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摘要：【目的】了解２０１０年以来分离于珠三角地区鸭坦布苏病毒病（ＤｕｃｋＴｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓ，ＤＴＭＵＶ）ＧＤＮＳ２０１０１、

ＧＤＮＳ２０１０２、ＧＤＺＱ２０１２、ＧＤＰＹ２０１３株的分子特征．【方法】参考ＧｅｎＢａｎｋ收藏的ＤＴＭＵＶＪＳ８０４株，共设计合成１１

对特异性引物，扩增了４株病毒的全基因序列片段．【结果和结论】４株病毒全长约为１０９９０ｂｐ，无Ｐｌｏｙ（Ａ）尾结构，

仅含有１个大的 ＯＲＦ，共编码 ３４２６个氨基酸，５′非编码区（５′ＵＴＲ）各含有 ９４ｂｐ．在 ３′非编码区（３′ＵＴＲ），

ＧＤＮＳ２０１０１、ＧＤＮＳ２０１０２毒株在１０３３９５～１０３４１１ｂｐ处缺失１０个碱基．联合前期试验已测定的２株病毒序列

（ＧＤＨＺ２０１２１、ＧＤＨＺ２０１２２），用ＤＮＡｓｔａｒ和ＭＥＧＡ６０序列分析软件将６株病毒同ＧｅｎＢａｎｋ收藏的国内的其他坦

布苏病毒株比对，发现核酸序列相似性在９８％以上，与Ｎｔａｙａ病毒和 Ｓｉｔｉａｗａｎ病毒相似性较大，相似性都在７３％左

右；与西尼罗河病毒、日本乙型脑炎病毒、黄热病毒等相似性皆低于６３％．６株病毒囊膜蛋白 Ｅ核酸序列相似性为

９７５％～９９９％，推导氨基酸序列相似性在９７％以上，其中同一地区分离的毒株相似性最高，达９９９％；在囊膜蛋

白Ｅ１５４位存在一潜在的糖基化位点ＡｓｎＴｒｙＳｅｒ，在Ｅ蛋白结构域Ⅱ第Ｅ２８９位，极性带正电荷的Ｌｙｓ变为极性带

负电荷的Ｇｌｕ，推测这一位点可能为病毒的毒力位点．
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　　鸭坦布苏病毒（ＤｕｃｋＴｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓ，ＤＴＭＵＶ）
属于黄病毒科黄病毒属恩他耶病毒群，其基因组结

构与其他黄病毒相似，是一种约有１１ｋｂ单股正链的
ＲＮＡ病毒．基因组仅有１个大的阅读框架（ＯＲＦ），两
端是与病毒复制有关的５′端和３′端非编码区［１２］．基

因组编码１个大的蛋白前体，后在宿主信号肽酶和
病毒丝氨酸蛋白酶的共同催化作用下裂解为３个结
构蛋白和７个非结构蛋白，在基因组中的顺序为：５′
ＣｐｒＭＥＮＳ１ＮＳ２ＡＮＳ２ＢＮＳ３ＮＳ４ＡＮＳ４ＢＮＳ５３′，其
中Ｅ蛋白是黄病毒主要的结构蛋白，在病毒吸附、与
宿主细胞膜融合以及病毒组装过程中具有重要的作

用．同时，Ｅ蛋白也是黄病毒主要的病毒抗原，含有
多种抗原表位，可通过诱发中和抗体产生保护性免

疫应答［３］．ＮＳ５是最大的非结构蛋白，含有９１０个氨
基酸，具有 ＲＮＡ依赖性 ＲＮＡ聚合酶、甲基转移酶、
鸟苷酸转移酶等多种酶活性［４］．Ｆｏｒｗｏｏｄ等［５］发现登

革病毒ＮＳ５茎环区的３７个氨基酸（３６９～４０５位氨基
酸）含有核定位信号（Ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ，
ＮＬＳ），在氨基端的３２７～３４３氨基酸含有核输出序列
（ＮＥＳ），在病毒基因组的复制过程中发挥关键作用．
了解病毒基因结构特点是分析病毒遗传进化、生长

