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［摘　 要］ 　 为建立和完善禽腺病毒（ＦＡｄＶ）标准毒株库，针对 ＦＡｄＶ 不同种的纤突（Ｆｉｂｅｒ）和六邻体

（Ｈｅｘｏｎ）序列设计引物，对中国兽医药品监察所保藏的 ＦＡｄＶ １２ 个血清型代表毒株进行 ＰＣＲ 扩

增和遗传进化分析，完成了对毒株的分型鉴定，再结合同种不同血清型病毒 Ｈｅｘｏｎ 序列上酶切位

点的特征，用酶切法验证了毒株不存在同种中不同血清型之间的交叉污染。 试验结合遗传进化

分析和酶切法对 ＦＡｄＶ １２ 个血清型毒株进行了系统分型鉴定，明确其遗传背景、血清型信息及纯

净性，建立了系统完整的 ＦＡｄＶ 代表毒株毒种库，为 ＦＡｄＶ 鉴定及相关生物制品的研发和评价奠

定了物质基础。
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ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ １２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＦＡｄＶ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ｉｎ Ｃｈｉｎａ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

Ｃｏｎｔｒｏｌ， ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｄ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ

ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｈｅｘｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ， ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｓａｍｅ ｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｍｅｔｈｏｄ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， １２ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ＦＡｄＶ ｗｅｒｅ

ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ

ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ， ｓｅｒｏｔｙｐｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ＦＡｄＶ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｒｉｆｉｅｄ， ａｎｄ ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＦＡｄＶ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ａ ｍａｔｅｒｉａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ＦＡｄＶ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ； ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ； ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ

　 　 禽腺病毒（ Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，ＦＡｄＶ）属于腺病

毒科禽腺病毒属，曾称为 Ｉ 群 ＦＡｄＶ，可根据其分

子生物学特征及限制性内切酶片段图谱等方法

分为Ａ ～ Ｅ 共 ５ 个种，１２ 个血清型 ［１］ ，其多个种

和血清型的特征为 ＦＡｄＶ 的鉴定、检验及诊断方

法建立和相关疫苗评价等带来很大挑战。 ＦＡｄＶ
可引起鸡包涵体肝炎 （ ＩＢＨ） 、心包积液综合征

（ＨＰＳ）和肌胃糜烂 （ＧＥ） 等病症，严重影响养禽

业 ［２ － ４］ 。 自 ２０１５ 年 ６ 月以来，我国山东、河南、
河北等省份的部分地区鸡群中发生了由血清 ４
型 ＦＡｄＶ 引起的以心包积液和肝脏肿大为特征

的传染病，被称为鸡心包积液 － 肝炎综合征

（ＨＨＳ） ［５ － ７］ 。 近期也报 道 了 血 清 ４ 型 的 Ｉ 群

ＦＡｄＶ 在水禽中的感染病例 ［８］ 。 除血清 ４ 型外，
ＦＡｄＶ － ８ａ、 ＦＡｄＶ － ８ｂ、 ＦＡｄＶ － １０ 及 ＦＡｄＶ － １１
等血清型在我国鸡群中均有流行和感染，对我国

养禽业造成严重影响 ［９ － １０］ 。 目前，我国尚无商

品化 ＦＡｄＶ 疫苗及诊断制品。 因此，建立 １２ 个

血清型 ＦＡｄＶ 代表毒株库对于 ＦＡｄＶ 疫苗及诊断

制品研发、评价等具有重要意义。
我国于 ２０ 世纪 ７０ 年代从国外引进了 １２ 个血

清型毒株［１１］，但一直未进行系统鉴定。 本研究针

对 ＦＡｄＶ 不同种的 Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ 序列设计引物，
拟经 ＰＣＲ 扩增和遗传进化分析，对 １２ 个毒株进行

基因分种鉴定。 再结合同一种中不同血清型病毒

Ｈｅｘｏｎ 序列上酶切位点的特征，通过限制性内切酶

进行酶切，得到不同的酶切片段，确定同一种内不

同血清型的病毒毒株种是否纯净，进一步完善 １２

个血清型代表毒株毒种库。
１　 材料和方法

１． １　 毒株和试剂　 ＦＡｄＶ 的 １２ 个血清型毒株由

中国兽医药品监察所国家兽医微生物菌种保藏

管理中心保存。 Ａｘｙ Ｐｒｅｐ 体液病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ
小量试剂盒购自康宁生命科学有限公司。 快捷

型琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒Ⅱ型购自北京百

泰克生物技术有限公司。 ＴＯＰ１０ 感受态细胞、质
粒小提试剂盒 （离心柱型） 购自天根生化科技

（北京）有限公司。 ＬＢ 琼脂、ＬＢ 肉汤购自北京中

海生 物 科 技 有 限 公 司； ｐＥＳＡＹ － Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ
Ｃｌｉｏｎｇ Ｖｅｃｔｏｒ 购自北京全式金生物技术有限公

司。 Ａｃｃ６５ Ⅰ、Ｈｐａ － Ⅰ、ＢｓａＢⅠ、ＡｌｗＮⅠ、 ＳａｃⅡ
限制性内切酶购自 ＮＥＢ（北京）有限公司。 ＫＯＤ
ＦＸ Ｎｅｏ 购自东洋纺（上海）生物科技有限公司。
２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自北京博迈德生物技

术有限公司。
１． ２　 引物设计与合成　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 ＦＡｄＶ 不

同型的参考毒株（表 １）序列设计引物，用于扩增不

同种 ＦＡｄＶ 的 Ｈｅｘｏｎ 基因和 Ｆｉｂｅｒ 基因全长片段，引
物信息分别见表 ２ 和表 ３。 引物由北京六合华大基

因科技有限公司合成。
１． ３　 ＦＡｄＶ Ｈｅｘｏｎ 基因和 Ｆｉｂｅｒ 基因的 ＰＣＲ 扩增　
使用 ＤＮＡ 提取试剂盒分别提取 １２ 个血清型病毒

ＤＮＡ。 以提取的 ＤＮＡ 为模板，每对 Ｆｉｂｅｒ 引物扩增

所有毒株，Ｈｅｘｏｎ 引物扩增对应种的毒种。 ＰＣＲ 反

应体系为上下游引物各 ３ μＬ，ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ １ μＬ，
ＫＯＤ ＦＸ Ｎｅｏ ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬ，ｄＮＴＰ １０ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ９ μＬ。
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表 １　 ＦＡｄＶ 的 １２ 种血清型参考毒株信息

Ｔａｂ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １２ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＦＡｄＶｓ
不同血清型毒株 ＧｅｎＢａｎｋ 编号 英文缩写

Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ １ （ＣＥＬＯ） Ｕ４６９３３ ＦＡｄＶ － １
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ２ （ＳＲ４８） ＫＴ８６２８０６ ＦＡｄＶ － ２
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ３ （ＳＲ４９） ＫＴ８６２８０７ ＦＡｄＶ － ３
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ４ （ＫＲ５） ＨＥ６０８１５２． １ ＦＡｄＶ － ４
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ５ （ＴＲ２２ － ＣＫ８） ＡＦ５０８９５３． １ ＦＡｄＶ － ５
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ６ （ＣＲ１１９） ＫＴ８６２８０８ ＦＡｄＶ － ６
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ７ （ＹＲ３６） ＫＴ８６２８０９ ＦＡｄＶ － ７
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ８ａ （ＴＲ － ５９） ＫＴ８６２８１０ ＦＡｄＶ － ８ａ
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ８ｂ （７６４） ＫＴ８６２８１１ ＦＡｄＶ － ８ｂ
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ９ （Ａ － ２Ａ） ＡＦ０８３９７５ ＦＡｄＶ － ９
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ １０ （Ｃ２Ｂ） ＫＴ７１７８８９ ＦＡｄＶ － １０
Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ １１ （３８０） ＫＴ８６２８１２ ＦＡｄＶ － １１

ＰＣＲ 反应条件为 ９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，９８ ℃ １５ ｓ，退
火 ３０ ｓ，６８ ℃ 按 ２０００ ｂｐ ／ ｍｉｎ 延伸，共 ３５ 个循环，
６８ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃ 保存，同时设置阴性对照。
扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳后使用胶回收试剂

盒对目的片段进行回收。
１． ４　 ＦＡｄＶ Ｈｅｘｏｎ 基因和 Ｆｉｂｅｒ 基因序列测定及

遗传进化分析 　 将上一步得到的 ＦＡｄＶ Ｈｅｘｏｎ
基因和 Ｆｉｂｅｒ 基因全长片段的 ＰＣＲ 产物送北京

六合华大基因科技有限公司测序，并用 ＤＮＡ
ＳＴＡＲ 软件对序列进行遗传进化分析。 将待检

毒株序列与参考毒株序列进行同源性比较和

分析。

表 ２　 针对 ＦＡｄＶ 不同种 Ｈｅｘｏｎ 全长基因扩增所需引物序列

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｅｘｏｎ ｆｕｌｌ － ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＦＡｄＶｓ
种型 不同种引物名称 引物序列 目的片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃ 血清型

