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　 　 安卡拉病是由安卡拉病毒感染引起的一种禽类高

发病ꎬ最早发现于巴基斯坦卡拉奇周围区域ꎮ 该病毒

又称禽腺病毒血清 ４ 型(Ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ꎬ
ＦＡｄＶ￣４)ꎬ鸡感染后的特征性病变为心包积液￣肝炎综

合征 (Ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＨＨＳ)[１]ꎮ
２０１３ 年国内 ＦＡｄＶ￣４ 的感染病例开始增多ꎬ２０１５ 年疫

情迅速蔓延ꎬ在中国吉林、江苏、山东等东部地区均有

发生[２￣３]ꎮ 贵州省于 ２０１６ 年首次报道此病[４]ꎬ随后多

地呈现局部流行ꎮ ３~５ 周龄的肉鸡最为易感ꎬ发病后

死亡率为３０％~７０％ꎬ感染鸡的日龄越大则死亡率越

低[５]ꎮ 安卡拉病可通过水平传播和垂直传播 ２ 种方式

感染健康鸡[６]ꎬＦＡｄＶ￣４ 能在粪便、鼻气管黏膜和肾脏

中存活较长时间ꎬ其在粪便中载毒量最高ꎬ表明 ＦＡｄＶ￣
４水平传播的主要途径为粪￣口传播ꎬ其次为短距离的

飞沫传播ꎬ垂直传播则是通过种蛋、鸡胚等途径传播ꎮ
ＦＡｄＶ￣４也可与该属其他血清型病毒混合感染导致禽

类发病[７]ꎻＦＡｄＶ￣４ 与具有免疫抑制特性的病毒(如传

染性法氏囊病病毒)混合感染禽类时ꎬ引起的死亡率会

进一步升高[８]ꎮ
ＦＡｄＶ￣４ 为双股线状的 ＤＮＡ 病毒ꎬ无囊膜ꎬ其结

构蛋白质主要包括 Ｐｅｎｔｏｎ 五邻体蛋白、Ｈｅｘｏｎ 六邻

体蛋白以及 Ｆｉｂｅｒ１ 纤突蛋白、 Ｆｉｂｅｒ２ 纤突蛋白ꎮ
Ｈｅｘｏｎ 蛋白构成病毒粒子的面ꎬＰｅｎｔｏｎ 蛋白构成顶ꎬ
Ｆｉｂｅｒ１ 和 Ｆｉｂｅｒ２ 纤突蛋白则位于病毒粒子表面[９]ꎮ
据报道ꎬＦｉｂｅｒ２ 蛋白具有良好的免疫原性ꎬ在介导

ＦＡｄＶ￣４ 感染宿主细胞中发挥重要作用ꎬ可以诱导机

体产生中和抗体ꎬ有效刺激机体产生体液免疫[１０]ꎮ
本研究拟通过对 ＦＡｄＶ￣４ 贵州株(ＧＺ￣ＱＬ)Ｆｉｂｅｒ２ 基

因进行克隆与生物信息学分析ꎬ了解 ＦＡｄＶ￣４ 贵州

株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因的遗传变异情况ꎬ明确 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白相

关生物学特点ꎬ为深入解析该蛋白的功能及新型疫

苗研制提供一定的科学参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要毒株

ＧＺ￣ＱＬ 和 ＤＨ￣５α 菌株均由贵州省动物疫病与

兽医公共卫生重点实验室保存ꎮ
１.２　 主要试剂

酵母粉、胰蛋白胨购自英国 ＯＸＯＩＤ 公司ꎻ２×Ｔａｑ
ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、５ ０００ ｂｐ ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ、ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体、ＤＮＡ 限制性内切酶 Ｈｉｎｄ Ⅲ、
Ｘｂａ Ｉ 均购自宝日医生物技术 (北京) 有限公司ꎻ
ＤＮＡ 基因组小量提取试剂盒、Ｅ.Ｚ.Ｎ.Ａ.ＴＭ Ｇｅｌ Ｅｘ￣
ｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 胶回收试剂盒、Ｅ.Ｚ.Ｎ.Ａ.ＴＭ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｋｉｔ
质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司ꎮ
１.３　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因扩增

