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Abstract : Non2st ruct ural and st ruct ural genes of Goose parvovirus ( GPV) H G5/ 82 st rain were

amplified using polymerase chain reaction ( PCR) met hod and cloned into t he pMD182T vector ,

respectively. The two f ragment s were sequenced and analyzed with reference GPV st rains and

Muscovy duck parvovirus (MDPV) st rains. The result s showed t hat t he GPV ns gene is 1884bp

and encoding 627 amino acids. The v p gene of H G5/ 82 st rain is 2199bp and encoding 732 amino

acids. The identity of partial V P3 genes between H G5/ 82 and MDPV is higher than that between

GPV and ot her members of Parvovi ri nae. These result s were also proved by the analysis of t he

V P3 gene. The high identity between GPV H G5/ 82 and MDPV indicated t hat they would be de2
rived f rom t he same ancestor .
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摘要 :本研究应用 PCR技术扩增得到 GPV中国分离株 H G5/ 82的非结构基因与结构基因 ,片段大小分别约为1. 9

kb、2. 2kb的片段。将该片段分别进行克隆及序列测定 ,并与 GPV 国内外部分已发表的毒株及番鸭细小病毒

(Muscovy duck parvovirus ,MDPV)的对应序列比较。结果表明 : H G5/ 82株非结构蛋白 (Non2st ructure , NS)基因

长为 1884bp ,编码 627个氨基酸。H G5/ 82株结构蛋白基因长为 2199bp ,编码 732个氨基酸。序列分析结果表明 ,

我国地方分离株与国内外鹅细小病毒相比 , ns基因、v p基因均表现出较高的同源性 ,并且具有共同的分子特征。

为进一步研究 GPV的基因功能、遗传变化规律及病毒分子致病机理提供了一定的分子基础。结构基因 V P3间变

异较小 ,这是目前 GPV只有一个血清型的分子基础 ,为基因工程苗的研制提供了可行性。H G5/ 82与番鸭细小病

毒相应序列比较发现 ,与细小病毒其它成员相比两者具有较近的亲源关系 ,但这种同源性明显低于鹅细小病毒之

间的同源性。

关键词 :鹅细小病毒 ; ns基因 ; v p基因 ;分子特征

中图分类号 :S852. 65　　　文献标识码 :A　　　文章编号 :100325125 (2005) 0120028205

　　鹅细小病毒病是由鹅细小病毒引起的 ,鹅和番

鸭的一种高度接触性传染病。该病毒主要侵害一月

龄以下的雏鹅和雏番鸭 ,以急性肠炎及肝、肾和心等

实质器官炎症为主要病理变化。该病致病性强 ,死

亡率高[1～3 ] ,对 10日龄雏鹅致病率可达到 100 % ,有

时对较大日龄的易感群动物致病率可达 70 %以

上[4 ]。给水禽养殖业造成很大的经济损失 ,成为影

响世界各国养禽业发展的主要疫病之一[ 5 ,6 ]。

鹅细小病毒 ( Goose p arvovi rus , GPV)是细小病

毒科 ( Parvovi ri dae) ,细小病毒属 ( Parvovi ri nae)的

成员 ,为单链线状 DNA 病毒。病毒无囊膜 ,病毒粒

子直径为 20222nm ,呈六面体外观。在提取纯化过

程中病毒 DNA很容易在体外自发形成约 5. 0kb的

双链。GPV 基因组包括两个开放阅读框 ( Open

Read Frame , ORF) ,之间间隔 18 个碱基。左侧

ORF编码非结构蛋白NS1和NS2 ,右侧ORF编码结构
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蛋白 V P1、V P2 和 V P3。非结构蛋白、结构蛋白分

