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摘要}利用反转录k� × l和 °≤ � 技术完成了 x株近期kt||z∗ t||{年l猪瘟流行毒和 t 株猪

瘟 ≤ 2株弱毒疫苗毒k兰州l∞
µ±¶k或称 ∞sl基因的核酸序列测定∀ 通过序列分析发现o这 x 株流行

毒与 ≤ 2株疫苗毒的核酸序列同源性为 {vh ∗ {wh ~推导的氨基酸序列同源性为 {{h ∗ |th o我

国 xs∗ ys年代流行的中国石门株k≥� l的核酸序列同源性为 {xh ~氨基酸序列同源性为 {|h

∗ |th ∀ 而 x株流行毒间的核酸序列同源性为 |th ∗ |{h ~氨基酸序列同源性为 |wh ∗ |{h ∀
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猪瘟病毒k� ≤ ∂ l属黄病毒科瘟病毒属o为单股正链 � �� 病毒∀ � ≤ ∂ 的 � �� 长约

tuqv�¥o含有一个大的开读框架k� � ƒl∀位于 xχ端的∞
µ±¶k或∞sl!∞t和∞u基因所编码的糖

蛋白构成了 � ≤ ∂ 的外鞘o其中 ∞u和 ∞
µ±¶参与 � ≤ ∂ 感染细胞的过程o并且可诱导宿主动物

产生保护性免疫应答∀ 近几年o对猪瘟病毒 ∞
µ±¶的生物学活性研究有了重要发现∀ ∞

µ±¶有

� �¤¶̈ k� �� 酶l活性1y2o可降解病毒和细胞的 � �� ∀ ∞
µ±¶可导致免疫抑制o引起动物的淋巴

和上皮细胞凋亡1z2∀ � ≤ ∂ 的宿主嗜性也与 ∞
µ±¶有关1{2o用 ∞

µ±¶可有效阻断 � ≤ ∂ 对易感动物

细胞的感染∀ 这表明 ∞
µ±¶可能在 � ≤ ∂ 对细胞的感染过程中以及在细胞中的复制!表达和调

控过程中起重要作用∀ ∞
µ±¶还表现出神经细胞毒性和抗凝集活性o由于 ∞

µ±¶没有膜锚定结构o

为可分泌蛋白∀ � ≤ ∂ 感染动物后所产生的 ∞
µ±¶蛋白在其致病过程中起重要作用1|ots2∀ � ≤ ∂

的致病力呈现多样性o具有高!中!低毒力毒株和无致病性毒株1tou2∀ 从自然界中获取流行毒

株的 ∞
µ±¶基因o在序列分析的基础上o利用基因重组技术对其相应的生物学活性的研究o将

有利于阐明 � ≤ ∂ 的致病机制∀本研究完成了 x株 t||z∗ t||{年猪瘟流行毒和 t株 ≤ 2株细

胞疫苗毒的 ∞
µ±¶基因的序列分析o为我们今后开展对 ∞

µ±¶的生物学功能研究奠定了基础∀

t 材料与方法

tqt 材料

tqtqt 病毒 ≤ 2株犊牛睾丸细胞毒o购自农业部兰州生物药厂冻干疫苗o批号}|{u{∀ x株

猪瘟流行毒病猪脾病料o分别为 �≥�≤ o采自金昌市某个体小猪场的发病仔猪o症状典型∀

�≥• • o采自武威市某个体小猪场的发病仔猪o症状典型∀ �≥� ≠ o采自武威地区黄羊镇农



户症状典型的架子猪∀�≥� �o采自兰州市红古区某集体小猪场的发病仔猪o症状典型k因购

进四川猪引起猪场发生猪瘟l∀ �≥�÷ o采自临夏地区某农户的发病仔猪o症状典型k母猪也

有发病l∀

tqtqu 试剂 � �� 提取试剂盒为 ���≤� �� �公司产品~反转录酶及反转录试剂!× ¤́

⁄�� 聚合酶及 °≤ � 试剂!限制性内切酶!°�∞� 2× ∞¤¶¼ 载体为 °µ²° ª̈¤公司产品~⁄��

纯化试剂为 �� ∞� � ���∞� � � �� ∞�� 公司产品~�� ts|为兰州兽医研究所病毒室提供∀

tqtqv 仪器 高速台式冷冻离心机 u�tx为 ≥¬ª°¤公司产品o� ±̈ � °³ uwss为 °∞ 公司

