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Abstract: The spike gene (S) of Infectious bronchitis virus (IBV) CK/CH/LDL97Ⅰ/97 isolate was 
amplified，cloned, sequenced and analyzed. Results showed that the S gene was 3501 bp encoding a 
polypeptide of 1167 amino acids. The precursor of the S protein was cleaved into S1 and S2 fragments, 
which comprised 541 and 626 amino acid residues, respectively. The cleavage site sequence was 
RRTGR. The homologies of nucleotide and amino acid sequences of S1 gene between CK/CH/LDL97
Ⅰ/97 and 27 reference IBV strains ranged from 60.6% to 99.6%, and 50.5% to 99.1%, respectively. The 
CK/CH/LDL97Ⅰ/97 S1 was most similar to that of three proventriculus IBV isolates, Q1(99.1%), 
J2(98.9%), T3 (98.9%), which were isolated in China. Phylogenetic analysis of S1 proteins indicated 
that CK/CH/LDL97Ⅰ/97, Q1, J2 and T3 formed a separated cluster, which might belong to a novel 
genotype of IBV. 
Key words: Infectious bronchitis virus；Spike glycoprotein；Molecular characterization 
 
关键词：传染性支气管炎病毒；S糖蛋白；基因特征 
中图分类号：S831.7              文献标识码：A      文章编号：1003-5153(2006)01-0068-03 
 
鸡传染性支气管炎（Infectious bronchitis, IB）

是由传染性支气管炎病毒（ Infectious bronchitis 
virus, IBV）引起的一种急性高度接触性传染病。该
病主要侵害鸡的呼吸系统、消化系统和泌尿生殖系

统，可引起雏鸡死亡，蛋鸡产蛋量和蛋品质下降，

给养禽业造成很大的经济损失，成为影响世界各国

养禽业发展的主要疫病之一。IBV 是尼多病毒目
（Nidovirales）冠状病毒科（Coronaviridae）冠状
病毒属（Coronavirus）第三群的典型代表种[1]。其

基因组为不分节段的单股正链 RNA，全长约
27.6kb[2]。IBV S蛋白形成病毒表面的纤突结构，翻
译后的前体蛋白在跨膜时被裂解为 N端的 S1 和 C

端的 S2两个亚单位。S1为 IBV的重要免疫原蛋白，
能诱导机体产生血凝抑制抗体和病毒中和抗体 [3]。

而且 S1 基因的点突变、插入、缺失或重组是 IBV
产生新血清型、亚型或变异株的主要原因[4]。S2糖
蛋白的主要功能是将 S1 蛋白锚定在病毒粒子的囊
膜上，同时其 N端也存在抗原表位[5]。 
中国自 1982 年在广东省首次发现肾型 IB 以

来，该致病型 IB 已在全国各地广泛流行。疫苗的
接种较好地控制了 IBV在我国的流行。但近年来，
有报道在我国江苏、浙江、山东、天津等地出现了

一种以腺胃肿大为主要特征的腺胃病变型 IB。1997
年荣骏弓等人在大连某鸡场分离到一株 IBV毒株，
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认为是不同于呼吸型和肾型的 IBV毒株[6]。本研究

室曾对该毒株mRNA3-6的5`端独特区 cDNA分子特
征作了一些研究[7,8]。本研究对该毒株的 S基因的分
子特征进行了研究，并与国内外不同致病型的 IBV
毒株进行了序列比较和分析，现将结果报告如下。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 
鸡传染性支气管炎病毒 CK/CH/LDL97Ⅰ/97分离

株，本实验室保存[6-8]；9~11日龄 SPF鸡胚由哈尔滨兽
医研究所实验动物中心提供。克隆载体 pMD18-T购自
宝生物（大连）工程有限公司；受体菌TG1由本实验
室保存。Ex TaqDNA聚合酶、DNA Marker(DL2000)
购自宝生物（大连）工程有限公司；鼠源反转录酶

