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我国鸭肝炎病毒分离株基因组的测定与分析
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摘要:对我国鸭病毒性肝炎病毒(Duck hepatitis vin民DHV) 分离株 YZ 和 CL 的全基因组进行了序列测定分析.结

果表明，2 分离株的基因组全长分别为 7 713 nt 和 7709 nt ，包括 626 nt 的 5'UTR 、6747 nt 的 ORF 、314 nt 的 3'UTR

以及 23 nt 和 19 nt 的 poly( A) 尾.结构蛋白 VPO 含有保守的四肤 CPRP ， V凹的 N 端存在一段约 20 个氨基酸的碱

性氨基酸富集区域;VP1 缺少 RGD( Arg-Gly-Asp) 基序. DHV 2 分离株存在 3 个不相关的 2A 蛋白基序，其中 2Al 蛋

白类似口蹄疫病毒属的 2A 蛋白，2A2蛋白与 AIGl 蛋白(拟南芥)和 GTPase 更为相似，2A3蛋白则与副肠孤病毒属

的 2A2蛋白类型相似;2C 蛋白含有保守基序 EPx双双xGxxGxGK( S/T) 、QxxxxxD阮xQ 和 KGxxxxSxxxxxS/T. 3C 蛋白

含有催化三联体 H38-D69-C144;3D 蛋白包含 KDELR、DxxxxD 、 GxxSGxxxTxxxNx 、 YGDD 和 FLKR 等 RNA 聚合酶的

特征基序.基于多聚蛋白、VPl 、2C 和 3C 蛋白的进化关系分析结果均表明，DHV 分离株与副肠孤病毒属的遗传关

系最近，但占据一个清晰的独立遗传谱系，应将 DHV 单独划属.
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Abstract: The genome sequences of duck hepatitis virus type 1 ( DHV -1) strains YZ and CL isolated from 

China were determined and analysed. The length of the genomes were 7709 or 7713 nt and contained 626 

nt of 5'untranslated region( UTR) , a single , large open reading frame of 6 747 nt ,314 nt of 3' untranslated 

region. Analysis of the amino acid sequences of DHV with other picornavirus indicated 由at conserved motif 

CPRP existed in DHV capsid polypeptide VPO , a 20 aa region wi出 rich basic amino. acid in VP3 protein , 

and the Arg-Gl)吐sp ( RGD) motif was not present in VPl protein. The 2Al protein of DHV -1 w出 an aph­

thovirus-like 2A protein; the 2A2 protein contained a putative conserved AIGl domains and exhibited a sig­

nificant similarity to GTPase of immunity associated protei叫 GIMAP) family; the 2A3 protein was similaτt。

由e 2A2 protein of Parechovinιs. The 2C sequence EPx:xxxxxGxxGxGK ( S/T) , QxxxxxDDxxQ and KGxxxx­

SxxxxxS/T , which conform wi出 the conserved nucleic acid binding domain of 出e putative picomavirus he­

licase. 咀e 3CPro contained a catalytic triad formed by histidine , aspartate and cysteine , at position 38 ,69. 

144 respectively. Predicted domains of eight RNA-dependent RNA polymerase motifs were aligned in 3D 

RNA dependent RNA polymerase region , motifs KDELR、DxxxxD 、 GxxSGxxxTxxxNx 、 YGDD and FLKR of 

were highly conserved. Phylogenetic and evolutionary analysis showed that DHV-l belongs to a new group 

of the family Picomaviridae that may form a separate genus most closely related to the genus Parechoviru.s. 
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鸭病毒性肝炎(Duck hepatitis , DH)是一种传播

迅速、高度致死性的传染病，该病有 3 种类型，其中 1

型鸭肝炎呈世界性分布，而 2 型和 3 型鸭肝炎仅见

于英国和美国等国家[1]. 鸭病毒性肝炎病毒( Duck 

hepatitis virus , DHV) 属小 RNA 病毒科，尚未定属，

其基因组为+ ssRNA , 5'UTR 和 3'UTR 之间含有一

个较大的阅读框架(ORF) ，为多聚蛋白编码区[2].

