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摘     要：【目的】  了解福建地区鸡传染性支气管炎病毒（Infectious bronchitis virus，IBV）的流行及其 S1 基因变异情

况。【方法】 对 2021年在福建地区鸡群中分离的 2株病毒，通过鸡胚致病性试验、电子显微镜观察及 RT-PCR方法

进行鉴定。对 2株分离株的 S1 基因进行克隆、测序并利用生物学软件进行分析。【结果】  分离到的 2株病毒均为

IBV，分别命名为 FJ-NP01和 FJ-FZ01；FJ-NP01株和 FJ-FZ01株的 S1 基因全长分别为 1 629 nt和 1 620 nt，编码 543
aa和 540 aa。FJ-FZ01株的  S1 基因裂解位点为 HRRRR，与基因型 I分支所有参考毒株裂解位点一致；分离株 FJ-
NP01的  S1 基因裂解位点为 HRRKR，与已报道的基因型ⅣIBV分离毒株的裂解位点不同，与基因型Ⅵ参考毒株

TC07-2的裂解位点一致。FJ-NP01株和 FJ-FZ01株之间的核苷酸和氨基酸同源性较低，分别为 83.2%和 79.6%；与中

国使用的 Mass型常规疫苗 H120和 H52核苷酸和氨基酸序列同源性仅为 75.7%～76.3%和 77.1%～83.5%。FJ-NP01株

是由基因型Ⅳ毒株 CK CH GD LZ12-4与基因型 I毒株 L-1 148在 S1 基因处发生重组而产生的新毒株，其核苷酸序列

1 438～1 506 nt与推测的亲本毒株 CK CH GD LZ12-4同源性达 97%，其他 S1 基因核苷酸序列与推测的亲本毒株 L-
1148同源性达 95.9%。【结论】  以上结果表明福建地区 IBV流行较为复杂，现有 Mass型疫苗在福建省可能起不到

良好的免疫保护作用。
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Abstract: 【Objective】 Epidemiology and genetic variations of the infectious bronchitis virus (IBV) in Fujian province were
studied. 【Method】    Two strains  of  virus  isolated from the diseased chickens in  Fujian in  2021 were identified by chicken
embryo pathogenicity test, electron microscope observation, and RT-PCR. S1 genes of the isolates were cloned, sequenced, and
analyzed using biological software. 【Result】 The two IBV strains were code named FJ-NP01 and FJ-FZ01. The full length of
S1 of FJ-NP01 was 1 629 nt encoding 543 amino acids, and that of FJ-FZ01, 1 620 nt encoding 540 amino acids. The S1 gene
cleavage  site  of  FJ-FZ01  was  HRRRR,  same  as  all  reference  strains  of  genotype  I  branch;  while  that  of  FJ-NP01  HRRKR
differed from the reported site of IBV isolated from genotype Ⅳ but same as that of TC07-2 reference strain of genotype Ⅵ.
The homology of nucleotide and amino acid between the two isolates was 83.2% and 79.6%, respectively, but merely 75.7%–76.3%
and 77.1%–83.5% with the Mass-type conventional  vaccines H120 and H52,  respectively.  Further  analysis  showed that  FJ-NP01
was from a recombination event between CK CH GD LZ12-4 and L-1148, the homology of nucleotide acid between 1438–1506 nt
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of  FJ-NP01  with  CK  CH  GD  LZ12-4  was  97%,  and  95.9%  between the  other nucleotide  acid  of  S1  gene  with  L-1148 .
【Conclusion】    It  appeared that  the IBV epidemic experienced in the province was complex in nature and that  the existing
Mass vaccines would not provide sufficient immune protection to deter the spread.