产品∀

tqtqw 引物的设计及合成 根据 � ≤ ∂ � ©̄²µ·株1tt2!�µ̈¶¦¬¤株1tu2和 ≤ 2株1v2序列o设计引物

w条o并由大连宝生物工程有限公司合成∀ 引物位置k参照 ≤ 2株l及序列如下}

÷ u xχ� × ��× × �≤� × � ≤ × �≤ × �� � vχzz{2z|{

÷ v xχ× ��� � ≤ ≤ × �� �× �� ≤ � � ≤� vχtt|s2tus{

× w xχ� � × × ≤ × �� × � ��× ��≤ ≤ ≤ ≤ vχusux2ussz

× x xχ� ≤ ≤ × × �≤� ≤� � ≤ ≤ × �× ≤ ≤ × ≤ × vχuwsw2uv{x

tqu 方法

tquqt � �� 提取 参照试剂盒操作方法进行∀

tququ � × 2°≤ � 及 ±°≤ �  取适量上述所提取的 � �� o分别加入 × x引物!反转录酶缓冲

液!§�× °!� �¤¶¬±和 � � ∂ owuε 下 t «进行反转录∀ 反转录结束后o取适量反转录产物o加

入引物 ÷ u× x!§�× °!°≤ � ¥∏©©̈µ!× ¤́ ⁄�� 聚合酶o先于 |{ε x°¬±o再 |yε t °¬±ow|ε t

°¬±ozuε u °¬±ovx个循环o最后在 zuε 延伸 ts °¬±∀套式扩增k±°≤ � l时o取适量上述 °≤ �

产物o以 ÷ v!× w为引物o其余条件同上∀ 扩增结束后o将上述产物在 th 琼脂糖凝胶电泳检

测∀

tquqv 扩增产物的纯化 参照试剂盒操作方法进行∀

tquqw 扩增片段的克隆 取适量纯化后的 °≤ � 产物o加入 × w 连接酶缓冲液o°�∞� 2×

∞¤¶¼载体o× w连接酶o然后 wε 下过夜∀再将连接好的产物适量转化感受态 �� ts|1w2∀挑选

白色菌落o培养后提取少量细菌质粒k质粒提取参照文献1w2进行lo以 ÷ v!× w为引物o进行

°≤ � 鉴定∀

tq uqx 质粒的制备及纯化  质粒的制备参照文献1w2进行o纯化时加入等体积 tvh

°∞�{sssk含 ush w° ²̄ ��¤≤ l̄混匀o冰浴 us°¬±otusssª离心 tx°¬±o弃上清o用 zsh 乙

醇洗沉淀 t次o离心o弃上清o加灭菌双蒸水溶解∀

tquqy 核酸序列测定 采用自动化测序仪测序o由大连宝生物工程有限公司完成∀

u 结果与分析

uqt Ε
ρνσ基因的核苷酸序列测定

琼脂糖凝胶电泳表明o以 ÷ u!× x和 ÷ v!× w为引物o扩增出与预期大小相符的片段o克

隆后测序∀ 核苷酸序列见图 to推导的氨基酸序列见图 u∀

uqu 核苷酸和氨基酸序列同源性比较

从 � ±̈¥¤±®调出 � ©̄·²µ株k� ©̄l!�µ̈¶¦¬¤株k�µ̈l!≤ 株k≤ 2株适应 ≥�y细胞l!中国台

湾流行毒k× • °|zl和我国经典强毒中国石门株k≥� l等x株猪瘟病毒参考株的∞
µ±¶基因序

yz 中 国 农 业 科 学 vv卷



图 t Ερνσ基因核苷酸序列及比较k2指相同核苷酸l

ƒ¬ªqt �∏¦̄ ²̈·¬§̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ²©∞
µ±¶

ª̈ ± ¶̈¤±§¦²°³¤µ¬¶²± º¬·«¬± ·«̈ ° k2�±§¬¦¤·̈§¶¤°¨±∏¦̄ ²̈·¬§̈ l
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2指相同氨基酸 �±§¬¦¤·̈§¶¤°¨¤°¬±² ¤¦¬§

