
!" 卷 #期
$%%"年 &$月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
’()*!"
+,-,./,0

1(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%"

基金项目：浙江省重点科技项目（%&&&%$&$%）；宁波市重大科技项目（$%%$+!%%&"）

作者简介：余旭平（&2## 3），男，浙江余杭人，副教授，从事动物传染病学与病原分子生物学研究。4,)5678：9#:";&:9#2;&%2#；

<:.7=)：8>?@A BC@* ,D@* -E
收稿日期：$%%":%$:$&，修回日期：$%%":%2:%$

鹅圆环病毒浙江永康株全基因组的克隆及序列分析
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摘 要：为研究水禽流感大规模爆发的机理，进行了水禽流感病例中并发病原，特别是免疫抑制性病原的检测研

究。根据已发表的鹅圆环病毒（!""#$ %&’%"(&’)#，G(H’）序列，设计了一对检测引物，对浙江永康禽流感病死鹅样品
进行 IHJ扩增，获得与预期 ""$/>大小相符的 +1K片段，经测序确认为 G(H’特异序列，推测样品中存在 G(H’。根
据测定的序列进一步设计反向扩增引物，经扩增、测序、拼接后获得 G(H’全长基因组序列。基因组序列分析表明，
浙江永康株 G(H’:?L%&全长 &9$&/>，具有圆环病毒共同的与病毒复制相关的茎环结构和 J,>蛋白保守基序等特征，
它与德国、中国台湾发表的序列在全基因组水平有 2&M N 2FM的同源性，在 J,>和外壳蛋白的氨基酸水平有 2!M
N 2;M的同源性。应用 H)@OP7)Q方法作进化树分析显示，G(H’:?L%&序列与德国株及中国台湾株均不在同一分支。
圆环病毒可以感染淋巴细胞等增殖快的细胞，引起免疫抑制，从而造成其他病原的并发和继发感染，怀疑 G(H’可
能在 $%%!年初永康爆发的鹅流感中起到了一定的协同作用。该 G(H’:?L%&是中国内地首次检测确认并测定全基
因组序列的鹅圆环病毒。
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$%%F 年冬开始在东南亚及我国相继大规模爆
发了禽流感，大量的研究显示病原为禽流感 U"1&
病毒［&］。经观察，在爆发病例中有较大一部分是水

禽。按照传统观点，水禽常潜伏感染禽流感病毒而

极少出现明显的临床病症，但往往因水禽带毒排毒

而引起鸡和火鸡等禽流感疫情的爆发［$］。为探讨水

禽大规模爆发禽流感的机理，我们开展了水禽禽流

感病例中并发病原的检测与研究，特别是一些可以

引起免疫抑制的病原。

圆环病毒是目前已知最小的动植物病毒，包括

两个属：!*’"(&’)# 和 +&’%"(&’)#。前者目前只有鸡贫
血病毒（+,&%-$. /.$0&/ (&’)#，HK’）一个成员，而后
者包括猪圆环病毒!型（1"’%&.$ %&’%"(&’)#$# P?>, !，
IH’:&）和"型（IH’:$），鹦鹉喙羽病毒（>O=PP7-=E,
2$/- /.3 4$/5,$’ 3&#$/#$ (&’)#，V6+’）等成员。近年
来，还在鸽子、鹅、R,E,W7) D(X,O、H7EE70=,O、6=E-Y,O、
ZOP0=-Y、G@)) 等发现了圆环病毒［F］。到目前为止除
IH’可以在 I[:&" 等细胞中繁殖外，其余圆环病毒
均尚未能体外培养［F］。圆环病毒常潜伏感染而不引

起动物发病，但它们往往侵染体内增殖速度快的细

胞，引起淋巴细胞数量的减少、免疫力下降，导致动

物对多种条件性病原二次感染易感性的增加，因此，

在一定条件下也可以引发临床病症，如 V6+’可引
起鹦鹉羽毛脱落、喙变形，HK’ 可引起鸡传染性贫
血和免疫力低下，而 IH’:$与仔猪多系统衰竭综合
征（I(OP\,7E=EW .@)P=O?OP,.=- \7OP=EW O?ED0(.,，I]QR）
有关［!］。

