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摘 要：通过 DEF 方法克隆了从哈尔滨分离的一株鸡贫血病毒（E)%）的全基因，并对其进行

了测序，该病毒基因组为环状，全长 ""/$GH，含有三个互相重叠的开放读码框和一个调控区。

将克隆的基因与 24AI=AJ 收录的 E)% 基因比较，同源性至少为 /0K，未发现与本次克隆的

E)% 基因完全一致的分离株。与德国分离株 E*L8’=、"9H! 和马来西亚分离株分别有 !"、!" 和

0" 个核苷酸不同，同源性分别为 /$M"K、/$M"K和 /9M/K。与德国分离株 E*L87G 相比，除在

调控区内少一个类似增强子的重复序列外，尚有 6/ 处核苷酸不同。它与分离于欧洲的几株

E)% 的亲源性要比来自亚洲的马来西亚株近。对 E)% 哈尔滨分离株、"9H!、E*L87G、E*L87= 和

马来西亚株的 %D7、%D" 和 %D6 蛋白比较，%D" 的保守性最高。
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7/0/ 年首次于日本分离到鸡贫血病毒（@?>@J4A =A4<>= O>P*, E)%）以来，相继在世界各

个主要养鸡业发达的国家的鸡群中分离到该病毒［7］，我国于 7//" 年由哈尔滨兽医研究所

在哈尔滨市郊分离 E)%［"］，并在其他多个省份用血清学方法检测到该病毒的存在［6］。

因为 E)% 可以引起雏鸡的造血干细胞和胸腺皮质 3 细胞凋亡［!］，E)% 感染后，对幼

雏引起严重贫血并可并发免疫缺陷，对成年鸡，一般表现为亚临床症状。E)% 是一个 "#
面体对称的、没有囊膜的病毒［7］，它的基因组为单链环状 Q.)，全长约 "M6JG。已相继对

E*L87、"9H!、日本分离株 $"8$、澳大利亚分离株、3R5$#6、Q4’8P&,、S8#"$、3F"# 等进行了测

序。

本文报道了从哈尔滨分离到的 E)% 全基因组及其编码的三个蛋白的氨基酸序列，并

与已报道的其他 E)% 株进行了比较。

! 材料和方法

! "! 病毒及分子生物学相关材料

!#!#! 病毒：感染野生型 E)% 的雏鸡来自于哈尔滨。在本文命名为哈尔滨株（?PG）。

!#!#$ 试剂和工具酶：耐热的 Q.) 聚合酶 HCP&G4,-，限制性内切酶，3!Q.) 聚合酶，3! 连

接酶购于 3=R=F=（大连）公司，Q.) 回收试剂盒为 E’&A4-4@? 产品。



!"!"# 质粒及宿主菌：!"#$%、&’(!为本实验室保存。

! $% &’( 模板 )*’ 制备及 +&, 反应

!"%"! 病毒毒力检测：取 #)* 感染的患雏肝脏高速匀浆后，用 + , --". 的滤膜过滤，滤液

作 $+/ $梯度稀释，每个剃度分别接种四只一日龄 012 雏鸡（购于哈尔滨兽医研究所），观

察病毒致病能力。

!"%"% 病毒 &3) 分离：取从野外获得的因 #)* 感染小鸡鸡肝，经匀浆后离心并收集上

清，上清中加蛋白酶 4 和 0&0 至终浓度分别为 5++"67.8 和 (678，59:消化过夜。分别用

酚、酚;氯仿、氯仿各抽提一次，再经乙醇沉淀，收集沉淀，<= 溶解备用。

!"%"# 1#> 反应引物设计和合成：根据已报道的 #?@;$ 的基因组序列设计下列 A 条引物：

B：(C;)<#D))<<##D)D<DD<<)#<)<<#;5C、E：(C;<D))DD)<###<#)<<#<<)D<;5C、F：(C;D<;
<##D)#)#)<<D)))###D#;5C、G：(C;D#)<D#DD))<)D<))##)#<#DD))<<#D;5C。引物设

