
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

$%

"

##

#$

#S'&!#S$'

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%)'%%'&%)

%

株水禽细小病毒全基因组序列分析
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摘
!

要!利用
BHV

技术扩增鹅细小病毒"

YB\

#

K̀

(

Y*

和
J̀_

毒株与番鸭细小病毒"

XPB\

#

PZ

和
P_J

毒株全

基因组'序列分析结果表明!除
J̀_

毒株非结构基因"

C-

#编码
.0.

个氨基酸外!其余
)

株
C-

全长
%(()4

S

!编码

.01

个氨基酸&

=

株的结构基因"

%A

#全长均为
0%//4

S

!编码
1*0

个氨基酸'

YB\

(

XPB\[;

蛋白不同毒株之间

相似性分别为
/='/f

#

//'(f

和
/.'(f

#

//'&f

&而
YB\

与
XPB\[;

蛋白之间相似性为
(('/f

#

/&')f

'

YB\

(

XPB\\B

蛋白不同毒株之间的相似性分别为
/&'0f

#

%&&'&f

和
/.'/f

#

//'*f

!而
YB\

与
XPB\\B

蛋白之间的相似性为
1/'=f

#

(%'.f

!表明
YB\

抗原性不同于
XPB\

'

XPB\

与
YB\[;

蛋白均含有
)

个潜在

的糖基化位点&在结构蛋白区域!

XPB\\B

含有
(

个潜在的糖基化位点!而
YB\

为
.

个糖基化位点!

Y*

与
J̀_

毒株分别缺失
=(0

+

=()[@@

和
1&*

+

1&=[V@

潜在的糖基化位点'

=

株水禽细小病毒的进化分析表明!

YB\

(

XPB\

在进化上形成两个独立的分支!各个基因片段之间未发生重组'

关键词!鹅细小病毒&番鸭细小病毒&

C-

基因&

%A

基因&序列分析
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鹅或番鸭细小病毒均属于细小病毒科(细小病

毒属!是目前动物病毒中较小的一类单链
P[<

病

毒'基因组大小
=T4

左右!病毒粒子直径
0&

#

00

-3

!均为圆形或六角形!无囊膜!呈二十面体对

称)

%

*

'

鹅细小病毒病又称小鹅瘟!或
P95G,

6

.

,

病!是

世界禽类学会为纪念匈牙利学者
P95G,

6

而命名

的)

0

*

'在我国!该病是由方定一教授于
%/=.

年首次

在江苏省发现!于
%/.%

年经鹅胚分离得到)

*

*

'该病

主要侵害
*

#

0&

日龄的雏鹅和雏番鸭!是急性亚急

性败血性传染病!可于回盲口形成,香肠样-纤维素

性栓塞物)

=

*

'该病具有病程短促(传播快(传染性强

和死亡率高等特点!给水禽养殖业带来了巨大的经

济损失!是影响禽业的主要疾病之一'

番鸭细小病毒病俗称,三周病-

)

.

*

!主要侵害
%

#

*

周龄的雏番鸭!是以腹泻(气喘及胰坏死和出血为

主要特征的急性传染病!其发病率与死亡率可高达

)&f

#

=&f

!是番鸭饲养业中危害最严重的传染病

之一'由于番鸭细小病毒"

XPB\

#与鹅细小病毒

"

YB\

#非常相似!最初被认为是
YB\

&随后经过病

原的分离鉴定!于
%/((

年国际上首次明确了
XP!

B\

并非
YB\

)

1

*

'

%//=

年
K'Kv"#5$

等首次发表了
YB\

与
XP!

B\

的全基因序列!基因组全长分别为
=%&.

和

=%*0T4

)

(

*

'基因组均含有
0

个开放阅读框架

"

MVU

#'左侧
MVU

编码
0

个非结构蛋白"

[;%

和

[;0

#!主要参与病毒
P[<

的复制及调节基因的表

达&右侧
MVU

编码
*

个结构蛋白"

\B%

(

\B0

和

\B*

#!其中
\B*

为衣壳蛋白!是主要的免疫保护性

抗原!能诱导产生中和抗体'作者利用
BHV

技术扩

增
YB\K̀

(

Y*

和
J̀_

毒株与
XPB\PZ

和
P_J

毒株全基因组!并进行了序列分析'

#

!

材料与方法

#E#

!

