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鹅副黏病毒 Ｆ基因的克隆和序列分析
吴　民

（海南省动物疫病预防控制中心，海南海口５７０２０３）

　　摘要：为了深入研究鹅副黏病毒（ｇｏｏｓｅｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ，ＧＰＭＶ）Ｆ基因的功能，利用ＰＣＲ方法克隆了鹅副黏病毒ＨＮ
株的Ｆ基因，将其与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接后转化到感受态大肠杆菌ＤＨ５α中，经ＰＣＲ鉴定后，对插入片段进行序列测
定及分析。结果表明：鹅副黏病毒ＨＮ株的Ｆ基因全长均为１６６２ｂｐ，编码５５３个氨基酸，其裂解位点的氨基酸序列为
１１２－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－１１７，与已公布的强毒株裂解位点的氨基酸序列相符。
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　　鹅副黏病毒（ｇｏｏｓｅｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ，ＧＰＭＶ）是影响养禽业
发展的主要病原之一，它可引起鹅肠道糠麸样溃疡、胰腺肿胀

且表面有灰白色坏死灶、脾脏肿大并有大小不等的灰白色坏

死灶。近年来，该病在我国呈上升趋势，且感染宿主范围不断

扩大，已有鹅、丹顶鹤、鸽等感染该病毒的报道［１－３］。本研究

对以前分离的ＧＰＭＶ的Ｆ基因进行克隆，并与国内外分离株
进行序列比对和分析，以期为进一步研究该病毒的 Ｆ基因功
能和ＧＰＭＶ分子诊断以及基因工程疫苗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
从疑似感染 ＧＰＭＶ的病死鹅中分离到鹅副黏病毒 ＨＮ

株，经过冻干后，于海南省动物疫病预防控制中心兽医诊断检

验科－７０℃冻存。
１．２　病毒增殖

将病毒适当稀释后，经尿囊腔接种９～１１ｄ非免疫鸡胚，
０．２ｍＬ／枚，于３７℃恒温箱孵育４８ｈ，弃去２４ｈ内死亡胚，无
菌收获尿囊液，于－７０℃保存备用。
１．３　引物设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中的 ＧＰＭＶ全基因组核苷酸序列，经
Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．１０软件比对和Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件分析后，设计１对
引物扩增Ｆ基因，上游Ｐ１：５′－ＴＡＧＴＴＣＧＣＣＴＧＴＣＴＡＴＣＡＡＡ－３′，
下游Ｐ２：５′－ＧＴＧＡＴＧＣＧＧＴＡＧＡＡＣＧＧＡＴ３－３′；由上海英潍
捷基生物技术有限公司合成。

１．４　ＲＴ－ＰＣＲ反应
将含有ＧＰＭＶ的尿囊液按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供的 ＲＮＡ

抽提操作说明书进行 ＲＮＡ模板的提取。反转录按照宝生物
工程（大连）有限公司提供的ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＸＬ（ＡＭＶ）
反转录酶使用说明书进行。ＰＣＲ反应体系为：２μＬ模板，各
５０ｐｍｏｌ上、下游引物，各２００μｍｏｌ／Ｌ４种 ｄＮＴＰ，０．５μＬＥｘ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶，加水至 ５０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９７℃
０．５ｍｉｎ，５３℃ １ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸

７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。
１．５　Ｆ基因的克隆及鉴定

将新扩增ＰＣＲ产物按一定比例与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，
连接产物转化入ＤＨ５α感受态细胞，阳性菌液经ＰＣＲ鉴定后
扩大培养并抽提质粒，重组质粒置于－４０℃冰箱保存备用。
１．６　序列分析

将鉴定的阳性重组质粒，送上海英潍捷基生物技术有限

公司进行测序。用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．１０软件将所测序列和与国内
外病毒分离株的Ｆ基因序列进行相似性比对。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增产物
利用设计的 Ｐ１／Ｐ２引物对 ＧＰＭＶＨＮ株的 Ｆ基因进行

ＲＴ－ＰＣＲ扩增，结果获得大小约为２．１ｋｂ的特异性条带，与
预计产物大小相符（图１）。

２．２　重组质粒的鉴定
菌液ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，获得大小约

为２．１ｋｂ的片段。
２．３　序列分析

由序列测定结果可知，ＧＰＭＶＨＮ株的 Ｆ基因全长为
１６６２ｂｐ，编码５５３个氨基酸。将ＧＰＭＶＨＮ株的Ｆ基因与国
内外分离株的Ｆ基因序列进行比对，结果表明：ＧＰＭＶＨＮ株
和国内已分离的 ＧＰＭＶ的 Ｆ蛋白核苷酸序列相似性在
９６３％～９７．３％之间，与传统疫苗株 ＬａＳｏｔａ的核苷酸序列相
似性为８２．７％，与国外分离株的Ｆ蛋白核苷酸序列相似性在
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３４．８％～３８．７％之间（表 １）；从 Ｆ基因进化树来看，ＧＰＭＶ
ＨＮ株与国内分离株处于同一分支，而与国外分离株处于不

