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份疑似
86BC!

感染的病料进行
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阳性检测(同时根据采集地

区与宿主的差异性(选取
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份
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阳性样品进行了
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全基因的扩增,克隆,测序和遗传进化分析)*结果+通
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基因
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的片段(成功建立了禽腺病毒
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检测方法'

!%

份家禽肝脏样品中(
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河南株
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全基因推导的氨基酸序列与参考株之间的

同源性为
LM=$Q

"

LL=MQ
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"引起的具有高度传染性和高死亡率的新型

家禽疾病)该病的发病特征为
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周龄鸡突然发

生死亡(死亡率可高达
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'病死鸡群无明显临

床症状(剖检死鸡可见其肝脏出血严重,心包有大量

积水(为区别于/经典型0包涵体肝炎(被称为传染性

心包积水病,安哥拉病,荔枝病,心包积水肝炎综合
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最早于
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&及日本%

L

&等地(成为制约诸多国家

家禽业的传染病之一)

$%&$

年起(该病在我国山

东,河北,辽宁等地逐渐流行起来)
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年夏季(该

病在山东,河南,辽宁,广东等地大规模爆发(给我国

家禽业造成了重大的经济损失)

禽腺病毒可分为
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个群(
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属于

禽腺病毒
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群(结构为非折叠的二十面体结构(病毒

粒子大小在
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)该病毒粒子有
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个六邻体!
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个五邻体
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的属和亚属特异性抗原决定簇(可以引发极强的中

和反应(当六邻体被替代或发生突变将导致中和免

疫的缺失)
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的抗原表位区主要集中

在前段,中段(推测其具有型和群特异性表位(可作

为诊断型和群的首选蛋白%
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)本试验对河南省各

地
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个规模化养殖场送检的疑似
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感染的

!%

份家禽肝脏病料进行了
cb̀

检测(并对部分样

品进行了
H%>#)

全基因的克隆,测序和序列分析(

旨在明确
86BC!

河南株
H%>#)

全基因的遗传进化

关系(为该病的分子流行病学研究及疫苗株的筛选

奠定基础)
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份疑似
86BC!

感染的家禽肝脏病料(其中包含
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引物设计
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参考
Z4,d-,I

中收录的
86BC!
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株基因序列!

Z4,d-,I

登录号为
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"(采

用
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!

B4+5:),#=%

"软件设计
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对特异性引物
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")引物
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86B!C̀

为
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基因片段的检测引物(预期扩增片段长度为
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引物
WC8
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WC̀

扩增片段包含
H%>#)

全基因序列(

预期扩增片段长度为
$MML\

J

)引物由生工生物工

程!上海"有限公司合成)

表
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本研究中所用
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组织病料中
86BC!H%>#)

基因片段的

cb̀

检测
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取采集的病死禽!鸡,鸭,鹅"肝组织剪

碎,混合后研磨成匀浆(加入
cd>

液!含青霉素,链

霉素各
&%%%

单位"制成
&%Q

"

D%Q

!体积分数"的

悬液(反复冻融
D

次)融化后
M%%%+
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K:,

离心
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K:,

(取上清液
!%%
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T

(按赵丽等%

&$

&的方法提取病毒

E06

)

以提取的
E06

为模板进行
H%>#)

基因片段的

扩增)在
cb̀

反应体系中(模板
E06D

#

T

!阴性

对照加入去离子水
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"(上,下游引物
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聚合酶
&$="

#

T
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全基因的克隆及遗传进化分析
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回收试剂盒对
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产物进行胶回收(并将纯化回收的
cb̀

产物

连接至
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水浴过夜后(转化至
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质粒
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和
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进行双酶切鉴定(将鉴定正确的质粒送

生工生物工程!上海"有限公司进行双向测序)
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WU'%L$$M

")

$

!

结果与分析

$=&

!

86BC!H%>#)

基因片段的
cb̀

扩增结果

以从病死禽肝脏组织中提取的
E06

为模板(

利用
H%>#)

基因特异引物
86B!C8

$

86B!C̀

进行

cb̀

扩增(电泳结果显示在约
!%%\

J

处有
&

条特异

性条带!图
&

"(与预期扩增片段长度相符)将扩增

得到的回收产物克隆到
J

RE&MC]

载体中进行测

序(结果表明所克隆的部分
H%>#)

基因!

!$&\

J

"与

参照的
@9&''"!!

