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Abstract : 3 samples of D uck hep ati t is B vi rus (D HBV) positive serum f rom Guangdong brown

ducks were chosen to be experimental samples. One pair of p rimers named Q1 and Q2 were de2
signed to amplify t he D HBV complete genome. Following t he D HBV complete genomes f rom t he

3 D HBV positive serum samples were amplified and cloned , these D HBV complete genomes were

sequenced and t hen analyzed t hrough related sof tware and related molecular biology met hods.

The result s showed t hat all t he 5 complete genomes f rom Guangdong brown ducks were 3027 nu2
cleotides long. After submit ting to t he GenBank , t he accession Number were at tained as :

A Y433937 , A Y521226 , A Y521227 ( f rom D HBV positive serum Number 1. ) ; A Y392760 ,

A Y536371 (f rom D HBV positive serum Number 2 and 3 respectively) . One single nucleotide mu2
tation was occurred in t he PreS/ S ORF of A Y521227. A new ORF was found in t he upper reaches

of PreC/ C ORF and named as HORF temporarily. The HORF also exist s in t he ot her 8 D HBV

complete genomes f rom Genbank. Phylogenetic analyze indicated t hat t he differentiation degree of

t he D HBV complete sequences f rom Guangdong brown ducks were highest in all t he D HBV com2
plete sequences exist in t he Genbank presently. The successf ul clone and analysis of D HBV com2
plete genome f rom Guangdong brown ducks provide f urt her st udies with helpf ul information.

Key words : D uck hep ati t is B vi rus (D HBV) ; Complete genome sequence ; Clone ; Open reading

f rame.

摘要 :选取 3 份 D HBV 阳性广东麻鸭血清提取 D HBV DNA ,设计一对扩增 D HBV 全基因序列引物 Q1 和 Q2 ,扩增

并克隆 D HBV 全基因序列 ,测序并运用相关计算机软件及方法分析获得的全基因序列。结果表明 ,广东麻鸭 D H2
BV 全长为 3027bp 。提交 GenBank 后获得的收录号分别为 : A Y433937、A Y521226、A Y521227 (来自 1 号血清) ;

A Y392760、A Y536371 (分别来自 2、3 号血清) 。A Y521227 的 PreS/ S ORF 出现了单碱基突变 ,在 PreC/ CORF 之

前发现一个新的 ORF ,暂命名为 HORF , HORF 也同时存在于 GenBank 中储存的另外 8 个 D HBV 全基因序列中。

系统发育分析表明 ,广东麻鸭 D HBV 在分化程度上是目前储存于 GenBank 中的 D HBV 全序列中最高的。成功克

隆了广东麻鸭 D HBV 全基因序列 ,序列分析为进一步研究广东麻鸭 D HBV 提供了有益的信息。
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　　目前全世界大约有 4 亿人感染了乙肝病毒
( He p ati t is B vi rus , HBV) [1 ] ,每年因此有 30 万人

