
中国兽药杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ５４ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０２０． ０３． ０２

３ 株鸡传染性贫血病毒的全基因组序列分析

邓显文，张民秀，谢芝勋∗，张艳芳，谢丽基，谢志勤，刘加波，罗思思，曾婷婷
（广西壮族自治区兽医研究所， 广西兽医生物技术重点实验室， 南宁 ５３０００１）

［收稿日期］ ２０１９ － １１ － ２２　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０２０） ０３ － ０００７ － ０８　 ［中图分类号］Ｓ８５２． ６５

［摘　 要］ 　 通过对 ３ 株鸡传染性贫血病毒（ＣＩＡＶ）的全基因组序列比较分析，部分表明广西南宁鸡

群 ＣＩＡＶ 毒株的遗传变异特征。 将阳性 ＣＩＡＶ 的组织样品进行 ＤＮＡ 抽提后，运用 ＰＣＲ 方法分段扩

增 ＣＩＡＶ 的全基因组，将获得的 ＰＣＲ 产物进行基因克隆并进行阳性克隆菌鉴定后送测序。 将所获

得的基因序列进行拼接成 ＣＩＡＶ 基因组全长后，应用 ＬａｓｅｒＧｅｎｅ７． １ 和 ＭＥＧＡ４． １ 软件对 ＣＩＡＶ 全基

因、Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ３（ＶＰ３）、Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １（ＶＰ１） 和 Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ２（ＶＰ２）基因序列进行核苷酸、氨基酸

同源性分析和遗传进化分析；并对 ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 蛋白上与毒力、蛋白磷酸酶活性和细胞凋亡相

关的氨基酸位点进行分析。 结果获得 ３ 株 ＣＩＡＶ 的全基因序列，分别命名为 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和

ＧＸ１８１０；ＣＩＡＶ 全基因遗传进化分析表明 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ 均同属于 Ｇｒｏｕｐ Ａ 群，与国内

强毒株 ＧＤ －１０３ 和 ＧＤ －１０４ 毒株的亲缘关系较近；基于 ＶＰ１ 基因构建的遗传进化树与全基因构建

的进化树最相似；ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ ＶＰ１ 蛋白上与毒力相关位点的第 ７５、８９、１２５、１４１、
１４４、３９４ 位氨基酸位点与日本强毒株 Ｃ３６８ 株、国内强毒株 ＧＤ －１０３ 和 ＧＤ －１０４ 株在同一位点保持

一致；ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ ＶＰ２ 蛋白上与磷酸酶活性相关的基序（ Ｉ９４ＣＮＣＧＱＦＲＫＨ１０３）均未发

生变异；ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ ＶＰ３ 蛋白与诱导细胞凋亡相关的重要区域（ＶＰ３ 蛋白 Ｎ 端结构

域的第 １ ～ ６９ 位氨基酸）均高度保守。 本研究对 ３ 株 ＣＩＡＶ 全基因组进行测定并进行基因分析，获
得了其基因组特征，为进一步研究广西 ＣＩＡＶ 的分子流行和致病性提供参考。
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ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｌｉｖｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｂｒｏｉｌｅｒｓ． ＬａｓｅｒＧｅｎｅ７． １ ａｎｄ ＭＥＧＡ４． １ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ
ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ／ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣＩＡＶ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅｓ， Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ （ＶＰ３），
Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １ （ＶＰ１） ａｎｄ Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ （ＶＰ２）； ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｖｉｒａｌ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ， ｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＶＰ１， ＶＰ２ ａｎｄ ＶＰ３ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｒｅｅ ＣＩＡＶ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ， ｎａｍｅｄ ＧＸ１８０１， ＧＸ１８０４ ａｎｄ ＧＸ１８１０， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＧＸ１８０１， ＧＸ１８０４ ａｎｄ ＧＸ１８１０ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｇｒｏｕｐ Ａ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｖｉｒｕｌｅｎｔ ｓｔｒａｉｎ ＧＤ － １０３ ａｎｄ ＧＤ － １０４； Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈａｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ； ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｉｔｅｓ ａｔ ７５ａａ， ８９ａａ， １２５ａａ， １４１ａａ， １４４ａａ ａｎｄ ３９４ａａ ｏｆ ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＧＸ１８０１， ＧＸ１８０４ ａｎｄ ＧＸ１８１０ ｗｅｒｅ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｃ３６８， ＧＤ －１０３ ａｎｄ ＧＤ －１０４ ｓｔｒａｉｎ； Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｍｏｔｉｆｓ （Ｉ９４ＣＮＣＧＱＦＲＫＨ１０３） ｏｎ ＶＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＧＸ１８０１， ＧＸ１８０４ ａｎｄ ＧＸ１８１０， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ （ ｔｈｅ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅｓ ａｔ １ ｔｏ ６９ ｏｆ Ｎ － ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ） ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＧＸ１８０１，
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ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ＣＩＡＶ ｉｎ Ｇｕａｎｇｘｉ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ； ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｅ； ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