株序列同源性为
&%%Q

(表明

cb̀

扩增是特异的)

cb̀

扩增产物经琼脂糖凝胶

电泳显示(

!%

份家禽肝脏样品中有
D"

份样品能扩

增出约为
!%%\

J

的特异性条带(阳性率为
M'="Q

)

R=E06 R-+I4+ET$%%%

'

&=

阳性
86BC!

样品
cb̀

扩增结果'

$=

阴性对照

R=E06 R-+I4+ET$%%%

'

&=cb̀

J

+)A*?1)/

J

)5:1:;486BC!

'

$=04

O

-1:;4?),1+).

图
&

!

病料中
86BC!H%>#)

片段的
cb̀

扩增

8:

O

=&

!

cb̀ -K

J

.:/:?-1:),)/E06/+-

O

K4,15/)+

86BC!A414?1:),

R=E06 R-+I4+ET"%%%

'

&=86BC!H%>#)

全基因的
cb̀

扩增产物'

$=

阴性对照

R=E06 R-+I4+ET"%%%

'

&=cb̀

J

+)A*?1

)/86BC!H%>#)

'

$=04

O

-1:;4?),1+).

图
$

!

86BC!H%>#)

全基因的
cb̀

扩增

8:

O

=$

!

cb̀ -K

J

.:/:?-1:),)/E06/+-

O

K4,1)/

86BC!H%>#)

$=$

!

86BC!H%>#)

全基因扩增及序列测定结果

对选取的
'

份阳性病料分别进行
H%>#)

全基

因的
cb̀

扩增(获得约
D%%%\

J

的片段!图
$

")对

cb̀

产物进行克隆和序列测定(获得了
'

株
86BC!

H%>#)

全基因序列(长度均为
$MML\

J

(序列
Zkb

含量为
"M=D#Q

(编码
L#$

个氨基酸)将获得的

./
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86BC!H%>#)

全基因根据样品采集地点以及宿主 情况分别对其命名!表
$

"(并将序列上传
Z4,d-,I

)

表
$

!

获得
H%>#)

全基因序列的
'

株
86BC!

信息

]-\.4$

!

G,/)+K-1:),)/'86BC!H%>#)54

^

*4,?45

毒株名称

>1+-:,

采样日期

b)..4?1A-14

来源地区

4̀

O

:),

宿主

W)51

H%>#)

全基因序列
Z4,d-,I

登录号

Z4,d-,I,*K\4+)/H%>#)?)K

J

.414

O

4,4

cE> $%&"C%M

河南省平顶山市
c:,

O

A:,

O

52-,

(

W4,-,

鸡
Z-..*5 X9#!'#M"

[V $%&"C%M

河南省禹州市
[*_2)*

(

W4,-,

鸡
Z-..*5 X9#!'#MM

YV $%&"C%L

河南省新郑市
Y:,_24,

O

(

W4,-,

鸡
Z-..*5 X9#!'#M'

VX $%&"C%L

河南省周口市
V2)*I)*

(

W4,-,

鸡
Z-..*5 X9#!'#ML

S> $%&"C%L

河南省尉氏县
S4:52:

(

W4,-,

鸡
Z-..*5 X9#!'#M#

bZCE $%&"C&%

河南省长葛市
b2-,

OO

4

(

W4,-,

鸭
E*?I X9#!'#MD

bZCZ $%&"C&%

河南省长葛市
b2-,

OO

4

(

W4,-,

鹅
Z))54 X9#!'#M!

$=D

!

86BC!H%>#)

全基因核苷酸序列同源性分析

河南株与
Z4,d-,I

参考毒株的
H%>#)

全基因

核苷酸序列的同源性分析结果!表
D

"表明(

'

个

86BC!

河南株之间同源性为
LL=MQ

"

&%%=%Q

(各

毒株与参考毒株核苷酸序列同源性为
LM="Q

"

LL=MQ

(其中与印度分离毒株之间核苷酸序列同源

性为
LL="Q

"

LL=MQ

(与韩国分离毒株之间核苷酸

序列同源性为
LM="Q

"

LM=#Q

(而且
86BC!

河南

株与韩国参考毒株
X+Cb2-,

O

,

<

4),

O

!

WU'%L$$"

",

X+C6,A),

O

!

WU'%L$$#

",

X+CZ*,3:

!

WU'%L$$'

",

X+C[4)

H

*

!

WU'%L$$M

"相比(在
#"M

位插入
D

个碱基

!

Z66

"(还有多处发生点突变(与其他参考毒株仅

存在点突变)

表
D

!

86BC!H%>#)

全基因核苷酸序列的比较

]-\.4D

!

>4

^

*4,?4-,-.