其中 P1 区编码 4 种衣壳蛋白( VP4 、 VP2、 VP3 和

VPl) ， VPl 作为主要的免疫原蛋白，携带主要的抗

原位点并具有主要的型特异性中和位点;四区编

码 3 种非结构蛋白，即 2A 、 2B 和 2C; P3 区编码 4

种非结构蛋白，即 3A ，3B( VPg) 、蛋白酶 3C 和 RNA

聚合酶 3D ， 3D 蛋白负责病毒 RNA 的复制〔3]; 而

3'UTR 与负链 RNA 的合成起始有关，可能与 RNA

复制时 RNA 聚合酶的结合有关. poly( A)则是合成

负链 RNA 的模板，其长度与负链 RNA 的合成效率

及病毒 RNA 的感染能力有关[4]. 由于 DHV 的分子

生物学研究起步较晚，目前有关 DHV 的研究主要

集中在基因组结构特点分析上[叫.笔者在对 2 株

1 型 DHV 分离株(YZ 株和 CL 株)的前期研究中发

现， YZ 株和 CL 株对雏鸭的致死率较强，分别为

80% 和 87.5% .为进一步认识 DHV 的分子特征，

本研究对上述 2 株致病性 DHV 毒株的全基因组进

行了测定与分析.

1 材料与方法

1. 1 病毒

1 型 DHV 分离株 YZ 株由扬州大学王永坤教授

惠赠; 1 型 DHV 分离株 CL 株由山东家禽研究所分

离并保存.

1. 2 病毒 RNA 的提取

采用 Trizol 试剂盒( Invitrogen) 并按说明书中的

步骤，从尿囊液中提取 RNA.

1. 3 RT-PCR 

RT:Mg2+ (药 mmoVL) 1. 2μL ， dN'IP( 10 mmoVL) 

2.0μL ，5 xRT 缓冲液 4.0 μL，下游引物(却 pmoVμL)

lμL ， RNA 酶抑制剂 (40 U/μL) 0.5μ上， RNA 模板

10.3μL.反应条件 :70 "C 5 min ,42 "c 40 min ,95 "c 

2 min ,42 "c时加 M-MLV(2∞ U/μL)lμL.合成的

cDNA 作为 PCR 扩增的模板.

PCR 扩增 :cDNA 5μL，上游引物 (20 pmoνμL) 

1. 0 μL ，lO x ExT，αq Buffer 4μL ， Mg2+ (25 mmoVL) 

1. 4μL ， dNTP ( 2. 5 mmoVL) 2.0 μL ， ExTaq 酶

(5 U/μL) 0.5μL，补灭菌水至 50μL 反应条件:

94 "c 3 min ，然后 94 "c 1 min , 50 "c 1 min , 72 "c 

2.5 min ，进行 30 个循环，最后 72 "C延伸 10 min. 

PCR 产物进行电泳检验.不同片段采用不同的上、

下游引物，引物配对使用见表1.

5'和 3'末端的扩增:采用 5'和 3'cDNA 末端快速

扩增(RACE)试剂盒(TaKaRa) 说明书的步骤稍作改

动，进行病毒 RNA 5'和 3'末端序列的扩增.

表 1 PCR 扩增引物

Tab. 1 Primers for PCR amplification and cloning 

扩增片段引物名称 位置 引物序列

5'RACE反转引物 1 483-1 :ro 5'P AG['['[G.AAAGGI1TGCfG 3' 

A A1 似ι;m 5' AGAAAAωfGGAI∞AAGC3' 

SI 555-5刀 5' N冗AωCAGfGf~ωπA 3'

A2 g)8..棚 5' TCl'GGITACAGGACAα"GGαT 3' 

s2 好7句到 5' ACAACG.AAGACCATTAGC3' 

B 四(盟阳) 24-41 5'αAπηa:A饥ACAGGT 3'

应(皿-se:配) 1 483-1 到 5' AIAAAGGπ冗α盯'