１.３.１　 引物设计与合成　 根据 ＮＣＢＩ 基因库中已公

布的 ＦＡｄＶ￣４ 经典株 ＯＮ１ 的基因序列 (登录号:
ＧＵ１８８４２８)ꎬ利用引物设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０
设计包含 Ｆｉｂｅｒ２ 全基因序列的特异性引物ꎮ Ｆｉｂｅｒ２￣
Ｆ:５′￣ＴＣＣＴＡＴＣＣＣＴＴＴＴＴＣＣＴＡＴＣＡＧ￣３′ꎻＦｉｂｅｒ２￣Ｒ:５′￣
ＧＴＴＴＴＴＡＧＡＡＡＧＣＧＴＡＡＡＴＣＴＧＴＴＧ￣３′ꎬ预扩增片段

的大小为１ ４２５ ｂｐꎮ
１.３.２　 基因组 ＤＮＡ 的提取　 将病毒培养物分装到

１􀆰 ５ ｍｌ ＥＰ 管中ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｓ 取上清液ꎬ使
用 ＤＮＡ 基因组小量提取试剂盒提取病毒 ＤＮＡꎬ将
提取的病毒 ＤＮＡ 作为 ＰＣＲ 扩增的模板ꎮ
１.３.３　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因的 ＰＣＲ 扩增　
通过普通 ＰＣＲ 方法扩增 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 基因ꎬ构建

２５ μｌ 反应体系ꎬ短暂离心后旋涡振荡混匀ꎬ按照以

下反应条件进行 ＰＣＲ 扩增:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４
℃变性 ４５ ｓꎬ６１ ℃退火 ４０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ８０ ｓꎬ３５ 个循

环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 取出 ＰＣＲ 扩增产物后ꎬ转入

含 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ Ｉ 核酸染料的 １.５％琼脂糖凝胶中进行

电泳分离ꎬ随后于凝胶成像系统中进行拍照分析ꎮ
１.４　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因克隆与测序

使用胶回收试剂盒对琼脂糖凝胶内的目的基因

进行回收纯化ꎮ 将目的基因连接至 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体

后转化入 ＤＨ５α 大肠杆菌感受态细胞ꎬ涂布 ＬＢ 固

体平板后置于 ３７ ℃静置培养 １２ ｈꎬ挑取单菌落接种

ＬＢ 液体培养基ꎬ放入 ３７ ℃恒温摇床中继续培养 １２
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ｈꎮ 使用质粒提取试剂盒提取质粒ꎬ通过 ＰＣＲ 方法ꎬ
使用 ｐＭＤ１９ Ｔ 载体通用引物筛选阳性重组质粒ꎻ进
一步使用限制性内切酶 ＸｂａⅠ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ 对重组质

粒 ｐＭＤ１９ Ｔ￣Ｆｉｂｅｒ２ 进行双酶切鉴定ꎻ把质粒 ＰＣＲ 和

双酶切鉴定结果均为阳性的重组质粒送至华大基因

科技有限公司进行 ＤＮＡ 测序ꎮ
１.５　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因序列分析

对测序后的基因片段进行拼接ꎬ在 ＮＣＢＩ 下载

禽腺病毒属各血清型 Ｆｉｂｅｒ２ 基因序列ꎬ使用软件

ＤＮＡＳｔａｒ 将 ＧＺ￣ＱＬ Ｆｉｂｅｒ２ 基因序列与选取的各血清

型参考毒株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因进行同源性比对和系统进化

树分析ꎻ进一步推导出 ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白的氨基

酸序列ꎬ并将此序列与 ＯＮ１ 弱毒株、ＭＸ￣ＳＨＰ９５ 弱

毒株、四川 ＳＣｎｊ１６０１ 强毒株、北京 ＮＩＶＤ２ 强毒株 Ｆｉ￣
ｂｅｒ２ 蛋白的氨基酸序列进行比对分析ꎮ 各血清型

ＦＡｄＶ 毒株 Ｆｉｂｅｒ 基因参考序列信息见表 １ꎮ

表 １　 ＦＡｄＶ Ｆｉｂｅｒ基因参考序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＦＡｄＶ Ｆｉｂｅｒ ｇｅｎｅ

