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摘 要 用常规方法提取减蛋综合征病毒(EDSV)中国分离株(AA一2株)病毒 DNA．分别拘建 丁限 

l捌性一切酶 HindⅢ、Sph I、Pst l水解片段的全基因文庠．并对其中 100 K蛋白基因的序列进行 r 

分析。EDSV i00 K蛋白基因位于减蛋综合征病毒基圈组 55 7～64 8物理 图'盐单位(m．u)，共 

2091个核苷酸(nt)．其编码产物由696个氨基酸(aa)组成．推测其分子量为 77 7 kD。编码蛋白氨 

基酸同源性分析表明，EDSV100K蛋白与人腺病毒(Ad2、Ad5，Adl2、Ad41)、I群禽腺病毒(CELO 

和 FAV10)的同源性为 32 3～34 4 96之间．耐与羊腺病毒(OAV)的同源性达到 56 4％ 

关键词兰兰竺皇竺塑 - ! ! ．—ioo K—~ 茏洼 

腺病毒科是一个庞大的病毒家族．根据病毒寄生的宿主不同分为哺乳动物腺病毒属 

(Mastadenoviridae)和禽腺病毒属(Aviadenoviridae)。减蛋综合征病毒(Egg Drop Syndrome 

Virus，EDSV)是Ⅲ群禽腺病毒中唯一的成员。因为 EDSV在鸡输卵管狭部蛋壳分泌腺内复 

制，影响蛋壳的形成过程，所以发病鸡群以产生薄壳蛋或无壳蛋及产蛋率严重下降为主要特 

征，给养鸡业造成巨大的经济损失。1976年 Van Eck等人⋯首先报道了本病并分离出病毒。 

随 后Todd等_2·进一步鉴定了病毒的理化特性 ，证 实EDSV为双链DNA病毒．核酸分子量 

22 6×10 道尔顿，属腺病毒。用中和实验证明 EDSV与 I群和 Ⅱ群禽腺病毒问无交叉反 

应 J，从而确立了EDSV的分类地位。为了进一步探索 EDSV基因结构与功能的关系及其致 

病机制．为开发基因工程疫苗和构建禽腺病毒载体等方面的研究提供较完整的分子生物学背 

景材料．我们首次对国内分离的 EDsv全基因组进行了物理图谱分析．构建了基因文库，先后 

对 EDSV编码的五邻基、pVⅢ、巯基内肽酶、E3区、纤维蛋白等多个重要蛋白基因和功能区进 

行了鉴定和分析。100 K蛋白是病毒繁殖过程中的一个晚期非结构蛋白．在促进病毒晚期蛋 

白合成以及六邻体单体聚合成三聚体，进而在于代病毒粒子的装配过程中发挥极其重要的作 

用。目前，尚未见有关 EDSV 100 K蛋白结构测定的报道，因此本文对 EDSV编码 100 K蛋白 

基因进行了克隆，并对其编码蛋白的结构特点进行了分析 

材料和方法 

1 材事l 

1 1 病毒来源 EDSV AA-2株由长存农牧大学军事兽医研究所从同内某发病鸡场分离．为鸭胚适应毒。 
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l 2 质粒和菌株 pBtuescriptIIKS(+)和 pOEM一3Zf(+)分别来源于 Stratagene公司和Promega公司。Dma 

受体菌购自 BRI．公司。 

1 3 主要试剂 限制性内切酶呐自Promega，New Engtand Biolabs和 Bcerhringer Mannheim GmbH公司；QI— 

Aquick Gel Extracrio11 Kil，QIAwell一8 Plasmid Purification Mini Kit来源于 Qiagen公司；WizardrM373 DNA Pu— 

rifieation Systen1．Wizard Plus Minipreps DNA Purification Systenl购 自 Promega公 司；Taq DyeDeoxy Termina— 

tor Cycle Sequencing Kit采用 Apptied B10system公司产品；另外，Centfi—Sep Spin Columns和 SPIN—x'r”Cen- 

