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番鸭呼肠孤病毒 YB 株 σNS 基因

的克隆和序列分析
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摘要: 参考 GenBank 鸡正呼肠孤病毒( Avian reovirus，ARV) 和番鸭呼肠孤病毒( Muscovy duck reovirns，DRV) σ 非

结构蛋白( σNS) 基因序列设计合成 1 对引物，对番鸭呼肠孤病毒 YB( DRV － YB) 株 σNS 基因进行 RT － PCR 扩

增，克隆到 pMD18 － T 载体中，并对克隆产物进行 PCR 鉴定和测序; DRV － YB 株编码 σNS 的基因全长为 1 191
bp，其 5’和 3’端具有典型的禽正呼肠孤病毒的特征，开放阅读框从 24 ～ 1 127 位碱基，编码 367 个氨基酸残

基。DRV － YB 株与法国番鸭呼肠孤病毒 89026( DRV －89026) 株和鸡呼肠孤病毒 S1133( ARV － S1133) 株 σNS
基因核苷酸同源性分别为 87． 3% 和 76． 5% ; 推导氨基酸同源性分别为 94． 8% 和 90． 5%。进化树分析表明

DRV － YB 株 σNS 与 DRV －89026 株亲缘关系较近，处在番鸭呼肠孤病毒的分支上。分析发现 DRV － YB 株 S
组基因大小和编码蛋白与法国番鸭呼肠孤病毒 89026、89330 株 S 组一致，具有法国番鸭呼肠孤病毒 89026、
89330 株 S 组的特征，而与 ARVS1133、176 等鸡源呼肠孤病毒差异较大。表明不同禽正呼肠孤病毒株 S 组基因

的大小和编码同一蛋白的等位基因呈现多态性，自然界中禽正呼肠孤病毒不同毒株之间存在基因交换和基因

重组现象。
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Abstract: The σNS gene of muscovy duck reovirus YB( DRV － YB) was amplified by RT － PCR with oli-
gonucleotide primers，which were designed based on previously reported σNS sequences of avian and muscovy
duck reoviruses in the GenBank． The PCR product was cloned into the pMD18 － T vector and confirmed by
PCR and sequencing analyses． The results show that the σNS gene of DRV － YB contains 1 191 bp，with con-
served 5’and 3’terminal motifs typical of avian reoviruses． It contains one open reading frame from nt 24 to
nt 1 127，which encodes a protein of 367 amino acids． Further nucleotide and amino acid sequence alignments
among DRV － YB，DRV －89026，and ARV － S1133 indicate that the σNS nucleotide sequence of DRV － YB
is 87． 3% and 76． 5% homologous to the corresponding genes in DRV －89026 and ARV －S1133，while the de-
duced amino acid sequence of DRV － YB is 94． 8% and 90． 5% homologous to DRV －89026 and ARV － S1133，
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respectively． Phylogenetic analysis shows that the σNS genes of DRV － YB and DRV －89026 are closely relat-
ed to and fall into the same evolutionary cluster． DRV － YB and DRV －89026 as well as DRV －89330 share
the same characteristics of S － class genes，with the same gene length and encoded proteins． However，the ge-
nome organization of DRV － YB is dramatically different from those of ARV － S1133 and ARV － 176，which
are strains from chicken． The results suggest that the S － class genes exhibit polymorphism in the length of
gene segments and encoded proteins among different Avian orthoreovirus strains． This polymorphism may reflect
exchange and recombination of gene segments among different Avian orthoreovirus strains in nature．
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番鸭呼肠孤病毒( Muscovy duck reovirus，DRV) 是番鸭“花肝病”的病原，属于呼肠孤病毒科( Reovi-
ridae) 正呼肠孤病毒属( Orthoreovirus) 禽正呼肠孤病毒( Avian orthoreovirus) 成员，该组成员可感染鸡、鸭、
鹅、火鸡等多种禽类［1］，并能在不同禽种之间互相传播。禽正呼肠孤病毒基因组为 10 个节段的双股

RNA，根据核酸电泳迁移率的不同，可以分成 3 组: 3 个大基因节段( L1、L2、L3 ) ，3 个中基因节段( M1、
M2、M3 ) ，4 个小基因节段( S1、S2、S3、S4 ) ［2］。目前已经得到鉴定的蛋白有 15 个，与病毒基因的大