C 归('"烟) 1ω1-llæ 5'CTAαuαω臼℃町'ATC 3' 

P3(皿.ser四) 3491-3 sæ 5响~

D 问(面配) 3017-3 臼4 5' GGGGAAGAAGGTCACGAT 3' 

问(anti.sense) 4 阪)..4 877 5' AAGGCGAATAGGCAAACG 3' 

E 时(回酣) 4743-4 761 5'C汇AAA∞CAAGfGfAGAGG 3' 

附(皿t卜阳回) 5885-5<m 5' CAGGAACCAGGTCCAGfC 3' 

3咀Aα反转引物 5'αG.NπfAGAGGTAα巳GA冗U['['[']']']']'[']']']']']']']']']']3'

F 问(阻酣) 5745-5762 5'GAIαA叹:GfGGI'AA冗GC 3'

而( anti."，阳) 5'口巳ATCTAG~臼fACωGATCCl'

1. 4 PCR 产物的克隆与测序分析

用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒(TIANGEN) 回收

PCR 产物，克隆至 pGM-T 载体，酶切法鉴定阳性重组

子，由上海生物工程有限公司完成测序.序列拼接和

分析用 DNAStar v6. 13 软件进行.采用 MEGA4.0 软

件对拼接的 DHV 序列( YZ , EF427899乱， EF4279∞)

和GenBank 登录的小 RNA 病毒科代表毒株的序列

(AEV , NC_∞3990; HAV , NC 一∞1489; AiV , NC_ 

∞1918; BKV , NC_∞4421; EMCV , DQ4ω062; TEV , 

DQ401688; ERBV , NC_OO3983; ERV -3 , NC，J∞3077;FM­

DV -A , NC_011450; FMDV -C , NC一∞2554; FMDV -0 , NC 

」泊4ω4;HEV-B ， NC，J∞1472;HEV-C ， NC」∞1428 ;凹，

NC ∞2058; HRV2 , X02316; LV145缸， AF327922; 

LV174F , AF327921; LV , NC 一∞3976; PTV1 , NC 一

∞3985)进行比较和遗传关系分析，GeneDoc 程序分析

序列之间的保守性. RNAdraw1. 1b2 软件预测 DHV2

株分离株的 RNA 二级结构.

2 结果

2.1 基因组扩增克隆

用所设计的特异引物，从 DHV 分离株 YZ 株和

CL 株均扩增出大小分别为 1 012 、 1 478 、 2 418 、

1 861 、 1 160和 1 976 bp 的 A-F 片段(图1)，重组质

粒 A-F 酶切鉴定结果见图 2.
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DHV 各基因片段的扩增

图 3 YZ 株 5'UTR 及 3'UTR 二级结构预测
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图 l

RT-PCR amplification of DHV genome 
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UTR of strain YZ 

病毒科代表病毒的氨基酸序列进行比较发现，CL 株与

YZ 株各蛋白之间的序列相似性均很高，为 94.1%

99.7%jCL 株与小 RNA 病毒各蛋白之间的序列相似

性较低，其中与副肠孤病毒属的序列相似性最高，达

到.0%. P1 区 VP3蛋白序列相似性高于 VPO 和 VP1 ，

p2区 2C 蛋白序列相似性高于 2A 和泪，P3区以 3D

蛋白的保守性最高.结构蛋白之间没有明显的保守基

序，而非结构蛋白 2A1 、2A2、2A3 、江、3C 和 3D 之间存

在较多的保守基序或结构域，详见图 4 -7. 
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Digestion of recombinant plasmid by restriction enzymes Fig.2 
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基因组测序分析

DHV 分离株 YZ 株和 CL 株的基因组全长分别

为7 713 nt和 7709 时，包括 626 nt 的 5'UTR 、6747 nt 

的 ORF 、314 nt 的 3'UTR 以及 23 nt 和 19 nt 的 poly

( A)尾.使用 Mfold3.2 软件[9J 进行 RNA 二级结构预

测，发现 2 株分离株 5'端缺少一个长的多聚略脏，形

成 4 个分离的茎环结构(图 3a) ， 3'端形成 5 个分离

的茎环结构(图 3b) . 
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2.3 

毒株与副肠孤病毒, DHV 酸序列相似性结果均表明RNA 病毒的多聚蛋白O 软件对小应用 MEG4.

