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１ 株鸡源呼肠孤病毒的分离鉴定与致病性研究

张晗玥＃， 杨盛华＃， 李立， 郭亚伟， 余水兰， 尹丽娟∗， 蔺文成∗

（华南农业大学动物科学学院， 广东 广州， ５１０６４２）

摘要： 为了确定福建省某商品肉鸡场出现的腿病病原， 同时了解其病原的遗传进化特征和致病特点， 对送检病鸡组织样品进行病原分离， 并经

ＰＣＲ 检测、 测序分析等方法进行鉴定。 结果： 成功分离到 １ 株呼肠孤病毒 （ＡＲＶ）， 命名为 ＦＪＺＱＨ２３。 该分离株在鸡肝癌细胞 （ＬＭＨ） 上能够良

好增殖， 且有明显的细胞病变。 ＡＲＶ 主要保护性抗原基因 σＣ 的遗传进化分析结果显示， 分离株 ＦＪＺＱＨ２３ 与Ⅰ型参考株 ４５９９ 隶属同一分支， 两

者亲缘关系较近。 基于 σＣ 基因的氨基酸序列同源性分析发现， 分离株 ＦＪＺＱＨ２３ 与参考株 ４５９９ 相似度较高为 ８６􀆰 ９％， 而与疫苗株 Ｓ１１３３ 相似度为

８０􀆰 １％。 对 １４ 日龄肉鸡致病性试验结果表明， 分离株 ＦＪＺＱＨ２３ 能够引起跗关节和脚垫出血。 研究表明， 基因Ⅰ型 ＡＲＶ 感染为该肉鸡场的发病病

原。 本研究结果为该肉鸡场 ＡＲＶ 感染的综合防控措施制定提供了依据。
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　 　 禽呼肠孤病毒 （ａｖｉａｎ ｒｅｏｖｉｒｕｓ， ＡＲＶ） 是呼肠孤

病毒科正呼肠孤病毒属成员［１－２］， 为双股 ＲＮＡ 病毒，
无囊膜， 直径大小 ７０ ～ ８０ ｎｍ［３］。 研究表明， 纯化会
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影响 ＡＲＶ 病毒粒子的构成， 被纯化的病毒粒子只含

有 ＲＮＡ 和蛋白质［４］。 ＡＲＶ 病毒基因组较为复杂， 由

１０ 个基因片段组成， 其中 Ｓ１ 基因片段中的 σＣ 基因

编码一个较小的外壳蛋白， 参与病毒侵入细胞的过

程， 由于免疫接种后的选择压力， σＣ 蛋白成为 ＡＲＶ
中最容易突变的蛋白［５－７］。 σＣ 蛋白的变异可能会对

ＡＲＶ 致病力产生影响［８］。 有研究报道， 在转染的过

程中， σＣ 蛋白的表达可能会导致细胞的凋亡［９］。
ＡＲＶ 具有高度传染性和致病性， 在全球如中

国［７］、 伊朗［１０］、 韩国［１１］ 和日本［１２］ 等地均有报道。
近几年， 鸡群中病毒性关节炎的发病率持续上升， 并
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且每年都在增加［１３］。 这表明， 由 ＡＲＶ 引起的病毒性