　 　 鸡传染性贫血病 （ Ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｅｍｉａ，
ＣＩＡ）是由鸡传染性贫血病毒（Ｃｈｉｃｋｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｅ⁃
ｍｉａ ｖｉｒｕｓ， ＣＩＡＶ）引起的鸡免疫抑制病，易感雏鸡

感染该病毒主要表现为再生性贫血障碍、骨髓萎缩

和胸腺淋巴组织萎缩等症状［１］。 我国于 １９９２ 年首

次在鸡群中分离鉴定 ＣＩＡＶ［２］，随后在黑龙江省、安
徽省、广西省等地的鸡群均检测到 ＣＩＡＶ 的存

在［３ ～ ５］。 ＣＩＡＶ 基因组全长约为 ２． ３ ｋｂ，为单股负

链 ＤＮＡ， 含 有 ３ 个 开 放 阅 读 框 （ Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅｓ， ＯＲＦｓ），分别是 ＯＲＦ１，ＯＲＦ２ 和 ＯＲＦ３，依次

编码 Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ３（ＶＰ３）、Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １（ＶＰ１） 和

Ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ２（ＶＰ２） ［６］。 ＶＰ１ 蛋白是 ＣＩＡＶ 的核衣

壳蛋白，并且是 ＣＩＡＶ 的唯一结构蛋白和主要免疫

原蛋白，可刺激机体产生较高的中和抗体。 ＶＰ２ 蛋

白是 ＣＩＡＶ 的支架蛋白，并且是 ＶＰ１ 蛋白的辅助蛋

白，帮助 ＶＰ１ 蛋白形成正确的构像，从而使 ＶＰ１ 蛋

白暴露出中和表位［７］。 ＶＰ３ 蛋白是 ＣＩＡＶ 的非结构

蛋白，又称为凋亡素，具有诱导鸡胸腺淋巴母细胞

和原始造血细胞凋亡的作用，从而导致雏鸡出现再

生性贫血障碍症［８］。
根据 ＣＩＡＶ 全基因组的遗传进化规律，将 ＣＩＡＶ

主要分为 ４ 个基因群，分别是 Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ Ｂ、
Ｇｒｏｕｐ Ｃ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｄ［９ － １０］。 目前研究显示 Ｇｒｏｕｐ Ａ
在世界范围内广泛流行，是优势的基因群［１１ － １３］。
我国主要流行的基因群为 Ｇｒｏｕｐ Ａ，鸡群中散发存

在 Ｇｒｏｕｐ Ｂ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｄ 基因群［９］。 解慧梅［１４］ 在

２０１２ － ２１０４ 年间对江苏省鸡群 ＣＩＡ 进行了血清学

调查，发现血清抗体阳性率平均达到 ３１． ９％ 。 储鸿

蒙［１５］对安徽省 ＣＩＡ 血清学调查显示，血清阳性率

达 ６３． ６％ 。 这些数据再一次证实了我国 ＣＩＡＶ 感

染鸡群的广泛性。 本研究分别于 ２０１８ 年 １ 月、４ 月

和 ８ 月在广西南宁市规模化鸡场采集到 ３ 份病鸡

肝脏组织样品，运用 ＣＩＡＶ 的检测引物鉴定为 ＣＩＡＶ
阳性后，分段扩增 ＣＩＡＶ 的基因组，并进行测序后将

分段扩增的目的片段进行拼接，获得 ３ 株 ＣＩＡＶ 的

全基因组，对这 ３ 株 ＣＩＡＶ 的基因组进行序列分析，

·８·
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以期获得广西南宁市 ＣＩＡＶ 流行毒株的分子变异趋