别具有共同的羧基端 ,形成套式结构。NS蛋白参

与 DNA的复制和转录的调节 ,对宿主细胞具有毒

性作用[7 ]。还可能与病毒 DNA 和蛋白质的有效合

成以及病毒的增殖有关[8 ]。v p基因编码病毒粒子

的衣壳蛋白 ,是刺激机体产生抗体的成分 ,同时 V P

蛋白与病毒的毒力及致病性有关。目前 ,有关 GPV

的致病机制及变异性等分子生物学方面的研究报道

非常有限。

本实验室 1982年在黑龙江从某养鹅场采集的

病料中分离到鹅细小病毒 GH5/ 82 株[ 9 ] ,初步研究

发现该毒株对 12 日龄雏鹅的致病性弱。本研究对

H G5/ 82株的 ns、v p基因进行了克隆和序列测定 ,

并与国内外分离株进行了比较分析 ,为进一步研究

GPV的基因功能、遗传变化规律及病毒分子致病机

理提供了一定的基础。同时 ,将 H G5/ 82 株与番鸭

细小病毒 FM株相应序列比较发现 ,与细小病毒其

它成员相比 , H G5/ 82 株与番鸭细小病毒 FM 株具

有较近的亲缘关系 ,但低于鹅细小病毒株之间的同

源性。

1　材料与方法

1 . 1　材料

毒株 H G5/ 82 株由中国农业科学院哈尔滨兽

医研究所生物技术三室分离并保存[9 ]。根据已发表

的 GPV基因序列 ,设计引物 ,委托上海生工生物工

程有限公司合成。克隆载体 pMD182T、限制性内切

酶 H i ndⅢ、Ex TaqDNA聚合酶、T4 DNA连接酶、蛋

白酶 K、Marker (DL2000)购自宝生物工程 (大连)有

限公司 ;受体菌 E. col i J M83由本实验室保存 ;病毒

DNA 小量提取试剂盒、DNA 片段快速纯化/回收

试剂盒购自上海生工生物工程有限公司 ;其它试剂

均为进口或国产分析纯。

1 . 2　病毒的增殖与鉴定

将 GPV国内分离株 H G5/ 82经尿囊腔接种 12

日龄鹅胚 ,37℃培养 ,无菌收取 3～5d死亡鹅胚尿囊

液 (弃去 24h内死亡胚) 。将尿囊液 13 000r/ min离

心 30min ,经 5 %磷钨酸负染 ,电镜鉴定尿囊液中的

病毒粒子。

1 . 3　结构蛋白基因与非结构蛋白基因的分子克隆

扩增非结构蛋白基因 ( ns) 的引物序列如下 ,

P1NS : 5′2A T GGCACT T TCTA GGCCTCT GCA GA2
3′; P2vp : 5′2T TA T T GT TCA T T T TCA GCA TCA T2
CA23′。扩增结构蛋白基因 ( v p)的引物序列如下 ,

P1vp : 5′2A T GTCTACT T T T T TA GA T TCA T TCG2

3′; P2vp : 5′2T TACA GA T T T T GA GT TA GA TA TC

T G23′。按常规的方法[10 ]对结构基因和非结构基因

进行分子克隆 ,将阳性克隆委托上海生物工程公司

进行序列测定。

1. 4　ns、vp基因的序列比较分析

将 H G5/ 82 的 N S、V P基因分别与国内外已发

表的 GPV毒株及番鸭细小病毒的核苷酸及所推导

的氨基酸序列进行比较分析。同时 ,将 H G5/ 82

v p3基因及 v p3基因的 145nt2680nt 与国内外参考

毒株的相应序列分别进行序列比较分析。参考毒株

GenBank登录号见表 1。
表 1　参考毒株及 GenBank登录号

Table 1　Reference st rains and GenBank accession No

St rains GenBank accession no. Origin virus
B U25749 or NC_001701 Hungary GPVa

FM U22967 Hungary MDPVb

89384/ France Z68272 France MDPV
GPV2YG AF416726 China GPV
H1 China GPV
SYG9925 China GPV
H G5/ 82 AY506546/ AY506547 China GPV