关节炎已经逐渐发展成为危害养禽业发展最重要的疾

病之一， 有可能对我国畜牧业造成严重的经济损失。
ＡＲＶ 感染后会导致家禽出现病毒性关节炎、 发育迟

缓、 肝炎、 心肌炎和骨质疏松等疾病［１４］。 临床症状

以关节肿胀为主要特征， 降低鸡的生产性能， 对禽类

养殖业造成影响。 由于 ＡＲＶ 多节段基因片段的复杂

性， 所以更容易产生基因重组， 从而导致 ＡＲＶ 变异

株的产生［１５］。
基于 σＣ 基因位点可将 ＡＲＶ 分为 ６ 种基因型，

且不同的基因型可能存在着致病力差异。 ２０１９ 年，
Ｚｈａｎｇ 等［７］对中国提取的 １８ 个 ＡＲＶ 毒株中的 σＣ 基

因进行了遗传进化的研究后， 将 ＡＲＶ 基因划分为 ６
个不同的基因型， 同时使用获得的分离株与 Ｓ１１３３ 疫

苗株进行动物感染试验， 并对比其致病情况， 发现Ⅲ
型的 ＧＸ１５０８１６ 分离株与 Ｓ１１３３ 疫苗株的致病力相

当， Ⅰ型的 ＲＰＴ － ７４ 分离株致病力较强， Ⅵ 的

ＳＤ１５０８０６ 分离株致病力最高。 这都表明 σＣ 基因在

ＡＲＶ 的致病力方面发挥着相应的作用［９，１６－１７］。 目前

ＡＲＶ 疫苗在家禽中有着广泛的生产和应用， 但由于

ＡＲＶ 具有易突变的特点， 导致商品化疫苗并不能对

接种鸡群进行完全的免疫保护， 依然威胁着全球家禽

产业的发展［１８－１９］。 为应对这一情况， 需进行 ＡＲＶ 流

行病学调查， 从生物学特性角度分析 ＡＲＶ， 了解其

致病特点， 为 ＡＲＶ 感染的综合防控提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

病毒核酸提取试剂盒购自标允生物科技 （广东）
有限公司， 一步法 ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒和探针法 ＲＴ－ＰＣＲ
试剂盒均购自 ＴａＫａＲａ （大连） 有限公司， 细胞培养

液 ＤＭＥＭ 购自 Ｇｉｂｃｏ （美国） 公司， 胎牛血清购自

ＬＯＮＳＥＲＡ （ 上 海 ） 有 限 公 司， ＰＢＳ 粉 末 购 自

Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技有限公司， 生理盐水购自广州硕普

生物科技有限公司， 琼脂糖购自赛默飞世尔科技

公司。
１􀆰 ２　 细胞及试验动物

鸡肝癌细胞 （ ｌｅｇｈｏｒｎ ｍａｌｅ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ， ＬＭＨ
ｃｅｌｌ） （ ＣＲＬ － ２１１７ ） 购 于 美 国 菌 种 保 藏 中 心

（ＡＴＣＣ）； １４ 日龄 ８１８ 肉杂鸡购自温氏食品集团股份

有限公司的簕竹榄根鸡场。
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 样品来源与处理

样品来自福建某肉鸡场， １４ 日龄 ８１８ 肉杂鸡。
患病鸡出现跛行、 跗关节肿胀变形等症状。 将获得的

患病鸡腿进行剖检， 取肌腱、 关节软骨等组织加入适

量生理盐水置于研磨机上 ４ ℃进行匀浆处理， 充分研

磨后， 于－８０ ℃超低温冰箱反复冻融 ３ 次。 将上述处

理样品置于离心机 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 ６ ｍｉｎ， 放于

－２０ ℃冰箱中储存备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 病毒分离

无菌操作收取 １􀆰 ３􀆰 １ 上清液， 通过 ０􀆰 ２２ μｍ 的滤

器过滤除菌， 接种在 ＬＭＨ 细胞中， 同时设立空白对

照组。 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２的培养箱中培养 ３ ～ ５ ｄ。
每日观察细胞病变情况， 当细胞病变达 ８０％ ～ ８５％
时， 冻融 ３ 次， 在 ４ ℃ 离心机中以３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心

２５ ｍｉｎ 去除细胞碎片， 吸取上清液， 冷冻保存。
使用 ＰＢＳ 将病毒液进行 １０ 倍稀释， 设立 １０－３ ～

１０－９共 ７ 个稀释度， 每个稀释度的病毒液分别接种在

９６ 孔板的 ＬＭＨ 细胞中， 接种量为 ０􀆰 １ ｍＬ ／孔， 置于

３７ ℃、 ５ ％ ＣＯ２的培养箱中培养 ５ ｄ。 每日观察并记

录细胞病变的情况， 按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 方法计算半数

组织细胞感染量 （ＴＣＩＤ５０）。
１􀆰 ３􀆰 ３　 病毒的 ＲＴ－ＰＣＲ 鉴定

取细胞培养后的病毒液， 根据核酸抽提试剂盒说

明书提取病毒核酸， 然后按照 ＴａＫａＲａ 的一步法 ＲＴ－
ＰＣＲ 试剂盒说明书进行反转录。 使用针对 ＡＲＶ 的特

异性引物进行检测， 引物由本实验室设计， 具体为

ＡＲＶ － Ｆ （ ５′ － ＡＧＴＡＴＴＴＧＴＧＡＧＴＡＣＧＡＴＴＧ － ３′） 和

ＡＲＶ－Ｒ （５′－ＧＧＣＧＣＣＡＣＡＣＣＴＴＡＧＧＴ－３′）。 反应体

系 ２５ μＬ： ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ １ Ｓｔｅｐ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １ μＬ， ２×１
Ｓｔｅｐ Ｂｕｆｆｅｒ １２􀆰 ５ μＬ， ＡＲＶ－Ｆ １ μＬ， ＡＲＶ－Ｒ １ μＬ，
ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ５ μＬ， 模板 ２ μＬ。 反应程序为：
５０ ℃ ３０ ｍｉｎ； ９４ ℃ ４ ｍｉｎ， ９４ ℃ ３０ ｓ， ５５ ℃ ４５ ｓ，
７２ ℃ ６０ ｓ， ３２ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ， ４ ℃ 终止。
ＲＴ－ＰＣＲ 扩增产物使用 １％琼脂糖凝胶电泳检测， 用