势，为进一步丰富 ＣＩＡＶ 的分子流行病学提供依据。
１　 材料与方法

１． １　 病料来源及 ＣＩＡＶ ＰＣＲ 鉴定　 ２０１８ 年 １ 月、４
月和 ８ 月份于广西南宁市规模化鸡场商品代肉鸡

采集到 ３ 份肝脏组织。 样品处理：磷酸缓冲溶液

（ＰＢＳ）按照（肝脏：ＰＢＳ）１∶ ５ 稀释混成匀浆，将匀浆

吸入到 ＥＰ 管中，反复冻融 ３ 次，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０
ｍｉｎ，取上清液并 － ７０ ℃ 保存备用；运用参考文

献［１６］中的引物鉴定这 ３ 份病料均为 ＣＩＡＶ 阳性。
１． ２ 　 主要试剂 　 分子克隆所需试剂盒 ＥａｓｙＰｕｒｅ
Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｋｉｔ、ＤＨ５α 感受态细胞和胶回收试剂

盒购自北京全式金生物技术有限公司；ｐＭＤ１８ － Ｔ、
ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ 和 ＤＬ２０００ Ｍａｋｅｒ 购自宝日医生物

技术（北京）有限公司。
１． ３　 ＣＩＡＶ 全基因扩增引物　 扩增 ＣＩＡＶ 全基因引

物如表 １，引物由华大基因生物科技（深圳）有限公

司合成。

表 １　 引物序列信息

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列（５’→３’）
Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ （５’→３’）

大小
Ｓｉｚｅｓ

ＣＩＡＶ４１ ＣＣＧＣＧＣＡＧＧＧＧＣＡＡＧＴＡ

ＣＩＡＶ４２ ＴＣＧＣＧＧＡＧＧＧＣＡＹＧＴＴＡＴＴＡＴＣＴＡ
８７２ｂｐ

ＣＩＡＶ４３ ＧＣＣＣＣＡＴＣＧＣＣＧＧＴＧＡＧＴＴＧＡ

ＣＩＡＶ４４ ＴＧＣＣＧＧＴＴＡＣＣＣＡＧＴＴＧＣＣＡＶＡＣ
９０７ｂｐ

ＣＩＡＶ５５ａ ＡＴＧＡＧＡＣＣＣＧＡＣＧＡＧＣＡＡＣ

ＣＩＡＶ３２Ｃ ＣＣＡＣＡＣＡＧＣＧＡＴＡＧＡＧＴＧＡＴＴＧ
１２５４ｂｐ

１． ４　 病料 ＤＮＡ 的提取　 ３ 份阳性 ＣＩＡＶ 组织样品

的 ＤＮＡ 按照 ＥａｓｙＰｕｒｅ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｋｉｔ 的操作说

明书提取，提取好的 ＤＮＡ 于 － ７０ ℃保存备用。
１． ５　 ＣＩＡＶ 全基因的扩增及序列分析　 将提取好

的 ＤＮＡ 参照 ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ 操作说明进行 ＣＩＡＶ
全基因的扩增。 ＰＣＲ 产物进行电泳纯化后按照常