Key words: Infectious bronchitis virus；isolation；identification；S1 genes；sequence analysis

 

 0    引言

【研究意义】鸡传染性支气管炎（Infectious

bronchitis，IB）是由鸡传染性支气管炎病毒（Infectious

bronchitis virus，IBV）感染引起的一种急性、接触性

传染性病，被世界兽医局列为禽病 B类传染病[1]。根

据 IBV对宿主组织的亲嗜性及引起的主要症状，可

将其划分为呼吸系型、肾型和肠型等。IBV基因型

较多且不同类型毒株之间交叉免疫保护的能力弱，

导致该病的防控难度较大，至今 IB仍是妨碍世界养

鸡业健康发展的主要疫病之一 [2−3]。【前人研究进

展】IBV基因组为不分节的单股正链 RNA，全长约

27.6  kb，囊括 6种亚基因组  mRNA（1～ 6），其中

mRNA2、mRNA3、mRNA4和 mRNA6分别编码 4个

结构蛋白：纤突蛋白（S）、小膜蛋白（E）、膜蛋

白（M）和核蛋白（N）[4−7]。S蛋白与宿主细胞膜上

的病毒受体结合后被宿主细胞的蛋白酶裂解为 N端

的 S1蛋白和 C端的 S2蛋白 [4]。S1蛋白是 IBV产生

感染性、致病性及组织嗜性的主要蛋白。不同

IBV毒株间 S1 基因变异较大，其编码的氨基酸差异

在 2%～25%[8−9]。由于 IBV复制依赖的 RNA聚合酶

缺乏校正能力，以及疫苗的频繁使用，致使病毒在

复制过程中容易发生变异或重组 [10−13]。S1 基因核苷

酸序列的点突变、插入、缺失或重组是导致 IBV基

因型较多的主要原因，国内外学者开展了许多基于

S1 基因的序列差异分析研究工作 [14−17]。国内外学者

在 IBV的病原学、流行与分布、分子遗传变异机

制、IBV诱导的天然免疫应答、体外培养、诊断技

术和防控措施等方面都有深入研究。然而，由于

IBV自身变异频率高以及频繁地使用疫苗加剧了野

毒株的变异压力，导致病毒进化加快。因此，对

IBV的流行病学和分子遗传变异情况进行监测，已

成为有效防控 IBV的重要组成部分。【本研究切入

点】近年来，福建省 IBV流行发生频繁，2021年福

建地区 IBV的流行及变异情况亟需开展相关研究。

【拟解决的关键问题】在福建地区疑似发生 IB的临

床样品中分离到 2株病毒，通过对鸡胚致病性试

验、电镜观察以及 RT-PCR进行鉴定确认分离到的

2株病毒均为 IBV，并进一步对 2株 IBV分离株的

S1 基因进行克隆、测序及序列分析，以期为福建省

有效防控 IB提供科学依据。

 1    材料与方法

 1.1    病料来源、SPF鸡胚及主要试剂

2021年在福州市、南平市鸡场采集疑似 IB病死

鸡脏器组织样品。10日龄 SPF鸡胚购自广东大华农

动 物 保 健 品 股 份 有 限 公 司 SPF实 验 动 物 中 心 ；

IBV毒株由本研究室分离、鉴定及保存。核酸提取

试剂盒（EasyPure®  viral  DNA/RNA kit）、反转录试

剂盒（TransScript® One-Step gDNA Removal and cDNA

Synthesis  Super  Mix）、克隆试剂盒（pEASY®-Blunt

Zero Cloning kit）均购自北京全式金生物技术有限公

司；DNA纯化回收试剂盒（TianGen·Universal DNA
Purification kit）购自天根生物技术有限公司；高保真

酶（2 ×CataAmp High Fidelity PCR Mix）购自爱博泰