参考株 　 　 基因库登录号 血清型

ＥＣＬＯ Ｕ４６９３３.１ ＦＡｄＶ￣１

ＶＲ￣４３２ ＮＣ＿００１７２０ ＦＡｄＶ￣１

６８５ ＫＴ８６２８０５ ＦＡｄＶ￣２

ＳＲ４９ ＫＴ８６２８０７ ＦＡｄＶ￣３

ＭＸ￣ＳＨＰ９５ ＫＰ２９５４７５ ＦＡｄＶ￣４

ＳＣｎｊ１６０１ ＫＹ９２７９３８ ＦＡｄＶ￣４

ＮＩＶＤ２ ＭＧ５４７３８４ ＦＡｄＶ￣４

ＯＮ１ ＧＵ１８８４２８ ＦＡｄＶ￣４

３４０ ＫＣ４９３６４６ ＦＡｄＶ￣５

ＣＲ１１９ ＮＣ＿０３８３３２ ＦＡｄＶ￣６

ＹＲ３６ ＫＴ８６２８０９ ＦＡｄＶ￣７

ＴＲ５９ ＫＴ０３７７０３ ＦＡｄＶ￣８ａ

７６４ ＫＴ０３７７１１ ＦＡｄＶ￣８ｂ

Ａ￣２Ａ ＡＦ０８３９７５ ＦＡｄＶ￣９

ＫＢ００１４５１ ＡＣ＿００００１３ ＦＡｄＶ￣９

ＣＸ￣１ ＡＦ００７５７９ ＦＡｄＶ￣１０

０５￣１７７６６ ＪＱ０３４２２０ ＦＡｄＶ￣１１

ＨＢＱ１２ ＫＭ０９６５４５ ＦＡｄＶ￣１１

１.６　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白生物信息学

分析

　 　 应用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ￣Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 对 ＧＺ￣ＱＬ 株

Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白进行理化性质及氨基酸组成分析ꎮ 应用

在线软件 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 对 ＧＺ￣ＱＬ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白进行疏水

性与亲水性分析ꎮ 应用在线软件 ＳＯＰＭＡ、 Ｓｗｉｓｓ￣
ｍｏｄｅｌ 预测 ＧＺ￣ＱＬ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白的二级结构和三级结

构ꎮ 分别应用在线软件 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ.２.０ 和 Ｓｉｎ￣
ｇａｌＰ ｖ３.０ 对 ＧＺ￣ＱＬ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白进行跨膜区域和信

号肽 分 析ꎮ 应 用 在 线 软 件 Ｐｒｏｔｅａｎ 和 ＩＥＤＢ 的

Ｂｅｐｉｐｒｅｄ Ｌｉｎｅａｒ Ｅｐｉｔｏｐｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ２.０ 抗原表位预测

工具对 ＧＺ￣ＱＬ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白进行 Ｂ 细胞抗原表位预

测和分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因扩增

以 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株的 ＤＮＡ 样本为模板ꎬ以
Ｆｉｂｅｒ２￣Ｆ / Ｆｉｂｅｒ２￣Ｒ 为特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩
增片段进行 １.５％琼脂糖凝胶电泳分析ꎮ 结果显示ꎬ
扩增出的特异性基因片段大小约为１ ４２５ ｂｐꎬ与目

的片段的预期大小一致(图 １)ꎮ 结果初步表明成功

扩增出了 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因ꎮ

Ｍ:５ ０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒꎻ１~２:扩增产物ꎮ
图 １　 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 基因 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ ｇｅｎｅ

２.２　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因重组质粒的

鉴定

　 　 采用质粒 ＰＣＲ 方法和双酶切鉴定重组质粒

ｐＭＤ１９ Ｔ￣Ｆｉｂｅｒ２ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ重组质粒 ＰＣＲ 均能

扩增出大小约１ ４２５ ｂｐ 的目的条带ꎬ而空白对照组

无此条带ꎻ由图 ３ 可知ꎬ重组质粒经 ＸｂａⅠ和 ＨｉｎｄⅢ
双酶切后ꎬ均能产生与预期大小(１ ４２５ ｂｐ)一致的

目的基因条带以及对应的克隆载体片段 (２ ６９２
ｂｐ)ꎬ而空载体经过相同的双酶切后只产生与预期

大小(２ ６９２ ｂｐ)一致的载体片段ꎮ 结果表明ꎬＧＺ￣
ＱＬ Ｆｉｂｅｒ２ 基因成功插入到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 克隆载体中ꎮ