繁殖、毒力、致病机理的分子基础，有助于进一步的

研究鸭黄病毒病工作的开展．因此本文测定并分析
了２０１０—２０１３年分离于珠三角的６株鸭源坦布苏病
毒全基因结构．

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　病毒与鸭胚　鸭黄病毒为广东自然分离毒
株，鸭胚由云城温氏公司孵化场提供．
１．１．２　菌株与载体　大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
ＤＨ５ａ由广东大华农动物保健品股份有限公司生药
研发中心保存，ｐＧＥＭＴｅａｓｙｖｅｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍ为Ｐｒｏｍｅｇａ
公司产品．
１．１．３　主要试剂　ＲＮＡ／ＤＮＡ抽提试剂盒、ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００、ＭＭＬＶ反转录酶、（１０×）ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ
（含Ｍｇ２＋）、ｄＮＴＰ、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘ高保真ＤＮＡ聚合
酶、ｒＴａｑ聚合酶均为 ＴａＫａＲａ公司产品；凝胶回收试
剂盒、小质粒抽提试剂盒为Ｏｍｅｇａ公司产品；氨苄青
霉素（Ａｍｐ）为 Ｉｎｖｉｒｔｏｇｅｎ公司产品；ＬＢ培养基购自
广州环凯生物技术公司．
１．２　试验方法
１．２．１　鸭坦布苏病毒全基因序列的引物设计与合成
　参照ＧｅｎＢａｎｋ收藏的坦布苏病毒ＪＳ８０４株（登录号：
ＮＣ＿０１５８４３）序列，应用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５０软件设计引
物，见表１，由广州英潍捷基贸易有限公司合成．
１．２．２　病毒 ＲＮＡ的抽提与目的基因扩增　参照
ＴａＫａＲａ产品ＲＮＡ／ＤＮＡ抽提试剂盒说明书步骤抽提
病毒ＲＮＡ．利用ＭＭＬＶ反转录酶（ＴａＫａＲａ公司）和
随机引物将ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ：取模板２μＬ、Ｒａｎ
ｄｏｍＰｒｉｍｅｒ１μＬ和ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ至６μＬ，７０℃
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表１　鸭坦布苏病毒病全基因组的ＰＣＲ扩增引物

Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｇｅｎｏｍｅｏｆｄｕｃｋＴｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓ

引物名称 序列 位置 长度／ｂｐ
ＴｅｍＦ１ ５′ＡＧＡＡＧＴＴＣＧＣＣＴＧＴＧＴＧＡ３′

ＴｅｍＲ１ ５′ＣＴＣＧＴＣＧＴＴＣＣＣＡＧＡＴＴＣＣ３′

１～９００ ９００

ＴｅｍＦ８７９ ５′ＧＣＴＧＧＡＡＴＣＴＧＧＧＡＡＣＧＡＣ３′ ８７９～１７４２ ８６３

ＴｅｍＲ８７９ ５′ＧＧＡＧＧＧＣＴＣＣＴＴＣＴＴＧＴＧＡＴ３′′

ＴｅｍＦ１３９２ ５′ＣＣＡＣＧＧＡＡＧＣＧＡＧＣＡＣＣＴ３′ １３９２～２７７５ １３８３

ＴｅｍＲ１３９２ ５′ＴＴＣＧＧＣＡＧＣＣＴＣＴＧＡＴＴＡＧＴＴＴ３′

ＴｅｍＦ２７０４ ５′ＣＧＣＣＡＴＴＧＡＣＴＴＧＡＣＴＧＴ３′ ２７０４～３９７９ １２７５

ＴｅｍＲ２７０４ ５′ＡＡＣＡＡＧＴＧＧＣＡＧＡＧＣＡＡＡＧＧＡＧ３′

ＴｅｍＦ３９５８ ５′ＣＴＣＣＴＴＴＧＣＴＣＴＧＣＣＡＣＴＴＧ３′

ＴｅｍＲ３９５８ ５′ＡＣＧＣＣＡＴＴＣＣＡＴＴＧＣＴＴＣ３′

３９５８～４８６３ ９０５

ＴｅｍＦ４６３５ ５′ＣＣＧＡＡＧＴＡＧＧＣＡＡＴＧＧＡＧＴ３′ ４６３５～５９９４ ９６０

ＴｅｍＲ４６３５ ５′ＴＧＴＣＴＧＴＴＡＴＴＧＧＣＧＡＧＴＴＧ３′

ＴｅｍＦ５５７３ ５′ＴＣＣＡＡＣＴＣＧＣＣＡＡＴＡＡＣＡＧＡＣ３′ ５５７３～６１４３ ５７１

ＴｅｍＲ５５７３ ５′ＣＧＴＣＡＡＣＣＴＴＧＴＣＣＣＧＣＴＣＴ３′

ＴｅｍＦ５８４７ ５′ＣＧＣＡＡＣＧＧＧＴＣＡＴＡＧＡＴＡＧＴＣ３′ ５８４７～７４９１ １６４５

ＴｅｍＲ５８４７ ５′ＡＡＣＡＴＴＣＣＡＡＡＣＴＣＧＧＴＣＡＡＧ３′

ＴｅｍＦ７４６５ ５′ＧＣＴＡＡＣＣＴＴＧＡＣＣＧＡＧＴＴＴＧ３′ ７４６５～８８８８ １４２４

ＴｅｍＲ７４６５ ５′ＣＣＡＧＧＧＣＴＧＣＧＴＴＡＣＴＡＴＴ３′

ＴｅｍＦ８７８８ ５′ＣＧＴＧＧＣＡＡＧＡＴＧＧＡＴＧＴＧ３′ ８７８８～１００２９ １２４２

ＴｅｍＲ８７８８ ５′ＣＡＴＧＡＧＡＣＡＧＧＧＡＣＡＧＡＴＧＡＧ３′

ＴｅｍＦ９３８２ ５′ＧＡＡＴＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＡＡＴＧＣ３′ ９３８２～１０９９０ １６０８

ＴｅｍＲ９３８２ ５′ＡＧＡＴＣＣＴＧＴＧＴＴＣＴＡＣＣＡＣ３′

作用１０ｍｉｎ后冰上急冷２ｍｉｎ；离心数秒后，将上述
模板变性溶液６μＬ与２μＬ５×ＭＭＬＶＢｕｆｆｅｒ、０５

μＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、０２５μＬＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、０２５μＬ
ＲＮａｓｅＭＭＬＶ、１μＬＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ混匀，合成第
１链ｃＤＮＡ，反应条件：３０℃１０ｍｉｎ，４２℃ １ｈ，７０℃
１５ｍｉｎ，结束反应．取转录产物，分别用上下游引物进
行ＰＣＲ扩增，反应体系为：２×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘ高保
真ＤＮＡ聚合酶预混剂 ２５μＬ、上下游引物各１μＬ、
ｃＤＮＡ模板２μＬ，灭菌 ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ，ＰＣＲ反应条
件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，５５℃退火１０
ｓ，７２℃延伸时间根据片段大小而定（１０ｓ·ｋｂ－１），
３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ，获得目的片段．
１．２．３　目的基因的克隆与测序　ＰＣＲ扩增产物加
Ａ碱基后，经００１ｇ·ｍＬ－１琼脂糖凝胶电泳后，切下
目的条带，用 ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收目的片段；
取目的片段连接ｐＧＥＭＴｅａｓｙｖｅｃｔｏｒ载体，重组质粒
转化 ＤＨ５ａ感受态细胞；转化后均匀涂布于含 １００

μｇ·ｍＬ－１的Ａｍｐ的ＬＢ琼脂板上，过夜，挑取可疑阳

性菌落，摇菌，抽提质粒ＰＣＲ鉴定为阳性后送英潍捷
基公司测序．
１．２．４　目的基因的序列结果与分析　测序结果通
过国际互联网提交ＮＣＢＩＢｌａｓｔＳｅｒｖｅｒ进行联机检索，
以及与ＧｅｎＢａｎｋ中注册的其他黄病毒的相应核苷酸
序列进行比较分析．应用 ＤＮＡｓｔａｒ（Ｖｅｒｓｉｏｎ５０７）分
析软件，将所获得的４株鸭坦布苏病毒基因片段的
序列分别进行整理和拼接，形成完整的病毒基因序

列．联合 ＧＤＨＺ２０１２１、ＧＤＨＺ２０１２２病毒序列，
ＤＮＡｓｔａｒ的ＭｅｇＡｌｉｇｎ中的ｃｌｕｓｔａｌＷｍｅｔｈｏｄ算法比较
不同地区的鸭坦布苏病毒各蛋白的核苷酸和氨基酸

序列相似性，用Ｍｅｇａ６０软件的 ＮＪ算法，绘制出系
统发育进化树．

２　结果

２．１　全基因组各片段的扩增
使用设计的引物经 ＰＣＲ扩增目的基因，电泳后

获得了与预期大小相符的条带（图１）．
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Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１～１１片段大小分别为９００、８６３、１３８３、１２７５、９０５、９６０、５７１、１６４５、１４２４、１２４２、１６０８ｂｐ．