9921222 AF166107 Chinese Taiwan GPV

9921218 AF166106 Chinese Taiwan GPV

922217 AF166105 Chinese Taiwan GPV

83224 AF166104 Chinese Taiwan GPV

822322 AF166103 Chinese Taiwan GPV

82238 AF166102 Chinese Taiwan GPV

a : GPV = Goose parvovirus ;b :MDPV = Muscovy duck parvovirus

2　结　果

2 . 1　结构蛋白基因与非结构蛋白基因的遗传特点

与参考毒株对应蛋白相比发现 , H G5/ 82 非结

构蛋白包括 NS1 和 NS2 ,它们具有共同的羧基端。

NS1大小为 1884bp ,编码 627 个氨基酸 ,其中含有

四个潜在的糖基化位点 ,分别位于 NS1 的 150～

152、225～227、360～362、433～435 位。NS2 大小

为 1356bp ,由 451个推导的氨基酸组成。结构蛋白

基因长为 2199bp ,编码 732 个氨基酸 ,包括 V P1、

V P2、V P3 区域 ,它们终止于同一密码子 ,大小分别

为 2199bp、1764bp、1605bp ,分别编码 732、587、534

个氨基酸。结构蛋白中含有四个潜在的糖基化位

点 ,分别位于 219～221、582～584、700～702、712～

714位。

2 . 2　结构蛋白基因与非结构蛋白基因的变异特征

H G5/ 82 ns1 基因与 GPV2YG、B 毒株及 MD2
PV FM 株 ns1 基因相比 , H G5/ 82 与国内分离株

GPV2YG同源性比国外分离株 B 株同源性高。与

GPV2YG相比 ,仅有两个氨基酸发生变化。而与 B

相比有 108个核苷酸发生变化 ,其中 17个核苷酸的
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有义突变 ,导致 14个氨基酸发生变异。与番鸭 FM

相比有 65 个氨基酸发生变异 ,主要集中在 NS1 蛋

白的羧基端 ; v p1 基因序列与以上毒株相比 ,与

GPV2YG的同源性较高。v p1 基因与国内分离株

GPV2YG相应序列相比仅有三个碱基发生变异 ,导

致两个氨基酸变异。与国外 GPV2B 对应区比较发

现有 140个碱基发生变异 ,其中 32个碱基的有义突

变导致 28 个氨基酸发生变异 ,主要集中在 v p1 基

因的 24250和 5212580位氨基酸之间。与 FM 相比

有 102个氨基酸发生变异 ,主要集中在 V P2和 V P3

起始密码子之间的 1462198位氨基酸。见表 2和 3。

表 2　H G5/ 82与参考毒株 ns基因同源性分析

Table 2　Homology analysis of NS1 gene

FM H G5/ 82 GPV2YG B
Amino acid identity ( %)

FM 3 33 89. 6 89. 6 90. 6
H G5/ 82 81. 2 33 3 99. 7 97. 9
GPV2YG 81. 1 99. 8 3 33 97. 9

B 82. 9 94. 3 94. 3 33 3
Nucleotide identity ( %)

表 3　H G5/ 82与参考毒株 v p基因同源性分析

Table 3　Homology analysis of v p1 gene

FM H G5/ 82 GPV2YG B
Amino acid identity ( %)

FM 3 33 81. 2 81. 1 82. 9
H G5/ 82 79. 8 33 3 99. 8 94. 3
GPV2YG 79. 7 99. 9 3 33 94. 3

B 81. 5 93. 6 93. 7 33 3
Nucleotide identity ( %)