克 生 物 技 术 有 限 公 司 ； DL2000  DNA  Marker

购自大连宝生物有限公司。

 1.2    引物设计

下载 GenBank中收录的 IBV S1 全基因序列，利

用 Oligo7.0软件设计 1对特异性引物，上游引物

S1F：5 ′-ACTGAACAAAAGACCGACT-3 ′；下游引

物 S1R:  5 ′-GGCACTATCATCTTTAACGAAC-3 ′ ，

扩增片段大小为 1 770 bp；IBV鉴定引物参照参考文

献 [17]设计，由福州尚亚生物技术有限公司合成。

 1.3    样品处理

在生物安全柜中将组织剪碎，每克组织加入 4 mL

无菌 PBS溶液研磨；加入 2 000 UI·mL−1 青霉素和 2 000
μg·mL−1 链霉素，4 ℃ 作用 4 h，−70 ℃ 冰箱反复冻

融 3次， 6 000  r·min−1， 4 ℃ 离心 10  min，取上清，

分装保存；取部分上清，平板划线，37 ℃ 过夜培

养，确定有无细菌污染，并将无细菌生长的样品冻存。

 1.4    病毒分离与电镜鉴定

将 1.3中上清经 0.22 μm过滤器过滤后取 200 μL

接种于 10日龄 SFP 鸡胚尿囊腔中，置于 37 ℃ 恒温

培养箱中孵育。剔除 24 h内死亡的鸡胚。收取 48～

120 h内死亡的鸡胚， 4 ℃ 冰箱静置 12 h以上；无菌

收取尿囊液，将收取的尿囊液在 SPF鸡胚中盲传

4代后进行 PCR鉴定。取第 4代 PCR 鉴定为阳性的

鸡胚尿囊液 2 mL，参照参考文献 [18]处理，电镜下

观察病毒形态。
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 1.5    核酸提取和 RT-PCR鉴定

按 EasyPure® viral DNA/RNA kit说明书提取尿囊

液中的核酸。按照TransScript® One-Step gDNA Removal
and cDNA Synthesis Super Mix试剂盒的操作说明书对

提取的 RNA进行反转录，反转录后的 cDNA取 3 μL、
2×CataAmp High Fidelity PCR Mix 10 μL，上 /下游引

物（10 μmol·L−1） 各 1 μL，无菌去离子水补足至 20 μL。
反应条件：95 ℃ 预变性 5 min；95 ℃ 热变性  30 s，
55 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 15 s，35个循环；72 ℃
终延伸 7 min。反应结束后取 7 μL扩增产物于 1%琼

脂糖凝胶上进行电泳，电泳条件为 125 V、25 min。
 1.6    IBV分离株 S1 基因克隆测序

提取盲传后第 4代鸡胚尿囊液中的病毒总 RNA。

参照 TransScript® One-Step  gDNA Removal  and  cDNA
Synthesis Super Mix试剂盒的操作说明对 1.5中提取

的 RNA进行反转录，反转录后的 cDNA取 3  μL、
2×CataAmp High Fidelity PCR Mix 10 μL，S1F/S1R引

物（10 μmol·L−1） 各 1 μL，无菌去离子水补足至 20 μL。
反应条件为：95 ℃ 预变性 5 min；95 ℃ 30 s，57 ℃
30 s，72 ℃ 2  min，35个循环；72 ℃ 延伸 10 min，
4 ℃ 保存。反应结束后取 7 μL扩增产物于 1%琼脂