Ａ 型
ＦＡｄＶ ＡＦ
ＦＡｄＶ ＡＲ

５’ － ＡＧＧＣＴＣＴＣＡＴＴＣＡＧＧＣＣＣ － ３’
５’ － ＧＣＧＡＡＣＣＣＧＡＴＣＣＡＧＴＧＣ － ３’ ３３９０ ５７ １

Ｂ 型
ＦＡｄＶ ＢＦ
ＦＡｄＶ ＢＲ

５’ － ＣＣＡＣＣＡＧＡＣＧＣＡＣＣＡＡＣＡ －３’
５’ － ＴＣＣＧＡＡＣＧＧＧＴＣＧＡＡＣＡＴ － ３’ ３３１１ ５７ ５

Ｃ 型
ＦＡｄＶ ＣＦ
ＦＡｄＶ ＣＲ

５’ － ＧＡＧＡＴＧＧＴＧＡＣＧＧＡＧＧＴＧ －３’
５’ － ＡＡＧＣＧＧＴＧＡＣＧＡＧＧＡＴＧＣ － ３’ ３１３９ ５６． １ ４，１０

Ｄ 型
ＦＡｄＶ ＣＦ
ＦＡｄＶ ＤＲ

５’ － ＧＡＧＡＴＧＧＴＧＡＣＧＧＡＧＧＴＧ －３’
５’ － ＴＴＧＧＧＡＴＣＧＡＧＧＡＡＣＣＣＧ －３’ ３２８６ ５５ ２， ３， ９， １１

Ｅ 型
ＦＡｄＶ ＥＦ
ＦＡｄＶ ＥＲ

５’ － ＧＣＧＡＡＧＡＧＧＡＧＡＣＧＡＡＡＧＣ －３’
５’ － ＣＧＡＡＣＡＣＧＣＣＣＡＡＧＡＡＣＣ － ３’ ３１８５ ５７ ６， ７， ８ａ， ８ｂ

表 ３　 针对 ＦＡｄＶ 不同种 Ｆｉｂｅｒ 全长基因扩增所需引物序列

Ｔａｂ ３　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｉｂｅｒ ｆｕｌｌ － ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＦＡｄＶｓ
种型 不同种引物名称 引物序列 目的片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃ 血清型

Ａ 型

ＦＡｄＶ Ａｆ１Ｆ
ＦＡｄＶ Ａｆ１Ｒ

５’ － ＴＧＧＴＧＧＡＡＴＣＴＣＧＧＡＡＣＧ －３’
５’ － ＧＴＧＧＧＡＧＣＧＧＣＴＡＣＴＴＧＧ －３’

２４１５
（Ｆｉｂｅｒ１） ５７． ４

ＦＡｄＶ Ａｆ２Ｆ
ＦＡｄＶ Ａｆ２Ｒ

５’ － ＣＧＡＴＣＣＣＡＡＴＧＣＣＴＣＣＴＣ － ３’
５’ － ＴＧＡＴＧＴＴＧＡＴＴＴＧＧＡＣＡＣＧ －３’

１５１６
（Ｆｉｂｅｒ２） ５４． ９

１

Ｂ 型
ＦＡｄＶ ＢｆＦ
ＦＡｄＶ ＢｆＲ

５’ － ＣＴＡＣＧＣＡＧＣＣＡＧＡＡＣＡＣＧ －３’
５’ － ＴＣＡＡＧＣＡＣＧＡＧＡＡＣＡＧＡＣＣ － ３’ １８６３ ５５ ５

Ｃ 型

ＦＡｄＶ Ｃ４ｆ１Ｆ
ＦＡｄＶ Ｃ４ｆ１Ｒ

５’ － ＴＣＴＡＡＡＣＴＴＧＣＧＴＣＴＣＡＡＣＣ － ３’
５’ － ＧＣＣＡＣＧＴＡＡＴＣＧＡＡＡＧＧＡ －３’

１５１６
（Ｆｉｂｅｒ１） ５５． ９

ＦＡｄＶ ＣｆＦ
ＦＡｄＶ ＣｆＲ

５’ － ＧＣＡＧＡＣＴＴＣＣＧＧＣＴＣＣＡＡ －３’
５’ － ＧＧＡＣＧＣＧＧＧＡＡＣＡＡＡＧＧＡ －３’

