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摘要：【目的】为了揭示鸭肝炎病毒新血清型（MNOG0）P株的演化及其与 MNOG&的基因序列差异。【方法】运
用 QBGR2Q结合 ’SG3#SGQT2H策略对 MNOG0 P株基因组进行扩增，克隆测序后进行序列分析。【结果】MNOG0
P株全基因组序列除 &- :5 68;J（T）尾外全长共 @@@! :5，含有一个大的开放阅读框，编码 --’& ))的蛋白前体，
其基因组结构：’S UBQGVGOR$GOR#GOR&G-T&G-T-G-WG-2G#TG#WG#2G#MG#SUBQ；#SUBQ长为 #11 :5，比 &型鸭肝炎
病毒 2A$株多 ’- :5；OR&蛋白与 MNOG&相比发生较大的变异，特别在其第 &!$ X --&位；其基因组与 MNOG&、
韩国 MNOG0和台湾 MNOG0的同源率分别为 @-LAY X @#L!Y、"1L#Y X "1L’Y和 @AL#Y。【结论】MNOG0 P株
基因组结构与 MNOG&存在明显差异，在 MNOG0成员 MNOG0 P株与韩国 MNOG0关系更为密切。
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鸭肝炎（M9+Z ,C6)5>5><，MN）是危害雏鸭的一种
急性、高度致死性传染病，其特点是发病急、病程短、

传播快和死亡率高等，主要侵害 #周龄内的雏鸭，病
死鸭多呈角弓反张样外观，其肝脏常有特征性出血

性病变［& % -］。

鸭肝炎的病原包括 & 型鸭肝炎病毒（ ./"0
123$#&#&4 5&’/4 #632 &，MNOG&）及其变异株（&)型）、鸭星
状病毒（./"0 $4#’(5&’/4）和 # 型鸭肝炎病毒（MNOG
#）［# % 1］，其中 & 型鸭肝炎病毒呈世界性分布。在我
国，自 &"’A年发生鸭肝炎至 -$$&年，MNO的血清型
为 &型［@］。但近几年来，国内一些学者对我国 MNO
血清型的流行状况提出了一些新的看法，&"""年苏
敬良等从发病的北京鸭和樱桃谷鸭中分离到 -株与
MNOG&和 MNOG# 无血清学相关性的鸭肝炎病毒新

血清型（M9+Z ,C6)5>5>< [>*9< :C\ <C*85J6C，MNOG0）［A］。
虽然早在 &"’$ 年 VC[>:C 和 D)]*>+):5 就分离到

MNOG&［!］，但长期以来国内外对 MNOG& 的分子生物
学研究甚少且不够深入，对 MNOG0的基因结构和遗
传进化分析更是空白，其与 MNOG&基因水平上的差
异分析也尚未触及。直到近几年，国内外才陆续开

展有关 MNOG&基因组序列及结构的研究，成功克隆
了一些 MNOG&全基因组序列，这些数据为深入解析
鸭肝炎病毒提供了宝贵的资料［" % &&］。几乎同时，

B<C:I等（-$$@）和 ^>?等（-$$@）在研究 MNOG&过程
中还发现了在血清学和基因水平与之相差甚远的

MNOG0，表明台湾地区和韩国 MNOG0的存在［&- % &#］；
但我国大陆至今仍仅对 MNOG0进行病毒分离鉴定、
组织病理学和血液生化等方面的研究，还尚未从基



因层面上对所分离的 !"#$%的分类地位进行精确
界定，其与台湾、韩国的 !"#$%以及 !"#$&有无直
接的亲缘关系也亟需进一步研究证实。为探究其中

的关系，本研究以苏敬良等自广西北京鸭群中分离

的 !"#$% ’株为材料，对其基因组序列进行分析，
以期确定 !"#$% ’株与台湾、韩国的 !"#$% 以及
!"#$&的亲缘关系和分类地位。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 病毒：鸭肝炎病毒新血清型广西株（!"#$%
’株）由苏敬良、黄瑜等从广西类似感染 !"#$& 北
京中分离，经中和试验证明与 !"#$&和 !"#$(无血
清学相关性［)］。