规操作进行基因克隆，挑取阳性克隆菌液送华大基

因生物科技 （深圳） 有限公司测序。 应用 Ｌａｓｅｒ⁃
Ｇｅｎｅ７． １ 对获得的序列进行拼接、拼接完成后运用

ＬａｓｅｒＧｅｎｅ７． １ 和 ＭＥＧＡ ４． ０ 软件对 ＣＩＡＶ 全基因序

列的核苷酸、ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 蛋白氨基酸序列进

行分析，并构建 ＣＩＡＶ 全基因、ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 基

因的遗传进化树。 从 ＧｅｎＢａｎｋ 上获得 ２８ 条 ＣＩＡＶ
全基因序列，其中包括 １３ 条国外参考毒株的全基

因序列，１５ 条国内参考毒株的全基因序列。
２　 结　 果

２． １ 　 ＣＩＡＶ 全基因扩增和序列测定结果 　 应用

ＣＩＡＶ分段扩增引物对 ３ 份阳性 ＣＩＡＶ 的全基因进

行分段扩增，扩增产物大小分别约为 ８７２、９０７ 和

１２５４ ｂｐ，见图 １。 ３ 株 ＣＩＡＶ 基因组经过基因测序

鉴定后，运用 ＬａｓｅｒＧｅｎｅ７． １ 对 ３ 段基因进行拼接

后，３ 条全基因序列大小均为 ２２９８ ｂｐ，将 ３ 株 ＣＩＡＶ
进行命名，分别是 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０，将
序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋ 基因库，得到的相应序列号，
分别是 ＭＫ４８４６１４、ＭＫ４８４６１５ 和 ＭＫ４８４６１６。

Ｍ： １００ｂｐ ｌａｄｄｅｒ； １： 阴性对照； ２ － ４： ８７２ｂｐ 片段；

５ － ７： ９０７ｂｐ 片段； ８ － １０： １２５４ｂｐ 片段

Ｍ： １００ｂｐ ｌａｄｄｅｒ； １： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２ － ４： ８７２ｂｐ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ；

５ － ７： ９０７ｂｐ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ； ８ － １０： １２５４ｂｐ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

图 １　 ＣＩＡＶ 基因组片段的扩增

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＣＩＡＶ

２． ２　 ３ 株 ＣＩＡＶ 全基因序列同源性分析及遗传进

化分析　 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ 全基因核苷

酸序列之间的同源性为 ９９． ３％ ～ ９９． ７％ ，与 ２８ 株

参考毒株的核苷酸同源性为 ９５． ６％ ～ ９９． ８％ ；
ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ 全基因序列与参考毒

株的遗传进化分析表明（图 ２），ＣＩＡＶ 遗传进化树

可分为 ４ 个基因群，分别是 Ｇｒｏｕｐ Ａ、 Ｇｒｏｕｐ Ｂ、
Ｇｒｏｕｐ Ｃ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｄ，所参考的中国毒株分别分布在

·９·
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Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ Ｂ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｄ 群；本研究的 ３ 株

ＣＩＡＶ与 １２ 株中国参考毒株同属于 Ｇｒｏｕｐ Ａ，并与

ＧＤ －１０４ 和 ＧＤ － １０３ 的亲缘关系最近，同源性在

９９． ３％ ～９９． ９％ ；该结果说明了国内的 ＣＩＡＶ 流行

毒株主要以 Ｇｒｏｕｐ Ａ 基因群为主（图 ２）。 根据遗传

进化树的基因分群，将本研究 ３ 株 ＣＩＡＶ 全基因序

列分别与属于 Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ Ｂ、Ｇｒｏｕｐ Ｃ 和 Ｇｒｏｕｐ

Ｄ 的参考毒株进行核苷酸进行同源性分析，结果显

示与 Ｇｒｏｕｐ Ａ 的参考序列间的核苷酸同源性为

９６． ５％ ～９９． ８％；与 Ｇｒｏｕｐ Ｂ 的参考序列间的核苷酸

同源性为 ９７． ７％ ～ ９８． ２％；与 Ｇｒｏｕｐ Ｃ 的参考序列

间的核苷酸同源性为 ９６． ２％ ～ ９６． ９％ ；与 Ｇｒｏｕｐ Ｄ
的参考序列间的核苷酸同源性为 ９５． ６％ ～９６． ５％ 。

图 ２　 ＣＩＡＶ 全基因遗传进化树

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣＩＡＶ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ

２． ３　 运用 ＶＰ１ 基因、ＶＰ２ 基因和 ＶＰ３ 基因构建进

化树的结果比较　 比较基于 ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 基因

构建的遗传进化树，发现基于 ＶＰ１ 构建的遗传进化

树可分为 Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ Ｂ、Ｇｒｏｕｐ Ｃ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｄ ４
个基因群，并且与基于 ＣＩＡＶ 的全基因进化树分群

相一致，而 ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 的遗传进化树仅能分为

Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ Ｂ、Ｇｒｏｕｐ Ｃ 或 Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ Ｄ、

Ｇｒｏｕｐ Ｃ（图 ３）；以上数据说明 ＣＩＡＶ 的分群可依据

ＶＰ１ 基因进行区分。
２． ４ 　 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ 　 ＶＰ１、ＶＰ２ 和

ＶＰ３ 氨基酸序列分析　 将本研究获得毒株和 ２８ 株

参考毒株的 ＶＰ１ 蛋白的氨基酸序列进行比对，发现

ＶＰ１ 蛋白的变异主要集中在第 ７５、９７、１２５、１３９、
１４４ 、２８７ 、３７０ 、３７６ 、４１３和４４７位氨基酸位点；

·０１·
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图 ３　 基于 ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３ 基因构建的遗传进化树

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣＩＡＶ ｂａｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３ ｇｅｎｅｓ

ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ ＶＰ１ 蛋白与 ２８ 株参考

毒株的氨基酸同源性为 ９６． ８％ ～１００％ ，其中与 ＧＤ
－１０３ 和 ＧＤ － １０４ 的氨基酸同源性为 ９９． ８％ ～
１００％ ；分析 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ ＶＰ１ 蛋白

高变区（１３９ａａ ～ １５１ａａ）发现，３ 个毒株在该区域没

有出现氨基酸位点的增加和缺失，并且具有高度保

守的特性；分析 ＶＰ１ 蛋白上与毒力相关的氨基酸位

点（第 ７５、８９、１２５、１４１、１４４、３９４ 位氨基酸位点），发

现 ＧＸ１８０１、 ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ 与 国 外 强 毒 株

Ｃｕｘｈａｖｅｎ － １在第 ７５、８９、１４１、３９４ 位氨基酸位点上

保持一致，与弱毒株 Ｃ３６９ 仅在第 ３９４ 位氨基酸存

在差异；与日本强毒株 Ｃ３６８、国内强毒株 ＧＤ － １０３
和 ＧＤ － １０４ 株在第 ７５、８９、１２５、１４１、１４４、３９４ 位氨

基酸 位 点 全 部 一 致， 推 测 ＧＸ１８０１、 ＧＸ１８０４ 和

ＧＸ１８１０ 与日本强毒株 Ｃ３６８、国内强毒株 ＧＤ － １０３
和 ＧＤ －１０４ 株可能具有相似的致病性（表 ２）。

·１１·
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本研究中 ＶＰ２ 蛋白氨基酸序列比对结果显示

ＶＰ２ 蛋白上氨基酸位点的变异较少，说明 ＶＰ２ 蛋白

氨基酸序列高度保守，ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０
ＶＰ２ 蛋白与 ２８ 株参考毒株的氨基酸同源性为

９８． ６％ ～１００％ ；其中与 ＧＤ －１０３ 和 ＧＤ － １０４ 的氨

基酸同源性为 ９９． ５％ ～ １００％ ；ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和

ＧＸ１８１０ ＶＰ２ 蛋白上与磷酸酶活性相关的基序（ Ｉ９４

ＣＮＣＧＱＦＲＫＨ１０３）均未发生变异。 比较所有 ＶＰ３ 蛋

白的氨基酸序列，结果发现 ＶＰ３ 蛋白的氨基酸序列

高度保守，未见有明显的变异；ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和

ＧＸ１８１０ ＶＰ３ 蛋白与 ２８ 株参考毒株的氨基酸同源

性为 ９６． ７％ ～１００％ ；其中与 ＧＤ － １０３ 和 ＧＤ － １０４
的氨基酸同源性均为 １００％ ；分析 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４
和 ＧＸ１８１０ ＶＰ３ 蛋白与诱导细胞凋亡相关的重要区