图１　ＧＤＮＳ２０１０．１（ａ）、ＧＤＺＱ２０１２（ｂ）、ＧＤＮＳ２０１０．２（ｃ）、ＧＤＰＹ２０１３（ｄ）全基因序列片段的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｏｆＧＤＮＳ２０１０．１（ａ），ＧＤＺＱ２０１２（ｂ），ＧＤＮＳ２０１０．２（ｃ），ＧＤＰＹ２０１３（ｄ）

２．２　全基因组相似性与进化分析
测序结果经 ＳｅｑＭａｎ软件去载体、拼接后，得到

了病毒的全长核苷酸序列，其中 ＧＤＮＳ２０１０１、
ＧＤＮＳ２０１０２两毒株在１０３３９５～１０３４１１ｂｐ处缺失
１０个碱基；编码区位于９５～１０３７２ｂｐ，共编码３４６２
个氨基酸；将拼接好的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ上收藏的１６
个相关病毒序列（包含１０个ＴＭＵＶ和６个黄病毒属
成员病毒），见表２前１６条序列．经ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件比
对（图 ２）：分离株与其他 ＴＭＵＶ毒株相似性都在
９８％以上，其中 ＧＤＨＺ２０１２１与 ＧＤＰＹ２０１３两毒株
与参考毒株 ＪＳ８０４相似性最高，分别为 ９９４％、
９９３％；进化树分析显示，ＧＤＰＹ２０１３株与 ＪＳ８０４处
在同一节点；在６毒株之间，ＧＤＺＱ２０１２与其他毒株
差异 最 大，分 离 于 同 一 地 方 的 ＧＤＮＳ２０１０１、
ＧＤＮＳ２０１０２和 ＧＤＨＺ２０１２１、ＧＤＨＺ２０１２２的核苷
酸相似性很高，处于进化树上的同一节点，可能由同

一毒株进化得到．与黄病毒属成员相比较发现：相似
性最高的是 Ｓｉｔｉａｗａｎ病毒，相似性为 ８７５％ ～
８８１％，其次为 ＮｔａｙａＩＰＤＩＡ株和以色列的火鸡脑脊
髓炎病毒，相似度都为７２％以上，而西尼罗河病毒、
日本乙型脑炎病毒、黄热病毒等相比较，相似性皆低

于６３％．
２．３　病毒主要结构蛋白Ｅ基因分析
　　将病毒的主要结构蛋白Ｅ蛋白与其他ＴＭＵＶ

表２　参考毒株及序列登录号

Ｔａｂ．２　ＲｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔｒａｉｎｓｉｎＧｅｎＢａｎｋａｎｄｔｈｅｉｒａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒｓ

毒株 分离地 年份 登录号

Ｓｉｔｉａｗａｎｖｉｒｕｓ 马来西亚 ２０００ ＪＸ４７７６８６

ＨＬＤ１１５ 中国－沈阳 ２０１２ ＮＣ＿０１７０８６

１７Ｄｖａｃｃｉｎｅｓｔｒａｉｎ 美国堪萨斯州 １９８５ ＮＣ＿００２０３１

ＷｅｓｔＮｉｌｅｖｉｒｕｓ 美国佛吉尼亚州 １９９３ ＮＣ＿００１５６３

Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ 日本 １９８７ ＮＣ＿００１４３７

ＩＰＤＩＡ 喀麦隆 １９６６ ＮＣ＿０１８７０５

Ｉｓｒａｅｌ／１０６８１９ 以色列 ２０１０ ＫＣ７３４５５２

ＦＸ＿２０１２ 中国－山东 ２０１２ ＫＣ９９０５４１

ＳＤＭＳ 中国－山东 ２０１３ ＫＣ３３３８６７

ＷＪ１ 中国－广东 ２０１２ ＪＸ５４９３８２

ＷＲ 中国－福建 ２０１０ ＪＸ１９６３３４

ＪＳ 中国－北京 ２０１２ ＪＱ９２０４２２

Ｂｙｄ１ 中国－北京 ２０１２ ＪＱ９２０４２０

ＺＪ４０７ 中国－浙江 ２０１０ ＪＱ３１４４６４

ＺＪＧＨ２ 中国－浙江 ２０１０ ＪＱ３１４４６５

ＪＳ８０４ 中国－江苏 ２０１０ ＮＣ＿０１５８４３

Ｆｅｎｇｘｉａｎ１ 中国－上海 ２０１１ ＨＱ８３３３３０

ＨＮ１ 中国－河南 ２０１２ ＪＱ６６９７３１

ＳＨＹＧ１ 中国－江苏 ２０１３ ＫＣ５８１７１４
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图２　鸭坦布苏病毒株进化树（邻接法）