１６４０
（Ｆｉｂｅｒ２） ５７． ７

４，１０

Ｄ 型
ＦＡｄＶ ＤｆＦ
ＦＡｄＶ ＤｆＲ

５’ － ＴＣＡＴＴＡＴＴＡＣＣＣＧＴＴＣＧＣ － ３’
５’ － ＣＧＴＧＧＴＴＣＧＴＧＧＡＧＧＣＴＧ －３’ １９０２ ５２． ７ ２， ３， ９， １１

Ｅ 型
ＦＡｄＶ ＥｆＦ
ＦＡｄＶ ＥｆＲ

５’ － ＧＴＴＣＣＣＧＣＣＴＣＧＴＴＡＴＴＧ － ３’
５’ － ＡＧＴＧＧＧＡＣＡＧＡＣＴＧＡＴＧＧ －３’ １８４０ ５３． ５ ６， ７， ８ａ， ８ｂ
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１． ５　 Ｈｅｘｏｎ 基因的酶切鉴定　 由于表 ３ 中的 Ｆｉｂｅｒ
基因引物具有种特异性，所以前期通过对 Ｆｉｂｅｒ 基

因的 ＰＣＲ 扩增，可实现对毒株种的分型和确定种

的纯净性，并实现对血清 １ 型（Ａ 种）和血清 ５ 型（Ｂ
种）毒株的特异性和纯净性鉴定。 通过 ＰＣＲ 方法

与酶切方法对 Ｈｅｘｏｎ 基因全长进行鉴定，从而鉴定

某一毒株内是否存在同种不同血清型污染。 将 １． ３

中各毒株 Ｈｅｘｏｎ 基因的 ＰＣＲ 产物进行胶回收，再使

用不同的限制性内切酶将 Ｃ、Ｄ、Ｅ 种内不同血清型

进行分型（表 ４）。 选取 Ａｃｃ６５Ⅰ分型 Ｃ４ 与 Ｃ１０，选
取 ＨｐａⅠ与 ＢｓａＢⅠ分型 Ｄ２、 Ｄ３、 Ｄ９、 Ｄ１１，选取

ＡｌｗＮⅠ和 ＳａｃⅡ分型 Ｅ６、Ｅ７、Ｅ８ａ、Ｅ８ｂ。 酶切体系

为：胶回收产物 ２０ μＬ，限制性内切酶 １ μＬ，１０ ×
ＮＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，Ｈ２Ｏ ２４ μＬ。

表 ４　 对 ＦＡｄＶ 进行纯净性分析所用限制性内切酶信息

Ｔａｂ ４　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｐｕｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦＡｄＶｓ
种型 血清型 酶 １ 名称 酶切后片段大小 酶 ２ 名称 酶切后片段大小

Ｃ ４
１０ Ａｃｃ６５Ⅰ １５０５，９３５，７００

２４３９，７００ ／ ／

Ｄ

２

１１

３

９

ＨｐａⅠ

２３３２，５５５，４００

２３３１，５５５，４０１

３２９９

１１５９，２１３６

ＢｓａＢⅠ ３２８６
２７１７，５７１

／ ／

Ｅ

６

７

８ａ

８ｂ

ＡｌｗＮⅠ

３１８９

９３２，１２３８，１０２１

９３９，１２３２，１０２１

２１６２，１０２４

／ ／

ＳａｃⅡ ２７３，２９１８
２７７，２３６８，５４７

／ ／

２　 结果与分析

２． １　 目的基因 Ｈｅｘｏｎ 的 ＰＣＲ 扩增　 利用本试验设

计的 Ｈｅｘｏｎ 基因和 Ｆｉｂｅｒ 基因种特异性引物（表 ２、
表 ３）对 １２ 个血清型 ＦＡｄＶ 毒株的 Ｈｅｘｏｎ 和 Ｆｉｂｅｒ
基因 ＯＲＦ 全长进行 ＰＣＲ 扩增，分别得到与预期目

的片段大小一致的基因片段，阴性对照无特异性

扩增，结果见图 １ 和图 ２。 而用Ｆｉｂｅｒ其他种的引

物扩增各毒株，结果均为阴性，证明各毒株无其他

种病毒污染，且表 ３ 中的 Ｆｉｂｅｒ 引物具有种特

异性。

Ｍ： ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ａ１ － Ｈｅｘｏｎ； ２： Ｂ５ － Ｈｅｘｏｎ； ３： Ｃ４ － Ｈｅｘｏｎ； ４： Ｃ１０ － Ｈｅｘｏｎ； ５： Ｄ２ － Ｈｅｘｏｎ； ６： Ｄ３ － Ｈｅｘｏｎ；