!"!"# 主要试剂和仪器：*+,-./由 ,01234.560 公司提
供；反转录酶 7$78# 和 ’.!"# 酶购自 94.:65; 公
司；<7! &)$* 载体、=>$?@// +ABC B.46 D63 和 (>$?@//
+ABC B.46 D63购自宝生物工程（大连）有限公司；超
速离心机 E<32:; 8$)F G9为 H6IJ:;0 I.@/364产品。
!"# 病毒 $%&的提取
取 !"#$% ’ 株感染的鸭胚尿囊液于 KFFL M 5

（H6IJ:;0，*2 &L）、N O离心 PF :20以去除杂质，收集
上清液，&&QKPL M 5（H6IJ:;0，*2 QF）、NO离心 ( R，沉
淀用适量的 9HD 重悬。+%A 提取根据 *+,-./ 说明

书操作，最后每 P=F!8尿囊浓缩液的病毒 +%A 用
PF!8 !C9B水溶解。
!"’ $()*+$
根 据 ’60H;0J 上 登 录 的 !"#$% A9$F(((Q

（ !SP=K&(P ）、 A9$FNFFL（ !SP=K&(( ）、 A9$FN&&N
（!S)&PFL(）和 A9$FNPF(（!SP=K&(N）基因组序列，应
用 E/25. KTPN软件设计 = 对引物（见表 &）。反转录
按 7$78# +6164U6 *4;0UI42<3;U6说明书进行，具体如
下：将制备好的 +%A =!8，加入 PFF <:./V!8随机引
物 &!8，7$78# +* = M H@WW64 N!8，PT= ::./V8 X%*9
:2Y3@46 ) !8，NF ZV!8 +2[.0@I/6;U6 ,0R2[23.4 & !8，
PFF ZV!8 7$78# +6164U6 *4;0UI42<3;U6 &!8，混匀后按
以下程序进行 +*：(FO &F :20，(QO KF :20，LLO
= :20，保存于 NO。取 P!8反转录产物，= M ’. !"#
H@WW64 = !8，PT= ::./V8 X%*9 :2Y3@46 P !8，75B/P
P!8，上、下游引物（PF <:./V!8）各 &!8，’. !"# 酶
FTP=!8，XX "PE 补齐至 P=!8 后按以下程序进行

9B+：LNO = :20，LNO & :20，=FO \ =KO & :20，QPO
Q= U，共 (=循环，最后 QPO &F :20，保存于 NO。9B+
产物用 &TF]（^V#）琼脂糖凝胶电泳检测。
!", -.和 ’.末端的扩增
基因组的 =>和 (>末端的扩增按 =>$?@// +ABC

B.46 D63和 (>$?@// +ABC I.46 U63说明书进行（引物见
表 &）。

表 ! $()*+$和 -.)/’.)$&+0扩增引物
*;[/6 & E/25.0@I/6.32X6 <42:64U W.4 +*$9B+ ;0X =>$V(>$+ABC ;:</2W2I;32.0 20 3R2U U3@X_