糖凝胶上进行电泳，电泳条件为 125 V、25 min。PCR
产物回收纯化后连接于 pEASY®-Blunt Zero 克隆载体

上并转化至 Trans1-T1感受态细胞中，经菌落 PCR检

测阳性的单个菌落进行扩繁并提取质粒，阳性质粒

送往福州尚亚生物技术有限公司进行测序。

 1.7    IBV分离株 S1 基因序列分析

利用 DNAStar Lasergene 7软件对 2株 IBV分离

株的 S1 基因测序结果进行拼接并上传至 GenBank数

据库。采用 MEGA7.0软件对 2株分离株的 S1 基因

与 GenBank数据库收录的有代表性的 37株 IBV参考

株（表 1）的 S1 基因序列进行比对分析，构建 S1 基

因的遗传进化树。使用 SimPlot3.5.1和  RDP4.101软

件进行分离株 S1 基因遗传重组分析。

 2    结果与分析

 2.1    病毒分离鉴定结果

10日龄 SPF鸡胚接种 2种病料研磨液后，鸡胚

陆续出现死亡。与对照组相比，接毒组表现发育不

良、胚体蜷曲、弥漫性出血（图 1）。分离株 4代

SPF鸡胚尿囊液经 1%磷钨酸负染后电镜下可见直径

约 80～120 nm、略呈圆形的病毒粒子，表面有松散

的冠状突起，与冠状病毒特有的形态学特征相一致

（图 2）。通过 RT-PCR对 4代鸡胚尿囊液进行检

测，结果扩增出大小约 800 bp的目的片段，而阴性

对照无特异性扩增片段（图 3）。将 2株分离株分别

命名为 FJ-NP01（南平）和 FJ-FZ01（福州）。

 

 
表 1    IBV 参考毒株

Table 1    IBV reference strains

毒株 Virus 登录号 Locus 毒株 Virus 登录号 Locus

Ma5

H120

LDT3

4/91

H52

28/86

M41

G13-1

Holte

UK/7/93

Italy-02

TW2575/98

3 468/07

JP9758

TA03

GX-NN-6

TC07-2

PSH050513

QXIBV

AY561713

FJ888351

AY702975

KF377577

EU817497

AY846750

DQ834384

L14069

L18988

Z83979

AJ457137

DQ646405

EU822336

AY296746

AY837465

JX291985

GQ265948

DQ160004

AF193423

ZJ971

L-1 148

A2

LX4

HB08

HN08

CK/CH/GD/HY09

CK/CH/HN/HN09

CKCHJSLYG1911-8

CKCHJSLYG1911-10

CKCHJSLYG1911-11

CK/CH/LGX/091109

CK/CH/LDL/07II

X

CK/CH/LCQ/08II

ck/CH/LGX/091110

CKCHJSLYG1912-1

CK CH GD LZ12-4

AF352313

DQ431199

AY043312

AY338732

GQ265934

GQ265940

HQ018887

HQ018886

MW044574

MW044575

MW044583

KF411041

EU563940

FJ8298882

GQ258305

HM194643

MW044590

KC692277

 

A B 
图 1    培养 3 d 病变胚（A）和培养 7 d 对照胚（B）

Fig. 1    Chicken embryos with lesion (A) and control (B)
 

 

200 nm

 
图 2    病毒粒子形态电镜观察

Fig. 2    Morphology of virus under electron microscope
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 2.2    IBV分离株 S1 基因克隆测序

利用设计引物对 2株 IBV分离株的 S1 基因进行

扩增，并设置阴、阳性对照。从图 4中可见，在

1 700 bp左右出现与预期目的条带大小相符的片段。

对经 PCR鉴定为阳性的质粒送往测序公司进行测

序，序列拼接显示 FJ-NP01株和 FJ-FZ01株 S1 基因

长度分别为 1 629 nt和 1 620 nt，分别编码 543 aa和
540 aa。FJ-NP01株和 FJ-FZ01株 S1 基因序列提交至

GenBank，获得的登录号分别为ON548486和ON548487。
  

1 700 bp2 000 bp

M 1 2 3 4

1 000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

 
M为 2000 DNA Ladder，1为阳性对照，2为 FJ-FZ01，3为 FJ-NP01，

4为阴性对照。

M: 2000 DNA ladder; 1: positive control; 2: FJ-FZ01; 3: FJ-NP01; 4: negative

control.

图 4    2 株分离株 S1 基因 RT-PCR 扩增电泳图

Fig. 4    RT-PCR  amplification  electrophoresis  of S1 of  two
isolates

 

