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Ξ

薛青红1, 2,刘湘涛1,杜守山2,张永国2,

韩雪清1,张彦明2,何学斌3,庄淑珍2,谢庆阁1

(1 中国农业科学院 兰州兽医研究所,甘肃 730046; 2 西北农林科技大学 畜牧兽医学院,陕西 杨陵 712100;

3 河南省周口地区动物检疫站,河南 周口 466000)

　　[摘　要 ]　采用R T 2PCR 和 nPCR 扩增出 3株河南省近期 (1999～ 2000年)猪瘟流行野毒的 E2 基因,分别克

隆于 PM D 218T 载体,对其进行了核苷酸序列测定及氨基酸序列推导,同时进行了同源性比较及 E 2 糖蛋白结构的

分析。结果表明,所测 3株HCV E2 基因的长度均为 1 169 bp。编码的氨基酸序列均包括完整信号肽序列和部分跨

膜序列,共由 384个氨基酸组成。3株流行毒的 E2基因核苷酸序列同源性在 99%以上,相应的氨基酸序列同源性也

在 99%以上;这 3株流行毒与C2株兔脾组织毒 (疫苗种毒) E2 基因的核苷酸序列同源性在 83. 14%～ 83. 23% ,相应

的氨基酸序列同源性在 88. 14%～ 88. 68%。经遗传发生关系分析, C2株兔组织毒C2株细胞毒属于组群 1 (group 1) ,

河南省近期流行猪瘟毒属于组群 2 (group 2) ,近期猪瘟流行毒与C2株疫苗毒的 gp 55蛋白之间存在一定的差异。
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　　猪瘟病毒 (Hog Cho lera V iru s 或 C lassica l

Sw ine Fever V iru s, HCV öCSFV )为黄病毒科 (F la2
vividae) 瘟病毒属 (Pest iviru s)成员[1 ]。由HCV 引起

的猪瘟 (HC)被国际兽医局列为A 类传染病之一,

因而受到世界各国尤其是HC 存在国的重视。我国

是HC 流行较严重的国家,近年来, HC 的发生又呈

上升趋势,表现形式也更为复杂,有些免疫猪频繁发

病,使用C2细胞苗或组织苗已不能完全控制[2, 3 ]。因

此,了解猪瘟疫苗毒株与流行毒株间的差异及流行

毒的变异情况对猪瘟的防制十分必要。HCV 为单股

正链RNA 病毒,其RNA 长约 12. 3 kb,含一个大的

开放阅读框 (OR F) [1, 4, 5 ]。由 5′端编码的糖蛋白 E 0,

E 1, E 2 构成HCV 的外鞘。其中 E 2 基因编码的 gp 55

蛋白是暴露于病毒表面的主要囊膜蛋白,参与病毒

感染细胞的过程, 诱导中和抗体, 产生保护性免

疫[6 ]。据报道, HCV E 2基因最小抗原区可用于特异

性诊断而避免与BVDV (牛病毒性腹泻病毒)的交

叉反应,也可作为追踪抗原用荧光抗体方法检测抗

HCV 抗体[7 ]。故了解近期HCV E 2 基因变异情况十

分必要。

本试验测定了 3 株河南省猪瘟流行毒的 E 2 基

因序列,利用 T reeview 软件分析了这 3株流行毒的

遗传发生关系,比较了它们与C2株疫苗毒的分子差
异,以期了解近期猪瘟流行毒主要保护性抗原基因

E 2 的变异情况。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　病　毒　3 株猪瘟流行野毒,分别采自河南息

县 (HN XX, 1999 年采)、河南开封 (HN KF, 1999 年

采)、河南郑州 (HN ZZ, 1999年采) ,经兔体交互免疫

试验确证。

试　剂　RNA 提取采用 G IBCOBRL 的 TRL

ZOL R L S R eagen t试剂盒; 反转录酶 (AM V )及反转

录试剂、T aq DNA 聚合酶及 PCR 试剂、RNA 酶抑

制剂、PM D 218T 载体为宝生物工程 (大连)有限公

司 产 品; 纯 化 试 剂 盒 为 BO EHR IN GER

M ANN H E IM 公司产品; DH 5a 大肠杆菌由本室保

存。

有关仪器　高速台式离心机为 Sigm a 产品;

