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摘要： 为了解信阳地方土鸡中 Ｊ 亚群禽白血病病毒 （ＡＬＶ－Ｊ） 的遗传进化情况， 对疑似感染 ＡＬＶ 的鸡进行了核酸检测、 病理组织学观察， 并采

集肝脏组织接种鸡胚成纤维细胞 ＤＦ－１ 进行病毒分离； 对分离到的 ＡＬＶ－Ｊ 全基因组进行 ＰＣＲ 扩增并测序； 使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对病毒全序列进行

核苷酸相似性比对， 同时对 ｇｐ８５、 ３′ＵＴＲ 和 Ｕ３ 区进行序列分析， 并使用 ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 软件构建遗传进化树。 结果： ＰＣＲ 扩增出 ＡＬＶ－Ｊ 特异性条

带； 病理组织学观察结果显示， 病鸡肝脏、 脾脏组织结构紊乱， 可见大量髓样瘤细胞增生； 肝脏组织处理液接种 ＤＦ－１ 细胞后， 细胞上清液经

ＥＬＩＳＡ 检测 Ｐ２７ 抗原呈阳性， 将分离株命名为 ＨＮ２４ＸＹ０３。 全基因组序列分析表明， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株全长 ７ ６０９ ｂｐ， 符合典型禽反转录病毒基因组

结构特点， 与 ２５ 株 ＡＬＶ－Ｊ 参考毒株全基因组核苷酸序列的同源性为 ９４􀆰 ３％～９５􀆰 ８％， 其中与广西分离株 ＧＸ１４ＮＮ０１ 和 ＧＸ１６ＹＬ０２ 株同源性最高，
亲缘关系最近； ｇｐ８５ 基因及推导氨基酸序列分析显示， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株与 ＡＬＶ－Ｊ 广西分离株 ＧＸ１４ＮＮ０１、 ＧＸ１７ＮＮ０５ 亲缘关系较近， 处于同一分

支； 与 ＡＬＶ－Ｊ 原型株 ＨＰＲＳ１０３ 相比， ＨＮ２４ＸＹ０３ ｇｐ８５ 蛋白存在 ３４ 个氨基酸变异位点和 １ 个位点 （Ｄ６１－） 缺失， 其中 ９ 个位于 ｈｒ１ 区， ９ 个位于

ｈｒ２ 区； ３′ＵＴＲ 序列分析结果显示， 分离株 ＨＮ２４ＸＹ０３ 为 ＵＴＲ－Δｒ －ＴＭ 毒株； 利用 ＳｏｆｔＢｅｒｒｙ ＮＳＩＴＥ 在线分析程序分析发现， 与英国分离株

ＨＰＲＳ１０３ 相比， ＨＮ２４ＸＹ０３ Ｕ３ 区转录调控元件相对保守。 本研究结果丰富了信阳地方土鸡 ＡＬＶ－Ｊ 的分子流行病学资料， 为进一步研究 ＡＬＶ－Ｊ 在

我国地方品种鸡群中的遗传进化和致病性奠定了基础。
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　 　 禽白血病 （ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ， ＡＬ） 是由反转录病毒

科、 反转录病毒属的禽白血病病毒 （ａｖｉａｎ ｌｅｕｋｏｓｉｓ ｖｉ⁃
ｒｕｓ， ＡＬＶ） 引起的一种疾病， 可导致发病鸡出现多种

形式的肿瘤、 免疫抑制、 产蛋率下降、 增重缓慢、 对

其他病原的易感性增加以及疫苗接种失败风险加大

等， 给世界养禽业带来巨大的经济损失［１］。 根据病

毒囊膜糖蛋白、 宿主范围以及抗体中和作用， ＡＬＶ
被分为从 Ａ～Ｋ 共 １１ 个不同的亚群［２－３］。 在感染鸡的

ＡＬＶ 中， Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｊ 和 Ｋ 亚群属于外源性

ＡＬＶ； Ｅ 亚群是内源性 ＡＬＶ， 通常不具有致病性。
ＡＬＶ－Ａ、 ＡＬＶ－Ｂ、 ＡＬＶ－Ｋ 和 ＡＬＶ－Ｊ 在临床上较为常

见， ＡＬＶ－Ａ 和 ＡＬＶ－Ｂ 可诱发淋巴性白血病和肉瘤，
ＡＬＶ－Ｊ 主要诱发髓细胞性白血病、 血管瘤和淋巴瘤。
ＡＬＶ－Ｋ 复制能力和致病性弱， 近 １０ 年来， 不断在中

