
第 34卷　第 1期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 34 N o. 1
2006年 1月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) Jan. 2006

梅花鹿源 BVD V NS2-3基因重要区的
克隆与序列分析

Ξ

温铁锋,郜玉钢,王树志,杜　锐
(吉林农业大学 中药材学院,吉林 长春 130118)

　　[摘　要 ]　根据牛病毒性腹泻病毒 (BVDV )NADL 株的序列设计并合成 1对引物,对从吉林不同地区分离的

4 株梅花鹿源BVDV (CCSYD 株、CCJYD 株、CCKCD 株和 JL CYD 株)的N S223基因进行 R T 2PCR 扩增,并对扩增

的片段进行序列分析。结果表明,国内梅花鹿源BVDV CCSYD 株属基因 Ib 亚型, CCJYD 株、CCKCD 株和 JL CYD

株属基因型待定。
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　　牛病毒性腹泻病毒 (BVDV ) 与猪瘟病毒

(HCV )和羊边界病病毒 (BDV )同属黄病毒科瘟病

毒属。牛病毒性腹泻病 (BVD )呈世界性分布,在许

多养牛业发达的国家尤为严重。国内自 1983年李佑

民首先从牛流产胎儿脾脏中分离出BVDV (长春

184株)以来,几乎各地都有该病的报道[128 ]。BVDV

除引起牛感染发病外,还可引起羊、猪及许多野生动

物感染[9213 ]。据Doyle 等[14 ]报道,在调查的 45种野

生反刍动物中, 32 种野生动物BVDV 血清中和抗

体阳性,鹿科动物的血清中和抗体阳性率达 28%。

王新平证实我国鹿群存在不同程度的BVDV 感

染[12 ]。杜锐等[15216 ]的调查结果显示,国内幼鹿群中

BVDV 感染率达 60%～ 86. 7% ,并在鹿腹泻粪样中

查到了BVDV 粒子。BVDV 基因组长度为12. 3～

12. 5 kb,有一个大的开放阅读框架,编码约4 000个

氨基酸的多聚蛋白,其基因序列为: 5′2P 202P 142gP 482
gP 252gP 532N S223 (N S2öN S3 ) 2P 102P 302P 133 ( P58öP75) 2
3′,其中 P 14 (C) , gP 48 (E0) , gP 25 (E 1)和 gP 53 (E 2)为病

毒结构蛋白基因[17 ]。由于有外源基因的插入,N S223

基因区域是目前研究BVDV 基因分型和致病机理

的极其重要的区域。目前,国内对梅花鹿源BVDV

的基因分型工作尚未见报道。为了探索梅花鹿源的

BVDV 基因型的差异,作者开展了梅花鹿源BVDV

N S223基因区的克隆与序列分析研究,以期为阐明梅

花鹿BVDV 的致病机理及防治该病奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　梅花鹿源毒株和细胞株　CCSYD 株分离

于长春双阳地区流产梅花鹿胎儿的肝脏; CCJYD

株、CCKCD 株和 JL CYD 株, 分别分离于长春净月

地区、长春宽城地区和吉林昌邑地区患顽固性腹泻

的梅花鹿幼鹿的粪便中,上述 4 株梅花鹿源BVDV

分离株均为 CP 生物型; M DBK 细胞和BVDV 的

C 24V 标准株均购自中国兽药监察所。

1. 1. 2　试　剂　RNA 提取剂 T ripu re, 反转录酶

A M V , ExT aq 和 T aq 酶, DL 2000 M ark 和 DL

15000 M ark, dN T P, RNA 酶抑制剂, pM D 182T 载

体, T 4 DNA L igase 酶, H indË 和B am H É 酶,均购

于大连宝生物技术公司; JM 109 感受态大肠杆菌、

LB 培养基、质粒提取试剂盒、电泳药品,均购自北京

鼎国生物技术有限公司; 1640营养液和维特洁回收

试剂盒购于宝泰克生物技术公司。

1. 2　方　法

1. 2. 1　病毒的培养和浓缩　在 100 倍稀释的病毒

液中按其 1ö10 体积量接种长满单层的M DBK 细

胞, 37 ℃感作吸附 1 h,加含体积分数 2%胎牛血清

的 1640 维持液 (胎牛血清为BVDV 抗体阴性且不
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含BVDV ) , 37 ℃培养 72 h,将出现细胞病变的病毒