７： Ｄ９ － Ｈｅｘｏｎ； ８： Ｄ１１ － Ｈｅｘｏｎ； ９： Ｅ６ － Ｈｅｘｏｎ； １０： Ｅ７ － Ｈｅｘｏｎ； １１： Ｅ８ａ － Ｈｅｘｏｎ； １２： Ｅ８ｂ － Ｈｅｘｏｎ； １３： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 ＦＡｄＶ Ｈｅｘｏｎ 基因 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＡｄＶ Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ
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Ｍ： ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ａ１ － Ｆｉｂｅｒ１； ２： Ａ１ － Ｆｉｂｅｒ２； ３： Ｄ２ － Ｆｉｂｅｒ； ４： Ｄ３ － Ｆｉｂｅｒ；５： Ｃ４ － Ｆｉｂｅｒ１；

６： Ｃ４ － Ｆｉｂｅｒ２； ７： Ｂ５ － Ｆｉｂｅｒ； ８： Ｅ６ － Ｆｉｂｅｒ； ９： Ｅ７ － Ｆｉｂｅｒ； １０： Ｅ８ａ － Ｆｉｂｅｒ；

１１： Ｅ８ｂ － Ｆｉｂｅｒ； １２： Ｄ９ － Ｆｉｂｅｒ； １３： Ｃ１０ － Ｆｉｂｅｒ１； １４： １０ － Ｆｉｂｅｒ２； １５： Ｄ１１ － Ｆｉｂｅｒ

图 ２　 ＦＡｄＶ Ｆｉｂｅｒ 基因 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＡｄＶ Ｆｉｂｅｒ ｇｅｎｅ

２． ２ 　 不同种毒株 Ｆｉｂｅｒ 的遗传进化分析 　 Ｆｉｂｅｒ
（Ｆｉｂｅｒ２）基因 ＯＲＦ 全长的核苷酸序列分析（图 ３、
图 ４）显示，Ａ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ１１、Ｅ８ａ、Ｅ８ｂ 六个毒株与

相应参考毒株的同源性高达 １００％ ，Ｅ６、Ｅ７、Ｄ９ 三

个毒株与相应参考毒株的同源性达 ９９． ９％ ，Ｃ４ 毒

株与相应参考毒株的同源性为 ９９． ３％ ，Ｂ５ 毒株与

相应参考毒株的同源性为 ９５． ８％ ，Ｃ１０ 毒株与相应

参考毒株的同源性为 ９９． １％ 。 同时，同种毒株间

Ｃ４ 和 Ｃ１０ 同源性高，为 ９６． ９％ ，Ｄ３ 和 Ｄ１１ 同源性

最低，为 ７２． ５％ 。 而不同种毒株间表现为较低的同

源性，其中 Ａ１ 与 Ｅ７、Ｅ８ａ、Ｅ８ｂ 之间同源性最低，为
４ ９％ 。 根据 Ｆｉｂｅｒ 引物的特异性扩增结果，可对

Ａ１ 和 Ｂ５ 型的毒株进行分型鉴定。
２． ３　 不同种毒株 Ｈｅｘｏｎ 基因的遗传进化分析　 将

Ｈｅｘｏｎ 基因 ＯＲＦ 全长的 ＰＣＲ 产物进行测序，并用

ＤＮＡ ＳＴＡＲ 软件进行分析（图 ５、图 ６）。 结果显示，
Ｃ１０、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ１１、Ｅ８ａ、Ｅ８ｂ 六个毒株与 ＦＡｄＶ 参考

毒株的同源性高达 １００％ ，其余毒株与参考毒株之

间的同源性在 ９９． １％到 ９９． ９％之间。 Ｂ５ 与参考毒

株 ３４０ 株的同源性相对较低，为 ７７． ３％ 。 同时，同
一种各毒株间 Ｄ２ 和 Ｄ１１ 同源性最高，为 ９９． １％ ，
Ｄ２ 与 Ｄ３ 或 Ｄ１１ 同源性最低，为 ８０． ４％ 。 而不同