下划线表示 � �¤¶̈ 活性区 � ±§̈ µ ¬̄±¨¬±§¬¦¤·̈§¤¦·¬√¨µ̈ª¬²± ²©� �¤¶̈

图 u Ερνσ氨基酸序列及比较

ƒ¬ªqu � °¬±² ¤¦¬§¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶²©∞
µ±¶

¤±§¦²°³¤µ¬¶²± º¬·«¬± ·«̈ °

列o应用 �²̄ §® ¼̈ 软件o比较 x 株国内近期猪瘟流行野毒!t 株 ≤ 2株细胞疫苗毒k≤ 2�� 兰

州l!t株 ≤ 2株兔组织毒k疫苗种毒o≤ 2¶·l1v2和 x株参考毒 ∞
µ±¶基因间的核苷酸及氨基酸序列

同源性o结果见表∀

由表中结果可见o所有 ≤ 2株毒kv株l与国内近期流行毒kx株l有较大的差异o其核酸的

序列同源性为 {vh ∗ {wh ~氨基酸序列同源性为 {{h ∗ |th ∀国内近期流行毒与我国 xs∗

ys年代流行的石门毒株也存在较大的差异o核酸的序列同源性为 {xh ~氨基酸序列同源性

为 {|h ∗ |th ∀x株近期流行毒间的差异较小o核酸序列同源性为 |th ∗ |{h ~氨基酸序列

同源性为 |wh ∗ |{h ∀

uqv Ε
ρνσ的 ΡΝασε活性区序列比较

∞
µ±¶的 � �¤¶̈ 活性区已被确认o在其分子的第 u{位到第 {{位氨基酸间o其中有两段序

列为 � �¤¶̈ 活性的基础序列o每段由 {个氨基酸组成o两段间隔 v{个氨基酸∀ 猪瘟病毒 ≤ 2

株k≤ 2∞so≥�y细胞l!≤ 2�� 和流行毒的 ∞
µ±¶与真菌 � �¤¶̈ × u!� «及植物 � �¤¶̈ ≥u

1y2间在

该区段的氨基酸序列比较见图 v∀ 在 u个基础序列中o≤ 2株毒与流行毒仅有一个氨基酸不

同∀

v 讨论

在我们前不久完成的/ 猪瘟k� ≤ l流行毒遗传发生关系分析0的研究中1x2o通过比较 ww株

国内外疫苗毒!经典强毒以及不同时期的流行毒的 ∞u基因序列o把除了 × • °|z之外的所

有 wv株毒分成 u个基因组群k�µ²∏³lo其中的组群 t分为 u个亚组群k≥∏¥ªµ²∏³lo组群 u

分为v个亚组群∀组群t和组群u间的核酸序列同源性为{uh ∗ {wh o氨基酸序列同源性

{z 中 国 农 业 科 学 vv卷



表 猪瘟病毒株 Ερνσ基因的核酸与氨基酸序列同源性kh l比较tl

× ¤¥̄  ̈ × «̈ «²° ²̄ ²ª¼ ²©∞
µ±¶

ª̈ ±¨²©� ≤ ∂ ¶·µ¤¬±¶

≤ 2¶·3 ≤ 3 ≤ 2�� ≥� 3 �µ̈3 � ©̄3 × • 3 �≤ � ≠ �÷ • • � �

≤ 2¶·3 || || |x |t {x {y {w {v {w {v {w

≤¶®y3 |{ || |x |t {x {y {w {w {w {v {w

≤ 2�� |{ || |x |t {x {y {w {w {w {v {w

≥� 3 |w |w |x |v {z {z {x {x {x {x {x

�µ̈3 |u |v |v |x {x {x {y {y {y {x {y

� ©̄3 |t |t |u |u |u {y |s |s |s |u |t

× • 3 |u |v |v |x |u |w {w {w {w {x {x

�≤ {| |s |s |s |t |y |u |x |{ |u |z

� ≠ {{ {| {| |s |t |x |t |z |x |t |y

�÷ {{ {{ {| {| |s |x |t |z |z |t |z

• • |s |s |t |t |u |{ |v |x |w |x |u

� � {{ {| {| |s |s |x |u |{ |z |z |x

 tl表中带3 序列来自参考文献或 � ±̈¥¤±®o右上为核酸序列同源性o左下为氨基酸序列同源性

3 ≥΅ ∏̈ ±¦̈¶º µ̈̈ ©µ²° µ̈©̈ µ̈±¦̈¶²µ� ±̈¥¤±®o ·«̈ µ¬ª«·¤±§ ¯̈ ©··µ¬¤±ª̄¨¶«²º ±∏¦̄ ²̈·¬§̈ «²° ²̄ ²ª¼ ¤±§ §̈ §∏¦̈§