毒株与试剂

XPB\PZ

(

P_J

株和
YB\K̀

(

Y*

(

J̀_

株均为

本实验室保存'

P[<

提取试剂盒和质粒小提纯化试

剂盒均购自杭州爱思进生物技术有限公司!

5;$

X

P[<

聚合酶!胶回收试剂盒购自上海华舜生物技术

有限公司!

S

XP%(!@

购自大连宝生物工程有限公司!

大肠杆菌
PL=

(

感受态细胞为本实验室保存'

#E!

!

LV1T

和
I1T

参考毒株的基本信息

Y9-WE-T

中收录的鹅细小病毒与番鸭细小病

毒参考毒株见表
%

'

#E'

!

引物设计

根据
Y9-WE-T

中
XPB\

和
YB\

全基因组序

列!分别设计
=

对引物"表
0

#'引物均由博仕生物

技术有限公司合成'

#E$

!

病毒核酸片段的
1?,

扩增

根据
P[<

提取试剂盒说明书中所示方法提取

病毒
P[<

!

g0& h

保存备用'

BHV

扩增采用
=&

'

J

体系!病毒
P[<*

'

J

!相应上(下游引物"

0&

S

3#:

/

J

g%

#各
%

'

J

!

5;$

X

酶
0=

'

J

!

""L

0

M

补充至

=&

'

J

'扩增程序$

/)h=3$-

&

/)h*&,

!

=)h*&

,

!

10h%3$-

!

*&

个循环&

10h%&3$-

!

)h

保存'

由于每对引物退火温度相差不多!并且每对引物扩

增的片段长度在
(&&

#

%&&&4

S

!故而选用同一个反

应条件进行反应'

#E%

!

病毒基因的克隆"序列测定与分析

BHV

产物的纯化回收参照胶回收试剂盒说明

书中所示方法进行!纯化的
BHV

产物按照
S

XP%(!

@

载体说明书进行连接!连接产物转化大肠杆菌

PL=

(

感受态细胞!涂布含有氨苄抗性的
JW

琼脂

平板!

*1h

倒置培养
%0

#

%.>

!

BHV

方法鉴定重组

质粒!阳性质粒送博仕生物测序'用
P[<;8E5

"

JE!

,95

O

9-9R1'%

#软件进行序列拼接!并与
Y9-WE-T

收录的其他水禽细小病毒基因序列进行比对分析'

!

!

结
!

果

!E#

!

1?,

扩增结果

利用
=

对引物扩增的
BHV

产物分别为
(&&

(

%&&&

(

%%&&

(

/&&

和
(&&4

S

!扩增结果与预期相符

"图
%

#'

X'PJ0&&&P[<

相对分子质量标准&

0

#

.'=

段
BHV

扩增产物

X'PJ0&&&P[<3E5T95

&

0!.'U$R9E3

S

:$D$9"D5E

O

39-8,

图
#

!

1?,

扩增结果

O7

3

E#

!

,+-Q@>-241?,

K

/2DQ0>-

(*(%



!

%%

期 贺亦龙等$
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株水禽细小病毒全基因组序列分析

表
#

!

鹅细小病毒与番鸭细小病毒全基因参考毒株

).;@+#

!

X842/:.>72824/+4+/+80+I1T.8DLV1T->/.78-78I+85.8G

病毒

\$5F,

毒株

;85E$-

宿主

L#,8

基因组%
4

S

Y9-#39

来源

M5$

O

$-

登录号

<779,,$#--F3495

YB\

_Y Y##,9 )%&% ;>E-

O

>E$ <U)%.10.

P_ XF,7#R

6

"F7T )%&% ;$7>FE- 2U=%=(*1

(0!&*0%R Y##,9 )/(& @E$CE- 2I=(**(/

(0!&*0% Y##,9 =&=& @E$CE- 2I=(**/&

&.!&*0/ Y##,9 =&=) @E$CE- 2I=(**/%

\Y*0

%

% Y##,9 =%&) Y953E-

6

2I=(**/0

YPEYB\ Y##,9 =%&. UF

+

$E- Ld(/%(0=

;L Y##,9 =%&. ;>E-

O

>E$ Ù***=/&

_ XF,7#R

6

"F7T =%&. <->F$ ZH%1(=1%

2 Y##,9 =%0= <->F$ ZH%()%**

;LUN%0&% ;CE- =&=& ;>E-

O

>E$ ZH)1(&..