( L) 、中( M) 、小( S) 3 组相对应，其病毒蛋白也相应分为 λ 组( λA，λB，λC) ; μ 组( μA，μB，μBC，μBN，

μNS，μNSC) ; σ 组( σA，σB，σC，σNS 和 P10，P17) ［3 － 5］。这 15 个蛋白中，有 10 个结构蛋白( λA，λB，λC，

μA，μB，μBC，μBN，σA，σB，σC) 和 5 个非结构蛋白( μNS，μNSC，σNS，P10，P17) 。其中结构蛋白中 μB，

μBC，μBN，σB，σC 为外壳蛋白; λA，λB，μA，σA 是内核蛋白; σC 从内核延伸到外壳［3，6 － 7］。σNS 是一种

较小的病毒非结构蛋白，能非特异性地与 ssRNA 结合，在病毒组装的早期起重要作用［8 － 12］。本研究对

分离自发病番鸭的呼肠孤病毒 DRV － YB 株 σNS 基因进行了扩增、克隆和序列测定，分析番鸭呼肠孤病

毒的 σNS 基因分子结构特点和遗传演变，为我国番鸭呼肠孤病毒分子流行病学研究积累资料。

1 材料与方法

1． 1 试验材料

1． 1． 1 病毒和番鸭种蛋 番鸭呼肠孤病毒 YB 株由福建农林大学动物保健研究所保存; 番鸭种蛋购自

呼肠病毒阴性种鸭场，由福建农林大学动物保健研究所孵化; 番鸭胚成纤维细胞，按常规方法制备。
1． 1． 2 菌株、质粒、工具酶与试剂 大肠杆菌 JM109 株、质粒 pMD18 － T、Trizol’s RNA 抽提试剂盒，连

接试剂盒、RT － PCR 试剂盒、LB 培养基、琼脂糖、X － gal、IPTG 分别购自 Invitrogen 和大连宝生物工程公

司。其它试剂均为进口或国产分析纯。
1． 2 病毒培养和 RNA 提取

DRV － YB 经 8 日龄番鸭呼肠病毒阴性鸭胚卵黄囊接种，37 ℃孵育 72 h，收集尿囊液和胚体匀浆悬

液。收获的 DRV － YB 株的培养液冻融 3 次，取 250 μL 细胞悬液于一个 1． 5 mL eppendorf 管中，按 Tr-
izol’s RNA 抽提试剂盒说明书进行。提取的病毒 RNA 溶于 50 μL 经 DEPC 处理的水中，－70 ℃保存备用。
1． 3 引物设计与合成

参照 GenBank 中禽正呼肠孤病毒鸡源美国分离株 ( ARV － S1133 ) 和法国番鸭分离株 ( DRV －
89026) σNS 基因全长序列，用 Oligo 4 软件在基因 5’端和 3’端的非编码区内分别设计上游引物和下游

引物，具体引物序列如下: P1: 5’－ GCTTTTTGAGTCCTTGTGCAG － 3’; P2: 5’－ GATGAGTAAGAGTC-
CAAGTCG －3’。引物由上海博亚生物技术有限公司合成，用 TE 缓冲液配制成适当浓度，贮存于 －
20 ℃冰箱，备用。
1． 4 σNS 蛋白基因的克隆

1． 4． 1 病毒 RNA 反转录和 PCR 扩增 取病毒 RNA 悬液 9 μL，加入 P1 和 P2( 20 pmol) 各 1 μL，混匀，

100 ℃ 水浴 5 min 后，冰浴。在冰浴上依次加入 5 × 反转录 Buffer 4 μL、0． 1 mol /L DTT 2 μL、2． 5 mmol /
L dNTP( Mixture) 2 μL、RNase Inhibiter 1 μL、AMV Reverse transcriptase( 10 U) 1 μL，37 ℃水浴 1 ～2 h，再

95 ℃作用 5 min 灭活反转录酶。然后在 PCR 管中依次加入 10 × PCR buffer 5 μL、cDNA 2． 5 μL、10 mmol /
L dNTP( Mixture) 2 μL、Primer P1 ( 20 pmol) 0． 5 μL、PrimerP2 ( 20 pmol) 0． 5 μL 和 Taq DNA polymerase
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0． 5 μL，最后用无菌水补足反应体系至 50 μL。在 PTC － 100 型上进行基因扩增。即先 95 ℃ 预变性

5 min 后，然后按 94 ℃变性 1 min、55 ℃退火 45 s、72 ℃延伸 2 min 的参数进行 35 个循环，最后 72 ℃
再延伸 10 min。
1． 4． 2 PCR 产物的回收和纯化 PCR 产物在 10 g /L 琼脂糖凝胶上电泳，然后用用小量柱式 DNA 回收

试剂盒纯化回收 DNA，具体操作按说明进行。取 2 μL 收集管中液体( DNA 片段) 在 10 g /L 琼脂糖凝胶

上电泳检查结果，其余 － 20 ℃保存。
1． 4． 3 感受态细胞的制备 按文献介绍的氯化钙法制备感受态细胞，最后加入无菌甘油至终溶度为

15%，混匀后分装为 200 μL /管，－ 70 ℃保存备用。
1． 4． 4 连接与转化 在 10 μL 的反应体系中直接加入纯化的 PCR 产物 4． 5 μL、pMD18 － T 载体 0． 5 μL
与连接液 5 μL，16 ℃连接 1 h 以上。取感受态细胞 200 μL，经冰浴融化后，同时将 10 μL 连接产物全