<

5:5)/86BC!H%>#)

O

4,4

毒株

>1+-:,

& $ D ! " # ' M L &% && &$ &D &! &" &# &' &M &L

& LL=M LL=L LL=L LL=L LL=L LL=L LL=' LL=" LL=M LM=# LM=# LM=# LM=# LL=' LL=' LL=' LL=' LL='

$ LL=L LL=L LL=M LL=L LL=L LL=' LL=" LL=' LM=" LM=" LM=" LM=" LL=' LL=' LL=# LL=' LL='

D &%% LL=L &%% &%% LL=M LL=# LL=M LM=# LM=# LM=# LM=# LL=M LL=M LL=' LL=M LL=M

! LL=L &%% &%% LL=M LL=# LL=M LM=# LM=# LM=# LM=# LL=M LL=M LL=' LL=M LL=M

" LL=L LL=L LL=' LL=" LL=M LM=# LM=# LM=" LM=# LL=' LL=' LL=' LL=' LL='

# &%% LL=M LL=# LL=M LM=# LM=# LM=# LM=# LL=M LL=M LL=' LL=M LL=M

' LL=M LL=# LL=M LM=# LM=# LM=# LM=# LL=M LL=M LL=' LL=M LL=M

M LL=' LL=M LM=' LM=' LM=# LM=' LL=L LL=L LL=M LL=L LL=L

L LL=# LM=" LM=" LM=" LM=" LL=' LL=' LL=# LL=' LL='

&% LM=# LM=# LM=# LM=# LL=M LL=L LL=M LL=M LL=L

&& &%% LL=M &%% LM=' LM=' LM=# LM=' LM='

&$ LL=M &%% LM=' LM=' LM=# LM=' LM='

&D LL=M LM=# LM=# LM=# LM=# LM=#

&! LM=' LM=' LM=# LM=' LM='

&" LL=L LL=M LL=L LL=L

&# LL=L LL=L &%%

&' LL=M LL=L

&M LL=L

!!

注#

&=&

"

&L

毒株分别为
bZCE

,

bZCZ

,

cE>

,

S>

,

YV

,

[V

,

VX

,

b̀

,

Zb

,

Xb

,

X+C6,A),

O

,

X+Cb2-,

O

,

<

4),

O

,

X+CZ*,3:

,

X+C[4)

H

*

,

cdC%!

,

cdC

%"

,

c(C%#

,

cXC%&

,

ccC%&

)表
!

同)

$=

右上部分是核苷酸的同源性)

0)14

#

&=&N&L51+-:,534+4bZCE

(

bZCZ

(

cE>

(

S>

(

YV

(

[V

(

VX

(

b̀

(

Zb

(

Xb

(

X+C6,A),

O

(

X+Cb2-,

O

,

<

4),

O

(

X+CZ*,3:

(

X+C[4)

H

*

(

cdC%!

(

cdC%"

(

c(C%#

(

cXC%&

(

-,AccC%&+45

J

4?1:;4.

<

=]245-K41-\.4!=

$=W)K).)

O

)*5+-145)/,*?.4)1:A454

^

*4,?4-+4

J

+454,14A:,124*

JJ

4+1+:-,

O

.4=

$=!

!

86BC!H%>#)

全基因推导的氨基酸序列分析

河南株与参考株之间
H%>#)

全基因推导的氨

基酸序列同源性介于
LM=$Q

"

LL=MQ

(其中与印度

参考毒株之间同源性较高(为
LL=&Q

"

LL=MQ

(与韩

国参考毒株之间同源性较低(为
LM=$Q

"

LM=!Q

!表
!

")

通过对河南株与参考毒株
86BC!H%>#)

全基

因推导氨基酸序列进行同源性分析发现(各毒株存

在氨基酸置换与插入(且主要发生在前段和中段(其

主要的变化位点共
$%

处!表
"

")

//

第
#
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!
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!
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表
!

!

86BC!H%>#)

基因推导氨基酸序列的比较

]-\.4!

!

>4

^

*4,?4-,-.