¤°¬±² ¤¦¬§«²° ²̄ ²ª¼ µ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼

图 v ΡΝασε 与猪瘟病毒 Ερνσ的序列比较

ƒ¬ªqv ≤ ²°³¤µ¶¬²± ·«̈ ¤°¬±² ¤¦¬§¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ²©� �¤¶̈ ¤±§∞
µ±¶

ª̈ ± ¶̈²©� ≤ ∂ ¶·µ¤¬±¶

为 {{h ∗ |th ∀ 按上述分类结果o所有 ≤ 2株毒!≥� 毒和 �µ̈¶¦¬¤毒属于组群 to而所有近期

流行毒k{s年代以后l和 � ©̄²µ·毒属于组群 u∀比较相应毒株的 ∞
µ±¶基因序列o组群 t 和组群

u毒株间的核酸序列同源性为 {vh ∗ {zh o氨基酸序列同源性是 {{h ∗ |uh ∀ 较为特殊的

× • °|z毒株与组群 t 和组群 u毒株间的核酸序列同源性为 {wh ∗ {zh o而氨基酸序列同

源性是 |th ∗ |xh ∀

无论从 � ≤ ∂ 感染细胞中提取的 ∞
µ±¶蛋白o还是从昆虫细胞中表达的 ∞

µ±¶蛋白o都证明具

有 � �¤¶̈ 活性o只是酶催化活力上有差异∀通过破坏∞
µ±¶的二硫键和去糖基实验表明o∞

µ±¶蛋

白所具有的 � �¤¶̈ 活性o依赖于它的二段各为 {个氨基酸的基础序列o其中的组氨酸k� l最

为关键o用其它氨基酸置换后k灭活的 ∞
µ±¶l将失去这种活性∀ 在 � �¤¶̈ 活性基础序列中o≤ 2

株和 �≥• • 毒有一个氨基酸不同o所有 ≤ 2株毒k包括 ≤ 2株兔组织毒!≤ 2株 ≥�y 细胞毒和

≤ 2株犊牛睾丸细胞疫苗毒l是不带电荷的甘氨酸k�lo�≥• • !�≥�≤ !�≥� � !�≥�÷ !�≥� ≠

都是谷氨酸k∞lo经典强毒 ≥� !� ©̄²µ·!�µ̈¶¦¬¤株和 × • °|z也都是谷氨酸o而真菌 × u!� «

和植物 ≥u是天冬氨酸k⁄lo∞ 和 ⁄ 都是带负电荷的氨基酸∀ 不知这一差异对催化活力有无

影响∀
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抗 ∞
µ±¶的 � ≤ ∂ 中和性单抗又是 � �¤¶̈ 活性抑制剂o以灭活的 ∞

µ±¶免疫产生的抗体仍具

有对 � ≤ ∂ 的中和性和抑制 ∞
µ±¶的 � �¤¶̈ 活性作用o表明中和抗体的产生及它对 � �¤¶̈ 的

抑制作用不单纯决定于活性基础序列∀ ∞
µ±¶可抑制伴刀豆蛋白 � k≤²± � l对猪!牛!羊!人等

淋巴细胞的促有丝分裂作用o强烈抑制淋巴细胞的蛋白质合成o但不损害细胞膜∀∞µ±¶可导致

淋巴细胞和上皮细胞的细胞毒性效应并形成细胞凋亡∀ 在真核细胞上o普遍存在着可与 ∞
µ±¶

结合的细胞受体o∞
µ±¶与细胞的结合为不可逆过程o而 ∞u与细胞的结合是可逆的过程∀� ≤ ∂

的 ∞
µ±¶可有效阻断猪源 � ≤ ∂ !�∂ ⁄∂ k牛病毒性腹泻病毒l对 ≥�y!°�tx 等细胞的感染o却

不能有效阻断牛源 �∂ ⁄∂ 对细胞的感染o表明 ∞
µ±¶与宿主嗜性有关∀∞µ±¶的这些活性o表明它

可能在 � ≤ ∂ 对细胞的感染过程中以及在细胞中的复制!表达与调控过程中起重要作用∀ 由

于 ∞
µ±¶没有膜锚定结构o表现出神经细胞毒性和抗凝集活性作用的分泌型 ∞

µ±¶蛋白与 � ≤ ∂

的致病性密切相关∀ ≤ 2株毒与流行毒的 ∞
µ±¶蛋白在氨基酸序列上有多处不同o这些差异对于

相应的 ∞
µ±¶蛋白的生物活性以及对于 � ≤ ∂ 在复制与表达过程中的影响o有待利用基因重组

技术加以深入研究∀
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