计时在引物的 G 的 (C加入了 !"##限制酶位点，以便获得 #)* 全基因。引物由 <B4B>B
（大连）公司合成。

!"%"- 1#> 反应：以 $H-H$ 所准备 #)* 的 &3) 为模板，分别以引物 B 和 E、引物 F 和 G 进

行两个 1#> 反应。反应流程均为：IA: (.JK，IA: $.JK，((: $.JK，9-: $.JK，循环 5( 次，

9-:延伸 (.JK。

! $# 基因克隆及序列测定

!"#"! 全基因克隆：将所得 1#> 反应产物经琼脂糖电泳作粗步鉴定，其中引物 B 和 E（片

段 $）、引物 F 和 G 所得的片段（片段 -）大小分别为 $H(LE 和 +H%LE，与预期结果相同。分别

用 &3) 回收试剂盒回收这两个片段。用 $%&>#，’()’#消化回收的片段 $，与用同样的

限制酶消化的 !"#$% 连接。用 &3) 平滑化试剂盒（购自 *(+(,(（大连）公司）补平片段 -，

与用 !)(-#消化的 !"#$% 连接。将上述两种质粒转化到 $ , %&-. &’(!，在含 ).!、M;DBN、
O1<D的 8P 平板上筛选后，挑取数个白色菌落提质粒进一步进行酶切鉴定，挑选阳性质

粒。鉴定无误后即获得数个分别含片段 $ 和片段 - 的质粒（!Q;$ 和 !Q;-）的克隆。进一

步将质粒 !Q;- 用 ’()’#和 !"##消化，回收片段 - 和用同样酶消化的 !Q;$ 连接，获得

含 #)* 全基因的质粒 !#)*，转化 &’(!扩增质粒。

!"#"% 含有目的片段的阳性克隆鉴定：对 !Q;$、!Q;- 用分别引物 B、E 和引物 F、G 进行

1#> 鉴定，对 !#)* 分别用引物 B、E 和引物 F、G 进行 1#> 鉴定，考虑到 !Q;$、!Q;- 质粒同

均有两个以上 /.0G$酶切位点，对它们各用 $%&>O R ’()’O、/.0G$对进行酶切鉴定。上

述各反应结果均用 $S的琼脂糖进行电泳鉴定。

!"#"# 序列测定：挑选三个 !#)* 阳性克隆，用引物 >：D)D#DD)<))#))<<<#)#)#)DD，

>$：))#D#<#<##))D))D)<)#<##)#，2：#D##)DDD<<<<###)D<#)#D)#，2$：#<#;
#)D#<#<D)<D#DDD<D，2-：D<<<#))<D<D <#DD))#)D 对 !"#;#)* 进行双向双脱氧测

序，试剂为 )PO 1>O0T! PJ6&UV <VW.JKBXYW #UFNV >VBGU >VBFXJYK 4JX ZJX[ ).!NJXB\!&3) !YNU;
.VWB]V，20,，测序仪为 )PO 1>O0T 599M8 &)3 ]V\?VKFVW。测序反应由大连 <B4B>B 公司进

行。

! $- &’( 基因序列比较

在 DVKPBKL 中，将测得的 #)* 哈尔滨分离株的基因组序列用 P8)0< 进行比较，所得
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的数据用 !"#" $%##"& 软件（’() 版）对 *+, 序列和氨基酸组成进行排序和整理。

! 结果

! "# 病毒毒力实验

患雏肝脏匀浆物的各稀释液分别接种一日龄 -./ 鸡，稀释 0)1 后尚可使该组鸡致死，

因此推测该病毒应该为强毒株。

! "! $%& 产物、’()#、’()! 鉴定

将 .2$ 扩增产物在 03的琼脂糖凝胶上进行电泳。以引物 4、5 得到的片段约 0(657
处发现有所需的电泳带（见图 0,），以引物 8，9 得到的片段约 )(:;5（见图 0,）。在 7<=0、