成为肝癌患者 ,并有相似数量致命的胃肠道大出血

和腹水患者[2 ] ;每年因 HBV 感染而死亡的人数为

50～120 万[3 ] ;全世界有 1/ 3 的人在其一生中会感

染上 HBV [ 4 ] , HBV 感染率从 2 %～20 %不等[5 ,6 ] ,

对于 HBV 的研究一直是热点问题。

鸭乙肝病毒 ( D uck hepti t is B vi rus ,D HBV) 与

HBV 同属嗜肝 DNA 病毒科 ,D HBV 与 HBV 在复

制形式、致病机理等方面有着众多的相似之处[7 ,8 ] ,

所以鸭乙肝模型一直被用作抗 HBV 药物筛选及

HBV 致病机理研究的动物模型 ;对于 D HBV 的研

究也揭示了许多 HBV 的特点。目前对于中国鸭来

源的 D HBV 的全基因序列研究已有一些报道 ,如上

海鸭、重庆鸭、安徽鸭 D HBV 等 ,发现这些鸭来源的

D HBV 的基因序列各自都有一定的地域特点。本

实验室用广东麻鸭乙肝模型进行多年抗乙肝药物研

究 ,但尚未见广东麻鸭 D HBV 的基因序列特点研究

报道。因此我们对广东麻鸭 D HBV 的全基因序列

进行克隆 ,为广东麻鸭 D HBV 的进一步研究打下良

好基础。

1 　材料和方法

1 . 1 　实验材料

LA TaqDNA 聚合酶、dN TP、pMD182T 载体、

分子量 Marker、EcoRI 限制性内切酶、IP T G 和 X2
gal 均购自 Takara 公司 ;血清病毒 DNA 提取试剂

盒购自华美生物工程公司 ;PCR 产物凝胶回收试剂盒

购自 Watson 公司 ;小量质粒提取试剂盒购自 Omega

公司。受体菌 J M109 由本所杨瑞仪老师惠赠。

1. 2 　血清中 D HBV D NA提取

D HBV 阳性血清分别取自 3 只先天携带

D HBV的广东麻鸭 (经斑点杂交证实 D HBV 阳性) 。

按照血清中病毒 DNA 提取试剂盒操作说明书进行

操作 ,即将 100μL 血清与 300μL Prolygent sTM混匀 ,

60 ℃水浴 15min ,然后加入 400μL 异丙醇 ,振荡混

匀 ,离心弃上清 ,再以 40 %异丙醇洗涤 , 最后用

50μL 去离子水溶解沉淀并存于220 ℃。用一对引

物[9 ] P1 和 P2 检测提取物是否含有 D HBV DNA。

引物序列为 P1 ( sense ) : 5′2GCGCT T TCCAA GA

TACT GGA GCCCAA23′( nt142621451 ) ; P2 ( anti2
sense ) : 5′2CT GGA T GGGCCGTCA GCA GG A T2
TA TA23′( nt244522420) 。PCR 扩增条件为 94 ℃

30s ,55 ℃( sense) 30s ,72 ℃min ,30 个循环。

1. 3 　PCR扩增 D HBV D NA全基因序列

根据 GenBank 中已储存的 D HBV 全基因序列

设计一对引物 : Q1 ( sense) 、Q2 (anti2sense) ,其序列

为 : Q1 : 5′2ACCCCTCTCTCGAAA GCAA TA23′;