５０６１方　 天等:安卡拉病毒贵州分离株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因的克隆及序列分析



Ｍ:２ ０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１~３:重组质粒ꎻ４:空白对照ꎮ
图 ２　 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 基因重组质粒鉴定结果

Ｆｉｇ.２ 　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｓｔｒｕｃｔｕｒｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ
ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ ｇｅｎｅ

Ｍ:５ ０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒꎻ１~３:重组质粒ꎻ４:ｐＭＤ１９￣Ｔꎮ
图 ３　 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 基因重组质粒双酶切鉴定结果

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅｓ

２.３　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因同源性和系统

进化树分析

　 　 将 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因序列和参考株

ＯＮ１、ＳＣｎｊ１６０１、ＮＩＶＤ２ 等毒株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因序列进行

同源性和系统进化树分析ꎮ 由图 ４ 可知ꎬＦＡｄＶ￣４
ＧＺ￣ＱＬ 株与四川分离的 ＳＣｎｊ１６０１ 强毒株、北京分离

的 ＮＩＶＤ２ 强毒株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因核苷酸同源性均为

１００􀆰 ０％ꎻ和 ＯＮ１ 经典株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因的核苷酸同源

性为 ９５􀆰 ９％ꎻ与基因型一致的 ＦＡｄＶ￣１０ＣＸ￣１ 毒株同

源性为 ９６􀆰 ２％ꎻ与剩余血清型 ( ＦＡｄＶ￣１、 ＦＡｄＶ￣２、
ＦＡｄＶ￣３、ＦＡｄＶ￣５、ＦＡｄＶ￣６、ＦＡｄＶ￣７、ＦＡｄＶ￣８ａ、ＦＡｄＶ￣
８ｂ、ＦＡｄＶ￣９、 ＦＡｄＶ￣１１) 的同源性相对较低ꎬ约为

４５.９％~５２􀆰 ２％ꎮ 由图 ５ 可知ꎬＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株与

四川 ＳＣｎｊ１６０１ 强毒株、北京 ＮＩＶＤ２ 强毒株位于相

同进化分支ꎻ与国外 ＯＮ１ 经典株、ＭＸ￣ＳＨＰ９５ 弱毒

株及血清 １０ 型的 ＣＸ￣１ 相比存在多点位氨基酸突

变ꎬ同属于一个大的进化分支ꎬ均为 ＦＡｄＶ￣Ｃ(基因

型)ꎻ与国内外其他血清型处于不同分支ꎬ亲缘性较

远ꎮ 提示ꎬＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 基因在本血清型内相对保

守ꎬ与其他血清型之间差异较大ꎮ
２.４　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ株 Ｆｉｂｅｒ２蛋白生物信息学分析

２.４.１　 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 基因推导的氨基酸序列分析

　 把基因测序得到的序列片段进行拼接ꎬ获得

ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 全基因序列ꎬ使用软件

ＤＮＡｓｔａｒ 推导氨基酸序列ꎬ并将此序列与 ＯＮ１ 弱毒

株、ＭＸ￣ＳＨＰ９５ 弱毒株、四川 ＳＣｎｊ１６０１ 强毒株、北京

ＮＩＶＤ２ 强毒株氨基酸序列进行比对分析ꎮ 由图 ６ 可

知ꎬＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因编码 ４７９ 个氨基

酸ꎬ与四川 ＳＣｎｊ１６０１ 强毒株、北京 ＮＩＶＤ２ 强毒株 Ｆｉ￣
ｂｅｒ２ 蛋白氨基酸序列完全一致ꎻ但与国外 ＦＡｄＶ￣４
ＯＮ１ 弱毒株、ＭＸ￣ＳＨＰ９５ 弱毒株相比ꎬ分别有 ３３ 处、
２７ 处氨基酸突变ꎬ且在第１１~ １５ 位氨基酸处均存在

５ 个氨基酸插入ꎮ
２.４.２　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白理化性质分析

　 应用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ￣Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 分析预测 ＧＺ￣ＱＬ
株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白的理化性质及氨基酸组成ꎮ 结果显