凝胶成像系统进行分析， 将琼脂糖凝胶电泳后条带正

确的样品送往广州华大基因科技有限公司进行测序。
１􀆰 ３􀆰 ４　 σＣ 蛋白基因序列测定及进化分析

使用 ＤＮＡＳＴＡＲ 中的 Ｓｅｑｍａｎ 软件将 １􀆰 ２􀆰 ３ 中的

测序结果进行拼接和整理。 在 ＮＣＢＩ 上下载 ＡＲＶ 参

考毒株基因组与获得整理后的测序结果进行比对分

析， 具体网址如下 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ｇｅｎｅ ／ ？ ｔｅｒｍ＝）， 参考毒株信息如表 １ 所示。 将获得

的所有基因序列用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 分析软件中的 ＣｌｕｓｔａｌＷ
方法进行多序列比对， 同时进行氨基酸位点分析， 再

使用邻位相接法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）， 设置自展值检

测重复次数为 １ ０００ 次， 其他设置采用系统默认， 进

行 σＣ 基因的系统发育分析并构建进化树。 此外， 运

用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件分析各毒株间 σＣ 基因高变区的核苷

酸和氨基酸序列同源性。
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表 １　 ＡＲＶ 参考毒株信息

名称 基因型 登录号

ＭＳ０１ Ⅰ ＫＹ８６０６３６

５２６ Ⅰ ＫＦ７４１７０２

１７３３ Ⅰ ＫＦ７４１７１２

Ｃ７８ Ⅰ ＫＦ７４１７２２

Ｓ１１３３ Ⅰ ＫＦ７４１７６２

Ｔ－９８ Ⅰ ＥＦ０５７３９８

４５９９ Ⅰ ＫＸ３９８２９８􀆰 １

ＰＨＣ－２０２０－０５４５ Ⅱ ＭＷ１７４７９０

Ｒｅｏ－ＰＡ－Ｔｕｒｋｅｙ－２２３４２－１３ Ⅱ ＫＰ１７３６８９

Ｄ１００７ Ⅱ ＫＲ４７６８０４

ＡＨＺＪ１９ Ⅲ ＯＫ０７７９９９

Ｒｅｏ－ＰＡ－Ｌａｙｅｒ－０１２２４Ａ－１４ Ⅲ ＫＴ４２８３０４

Ｋ１６００６５７ Ⅳ ＭＫ５８３３３７

ＳＤＹＴ２０２０ Ⅳ ＭＷ３９４４６２

ＬＹ３８３ Ⅴ ＭＦ１８３２１７

ＳＤ２６ Ⅴ ＭＷ２４４８４８

３２１１－Ｖ－０２ Ⅵ ＫＸ３９８２７８

０３２００ Ⅵ ＫＰ７２７７８５

１􀆰 ３􀆰 ５　 ＡＲＶ 病毒感染试验

将 ２８ 只 １４ 日龄健康状况一致的肉鸡平均分为对

照组和攻毒组。 对照组单侧脚垫注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 生理盐

水； 攻毒组使用获得的病毒分离株， 采取单侧脚垫注

射方式进行攻毒， 剂量为 ０􀆰 ２ ｍＬ （１０６ ＴＣＩＤ５０）。 此

后每天观察记录鸡只的临床症状。 于攻毒后 １０ ｄ 将

剩余鸡全部解剖， 观察关节、 腱鞘和脚垫病变 （炎
症、 增生、 出血和黏液等症状）。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 临床诊断及剖检病变