Q2 :5′2GTGTATGTAA GA GCCGTCCAATC 23′。PCR

反应体系用 50μL , 加 5μL10 ×LA PCRBuffer ,

5μL Mg2 + ( 25mmol/ L ) , 8μL dN TP (各 2. 5mmol/

L) ,10μL 血清 D HBV 提取物 , 0. 5μLLA TaqDNA

聚合酶 (5U/μL ) ,加去离子水至 50μL 。反应条件

为 :94 ℃30s ;52 ℃1min ;72 ℃3. 5min ,30 个循环 ,最

后 72 ℃延伸 5min。PCR 产物用凝胶回收试剂盒纯

化后再用 1 %琼脂糖凝胶电泳鉴定。将 1 号血清扩

增 3份 ,2 、3号血清各扩增1份。共扩增5份D HBV

全序列。

1 . 4 　分子克隆与序列分析

参照常规的氯化钙法判备 JB109 感受态细

胞[10～12 ] 。分别取上述纯化后的 D HBV PCR 产物

4μL ,与 pMD182T 载体相连 ,然后转化入 J M109 感

受态细胞中 ,经蓝白斑筛选获得可能插入目的 DNA

的白色菌落 ,培养后用小量质粒提取试剂盒提取质

粒 ,酶切鉴定后送交博雅公司进行测序 ,测序结果用

相关软件进行分析。

2 　结果与分析

2. 1 　D HBV D NA提取

三种血清经过 D HBV DNA 提取并经 PCR 扩

增后 ,其产物经 1. 2 %琼脂糖凝胶电泳 ,均可见扩增

出约 1. 0 Kb 的片断 ,与预期相符。

2. 2 　PCR扩增 D HBV全基因序列

按照前述方法扩增 D HBV 全基因序列 DNA ,

经 1 %琼脂糖凝胶电泳 ,得到约 3kb 的条带 (见图

1) 。

2. 3 　D HBV全基因克隆

PCR 扩增 D HBV 全基因序列产物经凝胶回收

纯化 ,与 pMD182T 载体相连接 ,转化入 J M109 感受

态细胞 ,经蓝白筛选 ,1 号血清 D HBV 扩增克隆产

物挑出 6 个白色细菌 ,2、3 号血清 D HBV 扩增克隆

产物各挑出 2 个白色细菌 ,培养后 ,进行小量质粒提

取 ,然后用 EcoRI 酶切鉴定 ,均得到预期结果 (见图

1) ;至此可以初步确定 ,D HBV 全基因序列已被成

功克隆。
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图 1 　D HBV 全基因扩增与酶切鉴定

Fig. 1 　Analysis of PCR producf and enzyme cutting of D H2
BV complete genome

Lane1 ,λ2EcoT14I digest molecular weight marker ; 2 , PCR product
of D HBV complete genome ; 3 , Cloning product of D HBV complete
genome ;4 , EcoRI enzyme cutting of D HBV complete genome cloning
product .

2. 4 　广东麻鸭 D HBV全基因测序结果

分别在来源于 1 号血清的 3 份重组体和 2、3 号

血清的各 1 份重组体中各挑选出 1 个重组体 ,制成

穿刺菌保 ,送交测序 ,测序结果整理分析后提交

Genbank , 新 添 编 号 为 : A Y392760、A Y536371、

A Y433937、A Y521226、A Y521227。

2. 5 　广东麻鸭 D HBV全基因序列分析

2. 5. 1 　基因结构分析

所得 5 个 D HBV 基因序列全长均为 3027bp ,

用 ORFfinder 软件分析后得到一般 D HBV 均具有

的读码框 (open reading f rame , ORF) 为 : P2ORF

(2022536nt ) , p reS/ S2ORF (除 A Y521227 为 6932
1805nt 外 ,其余 4 个序列均为 69321793nt ) ,p reC/

C2ORF ( 2524230272414nt ) ; A Y521227 的 preS/ S2
ORF 的终止密码出现了单碱基突变 ,即 T1792C 的

突变 ,导致终止密码有 nt17912nt1793 的 TA G移码

突变为 nt18032nt1805 的 TAA。经过重复测序证

明该突变确实存在。该密码的突变到底有何意义 ?

首先使 preS/ S 蛋白的末端多出 4 个氨基酸 :

WE YG ,其中 W 为有极性的氨基酸 , E 为带电荷的

氨基酸 , Y 为疏水的氨基酸 , G 为甘氨酸。用 SO2
SU I 软件分析其疏水性平均值为 :0. 819298 ,该蛋白

有 3 个跨膜螺旋 , 分别位于 : 1 ∶8229aa2IL A GL

IGLL VSFFLL IKIL EIL ;2 ∶802102aa2FIIFLL ILL V

AA GLL YL TDNMSI ;3 ∶1272149aa2Q KSL VAL MF

GLLL IWM TSSSA TQ ; 如果人为去掉 A Y521227

的 S 蛋白终止密码突变后 ,预测得到的疏水性平均

值为 0. 875449 ,其跨膜区不变 ,说明疏水性在 S 蛋

白终止密码突变后稍有增加 ,但该突变对 S 蛋白的

抗原性应没有多少影响。

另外 ,在这 5 株 D HBV 中 ,都发现了一个比较

小的阅读框 ,其起始密码均位于 nt2305 ,在来源于 1

号血清的 D HBV 全序列 ( A Y433937、A Y521226、

A Y521227)中 ,其终止密码位于 nt2424 ;在来源于 2、

3 号血清的 D HBV 全序列 (A Y392760、A Y536371)