trifuge Filter Unit丹别来自 Pnnceton Separation公司和 Costar公司。 

2 方法 

2 l 病毒增殖和纯化 将 SEDV AA，2株接种于 10目龄鸭胚缄毛尿囊腔，37℃培养，彝去 24 h死亡鸭胚，收 

集 120 h鸭旺绒毛尿囊液．一20℃保存备用 病毒尿囊液经 15 000 r／min和 40000 r／min差速离心后，沉淀物 

用少量 TE缓冲液稀释 

2 2 病毒 DNA提取 参照文献[4]介绍的方法．病毒 DNA纯化采用 SDS和蛋白酶 K裂解后，再用酚／氯仿 

(1：1)抽提、乙醇沉淀，沉淀物溶于少量 TE缓呻液中 

2 3 病毒 DNA限制性内切酶酶切和 DNA片段的克隆 EDSV DNA经限制性内切酶 HindⅢ、Pst】和 Sph I 

水解后，通过 0．8％琼脂糖凝胶电泳．回收各 DNA荣带．丹别用SPIN—xTMCentrifuge FilterUnit离心除去琼脂 

储，直接克隆至 pB1ue iptⅡKs(+)或 pGEM一3Zf(+)载}丰相应位 电。按常地方法 转化致敏大肠杆菌，经蓝 

白斑选择、酶切和 Digo igeni dUTP标记的 EDSV全基因组探针打点杂交鉴定，建立 EDSV全基因组 Hind 

Ⅲ、PstI和 Sph I的基因文库 

2 4 序列模板的纯化和 DNA序列测定 嵌垂双链 DNA缺失质粒模板参照 Henikoff 的方法进行；测序模 

板采用 QIAwet1．8 Plasmid Puri{icationMiniKit和Wizardr 373 Purification System试剂盘说明操作；DNA序列 

测定反应按 Taq DyeDeoxv Terminaler Cyete~lttencing Kit提『北的条件进行，采 用 和 T7通用引物，在 

Taq DNA聚合酶的催化下．用荧光标记的垒自动测序法正反积向序列测定。序列反应剩余的寡聚核苷酸经 

Contri Sep Spin Columns离心击除。反应物经真空干燥、加热变性后在 ABI 373A自动 DNA序列{嘎I定仪测定。 

2．5 核苷酸要其编码蛋白序列的计算机分析 实验结果采用棱苷酸蛋臼分析软件包DNASIS和PROSIS，在 

PC微机上进 行 DNA序列、蛋 白序 列及结 构特征等丹析。本实验所 的其他腺 病毒参 比序列均取 自 

GeneBank。 

结 果 

l EDSV 100 K蛋白基因克隆和DNA序列测定 

EDSVAA，2株病毒 DNA经纯化后用限制性内切酶 HindⅢ、PstI和 SphI酶解、电泳分 

离各条带并分别克隆至 pBluscrlpt1I或 pOEM 3Zf(+)质粒相应位点上，建立全基因组基因文 

库。根据 EDS基因组限制性内切酶物理图谱和HindIl1 E片段序列结果 ，EDSV 100 K蛋白 

基因位于 Sph I，B片段中部(见图 1) 将含有 Sph I—B的质粒用 Bam HI水解后，切除 EDSV 

BamHI(64 O)，sDhI(76．1)片段后自身环化，所得克隆经 SacI和 BamHI双酶切后，用 Exo 

外切酶Ⅲ建立嵌套缺失质粒模板，用荧光标记自动测序法测定．完成EDSV基因组54．2--68 9物 

理图谱单位(m u)D A序列．全长 5189碱基对(bp)。 

2 EDSV100K蛋白基因序列 

位于 Sph I，B片段中部有一个完整的开放性读码框架(ORF)，由H链编码，其起始密码 

位于 55 7m u(见图2第209位)，终止于 64．8m．u(图2第2 299位)，全长2 091个核苷酸碱 

基(nt)组成。用 DNASIS、PROSIS软件包分析及氨基酸序列同源搜寻后证实该 ORF编码 
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EDSV 100K六邻体装配蛋白。EDSV lOOK蛋白基固的起始点比人和其他动物腺病毒左移10 

