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摘要:为初步确定新分离的鸡传染性法氏囊病毒(IBDV)河南株 HeYD 的毒力 ,根据 GenBank数

据库中已报道的 IBDV 基因组序列 ,设计合成了 1 对 VP2 基因高变区特异性引物 ,应用 RT-PCR

方法对分离自河南省某发病鸡场的 IBDV 野毒株 HeYD 的 VP2 基因高变区进行了基因克隆及序

列分析 ,并与其他参考毒株高变区进行了序列比对。序列分析结果表明 , HeYD株的 VP2 基因高

变区具有 IBDV超强毒株典型的氨基酸序列特征 ,即 222 位(A)、256位(I)、294 位(I)和 299位

(S),表明 HeYD为超强毒株 。利用 VP2 基因高变区序列构建基因进化树 ,发现 HeYD株与国内超

强毒株如 xin-1 、GX8-99以及国外超强毒株如日本的 OKYM 和欧洲的DV86毒株亲缘关系较近。
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Abstract:To ident ify the subtype of a field infectious bursal disease virus(IBDV)st rain HeYD

isolatedf rom Henan province , a pair o f specific primers w ere designed acco rding to the genome

sequences o f IBDV previously repor ted for amplify ing the cDNA of IBDV VP2 hypervariable

reg ion.The VP2 hype rv ariable region of HeYD was cloned by reverse t ranscription polymerase

chain reaction(RT-PCR), sequenced and compared wi th o ther reference IBDV strains.The results

show ed that the amino acid sequence of HeYD VP2 hyperv ariable region represents the typical

feature o f tho se of ve ry vi rulent IBDV (vv IBDV)st rains at the posit ions of 222(A), 256(I), 294

(I), and 299(S).The phy logenetic t ree based on the DNA sequences o f IBDV VP2 hypervariable

reg ions indicated that HeYD strain w as far aw ay f rom some of China vvIBDV stains ,but close to

other China vvIBDV strains such as xin-1 , GX8-99 , and some fo reign vvIBDV strains such as

OK YM and DV86.

Key words:IBDV;VP2 gene hype rv ariable region;Gene cloning;Phylo genet ic t ree

　河南农业科学 , 2011 , 40(3):149-153
　Journa l of Henan Ag ricultur al Sciences

DOI :10.15933/j.cnki.1004-3268.2011.03.039



　　鸡传染性法氏囊病(infectious bursal disease ,

IBD)是由鸡传染性法氏囊病病毒(infectious bursal

disease virus , IBDV)引起鸡的一种免疫抑制性疾

病
[ 1-3]

。IBDV的基因组为双链 RNA ,包括 A 、B 2个

片段[ 4] 。片段 A长度为3.2 kb ,含有 2个开放性阅读

框(open reading frame , ORFs),2个ORF有部分重叠

且大小不等。A 片段上的小 ORF 编码分子量为 17

kD的非结构蛋白VP5
[ 5]
。大ORF 先编码 1个大的

多聚蛋白 VP2-4-3 (110kD),而 V P2-4-3 通过蛋白

酶的作用自动加工成 3 个蛋白:VP2 (48 kD),V P4

(28 kD)和 VP3 (32kD)
[ 6-7]

