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犬冠状病毒 V1 株膜蛋白基因的克隆与序列分析
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　　[摘 　要 ] 　根据 GenBank 中报道的 CCV Insavc21 株核蛋白基因 (M)序列 ,用特异性引物对分离的 CCV V1 野

毒株进行了 RT2PCR 扩增 ,将扩增得到的 PCR 片段纯化后与 p GEM2T 连接得到重组质粒 p TM ,并进行了核苷酸序

列测定。结果表明 ,该基因全长为 789 bp ,编码 263 个氨基酸 ,其中前 17 个氨基酸为信号肽。与 CCV 标准毒株

Insavc21 M 基因相比 ,两者核苷酸的同源性为 92. 1 % ;推导的氨基酸序列同源性为 90. 9 % ,差异主要发生在该蛋白

的 N 端前 1/ 3 区域内。在推导的 M 蛋白氨基酸序列中 ,发现了 3 个明显的疏水区 ,提示该蛋白可能是一个反复跨

膜的蛋白 ;在 N 端 15～17 ,38～40 ,234～236 位氨基酸存在 3 个潜在的 N2联糖基化位点 ,可能是形成该蛋白表面抗

原决定基的位点。另外 ,推导蛋白氨基酸序列的疏水性和抗原表位与 Insavc21 株 M 蛋白存在一定差异 ,提示两者

免疫原性可能有差别。
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　　犬冠状病毒 (Canine Coronavirus ,CCV) 属冠状

病毒科冠状病毒属成员之一 ,主要引起犬发生以胃

肠炎为主要特征的急性传染病[1～3 ] ,也是冠状病毒

血清 I 群中研究最少的病毒之一。近几年 ,国内各

地都有暴发此病的报道 ,给养犬业造成了很大的经

济损失。与国外相比 ,我国对 CCV 的研究起步较

晚 ,夏咸柱等[4 ]1996 年才首次分离出此病毒。鉴于

该病危害日益严重和目前对该病毒分子生物学背景

的了解甚少 ,本研究对国内分离的 CCV V1 野毒株

保护性抗原之一的结构蛋白 ———膜蛋白 (M) 基因进

行了全基因克隆和序列分析 ,以期进一步了解 CCV

的分子生物学特征 ,也为其表达并进而研究有效的

基因工程疫苗奠定良好的基础。

1 　材料与方法

1. 1 　病 　毒

　　CCV V1 野毒株由本实验室用 F81 和 CRF K猫

肾传代细胞从 1 只发病犬肝脏中分离而得到的 ,经

系统的病毒学鉴定后保存。

1. 2 　质粒、菌株及主要试剂

大肠杆菌 J M109 由本室保存。反转录酶 M2
MLV ,RNasin , T4 DNA 及连接酶 dN TPs 均为 MB I

产品 ; Taq plus DNA 聚合酶、DNA 片段快速纯化回

收试剂盒 ,均购自上海生物工程技术服务有限公司 ;

DMEM 培养基为 GIBCO 产品 ;p GEM2T 载体购自

Promega 公司 ;限制性内切酶均为大连宝生物公司

产品。

1. 3 　引物的设计

根据 GenBank 中报道的 CCV Insavc21 株膜蛋

白基因序列 ,设计了 1 对特异性引物 ,即

CCV P1 :5′2TA GGTACC ACC A TG AA G AAA

A TT TTG TTT TTA CTA GCG23′

CCV P2 5′2CT GCGGCCGC TTA TAC CA T

A TG TAA TAA TTT TTC23′

为下一步克隆需要 ,分别在上、下游引物中引入

Kpn Ⅰ和 N ot Ⅰ酶切位点 (下划线部分) ,并加有两

个保护性碱基。引物由大连 Ta KaRa 公司合成。

1. 4 　病毒的培养

参照文献[ 4 ]进行。

1. 5 　总 RNA 的提取

参照 Chomczynski P 等[5 ]报道的“异硫氰酸胍2
酚2氯仿抽提分离 RNA 的一步法”进行。

1. 6 　RT2PCR

RT 反应参照文献 [ 6 ]进行。PCR 采用 50μL
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反应体系。取反转录产物 2μL ,10 ×PCR buffer 5

μL ,25 mmol/ L MgCl2 4μL ,引物 P1 (25 pmol/μL) ,

P2 (25 pmol/μL)各 1μL ,2. 5 mmol/ L dN TPs 4μL ,

水 32. 7 μL , Taq plus DNA 聚 合 酶 0. 3 μL

(5 U/μL) ,混匀。反应条件为 96 ℃预变性 180 s ;