鹅圆环病毒（G(H’）最早于 &222年由德国学者
R(=L,等［"］从患病鹅病理组织中观察到。病鹅主要
表现发育不良、体重下降、羽毛凌乱等，病理组织学

检查发现法氏囊、脾脏和胸腺的淋巴细胞减少，其中

法氏囊病变最明显，甚至出现整个囊结构的破坏，并

可观察到嗜碱性的包含体。$%%& 年 4(DD等［#］根据
V6+’和 IH’的 ’& ZJ6保守序列设计简并引物，克
隆测定了 G(H’的全基因组序列。$%%$年中国台湾
学者 HY,E等［;］应用 2 对引物分别扩增基因组不同
片段，测序拼接后获得了 &&株 G(H’的全基因组序
列，并发现 G(H’ 基因组序列间存在一定的差异。
本文参照 4(DD等［#］的策略，根据已发表的 G(H’序
列并结合 IH’、V6+’ 等圆环病毒序列设计一对引



物，对来自浙江永康禽流感病死鹅病料进行 !"#$
检测，并进一步获得全长基因序列。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 病料：浙江永康某鹅养殖场禽流感病死鹅的
法氏囊、肝、脾、肾、肺等组织。

!"!"# 试剂：%&’(’)购自 *+,-.公司；蛋白酶 /、012
酶 2、琼脂糖购自上海 *.3,"3公司；胶回收试剂盒购
自北京鼎国生物技术有限责任公司；!"# 412聚合
酶、5167、894:;<6载体试剂盒购自大连 6./.0.公
司，引物由上海博亚生物工程有限公司合成。其它

试剂为国产分析纯。

!"# 病料核酸的提取
取鹅病料混合组织样品约 =,，加 =>>!? %&’(’)

（@>-,A-?）悬液，加 =!? 蛋白酶 /（=>-,A-?），B@C
作用 D&，振荡 @ E :>F，GGC作用 ;-+3，:H>>>IA-+3离
心 H-+3，取上清备用。
!"$ %&’(特异片段的 )’*扩增与检测
根据发表的 !"#$（2JH>DD@B）基因组序列 $:

K0L保守区，同时参考 7#$、ML4$ 等圆环病毒序
列，设计引物，相应序列及对应参考序列位置如下：

,<N8：@O<#2#626622622###62##666!<HO（3P ::D E
:HB）；,<53：@O<262!##06###2##2#66###<HO（3P BBB
E BDB，0 Q 2A!）。7#0 反应采用 @>!? 体系：:> R
7#0 SNTT’I @!?，引物 ,<N8、,<53（:>!-"(A?）各 :!?，
5167 9+)PNI’（各 :>--"(A?）:!?，!"# 412 聚合酶
（@UA!?）>V@!?，55W=K补充至 @>!?；7#0反应条件：

GDC @-+3；GDC D>F，@XC B>F，X=C B>F，共进行 H>个
循环；X=C @-+3，DC 保存。扩增片段长度为 @@=S8。
!"+ %&’(基因组的反向扩增
在已测定的 @@=S8序列的基础上，设计如下反

向引物。 +8<N8：@O<!62###!2#!2#6626!6226!66<
HO（ 3P DX> E DGH）；+8<53：@O<#2#!6#2!6626#!!#
2!2##<HO（3P DD: E DB:）。7#0反应采用 @>!?体系，
除引物改变外其它同 :VH；反向 7#0反应条件：GDC
@-+3；GDC D>F，@;C B>F，X=C =-+3，共进行 H> 次循
环；X=C @-+3，DC 保存。扩增片段长度为 :;:HS8。
!", 特异性片段的回收与克隆测序
电泳检测后采用胶回收试剂盒回收目的片段。

将回收片段与 894:;<6 载体连接，转化大肠杆菌
6!:，经酶切和 7#0筛选阳性克隆。阳性克隆分别
用载体的通用测序引物和 7#0扩增引物测序，反向
扩增的 :;:HS8 片段还用合成的 F’Y<8I+ 引物［@O<