;_Y.%R Y##,9 =%&0 H>$-E ZH//.10/

_K//!. Y##,9 =&). H>$-E ZH//.1*&

W Y##,9 =%&. LF-

O

E5

6

I0=1)/

XPB\

B XF,7#R

6

"F7T )0.= ;>E-

O

>E$ Ù/0../1

B

%

XF,7#R

6

"F7T )0*) UF

+

$E- Ù/0../(

UX XF,7#R

6

"F7T =%*0 LF-

O

E5

6

I00/.1

表
!

!

鹅细小病毒与番鸭细小病毒基因组扩增所需引物序列

).;@+!

!

)*+

K

/7:+/-+

W

Q+80+-Q-+D42/1?,.:

K

@7470.>72824

3

22-+.8D:Q-026

<

DQ0G

K

./6267/Q-+-

上游引物

I

S

,859E3

B5$395

引物序列
;9

a

F9-79

下游引物

P#C-,859E3

B5$395

引物序列
;9

a

F9-79

理论扩增长

度%
4

S

<3

S

:$D$9"

U5E

O

39-8

YB\U

%

=i!HYH<@YHHYHYHYY@H<YHHH<<@!*i YB\V

%

=i!@<@Y@<@YH@YH<Y@H<HYY@H@@!*i (%*

YB\U

0

=i!@<<Y<HHY@Y<H@YH<YH<@<H!*i YB\V

0

=i!@@HYH@HY@@H<YY<<HYYYH@H@Y!*i %&.)

YB\U

*

=i!H<Y<YHHHY@@HH@Y<<HY<Y!*i YB\V

*

=i!H<@@@H<Y<@YH@YHH<H<YY@@HY!*i %%&/

YB\U

)

=i!HY<<HH@Y@YYH<YH<@H@Y<<<@Y!*i YB\V

)

=i!Y@H<H@@<@@HH@YH@Y@<Y@YH@Y!*i /(.

YB\U

=

=i!H<YH<H@<H<YH<YY<<@<<Y!*i YB\V

=

=i!HYH<@YHYHYHYY@H<YHHH<<@<Y!*i (*.

XPB\U

%

=i!@YYHHYY<<<@<HY@H<@H<<<Y!*i XPB\V

%

=i!<@HYYYHYH<@YHYHHHY<@H@YHH!*i (%=

XPB\U

0

=i!H@YH<@@<HH@Y<@@HH@<<<<<<H!*i XPB\V

0

=i!YY<<YYH@H<@@HYH@HY@@H<YY<!*i %&)/

XPB\U

*

=i!@HH@Y<<HY<YHY<<@Y<YHH@@HH!*i XPB\V

*

=i!@@HH@Y<YYH<@@<HHH<H@HH<@H!*i %%)=

XPB\U

)

=i!Y<@YY<Y@YYY@<<@YHH@H<YY<<!*i XPB\V

)

=i!HH@Y<@H@@H@Y@<@Y@Y@<Y@<YH!*i /**

XPB\U

=

=i!YH@<H@<H<H<@<H<Y<<Y<@H<YY!*i XPB\V

=

=i!<HHYY<<Y@@<HY@H<H@@HHH!*i 1(0

/*(%
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序列分析

应用
P[<;8E5

软件进行序列拼接!分别获得

YB\)'.T4

和
XPB\)'=T4

&利用
X9

O

<:$

O

-

中

的
H:F,8E:Q

方法!比较分析
=

株病毒与其他
Y9-!

WE-T

中
%1

株参考毒株的基因组"其中!

YB\

序列

%)

个!

XPB\

序列
*

个#结构蛋白和非结构蛋白的

核苷酸及推导出来的氨基酸序列"图
0

(图
*

#'

非结构蛋白包括
[;%

和
[;0

两部分!其编码

基因由
%(()

个和
%*=.

个核苷酸组成!分别编码

.01

个和
)=%

个氨基酸!他们共用同一个终止密码

子'

YB\

不同毒株间
C-

基因核苷酸和氨基酸序

列的相似性分别为
/*'=f

#

//'(f

和
/='/f

#

//k(f

!

XPB\

不同毒株之间
C-

基因的核苷酸与

氨基酸序列的相似性分别在
/('1f

#

%&&'&f

和

/('.f

#

%&&'&f

&而
YB\

与
XPB\C-

基因相似

性在
(&'&f

#

(*k&f

和
(('/f

#

/&')f

'除
K̀

毒

株
C-

基因末端的终止密码子为
@<Y

外!其余毒

株终止密码子均为
@<<

&

J̀_

毒株
C-

基因在

)()

+

)(.