量转入感受态细胞，冰浴 30 min，42 ℃热休克 1 min，再冰浴 1 ～ 2 min，然后加入 1 mL 不含 Amp 的 LB
液体培养基，37 ℃摇床培养 45 min( 160 ～ 220 r /min) ，800 r /min 离心 30 s。吸弃上清，余下约 170 μL
培养物，加入 20 μL X － gal( 20 mg /mL) 、4 μL IPTG( 200 mg /mL) ，重悬后涂布于含 Amp 的 LB 平板，

37 ℃培养过夜。次日挑取白色单菌落小量培养。
1． 4． 5 质粒 DNA 的提取 在 LB 平板上随机挑选了单个白色菌落接种于 3 mL 含 Amp 的 LB 液体培养

基中，37 ℃摇床培养过夜。取 1． 5 mL 培养液于微量离心管中，按碱裂解法进行小量制备。最后用含

RNA 酶( 20 μg /mL) 的 TE 溶液( 10 mmol /L Tris － HCl、1 mmol /L EDTA，pH 8． 0) 50 μL 溶解沉淀，37 ℃
作用 10 min; 同时取 2 μL 提取物进行琼脂糖凝胶电泳分析，其余 － 20 ℃冻存。
1． 4． 6 重组质粒的鉴定 小量法提取的质粒 DNA 经 100 倍稀释后取 1 μL，依次加入 10 × PCR buffer 5
μL、10 mmol /L dNTP ( Mixture) 3 μL、Primer P1 ( 20 pmol) 0． 5 μL、Primer P2 ( 20 pmol) 0． 5 μL 和 Taq
DNA polymerase 1 U，最后用无菌水补足反应体系至 50 μL。按 1． 4． 1 的 PCR 条件进行扩增，扩增后的

PCR 产物在 10 g /L 琼脂糖凝胶上电泳检查结果。经 PCR 初步鉴定后，分别提取阳性菌落的重组质粒

送大连宝生物工程有限公司测序。
1． 5 序列测定和比较分析

利用 Sangers 双脱氧末端终止法对初步鉴定为阳性质粒进行测序，并用 DNAStar 和 Anthepro 等分析

软件对目的序列与 DRV －89026、DRV － C4、ARV － S1133、ARV － 176 等禽源呼肠孤病毒 σNS 基因核苷

酸序列及其推导的氨基酸序列进行比较分析。

2 结果与分析

2． 1 YB －σNS 全基因 RT － PCR 扩增、克隆与鉴定

用 Trizol’s RNA 抽提试剂盒提取 DRV － YB 株 RNA，经 RT － PCR 扩增获得到大小约为 1． 3 kb 的

特异性片段( 图 1) ，与预期产物的大小相符。
将该片断克隆至 pMD18 － T，转化大肠杆菌 JM109 株，小量法提取的质粒 DNA 用 Primer P1 和 P2

PCR 扩增后电泳检查，获得的特异性片段预期相符合，鉴定结果见图 2。
2． 2 YB －σNS 全基因序列测定结果与比较

DRV － YB 株 σNS 的编码基因全长为 1 191 bp，编码区从 24 位至第 1 127 核苷酸，编码 367 个氨基

酸残基。与数据库中禽正呼肠孤病毒 σNS 的编码基因比较( 图 3) ，其 5’末端非编码区有 33 个核苷酸

序列非常保守; 3’末端非编码区鸭源呼肠孤病毒有 64 个核苷酸，而鸡源呼肠孤病毒有 65 个核苷酸，两

者 3’末端非编码区有 7 个核苷酸的差异: 与鸡源呼肠病毒株 S1133、176、1733 等相比在非编码区 3’末

端第 6 位碱基 T→C，第 22 位碱基 G→A，第 31 位碱基 C→A，第 32 位碱基 A→G，第 38 位碱基 C→缺

失，第 39 位碱基 T→G，第 50 位碱基 C→T。
2． 3 YB －σNS 基因编码氨基酸序列分析与比较

用 Antheprot 2000 V6． 0 蛋白分析软件对禽正呼肠孤病毒 σNS 核苷酸序列推导的氨基酸序列进行

分析。预测 σNS 蛋白的抗原性、疏水性、亲水性、跨膜性及易溶性等理化性质，结果显示，σNS 蛋白无跨
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M: DNA Marker ( 2 000 bp) ;

1: YB 株 σNS 基因的 PCR 增结果。
M: DNA Marker DL 2 000; 1． Amplification
of σNS gene from MDRV － YB by PCR．

图 1 PCR 产物电泳结果

Fig． 1 Electrophoretogram of PCR products

M: DNA Marker ( DL 2 000) ; 1: 重组质粒 PCR
增结果; 2: pMD18 － T 空白对照。

M: DNA Marker DL 2 000; 1． Recombinant plasmid
identified by PCR; 2． Empty plasmid control．

图 2 重组质粒 PCR 鉴定结果

Fig． 2 PCR identification of recombinant plasmids

Majority GCTTTTTGAGTCCTTGTGCAGCCATGGACAACACCGTGCGTGTTGGAGTTTCCCGCAACACATCCGGCGCAGCTGGTCAGACACTCTTTAGGAATTTCTA

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

YB( S2) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． CG． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 100