942:64U %@I/.32X6 U6‘@60I6U（=>!(>） 942:64U .W +ABC %@I/.32X6 U6‘@60I6U（=>!(>）
9& QZPF A’B’’B*’*’’*’*A’A*BAA =>+ABC +* 9>$*A’*’’A’’’*A
9& &N=&8PF ’’A’’’B*B***’’***A*’ => +ABC .@364 Z ’B’B**’’B*BA’BBA’*A*
9P &PLPZPF ’’’’BBA*A*’*’*B***’* => +ABC .@364 8 ’**’AA**AA’’’’***’’’
9P (FFL8PP A*B*’’*’A’**’**’*’A’*’ => +ABC 20064 Z AAABBBB**AA**BAAB’
9( PQ)LZPF B’BBBA***B’B**B*’*** => +ABC 20064 8 BAA’BA’AB*’*’’*’A’
9( =FF)8PF ’’BBBAABBBABBAA*’*BA (>+ABC .@364 Z BA’’ABABB’*A’A’BAAB**
9N NLKQZPF A*’A’’’A*’’BA’*B*ABA (> +ABC 20064 Z A’A’BAAB*’BBBA’*’**’’*BBB
9N K&=L8&L B’B*’’*BA**’A*A’AAA
9= KFN=ZPF AA’’A’BBA**’**’A’AAA
9= QQFF8PP ’AAA’*’’A’A**A’’*’*’’**

863364 Z ;0X 8 46<46U6036X 3R6 @<<64 <42:64U ;0X /.a64 <42:64U，46U<6I3216/_b +* 46U<46U6036X 3R6 <42:64 W.4 46164U6 34;0UI42<32.0 X@4205 => +ABCb

!"- 克隆测序
按胶回收试剂盒说明书回收目的片段并连接到

<7!&)$*载体，转化入 !"="感受态细胞，涂布于含氨

苄青霉素的 8H平板上，(QO培养 &P \ &K R，挑取单
个菌落接种于含氨苄青霉素的 8H 液体培养基，
(QO、PFF 4V:20振荡过夜，取 P!8菌液按方法 &T(进
行 9B+鉴定，阳性克隆送至上海英骏生物公司进行
测序。

!"1 序列分析
应用 !%AU3;4 软件的 D6‘7;0 程序对所获得的

测序结果进行拼接；用 765A/250程序进行基因组序
列比对，并以 ’60X.I 软件将结果输出；通过
7C’ANTF软件构建基因组、PB蛋白和 (!蛋白的系
统进化树，分析所用病毒及其 ’60H;0J 登录号见
表 P。

F&( DR;.R@; DR2 63 ;/ b V$%&" ’(%)*+(*,*-(%" .(/(%"（PFFL）NL（(）



表 ! 分析所用病毒及其 "#$%&$’登录号
!"#$% & ’()*+%+ *+%, (- ./% "-"$0+(+%+ "-, ./%() "11%++(2- -*3#%)+ (- 4%-5"-6

4%-*+ 78%1(%+（+.)"(-） 9##)%:(".(2- 911%++(2- ;2<
!"#$%&&’(’)* =*16 /%8".(.(+ :()*+ -%> +%)2.08%（4） =?’@; 4 ABCDDEEF

=*16 /%8".(.(+ :()*+ -%> +%)2.08%（9G@EHHHC） 9G@EHHHC =I&DJKH&
=*16 /%8".(.(+ :()*+ -%> +%)2.08%（9G@ELEEF） 9G@ELEEF =I&DJKHH
=*16 /%8".(.(+ :()*+ -%> +%)2.08%（9G@ELKKL） 9G@ELKKL =IMK&EFH
=*16 /%8".(.(+ :()*+ -%> +%)2.08%（9G@EL&EH） 9G@EL&EH =I&DJKHL
=*16 /%8".(.(+ :()*+ -%> +%)2.08%（FE=） FE= ANEJCF&L
=*16 /%8".(.(+ :()*+ -%> +%)2.08%（EL4） EL4 ANEJCF&H

!"#$%&&’(’)* +,#- .)/%0’0’& 1’2,& 03/) K（OME） OME =IMJLDKL
+,#- .)/%0’0’& 1’2,& 03/) K（PQ@’） PQ@’ ANHM&CCM
+,#- .)/%0’0’& 1’2,& 03/) K（EH=） EH= =I&LF&FF
+,#- .)/%0’0’& 1’2,& 03/) K（RMDFD&） RMDFD& =I&&JDLK
+,#- .)/%0’0’& 1’2,& 03/) K（DMMJ） DMMJ =I&LFHEK
+,#- .)/%0’0’& 1’2,& 03/) K（?） ? =I&LFHEE
+,#- .)/%0’0’& 1’2,& 03/) K（=RS@J&） =RS@J& =I&KFHFJ