毒株DHV 属关系最为密切，分布在同一个群中，但

、

、2C 和 3D 等基因的氨基酸序列进行比较，构建VPl 

占据一个清晰的遗传谱系.RNA 病毒，小可以看出遗传关系树(图 8) . 了 N-J

的遗传分组与己知各属的分类相一致，基于多聚蛋
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HKPK::\fPPQEP) ，副肠孤病毒中的类似区域被证实具
有很强的免疫原性川. DHV 2 株分离株的 VP1 蛋白

缺少 RGD(A啥Gly-Asp) 基序，而部分小 RNA 病毒的

RGD 基序能介导细胞之间及病毒P宿主之间的相互

作用[H]. 小 RNA 病毒中 VP1 蛋白作为主要的宿主

保护蛋白，编码主要的抗原位点并具有主要的型特

异性中和位点[町，因此结构蛋白中以 VP1 变异最

大.但因 DHV 2 株分离株血清型均为 1 型，所以

VP1 蛋白之间仅有 9 个氨基酸发生改变，氨基酸序

列相似性高达 96.2% . 
3.3 非结构蛋白

YZ 和 CL 分离株的p2区存在 3 个不相关的 2A

蛋白基序，其中 2A1 蛋白与 2A2 蛋白之间含有类口

蹄疫病毒属的 2A 蛋白裂解位点 NPG ↓ p[ 口]. DHV 
的 2A2 蛋白由 161 个氨基酸组成，经 NCBI Blast 比

对，该蛋白表现出与 GTPase 免疫相关蛋白家族( GI­
MAPl-9) 十分相似的特征，含有 GxxxxGKS ( G 1 ) ,xTx 
(G匀， DxxG( G3) ,NKxD( G4) ,xCAx( G5) 等基序，基
序 G1-G5 具有 GTP 结合域的特征. GTPase 和 GTP

结合蛋白随时都能进行表达以调节细胞的生理过

程.此外，该蛋白还包含了 AIG1 蛋白 (AAG52213 ) 
独特的保守区域 CB ( 1βxPGPHALLLVxQLG-Rx­
TxED) 口6]. 而邻近的 2A3 蛋白则与副肠孤病毒属、

AEV 和 AiV 等病毒的 2A2 蛋白类型相似，含有 3 个

结构域，一个保守的组氨酸及两侧氨基酸( H-box: 
RHYGV) ，一个天冬酷股-半脱氨酸-谷氨酸-苏氨酸
形成的二肤(NCET) .已证实小 RNA 病毒的 H-NC

2A 蛋白可能在控制细胞生长方面起作用[17]. 小

RNA 病毒的 2A 蛋白在进化过程中功能已发生了改

变[18] ，因此， DHV 2A 蛋白的功能尚需进一步研究.

YZ 和 CL 分离株的 2C 蛋白含有螺旋酶的保守基序

EPxxxxxxGxxGxGK ( S/T) , QxxxxxDDxxQ 和 KGxxxx­

SxxxxxS/T ，但 KGxxxxS口xxxS/T 基序中的 S 改变为

G ，2C 蛋白具有 ATP 酶活性，尚不确定是否具有螺旋

酶的活性刊.小 RNA 病毒的 3C 蛋白含有由组氨

酸、天门冬氨酸/谷氨酸和半肮氨酸组成的催化三联

体，参与裂解大部分多聚蛋白的裂解功能. YZ 和 CL

分离株的 3C 蛋白分别位于H38-D69-C154 ，半脱氨

酸残基位于 GSCG 基序中，保守基序 GxCG 在小

RNA 病毒科其他病毒属中被认为是 3C 蛋白酶的活

性位点PO]. 此外，在 3C 蛋白中还存在高度保守的基

序 GxHxxG，该基序的功能尚不清楚.所测定的 YZ

和 CL 分离株的 3D 蛋白含有 8 个基序，其中 KDELR

(基序 1 )、YGDD(基序 VI) 和 FLKR( 基序W)是高度

保守的，而 GxAxGxxPxxxW /F (基序 m ) , DxxxxxD (基
序N) , GxxxSGxxxTxxxNx (基序 V)相对保守，这些严

格保守的残基可能形成小 RNA 病毒科 RdRp 二级三

级结构的关键部位.其他小 RNA 病毒的 GxxxSGxxx-
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图 8 DHV 与小 RNA 病毒之间的遗传关系分析