89026( S3) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． TT． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． TA． ． ． ． C． A． ． ． ． ． ． A． ． 100

176( S4) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． 100

S1133( S4) ． － － － － － － － ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． GC． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． 93

Majority TTTACTCCGATGTAATATTTCAGCTGATGGTCGTAATGCCACGAAGGCGGTACAATCTCACTTTCCTTTCTTTTCTCGTGCTGTTCGATGCCTGTCTCCT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

YB( S3) C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． C． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． G． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． T． ． ． ． ． ． ． G 200

89026( S3) C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． CC． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． A． ． C． ． G． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． A． ． ． A． ． ． ． ． CA． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G 200

176( S4) ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． C． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． A． ． G． ． ． 200

S1133( S4) ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． C． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． A． ． G． ． ． 193

Majority CTTGCTGCTCACTGTGCTGATAGGACTCTTCGCCGTGACAACGTGAAACAGATTCTTACTCGTGATTTGCCATTTTCCTCGGATCTCATCAACTATGCTC

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

YB( S2) ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． T． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． GA． C． ． C． ． G． ． ． ． ． C． ． ． ． ． A． ． C． ． CC． A． ． C． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 300

89026( S3) ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． G． ． G． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． A． C． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． CC． A． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 300

176( S4) ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． AC． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． 300

S1133( S4) ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． AC． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． C． ． A． 293

Majority ACCATGTGAATTCATCCTCCCTTACTACTTCTCAGGGTGTCGAAGCGGCTCGTTTTGTAGCTCAAGTTTATGGTGAACAAGTCCCGTTCGATCACATTTA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

YB( S3) ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． CC． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． 400

89026( S3) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． G． ． ． ． ． ． ． ． C． ． C． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． C． ． C． ． CC． ． ． ． ． ． ． G． ． G． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． T． ． ． ． ． C． ． ． ． ． C． ． 400

176( S4) ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 400

S1133( S4) ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 393

Majority TCCTTCTGGTTCTGCGACTTACTGTCCTGGTGCTATCGCCAATGCTATTTCTCGGCTTATGGCTGGCTTTGTGCCTCGTGAAGGTGATGATTTTGCTCCG

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

YB( S2) C． ． G． ． ． ． ． C． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． T． C． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． C． ． ． ． ． G． AA． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． CA． G． ． A 500

89026( S3) C． ． A． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． G． ． T． ． ． ． ． ． ． ． G． AG． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． CA． A． ． A 500

176( S4) ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． CA． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． 500

S1133( S4) ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． CA． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． 493

Majority AGTGGTCCTATTGACTACCTTGCTGCTGATCTGGTCGCGTATAAGTTTGTGCTGCCTTACATGCTTGATATGGTGGATGGTCGTCCTCAGATTGTGTTGC

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

YB( S3) ． C． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． T． ． T． ． ． ． ． C． ． C． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． CT． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． T． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． ． ． 600

89026( S3) ． CC． ． ． T． G． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． T． ． ． ． ． C． ． A． ． ． ． ． T． ． ． ． ． A． ． T． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． C． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 600

176( S4) ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． CC． ． ． 600

S1133( S4) ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． CC． ． ． 593
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Majority CGTCTCATACCGTAGAGGAGATGTTGACCAACACCGGCTTGCTGAATTCGATTGATGCTTCATTTGGTATCGAATCGCGCAGTGATCAACGGATGACTCG

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

YB( S3) ． TC． ． ． ． C． ． T． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． TC． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． G． ． C． ． C． ． ． ． ． ． ． ． TAAA． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． G． ． 700

89026( S3) ． CC． ． ． ． C． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． T． ． GC． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． C． ． T． ． ． ． ． CAAG． ． ． ． ． C． ． G． ． C． ． ． ． ． G． ． 700

176( S4) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 700

S1133( S4) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 693

Majority TGATGCTGCTGAGATGAGTTCTCGTTCTCTCAATGAGCTTGAGGATCATGATCAGCGTGGTCGTATGCCTTGGAAGATCATGCTGGCTATGATGGCGGCG

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

YB( S3) C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． A． ． ． ． C． ． G． ． C． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． 800

89026( S3) C． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． A． C． ． C． ． A． ． T． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． 800

176( S4) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C 800

S1133( S4) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C 793

Majority CAATTGAAGGTTGAGTTGGACGCGCTGGCGGACGAGCGTACTGAGTCTCAGGCTAATGCTCACGTTACATCCTTCGGTTCGCGTTTGTTTAATCAGATGT

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

YB( S3) ． ． ． C． ． ． ． AACC． ． ． ． ． ． A． ． ． ． C． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． C． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． C． ． ． ． ． ． ． 900

89026( S3) ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． C． ． ． ． ． A． ． ． ． ． TT． ． ． ． T． ． T． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． C． ． ． ． ． ． ． 900

176( S4) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． A． ． A． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 900

S1133( S4) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． A． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 893