中 ,其终止密码均位于 nt2430。该读码框与 preC/ C

处于同一编码框架 ,在该读框的26～211nt 处为 A T

TAAA 的 TA 富集区 ,提示存在新的启动子的可能

性 ;在对 GenBank 中所储存的所有 D HBV 全序列

进行读码框分析后发现除这 5 株广东麻鸭 D HBV

外 ,另有 8 株 D HBV 存在该读码框 ,更表明了该读

码框存在的可能性 ,暂命名为 HORF。在这 8 株

D HBV 中 ,有 6 株为中国鸭来源的 D HBV ,且这 6

株也是除 5 株广东麻鸭外所有的在 GenBank 中来

源明确的中国鸭来源的 D HBV ,另外 2 株分别来源

于澳大利亚和德国。也就是说 ,所有明确来源于中

国鸭的 D HBV 均有 HORF ,而来源于国外鸭的

D HBV 绝大部分无此 ORF ,因此 ,可以认为 ,具有

HORF 可看作是来源于中国鸭的 D HBV 的一个显

著特点。HORF 若依据起止于 230522430nt ,则其

预测得到的氨基酸序列为 : M YTFRF YFCL PQ TL

SDV TMA FCCASQ T TA ISYTSVL CS KQ IZ。分析

其疏水性表明 , H 框所预测的编码的多肽是一个可

溶性多肽 ,计算得其疏水性平均值为 0. 563415。

在这 5 个广东麻鸭 D HBV 全基因序列中 ,C 基

因启动子均位于 251822536nt 内 ,在 C 基因转录起

始点之前有 TA TA 盒 , 在 242322431nt 和 25032
2512nt 也存在类似 TA TA 盒 ,正好位于 PreC 转录

起始点的上游。D HBV 复制的关键部位 DR1 盒

DR2 分别位于 254122552nt 和 248322494nt ,其序列

为 TACACCCCTCTC。其多聚腺苷酸结合位点位

于 277822783nt ,各转录产物均在此处终止。增强子

位于 217522354nt ,增强子保守序列 A GT GT T T GC

T 位于 222122230nt 。GA TA 家族转录因子结合序

列 GA TA 也出现在此增强子中。这 5 株广东麻鸭

的ε区位于256622622nt ,5 E 区位于 234622386nt ,M

区位于 8002840nt ,这些都是与 D HBV 的复制密切

相关的区段。

2. 5. 2 　蛋白质分析

在这 5 个 D HBV 全序列中 ,C 蛋白翻译均始于

2653nt ,含有 262 个氨基酸 , 426aa 是糖基化位点

NAS ,2212229aa 为 PreC 蛋白 C 末端加工信号序列

T TVV YGRRR。P 蛋白的 R T 活性部位 YMDD 位

于 5132516aa。与其它 D HBV 一样 ,广东麻鸭 D H2
BV 的 P 蛋白第 96 位氨基酸亦为酪氨酸 ,通过此酪

氨酸残基 , P 蛋白与 d GTP 共价结合 ,引发副链

DNA 的合成。PreS 蛋白合成起始于 PreS/ S2ORF

中第 801ntAU G ,含有 330 个氨基酸。S 蛋白中 48、
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65、69 位的半胱胺酸和 60 位的组胺酸都是保守的 ,

这些氨基酸残基与亚病毒颗粒分泌有关。S 蛋白中

糖基化信号 Asn2X2Ser/ Thr 在所有已报道的 D H2
BV 中都很保守 ,广东麻鸭也不例外 , Asn2Gly2Ser

出现在 992101aa。

2. 5. 3 　多序列对比和系统发育分析

用 Blast 软件对比分析发现 ,在这 5 株广东麻

鸭中 , 来自 1 号血清的 D HBV 全核苷酸序列
(A Y433937、A Y521226、A Y521227) 相互之间的核

苷酸水平上的同源性为 98 % ,而来源于 2、3 号血清

的 D HBV 全序列 (A Y392760、A Y536371)之间的同

源性亦为 98 %。若将 3 个来自 1 号血清的 D HBV

序列 ( A Y433937、A Y521226、A Y521227) 与分别来

源于 2、3 号血清的 D HBV 序列 ( A Y392760、

A Y536371)之间进行对比 ,则其同源性为 92 %。说

明在广东麻鸭同一种群中的 D HBV 全基因序列之

间有较大差别。在 Genbank 所储存的 D HBV 序列

中 ,与 A Y392760 和 A Y536371 同源性最高的是 2

株来源于德国鸭的 D HBV , 编号为 : X58568 和

X58569 ,其同源性为 93 %。与 3 个来源于同一血清

的 D HBV 全基因序列 ( A Y433937、A Y521226、

A Y521227) 同源性最高者为来自于上海麻鸭的

D HBV ,编号为 M32990 ,同源性为 96 %。

用目前 GenBank 中存储的所有 D HBV 全基因

序列构建了进化树以表明广东麻鸭与其它国家和地

区来源的 D HBV 的进化关系 (图 2) 。

图 2 　GenBank 中 D HBV 全基因序列的进化树

Fig. 2 　The phylogenetic t ree D HBV complete genomes in

the GenBank

Gd :form Guangdong brown duck.