2. 3　主要结构蛋白基因 VP3序列分析

将 H G5/ 82主要结构基因 v p3序列与参考毒

株的相应序列进行比较 , H G5/ 82 与国内分离株

GPV2YG同源性最高 ,与 B 同源性相对较低。将

H G5/ 82 v p3基因的 142nt～681nt 与 GPV 参考毒

株的相应序列进行比较 ,核苷酸序列同源性在

93. 3 %～99. 8 %之间 ,所推导的氨基酸序列同源性

在 97. 8 %～99. 4 %之间。就仅有的毒株序列分析

发现 , H G5/ 82与国内毒株的同源性比与国外毒株

同源性高。禽细小病毒中 , GPV 之间同源性比

GPV与 MDPV之间同源性高 ,见表 4和 5。系统发

育进化树见图 1和 2。

表 4　H G5/ 82与参考毒株 v p3基因同源性分析

Table 4　Homology analysis of H G5/ 82 V P3 gene

FM
89384/
France

H G5/ 82 H1
GPV2

YG
SYG9925 B

Amino acid identity ( %)
FM 3 33 99. 4 89. 5 90. 3 89. 3 88. 2 90. 4

France 99. 7 33 3 90. 1 90. 8 89. 9 88. 8 91. 0
H G5/ 82 80. 2 80. 4 3 33 96. 4 99. 8 97. 0 97. 0
H1 81. 2 81. 4 93. 2 33 3 96. 3 95. 5 98. 3

GPV2YG 80. 1 80. 3 99. 9 93. 2 3 33 96. 8 96. 8
SYG9925 78. 2 78. 4 92. 2 92. 1 92. 2 33 3 96. 4
B 81. 9 82. 1 93. 8 98. 5 93. 8 92. 9 3 33

Nucleotide identity ( %)

图 1　H G5/ 82 v p3基因与参考毒株进化树分析

Fig. 1 　Phylogenetic t ree analysis of V P3 gene between

H G5/ 82 and reference st rains

表 5　H G5/ 82部分 v p3基因与参考毒株同源性分析
Table 5　Homology analysis of partial V P3 gene

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Amino acid identity ( %)

1 33 3 98. 9 92. 7 93. 3 92. 2 91. 6 93. 3 93. 3 93. 3 93. 3 93. 3 92. 2 92. 7
2 99. 6 3 33 93. 9 94. 4 93. 3 92. 7 94. 4 94. 4 94. 4 94. 4 94. 4 93. 3 93. 9
3 83. 1 83. 4 3 33 99. 4 99. 4 97. 8 99. 4 99. 4 99. 4 99. 4 99. 4 98. 3 98. 9
4 84. 2 84. 5 94. 4 33 3 98. 9 98. 3 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0 98. 9 99. 4

5 82. 8 83. 2 99. 8 94. 6 33 3 98. 3 98. 9 98. 9 98. 9 98. 9 98. 9 97. 8 99. 4
6 83. 4 83. 8 96. 3 97. 0 96. 5 3 33 98. 3 98. 3 98. 3 98. 3 98. 3 97. 2 98. 9
7 83. 6 84. 0 95. 9 96. 3 95. 7 98. 1 3 33 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0 98. 9 99. 4

8 83. 6 84. 0 95. 9 96. 3 95. 7 98. 1 100. 0 33 3 100. 0 100. 0 100. 0 98. 9 99. 4
9 84. 5 84. 9 93. 3 97. 2 93. 5 95. 7 95. 3 95. 3 33 3 100. 0 100. 0 98. 9 99. 4

10 84. 9 85. 3 93. 5 97. 8 93. 7 96. 3 96. 3 96. 3 99. 1 3 33 100. 0 98. 9 99. 4
11 83. 8 84. 1 95. 7 96. 1 95. 5 98. 0 99. 8 99. 8 95. 2 96. 1 33 3 98. 9 99. 4

12 83. 4 83. 8 95. 3 95. 7 95. 1 97. 6 99. 4 99. 4 94. 8 95. 7 99. 6 33 3 98. 3
13 84. 7 85. 1 95. 0 99. 1 95. 1 97. 6 96. 8 96. 8 97. 8 98. 3 96. 6 96. 3 33 3

Nucleotide identity ( %)

St rains :1 ,FM ;2 ,France ;3 , H G5/ 82 ;4 , H1 ;5 , GPV2YG;6 ,SYG9925 ;7 ,82238 ;8 ,822322 ;9 ,83224 ;10 ,922217 ;11 ,9921218 ;12 ,9921222 ;13 , B
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图 2　H G5/ 82部分 v p3基因与参考毒株进化树分析

