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Abstract : The genome of BFDV st rain HB YM02 isolated f rom Hubei p rovince was sequenced and

analyzed. The sequence suggested BFDV isolated f rom different host s belonged to one genotype.

A p hylogenetic t ree based on the genomic nucleotide sequences of seven isolates was const ructed.

This t ree showed two main branches. Taking into account of t he relation of t he host s , t he t ree

suggested BFDV formed a host2specific evolution , and it was impossible to delineate a geograp hi2
cally based evolution.
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摘要 :采用鸡胚成纤维细胞 (CEF)培养增殖首次从湖北省云梦县分离的鹦鹉幼雏病病毒 (Budgerigar fledgling dis2
ease virus ,BFDV)分离株 (BFDV 2HB YM02) ,经 PCR分段扩增法获得全基因组并完成序列测定。HB YM02株全

序列测定结果与 GenBank中仅有的六株BFDV全序列进行同源性与进化分析。经BLAST分析 , HB YM02株与其

他六株 BFDV同源性为 98 %～99 % ,为同一个基因型。运用 Phylip3. 5软件构建进化树 ,分析显示 ,来源于不同宿

主的 BFDV与宿主关系紧密 ,与地理分布没有明显的相关性。
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　　鹦鹉幼雏病是由鹦鹉幼雏病病毒 (Budgerigar

Fledgling Disease Virus ,BFDV)引起的多品种鹦鹉

雏鸟死亡的急性病毒性传染病[1、2 ] ,BFDV粒子无囊

膜 ,直径 40～50nm ,核酸为双链环状 DNA ,分子量

为 3. 3 ×106 Da。病毒对热 ,冻融和脂溶剂均不敏

感 ,不易被福尔马林灭活。BFDV 主要感染出壳 1

～3周的鹦鹉 ,死亡率达到 80 % [3 ]。病症表现为厌

食、消瘦、皮下出血、腹泻和呼吸困难等症状。此病

的感染范围广 ,鹦鹉和其它种类的笼养鸟均是易感

群[3 ]。我国于 1994年首次在湖北云梦县和青岛的

某集约化鹦鹉养殖基地发生暴发流行 ,至今仍在我

国某些地区散发流行 ,给我国养鸟业带来重大损失。

目前国内外对 BFD 的诊断及预防尚无理想的防治

方法。

本研究对我国首次从湖北云梦县患病濒死的鹦

鹉体内分离的 BFDV HB YM02株[4、5 ] ,进行了全基

因组序列测定、同源性比较与进化分析 ,为建立特异

性的 BFDV分子生物学检测方法以及基因工程疫

苗的研制提供了科学依据。

1　材料和方法

1 . 1　材　料

BFDV2HB YM02株为本研究室分离并保存 ,

RMPI21640培养基购自 GIBCO 公司 ,大肠杆菌

D H5α由本实验室保存提供 ,PCR试剂、限制性内切

酶及克隆载体 pMD182T 载体均购自宝生物工程
(大连)公司 ,琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒购自 O2
M EGA公司 ,引物根据 GenBank的BFDV序列设
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计 ,由北京三博远志生物技术有限公司合成。

1. 2　鸡胚成纤维细胞( CEF)培养增殖 BFDV

取 829 日龄 SPF 鸡胚制备鸡胚成纤维细胞
(CEF) ,10 %小牛血清的 RPMI1640 培养基中 37℃

培养 , 3d～4d ,80 % CEF形成单层后 ,接种 BFDV2
HB YM02株细胞病毒液 ( TCID50 = 1024 ) ,每瓶0. 5

mL ,37℃吸附 1h ,加入维持液 ,置 37℃继续培养 , 3

～4d ,观察细胞病变 ( CPE) ,当 CPE病变明显时收

获病毒液 ,冻融 3次 ,4 000r/ min离心 ,10min ,收取

上清液。

1. 3　BFD V D NA的提取

将上清液采用低温超高速离心 ,沉淀用微量

PBS悬浮。加入蛋白酶 K (终浓度 200μg/ mL ) ,

37℃过夜 ,采用氯仿 - 酚法抽提 DNA , TE (p H8. 0)