4%2)#.51’2,& 67,"8%" 1’2,&（MC@EK&） S’MC@EK& 9NH&CF&E
67,"8%" 1’2,&（KLD7S） S’KLD7S 9NH&CF&&
9,:%" /%2)#.51’2,& K（?"))(+） ?G%’K 7LDDEL
9,:%" /%2)#.51’2,& &（4)%T2)0） ?G%’& ;OU EEKMFC
9,:%" /%2)#.51’2,& L（V&DKKCJ@E&） ?G%’L =IHKDJCE

9)/%051’2,& 9)/%0’0’& ; 1’2,&（?WKCD） ?9’ WDFMKE
A-.%)2:()*+ 9,:%" )"0)251’2,& ;（4@KE） ?A’@9 BEDMCJ

45$’51’2,&（W"/2-%0） G’ ;OU EE&EDM
452#’") )"0)251’2,& ; GA’@9 9NLEJMKH

<.’"51’2,& 9,:%" 2.’"51’2,& ; ?R’@9 XE&HKJ
=)&#.51’2,& 452#’") 0)&#.51’2,& K（NJD） G!’ ;OU EEHFMD
>5?,1’2,& ;’#.’ 1’2,&（9MLJYMM） 9(’ 95EKEKLD

@51’") -5?,1’2,&（B@K） 5V’ 95EMLCMM
A2?51’2,& AB,’") 2.’"’0’& @ 1’2,& K（GKLHJ YCK） AR5’ XFJMCK
C%2*’51’2,& A"#)/.%$5:35#%2*’0’& 1’2,&（R*16%).） AWO’ WMKMJK

=.)’$)2’& :,2’") )"#)/.%$5:3)$’0’& 1’2,& !/’ W&EDJ&
;/.0.51’2,& D550@%"*@:5,0. *’&)%&) 1’2,& NW=’ 9NHEMKDC

AB,’") 2.’"’0’& ; 1’2,&（GAR’） AR9’ XFJMCE

! 结果和分析

!() *+,-. "株基因组序列
序列分析表明，=?’@; 4株基因组（4%-5"-6登

录号 ABCDDEEF）具有典型的小 R;9病毒特征，除了
HZ末端 K& -.的 82$0（9）尾外，由 CCCL -.组成，比 K
型鸭肝炎病毒 =?’@OME基因组多 FC -.，=?’@; 4株
基因组仅含有一个 JCDJ -.的大的开放阅读框，可编
码 &&DK ""的蛋白质前体，在开放阅读框之前为 JD&
-.的 DZ 非翻译区（*-.)"-+$".%, )%T(2-，B!R）后接 HJJ
-.的 HZB!R和 K& -.的 82$0（9）尾。基因组含 &C[J\
的腺嘌呤（9），&&[L\的鸟嘌呤（4），&E[M\的胞嘧
啶（O）和 &F[H\ 的尿嘧啶（B）。4 ] O 含量为
LH[&\，与韩国和台湾 =?’@;（LH[H\ ^ LH[C\）、K
型鸭肝炎病毒（LH[H\ ^ LH[J\）、S_*-T"- 病毒
（LK[J\ ^ L&[D\）、禽脑脊髓炎病毒（LL[M\）、人副

肠孤病毒（HF[E\ ^ HF[D\）和人鼻病毒（HF[E\）很
接近［F］。

!(! *+,-. "株与 *+,-)、台湾及韩国 *+,-.基
因组序列比较

基因组核苷酸的序列比较表明，=?’@; 4 株、
台湾及韩国 =?’@; 与 =?’@K 参考株的同源率为
C&[M\ ^ CH[C\，其中 =?’@; 4株与 =?’@K参考株
的同源率为 C&[M\ ^ CH[L\；通过系统进化树分析
发现 =?’@; 4株、台湾及韩国 =?’@;与 =?’@K明
显处在不同的分支上，可将 =?’@; 与 =?’@K 分为
9、5两个群（=?’@;为 9群，=?’@K为 5群）（见表
H，图 K）。