22!###2!6##266!66#<HO（3P :>:X E :>HD）］从中间
起始测序。为保证测序结果的可靠性，每个扩增片

段均选取 H个不同的克隆进行测序。序列测定由上
海博亚生物技术有限公司完成。测得的序列用

412FP.I 软件包中的 *’Y-.3程序进行拼接、校对。
!"- %&’(基因组的序列分析
采用 ZZZ[ 3%S+ [ 3(-[ 3+& [ ,"\ 的 M?2*63 和

412FP.I软件包中的 9’,2(+,3、]5+PF’Y、#(NFP.(^等程
序将测序获得的 !"#$基因组序列，分别进行同源
性分析、进化树构建、K0L查找等基因组结构分析及
同源序列联配。

!". 用于同源性比较和进化树构建的其它圆环病
毒序列

::个 !"#$中国台湾株（ PZ: E PZ::）：2L@HGBH:
E 2L@HGBD:；!"#$ 德国株（!’I）：2JH>DD@B；ML4$：
2L>;>@B>；7+#$：2J=G;==G；7#$<:：UDG:;B；7#$<=：
2L>=X=:X；#2$：1#<>>:D=X。

# 结果

#"! %&’(序列的检测
应用自行设计的 ,<N8和 ,<53引物对，对浙江永

康禽流感病死鹅病料进行了 !"#$ 特异性片段的
7#0扩增和检测，结果扩增出约 @@>S8 与预计大小
一致的片段，割胶回收后克隆测序，获得 @@=S8 序
列，经 M?2*63比较确认该序列为 !"#$特异序列。
#"# %&’(序列的反向扩增及克隆测序
在获得 @@=S8序列的基础上，设计反向引物 +8<

N8 和 +8<53，7#0扩增获得与预计一致的约 :V;_S片
段，经 6载体克隆、分段测序，校对后获得 :;:HS8序
列。

#"$ 浙江永康株 %&’(/012!全基因组序列的拼接
应用 412*P.I 软件包的 *’Y9.3 程序将两个片

段测得的序列进行拼接，获得 !"#$<‘_>: 株 :;=:S8
的全基因组序列（!’3M.3_登录号为 2aBHHB@H）。
#"+ %&’(/012!同源性分析和进化树构建
经 412*P.I 软件包 9’,2(+,3 分析表明 !"#$<

‘_>:与德国株及中国台湾 :: 株 !"#$的同源性在
G:b E GHb之间；与几株已知的其它圆环病毒比较，
!"#$<‘_>: 株基因组序列与 7#$<:、7#$<=、ML4$、
7+#$、#2$ 的同源性分别仅为 =XV=b、=HVHb、
=DVDb、=BVXb 和 :V;b。
将 !"#$<‘_>:与现有 !"#$株用 #(NFP.(<^法作

进化树分析显示：!"#$可以分为 D个群（,I"N8），中
国台湾的 ::株分成 =群，"群包括 PZ:A=ADA@AXAGA:>A
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!!，!群包括 "#$%&%’，德国株和 ()*+,-./!各自成为
一个独立的分支，分别为"和#群（图 !）。

图 ! "#$% 进化树分析图
0123! 45-6)2787"19 ":77 ); ()*+<

图 & "#$%’()*!基因组结构图
0123= (78)>7 ):2?81@?"1)8 ); ()*+,-./!

?：(78)>7 ):2?81@?"1)8 ); "57 :7A619?"1B7 ;):> CDE ); ()*+,-./!；F：G":H9"H:7 ); "57 <"7>,6))A 767>78" 6)9?"7I 18 "57 <5):" 18"7:27819 :721)8 ); ()*+%-.,

/!；9：()*+ B?:1?F67 :721)8 F7"#778 8" =J K J=L *)>A?:182 ") ()*+,-./!，"57 I1;;7:7897< ); )"57: ()*+< ?:7 61<"7I ?8I "57 1I78"19?6 ?8I I767"7I 8H967)"1I7<

?:7 <5)#7I #1"5 I)" ?8I I?<5 6187 :7<A79"1B76-3

&+, "#$%’()*!基因组结构分析
经分析 ()*+,-./! 基因组编码 M 个 NO0：+!

