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种禽场 Ａ亚群禽白血病病原学调查及
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摘要：【目的】了解广东地区种禽场Ａ亚群禽白血病病毒（ＡＬＶＡ）流行情况．【方法】从 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个种禽场采集
１５６１份血浆样品，接种ＤＦ１细胞，培养７ｄ后通过ＥＬＩＳＡ方法对细胞上清液进行ｐ２７抗原检测，通过ＰＣＲ、间接免
疫荧光试验２种方法对ｐ２７抗原阳性样品进行鉴定．【结果和结论】从４个种禽场共检出７１份阳性样品，外源性禽
白血病病毒分离阳性率为４６％．其中，仅从Ｃ种禽场分离到２株ＡＬＶＡ，命名为ＧＤ１３１和ＧＤ１３２，前病毒全基因
序列分别为７７２１和７７１５ｂｐ，且ＧＤ１３２与Ｊ亚群禽白血病病毒混合感染．与国内外其他ＡＬＶＡ的ＬＴＲ、ｇｐ８５核苷
酸序列进行分析比对，发现该研究分离的２株ＡＬＶＡ与国内Ａ亚群分离株ＳＤＡＵ０９Ｅ２相似度最高，其中与ＬＴＲ相
似性分别为９６９％、９７２％，与ｇｐ８５相似性分别为９８４％、９８７％；与广东地区５年前ＡＬＶＡ分离株ＧＤ０８的ＬＴＲ
核苷酸序列相似性分别为８８９％、８９５％，与ｇｐ８５相似性分别为９８５％、９８．８％．调查结果表明，广东地区部分种
禽场内仍然存在ＡＬＶＡ感染，但ＡＬＶＡ已经不是流行毒株，且变异程度不大．
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　　禽白血病（Ａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓ，ＡＬ）是由禽白血病病
毒（Ａｖｉａｎｌｅｕｋｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＡＬＶ）引起的以造血细胞恶
性增生为主的一类肿瘤性疾病［１］．依据病毒的宿主
范围和交叉中和反应等将禽白血病病毒分为 Ａ～Ｊ
１０个亚群，其中 ＡＬＶＡ、Ｂ、Ｊ为常见的外源性病毒；
ＡＬＶＥ为内源性病毒，无致病能力．最近，有报道称
从我国芦花鸡中发现一个疑似新的亚群，初步命名

为Ｋ亚群［２］．目前，禽白血病在我国已经呈流行趋
势，几乎蔓延到了每个省份［３］．鸡群中禽白血病病毒
感染情况复杂，Ａ／Ｂ亚群、Ｊ亚群禽白血病病毒均有
存在，并先后感染肉鸡、蛋鸡以及各种地方品系

鸡［４］．上世纪七八十年代，ＡＬＶＡ在世界上普遍流
行，给养禽业造成巨大的经济损失，各大种禽公司花

费数年时间才得以净化．虽然从近年的流行病学调
查结果显示，我国的禽白血病病原主要为 Ｊ亚群，少
量存在Ａ、Ｂ、Ｃ亚群［４５］，但ＡＬＶＡ的存在，必须引起
我们足够重视．ＡＬＶＡ以引发淋巴细胞瘤为主，但也
能像ＡＬＶＪ一样引发血管瘤［６７］．国内多位研究者分
别在不同时间段，不同地区，不同品种鸡群中分离到

ＡＬＶＡ，并且测定其全基因序列［３，７１０］，最近有从我

国东北地区野生鸟类分离到ＡＬＶＡ的报道［１１］．广东
地区５年前从肉种鸡场分离到１株 ＡＬＶＡ［１２］．本研
究拟针对广东地区部分种禽场，通过采取病毒分离

的方式，了解Ａ亚群禽白血病病毒在该地区种禽场
的感染情况，以及毒株的变异情况，以期为广东地区

禽白血病的综合防控以及净化工作提供科学依据．

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　病料的来源与处理　被检样品来自２０１２年
９月—２０１３年９月广东４个种禽场（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ）的核
心种鸡群，无菌采集翅静脉抗凝血 １５６１份．２０００
ｒ／ｍｉｎ４℃条件离心１２ｍｉｎ，无菌分离血浆，－８０℃
条件保存备用．
１．１．２　主要试剂　禽白血病病毒抗原检测试剂盒
（ＡＬＶＡｇＴｅｓｔＫｉｔ）为美国ＩＤＥＸＸ公司产品；ｐＭＤ１８
Ｔ载体、ＴａｑＤＮＡ聚合酶为 ＴａＫａＲａ公司产品；ＤＮＡ