7<=> 转化的蓝白菌落中挑选白色菌落，扩大培养后提质粒，质粒经限制酶和 .2$ 鉴定，

在 03的琼脂糖凝胶上进行电泳，结果与设计一致（见图 0, ? 2）。

图 # %*+ 基因组片段 #、! 的 $%& 产物、’()# 和 ’()! 鉴定

/@AB0 C9"#D@E@84D@F# FE E&4AG"#D 0，E&4AG"#D > FE A"#FG" FE 2,H I4&5@# JD&4@# 4#9 DK" &"8FG5@#4D@F# 7L4JG@9 7<0，

7<>B MK" &"J%LDJ N"&" 4#4LOP"9 N@DK 03 4A4&FJ" A"L "L"D&F7KF&"J@J 4#9 JD4@#"9 N@DK QR

*：S@#"J 0，>，’ 4&" E&4AG"#D 0 FE A"#FG" FE 2,H @JFL4D"9 @# I4&5@#B S@#" 1 @J!*+, 9@A"JD"9 5O !"# M01C B S@#" 6

? T 4&" E&4AG"#D > FE A"#FG" FE 2,H @JFL4D"9 @# I4&5@#B

,：U @J!*+, 9@A"JD"9 5O !"# M 01C B S@#" 0，> 4&" 7<0 9@A"JD"9 5O !"#$C 4#9 $%&ICB S@#" ’，1 @J 7<0 9@A"JD"9

5O ’()9" B

%：S@#" 0 @J!*+, 9@A"JD"9 5O !"# M01C B S@#" 1 @J 7<> 9@A"JD"9 5O !"#$C 4#9 $%&ICB S@#" 6 @J 7<> 9@A"JD"9 5O

’()9" B

! "- ’%*+ 鉴定

将 72,H 为模板，以引物 4，5、8，9 进行 .2$，产物在 03的琼脂糖凝胶上进行电泳，可

以发现 2,H 片段 0 和片段 > 大小的电泳带。

!"#$#、$%&I#、’()9"分别消化 72,H 的产物在 03的琼脂糖凝胶上进行电泳，结

果均与预期一致，!"#$#消化获得 >(’;5 和 >(VW;5 两个片段，用 $%&I#消化后获得约

6();5 的片段，’()9"消化后因为在 2,H 上有两个酶切位点，在 7X2 上尚存一个位点，因

此将获得三个大小分别为 6:’57、WV:57 和 ’(V;5 的片段。电泳发现三个反应都符合预期

结果。

! ". ’%*+ 序列测定与比较

进一步将 72,H 进行双脱氧末端终止法测序，基因组的每一段至少测序 ’ 次，综合多

次反应结果，得出从哈尔滨分离的 2,H 全基因序列，并已经将其提交 !"#R4#;，进入号为

,/1T6W):。发现其基因组长度为 >>W:57，与大部分报道的 2,H 基因组长度一致。分析与
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!"#$%#& 中收集的 ’() 基因组比较后发现，’() 哈尔滨株与它们的同源性在 *+, - *.,
之间。没有与之序列完全一致的毒株。

我们选择了德国分离的 ’/012%、’/0123、马来西来分离株、4567（它们在 !"#$%#& 中的

进入号分别为 8.2449、8::*2.、(;4.:..4、<2==5.）通过排序，结果是与德国分离的 ’/0123
相比，’() 哈尔滨株基因组的调控序列中仅有 7 个 >’’!>(’(!!!!!!>(’!>’( 类似增

强子的重复序列，而德国分离株 ’/0123 有 : 个这样的重复序列，除此以外的其他部分尚

有 9* 处核苷酸将发生改变；与德国分离株 ’/012%、4567、马来西亚分离株分别有 74、74、+4
处核苷酸不同，同源性分别为 *.?4,、*.?4,、*5?*,。看起来，与其他两株病毒相比，

’() 哈尔滨株与马来西亚分离株的亲源性较远。从排序结果我们发现变异主要发生在

基因组的后 2@4 区。

分析这次克隆的 ’() 基因组序列发现它包括 9 个完整的开放读码框（AB;），大小分

别为 95536、5:736、29:=36，它们的起始密码子位置分别为 75:、9:. 和 .94 号位的核苷酸

处，因此 )C9 的 AB; 完全包含在 )C4 的 AB; 内，而 )C2 的 AB; 与 )C4 的 AB; 部分重叠。

这 9 个 AB; 编码 ’() 的三个蛋白 )C9、)C4、)C2。我们比较了 ’() 哈尔滨分离株、4567、

’/012%、’/0123 和 8%D%EFG% 株的 )C2、)C4、)C9 的氨基酸序列，结果见表 2、表 4 和表 9。

表 ! "#$ 哈尔滨分离株、%&’(、")*+!,、")*+!- 和

.,/,012, 株的 $3% 比较

>%3H" 2 ’IJ6%DGFI# )C4 IK ’()F L%D3G#，4567，’/012%，

’/0123，8%D%EFG%

MND%G#

’IO" #/J3"D@(JG#I %PGO PQ%#R"F

+ 2:9 2.5 2.+

QD3 ( ( S <

4567 ! ) ! <

’/0123 ! ( S <

’/012% ! ) S T

8%D ! ) S <

表 % "#$ 哈尔滨分离株、%&’(、")*+!,、")*+!- 和

.,/,012, 株的 $34 比较

>%3H" 4 ’IJ6%DGFI# )C9 IK ’()F L%D3G#，4567，’/012%，

’/0123，8%D%EFG%

MND%G#

’IO" #/J3"D@(JG#I %PGO PQ%#R"F

57 += +9 2=9 225 22.

