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!亚群禽白血病病毒蛋鸡分离株 "#$%&’( 全基因组核苷酸序
列的比较分析

郭桂杰，孙淑红，崔治中!

（山东农业大学动物科技学院，泰安 +D/$/C）

摘要：【目的】分析我国 AQRHS蛋鸡分离株的来源和进一步演变趋势。【方法】以 S亚群禽白血病病毒（AQRHS）
蛋鸡分离株 -B$DQT/感染的鸡胚成纤维细胞（1KI）基因组 B.A作为其前病毒基因组模板，根据已发表序列
设计合成 "对引物，经 U1V扩增出 "段连续的、相互部分重叠的 B.A片段和闭合环形前病毒两末端 QEV的
连接区段，并分别连入 E载体进行克隆、测序。【结果】用 B.A<5’(软件对测序结果进行剪辑和拼接，首次完
成了 AQRHS蛋鸡分离株 -B$DQT/的前病毒全基因组核苷酸序列。【结论】将该序列与另外已完成的全基因
组序列的比较表明，AQRHS 的整个基因组 O’O 和 68; 基因相对保守，各毒株间对应基因的同源性分别在
"2P$W以上，F:X基因的同源性仅为 CCP0W Y "!P$W。
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S亚群禽白血病病毒（-9ZO(896 S 8[ ’X>’: ;F9\8<><
X>(9<，AQRHS）是最早从肉鸡中分离鉴定出来的禽白
血病病毒（AX>’: ;F9)8<>< X>(9<，AQR）新的亚群［/］，+$
世纪 "$年代在全世界范围内的爆发给肉鸡业造成
了巨大损失［+］。我国于 /""" 年首次从白羽肉鸡中
发现此病毒［!］。

国内外资料显示，AQRHS主要引起肉用型鸡的
骨髓细胞瘤，导致很高的死亡率、肿瘤的发生、生产

性能降低、淘汰费用的增加，进而造成肉鸡饲养业的

严重损失。U’]:F 和 ^>;;>’?<通过实验室接种病毒
发现蛋鸡对 AQRHS是易感的［#，//］，+$$+年 _>:O(>)*发
现在用于产蛋的白来航商品蛋鸡出现骨髓细胞瘤，

引起产蛋下降，经过病毒分离发现一种含有 AQRHS
的 QEV和 AQRH@ F:X基因的重组病毒［/+］。
在过去十多年中，AQRHS主要在肉鸡中流行，但

随后在蛋鸡以及地方品系鸡中也发现了自然感染病

例，并有病毒分离、鉴定的报道［2，/$］。

+$$D年初，我们从山东某鸡场送检的 /D周龄海
兰灰商品代蛋鸡中分离到一株 AQRHS［/0］，为了解这
个流行株的来源及其与国内外其它分离株的相互关

系，本研究对其全基因组做了扩增和序列测定，进行

了相关分析，并与国内外完成的其它毒株做了比较。

( 材料和方法

()( 材料
()()( 细胞和病毒：（/）鸡胚成纤维细胞（1KI）：取
" Y //日龄的 -UI鸡胚（-UAIA-，济南）常规制作原
代 1KI。（+）病毒 -B$DQT/［/0］：分离于 +$$D 年初山
东某鸡场送检的 /D周龄海兰灰商品代蛋鸡。（#）病
毒的增殖：原代 1KI 长成单层后，取数瓶接种
% D$‘冻存的 -B$DQT/ 病毒悬液，#D‘，2W 1a+，

培养 ! Y 2 N，取其中一瓶，用 $P+2W胰酶消化、重悬，



传代至加有飞片的 !" ##平皿中，待长成单层后，
用固定液（丙酮：已醇 $ %：&）固定，以抗 ’()*+特异
性单克隆抗体（,-.-/0-.10 ’.234-56，,’4）+78［9"］与
:;<=标记的羊抗鼠二抗（>3?#1）联合做 ;:’，在荧光
显微镜下进行观察。同时用未感染的 =7:作对照，
以验证感染细胞中 >@AB(C9的存在。
!"!"# 主要试剂和仪器：D=E C32 购于 <1C1E1 公
司；胰酶购自德国 ,7E=C公司；凝胶回收试剂盒为
美国 F,7G’公司产品；<载体 H,@9I*<、<&@J’连
接酶等均购自 <1C1E1公司；其他常规试剂均为国产
分析纯。

!"# $%&’()!前病毒基因组 *%+,的提取
将 >@AB(C9感染后经 ;:’检测为阳性的同一批

=7:，用 AKL"M胰酶消化，离心（LAA N ?）、收集，按常
规方法提取其基因组 @J’，最后溶于 <7缓冲液，置
O LAP保存，用作 D=E 扩增 >@AB(C9 前病毒线性
/@J’的模板。
同时，将大量病毒一次性接种数瓶单层的原代

=7:，感染后 I Q L& R期间，每隔 ! R取样，如前操作
分别提取基因组 @J’ 作为模板，以备从中扩增
>@AB(C9闭合环形前病毒两末端 (<E的连接区段。
!"- ./0引物设计
参照 已 发 表 的 ’() 的 序 列，以 SDE>9A!