提取试剂盒，ＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ，ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉ
ｐｒｅｐＫｉｔ为 ＯＭＥＧＡ公司产品．ＡＬＶＡ单抗由美国
ＡＤＯＬ实验室惠赠；ＡＬＶＪ单抗 ＪＥ９由扬州大学兽医
学院秦爱建教授惠赠．ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠 ＩｇＧ购自
Ｓｉｇｍａ公司．ＦＢＳ和 Ｔｒｙｐｓｉｎ均为 Ｇｉｂｉｃｏ公司产品．
ＤＦ１细胞，感受态细胞 ＤＨ５ɑ为农业部兽用疫苗创
制重点实验室保存．
１．２　方法
１．２．１　病毒的分离培养　将“１１１”中制备的血浆
接种于 ２４孔板的 ＤＦ１细胞悬液中（１７×１０５

ｍＬ－１），每孔接种５０μＬ血浆，同时设ＤＭＥＭ阴性对
照和接种已知病毒阳性对照各２孔．３７℃ ＣＯ２培养
箱中培养，待细胞长至单层，换为体积分数 １％的
ＦＢＳ细胞维持液连续培养 ７ｄ后收获，冻融 ３次，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，离心后的细胞上清液进行
ｐ２７抗原ＥＬＩＳＡ检测，细胞沉淀用于提取禽白血病
前病毒基因组ＤＮＡ．
１．２．２　细胞培养物抗原 ＥＬＩＳＡ检测　ｐ２７抗原
ＥＬＩＳＡ检测按照禽白血病病毒抗原检测试剂盒
（ＩＤＥＸＸ）使用说明书进行．
１．２．３　前病毒ＤＮＡ的制备和病毒核酸ＰＣＲ的检测
　根据ｐ２７抗原检测的结果，对应收集“１２１”中样
品细胞上清液为阳性的细胞沉淀，按照ＳＱＴｉｓｓｕｅ组
织ＤＮＡ试剂盒说明书制备禽白血病前病毒基因组
ＤＮＡ，－２０℃条件保存备用．分别参照Ｆｅｎｔｏｎ等［１３］，

Ｓｉｌｖａ等［１４］，Ｓｍｉｔｈ等［１５］的方法，合成ＡＦ／ＡＲ；ＢＦ／Ｂ
Ｒ；Ｈ５／Ｈ７引物用于检测ＡＬＶＡ，ＡＬＶＢ，ＡＬＶＪ，其扩
增产物预计大小分别为６９０、１１００、５４５ｂｐ．
１．２．４　间接免疫荧光试验（ＩＦＡ）　将 ｐ２７抗原
ＥＬＩＳＡ检测为阳性、ＰＣＲ检测为 ＡＬＶＡ阳性的样品
细胞上清液接种于铺满单层 ＤＦ１细胞的 ２４孔板
内，培养７ｄ后，底层细胞用ＰＢＳ洗３次，用体积分数
为４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ．再用 ＰＢＳ洗涤３次，加
入１∶２００稀释的ＡＬＶＡ单抗，４℃条件下孵育过夜．
然后ＰＢＳ洗涤３次，加上１∶２００稀释的羊抗鼠 ＩｇＧ
ＦＩＴＣ荧光抗体，３７℃作用１ｈ，再用 ＰＢＳ洗涤３次
后，加１滴体积分数５０％甘油覆盖细胞，在荧光显微
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镜下观察试验结果．设立一个ＤＭＥＭ阴性对照．按照
同样方法用 ＡＬＶＪ单抗 ＪＥ９对 ＰＣＲ同时扩增出
ＡＬＶＡ／Ｊ目的片段的样品进行间接免疫荧光试验．
１．２．５　ＡＬＶＡ分离株前病毒全基因扩增和测序　
参考张小桃等［１２］ＧＤ０８全基因核苷酸序列扩增引
物，采用分段扩增的方法，分别扩增分离株基因组核

苷酸序列Ａ、Ｂ、Ｃ段．阳性菌液送英潍捷基（上海）贸
易有限公司测序．
１．２．６　基因组核苷酸序列分析比较　利用 ＤＮＡ
Ｓｔａｒ７１基因分析软件对测序结果进行核苷酸序列的
剪辑和拼接．将分离株的ＬＴＲ、ｇｐ８５基因核苷酸序列
与国内外各参考毒株相同区域核苷酸序列进行相似