QD3 T ; ) M B ’

4567 M ; ( T B ’

’/0123 T ; ) M U B

’/012% T M ) M B ’

8%D T ; ) M B ’

表 4 "#$ 哈尔滨分离株、%&’(、")*+!,、")*+!- 和 .,/,012, 株的 $3! 比较

>%3H" 9 ’IJ6%DGFI# )C2 IK ’()F L%D3G#，4567，’/012%，’/0123，8%D%EFG%

FND%G#

’IO" #/J3"D@(JG#I %PGO PQ%#R"F

27 4* +: *4 *5 29* 274 2:+ 4:2 4:7 45: 4.+ 4*= 4*7 942 775 77+

QD3 ( B ) ! 8 U S ) B S > > ( V ( ! >

4567 ( B ) ! 8 U S 8 B ! > > ( V ( S >

’/023 M B ) ! 8 U < ) V ! > ( ( V ( ! >

’/02% ( U ) ! 8 U < ) V S T ( ( V B ! >

8%D ( B W S X V V ) B S > > C C ( ! M
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! 讨论

!"# 感染的成年鸡群一般并不表现明显的临床症状，其危害作用常常会被忽略。但

!"# 感染后，破坏鸡的免疫系统，导致其他病原如马立克氏病毒、传染性法氏囊病毒、网

状内皮增生病毒等混合感染，引发疾病的爆发［$］。另外，感染 !"# 的病鸡会降低其他疫

苗，例如新城疫疫苗的效价［%］。因此，研制预防该病毒的疫苗极为重要。目前，因为制备

该病毒的常规疫苗比较困难，所以我国该病毒的疫苗研究进展缓慢。为了研究 !"# 病毒

的基因工程疫苗，我们在哈尔滨获得了一株野生型的 !"# 病毒。已经通过动物实验证明

了该病毒为强毒株，并且克隆了这株 !"# 的全基因。而且，经测序、与 &’()*(+ 中其他

!"# 分离株基因比较得到了证实。在测序时，我们考虑了 ,!- 过程可能造成基因的变

异，故对该 !"# 基因组的各区段至少测序三次，综合多次测序结果获得 !"# 的基因序

列，因此所获得的序列应该能够真实反映了该病毒株基因组的核苷酸序列。

目前一般认为 !"# 基因组的编码区主要编码 . 种蛋白（#,/、#,0 和 #,.）。其中，

#,/（1/23+4）为病毒的唯一衣壳蛋白［1，3］，#,0（0$+4）的功能不详，可能对 #,/ 的正确组装

有辅助作用［5］。#,.（/.23+4）具有诱导鸡胸腺皮质 6 细胞和造血干细胞凋亡的功能，并被

发现可以特异性引起人肿瘤细胞凋亡，又被称为凋亡素［7］。所有已报道的 !"# 的这 . 个

8-9 均有下列特点，#,. 的 8-9 完全包含在 #,0 的 8-9 内，而 #,/ 的 8-9 与 #,0 的 8-9
部分重叠。!"# 哈尔滨分离株的 8-9 组成与其他报道的 !"# 完全一致。因为已报道的

!"# 基因组一般为环状，因此，在设计引物时考虑了这一特点，根据已报道 !:;</ 的序列，

设计了两对引物 *、= 和 >、?。其中，引物 * 和引物 ? 为病毒基因组的一段互补区，而且引

物 * 的起始点核苷酸为引物 ? 的终止点核苷酸，从引物 *、= 和引物 >、? 均可以扩增出相

应条带来看，该病毒的基因组也为闭合环状 4@"。

比较我们克隆的 !"# 基因组与 &’()*(+ 中收录的 !"# 基因组序列，!"# 哈尔滨株的

变异不大，同源性最高的为 %727A（0%B00%7），最低为 %32%A。从病毒毒力试验结果看，这

些核苷酸的变化可能并没有致弱病毒的致病性。

迄今为止，发现 !"# 仅有一种血清型，从对 #,/、#,0 和 #,. 的比较结果进一步证明

了 !"# 是比较保守的病毒。!"# 哈尔滨分离株 #,/ 并未出现新的氨基酸，因此它也可能

不是新的血清型病毒，有必要进行血清学实验进一步证明。从表 /、0 和 . 中还可以看到，

#,. 蛋白的最容易发生变异（3B/0/），#,/ 次之（/5B$$%），#,0 最低（$B0/5）。这一规律似乎

暗示了 #,0 在病毒中有重要的作用，尽管 #,0 并非病毒的衣壳蛋白，也非毒力蛋白，@CD’<
=CE( 等认为 #,0 的作用是协助 #,/ 维持正确表位必需的［5］，可能其功能尚不止此，应当进

一步通过实验进行研究，才能深入阐明 !"# 的致病机制。

总之，我们克隆了 !"# 哈尔滨分离株的全基因，对之进行了测序，并通过与其他 !"#
株基因组的比较得到了证实，为进行 !"# 的基因工程疫苗的研制奠定了基础。
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