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摘要:从一群精神不振 、拉白色稀粪便为特征的乌鸡中分离到 1株病毒 。经血清学试验 、鸡胚

接种试验 、动物回归试验等鉴定为法氏囊病毒 。该病毒与鸡法氏囊病毒的血清型无明显差异 。

根据 IBDV 的 VP2基因序列设计了一对特异性引物 ,应用 RT -PCR法从中扩增出了一条

0.72kb的 VP2基因高变区片段 。序列分析表明 ,片段长 0 .72kb ,编码 240 个氨基酸 ,与其他

毒株的 VP2基因序列比较分析 ,该毒株符合 IBDV 超强毒的特征 。虽然有 4处氨基酸发生了

变化 ,但没有引起其抗原性的改变 。
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Abstract:A field virus isolated f rom the dark-bone chicken determined to be an infect ious bursal

disease virus (IBDV)by chicken embryo inocalation test , agar-gel diffusion test and animals test .

The virus serotype had no obvious dif ference w ith chicken IBDV .A cDNA encoding IBDV VP2

w as cloned from this virus st rain by reverse t ranscription-polymerase chain reaction (RT -PCR).

Sequence analysis showed that a part of variable VP2 region of IBDV was 720bp and encoded 240

amino acids.Compared with very-virulent IBDV , the VP2 gene sequence of dark-bone chicken

strain possessed completely the characterist ics of very-virulent IBDV .The amino acids varied at 4

sites didn' t cause the change of antigenici ty.
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　　传染性法氏囊病病毒(IBDV)是引起禽免疫

抑制性疾病的主要病原体 。主要表现为法氏囊肿

大 、充血 、出血 ,胸肌 、腿肌呈斑块状或条纹状出

血 ,肌胃和腺胃交界处条纹状出血等病理变化。

临床表现为腹泻 、颤抖 、极度虚弱。病程短 、发病

率高 ,呈尖锋式死亡 ,对养禽业危害极大 。 IBDV

有两个血清型 , Ⅰ型对鸡有致病性 ,麻雀 、鹌鹑偶

可感染发病 ,火鸡感染而不发病 ,鸭 、鹅不易感
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染[ 1] ;Ⅱ型未发现有致病性的报道 。由于 Ⅰ型又