种毒株间表现为较低的同源性，其中 Ｂ５ 与 Ｃ４ 同源

性最低，为 ７１． ４％ ，与其余血清型毒株的同源性最

高为 ７６． ６％ 。
２． ４　 不同血清型毒株 Ｈｅｘｏｎ 基因的酶切鉴定分析

２． ４． １ 　 ＦＡｄＶ － Ｃ 种 Ｈｅｘｏｎ 基 因 酶 切 结 果 　
ＦＡｄＶ － Ｃ４ － Ｈｅｘｏｎ 与 ＦＡｄＶ － Ｃ１０ － Ｈｅｘｏｎ 的 ＰＣＲ
回收使用 Ａｃｃ６５Ⅰ酶切后，ＦＡｄＶ － Ｃ４ － Ｈｅｘｏｎ 被切

成三段，长度分别为 １５０５ ｂｐ、９３５ ｂｐ、７００ ｂｐ，而
ＦＡｄＶ － Ｃ１０ － Ｈｅｘｏｎ 被切成两段， 长度分别为

２４３９ ｂｐ和 ７００ ｂｐ，与预期片段大小相符，酶切图

谱见图 ７。
２． ４． ２　 ＦＡｄＶ － Ｄ 种 Ｈｅｘｏｎ 基因酶切结果　 ＦＡｄＶ －
Ｄ２ －Ｈｅｘｏｎ、ＦＡｄＶ － Ｄ３ －Ｈｅｘｏｎ、ＦＡｄＶ － Ｄ９ － Ｈｅｘｏｎ、
ＦＡｄＶ － Ｄ１１ －Ｈｅｘｏｎ 使用 ＨｐａⅠ酶切后，ＦＡｄＶ － Ｄ３ －
Ｈｅｘｏｎ 未被切开，ＦＡｄＶ － Ｄ９ －Ｈｅｘｏｎ 切为１１５９ ｂｐ 和

２１３６ ｂｐ 两条带，ＦＡｄＶ － Ｄ２ － Ｈｅｘｏｎ、ＦＡｄＶ － Ｄ１１ －
Ｈｅｘｏｎ 被切成 ２３３１ ｂｐ、５００ ｂｐ 和 ４００ ｂｐ 三条带。 再

将 ＦＡｄＶ － Ｄ２ － Ｈｅｘｏｎ 和 ＦＡｄＶ － Ｄ１１ － Ｈｅｘｏｎ 使用

ＢｓａＢⅠ酶切，ＦＡｄＶ － Ｄ２ － Ｈｅｘｏｎ 未被切开而ＦＡｄＶ －
Ｄ１１ －Ｈｅｘｏｎ 被切成 ２７１７ ｂｐ 和 ５７１ ｂｐ，与预期片段

大小相符。 酶切图谱见图 ８。
２． ４． ３　 ＦＡｄＶ － Ｅ 种 Ｈｅｘｏｎ 基因酶切结果　 ＦＡｄＶ －
Ｅ６ － Ｈｅｘｏｎ、 ＦＡｄＶ － Ｅ７ － Ｈｅｘｏｎ、 ＦＡｄＶ － Ｅ８ａ －
Ｈｅｘｏｎ、ＦＡｄＶ － Ｅ８ｂ － Ｈｅｘｏｎ 使用 ＡｌｗＮ Ⅰ酶切后

ＦＡｄＶ － Ｅ６ － Ｈｅｘｏｎ 未被切开，ＦＡｄＶ － Ｅ８ｂ － Ｈｅｘｏｎ
切为２１６２ ｂｐ 和１０２４ ｂｐ 两条带，ＦＡｄＶ － Ｅ７ －Ｈｅｘｏｎ、
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图 ３　 ＦＡｄＶ 不同血清型毒株 Ｆｉｂｅｒ 基因遗传进化分析

Ｆｉｇ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆｉｂｅｒ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＦＡｄＶ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ

图 ４　 ＦＡｄＶ 不同血清型毒株 Ｆｉｂｅｒ 基因同源性比较

Ｆｉｇ ４　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｆｉｂｅｒ ｇｅｎｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＦＡｄＶ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ
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图 ５　 ＦＡｄＶ 不同血清型毒株 Ｈｅｘｏｎ 基因遗传进化分析

Ｆｉｇ ５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＦＡｄＶ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ

图 ６　 ＦＡｄＶ 不同血清型毒株 Ｈｅｘｏｎ 基因同源性比较

Ｆｉｇ ６　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＦＡｄＶ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ
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Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ２０００； １： ＦＡｄＶ － Ｃ４ － Ｈｅｘｏｎ Ａｃｃ６５Ⅰ酶切片段；