 2.3    IBV分离株 S1 基因遗传进化、同源性及裂解位

点分析

将分离株序列与 GeneBank中下载的 37株 IBV
S1 基因参考序列，利用 MEGA7软件绘制 S1 基因的

系统进化树。结果显示：FJ-NP01株和 FJ-FZ01株与

所有参考毒株共同形成 8个不同的进化分支；其中

FJ-FZ01株与  QXIBV为代表的基因型 I 在同一进化

分支中；分离株 FJ-NP01在基因型Ⅳ进化分支中；

2株分离株与国内常用 Mass型疫苗株进化距离均较

远（图 5）。核苷酸序列和推导的氨基酸序列同源性

比对分析结果显示，2株分离株间的核苷酸和氨基酸

同源性较低，分别为 83.2%和 79.6%； FJ-FZ01株与

基因型 I分支的所有参考毒株间核苷酸和氨基酸同源

性分别为 91.9%～98.1%和  94.5%～95.6%；  FJ-NP01
株与基因型Ⅳ分支的所有参考株核苷酸和氨基酸同

源性分别为 94.3%～95.7%和 92.5%～94.7%；2株分

离株与我国使用的 Mass型常规疫苗核苷酸和氨基酸

序列同源性仅为 75.7%～76.3%和 77.1%～83.5%。推

导的氨基酸序列显示，FJ-FZ01株  S1 基因裂解位点

为 HRRRR，与基因型 I分支所有参考毒株裂解位点

一致；FJ-NP01株 S1 基因裂解位点为 HRRKR，与已

报道的基因型Ⅳ的 IBV分离毒株的裂解位点不同，

与基因型Ⅵ参考毒株 TC07-2的裂解位点一致。

 2.4    IBV分离株 S1 基因重组分析

利用 SimPlot 3.5.1软件对 2株分离株的 S1 基因
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M为 2000 DNA Ladder，1为阳性对照，2为阴性对照，3为 FJ-

FZ01，4为 FJ-NP01。

M:  2000  DNA  ladder;  1:  positive  control;  2:  negative  control;  3:  FJ-

FZ01; 4: FJ-NP01.

图 3    分离株的鉴定

Fig. 3    Identification of isolates
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图 5    IBV 分离株与参考毒株 S1 基因进化树

Fig. 5    Phylogenetic  tree  constructed  based  on S1 from  IBV
isolates and reference strains
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序列进行重组分析，发现 FJ-NP01株用 SimPlot和
BootScan方法分析均可推测亲本毒株 CK  CH  GD
LZ12-4和 L-1148出现交叉，预示可能存在基因重

组。利用 RDP 4.101软件对重组事件进行验证，结果

显示 FJ-NP01株是由基因型Ⅳ毒株 CK CH GD LZ12-
4与基因型 I 毒株 L-1148在 S1 基因处发生重组而产

生的新毒株，其核苷酸序列 1438～1506 nt与推测的

亲本毒株 CK CH  GD  LZ12-4同源性达 97%，其他

S1 基因核苷酸序列与推测的亲本毒株 L-1148同源性达

95.9%，RDP 4.101软件分析计算的 P 值为 6.974×10−8

（表 2）。

 
  

表 2    RDP 4. 101 软件分析 IBV 分离株的 S1 基因遗传重组结果

Table 2    Recombinant results of S1 of IBV isolate analyzed by RDP 4. 101 software

重组

Recombinant
破裂点

Break points
主要亲本

Major parent
次要亲本

Minor parent P值
P value

毒株

Strain
基因型

Genotype
头端

Begin/nt
末端

End/nt
命名

Name
基因型

Genotype
同源性

Homology/%
命名

Name
基因型

Genotype
同源性

Homology/%

FJ-NP01 Ⅳ 1 438 1 506 CK CH GD LZ12-4 Ⅳ 97% L-1 148 I 95.9 6.974×10−8

 
 