细胞培养物反复冻融 3次, 5 000 röm in 离心 15 m in

以除去细胞碎片, 上清液 30 000 röm in 离心 45

m in, 沉淀加原病毒液量 1% (体积分数)的 1640 液

制备成病毒浓缩液。

1. 2. 2　引物的设计与合成　根据 NADL 株的

N S223基因序列,用 P rim er 5. 0软件辅助设计了 1对

引物,上、下游引物分别设有H indË 和B am H É 酶
切位点。引物的序列及其在NADL 株的位置分别

为: 上游 5′GCA A GC T TA GGA GGA A TC TA C

GG (4 764～ 4 779) , 下游 5′TA G GA T CCA CCC

AA G A T G T TC (5 419～ 5 399)。引物序列分别位

于NADL 株外源插入序列位点 (5 152～ 5 153)的两

侧, 理论计算NADL 株扩增出的片段长应为 672

bp ,而N CP 毒株和无外源序列插入的CP 毒株扩增

出的片段长应为 402 bp。引物由大连宝生物技术公

司合成。

1. 2. 3　病毒总RNA 的提取　取 250 ΛL 浓缩病毒

液,按 T ripue试剂盒上的方法提取病毒总RNA。

1. 2. 4　反转录　取RNA 提取液 4 ΛL , 70 ℃水浴 5

m in,再依次加入RNA 酶抑制剂 1 ΛL , 5 倍反转录

缓冲液 5 ΛL , dN T P 2 ΛL ,特异性下游引物 2 ΛL ,反

转录酶 1 ΛL ,高压灭菌去离子水 14 ΛL , 42 ℃反应

1 h。

1. 2. 5　PCR 扩增　取反转录产物 5 ΛL , 100 ℃变

性 5 m in, 再依次加入 10 倍 PCR 缓冲液 5 ΛL ,

dN T P 2 ΛL , 特异性上、下游引物各 2 ΛL , RNA 酶

抑制剂 2 ΛL , M gC l2 4 ΛL , 高压灭菌去离子水 26

ΛL , 液体石蜡 50 ΛL。 95 ℃变性 8 m in, 冰浴后加

DNA 聚合酶 1 ΛL。置 PCR 仪中,选择以下循环参

数: 94 ℃预变性 60 s; 56 ℃退火 60 s, 72 ℃延伸 60

s, 35个循环;最后 72 ℃延伸 10 m in。取 PCR 产物 6

ΛL ,与上样缓冲液 1 ΛL 混匀后,在 10 göL 琼脂糖凝
胶上电泳,检测 PCR 产物。

1. 2. 6　cDNA 片段的克隆与鉴定　将 1. 2. 5 中扩

增的产物用维特洁试剂盒纯化回收后, 再与

pM D 182T 载体连接,构建 T öN S223克隆质粒。按常

规方法提取质粒,重组质粒进行酶切和 PCR 鉴定,

鉴定为阳性时,送阳性克隆菌到大连宝生物公司测

序。

1. 2. 7　序列分析　应用DNA Star 计算机软件,将

测出的核苷酸序列与已经发表的BVDV 毒株的相

应序列用DNA Star 软件进行对比分析,并对推导

的不同株的氨基酸序列进行同源性比较。

2　结果与分析

2. 1　4株梅花鹿源毒株的R T 2PCR 扩增、克隆和鉴

定结果

4株梅花鹿源毒株均经R T 2PCR 扩增出 1条约

402 bp 的片段 (图 1)。重组 T öN S223质粒经 PCR 扩

增、酶切均得到 1 条约 402 bp 的片段,与预计结果

相符,表明获得的重组子是正确的 (图 2、图 3)。

2. 2　4株梅花鹿源毒株的核苷酸序列分析结果

CCSYD 株N S223扩增区核苷酸序列与BVDV

其他株的同源性依次为: 184 株 99. 3% , H 株

96. 6% , ZM 95 株 98% , O SLO SS 株 94. 9% , D raper

株 92. 6% , ILL C 株 92. 4% , SN C 株 91. 1% , YA K

株 82. 3% , D 株 83. 0% , 3142 株 84. 8% , 3887 株

84. 3% , C24V 株 83. 2% , NADL 株 83. 4% , SD 1株

83% , Singer 株 82. 8% , 062A PR 21993 株 77. 0% ,

N Y21 株 75. 8% , CCKCD 株 42. 3% , CCJYD 株

42. 3% , JL CYD 株 42. 5%。可见, CCSYD 株与另外
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3个梅花鹿源毒株之间的核苷酸序列存在着较大差

