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要!为了分析中国鸭肝炎病毒"

*+,

#的遗传变异和进化关系!作者测定了中国不同地区分离的
-

株
*+,

及

"

株疫苗株的全基因组序列!并与公布的
)&

株
*+,

序列进行比较分析&结果发现
%."

变异程度较大!高变区主

要集中在
".&!"/)

位和
#"'!#"/

位%不同毒株的潜在
0!

糖基化位点存在较大差异&多数基因的进化分析均表现出

一致的结果!测序的
.

个毒株均分布在同一个遗传谱系!属基因
1

型!与基因
2

型和基因
3

型遗传距离较远!不在

同一分支上&而
456&#

株与
7.%/%#

株的遗传距离最近!属同一个亚支!提示
456&#

株可能由毒株
7.%/%#

演化而

来&结合氨基酸序列相似性分析和代表毒株的血清交叉中和试验结果!表明近年分离并测序的上述
-

个毒株未发

生抗原变异&从多毒株进化分析结果可以看出!血清
"

型
*+,

仍是我国流行的优势血清型&
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一种急性'高度致死性和接触性传染病!主要危害
'

周龄以下的雏鸭&该病有
'

个血清型!其中
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型鸭

病毒性肝炎呈世界性分布(
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!给养鸭业造成巨大危
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害&随着
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全基因组的测序成功!对
*+,

的

分类地位和基因组结构特征有了新的认识&近年

来!血清学上不同于
"

型
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的报道逐渐增
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!给防治鸭肝炎带来了巨大挑战!从分子水平

揭示
*+,

的变异情况以及不同毒株之间的进化关

系!对我国今后开展鸭病毒性肝炎的监测和综合防

控具有重要的指导意义&因此!作者针对近几年收

集的不同地区的
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株
*+,

分离株及
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株疫苗株进

行全基因组序列测定!比较分析了各毒株遗传衍化

及流行变异情况&
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根据已发表的
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基因组序列设计多对特异

性引物!按常规
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产物的克隆与测序分析

将
]37

产物克隆至
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载体中!双酶切
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#进行各基因氨基酸序列分析!用
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#计算遗传距离并绘制
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4

进化树!其中
2BBUCUT;

S

值小于
%&b

的数值未显

示!分析当前国内
*+,

的流行情况及不同毒株氨

基酸的变异程度&
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血清交叉中和试验

选取山东'江苏'广东和河南等
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个地区的代表

毒株"

83O&'

株'
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株'

N_8&&

株和
+66&)

株#

及疫苗株
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!分别制备相应毒株的抗血清!并

进行交叉中和试验!计算血清中和指数和鸡胚交叉

中和抗原同源性(
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基因组的总体特征

测序的
-

株
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分离株和
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疫苗株的

基因组全长为
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各基因的氨基酸序列相似性分析

分析
).

株
*+,

毒株的全基因组序列发现!以

台湾新型
&)N

'
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和韩国新型
1]

'

1]&'''-

'

1]&)&&/

'
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等为代表的
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与
"

型
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之间的非编码区核苷酸序列相似性较低!均低于

-)@(b

%

]"

区以
%."

基因的变异最大!氨基酸序列

相似性为
(.@(b

"

-(@/b

%

]#

区中
#!#

基因氨基

酸的改变最多!序列相似性为
(&@/b

"

(-@-b

%

]'

区中
'!

和
'=

基因的氨基酸序列相似性较低!分别

为
(.@.b

"

-'@"b

和
-'@%b

"
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!而
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基因相对保守!序列相似性可达
./b
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和
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./b

&除新型
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外的
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株
*+,

多聚

蛋白之间氨基酸序列相似性较高!均在
/'b

以上&
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氨基酸变异位点分析

对
).

株
*+,

各基因推导的氨基酸序列比较

发现!

%.&

'

%.'
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和
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基因推导序列中不少

于
'

个氨基酸变异的位点分布较多!其中
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的高

变区集中在
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位和
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".(

位氨基酸种类

较多%

,]"

中多于
'

个氨基酸变异位点分布较多!

高变区主要集中在
".&!"/)

位和
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位%

'*

在

-

和
)#"

位氨基酸变异程度较大%

#1'
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'1

'

'2

和
'3

中不少于
'

个氨基酸变异的位点分布很少!保守性

较强%而
#1"

最为保守!不存在多个氨基酸变异的

位点&
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潜在糖基化位点分析

通过细致分析
*+,

的糖基化程度!发现不同

毒株潜在
0!

糖基化位点数量有所差异&其中高度

保守的糖基化位点包括
,]&

蛋白
#

个!位于
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和
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位%
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蛋白
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个糖基化位点&台湾新型
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个糖基化位点!
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国新型
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#3#./

位各增加
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个糖基化位点&上述糖基化位

点的改变与
*+,

抗原变异及生物学功能之间的关

系尚不清楚!值得进一步深入研究&
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血清交叉中和试验

由表
#

可见!

%

株血清针对不同病毒的中和指

数均在
%&

以上!可判为阳性&
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株
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鸡胚中和

交叉抗原同源性分析发现!各毒株之间的相关程度

均较高"
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'
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不同毒株间鸡胚中和交叉抗原同源性
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遗传进化分析

将测序的
.