溶解 ,置于220℃保存。

1 . 4　引物设计

根据 GenBank 中 BFDV 序列 ,利用 Primer 引

物设计软件设计两对引物 ,分别为 P1 , P2。P1 和

P2引物互相重叠 ,扩增产物可拼接出 BFDV 全长

序列。P1扩增 BFDV 早期转录区 ,产物长度约为

3. 5kb。P2扩增 BFDV 晚期转录区 ,产物长度约为

3. 4kb。

P1 : Upper Primer : 5′2CGGGGGA GGCT T TACTA

T T T GT GG23′

Lower Primer : 5′2A GGGGTA GGCGA GT TA

GGCT GT GA23′

P2 : Upper Primer : 5′2CT T T TCCTCA TCCCCTCC

T T T GTC23′

Lower Primer : 5′2CGCGCCCGTACT T T GGT

TA23′

1. 5　PCR扩增

用设计的引物 P1、P2 进行 PCR ,50μL 反应体

系 : ( 10xL A Taq Buffer 5μL , MgCl2 ( 25mmol/ L )

5μL ,dN TP (10mmol/ L ) 2μL ,引物 (20μmol/ L )各

1μL , BFDV DNA 2μL , L A Taq 酶 0. 5μL , H2 O

33. 5μL) 。PCR反应条件为 95℃5min ,94℃1min ,

58℃ ( P1) 或 57℃( P2) 1min ,72℃ 1min ,40 个循

环 , 72℃延伸 10min。

PCR产物采用琼脂糖凝胶电泳 ,按胶回收试剂

盒说明书常规操作 ,回收目的片段 ,220℃保存备用。

1 . 6　重组质粒的筛选和检测

取 4. 5μL 胶回收产物与 0. 5μL pMD182T载体

混合 ,添加 5μL 连接缓冲液 ,16℃过夜。将连接反

应产物 10μL 加入 CaCl2法制备的 100μL 感受态细

胞中 ,充分混匀 ,感受态细胞作为阴性对照。42℃热

休克 90s ,取出后迅速置冰浴 2min ,加入 37℃的 LB

液体培养基 800μL , 37℃, 250r/ min 振荡培养 1h。

取 150μL 转化混合物铺于含氨苄青霉素 (100μg/

mL)并且表面均匀涂布 40μL 2 % X2gal、7μL 20 %

IP T G的 LB琼脂平板上 ,置 37℃培养 ,16h。挑取

白色单菌落接种于含氨苄青霉素 (100μg/ mL )的液

体 LB培养基内振荡培养 ,按常规方法提取质粒。

用 B am H I、H i ndIII双酶切鉴定重组质粒 pMD18 T2
P1 ;用 EcoRI、S alI双酶切鉴定重组质粒 pMD18 T2
P2。

1 . 7　全序列测定和分析

P1和 P2片段的测定 :挑取 3个阳性克隆 ,提取

重组质粒 ,以质粒 DNA为模板 ,采用引物步移法测

定序列 ,委托北京鼎国生物技术公司完成。P1 和

P2 片段分别有 3 个覆盖度 ,减少了测序造成的误

差。

采用以下软件完成 HB YM02 株序列同源性比

较及进化树的构建 : BL AST 软件分析同源性、

ClU STWX1. 8进行多序列比对、BIO EDIT5. 0. 9分

析比对结果、P H YL IP3. 5构建进化树。

2　结　果

2. 1　HBYM02株全序列分段 PCR扩增

BFDV2HB YM02全序列分段扩增电泳结果 (图

1)显示用 P1 引物扩增的片段大小约为 3. 5kb ,与预

计的大小相符 ;用 P2 引物扩增的片段大小为3. 4

kb ,与预计的大小相符。

图 1　BFDV2HB YM02全序列分段 PCR扩增

Fig. 1　The PCR product of BFDV2HB YM02

1 , PCR production with P1 primers ; 2 , PCR production with P2 prim2
ers ; 3 , negative control ; M , EcoRI + HindIII + B amHI Marker

2 . 2　重组质粒的构建和鉴定

将 PCR扩增后纯化的目的片段和 p MD 182T

载体连接 ,转化大肠杆菌D H5α菌株 ,在含有氨苄青

霉素 (100μg/ mL ) LB 琼脂筛选平板上筛选的白色

菌落 ,经扩大培养 ,提取重组质粒 DNA。利用限制

性内切酶 B am HI、Hi ndIII双酶切和 PCR鉴定重组

质粒 pMD18 T2P1 ;用 EcoRI、S alI双酶切和 PCR鉴

定重组质粒 pMD18 T2P2。

质粒 pMD18 T2P1 经双酶切 ,得到 2. 6kb 的载
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体片段和约为 2. 1kb和 1. 4kb的两条片段 ( P1片段