SuperScriptTMⅡRT、RNasin、TRIzol Reagent RNA提
取试剂盒与 DNA 片段快速纯化/回收试剂盒均购自
Gibco BRL 公司。参照已发表的 IBV 标准毒株
Beaudette S基因序列设计引物，由上海生工生物工程
技术服务有限公司合成 3 对引物，分别为 P1+：
5`-AATTTGAAAACTGAACA-3`、P1-：5`- TTGGGTG 
GTGTTAGCAAGAGAGATA-3`；P2+：5`- GCTTCTTG 
AGAATCAGTTTT-3`、P2-：5`-TAGACGATCAACTTG 
TGCATCT-3`；和P3+：5`- GGTAGGGGCATTTTTATA 
CA-3`、P3-：5`- ACAAAAGAAAGACACGCAAACAC 
AG-3`。其中+表示genome sense; -表示antigenome sense.
扩增产物可拼接成 IBV S基因全序列。P1扩增S1基因，
P2扩增 S2基因上游片段，P3扩增 S2基因下游片段。 
1.2  病毒的增殖与 RNA的提取 

将 CK/CH/LDL97Ⅰ/97接种 9~11日龄 SPF鸡
胚 37℃培养 72h后(弃去 24h内的死胚)，无菌收集
尿囊液。取 200µL尿囊液按 TRIzol Reagent说明方
法提取病毒基因组 RNA。 
1.3  RT-PCR 及基因的克隆和序列测定 

RT-PCR 按参考文献[9]进行。将回收后的 PCR
产物与 pMD18-T 载体进行连接反应后，转化大肠

杆菌 TG1 感受态细胞。碱裂解法提质粒，经 PCR
初步鉴定，选取阳性质粒委托上海生工生物工程技

术服务有限公司进行核苷酸序列测定。 
1.4  基因序列分析 
参考 IBV Beaudette[2]和 LX4[9]毒株的 S基因序

列，用 Gene Runner 和 DNAStar 软件，首先确定
CK/CH/LDL97Ⅰ /97 株 S 基因开放阅读框(open 
reading frame, ORF)序列，然后应用这些软件将其和
国内外 IBV 参考株的核苷酸序列及推导的氨基酸
序列进行分析比较。 

2  结果与讨论 
2.1  S基因的克隆及鉴定 

经 RT-PCR扩增，分别得到了与预期目的片段
大小相符的 3 条片段，大小分别约 2.1kb、1.05kb
和 1.5kb。将这些 PCR 产物分别克隆到 pMD18-T
载体后，经 PCR扩增鉴定，筛选重组阳性质粒。 
2.2  S基因的组成 

CK/CH/LDL97Ⅰ/97 S基因 ORF由 3 501个核
苷酸组成，编码一条由 1 167个氨基酸残基组成的
多肽。S蛋白裂解识别位点序列为 RRTGR，与 J2、
T3具有相同的裂解识别位点，但与常见的 S蛋白裂
解识别位点氨基酸序列（RRF/SRR）[10]不同。推测

CK/CH/LDL97Ⅰ/97 S蛋白裂解后形成的 S1亚单位
由 1 623个核苷酸组成，编码含 541个氨基酸残基
的多肽，S2亚单位由 1 878个核苷酸组成，编码 626
个氨基酸残基组成的多肽。CK/CH/LDL97Ⅰ/97 S
基因推导的氨基酸共有30个潜在的N-糖基化位点，
37 个半胱氨酸。CK/CH/LDL97Ⅰ/97 与 12 株已报
道 S基因全序列的国内外参考毒株的裂解位点和裂
解产物 S1、S2亚单位长度见表 1。 
2.3  S1基因的序列分析 

CK/CH/LDL97Ⅰ/97与国内外 27株参考毒株 S1
基因进行比较，结果显示：CK/CH/LDL97Ⅰ/97 与
27个参考毒株 S1基因核苷酸序列同源性在 60.6%～ 