Fig. 2 　Phylogenetic t ree analysis of partial V P3 gene be2
tween H G5/ 82 and reference st rains

3　讨　论

1995年 ,Brown 等[3 ]首先发表了 GPV 基因组

的 3434个核苷酸序列 ,这一区域包括 GPV 的非结

构蛋白和结构蛋白的部分编码区。随后 Zadori

等[11 ]报道了 GPV B株和MDPV FM株的全部基因

组序列。国内还未见对 GPV 全序列研究的报道。

本研究对 H G5/ 82株 ns和 v p 基因进行克隆 ,发现

其两个非结构基因 : N S1 和 N S2 大小分别为

1884bp 和 1356bp ,分别编码 627和 451个氨基酸。

与国内外已发表的参考毒株对应序列比较发现 ,

H G5/ 82与国外分离株 B 株的 ns基因有 108 个核

苷酸发生变化 ,其中 17 个核苷酸的有义突变导致

14个氨基酸发生变异。与国内分离株 GPV2YG相

比 ,仅有两个氨基酸发生变化。根据 Legrand[12 ]和

Smith [13 ]对小鼠细小病毒 (Minute Virus of Mouse ,

MVM)和腺联病毒二型 ( Adeno2Associate virus 2 ,

AAV22)的研究结果推测 , GPV NS1蛋白可能参与

病毒对细胞的毒性作用、病毒复制及基因表达。

NS2蛋白对细胞毒性作用很小 ,它能促进 NS1蛋白

对细胞的毒性作用。NS2 蛋白还可能与病毒 DNA

和蛋白有效合成以及病毒增殖有关[ 8 ]。现已证明

NS1蛋白具有与 A TP结合、A TPase 活性、解旋酶

活性[ 14 ]等功能。本研究结果进一步表明 : GPV 不

同毒株间的 NS蛋白具有很高的同源性 ,由此推测

这可能与 GPV 复制、转录调节及病毒粒子包装的

稳定性有关。

本研究对 GPV 国内分离株 H G5/ 82 的免疫原

性基因进行序列分析 :三个结构基因 v p1、v p2、

v p3 ,其大小分别为 2 199bp、1 764bp 和 1 605bp ,分

别编码 732、587、534个氨基酸。推测三个结构蛋白

的分子量分别为 81 466. 44Da、65 303. 42Da 和

60 040. 88Da。将所得结构基因及推导的氨基酸序

列 ,与国内外已发表参考毒株的结构基因 v p1 进行

分析比较 ,发现 H G5/ 82 株结构基因与 B 和 GPV2
YG对应区域间同源性分别为 93. 6 %和 99. 9 % ,所

推导氨基酸序列同源性分别为 94. 3 %和 99. 8 %。

与国内分离株 GPV2YG相比 , H G5/ 82 株的结构基

因仅有三个碱基发生变异 ,导致两个氨基酸变异。

与国外 GPV2B对应区比较发现有 140 个碱基发生

变异 ,其中 32个碱基的有义突变导致 28 个氨基酸

发生变异 ,主要集中在 24～50和 521～580位氨基

酸之间。由此可见 , GPV国内分离株间结构基因的

变异小 ,而与国外分离株间变异程度相对较大。据

报道 ,近年来 ,小鹅瘟的发病日龄有所增大 ,超过 1

月龄的占 14. 3 %[15 ] ,这可能是由于 GPV 毒力增强

或病毒变异所致。目前 GPV 只有一个血清型 ,这

些氨基酸的变异是否会引起结构蛋白空间构象的改

变 ,影响 GPV 的致病力而最终导致新的血清型的

产生目前尚不清楚。

本研究还将 H G5/ 82 株 v p3 基因与参考毒株

进行序列比较 ,发现 H G5/ 82 与国内分离株 GPV2
YG同源性最高 ,与国外分离株 B同源性较低 ,此现

象与 v p1基因比较结果表现出一致性 ,据仅有的毒

株基因信息分析可见 , GPV中国国内毒株间的同源