国地方品种鸡群中潜伏传播［４］。 自 １９８８ 年 ＡＬＶ－Ｊ 在

英国首次被分离以来［５］， 以色列、 中国、 法国、 美

国等国家相继出现 ＡＬＶ－Ｊ 的感染报道［６－９］。 中国自

１９９９ 年首次分离鉴定出 ＡＬＶ－Ｊ 后［７］， 各省相继出现

ＡＬＶ－Ｊ 感染蛋鸡、 地方鸡种麻鸡、 黄羽肉鸡等［１０－１４］。
尤其是近年来在中国地方品种鸡群中， ＡＬＶ－Ｊ 的感

染变得越来越具有破坏性。 ＡＬＶ－Ｊ 会导致产蛋量严

重下降， 并造成高死亡率； 此外， 它对中国地方鸡种

源的安全性构成了严重威胁［１４］。 俞燕［１５］ 对中国 ２６
个地方品种鸡进行了禽白血病的流行病学调查， 发现

其中 ２２ 个鸡种的 ＡＬＶ－Ｊ 抗体检测呈阳性。 何书海

等［１６］对信阳地区部分规模化地方土鸡养殖场进行血

清学和分子流行病学调查显示， 当地土鸡群中 ＡＬＶ－
Ａ ／ Ｂ 抗体的阳性率为 ５％， 而 ＡＬＶ－Ｊ 抗体的阳性率为

３６％。 此外， 还发现了不同亚群 ＡＬＶ 的混合感染

案例。
ＡＬＶ－Ｊ 的基因组为单股、 正链、 线性 ＲＮＡ， 长

７􀆰 ２～７􀆰 ８ ｋｂ， 两侧为长末端重复序列 （ＬＴＲ） 和非编

码区 （ＵＴＲ）， 中间部分为 ３ 个基因编码区， 形成反

转录病毒基因组的结构特点， 即 ＬＴＲ－ｇａｇ－ｐｏｌ－ｅｎｖ－
ＬＴＲ。 同时具有 ５′端的帽子结构和 ３′端的多聚 Ａ。 其

中， ｅｎｖ 基因编码产物为囊膜蛋白， 以二聚体形式存

在， 分别为表面蛋白 ｇｐ８５ （ ｓｕｒｆａｃｅ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｕｎｉｔ，

ＳＵ） 和 跨 膜 蛋 白 ｇｐ３７ （ ｔｒａｎｓ － ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＴＭ） ［１７］。 囊膜蛋白， 尤其是 ｇｐ８５， 在病毒的致病性、
肿瘤形成和宿主范围等方面起着重要作用［１８］。 在

ＡＬＶ－Ｊ 病毒的进化过程中， 其基因组序列经历了不

断的变异和重组， 特别是 ｅｎｖ 基因和 ３′ＵＴＲ 是前病毒

基因组中最易变的区域， 表现出极高的变异性， 因

此， 开展 ＡＬＶ－Ｊ 分子流行病学研究对于揭示其遗传

变异情况和致病机制具有重要意义。
近年来， 信阳地区土鸡 ＡＬＶ 感染时有发生， 为

了解当地土鸡养殖场 ＡＬＶ 的分子特征， 本研究对信

阳市发生疑似肿瘤土鸡进行病毒分离和病毒全基因组

扩增， 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已公布的部分参考毒株序列进

行了同源性比对和序列分析， 为进一步完善 ＡＬＶ－Ｊ
在地方品种鸡群中的流行情况， 以及病毒的遗传进

化、 致病性研究奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料与细胞

病料组织来源于信阳市罗山县某散户土鸡养殖场

疑似感染 ＡＬＶ 的 ５ 月龄病鸡。 该养殖场饲养的土鸡

从 ４ 月龄开始出现采食量下降、 消瘦、 腹泻等情况，
后期每日出现零星死亡。 剖检病死鸡可见肝脏异常肿

大、 脾脏肿大、 肠道臌气等病变。 鸡胚成纤维细胞

ＤＦ－１ 由信阳农林学院兽医病理学实验室保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

血液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 提取试剂盒购

自天根生化科技 （北京） 有限公司； ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｖｉｒａｌ
ＤＮＡ ／ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ Ｐｒｏ、 ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自

南京诺维赞生物科技股份公司； ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、
ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ２ × ＦｉｄＣｙｃｌｅ Ｆａｓｔ 高保真 ＰＣＲ
Ｍｉｘ、 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶 回 收 试 剂 盒、 零 背 景

ＴＯＰＯ－Ｂｌｕｎｔ 平末端克隆试剂盒、 ＤＨ５α 感受态细胞、
ＳａｎＰｒｅｐ 柱式质粒 ＤＮＡ 小量抽提试剂盒均购自生工生

物工程 （上海） 股份有限公司； 注射用青霉素钠、
注射用硫酸链霉素购自华北制药股份有限公司； ＡＬＶ
ＥＬＩＳＡ 抗原检测试剂盒购自哈尔滨国生生物科技股份

有限公司。
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１􀆰 ３　 样品采集和病原检测

取 １００ ｍｇ 病鸡肝脏和脾脏， 加入 １ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ
充分匀浆后， 离心取 ３００ μＬ 上清液， 依照试剂盒说

明书提取病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ。 根据参考文献 ［１９－２１］
方法进行 ＡＬＶ， 禽腺病毒 （ＦＡｄＶ）， 马立克氏病病

毒 （ＭＤＶ） 和网状内皮增生症病毒 （ＲＥＶ） 的 ＰＣＲ ／
ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 引物信息见表 １。 引物由生工生物工

程 （上海） 股份有限公司合成。

表 １　 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 检测引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ

ＡＬＶ Ａ－Ｅ－Ｆ ＧＧＡＴＧＡＧＧＴＧＡＣＴＡＡＧＡＡＡＧ

ＡＬＶ Ａ－Ｅ－Ｒ ＧＧＧＡＧＧＴＧＧＣＴＧＡＣＴＧＴＧＴ
２９５～３２６

ＡＬＶ Ｊ－Ｆ ＧＧＡＴＧＡＧＧＴＧＡＣＴＡＡＧＡＡＡＧ

ＡＬＶ Ｊ－Ｒ ＣＧＡＡＣＣＡＡＡＧＧＴＡＡＣＡＣＡＣＧ
５４５

ＦＡｄＶ－Ｆ ＡＡＴＧＴＣＡＣＮＡＣＣＧＡＲＡＡＧＧＣ

ＦＡｄＶ－Ｒ ＣＢＧＣＢＴＲＣＡＴＧＴＡＣＴＧＧＴＡ
８３０

ＭＤＶ－Ｆ ＣＴＧＡＣＧＧＣＣＴＡＴＣＴＧＡＧＧＡＧ

ＭＤＶ －Ｒ ＧＧＡＡＡＣＣＡＣＣＡＧＡＣＣＧＴＡＧＡＣ
８５６

ＲＥＶ－Ｆ ＴＧＡＧＧＧＡＡＡＡＴＧＴＣＡＴＧＣＡＡＣＡＴＣＣ

ＲＥＶ－Ｒ ＡＴＣＣＣＴＡＣＣＣＣＡＣＣＣＡＧＴＡＧ
２０４

１􀆰 ４　 病理组织学观察

采集病鸡肝脏、 脾脏， 用 １０％福尔马林固定后，
制备常规石蜡切片， ＨＥ 染色后观察并记录结果［２２］。
１􀆰 ５　 病毒分离鉴定

将阳性病料组织充分匀浆后， 冻融 ３ 次， 离心取

上清液， 加入青霉素 （终浓度为 ２ ０００ ＩＵ ／ ｍＬ）、 链

霉素 （终浓度为 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ） 处理， 用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤

器过滤后， 将病毒悬液接种 ＤＦ－１ 细胞， 添加等量

ＰＢＳ 液的 ＤＦ－１ 细胞作为阴性对照。 盲传 ３ 代后， 取

细胞上清液用 ＡＬＶ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒检测 ＡＬＶ 编码

的 Ｐ２７ 抗原［２３］。
１􀆰 ６　 前病毒基因组 ＤＮＡ 制备

取 ＡＬＶ Ｐ２７ 抗原阳性 ＤＦ－１ 细胞沉淀， 按照血

液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提取前

病毒基因组 ＤＮＡ。
１􀆰 ７　 ＡＬＶ－Ｊ 全病毒基因组扩增

１􀆰 ７􀆰 １　 引物设计

参照文献 ［２４－２５］ 合成 ＡＬＶ－Ｊ 全基因组分段

扩增引物， 具体信息见表 ２。 引物由生工生物工程

（上海） 股份有限公司合成。

表 ２　 ＡＬＶ－Ｊ 亚群病毒全基因组扩增引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

Ｐ１－Ｆ ＴＧＴＡＧＴＧＴＴＡＴＧＣＡＡＴＧＣＡＡＴＡＣＴＣＴＴＡＴＧＴＡＡＣＧ

Ｐ１－Ｒ ＴＴＧＡＧＣＧＧＡＡＴＡＧＣＣＡＧＡＴＧＴＡＧ
２ ７５８ ５７

Ｐ２－Ｆ ＡＧＧＧＡＧＴＡＴＣＣＴＧＧＧＡＡＧＡＧ

Ｐ２－Ｒ ＡＣＡＡＣＧＧＡＡＡＴＡＡＴＡＡＣＣＡＣＧＣ
２ ８１８ ６１

Ｐ３－Ｆ ＧＡＧＧＴＧＡＣＴＡＡＧＡＡＡＧＡＴＧＡＧＧＣＧＡ

Ｐ３－Ｒ ＧＧＴＧＴＴＣＧＣＡＡＴＣＧＴＴＡＧＧＧＡＣＴＣＡ
２ １３４ ５８

Ｐ４－Ｆ ＣＴＴＧＡＡＴＡＧＴＣＴＡＡＡＧＡＣＣＡＡＡＴＡＡ

Ｐ４－Ｒ ＣＴＣＣＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＡＧＴＡ
７３４ ５５

１􀆰 ７􀆰 ２　 目的片段的分段扩增

以感染病毒的 ＤＦ － １ 细胞 ＤＮＡ 为模板， 进行

ＡＬＶ－Ｊ 基因组分段 （ Ｐ１ ～ Ｐ４） 扩增。 扩增体系为：
上、 下游引物各 ２ μＬ， ２×ＦｉｄＣｙｃｌｅ Ｆａｓｔ Ｍｉｘ ２５ μＬ，
ｃＤＮＡ ２ μＬ， ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ １９ μＬ。 扩增程序： ９８ ℃
预变性 ３０ ｓ； ９８ ℃ 变性 １０ ｓ， 退火 １５ ｓ （退火温度

见表 ２）， ７２ ℃ 延伸 １５ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃ 延伸

１ ｍｉｎ。
１􀆰 ８　 扩增产物的序列分析

将分段基因的胶回收产物分别连接 ＴＯＰＯ－Ｂｌｕｎｔ

克隆载体， 将重组质粒用 Ｍ１３Ｆ ／ Ｒ 引物 ＰＣＲ 检测无

误后 送 检 测 序， 序 列 拼 接 后 利 用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ ７􀆰 ０
ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件和 ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 软件与 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布

的 ３０ 株 ＡＬＶ 序列 （表 ３） 进行全基因组、 ｇｐ８５ 基因

及推导氨基酸序列比对和遗传进化树的构建， 并分析

ｇｐ８５ 蛋 白 氨 基 酸 突 变 位 点； 利 用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ ７􀆰 ０
ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件分析 ３′ＵＴＲ 中 ｒ－ＴＭ、 ＤＲ 和 Ｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
的结构； 使用 ＳｏｆｔＢｅｒｒｙ 在线服务分析系统中的 ＮＳＩＴＥ
程序分析 ＬＴＲ Ｕ３ 区域的转录因子元件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．ｃｏｍ）。
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表 ３　 参考毒株信息

分离株 亚群 分离时间 分离地 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＲＡＶ－１ Ａ ２０１７ 美国 ＭＦ９２６３３７