含有一个 H i ndIII位点) , PCR扩增产物大小为3. 5

kb ,证实重组质粒 pMD18 T2P1 正确插入了 P1 片

段 ;质粒 pMD18 T2P2经双酶切 ,得到 2. 6kb的载体

片段和约为 3. 4kb 的片段 , PCR 扩增产物大小为

3. 4kb ,证实重组质粒 pMD18 T2P2 正确插入了 P2

片段。

表 1　不同宿主来源的 BFDV 核苷酸差异分析

Table. 1 　Nucleotide exchange analysis in the genomes of

BFDV isolates f rom different host s

Genome

region

Nucleotide

position

BFDV st rain

1 2 3 4 5 6 HB YM02
Consensus

Nc 34 A A A T
Nc 346 C T
Nc 372 G G C
Nc 373 C C G

VP2/ 3 1534 G T
VP2/ 3 1582 A T
VP2/ 3 1591 T G
VP2/ 3 1638 G G T

VP1 2086 A G
VP1 2087 T A
VP1 2091 A C
VP1 2077 A T
VP1 2416 C G
VP1 2474 C T
VP1 2486 C T
VP1 2558 A G
VP1 2624 G A
VP1 2646 C T
VP1 2663 G A
VP1 2744 A G
Nc 2945 A C
Nc 2966 DEL C

T2Ag 3063 G T
T2 Ag 3080 G A
T2 Ag 3224 G G G A
T2 Ag 3242 G A
T2 Ag 3434 C A
T2 Ag 3518 T A
T2 Ag 3643 T G
T2 Ag 3834 T A
T2 Ag 4125 G A
T2 Ag 4155 G G T
T2 Ag 4306 C C G
T2 Ag 4307 G G C
T2 Ag 4433 A A A T
T2 Ag 4504 G G G A
T2 Ag 4517 G G G A
t2 Ag 4618 G A

T/ t2 Ag 4948 C C C A
T/ t2 Ag 4972 G G A

Nc : Non2coding region. BFDV st rain : BFDV21 ( CEF ) , BFDV22
( CEF ) , BFDV23 ( Melopsit tacus undulatus ) , BFDV24 ( Agapornis
pullaria) ,BFDV25 ( Falco tinnunculus) ,BFDV26 ( Pteroglossus viri2
dis) , HB YM02 ( Melopsit tacus undulatus) ; GenBank Access Num2
ber : M20775、NC004764、AF241168、AF241170、AF241169、
AF118150、A Y672646.

2. 3　HBYM02株序列初步分析

P1和 P2引物扩增产物分别涵盖 BFDV 早期

转录区和晚期转录区 ,长 3. 5kb和 3. 4kb。以 pMD

18 T2P1 和 pMD18 T2P2 DNA 为模板 ,采用引物步

移法测定全长 ,两部分序列结果经 CEXPRESS 拼

接得出 BFDV2HB YM02 毒株全基因组序列 ,该序

列已登录 GenBaank (A Y672646) 。

BLAST分析可知 , HB YM02 株与 GenBank中

6株已知 BFDV 分离株全序列同源性为 98 %～

99 %。分析序列比对结果 ,统计不同基因组区域碱

基变异情况 (表 1) ,可知 T抗原变异率最高 ,有 18

个碱基位点发生改变 ,未知蛋白没有碱基的改变 ,最

为保守。

利用 GenBank六株 BFDV全序列及 HB YM02

株全序列 ,绘制进化树 (图 2) 。进化树显示两个分

枝 ,分离自虎皮鹦鹉 (Melop sit tacus undulates , Chi2
na) 、绿阿拉卡鴷 ( Pteroglo ssus viridis ,U SA) 、牡丹

鹦鹉 (Agapornis p ullaria , Germany)的BFDV、虎皮

鹦鹉 (Melop sit tacus undulates , Germany)的BFDV

及其 CEF适应株为一个较复杂的分枝 ,分离自猎鹰
( Falco tinnunculus , Germany)的 BFDV 为另一个

单独的分枝。宿主范围较广的分枝又分为两个分

枝 ,德国虎皮鹦鹉分离株及其 CEF 适应株形成一

枝 ,另一枝地域较广 , HB YM02株包括其中。

图 2　根据 BFDV全序列绘制的进化树

Fig. 2　Phylogenetic t ree of BFDV isolates based on the nu2
cleotide sequences of BFDV genomes

Trees were generated by using maximum parsimony in t he
P H YL IP3. 5 program. Numbers below branches indicate boot st rap
values f rom 100 replicates. Scale bar , 10 nucleotide change.

