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摘要!目的 从本地樱桃谷鸭血清中克隆鸭乙型肝炎病毒#EFGH$EI@%并进行序列分析’ 方法 用 -JK 扩增 EFGH 全

基因%连接至 < 载体上%挑选克隆进行测序分析%与 L*5G75M 中 %& 株 EFGH 全基因组进行同源性比较%并进行分子进

化树分析’ 结果 !($%D 与 %& 株 EFGH 基因组比较%核苷酸同源性介于 DAN(OPAAN#O之间%各开放阅读框氨基酸同源性

比较显示差异显著地方位于 - 区’ 结论 !($%D 属于 EFGH 西方基因型中的一个亚型’

关键词!鸭乙型肝炎病毒(同源性分析(基因型
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鸭乙型肝炎病毒#641M,:*]72828_,G,=8.4_X,EFGH$
与人乙型肝炎病毒#FGH$同属嗜肝 EI@ 病毒科%它

们的基因组组成)病毒复制及组织嗜性等方面均有很

大程度的相似性%常作为研究 FGH 发病机制)防治

等的参考动物模型’国内外既有采用垂直感染的先天

感染鸭乙肝模型%也有采用后天感染鸭乙肝模型’ 本

实验采用聚合酶链方法#-JK 法$从本地樱桃谷鸭血

清中分离出一株 EFGH 新毒株%并与 L*5G75M 中序

列进行比较%研究 EFGH 之间的基因同源性%有助于

进一步了解动物的遗传背景% 及建立鸭乙肝动物模

型’

%,,材料与方法

%N%,,标本

&& 只樱桃谷鸭购自广州某鸭场’ 鸭子经腿静脉

采血%分离血清后置!!"!!保存’按常规方法*%+提取血

清 EI@ 作为模板’
%N!,,试剂

<7d 酶)-LZ‘$< 载体购自大连宝生物有限公司(
质粒提取试剂盒)胶回收试剂盒购自美国 -./^*W7 公

司’ 大肠杆菌 e‘%"A 由本实验室保存’
%N#,,引物

根据 L*5G75M 中的序列%设计引物%由上海生物

工程技术服务公司合成’ 引物序列如下&E%&CfJ@<L,
J<J@<<<L@@@LJ<<@<#f S52, %$!%T(E%.&Cf@@<<J<,
@LJJL<@@<JLL@<@#fS52,#,"""$#,"!%T(E!&Cf@<L,
J<<J<@L@LJJ<<@LJJ@@<L,#fS52,!,&CB$!,&D"T(
E!.&Cf@L<LLL@LL<@<@@J@LJ<J<<@@#fS52,!,D&&,
$!,DDAT( 其中 E%E%. 用来扩增 EFGH 全长基因组%
E!E!. 用来筛选 EFGH 阳性血清’
%N(,,阳性血清的筛选

以 E!E!. 为引物%-JK 扩增鸭血清提取物%以

检验提取物中是否含有 EFGH,EI@’
%NC,,EFGH 全基因的扩增

%NCN%,-JK 扩增 取筛选出的 %( 例阳性血清进行全

长基因组的 -JK 扩增’ 反应条件如下&A(,!%(",_(
CC,!%(",_(B!,!%#,^85(#C 个循环后%B!!!延伸 C,^85’
取 C!!>,-JK 产物进行 %O琼脂糖凝胶电泳检测’
%NCN!,,-JK 产物的胶回收 取 -JK 扩增产物 !",!> 在

%O琼脂糖凝胶上进行电泳%将 #,Mc,EI@ 条带从凝胶

上切下来%用小量胶回收试剂盒回收%操作按说明书

进行’
%NCN#,,克隆测序 将回收后的 -JK 产物分别克隆到

-LZ‘$< 载体上%转化大肠杆菌 e‘%"A 感受态细胞%
接种到含 7^]818>>85gU-<Lgh$W7> 的 ?G 平板上% 挑选
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表 !""#$%!& 与 ’()*+), 中 !- 株 ./*0 病毒株核苷酸序列及各编码区氨基酸同源性比较

!"#$% &’(’)’*+ ",")+-.- /.01 012 %3 .-’)"02- 45’( 62,7",8

’()*+),"1. ’()2345"
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:;474)
<(=(;()5( >?5@(284A("