ＳＤＡＵ０９Ｅ３ Ｂ ２０１１ 中国 ＫＭ０５８０５５

Ｐｒａｇｕｅ Ｃ Ｃ １９７７ 捷克布拉格 Ｊ０２３４２

Ｓｃｈｍｉｄｔ－Ｒｕｐｐｉｎ Ｄ Ｄ １９９２ 日本 Ｄ１０６５２

ｅｖ－１ Ｅ ２００１ 美国 ＡＹ０１３３０３

ＪＳ１３ＬＹ１９ Ｋ ２０１８ 中国江苏 ＭＧ７７０２３５

ＨＰＲＳ１０３ Ｊ １９８８ 英国 Ｚ４６３９０

ＧＸ１４ＮＮ０１ Ｊ ２０１４ 中国广西 ＭＮ０６６１５４

ＧＸ１６ＹＬ０２ Ｊ ２０１６ 中国广西 ＭＮ０６６１４７

ＧＸ１７ＮＮ０５ Ｊ ２０１７ 中国广西 ＭＮ０６６１４５

ＧＤ１８ＺＪ０１ Ｊ ２０１８ 中国广东 ＭＴ５３８２４４

ＧＤ１７ＨＺ０１ Ｊ ２０１７ 中国广东 ＭＴ５３８２３８

ＧＸ１４ＨＧ０４ Ｊ ２０１４ 中国广西 ＫＸ０５８８７８

ＧＸ１５ＭＭ６－２ Ｊ ２０１５ 中国广西 ＫＵ９３４２７６

ＧＤＱＹ１２０１ Ｊ ２０１２ 中国广东 ＪＸ４２３７９２

ＧＸ１６ＹＬ０１ Ｊ ２０１６ 中国广西 ＭＮ７３５２９７

ＧＤ１５ＭＭ０１ Ｊ ２０１５ 中国广西 ＭＮ０６６１５２

ＨＮ１７ＺＺ０２ Ｊ ２０１７ 中国 ＭＮ７３５３００

ＧＸ１５ＭＭ６１ Ｊ ２０１５ 中国广西 ＭＮ０６６１５０

ＧＸ１４ＮＮ０２ Ｊ ２０１４ 中国广西 ＭＮ７３５２９３

ＧＸ１７ＹＬ０１ Ｊ ２０１７ 中国广西 ＭＮ０６６１４３

ＧＤ１８ＨＺ０１ Ｊ ２０１８ 中国广东 ＭＴ５３８２４０

ＧＸ１４ＬＴ０７ Ｊ ２０１４ 中国广西 ＫＸ０３４５１７

ＮＨＨ Ｊ ２０１０ 中国江苏 ＨＭ２３５６６８

ＧＸ１６ＮＮ０４ Ｊ ２０１６ 中国 ＭＮ７３５２９６

ＮＸ０１０１ Ｊ ２００５ 中国宁夏 ＤＱ１１５８０５

ＣＡＵＹＬ０１ Ｊ ２００９ 中国北京 ＪＦ９３２００４

ＳＣＡＵ１９０３ Ｊ ２０１９ 中国山东 ＭＴ１７５６００

ＨＢ２０２０ Ｊ ２０２０ 中国湖北 ＯＮ８４００９３

ＳＤＡＵ１７０１ Ｊ ２０１７ 中国山东 ＫＹ９８０６５７

２　 结果与分析

２􀆰 １　 病原 ＰＣＲ 检测

发病鸡肝脏组织病料 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果显

示， 只有 ＡＬＶ－Ｊ 扩增出大小约 ５４５ ｂｐ 阳性条带， 其

他病毒均为阴性 （图 １）。
２􀆰 ２　 病理组织学观察

由图 ２ 可以看出， 肝脏原有的组织结构紊乱， 肝

细胞变性、 坏死， 局部有炎性细胞浸润， 肝脏中可见

大量的散在或局灶分布的髓样瘤细胞； 脾脏结构紊

乱， 界限不清， 瘤细胞广泛增生， 大小相似， 呈髓样

瘤细胞。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＡＬＶ － Ｊ； ３􀆰 ＡＬＶ Ａ － Ｅ； ５􀆰 ＦＡｄＶ；
７􀆰 ＭＤＶ； ９􀆰 ＲＥＶ； ２、 ４、 ６、 ８、 １０􀆰 为阴性对照。

图 １　 疑似病料 ＰＣＲ ／ ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果
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注： 箭头所示为髓样瘤细胞。

图 ２　 病理组织学观察结果 （ ＨＥ）

２􀆰 ３　 病毒的分离与鉴定

接种组织悬液的 ＤＦ－１ 细胞与对照组相比无明显

细胞病变。 使用 ＡＬＶ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒检测细胞上

清液， 结果显示， 接种组织悬液的细胞培养物上清液

的 ＡＬＶ 均为阳性， 而对照组检测结果为阴性。 将分

离到的 ＡＬＶ 毒株命名为 ＨＮ２４ＸＹ０３。
２􀆰 ４　 全基因组扩增与序列分析

２􀆰 ４􀆰 １　 全基因组扩增与序列拼接

利用 Ｐ１～Ｐ４ 这 ４ 对引物成功扩增出 ４ 个预期目

的片段， 如图 ３ 所示。 序列拼接后的全基因组全长为

７ ６０９ ｂｐ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＰＱ１１８３９２）， 在 ３ 个主

要的 ＯＲＦ 编码基因中， ｇａｇ 基因位于基因组 ６０４ ～
２ ７０９ ｎｔ， 长度为 ２ １０６ ｂｐ， 编码 ７０２ 个氨基酸； ｐｏｌ
基因位于基因组 ２ ７１８ ～ ５ ３４８ ｎｔ， 长度为 ２ ６３１ ｂｐ，
编码 ８７７ 个氨基酸； ｅｎｖ 基因位于基因组 ５ ３０２ ～
６ ９９０ ｎｔ， 长度为 １ ６８９ ｂｐ， 编码 ５６３ 个氨基酸。 该

分离株两端相同的长末端重复序列 ＬＴＲ 包括 Ｕ３－Ｒ－
Ｕ５， 全长为 ３２３ ｂｐ， 位于基因组 １～３２３ ｎｔ 和 ７ ２８７～
７ ６０９ ｎｔ。 ５′ ＵＴＲ 长度为 ３７９ ｂｐ， ３′ ＵＴＲ 长度为