PCR 仪、电泳仪、恒温箱、恒温摇床、紫外透射灯、移

液器及枪尖、eppendo rf管均购自国内有关公司。
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1. 2　试验方法

引物的设计及合成　参照 HCV A lfo rt 株、

B rescia 株和C2株核酸序列,利用 Go ldkey 软件,设

计 6条引物,其中正负链各 3 条,由宝生物工程 (大

连)有限公司合成。引物序列、位置 (参照C2株)及长

度见表 1。
表 1　引物编号、序列、位置及长度

T able 1　T he code. sequence. po sit ion and length of the p rim er

编号
N o.

序　列
Sequence

位置
Po sit ion

长度ön t
L ength

E1 5′T GTA T TA GA CCA GA CT GG3′ 2 222～ 2 239 18

E1′ 5′CT GCCAA CCGCCGTCTA TCT T 3′ 3 793～ 3 773 21

X6 5′A GGGA T T TAA CTA GGGTCT GG3′ 2 315～ 2 336 21

T 8 5′GCA T GGAA CA GCA GTA GTA TCC3′ 3 702～ 3 681 22

E2 5′A GGGGA CA GA TCGT GCAA 3′ 2 384～ 2 401 18

E2′ 5′GGCGA GT T GT TCT GT TA G3′ 3 553～ 3 536 18

　　RNA 提取　参照试剂盒操作进行。

R T 2PCR 和 nPCR　全部程序参照韩雪清等所

采用的方法进行[8 ]。

扩增产物的纯化　参照试剂盒操作进行。

扩增产物的克隆　取适量纯化后的 PCR 产物,

加入 PM D 218T 载体,高效连接液L igat ion So lu t ion

É ,于 16 ℃连接 3 h。取连接好的产物 5 ΛL 转化感

受态DH 5a, 涂布于含安苄西林钠 (100 ΛgömL )的

LB 琼脂平皿上于 37 ℃培养过夜后,挑选白色菌落

接种于 3 mL LB 含安苄西林钠 (100 ΛgömL )的细菌

培养瓶中,在摇床上以 220 röm in 振培 10～ 12 h 后,

少量提取质粒 (转化及质粒提取参照文献[ 9 ]进行)。

重组质粒的 PCR 鉴定　以 E 2, E′2 为引物进行

PCR 扩增鉴定,条件同一扩。

核酸序列测定　采用自动化测序仪测序,由宝

生物工程 (大连)有限公司完成。

序列分析　利用核酸序列分析软件Go ldkey 对

所测序列的结构特点、功能区进行分析,并进行同源

性比较研究。

病毒分子系统关系分析　用 T reeview 软件对

3株流行和国内外参考毒株进行系统关系分析。

2　结　果

2. 1　3株猪瘟流行野毒株 E 2 基因的核苷酸和相应

的氨基酸序列

琼脂糖凝胶电泳表明,以 E 1、E′1, X 6、T 8 和 E 2、

E′2 为引物,扩增出与预期片段 (1 169 bp )大小相符

的片段,结果见图 1。克隆后测序,所测核甘酸序列

与C 株相应核苷酸序列相比较见图 2。由核苷酸序

列推导的氨基酸序列包括完整的信号肽序列和部分

TM R 序列,是由 384个氨基酸残基构成的肽链。

图 1　PCR 扩增 E2基因的琼脂糖凝胶电泳

M. 标准分子质量 2 000 u; 1. HN XX 的 E2基因;

2. HN KF 的 E2基因; 3. HN ZZ的 E2基因

F ig. 1　A garo se electropho resis of PCR E2

M. DNA m arker DL 2 000 u; 1. E2 gene of HN XX;

2. E2 gene of HN KF; 3. E2 gene of HN ZZ

2. 2　核甘酸和氨基酸序列同源性比较

用 Go ldkey 软件,比较 3 株猪瘟流行野毒株与

C2株间的核苷酸及氨基酸序列的同源性,结果见表

2。

2. 3　中和性抗原区的氨基酸比较

E 2 分子含A , B , C, D 4个抗原结构域,其中A ,

B , C 为中和性抗原区。在中和性抗原区上, C2株与
近期国内流行野毒在A 12A 2 亚区十分保守,仅有数

个氨基酸变异; 而在B , C 区变异较大,有多处氨基

酸发生变异。

2. 4　3株河南省流行毒的系统关系分析

参考毒株, 国际参考 A lfo rt, B rescia, ALD ,