4A()848B"CDE
F34)2"+54A!D"

FG4+)"HI(54(H 625+842) J";(742)K#-#E

LJ94)(H(L"./*0

MN#OOP NP#Q .?5,RS;2T) U9+)79+4 V594A+W"!" #$X"K!O&OE OPX! O-X#
MN#OO! NP#Q .?5,"T948( U9+)79+4 V594A+W"!" #$X"K!O&OE &OX$ O-X#
>JPP!N$$ NP#Q .?5,"A23(H845 J94)+ Y2)7W"!" #$X"K!OOPE OPX! O-X#
Z-P#!N NP#Q .?5,"A23(H845 U9+)79+4 ’()*+), OPX! O-X#
F[PP-N\P NP#Q .?5,"](,4) F?H8;+@4+ Y;4B+8)4"MW"!" #$XK#PP!E &OX$ O-X#
M#!O\N NP#$ .?5,"A23(H845 U9+)79+4 Y2)7W"!" #$X"K!OOPE OPX! O-X-
Z\&\-& NP#$ .?5,"A23(H845 J94)+ UI;()7(@W"!" #$X"K!OO!E OPX- O\XP
Z\&\-O NP#$ .?5,"A23(H845 U9+)79+4 UI;()7(@W"!" #$X"K!OO!E OPX- O\XP

F^$P$$P- NP#$ .?5,RS;2T) J92)7_4+) /?R[WR!" #$XRK#PP!E OPXP O-X-

L‘(H8(;)R52?)8;BLR./*0

aP!&N$ NP#! .?5,R](,4) VUF M+)A+;8WR!" #$XK!O&$E OOX! O&XO
M-P-QQ NP#! .?5,R](,4) VUF ’()*+), OOX! O&XO
F^$ONO&- NP#! .?5,RA23(H845 VUF ‘+)7RJWR!" #$XK#PP#E OOXN O&XO
F^\P\\!# NP#! .?5,RA23(H845 VUF ‘+)7RJWR!" #$XK#PP#E OOX# O&XO

UR;(742)K!-QE

O\X#
ONX$
O#X&
O#X&
O#X&
O\X&
O\X&
O\X&

O-X$

!PPXP
!PPXP
!PPXP
!PPXP

]R;(742)KQ&-bQ&&E

&-X$
&$X!
&QX!
&QX!
&$X$
&QX#
&QXN
&-X&

&-XQ

OOXQ
OOX!
OOXQ
!OOX\

Z!#QO& NP#! .?5,RA23(H845 ’(;3+)B M+88(HWR!" #$XK!OOPE O&X- O&X\ !PPXP O&X#

F^P$QP$\ NP#! .?5,RA23(H845 J+)+A+ ’()*+), OOX! O&X\ !PPXP OOXO
ZQ$-#N NP#! .?5,RA23(H845 1)A4+ ’()*+), O&X! OQXQ OOX$ OQX#