２： ＦＡｄＶ － Ｃ１０ － Ｈｅｘｏｎ Ａｃｃ６５Ⅰ酶切片段

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ２０００； １： ＦＡｄＶ － Ｃ４ Ａｃｃ６５Ⅰ ｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ；

２： ＦＡｄＶ － Ｃ１０ Ａｃｃ６５Ⅰｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

图 ７　 ＦＡｄＶ － Ｃ 种 Ｈｅｘｏｎ 基因酶切结果

Ｆｉｇ ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ

ＦＡｄＶ － Ｃ Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ５０００； １： ＦＡｄＶ － Ｄ２ ＨｐａⅠ酶切片段；

２： ＦＡｄＶ － Ｄ３ ＨｐａⅠ酶切片段； ３： ＦＡｄＶ － Ｄ９ ＨｐａⅠ酶切片段；

４： ＦＡｄＶ － Ｄ１１ ＨｐａⅠ酶切片段； ５： ＦＡｄＶ － Ｄ２ ＢｓａＢⅠ酶切片段；

６： ＦＡｄＶ － Ｄ１１ ＢｓａＢⅠ酶切片段

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ５０００； １： ＦＡｄＶ － Ｄ２ ＨｐａⅠｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ；

２： ＦＡｄＶ －Ｄ３ ＨｐａⅠｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ； ３： ＦＡｄＶ －Ｄ９ ＨｐａⅠｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ；

４： ＦＡｄＶ － Ｄ１１ ＨｐａⅠｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ； ５： ＦＡｄＶ － Ｄ２ ＢｓａＢⅠ

ｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ； ６： ＦＡｄＶ － Ｄ１１ ＢｓａＢⅠｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

图 ８　 ＦＡｄＶ － Ｄ 种 Ｈｅｘｏｎ 基因酶切结果

Ｆｉｇ ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ＦＡｄＶ －Ｄ Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ

ＦＡｄＶ －Ｅ８ａ －Ｈｅｘｏｎ 被切成１２３２ ｂｐ、１０２１ ｂｐ 和９３２ ｂｐ

三条带。 再将 ＦＡｄＶ － Ｅ７ － Ｈｅｘｏｎ 和ＦＡｄＶ － Ｅ８ａ －

Ｈｅｘｏｎ 使用 Ｓａｃ Ⅱ酶切后， ＦＡｄＶ － Ｅ７ － Ｈｅｘｏｎ 被切

为 ２７３ ｂｐ 和 ２９１８ ｂｐ 两条带，而 ＦＡｄＶ － Ｅ８ａ － Ｈｅｘｏｎ

则被切成 ２３６８ ｂｐ、５４７ ｂｐ 和 ２７７ ｂｐ 三条带，与预期

片段大小相符。 酶切图谱见图 ９。

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ５０００； １： ＦＡｄＶ － Ｅ６ ＡｌｗＮⅠ酶切片段；

２： ＦＡｄＶ － Ｅ７ ＡｌｗＮⅠ酶切片段；３： ＦＡｄＶ － Ｅ８ａ ＡｌｗＮⅠ

酶切片段； ４： ＦＡｄＶ － Ｅ８ｂ ＡｌｗＮⅠ酶切片段；

５： ＦＡｄＶ － Ｅ７ ＳａｃⅡ酶切片段； ６： ＦＡｄＶ － Ｅ８ａ ＳａｃⅡ酶切片段

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ５０００； １： ＦＡｄＶ － Ｅ６ ＡｌｗＮⅠｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ；

２： ＦＡｄＶ － Ｅ７ ＡｌｗＮⅠｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ； ３： ＦＡｄＶ － Ｅ８ａ

ＡｌｗＮⅠｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ； ４： ＦＡｄＶ － Ｅ８ｂ ＡｌｗＮⅠｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ；

５： ＦＡｄＶ －Ｅ７ ＳａｃⅡｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ；６： ＦＡｄＶ －Ｅ８ａ ＳａｃⅡｅｎｚｙｍｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