福建某肉鸡场送检的患病鸡出现跛行、 跗关节肿

胀变形等症状， 剖检可见关节腔内出血 （图 １）。

Ａ． 跛行； Ｂ． 跗关节肿胀变形； Ｃ． 关节腔内出血。

图 １　 患病鸡临床症状及剖检病变

２􀆰 ２　 病毒分离

将组织研磨液过滤后接种 ＬＭＨ 细胞， 连续盲传

３ 代， 于接种 ４８ ｈ 后， ＬＭＨ 细胞发生病变， 出现细

胞聚团、 细胞粘连和脱落现象 （图 ２）。

Ａ． 正常细胞状态； Ｂ． 分离毒感染 ＬＭＨ 细胞 ４８ ｈ， 红框内为细胞

聚团、 细胞粘连和脱落。

图 ２　 分离毒株感染 ＬＭＨ 细胞后的细胞病变 （１００×）

２􀆰 ３　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测

使用 ＡＲＶ 引物进行检测鉴定， 部分结果如图 ３
所示， 条带大小为 １ ０８８ ｂｐ， 符合预期。 同时， 阳性

对照出现与样品大小一致的条带， 且阴性对照无特异

性条带， 表明成功分离到 ＡＲＶ， 将分离株命名为

ＦＪＺＱＨ２３。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～６􀆰 ＡＲＶ 样品； ＋． 阳性对照； －． 阴性对照。

图 ３　 分离毒 σＣ 基因 ＰＣＲ 检测

２􀆰 ４　 ＡＲＶ 分离株 σＣ 基因遗传进化分析

　 　 为了解本研究中所获得的 ＡＲＶ 分离株与国内外

其他代表分离株的遗传进化情况， 使用 ＭＥＧＡ 软件

对本研究获得的分离株 ＦＪＺＱＨ２３ 与 １８ 株参考毒株序

列进行遗传进化分析 （图 ４）。 结果表明， 本研究所

获分离株 ＦＪＺＱＨ２３ 与Ⅰ型代表株 ４５９９ 在同一分支，
表明其具有较近的亲缘关系， 与同为Ⅰ型的 ＭＳ０１ 株

亲缘关系较远。 同时， 与其他基因型的参考株亲缘关

系较远。
使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对分离株 ＦＪＺＱＨ２３ 与 １８ 株参

考毒株序列进行序列同源性分析。 σＣ 基因核苷酸同

源性分析显示 （图 ５Ａ）， ＦＪＺＱＨ２３ 株与参考株 ４５９９
的核苷酸相似度最高为 ８５􀆰 ６％， 与疫苗株 Ｓ１１３３ 的核
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苷酸相似度为 ７７􀆰 ５％， 与参考株 ０３２００ 的相似度最小

为 ５３􀆰 １％。 σＣ 基因氨基酸同源性分析显示 （图

５Ｂ）， ＦＪＺＱＨ２３ 株与参考株 ４５９９ 的氨基酸相似度最

高为 ８６􀆰 ９％， 氨基酸序列存在 ４２ 个突变位点； 与疫

苗株 Ｓ１１３３ 的氨基酸相似度为 ８０􀆰 １％， 氨基酸序列存

在 ６５ 个突变位点； 与参考株 ＳＤＹＴ２０２０ 的氨基酸相

似度最低为 ５０􀆰 ２％。

● 为本研究所获分离株。

图 ４　 ＦＪＺＱＨ２３ 分离株 σＣ 基因氨基酸序列遗传进化分析

图 ５　 ＦＪＺＱＨ２３ 分离株 σＣ 基因核苷酸 （Ａ） 与氨基酸 （Ｂ） 序列比对分析
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２􀆰 ５　 ＡＲＶ 分离株对肉鸡的致病性试验