94 ℃40 s ;54 ℃50 s ;72 ℃80 s ,35 个循环 ;然后

72 ℃再延伸 10 min。PCR 产物用质量分数 1. 2 %

的琼脂糖凝胶电泳分析。切下目的 DNA 片段 ,按

DNA gel Extraction 试剂盒说明书进行回收。

1. 7 　PCR 产物的回收、连接物的转化、重组子的鉴

定及 N 蛋白基因序列测定

取回收 DNA 片段 ,与 p GEM2T 载体 16 ℃过夜

连接 ;将连接产物转化大肠杆菌 J M109 ,然后按常规

方法涂在预制好的含适量 Amp 的 LB 琼脂平板上

培养 12 h。挑选白色菌落 ,增菌培养后提取质粒 ,用

限制性内切酶酶切和 PCR 方法鉴定以获得阳性重

组质粒。经酶切鉴定正确的重组子 (命名为 p TM) ,

送上海联合基因生物公司进行序列测定。所测序列

用 DNAMAN 和 DNASTAR 进行分析。

2 　结果与分析

2. 1 　CCV V1 株 M 基因 RT2PCR 扩增结果

　　经质量分数 1. 2 %琼脂糖凝胶电泳 ,CCV V1

株 RT2PCR 产物大小为 789 bp ,与预期结果相符

(图 1) 。

2. 2 　阳性重组质粒 p TM 的鉴定

扩增产物连接到 p GEM2T 载体上 ,得到 p TM1

和 p TM2 2 个重组子。克隆的重组子 p TM 分别用

Kpn Ⅰ和 N ot Ⅰ双酶切 ,可得3 000和 789 bp 2 个片

段 ,结果与预期一致 (图 2) 。以克隆的重组子 p TM

为模板 ,用 PCR 方法进行鉴定 ,可扩增出 789 bp 的

核酸片段 ,也与预期一致 (图 3) 。

图 1 　PCR 扩增结果

M. D ,L 15 000 + 2 000 ;1. CCV Insavc21 ;

2. CCV V1

Fig. 1 　Amplification of PCR

　

图 2 　重组质粒 p TM 的酶切鉴定

M. D ,L 15 000 + 2 000 ;1. p TM/ Kpn Ⅰ+

Not Ⅰ;2. p TM/ Kpn Ⅰ;3. p TM

Fig. 2 　Identification of recombinant

by enzyme digestion

图 3 　重组质粒 PCR 扩增

M. D ,L 15 000 + 2 000 ;1. p TM1

(positive) ;2. p TM2 (positive)

Fig. 3 　Identification of recom2
binant by PCR

2. 3 　CCV V1 株 M 蛋白基因 cDNA 序列测定结果

及推导的氨基酸序列

对重组质粒 p TM 的序列测定表明 ,CCV V1 株

M 蛋白 cDNA 的阅读框全长 789 bp ,编码 263 个氨

基酸 ,其中前 17 个氨基酸为信号肽 ,比 Insavc21 株

M 蛋白多 1 个氨基酸 (图 4) 。此信息已被 GenBank

收录 ,其登录号 (Accession number) 为 A Y390343。

用 DNAMAN 对所测序列进行分析 ,结果表明 ,与

GenBank 中 CCV 标准毒株 Insavc21 M 基因相比 ,两

者核苷酸的同源性为 92. 1 % ,推导氨基酸序列的同

源性为 90. 9 % ;同时发现两毒株的差异部分主要集

中在该蛋白 N 端的前 1/ 3 处 ;在 N 端 15～17 ,38～

40 ,234～236 位还发现 3 个潜在的 N2联糖基化位

点 ,其与 Insavc21 株 M 蛋白糖基化位点的位置和数

量完全相同 ,推测这可能是形成该蛋白表面抗原决

定基的重要位点。

2. 4 　推导的 CCV V I 株 M 蛋白疏水性及抗原表位

分析

用DNAstar 软件对 CCV V1 与 Insavc21 株 M

蛋白进行疏水性及抗原表位分析 ,结果发现 ,V1 株

在 58～68 ,90～100 ,120～130 位氨基酸有 3 个明显

的疏水区 ,提示该蛋白可能是一种多次跨膜的糖蛋

白 ;而且两者在 19～22 ,105～108 ,208～210 ,248～

251 位氨基酸残基抗原表位存在较明显的差异 (图
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5) ,提示两毒株 M 蛋白免疫原性可能有差别。