GPE2V , CA P。1994～ 1996年意大利流行毒, C1W ,

C 2W , C3D , C4D ,N 5W ,N 6W , S7D , S7D 2, S8D。国内参

考毒, Sh im en;疫苗毒, C2ST ö480, C2VL Z。国内流行

毒, 1997年河南流行毒, HN ZM D。1997～ 1998年甘

肃省流行毒, GSH G, GSZY, GSH Y, GSWW 和

GSJC。1998～ 1999广西流行毒, gx rdö98, gx jxö99,
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gxylö99。

3 株河南省流行毒基因分型于 Group 2 中的

Subgroup 2. 1中,属于目前国内主要流行毒株群。结

果见图 3。

图 2　E2 基因编码区核苷酸序列及比较

F ig. 2　N ucleo tide sequence of E2 gene coding region and comparison w ith them
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表 2　C2株兔脾组织毒与 3株流行野毒株间核苷酸及氨基酸序列同源性比较

T able 2　Homo logy comparison of nucleo tide and AA sequence of virus E2 genes

of C2stra in and 3 o ther p revalen t viru len t stra ins %

序列
Sequence

N ucleo2
T ide C2ST HN XX HN KF HN ZZ

C2ST 83. 33 83. 14 83. 14
核苷酸

N ucleo tide HN XX 99. 74 99. 83

HN KF 99. 57

C2ST 88. 68 88. 41 88. 14

氨基酸
AA HN XX 99. 73 99. 46

HN KF 99. 19

图 3　猪瘟病毒株分子衍化关系

F ig. 3　R elationsh ip of HCV mo lecu lar rela t ionsh ip

3　讨　论

3. 1　3 株HCV E 2 基因核苷酸序列及氨基酸序列

的同源性

E 2 (gp 55)是 HCV 最具抗原性的糖蛋白基因,

而且是全基因组中最易变异的部分之一。通过对 3

株流行野毒 E 2 基因核苷酸序列及所推导的氨基酸

序列分析比较,发现 3 株流行野毒间仅有数个碱基

发生改变,核苷酸序列同源性在 99%以上, 所推导

的氨基酸序列同源性也在 99%以上,可以推测HC

的发生具有地区相关性,也有可能是在动物的出入

境控制上未严格把关所致。3株流行野毒E 2 基因与

C2株疫苗毒 E 2 基因的核苷酸序列同源性在83. 14%

～ 83. 23% ,所推导氨基酸序列同源性在88. 14%～

88. 68% ,说明近期流行猪瘟与 C2株疫苗毒之间存
在一定差异。

3. 2　3株HCV E 2 糖蛋白抗原区氨基酸的变异

HCV E2 分子存在 4 个独特的抗原结构域A ,

B , C,D ,位于 E 2 N 末端的 690～ 866位氨基酸处。A

区又分为 3 个功能区A 1、A 2 和A 3, A 1、A 2 亚区相

连,位于A 区 C 端的 795～ 851 位,是 E 2 蛋白的中

心部位,为一段保守区, A 1 亚区能诱导产生中和抗
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体; A 3 亚区靠近B , C 区,位于 766～ 813 位,无保守

性,也不诱导产生中和抗体; B 区位于 690～ 773位,

C 区位于 690～ 800 位,两者均为非保守区,是诱导

产生中和抗体的主要部位; D 区位于 766～ 800 位,

既不保守也不诱导产生中和抗体[10, 11 ]。根据上述划

分,将测得的 3 株流行野毒和C2株 E 2 糖蛋白抗原

的各功能区氨基酸变异的数目进行交叉比较分析,

其结果见表 3。这些氨基酸的变异是否对抗原性有

影响,还有待于进一步进行点突变的分析。

表 3　3株流行野毒株与C2株 E2 蛋白抗原区氨基酸序列差异数

T able 3　V ariab le num bers of am ino acid of an tigen ic dom ain c and th ree p revalen t of HCV E2