白色菌落筛选阳性克隆#用小量质粒提取试剂盒提取

质粒$ 质粒送上海生物工程技术服务公司测序$
!X-RR同源性比较

序列分析用 .>FU1U 软件!/48+594R0(;H42)RQXP"#
氨基酸序列分析采用 ]<:U1U!/48+594R0(;H42)R\XP"软

件# 进化树分析采用 J6VUYF6R‘R软件$ 在 1)8(;)(8
上用 *6FUY 程序在 ’()*+), 中搜索与之有同源性

的序列$ 用 *F>a1Y 程序申请序列登录号$

#RR结果

#X! 阳性血清的筛选

引物 .#.#; 的扩增产物为 #NNRSI !图 !"%-- 只

鸭子中检出 !$ 只为阳性#阳性率为 #!X#D$

#X#RR./*0 全基因组的扩增

]J< 产物用 !D琼脂糖凝胶电泳检测#!$ 例阳性

标本均可扩增出大小约 NR,S 条带$
#XNRR./*0 全基因的克隆和鉴定

将扩增出的 ]J< 产物分别进行胶回收后#克隆

至 I’cM%Y 载体上#经蓝白斑筛选#]J< 鉴定#阳性

克隆进行 ] 基因区段的测序# 各标本间的核苷酸同

源性高达 OOXOD# 提示鸭子自然感染的 ./*0 属于

同一基因型的病毒$随机选取二个标本的阳性克隆进

行全长测序$ 将测序得到核苷酸序列用 *6FUY 程序

相互比较#同源性高达 OOD#认为 # 者属于同一病毒

株$ 选取其中 ! 个 #$%!& 与 ’()*+), 中序列进行比

较#与其它地区的 ./*0 序列均存在一定差异$
#X$RR./*0 基因组结构

用 .>FU1U 软 件 对 ./*0 基 因 组 结 构 进 行 分

析# 计算机预测 ./*0 序列中含有 N 个开放阅读框

!2I()R;(+A4)7R=;+3(WR:<^"d分 别 为 ]%:<^!!QP%#R\NPR
)8"&];(UbU%:<K&P!%!RQ&QR)8E&];(JbJ%:<^K#R\!&%NRP#!WR
!%$!$R)8E#分别编码 ] 蛋白&U 蛋白及 J 蛋白$
#X\RR核苷酸的同源性分析

为了分析 #$%!& 与其它 ./*0 序列的同源性#
从 ’()*+), 中调出已有的 !- 株 ./*0 全基因组进

行比较$ 核苷酸分析结果表明##$%!& 与其它序列均

具有较高同源性#介于 &OX$DeOOXND之间!表 !"#其

中 与 F^$ONO&-!美 国 株"同 源 性 最 高#为 OOXND#与

MN#OO!!上海株"和 F[PP-N\P!澳大利亚株"同源性

最低#为 &OX$D$

图 !RR./*0R.>F 扩增结果

9.*$% :;< "(=).4.>"0.’, ’4 012 ?&7@ ?AB
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!%%&’Y!$1R=;+73()8fR6+)(R$dR.!.!;R=2;R./*0RKNRP#!RSIE

!RRRRRRRRRRRRRR#RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRNRRRRRRRRRRRRRR$
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图 !""#$ 株 %&’( 全序列的进化树分析

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 12 3456 #+,*7+8

!)*+"氨基酸同源性比较

为了进一步了解 !,-./ 与各基因型之间的差异!
将各病毒株所编码的 0 个蛋白"1#2 和 3 蛋白$!采用

145262 软件分别对其氨基酸序列进行同源性比较%
结 果 表 明!!,-./ 与 各 基 因 型 的 3 蛋 白 及 2 蛋 白 比

较!氨基酸同源性均较高!其中 3 蛋白氨基酸同源性

为 78)9:;7/)7:!2 蛋 白 同 源 性 为 7!)/:;.99)9:!1
蛋白氨基酸的差异相对较大!同源性介于 /,).:;77)
7:之间"表 .$%
!)$""进化树分析

采用 3<=2>?<+@ 软件对 !,-./ 及 ABC’DCE 中

的 .* 株 %&’( 全基因组进行分析!可将其分为两个

型% 其中!国内所得到的 / 株病毒株和一株由澳大利

亚所分离得到的病毒株"?F99*089$同属于一个型!
称之为中国基因型"3GHCBIB$!而其它 $ 株则属于另

一个基因型!为西方基因型"@BIJBKC+LMNCJKO$% !,-./
属于西方基因型中的一个亚型"图 !$%

在 6P>Q4PQ> 上 用 ’?PR6> 程 序 进 行 序 列 登

记% !/-.* 的登记号是 ?S!7,*8*%

0""讨论

%&’("%P? 结构与其它嗜肝 %P? 病毒的基因

组结构相似!但分子较小!仅 0"9!.;0"9!$"TU% 由于缺

乏方便的 &’( 的组织培养系统! 迄今对 &’( 复制

的绝大部分知识均来自家鸭中鸭乙型肝炎病毒模型

的研究% 我国的家鸭中有很高的 %&’( 感染率!因其

来源丰富!易饲养!取材方便!可进行较大数量的研

究!是建立乙型肝炎动物模型的理想动物之一%
目前国内主要选用北京鸭为 %&’( 动物模型!