 3    讨论

自 1931年美国学者 Schalk和 Hawn首次报道 IB

以来，该病至今仍是影响世界家禽养殖业发展的重

要传染性疾病之一 [14]。究其原因乃是 IBV出现了越

来越多的基因型变异株，以及弱毒苗的广泛使用在

某种程度上加快了病毒本身的变异，导致该病的防

控难度日益加大，不可否认的是疫苗在控制 IB的发

生中发挥着重要作用，然而随着变异株的不断出

现，研制出安全、高效、广谱的疫苗则是今后科研

工作者的重要研究方向。

本研究从福建地区疑似发生 IB的鸡场中分离到

了 2株病毒，通过电镜观察和 RT-PCR方法进行了鉴

定，确认分离到的病毒均为 IBV，分别命名为 FJ-

NP01和 FJ-FZ01；进一步分析发现 FJ-NP01株属于

基因型Ⅳ，FJ-FZ01株属于基因型 I。

S1 基因是当前研究 IBV遗传变异与进化分析的

靶标基因，通过分析 S1 基因序列有助于监测 IBV的

流行态势[16]。本研究通过对 FJ-FZ01株和 FJ-NP01株

S1 基因进行克隆测序分析；系统进化树分析表明 FJ-

FZ01株属于基因型 I，与位于同一分支的参考毒株

相比，核苷酸序列及其推导的氨基酸序列同源性极

高，分别在 91.9%～98.1%和 94.5%～95.6%，且具有

典型 HRRRR裂解位点特征。基因型 I毒株是我国

IBV主要流行毒株，据统计 50%～60%的 IB病例由

基因型 I引起。李彬等 [16] 对 2019–2021年我国 29个

省级行政区 IBV分型统计结果显示，基因型 I仍然

是主要流行的毒株，且有不断扩大的趋势。Feng等[5]

报道对中国 2011–2012年华南地区分离的 62株 IBV

有 32株属于基因型 I。本研究分离的 FJ-FZ01株亦属

于基因型 I，与国内主要流行毒株一致。然而，基因

型 I毒株与现有 Mass型疫苗株的亲缘关系较远，导

致 Mass型疫苗不能对基因型 I毒株提供完全保护。

基因重组是导致众多 IBV变异毒株出现的原因之

一，重组可发生在疫苗株之间、疫苗毒株与野毒株

之间及野毒株之间 [3]。陈彤等 [19] 对合肥分离株

CK/CH/GX/LC17-1的 S1 基因重组分析发现，该毒株

是由疫苗株 Ark型 ArkDPI毒株与 Mass型 Ma5毒株

S1 基因发生了重组形成的新毒株。吴倩倩等[20] 对河

南 IBV分离株 CK/CH/HN/NY1206/2017、CK/CH/HN/

XY911/2017 进行重组分析，发现 2株分离毒株均是

由 4/91（CHⅡ）基因型毒株 LZ07 和 JP/Saitama/2006

重组产生的新毒株。本研究通过 SimPlot和 RDP软

件对 FJ-NP01株的 S1 基因序列进行遗传重组分析，

发现 FJ-NP01株是由基因型Ⅳ毒株 CK CH GD LZ12-

4与基因型 I毒株 L-1148在 S1 基因处发生重组而产

生的新毒株，其核苷酸序列 1438～1506 nt，与推测

的亲本毒株CK CH GD LZ12-4同源性达 97.0%，其他 S1

基因核苷酸序列与推测的亲本毒株 L-1148同源性达

95.9%，这类重组变异株在福建地区尚无相关报道。

另外，本研究发现重组变异株 FJ-NP01 S1 基因裂解

位点为 HRRKR，与已报道的基因型Ⅳ分离毒株的裂

解位点不同，与基因型Ⅵ参考毒株 TC07-2的裂解位

点一致。因此，后续需进一步进行验证 FJ-NP01株

是否因为基因重组和裂解位点的改变，导致其毒

力、致病性和组织嗜性等发生改变。

综上所述，本研究分离鉴定了 2株 IBV，通过

对 S1 基因克隆测序分析结果显示，FJ-FZ01株与国

内流行毒株一样，FJ-NP01株发生了重组变异，表明

福建地区 IBV流行较为复杂，现有 Mass型疫苗在福

1392 福建农业学报 第 37 卷



建省可能起不到良好的免疫保护作用。因此，需加

强对福建省 IBV的流行病学监测，为新疫苗的研发

提供参考资源，也为福建省 IB防控提供科学依据。
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