５２０ ｂｐ。 符合典型反转录病毒基因组的结构特点， 即

ＬＴＲ－ｇａｇ－ｐｏｌ－ｅｎｖ－ＬＴＲ （图 ４）。

Ｍ． ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～４􀆰 分别为 Ｐ１～Ｐ４ 分段基因。

图 ３　 ＨＮ２４ＸＹ０３ 株全基因组分段扩增结果
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图 ４　 ＨＮ２４ＸＹ０３ 株全基因组结构示意

２􀆰 ４􀆰 ２　 全基因组序列分析

应用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 工具中的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 方 法， 将

ＨＮ２４ＸＹ０３ 株与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的 ２５ 株 ＡＬＶ－Ｊ 参考

毒株和来自 ＡＬＶ －Ａ、 ＡＬＶ －Ｂ、 ＡＬＶ －Ｃ、 ＡＬＶ －Ｄ、
ＡＬＶ－Ｅ 和 ＡＬＶ－Ｋ 亚群的 ６ 株参考毒株进行全基因组

核苷酸序列的同源性分析。 结果显示， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株

与其他 ２５ 株 ＡＬＶ － Ｊ 全基因组核苷酸的同源性为

９４􀆰 ３％ ～ ９５􀆰 ８％， 其 中 与 参 考 株 ＧＸ１４ＮＮ０１ 和

ＧＸ１６ＹＬ０２ 株同源性最高为 ９５􀆰 ８％， 与英国原型株

ＨＰＲＳ１０３ 同源性稍低为 ９４􀆰 ６％， 与来自 ＡＬＶ － Ａ、
ＡＬＶ－Ｂ、 ＡＬＶ－Ｃ、 ＡＬＶ－Ｄ、 ＡＬＶ－Ｅ 和 ＡＬＶ－Ｋ 亚群

的 ６ 株参考毒株的核苷酸序列相似性为 ８２％ ～
８３􀆰 ７％。 　

系统发育树分析显示 （图 ５）， ３２ 株 ＡＬＶ 形成两

大分支， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株与 ２５ 株 ＡＬＶ－Ｊ 参考毒株处于

同一大分支上， 与 ＧＸ１４ＮＮ０１ 和 ＧＸ１６ＹＬ０２ 等 １１ 株

ＡＬＶ－Ｊ 亚型毒株处于一个分支； 而 ＨＮ２４ＸＹ０３ 株与

其他亚群的 ６ 株 ＡＬＶ 毒株 （ ＲＡＶ － １、 Ｓｃｈｍｉｄｔ －
Ｒｕｐｐｉｎ Ｂ、 Ｐｒａｇｕｅ Ｃ、 Ｓｃｈｍｉｄｔ － Ｒｕｐｐｉｎ Ｄ、 ｅｖ － １ 和

ＪＳ１３ＬＹ１９） 处于不同分支， 差别较大， 亲缘关系

较远。

注： ★表示本试验分离株， 下同。

图 ５　 基于全基因组序列遗传进化分析
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　 　 利用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ ７􀆰 ０ ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对 ＨＮ２４ＸＹ０３
株的各基因片段与 ＡＬＶ 各亚群参考毒株进行同源性

