ－２０２２－１ 株属于经典株， 且无节

段重配现象； 自安徽省分离得到的 ＡＨ－２０２２－１ 株 Ａ
节段虽具备多处突变， 但仍与超强株 Ａ 节段各参考

株亲缘关系最近， 属于非典型的超强株 Ａ 节段， 其 Ｂ
节段属于独特型 Ｂ 节段， 故 ＡＨ－２０２２－１ 株属于超强

Ａ 独特 Ｂ 节段重配毒株 （ＨＬＪ０５０４ 样超强毒株）。 而

Ａ 节段 ＶＰ２ 蛋白的高变区关键氨基酸位点分析结果

显示， ＨＮ－２０２２－１ 株 Ａ 节段遗传标志区氨基酸序列

除 ２４２ （Ｉ→Ｖ）、 ２９４ （Ｌ→Ｉ） 的氨基酸突变外， 其余

各部分与经典毒株完全一致， 属于 ＩＢＤＶ 经典毒株；
但其不能引起感染鸡的死亡， 这可能与其 ＶＰ２ 蛋白

２４２ 位氨基酸的突变及攻毒剂量有关。 ＡＨ－２０２２－１
株 Ａ 节段虽属于超强毒株分支， 但其第一亲水区存

在 ２１３ （Ｄ→Ｇ）、 ２２０ （Ｙ→Ｆ）、 ２２２ （Ａ→Ｖ） ３ 处从

未报道的突变， 这使得第一亲水区的亲水性发生变

化， 由于 ＶＰ２ 蛋白的第一、 第二亲水区共同形成

ＩＢＤＶ 的中和表位， 这种亲水性的变化很有可能导致

ＩＢＤＶ 产生免疫逃避［２７］， 此外， 其还存在早期变异株

ＧＬＳ 株的 ２５４Ｓ 位点及经典株、 弱毒株的 ２９９Ｎ 位点，
上述 ５ 处非典型 ＩＢＤＶ 超强毒株氨基酸位点的出现很

有可能是导致 ＡＨ－２０２２－１ 仅可引起 ２０％死亡率的重

要原因。 泄殖腔拭子及法氏囊病毒载量检测结果显

示， ＡＨ－２０２２－１ 株具备更强的体内复制能力， 这可

能与 ＡＨ－２０２２－１ 株 Ｂ 节段属于独特型 Ｂ 节段有关，
该基因型 Ｂ 节段编码的 ＶＰ１ 蛋白具备更高的 ＲＮＡ 聚

合酶活性， 这使得 ＩＢＤＶ 可以在入侵细胞后获得更高

的病毒滴度［２８］。
另有报道显示， ＩＢＤＶ Ａ 节段的 ２２２、 ２５４ 位点的

氨基酸变异可能导致 ＩＢＤＶ 产生抗原漂移， 从而逃避

原有疫苗的保护［２７］。 因此， 现行商品化疫苗是否能

够对 ＡＨ－２０２２－１ 株提供良好保护值得后续试验探

究， 与典型 ＨＬＪ０５０４ 样毒株的毒力对比试验及抗体

中和试验也可以解释 ＡＨ－２０２２－１ 株是否发生了抗原

特性的变化； 此外， 反向遗传技术也是了解验证 ５ 处

非典型氨基酸位点对 ＡＨ－２０２２－１ 株毒力影响的重要

手段。

４　 结论

本研究自疑似感染临床病料中成功分离到 ２ 株

ＩＢＤＶ， 分别命名为 ＨＮ－２０２２－１ 株和 ＡＨ－２０２２－１ 株。
遗传进化及致病力分析结果显示， ＨＮ－２０２２－１ 株属

于经典株， ＡＨ－２０２２－１ 株属于非典型 ＨＬＪ０５０４ 样株，
均可引起 ２８ 日龄 ＳＰＦ 鸡法氏囊严重萎缩， 发病率

１００％， ＨＮ－２０２２－１ 株感染鸡未见死亡， ＡＨ－２０２２－１
感染鸡死亡率 ２０％。 上述 ２ 株 ＩＢＤＶ 的分离鉴定， 丰

富了我国 ＩＢＤＶ 流行病学信息库， 为了解 ＩＢＤＶ 流行

情况提供了一定参考。
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