Majority CGGCGTTTGTTCCTATTGATCGTGAATTGATGGAACTGGCTCTTCTCATCAAGGAACAGGGCTTCGCCATGAATCCGGGTCAGATTGCATCTAAGTGGTC

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000

YB( S3) ． A． ． ． ． ． ． ． ． G． ． C． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． C． ． C． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． C． ． A． ． ． ． ． ． 1000

89026( S3) ． ． ． ． T． ． ． ． ． G． ． CG． C． ． ． ． ． C． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． T． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G． ． ． ． ． C． ． ． ． ． C． ． A． ． ． ． ． 1000

176( S4) ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 1000

S1133( S4) ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 983

Majority GTTTATACGTCGTTCTGGTGCTGCTCGTTCCCTTTCGGGTGCCCGTTTTGAAATCCGGAATGGTAATTGGATGATCCGTGAGGGTGACCAGACGCTGCTG

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

YB( S3) ． ． C． ． ． TA． A． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． G． ． G． ． ． ． ． GG． ． ． ． ． ． TA． ． ． ． ． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． G． ． ． A． ． ． ． ． ． 1100

89026( S3) T． C． ． ． CA． A． ． G． ． ． ． ． C． ． A． ． A． ． G． ． ． ． ． GG． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． G． ． G． ． T． ． A． ． ． ． ． A． ． C． ． ． ． ． A． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． 1100

176( S4) ． C． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． C． ． A． ． ． ． ． C． A． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． A． ． ． 1100

S1133( S4) ． C． G． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． C． ． A． ． ． ． ． C． A． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． A． ． ． 1093

Majority TCTGTCTCTCCAGCTAGGATGGCGTAGACGGGACCCATGGTGTGGGTGAGGGGTCGCCACGCCCTCTGCCGCGACTTGGACTCTTATTCATC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

YB( S3) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G － ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． 1191

89026( S3) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． G － ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． 1191

176( S4) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 1192

S1133( S4) ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． C． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 1185

图 3 DRV － YB 株 σNS 基因核苷酸序列分析与比较

Fig． 3 Alignment of the σNS gene sequence

膜区，拥有较多的疏水区和抗原位点。用 GORⅠ方法预测二级结构，结果显示在 DRV － YB 株 σNS 蛋

白结构中有其有 35%的 α － 螺旋( 其中约有 65%的 α － 螺旋分布于 C － 端的第 197 － 313 aa) ; 26%的 α
－ 折叠; 17%的 α － 转角和 22%的无规则卷曲。进一步用 DNASTAR 分析软件分析 DRV － YB 株和数据

库中禽正呼肠孤病毒 σNS 推导的氨基酸序列，发现主要有以下特点: 从 N － 端到 C － 端散布大量的正电

荷碱性氨基酸和负电荷碱性氨基酸，N 末端 6 － 80 和 219 － 365 富含正电荷碱性氨基酸，中间 153 － 242
和 C 末端的 264 － 274、299 － 311 富含负电荷碱性氨基酸，特别是 6、11、29、37、46、68、80、224、235、252、
263、288、320、365 位碱性氨基酸和 67、81、87、169、185、198、211、216、227、230、238、243、246、266、273、
299、321、345 位酸性氨基酸在比较的呼肠孤病毒中( 包括禽和哺乳动物呼肠孤病毒，资料未显示) 保守

或被同属性的氨基酸替换。
DRV － YB 株 σNS 蛋白理论分子量为 40 430． 13 kD，蛋白等电点( PI) 为 7． 875; 信号肽搜索发现，

σNS 蛋白均在第 62 － 67 aa 内有一个明显的信号肽。因此，确定 σNS 蛋白为一种分泌蛋白; Prosite 搜索

σNS 蛋白潜在的 Motif 位点，发现 YB 株有 4 个 N － 糖基化潜在位点( N － glycosylation site) ，4 个蛋白激

酶 C 磷酸化潜在位点( Protein kinase C phosporylation site) ，3 个酪氨酸激酶( CK2) 磷酸化潜在位点( Ca-
sein kinase Ⅱ phosporylation site) 和 6 个豆蔻酸潜在位点( N － myristoylation site) ，还有 1 个 CAP － Gly
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domain signature，位于第 332 － 342 aa。YB 株与 89026 株相比，多一个第 31 － 34 aa 位的 N － 糖基化潜

在位点、多一个第 322 － 234 aa 位的蛋白激酶 C 磷酸化潜在位点。
用 DNASTAR 分析软件分析比较 σNS 核苷酸序列推导的氨基酸序列，结果表明( 图 4 ) ，3 个毒株

σNS 基因编码的蛋白氨基酸序列大小一致，均为 367 个氨基酸，其中，DRV － YB 株与法国番鸭源 89026
株的 σNS 氨基酸序列有 18 个氨基酸位点的差别，与鸡源 ARV －176 株的 σNS 氨基酸序列有 34 个氨基

酸位点的差别。比较 13 株不同禽种来源的呼肠孤病毒 σNS 推导的氨基酸序列，发现 σNS 蛋白的 N －
端前 14 个氨基酸非常保守，为 MDNTVRVGVSRNTS。