比对。 结 果 显 示， ｇａｇ 和 ｐｏｌ 基 因 相 对 保 守，
ＨＮ２４ＸＹ０３ 的 ｇａｇ 基 因 与 各 参 考 毒 株 相 似 性 在

９３􀆰 １％～ ９５􀆰 ８％， ｐｏｌ 基因与各参考毒株相似性在

９５􀆰 ８％～９７􀆰 ３％； ＨＮ２４ＸＹ０３ 株 ＬＴＲ 和 ｅｎｖ 均与 Ｊ 亚

群参考毒株同源性较高， 分别为 ９１􀆰 ６％ ～ ９５􀆰 ４％和

９２􀆰 ４％～９６􀆰 ３％， 而与其他亚群 ＡＬＶ 毒株的同源性较

低， 分别为 ６４􀆰 ９％ ～ ８８􀆰 ５％和 ４９􀆰 ３％ ～ ５０􀆰 ８％， 表明

该毒株为 Ｊ 亚群 ＡＬＶ （表 ４）。

表 ４　 ＨＮ２４ＸＹ０３ 与 ＡＬＶ 参考毒株核苷酸序列相似性比较

％

参考毒株
ＨＮ２４ＸＹ０３ 毒株的基因

ＬＴＲ ｇａｇ ｐｏｌ ｅｎｖ

ＲＡＶ－１ ８８􀆰 ５ ９４􀆰 ８ ９５􀆰 ８ ４９􀆰 ６

ＳＤＡＵ０９Ｅ３ ８２􀆰 ５ ９３􀆰 １ ９６􀆰 ２ ４９􀆰 ３

Ｐｒａｇｕｅ Ｃ ８７􀆰 ４ ９５􀆰 ５ ９６􀆰 ５ ５０􀆰 １

Ｓｃｈｍｉｄｔ－Ｒｕｐｐｉｎ Ｄ ８６􀆰 ３ ９４􀆰 ４ ９６􀆰 １ ５０􀆰 ７

ｅｖ－１ ６７􀆰 ３ ９４􀆰 １ ９７􀆰 ３ ５０􀆰 ８

ＪＳ１３ＬＹ１９ ６４􀆰 ９ ９４􀆰 ５ ９７􀆰 ０ ５０􀆰 ４

ＨＰＲＳ１０３ ９５􀆰 ０ ９５􀆰 ３ ９６􀆰 ２ ９２􀆰 ８

ＧＸ１４ＮＮ０１ ９３􀆰 ５ ９５􀆰 ７ ９６􀆰 ７ ９６􀆰 １

ＧＸ１６ＹＬ０２ ９４􀆰 ４ ９５􀆰 ８ ９６􀆰 ９ ９５􀆰 ０

ＧＸ１７ＮＮ０５ ９２􀆰 ９ ９４􀆰 ５ ９６􀆰 ８ ９６􀆰 ３

ＧＤ１８ＺＪ０１ ９５􀆰 ４ ９５􀆰 １ ９６􀆰 ８ ９５􀆰 ０

ＧＤ１７ＨＺ０１ ９２􀆰 ３ ９４􀆰 ９ ９６􀆰 ８ ９５􀆰 ５

ＧＸ１４ＨＧ０４ ９３􀆰 ５ ９５􀆰 ７ ９７􀆰 ３ ９４􀆰 ７

ＧＸ１５ＭＭ６－２ ９４􀆰 ４ ９４􀆰 ９ ９７􀆰 １ ９４􀆰 ８

ＧＤＱＹ１２０１ ９４􀆰 ７ ９５􀆰 ２ ９６􀆰 ８ ９５􀆰 ６

ＧＸ１６ＹＬ０１ ９３􀆰 ８ ９５􀆰 ３ ９６􀆰 ７ ９４􀆰 ４

ＧＤ１５ＭＭ０１ ９２􀆰 ０ ９４􀆰 ９ ９７􀆰 ０ ９４􀆰 ７

ＨＮ１７ＺＺ０２ ９４􀆰 ４ ９５􀆰 ４ ９６􀆰 ９ ９４􀆰 ７

ＧＸ１５ＭＭ６１ ９２􀆰 ９ ９５􀆰 ０ ９６􀆰 ６ ９４􀆰 ６

ＧＸ１４ＮＮ０２ ９２􀆰 ９ ９５􀆰 ５ ９７􀆰 ０ ９４􀆰 ６

ＧＸ１７ＹＬ０１ ９２􀆰 ９ ９５􀆰 ０ ９６􀆰 ２ ９５􀆰 １

ＧＤ１８ＨＺ０１ ９３􀆰 ５ ９４􀆰 ８ ９６􀆰 ８ ９５􀆰 １

ＧＸ１４ＬＴ０７ ９３􀆰 ２ ９５􀆰 ６ ９７􀆰 １ ９４􀆰 ５

ＮＨＨ ９４􀆰 ９ ９５􀆰 ８ ９５􀆰 ６ ９３􀆰 ６

ＧＸ１６ＮＮ０４ ９２􀆰 ３ ９５􀆰 ６ ９６􀆰 １ ９４􀆰 ０

ＮＸ０１０１ ９４􀆰 １ ９４􀆰 １ ９６􀆰 ５ ９２􀆰 ５

ＣＡＵＹＬ０１ ９３􀆰 ２ ９４􀆰 １ ９６􀆰 ７ ９３􀆰 ７

ＳＣＡＵ１９０３ ９１􀆰 ６ ９５􀆰 ２ ９６􀆰 ７ ９３􀆰 ８

ＨＢ２０２０ ９２􀆰 ９ ９５􀆰 ０ ９６􀆰 ８ ９３􀆰 ８

ＳＤＡＵ１７０１ ９５􀆰 ０ ９４􀆰 ７ ９６􀆰 ３ ９２􀆰 ４

２􀆰 ５　 ｇｐ８５ 基因序列分析

ｇｐ８５ 基因序列同源性分析显示， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株

与其他 ２５ 株 ＡＬＶ－Ｊ 亚群参考毒株核苷酸相似性为

８７􀆰 ３％ ～ ９５􀆰 ３％， 与 广 西 分 离 株 ＧＸ１４ＮＮ０１、
ＧＸ１７ＮＮ０５ 相似性最高为 ９５􀆰 ３％， 与宁夏分离株

ＮＸ０１０１ 相似性最低为 ９０􀆰 ７％。 系统发育树分析显示

（图 ６）， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株与 ２５ 株 ＡＬＶ－Ｊ 参考毒株处于

同 一 大 分 支 上， 与 ＡＬＶ － Ｊ 亚 群 广 西 分 离 株

ＧＸ１４ＮＮ０１、 ＧＸ１７ＮＮ０５ 同源关系较近， 处于一个小

分支。
ｇｐ８５ 蛋 白 氨 基 酸 序 列 同 源 性 分 析 显 示，

ＨＮ２４ＸＹ０３ 株与其他 ２５ 株 ＡＬＶ－Ｊ 亚群参考毒株氨基

酸相 似 性 为 ９０􀆰 ８％ ～ ９６􀆰 ２％， 与 广 西 分 离 株

ＧＸ１４ＮＮ０１、 ＧＸ１７ＮＮ０５ 相似性最高为 ９６􀆰 １％； 系统

发育树分析显示 （图 ７）， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株与 ２５ 株

ＡＬＶ－Ｊ 参考毒株处于同一大分支上， 与 ＡＬＶ－Ｊ 亚群

广西分离株 ＧＸ１４ＮＮ０１、 ＧＸ１７ＮＮ０５ 同源关系较近，
处于一个小分支， 与来自 ＡＬＶ－Ａ、 ＡＬＶ－Ｂ、 ＡＬＶ－Ｃ、
ＡＬＶ－Ｄ、 ＡＬＶ－Ｅ 和 ＡＬＶ－Ｋ 亚群的 ６ 株参考毒株亲缘

