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Abstract 
The kidney, spleen and bursa of fabricius samples were collected from diseased chickens on a 
farm in Beijing suburban areas. A wild strain of infectious bursal disease virus (IBDV), temporarily 
called BY-2015-1, was isolated by embryonic inoculation and identified via RT-PCR assay and se-
quence analysis. Gene sequence analysis of VP2 showed that the homology between BY-2015-1 
and OKYM strains was 97.7%. The amino acid sequence analysis of VP2 high variable region indi-
cated that BY-2015-1 isolate had similar characteristics of very virulent strains, suggesting that 
the isolate might be a circulating virulent strain in the flocks on the farm. The isolation and identi-
fication of IBDV BY-2015-1 strain would help to prevent and control IBDV in the local areas. 
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摘  要 

笔者从北京延庆地区一鸡场采集发病鸡的肾脏、脾、法氏囊样品，通过鸡胚接种及RT-PCR技术初步诊断

其病原为传染性法氏囊病毒，暂命名为BY-2015-1。本文设计IBDV VP2的引物，以反转录得到的cDNA
为模板进行扩增，并对扩增得到的序列进行序列分析，序列分析显示该分离株的核苷酸序列与标准强毒

株OKYM的同源性为97.7%，分析VP2高变区的氨基酸序列发现，此分离株在VP2高变区关键氨基酸位点

的变异符合强毒株的特点，但又不完全相同。该毒株的分离和鉴定，为传染性法氏囊病防控和流行病学

调查提供了依据。 
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1. 引言 

传染性法氏囊病(IBD)是一种主要危害雏鸡的急性高度传染性病毒病，最早报道于 1962 年[1]，又称

“岗博罗病”。我国于 1979 年开始出现此病，并于上世纪 90 年代流行超强毒株[2]。其病原为传染性法

氏囊病病毒(IBDV)，该病毒通过损伤其靶细胞造成免疫抑制，从而使患病鸡增强了对其他病原的易感性

[3]。IBDV 属于双 RNA 病毒科禽双 RNA 病毒属[4]，基因组由 A 和 B 两个片段组成，A 片段由两个部分

重叠的开放阅读框组成。第一个开放阅读框编码病毒的非结构蛋白 VP5，第二个编码约 100 kDa 的

PVP2-VP4-VP3 前体，后被 VP4 蛋白水解为病毒蛋白 VP2、VP3、VP4 [5] [6]。B 片段编码病毒蛋白 VP1，
是一种 RNA 聚合酶[7]。 

高强度的免疫压力下，RNA 病毒的高突变性往往使得病毒出现一些新属性以维持它们在免疫群体中

的存在[8]。IBDV 的突变主要体现在抗原变异，致病性和毒力改变，这种变异与 IBDV 基因组 VP2 高变

区有关[9] [10]。本研究从北京一发病鸡场中分离了一株 IBDV，并对其进行了初步的鉴定。 

2. 材料与方法 

2.1. 病料来源与主要试剂 

病料来源于北京延庆某鸡场发病鸡的肾脏、脾脏、法氏囊。实验所用主要试剂：LA Taq 酶、反转录

试剂盒购自 Takara 公司，组织/细胞 RNA 提取试剂盒购自北京艾德莱公司。 

2.2. 病料处理与病毒分离 

取病鸡的法氏囊于灭菌的 PBS 中研磨，−80℃反复冻融三次，5000 rpm/min 离心 10 min，无菌取上

清，加入 10,000 U/mL 的青链霉素，于 4℃作用 4 h，经 0.22 μm孔径的滤器过滤后冻于−80℃。取处理后

的病毒液接种于 10 日龄 SPF 鸡胚的绒毛尿囊膜上，待鸡胚死亡后观察绒毛尿囊膜及胚体的病变。 

2.3. 毒株的鉴定 

2.3.1. 引物合成与 RT-PCR 检测 
根据GeneBank上 IBDV SegA片段(NO: EU595672)的序列设计 IBDV VP2引物，预计扩增片段为1469 bp，

上游引物：5’ATGACAAACCTGCAAGATCAAACCC3’，下游引物：5’CCTTATGGCCCGGATTATGTCTTT3’。
提取病变组织及绒毛尿囊膜的 RNA 并反转录，以得到的 cDNA 为模板，用 VP2 引物进行特异性扩增。RNA
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提取及反转录过程均按照试剂盒说明书进行。 