株
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与和
)&

株
NDF2;FZ

中登

录的
*+,

毒株的各基因氨基酸序列进行比较分析

后绘制
0!4

系统进化树!除
%.&

'

'!

和
'=

基因外!

多聚蛋白'

%.'

'

%."

'

#!

'

#=

'

#8

'

'8

和
'>

基因的

进化分析均表现出基本一致的结果!这里仅列出以

多聚蛋白基因"图
"

#和变异最大的
%."

基因"图
#

#

绘制的进化树&

M

!

讨
!

论

MH&

!

血清交叉中和试验

作者对不同地区"山东'河南'江苏'广东#的代

表毒株及疫苗株进行了交叉中和试验!结果表明不

同的
*+,

抗原和血清之间中和指数存在一定的差

异!反映出
*+,

在抗原性上的变化!其中
83O&'
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图
&

!

基于多聚蛋白基因氨基酸序列的
*+,

进化分析
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株鸭肝炎病毒分离株及疫苗株的全基因组序列测定与变异分析

图
!

!

基于
!"&

基因氨基酸序列的
BD9

进化分析
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株'

456&#

株'

N_8&&

株和
1,#"""

株血清对不同地

区的毒株均有较高的中和指数!保护能力较好"一般

中和阈值为
"&&

!高于
"&&

具有较好的保护能力!低于

%&

则保护能力较差#!说明其可能具有较好的免疫原

性&因
+66&)

株血清制备时仅免疫过
#

次!效价略

低!所以该血清对其他毒株和本身的中和指数均偏

低&但结合各株病毒鸡胚中和交叉抗原同源性分析

发现!各毒株之间的相关程度均较高"

#

&@.

#!显示出

较强的交叉保护能力&

MH!

!

BD9

遗传变异及进化分析

随着水禽养殖业的迅猛发展!水禽饲养密度逐渐

增大!雏鸭病毒性肝炎的危害日益严重&目前国内鸭

肝炎的发生屡见不鲜!不少地区报道免疫过的雏鸭不

能安全度过危险期!甚至有些地区雏鸭发病后使用高

免血清或高免卵黄抗体治疗效果很差或无效!给鸭肝

炎的防治带来了巨大挑战&为此!作者选取山东'江

苏'广东和河南等地不同年代分离的
-

个代表毒株与

疫苗株进行全基因组序列测定!并与已公布的
)&

株

*+,

序列进行分析!旨在从分子水平揭示近年来我

国众多地区鸭肝炎免疫失败的原因&通过对新型

*+,

与
"

型
*+,

各基因的氨基酸序列比较发现!

结构基因存在较大的变异!主要抗原
,]"

的变异最

为突出!高变区主要集中在
".&!"/)

位和
#"'!#"/

位%

此外!新型
*+,

的
,]"

较
"

型
*+,

出现了明显的

插入,缺失现象!其中台湾新型
*+,

在
%&!%"

位出现

#

个氨基酸的插入!

")%

位和
".#

位各缺失了
"

个氨

基酸%韩国新型
*+,

在
")'!"))

位也出现
#

个氨基

酸的插入%由于
,]"

中这些氨基酸位点的变异导致

了新型
*+,

的抗原性发生了改变!因此表现出与
"

型
*+,

的交叉反应性很低或无交叉中和反应(

(!-

)

&

新型
*+,

非结构基因中也存在一些氨基酸变异位

点!但不少于
'

个氨基酸变异的位点分布较少&非编

码区核苷酸序列之间存在大量碱基突变和插入,缺

失!这种插入,缺失对
*+,

的复制功能的影响有待

深入研究&而测序的
.

株
*+,

各基因之间的氨基

酸序列相似性较高!均在
/'b

以上!与血清交叉中和

试验的结果相吻合&

除
%.&

'

'!

和
'=

基因外!多聚蛋白'

%.'

'

%."

'

#!

'

#=

'

#8

'

'8

和
'>

基因的进化分析均表现出一致

的结果!所分析的
).

株
*+,

中!以
7.%/%#

为代表

的
'-

个毒株"包括本研究测序的
.

毒株#遗传距离较

近!分布在同一个遗传谱系!均为血清
"

型
*+,

!属

基因
1

型%而台湾新型
*+,

"

&)N

和
/&*

株#与其余

毒株的遗传关系均较远!占据一个独立的遗传谱系!

属基因
2

型%仅有
N

'

_8

'

3!N5

'

2('

'

55_!#&&.

等
%

株
*+,

与
1]

'

1]&)&&/

'

1]&'''-

和
1]&)#&'

等韩

国新型
*+,

遗传距离最近!属基因
3

型%与报道的

*+,

分型结果相符合(

-!.

)

&本研究中测序的
.

个毒

株虽属同一个遗传谱系!但各毒株之间的亲缘关系也

不尽相同&根据多聚蛋白'

%."

'

#!

'

#=

和
'!

'

'=

基

因的进化分析!

456&#

株与
7.%/%#

株的遗传距离最

近!属同一个亚支!表明
456&#

株可能由毒株
7.%/%#

演化而来&结合氨基酸序列相似性分析和代表毒株

的血清交叉中和试验结果!表明此次测序的
-

个毒株

未发生抗原变异&虽然我国已出现基因
3

型
*+,

!

但血清
"

型
*+,

仍是我国流行的优势血清型&本

研究结果对于今后中国鸭病毒性肝炎的科学防控具

有指导意义&
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