位缺失
*

个碱基!即在
%.0

位缺失
%

个氨

基酸"图
0

#'

实线框内为潜在糖基化位点!箭头下方虚线方框内为氨基酸缺失!下图同

W#?9"E59EE598>9

S

#89-8$E:

O

:

6

7#,

6

:E8$#-,$89,

!

"E,>9"4#?9"E59E

"

F-"95E55#C

#

$,E3$-#E7$""9:98$#-'@>9,E39E,

49:#C

图
!

!

水禽细小病毒非结构蛋白比对结果

O7

3

E!

!

?2:

K

./7-2824828->/Q0>Q/.@

K

/2>+78P=24C.>+/42C@

K

./6267/Q-+-
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株水禽细小病毒全基因组序列分析

图
'

!

水禽细小病毒结构蛋白比对结果

O7

3

E'

!

?2:

K

./7-2824->/Q0>Q/.@

K

/2>+7824C.>+/42C@

K

./6267/Q-+-

!!

细小病毒结构蛋白包括
\B%

(

\B0

和
\B*

!终

止于同一个密码子!其编码基因长度分别为
0%//

(

%1.)

和
%.&=4

S

!分别编码
1*0

(

=(1

和
=*)

个氨基

酸'

YB\%A

基因之间核苷酸与氨基酸序列相似

性分别在
(('(f

#

//'/f

和
/&'0f

#

%&&'&f

!

XPB\

之间相似性在
/('&f

#

//'=f

和
/.'/f

#

//'*f

&

YB\

和
XPB\%A

基因之间的相似性大多

低于
/&f

!

XPB\PZ

毒株与
YB\_Y

毒株核苷酸

相似性仅为
1/'=f

!

YB\K̀

毒株与
XPB\UX

株

的氨基酸相似性为
(='%f

'

YB\

毒株
\B*

蛋白之间核苷酸与氨基酸序列

的相似性为
/&'*f

#

//'(f

和
/='&f

#

%&&'&f

!

中国
YB\

流行毒株
Y*

(

K̀

和
J̀_

株之间的相似性

在
/.'*f

#

/('(f

&

XPB\

毒株
\B*

蛋白之间核

苷酸与氨基酸序列的相似性都在
/.f

以上!

PZ

与

P_J

之间氨基酸的相似性为
/('=f

&而
YB\

与

XPB\

之间核苷酸和氨基酸的相似性分别为

1/k/f

#

(=')f

和
((')f

#

/%'.f

&

XPB\PZ

株

与
YB\ _Y

(

YPEYB\

株的核苷酸相似性仅为

1/k/f

'

!E'

!

%

株水禽细小病毒
P=

和
T1

区的糖基化位点

特征

通过
[98[Y:

6

7%'&;95R95

软件预测潜在糖基

化位点!所有
Y9-WE-T

参考毒株
[;

区均存在以下

%)(%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)=

卷
!

)

个 糖 基 化 位 点!即
%=&

+

%=0 [Z@

(

00=

+

001

[_;

(

*.&

+

*.0[Q@

和
)**

+

)*=[;@

!而本研究

中的
=

个分离株中!除
YB\J̀_

株由于在
%.0

位

缺失
%

个氨基酸而导致后三个糖基化位点的位置改

变外!其余毒株与参考毒株完全相同'具体见图
0

'

XPB\

均含有
(

个潜在的糖基化位点!包括本

研究中的
0

个分离株
PZ

和
P_J

&

YB\

毒株只有

)

#

.

个糖基化位点!

YB\

与
XPB\

存在相同的
0

个潜在的糖基化位点"即
0%/

+

00%[<;

和
**%

+

***[J@

#!通常不同
YB\

毒株在
\B

区缺少
%

#

0

个位点!

YB\*

个分离株中!

K̀

株存在全部
.

个潜

在的糖基化位点!而
Y*

和
J̀_

株存在
=

个糖基化

位点!分别缺少
=(0

+

=()[@@

和
1&*

+

1&=[V@

潜在的糖基化位点'具体见图
*

'

!E$

!

进化分析

利用
X9

O

E='0

软件分别绘制非结构蛋白和结

构蛋白的遗传进化树!非结构蛋白
C-

基因的遗传

进化分析表明!

YB\C-

基因形成
0

个独立的亚群

"图
)

(

=

#!