域（ＶＰ３ 蛋白 Ｎ 端结构域的第 １ － ６９ 位氨基酸），发
现这个区域高度保守。

表 ２　 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４、ＧＸ１８１０ 和 Ｃｕｘｈａｖｅｎ －１、Ｃ３６８、

Ｃ３６９、ＧＤ －１０３、ＧＤ －１０４ 间的氨基酸位点变化

Ｔａｂ ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ＧＸ１８０１， ＧＸ１８０４，

ＧＸ１８１０，Ｃｕｘｈａｖｅｎ －１，Ｃ３６８，Ｃ３６９，

ＧＤ －１０３ ａｎｄ ＧＤ －１０４

毒株
Ｓｔｒａｉｎ

ＶＰ１ 蛋白氨基酸位点位置
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

７５ ８９ １２５ １３９ １４１ １４４ ３９４

Ｃｕｘｈａｖｅｎ － １ Ｖ Ｔ Ｉ Ｋ Ｑ Ｄ Ｑ

Ｃ３６８ Ｖ Ｔ Ｌ Ｋ Ｑ Ｅ Ｑ

Ｃ３６９ Ｖ Ｔ Ｌ Ｋ Ｑ Ｅ Ｈ

ＧＤ －１０３ Ｖ Ｔ Ｌ Ｋ Ｑ Ｅ Ｑ

ＧＤ －１０４ Ｖ Ｔ Ｌ Ｋ Ｑ Ｅ Ｑ

ＧＸ１８０１ Ｖ Ｔ Ｌ Ｋ Ｑ Ｅ Ｑ

ＧＸ１８０４ Ｖ Ｔ Ｌ Ｋ Ｑ Ｅ Ｑ

ＧＸ１８１０ Ｖ Ｔ Ｌ Ｋ Ｑ Ｅ Ｑ

３　 讨　 论

蒋玲艳［５］ 于 ２００２ － ２００４ 年间对广西鸡群的

ＣＩＡＶ 的感染情况进行了流行病学调查，并证明

ＣＩＡＶ在广西鸡群中普遍存在。 邓显文等［１７］ 于

２００６ 年对一株广西 ＣＩＡＶ 分离株进行遗传进化分

析，发现该分离株与天津株 ＴＪＢＤ４０ 亲缘关系较近。

近年来，未见有关于广西 ＣＩＡＶ 的流行情况的报道，
本试验从临床组织样品中扩增并获得 ３ 株广西南

宁 ＣＩＡＶ 的全基因序列，为广西 ＣＩＡＶ 的分子流行

病学调查提供了重要材料。
本研究参考 Ｅｌｔａｈｉｒ 等［９］ 对 ＣＩＡＶ 的分群，将

ＣＩＡＶ 遗传进化树分为 ４ 个基因群（Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ
Ｂ、Ｇｒｏｕｐ Ｃ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｄ），国内所参考的 １５ 株中国

毒株分别分布在 Ｇｒｏｕｐ Ａ、Ｇｒｏｕｐ Ｂ 和 Ｇｒｏｕｐ Ｄ 群，
与 Ｅｌｔａｈｉｒ Ｙ Ｍ 的研究相一致，本研究的 ＧＸ１８０１、
ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ 毒株与 １２ 株中国参考毒株同属

于 Ｇｒｏｕｐ Ａ，再次证实了国内流行毒株主要以 Ｇｒｏｕｐ
Ａ 群为主，并且 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ 毒株与

国内毒株 ＧＤ － １０３、ＧＤ － １０４ 的亲缘关系较近，其
与 ＧＤ － １０３、ＧＤ － １０４ 具有较高的氨基酸同源性，
因此，推测 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ 毒株可能

