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摘要　对广东肾变病型鸡中分离致弱的 IBV D41 株S1 基因 PCR产物作了 HaeⅢ酶切分析, 发现

其酶切产物与 IBV M41的一样 , 而与美国肾变型标准株 Gray、Holte不同。根据国外用 RFLP区

分 IBV血清型的判定标准 , D41株应归属于马萨诸塞血清型;综合此分离株的其它特性 ,说明华南

地区存在有 IBV 变异株的流行。
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IBV(禽传染性支气管炎病毒)是冠状病毒科的代表种 , 现已证明有 20余个血清型。 IBV

D株是陈天杰等(1987a)从广东省佛山市东方鸡场肾变病型禽传染性支气管炎病死鸡中获得的

分离毒株 , 其经鸡胚传代的致弱毒株 D41(陈天杰 , 1987a)是对雏鸡安全性好 、连传 5代不返

强、平均保护率达88.7%的弱毒疫苗株。D株的人工发病鸡呈不典型的肾病变 ,但使用D41又

控制了多家鸡场的肾变病型 IB;因国内 IBV各血清型标准毒株不全 ,故未能作中和试验确定

D41株的血清型归类。Kwon等(1993)采用对 IBV S1基因 PCR产物作限制性内切酶酶切片段

多形性分析(RFLP)确定的毒株分型谱系与病毒中和试验的结果一致。本试验对 IBV D41株

S1基因 RT-PCR产物进行酶切分析 ,以求加深对 D41株的本质了解。

1　材料与方法

1.1　IBV广东地方弱毒株 D41 、标准强毒株M41 S1基因的 PCR产物

其长度1.73 kb ,为经两条27 bp的引物以D41、M41鸡胚尿囊液毒超速离心后提取的RNA

作模板来进行 RT -PCR获得(王林川 ,1994)。

1.2　限制性核酸内切酶

HindⅢ,BamHⅠ为Boehringer Mannheim 公司产品;HaeⅢ为北京协和友谊科技开发公司产

品。

1.3　IBV D41株 、M41株 S1基因 PCR产物的酶切

1.3.1　HindⅢ酶切　取 PCR产物 15μL ,加10×缓冲液 2μL ,H2O 2μL ,HindⅢ(10单位/μL)1

μL ,37℃作用 3 h。

1.3.2 　BamHⅠ酶切 　 取 PCR 产物 15 μL , 加 10 ×缓冲液 2 μL , H2O 2 μL , BamHⅠ
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(10单位/μL)1μL ,37℃作用3 h。

1.3.3　Hae Ⅲ酶切　取PCR产物15μL ,加10×缓冲液2μL ,H2O 2μL ,Hae Ⅲ(20单位/μL)0.

5μL ,37℃作用 1 h。

1 .3.4　PCR产物酶切结果检查　取酶切产物10μL ,于2%琼脂糖凝胶(含EB)中电泳

检查。

2　结果

IBV D41株S1基因 PCR产物的酶切结果与

IBV M41株的一样(见图 1):用 BamH I和

Hind Ⅲ酶切的产物没有出现新的条带 ,与原

PCR产物电泳位置无差异 , 说明扩增片段无

BamH Ⅰ和Hind Ⅲ酶切位点;用 Hae Ⅲ酶切的

产物出现有 3条带 ,其大小大致为 900 bp 、

500 bp和 300 bp左右。这些结果与 已发表

的 IBV Beaudette 株 、M41 株(马萨诸塞血清

型)的S1基因核苷酸序列(Binns , 1985;1986)

的电脑检索结果一致:无BamH I、Hind Ⅲ酶

切位点;有两个 Hae Ⅲ位点 , 分成 906 bp 、

489 bp、333 bp 3个片段;而与美国 IBV肾变

型标准株 Gray 、Holte 的不同(Kwon , 1993)。

根据 Kwon(1993)建立的判定标准—Hae Ⅲ

酶切与 M41株的一致 ,D41株归属于马萨诸

塞血清型。

图 1　IBV D41株 S1 基因 RT-PCR酶切图谱

1　DNA 分子量标记物 885 bp

2　DNA 分子量标记物 485 bp

3　DNA 分子量标记物 285 bp

4　IBV M41株 S1基因 PCR产物Hae Ⅲ酶切

5　IBV D41株 S1基因PCR产物 Hae Ⅲ酶切

IBV D株来源于肾变病型病鸡 , D41株用作疫苗使用了 1 400万头份 , 控制了广东 4个

大 、中 、小型鸡场肾变病型 IB(陈天杰 , 1987b),据了解 ,目前已在华南地区应用了上亿头

份 ,对十多个发生肾变病型 IB 的鸡场效果也很好;而酶切鉴定的结果却归属于马萨诸塞

型 ,与美国标准肾病变株不一致;中和试验结果 , IBV D强毒株及 M41株相互之间中和

指数为 85%;由上说明 ,华南地区流行的 IBV 毒株已有变异 ,其对组织器官的亲嗜性也有

变化;很有必要对 IBV变异的发生发展规律进行深入的研究 。
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Abstract

Using Hae Ⅲ to digest the S1 gene PCR product of IBV D41 strain isolated from a chicken

nephrosis case in Guangdong province , it w as found that the digested products w ere the same

as that of IBV M41 strain , and different f rom that of the American standard nephritic st rains

Gray and Holte.So the IBV D41 belongs to the Massachuset ts serotype , and the IBV strains

in South China seem to have undergone mutation.
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