。 B 片段只含有 1 个

ORF ,负责编码病毒的 RNA 依赖性 RNA 聚合酶

(RNA-dependent RNA po lymerase , RdRp)[ 8-9] 。

VP2蛋白是 IBDV 的主要结构蛋白 ,与宿主保

护性抗原 、细胞嗜性 、病毒毒力等有关。 Brandt

等[ 10]和 Boot 等[ 11] 的研究表明 , IBDV 的病毒毒力

相关分子和致病性分子标志主要分布在 VP2 蛋白

上。分析不同 IBDV 毒株之间的氨基酸序列 ,发现

差异主要发生在 VP2蛋白的高变区
[ 12]
。本研究以

新分离的 IBDV HeYD毒株为研究对象 ,在体外克

隆出 VP2 基因的高变区并对其进行测序 。将测序

结果与其他 IBDV 参考毒株一同比较并构建系统进

化树 ,从分子水平来确定 HeYD分离毒株所属的基

因类型 ,旨在为进一步研究 IBDV 强毒感染 B 淋巴

靶细胞的分子致病机制提供依据。

1　材料和方法

1.1　IBDV 毒株

IBDV 地方野毒分离株 HeYD ,按常规方法分

离自河南省某发病鸡场 , 发病鸡法氏囊研磨液于

-70℃保存备用 。

1.2　主要试剂 、载体与菌株

T rizo l 购自 invi t rogen 公司 , 预混 Ex Taq

premix 、M-MLV 反转录酶 、RNA 酶抑制剂 、dN TP 、

pMD-19T 载体和胶回收试剂盒购自大连 Takara 公

司 , E.coli Top10 菌株购自天根生化科技有限公

司 ,其他试剂均为分析纯 。

1.3　引物设计与合成

根据 GenBank 收录的 IBDV 基因序列 , 用

Primer 5.0软件设计用于扩增 IBDV VP2 基因高

变区的引物对 VP2h-5和 VP2h-3 ,上游引物 VP2h-

5 序 列 为 5′-CGA TGAA T TCCCCAT TCCCG-

CAA TAGGGC-3′,位于VP2 基因的 537-565位核

苷酸 ,下游引物 VP2h-3 序列为 5′-TCAGAAGCT-

TGT TGCCACCATGGATCGT-3′,位于 VP2 基因

的 1006-1033位核苷酸。引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成。

1.4　IBDV 病毒 RNA的提取

在 1.5mL 的离心管中加入 200μL法氏囊研磨

液和 1.0mL Trizo l 试剂 , 振荡均匀后冰上静置

5min ,加 200μL 氯仿后剧烈振荡 20 s , 冰上静置

5min ,4℃条件下 12 000 r/min 离心 15min 。吸取上

清转入新的 1.5mL 离心管中 ,加入 500μL 异丙醇 ,

冰上静置 10min , 4℃, 12 000 r/min 离心 10min ,弃

上清 ,加入 1mL DEPC 处理水配制的 75%乙醇洗

涤沉淀 ,振荡混匀 ,1 000 r/min离心 5min ,慢慢倒出

上清 ,室温下晾 5 ～ 10min 。用 12.5μL DEPC处理

水溶解 RNA沉淀。

1.5　VP2 基因高变区的 RT-PCR扩增

以提取的总 RNA 为模板 ,用 MLV反转录酶和

VP2 基因下游引物 VP2h-3合成 cDNA第 1链 。首

先将 12.5μL RNA 与 1μL 浓度为 10μmol/ L 的

VP2h-3引物混匀 ,65℃水浴 5min 后立即取出置冰

上 ,使 RNA 模板与 V P2-3引物复性结合。然后加

入反转录反应酶体系 , 42℃反应 1 h ,最后 75℃温浴

10min使反转录酶失活 。反转录体系如下:MLV

反转录酶 1μL , M-MLV 反转录 5×反应缓冲液

4μL ,10mmol/ L 的 dN TP 1μL ,RNA 酶抑制剂 0.5

μL ,总体积 20μL。

在反转录反应结束后 ,以 RT 产物为模板 ,用

Ex Taq聚合酶在 PCR 仪上扩增 VP2 基因。PCR

反应体系如下:RT 产物 1μL ,预混 Ex Taq premix

10μL ,上游引物 VP2h-5 1μL(10μmo l/L),下游引

物 VP2h-3 1μL(10 pmol/μL),灭菌双蒸水 7μL ,终

体积 20μL。 PCR 反应程序如下:94℃预变性

1min;94℃变性 30 s , 55℃复性 30 s , 72℃延伸 30 s ,

总计 30个循环;最后 72℃延伸 10min。

1.6　VP2 基因高变区的克隆鉴定

将 PCR产物用 2%琼脂糖凝胶电泳分离 ,目的

片段用 Takara 胶回收试剂盒回收 ,回收产物用分光

光度计测定 DNA 含量 ,将其与 pMD-19T 载体按要

求在 16℃条件下连接过夜 。连接产物按常规方法

转化至 E.coli Top10 感受态细胞并涂布到含有

Amp抗性的 LB 琼脂平板上 , 37℃培养过夜 。挑取

生长良好的菌落接种于含 50mg/ L Amp 的 LB 培

养基中进行扩增培养 ,以 1μL 培养菌液为模板应用

与 1.5中相同的体系进行 PCR鉴定。

1.7　VP2 基因高变区的序列测定与分析

挑选 PCR 鉴定为阳性的菌种培养液送样至上

海生工生物工程技术服务有限公司进行序列测定。
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用 DNAStar和 MEGA 3.1软件将测得的 HeYD 株