Majority MDNTVRVGVSRNTSGAAGQTLFRNFYLLRCNISADGRNATKAVQSHFPFLSRAVRCLSPLAAHCADRTLRRDNVKNILTR

10 20 30 40 50 60 70 80

YB ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． V． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． Y． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 80

89026 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． V． ． ． ． ． I． K． L． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． Y． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 80

176 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． Q． ． ． ． 80

S1133 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． P． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． Q． ． ． ． 80

Majority DLPFSSDLINYAHHVNSSSLTTSQGVEAARLVAQVYGEQVPFDHIYPSGSATYCPGAIANAISRLMAGFVPQEGDDFAPS

90 100 110 120 130 140 150 160

YB ． ． ． ． P． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． S． ． V． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． T 160

89026 ． ． ． ． P． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． H． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． T 160

176 E． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． I． ． ． ． ． ． R． ． ． ． ． ． ． ． 160

S1133 E． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． I． ． ． ． ． ． R． ． ． ． ． ． ． ． 160

Majority GPIDYLAADLVAYKFVLPYMLDMVDGRPQIVLPSHTVEEMLTNTGLLNAIDASFGIEAKSDQRMTRDAAEMSSRSLNELE

170 180 190 200 210 220 230 240

YB ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． S． ． ． ． ． P． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． S． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 240

89026 ． S． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． P． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． S． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 240

176 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． I． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． S． ． ． S． ． ． ． ． ． ． ． ． R． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 240

S1133 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． I． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． S． ． ． S． ． ． ． ． ． ． ． ． R． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 240

Majority DHDQRGRMPWKIMLAMMAAQLKVELDALADERTESQANAHVTSFGSRLFNQMSAFVTIDRELMELALLIKEQGFAMNPGQ

250 260 270 280 290 300 310 320

YB N． EH． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T． ． N． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． P． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 320

89026 N． EH． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． I． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． PV． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 320

176 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． V． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 320

S1133 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 320

Majority IASKWSLIRRSGAARSLAGARLEIRNGNWMIREGDQTLLSVSPARMA

330 340 350 360

YB V． ． ． ． ． S． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． V． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． R． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 367

89026 ． ． ． ． ． ． S． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． I． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 367

176 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． PT． P． S． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 367

S1133 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． PT． P． S． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． 367

图 4 DRV － YB 株 σNS 基因推导氨基酸序列分析与比较

Fig． 4 Alignment of amino acid sequence of the σNS genes

2． 4 YB －σNS 全基因核苷酸序列和氨基酸序列同源性比较

应用 DNAStar 分析软件，将本研究 DRV － YB 株 σNS 编码基因与 GenBank 上的 DRV － 89026 株

( AJ133122) 、DRV － C4 株( DQ066922 ) 、DRV － S14 株( DQ066923 ) 、ARV － 138 株( AF059725 ) 、ARV －
176 株( AF059724) 、ARV －1733 株( AY303992) 、ARV － Chink Vac 株、ARV － HC /China 株( EF122835) 、
ARV － R2 /TW 株 ( AF294778 ) 、ARV － S1133 株 ( EF122838 ) 及 火 鸡 分 离 株 MO/SEP － 816 /05 株

( EU400279) 相应的基因进行核苷酸序列及推导氨基酸序列同源性比较( 表 1) ，结果显示: DRV － YB 株

与 DRV －89026 株 σNS 核苷酸同源性为 88． 4%，与 ARV － S1133 的同源性为 79． 5% ; DRV － YB 株与

DRV －89026 株 σNS 推导氨基酸同源性为 95． 1%，与 ARV － S1133 同源性为 90． 8%。总体上看，DRV
－ YB 与鸭源呼肠孤病毒 σNS 全基因的核苷酸同源性为 83． 8% ～ 98． 8%，与鸡源呼肠孤病毒的同源性

为 78． 7% ～79． 5%。
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表 1 σNS 蛋白基因核苷酸序列和氨基酸序列同源性

Tab． 1 The homologous comparison of σNS nucleotide sequences and deduced amino acids sequences of muscovy
duck reovirus strains with the reference strains

毒株 Strains 138 176 1733 89026 C4 ChickVac HC / China R2 /TW S14 S1133 MO/SEP －816 YB

