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猪瘟病毒石门株动物传代脾毒与组织培养
细胞毒 E2 基因序列的分析

Ξ

魏中锋, 张彦明, 孙　裴, 张永国, 洪海霞, 倪　斌, 郭抗抗
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　根据已发表的猪瘟病毒基因组序列, 设计合成了 2 对引物, 以脾毒和细胞毒总 RNA 为模板, 利用

反转录聚合酶链式反应 (R T 2PCR )、套式聚合酶链式反应 (nPCR ) 及测序技术, 对多次动物传代和致细胞病变的猪

瘟病毒主要囊膜糖蛋白 E2 基因的核苷酸序列进行了测定, 用DNA star 软件比较分析了 E2 基因的核苷酸和氨基

酸序列的同源性。结果发现, 脾毒和标准石门株核苷酸序列的同源性为 99. 4% , 氨基酸序列的同源性为 99. 0% ; 细

胞毒与标准石门株核苷酸序列的同源性为 98. 3% , 氨基酸序列的同源性为 96. 7%。由此说明, 猪瘟病毒经猪体多

次传代和组织培养致细胞病变后, 均能保持遗传的稳定性。
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　　猪瘟 ( classica l sw ine fever ) 是由猪瘟病毒

(classica l sw ine fever viru s, CSFV ) 引起的高度接

触性传染病, 其特征是小血管变性所导致的内脏器

官多发性出血、坏死[1 ]。CSFV 属于黄病毒科 (F la2
viviridae)瘟病毒属 (P esiv irus) , 是单股正链的RNA

病毒, 约 1. 23×104 kb, 含 1 个大的读码框, 由 11 个

编码结构蛋白和非结构蛋白的基因组成[2 ]。E2 基因

编码的是 CSFV 的 gp 55 囊膜糖蛋白, 该蛋白参与

病毒感染细胞的过程并激活中和抗体产生, CSFV

的中和性表位都在 gp 55 糖蛋白上[3 ] , 因而 E2 在

CSFV 的研究中倍受重视。业已证明, 在 E2 分子上

存在 4 个独特的抗原结构域A , B , C, D , 其中A 包

括 3 个亚抗原结构域A 1, A 2, A 3, A 1 与A 2 在猪瘟

病毒中最为保守, A 3 和B , C, D 具有一定的可变

性[4 ]。本研究通过对动物多次传代的脾毒和致细胞

病变的细胞毒 E2 基因序列的比较分析, 试图用分

子生物学手段揭示该区域的遗传变异特点, 从而为

猪瘟防制研究提供理论依据。

1　材料与方法
1. 1　材　料

1. 1. 1　猪瘟脾毒　猪瘟病毒石门株购于中国兽医

药品监察所, 由本实验室保存, 经猪体传代约 40 代,

采取有明显病变的脾脏作为脾毒。

1. 1. 2　猪瘟细胞毒　用猪瘟病毒石门株脾毒感染

培养的猪脐静脉血管内皮细胞[5 ] , 以发生明显细胞

病变的细胞培养物作为细胞毒。

1. 1. 3　试　剂　RNA 提取采用 GLBCOBRL 公司

生产的 TR IZOL 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 182T 载体均为大连宝生物工

程 有 限 公 司 产 品; 纯 化 回 收 试 剂 盒 为

BO EHR IN GER M ANN H E IM 公司产品; 大肠埃希

菌 JM 109 由本实验室保存。

1. 1. 4　主要仪器　3K218 高速台式冷冻离心机

(Sigm a 公司) ; 高速微量离心机 (Sigm a 公司) ; PCR

仪 (M J 公司) ; 紫外凝胶成像系统 (Syngene 公司)。

1. 2　方　法

1. 2. 1　引物的设计与合成　参考已发表的 A l2
fo rt [5 ]和 b rescia [6 ]设计, 由大连宝生物工程有限公

司合成。引物位置及序列如下:

E1: 5′T GTA T TA GA CCA GA CT GG 3′( 2 222～

2 239)

E1′: 5′CT GCCAA CCGCCGTCTA TCT T 3′(3 793

～ 3 773)

E2: 5′A GGGGA CA GA TCGT GCAA 3′( 2 367～
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2 384)

E2′: 5′GGCGA GT T GT TCT GT TA G 3′( 3 553～

3 536)