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＤＴＭＵＶｓｔｒａｉｎｓ（ｂｙＮＪｍｅｔｈｏｄ）

（参考株见表２后４条序列）比较发现，核苷酸序列
相似性为９７５％ ～９９３％，推导氨基酸序列相似性
在９７％以上（图３）．由图３可见，根据较保守的病毒
Ｅ基因序列分析建树发现：珠三角分离的６株毒与国
内其他地区分离的毒株在遗传关系上 ＪＳ８０４与
ＧＤＨＺ２０１２１、ＧＤＨＺ２０１２２、ＧＤＰＹ２０１３，ＧＤＺＱ２０１２
与 ＳＨＹＧ１，ＧＤＮＳ２０１０１、ＧＤＮＳ２０１０２与 Ｆｅｎｇｘｉａｎ１
分别有共同节点．这提示ＤＴＵＭＶ病毒可能在近３年
来并未形成较大差异的地方毒株．ＧＤＮＳ２０１０１、
ＧＤＮＳ２０１０２、ＧＤＺＱ２０１２、ＧＤＨＺ２０１２１、ＧＤＨＺ２０１２２、
ＧＤＰＹ２０１３各毒株与参考毒株 ＪＳ８０４相比较碱基变

化较多，但多为无义突变．６株毒株间推导氨基酸变
化情况见表３：ＧＤＨＺ２０１２１、ＧＤＨＺ２０１２２第１２８位
氨基酸由极性带正电荷的 Ａｒｇ变为非极性不带电荷
的Ｍｅｔ；ＧＤＨＺ２０１２２第 ２８９位由极性带正电荷的
Ｌｙｓ变为极性带负电荷的 Ｇｌｕ；在第４５８位由极性不
带电荷的 Ｓｅｒ变为非极性 Ｐｒｏ；ＧＤＰＹ２０１３株在 ３１３
位由极性带正电荷的 Ａｒｇ变为非极性不带电荷的
Ｍｅｔ．这些改变蛋白极性或带电荷数的位点很可能就
是潜在的毒力位点．另外，囊膜蛋白第１５４位存在一
个潜在的糖基化位点（Ａｓｎ１５４ＴｒｙＳｅｒ），这一位点在
大多数黄病毒中保守［６］．
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图３　 鸭坦布苏病毒Ｅ基因遗传进化树分析（邻接法）

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｅｎｖｅｌｏｐｅｇｅｎｅｏｆＤＴＭＵＶｓｔｒａｉｎｓ（ｂｙＮＪｍｅｔｈｏｄ）

表３　Ｅ基因推导氨基酸突变表

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｅｎｖｅｌｏｐｅｇｅｎｅ

毒株 碱基变化位置 　　碱基变化
ＧＤＨＺ２０１２．１ １２８／１７９／４５１／４８８ Ｒ→Ｍ，Ｖ→Ｉ，Ｋ→Ｒ，Ｖ→Ｉ
ＧＤＨＺ２０１２．２ １２８／１７９／２８９／４５１／４５８／４８８ Ｒ→Ｍ，Ｖ→Ｉ，Ｋ→Ｅ，Ｋ→Ｒ，Ｓ→Ｐ，Ｖ→Ｉ
ＧＤＰＹ２０１３ １０７／３１３／４４５／４６８ Ｌ→Ｆ，Ｋ→Ｅ，Ｖ→Ａ，Ｌ→Ｐ
ＧＤＺＱ２０１２ ２３２／３６７／３９４ Ｔ→Ｍ，Ｔ→Ｍ，Ｒ→Ｋ
ＧＤＮＳ２０１０．１ ３６９／４７４ Ｉ→Ｖ，Ｍ→Ｉ
ＧＤＮＳ２０１０．２ ４７４ Ｍ→Ｉ