 
表 1  IBV各毒株 S糖蛋白前体的裂解位点和编码 S1和 S2蛋白基因的核苷酸长度 

Table 1  Comparison of spike glycoprotein cleavage sites among IBV strains and length of S1 and S2 subunits of spike gene 
Strain Cleavage site S1 subunit (bp) S2 subunit (bp) Accession number 

CK/CH/LDL97Ⅰ/97 RRTGR 1623 1878 DQ068701 
H52 RRFRR 1611 1878 AF352315 
M41 RRFRR 1611 1851 X04722 

Ark 99 HRSRR 1629 1851 AF094814 
Holte RRSRR 1629 1878 L18988(S1)/AF334685(S2) 
Gray RRSRR 1629 1878 L14069(S1)/AF394180(S2) 

Beaudette RRFRR 1611 1878 M95169 
LH2 HRRRR 1617 1878 AY180958 
LX4 HRRRR 1617 1878 AY189157 

ZJ971 RRFRR 1611 1621 AF352311 
SD/ 97/ 02 HRRRR 1621 1878 AF193423(S1)/AF288146( S2) 

CU-T2 HRSRR 1632 1875 U04739 
KB8523 RRFRR 1614 1875 M21515 
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99.6%之间；推导的氨基酸序列同源性在 50.5%～
99.1%之间。在 S1蛋白氨基酸进化关系上可分成 5
个群（图 1）。CK/CH/LDL97Ⅰ/97 与国内“腺胃
病变型”分离株 Q1、J2、T3 台湾分离株 2992/02
和荷兰株 D207 形成一个明显的系统发育进化群
（第Ⅳ群）。CK/CH/LDL97Ⅰ/97与疫苗株 H120、
H52 的氨基酸同源性低于 74.4%。此外，CK/CH/ 
LDL97Ⅰ/97 与 27 株参考毒株相比，在 S1 蛋白氨
基酸的第 151～152位分别插入赖氨酸（K）和甘氨
酸（G），该位置插入的氨基酸与 Q1、T2、J3、2992/02
插入的氨基酸相同。且该位置处在高变区（HVR）
Ⅱ。有报道认为 S1 基因高变区的基因型与血清型
有关[11]，且 S1 蛋白高变区被认为与中和表位相关
[12]。本研究显示，在此区间 CK/CH/ LDL97Ⅰ/97 S1
蛋白氨基酸与 27 株参考株相比有 6 个点突变。以
上这些插入和突变均可能导致 CK/CH/LDL97Ⅰ/97
的致病性发生改变。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1  CK/CH/LDL97Ⅰ/97与参考毒株S1蛋白氨基酸的系统发

育进化树分析(区段从S蛋白氨基酸起始密码至 535位) 
Fig. 1  Phylogenetic tree constructed on the basis of deduced 

S1 amino acid sequences 
 
“腺胃病变型”IB是近年来发生于我国鸡群中的

一类以腺胃肿大为主要病理特征的病变型 IB。国外该
病变型 IB还尚未见报道。目前，已报到的“腺胃病变
型”毒株有 Q1、T2、J3、SD/97/02 和 ZJ971 等。本
研究对这些毒株及部分其他致病性的IBV毒株进行了

基因的系统发育进化研究（图 1），发现CK/CH/LDL97
Ⅰ/97 与 Q1(99.1%)、J2(98.9%)、T3(98.9%)三个分离
株[16]氨基酸的同源性均很高。它们均属一个群（第Ⅳ

群）。表明CK/CH/LDL97Ⅰ/97与Q1、J2、T3的亲缘
关系很近。但 CK/CH/LDL97Ⅰ/97 与青岛分离株
SD/97/02（76.2%）和浙江分离株 ZJ971（74.1%）氨
基酸同源性较低，属于不同的基因型。 
综上所述，CK/CH/LDL97Ⅰ/97与 Q1、J2、T3

均属于不同于我国其他基因型的另外一个基因型病

毒。“腺胃病变型”病毒之间与其 S1基因无相关性。 
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