1. 2. 2　病毒 RNA 提取　猪脾组织和致病变血管

内皮细胞中猪瘟病毒RNA 的提取, 按试剂盒说明

操作。

1. 2. 3　R T 2PCR 和 nPCR 　取适量上述所提取的

RNA , 分别加入 E1′(引物)、反转录酶缓冲液、

dN T P、RN asin 和AM V , 42 ℃下 1 h 进行反转录。

反转录结束后, 取适量反转录产物, 加入引物 E1,

E1′, dN T P, PCR buffer, T aq DNA 聚合酶, 然后先

98 ℃ 8 m in, 再 95 ℃ 50 s, 48 ℃ 1 m in, 72 ℃

2 m in, 35 个循环, 最后在 72 ℃下延伸 10 m in。套式

扩增 (nPCR ) 时, 取上述 PCR 产物, 以 E2, E2′为引

物, 其余条件同上。扩增结束后取上述产物 5 ΛL 在

含有 0. 5 ΛgömL 溴化乙锭 (EB )的 10 göL 琼脂糖凝

胶中电泳检测。

1. 2. 4　扩增产物的纯化　参照试剂盒操作说明进

行。

1. 2. 5　扩增产物的克隆　取适量纯化后的 PCR 产

物, 加入 pM D 18 T 载体及高效连接液L igat ion So2
lu t ion É , 于 16 ℃连接 1 h, 取连接产物 5 ΛL 转化

感受态细胞 JM 109, 培养过夜, 挑选培养平皿上的

白色菌落培养过夜, 取少量培养物提取质粒。

1. 2. 6　重组质粒的 PCR 鉴定　以 E2, E2′为引物,

对重组质粒进行 PCR 扩增鉴定。

1. 2. 7　重组质粒的酶切鉴定　用B am H É 和H ind

Ë 酶切重组质粒, 37 ℃ 3 h。

1. 2. 8　核酸序列测定及分析　由大连宝生物工程

有限公司采用自动化测序仪完成, 并利用DNA star

软件对所测核苷酸序列进行分析比较。

2　结果与分析
2. 1　目的基因的扩增及鉴定

　　以CSFV 总RNA 为模板, 用引物 E1′进行反转

录, 引物 E1, E1′进行第 1 次扩增, 引物 E2, E2′进行

套扩。电泳检测证明, 获得约 1 200 bp 的扩增产物

(图 1) , 与预期扩增的DNA 片段大小相符, 并且有

较好的特异性和重复性。用碱裂解法提取质粒, 电泳

照 像, 用 H ind Ë öB am H É 酶 切, 得 到 1 条 与

R T 2PCR 扩增产物大小相符的片段 (图 2)。以 E2,

E2′为引物, 质粒为模板, 扩增出约 1 200 bp 的片段

(图 3) , 表明获得了阳性克隆。

图 1　PCR 扩增产物电泳结果
1, 2. 脾毒扩增结果; 3. 细胞毒扩增结果

4. 阴性对照; 5. 标准分子量DNA

F ig. 1　CSFV E2 gene PCR resu lt
1, 2. Sp leen virus PCR resu lt;

3. Cu ltu red cellvirus PCR resu lt;

4. N egative con tro l;

5. 2 000 bp DNA M arker

图 2　重组质粒酶切鉴定
1. 细胞毒重组质粒酶切鉴定;

2. 脾毒重组质粒酶切鉴定;

3. 标准分子量DNA

F ig. 2　R estrict ion enzym e of

recom binan t p lasm ids
1. Cu ltu red cell virus recom 2

b inan t p lasm ids; 2. Sp leen virus

recom binan t p lasm ids;

3. 2 000 bp DNA M arker

图 3　重组质粒 PCR 鉴定
1. 细胞毒重组质粒 PCR 鉴定;

2. 脾毒重组质粒 PCR 鉴定;