攻毒后每天观察各组试验鸡临床症状， 对照组表

现正常 （图 ６Ａ）， ＦＪＺＱＨ２３ 株攻毒组试验鸡出现脚

垫肿胀、 关节变色等临床症状 （图 ６Ｂ）。 临床症状统

计显示， 跗关节和脚垫发病率分别为 ８５􀆰 ７％ （１２ ／ １４）
和 １００％ （１４ ／ １４）。 于攻毒后 １０ ｄ， 对所有试验鸡进

行剖检观察， 结果显示， 对照组无病变 （图 ６Ｃ）， 而

攻毒组试验鸡出现关节炎、 腱鞘炎， 脚垫增生、 出

血、 黏液等剖检变化 （图 ６Ｄ）。 对所有鸡只剖检病

变结果统计显示， 跗关节和脚垫发病率分别为

９２􀆰 ８％ （１３ ／ １４） 和 １００％ （１４ ／ １４）。

Ａ􀆰 对照组关节外观； Ｂ． 攻毒组脚垫和关节肿胀； Ｃ． 对照组关节

剖检； Ｄ． 攻毒组脚垫和关节出血。

图 ６　 ＦＪＺＱＨ２３ 株攻毒后 １０ ｄ 部分鸡关节的临床病变

３　 讨论

鸡关节疾病的诱发因素较多， 根据感染病原的不

同， 可将其分为病毒性关节炎、 大肠杆菌性关节炎、
葡萄球菌性关节炎和鸡滑液囊支原体病等多种［２０］。
病毒性关节炎由 ＡＲＶ 引起， 解剖患病鸡腿可见， 腓

肠肌水肿， 滑囊内出现充血和点状出血， 关节腔内见

渗出物， 并且常常发生肌腱断裂等症状［２１］。 大肠杆

菌性关节炎的患病鸡症状多为跗关节内有黄色积液，
滑膜囊内存在淡红色或灰白色干酪样渗出物［２２］。 葡

萄球菌性关节炎则会导致患病鸡一侧关节肿大， 外观

呈紫红色或黑紫色［２３］。 鸡滑液囊支原体病的患病鸡

早期出现关节、 腱鞘处的滑膜炎， 分泌物多呈灰白色

黏液或黄白色干酪样物质等症状［２４］。 通过对本研究

样品进行临床剖检诊断， 初步断定其可能为 ＡＲＶ 引

起的疾病， 后续通过对样品进行分子生物学鉴定， 验

证了此前的猜测， 即该肉鸡场出现的鸡关节疾病是由

ＡＲＶ 导致的病毒性关节炎。
ＡＲＶ 对外部环境具有较高的抵抗能力， 在自然

界和集约化养殖场中广泛存在。 该病毒主要感染各种

禽类和哺乳动物， 在产蛋鸡和肉鸡的感染最为常

见［２５］， 其主要通过消化道传播， 感染途径为接触带

毒禽或蛋， 也可以进行垂直传播， 但相比之下水平传

播更为常见［２６］。 目前， 随着集约化养殖以及养殖户

的养殖数量逐步增加， ＡＲＶ 的感染率也逐渐升

高［２７］， 被感染的鸡出现包括病毒性关节炎和腱鞘炎

等症状［１３］。 此外， 感染 ＡＲＶ 的鸡群会出现多种亚临

床症状， 如非特异性并发症、 继发症等， 这些症状可

能进一步加重鸡的病情并导致其死亡［２８］。 针对这一

病原， 疫苗接种防控是最为有效的手段， 目前市场上

销售的主流疫苗是基因Ⅰ型疫苗株 Ｓ１１３３ 和 ＺＪＳ。 基

于 σＣ 基 因 位 点， 我 国 已 经 报 道 了 ６ 种 基 因

型［２７， ２９－３２］。 对本研究所获得的 ＦＪＺＱＨ２３ 分离株和其

他具有代表性的参考株进行遗传进化分析后发现， 分

离株 ＦＪＺＱＨ２３ 与Ⅰ型的 ４５９９ 参考株具有较近的亲缘

关系， 因此， 确定该肉鸡场感染的 ＡＲＶ 毒株为Ⅰ型。
此外， 基于该位点进行核苷酸同源性和氨基酸同源性

分析发现， 分离株 ＦＪＺＱＨ２３ 与参考株 ４５９９ 和疫苗株

Ｓ１１３３ 的核苷酸相似度较高， 且氨基酸序列的突变位

点均在 ７０ 个以下。 由此可见， 本研究分离的毒株与

参考株 ４５９９ 和疫苗株 Ｓ１１３３ 具有高度同源性， 尤其

是与疫苗株 Ｓ１１３３ 的同源性结果与此前钟丽［４］的研究

相似。 此外， 有学者进行动物致病性试验后发现， 与

疫苗株 Ｓ１１３３ 的 σＣ 基因有 ４６􀆰 ８％同源性的分离株，
其在鸡只上表现出很强的致病性［７］， 表明基因的突

变是导致 ＡＲＶ 致病性变化的原因之一［３３－３４］。
随着养禽业的快速发展， ＡＲＶ 在我国感染愈加

广泛， 其导致的临床症状对养禽业造成了巨大损

失［３５］。 因此， 亟需开展针对这一病原的流行病学调

查， 在进一步了解该病原流行特征的同时， 也要持续

丰富 ＡＲＶ 毒株的基因组数据， 确定其致病机制， 为

此后的变异株疫苗研发提供理论依据。
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Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１７， ２０６： １５２－１５６．

［３５］ 梁英， 吴异健， 李文迹， 等． 禽呼肠孤病毒鸡源分离株的鉴定与

人工感染试验 ［Ｊ］ ． 中国兽医科学， ２００７ （４）： ２９５－３００􀆰
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