性比与国外毒株高。这一现象是否表明中国流行株

来源相同 ,还是近年来所用疫苗株的变异所致还有

待进一步研究。将 H G5/ 82V P3 基因的 142nt～

681nt 与台湾学者 Chang[2 ]报道的 6 株台湾分离株

及其它 6株参考毒株的对应序列进行比较 ,其核苷

酸同源性在 93. 3 %～99. 8 %之间 ,氨基酸同源性在

97. 8 %～99. 4 %之间 ,其中 H G5/ 82 株与中国分离

株 GPV2YG的核苷酸同源性最高。另外 ,不同毒株

间 v p3基因与 v p3 部分基因片段的系统发育进化

树分析也表明 ,中国分离株之间亲缘关系近。

鹅细小病毒与番鸭细小病毒 ( Muscovy Duck

Parvovirus ,MDPV)在病毒大小、形态结构、理化特

性、免疫学特性及基因组等方面极为相似[ 16 ,17 ] ,据

报道 , GPV B 株与 MDPV FM 株的核苷酸同源性

为 81. 9 %[16 ]。有人曾认为 MDPV 是 GPV 的变异

株 ,但进一步研究发现两者在宿主感染范围和抗原

性上存在着差异[ 18 ]。我们将 GPV H G5/ 82 株 ns

基因与 MDPV的 ns基因进行序列比较 ,结果表明 :

核苷酸同源性为 81 % ,氨基酸同源性为 89 % ,有 65

个氨基酸发生变异 ,主要集中在 NS蛋白的羧基端。

比较发现 , H G5/ 82与 MDPV FM 非结构蛋白 NS

的糖基化位点位置相同 ,并且高度保守。同时 ,在

GPV H G5/ 82株和 MDPV NS蛋白中存在着其它

细小病毒 NS 中已知功能保守的区域 GPA T T2
GKT[11 ] ,目前认为此保守序列是 A TPase相关酶的

A TP结合部位 ,具有 DNA 解旋活性 ,起始病毒

DNA的复制[19 ]。该区域位于 GPV 与 MDPV NS
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基因的位置也相同。

据程由铨等[20 ]报道 GPV 和 MDPV 在血清学

检测时不发生交叉反应 ,说明 GPV 和 MDPV 在抗

原性上存在差异。因此 ,研究 GPV 和 MDPV 的结

构基因及所推导的氨基酸序列的差异 ,可为进一步

研究两者宿主感染范围和抗原性差异提供基础。将

H G5/ 82与国外发表的 MDPV FM 株的结构基因

进行比较 ,其核苷酸及氨基酸序列同源性分别为

80 %和 85 %。其中有 102个氨基酸发生变异 ,主要

集中在 V P2和 V P3 起始密码子之间的 1462198 位

氨基酸。GPV V P2 起始密码子为不典型的 ACG ,

而 MDPV V P2 的起始密码子为典型的 A T G。序

列比较中发现 , GPV 结构基因中的 4个糖基化位点

有三个与 MDPV相同 ,而位于结构基因 7002702位

的 N FS在 MDPV 中变为 N F G。MDPV 结构基因

共有 6个糖基化位点 ,位于三个结构基因的共同区。

GPV与 MDPV 氨基酸序列在 4402530 位变化较

大 ,其中 GPV 结构基因在 4432445 位为 N FN ,而

MDPV 在此为糖基化位点 N FS ; GPV 在 4932495

位为 N WN ,而 MDPV 为 N WS。糖基化位点与病

毒和宿主细胞的吸附有关 ,是病毒感染宿主的必需

区 ,因此推测这些糖基化位点的差异可能与病毒感

染宿主的特异性有关。由 v p3 基因及 v p3 部分基

因片段系统发育进化树可见 GPV与MDPV分为两

支 ,从现有的遗传信息推测 GPV 与 MDPV 间存在

一定的亲缘关系 ,可能二者来源于共同的祖先。
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