异,同源性只有 42. 3%～ 42. 5%。CCJYD 株、CCK2
CD 株和 JL CYD 株之间的核苷酸序列同源性则高

达99. 6%～ 100%。CCJYD 株、CCKCD 株和JL CYD

株与其他BVDV 株N S223重要区核苷酸序列的同源

性也在 42. 5%以下。CCSYD 分离株与国外的 ILL C

株、Y546 株、D raper 株、SN C 株及国内的 184 株、

ZM 95 株、H 株和O SLO SS 株遗传距离较近, 与国

外的 C24V 株、NADL 株、R 1935 株、SD 21 株及国内

的D 株和 Yak 株遗传距离较远,应为 Ib 基因亚型。

图 3　4株梅花鹿源毒株的 T öN S223

质粒酶切鉴定结果

F ig. 3　 Iden tificat ion of T öN S223 p lasm id

of CCSYD , CCT YD , CCKCD and JL CYD w ith

restrict ion enzym e digest ion

2. 3　4株梅花鹿源毒株的氨基酸序列分析结果

CCSYD 株N S223扩增区氨基酸序列与BVDV

其他株的同源性依次为: 184 株 99. 4% , H 株

94. 5% , ZM 95株 95. 7% , O SLO SS 株 93. 3% , D rap2
er株 93. 9% , ILL C 株 93. 3% , SN C 株92. 0% , YA K 株

88. 3% , D 株 90. 2% , 3142 株92. 0% , 3887 株 89. 0% ,

C 24V 株 86. 5% , NADL 株88. 3% , SD 1 株 90. 8% ,

Singer株 87. 1% , 062A PR 21993株82. 8% , N Y21株

72. 4% , CCKCD 株28. 2% , CCJYD 株 28. 2% , JL 2
CYD 株 28. 2%。氨基酸的序列分析结果表明, CC2
SYD 株的N S223重要区蛋白质由 18 个强碱性氨基

酸 (K, R ) , 11 个强酸性氨基酸 (D , E) , 37 个疏水性

氨基酸 (A , J , L , F ,W , V ) , 28 个极性氨基酸 (N , C,

Q , S, T , Y)等 116个氨基酸构成。

3　讨　论

CCSYD 株BVDV 在N S223区域中,既无外源序

列的插入,也无基因重组、重排或缺失,但存在某些

核苷酸的替换,而另外 3 株则有 47 bp 的外源插入

序列和基因重排。表明病毒的致细胞病变作用除与

外源序列的插入及基因重组、重排或缺失有关外,可

能还存在其他机制。

CCJYD 株、CCKCD 株和 JL CYD 株与CCSYD

株间的核苷酸序列存在着较大差异, 同源性只有

42. 3%～ 42. 5% , 与其他BVDV 株N S223重要区核

苷酸序列的同源性也在 42. 5%以下,而他们之间核

苷酸序列的同源性却高达 99. 6%～ 100% , 说明

CCJYD 株、CCKCD 株和 JL CYD 株不存在地域性

差别,其原因有待于进一步研究。该结果表明,吉林

和长春某些鹿场鹿发生的流产和顽固性腹泻病可能

与BVDV 感染有关。

根据瘟病毒 5′端非编码区的序列分析, 将

BVDV 分为 2 个基因型, 即É 型和Ê 型, 基因É 型
中 又分 É a (如 NADL 和 SD 1 株 ) 和 É b (如

O SLO SS 株) 2个基因亚型,并且证实近年来发生在

北美等地的一种以血小板破坏和出血为特征的

BVD 新病型多由基因Ê 型BVDV 引起[10211 ]。作者

对国内不同地区分离的BVDV 株N S223蛋白编码区

的部分序列进行了分析,结果证实国内毒株存在 2

个基因型和 1 个待定的基因型。其中CCSYD 株、

184株、H 株、ZM 95株的核苷酸序列与O SLO SS 株

的同源性较高,为É b 基因亚型; 而D 株、Kak 株与

NADL 株和 SD 1 株的同源性较高, 为É a 基因亚

型; CCJYD 株、CCKCD 株、JL CYD 株的基因型待

定。所分离的国内 4个毒株在基因型上与国外报道

的基因Ê 型不同, 表明目前国内所流行的BVD 可

能不是由基因Ê型BVDV 引起的[6 ]。
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C lon ing and sequencing of N S223 of BVDV on sika deer

W EN Tie-feng, GAO Y u-gang,W ANG Shu-zh i,D U Rui
(Colleg e of Ch ineseM ed icineM ateria l, J ilin A g ricΛltu ra l U niversity , Chang chun, J in lin 130118, Ch ina)

Abstract: A pair of p rim ers w ere designed and syn thesized acco rd ing to nucleo t ide sequence of NADL

BVDV. Exogenou s sequence in sert ion dom ain of N S223 of CCSYD , CCT YD , CCKCD and JL CYD iso la ted

from differen t d ist ricts of J ilin p rovince w as amp lif ied by u sing R T 2PCR. T he amp lif ied fragm en ts w ere

cloned and sequenced. R esu lts show that CCSYD stra in of BVDV in ou r coun try belongs to sub type É b,

bu t CCJYD , CCKCD , JL YD belong to som e unknow n gene types.

Key words: sika deer; bovine vira l d iarrhea viru s; N S223 gene; sequence analysis
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