性分析，并用ＭＥＧＡ５０绘制分离株与各参考毒株的
ｇｐ８５基因序列的系统进化图谱．各亚群参考毒株分
别为：ＡＬＶＡ：ＲＳＡ（Ｍ３７９８０），ＲＡＶ１（Ｍ１９１１３），
ＭＡＶ１（Ｌ１０９２２．１），ＧＤ０８（ＨＭ７７５３２８），ＳＤＡＵ０９Ｅ１
（ＨＭ４５２３４１），ＳＤＡＵ０９Ｅ２（ＨＭ４５２３４２），ＳＤＡＵ０９Ｃ１
（ＨＭ４５２３３９），ＳＤＡＵ０９Ｃ３（ＨＭ４５２３４０），ＭＱＮＣＳＵ
（ＤＱ３６５８１４）；ＡＬＶＢ：ＲＡＶ２（Ｍ１４９０２），ＳＤＡＵ０９Ｃ２
（ＨＭ４４６００５）；ＡＬＶＣ：ＰｒａｇｕｅＣ（Ｊ０２３４２）；ＡＬＶＪ：
ＨＰＲＳ１０３（Ｚ４６３９０），ＮＸ０１０１（ＤＱ１１５８０５），ＨＮ０６
（ＨＱ９００８４４）；ＡＬＶＥ：ＲＡＶ０（Ｍ１２１７２），ＳＤ０５０１
（ＥＦ４６７２３６）．以上参考株序列均来自 ＧｅｎＢａｎｋ数据
库，括号内为登录号．

２　结果与分析
２．１　细胞培养物抗原ＥＬＩＳＡ检测

依据 ＩＤＥＸＸ公司禽白血病病毒抗原检测试剂
盒说明书，对冻融后的接种血浆试验组和对照组细

胞上清液进行禽白血病病毒 ｐ２７抗原检测，结果显
示，总计１５６１份血浆样品中，有７１份样品呈阳性反
应（表１），其中Ａ、Ｂ、Ｃ种禽场的外源性ＡＬＶ阳性率
均超过种鸡群健康标准１％．
２．２　病毒基因ＰＣＲ检测

以“１．２．３”制备的阳性样品前病毒ＤＮＡ作为模
板进行分型ＰＣＲ检测．凝胶电泳结果显示，其中来自
Ｃ种禽场２份样品扩增出约６９０ｂｐ的片段，与ＡＬＶＡ

预计的目的片段大小相符（图１）．这２份样品其中１
份还扩增出 Ｊ亚群 ＡＬＶ５４５ｂｐ目的片段，显示为
ＡＬＶＡ／Ｊ共感染．阴性对照组 ＤＦ１细胞 ＤＮＡ中未
扩出相应大小的目的片段．其余 ｐ２７抗原检测阳性
样品ＰＣＲ检测均显示为 ＡＬＶＪ感染．

表１　４个种禽场外源性禽白血病病毒检出情况
Ｔａｂ．１　Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓａｖｉａｎｌｅｕｃｏｓｉｓｖｉｒｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒ

ｂｒｅｅｄｅｒｆａｒｍｓ

种禽场 总样品／份 阳性率／％
Ａ ４３７ ２．５
Ｂ ７８ ５．１
Ｃ ７８８ ７．０
Ｄ ２５８ ０．３
合计 １５６１ ４．６

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１、２：阳性样品；３：阴性对照．

图１　ＡＬＶＡＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．１　ＡＬＶＡＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２．３　间接免疫荧光检测
用ＡＬＶＡ单抗做间接免疫荧光试验呈阳性反应

（图２ａ、图２ｂ），细胞表面及胞浆呈现明显绿色荧光，
对照组细胞（图２ｃ）没有绿色荧光．间接免疫荧光试
验结果进一步证明了分离到的２株病毒为 ＡＬＶＡ，
分别命名为ＧＤ１３１、ＧＤ１３２．其中ＧＤ１３２ＰＣＲ能扩
增出ＡＬＶＪ的目的片段，用 ＡＬＶＪ单抗 ＪＥ９做间接
免疫荧光试验呈阳性反应（图 ２ｄ），对照成立（图
２ｅ），结果提示ＧＤ１３２为ＡＬＶＡ和ＡＬＶＪ共感染．