关系较远， 明显处于不同分支。 氨基酸序列比对发

现， 与 英 国 分 离 参 考 毒 株 ＨＰＲＳ１０３ 相 比，
ＨＮ２４ＸＹ０３ 株存在 ３４ 个氨基酸变异位点 （ Ｒ２１Ｑ、
Ｎ４８Ｄ、 Ｎ６３Ｋ、 Ｄ６５Ｅ、 Ｓ６８Ｎ、 Ｋ７５Ｑ、 Ａ７６Ｔ、
Ｎ１１５Ｇ、 Ｒ１１７Ｓ、 Ｖ１２０Ｔ、 Ｖ１２８Ｆ、 Ｒ１３６Ａ、 Ａ１４３Ｅ、
Ｄ１４８Ａ、 Ｌ１５０Ｓ、 Ｖ１５６Ｉ、 Ｖ１６８Ｔ、 Ｒ１７５Ｓ、 Ｓ１８２Ｇ、
Ｒ１８９Ｇ、 Ｄ１９１Ｓ、 Ｌ１９２Ｑ、 Ｗ１９５Ｃ、 Ｓ１９７Ｇ、 Ｒ２００Ｇ、
Ｋ２１２Ｇ、 Ｓ２１４Ｐ、 Ｓ２１５Ｎ、 Ｇ２１９Ｓ、 Ｔ２２６Ａ、 Ｅ２３９Ｎ、
Ｑ２４０Ｋ、 Ｖ２４３Ｔ、 Ｉ２９４Ｍ） 和 １ 个位点 （ Ｄ６１ －） 缺

失， 其中 ９ 个位于 ｈｒ１ 区， ９ 个位于 ｈｒ２ 区 （图 ８）。
２􀆰 ６　 ＨＮ２４ＸＹ０３ 分离株 ３′ＵＴＲ 和 Ｕ３ 区序列分析

３′ＵＴＲ 序列分析结果显示， 与原型株 ＨＰＲＳ－１０３
相比， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株以及亲缘关系较近的 ＡＬＶ－Ｊ 广

西分离株 ＧＸ１６ＹＬ０２、 ＧＸ１４ＮＮ０１、 ＧＸ１７ＮＮ０５ 均发

生 ｒ－ＴＭ 序列缺失， 皆为 ＵＴＲ－Δｒ－ＴＭ 毒株 （图 ９）；
利用 ＳｏｆｔＢｅｒｒｙ ＮＳＩＴＥ 在 线 分 析 程 序 分 析 发 现

ＨＮ２４ＸＹ０３ 株 ＬＴＲ 长度为 ３２３ ｂｐ， 与英国 ＡＬＶ－Ｊ 原

型株 ＨＰＲＳ － １０３ 相比， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株 Ｕ３ 区包含的

Ｃ ／ ＥＢＰ、 Ｅ２ＢＰ、 ＮＦＡＰ－１、 ＣＡｒＧ ｂｏｘ、 Ｙ ｂｏｘ、 ＴＡＴＡ
ｂｏｘ、 ＰＲＥ ｂｏｘ 高度保守， 但由于 ５８、 ５９ 位的碱基突

变， 丢失了 １ 个 ＣＡｒＧ ｂｏｘ （图 １０）。
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图 ６　 基于 ｇｐ８５ 核苷酸序列的遗传进化分析

图 ７　 基于 ｇｐ８５ 氨基酸序列的遗传进化分析
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图 ８　 ｇｐ８５ 氨基酸序列比对

图 ９　 ＨＮ２４ＸＹ０３ 分离株 ３′ＵＴＲ 序列分析
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图 １０　 ＨＮ２４ＸＹ０３ 株 Ｕ３ 区转录调控元件

３　 讨论

我国农业农村部关于推进动物疫病净化工作的意

见 （农牧发 〔２０２１〕 ２９ 号） 指出， 要以种畜禽场为

重点， 扎实开展禽白血病、 禽沙门菌病等垂直传播性

疫病净化， 从源头提高畜禽健康安全水平。 通过国家

根除计划的实施， 我国禽白血病疫情得到了有效控

制， 白肉鸡和蛋鸡养殖场的发病率逐年下降。 然而，
许多研究表明， ＡＬＶ－Ｊ 仍在我国的大多数地方鸡群

中流行， 并且在长期的进化过程中已经培育出许多突

变株， 对家禽业构成了潜在的巨大威胁［２６］。 Ｍｅｎｇ
等［２７］从中国某地方鸡养殖场中分离出 １０ 株 ＡＬＶ－Ｊ，
研究发现其与中国原始毒株存在较大偏差。 Ｌｉ 等［２８］

对中国江西省的 ８ 个地方鸡群中进行了系统的流行病

学调查， 从 ５６０ 个样本中分离出 ７１ 株 ＡＬＶ－Ｊ， 部分

毒株与之前从商品肉鸡、 蛋鸡和其他鸡群中分离出的

菌株， 甚至与美国、 俄罗斯分离出的毒株高度一致，
而部分毒株表现出不同的分子特征， 处于一个独立的

进化分支， 解释了中国地方鸡群中 ＡＬＶ－Ｊ 的复杂背

景和未来的演变趋势。 本研究从信阳地区疑似肿瘤土

鸡病料中分离到 １ 株 ＡＬＶ， 全基因组序列分析结果显

示， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株与 ＡＬＶ－Ｊ 全基因组核苷酸的相似

性为 ９４􀆰 ３％ ～ ９５􀆰 ８％， 与广西分离株 ＧＸ１４ＮＮ０１、

ＧＸ１６ＹＬ０２ 同源性最高， 为研究当地 ＡＬＶ－Ｊ 的遗传

进化和致病性奠定了基础。
ｇｐ８５ 含有病毒受体决定簇， 其高变区和可变区

决定了 ＡＬＶ 的中和活性和特异性［２９］。 ＡＬＶ－Ｊ ｇｐ８５ 易

于突变以获得对抗自然选择的进化优势［３０］。 通过比

对 ＡＬＶ－Ａ 至 ＡＬＶ－Ｅ 的 ｇｐ８５ 氨基酸序列发现， ｇｐ８５
蛋白包含 ５ 个变异区域， 分别为 ＨＲ１、 ＨＲ２、 ＶＲ１、
ＶＲ２ 和 ＶＲ３［３１］， 而 ＡＬＶ－Ｊ 的 ｇｐ８５ 基因与其他亚群