从以上进化树可以看出 , GenBank 中储存的所

有 D HBV 全基因序列在核苷酸水平上的相似性可

被分为 3 个大组 ,其中所有来源于中国鸭的 D HBV

在同一大组 ,所有来源于南非鸭的 D HBV 在同一大

组 ,来源于澳大利亚、加拿大、美国加利福尼亚鸭的

D HBV 与南非鸭 D HBV 在同一大组 ;说明在基因

序列上 ,D HBV 确实存在着明显的地域相似性。3

个来源于 1 号血清的广东麻鸭 ( A Y433937、

A Y521226、A Y521227) 序列与上海麻鸭 D HBV 及

另外 2 株中国鸭 D HBV 在同一小组 ,而来源于 2、3

号血清的广东麻鸭 D HBV (A Y392760、A Y536371)

则与 2 株德国鸭 D HBV 在同一小组 ,说明其在基因

序列上亲缘关系较近。另有 1 大组只有 2 个序列 ,1

株来源于印度鸭 D HBV ,另一株来源不祥 ,但由广

东南方医院传染科提交。

3 　讨论

曾有学者在 HBV 负链开环处的 DR1 重复序

列设计一对引物覆盖了 DR1 ,从而用 L A PCR 方法

高效率的扩增了 HBV 全基因序列 ,并提出扩增

HBV 全基因组的主要难点在 DR1 处[14 ] 。我们在

摸索扩增 D HBV 全基因序列的 PCR 方法时 ,确实

发现当 PCR 目标产物跨越了正、负链缺口 (DR1 和

DR2)时 ,稍长一些的 (1kb)目标片断很难被扩增 ,即

使较短的目标产物 (1kb 以下) ,其扩增效率也大大

降低。而当参照了 HBV 全序列扩增方法 ,以覆盖

DR1 的引物扩增 D HBV 时 ,经过数对引物实验和

多种条件优化 ,最终并未得到目标 D HBV 全基因序

列。后来我们以覆盖 DR2 的一对引物进行实验 ,结

果很容易得到了 D HBV 全基因序列扩增产物。但

当我们用覆盖 HBV 的 DR2 的一对引物扩增 HBV

全基因组时 ,最终并未成功。为何 D HBV 与 HBV

需要用不同的引物设计原则才能较好的扩增其全基

因组 ? 这可能反映了 D HBV 与 HBV 基因结构的

差别。

HORF 位于 preC/ CORF 之前 ,其位置与 HBV

中的 XORF 相似 ,但与 Chang 等[ 13 ] 发现的 D HB2
VXORF 有较大差别。HORF 是否在体内表达 ? 有

待于进一步研究。经检索 ,预测的 HORF 表达的多

肽与低等生物细菌及高等哺乳类动物的某些氨基酸

有一定同源性 ,因此对于 HORF 的进一步研究可能

在病毒的进化方面有意义。

3 个来源于广东麻鸭 1 号血清的 D HBV 全基

因序列 (A Y433937、A Y521226、A Y521227) 与来源

于 2、3 号血清的广东麻鸭 D HBV 全序列均来源于
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广东 ,且出自同一鸭群 ,为何差别较大 ? 说明虽然在

同一地域 ,甚至同一鸭群 ,D HBV 在进化上却可以

是相对独立的。分子进化的始动因素在于基因突

变 ,D HBV 复制循环中有逆转录过程 ,会出现较多

的突变 ,如来源于同一只鸭体内的 3 个 L RD HBV

核苷酸的相似性仅为 98 % ,氨基酸水平上的相似性

更低 ,所以 D HBV 的进化较快。从进化树的总体来

看 ,D HBV 总共分为 3 个大的种群 ,中国鸭 D HBV

所在的种群的基因序列分化程度最高 ,分支最多 ;且

中国鸭 D HBV 都处在进化树靠近末端的树枝上 ,说

明中国鸭在 D HBV 种群中是高度进化的 ,5 个广东

麻鸭 D HBV 全序列都处在进化树的最末端树枝上 ,

说明广东麻鸭 D HBV 的进化程度在已测序的 D H2
BV 中是最高的。对于广东麻鸭 D HBV 的研究可

能会有助于嗜肝 DNA 病毒起源的研究。
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