（GT.U1.V ’//TWW3-. J-X Y&%!8A）为标准株，设计合成
了用于扩增 >@AB(C9前病毒基因组 /@J’的相互连
续且部分重叠的 8对引物（表 9）。

表 ! 扩增 $%&’()!前病毒基因组 *%+,的引物序列
<140T 9 DZ3#TZW [-Z D=E 3. 1#H03[3/123-. -[ >@AB(C9 /@J’ [Z1?#T.2W

>T?#T.2 DZ3#TZW >T\]T./TW（"^!!^） :Z1?#T.2 W3_TW‘4H
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& ?&: <’<=’G=G=<=GG<G<’< 99""
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" HL: G<’G=’G’’===’GG’<’G IAB

HLE =’’=’’’=G=GG’G<=’G

% H!: GGG<G<’=’’=’’=<GG’ 9!AB

7.a9E ===<GGG’=’’=GG’’’<’’

B 7.aL: <=<G=<G==’<=G’G’GG<<’=< L&L!

7.aLE G<G=<=G<’G<<G<=’G
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!"1 $%&’()!前病毒基因组 *%+,的 ./0扩增、
克隆和测序

按照标准 Z<1\ D=E试剂盒（<1C1E1）的方法说
明，用 8对引物分别对 >@AB(C9前病毒基因组 /@J’
进行扩增，将各段 D=E产物分别连入载体 H,@9I*<，
经转化、筛选和鉴定后，阳性克隆进行核苷酸序列

测定。

!"2 $%&’()!株的比较
使用 @J’W21Z 软件对测序结果进行剪辑和拼

接，并将 >@AB(C9 株与国内外完成的不同毒株，不
同基因 FE:编码的核苷酸序列进行同源性比较。

# 结果

#"! $%&’()!前病毒 *%+,的全基因组核苷酸序
列

利用 @J’W21Z软件对 8个 D=E片段克隆的测序
结果进行剪辑和拼接，完成了 ’()*+ 蛋鸡分离株
>@AB(C9 前病毒 /@J’ 全基因组的核苷酸序列
（GT.U1.V 1//TWW3-. J-X :+L9%&A"），该序列全长
BB!& .2，与已发表 ’()*+毒株的全基因组序列长度
均有或多或少的差别。其 ! 个主要基因 FE:编码
序列的核苷酸起止位点和长度分别为：!"! 基因相
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当于碱基位 !"! # $%&&，长 $&"! ’(；!"# 基因相当于
碱基位 $%$) # *+*"，长 $!$$ ’(；$%& 基因相当于碱基
位 *+", # !))*，长 &!)$ ’(，与已发表的从肉鸡分离的
+个毒株：-./0&"+（12’34’5 6772889:’ ;:< =,!+)"），
6>?@A%*"&（12’34’5 6772889:’ ;:< 6B"$%)$"）和
;C"&"&（12’34’5 6772889:’ ;:< >D&&*E"*）相符。两
端相同的长末端重复序列（@F/）全长为 +$% ’(，其中
G+相当于碱基位 & # $$!和 %,"E # %!++，长 $$! ’(；/
相当于碱基位 $$% # $,%和 %!+, # %!*,，长 $& ’(；G*
相当于碱基位 $,E # +$%和 %!** # %%+,，长 E" ’(。+H
端非编码区（+HGF/）相当于碱基位 !))! # %!+$，全长
为 !+% ’(，其 中 I’8 < FJ（ 9’82K(9:’ 2’7:L9’M
(K4’8N2NOK4’2 82MN2’( :P FJ）相当于碱基位 !%)E #
%"&%，长 $$" ’(；KFJ（K2LQ’L4’( ’:’APQ’7(9:’4R FJ）相当

于碱基位 %"&E # %&&,，长 )% ’(；>/& 相当于碱基位
%&** # %$,%，长 )+ ’(；S（C0/）相当于碱基位 %$,E #
%+)!，长 &,) ’(。
!"! #$%&’()前病毒 *$+,全基因组序列与已知
,’-./毒株相应序列的同源性比较
将 6@TAUV0>"%@W&株 7>;6全基因组序列与已

知毒株的相应基因组核苷酸序列，经 >;68(4K软件
中的 XRQ8(4R T方法进行同源性分析（表 $）。得知：
与已完成全基因序列的 +株 6@TAU（-./0&"+，6>?@A
%*"&，;C"&"&）比较，0>"%@W& 株的 ’(’ 和 !"# 基因
表现出较好的保守性，而 @F/序列和决定亚群特异
性的 $%& 基因存在较大的差异。图 $ 显示了
0>"%@W&株与其他 +个 6@TAU毒株基本相似的基因
组结构。

表 ! #$%&’()与已知 ,’-./各毒株主要基因或片段核苷酸序列的大小及同源百分比
F4OR2 $ .49K L98(2’728 :P 0>"%@W& M2’:N2 4’L (Y2 K2ZK282’(4(9[28 6@TAU 8(K49’8