抗原区
A ntigen ic

dom ain
CöHN XX CöHN KF CöHN ZZ HN XXöHN KF HN KFöHN ZZ HN XXöHN ZZ

177AA (690～ 866) A nti2
gen ic dom ain 177AA
(690～ 866)

21 21 21 0 0 0

A 区 101AA (766～ 866)
A dom ain 101AA (766～
866)

10 10 10 0 0 0

A 1A 2 区 57AA ( 795～
851 ) A 1A 2 dom ain
57AA (795～ 851)

2 2 2 0 0 0

A 3 区 48AA (766～ 813)
A 3 dom ain 48AA (766～
813)

6 6 6 0 0 0

B 区 83AA (690～ 773) B
dom ain 83AA ( 690～
773)

11 11 11 0 0 0

C 区 110AA (690～ 800)
C dom ain 110AA (690～
800)

17 17 17 0 0 0

D 区 35AA (766～ 800) D
dom ain 35AA ( 766～
800)

2 2 2 0 0 0

3. 3　HCV E 2 抗原区氨基酸变异对其原性的影响

构成抗原区氨基酸一级结构的变化,将导致其

疏水性和二级结构的改变,从而使它们在抗原性上

也产生一定的差异, 但其是否影响HCV 的感染及

免疫应答还不能定论。曾有报道, 与HCV 同属的

BVDV (牛病毒性腹泻病毒) ,正是由于其主要保护

性抗原 gp 53的变化,致使该病毒能够逃脱宿主的免

疫保护系统[12 ]。目前, HCV 流行趋势的日趋复杂可

能与此有关。

3. 4　毒株遗传发生关系分析

河南省近期流行猪瘟毒株与C2株疫苗毒的 E 2

基因间存在较大差异, 核苷酸同源性为 83. 14%～

83. 23% ,氨基酸同源性为 88. 14%～ 88. 68%。这表

明近期猪瘟流行毒株已向远离疫苗毒株的方向变

化,但这种主要保护性抗原基因的变异是否会影响

C2株疫苗的免疫保护力尚需要进一步证实。
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Sequence ana lysis and group ing of E 2 gene of p reva len t viru len t

st ra in s of hog cho lera viru s in H enan P rovince

XUE Qing-hong1, 2,L IU X iang- tao1,D U Shou- shang2, ZHANG Y ong-guo2, HAN Xue-q ing1,

ZHANG Yan -m ing2, HE Xue-bin 3, ZHUANG Shu-zhen 2, X IE Qing-Ge1

(1 L anz hou V eterinary R esearch Institu te, L anz hou , Gansu 730046, Ch ina; 2 N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re F orestry , Y ang ling ,

S haanx i 712100, Ch ina; 3 A nim al Q uaran tine S ta tion of Z houkou D istrict, Z houkou, H enan 466000, Ch ina)

Abstract: T he E 2 gene of th ree p revalen t viru len t st ra in s of Hog Cho lera V iru s (HCV ) from H enan,

Ch ina w ere amp lif ied by reverse tran scrip t ion (R T ) and the nested Po lym erase Chain R eact ion (nPCR ).

T he amp lifed E 2 fragm en ts of th ree HCV stra in s w ere all 1 169 bp in length by agaro se gel electropho resis.

T h ree E 2 fragm en ts w ere cloned respect ively in to PM D 218T vecto r. 1 169 bp cDNA fragm en ts of th ree

p revalen t viru len t E 2 gene w ere sequenced and 384 residues am ino acid sequences of E 2 w ere deduced. T he

nucleo t ide homo logy among th ree p revalen ts viru len ts w ere over 99% ; and that of am ino acid w ere also

99%. T he nucleo t ide iden t ity of C2st ra in from sp leen t issue of rabb it w ith that of th ree Ch inese p revalen t

viru len t st ra in s w ere from 83. 14% to 83. 33% , and that of am ino acid w ere from 88. 14% to 88. 68%.

T here revealed som e differences in gp 55 of C2st ra in and the 3 p revalen t viru len t st ra in s.

Key words: hog cho lera viru s; E 2 gene; g lycop ro tein; sequence analysis
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