图 ９　 ＦＡｄＶ － Ｅ 种 Ｈｅｘｏｎ 基因酶切结果

Ｆｉｇ ９　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ＦＡｄＶ －Ｅ Ｈｅｘｏｎ ｇｅｎｅ

３　 讨论与结论

病毒分离鉴定、ＰＣＲ 及测序分析、琼脂扩散试

验、病毒中和试验等病原学和血清学方法是 ＦＡｄＶ

鉴定及感染诊断的常用方法［１，１２］。 相关方法的建

立和验证等需要背景清楚且纯净的 ＦＡｄＶ 相关标

准毒株、核酸及特异性血清，其中标准毒株是基础。

Ｈｅｘｏｎ 蛋白作为禽腺病毒的主要结构蛋白之一，具

有种及血清型特异性抗原决定簇，也与致病性密切

相关。 同时，在病毒感染中 Ｆｉｂｅｒ 最先与细胞表面

的受体结合，且具有较好的免疫原性，所以常被用

·９１·
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于亚单位疫苗和检测试剂盒的研究［１３］。 ＦＡｄＶ 的

种与血清型的对应关系中，Ａ 种对应血清 １ 型，Ｂ

种对应血清 ５ 型，Ｃ 种对应血清 ４、１０ 型，Ｄ 种对应

血清 ２、３、９、１１ 型，Ｅ 种对应血清 ６、７、８ａ、８ｂ 型。 有

关种与血清型对应关系的分子生物学分析方法，有

关学者已进行了多种尝试，获得了非常有意义的参

考依据［１４］。 相比 Ｈｅｘｏｎ 基因，Ｆｉｂｅｒ 基因在不同基

因型毒株之间保守性更低，而在不同基因型内不同

血清型间保守性相对较高，因此，用于分型鉴定研

究更具参考价值。 本研究首次设计了针对 ５ 个种

的 Ｆｉｂｅｒ 基因鉴定引物，通过对 １２ 个血清型毒株

Ｆｉｂｅｒ 基因全长序列进行 ＰＣＲ 扩增，来区分不同种

的 ＦＡｄＶ，证明了毒株种的特异性，且各毒株不存在

种间交叉。 进一步对 １２ 个毒株 Ｈｅｘｏｎ 基因和 Ｆｉｂｅｒ

基因测序结果的遗传进化分析，结果表明菌种库引

进的毒株中 Ｂ５ 与 Ｂ 种参考毒株 ３４０ 株之间同源性

为 ９５． ８％ ，其余 １１ 个毒株与对应参考毒株 Ｆｉｂｅｒ 同

源性在 ９９． １％至 １００％ 之间。 由于 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中未

见 Ｂ 种 ＴＲ２２ 毒株相应的基因参考序列，目前菌种

库中标注的 ＴＲ２２ 毒株 Ｆｉｂｅｒ 序列与 ３４０ 毒株序列

同源性为 ９５． ８％ ，与其它种的同源性仅为 ２５． ８％

至 ５６． ６％ ，初步判定其为 Ｂ 种 ＦＡｄＶ。 而 Ｈｅｘｏｎ 基

因的分析结果表明，Ｂ５ 与参考毒株 ３４０ 株的同源

性为 ７７． ３％ ，其余 １１ 个毒株与对应参考毒株 Ｈｅｘｏｎ

基因同源性在 ９９． １％至 １００％ 之间，进一步证明我

所保存的毒株标注名称与参考毒株名称一致。

为确定毒株中是否污染同一种的其他血清型毒

株，用酶切法对 Ｃ、Ｄ、Ｅ 种毒株的纯净性进行鉴定。

根据不同血清型 Ｈｅｘｏｎ 基因序列中酶切位点所在位

置的差异，选取 Ａｃｃ６５Ⅰ、ＨｐａⅠ、ＢｓａＢⅠ、ＡｌｗＮⅠ、ＳａｃⅡ

五种限制性内切酶，可以将 Ｃ、Ｄ、Ｅ 种的 １０ 个血清型

毒株切为不同大小的片段样态，以此来实现对不同

毒株的的区分和鉴定。 通过酶切产物片段的大小可

知，各毒株均未污染本种中其他血清型的毒株，纯净

性良好。 与之前研究中只用 Ｈｅｘｏｎ 基因进行分型的

方法相比［１］，遗传进化分析结合酶切法对 ＦＡｄＶ １２

个血清型毒株的 Ｈｅｘｏｎ 基因和 Ｆｉｂｅｒ 基因进行系统

特异性和纯净性分析更为准确。

本研究表明，我国兽医微生物菌种保存中心保

存的 ＦＡｄＶ １２ 个血清型毒株纯净性好，且与国际参

考毒株一致，遗传背景清晰可靠，为相应特异性血

清制备、疫苗研发和相关检验诊断方法的建立提供

了重要菌种资源。
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