与 ＧＤ －１０３、ＧＤ －１０４ 来源于同一毒株。 本研究比

较了基于 ＣＩＡＶ 全基因、ＶＰ１ 基因、ＶＰ２ 基因和 ＶＰ３
基因构建的进化树，发现 ＣＩＡＶ 全基因和 ＶＰ１ 基因

所构建的进化树相一致，而基于 ＶＰ２ 基因和 ＶＰ３
基因构建的进化树不能够更细致的分群，因此基于

ＶＰ１ 基因对 ＣＩＡＶ 进行分群给 ＣＩＡＶ 在基因群上的

划分上带来一定的指导意义。
ＣＩＡＶ 的致病性和在细胞上的增殖、复制与

ＶＰ１ 蛋白的氨基酸位点关系密切。 Ｒｅｎｓｈａｗ 等［１８］

发现 ＶＰ１ 上第 １３９ 和第 １４４ 位氨基酸位点均突变

为谷氨酰胺（Ｑ）时，会降低病毒在 ＭＡＣＣ － ＭＳＢ１
细胞上的增殖和传播效率。 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和

ＧＸ１８１０ ＶＰ１ 蛋白上第 １３９ 和 １４４ 的氨基酸位点分

别为赖氨酸（Ｋ）和谷氨酸（Ｅ），而与之比较的 Ｃ３６８
和 Ｃ３６９ 株均能在 ＭＡＣＣ － ＭＳＢ１ 细胞上增殖并具

有较高的病毒效价［１９］，因此，推测 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４
和 ＧＸ１８１０ 可能在 ＭＡＣＣ － ＭＳＢ１ 细胞上具有很好

的适应性。 Ｔｏｄｄ 等［２０］对 Ｃｕｘｈａｖｅｎ － １ 株 ＶＰ１ 蛋白

位点第 ７５、８９、１２５、１４１、１４４ 都进行了突变，但仍然

保留 ３９４ 位 氨 基 酸 为 谷 氨 酰 胺 （ Ｑ）， 发 现 该

Ｃｕｘｈａｖｅｎ － １突变株毒力减弱，并且不能引起贫血、
骨髓和胸腺萎缩。 本研究中参考的 Ｃ３６８ 和 Ｃ３６９
株已经经过 Ｙａｍａｇｕｃｈｉ 等［１９］的鉴定，分别是具有高
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致病性强毒株和低致病性的弱毒株，而国内毒株

ＧＤ －１０３ 和 ＧＤ －１０４ 毒株也已经经过蔺文成等［２１］

鉴定为强毒株，ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ ＶＰ１ 蛋

白在毒力相关位点（第 ７５、８９、１２５、１４１、１４４ 和 ３９４
位）上均与 Ｃ３６８、ＧＤ －１０３ 和 ＧＤ －１０４ 在同位点上

保持一致，因此，推测本研究中的 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４
和 ＧＸ１８１０ 株可能具有高致病性，但需要进一步的

人工感染试验才能确定。
ＣＩＡＶ 的 ＶＰ２ 蛋白具有双重特异性磷酸酶活

性，与磷酸酶活性相关的基序是位于 ＶＰ２ 蛋白上第

９４ ～ １０３ 位氨基酸（ Ｉ９４ＣＮＣＧＱＦＲＫＨ１０３），基序内的

第 ９５ 位和第 ９７ 位氨基酸的突变会减弱病毒在

ＭＤＣＣ － ＭＳＢ１ 细胞上的复制能力和减少细胞病

变［２２］。 本研究中 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ ＶＰ２

蛋白上的 Ｉ９４ＣＮＣＧＱＦＲＫＨ１０３高度保守，这是否能够

导致 ＭＤＣＣ － ＭＳＢ１ 细胞上产生明显的细胞病变还

需要进一步研究。 Ａｓｔｒｉｄ 等［２３］ 研究发现，ＶＰ３ 蛋白

与诱导肿瘤细胞凋亡相关的重要区域是位于 Ｎ 端

结构域的第 １ ～ ６９ 位的氨基酸位点，该区域的缺失

不能诱导肿瘤细胞的凋亡。 本研究中 ＧＸ１８０１、
ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ ＶＰ３ 蛋白 Ｎ 端结构域的第 １ ～
６９ 位氨基酸均高度保守，结合 ＶＰ１ 毒力相关位点

的分析，推测 ＧＸ１８０１、ＧＸ１８０４ 和 ＧＸ１８１０ 在感染

鸡体后可能能够引起鸡类淋巴细胞和骨髓细胞的

凋亡。
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