3. 标准分子量DNA

F ig. 3　 Iden tificat ion of recom 2
binan t p lasm ids w ith PCR

1. Cu ltu red cell virus; 2. Sp leen virus;

3. DNA 2 000 bp DNA m arker
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2. 2　目的基因的核苷酸序列及对应的氨基酸序列

完成了猪瘟石门株经猪多次传代和致细胞病变

的细胞毒 E2 基因的克隆与测序后, 对所测的核苷

酸序列及推导的氨基酸序列与标准石门株 E2 基因

序列进行了比较, 同时对其核苷酸和氨基酸序列的

同源性及氨基酸变异情况进行了分析, 结果列于表

1。由表 1 可见, 脾毒与标准石门株核苷酸序列的同

源性为 99. 4% , 氨基酸序列的同源性为 99. 0% ; 只

有 3 个氨基酸发生变异, 分别为 921 bp (Glu →

A sp ) , 1 022 bp (A rg→Gly) 和 1 034 bp (A la→ Ile)。

细胞毒和标准石门株的核苷酸序列同源性为

98. 3% , 氨基酸同源性为 96. 7% , 共有 12 个氨基酸

位点发生变异 (表 2) , 分别为 709 bp (L eu→P ro ) ,

729 bp (A sn →T yr) , 769 bp (Ser→A la ) , 837 bp

(A rg→L ys) , 840 bp (V al→M et) , 845 bp (A rg→

L ys) , 874 bp (A sn→Ser) , 979 bp (A rg→L ys) , 982

bp (Ser→P ro) , 989 bp (L eu→Glu) , 1 041 bp (A rg→

Gly)和1 053 bp (A la→ Ile)。
表 1　E2 基因核苷酸同源性及氨基酸同源性比较

T able 1　E2 gene nucleo tide sequence and am ino acid

homo logy comparison among Sh im en stra in, sp leen

and cu ltu red cell virus %

病毒来源
V irus o rig in

石门株
Sh im en

脾毒
Sp leen
virus

细胞毒
Cultu red
cell virus

石门株
D erived from ch ina

99. 0 96. 7

脾毒
D erived from sp leen

99. 4 98. 0

细胞毒
D erived from cultu red cell 98. 3 99. 0

　　注: 左下角数值为核苷酸同源性比较, 右上角数值为氨基酸同源
性比较。

N o te: T he date of nucleo tide on left; T he date of am ino on top
righ t co rner.