ａ、ｂ：ＡＬＶＡ单抗间接免疫荧光试验ＧＤ１３１和ＧＤ１３２分离株反应结果；ｃ：ＡＬＶＡ单抗间接免疫荧光试验阴性对照；ｄ：ＪＥ９单抗间接免疫荧光
试验ＧＤ１３２分离株反应结果；ｅ：ＪＥ９单抗间接免疫荧光试验阴性对照．

图２　间接免疫荧光试验结果（１００×）
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＩＦＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（１００×）
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２．４　分离株前病毒全基因组ＰＣＲ扩增结果
按照“１２３”方法制备前病毒ＤＮＡ，采用分段扩

增的方法，分别扩增出大小为３７、２５、２９ｋｂ的３
个目的片段，与预计片段大小相符（图３）．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５０００；Ａ１、Ａ２：ＧＤ１３１、ＧＤ１３２分离株Ａ段扩增产
物；Ｂ１、Ｂ２：ＧＤ１３１、ＧＤ１３２分离株 Ｂ段扩增产物；Ｃ１、Ｃ２：ＧＤ１３１、
ＧＤ１３２分离株Ｃ段扩增产物；Ａ３、Ｂ３、Ｃ３：阴性对照．

图３　分离株前病毒基因组ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｗｈｏｌｅｐｒｏｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅ

２．５　分离株前病毒核苷酸序列分析
据报道 ＡＬＶＡ前病毒 ＤＮＡ全长约７８ｋｂ［１６］，

利用ＤＮＡＳｔａｒ软件分别对ＡＬＶＡ分离株ＧＤ１３１和
ＧＤ１３２的３个扩增片段的基因序列进行剪辑和拼
接分析后，发现 ＧＤ１３１和 ＧＤ１３２均具有典型的复
制完全型反转录病毒基因组结构［１７］；前病毒ＤＮＡ全
长分别为７７２１、７７１５ｂｐ；ｇｐ８５核苷酸序列长度均为
１０１７ｂｐ；长末端重复序列（ＬＴＲ）长度均为３２４ｂｐ，
相似性达到９９１％．

ＧＤ１３１、ＧＤ１３２与不同 ＡＬＶＡ分离株间 ＬＴＲ
相似性比较发现，与ＳＤＡＵ０９Ｅ２的ＬＴＲ相似性最高，
分别为９６９％和９７２％；与 ＳＤＡＵ０９Ｅ１的 ＬＴＲ相似
性最低，分别为５１６％和５２３％，主要在 Ｕ３区存在
多处变异；与ＡＬＶＡ美国株ＭＱＮＣＳＵ的ＬＴＲ相似性
分别为 ８７６％和 ８７２％；与广东分离株 ＧＤ０８的
ＬＴＲ相似性分别为８８９％和８９５％．

ＧＤ１３１、ＧＤ１３２与国内外不同禽白血病分离株
ｇｐ８５核苷酸序列进行相似性比较发现，这２个分离
株的 ｇｐ８５与 ＡＬＶＡ的 ｇｐ８５相似性达 ８１６％～
９８８％，而与ＡＬＶＢ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｊ亚群的 ｇｐ８５相似性
只有４７５％ ～８５４％．其中，这 ２个分离株与国外
ＡＬＶＡ分离株ＭＡＶ１相似性达８９３％；与国内分离
株ＧＤ０８的相似性分别达到了９８５％和９８８％，与
ＳＤＡＵ０９Ｅ２的相似性分别达到了９８４％和９８７％．
各亚群的 ｇｐ８５系统进化树显示，这 ２个分离株与
ＧＤ０８、ＳＤＡＵ０９Ｅ２位于同一个进化分支上，而与其他
Ａ亚群毒株位于同一个大的进化分支上（图４）．

★表示本研究分离毒株．

图４　ＧＤ１３１和ＧＤ１３２与不同亚群禽白血病病毒参考株间
ｇｐ８５基因遗传进化树关系

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｇｐ８５ｇｅｎｅｆｏｒＧＤ１３１，ＧＤ１３
２ａｎｄｏｔｈｅｒａｖｉａｎｌｅｕｃｏｓｉｓｖｉｒｕｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔｒａｉｎｓｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｇｒｏｕｐｓ

３　讨论
外源性禽白血病病毒不仅能引发肿瘤和死亡，还

会引起鸡群免疫抑制和生长抑制等亚临床症状，给养

禽业造成巨大损失．直到现在，依然没有有效的药物和
疫苗来应对禽白血病的发生．西方国家防控该病的策
略主要是通过不断剔除鸡群中的阳性鸡，达到净化种

群的目的［１８］．我国对禽白血病的研究起步较晚，有些
养禽公司对该种病的重视不够，防控意识不强，一直没

对种鸡群采取有力的净化措施．最近几年，主管部门和
养禽行业开始意识到控制禽白血病的重要性，尤其是

《国家中长期动物疫病防治规划（２０１２—２０２０年）》［１９］

和《全国蛋鸡遗传改良计划（２０１２—２０２０年）》出台之
后［２０］，对禽白血病的防控起到推动作用．虽然现在我
国Ｊ亚群禽白血病普遍流行，但依然存在 ＡＬＶＡ／Ｂ，
且造成的影响不容忽视，并且有研究表明，禽白血病病

毒不同亚群混合感染的现象也时有发生［５，２１］．西方国
家在上世纪８０年代已经基本消除了经典的外源性
ＡＬＶＡ／Ｂ，但从我国进口的肉鸡祖代鸡中依然分离到
了禽白血病病毒［２２］．美国曾经报道过从马立克氏病疫
苗中分离到了ＡＬＶＡ［２３］，我国生产的活疫苗不能保证
没有存在类似的问题．鉴于以上情况，在积极推进种禽
场白血病净化工作的进程中，开展不同亚群禽白血病

病毒流行情况的调查，以及监测毒株的变异情况是非

常有必要的．
本研究从广东４个种禽场共采集１５６１份血浆样

品，接种ＤＦ１细胞，培养７ｄ后取上清液进行禽白血
病病毒ｐ２７抗原检测，发现 ｐ２７抗原阳性率为４６％
（７１／１５６１），结果提示所调查的４个种禽场均有外源
性禽白血病病毒感染．病毒基因检测引物ＰＣＲ扩增和
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间接免疫荧光试验结果表明，只有来自Ｃ场的２份阳
性样品扩增出ＡＬＶＡ约６９０ｂｐ目的片段，用 ＡＬＶＡ
单抗做间接免疫荧光试验均呈阳性反应；其中有１份
阳性样品前病毒ＤＮＡ中还能检出ＡＬＶＪ的特异性片
段，用ＡＬＶＪ单抗做间接免疫荧光试验也呈阳性反
应；其余６９份阳性样品均扩增出 ＡＬＶＪ５４５ｂｐ目的
片段．调查结果表明广东地区种禽场内仍然存在Ａ亚
群禽白血病病毒感染，但ＡＬＶＡ已经不是流行毒株．

分离株前病毒核苷酸序列分析结果表明，２株分
离株ＧＤ１３１、ＧＤ１３２ｇｐ８５基因编码的氨基酸残基中
有３个氨基酸的差异，ＧＤ１３２的ｇａｇ基因在１０４０～
１０４９位点连续有９个碱基缺失；ＬＴＲ变异区主要集
中在其中Ｕ３区，６４位缺失１个碱基，多个位点存在
点突变，但典型反转录病毒调控元件 Ｙｂｏｘ、ＴＡＴＡ
ｂｏｘ、ＣＡＡＴｂｏｘ、ＣＡｒＧｂｏｘ、ＰＲＥｂｏｘ未见任何变化．与
Ａ亚群原型株 ＲＡＶ１ｇｐ８５核苷酸序列比对发现，２
株分离株 ＧＤ１３１、ＧＤ１３２存在多个地方的碱基缺
失、插入突变和点突变；与早期广东分离株 ＧＤ０８
ｇｐ８５基因编码的氨基酸序列进行比较，在 ５８、１１９、
１２５、１３４、２２２、２４３、３３２位 氨 基 酸 有 差 异；与
ＳＤＡＵ０９Ｅ２ｇｐ８５基因编码的氨基酸序列比较，１１９、
１２５、１６４、２２２位氨基酸有差异．遗传演化分析表明
ＧＤ１３１、ＧＤ１３２与 ＳＤＡＵ０９Ｅ２、ＧＤ０８均有很高的相
似性，提示这些毒株可能有共同的祖先．这些分离株
不同位置出现的碱基突变、缺失和插入对分离株的

生物学特性的影响有待进一步研究．同时，ＧＤ１３２
与ＡＬＶＪ混合感染的现象，说明部分种禽场禽白血
病病毒感染情况相对复杂，为不同亚群禽白血病病

毒重组创造了有利条件．本研究对广东地区部分种
禽场进行了１次 ＡＬＶＡ感染的摸底调查，为下一步
种鸡群白血病净化及有效防控提供了科学依据．
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