=?’@; 成员之间的基因组序列也存在较大的
差异。=?’@; 4株基因组序列与韩国 =?’@; 同源
率为 FJ[H\ ^ FJ[D\，但与台湾 =?’@; EL4和 FE=
的同源率均仅为 CM[H\，而韩国 L株 =?’@;与台湾
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!"#$%的同源率也仅 &’()* + &’(,*，表明鸭肝炎
病毒新血清型病毒株之间在核苷酸组成上也存在很

大差异，可将 !"#$%再细分为更小的分支，究其原
因需待做进一步的研究（见表 -，图 .）。

表 ! "#$%& ’株与 "#$%(、"#$%&参考株基因组序列比较
/0123 - 4056$7583 9:;<0658:= :> ?@3 A3=:;59 =B923:?5C3 83DB3=93 >6:; !"#$% E 8?605= 0=C <6383=? ;3;1368 :> !"#$. 0=C !"#$%

!"#$% E F4$G---& F4$G)GGH F4$G)..) F4$G)IG- G)E HG! G-! JK$# L’’, M’G !NO$,I " N’LHLI
!"#$% E H,() H,(- H,() H,(L &’(- &’(- &-(I &-(I &I(’ &-(I &-() &-() &-(I
F4$G---& -(& H,(- HH(- H’(’ &’() &’(L &-() &-(L &-(G &-(L &-(& &-(L &-()
F4$G)GGH -(H G(& HH(. H’(, &’(L &’(, &-() &-() &-(G &-() &-(, &-(L &-()
F4$G)..) -(& G(& G(H H’(& &’(, &’(, &-(L &-() &-(I &-(I &-(, &-(, &-()
F4$G)IG- -(, .(I .() .(- &’(L &’(L &-(L &-() &-(- &-(- &-(, &-(, &-()
G)E I,(G I,(. IL(’ IL(’ IL(H HH(, &-(I &-(. &-(G &I(H &-(- &-(- &-(G
HG! IL(’ I,(G IL(’ IL(& IL(’ G() &-(I &-(. &-(G &I(H &-(- &-() &-(G
G-! --(& --() --(L --() --() -)(L -)() HL(’ HL(. H,(L HL(’ HL(, H,(G
JK$# --(& --(- --(- --(- --(- -)(- -)(I )(- HL() HL(& H,(, HL() H&(G
L’’, -)(I --(H --(H --(’ --(’ -)(H -)(& L(I )(’ H)(L HL(& H)(L HL(H
M’G --(’ --(L --(& --(L --(, -)(& -)(, -(, )() L(’ HL() HL(- HL(’
!NO$,I --(& --(I --() --(- --(- -)(- -)(I )() -() )() )(& HL() H&(.
" --(L --(I --(I --(I --(I -)(I -)(. )(, )(’ L(& )(H )(’ HL(’
N’LHLI --(& --(- --(L --(- --(- -)(L -)() )(. -(G )(- )() -(G )()

P<<36 65A@? 63<6383=?3C 5C3=?5?Q :> =B923:?5C38 :> A3=:;3，2:736 23>? 8@:73C C5R36A3=93 :> =B923:?5C38 :> A3=:;3S

图 ( "#$%& 和 "#$%(基因组的系统进化关系
T5AS. 4@Q2:A3=3?59 6320?5:=8@5< 13?733= !"#$% 0=C !"#$. 8?605=8S