表 2　细胞毒氨基酸变异情况

T able 2　V ariab ility of cu ltu red cell virus am ino acid

病毒来源
V irus o rig in

氨基酸位置öbp Am ino acid po sit ion

709 729 769 837 840 845 874 979 982 989 1 041 1 053

石门株 Sh im en L eu A sn Ser A rg V al A rg A sn A rg Ser L eu A rg A la

细胞毒
Cultu red cell virus P ro T yr A la L ys M et L ys Ser L ys P ro Glu Gly Ile

3　讨论与结论

CSFV E2 糖蛋白是猪瘟病毒的主要保护性抗

原, 编码该蛋白的 E2 基因是 CSFV 全基因组中变

异最大的部分。据资料[7 ]报道, 其变异在 3. 2%～

25. 0%。对该区域进行序列分析和比较, 对研究CS2
FV 的进化及其多样性具有重要意义, 有利于从分

子水平上揭示近年来猪瘟毒力不断变异和非典型猪

瘟至今仍在一些地区流行的可能内在原因。

猪瘟病毒是单股正链的RNA 病毒, RNA 病毒

较易发生变异的原因主要是RNA 聚合酶的校正活

性[8 ]。已经证实, 在群落传代过程中, RNA 病毒基因

组能够产生广泛的分子和抗原性改变[7 ]。E2 基因编

码的 gp 55 蛋白的空间构型由 3 个疏水区和 3 个N

端的链内二硫键构成。靠近C 端的疏水区为 gp 55

的膜锚定结构 (TM R ) , 从 856 位半胱氨酸 (Cys) 后

的第 6 个氨基酸至C 端TM R 之间, 形成有弹性的Α
螺旋结构, 没有抗原决定簇; 从N 端 693 位至 856

位 Cys 间形成了富含抗原决定簇的 2 个抗原结构

域, 这 2 个结构域由位于 737 和 792 位 Cys 间的 1

段 Β片层结构隔开。693 和 737 位Cys 形成二硫键,

并组成 1 个序列非保守性 (易变) 抗原结构域, 具有

中和性的B , C 抗原区位于该结构域中; 另 1 个结构

域具序列保守性 (不易变) , 由 792 和 856 位Cys 形

成的二硫键组成, 包含中和抗原区A 和非中和抗原

区D , 而A ,D 区由其间的 1 个疏水区和 818、828 位

Cys 形成的二硫键分开。在A , B , C 3 个中和区中,

各有 1 段与中和性密切相关的高频突变序列或位

点。E2 基因N 端一侧的抗原区是非保守区, 变异较

大的区域在 702～ 742 氨基酸残基之间[9 ]; V an R ijin

等[4 ]证明, 在B , C 区域中, 705, 710, 713, 729 和 734

位等位点的氨基酸变异将导致毒株逃脱与特定单抗

的免疫反应。

对猪瘟病毒石门株经猪多次传代的脾毒 E2 基

因的核苷酸序列和氨基酸序列的分析发现, 其与标

准石门株核苷酸序列的同源性为 99. 4% , 氨基酸序

列的同源性为 99. 0%。只有 3 个氨基酸发生变异,

并且都是跨膜区的疏水性氨基酸残基, 分别为 921

(Glu→A sp )、1 022 (A rg→Gly) 和 1 034 bp (A la→

Ile)。由此说明, 虽然猪瘟病毒石门株经过多次猪传

代, 但其保护性抗原基因 E2 并未发生明显变化, 猪

瘟病毒在遗传上表现出高度的稳定性, 此结果与

V anderhallen H [10 ]、赵耘等[11 ]的研究结论一致, 同

时也说明, 猪瘟 E2 基因的微小变化可能对猪瘟病

毒分子流行病学有重要意义。

CSFV 感染只能专一性对猪致病, 人工接种可
74
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使牛、绵羊、山羊和鹿等发生无症状感染[12 ]。尽管

CSFV 可以在各种组织培养细胞中复制, 但不能产

生致细胞病变效应 (CPE)。绝大多数CSFV 野毒分

离株、克隆株在感染适应细胞后均不产生病毒特异

的细胞病变 (CPE)。对猪瘟石门株脾毒致猪脐静脉

血管内皮细胞病变的细胞毒核苷酸和氨基酸序列的

分析发现, 细胞毒与标准石门株的核苷酸序列同源

性为 98. 3% , 氨基酸序列同源性为 96. 7% , 共有 12

个氨基酸位点发生变异, 在B , C 区有 709 (L eu→

P ro)和 729 bp (A sn→T yr) 2 个,A ,D 区有 5 个氨基

酸发生变异, 分别是 769 (Ser→A la) , 837 (A rg→

L ys) , 840 (V al→M et) , 845 (A rg→L ys) 和 874 bp

(A sn→Ser) ; 其余 5 个在跨膜区, 分别是 979 (A rg→

L ys) , 982 (Ser→P ro ) , 989 (L eu→Glu) , 1 041 (A rg

→Gly)和 1 053 bp (A la→ Ile)。837, 845, 1 041 位有

相同的变异, 并且互换的氨基酸一样。729、874, 769

和 982 位有相同的变异, 但互换的氨基酸不同。在对

特异性单抗反应和对A 区抗原决定簇高度保守区

起决定作用的 710, 833 和 834 位, 本试验的测定结

果未发现差异; 而 709, 729, 769, 837, 840, 845, 874,

979, 982, 989, 1 041 和 1 053 位的差异到底对抗原

性的影响如何, 还有待于进一步研究。从以上结果可

以看出, 细胞毒 E2 基因较脾毒的变异大, 这究竟是

由于猪体内和猪脐静脉病变细胞内的环境因素不同

所引起, 还是由细胞病变过程中其他因素所致, 尚需

进一步研究。

以上两种结果均说明, 无论在体外还是体内, 猪

瘟病毒都能发生了一定程度的变异, 但变异不明显,

所以可以认为, 猪瘟病毒在体内和体外都能保持其

遗传的稳定性。
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Sequencing ana lysis of E2 gene of m u t i2passsag ing

sp leen viru s and cytopa thogen ic clsssica l sw ine fever viru s

W E I Zhong-feng, ZHANG Yan -m ing, SUN Pe i, ZHANG Y ong-guo, HONG Ha i-x ia, N I B in , GUO Kang-kang
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina)

Abstract: A cco rd ing to the pub lished CSFV sequence, tw o pairs of p rim ers w ere designed. E2 gene of

m u ti2passsaging and cytopathogen ic clsssica l sw ine fever viru s w as amp lif ied and sequenced th rough R T 2
PCR , nPCR m ethod. T he nuclet ide sequences and the deduced am ino sequences of E2 gene w ere compared

and analyzed by DNA star softw are. T he resu lts show ed that the nucleo t ide homo logy betw een sp leen viru s

and Sh im en w as 99. 4% , the am inoacid homo logy 99. 0% , the nucleo t ide homo logy betw een cu ltu red cell

viru s and Sh im en 98. 3% , the am inoacid homo logy 96. 7%. So it ind ica tes that E2 genes of CSFV can be ge2
net ica lly stab le after m u ti2passsaging and cytopathogen ic effect.

Key words: classica l sw ine fever viru s; cytopathogen ic; sequence analysis; E2 gene; sequence homo logy
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