而本地市场上主要的肉食鸭是樱桃谷鸭! 其外形#毛

色与北京鸭相似!并含有北京鸭血统!由于其产肉比

率高!目前在国内已渐取代北京鸭!广泛饲养&.’% 国内

外都有用此作为鸭乙型肝炎动物模型的报导&!!0’% 了

解病毒的来源及其遗传背景!对进一步进行动物实验

有重要的意义%
>KHODJCH&,’把 ABC’DCE 中已有的 %&’( 基因型分

为中国基因型和西方基因型% 与 &’( 基因型的分型

特点&*’类似!%&’( 基因型的分布也具有明显的地理

学特点% 但由于近年来动物国际间的相互引进!以及病

毒的交叉感染!使得本地鸭子之间可能存在有不同的

基因型% 本文中所获得的这一病毒株!全长 0"9!."TU!
比国内其它地区报导的分别少 0 和 *"TU&,!*;7’% 经核苷

酸同源性比较!与国内其它地区分离出的 / 株病毒株

均存在一定的差异"核苷酸同源性为 /7),:;79)*:$!
反而更接近于国外所分离得到的病毒株V核苷酸同源

性为 7/).:;77)0:W% 进化树分析显示该病毒株属于

西方基因型中的一个亚型% 认为原因如下(一是在本

地自然感染的鸭子中存在着以前研究中没有发现的

新 %&’( 病毒亚型) 二是本地鸭子受到国外引进鸭

的感染!因而携带着与国内其它地区不同基因型的病

毒%
%&’("%P? 基 因 组 可 分 为 0 个 开 放 阅 读 框 (

!"#$X$#!"%&X& 和 ’ 基因!分别编码核壳蛋白 3!外膜

蛋白 2 和聚合酶蛋白 1!各基因结构紧密!在同一序

列上有重叠的 54Y% %&’( 缺少哺乳动物嗜肝 %P?
病毒的 Z 蛋白!提示 &’[ 并不参与基因组复制或毒

粒装配机制%但如在基因组的相应部位改换终止密码

子!尽管序列同源性有限!能得到与 Z 蛋白的亲水性

谱密切配比的假设的蛋白 &.9’% 如将 !,-./"的 CJ!09.
的 >>? 换为起始密码子!刚能产生结构类似的 Z 蛋

白"CJ"!"09.-CJ"!"*,8$% 该假设的 Z-54Y 区与 1-54Y
的 0\ 末端及 1KB3X3-54Y 的 8\ 端重叠% 本文将 !,-./
与 %&’( 各基因型三个编码蛋白的氨基酸序列进行

同源性比较! 发现 !,-./ 的 2 蛋白及 3 蛋白与其它

各毒株均高度保守(2 蛋白的基因型内氨基酸同源性

可高达 .99:! 而型间最大差异也仅为 $)!:)3 蛋白

的各基因型氨基酸差异也仅在于 .).:;8)9:之间% 1
蛋白则显示出较大异质性! 氨基酸同源性比较显示

!,-./ 与其它基因型间差异介于 9).:;.8)7:!从而认

9). Z*9!.0"2GDC]GDH

P399.0,,"3GHCD

^0!779+2GDC]GDH

^0!77.+2GDC]GDH

?F99*089+?NDJKD_HD

?Y,9,,9*+3GMC]‘HC]

^!.780+2GDC]GDH

Z8/8*7+2GDC]GDH

Z8/8*/+2GDC]GDH

Z$,*!0+6CaHD

Z.!$7/+ABKbDCO

^*9*$$+=2?

R9./0,+=2?

?Y8988.!+=2?

?Y9,$9,8+3DCDaD

?Y,707/*+6CaHD

!,-./
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为可用 h 蛋白的序列来代替全序列进行基因分型%
在本研究中& 对其中二例标本进行全长基因的测序&
而对其它 #G 例标本进行了 % 基因区段的测序&通过

对其 % 基因序列的分析& 同样也证明了 % 基因可以

代替全长来进行基因分型%
对于人乙型肝炎&不同基因型病毒对不同地区人

群可能有不同致病性 ###$% 而 .A‘s 是否也类似于

A‘s& 不同鸭群对不同基因型病毒也存在着不同的

耐受性或易感性&还有待进一步研究%
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