VP2 基因高变区序列同其他参考毒株进行序列比

对 ,并构建基因进化树 ,进行分子进化分析。

2　结果与分析

2.1　VP2 基因高变区的扩增 、克隆和鉴定

以发病鸡法氏囊研磨液总 RNA 为模板进行

RT 反应 ,设计特异的引物对扩增 IBDV VP2 基因

高变区 ,PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳分离 ,在约

497 bp处存在 1条明显的 PCR产物条带 ,这与预期

扩增长度相符(图 1)。对该 PCR产物进行割胶回

收后连接 pMD-19T 载体 ,转化 E.col i Top10 感受

态细胞后铺板 , 37℃培养过夜。挑取单菌落摇菌 ,

37℃振荡培养 16 h 后进行菌液 PCR鉴定。结果显

示 ,随机挑取的 2 个菌落中 ,均可以扩增出与 RT-

PCR反应大小相同的 PCR产物条带(图 2)。

图 1　IBDV VP2 基因高变区 RT-PCR扩增图谱

图 2　IBDV VVP2 基因高变区菌液 PCR 扩增图谱

2.2　IBDV HeYD株 VP2 基因高变区序列测定及

分析

将经菌液 PCR鉴定的 2个阳性菌送样测序 ,结

果表明 ,这 2个阳性菌质粒中的外源插入片段序列

完全一致 ,长度均为 497 bp。为了判断 HeYD毒株

的毒力类型 ,从 GenBank 中挑选了 23个 IBDV 毒

株作为参考毒株(图 3),包括欧洲超强毒株 DV86

(D16630.1)、UK661(AJ878898.1);日本超强毒株

OKYM (D49706.1);香 港 超 强 毒 株 HK46

(AJ878900.1);中 国内 地 超 强 毒株 GX8/99

(AY305386.1)、BH11(DQ656497.1)、 JS30-99

(AY288048.1)、SD1-97(AY288047.1)、标准毒株

CEF94(AF194428.1)、52-70(Y14958.1)、D78

(AF499929.1)、Harbin-1(AF092171.1)、HN3

(AF076229.1)、ZJ2000(AF321056.1);疫苗株

B87(DQ656516)、Bursine-2(DQ 656517);变异毒株

图 3　24 株 IBDV VP2 基因高变区氨基酸序列比对

Variant E (AF133904.1)、G LS(AY368653.1)、

GZ29112(AF051837.1)、STC(AY819701.1)以及

河南超强毒株 He4(AF487340)、Henan(AJ878901)、

xin-1(EF080952)。IBDV 将HeYD株VP2 高变区的
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推导氨基酸序列与这 24个 IBDV 参考毒株的相应

氨基酸序列用 Clustal X软件进行比对分析 ,结果表

明 , HeYD 株 VP2 高变区的特征性氨基酸分别为

222位(A)、249位(Q)、253位(Q)、254位(G)、256

位(I)、279 位(D)、284 位(A)、294 位(I)、299 位

(S)、330位(S),与此前报道的超强毒株的特征氨基

酸位点 222 位(A)、256位(I)、294位(I)和 299 位

(S)一致 。

2.3　IBDV HeYD株 VP2 基因高变区基因进化分析

将 IBDV HeYD株的 VP2 基因高变区序列与

参考毒株的相应序列用 DNAS tar 和 MEGA3.1构

建基因进化树 ,进行分子进化分析。结果表明 ,这些

毒株共形成 2个大的分支:超强毒株分支和经典毒

株及变异株分支 ,其中经典毒株又分为强毒株 、中等

毒力疫苗株 、变异株和弱毒株 4个小的分支(图 4)。

HeYD毒株处于超强毒株分支 ,与超强毒株 GX8-

99 、OKYM 、DV68 、HK46和 x in-1处于同一小的分

支 ,并且与其中的 GX8-99 进化关系最近 , 说明

HeYD株与中国内地超强毒株有密切的亲缘关系。

图 4　IBDV VP2 基因高变区基因进化树

3　结论与讨论

早期研究发现 ,不同 IBDV 毒株氨基酸差异主

要在 VP2 基因的高变区。高变区中有 2 个大亲水

区(分别位于 212-224和 314-324位氨基酸)和 2

个小亲水区(分别位于 248-252 和 279-290位氨

基酸),它们与病毒抗原性有关[ 12] 。有一些毒株在

亲水区发生氨基酸替换 ,使得病毒不与抗体作用 ,逃

避抗体中和作用[ 13] 。对 IBDV 毒力的研究一直都

存在争议 ,至今为止都没有明确定论。早期的研究

认为 , IBDV 的毒力与富含丝氨酸七肽区 S-W-S-A-

S-G-S 有关 ,但是随后的研究发现 ,很多强毒株七肽

区并不保守 ,而有的致弱毒株虽然致病力减弱但七

肽区序列并未发生变化[ 14] 。

目前 ,通过一些特征性氨基酸可以区分不同的

毒株 ,这些氨基酸分别为超强毒株的 222 位(A)、

256位(I)、294位(I)和 299位(S),变异株的 249位

(K)、254位(S)和弱毒株的 253位(H)、279位(N)、

284位(T)和 330 位(R)[ 15-17] 。本研究利用 RT-

PCR技术成功从分离毒株 HeYD克隆出 497 bp 的

部分 VP2 基因 ,经测序并推导出氨基酸序列。通过

C lustal X 软件进行序列比较 , HeYD 毒株同

OKYM 、xin-1 、SD1-97等超强毒株最接近 , 氨基酸

相似性达到 98.5%。 HeYD毒株同超强毒株的相

似性在 98.5%～ 96.2%,同标准强毒 、弱毒的相似

性在 95.5%～ 88.7%,同变异株相似性 95.5%～

88.7%。通过特征性氨基酸分析 , 可初步确定

HeYD为超强毒株 。

根据 24株 IBDV 毒株的 VP2 高变区核苷酸序

列所作的系统进化树进行分析 ,发现 HeYD 株与国

内部分超强毒株如 JS30-99 、SD1-97 、Henan 、He4亲

缘关系较远 ,而与另一些国内超强毒株如 xin-1 、

GX8-99以及国外超强毒株如日本的 OKYM 和欧

洲的 DV86毒株亲缘关系较近。然而 ,同一地区分

离的 IBDV 超强毒株 , 如河南分离株 HeYD 、

Henan 、He4以及 xin-1 在基因进化树中的亲缘关

系差异也较大 ,说明中国内地超强毒株可能不是由

同一毒株进化而来 ,其来源甚为复杂 ,需要进一步深

入研究 。
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