～ 15 m u．与 I群禽腺病毒(CELO株)相似。在 100K蛋白基因的尾部还有一个约 400 nt的 

ORF，编码 EDSV33K蛋白N端部分序列。该区域反向序列分析未见大于 6【)氡基酸(aa)的 

ORF： 

Sph 

HLnd I BamH I 

l甜 I EI)SV毕 组 Sphl限制 内 啊酶物理 图谱 厦其 lOOK蚩 白基 固定位 

Fig【 sph I r~trictmn p and the l~'ation the 100K protein gene EDSV 

3 EDSV tO0K蛋白序列 

EDSV 100K蛋白分子量为 77．7千道尔顿(kD)，由 696 aa组成，其分子量比人腺病毒 

100K蛋白约小 10 kD；比 I群禽腺病毒小 32 kD，EDSV 100K蛋白分子量大小与羊腺病毒 

(OAV)相似 同源性分析结果表明EDSV 100K蛋白氨基酸序列与人腺病毒的同源性为33％ 

左右，同 I群腺病毒(1型和 10型)的同源性分别为33 9％和32．3％，在人腺病毒不同血清型 

中，100K蛋白基因的同源性都在60％以上，禽腺病毒 1型和 1O型 100K蛋白氨基酸序列同源 

性也达 55．9％，而 EDSV与 OAV的同源性却高达 56 4％，详见表 1。 

衰 I EDSV和其他腺痔毒 IOOK蛋白彝基酸同薄性比较 

Tab I “mK protein se㈣  e identiti~ between EDSV and other ad删 irus 

讨 论 

100K蛋白是腺病毒感染晚期细胞内含量最丰富的非结构蛋白之一，它与主要病毒衣壳蛋 

白六邻体蛋白同时成为细胞浆内主要成分，具有重要的生物学功能 首先，100K蛋白在细胞 

浆内能与新合成的六邻体蛋白结合，使六邻体蛋白的肽链发生卷曲并折叠成同源三聚体 。 

只有正常形成的三聚体四级立体结构才能暴露出六邻体所特有的型特异性抗原。其次，100K 

蛋白能将六邻体蛋白从细胞浆内质网转运到细胞核进行装配 ，如果 100K蛋白发生突变或 
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CTTIGGTTTCAACCTTCAAATGTTCACCCAGTTTATACAC ACTTCTAAAGCTGCTTGGA 