/@3 6320?5:=8@5< 708 3U0;5=3C 1Q ?@3 B=6::?3C =35A@1:B6$V:5=5=A ?633S

%B;1368 0? =:C38 63<6383=? <3693=?0A3 :> .GGG 1::?8?60< R02B3S F22 !"#

8?605=8 5= ?@58 8?BCQ 9:B2C 13 C5R5C3C 5=?: ?7: C5>>363=? 92B8?368，E6:B< F

0=C WS

)*! +,-./和 !,-./序列分析
!"#$% E 株基因组的 LX最末端 I 个碱基为

<PP。在小 N%F病毒中，基因组 LX末端第一个 P的
LX磷酸可与引物蛋白 -W#4A结合而启动基因组的复

制［.)］；!"#$% E 株 LX P/N 的第 ,LG + ,L, 位为
EMFFPEE，与 Y:Z0[序列 EUUFPEE（U为非保守氨基
酸）相符，证实了 FPE为 !"#$% E株开放阅读框的
起始密码子［.L］。与 !"#$. 相比，!"#$% E 株的 LX
P/N明显更长，其中多出 !"#$M’G 达 -G =?，位于

!"#$% E株 LXP/N的第 .L&位 !"#$%插入 .& =?，第
.’&位插了 ) =?；同样，!"#$% E株的 - X P/N也比
!"#$. 长，譬如比 . 型鸭肝炎病毒 !"#$M’G 多出
LI =?，在 -X P/N的第 &)-G位 !"#$% E株插入 I. =?，
第 &),I位插入 ’ =?，第 &)’I位插入 -) =?，使 !"#$%
成为小 N%F病毒科中 - XP/N最长的病毒［..］。
)*0 多聚蛋白切割的预测
小 N%F病毒多聚蛋白拥有内部连接位点，多处

位点含有被 -M<6:所识别并切割的一级或三级结构

元件［.,］。由于通过 M2B8?36 \比对结果表明，!"#$%
E株与 OVB=A0=病毒和人副肠孤病毒的多聚蛋白同
源性最高，所以 !"#$% E株切割位点的预测即根据
!"#$% E株与 OVB=A0=病毒和人副肠孤病毒的多聚
蛋白的蛋白序列比对而获得。!"#$% E 株蛋白切
割位点预测 ]^E位于 #4G^#4-、#4-^#4.、IM^-F、-W^
-M和 -M^-!，]^_ 位于 IF^IW、IW^IM 和 -F^-W，而
#4.^IF切割位点则是 ‘^_。在 !"#$% E株的 IF蛋
白上有典型的口蹄疫病毒样切割位点 %4E!4，在
此位点上可将 %"#$% E的 IF蛋白切割成结构不同
IF.和 IFI，此预测结果与 Y5; 等的报道一致［.-］。
正如 OVB=A0=病毒和多数小 N%F病毒 #4)^#4G的 %
端存在豆蔻酰化信号序列（EUUU［_^/］，U为非保守氨
基酸）一样［.&］，在 !"#$% E株多聚蛋白前体位点 O^
E间（第 -G + -.位）亦发现有该信号序列（EF#‘_），
据此推测 !"#$% E株聚蛋白的 %端有一个长度为
-G 00的前导蛋白（O30C36 <6:?35=，O）。因此，!"#$%
E株基因组：LXP/N$O$#4G$#4-$#4.$IF.$IFI$IW$IM$

I.- _@0:@B0 _@5 3? 02 S ^!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（IGGH）)H（-）



!"#!$#!%#!&#!’()*。
!"# 结构蛋白分析

&+,#- .株和 &+,#/ 的结构蛋白具有一些共
同特征，如 ,01 的 - 端存在豆蔻酰化信号序列
（.222［34)］，2为非保守氨基酸），两者都缺乏介导细
胞#细胞和病毒#宿主相互作用的 "56#.78#"9:（*.&）

基序等。但 &+,#- .株和 &+,#/的衣壳蛋白也存
在较大的差异，其中 ,0/蛋白变异最大，其第 /;1 <
==/位区域为高变区；虽然都缺乏 *.& 基序，但
&+,#/取而代之的是 3>5#.78#"9:（3.&），而 &+,#-
.株则为 3>5#"9:（3&）（位于 &+,#- .株 ,0/ 蛋白
第 /?@ < /??位）（见图 =）。