示ꎬＱＺ￣ＱＬ Ｆｉｂｅｒ２ 基因编码序列 ( ＣＤＳ) 区大小为

１ ４４０ ｂｐꎬ对应编码 ４７９ 个氨基酸ꎬ推测蛋白质相对

分子质量为５０ ０００ꎬ其蛋白质理论等电点为 ４􀆰 ３７６ꎬ
共有 ４３ 个氨基酸带负电荷ꎬ其中 ２９ 个天冬氨酸

(Ａｓｐ)、１４ 个谷氨酸(Ｇｌｕ)ꎬ２３ 个氨基酸带正电荷ꎬ
其中 １１ 个精氨酸(Ａｒｇ)、１２ 个赖氨酸(Ｌｙｓ)ꎬ脂肪系

数为 ８９􀆰 ３１ꎬ溶于水中的不稳定指数为 ３３􀆰 ４７(若指

数超过 ４０􀆰 ００ꎬ则代表不稳定)ꎬ提示该蛋白质较稳

定ꎮ 该蛋白质氨基酸组成中ꎬ共含有 ３ 类碱性氨基

酸ꎬ其中精氨酸 １１ 个、组氨酸(Ｈｉｓ)３ 个、赖氨酸 １２
个ꎬ总计 ２６ 个ꎬ占比为 ５􀆰 ４％(２６ / ４７９)ꎻ含有 ２ 类酸

性氨基酸ꎬ其中天冬氨酸 ２９ 个、谷氨酸 １４ 个ꎬ总计

４３ 个ꎬ占比为 ９􀆰 ０％(４３ / ４７９)ꎻ进而推测 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白

可能为酸性蛋白质ꎮ 该蛋白质共含有 ７ 类亲水性氨

基酸ꎬ总计 ２００ 个ꎬ占总氨基酸的 ４１􀆰 ８％ ( ２００ /
４７９)ꎻ共含有 ８ 类疏水性氨基酸ꎬ总计 ２１０ 个ꎬ占总

氨基酸的 ４３􀆰 ８％(２１０ / ４７９)ꎻ蛋白质亲水性平均值

为－０􀆰 ０３１(负值代表亲水ꎬ正值代表疏水)ꎬ提示该

蛋白质可能为亲水性蛋白质ꎮ 同时应用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ
在线软件预测 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白氨基酸序列的亲 /疏水

性ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ纵坐标分值高于 ０ 的部分为疏水

区ꎬ低于 ０ 则为亲水区ꎬ分值绝对值越高ꎬ对应的亲 /
疏水性则越强ꎻ在 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白的氨基酸中ꎬ位于 ２７０
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图 ４　 核苷酸序列同源性比对分析结果

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ

图 ５　 系统进化树分析结果

Ｆｉｇ.５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ

图 ６　 推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ.６　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ

位的氨基酸得分最高(２􀆰 ０２)ꎬ疏水性最强ꎻ位于第

１０ 位的氨基酸得分最低(－３􀆰 １３)ꎬ亲水性最强ꎮ 预

测结果显示ꎬＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白亲水区域

多于疏水区域ꎬ表明 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白为亲水性蛋白质ꎬ
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具备成为优势抗原的潜力ꎮ
２.４.３　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白二级结构、三级

结构预测　 应用 ＳＯＰＭＡ 软件预测 ＧＺ￣ＱＬ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋

白二级结构ꎬ由图 ８ 可知ꎬＦｉｂｅｒ２ 蛋白 α￣螺旋占总体

的 ４􀆰 ８％ꎬβ￣转角占总体的 ８􀆰 １％ꎬ延伸链占总体的

３５􀆰 ３％ꎬ无规则卷曲占总体的 ５１􀆰 ８％ꎮ 整个二级结构

组成以无规卷曲为主ꎬ易于形成抗原表位ꎮ 同时ꎬ通
过 Ｓｗｉｓｓ￣ｍｏｄｅｌ 软件对其三级结构进行预测ꎬ由图 ９
可知ꎬ该蛋白质三级结构中无规则卷曲和延伸链占比

均相对较高ꎬ这与该蛋白质二级结构预测结果一致ꎮ
图 ７　 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白的疏水性分析结果

Ｆｉｇ.７　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｈ 表示 α￣螺旋ꎻｔ 表示 β￣转角ꎻｃ 表示无规则卷曲ꎻｅ 表示延伸链ꎻ右侧数字表示氨基酸在肽段中的位置ꎮ
图 ８　 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ.８　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ９　 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白三级结构预测