同分支（图２）。

表１　Ｆ基因核苷酸序列相似性比较

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３
１ ９６．５ ９７．１ ９６．３ ９６．６ ９７．３ ９７．１ ３８．７ ９７．１ ３４．８ ３８．４ ３８．７ ８２．７
２ ３．５ ９７．８ ９７．１ ９８．０ ９８．３ ９７．７ ３８．５ ９７．８ ３４．８ ３８．１ ３８．５ ８２．７
３ ３．０ ２．２ ９９．２ ９７．６ ９８．８ ９８．６ ３９．３ １００．０ ３５．３ ３８．７ ３９．３ ８２．６
４ ３．７ ２．８ ０．７ ９６．８ ９８．０ ９７．８ ３９．２ ９９．２ ３５．２ ３８．７ ３９．２ ８２．８
５ ３．３ ２．０ ２．３ ３．０ ９８．３ ９７．７ ３８．６ ９７．６ ３５．０ ３８．１ ３８．６ ８２．９
６ ２．７ １．８ １．２ １．８ １．７ ９８．９ ３８．９ ９８．８ ３５．０ ３８．５ ３８．９ ８２．９
７ ２．８ ２．３ １．３ ２．０ ２．２ １．１ ３８．８ ９８．６ ３５．３ ３８．４ ３８．８ ８２．９
８ ８０．１ ８０．３ ７９．３ ７８．９ ７９．９ ７９．１ ８０．１ ３９．３ ４１．１ ９７．１ １００．０ ３６．６
９ ３．０ ２．２ ０．０ ０．７ ２．３ １．２ １．３ ７９．３ ３５．３ ３８．７ ３９．３ ８２．６
１０ ９２．０ ９０．１ ８９．３ ８８．９ ９０．０ ９０．５ ９０．３ ７４．５ ８９．３ ４０．７ ４１．１ ３３．７
１１ ８１．４ ８１．０ ７９．８ ７９．４ ８０．６ ７９．６ ８０．６ ３．０ ７９．８ ７４．８ ９７．１ ３６．２
１２ ８０．１ ８０．３ ７９．３ ７８．９ ７９．９ ７９．１ ８０．１ ０．０ ７９．３ ７４．５ ３．０ ３６．６
１３ １８．５ １８．４ １８．４ １８．３ １７．９ １８．１ １８．１ ８４．５ １８．４ ９１．４ ８５．７ ８４．５

　　注：１．ＧＰＭＶＨＮｓｔｒａｉｎ，２．ＡＦ１６２７１４，３．ＡＦ４７３８５１，４．ＡＹ３２５７９７，５．ＤＱ６５９６７７，６．ＥＦ５４０７２９，７．ＦＪ７５４２７３，８．ＦＪ６１９０３６，９．ＮＣ＿００５０３６，
１０．ＥＦ５６９９７０，１１．ＦＪ２１５８６３，１２．ＦＪ２１５８６４，１３．Ｍ２４６９６ＬａＳｏｔａ４６。

３　结论与讨论

ＧＰＭＶＨＮ株的分离鉴定再次证明水禽不再仅是禽Ⅰ型
副黏病毒的宿主，而且已成为禽Ⅰ型副黏病毒自然感染发病、
死亡的易感禽类。这可能与禽Ⅰ型副黏病毒发生变异、逐渐
适应鹅体有关［４］。宿主范围的不断扩大，给禽Ⅰ型副黏病毒
的综合防控提出了新的挑战。

国内外研究表明，禽Ⅰ型副黏病毒 Ｆ蛋白的变异主要发
生于Ｆ蛋白Ｎ末端信号肽区（１～３２ａａ）和裂解位点区（１１２～
１１７ａａ），其他部位的氨基酸较保守，且裂解位点区氨基酸的组
成是构成副黏病毒毒力的分子基础［５］。ＧＰＭＶＨＮ株的裂解
位点区的氨基酸序列为１１２－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－
Ｐｈｅ－１１７，与国外发表的强毒株序列１１２－Ａｒｇ／Ｌｙｓ－Ａｒｇ－
Ｇｌｎ－Ｌｙｓ／Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－１１７相符，表明所分离的 ＧＰＭＶ
ＨＮ株为强毒株。基因序列分析发现该分离株的 Ｆ基因与
ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＡＦ１６２７１４株系的 Ｆ基因核苷酸相似性为
９７．１％，氨基酸相似性为９７．７％，二者的相似性较高。进化
树分析表明两者处于同一分支，具有较近的亲缘关系，且同属

于强毒株。ＧＰＭＶＨＮ株与传统疫苗株 ＬａＳｏｔａ的核苷酸相似
性为８２．７％，氨基酸相似性为８７．４％，二者的相似性较低，进
化树上虽属于同一大分支，但亲缘关系相对较远，说明ＨＮ株
与传统的疫苗株ＬａＳｏｔａ相比已发生一定的变异，这可能是造
成水禽长期使用传统的新城疫病毒疫苗后仍暴发副黏病毒病

的重要原因之一。
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