2.3.2. 序列分析及氨基酸比对 
将扩增所得到的 VP2 片段进行测序，利用 DNAMAN 生物学相关软件，将 BY-2015-1 株与 IBDV 超

强毒株 UK661、OKYM、HK46，经典毒株，变异毒株，血清 II 型 OH 等的 VP2 核苷酸、氨基酸序列进

行比对，并绘制进化树。 

3. 结果 

3.1. 病毒分离与鉴定 

病料处理液接种鸡胚后，鸡胚的绒毛尿囊膜较对照组明显增厚，出现 IBDV接种后的典型病变(见图1)。
提取病变组织及绒毛尿囊膜的 RNA 进行 RT-PCR，扩增出与预计大小相符的特异条带(见图 2)。 

3.2. 核苷酸及氨基酸序列分析 

IBDV 超强毒株在 222、256、294、299 具有四个特征性氨基酸，分别为 A、I、I、S，这 4 个氨基酸

使得超强毒株的亲和性发生变化，从而导致毒力大大增强[11]。分析分离株 VP2 高变区氨基酸序列发现，

其关键氨基酸位点均符合超强毒株的要求(见图 3)。进化树分析也显示分离株与标准强毒株 OKYM、

UK661、HK46 等属于同一进化分支(见图 4)。 
 

 
Figure 1. Inoculation of SPF chicken embryos with samples via chorioallantoic 
membrane. (A) SPF chicken embryo chorioallantoic membrane inoculated with samples 
and cultured for 72 h, (B) normal SPF chicken embryo chorioallantoic membrane 
inoculated with sterile PBS as controls 
图 1. 病毒感染鸡胚结果。(A) 感染 72 小时后的 SPF 鸡胚绒毛尿囊膜，(B) 正常

SPF 鸡胚绒毛尿囊膜 
 

 
Figure 2. Amplification of IBDV vp2 by PCR. M: 
DNA Marker III; 1-3: Cloning of VP2; 4: Negative 
control 
图 2. PCR 结果。M：DNA Marker III；1-3：VP2
基因扩增产物；4：阴性对照 
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Figure 3. The amino acid sequence analysis of VP2 hypervariable region 
图 3. IBDV VP2 高变区氨基酸序列分析 

4. 讨论 

传染性法氏囊病是危害鸡群的一类重要免疫抑制性疾病，目前免疫接种和卵黄抗体的特异性治疗是

预防和控制该疾病的主要手段。但近几年也经常出现变异株、地方强毒株等流行，造成免疫失败[12]。IBDV 
VP2的 206到 350位氨基酸的差异占整个多聚前体蛋白中氨基酸差异的 50%，这一区域称为VP2高变区，

并且被认为是决定 IBDV 毒力的关键区域[13] [14]。我们通过比较分析分离株病毒 VP2 基因的高变区来 
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Figure 4. The systemic cladogram analysis of VP2 genes between IBDV strains 
图 4. 分离株 BY-2015-1 与 IBDV 其他毒株的进化树分析 

 

初步判定此分离株为变异强毒株。 
但 IBDV 病毒毒力并不完全决定于 VP2 基因，Boot 等[15]人通过反向遗传操作证明 VP2 并不是决定

IBDV 毒力的唯一因素。Schroder [16]，Brandt [13]等学者分别通过拯救嵌合病毒认为 IBDV 的非编码区

及 VP3、VP4 蛋白都不是 IBDV 毒力的决定性因素。然而，Boot 等[17]的研究发现 VP3 的 C 端对病毒的

毒力有一定影响。VP5 蛋白可以影响病毒复制，并在细胞凋亡中扮演重要角色[18]，但目前还无研究报道

证实其与病毒毒力有关。Cyril Le Nouën 等[19]发现非强毒 B 节段与强毒 A 节段构成的重组病毒的毒力比

A、B 节段均来自强毒的病毒毒力要低。Yu 等[20]也证实了 VP1 蛋白与病毒的毒力有关。但是，B 节段

究竟是如何影响 IBDV 的毒力及其具体功能位点均未有定论。所以目前大家还是主要通过对比 VP2 高变

区的关键氨基酸位点来判定病毒毒力。本研究所分离的 BY-2015-1 株 VP2 高变区的 A222、I242、I256、
I294、S299 氨基酸均符合超强毒株的特点，另外在第一亲水区 212 位氨基酸由 D 变成了 N，与其他株均

不同，其生物学意义还需进一步探讨。 
本研究所分离的 IBDV BY-2015-1 株属于超强毒株的范围，但又与标准毒株存在一定差异，为传染

性法氏囊病的流行病学研究提供一定依据。 
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