Ｆｉｇ.９　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４.４　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白跨膜结构和信

号肽分析　 分别应用在线软件 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ.２.０
和 ＳｉｎｇａｌＰ ｖ３.０ 分析预测 ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白的跨

膜区域和信号肽ꎮ 由图 １０ 可知ꎬ该蛋白质无跨膜结

构域ꎻ由图 １１ 可知ꎬ该蛋白质无信号肽ꎬ推测其为非

分泌蛋白质ꎮ

图 １０　 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白跨膜结构域预测

Ｆｉｇ.１０ 　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉ￣
ｂｅｒ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４.５　 ＦＡｄＶ￣４ ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白 Ｂ 细胞抗原表

位预测　 应用 Ｐｒｏｔｅａｎ 抗原表位预测工具对 ＧＺ￣ＱＬ
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Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白进行 Ｂ 细胞抗原表位预测和分析ꎬ主要

分析其亲水性、柔韧性、抗原表位及氨基酸表面可及

性ꎮ 由图 １２ 可知ꎬＦｉｂｅｒ２ 蛋白具有丰富的 Ｂ 细胞表

位ꎬ且软件分析结果显示ꎬＮ 端２~ ３８ 区域拥有最高

的抗原指数、柔韧性、亲水性和表面可及性ꎬ很可能

是病毒粒子识别细胞膜表面受体并与之结合的区

域ꎮ 进一步使用 ＩＥＤＢ 的 Ｂｅｐｉｐｒｅｄ Ｌｉｎｅａｒ Ｅｐｉｔｏｐｅ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ２.０ 软件预测蛋白质抗原表位ꎬ结果如图

１３ 所示ꎬ除了较短氨基酸序列之外ꎬＧＺ￣ＱＬ Ｆｉｂｅｒ２
蛋白共含有 ８ 个分值较高的区域ꎬ可能是该蛋白质

的优势抗原表位区域ꎮ

图 １１　 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白信号肽预测

Ｆｉｇ.１１　 Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 １２　 Ｐｒｏｔｅａｎ 预测 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白 Ｂ 细胞表位参数结果

Ｆｉｇ.１２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｆｉｂｅｒ２ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ Ｐｒｏｔｅａｎ

３　 讨 论

腺病毒是一种在自然界中分布广泛、理化性质

相对稳定且具有较强传染性的病原体[１１￣１２]ꎬ国际病

毒委员会于 ２０２１ 年将腺病毒科划分成 ６ 属 ８７
种[１３]ꎮ 其中ꎬ禽腺病毒属病毒是禽类主要的传染病

病原之一ꎬ且主要在鸡群中传播ꎮ 该属相关的病毒

种类非常多ꎬ不同亚群腺病毒的致病特点也存在一

定的差异性ꎮ 根据群特异性抗原特征将禽腺病毒分

为Ⅰ群、Ⅱ群、Ⅲ群ꎬ根据系统进化树、基因组分为

Ａ~Ｅ ５ 个基因型[１４]ꎮ 本研究中的 ＦＡｄＶ￣４ 为Ⅰ群

禽腺病毒血清 ４ 型ꎬ基因型为 Ｃ 型ꎮ 从目前流行状

况来看ꎬＦＡｄＶ￣４ 的致病性呈现上升趋势[１５￣１６]ꎮ 流行

病学调查结果显示ꎬ国内流行的 ＦＡｄＶ￣４ 分离株

(ＨＮ、ＡＱ、ＡＨ７２６、ＪＳ０７ 和 ＡＨ７１２) Ｆｉｂｅｒ２ 基因与国

外早期流行毒株( ＪＳＪ１３)相比ꎬ已经发生了较大变

异[１７]ꎬ血清型相同的毒株之间ꎬ其致病性也存在很

大差异[１８]ꎮ 推测 ＦＡｄＶ￣４ 在传播过程中发生了变

异ꎬ导致毒力发生了变化ꎬ致病性增强ꎮ 本研究发

现ꎬＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白氨基酸序列与国内其他地

区流行毒株一致ꎻ但与国外早期流行的弱毒株

(ＯＮ１、ＭＸ￣ＳＨＰ９５)相比ꎬＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白在 １１
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图 １３　 ＩＥＤＢ 预测 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白 Ｂ 细胞表位参数结果