12’2 0>"%@W& -./0&"+ 6>?@A%*"& ;C"&"&
@F/ +$% ’( )*\,]（+$* ’(） )$\"]（+$* ’(） )+\*]（+$* ’(）
’(’ $&"! ’( )%\$]（$&"! ’(） )*\+]（$&"! ’(） )!\*]（$&"! ’(）
!"# $!$$ ’( )%\!]（$!$$ ’(） )E\"]（$!$$ ’(） )E\&]（$!$$ ’(）
$%& &!)$ ’( ),\"]（&!)$ ’(） EE\!]（&!)$ ’(） )+\&]（&!)$ ’(）
+HGF/ !+% ’( E!\"]（%,E ’(） E%\)]（*$$ ’(） !%\$]（*)* ’(）
I’8< FJ $$" ’( )!\,]（$$" ’(） ),\%]（$"E ’(） )+\$]（$$" ’(）
KFJ )% ’( !,\)]（$&" ’(） E*\%]（% ’(） *%\%]（&E, ’(）
>/& )+ ’( )&\,]（)+ ’(） E)\$]（)+ ’(） E,\!]（)& ’(）
S（C0/） &,) ’( E%\&]（&,% ’(） E%\E]（&,% ’(） *"\"]（&, ’(）
12’:N2 %%+, ’( ,,\&]（%E,& ’(） *+\&]（%!&$ ’(） *,\*]（%!EE ’(）

0 讨论

&" 余年来禽白血病 U亚群在世界各地肉鸡群
中大量出现，特别是近几年 6@TAU所致肉种鸡发病
的潜伏期逐渐缩短，最早可见 $,日龄发病病例，给
肉鸡产业造成巨大损失和威胁［%］，使全世界各大肉

用型种鸡公司消耗巨资实施全面清除 6@TAU 的计
划，而蛋鸡 6@TAU能引起蛋鸡的产蛋率下降，死亡率
升高，它的发现给中国养鸡业甚至世界养鸡业提出

了新的挑战［*］。本文以 6@TAU蛋鸡分离株 0>"%@W&
所感染 XS^的基因组 >;6为模板，以能覆盖其前病
毒基因组全序列的相互连续而部分重叠的 )对引物
进行 .X/反应，并将各扩增产物分别加以克隆，测
序，从而首次完成了 6@TAU 蛋鸡分离株的前病毒
7>;6全基因组核苷酸序列，对该序列进行分析，可
以看出，该序列具有反转录病毒典型的基因组结构

特点，即 *H@F/、’(’、!"#、$%&、+H@F/。
反转录病毒在其前病毒 7>;6发生整合前有一

闭合环形时期［&+］，据此合成了针对环形结构的 .X/
引物 +A@F/^和 @F//，通过收集 0>"%@W&感染后不
同时期的细胞 >;6 为模板，变换多个 .X/ 反应条
件，最终扩增到 %*+ OZ和 )!% OZ的目的片段，因此，
与 -./0&"+，6>?@A%*"&和 ;C"&"&相比较，0>"%@W&
株的全基因组核苷酸序列在 +H@F/ 末端多出两个
F，*H@F/前端多出两个 6。
反转录病毒发生高错率和高重组率的序列一般

位于 +HGF/。本研究测得的 0>"%@W&株的 +HGF/与
-./0&"+株的变异接近 E]，与 6>?@A%*"& 株的变
异接近 )]，而与 ;C"&"& 株的变异却高达 &,\)]，
这主要是由于 0>"%@W&株的 +HGF/包含“S（C0/）”
区［!］成分（OZ _ %$,E # %+)!），而 ;C"&"& 株，美国的
野毒株 ,E&%和目前来源于白羽肉鸡的其他国内毒
株在此处均有不同程度的缺失［&!］。这在一定程度

上揭示了蛋鸡分离株 0>"%@W& 株与从白羽肉用型
鸡分离的中国毒株有着不同的来源。有报道表明，

“S（C0/）”区成分在 U亚群禽白血病病毒的致肿瘤

$", 1Q9‘92 1Q: 2( 4R < V)*+( ,-*."/-"#"’-*( 0-%-*(（$"")）,)（+）



图 ! 四株 "#$%&全基因组结构简图
!"#$% &’()"’*+ #,-(."/ 01’2/12’,0 (3 3(2’ 4"33,’,-1 56789$ 5：:&;<=>?；@：5AB68CD>=；E：FG>=>=；A：<A>C6H=I

性发挥有一定的作用［=J］。

迄今为止，仅零星地报道了蛋鸡 56789的部分
序列［K L M］，未见其全基因组序列的报道，这在一定程

度上影响了对蛋鸡 56789的进一步研究。本研究完
成的中国蛋鸡分离株 <A>C6H= 前病毒全基因组核
苷酸序列，可作为蛋鸡 56789参考株，对于进一步研
究病毒之间核苷酸序列的差异与病毒致病性的关

系，分析我国 56789蛋鸡分离株的来源和进一步演
变趋势提供了有用的数据资料。
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