<

5:5)/-K:,)-?:AA4A*?4A\

<

86BC!H%>#)

O

4,4

毒株

>1+-:,

& $ D ! " # ' M L &% && &$ &D &! &" &# &' &M &L

& LL=M LL=L LL=L LL=M LL=L LL=L LL=" LL=& LL=# LM=D LM=D LM=$ LM=D LL=" LL=# LL=! LL=' LL=#

$ LL=L LL=L LL=M LL=L LL=L LL=" LL=& LL=# LM=D LM=D LM=$ LM=D LL=" LL=# LL=! LL=' LL=#

D &%% LL=L &%% &%% LL=# LL=$ LL=' LM=! LM=! LM=D LM=! LL=# LL=' LL=" LL=M LL='

! LL=L &%% &%% LL=# LL=$ LL=' LM=! LM=! LM=D LM=! LL=# LL=' LL=" LL=M LL='

" LL=L LL=L LL=" LL=& LL=# LM=D LM=D LM=$ LM=D LL=" LL=# LL=! LL=' LL=#

# &%% LL=# LL=$ LL=' LM=! LM=! LM=D LM=! LL=# LL=' LL=" LL=M LL='

' LL=# LL=$ LL=' LM=! LM=! LM=D LM=! LL=# LL=' LL=" LL=M LL='

M LM=# LL=" LM=D LM=D LM=$ LM=D LL=% LL=& LM=L LL=& LL=&

L LM=" LM=% LM=% L'=L LM=% LL=$ LL=D LL=& LL=D LL=D

&% LM=$ LM=$ LM=& LM=$ LM=L LL=% LM=M LL=% LL=%

&& &%% LL=' &%% LM=D LM=! LM=D LM=" LM=!

&$ LL=' &%% LM=D LM=! LM=D LM=" LM=!

&D LL=' LM=$ LM=D LM=$ LM=! LM=D

&! LM=D LM=! LM=D LM=" LM=!

&" LL=' LL=" LL=' LL='

&# LL=# LL=M &%%

&' LL=# LL=#

&M LL=M

!!

注#右上部分是氨基酸序列的同源性)

0)14

#

W)K).)

O

)*5+-14)/-K:,)-?:A554

O

*4,?4-+4

J

+454,14A:,124*

JJ

4+1+:-,

O

.4=

表
"

!

86BC!H%>#)

基因推导氨基酸序列的主要变化位点

]-\.4"

!

]24K-

H

)+?2-,

O

45:145)/A4A*?4A-K:,)-?:A5)/86BC!H%>#)

O

4,4

毒株
>1+-:,

!!!!

&"L &#" &ML &L# $&D $&M $$% $$& $#D $#"

cE> > > > U ` ` U 0 E ]

S> = = = = = = = = = =

YV = = = = = = = = = =

[V = = = = = = = = = =

VX = = = = = = = = = =

bZCZ c = = = = = = = = =

bZCE = = = = = = = = = =

X+C6,A),

O

= 6 ] = G U 0 N 0 6

X+Cb2-,

O

,

<

4),

O

= 6 ] = G U 0 N 0 6

X+CZ*,3: = 6 ] = G U 0 N 0 6

X+C[4)

H

* = 6 ] = G U 0 N 0 6

cdC%" = = = W = U @ = = =

cdC%! = = = = = U @ = = =

c(C%# = = = = = U @ = = =

ccC%& = = = W = U @ = = =

cXC%& = = = = = U @ = = =

毒株
>1+-:,

!

$#M $MM $ML $LL D$' !D" "LL M$$ M#' MML

cE> 0 G B [ Z 6 G c 6 E

S> = = = = = = = = = =

YV = = = = > = = = = =

[V = = = = = = = = = =

VX = = = = = = = = = =

bZCZ = = = = = = = = = Z

bZCE = = = = = = = = = =

X+C6,A),

O

@ R G E = ] B 6 Z =

X+Cb2-,

O

,

<

4),

O

@ R G E = ] B 6 Z =

X+CZ*,3: @ R G E = ] = 6 Z =

X+C[4)

H

* @ R G E = ] B 6 Z =

cdC%" = = = = = = = = = =

cdC%! = = = = = = = = = =

c(C%# = B = = = = = = = =

ccC%& = = = = = = = = = =

cXC%& = = = = = = = = = =

0/
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$="

!

86BC!H%>#)

基因的遗传演化关系

从
86BC!H%>#)

全基因核苷酸序列的系统进

化树!图
D

"可以看出(

86BC!H%>#)

全基因分为
$

个群)

$

群包括本试验中克隆的
'

个河南株以及印

度的
M

个参考毒株(其中
ZbCE

和
ZbCZ

与试验中

其他
"

株不处于同一小分支'

%

群包括韩国的
!

个

参考毒株)

)

表示本试验分离的毒株'

*

表示韩国分离毒株'

+

表示印度分离毒株

)

@a

J

+45545124:5).-145/+)K12:5+454-+?2

'

*

@a

J

+45545X)+4-,:5).-145

'

+

@a

J

+45545G,A:-,:5).-145

图
D

!