3　讨　论

BFDV感染宿主范围广泛 ,除了各种观赏鹦鹉

外 ,还有部分家禽、野生鸟类。从地理分布来看 ,涵

盖了欧洲、美洲和亚洲。BFDV不引起家禽死亡 ,但

在家禽免疫力低下时 ,可产生并发症状。BFDV 对

家禽的感染应该引起重视。BFDV 从何而来 ,如何

进化 ,对家禽等新宿主毒力是否会加强 ,这一直是各

国研究工作者一直关心的问题。目前 , GenBank 已

经公布全序列的 BFDV分离株有 6 株病毒 ,宿主分

84 　　　　　　　　　　　　　中 国 病 毒 学　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第 20卷　

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



别为虎皮鹦鹉、牡丹鹦鹉、绿阿拉卡鴷 ,源自于欧洲

和美洲 ,初步分析为一个基因型[6～8 ]。我国是一个

观赏鸟类及家禽养殖业大国 ,因此 ,对我国 BFDV

分离株 HB YM02 的全序列测定 ,初步探讨其进化

规律 ,对我国 BFDV的预防与控制具有重要意义。

本实验对 HB YM02株进行了全基因组序列测

定 ,用 BL AST 分析序列 ,结果显示 HB YM02 株与

6株 BFDV 全序列同源性为 98 %～ 99 % ,表明

HB YM02株与其它已知 BFDV 分离株为同一个基

因型。由于 GenBank 中只有这 6个 BFDV 毒株全

序列数据 ,因此可认为目前世界范围内 BFDV 流行

株仅有一个基因型 ,这为建立快速、灵敏、特异的

BFDV分子生物学检测方法以及疫苗研制提供了科

学依据。

HB YM02株与已知的 6株序列进行比对 ,分析

其碱基变异 ,可知 T抗原变异率最高 ,有 18个碱基

位点发生改变 ,未知蛋白没有碱基的改变 ,最为保

守。可推测 T抗原高突变可能与 BFDV 广泛宿主

范围有关 ,适应其在不同鸟类中的增殖 ,而未知蛋白

对于 BFDV晚期蛋白的表达调控起重要作用 ,需要

保持相对稳定。分离自猎鹰的 BFDV 在 346 位为

C ,而其它 BFDV (包括 HB YM02 在内)为 T ,该区

域为晚期启动子 PL 2的 TA TAA2Box ,此位点的突

变肯定影响晚期基因的转录活性 ,考虑到猎鹰为隼

形目 ,其它分离株宿主都为雀形目 ,因此 Pl2启动子

的识别可能与 BFDV 宿主范围有关 ,是否是 BFDV

适应新宿主的体现 ,其机理有待进一步研究[8 ]。

7株 BFDV进化树显示了两个分枝 ,一个进化

分枝的宿主归属于雀形目 (虎皮鹦鹉、绿阿拉卡鴷、

牡丹鹦鹉、CEF 细胞) ,而分离自隼形目 (猎鹰)的

BFDV为另一个单独的分枝 ,推测不同宿主来源的

BFDV适应了在各自宿主体内感染增殖 ,与宿主关

系紧密。较复杂分枝中宿主的地理范围包括美洲、

欧洲和亚洲 ,因此这些同源性极高的 BFDV 与地理

分布没有明显关联 ,并不形成地理隔离[8 ]。根据进

化树显示的结果 ,一枝适应隼形目宿主 ,另一枝适应

雀形目宿主 ,产生进化分歧 ,推测野生鸟类中可能存

在 BFDV的原始宿主 ,BFDV 从这个未知宿主传播

给隼形目及雀形目宿主 ,传播途径可能包括鸟类的

迁徙、带毒商品鸟类及家禽的自由交易和不洁禽类

运输工具的使用等 ,这个推测需进一步开展 BFDV

的分子流行病学调查研究来证实。
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