AAAGCGATTCGTTTTGTTGACGTTCTAATTCGGTATCGGTAACCCCTCCCGAGCGTTTGC 

CCTTCTTAGATGAGGTAGCGGTACTTTTCTTGGAAGACATGTTTAGAATGGTTGTCGCCT 

TTTCCCTCACAGGCCCCTCCAAAATACAATGGAGGCGTCCAAAGCC；tAGGAGGTACCAGC 

M E A S K A K E V p A 

CAGCGIh~ACTGAGATA TAGTAGTTCTAATGTATTGTCAGACT A ATCAA0ACGT 

S E T E I K N S S S N V L S D L Y Q D V 

GGATGCATTATTTCCGCGTCACTTGCGCAGACAAGCTATGATTCTTIh~AGCCTCAAGTGA 

D A L F P R H L R R Q A M I L K A S S D 

CGCTGATCTTGATGTGCTTA( rTTGGCGAAACAGTTGGAAGAATCTATATTTACACCTAA 

A D L D v L T D A K 0 L E E S I F T P K 

AGAGCGAAAAGTGGAAGGCGATCCTGATCCAAAGCTAAATTTTTATCCGCCATTTCTCAC 

E R K V E G D p D p K L N F Y P p F L T 

GCCGGAGTGTTTAGCTTTGCACTTTCCTTTTTTTCTTAATTTGCCTATTCCAAGATCTTG 

P E C L A L H F P F L N L P I P R S C 

T TAGGAAGTAAGCTGTATGAGCAGTGGAAAGTTCAAAAGGACTTAcA 

K A N R I G S K L Y E 0 w K V 0 K D L Q 
GTTAGTGTTTCCAGATCCAGCCACTTGTAAGTGGAATGATGCGCTCGGGGCGGCAGATAC 

L V F p D P A T C K W N D A L G A A D T 

AAAAGATA ClAAAAGTTTGCGCTTTTAAAAAATGACTCAAGTAGAGC 

I A E L K D N 0 K F A L L K N D S S R A 

TAGTTGGTTTAA A TGACAACATTTGCTTA：CCTTCTATTGCATT 

S W F K T K 且 L G M T T F A Y P S I A L 

GCCGCCAG 

P P A L 0 

A L D 0 D 

AATAGAACTCTTTATAGGTAA rCTC~-AGAGCCTAA 

K L L I E L F I G K S Q E P N 

ATGTACCTGCTTTGACAGACTCTTTTATTGTC-AACATrTCTCC 

Y V P A L T D S F I V N I S P 

AAACAGGCAGTAGTGTATC~ GTATT 

K L K P E V V R E N A K 0 A V V Y G V L 

GA273CACTGCTTA~ TACCTTTTq CTCTTCTIh~AGTAGTCATTAAGAATT ACAGGAAGC 

M H C L N T F F S S V V ： K N L Q E A 

TCTCCATTACACTTTCAATCATGGCTTTGTGAAACTAATCCATTTGTTGACGGATTGTAA 

L H Y T F N H G F V K L I H L L T D C N 

TGGTCTAACTCACCGTAACAGATTGA A TCCCTT 

L S D F V T F H G L T H R N R L N N P L 

ACTTCA2~ACTCAGTTGGCTGGAGATGATAAGTATGATTATATATTGGATAGTGTGTACTT 

L Q T 0 L A G D D K Y D Y I L D S V Y L 

GTTCTTAGTGTTTACATGGCAGACTGCCATGGA 

P L V F T W Q T A M D I 0 0 T L S G N 

TACGCTTAAGAGTATTGAAGTGGCACTTGGAAATGAAATGGGTAAAATTCTTAGIh~AGCC 

T L K S I E V A L G N E M G K I L R K P 

CTCCAGTGTTGGAATGGCAGAGCATATTGCAGGAATAATTTTTCCTCCTTTAATGGTAAC 

S S V G M A E H I A G I I F P p L M V T 

TACCTTTCAAGCCAATCTTCCAGATTTTATIh~ATCAGACTCAGTTACAGAATTTCAGGAC 

T F Q A N L P D F I N Q T Q L Q N F R T 

TTTCATATGCCTGAAATCTGGAGTTCCACAGGCTATTTGTCCGCTGCTTCCATCGGACTG 

P I C L K S G V ·P Q A I C P L L P S D C 

TGTCCCTCTAACATTTAAAGAGTCGCATCCTATACTGTGGGGCCATGTGTTACTTCTA~  

V P L T F K E S H P I L W G H V L L L N 

TTTGGCAGCATTTGTTGTTAATCATGGAGATTATATGAAGGAAGTGGATAGTCCTGTCCT 

L A A F V V N H G D Y M K E V D S P V L 

TATGTGTGACTGCAATCTTTGTTCACCTCACAGAATGCCATGCTACAA 

I S S C M C D C N L C S P H R M P C Y N 

GCGGCTCTTATGCAGGAGATTTTAAC『AA强  

A A L M Q E I L T I 

E S G K V 

A 

K S L K L 

L R F F 

P S 

TACTTT 

T L 

E F 

S E 

AAAGAC 

K D 

K F E F Q E P P G 

CTCCACAAAC TTGCAAATGCCTA 

I P Q T F A N A Y 
GAGATTTTTTCTTTGATACTGTACAACATTATAAGACAGA 

R D F F F D T V Q H Y K T D 

P L 0 A C V I K N 

R E T Q I R R E K E L L K 

T K L L A 

GAGGCAG GGAGT 

R G S G V 

6 0 

1 2 0 

1 8 0 

24 0 

11 

300 

31 

3 60 

51 

4 2 0 

71 

4 8 0 

91 

54 0 

111 

6 0 0 

1 31 

6 6 0 

1 51 

72 0 

171 

780 

1 9 

840 

211 

900 

2 31 

9 60 

2 5l 

1 0 2 0 

2 71 

1 0 8 0 

2 91 

114 0 

311 

l2 D0 

3 3i 

l260 

351 

1 3 2 0 

371 

13 8 0 

3 91 