138 ＊＊＊ 82． 1 82． 4 78． 5 80． 0 81． 4 77． 4 79． 8 80． 2 82． 2 79． 3 79． 4

176 93． 8 ＊＊＊ 99． 7 77． 7 79． 8 99． 3 77． 1 80． 0 80． 0 99． 6 79． 3 79． 6

1733 94． 0 99． 7 ＊＊＊ 77． 8 79． 9 99． 5 77． 4 80． 3 80． 1 99． 8 79． 4 79． 6

89026 89． 9 90． 2 90． 5 ＊＊＊ 88． 5 77． 1 83． 8 78． 6 88． 7 77． 7 77． 7 88． 4

C4 92． 7 92． 4 92． 7 96． 2 ＊＊＊ 79． 4 84． 6 79． 5 99． 7 79． 7 78． 6 98． 5

ChickVac 93． 8 99． 5 99． 7 90． 2 92． 4 ＊＊＊ 77． 3 80． 3 79． 5 99． 4 79． 4 79． 0

HC /China 90． 4 90． 2 90． 4 94． 1 97． 2 90． 2 ＊＊＊ 78． 3 84． 3 77． 2 77． 3 83． 8

R2 /TW 91． 8 94． 0 94． 3 89． 1 92． 1 94． 0 90． 4 ＊＊＊ 79． 5 80． 1 80． 0 79． 0

S14 92． 7 92． 4 92． 7 96． 2 100 92． 4 97． 2 92． 1 ＊＊＊ 79． 9 78． 7 98． 8

S1133 93． 8 99． 6 99． 7 90． 2 92． 4 99． 5 90． 2 94． 0 92． 4 ＊＊＊ 79． 3 79． 5

MO/SEP －816 92． 7 92． 1 92． 4 89． 1 91． 6 92． 1 90． 2 91． 3 91． 6 92． 1 ＊＊＊ 78． 7

YB 91． 0 90． 8 91． 0 95． 1 98． 4 90． 8 95． 5 90． 5 98． 4 90． 8 89． 9 ＊＊＊

右上方为核苷酸同源率; 左下方为氨基酸同源率。
Homologous rates of nucleotide were presented in the upper triangle of the table，and homologous rates of deduced amino

acid in the lower．

2． 5 YB － σNS 蛋白全基因核苷酸序列和氨基酸序列进化树分析

利用 DNASTAR 生物软件中的 MegAlign Jotun Hein 方法对 GenBank 数据库中主要禽源呼肠孤病毒

的 σNS 基因进行分析并绘制遗传进化树( 图 5) ，结果发现: DRV － YB 株和 11 株参考禽源呼肠孤病毒

大致可分为两个大的分支———鸡源呼肠孤病毒和鸭源呼肠孤病毒，本研究中的 DRV － YB 株处在鸭源

呼肠孤病毒的分支上。DRV － YB 株与国内分离的 DRV － C4 株、DRV － S14 株遗传距离最近，其次是法

国 DRV －89026 株; 同时分析显示鸡源分离的 ARV －138 株与其他鸡源呼肠孤病毒株遗传距离较远，却

与鸭源呼肠孤病毒关系更近。
对推导的 σNS 氨基酸序列进行分析并绘制遗传进化树( 图 6) ，发现 12 株病毒 σNS 氨基酸序列与

核苷酸序列的遗传进化树在局部有一定的差异，ARV －176 处在鸡源呼肠孤病毒分支上，遗传进化树呈

典型的鸡源分支和鸭源分支; 同时分析结果也显示鸡源分离的 ARV － 138 株、火鸡分离的 MO/SEP －
816 /05 株 σNS 氨基酸序列却与鸡源呼肠孤病毒株遗传距离较近，与鸭源呼肠孤病毒关系较远。这进一

步说明，不同禽种来源的呼肠孤病毒基因序列存在明显的多变性和多态性。

图 5 σNS 全基因核苷酸序列进化树

Fig． 5 Phylogenitic tree based on the nucleotide
whole sequence of the σNS gene

图 6 σNS 基因推导氨基酸序列进化树

Fig． 6 Phylogenitic tree based on the deduced
amino acids sequence of the σNS gene

3 讨 论

与所有禽类呼肠孤病毒相似，DRV － YB 株 σNS 核苷酸序列的 5’末端和 3’末端都有特异的保守碱
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基，5’末端为 5’－ GCTTTTT，3’末端为 TACTCATC － 3’［13 － 14］( 鸡源为 TATTCATC － 3’) 。禽正呼肠孤

病毒的 5’末端前 34 个核苷酸保守，而 3’末端非编码区，若分为鸡源和鸭源呼肠孤病毒，则鸡源呼肠病

毒( S1133、176、1733、138 等) 65 个核苷酸和鸭源呼肠孤病毒( 89026，YB、C4、S14 等) 64 个核苷酸都保

守。在分析的禽正呼肠孤病毒中，3’末端非编码区的碱基序列可将鸡源和鸭源呼肠孤病毒区分开。但

该序列的不同是否是鸡源和鸭源呼肠孤病毒区分的标记还有待于大量病毒测序结果加以证实。
呼肠孤病毒的 σNS 是个较小的病毒非结构蛋白，与病毒 mRNA 的组装、基因组复制及病毒形态发