图 ! $%&’( )株和 $%&’* &+*蛋白氨基酸序列比较
AB6C= %DE:F5B9DG DH IJ> ,0/ FEBGD FKBL 9>MN>GK>9 O>IP>>G &+,#- . FGL &+,#/ 9I5FBG9C

!", 非结构蛋白分析
&+,#- . 株的一些非结构蛋白，特别是

=%")0F9>，!$,06，!%:5D和 !&:D7，含有其它小 *-"病毒的
特征性基序。位于 &+,#- .株 =%")0F9>蛋白的第 /;Q
< /Q=位氨基酸是高度保守的基序 .22.2.R（34)）
（2，非保守氨基酸），这个基序可见于所有小 *-"
病毒中，可能介导解旋酶的功能［/@］；在另一个保守

基序 &&S2T（2，非保守氨基酸）基序中，第 /?; 位的
亮氨酸（S）被苯丙氨酸（A）所代替而形成了基序
&&A.T。&+,#- .的 !$,06蛋白的第 ! 位氨基酸为
酪氨酸，它通过共价结合基因组 Q’末端 (而发挥引
物蛋白的作用。小 *-"病毒的 !%:5D具有蛋白酶作

用，依赖于由组氨酸（+）、天冬氨酸（&）或谷氨酸
（U）、半胱氨酸（%）组成的催化三分体［/?］，在 &+,#-
.株的 !%:5D中三分体存在于 +;;#&VQ#%/Q1；基序
.2%.在爱知病毒参与组成蛋白酶活性位点，它位于
&+,#- .株 !%:5D的第 /;@ < /Q/位（.3%.）。小 *-"
病毒 !&:D7蛋白是 *-"依赖的 *-"聚合酶，有保守
的基序 R&US*，ASR*和 W.&&，序列分析发现，这 !
种基序分别位于 &+,#- . 的第 /Q1 < /Q;位，第 =XQ
< =X@位和第 !/V < !=1位氨基酸，而另一基序 03.
在 &+,#- .株的第 =@1 < =@= 位中脯氨酸（0）被半
胱氨酸（%）所替代（%3.）。
!"- 遗传进化分析
通过多聚蛋白的切割后可产生 =%和 !&蛋白，

本研究应用 &-"9IF5 软件中 Y>6"7B6G 程序和
YU.";Z1软件从属间和属内的角度对小 *-"病毒
科成员 =% 和 !& 蛋白的氨基酸同源性进行分析。
结果表明，小 *-"病毒科 ? 个属成员形成聚类，只
有肠病毒属与鼻病毒属发生了交叉；而 &+,#- 和
&+,#/则另聚成一个大的分支，且均有较高的解靴

带值的支持，与 S,和 +0>,处于相邻位置。

. 讨论
本研究通过对 &+,#- .株基因组进行了克隆

测序，分析表明 &+,#- . 株基因组具有典型的小
*-"病毒特征，如基因组仅含有一个大的开放阅读
框、Q’ 和 ! ’末端为非翻译区、!’末端还有一 :D78（"）
尾等结构。通过基因组核苷酸序列建立的进化树分

析发现 &+,#- 与 &+,#/ 明显处在不同的分支上，
而且在 &+,#-成员内部也存在较大的差异，&+,#-
.株与发表的韩国 &+,#- 有很高的序列同源性，但
两者与台湾 &+,#-的同源性较低，究其原因需待做
进一步的研究。在小 *-" 病毒中，!’()* 与负链
*-"的合成起始有关［/; ］，:D78（"）则是合成负链
*-"的模板，其长度与负链 *-"的合成效率及病毒
*-" 的感染力有关［=1］，&+,#- .株与 &+,#/ 的 Q’
()*和 ! ’()*相比，发生较大的插入与缺失现象，
这是否会导致病毒复制的差异尚未清楚。