l 44 0 

411 

1 5 0 0 

4 31 

l 5 6 0 

4 51 

1620 

471 

l680 

4 91 

l74O 

511 

18OO 

531 

1860 

551 

192O 

571 

1980 

591 
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CTA I GG CCAGACACTGGTGAGCCCTCGGCGTTGCCTTTGGACGATAGTGA GAGGA 

Y L D P D T G E P S A L P L D D S E E D 

TTG0GATGATCTCAGAGAAGGAAAAGCAATACACACCGATGCGTCCGTACGGACATCAAC 

C D D L R E G K A I H T D A S V R T S T 

CCGCAGGGAAAGAACGCGCTCTGCTTTACCAGCAATTTCTGGAGAGAGCGCAAGAAGTAC 

R R E R T R S A L P A I S G E S A R S T 

AGGACGACGATGCCATAGTGAGCAGCGACGAGGGAATAGAGGAGGACGAGG03GAATATC 

G R R C H S E Q R R G N R G G R G G I S 

AGAGTGCGGAGGAGAGTTCAGTGCAAGAAGCGCAGCCGGAAGTGCGGGCGC03G r-rCGGC 

E C G G E F S A R S A A G S A G A G S A 

CGAAAACAA8 AAGTAAACGAGTGGCTCTGCAGAATAGAAAGCAGCCAAGTGAGm C 

E N K K K 

ATTTTAACTACr( AAGAATGT GTAATATATGTGTCACACAACTGCATCTGACTGTAT 

TTGATTTTT11 GGAAATTTTGCGTTGCAATCATATCAACTGCACACTGA． TTAAAGAT 

CAGATTGCAGA GTGT瑚 AGCTGATTAGGAAGC TCA AAAAGTGTCCAGCAGCACAC 

GTTCAAGTAAGA CCGCACCTGCGcGAGCATTATTAAAAGGTACCTGTATGAACGAGAT一3 

图 2 EDBV lOOK蛋白基因桉苷酸和氨基酸序列 

Fig 2 Nue]mtide and amino acid sequence of EElSV 100K protein g曲 e 

2 D4O 

611 

21O0 

631 

2160 

651 

222 O 

671 

228 D 

691 

2340 

696 

2400 

2460 

2520 

2580 

缺失，腺病毒就不能装配成成熟的病毒粒子。近年研究发现，腺病毒 100K蛋白能与腺病毒晚 

期 mRNA结合 ⋯，并证实具有 RNA结合蛋白．UIsnRNP 70 kD蛋白样 RNA结合区，与 RNA 

结合区和六邻体的结合域不是同一决定簇 100K蛋白与病毒 mRNA结合的结果，促进了蛋 

白合成的起始过程而间接抑制宿主细胞蛋白质合成。在本研究中发现 EDSV 100K蛋白序列 

的第 255～375位含有 I、Ⅱ、m、Ⅳ四个 RNA结合域的同源序列，而且与人腺病毒 5(Ad5) 

100K蛋白RNA结合域序列高度同源。所以对腺病毒 100K蛋白的研究为阐明病毒转运、装 

配以及蛋白质合成具有重要意义。 

国际上对 EDSV分子生物学的研究刚刚起步，EDSV100K蛋白的序列及结构分析在国际 

上尚属首次，因此本研究组对 EDSV基因组测定及分析，为 EDSV致病机理和免疫学等研究 

和禽腺病毒载体构建提供一个清晰的分子生物学背景，具有重要的理论和实用意义。研究发 

现在不同血清型人腺病毒基因组编码的 100K蛋白氨基酸序列的同源性都在 60％以上，I群 

禽腺病毒 1型和 l0型的同源性达到 55 9％。EDSV属于Ⅲ群禽腺病毒，但同 I群禽腺病毒 

100K蛋白氨基酸序列的同源性仅 33％左右，反而与 OAV的同源性高达 56．4％。金奇⋯ 和 

李茂祥等 对 EDSV纤维蛋白、pV$蛋白基因及 E3区结构的研究也表明，EDSV的基因结构 

及编码蛋白与 OAV的同源性远远高于其他人和动物腺病毒。研究结果提示在病毒进化过程 

中，EDSV和 0Av可能来源于同一祖先。 

在 SEDV10OK蛋白基因序列的3 端有一与10OK基因部分重叠 ORF，按腺病毒基因结构 

和同源分析，该 ORF编码33K蛋白N端序列。由于 33K蛋白基因含有一个内含子，不同腺病 

毒有所差异，需进一步进行研究才能确定其完整序列。 
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Cloning and Sequence Characterization of L4 Nonstructural 

100K Protein Gene of Egg Drop Syndrome Virus 

Li Maoxiang 2 Jin Qi Zhang Jigang Zong Liyu Yao Ermei’ Yin Zhen Hou Yunde 

(State Key La&aratory ofMolez-ula~r Virology and Genetic Engineering，Belting 100052) 

1lThe A~ilieary Veterinary l ““n ．Uni~'rs#y ofAg“c E rP and Animal Science．Changch~en 1319062) 

Abstract The nucleotide sequence and location of the LA nonstructural 100 K protein gene of the 

egg drop syndrome virus(EDSV)，a strain AA-2 previously isolated from China，were deter— 

mined．The100K proteingenelocated at 55．7—64．8m u．has alength of 2 091 nt and codesfor 

a polypeptide of 696 amino acids(aa)with a molecular weight of 77．7 kD．Comparison of the 

amino acM sequence of the 100K proteins from human adenoviruses and low1 adenoviruses of 

group 1 revealed a homology from 32．3％ to 34 4％ Remarkably，EDSV 100K protein shares 

high homology(56 4％ On amino acid 1eve1)with that of ovine adenovirus 

Key words Egg drop syndrome virus，DNA mquenc~ng，100K protein 
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