Y*

(

K̀

和
J̀_

均分布于第
%

个亚群!其中

Y*

(

K̀

株与
P_

株亲缘关系较近!而
J̀_

株与

_K//!.

株亲缘关系最近&同样
XPB\C-

基因也

形成
0

个独立的亚群!

PZ

和
P_J

株分布在第
0

个

亚群中!与
B

株亲缘关系最近'

图
$

!

非结构蛋白
!.#

基因的遗传进化树

O7

3

E$

!

1*

<

@2

3

+8+>70>/++24828->/Q0>Q/.@

K

/2>+78!.#

3

+8+

在结构蛋白基因水平上!

YB\

均形成独立的
E

亚群和
4

亚群"图
.

#

(

#'

E

亚群主要包括中国大陆

各地区以及中国台湾地区的毒株!

J̀_

株属于这一

亚群&

4

亚群包含中国台湾(匈牙利以及德国的毒

株!

Y*

和
K̀

株位于这一亚群!与
\Y*0

%

%

株亲缘关

系最近'

XPB\

的
PZ

和
P_J

株结构蛋白与
B

株

亲缘关系最近'

图
%

!

非结构蛋白
!.!

基因的遗传进化树

O7

3

E%

!

1*

<

@2

3

+8+>70>/++24828->/Q0>Q/.@

K

/2>+78!.!

3

+8+

图
H

!

结构蛋白
/'#

基因的遗传进化树

O7

3

EH

!

1*

<

@2

3

+8+>70>/++24->/Q0>Q/.@

K

/2>+78/'#

3

+8+

图
&

!

结构蛋白
/'!

基因的遗传进化树

O7

3

E&

!

1*

<

@2

3

+8+>70>/++24->/Q0>Q/.@

K

/2>+78/'!

3

+8+
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株水禽细小病毒全基因组序列分析

图
S

!

结构蛋白
/''

基因的遗传进化树

O7

3

ES

!

1*

<

@2

3

+8+>70>/++24->/Q0>Q/.@

K

/2>+78/''

3

+8+

'

!

讨
!

论

YB\

与
XPB\

非结构蛋白
[;

同源性较高!

表明
C-

基因进化速度较慢!高度保守&且
YB\

与

XPB\C-

基因在进化上形成
0

个不同的分支!表

明
YB\

与
XPB\

起源于共同的祖先'

YB\

与

XPB\

结构蛋白
\B

同源性较低!表明
\B

蛋白进

化速度较快&结构蛋白中最重要的免疫原性蛋白为

\B*

!

YB\

与
XPB\\B*

蛋白同源性最低!表明其

抗原性存在差异!提示
YB\

疫苗不能完全保护

XPB\

的感染&

YB\

与
XPB\

结构蛋白
\B

在进

化上也形成
0

个独立的分支&进化分析表明!

YB\

与
XPB\

起源于共同的祖先!随着进化过程的推

进!不断演变成两个独立的病毒群!未发生基因重组

现象'

[;%

蛋白与病毒的致病性(病毒复制及表达相

关!

[;0

蛋白能促进
[;%

蛋白对细胞的毒性作用!

还与病毒
P[<

和蛋白合成以及病毒增殖有关)

(

*

'

本研究首次发现
YB\J̀_

毒株
C-

基因在核苷酸

)()

+

)(.

位缺失
*

个碱基!即在
%.0

位缺失
%

个氨

基酸!该蛋白的缺失是否与病毒的致病性和病毒的

增殖有关!还需要进一步研究'

结构蛋白糖基化位点是病毒黏附宿主细胞重要

的位置!是病毒感染宿主必不可少的区域&研究表明

糖基化位点的不同!可能与病毒感染宿主的特异性

有一定关系)

/

*

!即产生不同的宿主范围'现有研究

还表明糖基化位点的改变和数目的增减影响病毒毒

力)

%&

*

'本研究结果表明!

XPB\

有
(

个糖基化位

点!而
YB\

只有
)

#

.

个'

YB\

相对于
XPB\

糖

基化位点的减少!推测是否
YB\

更容易逃避宿主

免疫系统攻击!从而导致
YB\

可以感染鹅与番鸭!

而
XPB\

只能感染番鸭&该推测需要进一步研究来

验证'另外!在糖基化位点数目相同的情况下!缺失

或插入不同糖基化位点对毒株毒力的影响有待进一

步研究'总之!对水禽细小病毒进行分子进化分析!

可为今后对其生物学特性和致病机制的研究奠定基

础'
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