86BC!H%>#)

全基因核苷酸序列的系统进化树

8:

O

=D

!

c2

<

.)

O

4,41:?-,-.

<

5:5)/86BC!H%>#)

O

4,45

D

!

讨
!

论

禽心包积水
C

包涵体肝炎综合征!

Wc>CGdW

"是

主要由
86BC!

引起的一种具有高度传染性和高死

亡率的新型家禽疾病(有报道称在巴基斯坦境内爆

发该病的各个养殖场内死亡率在
$%Q

"

'"Q

(而在

印度该病的死亡率高达
M%Q

(平均死亡率高达

#&=#&Q

(给世界各地养禽业造成了巨大的经济损

失%

&

&

)

$%&$

年起(

Wc>CGdW

在我国许多地区零星

爆发'但
$%&"

年夏季(该病在山东,河南,辽宁,广东

等地大规模爆发(给我国家禽业造成了重大的经济

损失)

V2-)

等%

&D

&于
$%&"

年首次报道了
86BC!

在中

国的流行(并对其病原性进行了研究)近年来有研

究指出(从
Wc>CGdW

病例中也分离得到了
86BCM\

和
86BC&&

病毒粒子(同时用分离到的病毒成功复

制了本病(但是相比
86BC!

引起的病变较轻%

&DC&!

&

)

这些研究结果表明(

86BC!

是引起
Wc>CGdW

的主

要病原(但也不排除其他血清型腺病毒引起该病的

可能性)由于缺少关于国内
86BC!

流行病学的相

关报道(为探究此次河南地区
Wc>CGdW

爆发的病

原情况以及其流行病学情况(本试验参照国外发表

的
86BC!Zb

株
H%>#)

基因序列设计
$

对引物(其

中
&

对作为特异性检测引物(另
&

对用于扩增
H%>;

#)

全基因)利用本试验建立的
cb̀

方法对来自河

南不同地区
&$

个规模化养殖场共
!%

份疑似
Wc>C

GdW

感染的禽肝脏组织进行病原检测(阳性率高达

M'="Q

!

D"

$

!%

"(为国内
86BC!

流行病学的进一步

研究(以及河南省内乃至全国
Wc>CGdW

的防控奠

定了基础)

本试验扩增的
'

株河南株之间
H%>#)

全基因

核苷酸序列同源性为
LL=MQ

"

&%%=%Q

(河南株与参

考毒株的同源性为
LM="Q

"

LL=MQ

(这表明
H%>#)

1/

第
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!
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基因具有严格的保守性(同时因为所克隆的毒株分

别来自新郑,尉氏,周口,长葛,平顶山,禹州等地的

不同养殖场(且来自鸡,鸭,鹅这些不同宿主(可以推

测河南省内不同地方不同宿主的
86BC!H%>#)

基

因变异较小)

'

株河南株
H%>#)

全基因推导的氨

基酸序列与参考株相比存在集中变化位点(这些变

化位点有可能位于主要抗原表位区域(因此推测这

些氨基酸位点的变化可能会影响
H%>#)

基因的抗

原性(从而影响
86BC!

的毒力(导致此次国内
Wc>C

GdW

的严重爆发(这些都有待进一步的研究去证

实)从系统进化树可以看出(

'

株河南株处于一个

小的分支中(与印度各个分离株属于
$

群(亲缘关系

较近(而与韩国分离株基因差异相对较大(亲缘关系

相对较远)同时(本试验河南株
86BC!H%>#)

全

基因的成功克隆(为进一步对
86BC!W4a),

蛋白

抗原表位等的深入研究奠定了基础)

近年来(陆续有报道指出适应细胞的
86BC!

活

病毒疫苗%

&"

&

,油乳剂灭活细胞苗%

&#

&以及用鸡胚弱化

的活毒疫苗%

&'

&都可对该病产生很好的免疫保护作

用(因此这些疫苗具有良好的开发价值)此外(由于

近年来计算免疫学以及免疫信息学的快速发展(通

过不同的生物学工具已经成功预测到了
86BC!

的

d

细胞抗原表位(并将其作为新型多肽疫苗的有效

成分%

&M

&

)同样地(

]

细胞抗原表位的成功定位(也

将大大加速新型疫苗的研制)通过上述分析可知(

河南省
86BC!

流行株
H%>#)

基因的氨基酸变化位

点有可能属于主要抗原表位区域(所以本试验对筛

选新的疫苗候选株以及开发新型疫苗也具有重要意

义(同时将会基于本研究的结论进行更深入地探究)
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