Ｆｉｇ.１３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｆｉｂｅｒ２ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ ｃｅｌｌ ｅｐｉｔｏｐｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＩＥＤＢ

~１５ 位存在 ５ 个氨基酸插入ꎬ而软件分析结果显示

该区域拥有最高的抗原性、柔韧性、亲水性和表面可

及性ꎬ可能是病毒粒子与细胞膜上受体结合的位点ꎬ
对于病毒复制过程至关重要ꎮ 那么ꎬＧＺ￣ＱＬ 株毒性

的增强是否与这 ５ 个氨基酸插入突变有关? 本研究

结果为这一推测提供了依据ꎬ但仍需要进一步验证ꎮ
已有研究结果表明ꎬ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白和 Ｈｅｘｏｎ 蛋白与

ＦＡｄＶ￣４ 的致病性有密切关系[１９]ꎬ在病毒内化过程

中ꎬＦｉｂｅｒ２ 蛋白能够直接与宿主细胞膜上受体结合ꎬ
从而影响病毒的致病性[２０]ꎬ而 Ｆｉｂｅｒ１ 蛋白和 Ｐｅｎｔｏｎ
蛋白对病毒的毒力无直接影响[２１]ꎮ 如果能证实

ＧＺ￣ＱＬ 株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白 Ｎ 端这 ５ 个氨基酸插入突变

在病毒吸附和致病过程中的作用ꎬ将会为阐释

ＦＡｄＶ￣４ 的致病机制提供更多证据ꎮ
Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白为 ＦＡｄＶ￣４ 的结构蛋白ꎬ其抗原表位

具有型特异性和亚属特异性ꎬ可有效诱导 Ｂ 细胞产

生抗体[２２]ꎮ 生物信息学软件分析结果表明ꎬＦＡｄＶ￣４
贵州株 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白具有良好的抗原性ꎬ并且与国内

其他地区分离株高度同源ꎬ但与Ⅰ群其他血清型毒

株核苷酸序列同源性较低ꎬ提示 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白在本血

清型内相对保守ꎬ具有作为基因工程疫苗靶标蛋白

质的潜力ꎮ
研究发现ꎬ将鼠伤寒沙门氏菌鞭毛蛋白基因与

ＦＡｄＶ￣４ 的 Ｆｉｂｅｒ２ 基因融合后进行原核表达ꎬ得到的

重组蛋白质能与 ＦＡｄＶ￣４ 阳性血清发生特异性反

应ꎬ且在动物试验中产生了良好的免疫保护效

果[２３]ꎮ 郭浩然等[２４]制备的抗 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白多克隆抗

体和王萍等[２５]制备的抗 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 单克隆抗体

与 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白及病毒阳性血清样品结合均能产生

特异性反应ꎬ证实 Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白具有良好的免疫原性

和反应原性ꎮ 基因序列的生物信息学分析有助于了

解编码蛋白质的结构与成分ꎬ可为目的蛋白质的体

外表达和后续开发利用等奠定基础ꎮ 本研究通过生

物信息学分析ꎬ预测了 ＦＡｄＶ￣４ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白的理化性

质和抗原表位ꎬ结果表明ꎬＦｉｂｅｒ２ 蛋白可作为免疫抗

原的候选蛋白质ꎬ研究结果为开展 ＦＡｄＶ￣４ 新型疫

苗研制奠定了基础ꎮ

４　 结 论

ＦＡｄＶ￣４ 贵州分离株 Ｆｉｂｅｒ２ 基因总长度是１ ４４０
ｂｐꎬ共编码 ４７９ 个氨基酸ꎬ与中国 ＳＣｎｊ１６０１ 以及

ＮＩＶＤ２ 株的氨基酸序列相同ꎻ与国外 ＭＸ￣ＳＨＰ９５、
ＯＮ１ 经典株相比ꎬ存在多位点的氨基酸突变ꎬ属于

同种的不同进化分支ꎮ Ｆｉｂｅｒ２ 蛋白属于亲水性蛋白

质ꎬ无跨膜区和信号肽ꎬ相对保守且抗原性良好ꎬ具
备成为优势抗原的潜力ꎮ
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