（8" J= K PQ$），*!（ 8" !J&/ K !//’），+=（ 8" !&!= K
!J=Q），*=（8" M=& K !=J）（表 !，图 =,?），据推测［&］+!
NO0编码复制相关蛋白 O7A，*! NO0 编码外壳蛋
白，+= 和 *= NO0功能未知。与现有 ()*+ 基因组
结构比较发现，()*+,-./!株基因组结构与中国台湾
株更相似，+= NO0编码 $J个氨基酸，而德国株的 +=
NO0编码 !=/个氨基酸。但由于高变区缺失 !个碱
基，浙江永康株 ()*+,-./!各 NO0编码区起始核苷酸
位置较中国台湾株和德国株前移一个核苷酸（表 !）。

表 ! 不同来源 "#$%的基因组结构比较
R?F67 ! *)>A?:1<)8 ); ()*+ 278)>7< ); I1;;7:78" ):1218

O721)8 1<)6?"7I ;:)> S57T1?82 R?1#?8 (7:>?8-

(78)>7（8"） !’=! !’=/%!’=!! !’=!

NO0 +! =P$?（8" J=）F =P$（8" J$） =P$（8" J$）

NO0 += $J（8" !&!=） $J（8" !&!$） !=/（8" !&!$）

NO0 *! =Q/（8" !J&/） =Q/（8" !J&!） =Q/（8" !J&!）

NO0 *= PP（8" M=&） PP（8" M=J） PP（8" M=J）

U8"7:27819 :721)8（8"） !$= !$= !$=

D)8?>7: <7VH7897 RERRERRE* RERRERRE* RERRERRE*
?：DH>F7: ); ?>18) ?91I< 789)I7I F- NO0；F：8" A)<1"1)8 ?" #5195 NO0
<"?:"<；!：E>)82 R?1#?8 1<)6?"7<，"#%’ ?8I "#%P ?:7 !’=/FA #5167 "57
)"57:< ?:7 !’=!FA 18 6782"53

与其它鹅圆环病毒一样，()*+,-./! 株在 +!
NO0和 *! NO0的起始之间有一茎环结构，茎环上
有保守的九碱基序列 RERRERRE*，在茎环附近还有
=个正向重复的七碱基序列 (RE*R**（图 =,F），据推
测［&］该序列与基因组的滚环复制相关。此外，在茎

环结构的两侧相应于 8" !JJ= K !JJJ（(*RR**）和
8" $&KM!（((EE(*）的位置还存在一对反向重复序列。
相应于 P!W K P$W的全基因组同源性，在茎环

结构的下游，对应于序列 8" =J K J=间存在一个高变
异区域（图 =,9），X72E6128分析显示，()*+,-./!除与

=&’ 微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$ =//Q，+)63MQ D)3&



一株中国台湾株 !"#$的同源性为 %&’%(外，与其它
中国台湾株间的同源性在 )*( + ),’%(，而与德国
株的同源性仅为 -.’$(。
!"# $%&’()*+, -./蛋白及外壳蛋白的同源性分析
将 /012345*& 株与已发表的 /012 及 6123&、

6123.、7892、6:12的 ;<= 蛋白（2& >;8）及外壳蛋
白（1& >;8）的氨基酸序列应用 1?@A!B?3C程序进行
联配分析，结果显示 /012345*&株 ;<=蛋白与 /012
德国株、/012#!"&和 /012#!",间的氨基酸同源性分
别为 D$’-(、D$’*( 和 D$’D(，与 6123&、6123.、
7892和 6:12 间的氨基酸同源性分别为 E)’$(、
E)’-(、)*’$(和 E.’-(；与其它圆环病毒一样，
/012#453*&的 ;<=蛋白也存在 -个与滚环复制相关
的保守基序，即 8FGHH、IGJ/和 K1LM，此外还包括
其它的保守基序：CC9/K、998K/CG6、9;K6 等。
/012345*&外壳蛋白与德国株及中国台湾株 /012
的同源性在 DE( + D)(之间，而与 6123&、6123.、
7892 和 6:12 的同源性分别为 .,’-(、.-’.(、
.E’%(和 &D’.(。由此可见，;<= 蛋白比外壳蛋白
相对保守些。