Fig.8 PhyJogenetic reJationship of DHV with representative spe-
cies of other Picomaviridae virus 

3 讨论

3.1 非编码区(UTR)

小 RNA 病毒 5'UTR 中的内部核糖体进人位点

(IRES)共分为 I 、 E 、皿和町 4 种类型〔 lO] ， DHV 分

离株 YZ 株和 CL 株的 5'非编码区所含的基序 Yn­

Xm-AUG 为 Y5-X68-AUG-CA-AUG，不同于小 RNA

病毒 E 型 IRES ， Ding 等问的研究认为 DHV 的 IRES

应属于W型 IRES. 小 RNA 病毒的 3'UTR 一般为 40

nt~237rlt:1li ，而 DHV 分离株的 3'UTR 的长度为

314 nt ，为小 RNA 病毒中最长的 3'UTR. DHV 在 3'

UTR 的长度以及折叠模式上与其他小 RNA 病毒存

在显著差异，推断有 5 个茎环结构. poly( A) 的长度
与负链 RNA 的合成效率及病毒 RNA 的感染能力有

关[4] ，一般认为 poly(A) 链越长，感染能力越强.本

研究发现， YZ 株有 23 个 polyA 尾， CL 株有 19 个

polyA 尾，但 YZ 株对雏鸭的致病力较 CL 株偏弱，所

以 poly( A)链的长度与其感染能力的关系有待进一步

研究

3.2 结构蛋白
Dl-IV 2 株分离株的 VPO 蛋白均含有一保守的四

肤 CPRP，而在大多数小 RNA 病毒的 VPl 蛋白中也

发现有 CPRP，这表明小 RNA 病毒不同的衣完蛋白

可能参与一些保守的功能川]. VP3 蛋白的 N 端存在

富含碱性氨基酸、约 20 aa 长的区域( GKRKPRRRPI-
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TxxxNx 基序均为 PSG，而 YZ 和 CL 分离株的该基序

为 C饵，该处氨基酸 P→C 的改变与 3D 蛋白功能的

相关性值得关注.

3.4 分类地位

目前 DHV 在小 RNA 病毒科中的分类地位尚不

明确，如何才能较为准确的确定 DHV 的分类地位值

得讨论.在小 RNA 病毒科中，2C 和 3D 作为保守性较

强的功能蛋白常被用于分析小 RNA 病毒不同属之间

的遗传关系.而 VPl 变异最大，也造合于小 RNA 病毒

属和种之间的遗传关系分析[幻].Oberste 等问]曾报道

以 VPl 基因的核昔酸和氨基酸的序列相似性来鉴定

肠道病毒属的血清型，如果氨基酸序列相似性达到

34%-55%或核昔酸序列相似性达到 44%-58% 即可

划为同一属.而 DHV 分离株与副肠孤病毒属 VPl 、2C

和 3D 基因之间的氨基酸序列相似性最高，分别为

27.8% - 28.3% ,33.3% - 34.8% 和 37.7%-38.0% ，均

达不到上述标准，所以不能将 DHV 划为副肠孤病毒

属.基于小 RNA 病毒多聚蛋白、结构蛋白 VPl 和非结

构蛋白 2C 、3D 的系统进化树也表明， D盯虽与副肠

孤病毒属关系最为密切，但 DHV 占据一个清晰的独

立遗传谱系，结合 DHV 基因组 5'和 3'UTR 独特的长

度和结构特点，建议将 DHV 单独划属.
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