图 4 　CCV V I 株 M 蛋白基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列
(阴影部分为启始密码子和终止密码子 ;下划线部分为信号肽 ;方框部分为潜在的 N2联糖基化位点)

Fig. 4 　Sequence of M gene of CCV V1 and deduced amino acid sequence

( The initiatiion and stop codon were shadowed ;Signal peptide was underlined ,

Potential N2glycosylating sites were covered with box)

图 5 　DNAstar 软件对推导的 CCV V1 和 Insavc21 株 M 蛋白疏水性及抗原表位分析

Fig. 5 　Analysis of hydrophobicity and antigenic index of M protein of CCV V1 and

Insavc21 strain by using DNAstar software

3 　讨　论
3. 1 　冠状病毒膜蛋白的生物学功能

　　膜蛋白主要包埋在病毒脂质囊膜中 ,在冠状病

毒粒子构建中起主要作用。Motokawa [7 ] 在研究

TGEV M 蛋白的二级结构时发现 ,约 10 %的 N 端

暴露在病毒的外表面 ,剩下的约 80 个氨基酸残基

(占该分子大小的 1/ 3)形成 3 个疏水的α2螺旋区 ,3
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次插入脂膜双层中 ,形成多次跨膜的蛋白 ;N 端还有

1 个由 17 个氨基酸残基组成的信号肽 ,1 个约 40 个

残基组成的高度亲水区 ,其中含有糖基化位点 ,构成

M 蛋白的外区。本研究对 CCV V1 株推导的 M 蛋

白氨基酸序列分析结果与上述研究结果基本一致。

M 蛋白内部区域与核衣壳蛋白相互作用 ,可能

在病毒的装配中起作用 ,因为病毒的芽生大多发生

在 M 蛋白的富集区域。另外 ,由于 M 蛋白部分位

于病毒的表面 ,与机体的免疫系统直接接触 ,因此也

是诱导机体产生中和抗体的保护性抗原之一。M

蛋白 N 端附近的 2 个糖基化位点和 C 端的 1 个糖

基化位点可能与该蛋白的免疫原性密切相关。但

Critine[8 ]研究发现 , TGEV M 蛋白的 C 端具有免疫

优势 ,针对这个区域的特异性抗体可以中和 TGEV ,

并能介导补体依赖型 TGEV 感染的细胞融合。

3. 2 　研究 CCV M 蛋白及其基因的意义

Elia 等[9 ]研究发现 ,自然感染 CCV 的病犬血清

中抗 CCV S 糖蛋白抗体虽产生得最早 ,但持续的时

间很短 ,而抗 M 和 N 蛋白的抗体持续时间很长 ;在

CCV 的诊断方面 ,研究 M 和 N 蛋白的意义更大一

些。因此 ,积极开展 CCV M 蛋白及其基因的研究 ,

不但可以进一步弄清 M 蛋白的生物学功能 ,而且可

为 CCV 快速诊断试剂和有效基因工程疫苗的研制

奠定良好基础。
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Cloning and sequence analysis of membrane protein gene of

canine coronavirus strain V1

QIAO Jun1 , XIA Xian2zhu1 , HU Gui2xue2 , XIE Zhi2jing1 ,YAN Fang1 ,YANG Song2tao1 , HUANG Gen1

(1 Insitit ute of M ilitary V eterinary , A cademy of M ilitary Medical Sciences of PL A , Changchun , Jilin 130062 , China;

2 College of A nim al Science and Technology , Jinlin A gricultural U niversity , Changchun , Jilin 130118 , China)

Abstract : According to membrane protein gene sequence of canine coronavirus st rain V1 reported by

GenBank ,a pair of specific primers was designed and used to amplify M gene. The positive PCR product was

purified and ligatured with p GEM2T. The correct positive recombinant was used for sequencing. The complete

length of M gene of CCV V1 was 789 bp and encoded 263 amino acids. The initiative 17 amino acids was signal

peptide. The homology of nucleic acid and amino acid between CCV V1 and Insavc21 was 91. 7 % and 90. 2 %

respectively. The different parts mainly exist in f ront of one third region of protein. Three hydrophobic regions

exist in the protein ,which denotes that it is a continuous cross2membrane protein. Three N2glycosylating sites

were also found in region of 15 - 17 ,38 - 40 and 234 - 236 amino acids ,which possibly consist of antigenic site

on the surface of the protein. Moreover ,there were some differences in the hydrophobicity and antigenic index

between two strains ,which may cause some difference in immunogenicity.

Key words :canine coronavirus ;membrane protein gene ;gene cloning ;sequence analysis
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