0 讨论
自 &D%E 年 F:ANO<P［,］首次从 6M3&) 细胞发现圆

环病毒至今，已从猪、鸡、鹦鹉、鸽子、鹅等动物、人

类、甚至植物（ !"#"#" $%#&’( )*+ ,-.%/， 77F2、
0*&*#%) 1*2-". 34&"( ,-.%/，1892、L%$)4.."#4"# &2*,4.
/)%#) ,-.%/，L1L2 等）中发现了圆环病毒。&DDD 年
L0:5<等［)］首次报道了鹅圆环病毒，.**& 年 F0QQ
等［$］发表了一株 /012德国株的序列并分析了其基
因组结构，.**-年中国台湾 1O<R等［%］分析了 &&株
/012序列，显示不同 /012株间存在序列差异。
本实验用 61; 法对浙江永康的禽流感病死鹅

病料进行了 /012的检测，结果克隆到了一株鹅圆
环病毒 /012345*& 全基因组。序列同源性分析显
示，/012345*&相对地与 6123&、6123.、7892、6:12、
1S2同源性较低，但与现已报道的 &.株 /012的同
源性高（全基因组核苷酸水平、;<=和外壳蛋白氨基
酸水平的同源性分别在 D&( + D-(和 DE( + D%(
之间），且基因组结构中具有极其保守的与圆环病毒

复制相关的茎环结构、并编码与滚环复制相关的保

守基序等，由此说明 /012345*& 为鹅圆环病毒。将
/012345*&与已报道的 /012株应用 1?@A!B?3C法作
进化树分析显示：/012可以分为 E个群，说明 /012
存在多个遗传分支；/012345*&独立成一个群，由此

说明浙江永康株 /012345*&可能与德国株和中国台
湾株具有不同的来源，或者它们相互间已经过了长

时间的传代和变异，因此不排除 /012345*&株已经
在国内存在了较长时间的可能性。

另外，在茎环结构的下游，对应于 R! .% + %. 间
存在一个高变异区域，/012345*& 除与一株中国台
湾株 !"#$的同源性为 %&’%(外，与其它中国台湾株
间的同源性在 )*( + ),’%(，而与德国株的同源性
仅为 -.’$(。鉴于该区域与其他毒株特别是德国
株间存在极大的差异，推测该高变区可能是一个与

病毒自身生存相关性不十分明显的间区，然而，该序

列位于与复制相关的茎环结构和 2& >;8起始密码
之间，因此，我们怀疑它也有可能影响到 ;<=蛋白的
表达，可能与病毒的毒力有一定的关系，尚有待进一

步分析和研究。

圆环病毒结构简单，其复制需要依赖于旺盛的

宿主细胞活力，增殖速度快的淋巴细胞是圆环病毒

侵染的主要宿主。因此，圆环病毒感染往往导致机

体免疫混乱、免疫力下降，进而引起多种条件性病原

的二次感染。6123.被认为与仔猪断奶多系统衰弱
综合症及猪皮炎肾病综合征密切相关，可能就与其

导致免疫抑制有关［D + &&］。水禽通常被认为是禽流感

的储存宿主，很少大规模发病死亡［.］，然而，.**-年
冬开始在东南亚及我国相继大规模爆发的 I)H& 高

致病力禽流感病例中有较大一部分是有背传统观点

的水禽流感；此外，近年来，还出现了一些有背传统

观点的水禽新城疫等新疫病［&.］，使我们怀疑可能存

在致水禽免疫抑制的因素。鹅圆环病毒的感染是否

引起机体免疫抑制或是否为引起免疫抑制的唯一因

素，进而引起鹅流感等疫病的爆发尚需要进一步的

研究。

该 /012345*&是我国内地首次检测确认并测定
全基因组序列的鹅圆环病毒，有关 /012感染的流
行病学调查、/012的病理作用等工作正进行中。
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