分多个亚型 ,变异株和强毒株不断出现 ,其他禽类

法氏囊病的发生也逐渐增多[ 2] 。为此 ,从当地发

病的乌鸡病例中对 IBDV 进行了分离 、鉴定 ,并对

VP2高变区的基因变化进行了研究 ,旨在从分子

水平对 IBDV 分子生物学特性及其对不同品种鸡

的致病特点进行探索 。

1　试验材料

发病乌鸡来源于洛阳郊区某鸡场的 35日龄

乌鸡。鸡胚为无 IBD母源抗体的乌鸡种蛋 ,自孵

至10日龄;雏鸡为无 IBD母源抗体的土种雏鸡。

IBDV Ⅰ型标准阳性血清及标准抗原购自哈尔滨

兽医研究所。0 .5%红细胞悬液 ,利用健康鸡血液

分离制备。EcoRⅠ 、Pst Ⅰ及 RNA 提取试剂盒为

华美生物工程公司产品;一步法 RT -PCR扩增

试剂盒为大连宝生物工程公司产品 。其他所用试

剂均为分析纯。

2　试验方法

2.1　病毒的分离

无菌取法氏囊 、脾脏 ,加 5倍 PBS 液研碎 ,反

复冻融 3 次 , 4 ℃条件下 4 000 r/min 离心 30

min ,取上清液加双抗(青霉素 、链霉素各 2 000

IU/mL),菌检呈阴性后 ,接种于 10 日龄鸡胚绒

毛尿囊膜表面 , 0.2 ml/枚;同时以生理盐水作对

照组 。继续孵化 ,取 36 h 后死亡胚(尿囊液混浊

者不用)及 72 ～ 96 h 未死胚 ,无菌取水肿增厚的

绒毛尿囊膜 ,加 5倍的 PBS 研碎制成悬液 ,反复

冻融 3 次 , 4 ℃条件下以 4 000 r/min 离心 30

min ,取上清液备用。

2.2　病毒的鉴定

2.2.1 　琼扩试验　按常规方法进行 。在琼脂平

皿上梅花形打孔 ,每孔直径 3 mm 。中间孔内加

IBDV Ⅰ型标准阳性血清 , ①、④孔加标准抗原 ,

②、⑤孔加生理盐水 , ③、⑥孔加被检抗原 。待孔

中液体吸收完全后 ,倒置于湿盒中 , 37 ℃温育 ,48

～ 72 h判断结果。

2.2.2　氯仿敏感试验　分离的病毒悬液与氯仿

按 1∶1(v/v)混合振荡 15 min。 4 ℃条件下以

4 000 rpm/min离心 20 min ,取上清液;经绒毛尿

囊膜途径接种于 10日龄无母源抗体的鸡胚中 ,

0.2 ml/枚 ,每日照蛋观察 。

2.2.3　红细胞凝集试验　按常规方法进行 。

2.2.4　回归试验　取隔离饲养至 20 日龄后无

IBD母源抗体土种雏鸡 60只 ,将分离的病毒悬液

按 1∶5倍稀释处理 。每只鸡滴鼻 、口服 0.5 ml。

观察记录发病情况及病理变化 。

2.2.5　防治试验　对发病乌鸡群注射高免卵黄

液 1 m l/只 ,连用 2 d ,跟踪观察治疗效果。

2.2.6 　IBDV VP2基因高变区的克隆与序列分

析　将绒毛尿囊膜剪碎 ,加入变性液继续捣碎 ,按

RNA提取试剂盒的要求提取总 RNA。按一步法

RT-PCR扩增 VP2 高变区基因并克隆到 PMD18

-T 载体 ,经鉴定后送大连宝生物工程公司测序 。

3　结果

3.1　病毒分离

鸡胚接种后 48 ～ 96 h 陆续出现死亡胚。具

有水肿 ,皮肤充血 、点状出血 ,绒毛尿囊膜水肿增

厚等相似的病变。对照组则无相应的病理变化。

3.2　病毒鉴定结果

3.2 .1 　琼扩试验 　72 h 后观察琼脂平皿 , ①、

④、③、⑥各孔与中间孔之间均形成白色致密沉淀

线 , ②、⑤孔与中间孔之间没有沉淀线出现 ,说明

抗原抗体间特异的结合 ,被检抗原为 IBDV 。

3.2.2　氯仿敏感试验　分离到的病毒以氯仿处

理后接种鸡胚 , 72 ～ 96 h陆续出现死亡 。鸡胚全

身水肿 ,皮肤出血 ,尿囊膜增厚 。说明分离到的病

毒对氯仿不敏感 ,与 IBDV的理化特性相符 。

3.2.3　红细胞凝集试验　没有出现血凝现象 ,排

除了新城疫病毒感染的可能性 。

3.2 .4 　回归试验　供试雏鸡接种被分离病毒

48 h后 ,陆续出现精神不振 ,饮水增多现象。72 h

左右有不同程度的法氏囊增大 ,个别囊内有黄色

干酪样物;7只在胸肌 、腿肌有斑块状出血 ,9只鸡

肌胃 、腺胃交界处有条纹状出血。

3.2.5　防治试验　发病鸡接种高免卵黄液后 ,第

1天死亡明显减少 ,第 3 天病情基本得到控制。

说明高免卵黄对乌鸡 IBD有明显疗效。

3.2.6 　病毒 VP2基因高变区核苷酸序列与氨基

酸序列分析　将克隆的 IBD —VP2基因送大连宝

生物工程公司进行序列测定 。将所测得的 VP2

基因序列及其推导的氨基酸序列分别与标准血清
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Ⅰ型毒株 STC 、超强毒株 UK661和从当地发病

鸡群中分离的超强毒株 HN01进行比较分析 。与

UK661相比发现在 248 位(L ※F)、256位(V ※

I)、320位(Q ※H)及 349位(V ※I)4 处氨基酸发

生了变异 。与 HN01相比 ,在 320位(Q ※H)、349

位(V ※I)、375位(P※S)及 381位(K ※R)4处氨

基酸发生了变异 。

4　讨论

从当地乌鸡发病鸡群中分离到 1株毒株 ,经

鸡胚接种 、血清学试验 、氯仿敏感试验 、动物回归

试验及防治试验 ,证明了分离到的毒株为 IBDV 。

乌鸡 IBD在流行病学 、临床症状和病理学变化等

方面与鸡的 IBD 较为相似。这与有关的报道[ 3]

一致。在血清学试验中 ,所应用的阳性血清来源

于鸡 ,鸡胚接种为乌鸡鸡胚 ,动物回归试验及治疗

性试验选用雏鸡 。对试验结果分析 ,乌鸡 IBDV

与鸡 IBDV 在血清型上无明显差异 。通过对乌鸡

IBDV VP2 高变区的核苷酸和氨基酸序列分析发

现 ,该毒株的第 222 , 249 , 254 , 279 , 284 , 294 和

299位上的氨基酸分别为A 、Q 、G 、D 、A 、I 和 S ,且

七肽区的氨基酸序列为 SWSASGS。这些都具有

超强毒株的主要分子生物学特征[ 4～ 6] 。由此说

明 ,试验分离到的乌鸡 IBDV 为超强毒株 ,与分离

于当地鸡的 IBDV VP2基因高变区相比有 4个氨

基酸差异 ,这些差异可能影响到病毒的毒力 。但

血清学试验表明 ,这些氨基酸变化没有导致其抗

原性的改变 。从而提示我们 ,在目前 IBD流行过

程中 ,以强毒株为主 。虽然乌鸡 IBD 在流行病

学 、临床症状和病理变化与鸡有相似的改变 ,但其

分子生物学特性不尽相同 。随着病毒在不同宿主

中的适应性增强 ,最终可能导致变异株的出现和

抗原性的改变。因此 ,对不同品种鸡 IBDV 分子

生物学跟踪研究 ,对治疗和控制 IBD 将起到十分

重要的作用。
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