中相应基因的序列相似性仅有 ４０％［３２］。 氨基酸序列

比对发现， 与英国分离参考毒株 ＨＰＲＳ１０３ 相比，
ＨＮ２４ＸＹ０３ 株存在 ３４ 个氨基酸变异位点和 １ 个位点

（Ｄ６１－） 缺失， 其中 ９ 个位于 ｈｒ１ 区， ９ 个位于 ｈｒ２
区。 张瑶［１７］发现， ＡＬＶ－Ｊ ｇｐ８５ 与受体结合区域为第

３７ ～ ２８３ 位区域的不连续序列， 而 ｇｐ８５ 蛋白的

Ｅ１１４－、 Ｒ１１７Ｇ、 Ｎ１２３Ｉ 这 ３ 个位点的协同突变可导

致病毒与 ｃｈＮＨＥ１ 亲和力增强。 Ａ１２３Ｉ 突变可能会增

强 ｇｐ８５ 蛋白 Ｎ 端 ＲＢＤ 区域的稳定性， 并减少空间位

阻， 从而增加 ｇｐ８５ 与 ｃｈＮＨＥ１ 受体结合的可能

性［３３］。 ＨＮ２４ＸＹ０３ 株 在 ｈｒ１、 ｈｒ２ 区分别存在 ９ 个突

变位点， 其影响有待于进一步研究。
类似于成熟真核 ｍＲＮＡ 的 ３′非翻译区， ｓｓＲＮＡ

（＋） 病毒基因组 ＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 也是具有多种功能的

结构， ３′ＵＴＲ 与来自病毒和宿主的核苷酸和蛋白质直
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接或间接地相互作用， 参与调控病毒基因组 ＲＮＡ 的

环化、 复制和翻译［３４］。 ＡＬＶ－ Ｊ ３′ＵＴＲ 包括 ｒ － ＴＭ、
ＤＲ１ 和 Ｅ ｅｌｅｍｅｎｔ 结构， ｒ－ＴＭ 曾被认为是病毒复制的

非必需部分， 但后来的研究发现， 它与 ＡＬＶ－Ｊ 对产

蛋鸡的致病性有关［３５］， ＤＲ－１ 对于病毒 ｍＲＮＡ 从细

胞核的输出非常重要［３６］， Ｅ ｅｌｅｍｅｎｔ 与病毒的致癌性

和体内复制相关［９，３７］。 Ｘｕ 等［３８］ 的研究表明， 中国大

多数 ＡＬＶ－Ｊ 毒株在 ３′ＵＴＲ 中的 ｒ－ＴＭ 区域发生了缺

失， 通过构建含有不同 ３′ＵＴＲ 的 ＡＬＶ－Ｊ 感染性克隆

和亚基因组载体， 证明了 ３′ＵＴＲ 直接影响病毒的组

织偏好性， 其可以作为增强子促进病毒复制， 而含有

Δ－ｒ－ＴＭ ３′ＵＴＲ 的 ＡＬＶ－Ｊ 毒株在原代细胞中增殖速

度最快。 本试验对 ３′ＵＴＲ 序列分析结果显示， 与原

型株 ＨＰＲＳ－１０３ 相比， ＨＮ２４ＸＹ０３ 株以及亲缘关系较

近的广西分离株 ＧＸ１６ＹＬ０２、 ＧＸ１４ＮＮ０１、 ＧＸ１７ＮＮ０５
均发生 ｒ－ＴＭ 区域缺失， 与上述研究结果相符， 预期

的影响有待于进一步研究证实。
位于 ＬＴＲ 内的 Ｕ３ 区域基因长度为 ２２４～２３３ 个核

苷酸， 其参与逆转录病毒的转录和宿主原癌基因的激

活。 Ｕ３ 区包含多种顺式作用元件， 这些元件可以与

宿主细胞的转录因子和其他调节蛋白相互作用， 进而

驱动 ＲＮＡ 聚合酶转录病毒并控制转录速率。 Ｕ３ 区的

突变对病毒毒力有重要影响［３９］。 Ｍａ 等［１４］ 对 ２０１３ 年

至 ２０１８ 年期间的 ２６０ 个中国临床土鸡样本进行了鉴

定， 共分离出 １８ 株 ＡＬＶ－Ｊ， Ｕ３ 区序列分析发现， １８
个临床分离株的转录调控元件相对保守， 包括 ２ 个

ＣＡｒＧ ｂｏｘ、 １ 个 ＴＡＴＡ ｂｏｘ、 １ 个 Ｃ ／ ＥＢＰ、 ２ 个 Ｙ ｂｏｘ
和 ２ 个 ＰＲＥ ｂｏｘ， 但大多数毒株的 Ｕ３ 区序列存在 ５
个独特的碱基突变。 而 ＨＮ２４ＸＹ０３ 株 Ｕ３ 区包含 ２ 个

Ｙ ｂｏｘ， Ｃ ／ ＥＢＰ、 Ｅ２ＢＰ、 ＮＦＡＰ－１、 ＣＡｒＧ ｂｏｘ、 ＴＡＴＡ
ｂｏｘ、 ＰＲＥ ｂｏｘ 等转录调控元件各 １ 个， 与 ＨＰＲＳ１０３
株相比， 由于 ５８、 ５９ 位的碱基突变， 丢失了 １ 个

ＣＡｒＧ ｂｏｘ 结构， 其影响有待于进一步研究。
综上， 本研究通过 ＰＣＲ 检测、 病理组织学观察

及病毒分离鉴定等方法， 从送检的信阳地方土鸡中分

离到 １ 株 ＵＴＲ－Δｒ－ＴＭ ＡＬＶ－Ｊ， 该毒株 Ｕ３ 区序列转

录调控元件相对保守， 为进一步研究 ＡＬＶ－Ｊ 的致病

性奠定基础。
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