３　讨论
２０１０年鸭坦布苏病毒病的突然爆发与迅速蔓延

给我国水禽养殖带来了巨大的经济损失．目前认为
鸭坦布苏病毒只感染鸭、鹅、家雀，但同时鸭黄病毒

属于黄病毒科黄病毒属的成员；而黄病毒属中大量

成员威胁人类健康，如日本乙型脑炎、登革热、黄热

病、蜱传染性脑炎等［７８］．Ｔａｎｇ等［９］对１３２份来自鸭
产业工作人员的血清检测发现其抗体阳性率达

７１９％，６３份口腔拭子检测病毒 ＲＮＡ阳性率达
４７７％，这是否意味着鸭坦布苏病毒同其他的黄病
毒属成员一样具有公共卫生意义还需进一步确认．
虽鸭坦布苏病毒是一种国内新发疾病，但近两年报

道病毒的全基因序列已有几十条，Ｙｕ等［３］对

２０１０—２０１２年分离到的６株坦布苏病毒的Ｅ蛋白结
构、抗原性和进化特性的研究发现，坦布苏病毒分Ｉ、
Ⅱ２个基因型，Ⅱ为主要的基因型，他们还发现病毒 Ｅ
蛋白氨基酸突变位点有１３处，而中和试验病毒的中和

特性却没有表现出差异．本试验将２０１０—２０１３年分离
测序获得的６株病毒核苷酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ收藏的
１０株坦布苏病毒相比较，发现６毒株的核苷酸相似性
与近４年国内报道的坦布苏病毒的核苷酸序列相似性
都很高，在９７％以上，这提示在４年间里坦布苏病毒
并未发生大的变异，感染宿主范围并没有扩大；国内也

未出现如 ２０１０年的大范围流行，仅出现地方性流
行［１０］．这可能一方面与感染宿主逐渐产生特异性抗

体，形成了免疫保护有关；另一方面可能与目前国内缺

乏有效防治此病疫苗与药物的情况有关，在这种情况

下病毒面临的选择压力小，没能使病毒发生大的新的

变异．但这不能否认病毒在各个地方呈现地方特色，如
在前期试验中，笔者发现这６毒株中２０１２年分离于惠
州的 ２株 病 毒 就 存 在 毒 力 差 异，测 定 发 现

ＧＤＨＺ２０１２１的ＥＩＤ５０比ＧＤＨＺ２０１２２的 ＥＩＤ５０高出２
个稀释度，第５代毒颅内接种７日龄小鸭时前者能
引起明显的临床症状，甚至死亡，后者发病较缓，且
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临床症状较轻［１１］．巧合的是在 Ｅ蛋白基因序列里
ＧＤＨＺ２０１２２比ＧＤＨＺ２０１２１多２个突变位点，尤其
是ＧＤＨＺ２０１２２第２８９位由极性带正电荷的 Ｌｙｓ变
为极性带负电荷的Ｇｌｕ，这一位点使得蛋白的带电荷
数发生改变．已有研究表明，第２８９位氨基酸位于 Ｅ
蛋白结构域Ⅱ中，结构域Ⅱ中有糖基化位点和具有
血清学及生物活性的抗原表位［１２１４］．

在序 列 拼 接 完 成 后，发 现 ＧＤＮＳ２０１０１、
ＧＤＮＳ２０１０２毒株在１０３３９５～１０３４１１ｂｐ处缺失１０
个碱基．有趣的是这２毒株的 ＥＩＤ５０都不高，第５代

毒的ＥＩＤ５０分别为１０
３１３、１０２８，这段缺失序列处在病

毒的３′ＵＴＲ，这段缺失的序列是否是病毒复制能力
低于其他４株毒的原因，可通过感染性克隆技术作
进一步研究确认，文献报道的是黄病毒的３′ＵＴＲ影
响着病毒的复制、增殖，调控病毒翻译效率［１５１６］．

鸭坦布苏病毒病作为一种国内新发的传染性疾

病，目前对于其流行病学特点、致病机理等生物学特

征尚不是很清楚，临床上缺乏有效的检测手段与防

治疫苗、药物；也不清楚是否威胁人类健康．本文测
定分析了２０１０—２０１３年间分离于珠三角地区的６株
鸭源坦布苏病毒，为下一步的疫苗筛选、分子诊断、

反向操作奠定了基础．
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