本研究预测在 &+,#- .株多聚蛋白前体的 -
端可切割出一个短的前导蛋白 S，S 蛋白的切割将
暴露 ,01 豆蔻酰化信号序列（.",U3），说明 &+,#-
的形态发生可能依赖于 ,01 的豆蔻酰化及 S蛋白
的同步切割。虽然在其他 X 株 &+,#- 多聚蛋白前
体 -端的第 !/ < !Q位均存在相同的序列（.",U3），
但 )9>G6等和 RBE等却认为，&+,#- ,01 缺乏豆蔻
酰化信号［/= [ /!］，&+,#-蛋白前体 -端的 !1 FF是否
为 S蛋白，需进行研究加以确定。
在小 *-"病毒中，,0/蛋白暴露于病毒粒子的

表面，具有参与病毒的吸附及介导宿主发生免疫反

应的功能［=/］。与 &+,#/ 相比发现，在 &+,#- . 株
,0/蛋白出现高度变异，提示 &+,#- .株的 ,0/蛋

!/!施少华等：鸭肝炎病毒新血清型基因组序列分析 C 4微生物学报（=11?）;?（!）



白上存在与 !"#$%完全不同的抗原表位，这可能是
免疫 !"#$%疫苗或抗体后仍发生新血清型鸭肝炎
的原因所在；#&%蛋白的 ’(!基序通过结合细胞整
合素受体参与病毒的吸附，’(! 多肽基序改变成
)(!或 ’()!将会改变病毒子与细胞受体的关系，
可使 *+!# ,-.形成蚀斑和复制能力的减弱［--］，虽
然 !"#$/ (株与 !"#$%都缺乏 ’(!基序，但 !"#$
%取而代之的是 )(!，而 !"#$/ (株则缺失 (而为
)!，说明 !"#$/ ( 株与 !"#$% 可能存在不尽相同
的病毒吸附机制和复制能力。

在 !"#$/ (株的 -,蛋白上有典型的口蹄疫病
毒样切割位点 /&(!&，多聚蛋白通过一种共翻译
切割的核糖体跳跃机制将 -,蛋白酶解成一个系列
不连续的多肽骨架［-0］。和 1#相似，!"#$/的 -,蛋
白由结构不同的蛋白组成。本研究的预测结果与

234等的报道一致，即 !"#$/的 -,蛋白是由 - 种
不同的 -, 小蛋白（-,% 和 -,-）串联而成［%0］。而
56789等则认为，除了形成一种成熟的蛋白（-,-）外，
-,还形成另一种成熟蛋白（-,0）［%-］。但是，56789
等预测的 -,- 和 -,0 之间的切割位点 (:"并非典
型的 0;<=>作用位点，故有待做一步研究加以验证。

虽然已从血清学和分子生物学方面明确了

!"#$/ ( 株与 !"#$% 之间存在显著的差异，但
!"#$/ (株与 !"#$%在小 ’/,病毒科中是存在属
内还是属间的遗传关系还不十分明朗。众所周知，

-;和 0!蛋白是小 ’/,病毒科中最保守的 - 种蛋
白，其氨基酸序列常被用作分析不同属间遗传进化

关系［-.］。小 ’/,病毒科 ?个属成员形成聚类，只有
肠病毒属与鼻病毒属发生了交叉，这源于 -类病毒
间有较高的氨基酸同源性，这与 @;5#的第八次分类
一致［-A］；而 !"#$/与 !"#$%关系密切，共同占据一
个独立的分支，相对于其它小 ’/,病毒而言，!"#$
/和 !"#$%与副肠孤病毒属成员之间具有更近的
遗传进化关系，但遗传距离仍然较大，尚处于属间的

水平。因此 !"#$/与 !"#$%虽存在显著差异，但两
者仍处于小 ’/,病毒科中新属的不同分支上。
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