生有一定关系。Gillian 等［15］研究发现，σNS 的 N － 端前 11 个氨基酸残基可形成两亲性的 α － 螺旋结

构，分析认为该结构对 ssRNA 的结合及核蛋白复合物的形成起着重要的作用。Gillian 等［16］研究表明，

σNS 能与 RNA 和 DNA 结合，结合能力上 RNA 比 DNA 强，单链核酸比双链核酸强，这种结合不需要

ATP 水解，可被 MgCl2 抑制，其功能类似于单链 DNA 结合蛋白在基因组 DNA 复制中的作用。Miller

等［17］进一步研究发现当 μNS 蛋白单独表达时，μNS 可形成形态一致的包涵体———被认为是“病毒复制

的工厂”; 当 σNS 蛋白单独表达时，σNS 无规律散布在细胞中; σNS 和 μNS 共表达时，σNS 则分布在

μNS 形成的包涵体中，用 RNase 处理免疫共沉淀物，则 σNS 从 μNS 形成的包涵体中分离，表明 σNS 和

μNS 是通过 RNA 结合。Touris Otero F 等［18］发现 σNS 还与 μNS 蛋白共同作用侵入被感染细胞，提高或

补充 μNS 的活性，但目前 σNS 在病毒复制过程中的作用机制尚未明确。Fernando 等［19］研究发现纯化

的 σNS 以二聚体或三聚体的形式存在，结合 RNA 的最小长度在 10 ～ 20 nt，且没有序列偏好性，认为与

RNA 的结合能力依赖于 σNS 构象。本研究分析 σNS 基因推导的氨基酸序列，未发现有可能与核酸结

合的序列，但其保守的酸、碱性氨基酸位点和二级结构有助于形成特定的结构域或构象，并可能通过构

象的变化选择性地聚集 ssRNA，此对禽类呼肠孤病毒复制的起始可能起着重要作用。
根据试验和查询相关资料，我们发现禽正呼肠孤病毒不同分离株编码 σN 蛋白的氨基酸残基数和

编码基因核苷酸数量相同( 鸭源比鸡源毒株少 1 核苷酸) ，但在电泳图谱却表现出明显的多态性，如鸡

源 ARV －176 株 σNS 蛋白由 S4( 1 192 bp) 基因编码。Kuntz － Simon 等［12］用 Northern 杂交分析 DRV －
89026、89330 株 S 组各片段精确的电泳迁移率，结果显示 DRV － 89026 株 σNS 蛋白由 S3 ( 1 991 bp) 基

因编码( 表 2) ; 而 DRV － 89330 株编码 σB 蛋白的基因片段在电泳图谱中出现在 S3，也就是说，DRV －
89330 株 S2、S3 片段在电泳中的迁移位置与 DRV － 89026 株的 S2、S3 正好相反。目前，在 GenBank 数

据库中尚未发表 DRV －89330 株 σNS 蛋白编码基因 S2 的序列。本试验结果表明，YB 株编码 σNS 蛋白

基因与 DRV －89026 株 S3 基因大小一致，核苷酸序列和编码氨基酸序列同源性分别为88． 4%和 95． 1% ; 同时

也与鸡源 ARV －176 株 S4 基因阅读框大小一致，核苷酸序列和编码氨基酸序列同源性分别为 79． 6%
和 90． 8% ( 表 1) 。

表 2 禽正呼肠孤病毒 σNS 蛋白编码基因比较

Tab． 2 Comparison of σNS protein － coding genes

毒株

Strain

基因组片段

Genome
segment

登录号

Accession
number

碱基数

Base
pair

开放阅读框

ORFs

推导蛋白质序列 Deduced protein

氨基酸残基数

Residues
编码蛋白

Identification

YB S3 * 1191 24 － 1127 367 σNS

89330 S3 AJ133122 1191 24 － 1127 367 σNS

176 S4 AF059724 1192 24 － 1127 367 σNS

S1133 S4 AOU95952 1185 17 － 1120 36 σNS

* 本题课组克隆测序。
Our research group cloned and sequenced．

对分离自不同禽种来源的呼肠孤病毒基因序列存在明显的多变性和多态性的原因，我们分析是多

方面因素综合作用的结果。首先，禽源呼肠孤病毒基因组为分节段 dsRNA，当 2 种不同基因型的病毒株

同时感染同一个体时往往会出现基因交换或和基因重组现象，重组率高达 3% ～5 %［20］。此外，我国南

方鸡、鸭混养的现象比较普遍，也给不同禽种来源的禽正呼肠孤病毒株之间的基因频繁重组提供了条
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件; 虽然不同病毒株编码同一蛋白的基因核苷酸数量一致，但由于各病毒株之间核苷酸组成的差异导致

的电荷也不同，再加上操作人员的手法差异，同样也会造成该类病毒基因型的电泳多态性。最终可能导

致不同病毒株编码同一蛋白的基因片段在电泳条带中的顺序发生互换［8］。本课题组通过试验已验证

禽正呼肠孤病毒不同基因型的病毒体外同时感染禽胚成纤维细胞时，可导致子代病毒基因重组( 基因

重配) 的现象，基因重组后的病毒更易适应宿主体系。这一现象也提示在使用弱毒活苗防控病毒为分

节段基因组的传染病时，在疫苗毒与野毒基因之间有发生基因重组的可能，导致疫情复杂化，加大疫病

控制的难度。
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